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11月18日(月)

9 : 30 -11 : 00 

座長 安藤勲

一般講演 20分討論10分

特別講演 50分討論10分

L 1 国体における 13C化学シフト異方性および13C_13C双極子相互作用の測定...・H ・..…… 1 
(京大・理) 芦田 淳，桑原大介，今城文雄， 0寺尾武彦

L2 マジック・アγグル・スピニング(MAS)下のクロスポーラリゼーションおよび

13C検出lHMAS NMRスペクトルのシュミレーショ γ ……………………...・H ・..… 3 

(都立大・理，コロ γピア大) 0久保厚， C.A. McDowell 

L3 マジックサシドイツチエコーを用いた固体高分解能NMRイメージング...・H ・..……… 7 
(筑波大・物理工学系) 松 井茂

一休 憩一

11 : 30 -12 : 30 

座長 寺尾武彦

L 4 Measurement of Cross-Relaxation between Selected Pairs of Nuclei by 
Synchronous Stirring of Magnetization ..........・・・・・・・…・・……・…・・・・・・・・・・…...・H ・.. 11 

(University of Lausanne， Switzβrland) 
G. Bodenhausen 

L5 液晶におけるプロト γおよび炭素核の状態相関二次元NMR…...・H ・.....・ H ・..………… 13 

(姫路工大・理， 日本電子，京大・理)

0内藤晶，今成司，赤坂一之

12 : 30 -15 : 00 

ポスターセッション

15 : 00-17 : 00 

座長 北川進

L6 化学シフトにおける電子相関効果の計算 ………………………………...・ H ・.....・ H ・..… 17 

(北見工大) 0福井洋之，松田弘喜，三浦宏一

L7 高温NMR並びに高温高圧NMRの開発と其の応用 ……………………...・ H ・..………… 21 

(北大・工) 下川繁三

座長 高橋憲助

L8 有機ゲルマニウム化合物の化学-NMRを中心として…………....・ H ・..…...・ H ・.....・H ・. 25 

(東大・教養) 竹内敬人

L9 パナジウム錯体の高分解能lH，13C， 51V NMR ……………...・H ・.....・ H ・...・ H ・..….. 29 

(近畿大・理工) 0北 川進，宗像恵，木曽秀典



17 : 00 -18 : 00 

座長 甲斐荘正恒

特別講演

Recent Advances in Protein NMR .....…・・・一-・・・……・・・・・・・・・・・・…・・・…・・・・・…・・・・・・…・…・・・…・ 33 
CNational Institutes of Health， USA) 

11月19日(火)

9 : 00-11 : 00 

座長 引地邦男

OA. Bax， F. D巴laglio，M. Ikura 
L.E. Kay， G. Vuister， M. Clore， 

A. Gronenborn， & D. Torchia 

L10 国体状態における高分子鎖の高次構造と電子状態 …………・…...・ H ・..……...・ H ・H ・H ・. 35 
(東工大・工) 0安藤勲，黒子弘道，山延健

L 11 13C固体高分解能NMRによる V型アミロースの安定性およびF型への転移挙動の

検討 ・…...・ H ・.....…・・…・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 39 
(姫路工大・理，冨立がんセ γター，東理大・理)

座長 早水紀久子

0斉藤肇，山田淳子，行本徹，矢島博文，

遠藤隆一

L12 13C-固体高分解能NMRによる Lーロイシγ-7ーメチル， Lーグルタメート共重合体
の分子運動の研究 …...・ H ・..…………・・………...・ H ・.....・ H ・..……………………...・ H ・... 43 

(北大・工) 0堤耀広，唐沢勝，山口雅史

L13 ポリピニルアルコールの国体状態における分子内および分子間水素結合 47 

(京大・化研) 胡紹華， 0堀井文敬，小谷蕎

一休 憩一

11 : 30-12 : 30 

座長 堤耀広

L14 固体高分解能13CNMRによる 6個の三重結合をもっ長鎖アルキンの固相重合過程
の追跡 ....・ H ・-一……ー…・……・……....・ H ・.....…・・...・ H ・.....・ H ・-…………....・ H ・.....・ H ・. 49 

(化技研，繊高研) 0早水紀久子，柳沢勝，岡田修司，松田宏雄

正木篤，中西八郎

L15 傾斜磁場ノミルスの高分解能NMRへの応用....・ H ・..…………...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…・・ 53 

(島津製作所・応用技術部) 0大野靖，大薮又茂

11 



12 : 30 -15 : 00 

ポスターセ "Jション

15 : 00 -17 : 00 

座長 稲垣冬彦

L16 NMRによるリポヌクレアーゼHの構造解析…………………・……...・H ・..…...・H ・..…・・ 57 

(日本電子・生体計測研，協和発酵工業・東京研，蛋工研，新技団・永山プロジェクト)

0山崎俊夫，好田真由美，小田康司，金谷茂則

中村春木，猿渡茂，永山国昭

L17 安定同位体標識NMRを用いたDNA結合蛋白質の構造と相互作用の研究……………… 59 

(大阪・蛋白研，スクリップス研，蛋工研)

座長 神藤平三郎

白川i昌宏，訟尾 浩，芹川康治，児嶋長次郎

P. Wright，大久保忠恭， 0京極好正

L18 固体15NNMRによる絹フィプロイ γの構造解析…………-………………...・H ・....・ H ・. 63 

(農工大・工，フロリダ州大) 0朝倉哲郎，出村 誠

L.K. Nicholson， T.A. Cross 

L19 タシパク質の状態相関二次元NMR…………...・ H ・...…………………....・ H ・..…...・ H ・. 65 

(京大・理，姫路工大・理， 日本電子)

O赤坂一之，木村雅晴，内藤晶，今成司

17 : 00 -18 : 00 

座長 小林祐次

特別講演 2 

Heteronuclear Half-filters for Studies of Complexes with Biological Macromolecules 
69 

CETH， Switzerland) K. Wuthrich 

18 : 30 懇親会(日本海運倶楽部， 4 Fホール)

11月20日(水)

9 : 00 -11 : 00 

座長 阿久津秀雄

L 20 Decoupling of carbonyl carbons in multi-dimensional NMR and some new 
multi-dimensional NMR experiments .......…・…・・…・・・・・・……・・・・・…・・…・・・…・・……・・ 71 

CBristol-Myers Squibb， Varian， USA) 
OL. Mueller， M.G. Wittekind， W.J. Metzler， 

M.S. Friedrichs， M.A. McCoy， 
B. T. Farmer II 

111 



L21 オーバーハウザー効果によるリ γ脂質ミセルの立体構造 ...・ H ・..………………...・ H ・.. 73 
(理研，茨城大，日本電子データム)

座長 斉藤肇

O鵜沢淘，柴田俊之，滞本昌和，林浩平

坪野浩二，清水章三

L22 脂質二重膜グリセロール骨格の重水素NMR……...・ H ・..…………...・ H ・..……………… 77 

(横浜国大・工) 0阿久津秀雄，申 敬花，長森敏明

L23 Structure and Dynamics of a Membrane Protein Dimer; lH， lSC and 1刑

NMR Spectroscopy of M13 Coat Protein in SDS Micelles …・・・…・………・・・…・ 81 
(University of Alberta， Canada) 

G.D. Henry & OB.D. Sykes 

一休 憩ー

11 : 30 -12 : 30 

座長 赤坂一之

L 24 A Four-level Quantum Mechanical System in Living Tissue: 23Na MRS 
and MRI ……………………………...・ H ・..……………・...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.... 83 

CState University of New York， USA) 
C. S. SprInger 

L25 超高速NMR映像法による乱流運動の可視化 …...・ H ・.....・ H ・...・ H ・.......・ H ・-……....... 85 

(筑波大・物理工学) 巨瀬勝美

12 : 30 -15 : 00 

ポスターセッション

15 : 00 -17 : 00 

座長 永山国昭

L26 同種核3D-NMRによるグリコペプチド系抗生物資Galacardinの構造解析...・H ・-……… 89 
(三共・分析代謝研・発酵研) 0春山英幸，桑野晴光，竹内道子，犬飼正俊

L27 Dーアミノ酸を含むペプチドのNMR研究-achatin-1を中心として・・ H ・H ・..…...・ H ・. 93 
(サγ トリー・生有研，大阪薬大，広島大)

座長 竹内敬人

O岩下孝，釜谷好美，南方宏之，石田寿昌

宗岡洋二郎，野本享資

L28 NMRで見る有機化合物の顔…....・ H ・...…………… H ・H ・..…...・ H ・...・ H ・....・ H ・.....・ H ・-… 97 

(筑波大・化) 楠見武徳

L29 金属ポルフィリシ関連ラジカルの常磁性NMR
ーその特異な電子構造と反応性との関連においてー …………………...・ H ・H ・H ・..101 

(京大・工) 森 島績

lV 



17 : 00-18 : 00 

座長

特別講演

京極好正

3 

一次元NMR 一伝統的手法の新しい応用ー ………・・ H ・H ・H ・H ・-…....・ H ・....・ H ・......・ H ・-… 105

(都立大・理) 甲斐荘正恒

ポスターセッション演題

理論・方法および技術

P 1 非等価メチレシプロトンの絶対的帰属法
ーポリ (3-ヒドロキシプチレート)への適用- ....・ H ・........・ H ・-… H ・H ・..…...・ H ・.107 

(日本電子，北大・理) 0小椋賢治，引地邦男

P2 等価核のNMR的非等価性に着目したC2対称分子の構造解析 …....・ H ・..…...・ H ・..…・・ 109

(北大・農) ;11端潤， 0福士江里，水谷純也

P3 NMPによるプチルリチウムーピリジ γ付加体におけるピリジン置換基および

フェニル置換基の効果に関する研究 ……………………...・ H ・..…...・ H ・..…・ H ・H ・..…… 113

(名工大・工) 吉野明広， 0中村典雅，高橋憲助

P4 溶液内におけるスチルペγジアニオシのNMR研究 …………………………...・H ・..… 117

(筑波大・化) 0小泉輝武，横山幸弘，菊池修

P5 溶液中の立体化学における緩和時間T1の利用 咽

ートロパシアルカロイドのコシフォメーショソ解析ー …………………………...・H ・..121 

(神女薬大) 0奈東玲，杉浦員喜子，高尾楢雄

P6 反磁性選移金属錯体のlHNMRスペクトルに見いだされる顕著な金属上の常磁性
電流の影響 ....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・......・ H ・...… 125

(製品科学研) 0高橋利和，平谷和久

P 7 13C NMR化学シフトにおける重水素同位体効果のC-H結合距離への依存………… 129
(メニコ γR&D，名工大・応用化学科)

中島康喜， 0福永守高，金田洋幸，

鈴木恵子，高橋憲助

P8 タγパク質の構造と lHNMR化学シフトの相関 ……………...・H ・..………………… 133

(農工大・工， Sheffield大) 0朝倉哲郎，出村誠， M. P. W illiamson 

P9 スピγシュミレーショ γプログラムの開発 ・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・……・…・・……・……....137 
(協和発酵，北大・理) 0垣田信吾，竹腰清乃理，引地邦男

P10 スピγシュミレーターの開発とその応用 2 ………………...・ H ・..………・ H ・H ・..…… 139

(島津製作所・第 1科学計測事業部)

0藤 田真

v 



Pll lH/13C-NMRスペクトルデータベースによる検索開定システムの開発，
実用化の検討 (3) ....・H ・H ・H ・...・H ・..………...・H ・H ・H ・-…....・H ・...・H ・...・H ・H ・H ・..........143 

(日立計測，目立那珂) 0橋本正雄，佐久間晃子，問中保子，笹淵 仁

P12 LANを用いたNMRデータ管理及びオγライシ処理システムの開発 ………………… 147 
(三共・分析代謝研・活性物質研・研究企画部)

0皆川勝弘，矢島美由紀，春山英幸，桑野晴光，

成戸俊二，土問秋雄

P13 分析研究室におけるNMRの包括的役割 …………...・H ・..……………………………… 151
(アップジョ γ ・筑波総研) 0青木優規美，広瀬千恵子，石川 茂，小形稔，

西村俊秀，堀川力三，槍山行雄

P14 水溶液系の温度ジャ γプNMRにおける温度指標とジャシプ効率 ...・ H ・.....・ H ・..…… 155

(京大・理，姫路工大・理， 日本電子)

O木村雅晴，内藤晶，今成司，赤坂一之

P14A Multiple-Quantum NMR Experiments for Studying Spin-3/2 and Spin-5/2 
Quadrupolar Relaxation ...・H ・..…...・H ・-・………...・H ・..…………………...・H ・H ・H ・..159 

(University of Manchester， England) 
C.W. Chung， B. Wood， S. Wimperis 

生体分子

P15 オキシトシγのDMSO中における構造 …………...・ H ・..………………………...・ H ・..… 161

(日本電子・生体計測研) 0加藤敏代，藤原敏道，永山国昭

P16 lH NMRによるエシドセリンの立体構造決定と core-tail相互作用の解析…....・H ・....165 

(武田薬品・筑波研) 0遠藤聡史，井ノ岡博，菊池崇，脇舛光康，

水田栄治，藤野政彦

P17 エシドウ褐紋病菌の産出するサプレッサーのNMRによる構造研究 ………………… 169 
(新日本製織，岡大・農) 0斎藤公児，加藤敏朗，金 洪範，白石友紀，

山田哲治，奥八郎

P18 安定同位体核利用NMRによる酸性繊維芽細胞成長因子(aFGF)の構造解析………… 173
(都臨床研， Rhon←Poulenc Rorer Inc.) 

O楯真一，楯(宇都宮)直子，尾高雅文，

M. Ravera，稲垣冬彦

P19 NMRによるヒトリゾチームと基質の相互作用研究 ...・H ・..…………………………… 177
(蛋工研) 0大久保忠恭，伊中浩治，松島正明，谷山佳央

菊池正和

P20 安定同位体利用NMRによる免疫グロプリン抗原結合部位の動的構造解析…………… 179
(東大・薬，NKK・中研) 0高橋栄夫，鈴木恵理佳，水谷隆太，進藤一泰，

田村洋，嶋田一夫，荒田洋治

Vl 



P21 安定同位体利用NMRによる免疫グロプリソの動的構造解析

一分子量10万を越える巨大蛋白質へのアプローチー …………………………………… 183 
(東大・薬) 0加藤晃一，松永千枝，金 夏亨，伏見英樹，

吉野温子，荒田洋治

P22 安定同位体標識を用いたc一Ha-Ras蛋白質の高次構造解析 …… H ・H ・....・ H ・-…....・ H ・.187 

(東大・理，国立がんセ γター，横浜国大・工，日本プルカー)

O武藤裕，伊藤隆，山崎和彦，

西村選，宮沢辰雄， M. Walchli，横山茂之

P23 GDP→GTP交換にともなうRasタソパク質の動的高次構造変化 ・H ・H ・..………...・ H ・..191 
(東大・理，横浜国大・工，日本フ.ルカー，国立がんセソター)

0伊藤隆，武藤裕，山崎和彦，河合開太

宮沢辰雄， M. Walchli，西村遅，横山茂之

P24 がん遺伝子産物MybのDNA結合ドメイシの構造解析....・ H ・-…・…….....・ H ・-…...・ H ・...195 

(横浜市大・総合理，阪大・蛋白研，蛋工研，理研・筑波LS)
緒方一博，平田善三，北篠裕信，相本三郎，

中井孝尚，中村春木，皿井明倫，石井俊輔，

O西村善文

P 25 13C -edited NOESYを用いたリボヌクレアーゼT1とその

Glu-58カノレポキシメチル化体との構造比較 ……………………………………………… 199 
(味の素・中研，東大・理) 0宮野博，鈴木柴一郎，田之倉優，高橋健治

P26 NMRによる常磁性へムタシパク質の磁化率テγソルの主軸の決定と活性部位の
構造解析 ...........................一-…...............................................................201 

(東工大・生命理工) 0山本泰彦，小森研治，七井識成，井上義夫

中篠利一郎

P27 旧黄色酵素とシトクロム cの相互作用の研究 ………………...・ H ・..…...・ H ・...ャH ・H ・..203 

(関西医大・化学) 0藤井茂，黒田記代，三浦測

P28 IH-NMRによるタソパク質溶液→ゲル変換における水構造変化の研究...・ H ・......・ H ・.205 

(藤田保衛大・衛，岐阜大・医，生理研，京大・理)

O曽我美勝，恵良聖一，桑田一夫，加藤一夫

中上寧，亘 弘，赤坂一之

P29 ネオカルジノスタチγにおける分子認識 ……...・H ・..………………...・H ・..…………… 209

(東北大・理，東北大・分析セ，サントリー・生医研，東北大・医，ポーラ化成)

O問中俊之，高橋和信，鈴木敏夫，平間正博

上野昌子，今城精一，石黒正路，水柿道直

江戸清人，小松秀雄

P30 カプトガニ血球由来抗菌ペプチドTachyplesin1とリポ多糖(LPS)の相互作用…・…..213 
(九大・歯・理) 0河野敬一，寺田善博，岩永貞昭

P31 LiDSミセル中での rat-ANPの構造研究 ....・ H ・...・ H ・-…....・ H ・....・ H ・.......・ H ・-… H ・H ・.215 

(塩野義研) 0林文晶，渡辺国夫，井上健，新 優，

熊井彬弘

Vll 



P32 lH-NMRを用いたプタ赤血球膜とジプカイ γとの相互作用研究
ーカチオγ型と分子型の比較一 …・・…………・・…...・ H ・..………...・ H ・...…...・ H ・.....・ H ・219
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固体 におけるげ C 化学シフト異方性および" c げ C 双極子棺互作用

の測定

京大理 芦田 淳 、桑 原大介、今城文雄、 O寺尾武彦

Measurements of "c Chemical Shift Anisotropies and "C-"C Dipolar 

lnteractions in Solids. 

Jun Ashida. Daisuke Kuwahara. Pumio lmashiro. 0 Takehiko Terao. 

Paculty of Science. Kyoto University. 

Two studies on measure皿ents of anisotropies are reported. One is a 

study of dynamics of ferrocene molecules enchathrated inβ-cyclodextrin 

by measurements of chemical shift powder patterns using one dimensional 

SASS NMR. The other is measurements of 2D powder patterns due to "C-"C 

dipolar interactions and "c chemical shift tensors for mandelic acid with 

10% "c doubly enriched methine and carboxyl carbons using off-magic angle 

spinning 2D exchange NMR. 

C P M A S 法では、 異方性相互作用は高分 解能 を達 成す るた めに 除去 され てい る。

しかしながら、 各種異方性は等方平均シフト に 比 べ て 一 層 詳 細 な 情 報 を 与 え る こ と

ができる。 今回、 我 々 は 異 方 性 の 測 定 に 関し、 二つの研究を報告する。 一つは化学

シフト粉末スベ ク ト ル の 測 定 に よ る 、 β ーシタロデヰストリンに包接されたフェロ

センの存在状態に関する研究であり、 もう一つは 1 J C _ 1・C 双極子相互作用と化学

シフト異方性による二次元(2 D )粉末ス ベ ク ト ル の 測 定 で あ る 。 後者は昨年の報

告"の続報である。

図 l に β シクロデキストリン/フエロセン包後化合物のリ C スベクトルを示す。

( a )は C P M A S スベクトルであり、 ( b )は一次元 S A S S法"を用いて測定

したゲスト分子フェロセンのけ C化学シフ ト 粉 末 パ タ ー ン で あ る 。 測定周波数は 'H

に対して 200MHzであり、 一次元 S A S S の観測時に磁場と試料回転軸のなす角。は

6 6. 5 7。である。 したがって、 粉末パターン は P ，(cos8) =-0.263だけ縮尺され

ている。 観測さ れた粉末パターンは異なった異方性と異なった面積強度をもった軸

対称化学シフトテンソルによる三つの粉末パターンの重ね合わせでぷく再現される。

シクロデキストリン， S A S S，N M R，化学シフト異方性，双極子相互作用

あし だ じ ゅ ん 、 くわばらだいすけ、 いまし ろ ふ み お 、 てらおたけひこ
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7 ""ロセン分子はこ れらの結果から、

ー帳
(a) 単位格子中で三つの不平等な位置に存

かっ才差運動をしていることが在し、

三つのフェロセン分子の popu

そO. 2 6であり、O. 3 2， 1 a t i 0 n は o. 42， 

わかる。

であ， 3 0・， 4 2 • れぞれの才差角度は 6・

トルでは、2・cC P M A Sスベクる。

70 50 
ppm from TMS 

90 110 
フェロセンの信号はシャープな一本線

このような情報は得られない。であり、
(防

粉末パターンは二つの時間領域を設

2 D フーリエ変換を行うことによけ、

2 D 粉2 D 化することができる。り、

，、，、一，、.'、、、
J 主 λ1

一. ，‘-
，/ .， ;~..J;" ¥ ¥ 

____-..，t....~心， '一、
_--←一"二、..・、‘.... .."一_. 、一一、、一一一一一-一・ーー' 、ーーー・'-ー』ーーーーーー世

ト Jレ

トルの

末パターンは 1 D に比べてスベク

スベク構造に 富ん でい るため、

解析の信頼性がは る か に 高 く な る と と

トルから得られない1 D スベクもに、

60 
ppm from TMS 

70 80 

βーシクロヂキストリン/フ品ロセン(1: 1)包接化合物白川Cスベクトル。
(a) CPMAS. *印は7"，ロセンの吸収線を示す。 (b)一次元SASS

法で得られたゲスト分子フエロセンの13C化学シフト紛末パターン。 -0.2631:告
に縮尺されている。太線は実験スベクトル、細線はシミ品レーション
を示す。シミュレーションは点線で示した三つの粉末パターンの重ね合わせで
ある。

我々はマン

デ ル酸においてメ チ ン 炭 素 と カ ル ボ キ

シル炭素を 10%ダブルエンリ y チして、

両日 C 聞の双極子相互作用と 1・C 化学

昨年、情報をも提供する。

シフ ト異 方性 による 2 D 変換スベクト

で測定した結。
可

t
• 8

 
5
 

(
 

をオ 7 <'ジ y ク角度(共鳴周波数は IHに対して 200MHz)Jレ

ト Jレ我 々 は ωa軸 から化学シフトを取り除いたスベク今回、果について報告したけ。

各パラメータを決定した。シミ s レーションを徹 底 し て 行 い 、の 測定・解析を含 め、

( σ 1  その結果は次の通りである:カルボキシル炭素の化学シフトテンソルの主値は

主軸方向は 3 軸が C 0 0 H 面であり、58.8ppm) 7 5. 9， ( 8 7 . 0， σ.. ) 
(262.0， メチン炭素に対しては主催は

σ2  .， 
に垂直で l 輸は 1 • C ーリ C 軸方向である。

1， 

これは X 線1.53:t 0.01λ と 求 め ら れ た が 、主軸方向は、

1. 530:t 0.008λ とよく一致する。

であり、106.9ppm) 6 2. 7， 

の結果，
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L2 
マジック・アングル・スピニング下のクロスポ ラ リゼ ーシ ョン 及び

1ヨ C 検出 1H双極子 M A S N M R スベクトルのシュミレーション

(都立大・理、 プリテイ ν ュコロンピ 7 大) 0 久保 厚

C. A. M c D 0 W e 1 1 

"Simulations of WIM-24 cross-polarization experiments under magic-

angle-spinning and 1，'C detected 1H dipolar MAS NMR spectra." 

We investigated(l) mixing time dependence of the WIM-24 cross-polarization 

curves and (2)13C detected 'H dipolar MAS NMR experiments using a WIM-24 

sequence during the mixing period. The experimentaI results were compared 

with the simulation using (a)average Hamiltonian theory and (b)multistep 

calculation of the time evolution operator during the mixing period. Thc 

simulations revealed that the 1:'C dected 1H dipolar MAS NMR spectrum using 

a WIM-24 mixing was not affected by pulse amplitude and phase errors. 

while the spectrum obtained by a cw-mixing depends on the Hartman-Hahn 

condition 

く 序>液晶、 包接化合物などの系では、 磁気双極子棺互作用が残っているにもかか

わらず、 マジ y ク・アングル・スピニング (MA S)法により非常に鋭い 1Hや 19 Fの NM R ̂  

ベクトノレが i専られる場合が報告されている。[1)我々は、 包接化合物でこのような系

を 見いだし、 磁気双極子相互作用に由来する lH MAS NMR スベクトルのスピニング

サ イドパンドの強度を解析する方法を示し た 。 [2 )しかしながら 'H NMRでは、 化学 ν

フト相互作用が小さく、 生体高分子のように多くの種類の 1Hが存在する場合には、

充分な分解能を得 る こ と は 困 難 と 恩 わ れ る 。 そこで 2 次元の自 eteronuclear COSY法

を用いて 1Hから 18 Cに磁化を移し 'H NMRスベクトルの分艇を計った。(以下この方法

をけ C検出 1H 双極 子 MAS NMR法と呼ぶ。 定量性を上げるために mixing periodには

WIM-24パルス・シー ケ ン ス [3 )を用いた。 春期年会では Average Hamiltonian Theor 

yを使って実験データ を 解 析 し 、 報告した。 今回は数値計算で直接、 mixing peri 

odの時間発展演算子を計算し実験デ タを 解 析 す る と 共 に 、 パルス幅や位相が完全

に 合っ てい ない場合の影響について詳細に調べ た 。

く 理論〉

1. Average Hamiltonian Theory(AHT)による解析

II'IM-24の Average Hamiltonianは次の式で与えられる。

冗叫Mzzj{Md(角川)+ゆ I1 )
 

唱

A(
 

， l Cス ピン Sと 1番目の 1Hスピン 1iとの磁気双極子相互作用、 d i (β1・r i. t)は、 ロ

"c magic-angle-spinning NMR. dipolar interaction 

くぽ あっし、 マクダウエル
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ターに固定した座標系における磁気双極子相互作用テンソルの主軸の方向を表す極

座様、 βtと r;、 および時妻'Jtの関数となっている。 すべての d;及び J;が等しい時、

1 l Cシグナルの強 度 の mixing time依存性〈以下では cross-polarization (CP) 曲線

と呼ぶ。)にたいする厳密解が求まる。 ここでは、 回転運動を行っている孤立した

C H "の 1" Cに対して次式を得た。

、弘F
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ただし d ，;及び φ は次式より求まる。

d;(β，')'，t) = dc!(β，')'， t) (3) 

T
 

3a 
)
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 ~，

 R
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，vJ
 

r'''o 
一一)

 

aE

・7
 

R
H
 

(
 

骨 (4) 

粉末試料にたいする CP曲線は(2 )式 の β と 7 に関する平均を行うことにより計算

できる。 またメチレンの 1:< C信 号 に よ り 検出された 11!双極子 MAS NMRシ グ ナ ル の

t 1依存性は次式の β と 7 に対する平均で与えられる。

S+ C(t1) = Tr{(It+ + 12+)UH(O，t1)乞I←UH(O，tt)+}の(β，')'+叫Ittm) (5) 

この式が通常の 1H N 1"1 R の F1 Dの式と異なる点は、 L 1 i +が 11 + + [ 2 +に変わった点及び C

P効率の角度依存性を表す項、 g2が後けられ て い る 点 で あ る 。 この式を t1に関して

Fourier変換すれ ば メ チ レ ン 1， Cに対する 2 次元スベクトルの断面が得られる。

2. Multistep method 

1 で は パ ル ス 幅 や位相のずれ、 多 重 パ ル スと試料回転の干渉の効果などは考慮して

いない。 これらを明かにするために、 数値計算により mixing periodの時間発展演算

子 u"を計算し g2にあたる項を求めた。 u"の計算は次式によった。

UM(O，nムt)= exp{一例M((n-l)st)ムt}・..exp{一例M(O)st} (6) 

ここで瞬間のハミルトニアン H"には r，f. field及び C-H、 H-Hの磁気双極子相互作用、

C-Hの J相互作用を含めた。 次式で.， Cの x及び y磁化に対する CP効率を求めた。

Tr{S2，.UM(O， tm)(Itz + 1:叫UM(O，tm)+}
92=，.伊 ，"Y，tm)=~

Tr{S;，.} 
(7) 

一方け C検出 1H 双極子 MAS NMRの式はドを g::: +ig2~' で置き換えた式をいに関して

Fourier変換すれば求まる。 また U11の

A H Tからのずれを直接見積るために、 ある

単一の試料の配向に対して有効ハミルト

ニアンを計算した 。 [4 1 
←t1 ~モ tm 一矢→ t2 'l>r 

JWIM-24~1 ん~く実験>図 l のパルス・シ ケンスを用

いた。愚初のパルスの位相とレシ パー

の位相を同時に x，y.-x.-yと巡回させ、 Fig.l The pulse sequence used for the experiments. 

y グ ナル を足 し合わせた。 90・ パ ル ス の
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幅は 4μsに設定した。 n-トリデカンの尿

素包接化合物 (UT 1 )を試料として用い、 特

に パルクーメチレンのシグナルに注目した。

2 穫類の実験を行った。 第一の実験では

t I • 0に固定し mixing time、tmの関数として、

1 3 Cシグナルの強度を測定した。 第二の

実験では tIを変 化させ、 2 次元スベクト Jレ

を測定した。

〈結 果及 び考 察〉

1 . 実験結果の ATHによる解析。

図 2 は UT 1のパルクーメチレンの I8 Cシグ ナ

ルの t.依存性である 。 実 線 は ATHを仮定した

式(2 )を 使 って計算した結果である。 回 O 

転周期の整数倍でシグナルの強度が Oに近づ

〈点及び回転周波数を上げた時シグナルが

減少する点では、 実線は実験結果をよく再

現している。 しかしながら実験値は tmが大
tmjms 1.0 

Fig.2 The tm dependences of the bulky-methylene 13C 
きく な る に つ れ 、 減少し、 実線から離れて NMR signaJ of UTI obtainedby the WIM-24. The spin-

いく。 ningfrequency w副作)1.74 kHz (b )2.08kHz (c)2.60 kHz 

(d)3.47 kHz阻 d(e )4.19 kHz， respectively. The 印刷
図 3 は 2 次元スベクトルの ω1方向に対する日lines were caJculated from ATH， using Eq.(2). 

切断面を示した。 ω2  ，まパルク・メチレン

の 13 Cシフトに当たる。 x は(5 )式を使

って計算した結果である。 一番目と二番

自のサイドバンドの強度は実験値よりかな

り 小さくなった。 また、 O は multistep

methodで計算した。 こちらの方が良い一致

を示した。

2. mul tistep methodに よる 計算

図 4 は multistep methodで 計 算 し た cp曲線

である。 実線は ATHを仮定した(2 )式を使

って計算した。 a と c はパルスの周期の 4

{音及び 3 倍が回転周期に一致する場合で b

の場合に比べて multistep methodで計算し

た磁化が速く減衰していることがわかる。，

また種々のパルス幅や位相のずれに対して

c p曲線を計算した。 幅が1.1倍、 位相が 20 

変化すると cp曲線の減衰がかなり速くなっ

た。 これらの場合について回転周期に

tm = 192μs 
Vr = 2.53kHz 

Fig.3 The slices of the 13C detected 1 H dipolar MAS 

NMR spectra of UTI aJong the ω1 direction， while ω2 

is atもheresonance of the bulky-methylene carbons. 

The mixing time tm阻 dthe spinning frequency Vr are 

show且 inthe figure. 
対する有効ハミルトニアンを計算したとこ
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Fig.4 The comparisons of the calcu!ated tm 
dependences of the bulky-methy!ene carbon 

signal of UTI. - is Sz calculated from ATH. 

whi!e 0 and [':， are Sz calculated by the 

mu!tistep method， for WIM・24-x{yXy••• 
)， and for WIM・24-y(XYX.一).. and T 

are S.. The inti叫 magnetizationwas五xed

to I1z+I2z・The4μs90
0 pu!se !ength w剖副ー

印 med.The spinning frequency was (a)2.604 

kHz， (b)2.976 kHz， and (c)3.472同 z.

ろ、 図 4 の b については O.0 7 S 

(11 + L)に近い形 となった。 た

だ lA T Hからは 0.04S(II+1之)晶玉

予怨される。 一方パルスのず

れがあったり、 rotational 

resonance条 件であったりする

と、 S "や S" 1 1、の様な項が有効

ハミルトニアンに含まれる械になり、

後者の項は磁化の 減少 を引 き起 こす 。

図 5 に は 種 々 のパルスの設定のずれに

対する I干 C検出 1H双 極 子 MAS NMRスベケ

トルのサイドパ ン ド ・ パ タ ー ン を し め

0 

0.5 

した。 また比較の ため に mixing period 

に cw-CPを使った場合の C検出 IH双極

子 MAS NMRスベクトルを、 種 々 の Ha r t羽 a

n-Hahn条 件 で 計 算した。 cw-CPを使っ

た場合には 11-11条件のずれに対し 111MA S 

NMRスベクトルのサイドパンド・パター

ほと んど 変化 しなかった。

ンが変化したが WIM-24を使った場合には

これは、

WIM-24が WALTZなどと同様に H-H条 件 の

ずれを平勾し、 小さくする働きがあるた

めと考えられる。

[1]J. P. Yesinowski and M. J. Mobley. J 

。

。 tm/m 3.0 

::Lfmiffl[1111111hL 
WIM吻 24rnIxing 
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Fig.5 The calcu!ated sideband intensities of the 13C de-

tected 1 H MAS NMR spectra of the bulky-methy!ene 

A m. C h e m. S 0 c. 1 0 5. 6 1 9 1 ( 1 9 8 3 ) 1 . carbons of UTI under the various pu!se errors of the 

WIM-24 pu!se sequence. The spinning frequency 2.9kHz， 
Kustanovich et al.. J. Phys. Chem. 92. 

the 4μs 90 deg pu!se condition， and the rnIxing time 
4 1 3 4 ( 1 9 8 8 ); J. F 0 r b e s e t a 1 . . J . A m . 96μs were used in all the calcu!ations. The sideband in-

tensities were calcu!ated by the mu!tistep method and 
Chem. Soc. 110. 1059(1988) J. P. Bayle. 

normalized by the centerb阻 dintensities. 

et al.. J. Chim. Phys. 83. 177(1986). [2]S. Sekine et al.. Chem. Phys. Lett. 171. 155 

( 1 9 9 0 )ー [3]P.Caravatti et al.. Chem. Phys. Lett.100. 305(1983). 

[ 4 ]自 Liu et al..J.Chem.Phys.93.7543(1990). 
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L3 
マジヅクサンドイヅチエコーを用いた間体高分解能 NMRイメージンゲ*

筑波大物理工学 総井茂

High-Resolution NHR 1・aging of Solids by Hagic Sandwich Echoes 

S. Hatsui 

lnstitute of Applied Physics， University of Tsukuba， Tsukuba， lbaraki 305 

We describe a new solid-state NHR i・aging technique for abundant spins using 

lagic sandwich echoes (HSE). Si・p1 e 雷 odification of the original HSE pulse sequence 

enables highly efficient narrowing of broad NHR lines in solids， allowing high-

resolution i・aging. Wider signal observation windows than those in lultiple pulse 

approaches alleviate the proble・s of dead ti・e and bandwidth in the signal detec-

tion， .ini・izing loss of sensitivity associated with the proble・s. Preli・inary ex-

perilents perfor・ed on test sa・ples with proton T2 of 40・50μ5 suggest that high 

resolution of better than 50μ・can be achieved with the HSE technique. The HSE 

i・aging is further co・bined with proton dipolar spectra， providing spatially re-

solved dipolar spectra as a・easure of local lolecular lobility. 

くはじめに〉

現在、主として医学の分野で用いられている NMRイ メ ー ジ ン グ 法 は 液 体 を 対 象 と し た も の

であり、 lotional narrowing の起こっていない国体には適用できない.高分子材料等への適

用が期待されている固体のイメージングを行うには、測定原理にたち婦った工夫が必要である。

このため、現在までに多種多彩なイメージング方式が試みられているが、実用に耐えうる最終

的な方式は未定のままである.このうち、感度、空間分解能などの点から、マルチプルパルス

法に代表 さ れ る line narrowing 方式は有力ではあるが、 line narrowing の効率が十分とは言

えず、液体イメージングなみの高分解能を得るのは困灘であったい 1. 本研究では、マジック

サンドイツチエコー (Hagic Sandwich Echo: HSE)と呼ばれる NMR信号[21 を用いた、新し

いプロトン国体高分解能イメージング法を開発した。種々の実験的不完全性を除去できるよう

パルス系列に工夫を凝らすことにより、従来のマルチプルパルス法を用いたイメージング法に

比べ約 1桁 line narrowingの効率を向上させることに成功した.これにより、固体に於いても

液体に近い高分解能イメージングが可能であることを実験的に確認したので報告する. (本研

究とほぼ同時に、 Garrowayのグループはマルチプル パ ル ス 法 を さ ら に 改 良 し 、 line narrowin 

g の 効率を本研究と 同 程 度 に 向 上 さ せ て い る [3 1. ) 

* 本研 究 の 一 部 は (S. Hatsui， Chel.Phys.Lett. II皇， 187 (1991)) に発表した.

KEY WORDS: N M Rイメージング、固体、マジックサンドィ、yチエコー、 line narrowing 

まつい しげる
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〈方法〉

マジックサンドイツチエコーは Waughのグルー プによって行われた時間反転の実駿[2 [とし

て有名であり、そ の pulse sequence は図 1aに 示すように 90・y と 90・-y pulse によって

サンド イツチされた多数の n180・x と n180・前x pulse (n; integer)から成っていた。サンド

イッチされた on resonance rf irradiation の時間中、 ho・onuclear dipolar Ha・iltonian は

tilted rotating fra・e において、その強度が 1/2になると同時にその符号も逆転する.この

結果、 spln 系の状態は 1/2 の速さで過去に戻っていく.初めの正の evolution period T に

対して 4倍の負の evolution period が 与えられているので、時刻 t=6 T に echo が生じる.

これがマジックサンドイツチエコーと呼ばれるもの で あ り ho・onuclear dipolar coupling が

refocuss されている.この pulse sequence を多数 回 繰 り 返 し て 得 ら れ る 多 数 の echo peak を

sa・pling し、フーリエ変換すれば dipolar broadening のない sharp な line が得られる。

竹腰と McDowell [4J は、多数の n180・pulse を、図 1bに示すように互いに逆位相の 2つ

の continuous rf irradiationに置き換えても同 等の結果が得られることを示し、改良した pu

lse sequence を high-resolution spectroscopy に応用した。イメージングに応用するには、

さらに改良を行って line narrowing の効率を向上させることが可能である。すなわち、イ

メージングに於い ては磁婿勾配により誘起きれる local interaction 以外の全ての inho・ogen
eous interaction (che・ical shift.・agnetic susceptibility. etc.) は不必要であるので

Carr-Purcell あるいは Heiboo・-Gill pulse sequence を図 1bの sequence に導入し不必要な

inho・ogeneous interaction を消去する. local interaction は磁渇勾配を適切に反転させて

印 加することにより保存する.

Heiboo・-Gill pulse sequence を導入するため に、図 1bに 180・y pulse を婦人するには、

rf irradiation の中央、 sequence の愚後など、いくつかの選択の余地がある.本研究では、

(a) 

」凶 x I -x L 

~ト L
ー一一一一一 tc=6て一一一一一+

Fig. 1. Modification ofmagic sandwich echo pulse sequencc. (a) 

The original sequence consisting of many n180~ and n180"._x 
pulses sandwiched by 90; and 90"._， pulses， The sign ofhomonu-

clear dipolar Hamiltonian is reversed during the rf irradiation 

with the magnitude of the Hamiltonian scaled down by a factor 
of 2， leading to an echo formation at 1=6τ. (b) The se-
quence is modified for high resolution NMR spectroscopy of 
abundant spins in solids ; the n180. pulses are replaced by 

two continuous rf irradiations with reversed phases. (c) Further 

modified sequence for imaging. Simply by inverting the phase of 

the 90"._y pulse the sequence can incorporate the propertY of the 

Meiboom-Gill sequence 

(a、 --_.血品明品

(bl I 

.0./01....同一司 戸刊丸、

〆 ¥
戸イザ〆 、、礼、"''1''

ー10 -5 [0 [ 5 10 (kHzl 

ハ

1 1 
与一一今一一一一一一(一一一ー__J ¥._一

.L一一ー..Lー一一一Lー←一一一ι
-800 -400 0 400 800lHzl 

Fig. 2. Line narrowing ofproton NMR ofadamantane. (a) The 

dipolar spectrum with a broadening of about 13 kHz. (b) A nar-

rowed spectrum obtained by using the sequence of fig. 1 b. The 
linewidth is 88 Hz. (c) The 88 Hz line is further narrowed to 

about 8 Hz with the sequence modified for imaging (日ιIc).
Note that the resonance offsei retained in (b) is removed in (c). 

1 n both narrowing experiments the time period r (see fig. 1 ) was 

50μs， which is equal to the proton spin-spin relaxation time of 

adamantane. 
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図 1cに示すように 90・-y pulse の直後を選択した。この位置を選ぶことにより、 line nar 

rowlng に悪彰響を与える rf switching の増加を避けると共に、 rotating fra・e における x，

-x 方向への rf irradiation の不完全な cancelling などの効果を補償することが出来る。こ

のようにして高分 解 能 イ メ ー ジ ン グ に 必 要 な 効率の高い line narrowing を実現することが出

来る。

〈実験〉

実験は固体 NMRイメージング用に独自に開発した装置を用い、プロトンに対して共鳴周波

数 59.75HHzで 行 った. rf coil は 7.5 turn の solenoid (直後 9.5 ・・，長さ 15 11・〉で、用いた

rf 磁渇強度は 25 G である.磁湯勾配 Gz は、高速 switching のため probe box の中に巻い

た 4 turn saddle coil (直径 20 ・.，長さ 23 ...)により発生させた.隊編勾配の switching 時

間は、1.6 G/c・に対して約 3μsであった。 test sa・ple として、 ada・antane、 hexa・ethy

lbenzene 粉末を用いた.これらの sa・ple は分子運動によって、通常より多少小さい dipolar

CO¥4pliftt (12-13 kHz，図 2 a )を示し test sa・ple として有用である.図 4の結果(2回加

算) を の ぞ い て 信号の積算は行わなかった。

〈 結果と議諭〉

ada.antane において得られた HSE sequence による line narrowing の 様 子 を 図 2 に示す。

約 13 駐日z の dipolar linewidth ( a )が図 1bの sequence を 用 い る こ と に よ り 88 Hz まで減

少 している(b ) .イメージング用に改良した図 1cの sequence を用いることにより更に 8

Hz にまで narrowlng し ている(c ). (b) で は保存されている resonance offset が Heibo

0・-Gill sequence を導入した(c )では除去されている。これらの実験において、時間間隔

T は 50μsであり、 sa・ple の spin-spin relaxation tiae と同じ長さである。 hexa.ethylb 

enzene に於いても、同一条件下で同程度の narrowlngが得られた.図 2 b， C に対応する 1i n 

ewidth はそ れぞ れ 110 Hz， 10 Hz であった。この様な narrowlng は偶数番目の echoを sa・p1 i 

ng して得られたものであり、 Heiboo.-Gill sequence から期待されるように pulse sequence 

のわずかな・ isadjust・ent に対して非常に tolerable で あ っ た .

イメージングに用いた HSE pulse sequence を図 3に示す。磁湯勾配 Gz は rf irradiati 

on のない区間のみ印加されている。 rf field が十分強ければ rf irradiation 区間に磁場勾

配を印加してもその効果は小さい.しかしながら 、通常実験に用いられる程度の rf 強度では、

磁場勾配の効果は無視できず narrowing の効率を 著 し く 低 下 さ せ て し ま う 。 図 3の pulse se 

quence の cycle ti・e は tc=12t"であり、この cycle ti・e 毎に偶数番目のエコーを 120 緬

sa・p1 i ng した.

図 4は 2個の円筒からなる ada・antane test sa・p1 e の l次元イメージ (projection) を示

している。 cycle ti・e， t c は 600μs、用いた磁 渇 勾 配 Gz は1.6 G/c・である. 2つの半

円がきれいに描出されており、空間分解絡が非常に高いことを示している。 viewwidth が 8.5

・・であり、 signal supling 数が 120 であることを考慮すると空間分解能は約 70μ ・となる。

しかしながら、得られている projection の bandwidth は1.67 kHzであり、忌も narrowlng さ

れた 1inewidth は ada・antaneで 8 Hz、 hexa・ethylbenzene で 10 Hz で あるから、さらに高

い分解能 50μ 砲 が期待できる。 S/N 比が十分高ければ、 cycle ti園e を短縮すると同時に磁

樋勾配強度を噌加させることにより、更なる高分解能化が可能である。

イメージング実験においてしばしば、 projection の中心 (zero frequency position) に鋭

い peak が観測された。その強度は実験条件に依存し、ごの peak を完全に取り除くのは非常に
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l立
国鍵 で あ っ た . 例えば、図 4の projection においてその peak 幅 13 Hz、高さは半円の約

80 X であり、 in-phase FID から decaying exponential を差し引〈ことにより取り除かれて

い る 。 こ の peak の原因は不明であったが、最近 その原因を突き止め、そのような peak が生じ

な いよう改良した pulse sequence を考案した [5)ので実駿結果と共に講演で述べる。

従来のマルチプ ル パ ル ス を 利 用 し た approach [1，3J に比べ、マジックサンドイツチ approa

ch は い く つ か の 利点を脅している。すなわち、 磁渇勾配 pulse 印加に用いている window (rf 

irradiation のない区間)が約 1街広〈、 switching ti回e のあまり速くない磁場勾配を用い

る ことが出来る。 ま た 、 こ の window が広いたのより狭い信号受信暢域を使用でき、 nOlse を

減ら す こ と が 出 来る.更に、この広い window の中央で echo peak が sa・pling されるので、受

信系の dead ti・e は sa・ple の T2 程度まで長くてもよい。この結果、 probe tank circuit の

Q-du・plng を最小限にとどめ、 Q-du.ping によ る受信感度の極端な低下を避けるごとが出来

る。

以上の結果の他に 、 イ メ ー ジ ン グ と proton の dipolar interaction 情報を 2 次元的に結合

した実験結果[6 J も発表する。このような新しい実験により得られる空間的に分航された pr

oton dipolar spectra は、 sa・ple の局所的な .olecular mobility に関する情報を提供する

ものである。また、現在進行中の空間 2次元イメージングの結果も報告する予定である。
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本研究を進めるにあたり、激励、ご鞍縫をいただいた井上多門教綬、並びに巨頑勝美博士に
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Fig. 3. Magic sandwich echo pulse sequence for one-dimensional -800 -400 0 400 800 (Hz) 
imaging. A field gradient， G，. is applied only during the periods 

with no rf irradiation， and inver1ed such that the echo envelopc Fig. 4. Onc-dimcnsional proton imagc (projcction) of thc ada-

obtained by repeating the sequence is affected only by the ap- mantane phantom shown in thc inscl. Thc halfcirclcs arc clcarly 

plicd gradicnl. Signal sampling (A/D) is madc every cycle timc. sccn. dcmonstrating high spatial rcsolution. 
1，= 12τ 
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L4 

Measurement of Cross-Relaxation between Selected Pairs of Nuclei 

by Synchronous Stirring of Magnetization 

Geoffrey Bodenhausen 

Section de Chimie， Universite de Lausanne， 

Rue de la Barre 2， CH・1005Lausanne (Switzerland) 

A novel technique is described that allows one to me錨 urecross-relaxation rates 

(Overhauser effects) between selected pairs of nuclei in high-resolution NMR.百le

chosen sites紅 eirradiated simultaneously with the sidebands of釦創nplitude-modulated

radio-合equency(rf) field， so that their magnetization vectors are forced simultaneous取

to undergo a motion of nutation， referred to as "synchronous stirring". Suitably prepared 

initial conditions lead to simple exponential decays. From the differences in decay rates 

observed for different initial conditions， one may derive cross-relaxation rates， and hence 

determine internuclear distances. The method is applicable even in cases where normal 

Overhauser e鉦ectsare perturbed by so-caIled spin-diffusion effects due to the presence 

of further spins. The technique is applied to various fragments of the protein bovine 

pancreatic trypsin inhibitor. 
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L5 
液晶におけるプロトンおよび炭素核の状態相関二次元NMR

(姫路工大理・ 1 日本電子・ 2 京大理)

0内 藤 晶 ・今成司 1 • 赤坂一之 2

IH and 13C State Correlated Two Dimensional NMR in Liquid Crystals 

(Himeji Institute of Technology， IJEOL Ltd.， 2Kyoto University) 

Akira Nait0， IMamoru Imanari， and 2Kazuyuki Akasaka 

State correlated two dimensional NMR spectra between nematic and isotropic 

phases were obtained for IH and 13C nuc1ei using a microwave temperature jump 

NMR spectrometer. Phase transition from nematic to isotropic phase was performed 

within 10 msec for 4'-methoxybenzy1idene-4-acetoxyani1ine(APAPA). In the state 

corre1ated 2D NMR spectra， c1ear individua1 IH dipo1ar pattern in nematic phase 

was obtained in the cross section of the 2D NMR spectrum. 13C state corre1ated 

NMR spectrum was a1so obtained between nematic and isotropic phases of 4，4'ー

azoxydianisole(PAA). In the spectrum， 13C chemica1 shift corre1ation between the 

nematic and the isotropic phase was c1ear1y obtained. 

【はじめに】 昨年の NMR討論会おいて、マイクロ波加熱を用いる ζ とにより液晶相等

方相状態相関二次元NMRスペクトルが観測されることを示した。状態相関二次元NMR

分光法とは例えばAの状態で磁化を時間展開し、次に Aから Bの状態ヘ転移させた後、ご

の状態でFIDを検出する二次元NMRの

手法を用いている。したがって、この分 プロープヘッド

光法から AとBの状態の聞の二次元相関マイクロ波コイ

NMRスベクトルが得られる。ごの分光 ラジオ波コイルーJ昨朝11 超伝導磁石

法を液晶試料に適用してよく分離した双

極子パターンを得るためには、短時間で
マグネトロン

マイクロ波ゲートパルス

NMR分光器

液晶相から等方相へ相転移を完了すると

とが重要である。今回は、マイクロ波部

分を含むプロープ部分をさらに改良する

ごとにより、より高速に相転移を起こす

ごとに成功した。その結果、個々のプロ

トンの双極子パターンの分離が格段に向

上し、その解析が非常に容易になったと 図 1 マイクロ波温度ジャンプNMR装置

液晶、二次元 NMR、相転移、マイクロ波加熱、温度ジャンプ、双極子パターン

ないとう あきら、 いまなり まもる、 あかさか かずゆき
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とを報告する。

{装置】 図 1にマイクロ波温度ジャンプNMR装置の概略図を示す。 NMR分光器内の

パルスプログラマーによって制御されたパルスマイクロ波(1.3kW， 2. 45GHz)は、導波管同

軸変換器を通してプロープ内に伝送され試料に照射される。本研究で改良を加えた点は、

マイクロ波照射部においてマイクロ波コイルをラジオ波コイルの内側に巻いた点である。

とのコイル形状を採用するごとにより、放電を防ぎ、かっ、高速温度ジャンプが可能にな

った。また、マイクロ波の電力線密度が試料部分で高くなるよう設計したコイルを用いる

ことにより加熱効率が格段に向上した。

【実験】 液晶試料としてど-methoxybenzyl

idene-4-acetoxyaniline(APAPA)， 4，4'- -T一一一+ドー 11ー+ヤ一九一咋，，___12ー+トイト

azoxydianisole(PAA) を用いた。 APAPAおよ

びPAAの液品相等方相転移温度はそれぞれ

1 1 ooC、 13 3
0

Cである。図 2のパルス系

列を用いて状態相関二次元NMRスベクトル

を観測した。 lHの状態相関二次元NMRスペ

クトルの観測においては転移時間に10msecの

M1CROWAVE 

~' 9..9' 9..9' FID 

ト

γー
←=r寸 iト

ISOTROPIC PHASE 

NEMATlC PHASE / づし

パルスマイクロ波を挿入して液品相から等方 図2 状態相関 2DNMRのパルス系列

相へ転移を起こした。 NMRスペクトルの観測には日本電子製 GX400型FT-NMR分光器

を使用した。

【結果と考察】 図3にAPAPAの液晶相と等方相で

のNMRスベクトルを示す。 11 OOCで観測した等

方相のスペクトルは分解能が高く、各共鳴線の帰属

は図に示すように容易である。一方、 108 Ocで観

測した液晶相のスペクトルは 20KHzにわたる広幅

な共鳴線を示すので、 ζのスベクトルから各プロト

ンの共鳴線の双極子パターンを決定することは困難

である。

そごで、図 4に示すAPAPAの状態相関二次元NM

Rスベクトルを観測した。図 4においてFl軸には液

晶相、 F2軸には等方相のスベクトルが現れている。

さらに、等方相の各共鳴線のFl軸に沿ったクロスセ

クションは各共鳴線の液晶相でのスペクトルを表し

ている。このクロスセクションから α位のメチルプ

ロトンは分裂幅が10.2kHzの三重項パターンになっ

ているごとが判明した。ごれは 3個の等価なプロト

ンが他のプロトンと隔離して存在しているごとを示

一14-

ct。希子唱034

にじuα 等方相

'PH 

'PI唱

-， 

60 ・o '0 -20 -40 ・60

図3 APAPAの官-NMRスベクトル



している。一方、 α'位のメチルプ

ロトンは分裂が現れず広幅な一重項

の線形を示した。 ζ のごとは、 α'

位のメチルプロトンの双極子相互作

用は α位のプロトンに比べて非常に

弱いごとを示している。またベンゼ

ン環に結合した2、3、5，6-プロトンは

分裂幅9.1kHzの二重項パターンを示

した。ごの分裂幅は2、3あるいは5，

S聞のプロトンの双極子相互作用を

示しており、との値から液晶相の

APAPAの 1080Cでの秩序因子をs=

0.41と決定した。

α' プロトンと 2'、 3I、5I、6I プロ

トンの簡ではスピン拡散のために互

いに混じりあった双極子パターンが

吋1
hコl。

~一一/\人J
~よムヱ

-Jけ竺

1 
F 1 

申.0;>
-.・ a

ー守ー

-申・

" 20 -20 

図4 APAPAの状態相関2D-NMRスベクトル

観測された。この混じり合いはスピン聞の拡散による交換から生じているので、この混合

の程度からスピン拡散経路を考察することが可能である。 APAPAの場合 α' と2'、 3'、 5I、

6 Iプロトン聞の拡散は αと2，3，5，6聞の拡散より速いごとが判明した。

状態相関二次元NMRのクロスセクションを理論的に解析するために展開時間で観測さ

れる個々の核のFIDを求めるととを考える。展開期間では液品相の環境で時間展開し検出

期間では特定の共鳴線が分離して観測されることを考損すれば、観測される k番目の共鳴

線のFIDのy成分は次のように表される。

<Iyk (tJ) > = Tr{ρ(td Iyk } 

= Tr{ exp(-iHtl)ρ(O)exp(iHtl)Iyk} 

ここで、

ρ(0) = Iy =宅Iyl

Hz-RνLiIt-25AiJ口ピIzj- Y.i(I+iI_j + LiI+j)] 

Ai j戸 (γ2抗/4πr i j 3)く 3cos2e i rl > 

ρ(0) は展開期聞が始まった直後の密度行列を表し、強い双極子相互作用ネットワーク

をもったハミルトニアンの下で時開発展し ρ(tdとなる。との時開発展に寄与するハミル

トニアンにはゼーマン項と同種核双極子相互作用の永年項のみを考慮する。 eijはi，jの

核問ベクトルと静磁場のなす角を表す。得られたFIDをフーリエ変換することによって、

状態相関二次元NMRスベクトルのクロスセクションSk(ωdが得られる。

APAPAについて 3つの αプロトンと2、3、5，6プロトンの 7スピン系として αプロトンと

E
U
 

噌

E
A



2、3、5、6プロトンについてクロス

セクションのシミュレーションを α 

行った結果を図 5に示す。 αプロ l ム ν=100Hz

トンおよび2、3、5、6プロトンにつ I 11 calc 

いて実測スペクトルとよい一致が一一一_j~ 'w.-IL一一

得られた。さらにシミュレーシヨ ハ ムν=500刷Z ^ A 

ンの結果、スピン拡散が起こらな ハ ¥ ^ calc /¥ 1¥ 
い条件においても、僅かながら双 J 、 __jl._) ¥_一一一一__) イL 一一一一

3，5 
2，6 

;パ;:ンの混合…とが~い~x~札一
<"Z <"Z 

ルを 13C 核についても観測すると 20 0 -20 20 

とに成功した。図 6にPAAにおけ 図5 クロスセクションのシミュレーション

る液晶相等方相 13C 状態相関二次 A(αα) =-3410、 A(α3)=400、A(α2)=50

元NMRスペクトルを示す。この A(32)=3250、A(35)=-400、A(36)=-100/Hz 

スペクトルにおいては液晶相と等方相における 13C N M R共鳴線の化学シフト相聞が現れ

ている。メチル炭素の化学シフト値は液晶相と等方相であまり変化していないのに対して

、環炭素の化学シフト値は液晶相においては等方相の値より大きく低磁場側にシフ卜して

いることが容易に分かる。とのととは環炭素の化学シフトテンソルの異方性が大きいこと

に起因しており、 ζのシフト値は液晶の磁場中での配向角を反映していると考えられる。

-20 

したがって、この値から液晶の配向因子を決定す

るととも可能であろう。

:H3脅〈;暴ム
【まとめ】 以上のように、パルスマイクロ波加

熱を行うととにより液晶相等方相状態相関二次元

NMRスベクトルの観測が可能になった。その結

果、個々のプロトンの双極子パターンが分離して

観測できるようになった。従来、液晶のプロトン印刷剖 6

α 
α 

20 -.(0 -50 -80 -100 -120 

宮

NMRスベクトルの解析は非常に困難であったが

、状態相関二次元NMRのクロスセクションでは

パターンが単純になるので、より少ないスピン系

を考慮するだけで解析が行える。さらに従来の方

法では得られなかったスピン拡散経路の情報を得

ることも可能であることが判明した。このように

状態相関二次元NMR分光法は、新しいタイプの

二次元NMRとして興味がもたれるのみならず、

液晶の構造解析に一般的でありかつ有効な手法で

あることが判明した。
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L6 
化学シフトにおける電子相関効果の計算

(北見工大) 0福井洋之、松田弘書、三浦宏一

Ca1cu1ation of NMR che皿ica1 shifts. Gauge invariant MBPT皿ethod

Kitami Institute of Techno1ogy， H. Fukui， K. Miura， and H. Matsuda 

The ca1cu1ation of nuc1ear magnetic shie1dings d was performed for four 

first信 rowhydridea， i.e.， HF， HzO， NH3， and CHf using the finite perturbation 

many-body perturbation theory (FP-MBPT) through the second order in the 

e1ectron corre1ation correction with London's gauge invariant atomic orbita1s 

(GIAO). The ca1cu1ated isotropic shie1dings d for the heavy ato皿s were 

1arger than the experimenta1 va1ues. The rotationa1 and vibrationa1 

correction for the d of the F ato皿 in HF at 300K was esti皿ated to be 

-4.0 ppm. 

1. INTRODUCTION 

Near1y a11 ab ini tio ca1cu1ations of nuc1ear magnetic shie1dingsσare 

1-18 performed using the coup1ed Hartree-Fock (CHF) approximation and its variants. 

Very few studies go beyond CHF. 19-25 One of the main difficul ties in the 

ca1culation of nuc1ear 皿agnetic shie1ding arises due to the gauge origin 

dependence of d in fini te basis set ca1culations， a prob1em that is absent in 

13・16nuc1ear spin-spin coupling calcu1ations. The use of loca1 gauge origina 

eliminates this dependence in CHF methods but the solutions obtained there do not 

seem to be app1icab1e to the corre1ation皿ethods. This gauge prob1em has been a 

皿ajorobstac1e in going beyond CHF. 

Inc1usion of corre1ation contributions beyond CHF has been perfor皿ed with 

various theoretica1 invention， na皿e1y， the equation-of-motion (EOM)，21 

second-order po1arization propagator approxi皿ation (SOPPA)，25 variational 

perturbation，6，22 configuration interaction (CI)，19 multiconfigurationa1 

ti皿e-dependentHartree唄 Fock (MCTDHF)24 血ethods，and many-body perturbation theory 

(MBPT).20 Furthermore， corre1ated ca1cu1ations using London's-fie1d dependent 

26 __ __"_...l " ato皿icorbi tal， ... ， so-called "gauge invariant atomic orbi ta1s (GIAO)" would be one 

way to circu皿ventthe gauge origin prob1e皿 andto go beyond CHF. 23 

In this paper， we report e1ectron correlation effects on the nuc1ear皿agnetic

shie1ding based on the finite perturbation (FP) MBPT method with GIAO's. We 

have introduced the second-order corre1ation correction， which is easi1y 

ca1cu1ated as the first-order derivative of the corre1ation energy with respect t。

化学シフト 電子相関効果 MBPT GIAO 

ふくいひろゆき、 まつだひろき、みうら こういち
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the FP parameter， i.e.， the external magnetic field strength. We have already 

applied the same皿ethodto the calculation of the electron correlation effects on 

the Fer皿 i-contactcoupling contributions.27 

the computational results. 

In sec. 11， we present and discuss 

11. RESULTS AND DISCUSSION 

The spatial part of the spin orbital in our calculation was expressed as a 

linear combination of GIAO's， each consisting of a gauge factor and an real ato皿ic

orbi tal (RAO). We used contracted Gaussian type orbi tals (CGTO) as RAO' s. 

The CGTO sets used are 6-31G，28 6-31G本，29 and 6-311G*.30 The zeroth-order HF 

【0) ， . _( Z ) 
shie1ding tensor ~'-' and the second-order correlation correction σwere  

ca1cu1ated for four first-row hydrides， HF， HzO， NH3， and CH4. 

The nine components of the shie1ding tensor ~ are ca1cu1ated in a 

皿01ecu1ar-fixed coordinate syste皿， and the sy皿皿etric and antisym皿etric tensor 
11 ~ _ ~ ..... l.  _.  

ele皿entsdefined by ~;J=( σ'JJ+~JJ )/2 (i，j=x，Y'，z) and ~;J=( σ'JJ-~JJ )/2， respective1y， 
a 

are obtained. The symmetric part σ i s  diagona1ized to get the principal values 

of the shielding tensor. The calcu1ation was performed at the experimental 

31 geo皿etries.~~ The co皿putedprincipa1 va1ues ofσtensor， i . e.， ~11' ~z z' and ~3 3 ' 

and the isotropic shielding va1ues a=(σ+σ+σ)/3 are presented in Table 1. 1I'-ZZ'-33 
(z ) 

In our ca1cu1ation， the corre1ation effects ~'-' of the heavy atoms have the 

positive sign， but those for the hydrogen ato皿s show a s皿a11 negative sign. It 

is rather disappointing that inclusion of the second-order correlation does' not 

show the convergence of the resu1ts toward the experi皿enta1 ones. However， in 

discussing the degree of agreement between ca1cu1ated and observed chemical 

shifts， one must kept in皿indthe fact that we are co皿paring ca1cu1ations carried 

out on rigid 圃olecules fixed at equi1ibriu皿 nuclear configuration with 

experi圃entalche皿ica1 shifts for 皿01ecu1es at finite temperature (typically 300K) 

that are rotating and vibrating in the gas phase. 

We estimated the vibrationa1 and rotationa1 correction for HF 田01ecu1e at 

300K by assu皿ing non-rigid harmonic oscillation.32 The HF mo1ecule showed the 
.ョ。

stretching of the bond 1ength due to the non-rigid rotation by 1.10x10 - A and a 

10wering of the a va1ue for the F atom by 4.0 ppm，33 which improves the result a 

litt1e. The electron correlated a of the F atom in HF is larger than the 

experi皿enta1 va1ue by 17 pp皿， and this over-estimation is not relieved by 

including the vibrationa1 and rotationa1 correction. This resu1t皿eansthat the 

over-esti皿ation is due to inadequacy of the used basis set， 6-311G* 
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Table 1. Principal values. and isotropic valuesb of the shielding tensors 

(in ppm). 

6-31G 6齢 31G本 6-311G* 
01 0) 01 0 ) +012 ) σ( 0】 σ(0) +σ( 2 ) 01 0) 。(0)+012)

σ11 375.2 392.5 385.5 403.3 381. 3 399.0 

F 1122 
375.2 392.5 385.5 403.3 381. 3 399.0 

σ33 483.0 482.1 482.4 481. 2 482.8 483.0 

s 411. 2 422.4 417.8 429.3 415.2 427.0 

HFd 

11
11 

24.18 24.52 22.11 22.66 22.82 23.03 

H 1122 
24.18 24.52 22.11 22.66 22.82 23.03 

1133 43.41 43.83 43.84 44.31 43.40 43.53 

σ 30.60 30.96 29.36 29.88 29.68 29.86 

11
11 307.7 326.5 307.3 329.7 319.5 340.5 

。1122 318.5 339.2 321. 7 345.5 361. 7 363.6 

σ33 355.3 366.6 358.7 370.7 363.2 373.8 

B 327.2 344.1 329.2 348.6 348.1 359.3 

H20・
σ11 25.94 25.81 24.70 24.58 24.76 24.45 

H 1122 
27.66 27.55 26.12 25.97 26.36 26.02 

σ33 44.60 45.03 44.72 45.15 44.53 44.63 

B 32.74 32.80 31. 85 31.90 31.88 31. 70 

11
11 241.5 253.2 238.8 255.0 237.1 249.3 

N 1122 
279.6 292.2 275.3 291.4 288.0 304.6 

σ33 279.6 292.2 275.3 291.4 288.0 304.6 

i1 266.9 279.2 263.1 279.3 271.0 286.2 

NH3 f 

11
11 27.72 27.34 27.12 26.60 26.74 26.27 

日 σ22 29.18 28.72 28.25 27.61 28.08 27.46 

σ33 43.78 44.13 43.16 43.50 43.22 43.47 

i1 33.56 33.40 32.84 32.57 32.68 32.40 

11
11 206.0 211.8 199.2 207.3 194.9 201.5 

C σ22 206.0 211.8 199.2 207.3 194.9 201.5 

σ33 206.0 211.8 199.2 207.3 194.9 201.5 

i1 206.0 211.8 199.2 207.3 194.9 201. 5 
CH4 h 

11
11 29.54 29.10 29.04 28.41 28.89 28.42 

H 1122 
29.54 29.10 29.04 28.41 28.89 28.42 

267 33 
38.97 39.01 38.12 38.12 37.97 38.01 

32.68 32.40 32.07 31.65 31. 92 31.64 

• 1111， I1ZZ' and 1133 are principal values of 11， and are ordered 
such that 11 重0'..~。11--2 2 --33 

b Isotropic value i1 is defined as i1=(11
11

+σ.Z 2 +σ.33 )/3. 

C Experi皿entalvalues are taken fr。皿 Ref. 10. 

d R(HF)=0.09170 n圃 used.

• R(OH)=0.09572 nm and LHOH=104.520 used. 

I R(NH)=0.10124 n皿 andLHNH=106.67・used.

6 Liquid phase value. 

b R(CH)=0.1093 n皿 used.
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Exptl. C 

410:1:6 

28.72 

334 

30.09 

264.5 

30.68
6 

197.4 

30.61 
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L7 
高温 NMR及び高温高JfNMRの開発と真の応用

北大工 下川繁三

Shigezo SHIHOKAWA. Hokkaido' University 

Development and Applications of High Temperature NHR and 

High Temperature High Pressure NHR 

A high temperaure NHR prob& equipped for 4.7T SCH was developed in which 

varl日us oxides can be melted by a specal electric furnace. This probe 

can be used for line shape and relaxation measure周ents from 22・C tロ

1200' C. A simple gas-pressurized high temperature NHR probe was also 

constructed. This porbe was applied for high pressure measruements includ-

ing critical resgion: ex. density measurement by lD projection technique. 

separation of DD interactions. deter圃ination of critical exponent etc. 

【はじめに] 溶 融 酸 化 物 等 を 観 測 出 来 る 4.7Tの超電導磁石周の高温 NHR 7'ロ凶γを臓

発した。 これを用いて室温から 1450・Cの範囲で、 固体状態から溶融状態の珪酸塩化

合物の線形と緩和時間の測定をした。 この装置は地球科学、 材料科学、 セラミヅク

ス、 ガラス等の分野において、 被測定物質の動的情造や性質の研究に極めて有用で

ある。 後半では先に開発した高温で旦つ高 圧 NMR装置についてその応用も舎のて言

及する。

W 1 高温 N M R A 

[高温プロープ 1 1000・C以上の高温で NHRを観測する為のプロープの加熱には電気

炉法とレーザー加熱法がある。更に電気炉加熱には直緩加熱型と移動加熱型がある。

電気炉で直接加熱する場合にはヒ一歩一電流に起因する誘起磁束の彫響、 高温に噂

される RFコ イルの自の低下の問題、 保温と断熱の方法、 温度の検出の方法を解決せね

ばならない.

[材料 1 NHRは磁石の中で各種の作業を行う必要上、 作業空間の制約と非磁性材料

で なければ使用出来ないという決定的な制限が あ る 。 炉 材 と し て 、 高純度の酸化ア

ルミ、 酸化ケイ素等が比較的容易に使用できる。 充土真材ではシ'Ifコニ7等も良〈使用さ

れる。 室化ほう素の炉材はより高温に適しているが、 水及び画童索と反応するので乾

録した不活性ガス を流すことが必要である。 観測する核により使用する耐熱材料が

決まるので、 必 要 に 応 じ て 炉 を ( 湯 合 に よりコイルを含むプロープを〉幾っか用意

する必要がある。 電 熱 線 の 材 料 は 白 金 線 、 白金 -0シ'ュウム合金線、 モリブデン線、 タン

グステン線、 タンタル線(板}等がある。 140 0・C迄の高温の実量産には多少高価

高温 NM R、 高温高圧 NMR、 珪重量塩融体、 N M R装置、 超臨界状態、

しもかわ しげぞう
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ではあるが他と比べ白金線が滋も厳{とされ重量く、 幽げ場〈、 折れ量産〈使い易い。 プ

ロープの材料にはチタン合金が良く 450 0 cまで潟いられる@緩くて丈夫である。

[装置の詳細} 我々は白金線のヒ-')7ーを用いてプロープの共緩コイルを加熱す

る 方法で 1200. C以 上 の 温 度 迄 界 湯 出 来 る 高温 7'c -7'を組上げた。 j比の方法は電磁石

時代よりの伝統約 な 作 り 方 で 創 作 が 容 易 で あ る。Jltの方法には二極綴がある。

二ヒ-')7一方式ではその中央に RFコイルがある。 この利点は共緩コイルのリード

線力、直後声高温に織される都合が幾分減少し、 J民 度 に よ る コ イ ル の 自 の 低 下 が 少 し 防 止

出来る。 し か しその試科部分に大きな極度勾配が出来る欠点がある。 炉の中心溢度

が 1450. Cの時コイル近傍の温度は 1250. Cとなる。 コイルの形はヘルムホルヅ裂で

主に線形の鋭機用とした。 o. 4醒圏の白金線を用い、 互いに逆向きに電波が流れるよう

無誘導形に巻き 2穴の保畿管を通した@ 二組のヒーヲーの間綴は 5c周である。 コイル

はアルミナ管に耐熱セメントで画定した e ごれらをチタンアルミ合金の支殺と支持

板で 留 定 し そ の外側は鋼板で窃む e 電気炉の外奈は綴と E翼線で出来た二重管よりな

り、 温度を号制御された蒸留水を緩潔して冷却 した。 加熱は安定化電源装箇より電流

を調整して叡j徴した。 ヒーター電流は炉 iE;の滋度が 1450度の持 19Aで窓カ(;1:800婦であ

る。 電流は滅J;走中も常に主義して霊童〈が磁場 への影響は全く綴滅されない。

次に、 ー ヒ-')7一方式では緩和測定にソレノイド型コイルを採用し、 取 り 外 し 可

縫な ヒ -$1一部分を作った@ 写真はコイ IVと共緩図絡を示すが使用持には耐熱セメント

で覆われ箇定される。IlFコイルは f壬 慈 の 鋭機核に対応して取り替え出来る@ 共振回

路は 単 一 同 事 毒 型である。 コイルは直熱ヒ一 世 ー の

中心に i立鐙するためにそのリード線は絶えず高温

に隠される@ この為コイルの抵抗 f富の増加が著し

いく、 コイルの Q11遣は前述の場合より低下する@ こ

の 例 の 渇 合 lまソレノイド型コイルで室溺での自績が

80であると、 1000 'Cの時には QI1直は 10以下に 低下す

る事もある。 自の低下を遂げるには補償婦のインダ

ク-9ンス( L )を加え、 リード線のー誌を臨時熱す

る。 又前述よりも 太 め の 白 金 繰 を 著 書 く 等 の 策があ

る。¥7 0の 90度 パルス巾は周波数 21MH zで 3.6μsと

得 た@ ヒ-$'ー電話主によって生じる漏洩銭湯を防

ぐ為に立を列逆 向きのヒーヲー配織を行った。 これ

は抵抗鍾も減少し効果的である。漏洩磁場の 大き

さは化学シフトの鐙で示すと最大 34Hzで、 Jtむの{盛

は通常 の ガ ウ スメーターでは検知出来ない@ この

方 式では 1000'Cでの電力は 1S Aで 320Wである。共振回路の樹圧 15託vの可変容量コンデ

ン サーはチヲンアルミの水冷された冷却板に取付て熱的に絶縁しておく@ 試料容務

は六方品の雪量化ほう繁華自よりなり酸化を紡ぐ為に不活性ガスを実量豊中流しておく@

[移動法 1Stebbinsと Pineslま試料移動式プロープを露首j作した@ これは RFコイルを炉

より厳して F方に置き、 試料を素早く上下に炉とコイルの鴎を移動させる方法であ

るが、 緩和溺定には i車さず現在は主に直熱法で行っている。
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[レーザ一法】 C目utures等は cwのレーザ ー照射による加熱で厳化物を溶融し NKRス

ベ クトルを観測した。 1000・C以上では風圧法を用い試料容器なしで空中に浮婦させ

る方法を周いた.最近彼らは緩和測定の為に空洞共振器を用いている. この方法は

温度の測定が圏鍵であり、 磁 織 の 外 で 同 一条件で別にパイロメーターを用いて光学

的 に測定している.

【実駿上の問題 点] 線形測定では固体の渇合は日IJ として液体状態ではコイルの形

状はへルムホルツ型でもソレノイド型でもよ い.温度に対する自の低下を防ぐ事が大

切である. コンデンサーの耐電ー圧も通常の 測 定 と 同 じ と 考 え て よ い . しかし分光器

は 固 体 用 も 併 用出来なければ室温で国体から高温の液体を観測する事が図灘である

事は明白である.

緩 和 測 定 で は高周波パルスによりコイルに生ずる高周波磁界(H 1 )が均ーであるた

めにコイルの形は円筒形{ソレノイド)になる. これは静磁渇に直角に設置するか

ら、 試料の洛融物の保持が問題となる.溶触により試料の体積が淘加し、 容器から

溢れ 出 な い 工 夫が必要になる.測定方法としては直熱法のみが可能となる.又長時

間に亙る測定では容器と試料との反応が問題となる. B N 容器の場合、 又試料に僅

かにのこる OH等の蒸発、 雰囲気ガスの水素との反応、 政棄の彫響等が生ずる o
170の

観測では惑度の点 で 同 位 体 の 測 定 が 望 ま しい。緩和測定では自然存在量の常総性不

純物の影響を考慮せざるを得ない.緩和の主なルートがこれらの不純物に拠る掲合

が多くある. 一方合成した純物質では緩和時間が長くなる場合が多く、 測定が容易

でない等の困鍵 を 伴 う .

r 2 高温高圧 N M R J 高温高圧 NMRの開発 と 応 用 に つ い て 述 べ る . この場合には

コイル部分とヒーターが高圧容器内に組込まれる.高温高圧で行う実駿では現在ま

での とこ ろ超 伝導磁石は使用していない. そ の 理 由 は 実 量 産 中 の 危 険 性 を 避 け る 方 法

の困難さによる。 部分的な破繊事故が一旦生じた時に磁石迄損傷する可能性がある.

ここでは電磁石を用いた例により説明する.液体を高温高圧の粂件に置く場合には

その物質の梅界 温度(T c )、 臨界密度 (p < ) で 示 さ れ る 状 態 を 含 む 広 い 温 度 と 圧 力

範囲で実駿を行う事 にな る. 液体 一気 体の 転移が生じる変化は大凡圧力 40bar-10k 

barの 範 囲 で 温 度は 500'C迄に生じる. 臨界域を越えた流体は潜解能の歯菌加など種々

の特異な性質を示すことが知られている。 この領減では容揚に液体の分子間相互作

用を大きく変化させる事が出来る. 現在迄の高温高圧の NMRでは、 温度範囲 80<T < 

800 'C、 圧力は 10Kbar、超臨界ガスでは 2Kbar迄の範囲で研究されている.

{材料】耐圧装置の材料には 1960年代迄は錫ヘ'リリウム合金 (CuBe)が使用されたが、 19 

70年に入りチタンアルミ合金(Ti-A1)が工業的に利用されるようになり、 特に軽援で

且つ高温での引張りに強いのでよく用いられるようになった.

{装置の術成】 高温高圧装置は、 耐圧容器{観測周コイル、 加熱ヒータ一等が入

る)、 力発生装置とその伝達系、 及び外側の冷却部分、 安全カバーからなる。液体

で圧縮する渇合と ガス圧縮の場合、 及び加熱法により耐圧容絡が銭分異なる.電磁

石 特 有 の 外 部 磁楊制御系 (Externa1 Field Lock)も含む.

{ガス圧纏] 高温下での試料への圧力印加には、 高圧不活性ガスの圧力を鹿緩ま
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たは間緩に(加 圧 部 分 を ベ ロ ー ズ 等 の 体 積可変装置で試料と分けて)加圧する。 し

かしガス圧縮法は 最も危険を伴うので細心の注意が必要である.

【プロープ】 高分解能型の高温高圧装置は DeFeriesと Jonasにより 30<T< 700'C、

lく P<2000barの装置として 1979年に組み上げたことは有名である. これは二つの耐

圧容器からなる特徴を有している.我々の耐圧装置は上記と異なり構造が極めて簡

単である. 内然式の耐圧装置を用いた例を載せる o 18核を観測用にして自己蒸気圧

による有様超臨界流体の研究に用いた. この装置は温度範囲が 273k< T < 823K、圧力

は 0.1<P< 100MPa迄周いられる.耐圧容器 (Ti6A4V、 K5130A)はネジ'董式でシリンダ

ー内部にヒーターやコイルを取り付けた.

【密度の直緩測定} 液体や気体の圧力を変える事は、 即ちその物質の密度を変え

ることになる.通常稼度は体積法等を用い て測定する. ここでは NMRのセルで密度を

一次元投影法に より測定する.液とガスの密度は

P 1 (T) = (Mo/Vo) X (5' (T)/5(T)) / ( L 1 (T)/L (T)) 

Moは試料のモル数， V 0はセルの容量、 i = 1 (液体〉又は g(ガス)，面積 5=51+5'、又長

さ L=Ll+L・である.臨界温度よりも上では試料の密度は一定となり Mol官。 =const.で

ある. この方法 は等温圧縮、 自己蒸気圧の何れでも行う事が出来る. シクロベン

タン に よ る 実 験結果を紹介する.化学シフトがある場合には化学基の一部を重水禁

{じするか、 又は計算鎌上で平滑化アルゴリズ ムにより波形修正して、 投彫図がー織

になる工夫を行う.

【緩和機構の分般】 プロトンの緩和縫檎には分子内と分子聞の稲互作用が同程度

の大きさで存在するたのにその分厳は困鍵である. そごで同位体希釈法、 四重極効

果の利用、 炭素核等の分子内緩和の抽出等 が行われる. 高圧 NMRでもプロトンの緩和

機織 の 研 究 が 続 けらたが、 高い減点の波体では高温高圧の装置により達成出来る.

トルエンの例を紹介する. ここで臨界点ではプロトンの双極子相互作用におげる分

子内と分子関の寄与が等しいと仮定した. こ れ を 用 い て 更 に 臨 界 温 度 を 越 え た 広 い

温度施聞での核スピンの分子内の相関時間をそれぞれの寄与で分厳した.

【 臨 界 指 数 を 決める】 密度と温度で表した気液共存曲線より求まる臨界指数 β は

臨界点付近での流体の佐賀を表す重要な指禄である、 液体の種類によりどの織にそ

の Ijが異なるか を知る事は興味がもたれる. 実厳式は次のように与えられる.

@ -(ρ l-P .)1ρc  = A ( 1 -T 1 T c )t'" ::れを用いてシクロベンタンの密度変化の

図より機軸に換算温度の対数、縦軸に錬算密度の対数をとりプロットした.縦軸へ

の切片は A=2/7、勾配より β=0 . 36土 0.03-1/3と得た.

【オートクレープ中の熱化学反応】 有償熱化学反応、 Diels-Alder反応の笑厳は耐

熱耐 圧容器(オートクレープ)の中で行われる. この反応は福島奏反応と云われ、 そ

の分子組員構は敏道対称性(フロンテア軌道 }を 考慮 する 事で 解決 され た. しかし、

オートクレープの中はプラックボックスである . ここでは高温高圧プロープを周い

て NMRにより観測した唯一の例を紹介する. プタジエンとアクリル重量メチルの反

応である. リアルタイムで観測してそのスベクトルを検出した.溶鎌はインt'ンd-6を

用いた.温度変化より活性化エネルギーを求めた.

本研究は山図英二、 前川英己両氏との共同研究によってなされたものである.
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L8 
弔写布鴎ウ:ttt .Jレ可'ニニ'フ~イヒ壬言「尋吻 σ〉イヒ全多色

N M R をヰョ，r."としてケ

(東大・教養) 令そr同ヨ 奄女，人

Chemistry of Organogermanium Compounds in view of NMR spectroscopy 

(Coll. of Arts & Sciences， Univ. of Tokyo) YOSHITO TAKEUCHI 

Absract--The fact that 73Ge are quadrupolar nuclei with I z 9/2 makes the 

measurement of 73Ge NMR spectra difficult. The linewidth of unsymetrically 

subst i tuted sp i eces tends to be I arge. Mo I ecu I ar wei ght i s another factor 

to determinethe linewidth. 73Ge chemical shifts reflect their stereochemi-

cal environment and can be a means to study the stereochemistry of organo-

germanium compounds. The spin-Iattice relaxation of tetrahalogermanes gen目

erally proceeds via quadrupolar mechanism. The spin-spin relaxation of 

tetrachlorogermane proceeds， however， via a combination of QuadrupoJar and 

scalar coupl ing as revealed by the temperature dependency of relaxation 

t i mes. 

【1:序論】

約 8年前から、 我々の研究室では有機ゲルマニウム化合物の化学に専念している。

このやや珍しい化合物に関心を持つようになった第一の理由は、 有機ゲルマニウム

化合物は、 同じ 14族元棄を鍵ヘテ口元素としながら、有機ケイ素化学はもとより、

有機スズ化合物や有機鉛化合物の化学に比べても知られていることが遁かに少なか

ったことである。 第二の理由は、 鍵元素である 73 Ge NMRについてのまとまった研究

は全〈無かったことである。 以後、 このテーマは、 我々のヘテロ原子化学への興味

と、 NMRへの尽きない関心を同時に満足させてくれている。

我々は構造ないし機能の面から重要と思われる環式有機ゲルマニウム化合物を取

り上げた。 一見簡単な化合物でも、 有機ゲルマニウム化合物の合成は困畿である。

原料、 条件の設定、 分離精製のどれをとっても、炭素化学には無い問題を伴う。例

えばgermacycJobexane(la)の様なものの合成も、 出発原料は GeCI4(2g)であり、 数

段階を要する過程である。 構造化学的研究の菌でも面倒は尽きない。例えば分子力

学計算においても、 ゲルマニウム化合物周のパラメータは標準プログラムには組み

込まれていない等の問題点がある。 同様な問題は半経験的分子軌道針算にもある。

川 GeNMRスピン・格子緩和時間 スピン・スピン緩和時間 四極子核 四極子穏和

スカラー緩和 陰イオン捕捉

たけうち よしと
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また、 肝心の NMRでも、 唯一の NMR核である 73Ge核は大きな四極子モーメントを持

つだけではなく、 共鳴周波数がとりわけ小さいという難点を持っている。

いま灘点だけを列挙したが、 この様な縫点があったからこそ、 興味ある分野が未

開拓の鐙獲されていたことを我々はよく示知している。

[2: 73Ge NMRスペクトルの測定}

73Ge NMR スペクトルの測定は、低い共鳴周波数(プロトンが90MHzのとき 3.10 

MHz )が問題になる。我々が使用した JNM FX-90Qでは、 多核用プローブと低周波数

観測周インサート NM-IT10LFを用いる。 この時 180・パルスは 540μsで比較的長い。

四極子核では、 電場勾配の非対称性のため四極子緩和 J機構が働き、緩和時間が短

くなる。 この結果、 線幅はかなりひろくなるのが特徴である。 分子量も大きな影響

を与える。対称性がよい分子では、 広幅化はさほどではなく、 GeH4(2a)、 GeMe4 (2b 

)等では、 1Hz あるいはそれ以下の線帽である。 Ge(OMe)パ2f)、 2&の様に電気陰性

原子が結合していても、対称性がよければ線幅は狭い。

しかし、 対称性がくずれると線幅はたちまち広がり、 (1 a)においても約 16Hzとな

る。 GeC12 Me2 (3a)の様に非対称でかつ電気険性原子が結合すると、 もはやシグナル

は観測されない。非対称性による広幅化は四極子核一般の問題点であるが、 残念な

がら、 73Geにおいては特に問題が深刻であり、 73Ge NMRの利用の一般化を妨げてい

る。研究を進めている聞に、 世界のいくつかの研究室から 73Ge NMR測定の依頼を受

けたが、 成功しなかったものが多かった。非対称性と分子量から、 ほとんどの場合

成否は測定前から分かつてしまった。

測定上のもう一つの問題は、低周波核につきものの acoustic ringingである。観

測パルスの終了から FIDの取り込み開始までの問に 1ms程度の遅延時聞を入れる必

要がある。 しかし緩和時聞が短い 73Ge核の場合、 失われる情報は大きい。 これを回

避するために、適切なコンポジットパルスを利用する方法が提案されている。

INEPT などの常法も Ge-73 NMR に利用でき、 かなりの感皮肉上が観測された。

緩和時聞が短いにもかかわらず、 スピン・格子緩和時間 (Tt )の測定は通常の反転

回復法が、 スピン・スピン緩和時間(T2 )の測定には Car r-Pu rce 1 I-Me i boom-G i 1 1 

(CPMG)法が用いられる。再現性は反転回復法で 5%以内であり、信頼性がある。

【3:化学シフト】

確かに 73Ge NMRの測定は図雛ではあるが、 いったんデータが得られれば、 それは

貴重な情報源となる。

( a )経験式: 73 Ge化学シフトの起源は、 イ也の多核と同じであると考えられるので、

類似構造を持つゲルマニウム化合物の化学シフトとケイ素化合物あるいはスズ化合

物の化学シフトとの聞には相闘が期待される。 実際、 O (73Ge)と O(29Si)の聞の相

関はきわめてよい。 ただし、 勾配の異なる二種の相関が留められる。

o(73Ge) ・ 3.4 (+5. 6) + 3. 24 (+ O. 05) o (2 9 S i) ( r・0.994; n・31) 

o(73Ge) ・55.9(+5.6) + 1.22(+0.03) o (29Si) (r・0.996; n・12) 

類似の相闘は多くの著者によって報告されており、 きわめて一般的である。

( b) y効果: C-13化学シフトには、 色々な利用の仕方があるが、 おそらく、 最も
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頻繁に利用され、成果を上げてきたのは Y効果であろう。 この効果は、 他の多核の

化学シフトにも見られる一般的現象である。 73Ge化学シフトでも y効果が観測され

る。 すなわち、 trans~忍び cis~I ， 4-dimethylgermacyclohexane(lb) では、 ゲルマニ

ウム上のメチル基はそれぞれ eQuatorial:及び axial 配座をとるが、 その 73Ge化学シ

フトはそれぞれ -61.5 とー73.4ppmであり、 その楚が y効果を反映している。

73 Ge化学シフトに対するより直接的な y効果は、 1 a (ー130.3ppm)、 3-germacyclo-

hexane (1 c) (ー131.2)、 3，3-dimethylgermacyclohexane(ld)ト142.1) のけ Ge化学シフ

トに現れている。 これは 73Ge NMRで観測された y効果の最初の例である。

【4:緩和時間】

核スピン I= 9/2 をもっ 73Ge核は主に四極子緩和機構で緩和すると予想される。

ゲルマニウム化合物の緩和機構をさらに詳しく研究し、 分子構造との関連性を競べ

るため、 対称性のよい四置換ゲルマン2a、 2b、 GeEt4(2c)、 Ge (n-Pr) 4 (2d)、 Ge(n-

Bu) 4 (2e)、 2i、 GeBr4 (2h)、 Gel4 (2i) を合成し、 73 Ge核の T!を反転回復法で、 T2を

線幅 (.6.νぃ 2)と、 Carr-Purcell ・・・Mei boom-G i I I法 (CPMG)で測定した

対称性のよいものでも緩和時聞は一般に短〈、 また、 緩和時聞は分子半径に大き

く依存している。 さらに 2b-2eでは、 Ttと T2は実験観差の範囲で一致した。即ち、

2b-2eでは、 73Ge核は T!，T 2共に四極子緩和で緩和しており、 分子量が大きくなる

ほど、 又、 分子半径が大きくなるほど、緩和時間が短くなっている。

これに対して、 ハロゲルマンの緩和では、 問題はやや複雑であることが報告され

ていた。即ち Tarasov らは 2hは専ら四極子緩和機憾で緩和するのに対して、 2gは、

330 K以上ではスピンー回転緩和機構、 330 K以下では四極子緩和機構で緩和すると

報告した。

そこで我々は 2g-21の緩和時間の温度依存性を詳細に検討した。 図 1には、 2gに

ついて In(llTtl vs. llTおよび In(I/T2) vs. llTの両プロットを示す。 第一のプロ

ットは正の勾配を持つ直線で、 2gではスピン・格子緩和はもっぱら四極子緩和で進

むことを示す。 これに対して、 第二のプロットは、 極小f直を持つ凹型の線であり、
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図 1: Gel.(2i)の73Ge核の

In(IIT!) vs. llTおよび

In(11T2) vs. 1パ両プロット

1.0 

2.6 7..8 3.0 3.2 

103 1 T 

n' 。，
“



すくなくとも二種類の、温度依存性が異なる機構の関与を示す。 プロット 1n (lIT2 

- 11T 1) VS. 1パが負の勾配を持つ直線であることから、 第二の機摘は四極子緩和

とは異なる温度依存性を持つ機情であると推定出来る。 負の温度依存性を示す緩和

機構で、 2iの73Ge緩和に寄与すると考えられるのはスカラー緩和である。 ハロゲン

は 1"*1/2であるから、 これらと結合しているけ Ge核には、 スカラー緩和が関与する

可能性がある。 なお、 2a、 2h、 2iについても、 この様な温度依存性の二重性が観測

され、 緩和が専ら四極子機構とスカラー機橋の組合せで起こっていることが示唆さ

れた。

【5:四極子結合定数}

ゲルマニム核の四極子結合定数についての報告は例が少ない。 我々は 2b-21のク

ロロホルム溶液の粘度測定から相関時間 l" c を求め、 これより四極子結合定数を f鼻、

分子半径 Rとの相関性を研究した。 l"。は 30'Cで 10-8-10-7sec とかなり長い値が

得られた。 l" 0 は分子の大きさや、 分子震が大きくなるにつれて、 大きくなってい

る。四極子緩和定数は約 O.9-1. 9 MHzとなり、半径が大きくなるにつれて小さくな

るがその程度は小さい(図 2)。
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これは 73Ge卒業の回りの対称性 l阜、 置換基の影響をあまり受けていない事を意味する。

[ 6 :有機ゲルマニウム化合物のホスト・ゲスト化学】

クラウンエーテルのような系の陽イオン捕捉、 ク リ ブ タ ン ド の よ う な 系 の 陰 イ オ

ン捕捉は、大環状化合物の新しい機能として、近年特に注目されている。 ゲルマニ

ウム原子は電気陽性であるから、 これを環にうめこめば、 中性分子をホスト、 陰イ

オンをゲストとする新しいタイプのホスト・ゲスト化学が展開できる可能性がある。

この相互作用と包接体の構造は、 ホスト、 ゲストを含めて NMR スペクトルで遺跡可

能である。

我々は 10員潔から 44員環にいたる一連の大環状含ゲルマニウム化合物を合成

して、 その陰イオン捕捉能、 移送能を検討している。 この種の研究に NMR がきわめ

て有用であるが、 Ge-73 NMR はこの場合にもシグナル検出は困難である。

【謝辞} 緩和に関する研究の多くの部分を遂行された原聞としえ博士に感謝する。
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L9 
パナジウム絡体の高分解飽 lH，13C，51V NMR  

(近鎗大・理工) 0 ~~川 進 ・ 宗 像 .・木曽秀典

High Resolution lH， 13C and 51V NHR Spectra of Vanadium Complexes 

Susu皿u KITAGAWA， Hegumu HUNAKATA and Hidenori KISO (Kinki University) 

1 H， 13C and 51 V NHR spectra of Vanadium(III ，IV and V) complexes were 

皿easured in relation to the oxidation state of vanadiu阻 ato圃s.In the solid 

state sharp 51V signals are observed for so温e of V(V) complexes while 

divanadium complexes with metal・metal bond give no 51V signals but sharp 

13C signals. In the case of antiferro.agnetically coupled divanadiu圃

complexes only lH NHR signals of the species in solution were successfully 

detected. On the basis an application of NHR to vanadiu. cOBplexes is 

discussed. 

[ 1 ] パナジウムは -m価 か ら V 価まで

幅広い価散をとる金属元素である. 従来パ

ナジ ウム のキ ャラクタリゼーションは、

Yanadyl(Y02・)で代表される W 価錯体の E S 

R ilC I't Iかであった. しかし、 E S Rに よ る

キャラクタリゼーションには、 単械のパナ

ジウム(IV )鎗体 の よ う な 不 対 電 子 (IV価

は d 1電子配置)を持つ常磁性種の場合は可

能であるが、 I(d4)， Y(d0)価の単核錯

体、 または IT(d3)， m(d2)， IV(dl)価錯

体でも多核構造を持ち v-v聞に稲互作用

がある場合は観測が図震である.一方、

NMRの観測可能な価数はー 1 ( d 6 )， 1 

( d勺， Y ( d 0)であり、 d 電子数が奇数の

鋤合(d 2は例外)は常磁位であるため NM R

IWeakl 

Relationship between V -V interaction 
and NMR parameters 

v-v 
distance 

(A) 

3.2 

3.4 

V冨V
[yll(dJ)j 

v=v 
(V"'(d')J 

v-v 
[yIV(d1)J 

v---v 

X 
v' v 

相互作用にもとずく
測定可能桜種

SIYNMR 13CNMR IHNMR 

~ ~ . 
anll. 
rerronJl~nelic 

Imonon亙召

Pig. 1. V-V間縄互作用と

NHRパラメータの関係

法 の対象とはなり得ない. しかし、 d電子歎が奇数でも反強磁位相互作用をする系

の場合は N MR観測が可能である. このように、 NMR  訟 が E S R 法 よ り も パ ナ ジ

キーワード: HAS 51y NHR， CPHAS 13C NHR， OivanadiuB Complexes， 

Antiferro圃agnetic Interaction 

0 き た が わ すすむ・むなかた めぐむ・きそ ひでのり
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ウム 錯 体 の キ ャラタタリゼーションに有周な場合があるが系統的に研究された例は

ない.

複 核錯体のパナジウム間相互作用は 2種に大別される. 第 lは金属一金属結合が

ある場合で、 電子スピンが対をなしているた め 反 磁 性 錯 体 と な り NMRスペクトル

が 観測可能となる . 一方、 v-v結合を作る種金属関II!.が後近しえない場合は捕

かけ配位子を介した相互作用が期待される. この時、 パナジウム同士が反強磁位相

互作用をする場合 (ae=-2JS1S2の-2 J値の大きさで測られる) N M R測 定

が可飽となる. 本研究では、 パナジウム核そのもの (51V )および寵位子被 (1H， 

13 C )に注目し、 v-v相互作用と NMR観測量との関連を網べることを目的とする

(Pig. 1). 

そこで①鍵溶性の ため現在まで NMR訟の対象とならなかった、 金属結合を持ち

反磁性を示す E 偏および皿舗の複核パナジウム錯体の 13Cお よ び 51V 固体高分解飽

NMRを測定を行なった. また、 ②配位子を介した格互作用を持つ複核パナジウム

( m )錯体を合成し、 この錯体の反強磁性湿の lH N M R の.割に成功した. そし

て、 この鎗体の国体， 君臨液栂造と化学シフトとの関連性について検討した. さらに

③単 械の反磁性錯 体である、 パナジウム(1， V) 錯体の面体高分解能 51V NMR 

ス ペクトルを劃定 し、 溶液と国体状態との構造の比較検討を行なった.

[ n ]主基: ① [V2(d.p)4]・ 2THP(1) (dmp=2，6・dimethoxyphenyl)および (Et4N)2

[V2(edt).](~) (edt=ethane-1，2・dithiolato)の合成は、 文献に従って行なった.

② [V2C12 (phen)4 (μ ・0)]C12.2(CH3)2CO(2)は、 次のスキームに従い、 アルゴン雰囲

気下 EtOHj審員院中で、 VC13に 3倍量の1， 10・phenanthroline(phen)を加えて、 合成した.

得られたものは、 単結晶または微結晶として、 単障した.
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[V2 C12 (phen) 4 (μ-0)]C12・2(CHs)2CO

③パナジウム(1 ) 修 体 CS3[V (CN) 4 (NO) (H2 NO)]・2H20(1)およびパナジウム(V )錯

体 (NH4)3 [VS.] (~)， (NH4) 3 [V02 (C2 04) 2] ・ 2H20(~) ， [V02(pic)(HKP T)]<1)などは文献に

従っ て 合 成 し た .

車皐主主: 溶液 1H， 51 Vおよび国体 13C， 51 V N M R の測定には、 JEOL J開M-

GSX 270 PT-NMRスペクトルメーターおよび NM-G27MU固体ユニットを用いた. 観 測 周

波数 (IH/270.171 MHz， 13C/67.941 MHz， 51V/71.02B MHz)、 観測幅 (IH，13C/27

kHz， 51VI160 kHz)、 パルス幡 (1H，13C/4.0μs， 51V(soln.)/9.2μs， 51V(solid) 

/13 . 5 μs )、温度 2 3 " c で 測 定 し た .サンプルチュープは lHは 5 圃祖ゆ， 5 1 V 

(s01n.)は 10 阻圃骨、 国体部定にはダイプロン製の孤丸型のものを使用した. また、

国体状織ではマジ ッ タ 角 回 転 を 行 な い ( 回 転数は約 3.5k H z)、 51V NMRの化学シ

フトの 外郵 基単 には VOCls(neat)を用いた.

[ m]  (i) [ V，cdap).]・2THP(1)および (Et.N)2[V2 (edt).] (2)の園俸高分解能 NMR

Pig. 2に(1)と q)の単結晶にお砂る固体高分解飽 13C NMRスペクトルと分子構造

を示した. V -V間距腫は、 .，体(1)が 2.200(2) 入、 俗体(~)が 2.616(2) 入であり、

それぞれ三重結合と一重結合の金属結合を持っている. どちらの錯体も磁化事測定
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から完全な反磁性であるこ

とが 示 さ れ て いる. それゆ

えに<!)， ( 2 )とも単核では

常磁性をしめす国量化歎であ

るにもかかわらず、 比較的

シャープなシグナルを与え

た. また岡崎に、 国体高分

解能 SJ V NMR スペクト}~

の 測 定 も 行 な っ たが、 シグ

ナルを得ることが出来なか

った. この原因は、 パ ナ ジ

ウムの記位環境の対称性が

低いため四笹子相互作用の

効果が大きく、 MAS(3.5 

250 Z∞ J50 J∞ 50 
ppm 

(E4N)' 
13.868.511 

edt RI 
53.59 目

250 ~∞ J50 J∞ 50 0 ・50
ppm 

(Et4Nh[V 2( edt)4] [V2(dmp)4]・2THF

F i g. 2. (1)および (Z)の

CPMAS 13C NMRスペクトル

kHz)訟では観測しえないことを示している. lIIetal-皿etal結合を持つい V の化学シフ

トを観測した例はなく、 挑戦に値する極めて興味深い疎題である.

(i i) 

3に示した. 2つのパナジ

1つの.素原子で直線

各パナジ

そして 1つの

v-o鹿目監は1.778(2) 入

向かい合った phenの ス タ ッ キ ン グ

により v-o・Vの 角 度 は 167.9(6)・と ffiれ幽が

F i g. 3. っている.

盗j蜜パナジウム L旦i錯体(3 )の IH

NMR  ( 3 )の重水素化メタノール溶液の

IH N M Rスペタ トルを認定した. Fig. 4 

に示したように、 通 常 の 反 磁 伎 系 の 観 測 鏑

回に比べて、 37--32 pp. (A '11 1/2=200-

2000 Hz)と非常に大きな観測帽を持ち、 し

かも線輔の広いシグナルを与えた. パ ナ ジ

ウム(m )錯体は d 2 電子配置であるが、

High spin状 舗 を と り や す く 常 磁 性 を 示 す こ

その N M Rシグナルは広幅化してとから、
-40 -30 10 0 

ppm 
.20 .10 20 30 40 50 

F i g • 4. q)の IH NMRスペタ トJレ 通常観測されない. しかし、 Fig. 3におけ
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2つのパナジウム (m)がるよ う に v-v聞 に捕かけした原子を有する複械錯体で、

このスペクトルの帰属は現互いに反強磁性格互作用をしている婿合は観測される.

NMRスペクトル~-90 'C)させて IH温度を変化 (23在の とこ ろ検 討中 であるが、

橋 か3の分子構造の、P i g. これは、2種の温度依存性を示した .を 測定した結果、

シ ス位 の窒 素原 子だけした破棄原子に対してトランス位の窒素原子を持つ phenと、

( 3 )はメタノール

この(3 )の 13C 

この事より、けを持つ phenの 2種類のシグナルであると思われる.

さらに、3と同様な構造を持っているものと考えられる.中でも Pig.

、，
、-NMRスペクトルを測定したがシグナルを得ることができなかった.および 51V 

NMRが観測可能な種強いとはいえない.51 V れより v-v間相互作用は 13C， 

国体状態NMR 錐体 の園 依および溶波状態の 51V .y...l _{__L パナジ立ム(i i i) 

13 C 核では CP-MAS~まにより感度の良い NMR スペクトルが得られにおいて、

( 奈 差 分 極 )通常パナジウムに最近接プロトンがないため CP 一方 51V械では、る.

NMRはしかしながら 51V そのため MAS法のみでの測定となる.の効果はない.

固体状織では溶液のシグナルに比べて線通常、感度 iJ{良 いた め測定に図震はない.

線 輔 の 広 が り は 化 学 シ フ ト一般に MAS測 定の場合、帽の広いシグナルを与える.

本測定では{主~1)の錆体についてはシグナ

この原因は四極子相互作用によるもの

図 書量子相互作用などによる.の異方位、

ルの広 輔イ じは 溶液の‘合の約 10俗であった.

NMR化 学5 に溶 液 と 固 体 状 態 に お け る 61V Table 1および Pig. だと考えられる.

NMR化学シフトTable 1.パナジウム錯体の 61V

pp. (A ，. 1〆2 Hz) 

(NH4)3[VS4] 

(NH4)3[V02(C204)2]・2H20

[V02 (pic) (HKPT)] 

CSS[V(CN)4(NO)(H2NO)]・2820

(400) 

(760) 

(1330) 

(270) 

801i d d 

+1372 

・533

-526 

・1107

pp. (A・2〆2 Hz) 

(40) 

(210) 

(300) 

(40) 

s 

+1391 

・536

-525 

・1100

801n. co・plex

溶液と固体

溶液状態と の化学シフトが同じときは、

でも図体での構造がそのまま保たれているヘ~

シ フトおよび繊帽をまとめた.

も のと考えられる.

v-v結合を持つ系では溶液以上より、

-550 -500 

61 V )が観1 S C， 状態では全ての核 (1H， 

固 体 で は 13C が 可 飽 で測可飽であること、

v... v反 強また、あることが理解される.

溶液状態に限り簡便に IH核磁性系では、

-15001-

a I -550 

註 -10∞l

g 剖 O

= 。
vl 

6 
'且
的

i+500 
也J

5 
;> +1000 

v、

-5001 

01 

の測定が可能であることが明らかになった.

NMRおよびv-v結合系の溶液 6 1 V -1000 ・1500-500 。+500 
」
…

n
u
+
 

nu 

p--w 1
 

+
 

NMRスペタv... v相互作用系留体 13C 51V Chemical Shift (Solid-State) ppm 

4. 国体と溶液 51V トルの実際の測定例を得ることは今後の疎

.である.

η
L
 

qo 

NHR化学 ~1 トの相関関係

P i g • 
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特 1
Recent Advances in Protein NMR 

Ad Bax， Frank Delaglio， Mitsuhiko Ikura， Lewis E. Kay， Geerten Vuister， 

Marius clore，Angela Gronenborn and Pennis Torchia*，Laboratory of 

* Chemical Physics， NIDDK， and ~Bone Research Branch， NIDR， National 

Institutes of Health， Bethesda， Maryland 20892， USA 

工nprinciple， protein structures can be determined from two-dimensional 

1H NMR spectra. 工npractice， spectral overlap limits the size of 

proteins that can be studied in this manner to less than -10 kDa. Advances 

in molecu1ar biology now make it possib1e to obtain most proteins of 

interest from bacteria1 growth media， which offer a straighforward avenue 

13~ ~_ ~ 15 for incorporation of the stable isotopes ~JC and ~JN. With these 

isotopically enriched proteins it becomes feasible to record spectra of 

higher dimensionality (3D and 4D) which have greatly reduced spectral 

overlap compared to their conventional 2D counterparts. 工naddition， the 

15u __~ 13 presence of ~JN and ~JC in the protein ~rovides new information on the 

structure and dynamics of the protein. New 3D experiments will be 

described that provide information regarding heteronuc1ear J coup1ings and 

their use for protein structure determination wil1 be discussed. 

じいμ t叫M 叫丸
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国体状態における高分子鎖の高次構造と電子状態

(東工大工)

(東工芸大工)

(神奈川大工)

0安藤勲、黒子弘道

山延健

高山俊夫

Higher-order Structures and Electronic States of Polymer Chains 

in the Solid State 

Isao Ando:， Hiromichi Kurosu1， Takeshi Yamanobe2 
and T.Takayama

3 

(10ept. Polymer Chemistry，Tokyo Institute of Technology; 

20ept. Industrial Chemistry， Tokyo Institute of Polytechnics; 

30ept.Applied Chemistry， Kanagawa University) 

A meUlodology for understanding higher-order structures and electronic states of polymer chains 

in Ule solid state by means of solid-stat巴NMRspectroscopy combined with qu加 tumchemistry has 

been successfully developed. The higher-order structures and el巴ctronicstate of some polym巴rsin 

出esolid state have been studied by means of the developed methodology， and the results will be 

pres巴nt巴dand discussed. 

1)固体高分解能NMRスペクト Jレの観測治、ら得られる固体状態における高分子鎖の化

学シフトを解析することにより固体状態における立体構造、結晶構造および電子状態の

有用な情報を得ることができる。 これらの情報を、化学シフトを通してより深く、高

い精度で解析するためにはどうしても量子化学的な面からの解析の手助けが必要となる。

高分子鎖の量子化学的アプローチとして 2通りの方法がある。

a) 高分子のモデル低分子化合物(2量体、 3量体、 ・・・)を用いた量子化学ア

プローチ

b) 無限高分子鎖を直接取り扱う量子化学的アプローチ

a) のアプローチにおいてはモデル低分子化合物のために電子数が比較的少ないので

厳密な量子化学計算が容易である。 この方法は高分子鎖の構造の安定性、電子状態が

局所構造により決まっている場合は適切な方法となる。 しかし、 αーヘリックスをと

ったポリペプチドのように長距離相互作用により構造が安定化されている場合、また高

分子鎖間相互作用が重要な役割を演じている場合は a) のアプローチでは不適当になる。

このような場合には b)の方法を用いることが必要になる。 このような観点から私

どもの研究グループは b)のアプローチとして無限高分子鎖の電子状態を評価できる

国体NMR、高分子、電子状態、高次構造、バンド理論、化学シフト

あんどう いきお、くろす ひろみち、やまのベ たけし、たかやま としお

-35-



tight-binding MOロ'BMO)法とNMR化学シフト理論をcombineして高次構造、電子状態、

NMR化学シフトを高い精度で解析できる方法を確立し、固体高分解能NMRにより得

られる化学シフト値を通して固体状態における高分子鎖の高次構造、電子状態を研究し

てきた。研究対象の高分子としてポリエチレン、ポリアセチレン、ポリオキシメチレン、

ポリオキシエチレン、ポリペプチドが挙げられる1・11)。 本講演では b)のアプローチ

について簡単に述べ、いくつかの高分子について研究例を紹介するとともに、最近ポリ

シランについて研究して得られた成果を報告する。

2) 無限高分子鎖の電子状態を直接評価する方法として団体物理でよく知られてい

るバンド理論を応用したTB MO法がある。これは高分子鎖の構造の周期性を利用す

ることにより直接高分子鎖の電子状態を評価する方法である。無限高分子鎖のMOは

Blochの定理により原子軌道併の線形結合で次のように表せる。

(N-l)/2 

'l'n(k)ー去エエexp(ikja)Cvn(k)似rづa)
・"J=ー(N-l)/2 v 、‘，，，

噌

-
A，t

、

ここで、 kは電子の波数、 sはモノマー単位内の原子軌道の数、 Nはモノマー単位の数、

Cvn
はn番目のバンドの u番目の原子軌道の係数である。 (1)式を用いてNMR化学シフト

理論をsum-over-states法の枠内で展開して得られた式が(2)，(3)式である。

-J..ln司r?A .:.. _ ...， ..1 -11 
σ'ik)ー」毛エエPvv.(k)<州r)!r-1!ov.(r)> (2) 

4π 3m: v ゾ

43dk)平ヰ芝笠三q ・3>2バー1dl
~-
"t'v m~ m n J 

B B 
x~エ:~エ:r医X(j，m凡p仰，必抑X(υl ，mん%仰α)ト-Y刈(j仇

+X(j，m凡 %α)X(υl凡 m，s，i抄う一Y(j，m凡 %α)Y(υl凡 m，s，)抄訓う列] (σ3) 

Pνゾパ伏)=エcいk)Cvn(k) 

Rs"，lr， "，Rs"，lr "Rrr，/s rRrrls 
X(j，m，n，s，抄=CjJib-CjnC匂j:n-C勾jυ切ωn川sジCらt

r. "，Rr"，Rs "，Is"lr "Ir ，，1，伊p 
Y刈刈(j，m凡 s，)う= C j mCj y;+ Cj n Cj r Cj nCj r CjmCjn 

(2)式は反磁性項、 (3)式は常磁性項を表している。 (2)式において pv v'は電子密度

を表し、 X、Yは結合次数に対応する因子である。 (Em-Eo)はー電子励起エネルギ

ーでバンド・ギャップに対応する。本研究を通して用いられてきたMO法はCNDO/

2、INDO、 INDO/S法である。 計算は東大大型計算機センターおよび分子科

学研究所の S-820/80スーパーコンピュータを用いて行った。

3) 本研究で取り扱う Si-Si結合を主鎖とするポリシランは導電性高分子、ホトレジ
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ストなどの機能材料として注目されている。 この高分子はamorphousとなり、 X線回

折法により構造解析ができない。このために固体高分解能NMRが有力な方法として期

待されている。 私どもはこのような観点から国体高分解能NMR量子化学的アプロー

チを併用して系統的に研究してきた。 この一連の研究成果から最近の研究を報告する。

Si-Si結合にあるSiのイオン化ポテンシャルは 8.7e Vと小さいことと Si-Si結合長が

2.4 Aで大変長い。このようなSiの特性がc-c結合を主鎖とした高分子と異なった物性

を示し、またNMR化学シフトの挙動も異なる。 このようなポリシランの構造と電子

状態を私どもの方法論を用いてアプローチする。 Fig.lに代表的なポリシランの構造と

幾何学パラメータを示す。

ポリシランは固体状態で優位コ

ンホメーションとしてtrans-rich

コンホメーションとgauche-rich

コンホメーションをとり、

trans-richの方が gauche-richより

少し安定であると推論されてい

る。 ポリシランのこのような Fig.l The structure and geom出 icalparameters of polysilane 

推論が妥当であるか、また電子状態、 NMR化学シフトの挙動はどうであるかを私ども

の方法論でアプローチした。 -120.C-+ 120"Cの温度範囲の却Si CP爪1ASNMR実験から

固体状態におけるポ 1)メチルフェニルシランの怨Si NMRスペクト Jレは 3本のピーク

(δ=ー43，-39， -36 ppm from TMS)からなり、低温では高磁場ピーク (-43ppm)の強度

が強く、高温では低磁場ピークの強度が強くな

る結果を得た。 低温において高磁場ピークに対応する構造、高温においては低磁場ピ

ークに対応する構造が安定であることがわかる、 これらについて深く解析するために、

Fig.lに示したポリシランがall-gauche((0). )，trans-gauche( (TO).)コンホメーション取った

ときのNMR遮蔽定数、電子状

態についてTB CNDO/2 

-50S法を用いて計算した。

計算で得られたNMR遮蔽定

数、バンド・ギャップ，全エネ

JレギーをTable1および電子状態

をFig.2に示した。 遮蔽定数

σにおいて負符号は低磁場シフ

トを意味しており、化学シフト

Sにおいて負符号は高磁場シフ

トを意味している。この表から

(0).は(TO).より1.3ppm低磁場

に現れることを示唆している。

また、会エネルギーから
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Tab1e 1 NMR shie1ding constants， band gaps and total energy of an infinite po1ysilane 

conformation 

( G)n 

(TG)n 

shielding 

constant/ppm 

dσPσT  

70.8 -107.3 -36.6 

70.8 -106.1 -35.3 

band gap/e V 

11.80 

10.69 

total 

energy/a. u. 

-5.218 

-5.549 

(G)nの方が(TG)nより不安定であることがわかる。 このことより低磁場に現れるシグナ

jレはgauche-richの構造， 高磁場に現れるシグナルは trans-rich構造から由来することが示

唆される。また，(TG)nの構造を取ったときのバンド・ギャプは(G)nの構造より小さいこ

とがわかる。 紫外領域における最大吸収ピークの Amaxは低温で350nm、高温で

310nmの実験値が得られている。 計算から得られたバンド・ギャップから低温で

伽 ns-richの構造、高温で gauche-richの構造が存在していることを示唆している。 以上

のようなアプローチからポリシランの構造および電子状態の有用な情報が引き出せるこ

とを述べてきた。講演では、さらに詳細に述べるとともに、他の高分子についても私ど

もの研究成果を述べる。
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Lll 
" c固体高分解能 NMRによる V型アミロースの安定性および B型への転移挙動の検討

0斉藤 量産 1、山田淳子2、行本 徹 2、矢島1専文3、遠藤隆-'

( 1姫路工大・理、 2国立がんセ研、 2東京理科大・理)

Conformational Stability of V-Amyloses and Their Hydration-Induced Conversion to B-Type Form as 

Studied by High-resolution Solid-state l~C NMR Spectroscopy 

H. Saito.' J. Yamada.2 T. Yukumoto.3 H. Yajima~ and R. Endo~ 

('Dept. of Life Science. Himeji Institute of Technology.2BiophYs. Div.. National Cancer Center 

Research Institute. "Dept. of Applied Chemistry. Science University of Tokyo) 

We have recorded 13C NMR spectra of several preparations of V-amyloses and their hydrates to 

gain insight into their relative stability and subsequent hydration-induced conformational change 

It was found that these V-amyloses were not aiways stable when they are equilibrated in an 

atmosphere of 96% R. H. and converted to B-type form. It is unlikely that any drastic conform-

ational change such as unfolding followed by refolding and plausible change of handedness is 

caused by such mild physical treatment as humidification. Therefore. it appears that the resulting 

B-type form should be ascribed to a left-handed single helix as a consequence of a slight 

modification of V-amylose. in contrast to the previous interpretation based on the data of X-ray 

diffraction and NMR studies. 

1 はじめに

蛋白質や多纏類等の生体高分子園体において、結品の多型あるいは異なったコンホメーションが存在するとき

には、問題とする残基が関与するこ面体角に応じて、り C化学シフト変化が見られることを、これまでの一連の

研究から明かにしてきた L20 それ故、それぞれの系において数多くの referenceデータを集積することにより、

その対比による 13C固体高分解能 NMRから高次構造の情報が得られ、 X線回折に対する相補的なデータとして

用いることが出来る。実際、結晶性の高い多糖類においては、 X線回折による多型構造の識別とスベクトルパタ

ーンの変化の聞に、平行関係が認められている。しかし、セルロースのように NMRパターンの多様性に変化様

性にも拘らず、 X線パターンがこれを反映して変化しないものやヘ逆に無定形試料のために NMRスベクトルの

変化にも拘らず、 X線回折からは何の情報も得られないこともある。一般に、溶液における糖鎖の高次構造の解

明は、これに関与する物性あるいは生物的意義からみて極めて重要であるにも拘らず、グリコシド結合回りの速

い!l!lらぎのために、十分にキャラクタライズされないことが多い。それゆえ、このような回転が凍結された状態

にある国体における、間体 NMRないしは X線回折による構造解析ならびにその対比は、結質の高次構造を!lI1解

する上で極めて重要となる。

演者らは上の第三のケースに相当する(1→ 3 )ωβ サーグルカンの高次構造解析を 12c面体高分解能 NMRに

よって詳細に検討し、特に水和/脱水過程に伴うスベクトノレ変化の追跡により、その構造情報が得られることを

示したト九本研究においては、これと同様の構造を取り得ると考えられている(1→ 4 )ーα-Dーグルカンである

7 ミロースについての検討結果を報告する。

13 C国体高分解能 NMRスベクトル、コンホメーション依存シフト、アミロース、纏鎖の高次構造

さいとう・はじめ、ゃまだ・じゅんこ、ゆくもと・とうる、やじま・ひろふみ、えんどう・りゅういち
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Vアミロースの水平日によるの変換

V7ミロースは、 n-プタノール、 DMS 0， 

ヨウ索などの積々の低分子とのコンプレック

2 

スを形成し、左巻一室ラセン構造を取ること

(A) ( B) に示す

ように、それぞれヨウ索、 n-ブタノールとの

コンプレックスを生成した Vアミロースのけ C

が知られている。図 1 (A)， 

NMRスベクトルは、ゲスト分子が DMSO

(6) 
の場合も含めて、ゲストの種類、ホストの分

子重の差異に拘らず同ーのパターンを示し、

X線回折のデータと一致している。しかし、
50 100，，" 150 

これらのコンプレックスの水和による安定性
V7ミロース( (A) ヨウ素および(s) nープタ図 1

の差異は、アミロースの分子量ならびにゲス
ノールとのコンプレックス)の 13CNMRスベクトル

ト分子の種類によて著しく異なる。実際、図

( B )に示すように、高分子量 (Aldrich. DP 1000) 7 ミロースと DMSOコンプレックスの場合は、2 (A) 

水和によって B型のスベクトルパターンに完全に転換し、かっ DMSO信号が消滅していることがわかる。これ

は7 ミロースと同様の一本鎖構造をとり、水和によって一重ラセンに転換する(1→ 3 )ーβートグルカン(カー

17) の場合も、図 3 (s) → ドランなど〉の場合と同様の挙動を示す。さらに、低分子オリゴマー (EX-l1. DP 

( C) の変化に見られるように、 V→ Bへの転換が 100%進行する。一方、中程度の分子量のアミロース(EX 

-111. DPI00)では、図 4に示すように、この転換が 50%程度にとどまるなど、必ずしもカードランの挙動と平

行関係にあるとは限らない。上記の結果および X線粉末図形による構造の同定結果を表 1にまとめる。高次様造

の同定結果は、 V型の場合は両者とも同じ結果が得られているが、 B型の場合 X線回折ではアモルファスとの結

綱引
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守
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果を得ている。

{叫

J-ιし
(c) 

(D) 

一一一一一ー一_'- ← 一一一一山』ーー一---'-ー一 ー一一一一一ー一-，一一 一一一一一ーー一一一一
1110 100，.，司副 ・e ・
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低分子量アミロースオリゴマー (DP 17)の図 3V7ミロース (DP1000.DMSO) の7)く手口に図 2

( B) 凍結乾燥、水和効果; (A) 無水粉末、( C) ( B) 水平日、よる変換; (A)無水、

(D) ヨウ紫コンブレッ( C) 同上、水和、

クス
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このような水和による構造の転換が容易に起こるの

は、 DMSO分子等のアミロースへの結合が弱いか

らであると考えられる。この点の検証のために、ゲ

ストとして DMSO-dsを用いて、 2HNMRスベ

(A) クトルに自由回転状態にあるメチル基の四極子相互

作用による 40 k H zの信号の分裂が観測されるか

50 100，.剛

否かを知る必要がある。実際、観測された信号は、

上記の四極子相互作用が 10 -~秒の時間尺度での、

速い化学交換状態により平均化された一本線であっ

た。 2Hスピン格子緩和時間測定では、表 2に示すよ

うに 40m秒のオーダーであり、 T，の極小儲よりも 1日

高温側にある速い運動状態にあり、同時に示すカー

(8) 

中程度分子量 (DP100) アミロースの DMSO図 4

よりの凍結乾燥物の "CNMRスベクトルドランの場合と同様に、 DMSO分子は高分子鎖へ

(B)96%RHでの水平日( A)無水、の結合は Jレースであることが分かる。従って、水平日

Su岡田ary of.Conforrnatlon Characterlzed by 13C NMR and X-Ray 
Dlffractlon 

Table 1 

一--Anii子drous-Ti子oiiiiiiIier----一一一一一一日子dra'telIt
frorn DMSO solutlon) 

DP 100 (EX-III) V(70屯) + B(30地) arnorphous 
DP 1000 (Aldrlch) V V 
Iodlne cornplex V V 

計一五百五百γiyo'Ptii.ii.ZEi(i一五五ip-iτ-fro;-i5百so-solutlon-waa--hydrate(f-under-'the
condltlon of 96地 R. H. for over 12 h. 

b)-Ã~hÿ d~~~s -po~d~r- sarnple was hydrated. 

によってこれらの分子は水分子に容易に置換されるわけである。

NMR X-ray NMR X-ray 

DP 17 (EX-I) V V B arnpl'phous 
BV， 

arnorphous 
arnorphous 
v 

i
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( D) に示すように、水和によってスベクトルパター一方、ヨウ素分子がゲスト分子の場合は、図 2 (C) • 

ンには変化が見られない。これは、コンプレックス中のヨウ索は、上記の場合とは異なり水分子との置換の代わ

りに、水平日によって 13 あるいは 1，イオンへの変化することにより、 Vアミロースの内部でより安定に存在す

るようになるためであると考えられる。実際、ヨウ索イオンは殆ど線形状にアミロース内に存在することが知ら

れている。

水平日構造のコンホメーション3 

上で述べたように、 Vアミロースは水和によって B型に転換する。ただし、ここで使用した試料の X線回折図

はアモルファスパターンを示しており、そのコンホメーションに関する知見をこれから得るのは困難である。

2H Spln-lattlce Relaxation Tirnes of DMSO-dR and 
Deuterlurn Oxlde bound to Arnylose and Curdlan (皿s)

Te皿p. (K) D問SO-d6 D20 

Amylose. V form 295 42.9 
303 52.6 
295 
295 44.2 
303 44.8 
314 48.5 
323 68.3 

lIydrate 295 10.1 

14.3 
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B form 
Curdlan. Anhydrouos 



しかし、これらの NMRパターンは Bアミロースと同等であり、少なくとも短距離秩序に関する限り、ここで得

られた B裂は、 Bアミロースと問ーと考えてよい。実際、 V7ミロースの水和による B7ミロースの変換はすで

に B1 a c k w e 1 1ら9により、 19 6 9年に報告されている。その結果、当初は Bアミロースは一重ラセンで

あると考えられていた。しかしながら、その後 Sa r k 0 ら10により右巻二重ラセンに変更され、さらには最近

は左巻二重ラセン 11へとそのモデルが三転しているのが現状である。

われわれが今回報告したように、相対湿度 96 %での水和によって起こる Vアミロースの一重ラセンから二重

ラセンへの変換は、溶解過程を伴なっていないことを考慮すると、モデルとしては受け入れ難い。ましてや、左

巻から右巻のhandednessの変更はなおさらである。さらに、仮に二重ラセンモデルとしても、二重ラセン構造へ

の転換の分子量依存性の説明も容易ではない。すなわち、上で述べたように DP100程度の中程度の分子量の 7 ミ

ロースは、 B型への転換は 50%すぎない。単分散アミロースを用いた実験によれば、 DP100以下の鎖長の場合

aggregateを生じ、水溶液からの沈澱が起こることが報告されている。このような aggregateはより疎水的となり、

水和による構造変化が起こりにくいのが、この理由であろう。これらの結果を考慮すると、これまで X線回折に

より提唱されていた Bアミロースの二重ラセン構造は、再考する必要があるように恩われる。

なお、 B型が一重ラセンであるなら V→ B変換が可逆的に起こり、逆過程の B→ V変換の存在が確認される必

要がある。 X線回折に比べて、固体高分解能 NMRによるアプローチでは、後者の過程の研究は容易である。こ

れは(1→ 3) -βJーグルカンについて詳細に報告したように、 DMSOでの溶解、凍結乾燥によればよい。実

際、この過程の追跡については上で詳細に述べた通りである。

4 結論

( 1→ 3 )ーβ-Dーグルカンの場合と同様、 DMSOによる脱水、水和過程によるは C国体高分解能 NMRスベ

クトル変化の追跡により、 7 ミロースの多重鎖構造の有無に関する有用な知見を得ることが出来、 B型構造の二

重ラセン構造モデルは再考すべきであることがわかった。

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

2 H. Saito and !. Ando， Ann. Rep. NMR Spectrosc.. 21. 209 (1989) 
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L12 
日 C-固体高分解能 NMRによる L-ロイシンー r-メチル

L -グルタメート共重合体の分子運 動 の 研 究

北大ヱ ・堤錨広・庸滞 勝・山口 総史

Kolecular Kotion 1n Copoly.ers of L-Leucine and r -Kethyl L-Gluta・ate
5 t u d i e d b y 5 0 1 1 d 5 t a t e H i C h -R e s 0 1 u t i 0 n 13C-N K R 

Akihiro hutsu.i. Nasaru Karasawa and Nasashi Ya・a(uch1
Depart.ent of Appliad Pbysics. Faculty of EnC1neerin(. 

Ho祉ka1do Univ・rsity. Sapporo 060. Japan 

1t has be・n report・d tbat 1n tbe copoly・・rs of r -.etbyl L-(lutaut・(NLG) and 

L-1eucine(L-LEU). tb・s1d・chain of NLG beco・es considerab1y・ob 11・vitb in-

crease of L-LEU co・pon・nt in the so11d stat・However.・olecular・・cbanius of 

sucb a pben目.8non bav8 not be・n c1arifi8d. 1n tb1s vork. to obta1n furth・r 1n-

for・ation on the sid・cb a i n • 0 t i 0 n • T， p ("C) v a s • ea s u r・dby uans of tb・
solid state hi(h-r・solution "C-NNR. It was found that 1I1th incr・as・of L-LEU 
cont・nt tbe t・・perature IIh・re tb・T ，p ( 13C) - t・圃p・ratur・curve sholls a .ini-・u. shifts consid・rab1y and sli(bt1y to tbe 101l8r te.p・rature for NLG-CH. and 

NLG-Cr. r8sp8ctive1y. and sbifts to ratber bi(ber t・・p・ratur・for L-LEU 駒

Cβ. Tbes8 r8su1ts indicate tbat th8 inf1uence of L-LEU on th・sid・chain・0-
tion i5 consid8rab1y different in tbe inn8r and outer parts of the s1d・chain.

よ占ー昆.. 我却は， 固体高分解能 13C N M R C P / M A S法を用いてポリペプチドの固

体物性について研究を行っているが，今回は. レ1・ucin・(L-LEU) と r-・athy1 L-

cluta・ate(MLG) のランダム共宣合体について分子運動の組成依存性を調べた L-

L E Uの 側 鎖 は 無極性であるが. M L Gでは， エステル結合の郁分で極性基を持ったの，

誘電率測定により分子運動が調べられている. M L Gのホモポリマーである P M L Gでは，

弱電損失 E"(1kHz) のピーク温度 T.，azが室温付近に存在し U ，これは， 側鎖全体の活発

な運動によるとされている. しかし. M L G は L 聞 LEUと共重合体を形成したとき. L-

LEUの含量が増加するにしたがって， T .，.zは， 低 温 側 へ 大 事 〈 シ フ ト す る 傾 向 に あ り ，

PMLGに比べて分子運動が更に活発になるこ と を 示 し て い る . また. M L Gのメチル基

の鄭分がフェニル基に置換されている r-benzy1 L-Clutaute ( B L G )との共重合体では.

ML Gの場合とは逆に. L-LEUの含量が増加すると， T ....は高温側へ移動し. L -L E 

Uの含量 i)f70%-80%では. M L G との共重合体より 100・C程度も高〈なる. しかし， これら

の興味ある現象の‘メカニズムについては， まだよ〈解明されていない.

そこで今回は， まず. (L-LEU. ML G) 共重合体について. C P / M A S "C N 

MRにより. T，ρ( 13C) を鰻測することから，側鎖の運動について. よ り 詳 細 な 情 報 を

得ることを目的とした.

L-LEU-NLG Copoluar I No1・cular Notion I 13C-NNRI CP/NAS I T，p(13C) 

つ つみ ~きひろ， からきわ まさる， やまぐち まさし
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2. iit:科と婁齢 用いたランダム共重合体

は，味の察社よりtI供された NCAよ り合成

され，組成は. TFA-CDCl.混合溶線

中で Varian社製 XL・200を用い，、 'H N 

MRスベクトルから求めた(Table1-参

照) また. C P / M A S "C N M R 法測

定には. CHCl.溶 液 か ら 作 成 し た キ ャ ス

トフィルムを液体..温度で船末状に砕いた

ものを用いた.更に，測定に先立ち. 130-C 

で約 12時間，真空 中 で ア ニ ー ル を 行 っ た . 今

回は， 誘電緩和による実.に対応させるために. 数 10k H zのオーダーの分子運動を反映

'H [lu| |且|

'3C 一匹
Fig・1Pulse sequence for 

T，p('3C) measurement. 

する T 1 P ( 13C) を，共鳴周波数. 50. 3KHz. B r u k e r社製の M S L -2 0 0を 用 い

て観測した. 諸国定温度範囲は. 20-C - 120-C. 緩触時間は. 1・sであった. 用いたパルスシ

ークエンスは. F i 1. 1に示しである通りであり， スピンロック周波数は. 40-73.5kHz. M 

A S rateは，約 3.5kHzで行った.

M L G  (・01 %) 

Table. 1 KOle rat io& of co・Positions in copoly.ers 

o 15 50 70 100 

L-LEU  (・01 %)  100 85 50 30 。

3. 踏襲左考軍事 Fil.2は組成 50:50の共盛合体のスベクトルであるが， ほぽ. P L L. 

PM L Gを重ね合わせた形状をしている. LHを有する側鎖の "Cの中で. M L Gの Cβ

(3). L-LEUの C r (8). CH.(9)は互いに重なり合っているが. L-LEUの Cβ (7). 

MLGの Cr (4)と CH.( 6)については， ピークが， よく分厳している. そこで， これらの

3つのピークについて解街を詳細に行った. まず， ケミカルシフト値は.L-LElJの含量.

及び温度には大事〈よらないことから，側鎖の confor・ationには，殆ど変化がないことが

わかった.次に， 各ピークに対する T孟ρ

( 13C) の温度依 存性を測定した Fi，.3に

は. M L Gの CH3についての結果を示し

た.各紙料で・ini.u.が 観 測 さ れ て い る .

PM LGに関して は こ の .ini.u・の温度域

のかなり低温から既に CH.の C.翰まわり

の回転運動が生じていることが知られてい

る . 従 っ て ， 前 述の鱒電緩和による観測結

果を考慮するとこの圃ini.u.は， カルボニ

ルを含 む側 鎖先 織部分の更に大きなスケー

ルの運動に基因す ると考えられる. また.

.ini・u.の温度減は. L-LEUの比率が大

事〈なるにしたがって， 大事〈低温側ヘシ
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Fig.2 13C CP/MAS NMR spectra 

of copolymer(SO:SO). 
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フトしている. Fi，. 4に 11n1園UIの温度 Tm1.Dを 2.5 

L -L E U含量に対して示した.周波数が異な

るため温度域が遭うが. I露電緩和の結果とよく

対応していることがわかる. よって;今回の N

MRの測定からも. M L Gの側鎖先.節分は.

L -L E U と共重合することにより， か なり動

きやす〈なることが磁隠された Fig.5は，

ML Gの C rについての結果である. これも

各紙料で・ inilulが観測され. P M L Gについ

ては CH，とほぼ同じ温度緩にみられる.

このことは， 室温付近では.側鎖金体の運動が

路問的に起ごっているという考えを支持してい

ると考えられる. また. L-LEUの 合 憲 が 櫓

加しても， その温度織は， 若干低温側へシフト

しているが， ほとんど変化せず， 上記の CH，

とは， 異なる振舞いをしている.

F i g . 6は L 晦 L EUの Cβ についての結果であ

る. 浅い linilu置が観測され. L-LEUの比率

が高〈なると，今度は高温倒ヘシフトしてい〈

傾向が観測された. また. T‘ρ( ..C)の値は，

L -L E Uの 含 量が高〈なるにしたがい，大き

くなり. P L L に近づいている. P L Lにつ

いては， プロードライン N M R. およびプロト

ンの T，の測定から， 側鎖金体の運動は. 非常

に広い温度範闘で 徐却に解依されることが知ら

れており，・in11uIの温度減が広いのは， この

たのと考えられる.

以上を要約すると . M L Gの CH3の結果よ

り. L-LEUの contentの増加にともない. M 

L G の側鎖は. C 0 より先繊節分 (outer part) 

で動きやす〈なる. また. L-LEUの Cβ と

MLGの C rの結果より. 側自由の， 主自由に近い

蕗分 (inner part)では. 運動性は，殆ど変化し

ないか， むしろ.束縛される傾向にある(F i，. 
7・参照). 従って. M L Gと L-L E Uの共重

合体では， 側鎖の先鴻節分と内側節分で.運動

性が大きく異なるごとがわかった.特に.側鎖

先端郎分の運動性が，陽電測定などの， 他の物

性測定には敏感に反映するものと考えられる.
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実際に観測される T，ρ( 13C) は.最後に，
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L13 
ポリピニルアルコールの国体状態における

分 子 内 お よ び 分 子 潤 水 素 総 合

京大化研 胡 紹書官、・甥井 文敬、小谷 . 

1ntramolecular and 1ntermolecular Hydrogen Bondings 
of Poly(vinyl alcohol) in the Solid State 

Shaohua Hu， Eumitaka Horii， and Hisashi Odani 
(1nstitute for Chemical Research， Kyoto Univers工ty，Uji， Kyoto 611) 

alcoili)おztzt:rii2221221220ircU民nT3chz;:;::t::z;;;da:;rz:;;:;:::al

calculation・Theα1 resonance line splits into a triplet， lines 1， 11， and 111， due to the 
formation of two， one， and no intramolecular hydrogen bond(s) in the triad sequences. The 
integrated fractions of lines 1， 11， and 1II have been statistically calculated using a model 
based on the crystal structure of PVA， where the intramolecular and intermolecular hydrogen 
bonds are formed at certain probabilities for all possible triad-tetrad or triad-triad pairs in 
the neighboring two chains. The observed fractions， which are determined by the lineshape 
analysis of the α1 triplet， are in good accord with the calculated fractions for different PVA 
samples. On the basis of these results， the characteristic hydrogen bondings are discussed for 
the crystalline and noncrystalline components in the dried or hydrated state. 

1 .緒言

ポ リビ ニル アルコール (PVA) 固体誠料の CP/MAS13CNMRスペクトルの CH共鳴

線は trlp1et(低磁場側から 11ne I、 E 、血と呼ぶ}に分裂するが、その原因は mm、mrおよ

び r rシークエンスに分子内水素結合が 2、 1および Oコ 形 成 さ れ る こ と に あ る と 考 え ら れ て

いる 1勺しかし、これらの共鳴援の相対強度比は室温付近では mm、m r、 rrの合事の比と

一致しない.我々は、この原因は mシークエンスにおいても分子関水素結合が形成されること

にあると推定し、 PVAの 結 晶 構 造 モ デ ル を 基 にして、分子内および分子聞水素結合がそれぞ

れ確率 p.および 1- p .で生成する場合について統計的取り敏いにより CH共鳴様の穂対強度

を計算した.また 、 種 々 の PVA試料について CP/MAS13CNMRス ペ ク ト ル を 結 晶 お よ

び非品成分の寄与 に 分 厳 し た の ち 、 1ineshape解析により各成分の CH共鳴狼の相対強度を決

定した.本報告では、これらの結果をまとめて述 べるとともに、分子内と分子関水集結合に及

ぼす立体規則位、水、温度などの彫響について考察する.また、これらの水素結合状態の時間

変化 の 可 能 性 に ついて検討した結果も述べる予定である.

2. 分子内および分子潤水素結合に関する統計約計算

桜田ら引の結晶構造モデルに従えば、分子関水素結合に関与する隣接 PVA分子は同一単位

格子内または隣接 単位格子内にそれぞれ一分子存 在し、これらは鎖軸方向に互いに 1/2周期

だけ ず れ て い る .したがって、ある分子鏑に沿った mmまたは mrシークエンスに注目し、こ

れらと隣按する分子鍍上の tetradまたは triadシークエンスとのすべての可能なペアに対して

分子内および分子 濁水素結合の検討を行った.すなわち、ぺア i- jにおいてシークエンス i

に分子内水素結合が 2儒生成する場合(ケース I)、分子内水素結合が 1個生成する場合(ケ

ース n)および分子内水素結合が生成しない場合(ケース血)が存在するとし、ケース I、 E、

皿の取り得る確率をそれぞれ求め、あらゆる可能なぺアについてのケース I、 E、 Eの数分率

の和すなわち共鳴線 I、 E、 Eの積分分事に対する式を務事事したれ.

キーワード:CP/MASI3C NMR， Po1y(vlny1 a1coho1)， Hydrogen bonding， Crysta1 structure 

胡 紹華 (Hu Shaohua) 、細井文書t(ほりい ふみたか)、小谷 脅 { お だ に ひさし)
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Table 1 Observed and Calculated Fractions of the CH Carbons 1. 11. and 111 for 

Different PVA Samples. 

Observed fraction Calculated fraction 

Sample paa 

11 III II III 

Crys ta 11 i ne 

5・PVA 0.064 0.350 0.586 0.048 0.364 0.588 0.08 

A-PVA 0.109 0.457 0.434 0.090 0.473 0.437 0.32 

A-PVA，hYdratedC 0.154 0.513 0.333 0.143 0.522 0.335 0.74 

I-PVA 0.386 0.351 0.263 0.368 0.519 0.113 0.89 

Noncrystalline 

A-PVA 0.170 0.493 0.337 0.147 0.524 0.329 0.77 

Fa
b 

0.239 

0.343 

0.455 

0.744 

0.467 

a Probability of the intramolecular hydrogen bonding. b Fraction of OH groups 

associat巴d with the intramolecular hydrogen bonding. c The water content is 18% as 

described by (g H20/9 PVA)xl00%. 

3 .結果および考察

表 1には、本研究で用いた試料、 s-P V A、 A-P V A、 1-P V Aの mシークエンスの数

分率 f.およびこれらの結晶成分および A-P V Aの 非 晶 成 分 に 対 す る CH tripletの 1i n e 1 

E、皿の積分分率引をまとめて示す.同表には上述のモデルにより求めた 1i n e 1、 E 、四の積

分 分率に対する計 算 値 も 示 す . ま た 、 こ の 計 算に使用したわの値および問機な方法で計算した

分子内水素結合に関与する O H基の分率 F .も示す. 1 -P VAの場合を除いて計算値は観測値

と良く一致する. s -P V Aと A-P V Aとの f.の差はわずかに 0.05に過ぎないが、結晶

成分のわは s-P V Aの方が A-P V Aの それに比べてはるかに小さい。このことは、あるしき

い値より低い f.をもっ試料の場合、分子間水素結合が優先的に形成されることを示すものと

考え ら れ る . こ れに対して、ほとんどアタクチックな PVA (A-PVA)では分子内および

分子間水素結合の生成確率に大差はないと結論される。一方、 1-P V Aの場合計算値と観測l

値のー款はそれ程良くない.このことは、アイソタクティシティの高い試料ではわが i- jペ

アの種類に依存す る 彫 響 が 強 く 現 わ れ る た め と 推定される.

含水ぎせた A-PVAの結晶成分の場合、その CH炭素 Iおよび Eの分率は乾燥試料の値よ

り約 O. 0 5だけ増大 する 。上 に述 べた 統計 的計算に従えば、水の吸収によるこれらの値の変

化は、 p.の値を O. 3 2から O. 7 4に地大させることに相当する.したがって、少量の水が

結晶領域に鉱散することは確実であり、このこと に よ り 分 子 関 水 素 結 合 が か な り 切 断 さ れ 、 そ

の結巣として新しい 分 子 内 水 素 結 合 が 生 成 す ると推定される.なお、乾燥状態では温度の上昇

によってもれの値は増大した.

乾燥した A-P V Aの非晶成分については、 1i ne 1、 Eおよび皿の観測値は含水した場合の

PVAの結晶成分のそれらとかなり近い.このこ とは非晶領織における PVA分子鎖の局所構

造は水素結合を通 じ て み る 限 り 、 合 水 状 態 の 結 晶領域の局所t構造とかなり頒似していることを

示す.すなわち、水が存在しなくても非晶領域 ではその分子運動性がかなり高く、分子関水素

結合が切断されて分子内水素結合が形成される倍率がかなり高いと考えられる.

1) T. Terao et al目.MacrolloI.li. 153ち(. 86). 2) 桜田ら、化研報告、 23.78 ( . 50). 3) S. H u et 

aI.. Bull. Inst. Chem. Res.. Kyoto Univ.. in press. 4) F. Hori i et al.. Poly昆.， in press. 
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L14 
国体高分解*1i13CNMRによる 6個 の 共 役 三 重 結 合 を も っ 長 鎖

アルキンの回相重合過程の追跡

(化技研・繊高研) 0早水紀久子・柳沢 勝・岡田修司・松岡宏雄・

正木 篤・中西八郎

13CNMR Study on the Solid-State Poly聞 erization Procedure for a Hexayne 

with Long Alkyl Substituents 

K.Hayamizu and M.Yanagisawa， National Chemical Laboratiory for Industry 

a n d 

S.Okada， H.Matsuda， A.Masaki， and H.Nakanishi， Research Institute for 

Polymers and Texti les 

Polydiacetylenes (PDA) are usual Iy synthesized from conjugated 

acetylenes， diacetylenes， triynes， tetraynes by the r -ray irradiation. 

A hexayne with Cl. alkyl chains ( 15 ， 17 ， 19 ， 21 ， 23 ， 25 ・ tetracontanehex~yne ，

14-6A-14) is very reactive at room temperature and polymerized. The poly-

merization procedures have been detected by the sol id-state high-resolu-

tion 13CN門R under the 聞agic angle sample spinning. The polymerization 

proceeds wi th 1，4-addition sche剛e and three-step polymerization reactions 

were throughly monitored by the 13C spectra. The final product is a ladder 

-polymer where the main chain is allene or cu聞ulene structures， which is 

a new class of polymer. 

ボリジアセチレン (P D A )は骨格となる主鎖の構造は

R 
'-， ~. 

C -C == C -C 
グ ¥

R 

であり、 オレフィン炭素に種々の組IJ 鎖が結合したボリマーである。 P D A l主主鎖の

π電子構造について興味をもたれていると周時に、 大きな 3次の非線形光学特性を

示すことから応用面においても着目されている。 一般に PD A はジアセチレンの困

相における T 線照射等により合成され、 単結晶のボリマーになる点でも特異な性質

をもっている。 我 々は 長鎖 アル キル をも っトリイシ、 テトラインが 1，4-位で固相重

合し P D A を形 成す るこ とを 明ら かに すると同時に、 テトラインの重合物において

ボリジアセチレン・重合過程の追跡・囲網常温反応・ 13CNMR. 共役側鎖

0 は や み ず きくこ・ゃなぎさわ ま さる・おかだ しゅうじ・まつだ ひろお・

まさき あっし・なかにし はちろう
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は熱処理により側鎖のジイン部分がさらに付加重合を起こしてラダーボリマ}を形

成することを明かにしたし九 本報告では C ! 4アルキル基が共役した 6 個のアセチレ

ンに結合したへキサイン (15，17，19，21，23，25-tetracontanehexayne， 14・6A-14)が

2段階の重合によりラダーポリマーになった後で主鎖がアレン，クムレン結合に変化

する過程をすべ て固体高分解能 !3CNMRで追跡した。 言い替えるとモノマ}から

最終生成物に至るまで MA S周のローヲ}の中で起こった変化を逐次 !3CNMRス

ベクトルでモニヲー し 、 各段階でのでの締造を確定した。 また E S Rシグナルの強

度の増大もモニターした.

[実験]

合成したモノマーの純度は溶液状態の !3CNMRで確かめた。 再結晶の直後は白

色の結晶であるが、 短時 間の うち に緑 色の 部分が生じる。 本 研 究 に お い て は 、 再結

晶乾燥後、 直ちに固体調IJ 定用のロ}ターの中に充填し il~ 定を開始した。 図体高分解

能 !3CNMRの調tl定は JEOL-GSX・200Aヘ。ヲト日メー習をもちい、 MASの回転速度はほぼ

4.2kHzであった。 測 定 は 2週間連続して行い、 その問サンプルはプロープで高速回

転したままであった。 初期は約 3 0分毎にスベクトルを取得したが、 パターンの変

化 が小さくなった時には、 1時間毎、 2時間毎、 5時間毎といった割合で積算回数

を t曽加していった。 不飽和炭素のシグ / 
l CH3CH2CH2-(CH2)!O・cH2CH2?三 2555-Tt)2

ナ ルの線舗が徐 々に広がったために積

算 回数を増やす必要もあった。 u.二ンヲ駒

-智イドIl輸Jドの lii認のために T0 S S i:去を組

込んだ. 最 後の段階ではロータ}の中

で 室温に放置した サンプルを約 6 カ月

間繰り返し測定した。 ES Rにおいて

不対電子密度の憎大をモニターしたが、州

5 m m <Tの NMR試料管を用い、 測定しない

日寺は室 j星放置であった。

[結果]

14 -6A -14モノマ } の 固 体 状 態 の 13C 

N M Rスベクト ルを F"ig • 1に示す。溶液

状 態のスベクトル と比べるとピ}ク位

置は低磁場側に移動している。 国 体 状

態のスベクトル は線幅が狭〈帰属は容

易である. アセチレン炭素のシグナル

はシングレツトにならず、 結晶状態に

多形があることを示唆している。

測定開始後 22時 間 後 に 取 得 し た ス

c
“2 
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ぴテトラインの図相重合物である PDA Fig・2 poly冊er 1の け CN門Rスベクトル
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他方はアセチレン炭素では主鎖の 2個のオレフィン炭素の一方にはアルキル側鎖、

また主鎖の 2個のアセチレン炭素は非等価が 直綾 Lこ結合するために非等価になる。

主鎖の炭素シグナルは 3本測定ではあるが 13CNMRのシフト差は小さいために、

F i g. 2 に おいては図中に帰属が示してあるように、さ れ る こ と は 既に報告しである。

アルキル主鎖 の炭素シグナル及び側鎖の 8個 の ア セチレン炭素シグナルがみえる。

側鎖の炭素シグナルを詳細に解析するとアセチレン炭素に結合したメチレン炭素と

オ レフィン炭素に結合したメチレン炭素に対 応 す る シ グ ナ ル の 栂 対 強 度 は 等 し く 、

異なったアルキル基が存在するまたメチル炭素シグナルも等強度の 2本に分裂し、

側鎖のアことがわかる。これは主鎖のオレフィン炭素に直綾結合したアルキル基と、

モノマーに対応ずるシグナセ チレン炭素 lこ結合したアルキル基としてー帰属できる。

f' i g. 2に至るまでに 1 8 第 1段階の重合が終了している ことがわかる。ルはなく、

測定開始後 2時間半後にボリマーのシグナルが牧のスベクトルを測定しであるが、

徐々にポリマーが増大する悌子がスベクトル上に明らかに映し出
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そ の時の橋迭の変化を Fi g. 3 (;: 

重合反応は漸次継続するが、

みえ 始 め て か ら 、

されている。

示す。

5 6 時間後の 13CNMRスベ

こ の ス

ベクトルでは Fi g. 2 と比べると、

トルを Fi g. 4 (こ示す。ク

L・dd.  r -p c I )' "'. r 
p 0 I ~ m _ r 11 

主鎖のシグナル強 度 が 増 大 し 、

の重合の情造変化

円

ぺ ;c-c=c 
COG-C三CCE 1 2 3 4 

¥α、¥
cや IJJ¥A
c V.、、
(:.、

""'，-. ~C-c 三 c-c
-'c-c三c-cグ、R
'"円

fJ鎖のアセチレン炭素シグナル 14・6A -14 F i g • 3 

また組IJが 減少しているこ とがわかる。

鎖シグナルにおいてはアセチレン炭素

に結合したメチレンシグナルは消滅し、

高 磁場側にメチレン鎖の新たなシグナ

F i g. 2 

で みられたようなメチルシグナルの分

離 はなくなり、 シグナル位置からアセ

ル が出現していることが解る.

チレン炭素の結合したアルキル世IJ鎖は

なくな っ て い る 。‘このスベクトルから、

四IJ鎖 のアセチレンの末端で 1.4 ・位にお山岬----沖叫~旬悼ザ..r'、.，._.;r、叫す九仲.-r -_叩柚;::
一一ー一-一一← ，ーー 「ー「ー→一一寸 .，-ー「ーマーーマ一寸一「ーー，---.--，_"， γ一一「

F i g. 3 に示したポ 7200ll j12i0  160 日 O いて重合がおきて、

polYlllernの 13CNMRスベクトルf' i g • 4 リ マー H が形 成されていると考えられる。

F i g. 4 に示されているような帰属で十分に説明こ のボリマーは対称性がよいので、

詳細にみるとスベこれらの囲網反応が全て均一におこるとは仮定できず、できる.

188.16 f' i g. 4 においても、トルには未反応物と次の反応生成物が混在している.ク

時 間 の 経 過 と と も に こ れ

同時にすべての不飽和炭素のシグナルはブロードにな
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5.150.132pPIl1を中心にブロードなシグナルが見えている.

らのシグナル強度は士宮大し、



っていく。 一 方側鎖のアルキル炭素シグナルにおいてピーク値と相対強度において

各ボリマーに対応して顕著な変化がみられるが、 線帽については一般にシャープで

最終 段 階 の ボ リマーであってもモノマーの高々 2倍程度で変化は僅かである.

約 6 ヵ月室温ローター中で放置した

試料のスベクトル を f'jg.5に示す. 主

鎖のアセチレン炭素 4個、 オレ フィ ン

炭素 2個のシグナ)J，領峨(115・100pp圃)

ではシグナル強度は著しく減少し、 低

磁場 側 の シ グ ナ ル強度が培加している.

またラダーボリ マ ー の 橋 郎 分 の 炭 素 シ

グナル(95-55pp圃〉は積分強度から約

2 5 96となり、 ポリマー 11の 3 3 96と

比べると級分減少しているが、 骨格構

造は大 きく 変化 していないことを示唆

している. E S Rシグナルの強度は f'jg • 

6で示すように 1ヵ月間は明らか

に士宮大を続けたが、 その後の変化

は小さ〈、 他の P D A と の 比 較 か i 
ら、不対電子が 13C化学シフト値 主

聞

に~響しないことがわかっている・ b 

言 I F回3

このポ リマ ーは 明らかに C， H の 書J 1 
主 IF切2ノ。

みから構成され忍ポリマーであり、 ffi ，.ん
13CNMRで 190，160pp聞のような じ

低磁場にシグナルをしめず構造は

アレン、 クムレン締盟主だけである.

200 150 100 50 

f'jg.5 6ヵ月後のスベクトル

10 

. . .。・

.・。.・. . 

20 30 day 

. . 

f'jg.6 ESR強度の変化

40 

. . 

50 

長期にわたるスペクトル測定および定量性を考慮すると主鎖の部分は=C - C C 

- C =からー C=C=C=Cーに変化しているとして磁明できる. なおモノマーの

T線照射をした試料でも常温において反応が進行して、 途中の緩過は必ずしも同じ

である とは いえ ないが、 最終反応物は 13CNMRで会過程を追跡した試料とほぼ同

じ スベクトルを示している. 本報告で示した最終ポリマーの構造が安定かどうかま

た機部分の構造がさらに変化するか否かについては、 反応を加速するか(勲処理な

ど〉時間をかけるかいずれかの方法で稽かめることを予定している. 本研究では機

造の変化を追跡することにより、 量終生成物の構造決定を可能になったといえよう.

本研究で示したボリマーは非常に特異な構造をもつので、 種々の機能をもっ可能

性があり、 それらの点に関しては現在検討中 で あ る .

1. Okada，S.， Ha)'a闇izu，K.，Matsuda，H.， Masaki ，A. and Nakanishi ，H. 

Bull. Che圃・ Soc. Jpn. 1991， 64， 857. 

2.0kada，S.， Mats1Jda，H.， Masaki，A.， Nakanishi，H. and Ha)'a・izu，K.
Che田. Lett. 1990， 2213. 
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L15 
傾斜磁場パルスの高分解能 NMRへの応用

(島海製作所応用技術部) 0大野靖、大薮又茂

Application of Magnetic Field Gradient Pulse to High Resolution NMR 

Spectr-oscopy 

Yasushi Ohno. Matashige Oyabu 

Analytical Applications Depart皿ent. SHIMADZU CORPORATION 

Recently皿agneticfield gradient pulses have been applied to high 

resolution NMR spectroscopy. CGradient Enhanced Spectroscopy ; GES ) 

Magnetic field gradient methods. supported by hard曹aretechnology 

such as actively shielding. have advantages of the elimination of the 

need for phase cycling. the reduction of tl artifact in 2D-NMR and 

selective observation based on diffusional property. 

Several applications. such as water suppression by the selection of 

coherence transfer path曹ayor stimulated echo. will be sho曹n.

【序論】

高分解能 NMRスペクトルの測定に使われているパルスシーケンスは高周波パル

スを組み合わせることによって構成されている。最近、これらの高周波パルスの列

に傾斜磁場(グラジエント)パルスを加えた測定技術が注目されている。高分解能

NMRへの傾斜磁場の応用は以前から提唱されていたが、傾斜磁場コイルの性能に

帰国する渦電流 CEddyCurrent) などの問題から実用化されなかった。近年、医療

用の MR 1装置の急速な発展とともに、このような問題を解決する技術が開発され

た。すなわちアクティプシールド技術、プロープ内での非電導材料の使用により、

渦電流の発生を極力抑えることが可能になり、傾斜磁場を高分解能 NMRへ応用す

ることが試みられつつある。

このような状況の中で我々はグラジエントシステムを使用する機会を得たので、

その測定例を紹介し、その有用性について検討したい。

【測定】

測定には GE社製 FT-NMR装置 Omega 400WBを使用した。グ

ラジエントパルスは高分解能測定用に設計された M i c r 0 s t a r S -3 5 

グラジエントシステムにより発生させた。 また測定試料として軽水に溶解した

gradient.water-suppression.coherence.diffusion.stimulated echo 

大野靖(おお の やすし)、大厳又茂〈おおやぶ またしげ)

-53ー



5mMの卵白リゾチームなどを用いた。

【測定例と考察】

1. DRYCLEAN-STE 

生体分子を試料とする測定はしばしば軽水中で行われる。巨大な水のシグナルを

消去するために数多くのパルスシーケンスが考案されているが、 P.Zijl')らはグラ

ジエントパルスを使い、溶媒と溶質の拡散係数の差を利用した水消去法を提案した

皇iffusion-reducedwater signals in spectroscopy of molecules皿oving

~ower tha~water;DRYCLEAN) 。一般には最初のグラジエントによって、すべての

横磁化の位相を分散させる (dephase)。次に大きさの等しい 2番目のグラジエント

によって、位相を再結像させる (rephase)が、この時 2つのグラジエントの聞にス

ピンの“位置"が変わっていると位相は元に戻らない。すなわ溶媒と溶質との拡散

係数の違いによって試料の信号だけを検出することが可能になる。また水の信号が

抑制される割合は、 Fig.1でグラジエントを使った場合のエコーの強度を S. 使わ

ない場合の強度を S0 とすると次式で表される。 2) 

S/So =exp {-r2 G2δ 2 (~_δ/3) D} 

ここで、 7は磁気回転比、 Gはグラジエントの強度、 δはグラジエントパルスの時

間幅、~は最初のグラジエントをかけてから次のグラジエントをかけるまでの時間

Dは拡散係数である。

P.Zijlらはいくつかのパルスシーケンスを提案しているが、そのうち我々は

stimulated echo( S T E)を用いたパルスシーケンス (Fig.1)を使って測定を行い

Fig. 2のスペクトルを得た。(データポイント数 1K. 積算回数32回)

zr/2 zr/2 zr/2 

4一一一一ー一一券
6 

a 

Fig.l DRYCLEAN-STE Pulse Sequence 

aaτ 
E
O
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ppm 
2 。 -2 

Fig_ 2 官ater-suppressedproton NIR spectra of 5mK lysozyme in H20 

2. DQFCOSY 

グラジエントパルスを組み込んだ DQFCOSYのパルスシーケンス引をFig.3

に、 2次元スペクトルをFig.4に示す。(測定データマトリックス2KX128 ，積算

回数256回、 ω1 方向に 2回ゼロフィリング)

1r/2 1r/2 1r/2 

Fig.3 2D-Gradient-Enhanced-DQFCOSY Pulse Sequence 

Fig. 3ではいわゆる位相回し (phasecycl ing)によるのと同じ効果をグラジエン

トパルスによって得ている。すなわち 1つの 2量子コヒーレンスの経路のシグナル

のみが再結像されて検出され、 2量子コヒーレンスを生成しない水のシグナルは検

出されない。これを通常の位相回しで行うと、アンプの安定性、位相シフトの精度

などハードウェア上の問題から水のシグナルが消え残ったり、 t1ノイズが生じる

ことが多い。

F
b
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Fig. 4 DQFCOSY spectrum of lysozy皿ein H20 

Fig. 4では軽水のシグナルはほぼ消去されており、軽水シグナルの真近のピーク

の観測にはグラジエントパルスの利用が有効であることが示されている。

現時点ではグラジエントパルスの応用性は傾斜磁場コイルなどハードウェアの性

能に依存する点が多いと言わざるを得ない。今後、グラジエントシステムが普及し

その性能が向上すれば、応用範囲がさらに広がるものと期待している。

最後にグラジエントシステムでのロックやシム調整、測定ノfラメーターの設定な

どは従来の装置と同じように容易に行い得たことを付記しておく。

【文献】

1) P.C.K.van Zijl and C. T. W.Koonen J. Kagn.Reson. 87， 18(1990) 

2) E.O.Stejskal and J.E. Tanner J.Chem.Phys. 42， 288(1965) 

3) R.E.Hurd J. Kagn. Reson. 87， 422(1990) 
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本発表について、討論や示唆をしていただき、測定に協力していただいた GE社

のBobanK. John博士に感謝します。
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L16 
NMRによるリボヌクレアーゼHの構造解析

0山崎俊夫1、好田真由美人小田康司3、金谷茂則3、中村春木3、

猿渡茂4、永山国昭1，4 (1.日本電子・生体研、 2.協和発酵工業・東京研、

3.蛋白工学研、 4.新技術事業団)

Structure determination of ribonuclease H by NMR 
Toshio Yamazaki1， Mayumi Yoshida2， Yasushi Oda3， Shigenori Kanaya3， Haruki Nakamura3， 
Shigeru End04， Kuniaki Nagayama1，4 (1. Biometrology Lab， JEOL LTD.， 2. Tokyo 
Laboratories， Kyowahakko Kogyo， 3. Protein Engineering Reserch Institute， 4. ERATO) 

Ribonucleas巴 H(from E. coli) is an emzyme to cleave RNA moiety of RNA-DNA 
hybrid duplex， and it consists of 155 amino acid residues. 1n order to determine the solution 
structure， we applied heteronuclear multiple dimension NMR techniques to stable isotope 

enriched protein samples. We have already reported the assignments of backbone nuclei 
(N，NH，Cα，Cα町， assignments of methyl and aromatic sidechain nuclei. After that we have 

obtained secondary structure elements and global fold of the protein. Complete assignments 
of sidechain nuclei are required for higher resolution structures. The new techniques 3D HCH， 
HCCH-COSY， HCCH-TOCSY gives powerfull and reliabl巴 informationfor assignments of 

sidechain of this size of protein. 

リボヌクレアーゼH(E. col i)は 155残基からなるタンパク質で、 DNA
-RNAハイブリッド 2重螺旋のRNAを切る機能を持っている。

我々はこの酵素の立体構造を得るために、安定同位体でラベルして、多次

元NMR(主に 3次元NMR)を用いて研究を進めている?

前固までに、主鎖原子核(N.NH.CA.CAH)のNMRシグナルの帰属?一部の側

鎖 (aromatic.methyl)原子核の帰属ができた。これらの聞のNOEのシグナルからこ

の酵素の全体構造を得ているでしかし、 αヘリックスの相対位置のトポロジーは定

まったものの、まだかなりの自由度が残されている。 NOEから得た距離の制約を

満足する構造群は6Aものばらつきを持っている。

より精度の高い構造を得るためには、より多くの側鎖の帰属が必要である。

我々は13Cで均一にラベルした酵素に対して、 3D HCH、HCCH-COSY、

HCCH-TOCSYの3次元NMRを適用した。これらの測定法は共有結合した

13C聞の約35HzのJカップリングを利用するため、 1Hだけの測定法に比べて高

分子量のタンパク質に対して感度が良く、 13Cの化学シフトで展開して多次元N M
Rにすることができて、シグナルの重なりを避けることができる。ほぼ全ての側鎖

の帰属を得ょうとしている。

3D HCH 

I 
日

か」川
4

収

n
u

X
門
川
】

市
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w

圃 日 b日τ

jτHτn n 

中l=y，-y
中2=4(x)，4(←-x)
申3=8(x)，8(-x)
中4=2(x)，2(十-x
1jIl回=x:rl陪'ea創|し，y:i同mag
for the 1s針tdim.

t2 
1jI2=x:real，y:imag 
for the 2nd dim. 
acq=+，・，・，+

安定同位体、リボヌクレアーゼ日、多次元NM氏、構造決定、主ンパク質

やまざき としお、よしだ まゆみ、おだやすし、かなや しげのり、なかむら はるき、

えんど しげる、ながやま くにあき

勾，，E
1
u
 



3D HCHはメチレン基の13Cと2つのlHの共鳴周波数からなる 3次元
NMRである。 2次元の13C_1H HMQCでも激しく重なってしまうメチレン基

を分離するためのものである。

HCCH-COSYは隣合う 13CについているlHを観測するものである。

第3軸は2つの13Cのlつの共鳴周波数になる。帰属のついている CαHから Cs
Hへと帰属することができる。この先の帰属はシグナルの重なりのため一般的には
難しい。

HCCH-TOCSYは13CのTOCSYを用いて隣合う 13CへJI慣に

磁化を移していく。 Cαから側鎖の端までつながる。側鎖内の2つの lHとそれに

共有結合している 13Cの lつの共鳴周波数からなる。側鎖内の位置 (s、γ、δ〉
はHCCHー COSYの情報をもとに決める。

例として、今まで帰属がかなり難しかったリジン残基(Lys3)側鎖の帰属を
上げる。

HCCH-COSY HCCH-COS 
Y、HCCH-T

CαH OCSYの3次元
スペクトルからそ

CsH れぞれの CHの化
2学シフトで切り出

し、並べた。横軸
はlHの化学シフト

cyH2(4.6-0.0ppm)。な

お、 NMRの測定

COH2 はGSX400(JEOL)、
構造の計算は阿ols

C H kop，JML-S1000(JE 
ε2  OL)を用いている。

12 " 1q 
。 A 「 白ぷ滋努拶 璽』

CαH 

CsH2 

CyH2 

COH2 

CeH2 

1) K.Nagayama. T. Yamazaki. M. Yoshida. S.Kanaya. & H.Nakamura. J. Biochem.盟.s..149-152. (1990) 
2) T. Yamazaki. M.Yoshida. S.Kanaya. H.Nakamura. & K.Nagayama. Biochemistry担 inpress. (1991) 

3) S.Endo. H.Wako. K.Nagayama. l N.Go. NATO ASI series "Computational Aspects of the Study of BiologicaI 
Macromolecules by NMIl." (Ed. J. Hoch). in press. Plenum (1991). 
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L17 
安定同位体 N M R を用いた D N A 結合蛋白質の構造と相互作用の研究

(阪大・蛋白研〉白 JiI昌宏、 松尾治、 芹川康治、 児島長次郎、

O 京極好正

〈米国・スクリップス研) P. E. W r i g h t 

(蛋白工学研〉大久保忠恭

Stable Isotope Alded NMR Studles on the Structures of DNA Blndlng Protelns 

and Thelr工nteractlonwlth DNA 

M. Shlrakawa， H. Matsuo， Y. Serlkawa， C. Kojlma， Y. Kyogoku (Instltute for 

Protein Research， Osaka Unlversity)， P. E. Wright (Research Institute of 

Scripps Cllnlc， USA) ， T. Ohkubo (Proteln Englneerlng Research Instltute) 

Solutlon structures of Cro proteln from bacterlophage A and the DNA 

binding domain of yeast GAL4， and their lnteraction wlth DNA fragments were 

studied by stable lsotope aided NMR. Both Cro protein and the DNA binding 
15 domain of GAL4 were labeled wlth ~vN-enriched amlno acids， or uniformly 

labeled with 15NH4Cl. For the 13C_15N double-labeling experiments， 13C-amino 
15 aclds were lncorporated lnto the uniformly ~vN-labeled proteins. Efflclent 

1u/15 comblnatlon of series of ~H/~vN two-dlmensional， and three-dimensional spec-

tra enabled us to make almost total 1H/15N asslgnments of the two proteins. 

Based on the assignments， secondary structure elements of the two proteins 

were ldentlfied， and the three-dlmenslonal solutlon structures were calculat-

ed. Intersubunits interaction and interaction with DNA fragments were also 

studied. 

【序論】 D N A の塩基配列を認識し、 結合して遺伝子の転写を調節する転写調節蛋

自質の D N A 結合ドメインにはそれらの一次構造の類似などからいくつかの構造モ

チーフが提唱されている。 それらはヘリックスーターンーへリックス・モチーフ、

Z n 7 ィ ン ガ ー・モチーフ、 塩基性領域ーロイシンジッパー・モチー 7 等である。

今回我々は、 異なる構造モチーフを持っと恩われる 2 種の転写調節蛋白質、 ヘリッ

クスーターンー ヘリッタス・モチーフを持つ λ ファージ C r 0 蛋白質と、 いわゆる

Z n 7 インガーモチーフの一種の Cys-cluster モチーフを持つ酵母 Saccharomyces

cerevisiaeの G A L 4蛋白質の D N A結合ドメインの溶液中での立体構造と D N A 

との絹互作用を主に安定問位体を用いた N M R の手法を用いて研究した。，・ N 核、

パ C 核を利用した， H 2 次元、 3 次元 N M R により、 C r 0 蛋白質及び 6 2 残基から

成る G A L 4 蛋白質の D N A 結合ドメインの ほ ぼ す べ て の 'H核、 1・N 核の帰属を終

安定同位体標識、 D N A 結合蛋白質、 H M Q C、 S Q C、 3 次元 N M R 

きょうごくよしまさ、 しらかわまさひろ、 まつおひろし、 せりかわやすはる、

こじまちょうじろう、 ピーター・ライト、 おおくぽただやす

凸
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了し、 2次構造を同定した。 C r 0 に関しては立体礎造を計算した。

ラベルした部位の情報を選択的に抽出できると言う点において特に安定同位体を

用いた N M R の手法 は 、 蛋白質ー D N A 複合体のような高分子同士の相互作用の研

究には極めて強力である。，.Nで標識した蛋白質と非標識の D N A との複合体の 'H

/ げ N S Q C ス ベ ク ト ル を 詳 細 に 検 討 す ることによって蛋白質の D N A と相互作

用する部位や、 D N A との相互作用によって蛋白質に誘起される構造変化が観察で

きた。

【実験】 λ ファージ C r 0 蛋白質、 G A L 4 蛋白質 D N A 結合ドメイン 1 - 6 2 7 

ミノ酸残基、 1 - 1 1 0 アミノ酸残基は、 それぞれ大腸菌を利用した大量産生系を

構築して得た。 結合する D N A 断片は化学合成により調整した。 N M R 測定は、 日

本電子 G X - 5 0 0、 G S X - 5 0 0、 Bruker  A M 5 0 0、 A M 6 0 0 ス

ベ クトルメーターを使用した。，.N 標 識 は 大腸菌を "NH.Cl を含む M 9 最小 培 地

で育成する事で得た。 げ C標識は同様に， ， C標識グルコースを M 9最小培地に加え

た。 ダブル・ラベルは大腸薗を 1・N H • C 1 と， ， C を含む M 9 最小培地で育成する事

で得た。

通常の 'H 2 次元 N M R に加えて I H ，/ 1"  N 2 次元 H M Q C， H M Q C 

C 0 S Y、 11M Q C - N 0 E S Y， S Q C、 S Q C - T 0 C S Y， S Q C - N 0 E 

S Y， 'H/"N  3次元 N 0 E S Y - H M Q C， T 0 C S Y - S Q C， N 0 E S Y 

S Q C、 に加えて L. K a y らによって考案された 'H / '・ N H M Q C - J ^ 
ベクトノレから主鎖 'J (NH-αH  ) を 得 た 。

【結果と考察】

(1) Cro蛋白質の ' H/"N シグナルの帰属， ) 

C r 0 蛋白質の 'H核、 1・N 核の帰属は昨年の本討論会で発表したように 7

/駿特異的 a・N t票i哉、 1・N 均一、 アミノ酸特異的， . C 標 識 し た 試 料 の 2 次元 'H / 

• N S Q C スベクトル測定、 'H - 'H 2 次元 N M R 及び 'H / '・ N 3 次元 N M R ス

ベクトル測定を行い連鎖帰属法を用いて行った。 この過程で C r 0 蛋白質は溶液中

で 3 本の・ヘリ y クスと、 3 本の伸長鎖からなる β シートを持つ事が明らかになった

(図 1 )。 また C 末端の 6 残基には明確な 2 次構造がなくかっ p H に 非 常 に 敏 感 で

あることから溶媒に突出し、 きちんとした精 造 を と っ て い な い 事 が 示 唆 さ れ た 。 S

Q C スベクトルを用いた H - D 交換実験の結果は、 N M R 的 に 同 定 さ れ た 2 次燐造

にほぼ対応したが、 3 番目のへリ y クス ( α 3 へリ y クス}に関しては交換の遅い

アミド水素が少なく、 溶媒に露出していると恩われる。 同定された 2 次構造は、 2 

番目のヘリックスの始まりを除いて他は X 線 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 と よ く 一 致 し た 。

(2) Cro蛋白質の溶液中での立体構造

得られた帰属をもとに 2 次元 N 0 E S Y、 'H / '・ N 3 次元 N 0 E S Y - H M 

Q C スベクトルか ら得 た距 離情 報と 'H/ '・ N H M Q Cー J スベクトルから得た主

鎖 'J (N  H αH  ) による角度情報などをもとに D A D A S 9 0 プログラムにより

3 次元構造を計算 した。 計 算 は C r 0 2 量体のうち 2 重体形成に関与しない 5 3 残

基に関して 340 の近・中距離 N 0 E、 4 0 の遠距離 N 0 E、 2 6 の角度情報を計
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λ-C r 0 蛋白質の連鎖帰属と 2 次構造要素図 1.

.印: H - D 交換速度が 1 時 間以上のもの
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酵母 G A L 4 の D N A 結合ドメイン 6 2 残基の連鎖帰属と 2 次構造要素

5 時間以上のもの
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算に 用いた。

(3)  Cro蛋白質と D N A の 相 互 作 用

げ N 核でラベルされた C r 0 蛋白質に加える D N A の 量 を 変 化 さ せ 'H/"N

H M Q C スベクトル担IJ定を行った。 C r 0蛋白質が特異的に結合する塩基配列をも

つ λ ファージ oR 3 (1 7 塩基対)を加えた場合、 認識へ') "クスといわれる α3 ヘ

リッ クス はも とより D N A と直接援触しない β シート部分の残基にも化学シフトに

大きな変化がみられた。 2量体 の接 触部 位を含む広範囲に変化が観察されることか

ら C r 0 蛋白質 2 量体に構造変化が誘起され る事が示唆された。

(4) GAL4蛋 白 質 D N A 結合ドメインの 'H/ '・ N シグナルの帰属， ) 

G A L 4 蛋白質 D N A 結合ドメインの 'H 核、 1・N 核の帰属は基本的には C r 

o蛋 白質について用いた方法に従った。 すなはち、 アミノ酸特異的 2・N 標識、 1・N

均一、 アミノ酸特異的). C標識した試料の 2 次元 ' H/"N SQC スベクトノレ測定、

， H - 'H 2 次元 N M R 及び 'H/'・ N 3 次元 N M R ス ベ ク ト ル 測 定 を 行 い 連 鎖 帰 属 法

を用いて行った。 面IJ鎖 の 帰 属 は 主 に 'H/ 川 N 3 次元 T 0 C S y - S Q C により得

た。 これらにより ほ ぼ す べ て の 'H核、 2・N 核の帰属を得た。

近、 遠距離 N 0 Eの結 果を 図 2 に示す。 S Q C スベクトルを用いた H - D交

換実験 の 結 果 と 共に、 C y s ク ラス ター 領域に 2 つの α へリッデス (12-20、

30-36) がある事が判った。 7 ミノ末端の 8 残基、 及びカルボキシル末端側の

1 0 数残基は比較的柔らかい構造をしているように思われる。 現在、 得られた帰属

を基にこの GAL4 (62) の 溶 液 中 で の 立体構造を計算中である。

(5) GAL4蛋白質 D N A 結合ドメインと D N A との相互作用

特異的 D N A 結合能をもっ 1 1 0 残基からなる G A L 4 ( 1 1 0 ) と D N A 

との 相 互 作 用 を P h 0 t 0 - C 1 D N P 法を用いて研究した。 G A L 4 ( 1 1 0 )

単独では、 T y r 4 0 と H j s 5 3 の制IJ鎖芳香環は溶媒に露出していないが、 T r 

p 3 6 の側鎖は溶媒に露出している。 特 異 的結合部位である UAS G 17塩 基 対 D

N A と複合体を形成すると、 この T r p 3 6 はもはや議媒に館出しない。 これらの

結果は T'r p 3 6 の側鎖が D N A によって覆われていることを示す。 T r p 3 6 は

2 番目のヘリックスの末端に位置し、 ま た Cortonと Johnston3)によって変異体を用

いた解析で D N A特異性を決定するとされている領域の近傍である。 このへリ y ヲ

スと D N A との相互作用が強く示唆される。

1) H， Matsuo et al，. J. Biomolecular NMR. 1. 191-204 (1~91) 

2 ) M， Shirakawa et al.. Biochemistry. -submitted， 

3 ) C， J. Corton and S， A. Johnston. Nature. 340. 724-727 (1989) 
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L18 
固体15NNMRによる絹フィプロインの構造解析

(農工大・工、フロリダ州立大)。朝倉哲郎、出村誠、L.K.N凶 olson，T.A.Cross 

Structural Analysis of Silk Fibroin by Solid State 1~ NMR; De伊rtmentof Biotechnology， Tok"yo Uni、'erslty
of Agriculture and Technology， T.A鈎l..-uraand M.Demura， and Department of Chemistry， Rorida State 

University， L.K.Nicholson and T.A.Cross 

Absrtact; Solid s凶el~NMR 肱凶iques are apがiedto elucidate atomic resolution details of the Silk n 
conformation of silk fibroin from Bombyx "ωri. Biosynthetic labeling is employed to separately incorporate 

l~_Gly and l~_Tyr into natural silk fibroin. An組 alyti叫 approachis develoF凶 inwhich distinct features of 

t阪市 chemicalshift s阿国ob凶 nedfrom orien凶行bersplru:組問ralleland戸 甲ndic叫紅 theap仰edmagnetic 

field are凶出 torestrict the number of possible orientations of組 individual戸開deplane， and l~_lH dipolar 

splittings are凶edto further narrow the number of possible orientations. Full s戸光仕草1simulations are 

performed to refine the allowed regions， yielding high resolution structura1 information. 

量三
配向試料の国体NMR化学シフト異方性や双極子相互作用は、原子レベルでの構造

ならびに、ダイナミックスの解析に用いるととができる.我々は、とれを、絹の構

造解析に用いた

1955年.MarshとPauling
1によって、 X線回折にもとづく、家蚕絹 (Silk11型)

の構造が提案された。しかしながら、とのモデルは6個の回折斑点の強度にもとづい

ており、数が少ない上に、 R因子は、 37%で、計算と実測値との一致は不十分であ

った。それにもかかわらず、今日まで、とのモデルは、絹の構造として広く受け入

れられてきた。絹構造 (Si 1 k 11型)が、逆平行p構造であるという結論は、我々の

一連の 13C CP/MAS NMRの研究からも支持されるが z、3、原子レベルでの構造の

詳細は、さらに検討する必要があろう 4.5@

本研究では、固体lSNNMRと絹繊維のlSNラベリングによって、 Si 1 k II型構造を

検討したので、報告する。との手法は、絹に限らず、高分子や繊維の構造解析の手

法として有用である。

塁塁
試料:5齢期家蚕 (Bombyx m ori) に、 lSN・Glyまたは、 lSN-Tyrを投与し、 2種

類のlSNラベル繭を得た仁注意深く精練後、自作の装置を用いて、絹繊維の配向試

料を作製した:また、 Boc_[1_13C]Ala_1SN・GIy-OMe は、[1曲目 C]AlaとlSN_Glyから

液相法により合成した.

NMR 測定 lSNCP NMRの測定は、 Chemagnetics CMX 400MHz NMRスベク

トロメーターを用い、室温にて、約 10000(配向試料の繊維軸が静磁場に平行の場

合)から、約20000(同軸が垂直の場合)回の積算を行なった。

結果と議論

1. 15N化学シフト異方性

図 HζlSNGlyラベル絹フィブロイン配向試料の15Nスペクトル、磁場に平行、磁

場に垂直、ならびにパウダーパターン、を示した。磁場に平行、垂直スペクトルと

もに、 30%含まれるパウダーパターンを号!いである。パウダーパターンから、シミ

ュレーションによって、 15N Gly~ イトの化学シフトテンソル、 (011 = 22. 

キーワード/家蚕絹フィブロインのSilkII型構造/lSN化学シフト異方性/lSN_1H双極子相

互搾用

あさくらてつお、でむらまとと、 L.K.ニコルソン、 T.A.クロス
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σ22 = 48， a 33 = 183 p p m 基準は、 lSNH4N03)を決定し 次に、磁場に平

行と垂直のスペクトルをシミュレーションするととによって、化学シフト主軸系を

繊維軸系に変換する際のオイラ一角、 αF，sFの値を決定した7.8 特に、図 lの垂直

スペクトルが、非対称であり、高磁場方向に山をもっ理由は‘繊維軸の分布によっ

て説明できた。図 2に示したように、 8個のオイラ一角の組み合わせと、繊維軸の

分布(10') が、決定された.
2lSN_1H双極子相互作用

図 3~ζlSN Gly絹フィブロイン配向試料を磁場に平行に置いた場合のはN_1H双極

子分裂を示した o NH結合と磁場方向(繊維軸方向)の角度 eNHは、 lSN_1H双極子

分裂の観測値、 10.2 土 O.5 kHzを用いて、 eNH = 37.3， 142.7， 79.5， 

100.5'e決定された仁

その他、化学シフト主軸系を分子座標系へ変換する際のオイラ一角αD，sD値は、

ダブルラベル試料Boc-[l_13C ]Ala_
15N -Gl y-OMeの15Nパウダーパターンスベクト

ルから、各々、 00
，970 と決定された目。 15NTyrラベル絹フイブロインの場合も、

同様の一連の解析を行なった。

とれらの構造情報を組み合わせて、総合的に、絹(Si 1 k 11型)の構造を検討した，

Obsd. 150
1 
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9 Q. Teng and T. A. Cross，J. Magn. Reson.， 85 ，439( 1989) 
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L19 
タンパク質の状態相関二次元NMR

(京大理、姫路工大理、日本電子)0赤坂一之、木村雅晴、内藤晶、今成 司

STATE -CORRElATED 2D NMR SPECTROSCOPY I N PROTE I NS 

K. Alcasalca，阿.Kimura，日.Naito， and阿.Imanari 

Faculty of Science， Kyoto UnilJersity; Faculty of Science， Himeji 
I nstitute of Technology; Application Laboratory， JEOL， L td. 

Introduction: So' far， a corrrelation NMR spectrum between two conformers of 
a molecule has been measured in a system in wh，ich two conformers coexist in 
equilibrium， as in 20 exchange spectroscopy. Such a method can be applied， 
i.e.， only to a slow exchange case satisfying the condition T2くt$ T1. The State-
Correlated 20 NMR spectroscopy associated with a temperature-jump 
introduced by us (J. Magn. Reson. 87， 429・432(1990))is not hampered by the 
same limitation and can also be applied to fast-exchanging systems. Moreover， 

the resulting correlation spectrum Gan be intrinsic剖Iysimpler， as the direction of 
magnetization transfer is only one way. 

Method: The temperature-jump technique currently utilizes a pulsed 
magnetron 01 2.45 GHz at a power 01 1.3 kilo watts (See L5). By this technique， 
under favorable cases， we could attain a T-jump up 01 a protein aqueous 
solution of 10 C within 100・300ms， enabling con10rmational transition from a 
folded form to an unfolded 10rm within spin-Iattice relaxation times (Fig. 1). 
Utilizing this rapid temperature-jump technique along with the 20 exchangeバ
pulse sequence， we pe斤ormeda first successful experiment of spectral 
correlation between the folded and unfolded conformations of a protein in an 
aqueous environment using the pulse sequence shown in Fig. 2 (J. Am. Chem. 
Soc. 113， 4688・9，1.991). In the present paper， a more detailed study is 
repoパedon ribonuclease A. 

キーワード(タンパク質、リボヌクレアーゼA、温度ジャンプ、 状態相関二次元NMR)

あかさかかずゆき、きむらまきはる、ないとうあきら、いまなりまもる

-65-



。1= 30ヌム川、~
¥
l
m
j〆

After jump 

e 2 = 45 C 

05 

2105 

30
P

C 
ppm 

9 8 7 6 

Fig. 1. A microwave-induced N~R spectral ch~nge of ribonuclease 
A (the aromatic region) (from ;30"C to about 450C)~ followed by slow 
cooling of the sample temperature by a gas flow. 
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Fig. 2. A combined radiofrequency wave and microwave puls_e 
sequence for measuring state-correlated 20 NMR spectrum of 
proteins in solution. 
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Results: Figure 3 shows a high resolution proton correlation spectru_m in the 
aromatic region 01 ribonuclease A between the 10lded con1Qrmer (30-C) and 
un10lded con10rmer (immediately after the jump to about 45T)， the jump taking 
place within150 ms. Since many peaks in the 10lded (N) 10rm 01 ribonuclease A 
have already been assigned speci1ically by various techniques (Lenstra et al.， 
Eur. J. Biochem. 98， 385岨 397，1979)， peaks in the un10lded (0) 10rm can also 
be assigned speci1ically using cross peaks 01 Fig. 3， as shown by connected 
lines. 

Discussion: First 01 all， it is surprising to 1ind that in the un10lded form 01 
ribonuclease A there are considerable dispersions 01 chemical shifts among the 
same kinds 01 protons 01 the same kinds 01 amino acids. This suggests strongly 
that the structure 01 the un10lded 10rm (the heat-denatured 10rm) of ribonuclease 
A is not totally random. Furthermore， specific assingments in the un10lded 
conformer made possible by use of the present technique will be use1ul 10r 
further studies 01 the structure 01 the denatured con10rmer using NMR 
spectroscopy. 

Although the technique presented here has a great potential 10r use in 
structural studies 01 unfolded forms 01 proteins in solution， the current status of 
the technique stillsuffers from a certain number of difficulties in applying to a 
wide variety of protein systems-Among them，signa卜to・noiseratio has to be 
improved. One limitation to S/N comes 1rom the foss of transferred 
~agnetiz~ti(:>n ~uring a finite length of the transition period (the T-jump period) 
due to spin-lattice relaxation.To shorten the transition time，we are working 
a~?n~ two I!nes; First， we have investigated solution conditions giving good 
~fficiency 01 microwave heating， which will be repo円edseparately (See P14). 
Secondly， the probe must be optimized for an e1ficient T-jump of "aqueous 
systems and a good sensitivity. We will discuss the current status 01 the probe 
improvement. 

n' co 
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Fig. 3. A correlation spectrum between the folded (N) and unfolded 
(0) confomations of ribonuclease A obtained by using the pulse 
sequence of Fig. 2. 
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特 2
Heteronuclear half.自Itersfor studies of comolexes with biolol!ical 

macromolecules 

Kurt Wuthrich 
Institut fur Molekularbiologie und Biophysik 

ETH Honggerberg， CH・8093Zurich， Switzerland 

In complexes wiUl proteins and peptides， different components can be combined that have 

previously been independently labelled with 13C or 15N. In the complexes formed， the labelled 

components can be investigated with minimal interference 仕omthe unlabelled components 

through the use of heteronuclear half-filters in homonucelar lH NMR experiments (1，2). In 

particular， in [lH，lH]・NOESYexperiments recorded with X(ω1 ，~)-double-half-filters (3)， 

separate subspectra contain， respectively， exclusively intramolecular NOEs between different 

protons of the labelled component， intramolecular NOEs of the unlabelled component， or 

intermolecular NOEs from the labelled to the unlabelled molecule. Practical applications will 

be illustI百edwith an Antennapedia homeodomain-DNA complex， and with the complex 

formed between cyclosporin A and its cellular receptor cyclophilin. 

Referちnces:

1.. G. Otting， H. S_enn， G. Wagner and K. Wuthrich， J. Magn. Reson. 70，500・505(1986). 

2. 

3. 

Editing o(~D iH NMR Spectra Using X Half-Filters. Combined Use with Residue-
Selecrlve 15N Labeling oi Proteins. 

G. Otting and K. Wuthrich， Quart. Rev. Biophys. 23， 39・96(1990). 
Heteronuclear Filters in Two-Dimensional [i H， 1 H]・NMRSpectroscopy: Combined Use 
with Isotope Labelling for Studies of Macromolecular Conformation and Intermolecular 
Interactions. 

G. Otting and K. Wuthrich， J. Magn. R~son. 85， 586・594(1989). 

Extended Heteronuclear Editing of 2D lH NMR Spectra of Isotope-Labeled Proteins， 
Using the X(ω1>ω:V Double Half Filter. 
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L20 
Decoupling ot carbonyl carbons in multiwdimensionaJ NMR 

and some new multi-dimensional NMR experiments. 

Luciano Mueller 

Michael G. Wittekind. William J. Metzler， Mark S. Friedrichs， 

Mark A. McCoy 

8ristoトMyersSquibb Pharmaceutical Research Institute. 

P.O. 80x 4000 

Princeton. New Jersey 08543・4000

and 

8.T. Farmer 11 

NMR Instruments， Varian Associates， 3120 Hansen Way， 

Palo Alto. California 94304 

We explored the use of varIous shaped pulses to achieve 

selective carbonyl decoupling. Furthermore， we developed a 

compensation scheme which minimizes possible artIfacts caused by 

some complex crafted pulses such as the hyperbolic secant pulse. 

Our search for coherent decoupling schemes resulted in novel 

decoupling patterns which permit homo-nuclear selective broadband 

decoupling， e.g. complete decoupling of carbonyl carbons from the 

rest of a spin system without affecting coherences of nearby 

resonances i.e. of aromatic carbons. 
Novel sequences for measuring Jnh，CαH-coupling constants 

will be discussed some of which utilize shaped pulses. Applications 

of 15N-correlated three dimensional TOCSY場 NOESYexperiments will 

be discussed and an improved version of the HNCA-sequence (Ad Bax 

& co-workers) will be presented. 
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L21 
オーパーハウザー効果によるリン脂質ミセルの立体構造

理化学研究所 。縞湾 淘、柴田俊之、浦本昌和

茨城大学 林活平

日本電子データム 坪 野 浩二、清水章三

Analysis 01 the structure 01 phospholipid micelie by nuclear Overhauser effect. 

(Inst.Phy.Chem.Res.) J.Uzawa， T.Shibata， M.Uramoto 
(Ibaragi Univ.) K.Hayashi 

(JEOL Datum L TD.) K.Tsubono， S.Shimizu 

NMR analyses 01 micelie structure 01 phospholipids， phosphatidylinositol(PI) 
etc.， were carried out in the mixed solvent 01 deuterated chlorolorm and deuterated 
methanol with phosphatidylcholine(PC). It was possible that the size 01 a micelie 
was controlied by adding a smali amount 01 water to the solvent system. 
Overhauser effects in the mixed micelie were observed between the methyl groups 
01 PC and not only alpha-and beta-H 01 PC but 2・H01 PI by ROE and NOE 
experiments. In the heteronuclear NOESY experiments 01 mixed micelle 01 DLPC 
and DLPE， the cross peaks were observed between phosphorus 01 phosphate and 
not only adjacent methylene protons but methyl protons 01 choline. In heteronuclear 
difference NOE experiments， NOE was observed between amine protons and 
phosphorus in the mixed micelie 01 PC and PE. 

1.序論

リン脂質で構成される生体験の構造研究を NMRを使って行う場合、 軽水または重水中でのラメ

ラを国体高分解能装置を使う方法やベシクルを作って 高 分 解 能 装 置 を 使 う 方 法 が あ る 。 一 方 、 有 機

溶媒中でミセルを作らせて高分解能装置を使う方法はベ シ ク ル で 行 う 方 法 に 比 べ 、 生 体 モ デ ル か ら

遠ざかる欠点はあるものの、 分解能の良いスベクト ルが得られ極性基近傍の構造を細かく解析でき

る 長所を持っている。す で に 演 者 ら は 卵 黄 よ り 抽 出した eggphosphatidylcholine (egg P C)、

dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC)、dipalmitoyl phosphatidylethanolamine 

C H • ( C H .)ーC=O3\""'U2/n~ 

o 0-

CH~(CH.) ー c-o-dhJEbb・o-;-o-x3~'-" U. 2/n'::..... .....u2"": ......u2 
““ 11 

o H 0 

PC: X=C百2♂H231(CH3)3 

PE: X=Cも2cfH2~H 3 

1: X= HO~求foH

PIP2:xzM:加

(D P P E )、 phosphatidylserine( P S ) 

を 重 ク ロ ロ フ ォ ル ム や 重 ベ ン ゼ ン 中 で N0 E 

を観測し、 これらが作るミセル中での立体構

造について報告をした"。 また、 牛脳より抽

出し た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 phosphatidyl-

inositol-4，5-bisphosphate (P I P 2) の量

メタノール中での単分子と見られる状態での

構造研究を行ってきた U 。

今回はイノシトールリン脂質を中心に様々

な脂質を混合させて NOE、 ROE、 ヘテロ

N 0 Eによって立体構造の解明を試みた。 イ

ノシトールリン脂質は単体の状態よりも PC 

などと混合させた方が溶解度が増し、 また生

体膜中に存在しているときの状態に近い構造

を研究できるものと期待して行った。

イノシトールリン脂質、 混合ミセル、 N 0 E、 ROE、 ヘテロ N0 E、 スピン拡散

うざわじゅん、 しばたとしゆき、 うらもとまさかず、 はやしこうへい、 つぼのこうじ、 しみず

しようぞう
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2. 試料と実験装置

D P P C、 D L P C、 D L P E、 P Iはシグマ社より購入し，そのまま使用した。 PI P 2は牛脳

より Hendrickson-Ballouの方法引により抽出し、 カルシューム (Ca)混とアンモニューム (NH4)泡と

して使用した。 NM R装置は日本電子製 GX-400とEX-270を使用し、 5mmφ チューナプルプロープを

'1 P中心に改造して使用した。

3. 結果と考察

( 1 )各種リン脂質の有機溶媒への溶存状態

egg P CやDP P C、 D L P Cなどはクロロフオルムやベンゼン中で比較的小さなミセルを作っ

ていることが知られている. しかし P I P 2などイノシトールリン脂質は有機溶媒に少し溶けるもの

もあるが溶解度が惑かったり、 大きなミセルを作るため、 きれいなスベクトルを得ることが難しい。

ここでは演者らが試みた PCなどと混合させて混合溶媒に湾解させる方法について述べる。

① P Iの場合

単独では重メタノールに少し溶けるo P C と混合させると重クロロフォルムによく溶け、 混合

ミセルを作る。高分解能 N M Rのスベクトル解析に十分使える。

② P I P 2 アンモニューム塩の場合

単独では重メタノールに少し溶ける。単独ではクロロフオルムに溶けないが、 P Cと混ぜるこ

混合ミセルを作ってかなり溶ける。 egg P Cの方が DPPCや DL P Cよりよく溶かす。 クロロ

フオルムと重メタノールの混合溶媒には単独ではやはり溶けない。混合溶媒中では PCと小さい

混合ミセルを形成する。 lH-NMRではイノシトール部分やグリセロール部分のシグナルが PC 

部分のシグナルと重なるため、解析が難しい。

③ P I P 2 カルシューム塩の場合

単独で有機溶媒に溶けるが、 31 Pのシグナルは表れず、 lHでもアルキル基部分ははっきりと出

てくるもののグリセロール部分からイノシトール部分は広幅化してしまうので NMRによる研究

は困雛である.

有機溶媒中のミセルに水を小量入れるとミセルの中心部分に入り、 親水基部分の運動を早める効

果がある。 しかし、 ものによってはミセルが大きくなりうまくいかないこともある。 これをメタノ

ールとの混合溶媒にするとミセルの大きさを調節することも可能である。

(2) N 0 Eとスピン拡散

イノシトールリン脂質と PC 

の混合ミセル状態における構造

研究を行うため一次元差 NOE

とROE、 二次元の NOESY

および ROESY実臓を行った.

P I P 2の場合は PCのグリセ

ロール部分のシグナルとイノシ

トール部分のシグナルの重なり

が多く溶解度も良くないo P I 

とPCを混合してクロロフオル

ムに溶解し、 差 N0 Eと差 R O

Eにより PCのコリンメチルを

照射した結果を第 1図に示す.

アルキル基部分を除き PC節ば

かりでな<P I部分のシグナル 第 l図 P IとDL P Cの重クロロフオルム中における差 NO

が照射シグナルと同方向に出る. E と差 ROEスベクトル. ミキシングタイムは 50.so EX2700 
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R 0 Eでは αHとβHに大きなピークが見られる。 この試料に水を少し加えて N0 Eをとるとと

ROEと問機のスベクトルが得られる。 グリセロールの !'Hを照射しでもほぼ同様である。 これら

の結果を検討して見るとマイナスの NOEというよりもスピン拡散と考えられかなり硬いミセルを

作っているものと考えられる。 この試料で ROESYを行った結果を第 2図に示す。 コリンメチル

とP 1のリン酸基の隣にある 2-Hへのクロスピークが見られた。

2'-H l' -H 
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第 2図 P 1とDLPCの重クロロフオルム中における ROESYスベクトル。位相検出モー

ド。 ミキシングタイムは 250四九 !024x5!2j" --9、 !6SCAN、 PD;2.287s、 EX270. 

( 3 )ヘテロ NOE引

D L P CとD L P Eを混合して重クロロホルムに軽水を 4皿i加えて溶解し二次元のヘテロ N0 E 

SYを測定すと第 3図に示すようになる。 リン酸基の河隣のメチレンばかりでなく、 コリンメチル

から DL P Eのリン酸基へもクロスピークが認められる。 PEのアミンからのクロスピークは見ら

れなかったが、 一次元のヘテロ差 NOEでアミンを照射すると、 P CとPEのリンへの NOEがむ

しろコリンメチルを照射した場合よりはっきりと観測された。

現在、 P 1 P 2とPCや P 1とP Cの混合ミセルについてヘテロ N0 Eの測定を試みている。
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PE PC 

第 3図 D L P CとDLPEの重クロロフオルム中におけるヘテロ NOE5Yスベクトル。

軽水を 4ul含む。 ミキシングタイム ;400郎、 800SCAN、 512x171T'~、 G X 4 00. 

4 まとめと今後の計画

P 1 P 2は生理的に重要なリン脂質でありながら適当な溶媒が無く、 NMRによる解析が困難で有

った。今回のように適当な混合溶媒で PCと共に溶解させ、 ミセルの大きさを調節してやれれば種

守の手法により研究が可能と思われる。 また、 ヘテロ ROEについては今年の EN Cにおいて DM

50中のグラミシジンの αlHや NHからカルボニル基炭素への ROEが報告されているが5l、様々

な化合物や溶存状態での実験条件など検討の余地を残している。 これらの測定手法を検討し、 立体

矯造の解明を行っているところである。

文献

1) T.Shibata，J.Uzawa，Y.Sugiura，Che皿.Phys.Lipids，33，1(1983).

2) T.Shibata，J.Uzawa，Y.Sugiura，K.Hayashi and T.Takizawa，Chem.Phys.Lipids，34，107(1984). 

3) H.S.Hendric量sonand C.E.Ballou，J.Biol.Che皿.，239，1369(1964). 

4 )満湾 淘、柴田俊之、小川智也、浦本昌和、吉村昌治、坪野浩二、第 29図 NMR討論会、京都、

1990. 

5) M.Tokles，P.L.Rinaldi and H.J.Hawood，32nd ENC，St.Louis，1991. 
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L22 
指質二重膜グリセロール骨格の重水素 NMR

(横浜国大・工)0阿久津秀雄、申敬花、長森敏明

Deuterium NMR on the Glycerol Backbone of the Lipid Bilayers. 

Hideo Akutsu. Gyonghwa Shin. Toshiaki Nagamori 

(Faculty of Engineering. Yokohama National University) 

Phospholipid bilayers are composed of mainly three parts. The hydro-
carbon chains form the hydrophobic region and usually do not show the 
identity of each phospholipid molecules. The polar groups form the hydro-

phi lic region and show explicit difference depending on the molecular 

species. They are now relatively well characterized. In contrast. the 

intermediate region. the glycerol backbones. has not been investigated 

physicochemically very well. In this paper. we have characterized this 

part by the use of selective deuteration and deuterium NMR. The results 

showed that the quadrupole splitting at the glycerol backbone is sensitive 
to the molecular interactions among the different phospholipids. 

【はじめに】

生体膜は生命体と外界との境界であり、生体反応に秩序を与える重要な場である。

生体膜は脂質二重膜と膜タンパク質より構成され、脂質の主要な構成成分はグリセ

ロリン脂質である。グリセロリン脂質二重膜は化学的にみて三つの部分に分けるこ

とができる(国 l参照)。まず、脂肪酸よりなる疎水性領域で、液晶状態では液体

に近く、個々の分子の個性はほとん

ど現れない。末端の極性基は親水性

領域を形成しているが、この場合は

分子が異なれば化学構造も違ってお

り、分子の個性が最も明確に現れる

ところである。これらの二つの領域

については多くの研究がされており、

その性質は比較的よく分かっている。

それに対して、グリセロール骨格部

分は化学構造的には分子種によらず

均ーであるが、二つの全く異なる性

質を示す領域の間にあり、どのよう

な物理化学的性質を示すのか興味深

O 

R，-C-O-CH2 
R2・ロー0・CH P. 

日 とH，.O・伝-O-CHrCH2-N"H3。
P h 0 S p h a l i d y I e l h a n 01 am i n e 
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R2・C-O-CH Q- OH OH 
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R2-C守口一CH 0 

O 
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B tHr0・ト0-

D 
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o CH-OH 
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Cardiolipin 

BtHro-E・0-C H，-C H，-N'(C H，)， 
8 
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F i g.l Structure of Phosphol ipids. 

重水素 NMR、選択的重水素化、 リン脂質問相互作用、グリセロール骨格、

0あくつひでお、 シンギョンファ、 ながもりとしあき
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い。この部分は他の二つの領域に較ぺると固い構造をとることは知られているが、

その性質はあまりよく分かっていない。そこで、本研究では図 1に示すようなさま

ぎまなリン指質について、そのグリセロール骨格を選択的に重水素化し、重水素 N

MRを使って、液晶状態に置けるグリセロール骨格の動的構造を調べた。

【実験】

フォスファチジルエタノールアミン、カルジオリピンのグリセロール部分の選択

的重水素化はグリセロール要求性の大腸菌を用いて生合成的に行った。フォスファ

チジルグリセロールはフォスフォリパーゼ Dの酵素反応により、フォスファチジル

エタノールアミンより合成した。フォスファチジルコリンはフォスファチジルエタ

ノールアミンのメチル化によって得た。また、ジパルミトイルーおよび、ジミリス

トイルフォスファチジルエタノールアミンは重水素化フォスファチジルエタノール

アミンより、ポリマー固定化トリフェニルクロライド法で脂肪酸の置き換えを行う

ことにより合成した。 NMR測定用試料としては各単一成分系、 2成分混合系の脂

質膜を作り、 100rnM PIPES. 2 rnM EDTA (pll 7.2)の緩衝液に分散させて多重層リポ

ソームを調整した。重水素 NMRスベクトルの測定は日本電子 FX 200 (30.6 Mllz) 

固体 NMRシステム、およびプルカ-A M400(61. 4 Mllz) に自家製の重水素国体 N

MRシステムを組み込んだものを用いた。

【結果と考察】

1 . フォスファチジルエタノールアミンにおけるミクロドメインの形成。

われわれは飽和脂肪酸が蓄積する条件下で培養した大腸菌のフォスファチジルエ

タノールアミンのグリセロール骨格 C1部位

の一つの重水素由来のシグナルが二つに分裂

することを見いだした。これはりン脂質のこ

の部位が二重膜中で二つの構造をとっており、

かっこの二つの構造は遅い交換をしているこ

とを示す。この二つの構造の原因としてはフ

ォスファチジルエタノールアミンが 2分子複
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合体をつくるためか、あるいは脂肪酸組成の

違いによるドメインをつくるためと考えられ

る。もし、前者であるとすると脂肪酸の揃っ

た二重膜中でもシグナルが分裂するはずであ

る。そこで、グリセロール骨格を選択的に重

水素化した L型のジパルミトイル一、および

ジミリストイルフォスファチジルエタノール

アミン (DPPE， DMPE) を合成し、そ

の二重膜の重水素 NMRスベクトルを測定し

た。 DMPEのスベクトルとその帰属を図 2
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Fig. 3 Deuterium NMR spectra of DMPE and 
PE from E. col i 
(A) DMPEキ+PE. (B)DMPE+PE* 
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ドメインをつくっており、両者で

はグリセロール骨格の C1位の構

造が少し異なっているものと考え

られる。
N

エギ

2. さまざまなりン脂質問相互作 ...... 20 

用でのグリセロール骨格構造の適

応。
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コ
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飽和指肪酸が蓄積される条件下

での大腸菌細胞膜のリン脂質組成

は主にフォスファチジルエタノー

ルアミン(P E) とカルジオリピ

ン(C L )からなる。また、通常

の成育条件下では、フォスファチ

ジルグリセロール(P G) が酸性

リン指質の主成分であることがし

られている。まず、 PE *、 CL 

*、 PE*+CL、 PE+CL*

について調べてみると、グリセロ

F i g. 4 
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に示す。この図から分かるように C

1位のシグナルは 1本しか観測され

ない。この結果より、 2分子複合体

の形成が 2つの異なる構造が現れる

原因であるとの考えは否定される。

そこで、 C1位の 2本のシグナルの

帰属を試みた。 DMPEと大腸菌の

フォスファチジルエタノールアミン

( P E )を混合して、 3種類の二重

膜をつくった。即ち、 DMPE*+

P E (*は重水素化物。以下同じ〉、

DMPE+PE*、DMPE*+P

E *であり、その重水素 NMRスベ

クトルを図 3に示す。ここから明ら

かなように、四重極分裂の大きいも

のは飽和脂肪酸のみを持つものに由

来し、小さいものは不飽和脂肪酸を

も含むフォスファチジルエタノール

アミンに由来すると結論できる。こ

れらは二重膜中で、それぞれ独立な

30 
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ール骨格の C 2、 C 3位の四重極

分裂は単一成分系の場合と混合成

分系の場合では一致しなかった。

これらの重水素四重極分裂値の温

度依存性を図 4、 5に示す。一方、

混合物どうしで較べると PE、 C

Lの C2、 C3位の四重極分裂は

全ての温度領域においでほぼ同じ

値であった。即ち、混合系では P

EもCLもC2 - C 3軸に結合す

る重水素は単一成分の状態から互

いに同じ動的構造をとるように変

化していることが分かる。 PE + 

P G系についても同様なことが観

測され Tこ。

一方、 C1位については変化の

Fig. ~- Temperature depencJence of quadrupole 傾向が異なっていた。即ち、 PE 
splitting measured for deuterated CL 
in the presence and absence of 
non-deuterated PE 

+CL系では大きな変化がなかっ

たが、 PE+PG系では PGの四

重極分裂はその単一成分の値から 2k H zも変化して、ほぼ PE単一成分の場合と

同じ値になった。したがって、この部分の構造については、 PG は PEに引きずら

れる形となっている。いずれにしても、 C1位にフォスファチジルグリセロールと

カルジオリピンの違いが出てくることは興味深い。現在、フォスファチジルエタノ

ールアミンとフォスファチジルコリンの系についても実験を進めている。

【結論】

リン脂質のグリセロール骨格の 3つの部位の重水素四重極分裂は異なるリン脂質

問の相互作用においてちがった挙動をとる。したがって、この方法は液品状態にお

けるリン脂質二重膜中での脂質分子間相互作用を原子の分解能で解析することを可

能にするものである。

【謝辞】 NM R測定の 1部で便宜をはかつていただいた東京薬科大学の神藤平三

郎先生、ポリマー固定化トリフェニルクロライド法のご指導をいただいた横浜国立

大学工学部の友井正男先生に感謝いたします。また、重水素固体 NMRシステムを

作るにあったって、いろいろご助言、およびご援助をいただいた姫路工業大学理学

部内藤品先生、日本ブルカー黒田幸夫氏に感謝いたします。
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L23 
STRUCTURE AND DYNAMICS OF A MEMBRANE PROTEIN DIMER; lH， 
13C AND 15N NMR SPECTROSCOPY OF M13 COAT PROTEIN IN SDS 
MICELLES. Gillian D. Henry and Brian D. Sykes， Department of Biochemistry， 
University of Alberta， Edmonton， Alberta， T6G. 2H7， Canada. 

The coat protein of the filamentous coliphage M13 is a 50・residue
polypeptide chain which is inserted in the inner membrane of出.eE. coli host 
upon infection. Isolated coat protein is insoluble in water， but many be studied 
convenient1y in detergent micelles， where it is believed to be a dimer. The coat 
protein may be labelled biosynthetically with 13C or 15N by inclusion of血e
labelled amino acid precursor in the culture medium 1. Many 13 C labelled 
carbonyl si民sin血.eprote泊 giverise to two distinct reson創lcesof equal intensity， 
suggesting血emonomers to be inequivalent2，3. Slight1y different amide exchange 
rates (approximately 2・fold)are observed for the individual monomers under 
conditions of fast amide exchange; however， various experiments show the 
monomers themselves to exchange between sites at a slower rate. Amide nitrogen 
and proton resonances were assigned to residue types using site-specific 15N 
labels and 15N-IH heteronuclear multiple quantum coherence (HMQC) 
spectroscopy; sequential assignments weie made using 15N-IH HMQC-NOESY 
and conventional1H-IH NOESY. Micelle-bound coat protein dimers have a long 
rotational correlation time (τc)加 dpoor chemical sh治 dispersionin血e1H
spectrum. However， many sequential dNN NOESY crosspeaks are observed， 
suggest泊g出.eprote泊 tobe largelyα-helical. The position of the helica1 sections 
h出.eprotein can a1so be deduced合om出.epattem of chemica1 shifts of血eαCH
protons泊血eprotein4. 

1. Henry， G.D. & Sykes， B.D. (1990). Biochem. Cell Biol. 68:318・329.
2. Henry， G.D. & Sykes， B.D. (1990).よMol.Biol. 212: 11・14.
3. Henry， G.D.， Weiner， J.H. & Sykes， B.D. (1987). Biochemistry 26:3626・

3634. 
4. Wishart， D.S.， Sykes， B.D. & Richards， F 
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L24 
A Four-Level Quantum Mechanical System in Living Tissue: 

23Na MRS and MRI 

Charles S. Springer， ~r. 

Departments 'Of Chemistry and Radi'Ol'Ogy， State University 'Of New Y'Ork， St'Ony Brl∞k，NY 11794 

S'Odium is白etenth m'Ost abundant element in living tissue.1 Its bi'Ol'Ogical dis凶buti'Onis 

such that it is m'Ostly c'Onfined t'O extracellular spaces. Is'Ot'Opically， sodium is 100%おNa，which 

has a nuclear spin quantum number 'Of 3/2. fu the presence 'Of a str'Ong magnetic field， this 

pr'Ovides f'Or a f'Our-level quantum mechanical system which is subject t'O electrical qual企up'Ole

effects. When 'Outside the extreme n紅 r'Owingregime (typeめ， th巴quadrup'Olar-effectedspin 

dynamics bec'Ome c'Omplicated， yielding three 'Other regimes (types c， b， and a) characterized by 

the m'Oti'On and 'Order 'Of the spin's envir'Onment.2 In living systems， the chemis位y'Of Na+ dictates 

that it is present m'Ostly as the aqu'O cati'On. H'Owever， the nature 'Of tissue is such that， 

apparently， alm'Ost all Na+ aq exists in 'One 'Or an'Other 'Of several different砂'Pec spin dynamics 

regimes.2.3 Apparently，出isis because， alth'Ough there紅 everyfew住ueNa+ binding sites (and 

m'Ost 'Of these紅 en'Ot "s位ong")，the macr'Om'Olecule c'Oncentrati'On is generally sufficient such that 

the qua世up'Ol紅 propeロies'Of the Na+ hydrati'On shell are m'Odulated by合'equentdiffusi'Onal 

enc'Ounters with macrom'Olecules.2，3 Each p'Opulati'On 'Of spins in aη'Pe c regime is characterized 

by six relaxati'On rate c'Onstants， all 'Of which are quite large in the tissue situati'On: tw'O 'Of them 

can be extremely s'O.2，3τ'he c'Onsequences 'Of this f'Or in vivo MRS and MRI are quite pr'Of'Ound 

and c'Onfer bo出 advantagesand disadvantages. The fact出atthe tw'O l'Ongitudinal relaxati'On rate 

c'Onstants (Rl's) are 1釘 ge，c'Oupled with the intrinsic NMR r，回eptivity'Of 23Na， pr'Ovide出atthe 

strength 'Of the tissue 23Na signal is se氾'Ond'Only t'O that 'Ofthe lH20 signal.l H'Owever， the fact 

出at'One 'Of the single-quantum transverse relaxati'On rate c'Onst佃 ts(R2・s)can be extremely large 

means that a significant fracti'On 'Of the signal can escape detecti'On in a typical in vivo 

spectr'Osc'Opic 'Or imaging experiment.2.3 Even if it is c'Ompletely detected， the br'Oad 

spec住'Osc'Opicpeaks which result can lead t'O severe 'Overlap 'Of signals wh'Ose合'equenciesare 

discriminated by the acti'On 'Of a hyperfine shift reagent.2 

1. C.S. Springer， 
Res'Oluti'On Metal Cati'On NMR，" Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 16， 375・ 399(1987). 

2. W.D.R∞ney， and C.S. Springer， "A C'Omprehensive Approach t'O the Analysis and 
Interpretati'On 'Of the Res'Onances 'Of Spins 3/2 fr'Om Living Systems，" NMR Biomed. 4， 
000・000(1991). 

3. W.D. R'O'Oney， and C.S. Springer， "The M'Olecular Envir'Onment 'Of Intracellular S'Odium: 
23Na NMR Relaxati'On，" NMR Biomed. 4， 000・ 000(1991). 
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L25 
超高速 NMR映像法による乱流運動の可視化

筑波大学物理工学系 百瀬勝美

Visuallzation of Turbulent Motion us担gU1甘afastNMR Imaging 

K.Kose， Institute of Applied Physics， University of 百 ukuba

Two visualization techniques for turbuelnt flow have been developed using ultrafast NMR 

imaging (echo-planar imaging : EPI)_ The fu-st method employs a flow-sensitive magnetic field-

gradient， achieving visualization of a velocity ∞mponent of any direction. The second method 

utilizes a spatail tagging sequence using a combination of DANTE pulses and magnetic field-

gradients. Experimental results for turbulent flow in a circular pipe have demonstrated that EPI is 

very promissing泊自tudyingfluid .turbulence. 

1.はじめに

N MRは古くから流れの計測に用いられてきたが(1-3) 、 N M R映像法が開発され

てからは、流れの空間分布を求めるという、いわゆるFlowImagingが医学診断の分野を

中心に行われるようになってきた。ところで、この手法を、流体現象そのものの研究に

応用することも期待されていたが、通常の映像法では、計測に数秒以上を要するため、

物理的に非常に興味深い乱流に対してはほとんど試みられていなかった (4.5) 。そこ

で筆者は、 Mansfieldらによって提案された超高速 N M R映像法 (echo-planarimaging : 

EPI) (6，7) を用いることにより撮像時間を20ms程度に短縮し、円管内を流れる乱流を

可視化することに成功した (8-10) 。さらにその後の研究により、任意の速度成分の分

布を求めることができ、渦運動の可視化に極めて有効であること(11)、瞬間的速度ベ

クトルの分布も求められること(12)、速度勾配の分布も可視化できること(13)など

を見いだした。また、核磁化の位相シフトを用いた方法のみでなく、振幅を用いた、よ

り直感的な乱流運動の可視化手法も開発したので(14)、合わせて報告する。

2.方法

N MRを用いた流れの計測法は、位相法と振幅法に大別される。すなわち、核磁化の

位相もしくは振幅を用いる方法である。 EPIを用いて瞬間的な流れを映像化する場合

も、この 2つの手法を用いることができる。以下に、その代表的手法を概説する。

く位相法>図 1に典型的なEPIのパルス系列を示す。このようなパルス系列で流体を映

像化する場合、面内方向の流述が、 (画素サイズ/撮像時間)に比べあまり速くなけれ

ば、観測される核磁化の位相シフトゅは、ゆ=αu+ov+ywと表される (9，12) 。ここで、

α.o川まパルス系列できまる定数、 u九 Wは流速のx，y，z成分である。このように、位相シフ

トは、流速ベクトル(u凡 w)の(α.s.y)方向の速度成分に対応したものである。スライス面

をyz面とし、 kを定数、 p(y，z)を面内のスピン宿度とするとき、 N M R信号から直接再構

成される実数部と虚数部の画像はそれぞれ、 R(y，z)=kp(y;z)cosφ，I(y，z)=kp(y，z)sin<!>と表す

ことができるので、これらの画像から位相分布φ(y，z)を計算することにより、その速度

成分の分布を求めることができる。なお、 α.s川立、勾配磁場パルスを付加することによ

り、任意に設定できるため、任意の速度成分の分布を求めることが可能である(11)。

また瞬間的な速度ベクトルを求める方法として、連続した複数のスピンエコー信号を用

い、 EPIで独立した速度成分を与える画像を短期間に後数枚取得する手法が提案され、

乱流速度場の画像化も行われている(12)。

以上の議論では、函素内の速度分布を無視していたが、これが無視できない場合に

は、実部と虚部の画像の二乗和の平方根である絶対値画像は、スピン密度分布と一致せ

ず、信号の欠損を示すことが実験的にも知られている。いま、 αとyが Oで速度成分vの

みを測定する場合を考え、画素内の速度分布として、空間座標に関し一次のもの(線型

Key Words: NMR imaging， ultrafast， EPI， turbulent flow 

こせかつみ
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図 2.振幅法のパルス系列

の速度勾配)のみを仮定すると、絶対値および位相画像は、

M(y山 )=kp(y山)ISinc(f3v~.åx)llsinc(f3ゆY)II蜘(附.åz)l， φ(y山)=f3vO
と表すことができる。ここに、 (Xo，YO，zo)は画素の中心の座様、 2Ax，2勾，2Azは画素のx，y，z

方向の長さ、 YO，v2， vy， v~ は(Xo， yo， zo) における流速成分、およびその一階の偏微分係数

である。すなわち、この近似の範囲でも、位相画像は画素の中心の流速(平均流速)の

分布を示し、また絶対値画像は、画素内の速度勾配の分布を示すことがわかる。また、

通常の断層映像法では、Ax>> AY，AZであるので、絶対値画像は、

M(y的 ).. kp(y山)lsinc(f3~.åx~
と書くこともできる。すなわち、絶対値画像は、画素内のずり流れの分布を表すことが

でき、乱流中の渦度分布に関する情報を与える(13)。

く振幅法>図 2に、空間標識パルスを用いた方式のパルス系列を示す(14)。この方式

では、まず、勾配磁場を印加した状態でDANTEパルスを照射して空間的に縞状の磁化

分布を生成する操作を、断層面内の直交する 2方向で行うことにより絡子状のパターン

を生成する(15，16)。そしてそのしばらく後にEPIで映像化して、そのパターンの変形

によって流れを可視化する。なお、映像化においては、位相情報は不用であるので、最

初の勾配エコーにおいて流れによる位相シフトが Oになるようにして、フーリエ空間の

半分の領域の信号から画像再構成を行う手法を用い、撮像時間を約半分に短縮してい

る。この方式は、位相法に比較して、定量性にはやや劣るものの、一枚の画像のみか

ら、面内の二つの速度成分の分布を同時に求めることができ、流体の復雑な運動を可視

化する非常に優れた方法である。

く実験方法〉用いた装置は、磁極口径30cm、ギャップ6.6cm、磁場強度lTの鉄心電磁石

(JEOL)をもちいた自作のシステムである。水平においた、内径 18mm(=D) 、全長

2700mmのpolycarbonate製のパイプに定常水流を流し、管の入口から 120D下流において、

管輸に垂直な断層面を映像化した。水には硫酸銅を溶かし、 Tlを60ないし 70msに調製し

た。また、管の入口には口径9mmのオリフィスを設け、流れに撹乱を導入した。実験の

対象は、円管の層流ー乱流遷移領域 (2000<Re<2700，Re:Reynolds数)において層流の中

に間欠的に発生するパフと呼ばれる安定な乱流塊である (9.11，17)。パフにおいて

は、乱れは上流の層流ー乱流域界において発生し、その乱れは下流に向かつてしだいに

減衰することが知られいる。

3.実践結果

図 3に、 Reが2250のとき、パフにおける主流方向の速度分布を、位相法を用いて
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図 3.パフの主流方向の瞬間的流速分布

(b)虚数部

(c)絶対値 (d)位相

図 4.パフの主流に垂直な方向の流速で可筏化された爾像

200誕畠の時間関鶴で連続的に計測した結果を示す(11) O'計測は、関 2に示すようなパ

ルス系列(エコ一時間28m討を用いて行った。スライス厚は 4mm、撮像領域は24mmx

24m錦、爾素数は32耳 32である。速度分布は、上流から下流へと表示してあり、各分布の

下には、層流ー乱i流境界から測った軸方向への距離が示してある。すなわち、その境界
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図 5 パフにおける流速ベクトルの分布 図 6 振幅法によるパフの画像

のすぐ上流((a)・(記けではボアズイユ流に近い流れが実現されているのに対し、その境

界の下流域では、非常に乱れた流れれ冨)ベi))が出現しており、下流犠にポアズイユ流

が達成されるには、非常に長い距離が必要であることがわかる(り)ベ1))。

留 4'こ、パフにおける主流に愛箆な速度成分を、上と同様の手法で計測した結果を示

す(1 3) 0 (a)-(d)はそれぞれ実部、虚部、絶対値、位相函像であり、画像を取得した瀬

に、パフの下流部分から上流部分へと並べて表示しである。スライス摩、撮像領域、画

素数は図 3と両様である。位相画像は画面の友右方向の速度分布を示し、下流減におい

ては、医大な縦渦の存在を示している (3番目の画像)ものの、上流域では、乱流強度

の地大に伴い、位紹の aliasingが顕著である。また、絶対値画像は、上流域の層流-tiL 

流境界(13番面の爾像)付近において、著しい信号欠損を示しており、画素内の速度勾

配の分布を表している。酪 5は、 2つのスピンエコーを用いて連続的に取得した 2枚 の

位相画像から作成した、パフの下流域における速度ベクトルの分布である(12)。

図 6'立、振幅法で計測したパフの画像である。 200msの時間関縞で連続的に撮像した

ものを表示しており、スライス厚は2.5mm、撮像領域は 24mmx24mm、画素数は 64x64

である o Tagging Pul関から 1番騒の勾配エコーまでの時間は 70忠臣であり、データ収集期

間は21.12msであるので、狭像化された格子パターンの動きはこの約 70ms腐の流体運動

によるものである。 11番自の爵像は}麗流ー乱流境界に対応しており、乱れが厳大になっ

ていることが明瞭である。

4.むすび

EPIを用いた乱流の可視化法に関し、位相法と振繕法による手法とその適用例を示し

た。 EPH立、流速のみならず、速度勾記ないし渦度分布の情報も直接可侵化できる手法

であるので、今後流体計測の分野で、本格的に応用されていくことが期待される。
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L26 
同種綾 3D-NMRによるグリコペプチド系抗生物質 Galacardinの術造解析

(三共・分析代謝研、醗酵研) 0春山英幸 桑野晴光 竹内道子 犬飼正俊

The Application of Homonuclear 3D NMR Spectroscopy to the Structural Analysis of 

Galacardin、 anovel member of the glycopeptide family of antibiotics 

(Sankyo Co.， Analytical & Metabolic Researrh 、 and Fermentation Research Laboratories) 

Hideyuki Haruyama， HarulDi tsu Kuwano， Michiko Takeuchi and Masayoshi Inu包ai

Galacardin is a new melDber of the glycopeptide family of antibiotics isolated from 

Saccharothri X sp. SANK 64289. The chemical study of this compound suggested tne presence 

of an additional galactose aoiety comparing to D-Galactosylβ-avoparcin. The analysis of 

てhe NOESY spectrum to identify tne site at which the galactose moiety would be attached 

was hampered due to the serious overlap of tne sugar plotons in the region from 3 to 4 

ppm. To overcome this difficulty、 the appl ication of 3 D NOESY-HOHAHA spectrum was examin 

ed. B辻sed upon a fact that tne NOE observed uetween protons belonging to the same sugar 

moiety can be associated with the cross peak on a backtransfer line， intra-and inter 

sugar NOEs could be unambiguously differentiated. Consequently， it was determined that 

the newly introduced galactose moietyl is bound at 4' position of L-rhamnose. 

1 .序

ガラカルディン(Galacardin 、1)はE竺生主E旦thri主 sp. SANK 64289株より単離された新規なグリ

コペプチド系統生物質で、 υ 化学的手段により D-Ga1 actosy卜 β-Apoparcinにさらにガラクトース

1分子が付加したものであると推定された。当初1]2D NMRによって、新たに付加したガラクトー

スの結合位置の決定を試み、 NOESYスペクトルの解析の結果から、 1分子のガラクトースについ

ては、 D-Galactosylβ-Apoparcinと同様、 F環に結合している事が明らかとなったが、残るもう 1

分子のガクトースからは、主鎖及び、 A~G のベンゼン環に NOE が綴測されず、いずれかの構成糖

に結合している事が示唆された。一方、図 l に示す様に、 1 の 'H-NMR の 3~4PPM の領域に

は構成穂由来のシグナルの重複が著しく、同一織成穏に属するプロトン聞の NOEと、糠の結合位置

の決定に重要な構成穂問での NOEを明瞭に識別する事が困難であった。この問題を解決するため

3D-NOESY-HOHAHAスペクトル引の適用を試み、その有効性を検討したので、以下に報

告する。

2.実験法、及び解析法

あらかじめ凍結乾燥を二回繰り返し、交換性プロトンを D置換した Galacardinl0 m gを O. 雪

ml の DMSO-d6~こ溶解し (8. 7mM) _ 1~2μl の O.lN DClを添加し測定試料と

した。測定は JEOL GSX一言 o0分光器を用い、 4OOCで行った。

測定に用いたパルス・シーケンスを図 2 (呂)に示す。吸収波形を得るためには StatESらの方法引

を三次元に鉱張する必要があるため、一つの t 1に対して RR， RI， IR， II成分に対応する 4

つのデータを図 2 Ca )に示すそれぞれの位相回しで測定した。ここで、先行する R/Iは t1軸の

実部/虚部、続く R/Iは t2軸に対する実部 /1童部を示す。実際の測定 l土、スペクトル幅ち 000

H z、 t 1、 t2、 t3軸方向にそれぞれ、 32、 12 i3、ち 12ポイント、各 t1 ， t 2について、積

算 8図、繰り返し時間 1.051sで行った。、 N OESY部分の混合時間として(， 0 0 rn s、スピ

ン ロック時間 90 m sを用いた。データ処埋はワーク ステーション D 5 000上の NM R Zプロ

グラム(N M R i社)を用い、 t1， t 2方向について、それぞれ、 2図、 1回のゼロ・フィリング

グリコペプチド抗生物質、 3D-NMR、NOESY-HOHAHA

はるやまひでゆき くわのはるみっ たけうちみちこ いぬかいまさとし
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を行い、 t3方向については、ベースライン補正を行った。したがって最終的にデータ・サイズは

1 2 8 X 2 5 6 X 2 5 6 ポイント (=tl X t2 X t3)となった.

図 2( b )は、図に示す、 HA、HB_ H Cからなる系について、 NOESY-HOHAHAスペク

トル上のピークの出現様式を示している .ω1=印 2=ω3=8Aである点の度額を (8A，8A，

8 A)と表現する事にすれば、この点を含む F2 F 3断面において、 HA→ (NOE)→ HB→ (HOHAHA)→

HBの織な過程により生じた交叉ピークは座様 (8A，8B，8B)の位置、すなわち対角線 (=NOEline)

上に現れ、 HA→ (NOE)→ HA→ (HOHAHA)→ HCの過程によって生じた交叉ピーク (8A，8A，8C)は、

F 3軸に平行な直線(= HOHAHA 1 ine)上に現れる事が分かる。これらの交叉ピークは、それぞれ

NOESY、HOHAHAスペクトル上に観測されるピークと同じ情報を含んでいるだけであるが、

F 2輸に平行な軸(= backtransfer 1 i ne)上に現れる交文ピー夕、図 2( b )の例で (8A， 8 C， 

8 A)に出現するピークは HA→ (NOE)→ HC→(1I0HAHA)→ HAの過程によって生じたピークであって、

fJラカルディンの例に即して言えば この様なピークは同一糖に属するプロトン聞に NOEが観測さ
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れる場合、それに付随して出現するはずで、同一摘成糖に属するプロトン簡の NOEと、異なる織に

属するプロトン聞に観測される N OEを区別する有力な情報を与えると期待される。

図 2 ( b )には、 F 1 F 3面上での、 NOE line、HOHAHA 1 i ne、及び backtransfer lineの現れ方も

示しであるが、何故、その様なパターンを与えるかは、上の議論から明らかであろう(但し、関 2

( b )で、 F 1 F 3頂上の backtransfer line上のピークは、 HC→ (NOE)→ HA→ (HOHAHA)→ HCの過

程で出現する点に注意)。

3. 結果、考察

3. 1 新しく付加したガラクトースの結合位置

図ヨは、 20 NMRスペクトルの解析によ勺て結合位置を縫定できなかった yザラクトース

(G a 1 )のアノメリヅク・プロトンからの NO丘、 HOHAHA移動を示す、 NOESY、及び

HOHAHAの都分スペクトルである。 NOESYスペクトル上には、 NOESY-HOHAHAス

ペクトルの解析から Gal-Hlとラムノ ス (Rha) --H4に帰属される事になった交叉ピーク

が確かに観測されているが、この領域には、他の糖由来のシグナルも重複して存在する事を考慮する

と、 NOESY、及び HOHAHAスペクトルの比較から帰属を確定するのは困難である。一方、図

4に示す、この領域の NOESY-HOHAHAスペクトルの F2 F 3面を見てみると、 NOESY、

及び HOHAHAスペクトルに対応する交叉ピークが、 NOE 1 ine、HOHAHA line上に現れている他、

backtransfer 1 ine上、 Gal-H2に対応する位置に交叉ピークが観測される.したがって G a 1 -

H 1との聞に観測されるこつの NOE上の交文ピークのうち、低磁場のピークは HI-Gal、H2 

Gal問の NOEに帰属でき、そして、 backtransf，、 r1 i n '.'上にピークを与えない高磁場のピーク

は、 NOEによる磁化移動の後、更に Rhaの H 2プロトンまでのコヒーレンス移動を示す事から、

G a 1 -H 1と、 Rha-H4間の NOEに帰属できた。同様に Rhaのち位メチル・プロトンと G

a 1 -H 1間の NOEも帰属できた事から、ガラクースの結合位置を G環に総合しているラムノース

の4位に結合している事が明らかとなった.

3.20-2ー(リストサミニル) -0-β ーグルコースの存在の確認

ガラカルヂィンには、もう一つの 2穂成分として線記の絡が存在する。そこで、次に NOESY-

HOHAHAスペクトルによるリストサミン(R i s )とグルコース (G1 c )の結合関係の確認を

行った。 Glcのアノメリック・プロトンの化学シフトの近傍には、他に R i s. G a 1 .のアノメ

リック・プロトンが存在するため、 F2 F 3函では一義的帰属が困雛であった。しかし、図ちに示す

様に、 F2 = H 1 -R i sにおける F 1 F 3面(B)には、 R i sと他の繍に属するプロトン間の

NOEによる交叉ピークが NOE 1 ine上に観測された(図中点線)。そして、この F 1方向の化学シフト

値が H2-Glcである事が、 F2=HI-Glcにおける FIF3lfiiとの対応から帰属される事に

よって、 0-2ー(リストサミニル )-0ーβーグルコースの存在が確認できた。

以上、 NOESY-HOHAHAスペクトルが重複の著しい糠領域の NOEの解析に有効である事

が分かった.本討論会においてはガラカルディンの溶液中の三次元構造を考える上で重要な他の NO

Eの帰属についても報告する。
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L27 
D-アミノ酸を含むペプチドの NM R研究-achatin-Iを中心として

( (財)サントリー生有研、 大阪薬大、広島大 )0岩下 孝、安田

(釜谷)好美、 南方宏之、 石田寿昌、 宗岡洋二郎、 野本享資

AN NMR STUDY ON SMALL PEPTIDES CONTAINING D-AMINO ACID RESIDUE 

-AN ENDOGENOUS NEUROPEPTIDE ACHATIN-I司

Takashi Iwashita'， Yoshi田 i Yasuda-Ka皿atani
'
， Hiroyuki Kinakata'， 

Toshimasa Ishida2， Youjiro Kuneoka3， and Kyosuke No因。 t0
' 

'Suntory Institute for Bioorganic Research， 2Depart田ent of Physical 

Chemistry， Osaka University of Pharmaceutical Science， 3Faculty of Int官 -

grated Arts and Sciences， Hiroshi田a University 

A tetrapeptide achatin-I was isolated fr日間 the suboesophageal and cere-

bral ganglia of the African giant snail， and evoked a potent neuroexcita-

tory effect. The a珊ino acid sequence of achatin-I is H-Gly曲 D-Phe-Ala-Asp-

OH， and it is the first exa皿ple of an endogenous neuropeptide having 

D骨 amino acid residue. All possible D，L isomers of achatin-I were synthe-

sized using the solid-phase method. The sensitivity of the neuron to 

achatin-I and its is日目 ers was strictly otereospecific. 

The confor皿ational character of this peptide was studied by NMR and X-

ray crystal analysis and it is found that achatin-I adopted a turn confor-

皿ation in both liquid and solid states. 

1. はじ 1ft) に

Achatin-I は軟体動物アフリカマイマイ (Ac~atJn. foJJca)の食道下神経節および

脳神経節より単敵された神経興奮性テトラペプチドである "0 achatin四 Iのアミノ酸

配列は、 H -G 1 y幽 D-Phe-Ala-Asp-OH であり、 これは、 0-アミノ酸を含む内在性の神経

ペプチドとしては最初の例である。 このベプチドはアフリカマイマイの巨大ニュー

ロン (PON:periodically oscilating neuron)に対してナトリウムイオンによる電 j王

依存性電流を誘起する。 同時に、 L-Phe を含む在 chatin-IIも 単 敵 さ れ た が 、 こちら

には全く活性が無いことが分かった 2) 0 われわれは、 構造と活性との関係に興味を

神経興奮性ペプチド、 Achatin-I、アフリカマイマイ、 神経節、 HOESY 

いわした たかし、やすだ(かまたに) よしみ、みなかた ひろゆき、

いしだ としまさ、むねおか ようじろう、 の も と き ょ う す け
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持ち実験を行った。 まず、 achatin-Iの x-線結晶解析ではターン榊逃が明きらかとな

った3>. NMRによる溶液中のコンブオメーションに関しでも問機の結果を得た。 また、

より 感 度 の 良 い生理活性試験法としてアカニシ (Kap... t60..s1...)の 街 舌 家 引 筋 を

用い、 H-Ala-Gly-D-Phe-Ala-Asp-OH など achatin-Iの誘導体に関して活性と NHRによ

る 構造解析を行った。 その誘導体の中には achatin-Iと類似のコンフォメーションを

取ると考えられるものもあり、 活性も 10分の l程 度 持 つ こ と が 分 か っ た 。 ここでは、

NHRに よ る コ ン フォメーション解析の結果を中心に述べる。

2ιj長盆

Achatin-]およびその関連化合物は、 闘相法により合成しセファデックス G-1 0およ

び逆相 HPLCで精製した。 Achatin-Iの X線解析用試料はメタノール/ジオキサン溶液よ

り針状結品として得た。 x線回折データは理学 AFC-5により収拾し、 MVLTAN87プ ロ グ

ラムによって解析した。 NMR用試料は 10mH程 度 の 濃 度 に な る よ う に 25皿Hリン酸バッフ

7 ー(ロック用の D20を 10%含む)に溶かし、 pHが 3. 5前後になるように銅製した。

NHR測定には GE社 GN・500('H:500MHz)および GN-300(lH:300MHz)を用いた。 NOESYおよ

び ROESYは混合時間 200・ 300園 Sとし、 通 常 の presat法により水ピークを消去しながら

測定した。 HOESYは achatin-Iの Gly.D-Phe.Alaのカルポニル基および Aspの y C = 0を

， 3 Cラ ベ ル し た 化合物について測定した。 生理活性試験は、 achatin-Iの可能な 8種類

の立体化学異性体についてはアフリカマイマイの巨大ニューロン(P 0 Nなど)を用い、

achatin-I類似ペプチドについてはアカニシの歯音牽引筋を用いて行った。

3. 結果ど考察

Achatin-Iの X線結晶解析より得られた嫡造を Fi g • 1に示す。 この結果によれば、

achatin-Iは 2つの 分 子 内 水 素 結 合 NH(Gly)・・ .yC=O(Asp).NH(Asp)・ー白 Y C=O(Asp)によ

って安定化され、 D-Phe-Alaの とこ ろで tY P e 11・β 帽 turn憎造を取り、 さらに G1 y-

D-Phe-Alaの部分について見れば y-turn備造を取っている。 はじめ、 このペプチド

は 4アミノ酸残基と非常に小さいため溶液中では安定なコンフォメーションを取り得

ない ので はな いかと考えられたが、 F i g • 2に示すように pH7で も 強 い 水 素 結 合 を し て

いるこどや NH(Phe)・..NH(Ala)・・ .NH(Asp)聞の NOEが 観 測 さ れ た こ と な ど よ り 、 かな

Fig.l Crystal Structure of Achatin-l 

Achatin-I(H-Gly-o-Phe・A1a-Asp)
圧f20pH7.0 

N(3)日

N(2)H 

N(4)H 

. 
i l' 

9 2 9 0 8 8 8.6 8.4 8 2 8 0 1.8 7. 6 7・7.2 7 0 6.8 PPM 

Fig.2 lH-NMR(500MHz) Spectra of Achatin-l 
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Fig.4 HOESY Spectrum of Achatin-I (13C・NMR:75MHz)
Fig.3 HOESY pulse sequence 

しかしなり高い確率で一定のコンフォメーションを取っているものと考えられた。

小さいペプチドであるが為に有効な距離情 報 は 多 く 得 ら れ な か っ た の で 、由Sら、

1次元については steady-測定は、NH・・， 0 = 1 3 C問の異種核問 NOEの観測を試みた。

2次 元 に つ い て は Fig.3(b)に示す cyc!ized HOESYの 180。パルスstate NOEを観測し、

ラベルしてある炭素がカルボニル基であるごれは、を除いたパルス列を用いた則。

18 0 0 パルスを使うと小さいサテライため F1側でデカ ップルする必要がないためと 、

トピークが出ることがあるので非常に弱いクロスピークを観測するには不向きなた

このスベクトルで y C=O(A Fig.4に achatin-Iの HOESYスベクトルを示す。めである。

NH3+(G!y)のプロトンは溶媒の水と交s p )と水ピークとの問で強い NOEが観測される。

このピークは NH3+(G!y)または水平!I水との水素結合によるものと考換し て い る の で 、

Fig.2に示すような強い分子内水素結合の存在を考え合わせると、さらに、えられる。

X線結晶解析で示 さ れ た NH(G!y)白 "YC=O(Asp)水素結合のが水溶液中でも存在するも

分子力場計算 (MM2)上記の結果と距般に関する束縛条件を考慮し、のと 考 え ら れ る 。

水溶液中では Fig.5(a)に示すような構造を取る確率が高いものと推定さを行うと、

ペプチドこ の 備 造は Fi g • 1の X線結晶解析より得られた備造によく似ており、

Ala 

(b) 

D-Phe 

Gly 

れる。

(a) 

Asp Asp 

v 重量

Fig.5 Solution Structure of Achatin-I(a) and Achatin-II(b) 
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Solution s甘ucturesand effects on twitch contractions of the radula retractor muscle of Rapana thomasiana. 

NOE Conformation Twitch contraction(M) 
10・7 10・6 10-5 

Peptides No. 
10-4 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 
10. 
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+

+

+
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+

+

+
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Turn 
Extended chain? 
Turn 

Extended chain? 

Turn? 
Extended chain?， gel 
Turn 

Turn 
Extended chain? 

Turn 

NT 

* -+++ 

* -+++ 
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+ 
+++ 

+++ 

+ 
+ 

町

川

件

仲

++ 

+ 

件

+

+

附

川

町

+

悶

悶

附

+

附

附

昨

灯

M

M

M
悶

悶

GdFAD(Achatin-I) 

AGdFAD 
GAGdFAD 
AdFAD 
VdFAD 
GVdFAD 
GdFADG 

GdFADD 

GGdFADD 

GdFPD 

+++，++，+: potentiation. ・:no effect. NT: not tested *: weak contraction. 
NOE is measured on GN・500(500MHz)by using of NOESY and ROESY method. Table.l 

Fig.5(b)に示すachatin-IIについては、の主鎖が作る 15員環構造が特徴的である。

主鎖の作る大員環のコンフ両者の 徳 造 で は 、ような情造を取 る も の と 考 え ら れ る 。

ォメーションがフェニル基の配置によって少し異なるのと第二残基 Ph eのフェニル基

これが PONに対する極と第三残基 Alaのメチル基の突き出す方向がかなり違うので、

D-Phe-Alaの部分はなるべそこで、めて高い立体選択性の主因であると考えられる。

生理活性試験構 造と活性との関係を調べた。その前後を少し変化させ、〈保存し、

これら関連ペプチドの櫛遣はにはより感度の高いアカニシの歯舌牽引筋を用いた。

lに示すように achatinT a b 1 e その結果、NOESYおよび ROESYのデータより推定した。

かなりの程度の活性を示すもーIと同程度の高い活性を示すペプチドはなかったが、

t構造の面では H-Gly幽 D-Phe-Ala-Asp-Gly-OHや H-Gly-D-Phe-のはいくつかあった。

Ala-Asp-Asp・OHのように部分的に achatin-Iと悶織のコンフ才メーションを取ってい

H-Ala-Gly-D-Phe-また、ると考えられるものについては活性を示すようである。

Ala-Asp-OHや H“ Gly-Ala-Gly-D-Phe-Ala-Asp-OHのように N端 側 に ア ミ ノ 酸 残 基 を 伸 ば

電気刺激による単一収縮のみ な ら ず 筋 収 縮 も 起 こ る こ と が 観 察 さ れ 、したものには、

やや性質の異なった受容体と反応している可能性がある。
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L28 
NMRで見る有機化合物の顔-NMRによる絶対構造の決定

筑波大学化学系 楠見武徳

NMR Study on the Absolute Configuration of Organic Compounds 

Takenoi Kusumi 

Department of Chemistry， University of Tsukuba 

New method， modified Mosher's method， has been designed to elucidate the absolute 
configuration of organic compounds. 百lemethod utilizes MTP A esters or amides of 

secondary alcohols or primary amines， respectively， and depends on出erecent new N恥1R

techniques出athave enabled us to assign出eN恥1Rsignals of the protons of even a big 

molecule such having molecular weight more出ana thousand dalton. 百lismethod is 

quite reliable because it collects the chemical shift changes of many protons， that is， it 

includes much data points. Several exceptions to which the present method is inapplicable 
are also mentioned. 

NMR、Mosher法、絶対配置、天然物、 MTPA

楠見武徳、くすみたけのり
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一方、 NMRスベクトルはあらゆる構造解析に万能ということでは勿論なく、

いくつかの解決すべき問題点を残している。本発表では、その問題の一つである

NMRスペクトルによる有機化合物の絶対構造決定へのアプローテについて述べ

る。

下の図で A1 と B1 とは互いに鏡像体の関係にある顔である。例えばこの人の

顔を写真で見たとすると、この人がどちらの顔を持っているのかを決めること

ができない。 A1と B1 とでは印象も異なるし、人相書きを書こうとしてもホクロ

が左頬にあるのか右頬にあるのかを記述できない。一方、 A2 は左右が完全に分

かるチョウネクタイをしており、これを参考にすると B2 が鏡に映った顔である

ことがすぐに分かる。

Al Bl A2 B2 

不斉中心を有する化合物について、 NMRスベクトルではその絶対構造までを

決定することができない。すなわち A1 なのか B1 なのかを知ることができない。

例えば、ょのような物質の構造は、置換基の相対的な配置も含め γ 容易に決定す

ることが出来るであろうが、 lなのか 1'なのかを NMRスベクトルで知ること

は不可能である。ところが、問題とする分子に左右が完全にわかる構造部分(チ

ョウネクタイ)を付け足せば絶対構造を決められる可能性がある。付け足す構造

部分として MTPA 基(乏およびJど)を用い用いる方法は Mosher法として知ら

れている。また MTPA 基の左右 (Rまたは S) はすでに決定されている。

Me file 

CF3 

1 1・ 2 2' 

MTPA基を 2級アルコールに結合させると、生じた MTPA エステルは A のよう

なコンフォメーションをとることがいくつかの実験で知られている。 Aに於て

(ートMTPA エステルについては、 MTPA平面と名付けた面の左側に位置するプロト

ンはベンゼン環の異方性効果により対応するジアステレオマー{(サーMTPA エス
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テル)のものと比較して高磁場に現われる。この MTPA 平面の左右での化学シフ

トの差を利用するのが Mosher法であるが、!日来の方法ではアルコールの隣の置

換基の化学シフトのみに注目したため、十分な信頼性があるとはいえなかった。

現在では、 2次元スベクトルを含めた各種のテクニックにより分子中のほとん

どのプロトンの帰属を行なうことも可能になった。そこで、我々は帰属を行なっ

た全てのプロトンについて、それらの MTPA 平面に対する位置(左右)と化学シ

フトの動きを観測する「新 Mosher法」と名付けた新しい方法を考案した。

《新Mosher法とは》

まず、光学活性な 2級アルコールを(+)及び(ー)の r メトキシ-a-トリフロロ

メテルフェニル酢酸 (MTPA)エステルに誘導する。先に述べた通り(+)MTPAエ

ステルと(ー)MTPAエステルとでは、ベンゼン環の向きが異なる為、各 lHの

異方性効果の受け方に差が出る。本法では、このことによって生じる複数の lH

のケミカルシフトの差を用いて絶対配置を決定する。すなわち、

(1) 2級アルコールの(+)及び(ー)MTPAエステルについて、それぞれ 2D
NMR等によりできるだけ多数の lH の帰属を行ない、各 lHについて必値(dO

=Uしい U(+))を求める。
(2) MTPAを上側、カルビニルプロトンを下側とし、 dU>Oの lH ク.ループ

を右側、 dUくOの lHグループを左側に書く (Figure[B])。

(3) 分子のコンフォメーションを考え、必 >0の lHグループが実際に

MTPAの右側、dOくOの lHグループが左側に来ており、 dU の絶対値が

MTPAに近い程大きく、遠い程小さいことを確認する。

MTPAエステル部分が Figure[A]のコンフォメーションから大きくずれた場合

には、 dO値が全て正(負)、または、正、負入り乱れるというようなことが

起こり、この方法が適用できないことがわかる。すなわち、従来の方法と比較

しこの方法では複数の lHを観測する為、より客観的に、問題とする化合物に対

しての適、不適が判断できる。

次ページに、我々の方法により絶対配置を決定した化合物を、データと共に示

す。いずれの場合も必>0のプロトンと必く O のプロトンとがそれぞれ

MTPA基の右及び左に位置しており、必値の絶対値も MTPA 基との距離に応じて

小さくなっていることが分かる。

この方法のもうひとつの利点は超伝導NMRスベクトルの高感度により 1rng 

のサンプルがあればそれを 2等分し、 500μgのサンプルについて、それぞれ

Rおよび SのMTPAエステルを調整することにより絶対配置の決定が可能である

ことである。コレステロール位の分子であれば、 2次元スベクトルによりこの位

の少量であっても相当な部分のプロトンの帰属が可能である。

また、新 Mosher法は 2級アルコールを有する化合物にのみ適用できるのでは

なく、アミノ酸の D，Lの決定にも使用できることが分かっている。

一方、 2級アルコールを有する化合物であっても、水酸基が立体的に込み合って

いるときは新 Mosher法が使用できないことがあることも見いだした。立体障害

が増加すると MTPA 基も影響を受け [A] の様な理想的なコンフォメーションを

取れなくなるためと思われる。

有機化合物の絶対配置を決定する他の有力な方法としては、 X線解折、 CD法

が知られているが、いずれも使用上の制約がある。我々の今回開発した方法は、

これらの方法に対して相補的な役割をすることが期待される。また、この方法
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は既に圏内だけでなく世界各国で各種の天然物の絶対配置決定に使用されて始

めている。

O 
H 

Reference 

[A] 

OMe 

(OMe) (Ph)一-一(+)・MTPA

Ph~ .OMe 一一・{・}・MTPA

-10 
Me 

~ 
MTPA plBne 

H.:t:..lil 

HJhi4H 

.15 
Me 

.号CHO占 4
・5 .25 H 

島1eH H Me 
・15 ・20-20 0 

I. Ohtani， T. Kusumi， Y. Kashman， H. Kakisawa， J. Am. Chem. Soc， 1991，113，4092. 
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L29 
金属ポルフィリン関連ラジカルの常磁性NMRーその特異な電子構造と

反応性との関連において一

京大・工森島績

Paramagnetic NMR 01 Metaloporphyrin Radicals--In Relation to Their Unusual 

Electronic Structures and Reactivities--

Oivision of Molecular Engineering， Graduate School of Engineering， Kyoto University 

Isao Morishima 

Abstract: We have studied the metallo-porphyrin and -chlorinπradicals which 

afford very broadened or no distinct ESR signals due to an enhanced electron spin 

relaxation and have therefore remained open to the detailed characterization of 

their electronic structures. The paramagnetic NMR is best suited for such systems. 

There are two cases for such metalloporphyrinπradicals with enhanced electron 

spin relaxation in which (a) the unpaired electrons of the metal or metal-bound 

ligand and the porphyrin or chlorin radical are more or less magnetically interacted 

and (b) the metal center is in a diamagnetic state， but the πradical orbitals (HOMO 

and next HOMO) are nearly degenerate， or combination 01 (a) and (b). Several 

examples of such systems will be shown with implications for the reaction 

mechanism of some heme enzymes. 

はじめに

種々の金属ポルフィリン錯体の πカチオンおよび πアニオンラジカルはベルオキシダ

ーゼやカタラーゼなどのヘム酵素やチトクローム類などの電子伝達ヘム蛋白質さらには光

合成中心などの酸化、還元挙動に伴う反応中間体のモデルとして興味がもたれ、ポルフイ

リン化学の一つの中心研究課題となっている。演者らも、例えば、酸化、還元がポルフイ

リン環で起こるのか或は金属で起こるのか、またこれら酸化、還元がどの様な構造因子で

制御されるのか、さらにはそれらの電子構造について多くの研究を行ってきた。特に、金

属ポルフイリン πラジカルにおいて電子構造が特異である場合(例えば alu状態と a2u 

状態とが殆ど縮重している)、あるいは中心金属が常磁性である場合には、電子スピンの

緩和時聞が短くなりその ESRがサイレントになるが、演者らはこの様な金属ポルフイリ

ンラジカルが常磁性NMRを与え、これによってはじめてその電子構造についての知見を

キーワード;常磁性NMR 金属ポルフィリンラジカル、へム酵素反応中間体

もりしま いさお
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得ることができることに着目してきた。

本講演では、いくつかの特異な電子構造を有する鉄ポルフイリンラジカル、すなわち

( 1) a lu、 a2u状態が殆ど縮重している鉄 3価ポルフイリン πカチオンラジカル、

( 2 )へム代謝反応中間体モデルとしての鉄 2錨メソーオキシポルフイリン中性ラジカル、

( 3 )亜硝接還元酵素の反応中間体モデルとしてのニトロシル鉄2髄クロリン πカチオン

ラジカル、ならびに(4 )鉄 l価と鉄 2儲 πアニオンラジカルの中間状態にある還元型鉄

ポルフイリン錯体、などの常礎性NMRとそれにもとずく電子構造について述べる。

1 .金麗ポルフィリン πカチオンラジカルの昌 1u、 a2u寧子状態とメソイ立麗換基効果

( 1 ) 

ホ。jレフイリンのメソ位に置換基を持たないoE P (オクタエチルポルフィリン)の πカ

チオンラジカルは alu状態を、メソ位にフェニ jレ基を有する TP P (テトラフェニ jレポル

フイ 1) ン)は昌 2u~犬態をとる。

畠1u -Eテー e-モト 3

a2u時←ヴ
t:.E ~ kT 

我々は、 Ru(II)CO(OEP)、Co(II 1) OEPの πカチオンラジカルがシャープな常磁性プロ

トンNMRスベクトルを与えることを見いだした。この場合、中心金属は反磁性であり典型

的な πラジカルであるにもかかわらず¥シャープなコンタクトシフトしたプロトンNMRが

観測されたのは、上図に示すように πラジカル軌道がたまたま nextHOMO軌道と縮重に近い

状態にあり、従ってalu，a2uの二つのラジカル状態が熱的に混じり、電子スピンの超搬細

結合定数がモジュレートされて電子スピン緩和時間が短くなったためと解釈した。ポルフ

イリン π軌道のこの様な偶然縮重は中心金扇だけでなく、対イオン、リガンド、置換基適

当に選ぶことによってももたらすことができる。置換基効果の剖を見てみよう。

OEPのメソ位に置換基を一つずつ増やしていくと鉄 3髄ポルフイリン πカチオンラジ

カルのラジカル軌道がどの様に変化するかを常磁性NMRを用いて調べた。盟上に示すよ

うに aluとa2uラジカ jレ軌道の違いは、前者ではメソ位、ピロール窒素に電子スピン密度

がなく、後者では大きなスピン密度があることである。この違いは常磁性NMRスベクト

ルにおいて常磁性シフトの大きさの違いとして観測される。図 lにメソ位を重水素化した

OEPおよびそのメソ位にフェニ jレ基を一つあるいは二つ導入したものの 3価 πカチオン

ラジカルの DNMRを示した。メソ位置換の数がt替えるにしたがって、メソ -Dの常識性

シフトが著しく大きくなる。この傾向は置換基を Clにかえても時様であった。この結果

はOEPのメソ位に置換基を導入していくとラジカル軌道が aluから a2uに変化していく

ことを示している。また、モノ置換、ジ置換体の常磁性NMRシフトの温度変化はキユリ
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一則に従わず、 alu、 a2u両状態が熱的に混ざりあった状態にあることを示唆している。

この NMRシフトの温度変化をシミュレートすることから両状態のエネルギー差を見積っ

てみたところ図 2のようになり alu、 a2uラジカル軌道のクロスオーバーが起こっている。

すなわち、 OEPのメソ位をモノ置換すると a2(alu)、 b2 (a 2u)軌道が殆ど縮重し、

両ラジカル状態が混じるのである。

一方、ポルフイリンの一つのビロール環が還元されたクロリンの鉄 3価 πカチオンラジ

カルでは a2 (alu) とb2 (a 2u )ラジカル軌道は充分離れており、メソ位置換に

よってそのクロスオーバーは起こらず常に a2状態にあることもわかった。

2. 鉄 3価メソーヒドロキシポルフィリンの特異な電子構造と酸素との反応性(2 ) 

上述のメソ位にモノ置換されたポルフィリン錯体は天然にはあまり存在しないが、その

うちの一つであるメソーヒドロキシポルフイリン(ポルフイリンのメソ位が水酸化された)

は生体内のヘムオキシゲナーゼによるヘムから胆汁酸へのへム代謝反応の中間体として知

られている。この化合物がなぜ酸素にたいして高い反応性を示すのか、またなぜ酸素がポ

ルフィリンの特定の部位(ピロール環の α位)と反応するのかを明らかにするために、鉄

3価メソーヒドロキシ OEPの電子構造を調べた。

嫌気条件下で合成したこの化合物のピリジン溶媒中での電子スペクトルは鉄 2価、鉄 3

価ホ。ルフィリンのものとは異なり、 ESRも特異で、メスパウアースベクトルは鉄 2価を

示していた。そこでNMRスペクトルを測定すると高磁場側 111と154ppmに大き

く常磁性シフトしたメソ位のプロトンシグナルが観測された。これはポルフイリンに πラ

ジカルが生成していることを示している。このラジカルは種々の溶媒の効果を調べた結果、

ピリジン溶媒中でメソ位の水酸基がプロトン解離したエノレートアニオンから鉄にー電子

分子内移動した鉄 2価オキシポJレフィリン中性 πラジカルであると同定された。

また NMRシフトはキュリ一則に従わず(1 )で述べたメソモノ置換ポルフイリン πカ

チオンラジカルと同様、 a2、 b2 ラジカ Jレ状態が殆ど縮重して熱的に混じっていること

がわかった。いまこの二つのラジカルの電子スピン密度の平均値をとるとメソオキシ基の

隣のピロール α炭素上の πスピン密度が最も大きくなり、従来実験的に示されてきた酸素

分子の攻撃部位を合理的に説明できる。

3.ニトロシル鉄 2価クロリン πカチオンラジカルの常磁性NMR(3) 

鉄ポルフイリン環の一部が飽和された鉄クロリン、鉄イソパクテリオクロリン錯体を補

欠分子族として含む亜硝酸還元酵素は、 E硝酸イオンをNO，N20， N2 に還元する反応を触

媒する。この酵素反応中に中間体として鉄 2価ニトロシル錯体が存在することが見いださ

れているが、還元過程において下図のいずれの経路を経るのかを調べるため、安定な鉄2

価錯体のー電子酸化生成物の同定とその電子構造を常磁性NMRを用いて検討した。
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鉄 3価ニトロシル錯体は不安定であるため、安定な鉄 2価錯体をー電子酸化したところ

ESRスベクトルは消失した。一方NMRスベクトルは大きく常磁性シフト (40-200ppm) した

シグナルを与え、クロリン環が酸化されてニトロシル鉄 2価クロリン πカチオンラジカ Jレ

が生成したことを示した。 NOの電子スピンとクロリン環上の電子スピンとの相互作用で電

子スピンの緩和時間が短くなり NMRスペクトルが観測されのである。コンタクトシフトの

値からこのラジカル電子ははa2を占めていることがわかった。また、この常磁性シフトし

たシグナルのキュリー則に従わない温度依存性は、両スピン間に弱い反磁性てき相互作用

を考慮することによってシミュレートすることができた。

また、軸配位子としてイミダゾールを用いると、ニトロシル鉄 3価クロリン錯体ができ

ることがわかり、これより酵素反応サイクルではヒスチジンが配位した活性中心において

πカチオンラジカルよりはむしろ鉄 3価クロリンを経由することが示唆される。他方、イ

ソパクテリオクロリン錯体では軸配位子があるなしにかかわらず πカチオンラジカ lレのみ

が生成した。

4.低原子価鉄ポルフィリン錯体の常磁性NMRー鉄 1価ポルフィリンか鉄 2価ポルフィリ

ンπアニオンラ ジカルか?ー(4 ) 

鉄 2価ポlレフイリンをー電子還元すると一般には鉄 l価ポルフイリンが生成する。これ

と同じ酸化状態である鉄 2価ポルフィリンアニオンラジカルはどのような場合に生成する

か、またそのような場合電子構造はどうなっているのか、などを調べるために lと同様メ

ソ位モノ置換鉄(II) OEPのー電子還元体の常磁性NMRを調べた。種々の置換基の中で電子

吸引性のニトロ基をメソ位に導入するとー電子還元体は大きくコンタクトシフトしたポル

フイリンラジカル特有のNMRシグナルを与えた。このNMRスベクトルと特異なESRスベクト

ルとよりこのー電子還元体は鉄 l価ポルフイリンと鉄 2価ポルフイリンアニオンラジカル

の共鳴構造状態にあることがわかった。

文献

( 1 )森島、高向、城、 J.Am. Chem. Soc.， 106， 7666 (1984) :森島、城、中島、

Biochemistry，25，3576(1986) :藤井、森島、 ibid.，投稿中.

( 2 )森島、藤井、城、佐野、 J.Am.Chem.Soc.，108，3858(1986):藤井、森島、 ibid.，投

稿中

( 3 )小淳、藤井、森島、投稿中

( 4 )山口、森島、投稿中
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特別講演 3





特 3
一次元 NMR 一伝統的手法の新しい応用一

(都立大・理〉甲斐荘正恒

ONE-DIMENSIONAL NMR-TAKING A LEAF OUT OF A WISE MAN' S BOOK 

MASATSUNE KAINOSHO. TOKYO METROPOLITAN UNIYERSTY 

"Unfortunately. many of the hard-won Iessons of the past on how to squeeze 

the most from a sample in a particular spectrometer are sometimes ignored 

or forgotten" CSanders & Hunter. Modern NMR Spectroscopy. Oxford. 1987)， 

We should realize that many chemical problems can be solved equally well 

or even better by carerful application of one-dimensional NMR spectro-

scopy， A few such examples from my Iab will be given here in order to 

showa breadth of NMR information. irrespective of their dimensionality. 

has not yet been fully explored. 

我々は、本討論会における Bax 、 Wuethrich 両氏らの講演などを通じて、改めて

多次元 NMR の進歩がいかに急速であり、素晴らしいものであるのかを再確認するこ

とができた。しかし「温故知新 J の言葉もある。先人が旧世代の装置を縦横に駆使

し て 多 く の 構 造情報を得ょうと格闘した歴史に学ぶことも無駄ではなかろう。次元

の 如 何 に か か わらず、そのような創意と工夫がなければ決して独創的な研究が生ま

れえないと思うからである。本討論会の世話人でもある畏友荒田洋治氏からこのよ

うな 趣 旨 で 講 演を依頼され、誠に正しい指摘であるとおひきうけしたものの、その

責を果たすに十 分な、j1J意溢れた一次元 NMR を用いた研究例をお示しできるかどう

かは 疑 問 で あ る。但し、ここで示す例は全て最新の多次元 NMR 手法を用いたとして

も 容 易 に は 得 られない構造情報が、如何にして NMR スペクトルから絞りだすことが

で きたかについ て 私 自 身 が 諮 る こ と の で きるものばかりである。

[ 1 1高い対称性を持つ分子の構造情報を得ることは容易ではない

単純に見える NMR スベクトルが実は極め て 複 雑 な 構 造 に 由 来 す る 場 合 が あ る 。 最

近の伊jとしては、いわゆるサッカーボール状の C，0 Cフ ラ レ ン と も 呼 ば れ る ) 、 及

びそれらの類縁体があげられよう。及ぶ炭素のクラスター化合物であるし。は全て

の炭素が等価であり、只一本の J3C-NMR シグナルを与える。このような場合、正し

い構造を導くごとは 容 易 で は な い 。 多 次 元 NMR は複雑なスペクトルから構造情報を

得るには様々な工夫を凝らすことができるものの、このようにすでに単純なスペク

トルに対してはカ が 入 ら な い 。 ま し て や 、 JH- 検出法に活躍の余地はない。この分

子にはプロトンがーっとして存在しないからである。

ヌクレオチドーウ ラニ ル錯 体、 SSI 、プロテアーゼ、 DEALS 法、 x-角 の 決 定

かいのしょう まさつね
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今から 20年以上も前になるが、 Feldma日らは 5'-アデニル酸と硝酸ウラニルとの

アルカリ性水溶液の 'H-NMRスペクトルが遊離のヌクレオチドとは全く異なったシグ

ナルを与えることを見出した。，)5'ーヌク レオチドが安定なウラニル (UOい)鎗体

を形成するのである。 NMR シグナルの帰属方法に疑問をもった私は、 Feldman の帰

属が全く誤っていることを明らかにした。問題点は誤った帰属に基づいて"決定"

さ れていた銭体の構造の訂正にある。我身は最終的にこの錯体が単純なスペクトル

からは想像することの国難な、アデニル酸を 4 分子持つ 2種類のテトラマーとアデ

ニル酸 8分子から矯成されるオクタマー 1種類の動的平衡状態にあることを明らか

にした。 2)このためには 360MHzや 500MHzなどの高磁場 NMR 装置の利用が必須ではあ

ったものの、最も重要な鍵となったのは 1D 'H-NMR スペクトルの注意深い観察と、

その観察から得られた仮説を検証する実験にあった、と私は考えている。

[ 11 1 巨大なタンパク質にはそれなりの攻め方がある

我々がタンパク性プロテアーゼインヒビタ-SS 1の構造と機能に関する NMR 研 究

を開始したのは 10年以上前のことになるが、。ダイマーとして 23kDa の遊離状態の

S S 1ですら「大 J タンパク質であるが、プ ロテアーゼとの複合体では 78kDa の「巨

大」タンパク質となる。 SS 1のインヒビタ ー機能を構造面から説明することが我々

の最終的な目的であったが、用いる NMR プ ロープとして種々の理由から主鎖カルボ

ニル炭素の 13C-NMR シグナルが選ばれた。幸か、不幸か当時タンパク質の主鎖カル

ボニル炭素 NMR シ グナルは殆ど研究に利用されていなかったために、自由な発想で

白紙に絵を書くことができた。 3) 

( a )アミド水素の 重 水 素 交 換 速 度 の 新 しい測定法 (DEALS 法);アミド結合のカル

ボニル炭素シグナルが隣接する窒素上の水素が重水素に置換することにより同位体

シフトすることはペ プチ ドで は知 られ てい た。タンパク質においては高次構造を有

するために分子の表面と内部の区別jが存在する。重水一軽水(1 : 1 )溶液におけるカ

ルボニル炭素シグナルの定常状態の線型を利 用してこれらの区別が可能である。

(b )側鎖の回転構造( x-angle) の決定 :タンパク質の溶液中における構造決定

技術は 急 速 に 進 歩しているが、今後に残された重要な課題として世q鎖 原 子 団 の 立 体

配座の決定がある。特に、タンパク質表面 残基の立体配座の定量的解析手法の開発

は 、それらの立体 配座と機能の関連から多くの興味が集められている。 'H-NMRシグ

ナルと比較しては る か に 鋭 い ， 3 C-シグナルを利用して二面角依存性スピン結合定数

を求め、このような目的に利用することができる。

( c )立体構造変化の検出プロープとしてのカルボニル '3C-NMR シグナル:カルボ

ニル炭素シグナルの化学シフトを様々な条件で測定することによりタンパク質の主

鎖 構造の変化を最も鋭敏に反映する構造プロープとしての価値が明らかとなった。

プロテアーゼとの複合体形成に伴う構造変化、アミノ酸置換・化学修飾・側鎖のイ

オン化 状態 など 様々な変化に対応する SS 1の立体構造変化部位を決定できる。

文献 :1) FeldmaII. 1. et al.. J. Amer， Chem. Soc..89. 49(1967); 2) Kainosho. 

M， & Takahashi. M.. Nucl. Acids Res.. Symp. Ser.. 12. 181(1983);3)甲斐荘、

三宅、新生化学実験講座、第 l巻 (タンパク質 m)、 151(1990).
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ポスターセッション
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Pl 
非等価メチレンプロトンの絶対的帰属法

ー ポリ(3ーヒドロキシプチレート)への適用ー

(日本電子， 北大理) 。小線賢治， 引地邦男

Co皿pleteAssig日ment Technique of Unequivalent Methylene Protons 

-Application to Poly(3-Hydroxy Butyratel 

Kenji OGURA and Kunio HIKICHI 

( NM且 ApplicationLaboratory， JEOL Ltd. aud Faculty of Science， Hokkaido University 1 

In order to assign unequivalent methylene protons， we use the long range "C-'H coupling 

constant instead of 'H】 'HNOE. This皿ethod is applied to polY(3-hydroxy butyratel. 

不斉炭素に隣獲するメチレンプロトンは磁気的非等価になることが多い.非等価メチレンプロトンを，

'H間 のピ シナ ルスピン結合定数い JHH 1による Karplus式と NOEを利用して帰属する試みがポリ(3 

ーヒドロキシプチレート) (P H B) について貴重近なされた1l しかし， N 0 Eは試料物質の運動相関

時間に依存することが大であり， あらゆる試料について， この手法が適用できるとはいえない. そこで

我々は，.cと1日間のピシナルスピン結合定数(・ J C H )を実調gし， これについても Karplus式を適用する

ことにより非等価メチレンプロトンを絶対的に帰属する手法を考案した.

我々はこの手法を PHBに適用し， N 0 Eによった場合と同等の結果を得ることができたのでここに

報告する.

P H B (Aldrich製， 平均分子量 800.000) 19m9を0.5mlの CDC 1.に溶かした. すべての実験において，

試料温度を 26"Cに保った 1次元スベクトルを JEOLALPHA600 (1 H共鳴周波数600KHz) を用いて測定し

た. 2次元 I.Cロングレンジ J分解 2)スベクトルを JEOLEX400 ( 1 H共鳴周波数400MHz)を用いて測定し

た.

F ig. 1に PHBの分子式と 1H 1次元スペクトルおよびその帰属を記す. メチンとのあいだの 3J H川直は，

高磁場側メチレンが7.4Hz，低磁場側メチレンが 5.7Hzであった PHBの 3種のコンフオマー (trans

(t). gauche(g)， gauche*(g*) 1をNewmann投彫図法により Fig.2のように定義する. これらの存在依率

をそれぞれ Pt， P g. P g*とする trans位の 3J川を JtH， gauche位の 3J H Hを JgHとすると， 実測スピン

結合定数である JαH， JβEについて以下の式が成立する.

P t J tll + P g J gH + P gホJgH = JαH 

PtJgll + PgJtH + Pg*JgH = JβH 

Pt + Pg + Pgホ = 1 

Boveyによる 31J gH=2llz， J tll=llHzを利用してこの式を解〈と Fig. 2の Hα が高磁場側信号とすると

(Pt.Pg.Pg*l = (0.42.0.58，0) となり Hβ が高磁場側信号とすると(P t， P g， P g*) = (0.58， 

o .42，0 )となる.

次に， 2次元 1.Cロングレンジ J分解スベクトル(F ig. 3)からメチレンプロトンとメチル '3C間のお

およその・ J CH値を読み取った. F ig. 3から高磁場側は 3.5Hz，低磁場側は 4.7Hzと読むことができる. こ

れらの値は 'H選択的照射のために実際よりも小さい値となっているが. この一連の実験で 'H照射磁場

強度は一定に設定したため， ヘJC H値の大小関係には信頼性がある. ここで 3J HHと向後の式が・ J C Hに

ついても成立する.

PtJgC + pgJgC + Pg*JtC = JαC 

P t J tC + P g J gC + P gキJgC = JβC 

ポリ(3ーヒドロキシプチレート)/非等価メチレンプロトン/スベクトル帰属

おぐ?ら・けんじ ひきち くにお
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P t + P g + P g* = 1 

P g* = 0を用いてこの式を変形すると

J tC - J gC = ( JβC - JαC ) / P t 

となる Marshall41によると， J tC > J gCであるかち， ごの式が成立するためには JβC>，TαCでなけ

ればならず， よってメチレンプロトンのうち高磁場側信号が Fig.2の Hα であり， 低滋場側信号が Hβ で

あると絶対的に帰属できる. したがって， コンフオマーの存在確率は CPt，Pg，Pg*) = (0.42， 

0.58， 0)である.

この結果はさきに触れた NOEによる解析結果と一致している 3J CH値を実測することはポリマーよ

りも低分子有機化合物において容易であり， ここで報告した手法は， N 0 Eによる手法よりも汎用性の

点で優れている.
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P2 
等価核のNMR的非等価性に着目したら対称分子の構造解析

(北大・農)川端潤、 O福士江里、水谷純也

Structure Elucidation of f2 Molecules 

from a Viewpoint of the Non-equivalency of Equivalent Nuclei in NMR 

Jun Kawabata， Eri Fukushi and Junya MizutaGi 
(Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

Structure elucidation of f2 symmetric molecules by NMR:methods sometimes fa11s into diffi-

culties in distinguishing two equivalent nuc1ei. As to a pair of equivalent carbons， however， an 
12~/13~ ~__.______ _c ~ 10~ __...__1 _L.._~____ ~_ __，._ ~_.__._L'_ ~_ 13 

asymmetric "LC/"jC isotopomer of 2.18% natura1 abundance is on1y detectable in "~C NMR， since a 

13C/13C isotopomer is rare. In the same way， equivalent protons are a1so distinguishable as 
12C-H and 13C-H in the 12C/13C species. In this paper， we propose 2D 13C-coupled HMQC-NOESY and 
HMQC-ROESY sequences as we1l as the time-saving 1D versェonof the 1atter for detecting NOEs 

between equiva1ent protons which have never been observed by previous methods. The stereochemi-

ca1 ass碍 nmentsof natura1ly occurring ♀-2 mo1ecules， cyc1oshizukaol A and hopeapheno1， were 
achieved by these ~ethods. Detection of con問 ctivitybetween equiva1ent carbons in a♀-2 molecu1e 

by distinguishing "lcH and LlcH is a1so discussed. 

泣込盈i二
C2対称分子には2つの等価なユニットが存在するため、構造決定において等価な

核の区別が必要となることがある。本報ではNMR活性な13Cの同位体存在比が1.09%と
低いことを利用して等価核を区別した測定法を紹介する。色分子では、等価な 2つ

の炭素の両方が12Cの分子(a)が全体の97.8%を占めるが、これは13CNMRに検出され

ないので‘除外すると、一方が1旬、他方が13Cの分子(b)が残りの99.4%を占め、両方

が13Cの分子(c)は0.6%と存在比が低く無視しうる。すなわち、 13C NMRで観測してい

るのは非対称な分子(b)であり、それぞれのユニットの区別が可能である。水素につ

いても13Cに直結したlHがダブレットとなることから12C-H(A)と13C-H(B)を区別でき

る。このら対称分子のNMR的非対称性を利用し、天然C2分子cycloshizukaolA(.1)や
hopeaphenol(ゑ)の構造解析に応用した。特に、従来法では検出不可能であった等価

なプロトン聞のNOE観測を、 2D/1D13C-coupled HMQC-NOESY(ROESY)により達成した。

また等価な炭素聞の結合を LSPD、13C-coupledCOLOCなどを用いて証明した。

(al 

Fig.1. Three isotopomers as regarding a C-H site of a f2 mo1ecu1e. 

keywords:♀-2 mo1ecule， isotopome'ric asymmetry， equivalent nuc1ei， HMQC-NOESY，間QC-ROESY，

INEPT-L')PD， COlβC， HMBC. 

かわぱたじゅん、ふくしえり、みずたにじゅんや
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2 

1)等価なプロトン聞のNOE観湘

通常のNOE差スベクトルや、 20NOESYでは等価なプロトン聞のNOE観測はできない

が、等価なプロトンを12C目 H(A)と13C-H(B)として区別し、これらの間のNOEを化学シ

フトが近いプロトンのNOE観測法として発表された 2013C-coupled HHQC-NOESyl) 

を応用して観測した。この方法ではHHQCシグナルを与えるプロトンは13C-H(B)、そ

こからの磁化移動を受けてNOEシグナルを与えるプロトンは1.2C-H(A)であり、 (B)は

サテライト位置に、 (A)はセンタ一位置に逆位相で検出される。実際この方法で化合

物よを測定したところH-6/H-6'およびH-9/H-9'にNOE相関が認められ(Fig.2)、12員

環のコンホメーションを決定することができた。

よJ

'r 
4[jjj1 

'.5 '.0 

C 

し

!リl::
[ 

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 
pp門

131"'_ Fig・2.Part of the 2D '~C-coupled HMQC-NOESY spectrum of 1. 

Negative cross-peaks are marked by arrows. The mixing time was set to 0.4 s. 

化合物Zは分子量906であるため500HHzの装置ではNOE強度が弱く、上述のHHQC-

NOESYでは、 HHQCシグナル以外にはほとんど相関が得られなかった(Fig.3A)。そこで

HHQC-NOESYのパルス系列の後半の混合時間をスピンロックにおきかえたHMQC-ROESY

法を作成し、化合物g.を測定した(Fig.3B)o7b位のH_13CのHMQCダプレットの中心に

明瞭な負のROEシグナル(13C-H→ H_12C)が得られたことからユニット聞の相対配置

を決定することができた。 10HMQC-ROESY法は、 10HHQC-TOCSY2)と同様HMQC部分を

SELINCOR3 )におきかえて作成した。 13C選択π/2パルスは2.2msの矩形とし励起周

波数をC-7bにおいたところ、 20スペクトル同様にHHQCシグナルとその逆位相のROEシ

グナルが得られた(Fig.3C)o10 HMQC-NOESYについては現在検討中である。
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Fig.3. Part of the 2D 13C-coupled聞 QC-NOESY(A) and -ROESY (B)， and 1D HMQC-ROESY (C) spectra 
of 2. 

Negative cross-peaks are marked by arrows. The pulse sequences used are shown in Fig.2 for (A)， 
and under the spectral panels for (B) and (C). The mixing time for each experiment was 0.4 s. A 

2.5 kHz spin-lock field centered at占6.7(B) and 7.5 (C) ppm was used. The 印刷QC-ROESYspec-
13 trum with the selective excitation of C-7b (C) was obtained using a selective <jC pulse as the 

last η/2 pulse of the 2D sequence. The evolut工ontime t1/2 was fixed to 1.8回 ・

2)等価な炭素閣の結舎の荏閉山

化合物gは等価なユニット同士がただ一つの結合8b-8b'で結ぼれたタイプの色分

子であり、その対称性は、中心結合の回りのユニット同士のなす角によらず常に保

持される。 C-8b、C-8b'は等価でありこの間の結合は通常の方法では証明が困難であ

るが、 13C NMRにおいてはめが 12C、8b'が13Cである非対称な分子を観測しているこ

とを利用し、この間の結合を証明した。

まず、 INEPT-LSPDにより H-8b(H(A))/C-8b'聞の勺を観測した。 IH NMRにおいて、

H-8bは中心に(12C_12C分子のピークと重なって)、 H-8b'はサテライト位置にあらわ

れる。中心位置のみを弱い出力で照射するとC-8b'シグナルはH-8b'との1JCHによる

分裂を残したまま、形がシャープに変化する(Fig.4)。次にCOLOCにより 1JCHと2JCH 

を区別することを試みた。 COLOC~こおいて展開時間の中間の13Cπパルスを除くと相

関ピークはJCHに従って分裂する引が[1方向の分解能の低さから 1JCHのみが分裂し

て観測される。 遅延時間ム 1=55 msで測定するとか8b'/C-8b'の直結のダブレット

のみが観測される (Fig.5A)が、ム 1=90msで測定するとこれが消失し、 H-8b/C-8b'の

ロングレンジ相関ピークのみが現れてくる(Fig.5B)。一方HHBCでは、パルス系列に

元々 13CデカップリンクPを含んでいないのでかめ(8b')/C-8b'の相関はロングレンジ

のシングレットと直結のダブレットが重なったトリプレットとして観測される。
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Fig.4. The INEPT-LSPD spectra of C-8b 

of 2 obtained by irradiation at the 

centra1 peak of H-8b (lower) and at 

the spectra1 end for reference (upper). 
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主主立区
近年、生理活性をもっ天然C2対称分子の数が増加しつつあるが、その立体化学の

決定にあたって等価なプロトン同士のNOEはユニット同士の位置関係を示す有用な情

報を与える。化合物よは12員環のコンホメーションが不明のため11位の立体化学が

決定されていなかったが、今回H-9/H-9'聞にNOEが存在することが証明されたため、

立体化学がFig.6のように決定できた。また化合物A.の中心結合8b-8b'の回りの2つ

のユニットの位置関係は、分子模型から推定するのみであったが、 H-7b/H-7b'聞に

ROE相闘が得られたことからこの配置(Fig.6)の正しさが証明された。また平面構造

の決定においても、急の8b-8b'のような等価な炭素同士の結合が証明された。いず

れもNMR活性な13Cの天然存在比が低いことを逆用して、 k2対称分子がNMR的には非対

称であることに着目した手法であり、今後種々の応用が期待される。

2 

Fig.6. Perspective view of 1 and 2. 
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P3 
NMRによるブチルリチウムーピリジン付加体における

ピリジル賓換基およびフェヱル置換基の効果に関する研究

名工大・ I 育野 t明広、 O中村典雅、高橋簸助

NMR Study of Pyridyl- and ~henyl-substituted Effects 

for n-Rutylli.thium-pyridine adducts. 

A並ihiro Yoshino， t!. orimasa Nakamur a and Kensuke Takahashi 

Department of Applied ChemiRtry， Naloya InRtitute of Technology 

NMR spectra have bcen observed for scven n-butyllithium喝 pyridine

adducts suhstituted by 2-pyridyl and phenyl groups. The structure and the 

substituent effects for delocalization of excess negative charge of 

adducts have been investigated. Fηr 2-pyridyl substituent， the excess 

charge wero delocalized， while fnr phenyl one， the delocalized excess 

charge were unexpectedly small. 'H and '3C NMR spectra of n-butyllithium-

bipyridine adducts(1:1 .nd 2:1) show hind丹red rotation about the bond 

between tho two rings since partial double-bond character is increased. 

On the contrary， phenyl suhstituent behaves 1 ike a free rotator. 

1 .はじめに

近年、 n-BuI.iのようにアルカリ金属を対 イオンとして持つ有機金属化合物は、有

機合成の分野 においで重要な位置を占めており、これを用いた反応の機構や中間体

の 情 浩 を 研 究するこ k は、有機金属化合物 事 ! 用 い た 反 応 を よ り 深 〈 理 解 す る 上 で 重

要と恩われる"

そごで、 i貧者らは n-BuLiの 反 応 相 手 と し てピリジン(')とその誘導体を選ぴ、こ

れらを真空中で反応させるごとにより生ずる中間体アニオンの構造を研究した.

本研究における一連の反応 I;J:Schemel に示 す 通 り で あ る .

。守fLL♀fzLP-ORR =n-Bu 

Scheme 1 

まずピリジンに n.-BuLiを作用きせると、仔リジンの α位と窒素にそれぞれ n-Bu基

とリチウムが付加した中間体アニオン lsが生じ、これを H 2 0で失活させるとリ

チウムが水素で 置換されたジヒドロ休_L.b _ が 生 じ る . さ ら に ご の よ ム は 放 置 し て お

くと水素が脱離してより安定な 2-nーブチルピリジンを生じる.

I H N M R ・13CNMR.束縛阿転・耀換薬効果・ブチルリチウムーピリジン付加体

よしの あきひろ、 な か む ら のりまさ、 たかはし けんすけ
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l:R=H 
2: R=6-(2-Py) 

3 :日合R二(_'~r

8¥?ペーBu

x 

演者らは Fi g. 1に示されるような

{以下 1.i体 k呼ぶ)7績のア二オ ン

中間体にジ ヒ ド ロ 休を合成し、と、

おいてピリジル基とづエニル基が余

策l負電荷の共鳴安定化に及ぼす効果

4:R=6-Ph 
5:R=5-Ph 
6:R=4-Ph 
7:R=3-Ph 

について倹討した.

実験2 

a:X=Li 
b:X=H すペて市販のものを出発物質は、

1" i g. 中間体アニオンのそのまま用いた‘

n ーヘキサンまたは n ーX10-5mmllg以下)において、( 2. 0 合成はすパて高真 '!JI.下

次ピ リ ジ ン およびその誘導体を n-BuLiと接触させ、ヘキサンー TH F混合溶線中、

ごれをま弐料管に移し持軍封した.

4 - 1 Mであり測定には Vari an X L - 2 0 0分光器および Varian

に交 f換し、い で 溶 媒 を TH Fまたは THF-d.

試料濃度は O.

'3 Cは 50.3MHz 、'Hは 200MH7.、 400MHzで、U N J T Y - 4 0 0分 光 捺 を そ れ ぞ れ

100.6MII7.で操作した.

'H -13C selective シグナルの帰属は proton decouple 祖n宣は寧視で行い、

'H-1'CCOSYスペヴ ト ル よ り 行 な っ た .decoupleおよび

26. 40ppm ; 13 C 1. 79ppm • 'H ( T H F : なお化学シフトは湾総のピーク

を基準として用いた.2fi.40pPIs) '3 C 1.7日ppm'H THF--d" 

結果と考察

1に得られた L i体と H体の t3 C化学シフトとその益を示した.
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'H N M Rの化学シフトから .L.fi_の N- L i結合は以前の報告でFra向 nkelちは、

したがって L i体の機造を研究する共有結合性喪帯びていると報告している (1)

には互いに構造が類似している Li体 tH休とのシフトを比較することが妥当と考

えられるの

と C

と( 4 ) 

( 3 ) 

C 

し i体になることにより C

がそれぞれ大きく病磁場および低磁場シフト(.，ているのに対し、

-114一

1の_Lf.¥_と Lbのシフト羨を見ると、Table 

( 6 ) 



C (5) のシフト差の変化は少ないご kがわかる。ところで、とれら四つの炭素は

共役しており四 つ の 炭 素 の シ づ ト 遣 を 加 え 合わせるとー2.84ppmと比較的小さな値に

な・った.以 J:の結果は H休が L i体になっても環炭素の全負電荷はあまり増加せ

ず、むしろ c(日)から C (3 ) ̂ 負電荷の移動が起こったことを示している.ま

た L i体になったことによる閥横な負電荷の移動は、他の L i体 で も 観 測 さ れ た .

次に、置換基がアエオンの押骨造および慨荷分布に及ぼす~響を検討した.

ピリジル慕の場合、化学シフトが H f;本と比較して C (3・)-C(5') が約 12か

ら30ppm高磁場 シ フ ト し で い る の が 観 測 された、このことは 2---llのどリジル基に負

電荷が流入しているごとを示している n ごのような負電荷の移動が起きるには両方

の環の π電子間の相瓦作用が不可欠であるととから、 2 えのこつの環は互いにほぼ

同一平面とにあり、阿環を結ぶ結合のて噴結合性は増加していると考えられる.

一方 、 フ ェ ニル落の場合では化学シヴトは H体と比較して O.1から 7.6ppmしか高

磁場シフトしておらずピリジル基ほど負篭 荷 を 収 容 し て い な い と 判 断 さ れ る .

特に J_j孟と同じ位置に置換;揺が結合している 4_Jl，のフェニル姦がほとんど負電荷を

収容していないことから判断しでも、 2___fl，における 2ーピリジル基は余剰負電荷の

安定化に大き〈 役 交 っ て い る と 言 え る の

さらにフエニル慕の結合位置が余剰j負電荷の安定化に及ぼす影響を検討した.

フェニル基のパラ{立の化学シヴトは他の位置と比ペて笥荷密度をよく反映すると報

告されているのでは 3 、パラ位のシフトを 用いてフェニル基の電精密度を評価し

た. Table 2に各フェニル憶換幕における L i体と H体のパラ伎のシフト差を示し

す二 . 

Table 2 The differenr.es of the chemical shifts at para position 

4 567  

Ao p -- 2. 7 5  _ 7. 63 ー 1 . 8 0 -6.58  

Table 2を見ると H伎が億換された豆と 1が 4および 6_より高磁場シフトしている

こ と か ら 、 よ り多くの負電荷を収容している ご と が わ か る . こ れ は H位がもともと

負電荷を蓄積している(i!.置であるため k考えられる.

ところで、 R__f!_と 7___fI，_はともに 3ー フ ェ二ルピリジンから同時に生じたアニオン

であり、その存在比は 1H N M R の積分比から _5___~ :工_ll， = 73.1%:26.9% と な っ

た.このように.存布比に偏"が生じた原肉としては、反応時のフェニル基の立体障

害が主に考えられる.

主_Aの両環を結ぶ総合の二重結合性の場加の証拠として、三__Jl，_と__3__j!_ではは CN 

MRにおいて悶級炭素を除く環炭素に対し 三つのサイトが観測された.また 1H N 

MRにおいても_2__&_の 5位 k3・{在、_;3__!l，の 5i'立の吸収に対して二つのサイトが観

測された(F i g. 2 参照 ) .すなわち .lL f!_と ~'L l!_では両環を結ぶ結合の二:!Iì結合性が

増加したために環の闘転が束縛や受け、 NM Rのタイムスケールで Scheme2に 示 し

たような E-Z異性体が区日IJ;されたと考えられる.

ごつのサイトの出現の原因が束縛回転によるのは、-6 0 'cで_3___1lのは CNMR

r
D
 

，，A
 

噌

E
A



を 測定したところ 、常滋測定時より二つのシゲナルのシフト差が広がったことから

も確認された.

4・ーーーーーー-国 一、J-
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一
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R=n-Bu 

/大J 円、

R与-Cピ
--目劇園田-

E S c h e rn e 2 
Z 

続いて .L~ の 5 伎と 3 ・位プロトン問

の N 0 Eを測定するごとにより E体 t z 

休 の帰属を試みた.その給果、 5α

{ 3・司}ではシグナル強度に変化が見

られなかったのに対し、 5s {3'β1 

では 7.3%のシゲナル 強 度 の 瑚 加 が 認 め ら

れ た"そして 5α 伎と 5 s t立の積分比か

ら、 E体: Z体=66.3%:33.7%となった

こ の結果は 2ーピリジル基の察素 k リチ

ウム との相互作用よりも摂理慢の孤立電子

'-ーー『ー一--' L..一一一『ーー一-'

e.・・ S.・3
'.84 '.4・

F i g. 2 
対とリチウム原子との反発が大きいためと脅えられる.

- 1; .3...J¥.の場合、問題と Lている 5伎の化学シフトが同じであるため、 N 0 Eに

よる帰属を行なう ことができなかった。しかし その存在比は lHN M Rの積分比か

ら55.9% と 44.U であった。 .;:L.~ の E 体と Z 体の存在比は .L!iと比較して偏りが少

なくほぼ 1 : 1で存在しているごとから、3...11，の E体と Z休の安定性の差は..Ll!.に

おける E体ど Z体の安定性の差より小さい.

これに対し、フェニルピリジンかぬ生ずる付加休全国包一工具では、 LJ孟および立

主に対し観測されたような両環を結ぶ結合の:-::Ii;結合性の潮加は認められず、 NM

R のタイムスケールでフェニル慕は自由回転をしていることがわかった.これは、

フェニル基が余剰負電荷をほとんど収符していないことからも明らかである.

4 .結論

本研究系におい て 2ーピリジル基は余剰負電 荷の共鳴安定化に寄与しているのに

対しフェニル基は ほ と ん ど 寄 与 し て い な い "

2_f!と豆←号は N M Rの担イムスケールで環の悶転が束縛されている.このことは

両環 を 結 ぶ 結 合 の二重結合性の増加を示唆している。

それに対しフェニル義は N M Rの 担 イ ム ス ケールで自由回転をしている，

謝静

U N 1 T Y - 4 0 0の測定をして頂ぎました Varian社の串田克彦氏に感謝致しま

す.
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P4 
溶液内におげるスチルベンジアニオンの NM R研究

( 筑波大化 )0小泉 輝武 ・機 山 幸弘・菊池 修

An NMR Study of Stilbene Diqnions in Solution. 

Terutake Koizum~ ， Yukihiro Yokoyama and Osamu Kikuchi 

(Department of Chemistry， University of Tsukuba) 

The dianions of cis-， trans-stilbene， and trans-4-me七hylstilbenewere prepared 

1.. • 13 in THF-d
S 

and their 'H and '-C NMR spectra were measured. The NMR data demonstrate 

that the two isomeric stilbene dianions form indistinguishable species even at -7~C. 

From the coupling constants obtained， it is concluded that the configuration around 

the central bond of the dianions is not fixed at the trans-form but the 

intramolecular rotation occurs about the bond in the NMR time scale. While， the 

chemical shifts of two ortho and meta positions of phenyl ring of the dianions are 

nonequivalent， indicating that the rotation about the a-and ipso-carbon bond is 

restricted even at room temperature. The charge transmission into the phenyl rings 

is almost governed by exact pπ-pπresonance interaction between the a-and 

ipso-carbon. 

( 序)

スチルベンは 、典型的アリールエチレンであり、そのジアニオンは電子状態及び

例造の観点から興味ある分子種である。溶液中のスチルベンジアニオンについては、

電子スベクトル 1)、 X 線 研 究 2)等 が既 に報告されている。電子スベクトルから、ス

チルベンジアニオンは溶液内においてトラン ス 体 で 平 副 ま た は ほ ぼ 平 面 で あ る と 考

えられている。また TMED及び PMDTA が配位しているスチルベンのジリチウム温につ

いて、スチルベン炭素が平面でトランス体を形成していることが X 総研究により I切

らかにされている。更に、スチルベンジアニオンは溶液内でのシスートランス異性

化反応における中間体であり、スチルベンジアニオンの二つの異性体は区別し得る

分子種であると報告されている])。 一方 溶液中のスチルベンジアニオンの例造、干E

荷分布に関する情報が直 t量的に得られる NMR研究は未だなされていない。これはス

チルベンジアニオンの鋼製が図鍛なためであろう。

最近、溶液内でシスー、トランスースチルベン及びトランスー 4ーメチルスチルベ

ンから、対応する ジ ア ニ オ ン を リ チ ウ ム 金属還元によって生成させ、これらの NMR

スベクトルを初めて観測した。得られたデータより、ジアニオンの榊追及び電子状

態等 に つ い て の検討を行なった。

スチルベンジアニオン・分子内回転・電荷分布

こ いずみ てるたけ・よこやま ゆきひろ・ き く ち おさむ

勾，
旬
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(実験)

出 発物 質で あるシスー及びトランスース チルベン (CS，TS)は市販品を、またトラ

ン スー 4ーメチルスチルベン (4HS)は¥ii t t i g反応により合成したものを用いた.これ

ら の 出 発 物 質 を乾燥脱気した TIIF-d.に溶解させ、その溶液を真空下でリチウム金属

に緩触させた . t辱られた略赤色の溶液をろ過し、 NHR試料管に熔封した.

NHR測定は日本 電子社製 JNH-GXS400を用 い て 行 な っ た . ま た ス ペ ク ト ル の 帰 属 は 、

COSY、 H-C COSYスベクトルによって確認した.

a) 

Il iパ
b) 

a) 

b) 
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F1g.1 1H NMR spectra of TS and TS2
・

1n THF-de at 400MH%. (a) TS at 27・C，
(b) TS

2
- at -50・C.

13 F1g.2 .-C NMR spectra of TS and TS 

1n THF-de at 100MH.. (a) TS at 27・C，

(b) TS
2・

at -70・C.
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F1g.3 1H NMR spectra of CS and CS
2
-

1n THF-de at 400MH%. (a) CS at 27・C，
(b) CS

2・at・50・C.

13 
F1g.4 "c NMR spectra of CS and. CS 

1n THF-de at 100M"%. (a) CS at 27・C，

(b) CS2- at ・50・C.
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Tab1e 1. Proton NMR Data of 'l'he Carbanions and '!'heic Precursors at 400 Mllz 

Chem1cal sh1fts/ppm coup1ing/llza) 

Compd. Ternpl・C ortho meta para α ortho meta 《温 Me 3 J 
αα 

TS2
司

27 5.02 5.88 4.71 2.96 b) 
5.73 6.21 

-30 4.98 5.78 4.59 3.01 10.8 
5.60 6.11 

-50 4.96 5.73 4.52 3.06 11.0 
5.55 6.06 

-70 4.93 5.68 4.45 3.10 11.3 

CS2-
5.49 6.01 

27 5.02 5.88 4.72 2.96 10.2 
5.73 6.21 

-30 4.98 5.76 4.58 3.01 10.4 
5.60 6. ~ 1 

-50 4.95 5.73 4.52 3.05 10.9 
5.55 6.06 

-70 4.93 5.67 4.45 3.09 10.9 

4MS2-
5.48 6.01 

27 4.89 5.79 4.64 2.79 5.02 5.79 2.95 1.75 9.5 
5.70 6.18 5.79 6.08 

-30 4.87 5.75 4.55 2.83 5.01 5.75 3.01 1.75 10.3 
5.60 6.11 5.70 6.03 

-50 4.87 5.72 4.50 2.88 5.00 5.72 3.06 1.77 10.3 
5.57 6.07 5.66 6.00 

TS 27 7.57 7.35 7.24 7.21 16.4 
CS 27 ( 7.18 7.29) 6.63 12.4 

4MS 27 7.55 7.34 7.23 7.14 7.46 7.17 7.19 2.35 16.3 

a) Mea8ured from the 13C satellite spectra with accuracy of 士O.3I1z，except 

for .4M5
2司

I!lnd4M5. b) Not aval1able because of broad s19na18. 

Table 2. Carbon NMR Data of The Carbanions and Their Precursors at 100 MHz 

Assignments 

Compd. Temp I・C lpso ortho meta para a lpso ortho meta para Me 

TS2・ 27 140.7 103.0 127.7 97.7 59.7 
117.9 131.6 

-50 138.8 104.1 127.4 95.5 61.4 
117.6 131.1 

-70 138.2 104.5 127.3 94.8 61.8 

CS2
司

117.5 131.0 
27 140.7 103.0 127.7 97.6 59.8 

117.8 131.6 
-30 139.4 103.6 127.5 96.2 60.9 

117.5 131.3 
-50 138.8 104.0 127.4 95.5 61. 4 

‘MS2-
117.5 131.1 

27 140.5 102.6 128.9 97.0 56.8 139.7 104.6 127.7 102.1 60.8 21.0 
117.9 131.8 117.2 131.7 

-30 139.6 102.8 128.7 95.7 57.9 138.5 103.2 127.4 102.4 61.9 21.2 
117.6 131.6 117.5 131.6 

-50 139.1 102.8 128.6 95.1 58.2 .138.0 103.2 127.3 102.6 62.2 21.2 
117.5 131.5 117.5 131.5 

TS 27 138.6 127.4 129.4 128.3 129.5 
CS 27 138.3 129.7 129.0 127.9 131.1 

4MS 27 138.8 127.3 129.4 128.1 128.5 138.1 127.3 130.1 135.8 129.5 21.' 

生成したジアニオンを確認するために、 TS2-を H2 0または D2 0でクエンチした。ク

エンチ物の NMRデータより、クエンチによるし 2・ジフェニルエタンの生成が確認さ

れた(N M Rデータ; Oc(CH2)=37.8. OH(CH2)=2.87; Oc(CHD)=37.6， 'JcD=20.3， 

OH(CIID)=2.88) 。

(結 果 及 び 考 察)

得られたジア、ニオン及びその出発物質の NMRスベクトルを図 1 - 4 に、またその

デ ー タ を 表 l及び 2 に示す.溶液内の三種のジアニオンは、いずれも低調において

も一種類のみで存 在 し て い る こ と が わ か った。 TS 2 -と CS 2ーの化学シフトは、室温か

らー 70・Eの間で一致していることから、 TS 2 -と CS2ーは NMRs寺間スケールで区)JIJできな

い、単一のスチルベンジアニオン(S 2 -)として存在していることが切らかとなった。

スチルペンジアニオンにおいて、二つの分子内回転が存在し得る.表 1 からわか

るようにジアニオンのピシナル結合定数 ('J..-)は、 S2ーで 10.2-11.3Hz、 4M S 2ーで

9.5-10.311zで ある.この値は、アリルア ニオンのシス及びトランスのピシナル結

合定数(シス:8. 6H z 、トランス: 15.2Hz) の平均値に近い他を示している川。従つ
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Fig.5 Resonance structures of stilbene dianion. 

て S2 及び 4H S 2 は、いずれもトランス体で束縛されているのではなく、 c.-c.結合

周りの分子内回 転 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。このことは、 X 線や電子スベクトルに

よる研究で得られた結果とは対照的である 。

フ ェニル基についてみてみると、オルト 位 と メ タ 位 の 各 々 の けl及び， 3 C の化学シ

フトは、中性分 子 で は 等 価 で あ る の に 対 し、ジアニオンではそれぞれ非等価である

(表 i 、 2 )。これはジアニオンになることにより、 Ca-C1pI。結合間の回転が束縛

されることを示している

以上のことは、 図 5の よ う な 極 限 情 造 で説明できる。すなわち、スチルベンが二

電子還元されることによって a炭素がアニオン中心となり、 c• -c • . 問 の 二 重 結 合 が

弱まる。そして c<< - C <<問の回転が容易に 起こるようになる。この回転問壁は、一電

子還元で得られ る ア ニ オ ン ラ ジ カ ル の 凶 転隊壁よりも小さいと考えられている 3)。

一方、共鳴の効果 に よ っ て c.-c，.・・聞 の結合の二重結合性が増し、回転が束縛され

る

電荷分布について、表 2 より中性分子から ジア ニオ ンへ の， 3 Cのシフト変化をみ

てみると、高磁場シフトの大きさは α 位(約ー 70ppm) >パラ{立(が~-30ppm) >オル

ト位(約-25-ー10pp皿) >メタ位(約 -2-2ppm) キイプソ位(約 1pp阻)の様になり、

これは図 5の極限術進を反映させている結 果となった。イプソ位以外のシフト変化

は、ベンジルアニ オ ン 等 の 従 来 知 ら れ て いるカルバニオンと同様の傾向を示してい

る。一方、イプ ソ 位 の シ フ ト 変 化 は 、 著 しく異なっている。すなわち、イプソ位炭

素は、ベンジルアニオンで約 12-20ppm引、 1• 4 - ジ フ ェ ニ ル プ タ ジ エ ン ジ ア ニ オ ン

でが';6-8pp田 川 低磁場シフトするが、スチ ルベンジアニオンでは殆ど変化しない。

これは・スチルベンジアニオンにおける芳 香環への電子伝達が、ほぽ完全に共 I渇によ

り支配されることを示している。

( 謝 辞 )

本側究にあたり、 NMR装置の使用を許可していただいた、 (妹)ハリマ化成筑波
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溶液中の立体化学における緩和時間 T
1
の利用VIn

ートロパンアルカロイドのコンフオメーション解析一

(神女薬大)0察東玲杉浦虞喜子高尾楢雄

P5 

IN T1 .TO STEREOCHEMISTRY TIMES RELAXATION OF APPLICATION 

SOLUTION VIII 

ALKALOIDS-

T. S ai， M. S ugiura， N. Takao 

(Kobe Women' s College of Pharmacy) 

The relaxation method using selective (T1 S) and bi寸 electiverelaxation tim巴s(T1
BS) 

have be巴napplied to Tropine and Atropine. Their conformation have been discussed 

on r.. derived from cross"relaxation σ ・・ and r ・The σ ii are obtained from T1 S 
lJ C リ

and T1 BS and the r c are from 13CT1・ Inthe CDC1
3 
solution， the piperidine rings 

of Tropine and Atropine have the flattened conformation. 

[はじめに]

TROPANE OF ANALYSES -CONFORMA TION AL 

Atropine， Scopolamine等で代表されるトロパン

アルカロイドは、アセチ lレコリン措抗作用など

特異な薬理作用を有するものが多く、その溶液

中でのコンフォメーションについては、作用機

序との関係で、これまでにも多くの議論がなさ

れている。

今回演者らは、その基本骨格であるTropineおよ

び大きな置換基のついた Atropineについて、

我々の開発したTlS，TlBSを用いる方法によって、

CDCl
3
中でのそれぞれのコンフォメーシヨン解析を試みた。

Me、

-N¥、5 4 

n-ーア~ ¥ '1 1 2、1
1 JL:~ ~3 1/6 1 

OR 

Tropine R=H 

Atropine R=COCH(C6Hs)CH20H 

会=郎)=エNi内+〆 )
 

-
E
A
 

(
 

宗(j)= R1(詰)=N即 Ri(i)= Nρii+ZNiPij+r (2) 

(3 ) 

(4 ) 

(5 ) 

Rl(討)-R1(i) = Niσij 

σij = 1/10 y4負与it[6τJ(1+4roZtE)・九]

te = __r，ci 
c-N坪内tyJ

Tropane Alkaloid 

ならおたかお
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この方法は、 T1S，TlBSより交差綾和 6討を(3)式によって求め、その σiiと(5)式の

13CT，より得られる T とから(4)式によらてH-H間距離 rーを算出し、コンフオメ一、1 ，..- -C- -，，-. -----， .--..--IJ 
ション解析に利用するものである。

[実験]

NMRの測定は VarianVXR・500eH;499. 84MHz， 13C; 125. 70MHz)を用い、 13CT1

は通常のIR法を、 T1S，TIBSは先に報告したパルスシーケンスを用い測定を行った。

Tropine， Atropineは濃度 0.05mol dm・3で CDCl3に溶解し、脱ガス、溶封してサ

ンプルとした。

[結果と考察]

Tropine及び Atropineの溶液中でのコンブオメーションについて、主に議論の対象

となるのは、ピベリジン環部分のコンブオメーションである。図1に示すように主

にchair型、 boat型及びその中間の flat型の 3つのコンフォメーションの可能性が

考えられるが、 X線結晶解析の結果は、 Tropine，Atropine共にやや flatな chair

型をとっていると報告されている。

ド|、 OR ¥ '~ 4'" ~OR 

図l chair flat boat 

表lにトロパン骨格部分の13CT1の観測値、 (5)式によって得られた 'cの値を示し

た。表2，表3には、ピペリジン環部分のlHについて測定した TIs-'TlBSの観測値、表4

には (3)式より得られた交差緩和 σiiを示した。さらに表1の 'cの平均値(Tropine 

8.65xlO・12/S，Atropine 2.29xl0・II/S-)と表4のσijを用いて、 (4)式から算出される

表 1Tropine， Atropineの測定された 13CT1及びそれから得られる 'c

Tropine Atropine 

TIC/S NT1
C 

'Cx10
・12/S TIC/S NT.C 

1 
， 
C
xlO・ll/S

C-l 6.71 6.71 8.18 2.24 2.24 2.08 

C・2 3.03 6.06 9.05 1.02 2.04 2.30 

C-3 6.42 6.42 8.55 2.17 2.17 2.15 

C-4 3.03 6.06 9.05 1.01 2.02 2.32 

C・5 6.71 6.71 8.18 2.19 2.19 2.14 

C-6 3.11 6.22 8.81 0.96 1.92 2.43 

C-7 3.11 6.22 -8.81 0.89 1.78 2.62 
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r"の値をr"obsとして表5に示した。又表5には図1の3つの可能なコンフオメーシ

Jンにつよて分子模型から計算されるrHealCを示した。ここで得られたrHobsのす

べてを満足するものが、 CDCl~ 中での優位コンフォメーションである。得られた

rijobsと3つの型での rijcalcを比較し、その相関を調べたところ、次のような結論

が得られる。

表 2 Tropineの測定されたTIS，TIBS

TIS/S T， BS/S 
l 

H-l，5 H・2，4aH・2，4sH・3

H-l，5 7.28 6.84 6.54 7.28 
H・2，4α 3.47 3.37 2.56 3.41 
H・2，4s 3.36 3.19 2.51 3.10 
H-3 7.12 7.17 6.79 5.94 

表 3 Atropineの測定されたT1S，TIBS

TIs/S T，BS/S 
l 

H-l H・2a H・2sH・3 H・4αH・4s H・5

H-l 2.62 2.49 2.50 

H-2α 1.14 1.11 0.87 1.14 

H・2s 1.21 1.17 0.87 1.15 

H・3 3.20 3.12 2.91 3.15 2.89 

H・4s 1.20 1.14 0.88 1.16 

H-5 2.63 2.41 2.46 

表4 Tropine，A佐opineの交差緩和 σ討(sec・1)

Tropine Atropine 

σ..xl0 
日

σjiX10 σ..xl0 σjixlO 

H帽 l H-2α 0.087 0.086 0.204 0.205 

H・2s 0.156 0.161 0.192 0.291 

H・3

H-2α H・2s 1.030 1.011 2.749 3.269 

H-3 H-2α 0.068 0.058 0.074 

H・2s 0.279 0.249 0.308 0.455 

H-4α 0.068 0.058 0.047 

H-4s 0.279 0.249 0.331 0.434 

H-4α H・4s 1.030 1.011 2.990 

日・5 H-4a 0.087 0.086 0.333 

H・4s 0.156 0.161 0.249 0.297 

H・3
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表5σ..とr より得られた rリobs及びいくつかのコンフオ

H-l 

H・2α

H-3 

H-4a 

H・5

メーシヨンについて分子モデルより計算される r話calc

Tropine A町opine chair boat flat 

可obS/A 首obりA ru叫 C/A

H-2α 2.56・2.56 2.60-2.61 2.53 

H-2s 2.31・2.32 2.46・2.63 2.50 

H-3 >4 

H・2s 1.70-1.70 1.64-1.69 1.80 

H-2α 2.67-2.74 3.08-∞ 2.53 

H・2s 2.11-2.15 2.28・2.43 2.50 

H-4α 2.67-2.74 3.33 2.52 

H・4s 2.11-2.15 2.30-2.40 2.50 

H・4s 1.70-1.70 1.67 1.80 

H-4α 2.56-2.56 2.40 2.52 

H・4s 2.31-2.32 2.45-2.52 2.50 

H・3 >4 

表6 r. .obsとr..calcの相関係数R2
1J -IJ 

boat flat chair 

Tropine 0.889 0.962 0.717 

Atropine 0.819 0.901 0.556 

2.81 

2.31 

3.50 

1.73 

3.13 

2.36 

3.15 

2.51 

1.85 

2.82 

2.22 

3.67 

2.81 

2.40 

>4 

1.73 

2.95 

2.27 

2.92 

2.28 

1.87 

2.63 

2.33 

>4 

Tropine.， Atropine共 flat型が表6に示すようにboat型 chair型に比べ、良好な相関

が見られ、 flat型が優位コンフォメーションであると考えられる。又 boat型と chair

型ではboat型の方が相関係数 R2が大きいことから、 flat型と boat型の間で揺い

でいるのではないかと考えられる。 Tropineと Atropineとでは置換基Rの大きさに

かなりの差があるにもかかわらず、そのコンフォメーションにはあまり差はみられ

なかった。

[まとめ]

CDCI3中でのTropine及び Atropineの13CT1，lHのTls，TlBSを測定し、 H-H間距離

rijを算出し、ピペリジン環部分の優位コンフォメーシヨンについて検討を行った。

その結果、ピペリジン環部分の優位コンフオメションはむしろ boat型に片寄った

fIat型であることが解った。この結果は、 X線結晶解析で得られている結晶状態で

のコンフォメーション、やや flatな chair型とは、少し違うものである。
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P6 

反磁性遷移金属錯体の 1H N M Rスペクトルにおける

顕著な金属上の常磁性電流の影響

製品科学研究所 O高橋利和、平谷和久

Significant Paramagnetic Current Ef.fect Observed on 1 H NMR Spectra 01 

Some Diamagnetic Transition Metal Complexes. 

Toshikazu Takahashi， Kazuhisa Hiratani， 

Industrial Products Research Institute. 

Anomalously Iarge shifts on 1 H N MR signals assignable 10 the protons located at a close proximity to 

the central metal ion in several diamagnetidc Ni(I1) complexes， are rationally explained by dominative 

influence of paramagnetic current induced on a mctal ion by magnelic field. The differential shifts for 

Some proton signals of a Ni(II) complex (包)compared to the Zn(II) complex with the same ligand 

(士主)has been estimated semi-quantitatively， on lhe account of unisotropic magnetic field formed by the 

single average induced magnetic moment on the metal ion. Further， the induced magnetic moment has 

been calculated for N i(I1) complexes by means of Pople' s treatment based on perturbation theory 

applied on a simple coordination field modcl， yielding a good agreement to the experimental results. 

Finally， a classification of transition melal complexes discriminated by its d-electron configuration and 

co-ordination geometry which. will arouse large paramagnetic current is presented as a general rule. 

1. はじめに

常磁性金属錯体上の磁気モーメントが近 接 核 に 及 ぼ す 偽 コ ン タ ク ト シ フ ト 、 な ら

び にその影響の位置依存性(異方牧)につい て は こ れ ま で に 多 く の 研 究 が な さ れ 、

詳しい解析も行われてきた。一方、反磁性金属錯体の NMRスペクトルはより頻繁

に測定されているにも関わらず、金属イオン上の誘起磁気モーメントが近接核のケ

ミカルシフトに及ぼす影響、とくにその位置依存性についてはこれまではっきりと

した解 析 が な されていなかった。

1a M =NI 
1b M=2H 

2a M=NI 
2b M=Zn 

l
n
u
 

M
H
ヲ
a
-
F
M

--z= 

M
M
M
 

m
'
h
u
n
u
 

角。唱。内
d

図1 4.5ppm low s副dshllt 2.7ppm low Ileld shllt O.9ppm hlgh Ileld shllt 
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我身は最近、いくつかの平面 4配位型反磁'f!I:Ni(I1)錯体の NMRスペクトルに

おいて、 Ni(II)に 近 接 ( 約 3A以内)してい る IH核によるシグナルが、対応する

Zn2+または H+錯体と比較して異常に大きなシフト (+4.2-・ O.9ppm) を示し、

しかも錯体の軸方向と軸に垂直な方向とで逆にシフトする例を見いだした。これら

の異常な化学シフトが主として金属核上の常磁性電流による誘起磁気モーメントを

考えるとよく説明できることを見いだしたので、報告する。

2. シグナルが顕著なシフトを示す例とその誘起磁気モーメントによる解釈

例えば図 lの 1aの NMR スベクトルにおいて、金属に近接したプロトンに対応

するシグナルは 12.5ppmに見いだされた。 1) 1旦 の 対 応 す る プ ロ ト ン の シ グ ナ ル

から約 4.2ppm低磁場シフトしている。また主主の金属に近接したメチレンプロト

ンのシグナルは主主よりも 2.7ppm低儀場シフ ト し て い る と 報 告 さ れ て い る 。 2) 

一方、錯体主主の H2のシグナルは対応する Zn ( 11)錯体主主と比較して O.86ppm

高磁場シフトしている。 3)この他にも配位平面内で Ni 2 +イオンに近接したプロ

トンに対応する核が高磁場シフトする例は 数多 く見 いだ され た。

錯体 3aのプロトンの内、コンホメーシ ョンの微妙な差による化学シフトの変化

が少ないと考えられる 3伺 (H2，H3，H4)については、下図のように錯体の対称輸

に 平 行 に μ=1.19XIO・28HO(Cm・ 3)の磁気 モ ー メ ン ト が 金 属 上 に 誘 起 さ れ る と 考

えると差シフトの 70%以上 が 解 釈 さ れ た ことになる。なお、本稿においては配位

結合をもっ核については取り扱わないが、ヒドリド配位子に見いだされるより大き

なシフトにおいて、やはり常磁性項が支配 的であることが指摘されている。 4) 

表 1.差シフトの実測値と計算値の比較

Lla( O'Ni -σZn) 

found (ppm) 

caJcd. (ppm) 

2
-
M
 

H

一
弘

町一

ω
-

弓

f

s
品
守
白
?
-

H

一
仏

x H 
ー0.85 -0.24 -0.19 

(4 cの X線結 品構造を座標として用いた。

3 .錯体中の金属原子に誘起きれる電流による磁気モーメント

ベ副会作LlO'すん語 図 2

P 0 p I'eの 摂 動論によると、磁場中におかれたある原子上に電子の運動によって誘

起きれる磁気モーメントは次の式で表される。 5) 

μ'=μ'曲 +μ'mm ( 1 ) 

μ拘=がqrx但州

山ほfH手(仰官庁防呼普段}=2闘2H押明監)
( 2 ) 

( 3 ) 

なおここでの L は通常の角運動量演算子 /11である。また慣例に従い静電単位系を

用いている。(2 )は反磁性項、(3 )は常磁 tl:項である。実際にはこれら 2項 の 寄 与

は同程度である。また分子や錯体においては分子中の他の原子上の磁気モーメント

の影響をうけるため問題は極めて複雑となる。ここではこれら 2項の内の後者、す

なわち常磁性項のみを問題にする。
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( 3 )は磁場におかれた金属上に生じる常磁 'I~I・電流に基づいており、基底状態に

ある電子が磁場の影響のもとに励起状態の軌道を借りて金属上を回転することによ

っ て 生 じ る 。 (3 )の値を正獲に知るためには、基底状態と会励起状態の波動関数

とそのエネルギーが必要となるが、実際には、低い励起状態ー遷移金属錯体におい

ては可視光領域の d-d遷 移 に 基 づ く 励 起 状 態ーがもっとも重要な寄与をもっ。従っ

て 常磁性項は Zn
2+のように完全殻をなすイオンでは充分小さく、 Ni ( 1 1 )イオン

(d8 )のように不完全殻をもっイオンにおいてのみ有意な値を持つと考えられる。

Z n ( 1 1 )錯体にも高エネルギーの励起状態の影響による小さな常磁性項の影響はあ

る が、そのかなりの部分は対応する Ni ( 1 1 )錯体と近い値をもっと考えられる。ま

た中心金属以外の原子を中心とする磁気モーメントについても Zn(11)とNi ( 1 1 )と

の差は小さいと 期待される。結果として Zn (11)錯体と Ni (11)錯体との化学シフト

の 差はほぼ純粋に(4 )式、すなわち(3 )式のうち、 d-d遷移に関する部分に帰

することができるであろう。 (d~: 満ちた d 軌道、 d :空の d軌道)。

山=2 (2:f Hエ(笠出堅持平均
d。、 I

( 4 ) 

4. N i ( 11 )平面 4配位型反磁性錯体における誘起磁気モーメントの常磁性項

( 4 )の j1内の値を見積もるために、こ こ で は 最 も 簡 単 な 配 位 子 場 理 論 に 基 づ

いたモデルを採 用 す る 。 配 位 子 場 理 論 に よる平面 4配位型 (DAL) d8錯体の電子
4h 

2 2 構造はおよそ図 3のようになる。このうち Bu (dxy→ dx"-y") 、 Eu (dxz→ 

dx2_y2， dyz→ dx2_y2) の 2種の遷移が 磁 気 双 極 子 的 に 許 容 な 遷 移 に あ た る 。

そ れぞれの遷移に対応する項の 11 内は B uの遷移について

くdxyIL，ldx'_yヅー 4k，2
L1EJ ( 5 ) 

Euの遷移については

〈ι，lLyldxそyヅー〈dy，lLxldxγ〉2 k/ 
LlE2 LlE2 LlE2 (6) 

となる。分子の kJ' k 2はd電子が金属上

に 極在している場合 1、配位子上へと広が

っ ている場合は 1より小さくなる係数で、

軌道縮小係数と呼ば れ る 。 kの値は通常の

N i ( J 1 )錯体においては 0.8から 0.9前後の

値を とる とさ れている。ここでは簡単のた

め k.=k~=k と仮定する。またアミンなどJ -~ 2 

を 配位子とする低スピン Ni ( 11) 錯体の吸

収スベクト Jレは可視部にはただひとつの吸

収 帯をもち、多くの場合にこれらの 2種の

遷移エネルギー間の 差 は 小 さ い 。 そ こ で こ

こ ではこれら 2種の遷移に対応するエネル

n' 。，“
'
E
A
 

B u 

(L1Ej) 

図3
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ギ ーが等しいことも仮定した場合 (Ll8
1
=Ll8

2
=Ll8) の計算結果を示す。

{ e肯，2__ 4k2 
μ11 =μzz= 21な士1Ho_:_:::_ 

，"""札I LIE 

{ eh ，2__ k2 

ん =μzz= (μ..=)21，，:士1HO":'::_ 
"" ¥""川し I LIE 

この誘起磁気モーメントにより、近接する核 が う け る 化 学 シ フ ト は 、

九 ILg-式 {(3coi9z-1)九μι附川川x口〆パx+バx+(3ベ中(い3c叫ω〆A代2句杭0叱y-1)九叫川y〆バ+ベい(

=刻表nぎ)(ω 

( 7 ) 

( 8 ) 

( 9 ) 

この式で吸収スベクトルから求めたt.E=3.761X10-12erg， k=0.93として求

めた値が、1.19XIO-30cm3であり、この値で錯体 3 a のシフトがよく説明でき

ることは 2の表にも示したとおりである。なお、ここでは結果がよく一致するよう

にkの値を定めたが、 kの MOに よ る 推 算 についても現在検討中である。

5. 他の遷移金属錯体における常磁性電流の影響の予測j

最後に他の遷移金属の反磁性錯体における常磁性電流の効果について考察する。

大きな誘起磁気モーメントが生じる条件としては、(i )互いに磁気双極子遷移が許

容な関係にある電子の満ちた軌道と空の軌道と の組 が少 なく とも l車11存在し、(i i ) 

複数組ある場合にはそれらの総和が空間的に打ち消しあわないことが必要となる。

( i )の条件を満たす錯体は数多くあるが、頻繁に見いだされる Oh対象性を持つ d6

錯体や、 T
d
対象性をもっ d4錯体では (i i )の条件が満たされないため、大きな誘起

磁気モーメントは観測されないだろう。

最も大きな常磁性電流の影響が期待されるのは、 O まfー は そ れ に 近 い 対 象 性 を
h ー

もつ d4
鈴体、 T

d
またはそれに近い対象性を も っ d6銭体である。この 2つ の ケ ー

スにおいては、同じ方向への磁気モーメン トを生ずる電子対が 2対となる。実際に

は T
d
対象性を持つ d

6錯体などは極めて希である。最後に予想される常磁性電流の

大きさをそれぞれの錯体の対称性並びに d電子の数について分類し、表にまとめた。

表 2.遷移金属錯体の常磁性電流の度合

♂ T
d 

。
h 。4h

;. 。 。 。
cf × 。 。
J 。 × 。
J 。 。 。
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P7 

13C NMRにおける噴水家同依休シフトの C-H結合F.障への依存

中島 康膏、 O福永 守腐、合同 洋幸、鈴木恵子、高橋憲助

(メニコン R;y， 1コ 、 名 工 大 ・ 応 用 化学科)

Deuterium isntope shifts in dependencD upon C-H bond lengths 

on '''r， NMR spectra 

Yasuki NakAshima.IiQsit亀kll_Fukl!!l_i!g_a_LHiroyuki Kanぇda.KeikoSuzuki and 

Kensuke Takahashi (Menicon R&D and Department of Applied Chemistry.Nagoya 

1nstitute of Teロhnology)

We h a v e s t u d i e d i n d e u t e r i 11 m i s 0 t 0 P円f， h i f t sηf aromatic compounds on 

'''c NMR sp円ctra.1othis study .wp propose a new application of deuterium 

isotope shift尽.

We meれsllreddeuterillm isotope shifts( "t;，口 0 1.2) of various aromatic 

cnmpounds on '''c NMR spectra. '̂ペhowa linear correlation with C-H 

bond lenp;ths.On the other hand 2/:;， on Ihe compounds with heteroato田 don't

show 札口 ":1 linear correlation with C-.C bond Jongths.lnterest is drawn in an 

influencD of heteroatom on 2/:;，. 

Generally it is difficult to evalll凡te r，-H bonrl I en耳ths by any method • 

for example • X-ray rliffraction or Ble~tron rliffra口tion. We concluded 

I t;， moasuremのnt is one of the way討 tocstimate C-H hond lengths. 

[序 l

l:'CNMR化 学 シ フ ト に お け る 噴 水 奉 同 !す体効果は、スペヴトルの帰属や、反応

機構の解明に 有用なパラメ--$1ーであるご 止 が 知 ら れ で い る 。 方 、 こ れ ま で に も

NMR同 位 体シフトは幾つかの、物理化学的パラメー担ーとの相関が示されている

が、その起源については完全には解明内れ γ いない句そのため、その新しい応用方

法と同位休シづトの機構の解明のために、更 に研究が必要とされている。

我々は、ごれまでに芳香自主化合物の噴水素同{立体シフトに関するー速の研究をす

すめてきでいろ，本研究仁おいては、'''r:NMRにおける重水素!苛{立体シフトの新

しい応用方法を提案する。

我々は禄々 な芳香族化合物の、 '''CN M Rにおける重水素同位体シフト( .. t;，、

n-l、 2)を測定した。

key word: お C N M R. De11ter i 11m j sotope effect • Bond length 

なかしま やすぎ・ふ〈なが もりたか・かなだ ひろゆき・すずき けいこ

たかはし けんすけ
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この結果.芳番勝炭素での， ^ !:、対応する C--II結合距離(r r. --" )との聞に

は底線関係が得られた。t.wo-bonrl1i水素問{す体シフト( 2 (:; )に関しては、 c--c 
結合距離(r ( " )との関係については前に報侍されているが，)我却の研究では

復索環芳香族化合物については直線関係が得られなかった。

C --H結合目玉艇は、既存の核問w.離淑1)定法(X線回折、 m子線問折法等)によっ

て、債を見積もることは一般に雛しい kされているれ

よって、 ， d. ?-測定すると kは、 C--H結合距離を見積もる手段のーっとなり得

る.

r:実験]

実験系としては、重水素ラベル体の比較的得られやすい、芳香族化合物を滋ぴ、

その内の 9 f1liからiIIJ)~僚が得られた"噴水帯電ラベル体は主 k して、間費件・またはアル

カリ性の条件下で D ， Oによる H / D受換反応によって得た"

13CNMR測定は、 VarianXL - 2 0 0 F T - N M R分光百十 (50.3MHz) を用いて

行った" ....の際、デジタル分解脅Eを向上させるために、測定は芳香族領嫌に限定し

て 行 な っ た F データポイント数は 3 2 1<、測定範聞は 2500Hzなので、デジタル分解

能は O.15Hz/pηint(3ppb)である，スペヴトル i:-i-の帰属の例を、 Fig. 1 に 示 し た .

[結果と考察]

'f'lは 194~~73ppb( デ--9数 2 0】、 2d.は 51-213ppb(デ

ー担数 23 )の範闘で得られた.この給果を、 Tablel、 2に示す.この変化

の大ききは、ヂジタル分解能力、ら考えて、十分議論に耐え得るものである.

¥主
15日日Hz

C3 

'@3 

C4 

11 
日日日 日

F i g. 1 '''C NMR spectr・umof pyridazine in a 5wt% NaOH-D 2 0 
solution.Two upper t.races show deuterium isotope shifts. 
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Tablr. 1. One-hond delJteriu・iSQtopeshi fts ( 1品)of aro嗣atlc

co・poundsin ppb.' and C-H hdnd lengthll (R.:_u ) in A op色川 izedb，y the 

MNDO 110 calculation. 

co・pound obs・rved solvent '6 

carbon 

C-2 

C-4 

C-2 

C-4 

C-2 

C-2 

C-l 

C-3 

C-( 

C-2 

C-2 

C-8 

。

。

。

。
。

。。。
。。
。
。。。

。。

300 

-= 
E主
.5J 

。

1.10 .09 
rC-H(A) 

。

1.08 

200 

Rt:-n 

1. 095 

1.090 

1. 092 

1. 089 

1. 096 

1. 093 

1. 097 

1. 093 

1. 089 

1. 08( 

1.079 

1.087 

1. 090 

1.091 

1. 091 

1. 092 

1.091 

1. 082 

1. 098 

1.100 

351 

296 

268 

252 

336 

269 

361 

314 

296 

225 

19( 

237 

283 

310 

280 

310 

270 

246 

332 

373 

neat 

neat 

0.1・t%HaOIl-O，0 

10 .UHaOH-O， 0 

・ethanol-d
1・t%HaOH-O，0 

・ethanol-d
5wtXHaOH-D， 0 

5.tXHaOH-D， 0 

neat 

neat 

D • 0 

acetone -dt 

CHCI四

CHCI， 
CIICI， 
CHCI， 
acetone -de 

acetone -d‘ 
CO， CN 

pyridine 

pyr id i ne-If .ox ide 

quinoline 

qu i nol i ne-If-ox idp. 

isollllinoline 

pyridaz.inp. 

furan 

th iophene 

purtne 

benzene '" enzene 

naphtalene・' C-I 

C-2 

C-9 

C-2 

C-2 

C-6 

phenanthrene~' 

benzo[ c]phenanthrene~' 
1__-'" aZUJenA 

Fig.2 Plolso( 16 vs rC:-II. A 
correlated straight linl1 is expressed as 

'd =814 X 10 r，._"・859X10with r=0.906. 

tropyl iu・ion ~， 

a) Error are estillllated to be ・ith in 5ppb 

b) Ci teod v1l1ues. 

Table 2. Two-bond deut.eriu. isotop肉 .hi[ts(温 11)of aro調atlc

00岡poundsin ppbo' • 
co・pound 。

200 

。

両
2

・
E
・V・、』，
・1
・・H

。「
M

z-v 

一

.

.

 

1
 

1.44 1.38 

Rc_r 

129 1. 411 

106 1. 40( 

129 1. (00 

106 1. (04 

124 1. 438 

117 1.420 

109 1. 445 

51 1. 411 

105 1. 401 

213 1. 390 

148 1.368 

111 1. 407 

120 1. 383 

120 1. 400 

120 1. 383 

80 1. 427 

120 1. 365 

70 1.451 

110 1.389 

100 1.416 

108 1.412 

96 1. (00 

98 1.406 

'A 

。
。

。

{
包
且
)
点

solvent 

n内at

neat 

O. ht%N.OH田 0，0 

10・色%HaOH-O，0 

・・thanot句 d
ht%NaOH-O， 0 

・・thanol-d
5・tXH.OH-O.0 

5.tXhOH-0， 0 

neat 

neR.t 

acetone -dll 

CHCI， 
CIICI， 
CHCI， 
CHCI， 
CHCI， 
CHCI， 
CHCI， 
CHCI， 
acetone -dll 

acetone -d. 

CO， CH 

。bserved
Cぬrbon

C-3 [ro. 2-D 

C-3 frollll 4-0 

C-3 [or・2司 D
C叩 3[ro. 4-0 

c・3fro. 2-0 

C-3 Cro. 2-D 
C-申Crn.1-0 

C-3 [ro. 4-0 

C-4 [ro. 5-0 

C-3 [ro. 2-0 

C-~ Cro. 2-D 

pyridine 

pyr id i ne-If -ox idc 

quinol in・
quinol in・-If-oxide

i 慮。quinoline 

pyridazin傍

C-2 [ro. 1-0 

C-8. ['0. 1-0 

C-] [，。同 2-D

C-3 [ro. 2-0 

c・10Cro.9-0 

C-8. [ro. 9-0 

ben'l.ornlphenanthrene'" C-l fro. 7.-0 
C-3 [ro. 2-0 

C-l Cro. 2-D 

C-5 [ro. 8-0 

funn 

thiophene 

ben'l.enA“ 
naphLalene・2

phennnthrene'" 

Yi，.3 PI。も11or ad. VI r~_c:. Whit・
and black c i rc I os sho・aro・atic
co.pounds • i th or • i thout heteroato. 

rospactivaly. A correlatod straight 
line for latter r.ircles is expressAd as 

'd = -635 X rれ-r. +996 .ith r=・0.875.
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r~: 1I V S I t>.プ口、ットを、F' i g. 2 に ÎI~ す、 r C.-I!は MNDO MO法により

最適化した値 である u

Tablelのヂー担ーから最小三乗法により、式(1 )を得る。

'['; 8.J4X103 R.仁，， -8.58 (1) 

( 1 )の i宵線の傾きは疋であるごとから、 r'(けが小さくなるほど、 '[';が小さく

なるむご才1!-.類似の関係が、モノ商換メ担、ノ仁関しで報告されている 2). I!Pち、 sp

3 炭素、 Sp2 炭素共に、 ，[';は rr -II に検く依存していて、その傾きも問符号であ

る。しかし、手のイ直については大きな問者がある。

以r:0)事実は、 J a rn e S 0 n等が場実しでいる同位体シフトモデル :1) を、強く

支持していろ u 即ち、 '('..の生ずる疎開は、r， --H とr， - D結合の非調和性の大き

さの違いによ り NMR担イムスケール Jーでの時間平均結合長が異なる結果、炭素と

の時間平銅の位晋が C-D結合の場合ではより炭素に近くなり、炭素核の遮蔽を増

加させ高磁場の同位体シフトを引き起ごすも の で あ る 。 又 、 よ り 強 く 短 い C-H結

合では、非調和怜はより少ない k仮管する ならば、対応する C-D結合の場合にお

いてもその変化の度合いはより少ないもの kなる。その結果として、 'fj，が減少す

ると解釈できる拘

豆、___:A と L.i~二'.の関係

r c VS 211プロヴトを F i ~. 3に示す p ごのプロヴトでは、 'fj，の場合と違

って、直線関係が得られない"しかし、ヘ干ロ原子を含まない系のみを取り出せば

すでに Sarrlellaら')によって報告 だ れ て い る よ う に 、 比 較 的 よ い 直 線 関 係

が得 ら れ る (関中、・で示す)角ごの時、飛 IJ、 ・ 乗 法 帯 用 い て 包 Aから:t0.01

Aの 精度で r(" -r:を見積もるこ tができる。

複素芳香族の「ずれ j 争説明できる仮説ば一:つ考え内れる。まずーっ自は、ヘテ

ロ原子の電気 陰性度の大脅さのため庁結合 fざけでなく o結 合 の 電 子 分 布 に も 影 響 を

及ぼす結果、間 fj主体シフトに影響者もたらしたとするもの。もう一つは、ヘテロ原

子の孤立電子対の軌道が、環内の軌道，1-相花作用して.同位体シフトを変化させる

とするものである。
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P8 
タンパク質の構造と'H NMR化学シフトの相関

(農工大・工、シェフィールド大)。朝倉哲郎、出村誠、 M.P. Williamson 

Rcla1ionship bc1ween Protein Structure and 'H NMR Chcmical Shift; Dcpartmcnt of Biotcchnology， Tokyo 
Univcrsity of Agriculture and Tcchnology， T.Asakunl and M.Dcmum， and Univcrsity of Shcfl1cld， 

M. P. Williamson. 

Absrtact; Thc chcmical shifts of α・CHp101ons ( 677 pro1ons) havc bccn ωlculatcd for ninc pro1cins，以凶αi

onc∞rdina1cs takcn from high-resolution crys凶 struc1urcs. Chcmical shifts wcre calcula1cd using ring岨currcn1

shifLS， shifts arising from magnctic anisotropics of bonds， and shifts arising from thc似)larizingclTcct of clcctric 

licld on the CU_H bond. The panunetcrs uscd werc rcfmcd i1eralivcly 10 give 1he bcS1 fit 10 ( cxpcrimcntal -

random coil ) shifts over the set of 9 proteins. A furthcr small corrcction was madc 10 1hc avcmgcd Gly CUH 

shirt. Thc calculatcd shifts ma1ch obscrvcd shirts with corrclalion c∞lTicicn1S vむyingbc1wccn 0.45 and 0.86， 

w i 1h a slandaI吐 dcvia1ionof about 0.3 ppm. 

結言

タンパク質の lHNMR化学シフトをその原子座標から十分な精度で直接評価することがで

きれば、 lH化学シフト計算は、帰属の確認はもとより、現在の核オーパーハウザー効果

NOE、スピン結合定数、 NHプロトンの交換速度などのNMRパラメーターと相補的にタンパ

ク質の構造解析に用いることができる。

これまで、タンパク質中の芳香環からの環電流効果を計算することによって、特にメチル

のlH化学シフトが高い精度で評価できるととが示されてきたI しかしながら、主鎖の構造

月平析を行なうためには、 αーCHまたは、 NHプロトンを評価することが必要である.その場合、

環電流効果以外に、明らかに他のしゃへい効果が存在するであろう.たとえば.BPTI 

(Basic Pancrca1iじ Trypsin lnhi bi tor)のαーCHまたは、 NHプロトンの化学シフトは.最近接

のカルポニル酸素との聞の距離の3乗の逆数に比例する乙とが、実験データから報告されて

きたが、これは、磁気異方性効果の存在を予想させるヘ

我々は、以前の論文で、 BPTIとTendamista1のすべてのαーCHプロトン化学シフトが、 X線

回折から得られた原子座標を用いると、環電流効果と、カルボニル結合の磁気異方性効果の

和として精度よく再現される乙とを報告してきたJ 実測との聞の良い一致を考えると、 lH

化学シフト計算は、構造解析の手段として、使えるようになってきたといえよう.しかしな

がら、計算結果と実iRlJ結果の聞のより良い一致を得るとともに、より多くのタンパク質へこ

の計算を拡張していくためには、用いた化学シフト評価のパラメーターを改良するとともに、

他の結合からの磁気異方性効果や、電場効果の可能性を、さらに検討する必要があろう.

現在、多くのタンパク質について、 X線回折やNMR法によって、精度よく原子座標が求ま

ると同時に、 lHNMRの詳細な帰属がなされ、多くのデータが集積されてきている.我々は、

乙れらのデータを用いて、タンパク質のlH NMR化学シフト評価のためのパラメーターを詳

細に検討するととを試みたので報告する。

キーワード/タンパク質のlHNMR/
1
H NMR化学シフト計算/環電流効果/

磁気異方性効果/電場効果

あさくらてつお、でむらまとと、 M.P.ウィリアムソン

9
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註塁
本研究で用いた9個のタンパク質をTablc 1 tc示した.合わせて、 677個のu・CHプロトン

のNMR化学シフトデータをパラメーター決定のために用いた.

(l-CH 'HNMR化学シフ H;t，環電流効果、 C=Oならびに C-N結合の磁気異方性効果、屯

場効果の和として評価した 3・4. 環電流効果は、 Johnson-Bovcyの式刊と基づき、

Gicsscn-Prc11rc-Pullmanの強度因子による補正8を加えて評価した.磁気異方性効果の評価

式ならびに、磁気異方性の定義は、 Rcf.3と同じである o c=o結合 (Aχiczo' Aχ2
C'0) ， 

(O=)C-N結合同χIC4.&χtN
)ならびに C"-N結合 (AχCα-N)の磁気異方性を考慮し、ダイポ

ールの位置も適宜変化させた.電場効果の評価式は、 Rcf.4に従い、電場は、各原子上に置

かれたモノポール (Momanyらの値7を使用)からの寄与の和として評価した.

計算は、 Shcfficld大のμVAX 11コンビュータを用いた o Aχlpo' Aχzczo，aχlc-N，Aχzc-H， 

aχCc.-Nの各{直ならびに、 C=O，(O=)C-NおよびC九 N結合のダイボールの位置、電場効果の式

の係数E" EZの値の計10個を変数とし、実?Rlj値(アミノ酸残基ごとにランダムコイルシフト

値を引いた)を用いて最適化した九最適化の判定は、実mlj値と計算値の相関係数Rと、標

準偏差sd値 (ppm単位)から行なった.用いたタンパク質の原子座標は、 BrookhavcnPro1ci n 

Da1a Bankより得られた.

鎧塁主主主三
1.IH化学シフト評価のためのパラメーターの決定

9個のタンパク質の合わせて 677{闘の(l-CHプロトンについて.最適化を行なった結果を

Tablc I tc示した(なお.グリシンのu-CHプロトンは、メチレンプロトンであり、他の

(l-CHプロトンと異なるので、補正値0.28ppmを計算値に加えた.また、グリシンのメチ

レンプロトンの化学シフトの実測値は、 2個のプロトンの平均値とした) 0 相関係数Rは、

0.45-0.86の範囲、標準偏差sdは、約0.3ppmであった.

Tablc 1 Pro1cins Uscd in Chcmical Shift Calcula1ion and Paramc1cr Op1imisa1ion 

言五or1 ---N。一己了一 百函iValucs
Pro1cins Sourcc Br∞khaven u剖protfoonrs R sd 

fit
a 

Ubiquitin Man lUBQ 75 0.857 0.25 
RNAscTI Aspergillus IRNT 89 0.859 0.27 

oryzae 
Eglin c Hirudo ICSE 62 0.80ヴ 0.28 

medicillalis・
BPfI Ox 6Pfl 54 0.791 0.25 
Lysoλ，omc Man lLZI 125 0.795 0.27 
Tcndami~la1 Slreplol1lyces b 70 0.733 0.30 

le/1dae 
Lysozyme Hcn 2I..Zr 119 0.708 0.34 
O¥'omucoid 3吋 Turkcy 3SGB 48 0.696 0.26 
domain 

CPasc inhibiLOr Po1a1o 4CPA 35 0.446 0.39 

a) Thrcc mcmbcrs arc less than the total numbcr 01' u-CH 氾ωRIiCjncImlitah1le 凶1npmrlolztBeg i1 n，because values are nol 
U筑xjwIhncamddtihtE ioans，S1U11Pe CIn・ethnelsmw1imnal not made，or wherE the cumnt SMIt C1α淑凶 0.5
p111pEmIEf-oIrn e residues of BFT1uE dω，iUcrcd i n thc crys凶 slructurcωαi，ond 

no calculated shifts ar官 availablc.
b)C∞rdina1cs kindly provided by 針。f.RHubcr.
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最終的'C得られたパラメーターは、以下のごとくであった.

a.磁気異方性の値(x10・30cm3) 

&χIC岨=-18.0， d.χzc・0=・8.0，d.χf-N=・12.0，d.χzc・N=1.3，d.χCu.N = O. 

b.ダイポールの位置

C=o結合の場合、 c原子から1.1Aの位置

(O=)C-N結合の場合、 C原子からN原子方向に85%の位置.

C.電場効果の係数

1:1 = -1.1 x 10・12，Ez=0

2.異なった構造問の比較

実調IJ結果と計算結果の不一致の原因を明らかにするために、同一のタンパク質の構造が、

若干異なった場合について、 1H化学シフト計算を行ない、比較した.(Tablc 2) .期待され

たように、 8rookhavenProlein Dala 8ankの初期座標から、ランダム方向に一定量ずつ原子

座標を変化させると、その変化量の増加につれて、実測と計算値との間の相関は悪くなる。

さらに、 8rookhavenProlein Dala 8ank'Cは、構造の異なるhcnIysozymcのデータが蓄積

されているので、各々の構造ごとにαーCH{ヒ学シフトを計算した(Tablc3).特に、 ILYM(I)

ならびに lLYM(2)の座標データの分解能は、 2.5λと、他に比較して悪いが、乙の場合には、

R，sdから判断して、計算値と実測値のαーCH化学シフトの一致が悪いことがわかった.

Tablc 1において、最も分解能が悪い (2.5λ以上)CPasc inhibilorの場合も、化学シフトの計

算値と実測値の一致は悪い.このように、 X線回折の分解能と 1H化学シフトの計算値と実測

値の一致との聞には相聞があり、実測との良い一致を得るには、 X線回折の高い分解能が要

求されるととがわかった.今後さらに、溶液と国体聞でのタンパク質の局所構造の違いに

ついて 1
H化学シフトの計算結果に基づいて考察を進める予定である。

Table 2 Dcpendcnce of rcsults on random varialion of coordinalcs 

Comparison wilh Corrclalion wilh 
Protein IUMndaogm n{λitcu)hdue IR' oe f expR crimenul data unchangcd c∞rdinalc 

sd R sd 

UBQ 。 0.857 0.25 1.000 0.00 
UBQ 0.1 0.870 0.24 0.931 0.16 
UBQ 0.15 0.828 0.28 0.845 0.24 
UBQ 0.2 0.758 0.34 0.735 0.33 

PTI 。 0.791 0.25 1.0∞ 0.00 
PTI 0.1 0.758 0.27 0.942 0.13 
PTI 0.15 0.713 0.30 0.873 0.19 
PTI 0.2 0.648 0.34 0.783 0.27 

Table 3 RcsullS of calculation on allcrnalivc cη..s凶 structurc()f hcn Iysozymc 

Slruclurc Comparison 
¥¥'ith cxptl. 
valucs 

Pairwisc compariωn wilh 

ILZr 
2LZr 
2しYM
I LYN(l)" 
1LYM(2) 

R sd 

0.80 0.27 
0.79 0.28 
0.78 0.29 
0.64 0.39 
0.67 0.36 

2LZT 
R sd 

0.77 0.28 

2LYルf
R sd 

0.79 0.27 
0.91 0.15 

a)Slruclurc lLYM has two noncquivalcnt molcculcs in thc unit ccll. 
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ILYM(I) 
R sd 

0.61 0.39 
0.70 0.32 
0.74 0.30 

1 LYM(2) 
R sd 

0.60 0.39 
0.(>9 0.33 
0.65 0.34 
0.51 0.44 



3 グリシンのはーCHプロトン化学シフトの計算

グリシンの2個のu-CHプロトンを各々のプロトンに帰属することは、一般に容易ではな

く、これまでに、実験的に帰属が報告されたプロトンの数は限られている.我々は 'H化

学シフトの計算から、その帰属が可能と考え、シフト差が0.3ppm以上の場合について、計

算結果にもとづいて帰属を試みた (Tablc4，なお、 HAlとHA2ブロトンの原子座標は既に決

定されている。たとえば、ll.o(o HA l-HA2)が+の値の時、 2個のプロトンのうちで、 HAlプ

ロトンは‘より低磁場に出現する乙とを意味する)。

Tablc 4 Prcdictcd GlyαーCHassignmcnts 

Protcin Rcsidue Experimcntal Calculated 
I o O(O HA l-HA2)1 oo(oHAl・HA2)

(ppm) (ppm) 

Human lyso)!;ymc 19 0.94 +0.41 
RNAsc 7 0.39 +0.50 
Eglin c 40 0.6g +0.34 
Eglin c 70 0.92 +0.71 

BPTI 12 0.64 +0.86 
Human lysozymc 19 0.94 +0.41 
Hcn lysozymc 4 0.33 -0.33 
Ovomucoid 54 1.04 +0.30 
CPasc inhibitor 20 0.30 -0.35 
CPasc inhibitor 35 1.45 -0.81 

さらに、今後、(l-CHプロトンの帰属を行なうにあたり、原子座標が精度良く得られてい

れば、 'H化学シフトの計算結果に基づいて、アミノ酪レベルの帰属結果を、シーケンスレ

ベルの帰属にまで進めるととが可能となろう.

謝辞:有益な助言をいただいたProLT.A.Cross(Florida Statc Univcrsity，USA)、ならび

に、 Dr.P.J.Artymiuk(Krebs Institute， UK) ~C感謝する.
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P9 
スピンシミュレーションプログラムの開発

0垣田信吾、竹腰清乃理人号|地邦男・(協和発酵東京研、北大・理・)

Developement of Spin Simulation Programs 

Shi旦孟Q K主主よ主主， Kiyonori Takegoshi・， and Kunio Hikichio 

Tokyo Research Laboratories， Kyouwa Hakko Kogyo Co.， Ltd. 

and oHokkaido University 

We have developed two spin simulation programs. One progra皿 is

designed to calculate free induction decay(FID) according to given 

infor皿ation(che皿ical shift， coupling constant， a pulse sequence)， the 

other program is to animate the results from pulse sequence simulation 

on the graphics device in real. time. These progra皿sare useful to check 

a new pulse sequence and effects of the pulse imperfection. 

序

NMRは多次元 N M Rやマルチパルス N M R法などの発展が著しい分野である。

これらのパルスシーケンスを理解するため、あるいは新たにパルスシーケンスを

考案するに当たっては密度行列を計算する必要がある。そこで我々は、スピン系

の情報(化学シフト 6 とカヅプリング定数 J)とパルス系列とを入力すると対応する

FIDを密度行列法に基づいて計算するプログラムを開発した。また、その際の磁化

ベクトルの動きをリアルタイムでグラフィックス表示するプログラムも同時に開

発した。これにより、新しく考案されたパルス系列を簡単に試すことが可能とな

り、またパルスの位相誤差や長さの誤りがスペクトルにどの様な影響を与えるか

確認することが可能となった。

プログラムの機能

我々は、日本電気製パーソナルコンビュータ Pト 9801上でシミュレーション計算

を行うプログラムの開発を行った。シミュレーションプログラムは実行にあたっ

て、図 1，2に示すようなデータファイル、パルスシーケンスファイルを読み込む。

データファイルにはスピンの数(最高 5スピン系まで)、化学シフト、カップリン

NMR， simulation progra皿

かきたしんご、たけごしきよのり、ひきちくにお

n
t
 

qa 

唱

e



パルスま たパルスシーケンスファイルには rf磁場の強度、

パルスの位相、

グ定数等を指定する。

の位相、 長さをRf磁場の強度、delay time等を指定する。長さ、

あるいはパルスの自由に設定できるためオフレゾナンスの効果を見積ったり、

計算された FIDは日本電子

FIDデータ製 NMR装置 GXシリーズと同じフォーマットで出力される。

をethernetを介して GXに転送し、

2.3-ジヒドロキ シ 安 息 香 酸 の DQF COSYの実測およびシミュレーションスペクトル

図 3に

そのため、

目上でデータ処理を行うことが出来る。

imperfectionの効果などを見積ることが容易に出来る。

を示す。

また、同時にあるパルスシーケンスを与えた際の磁化の運動をグラフィ、yクス

表示するプログラムも作成した。与えるデータは先のプログラムと共通であるが、

現在は 2スピン系までしか対応していない。 2スピン系の場合、 I核 の XY平 面 の 磁

化は Ix. Iy. 2IxSz. 2IySz、 Z軸方向は Iz. 2IzSzのベクトル和で表される。 この

NMR  プログラムを用いると磁化移動の様子等がリアルタイムで見られるため、

の学習にも有効であると考えられる。

{積算回数
{F 1側ポイント数
{rf磁場の強度
{90・パルス幅
{位相回し

DQF COSY(Real) 

$ti皿es = 4 
$todat = 128 
$rf = 100k 
$t1 = 2.5u 
$p1 = x; 
$p2 = x; 
$p3 = x y -y -x; 
$p4 = x -y y -x; 
$v0 = Ou. l/frequ 

{ポイント数
{観測範囲 (Hz)

point=512 
frequ=2000 

{スピンの数

{I核 1の化学シフト (Hz)
{l核 2の化学シフト (Hz)
{l核 3の化学シフト (Hz)
{ 1核 1.2の結合定数 (Hz
{l核 1.3の結合定数 (Hz
{I核 2.3の結合定数 (Hz

ns=3 

11= 300 
12=-200 
13= 500 
J12= 10 
J13= 5 
J23= 10 

init 
pulse(tl; pl. Og) 
delay(vO) 
pulse(tl; p2. og) 
pulse(t1; p3. og) 
accu皿(p4. ob) 

relax 

データファイル図 l

パルスシーケンスファイル図 2
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2.3-ジヒドロキシ安息香酸の DQFCOSYス ペ ク ト ル
(左:実測、 右:シミュレーション)
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Development of a Versatile Spin Simulation Program 2 

Shin Fujita SHIMADZU CORPORATION 

Some modifications to a Spin Simulation Progtam originally developed by 

the same author was accomplished so that various kinds of 20，3D spectrum sim-

ulations can be done with ease. 

This program literally simulate the real situation of pulse NMR experim巴n-

ts. It traces changes in spin density田atrixstep by step in sequences. It 

also reproduces NMR results in each scan and block of experiments. Strong cou-

pling effects are taken into account and genuine spectra can be obtained. 

1. はじめに

第 29同 NMR討論会において、我々は、スピン系の密度行列の変化のようすを商終

に計認し、その内容を表示するプログラムを発表した[1 ]。手密度行列の中身を商擦に

調べることができるため、これを用いてマルチ・パルス NMRi:去の動作をF理解する手助

けとすることカfできた。

反面、 a度行列そのものを出力とするため、 2次元以上の多次元 NMRのスペクトル

そのもののシミュレーシヨンを行なうには不向きな点があった。プログラムは密度行列

そのものを計算しているのであるから、原理的には任意のパルスシーケンスをシミュレ

ーションできるはずである(スピン系の情報として化学シフトとスピン結合定数のみを

与えているので、勿論、 NOE毒事の緩和機構に基づいたシーケンスはシミュレーション

できない)。そこで、今回我々は、前回発表したプログラムをベースとして、これを多

次元 NMRスペクトルのシミュレーションができるように変更を胞した。

討論会会場では、このプログラムで得られたシミュレーション・スペクトルと実験で

得られたスベクトルの比較、スベクトル・シミュレーションを行なうことによって得ら

れる知見などについて議論していきたい。

NMRスペクトル、シミュレーション、パルスシーケンス、多次元 NMR

ふじた しん
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2.計算原理

対象スピン系の情報として、各スピンの化学シフト偶およびスピン聞の結合定数を入

力する。これらの情報は入力ファイルに一定の書式で記述されている。スピン系の情報

が入力されるとプログラムはまず、スピンハミルトニアン行列を計算し、悶有{画、固有

状態の計算を行なう。この計算には QR法[2 ]が用いられており、スピン結合の強結

合の効果(フリップフロップ項による効果)も正確に取り扱われている。

悶 lに例としてアリルグリシジルエーテルの 1H、 1パルススペクトルを示した。ア

リルグリシジルエーテルは図1. (a) の構造を持っており、各々のプロトンの化学シ

フト備およびスピン結合定数は表 1のようになっている。これらの値は、 GE社製 Q E

-Plus NMRスペクトメータ(1 H共鳴周波数 300MHz)で実測したスベク

トルから得られたものである。これらの値を用いて得られたシミュレーション・スベク

トルを図1. (b)に示す。ここで 4番、 5番プロトンのスペクトルに注目すると、こ

こでは 2つのプロトンの化学シフトの葉、 10.6Hz、に比べてこれらの聞のスピン

結合筒、 13.0Hz、が大きく、強結合の効巣が現れることが期待される。実際この

部分を拡大してみると図1. (c)左側に示すスベクトルが得られている。このスベク

トルは実験で得られたスベクトルパターンを忠実に再現でしていることが確認された。

ここで、プログラムにパルスシーケンス(独立したパルスシーケンス・ファイルにシ

ーケンスデータがある)ならびにスベクトルl隔、データサイズ、積算回数等の必要デー

タを入力する。シ h ケンスヂータには的相サイク 1)ングのヂータも入れておぐこどがで

ち心。プログラムはごれらの入力データに基づいて、実際の NMR実験を忠実に再現し

ていく。つまり、パルスシーケンスの各ステップ毎にスピン系の容度行列の変化を計算

していき、最後に NMR信号を計算してデータの積算を行なうのである。フェーズサイ

クリンクーがある場合も 1スキャン毎に計算し、これを積算していぐ。このため、フェー

ズサイクリングを指定回数行なわずに、途中で積算を打ち切った場合にはどのようなア

ーチファクトが出るのかなどをシミュレーシヨンすることも可能である(それが何の役

に立つのかは知らないが) 0 2次元以上の多次元 NMRをシミュレーションするときに

は、実際の実験のときと同じように、 t1等を変えて別々のデータブロックに計算デー

タを出力し、実際の場合と同様にデータ処理をしてスペクトルを得るという手続きをと

る。(但し、データ採取方向一 2次元のときには t2、ω2方向ーに関しては、フーリ

エ変検されたデータが出力される。つまり、 1次元の渇合には FIDではな〈、スベク

トルがプログラム出力となる)

このように実験を行なうときのステップを忠実に再現しているため、計算賢が多〈な

るという難点があるが、その反面、様々な実験内容をシミュレーションできるという柔

軟性に慣れている。

3. 2次元スペクトルの例

多次元スペクトルのシミュレーシヨン例を示すために、想像 kのAMXスピン系に対

して DQF-COSYの実験をしたときのスベクトル・シミュレーションを計算した。
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表 1

# chemical shif乞sand coupling constatnta 
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# 1 2 3 4 6 

‘一 ーーーーーーーーーーーー ー ーーーーーーーーーーーーーーーーーー』ー ーーー

697.7 612.0 478.0 140.3 129.7 

#----四ー"ーーーーーーーー ー ーーーーーーーーーーーーーーーーー一一 ーーーー

17.3 10.4 6.5 6.5 

1.9 1.8 1.8 

1.4 1.4 

4 13.0 
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# 6 7 8 9 10 

#-ーーーーーーーーーーーーーー四ーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーー
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このAMXスピン系の 1パルス・スベクトルは図 2. (a)に示す通りである。スベク

トルまん中のスピンが左右両側のスピンと結合しており、左右両側のスピンは直援には

結合がない。

DQF-COSYのシミュレーション・スベクトルを同 2. (b)に示す。このスベ

クトルはフェーズセンシティブ、 hypercomplexモードで計算したものであ

り、スペクトル幅は図に示すように ::!:250Hz、データサイスは 5 1 2 x 5 1 2で、

t 1方向に 1回ゼロフィリングしである。最終スベクトルを得るために必要なデータ処

瑚は GE社、 Omega・データステーシヨンを用いて行なった。

NMR討論会会場では、いろいろなスベクトルについてのシミュレーション結巣を発

表し、その有効性について探っていきたい。

4. 今後の展開

多次元 NMRにおけるスペクトル・シミュレーションは今までのところあまり熱心に

行なわれていないようである。このため、シミュレーシヨンがどのような応用に対して

有効であるのか、はっきりした知見は得られていないというのが現状のようである。し

かし、多次元スペクトルパターンに現われる強結合効果の影響を調べたり、スベクトロ

メータの不具合 (RFパルスの大きさやフェーズがずれている)によって生じるアーチ

ファクトを同定するなど、シミュレーションを役立てることができる分野はいろいろと

出てきそうである。

[ 1 ]藤田、寺下、増田:第 29回NMR討論回講演要旨築、 p31・34(1990)京都

[ 2 )戸川 隼人:マトリクスの数値計算(オーム社)、 p159、p184
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Pll 
lH/13C-NMRスペクトルデータベースによる検策同定システムの

開発 ・実用化の検討(3 ) 

(目立計割・目立那珂・)橋本正雄，。佐久間晃子，問中保子，

笹灘仁・

A Co・puter-AssistedStructure Elucidation Syste・by'H/"C-NHR Spectral Data Base (H1) 

- Probleas and Counteraeasures in Practical Applications 

Hasao S.Hashi.oto， Akiko Saku.a， Yasuko Tanaka (Hitachi Instru・entEncineerin， Co.Ltd.) 

Hitoshi Sasabuchi (Hitachi Ltd.) 

A coaputer-assisted structure elucidation syste.， which has been developed and revised several ti.es 
since 1986， is now on the stace of practical usace. The latest eddition was introduced briefly and 
after that， proble.s and counter・easuresin pract1cal app11cat1ons were discussed，・specially1n recard 

to the d1fference of data acquisition syst・.and to the existence of ciant peako in the opectra. 

I 1 はじめに

有機化合物の同定を目的としたスペクトルのコンピュータによる検察システムの

開発研究は新しいテーマとはいえないが、 パーソナルコンピュータの発嵐とラボラ

ト リーオ}トメ}ション化の機遣とあいまって研究が続行されている.このような

シス テムは入力された未知化合物のスペクトルとデータベ}ス申の参照化合物のス

ペクトルを比較し、両者の類似の度合い(合致度と定義)を数値イじすることを基本

としていて、質 量分析・赤外吸収・ 1C P発光分析の分野では実用化されている。

NMRの分野では(特に高分解飽の測定装置の揖合)、データベースに頼ること

なく同定が可飽な場合が多いことからこのような検察同定システムで実用化されて

いるものは少ない.しかし、 NMRを専門としない分析者が未知化合物の NMRス

ペク トルを測定して同定解析をする場合には、スペクトルデータ集から類似あるい

は 合致したもの を目視で遇択せざるを得ず、それに必要な時聞は美大なものになる.

また、 NMRの専門家にとってもヂータベースを検察して煩似した化合物を選択す

るこ と が で き る機鈎をもった測定装置の方が良いことは雷うまでもない.

筆者 らは 数年来、有機化合物の lHーおよび 13C-NMRスペクトルのパーソナ

ルコンピュータによる検嫌同定システムの開発研究に取り組んでおり、システムプ

ログラムと NMR測定装置との結合の標織化の 問題 を一 部残 すの みで ほぼ 実用 化し

ようとしている.本事置では実用化の過程で遭遇した幾つかの問題点とその対策につ

い て述べる.

I 2 本システムの概要

本システムでは、図 1に示すように NMR測定装置より取り込んだスペクトルを

パソコンに送信し、ピ}ク検知する. 13 Cの場合、値(各ピークのシフト値ー強度)

キーワード: データベース， NMRスペクトル，パターン..

はしもと まきお，さくま あきこ，たなか やすこ，ささぶち ひとし
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がそのままデータベースとなるが、 lHの場合は各ピークの主 11P P皿以内に何本の

ピークが存在するかということにより、多 重度をもった一つのグループ(パタ}ン

イじされたピークの瀞)に属すると考え、さらにそのグループ内で最大最強のピ}ク

の相対強度を図段階静偏してパターンイじしたものをデータベ}スとする(図 2) • 

データペースは文献やデータ集のスペクト ルチャートからヂジタイザにより取り込

んだデータからも構築される.

帥 ... ・ゅ1';喝加舗刷.，剛d.凶“が耐Iyallht

冊ultip句"“・・・・・削剛山・1p.，.，.，.脂刊ん尉姐町

嘩!国

，.)巴轟....剛..lp<oIO問 NMRIF時同旬。

.，.lopoY・tc.

国l
号戸ータ a‘

園 Z

Patlcrning procedure ror prOlon NMR spectra. . ，寸〆‘.C ート、1 MF司，""'，吋~~フト、 J_ I曹司m:乞，;<雪.....

園 a
f 

掛1p出 。乱回TER01.
関4 合敏鹿の11.式

、由昭.='0.棺}

1.7' R{P.γ)=_tR;; X(附 )X日州 1.嵩}

一"・Ru詔 RjjXR.o 

Rll=【I/(1WI-WjlX f・+1)J 

X (1/(1 I1-I jl X f， + 1)J 

R~ = 1/ (J 1 1-1 j 1 X f. + 1) 

1.j : 短腫..III-IjlがApp・以内申ピーク対

tαlPY: PRE耳目礼 HlniH.αlPY臨Y5 EHDIH!町:円程SS2百四 mt刷 )1

M:  (l.j)の対由敵

r 強鹿町鼠(Ii， IJ)に関する相関係数未知化合物と参照化合物のスペクトルの

比較はパターンイじされたピーク君事の比較を

通じて行う(図 3)が、土 t:.p p.以内で

一敬している二つのピーク(またはピ}ク君事)の化学シフトの差 Ir Iの大きさに応

じ た因子を合数皮 算出の計算式(図 4)に取り入れてある。これにより顛似の度合

f'は実験崎県定まるパラ :J.-ータ

いが『完全に一敬している』から『何%位で類似している』までが連続的になり、

r類似している、いない』という人聞の曝 昧な感覚に近づいたものとなる. 1 Hの

場合 はさらに多重度一強度パターンの差に 応じた因子も合致皮算出の針算式に取り

入れられており、調車線の豊島や測定機種聞の楚がある勘合でも類似したスペクトルの

検察が可飽である.

本検索開定システムは櫛分構造および全体構造に着目した二通りの検索同定を行

うことができる.まず郎分構造の顛似したもので検 9隠し、候補が多数の揖合は全体
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構造の類似した絞るようにしである.これにより、ノイズ化合物を排除することが

できる.部分構造での検察同定ができること に よ り 、 13Cの場合は混合物の成分間

定 が容易にで きる.

本検察同定システムは分析者傭人により編集 さ れ た ス ペ ク ト ル デ } タ ペ ー ス の 検

察同定を目的としてい 9ので、 2 ドライブ方式のフロッピディスタを使用するとし

て最大 5000 件種皮のスペクトルを収容することを考えている. BASICインタプリ

タを用いて本シ ステ ムの 検紫 同定 プロ グラムを RむNさせたときの検察速度はスペク

トルのピーク本数による重量があるが、 16 ピットの機種を用いた鋤合、参照化合物

100 件あたり lHで 2分、 13Cで 4分程度である.プログラムの改良により若干向

上させることはできるが、オーダ的にこれが改善されることはないと考えられる.

インタープリタの代わりにコンパイラを使用すると、約 1/3に時間短縮がなされ

るので十分実用に耐える.ハードディスクを使用すれば、さらに短縮できることは

いうまでもない.

プログラムは BASICで作成しているのでファイル操作やグラフイッタ関係の命令

の若干の書き換えにより異機種聞でも互換伎が 十 分 あ る . 筆 者 ら は 例 と し て 臼 立

B 1日系統から NEC PC・98 系統パソコンに変換し問題がないことを確偲している.

しか し 、 測 定 装置はメーカにより大きく異なるので、 RS-232C通信によるデータ取

り込みを採用したが、測定装置からどのようなデータフ芳一マットで送られるかに

よって個別対応のデータ変換サブルーチンを余分に添付する必要がある.

I 3 実用化の検討

①ヂジタイ ザと NMR測定装置聞のスペクトルデータ点数の差による不盤合

本システムは文献やデータ集のチヤ『トから目視あるいはデジタイザを用いて得

たスペクトルからもデータベースを構築できるように般計してある.しかし、デジ

タイザと NMR測定装置のデ}タ点数は大きく異なあので、検出されたピーク君事の

集会パターンの整合伎は一般には良くない(図 5) 

この問題は、 NMR測定装置からのスペクトル

が S/Nの履い条件で測定された時には特に重大

で実 用 化 に 向 けて克服すべき条件の一つである.

ピ}ク検知方式や合致度計算式中の緒パ ラメー

タに関する種々の実験の結果、測定装置 からの

データに対して ( 1 )， (1) の デ ー タ 処 理が有効

であることがわかった.

(1 )ピーク検 知 の 際 の ピ } ク 位 置 と 共 にその

両側の谷位置を検出して裾帽を求め、こ れ が

app皿以下のも の は ノ イ ズ と 見 な し て 婚 てる.

こうして例えば 4k 点のデータより検出 される

ピ}ク数は、約 100 本 と な る .

(1) (1) で得られたピ}ク瀞に対し、隣り
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合ったピーク聞の..が bpp.以内に存在する費量つかのピ}タ欝に分け、その中で

最 大 強 度 の ピ ークのみを選択する.こうして上視の 100本のピークは約 40:l与に

繍約され、ヂジタイザで得られたピーク歎に匹敵するものになる(図 6). a， b 

は測定装置の分解飽(データ点数)により決定されるが、 60KHzの裁量では大体

0.01 および 0.03pp. であった.デジタイザにより作成した約 100積のステロイ

ド化合物のデ}タベースに対して測定装置からの実例スペクトルのパターンを検索

同定した結果を闘 7に示す.

図 8に G-strophathin の lH-スペクト

ル概 念 図 を 示 す. OH のピーク強度が他と

比べて銭訴に大さいため、これを 1とした

栂合の他のピークの相対強度はいずれも

1/4以下になり.図 8のアルゴリズムを用

いると類似した骨格を持つ他の cardiac

Glycosides のスペクトルに対比しうる類

似性を有する(拡 大図よりわかる)のに検

出 されてこないこ と に な る . こ れ を 改 善 す

る ために着目する ス ペ ク ト ル 領 域 の 平 均 強

度よりも c倍大きなピークが存在する場合、

この強度を d傍繍小してパターン化する手

訟を検討した.巨大ピークを挟む 2点を指 1 6.1 _ __&~ _~.!_ . .~.2 a.s 2.. 2.1 L4 
， 1.内町耐冒持田時四・it"21 8ID~，)? 

t '"'ベロ
描拍されたピーク務

国 6 ピークの締約法

③巨大ピーク の存在による合致度低下の問題
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定すると、その 2点聞の強度をすべて d傍

にするようなサプルーチンプログラムを追加した.関 7の OH領械を 0.5倍した

図 9になると他領域の相対強度分布が有意事ーになりはじめ、翼民似性をもつものとし

て 検索されるよ う に な る . パ ラ メ ー タ eの選択に応じてパラメータ dが自動的に選

択 で き る ア ル ゴリズムにしてあるが、。の舗が縫っから本手訟を機能させるべきか

はさらに実臓をした上で決定したい.
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P12 

LANを用いた NMRデ ー タ 管 理 お よびオンライン処母システムの開発

(三共分析代謝研) 0皆川勝弘・矢島美由紀・春山英幸・桑野晴光

(岡活性物質研) 成 戸 俊 二

( I司研究企画部) 土回秋雄

The develop皿ent of NMR data book-keeping and desktop data processing system 

(SANKYO Co.， Ltd. Analytical 量 Metabolic Research， New lead Research Laboratories' and 

Research Planning Department定ふ)

Katsuhiro Minagawa， Miyuki Yajima， Hideyuki Haruyama， Harumitsu Kuwano， 

Syunji Naruto'， Akio Tsuchida定五

With the increasing capabilities of NMR spectroscopy as an analytical 闘ethod in a wide 

range of pharmaceutical chemistry， the number of sa岡ples which had to be examined by NMR 

began to rise dramatically in recent years. The requi rement to cope wi th this si tuation 

forces us to innovate our routine NHR service system. Among issues undertaken， this 

report describes the development for the system which enables user friendly des量top NMR 

data processing and NMR data book幽 keeping using local area network. 

緒言

NMRは化学における有力な分析手段の一つである。特に有働合成化学者や天然物化学者にとって

反応生成物の確認法としての重要性は極めて高い。当社研究所においても、本システム施行前から測

定依頼業務を主体と し て 、 月 に 最 高 700件程の lD-NMRの測定が行われ、現在も全体として増

加傾向にある.しかし一般的に NMRの測定は積算時 間 に 対 し て デ ー タ 処 理 に 要 す る 時 間 の 方 が 長 く 、

NMR装置のコンビュー揮を用いて大震のサンプルの処理を行うには限界があった.

エのような問題 の解決と多量のデ-~置を有効に活用するには、効率的なデータ処理環境と特許対策

を考慮したデ-o1管理体制が必要と考えた。またこれらの内容は定型的であり、多くの商事分において

自動化及び省力化 が可能である.そとで研究所構内 LA Nを利用して管理用のコンビューイ置を設定し

そこにデ-o1を集積し、化学系の研究者が自分の研究室でデー担処理が行える環境を構鎖した.これ

により今まで各装置Eに分散していたデー揮を糸統的に整理し保存でき、かつ装置付属のコンピュ-o1

よ り大型の記憶装置に保存できるため長期にわたる 保存が可能となった。

また測定依頼のデ-o1については従来オベレー慣 がデータ処理をし、スベクトルチャートとして返

却していたが、本システム稼働後は原則として依頼者にデータ処現を委ねることにした.

NMR・コンビュータ・ネットワーク

0みながわかっひろ・やじまみゆき・はるやまひでゆき・くわのはるみつ

なるとしゅんじ・っちだあきお
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トワーク全体から主に本システムに関する部分を抜粋した。ネッ



実験

GX270 (測図 lに示すようにオートサンプルチェンジヤを装備した JE 0 L 本システムは、

AMX360(共に一般開放)の 3台のスベB R U K E R EX270， 定依額業務用)と JE 0 L 

3 9 0 0をクトロメーターと、データ集積，管理用のミニコンピュータ DECMicroVAX

E t h e r n e tで接続し構成されている.また解 析周の NMR装置や 2D-NMRの処理サイトと

して sun，DEC Station 等の UN 1 Xワークステーシヨンも緩続されている.各 CPU聞の通信プロ

AMX360， をDECnet EX270， MicroVAX問にはトコルは、 GX270，

を用いている.聞には TCP/IPEWS  MicroVAX， 

グ ラ フ イ ッ ク 端 末 エ ミ ュシステムを利用 するための端末は主に一般のパーソナルコンビュータで、

レ--51ソフトを使用している.さらに高解像度の X-~ ーミナルやワークステーションからリモート

ページプリン膏ログインするととによっても利用可能である。処理結果の出カ先は、 XY プロッ~，

等がネットワーク上 にあり任意の場所に出力する事ができる。

NMRADM，データ処本システムのソフトウェアは、図 Zに示すように データ管理プログラム

C， FORTRAN， そ の他ユーティリティープログラムから機成され、理プログラム MU PS

DCLで記述されて い る .

NMRADMは 、装置で発生したデータをホストコ ンビュータに転送し.管理ファイルにより一定

期間保存するものである.まず転送プログラムによ って NMR装置から転送されてきたデ-~置を測定

内容別に分別し、管理ファイルを更新する。磁気デ ィスク容量に限りがあることから、定期的に古い

デ-~から光磁気ディスヲに退避する働能を備えている.また必要に応じて随意取り出す事も可能と

している.さらに測定依頼業湯舟のものは、依頼サンプルの受付，依願情報の表示・検索，受付内容

を基』こした測定周のメニューファイル(測定条件を 書き込んだパラメータファイル)の生成，集計織

能などを備えている.

巴
MUPS  

。依頼者ごとの測定の

直行状出回表示

。出力先の指定

。NMRlへの

インタ白フェース

KicroVAX 3900 

掴定データ

Rnnnnn.GXD 

Rnnnnn.GXP 

NMRADM 

受付ノート

NOTEx.OAT 

。依頼棋軒を置付

ノートヘ畳輔

。掴定条件ファイル

を生障し.GX270 

へ伝送

。怯捌情績の照会

集計管理

金氏個者情報

LANUSER. DAT 

。樹定データを

GX270から転送し

置付ノートを更新

システムプログラム概念図
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一方 MUPSは、実際のスペクトル処理パッケージである米国 NMRiの一次元 NMR処理ソフト

ウェア rN M R 1 J へのインターフェイスプログラムで 、 依 頼 サ ン プ ル の 問 合 せ ， ユ ー ザ の デ ー タ 検

自属，異機種デー揮を共通フォーマットにするコンパーター， プリン担・プロツ賓のアサイン等 LAN

環境で効率よく使うためのユーザインターフェイス機能を持っている.ユーザである有繍化学者は自

分で依頒もしくは測定したデ-~が、 ど この ディ スクにどのようなフォーマットで存在するかを意繊

することなく、希望のデー揖にアクセスできる o N M R I によるデ-~処理はプロセスコントロール

機能を用いて半自動化されており、また異織種デ-~も共通に扱えるためユーザの負担は大幅に嵯減

されている.
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厳重回数
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9目 12日 15BloJ..t 

1990匁6月 直田

1991 与6月

図 3-1 スペクトル入手可能までの日数 図 3-2 オペレータの作業内容の変化

結果及び考祭

このシステムを使用することによって、今までほとんど l回しか利用されていなかったヂー揮を何

度も参照したり、 ウインドウ処理によって必要な情報を強調するなど通常の処理では不明だった点が

解明されたりして、 測定 済み のデ ー賓 がよ り有 効に活用されるようになった。

図 3- 1に示すように測定依劇業務については本 シ ス テ ム を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 測 定 を 依 願 し

てからチャートが入手できるまでに 3日程度かかっていたものが、依傾日当日か翌朝にはスペクトル

を見 る こ と が で きるようになった.また図 3 - 2に示すようにオベレー膏の負姐も経滅され、サーピ

ス 向 上 や 別 の 業 務に携われるようになった.

研究者自身が測定するデ-~も処理を本システムで行うことによって、 開放利用装置の占有時間を

最小とし、 l臼に 50件以上の測定を行え利用効事を向上させる事ができた.
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P13 
分析 研 究 室 に お け る N M R の包括的役割

アップジョン ファーマシ品ウテイカルズ ザ ミ テ ッ ド

O 青 木俊規美， 広瀬千恵子， 石 川 流 小形捻 西村俊秀，

堀川力三， 檎山行雄

Tbe co・prebensive role of HMR in tbc analytical laboratory 

Upjobn Pbar.accuticals Li・it e d 

Lム~. C.Birose. S.lsbika'ra. M.Ogata. T.Hisbi.ura. R.Borika'ra. Y.Biya・a

HMR spectroscopy bas been indispensable for an analytical laboratory. 

Tbe practical utility of HIoIR in our laboratory is presented in a series 

of analyses and identification studics. First. HIoIR spectroscopy is 

used as a screen!ng ・ethod of bulk drugs and for.ulations. Tbe ・ai n 

utility is identification of ・inor co・poncnts in thc products. This ti・e
a pbotodegradation product of Pro・cdorol is reported as an interesting 

e x a・ple. And next. the UV response factors of I1PLC .inor cOllponents can 

be deter・ined by help of integral values of lIlHIoIR. Varied valuable 

infor・ation fro・si・p1 e・easure・ents of HIoIR is obtained in cOllbination 

'rith otber analytlcal ・otbods on consideratlon of the charactcr of NMR. 

し はじめに

N M R測定は， 検出感度も飛躍的に向上し， 多 次 元 NM R. 多核種 NM R等の開発

により， 新 たな 領域を広げつつある. ここ では実際的に薬の開発に向けて行なわれ

る一連の開発研究; 薬 物 と し て の 有 機 化 合物のキャラクタリゼーシ B ンや{砲の化合

物との穏互作用， また分離された不純物や

CHZ司 O-CO(CHz)e-CO-N (CH3)( CHz)ZS03N. 

c・0

分解 物の同定・分析などにおいて， 向上した

量産置の特性を生 かした簡単な方法で. N M R 

を効率的かつ有効に使用している例を示す.

具 体的に， 当社開発中のステロイド化合物で

あるプロメドロ‘ールの分析を例として説明を

行なう.

日o ~、 J也，OH

rP、+"""γ'

e羽3

Pro・edrol

キーワード:スタリーユング， 物質の同定， 相対ピーク強度比

0 あおきゆきみ， ひろせちえこ， いしかわしげる， おがたみのる，

にしむらとしひで， ほりかわりきぞう， ひやまゆきお
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2. 実厳及び結果

義置: ここに示す一連の実験は全て Bruker AMSOO にて 's/川 C dual probe を用

いて行な勺 た .

2 - 1. ス クリーニングのための N M R sW定

薬物原体及び製剤j中の不純物のスクリーニングの手段として I H N M R を用いること

がで き る . スベクトル上の微小信号により， 不純物・分解物及び残留溶媒の有線と

大まかな置の情 報が得られる NM Rを用いる利点として， 試料に手を加えないた

め環境からの混入物が少ないこと， H P L Cによる分析の際， u v検出器で見過ご

しやすいものも検出できること， またシグナルの帰属が決定しているものについて

であれば， 迅 速に測定及び解析をすることが 可 能 で あ る こ と が あ げ ら れ る . 現在の

高ダイナミッタレン ジ を も っ 設 置 で は ， 約 o. 1 ・01%までは十分検出できる.

2 - 2. 分 隠された分解物の同定

主な不純物・分解 物 を 同 定 す る こ と は ， 薬物の開発には非常に震妥である. 当 研 究

室でも， オ ーソドックスに H P L Cにより分離した不純物・分解物をマススベクト

ルと共に N M R を用いて同定を行なっている. ここでは， 分取により得られたプロ

メド ロ ー ル の 光分解物について同定を行なった結果について述べる.

まず， 'H及びげ C N M Rの ス ベ デ ト ル を dI'J 定し， プロメドロールのスベクトルと

比較を行なったところ (f!g.l)， 仰l鎖部 分 に は 全 く 変 化 が な く ， ステロイド環の

シグ ナ ル に 大 きな違いがあることが分かった. 違いは環全体に及んでいるが， 特に

A環と Bllが大きく変化していた. また， こ の光 分解 物は プロ トン 及び カー ボン の

数は， プロメドロールと同ーであった. 次に， C 0 S Y スベクトルを測定したとこ

ろ， 光分解物では 4 - C H と恩われた O 6 . 6 7 pp・のシグナルと 6 - C H のシグナ

ルの聞には相関ピーヲが見られなかった. さらに詳しくこのスベクトルを解析して

いくと， A 環と B 環の上下， 例えば B 環 では 9 - C H はプロメドロールと比べて低

磁場へ， 6 - C Hは高磁場へと言うように変化が逆である. また， この光分解物の

マススベクトル(F A s )の結果は， M/Z=674でプロメドロールと同ーであ

ったが， フラグメントには相違があった.

そこで， 予想される構造式を右図に示す.

こ の構造を確認するために N 0 E S Y 

スベクトルを測定した. この N 0 E S Y 

ス ベ ク ト ル に より 4 - C H の シグナル

(o7.33pp.) と 1 9 ー C H 3の

シグナル(o 1 . 1 9 pp・)の聞に相関

ピークカえ また 1 - C H の シ グ ナ ル
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( O 6 . 6 7 pp・〉と 1 1 - C H の シ グ ナ ル(O 4 .4 8 pp・〉の閲に相関1::""-クが見

られることにより， この 構造 が強 〈示 唆された. この興味深い構造は， 反応経路は

明確でないものの 3 0 年 以 上 前 に 既 に 提案されている(1 ) 

2 - 3. N M R と H P L Cを用いた相対ピー ク強 度比 の決 定

薬物の不純物・分解物を H P L C により分析する際， これらの不純物・分解物の相

対ピーク強度比 を求めて分析を行なう方法 がある. この方法によれは 個々の緩品

を用いることな く簡便かっ再現的に不純物 ・分解物の混在盤を評価することができ

る. 通常， 相対ピーク強度比は主薬を l とし， 各 不純 物の 温度 とク ロマ トグ ラム の

ピーク面積との一次関数の領事を用いて算 出される. ここでは， 主薬あるいは， す

でに相対ピーヲ強度比の判明している物質 を内部滋椴として用い， 1 H N M R の積分

値によりモル比 を計算した後， H P L C に より分析し， このピーク面積とモル比よ

り栢対ピーク強度比を算出することを考えた. 試料として， 熱分解物であるこつの

エ ノ ー ル 7 ルデヒド〈シス体とトランス体〉について， プ ロ メ ド ロ ー ル 1<: ~1 する紹

対ピーク強度比を求めた.

OHC、...oH
HO. _、且

~シ......ヤ， "'y/ 

H円
v・・3

Ho._ ..-Cno 
HO. ~且

~刊/"'y/

""'"、〆世¥ノ

C~ 

Trans-!or・ Cls-!or. 

The structure of two enol-aldehrdes 

内部標準としてはメチルプレドニゾロンを用いた. この物質の， 主裁であるプロメ

ドロールに対する相対ピーヲ強度比は 1 . 8 であることが分かっている 1H N M R 

を測定する既 積分位を正確に出すため， 測定範囲をできるだけ小さくし， 積算回

数を増やす， ゼロフィル lこより F 1 D デ ータを有効に使う， 待 ち 時 間 (relaxatlon

d e 1 a r) を長くとるなどの点に気を配った. 割分 fliを比較するシグナルについては，

できるだけ近接したピーク同士を用い， 測定する試料のシグナルと内様物質のシグ

ナルには他のシグナルが重ならないことを事前に確認した. ここで得られたメチル

プレドニゾロンと二つのエノールアルデヒドのモル比と， H P L C により得られた

ピ ー ク 面 積 比 により， エノールアルデヒドの相対ピーク強度比を算出したところ，

ど ちらも 2. 0で あ っ た .

また， 問様に N M R によりそル比を a~J 定する方法を用いて純度を求めることも可能

である. しかし， どちらの場合においても， 位相補正や積分の読み取りにより， あ

る程度の誤差が生じることは理解しておかな け れ ば な ら な い .

qa 
co 

'aa 



3. まとめ

N M R の特性を考え， 他 の 分 析 機 器 と 組 み 合わせることにより物質の同定のみなら

ず， 簡単な測定で多〈の分析に役立てることができる.

The photodecradatlon produet 

'.0 ，.， '.0 '.S 1.0 5.' 5.' '.5 1.0 ~.S l.O Z.S 2・L.S 1.0 ." 
S 0.0 

i:在感i

jjiibj: 

Plg.l Tbe 'UIIIoIR spectra of Pro・edrol and tbe pbotodegradation 

product 
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P14 
水溶液系の温度ジャンプNMRにおける

温度指標とジャンプ効率

0対す雅晴、内藤晶1、今成司2、赤坂一之

(京大・理、 1姫路工大・理、 2日本電子)

INTERNAL TEMPERATURE INDICATOR AND 丁目JUMP

EFFICIENCY IN T-JUMP NMR STUDIES OF AQUEOUS 

SYSTEMS 

M. Kimura， A. Naito1， M. Imanari 2， and K. Akasaka 
Faculty of Science， Kyoto University; 1 Faculty of Science， Himeji 
Institute of Technology; 2 Application Laboratory， JEOL， Ltd. 

As an intemal temperatu陪 indicatorthatcan ~ used both in conventional and temperョture-jump
NMR measu陪 mentsof aqueous systems， we have investigated the possibility of using chemical 
shift of the water (HDO)問sonance.Empirical equations陪latingthe chemical shift of water to 
the temperatu陪 ofthe sample solution we陪 obtainedfor pure water and for water containing ions 
KCI， NaCI， and ino匂anicphosphate. A protein ri凶nucleaseA was found to give measurable 
effects on water chemical shift only when比isdissolved in mo陪的anmillimolar concentrations. 
Thee而ciencyoftemperature jump ofwater upon irradiation of 1.3 kW microwave at 2.45 GHz 
showed a dramatic increase when KCI or NaCI was dissolved in a∞ncentr訓onrange of 0.1-0.5 
M. 

1.はじめに

最近、マイクロ波を使った高速温度ジャンプNMR法が開発された。 (L5，L19 
参照)この新しい方法を水溶液系に適用する場合、まず試料の温度をいかに迅速に測定

できるかが問題になる。温度ジャンプの効率は試料ご‘とに異なると考えられるので、測

定試料に内在する温度指標を用いるごとが望まれる。我々はごの温度指標として水の化

学シフトを利用することを考えた。また、温度ジャンプのみならず通常の平衡系で・のN

MR測定においても、水溶液系での測定が増えており、水の化学シフトを試料の温度指

標として確立することは有用であると考えられる。そのために平衡系での純水の化学シ

フトの温度変化を測定すると共に、それが塩涯度やPH、タンパク質濃度によってどのよ

うな彰響を受けるかを調べ、様々な条件下での温度指標を作成した。

次に、温度ジャンプNMR固有の問題として、いかに短い時間で必要な温度ジャンプ

を実現するかということがある。充分短い時間でマイクロ波(2.45GHz)照射により 15 
一一一一一一一一ー一一ーーーーーー--・---司・ーー・ーーーーー・ーーーー・ーー・・・・・・・ーー司ー・ーーーーーー一一一一一一一 一ー・ーー・・・ーーーーーーー---・ーーーーー・ーーー・・ーーーー

Telperature-jumpNMR， 温尉旨標，

きむらまさはる、ないとうあきら、いまなりまもる、あかきかかずゆき

zu 
k
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。C程度の温度上昇を実現できる最適の条件を捜すために、様々な条件下で温度ジャ

ンプの実験を行い、その温度上昇効率を先の温度す旨標を利用して評価した。

2.温度指標としての水の化学シフト

2-1 純粋な水 (99.9%D20，0.03凶 TSP，pH7. 75 )の温度(.C)に対する化学シフト値

(p pm)の変化を図1に示す。 lH-NMRの測定は以下の実験すべてにおいて、

日本電子製GX-400パルスFT-NMR分光器を用いて行った。また、設定温

度については、予め熱電対を用いて温度可変装置の校正を行った。 30.C以下ある

いは70・C以上では顕著に直線性が失われ、温度に関する 2次式でよくフィットす

ることができた。

( C h e m i c a 1 S h i f t (pplI)) = K 0 + K 1 * T ("C) + K 2 * T (.C) 2、

KO=5.074， K1=0.012， K2=1.92*10-s ( 1 ) 

ごの直線性の喪失は同じ化学シフト値の変化に対して、温度の変化量に違いがある

ことを示している。水の化学シフトに最も大きな影響を及ぼすのは水素結合の効果

であると考えられ、その温度依存性は水素結合の歪みや切断が主な原因であろうと

考えられている。

2-2 図2，図3はそれぞれ濃度の異なるKCl溶液、リン酸緩衝液中での水の化学シ

フト値を示したものである。 KCl溶液の方は濃度を上げるにつれて水の化学シフ

ト値が高磁場側へ移動しているが、リン酸緩衝液の場合は、ごれとは対照的に低磁

場側へ移動している。また、いずれも濃度を上げるほど、温度に対する傾きは緩や

かになる傾向にある。

各データを式(1 )でフィットしたときの各係数を調べてみると、少なくともそ

れらは0-3.0Mの範囲で溶質濃度にほぼ比例して変化するごとがわかった。例

えばpH6. 50のKCl溶液に対しては、式(1 )におげる各係数の渡度依存性

は、

五0=5.070ー 0.108*(Conc. ) 

Kl=一O.012+0.001 * (Conc. ) 

五2= {2. 0 7 -O. 3 0 * (C 0 n c. ) } * 1 O-s ( 2 ) 

で近似することができる。(濃度はmol/l，試料濃度や温度の誤差から土 O.
005ppm程度の誤差を含む)N aC 1やリン酸緩衝液についても同様の実験式

が得られた。

以上の結果を用いれば、純水及びKCl溶液やNaCl溶液、リン酸緩衝液の水

の化学シフトを温度指標として利用するごとができる。

2-3 D C 1添加による水の化学シフト値はDCl濃度O. 1M以上 (pH1以下)では

KClやNaClと同様の高磁場側へのシフトを示すが、濃度O. 1M以下 (pH1 

以上)においてはほとんどpHに依存しない。

2-4 タンパク質の1っとして、 RNaseAの、水の化学シフト値への影響を調べた。
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温度1MのRNaseAによる化学シフトの変化は、 I三Cl濃度1Mの場合の変化

と比べて約50倍である。しかし、通常のNMRの測定におけるタンパク質の濃度

(1 mM程度)では、純水に対する式(1 )を用いても、温度にしてO. 50C程度

の差にしかならない。ただし、化学シフト値の変化の方向はKClの場合とは逆の

向きである。すなわちタンパク質の濃度を上げるに連れて、水の化学シフトは低磁

場側へシフトする。

少なくとも、 RNaseAの場合、またその濃度が1mM以下の場合には、純水

またはイオン水に対する(1 )、 ( 2 )式を温度指標に用いてもその誤差はO.5 
OC以下である。

結論として、水溶液系のNMR測定の際、水の信号は内苛4量度指標として極めτ
有効であると思われる。予めイオン組成に対して検定曲線を作成しておくことによ

り、充分精度の良い温度指標とすることができる。

3.マイクロ波照射による温度ジャンプの効率

実験には、マグネトロン(1. 3 kW， 2. 45 GH z )をもっパルス型マイク

ロ波発生装置(東京電子製IDX-2502P)を用い、溶質を様々に変えてジャ

ンプ効率を測定した。マイクロ波照射の時間はすべてO. 3秒である。

マイクロ波照射による温度上昇(高周波加熱)は、誘電損失という現象を利用し

たもので・ある。被熱物体内で発生する単位体積あたりの熱量は、

P=5/9*f*ε" *E2*10-12 (W/cm3 ) ( 3 ) 

で与えられる。ここでfは周披数、 Eは高周浪電界である。 ε"は誘電損率である

が、これは希薄溶液におげるデパイ型の緩和を仮定した場合、誘電緩和時間Tと次

の関係にある。

ε" = ( e sー εi)ω L / (1 +ω2 L 2) (4) 

ここで‘ωは高周波電界の角周渡数、 ε5，εiはそれぞれ静電的誘電率と、無限に速

い応答をする誘電率の部分である。縄水の場合、 ε"の最大値は20GHz近辺に

あるため、 2.45GHzのマイクロ波を用いた場合の吸収効率は余りよくないと

予想される。イオンを含む水溶液の場合には、これ以外に高周波磁界によるイオン

電流が発熱の原因として加わると考えられ、加熱効率の上昇が期待される。

そこで、温度と昇効率に対するKCl及びNaClの濃度の効果を調べた。図4

にKCl濃度に対する温度ジャンプ幅.6.Tを示す。データはO. 1M KCl (p 

H 6. 80)の試料を250Cからジャンプさせた時の.6.Tによって規格化されてい

る。温度ジャンプ幅は特に0.......0. 5Mの範囲でイオン濃度に顕著に依存すること

がわかった。また、ジャンプする前の温度によって効率が多少異なることもわかっ

句，zu 
'
E
A
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た。これらのことは、他のNaCl溶液やリン酸バッファーでも見られた。

DCl添加によるpHの変化に対する混度上昇幅ムTの変化は、実用的なpH範

囲 (pH 1以上)ではほとんど見られず、 pH1以下ではKCl涜液なと‘と同様の

挙動を示した。

図5は、 O. l?vIK C 1溶波中のタンパク質の浪度に対するdTの依存性を示し

たものである。実用的な濃度範間(1 ---5 m 1'，，1)ではム Tのタンパク質;1'.皮依存性

は塩の効果程には大きくないが、多少効率を良くする方向へ働くことがわかった。

結論として、現行の装置において水溶液系の温度ジャンプを効率よく行うために

は、 KClまたはNa.Clの濃度をO. 1M以上出来るだけ濃く保つことが必要で、

ある。
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P14A 
Multiple-Quantum NMR Experiments for Studying 

Spin-3/2 and Spin-5/2 Quadrupolar Relaxation 

Chun-wa Chunga， Brian Wo<xib and Stephen Wimperisa.c 

aDepartment of C hemist，η， U niversity of Cωnbridge， United Kingdom 

ωd 

bsiomedical NMR Unit and cDepartment ofChemistry， 

University of Manchester， United Kingdom 

Novel sodium NMR imaging experiments出atutilize町iple叩lantumcoherence釘 e

demonstrated. Multiple-quantum coherences can only be excited for 23Na nuclei which are 

in the slow-motion relaxation limit (ωoτc ;<!: 1) and， as a result， the new experiments image 

only these nuclei and not those which are in the fast-motion limit (ωo'tc << 1). Unlike 

previously reported imaging techniques that achieve this discrimination， the present 

experiments are not simply multiple-quantum fil官ationexperiments: the phase-encoding 

gradients are applied directly to a state of triple叩lantumcoherence.百lemain advantage of 

佐ue位iple-quantumimaging over multiple-quantum filtration imaging of sodium is白鉱山e

effective strength of the phase‘encoding gradients is tripled and that， combined with the 

favourable relaxation properties of凶ple叩 lantumcoherence， this can lead to enhanced 

experimental performance. 

Multiple-quantum coherences of spin-5/2 nuclei in solution can be excited if血e

transverse or longitudinal relaxation is凶exponential.Filtration of出eNMR signal through 

a state of three-or five-quantum coherence greatly facilitates the study of spin-5/2 

quadrupolar relaxation in biological and macromolecular systems. The results of these 

multiple-quantum filtration experiments紅'eanalysed by directly fitting correlation times 

佃 dquadrupolar coupling constants to the experimentally observed spin-5/2凶lorentzian

lineshapes or汀iexponentialdecays. More complicated experimental techniques meas町e血e

simple exponential relaxation of four-and five-quantum coherences and provide an 

alternative and straightforward method of obtaining spin-5/2 motional parameters outside 

the ex官eme-narrowinglimit. lrreducible spherical tensor operators are used to describe 

both the spin-5/2 quadrupolar relaxation and the multiple-quantum NMR techniques. 

Results are drawn from 25Mg NMR of magnesium ions binding to a large protein (bovine 

albumin) in aquωus solution， although the experimental techniques and fi凶ngprl∞edures

訂eapplicable to other spin-5/2 nuclei， such as 170 and 27 Al. 
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P15 
オキシト シンの DM S 0中 における構造

0加藤敏代、藤原敏道、 猿波茂*、 永山国昭

〔日本電子・生体研、 *新技術事業団 ・ E R A T 0 

Solution Structure of Oxytocin in Dimethylsulfoxide 

Toshiyo Kato， Toshimichi Fujiwara，*Shigeru Endo and Kuniaki Nagayama 

Biometrology Lab.， JEOL Ltd.， * ERATO JRDC 

Two different ionized states of oxytocin were found by acid-base titration in dimethylsulfoxide 

(DMSO). There was a difference in spectral behaviors between the two states. A challge in the ste.te 

of protonation of the N terminal amino group was responsible for large lowfield shifts in the N 
α 

terminal amino proton， Cys-l H-and Tyr-2 NH resonances from a basic to an acid extreme. Full 

assignments of proton and carbon-13 resonances for the two extreme states were reported. The dis-

agreement of assignment and the controversial spectral variation observed in many previous reports 

for oxytocin in DMSO were settled. Comparing NMR parameters such as the chemical shifts， tempera-

ture dependence of a四ideprotons and J couplings， a change in backbone conformation of the cyclic 

rr旧ietyassociated with the protonation is suggested. To confirm this tentative conclusion， confor-
mations of the two states are investigate.d with the. distance geometry calculation on the basis of 

the relaxation matrix analysis. 

1 .概 観

オキシトシン(Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2) は こ れ ま で NMRに

よ り最も多く研究 されてきたホルモンペプチドのひとつである。 オキシトシンは

水中ではフレキシブルであるが、 DMSO中では制限された構造をもっと考えられてい

る。 DMSO中でのプ ロ ト ン お よ び カ ー ボ ン の帰属に関する過去の報文を比較すると、

無視できないケミカルシフトの不一致が認められる。 これは試料中の不純物による

ことが示唆されていたが(1)、その原因については明らかにされていなかった。 我

々は オ キ シ ト シ ンの DMSO溶液中に酸あるいは塩基を添加して、 プロトンケミカルシ

フトの変化を追い、 N末解離に伴う 2つの極限状態を得た (Figurel)。 この結

果から前述のケミカルシフトの不一致は不純物として含まれる境基〔おそらく酢厳

塩〉によるものと考えている。 2つの極限状態をそれぞれ oxytoc i n 1 (N末が脱

プロトン型〕および oxytocin II(N末が塩酸塩 型 ) と し 、 ! と 11についてプロトンと

カー ボン の全 帰属を行った。 両者の NMll.パラメ- 9 (ケミカルシフト、 アミドプロト

ンの温度依存性および J結合〉を比較したところ.N末解離による誘起効果のみでは

説 明しにくい差が得られた。 すなわち、(i ) N末から 8ボンド以上離れた 11 e -3と G1 n-

4の骨 格 の カ ー ボ ンのケミカルシフトに有意な皇室 (0.5-1. 2 ppm) があること、 (i i) 

lで は Tyr-2と Asn-5の ア ミ プ ロ ト ン の 温 度 依 存性がともにゼロであるのに対し 11では

両者に温度依存性が現れること、 (i i i) 1では Tyr-2のカルボニルカーボンが大きく

(1.4 ppm)低磁場シフトすることである。 これらの結果から iは cyclic partの

1 H NM ll.、 13 CNMll.、オキシトシン、 溶液機造、帰属

かとう としよ、 ふ じ わ ら としみち、えんど し げ る 、 な が や ま くにあき
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changes of lower field region (A) and higher field region 

plotted as a function of hYdroxide or hydronium ion conentration. Sample 

shows the valuesof oxytocin hydro-

ChemicaJ 

were (B) 

The mark 0， concentration was 3.7回目.

chJoride. 

けではそれが不安定化す

ると想像される。 以上の差が果たして栂造変化の寄与を反映したものであるかにつ

いては、 定 量 的な 2DNOEスペクトル強度より求めた緩和行列に基いた精進計算を行い

検 討している。

Tyr-2と Asn-5間に比較的安定な水素結合を形成しているが、

方法2。

1 ) N 1'1 Rパラメータ の 抽 出

GSX400スペクトロメータを用いた。

連鎖帰属法に従ってプロトンを帰属した。

(20mM，36'C)。

それぞれの試料につい視u定はすべて JEOL製

て DQF-COSY、NOESYを 測 定 し (3.7田1'1， 23'C )、

カーボンの帰属は HMQCと HMBCスペクトルよりおこなった

は 1次元スペクトルより直接測定し J は P.E.COSYスペクトルから得NHαH 、 αHs H 
た。 J~~ " .1はプロトン検出 2DJ法 (2)により求めた。 J と J の組み合わCO s HαHßH~ v COsH 
せから側鎖直プロトンの立体特異性帰属を行い (3)こ の 情 報 は distance geometry計

1と Table 2に示す。NMRパラメ-~の一部を TabJe算の際に入力した。

2 )緩和行列の計算

全部で 6種のデー担を使用(τm= 50-800ms) 2DNOEとして mixing timeの異なる

緩和行列の計算は次式にピークの積分を求め定量化した。

-162-

NOEピーク強度は、

基いて行う。
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NH(ppm) JNII-Call(Hz)' -Llo/LlT(ppb!"C) 

c 

Tyr-2 8.15 本d -0 
11 9.03 8.2 1.7 

I1巴3 8.25 6.4 8.9 
11 8.14 5.9 4.5 

Gln-4 8.15 6.4 4.3 
11 8.46 4.4 4.2 

Asn-5 7.83 6.5 0.0 
II 8.07 7.0 4.0 

Cys-6 8.81 7.9 10.4 
11 8.54 7.7 6.1 Tab1e 1 Properties of amide 

L巴u-8 8.11 7.6 6.3 
protons for the two states of 

11 8.19 7.9 4.7 oxytocin. 1 and 11 denote 

Gly-9 8.03 5.9 5.5 oxytocin 1 and oxytocin 11， 

11 7.86 5.9 3.2 
respectively. 

(a) oxylocin 1 

Jc叫 ICsH Jc-oqlll asslgnmenl 

(Hz) 
P.E.C HMBC 2DJ 

、.

CysI 
p p-

6.6 W <9 pro-S 
7.3 m 10 pro-R 

Tyr2 。s' 4.7 vw -6 pro-S 
10.7 vw -6 pro-R 

Gln4 
P R' 

4.4 vw *' pro-S 
9.1 vw * pro-R 

Cys6 
p o' 

6.9 W 6 pro-S 
7.3 s 9 pro-R 

(b) oxylocin 11 

1cal'叩M Jc矧 3 asslgnment 

(Hz) 
P.E.C HMBC 2DJ 

Cysl 
P R' 

4.7 vw d pro-S 
8.0 m 同 10 pro-R 

Tyr2 
p p-

3.7 vw pro-S 
10.4 vw pro-R 

Asn5 
p n' 7.3 m 9 pro-S 

6.3 s 10 pro-R 
Tab1e 2 Homo- and heteronuclear 

Cys6 
p p' 

6.0 W pro-S 
7.3 s -8 pro-R coupl ing constants and assignment 

Leu8 
P R' 

10.5 
。f{3 protons for the two states 

pro-R 
4.9 pro-S of oxytocin 
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-Rτ 聞

は z( r:聞) = e 叫 zo

ただし、 民は緩和 行列、 Mz (τm) と Mzo はそれぞれ mixing timeが τm およびゼ

ロの時の 2DNOEスペクトルの強度である。最初にある τmについて民を求める。次に

この Rを初期値として、 複数のr:mについて上式で求まる計算スペクトルと実験スペ

クトルで、約 2000個 の ピ ー ク 強 度 の 差 が 最 小になように Rを計算した(非線形最小

自乗法:Levenberg-Marquart法〉。

3) distance geomretry計算

計算はすべて JEOL製 MolSkop(JML-S1000) を用いて行った。 2)で求めた緩和

行列 R を核開距離に変換する方法に uniform avaeraging model (4)があるが、 現在こ

れを変形したモデル を 検 討 し て い る 。 核 問 距離から三次構造を計算するプログラム

として DADAS90を使用した。

く文献〉

(l)Walter et al.(1977)J. Am. Chem. Soc..il).7326-7332. 

(2) Pratum et al. {l988)J. Magn. Reson. .ll. 376-381. 

(3)Kessler et al. {l987)J. A田. Chem. Soc. .l.Qj. 6927-6933. 

(4)Braun et al. (1981)Biochim. Biophys. Acta.2.i_7.377-396. 
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P16 
lH NMRによるエンドセリンの立体構造決定と

C 0 r e - t a i 1相互作用の解析

0遠藤聡史、井ノ阿簿、菊池 療、脇舛光属、水田栄治、蔵野政彦

(武田凝晶工業(機}筑波研究所)

Solution conformation of endothelin-1 studied by lH NMR spectroscopy : 

evidence for the interaction between the core and the tail regions 

Satoshi Endo， Hiroshi lnooka， Takashi Kikuchi， Mitsuhiro Wakimasu， E討iMizuta 

and Masahiko Fujino 

Tsukuba Research Laboratories， Takeda Chemical Industries， Ltd. 

ABSTRACT : The solution conformation of human endothelin-1 has been determined 

in aqueous ethylene glycol by lH NMR spectroscopy and distance geometry. 

Conformation of residues 1-17 is well-defined but the following residues 18・21do not 

adopt a defined conformation. Although NOE interactions between the core (residues 

1・15)region and the C-terminal 4 residues (18-21) were not observed， limited digestion 

by carboxypeptidase and the subsequent spectral analyses clearly demonstrated the 

existence of the interaction be七weenthe core and the tail regions. 

[序]

エンドセリンは強カな血管平滑筋収縮活位を有する、アミノ酸 21残基からなる

生理活性ペプチドである(図 l、文献 1)。我々は既にジメチルスルホキシド溶液

中での立体構造を決定しているがれ、活性に重要な役割を果たしている C末端部分

のコンホメーションは揺らいでおり、特定の立体様遣をとっていなかった。しかし

ながら、 C末端部分の疎水性を考えると、より水溶液に近い系では何らかの構造を

とることが期待される。そこで今回、溶媒として 33%エチレングリコールを含む

水槽液を用いて、 lH NMRとディスタンスジオメトリー法によるエンドセリンの

立体構造決定を行なった. C末端の 4残基 (Asp18'--Trp21) の ta i 1 

部分と N末端側の C 0 r e領域 (Cysl-Cys15) の聞の相互作用は、 NO  

Eとしては観測できなかったが、 カルポキシペプチダーゼによる C末端からの逐次

限定分解反応に伴うスペクトル変化を解析することにより、 C 0 r eと ta i 1の

間の相互作用について興味ある知見が得られた.

Keywords:endothelin， lH NMR， conformation， CPase digestion 

えんどうさとし、 いのおかひろし、 きくちたかし、わきますみつひろ、みずたえい

じ、ふじのまさひこ

-165一



I 20 

CysSerCysSerSerLeuMetAspLysGluCys ValTyrPheCysHisLeuAspIleIleTrp 

国 1 ヒトエン Fセリンー 1のア竜 J・嗣列

[実験]

( 1 )試料の嗣製

ヒトエンドセリンー l(ET-l) は園相法により合成し、 ランダムに 8-8梨

掃をかけた後、 HPLCにより分離精製した. 8 -8結合の梨繍様式については、

酵素および化学分解と FAB-M8解析により、天然型と伺ーであることを稽留し

た3>. NM  R測定には、 33%エチレングリコ}ル-d 4を含むH20溶液または 3

3%エチレングリコールー deを含むD20溶液に ET-1を溶解して試料とした.

(2) NMR測定

測定には Bruker社 AM-500を用いた.各種 2次元 NMRスペクトル(

DQF-C08Y、 HOHAHA、 NOE8Y) を測定し、連鎖帰属法によりプロト

ンシグナルの帰属を行なった. sメチレンプロトンの立体特集的帰属は dN s， d N 

s' の大きさと E. C 0 8 Yスペクトルにより求めた Jα 伊、 Jα s 'の値に基づ

いて行なった.

( 3 )ディスタンスジオメトリー計算

NMR解析から得られた距離情報を入力としてプログラム DADA8により立体

構造計算を行なった.

(4)CPase差スペクトル川

エンドセリンの C 0 r e領域 (Cys1-Cys15) と ta i 1領域 (Hi s 

16-Trp21)の聞の相互作用についての情報を得ることを目的として、 カル

ポキシペプチダーゼY (CPa s eY) による C末端からの逐次限定分解反応に伴

うスペクトル変化を解析した.手j閣は以下の通り.

① ET-1溶液 (0.5mM、 pH6.3) にCPaseYを加え、 NMR試料管

内で限定分解反応を行なう (E: 8=1: 6000、 3 O"C) . 

②一定時間ごとに NMRスペクトル (1D、 2 D) を測定して、反応経過を追跡

する. 2 Dスペクトルとしては、感度とシグナル解析の容易さから HOHAH

Aスペクトル (mixingtime=40ms) を用いた.各スペクトルの測定時聞は 1D

が 15分、 2Dが 1時間 40分であった.

<ID1Dスペクトルにより、各残基の遊離を特徴づけるスペクトル変化(化学シプ

ト変化)を同定し、各残基の遊離ステップを示すのに最も適した 2D差スペク

トルを計算する.

④ 2D差スペクトルによりシフト変化したシグナルをすべて拾い出し、 もとの 2

次元スペクトルにより帰属を行なう.

[結果と考察]

( 1 )ディスタンスジオメトリーによる立体構造決定

図 2にET-lのNOE8Yスペクトルの N HーαH領域を帰属とともに示す.
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NOESYスペクトルの解析および

DQF-COSYスペクトルと Fプロ

トンの立体特異的帰属により得られた

2面角札 χ1の値から合計 230個

の距離情報を抽出した.内訳は残基内

121個、隣接残基間 59個、非隣接

残基間 50個であった. これらを入カ

として、 ランダムに発生させた 50個

の初期構造に対して DADAS計算を

行ない、最終的に NMR情報をよく満

足する 9つの立体構造が得られた。距

離情報に対する violationの総和は

平均1.3λ であった。得られた 9つ 8.5 8.0 

F.(ppm) 
の構造を重ね合わせると、 C y s 1 -

-1のNOESYスペクトル (NH-a<H領域)

L e u 1 7の脅郁F分は収東がよい (ぺプ歎字は書残基の NH-αHクロ Jススピ-タの位置E司実雌は阿問quen

チド主鎖原子間の R MS D = 1ト.1λ)tia“1 con町nne口1

p H 3.2仏、 40"C、 .hin， th. = 200回

のに対して、 Asp18-Trp21

の部分の酎向は乱れていた。立体構造

上の特徴的な点として(図 3参照)、

① Ser5-Asp8の部分がタイプ

1 sターン様の構造をとっていること、

② Lys9-Cys15の部分が規則 3 

的な αヘリックス構造をとっているこ

と、③A s p 8、 G 1 u 1 0、

14の 3残基がヘリックスの一方の側

にほぼ直線上に臨置していること、

3.5 
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P h e 

国 3 ET-1の溶液中の立体構造(主a圏構造のみを表示}

ヂィスタンスジオメトリーによ哲得られた 9つの栂遣を

Cy・1-L B U 1 7の部分について重ね合わせた.
④ L e u 6、 Va1 1 2、

の疎水性残基がクラスターを形成して

いること、⑤ C 0 r e領域の中では Cysl-Ser5都分の収束がよくないこと、

があげられる。 Asp18-Trp21部分と C 0 r e領域の聞には NOEは観測

されず、 C末端 4残基の C 0 r e領域に対する酎向は決定できなかった.

(2)CPase差スペクトル

C末端 4残基(18・21) と C 0 r e領域の聞の相互作用は NOEとしては観測され

なかったが、 この相互作用についてさらに情報を得るために CP a s e差スペクト

ルによる解析を行なった.図 4にTrp21が遊離する前後の 2次元差スペクトル、

図5にTrp21とLe u 1 7の各遊離ステップにおける化学シフト密化を示す.

この結果から明らかなように、 Trp21が遊離することによるシフト変化は、 C 

末端数残基のみならず分子全体に及んでいる。 とくに Lys9の sメチレンシグナ

0.08 ppm の低磁場シフトが観測された.

L e u 1 7 

1 1 e 2 0の遊離によるシフト変化
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Trp21 (A). Leu17 (B)が遊磁す

る前後での各残基のシグナルの化学シ 7 ト変化

プラスは低磁場シ'71-. マイナスは高磁揖シ 7 トを示

す._はアミ Fプロトン、亡二コは αプロトン、

I?A:習はその他のプロトンのシ 7 ト変化を表わす.

園 5

4.5 

F2 (ppm) 

閏 4 Trp21が遊園置する前後のHOHAHA重量スペクトル

鯵をつげたピータ (ne，ative)は intactなエン Fセリン(1 

-21)のシグナル、 白抜曹のピーク (positive)はTrp

21遊離後のペプチド (1-2 0)のシグナルに対応し.

T r p 2 1の滋留により化学シ7 トの変化したシグナル{強a
番号で表示)のみが盤見ベクトル上に現われている.

4.0 5.0 

は小さいのに対して、 1 1 e 1 9の避難によるシフト変化は大きく、

L e u 1 7の遊離によるシフト変化はさらに大きく、 c y s 3、

V a 112、 Tyr13、 P h e 14に O.lppm以上のシフト変化が観測され、

L e u 1 7まで切断が進むと C 0 r e領域の立体構造にかなりの変化が生ずること

がわかる。 このことは NOEで観測された Le u 1 7とVa1 1 2の聞の相互作用

実際に C 0 r e領域全体の立体構造の滞成に寄与していることを示唆している。

このように、 CP a s e差スペクトルの解析から、 C 0 r e領域との NOEが観測

されない C末端の 4残基も含めて、 t a i 1領域との相互作用が C 0 r e領域の立

体構造に膨響を及ぼしていることが明らかとなった。

本研究で明らかにした ET-lの立体構造と C 0 r e -t a i 1相互作用は、

ンドセリンの構造活性相関を理解する上で有用な情報となるものと期待している。

やはり分子会

エ

体に反んでいる。

が、
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P17 
エンドウ褐紋病菌の産出するサブレッサーの NM R による機進研究

〈新日本製織側・先緒研・、 岡山大・農) 0務麗公児¥ 加藤敏朗¥

金島民様、 白石友紀、 山悶哲治、 奥八郎

Strctural analysis on suppressors secreated from Pea Pathogen， 

門ycosphaere II a p i nodes， by N門R experi聞ents

K o.i i S a i t 0・， Toshiaki Kato・， H 0 n網o Ki 闘u ，To圃onori Shiraishi ，Tetsuji Ya圃ada

，Hachirou Oku 

( Advanced 門aterials I Technology Research Lab. Nippon Steel Corporation・

Faculty of Agriculture Okaya冊a University ) 

Pynospores of 門ycospharella pinodes ，a pea pathogen，secreat co圃pounds

appear to suppress defense reactions of pea plant when they ger圃 inate on 

the pea leaves. Purification of the compounds by gel fi I tration and 

HPLC yielded two active substnces. The che蝿 ical structures of these 

substrates were studies by N門R and were determined as a s欄all glyco・

peptide. Spin coupl ing values of 3J(8) showed that their peptide chains 

holdα'hel ix structure. These confor捌ations were c~sistent with 

those esti剛ated by 鯛olecular dynamics progra圃s.

1. 序論

植物は、 有害な生物の侵入やその繁殖を防止するため、 機々な防御機構を備えて

いる. 対して、 ある種の糸状簡は、 生 きた植物の防御反応を乗り錨えて、 特定 の 縞

物に寄生できるようになっている.

エンドウの褐紋病菌〈門ycosphaerella pinodes) の胞子は、 ファイトアレキシン

の生産を逐らせ る〈サプレスする)物質などを産出し、 エンドウに感染することが

知られている 1)• 本研究において我々は、 このサプレッサ}を胞子の懸濁液から単

磁・精製し、 2種績のサプレ、y サー化合物を得た. 一つは、 植物のファイトアレキ

シ ンの生産だけをサプレスする化合物、 もう一方は、 ファイトアレキシンの生産を

サ プレスするとと も に 、 植物のプラズマメンプレンの ATPaseの活性を阻害する物質

であった. そこで両化合物について、 情造決 定 を 実 絡 し 、 N M R による立体配座の

検討を行なった. また分子動力学計算による立体配座の検討も行なったので級告す

る.

* 
サプ レ ッ サ ー ・エンドウ褐紋病菌・絡ペプチド・分子動力学計算

* 
さい と う こ う じ 、 かとうとしあき、 きむほんも、 しらいしとものり、 ゃまだてつじ、

おくはちろう

-169一



2. 実駁

Mycosphaere 11 a p i nodesを 6 日間 t音餐し、 得られた胞子を 20時間水中で振漫・懸

濁した後、 遺過し、 ミリポア PTGCI42(こて分 子 量 10000以 上 の 分 子 を カ ッ ト し た . こ

の低分子 量画 分を 12000rp圃*5掴 inで遠心後、 上澄み部分をトヨパー)1"HII40F(2.5本45

0・圃〉で分画した. ファイトアレキシンをサプレスする画分のうち、 水移動相で sep

pak C-18に素通りの分画について、 更に HPLCで OOSカラム(4本250聞圏〉を用いて水と

メヲノールのグラジエント法にて分画し、 ファイトアレキシンの生産をサプレスす

る活性画分を得た. ATPaseの活性抑制l画分は、 向 織に して 分画 した 後、 更に HP L 

Cにて、 Biorad社製 HPX-42Aカラム(7.8事300網棚〉を使用し、 移動相を水

として、 8 0 'cで分厳・分取した. 凍結乾燥後、 pH=6.8(;:調聾して、 重水中と軽水

中 での NM Rスベクトルの試料とした. . 

NMRの測定は、 温 度 制 御 袈 置 を 付 殺 した日本電子側製 E X - 4 0 0 スベクトロ

メ}タ}で行なった. 測定温度は 2 4. 0 'cとした. I H の測定 lどは、 H 5 プ ロ ー

プを. 13 C の測定には、 T H 5プロ}プを使用した.

分 子 動 力 学 の 計算は、 プログラム CHAR問圃引を使用し、 1 R 1 S 4 D で計算を行な

った. 周辺の水分子を考慮し、 非総合相互作 用の 2!!般のカットオフは 9A程度とし

た. 積算ステップは 1 f sとし、 2 0 p sの平衡化後サンプリングを実施した. 誘

電率は、 水を遠鏡体で近似した場合は距.依存とし、 個別野価の時には 1とした.

3. 結果と考察

F i g .1にファイトアレキシンの生産絢制物質(以後 P A )の重水中の D Q F - C 

o S Yの NM Rス ベ ク ト ル を 示 す .
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Fig.1 OQF-COSV ・olecule spectra of PA ・olecule in 020 
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P A 化合物の糖部分とペプチド鎖部分に分 けて、 NMRスベクトル解析を実施し

た結果、 r i g • 2 に示すようなムチン型楕ベプチドであることがわかった.

臼 -N Actyl-Glac-Ser-Ser-Gly 

Fig.2 the strcture for圃ula of PA 冊。 lecule

H 
3 

OH 

CH3-(  

。
CH2-fH一川

CO 
NH 

COOH-CH2-NH四割CO-CH・CH2

OH 

P A化合物についての 'Hとは C N M Rの解析結果を Table 1に示す. 解析の結果

から特徴的な事は、 ペ プ チ ド 鎖 の カ ル ボ ニル炭繁の化学シフトが αヘリックス裂に

多く見られる値を示していることと 3J (8) (NH-CαH )の値が 6Hz 以下と

いう 2点である. つ ま り P A 化合物は、 小さな糖ペプチドにも関わらず、 ベプチド

鎖は αヘリックス 型 で あ る こ と を 示 唆 し て いる。 更にベプチド鎖に隣鎌する N H -

N H間の N0 E についての実験をした所、 弱い N0 E しか観測されなかったことか

らも、 ベ プ チ F鎖が αヘリックス型であることが裳付けられる. また精残基部分で

も、 J (2. 3) / (2位と 3位 の 化 学 シフト差) > 1の 場 合 に 生 ず る U ことの多

い、 1位-3位と 1位-<1位の long-rangeカップリングが観測された. これらにつ

いては、 それぞれ 3 位と 4位でのヂカ、y プリング実般により 1位のピーク形状の変

化 から確認した. また槍の 1位とベプチド鎖の Serのメチレンとの 3J (C-H) の

値が 5. 7 Hzであることから、 Tvaroskaらの経量産式.)により槍とペプチド鎖の 2面

角の大きさは約 1 5 3度と推定された.

Table 1 NMR spectral para圃eters of PA 圃olecule

α-NAGla Ser 

'3C I C1=92.1 C2=55.1 (pp圃〉

C3=72.0 C4=71.5 

IJII*明こ品(pp圃) 175.1 

Cα (  p p珊〉 57.3 

C5=72.5 C5=62.2 3j(COCH)=5.7 (Hz) 

Ser 

175.7 

58.1 

Gly 

174. 8 

49.1 

'H I J(1，2)=3.7 J(1，3)=O.8 3j(8 )=3.1 3j(8)=2.9 

J(1，4)=-1.2 j(2，3)=9.7 wα (pp闇〉 3.91 3.94 3.75 

j(3，4)=3.6 J(4，5)=0.6 wβ (pp圃〉 3.95，3.99 3.97，3.99 

J(5，5)=6.4 (Hz) NH (pp捌〉 8.35 8.24 8.49 

J(αβ)( H z) 4.6，8.5 4.7，8.4 

w2-w3=22 (Hz) J(ββ)(Hz) 8.3 8.1 
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P A化合物を分子動力学プログラム CHAR門mを活用し、 周辺の水分子を考慮した立

体配 座 解 析 を 実 擁した. 計算での初期構造では、 NMRから得られたカップリング

定数から推定できるベプチド鎖の各 2iI百角値 8 と糖とベプチド鎖の 2面角 i直 φを使

用し、 rigidとした. その結果短いベプチド鎖は、 水の誘.~艇の値により変化する

ことがわかった. 水唱と連続休近似した場合、 電荷同志が引き合う αヘリックスに近

い屈曲槍遣を取ったのに対して、 誘電 E院を 5 0 と高くした渇合は進展嫌進を取った.

また糖残基とペプチド鎖の結合角度 φ はあまり大きくは揺らがなかったo F i g • 3 に

分子動力学計算での PA化合物のコンホーメーシヨンを示す.

Fig.3 confor・ation of PA 圃olecule calculated by molecular dyna圃 ics

4. 結論

エンドウ褐紋病菌の産出するサプレッサー を 単 離 ・ 精 製 し 、 その構造を NM R eこ

より解析した結果、 P A 化合物はムチン型の小さな緒ベプチドであり、 そのベプチ

F鎖は αヘリックス重量のコンホ}メーション を 取 っ て い る こ と が わ か っ た . また周

辺の水分子を考慮 し た 分 子 動 力 学 計 算 か ら も同様なコンホーメーションであること

が示唆された.

植 物のプラズマ メンプレンの ATPaseの活性を阻害する化合物(以後 AA化合物〉

についても、 伺織の実駁を実施中であるo A A化合物は PA化合物と同じムチン裂

の精ペプチドであるが、 ペプチド鎖が P A 化合物と比厳して 6残基と少し長くなっ

ているのが特徴である. 討論会では AA化合物についての結果とともに、 両者の構

造的な差異や植物への機能や役割についても 併 せ て 報 告 し た い .
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P18 
安定同位体核利用NMRによる酸'性繊維芽細胞成長因子(aFGF)の構造解析

(都臨床研， Rhone-Poulenc Rorer Inc九
0楯真一，楯(宇都宮)直子，尾高雅文， M.Ravera*，稲垣冬彦

Structural Analysis of acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF) 

with Stable Isotope Aided NMR Spectroscopy 

Shin-ichi Tate， Naoko U. Tate， Masafumi Odaka， Mark Raveraぺ
and Fuyuhiko Inagaki 

Departrnent of Molecular Phsiology， 

The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 

18-22， Honkomagome 3・chome，Bunkyo北u，Tokyo， 113， Japan. 

*Rhone-Poulenc Rorer Central Research， 660 Allendale Road， King of Prussia， PA 19406， USA. 

Wehavestar民dth直structuralanalysis of acidic Fi伽ob1astGrow出Factor(aFGめwi出 S也.b1eisotope aided NMR 

spectros∞y. aFGF is a member of a family of the heparin binding proteins， of which bio1ogical acitivity is enhanced by 

heparin binding. Here， we report some new抑Is泡 techn勾uesand the 1abeling m帥吋deve10pedin白 courseof this study. 

百lehxy-5∞mpωi飽 pu1sesequenωwasusedωsuppress efficiently the "w脱出ump"which is ca凶 edby the B
l
・field

、πT __..:1 "'TTT __________!_ .. 1..._ lyy  15 
inhomogeneity. And to disαeminate the NH今釦dNHresonan∞sin the 'H-'JN inverse∞rrelation spectr卸 mofthe 

15~''-L'_' _~~~ _.__ ~~~ "~~ ___，_. ~ _'-_ 15 、四Viformly 'JN labeled aFGF，出.eDEPT・SQCw鎚 useful.Furthermore. 'JNぉlectivelabeling of NH今 groups泊Asn加 d

Glnw鑓 devisedw励 w出回helpful伽蜘dying山 i脚叩削除tweenthe si伽蜘~groupes in aF印刷h句叩.

L亙酸性繊維芽細胞成長因子(aFGめは，ヘパリシ結合性玄白質の一つであり，へパリンの結合によりその生

物活性に変化のあることが報告されている15ゆ aの蛋白質である。我々は， aFGFのへパリン結合による構造変

化を明らかにすることを目的として安定同位体核を利用したNMRによる構造解析を行なっている。今回は，

aFGFのNMR測定を行なう上で開発したパルス法，および安定問位体核標識法を中心として報告する。

主主1・偽ldi出omogeneity 観測パルスのB
l
-fieldはサンプルの全領域において均一ではなく，照射コイルから離

れるーとその均一度は急激に悪くなる。高橋らによって開発されたミクロセル(シゲミスタンダード工業)は，

Blの均一な部分のみのシグナルの観測を可能とするので，軽水中でのNMR測定には有効なセルである。しかし，

aFGFの場合には十分なサンプル濃度を維持するためにはI.5MのNaClを必要とするためミクロセルは有効に使え

ない。なぜなら，このような高イオン強度溶液のサンプルは，ミクロセルのガラスとの磁化率の違いが大きく

なるためシムの調整が困難となるからである。そこで，通常の 5mm管を使用し，さらに静磁場の均一度を上げ

るために最低4cm程度のサンプル長にしたものを測定試料とする必要がある。このような条件では，上記の

Bl
・fieldinhomogeneityの問題が無視できなくなる。 B

1
・fieldが不均一な領域に由来する水のシグナルは図 laに示

すような幅の広いシグナル (waterhump)を与える。このような帽の広いシグナルは，単一周波数を用いる

presaturation法では抑えることはできない。しかし，このwaterhumplま.B
l
-fieldが均一な部分から来るシグナル

のみを選択的に観測することで効率的に抑制することが可能である。我々は， hxy・5と呼ぶ5つのπ-pulseからな

るcomposi旬 p山 eを作製し， B1
・field強度選択的な観測を行なうことで効率的にwaterhumpを消去することができ

た[1]。その結果を図 1bに示す。

15 NMR， 'JN-labeling， acidic Fibroblast Growth Factor 

たで しんいち，たて(うつのみや)なおこ，おだか まさふみ，マーク ラペラ，

いなカfき ふゆひこ
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(a) (b) 

11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 '.0 4.ι03.0 2.0 1.011ι0 ・u u ~ U M W U U U U U U M ・1.0

図1 hxy・5によるwaterhump抑制効果。 (a)通常の lDスペクトルの測定結果。大きなwater

humpがシグナル観測の妨げになっている。 (b)hxy・5によってwaterhumpを抑制して測定した

lDスペクトル。 waterhumpは効率的に抑制されている。

主盟墾NHヲシグナルの選択的観測 15Nで均一にラベルした蛋白質のlH_15N相関スペクトル上には，主鎖のNH

シグナjレ5他に側鎖のNH
2
のシグナルも観測される。両者のスベクトル上での区別は解析を進める上で重要で

ある。我々は，このようなシグナルの区別を行なうためにDE町-SQCを開発した[2]。パルスの内容を図2に示

す。 D町 '-SQCでは，磁化は，阻， Nちのスピン系の違いによりD町シークェンスによってエデけされた後，

それに続く t，時間では15N核のsinglequaωm∞herenω(SQC)として展開し，最後に15N核からlH核へ移動して観

測される。観測されるシグナルの選択はlHの3番目のパルス9のパルス帽によって行なわれる。図3に，13=180 
.に設定した場合のDEP'目前スベクトルの最初のインクリメントのデータを示す(サンプルはDAs)。この条

件ではNHとN円のシグナルが反対の符号を持つシグナルとして観測される。 DE円・SQCの特徴は， 15N軸側の

分解能が高い点にある。このことは主鎖NHの選択的な観測の場合に重要となる。

9弘 180 p~ 90. 

lH 蕊鰯1;n 日 Fか
H;議議議

図2 DE町・SQC;D=1J2J
NH

であるが，測定時には緩

和の効呆を避けるため4.5msecを用いた。位相回しは

以下のとうりである。: 中1=8(x)， 8( -x); ct 2=x， y， -x， 

-y; ct 3= 8(y)， 8(・y);ゆ4=4(x)， 4(-x); receiver = 2(x)，4(-x)， 

2(x)，2(-x)， 4(x)， 2(-x).偶数回，奇数回の積算結果は別々

の領域に保存する。 Fl側の処理はSta闘の方法に従う。

15N 出 t1 

図3 DEP'f・SQCの最初のインクリメントデータ。

s= 180・に設定してある。
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図4

いる。

‘'。

図4にはs=180・で測定した 2DのDEPT-SQCスベクトルを示す。 (a)ではNH由来のシグナjレのみが，

(b)ではNH2
由来のシグナルのみが観測されている。両スベクトルは同一スペクトルの正の面と負の面の関

係にある。

主盟盟主!h(7)塁塁旦15N7ごと DEPT-SQCの場合にはHSQCの場合に比べて 2倍の待ち時間が必要となる。こ

のため，茸分子量の蛋白質を対象とする場合，磁化のT2緩和時間が短いために.DE町二SQCで観測されるシグ

ナルの強度はHSQCの場合に比べてかなり低くなる。従って，側鎖NIちとリガンドの間のNOEの選択的観測(こ

のような観測jは. NH とN~の 15Nの化学シフトが重なる場合には必要である)を行なうために . DEPT・SQC-

NO回 Yといったパルスを用いることは感度的にかなり困難になる。しかし，仮u鎖NH今(主にGln.Asn)に選択的

に15Nラベルを入れることができれば.HSQC・NOESY.あるいはHMQC-NOESYを用ふて同じ情報を得ることが

できるため，測定感度としては非常に有利になる。この利点は，蛋白質の分子量が大きくなるほど顕著になる。

このような側鎖N~の選択的なラベルは大腸菌のアミノ酸代謝をうまく利用することで容易に行なえる。図 5

には.Gln. AsnとGlu.Aspとの代謝的な関係を示している。注目すべき点はGln.Asnの側鎖N~が培地中のアン

モニアを取り込むことで行なわれている点である。従って，培地にGln.Asn以外のアミノ酸(ラベルなし)を

入れた 15NH4α含有の間最少培地で大腸菌を培養して得た蛋白質ではGln，Asnの側鎖N~に選択的に 15Nラペ
ルを入れることが可能になる(主鎖NHは培地に入れたラベルなしのアミノ酸に由来するためラベルきれない)。

図6には，このようにして得られた側鎖NH
2が選択にラベルされたaFGFの15N_SQCスベクトル(a)と15Nで均一
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ラベルされたaFGFの15N_SQCスペクトル(b)を示す。 15N_SQCの感度でNH
2
のシグナルが選択的に観測されてい

る。

現在，以上のような測定を基にaFGFの主鎖のシグナルの解析を行ないつつある。
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図6 N~選択ラベルの効果。 (a)悶2選択ラベルされたaFGF と， (b)15Nで均一ラベルされ

たaFGFの lJN_SQCスペクトル。 N~選択ラベルにより， aFGFの 13 個のN~シグナル

(Asn 7個， G1n6個)が全て観測できた。
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P19 
N MRによるヒトリゾチームと基質の相互作用研究

0大久保忠恭 伊中治治 松島正明 谷山佳央・ 菊池正和

蛋白工学研究所 (・現武田薬品生研)

NMR study of interaction of human lysozyme with its inhibitor 

Tadayasu OhkubQ. Koji Inaka. Masaaki Matushima. Yoshio Taniyama and 

Masakazu Kikuchi (Protein Engineering Research Institute) 

[Abstractl The interaction between human lysozyme and its inhibitor 

N-acetyl-chitotriose was investigated by 15N-1H HMQC spectra. Most of 

the 15N-NH cross-peaks in the spectra were separated well enough to be 

followed during the titration experiment. Residues whose NH proton 

signals decrease in intensity upon complex formation. are located mainly 

around subsites B. C and D. Local conformational changes were observed 

around the fourth helix adjacent to the cleft of human lysozyme. 

<序> ヒトリゾチーム (hLZM) は 4組の s-s結合を持つアミノ酸 13 0残

基よりなる溶菌酵素で、細菌細胸壁を構成する糖鎖の β-1.4結合を加水分解する.

類縁蛋白質である卵白リゾチームは、アミノ酸残基の 40%が置換されているにも

かかわらず、 X線結晶解析によれば両者の立体構造は活性部位も含めて一致してい

る。卵白リゾチームと基質アナログ (NA G )3との複合体の X締結晶構造解析の結

果より、 6個の基質結合部位が分子の中央部のクレフトに存在する事が示唆され、

各々 1個の糖残基が結合するサプサイトは A.B.C.D.E.Fと名付けられている.

触媒作用に必須の残基はサプサイト DとEに位置している Glu35. A sp53と考えら

れている. hL Z Mと基質の相互作用及び反応機構を解明するために、 hLZ M 

と (NAG)3の溶液中に於げる結合の様子を 15N ー lH HMQC法により調べた.

<実験> hL Z Mの均一 15Nラベル化は 15NH40Hと (15NH4) 2S04を唯一の窒素

源とした最少培地中で酵母を培養することにより行った. N M R測定試料として蛋

白質濃度 2-4皿M、pH4. 0の軽水試料溶液を調製した. 1 H検知 15N-IH 2 

次元 HM Q C • H T Q C • H T Q C -N 0 E S Yスペクトルを温度 40・Cで測定した.

<結果と考察> 一昨年の本討論会で 15Nラベル化した hLZ Mを用いた主鎖の 15 

N. NH及び CαHシグナルの連続帰属を報告したが、今回基質との相互作用の解

ヒトリゾチーム (NAG)3 15Nー IH HMQC法基質結合部位

おおくぽ ただやす、 いなか こうじ、 まつしま まさあき、

たにやま よしお、 きくち まさかず
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明のため、更に Asn，Gln 

側鎖 NH 2シグナルの帰属

を行った o NOESY及び

HMQCスペクトル中では

N H2とNHのシグナルは

同じ領域に観測されるため

両者由来の NOEを区別で

きなかった.日 T Q C及び
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NH2 
HTQC-NOESY法で

はNHに由来するシグナル 図 1 15 Nー lH HTQCスペクトル

は観測されず NH 2に由来するシグナルのみが観測されスペクトルが簡素化される

(図 1) 0 これにより C βHとの残基内 NOEを用いて側鎖 NH 2シグナルの帰属

を確実に行う事が出来た.

溶液中に於げる hLZ M と (NAG)3との結合の様子を lSN-1H HMQC法に

より調べた.スペクトル中のほとんどのけ N-NH相関ピークはよく分離し (NA 

G) 3の添加によるシグナルの変化を容易に調べることが由来た o hL Z M と(NA 

G )3を 1: 1の比で混合したとき多くのシグナルがシフトした.とくに (NAG)s

との結合により結合の影響を受けた 17個の NH ，2個の側鎖 NH 2 ，3個の Trp残基側

鎖 NHは、 NMRの時間スケールに対して遅い交換過程によりシグナルの強度が減

少して消失した.図 2にX線結晶解析により決定された hLZ Mの立体構造とシグ

ナル強度の減少したアミドプロトンの位置を示した o N Hシグナルが消失した残基

のほとんどは図中の蛋白質クレフトの左の部分、特に BとCのサプサイトを囲むよ

うに分布している.シグナルの化学シフトが変化したアミドプロトンはこれらの残

基の周囲に位置している o E， Fサプサイトの近傍ではシグナルの消失は観測され

ていない.また、 Dサプサイト近傍に位置す

るAsn46， A sn60のNH 2シグナルが消失した

事からこれらの残基が結合に関与していると

考えられる.これらのデータから (NA G) 3 

がB-Dのサプサイトに結合することが示唆

された.この結果は X線結品解析等の結果と

一致している.糖鎖と直接結合しない Trp 

112， Arg 113，Asn 114，Gln 117のアミド

プロトンのシグナル強度が減少した.これら

の残基はクレフトに隣接する疎水性コアに位

置する 4番目のヘリックスを構成している.

温度変化に対するクレフト近傍の残基との挙

動の遣いから、これは (NA G‘)sとの結合に

よりこの部位に構造変化が生じていることを

意味している.
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P20 
安定同位体利用 NMRによる免疫グロプリン抗原結合部位の動的構造

解析

0高橋栄夫、鈴木恵理佳率、水谷隆太、進藤一泰、田村 洋、嶋国一夫、

荒田洋治 (東大・薬、 *NK K・中研)

Dynamical structure of the combining si te of Fv as studied by stable 

isotope aided N門Rspectroscopy 

H ideo Takahash L， Erika Suzuki*， Ryuta門izutani，Kazuyasu Shindo， 

Hiroshi Tamura， Ichio Shimada. Yoji Arata 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences， University of Tokyo， 

*Advanced technology Reserch Center， NKK Corporation) 

The structure of the antibody combining site has been studied on the 

basis of the X-ray crystallographic data. HO'w'ever very I ittle is kno'w'n 

about the dynamical structure of the antibody combining site in solution. 

Here 'w'e discuss on the basis of 1 H・lSN shift correlation data the 

dynamical structure of the Fv fragment (門'w' 25K) in solution in the absence 

and presence of the antigen. It has been shown that 1) H1 and H3 loops 

are primarily responsible for the antigen binding， 2) in the absence of 

the antigen H3 loop displays an internal motion on a time scale of 10μsec 

-2msec ，and 3) antigen binding induces a significant change in the 

dynamical structure of the H3 loop， rendering it less flexible. 

免疫グロプリン分子のもつ柔軟かつ特異的な抗原認識機情を解明するために、数

多くの研究が行われている。 X線結品情造解析では、十数種の抗原結合部位フラグ

メント(Fab) の立体構造が決定されている。しかしながら、①結晶中であるという

制限、②抗原の存在・非存在下両方の構造が解析された例が少ない、という点を考

慮し、我々は NMRにより水溶液中での「真の」抗原認識機携の解析を行っている。

我々は CH 1ドメインが欠落している変異体・抗ダンシル (DN S) IgG2a(s)を

酵素消化することにより、抗原結合能を有する最小の構造単位である可変領域フラ

グメント (Fv) を安定に調製することが可能であることを示した 1)。単離された

Fvは、立体構造上ホモロジーの高い VH' V L ドメインから成~分子量 25K のへ

免疫グロプリン、抗原結合部位、 Fv、安定同位体、 NMR、動的情造

たかはし ひでお、すずき えりか、みずたに りゅうた、しんどう かずやす、

たむら ひろし、しまだ いちお、あらた ようじ
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テロダイマーであり、安定同位体を利用した NMRにより水溶液中における抗原結

合部位の構造について詳細な解析が行える 1) • 2)。

本研究では主鎖アミド蜜素を選択的 lこ15Nで標識した Fvを用い、抗原抗体認識

機構の解析を行った。その結果、 1 )抗原である DNSの結合は 6つの相補性決定

領域 (C0 R)ループのうち、 H1及び H3を中心として行っており、 2)H 3ル

ープは抗原の結合に伴い、動的機造変化が誘起される、ことが判明した。

[方法]

抗体産量生細胞を 15N標識したアミノ酸を添加した無血清清地中で培養することに

より、主鎖アミド窒棄を選択的に標識した抗体(I gG2a(s))を得る.これを酵素〈

クロストリパイン〉消化することにより 15N標識 Fvが得られる。

測定にはプロトン検出 1H _15 Nシフト相関法 (SQ Cなど〉を用いた。

シグナル帰属は、主鎖カルボニル炭素を 13C標識したアミノ酸を培地に加え、ダ

ブルラベル法により行った。さらに、ダブルラベル法で帰属が困難な場合には、

ωγfi Itered HOHAHA/NOESYによる連鎖帰属法を用いた。

[結果と考察]

抗原結合部位には芳香族アミノ酸残基が多く存在することから、 [15N-Ala， 

His，lle，Phe，Trp，Tyr] F vを用いた構造解析を行った。

。抗原結合部位の決定

スピンラベルハプテン(DNS-AmTEMPO)の結合実験により、 H1及び H3ループ由

来のシグナルに顕著な線幅の増大がみられた。従って抗原結合が主として H1及び

H3ループにおいて行われていることが明らかとなった。

。主鎖アミドプロトンの H-D交換

抗原非存在下で H-D交換実験を行った (pH5.0303K) 0 10時間後には 53個の

シグナルのうち 31個のシグナルが消失した.これらの大部分が CDRループに由

来するものである。抗原存在下では、 H1， H 3ループの恨元部分 (A32(Hl)，

~33(Hl) / 195(H) ， Y96(H3) ， ~101(H3) ， F102(H3)) のアミノ酸残基の H-D 交換速度

が著しく減少することがわかった。この様な H-D交換速度の変化 (km> 10 -1 ....... 

10 -3min-1 → km< 10 -5min-りから、抗原結合により抗原結合部位に新たな

水素結合のネットワークが形成されたことが示された。

。H3ループのゆらぎ

主鎖アミド窒素の横緩和時間(T 2) を祖~定したところ、抗原非存在下では、 H3

ループ及びその近隣由来のシグナル(195，Y96，Y97，H98，Y99，川0J，F102，Y104)は、

他の CDR及びフレーム領域由来のシグナルの T2 (50....... 70msec)に比べ非常に短い

値 (10.......40msec)を示した。一方、縦緩和時間(T 1 )には顕著な相違はみられなか

った。また磁場依存性の実験により、磁場が高くなるとこれらのシグナルの線幅が

さらに増大することが明らかになった。従って H3ループの短い T2の値は化学交換

に由来するものであり、 H3ループには 2コンブォマー以上の交換、即ち『揺らぎ』

-180一
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が存在していると考えられる。 H3ループの揺らぎの時間域は CPMGにおけるパ

ルス間隔及び線幅の増大を考慮すると、 10μsec"""2msec程度であることがわかる。

抗原存在下では H3ループの T2の値は抗I'ii-非存在下と比べ大きく変化し、ループ

の根元部分ではその T2の値が長くなる。各コンフォマー聞の化学シフト差が未知で

あるため、その揺らぎの速度の変化を単純には議論できないが、 H-D交換の結果

と考え合わせると、 H3ル}プは抗原結合により、強国な水素結合ネットワークを

形成し、揺らぎが抑えられる方向に動的情造変化がおこったと雄察できる。

以上のように、安定同位体標識した Fvを用いることにより、水溶液中での抗原

結合部位の動的構造、及びその変化を NMRにより追うことが可能となった。今後、

さらに、抗原結合が Fvのフレーム領域に及ぼす影響や、 Fabフラグメント (Mw

50K) を用いて他のドメインの存在が抗原結合部位に及ぼす影響などを解析していく

予定である。
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P21 
安定同位体利用NMRによる免疫グロプリンの動的構造解析

一分子量 10万を越える巨大蛋白質へのアプローチー

〈東大・薬) 0加藤晃一、松永千枝、金夏亨、伏見英樹、

吉野温子、荒田洋治

Dynamical structure of immunoglobul in molecules as studied by stable 

isotope aided N門Rspectroscopy - An approach toward I arge prote i ns w i th 

molecular weight more than 100 K 

l(oichi KatQ， (higusa Matsunaga， HaHyung Kim. Hideki rushimi， Atsuko Yoshino， 
and Yoji Arata (Faculty of Pharmaceutical Sciences， University of Tokyo) 

Many of biologically interesting proteins and their complexes have 

their molecular weight more than 100 K， which precludes an elegant multi-
dimensional N門Ranalysis. We have been using stable isotope label ing to 

develop general methods in order to cope with such difficulties and 

extract information as much as possible concerning large proteins such as 

immunoglobul ins. Here we report a (-13 N門Rstudy of mouse monoclonal 

antibodies. On the basis of the spectral data obtained， the dynamical 
structure of the hinge region of an intact immunog10bu1 in G (陶 150K) 

wi11 be discussed. Dynamica1 structure of immunog10bu1 in mo1ecu1es 

forming immune complexes (Mw 300 K -1，100 K) wil I a1so be discussed. 

I.序

多次元NMRの急速な発展によって、分子量20K前後の蛋白質の立体構造決定

が可能となった。 しかしながら、生物化学的に興味深い蛋白質は、多次元NMR

の適用限界を遥かに越える高分子量のものであったり、あるいは巨大な超分子複合

体を形成して機能を発現している場合が多い。 このような巨大蛋白質あるいはそ

の集合系を対象とした際に、 NMRは果たして何をなし得るであろうか? 本研究

は、その可能性を探るべく、免疫グロプリン〈分子量 150K以上〉を題材に、安

定同位体を利用したNMRによる解析を行ったものである。

13C NMR、安定同位体、免疫グロプリン、ヒンジ領域、動的構造

かとう こういち、まつながちぐさ、きむはひょん、ふしみひでき、

よしのあっこ、あらた ようじ
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II.実験

既に報告した通り 1.2 )、マウス抗体産生細胞を適切な代謝阻害物質と同位体標識

アミノ酸を含む無血清培地中で培養することによって、主鎖カルボニル炭素・アミ

ド窒素をアミノ酸タイプ別に13C、15Nで標識したモノクローナル抗体を調製した。

13C-15N二重標識法と蛋白化学的手法〈限定分解、サプユニット組替え、化学修

飾など〉を組み合わせれば、免疫グロプリンのカルボニル13Cシグナルをほぼ自由

自在に帰属することができる。 また、化学シフトの異方性に由来するカルボニル

13 Cシグナルの広幅化と感度とのかねあいから、 100附zの静磁場中で13C NMR 

シグナルを測定した。

田.ヒンジ領域の動的構造3)

免疫グロプリンのような巨大蛋白質を対象とした場合、対象の中の着目する部位

に由来する構造情報を選択的に抽出することが重要である。 ここでは、免疫グロ

プリンG(I g G)のヒンジ領域に着目して、その動的構造の解析を行った。 ヒ

ンジ領域はFabとFcを連結する約20残基のセグメントで、免疫グロプリンの

抗原認識とエフェクター機能の連動に必須な領域である。 図1にマウス 1g G2a 

のヒンジ領域の一次構造を示す。 図2にLysのカルボニル炭素を選択的に13C標

識した 1g G 2a ([K] 1 g G 2aと略記する〉の13C NMR (CPMG)スベクトル

を示す。 40個あまり存在する Lysに由来するシグナルのうち、 CPMGスベクト

ル〈遅延時間 40msec)中で観測されるのは、 upperhingeに存在するLys-222のシ

グナルのみであった。 I旬、 Thrをフ.ロープとした場合でも同様にCPMGスベク

トル中において観測されるシグナルは、 upperhingeとC末端付近に由来するシグ

ナルのみであった。 また、 corehingeに存在するジスルフィド結合を還元アルキ

ル化すると、 corehingeに存在す ~Lys-228が新たにシャープなシグナルを与えた

〈図2)0 [C] 1 g G2aを用いて同様の実験を行うと、やはりcorehingeに由来

する 3つのCysシグナルが顕著に先鋭化ずることが示された〈図3)。 以上より、

ヒンジ領域は、柔軟なupperhingeと堅固なcorehingeが連なった動的に不均一な

柔構造(ヒンジ領域の“モザイク構造")を形成していることが明らかとなった。

ジスルフィド結合の切断はこうしたモザイク構造を解消し、ヒンジ領域は全体と

して高度な運動性を獲得する。 そして、それに伴ってFcに由来するシグナルの

221 222 224 2z1 228 229 

-Glu-Pro-Arg-Gly-Pro-Thr・.lIe-Lys-Pro・Cys-Pro-Pro-Cys-Lys-Cys・Pro・Ala-Pro幽 Asn・Leu-Leu-Gly・Gly-Pro・

G l 山 A釘拘持『匂昨g-叫-

… l 卜hing一r'ow川川…h削川i吋g 一

Fig.1 Amino acid sequences of the hinge region of a mouse IgG2a antibody. 
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222 

180.0 178.0 1'6.0 ¥)4.0 1'2.0 170.0 
"阿

Fig.2 100-門Hz13C N門Rspectra of [旧IgG2abefore 

(upper) and after (Iower) reduction and alkylation. 

The spectra were obtained by using a CP門Gpu I se sequence 

π12・〈 τ-π- r)n. with r = 2 msec and n = 10. 

-5-5-

'1ZT 

224 
229 

190.0 178.0 176.0 17・o 172.0 ア0.0 168.0 

"附

Fig.3 100-門Hz13C NMR spectra of [C] I gG2a before 

(upper) and after (Iower) reduction and alkylation. 

一部に有意な化学シフト変化が誘起される。 ジスルフィド結合の切断によって免

疫グロプリンのエフェクター機能が喪失することから、ヒンジ領域のモザイク構造

は、免疫グロプリンの生物活性の発現において、重要な役割を果たしていると考え

られる。

IV.免疫複合体中における IgGの動的構造3)

免疫グロプリンが、そのエフェクター機能を発現するためには、多価抗原によっ

てFab部分が架橋されることが必要である。 従って、その分子機構を理解する

ためには、巨大な超分子複合体をNMRの解析の対象とする必要がある。 図4に

[IJ 1 g G2aのスベクトルを示した。 二価ハプテン (bis-(dansyl)cadaverine)で
架橋した 1g G2a二重体〈分子量300K)では、 Fab由来のシグナルは顕著な

広幅化を起こしてスベクトル中から消失しているにもかかわらず、 upperhinge 以
下のFcのシグナルは観測されている。 また、多価抗原〈一分子当たり平均10個

のダンシル基を結合したウシ血清アルブミン)で架橋した[CJ1 g G2aの免疫複合

体〈分子量 1， 100K)においても、ヒンジ領域およびFcに由来するシグナル

は、選択的に観測された。 以上の結果より、免疫複合体中においても、 Fc部分

は、 upperhingeの柔軟性のために高度な運動性を保持していると結論した。 こ

れは、免疫複合体中でFcとエフェクター分子との適合に有利に働いていると考え

られる。
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Fig.4 100-門Hzt 3C N門Rspectra of 
(A) and (B) [1]lgG2a， (C) [1]Fc， and 
(D) hapten-I inked dimeric [1]lgG2a. 
The spectrum (B) was obtained by 
using a CP門Gpulse sequence as in Fig.2. 

V.おわりに

泣 t

A 

B 

c 

D 

主鎖カルボニル炭素の選択的13C標識によって、免疫グロプリン分子のみならず、

それが多数集合した超分子複合体も原子レベルで解析することが可能となった。

その結果、 IgGのヒンジ領域が動的に不均一な柔構造を形成していることを明ら

かにした。 こうしたヒンジ領域のモザイク構造は、 Fc上のエフェクタ一分子と

の相互作用面の高次構造の保持および免疫複合体中でのFcの運動性の保持を保証

していると考えることができる。 現在、免疫グロプリンの動的構造と生物活性の

関係を、より明確に理解するために、 1 gM (分子量900K)を題材に解析を進

めている。

【文献】

1) Kato，K.， Matsunaga，C.， Igarashi，T.， Kim，H.， Odaka，A.， Shimada，I.， and 
Arata， Y. (1991) Biochemistr~ ， 30， 270・278.

2) Kato，K.，トlatsunaga，C.，Odaka，A.， Yamato，S.， Takaha，W.， Shimada， 1.， and 
Arata，Y. (1991) Riochemistr~，辺， 6604・6610.

3) Matsunaga，C.， Kato，K.， and Arata，Y.， (1991) .I.Biomol.N門R，L i n press. 
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P22 
安定同位体標識を用いた c-Ha-Ras蛋白貨の高次情造解析

0 武藤裕¥山崎和彦 1 伊藤隆 1 西村iI2 ，宮湾辰雄 3 ・，

M. W誌lchli5 ，横山茂之 1 ('東大・理 2 恩立がんセンター研究

所・生物 3 横浜国立大 学 ・工，‘現蛋白質工学研究所.日本

ブルカー)

Structural analysis of c-Ha-Ras protein by stable isotope-labeling NMR皿ethod

E弘主主基島出且~1 ， Kazuhiko Yamasaki1， Yutaka Ito1， Susumu Nishimura2 • Tatsuo 

Miyazawa3，4， Markus W邑1ch1i5，& Shigeyuki Yokoyama1， lFaculty of Science， 

University of Tokyo， 2BiOl0gy Division， National Cancer Center Research 

Institute， 3Faculty of Engineering， Yokohama National University， 4present 

address; Protein Engineering Research Institute， and 5Bruker Japan 

Ras protein consists of 189 amino acids and binds with either GDP or GTP. 

In order to e1ucidate the secondary structure of GDP-bound truncated Ras protein 

[Ras(1-171) protein]， isotope-aided 2D and 3D NMR experi皿entswere performed 

with uniform and amino acid se1ective 15N-1abe1ing. First. a11 of the backbone 

amide 1H-15N resonances were assigned. Next， by hydrogen-exchange experiments 

and measure皿ent of coup1ing constants for pairs of NH and CαH， the secondary 

structure of Ras protein was e1ucidated. From these resu1ts. six βstrands and 

five he1ices were identified in Ras protein. Further. for observation of side 

chain signa1s in 1H-13C HMQC spectru皿， 13C-1abe1ing was performed with [U_13C] 

g1ucose and a1so with [l_13C]g1ucose. 

発癌ウイルスから発見された ra s i宣伝子の産物(R a sタンパク質)はヒト正常細胞

にも存在し，増殖や分化に関わる重要な機能を果たしている.多くの癌細胞で ra s 

遺伝子の点突然変異体が発見されており，発癌における Ra sタンパク貨の重要性が

指摘されている . R a sタンパク質は，アミノ酸 189残基からなる分子量約 21 Kのタンパ

ク質で 1分子の GD Pあるいは GTPを結合しており，弱い GTPaser首位をもっている.

細胞における Rasタンパク賓の働きはこの結合したグアニンヌクレオチドによって

制御されている.すなわち GTP結合型は，タ ー ゲ ツ ト と な る タ ン パ ク 質 分 子 と 相 互

作用を行う活性 型であるのに対して， G D P結合型は，このターゲットとなるタンパ

ク 質とは相互作用を行うことができない不活性型である.グアニンヌクレオチドの

交換によって引 き起こされる Rasタンパク賀の高次僧造変化を解析することは， R a s 

タンパク質の機能の理解および発癌のメカニズムを探る上で重要な意義を持つと考

えられる. R a sタンパク質については， G D P結合型および GT P結合裂ともに X 線結晶

解 析がなされているが， G T P結合型では結晶における分子関の相互作用により水溶

液 とは異なる高次構造を取っている可能性が あ り ， 水 溶 液 に お け る NM R分光法によ

る解析が必要である. R a sタンパク質のように分子量が 2万 を 超 え る タ ン パ ク 質 の 1H 

Rasタンパク質 安定同位体標識 二次元，三次元 NMR分 光 法

frtうH I1 やまざき昔ず Uこ い t ぅ ~H t しむらすすむ bやさむたコお まる〈すべりへり ょこやまし If~き
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-NMRヌベクトルは多くのシグナルが重なりあい，容易に解析することができない.

しかし，近年，安定同位体標識を用いた種々の NMR分 光 法 が 開 発 さ れ ， こ の よ う な

高分子のタンパク質分子の構造についても多くの研究成果が得られるようになって

きた.われわれ の研究室では，現在までに 選 択 的 な 15N安定同位体標識;去を用いた

解 析から Ra sタンパク質の構造解析を行ってきたが，さらに 1.N あ る い は 13C のユ

ニフオームな安定同位体標識を利用した NMR分光法により， G D P結合型 Ra sタンパク

質について高次構造解析を進めた.

[材 料 お よ び 方法 1N M R分光法による解析には， Rasタンパク貨の C 末端 18残 基 を 除

いた短鎖 Ra sタン パ ク 質 を 用 い た . 化 学 合成した c-Ha-ras遺伝子を組み込んだプラ

スミドを大腸菌に導入し，これを最少培地で培養することによって Rasタンパク質

を大 量 調 製 し た.ユニフォーム 15N 標識を行う場合は唯一の窒素源として 15NH.Cl

を用いた.また，シグナルを帰属するため に， Val，Leu，Ile，Ala，Thr，Arg，Lys，Glx， 

Asx，Tyr，His，Phe，Ser，Gly，Metに つ い て アミノ酸選択的な 15種類のは N 標識を行っ

た〈ハ.この場合 15N 穣識アミノ駿とその他の 19種類のアミノ酸を最少培地に加

えることによってアミノ厳選択的1.N標識を行った.さらに代謝による 1.N の 希 釈

を防ぐために標識アミノ酸に対応して各種トランスアミナーゼを欠損した大腸菌変

異株を選択した (Table 1). ユニフオーム な 13C 標識を行なう場合には患少培地に

おける炭素源とし て [U-13 Cl グルコースを用いた.また，同様に [1- 13 Cl

グルコースを用いた Ra sタンパク質の標識も行った

精製した Rasタンパク質はすべて GD P結合型 で あ り ， 測 定 の た め 限 外 調 書 過 を 繰 り 返

すことによって測定用緩衝液(20m M リン圏ナトリウム韓首植， 10mM MgC12，150mM NaCl，pH5.4， 

10% D20) への溶媒置換を行った.

主鎖部分のシグナルの帰属のため，アミノ駿選択的な 1.N 標識した試料について

isotope filtered NOESY，TOCSYの 測 定 を 行った.また，ユニフォーム 1• N標 識 し た

試料を用いて NOESY-HMQC，TOCSY-HMQC三次元 NMRスベクトルを測定し解析した.この

ように選択的およびユニフオームな 1.N標識の結果から sequential assignmentを

行い， R a sタンパク費の主鎖部分のシグナルを帰属した.さらに 13C 標識した試料

Table 1 アミノ厳選択的lON様識を行うためのt古養条件

15N-labeled [15Nlamino concen- host genotype 
residues acid(s) tration strain 

uniform 15NII4C1 2000mg/l TGl prototrophic 
AlatVal L-alanine 100 DL39 aspC，ilvE， tyrB 

and L-valine 50 
Aril L-arginine 55 AB1255 argH.hisG，ilvA，metB 
Asx L骨 aspartate 90 DL39 
Gly illycine 100 AT2467 1l1yA 
Gll‘ L-glutamate 100 PA340 Ildh，1l1tB 
lIia D，L-hi..tidine 100 AB1255 
118 L-isoleucine 55 DL39 
Leu L-leucine 55 DL39 
Lys L-lyaine 55 JE5811 lys 
Het L-methionine 75 AB1255 
Phe L-phenylalanine 50 DL39 
SertGly L-serine 50 PC0950 argF，srgI，serB，thr 

and glycine 50 
Thr L-threonine 50 PC0950 
Tyr L-tyrosine 50 DL39 
val L-valine 55 DL39 
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に ついても H世QCスベクトルの測定を行った.

[結果および考察] 選択的な 1 • N標識を行 うことにより， ス ベ ク ト ル の 簡 略 化 が 可

能である われわれは. Val.Leu. Ile.Ala.Thr;Arg.Lys.Glx.Asx.Tyr.His.Phe.Ser. 

Gly.Metの 17種類のアミノ酸につい'て 15種類の選択的に 1.N標識した試料を調製し，

N M R測定を行った(その結果の一部につい ては昨年の本討論会において発表した). 

しかし， このなかには代裁による 1.N の希釈を完全に抑えるこどができない場合が

ある 例えば Glx.Asxの選択的 15 N標識では， 15  N の希釈のため isotope-filtered

NOESY. TOCSYの測定ではシグナルを十分に得ることができない. このためユニフオ

ームリ N標識した試料について NOESY-HMQCおよび TOCSY-HHQC三次元 NMRスベクトル

を測定し 15  N の化学シフトによるシグナルの選別を行った(F i g • 1 ) • ユニフオー

ムに 1 5 N標 識 した試料では. H M Q Cスベクトル上でペプチド主鎖のアミドプロトンと

Gln.Asnの側鎖に あ る ア ミ ド プ ロ ト ン の シグナルが重なりやすい. Gln.Asnの側鎖ア

、、『、 ドプロトンは Heteronuclear Triple Quantu皿 Coherence Spectroscopy (HTQC) 

によって選別を行った. この選別を路まえて三次元スベクトルでペプチド主鎖部分

にあるアミドプ ロトン由来のシグ

ナルを選び出すことができる. ー，

、ー'

のように 15 N を用いた三次元 NMR

の手法と選択的な 15 N 標識による

二次元 NHRに よ る手法を組み合せ

ることによりはじ め て sequential

assignmentのために十分な情報

を得ることができる Fig.2に帰

'H-"N 3D NOESY-剛 QC 'H-"N 3D TOCSY-l品1QC

0 ・.・・・ ・0 ・
T I I ・

L6L9V8J 。:・
‘ I I .L o. 

。

2 

4 

8 

属に利用した隣援残基簡の NOEの
IL 10 

データを示す. この情報の他に， Q 8 9 8 ppm ppm ~ ..... 
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Fig.2 GDP結合部asタンパク質におげるsequentialNOE 
および推定される2次徳造
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主鎖二酉角の情報をもとに GD P結合軍IiR a 5タンパク質について二次構造を決定した{

F i g • 2 ) 

この主鎖部分の帰属をもとにアミノ酸の側鎖へと帰属を伸ばし，高次構造を組み

立てるための N0 E情報を得るためには， 13  C標識を行なった Rasタンパク質を調製し

HCCH-COSY，TOCSYあるいは NOESY-HMQCなどの三次元 NMRの測定が必要である.このた

めに [uーリ c]グルコースでユニフォーム 13 C標識した試料を作成し，まず HMQC

スベクトルを測定した.このスベクトルの中 で Cα カーボン由来のシグナルがある

程度帰属できると解析を進める上で都合がよ い. しか し， この 場合 CαHプロトン

の化学シフトのひろがりがアミドプロトンの場合よりも小さ< ，多〈のシグナルが

重なっていることが問題となる.この問題を 解 決 す る た め ， [l-13 C] グ ル コ ー

スによる 13 C 標識の利用も試みた. F i g • 3に両者のスベクトルの CαHプロトンと

Cα カーボンとのクロスピークが現れる領域を 比 較 し た [l- 13 C] グルコース

で 13 C標識を行うと， Cα カーボンが標識されるアミノ駿は Leu，Ile，Pro，Met，Thr，

Asp，Asn，Glu，Gln.Lys，Argの 11種類である.両者のスベクトルの比較から[1ーは C

]グルコースを用いた場合にスベクトルがかなり簡略化されているのがわかる(ほ

ぽ同 じ プ ロ ト ンの化学シフトをもっ S39，N116についても[1 - 13  C ]グルコースを

用いると S39に由来するシグナルが消失しているため容易にやj別できる) .また一

般に，ユニフオームに 13 C 標識した試料では，隣あった主 3 C 同士のカップリングの

影響あるいは緩和の影響により線輔が増大する.特に Leu，Ile，Val残基側鎖にある

メチル基からの NOEは構造情報として重要な意味をもつが， [l-13 C] グルコース

で標識した試料で A 

は， Va 1残基の β

メチレン Le u残

基 の γ メチレンが

1 3  C によって標識

されな いため，こ

れ らのアミノ酸の

メチル 基由 来の シ

グナルは比較的シ

ャープな線帽をも

B 13C 

N1l6 
R41 o 
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[dJ¥. ". 
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明 30
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Fig.3 'H-同 C ijMQCスベクトル (Callフ・ロトンとCaカーボンのクロスピークのー

部を示す.) 
A: [U-13C]グルコースによる信欄 B:[l-13C]グルコースによる櫨肱

を併用することでユニフォームに， 3 C 標 識を行った誤料についての NOE情報をより

よく解釈できるものと考えられる.現在 13 C標識を行った試料についても三次元

NMRの手法を利用することにより解析を進めている.

[文献 1(l)K.Yamasaki， Y.Muto， Y.lto， M.Walchli， T.Miyazawa， S.Nishimura 

& S.Yokoyama :Journal of Biomolecular NMR， in press 
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P23 
GDP"'GTP交換にともなうヒト c-Ha-r旦E遺伝子産物の動的高次構造変化

0伊 藤 隆 ¥ 武 藤 裕 ¥ 山 崎 和 彦 ¥河合同日太 2，宮湾辰雄 2.3，M.llalchli.， 

西村這ぺ横山茂之 1 ('東大・理・生化， 2横浜国大・工， 8現在蛋白工学研，

4 日本プルカー， s国立がんセンター研)

Dyna皿ic St.ructure Change _of Ras Protein on GD_P→GTP Exchange 
工旦L主主主主 王to1， Yutaka Muto 1， Kazuhiko Yamasaki 1， Gota Kawai"2， Ta tsuo Miyazawa2， 3， 
Na1'kus Wäl~hli4 ， Susumu Nishimu1'a5， and Shigeyuki Yokoyama1 (lFaculty of 
Science， Uniye1'sity of Tokyo， 2Fac~lty of Enginee1'ing， Yokohama National 
Uni versi ty， 3presen"t Address: Protein Engineering Research Insti tute， 4Bruker 
Japan， 5Biology Division， National Cance1' Cente1' Research Institute) 

Ras p1'otein 1s bound with GDP 01' GTP， and the GTP-bound fo1'm is active while 
the GDP-bound fo1'm 1s inactive. Sequence specific assignment and secondary 
st1'ucture determination of Ras p1'otein bound with GMPPNP (nonhydrolyzable 
analogue of GTP) were perfo1'med _~y heteronuclear multid1mensional NMR with 
uniform and amino acid-select1ve 15N labeling. Upon GDP→GMPPNP exchange， near-
ly half of the c1'oss-peaks shifted and 20 cross-peaks due to residues in 
biologically important regions disappeared in the HSQC spectrum observed in 
370C， which was found to be due to line-broadening caused by chemical exchange 
between multiple confo1'mations. 

F亨
ras遺伝子産物 (Ras)は，アミノ酸189残基からなる分子量約21Kのタンパク質であり，細胞

の増殖や分化に関与している.またRasは， GD PあるいはGTPを1:分子結合しており， G D P結

合型から GTP結合型への転換はヌクレオチドの交換によって， GTP結合型からGDP結合型へ

の転換はRas自身の GTPase活性によって進行する. Ra sはGDP結合型が不活性型であり， GTP 

結合型が活性型であるが， GTP結合裂はGDP結合型とは高次構造が異なり，シグナル伝達経

路でRasの下流に存在する未知のターゲツトとの相E作用が可能であると考えられている.

当研究室では， c-Ha-ras遺伝子産物の C末端18残基を除いた171残基からなる Rasを用い，

GDP→GTP交換にともなう高次構造変化の解析を行ってきた. G D P結合型と GTP結合型の高次

構造の差異については， x線結晶解析結果の比較により論じられている.しかし，これま

でNMRによって得られた結果によると， x線結晶解析により報告されている高次構造変化

に比べて，水溶液においては，より動的な高次構造変化が生じている可能性がある.した

がって， NMRを用いて水溶液における高次構造を詳細に解析することは， Rasの活性制御の

メカニズムを解明するために必須であると考えられる.私たちは，現在までに， 15Nユニ

フオーム標識とアミノ酸選択的 15N標識を用いた NMRの手法により， GDP結合型Rasについて，

主鎖アミドプロトン， C aプロトンの帰属，および 2次構造の決定を行った.今回， GTP結合

型Rasについて同様の手法で解析を行い， GDP結合裂からGTP結合型への転換にともなう Ras

の動的な高次構造変化について考察した.

フケ宇去

1) Rasの調製 15Nユニフォーム標識の際は，完全人工合成した c-Ha-ras遺伝子を組み込ん

だ発現ベクターで大腸菌野性株TG1をトランスフオーメーションし， 16NH.Cl;を含むM9最少

潟地で培養して， Rasを大量発現させた.アミノ酸選択的 16N標識の際は，この発現ベクター

で，種々の大腸菌アミノ酸要求性株をトランスフオーメーションし， [16N]アミノ酸を含む

最少培地で培養して Rasを大量発現させた.アミノ酸選択的 16M標識は合計 15種行った.精

製されたRasはGDP結合型であるため， GTP結合型Rasとしては，結合GDPをGMPPNP(GTPの非水

解アナログ)に交換したものを用いた.

1.. 15 Ras， Dynamic Structure， ~H-~uN 3D NMR 

11tうゆたか.むtうltf:bl ， やまさき島fUこ， かわい ごうた， みやざわたっぉ， まる〈すべるUり， I:~tr ら すす骨， ょこやましげ時
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図 1.16Mユニフオーム.aRas(GKPPNP結合型)のHSQCスベクトル.主鎖アミド基由来のピークには帰属を付した.

5) NMR試料の調製， NMR測定 精製したRasは，限外ろ過により， 2~3mM の溶液 [20mM Na2HP04 

(pH 5.5) ，印刷 MgC12，150mM NaCl]として測定を行った.測定は全てプルカ一社AM-400分

光計を用い，温度変化の実験以外は 37"cで行った.

*吉芸畏

1) GMPPNP結合型Rasの主鎖アミドプロトン， C aプロトンの帰属 15Nユニフオーム標識Ras

(GMPPNP結合型)のHSQCスペクトルにおいて観測される主鎖アミド基由来のピークについ

て，アミノ酸選択的 15N標識RasのHMQC，HSQCスペクトルを測定することにより，アミノ酸

タイプの識別を行った. HSQCスペクトル (GMPPNP結合型)では， GDP結合型に比べて， 20倍 程

度のピークが観測されず，いくつかのピークの相対強度が減少していた.ついで， 15Nユニ

フオーム標識Rasについて， HSQC-NOESY，3D NOESY-HMQC，3D TOCSト HMQCスペクトルを測定

し，他方，アミノ酸選択的 15N標識Rasについて 15N-edited 2次元NMRスペクトルを測定す

ることで，主鎖アミドプロトン， Caプロトンの位置特異的帰属を行った.図 lに， HSQCスペ

クトル上での帰属を示した.位置特異的帰属により， GMPPNP結合型のHSQCスペクトルでは，

G 1 0 "-G 13 ， 121， Y 3 2 ~ S 39， D 5 7 ~ Y 6 4の残基についてアミド基由来のピークが観測されないこ

とが明らかになった .G10~G13 ， D57~Y64 はグアニンヌクレオチドのリン駿基結合部位に位

置し， Y32~S39 はターゲットとの相互作用に重要な"エフエクター領域"に位置している.

2) GMPPNP結合型Rasの2次構造 GMPPNP結合型Rasの 2次構造は， NOE (dNN)， NOE (d.N)の情

報， 3J HN<<の情報， H-D交換速度の情報をもとに決定した.3J HN.は15Nユニフォーム標識Rasの

HMQCスペクトルから読み取った. H -D交換速度の情報は， 15Nユニフオーム標識Rasについ

て，重 71<置換後のHSQCスペクトルの経時変化を解析することで得た.図 2にNOE(dNN)，NOE 

(d.N)，3JHN.，H-D交換速度の情報から推定した水素結合の強弱，および 2次構造を示した.

3) GDP今日MPPNP交換による主鎖アミドプロトン.アミド窒素の化学シフトの変化 GMPPNP 
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図2..GMPPNP結合型Rasで観渇された.NOE(dNN). NOE(d.N). 3J剛..H-D交換速度の情報と，それに基づく 2次構造.

HSQCスベクトルにおいて，アミド基由来のピークが観測されない残基は織で示した.

結合型RasのHSQCスペクトルでは， G DP結合型に比べ約半数のピークの化学シフトが '11軸，

15N紬について異なっていた(図 3) .これらの化学シフトの差異は. GDP→GMPPNP交換に

ともなう主鎖の高次構造変化を反映していると考えられる.アミドプロトン，アミド塗素

の化学シフト差が大きい残基は， Ra sのアミノ端側の半分に集まっており， HSQCスペクトル

(GMPPNP結合型)においてピークが消失した残基の前後では，化学シフト差が特に大きい.

4) I1SQCスベクトルの温度変化 GMPPNP結合型のI1SQCスペクトル (37"C)で， 21個の主鎖アミ

ド基由来のピークが観測されない理由として，化学交換によるシグナルの線帽の増大の結

果，相対強度が著しく減少している可能性が考えられた.このためGDP結合型， GMPPNP結合

型Rasについて温度を変えて HSQCスペクトルの測定を行った.図 4にはGDP結合型， GMPPNP 

結合型の25"C， 37"C， 47"CでのHSQCスペクトルの一部を示した. GDP結合型では，個々のピー

クの相対強度に温度依存性をほとんど見られなかったが， GMPPNP結合型では，温度の上昇に

ともない，いくつかのピークが明瞭に銭測されるようになった.アミノ殴選択的 15N標識Ras

について同様の温度変化の実験を行った結果， 37"Cから47 "cへ測定温度を上昇させること

により， 37"Cではほとんど観測できなかった 4つのグリシン残基のうち， 3つが明瞭に観

測されることが明らかになった.以上の結果より， GMPPNP結合型Rasでは，局所的に複数

のコンフオメーシヨンの平衡が存在していることが強〈示唆された.

五きF雰要

以上の結果を総合し， GDP→GTP交換にともなって高次構造が変化する領域を 2次構造上で

示した(図 5) . X線結晶解析の結果では L2， L 4，α2に大きな高次構造変化が報告されて

いるが，今回のNMRによる解析により，水溶液においては， β1，L 1，α1，α3も含めた広い

範囲で高次構造変化が起こっていることが明らかになった.しかも Ll， L2，L4ではフレ

キシピリティーが増大し，複数のコンフオメーションの平衡状態にあることが強く示唆さ

れた. L 1や L4はGTPaseの活性中心であり， L2を構成する残基のうちいくつかはリン酸基

の結合に関与している.また L2はターゲットとの柑互作用に関わる重要な領域である.
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図3.GDP結合型とGHPPNP結合型の関の，アミド窒素およびアミドプロトンの化学シフト差.
HSQCスベクトルにおいて，アミド基由来のピークが観測されない残基は織で示した.
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図5.GDP->GTP交換にともなう動的構造変化.

1H 

図4.GDP結合型.GHPPNP結合型の25'C.37'C. 47'Cでの
BSQCスベクトル(部分関). 
GMPPNP結合型では，温度の上昇にしたがって，矢印
で示したグリシンのピークの強度が増大する.

・:アミド基由来のピークが観測されない残基.
m:アミド窒素，アミドプロトンの化学シフト

が大きく変化した残基.

したがって. GTP結合型における局所的なフレキシピリティーの培大は，本質的な意味を

持っていると考えられる.私たちは以上の結果から. GDP→GTP交換によるRasの活性化のメ

カニズムについて以下のような仮説を提唱する. GT P結 合型 に転 換し リン 酸基 が一 つ増 え

ることにより .Ll， L2.L4がフレキシプルになる. L 2は. GDP結合型においては不活性型

のコンブオメーシヨンに固定されていたが. G TP結合型においては，ターゲ、y トとの相互

作用が可能なコンフォメーションを取り得るようになる.

現在，この仮説を検証するために. L 2に存在する残基について変異を導入し，このう

ちGTP結合型における動的構造に影響を及ぼすいくつかの変異体について，高次構造解析

を行っている.また今回は主に，主鎖アミドプロトン，アミ F雪量素についての解析結果を

述べてきたが，現在.13Cユニフォーム標識Rasを用いて側鎖プロトンシグナルの帰属を行っ

ており. GDP結合型およびGMPPNP結合型Rasの水溶液における 3次構造を決定し. Rasにおけ

る活性制御のメカニズムをより詳細に解明することを目指している.
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P24 
がん遺 伝 子 産 物 M y bの D N A結合ドメインの構造解析

緒方一博 1、平田善三¥北線裕信人相本三郎2、中井孝尚 3、中村春木 3、皿井明倫‘、

石井俊輔4、0西村義文 1

( 1横浜市大・総合理、 2阪大・蛋白研、 3蛋工研、 4理研・筑波 L S ) 

A Helix-Turn-Helix Related Motif with a Hydrophobic Core Formed by Tryptphans and 

Histidines in a DNA-binding Unit of a Proto-oncogene Product. Myb 

Kazuhiro Ogata 1 • Zenzou Hirata 1 • Hironobu Hoi0 2• Saburo Aimot0 2 • Takahisa Nakai 3 • 百 aruki

Nakamura3. Akinori Sarai4. Syunsuke Ishii4. Yoshifumi Nishimura1 

(IGraduate School of Integrated Science. Yokohama City University. 2Institute for 

Protein Research. Osaka University. 3Protein Engineering Research Institute. 4Tsukuba 

Life Science Center. Institute of Physical and Chemical Research) 

The DNA-binding domain of the ~ニ旦i主 proto-oncogene product (c-Myb) consists of three 

imperfect tandem rep、eats of 52 amino acids. each of which has three conserved 

tryptophans. The three-dimensional structure of the third repeat which is essentiaI for 

sequence-specific DNA-binding has been determined by NMR. It includes three well-defined 

helices maintained by a hydrophobic core formed by three tryptophans. together with two 

histidines. Helices 2 and 3 form a structure related to but distinct from a canonical 

helix-turn-helix motif. In particular. the turn between these helices is one amino acid 

longer than the corresponding turn in bacterial repressors and homeodomains and contains 

a proline residue. The archtecture of three helices is different from those of homeo-

domains and DNA-binding domains of bacterial repressors. 

はじめに

がん原遺伝子 c-町 bは、 トリ骨髄芽球症ウィルスの持つがん遺伝子 v-mybの細胞性遺伝子である。

c-myb遺伝子の発現は、造血系細胞の増殖・分化と密擦に関連し、未分化細胞で高く、分化にともな

って抑制される。 c-myb遺伝子産物である M y bタンパク質は DN Aの塩基配列に特異的に結合する

転写制御因子であり、 N末端から瀬に D N A結合ドメイン、転写活性化ドメイン、負の調節ドメイ

ンを持っている。 DNA結合ドメインは、 5 2個のアミノ酸を単位とした 3個 の 繰 り 返 し 構 造 か ら

なっている。 ここでは 3個の構造単位を N末から!闘にリピート 1、 2、 3と名ずける。各リピート

の中には規則的に繰り返した 3個のトリプトファンがある。私たちは、 D N A結合ドメイン中でこ

れらのトリプトファンが練水的な環境に.あること更に 2次構造としてヘリックス含量が高い事を報

告し、 D N A結合ドメインのモデル構造を提唱した 1。今回我々は、 D N A結合ドメインの構造を N

MRにより調べ、 リピート 3に関しては立体構造を 得 た の で こ こ に 報 告 す る 。

がん遺伝子産物、 Myb， DNA結合タンパク賀、 立体構造解折、 NMR、転写制御因子

おがたかずひろ、 ひらたぜんぞう、ほうじようひろのぶ、あいもとさぶろう、なかいたかひさ、

なかむらはるき、 さらいあきのり、いしいしゅんす け 、 に し む ら よ し ふ み
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実験

M y bの D N A結合ドメインのうち、 N末を含む全体 (PR123)、 3個のリピートを含むも

の (R123)、 2番目と 3番目のリピートを含むもの(R 2 3 )の大揚菌大量発現系を作成し、

NMR用に大量調製を行った。更に 3番目のリピートのみ(R 3 )は、ベプチド合成により大量調

製を行った 20 これ らの試料に関して l次元および 2次元 !H-NMRの測定を、 Bruker AMX-500で

行った。

結果

図 lにアミド・芳香族領域の 1次元 !H-NMRの測定結果を示す。 これを見て辛IJるように、 R 3 

の高磁場側、低磁場側の特徴的なシグナルは、 R 2 3， R 1 2 3， P R 1 2 3， 中に保存されてい

て、 R 3は特異的な立体構造をとりしかもその立体 構 造 が DN A結合ドメイン全体中で保持されて

いることを示唆している。 R 3は DNAの塩基配列認 識 に お い て 必 須 で あ る こ と が 既 に 判 っ て い る

ので、先ず R 3の立体構造を解析した。

R123 

PR123 

図 1. M y bの DNA結合ドメイン

の 一 次 元 N M Rス ベ ク ト ル

(10.5 ppm - 5.5 ppmの領域
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図 2. MybR3の HOHAHAスベクトル

(混合時間 lOlms)

常法にしたがって、 H20、 D20中の 'DQ F - C 0 S Y， T 0 C S Y， N 0 E S Yを測定し、ア

ミノ酸タイプ別の 帰 属 と 配 列 特 異 的 な 帰 属 を 行 っ た。図 2に T O C S Y (混合時間 lOlms) の

結果を示す。更に 3J州日の結合定数の測定、 β プロトンの立体特異的な帰属を行った。図 3 に R 3 

の配列とともに、近距離 N 0 E結果等をまとめた。図 4 に各アミノ酸残基と近距離 N 0 E、遠距離

N 0 Eの数を示しである。

全体で 496個の距雌制限、 3 5個の#角度と 17個の X!角度制限を基に、 distamce geometry 

の計算を行った。 エンベッデイングの計算にはプ ログラム E M B 0 S Sを用いて 150個の構造を
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これらの構造の中で、j尋fこ。

計算の結果忌プログラムは P R E S T 0 を用い、て、

特に疎水的なコアを形成しているアミノ酸図 5に、終 的に violationの小さな 29個の構造を得た。

R M S D 6番目から 48番目の重原子に関して、今回の計算結果、残基と骨格を一緒に表示した。

各残基毎の9 3 Aだった。全残基で O.4 5 A、(root-mean-square deviation)の値は骨格で O.

骨絡の R M S Dの値を図 6に示す。

2番目と3個の αーヘリックスと 2個のターンがある。図 5 に示すように M y b R 3に中には、

しかしホメオドメイン3番巨の αーヘ リックスは H T H (helix-turn-helix)構造と類似していた。

ターン部の 7 ミノ酸残基のや 細菌のリプレッサータンパク質の DNA結合ドメインと比較すると、

ホメオドメインやリプレ y サーM y b R 3のターン部の l残還を除いて、長さが l残基長かった。

ホメオド7 A だった。4 - 1. 1 の HTH構造と重ね合わせて RM S Dの計算を行ったところ、

メインやリプレッサー聞の R M S Dは全て 1 A以内なので M y b R 3は H T Hに類縁した構造でし

1番目と 2番目の αー図 6を見ても判るように、かも区別可能な矯造 をと って いる と結 論で きる 。

2番目と 3番目の α ーへリックヘリックス閣のターンの構造がよく決定されているのに比較して、

この事は H T H 構 造 中 の タ ー ン 部 が 硬 い 構 造 を と っ て い るス閣のターンの R M S D の値が大きい。

その原因として M y b R 3 のターン部に存在するプロリン残基の影響が考え

現 在 ま でにしられているリプレ y サ ー やホメオドメインの H T H部にはプロリン残基は見
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つかっていず、 M y b R 3は新しいタイプの D N A結合モチーフである。

M y b R 3のも う一つの特徴は 3個の α ーヘリック ス の 立 体 構 造 を 安 定 化 さ せ て い る 疎 水 的 な コ

ア である。非常によく保存されている 3 個 の ト リ プトファンの他に 2 個のヒスチジン、 4 個のイソ

図 5. MybR3の立体構造のステレオ表示 (疎 水 的 な コ ア を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 残 基 も 一 緒 に 示

しである。}
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図 6. 各残基毎の骨格の RM S Dの値 (単位 A) 

ロイシン、 l個のロイシン、 l個のメチオニンがコアの形成に関与している。特に 2個のヒスチジ

ンの役割に関してはこれまで注目されていなかった 。 このヒスチジンはリピート lや 2では保存さ

れていず、そのことが、 1次元 NMRでリピート 3 の み が 非 常 に 際 だ っ た 構 造 特 異 的 な シ グ ナ ル を

与えている原因だろう。 R 2 3や R 1 2 3に関しでも現在帰属を進めているが、 これらのタンパク

質中のリピート 3に関してはかなり帰属ができている。 しかしリピート 2中にはへリ y クスが存在

している様子はなく、むしろ塩基性アミノ酸が多いことから、 DNAのリン酸骨格と非特異的に結

合し、 リピート 3の特異的結合能を高めている可能性がある。

今回の My b R 3の構造を基に特異的な配列(A A C )をもっ DNA二重らせんとの相互作用モ

デルを構築すること が で き た 。 そ の モ デ ル は DN A認識に関する過去のアミノ酸置換の実験をよく

説明できる。
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P25 
13C-edi凶NOESYを用いたリボヌクレアーゼT1とそのGlu・58カルボキシメチル化体との

構造比較

(味の素・中研)0宮野博，鈴木祭一郎 (東大・理)国之倉優，高橋健治

Structure Comparison between Ribonuclωse T1 aOO Its Glu・58Carboxym巴白yla凶 Derivativeby 13C-editcd 
NOESY 

Efiroshi Mivan2，Ei・ichiroSuz此i，Ma鎗ruTanokuraホandKenji T紘ahashi*
Centra/ Research Laboratories. Ajino/TU)to Co.. Inc. *Facu/ty 01 Science. University 01 To々。

Detailed comparison of the active si!.e s凶 cturebetween ribonuclease T1侭NaseT1) and ['Y 
-car加 xyme出yl・Glu・58]・RNωeT1 (CM-RNase T1 • 加activated) hぉ以:endone by N:MR and mechanics / 
dynamics studies. Distance res位aintsw明白ived合'om白巴 13C-edi凶 NOESYspectrum which was m関山d

for the 13C-enriched preparation of CM-RNase T1・官lecarboxyme山ylgroup is oriented towarせtheguanidino 
group of Arg-77. which is thought to be responsible伽出einactivation of RNase T1・

[緒言I

Ri加nucleaseT， (RN蹴 T1)は、 RNA分子中のグアノシン-3'-1)ン酸部分のホスホジエステル結合の

みを極めて選択的に切断する酵素である。活性発現には、 His-40.Glu・58.Arg・77.His-92が必要であ

るが、反応機構の詳細は明らかにされていない。 1) そのため、 RNas巴T1の構造研究の焦点は、この

厳密な基質特異性と反応機構を構造化学的に明らかにすることにある。上記4残基のうち、 Glu・58

はヨード酢酸と極めて選択的に反応(カルポキシメチル(CM)化)し、酵素活性は消失する。 Glu・58

の側鎖が、僅か4λ程度のびるだけで極性の変化もないCM化が、酵素を失活させるこの現象は興味

深く、反応機構の解明に有用な情報を含むものと考えられる。そこで我々は、この修飾蛋白質

(CM-RN蹴 T1)に着目し、これまで、全ての主鎖プロトンの化学シフトをRNaseT，と比較すること

で、主にCM化が全体構造に与える影響を議論してきた。勾今回、さらに、 CM化によるGlu・58近

傍の局所構造変化を明らかにすることを考えた。そのため、 CM基のC2のみを13Cでラベル化した

CM-RNase T， ([2_nC]・CM-RNaseT1)を合成し、 13C-editedNOESYを測定することで、 CM-Glu・58に選

択的なNOE情報の抽出を行なった。実測された CMメチレンプロトンと即呼aseT1残基プロトンとの

NOE強度をもとに動力学計算を行ない、 RNaseT，の反応機構を構造化学的に明らかにすることを試

みた。

[実験I

NMR測定はAMX6∞及びAMX5∞ N:MRスペクトロメーター (B~討を用いた。試料の

[2-13C]・CM-RN蹴 T1は、 1'3CHzC∞H ~3C事， 99%) を用い、文献に従い3)合成した。波度は約2mMで、

pH 4.4とした。

動力学計算は、 PDBのRN蹴 T1・2・GMP∞mplexの立体構造から2・-GMPを削除したのち、 Glu羽の

yカルポキシル基にC M基を加え、これを初期構造とした。計算はN:MRgraf伽SI)により行なった。

[結果と考察}

まず、 CM-RNaseT1のC M碁の帰属をSQCにより行なった。その結果、 66.8ppmの13Cシグナルに対

Ri加nuclωseT1 13C喝di凶 NOESY

みやのひろし すずきえいいちろう たのくらまきる たかはしけんじ
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し、 4.64ppmと5.01ppmの2つのプロトンシグナルとの関にクロスピークが検出され、これがC2に直

接結合しているメチレンプロトンであると帰属された。以下、 4.64ppmのシグナJレをH3Cl、5.01

ppmのシグナルをH2Clと記述することにする。 yCMグJレタミン酸標品のCM基のメチレンプロト

ンは等価で、 4.49ppmに化学シフトを有する。 CM-RNaseTj中のCM基のメチレンがこのように区別

されて観測されるのは、 C M碁がRNaseTj分子中で何らかの安定なコンフオメーシヨンをとってい

ることを示している。

13C-e<肱dNOESY法を用い、 CM基のH2Cl，H3Clに近接する残基のみが選択的に抽出出来た。そ

の結果、 Phe・1∞，Tyr-42， His-40の3つの芳香族残基のプロトンとの間にのみNOEが観測され、 CM

基はRNaseTj分子中でこれらの芳香族残基の側鎖方向に配向していることが明らかとなった。

このNOESYより、 CM-RNaseTjの距離束縛付きの動力学計算を行なった。 H2Cl，H3Clシグナlレの

NOESYクロスセクションより、対角ピーク及びクロスピークの強度をピーク高さとして計測した。

この際、 C M基の二つのメチレンプロトンの距離(r剖)が1.77Aでほぼ不変であることより、この

値を基準とした。プロトン関に観測されたクロスピークの強さを I副とし、他のプロトン対のクロ

スピーク強度及び距離をそれぞれ I凶， r聞とすると、孤立スピン対近似 (isotropicspin pair 

appoximation) により、 I削 /1副=(r副/rHH) 6 の関係を仮定して、実淑IJの I聞から r1111を求

めた。このようにして得られた値は近似であり正確でないため、 0.5Aの幅で距離の上限、下限を設

定して、 NMRgrafの束縛条件 (res紅泊l悩)とした。この条件でエネルギー極小化ーダイナミックス計

算を行なったところ、全体的には、 Tyr-42-Glu-46の塩基結合部位と推定される残基の存在位置が、

CM化により特に大きく変化していた。これは、 RNaseTjとCM-RNaseTjの主鎖プロトンの化学シフ

トを比較したときの結来月とよく対応していた。また、活性部位周辺の構造では、 CM基の-COO.が、

Arg-77のグアニジJレ基水素と水素結合、或いはイオン結合するに十分な位置にまで近接(最短で

1.97λ)する距離に近づくことがわかった。

稲垣らは、Glu・58とCM-Glu・58のpKaの劇的な変化 (4.3→ 0.8) に着目し、 CM基が他の塩基性側鎖

(おそらくArg-77) との強力な塩結合を形成していると推定した。吋本研究の結果は、この仮説を

強く支持するものとなった。即ち、 CM-RNaseTjが基質結合能を保存しながらも失活している現象は、

CM基が、Arg・77と強く相互作用し、 RNaseTjのGlu・58と異なり一般塩基触媒として働くことが出来

ないためと考えられ、 Glu・58は、 RNaseTjの酵素反応に直接関与する残基であると推定される。

[謝辞l
NMR測定に関しては、日本Bn永:er'社のM.Waelchli博士にお世話になった。記して感謝致します。
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P26 
NMRによる常磁性へムタンパク質の磁化率テンソルの主軸の決定と活

性部位の構造解析

(東工大・生命理工 ) 0山本泰彦、小森研治、七井識成、井上義夫、

中線利一郎
NMR l1eter祖inationof the Principal Magnetic Axes in Horse Heart Ferrocytochrome-c 
Y描，uhikoy咽岨oto，Kenji Komori， Norishige Nanai， Yoshio Inoue， and Riichir'o Ch~jS 
Department of 8iomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology 

The principal magnetic axes in horse heart ferrocytochrome-c have been determined using 
MATDUHM (Magnetic Anisotropy Tensor Determination Utilizing the Heme Methyls)( y.l<忌岬d甜'oto&t al. 
lω出 ，So<"CO&U1.印刷刷，.I556-.I557(.I990);ffUJ:J.Bio凸O醐 '.，.198，.199-.:106'(.199.1))，The pseudo-con tact 
shifts of NMR resonances in this protein have been calculated from the obtained magnetic axes 
and the reported X-ray structure ((UY.B，凶 hJle././&t a./.， J.#ol.Biol.，2.N， 585-595 (.I990))and 
the calculated values were compared with the observed shifts，i.e.the chemical shift difference 
between the corresponding resonances in ferri-and ferro-forms( Y.fii叫 'g;Ph o.dJ晶、&rtaUOJ1，{{JJJv. 
of PeJln.ρ98Sり).Forthe main-chain proton resonances‘the two values agreed within 0，3 ppm. 

はじめに

常磁性へムタンパク質のへム近傍のアミノ酸残基に由来する NMRシグナルは、

不対電子との双極子相互作用により擬コンタクトシフト(o pc、 ( 1 )式)する。

3 ，~. I~'_ 2 
O n~= D ~，， (3cosθ- 1)/rv 

+D^~ (sinθcos2Q ) / r V ( 1 ) pc -ax¥---- .，..， -eQ 

( r ，θ、Q)は、磁化率テンソルの主軸に関する核の極座標、 Dax、Deqは、テ

ンソルの軸成分により決まる量である。したがって、磁化率テンソルが決定できれ

ば、 NMRにより不対電子と核の空間的な位置関係が求まることになる。

多数のNMRシグナルについてS を測定し、 X線結晶構造をもとにしてそれぞpc 
れの opcを(1 )式で満足させる直交座標(つまりテンソルの主軸)を最小二乗法

により決定することは、原理的には可能であり、 NMRによるへムタンパク質の磁

化率テンソルの唯一の決定法であると考えられていた。そして、近年になっていく

つかのへムタンパク質に対して、この方法によるテンソルの主軸の決定が報告され

ている (Emerson& La Har， Biochemistry， .?.9，1556(1990); Feng et al.， Bio-

chemistry， .?.9，3494 (1990) ; Veitch et a卜， FEBS Lett.， .?6'9， 297(1990))。ただ.

し、この方法には、試料のX線結晶構造が不可欠であるという制約がある。

MATDUHM (Hagnetic Anisotropy Tensor Determination Using the Heme 

Hethyls )は、へムタンパク質のへム近傍の構造解析を目的とし、 NMRだけから

磁化率テンソルの主軸の配向を決定するための方法である (Yamamotoet al. ，J. 

Chem. Soc. ，Chem. Commun.， 1556(1990)， Eur. J. Biochem.， /，98，299(1991))。今回は、

キーワード:へムタンパク質、超微細シフト、磁化率テンソル

やまもとやすひこ、こもりけんじ、なないのりしげ、いのうえよしお、

ちゅうじようりいちろう
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酸化型ウマ心筋シトクローム cの磁化率テン

ソルの主軸をMATDUHMにより求めた結

果について報告する。

NMRによる常磁性へムタンパ7質的磁化率テンソルの主触の決定

1.. 13 
へムメチル基の H. "Cの超微細yフト (~h ) 

結果と考察

MATDUHMの手)1債を図 1に示した。鉄

三価低スピン状態の常磁性へムタンパク質の

へムメチル炭素のNMRシグナルの帰属には、
1" 13，.." _， +0....-H-'~C シフト相関一次元NMR法が有効

である。次に、 ( 1 )式とHcConne11 の関係

式を考慮し、へム鉄(あるいは、 4つのピロ

ールNの重心)の位置を原点とする直交座標

を空間のあらゆる方向に回転させ最良の配向

を決定する。酸化型ウマ心筋シトクローム c

に対して得られたへムに対する磁化率テンソ

ルの主軸の配向を図2に示した。

S の計算値は、図3に示したようにして
pc 

求めた。 HGENとは、重原子の座標をもと

にして水素座標を計算するプログラムである

( C-H結合長=O. 1 nmと仮定する)。図4に

Gly残基を除いたすべての残基のCαHの計

算値と実験値をアミノ酸配列に対してプロッ

トした。コンタクトシフトの寄与が無視でき

ないアミノ酸残基 (Cys14，Cys 17， His 18， 

Het 80)以外については両者の値の一致は良

く、このタンパク質については主鎖のFolding
に関しては溶液中、単結晶中の両状態でほぼ

同じであることがわかった。

図 1
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P27 
旧黄色鯵索とシトクロム c の相互作用の研究

t関 西 医 大 ・ 化 学 ) 。際井 茂、黒田 記代、三浦 i9~ 

Interaction of Old Yellow Enzyme with Cytochrome c 

ahよ孟主主.y..E立1ll.， Kiyo KURODA and Retsu ~IIURA 

(Laboratory of Chemistry， Kansai Medical Universityl 

Old yellow enzyllle (OYE) from Bre，，'el" s yeast was l'econstiLuLed wlth 13C_ 

enriched FNNs and 8-demethyl-8-fluoro-FMN. lnteractlon of the reconstituted OYEs 

with cytochrollle c was investigated by F-19 aud C-13 NNR spectroscopy. By the 

complex forlllation between these proLeins， 8_19F and 2_13C NNR signals shifted to 

higher fields by 2.0 and 0.2 pPIll， respectively， whereas 4-， 4aー， 10a-13C NMR 

signals shifted to lower fields by 0.1， 0.5 and 0.3 ppm， respectively. On the 

basis of the titration curve of OYE with cytochrome c， the dissociation constant 

was estimated to be 0.3 mM. 

フラ ピ ン 醇 素 は、 非常に広い範囲にわたる自主化運疋反応に関与しているが、 個々

のフラピン酵紫に注目すると、 その触媒する反応は極ぬて特異的である. ごの特異

的な反応の制御機備は、 タンパク興・フヲピン分子・基買の間の相互作用によって

い ると考えられる. そこで、 我々はこれらの相互作用に注目し、 c-13などで棟識し

たフラピン分子 で再偶成した種々の古事禁を用いて、 基質およびその類似体との結合

の結果誘導される、 フ ラ ピ ン 分 子 の Z環境変化を観測し、 どのように反応様式が制御

さ れ て い る か を切らかにすることを回的として、 実験を行っている。

今回用いた旧黄色酵素 (OYE)は、 ビ ー ル E聖 母 よ り 精 製 さ れ た も の で 、 分子蚤 490 00 

のサプユニヅトあたり 1分子のフラピンモノヌクレオチド (FHN)を補酵素に持つ.

われわれは、 フ ラピン環の 8{立のメチル基を フ ヴ 索 で 置 換 し た sF-FHNを活性械プロ

ーフーとして用いた実験などから、 OYE の活性域近{曹の締造およびアミノ駁残基 lご関

して、 悶じ FHN を械酵紫として持つフラボドキシンとの問に、 多〈の類似性が存在

することを示してきた。 フラボドキシンと電子受容体であるシトクロム c との相互

作用は、 反応動 力 学 的 に よ く 調 べ ら れ て い る。 われわれは、 フラボドキシンと OYE

の相同性に注目し、 OYE からシトクロム cへの電子伝達機織を知るために、 河タン

パク質問の相互作用について調べた.

【実験 1 図 1 に示した 8位のメチル基をフヅ繁で置換した 8F-FHNおよび 2・ 4・，

4a-. 10a・の炭素をそれぞれ c・13で標識した FHNを 文 献 記 載 の 方 法 で 化 学 合 成 し た 。

これらの FH Nで 再構成した OYE とシトクロム c との相互作用を、 U N 1 T Y・400 NHR装置

を用いて、 F-1 9‘C-13 NHR測定することに より調べた. 測定に用いた OYEは、 25m 11 

C-13. F-19. NHR. Flavin. electron transfcr 

ふじい しげる、〈ろだ きよ、みうら れつ
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リン自主緩衝液{重水溶液、 p H 7. 9 )に溶解され、 その濃度は、

o . 7 m H 程度 で あ った。 化学シフトは、 C -13および F-1 9の外部

標準としてそれぞ れ TSPのメチルシグナルと NaFの F-19シグナ

ルを用いた。 測定温度は、 22- 23 ・C であった。

[結果と考察 1 8F-FMNで再構成した oY Eにントクロムじ溶液

ぬ
oc

 
図1.FMNのフラピン環の構造

を加え滴定したところ、 図 2 に示すように 8F-FHNの F-19NHRシ (¥ 
Cyl，clOYE / ¥ 

ゲナルは、 シトクロム cの添加に伴い高隊 場側にシフトした o ''''' / "--一一一~ιー

この結果は OYEもフラボドキシン同様シトク ロ ム C と *i11!Jt:~ ~人)ー
を形成することを示しており、 この F-19 NHシグナルの変化 /'¥.. 

から、 OYEとシトクロム c と の 複 合 体 の 解 離定数は 0.3 mMと求どこ!と__.--/ ~----一一日

められた。 また、 この滴定曲線から OYEの 8F-FMNの F-19 NMRシ ω"・帥 /'  "'-

グナルは、 シトクロム c との複合体形成に作い 、 2.0 ppm高磁 / '¥.. 
1.ι.. _，、¥

場側にシフトすることも明かとなった。 2.-lH 割 目

c1>・"'''・1.制It(ppm) 

一方、 C -13標識 FMNで蒋偶成した OYEの C-13 NMRシグナルも図2.シトヲロムCによる8F-FMN-QYE
のF-19NHRのスベヲトル変{己

F-19 NMRシグナルと同様にシトクロム c の添加に伴いそれぞれ 可

シフトした。 2酋， 4-， 4a-， IOa-位の cー13 N ~ Rシゲナルは、 遊 離 の OYE において

そ れ ぞ れ 161.93， 165.65. 138.19， 151.38 に観測され、 シトクロム cの i向定から、

シトケロム cとの複合体での化学シフトは、 それぞれ 161.75， 165.73. 138.67， 

154.63 と求められた (表 1 )。 これらの結果は、 2位の c・13 N M Rシ グ ナ ル を 除 き 、

シトクロム c との権合体形成に伴い 8伎 の フッ素シグナルとは逆にそれぞれ低磁場側

にシフトしているごとを示している。 この i鴎舷場側へのシフトは、 あまりたきくは

ないが、 o Y E とフェノール化合物との電荷 f~ 動複合体では、 これらの NHRシグナルの

ほとんどすべて が 高 磁 渇 側 に シ フ ト す る 結果と関連して興味深い(表 1 )。

シトクロム cとの観合体形成に伴うこれらの NMIlシグーーー 一向...，C司 13and F-19 ch・mlcalShlfts 01 FMN bound to OYE 

ナルの変化は、 シトクロム cの常磁性効果では説明で

きず. 桜合体形成によるフラピン分子の電子状態の変

化をより強く反映しているものと考えられる。 これら

の 考察から、 得られた結果は、 OYEがシトケロム c との

結合により、 フラビン環のウラシル部分の相対的な電

子密 度 の 低 下 と 8位のフリ索シグナルの高磁場長フトにみられるようなキシレン部

分の電子密度の上界によると解釈される。 フラボドキシンからシトクロム cへ の 電

子伝達がフラピン環のキシレン部分のメチル基を介して行われることを示日査する

T 0 1 I i n らの結果や OYEに 結 合 し た FMNのキシレン部分が守ンパク質表面近くに位置

しているという我守の以前の実験結果を総合して、 今回得られた結果から次のよう

な電子伝達促進の 仮 説 が 考 え ら れ る . すなわち、 OYE に電子受容体であるシトクロ

ム cが結合することにより、 フラピン環の電子密度分布がウラシル部分からキシレ

ン部分に移動し、 この傾合体形成がキシレン ss分 か ら 電 子 受 容 体 へ の 電 子 I云i童を容

2_13C 4-'3(; 4a-13C 10a-13C 8-1・F
QYE 161.93 185.65 138.19 154.38 25.4 

OYE'町t.c 161.75 185.73 138.67 154.63 23.4 

QYE時-COYY1E10 ー内.情.- 0.08 0.48 0.25 -2.0 

OYE'・OpYaEp -0.51 -0.95 -3.69 0.00 -4.1 

PBP， p-bromoph・nol

易にしている.
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P28 
lH-NHRによるタンノマク霊童t容認交一ーゲ、ノレ翠歪主艶

占こ求:>t:rる 7}<孝膏起き君主イ乞 OJ在汗多E

l藤田保衛大・衛・生理， z岐阜大・医・生理メ稲沢市民病院・臨床病理.

4生理研. 5京大・理・化

O曽我美勝"恵良聖~2，桑田一夫Z，加藤一夫 3，岩間亨Z，今井 _2 ，

中上療に亘弘久赤坂一之5

Cross-re1axation studies on冒aterstructure in bovine p1as皿aa1bu皿inge1 (BPA‘-gel) and 

s01ution 

'Dept. of PhYSiol.， Sch. of Health Sci.， Fujita Health Univ.， ZDept. of PhYSiol.， Sch. of 

Med.， Gifu Univ.， 3Dept. of Clin. Med.， Inaza曹aCity Hosp.， 4 Dept. of M01. P匝ysiol.， 

Natl. Inst. for PhYSiol. Sci.， 5Dept. of Che皿.， Fac. of Sci.， Kyoto Univ. 

M. SOga皿i" S. Era z， K. Ku冒ataZ，K. Kat03， T. Iwa皿aZ，H. 1皿aiZ，Y. Nakaga圃i'，H. latari 4， 

K. Akasaka5 

Cross-re1axation phenomena in bovine p1asma a1bumin ge1 (BPA'-ge1) and solution曹ere

studied using the saturation transfer (SAT) and inversion recovery (INV)皿ethodsof 

Akasaka (1981. 1983). (1) There were fast and s10胃 intra皿01ecu1arcross-re1axation 

ti皿es(T， 5・" T， 5，.) bet曹eenirradiated and observed protein protons in BPA'-ge1. 

T， 5パ co血ponents(1/10 --1/20 of T'5，.)曹eredetected on1y by SAT in BPA'-ge1. Intra-

皿olecularcross-re1axation processes in s01ution， obtained by SAT and/or INV冒erea 

single kind of T， 5， corresponding to T， 5，. in BPA' -gel. (2) T， 5， ， CO岨ponentsin BPA'-

ge1皿ightcontribute intermo1ecu1ar cross-re1a孟ationprocess from protein to曹ater(T， 5 

(HDO))， resu1ting in T，s(HDO) in BPA'叩 ge1being far 1ess than that in solution above 

10.5 l. 

でL.

はじ めに 市販ウシ血媛アルブミン(BPA)は微量のプロテアーゼを含み.この酵素はpD4. 0 

(F型構造)においてG1n-392とCys-435聞のペプチド鎖を1--2個所切り， BPA(66K)→BPA' (66K)→ 

BPA" (63K)を生成する。 BPA'，BPA"の混合物は4.5l 以上でDzO(pD4.0)中において透明なゲル

(BPA'ゲル)になる。 非常に精製したウシ・メルカプトアルプミン(BMA)は上述の酵素を含まず12.5

Zでもゲル化しない。 溶液→ゲル変換において水分子のT" Tzは短縮し特にタンパク質より水へ

の交差緩和時間(T，s (HDO))は著しく短縮した。 また11T，s (HDO) vs湧度(曹(0)プロットにおいて.

ゲルの1fT，5 (凹0)は， 10.5 l以上で急峻に増加し Akasaka(1981.1983) (1)のインパージョン・リ

カパリ一法で求めた分子内交差緩和時間(T，s)よりも短縮した。 この機序について検討を加えた。

タンパク質溶液・ゲル変倹.水構造，分子内交差緩和現象，分子間交差緩和現象

長義実 iき!議長皇、二!薬白土実.ih語竺美;話吉本手非'セ"1') 平1r定笠宮;
第if竺芝
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実 験 材 料 及び方法 BPA"ゲルおよびBIA溶液はSogamiら. Eraらの方法により作製した(2)。

Bruker社11360油またはAlX360油型を用いT，. T2• T，.. T，.(HDO)を測定した。 T，.. T，s(HDO)は

Akasaka(1)の飽和移動法(SAT法).インパージョン・リカバリ一法(1NV法)を用い，ー2.45. 7.13. 

8.65 p. P.圃.などに rHzl21!"単位で64-107Hzのf2照射を与えた。

実験結果と 考 察 (I)BIA溶液. BPA"ゲル中の水分子のT，. T2値を比較すると.何れもゲ

ル化により短縮した(図 1). 1/T，(HDO) vs 曹(~)を用い推定したBPA・ゲルの結合水量はBIA溶液の

数倍であった。 7.13 P. P. 11.. r Hzl2Ir -69 Hz (図 2)または8.65P.P.II.. rHzl21!"-107 Hzの

f2照射により求めた1/T，.(HDO)vs '(~) (図 2)は，溶液，ゲル状態で特に著しい差を示した。

BPA"ゲルのT，. (HDO)はSAT法. INV法の何れでも，ほぼ同ーの値であった。 また. 10. 5 ~以上では

T，s(HDO)はINV法より求めたタンパク質分子内交差緩和時間(表l参照)よりも短縮した。 一般にタ

ンパク質より水へのT，.(HDO)はT，.より長いはずである (3)。 この結果は. BPA*ゲル中の速い分子

内交差緩和現象がINV法で測定出来ないことを示唆しているのだろう。このためE項の測定をした。

(B)BPA"ゲル中のT..をSAT法とINV法を用いて測定すると，図 3A(BPA"ゲル. 11. 87 ~. pD 4. 01. 

0.10 1 cr ; f2照射. 7. 13 P. p.皿.. r Hzl21!" -69 Hz)に示すように. SAT法では速い成分(T，s. ，) 

と遅い成分(T，s.・)の2成分よりなり t T， s， fはT，s， &の1/10-1/20.速い成分の比率は-0.2であっ

た(表 1参照)0 Akasakaら(4)はT，sは分子全体の回転相関時間にほぼ逆比例すると報告している。

BPA"ゲル中におけるT，..，はBPA"分子の2次結合による安定な大きい分子集合体の生成によるのだろ

う。 INV法ではBPA"ゲルは. SAT法のT.s， .に対応したほぼl成分のT，s値のみを示した(図 3B.表1

参照)0 BIA溶液(pD4. O. O. 10 1 C1一)ではSAT法. INV法の何れでも. T， sはBPA"ゲルのT，...1こ対

応した1成分のみであった。

(1) BPA"ゲルにおけるSAT法. INV法によるT，s測定の差異は.図 41こ示す機序によるのだろう。

園中の1，は一般に1/~ = 1/T， + 1/T，.の関係がある。 仮にS.1スピン系があり. Sスピン系をf2

照射すると，図 4上段に示すように，直ちに飽和し，ついで観測するIスピン系に，図 4に示す式

のように飽和移動する。 この際仮に.1スピン系に交差緩和の速い系(1.・'. T:. ，)と遅い系(1..•. 

T:. .)があるとすると. SAT法ではT~. f， 1f..，即ちT，s・r，1， 5. .の観測は可能であろう. しかし

ながら. lNV法では.観測される Iスピン系の時間変化の大部分は遅い成分(T~. .即ちT，s. .)よりな

り.分子内交差緩和時聞は.T，.パに対応したほぽl成分となるのであろう。 BIA溶液ではBPA・ゲル

のように分子集合体がなく. SAT法. lNV法の伺れでもT，sは1成分となるのだろう。

(IY)BPA'ゲルのT，s (HDO)は5-12~にわたり. SAT法. INV法の何れでも1成分で.ほぼ同ーの値を

示した。 タンパク質の特定の側鎖をf2照射すると，その部位が飽和し→分子内スピン鉱散→結合

水へスピン鉱散→化学交換により自由水へ飽和移動する(3)。 図 5はBPA'ゲルを用い rHzl21!"-

64 Hz. 15秒各部位をf2照射したときのHDOへの飽和移動のアクション・スペクトルを示す。 図 5の

結果も前述の説明に一致するのだろう。 BPA'ゲルのT，.1こT，s・，，11S， .の2成分があるが. 1， s (HDO) 

が1成分であることは興味深い点である。 図 4に示じたT，..，成分が水への交差緩和において主役

であることを示唆している。 このため. 10 ~以上のBPA・ゲルにおいて. T，.パ>T，.(HDO) > 

T， s・fとなるのであろう。 言うまでもなく. BPA'ゲルにおける結合水質の増加も.タンパク質より

水への交差緩和速度の増加に役立っているのだろう。
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130 (1986) ; Era. S.. SogamI， 1.. Kuwata. K. et al.. ibid.. 33. 214 (1989) ; Era. S.. 
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lagn. Resonance 36. 135 (1979) (4) Akasaka. K.. Ishi皿a. R.. Shibata. S.. Physica B 164. 

163 (1990) 

TABLE 1 Cross-relaxation times (Trs) of side chains (・CH3'e-CH2 of Lys， and aromatic protons 
(7.13 p.p.m.)) of BPA* in the gel state (0.10 M Cl-， pD 4.0 before gelation)， obtained by the 
saturation transfer and inversion recovery (TIS values given in brackets) methods 

SLDW CROSS-RELAX. FAST CROSS-RELAX. 

Trs，s (SEC) "'.9 Trs，f (SEC) q，.~ 
ftFAST} b Conc. f2 1H212TT -CH3 Lys Arom IrR110 -CH3 Lys Arom 1"，110 

{‘} (p.p.m.) (Hz) 

11.87 7.13 69 1.39 1.35 0.67 0.12 0.12 0.15 0.21 
(1.06 1.35)C 

10.42 7.13 69 0.90 0.96 0.57 0.12 0.12 0.16 0.26 
(0.94 1.15)C 

8.85 7.13 69 1.33 1.43 0.66 0.13 0.12 0.07 0.24 
(1.21 1.54 )C 

8.85 -2.45 107 1.11 1.27 1.21 0.62 0.19 0.11 0.10 0.27 0.28 
(1.16 1.47 1.56)c 

11.87 -2.45 107 1.52 1. 43 1.11 0.69 0.10 0.07 0.08 0.06 0.21 
11.87 -2.45 135 0.87 0.92 0.68 0.56 0.07 0.07 0.04 0.10 0.28 

(図1)
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(図 2)
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図 1 ウシ血媛アルブミン(BIA)溶液. BPA'ゲル中のHDOの1fT1VS曹m。

図 2 ウシ血祭アルブミン (BIA)溶液. BPA'中の1fT，.(凹0)vs '(~) (f2照射:7. 13 P. P. 11. • 

r Hzl211' -69 Hz. 25')。
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(図 3A) (図 3B)
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図 4 交差緩和時間(T，.)測定法の模式図。

図 5BPA"ゲルの'H市町スペクトル(下段)とBPA"より HDOへの飽和移動のアクション・スペクトル

(下段. f 2照射: r Hz/2Tr -64 Hz. 15秒. 25')。
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P29 
ネオカルジノスタチンにおける分子認識

(東北大・理 1，サ ン ト リ ー 生 医研に東北大・医ヘポーラ化成新薬研 4) 

O 国中俊之 1，高僧和信 1，鈴木敏夫 1，平間正博 1，上野昌子 1，

今城精一九石黒正路 2，水柿道直 3，江戸清人 3，小松秀雄 4

Molecular Recognition in the Neocarzinostatin Complex 
Toshiyuki Tanaka1， Kazunobu Takahashi1， Toshio Suzuki1， M鎚ぬiroHirama1， Masako Ueno1， Seiichi 1m付。2，Mぉaji
Ishigur02， Michinao Mizug紘i3，Kiyoto Ed03，如dHideo Komatsu4 

lPaculty of ScienαI Tohoku Unive.回全y，2Suntozy Institute for Biomediω11 Res阻 rch，3 Tohoku Univer.宮ityHospitaJ， 
4 POIA PhannaceuticaJ R & D Lsbor.atozy 

2D・NMRStudies on neocarzinostatin complex， which is ∞mposed of a nonprotein chromophore and釦 apoprotein，have 
rev凶 ledthat the hydrophobic pocket formed by the intemal four-strand s-sheet of apoprotein binds NCS-chr with白e

conformation in which i箇 naphth伺 temoietysi包 onthe bottom of the pocket釦 dthe創ninosugar卸 dtheωrbonate gr'∞p 

face outw釘 ds.lt indicates白紙 theinteraction between the pocket and the naphthoate is e.ssential for the chromophore 

binding， and也atthe chromophore would be stabilized by the steric hindrance to the active center C12 ofthe core， which is 

白山edby the protonated me白yl創凶nogroupof白eaminc刷 .garaswelI踊白eapoprotein. 

[序]ネオカルジノスタチン(N C S )は、 S treptomyces carzinostaticu s var. 

F -41が童 生 す る強力な抗鱒剤であり、 ラジカルを発生し D N A切断活性を有するク

ロモ フ * ア ( よ)と、 アミノ敵 1 1 3残基から な る ア ポ タ ン パ ク ( ア ポ NC S )か

ら徳成されてい る ( 図 1) • このアポ N C S は、 単狼では非常に不安定なクロモフ

ォアを特異的にしかも強く結合して安定化する役割と、 キャリヤーとしての機能を

果していると考 え ら れ て い る . その結合徳造と安定化機構の解明は、 分子認識の観

点か ら 非 常 に 興味深い. 今日まで、 N C S篠合体の低分解飽 X 線結晶解析 1) ア ポ

o 
~. PH O.ll. 4.r丸 0121チJ，:

->=ど 0 ・1J 偽γ~寸日~O
CHベ /}8" 討、~5

6.~-\7. 0 ii 
OCH3 1.1" .....，......_ 

o"1~・ .........a

51 .l.. 
CH:i矛.....3.'OH
e・ OH

1 

w ~ 
AJa. A1a. Pro. Thro AJa. Thr. Val. Thr・ Pco-Ser-Scr.・Gly.・L皿.Ser.A早・Gly-Tbr. V，必-Val. LYIト

30 40 
Val・A1a.Gly. AJa. Gly. Lcu. GIn. AJa. Gly.τbr.・AJa.Tyr. A早・v.ιGly.GIn. Cya. AIa・ Trp-Val. 

~ w 
A早-Thr. Gly. Val. Lcu. AJa. cys. Asp-P..，. AJa. A皿・Phc-Scr-Scr-V:時Tbr.AJa. A申・AJa.A皿・

ro ~ 
Gly-S.r. A1a-Scr. Thr-Ser. Lcu. Thr. Val-A唱.A唱:.S昨 Pbe・Glu・Gly.・Pb..Lcu. Pb.. Asp-Gly.・

同 100
Thr.A唱・Trp-Gly.百lC-Val-A凪ーcys.百".Thr. A1a-A1a-cys-Glo. Val・Gly-Lcu. Ser. A勾トA1a-

110 
A1a-Gly-A暗・Gly.Pro・GI..Gly. Vaι AIa・晶.Ser. pbかAaa

図1. ネオカルジノスタチン・クロモフォアの梅透(左)と

アボタンパークのア ミノ磁Ia列(布)

ネオカルジノス タチン， クロモフォア， 二次元 NM R， 分 子 認 識

たなか としゆき，たかはし かずのぶ，すずき としお，ひらま まさひろ，

うえの まさ こ，いまじよう せいいち，いしぐろ まさじ，みずがき みちなお，

えど き よ と ，こまつ ひ で お
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クN C Sの CDおよび二次元 NMRによる二次構造の解明 2，れが行われてきたが、

ロモフォアの結合 部位を含めた N C S複 合 体の詳細な高次構造は明らかにされてい

二次元我々は既にコンピューター・モデリングによる予測を報告した aυない.

NMRを用いた NC S復 合 体 の 構 造 解 析 引 によって得られた知見について報告する。

o ) ( p H 4. の溶液(軽水)および 5mM{重水)NCS複合体の lmM[方法]

測定は B r u k e r A M 6 0 0装置を使用して 3 0 "c を NMR試料として用いた.

(混合時間 40 - 8 0圃s)， HOHAHA DQF-COSY， およ び 3 5 "cで行い、

軽また、トルを純位相モ-~で測定した.スペク(混合時間 200圃s)NOESY 

水 ピークの除去は通 常 の pre-saturationi去を用いた.

連鎖帰属は常法引に従タ ンパク由来のシグナルのスピン系の同定、{結果と考察]

クロモ94%以上の側鎖プロトンの帰属を行った.全て の主 鎖のプロトンと、b、、

主鎖プロトン聞のフォ ア由来のシグナルに関してもすべての帰属が終了している.

お よ び そ(図 2) 二次梅遊ドプロトンから、交 換の遅いアミロングレンジ NOE、

クロモフアポ NC S単強の解析結果 3， 7 )と比較すると、の折りたたみを予測した.

*アとの結合による大きな徳造変化はタンパク主鎖部分に引き起こされていない.

A s p 3 3 -同一条件で測定したアポ NCS単独のシグナル帰属刊と地較すると、

C y s 9 3 - V a 1 108の主鎖あるいは

剛山内、‘いい

叫
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図 2. N C S複合体中のアポ
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側鎖の一部のプロトンが O. 1 p p m 以上の大きな高磁場あるいは低磁場シフトを

示している. これらのアミノ厳に図まれた部位にクロモフォアが結合していると考

えられる. この部位は、 コンピューター・モデリングより予測したクロモフコtア結

合部位 4lに対応している.

クロモフォアの疎水部分であるナフトエート部位とコア{ジエンジイン骨格)に

ア ボタンパクとの聞の分子間 N 0 E が多く観娯されているが、 親水部分であるアミ

ノ糠 と カ ル ポ ネート部位には余り見られない。 コンピュ}タ}・モデリングによっ

て得られたアポタンパタの傭遣を基に、 これらの分子関 NOEからディスタンス・

ジオメトリー法でクロモフォアの結合部位および結合構造を求めた(図 3)。 ナフ

トエ ート がゆ りかご状のアポ NC Sの内側 Fシートからなる疎水位ポケットの底に

位置し、 アミノ績とカルポネートがポケットの入口を塞ぐように結合していること

が明らかとなった。 このことから、 ナフトエートがクロモフォアとアポタンパクの

強い結合に重要な役割を来していることが 予 怨 さ れ る 。 これは、 クロモフォアモデ

ル化合物(~ -立)が、 アミノ糖の有無にか か わ ら ず 、 アポ N C S と 強 い 結 合 定 数

を有することからも支持された(図 4) • ナフトエートと T r p 3 9の側鎖芳香環

との聞に分子関 NOE，O{見られ、 両者が近緩していることがわかった。 しかし、 デ

ィス タン ス・ ジオメトリ}から得られた様造 で は 、 両者の相対配置は祁スタッキン

グに適していない(図 3)。 アポ NC S皐狐において T r p 3 9の側鎖芳香環によ

り遮蔽され高磁場シフトを示していた L e u 4 5のメチル義が、 タロモフォアの結

合によりさらに1. Oppm近く 高磁 場にシフトする(図 5) • これが単にナフト

エートによる溢 蔽 の 上 乗 せ の 結 果 か 、 あるいは T r p 3 9 の 側 鎖 芳 香 環 を 含 む ア ポ

タンパク側鎖の揚造変化によるものなのかはまだ明らかでない. ナフトエートとア

ポタンパク間の詳細な結合徳造と相互作用について更に検討中である.

図 3. N C S .合体の構造(上:クロモフォア結合部位拡大図， 下 : 全 体 図 )
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アミノ積のメチ ルアミノ基は、 AlalOlお よ び G 1 y 1 0 2 と分子間 NOE

を示し、 A s p 9 9 - A s n 1 0 3からなる親水位のループ構造と近畿している.

また、 コアの C 5位のプロトンは、 P h e 7 6 と の 聞 に 分 子 関 NOEを有し、

P h e 7 6 - A r g 8 2からなる車軽水位の 高いループ構造と近い. それぞれイオン

性相 互作 用と 疎水位相互作用がクロモフォア を お さ え る 役 割 を 果 し て い る .

ディスタンス・ジオメトリーから、 アミ ノ糠のメチルアミノ基(アンモニウム嵐)

が、 クロモフォアの活性化都位の C 1 2位 をおおう空間前鹿をとっていることも明

らかと なっ た. 求核 剣 や ラ ジ カ ル の 攻 撃 か ら保護していると思われる. これが会合

に よるタロモフォア安定化要因の lっと考 えられる. また、 活性なエポキシドは、

アポタンパクポケットの底に面しており、 酸触媒の攻撃から保越されている. 一方、

コンピユ}ター・モデリングほどではないが 刷 、 Cy s 3 7と Cy s 4 7のジスル

フィド結合がタロモフォアのコアの三重結合に近い。 単なる疎水位相互作用ばかり

でなく. 軌道相互作用による安定化機能も果している可能性がある.
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P30 
カブトガニ血球由来抗菌ペ プチド Tachyplesin 1 とリポ多糠(L P S ) 

の 相互作用

(九大歯・理・) 0河野敬一、 牟田逮史¥関典昭¥寺田善博、

岩永貞昭・

Interaction of lipopolysaccharide with anti皿icrobial peptide， 

tachyplesin 1， isolated fro皿 hemocytes of the horseshoe crab 

k eiichi KawanQ， Tatsushi Muta， Noriaki Seki， 

Yoshihiro Terada， and Sadaaki Iwanaga 

(Faculty of Dentistry and Faculty of Science， Kyushu University 

Fukuoka， Japan) 

Tachyplesin 1 is an anti皿icrobial cationic peptide of 17 residues found 

in the he皿ocyte debris of the horseshoe crab (Tachypleus tridentatus). It 

takes on a fairly rigid conformation constrained by two disulfide bridges 

and adopts a conformation consisting of an anti-parallel s -sheet connect-

ed by a s -turn. Tachyplesin 1 for皿s a co皿plex with bacterial lipopoly-

saccharide (LPS). The interaction of tachyplesin 1 with LPS in DMSO 

solution was studied by 'IP-NMR. 

L P S (リポ多糖、 エンドトキシン)は、 グラム陰性菌外膜表層に存在する菌体

成分であり、 多くの細胞や生体成分に結合して 、 発熱性のほかエンドトキシンショ

ッ夕、 致死、 炎症、 Schwartzman 反応、 免疫増強作用や凝固一補体系の活性化など

生体にとって有 害 な 作 用 と 有 益 な 作 用 の両面にわたる多彩な活性を持っている. L 

P Sの作用機作を理解する上で L P Sと生体成分の結合様式の研究は重要であると

恩われるが、 L P Sはミセルを形成しその分散状態により活性が変化するなど困難

な点 が 多 い . tachyplesin 1 はカプトガニ血球から得られるアルギニンを多く含む

抗菌性ペプチド であり、 L P Sに よ る カブトガニ血球凝固反応(りムルス反応)を

阻害することからアガロースゲルを用いたこ重拡散の実験が行われ、 tachyplesin 

!と L P Sは複合体をつくることが確認されている. また Hシート型の骨格構造を

とり、 側鎖は両親媒性の配向をしている 1I • 1 7残 基 か ら な る こ の ペ プ チ ド は 低 分

子 で あ り な がらリジッドな構造をしており、 更に(1 )強塩基性である、 (2 )両親媒性

である， (3)NH.末端または C 0 0 H末 端残基がブロックされている等の L P S結

タキプレシン、 カプトガニ、 リポ多糖、 ペプチド、 L P S、 リピド A、 NMR  

かわのけいいち、 むたたつし、 せきのりあき、 てらだよしひろ、 いわながさだあき
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合性蛋白質・ペ プ チ ド に 共 通 の

性質 2，を全て備えており、 L P 

Sとの相互作用 を研究する上で

優れたモデルであると思われる.

一方、 菌体 成分としての L P S 

は不均一な混合物であるので、

多糖古事を除いた 活性部位(リピ

ドA) を用い、 な おかっ完全に

均 一 な 合 成 標 品 を使用した.

tachyplesin 1 はリン脂質とは

結合するが、 精とは結合しない

ことカtわ古、っており'人 L P S 

全体を用いずリピド A を相互作用の実

験に用いることは妥当と考えられる.

2.7 
(実験)リピド A は第一化学薬品 KK

の LA-14-PPを用いた. tachy-

p 1 es i n I はカプトガニ Tachypleus

tridentatus 血球の酸強出物より精製

した.

(結果)リピド A の D M S O溶液の

日 PNMRスペクトルはリピド A 分子

中の 2個のリン原子に対応して 2本の E

ピー クを 与え た. これに tachyplesin 0. 

I を加えていくと Fi g. 2に示すように、

0.6 pp血 の 引 P シ グ ナ ル が ま ず 高 磁 場

にシフトする. 一方、 2.6 ppm の.L P 

シグナルは最初ブロードニングするが

シフトせず、 さらに tachyplesin 1 を

加えていくと高磁場シフトすると共に

シャープになる. 以上の結果からリピ

ドA の 2個のりン酸基は tachyplesin

I との相互作用において非等価である

こと、 一方のリン酸基が優先的に相互

作用することが示された.

9R 0 10G 
，と-N、，H

H .C‘ム
、N H n 、C-o、，

C-O-..H-N 
8Y H-C' 、C-HIII 

、N-H'"o=c' 
O-C~ _N-H 

7C C-H H-C' 12C 
H-N:、5-S""" :c..o 

C=O---H-N ，、
6V H-C; ，C-H 13Y 

N-H-'-O=C' ，、
O=C N-H 、，

5R C-H H-C 14R ノ、
H-N c=o 

、C=O・ーーH-N/
4 F H-C' 、C-H15R 

、N-II-一O-c〆， 、
0・C' N-H 

3C ιNJtJJciceO16C 

Z制 H、c〆c・0 杭，柄、c-杭17R
、，

o‘c-N、H O.c、時λミ

lK 、，、前
/f、IV....L.、H

H 

Fig. 1. The structure of 1ipid A 
(A・14-PP) (right) and the structure 
of tachyp1esin工 (left)• 

OH 

ノ
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。2.1 

0. 0.7 

0.3 

0.1 

一一一く〉ー

3 4 5 。 l 2 

tachyp1esin I/LPS 

Fig. 2. Titration of 1ipid A with 
tachyplesin 1 in DMSO-d6 at 30 ・C.
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P31 
LiDSミセル中での rat-ANPの栴造研究

0林 文晶，渡辺国夫，井上 鍵，新 優，照井彬弘 (塩野義研)

助IRstudy of rat-ANP(7-28) and its anaJ句s in Li凶皿iaJJes.

F. f包担金1.K. Watanabe. K. In∞ye. M. Shin. Y. Terui 

( Shiα昭 i Rff回rch La凶mωri邸)

ηle i nteract i∞ wi th LiDS miaJJes ar凶叩Jforn凶tional properties of rat-ANP(7-28) and its anaJ惚 s(G9D-Ala.

G9P. G9Sar) have bE到J1町'estigat凶凶ing2D NMR t配 hniql踊 Themialle初出Jd r偲 ionof rat-ANP(7-28) were 

deter百lT副 by 廿宮町田Jysis of 廿Je ch叩 1伺 l 油ift changes betw聞 Jaq出到E 副首d mialleαJndition ar凶 by 廿E

study of 1α:aJ envirα1m田tof amide NH protons. The regi四百 were Argll - IJe15 ar凶 Phe26 - Tyr28. which 

beJong もo 吐le bioJc沼iωlly 匝蛮宜Jtial n活lαJ. The ∞nformational e行'ects of a po i nt ru凶tituti∞. here at 

Gly9. were 閲皿ined for 世le study of 1αコal env i ronment ar∞凶 biolc唱icaJJy e:田Jtial r凶 idt四 In this 

e湾:>erim回 twe f，∞nd two types of chemiαlめiftchange;∞e is large 1α:a 1 changes and 廿le0廿Jeris w i de-range 

mi∞r changes.ηle former is intimately related wi th the change of biolc返ical 配 tivity ar凶 the latter is 

caused by the cf剛氏。finteracti∞with皿iaJJes. In 廿Eαseof出erubsti tuti∞of GIy9甘Jechange of廿E

biologi匂 Jacti vi ty were originat凶台四社Je α)!IformatiαJalchanges at phe8 and IJe12. 

〈序〉

心房性ナトリウム 手11尿ペプチドは Na手11尿作用.平滑筋弛緩作用等を持つペプチド

ホルモンとして注目され.乙れまで.生物活性に必要な残基レセプヲーの同定及び

作用機情等の生化学的諸性質から溶液中で の立体情造に至るまで世界中で広く研究

されている.乙れによると. CYS7 - IIe15部分に活性に不可欠な残基が集中し. C 

末付近も活性に大きく寄与しているらしい.また. distance geometry計算からは

いくつかの turn様の折れ曲がりや伸びた憎造. C末部分の折り返し 4構 造 の 存 在

が示唆されているが.全体的には 2次構造を持たず flexibJeであると報告されてい

る 1， 2 ) .  ANPとミセル. 1 i p i dとの相互作用に関しては. CD及び 1R による研究より

randomから B情造へ変化する乙とが報告されており 3. ，，)膜との相互作用の recep-

tor結合への寄与 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た . NMRでも rat-ANP(7-23)部分について SDSミ

セル中での立体十構造決定が行われており. DMSO中よりも少し折れ曲がりの多い情造

が報告されている.) 

本研 究で は. rat-ANP(7-28)といくつか の 9 位置換アナログについて SDSの Na+を

Lい に 変 え た LiDSミセル中での物性. t構造解析を行い. ANPとミセルの相互作用部位

及 び そ れ と 活 性に不可欠な残基の位置関係等を明らかにしようと考えた.また.活

性に大きく寄与している G1 y 9に つ い て も 調べた.

key word: NMR. rat-ANP. LiDS miceJles. interaction. conformation 

はやしふみあき ， わ た な べ く に お ， い の うえけん，しんまさる.てるいよしひろ
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〈方法〉

rat-ANP(7-28)及び 9位置換アナログ(D-Ala.Pro.Sar体)は，闘相合成法により

化学合 成し ，逆 相 HPLCで 繍 製 し た . LiDSは市販の全重水素化 SDS(MSD lsotopes)を

L i塩 にイオン交換 して得た.試料条件は.田 icelle free糸 5mM試料 10.1 M重酢酸

D，Oま たは H，O/D，O(9:1).国 ice 11 e糸 10mM試料 10.6M LiDS.D，O又は H，O/D，O(9:1). 

pH 5 で行った.

NMR測定は Varian XL-400分光計，データ処理は Sparkstation330上で Varian VNMR 

ver. 3.2Aを用いて行った. COSY.HOHAHA(DIPS!-2.z-filter).NOESY測定は. TPPI-

States法により行った. f 1方向の位相補正は Marion 80 Baxらの方法により evol-

ution tilleの delayの補正を行い. FT後の位相合わせによって生じる artifactを防

い だ.軽水消去としては COSYは DANTEと SCUBA法. HOHAHA.NOESYは DANTEと Jump 晶

Return pulseを組み合わせて行った. HOHAHAの皿 ix. t i lIeは通常 40llsを用いたが，

HD交換の際は Iscan.皿ix.time=30ms.全積算時間約 10分で行った. NOESYは mix. time 

=40.80.120.200.300Ilsの 5点で測定し.その vo1u皿e integral値を fittingして距離

の定量に用いた.

〈結果と考察〉

化学シフト変化 水系とミセル糸での ANPの

特徴を 明ら かに するためにそれぞれの系での AN Ad 

Pの帰属を行った.帰属は Wothrichらの連鎖帰

属に従って COSY.HOHAHA.NOESYを用いて行った

.それぞれの帰属に 基づ き， 水系 司ミ セル 糸で

の化学シフト変化の 結 果 を rat-ANP(G9D-Ala)に

ついてまとめたのが図 lである.一見して明 ら

かなように，大きく変化が起乙っている領域と

ほとんど変化のない 領域 に明 瞭に 分か れて いる

.大きく変化が起乙っている領域は 11e 12と !1 e 

15を中心とした D-Ala9 - G1y16部 分 と C末の 2

残基であり， ζζ を 中 心 IC ミセルと相互作用し

て い る乙とが明かになった.乙の領域は活性発

現に重要な領域と重なっておりその点でも興 味

図 l 糟峰変化( H.O司 200・MLiDS )の聞の化学シフト霊化

rat-ANP( G9D-Ala ) .30・c

( PPII ) 

A-A 主鍋アミド NH 

。…也 αCHプロトン

0.6 

0.4 

0.2 

。o: 

ー0.2ト

o 

ー0.4 1 ψ 句b↓ 、b、b ψψψ 
9 11 12 15 16 26 2728 

深 い

アミド NHの挙動 11 e 12. 15の NHの シフ トは 0.5 - 0.7ppm にも透しておりとりわげ

大き な変化を示しているがとの原因を検討する た め に NHの温度依存性及び HD交 換 実

厳を行った.図 2IC rat-ANP(7-28)のアミド NH化 学 シ フ ト の 温 度 依 存 性 を 示 す . 予

想どおり 11e! 2. 15.加 え て C末の Tyr28のアミド NHも温度依存性が小さく，溶媒から

の遮蔽または水素結合の存在が示唆された.乙れらのアミドプロトンは HD交倹実験

で も遅い交換を示 し. 11 e 12. 15で重水溶解後約 2時間. Tyr28で約 40分間 HOHAHAの

交差ピークとして観iJllJきれた.さらに. 3つの Argll.14.27及び Phe26のアミド NHも

10・20分程度観測でき.他よりも遮蔽された環境にある乙とが分かった.乙れらの
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アミ ド NHプロトンは，いずれも上で得られたミセ

ルとの相互作用領 減 に 位 置 し ， 化 学 シ フ ト変化

の 結果と一致して い る . ま た . A r g 11 . 14の eN H 

も溶解後 10分間程度観測され.側鎖の正電荷と

ミセルの負電荷の相互作用が示唆された.乙の

ことは Arg14を D-Argl C 変 え た ア ナ ロ グ の ξ セル

との相互作用能の著しい減少からも支持された 4.0 

9位置換アナログの比較 ANPは分子内に 5個

もの G1y残基を含む点で特徴的だが，とりわけ 9

位の Glyは活性に対する寄与が大きい ζ と が知

られている.我 々は. 3穣の 9位置換アナログに

ついて同様の実験を行い.その原因について検

討した.図 3IC: 9位置換アナログの rat-ANP(7-2

8 )に対する化学シフト変化を主鎖についてまと

めた図を示す.いずれのアナログも full agoni 

s t活性を示すがその potencyは D-A1a9体でほぼ

1 . P r 0 .や Sar9体で 1/100程度である.変化の

パ費一ンは極めて特徴的で活性の高い D-Ala体

は際だった大きな変化を示さなかったが，活性 0.1 

の落ちる Proや Sar置換体では 8位の aCHと 12位の

NHICO.2・O.6ppmの大きな化学シフトを示し恥.

また Pro.Sar置換体では 8-9のペプチド結合の

cis-trans isomerlC:由来すると考えられるいく

っかの残基のピークの分裂が観測きれた.これ

より Pro.Sar置換体では 8-9位. 12位を中心 IC:co 

nformation変化が起乙り， ζ れが活性低下につ

ながった乙とが分かった.化学シフト変化のも

う一つの特徴とし て.分子が flexibleな書IjlC:は

図 2 主釧アミド NH化牢シフトの温度依存性

rat-ANPI 7-28 ).0.6M LiDSJH官。

-pp・rc
( xlO・')
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残基骨骨

15 

d̂ 
( pp圃)

図 3
9位置憤アナログの化学シフト変化(主制)

0.2 G9D-A1a(活性ー 1) 
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0.4 G9Sar(活性叶1100) 
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0.2 
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変化が広範囲に お よ ん で い る と と で あ る .ζ れ 図 4 ra!-ANP(7-28) 9位置換の影響

は，シフト変化の分布がミセルとの相互作用領

域とよく相関している乙とからミセルとの相 互 conforma!ion変化

作用 様 式 の 変 化によるものと恩われる.乙の乙

とは，それぞれのアナログの HD交換速度変化の

結果からも支持された.以上の結果を模式的 K

示したのが図 4 である.斜線で屈まれた部分は

ミセルとの相互作用領域，矢印が confor皿at i 0 n 

変化の僚子，波線 が Pro.Sar置換体でピークの

分裂が観測され た領域である
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現 在 . distance geo.etry法による ANPの憎造計算を行っており討諭会では立体憎

造 の立場に立って 討論したいと考えている.
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P32 
'H-NMRを用いたプタ赤血球膜とグプカインとの相互作用研究

ーヵテオン型と分子型との比較ー

(京大・薬) 0脇田美砂子、黒田義弘、中川照異

Interaction bet~een Oibucaine and Pig Erythrocyte Membranes as Studied by NOESY 
Experiments in .H-NMR Spectroscopy ----Which Form of Oibucaine Interacts More 
Strongly， Cationic or Uncharged? 

Misako Wakita， Yoshihiro Kuroda and Terumichi Nakagawa 
Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University 

Interaction between.~m~n~ lî~a~..~nesth~tic dibuca~~:_~nd_p~~_ erythrocyte 
memb工aneshas been studied by .H-NMR spectroscopy. NOESY spectra were observed 
so as to investigate which form of dibucaine， cationic or uncharged， interacts with 
membranes more strongly. The spectra were measuered by raising temperature (45-60・C)
to detect simultaneously both forms of dibucaine at pH 7.4. In the buffer solution， 
only uncharged dibucaine showed NOE cross-peaks. In the buffer solution containing 
erythrocyte membranes， however， only cationic dibucaine showed clear cross-peaks. 
It was concluded that the cationic molecule interacts with erythrocyte membranes 
more strongly than the uncharged one， and that it associates in membranes. 

1.はじめに

局所麻酔剤は分子型で神経細胞膜を通過し、カテオン型で膜の内側から Naテ T ン

ネルタンパク賀に作用して刺激の伝導を阻害すると考えられている.従って、分子

型あるいはカチオン型のどちらがより強〈膜と相互作用するのか見極めることは、

麻酔作用機序の分子レベルでの解明のための重要な手がかりとなるであろう.本研

究では神経細胞膜のモデルとしてプタ赤血球膜を取り上げ、カテオン型と分子型の

どちらも取り得る 3級アミン型局所麻酔剤であるグプカインとの相互作用を 'H-NMRに

おける NOEにより検討した. しかし、生理的pHでは分子型のジプカインはほとんど溶

解せず、解析し得るシグナルを得るのは困難である.そこで、 pKaの温度依存性に着

目して試料の温度を上昇させ、カテオン型と分子型が共存する状態での 'H-NMRスベ

タトルの測定を試みた.

2. 実験方法

ジプカイン塩酸塩(Fig.l)3酬を 10mOsm

リン酸緩衝液 (pH7.4)に溶解し、 60'Cにお
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 いて 'H-NMRスベクトルを測定した.プタ赤 Fig.l Structure of Dibucaine HCl 

血球膜は常法に従って調製し、 10mOsmリン酸

緩衝液 (pH7.4)に懸濁させた.これにジプカイン塩酸塩を 3mM添加し、 27'C、及び

45'CにてNOESYスペタトルを測定した.測定は、 Bruker AM-600 (600MHz)を用い

て行なった.

3. 結果及び考察

60'Cにおける 3mM~ プカイン溶液の NOESYスベクトルを Fig.2に示した.シグナルの

帰属のために、 3mMグプカイン溶液の 'H-NMRスベクトルの温度変化を検討した結果、

局所麻酔剤、プタ赤血球膜、 'H-NMR、核オーバーハウザー効果、 pKa

わきたみさ ζ、 〈ろだよしひろ、なかがわてるみも
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マを付けたシグナルはカテオン型由来であり、 Vを付けたややプロードなシグナル

は、溶液の温度を上昇 3せたことによりジプカインのpKa(8.1)が低下して新たに

生じた分子型由来であることを確認した。分子型には対角ピークと同位相のNOEクロ

スピークが観測されたが、カテオン型には観測 3れなかった.従って、カテオン型

は溶液中では特定の構造をとらず、分子型は特定の構造(例えば会合)をとって存

在していることがわかった 次に、プタ赤血球膜にジプカイン塩酸塩3mMを添加し、

40"CにおいてNOESYスベクトルを測定した。 Fig.3に60msの混合時間のNOESYスベクト

ルを示した.カチオン型には芳香環の 5，6，7，及び3位のプロトンとジメテルアミノ基

のプロトンとの聞に、対角ピークと同位相の明瞭なNOEクロスピークが観測された.

また、芳香環の5位のプロトンとプトキシ基のメチル基のプロトンとのクロスピーク

が観測された. このクロスピークは膜中におけるジプカインの分子間NOEであると考

えた.一方、分子型には明確なクロスピークは観測されなかった.唯一、芳香環の

5位のプロトンとジメチルアミノ基のメテノレ基のプロトンとの聞にクロスピークが観

測されたが、 これは溶媒中の分子型のジプカインに由来すると考えられる.

以上の結呆よりジプカインは分子型よりもカチオン型の方がより強〈膜と相互作

用し、膜に結合したカテオン型のジプカインはcmc(約50mM) よりも充分低い温度で

も会合していることが示唆された.本知見はカチオン型がより強い麻酔活性を持っ

とする Richid年楢橋ぜら報告を分子レベルで支持するものである.更に、薬物の

会合が局所麻酔剤の非特異性を説明し得るのではないかと考えている.なお、現在

コンピ a ーターグラフ 4ツクス (CG)を用いたジプカインの溶液中、及び膜中でのコ

ンホメーシ目ンを検討中である.

{謝辞] CGを行って下さいましたSimulationTechnology Inc.のJ.W.Hare博士、及

び日本電子輸入販売(株)の石田さゆりさんに感謝致します.

[参考文献] 1) J. M. Richie et al.， J. Pharmacol. Exp. Ther. 150， 152-189， 1965. 
2) T. Narahashi et al.， J. Pharmacol. Exp. Ther. 171， 32・44，1970. 
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P33 
N M R緩和時間法によるミセル/水系の分配特性の測定

一ーフエノ{ル誘導体及び安息香酸誘導体の分配特性一

(阪大・薬) 0神崎康治・ 宜永忠・ 藤原英明

Partition Properties irt Micelle/Water Syst巴田sMesured 

by the lH NMR Paramagnetic Relaxation Method 

-Partition Properties for Phenols and Benzoic acids-

Koji Kanzaki， Yong-Zhong Da and Hideaki Fujiwara. 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University) 

Partition coefficients were measured for phenols and benzoic acids 

in micelle/water systems by means of the paramagnetic relaxation冊ethod.

These values were somewhat larger than those reported in l-octanol/water 

ststem. Partition properties were also determioned from the van't Hoff 

plots. These experiments showed that Partition of phenols as well as Ben-

zoic acids are mainly dominated by the enthalpy term and that the data of 

p-amino bennzoic acid are affected by the hydration around the NH2+ gruop. 

工. J~ 言命

医薬品の疎水性を表すパラメーターとして、油水分配係数が最も重要であり、例

えば輸送特性が分配係数の関数となることが簡単なモデルにより示されている。実

際に生理活性を定量的に考察するには、トオクタノール/水系での分配係数の対数

logPが用いられることが多い。油水分配平衡の測定には、 「フラスコ振とう法 J

のように分配後の平衡濃度を分光法により定量することが基本的な方法であるが、

最近では、種々の機器分析法が利用されるようになり、更に有機相をより生体膜の

性質に近づけるために、 ミセルや二分子膜リボソームなどが利用されるようになっ

てきた。トオクタノール/水系以外の分配特性のデータは、余り詳しく測定されて

いないが、分配系の有機相の極性を反映して分配係数値が系統的に変わることが認

められている。その他分配係数だけではなぐ、分配のエンタルビーやエントロビー

に分けた測定が構造活性相関を定量的に進める上で重要であることも報告されてい

る 1)。ミセル/水系の分配係数は、ガスクロマトグラフイーによる蒸気圧測定法、

溶解度法、カロリメトリーによる溶解熱測定法、電動クロマト法、蛍光スペクトル

法、ゲルろ過法、起電力法など、様々な方法で測定されており、 NMRによる緩和時間

法も特徴ある方法の一つである。これらの方法は各々適用上の制約や問題点があり、

NMR緩和時間法， ミセル， 緩和試薬， 分配係数， エンタルビー， エントロビー，

構造活性相関
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適切に応用することが肝要である。

NMR緩和時間法 (ParamagneticRelaxation Method)によるミセル/水系の分配係

数の測定は既に報告例があるが、れ・ 3、その実際の適用は必ずしも簡単ではない。前

回の本討論会ではパルピツール酸誘導体の分配係数を測定し報告した。今回、フェ

ノール誘導体及び安息香酸誘導体を特に中性型のままで分配特性を測定するために、

NMR緩和時間法の適用の最適条件を検討した。さらにミセル/水系での分配のエネ

ルギー側面(エンタルビー、エントロビー項)を測定した。

2.  雲尾恵会

フエノール誘導体及び安息香酸誘導体の解離型の影響を排除し、中性型のままで

測定するには、溶液のPHが十分酸性でなければならない。フェノール誘導体のpkaは

9-10であるのでPII=7(D20)、安息香酸誘導体のpkaは4-5であるのでPH=2(DCトD20)

に調製して測定を行った。前回の報告ではミセル相にはSodiumDodecyl Sulfate 

(SDS)、緩和試薬にはMn2+を用いた。この方法では、 Mn2+が静電結合し易いため

Mn2+の温度を低く抑えなければならず、今回の溶質については緩和速度の十分な変

化を観察できないことが分かった。次にミセル相はSDS、緩和試薬に

3-Carboxyproxylを用いたが、ミセルの緩和速度に影響を与えない緩和試薬讃度を求

められなかった。これは溶液のPHを2-1に調製したので3-Carboxyproxylのカルボキ

シル基が中性型となり、ミセル表面との聞にアニオンーアニオン型の静電的反発力

が働かず、緩和試薬がミセルに取り込まれてしまうことが原因と考えられた。そこ

で、ミセル/水 (D20)系のミセル相に DodecyltrymetylammoniumBromide(DTAB、東

京化成)を、緩和試薬には MnC12(半井化学)を用いた。 MnClzの有効譜度を求めるた

めにpH=7とpH=2でMn2+の濃度を変化させて、 DTABの(-CH2-N(CH3)ョ)の lHRtを測定し

た。 Rtの変化しない Mn2+漉度が限界潰度である。更に25"Cから 46"Cまで温度変化さ

せて、 van't Hoffのプロットからエネルギー側面の測定を行うことから、 25"Cと 46

℃の二つの温度でこの眼界濃度を求めた。この限界濃度は、 [Mn2+]=1.3mMであった。

実際に使われた Mn2+の濃度はトClPhenolで1.印刷、それ以外では0.59mMとした。

溶媒にはD20(Merck)を、 pll調整用にDCl(Merck)を用いた。分配係数の測定は三つの

フエノール誘導体及び三つの安息香酸誘導体について行った。

NMR緩和時間法では、溶質のミセルに対する溶解度 ρは次式で求められる。

ρ=  
R;_nhg" -R 1.obsd -11. t.obsd 

R~.(aa) -R  t . (a q) ー-11.t.(aq)
( 1 ) 

ここでRt.obsdは緩和試薬をいれていない時の溶質のスピンー格子緩和速度、 Rt. 

(aq)は水相中の溶質の固有緩和速度を表す。 Rt・(aq)は緩和試薬に影響された後の

水相中の溶質の固有スピンー格子緩和速度である。この時、ミセル/水系における

溶質の分配係数 Kcは(2)式のようになる。

Kc= C:lcellar pbase/C:queous phase 

=ρVaqueous Pbase/ (1-ρ) V皿 1c e 11 a r phase ( 2 ) 
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Vは水相とミセル相の容積を示す。Cは各相に分配された溶質の濃度、

R1.0bsd 

R~.(aq) R1.(aq)を測定する。ミセル相のDTABは 62.0mMである。 DTABの限界

ミセル謹度は、 DTABの Dodecyl鎖のClh基の 1J]NMRにおける緩和速度R1を DTABの濃

度を変えて測定し求めた (Fig.l)。得られた cmcは温度やpllによる変化はほとんど見

られず、印刷であった。 Partjalmolar volume も25"Cから 46"Cの範囲ではほとん

ど変化がなく、 295 (dm3)jmol(25"C)の値引で近似できることを確かめた。分配のエ

ンタルビーとエントロビーを求めるため、上述の測定を 25 "c ， 2 7"C ， 3 2 "c ， 3 7"C ， 41 "c ， 

46"C ，の五つの温度で繰り返し、 van'tlIoff のプロットを行った。スピンー格子緩

和時間の測定は目立R2501lT型FTNMR装置により 250MlIzにて行った。相対粘性率の測定

は毛細管式粘度計(草野科学器械)を用いて行った。

111NMRにより R~.Ob~d各々の誘導体について四つのサンプルを調整し、

!/シ/
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理想的にはミセル形成後はR1が一定になる

と考えられる。しかし、実際にはDTABの高櫨

度領域において DTABのドデシル鎖のCII3基の

111の緩和速度R1がDTABの濃度に比例して変化

した (FIg.1)。この原因について検討した。

アプラガムは水における陽子の緩和が分子聞

の双極子結合により起こると述べている 7)。

彼によれば、1I20-D20の混合物において水の

陽子緩和時間T1と相対粘性率 ηの積の逆数が

相対体積漉度に比例する。この粘性の変化を

考慮するためDTABの讃度を変化させ相対粘性

率を測定した。相対粘性率の補正を行った後

もDTAB高準度領域における R1のDTAB濃度依存

性は変わらなかった。これらのことより、こ

の比例関係はDTAB分子聞の双極子結合に基ず

く分子間緩和の効果と考えられる。 DTABのcmc

を求める隈にもドデシル鎖のClh基のR1にこの

分子間双極子緩和の補正を行い DTAB濃度に対

するプロットを行った。

ミセル/水系におけるフエノール誘導体及び

安息香酸誘導体の25"Cにおける分配係数の対

数(logKc)とエンタルビー、エントロビー項

の測定結果を示す (Table 1)。併せて各誘導体

オクタノール/水系における pka及び logP

の文献値を示す。 Table1より、測定された

qδ ヮ“ヮ“

の



log K cはトオクタノール/水系での logPと比べてみると、溶媒がトオクタノール

からミセルに変わり、溶媒の極性が大きくなると、分配係数が大きくなることが分

かる。また、分配特性に関してフエノール及び安息香酸誘導体ともエンタルビーの

寄与が大きく、かつ分配係数の置換基依存性もエンタルビーで支配されていること

が分かる。ただ、トアミノ安息香酸だけは、b.H，b.Sの符号が正であり、かつエント

ロビー項の寄与はエンタルビー項の寄与より大きい。これは、酸性溶液中7でアミノ

基がプロトン化され水の溶媒和が強く影響しているためだと思われる。

以上より、 NMR緩和時間法はミセルと緩和試薬の組み合わせを適切に選べば分配特

性を測定する有効な方法といえる。しかし分配のエンタルビー、エントロビーを求

めて医薬品の構造活性相関に応用するには測定時間の短縮などを計るか、これに変

わる有効な方法の開発が待たれる。

Table 1 logKc， Enthalpy and Entropy of Phenols and Benzoic Acids 

compound pka logKc logP b. IIp b. Sp 
(Ref.4) (25"(; ) (Ref.6) (kJ/mol) (J/Kmol) 

benzoic acid 4.17 2.48 1. 87 -41. 1 -90.3 
(35.1皿M)

P-amino benzoic acid 4.85 1. 45 0.46 21.9 101.4 
(31.3mM) 

P-hydroxy benzoic acid 4.65 1. 89 1. 57 ー20.3 -31. 8 
(51.7mM) 

phenol 9.98 1. 70 1. 51 ー19.1 -24.2 
(365.8mM) 

P-F phenol 9.95 2.05 1. 87 -22.9 -37.4 
(127皿M)

P-Cl phenol 9.38 3.31 2.44 -48.9 ー100.6
(33.3mM) 
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P34 
立体構造解析をめざした七 RNAの安定同位体標識

0河合剛太，高柳正明，野口智明，新美達也ヘ横山茂之¥宮海辰雄2

(横浜国大・工， 1東大・理， z現蛋白工学研)

Isotope labeling of tRNA for 3D-structure determination 

Gota Kawai， Masaaki Takayanagi， Tomoaki Noguchi， 
Tatsuya Niimi1， Shigeyuki Yokoyama1 and Tatsuo Miyazawa2 

Faculty of Engineering， Yokohama National University， 
lFaculty of Science， University of Tokyo， 

2Present address: Protein Engineering Research Institute. 

The isotope labeling is now indispensable for assignment 
of NMR signals of proteins. In the present study， E. coli 
tRNAs， whose molecular weights are above 25，000， were 
labeled in vivo. Uniform 15N labeling was performed with 
15NH4Cl and 500 mg of crude tRNA fraction was extracted. 
By using HPLC， 4 mg of [U-15N]tRNAGlu was purified. 
Further， specific 13C labeling of Cl' of ribose moiety was 
also performed with glucose-2-13C. The NMR analyses of 
these isotope labeled tRNAs will provide useful informa-
tions for elucidating the dynamic structure and function. 

リボザイムが発見されて以来. RNAにはさまざまな‘活性'があることが明ら

かになってきており，その立体構造と機能との関係が注目されている.また，従来

よりさまざまな研究対象となっている tRNAについても，その水溶液におけるコ

ンホメーションは，いまだ詳細には解っていない.そこで，本研究では七 RNAを

材料として. RNAの水溶液における立体構造あるいは動的な構造を解析するため

の手法を探ることを目標とした.現在のところ RNAのNMRスベクトルを解析す

ることは必ずしも容易ではない.これは. RNAを構成する要素がおもに 4種の塩

基とリボースおよびリン酸基に限られておりシグナルの重なりがはげしいことによ

る.さらに. t RNAの場合には，分子量が 2万5干の巨大分子であることが，そ

の解析をさらに困難にしている.したがって. tRNAの安定同位体標識を行なっ

て. NMRスベクトルを単純化することが必要であると考えられた. t RNAは，

約80残基のヌクレオチドからなる生体高分子であり，ステム構造，ループ構造およ

び 3次構造的な会合などの特徴的な構造モチーフを持つ分子である.このような分

子のコンホメーションを解析することにより，ほかのさまざまな RNA分子の構造

と機能の関係を解析するための手法を提供できるだけでなく. RNAのコンホメー

ションの構築原理の解明に寄与できると考えられる.

tRNA.RNA・安定同位体標識

かわいごうた・たかゃなぎまさあき・のぐちともあき・にいみたつや・よこやましげゆき・みやざわたっお
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{安定同位体標識】

(1) 15N標識によるイミノプロトンのシグナルの分離

核酸のNMRにおいて，通常 1塩基対あたり 1つ観測されるイミノプロトンのシ

グナルは，二重らせん構造からの情報を得るために重要である.本研究では. 1liN 

によって均一に標識した tRNAを調製し，そのイミノプロトンのシグナルの帰属

にHSQC法を利用することめざした.大腸菌の七 RNA引 uのイミノプロトンの

スベクトルはシグナルの重なりがはげしく. 1H-NMRのみでは帰属ができなかっ

た.そこで，大腸菌より1IiN標識した七 RNAG1uを精製し，そのイミノプロトン

のスベクトルを解析することを試みた. 1liN標識は，塩化アンモニウム-1IiNを含

む最少培地で大腸菌(A19株)を培養することによって行なった.

( 2) 13C標識によるリボースプロトンのシグナルの分離

はじめに述べたように. RNAのNMRシグナルの帰属が困難である理由の 1つ

は，その基本構造がリボースと塩基およびリン酸基だけで構成されていることであ

る.とくにリボースについては. Hl'以外のプロトンシグナルはほどんどが4"'5

ppmに集中している.これに対し. Hl'のシグナルはそのほかのシグナルとは異な

った比較的広い範囲に観測される.しかし，通常はこれもピリミジン塩基のH5の

シグナルと重なってしまう.そこで本研究では，リポースの Cl'を標識し. Hl'の

シグナルを H5のシグナルと分離して，さらに13Cの化学シフトで展開することを

めざした.また，このようにして良く分離した13C-Hl'シグナルを出発磁化とし

てHOHAHAなどを行ない，リボースの他のプロトンシグナルを帰属することも

可能であると考えられる.このようなリボースのl'位に特異的な13C標識を行なう

ために，リボースー1_13Cによる標識，およびグルコースー2-13Cによる標識を検討

した.リポースー1-13Cによる tRNAの標識は，すでにAgrisら1)によって行なわ

れている.これは，最少培地にプリンヌクレオチド生合成の阻害物質である6-メル

カプトプリン (6MP)およびリボースー1-13C.塩基を加えて大腸菌を培養すること

によって行なうものである.一方，グルコースー2-13Cによる標識は，ベントース

リン酸サイクルにおいて，グルコースのl位の炭素が抜けることによってリボース

が供給されることを利用している.実際に，グルコースー2-13Cを含む最少培地で

大腸菌(A19株)および解糖系の変異株を培養し， u C標識を行なった.このグルコ

ース_2_13Cによる標識は，東大理学部生物化学教室の溝淵潔助教授および三瓶

巌一助手との共同研究として行なっている.

【結果および考察】

( 1) 16N標識

塩化アンモニウム_11iNによる標識については，すでに50Lの培養を行ない，お

よそ500mgのtRNA組分画を得た.これを. HP LCによる 2段階のイオン交換

クロマトグラフィーによって精製し，およそ4mgの tR N A Gluを得た.現在，この

tRNAG1Uについて測定を行なっている.また，そのほかの tRNA分子種につ

いても精製を行なっている.このような，塩化アンモニウム_16Nによる均一な標

p
b
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識は比較的に容易であり，また， 13C標識と組み合わせることも可能である.

さらに，プリンおよびピリミジンに選択的な 15N標識を行なうために，すでに国

立遺伝学研究所よりプリン要求株およびピリミジン要求株をとりよせて，培養条件

などを検討している.

( 2) 13C標識

Agrisらは，リボースー1_13Cによる標識のために，プリンヌクレオチドのサルペ

ージ経路による生合成の効率のよい大腸菌株を用いている.これを6MP存在下で培

養することによってプリンヌクレオチドの新規合成を阻害し，培地から供給される

塩基およびリボースから(サルページ経路によって)核酸を合成させている.今回

は，代謝に関しては野生型であるA19株を用いて実験を行なったところ， 6MP存在下

において培地中のリボース温度は増殖にほとんど影響しなかった.したがって，野

生型の大腸菌では，この方法による 13C標識は困難であると考えられた.また，こ

の方法において，プリンヌクレオチドの生合成を阻害しでも，リボースはグルコー

スを原料としてベントースリン酸サイクルからも供給されるので，標識率は高くな

らないと考えられる.実際に， Agrisらの例では，プリンヌクレオチドで50%程度，

ピリミジンヌクレオチドでは20%程度しか標識されていない(ただし，原料のリポ

ースの標識率も 86%程度である) .したがって，さらに別の方法を検討する必要が

あると考えられた.

通常の生合成経路において，グルコースはその 1位の炭素がはずされて 5炭糖と

なりリボースが合成されることが知られている.したがって， 2位が 13Cで標識さ

れたグルコースをもちいて大腸菌を培養すれば， RNAのリボースのl'位が特異的

HMQC-HOHAHA (100ms) 
Hl5〆， H5" 

H1' 
C4'-ーl

~~，-l 
-も
mb ho  

HMQC ~ 準L
。-C4'

C1'-。 す?

!" 
13C 

"'~C!> bι 
電弘

1H 

図1 [l'-13CJグアノシン(および [4'_13CJグアノシン)の HMQCスベ

クトルおよび 2次元HMQC-HOHAHAスベクトル.
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に標識されることが期待された.そこで，グルコースー2-13Cを含む最少培地で大

腸菌 (A19株)を1L培養し，得られた菌体より RNAを抽出した.これを酵素によ

ってヌクレオシドにまで分解し，さらに逆相の HPLCによって 4種のヌクレオシ

ドを単離精製した.得られた各ヌクレオシドの lH-N M Rスベクトルを測定した

ところ， 13 C核とのスピン結合による分裂パターンから，リボースの l'位が80%の

効率で標識されたことが確認できた.したがってグルコースー2-13Cによる標識は

有効であることがわかった.また，リボースの4'位もわずかながら標識されたこと

も確認された.

図1に，グルコース_2_13Cによる標識によって得られた [1'-13CJグアノシン

(および [4'_13C Jグアノシン)の HMQCスベクトルおよび 2次元HMQC-

HOHAHAスベクトルを示した.このように， l' _13 C標識が， t R N  Aのリボ

ースの各プロトンのシグナルを分離して観測するために有用であることが示唆され

た.しかしながら， HMQC-HOHAHAにおいて [4'-13C]グアノシン由来

のシグナルもはっきりと観測されており，この 13Cの‘もれ'がスベクトルを複雑

にする可能性があることも考えられた.この 18Cの‘もれ'には，ベントースリン

酸サイクルからフルクトースサーリン酸を介して再びグルコースー6ーリン酸へ戻る経

路の寄与が考えられた.そこで現在，フルクトースサーリン酸とグルコースサーリン

酸の変換ができない変異株を用いて，さらに特異性が高くまた効率の良いリポース

の1'_13C標識を行なうための条件検討を行なっている.

{今後の展望】

tRNAは，タンパク質合成系において， mRNA， ARS， EF-Tuあるい

はりボソームなどさまざまな分子と相互作用してその機能を発現している.したが

って， t RNAを安定同位体標識することは，その動的構造を解析するだけにとど

まらす，さまざまな相互作用の解析にも極めて有効であると考えられる.例えば，

15 N標識をもちれば，相互作用によって塩基対が形成あるいは開裂するのが観測で

きるかもしれない. t RNAの修飾ヌクレオチドに関しては，メチル基の 13C標識

が行なわれているがz¥この手法との組み合わせも有効であると考えられる.

安定同位体標識法がタンパク質で成功した背景には，クローニングされた遺伝子

によるタンパク質の大量発現法によるところが大きい.したがって"RNAを大量に

かっ純粋に合成する方法の開発が必要である.すなわち， t RNAの大量発現系の

開発や，あるいは安定同位体標識した NTPからの T7RNAポリメラーセによる

RNAの合成などが有効であると考えられる.これらの手法と組み合わせることに

より， RNAにおける安定同位体標識法はさらに威力を発揮するであろう.

[文献]

1) Schmidt， P.G.， Playl， T.， and Agris， P.F. (1983)，Biochem. 22.1408-1415. 

2) Yokoyama， S.， Usuki， K.M.J.， Yamaizumi， Z.， Nishimura， S. and Miyazawa， 

T. (1980)， FEBS lett. 119， 77-80. 

228ー



P35 
エチJレピピリジニオ化pーシクロデキストリンのNMRによる構造解析

(東工大・生命理工)0池田博、社依郡、中村朝夫、戸田不二緒

NMR Study 01 Conlormation 01 Ethylbipyridinio・appendeds-Cyclodextrin 

Depatment 01 Bioengineering， Tokyo Institute 01 Technology 

OHiroshi IKEDA， YトqunDU， Asao NAKAMURA， and Fujio TODA 

The conlormation 01 ethylbipyridinio・appendeds-cyclodextrin (CDxEV2+ ) was studied 

by the combination 01 some kinds 01 NMR spectroscopic techniques. The assignment 01 

resonances was made by the combination 01 HOHAHA， COSY， and ROESY. H6 resonances 

01 un-modi1ied glucose unit which was adjacent to ethylbipyridinio-appended glucose unit 

was abnormally shifted to up-1ield， because 01 anisotropic ring current effect 01 ethylbipyridinio 

group. The con10rmation around C5・C6bond was also analyzed. From these consideration and 

examination 01 CPK molecular models， the three dimensional structure 01 CDxEV2+ was estimated. 

The long axis 01 ethylbipyridinio moiety directs approximately perpendicular to the z-axis 

01 s-cyclodextrin but deviates 1rom the center of cavity. Ethylbipyridinio moiety faces the 

glucose unit B. 

1.はじめに

シクロデキストリンは、グルコースが環状に αー1、4結合により結合した環状オリゴ精であり、その中心

に疎水的空洞を有し、その空洞に様々なゲスト分子を包接する。そして、ゲスト分子の包接のされ易さは、ゲス

ト分子の立体的、静電的性質などの違いにより大きく異なる。また、この疎水的空洞を、反応場として利用する

と、立体的、静電的効果などにより、反応を特異的に、あるいは、選択的に進行させることができる。そして、

このようなシクロデキストリンの性質を改善する目的や、新たな機能を付け加える目的で、シクロデキストリン

の修飾体が数多く合成されている。修飾シクロデキストリンの特性を理解するためには、修飾残基のシクロデキ

ストリン骨格に対する三次元的配向を知る必要がある。しかしながら、これまでに報告されている修飾シクロデ

キストリンのうち修飾残基の三次元的配向に関して考察がなさ

れた例は僅かしかない。し 3)

我々は、選択的包接能を有する先増感還元システムとして、

Pーシクロデキストリンの一級水酸基側にエチルピピリジニオ碁

を一個有する修飾シクロデキストリン (CDxEV2+)を合成し、そ

の化合物の包接特性や、エチルピピリジニオ基の還元特性につ

いて検討を行なってきたが、 2)その結果を解釈するためには、

修飾残基の三次元的配向を知る必要がある。そこで、今回各種

CDxEV2+ 

シクロデキストリン、 NMR、HOHAHA、COSY、ROESY、構造解析、人工光合成、ピピリジニオ

いけだひろし、といぐん、なかむらあきお、とだふじお
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9
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のNMRの測定法を組み合わせることにより、修飾残基のシクロデキストリン骨格に対する三次元的配向につい

て検討を行なったので報告する。.)

2.実験方法

NMRは、 Varian社のVXR・500S(500 MHz)を用い、重水中 (5mM)、30oCで測定した。

HOHAHAのmixingtimeは、 100ms、ROESYのmixingtimeは300msで測定した。

3.結果および考察

'HNMRのピークの帰属を次のように行なった。まず、シクロデキストリンの各グルコース残基が別々のス

ピン系であることに注目して、 HOHAHAを用いて、

ピークを各グルコース残基ごとにグループ分けを行な

4 5 
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HOHAHA Spectrum 01 COxEV2+ in 020 
at 30 oC with Mixing Time 01 100 ms. 

寸

凶

った。 5ppm付近にアノマーのピークが H2陶 H6の

ピークとは1虫立して存在する。 Pーシクロデキストリ

ンには、 7つのアノマープロトンが存在するが、その

うちの4つのピークが分離して観測できたので、 4つ

のスピン系に属するピークだけをグループ分けするこ

とができた。次に、 COSYを用いて、グループ分けし

たピークをそれぞれのグルコース残基のプロトンへ

帰属した。最後に、あるグルコース残基の H1とそれ

Fig.1 

に隣接するグルコース残基の H4とは距離的に近く、

NOEが観測できることを利用して、グルコース残基の

配列を決定した。すなわち、このNOEをROESYを用

いて観測し、グルコース残基の配列を決定した。

:;機
+ 

HOHAHA、COSY、ROESYの各スペクトルを図 1

一図3に示した。また、帰属の結果を図4に示した。

5 エテルピピリジニオ基が付いているグルコース残基

J・をグルコース A(G-A)とし、他のグルコース残基を図

. ..t 
寸

4のように命名したとき、 G-A，G-B， G-C及びG-Gに

属するプロトンのピークをすべて帰属することができ

た。エチルピピリジニオ基がG-AのC6に結合したこ

-.-隊e 
とによる H6の低磁場へのシフトピークのほかに、次

のような特徴的なシフトピークが見られる。修飾され

α， 

COSY Spectrum of COXEV2+ 

in 020 at 30 oC. 
Fig.2 

ハUq
u
 

nノ
μ

ていない G-BのH6のピークが大きく高盛場シフトし

ている。これは、ピピリジン環の環電流効果に基づく

ものと思われる。すなわち、ピピリジン環の面が、



以上の結呆および、 CPKモデルによる検討の結果

から、 CDxEV
2
+の三次元的構造は、図 5のようである

と推定した。

エチルピピリジニオ基は、 G-B側にどピリジン環の

面を向けた形で、シクロデキストリンに蓋をかぶせた

ような配置に存在するが、シクロデキストリンの空洞

の中心からずれた位置に存在する。また、ピピリジン

環の長軸とシクロデキストリンの空洞の縁とのなす角

は、上向きに約30度ほどだと思われる。j3:-eo正一一一ーマー一一---，i -n-一一一一
1 35624 

次に、 CDxEV
2
+の構造と比較するために、 pーシク Fig. 4 1 H NMR Spectrum of COxEV2+ Only in 

ロデキストリンの一級水酸基側にピリヅニオ基を一個 the Region of Resonanω5 of Cyclodextrin.-

Table 1. Calculated Fractional Population of Rotamers of C5・C6Bond， and Observed 
Coupling Constants (JS.6a， JS，6ωof G・Aand G-B of CDxEv2+ and CDxP+. 

Pgg Pgt Pt唱 JS，6a JS，6b 

CDxEV2+ G-A 0.14 0.86 四 o 1.8 9.8 

析を行なった。実際に観測されるカップリングコンス

タント JS•6a、および、 JS，6b は、 3 つのコンフォーマに

おけるカップリングコンスタントの加重平均と見なす

ことができる。したがって、カップリングコンスタン

トから、 3つのコンフォーマの存在比を求めることが

できる。 G-AおよびG・8の H6のピークが他ピークと

分離しているのでカップリングコンスタントを解析で

きる。そこで、 JS.晶、および、 JS，晶を VXR・500S付属

のスピンシミュレーションプログラムを用いて求め、

得られたカップリングコンスタントを用いて、コンフ

ォーマの存在比を求めた(表 1)0 G-Aでは、 gtが主成

分である。したがって、ピピリジニオ基がG-Bの方向

に向いていることになる。

CDxP+ 

Js，6a'" 1.7Pgg + 1.9Pgt + 11.1 Ptg 

JS，6b '" 1.5P gg + 11.1 P 91 + 2.1 Ptg 

5.2 5.1 5.0 4.9 ppm 4.8 
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Fig. 3 ROESY Spectrum of COxEV2+ in 020 

at 30 oC with Mixing Time of 300 ms. 
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有する修飾シクロデキストリン (CDXP+)について

も同様に解析を行なった。 CDxP+のスペクト Jレは全

体的には CDxEV
2
+のスペクトルとよく似ているが、

G-BのH6のピークの形がかなり異なっている(図

6 ) 0 CDxP.のG-Bにおける C5・C6結合に関する

コンフォーマの存在比は CDxEV
2
+とは異なり、 gg

が主成分である。(表 1)。この違いにより H6aと

H6bとで受ける環電流の大きさに差が生じスペクト

ルの形に違いが生じたのであろう。すなわち、 G-A

の修飾残基が、隣接する G-BのC5・C6結合におけ

E 

A 
2 

る回転の自由度に影響を及ぼしていることになる。 Fig.5 Structure of CDxEV2+ as Determined by NMR 

以上のように二次元 NMRを組み合わせることによりピークの帰属を行なうことができ、得られた帰属結果を

基に一次元 NMRのスベクトルを検討することにより修飾シクロデキストリンの三次元構造を推定することがで

きたo 13C_1Hのカップリングコンスタントなどを解析することにより、より詳細な構造の解析および、ゲスト

化合物を包接したときの構造変化について現在検討中である。

s-CDxEV2+ Jl-CDxEV2+ B晶 a酷 a

CDx-EV2+ 

3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 
開m

9 8  76  P 4 3 2ppm 

CDx-P+ 

3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 
陣m

9 8  7 6 5 4  3 2ppm 

Fig. 6 1 H NMR Spectra of CDxEV2+ and CDxP+ 
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P35A 
Solution Distal Histidine Orientation in Monomeric Chironomus 

Thummi Thummi仁:yano-MetHemoglobins --A Proton NMR Study 
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S. W.むnger2，S. SankarT. and . S. Gersonde4 

1 Departments of Radiolo_gy， .lJ凶.V'ersityof Arkansas for Medica1 Sciences， 
Utt1e Rock. Arkansas. 72205. U.S.A. 

2 Department' of Chemistry， UIliversity of California， Davis， California 
95616. U.S.A 

3 Depaitment of Chemistry， Portland State U凶versity，Portland， Oregon 
97207. U.S.A 

4 Haupiabteilung Medizintechnik， Fraunhofer-Institut fur Zerstorungsfreie 
Prufverfahren， and Fachrichtung Medizintechnik， Universitat des 
Saarlandes， D・6650HomburgjSaar， Germany 

Proton NMR spectral characteristics of theじyano-metform o~ Chironomus thummi 
thummi (1αT)'and monomeric hemoglobins' 1，111， and IV in lH20 are reported. 
A set of four exchangeable hyperfine-shifted resonances (downfield of 10 ppm) is 
found for each of the two herrie-insertion isomers. An analysis of relaxation 
times， exchange rates， and nuclear Overhauser effects leads to assignments for 
these resonances to histidine F89 and the side chains of histidines E7 and 
arginine FG3. In aqueous solution， the side chain from histidine E7 does not 
ocω〓twoorientations， as found in the solid state; rather the histidine E7 
side chain adopts a conformation similar to that of sperm wha1e myoglobin or 
hemoglobin. Evidence is presented for the allosteric transition in these 
hemoglobins as arising from the "trans effect." An analysis of the exchange of 
the histidine E7 labile-proton with bulk solvent confirms that the group is 

;砂buriedwithin the heme pocket similar to that in sperm whale cyano・met
n. A comparitive study of solvent access to the heme pocket of the 
nomeric hemoglobins， as measured from proton exchange rates of heme 
rotons， is made and correlated to binding studies with the diffusible 

small molecules such as O2・
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P36 
IIB NMRによるホウ酸とポリオールとの聞の錯形成に関する研究

0竹田卓也、大井隆夫、向田政男 (上智大・理工)

Complex formations between borate and polyols in aqueous medium as studied 

by llB NMR 

Takuya TAKEDA. Takao 01 and Masao MUKA1DA 

(Department of Chemistry. Sophia University) 

Borate is known to form readily complexes with polyols in aqueous medium. 1n 

this sLudy. we examine by llB and 13C NMR spectroscopy complex formations 

between borate and three polyols; G1ycerol. meso-Erythoritol and N-Methyl-

glucamine. The signals of 1:1 (borate:polyol) and 1:2 complexes are observed and 

coordinations through a.S OH groups and a. r groups are distinguished in IIB NMR 
spectra for every borate-polyol solution. Stability constants between borate 

and the polyols are culculated from the peak areas of respective boron species. 

The stability of complexes formed increases with increasing the number of OH 

groups in polyols. 

【緒言】 前回の本討論会において、 11B NMRを用いたホウ酸とジオールとの系における錯

形成に関する報告を行った。得られた11B NMRスベクトルからホウ酸とジオールとの間で

Scheme 1に示す 1: 1 (ホウ酸:ジオーjレ)錯体と 1: 2錯体が観測された。本研究では、

ジオールの系に引続き、 トリオール、テトリトール、ベンチトールとしてそれぞれグリセ

リン CH2(OH)CH(OH)CH20H、メソーエリトリット CH20H(CHOH) 2CH20H、 N-メチルグルカミン

CH20H(CHOH)4CH2NHCH3を用い、水溶接中でのこれらポリオールとホウ酸との間の錯形成反

応を"B、13CNMRにより調べることを目的としている。

tOH 「o[ 「 1ト I~~ トo .0-1 
OH I • "卜 I~"_/-I

B(OH)4- ~ I ~B(OH)2-ζコ I ~ B- I 
I /' I〆"I 
トO トo 0-1 

Scheme 1 Equilibria between borate. diols and their complexes in aqueous medium 

【実験方法J O.lM (1M=lmoldm-3)ホウ酸とO.5Mグリセリンを含む3.0MNci.n耳石肇濯を

NaOHあるいはHClを用いて様々なpHに調整し、各pHにおいて "B、13CNMRを測定した.同様

にメソーエ 1)トリットについてはO.3M:O.3M、N-メチルグルカミンに関してはO.3M:O.3M、

O.4M:O.4M、O.5M:O.5Mなど様々な濃度比においてpH調節した後、 NMR測定を行った.これら

の系の全てに、基準物質として 1tB NMRでは三フッ化ホウ紫・ジエチルエーテル、 t3C NMR 

では3ー(トリメチルシリル)プロパンスルホン酸ナトリウムを使用した。

1 t B NMRでは、得られたスベクトル中でピークが重なった場合にはスベクトル分解を行い、

ピーク面積により対応するホウ素種の護度を決定した。

【結果と考察】 各試料のttB NMRを測定した結果、ある程度高いpH領域においてScheme1 

に示されたホウ素種に対応するピークの他に新たに 2--3本のピークが観測された。

Figure 1にpH12付近における各ホウ酸ーポリオールについての11B NMRスペクトルを示す。

各々のピークは文献値などを参考にB(OH) 3 + B (OH) 4 -(B B + B -)、ホウ酸とポリオール

keyword : 1 1 B N M R. ホウ酸錯体.ポリオール

たけだたくや おおいたかお むかいだまさお

F
h
u
 っ。っ“



との 1: 1錯体 (B-L)、 1 : 2錯体

(B-L2) にd席属した。各錯体について、

ポリオールがホウ酸に対して α，。位の

OH基で配位する場合と α.γ 位の OH

基で配位する場合の二種類の配位形式が

存在することが明らかとなった。

Tab1e 1にIIB NMR化学シフトを示す。

B8とBーに関しては水溶液中での速い交

換速度のため、 11B NMRでは区別できず、

pHで決まる両者の存在割合の加重平均に

よってピークの位置が決まる一本のピー

クとして現われる。アミノ基を含む A 
N-メチルグルカミンのホウ酸錯体のピ パ
ークについてはアミノ基を含むジオール ハ
の系と同様にわずかなpH依存性が観測さ / : 

れ た。/

Tab1e 2にピーク面積より計算された //  ! 
各ポリオールのホウ酸錯体について以下 ; 

で定義される各平衡定数を示す。;

K 1 = [B -L] / [B -] [ L ] /11 
K 2 = [B -L 2] / [B -L] [L ] - 11 

ホウ酸-N-メチルグルカミン系につい

ては平衡定数を求めるに至っていない。

現在2: 1錯体の存在を仮定して、再計

算を行っている。アミノ基を含まないポ

リオールに関しては、 OH基の数が増え

るに従い、平衡定数が大きくなる傾向が

明らかである。
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Figure 1 II B NMR spectra of boric acid-

polyol solutions at about pH 12 
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1:2 comp1exes (ppm) 

{0:. 13) (α.13) (α. r) (α. r) (0:.13) (0:. r) 

9.5 一一 5.0 

9.4 

9.5-10.1 

(ppm) 

α.γ 

0.7 

1.2 

0.6-0.7 

1:1 complexes 

α.s 

5.5 

5.5 

5.5-5.7 

Table 1 

1.6 

1.1 4.5-4.8 

Cu1cu1ated stabi1ity constants between borate and the polyo1s 
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K 1 (mol-1 dm3) 

α.β 

4.4 
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九大・薬 0 小川 靖 中村隆志 井本泰治

環状 14 1rオニウムイオンの 170-NMR化学シフト

第一薬大 加藤祐子

17 
The •. O-NMR Chemical Shifts of 14 pi Annulenylium Ions 

日笠旦旦盟主呈， Takashi Nakamura and Taiji Imoto 

Faculty of Phamaceutical Sciences， Kyushu University 62， Fukuoka 812 

Yuko Kato 

Daiichi ColJege of Pharmaceutical Sciences Fukuoka 815 

[15]annulenone 1， a 14 pi homolog of tropone， is conformationaly f1exible， and readily undergoes a 

sequential geometrical change to equilibrate with enviromental factors， such as Iight， heat and proton. 
17 

The •. O-chemical shifts of annulenyl ions 2a and 2b have been measured for evaluating aromatic 
17 character. A novel •• 0・enrichementtechnique was applied for the measurments. Upon protonation 

17 
or on O-alkylation， 330 -340 ppm shieldings were observed for their C=" 0 chemical shifts， showing 
large decreases in C=O pi bond order (ca. 87 % decrese in 2a， if the chemical shift of EtO group 

of ethoxybenzene was taken as standard). The bond order decrease was prominent as compared with 

the decrese that was obtained from the 0・ethylationof 4・pyrone，another model compound of 1. 

銭議 2個の酸素原子で架織した 15員環ケトン. [ 1 5 Jアヌレノン 1 の物性と運動性を "H-，

1 3 c-および 170-NMRを用いて研究した。 1Iま61r系トロポン 4の 高 級 同 族 体 と し て の 電 子 配 置 を も

っ。しかしー'方、 oを介する環状共役を考えると、 1は 7 ーピロン 5 の高級同族体としての電子配

置をもっ。 1から発生させた 14 1r芳香族カチオンには、 la(R=H).lb(R=Et). 2a(R=H). 2b(R=Et)の

ような幾何異性体や topomer 2b'が発生するの が特徴である。この事実から判るように、 1の分

子の右半分のコンホメーションは f1exib1eで、溶媒分子，光，熱， プロトンと相互作用すると、

(Scheme 1)に示す状態から状態への変化が高速でおこり、その状態変化が 1つの“閉じた平衡系

"をつくり、その平衡系では、個身の平衡の前後 で 状 態 関 の 電 子 的 安 定 性 が 著 し く 変 化 す る 。

Scheme 1 。aE 

(C=170) 。。
516 ppm 4 
in CCl

4 。司畦一ー一一骨・ 。17 (C="O) 
439.5ppm 0. 
ト0・)
189.6 ppm 

1+>司句

~ _、..-0...DOCD.CF '-口、'1"-"'UU~U2~'3 

~~ 
守 一 一暑 i釦 merization

3a， -into 1 

50 

0・.._DOCちCら

c=o基酸素， フラン環酸素の 170司 NMR化 学 シ フ ト 170_エンリ y チメント法

々
iq

u
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/
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本報は 1の異性化， プロトン化，分極化， 0-アルキル化による構造変化や 0ーアルキル化体の光異

性化などによって 生じる NMRスベクトル変化をまとめた。 1の 酸 素 架 橋 基 の 転 位 反 応 (Scheme2)を

応用して、 1の 2つの酸素原子に 170:を導入することに成功したので、 1の状態変化に伴う 170化

学シフトの変化を詳細に調べ、その結果を関連した電子系の 170ー化学シフトの値と比較した。

1. 1Hーおよび 13C-NMRからの情報

はじめに 1のlIobi 1 i tyに関する lH-NMRからの知見、すなわち 1の動的セグメントのコンホメ

ション変化、光異性化、 topo・erizationなどについて述べる。 X線解析の結果、 1のカルボニル

基 は平均自乗平 面から 57・ょに立ち上がっている 1。この結果、 1の lH-NMRスベクトルは通常の

オ レ フ ィ ン 性 化 合 物としてのシグナルを与えた。 1をプロトン化後、脱プロトン化して発生させ

た 2(Scheme 1)は、 1よりも平面性が高いことは、 14π 電子系にもとづく反磁性環電流効果によ

り、その trans二重結合の内側向きのプロトンが、外側向きプロトンよりも O 3.40ppm高磁場 lこ

シフトして、 dlatropiccharacterを増すことから 支持された。 1を CF3COOHでプロトン化すると、

trans構造を優勢種と する アヌ レニ ウム イオ ン 2aとlaの平衡混合物を生じた。これは rのよりよい

bindingをおこすた め laの動的セグメントが、 “自転車ペダル運動"を行って、 ci s→ trans異性化

し、より平面性の高い 2al<:誘導適合することを示している。 2aを -60・に冷却して光照射すると、

高量子収率で1aに 100%変化した。光照射の 1次生 成物は lcであり.1 cが laに異性化する際、 lcの

c-3を中心にした協奏的ねじれによって 11への異性化が低温で起こるものと考えられる。 lalま、

-60・以下の低温でのみ純粋状態で存在でき、加温すると 2aに変化した。1aの OCH2CHa基のメチレン

およびメチルプロトンは、すべて 141l反磁性環電 流効果の支配傾域に位置することを示し、それ

が lcの構造でなく、 laの 構 造 で あ る こ と を 示 し た。アヌレニウムイオン la， 2aに強い反磁性環電

流の存在が認められた (la:H outer= 9.12-9. 68pp1l 23: H Inner= -3. 69ppm. H outer= 9. 14-

10. 63PPIII)。プロトン化の代わりに、カルボユル基を O-Et化すると、 2b(R=Et)が、純粋状態で単

離できた。 2bに光照射すると、 lbが問機に生成する。 2aを nitorobenzen-ds中 で 加 熱 す る と 、 そ の

trans二重結合の位置が交換した topomer2b'を生じ、 2b宇 2b' の高速交換によって 160・では、

flexible segllent の 4H分のシグナルは消失した{剖_1)。アヌレノン 1のジオメトリーが W 型，

Tab 1 e I 1H NMR Data of compounds 1， 2， lb 'and 2b 

1H-NMR (1n CD2C12， 500 MHz) 

H. Z.27 (2H. J・3.67Hz) 
Ht 7.24 (2H; J・3:67Hzl 

!!c1S7.03、 !~H ， ~1nyleU ‘ 
tlCis Z.l~ I~H. ~a !J.Z~ H~! Hc1s 7.01 (2H; Ja 11.73 Hzi 

~I完t
P'、1-
t 可釘炉、、

… -1¥' +~Òイ

一一『、<r、J、暗
1: ，，)也ニ句.y -
~ ~ PF

6 

H-NMR (1n acetone-d" at・90・C.
270 MHz) U 

H. 9.68 (2H. J・4.40Hz) 
Hr 9.64 (2H， J・4.40Hz) 

lb 
司

d

c
a
e
a
'
S
H
H
H
A
U
 

4
5
4
1
4

，n
U
M円

F
L
P
-
u
p
-
-

H
n
H
n
H円

H
n
H
M

9.60 (2H， 51nglet) 
9.53 (2H; Ja '9.53 Hz) 
9.12 (2H; J・9.53Hz) 

0.52 (2H， Q. J. 6.60 Hz) 
-0.66 (3H; t. J・6.60Hz) 

1H-NMR(1n ac0"e4Htz ot lne-dε6' at -30・C.

1H-NMR (1n CD2C1 2• 500 MHz) 
ilqij1H  T411  .83 (1H， J. 4.40 Hz 

9.721HH ，JJ ・ 4.HHH z 

lf 
9.70 (1H. ・ 4.40Hz 

7，36 (1H. J・ 3.6677HHz 

OEtfn!cc11s s 9.78{{{111HH ，JJJ・2111.77337HHzz } } } 
。

l; 
7.33 (1H， J・ 3.67Hz 
7.25 (lH. J・ 3.67Hz 

190..9008H.J=121. .4H Hz Hc s 
HHHHc CCC111s 7.49{1H，J・13.94HZ)j j ' tiCls 9.14 (1H， J. 12.47 Hz 

2 
sf汗.1{l11HH，， JJB・1132・.9447HHZz 

2b ~~~~~~ 10.6j j11'jz14・i;lzjIS 7.06 (1H~ J. 12.47 Hz) 
trans -3.69 (1H. J. 14.67 Hz 

Htrans ~.g~ !J~ ，~: J~.1J ~~l 
l叩Me 51 .• 83 81 {( 32 HH ，， qt •• JJ ・・ 66 •• 66 00 HH z Z ) } Ht~å~s 4.65 (1H. J・15，41Hz) 

-238 



Sickle型以外に、 U型をとることが CD2CI2:CP3CD20D(TPE) = 1 : 1 (by volume) 中で測定した

13C-NMRから支持された。 1はCD2Cl2中で 13C-NMRを測定すると、 5本の炭素シグナルを与えるに

すぎない。しかし、前記の混合溶液では、これらに加えてさらに 4 本の強度の低い炭素シグナル

を与えた。このことから、 1は溶媒分子と非共有 結合で相互作用すると、 U型コンホメーション

を保持できることを 示 し た 。 1のフレキシプルセグメントのコンホメーシ冒ン変化に必要な運動

は、上述の“自転車ペダル運動"、 “協奏的ねじれ運動"であると考えられる。この運動型式は、

パクテリオロドプシンのタンパク場に幽閉状態に なっている レ チ ニ リ デ ン シ ッ フ 塩 基 の N原子

から数えて 5個の Sp2炭素の sequenceが行うコンホメーシヨン変化と周じであることをすでに発

表した 20

2. 1のカルボニル酸素とフラン環エーテル性酸素の双方を 170でエンリッチする労法

lの酸素原子の 170-NMR化学 シ フ ト を 測 定 し て 、カルボニル酸素の πーbondorderやフラン環

の酸素の z共役 の寄与をしらべることは、興味深い。以下の方法を用いると C=O基とフラン環酸素

の双方にエンリッチメントが可能にな勺た。すなわち、 1をジオキサン中 H2'70と触媒量の H2SO，
とともに 60'.48hr加温して 170をカルボニル酸素に導入したのち、得られた 170-1 (Scheme 2);を

CH2Cl2中、酸素遮断下、可視光を 4 日間照射すると、酸素架橋基の光組替えがおこり、フラン環

に 170をもっけ0-2 が得られた (Sche.e2)九 このサンプルでは 170-1と 170-2の円。比はほぼ

1 : 1であった。この混合物および

下の 170-NMRをi!l'J定をした。

Scheme 2 

この混合物に EtsO.PF6ーを反応させて合成した 2bを用いて以

士市治 : 
3. 170・NMRから 得られた情報

化合物1， 2，2b(inCD2CJ，)の 170-NMR化学シフトを FIg. 2 に示した。異性化 1.... 2により 1の δ

(C= 170)は 528.8ppmから 484.8pplIへ 41.5ppm高磁場シ 7 卜した。これに対して、 2のフラン環のエ

ーテル性酸素の化学シフトは 1のそれよりも、 0.9ppm高磁場シフトしたにすぎない。 2→ Zbの変化

でもフラン環の o(-170サは、 8.5pp調高磁場にシフトしたことにとどまった。この結果は、 Karpl

us-Pople式にもとづいて 170-NMRでは化学シフ トにおよぽす反磁性項の寄与は重要でなく、 1H-

NMRで見られる内部プロトンの劇的な高磁場シフトの様な効果はおこらないことを示した。 2の占

(C= 170)の化学 νフトは 7 ーピロン 5の o(C='70) 460ppm よりも低磁場シフト L、 2は 5よりも

tr -bond orderが高い.しかし、 CD2CI2+CF3CD20D(TFE)中で 2の O (C=170):を測定すると TFEのモル

分率の増加と共に高磁場シフトし、カルボニル基の bondorder はTFEのモル分率の増加と共に減少

する (see.Table II).その減少の程度は TFEのモル分率が O.47 2のとき、 2で 100ppm以上に達するの

に、 1を TFE中のみに 溶か して 測定 した O (C=' 70)はCD2Cl2中の値とくらべて 38.3ppm高磁場へシ

フトするにとどま っ た 。 こ の 結 果 は TFEのモル分 率が 0.472のとき分子間水素結合によって生じる

2のC=O結合の bondorderの減少は、 2をOEt化したときに生じる bondorderの減少の 30%(484.3-

382.6)/(484. 3-141. 7)均 O.297に逮することを示した。

他方、 2の共役 系を 7 ーピロン 5がその酸素原子を介して行う 6tr環状共役のピニログとして見

なす際の寄与を検討した。この効果の存在は 13C-NMR化学シフトを用いるつぎの比較から

nv 
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、
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Table 11 Effects of intennolecular H-bonding on 1 and 2 usinG trifluoroethanol {1下回 as proton 

ωnor in a子12 mole fraction10fσ瓜∞ 170

mle fraction 。?σ3ill2ill 17
0 I in円P2'xF chemi凶 shi ft， 

n ill̂Cl̂. X~ ch創出alshift， I 0.130 488.3in p凹
山2~'2'F

_.._...__. _.....， 
I 

o 484.3 in ppm I 0.230 479.5 

0.056 440.8 I 0.310 474.9 

0.099 420.0 I 0.374 472.0 

0.152 

0.193 

0.472 

407.5 

399.0 

382.6 

0.427 

0.472 

0.614 

0.729 

1.000 

470.5 

468.5 

467.0 

463.4 

450.。
支持 さ れ た 。 フ ラ ン環の β 位炭素の化学シフト (!n CD2CI2)は、アヌレノン炭素の化学シフトと比

較すると低磁場に共鳴している。しかし、フラン環 β 位炭素の 13C-NMR化学シフトの平均値 (in 

CD2CI2)と 4級炭 素を除いたその他のアヌレノン 炭 素 の 1SC-NMR化学シフト平均値の差は、 1. 2. 

2bの順に4.6. 10.6. 11. 8 ppmの順に増すことが 判 っ た ( 関 連 し た 13C-NMRデ ターは示していな

い)。この差は、 2の環状共役が 3a骨 3bの 様 な 共 鳴構造をもち、 7 ーピロン 5のピニログ型構造

をとる。その結果 フラン環の β 位炭素の化学シフトを反磁性環電流効果の支配下におくことを示

している(Sch田e1). 

2を プ ロ ト ン 化あるいは OEt化すると δ(OH)ある いは o(ーO-Et)のシグナルは、 o150と 141.7ppm

付近に出現し、これらは正電荷が環状共役系に非 局在化したアヌレニウムイオンであることを示

した (Fig. 2)。この結果は、アセトンのカルボユル基を OEt化して発生させたオニウムイオンの

110シグナルが、 250pPllに出現し、通常のケトン婿 造 の 寄 与 を 60%をのこす結果と対照的である 4

2bの 170化学シ 7 トは ethoxybenzeの酸素が示す化学シフト (o1'0 '= 78ppm)5 に近づいている。

2bの占 (0E t)の化学シフトは 7 ー ピ ロ ン の OEt化体 6の δ(-OEt) 171. 2ppm (in CDsCN)よりさらに

約 30ppm高磁場シフトしており、両者聞のオニウム泡の“非局在化"構造の "0シフトの差を明示

すものとして興味深い。

17 
Fig. 2 The "0・h勘R Data of 1， 2 and 2b as compared with those of 5 and 5a 

a (C=O) (ppm) 525.8
a 

5(岨 0・) 236.9
a 

O (C-O-Et ) 

a in Q)nCI 2~' 2' 

Reference古

rペ込 F守、 n. .0_ aふ-. 1 .')"""〆o、-、
目

-
I~O 長ー :+νOEt に)l 、u -

τ~~τ3ω1-H bE 
PF6 

l!....グ、:7 ~弘〆 PF" 0 OEt 、

~2
、.，

2b 
.， 

6 '" 5 6 "'-

484.3
a 

237.8
a 229.3a 

141. 7
a 

439.5
b 

189.6
b 

b 
in liquid state， and c 

!n acetonitrile 

257.1 
c 

171.2
c 

1) H. Ogawa， M. Inoue， T. Imoto， 1. Miyamqto， H. Kato， Y. Taniguchi， Y. Nogami and T. Koga， 1. 
Chem. Commun. 1989， 118. 

2) H. Ogawa， H. Syouji， T. Imoto， Y. Kato， Y. Nogam!， and T. Koga， j主迫， 1991， 498. 
3) H. Ogawa et al.， 1. Chem. Soc. Commun'-1991 in press. 

4) A. Olah， A. L. Berr!er， and G. K. S. Prakash， J. Amer. Chem. Soc.! 1982， 104， 2373. 
5) G. A. Kalabin， D. F. Kushnarev， R. B. Vaieyev， B.ん Trof!mov， and M. A. Fedoatov，豆諸」笠盟L

Res・(1982)18， 11. 
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P38 
170-NMRを用いた酸素架橋[1 5]アヌレノンの物性研究:酸素架婦基

の分子内光スタランプリングの機構解明

九大・薬 0 小川 晴，本島浩之，井本泰治

第一薬大 加穣祐子，野 上靖純，古賀俊隆

170_NMR Study on the Mechanism of the Carbonyl-transposition Reaction of an Oxygen-bridged [15ト

annulenone 

旦笠三旦盟主呈， Hiroyuki Motoshima， Taiji Imoto 

Facullty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 62， Fukuoka 812 

Yuko Kato， Yasuyoshi Nogami， and Toshitaka Koga 
Daiichi College of Pharmaceutical Sciences， Fukuoka 815 

We have now found that mono-substituted [15)annulenone 1̂ (Scheme lc) exchanges oxygen bridges 

by visible light giving a mixture of five positlon isomers (X= Br) [encorded by A，B，C，D and E isomer 

(Scheme Ic)). The photo-rearrangement of the oxygen bridges forms a cycle consisted of 15 kinds 

。fspecies in all， (i.e.， 5 position isomers multiply by three different arrays of oxygens). It hBS been 
17 

found that .' 0 NMR spectroscopy is a powerful tool for Bnalyzing the rearrBgement mechanism， when 
coupled with multi-chBnnel photodiode Brray spectrophotometry. 

1 .邑t;~ I三

lH，13C-NMRの場合と比較すると、 170-NMR を用いて反応機構を解明した実例は桁違いに少な

い。この理由は 170核の 4極 子 モ ー メ ン ト の 存 在により、シグナルの広幅化に加えて、天然同位

体比が 0.037% なので、 NMRの絶対感度がプロトンの場合と比べて 1/105と な り 、 強 度 の 増 大 が

期待できないこと に よ る 。 し か し 、 試 料 を 適 当 な方法で 170回エンリッチすると、 170-NMR は酸

素に関する直接的な情報を与える点で、強力な研究手段になる。 最近、酸素架橋 [15]アヌレノ

ン 1aに光照射すると、カルポニル酸素(o c.o = 538ppm) は、フラン環のエーテル性駿索

(o -0- = 245ppm) に 組 換 る ー 穫 の 縮 退 転 位 を 行うことを見いだした (Scheme la and Fig. 1)。

この架橋基の光組換えを、ジ置換[1 5]アヌレノン 2aについて行うと 2種類の位置異性体 2b， 

2 cが 得 ら れ た (Scheme Ib)。今回、この光転位反応をモノ置換体 (X=Br)について行い、その反

応 機構を 170-NMR を用いて調べた。 この結果、光転位反応は、期待した 5穫類の位置異性体

を与えるのみなら ず 、 環 内 で 3個の酸素原子が互い に そ の 位 置 を 交 換 し 合 っ た 3種の同族の位

置異性体が存在可能であること、つまり光転位は合計、15個の分子種からなる“閉じた平衡系

"として記述できることが判った (Scheme 4)。

Scheme la 

-一一ー~

Me 

Scheme lb Me，__t_}-、
一一一--11 一一一- 1I : 0:( 

UふJ
2b - 2c 

170-NMR， 酸素架橋基の組替え，縮退転位の 反 応 機 構

おがわ はる
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2. モノプロム[1 51アヌレノンの酸素架橋基の光組替え転位

モノプロム [15]アヌレノンの塩化メチレン溶液を、 1 k '01'プロジェクターランプで 150時間光照

射すると、 5種 類の位置異性体(B rの 位 置 が カ ルボユル基の隣にあるものから}頓に、 A， B， 

C， D， E-異性 体と code化， (Sche・e lc)) を与えた。反応機構に関して以下の問題設定を行

った。

( 1 ) 特定の位置異性体がどの順序にどの位置異性体から生成するのか?

( 2) Sche1ll6 'ld ，こ示すように、環状系内部にある 3個の酸素原子を反時計四りで、 j頓に

01.02.03と規定した場合、問ーの位置 異 性 体 ( た と え ば B)で 01.02.03の 占 有 位 置

の異な る 3個の同族構造[たとえば B 1， B 2， B 3， (Scheme ld)] が存在可能か?

(位置 異性体を表す記号の下付数字はカルボニル酸素として存在する酸素原子の番

号である 。〉

Scheme lc 
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538 ppm 
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，. 

，-0'-羽鶴

DZ EZ 

five possible positio目 isomer冨

of mo目。占rom{15Jann凶enones

Scheme ld 

E 
1 E 

2 
E S 

ベ〉
245 ppm 

4努+を3おx
11・

6・.r-''''01 
1・

c.ol. "01 

出r回 possible∞ngener古 Flgム 1. - = 圃圃圃輔園田圃岨岨串咽圃園....圃圃圃同園田園圃凶圃圃・・・・・唱-....

。CB-isomer 17o-NMR sp民 traof 171か回riched白河岨 bridged-{lS]祖国l曲。，ne

10ω Cl~ at 67.7 MHz: (a) 0-170 enriched掴 IDple:(b) after 150 2-2 
hr irrョdiati帽。正副掴p1e(a) 10∞今Cl."血d(c) de-噌nrichm皿 tof 
S81Dp1e (b) at the出回ylsite bfrhM埼 24hrl! 10 diozane I ~O・3. 光平衡系の 2つの転位様式

A異性体をジオキサン中、少量の H2SO 4存在下 60・で H21 70と加温し、カルポニル酸素を 170で

エンリッチしたサンプル A 1 を調製した。 A 1 に光を照射して A-E異性体を生成させたのち、

各位置異性体を HPLCで分離し、 170がカルボユル酸素上にあるかまたはフラン環のエーテル性

酸素上にあるかを 170-NMRを用いて判別した。その結果、出発物質 A以外は全ての位置異性体で

170はフラン環上にあることが判った。架橋基の転位には型式 1と 2， あるいは型式 1と 2の混

合系が考えられる (Scheme 2 and 3)0 Scheme 2について、 Alから出発して矢印の方向に転位を

進 める。カルボニル基がフラン環に組換わった後、もとあったフラン環の酸素がカルボニル基

に 組換わる型式 1では、 A 1→ D 2→ C 3→ B 1→ E 2→ A 3のように， またフラン環が連続して 2

図版 に 生 成 し た 後 に、 2番目のフラン環の酸素がカルボニル基に紐換わる型式 2では、 A 1→ 

C 3→ E 2→ D1→ B 3→ A2のような配列を得る。
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いずれの型式でも、架婦基の転位が進んで位置異性体の下付数字が 1，こ達するとカルボニル基

Scheme 2 

型式 1

型式 2

上に '70が来 る の で上記の実験結果から光平衡系はその手前の位置異性体までである (Scheme 2 

) 0 A ，から出発し て転位を逆方向に進める (S山 e1le 3)。

ri¥.-.，. 戸¥品 ，..、OA.v 0 í)r-円~" Ii子、一 日歩、J

紬阻e3 .，Jlo'>:")..X. ~ h-X A f}-X _! ~. ~戸 JJ〉 Joて)-:
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もミ九 九戸匂 ℃}dEt' ひ J03 工BZ U〈唱

カルボニル基上に， 70が来るので、光平衡系

型式 l

型式 2

それぞれ C ，と E ，に速すると、型式 1と 2では、

結局、光平衡系は型式 1 では、土B2~E3~与 A ，今 D 2ちは その手前の位置 異性体どまりとなる。

光平衡系 Iが型これを光平衡系 Iとする。C~ 型式 2 ではまD3今 B 2~ A ，"'T C 3":;. E ~'古となり、

また B2と C ，のリンクをC 3と B，とのリンクを介して平 衡系 Iは平衡系 E と、式 1をとると、

A ，を 150時間光照射 l た実験結果を上記の考察でまとめると、介 して光平衡系 E と連結する。

は決して互いに型式 2では E 2と D 3) 光平 衡系 Iの両端の位置異性体〈型式 1では C3と B20 

参照)。(Scheme 4 リンクしないことを示唆している

E の相宣連結の決定E 光転位様式と 光平衡系 I4 

次の2のいずれによって酸素架橋基の 組換えが起こるかを決定するためには、転 位裂式 1

生成する位置異性体の時A1の光照射によって、)
 -r

‘、
2つの方法が有効 であると考えられた。

こ れ か ら 特 定 の 位 霊 異 性( 2 )光平衡系 Iを発生させておき、間的 分 布 を 速 度 論的に調べる。

を除去した混合物を調製した後、再度光照射して新たに光平体 (あるいは複数の位置異性体〉

170ラベルがカルボニル酸素とさきに除去した特定の位置異性体 を と り だ し 、衡を達成させて、

ただし、実験結果から光転位の量子収率フ ラ ン 環 エ ー テ ル 位置費索上に出現する比率を調べる。

は 低いので、異な る 光 平 衡 系 間 の 速 結 性 を し ら べるには 100時間以上の光照射が必要であった。

かっ光平衡系 Iと E は E2と D1で連結光転位が型式 2で起こり、以下の 2つの実 験結果は、

していることを支持した。

異性体 Cを単離したのち H2'70で① A ，に 77時間光照射すると異性体 B と C の生成 が起こった。

Aと B再度 30時間光照射すると未反応の異性体のほかに、そのカルボニル基をエンリッチし、

170はいずれの異性体においてもフラン環上 (6242ppm) にあった。

この結果は転位が、

型式 Eに従えば Scheme 2，型式 1より D は Cから 1段階自の転位体なのでその生成

しかし、

型式 1よりも 2で起こっていることを支D の生成は A よりも少なかった。

異 性体が生成した (B!A"2)。

持している。

Cから型式 2に従うと、これは観察されていない。は A より多くなければならない。

Dの生成震は Aの生成量よりA の生成と B の生成が各身 1段目と 2段目の転位として起こり、

生成した Bが光で cI s→ trans幾何

一度光転位の系外にでた後、 da r kで Btrans→ B c I sへの異性化が起こること

-243-

B/A勾 2が起こる理由として、少 ないことが説明できる。

異性化を起こし、



Scheme 4 

5 . 盆盆

Scheme 4 

Type -1 

Scheme 4 

Type -2 

で説明できる。

②カルボニル基を， 70でエンリッチ

した A ，に光照射して光平衡系 Eを

得たのち、その光平衡系 Iから Bを

とりのぞき、 D および Cの混合比が

平衡系 Iの D および Cの組成より高

くした A， E， C， Dからなる混合

物に 70時間光照射して、 Bを再生さ

せた。再生 Bをクロマトグラフィー

により他の位置異性体から分離し、

再生 Bの '70-NMRを測定すると、， 70 

はカルポニル主主上になくフラン環エ

ーテル性後素に稼在することが判っ

た。 Bを取り除いた後、平衡系 I中

の D と Cから Bが生成する際、型式

1を採ると平衡系 Iの C3から光平

衡系皿にシフトして、 C3から l段

目で B ，を， また D 2からは 2 段自の

光転位で B，が生じるはずである。

主主じる B，にはカルポニ JレE査察上 lこ

， 70があるべきであるが、これは実験

から支持されなかった。この結果は

型式 1で光転位が起こっていないこ

とを指示する。型式 2では、 Bの再

成は光平衡系 I内部での転位として

位置づけできる。すなわち D3および

A ，からそれぞれ 1段目の光転位とし

て B2が 再 成 す る 。 こ の 際 、 Bの '70

はフラン環上に存在しており、実験

結果と一致する。

'70-NMRは酸素 架婿 [15)7 ヌレノンの架橋基転位 の 反 応 機 構 の 究 明 に 強 力 な 手 段 で あ る こ と が

判った。酸素架橋 [15)7ヌレノンの架橋基転位 反 応 を 種 々 の 置 換 体 に 応 用 し て 、 官 能 基 の 導 入

位置の異なる種々のアヌレノンを光化学的に系統 的 に 合 成 で き る 展 望 が 拓 け た 。
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P3923  
An Observation of .... 'Na NMR Triple-Quantum Dynamic Shifts in Solution 

Hadassah Shinar， Uzi Eliav and Gil Navon 
School of Chemislry， Tel Aviv University， Ramat Aviv， Tel Aviv 69978， Israel 

Multiple quanlum coherence spectroscopy of spin 3/2 nuclei in solution has recenlly 
become a subject of intensive research. It was found， both theoretically 佃 d
experimentally， that in all cases where the single qu加 tumtr加 si.tiρnsdiffer in their 
widths and peak positions， higher order coherences may be observed"へ Theshift of出e
re叩 nancefrequency， relative to the Larmor frequency resulting from relaxation processes is 
referred to as dynamic frequency shift (DFS). Theory .predicts出atlhis shift is smaller 
lhan the line width for ωle quanlum (DQ) coherences" bUl significantly larger for凶ple
quantum (TQ) coherences"・.

We ~ho"'Sé lO ie~~";;lrale lhe phenomenon of TQ DFS in solutions of 23Na on two type1 of 
syslems. Firsl， a simple one sile syslem wilh 00 exchange，_._and then a system where Na T is 
bound at a slow)y rotating sile and exchanges wilh free Na' in the bulk. 百将、 TQevolution 
was measured by varying tl in lhe sequence TC/2・τβ羽・τ:/2・TC/2・tトTC/2・t2(Acq)'~ The carrier 
frequency was centered on lhe peak of the naπow SQ transition. In the absence of dynamic 
shifts， the TQ evolution is a simple monoexponenlial decay. 

The TQ evolulion plots for lhe single sile ii!閣r Fi9' f 
re given in Fig'ure 1. The TQ OFS is ~_J 

larger at lhe lower temperature， while lhe TQ ; 
decay rale is smaller. Analysis of lhe curves 
in terms of the microscopic parameters yielded 
7.6 ns and 1.9 ns for τR. lhe rolational. 
correlation time， at 40C and 400C 
respectively.χ， lhe quadrupolar coupIing 
constant was found to be 1.55 MHz， and is ピ
independent of the temperature. 明 急 -

80b 3 41，・凶 9. 12 15 
ー“NaNMR TQ coherence iime evolutionfor 

干、.~ Na-Kryptofzx 221 in glycerol， 105.8 MHz. 

In figure 2， lhe TQ evolution plot is 
given for a system of human serum albumin 
coupled to the metal chelator diethylen-
triaminepentaacetric acid (DTPA). In山is
way we achieve a macromolecular system 
wilh well defined binding sites for the 
sodium ions. The results may be ration-
alized in te~s of a small fraction (p) 
of bound Na T in fast exchange with free 
sodium.χ:Ij)=0.21 MHz and τR=26ns were 
obtained from T2f and TQ DFS the two 
parameters which are not affected 
signi.ficanlly from the relaxation of山e
free “Na. 

A discrimination between intra and extracellular NMR signals， of alkali metal ions has 
been made possible with development of shift reagents. However， the introduction of these 
shift reagents~lo living syslems may have some undesirable effects. It has been shown thal 
担tra怨llular“Na shows a more pronounced biexponential behaviour th叩 extracellular
Na'.D and thus the TQ DFS at the two compartments is expected to be different. The results 

presented here raise the possibility that the signals from intra and eXlracellular spin 3/2 
ions， may be separated， non invasively on the basis of their different TQ dynamic shift. 
1. J. Pekar arid J.S. Leigh， Jr.， J. Magn. Reson. 69， 582 (1986). 
2. G. Jaccard， S. Wimperis and G. Bodenhausen， J. Chem. Phys. 85， 6282 (1986). 
3a. U. Eliav， H. Shinar and G. Navon， J. Magn. Reson.， in press. 
b. U. Eliav， and G. Navon， J. Chem. Phys.， in press. 
4. L. Werbelow and G. Pouzard， J. Phys. Chem. 85， 3887 (1981). 
5. H. Shinar and G. Navon， a) Biophys. Chem. 20， 275 (1984)， b) Magn. Reson. Med. 9， 927 

(1986)， c) Biophys. J. 59， 203 (1991). 
6. C.S. Springer， Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 16， 975 (1987) . 
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P40 
2次元 nutation NMR による Na+ 伝導体の研究

〈 阪 大 理 )0石丸 豆一・増井 大二・中村 E男

20 nutatlon NMR study of sodlum lon conductors 

S. lshlmaru. H. Masul. N. Nakamura 

Oepartment of Chemlstry. Faculty of Sclence. Osaka unlversity 

23Na 10 and 20 nutatlon NMR experlments were conducted in order to 

study the dynamlc property of sodium lons in some NASICON type superionic 

conducters. The 10 spectrum indicates that the crystal of Na3 In2 (P04 )3 

undergoes phase transitlons around 230K and 330K. There are three 

inequivalent Na sltes below 330K and two above the phase transitlon. From 

the 20 nutation spectrum obtained at 330K the value of e2Qq/h was 

estimated to be about O.5MHz for one site and the another site has a 

slightly lower e2Qq/h than O.5MHz. 

序 )NASICON型の超イオン伝導体は、結晶中にいくつかの結晶学的に非等価

な siteを持っており、イオンがこれらの siteを跳ぴ移ることによって電気伝導

性を生じ'50 通常の 1次元 NMR では、これらの siteの信号が重なり合うため、

異なる slteを特定することが極めて困難である.我々は先に 20nutatlon NMR 

によって siteを分離する手段を提出し、 t) これをい

くつかの NAS I C O N型超イオン伝導体に応用してき

た o 2)今回は、主として Na3In2 (P04 >aについて 23Naの

1 D及び 2D nutatlon NMRの測定を行い、イオン伝導

に関連する動的挙動について考察を行った.

実験) Na3 1 n2 (P04 l3の試料は Na2C03. NH. H2 PO.. 1 n2 03 

を原料として焼結法により作成した. 22 Naの NMRは、

150Kから 350Kの問で共鳴周波数 52.938MHzで Bruker

MSL200を使って測定した o 2次元 nutationスベクトル

は、パルス幅を 1μsから 128μs まで 1μsずつ変えて FIO

を検出し、これを 2次元フーリエ変換することによって

得た.

結果及び考察) Na3 In2 (P04 l3の 1次元 NMRスベクトル

の温度変化の様子を図 1に示す o OTAの結果によると、

230Kと330Kの付近で栂転移が起こることが確認された

が、これに対応して、 NMRスベクトルにも明かな変化が

みられた.それぞれの温度でのスベクトルは何れも 2な

いし 3本のピークの重ね合わせになっており、各相で少

Fig. 1 
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しずつ線形が違うが、どの相でも温度の上昇にともなって各ピークの chemical shift 

の差が小さくなってゆくのが分かる.これは、結晶学的に異なる site聞での Na+ イ

オンの交換が湿度の上昇と共に次第に激しくなってゆくことを示している。しかし、

1 Dのスベクトルでは、何れの場合も 1次の核四極相互作用による sateliteは観測

されず、各 siteでの e2Qq/h及び ηの値を決定することはできない o 2つのピーク

が最もはっきり分離している 330Kでの 2次元 nutatlonNMRの測定結果を図 2に示

す。図の横輸が通常の 1次 元ス ベク トル の軸、縦軸が nutation軸である。図中に

a， bで各ピークの中心位置を示す。 slmulationの結果、 peakaから e2Qq/h:.O . 5MHz 

が得られた。 peakb ではそれより若干小さい値になると思われる. η はどちらも

かなり小さいものと思われる.

発表では、その他の塩度での解析結果と Naa . 2 H f 2 512 . 2 Pe . s 01 2の測定結果も合わ

せて報告する予定である.

a b 

Fig. 2 Contour plot of 2sNa 2D nutation 'spectrum of Nas In2 (PO. la at 330K. 
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P41 
高温酸化物融体 の NMR

1 1 B ， 2 3N a核の緩和時間の測定

(北大理、 ・北大工) 稲垣陽介、 前川英仏 ・下 JIi郷三. 検川敏雄

HIsb temperature NMR studies of oxide melts， 

relaxation tlme measurements of "s and 2'Na nucleus. 

Yosuke Inagaki ， 1iideki Maeka町e ， . Sh igezo Sh imokawa ， 

Toshio Yokoka..a 

(Fac. of Sci. and 'Fac. of Eng. 1I0kkaido Univ. ) 

lIigh temperature NMR relaxatlon tlme measurements were made on "s and 2')a 

nucleus in sodium borate slasses and mells 

For sodlum dlborate glass (Na20・2s20，)， the relaxatlon tlme <T， and T.) was 

obtained in tbe temperature ranse from room temperature to 1000"C. The spln~ 

lattice relaxation tlme (T，) have minima at 730"C and 550"C for B and Na， 

respec t ive ly. 

[序] ほう酸温、 けい酸塩などのガラス形成敵化物は、 イオン伎と共有結合住の混在した

結合を持ち、 イオン性と分子位の中聞に位置す る 物 質 系 と 考 え ら れ る . また、 基本単位

(SIO.， 80.図面体， sO，三角形等)が、 3次 元的につながった網目構造をとるととが特徴

である. 一方、 それらは、 ガラスやセラミックス の 基 本 材 料 で あ り 、 またその融体はマグ

マ溜りやスラグのモデル化合物として重要である. その君臨融状態下での機成イオンの拡散

挙動や微視的な構造についての知見を得るごとにより、 理解の立ち後れているガラス転移、

液体一間体 国体一国体の種々の相転移を含む構造変化、 敵 被 の 動 的 性 賓 の 解 明 が 進 む も

のと考えられる. 一方、 高温下での NMR線形、 緩和時間の測定から、 観測核の周りの環境

の運動に関する情報が、 化学結合状態〈化学シ フ ト ) に 関 す る 情 報 と 共 に 符 ら れ て い る

(1-4) • 今回、 ガラス形成酸化物に対して、 ガラス転移のメカエズムや、 湾磁状態の構造化

学に関する情報が高温下での NMR測定によって符られると考え、 典 型 的 な ガ ラ ス 形 成 酸 化

物である Na.O-B.O. 系ガラス及び敵体について緩和時間、 T" T. の測定を行った.

[装置] NMR装置 は Hruker MSL-2∞、 磁 石 は super wide bore (bore径 150mm)、 磁喝

の強さ 4.7Tである. 緩和測定周に新たに開発した高温 NMR プロープは、 とれまで用いて

いた低出力豊富のプロープ (1)の改良型となっている. 向調回路部分に 15kV置す電コンデンサー

を用い、 検出コイルをソレノイド型とし、 観測核 種 に 合 わ せ て 取 り 替 え ら れ る よ う に し た .

キーワード:高温 N服、 "s  2'Na、 緩和 時 間 (T" T2)、 Na20-B20. 

融体ガラス

いながきょうすり、 まえかわひでき、 しもかわしげぞう、 よとかわとしを
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また、 ヒーターは O.4mm世の白金燥で、 従来の 2 ヒータ一方式から、 コイル続分を直に加換

する方式に.J!:したため、 より均豊島性が高〈なっている. ヒーターは 2本並列に互いに反

対方向に電波を流す嫌に勇軍隊噂

型で巻き、 加熱には直流安定化

電源を舟た.実験中は常時電泌

を供給したが電波により携起さ

れるシフトは 3411z 以下である.

1000 

800 

=:J!~ 

550 

400 0 -400 
ppm/from BF3・Et20

Fig.l Temperature dependence of the "B  NMR 

1 ineshapes 0 f the NuO・2B.0. g lass and me 1 t. 

このプロープを用いてこれま

でに、 け O. "Si. 23Na. 27Al. 

日 B. 3 I P の測定を行った. と

のうち 1'0. 11B. 23Na. 31p に

ついては、 緩和測定にも成功し

た.

[実験] Na.0-8.0.ガラス試制

は炭.ナトリウムと無水ほう

圏直からなる混合物を、 白金るつ

ぼ申で調書肩車させ、 fj.冷したもの

も特製のアルミナ鼠料ケース

にいれ、 再び裕福ι 冷 却した物

を用いている. 今回測定を行っ

た Na.0-1.I.0. は、 放冷により容

易にガラス化する典型的なガラ

ス形成酸化物である. E式料はす

べて室温でガラス状態から出発

し、 昇温. 降混の過程での結晶

化 iま観測されなかった. 室 温 か

ら高温にゆ〈過程において、 ガ

ラス→過冷却液体→液体状態で

の測定を行っているととになる.

【結果] F i g. 1には、 Na.O・282O. の "8 NMR スペクトルの温度変化を示した. ごとで、

低温での広餌スペクトルの濁定には図鑑子エコー訟を用いている. とのガラス中には ほ

う棄を中心とした 2種措置の構造グループがあるととがよく知られている. (5) 室 温でのス

ペクトルの中央の盛り上がりが破棄 4i!位ほう業{ほぽガウス型:四極子結合定数が小さい)

その両わきに見えるのが破棄 3配位ほう業{大きな同種子結合定員駐在持つために 2*の阿橿

子相互作用に起留する特徴的な線形を示している. )に対応する.

NuO・2B.O. 組成で観測された， 'B NMR 線形は、 ng.l で見られるように室温から
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550 'cまでの温度領域では、 3配位ほう鶏からと 4配位ほう鶏からの信号の重なった線形を

示すが'. 550'C以上では、 単ーのローレンツ型のピークとなった. 600'Cまで線幅は温度と

共に減少するが、 600'C - 730'Cで録備の増加が観測され、 730'Cを過ぎるとふたたび線植は

減少した.

F i g. 2には、 B.O.とN120・2B.0.の Tt と化学シフトの温度疲化を示した. T，と線騒の逆

数との聞には、 600'C以上で Tt=l/"f(f: 半値半縞(lIz)) の関係がみられるととから、

T，=T. が成立している. また、 観測されたピーク位恒は温度上昇』こともない、 高磁場側ヘ

シフトし、 730'C以上で一定値 (16ppm) となった. また、 ピーク位置が一定となるのは、

の最小値が観測される温度とほぼ一致している.T， 

20 
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" s では

鉱物などのほう alJi結晶、 ガラスの MAS-NMR 測 定 に よ っ て 符 ら れ て い る 等 方 的 化 学 シ フ

ト値は、 3配位が 12-18 pp凪 4配 位 が -0 ppmと与えられている. (6) 730'C以上の温

度で観測された化学シフト値 (16ppm)は、 3配位ほう 3障の範囲に入っている.

F i g. 3には、 NuO・2s.O. ガラスの" B 及び.3 Naの T，の温度依彩伎を示した.

730'C付近、 ・ 3 N aでは 550'C付近に T，の最小値がそれぞれ観測された.
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P42 
白金ブルー系鎗体の固体化学と溶液化学

(東邦大・種、早大・理工) 0森山広忠、松本和子

Solid State Chemistry and Solution Chemistry of PlatiIlum Blues 

H・Moriyamaa) and K. Matsumoto b) 

(Departments of Chemistry， a)Toho University， Funabashi， Chiba 274 and 
b)Waseda University， Shinjuku-ku， Tokyo 169)' 

Abstract: Some amidate.，.bridged binuclear or tetranuclear platinum 

complexes related to so-called "platinum blues" were synthesized， and 
crystal structures were determined by X咽 raydiffraction analysis. These 

1= 13" 1= 13" "nDV 195 complexes in solutions were characterized by ~H ， ~JC ， ~H-~JC COSY， ~~Jpt 
13 NMR spectroscopy， and compared to the crystal structures and ~JC CP!MAS 

spectra. They were demonstrated to designate complicated behavior in 

solutions， e.g.， head皿 to-headto head-to-tail transformation， conversion 
to tetranuclear from binuclear complex， solvolysis to mononuc1ear 

complex， etc. These intriguing solution structures are also to be 

compared to the electrochemical nature of these platinum complexes. 

Amidate-bridged binuclear or tetranuclear platinum complexes related to 

the so called Uplatinum blues" are quite interesting in the viewpoint of not 

only structural chemistry but also anti 1;umor platinum metallotherapy. 

However， the crystal structure and solution chemistry of these platinum 
complexes have not been fully clarified until recently. In the present study， 
we would like to report solid and solution structures of some "platinum blue" 

complexes by X-ray structural analyses and NMR spectroscopy. 

[工] [Pt工工2(NH3)4(C4H6N02)2]2(PF6)(N03).H201) 

The crystal structure and 13C and 195pt NMR spectra of the C(-

pyrrolidonate-bridged Pt(II) binuclear complex， [ptII2(NH3)4(C4H6N02)2]2・
(PF6) (N03)・H20 show that it is tetranuclear in the solid state， although the 
complex cation is binuclear in solution. The crystal structure is basically 

identical wi th that of previously reported cis-diammineplatinum ()(-

pyrrolidonate tan cation [Pt4(NH3)8(C4H6NO)416+. 2) The amidate-bridged Pt-Pt 

distance in the complex is 3.033(2) A， and the central Pt-Ft distance， without 
the amidate bridge， is 3.186(2)主 (Fig. 1)・

13" __.:. 195 Both ~JC and ~~JPt NMR spectra of the present complex in D20 revealed the 

co-existence of head-to-head (H司 H) and head-to-tail (H-T) isomers， indicating 
that the H-H isomer very rapidly isomerizes to H-T isomer on dissolution in 

water and both isomers exist in equilibrium in solution (Fig. 2，3，4)・ This

rapid isomerization contrasts to the case of the corresponding ()( -pyridonate 

complex [pt2(en)2(C5H4NO)2]4+ 3)， whose isomerization equilibrium requires 

about 2 days to be established. 

白金ブルー系錯体、白金二核錯体、白金四核鎗体、パラジウムニ犠鎗体、異性化、 lHNMR、 13C N眠、 19~Pt NMR 
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[II] [pt1II2(阻 3)4(C4H6NO)2(N02)(N03)] (N03)2・H20 4，5) 
111 

The ~-pyrrolidonate-bridged binuclear Pt(111) complex [Pt~~~2(NH3)4-

(C4H6NO)2(N02)(N03)](N03)2 ・H20 was also prepared by oxidation of 
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[pt112Pt1112(NH3)8(C4H6NO)4] (N03)2・2H20 with HN03・ The crysta1 structure was 
13" __-' 195 solved by X-ray diffraction ana1ysis， and ....，C and "'''''Pt NMR， and UV-vis 

spectra， and the e1ectrochemical properties are investigated. The two Pt(1II) 

atoms are bridged by two α-pyrro1idona te 1igands in a head-to-head manner. 

Each Pt(工工工) atom is a1so coordinated by two NH3 groups in cis position. One 

of the Pt atoms is axia11y coordinated by N02・ andthe other is by N03- (Fig. 

5)・

[111] [Pt112(RH3)4 (C7H10N02) 2] (N03)2・H20 6) 

3，3-dimethylg1utarimidate-bridged Pt(工工) comp1ex has a binuc1ear 

structure with two bridging 3，3-dimethy1glutarimidate ligands in a head-to-

tail (H-T) manner. Each platinu皿 atomis coordinated with two amine ligands 

in cis position， a deprotonated nitrogen atom and an oxygen atom of 3，3・
dimethylg1utarimidate ligands. The Pt-Pt separation within the comp1ex cation 

is 2.939(1) 孟 (Fig. 6)・ 1twas d阻 .onstra回 d that the qc .NMR spectrum in 
so1utions， although the 13C spectrum of this complex in 020 measured 

immediate1y after disso1ution corresponds to the solid structure， gradua11y 
changes to the solvolysis product of mononuclear p1atinum complex from the 

results of 13C and 195pt NMR in 020 and OMSO-d6・

ロ3
帽。

Fil'l開底。RTErdrawing of H-T [Pt，(NH，).(C，H附NO，)，)'+.Thcnnal 
.1Jip50ids ar. drawn It 5~ probabiiity. 

F1c町 .s. 噌l田伽 Ilru刷問。(H-H [Ptlll，(NH.MC.Il.NOj，. 
(NO，)(NO，))J+. The蜘同Iclli倒的問drawnot thc踊 probabiJiら
1...1. 

[IV] [Pd2(回 )2(C5H4悶 2>2HN03)27) 

1n comparison with the .platinum blues.， binuclear palladium analogue 
[Pd2(en)2(C5H4N02)2](N03)2 has been synthesized and the crystal structure has 

been solved with a single-crystal X-ray diffraction technique. The binuclear 

complex cation has head也 to・headgeometry with Pd-Pd distance of 2.981(1) A. 
Two binuclear cations are arranged in the crystal as if to form a zigzag chain 

of four palladium atoms with .an inversion center at the midpoint of the 

central Pd-Pd vector between the two dimers. However， the central Pd-Pd 

distance is 3.220(1) A and is not Pd-Pd bond (Fig. 7)・ The 13C NMR spectrum 

of the compound shows two very close signals for every carbon resonance in 020 

and OMF-d7， which indicates the co-existence of head-to・head (H-H) and head-

to-tail (H-T) isomers (5cheme 1， Fig. 8，9)・Althoughthe isolated cQmplex is 

pure H-H complex， which was confirmed with powder X-ray diffraction， the 
isomerization. to the H-T isomer after dissolution is very rapid and the 

equilibrium is established almost instantaneously after dissolution. The 

present complex is the first example of H-H to H-T isomerization of a 

binuc1ear palladiu皿{工1)complex in solution. 
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in 0，0. 
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P43 
高分子プレンドの固体NMRによる解析

大塚電子(株) MR技術部

0仲 村高志、河原美智代、大川内真 、三 浦巌

Analysis of Polymer blends using the solid state NMR 

Takashi Nakamura， Michiyo Kawahara， Makoto Okawauchi， and Iwao Miura 

(Otsuka Electronics Co.，Ltd.虻RTechnical Division) 

Solid State NMR is an useful and powerful technique for characterization of 

polymers. It can provide new information on the mechanism of microscopic 

phenomena in plymer blends. 

The compatibility between polymers is of paticular importance in the study 

of polymer blends. Caravatti and coworkersl
) have reported on the two-

dimensional proton exchange in a heterogeneous polymer blends. The technique 

used was spin diffusion and proved to be a very powerful method of polymer 

compatibility characterization. We have improved on this method by changing the 

pulse sequence. 

【序論】

今日、高分子のキャラクタリゼーションには、固体 NMRが果たす役割は大きく、

多くの情報が得られることが分かっている。 あ ら ゆ る 種 類 の 高 分 子 に つ い て 研 究 が

行われ、その幾っかは成書 2) 3 )にあげられている。

国体 NMRによる研究は、他の分析機器や 手 法 iこ拠っては得られない種々の知見

を得ることに成功している。特に、高分子プレンドの研究では、多成分系の相溶性

についてのミクロな見地からの解析が IHのスピン拡散によって詳細に解析するこ

とが可能であることが Caravattiけらによって、，示唆されている。 今回、我々は

Caravatti らの用いた多重パルス系を変更し、分解能の良く、有用な IHの固体高

分解能の 2次 元スベクトルを得ることに成功したのでこれを報告する。

Keyword: Solid State NMR， 2D NMR， CRAMPS， Spin diffusion 
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【'H国体高分解 能 NM R J 

通常、 'Hやは Fのように天然存在比が大きく、磁気モーメントの大きい核の場

合の国体高分解能の NMRスベクトルは、多重パルス法.1とMAS (ldagicAngle 

Spinning)SI を組み合わせることによって達 成 さ れ る 。 こ れ は 、 古 く か ら 知 ら れ て

いる手法で CR A M P S (Combined Rotation And Multiple-Pulse Spectroscopy) 

と呼ばれている S3. しかし、これらの多重パルスを達成するためにはパルスのパ

ラメータの設定が困難， 1であ るた め、 長い 間 lHの 国 体 高 分 解 能 NMRによる研究

は盛んではなかった。近年、多重パルスが改良されたこと等の技術進歩により、分

解能の良いスベクトルが報告・ 3・3されるようになり、感度も高いことからゼオライ

トやシリカーアルミナ 101 の吸着状態の研究等の表面の解析に利用主れる等、その

応用性が再び注目されている。

【実験】

実験は Chemagnetis社製の面体高分解能ス ベクトロメータ CMX-300を 用 い た 。 実 験

に 使 用 し た パ ルスシーケンスは図 lにしめしたもので Caravatti31 らが 'H-'H双

極子相互作用のデカップルに用いた多重パルス (MREV-8"lltl
)を変更して BR24'31

( '/2 パルスのシーケンス X，y， -y， -x， -x， y， -y， X， y， X， -x， -y， -y， X， y， X， -x， -y， -y， 

x. -x. y. -x. y)とした。 lHの，/2パルスには1.3μsec、サイクルタイムは 108μsecを使

用した。また、スピニングスピードは1.4kHzlこ設定した。試料は分解能調整のため

に 和 光 純 薬 工 業社製のアジピン酸 iこ緩和試薬として Cracacを混合したものを用い、

スピ ン 拡 散 を 確認するために用いた混合試料は和光純薬工業社製のアダマンタンお

よびマロン酸を使用した。高分子ブレンドには SCIENTIFICPOLVMER PRODUCTS.INC. 

の Poly(vinyl 皿ethyl ether)(PVldE)および東ソ一社製の PolystYrene(PS)を用いて

Caravatti31ら と同様の溶液キャストブレンド (solution-cast blends)でトルエン

およびクロロホル ム の そ れ ぞ れ の 溶 媒 に つ いての 2種類の試料を用意した。

E 門 D 
90'パル;1. 45・パルス 45・パル;1. 90・パル;1. 00・パル;1. 45・パルス

¥ i--， 

BR-24 

t， 
‘ーー司ーーー・ーーー"ーー一一令

T. 

BR-24 

t2 

国 1. 2Dプロトンスピンディ 7::z.ージョン法の

パルスシーケンス

P: preparation by aπ/2 pulse 

E: evolution for timet， under BR-24 decopl ing 
門: spin diffusion during mixing time 

0: detection in the presence of BR-24 decouplg 
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【結果と考察】

図 2に示すように、 lHの 固 体 高 分 解 能 ス c) 

ベクトルを得た。 Maciej8l・》らの報告してい

る 分解能とほぼ同等の結果である。分解能の

調整はアジピン酸の -cH .のスベクトルで行

い、外部標準として TMSPを用い、スケー

リンク'ファクタは O.385とした。

図 3はアジピン 酸 の 分 子 内 の ス ピ ン 拡 散 を

測定したもので、ミキシング時間は 100msec

である。次に、等 量 の マ ロ ン 酸 と ア ダ マ ン タ

ンの混合した試料の損IJ定をしたものが図 4で

ある。マロン酸 と ア ダ マ ン タ ン の ス ベ ク ト ル

の聞にはクロスピークはなく、 2つ の 試 料 聞

にはスピン拡散が観測されないことから改良

したパルスシーケンスが高分解能を保持しな

がら 2次元に展開出来たことを確認した。最

後に、高分子プレンドである PS/PVME

の混合試料について図 5に示す。 Caravatti

らの得た結果と問機のスベクトルを得た。
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図 3 アジピン酸の 2次元スピン拡散

スベクト ル
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図 2 1 H国体高分解スベクトル

a )アジピン駿 b) アダマンタン

c )マロン酸
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図 4 マロン酸とアダマンタンの

混 合 し た 試 料 の 2次元スピン

拡散スベクトル



'Hの国体高分解 2次元スピン拡散スベ クトルを得ることが出来た。国体のミ

ク ロな状態につ いての強力な解析手段とな る で あ ろ う 。 し か し 、 高 分 子 の サ ン プ ル

の 場合には Caravatti らの得ているスベクトルと分解能に差は見られ江い、

高分子のミクロな運動性に関連したものであり、これ以上の分解能の向上は期待出

来ないと思われる。更にこれからの課題とし て 'Hの観測を多重パルスを用いるこ

とでは C等 の 他の核穫で間接的に観測することが有用となるであろう I.)。
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高 分 子ブレンド PS/PVMEの 2次元スピン拡散スベクトル

a )溶媒クロロホルムからキ+ストした試約四等高線図

b )調書煤トルエンからキ+ストした鼠料由等高線図
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P44 
'H CRAMPSによるカオリ ナ イ ト の 徳 遣 の 研 究

天然物と合成物の比較

(化学技術研究所) 0林 繁信、 上回 貴洋、 早水 紀久子、

秋葉 悦男

Hicrostructure of kaolinites studied by 'H CRAHPS 

(National Chemical Laboratory for Industry) Shigenobu Hayashi， Takahiro 

Ueda， Kikuko Hayamizu， and Etsuo A量iba

Kicrostructures of various kao1inites have been studied by means of 

nuc1ear magnetic resonance to e1ucidate corre1ation between the 

interca1ation phenomena and the microstructure. 'H broad 1ine spectra， 

CRAHPS spectra， and T， have been measured at room temperature， which 

demonstarates a variety of distriむution and bonding states of hydrogens. 

In addition to the 'H resu1ts， 29Si and 27A1 resu1ts have a1so been 

reported. 

カオリナイトは、 A12Si20s(OH).の化学式を持つフイロケイ磁器量であり、 Si層と

A 1 }曹とが 1対 1で一つの月置を形成している. Si原子は 4即位、 A1原子は 6記位をと

っている. 層間にはイオン種はなくイオン実換機能はない。 しかし、 フ:tルムアミ

ドのような分子を周聞にインターカレーショ ン さ せ る こ と が で き る . このインタ}

カレーシヨンをするものは天然のカオリナイトにかぎられ、 人工的に合成したもの

はインターカレーションをさせることができない。 x線回折などの手段では天然物

と合成物の遣いを明らかにすることができていない.

NMRはミクロ構造を調べる有カな手段である。 カオリナイトの梅成元棄のうち

酸素以外は比較的容易に NMR測定ができ、 NMRに適した測定対象である。 そこ

で、 我々は、 天然物と合成物とでミクロ構造に遣いがあるのかどうかを調べるため

に種守の NMR測定を試みた.

[実験]測定に用いたカオリナイトは 10種類である。 天然物は、 関 白 (A )、 AP 

1 N 0.9僚猶試料(B )、 アメリカジョージア産(C )、 箱 根 大 湧 谷 産 (D )、 木節

( E )、 魅目(F )の 6種類である. 合成物は、 水熱合成したものであり、 290"Cで

反応させたもの(G )、 220"Cで反応させたもの(H )、 0.1H LiC1溶 液 を 用 い 220"C

で合成したもの (1 )、 D20を 用 い 220"Cで合成したもの(J )の 4種類である.

NMR測定には、 Bruker MSL400を用いた. 測 定 は す べ て 室 温 で 行 な っ た .

[ J結果及び考療] カオリナイトの層聞に は A1と結合した水酸基が出ている. イン

ターカレ}シヨンにはこの水面11'が な ん らかの影響を与えると考えられる. そこで、

キーワード: N M R、 'H、 29 S i、 27 A 1、 CRAMPS、 カオリナイト、 構造

はやし しげのぶ、 うえ だ たかひろ、は やみ ず きくこ、あきば えつお
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lH N M Rの測定を行なった. 図 1に

1 0種類のカオリナイトの lH広幅スペク

トルと CRAHPSスペクトルを示した. 種々

のパターンを示し、 天然物もしくは合成

物内でもかなり水素のおかれている環境

が遭っ て い あ こ とがわかる.

広幅スペクトルではいずれの書記料も少

なくとも 2成分以上の水量簡を含んでいる.

線帽 の 広 い 成 分 はガウス型もしくはガウ

ス型 よ り 四 角 張 った線形をしており、 約

30 kHzの線帽を示す. この成分は、 Alと

結合し た水蹴基に帰属される. 一方、 線

輔の狭い成分はロ ーレンツ型の線形を示

し、 線幅は1.2-4.1 kHzである. 漕聞に

水分子は入り得な い た め . この成分はカ

オリナイトの外表面に弱〈吸着した水と

考えられる. 試料 E、 Fでは、 8-10kHz 

の線帽を持つガウス型線形の成分が含ま

れており、 前述の線帽の狭い成分は観測

されない. 線輔の広い成分も他の試料に

比べて線輔が広い.

図の CRAHPSスペクトルは BR24パルス系

列を 周 い Quadrature detectionを行なっ

て測定した. 図には現われていないが、

Alとの双極子相互作用に起因するサイド

バンドが両側に強 〈現われた. 試料 I、

J以外は Al・OHに帰属されるピークが 3

PPD付近に観測された. 試料によってシフ

ト健 が微 妙に 変化している. 試料 I、 J 

は復費kのピークを与え、 AI-OH以 外の 化学

種(例えば Si-OH) の混在も考えられる.

当日は、 29Si， 27Alの測定結果につい

B 

40 20 0 ・20 ・40 4 
kH. PP' 

でもあわせて報告し、 インターカレ}シ 図1. 1 H広幅スペクトル(左}と

ヨンとの劉速について自信備したい. CRAMPSスペクトル(右). 測定周波数

400.14 MHz. 室温. CRAMPS conditons: 

鮒静: カオリナイ ト の 試 料 を 提 供 し て

いただいた名工試の宮脇律朗氏に感謝い

たします.
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BR24(Quadrature detection)， 90deg. 

pulse 1.6μs， cycle tiae 144μs， 

256 cycles for 1 scan， 8-32 scans， 

and spinning rate 1.5-2.0 kHz. 



P45 
団体金属カルボニルクラスター [(PhsP)eN][llCOS(CO)lS] 

における III N M R 

0中山尋量・江口太郎・武田定・.中村亘男ゅ・ B.T. Heaton吻吻

(大阪大学教養部・大限大学理学部へリパプール大学剛ゆ)

lH NMR in Solid [(Ph3P)2N][llCos(CO)16] 

H. Nakayama， T. Eguchi. Inst!tute of Chemistry， College of General 

Education， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560， 

S. Takeda， N. Nakamura， Department of Chemi stry， Facu 1 ty of Science， 

Osaka Uni versi ty， Toyonaka， Osaka 560， 

B.T. Heaton， Department of Chemistry， University of Liverpool. Liverpool. 

L69 3BX， United Kingdom 

We first obtained 1H NMR chemical shift of a metal carbonyl cluster 

in the solid state. Proton chemical sh!ft in solid [(PhsP)eN][HC06(CO)tS] 

is -28 ppm contrary to 23.2 ppm in solution. This fact strongly suggests 

that proton does not locate at the centre of the COs octahedron in solu-

tion. Some motional process would induce the low field shift. On the 

other hand， hydrogen probably stays in the centre of the C06 octahedron in 

the sol!d state. 

はじめに 標題の化合物は，国体中では F!gure 1 ，こ示すように Coが八面体のク

ラスターを形成し，その中央に水素原子が存在した特異な化合物である /1/.溶液 lこ

して 1H N M Rを測定すると，室温では信号が見えない.しかし，冷却してゆくと

-100.C で 23.2 ppm に幅広いピークが存在する /2/.クラスターの水素化物ではふ

つう高磁場側(ー10 から -40 ppm) に信号がある.これらの事実は，水索原子が八

面体の中央に存在せず何等かの運動をしている可能性を示唆するが，異常な電子状

態による可能性も完全には否定できない.本研究では 1H固体高分解能 NMRを測

定し，この点を明らかにする.

実験 試料は文献 2の方法で合成した.溶液の赤外吸収スペクトルで不純物，分解

成分がないことを確認した， Bruker MSL-200 を使用し， 1 H団体高分解能 NMRス

ベクトル( CRAMPS )を 200.13MHzで測定した.

[(PhaP) aN][HCoe(CO) 15]， 1H 国体高分解能 NM R，金属カルボニルクラスター

なかやまひろかず・えぐちたろう・たけだ さ だ む ・ な か む ら の ぶ お ・

ブライアン トーマスヒートン
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結果と考察 Figure 1に結果を示す 6.7ppmの信号はフェニル基のプロトンに

よる .-28ppmの幅広い信号がクラスター中のプロトンによる. 6.7 ppm と-2 8 ppm 

の信号の強度比は約 22 : 1で水素数の比 30: 1とほぼ一致する.中性子回折による

と/1/，80 Kでは水素原子は C06八面体の中央に存在する .Table1のように他の

金 属多面体の間隙にある水素原子では高磁場(マイナス)側 lこケミカルシフトする

/3/.また，金属多面体の表面に水素原子がある

化合物や水素原子を配位子 lこもっ錯体でもー10

か ら ー30ppm にあらわれる.つまり低磁場側 lこ

信号があ る 化 合 物 は ， 溶 液 中 の [HC06(CO)1Sr， 

[HRu6(CO) 18J-以外には存在しない.したがっ

て， ー28ppmの信号は室温でも水素が C06八

面体のな か に 存 在 す る こ と を し め し て い る . こ

の結果，金属多面体の間隙に水素をもっクラス

ターの中で [HRue(CO)lsJ由のケミカルシフトの

み が プラスの値を示すことになる.上の議論か

らすると 溶 液 中 で は ， 国 体 中 と 速 い /4/，水素が

RU6 八面体の中央にはない可能性が高い.

[H C 06 (C 0) 15Jーの溶液中では，ー100.C では

20 o -20 -40 
d /ppm 

Figure 1. 1H h!gh resolution 23.2ppm'こ

NMR spectrum of crystalline 幅広い信号 Table 1. Chemical shifts of 

[(PhaP) 2N] [HCOd(CO) 15) があるが，

室温では見

えない. Hが COC5八面体中 lこ存在すれば-28 

ppm にあるはずである. したがって， C06八面

体中には存在しない . ま た 八 面 体 の 面 (Coの三

角形)にある場 合は [Rh1S(CO)21Ha]2ーなどの

ように寸oppm付近に観測されるし /5/，Coに

配位している 場合でも寸0からサoppmにな

る. 結局， H原 子 は [HCoe(CO)15Jー溶液中で
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P46 
周体 c- 1 3， 重水素 N M R に よ る 抗 生 物 質 ト ロ ス ベ タ ト マ イ シ ン の

ケトージオール交操と水のダイナミクス

アッ プジョン ファーマシュ ウテイカルズ リミテッド

0 槍山 行 弘 lIichael D. Likar. Paul E. Fagerness 

Keto-Diol Conversion and Water Dynamics in Solid Trospectomycin by C-13 and H-2 NMR 
Spectroscopy 
Yukio Hiyama+， Michael D. Likar and Paul E. Fagemess 
Control Research and Developmemt， Upjohn Pharmaceuticals Limited， +Tsukuba 300・42
JAPAN and The Upjohn Comapany， Kalamazoo， Michigan 49001 USA 

We have applied C-13 CP，ぶ仏SSand H・2NMR techniques to quantitate keto form and to 
correlate water dynamics to the ket-diol conversion in crystalline bulk drug and freezed dried 
Trospectomycin sulfate. Water molecules in the crystalline phase are found to be more mobile 
than those in the freeze dried formulation by the solid deuterium NMR. 

Trospectomycin sulfate (U・63，366F)can exist in either the 3'keto or 3' -diol form， as shown 
belo可 Freezedrying U・63，366Fincreases the concentration of the keto form in sterile 
powders， since removal of water shuts the equilibrium towards the keto form. The keto form 
of the drug is less chemically stable than the diol form. So it is vital to keep也emolecule in 
the diol form in the product. This poster repo此show C・13CPIMAS solid-state NMR 
spectroscopy estimated how much of the drug is present as the keto form in也ebulk drug， and 
in sterile powders containing 3-12% water. Solid H・2NMR spectra of water in the solids were 
also recorded to correlate dynamics of water to the keto-diol conversion. 
C-13 NMR 
Fi伊 re1 shows the 50 1¥1回zC・13CP.刀Y.1ASspectrum of the crystalline bulk drug. The 
resonances are sharp (the methyl resonance at 16.3 ppm is 40 Hz wide ). There are two methyl 
carbon resonances at 16.3 and 14.0 ppm. This ind;cates that the drug molecules in the sample 
experience two different environments; Because the l' and 3' -diol carbons overlap at 94 ppm， 
one cannot measure directly the amount of diol drug present in the sample. Instead， one has 
to try to detect the 3' carbonyl resonance of the keto drug. The spectrum shows no evidence 
of the 3'-keto form of the drug. The resonance of the 3' ketonic carbon occurs at about 206 
ppm. The sample was determined to contain about 16% water. This is enough water to keep 

C H. 0 H 

H.......件。 H
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H3C 

C H. 0 H 
I • I I H 

$ ， H.......へγ"''y''

+ H20 ~ ~ 
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....H H "v  0 H 0 H 
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3 ' -K也 10 Form 3'-Dlol Form 

キーワード: 国体 N M R、 c -1 3、 H - 2、 水、 ダイナミタス

O ひやまゆきお、 マ イ ケ ル ・ デ ィ ・ ラ イ カ一、 ポール・イー・ファーガネス
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Figure 1. C-13 CP，必仏SSSpectrum of the crystalline drug. 

(12，2% W."r) 

(6，S% W.t・r)

(4，1X W・ter)

31-X・to Citrat. (3% Waur) 

200 - 180 ---'80---' ..0---'言。

Figure 2. C・13CPIMASS Spectra of Freeze Dried Powders Containing Different Amounts of 
Water. 
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ぬedrug in the diol form. Figure 2 gives the C-13 CPIMAS spectra of a freeze-dried powder 
containing various amount of water. The resonances are much broader (e.g.， the me也yl
resonance at 13.7 ppm has a natural linewidth of about 110 Hz). These企'eezeddried 
materials and crystalline bulk drug showed about same long echo life tiine. Therefore the 
broadening in the freezed dry samples is due to chemical shi氏dispe四ioncaused by the fact 
that the sample is amorphous. It is interesting旬 note出atthe chemical sh出 (13.7ppm) of 
the broad methyl resonance of the sterile powder is nearly the same回 thatof the weak， 
upfield resonance seen for the bulk drug (14.0 ppm)， and not the intense resonance at 16.3 
ppm (see Fig.1). This observation may suggest出atthe small resonance at 14.0 ppm arises 
from drug molecules in the amorphous domain of the bulk drug sample. Except -for the 9' 
methyl resonance， many of也ereson田lcesof the bulk drug and sterile powder have veη 
similar chemical shifts. These samples contain significant quantities of tlIe keto form of the 
drug.The 3'keto carbon is clearly present as a broad resonance at about 202ppm-These 
spectra show that the intensity of the 3' -keto resonance decreases for cakes with increasin~ 
w_a~r content. S~nce all of the drug molecules have the 9' methyl group， a ratio of intensities 
of the methyl and carbonyl will indicate what fraction of the mole-cules are in the keto form. 
By simply taking the ratio of the intensity at 202 ppm to that at 13.7 ppm， we find that 
66:t10% of the drug is present as the keto form for the powder with 3.0% water， and血atthis 
amount falls to about 35% for仕lesample with 6.5% water. The sterile powder with about 12% 
water， and the bulk drug did not show any evidence of the 3'-keto drug. 

H-2NMR 
The C・13NMR data have shown that the freeze dried powder has a substantial keto 
population despite of abundant water content.It seems that availability ofwater molecule to 
出edrug molecule in solids is a key to the keto-diol equilibrium. Dynamics of water in the 
crystalline bulk drug and in the freeze dried formulation has been studied by solid state 
~eute~um ~ s~ectroscopy. The technique enables us to distiguish water hydrogen sites 
from those in the drug molecule by observing deuterium NMR signal of the solid materials 
stored in a humidity chamber with heavy water. 

2H NMR spectrum of the bulk with RH 55% showed multiplely superimposed powder 
patterns(Figure 3a); one is narrow，出eother is broad. Spin lattice relaxation times were 
measured by a series of inve問 ionrecovery experiments resulting in two distinct time 
constants. At 10 ms， the na町 owcomponent relaxaed back to show a positive signal while the 
broad component has approximately 700 ms for spin-lattice relaxation time. This drastically 
di偽 rentT1 values enabled us to obtain only the naηow component by the rapid recycling 
signal accumulation. The na町 owcomponent is presented in Figure 3b while a diff・rence
spctrum(Figure3a-Figure3b) is shown in Fi伊 re3c， which represents the broad component. The 
relative intensites of the broad component to the narrow component町 'eabout 3 to 2. 
The short spin-lattice relaxation time for出.enarrow component is obviously caused by motion 
with large amplitude and with the correlation time which is close to T1 minimum， where there 
should be no T2 distortion. However， the na町 owcomponent also showed short T2， which w錨

evidenced by increasing the echo delay time. This suggests that the na町 owcomponent has two 
types of motion. One determines the short spin lattice relaxation time while the other leads 
to the short T2. The motion that determines T1 is likely a 1800 flipping motion about the C2 
axis. In order to reproduce the narrow component， one has to also introduce a large amplitude 
motion on the microsecond time scale that occurs along an axis other than the C2 axis. Figure 
4 shows simulation spectra wi出 such.conditions. A sterile powder which contains about same 
amount of water as the bulk drug showed mostly static-like powder spectrum(Figure 5). 
However， a series of inversion recovery experiments showed that there訂 'etwo components 
distingushable by the spin lattice relaxation time， just as in the bulk drug sample. Therefore 
we concluded that the water in the freeze dried formulation is less mobile血anin the bulk 
drug. 

The spin-lattice relaxation time for也ebroad component is less than one second. There are 
two possibilities to account for the T1 value. (1) Molecules undergo small amplitude motion 
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near Tl minimum. (2) Inherent Tl for the component is very long because of no motion. 
However， apparent Tl is determined by spin lattice relaxation of the na町 owcomponent which 
exchanges with the broad component in a time scale of the apparent Tl of the broad 
component. The second possibility can be eliminated because lineshape of the broad 
component is close to static one and because the relative intensities of the two components are 
about on the same order in the bulk drug. Therefore it is reasonable to consider that the two 
components; broad and na町 owin the bulk drug are from two classes ofwater sites. Water in 
the broad component is rather stationary one， which would not contribute to rapid transfer 
of water in the solid material. 

The crystalline bulk drug has a substantial mobile water population， which may be moving 
through the solid material， while water in the freeze dried formulation is mostly stationary. 
This may lead to small availability of water resulting in the large keto population in the 
formulation. 
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Figure 3. 76 MHz deuterium. NMR spectra of the 
crystalline drug. (a) All signal. (b) 0nly n釘 TOW

component. (c) 0nly broad component= a-b. 

町民lre5. 76 MHz deuterium. NMR spec佐um.of freeze 
dried material. 
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P47 
同 位体利用と X線結晶構造解析による

アスパルテームの CPMA S_13C-NMRスベクトルの解釈

(味の索開・中研 )0海 老 沢計慶、坂本公康、永嶋伸也、鈴木栄一郎

CPMAS_13C-NMR Spectral Study of Aspartame based on Crystal Structure and 

1 sotope Effect 

k azuyosh 1. lli豆急~. Kimiyasu Sakamoto. Nobuya Nagashima. Ei-ichiro Suzuki 

Central Reseach Laboratories. Ajinomoto Co.. lnc. 

Aspartame(AP) exists in some crystal forms (polytypism) such as 1 A. 1 B. 

II A. X-ray crystallographic studies have revealed that 1 A form AP consists 

of three types of conformers in an asymmetric unit. and that there is only 

one type in the II A' s case. These characteristic features reflect the dif-

ferences between the t官o types in signal shapes and chemical shifts by CP-

MAS-t3C-NMR. We tried to assign each signal to each conformer in 1 A form 

and to use CPMAS-NMR for the determinat ion of II A content in 1 B media. 

【はじめに】

アスパルテーム(以下、 A P と略す)には、 1 A晶 1)、 1 B晶 2i、 II A晶 U など、

いくつかの結品型があり、このうち 1 A晶と IIA晶については、それぞれ X線結晶

構造解析がなされている。解析の結果、 1 A品では、単位格子中に 6分子の APが

3種類のコンフォメーションをとって存在し、 Asp側鎖のカルボキシル基が COO-に、

また、アミノ基が NH3+にチャージして、親水性のコアを形成していることがわかっ

た。また、 II A晶では問機のコアは形成するが、単位格子中には 4分子の APが同

ーの コ ン フ ォ メーションをとって存在している。国体 NMRで結品構造を解析する

場 合 、 こ の 様 な相違は、シグナルの数と化学シフトに影響する。即ち、 1 A晶では、

3種のコンフォ メ ー シ ョ ン の 各 々 に 対 応 して、同じ炭素に由来するシグナルが基本

的には 3本観測されるが、 II A晶ではコンフォメーションが等しいため、 1本であ

る。本研究では、以下の方法に従って、この 1A晶の固体 NMRシグナルの帰属を

行い、いくつかの炭素については、 シグナルと各コンフォメーションとの対応につ

いても推定することができた。また、 1 B品と IIA晶の混合試料について、各結品型

を定量する方法についても検討した。

国体 NMR、アスパルテーム、 シグナル帰属、同位体効果、 15Nラベル、

えびさわかずよ し、さかもときみやす、ながしまのぷや、すずきえいいちろう
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【方法】

装置は JEOL EX-400を 使用し、シグナル帰属に関しては、以下の 1)-4):を検討し

た 。 ま た 、 測 定 の前後で、粉末 X線回折による結晶型の確認も併せて行った。

1 )溶液状態のシグナルの完全帰属との比較

2) H D交換による同位体効果の影響

3)交差分極の接触時間 (Contact Time)の変化による影響

4) I S N ラベルによる影響

【結果と考察】

1) A Pの固体 NMRシグナルの帰属に関して(下表参照)

①基本的には、溶液状態の帰属が固体(結晶)状態でも成り立つことが確認された。

② Asp側鎖のカルボキシル基の炭素については、結晶内の水素結合の状態から、

3種類のコンフ ォメ ーシ ョン と 3本のシグナルの対応を推定することができた。

③ペプチド結合部のカルボニル炭素については、同位体効果などを調べることで、

ほぼそのシグナル帰属を確定することができ、 さらに、ベプチド結合付近の内

部回転角や A Pの 1S N ラベルによる影響などを考察することで、結品中の 3種

のコンフォメーションとシグナルとの対応についても推定することができた。

2) 1 B品と IIA品の 混合 試料 中の 各結 晶型 の定量に関して

A Pの Phe側鎖の 7炭素に帰属されるシグナルは、 II A晶では 1本 で あ る の に 対

し、 1 B品では 3:<$:である。この違いを利 用し、各結晶型の混合試料について、そ

の混合比率をスペクトルのピーク分離により求めたところ、 2 - 3 %の定量精度で、

各結晶型を定量することができることが確認された。なお、今回の定量性は、 S/N

比の向上と多数のサンプリング測定により、 さらに改善されることが期待される。

表 1. A Pの1A晶のシグナル帰属 (ppm)

10 11 12 

固 174.8 39.8 51.1' 169.9" 51.7 32.2 136.4 132.4 127.2・・・ 125.3 169.9" 51.1' 
173. 3 

体 172.6 
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P48 
国体 N M R による超微粒ダイヤ モ ン ド の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン

側豊田中央研究所 小岩井明彦、樋口 和夫、野田 正治

Solid Stat・NMR Study 01 Ultra Fine Diamond Particle 

Toyota Central R.s. and 0・v・1. labs.. Inc. 

Akihiko Koiwai. Kazuo Higuchi. and Shoji Noda 

Ultra line dia聞 ond particl・whose average diameter was 5nm. was 

characterized by solid stat・NMR spectroscopy. It was suggested by 13C CP/ 

MAS NMR spectroscopy that th・su r 1 a c・01 the diamond particl・was 

hydrogen-t・r岡 in a t・d. 

It was lound that solid stata NMR spactroscopy was a powerful lethod 

to study th・surface structure 01 ultra fine particles. 

1. は じ め に

団体 N M Rは、 パルクの局所構造解析の手法として材料開発において軍要な位置

を占めつつあるが、 表面・界面構造解析に対しては、 表面・界面核の選択的測定が

一般的には函雛で あり、 さらに、 測定感度が低いことより応用例が少ない。 ところ

で、 表面に 1H が存在する系に対しては、 交差磁化(c p ) 法により表面核の選択的

測定が可能となる。 また、 組径の小さな微粒子をモデル系として測定することによ

って、 測定感度の問題点はある程度克服できると考えられる。

本研究では、 国体 N M Rの 表 面 ・ 界 面 構造解析への応用性を検討することを目的

として、 c p法を用いたダイヤモンド粒子の表面構造解析を試みた. ダイヤモンド

は、 機械的、 熱的に優れた性質を有しており、 工業材料としての研究開発が盛んに

行 な わ れ て い る . パルクのダイヤモンドのけ C N M R の測定報告けはあるが、 表

面構造に関する測定報告は無い. ダイヤモンド粒子の表面構造解析手法が確立され

れば、 人工合成にお 11る結晶成長機構等に対する有憲章Eな知見が得られるものと期

待される。

本研究では、 平均粧径 5n ・の 超微 位ダ イヤモンド( 1粒子当りの炭素原子数は約

1 04個〉をモデル 系として選択した. 尚、 超微粒ダイヤモンドのキャラクタリゼーシ

ョン{草、 13 C、 1 H N M R の他に、 X R D、 T E M およびラマン分光により実施し

た。

キーワード ダイヤモンド、 超微粒子、 国体 N M R、 13 C、 1 H 

こいわい あ きひこ、ひぐち かずお、のだ しょうじ
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三←J皇盈

を市販品〉〈平均粒径 5n m、衝撃法により合成された超微粒 ダイヤモンド試料

X R D およ試料の粒 f歪および結晶性は、N M R測定に供した。有機溶媒で洗浄後、

ぴ T E M 観察に より 確認 した .

Jて Jレ(以後、粒 f壷ト O.5μ 聞の天然微粒ダイヤモンドリファレ ン ス と し て 、また、

の N M R測定を行なった。'/状ダイヤモンドと称する〉

M S L - 3 0 0 ブ ルカ一社製装置

イン歩ラプテッドデカップリング cP / c P / M A S、D D / M A S、測定

'H-NMR 

DD 

および、13C-NMR、〈図 1) 

H
 

M A S 

AQ 
13
C 

C P / M A S法

(a) J¥' 1d状 rイHiト-

J 
( b)超 微 蛇 Y イtoト'

インタラプテッドデカッ プ リ ン グ

トル

結果および者寝

13C NMRスベク

「1r 

円ハハハー
図 1

3. 

3. 

パルク状ダイヤモンドと超微粒ダイヤ

モンドの 'H双極子デカップリングけ C

N M R スベクトルを図 2 に示す.M A S 

バルク状ダイヤモンドの炭素原子の化学

は 35 p p・であり、( T M S 基準)シフト

3 5 p P Iを中心と超徴主立ダイヤモンドは、

した幅広なスベクトルを示した。

超徴組ダイヤモンドの 13 C 図 3 は、

凶
Hトルの、N M R スベクCP/MAS  

O 
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図 2

C P法により

M A Sス ベクトルが変化したことより、

間 T cによる変化を示す。

超微粒子表面の炭素原子の多くが水素原

子により終端されていることが示唆され

1 Hと近距般にあるすなわち、1 H と の 相 互 作 用 が強い、C P法では、また、た。

短い T cでスベクトルが強調される。13 C ほど lHからの硲化穆動が容易になり、

T cが短いほど低磁場側にスベク

トルが表面の炭素原子か主として低磁場側のスベク

図 2 (b)の ス ベ ク ト ル と 比 較して、

つ企n
i
 

q
r
u
 

トルが広がっていることより、

図 3 において、



インタラプテッドデカップリング法にこのことは、

から も 示 唆 さ れ た .

らの寄与によると考えられる.

〈図 4 ) よる測定
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図 3 ・》超微粒 γィヤモンドの 13C CP/MAS 
N MR Aヘ・ 9川の接触時間依存性

200 

各スベクトルのピーク高を一定に表示した事)スベクトルの線形変化を示すために、

N M R スベクトルμ
H
 

2 3， 

スベクトルの 2 次モN M R スベクトルを図 5 に示す。超微粒ダイヤ モ ン ド の 1H 

水素原子間距離)( r ; j -6 1革、( I + 1 ) I r; j-6 

ーメント M22 ) 1草、

一?YJh2|

ガウス曲線を仮定すると、

M2= 

と表わされ、

トルの半 値幅 W は、

J可2
スベク

W 草 2 . 3 6 
Z
 

Hn 
k
 

2 8 W剛

‘一一ーーャ水素原子で終端されたダイヤと書ける。

菌では、

'---_ー」ーー--.J_ーー~-'--------"--司4ー」司ーーーーι__L..............ーム占ーーー一←ーーJ

150 100 50 0 幽 50 ・10 0 -1 5 0 

Frequency ( kHz ) 

k H z 

W... Wlllであ

3 0 

と見積ることがで き る .

モンド結晶の

Wlll = 

超微粒ダイヤモンドの 1H 
N M R スベクトル

図 5

他の結晶画を考慮する必要があり、

qο 巧

tヮ“

現在進行中である.

るが、

詳細な解析は、



3. 3 13C、 'Hの縦緩和時間

インパージョンリカパリ一法 (π- T - n / 2 パルス ;'J)により得られた、 超

微粒ダイヤモンドとパルク状ダイヤモンドの， 3 C、 'H 縦緩和時間(T 'c、 T 'H) 

を表 1 に示すo T ， Hに関しては両者に大差は みられないが、 超微粒ダイヤモンドの

T 'cは暫 バルク状ダイヤモンドのそれと比絞して極端に短い値を示した。 これは、

表面に存在する 'Hとの双績子緩和の効果が顕著に現れた結巣と考えられる。

表 1 ダイヤモンドの， 3 C、 'H 縦緩和時間(T 'c、 T 'H) 

T 'c T 'H 
超微粒ダイヤモンド 8 4 m s 6 . 8 m s 

バルク状ダイヤモンド 2 6 s 8 . 2 m s 

4. まとめ

平均給径 5n eの 超 徴 組 ダ イ ヤ モ ン ド の キ ャラクタリゼーションを国体 N M R を中心

に行なった結果、 超微紘子表面の炭素原子の多 くが 水素 原子 によ り終 端さ れて いる

ことが示唆された.

団体 N M R はパルクの事構造解析手法であるが、 粒 径 が 5n m程 度 の 超 微 粒 子 の 表 面 構

造 解析へ応用可能なことが示された。

鎧~ 当所の石黒友乙、 入谷澄子氏には、 それぞれ、 T E M、 ラマン置!J定におい

て 御尽力頂きました .

R e f・r・nc e 

1) P. M. H・nrichs ・t 81.. J.lhgn.Reson.. ll. 85 (1984) 

2)J.H. V8n VI・ck. Phys.R・v.. l.i. 1168 (1948) 
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P49 
国体高分解能13CNMRを用いた強誘電性液晶の分子運動の研究(5)

吉沢篤"， 0菊崎浩b(日本鉱業側新材料研究所a，分析研究センターb)

13C NMR Analysis of Molecular Motions of a Ferroelectric Liquid Crystal(5) 

Atsushi Yosizawa" and Hiroshi Kikuzakib 

("Materials Development Research Laboratory， Nippon Mining Co.，Ltd.， 

bAnalysis Research Center， Nippon Mining Co.， Ltd.) 

The molecular dynamics of a chiral(racemic) smectic liquid crystal has been 

studied by means of 13C spin relaxation. The TI， TI P 回 dNOE mesurements were 

obtained in the SA and Se(or Sc) phases. The TI's for unprotonated carbons of 

a chiral compound show a remarkable increase in the S白 phasein the vicinity of 

the SA-Se phase transition. The deviation in the TI may be attributed to the 

molecular reorientation which is related to the formation of the helicoidal layer 

structure in the Se phase. 

よJ主 主
我々は，強誘電性液晶の自発分極の発現機構と分子構造の関係についての知見を得るため

に相転移に伴う分子挙動について調ペている 1)-3) 本報では，光学活性体(0.A.)及びラ

セミ体(RAC.)についてNMR磁場に配向させた場合の相転移に伴うスペクトルの変化及び相

転移に伴う液晶分子各部の運動性の変化を測定した結果，光学活性体の Se相において螺旋

構造の形成に関連すると推定される分子挙動が観測されたので報告する.

2.8 I生
試料はS-(ー)ー2-Methyloctanol(89%ee)より誘導した強誘電性液品:4-(2-Methyloctanoyl) 

phenyl-4'-nonylbiphenyl-4-carboxylate:よ及び同ラセミ体:gを用いた.試料の構造式

及び DSCから求めた相転移温度を以下に示す.

11--. 15 ふ「I ー¥ /~V~ /~~ 

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 0 13-14 0 17-18-0-19 0 22-23-24-26-27-28-29-30-31 
¥_1l '-.:18 8 ¥ー2(8 h 

よO. A. Cry. (78.5"C) Se (100.6"C)品 (117.6"C)Iso. 自発分極値=114nC/cm2(88"C)

g RAC. Cry. (70.5"C) Sc (101.5"C)品 (118.9"C)Iso. 

測定は固体高分解能ユニットを付設した JEOLGSX-270を用いた.高分解能測定はパルスサ

チュレーション法を用い，試料回転速度は4.5即zとした. 縦緩和時間(Tt)の測定は反転回

復法によって行い，回転座標系の縦緩和時間(TIp)の測定はスピンロッキング法によって

行った.この時のスピンロッキング磁場の大きさは56即z，試料回転速度は4.5聞zとした.

NOEの測定はパルスサチュレーション法と高出力デカップリング法の各ピーク強度の比から

求めた. 液品分子の磁場への配向は試料を回転させずにNMR磁場内でー且， 130"Cで等方相

とした後， 1"C/10minで除冷することで問R磁場に配向させた.MASを併用する際の装置の制

御温度と実際の試料温度との補正は上記の実試料における Iso.-S白相転移温度から求めた.

KEYWORDS:固体高分解能13CNMR，強誘電性液晶，分子運動，緩和時間，相転移，A対向付液品

よしざわあつし， 0きくざきひろし
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3.結果及び考察

①試料をNMR磁場に配向させた場合の側鎖アルキル基のC24及びコア部のC23の化学シフ

ト値の温度依存性をFig.lに示し， Fig.2に同測定のSc相(88"C)における O.A.及び RAC.の

スベクトルを示す.

300 

250 

-・・0・・・RAC. C23 RAC. (Sc) 
一一士一 O.A. C23 

200 

70 -ー-・...RAC. C24 

一吋缶ー O.A. C24 O.A. (Se) 

-・.，.・...・

20 

70 80 90 100 110 120 
ヨ曲

"" 到回

'" 
Temperature [OC] 

Fig.l 配向時の化学シフト値温度依存性 Fig.2 磁場配向時(88"C)のスペクトル

Fig.lからC24は O.A.及び RAC.とも徐冷するに従って，等方相からSt・}相まで徐々に高

磁場シフトしている.これに対しC23は等方相からSA相では急激に低磁場シフトしており，

h相からSc相ではRAC.はそのまま徐々に低磁場シフトしているが， O.A.では逆に高磁場シ

フトしている.ここで M.Luzer他の解釈に従うと， 4)RAC.においては等方相く品相<Sc相の順

に分子軸が外部磁場方向に配向している事が推定される.O.A.では等方相から S白相におい

てRAC.と同様に，分子軸が外部磁場方向に配向しているが， Sc相ヘ移ると再び分子軸は外

部磁場方向からずれている.このずれは層が螺旋構造を形成する際の傾斜角に相当してい

ると考えられる.

Fig.2から両者のスペクトルを比較すると，側鎖アルキル基のピーク線幅は O.A.とRAC.の

聞でほとんど差はないのに対し， O.A.のコア部炭素のピーク線幅は RAC.よりも著しく広が

っていることが確認される.この事は 'Sc相においてコア部が外部磁場に対して異方性を持

っている事が推定される.即ち，側鎖アルキル基の分子軸は外部磁場方向に揃っているため

異方性は小さく，線幅も狭いが，コア部は層の法線に対して傾斜角を持ち，層の法線はタト部

磁場方向と一致し，更に，層が螺旋構造を形成している事が推定される.O.A.に対し RAC.

は分子全体が外部磁場方向に揃っているため異方性は小さく，ピーク線幅が狭いと考えら

れる.
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② O. A.をNMR磁場に配向させた

時のTl値の測定結果を側鎖末端

のメチル基及びカルボニル基

についてFig.3に示した.

Fig.3から相転移点近傍で Tl値

の著しい変化が見られ，特に4級

炭素において変化が観測された.
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85 

Temperature ["Cl 

及び

磁場配向時のTl測定結果

③②の結果は分解能が低く，かつ帰属が困難である. そごで次にMASを用いてO.A.

RAC.についてのTl値の測定し，その結果をそれぞれFig.4及び 5に示した.
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RAC.のTl値測定結果

これらの結果からO.A.及び RAC.のいずれの場合もCl，C24及び C25の炭素原子は温度変

化に伴う相転移によってほとんど変化を示さないが CIO，C18，C20，C22及び C23の炭素原子

は相転移時にO.A.のみにTl値の著しい増大が認められる.この O.A.の相転移に伴うTl値の

変化は②の磁場配向時のものと同様の傾向を示している.

既報2)で述べたように O.A.のコア部はSe相において傾斜角を形成し，螺旋構造をとると考

えられており，このように相転移時に O.A.のコア部炭素のみが著しい運動性の変化を示す

原因はこの螺旋構造の形成に関連があるものと推定される.

ウ
'

ウ
dヮ“

Fig.5 O.A.のTl値測定結果Fig.4 



次に Tlの緩和における双極子ー双極子相互作用の寄与を調ペるために各相におけるNOE値

を測定した.得られた結呆をTable1に示す.炭素番号は構造式の番号に対応する.

Table 1 O. A.の各温度におけるNOE値

Temp. C1 C10 C18 C20 C22 C23 C24 C25 

93'C 2.67 1.67 1.58 2.52 1.70 1.59 2.75 2.63 

103'C 2.31 1.25 1.28 2.34 1.28 1.30 2.23 2.41 

113'C 2.10 1.16 1.27 2.19 1.24 1.32 2.31 2.49 

Table 1からプロトンのついた炭素原子はいずれも 2.2-2.7のNOE値を持つのに対し，プ

ロトンのついていない炭素原子のNOE値は 2以下である.プロトンのついた炭素原子の緩和

機構は分子内の C-H双極子相互作用によるものと考えられる.そこで， O.A.のC20について

双極子ー双極子相互作用による縦緩和時間(TlD)を求め，異方的分子運動に対し Huntressの
取り扱いに従い， U 分子長軸回りの回転拡散係数(D，)及び分子短軸回りの再配向に関係す

る回転拡散係数(D.，.)を推定した.その結果，相転移点近傍のTl値が著しく大きくなっている

事は分子短軸回りの再配向に関係する運動が増大していると解釈でき，この分子運動がSe相

における螺旋構造の形成に関与していると考えられる.

④ O.A.についてMAS法を用いた時のTlPの測定結果をFig.6に示した.

Fig.6から相転穆点近傍におい

てTlP値の不連続的な変化が観測

された.この変化は RAC.も同様

であった.とのTlρ値の変化は層

内における協同的な運動の変化に

相当するものと推定される.
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Fig.6 O. A.のTlP測定結果

当研究の測定に際し，御助言・御協力を頂いた日本電子側応用研究室藤戸輝昭博士

に感謝致します.

L室主玄盤
1) A. Yosizawa， H.Kikuzaki， T.Hirai and M. Y訓 釦e:Jpn.J.Appl.Phys.，L1988， 28(11)， 

(1989). 

2) A. Yosizawa， H.Kikuzaki， T.Hirai and M. Y釧 ane:Jpn.J.Appl.Phys.， Ll153， 29(7)， 

(1990). 

3)吉沢篤，菊崎浩:日本化学会第59春季年会講演予稿集， (1990). 

4) M.Luzer， V.Ruter， J.Seliger， R.Blinc : Ferroelectrics，堕， 115， (1984). 

5) Wesley T. Huntress， Jr.: J. Chem. Phys.， 48(8)， 3524， (1968). 

-278-



P50 
置換ポリアセチレンのガラス状態における局所運動

京 大・化研 。植田 正 、 栂 井 文敬、小谷 祷

Local Motions of Substituted Polyacetylenes in the Glassy State 

Tadashi Uyeda. Fumitaka Horii. and Hisashi Odani. 

(Jnstitute for ChemicaJ Research. Kyoto University. Uji. Kyoto 611. JAPAN) 

LocaJ motions of substituted polyacetylenes. poly [ 1-(trimethylsi1yl)ーl-propyneJ[ PTMSP] and 

poly[ 0-(trimethylsi1yl) phenYlacetylene] [PTPA]. have been studied by high-resolution solid-

state NMR spectroscopy for " C and Z・Si nuclei. Lineshape analysis for the Z・Si spectra 

ref1ecting the chemical shift anisotropy reveals that the backbone 伺 rbon-Si bond of PTMSP 

f1uctuates at a freQuency greater than 80Hz with an amplitude more than 45 degrees. whi1e the 

corresponding bond for PTPA is hindered in motion. The temperature dependence of the I 'C spin-

lattice relaxation time of methyl carbons is analyzed wel1 in terms of the molecular motionaJ 

model which describes the moleculer motion of methyl group as a superposition of the three-

fold rotation and the rapid torsional motion about the rotation axis. 

1 .緒言 合ケイ 素置 換ポ リア セチ レン であ る pOlY[I-(trimethylsilyJ)司 l-propyne][PTMSP]、

及び pOly[o-(trimethylsilyJ)phenYlacetylene][PTPA]は、測定条件下でガラス状態にあるにも

かかわ ら ず 極 め て高い気体透過性を示し注目されている .ζ れには、かさ高い置換基である川け

ルシリル基の活発な運動が大きく関係しているものと恩われる.本研究では、 "si核の化学シフト

の異方性、及び 13Cスピン 格子緩和時間 T I Cを解析することにより、乙れらの高分子の局所運

動、持 ~C I リ JH~リル基の分子運動について検討した結果を述べる.

2 .実験 試料膜は、 1%ベンゼン溶液から溶 媒を蒸発させ(室温、 10日 間 } 作 製 し た . 膜

中 の残留溶媒は、膜 を室 温で メタ ノ - Jt，. ~C 浸演した後真空乾燥して除去した. a. S i及び 13C 

NMR測定は、 JEOL JNM-GX400、JNM-FX200分光計により行った.

3 .結果 Fi g. 1 ~C 、 magic-angle spinningを行 な わ ず に 測 定 し た 場 合 の PTMSP及び PTPAの CP/

00 Z. S i N M Rスベクトルを示す. PTMSPの場合かなり左右対称なスベクトルが得られるのに対

して、 PTPAでは輪対称なスベクトルである.したが っ て 、 C-Si(CH3)3結合軸(以下 C - S i結

合軸と略記する)は、 PTMSPの方が PTPAIC比べて高速で運動をしているものと推定される.

10-Z sオーダーの C - S i結合輸の矯動運動は、 Si綴の化学シフトの異方伎を反映した共鳴線

の形状より解析できる.まず、 C-S i結合軸方 向を z軸とする分子座標系 Auを考え、岡IJ[直状態

における Auを参照座標系 A.とする.いま、..S iの化学シフトテンソルに対する主軸座標系は A.

と一致すると考え られるので、 A.;C対して Euler角(O J.ε ぃ ηJ) [j=1.2.....N]で定義され

るN個のサイト聞を C - S i結合軸がジャンプすると仮定して、共鳴線の形状を計算する. A.の実

験室座標系 Aへの座標変換は、 Aの ARIc 対する Euler角 (φ • e .ψ) を用いて、 R (φ • e .ゆ)

R (ー ηJ.-eJ.-8，)と表す乙とができる .ζ のようにすると、 J番目のサイトの共鳴周波数は式

(1)、式 (2)で与えられる. cζ で、 (J ll. t:J Z2.a'33は化学シフトテンソルの主値、 ωSIは Z.S i 

の共鳴周波数である.また、 C - S i結 合 軸 周 り の回転運動は鑓動運動に比べて十分速いため、

ηJ=O.Oll=aZ2とした.

キーワード・置換ポリアセチレン /Iineshape解析/化学シフトの異方位 /N-site jumpモデル

値目 正(うえだ ただし)、堀井文敏(ほりい ふみたか)、小谷 祷{おだに ひさし)
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さら H:、粉末試料の共鳴線は I(ω)を (φ ，e )の分 布 IC応じた平均を取る乙とにより得られる.

Fig.2(a)~(c) には、 σ11 =σ22 = O.σ 口=30 ppmでの極々の κ'、 εbζ 対する計算結果を

示す.計算には、 01(0.90.180.270・の 4点、 e1( 5・きぎみで m点を取り、頂点 (0.0)を加えて

全体で (4m+ 1)倒のサイトが存在する場合について行った. Fig.2では、 m = 3.6.9.12の場合を

ε=  15/3.30/6.45/9.60/12と略記した.また、 K. = 10・K /ωB 1である .κ.= 0.01 における結果

はほぼ剛直な場合のスベクトルとなり、サイトの選び

方によらない.図より、 κ' の増大 ~C I半い軸対称なス

ベクトルが狭傾化している乙とがわかる .ζ の傾向は

E が小さい 15/3及び 30/6の時には明憶には現れない.

すなわち、 ε、κ'が共 に 大 き い 場 合 に の み 、 左 右 対称

なスベクトルが得られる.したがって、 PTMSPの c-

S i結合軸は少なくとも 45・の大きな振幅で周波数 80

Hz 以上で絡動しているが、 PTPAのそれは PTMSPの場合

ほど活発な運動をしていないと考えられる.一方、 Jf

b基の T 1 Cの温度依存性は、け舟基の運動を S i - C H ， 

結合軸及び C - S i結合紬の回りの 3回回転運動とね

じれ運動の重ね合わせで記述するモデルによりうまく

解析できた.詳細については当日述べる.

PTMSP 

+c=c七
I 1'1 
CH3 Si(CH3h 

七
円
j

=
l
ハい
v

m
十

3:)田 10 -10 司自 ・却 ー咽

Fig.1 CP/DD Z・Si NMR spectra without 

magic-angle spinning for PTMSP 

and PTPA at room temperature. 
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P51 
207Pb， 71 Ga NMRによる PbO-Ga203系ガラスの構造研究

(京大化研 )0忠永清治・宮路史明・横尾俊信・作花済夫

2自7Pb，71Ga NMR Study on PbO-Ga20S Glasses 

Kiyoharu Tadanaga， Fumiaki Miyaji， Toshinobu Yoko and Sumio Sakka 

(Institute for Chemical Research， Kyoto University) 

207Pb and 71Ga NMR spectra of several Pb-or Ga-containing crystals with 

different lead-oxygen or galliu皿ーoxygenconfigurations and PbO-Ga20S 

glasses were measured and compared. It was found that in PbO-Ga203 

glasses， Pb2+ ions are surrounded by six or seven oxygen ions at different 
。

distances ranging from about 2.2 to 3.2 A， a田ongwhich three or four 

oxygen ions are located at much closer distances than others as found in 

H-Pb2Si04 and PbSi03 crystals. Most of Ga3+ ions were found to be 

tetrahedrally coordinated by four oxygen ions. 

Lー盤豆
固体高分解能NM置による酸化物ガラスの構造の研究は、これまでガラス形成酸化物

と呼ばれ、単独でガラス化する Si O2 (29 S i ) ， B2 03 (1 1 B)ガラスを中心に行われてきた。

本研究では、いわゆるガラス形成酸化物を含まないにもかかわらず安定なガラスが

得られ、高周折ガラス、赤外透過材料及び非線形光学材料としての応用が期待され

ている PbO-Ga203系ガラスと、種々の結晶の 7tGa(l=3/2)，2日7Pb(l=1/2)NMRスペク

トルを測定し、ガラス中のGa3+及びPb2 +イオンの配位数、結合状態を検討した.

2 実験方法

ガラスは、Pt-Rh:l:甘禍を用いて通常の溶融急冷法で作製した。結晶は熱分解反応、

フラックス法、固相反応、ガラスからの結晶化などによって作製した。NMR測定には

日本電子社製間体高分解能NMRGSX400を用いた.試料管の回転速度を約 6kHzとして

MASによる測定を行なった.標準物質としては 71Gaでは GaAs、日7Pbでは Pb(N03)2を

用いた。パルスは、 π12ーπ14パルスを用い、繰り返し時聞はト10秒、繰り返し回数

は結晶については 500-10，000回、ガラスについては約 30，000回として測定を行った。

3 結果と考察

(1) 2日7PbNMR 

70PbO-30GaOl .6ガラスの2圃7pb NMRスベクトルは、 67PbO-33Si02ガラス及び 80PbO

国体高分解能 NMR，207Pb NMR， 71Ga NMR， PbO-Ga203系ガラス

ただながきよはる・みやじふみあき・よこおとしのぶ・さっかすみお
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-20B203ガラスと同様、きわめて幅広いバンドを形成している.このバンドはケミカ

ルシフトの値で、 3000pp皿から 6000ppmにわたっでいる。一方、 II-PbaSi04および

PbSi03結晶の NMRスペクトルは、 3'"4個の等方性シフトからなっているが、 これらの

ケミカルシフトの値は 3000'"6000ppmの範囲にある。従って、本ガラス中の Pb2+イオ

ンは、 PbO-Si02及びPbO-B203系ガラスと同様、 II-Pb2Si04または PbSi03結晶中の Pb2+

イオンに類似した配位状態をとっている、すなわち、 Pb2 +イオンは約 2.2-3.2Aの

距離のところにある 6'"7個の殿索によって配位され、そのうち 3または 4個の酸素は

他の畿素よりはるかに近い距離にあるということができる。

(2) 71Ga NMR 

図 lに種々の結晶及びガラスの 71Ga MAS NMRスベクトルを示す。 (a)から、 GaAsの

スペクトルは鋭く強い一本のピークであるが、これはこの結晶中で Ga3+イオンが正

四面体配位されて、 Ga核の周囲の電場の対称性がよいためと考えられる.

s-LiGa02結晶は、歪んだGa044面体の三次元骨格で携成されているが、そのスペク

トル(b)では、ー5ppm付近にメインピークが現れており、その他のピークは SSBである。

GaNb04結晶は歪んだGa068面体と Nb068面体から構成されているが、 GaNb04結晶のス

ペクトル(けでは、-245pp皿にピ}クがみられる。これより、 Ga3+イオンが 4配位であ

るか 6配位であるかによって約 240ppmの差が生じると考えられる. (d)に示したよう

に α-Ga203結晶のスペクトルは、非常にブロードで多くの SSBと思われるピークを含

む複雑なプロファイルを示している。 αーGa203 ・・ II I I I I I I I ，-， ， I I 1 I I ， 

結晶は、コランダム型の結晶で対称性の悪い

Ga068面体型をとるため、 Ga核に大きな電場勾配

が生じ、 2次の 4極子モーメントの寄与、及びケ

ミカルシフトの異方性が大きく、そのためスペ

クトルは 500ppm以上の幅を持つプロ}ドなピ}

クを示すと考えられる。 MASによる測定によっ

ても充分に尖鋭化することができず、中心ピー

クの位置を決定できなかった。しかし、そのス

ベクトルの中心位置は GaNb04結晶のピークの位

置とほぼ同様であり、Ga3+イオンが 6配位で存在

することを示していると考えられる。

(e)に示すように 60PbO-40GaOl.6ガラスのスペ

クトルでは、 Ga3+イオンが 4配{立の結晶である

s-LiGa02とほぼ同様の位置にピ}クが観測され

た. Ga 3 +イオンが 6配位のときに現れると考え

られるー150"'-250ppm付近には自だったピークは

(a) GaAs 

(b) s-LiGaOz 

(c) GaNbOc 

(d)α-Gaz03 

みられないことから、このガラス中では大部分 1000

のGa3
+イオンが4配位で存在すると考えられる。

500 0 ・500 -1000 
d / ppm 

図 1 結晶とガラスの刊 GaNHRスペクトル
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P52 
国体重水素 NM Rによる Poly(y-methylL-glutamate)側鎖の動的構造

(北大 工)。平沖敏文，北湾 総，小亀朗自，堤 輝広

Side Chain Dynamics of Poly(y-methyl L-glutamate) by Solid State 2H-NMR 

Departm!!!t__o.f Applt!d__~hysics ， Ho_~kaido Univ_ersi!_y， Sapp~ro 060. 
"T.Hiraoki， S.Kitazawa， A.Kogame， and A.Tsutsumi 

Deuterium quadrupole echo spectroscopy is used to study the dynamics of the side chain in poly(y-

[lH31methyl L-glutamate) and poly(y-methyl L-[y司 lH11g1utamate). Temperature-dependent line-

shapes， their intensities，阻dT 1 were employed to determine the rate and mechanisms of the side 

chain m?tions. The line shapes could be simulated quantitatively with the jump model. The 

molecular motions of methyl and y-methylene groups are shown to be characteristic of three-site 

jump and two-site jump， respectively， in addition of libration at below ・400C. The additional 

large amplitude motions about the multiple bonds appears in the side chain at the higher 

temperatures. 

重水素 N MRスペクトルの線形と T
1
は主に核四重極相互作用によってきまる。この

ため線形と T1
は重水素でラベルされた部位の分子運動の速さや運動モードによって

著しく変化し、局所的な分子運動についての詳細な情報を得ることができる。本研

究では固体状態において、右巻き αーhe1 i xのPoly(y-methyl L-gl utamate)側鎖の運動を

調べるために，側鎖のY位メチレン基と末端メチル基をそれぞれ重水素化し、重水素

NMRスペクトルの線形と T
1
を測定した。

実験

〉日・ C附 2・CyH2・CO・0・CH3
戸ザV司

'" '"円N
Side chain of PMLG 

側鎖末端のメ チル基の重水素化は Poly(y-benzyl L-glutamate)と重水素化メタノール

とを反応させて 得た (PMLG・d3) 0 y位を重水素化した試料はグルタミン畿を霊塩酸

で処理してy位メチレン基の重水素化を行い，メチル化し、 NCA法により重合して

得た (PMLG・yd2) 0 N M Rの測定はBruker MSL・200(3O. 7MHz)で行い，スペクトルは

四重極エコー法により得た。 T1はlnver sio n-reco very四重極エコー法により得た。

結果と考察

(1)PMLG-d3 スペクトルの温度依存性をFig.l(a)に示す。・40・C以下で体38KHzの四

重極分裂巾を持つ軸対称な紛末平均スペクトルが観測され、メチル基がC3軸のまわ

りを高速に回転していることを示している。この分裂巾は C3回転の理論値42KHzより

わずかに小さく、小振幅の librati onが存在することを示している。温度上昇に伴い，

分裂巾は減少す る。線形のシミュレーションより、温度上昇に伴いlibrati onの振幅と

速さが増加するこ と が わ か っ た 。 さ ら に 室温以上から、線形が、大きく変化し始め、

分裂巾を変調する速さの、 C3回転以外の運動がスペクトルに寄与してくることを示

している。

キーワード:'Solid State 2H-NMR， Poly(y・methylL-glutamate)， Jump motion 

ひらおき としふみ、きたざわ そう、こがめ あきよし、つつみ あきひろ

-283一



Fig.2にT
1の温度依存性を示す。・40.C以下では、 スペクトルのσム成分のT1

はσ"成分

のT1のほぼ 2倍であり、 メチル基の回転が回転拡散ではなく、 3・sitej umpであること

を示している。 jump rateの温度依存性より求めた運動の活性化エネルギーは 7.7 

KJ/mol で小さい。 これは側鎖末織のメチル基が酸素原子に結合し、運動し易いこと

を示している。 T
1は・10.Cで最大になり、昇温に伴い減少し、 130.C付近で最小の 60ms

になる。 これは C3回転に加えて、 C3軸自体の運動がT
1
に寄与するためである。

(2 )PMLG-yd2 スベクトルの温度依存性を Fig.l(b)に示す。 -40.C以下では分裂巾

120KHzを持つ軸対称な粉末平均スペクトルが観測され、 Cy-D軸の運動が非常に遅く，

制限されていることがわかる。分裂巾は理論値の 128KHzよりも小さく、 librati onの存

在を示 している。温度上昇に伴い、スペクトル強度が減少し始める。室温から 50.C

にかけて、強度が著しく減少し、線形も大きく変化する。これは、これらの温度領

域で四重極相互 作用の大きさ(170KHz) と同程度の速さの運動が生じていることを

示している。更に高温では、スペクトルの中央部の強度が増し、 singl et -li keになる。

線形のシミュレーションより、この運動は Cy-D軸がC~-Cy 軸のまわりにトランスーゴ

ーシュ聞で2・site jumpし， 昇温に伴いこのjump rateが増加し、 さらに高温では Ca ・C~

軸のまわりの運動も寄与することが分かった。

Fig.2にT1
の温度依存性を示す。 T1

は低温から室温にかけて徐々に減少し、 slow-

regionにあることを示している。室温より、 T
1
は急に減少し始め、約 120.Cで最小の

6msになる。これは Cy-D軸の運動にω。τー1の条件を満たす相関時間τが大きく寄与して

いることを示している。

_}¥ 
_j¥ 
f 
f 
J 
J ト
ル
ム

<0> PHLG-yd2 

一人f
一~
ーノへ~

__.rへと

_J一一~

Fiq. l' Temperatu四 dependenceof 2H_N，蝿呼ectra

of PMLG-d3 (a) and PMLG-yd2 (b) • 

(3 ) Fig.2に示すように、 PMLG-d3と PMLG-yd2のT1
は

ほぼ同じ温度で最小値を示す。 PMLG-d3のメチル基

では effectiveな四重極相互作用の大き主は C3回転の

ため lぽになっている。従って、 両者の高温でのプ

ロフィールはほぼ一致し、メチル基と Y位メチレン

基 に は 同 じ運動が反映しており、側鎖全体の運動が

生じていることを示している。 又、相関時間にかな

り広い分布があることがわかった。一方、低温では、

一軸まわりのジャンプ運動が支配的である。

。。。
o~ 〓。o o. 

• -0 
o .  0 

--0 o p恥但..Q..d3-_.-..， a-. 

岨tP.v
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4 • 
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F1S. 2 Temperature dependence of T~ 
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P53 
国体重水素N円Rによる poly(L-phenylalanine)のフェニル環の返事b

(北大 工〉。小亀朗由、平沖敏文、堤 耀廃

Phenyl Ring Dynamics of Poly(L-phenylalanin巳) by Sc)1 id 5tate 2H-N門R

Department of Appl ied Physics.Hokkaido University，Sapporo 060 

生二五旦主主旦旦， T.Hi raoki， and A. Tsutsumi 

~e measured 2H N門R1 ine shapes of poly(L-[dち]-phenylalanine)from at -810C to 650C 

and analyzed them by 1 ine shape simulation lo study the dynamics of the side-chain 

ドhenyl-rings. A wide range distribution of the flipping rate for the phenyl-ring i8 

found lo contribute to the obserbed I ine sh込ドヒ討 from the line shape simulation. Tlie 

mc'an rates are 2.5kHz at -810C and 400kHz at 220C. ~ith increasing temperature tllt' 

quadrupole splitting decrease， suggesting the existance of the other rapid small 

ampl i tude motions. 

国体状態における 2H.13CNMRiJ(IJ定により、フェニルアラ二ンや蛋白質中のフェニルアラニンの

フェニル環の運動が調べられている 1)._ 3)。室渇ではフェニル環の運動は rigid状態であったり、

Cβ-C，軸まわりを高速でフリップ・フロップ運動していたりと状態により様々である。本研究で

はフ工ニル環の運動を詳細に調べるため、フェニル環を重水素化したポリ-L-フェニルアラニン

の団体重水素 N 門 R測定と、スベクトル形のシミュレーションを行ない、ポリマ一世~鎖のフェニル

環の運動を検討した。

実験

フェニル環の水素を重硫酸で重水素化し、これを Df'PA法で重合して重水素化試料を得た。国体

重 水素N門Rスベクトルは Bruker門SL-200を用い、共鳴周波数 30.7門Hzで、四重極エコー t去により得

た。 90度パルス幅は約1.5μsである。スベクトルのシミユレ}シヨンは、四重極結合定数を

180kHz、非対称パラメ}タを 0.053
)とし、門XQET4

)を使用した。

結果と考察

室温におけるスベクトルを Fi g.1 aに示す。 126kHzと29kHzの二つの四重極分裂幅をもっスベク

トルが観測される。 126kHzの分裂幅を与えるシグナルのスピン格子緩和時閉じと 29kHzを与える

シグナルの T，はそれぞれ約 Is，20冊Sと大きく異なる。これはこのスベクトルが運動性の大きく異

なる 2つの成分の寄与からなり、スベクトルが重なっていることを示している。 T，の違いから、

T，の短い成分の 29kHzの分裂幅をもっスベクトルのみを得ることができた (Figlb)。このスベクト

ルは、フェニル環のオルト・メタ位からの寄与と考えられ、 C.ーし軸のまわりを門Hz以上の速さで

フリップ・フロップ運動するフェニル環の存在を示している。一万、 126kHzの分裂 I隔を持つスベ

クトルはおもにパラ位からの寄与によるものと考えられる。このスベクトルの T，(約 IsH;tstatic

な場合のT，(60s)')よりもはるかに短い。また、四重極分裂!隔も理論値の 128kHzよりもわずかに

小さい。これらは ら-c，輔自身の小振幅の librat.ionのためと考えられる.

スベクトルの温度依存性を Fig.2a(こ示す。 -810Cにおいてスベクトルは 127kHzと29kHzに四重極

分裂幅をもっ。温度上昇 Lこともない 29kHzの分裂幅を持つシグナルの強度が大きくなり、線形も

変化する。 490C以上になると線形は変化しなくなる。フェニル環の運動は温度上昇とともに速く

なり、 490Cまではその速さは intermediateの領域にあり、 490C以上では fast-exchange 1 i聞itの

領域にあると考えられる。しかし、 220Cで観測される T，の短い成分のスベクトル(Fig・lb)はフ工

ニル環のフリップ運動の速さが fast-exchangelimitの領域にあるときに得られるスベクトルで

ある。これはフリップ運動の速さに分布があることを示唆している.四重極分裂 I福は温度上昇と

poly(L-phenylalanine)， phenyl-ring motiol1， solid state 2HN門R， lineshape，

こがめ あきよし ひらおき としふみ つつみ あきひろ
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ともに減少し、 65.Cにおいては 122kHzと28kHzとなる。これはら-CT職問自身の librationの振幅

が温度上昇とともに大きくなることを示唆している。

フェニル環がら-CT輸のまわりをフリップ・フロップ運動すると仮定し、スベクトルのシュミ

レーションを行なった。パラ位は C-D輔が静止し、オルトとメヲ 1立は C-D軸が回転軸と 60度の角を

なし、 180度2サイトジャンプ運動をすると仮定した。ただし、 librationの効果は無視した。こ

れら 2つの成分を加えてシミュレーシヨンスベクトルを得た。速さの分布を考えないシミュレー

ションスベクトルを Fig.2bに示す。 -81.C、49.C、65.Cの測定スベクトルに対しでは、シミュレー

ションスベクトルはほぼ一致するが、それ以外の温度に対しては中央部の強度が一致しない。フ

リップ運動の速さが正規分布すると仮定し、正規分布を速さの常用対数にたいしてとり、スベク

トルのシミュレーシヨンを行なった。分布の分散が3のシミ zレーションスベクトルを Fig.2cに

示す。速さの分布を考えたシミュレーションスベクトルは、各温度の測定スベクトルに対して良

く一致する。このことはフリップ運動の速さが6桁にも及ぶ非常に広い範囲に分布していること

を示している。フリップ運動の速さの中心値は極度上昇にともない速くなる。

以上より、ポリ・L-フェニルアラニンのフェニル環はフリップ・フロップ運動しており、その

速さはかなり広く分布していることがわかった。フェニル環は -81.Cの低温においてフリップ巡

動しており、温度上昇にともない運動は速くなる。また、 c.-c，輔自身の librationも-81 "cにお

いて存在し、温度上昇 Lこともない振幅がわずかに大きくなる。これまでに綴告されているフェニ

ル環の遥動が速さの分布を考慮せずに説明できたのは結品の壕合は分布が非常に狭いため、蛋白

質の場合は速さの中心が非常にはやい領域にあるためと考えられる。
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P54 
団体高分解能NMRを用いたペプチドの水素結合の研究

(東工大工)

(群大工)

0浅川直紀・黒木重樹・黒子弘道・安藤勲

荘司願・尾崎拓男

Hydrogen-Bonding Effect on 13C NMR Chemical Shift of出eL-Alanine Residue in Peptides 

as Studied by High-Resolution Solid-State 13C NMR Spectroscopy 

T-.raoki Asakaw~， Shigeki Kuroki， Hiromichi Kurosu， Isao Ando (Department of Polymer 

Chemistry， Tokyo Institute ofTechnology， Ookayama， Meguro-ku， Tokyo152) 

Akira Sh吋i，TakuoOz北i，(D巴partmentof Biological Sciences ， Gunma University， Kiryu-shi， 

Gunma376) 

百leJ3C NMR chemical shifts of theレaIωine-residu巴carbonyl・ωbons(L-AlaCO) of peptides in the crystalline 

were measured. The observed isotropic 13C chemical shifts of レAlaCOin山eamide-type hydrogen加ndmoves 

linearly downfield with a &獄図seof hydrogen加ndlength. Such downfield shift is predominantly govemed by出巴

chemical shift tensor∞mponent a 22' The a 11 moves somewhat upfield， and the a 33 is not sensitive to change of 
RN…0・百1eabove results were used in analysing the structure of polypeptides and proteins in the crystalline state 

through the observation of the 13C chemiω1 shift. 

l.緒言

国体状態でのペプチドの構造研究に国体高分解能13CNMRが用いられ1)、グリシン残基をもっペプ

チドにおいて、そのカルポニル炭素の13C化学シフトが水素結合と明確な相関をもつことなどが明らかに

されている九

タンパク質の中でグリシン残基を含むものは非常に多く、またグリシン残基はアミノ酸残基の中で

最も簡単な構造をもつため、グリシン残基を含むペプチドはタンパク質の優れたモデル化合物と考えられ

る。しかし、タンパク質の中には不斉炭素原子をもっアミノ駿残基を含むものが大部分であるため、それ

らの効果をペプチド化合物中のグリシン残基のみで議論することは難しいと考えられる。本報告では、不

斉炭素原子をもっアミノ酸残基のうち最も簡単な構造をもっレアラニン残基に注目し、モデル化合物とし

ていくつかのしアラニン残基を含むペプチドを合成し間体高分解能13CCP-MAS NMRの測定を行い、 13C

化学シフトと水素結合、コンホメーション効呆との関係を明らかにすることを研究の目的とする。

2.実験

試料として、レアラニン残基中のカルボニル基がアミド結合しているペプチドを合成した。化学シ

フトを正確に観測するためにしアラヱンはカルポニル炭素を13Cでラベルしたものを用いて通常のL・アラ

ニンに 5%混ぜて合成を行った。今回試料として用いたものはすでにX線回折により構造が明らかになっ

ているもので、すでに報告されている方法で再結晶した。

また固体高分解能13CNMRスペクト Jレは、 CP-MASアクセサリーを付属した日本電子製GSX・270NMR

分光器{67.80MHz)を用い、室温で測定を行った。積算回数は200-8∞回である。試科を15∞-17∞Hzで回

固体高分解能13CCP-MAS NMR、水素結合、 L-アラニン、ペプチド、タンパク質

あきかわなおき、くろきしげき、くろすひろみち、あんどういさお、しょうじあきら、おざきたくお
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転させ、スピニングサイドバンドの強度からHertzfeld-Berger
3
)およびFenzkeら叫の方法によって化学シフト

テンソル主催を得た。 (JrJ.の測定誤差は土O.7ppmで、(Jll及び (J33が土1.5ppmであった。化学シフトの基準

としては外部基準としてアダマンタンを用い、その化学シフトを29.50ppmとして、 TMS基準に換算した。

3.結呆と考察

Fig.llこa)44∞Hz及びb)1550Hzで回転させたときの[l-13C]Ala-S巴rの13CCP-MAS NMRスペクトルをそ

れぞれ示した(他のペプチドについても同4議なスペクトルが得られた)。得られたペプチド中のレアラニ

ン残基のカルポニル炭素の等方平均13C化学シフト ((J ~.)及び化学シフトテンソ jレ主値(低磁場側から
(Jll' (J'J.2及び(J33) をX線回折で決定されているN"'O水素結合距離とL・アラニン残基の二面角(~ . 件，

及びω) とともにTable1に示した。また(Ji...(Jll' (JZ2及び (J33をRN…oに対してプロットしたものをFig.2に

示した。
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Fig.2に示されるように、 RN...。が減少するに伴い

S加が直線的に低磁場側へシフトしている。この相

関関係は S回 =237.5・21.7RN・・・o(ppm)となった。この

関係式を用いることにより S加の観測値から水素結

合距維を求めることができる。 Fig.3をみるとわかる

ように、この傾向はおもに d;12によって支配されて

いて、 RN...。が減少するにつれて d;12が大きく直線的

に低磁場側へシフトしていることがわかる。 また

d 331まRN…。の変化に敏感ではないが、 dIIはRN…oの

減少に伴い多少高磁場側へシフトしていることもわ

かる。これらの結果から、国体状態のペプチドに含

まれるしアラニン残基中のカJレポニJレ炭素のI3C化学

シフトに対する影響は「水素結合の距離の効果」が

大きく、明かな「水素結合の角度の効呆Jや「レア

ラニン残基のコンホメーションの効呆jはみられな

かった。さらにポリレアラニンに対するプロットか

ら、高分子と低分子の違いもみられなかった。なお

Ala-Pro-Gly' HPに虫すするプロットはf尋られた相関か

らはずれているが、これはL-アラニン残基とレプロ

リン残基とでつくられる結合がイミド結合であるた

めアミド結合と電子構造が異なることが原因である

と考えられる。

ウシ勝臓I主義性トリプシンインヒピター(B円1)は

X線回折法によって既にその単結晶中での分子構造が

決定されている九また水溶液中でのBPTIに含まれる

カルボニル炭素のN1低スペクトルの完全な帰属も既

になされている九ペプチド鎖の末端や長い側鎖を除

いて、結晶中での分子は水溶液での分子構造を保持し

ていると考えられる。従ってBPTIはNMRパラメータ

とタンパク質の分子構造との相闘を鯛べるための優れ

たモデル化合物となる。 BPTIは例固のレアラニン残基を

含み、その中で48番目のレアラニン残基中のカ Jレボニ

ル炭素 (Ala-48CO)のみが他のアミノ駿残基と水素

結合を形成していることがX線屈折法によりわかって

いる。このRN・"。は2.8Aと決定されている九また水溶

液中でのAla-48COの13C化学シフトは177.70ppmである

と報告されている九このデータはFig.2の相関関係を支

持している。このように、ここで得られた等方平均13C

化学シフトと水素結合距離 (RN・"0) との相関は水索絡

会を形成しているタンパク質の構造解析に有用である九
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P55 
国体高分解能NMRを用いた羊毛ケラチン及び

Sーカルボキシメチル化ケラチンの構造研究

(東工大工) 0三村博幸・吉水広明・安藤 勲

Structure of Wool Keratin and ふCarboxymethylKeratines in出e

Solid-State As studied by High-Resolution Solid-State NMR 

Hirovuki Mimur~， Hiroaki Y oshimizu， and Isao Ando 

(Department of Polymer Chemis町， Tokyo Institute ofTechnology， Tokyo 152) 

S-Carboxylmethyl keratines were ex町actedfrom wool. 13C CP/MAS ~pectra of SCMKA [low-sulfur 

fraction] films with steam-and unsteam-官'eatments，cast aqueous solution and formic acid solution were 

measured. From the observed 13C chemical shifts and relaxation times， it was found that the major 

conformation of SCMKA in the film cast from aqueous solution and formic acid solution is the 

right-handedα-helix form， but that of SCMKA in the steam-treated film is the s-sheet form. and the 

mob出ザ ofSCMKA molecules in出esteam-田 atedfilm is higher compared with 出atin th巴

unsteam-田 atedfilm. 

1.緒言

繊維状タンパク質は、一次構造及び高次構造に周期性を持っており、その構造を明らかにす

ることは、物性との相関を議論するためばかりでなく、ポリペプチドの分子設計に関する情報

を得る上でもきわめて重要である。古くから衣料材料として用いられてきた羊毛繊維は、代表

的な繊維状タンパク質の一つであり、その主成分であるケラチンタンパク質は、コラーゲンや

絹フイプロインと比較すると、アミノ酸組成が変化に富み、また複数のタンパク質からなって

いるのが特徴の一つである。羊毛ケラチンを構成するタンパク質は、繊維状のミクロフイブリ

ル構成成分と考えられるCys残基が少ない成分(αーヘリックス含量が多い)、及び主として非晶

マトリックスに由来するCys残基の多い成分とGly、Tyr残基の多い成分の三つに大別される九

我々は13CCP/1仏SNMRが羊毛及びケラチンタンパク質の国体構造研究にきわめて有用な方法

であることを示してきた九本報告では、ジスルフィド結合の還元開裂で得られる羊毛ケラチ

ンの一つであり、ミクロフイプリ Jレ由来のSーカ JレポキシメチJレ化ケラチンA圏分(SCMKA)を

調製し、その水溶液キャスト膜及びギ酸溶液からキャスト膜を調製し、その団体構造、更にギ

酸キャスト膜の湿熱処理に伴う構造変化を国体高分解能13CNMR法を用いて検討した。

国体高分解能!3C-NMR、コンホメーション、 SーカJレボキシメチル化ケラチン、分子運動

みむら ひろゆき よしみず ひろあき あんどう いさお

-A 
Q
d
 

つω



2.実験

1 )試料:メリノ羊毛(64'S)を0.3%SDS水溶液で繰り返し洗浄し、水で十分にゆすいだ後アセ

トン脱水して風乾した。その羊毛を、 O'Donnelらの方法司に従い、 2ーメ Jレカプトメタノール-

8M尿素水溶液中で還元可溶化し、モノヨード酢酸を用いてSーカlレポキシメチlレ化反応を行い、

更にDowlingらの方法4)により三つの成分に分離した。 Cys残基の少ない成分であるSCMKAは、

0.05M Na)34~を溶媒に用い、溶解一等電点沈澱を繰り返すことにより精製し、 SCMKA水溶液

をイオン交換水を用いて透析法により精製した後、凍結乾燥した。 SCMKA凍結乾燥物を、イ

オン交換水及びギ酸に溶解させて、テフロン板上に流延し、風乾により得ものを試料とした。

SCMKAギ酸キャスト膜の湿熱処理は、坂部らの報告S)を参考に、水蒸気雰囲気下で80"C、3時

間行った。

2) NMR測定:固体高分解能13C CP/MAS NMRスペクト Jレの測定は、 CP/MAS装置付属のJEOL

GSX・270NMR分先器(67.8MHz)を用いてTOSS法を併用して行った。 13C_MNR化学シフトは、

アダマンタンを外部基準(29.5ppm)として測定し、これを百1S基準に換算した。スピンー格子

緩和時間(T1
C
)はTorchiaの方法6)で求めた。

3.結果と考察

1) Figure 1に各SCMKA試料の13CCP/MAS TOSS NMRスペクトルを、 Figure2にカ JレボニJレ炭

素領域の拡大スペクトルを、 Figure3にCαメチン炭素及び側鎖ア Jレキlレ鎖領域の拡大スペクト

ルを示す。帰属は固体状態のホモポリペプチドの

日C-NMR化学シフト値を参考に行った。 175ppm付近に

カJレポニル炭素のピーク、 115-158ppm付近にPhe、

Tyr残基の側鎖芳香族炭素のピーク、 45-65ppm付近に

Cαメチン炭素のピーク、 lO-4Oppm付近に側鎖アルキ

ル炭素のピークがそれぞれ観測されている。既にポ

リペプチドにおいて、 13C-NMR化学シフトが主鎖コン

ホメーションの情報を与えることが明らかにされてお

り¥αーヘリックスをとる主鎖カルポニ Jレ炭素は

175.8土0.8ppmに、 s-シートをとる主鎖カ Jレボニ jレ炭

素は170.9土1.2ppmにピークを、アミノ酸残基の種類に

かかわらず与える。 Figure2を見るとSCMKA7](溶液キ

ャスト膜及びSCMKAギ酸キャスト膜では176ppm付近

に高磁場側に屑をもっピークが観測されている。これ

とは対称的に、湿熱処理をしたSCMKAギ酸キャスト

膜では172ppm付近に観測されているピークは、低磁

場側に肩をもっている。この観測事実は、各試料の二 一
己JO 1"0 100 

次構造の組成が異なることを示している。 Table1にカ

ルポニjレ炭素の線形解析結果を示す。低磁場側成分の

相対強度は各試料のαーヘリックス含量に対応する。

水溶液キャスト膜、ギ酸キャスト膜、及び湿熱処理を

したギ酸キャスト膜の低磁場側成分の相対強度は、そ

つ-
n
w
d
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れぞれ56%、519も、 31%となった。水溶液キャスト膜と

ギ酸キャスト膜のαーヘリックス含量にあまり変化が認

められなかった。しかし、ギ酸キャスト膜に湿熱処理を

施すと、 SCMKA膜中のαーヘリックス含量が半減し、日

一シート含量が増加した。また、 Figure3のCαメチン炭

素領域を見ると、水溶液キャスト膜及びギ酸キャスト膜

では65ppm付近の小さなピークと 53ppm付近に屑をもっ

56ppm付近の大きなピークが現れている。これに対して、

湿熱処理をしたギ酸キャスト膜では、 65ppm付近と

56ppm付近に肩をもっ53ppm付近の大きなピークが現れ

ている。 65ppm付近のピークはαーヘリックスをとるVal、

Ile残基のCαメチン炭素とs-シートをとる Ser残基のCα

メチレン炭素由来のものである。また、 56ppm及び

53ppmの化学シフト値は、それぞれ、既知のポリペプチ

ドCαメチン炭素の化学シフト値に、 SCMKAのアミノ酸

組成及びカ jレポニJレ炭素の線形解析より求められたコン

ホメーション組成を考慮して得られた平均値56.4ppm、

53.0ppmによく一致している。更に、メチル炭素領域の

αーヘリックスをとるAla残基のCsメチ Jレ炭素に由来す

る16ppm付近のピークに注目すると、水溶液キャスト膜

及ぴギ酸キャスト膜と比べて湿熱処理をしたギ酸キャス

ト膜はピークが小さくなっている。即ち、 SCMKAギ酸

キャスト膜は、湿熱処理によりαーヘリックスがPーシ

ートに転移すると考えられる。

Tabl巴l百leobserved 13C NMR chemical shifts， half-widths， 

and relative peak intensities of the main-chain carbonyl carbons 

of SCMKA in the film cast from aqueous solution and formic 

acid solution， and in the steam-trちatedfum 

13C NMR chemical half-width relative peak 

shift/ppm /ppm intensities % 

fjlm cast合om 176.2 4.0 56 

aqueous solution 172.5 4.8 44 

film cast from 176.3 3.7 51 

formic acid solution 172.4 4.7 49 

st巴am・treaed 176.4 3.8 31 

172.7 4.2 69 
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2) Table 2にSCMKA膜試料の各炭素のT1
を示す。水溶液キャスト膜とギ酸キャスト膜を比べて

みると、ギ酸キャスト膜の主鎖カルボニJレ炭素のT1
値のみが小さく、主鎖カルポニル炭素のみ

の運動性が高くなっていることが分かる。これは、溶媒をギ酸に変えたことにより起因し、局

所的構造の変化と関連していると考えられる。一方、湿熱処理をしたギ酸キャスト膜では、全

ての炭素のT1
値が小さく、分子全体の運動性が高くなっていることが分かる。前述のコンホメ

ーション変化と重ね合わせると、湿熱処理により、 SCMKA分子内を水分子が通り抜けるとき

に、コイルドコイ Jレもつαーヘリックスを形成する分子内水素結合が切れて、日ーシートを形

成する分子間水素結合に変化し、その際、分子間のパッキングが緩むものと考えられる。

Table 2 The determined 13C spin-latti印刷axation自nesT1 for SCMKA films 

13C spin-lattice relaxation time T1 

carbonyl Camethine methine and m巴thylene

carbon/s carbon/s carbons/s 

film cast 合'om 25 (sc) 21 14 

aquωus solution 42 (αh) 

38 (ss) 

film cast 合om 25 (sc) 23 13 

formic acid solution 33 (αh) 

33 (ss) 

steam-treated 14 (sc) 14 6 

25 (αh) 

26 (ss) 

sc，αh， and ss in pare抽出esindicate the side-ch必n，α-helix，and s-sheet， 

res戸ctively.

4.参考文献
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P56 
J3c国体高分解能 NMRによる膜蛋白質の構造解析とその問題点

。辻暁 l、 新沢恭子 l、 恵 良 国知樹 2、 内藤晶 l、

吉川信也 l、 斎藤肇 l

l姫 路 工大理生命、 2筑 波 大 物 理工学系

Conformation analysis of Membrane Proteins by High-Resolution Solid State 13C 

NMR 

OSatoru Tuzi1， Kyoko Shinzawa1， Tomoki Erata2， Akira Naito1， Shinya 

Yoshikawa1， Hazime Saito1 

1 Department of Life Science， Himeji Institute of Technology， 2Department of 

Applied Physics， University of Tsukuba 

We recorded high-resolution solid state 13C NMR spectra of crystals of bovine heart 

cytochrome c oxidase， which is a membrane protein of the electron transport system of the 

mitochondrial inner membrane. We were able to observe 13C N MR spectra of the protein with 

minimum overlap from detergent signals. This is because the cross polarization times of the 

proteins， TCH' s， are one order of magnitude shorter than those of detergent. Further， it was 

found that the detergent molecules are dynamically disordered state as manifested from the， cross 

polarization times， 13C spin・latticerelaxation times， and chemical shift anisotropies. 

[はじめに]

膜内在性の膜蛋白質はしばしば高分子量の複合体を形成すると同時に、周囲の脂質分子と会合した

状態をとっている。また、 nativeな状態で可溶化、精製された膜蛋白質試料は、安定化のために加え

られる界面活性剤と会合している。そのために、膜蛋由貿試料の溶液NMRによる研究は、高分子量

による回転相関時間の長大化に起因する線幅の広がりまたは信号の消失、界面活性剤の大きな信号と

蛋白質の信号の重なりというこ点の困難な問題に遭遇する。一方、 13C固体高分解能NMRで結晶状

態の膜蛋白質の観測を試みれば、少なくとも前者の問題は解決し、蛋白質複合体に関して尖鋭な信号

を得ることが期待できる。また、蛋白質と界面活性弗jの運動状態に違いがあるならば、 Cト MAS法の

接触時間を適切に設定することにより、後者の信号強度が低い条件下で膜蛋由貿のスペクトルを得る

ことが可能であると期待できる。その場合には、コンホメーションが既知のポリペプチドや蛋白質の

1 3 C化学シフトデータをもとに、膜蛋白質複合体の高次構造の知見を得ることも可能になってくる。

ここでは、吉川らによって精製、結晶化法が確立されたウシ心筋チトクロム酸化酵素複合体の結晶 1) 

1 3C国体高分解能NMR、 チトクロム酸化酵素、 膜蛋白質

つじ さとる、 しんざわ きょうこ、 えらた ともき、 ないとう あきら、

よしかわ しんや、 さいとう はじめ

tu 
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の 13C固体高分解能NMRによる解析を行ない、蛋白質の高次構造および蛋白質結晶中の界面活性剤

の存在状態について議論した。

[実験]

ウシ心筋チトクロム酸化酵素は、ウシ心筋よりコール

酸を用いて可溶化し、硫安による塩析を繰り返すことに

よって精製した。精製の段階において、界面活性剤をコ

ール酸から BL8SY (CH3・(CH2)11・(OCH2CH2)8・OH)

に置き換えた。酸化型酵素は精製試料を限外ロ過膜を用

いて濃縮することにより結晶化し、還元型酵素はN2雰

箇気下において還元剤であるしアスコルピン酸存在下、

BL8SY濃度を調整することにより結晶化した。

13C固体高分解能 NMRスペクトルは、 Bruker 

MSL400 FT N MR分光器(13C:1 00.6MH z)を用い、常温

下で繰り返し時間4s、接触時間 O.l-lOms、積算回数

1000-24000固にて測定された。試料はジルコニア製ロ

ーターに充填し、密閉型キャップを用いて密閉し、測定

，OC別:011)-

Fig. 1 13C CP-MAS NMR spectrum of cytochrome c 

した。 oxidasecrysω(A)， and 13C MAS NMR spec凶 mof

BL8SY solution (B). 

[結果と考察]

蛋白質信号の選択的観測 Fig.lA、Bにそれぞれ接

触時簡を lmsとしたときのチトクロム酸化酵素結晶の

CP-MAS NMRスペクトルおよびBL8SY溶液の MAS

NMRスベクトルを示す。 Fig.1Aに見られる 30.0および

70.1ppmの鋭いピークは結晶中の BL8SYに由来しており、

その他の信号は主に蛋白質に由来していることがわかる。

Fig.2に接触時聞を 0.1-8msの問で変化させたときのチ

トクロム酸化酵素結晶のCP-MASスベクトルを示す。

CP-MASスペクトル中の信号の強度は、接触時間を変化

させた場合、核の交差分極時間TCHおよび回転系の 1Hス

ピン格子緩和時間T1pを反映して変化するが、チトクロ

ム酸化酵素の信号強度が接触時間 lms付近で最大となっ

ているのに対して、 BL8SYの信号は接触時間4ms以上で

最大値をとっている。このことは接触時間を lmsとした

場合、主に蛋白質の信号を、界面活性期jに由来する信号

との重なりが少ない条件下で観測できることを示してい

る。チトクロム酸化酵素結晶中には蛋白質l分子あたり

Contact time 

8ms 

4ms 

2m. 

1m， 

O.Sms 

0.3 ms 

0.1 m， 

1開期間剛円』・- - . 

40分子程度の界面活性剤が存在すると考えられるが、 Fig. 2 Contact time dependence of 13C CP・MASNMR
spectra of cytochrome c oxidase. 

Fig.lAで観測される界面活性剤の信号強度は分子数から

予測される値の 10%程度となっている。
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チトクロム酸化酵素の高次構造: 一般に 13C化学シ

フトはコンホメーション依存シフト 2)により、固体、

溶液を問わず高次構造に関する情報を含んでいる。 c.

および側鎖炭素では、残基の種類による化学シフトの差

が大きいが、 C=Oピークは影響を受けにくく、主に二次

構造に関する情報を与える。モデルポリペプチドおよび

繊維状蛋白質から得られた化学シフト値のデータより、

α" ヘリックス構造中のC=O炭素のピークは 174~

177ppmの領域に現われることが知られている。この領

域の信号強度から得られる α・ヘリックス含量の推定値

は52%であった。ただし、 α・ヘリックス含量が少なく

不規則構造を含む蛋白質について α・ヘリックス含量推 C 

定に用いる境界値を 174ppmとすることの妥当性につい

ては現在検討中である。
Fig. 3 13C CP-MAS NMR spec回 ofoxidized

Fig.3A、B、Cに、酸化型、還元型のチトクロム酸化酵 cytochrome c oxidase (A)， reduced cytochrome c 

素のスペクトルおよびその差スペクトルを示す。スペク
idase (B)， and difference spectrum of AωdB. 

トルには、若干の界面活性剤ピ Tablel 

ークの変化を除き酸化型および 13Cchemic山 hifts，13C Spin.Latti田 Rel郎 副onTim白 (Tl)， Cross.Pol印刷剛Tim田(T<α)・
還ー型 金く差が見られず nd 13C Spin.Lattice Rel副 ationTim田 inRo刷 ngF即 ne(Tlp) of Cyl∞hrome c Oxidase and 

フE の聞で BL8SY in CylOchrome c Oxidase Crystal. 

高次構造に大きな違いが存在し che!IUca1 shift TI Is 

Ippm C.T.a=lms C.T.a=4ms C.T.a=8ms 
T四 Ims Tlρ Ims 

ないことがわかる。

蛋白質結晶中における界面活
Cytochrome c 

175.5 13.0 15.4 22 0.27 5.1 
Oxidase: c=o 

性剤の存在状態: Table 1に、 Ca 56.2 6.46 B目4 b 0.073 13 

蛋白質結晶中における蛋白質お 40.2 0.72 0.62 0.68 0.100 25.7 

Side chain 19.9 0.59 0.70 0.81 0.16 4.5 
よぴ界面活性弗jのスピン格子緩 剖iph副ic

b b 16.0 0.96 0.18 4.9 
和時間T1および交差緩和時間

carbons 

12.0 0.99 b b 0.4 2 

TCHの債を示す。蛋白質の主鎖
BL8SY:CH3 14.1 b b 1.75 b b 

領域 (c=O、c.)のTlは倶iJ鎖お ー(CH2)・ 30.0 0.712 0.563 0.527 1.01 57.5 

よぴ界面活性弗jと比較して長く、ー(OCH2CH2)・ 70.1 0.462 0.474 0.496 3.83 542 

主鎖構造が結晶中では動いてい Tl of BL8SY in solution Is: CH3: 2.1， -(CH2)ー:0.87，・(OCH2CH2)・:0.606.

ないことを示している。これに aConlact time. 

対し、界面活性剤のTlはより短
bSignal intensity is not enough to delennine山eaccurate value. 

く溶液中においてミセル状態をとった場合のTlと有意な差が見られない。このような蛋白質と界面

活性剤の運動性の違いは、 BL8SYが蛋白質とは異なり、結品中においても溶液状態に近い状態をと

っていることを示している。このことは、 Fig.lAにおいて、 BL8SYの主ピークの化学シフト値

(30.0、70.1ppm)が固体状態のBL8SYの値(33.2、72.1ppm)よりも溶液状態の値(30.2、70.1ppm)に

近い点とも一致している。 Fig.4は接触時間に対する蛋白質のC.，C=O、界面活性弗jの・(CH2)・、

・(OCH2CH2)・炭素の磁化の大きさの変化を示しているが、磁化の極大を与える接触時間は界面活性

剤では蛋白質よりもはるかに長くなっている (~4ms) 。このことは、 Table 1に示すように、分子のラ

ンダムな運動による配向の乱れにより、界面活性剤のTCHが蛋白質のTCHよりも非常に長く、回転座
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標系のIHスピン格子緩和時間TIPもまた、蛋白質に比較して長いことによっている。

界面活性弗jの蚤由貿結晶中における運動に関しては、 TIお

よびTCHからより詳細な情報を得ることができる。 Table1か

らみて、蛋白質結晶における界面活性剤のTI値は、溶液にお

けるミセルの値に比べて若干の短縮が見られるものの、それ

を有意に識別することは難しい。 TI値は、 10.8秒に近い速い

分子運動に対して敏感であるが、界面活性期!と蛋白'l1の相互

作用の影響を受けるような遅い時間尺度の運動を問題にする

際には必ずしも適切なパラメーターと言うことができない。

チトクロム酸化醇素結晶に関してstaticな測定を行なうと、化

学シフトの異方性による信号の広がりが見いだされることか

ら、界面活性弗jの分子運動に運動速度または運動方向の制限

があることがわかる。このような運動の制限は、 TCHを通して

観測することができる。 TCHは、式

1 _CISM2IS 

TCH 1M2了I (C 1 S : 定数)

で示されるように13C、IHの二次モーメント M21S、M211の関数

である3)。この二次モーメントは数10kHz程度の運動に敏感で

あるので、 TCHIま遅い運動、または等方的に平均化されない運

動によって値が決まっていることがわかる。 Table1において

界面活性剤の疎水性部位(・(CH2)ー)に比ぺ親水性部位

(・(OCH2CH2)・)のTCHが有意に長くなっている点は、

c.o 

。附加明暗C印刷.. 

c. 

BL岨Y・4口也〉

BL8SY -(OCH2CH2)ド

白輔副Ti間知略

10 

親水性部位の揺らぎがより大きいことを示している。反

対に、疎水性部位では蛋白質表面との相互作用によって

Fig. 4 Contact time dependence of magnetization of 
the car加nsofc戸ochromec oxidase and BL8SY in 
cytochrome c oxidase crys凶.

運動が制限を受けており、その結果として短いTCHが観

測されていると考えられる。これらの観測結果は、 TCHを蛋白質と界面活性斉Ijの相互作用を検討する

僚の良い指標として利用できることを示している。

以上のように、固体高分解能NMRを用いて膜蛋白質結晶を観測することにより、蛋白質、界面活

性剤に関して選択的に構造および運動性の情報を得、分子の機能と関連づけた解析を行なうことがで

きる。このような方法は、チトクロム酸化酵素に限らず、界面活性剤と共存して結晶化する膜蛋白質

一般に適用可能であると考えられる。
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P57 

lSN NMRによるポリペプチドの国体構造解析:

レロイシン含有ポリペプチド

(群馬大工、東工大工場)

0荘司願、加藤寛、尾崎拓男、黒木重樹*、安藤勲*

STRUCTURAL ANAL YSIS OF SOLlD POLYPEPTIDES 

CONTAINING L・LEUCINERESIDUES BY 15N NMR. 

Akira Shoji， Hiroshi Katoh， Takuo Ozaki， Shigeki Kuroki*組 dIsao Ando* 

(Dej戸凶n佃 tof Biological Sciences， Fa，αJlty of Engineering， Gunma University， 

*恥仰加entof Polymerαlemis位y，FacuJty of盈19in，目白19，Tc位~o Insぬもeof Technology.) 

Abstruct: 百lerelation betw関 nthe chemical s回 ctures(p由narys回 ctureand confonnation) 

釦 dthe lS N chemical sh泊 tensors(σ11'σ~ and σ31) as well as the isotropic chemical shift (σi.，) of 

some solid polypepti，白s[Leu*， X]n (X denotes other amino acid residues: natural油田白nce)

containing lSN・labeledL-Leucine (l..eu*) residues was studied by means of lSN NMR. It was 

found that出e九 ofLeu横路siduesis confonnation-dependent， but is independent of the naωreofX， 

L-Leucine content官邸resultis quite different的 m伽 tof [Ala*， X]nor [Gly*， X]n' It was also 

found伽 tthe見 ofLe日 residuesin [Leu*， X]n depends not only on confonnation but also on 

L-Leucine co脱出. Thus， the JS N chemical sh江ttensors (especially (22)悶 usefulfor fine 

structural analysis of solid polypeptides. 

1.緒論
ISN核は 13C核と異なり孤立電子対 (lone-pairel民国n)を有するため、 ISN化学シフトはコ

ンホメーシヨンの他、隣接アミノ酸残基の種類、水素結合様式や長距離相互作用などに関

する情報が得られる可能性がある。我々は最近、種々のホモポリペプチド、 ISN標識レア

ラニン残基(Ala*)を含むポリペプチド [Ala*，X]n (Xは天然存在比 ISNのアミノ酸残基)及び

岱N標識グリシン残基 (Gly*)を含むポリペプチド [Gly*，X]胞の ISN化学シフトと構造(アミ

ノ膨長基の種類、アミノ酸組成及びコンホメーション)との関係を明らかにし1・3、また、

国体高分解能 ISN_NMR法がコラーグン線維や絹フイプロインなど天然繊維状タンパク質

の構造解析に有効な手段であることを報告した九

本研究では、重要なアミノ酸の一つであるしロイシンに着目し、ポリペプチドのコンホ

メーション・ Lロイシン含量・隣接アミノ酸残基の種類などがLロイシン残基の ISN化学

シフトにどのように反映されるか?を明らかにするため、 ISN標識L・ロイシン残基 (l..eu*)

を含む種々のポリペプチドを合成し、その ISN化学シフトと構造との相関を調べ、Ala*や

Gly*の結果と比較検討した。

国体高分解能NMR・1旬NMR・ポリペプチド・化学シフト・コンホメーション・ロイシン

しようじ あきら・かとう ひろし・おざき たくお・くろき しげき・あんどう いきお
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表1. ISN Isotropicαlemical Shift (σ¥.0) and ISNαlemi伺 1Shift Tensors (σ11' σ2・0'33)of Solid 

Polypeptides [Leu*， X]n Containing ISN-1abeled L-Leucine Residue in theα-Helix and f3-Sh白 tFonns 

∞m巴sition，% 15N chemical shift， ppm 
sample Leu. Leu x maio conformn σ回 σ22 

L01 [Leu.]n 20 80 。 α-helix 97，0 55，7 

L02 [Leu.]n・5 20 80 。 s-sheet 107，0 66，9 

L03 [Leu.， Val]n 20 。 80 s-sheet 107，0 65，1 

L04 [Leu.， Val]n 20 10 70 s-sheet (.1) 106，4 (97，0) 65，3 

L05 [Leu.， Vaijn 20 30 50 α-helix 97，0 55，3 
L06 [Leu.， Vaijn 20 50 30 α-helix 96，9 54，0 
L07 [Leu.， Vaijn 20 60 20 α-helix 96，8 喝 54，0

L08 [Leu.，刈ajn 20 。 80 α:-helix 96，2 55，5 
L09 [Leu.， Ala]n 20 30 50 α，-helix 96，5 55，5 

L10 [Leu.， Ala]n 20 60 20 α-helix 96，8 51，0 

L11 [Leu.， Glyjn 20 。 80 s-sheet 96，9 61，2 

L12 [Leu.， Gly]n 20 30 50 α，-helix 97，2 55，5 
L13 [Leu.， Glyjn 20 60 20 α-helix 96，8 53，2 
L14 [Leu.， Lys(Z)]n 20 。 80 s-sheet (・2) 105，1 (97，2) 63，0 
L15 [LeuヘLys(Z)]n 20 30 50 α-helix 97，6 50，1 
L16 [Leu.， Lys(Z)]n 20 60 20 α:-helix 97，0 54，8 
L17 [Leu.，IIejn 20 。 80 s-sheet 106，7 58，0 
L18 [Leu.，IIejn 20 30 50 α，-helix 97，1 56，0 
L19 [Leu.， Asp(OBzl)]n 20 30 50 α-helix 97，7 56，7 
L20 Leu.， Glu(OBzllln 20 30 50 α司 helix 97，6 50，1 

(円)地~or confonnation of [Le日， Val]nω4) is出巴f3-sh白 tfonn con凶ningsmall amounω 

(assumed below 30-40%) of也eα・Helixfonn. (均Majorconfonnation of [Leu叱Lys(Z)]nι14)is 

白ef3-sh民 tfonn∞ntainingsmall amoun岱 (assumedbelow 25・35%)of白 α-Helixfonn. 

2. 実験

本研究で用いたLeu*(MSDアイソトープ社;98.9 % ISN)と天然存在比アミノ酸(X)から

なるポリペプチド試料は、 N-カJレポキシアミノ酸無水物 (NCA)法により合成した(表 1)0

W 及び 13Cα'-MAS(cross polarization -magic angle spinning) NMRスペクト Jレは CP-MAS

装置付属の JEOLGSX-270W分光計を用い、それぞれ 27.4悶Iz(ISN核)及び 67.8MHz

e3C核)で測定した o ISN CP-MAS NMRの測定条件は、コンタクト時間:2ms、繰り返し

時間:5 s、90。パルス幅:5.7・5.8μs、スペクトル幅:20kHz、及びデータポイント:8K  

であり、 64・520囲積算を行った。 ISN粉末 (CP-static)スペクトルの測定は、試料管をマジ

ック角に固定し静止状態で行い、 2∞-1128回積算した。 ISN等方性化学シフト (σJ及び

ISN 化学シフトテンソ Jレ主値(低磁場側より σ山九， σ33 とする)は ISNH~03 (飽和水溶液)

を外部基準 (σ=0ppm)とし、グリシン_ISNの σf直(11.59ppm)を二次基準とした(表 1)0

ISN化学シフトの実験誤差は σ固と σnについては ::tO.5ppm以内、 σ11とσおについては、

土 2ppm程度であった。

各試料の固体コンホメーションの解析は 13CCP-MAS NMR、赤外(IR)吸収スペクトル法

により行った。 R スペクト Jレは、耳R-FX6160フーリエ変換 R 及 JAS∞A702IR分光計

を用い、K.Brdisk法により 4∞0・300cm・1の波数範囲で測定した。

300-



3. 結果及び考察

3・1. ポリペプチドの Leu*残基の ISN等方性化学シフト (σ'i.J

ホモポリペプチド[Leu*].及びLeu*と天然存在比アミノ酸(X)からなる一連の合成コポ

リペプチド[LeuへX].試料(Leu*の含量がおよそ 20%)におけるレロイシン残基の位。値

を表 lに示す。表 1から明らかなように、Leu*の位。値はコンホメーションに依存し、 α

.ヘリックスでは 96.2-97.7 ppm、s-シートでは 105.1-107.0ppmの範囲に現われる(た

だし、仏eu*，GlY]a (s-シート形)は例外と考える)。これらの位。値は、ホモポリペプチド

[Leu*]nのσmイ直 {α"ヘリックス:97.0ppm、s-シート:107.0 ppm)とほぼ等しい。また、

α・ヘリックスとs-シート聞のLeu*のσ卸値の差はおよそ 7-11ppmと大きいが、隣接ア

ミノ酸残基Xの違いによるシフト差は1.5ppm (α・ヘリックス)と1.9ppm (s・シート形)と

いずれも 2ppm以内と非常に小さい。また、隣接アミノ酸残基がGlyの場合、 βシート形

のσm値 (96.9ppm)が α・ヘリックス形の σm値 (96ふ97.2ppm)と同じであるが、これは

グリシンがアミノ酸の中で不斉炭素原子を持たない特異的なアミノ酸であることを考慮す

れば、 Glyの系は他のアミノ酸の場合と区別して考えるのが妥当かも知れない。

以上の結果は、我々がすでに報告したAla*やGly指の結果 (α・ヘリックスとβシートのピ

ークの領域が重なる)と大きく異なっており、Leu*の位。値がポリペプチドやタンパク質

のコンホメーション解析に極めて有用なアミノ酸であるといえる。

3・2. ポリペプチドの Le日残基の ISN化学シフトテンソル (σ11'σ22.σ33)

ホモポリペプチド[Leu*]a及び[Leu*，X]a (l必ずの含量がおよそ20%)における L-ロイシ

ン残基のσ2値を表 1に示す。表1から明らかなように、Leu*のσ2値も σ加の場合と同様、

コンホメーションに依存し、 50.1-56.7ppm (α・ヘリックス)及び 58.0-66.9ppm (s・シー
ト)の領域に現われる([Leu*]n: 55.7 ppm (α・ヘリックス)、 66.9ppm(s・シート))。しかし、
九値の場合には σ回値の時と比べて隣接アミノ酸残基Xの違いによるシフト差は 5.6ppm 

(α・ヘリックス)と 11.9ppm (s・シート形)と非常に大きい。例えば、 βシート形をとる

[Leu*， X]aの中でも XがValとneとの間で約 8ppmのシフト差がある。これは明らかに

有意差である。 このことは、 σ2値がポリペプチドやタンパク質の主鎖のコンホメーショ

ンだけでなく、一次構造や高次の構造にも依存している可能性を示唆している。

3・3. ポリペプチドの Leu*残基の ISN化学シフト (σ'uo' 0"11' 0"22'σ33 )とアミノ酸

組成との関係

[Leu*， Va1].， [Leu*， Al仏， [Leu*， GlY]n及び[Leu*，Lys(Z)]aについて、Leu*残基の ISN化

学シフト(位。及びσ::n)とアミノ酸組成との関係を図 1に示す。Leu*残基の%。値は Va1，

Ala， Gly， Lys(Z)など隣接するアミノ酸の種類やレロイシン含量によってほとんど影響を受

けず、主にコンホメーションの影響を受けるという結果が得られた。次に σ2値に着目す

ると、いずれの系でもレロイシンの含量によって σn値に変化が見られ、例えば、仏eu*，

Ala]nと[LeuへGly].ではレロイシン含量が80%の付近で比較的大きく (2-5ppm)高磁場へ

シフトし、且.eu*，Lys(Z)].では含量 50%付近で高磁場へ(約 5ppm)シフトした。この理由

は今のところ明らかではないが注目したい結果である。また、 α・ヘリックスとs-シートの

聞で σ加にシフト差が見られなかった[LeuぺGl比の系でも σ2は大きな(約 5-8ppm)シフ

ト差を示した。今後、単分散の lSN標識モデルペプチドを用いてこの点を明らかにしたい。
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P58 
固体高分解能170N M Rによるポリグリシンの

構造研究
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A Structural Study of Polyglycine by Solid State 170 NMR 

Spectroscopy 

Shlaekl KurokC， Isao Ando¥ Akira Shoji2 and Takuo Ozaki2 

1 Department of Polymer Chemis汀y，Tokyo Institute of Technology，Ookayama， Meguroセu，

Tokyo， Japan 152 

2 Department of Biological Science， Gunma University， Tenjin-cho， Kiryu-shi， Gunma， Japan 376 

百lefact that the oxygen atom in polypeptides takes a very important role in intra-and inter・

molecular interaction makes this nucleus especially suitable as a probe for investigating the structure 

and dynamics.百lereis little 170 NMR study of peptides and polypeptides in白 solidstate. In this 

study， we attemptωob崎 rvethe solid state 170-MAS NMR spectra of glycin巴andpolyglycines with 

form 1 and U， in order to obtain the values of耐閃NMRparameters (nuclear quadrupolar coupling 

constant， asymme官icPむ祖国防 andchemical shift)， and to discuss structural information 伽 ough

thes巴parameters. 

Figures 3 a)釦 db) show observed 67.7MHz 17o-MAS NMR spectra of polyglycines with forms 1 

卸 dII in the solid state， respectively. It is found from these sp即位'athat there exist two magn巴tically

unequivalent sites for the oxygen aωm in the forms 1 and II and large difference between them. 

1.緒言

近年、固体状態でのペプチドおよびタンパク質の構造研究に固体高分解能NMRが用

いられるようになってきた1)。この手法により、 13C化学シフトおよび'SN化学シフトのコ

ンホメーション依存性が見い出され、 13C化学シフトと'SN化学シフトを用いたコンホメー

ションの決定が為されている九私どもは既にペプチド中のカルポニJレ炭素の13C化学シフ

トおよびアミド窒素のISN化学シフトから国体結晶中の水素結合に関する情報が得られる

ことを明らかにした句。

一方、 13Cおよび'SNのようなスピン量子数 1= 1/2以外の核の固体NMRがここ数年

、注目されつつある。特に生体分子中に酸素原子は多く含まれる上に、生体分子の機能およ

び構造の発現に大いに寄与しているため、その同位体でNMR観測可能な核
17
0核 (1= 

5/2)はペプチドおよびタンパク質の構造解析に今までの13C、ISNとは違った面からアプ

ローチできる可能性を秘めている。

団体170・NMR、ポリグリシン、構造解析、コンホメーション

くろきしげき、 あんどういさお、 しょうじあきら、 おざきたくお
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170核は天然存在比0.037%であるが溶液ではT1が短いために繰り返し時間を短くして単

位時間内の積算回数を稼ぐことが可能であるが、国体ではT1
はそれほど短くないために

繰り返し時間を短くすることは不可能であり、天然存在比でのスペクト Jレ測定は今のとこ

ろ困難であるので、 170エンリッチラベルをする必要がある。また、 170核は四極子核であ

るため、核正電荷分布に偏りが生じ、電気回極子モーメントが生じる。これが核周辺にあ

る電場勾配と核四極子相互作用をもっ。この相互作用は固体における他の化学シフト異方

性、双極子一双極子相互作用よりもはるかに大きい。この核四極子相互作用をゼーマン相

互作用の摂動として扱うと、中央選移(・1/2←→lβ) はl次摂動ではシフトされないが、

2次摂動によってシフトされる。これはMAS (マジック角回転)によっても回避するこ

とは不可能である。したがって、この 2次の摂動により高磁場側にピークの位置ωがシフ

トする。その位置は以下に示す式で与えられる九

ωLγω0=-長[N(<1>) c山+Br (ゅ)co仰心($)] )
 

司
E
A(

 

Ar(0)=ZL.Zηcos 2$ +ヱポ∞s22$16 8 ~I --- -T  48 (2 ) 

BT (ゆ)=・皇+22.ηcos2$・エポcos22$8 . 12 I --- - T 24 ( 3 ) 

cr(0)=JLよ η∞s2$ +ヱポcos22$16 8. I -- - -T  48 (4 ) 

F=守[1 (1+1)・計
ωo=_l自立一
~ 21 (21-1) h 

( 5 ) 

( 6 ) 

ここで、 Iはスピン量子数(170の場合は5/2)、ηは非対称パラメー夕、 e2qαhは核四

極子結合定数である。

従って、以上の式からスペクトルシミュレーションを行うことにより、核四極子結合定

数 e
2qQ/h、非対称パラメータヮ、および化学シフト Sを決定することができる。

本研究では
170ラベルしたグリシンおよびポリグリシン I型、 11型を合成し、その

固体高分解能170NMRスベクトルを観測じた。得られたスペクト lレから核四極子結合定

数 e
2qQ/h、非対称パラメータマ、化学シフト δを得て、その各々のパラメータが国体中

での構造に関するどのような情報を持っているかを明らかにした。そして、今後ペプチド

だけでなく他の合成高分子にも団体170NMRによる解析が有用であることを示唆する。

2. 実験

1 )試料の合成

まず、グリシンメチルエステルをNa170H/メタノール溶液によって加水分解する

ことにより 170エンリッチグリシンを得た。溶液170_NMRによりエンリッチ率は5.7%で

あることがわかった。この試料を用い、 Nーカ lレボキシアミノ酸無水物 (NCA)法によ
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りポリグリシン I型(以下、 PGI) (sーシート櫛造)を合成し、これをポリグリシン

1 1型(以下、 PGII) (31ヘリックス構造)に転化した。 PGIとPG 1 1のコン

ホメーションは固体13C_NMRで確認した。

2 )固体170NMR測定

国体高分解能170NMRスペクト lレは、 CP-MA Sアクセサリーを付属した日本電子

製GSX-270NMRスペクトロメータ(観測周波数36.5MHz)およびGSXー500

NMRスベクトロメータ(観測周波数67.7MHz) を用い、室温で測定を行った。積算回数

は500-9000回である。化学シフトの基準としては外部基準としてHzOを用い、その化学

シフトを Oppmとした。試料は窒化ケイ素製のロータに入れ、マジック角で-7500Hzの速

さの回転をさせた。パルスシーケンスはシングルパルスモードでFID取り込み時間中に

プロトンデカップリングを行う方法を用いた。また、交差分極法による測定も試みた。

3 )スペクトルシミュレーション

上述した理論式に基づきスベクト Jレシミュレーションプログラムを作成した。パーソ

ナルコンピュータのCRT上で理論曲線と観測されたスペクト Jレを重ね合わせることにより、

核四極子結合定数 eZqQ/h、非対称パラメータ ηおよび化学シフト 8を決定した。その l

例を Figure1に示す。

3.結果と考察

Figure 2 a)、b)にそれぞ

れグリシンのシングルパル

スモードによる36.5MHzおよ

び、67.7悶 lzの固体170_MAS 

NMRスベクトルを示す。

36.51但 zで観測されたNMR

シグナJレの線幅が67.7MHzで

のそれよりも大きく広がっ

ている。この 2つのスペク

トlレを見る限り、高磁場で

の測定が170核のような四極

子核では有用であることが

わかる。また、 Figure1のよ

うに67.7MHzfこおいて観測さ

れたグリシンの170・MASス

ベクト Jレと理論曲線とを重

ね合わせることにより eZqαh

=7.5MHz、η=0.55、o=290
ppmと決定した。水溶液にお

けるグリシンの化学シフト8

は270ppmであるから、国イ本

での化学シフトはずいぶん
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磁場側にある。

PGI、PG 1 1の67.7MHzにおける固体170・MASNMRスペクト Jレを Figure3 

a)，b)にそれぞれ示す。各々のスペクトルより PG 1にも PGIIにも少なくとも 2つの異

なった環境の酸素原子が存在することがわかる。これらが、どのような酸素原子に対応し

ているかは現在検討中である。また、スベクト Jレの線形は PGIとPG 1 1で異なってい

ることがわかる。詳細な議論は講演で述べる。

b) 

a) 

M 
PPM 

500 0 -500 -j 000 -1500 600 500 400 300 200 100 0 -t 00 

Figure Z 17 O-MAS NMR 

spectra of glycine in the solid state at 

a)36.5 MHz. * comes from an NMR 

roter which is made of ZnOz. and b) 

67.7MHz. An NMR rotor is made of 

silicon ni tride. 

Acknowlegement 

Figure 3 67.7MHz 170・MAS

NMR spectra of polyglycine in the 

solid state with a) form1 and b) form 

11. An NMR rotol' is made of silicon 

nitride. 

67.7MHzのスペクト Jレは科学技術庁金属材料研究所の日本電子製GSX-500NM

R分光器を使用し測定しました。
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P59 
試料回転がオーパートーン N M R に 及 ぼ す 覇 望 書

(北大・理 )0竹厳 清乃型、引地 邦男

Effects of sa・ple spinning on Overtone NHR 

K. Takegoshi and Kunio Hikichi (Hokkaido Univ) 

Recently， techniques called double rotation (DOR)(1) and dyna皿ic angle 

spinning (DAS)(2，3) have been proposed to remove orientational dependence 

associated with second-order quadrupole interactions in the central NMR 

transition (1/2 <ー〉ー 1/2) of half-odd-integer quadrupole nuclei. ln this work， 
we exploit a possiblity of removing another second-order quadrupole broadening 

from a NMR "overtone" transition 11 <ー〉ー 1) of nuclei with spin=1(4). To 

appreciate effects of sample spinning on "overtone" spectra， we examine 

Ilovertonell lineshapes under spinning. 

We consider that the total spin Hamiltonian H consists of the Zeeman HZ and 

the quadrupole RQ as 

H = HZ +旦Q'

HZ = -V L工Z'

:z. "-
旦Q=zaZ{ー1) q V Q!Ikqlk-q • 

\::~O f‘-k 

l11 

[ 21 

[ 31 

where V '" is the Larmor frequency and νQ is the quadrupole coupling constant 

νQ = ~"_g盆/(4工( 2工ー1)h). Akq and Ikq are the _g-th components of irreducible 

spherical tensor operators with rank-k representing the geometrical and the spin 

parts， respectively. For simplicity， we neglect the chemical shielding 

anisotropy. When the Zeeman term is much large I且ZI >>IRQI， the second-order 

quadrupole interaction is given as the secular part of the first-order average 

Ha田iltonianat the Larmor frequency νL as (5) 

E421= ー νQ2/ν r:1
{[I21，I2_11生21A2-1+(1/2)[I22，T2-21A22A2-2} [41 

=ー νQ2ν r:1 
[ ( -，[211 0 )(叫0-4I10)YOO

+ 1，[35i35)(3I30+I10)Y20 + (打/70)(17I30-6I10)Y401. [5] 

Here， we describe product of A2jA2-j by a linear co皿binationof the tensor YIO 

with 0<1<4， using Clebsch-Gordon coefficients. lt is these spatial parts 1Y20 

and Y40) which are averaged to be zero by either DOS or DAS. 

ln the DOR experiments， a inner rotor with the sample is rotated in an 

outor rotor spinning at 54.740 with respect to the static magnetic field， and 
the angle between the inner and the outor spinning axes is 30.56 0

• The first 

rotation at angle 54.740 is to make Y20=O and the second at angle 30・56
0

is to 

make Y40=0. ln the DAS experiment， the spinner axis i~ switched betw~en two axes 

called DAS comple皿entaryangles， such as， e 1=37.380 and e 2=79.29u， and the 

transverse magnetizations are allowed to evolve for a certain period of time. At 

these two angles， the signs of Y20 and Y40 are altered， and for any crystallines 
in a sample， the anisotropic ter皿 depending on both the crystallite orientation 

Q and the spinning angle e i has the following relation 

ν( Q ， 8 1) =-V ( Q ， 8 2) • [6] 

)(1:'( wo氏Ds : 。νerW"e'̂内R ， Seω刊 d・0伊山'" S，^AJ剛'r~ ;.J合弘d・0同.

Rげ乙叫しきよのリ，ひきちくにあ、
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Therefore， an echo would be for血ed for a spin isochromat after staying same 

periods in the two spinning angles， at that point， time-evolution due to the 

second-order anisotropy is cancelled. These comp1icated motions of the sample 

are necessary to remove the second-order quadrupole interaction because it has 

comp1icated angu1ar dependence. 

The second-order quadrup01e interaction a1so determines line-shape of the NMR 

"overtone" transition (1 .ー今ー1) of nuc1ei with spin=I， such as 14N• The eigen 

energies in Hz are calculated upto second-order are given by using Eqs. [1-51 

as: (4) 

v +1 -νL  + (ν Q/J6)主20-ぺ1(2νL)[A2-2A22-A2-向 11 ， 

νo =ー(2νQ;J6 )A20' 

νー1=νL  + ( V Q/J6)A20 + ν ~/(2 νL) [主2-仏22-A2-1主211. [ 71 

The overtone resonance， thus， appears at 

ν1-1 =ν ー1-νl  

= 2νL + (ν;/νL)[A2-2企22-A2-山 1J 

= 2νL + (ν8/νL)[2YooI)5+Y20/J古+3Y40/，j7古 ] ・ [8] 

At first sight， it appears possible for both DAS and DOR to reduce νト 1 to be 

2νL+(ν る/νL)2YOOIバ5 by averaging Y20 and Y40 to be zero. The remaining 

resonance frequency has no spatial dependence thus realizing high res01ution. 

This is true for DOR， because the averaging of Y20 and Y40 is done at the 

Hamillonian level. While for DAS， since the spins experience two different 

spinning orientations in the process of averaging， one should taken into account 
orientational dependence of transition probab1ity. In the fo11owing， we show 

that transition probablities for a crystalline rotating at different spinning 

angles are different， thus， the DAS complementary angles are not complementary 

any more for overtone NMR. 

For a general coil orientation that the coil is oriented by angle 9 from 

the Z axis in the茎Z plane， the transition moment M is given as 

Ml-l = <世 1'1Xsin9 + 1Zcos 9 I oー1>. [ 91 

Here o i is the 1-th eigen function of the total Hamiltonian， and is calculated 

by the first-order perturbation theory by taking tlQ as a perturbation (4，8): 

IO1> =11> +(ν QlfiνL)主21'0> ー (ν Q/2νL)!i22卜1>， 

I o 0> = 10> + (ν Q/JτνL)A2-1'1> + (ν QI戸 νL)A211-1>，

1 o -1> =ト1> ー (ν QI万νL)企2-110>+(ν Q/2νL)主2-211>，[101 

where 11> is an eigenstate of 1z. The transition moment is written as (4) 

* M1-1 = (ν QIνL)(cos9AU + sin9A22)' [11] 

where the asterik * denotes a complex conjugate. The A2m's can be derived from 

the tensor components in the principal axis syste皿 of the quadrupole moment 主2k

using two Wigner rotation matrixes ~ as 

2 ，__ n A"'"  P 
A2皿 =22l皿(ψ0+ωr.t， 9 ，0) L 12川 α，β ，r )主2k' [ 12] 

It 
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where the first Q descr・ibes a spinnlng at ang1e (} with angu1ar ve10cityωF 

wi th an initia1 phase ofψ0' and the 1atter Q describes the genera1 rotation 

from the principa1 axis system to the ~otating samp1e system. Here， we assume 

that the spinning .xis and the coi1 is pa~a1e11. The tensor components in the 

principa1 axis syste皿 areA20=J 6， A2+1=0， and A2+~= .， ， where 守 isthe asymmetry 

para皿eter. In the above ca1cu1ations， the contributions from the ang1e r can be 

included in ωr主 ter皿s， thus， we define an Euler an1g1e as Q =(α ，β， r =0) and 

ψ。=0 without 10sing genera1ity. To show the angular and the time dependences of 

M1-1 (Eヨs. [ 11 ， 12]) and ν1四 1 (Eqs.[7，12]) exp1icitly， we sha11 express them as 

M( Q ;1) and ν(Q;主)， respective1y， with Q = (a，β， r )， and tentati vely 

neglect 2νL' 

To inc1ude effects of the time-dependent transition probablity， we assume 

that at a certain time 1 during a detec七ionperiod an overtone transition occurs 

at a frequency ν( Q ;1) with a probablity M( Q ;主). When a maximum breadth of the 

overtone frequency ν( Q ;主) for one rotation is smaller than the spinning 

frequency， the overtone frequency can be averaged over one cycle for a given 

crystalline with Q， and it may be written as: 
r}.i<，/，凶.. _ 2Jl./'岬F

ν(Q;主) = I IM( Q ;t) Iν(Q;主)d主/I IM( Q ;t)ld主・ [13] 

o ~ 

It is clear that for the DAS comple皿entaryangles， Eq.[6] does not hold. The 

total powder lineshape function皇{ν) is ca1cu1ated as 
Z乱 r7(rl1v 

呈(ν )= I I I sin βl坦(Q 0;主=0)If.(ν ー ν(Q;主))da dβd r • [141 

-0 /0 .10 

Here， the IM( Q 0;主=0)1 is inc1uded to evaluate an initia1 transverse 

magnetization excited by a certain皿ethodat 主=0 for a crystalline with 

Q 0=( a ，β， r) and an initia1 rotational phase ofψ0・The integral over r is 

only app1icable 七。 this ter皿・f.(ν-~) is the Lorentian lineshape. In actual 

ca1culations， the integrals are replaced with discrete su皿s，and the angles were 

ca1culated for each 20 of a， r， and ωr1 from 0 to 3600， and each 20 ofβ  

from 0 to 1800 • The ha1f-width of the Lorentian lineshape was 2kHz. 

Figure 1 shows a calculated spectrum using Eqs.[13，141 with vL=18.061MHz， 
ν，，=0.79475MHz， η=0.31， and spinning at 900. Chemical shift anisotropy is not 

1nCluded.These values were chosen torepresent the experimental spectra in 

Ref.(4) of N-acetyl-~-valine. A characteristic sp1itting found for the 

experimenta1 spectrum(4) is rea1ized ・Chemica1 shift effects are not inc1uded. 

Nevertheless， calcu1ations based on Eqs・[13，141 shou1d be usefu1 for 

i nvest i gat lng e f fee tson rotat i。nonovertone NMR ap-c t ra，espec ial ly，the DAS 

experi皿ent in mind. 

Fi:'}・1

200 150 100 50 0 

Frequency/kHz 
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Figures 2a and 2b show that calculated overtone spectra spinning at the two 

DA5 comple皿entaryangles， na皿ely，37.380 (Fig. 2a) and of 7.9.290 (Fig. 2b) using 

Eq.[131 directly. Clearly， the DAS co皿plementaryangles are complementary only 

approximately， and it is concluded that the DAS method can not perfectly re皿ove

effects of the anisotropic second-order quadrupole inteaction fro皿 overtone

spectra. Thus， the DOR approach should be the one to choose in such a porpose. 

(a) 

200 

Fi，・2.
(b) 

「一一一寸

150 100 50 

Frequency/kHz 
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P60 
試料回転下の国体多重パルス NMRのシミュレーション

日本電子(株) 生体計測学研究室 0 藤原敏道、 永山国昭

Numerical Simulation of Multipulse Solid N恥m.under Sample Spinning Conditions 

*Toshimichi Fujiwara阻 dKuniaki Nagayama 
Biome釘ologyLab， JEOL Ltd. Akishima， Tokyo 196， Japan 

A computer program for simulating one-， two-and three-dimensional NMR in heteronuclear 
multi-spin systems is presented. Time-domain NMR signals are simula旬dby density ma凶xcalculation 
based on numerical integration of且medependent hamiltonians representing RF field， chemical 
shielding， dipole and qua合upoleinteractions. Simulation of a powder sample necessitates summing 
spec位afor a number of samples different in orientation， and continuously changing interactions by 
sample rotation require dividing a rotation period into a number of divisions expressed by di釘erent
propagators， which make the calculation time-consuming. We reduced the compuぬ.tionaltime by using 
periodicity of the sample rotation， p釘剖lelprocessing組 da sp紅 sematrix technique. Some illustrative 
examples for CRAMPS are shown. 

国体 NMRにおいては、試料回転と同期させて特別な多重パルスを照射する事に

よって、 マイクロ秒の時間スケールで化学シ フ ト や 双 極 子 相 互 作 用 を 制 御 す る こ と

が可能である. しかし国体 NMRでは、 試料は静磁場に対し異方的な相互作用を持

った多数のスピンからなる粉末を回転させて相互作用に時間依存性を持たせたもの

であり、 また、 実験では強い R Fパワーの速い制御を要しアーティファクトを生じ

やすいなどのことから、 パルスに対する試料の N M R応答は複雑になる. 国体用多

量パ ル ス を 設 計 する際には、 そのため、 低次 の近似で作ったパルスがより複雑で装

置上の不完全性も含まれるような系で働くかどうかを調べることは解析的方法では

むずかしく、 数値シミュレーションが有効な手段である。 また、 スペクトル解析、

つ ま り ス ペ ク トルから双極子結合や化学シフト異方性を決定する際にもシミュレー

ションは不可欠な道具である。 このシミュ レ ー シ ョ ン を 行 う 上 で 問 題 な の は 、 粉 末

試料の再現のためには静磁場に対する配向の異なる数万の試料についてのシミュレ

ー ション・スペクトルを計算して加え合わせ る 必 要 が あ り 、 さらに試料回転の数値的

再現のためには l回転を 100以上の区聞に分割してスピンの時間展開を表すプロ

パグー タ を 求 める必要があるために、 計 算に要する時聞が長くなることである.

計 算時間の短縮のための工夫をして今回新しく作成したシミュレーション・プロ

グラムは、 3つのオイラ一角による粉ー末試料や配向試料の生成と 3次元までの NM

Rシミュレーションが可能であり、 通常の NMRと問機 F 1 Dを通じてスペクトル

・シミュレーションを行うものである。 このプログラムと、 それによる国体用パルス

NMRシミュレーション、 多量パルス、 試料函転、 プ ロ パ グ ー 夕 、 密度行列。

ふじわら としみち、 ながやま くにあき。
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系列 のシ ミュ レーションについて報告を行う。

アルゴリズム左機能

アルゴリズムは、 ハミルトニアンからプロパゲ-!)への変換、 プロパグータ聞の

乗算、 プ ロ パ グ ータから各時刻jにおける磁化 の算出を中心にして、 これらを時間変

化のためのループ、 位相サイクルのループ、 粉末に相当する試料分布を作るループ

で繰り返すように成っている。

機能としては次のようなものがある。

(1)スピン系:取り扱えるのは 1= 1/2、 lのスピンで 1H、 19 C、 15 N、 2H、 14 N、

29 S iなどである。扱える相互作用は、化学シフト異方性と等方性、 ラジオ波との

相互作用、 同種あるいは異緩核の J と双極子相互作用、 四重様相互作用である。 熱

運 動による緩和は考慮していない。溶液 NMRでい え ば HOHAHAは扱えるが N

o Eは級えない。 (2)時間変数:独立な変数は 3つで 3次元 NMRまでシミュレート

で きる。(3)パ ルス系列: R Fはパルス巾、 振幅、 位相、 局波数で決める矩形波の系

列として表す。 ループを使うこともできる。 各核種に 1チャンネル割り当てられる。

(4)位相サイクル: R F位相を変えたスペク トルを積算できる。 (5)試料回転:回転

を計算で近似する精度や回転軸の傾き角を指定できる。

効率的な計算のための工夫

先に述べたように こ の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン には膨大な計算量を要する。 こ の こ と に

対 し以下に述べる ような方法で計算量と計算時間の短縮を計った。

(1)試料回転によるハミルトニアンの時間変化の周期性の利用。 時間変数を(回転周

期) / ( m数〉だけ変化させる場合には、 同じプロパゲータを何回も使えるので、

時間変数を更新するごとにプロパグータをハミルトニアンから計算し直す必要はな

い。 (2)複数のコ ンピュータあるいはプロセッサーの利用。 異なる配向のスピン系に

つい て の 計 算 は ほとんど相関なく行える。 このことを使って、 それら計算を全く独

立に並行して行うことができる。現在使っているコンビュー長、 タイタン 3000では

3つの cp uで蛍列した計算を行っている。 (3)j操行列の利用. 多スピン系の核スピ

ン演算子を表す 行列の要素はほとんどがゼロな の で 行 列 聞 の 乗 算 を 行 う 時 に は ゼ ロ

の行列要素との演算は除くことができ、 その分メモリーも節約できる。 (4)零次の平

均ハミルトニアンの利用。 時間について相加平均を行ったハミルトニアンからプロ

パグータを求めることで、 試料の l回転の分割数を減らすことができる。 (5)R F位

相のみ変えたプロパグータを求める時には、 以前に求めたプロパグータから新しい

プロパグータを効率的に求める。 (6)粉末パ 担 ー ン を 作 る 際 、 配向の異なる試料にか

ける立体角の孟みを各配向に対する試料数に直し、 スペクトルに寄与の少ない配向

の 試料の数を減らす。 (7)粉末を作るための試料数や l回転の分割数の適切な選択。

こ れらの数は系やスピニングの条件によって大きく異なるので結果に影響を与えず

に計算時聞を短くできるように選ぶ。
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P61 
静磁場をかけた NQR法による VTMASの温度較正

(日本電子) 0田中良二，杉沢野志，出口健三，藤戸輝昭

Temperature cal ibration using 35Cl NQR under magnetic field lor VTMA' NMR 

(JEOL Ltd) Ryoji Tanaka， Hisashi Sugisawa. Kenzo Deguchi. 
Te ruak i Fuj i to 

We proposed the technique 01 temperature cal lbratl~n using 35Cl NQR 
in KCI03 for variable temperature NMR. However the sample spinning 
induces broadening of the NQR spectra for powder sample due to Berry's 
phase effect which gives fictious field. In the case of Variable 
Temperature Magic-Angle-Spinning (VT MAS) NMR • the technique loses its 
high sensitivity and accuracy .by this 1 ine broadening. 

We apply magnetic field along spinning axis and cancel a fictious 
magnetic field arising from the sample spinning. We obtain NQR spectra 
with spinning under magnetic field as narrow as that without spinning 
under zero field. 

1 .はじめに

NMRの温度可変測定では.試料管に吹きつける気体の温度を測定し.温度コン
トローラの表示温度としている.この表示温度は.種々の原因により実際の賦料温
度とは異なるので，表示温度から試料温度を求める較正幽線が必要になる.較正曲
線を得るために試料温度をはかる方法として，従来は化学シフトの温度依存性など

が利用されてきた.
前回，我々は KCI03の35CI-NQR共鳴周波数の温度依存性を利用する方法を提案し

た(1). この方法は.化学シフトの温度依存性を利用した方法に比べて，共鳴周波
数の温度変化量が大きいので，高い精度で温度を決定することができる.また，問
ーの方法で連続的に広い温度範囲を測定できる.感度が高いなどの特徴を持ってい
る.前回は零磁場下で KCI03の35CI-NQRスペクトルを測定し，そのピーク周波数か

ら温度を計算するという手順で測定をおこなっていた.しかし，零磁場下の測定で

は試料を回転したとき Berry'sphaseの効果により共鳴線の幅が広がるという失点、

があり，試料を高速回転させる VTMASの温度較正に応用する上で大きな制約に
なっていた.図 1に回転数を変えて測定した KCI03の35CI-NQRスペク卜ルを示す.
回転が高速になるほど線幅が広がり，ピーク強度が低下する.この Berry's'phase 
の効果は回転軸に治って，回転数に比例した静磁場をかけることで打ち消せること

が単結品のNaCI03について報告されている (2). 
今回，我々は温度較正に利用している KCI03の粉末試料についても同様に静磁場

をかけることで線幅の広がりを打ち消せることを実験的に確臆した.この方法を使
うことによって高速回転時でも静止状態と問程度の精度と感度を得ることができた.

温度測定. NQR. 35C 1. Berry's Phase 

たなかりょうじ，すぎさわひさし，でぐちけんぞう，ふじとてるあき
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2.実験と結果

測定には JEOLJHM-ESH270国体高分解能HMR装置を使用した. KC 1 03は市販の試薬

をそのまま用いた.測定の方法を図 2に示す.測定手順は以下の通りである.

(a)プロープはマグネットから離れた，外郎磁場の十分小さいところに置く.

(b)回転軸方向に磁場をかけるためのコイルをかぶせ，回転散に合わせた静磁場

をかける.

(c)通常の HMR測定と同じように HQRスペクトルを測定する.

共鳴周波数は室温で約28.1MHzで.測定には，シングルパルスを用いた.
図 3に回転数5kHzの時のスペクトルを示す.上は宋磁場のスペク卜ルで，下は回

転軸の方向に 12gaussの静磁場をかけた時のスペクトルである.静磁場をかけたス

ペクトルの線幅は，雰磁場下の静止状態のスペクトルの線幅と眼差の範囲で一致し

た.スペク卜ルの線幅が最も狭くなる磁場は計算値と一致した.

HQR法での温度較正値と融点、や化学シフトを利用した他の方法での較正値との比
較もおこなう.

参考文献
(1)第29回NMR討論会予稿集， 1990，京都 p. 193 
(2) R. Tycko， Phys. Rev. Let t. 58， 2281 (1987) 
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図 2 測定のプロック図
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図 3 回転している KCI03の
恥.，;v-申'I，J'吋ず、町

35C卜HQRスペクトル
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P62 
新機構の温度可変MASプロープ及びその温度戦五

大家電子(株)MR技術都 O大川内真 仲村高志 三浦厳

A Novel VTKAS Probe for Solid State NMR and 1ts Temperature Calibration 

Otsuka Electronics Co.， Ltd. MR Technical Group 

Makoto Okawauchi Takashi Nakamura and 1wao Miura 

Temperatur・e-variationmeasure圃entsare important in solid state NMR applications. Stable 

spinning for a wide temperature range 1s crucial in such experiments. 1n conventional MAS probes 

the saaple te・peraturewas varied by varying the MAS drive and bearing atmosphere. Unstable 

spinning resulted in the conventional method due to the expansion of the bearing parts， etc.， 

especially at high temperature. We have developed a novel VTMAS probe with separate gas sys主emsfor 

the bearing/driving system and the VT cha皿ber. By the. use of this VTMAS probe measurements of solid 

state NMR spectra fro. -150~ to 250~ were accomplished with very stable MAS speeds. The 

temperature change due to the change in the rotor speed was monitored by means of a phosphor optical 

fiber thermo・eterand NQR spectrum. The use of the phospor optical fiber ther・0圃eteras an ideal 

means of measuring the actual sample temperature is proposed. 

[序論]

闘体高分商事飽NMRにとって温度可変実織は重要な手法である.できるだ砂広い範囲にわたり温度を可変でき、

しかも各温度において安定なスピニングがJ!~される.従来のMAS プロープは、 MAS のドライブ及びベアリ

ング用の気体の温度自体を可変する事により、試料に対する温度可変をおこなってきた.しかしながら、この方

法では、特に高温において、ベアリング官事等が熱膨張し、スピニングの不良をおこす可能性があった.

今回、差是々 は、 MASを行うためのドライプおよびベアリング周の気体とは異なる別系統の温度可変専用の気

体を用いて温度可変を行う VTMASプロープを個体高分解NMRの実験に使用した.このような機構により、

ドライプ及びベアリング周の気体は、室温のままで、試料鄭の温度のみの可変が可能になり、温度の変化がスピ

ニングの安定伎を阻害することが滋減した.さらに、広い温度範留にわたる(ー 150-250~)MASによ

る図体高分解能の実臓が可能になった.

温度可変専用の気体を高速回転しているサンプル管に吹き付けて温度可変実験を行う場合、吹き付ける気体の

温度を白金揺抗体を用いて測定し、試料の温度を制御しているが、この温度は、実僚の試料や試料管の近傍の温

度とは異なることが知られていd.特に、サンプル管が高速回転している‘合には、図臓に伴う摩鎌織による温

度の上昇が考えられ、サンプル管のごく近傍あるいは理想的には、直後サンプル管中のサンプルの温度を直接測

定しその温度で、可変温度を制御することが窪ましい.しかしながら、金属疲温度センサーは.プロープのコイ

ル近傍に般置する事は不可能であり、その他のNMRによる温度感応物質を用いた温度測定は、試料と同時に測

定するのが困難である場合や、その測定温度範囲iJ~狭い等の問題がある.

Solid State NMR， VT， CP/MAS， CRAMPS，.NQR， BR-24 
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そこで、我々は、蛍光寿命を測定することにより温度を算出する、蛍光光ファイパ}式温度計を用いて、サン

プル管のごく近傍の温度を劃定した.この温度計のセンサー卸は.非金属であり、 RF::Iイル申にも厳司Eするこ

とが可飽であり、また、蛍光物質と光ファイパーを空間的に隠した非銭触温度測定も可飽なうえ、測定可能温度

は-190-300"Cと広〈、温度較正点におげる温度精度は土 O.1"Cである.この温度計を用いたサンプル

管中のサンプルから直緩温度を測定すII方法についても考策する.

[実殿】
vτCh・.ber

国体高分解能NMR測定は、 Cheaagnetics社製

CMX-300を周いた.部定に使用したプロー

プは、 Cheaagnetics社製COAXプロープ、ロー

ター都はCheaagnetics社良PENCILROTOR (図 1)

を使用した.このロ}タ}は、 3箇所のエアベア

リング鶴、 1ヶ月時のドライプ僚を有し、これらに

供給された気体は、 VTチャンパー外に緋気される.

試料管は、外経7. 5mm、長さ 40mmのジルコ

ニア震である.獄事専管の回転スピードは、ITI!料管上

書Fのマーカーによりモエタ}し、般定回転数を保つようにドライブ側の

気体の流量を電磁弁により自動的に蘭聾する.これにより試料管の回転

数を般定回転数の:t1Hz以内に保つことができる.温度可変周の気体

は、図2に示すようにマグネット上競から情熱線と温度測定用白金抵抗

体を有したVTスタック中を過してVTチャンパー内の試料管に吹き付

げられる.

蛍光光ファイパー式温度計は、 LUXTRON社製(アステック株式会社)モ

デル755フロロプチック光ファイパー式温度計を用いた.蛍光物質封入

霊光ファイパー温度プロープは、 11111 Fluotopticプロープ(直径約 1mm) 

を用いた.測定温度範囲はー 150"C-300"C、精度は、較正点において

ま 0.1"Cである.

'SC-CP/MAS測定を行ったcaffeine、'H-CRAMPS測定を行っ

たp-MethoxybenzoicAcid、8'CI-NQR劃定に用いたKCI08はそれぞれ和

光純業工業(練)から鵬入した.KCIO.は、蒸留水中から4回再結晶させたも

のを用いた.

Afr 8earln& 

F i g. 1 

Fig. 2 

[結果と考療}

図3に、 25"Cおよび260"Cにおいて測定した、無水カフェインの '8Cのスペクトルを示す.室温において

試料管にカフェインを充捜した後、まず25"CでCP/MASで測定し、そのまま 260"Cまで昇温し、

DD/MASで測定した.カフ xインの自民点は 238"Cであるので、 260"Cでは完全にE曲解し. DD/MAS 

で測定可能となる.このときの獄事専管の回航スピードは、 25"Cおよび260"Cの爾温度において、

5000Hz:t1Hzに保たれた.この織に、今図用いたロータ一部の構造は、高温 260"Cでも測定が可能で、

かつ高温においても安定したスピニングが可能であることが事jる.

民
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国4は、室温において試料管に充填した

p-Kethoxybenzoic Acidをそのまま、 -156"Cから

195"Cまで温度変化させながら測定した

'H-CRAMPSの結果である. CRAMP S測定の

パルスシーケンスは、 BR-24を使用し、 90度パル

ス幅は1. 3μs、サイクル時間は 8μs、積算図激4

図である. CRAMPS測定のため、試料管の回転スピ

ードは 2000:1::1Hzと比較的低速であるが、低温か

ら比較的高温まで安定した図転スピードとデータが得ち

れた.

以上のように、 今回用いたローターの機傷により、広

い温度範囲にわたって、安定した測定とスピζ ングが可

飽であることが判ったが、 高速回転していあ試料管中の

蓄量度、または、試料管のごく近傍の温度は、 当然ながら

ローター内のVTチャンパーに供給されたV T周の気体

の温度と異なる可能性がある.そこで、試料管内の実際

の温度を'.CI-NQRを用いて、試料管の近傍の温度

を蛍光光ファイパー式温度計を用いて測定した. MAS 

プロープを O. 50、 25"Cの環境下に置き、 SI:料管内

書FにKCIO.を充填し回転スピードを変化させながら

..CI-NQRスペクトルを測定すると同時に、悶1

に示したように回転している試料管のごく近傍である

RFコイル上に、蛍光物質を先嶋に封入した石英光フ

アイパーを固定し、 回転に伴う温度変化を測定した.

.'CI-NQRスペクトルから得られた回転にともな

う温度変化と蛍光光ファイパー温度計より得られた温

度変化は、 2"C以内で一致した.図5にその結:1:: O. 

果を示す. VT周の気体を供給しない状鰭

(0 l/h)、すなわち VTチャンパー内の気体が

入れ替わらない状態では、 7KHzでの回転スピード

で、 回転していないときに比べ、約 17"C温度が上昇

していることがわかる. 25"CのVT周の気体を

2 8 3 2 1 / h (100SCFH)で供給すると回転に伴う温

度上昇は、 7kHzで、 4"Cにおさえられた.

理想的には、試料管中の試料の温度を直後測定する

ことができれば、 その温度を用いてVT周気体の温度

を制御し、 試料の温度を般定温度に、 より近づけるこ

l回.‘，，，...曹&1. 由 ー巾. "・ー古 ' ι ー ーゐ. 占l

F ig. 3 

20 
A 。J/h 

ト・

4 5 

ハ 15 B 1416 l/h 

ν 
.....， 10 

C 2832 l/h 

ob i2  
Spinning 

Fig. 5 
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とができる.特に我々が今回使用したローターシステム

は、蛍光光ファイパー温度センサ}を用いた試料の温度

を直接測定することが充分可能な殻計になっている.我

々は、蛍光光ファイパー式温度計liびその温度センサー

を用いて、図6に示すような方法により、高速回転し、

高惨磁場申にありしかもRF磁‘にさらされている試料

管中の訴事専から産自高温度を測定する方法も考慮中であ

るので、この方法についても種自歯する.
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P63 
国体 N M R 機能を溶液周 N M R 1<:付加するときの問題点

717・y'リ 71・マ Y1 ウ f ィ古~ Ã' リ~ t ，γ 筑波総合研究所開発化学部

O小形稔， 膏木俊規美 Pa u 1 E. F a g e r n e s s， 槍山行雄

Construction of Solid NMR Functions on Liquid NMR Spectrometer 

• Issues and Solutions 

Control Research and Development， Tsukuba Research Laboratories， 

Upjohn Pharmaβeuticals Limited 

Minoru O!!ata， Yukimi Aoki， Paul E. Fagerness， Yukio Hiyama 

Solid NMR functions were constructed on liquid NMR machine using solid NMR 

attachments purchased from third vendors. There were some issues in order to construct 

solid NMR functions. Those were 1) how to change solid NMR and liquid NMR easily， 2) 

how to distinguish input and output pulses in a line， and 3) how to reduce noise in output 

pulse. Those issues were resolved by introducing a new connector between RF amplifier and 

receiver mixer， aν'4 cable and tuned diodes， and a band pass filter before mixing unit， 

respectively. These results showed that solid NMR functions could be achieved 

economically. 

国体 N M R か ら得られる情報は， 時として非常に有益であるが， 大部分の溶液用

N M R の場合と は異なり， 実験をすれば必ず成果が得られるというものでもない.

このような状況が国体専用装置への投資をた め ら わ せ て い る . そこで， サードベン

ダーの供給する国体 N M R 周 7 タッチメントを用い， 団体機悦を比較的少額で導入

することを試みた.

用い た 機 器 は以下のものである.

溶 液用 N M R: Bruker AM-300 

固体用ア タ ッ チ メ ン ト : 固 体 用 Probe (Do!Y Se!ent!f!e !ne.l 

ENI Model 3100LA RF Power A皿p1 ! f i e r 

M!TEQ Prea聞 p1 ! f ! e r 

Band Pass F!lter (多摩川 11'子， コスモ電子)

130MHz Low Pass F!lter (CIR・Q-TEL M!erowave lne.l 

Attenuator (KAY) 

キーワード: 国体 N M R， 改造

おがたみのる， あおきゆきみ， ポール・イー・ファガーネス， ひやまゆきお
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箇体 N M R 機能を溶液用 N M R I己付加する場合， 国体用パルスを出力するのに十

分な能力を持つアンプが必要となる. 日本国内では， そのような条件を満たすアン

プ を 入 手 す る こ とが困難だ勺たので， 米国 E N 1社製のアンプを用いることにした.

また， 国体用プロープは米国 Doty Scientlflc 祉のものを借用した.

これらの装置 を使用して， 国体機能を構築しようとした場合， 次にあげるような

問題があった.

1. 国体制定と溶液測定とを簡単に切り換える方法

2. 入力パルスと出力パルスを分岐させる方法

3. 出力パ Jレス中に含まれるノイズを低減させる方法

固体測定と溶 液測定とを簡単に切り換える方 法 は ， 固体測定用アンプの議脱者を

どのように簡便にするかにつきる. そこで RFアンプからミキシングユニットへ

の回路の一部を切断し， 国体制定用アンプからの出力を接続できるように改造した.

入力パ Jレス と出力パルスを分岐させるために， 入力アンプの後に tuned dlodesを

入れ， ミキ y ングユニットへの分岐点に λ/4のケーブルを用いた.

また， ノイズ を 低 減 さ せ る た め に ， ミキシングユニットへ出力する前にパンドパ

スフィルターを挿 入 し た .

これらの自作したシステムで固体機能を付加したときのみにおこる溶液測定上の

問題点は特に認められず， このようにして. サードベンダーの供給する国体 N M R 

用アタッチメントを用いて， 国体機能を構築することができた.

Transmitter out 
B-8V7 

RF amplitier 

Receiver 
Mixer input 

Decoupler out 

or 

Preamplifier 
MITEQ 
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P64 
G X - 2 7 0 スペクトロメーターの改良

(北大・理) 0竹腰 清乃理、引地 邦男

(日本電子) 厳戸 節目自、 樋口 轡一郎

Modification of GX-270 spectro・eter
K. Takegoshi. K. Hikichi. T. Fujito事. and K. Higuchi事

(Hokkaido Univ.JEOL Ltd.*) 

To achieve・ore flexible operation and wider band-width. a pulse progra・-
ler and a fast degitizer were introduced to a co・・ercial NMR specto・eter.
This allows us to further introduce other peripheral instru・ents e.g. a 

four-phase adjuster easily. A few illustrative spectra realized by these 

lodifications are given. 

我々のスベクトロメーターは、 元 来 溶 滋仕織のものに高出力アンプと deplexerを

付げ加えたものであり、 例えば:1:水素の固体 N M R のように広い観測舗が必要なも

のは出来なかった . また、 通常の溶議 N M R を観測するさいには問題にならないよ

うな点も、 例えば多重パルス法のようにパ ルスの位相や強度が正確に調襲きれなげ

ればならない手法においては大きな問題となる. そこで、 まずの図 1に示すような

改良を行った. 点 線 で か こ ん だ 部 分 が 、 今回、 追加または作製されたところである.

また*は、 多少の 改 良 を お と な っ た 郎 分 である. 追加した装置を以下にまとのる.

P P G パルス発生機 Univ. of British Colu掴・bia. Prof. H. Bloo・

A/D  A / D変 換 犠

よりラ イセンスと国防図を蛾入して作製.

( 6 4ゲート、 5 0 n s分解総)

オートニクス社製 A P C - 5 1 0 

(20MHz、 10bit)

N E C P C - 9 8 0 1  

エプソ ン P C - 2 8 6 V F 

J E 0 L 社製

サムウェイ社製 P A 4 0 - 2 801  

P C 1 

P C 2 

ノtソ コ ン

/~ソコン

4 o 

P. A M P: 

位相微調盤器

/~ワーアンフ・

( 1 0 W、 1 00 k - 3 5 0 M H z ) 

これ ら 以 外 の ものは自作した. P P G は P C 1により、 A/D  は P C 2 により制御

される. また、 hUlan .readableなパルスプログラムを PP G readableなコードに

変換する cOlpileプログラムを作った.積算位紹(acq. phase) は P C 1より P C 2 

に自作のインターフェース (8255A) を通じて送られる. フーリエ変換等の処

理は P C 2で行っている. このような改良により、 重水素の固体 NM R (図 2)や、

多 重パルス法に必要なパルスの位相や強度の調盤(図 3 )が可能になった

KEY WORDS : Hodification. NHR 
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Fig. 1 Block diagra・of our・odified GX・270
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Fig. 2 Oeuteriu. NHR spectru・of

polystyrene-d3 at roo・te・perature.
Fig. 3 Fine adjust・ents of (a) the 

g♂ pulse intensity by the 輪 E・x-x-x-

sequence and (b) the relative phase 

between x and -x by the x-(-x)-x事 (-x)・

Hain-chain protons are deuterated. 

sequence. 
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P65 
1H核による生体内 13C _禄織 化合物の間援的計測

木戸千絵ま森川茂虞¥0 犬伏俊郎ト主、

2横iP1メデイカルシステム)分子神経、( 1滋賀医大

tissues living 1 n malerials 13C-enriched biological of Indirect detection 

nucleus "n 
-the attached utilizing 

Chie Kido' and Sigehiro Horikawa1 

Hedi 'Yokogawa S c i . ， 。f H e d • Shiga Univ. Centr. ， Res. Neurobiol (IMolec 

Syste.) c a 1 

in living tissues 13C-enriched co圃poundProton-detected・easur・ent of 

technique. was developed by heteronuclear lultiple quantuI coherence (HHQC) 

selection pulses rather gradient l圃aging NHR systel， Taking advantage of 

to achieve mulliple quantuI coherence. than rf phase cycllng were e圃ployed

to non-enriched the protons atlached as as wel! Unwanted water signal 

lH signals coup! t h e the selection gradients and carbon were dephased with 

1 H -1 3 C to Extension this lIethod. 13C were selective!y detected by ed lIith 

for signal shift correlation 2D NHR was easily oblained che・ic a I 

into this 圃eshod.incorporated ilaging was a!so shift Che圃 ic a 1 assign.ent. 

this approach. be feasible by in particular・etabolite may 1 3 C llaging of 

またN M R に おげるは C トレーサー法は広範な有機代謝産物を網緩し、[ 緒 言}

並びに化学的選択的に額識物質の時間的、その同位体の天然存在比が低いために、

病理学の分野でも様々な応用が展測されている.生漫、t自 主をを追跡できることから、

標識化合物の大量投与や、13 C篠の NMR感度が極めて低いことから、その反面、

臨床方面へ医療、動物を利用した生後学的実駿や、長時間の測定を余儀なくされ、

生体 内でのけ C 標識化合物を効率良く検出ここでは、の普及の妨げになっている.

するために磁渇選択を用いた lH検出ー多量子(M Q )相関スベクトロスコピー法を

生体 N M R への応用の検討を行った.低 磁場 N M R 機に導入し、

測定には S - 1 5 0 自己遮蔽傾斜 磁渇コイルを附備した G E 社製 2 T [ 方法]

信号検出には13 C核の r f ，ま広域デカップラーを利用した.C S 1装置を用い、

13C-CSI lHー検出、磁場選択-H M Q C、13 C ー穣織化合物、
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け C - I H二重向調の表面コイルあるいは体積コイルを用いた. パルス系列には He t 

eronuclear Multiple Quantum Coherence (HMUC) i去に MQを得るための傾斜磁湯川

ルスを組み込んだものを用いた. い 3 傾斜磁渇パルスには 1，- 2 m s の幅で最大

1 4 G / c m まで負荷し、 パルスの比率は 2: 2 :喝 i とした.

【結果と考察] 図 1 には表面コイルにて軽水中 ca. 50mH のト[1 3 C卜 glucoseを

通常の single pulseと 上 記 M Q により測定した 'H N M R スベクトル (85 HHz) を

示した。 通常の方法では、 大きな水の湾銀信号に隠れて検出できないものの、 本凶

では 1- 13 Cに直結する 'H信 号 が 選 択 的 に測定でき水の信号も効率よ〈抑制されて

いる。 また、 動物実験機の低磁場、 かつ、 不均一磁場によるために、 スベクトルの

分解能が悪いが、 二種類の 'H信号の分隊も継認できる。 さらに、 '3 C - 1 H化学

シ フト相関 N M R で展開すると、 それぞれの lH化学シフトに対応した位置に相関信

号が現れその 13C 核の帰属が容易にできる. さらに 13C 標識化合物の生体内分布を

函館化するために、 本 H M Q C法に空間位置情報をもたらす位指エンコード磁場パ

ルスを組み込み、 いわゆる化学シフト画像( C S 1 )を試みた。 本稿では一例とし

て、 軽水中の sodiUI 2-[13C卜 acetate の一次花 C S 1 の 各 ス ラ イ ス の ス ベ ク ト

ルを図 2 に示した . ファントムの位置からのみ標識化合物の信号が検出され、 水信

号の抑制、 け C 核に直結した lH核の選択的検出、 及び位置情報の嫡出が達成されて

いる。 従って、 この方法により生体中の 13C 嬢識化合物の検出が lH核の感度で行え、

その生体中での局所化、 或いは、 画像化も可能なものと考えられる.

【文献] 1. A. Knuettel， et a1.， J. Hagn. Resoll.， 旦旦， 526(1990). 

2. S. Swanson， et al.， ENC Abstract. p. 197(1990). 3. R. Hurd and B. John. 

J. Magn. Reson.， 91. 648(1991). 

:量

-m圃
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事
選択的スピン励起法による?スト細胞の'lI-NMRスベクトノレ測定

(京都府立医大・生理、 ・医動 物) 0 吉崎和男、 fi盤直樹・

1H-N問R Spectra of Rat問astCel1s Obtalned by Selectlve Spin-Excltatlon 

Technique. 

Kazuo Yoshizaki， and Naoki Arizono・ (Dept. Physl01. and Dept. Med. Zool.・，

Kyoto Pref. Univ. Med.， Kyoto 602， Japan) 

'H-N阿R spectroscopy was applied on intact mnst ccl1s isolntcd from rats. The 

resonance lines of the aromatlc hlstamlne protons ln mast cells. detected by the 

selective spin-excitation technique， were broader and located in lower magnetic 

fleld than those in free histamine solutlon. When exocytosis of mast-cell granules 

was lnduced by compound 48/80， free hlstamlne appeared， with a corresponding 

decrease ln amount of hista盟 ine in the mast ce115; the lactate slgnal was also 

detected in the spectrum. On the addition of compound 48/80， there was a furth邑r

release of histamine from mast cells， accompanied by further productlon of lactate. 

Thls result lndicates that the mechanisms which induce the exocytosls of granules， 

and/or the events fol1owing exocytosis， 

activate glycolysis. 

〔 はじめに)

気管支端患や アレノレギ一反応ならびに

アナフィラキシー ・ γ ョ y クなどは?ス

ト細胞(肥満細 胞 ) の 脱 鞍 粒 に 伴 う ヒ ス タ

ンなどの分 i必によって引き起こされる。

このヒスタミンは 7 スト細胞の級胞質に

多数ある頼段に高濃度に含まれる(図1)。

本研究では 7 ス ト 細 胞 の ヒ ス タ ミ ン が l6J 1 '7スト細胞の電子顕微鏡像。

選択的 ス ピ ン 励起法で測定した i自由 NMRス 高官喜子密度の分泌額粒が細胞質に多

ベクトルに検出できること、 さらに種々 数みられる。 ヒスタミンはこの額粒の

の税額粒薬の投与による類宅立分泌時 iこ、 中に高滋度(約 O.4 M) に含まれる。 額

ヒスタミンの紹胞外への放出が検出され、 位分泌(税額粒)に伴い、 ヒスタミンは

同時 lこ乳酸の出現することを報告する i。 縮施外に放出される {棒線・ 5μm)。

肥満縮胞、 分泌穎段、 ヒスタミン、 乳酸、 解糖系、 1百ー時限、 ス ピ ン 拡 散

よしざき かずお、 ありぞの なおき
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[方法]

マス ト 細 胞 は ラット腹腔内の浮遊細

胞から Perco11で 分離・収集し、 。1 S 

ウシ血清アルブミンならびに 5.6 ・Mブ

ドウ槍を含む Hanks溶液に浮遊させた。

Hanks溶液の組成は 13 7 ・M N a C1、 5. ( 

• M K C1、 1. 3 ・M C a C 12、 O.8 ・M M g S O.、

O. 3(・M N a 2 H P O.、 O.H ・M 1H2PO‘、 4

.M NaHC03 (pH 7. S-7. ()である。 脱頼

粒薬はマスト細胞 の浮遊液に追加した。

lH-NMR スベクトルの担~定には J E 0 L 

GX-200SMR(IHの共鳴周波数 :200 MHz)を

a) Single PUlSD 

川州山川11
bl 133 i pulse 

品川ルル仇 i帆
25 20 15 1。 -10 ・15。

Chemical shift (ppm) 

おもに用いた。 NMR 試料管{直径 5 ・・) 図 2 1百3Iパルス系列によるスピン励起

に マスト細胞(2 -10 X 108 ce11s)の浮 強度分布。水の共鳴線の位置((， 8 ppm)の

遊液を入れ、 室温(2( "C)で測定した。 励起は抑制jされている。

測定には選択的スピン励超法である

13SIパルス系列を おもに用いた{図 2)。

なお、 このパルス系列によるスベクト

ル測定では、 通 常の指数関数のウインドウ処理では基線のうねりを生じるが、 特定

郎位のスベクトル領域の基線のうねりを引算してスベクトルを表示した。 また、 ゲ

ーテイド・デカップリング t去による選択的水飽和法でのスベクトル測定もこころみ

た。 外部 2臨時置には 0.1 M TSP((S-tri・ethylsi1yl)tetradeuteropropionate sodium) 

を垂水に溶かした ものを同軸の捧入管にいれた。

ヒスタミンは水の共鳴線((.8 PP.) 

の低磁場仰jにイ ミダゾール環の C2-H

(7.8 pp.)および C4-H(7.1 pp・)の共

鳴線、 ならびに高磁場側にメチレン

基の二つの共鳴線を与える(図 3)。

マスト細胞浮遊液の lH-NMRス ベ ク

トル で は 水 の 共 鳴線(4.8 pp・)の低

磁渇仰l'こ二つの線帽の広い共鳴線

( 8. 6 p p・および 7.3 p p・ ) が 検 出 で き

た。 これらの共鳴線は 7 スト細胞を

途 ttして取り除いた 上清 液で は検 出

できず、 さらにこの 細 胞 浮 遊 波 を 凍

結・融 解 さ せ 細 胞 を磁調ーすると、 これらの共鳴線は右の高磁場側にシフトし、 ヒス

[結果および考察]

1. マスト細胞の lH-NMRスベクトル。

bl剛山mJ問二主L
:こL王子トト?ナ小ザ…Iy榊胸…y持問s割@

J?アs剖t印刷115 一八一人~

M踊 tc山~ームf

AiHt;竺
After 
frozen-thawed -
1 hr laler 

9 B 7 。
Ch・mic.al shift (ppm) 

図 3 1 3 3 1パルス系列によるマスト細胞

の IH-NMR';ベクトル。 マスト細胞(a)、 そ

の 凍 結 ・ 儲 解 に よ り 破 泊 さ れ た 細 胞 (a-S) 

およびヒスタミン溶液(( 11M、 pH 7.4)の

スベクトル(b)。

、ム口η

，，-
内

tυ



タミン溶液のイミダゾール環の C4 -Hお よ び

C2-Hの共鳴線と一致した。 従って、 -;r ;z.ト

縮胞に検出で者たこれらの共鳴線は<:;r.ト

細胞の穎粒に含ま れる とス タミ ンに 由来 す

る と考えられる。 なお、 高磁場側のヒスタ

ンのメチレン義の共鳴線は 7 スト細胞浮

遊液ではその溶液 中の ブド ウ滋 など の共 鳴

線と重なるので解析の対象としなかった。

つぎに、 選択 的水飽和法であるゲーティ

ド・デカ y プリング法を用いて、 7 スト細

飽の 1H -N措置ス ベ ク ト ル を 担IJ定したところ、

ヒスタミンは検出 で毒 なか った (図 心。 し

かし、 ヒスタミン溶液では検出で書た。

このことは選択的水飽和法では水分子の

みならず、 分泌穎草立の慈賞のプロトンが磁

気飽和され、 この磁気飽和された基質プ口

ト ンか らヒ スタミンのプロトンへのスピン

九山町付トJ

yJi 
b-l ) 

Ma.st cells 

~… 1 3 じ~・.，._
.) 

， ，を S J 2 0 

Chemical Shげt (ppm) 

図 4 ! 33 iパルス系列およびゲー

ティド・デカ y プザ ング 法に よる マ

ス ト 総 胞 の lH-NMR:;r.ベクトル。

133iパルス系列による励起強度分布

( a)も示した。

拡散 が 生 じ た と考えられる。 すなわち、 ヒ

スタミン分子は?スト絢胞内では穎投慈繋と結合していることを示唆している。

なお、 7 スト縮施のとスタミンは水溶液の共鳴線よりも低磁場側に位置していた。

こ の化 学シ フトの差は細胞内での頼粒への 結 合 を 反 検 し て い る か 、 あるいは綴校内

の pHが 酸 性 で あることを示している。

2 .マ スト 縮胞の額粒分泌 iこ と も な う 'H-自国R スベクトノレの変化。

税額粒薬である C0扇pound 48/80を 7 スト a) b) 

細胞浮遊液に投与すると、 顕微鏡下でマス

ト級胞に税額数現 象が 認め られ た( 図 5)。

この時、 ， H“百輔君スベクトルでは< ;z.ト縮施

のヒスタミンに由来する共号車線の強度が減

少し、 遊離ヒスタミンの共鳴線が出現した

(t!(J o)。 さらに C0酒 pound 48/80を 追 加 投 与

すると、 7 スト細胞のヒスタミンは減少し、

遊離 ヒ ス タ ミ ンが増加した。 従って、 < ̂  
ト 細胞が紹胞質の穎粒を分泌し、 頼設内の

ヒスタミンが細胞外に放出されたことを示

している(図的。

同時に乳酸のメチル遂に由来すると推定

される 1. 3 p p麗の共鳴線が出現した。 しか

も、 ヒスタミンの 細 胞 外 へ の 分 泌 の 増 加 に

q
r
d
 

q
ベ
υ

図 5 <スト細胞における額粒分

泌の光学顕微鏡像。 豊富粒分泌前(a)、

および compound 48/80の投与による

穎粒分泌 (b) を示す。 細胞湾屈に分

泌された額控基震がみられる。



ともない、 その共鳴線の強度も増

加した。 そ の 同定を確認するため、 A) 日}
histamine 

マスト細胞浮遊液を遠心分離し、
F一一"'i bound 

r---1 free 

上清液の 1H-NMR スベクトルを担~定

すると、 遊離ヒスタミンとともに

1.3 pp. の共鳴線が検出できた

(図 7)。 さらにこ の溶 液に laetate

にーへんk
lL…λ~ 
iL)ハ~υk
iいλ叫ん

ムi;…:
ーん_j_ 0，1 

~ムーし
~。

oxidase(5 U)を加 え る と こ の 共 鳴 10 9 2 1 0 

Chom;cal shoft (ppm) 線は 消 失 し た 。 従勺て、 この共鳴

線は乳厳に由来し、 しかも細胞外

に 出た こと を示 している。

図 6 Compound 48/80の投与による

7 スト細胞の 1H-NMRスベクトルの変化。

Co.pound 48/80と問機に、 マス 試薬は直媛、 試料管に追加婚量した。

ト細胞に税額粒 を誘 導す る

p 0 1 y・nln 8(25μg/・1)あるいは

le1lttln(100μg/・1)をマスト細胞浮遊液

に投与すると、 いずれの場合にも、 遊 離 ヒ

スタミンの出現 と と も に 乳 酸 の 地 加 を 認 め

た(~ 7)。 すなわち、 マスト細胞の脱穎位

に よるヒスタミン分泌時に解纏系によるエ

ネルギー産生が著明に元進することが明ら

かになった。

以上、 7 スト細胞の lH-NMRスベクトルの

置，IJ定に選択的スピン 励起 法を 用い ると 、 マ

スト細胞の分泌頼粒に含まれるヒスタミン

が非破壊的に測定できること、 しかもこの

ヒスタミンはスピ ン 拡 散 に よ り 磁 気 飽 和 を

生じることから分泌頼続に結合しているこ

とが示唆された。 このスピン鉱散を利用す

れば結合型ヒスタミンと遊骨量ヒスタミンと

が区別でき、 また遊.ヒスタミンと結合型

ヒスタミンが同 時 に 測 定 で き る こ と も 明 ら

かになった。

さらにマスト細胞の頼位分泌に伴うヒス

タミンの放出時には解槍系が著明に:1c進し、

乳酸が産生される。 しかもこの乳酸は細胞

histamine lactate 

r---1 (bound) I f ext.ref 

d) Melittin added r--'I (1ree) • * I 

一一ム.....L- 叫ゆ，，_)九一

c) POlymyxin B added 

ムーし~ーム.Jc._

b-ゐ)Lactate 

e added…斗ム 一)し
b-3)Sup.r門atant

j_J_ 一一人...L
b-2) Compound 

l，.J_ 品川 added ームム叫

b-1) Mast celts (よ~ 

a) 1 3 3 1 
h川!lli 出ι

9 8 7 2 1 。
Chemicat shift (ppm) 

図 7 脱頼粒薬によるマスト細胞

の lH-NMRスベクトルの変化と、 乳畿

の共鳴線の 1actate oxldase による

同定。(t le11ttloの寄与を含む)。

外に放出されることが明らかになった。 また、 乳 酸 の 同 定 に は 1aetate oxldase の

設 与が簡便で、 有用であることも明らかになっ た。

[文献]

1) Yoshlzaki K. and Arizono. N.: Exp. Cell Res. l.!.!: 279. (1991). 
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P67 
細胞内Naの動的性質:23Na二量子フィルターによる解析

O瀬尾芳輝、村上政隆

(生理学研究所、分子生理)

Re1axation of the intrace11u1ar Na studied by using ~Na doub1e-quantum filter則R
spectroscopy. 

Yoshiteru SEO and Masataka MURAKAMI 
(Nationa1 Institute for Physio10gica1 Sciences， Department of Mo1ecu1ar Physio10gy) 

We have applied the double-quantum fi1ter NMR to analyse the relaxation of the 
intrace11u1ar Na-23 of the perfused salivary gland Using the re1axation rate∞nst釦 tsof 
1-1/2><一3/21，/3/2><1/2/ coherence and /1/2><-1/2/ coherence， we have ana1ysed two 
possib1e mode1s: 1) static mode1， 2) exchange model. To test these 釦 a1ysis，we a1so 
measured re1axation of Na in the agarose/g1ycerol/water/NaCl solution. 

Naイオンは細胞内に約10mM、細胞外液に 145mM存在する揚イオンであり、

細胞の興奮、運動、吸収、分泌等の基本機能にとり重要な役目を果たす。我々は
Na-23 NMR法により、唾液腺細胞内Naイオンの生理的変動を計測してきた (SEOet 
a1.， 1987)。ニ量子フィルターNMR法により、細胞内Naイオンの緩和時聞は短く、

分子相関時間(TC)は長く、し)わゆるslowmotion condition (ωTC >1)にあることを明か

にした (SEOet a1.， 1990)。今回、細胞内Naイオンの存在状態モデルについて検討
をおこなったので、報告する。

ウィスター系ラット(180-350g)をベントパルビタール麻酔下に手術し、顎

下腺(約0.2-0.3g)を摘出し、 2m1/minで動脈より定流潅流した。 Na-23NMRはブ

ルカーAMX-360wb分光器 (8.45T) またはMSL-100分光器 (2.34T)と広帯域プロ

一プ(10mm径)を用いた。 T2緩和速度はスピンエコー二量子フィルターおよび

スピンエコーにて測定した。測定の詳細はK-39核について、報告しているので、

参照していただきたい(瀬尾他、 1989)。

Na-23 NMRにより測定される細胞内Naイオンの存在状態として、 1)均一な

分子相関時聞をもつひとつのポピュレーションと考えるモデル (staticmode1) と、

2 )いわゆるslowmotion conditionとextremenarrowing conditionのふたつのポピュ

レーションが速い交換をおこなっていると考えるモデル (exchangemode1)があ

る。 8.45Tで測定した細胞内Naイオンの二つのT2緩和速度(/ー1/2><-3/21. /3/2><1/21 
coherenceと /1/2><-1/21coherencelこ対応する)と上記 2モデルから細胞内Naイオ

ンの分子相関時間(TC)と四極子モーメント(叫)を求めると、 TC は各々4nsecと60

nsec、叫は各々 0.3MHzと1.8 MHzとなった。四極子モーメントの値は両モデルと

もに、イオン結晶や、イオノフォアに結合したNaイオンなどで求められている値

の範囲であり、どちらのモデルともに、否定できなかった。

キーワード:ナトリウム、二量子フィルター、四極子緩和、唾液腺

せお よしてる、むらかみ まさたか
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exchange mode1の代表的な例とみなされているアガロース/水系について検

討してみた。 exchangemode1の場合、測定されるT2緩和速度 CSobs) はふたつのポ

ピュレーションのT2緩和速度 CSfree. Sbound)が交換により平均化されたものと

なる CSobs= (l-Pb)・Sfree+ Pb.Sbound、Pbはslowmotion conditionのNaのフラクシ

ョン)。グリセリン/水/NaC1溶液では、グリセリン量Oから76%の範囲で、粘

度では約lから50cP 、Sfreeでは19から800/secまで、変化させることができる(図

A) 。そこで、 2%V/Vアガロース/lMNaC1ゲルのグリセリン量をOから76犯の範囲

にとり、このときのみかけのT2緩和速度を2.34Tで測定した(図幽)。測定値に

exchange mode1によりフィッティングをおこなった(図。)ところ、アガロース

に"結合"しているNaイオンの分子相関時間と四極子モーメントは各々 25nsec、
2 MHzで、あった。 Sfreeの影響を大きくうける 11/2><-1/21coherenceに対応する遅い

緩和速度については実測値とよくあったが、 1-1/2><ー3/21. 13/2> < 1/21 coherenceに対

応する速い緩和速度については全く実担IJ値とあわなかった。これは、 1)水中と
グリセリン中でのNaイオンの四極子モーメントとが同一でない、 2)アガロース

/水系が理想的なexchangemode1ではないためと考えられる。

文献:Y. Seo et a1.. Pf1uegers Arch. 409. 343-348 (1987) 
Y. Seo et al.. Biochim Biophys Acta. 1034. 142-147 (1990) 
瀬尾他、第28回NMR討論会講演要旨集、 298司 301 (989) 
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P68 
有機水銀が脳のエネルギー代謝機能lこ与える影響の31P N M R による解析

〈国立環境研究所、国立水俣病研究センタ一つ 0三森文行、中野篤浩・

31p NMR study on the energy metabo11sm of the rat braln lntoxlcated by 
methy1mercury 
E盟主Z些1. Mltsumor1. Atsuhlro Nakano* (NatJ・ Inst. for Envlronmenta1 
Studles and Nat1. 工nst. for Mlnamata DlseaseW

) 

The Pl町 >ATP f1ux was measured by a 31p NMR saturatlon tranfer technlque 
ln the rat braln lntoxlcated by methy1mercury. In the steady state the 

:お;お;e;ご:frfef誌;ζ;官ffAJs;官3芯e Vすm2ふ:i
braln showed no dlfference from that ln the norma1 braln. These resu1ts 
suggest that methy1mercury affected the ATP syntheslzlng system and 
reduced the Vmax of ATP product1on reactlon. 

【序】 本発表では、これまでに蓄積された invivoNMRの手法を用いて、環境

が健康に及ぼす影響の解明という問題に実際にどこまで迫れるのか、例をあげ議論す

ることをめざす。メチル水銀による健康被害は水俣病として知られ、、脳が標的となる

ことが明らかにされている。有機水銀の毒性については、タンパク質合成系の阻害、

マイクロチ品ープルの生成阻害などさまざまな研究が行われているが、その毒性発現

機構は必ずしも明らかになっていない。そのひとつの原因は脳に直接アクセスする研

究手段がこれまで極めて少なかったことによる。培養細胞を用いた研究では、有機水

銀は前記のさまざまな毒性とならんで、脳のミトコンドリアの構造異常やATP濃度の低

下を引き起こすとの報告もある。本研究では、 31P N M Rの通常測定法、飽和移動測

定法を用いて、メチル水銀中毒モデルラットの脳のエネルギ一代謝系の解析を行った。

【方 法】 成熟ラットに 5田gHg/kg体重のメチル水銀を 12日関連続投与して作成

したモデル動物の脳を対象としてBrukerBiospec 24/30 N M R分光計を用いて 31P 

NMRの測定を行った。表皮や頭蓋両側および頭部の筋肉から NMR信号が混入する

のを防ぐため、外科処置により、これらの表皮および筋肉を切除し、脳からの信号の

みを直径2cmの表面コイルを用いて測定した。 rATPから無機リン (Pi)の共鳴線への飽

和移動は、データ取得時間以外の期聞に測定用送信器の出力を弱めて rATPの共鳴位置

を選択照射して飽和させて測定した。飽和移動による Piの減分ムPi/Piは、コントロー

ル照射スベクトルとの差スペクトルより求めた。同様に rATPを照射しながら、 satu-

ration recovery法により Piの緩和時間T1・を測定した。これよりムPi/Pi=k1/(1/TI+

kt). 1/T1'=1/TI+k1 により Pi→ATPの反応速度定数klを求めた。

【結果と考察】 水銀中毒ラットと正常ラット脳の完全緩和条件下での 31P N M R 

スペクトル(図 1)でATP、クレアチンリン酸 (PCr)、Pi等の共鳴線強度を比較すると、

中毒脳でPCr/PCr+Pi比が0.692士0.044 (n=5. mean土SD)と正常脳の億0.159:!:O. 009に

比べて有意に低下している。培養細胞での結果とは異なり、 ATPIこは変化がみられなか

った。脳内のATP濃度を 3μ 阻01・g・1wet 曹tとすると、 PCr濃度は中毒脳で4.55:!: O. 31、

i n vi vo N M R、飽和移動法、エネルギー代謝、脳、有機水銀、 ATP

みつもり ふみゆき、なかの あっひろ
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正常脳で 5.45:t0.30μmol.g-Iと算出される。この結果は水銀中毒脳でのエネルギ一代

謝系の変化を示唆するが、これだけでは、有機水銀が脳における ATP消費をひきあげた

ことにより PCrが低下したのか、 ATP供給系が障害されたのか区別できない。すなわち、

この結果からは ATP代謝回転速度が増大した、変わらない、減少した、いずれの場合も

考えられる。そこで次の段階として飽和移動法により ATPの生成速度を直接測定するこ

ととした。図 2に正常脳において測定した飽和移動スペクトルの例をあげる。 Piでの

飽和移動の大きさム Pi/Piは、中毒ラット脳では O.217土0.035(n=4)、正常脳では O.26 

2土0.057(n=5)であった。この値と、測定した TI・値1.99土0.39s(中毒脳， n= 5)、 2.11 

土 0.17s(正常脳.n= 6) より前掲の関係式を用いて、 Pi→ ATPの反応速度定数 kl を中毒

脳では O.109、正常脳では O.124と算出した。さらにそれぞれの Pi濃度 2.03:t0.42(中毒

脳， n= 5)、1.73:t0.11μmo1. g-1 (正常脳， n= 6)を用いて、中毒脳における ATPの生成速

度を O.221μ 田01，g-1・S-I 、正常脳における値を O.215μmol'g・1・S-I と得た。飽和移

動法によって求められる生成速度は可逆反応の単方向速度であり、この Pi→ ATPの反応

速度には ATP合成酵素のみでなく解糖系酵素の寄与があることを我々は大腸菌の例で示

した (1)。しかし、脳の場合には、これまでに illil定された酸素消費速度との比較から、

P /0比は 2-3と小さく、解糖酵素の寄与は小さいと考えられる。さらに、 ATP合成酵素

での反応は ATP分解方向の反応は無視できると考えられるので、ここで得られた ATP生

成速度は ATP純生成速度と考えてよい。 したがって定常状態における結果と考えあわせ

て、水銀中毒脳では PCrの低下、 Piの増大が起こっているが、 ATPの生成速度は正常に

保たれていると結論される。この結果はメチル水銀は ATP消費系ではなく、 ATP生成系

に作用していることを示す。しかも、その障害の程度は、正常の ATP消費とつりあう A

TP生成を十分達成できるがATP生成反応の V1l8X を低下させているものと考えられる。

PCr 
PCr Flg.2 

ATP 

"y '" 

• 
2
 

• • 
1
 

• 
"
 

F
 

F
 

Fig.1 31p NMR spectra of rat brain. 
a: methylmercury polsoned， b: normal 

10 -1日 -20 
PPH 

31 Fig.2 ù~p NMR saturation transfer spectra of rat braln. a: irradlation 
at control posltion'， b: irradlation at ATP~ 

(1) F.Mitsumori et al: Biochim.Biophys.Acta， 豆皇旦， 185 (1988). 
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P69 
飢 餓時のザリガニの筋肉内のリン厳化代謝状態と水の緩和時間

(近自民大・医・第一生理) 0千葉 惇、秩父志行

Phosphate metabolism and water proton relaxation of the crayfish muscle 

during starvation 

Atsushi Chiba and Shiko Chichibu 

(Dept. PI!ysiol.， Kink.i Univ. Sch. Med.) 

Using 'H- and 3'P-NMR， we studied the state of the in vivo water to 

establish the correlation between the degree of starvation and the spin時

lattice or spin-spin relaxation times (T. and T.) of water protons in the 

leg 田uscles of crayfish (P rocambaru s clarkii)， and evaluated changes in 

high energy phosphate metabolism during concentration of muscle under 

starvation. As the period of starvation increased， the water content as 

a component of the body weight increased， and both T. and T. were also pro・

portional to the increase in water content of the leg muscles. When the 

chela nerve was stimulated， the rate of phosphoarginine concentration de-

crease was dependent on the progress of starvation. 

[は じ め に ]

飢餓はエネルギ-t聴取が中断させられ、生体にとっては好ましくない状態であり

種々の病的な変化を引き起こす.長期間にわたり飢餓状態にさらされた動物は、栄

望 書 状 態 が 恵化し、体が痩せ衰え顕著な体重減少を示し、また生体組織機進に変化が

認められる。これは、生体の構造蛋白質や脂肪が生命線持のため消費された結果で

ある。実験上の強制飢餓状態と異なり、自然行動のひとつである冬眠においても同

様のことが観 察される.しかしながら、無セキツイ動物の場合には、外見からその

栄養状態を判断することは図嫌である。その理由は、例えばザリガニの場合には体

表は堅い甲微でおおわれているため、体内の筋肉、臓器の消耗状態を判断すること

ができないから である。

著者らは、 アメリカザリガニの飢餓状態に お け る 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 畿 化 代 書 官 状 態

と水プロトン緩 和 時 間 (T.:縦緩和時間， T 2 :横緩和時間)を測定した。外観からで

は、生体内部 の状態を判断できぬ無セキ ツイ動物のリン酸化代謝と水の状態を観察

し得た。

飢餓 アメリカザリガニ 高エネルギーリン酸化代謝 水 緩和 時 間

0 ちぱ あつし ち ち ぷ し こ う
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[材料、方法]

体長 8 - 10cIIのアメリカザリガニ(P roca田barus clarkiil の第一歩脚(ハサミ)

と第二歩脚を用いた.収縮時の高エネルギーリン酸代謝の測定には長さ 6.0-8.0cm 

の第一 歩脚 を、水の緩和時間の測定には長さ 3.5-4.0cmの第二歩腕を用いた。それ

ぞれは、ザリガニを氷で冷却麻砕した後に 基 部 よ り 切 断 し た .

l.!!Y..l.エ旦3lP-NMR の測定機本は、第一歩脚を直径 25皿聞の NMR 試 料 管 内 に 入 れ 、

van Harreveld 液を深さ 50血 置 に な る よ う に満たした.刺激には、第一歩腕の基節

(近位側)より興奮性神経線維を露出し、双極刺激電極を後触させた.電気刺激に

は、 2.5 V、 o• 1 DIパルスを 50Hzを 1分関与え た ( 図 1 1 0 3 五P の測定には、高分解能

核 硲気共鳴装置 JEOL-GX400(日本電子)を用い、 3'P を 161.7 MHz で測定した。観

測パルス角は、 45 0 、パルス繰返し持聞は、 2秒で、 60図 の 積 算 で 行 な っ た 。 化 学

シフトの基準には、アルギニンリン磁を op p皿とした。細胞内 pHは、 Piの化学シフ

トより求めた。

l.!!Y..l.エ旦 'H-NMRの測定では、直径 10圃圃の NHR 鼠料管の中へ直径 5 園田の NMR 鼠 料 管

を 中央に置き 2連管とし、長さ 3.5-4.5園田の第二歩蜘を 1本置いて測定した。 'H-

T ，値{縦緩和時間 ) 測 定 に は 、 inversion recovery法を用いた。 180・パルス暢は、

鼠料ごとにシグナル強度をみながら決定した。 T 時間は、 0.1D1secより 1000 0皿se cま

で変化させ 12個のシグナルを検出し、これより縦滋化回復曲線より T，値を求めた。

'H - T 2鎮(繊緩和時間)測定には Carr-Purcell-Meiboo圃-G i 11法 (C P M G 法)を用い

た。 T 時間は、 1msec から 500 圃secの聞で、 10個のシグナルより算出し、 T2 を求

めた。 NHR 献料管内の温度は、 3'P. 'Hともに 20士 0.1 "cで行なった.

ザリガニ第二歩脚の組織水分含有率の測定は、 NHR 測定後、湿重量測定した後に、

120 "cで 3 日 間乾燥させ、その乾燥重量をもとめて水分含有率(% 1 を算出した。

すなわち、歩腕の湿重量から乾燥重量を引き、その値を湿重量で '1って 10 0 を掛け

て得 た.

ザリガニは、購 入 時 ま た は 、 2 日に 1図の割合でエサを与えていたものをコント

ロール{飢鰻期 0 ヵ月 )とした.その後、 1.2.3.4.5 ヵ月間エサを与えなかった。

ザリガニの飼育は、水槽に深さ 2c皿の水を入れて一週間に 2- 3回水を交換した。

[結果]

アメリカザリガニの歩脚の筋の 31p-NMR スベクトルは、低磁場側より糖リン酸

(S P 1、無償リン酸(P i 1、アルギニンリン酸 (Arg-Pl、そして AT P ( ..， .α ，β}のシグナ

ルが得られる.このうち、筋収繍や筋疲労などの筋代謝に顕著な変化が禄められる

のは Piと Arg-P シグナル変化である.関 2 に収縮時の Arg-P/Pi比の変化を示した。

コントロールに比べて同じ刺滋による筋収縮時のザリガニの筋肉内の Arg-P/Pi比は、

飢餓が進むにつれ て 減 少 し た . コ ン ト ロ ール群もし〈は飢餓前では約 10. 0の値であ

ったが、 3月間頃より減少傾向を示し、 5月間の飢餓では約 1/3 に減少した。静止

時の細胞内 pHは、飢餓期間中はほとんど変化なかったが、電気刺司置を与えて収縮を

引き起こした後の変化は飢餓期間が長いものほど餓性側にシフトした.

図 3 に飢餓中のザリガニの筋組織の水分含 有率、 T，、 T.の変化を示した.飢餓前

A-
q
u
 

q
u
 



では、平均して 58%の水分含有率であるが、飢餓が進むにつれて、組織水分含有率

は 増加し、 5 カ月後には約 70%近〈まで相加した。 T1では、飢餓前は、1.6 であっ

たが飢餓が進むにつれて増加し、 5 カ月後には約 2. 6 の値まで治加した. T.も t曹加

したがその槽加率は T1の 増 加 率 よ り も は なはだしく、飢餓前は、 16- 50圃 se cであっ

たが、 2 カ丹後では 100 田secとなり 3 カ月後には約 200 皿se cに延長したが、 5 カ月

後 には約 480 .secま で 急 増 し た .

[考察]

飢餓状態は、大 き く 3種類に分けられる。食物はもとより水も与えない絶対飢餓、

水のみ与える食物 飢餓 、そ して 食物 の一 部の栄養分のみ制限して与える比較飢餓に

分類できる。本 実験 で用 いた ザリ ガニ は通常の淡水の水槽で飼育しており、食物飢

餓状態の実厳である。

無侵襲的な測定法である3lp-NMR は筋の代謝の研究にカを発揮した.筋収縮や筋

代謝の実験におい て得 られ るリ ン酸 のシ グナル変化の解析では、単にシグナルの濃

度 変化にのみな らず、ローマン反応により、 Piと各高エネルギーリン酸化合物の割

合を 求 め る こ と が重要されている。ぞれらの 比 は 、 NMR インディクスとして代謝の

状態をみる指標となっている。本実験における筋収縮時の Arg-P/Piを観察した結果、

筋 のリン重量化 代謝状態は、飢餓が進むにつれて筋の嫌気代謝状態となってくると考

えられる。正常な筋肉での Arg-P/Piは、電気耳目U8置による筋収績により減少するので

あるが、飢餓状態では筋肉内は急速に嫌気代謝状態なり、筋肉内の代謝潔境によい

状態であるとはいえない.病態時の筋の状態では、他のリン厳代謝化合物の出現が

認められるが、飢餓状態下での刺滋後の筋 の Arg-P/Piの低い比も筋の代謝環境の変

化を示すものと考えられる。

生体試料を用いた NMR 緩和時間の変化の要 因 は い ろ い ろ 調 べ ら れ て い る . こ れ は 、

1 9 7 1年の Damadianらのガン組肩書での水プ ロトン緩和時間に関する報告以来、医学領

域 では NMR 画像として広〈用いられるようになった Magnetic Resonance Ilaging 

(MR 1 )として汎用されている.著者らは、 飢餓という生体内の著しい内部環境の変

化を生体内水分量と T1 、 T.値の関係を明ら かにする目的でその相関を検討してみた。

生体内の水のプロトン T1お よ び T.測定の意義には、組織内の水の存在状態や自由水

量に関係してい る . Bazlewood らは、ラットの筋を用いた NMR 実験において 2 つの

水の状態(結合水と自由水)を観察した。 NMR 法では、組織内の自由水が測定対象

と な る 。 飢 餓 状態は、生体内に栄養源が不 足し、蛋白質や脂肪が消費される.これ

には、筋の蛋白構造の変化を伴うことが予想される。本実験において組織の含水量

の場加から T1値の増加は、筋肉内の自由水 の増加に関連していると考えられる.

lIathur喧 De らは、 T1の延長の原因として細胞内の pHの上昇、細胞成長速度の増加、

総水分量の増加 、 export proteinの合成能低下などを示唆している.飢餓において

は、組緩含水量の増加が T1値の延長の要因と考えられる.しかしながら、飢銭期間

と T1および T.値の関係をみると T1に比べて T2の方が増加率が高い.これは、含水量

の糟加に伴うだけの変化では説明できない. T.の延長の原因には、細胞質内の脂肪

球の増加、粗面 小胞体での細胞質内小緑宮の減少、水分子と相互作用する高分子物
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水の緩和時間の延長の場加度が T，より T.の方が大きいこ貨の 表面 概の 減少である。

飢餓により筋組織内での水と相互作用する高分子物質の関連に大きな変化がとは、

飢のリン殴化代謝産物の割合の変化のデータからも、3lP-NMR あると考えられる.

銭時には生じて いると推測される.

を用いて 飢餓時のザリガニの筋肉内の水およびリおよび3lP-NMR'H-著者らは、

飢餓状態を観察するのに適切な手段の一つ法は、ン般化代謝状態を観察した o NMR 

で あることがわかった.
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P70 

特異値分解を伴う線形予測による

31 P N M Rスペクトル推定と定量解析の検討

(慶大・理工)0鵜池充宏、内山孝憲、南谷晴之

Spectral estimation and quanもitativeanalysis of 31 P NMR signals by linear prediction methods 

with singular value decomposiもlOn

Mitsuhiro Uike， Takanori Uchiyama and Haruyuki Minamitani 

(Inst. 0/ Biomedical Engineering， Fac. 0/ Science and Technology， Keio Uni'唱ersit前

Severallinear prediction (LP) methods based on singular value de∞mpositon and pole-zero 

modeling were applied to quantitative analysis of 31 P NMR signals. By using these methods， 

the frequency， the damping factor， the amplitude and the phase of each component in the 

FID can be directly estimated. First， we compared chatacteristics of these methods by using 

simulated signals. At a low signal-to-noise ratio (SNR)， modified TLS provided the best results. 

1.はじめに

生体における 31pNMRスベクトルは，生体内の代謝情報を多く与えるので重要である.

般にスペクト Jレは FFT法により計算されるが，得られたスペクトルからさらに定量解析を行

う場合には，スペクトルにカーブフイティングを行い，ピークの位置や面積を求める必要があ

る.このカープフィティングには幾つかの前処理が必要であり，スペクト Jレの SN比が低い場

合にはピークの情報が求められない場合もある.

そこで我々は，特異値分解を伴った込町跨予測法を FID信号の解析に適用した.この方法で

はFID信号の数学的モデルにおける各パラメータの値が推定されるため，その推定値を直接用

いて定量解析を行うことができる.まず， Barkhuijsenらの方法 (LPSVD)を基本とする幾つ

かの変形した方法 (LPSVD(I)，modified LPSVD(2)， TLS(3)， modified TLS(4))についてシミュ

レーション信号を解析することにより比較し，最適な方法を選択した.次に，選択した方法を

31p NMR信号の定量解析に適用した.

2.方法

K個の成分を持つFlD信号は次式のようにモデル化される.

k 

x(n) = 'E C，.e'. + W(n) 

s，. . = -b，.ntl.t + j(2πJ，.nムt+仰)

key words : linear prediction， singular value decomposition， totalleast squares 

ういけみつひろ，うちゃまたかのり，みなみたにはるゆき
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ここで-bl"fk， Ck， Cf'kはそれぞれk番目の信号成分における減衰率，周波数，振幅，位相である.

LPSVDは， FID信号を (3)式の後退予測式で近似し，得られる右辺のデータ行列を特異値

分解することにより.予測係数を計算する方法である.

M 

x(n) = -'E amx(n + m) 

modified LPSVDは，データ行列を特異値分解後し，特異値の補正を行って予測係数を計算す

る方法である.TLSは，右辺のデータ行列，左辺の観測ベクトル共にノイズの影響を受けてい

るという仮定に基づいて，データ行列の代わりに両辺を組み合わせたTx(M+1)行列を用い

る方法である.(4)式から予測係数を計す草する.

a--r|(町)-;:Iv~ 
-- ~ I M+I. I • k 

k=p+I I L: I(Vih121 
Li=p+l J 

ここで Vkは特異ベクトル， pは行列の有効ランクである.modified TLSは， TLSの各行列要

素に自己相関関数を与える方法である.いずれの方法においても予測係数計算後， (5)式に示

すM次多項式を解くことによって，各パラメータの値を推定する.

(3) 

(4) 

。<n<T

(5) 

まず，前述した線形予測法によって 31pNMRスペクト Jレを仮定したシミュレーション信号

を解析し，最もNMR信号の解析に適した方法を選択した.シミュレーション信号は成分数7，

データ点数2048点，サンプリング間隔 50μsとし，各推定法に対し 50団関子した.

次に選択した方法の定量性を推定した各振幅の比から調べ， FFT法の結果と比較した.FFT 

では 90Hzのラインプロードニングを行った後フーリエ変換し，得られたスペクト lレからロー

レンツ曲線近似のカープフィッティング

により面積を求めた.

次にラット湛流心臓における FID信

号の定量解析に適用した.試料は Wis-

tar系雄性ラット (3週齢)の Langen-

dorff式湛流心臓を用いた.

ZM+αlZM-l +α2ZM-2 +・・・ +αM=O

Table 1シミュレーション信号の真値

k 
Cf'k 

(deg) 

Ck 

x105 
人

(Hz) 
bk 

(Hz) 

80 

90 

90 

95 

100 

100 

105 
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1.0 

1.5 

1.8 

1.6 

4.3 

4.3 

4.2 

-3200 

-1200 

-1000 

-100 

300 

1100 

2500 

120 

70 

65 

60 

80 

85 

100 

1

2

3

4

5

6

7

 

3.結果と考察

シミュレーション信号の各パラメー

タの真値と線形予測法による推定結果

をTable1とTable2にそれぞれ示した.

Table 2から明らかなように， modified 

TLSの結果が推定値に対し最小の標準



Table 2品販予測による推定結果 (SN比:10dB) 

Ck 
xl05 

fk 
(Hz) 

bk 

(Hz) 
CPk 

(deg) k 

LPSVD 

82.10土13.26

89.86土8.981

89.45土9.207

94.97土6.598

99.89土3.562

99.90土2.909

104.5土3.460

0.8785土0.2371

1.435土0.2134

1.781土0.2927

1.574土0.1770

4.256土0.2369

4.295土0.2427

4.187土0.2727

-3200土8.178

-1200土5.092

-999.8土4.599

-99.87土3.872

300.1土1.640

1100土1.699

2500土2.101

78.69土40.42

60.87土23.52

60.77土31.11

57.75土23.11

77.48土9.895

85.35土10.73

99.19土10.69

1

2

3

4

5

6

7

 

78.33土13.36

86.66土9.053

89.73土9.138

94.95土6.607

101.3土3.614

101.1土2.870

105.6土3.494

1.325土0.2659

1.787土0.2375

2.167土0.3105

1.895土0.2526

4.617土0.2488

4.648土0.2548

4.566土0.2789

-3198土9.736

-1199土5.312

-999.5土4.784

-100.0土3.980

299.5土1.673

1100土1.711

2500土2.146

231.5土76.12

122.8土34.90

113.1土37.08

104.0土36.40

97.33土10.88

106.1土11.71

124.5土11.82

唱

i
n
L
内

d
d
t

V
O
R
U
司

t

modified 

LPSVD 

81.68土12.99

89.78土8.757

89.45土9.578

95.27土6.757

100.1土3.630

100.0土2.907

104.5土3.398

1.017土0.2435

1.479土0.2238

1.823土0.2867

1.604土0.1941

4.268土0.2354

4.308土0.2453

4.205土0.2799

-3199土8.357

-1199土5.007

-999.6土4.870

-100.0土3.990

300.0土1.657

1100土1.642

2500土2.075

116.5土51.66

67.68土26.06

66.21土30.83

62.30土25.35

78.17土9.894

86.16土10.68

100.4土11.29

l 
内

L

q

d

d品
玄

5

6

7

 

TLS 

82.67士11.80

88.42土5.731

90.97土5.108

95.58土5.987

100.4土2.741

100.6土2.421

105.2土2.448

1.314土0.2471

1.619土0.2131

1.935土0.1827

1.689土0.1463

4.320土0.1983

4.374土0.1916

4.274土0.2555

-3202土6.306

-1199土2.600

-1000土1.997

-100.1土2.626

299.9土1.117

1100土1.058

2500土1.280

232.5土86.41

88.78土21.17

79.94土15.52

73.66土10.73

81.33土6.486

90.03土7.253

105.0土8.811

宅
A

向

4

。O
A
a
z

R
u
n
O
同

i

modified 

TLS 

n
y
 

勺

J
q
ぺ
υ



偏差を与えた.また， 50回のシミュレーション実験のうち modifiedTLSのみが全試行におい

て7成分全てを推定した.これらの理由から我々は， modified TLSがパラメータ推定に際し最

も安定しており， FID信号の定量解析に最適であると判断した.

次に，同じシミュレーション信号に

Table 3定量性の比較 対する FFTとmodifiedTLSの定量解

析結果を Table3に示した.k=3の成分

true modified を基準にとり，その解析値に対する面積

k value FFT TLS 比と振幅比で表した.この Tableから

l 0.5556 0.7738 0.6844 明らかなように， modified TLSによる

2 0.8333 1.003 0.8436 解析結果はFFTによる解析結果よりも

3 1.000 1.000 1.000 (特に振幅の小さい成分に対して)理論

4 0.8889 1.192 0.8801 値に近い値を与えている.さらに計算

5 2.389 2.218 2.252 時間について比べてみると，スペクト
6 2.389 2.275 2.285 

ル推定のみにかかる時間はFFTによる
7 2.333 2.586 2.225 

計算がはるかに速いが，得られたスペ

クト Jレからの定量解析の時間も含める

と， FFTでは非綿形最小二乗法によるカープフイツテイングを伴うため， modified TLSと同程

度かむしろ多くの計算時間を必要とする.従って modifiedTLSはFFTよりも有効であると考

えられる.

生体への応用例としてラット湛流心

臓のFID信号をmodifiedTLSによって

定量解析し，心筋内の ATPとPCrの

濃度を見積った.その結果を Table4に

示した.ここで得られた値は過去の研

究例と比較して妥当な値であった.

Table 4ラット湛流心臓の定量解析

物質

PCr 

ATP 

濃度

8.076mM 

1.419mM 

以上のことから modifiedTLSが 31pNMR信号の定量解析に有効であると考えられる.
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1 H -M R Sによる肺癌由来培養細胞抹A549への

薬剤投与効果の検討

。伊島理枝子、赤坂一之、 中井敏晴1、 遠藤啓吾2、

細野真1、 佐賀恒夫 1、 阪原晴海1、小西淳二 1

(京大・理、 1京大・医・接、 2群馬大・医・核)

Effect of drugs on ma1ignant ce11s studied by IH MRS 

Ishilla，R.， Akasaka，K.， Nakai， T.'， Endo，K.2， Hosono，H.'， 

Saga，T.'， Sakahara，H.'， Konishi，J.' 

Facu1ty of Science， Kyoto University， 

'Nuc1. Hed. Kyoto Univ.Hospita1， 

2Huc1. Hed. Gun.a Univ.Hospita1 

In order to eva1uate the ro1e of HRS in detecting bio-

1ogica1 characteristics of lIa1ignant ce11s， we investigated 

lH MRS spectral changes caused by drugs regulating cell 

lIetabo1is. and differentiation. A1though no significant 

spectra1 changes of origina1 1D spectra were not observed 

between drug-treated and non-treated ce11s of A549 which is 

a hUllan 1ung adenocarcino・ace1l line， 1D differentia1 

spectra presented relative changes of the signal intensities 

of Cr/PCr， lactate， cho1ine and other lipid. However， these 

changes were not quantitative1y corre1ated with each 

concentration of cu1ture supernatant. 

MRSは非侵襲的な方法として in vivoで癌の診断への応用が期待さ

れている。今回我々は腫癌細胞への薬剤添加による生化学的、生物

学的変化を lHHHR測定により検 出することを培養細胞を用いて検

討した。

[実験]蹄腺癌由来培養細胞椋 A549 (2XI06ce1ls)をフラスコ(150

C1B2)で培養開始し、 24時間毎に培養 液 (50.1)を交換した。細胞培養

一一ーーーーーーーーー一一ーーーーーー 女女女ーーーーーーー一一ー一一ーーーー一一一ー

I H NHR， I H HRS，腫癌細胞

いしまりえこ、 あかきかかずゆき、 なかいとしはる、 えんどうけい

ご、 ほそのまこと、 きがつねお、 さかはらはるみ、 こにしじゅんじ
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開始後 2日間は 薬 剤 を 添 加 し な い 通常の培地 (RPMl1640+10%FCS)で培

養し、 その後 1nterferon-y(103 U/1I1)， SodiulI butyrate(5XlO-5 

M)，Dexallethasone(10-6M)の各薬剤 [1 ]を培地に添加した。 5日目、

7日目に細胞懸濁渡 (5X107cells/0.5.12H20)について、 1次元 IHス

ベクトルを観濁周波数 400K也、 35・Cで濁定した。薬剤非投与群(コ

ントロール)については、 2次元 DQFCOSY，HOHAHAスベクトルを測

定した。 ま たコントロールの細胞抽出液について同様に 2次元スベ

クトルを測定した。

[結果]コントロールの 1次元スベクトルで 5時間を経過してもケ

ミカルシフトが変化しなかった信号のみを対象に、 文献値[2，3，4] 

と抽出液のスベクトルから同定を行った。乳酸、 脂質、数種のアミ

ノ酸が暫定的に同定された。

薬剤投与群と コ ン ト ロ ー ル と の 1次元スベクトルでは顕著な違い

は見られなかったが、 1次元差スベクトルには Cr /PCr、 乳酸、脂質

分画由来の信号が観測され、 これらの量的変化が示唆された。 しか

しながら、 これらの変化量と生化学的分析により調べられた各物質

の変化量との聞に完全な一致は見られなかった。

[検討] 1 H NMRを用いた培養細胞の薬剤投与効果の研究は、各物質

からの信号をそれぞれ分離、 検出できるという点に加えて，医療用の

近年の KRSの進歩から invivoでの測定結果と直接比較できるであろ

う点で非常に重要である。我々の研究結果は薬剤投与効果が lHNMR 

で検出できる可能性を示したが、 シグナルの同定の不十分さや生化

学的分析による結果との違いなどの 問 題 を 残 し て い る 。 討 論 会 で は 、

今後どのような手法の実験や解析を お こ な っ た ら 良 い か 、 我 々 の 研

究の問題点を掲げて議論したい。

1 Nakai，N.， Endo，K.， Hosono，M.， et al. 1nt.J .Cancer， 生皇， 463 

(1991) 
2 Alonso，J.， Arus，C.， Markley，J. et.al.， Magn.Reson.Med.， U 

142 (1990) 

3 Mountford，C.E.， Hollles，K.T.. and SlIith，1.C.P.， Prog.Clin.Bi 

ochem.Med.， ~， 72(1986) 

4 Evanochko，W.T.， Sakai，T.T.， Ng.T.C.， et al.， BBA， 8..旦li_104 
(1984) 
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P72 
NMR Relaxation Characteristics of Interstitial Sodiu圃

B.D.Foy， D.Burstein 

Beth工sraelHospital， USA 
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P73 
In Vivo Measurement of Cerebral Oxygen Consumption and Blood Flow 

U sing Oxygen -17 Magnetic Resonance Imaging 

J. Pekar1， L. Ligeti1.2， Z. Ruttner1，2， R.C. Lyon1， T.M.SinnwelI1， 

P. van Gelderen3ぺD.Fiat2•5, C.T.W. Moonen3， and A.C. McLaughlin1 

lNational Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism， 
12501 Washington Ave.， Rockville， Maryland 20852; 
2Semmelweis Medical University， Budapest， Hungary; 

3In Vivo NMR Research Center， National Institutes of Health， 
Bui1ding 10， Room BID-125， Bethesda， Maryland 20892; 

4Department of Applied Physics， 
University of Technology， Delft， the Netherlands; 

5Department of Physiology and Biophysics， 
University of lllinois， Chicago， Illinois. 

We used 170 NMR imaging techniques to measure出eH2170 concentration 

in a 0.8 ml voxel in血ecat brain following injection of an arterial bolus of 

enriched H2170， and during inhalation of enriched 1702・Wealso measu問d血e

H2170 concentration in arterial blood during 1702 inhalation.官ledata from the 

first measurement were used to calculate the blood flow in出evoxel. The data 

from all three measurements were combined to calculate the oxygen cons山nption

in the voxel. The values of cerebral blood flow and oxygen consumption 

calculated with 170 NMR techniques agree reasonably well with values calculated 

for a similar region of the cat brain using autoradiographic techniques. 
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lH NMRイメージング法を用いた高分子ゲルの

研究 1 .応力伝播の画像解析

(束工大工) 0安永秀計・黒子弘道・安藤勲

Polymer Gel as Studied by lH NMR Imaging 

I. Image Analysis of Stress-Strain Propagation 

Hidekazu Yasuna2I!， Hiromichi Kurosu， and Isao Ando 

(Depぽ卸lentof Polymer Chemis釘y，Tokyo Institute ofTechnology) 

Appli伺 tionof 1H NMR imaging spec紅'Oscopyωpolymergel was studi巴d. Imaging for 

strain developed in polymethaαylic acid (PMAA) gel was carried out. An intensity gr叫ient

pattern is generated泊 1Hspin density and T2 enhanced images of PMAA geI under stress. And the 

intensity of gradient patぬrndeαeaseswith an increase in the strength of stress. It indica飽S白紙 the

therm凶ynamicbehavior of water in 勘仏Agel chang巴swith s凶 nd巴velopedin the gel.百le

result suggests白紙社leobserved pattern quantitatively relatesωstrain. Thus， the magnitude and 

position of stress appliedωgel is detec飽dand stress-strain propagation in gel is analyzed by NMR 

imaging. And the other variety of information on gel can be obtained by 1H NMR imaging 

spectroscopy. 

1)緒言

N恥低イメージング法は現在，主として医学の分野で用いられ，医療診断法としての

有用性はますます高まっている.また，この手法は生体内の形態学的情報と共に生化学

的情報を得ることができ， in vivoの系で生体を生きたままの状態で観察する手法として

広く用いられて来ている.これはNMRイメージング法が試料中の核の空間分布に関す

る情報を得るのに有力な手法であることに起因する.一方，化学の分野では一部のマク

ロな材料評価に用いられてはいるが， NMRイメージング法の特徴を十分に生かした研

究はまだ端緒についたばかりである1}. 近年，基礎的物性と応用という見地から高分子

ゲルの研究が盛んになっている.しかるに特にゲルの物性とその発現機構については未

解明の部分が多く，さらに基礎的研究を進めていく必要がある.

1
HNMRイメージング・高分子ゲJレ・画像解析・応力伝播・勾配パターン

やすながひでかず・くろす ひろみち・あんどう いさお

44ι 

勺

δ



当研究室では，高分子ゲJレの研究にNMR

イメージング法が有力な手段になるのではな

いかと考え研究を進めてきた.その結果， IH RF 

NMRイメージング法によって高分子電解質

グjレに外部より応力を加えることで発生した Gx 

歪を画像化し，応力伝播の空間的情報が得ら Gy 

れることを見い出した.そこで本研究で明ら Gz 

かとなった応力とイメージングパターンの発

現について報告する.
~ig. 1. Timi':1g diagram for the spin-echo 
imaging pulse sequence. 

2)実験

現在のNMRイメージング法は，一般的に

は3次元の立体的な試料を l本の軸にそって

切った切り口の 2次元平面の情報の集合とし

て捉える方式になっている.試料の空間的に

分布した情報を得るためには空間の各位置を

標識する必要があり， N恥恨イメージング法

では静磁場強度に空間的勾配をつけてこれを

行っている.

NMR信号からの画像化は，本研究で用い

た2次元フーリエ変換法では， πβパルスと

πパルスの聞に磁場勾配Gyを印加するととも

に生じたスピンエコー信号をG認を印加しなが

ら取り込み，2次元フーリエ変換して行われ

る (Fig.1)2). なおFig.1ではGx' Gy' G.がそ

れぞれ周波数標識，位相標識，切片選択の磁

場勾配である.

lHNMRイメージング測定はNM-GIM270イ

メージングシステム(日本電子製)を接続し

たGSX270NMR分光器 (2701¥任lz，日本電子

製)を用い， 2 x 10・2Tm'lの磁場勾配を印加

してスピンエコー法によって行った.そして

シリンダー型のセJレにおかれた円盤状のグJレ

にピストンで応力を加え，応力の印加方向お

よび垂直方向の切断面の状態を画像化じた.

画像化したのはゲJレ中の水のプロトンのスピ

ン密度およひtTzi強調像である.試料として用

いたポリメタクリル酸 (PMAA)ゲルは， N， 

N'・メチレンピスアクリルアミド(恥也M)

を橋かけ剤，過硫酸カリウムを開始剤として

Fig. 2 Schematic view of stress 
applied on PMAA gel. 

Fig. 3 Transverse image of PMM gel under 4.8 kPa 

stress. 
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をN:MRイメージング法によって画像化で

きることが明らかとなった.

次に応力印加方向と平行な平面で切っ

た断層像において，印加する応力を増加

させたときのTz勾配パターンの変化を

Fig.7に示した.応力印加方向の断層面の

Tz強度の変化が，応力の増加にともなっ

て急勾配となった.すなわち加える応力

が増加するほど空間における水のTzの変

化が大きくなっていくことがわかる.し

たがって，応力の大きさと勾配パターン

には相関があるといえる.この結果より，

画像に現れたパターンを解析することに

よって，逆にゲルに加えられた応力の方

向，範囲，大きさなどの情報を得られる

。
4.8 

2.7 

のではないかと考えられる. Fig.7五profilesfrom the T2 image of PMAA gels under 

さきに我々は，ゲJレの橋かけ度の増加 stress (4・8・28.4kPa) 

とともに水のTzと自己拡散係数が減少す

るという結果を得た勾.橋かけ度の増加

でゲル中の3次元高分子網目の大きさが小さくなり，水の運動が抑制されてTzが減少す

ると考えられる.このことから，応力によってゲルに現れるイメージングパターンの発

現機構を次のように考察した.すなわちゲルの一部に応力を加えることによって 3次元

高分子網目が変形し，応力が大きいほど変形も大きくなる.本研究のように圧力を加え

た場合には 3次元高分子網目の大きさが小さくなり，その結果水の分子運動が束縛され

てTzが減少する.局部的な応力による 3次元高分子網目の変形の度合いは力を受けた部

分で最も大きく，その部分を中心にしてグル内を 3次元空間的に広がっていく.この分

布が画像におけるパターンとして現れるのである.

以上のようにlHNMRイメージング法は，ゲルに外部より加えられた応力によって引

き起こされた内部の変化の空間的分布を観測する有力な手法であることが明らかとなっ

た.1HNMRイメージング法によってゲルに関する新たな知見がさらに得られるものと

期待される.
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