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1 1月17日(火)

10:∞ー12:∞

座長高橋憲助

一般講演 15分討論 5分
ミニシンポジウム 25分討論 5分

特別講演 50分討論 10分

L 1 ab initio MO法による r-gauche効果の理論的研究・

(東工大工・サリ一大)0黒子弘道・安藤 勲・ G.A. ¥l'ebb 

L 2 IIMBC法の新しい応用測定 IIMBC-COSY.I1MBC-OlIAlIAについて・・・・・・・・・・・・ 5 
(東大農・応微研)0降旗一夫・瀬戸治男

L 3 構造情報II-HCouplingが無力な系のNMR構造解析:Thielocinsについて・・・・・ 9 
(シオノギ研)0照井彬弘・松谷茂・吉田正

座長西川弘恭

L 4 トランジェント・ニューテイション信号を用いたイメージング・・・・・・・・・・・ 13 
(電子総研)0亀井裕孟・片山義郎

L 5 lH-検出によるラット脳内 18c-標識代謝産物の追跡・・・・・・・・・・・・・・・ 17 

(滋賀医大・横河メデイカルシステム・京大医)0犬伏俊郎・森川茂広・

鬼頭幸一・荒井俊之

L 6 BIBoハイブリッド磁場勾配を用いる 111 NMR局在化測定法・・・・・・・・・・・・・ 19 
〈国立環境研)0三森文行

13:30-15:30 

ポスターセッション(1) (主として P3nー 2) 

15:30-16:45 

ミニシンポジウム 高温超伝導体のNMR

座長寺尾武彦

M 1 Introductory talk・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 23 
(姫工大理〉小原孝夫

M2 酸化物高温超伝導体の磁気励起・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 27 
(東大物性研〉安岡弘志

M3 高温超伝導体のNMR. • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • •• 29 
(阪大基礎工)朝山邦輔

一休憩一



17:∞司18:20

座長安藤勲

L7 相互作用の競合する磁性体における磁気相転移とスピンの揺らぎ・・・・・・・・・ 33 
〈京大教養)0前川覚・小山間明・後藤喬雄

L 8 13Cマジック・アングル・スピニングNMRのClIJ結合と磁気双極子・・・・・・・・・・ 31
相互作用による微細構造

(京大理)0久保厚・桑原大介・今城文雄・寺尾武彦

座長早水紀久子

L 9 13Cラベル試料のMAS条件下J-HOHAHAと双極子HOHAHA. • • • • • • • • • • • • •• 41 

(日本電子)0藤原敏道・ A. Ranamoorthy・永山国昭・杉沢寿志・

藤戸輝昭

L 10 固体NMRによる包接化合物中ゲスト分子の静的動的構造の研究・・・・・・・・・・ 43 
〈京大理)0寺尾武彦・桑原大介・今城文雄

1 1月18日(水}

9:00ー10:20

座長引地邦男

L 11 選択励起SASS'3CNMR法によるガラス状高分子の化学シフトの奥方性・・・・・・・ 41 
の測定とその解析

(京大化研・日本電子)0堀井文敬・別府隆幸・杉沢寿志・藤戸輝昭

L 12 国体高分解能13CNMRによる紫膜中のパクテリオロドプシンの高次構造・・・・・・・ 51
変化の解析

(姫工大理)0辻暁・内藤 品・斉藤肇

座長堀井文敬

L 13 芳香族ポリアミドの固体15NNMR構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 55 
(農工大工・東洋製纏綜研)呂奏洪・ O出村誠・朝倉哲郎・伊藤卓郎

L 14 15N NMRによるポリペプチドの固体構造解析:15N化学シフトに及ぼす・・・・・・ 59 

側鎖構造の影響

10:40-12:∞ 

(群馬大工・東工大工)0荘司顕・芦川幹也・加藤寛・尾崎拓男・

黒木重樹・安藤勲

一休憩ー

n 



座長内藤晶

L 15 固体高分解能 170NMRによるポリグリシンの構造研究(4)・・・・・・・・・・・・ 63 
(東工大工・群馬大工)0黒木重樹・安藤勲・荘可顕・尾崎拓男

L 16 核四極子を持つ核のCP/MASスペクトルにおける線形_23Na及び 11B綴 ([=3/2)・・・ 67 
〈化技研)0林繁信・上回貴洋・早水紀久子

座長阿久津秀雄

L 17 重水素NMR法による液晶分子のコンホメーション解析・・・・・・・・・・・・・・ 71 
(東大教養)0鳥海弥和

L 18 重水素NMRによるタンパク質の分子運動。固体および溶液中のSSIの

メチオニンの場合・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 75 

(京大理・姫工大理・学習院大・東大工・神戸大理)田村厚夫・

松下道雄・内藤品・小島修一・熊谷泉・三浦謹一郎・ 0赤坂一之

13:30-14:30 

座長赤坂一之

L 19 核酸構造解析のためのパルス列(HAL)の開発・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 79 
(阪大蛋白研)0児嶋長次郎・京極好正

L20 オキシトシンのDMSO中における構造・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 83

(日本電子・新技団ERATO・横浜田大工)0加藤敏代・猿渡茂・

藤原敏道・藤原正子・永山国昭

L 21 NOESY及び構造精密化プログラムMARDIGRASによるRibonucleaseT1修飾体

の構造研究・・・・・ .. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・ 87

14:30-17:∞ 

〈味の索中研・束大理・カリフォルニア大サンフランシスコ)

O宮野博・鈴木栄一郎・回之倉優・高橋健治・T. L. James 

ポスターセッション(2 ) (主として P3nー 1) 

17:0:ト18:∞
座長 斉藤肇

特別講演1 High Field Magnetic Resonance and Surgical Practice. • • • • • • • •• 89 

(National Research Council) Roxanne Deslauriers 

18時から
懇親会(商工会議所5陪ホール}

III 



1 1月19日(木)

9:∞-10:20 

座長神藤平三郎

L 22 43Ca-NMRによるリゾチームと αーラクトアルブミンの研究・・・・・・・・・・・・ 91 
〈北大工・北大理・内家古師範大・フィンランド技研セ・カルガリ一大〉

O平沖敏文・新田勝利・岳克・ T.Drakenberg. 1. M. Aramini・

H. J. Vogel 

L23 チトクロムC3へム近傍の構造と酸化還元制御・・・・・・・

〈横浜田大工)0阿久津秀雄・平湾政明・朴埠沫・加里子勝宏

座長 甲斐荘正恒

L 24 1 sc由.15N_標識FADで再構成した中鎖アシルCoAデヒドロゲナーゼの・

1 SC-. 15N-NMR 
〈関西医大化・熊本大医)0三浦例・二科安三・佐藤恭介・藤井茂・

黒田記代・志賀潔

93 

97 

L 25 安定同位体核利用多次元NMRによるシスタチンAのスペクトル解析・・・・・・・・・ 101 
〈都臨床研・青学大理工・日本電子)0楯 真一・大山幸仁・

高橋誠一郎・梶裕之・大内宗城・鮫島達也・稲垣冬彦

10:20-13:30 

ポスターセッション(3 ) (主として P3 n) 

13:30-14:50 

座長稲垣冬彦

L26 2重共鳴、 3重共鳴を利用した多次元NMRによる転写調節蛋白質の構造解析・・・・ 105 
(阪大蛋白研)0白川昌宏・松尾浩・上垣浩一・芹川康治・

森田勇人・京極好正

L 27 選択的安定同位体標識ー多次元NMR法によるタンパク質問Rシグナルの帰属・・・・・ 109 
(都立大理・日本ブルカー)0甲斐荘正恒・三宅洋子・安倍未央・

鎌田創・滝沢由紀子.M. Waelchli 

座 長京極好正

L 28 免疫グロプリンのNMR構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 111
(東大薬・ NKK中研)嶋田一夫・加藤晃一・高橋栄夫・合田浩明・

金載一・金夏亨・中山智紀・松永千枝・尾高麻乃・鈴木恵理佳・

進藤一泰・田村洋・吉野温子・ O荒田洋治

L 29 安定同位体標識多次元NMR法によるcイla-Rasタンパク質のスペクトル解析・・・・・・ 113 

lV 



15: 10-16: 10 

(東大理・日本ブルカー・高有製薬・蛋工研)0武藤裕・山崎和彦・

伊藤隆・ M.Waelchli・西村選・宮浮辰雄・横山茂之

一休憩ー

座長荒田洋治

特別講演E へム蛋白質の分子工学と NMRーへム蛋白質における配位構造、

電子構造ならびに蛋白質締造と機能発現機構・・・・・・・・・・・・・・・ 111 
(京大工)森島績

ポスターセッション演題(括弧内の数字はセッション番号を示す)

錯形成

P 1 (1) 完全メチル化シクロイヌロヘキサオースと金属カチオンとのコンプレク

セーション・

〈阪大産研・大教大生物)0高井嘉雄・奥村泰男・高橋成年・

津田正賞・川村三志夫・内山喬夫

P la( 1) リン酸基・硫酸基聞の金属イオンMg 2+， C a 2+のダイナミックスと結合

部位・・・

(北大理・群馬大工〉和泉光則・ O市川和彦・栄喜俊夫

有膿構造
P 2 (2) 免疫抑制タンパク、イムノフィリンが行うプロリルアミドcis/trans

121 

123 

異性化反応の遷移状態モデルの 13C-NMRダイナミクス・. . . . . . . . . .・・ 125
(九大薬・第一薬大)小川崎・草場里奈・井本泰治・ O加藤祐子・

富田盛子・野上靖純・古賀俊隆

P 3 (3) 2ーピリジルメチルリチウム誘導体のメチレン内部回転に対するクラウン

エーテルおよびクリブタンドの効果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 129 
(名工大工・新日本製錨)0吉野明広・榊原洋史・高橋憲助

P 4 (1) 等価核のNMR的非等価性に着目した対称分子の構造解析法(第 2報)

ω1 hetero half-filtered-HH相関法の応用・

(北大農〉川端潤・ O福士江里・水谷純也

133 

P 5 (2) アルブミンに対する薬物の結合位置の緩和速度による研究・・・・・・・・・・ 131 

(徳島文理大薬)0田中正己・朝日豊

P 6 (3) メチルピリジン類とそのNーオキシド類の斗iおよび13CNMRで観測される

重水素同位体効果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 141 
(名工大応化・メニコン R&D)O中島康喜・鈴木恵子・福永守高・

高橋憲助

V 



測定技筒
P 7 (1) 1軸勾配磁場を用いたGradient-cnhanccd N M R • • • • • • • • • • • • • • 145 

(日本電子)0内海博明・気回佳喜・池田博・長谷川憲一・

日元徹・樋口啓一朗・今成司

P 8 (2) TOSS/deTOSS法を利mした分子の微細構造の検討法・・・・・・・・・・・・・ 149 
〈大塚電子)0仲村高志・山田浩美・中本弘幸・筆 進・三浦巌

P 9 (3) Shaped Pulsesの高分解NMRへの応用・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 153

(島津)0大薮又茂・大野埼・寺下街作

PI0(1) 国体重水素NMRによる吸湿性有機固体中の水の運動・・・・・・・・・・・・・ 157
(アップジョン)0槍山行雄・野目優規美・ M.D. Likar. P. E. 
Fagerncss 

P 11 (2) リパース検出法の導入“旧型NMRの改造"・・・・・・・・・・・・・・・・ 159 
(アップジョン)0野目優規美・小形捻・槍山行雄・ P. E. Fagerness 

P 12(3) 固体重水素NMR機能の導入“液体用 NMRの改造" ・・・・・・・・・・・・ 161 
(アップジョン)0槍山行雄・里子呂優規美.P. E. Fagerness 

P 56(2) L1NEAR PRED1CTIONの多次元NMRへの応用一展開時間の初期値，シグナル

位相に対する依存性ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 309 

(住友化学筑波研)0岡田明彦

1n vivo N眠、イメージング
P 13(1) パルス磁場勾配を使ったパルス法NMRによる制限領域内の液体の自己拡散

係数の測定・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 163 
(明治錨灸大)0福田耕治

PI4(2) Relaxation of Intracellular 23Na: Relaxation Mechanism of Na 10n in 

Agar Gel Analyzed by Pulsed Field Gradient NMR・・・・・・・・・・・・・ 167 

(生理研)0瀬尾芳輝・村上政隆

P 15(3) カエル濯流心臓におけるクレアチン・キナーゼ反応フラックスの心拍周期

31 P_飽和移動NMRによる測定・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 171 

(京府医大)0早野尚志・吉崎和男・尾内善四郎・森本武利

P 16(1) lH一.31P-NMRより測定した抱卵状態のアメリカザリガニ卵の観察・

(近畿大医)0千葉惇・秩父志行

P 17(2) 植物組織の拡散イメージング・・・・

〈農水食品総研・農水生物研・日本電子データム)0石田信昭・

狩野広美・小川秀次郎

175 

179 

P 18(3) NMRマイクロイメージングによる大豆種子の水の拡散係数測定・・・・・・・・・ 183 
(束京水産大・農業研セ)0稲阿美香・波辺尚彦・島田信二

vl 



固体イメージング

P 19(1) 固体NMRイメージングにおける選択励起法・・・・・・・・・・・・・・・・ 185 
(筑波大物理工)0松井茂

P 20(2) マジックサンドイツチエコー固体NMRイメージングによる弾性材のプロ

水和

トン画像・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 187 
〈筑波大物理工)0松井茂

P21(3) 170.11I-NMRによる気体水和水の研究(1)代替フロン141hを含有する系・・・ 189 
(化技研)0早水紀久子・柳沢勝

P 22( 1) タンパク質溶液→ゲル変換における水構造変化の研究・・・・・・・・・・・ 193 

P23(2) 

P 24(3) 

P25(1) 

高分子

P 26(2) 

高温

P 27(3) 

生体膜

〈藤田保衛大・岐阜大医・筑波大物工・生理研)0曽我美勝・

恵良聖一・桑田一夫・加藤一夫・恵良田知樹・田崎明・中上寧・

松本元一・高崎昭彦・亘弘

糖質ゲル中の水の動的挙動:拡散および回転拡散速度、緩和時間の解析・

〈東水産大・束電機大)0渡部徳子・村勢則郎・大塚章宏

113Cd及び111NMRによるゼオライト細孔内の水分子の運動・.

(北見工大)0三浦宏一・小林祐介・松田弘喜・福井洋之

古 川IRによるソフトコンタクトレンズ内の水構造の研究・

〈岐阜大医・藤田保衛大・生理研)0恵良聖一・桑田一夫・中村浩二・

今井一・曽我美勝・中上寧・亘弘

ポリ (4ーメチルー lーペンテン)の立体規則性についてーそのポリマー鎖

の特異なコンフォメーションー・

(三井石化分析研・農工大工)0水野章・思田光彦・木間護・

朝倉哲郎

高温27AlNMRを用いたスピネル (MgAlz04)の秩序・無秩序転移・. . . 

〈北大理・北大工)0加藤智史・前川英己・河村雄行・横川敏雄・

下川繁三

197 

201 

205 

. 209 

213 

P 28(1) zH-NMRによるジプカインとプタ赤血球膜、フォスファチジルコリン、および

フォスファチジルセリン二重膜との相互作用研究・・・・・・・・・・・・・・ 217 
(京大薬・京薬大)0黒田義弘・脇田美砂子・小川雅弘・木山泰範・

藤原靖弘・中川照員

P29(2) NMRによる金属イオンの脂質人工膜透過性に関する研究ー膜共存物質による

促進効果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 219 

vll 



(阪大薬)0木村敦臣・鹿野哲司・高木達也・藤原英明

国体および液晶

P 30(3) 国休高分解能29Si-N聞によるポリシランの構造研究・・・・・・・・・・・・・ 223 
(神奈川大工・東工大工)0高山俊夫・安藤勲

P31(1) 単結晶試料におけるオーパートーンNMRによる 14N四重極テンソルの決定・・・ 221
(北大理)0竹腰清乃理・引地邦男
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L 1 ab initio MO法による y-gauche効果の理論的研究

(東工大・工)0黒子弘道・安藤勲

(サリ一大) Grah制A.Webb

Theoretical Study of γ-Gauche Effect for n-Paraffin by using ab initio MO 

Hiromichi Kurosu加 dIsao Ando(Tokyo Institute of Technology) 

Graham A. Webb(University of Surrey) 

We report ab initio 13C nuclear shielding calculations of y -gauche effect for n-paraffin using 

theGIAO・CHFprocedure. 官leused geome凶calpar創netersare optimized on each dihedral angle. 

百ledihedral angle dependence of shielding constant calculationsむち carriedout andγ-gauche 

effect of n-octane紅 ediscussed. 

1.はじめに

γ-gauche効果の考え方はパラフィンやポリマーのNMRスペクトルの

帰属にしばしば用いられている。例えば飽和環状炭化水素における 13Cのy

-gauche効果はゴーシュ位にある炭素はトランス位にあるものより約 5ppm

の高磁場シフトすることが知られている 1)。この効果の理論的な研究は

Macielら2)によってFPT・INDO法によって行われているが、半経験的な方法

では、この効果の評価はあまり成功していない。そこで本研究ではより信

頼性の高いabinitio Gauge Invariant Atomic Orbitals(GIAO)ーCoupled

Hartree-Fock( CHF)、法3)を用いて遮蔽定数を評価したo また、これまでの研究

において用いられているモデルはn・ブタンであるため、末端基はメチル基

であるが、環状炭化水素やポリマーは末端基の影響は無いため、本研究で

は末端基の影響が無視できる程度の大きさのモデル炭化水素を用いて二面

角を変化させ、めinitioGIAO・CHF法を用いてr-gauche効果を評価した。そ

の際、用いたモデルの幾何パラメータは各二面角に対して構造最適化を行

った。

r -gauche効果、遮蔽定数、 GIAO・CHF，ab initio MO  

くろす ひろみち あんどう いさお Graham A. Webb 
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2.計算

モデル化合物の構造最適化は4・310基底を用いて行った。遮蔽定数計算

は4・310基底を用いたabinitio MO・OIAO・CHF法により評価した。なお計算

はロンドン大学計算機センターのConvexコンピュータおよび、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.結果および考察

環状炭化水素やポリマーにおける y-gauche効果を考える場合、 γ炭素

に対する末端基の影響を排除する必要がある。末端基の効果が無視できれ

ば、中央の 2つの炭素の遮蔽定数とその両側の炭素の遮蔽定数は等しいと

考えられる。そのため、末端基がy炭素の化学シフトに及ぼす影響を評価

するため、 n-ヘキサンとn-オクタンのall-transモデルについて遮蔽定数を計

算した。中央の炭素とその隣の炭素の遮蔽定数の差はn・ヘキサンで9.0ppm，

L オクタンで1.1ppmであっ t:.0 これより、末端基の影響の十分小さいn-オ

クタンをモデル化合物として用いれば良いことが分かる。

二面角の変化に対する y位の炭素の f L L 件。

遮蔽定数の変化を評価するため、 n・オク パ¥もイ;でともJtBてもイ7¥g/H
タンの中央の二面角(phi)を20度づっ変化 Hケ H71 r l 

させて計算を行ったo 結合長，結合角は

二面角の変化とともに変化することが考

えられるので、かオクタンについて図 1

に示した結合長と結合角をそれぞれのこ AHl AH2 

面角に対して4・310基底を用いて構造最適 Fig.lSchematic repasentation of optimized 

イじを行った。その結果を全エネルギーと
par創netersof n-octane. 

lable 1 Optimized Geometrical Paraleters 01 Octane 

Phi R 1 R2 R3 A1 A2 A3 R H 1 RH2 RH3 AH1 AH2 AH3 
d e g λ A λ d e g deg deg A A λ deg deg deg 

o 1. 5592 1. 5352 1. 5307 117. 26 112，10 112，86 1.08Sl 1.0851 1.0861108，31 109， H 109，32 

20 1. 5535 1. 5H6 1. 5308 116，79 112，21 112， 86 1. 0858 1. 0855 1. 0861 108， (J 109目 H 109，32 

40 1.5i21 1.5336 1.5309 116，07 112， H 112，86 1. 0867 1. 0858 1. 0861 108，56 109， (J 109，32 

60 1. 5357 1. 5336 1.5310 115，12 112，65 112，81 1. 0871 1. 0860 1. 0861 108，78 109，36 109，32 

80 1. 5377 1. 5330 1. 5309 113，87 113，04112，88 1.0866 1.0866 1. 0862 109目 10 109， 28 109， 31 

100 1， 5451 1， 531-9 1. 5307 113， 40 113， 27 112， 88 1. 0859 1. 087 1 1. 0862 109，26 109， 23 109， 32 

120 1. 5i89 1. 5313 1. 5307 113， 42 113，31 112，87 1. 0857 1. 087 3 1. 0862 109，28 109，22 109，32 

140 1.5445 1.5312 1.5308113，39 113， 29 112， 86 1.0861 1.0872 1.0862109，27109，23109，32 

160 1.5359 1.5316 1.5310 113，25 113， 2l 112，86 1.0866 1.0871 1. 086 1 109，26 109，24 109，32 

180 1，5316 1.5318 1.5311 113，17 113， 22 112， 86 1，0869 1. 0870 1. 0861 109，25 109，21 109，32 
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共に表 1に示したo 二面角の変化に対してA1 ( C3C4CS) が最も大き

く変化し、 phi=O。からphi=100。までAlは減少し、これ以降はほぼ変化

はない。 トランス(phi=180)とシス(phi=O)との差は約 4。である。ゴーシュ

(phi=60)付近の変化が大きいことがわかる。

構造最適化した幾何パラメータを 195 

用いて遮蔽定数を計算した結果を表2

および図 2に示す。これより、 σCIお

よびσロはほとんど二面角依存性を示

さない。一方、 σロと σ日は大きな二

面角依存性を示している。図 3にσα

とトランス(phi=180)をとったときの遮

蔽定数σα(180)との差を示した。図 3

がγ効果を表しており、 180。から約
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Phi/deg 
t 0 t a 1 d i a 1) Ia t 0 t a 1 d i a 1) total d i a 1) t 0 t a 1 d i a 1) 

245.7 lBL 1 240.0 1 B 1. B 240.9 lH.2 2lO.3 190. 3 

1 B 3. 3 -5 6. 5 239. B 181. 2 -5 9. B 241. 0 lBL 2 -5 6. 0 24 O. 2 190. 2 -5 5. ~ 245.6 20 
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177. 8 -6 3. 3 241.1 176. 8 -6 5. 5 242.3 18L3 -5 6. 7 2 ~ 1. 0 190. 2 -5 6. 1 246.3 180 

までは低磁場シフトし、約90。から0
0

(シス)までは高磁場シフト

している。シスをとるとトランスに比べ約 5ppm高磁場にシフトすること

がわかる。 phi=60の時がy-gauche効果で、あり、約 3ppmで、ある。これは実

測の約 5ppmに比べて小さいが、半経験的な方法に比べより良く再現され

ている。これにより、 y-gauche効果の存在が理論的に支持されたo

図4にσ臼とトランス(phi=180)をとったときの遮蔽定数σci180)との差

を示したo phi=60で、はトランスとの差は約 2ppmの高磁場シフトであるこ

とが分かる。この図から σ口 (y炭素)のみならず、 σα(α ，s炭素)もゴ
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Fig.3 Plot of shielding constant difference 

of C3 carbon(σ 一 σ(180)).

ーシュ位をとることによって高磁場シフトし、その大きさは y位のシフ

トより小さいことが予想される。この効果はvicinalgauche効果4)として知ら

れているもので、実測を再現している。

ab加itioMOを用いた遮蔽定数等の理論計算は、信頼性の高さからその重

要性がますます高まってきている。今後、計算機の能力の進歩に伴い、

り大きな分子も扱えるようになり有力な方法となるものと思われる。

よ

60 120 

D辻，edralAngle / deg 

Fig.4 Plot of shielding constant difference 

of C4 carbon(σ ー σ(180)).

180 60 120 

Oihedral Angle / deg 
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L 2 HMBC法の新しい応用測定

HMBC-COSY、 HMBC-HOHAHA について

東大 農、東大応微研 O降旗一夫 、瀬 戸治 男

HMBC-COSY and IIMBC-1I0IIAIIA. new application of HMBC method 

Kazuo Furihata and JIaruo Seto 

Faculty of Agriculture. Unlvcrsity of Tokyo 

Institute of Applied Microblology. Unlversity of Tokyo 

Two new NMR techniques. HMBCーCOSYand HMBC-JIOIIAIIA. whlch are combinations of HMBC 

and COSY. or HMBC and HOHAHA pulse sequences. are proposed. These methods enable to 

reveal complicated and/or overlapped proton spin systems. which are often difficult 

to analyze by conventional techniques including HMBC. Their applications to 

structural studies of complicated natural products showed several advantages of 

these techniques over the HMBC method. 

天然、有機化合物の構造研究において HMBC法は非常'に重要な位置を占めている。本方

法は 2ないし 3結合離れたプロトンと炭素の結合関係を明らかにすることができるが、

両者の相関ピークを如何に効率良く観測するかが、構造決定の迅速さを左右する。間

BC法の問題点は、ある予想されるスピン結合定数を考慮して、それと対応したスピン

展開時間を設定しなければならないことである。そのため、そのスピン展開時間に適

合しないプロトンは観測されない。また、観測するプロトンが多数のプロトンとスピ

ン結合してブロードなシグナルとなっている場合、あるいは炭素とのスピン結合定数

が小さい場合は、 観 測 が し ば し ば 困 難 と な る。この HMBC法と同じようなマルチボンド

結合を明 らか にする方法として、既に HMQC-COSY、 HMQC-HOHAHA法が報告されている。

しかしこの HMQC法を利用した方法の最大の弱点は、 4級炭素との結合の関係を明らか

にすることができないことである。

我々はこの問題を解決し、 HMBC法で検出しにくいシグナルを効率良く検出するため

に、 HMQC-COSY、 HMQC-HOHAHA法を HMBC法に応用し、良好な結果を得たので報告する。

[方法]

HMBC-COSY、 HMBC-HOHAHA法の原理は HMQC-COSY、 HMQC-HOHAHA法と同ーである。この

方法のポイントは、 HMBC法で観測される long-range CH結合を有するプロトンシグナ

ルを、 COSY展開、あるいは HOHAHA展開することにある(図 1)。

HMBC-COSY、HMBC-HOHAHA

ふりはた かずお、せと はるお

- 5 -



HMBC-COSY、 HMBC-HOHAHA法は HMBC法で検出する 2

ないし 3結合離れた プロトンと炭素聞の関係に加え、

HMQC法で検出する 炭素に直接結合したプロト ンとの

関係も利用する。

我 々が使用した decoupling タイプの HMBCCHMBC-D)

法では、図 laに示すようにしの炭素と HA、 HB、 Hcの

三個 のプロトン聞の関係が観測される。 HMBCーCOSY

Jよ では、この三倒のプロトンを同 H寺に COSY展開する。

その結果、 HAからは HA→ H. 、 H.か ら は HA← H. → Hc 、

Hcからは H.← Hc → HDの磁化移動が生じ、更に HD→ Hc 

の磁化移動も生じる。逆に HAに注目してみると、 HA

はCA、 C.、 Ccとスピン結合している。このプロトン

!:1M旦与且 却凶広活;QSY

t~ t~ク:...------

一郎 /↓¥ 

!ぷノ 以ク------

図 1. IIMBC -COSY法の磁化移動の原理。

a) .b).1剖BC-D(左)、刷BC-COSY(右)

c) .HA-HBのスピン結合が弱い場合

dl.CA-HBのスピン結合が弱い場合

且且旦旦ニ阜旦呈工

'HJlょす門戸lい-
"cー__flー」し__IGARPL

の炭素との関係が Hsにおいて検出される。また HMBC

HAの 磁化を HBに移動させると、 HAで観測される三個 出足当型組主
tr.，:l!.z=50・SOms

法において、 HBにつ い て 観 測 さ れ る 炭 素 と の クロス 町

ピークも、 HA← HB → Hcの磁化移動により HA及び Hcで

観測される。

'H上ず咋4 日 l加A←

企 =50~60ms

図 2 パルス系列。

a).HI由C-COSY、b).HMBC-HOHAHA 

HAとHsとの間のスピン結合が弱く磁化移動が 生じにくい場合、 HMQC-COSY、 HMBC-HO

HAHA法では HA→ HBの 結 合 を 明 ら か に す る こ と はできないが、 HMBC-COSY法では HMBC法

による CA→ HA、 CA→ H.、 CA→ Hcの関係が保持さ れているため、 HA→ HB → Hcのクロスピ

ークを検出することができる。また逆に、 CAとHBの long-range CH結合が弱く、 HMBC

法からはし→ HBの関係を明らかにすることができない場合にも、 HAとH.の間のスピン

結 合を利用して HA→ HB → Hcの 関係 を明 らか にすることができる。

また 4級炭素で切 断 さ れ た ス ピ ン 系 に お い ても、 4級炭素とスピン結合したプロトン

が COSY展開するため、 4級炭素を含んだスピン系の拙出が可能となる。

HMBC-HOHAHA法は HMBC-COSY法と基本的な考え方は同じであるが、 HMBC法で検出され

たプロトン HA、 HB、 Hcの 3倒が HOHAHA展開を受け、 in-phaseで HMBC-COSY法よりも遠隔

磁 化移動する。この場合も HMQC-HOHAHAでは検出が困難な弱いスピン結合をしたスピ

ン系あるいは 4級炭 素を含んだスピン系に対しでも良好な結果を与える。

[パルス系列]

HMBC-COSY、 HMBC-HOHAHA法(図 2)は、 HMQC-COSY、 HMQC-HOHAHAのパルス系列をその

まま 使用するが、 遠隔スピン結合の観測に応用 す る 場 合 、 最 も 基 本 的 な HMQC-COSY、H

MQC-HOHAHAのパルス系列がシグナル感度の点で優れている。 13Cに直接結合したプロ

トンも観測に利用するため、 HMBC法で使用された low-pass-]-filterは使用せず、 HMQ

- 6 -



C法と同様シグナル取得の段階で広帯域ヘテロ

デカップリングを行う。本方法では、炭素の全

領域 (0-220 ppm)をカバ ーす るデ カッ プリ ング

の採用が望ましい。

[結果 l

αーサントニン

図 3に αーサントニンの HMBC-D及 び IIMBC-COSY

のスベクトルを示す。 αーサントニンの HMBC-D

スペクトルにおいて、 3位の 4級炭素については

l位と 14位のプロトンから 3結 合 離 れ た ク ロ スピ

ークが観測されるが、 2結 合 離 れ た 2位のプロト

ンからのクロスピークは検出されない。これは

21
GHが小さく、スピン展開時間ム 1がスピン結

合定数 に 適 合 し ていないためである。一方、 HM

BC-COSYスペクトルでは、 3位の 4級炭素につい

ては l位と 14位のプロトンに加え、新たに 2位及

び6位のプロトンからのクロスピークも検出さ

れる。 2位のプロトンとのクロスピークは、 HMB

C法 による Ca→ H，の磁化が H，→ H2の磁化移動に

より生じたもので ある。このクロスピークによ

りCaとH，、 H2の関係が明確になる。また 6位の

プ ロトンは 3位の炭素と 4結合離れた位置にある

弓

J

a

u

'

h

喝

R
d

i

l

l

-

i 

.14 _・14

2|19!:|l-
日I.15 

~10 コ0

iilll 1 

富! ~6 ~6 ~6 ~6_ 

:112 12 /， / 

gJ 15 i: 15 15 
~I ~1 ; 1 I I 

gl 1 1 1 - 1 
-1 '3一一3-ー一一一-;3 '3 

図 3 αーサントニン

a) .IIMBC-Dスベクトル。

t， x t， = 256 x 512 point 
f， x f， = 23800 x 3000Hz 
times=128 . PD= 1. 3臨ム=60ms
t1-noise処理 absolute-oode

b) .IIMBC-COSYスベクトル。

times=2 x 64 .PD=l. 3ms 6，'=60ms.ム'=60凪S

t1-noise処理、 half-absorption田de

にも均 ら ず ク ロ スピークが観測される。これは H，.の磁化が H6とのホモアリールカッ

プ リングによって H6に移動したためである。

ポートミシン

HMBC-COSY法では、 long-range JGHの ス ピ ン展開時間ム 2とプロトンープロトン JH H

の COSY-展開時間ム 2を設定するので、 COSY展開時間の設定値によってデータの質が

決定さ れ る 。 ま たシグナル取得の段階でデカップリングを行うため、 JGHによって分

裂 したスピンが再 結 像 す る タ イ ミ ン グ を 考 慮しなければならない(ム 2=2nt1ム 1" s= 

0.1.2.. .に設定する) 0 HMBC法は、 1ong-range 1GHの観測を目的とした測定法であり、

スピン展開時間として 50-60msecの値が比較的多用されている。プロトンープロトン

の re1ayedーCOSY実験でも、 50-60msecの re1ay time値は 良好 な結 果を 与え るこ とが 多

い 。この 50-60msecの値を IIMBC-COSY法のスピン展開 11寺聞及び、 COSY展開時間として設

定することにより、ポートミシンでは極めて良好 な 結 果 が 得 ら れ た 。
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図的にム戸ム 2=110msecに 設定 した HMBC-CO

SYスベクトルを示す。 ポートミシンのような

メチル去の多い化合物においては、 メチル基

を有したーCHa-CHb(CHa)ーCHcーというスピン系

の迅速な解析が求められる。 メチル基の領域

が複雑に重なって、 メ チ ル 基 か ら の ク ロ ス ピ

ークの解析が困難となる場合、 比較的分離の

良い メ チ ル 基 の 付け奴のプロトン (CHb)をfili

極的に利用することが望ましい。 HMBC-COSY 

法においてム 1=ム 2=110msecに設定した時、

メチル基の三個のプロトンの磁化が付け根の

メチンプロトンに移動する。 このメチンフ.ロ

トンを利用して、 メチル基を有したスピン系

の解 析を容易に行うことができる。例えば図

4bに示すように 6位、 8位、 22位等のメチル基

の付け 4良のメチンプロトンのクロスピークカf

明確に観測される。

図 4cは HMBC-HOHAHAスベクトルである。 HMB

C-HOHAHA法は炭素と 1、 2、 3 結合離れたプロ

トンを全て HOHAHA展開する。 HMBC法 で は 18-M

eに対して 17、 18、19の炭素とのクロスピー

クが観測されるのに対して、本方法では更に

20、 21位の 4及び 5結合離れた炭素とのクロス

ピークが検出された。 22-Meに対しでも、 同

様に 21、 22、 23に加え、 24と24-Meの炭素に

よるクロスピークが綴測された。 これらのク

ロスピークは 22-Meの 結合した 5員環を構成す

る全ての炭素に由来するものである。 また HM

BC法では検出しにく い 18位のプロトンが、 HM

BC-HOHAHA法では検出されていることがわか

る。 HMBC法では、 複雑に分裂したブロードな

プロトンについてはクロスピークの観測が因

25 
F 

e 由

24 

.~6M・ 14M 4 M  ・22M ~. ・・

~+16.1 [1ニい:の
I .ぷ:毎:・%土23 .&!.d-

110 I ; 24・.U - M 

-〉ぷ11 1 j' i 
1 • L I I I .・4ム・ 4
1咽刊74;l・1・争;;4

」9 ギp・戸F1 ! s ; 

:ti ORSR2fp 
~- I・，-t;:令 l

HW 
3M. 1. 

:亡汁汀njイrj ;.1じ1.了行刷山"，.な回

?|C:1げ7 R'  T[r I 
目。...・ ・。 2L・・・ 21

図 4.ポートミシン

a) .1官邸Cスベクトル。

times=2 x 64 PD= lmsム=60ms
sine-bel1-window処理、
t，-恒oise処理、 absolute-即 de.

b) .lIMBC-COSYスベクトル。

ム，=ム.=110田

no-tt-noise処理、 half-absorpt ion-mode 
c).1自由C-H(淵AHAスベクトル。

ム，=60ms.mixing time=25ms 
half-absorption-即 de

難な場合が多いが、 HMBC-COSY、 HMBC-HOHAHA法ではこのような問題は生じにくく、

度の優れた測定方法 で あ る と 考 え ら れ る 。
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L 3 構造情報 H-----HCouplingが無力な系のNMR構造解析

T h i e 1 0 C i n s について

(シオノギ研) 0 照井彬弘， 松谷茂， 吉田正

NMR STRUCTURE ANALYSIS WITHOUT H帽 HCOUPLING: ON THE THIELOCINS 

(Shionogi Research Laboratories) Y. Terui， S. Matsutani and T. Yoshida 

There are special organic molecules exhibiting no useful H-H coupling for 

structure analysis. Thielocin analogues were the molecule of this kind in 

spite of the molecular weight near 1000. The method we used to reveal the 

structures is a combination of H国 Cand NOE correlation data. At first， pa-

rtial structures (fragments) were determined using the method. Next， sequ 

ence of the parts was determined using the NOE data. The shown structures 

were clarified. Interesting isomerisms were found in the solution of these. 

[序] 世の中には面白い物質が在るもので，カビの一種が生産し強力なPhosp-

hol ipase A2阻害活'性を示すThielocinanalogues1は分子量1000近辺のC，H，Oより

成る有機物にもかかわらず，構造解析上有用なH-Hスピン結合情報が全く無い物質で

あった。 また lH，13C signalsともに一部が同一δで重なったり，異性現象の関与

が状況をより複雑にしたりで，構造解析上何かと不都合の多い物質であったが， X線

で構造解が得られなかったためNMRで攻めざるをえなかった。 特殊制約下での

構造解明プロセスや，そこで見られた異性現象について報告する。

[ Thielocin A1 (a and s) ] . Alは MS，NMRより C54H60018 と判明し

たが，溶液中で相互変換する 2種の構造 (aand s)をとりうる酸性物質であった.

両者は単離も可能で，溶媒と測定時間の選択のかねあいをうまくやればほぼ単一状態

のデータが得られるが， lH， 13C signalsともに一部重なるため構造組立て上暖昧性

を生じ，本体の解析のみで完全解は得られない。 メチル化により中性のジメチル

エステル (DME)となるが，その他Kもエステル結合らしき 13Csignalsを元来有するの

でアルカリ分解を行ったと乙ろ，問題解決上有用な分解物類 (Fig.l)が得られた。

(Key word) Thielocins， structure， isomerism， H-C correlation， NOE 

てるい よしひろ， まったに しげる， よしだただし
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分解物類もH-Hcoupling 

から攻め得る手がかりは

全くないが，小サイズで

ある乙ととsignalの重な

りが解消される事により

H-C相関とNOE相関の組

み合わせから比較的楽に

構造と帰属を解明しえた。

乙れらのNMRデータと

親物質のそれとの比較か

ら.fragmentの部分構造

がそのまま採用可能の個

所と，未解決の個所との

NMR signalsの振り分け

が可能となり，後者をそ

の構成 signalsで

ればよい状況Lにζ追い込む

事がでで、きfたζ。

そ乙で親物質の直結およ

び遠隔のH-G相関(Fig.2)

とNOE相関(Fig.3)を詳細

に検討し，分解反応結果

を考察に加味することよ

り Fig.4(a)に示す平面

構造式に到達できた。

α，β相互変換はketal'l生

水酸基のエピ化であった。

乙の構造には不整炭素が

3個あるが，その相対配

置はAlaの架橋誘導体分

解物 (OED)の NOE解析

(Fig.4 (b))で明らかに

され，後にX線で確認が

取れた。

~ig. 1 Products from alkal ine hydrolysis 

methanolysis (R  - 11 OT  Me) 

叩 γべfCH OIl-oJ-LJLJ 
~ )Lム / O R ¥ J ¥ /吋、 f ハ__;-¥_r.(l()R
uγγvllJ一、出V~ …H

Me~胸 叩以LLfe01!Je

M人 人Me ] ~ >1.0一丸 fべb~ーれm
e !∞R' Meヘ("c∞R M0.oMe U~ … 

Fig.2 HETCOR spectrum or AlαーDMIl (i n CDCL3). 
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[ Thielocin 81 ] . 

81はNMR解析で全体

の推定構造が出され，

アルカリ分解産物から

その確証が得られた。

乙の物質も 2種の構造

に相当する NMR挙動

を示したが，昇温すれ

ば l種となり降温すれ

ば元に戻り，それぞれ

の単離は不能である。

A1と共通の構造部に相

当する signalsも認め

られるが， A1と異なり

メチル基以外に飽和系

の炭素は無く，中央部

の構造が違っている事

が示された。 そ乙に

焦点を絞り， H-C相関

とNOE相関で 81および

そのメチル化物 (TMD)

の構造組立を行ったと

乙ろ， Fig.5に示す構

造式に導かれた。

アルカリ分解で中央部

に相当するエーテル結

合の 2環性分解物が得

られ，確認が取れた。

2種に別れる NMR上

の非等価現象はB環と

D環に集中して見られ

るので，回転異性にお

ける環境差の反映と考

えれば納得がしぺ。

Fig.4 structure of Al 
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Fig.5 Structure of 81 

Fig.6 Hl spectra of 81 (in CDCL3) 

(a) at 23. C ， (b) at 57' C 
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Fig. 6 ~( 81のlH温度

変化図を， Fig. 7 ~(メ

チル化物のHETCOR図を

示した。

[ Thielocin 82 ] . 

82も同様に本体と分解

物のNMR解析から，

Fig. 8 ~(示す構造と解

明された。

その一部は 81と同様

の回転異性を示すが，

他民多置換 biphenyl

部とcarbonate連結部

で連なる芳香核に別の

回転異性があり，乙れ

がやや乙しいNMR挙

動を誘発し，常温下で

一部の signalsが極端

な broadeningのため

消えており，構造解析

の難度を増す要因とな

っていた.

lH温度変化状況の一

部を Fig.9~ζ示した。

なお，上に記載のNM

Rデータは全てXL-400

型NMR装置で測定さ

れた

[謝辞]. MSとX線

の情報提供者，中川有

造，佐藤友宏両博士

fi'ig.7 HETCQR spectrum of BI-TMD (in CDCL3). 
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L 4 トランジェン卜・ニューテイション信号を用いたイメージング

(電子技術総合研究所) 0亀井裕孟，片山 義朗

NMR lmaging Using Transient Nutations 

Hir叫 akeKamei and Y oshiro Katayama 

Eleclrolechnical LαbonαtoりF

A pure rotating -frame imaging method is described which uses transient 

nutations as signals for imaging. The characteristics of a imaging system are 

demonstrated by proton density and chemical sh出 imagingexperiments. 

1.はじめに

スペクトロスコッピク・イメージングや顕微イメージング (NMR顕微鏡)では，臨

床医学で時実用化されている通常のMRIに比べ小さな強度の信号を取り扱う.このた

め，高い空間分解能とS/Nを得るためには，磁場勾配の応答時間等による信号損失を

できるだけ小さくする必要がある.そこで，信号損失の少ないイメージング法として

Transient Nutation lmaging法を開発した.

現在行われている通常のNMRイメージンク事はパルス的に大きな高周波磁場(回転磁

場〉を印加し，高周波磁場のない状態で信号 (FID，エコー)を観察している.また，

回転系zeugmatographyも高周波磁場勾配を用いて位置情報をエンコードする以外は同

様である.これに対し今回開発した純回転系イメージング法であるTransientNutation 

lmagingで、は，高周波磁場の存在下で信号を観測する.このため通常のパルスNMRに

比べ信号の観測や解析にやや面倒な点はあるが，つぎのような利点がある. 1)照射時

間は通常のイメージング法に比べ長いが，小さな高周波磁場で信号を観測するので，

照射電力(積分値)は最大でも通常のイメージングと同程度，一般に1/10程度である.

2)高周波磁場勾配を用いるので，勾配の高速on/offが可能で、あるとともに生体に対する

渦電流の影響も少ない. 3)信号減衰の時定数が 1/Tn = (1fT1 +1/れ )/2であるので，

生体系のようにT1に比べT2が比較的短い系ではFIDに比べ信号の検出が若干有利であ

る.一方，欠点としてはあまり大きな回転磁場を用いることが難しいので，広い周波数

範囲でのスペクトロスコピック・イメージングへの適用が難しい点がある.

transient nutations， rotating-frame NMR imaging， MRI， CSI 

かめいひろたけ， かたやまよしろう
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2.装置・測定

試作したシステムのブロック図を図 1に示す.静磁場にはジャパンマグネトテクノ

ロジ一社のJMT-B2.0/310型超伝導磁石(横型)を用いた.磁束密度は2T，観測周波数は

85.5MHzで、ある.パルス列繰り返し制御はWavetek75で行い，パルス列はMicro-l1でプ

ログラムして発生さている.周波数シンセサイザーはAnritsuMG3633Aを，平衡変調

器にはHP・ 10514Aを使用している.画像再構成および画像処理にはSPARC-3300を使

用している.信号の検出には試作したAnderson型非対称ブリッジ(図2)を用いた.

Anderson型ブリッジは過渡応答特性が悪いため， パルスNMRには一般に不向きであ

るが，取り扱いが容易である点を考慮して，ここではこれを使用した.静磁場をz軸とし

たとき，x軸に励起・信号検出用コイルを，y軸lこMaxwell型の位相エンコード用高

図 1. Transient nutation imaging システムのブロック図.

図2.Anderson型ブリッジ. 図3. コイル模式図.

-14 -



周波磁場勾配コイルをセットした.

コイルの模式図を図 3に示す.

Maxwell型高周波磁場勾配コイル

の発生する高周波磁場は中心面で

位相が反転しているので， 従来の

非対称Helmholtz型コイルあるい

は表面コイル型高周波磁場勾配コ

イルに比べ，効率よく位置情報を

エンコードすることが可能である.

高周波磁場勾配コイルと検出コイ

ルとの聞の相互結合は位置情報や

信号強度の暖昧さなどをもたらす.

本システムの場合， 相互結合は

3 X 10-3以下であり， 両者聞の相

互結合が信号に与える影響は殆ど

無視することができる.勾配高周

波パルスの照射時間を系統的に変

化させることによって，Transient 

Nutation信号lこy軸方向の位置情

報をエンコードしている.使用し

たパルス列を図4に示す.観測用高

周波磁場の大きさは 0.9--10μT 

である.

3.結果

静磁場均一度， 共鳴周波数のず

れ等が同ーのときの FID信号と

Transient nutation信号の例をそれ

ぞれ図 5aおよび図 5bに示す. 観

測高周波磁場の均一度が良好である

ことが判る.また，装置の性能評価

の目安として回転系エコー信号を図

6に示す.試料はいずれも常磁性イ

オンをドープした水で、ある.

外壁を接した外径5mmおよび10

OBS RF PULSE 

φ… 
TRANSIENT 

N肝ATIONSIGNAL 

a) 

b) 

F
h
u
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図 4. パルス列と信号.
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図 5. FIDとtransientnutations. 



4.0 
V 

mmの試料管中の水のプロトン密度像

を図 71こ示す.位置情報エンコード回

数は32回である x軸勾配は非対称

」

;--_.-11----T~-J 

<Xa> 

Helmholtz型コイルによって発生させ

外壁間隔lOmmで置かれた2本の外

径5mmのNMR試料管中の水(左下方)

(右上方)のプロト

ている.

-4.0 
V 

とシクロヘキサン

ンの化学シフト像を図 8に示す.横軸

は化学シフト，縦軸は位置を示してい

る.位置情報エンコード回数は64回で 回転エコー信号.図6.

ある.

外壁間隔10m皿で置かれた2本

の5mm試料管中の水とシクロヘキサ

ンのプロトン化学シフト像.

縦軸:位置.

横軸:

図8.図7. 外壁を接した5mm および~10mm

の試料管中の水のプロトン密度像.

周波数，

三次元および四次元イメージ現在，今回は二次元イメージングについて報告する.

戸。
噌

i

ングへの展開を進めている.
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L 5 'Hー検出によるラット脳内 13Cー標識代謝産物の追跡

0 犬伏俊郎トヘ森川茂虞¥鬼頭幸ーヘ荒井俊之 S

( 1滋賀医大 分子神経、 4横倒メデイカルシステム、 3京大医、 麻酔)

lndirect detection of '3C-enriched 田etabolites in rat brain utilizing the 

sensitivity of IlJ Ilucleus 

Toshiro lnubush i 1 ・~ Sigehiro Morikawa'. Kouichi Kit03 and ToshiYUki Arai3 

(IMolec. Neurobiol. Res. Centr.. Shiga Univ. of Med. Sci.. 'Yokogawa 

Medical Syste由、 3Anesthesiology. Sch. of Med.. Kyoto Univ.) 

The metabolis田口 f 1-13C-glucose and the distributioll of the 血 etobolic

products in rat brain were investlgated by 'H-delected approach. a 

gradient enhanced version of hetero nuclear multiple quantum coherence (GE 

-lJMQC). ln order to si皿plify the 'H NMR spectra bearing a narrow range of 

chemical shift. frequency selective DANTE '3C pulses were employed in the 

sequence. The incorporation of '3C-labeled glucose illto rat brain reached 

the 皿axilBu田 in approxi皿ately 3自由 in and then decreased rapidly. However. 

the level of 3-/4-13C-gluta皿ine/gluta圃ate was high for 2 - 3 hr. even 

after the decay of the glucose. ln lhis period che皿ical shift i圃aglngs

were achieved to obtain the distiributioll of 13C-labeled metabolites. 

{絡言] ， 3 C ー核を利用した N M R トレーサー法は広範な有機代謝産物を網癒し、

また その同位体の天然存在比が低いために、 選 択 的 に 僚 識 物 質 の 時 間 的 、 並びに化

学的 消 長 を 追 跡 できることから、 生理、 病理学の分野でも様々な応用が展開されて

いる. その反面、 13 C 核の N M R 感度が極め て低いことから、 標識化合物の大量投

与や、 長時間の測 定 を 余 儀 な く さ れ 、 動物を利用した生理学的実験や、 医療、 臨床

方面への普及の妨 げ に な っ て い る 。 そこで、 昨年、 本討論会で発表した磁場選択法

による 'H'検出ー多量子(M Q )相関スベクトロスコピー t去を発展させ、 ラット脳内

のグルコースの代謝産物の追跡とその脳内分布の極像化を試みた。

【方法】 測定に は S - 1 5 0 自己~蔽傾斜磁場コイルを附備した G 五社製 2 "l・

C S 1装置を用い、 13 C核の r f は広域デカップラーを利用した。信号検出には

13 Cー標識化合物、 磁場選択一 HM Q C、 'H -検出、 13 C _化学シフト画像

ぃ;....~ L.としろう もワのわしげ υろ.とうこうい. ，・ b いと Lゆき

犬伏俊郎、 森JlI茂広、 鬼頭幸一、 荒井俊之

円

4
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自('1'の日 C ー !H二重同調の表面コイルを用いた。 パルス系列には傾斜磁場パルスを

利用した Heteronuclear 円ultiple Quantu皿じ oherence (GE-H問自じ)法胤い、 13C 

R 上パルスには DA剖TE の鎚波数選択パルスを採I fJした。 傾斜磁場パルスは 2 m sの

I隔で、 最大 7 G / c m まで負荷した。 ラットはハロセン麻酔下、 1 g / E. g B W 

の 1-13C-glucose を w脈より投与し、 3 時間以内で測定を終了した。

[結果と考祭] 一 般 に 生 体 1H N M H は l由1f接対 N M 民装置が負うm;磁場と、 その

不均一さの制限に加 え、 1 H N 1¥1 R 特有 の化学シフト編の狭が絡まって、 スベクト

ルの分解能!立極めて惑い。 そこで、 13C  NMleの広い化学シフト絡を利用し、 励

起する 1，C の信号を選択することから 1H N M R で検出される信号を制限し、 その

スベ クトルの単純化を達成した。 図 1 には、 13C NMRの 2 つの異なった信号領

域から、 ラット脳内に取り込まれる 13Cー標 識 グ ル コ ー ス と そ の 代 謝 産 物 の 'H N 

MR信号を綴澱し、 それぞれを時間の関数で示している。 こ の 凶 か ら 脳 内 グ ル コ ー

ス は投与後、 約 3 0 分程で主主大鐘に達し、 その後漸減するものの、 3-/4-JJC-Glx 

は 1符熊程で最大値に盃り、 その i圭 2- 3時間、 比較的高値を維持した。 この安定

な状態でけ C僚議 ft謝産物の脳内分布を画像 iとするために、 本 HM Q C法に空間位

鐙情報をもたらす位稲エンコード磁場パルスを総み込み、 いわゆる化学シフト磁像

( C S 1 )を試みた。 その結果を図 2 に示す。 この方法により生体中のけ Cー僚議

化合 物の検出が!上i核の感度で行え、 {底滋湯画像}丹 N M 11 によっても比較的大きな動

物で あれば短時間にその局所化、 或いは、 極{量化も可能なものと考えられる。

1H-Detected 13C NMR Spectroscopy 
(Rat Brain) 

3イ4・C3CJ-Glu/Gln

Mλνんfい州ψ

~叫旬以いハ川
ρ仏んNいvヘ

10.0 5.0 0.0 10.0 
ppm 

5.0 0.0 
Sh!ga Univ. Med. Sci 

sjl.1H-検出による 13C 代謝産物 図 2. 1 H 検出によるけ C 画像
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L 6 BtBoハイプリ 'Y ド磁場勾配を用いる tH N M R局在化測定法

〈国立環境研究所〉 三森文行

Localized 1H NMR Spectroscopy Using B1BO Hybrid Field Gradient. 

Fumiyuki MITSUMORI (National Institute for Environmental Studies) 

Bt-gradient-based 1H NMR localization spectroscopy(rotating frame imaging 

technique[l]) was improved by combining with a Bo-gradient-based method 

(noise pulse pseudo-saturation). The RFI method with 2D-or 3D-noise pulse 

enabled us to observe N-acetylaspartate(NAA) and lactate in a rat brain with 

the spatial resolution up to 0.087ml. The developed method was applied to 

monitoring the metabolism in a hypoxic rat brain. revealing reversible 

changes in NAA and lactate in the brain. Noise pulse technique was also 

shown to be a useful means for localized shimming. 

【はじめに】 In vivo N M R分光測定法において、対象の特定部位からの信号を選

択的に測定する局在化測定法は極めて必要度が高い基盤技術である。筆者らは第 28、

2 9回討論会において、ラジオ波磁場勾配(B 1磁場勾配)を用いる 1H、さらに13c
NMRスペクトルの 1次元局在化法を発表してきた。この方法は静磁場を駆動しない

ので、渦電流によるスベクトルの乱れがないという利点がある。一方、 B1法のみで局

在化を 2、3次元に拡張するのは検出コイル設計上困難が大きい。本年度は B1法に、

Bo磁場勾配と雑音変調ラジオ波パルスを用いて関心領域外の磁化を疑似飽和させる方

法を組み合わせて、局在化の 3次元への展開を図った。この結果、 1H NMR測定で

O. 087mlという微小領域での局在化測定が可能になった。この方法を用いて、ラット脳

におけるトアセチルアスパラギン酸(NAA)、乳酸等の消長を追跡できるようになった。

【方法] 1次元のrotatingframe imaging局在化測定・法 (RF 1法〉は既報[1 ]の

increment 、位相エンコード、リフォーカスの 3パルスよりなるスピンエコー検出法を

用いた。水信号の抑圧のために上記 3パルスはすべて 1331パルスで構成した。

B1軸と直交する 2次元方向に Bo勾配を設定し、これと雑音変調したラジオ波パルス

を組み合わせて、 2次元方向の領域選択を行った。雑音パルスは 512点の乱数列の

中央 5または 10%をゼロとした数列をフーリエ逆変換して作成した [2]0Bo勾配存

在下でこの雑音パルスを付加すると、周波数軸の雑音部分に対応するスピンはランダ

ムな励起を受け、その磁化が疑似的に飽和され、中央のゼロ部分の磁化のみが残る。

この雑音パルスを RF 1パルス列に先だって加え、 3次元の局在化を実現した。測定

装置はBrukerBiospec 24/30分光計を、検出器は既報の 2重同心円コイル(受信コイ

局在化NMR測定法、ラジオ波磁場勾配、雑音パルス、脳、低酸素、乳酸

みつもり ふみゆき
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ル径15rnrn) を用いた。 Bo勾配ノ-e)レスは、付属の非シールド型磁場勾配コイル {3rnT/rnで

使用)、またはMagnex社の自己シールド型磁場勾配コイル(1ZrnT/rnで使用)を用いて発生

させた。

【結果と考察】 (1) 2次元雑音パルス +RFI法 ラット脳を RF 1法のみによる

1次元局在化法で測定した場合、受信コイル径が頭蓋より小さいにもかかわらず、頭

蓋をとりまく筋や表皮からの脂質信号の混入が問題となった。この状態を調べるため

にまずファントム測定を行った。外筒および内筒の内径がそれぞれ46rnrn、16rnrnの2重円

筒状容器にO.lM乳酸、ピルビン酸、 O.07Mクレアチン(以上内問〉、 O.lM酢酸水溶

液(外筒〉を封入し、雑音パルスによる領域選択の有無両条件で 11 -2 2ースピン

エコー測定を行った結果を図 1に示す。通常測定では外筒に含まれる酢酸の大きな信

号が観測されるが雑音パルスにより側方向を 1x 1 crnに限定した場合には酢酸信号は

十分に除去されている。同様の測定シーケンスをラット頭部に適用した結果を図 2に

示す(スピンエコー τ=ZOOrns) 0 1. 2-1. 8pprnの脂質信号は減少し、 2.Opprnlこトアセ

チルアスパラギン酸(NAA)、3.Opprnにクレアチン、 3.2pprnにコリンの信号が観測される。

選択領域を1x 1crnから6.6x 6. 6rnrnにすると脂質信号の強度は一層低下する。この条件

で 11 -2 2ースピンエコーのかわりに 1331RFIシーケンスを適用し、深さ方

向の位置分解を行うと、図 3に示す結果が得られた。この場合の選択領域は、側方向

の雑音パルスによる選択が6.6x 6. 6rnrn、深さ方向の RF 1法の位置分解能がZrnrnである

ため、 O.087rnlとなる。残存していた脂質信号とNAA信号は位置軸 (f1軸)方向に分

離されている。これにより深部では表面指質の妨害なしにNAAを観測することが可能と

なった。

a 

9.0 7.目 5.0 3. e 1.8 

Fig.l 1!-22-spin echo 1H NMR spectra 

of double concentric cylindrical phantom 

(a)with. and (b)without 2D noise pulse 

spatial localization. lnner cylinder 

contained O.IM lactate. pyruvate and 

O. 07M creat ine. outer cyl inder O.IM acetate. 

-20ー

PPH 

Fig.2 11-22-spin echo 1H NMR spectra 

of rat brain with 2D noise pulse spatial 

localization. 64 scans 
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Fig.3 1331 rotating frarne irnaging(RFI) 

spectra of rat brain with 2D noise 

pulse local ization(6. 6 x 6.6rnrn). 

Surface 1 ipid (1. 2-1. 8pprn) and NAA 

(2.0pprn) are spatially separated along 

fl direction. puIse recycling， 2.7s; 

128 scans; 16 phase encodings; 

spin echo τ， 200rns; noise pulse， 30rns; 

interpulse delay of 1331， 1. 781Os; 

Bo gradient， 3rnT/rn. 

(2) 3次元雑音パルス +RFI法 図3で表層脂質と脳実質内のNAAを位置的に分離

して観測することが可能になったが、同様の雑音パルスを 3次元に用いて、表層脂質

信号を消去することも原理的に可能である。この試みは非シールド型磁場勾配コイル

を用いていたときにはうまく働かず、自己シールド型勾配コイルを用いてはじめて実

現した。自己シールド型磁場勾配コイルでは渦電流の抑制が飛躍的に改善され、 Bo勾

配パルス付加後の待ち時閣を lmslこ短縮することが可能になった。磁場勾配強度も約4

倍となったので、雑音パルス付加時間も 20ms→ 10msと短縮し、 RF 1シーケンスには

いる前に疑似飽和された磁化が回復してくるのを抑制することが可能になったためで

あろう。図4に第 1層にオリーブ油、第 2、3層に水をいれたファントム試料での表

層抑圧の雑音パルスに対する応答プロファイルを示す。ラット頭部で本法を適用した

結果は図 5に示す。図3と比べて表在脂質信号が消去されているのが明らかである。

..・・・ -・
HEIHl 

Fig.4 Depth profile of 3 cornpartrnents 

phantorn with(upper)， and without(lower) 

noise pulse randornization. Each layer 

was 1. 5rnrn thick and 1. 5rnrn apart. 

唱

i
q
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NAA 

Fig.5 1331RFI spectra of rat brain with 

3D noise pulse localization(lxlxlcrn). 

Surface 1 ipid is well el irninated. 

pulse recycling， 2.7s; 64 scans 

takai
鉛筆



(3)低酸素環境下におけるラット脳への適用 ハロセン麻酔下 (halothane1%， 02 

50%， N20 50%)で、吸気中の酸素濃度を 50紡冶ら8-9%へと減少させることにより低酸素

環境下でのラット脳のlH NMRの変化を観測した。(1)の方法でも表在の脂質信号と

乳酸のメチル基信号とは f1軸上で位置的に分離されるため、 hypoxiaに伴う脳内の乳

酸増加は観測可能である。しかし、指質信号が大きいと f1軸上での信号のテーリン

グや、トランケーションノイズのために微小な乳酸信号の観測にはやはり、脂質信号

が妨害となった。一方、 (3)の方法では表在指質信号がほとんど抑圧されているため、

微弱な乳酸信号の増加も観測可能となった。図 6に酸素50%，8.4%両状態での RF 1ス

ペクトルを示す。 hypoxiaでの乳酸上昇が明らかである。さらに、 hypoxiaではNAA信号

が低下しており、この変化は可逆的である。 NAAは神経細胞にのみ存在し、その減少は

神経細胞の非可逆的損傷を示すと考えられてきたが、本実験でこのような比較的速い

可逆的変化もする可能性が示された。

雑音パルス法は標的とする部分の磁化をintactに保つため、 RF 1法その他の局在

化法と容易に組み合わせることが可能である。本研究では RF 1法の利点を生かした

ままその局在化性能を高度化できることが示された。また、雑音パルス法は局所シム

の手法としても有効であった[3 ]。

NAA 

日目 7 6 543210
PPM 

NAA lactate 

9876543210  
PPH 

Fig.6 1331RFI spectra of rat brain with 3D noise pulse localization(1x1x1 

cm). (Left spectra--normal) rat was administered with 1% halothane in 50% 

O2 + 50% N20. (Right spectra--hypoxic) rat was administered with 1% 

halothane in 8.4% O2 + 48.1% N2 + 43.5% N20. 

pulse recycling， 2.7s; 64 scans; 16 phase encodings; spin echo τ， 200ms; 

noise pulse. 10ms; interpulse delay of 1331. 1. 6ms; Bo gradient. 12mT/m. 
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M 1 Introductory ta1k 

姫路工大 、理 学部 O 小原孝夫

Introductory ta1k 

Dept. of Materia1 Science. Hi田eji Inst. of Tech. Takao Kohara 

In the CuO，-based superconductors. a crucia1 ro1e is p1ayed by the 聞agnetic

corre1ations and the spin dyna回ics of the Cu町 ions and by the effects of Sr 

and/or oxygen doping on these properties. We report the resu1ts of NMR and 

NQR on the O-loaded laεCu日4'，'， which is composed of both a SC [O-rich(d>O)] 

phase and a non-SC [日 -poor(d~ 0)] phase with a c1ose1y re1ated orthorho圃bi c 

structure. Our resu1ts have shown that the e1ectronic states of O-rich and 0 

-poor regions correspond to those in the SC (laSr)，Cu04 and the non-SC (anti 

-ferromagnetic) laと CU04. respective1y. The T-dependence of T， -， of Cu be10w 

T， is a1so simi1ar to those in other oxide唱 superconductors. pointing to the 

sa田eSC nature in these co圃pounds.

酸化物高温超伝導体の発見以来、多くの特徴的な物性が明かになったが、いまだに

趨伝導の発現機構については基本的な立場さえ明 か に さ れ て い な い 。

酸化物 超 伝 導 体 の最も大きな特徴の一つは、母物質と呼ばれる反強磁性体 (la，CuO，. 

YBaど CU 1目。等)にキャリアを導入することにより趨伝導が現れることである。また結晶

構造よの共通の特 徴として CuO，面を有しており、これが伝導蘭と考えられている。 し

たがって 2次元性の電子相闘の取扱が超伝導発現機構を直接解明する鍵とされている.

(CeCu，Sし .UPt，.URuどSし 等のいわゆる重い電子系超伝導体とは、いくつかの相違点が

あるが、強電子栂聞という観点では共通であり 、本 質的 なと ころ での 電子 状態 の比 較

は重 要な課題である)すなわち、この CuO，面内に導入された電子あるいはホールと Cu

サイトに局在して い る と 恩 わ れ る 3dの性質をもっホールのスピンが、このシナリオの

主役 となる。また直車量的な Cu-O-Cu結合が存在し、 Cuの 3d(x'-y')軌道と Oの 2p(σ)軌道

N M R、 N Q R、核磁気緩和率の温度依存性、 厳 禁 添 加 型 L a系高温鑓伝導体

小原孝夫(こはらたかお)
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q
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との 聞は強い混成状態にあり、 Cuの dスピン聞には強い反強磁性趨交換相互作用(J品ず~

1000 K )が存在している。また超伝導に関係する低エネルギー励起を担うのも前記の Cu

の 3dと日の 2pによる状態であると考えられている。このような酸化物超伝導体での電子

相闘を記述するには、現在 2つの立場がある。一つは RPA、 SCR理論に代表される弱い

電子相関系の場合と、 t得 Jモデル (Cuスピン聞の相互作用までもとりいれた Hubbardモデ

ル)に 代表 され る強い相関系の場合に分かれる。実際両極限からのアプローチが数多く

あるが、現時点では常伝導、趨伝導状態とも一 致した描像が得られていない。

実 験的には、 NMRや中性子回折等の微視的立場での結果が、ますます賃要になってきて

お り、特に NMRのグループは現在まで、園内外 とも数多くの結果を出している。我々も、

いくつかの系での NMR測定を行っているが、他のグループと異なった系としては、反強

磁性体 Lム CuO，に通常 Baや Srをド ープ して 超伝導体とする代わりに、酸素ドープにより

ホールを供絡した(すなわち La，CuO，."， d:O.01-0.03、酸化物超伝導体の特徴的な性

質がでているうえに、結晶中に Cuサイトが一種しかない)超伝導体の、 La、 Cuの NMR、

NQR 測定をおこなった。実験はすべて位相干渉型スピンエコー法で共鳴周波数または外

部 磁場可変である。試料は通常の焼結体に高温高圧酸素処理(-1200 bar、-600.C )を

したものである

図 1は、酸素を添加した LaιCuO，噌 d、 (LaSr)ιCuO，・ 3 と酸素を添加しない (LaSr)、CuO，の

Cuの NQRスペクトラ ム を 1.4 Kで 測 定 し た も の である。図からわかるように、 Srを添加

して安定な酸化物超伝導体ができると、酸素原子の侵入にもかかわらず、 Cuサイトの

NQR共鳴周波数 (νQ);が 大 き く 変 わ っ て い な い 。このことは、 νuがおもに Cuのオンサイ

トーホールによって決まっていることを暗示している。また強紫をドープすることで、

NCR信号強度と超伝導領域の体積分$が増加するので、 Cuの NQR信号は超伝導を示す常

磁性領減が微視的にも出現していることをあら わす 。ま た外 部磁 場を かけ ずに 同一 試

料 で Cuの NMR(AF-NHR)信号も観測できた。図 2 にしめす 6本に分躍したスペクトラムか

ら Cuサイトの内部磁場は約 81.4kOeと見積られ、この値 l孟以前、津田(埼玉大)らに

よって測定された反強磁性体 La宕 Cu0 4の値とほぼ一致する。これらの結果から、超伝導

La， CuO， ・4では超伝導 (LaSr)ど CuO，に似た oxygen-rich領減と反強磁性 La，CuO，に対応す

る oxygen-poor領域が orthorhombic structureを 保 ち な が ら 、 共 存 し て い る こ と が わ か

った。図 1のスペクトラムのピークで核スピン緩和率(T1 - 1 )の温度変化を Sr添加系と

共に、目盛ったものが図 3で あ る . 趨 伝 導 領 域での核磁気緩和は、 Sr添加系とほとん

ど変わらない.またこの T.，以下での核磁気緩 和 の 温 度 変 化 の 特 徴 的 な 録 舞 い (T，直下

での BCS特有の T1 - 1の増大がなく、低温でl'に近い温度変化)は、他の強化物高温趨伝

導体(Y， Pb，Bi，Tl等)の場合に滋似する。高温でお きる 2相の orthorho田bic structure 

への相分障と反強 磁 性 転 移 温 度 T"の関係等 l孟、時間があれば報告する.

4
4
‘
 

n
A
 



「ーでー「ーーァ-----"'cu

• Lロ2CU04・6
‘ 

1.4K 

. '・そ 3旬、.
I ， ・.

~ :. ! ， • : 
，. ..  ... ，. 
・'・・ 4 ・J 日.. ...・-、，・ 3 ・. ，，" ~ 

.ゐ〆 2 ・ .L、.、，・ 1

80 90 100 110 
Frequency (MHz) 

63，、
しU

{
凶
日

-cコ
』
』
口
)
h
t凶

Cω-c一}口
C四
-ω

120 

図 2Zero field Cu N恥1Rspectra. The internal 

magnetic field at Cu site is estimated as 8L4 kOe. 

loaded Lo2CU04・6

，・旬、
，・ ・.

目 ゐ・..:，
宣|・'べ.-¥.
三 i 主・. 、
ヨ1 _.、.

2 ・・
.01 • 
包I.、 :1.-

i ・・ _- . 
.f; I位、.. .司・ . 
〉、 l

I •• loaded 5r 7.5・1.
但I b) 二
Qjl 樹、ふ.
el ・て.. ....' --， ・・ ・し←-F万|・、，
c I _ ・・._
rn 1"".".= ••• 
iλ| 

d 5r7.5~. 
c) ....... -、， 、

.?・、.. .、.

a) 

70 

35 
Frequency (MHz) 

図 1Spin田 hospectra 01 CU NQR at 1.4 K. (aJ Oxygen 
loaded La2Cu04+S; (b) oxygen loaded (Lao.nsSrO.07ShCu04+d 

and (c) 0災ygenunloaded (LaO.915Sr0.Q7shCu04・

30 

τ「

。loadedLo2Cu04•6 

• looded Sr7.5'.ん

A unlooded Sr 7.5・'1，

104 

十+
& 

令。
+・

A 

A 

‘ 

103 

nu 

T
U
ω
凶
)
戸

¥
F
1

。
。
.

A
V
 -

-
A
V
 

A
V
 

hwo 。。。
@
 

。-
h
w
e
 

10 
T(K) 

図 3 _ ，. ，_ .• .， 63 
Temperature dcpendence of 1fT， obtained for U"Cu. 

Thc symbols 01 0，・ and'" show the values 01 I/T， in loaded 
La2Cu04+d・loaded(LaO.92，Sr0.D7，)，Cu04+8 and unloaded 
(La O.925Sr 0.075) 2CU04・Thesolid and dotted arrows show the 
values of 7;; in the loaded La2Cu04+d and the Sr~doped 

samples. respectively. 

Fhd 

丹，“

100 
ょL

10' 





M 2 酸化物高鍋伝導体の磁気励起
東京大学物性研究所安岡弘志

Kagnetic Excitation in High-Tc Oxide Superconductors 
Hiroshi Yasuoka. Institute for Solid State Physics. University of Tokyo 

The magnetic excitations加 high-T c oxide superconductors investigated by the nuclear spin-伺tticerelaxation are 

reviewed. In the normal s飽te，約eCu ret.猷 'ationis strong，ケenhancedand temperature dependent due ωthe 
antiferromagnetic spin fluctuations in the Cu-O planes. while the 0 relaxation has a strong correlation with the 
knight shift. Scaling between the Cu and 0 rates is quite important to understand the q-dependent magnetic 
excitations and is one of the promis的gtest for the theoretical models for high-T c'S. 

銅を含む金属的な酸化物が高い温度で超伝導に転移することが発見されて以来、理論、実験をとわず、この高温

超伝導の発現の機構をめぐって数多くの研究がなされており、且つ現在でも激しい論争が繰り広げられている。緩

磁気共鳴の分野においても、多くの銅酸化物系でNQRやNMRの技術を駆使した研究が世界中でなされ、この系

における微視的な物性が明らかになりつつある。本講演ではそれらの研究の中から、特に常伝導状態における磁気

励起に関連して、核磁気緩和の問題を取り上げることにする。銅を含む高温超伝導酸化物の場合、磁性や超伝導に

深くかかわっていると思われる、ほぼ二次元正方格子を形成している Cu-02面が問題とされる。常伝導状態にお

ける磁性や伝導は、このCu-02面内に注入された電子あるいは正孔とほぼCu原子サイトに局在していると思われ、

5齢、3dの性格を持つ正孔が主役を演ずる。又、構造上の特徴として、直線的なCu-O-Cuの結合が存在しCuの3d
軌道 (x2-y2)と酸素のp軌道 (pσ)との聞は強い混成状態にあり、かつCuのdスピン間には、強L、反強磁

性的な超交換相互作用(J ex-1 OOOK)が存在していると考えられている。このような状態での電子系を記述する

には、弱い相関の極限から出発する立場と、強L、相関の立場より出発する立場があり得る。特に後者の場合は、従

来のハバードモデルとは異なり Cuスピン問の相互作用 Jexを重視した、いわゆる t-Jモデルが議論されており、

磁気励起に関しでも注入された正孔と、 Cu原子上のスピンが一重項結合した状態の準粒子〈スピノン〉が主役を

演じるものとされる。実際この両極限からのアプローチが数多く展開されているが、現時点では現象を満足に説明

する概念には至っていないように思われる。これらの問題は、構造上の特徴から生まれる付加的な事柄は別として、

基本的には金属と絶縁体との中間領域の問題であり、常磁性状態を理解するだけでも一筋縄ではいかないと思われ

る。一方実験的な側面をみれば、磁性という観点からは当然NMRと中性子散乱の実験が重要な役割を果たしてき

ている。これ等の実験より、常伝導状態における反強磁性相関の存在や、磁気励起に関する多くのデータが蓄積さ

れている。

さて、このCu-02面内における核磁気緩和の問題に話を進めることにする。まず最初に第l図を見ていただき

たい。そこには、高温超伝導酸化物中最も典型物質であるYBa2Cu307(Tc=92K)でのCu-02面内における

63Cuと170核のスピン・格子緩和率1/T1の温度依存性が示されている。この実験結果の特徴をは、次のように

なる。①銅サイトは 130K以上の温度領域では1/Tlがa+bTなる関係にあり、金属状態でありながら従来

我々が知らなかった温度依存性を示している。つまり金属の極限でみられるコリンハ則T1T=一定とも、又絶縁

体の極限であるl/T1=一定という関係とも異なる振る舞いをしていて、この両者を同時に伴っているようにもみ

える。②同じ温度領域における酸素サイトは非常によく 1/T1=c TとL寸、いわゆるコリンハ則が成り立ってい

る。Q;銅酸素どちらのサイトも 130K以下Tcまでの温度領域でそれぞれ高温でみられた関係からずれ、緩和率

はTcに向かつて大きく減少している。これらの特徴、特に銅と酸素サイトで全く異なった温度依存性を示すこと

から、磁気励起に関するスピンの自由度が1虫立に二つある、いわゆる二成分モデルも提出されたが、現在では強い

反強磁性相関を伴った一つのスピン自由度で実験結果を説明するのが一般的となっている。

さて、核スピン格子緩和率1/Tlは動的帯磁率の虚数部 1mx (q.ω。〉を用いて一般的に、

1 ""' "'/_.~ ImX(q.ω。〉m1m = :EnF(q) x -_.，，_ ".. ~U 
T1T -~q- '....ω。

と書ける。ここでF(q)は波数に依存した超微細結合定数のフーリエ成分と関係している形状因子 (Form
factor)と呼ばれるものである。ここでの特徴は酸素サイトにおける F(q)がq=Q(反強磁性波数ベクトル)で

零になっていることである。これは酸素原子が反強磁性相闘をしている両側の銅原子に対して対称の位置にあるこ

とから当然の結果であるが、 L、かなる反強磁性ゆらぎがあろうともそれが酸素サイトではフィルターされているこ

NMR. NQR. Nuclear Relaxation. High-Tc Oxide Superconductor. Magnetic excitations 
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とを物語っている。又銅サイトに大きなCu-O-Cu結合に基ずく超微細相互作用による q依存性がある。これ

らの事情により、第1図に示された鍋と酸素サイトにおける l/Tlの異なる温度依存性は、伊jえ動的帯磁率がひ

とつのスピン自由度で与えられていたとしても定性的に理解できる事柄となる。そこでいよいよ、問題は、いかに

χ(q，ω。)を高温超伝導酸化物において記述できるかになってくる。これに対しては、前述の如く、弱い相関の極

限および強L、相関の極限からのアプローチがありいずれも実験結果のいくつかの側面を定性的に説明している。し

かしながら、現時点では統一的に確立された理論には至っていないと言って良く、今後の研究に待たなければなら

ない。以下には実験的な観点より理論のモデルに依存しない範囲で言えることを簡単に述べておく。

既に述べた如く、常伝導状態における銅サイトの1/T1は、通常のコリンハ則によりー桁位大きく、かっ高温で

は漸近的に1/T1T=a/T tbの式に従って温度変化する。従って、銅サイトの緩和をみる限り、比較的q依存性も小

さくフェノレミ液体的に振る舞っている χ(q，ω。〉と、反強磁性スピンゆらぎを反映した q=Q近似で増大した、し

かもキュ リー的な強い温度依存性を持つ、二つの寄与によってそれぞれb項およひ'a/T項が説明できると言って

よい。このように、銅サイトにおける局所磁場のゆらぎは、主として反強磁性スピンのゆらぎが支配しており、そ

れが超伝導とどうかかわり合っているか興味ある問題である。これをみるために、銅と酸素サイトの緩和率の比を

とり、その温度依存性について考えてみる。緩和率 l/TlをRと定義して、 63Rと17Rの比をTcで規格化した

温度にたいしてプロットしたのが第2図である。又同図に滝川!等によって測定された結果 (0印〉を比較のために

示してある。どちらにも共通する重要なことは、 Tcの上下数十度の範囲で63R/17Rの比が一定の温度領域が存

在し、かつTc直下で超伝導発現に伴った異状が認められないことである。 Tc以下での63R/R17は超伝導の秩序

パラメータの対称性をみる上で極めて有力な手段となり得る。実際そのような計算が二次元ハバードモデルでRP
A近似の範囲内でなされており、 Tcで規格化した結果を実線で示しである。実験との一致は、はなはだ不満足で

あるがTcから数十度上までの温度依存性は再現しているように見える。つまり高温化ら成長してきた反強磁性的

ゆらぎがTcよりも高温(約130K)で飽和し、ほぼ1/T1Tが一定になっている。このことによりほぼコリンハ則に

従っている酸素サイトの1IT1Tの比をとればTc以上でそれが一定となる温度領域があるという訳である。同じよう

な振る舞いは最近の t一Jモデルによる計算でも示されており、その結果を点線で示しておく。尚、常伝導状態に

おける計算と実験の不一致は、多分計算の方でx(q，ω)の反強磁性波数Qのまわりの拡がりが大きく出すぎて

おり、酸素サイトもいくらかx(Q)の温度依存性の影響をみているためではないかと考え等れている。第2図でみ

られるTc直下、および低温での1/T1の振る舞いは、とても通常の s-波BCS超伝導としては説明できず、大

きな問題として残されている。波数空間で異なった領域をプロープできる同一試料における銅、酸素サイトの核磁

気緩和の研究は、その解決の糸口として、重要な情報を提供しており、今後他の銅酸化物系にも研究されるべき事

柄のように恩われる。
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M 3 高温超伝導体の NMR

大阪大学基礎工学部 戦山邦輔

NMR of High Tc Superconductor 

Kunisuke Asayama 

Department of Materia1 Physics， Facu1ty of Engineering Science， 

Osaka University， Toyonaka， Osaka 560， Japan 

A review on our systematic NMR measurements，T1' the Knight 

shift and NQR frequencies of 63Cu and 170 in the Cu02 p1ane in 

the high Tc superconductor， mainly La， Y and Tl compounds in both 

the normal and superconducting states will be presented. 

From the ana1ysis of T1 and the Knight shift of Cu in the 

externa1 field para11el and perpendicu1ar to the c axis it has 

been concluded 1二hat the antiferromagnetic spin f1uctuations 

(AFSF) that enhance 1/T1 of Cu decrease in the order of 

(La1.85SrO.15)Cu04， YBa2Cu307 and T12Ba2cu06+y.1) AFSF decrease 

with hole content in La1-xSrxCu04 and T12Ba2Cu06+y・ 1/T1Tfo1-

lows a Curie-Weiss 1aw at high temperature2) and becomes constant 

be10wa characteristic temperature T*， around which Tc appears. 

A1though in some materials， (YBa2Cu306.5，3) YBa2Cu408，4)・・・・)

1/T1T decreases even above Tc' we suppose the behav10r above 1s 

essentla1 for hlgh Tc materia1s. 1n the superconducting state， 

1/T1 decreases rapidly wlthout BCS peak just be10w Tc and 

decreases as T3 at 10w temperature. This behavlor of 1/T1 sug-

gests the d-wave pairing. 

1/T1 of 63Cu in YBa2(Cu，Zn)307 (Zn 1-3%) shows a 

TIT=const. dependence at 10w temperature， while the Knight shift 

キーワード:高温 超 伝 導 体 、 T 1、ナイ トシフト、 N Q R 周波数、 d波、

反強磁性スピンゆらぎ

あさやま くに す け

- 29ー



increases the residual part with Zn content.5) These behaviors 

of 1fT1 and the Knight shift are consistently explained by an im-

purity induced gapless d-wave mode15) where the non-magnetic im-

purities act as a pair breaker and induce an extra density of 

states in the unitarity limit6) in addition to the energy linear 

density of states associated with the gap zero on line. 

In La system， when the Sr content is low， 1fT1 becomes T-

independent at low temperature in the superconducting state， 

which is ascribed to a localized character of 3d hOles.7) For 

high Sr content 1fT1 shows a TIT=const. relation at low tempera-

ture even in the superconducting state together with the increase 

in the residual Knight shift Which are explained consistently 

with the impurity induced gaplessness in d-wave pairing.8) The 

relation between the decrease of Tc and the extra density of 

states due to the pair breaking obtained from T1 and K in 

YBa2(Cu，Zn)3u7 and La2-xSrxCuu4 is qualitatively in good agree-

ment with the theoretical calculation.9) 

AFSF increase with decreasing hole content， while Tc in-

creases and then decreases with decreasing hole. As seen in T1 

in La system， the localized character becomes appreciable when 

the Sr content decreases which is considered to be unfavourable 

for the occurrence of the superconductivity even in the case 

where the AFSF are the origin of the attractive force and in-

crease with decreasing hole content. Thus there may be an op-

timum value of the hole content where the increase of the attrac-

tive force and the decrease of the mobility compromise with each 

other to give a maximum in Tc.l0) 

Hanzawa et al. obtained the hole number at the Cu and u site 

in YBa2Cu3u7 assuming the NQR frequency of Cu and u to be mainly 

due to the Cu 3d and u 2p holes， respectively.l1) Following this 

the hole number at the Cu and u site are obtained to decrease and 

increase in the order of La， Y and Tl compound， respectively.12) 

This change of the holes is consistent with the change of AFSF. 

The AFSF increase with increasing and decreasing hole content at 

Cu and u site， respectively. Now， by applying pressure， Tc in-

creases for La compound， while decreases for Tl compound with a 

small change for YBa2Cu3u7・ unthe other hand， V Q of La， Y and 

Tl all decrease by pressure suggesting the transfer of the Cu 3d 

holes to u 2p state by pressure.12) These facts suggest that 

there exists a peak in Tc at an optimum value of n(Cu)fn(O) 

n
u
 

q
u
 



around YBa2Cu307， if we plot Tc against n(Cu)/n(0).12) When 

n(Cu)/n(O) increases， AFSF increases， which may be favourable for 

Tc if AFSF is responsible for high Tc. However， if n(Cu)/n(O) 

goes over an optimum value， the localized character appears which 

is unfavorable for high Tc' as mentioned previously. Thus we can 

expect an optimum value of n(Cu)/n(O) giving a maximum Tc. 

Now the band calculation shows that the contribution from 4p 

electrons is also important as 3d hOles.13) Ohta et al.14) 

analyzed by a cluster calculation the contribution from 4p 

electrons and explained V Q of several compounds. They showed 

that the contribution from 4p electrons was not so sensitive to 

the materials. If we assume that the contribution from 4p 

electrons does not change with material and pressure， the conclu-

sion is qualitatively the same as those discussed above on the 

assumption of Hanzawa et al.15) 
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L 7 相互作用 の 競 合 す る 磁 性 体 に お ける磁気相転移とスピンの揺らさ

京都大学 教 養 部 物理 0 前川覚、 小山田明、 f表S軍需雄

Magnetic Phase Transitions and Spin Dyna田 ics in Frustrated Antiferromagnet 

Depart田ent of Physics. College of Liberal Arts and Sciences. 

Kyoto University o Saloru MAEGAWA. Akira OYAHADA. Takao GOTO 

The 田agnetic ordering and spin fluctuation of the triangu1ar-lattice 

Heisenberg antiferro由agnets. CsNiBr， and CsNiCl， have been studied by "'Cs-

NMR. The successive 皿agnetic phase transitions occure. such that the Ni2・

spin co個 ponents para1lel and parpendicular to the c-axis order at different 

t e皿peratures due to the frustration effect. In the 10w te且perature phase the 

spins form the triangu1ar structure in the plane including the c-axis. Even 

in the ordered phases the spin structure has a freedo皿 of rotation which 

depends the va1ue of D/J，・ The characteristic spin fluctuation has been a1so 

revea1ed fro園 the lIeasure圃ent of relaxation ti皿e.

1. ほ:じ lIht: 

磁性体において、 常磁性状態から強磁性や反強磁性などの秩序状態への相伝移は、

電子スピン聞の相互作用とスピンの熱的揺動 との競合により起こり、 スピン間相互作

用 が然的揺動に打 ち 勝 つ と 秩 序 相 が 実 現 さ れる. ところが、 例 え ば 正 三 角 形 の 頂 点 に

位置するスピンが互いに反強磁性相互作用を持っ て い る と 、 3 つのスピンが互いに反

平行の関係になって安定化することはできない。 この様に相互作用そのものが銭合し

ている場合にはフラストレーションの効果により特異な相転移や秩序相が現れて〈る.

こ の様な系でのスピン構造や揺らぎなどの性質は、 相互作用の対称性すなわちハイゼ

ンベルグ型か、 イジング型か、 x y型かにも大きく依存している.

われわれは、 スピン自由度のより大きいハイ ゼ ン ベ ル グ 型 三 角 裕 子 反 強 磁 性 体 で あ

る、 CsNiBr，と CsNiCl，を取り上げ、 コヒーレント・パルス法 NMRによ

りスベクトル、 ス ピ ン 裕 子 緩 和 時 間 T ，の測定を行い、 スピン秩序化過程や秩序相にお

キーワード: 三角裕子反強磁性体、 逐次相転移、 NMR、 スピン裕子緩和時間

まえがわきと る 、 おやまだあきら、 ごとうたかお
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げるスピン構造、 スピン・ダイナミックスをミクロな観点から研究している。

C s N i B r 3. C s N i C 1 3 は、 図 1に示す織な六方晶形で、 磁性イオン N i 2' 

が c軸方向に反強磁性相互作用 J.を持って並んでおり、 擬一次元磁性体を成している。

この一次元鎖が c 面内で三角絡子を形成し、 鎖聞は鎖内の約 1/ 1 0 0 の反強磁性相

互作用 J，を持っている. スピン系のハミルトニアンは、
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で表され、 弱い lイオン型の異方性 D は正で、 c軸 を 容 易 軸 と す る 異 方 性 に 当 た る 。

J.は 荷物質とも約 17 Kである. N M Rで観測する 133 C S 核は、 6個の N i 2'が作る

プリズ ム 形 の 中 心 に位置している。 試料は単結晶 で 、 ・ H eないしは 3H e ク ラ イ オ ス

2N  M R スベクトル

タットを使用し、 測定温度域は o. 4 K から 7 7 K である。

C s N i B r，の共鳴磁場スベクトルの温度変化を図 2 に示した. 自 丸 は 外 部 磁 場

H.を c面内 a輸に平行にかけた時に現れる 3 本の共鳴磁場ピー夕、 黒丸は c面内で a

輸に垂直にかげた時に現れる 4 本のピークを表している。 一方、 X 印は H.を c軸に平

行にかけた時のピー クを示し τいる. このスベ ク ト ル の 温 度 変 化 か ら 、 T.， = 14.06K 

と T.2=11.51Kの 2 回、 逐次的に磁気相転移が 起こっていることがわかる. T.，< Tの

常磁性相では、 自由 C s核位置に 1本のピークが 現れるだけである。 T.2<T<T.，の

中間相では、 c函内にのみ内部磁場が生じており、 T < T. 2の低温稲になると、 さらに

c 輸に平行な方向にも内部磁場が発生してくる 。 C s核位置での内部磁揚は Ni 2 .の双

極子場より生じており、 スベクトルの角度依存性の測定から、 低温相においては c面

ヘし

• Cs 0 Ni 0 X 

図 1 CsNiX，型化合物の

結晶 t構造
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内の三角形の各絡子点上の 3 つのスピンが、 図 3 ( a )に示す様に、 c軸を含む面内

で、 1つのスピンが c 軸に平行、 他の 2 つのスピンが c 軸から α=39・ずつ傾いた三

角スピン徳造をとっていることが朗らかになった。 一方、 中間相では図 3 (b  )に示

す様にスピンの c 軸方向成分のみが秩序化し、 c輸に垂直な成分は無秩序のままであ

ることが 解っ た. すなわち、 c 軸に平行なスピン成分と c輸に垂直な成分とが異なる

温度で相転移(成分遂次相転移)をし、 基底状 態 で は 反 強 磁 性 相 互 作 用 が 39・傾いた

角度で互いに辛抱しあっているわげである。 canting角 a は、 cosa = 3/(6・D/Jけ の

関係があり、 こ れ から D/JI = 2.1 と求まる。 また低温相における H，d C輔の時

のスベクトルは船末状パターンを示し、 秩序相でありながらスピン面が時間的ないし

は空間 的 に c軸周りに回転しており、 c面内 に磁場をかけると磁場に垂直にスピン面

が固定されることが鳴 らか にな った 。

CsNiC13も T.I= 4.8K と TN2=4.4Kで成分逐次稲転移を起こす。 C s N i 

C 1 3は異方性 D が小さ〈、 D / JIは 0.35 と、 CsNiBr3より約 1桁小さい値で、

a = 58・となり、 3 つ の ス ピ ン が ほ と ん ど 12 0・の関係になる。 CsNiC13では

H，.J._ C 輔の時のスベク トル も T.2より充分下の 約 1K(=TD) まで粉末状パターンを

示し、 120・スピ ン 配 列 が ス ピ ン 面 内 で 空 間的、 時間的にゆっくりと回転している

こ とが明らかになった. これは D/ J 1が小さい ため 回転 に伴 うエ ネル ギー 損が 小さ く、

凝縮退が起こっている事を示している。 1K 以下になると CsNiBr3と同様、 1つ

のスピンが c輸方向に固定する様になるが、 その変化は相転移を伴うものではなく、

徐々に変化 す る . さらに 0.6%程度の不純物が存在しても T.I.TN2.TD は大きな変化を

受け、 フラストレーションが不純物によって解消され易いことが解る。 この様に三角

裕子'反強磁性体ではフ ラ ス ト レ ー シ ョ ン 効 果 により、 秩序相と言えども大きな tM動が

残存し て い る こ と カf明らかになって

きた。 この様なゆっくりした時間的、

空 間 的 変化は中性子園 折 実 験 で は 観

らかにされたものである。

3. スピン絡子緩和時 間
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測されず、 NMRによって初めて明

2 3 2 3 

この様なフラストレーション効果

を反映した三角スピン配列の揺動を

調べる ために、 スピン 格 子 緩 和 時 間

(a) )
 

h
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図 3 (a) 低温相での三角スピン配列

T 1の測定を 行 っ た . 図 4 に、 C s N 

i B r 3のスピン絡予緩和率 TI - 1の

( b )中間相でのスピン配列

番号は三角裕子点上の 3 つの

温度変化を示した。 Cs核の緩和は、 スピンを指す。
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N i 2'スピンと核スピンとの双極子相互作用

Cs Ni Br3 

4.0 MHz 
が電子 スピ ン系 の交換相互作用により揺らぎ

102 
T > TN Iのを受けるごとにより起こっている。

常磁性相における 緩 和 率 は 揺 動 散 逸 定 理 か ら

n

v

'

a

 

(
T
U
@凶
}

温 度 変 化 は 帯 磁帯磁率と温度の積で 表 さ れ 、

率の測定値を用いた計算値と良〈一致する。

T I - Iは TN Iで不連続に変図 4 から解る様に、

よ
¥

秩序大きな温度変化を示す様になる.化し、

相においては TI - Iは共鳴ピーク毎に異なるが、

.。

.。

10-1 
図中心対称なピーク 同士は等しい値を示す.

• b1 p~ロ k

02 p~ok シフトのシフトのないピーク(a 2 )と、には、

10-2 Tけ で は最も大きいピーク (b I )の値を示した.

50 5 10 20 
T ( K) 

2 T I - Iの 温 度 変 化 は連続的でわずかな温度依存

性の変化ないしは小さなカスプを示ずに過ぎ

CsNiBr，のスピン図 4両ピークの緩和率の比は中間しかし、ない.

裕子緩和率の温度変化低温相では約1.5倍と大き〈変相では約 8倍、

スピンのこれは両相における、化している.

低温相においては TI - Iは ほ ぼ T5に比例機成分の揺らぎの相関の違いを反映している.

磁場には依 存 し な い .するカf、

マグノンが核スピンと相互作用をしエネルギー低 温相 にお ける緩和機構としては、

容易柑型異方伎を保存則を満たして散乱されるという 2 マグノン過程が考えられる.

持つ三角スピン配 列のスピン波分散関係の低エ ネ ル ギ ー モ ー ド と し て は 3 つ存在する.

のギヤヴZμ. H. 最低エネルギーモードは三角スピン配列の c軸周りの回転に対応し、

2つ自のモードはスピン商内での swinging運動に対応しギャップは異方性プを持つ.

スピン面が c軸3 つ自のモードは約 10K のギャップを持ち、から 5.4K と見積ら れ る .

これらのモードについて長波長近似をを含む面から垂直に傾く運動に対応している.

充分低温では 3つのスピンが 三 角 構 造 を 保 っ た ま ま ス ピ ン 面 内 で tlll用 いた計算から、

動するという swinging運動が緩和に寄与していることが鳴らかになってきた.
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L 8 13Cマジック・アングル・スピニングNMRのCH

J結合と磁気双極子相互作用による微細構造

0久保厚・桑原大介・今城文雄・寺尾武彦(京大理・化学)

The fine structure of the 1 H coupled 13C MAS NMR spectra 

A.Kubo， D.Kuwahara， F.Imashiro and T.Terao 
Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 

l.Introduction 

High resolution magic-angle-spinning(MAS) NMR spectra of the strongly dipo-
lar coupled systems such as the 1 H spins 01' the 1 H coupled 13C spin， have been 
obtained for the inclusion compounds and the liquid crystallines. (1) In these sys-
tems， the intramolecular dipolar in回ractiontensors have the same orientations of 
their principal axes， because of the motional average. The intermolecular dipolar 
interactions are also relatively weak in these systems. Ifもhereare J-couplings or 
the isotropic chemical shift differences， we can expect the fine structure of the 
MAS NMR spectra， due to these interacもions，which has not been interpreted， 
yet. In this paper， we studied the special sample， the α_13C labeled n-decane 
diluted by dn-n-decane and d4-urea， and could observe such a fine structure of 
the 1 H coupled 13C cross-polarizatio叫CP)MAS NMR spectrum. 

2.Experimental 

α_13C n-decane was synthethized in the following steps. n-octylaldehyde was 
reacted with C2HqMgBr prepared fromα_13C(99.3 %) labeled C2HsBr， the ob-
tained alcohol was bromina七edby PBr3， and was reduced to n-decane by LiALH4・

Urea was completely deuterated by dissolving it with D20， five times. 14mgα_13 
labeled n-decane， 146mg dn-(99.3 %) n-decane and 600mg d4-urea were recrys-
tallized from 2.5ml d1-methanol. The NMR experiments were performed on the 
CXM300 spectrometer with the operating 1 H and 13C frequencies， 300.46MHz 
and 75.56MHz， respectively. The magic angle was adjusted by looking at the 13C 

CPMAS NMR spectrum of the methanol s-hydroquinone inclusion compound. 
The contact time， 3ms and the recycle delay， 10s were used. 16000 scanes were 
collected. 

キ『ワードI (CP MA S N M R) IlC N M R ) J~喜合〉

(11'、あっし

庁
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3.Calculations of the MAS NMR  spectra 

We will show the effective algorithm fo1' calculaもillgthe powde1' MAS NMR spccもra
of the multispin system. We found the algo1'ithmもoomit the ave1'age ove1' the 
angle γby using Floquet theo1'Y.γis one of the Eule1' angles which 1'elaもesもhe
c1'ystal fixed coo1'dinate(C) to the 1'ot訂 fixedcoo1'dinate(R). (See Fig.1)γcan be 
conside1'ed as a initial angle of the sample spinning， so that the spin Hamiltonian 
should satisfy， 

lf(γ;ωrt) = lf(O;ωrt +γ) 、、l
ノ

守

a
A

/
目
、

The time evolution ope1'ato1' f1'om 0 to t， U(γ; 0， wrt)， also satisfy a simila1' 1'elation. 

U(γ;0，ωrt) = U(O; 0，ωγt+γ)U(O; 0，γ)-1 ， (2) 

H is a pe1'iodic function of time. Acco1'ding to the Floquet theo1'Y; U can be 
w1'itten as a p1'oduct of a pe1'iodic function， P， and a exponential ope1'ato1'. 

U(マ;0，ωrt)= P('マ:ωrt)exp -iQれ)t

F1'om Eqs. (2，3)， we obtained， 

P(γ;ωrt)ご P(O;ωγt+γ)P(O;γ)-1

Q(γ)二 P(O;γ)Q(O)P(O;γ)-1

The f1'ee induction decay S+ (γ件以)， is given by， 

S+(γ;ωrt) = Tr{I+U(γ;0，ωパ)LU(γ;0，ω.rt)一1}

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

This equation can be 1'ew1'itten as follows， using Eqs. (3-5) and diagonalizing 
Q(O) = TAT- 1 • 

S+(γ;川)=乞叫一仙，k- AI，I)t < klG(州十γ)11>< IIG(γ)+Ik> (7) 
k，1 

G(x) = T-1 P(O;x)一1I+P(O; x)T 

If we int1'oduce the Fourie1' component of G(x) by， 

G(x) = 2::Fmexpimx 

(8) 

(9) 
m 

Eq. (7) can be 1'educed to a ve1'y simple fo1'm afte1' the ave1'age ove1'γ. 

< S+(γ;叫)>iエ乞1<叫ん 11>1
2
叫 -i(Aり -AI，I+m叫 )t ο0) 

k，1 

Fo1' the calculation of the powde1' spect1'a， only the time evolution ope1'ato1' fo1' 

γ= 0， U(O; 0，ωrt) has to be calculated. Then， P(O;凶 t)and Q(O) a1'e obtained 
f1'om U(O;ωrt)， and the spect1'a a1'e calculated by using Eqs. (8-10). 

Two methods we1'e employed to calculate the time evolution ope1'ato1'. At 
fi1'st， we calculated it by multiplying the instantaneous time evolution ope1'ato1'. 

Secondly， we calculated it by t1'eating the CH J-coupling and the 1 H isot1'opic 
chemical shift出 thepe1'tu1'bation ofもhela1'ge CH and HH dipola1' inte1'actions. 
These two methods p1'ovide almost the same spect1'a. 

no 
qo 
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4.Results田 ldDiscussions 

4.1 Model calculations on the 
CH1H2 system. 
Fig. 2 shows the calculated 1 H coupled 
13C MAS NMR spectra of the CH1H2 

system， where only one of the protons 
have the CH J-coupling. (JCH

1 
= O.12kHz) 

The dipolar couplings were assumed to 

be dCHl = -6kHz， dCH2 = -2kHz， and 
dH1H2 = 4kHz for (a，b)， 2kHz for (c). 
The 1 H isotropic chemical shifts were V2 

= 0， and 内=0 for (a，c)， and 0.2kHz 
for (b). From a perturbation calcula-

tion， we foundむhereare six central lines 

at土J/2，土rJ/2，and土r(ν1-V2). The 
latter four lines appear， when dH1H2 is 
not zero. (r is a reduction factor， which 
depends on the dipolar coupling param-
eters. ) 

( c) 

(b) 

(α) 

6 。
kHz 

Fig.2 Calculated 1 H coupled 13C MAS NMR  spectra 

4.2 The 1 H coupled 13C MAS NMR  spectra of urea-decane. 
Fig. 3 shows the experimental (a)， and the calculated (b，c) 1 H coupled 13C CP-

MAS NMR spectra ofもhespecially labeled urea decane. The left and the right 
sidebands were shown in the separate figures. The centerband intensities were 
normalized to the same level for a-c. The inner-CH2 signal， arising from the nat也

ural abunda恥 e13C of the protonated and deuterated n-decane， (shown by *) has 
less than 9% intensity of the α-CH2 peak. The α-CH2 signal from the dn-n-
decane can be ignored in the analyses of the spinning sidebands. Because of very 

weak intermolecular dipolar interactions， we now can see a fine structure in the 
spectrum (c). (b) was calculaもedby taking account of only the two α_1 H spins. 
(c) was calculated by taking account of the seven 1 H spins， including methyl-，αー
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(b) 

(0) 

KHZ 

-5 -10 画 15

(b) 

L 11 
l
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KHZ 

10 5 -0 

Fig.3 lH coupled 13C MAS NMR  spectra of urea-decane 

methylene-， and 千methylene-protons.The dipolar coupling parameters obtained 
in the previous study were employed. (3) There are only three sidebands families 
in (b)， while (a) and (d) include more lines. 

References 

(l)S.Sekine， et al.，Chem.Phys.Le“.171，155(1990); H.Ohe， et al.， Chem.Phys.Lett. 
172，284(1990)， and references there in. 
(2)M.Toda， Theory of Oscilations (Baifu四 kan，Tokyo， 1968). 
(3)F.Imashiro et al.，J.Chem.Phys.90，3356(1989). 
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L 9 13 Cラベル試料の MAS条件下 J-HOHAHAと双極子 HOHAHA

日本電子(側 生体研、 NM応研 1 、 NMグループ 2

01藤原敏道、 A. Ramamoorthy、永山国昭、杉沢寿志 1、藤戸輝昭 2

J-and Dipolar nOHAUA under MAS Conditions for 13C-Enriched Solids 

T. Fujiiwara. A. Ramamoorthy. K. Nagaya皿a. Y. Sugisawa and T. Fuj i tO. 

Biometrology Lab. NM Application Lab and NM Group. JEOL Ltd. 

We have developed rf-pulse sequences for homonuclear Hartmann一Hahn (HOHAHA) 

cross polarization by J and dipolar interactions under magic-angle sa皿ple-

spinning. The dipolar 皿ixing sequence suppresses isotropic and anisotropic 

che皿ical shifts and recovers the dipolar interactions by applying spin-echo and 

皿agic-echo sequences synchronously with the sample spinning. The J mixing 

sequence 皿akes only the J interactions effective. The two sequences are 

applied to HOHAHA experi皿ents which reveal the connectivities between isotropic 

shifts as NOE and HOHAHA experi皿ents in liquids. Magnetization transfer for an 

amino acid in powdered solids consisting of four carbon-13 spins is shown. 

〔序〕 複雑な生体分子などの構造解析を行う場合、スペクトルの分解能を高くし多くの

情報を少数の実験で得ることが必要である。そのためには、溶液NMR と同様、等方シフト

間の Jと双極子結合による相関多次元NMR が有効である。今回この多次元NMR を13Cラベ

ルした固体試料で実現するためにJ-HOHAUAと双極子HOHAHAの 2つの混合パルス列を新たに

開発した。この多次元分光法では展開期には異方的相互作用を消し等方シフトを働かす必

要があるため全ての実験は MAS条件下で行っており、各期に働く相互作用はRFパルスのみ

により瞬時に、切り換えられる。

〔同種核 Jー混合パルス列〕 このパルス列は、 J結合のみによる磁化移動を行わせるも

ので、等方シフト、異方シフト、双極子相互作用はパルス列と MASで消去し、約40Hz程度

の Jc -c のみを残す。用いたパルス列は溶液のHOHAHAで用いる MLEVを今回の目的に合わせ

固体高分解NMR、試料回転、 13C同種核相関分光、安定同位体ラベル試料。

ふじわら としみち、エイ ラマムーティー、ながやま くにあき、すぎさわ

ひさし、ふじと てるあき。
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て修正したものである。ただ、マジック角試料回転により平均化され働かなくなるべき異

方シフトと双極子相互作用がラジオ波による変調で復活しないようにスーパー・サイクル

を組んでパルス列を作った。このパルス列で共有結合を隔てたスピンを結び付けることが

できる。図 1a. bに、このパルス照射下では双極子による混合が起こっていないことをア

ミノ酸についてのシミュレーションで示した。

〔同積核双極子混合パルス列〕 この双極子IIOIIAHAでは、化学シフトは消すが同種核双極

子相互作用は消えないようする。パルス列は実効双極子結合定数の符号を変えないスピン

エコーとその符号を逆転するマジックエコーを組み合わせたもので、これをMAS に同期し

て照射し双極子相互作用を復活させている。同種核双極子混合を起こすためにはすでに

DRAMA 、SEDRA(1) と言うパルス列が提案されているが、これらによる混合はそれぞれオ

フッセット、カップリングしているスピンの共鳴周波数差により大きな影響を受ける。し

かし、今回設計したパルス系列は、オッフセットの影響を消すように作った MAS周期の

1/6 より短いサブサイク Jレより構成しているので、オフッセットやオフッセト差の影響を

受けない。この双極子結合による混合は、溶液中でのNOEと同様に核問距離や二面角など

分子の立体構造を表すパラメターに依存する。この例を図 1c. dに示した。

。

2 

2 

-10 -5 。 5 10 

5 

。
一10 -5 。 5 10 

f/kHz f/kHz 

図 1。国体HOHAHAのシミュレーション。試料はアミノ酸でカルボニルから 7位までのけ C

の 4スピン系の粉末。試料回転は5KHz、RF強度は100kHzo (a) カルボニル炭素のみ選択励

起後、 10.4皿SのJ-HOHAHAで得られるスペクトル。 (b) 全ての J結合定数を OHzとした以外

(a)と同じ条件で求めたスペクトル。 α炭素の小さい強度から判るように J-HOHAIIA中には

双極子による混合はほとんど起こっていない。 (c)カルボニル炭素のみ選択励起後、1.6

m の双極子HOHAHAで得られるスペクトル。ただし試料はアミノ酸はカルボニル炭素と 7炭

素はゴーシュの関係にある。 (d) (c)と同じ方法で求めたスペクトル。ただしカルボニル

炭系ーと 7炭素はトランスの関係にある。カルボニル炭素と 7炭素の距離はトランス形の方

が長くなっているにかかわらず、カルボニル炭素から 7炭素への磁化移動はトランス形の

方が 1.5倍大きい。このことは磁化移動がカルボニル炭素と 7炭素聞の双極子結合によ

るのでなく、むしろスピン拡散的に伝わっていることを示している。*はサイドバンド。

文献 (1) A. E. Bennett. et a1.. J. Che皿. Phys.96. 8624 (1992). 
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L 10 国体 NMRによる包接化合物中ゲスト分子の

静的動的構造の研究

京大理 0寺尾武彦， 桑原大介，今城文雄

Solid-State NMR Studies of Dynamic and Static Structures of 

Guest Molecules Trapped in Inclusion Compounds 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 

Takehiko TeraQ_， Daisuke Kuwahara， Fumio Imashiro 

of guest molecules in s-cyclodextrin /ferr ocene 

cholic acid/y-valerolactone inclusion compounds has been studied 

variable-temperature measurements of 13C 

obtained 

The behavior and 

by chemical-shift 

mainly 

powder 

patterns selectively for the molecules usmg guest 

dynamics， 

populations， and selectivity of the guest molecules are discussed. 

one-dimensional SASS NMR. Details of conformations， 

1.β"シクロデキストリン/フエロセン包接化合物 図 1

庄 β-シクロデキストリン (CD)はフエロセ

ンをモJレ比1:1で包接すること坊主素分析より分

かっている [1].一方， X線臨斤 [2]により，

単位オ各子あたり 4個のCD分子と 5つのフエロセ

ン分子の位置個 1に鉄原子の位置が黒丸で示さ

れている)カ勾相主することカラ子かっている. フェ

ロセン分子の炭素原子の位置は2つのフエロセン

分子の位置に対してのみ決定されている.

こ広場i究の目的は4個のフエロセン分子つがどの

ように 5つの位置に分布し， どのような運動を行

っているかを明らかにすることにある. 一方， 1次元SASS法 [3]で観測した13C化学

盤墨 13CCPMASスペクトルではこの包接化

シフト異方性powderpattem (fR，.7
0

のオフ

マジック角度回転により縮尺されている)は， 図

合物中のフエロセン分子は単一の持麟浪を示す. 2に示すように3つの制耐箱、テンソルに対する

固体NMR，SASS，包接化官吻，コール僅， βーシクロデキストリン

てらおたけひこ， くわはらだいすけ，いましろふみお

。0
4
且

τ



図 2

90 80 7'0 60 50 
ppm irom TMS 

powder patternの重ね合わせを4応主して良〈シ

ミュレートすることかできる.全ての化学シフト

異方性は固体フエロセンーその化学シフトテンソ

ルはCs軸回りの回転により剥肘称である一司異方

性よりも小さい.これはゲスト分子の逮勤伏態が

3種あり，それぞれオ主拘度50，2ア， 43'。で才

岩重勤していると仮定すれば説朋される.

ゲストフエロセン分子の sCpo.vder patternを

-25，0， 500Cでも浪1院した杭いずれも図 2

とほとんど同じ異方性をもっ剥肘称テンソJレに対

する3つのpowderpatternの重なりとしてシミ

ュレートすることができる. 3つのpowder

pattern併附闘交は 図3に示すような温度倒字

性を示す.

図 3

0.5 

。

ー¥どしJ ー

とナスf
-40 ・20 0 20 40 60 

Temperature (oG) 

ゲスト分子の250Cにおける13Cの胃潰昆のプロ

ットを図4に万す.実識は2種のT1を侮主した最

小自乗適合経相輪蹴泉であり，浪l庇有、と良い一

致を示す.2種の成分比は 1:1である.これは

100 

図 4

250C 

10 

0 5 10 15 
time (5) 

-250Cから 500Cまでの浪阪器包週で同じである.

謹話どのようなモデルがこれらの結果を説明

し得るであろうか? 13 C powder patternの結

果から見れば，ゲストフエロセン分子に 3つの異

なる運動l犬態があり，それらのpopulationは温

度依存する.他方，ゲスト分子の日CT1浪|院の結

果は，温度に依らず.等しいpopulationをもっ

2つの異なる運動l犬態の存在を示唆している.こ

の見かけ上の矛盾は次のように解くことかできる.

我々のモデルでは図5に示すようなフエロセン

分子に対して4つの異なる状態A，B，C，Dを仮定

する.外側の 2つのシクロデキストリン分子は状

態Aのフエロセン分子を常に包接している.内側

の3つの位置には2つのフエロセン分子つ柄引宝し，

状態 (C，D) <=>侶， B)∞(D， C)の間でそれぞ

れ碍罪(1-p)/2，p，(1-p)/2をもって弛失して

図 5

l-P 

2 
P 

庄三区ミ
l 二
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いる.交換遮度は化学シフト異方性より遅く， Vの光学純度は 28%(S体過剰)である.しかし

1fT， より速い.したがって，状態B.C， Dは互い ながら， x線構造解析による研究 [6Jでは S体の

に異なる化学シフト異方性と，共通のT，をもっ. みが包接されると報告されている.

ヰ規~Aにあるフエロセン分子数と B， C， Dにある 我々はこの矛盾点を解決し，さらにゲスト分子の

分子数との比は 1 1であり，等しい 動的状態を明らかにするために研究を行った.

populationをもっ 2つの動的伏態カ帯在すると

いうT，0孫吉果を説朋する.状態Aにあるフエロセ 益塁与量益 CA/V包接化合物の13CCfl，仏S

ン分子は， X線の研究でほとんとe動いてないこと スベクトルにおいてVのメチル基が強度の異なる

か扮かっているから，最大の異方性L¥1をもっと考 2本の共q勝良を示した.再結品と Vの抽出を数田

えられる r仏 1) 注 0.5 でありj規~Cは不安定 繰り返した試料では強い方の線の位置にし例言号

と考えられるから4戸港BのフエロセンもL¥1に帰属 は現われなかった.このことから強い線と弱い線

される.このとき， 3つのpowderpattemの強 はそれぞれS体とR体のメチル基に帰属される.

度比は VのメチJレ差知白CをエンリッチしたCA/V包接

r (L¥l) =と!!._， r (勾)= r (匂)=土E 化合物でル臥SスペクトJレを観則し，そのシミユレ
4 

で与えられる.ここで

p=~xp(L\G /RTL， L¥G = d..H -T L¥S . 

1+巴xp(L¥G/RT) 

これらの式を図3のデータにフィットさせること

により，交換廷読呈におけるム HおよびムSはそれ

ぞれ4.80 kcal/mol， 19. 7 e.u.と求めらる.

2. コール重量Iy-バレロラ ク ト ン 包 接 化 合 物

庄 コール酸 (CA)は包接化合物形成の際，

高い光学分割能を示すことが報告されている [5J. 

同報告によれば， y-パレロラクトン (V)のラセ

ミ体を再結晶により包接させた場合，抽出された

y-パレロラクトン

oo 
CH3 CH3 

(S) (R) 

ーションから CA中のVは28%S体活諒リである

と落語命した.これは従来の波伝説課 [5Jと一致す

る杭対去はきわめて菌張的である.

CA/V包接化合物中においてVのエーテlレ炭素

のT，7J1族主を行った.結果は28%S体過剰防車常

の謝斗で4.1秒 (S)， 2 1秒 (R)，20 %R体

i跡抑制斗(浸漬法で残留するR-リッチなVを用

いて再凌浸漬を行って作尉で0.55秒 (S)， 

2.7秒 (R)であった. 2つの試料でれが異なる

ということはR(S)体例明主がS(R)体の動的

状態に震完韮を与えていることを示している. した

がって， S体とR体はCAチャネル内で微生勉制こ

温在していると結論され，主主料がS体の結晶と R

体の結品の混合物であるという可能性は除外され

る.すなわち， S体のみが結晶中に含まれるとい

うX線の結果は完出こ否淀される.

1渉託SASS法を用いてS体とR体のメチル基

の13C化学シフト奥方性 powderpattem (オ

フマジック角度回転による縮尺は元に戻されてい

る)の温度変イ間胞を行った結果をそれぞれ図 6

と図7に示す.主幹4は 28%S体遺剰のものでV

のメチル基の '3Cはエンリッチされている.とち

F
h
u
 

A
吐



40 30 20 10 0 -10 40 30 20 10 0 -10 
ppm from TMS ppm from TMS 

らのスベクトルも測意思度範囲で大きく変化して ンプを行なっているらしいことと辻棲があう.

おり，ゲスト分子の全体的な返却Jが可明主している

ことを示している.認識される方の分子はそうで

ない分子に比べてタイトに係守寺され，動き難いよ

うに思われがちであるカ三この例ぬ必ずしもそう

ではないことを示している. S体のスペクトJレは

数i図の町旬間のジャンプを仮定して良くシミュレ

ートされる. R体の場合は今のところランダムジ

ャンプモデルが良さそうである.また， S体と R

体で化学シフトテンソルの主値およひ等方不均値

が異なっているが，こオU立時音で由主が異なるこ

とを意味する. iVlM2分子力場計算を行っ1ど結果，

孤立したVは2つの安定配座をもつことが分つがっ

た.両者に対して4-31GGIAO分子的差計算

を用いてイじ学シフトテンソルを求めると，第一配

座は軸対称に近く，第二配座は全く非軸対箱、であ

った.このことから， S体， R体はそれぞれ第一，

第二配座をもつものと思われる."MM2の言七算で

は第二百注長の方か虫菊~(こ近く， R体がランダムジャ

3.実験

測定はすべて日本電子GSX200 (lH共鳴周

波数200MH z)に高周波電力増幅器などを付加

し， 自イ乍のSASSプロープを用いて行二った.
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L 11 選択励起 SA S S 13C N M R法によるガラス状高分子の

化学シフトの異方性の測定とその解析

(京大化研)・堀井文敬、別府隆幸、(日本電子)杉沢寿志、藤戸輝昭

Measurements of 13C Chemical Shift Anisotropies of Glassy Polymers 

by Selective Excitatioll SASS N阿RSpectroscopy and Their Analyses 

F. Horii， T. Beppu， H. Sugisawa発， and T. Fujito発

Institute for Chemical Research， Kyoto Univ.， Uji， Kyoto 611 

発JEOLLTD.， 3-1-2， Musashino， Akishima， Tokyo 196 

In an attempt of measurements of spectra reflecting the chemical shift anisotropy， 

we have developed the select工veexcitation switchir沼田gles叩 plespinning (SASS) N限

method for solid polymers by combining the cross polarization， the selective excitation 
pulse ( DANTE or SELDOM )， and SASS by use of a Doty dynamic angle spinning probe. We 

have applied this method to the characterization of the phenylene motion of bisphenol A 

polycarbonate in the glassy state. 

1 .緒言

国体高分解能 13C NMR法において静止状態で試料の測定を行うと、化学シフトの異方位

(che阻ical shift anisotropy. 以下、 CSAと略す)を反映した共鳴線が得られ、これらの共鳴線

は分子配向や分子運動の解析に極めて有力

と考えられる.しかし、 CSA共鳴線は一般に

は線幅が広く、化学的に非等価な 13C核が複

数存在する試料では個々の CSA共鳴線が重な

るため、解析が困難である.したがって、

これまで特定の 13(;核のCSA共鳴線を測定す

る方法がいくつか提案されてきた。

本研究では、 Iwamiyaらが提案した方法 1)

に基づいて、 cross polarization (CP)と

選択励起パルス (DANTE引または SELDOM3)) 

並びに switching angle sample spinning 

(SASS)法川を組合せた選択励起 SASS NMR法

による CSA共鳴線の測定について検討を行

う.また、この方法を用いて得たビスフェ

ノール Aポリカーボネート (BPAPC)固体の

n tir田S

x 凹y叩X 叩.x 9O.y 

←τ市高γ→
Bs 

5ロlnnlngangle 54.7・

F工g.l The basic pulse progra~~for 
selective excitation'SASS 13C NMR 

化学シフトの異方位、選択励起 SASS NMR、Nサイト交換モデル、ガラス状高分子、分子運動

ほりいふみたか、 ぺっぷたかゆき、 すぎさわひさし、 ふじとてるあき
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芳香族CH炭素のCSA共鳴線を、適当な分子運動モデルを用いてシミュレーションを行った共鳴

線と比較することにより、 BPAPCのフェニレンの分子運動について検討した結果を報告する。

2. 実験

JEOL JNM-GSX200分光計 (Bo=4.7T)にDoty社製 dynamic angle spinningプロープを組込み、

SASS用システムとした.選択励起 SASSNMR測定に用いた 2通りのパルス系列を図 1に示す。 DA

NTE/SASS1)の選択励起90・パルスのパルス幅(PW X n)を24μsとした.また、各パルスのサイ

クルタイム (τ+PW)は試料回転数 (ν5=3.5kHz)の逆数(286μs )とした.一般に、パルス

幅 (PW)が小さいほど励起周波数1或が狭くなり選択性は向上するが、感度は低下する。本研究

では PW=2.4μs. n= 10 とした.選択励起90・パルス後のFID観測の際の試料回転角 θsを

65.0・とした. magic angle(54.7・)から θsへの切換えには数msを要した。

一方、 SELDOM/SASSでは選択励起パルスとして[90・x-τ1 -90・-x-τ2 ] n'からなるパルストレ

インをかけた。 日'の値の増加により感度は低下するが選択性は向上する。本研究では n'= 13 

とした。また、 τ1= 1/νs . τ2=lmsとした.

用いた BPAPCは、 320'Cでホットプレスした後、

氷水中に急冷することにより作製した非品位フ

ィルムである.

3. 結果および考察

図 2(a)には、室温で測定した BPAPCのCP/MAS

13Cスペクトルおよびその帰属を示す。図 2

(b-1 )は DANTE/SASS、 (b-2)はSELDOM/SASSによ

りC5炭素を選択励起し、 θ5= 54. 7・として得

たスペクトルである。これらの図により、いず

れの方法によっても選択励起がうまく行われる

ことが確認される。ただし、 SELDOMでは横緩和

の影響をより強く受けるため、 DANTEに比べて

S/N比が少し低い.図 2(c)は、 (b-1)と同一条

件で θ5= 65. 0・(スケーリング因子: fs = 

(3cos2θ5-1)/2= -0. 23)として待たスペクトル

である。 C5のCSA共鳴線が選択的に精度良く

得られることがわかる.また、図 2 (d)は (c)の

スペクトルの C5の共鳴線をスケール補正した

もので、静止状態の測定で得られる C5のCSA

共鳴線に相当する。

同様な方法により、種々の温度で測定した BP

APCの C5のスケール補正後のCSA共鳴線を図 3

の笑線で示す.これらの共鳴線の形状は剛直状

怒で認められる形状とは異なり、軸対称、に近い

形状である.したがって、フェニレンが 180・ジ

ャンプのような回転運動を行っていると考えら

-48ー
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れる。また、温度上昇により共鳴線の形状がわずかに変化することから、この回転運動の振幅

や周波数が温度により変化することが推測される。

共 D，車線のシミュレーション

これらの共鳴線の形状を説明するため、 C5

を含むベンゼン環の運動を Nサイト交換モデル

を用いて共鳴線のシミュレーションを行った。

このモデルでは、フェニレンのポテンシャル極

小の位置から軸まわりに角度 ()jだけ回転した

位置をサイト jとして合計 N個のサイトをとり、

それぞれのサイト閣を単位時間あたりの遷移数

κ でランダムに交換すると仮定した。共鴨緑

1 (ω)は次式で与えられる。

1 (ω) = N-1Re[L/(1-ICL)] (1) 

K
 

N
 

+
 

)
 

ω
 

ω
 

・
句

A[
 

N
Z
H
 

一一L
 

ここで ωJはサイト jの共鳴周波数で、 ()jおよ

び化学シフトテンソルの主値 all ， σ22 ， σ33 

の関数である 5)• σ11 ， 0' 22および σ33はすべ

てのサイトに対して一定であると仮定し、文献引

に基づき ぴ 11=204 ppm、 σ22=152 ppm、 σ33=29 

ppmとした.まず、 N=2の 2サイト交換モデル

で種々の ()I，()2および κについて共鳴線のシミ

ュレーションを行ったが、測定で得た共鳴線の

形状を説明することはできなかった.

そこで、図 4に示すように、()j = 0・

および 180・の平衡位置のまわりに幅

土 èJ，.~ x の聞を等間隔でいくつかのサイ

トが存在するとして、合計 N個のサイ

ト間をランダムに交換するモデル刊に

よりシミュレーションを行った。その

結果、 N孟 10の場合にはサイト数によ

らず、同ーの eJ'I¥;I， X およびだの値に対し

(a) 

ー_.，ー'

200 100 。
ppm from Me4Si 

Fig・3 CSA powder spectra of the C5 
巳arbon of BPAPC. Solid 1ines are 
exper工menta1 spectra measured at 
different temperatures by DANTE/ 
SASS. Broken 1ines are simu1ated 
spectra by assuming that the 
pheny1ene group undergoes osci1-
lat工ons and f1工ps among ten sites 
shown ~n Fig.4. (a) omHx=260，κ= 
6.3xl02Hz， (b) 占 max=300~ K~7.9xl02 
Hz， (c) 占max=360κ=7.9xl02Hz.

μι 
司ーっ

止U
---<5山 O。 占叫

F工g.4 Schematic diagram of N-site 
exchange model for osci11at工ons
and f1ips (N=lO). 

て共鳴線の形状はほぼ一致した。したがって、 N= 10としてシミュレーションを行った。

図 3の破線は、上記 10サイト交換モデルによるシミュレーションの結果である.実線で示し

た実測の共鳴線とほぼ良く一致する.したがって、 BPAPCのフェニレンは振幅:t30・程度のポテ

ンシャル極小内での揺動運動と 120 ・ ~240・の 2 つのポテンシャル極小聞のジャンプ運動を、周

波数 10 3 Hz程度で行っていると考えられる。温度上昇により、刊~70ppm におけるショルダーが

滑らかになるが、これは(;I'II.Xおよび K の値のわずかな増加に対応する。

Q
U
 

4
 



に適当な値を与えれば笑浪9共鳴線に対応す

るシミュレーション共鳴隷が得られるもの

と考えられる.しかし、実際には実測共鳴

線と一致するシミュレーション結果は得ら

れなかった. C4は C5に比べて分子内で

メチル基やベンゼン環に近接しているため、

ベンゼン環の回転により化学シフトテンソ

ルの主値が変化すると考えられる.そこで、

σ11，σ 22， 0'33の値が各サイトにより異な

ると仮定して解析を行った.

実測共鳴線に最も良く一致するシミュレ

ーション共鳴線を図 5の破線で示す.両共

鳴線は互いに良く一致する.このシミュレ

ーションでは、各サイトの化学シフトテン

ソルの主値は σ11= 189+5. 5m， σ22 = 153+ 

5.5m， <133 = 22-llm (m= -2，ー1.0，1.2)で

あると仮定した。各サイトの聞の値を図 6

に示す。

この結果、ベンゼン環のCH炭素でもフェニレンの回転運動により化学シフトテンソルの主値

が変動することを考慮する必要があることが明らかになった。同様な方法によりベンゼン環を

図 5の実線は、 DANTE/SASSにより待た

C4の室温における CSA共鳴線である.上

述の C5に対するシミュレーションで得た

e)，...-x， および κ を用いて、 (111，σ22 ，σ33 
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Fig.6 Representation for m values 
at the respective sites. 

含むいくつかの高分子の分子運動についても現在解析を検討している.
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L 12 ~削同分解能 I .1 C NMRによる紫膜中のバクテリオロドプシンの高次構造変化の解析

05上焼、内 藤品 、斎 藤肇

姫路じ大理生命

Conformational Stadics of BaCleriorhodopsin in Purple Membrane by High-Resolulion 

Solid-State I.1C NMR 

OSatoru Tuzi， Akira Naito， Hajime Saito 

Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 

W巴 recorded high-resolution solid-s阻te 13C NMR spectra of light-driven proton pump 

bacteriorhodopsin in purple 11lcmbrane. Bact巴riorhodopsinis a typical membrane intrinsic protein， 

consisting of sevenαーhelicestraversing the lipid bilayer， and contains one chromophore， retinal. We 

prepared I司C labled purple lllembranes using either [3-13C]L-alanine or [1-13C]L-valine，飢d

observed rcmarked changes 01' higher order structure between dry and hydrated states of the samples. 

On Ihc basis of the 13Cじhcmicalshift and relaxation paramcters (TCH， Tlp and TI)， this findi日gwas 

as cribed 10 a ch加 ge of Ihc manner 01' mutual orientation betweenα-heliccs induced by 

hydration/d巴hydration.

パクテリオロドプシンをはじめとする膜内

在性蛋白伐の多くは脂TI膜を繊切る αーへリツ

クスの集合からなる高次tJ専迭を持つ。このよう A 

な脂質膜中の部位の高次構造は膜蛋白伎の機能

に影響すると考えられるが、溶液高分解能NMR

を用いてその構造を解析することは、長い回転

相関時間によるスペクトルの広幅化のために困

難である。これiニ対し、国体I_lC NMRを用いて

観測を行なうならば、膜中の蛍白'L'iに関して高

H 

B ケ川弘/
次構造を反映するスペクトルを得、個々の高次

ー ‘ Fig.1 Confol1nation 01'陀linalin dark adapted bacteri 

矯造に関して緩和パラメーターの解析を11'なっ rhodopsin at hydrated state (A)， and dry state (B)・

ことができる。構造および遠動性について得ら

れる情報を総合することで、生体膜中における膜蛋自民の構造と機能に関連した構造変化の挙動につ

いて総合的な描像を得ることができると考えられる。ここでは試料として、膜を横切る7本の αーヘ

リックスからなり、ヘリックスに囲まれた反応部位にレチナールを有する膜内在性の光プロトンポン

プ蛋白目、バクテリオロドプシンを用い、紫膜の水和状態の変化とそれに伴うレチナールの構造変化t

(Fig.l) に対応する高次構造の変化を解析する。

[実験]

パクテリオロドプシンは炭素源として 18種類のアミノ酸を含む合成培地中で培養した

Halobacterium Halobium S-9株の菌体より 2、純水中で菌体を破砕したのち、緩衝液中での洗浄と遠心

分離を繰り返すことにより紫膜の状態に精製した。合成培地中の特定のアミノ酸を13C標識アミノ酸

キーワード:固体高分解能13CNMR、 パクテリオロドプシン、膜蛋白質、 高次構造、水和

。つじさとる、ないとうあきら、 さいとうはじめ
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に置t英することで、 [3_13CjLアラニン ([3-

13CjL-Ala)標識および[1_I_1CjL_1ミリン ([1同

13CjL-Val)傑識試事|を調製した。紫股はリン

酸緩衝液から凍結乾燥し、測定試卒、lとして使

用した。

1.， C [i!iI体高分解能 NMRスベクトルは

ChcmagncliωCMX400 FT N MR分光器(13C:

100.7MHz) をJtjv'，常温、 j忠光下で繰り返し

時間4s、接触時間0.1-8m5、債算回数1000-

6000回にて測定された。試半、|は凍結乾燥状態

の紫膜をジルコニア製ローター中に充填し、

乾燥状態の試料に関しては開政型キャップを

用いて乾燥空気中で測定を行ない、また水和

試料については相対湿度 100%のデシケーター

中で一夜水和したのち密閉口ーター中で測定

を行なった。

[結果と考察]

二次構造の帰属 Fig.2A， Bに乾燥状態の

[3_J:1C]L-Ala標識および[1_l3C]L-Val標識パク

テリオロドプシンの13CCP-MAS NMRスペク

トルを示す。 Fig.2A中、 37・39ppmおよび

22.7ppmの信号(*)は代謝による 13C標識の他

のアミノ酸残基のCs炭素および脂T{の疎水部

のメチル基への移動を示しているが、主な信

号はL-AlaCsおよびレValC=Oへの13C標識を

L-Val CコO

B 

.'"吋骨 よン刊に

L-Ala C
s 

A 

Fig.2 13C CP-MAS NMR spectra of (A): (3_13C)Ala， 

and (8): (1-
J3
C)Vallabeled puゅlemembranes at 

hydratcd statc. Ssb shows spinning side band. 

示している。 Fig.3に

示すようにL-Ala Cs 

および~L-Val C=Oピ

ークは高次構造の違

いに対応して複数の

ピークに分裂してお

り、ポリペプチドお

よび繊維状蛋白1'[に

関して与えられてい

るコンホメーション

依存13C化学シフトの

データ 1より、各試料

中の二次構造を解析

することができる。

Fig.3Bσ)L-Val C=O 

の

Fig. 3 Expanded I 3C CpcMAS NMR spectra of 13C labeled purple 

membranes at dry (upper) and hydrated (lower) state. 

(A) L-Ala Cs signals. (8) L-Val C=O signals. 

173.9ー174.5ppmの主ピークは八クテリオロドプシンの主な構造がαーヘリックスであることを示し

ており、また、 172ppm付近の信号は一次構造を考慮すると αーヘリックスをつなぐ部位に pーシ

ート構造に対応する構造が存在することを示していると考えられる。同様に 177.1ppmの信号も折り

返し部位に府米すると帰属される。 L-Ala Csに関しでも主ピーク(乾燥時 16-16.8ppm、水利時:

16.2ppm)は αーヘリックス構造に帰属され、 19.8ppmの小ピークと 17.5および14.7ppm付近のシヨ

-52一



ルダーはそれぞれβーシートとその他の二次構造の存在を示している。

水平日状態による高次構造変化 L-Ala Cpの主ピークは乾燥時には 16.0および 16.8ppmに分裂

したピークを与えるが、水平fJ状態では 16.2ppmに単一のピークを示し、試ギiの水和状態に応じて αー

ヘリックス中のL-Ala CsのJ;';J凶の環境が安化していることを示している。 L-Val C=Oの主ピークは3

本以上のピークの重なりからなり、乾燥によって 175.2ppmのピークの相対強度に増加が見られる。こ

の変化は主主ì'í.の二次機造の変化を示しているが、それはしAla~;I(誌に見られる変化と比較して小さく、
水平日状態によって生じる高次榊iiE変化が主に αーヘリックス間の相互作用の変化であることがわかる。

水利状態による運動性の変化 TableIにL-AlaCJ3、しValC=Oおよび脂質のメチル炭素(22.7ppm)

の交差緩和時間TCHとプロトンのスピン裕子緩和時間 Tlpの値を示す。乾燥時と水和時のTCHを比較す

ると αーヘリックス中のしAla Csでは水平日時TCH(0.07ms)が乾燥時(0.17，0.18ms)よりも有意に短くな

Tablel 

13C Chemical Shifts， Cross-Polarizalion Times (T印).I H Spin Lallice Relaxalion Times in Rotating 

Frame (Tlp) and 13C Spin-Lallice Relaxation Times (Tt) of しAlanineC)l， L-Val C=O and Melhyl 

Group of Lipid in Purplc Membrane al Dry and Hydrated Stale. 

Chemical shif! 
Tα(ms) Ttp(ms) Tt (5) 

(ppm) 

L-AlaCJ3 

Drysta匂 16.0 (α-helix)a 0.17 7
b 0.58 

16.8 (α・helix)a 0.18 7
b 0.58 

Hydraled 5tale 16.2 (α・helix)a 0.07 5
b 0.52 

L-Val C=O 

Dry stale 172.0 (l3-sheel)a 0.40 7.0 

173.9 (α-helix)a 0.45 5 

174.6 (α-helix)a 0.36 6.1 

175.2 (α・heli瓦)a 0.36 6.7 

177_1 0.27 8.8 

Hydruled slale 172.1 (13・sheel)U 0.38 5.1 

173.8 (α・helix)a 0.30 5_1 

174.6 (α・helix)a 0.36 4.6 

175.4 (α・heli且)a 0.46 4.8 

177.2 0.33 5.2 

Lipid 

(methyl group) 

Drystate 22.7 0.12 

Hydraled slale 22.7 0.27 

a Conformalional assignment of peak is shown in parenlhesis. 

b Accuracy of relaxalion lime value is nol enough， because of dispersion of mobilily of L-Ala 

residucs. 
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っている。 Tctlは式

Jー=白竺E
T CtI .fi:i!f (CJS:定数)

で示されるように 13C、IHの二次モーメント M21S、M211に依存し、遅い領域の運動速度または運動の

奥方官|ーを反映するが、このTCIi変化はパクテリオロドプシンの αーヘリックスの膜中における配向の

稲らぎが水平日によって減少していることを示している。一方VulC=Oから得られた IHTlpは αーヘリッ

クス間の折り返し部位の水利による変化を示している。蛋白ft中の IHTlpの値は一般にスピン拡散の

ために分子全体で平均化された値をとる。水平日状態におけるTlpはαーヘリックス部位とその他の部

伎でほぼ等しい値を与えるが、乾燥状態におけるTlpは172.0および177.1ppmのピークと 175.2ppmの

ピークで他の αーヘリックス部位よりも長い値を与えている。前者は αーヘリックス同士をつなぐ折

り返し部位の巡級j1~1:.が乾燥時により高く、スピン拡散の程度が低くなっていることを示している。ま

た、後者は 175.2ppmのピークに対応する αーヘリックスの一部が乾燥時に他のヘリックス部位より高

い運動性を持つことを示すが、この点は水和により 175.2ppmのピーク強度が減少する点を考慮すると、

乾燥によって αーヘリックスの一部により高い運動性を持つ構造への変化があることを示している。

L-Ala qについてはし刈a残基11m鎖周閣の環境の分布のために単一の指数関数によるTlpの評価が正確

に行なえないが、 13C核のスピン修子緩和時間TI(Table 1)を比較すると、乾燥時と水和時の αーへリ

γクスのTIに追いがなく、キ111羽11寺|羽 IO.M秒付近の速い αーヘリックスの運動は水利状態によって変化

していないことがわかる。これらの運動性の挙動は、パクテリオロドプシンを水和状態から乾燥状態

に移した際に、 αーヘリックス 111]を結ぶ折り返し領域の運動性が増加し、 αーヘリックスの配向の揺

らぎが増していることを示している。また、脂質のメチル基ではTCHは水和状態でより長く、脂質分

子が蛋白1'tとは逆に乾燥時に良く配向しているこ‘とがわかる。この点は紫膜の水和状態による蛋白伎

の構造変化が脂質ではなく、 ffi白11自体の水平日状態の違いに耐来していることを示唆している。

以上のように、国体高分解能13C NMRによる観測から、紫膜の水和状態の変化によりレチナール

の構造変化 (Fig.l)と平行してパクテリオロドプシンの高次構造変化が生じ、膜内における αーヘリ

ックス構造の配向の変化とヘリックス問の相互作用の変化が起きていることが明らかになった。この

ことは、水利状態によるレチナールの構造およびシッフ塩基のプロトン化の違いに分子会体の高次構

造の変化が影響している可能性を示している。このような国体高分解能13CNMRを用いた膜蛋白質の

u葉内部の高次構造変化の解析は、同様の構造を持つ他の膜蛋由貿に;ついても可能であり、高次構造の

動的な挙動に関して情報を与えると考えられる。

本研究を進めるに当たり有益な助言をいただきました姫路工業大学浄回基之博士、岩佐達郎博士、

電気通信大学辻本和雄博士に深く感謝いたします。
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L 13 芳香族ポリアミドの団体15NNM  R構造解析

農工大工

東洋製耀綜研

目奏洪・ O出村誠・朝倉哲郎

伊藤卓郎

Structural Analysis of Aromatic Polyamides by 15N Solid State NMR; Joo Hong Yeo
1， Makoto 

Demura¥ Tetsuo Asakura
1
， and Takuro Itoh2 ， 1 Faculty ofTechnology， Tokyo University of 

Agriculture and Technology， 2 Co.， R & D， Toyo Seikan Group 

The struc伽rein atanic level f，αaromatic polyamides， Kevlar 叩dt、~omex， were determined in the solid 
血 .teby using 15N CP N恥1Rmethod on the basis of批 15Nchemi伺 1shift tensors. The 15N chemi回l

shift ten回 rswere determined by the simulation of the observed powder pa恥 ms戸ctra15N CP N恥R

sp田traof the orien包dsamples were observed by setting up血eblock samples at伊rallel叩 d

pe中enducularwith r回pectωthemagnetic field. By the simulation of both specむa，the Euler angles 

which characterize transformation of the principal axis systemωfiber axis system were determined. The 

other Euler叩 glesof transformation from PASωmolecular砿 issy蹴 mwere determined with 13C_15N 

double labeled model ∞mpound. The叩 glesbetween the NH bon direction and the fiber砿 isof 

oriented samples were determined by using白ωeEuler angles. The crys凶lineand non-crystalline 
structures of two aromatic polyぉnideswere discussed. 

結言

通常の国体高分解能CP/MASNMRでは消去されてしまう固体15N化学シフト異方

性と '5N_'3C双極子相互作用に着目することにより、原子レベルでの詳細な高分子構

造解析を行なうことのできる新しい方法を開発している。この方法を用いて絹タン

パク質の特定残基主鎖の内部回転角(中，ψ)を決定した結果については、本討論会で発

表予定である (P49)。

本発表では、この新しい国体15NNMR解析法を芳香族ポリアミド、ケブラ一、ノ

メックスの構造解析に適用した結果について述べる。

実験 NMR測定

芳香族ポリアミ ド は 、 poly-paraphenyleneterephtalamide (Kev lar)および

poly-metaphenylene terephtalamide(Nomex)を用いた。 15N化学シフトテンソル備は、

KevlerおよびNomexの粉末試料の15NCP NMR測定を行ない、そのスベクトルシミ

ュレーションから決定した。また、 KevlarおよびNomex繊維の一軸配向ブロック試

料(4x4x12mm)を作製後、静磁場と繊維軸とのなす角度を 0度(平行)または、 90

キーワード: 芳香族ポリアミド、ケブラ一、ノメックス、固体15NCP NMR、

配向、化学シフトテンソル

ょうじゅほん、でむらまこと、あさくらでつお、いとうたくろう

FD 
FD 



度(垂直)に設定し、 1SNCP NMRを測定した。配向試料のスベクトルのシミュレ

ーションにより、主軸系と繊維軸系聞の変換のオイラ一角αF，sFを決定した 1)。さら

に、 13C_1SN ダブルラベルベンズアニリドを合成し、 13C_1SN双極子相互作用によっ

てモジュレートされたそのパウダーパターンのシミュレーションから、主軸系を分

子軸系に変換するオイラ一角 αD，sDを決定した 2)。

1SN CP NMRの測定は、ブロック試料の角度を任意に変えられるプロープを備えた

JEOL EX・270NMRスベクトロメーターを用いた。 CP時間は7ms、繰り返し時聞

は7sとした。 1SN化学シフトは旦H
4
N03を基準とした。

盤宜主.

解析手順を Fig.1にフローチャートとしてまとめ E 

た。

1.化学シフトテンソルの決定

KevlarおよびNomexのパウダーパターンスペク

トルのシミュレーションによって、各々の試料の化

学シフトテンソルσ1，.σ22'σ33を決定した。

Eスベクトルの分離

Kevlarの一軸配向試料の繊維軸を磁場に平行に

置いた時のスベクトルは1本のピークを与える。一

方、 Nomexの場合は、 3本のピークが出現する。従

って、 Nomexの構造解析にあたって、まず、これ

らのピークの分離を行う必要がある。 Gaussianを

イ反定したシミュレーションによって、各々の割合を

決定した。

E 

E 

IV 

E磁場に平行のスベクトルから α"，s，，1i直を予測 v 

配向試料の繊維軸を磁場に平行に設定した場合、

そのスベクトルのピーク位置は、パラメータ 0 11，

σ22'σ3 3'αF' sFの関数として表すことができる。こ

のうち、 σ11'σ22'σ33は、手)1蹟Iで決定されるので、

実際には、 αF'sFがパラメータとなる。特に、アミ

ド1SN核の sF値は、 αF'こ比較してそのピーク位置に

VI 

vn 

Fig.l Flowchart of New 'Structure 
敏感であることを加味して、最適なαF'ßF値の組み ~~~rys~s of Polyamides by 15N 

Solid State NMR. 
合わせを決定した o

IV.磁場方向に対して平行のスペクトルのシミュレーション

手順nr.で決定したαF'sFの組み合わせは、すべて平行スベクトルのピーク位置を再
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現できる。そこでさらに、繊維軸の分布p(ガウス分布を仮定)を考慮に入れたスベク

トルシミュレーションを行い、実測スペクトルと計算スベクトルの誤差の標準偏差

SDの値が小さくなる αF'sFの範囲(errorrange)を決定した。計算範囲内の最大と最

小のSDを求め、その差の 10%をcut-offの範囲とした。

V.磁場方向に対して垂直な場合のスベクトルシミュレーション

配向試料の繊維軸を磁場に平行に置いた場合と垂直に置いた場合のスベクトルシ

ミュレーションの精度は、前者の方が格段に高い。そこで手順Nのerrorrange (< 

10%)内のαF'sFの組み合わせを用いて、垂直スペクトルのシミュレーションを行い、

問機にSD値を計算した。最終的に平行の場合に求めたerrorrangeをさらに狭めた。

vlパラメータの決定

以上のようにしてαF'sFの値と、さらに各々のピークのラインブロードニング(LB)、

繊維軸回りの配向分布の角度pが決定された。

vn繊維軸と NH方向のなす角度。.，uの決定

決定したαF'sFの債と主軸系を分子軸系に変換するオイラ一角α0'sOC
3C_15Nダブ

ルラベルベンズアニリドのパウダーパターンのシミュレーションから決定した)のデ

ータを組み合わせることによって、繊維軸と分子のNH方向のなす角度。NHを計算し

一，~。

結果と考察

1.Kevlarの構造解析

250 200 150 100 50 .50 

ppm [rolll自Il.NO，
Fig.2 15N solid state NMR sp巴ctraof Kev lar. 

(一一);observed， (--ーー);calculcated. 

PAS => MAS 

300 200 100 

01'= 50 ppm 

0，，= 68 ppm 

σJl=206ppm 

αONC=OO 

sONc=1100 

ppm from .!::l.H4N03 

Fig.3 Comparison of the ObserYed and Calculated 

.100 

Powdcr Spcctra of lJC -15N Labclcd Bcnzanilidc. 
(ー一一): Obscrvcd ，十一一): CalclIlatcd. 

パウダーパターンのシミュレーションの結果、 15N化学シフトテンソルの主値は

σ11 = 48，022 = 68， 033 = 195， LB=9 (ppm)と決定された (Fig.2の最下段のスベクト

ル)。続いて、一軸配向試料の磁場に平行、および垂直のそれぞれのスベクトルパタ

ーンのシミュレーションから、 αF'sFの値をそれぞれ40:t10度， 60:t2度と決定した

(Fig.2)。なお、図中b.rは接着剤のピークである。
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13C_1SNダブルラベルベンズアニリドのパウダーパターンのシミュレーション結果

をFig.3に示した。 αD= 0度、 sD=110度と決定した。これらの 4つのオイラ一角を

用いて、 Kevlar繊維の繊維軸とそのNH方向のなす角度8NHを56土3度、または116土3

度と決定した。

2.N omexの構造解析

Nomexの1SN化学シフトテンソルの主

値はパウダーパターンのシミュレーショ

ンから、 σl'= 51，σ22 = 66，σ33= 196， 

L8=20 (ppm)と決定された。 Nomex繊

維の磁場に平行なスベクトルは、 3本に

分れるが(Fig.4)、スペクトル分離の結果、

その割合は、 39%(A)，17%(8)， 44%(C) 

であった。さらに各々のピークについて、

Gll= Slppm 
Gn= 66ppm 
ロ33=196ppm

OfO 
fe'. 

^ 11 C 
39 17 44 

20 20 20 
IS 9 3 

0%50 0%40 201: 10 
29主 J 53:3 7J:t 1 

300 200 100 0 ・100
ppm rrom ~n"NOl 

Fig.4 lSN Solid Statc NMR Spectra of Nomex. 
(一一一一):Observcd， (一ー一一一):Calculated. 

最適なαF'sFの組み合わせとそのerrorrange、およ

び繊維軸の配向分布pを決定した (Fig.4)。その際、磁

場に垂直なスベクトルのシミュレーション結果も参考

にした。既に決定したαD'sDの値を組み合わせて、最

終的に 8NHは24土3度(A)，49:t3度(8)， 76:t2度(C)と決

定した。

最終結果を Fig.5にまとめた。 Nomex繊維のX線回

折によると、結晶部では分子間の水素結合に関係する

NH方向が繊維軸に対しでほぼ垂直であることが報告

されている3)。この方向はFig.4のピークC(8NH=76度)

に対応する。従って、残りのピークA，8は、 Nomex

の非晶領域由来である。繊維軸と NH方向の平均の角

度が24度(分布幅は 15度)と 49度(分布幅は9度)の異な

る2成分が各々 39%と17%ずつ存在する。

手
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まとめ 本解析法は、 X線回折法に匹敵する原子レベルの国体構造解析が可能である

と同時に、結品部のみならず非晶部の構造パラメータも同じように決定できること

がわかった。

参考文献

1. L.K.Nicholson， T.Asakura， M.Demura and T.A.Cross， Biopolymers， submitted. 
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L 14 15N NMRによるポリペプチドの国体構造解析:

15N化学シフトに友ぼす側鎖構造の影響

(群馬大工、東工大工つ

0荘司願、芦川幹也、加藤寛、尾崎拓男、黒木重樹ヘ安藤勲合

STRUCTURAL ANALYSIS OF SOLlD POLYPEPTIDES: 

Side-Chain Effects on 1SN Chemical Shifts. 

生垣旦Shoji，恥包kiyaAshikawa， Hiroshi Katoh， Takuo 0団組， Shigeki Kuroki * and Isao Ando* 

(Dep.宿泊lentof Biologica1 Sciences， Facu1ty of Erigineering， Gunma University， 

*Depar加 entof Polymer Chemistry， Facu1ty of Engineering， Tokyo Institutc of Technology.) 

Abstruct: The relation between the chemical structures (prim釘Ystructure and conformation) 

and the ISN chemical shift tensors (σ11'σ:22 and σ33) as well as the iso住'Opicchemical shift (σ日0)of 

some solid polypeptides [AAへX]n(X denotes other amino acid residues: natural abundance) 

containing ISN-labeled L-Amino Acids (AA* = Gly*， Ala*， Leu* and Val*) residues was studied by 

means of 15N NMR. It was found血atthe O"iso of Leu* and Val* residues紅every useful for 

conformational analysis of copolypeptid巴s. On th巴contr訂y，白eσ'iooof Gly* and Ala* residues紅e

d節cultto determine their conformations of copolypeptides， which is q凶tedifferent result from that 

of [Leu*， X]n or [Val*， X]n' Further， it was also found出atthe ISN chemical shift tensors 

(esp民 ially0"2~ are useful for白 primarystructural analysis such as the neighbouring amino acid 

sequence effects and the side chain effects of solid polypeptides. 

1 .緒論

タンパク質の主な構成元素である水素・炭素・窒素および酸素0の各原子核の磁気的性

質を通して分子構造を理解することは、タンパク質の機能と秩序構造との関係を解明する

上で重要である。近年、核磁気共鳴 (NMR)法の発展はめざましく、団体高分解能NMR

の出現と共に従来の広幅NMRでは得られなかった固体の微細構造解析が可能となった。

固体高分解能NMR法は、国体分子に固有の性質を原子レベルで調べたり動的構造の研究

に有効であるので注目されている。 15N核は孤立電子対 (lone-pairel田町ons) を有するので

13c核とは異なった情報が得られる点興味深い。本研究では、 15N標識アミノ酸残基 (AA*)

を含むポリペプチド [AA*，X]n (AA* = Gly*， L-Ala*， L-Leu*， L-Val*; Xは天然存在比15Nのア

ミノ酸残基)を用いて、 15
N化学シフトがポリペプチドのコンホメーションの他、アミノ酸

の種類(側鎖の構造)、隣接アミノ酸の配列順序、水素結合様式などに関する情報を与え

ることを示し、 15N化学シフトとこれらの構造との相関関係について述べる1.7)。

国体高分解能 NMR・''NNMR'ポリペプチド・化学シフト・隣接アミノ酸配列順序・コンホメーション

しょうじ あきら・あしかわ みきや・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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2. 実験

本研究で用いたI'N標識アミノ酸 (AA*)(MSDアイソトープ社;99 %】'N)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・カルボキシアミノ酸無水物別CA)法により合成した(表 1)。

CP-MAS (cross polarization -magic angle spinning) NMRスペクトルは JEOLGSX・270W分光計を用い、 27.4

MHze'N核)及び67.8MHZ (13C核)で測定した。 NMRの測定条件は、コンタクト時間:2 ms、繰り返し時

間:5 s、90'パルス隠:5.7-5.8μs、スペクトル幅:20魁Iz、及びデータポイント:8Kであり、 64-1128回

積算した。化学シフト 1;1:1'日九N03を外部基準 (0=0ppm)とし、グリシンYN(O= 11.59)を二次基準とした。

固体コンホメ}シヨン解析は日CCP-MASNMRと赤外(IR)吸収スベクトル法により行った。 IRスペクト

Jレは、 JIR-FX6160フーリエ変換 IR及び JASCOA702 IR分光討を用い、 KBrdisk法により 4∞0・3∞cm・1

の波数範閣で測定した。

3. 結果及び考察

3・1. ポリペプチドのAA*残基の15N等方性化学シフト (criso)

ホモポリペプチド[Va1*]nとコポリペプチド[Val*，X]n (Va1*含量約20%)のO'iloをFig.lに例示

する。 α-helixの[Va1*]nのσ問。は得られていないが、 s-sh巴巴tの位。(105.4ppm)は得られている。

この場合も、[Ala*]nや[Leu*]nの場合と同様、 σ闘がコンホメーションに依存するといえる

(Ala*:α-helix: 98.8、9・sh田t:102.2 ppm)σ..eu*:α-helix: 97.0、s-sheet:107.0 ppm)。いずれも

ルhelixのσ:;SOiJ宮βsheetより高磁場に現われるが、シフト差は異なる。一方、 [AAへX]nにお

いては、O'ia。はAA*の種類およびXの種類によって大きく異なっている。即ち、 Va1*やLeu*

ではα-helixとs-sheetのピーク領域が分離するため、 σ"0よりコンホメーシヨンが決定できる。

これに対してAla*やGly*ではα-helixとs-sheetのピーク領域が重なるため、一般にはσisoより

コンホメーションの決定を行うのは適当でない。このように[AAへX]nのσ闘は、 AA*残基

の種類(側鎖構造の影響)により異なることから各アミノ酸残基の個性が%。に反映されて

いると思われる。また、これらのσmは隣接アミノ酸残基の種類によっても異なる。

3・2. 伊Aヘ刈nのAA守主基のσl回と[X]nのσl曲との関係

σ;s。が隣接アミノ酸残基の種類によりどのような影響を受けるかを調べた。 [AA*，X]nの

σ;s。と[X]nの丸。との関係をFig.2に示す。結果をまとめると次のようになる;

(I)AA*残基がAla*の場合、 α-helixの[Ala*，X]nのσ;s。は[X]n(α-helix)のσ問。より 2-3ppm低

磁場側 (98・102ppm)に、逆に、 s-sh民 t[Ala*， X]nのσ問。は[X]n(s-sheet)より 5-6ppm高磁場

側に観測される(99・102ppm)。この結果、 [Ala*，羽nのα-helixピークとs-sheetピーク領域は

重なる p (2) Gly*の場合、 α-helix[Gly*， X]nのσ問。は[X]n(α-helix)より 12-15ppm高磁場側

(84・86ppm)に、また、 s-sheet[Gly*， X]nのσiloも[X]n(s・sheet)より 14-22ppm高磁場側に

観測される(83・88ppm)。この結果、 [Gly*，X]nでもα-helixピークとs-sheetピーク領域は重

なる。一方、 (3)Leu*の場合、 α-helix[Leu*， X]nのσ目。は[X]n(α・helix)のσ問。より 0-2.5ppm 

高磁場側 (96・98ppm)に、逆にs-sheet[Leu*， X]nのσ目。は[X]n(s-sheet)より 0.6-1.1ppm低磁

場側に観測され(10ふ107ppm)、この結果、[Leu*，X]nのα-helixピークと s-sheetピーク領域

は分れる。 (4)Va1*の場合、 α-h巴lix[ValへX]nの見。は[X]n(α事 helix)より 0-3ppm高磁場側

(95・98ppm)に、 βsheetでは 1-3ppm高磁場側(あるいは4-5ppm低磁場側)に観測され

(106-107 ppm)、この結果、 [ValへX]nのα-helixピークとβsheetピーク領域は分れる。

以上の結果は、 [AA*，X]nのAA*残基のσ闘はポリペプチドやタンパク質の隣接アミノ酸

残基の影響やアミノ酸配列順序等を調べるうえで有用である事を示唆する。
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3-3. ポリペプチドのAA*残基の15N化学シフトテンソル(σ11'σ釦 σ'33)

ホモポリペプチド[AA*]nとコポリペプチド[AAへX]nのσ11'0"22'σ33に関する我々の今まで

の研究で、特にAA*残基のσ22はコンホメーションと隣接アミノ酸残基の配列効果に関す

る情報を得る上で、σ即より有用であることを明らかにした。しかし、その他の化学シフト

テンソルについてはまだ実験データが少ないことと実験精度が低いため、今後これらデー

タの集積が必要である。 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が示唆される。そこで、今回の

NMR討論会ではこの点に関する最も新しい研究手法と実験結果についても紹介する。

参考文献:

1) A. Shoji; T. Ozaki; T. Fujito; K. Deguchi; 1. Ando， MacromolecuJes， 1987，2α2441-2445. 

2) A. Shoji; T. Ozaki; T. Fujito; K. Deguchi; S. Ando; 1. Ando， MacromolecuJes， 1989，22， 28ω羽 63.

3) A. Shoji; T. Ozaki; T. Fujito; K. Deguchi; S. Ando; 1. Ando， J. Am. Chem. Soc.， 1990， 112，4693-4697. 

4)荘司、尾崎、藤戸、出口、安藤:第28回NMR討論会講演要旨集、 (1989)5-8. 

5)荘司、加藤、尾崎、黒木、安藤:第30回 NMR討論会講演要旨集、(1991)299・302.

めA.Shoji， T. oz紘i，T. Fujito， K. Deguchi， S. Ando， 1. Ando， to be submitted. 

ηA.Sh吋i，M. Ashikawa， T.白法i，S. Kuroki， 1.加do，in preparation. 
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L 15国体高分解能
170N M Rによるポリグリシンの

構造研究 (4) 

(東工大工) 0黒木重樹・安藤 勲

(群馬大工) 荘司 頴・尾崎拓男

A Structural Study of Polyglycjne by Solid Stateげ oN M R Spectroscopy 
(4) 

Shiaeki Kurokf， Isao Ando¥ Akira Shoji2 
and Takuo Ozaki

2 

lDepぽ回entof Polymer Chemis町，Tokyo Institute ofTechnology，Ookayama， Meguro-ku， Tokyo、Japan
152 

2 Department of Biological Scien∞、GunmaUniversity， Tenjin-cho， Kiryu-shi， Gunma， Japan 376 

Recently， high resolution solid state NMR techniques have been develo戸:dfor studying s回 ctureof pepudes 

佃 dproteins in the solid state. We have a1ready reported that 13C chemi，回1shiftof thecarbonyl urbon EndnN 

chemiω1 shift of the ar凶denitrogen are closely rela低dωthenature of hydrogen bond. 

On th巴otherhand， the universality of th巴oxygenatom in in佐a-and intermolecular interactions加 din certain 

physiological pf∞esses， and in particular in hydrogen bonding in biological systems makes出isnucleus 

especially suitable as a probe for investigaung the s住uct町eand dynamics of solids and solutions. 110 NMR 

studies of amino acids， amides and peptides in血esolid state ar芭 virtuallynorトexistent. Inぬisstudy， we at低mpt

ωobserve出esolid state 110 CP MAS and stauc NMR spec回 ofpolyglycines 1 and 11 and oligopeptides 

∞ntaining glycine residue， to obtain出evalues of three NMR par溜 n巴ters(nucle紅 quadrupolarcoupling∞nstant， 

asymmetric par沼田町叩dch巴mi，回1shift)， andωrev伺 1structural informauon through血esepar迦n蹴，rs. 

Figs. 2 a)， b)釦 dc)show 67.品目Z110 CP static NMR spec回 ofpolyglycines in the solid state. Figs. 3 a)， 

b)叩 dc) show 67.8.rv田Z110 CP MAS NMR spectra of polyglycines in the solid s同te. Sample 11 contains form 

11 only， but sample 1 ∞ntains form 1加 d11 and 1/11 ratio is 1/0.6. It is found合om出巴sesp配岡山atthere exist 

two magneu回 lly-unequivalentsites in both the forms 1 and 11 and large isotropic chemi回 1shift differen∞s 

between the forms 1 and 11.τbe details will be given in the presentauon. 

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

になってきた九この手法により、 13C化学シフトおよびISN化学シフトのコンホメーシヨン依存性が

見い出され、 13C化学シフトと ISN化学シフトを用いたコンホメーションの決定がなされている九私

どもは既にペプチド中のカJレボニJレ炭素の13C化学シフトおよびアミド窒素のlSN化学シフトから団

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九

一方、 13cおよびISNのようなスピン量子数 1=1{l以外の核の団体NMRがここ数年注目されつつ

固体η0・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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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、その同位イ本でNMR観測可能な核170核 (1=5ρ)はペプチドおよびタンパク質

の構造解析に今までの13C、15N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。
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、固体では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ル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、核

四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

用は団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、中央遷移(・1/2← →1β) 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 (マジック角田転)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。理論式にしたがってスペクトルシミュレーシヨン喝を行うことにより、核四極子結合定数

e2qQ/h、非対称パラメータマ、および化学シフト δ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型およびグリシン残基を含むペ

プチドを合成し、その由体高分解能170NMRスペクト Jレを観測した。得られたスペクト Jレから核四

極子結合定数e2qQ/h、非対称パラメータマ、化学シフト S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述べる。

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 17

0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 Jレポキシアミノ酸無水物 (NCA)法によりポリグリシン試料Iを合成し、

これを試料11に転化した。国体13C_NMRの結果、試料Iには I型と 11型が1: 0.6の比で混在し、

鈴科 11 は11型のみからなることが分かった。グリシン残基を含むオリゴペプチドは活性エステ

Jレ法により合成した。

2 )国体170NMR測定

固体高分解能170NMR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-2

70NMRスペクトロメータ(観測周波数36.6MHz)およびGSX-500NMRスペクトロメータ

(観測周波数67.8MHz) を用い、室温で測定を行った。積算回数は500-9∞o回である。化学シフト

の基準としては外部基準としてH20を用い、その化学シフトを Oppmとした。試料は静止状態およ

びマジック角で-75∞1Hzの速さの回転をさせた状態で測定された。パルスシーケンスは交差分極法

を用いた。接触時間は 9msで、繰り返し時聞は 3または 5sである。

3 )スペクト lレシミュレーション

理論式に基づきスペクト Jレシミュレーションプログラムを作成した。パーソナJレコンピュータの

CRT上で理論曲線と観測されたスペクトルを重ね合わせることにより、核四極子結合定数e2qQ/h、

非対称パラメータ ηおよび化学シフト 8を決定した。

3.結果と考察

Figs 1 a)、b)にそれぞれグリシルグリシンのCP法による36.6MHzおよび67.8MHzの固体17

O-NMRスペクト Jレを示す。 36.6阻 Izと67.8MHzでのスペクトルは大きく異なっている。こ

の2つのスペクトルを見る限り、異なった磁場における測定が170核のような四極子核では

有用であることがわかる。
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(c) 

に

(b) 

ポリグリシンの67.8MHzにおける回イ本17
0・CPNMRスペクト Jレを Figs.2 

a)，b)ぷ)に、国体170_CP MA S NMRスペ

クトルを Figs. 3 a)，b)ρ)にそれぞれ示す。各

々のスJてクト Jレより PGIにも PG 1 1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、スペクトルの線形はPGIとP
G 1 1で異なっていることがわかる。

次に結晶系の異なる 3つのGly-Gly
の固体170CPNMRスペクトJレを Figs.4 a)、
b)、c)に示す。結晶系の違いによりスペクト

Jレの線形が敏感に変化していることがわかる。

詳細な議論は講演で述べる。

(a) 

Pf:.:M 

o -;::00 

いい~
L
円

(b) 

(a) 

400 20C 
'i'寸
600 

ロPM
11' i '11' i j 11111; illlfTァrrrn-門1

1500 1000 500 0 -500 -1000 --1巳00 Fig.2 67.8MHz 170CPstaucsI施 C位2

ofpolyglycines in血esolid state， 
sample n (a)， sample 1 (b)， and 
sampleI・samplen x 0.6 (c)， 
E四戸当cuve1y.

FD 
G
U
 

Fig.1 170 CPstauc司ぬC仕aof
由rcylglycinein血e却益d託ate，
by 36.6 MHZ (a) and 67.8.Ml王Z
(b)，r珂蹴'uvely.
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ザ¥川
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1・・・ 5・・・ 1"'1・・・ 4・・・ 1"'1・・・ 4・・・ 3・・・ 4・・・ 5・・・ 1・・・ 4
800 7∞600 500崎o300 200 100 0 -100屯∞-3∞-4OC

Fig.4 67.8 MHZ 170 CP stati~ 
sp田 traof glycylglycine・BNOaω，
glycylglycine (b)， and 
glycylglycine・日α.H20(C)， 
E獄中ective1y.

Fig.3 67.81¥国z170CP/MAS
可均ctraofpolyglycin田 in也esolid
state， sample n (a)， sample 1 (b)， and 
sampleI・samplen x 0.6 (c)， 
Eも毎氾ctively.
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L 16 核四極予を持つ核の CP/MASスペクトルにおける線形

日 N a及び 11 B 後 (1=3/2)  

( 化学技術研究所) 0林 繁信、 上回 貴洋、 早水 紀久子

Line shapes in CP/MAS NMR spectra of quadrupolar nuclei 

(National Cheaical Laboratory for Industry) Shigenobu Hayashi， Takahiro 

Ueda， and Kikuko Hayamizu 

Cross polarization (CP) from 'H to quadrupolar nuclei such as 23Na and 

I'B has been carried out under magic-angle-spinning conditions for powder 

samples of siDPle inorganic materials. Line shapes in the CP/MAS NMR 

spectra are different fro温 those in the spectra measured with the single 

pulse sequence combined with the '" dipolar decoupling. Furthermore， the 

line shapes are found to be dependent on the 皿easuring conditions such as 

the pulse amplitude for the quadrupolar nuclci. The mechanisms affecting 

the line shapes are discussed. 

四極 子を 持つ 核の NMRスペクトルは、 核問極結合が強い揖合、 m = +1/2 ←→ 

-112の遷 移の みが 観測され、 2次の核問緩相互作用特有の線形を示す. マジック角回

転 (MA S )を行なってもこの相互作用を完全に消去できず、 静止試料の約 1 / 4の

線幅が残り、 静止試料のスペクトルとは異なる特有の線形を示すようになる.

'H核が悶鍾核の近傍にある書面会は、 クロスポーラリゼーション(C P )によって

四極核の信号を検出することが可能である. 静止試料の C P スペクトルは直 Z盛岡極核

を励起した場合と同じ線形を示すが、 M A Sを併用すると CPスペクトルは直接励起

スペクトルとは異なった線形を示すようになる. また、 C Pスペクトルでは、 パルス

出力などの測定条件を変えることによっても線形が変化する. 本研究では、 測定条件

による線形の変化を測定して、 線 形 を 変 え ている要因について検討を行なった. さら

に、 計算によってスペクトルのシミュレーションを行なった.

[実 験]試料は市 販の NaBH.及び Na2B.07・10H20を 用 い た . N M R測定には、 Bruker 

MSL400を用いた. 測定周波数は、 23Na 105.84 MHz、 "B  128.38 MHzである. 測定は

キーワード: CP/MAS  NMR、 11 B、 23 N a、 桜田桜子

はやし しげのぶ、 う え だ たかひろ、 はやみず きくこ
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す べて窓温で行なった. 'Hの 90度パルスは約 5 μ aである.

[ i結果及び考祭] 図 1-図 8に実測したスペクトルを示し、 図 9にシミュレーシヨ

ンしたスペクトルを示した。 実現fスペクトルは、 強度を比較できるように規格化して

表示した. また、 す べ て MASを行なって測定した結果を示している.

図 1は、 NasH.の 23N aスペクトルである. シングルパルスと 'Hデカップリングを併

局し て 測 定 し た (HDと呼ぶことにする)スペ

クトルより、 c pスペクトルの方が強度が強〈、

c pによる脇皮肉上が起きている. NaBH.の 23 N 

aの核四極 結合 定数はゼロであり、 CP条件は S

= 112の場合のように、 γHHH=r.H.{条件 A)

である.

図 2は、 NuB.07・10H20の 23Naスペクトルで

ある. 非等価な 2つのザイトに相当する 2*の

ピークが観測される. c pによる感度向上は困

難である. また、 問じ CPスペクトルでも・2

ppmのピークの線形が条件によって異なっている.

中段は、 前述の CP条件 A を用いて.測定したス

CP 

(A) 

LLJ二
IS 18 5 -s 

PPM 

んへ~

-2 ‘-， PP阿

図 2. Na2B.07・10H20の23Naスベ 図 3. Na2B.07・10H2 0の23NaCP 

クトノレ(回転数 4.00 kHz) スベクトル

(条件 A、 回 転 数 3.99kllz) 
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CP 
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t;me 

= 8 ms 

2D o ・28 ・'8
PPH 

図 1. NaBII.の23Naスベクトル

(回転数 3.05kHz) 

!丸一ノ~一一
-2 ー‘-，pp伺

図 4. Na2B.07・10H2 0の23NaCP 

スベクトル

(条件 B、回転数 3.99kllz) 



ベクトルであり、 下段は

c p条件として、 r H H H 

= 2γs H s (条件 B)を

用いて測定した。 図 3 と

図 4 Iこ各 cp条件 におけ

る 線形のコンタクト時間

依存性を示した。 多 少 の

線 形の変化が観測 さ れ た

が、 線形の大きな特長は

変 化していない。

図 5 に Na2B.07・10H

20の 11 Bスペクトルを示し

た。 4 配位と 8 配位 の 2

つのホウ素が観測される。

C P条件 A では 4 配 位 の

ホウ素のみが観測され、

条件 B では 3fia位のホウ

素の強度 の方 が強 くなる。

また、 3即位のホウ素の

ピークの線形は HDと C

P とで異なっている. 図

6に'条件 B でのコンタク

ト時間依存性を示したが、

スペクトルの特徴 はコン

タ クト時間にはほとんど

依存していない。

c p を行なうと線形が

変化す る 原 因 と し ては、

c p ダイナミクス と ス ピ

ンロックの 2つの可能性

ts考えられるが、 ス ピ ン

ロックの実験から後者の

要因 が大きいと考えられ

る。 図 7と図 8に、

CT= 

HD 

CP(且)

CT= O.5ms 

1ms 

ー ドA一三と___I'----λ)
2. ，. 

PPH 

図 5. Na2B，07・10H2 0の 11Bスベ

クトル(回転数 4.05 kHz) 

2. ，. 
PPH 

図 6. NaεB.07・10H20の 11B CP 

スベクトル

(条件 B、回転数 4.07 kHz) 

νヘ¥Jm-3ト)ー
-2 -4 -6 
PPH 

図 7. Na2B，07・10H2 0の23Na

Spin-lockスベクトル

(条件 A、回転数 2.50 kHz) 
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図 8. Na2B，07・10H2 0の23Na

Spin-lockスベクトル

(条件目、回転数 5.00 kHz) 



Na2s407・10H20の 23Na Spin-lockス ペ ク ト ル を示し

た。 図 7が条件 A、 図 8が条件 B に相 当す る強度の

パルスで 23Naスピンをロックした後、 F 1 D 信号を

観測した. c p スペクトルとほとんど同じ特徴を示

すスペクトルが得ら れ た 。

四極核のスピンロックについては Vegaが 最近報告

しており、 スピンロックの効率がロックパルスの強

度、 試料の回転数、 核四極結合定数の大きさに依存

することを示している。 スピンロックの効率を考慮

して計算したスペクトルを図 9 に示した。 実現『のス

ペクトルの特徴をほぼ再現することができた。 計算

の詳細については当日報告したい。

[文献 1 1) A.J.Vega， J.Magn.Reson.， 96， 50 

(1992). 
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L 17 重水素 N M R法による液品分子のコンホメーション解析

東大教養 鳥海 弥和

Conformational Analysis of Liquid Crystalline Molecules by use of Deuterium LCNMR 

Department of Ch巴mistry，College of Arts and Sciences， The University of Tokyo 
Hirokazu Toriumi 

The general framework for the analysis of conformational and orientational properties of flexible 

molecules in liquid crystalline phases by use of lH_ and 2H-LCNMR technique is described. The deuterium 

NMR quadrupolar splitting patterns obs巴rvedfor， flexible solute molecules such as n-alkanes and substituted 

alkanes are quantitatively reproduced using a newly developed formulation of the potential of mean torque 

including orientational correlations between neighboring bond segments (chord model). The theory is 

further extended to neat nematic molecules consisting of a rigid core segment and a flexible alkyl chain 

tail， yielding a consistent description of the essential features of the chain order profile and the even-odd 

variation of thermodynamic quantities associated with the nematic-isotropic transition. The chord theory 

can also reproduce the deuterium NMR segmental order parameter profiles of a variety of mesogenic and 

non-mesogenic molecules using the same parametrization of the potential of mean torque obtained above 

for alkane solutes in the nematic field and monomer mesogens in neat phases. These findings clearly 

indicate the predictive power of our chord mod巴1and the utility of the LCNMR technique for analyzing 

conformational and orientational properties of flexible molecules. 

[序論] NMRスペクト Jレを決定するスピン・ハミルトニアンは a 

H = Hz + HCSA + Ho + HQ (1) 

と書き表わされる。ただし、等方性試料に対しては、ゼーマン項 Hz以外

の3項、すなわち化学シフト異方性項 HCSA、双極子一双極子相互作用項

H
D、核囚極子相互作用項 HQの寄与は平均化されて消滅する。このため、

通常の液体(または溶液)について得られる NMRスペクトルは大幅に簡

略化され、分子の一次構造に関する明瞭な知見が得られることはよく知れ

ている通りである。一方、第 2項以下はいずれも試料の配向状態と運動状

態を反映した量であり、これらの相互作用が存在する系のスペクトルは前

者に比べて複雑となる。もちろんスベクトルの複雑さは情報量の多さに由

来するものであり、それを解析することができるようになれば、分子の高

次集合状態に関する知見を直ちに入手することが可能となる。本報では、

液品 NMR(LCNMR)法による双極子相互作用 (HD) および四極子相

互作用(HQ)の解析を通し、分子のコンホメーシヨン特性と配向特性に

関する詳細な情報が得られること、さらに LCNMR法が従来の手法では

達成不可能なほど高い精度と信頼性をもった解析法であることを、筆者ら

の最近の研究成果をもとに解説する。

c 

[液晶 NMRデータの解析] 図 lは等方相および液晶溶媒中で測定した

ベンゼンの NMRスペクト Jレである。等方相ではただ一本の共鳴線が観察

されるだけなのに対し、液品溶媒中で一軸配向させて測定した 2H-LCN

Fig.l NMR s戸C住aof benz宅ne:
ωin iso回 pic.'phase， • (b)官-
LCNMR in liquid crystal solvent， 
(c) multi叫quantum'H-LCNMR in 
liquidαys旬1solvent. 

キーワード:重水素NMR/液品/コンホメーション/配向ポテンシャル/セグメント配向棺関/コードモデル
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MRスペクトルには核四極子相互作用に由来するダプレッ

トが、さらにプロトンを核とする lH-LCNMRスペクト

ルでは双極子相互作用に由来する多数の分裂線が観察され

ている。 2H_LCNMRスペクトルで観察される核四極子

ダプレットの分裂幅 sY;は次式で与えられるように C-D

ポンドベクトルの配向秩序度 S'CD に直接比例する。

αp  ， ，ε 
CD3"CD2-CD2-CDZ-CD2"CDZ"COZ.CDZ-C町 CD，

syi = ~ (-~Q) + (3cos26同=ユ(自旦)S~D 2' h ' 2 且 2' h '-'_U 

(2) -30 -20 -10 0 10 20 30 

kI-Iz 

なお、ここで 6;は C-Dベクトルが磁場に対してなす角で Fig.2 恥 uteriumLCNMR spec凶 mof n-decane 

ある。我々が注目するフレキシプルな分子の場合には、例
dissolved in a nematic Phase V solvent. 

えば図 2の n-decaneのスペクトルに示すように、配向に関して非等価なすべてのセグメントに夫々独立

した sY'値、すなわち S;値を得ることができる。

一方、 'Hを核とする LCNMRで観察される H-H双極子分裂の大きさ D'Jは次式のようになる。

Dij= ・ (i~) よ((3cos26i・-l)/rIi> 4π2" 2 '¥ ，-----JJ -"-IJ 
(3) 

ここで 6;j はプロトンペア(i、j)を結ぶベクトル Eijが磁場に対してなす角であり、 rり=Irり|である。

式(3 )から明らかなように、 D'Jはプロトン間距離の 3釆に依存する量でありコンホメーションに非常

に敏感である上、 IH・LCNMRスベクトルからは例えば n-hexaneのように簡単なアルキル鎖についてさ

え16個もの互いに独立な D;jを得ることができる(さらに 2H・LCNMR解析から 3個の sY;が得られ

る)。従って、 IH_および 2H-LCNMR法を併用すれば、情報量が多くかっ信頼性の高いコンホメーシ

ヨン解析を行なうことが可能となる。

しかし、液晶NMRデータ解析のためには、分子の非等方相における配向ポテンシャルに関する正確

な知識が必要であり、 conformation-orientation聞の相関を任意に分離したりスケーリングしている限り

正確な解析を行なうことはできない。次節ではセグメント閲の配向相関を考慮した新しいモデルの概略

を述べる。

[セグメント配向相関連論] フレキシプル鎖としてもっとも簡単

な n-alkaneを例に取り、そのネマチック溶媒中における配向ポテン

シャルについて考える。 l、2)このポテンシャルは、 n-alkane分子を構

成する各C-Cポンドセグメントの配向相互作用を平均場近似のもと

で展開して、以下のように書き表される。

V(仰 )=fsziw山内')+ W1P(内 i+1)+ W仰が，8i+2)+…} (4) 

V(ω， n)のアルキル鎖コンホメーション (n)および配向 (ω)に対する

異存性は、各 C・Cセグメント・ベア (i，i+m)の配向相関関数 P(s;，

「片門

円)中で表現されている。ただし、川崎町 C・Cセグメントに U jγ 
沿った単位ベクトルであり、 W m はm次相互作用項からの寄与の大 ZN j "'l-~ 

きさを表わす定数、また Sはホスト液品の配向秩序度である。 J守'ノ

式4の第一項は各 C-Cセグメントと配向場との直接相互作用の大 _j~，"" も?ノ

きさを表現しているが、この項にはセグメント聞の配向相関に関す ¥'1-ちツ
る情報は含まれていない。言い換えれば、各セグメントは独立に配 V恥 (Cl) 

向エネルギーに寄与するだけであり、この第一項のみでは図 3に例

訴すような conformationお幻よぴ山内山0釘凶ri巴r山 ionrdl巾問の位差異恥を区剛B別uけす向るこ まふよす:!2322f官邸ぷ
とができない(鎖中におけるセグメントの出現位置が変わっても第 shapes and identical orientational energy. 
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一項で与えられる配向エネルギーは変化しない)。セグメント間の

結合(すなわち分子の一次構造)および配向相関に関する情報は

第二項以下に含まれ、図 3に示した例の区別がこれらの項の導入に

よりはじめて可能となる。ゲスト・アルカンに対する解析結果は、

一次の相関項が直接相互作用項とほぼ同程度の寄与を持つことを示

している。この結果は、第一次相関項がセグメントの結合様式(す

なわち鎖の configuration) を表現していることを考えれば当然の結

果であり、式 4で与えられる配向ポテンシャルの妥当性を示すもの

である。式 4，ま w
1
=w

O
の条件下で次のように簡略化される。

N-2 

Y(仰 )=-fS{叫 P(ω

(a) 
~~~ _ 81H 
CCCノ玲，- -" 

ノ/~点、" ....1+J ノ/
ノ/_--・."'_"ーーニーーー・v'

ノ ~1 、、ノ// ，1 、v S1+2 

ci = ~ (81 + Si+l) 
2sin弓ヒ

(b) 

シ令マムモァ心。ィ;
Fig. 4 (a) Chord segment geome汀yand
(b) schematic representation of th巴 ele-
mentary units in the chord representation 
of n-aIkane used in eq. 5. 

ここで c'は図 4に示すように隣接する C-C結合の中点を結ぶベクトル (chord)であり、 go= 

[2sin 2(ccc/2)]w。、 w~ = wo/2である。式 4による自己向ポテンシャルの表現を bondrepresentationと呼ぶ

のに対し、式 5による表現を chordrepresen tationと呼ぶ。 Chordには隣接ボンドの配向相関に関する情

報がすでに含まれており、おおよび w;の定義から明らかなように、ポテンシャルの強さはただ一つの

パラメータ
-

Woのみで表現されている。式 5による配向ポテンシャルの表現、すなわち chordrepre-

sentatlonの成立は、アルキル鎖の自己向が分子の contourを反映するユニット (chord)と液晶場との相互

作用に由来していることを意味する。すなわちこれは排除体積効果にほかならない。

[セグメント配向相関連論の応用] セグメント配向

相関連論による液晶NMRデータの解析は、すでに

アルカン、1，2) ジプロモアルカン、 3)
単量体液晶、4、幻二

量体液晶めなどについて報告済みである。セグメン

ト配向相関理論は、これらいずれの系においても、 ad

hocなパラメーターを導入することなしに実験結果を

定量的に再現することに成功している。以下では、そ

の中から、ジプロモアルカンに対する解析結果を紹

介して、 2H・LCNMR解析によりダイポール・モー

メントの存在に由来する分子関相互作用についても

明瞭な知見が得られていることを示す。

図5にタカン (CI0)およびジプロモデカン (DBr・

CI0) をネマチック液品 (Phasey)中に溶解させて測

定した 2H・LCNMRスペクト Jレ

を示す。四極子分裂幅の比較か

ら明らかなように、ジプロモデ

カンの自己向秩序度はデカンの場

合に比べ 30%以上も向上して

おり、ダイポール相互作用に由

来する配向秩序の顕著な向上が

あることがわかる。この点をよ

り詳しく検討するため、化学構

造のことなる複数の液品溶媒を

用いてさらに実験を重ねた結呆

を図 6に整理する。ここに示す

データは、 3種の代表的なネマチ

D-(CD2)lQ-D 

Br-(CD2)lQ-Br 

Fig， 5 Deu捻riumNMR spec町aof ClO and DBr-CI0 in a 
nematic Phase Y solvent. 
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ツク液晶 (PhaseV， 50CB， 5CB)を溶媒として測定したジプロモデカン (DBr-C10: 0)、ジプロモノ

ナン (DBr-C9:ム)およびデカン (C10:園)の四極子分裂幅(卸)である。すでに図 5で見たように

Phase V中のジプロモアルカンは顕著な配向度の向上を示す。しかし、 5CBを溶媒とした場合には配向の

向上がほとんど観察されないばかりか、 DBr・C9の値はむしろ C10の値より小さくさえなっている。ま

た、 50CB中でもさほど顕著な配向度増加が見られず、変化の度合いは前二者のほぼ中間となっている。

これらの結果は、ダイポール・モーメントをもっゲスト分子である DBr-Cnの配向様式が、ホスト液晶

分子の構造に依存して大きく変化することを示すものである。

実験に用いた液晶分子とゲスト分子の構造およびダイポール・モーメントの配置図を図 7に示す。こ

の分子構造データを参考に上述の実験結果を解釈すれば図 8のような模式図を描くことができょう。す

なわち、分子の中央付近にダイポール・モーメントをもっ PhaseVを溶媒とした場合には、ゲスト分子

である DBr-Cnがその双極子相互作用を最小化するよう溶媒分子の問に入り込みかつ平行に配列しよう

とし(双極子相互作用エネルギーはダイポール間の距離と配向角の関数である!)、結果として図 8左に

示すように配向の向上が実現されることになる。改めて述べるまでもなく、この配向様式は分子関の排

除体積効果を最小化する配向様式でもある。一方、 5CBは分子の片末端にのみダイポール・モーメント

をもっ分子である。従って、双極子相互作用のみを考えた場合に期待されるもっとも安定な配置図は図

8右のようになり、 PhaseVの場合とは異なり配向秩序度に大きな増加が現われないことがわかる。

ただし、図 8は双極子相互作用の効果を説明するために極端に誇張して描いた図であることを指摘

しておかねばならない。 DBr-Cnがもっ実際の配向エネルギーは、分子を構成する各セグメントの配向ポ

テンシャルおよびダイポール・モーメントに由来する双極子相互作用ポテンシャルの総和を、分子の全

conformationそして全 orientaionにわたって平均化することにより得られるものであることは言うまで

もない。また、双極子相互作用も分子関距離が十分離れている場合には平均として消滅するものであり、

これが液晶相において有限な寄与をもつのは分子関距離が小さくなり排除体積効果が無視できないため

であることも指摘しておく必要があろう。

「セグメント配向相関理論jによる液晶 NMRデータの解析は、ジプロモアルカンをはじめとするフ

レキシプル鎖、ベンゼンをはじめとする剛直なゲスト分子、そしてそれらをモジュールとして構成され

る単量体液晶や二両体液晶に至るまで、多くの分子を対象にそのコンホメーション特性と配向特性に関

する定量的な情報を得ることに成功している。講演では、これら一連の解析結果を報告して、 LCNMR

解析法の有用性を明らかにする。

Molecular Primary Struclures Ideali7.cd Sllapes & Dlpolcs 

Phasc V ノぺ3ト3NO(CEIzh 当く子〉CII3 

50CB 陶 C--@-@-O-(C川ー町 日ベご二二二~

5CB 伽 C-@-迄}-(CII2)4-CII3 託ご二二二〉ー

DBr-CN 、刷出品35。sr-(C1I2)N-sr 

CIO C1I3-(CII2).-C1I3 6(5(50どP
Fdh iIpgoP.lhe 8aMse ISEVnchCeH叩modantsic 5oCf mB pdmiblimSqEumnid toataiclokrn yasntoed s f 

Fig.7 Molec叫紅 structureand dipome moment orientation in liquid 
αystal solvent molecules and guest molec叫凶. solvents. 

[References] (1) J. Phys. Chem.， 94， 4688 (1990); ibid. 94，4659 (1990); (2) Mol. Phys.， 72， 333 (1991); 
(3) J. Chem. Phys， in pr巴ss(1992); (4) J. Chem. Phys.， 94，2758 (1991); (5) Mol. Cryst. Liq. Cryst.， 
204， 161 (1991); (6) J. Chem. Soc.， Faraday Trans.， 88， 1875 (1992). 
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L 18 重水素NMRによるタンパク質の分子運動。

団体および溶液中のSSIのメチオニンの場合

(京大理、姫工大理、学習院大、東大工、神戸大理)田村厚夫、松下道雄、

内藤品、小島修一、熊谷泉、三百Il謹一郎、 0赤坂一之、

Deuterium NMR study of Intemal Motions in Prot巴ins.τbeCase of Methionine Residues in Streptomyces 

Subtilisin Inhibitor. 

A.百mura，M. Matsushita， A. Naito， S. Kojima， I. Kumagai， K. Miura， and豆」担g回

Kyoto Universety， Himeji Institute ofTechnology， Gakushuin University， University ofTokyo， Kobe 

University 

百lemotions of the sid巴chainsof three methionine residues were examined in a globular protein S帥 ptomyces

subtilisin inhibitor (SSI) in solution as weII as in soIid， based on spin-lattice relaxation and line shap巴加alysesin 

c:leuterium NMR specttroscopy at 61.4恥田z.Three kinds of artificial mutants of SSI with only one specific methio-

nyl methyl group d巴uteratedwere used for this purpose in addition to the wild type SS!. In powders， the motions 

ofthe thr巴emethionines d巴pendcriticaIIy on the degree of hydration， approaching those in crystalsぉ hydrationin-

creases.羽市 types of motions of the thr，巴巴 methionineside chains differ in crystals， but th巴yaII move rapidly in白色

町 1geofco制瓜iontime of 10¥$-1内外見whichis compa帥 leto批 correlatio山

Table 1. Longitudinal (Tl) and transverse (T2) relaxation times of methyl 

deuterons of the methionin巴sin Streptomyces subtilisin inhibitor in solution， 

measured at 61.4 MHz at 20oC， and the correlation times for the reorientation of 

methyl ax巴scalculated therefromト

Type of SSI Tl Linewidth Correlation Time (s) 

(ms) (Hz) from T 1 from lincwidlh 

一一一一一一一一 一 一 一 一

wild-type SSI 

([melhyl-2H31Met-70，73，103) 

naπow component 180 10 1.4xlO-1O <1.0xl0-9 

broad component 98 50 1.0xlO-8 く1.1xl0-8

wild-type SSI 

([melhyl-2H31Mct-70， 73，103) 

complexed with subtilisin 102 120 l.lxlO-8 <3.0xlO-8 

73KI03L (70Met C2H3) 250 8 9.8xlO-11 <6.2xlO-10 

7011 03L(73MetC2H3) 330 9 7.6xlO-11 <7.0xlO-10 

70173 K( 103 MetC2 H3) 120 42 1.3xlO-8 <1.0xlO-8 

たむらあっぉ、まつしたみちお、ないとうあきら、こじましゅういち、くまがいいずみ、みうらき

んいちろう、あかきかかずゆき
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Introd uction 

Despite prevailing evidences， we consider that some basic questions and 

details of molecular dynamics of proteins havebeen left still unclear. These may 

include questions such as (1) how different are the motions of a specific type of 

amino acid ， e.g.， methionine， differ according to the position within a protein 

molecule ? (2) how much motion is allowed for an amino acid "side chain in a 

packed core region ? (3) how are internal motions in soIid proteins related to the 

degree of hydration ? (4) how different or similar are the motions in solution and 

in soIid? In an effort to answer some of these questions， we have been engaged 

in studying dynamics of Met side chains in SSI for some time， and this report 

gives a summary of the results of such a study. 

ResuIts in solution 

In solution， spin relaxation measurements discIosed that the side chains of 

Met 73 and 70 undergo extensive motions with effective correlation times of 0.8-

1.0 xl0-10 s， which are largely quenched (correlation time 1.1 xlO・8s) when SSI 

forms a complex with its target enzyme， subtiIisin BPN'. In contrast， the 

correlation time for the buried side chain of Met 103 in free SSI is two orders-of-

magnitude larger (1.3 X 10・8s) (Table 1). 

ResuIts in soIids 

The nature of the internal motions of the three Met side chains of SSI was 

examined in more detail by deuterium NMR in powderIIine and crystaIIine solid， 

based on spectral simulation and spin relaxation measurements. Figure 1 shows 

the experimental resuIt for crystalline SSI in which the methyl groups of all the 

three Met residues have been deuterat巴d(a)， and the simulation spectra with a 

combination of plausible motional models for the three Met side chains (b). 
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V摘、eゅ.
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c 八
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100 50 。 -50 ー100

Frequency (kHz) 

Figure L (a) Deuterium NMR spectra of polycrystalline SSI([methyl-2H3lMet-70， 

73，103)， obtained by accumulating 963，000 transients with a repetition time of 

0-22 s and Fourier transformation with an exponential filter of 10 Hz_ The sharp 

coIi1ponent in the middle is du巴 toresidual lH2HO in 2H-depleted wateL (b) 

Computer simulation pattern of (a)， obtained by combining (c)， (d) and (e)_ (c) 

Computer simulation pattern for Met 70 und巴rthe assumption that the methyl 

axis jumps between neighors of four different sit巴slocated on a large conic angle 

close to the magic angle (55_6 degrees) at a rat巴 of10 MHz or higheL (d) 

Computer simulation pattern for Met 73 under the assumption that th巴 methyl

axis undergoes random jumps betwen neighboring sites of four isoenergetic 

positions on a distorted cone at a rate of 10 MHz or higher， a Gaussian broadening 

of 5_0 kHz being applied_ (e) Computer simulation pattern for Met 103 obtained 

under the assumption of a two-stie jump of the methyl axis spanning an angle of 60 degrees_ 
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(1) Firstly， the spectra of the powder samples were highly dependent on the 

degree of hydration. Upon lyophilization， a 37 kHz doublet spIitting typical for 

methyl deuterons was observed with sIight broadening， indicating rapid three-

site random jumps of the methyl deuterons about the methyl axes added with 

slow (10 kHz) orientational fluctuation of the methyl axes themselves. At a stage 

of hydration of 0.20 g/g protein-water， the doublet pattern disappeared into a 

bell-shaped singlet， indicating fIuctuation of the methyl axes of Met 70 and 73 at 

intermediate rates of1.0 MHz. At almost a saturating stage of hydration (0.60 g/g 

protein明 ater)， extensive motions set in for the side chains of Met 70 and 73 at 

a rate higher than 10 MHz. Even the side chain motion of Met 103 buried in the 

core part becomes activated by the hydration at a rate higher than 1 MHz.， 

although its amplitude is much smaller than the above two. 

(2) Secondly， polycrystalline samples of SSI([methyl-2H3JMet-70，73，103) were 

studied， whose spectrum with clear fine structures could be reproduced 

reasonably well with exactly the same motional models and parameters as were 

used for the spectral simulation of the fully hydrated powder. This result 

indicates that the internal motions in the fully hydrated powder and those in 

crystals are alike. (3) Spin-Iattice relaxation measurements in crystals gave 

evidence that the side chains of all the three Met residues undergo rapid motions 

with correlation times between 10-8 and 10・10s. Comparison of these values 

with those obtained for solution suggests that the rates of the side chain motions 

of the three Met residues in crystals are close to those in solution. 

(4) Finally， small amplitute motions were found to be present in the side chain(s) 

of Met. 70 and/or 73， even when SSI forms a complex with its target enzyme 

印刷ilisinBPN・， suggesting loose contact of SSI with subtilisin BPN' at the Pl 

and/or P4 sites. 

Key Words: 

Dueteirum NMR， InternaI motions in proteins， Motions in protein crystals and powders， Molecu1ar 

dynamics of m巴thionine，Pro包inhydration， Site-direct巴dmutagenesis， Su官ptomy，白 ssubtilitin inhibitor 
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L 19 核酸構造解析のためのパルス列 (HAL)の開発

(阪大・蛋白川) 0児嶋長次郎 京版好 I[

HAL Experiment. A Novel Filtering Technique For DNA Assignments 

Chojiro KOJIMA & Yoshimasa KYOGOKU 

Institute for Protein Research. Osaka University 

ABSTRACT: The solution structures of small DNA oligomers have been studied 

by using conventional 1HNMR. A little larger DNA molecules (M.W.>10000) were 

hardly studied due to difficultes such as signal overlapping. Here we 

propose a novel filtering technique to resolve the overlapping and simplify 

the DNA spectrum. This technique consists of the tl出ln-echoand spin-locking. 

and there was named HAL. HAL experiment selects singlet peaks (A2H.A8H.G8H. 

T5H) from mixed doublet ones (C6H). and is applicable to NOESY detection 

pulse. This experiment. HAL-NOESY， gives the spectrum which has clearly 

separated cross-peaks between all proton peaks (Fl) and the filtered peaks 

(F2). These proposed techniques. HAL & HAL-NOESY. were applied to the signal 

assignment of a DNA oligomer d(CGCGAATTCGCG)z・

1 .序論

紘酸 (DNAやRNA)の構造は、大きく分類すると A ・B'Zの3つの基本構造

に分類できるが、実際には塩基配列に依存した基本構造からのばらつきがある。この

構造のばらつきが、蛋白質による分子認識などの生物学的な機能に重要な役割を果た

していると考えられる。そこで儲酸を研究する過程で、特異的に認識される特定配列

や機能構造単位を形成する配列の詳細な構造解析が大変重要になってくる。

キーワード:核酸、 NMR、Hahnエコー、スピンロック

こじま ちょうじろう、 きょうごく よしまさ
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NMRは溶液状態で詳細!な構造解析が出来るぷilII!fらしい子法であるが、核酸の構造

解析に用いる時には幾つかの問題点がある。以下列挙すると、①核酸塩基の種類が5

つしかなく、骨格を形成している糖・リン酸部位に帰属の容易な 'H が1!!~ い、という

化学備造仁の|問題。②分子形状が陣状であることが多く、構造解析に有効な NOE情

報の数が少ない、という 3次元構造上の問題。③核酸の安定同位体標識法が現段階で

は困難であり、それによって解析できる分子毘が制限される、というサンプル調製上

の問題などである。

今回、我々はこれらの問題を解決する 1つの方法として、簡単で便利な、新しいシ

グナル選択法 (HAL)を開発した。本発表ではこの新しい測定法の原理から応用ま

でを報告する。

且ぷlnecho & spin L_ocking (HAL) 

A
斗

A
U
E
 

、‘.，，，ZI--

x
 

f
B

、
Aパ

]

町

nH.
|SL1jJ I仁会

中=8x 

8 = 2x，2y，2(-x)スーy)

ψ= 4(y，-y) 

recelver中=4y，4(司 y)

~ = 1/4J 

図 1. HALのパルス列とその位相回し

A 

6.5 目。 7.5 7.0 
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関2 標準ir-Jな 12皿erD N A 

d (CGCGAATTCGCG) 2 の'Hスベク

トノレ。

A. 通常の 1Dスベクトル。

B. HAL-1Dスペクトル。

測定条件、強度目盛は同一。ま

た、矢印は消去されたシグナル

の位置を示している。

押州
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II.新しいシグナル選択法 (HAL)の原理

HALとはHahn-echo&Spin-lockingの略であり、 2つの部位、 Hahnエコーとスピ

ンロックから成る(図 1) 0 H A  Lは、拡酸の塩基プロトン領域のようなシングレッ

ト・ピークとダブレット・ピークの混じり合った官i域から、シングレット・ピークを

選び出す技法であり、そのスベクトルはシングレット・ピークのみを示す(阿 2)。

核酸i益基ではA2H 、 A8H 、 G8H 、 T6H が飢~J!lJ 可能で、 C5/6 H、U5/6 H 

は観測されない。

以下、 HALの原理をPRODUCT-OPERATOR(斜字体で表示)を用いて説明する。初期

状態として平衡磁化 Isz、 I1z， I2zが存在する場合について考える。ここでスピ

ン 1SはJ結合を持たないが、スピン 11と12はJ結合しておりその結合定数がJ12 

であるとする。そして簡単のためにパルスの位相をは/2)x-l1-(7r) x -11-S L y-RECy に

悶定する。まず最初のHahnエコ一部位によって、 Iszは {-I Sy }へ、 I1zは{

ー IlyCOS (7rJ・211)+ 2 I1xI2Z SIN(7rJ.2叫}へ、 I2zは {-I2 y COS(7rJ・211)+ 2 

IJzI2x SIN(πJ・211)}に展開される。ここでAを 1/4J12に一致させることでCOS

(7rJ' 211) = 0となり、 SIN項だけが残る。次に続くスピンロック部位では以 Fの交換関

係

[ {H (SLl y)， {Yz ( I1y + I2Y )} ]ニ 0，

[{H【SLly}， {Iμ I2z 十 I1zI2x}] =i(I1zI2z -I1xI2x)， 

に従って展開する。ただし

H(SL}y=β I1y +β I2y = 2β * {Yz ( I1y + I2y )} ， 

ここでβはスピンロックパルスのフリップ角を示し、 H{SL}yはスピンロック・ハミ

ルトニアンをあらわす。 H{SL)yの形式からも解るように、スピン 11と12が結合し

た成分{I1x I2z + I1z I2x }は、フリップ角の 2倍、すなわちパルス磁場BdTIIり

に2β同転する。ゆえに β=(π/4)+(nπ/2)の時、スピン 11と12が結合した成

分 {I1xI2z+IlzI2x}は、観測不可能な成分 {I1zI2z一 I1xI2x}に展開する

。ところがスピン 1sはH{SL)yによって民!却されない。これはシングレットを与え

るスピン 1Sのみが観測されることを窓l比する。

1II. HALの 2次元展開とその応川

以下では HALの実用性に関して記述する。フリップ角βが{(7r/4)+ (n7r/2)}の時

にシングレットが選択できる事は既に示した。しかし実際上は B1不均一性のために

n=O以外ではシングレットは選択できないうえに、正確な(7r/4)パルスの決定が凶

噌
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難であるため実用的でない。そこで B，不均一性を有効にmいる事が考えられる。つ

まり 50000 パルス(王子500μs)を用いてもシングレットを与える成分は展開されないが

ダブレットを与える成分は B，不均一性によって観測不可能になる。この様な B，不均

-.nを用いて得たスベクトルが、図 2に7J¥されている。測定条件は、tJ.= 33 ms、β =

50000 であり、 90
0 パルス幅以外のパラメータは最適化する必要がない。図 3にはN

OESYの観測パルスにHALを用いた例を示す。 明らかに C6H(ダプレット)由来

のクロスピークが消失している。この方法は、先に提出されているダブレツトを践す

HOENOEという手法，)と合い補う技法であるが、感度的にはHAL-NOESY

の方が上回り、両者を組み合わせて用いることで帰属の確実性が噌すものと考えられ

る。

今同はDNAオリゴマーに適用したが、有m性ではRNAへの応用の方が期待でき

る。また、薬物一核酸および蛍 I~I '[!J -核酸の系での titration尖験でも、観測パルス

に用いる挙が出来る。討論会ではこれらの応用例に関しでも報告する。

A.NOESY B.HAL田 NOESY
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図3.両スベクトル中に示した矢印は、 C6 H (ダプレツト)由来のシグナルの位置を

示す。測定条件は一致していない。

A.通常の NOESYスベクトル

B. HAL-NOESYスベクトル:観測パルスに HALを川いた。 C6 H ILJ 

*のクロスピークは、ノイズレベル付ー近まで強度が低下している。

参考文献

し V.SKLENAR & J. FEIGON，バ /lJII.C/;♂JII. J' 0 c. 112， 5 64 4 (1 9 90) 
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L 20 オキシトシンの DMSO中における構造

0加 藤 敏代、猿渡茂ヘ藤原敏道¥藤原正子、永山国昭

(日本電子・生体研、事新技術事業団・ ERATO)

(+現 横浜国大・工〕

Solution S佐ucturesof Oxytocin in Dimethylsulfoxide 

Toshiyo Kato， . Shigeru Endo， Toshimichi Fujiwara， Masako Fujiwara and Kuniaki Nagayama 

Biometrology Lab. JEOL Ltd.， . ERATO JRDC 

Using 2D NMR techniques， Nt.依 param拙 rsrelevant to conformations of oxytocin， Cys幅Tyr-lle・Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-

Gly-NH2， for protonated and unprotonated forrns 鉱山eN-terminal group wer巴deterrnined泊 DMSOsolution. Comparing 

these NMR parameters， a small but effective change in backbone conforrnation of白ecyclic moiety associated with the 

protonation at the N-terminus was frrst suggested. This conclusion was next tested by elucidating the solution confomations 

of th巴 twoforms of oxytocin with computer calculations based on a relaxation matrix analysis. Totals of 100 and 114 

distances were obtained for出巴 protonatedand unprotonated forms， respectIvely. Interresidue distances for the cyclic moiety 

were 26 in白eprotona旬dand 44 in the unprotonat巴dform. Overall structures with自己 lowest匂rgetfunction were similar 

between two forrns for s-turn s回 ctureelements with悦 backboneconformation of恥 endocyclicresidues of Tyr2-Asn5. 

However， the protona低dform is slightly swollen with the delet巴:dhydrogen bond between Tyr2 NH and Asn5 backbone 

C紅 bonyl. Thes巴 s-turnstructures could not b巴 characterizedby any kind of classic s-turns. 

l。はじ め に

オキシトシン (Cys-Tyr-11日-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2)の N末の解離状態の異なる 2つの型

(unprotonated form および protonatedform)のDMSO中における NMRパラメータの比較を行い (1H， 

13Cケミカルシフト、 NHの温度依存性および 3JHH. 3JCH等)、 両者の cycI ic部分の骨格構造に違いが示

唆されることを昨年の本年会で報告した 1)。オキシトシンの DMSO中での構造は主に cycI i c部の Tyr2-

Asn5から成る β ターンで特徴付けられる。この日夕ーンのタイプや水素結合の有無については種々の

モデルが報告されているがまだよく分かっていない。オキシトシンよりも高い活性をもっ deamino

oxytocin(l-mercaptopropionateoxytocin)の結品構造は既に分かつており、それによると S-Sのキラリ

ティーの異なる 2つのコンホマーが存在し、いずれもタイプ 1I sターン構造をとっている幻。

unprotnated formとprotonated formのNMRパラメータにみられる違いは決して大きくないが、 2DNOE 

スペクトル強度を正確に求めた緩和行列に基いた構造計算を行い、 cycI ic部分の小さな構造の差異を

見出すことができるかを試みたので報告する。

主ι主主主

[1] 緩和行列の計算 : ZD NOEとして mixingtimeの異なる全部で 6種 (τm = 50-800 ms)のデータを

使用した。 NOEピーク強度は NMRZ/Distanceソフトウェア (NMRi)を用いて体積積分から定量的に求めた。

1H N M R、 13C NMR、オキシトシン、帰属、溶液構造

かとうとしよ、えんどしげる、ふじわらとしみち、ふじわらまさこ、ながやまくにあき

。uoo 



緩和行列は、 Madridらの方法引と同様に次式より計算した。即ち、 mixingti田eτmにおける NOEピー

ク強度は次のように表される。

)
 

唱

'h・(
 

M(τ爾) = exp (-Rτ.) M (0)， 

最初にある τmについM (0) は τm= 0における 20NOEスベクトル強度である。ここで Rは緩和行列、

次にこの R を初期値として上式で求まる計算スペクトルと実験スペクトルで約 1000個てRを求める。

の強度の差が最小になるように R を計算した(非線形最小自乗法〉。

分子構造の揺らぎを考:緩和行列Rをプロトン間距離に変換するために、プロトン間距離の計算[2] 

あるi， j聞の距離は、慮した Braunらの uniformaveraging冊。del引を用いた(このモデルではスピン

みかけの交差緩和速度は次式で表

(2) 

最小値 rmと最大健Rmの聞を均一に変化していると考える〕。即ち、

f (τυ) _ f (τ り) ，1 1 
c1 iJ = <一一一一一一一>= _ ，_ l一一

r" 5 (R穂 - r.) 、 r~ R~ 

され、

さらに基準の距離 roに対する NOE強度との比を Q(Rm)で定義すると次式が得られる。

(3) (_!一一~)
r~ R~ 

;;;lJτけ L_， r8 ， (~_~) =!!...l! 一 一一一f (τR) 5 (R. - r.) ‘r! R~ J σ。

Q(R心室ー r8
:> l.lt. - r.J 

i. j間の双極子相互作用の相関時間 τuの関ここだ τRは分子全体の回転相関時間、 f(τlJ)はスピン

(3)式において距離の最小値 rmをvander Waalsの接触距離 (2.0我々は Braunらと異なり、数である。

最大値 Rmに対する rmの割合を変えることにより最小値を可
。
A)に固定するのでなく可変とした。即ち、

以下 xをrigidityパラメータと呼ぶ〕。変と す る 方 法 を と った((3)式で、 rm/Rm= X を定義する。

計算値と実験値のエラーの大きいものおよび強度が小さいために信頼性の[1]で得られた σuのうち、

最終的に unprotonatedformで 114個、 protonatedformで 100f闘の σけを、 6個の x低いものを除き、

= 0.9-0.5 )についてそれぞれプロトン間距離に変換した。( X 

プロトン間距離の制約条件を基[3]む見却は点恕県以Z足裏:構造計算は二面角を独立変数にとり、

にした疑似エネルギーを目的関数としてこれを極小化する OAOAS法 (OAOAS90プログラム引)を用いた。

これらの距離制約条件の総数(前[2]で求めたプロトン閑距離を upperconstraintsをして使用した。

述〉のうち、 cyc1 ic部分に関する残基間の ~e 雌制約条件の数は、 unprotonated formでは 44個、 proto

計算はすべて JML-SI000MolSkop システム (JEOL)で行い、 200個のラン

全部で 6種の rigidityパラメータにおいて各 200個の最終構造を得た。
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nated formでは 26f固であった。

ダムな構造から出発し、



3。結 果と考察

F i g. 1に目的関数値が rigidityパラメータの減少とともに変化する様子を示す.目的関数値は x

を小さくすると、即ちフレキシプルにすると小さくなる。従って xをどの値にするかは任意性がある

が、次の 3つの条件を満たす xにおける機造を目的の権造とした:(i) 距離の violationの総和が1.0

1以下である、 (ii) S-S結合に関する距離(即ち s-s問およびふたつの C'-s聞の距離〉が様単

値を満たす、 (ii i) すべての残基内 d(α ぃ(3，)および d(α ぃ NH，)が幾何学的に可能な距離の最大値

を大きくよまわらない、である。その結果 unprotonatedformでは x = 0.65. protonated formでは

x =0.70 を採用した。これらの xにおける最も目的関数備の小さい構造に関する計算結果を Table

lにまとめた。またそれらの平均構造の重ね合わせを Fi g. 2に示した。一般に βターン構造であるた

•• 0 

めの定義は、 CI とCI+3間の距離<7 Aで、かっターンを構成する残基がヘリックス得造をとらない

ことである 6)。さらにターンの揖イプは、ターンのコーナーを占める残基(11e3とG1 n4)の世、。 ang

leによって特徴付けられる。 unprotonatedfor聞では (o 3.ψ3) = (-93土 6' • 17土 3・); (O 4・

φ4) = (ー166土 8・. 30:t 5・)、 protonatedformでは、(骨 3.φ3) = (-95土 5・. 32土 5・) ; (Oわ

ゆ4)= (170:土8・.39土 5・)であり、両 formのIIe3、Gln4のゆ、 φangleには大きな差異は認められな

い。 Wi 1 motらが、典型的なものを含む上記の定義を満たす機々な Bターン構造を報告しているがわ、

両オキシトシンの示す Bターン構造はそれらのどれにも当てはまらなかった.一方、 Tyr2のゆ angle

とAsn5のゆ angleが両オキシトシンで約 50・ずれており、 unprotonatedfor皿では骨絡の Tyr2NHとAs

n5 CO問に水素結合を形成し得るが protonatedformでは形成しない.これらのことは Tyr2NHの温度

依存性の結果 Cunprotonatedformでは-f1O /f1T = 0)およびTyr2とAsn5間のロングレンジNOEの出方

(unprotonated formではこれらの残基問 NOEが観測されるのに対し、 protonatedformではそれらが観

測されないあるいは著しく弱い〕の結果と一致する.即ち、両オキシトシンの機造の違いを定性的に

述べるならば、 unprotonatedformの方が Tyr2とAsn5問がより近い Bターン構造をとっているといえる。

Table i : Summary of the mean values of target functioll and the sum of distance violations with the two forms of 
oxytocin derived合omdistance geometry calculations 

form rigidity target no.of sum of rmsd' 
parameter function' violations violations 

x ( 0.1 A > )b (人) (A) 

protonated 0.70 0.12 。 0.16 0.24 

unprotonated 0.65 0.29 。 0.12 0.46 

'The values are the averages for 10 conformations with the lowest target-iunction ofprotonated form and 2O.co的 rmations
of unprotonate form. respectively. b The cons位aintviolations which e-xceed the upper bounds by above 0.1 A紅色 included; 
the to-ta1 number of distance constra1nts are 100 for protonaied form. and 114 for unprotonated form， respectively. 'Average 
root-mean-square deviation of backbone atoms N. Ca， C' in the cyclic part. 
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最後に unprotonatedformの目的関数値の低い構造の中にタイプ 11 sターン構造が得られ、この構造

も考慮すると骨格の NOE強度の実験値と計算値の比がより良い一致を示すことが分かった.我々は NOE

が単一のコンホメーションから由来するという仮定のもとに解析しておりコンホーマーについて言及

することはできないが、今後 time-averagedmolecular dynamicsをとり入れたコンホーマー解析が必

要であることが示唆された。

0.9 

弘・agにロロみ 0.8 
0.7 

ト3t司司h 0.6 

0.4 

0.3 

0.2 
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0.9 0.95 

Rigidity Parameter x 

Fig.l : Dependence of normalized t釘.getfunction averaged over 
lOs町uctureswith the 10west target function 0目白erigidity 
parameter. x (x = rm尽m).for protonated form (・)and unprotonated 
forms (0) of oxytocin. 
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L 21 NOESY及び構造精密化プログラムMARDIGRASによるRibonucleaseT1修飾体の

構造研究

0宮野t.f1，鈴木条-Rs"回之倉使z，高橋健治2，Thomas L. James3 

('味の素(株)・中研， z東大・理， 3University of Califomia， S釦 Fr初 cis∞)

Slructure Analysisol Carboxymelhylaled Ribonuclease T1 by Using NOESY and MARDIGRAS 
1 •• _ 2 

Hiroshi Miyano'， Ei-ichiro Suzuki'， Masaru Tanokura-， Kenji Takahashi-and Thomas L. James 
2 

Central Research Laboratories， Ajinomoto Co.， Inc.， -Faculty o( Science， University o( Tokyo， ~ University 

o( Cali(ornia， San Francisco 

Ribonuclease T1 (RNase T1) loses the enzymatic aclivily thoroughly by carboxymelylation allhe residue 

Glu-58， but the carboxymelhylaled (CM) RNase T1 slill relains nucleolide-binding ability. In order 10 

determine the solution structure 01 the RNase Th the sequence specilic assignments were performed to 

oblain the secondary slruclure. Then we caluculaled dislances belween protons by using the program 

MARDIGRAS (Malrix Analysis lor Dlscerning the Geomelry 01 an Aqueous Structre) based on NOE 

intensities. We also ap削除dthe dislance geomelry melhod to obtain the struclure determinalion 01 

CM-RNaseTト

Ribonuclease T1 (悶呼応eT1) は、町"A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九活性発現には、His-40，Glu・58，Arg-77， His-92が必要であるが、

その反応機構の詳細は明らかになっていない。そのため、町"aseT1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してカルボキシメチル(CM)化され、酵素活性は消失する九Glu-58の側鎖が、

僅か4A程度のびるだけで極性の変化もないC M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-RNaseT1) に着

目し、 NMRによる構造研究を進めてきた九

今回、 NOESYの結果をもとに、プログラムMARDIGRAS(Matrix Analysis for Disceming the Geome町

ofan Aquωus Structre) 4)を用い核問距離を求め、さらに、水溶液中でのCM-即 "aseT1の構造を求める試み

を行なったので報告する。

[実験1

CM-RNaseT1は、 ICH2COOHを用い、文献2)に従い合成した。試料濃度は、約2mMでpH4.4とした。

NMRはAMX600(Brukぽ)を用い、 NOESYなど各種二次元NMRを測定した。

NOESYのピーク強度はNl>恨 Zにより求めた。その結果をもとに、それぞれのクロスピークに対応する

核問距離をMARDIGRASにより算出した。また、座標計算は、 EMBEDなどを用いた九

[結果と考察1

CM-RNaseT1のlH_NMR帰属は、 1s法の連鎖帰属法によって行なった。近接残基陀のNOEをRNaseT
1の

Ribonuclease Th NOESY. MARDIGRAS 

みやのひろし，すずきえいいちろう，たのくらまさる，たかはしけんじ， Thomas L. James 
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場合と比較したところ、 C M化によってもその二次構造やトポロジカルな構造に変化は起こらないこ

とが確認された九

NOESYで検出された非交換性プロトン間のクロスピークを解析し、混合待問50msで216、1∞msで

308、150msで453のNOEが帰属出来た。 NOE強度を核開距離に変換するに際し用いたMARDIGRASは、

r巴laxationmatrixの完全解を求めるプログラム(図1)であり、それゆえNOE強度から正確に核開距離に導

くことが出来る。本プログラムは、対象としている化合物のモデル構造が必要で、それから推定される

NOE強度と実測NOE強度とを比較しながら計算を行なう。 CM-RNaseT，では、 prote加 databankに記載が

あるRNaseT，・2にGMPcomplcxを寺IJmし、まず2・-GMPを除去した後、 Glu-S8のyカルボキシル基にCM

基を導入したものを作成しこれをモデル構造とした。計算の結果、全部で381の距離が得られた。さら

に、これと二次構造を束縛条件として、 EMBEDによる座標計算を行なった。得られた主鎖構造を図2に

示した。現在、得られた構造(図1のlNPROVEDMODEL) をもとに、 MARDIGRASの2サイクルBに移

行しており、そうすることでより収束性のよい構造が求まるものと考えられる。

一方、これとは別に、 CM-RNaseT，の構造司及び2'-GMPとの複合体の機造をエネルギー計算より求め、

RNas巴T，の場合との比較検討を行なっている。 CM-RNaseT，では、 2・GMPが約2ARNaseT，に比べ蛋白質

の酵素の外側の方向に平行移動し、その結果、活性に必要とされる残基との距離も大きくなる。また、

CM基とArg-77のグアニジル基は2・GMPの存在の有無にかかわらず近接しており、これらの残基間の何

らかの相互作用が示唆された。 NMRの結果とこのエネルギ}計算の結果の比較も本討論会で触れる予定

である。

I-------.~ 

呼四回

区立主主主豆目

lK"しUNLIL.tυIAGUNALd.:1

kJトトーυIIA{jυNALTEKMS I 

」
図 1MARDIGRASのフローチャート

{参考文献]

図 2 NOESYより得られたCM-RNaseT，の構造
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HIGH FIELD MAGNETIC RESONANCE AND SURGICAL PRACTICE 

Roxanne Deslaurier~， Keith W. Butler， John K. Saunders， Sylvain Lareau+， Rosalind Labow+， Wilbert J. 

Keon+， Gang-Hong Tian#， Valery Kupryianov&， Anthony L. Panos*， Carlos A.M. BarrozoヘOwayedAI・

Nowaiser*， Imtiaz S. AIi*， and Tomas A. Salerno*. 

Institute for Biological Sciences， National Research Council of Canada， Ottawa 

+ University of Ottawa Heart Institute， # Department of Physiology， University of Ottawa 

& Cardiology Research Center， Moscow， Russia 

* Division of Cardiovascular Surgery， University of Toronto， Toronto， Canada. 

Nuclear magnetic resonance spectroscopy (MRS) of Iiving systems has been used mainly as a 

tool for basic research. It is now used to improve medical diagnosis and therapy. We are applying MR 

techniques to improve the condition of the heart before transplantation and to improve the techniques 

used for open hea同surgery.

Preservation of the Heart Before to Transolantation 

A) Studies of Human Heart Tissue 

These studies focus on extending the safe 針。ragetime of the heart before transplantation in 0吋er

to increase availability and allow better cross-matching of donor hearts. Human heart tissue (right atrial 

appendage) removed and normally discarded during heart surgery requiring cardiopulmonary bypass is 

used with the consent of the patient. The advantage of this approach is that it avoids the use of animal 

tissue that may be very dissimilar metabolicallY when compared to human tissue. 

A MR microprobe has been developed to study heart tissue subjected to di行erentpreservation 

conditions. Trabeculae isolated from human right atrial appendages and weighing 8・25mg can easily be 

studied. The MR microprobe is equipped with a perifusion system and a MR compatible strain gauge 

that allows simultaneous measurement of MR data and mechanical pe同ormanceof the trabeculae. Using 

31 P and 1 H MR spectroscopy in the presence of inhibitors of glycolysis and oxidative phosphorylation 

the contributions of various metabolic pathways to energy production during preservation at different 

temperatures can be measured. 

B) Studies using a Porcine Model of the Human Heart 

Most published MR studies on heart preservation have used rodent hearts (rats， guinea pigs...). 

A porcine heaはmodelhas been developed because it is more metabolically and architecturally similar to 

the human heart. 31p MR spectroscopy is used to investigate the effects of preservation protocols (eg. 

temperature) and cardioplegia (solutions used to stop the mechanical activity of the heaは)on energetics 
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during arrest and function following reperfusion. This work has demonstrated a steep temperature 

dependence in the efficacy of certain types of preservation solutions that renders them unsuitable for use 

during procedures where the temperature cannot be rigorously controlled. These studies have also 

shown that， independently of energetics， the repeげusionmodality can have a major influence on the 

incidence of ventricular fibrillation. 

In addition， 23Na MR spectroscopy in the presence of shift reagent is providing information on the 

ionic gradients and fluxes in the heart during preservation and reperfusion. This work forms the basis for 

developing new preservation strategies. 

トleartPreservation durina Suraerv 

Ca凶iacsurgery is changing: surgery is being offered to higher and higher risk patients. This has 

placed a demand on the development of better means of protecting the heart during surgery. In 

conjunction with 31p MR， the isolated blood-perfused porcine heart is being used to assess and optimize 

myocardial protection under conditions similar to those 0∞urring during surgery， including normothermic 

blood cardioplegia and secondary re-arrest cardioplegia. 

These studies translate into practical applicability for the surgeon by providing insight， under controlled 

conditions， into the effects on myocardial energetics of conditions applied during surgery， and the 

consequences these may have on cardiac function. For instance， by using fiber optic oxygen monitors in 

conjunction with MR experiments， it is possible to correlate tissue oxygen levels with the critical 

phosphocreatine and ATP values compatible with complete functional recovery of the heart. These data 

can then serve as benchmarks for the use of such probes in the su匂icaltheatre. 

P陪 servationof the Brain Durina Cardiac Suraerv 

Surgery for complex cardiac diseases or for diseases of the major vessels require that the body be 

cooled to 15-20oC， and the circulation stopped. Periods of ischemia greater than 45 to 60 minutes are 

associated with serious， at times ir問versible，brain damage. Using MR spectroscpy and imaging it is 

possible to explore newer and innovative means of cerebral protection. Namely， after the circulation is 

interrupted， the brain can be pe吋usedin a“backwards" fashion via the venous system. MR technology in 

the intact pig is useful as a non-invasive tool to assess the metabolic status of the brain during circulatory 

arrest. This work will have significant implications in terms of the manner in which circulatory arrest is 

conducted， and promises to be a major advance in cerebral protection. 

In conclusion， spectroscopic techniques have achieved a level of detection sensitivity and ease of use 

that make MR a valuable tool in the practice of modern surgery' 

This work was suppoはedin paはbythe Heart and Stroke Foundation of Ontario and the Medical 

Research Council of Canada. 
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L 22 43Ca-NMRによるリゾチームと αーラクトアルブミンの研究

北 大工、北大理¥内蒙古師範大人フィンランド技術研究センター¥

カルガリー大5

。平沖敏文、新田勝利*、岳 克人 T.Drakenberg+、J.M. Aramini~ 、

H.J.Vogel~ 

43Ca-NMR Studies of Lysozymes and a-Lactoalbumins 

Toshifumi Hiraoki， Katsutoshi Nitぽ， Yuc Kc#， Tor対ornDrakcnbcrgf
， Jamcs M. Aramini~， and Hans J， vogcIii 

Deparlmelll of Applied Physi口削d掌PolymerScience. Hokkaido Ullive，間切ら'JnerMOllgolia Normal Ulliversity， 

t Technical Research Cenler 01 FII由 nd.~Ulliversily ofCalgary. 

The calcium-binding properties of equine and pigeon lysozyme as well as those bovine and 

human日時lactalbuminwere investigated by 43Ca NMR spectroscopy. All proteins were found 

to conatin one high-affinity calcium-binding site. The chemical shifts， line widths. relaxation 

times， and quadrupole coupling constatnts for the respective 43Ca NMR signals were quite 

similar. These are .indicative of a high degree of homology between the strong calcium-

binding sites of these four proteins. The corrclation times for bound calcium ions indicate the 

restricted motion of these binding sites. The 43Ca NMR findings provide direct evidence in 

support of an evolutionary link betwcen the functionally distict lysozymes and臼ー lactalbu mi ns . 

ゃ lactalbumi n(臼 -LA)とニワトリ型lysozymc(LZ)は機能は全く異なるが、アミノ酸組成、

立体 構造、遺伝子構造が良く似ており、両者は共通の祖先蛋白質から進化したものと

考えられている。 a-LAには立体構造の維持に必 須 の 1ケの Ca結合部位が存在する。

ウマとハトの LZはCaを結合し CTable-l)l)、その Ca結合部位は日-LAと類似であるこ

とが明かにされている。 2) これらLZの二次・高次構造は Caイオンの存否により変化が

なく、酵素活性は高温まで保持され、 Caイ オンは構造を安定化していると考えられ

ている。 本研究で は 43Ca-NMRによりウシとヒトの a-LAと、ウマとハトのLZのCa結合

部位の構造と性質を比較検討した。 3)

ウマとハトのLZはそ れぞ れ馬 乳と 卵白 より 精製した。ウシとヒトのa-LAは市販品を

用いた 。 約80克に安定同位体濃縮された 43CaCl2を用いた。 43Ca-NMRの測定は水平ソレ

ノイド型コイルのプローブを用い、 Bruker-AM400WBC26.9MHz)で行った。 1M CaCl2 

を化学シフトの外部基準に用いた。 20K-60Kの積算を行った。

Table l. Partial amino a.口dsequen同 sofα-lac同lbwnins皿 dlysozy回目.

*80  * * *場 90 アポウマリゾチームに対する43Ca 

bovinea-L.A C D K F L D D D L T D D 1 M 

humanαーLA C D K F L D D D 1 T D D 1 恥f

eq田 町LZ C S K L L D E N 1 D D D 1 S 

pigeonLZ C S K L R D D N 1 A D D 1 Q 

* indicatcs Ca-binding residues 

NMRスペクトルの濃度依存性を

Fig. 1に示す。 -5.3pp皿に250Hzの線

43Ca-NMR、リゾチーム、日ラクトアルブミン、カルシウム結合

ひらおきとしふみ、にったかっとし、ヨーコ、 T ドラケンベルグ、1.111 アラミニ、 H.J ポーゲル

噌
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巾をもっシグナルが観測され、その強度はモ ル比に比例して増加するが、線巾は変化

しない。これは蛋白質に結合した Caと帰属で きる。モル比がl以上になると， 1 pp mに

鋭いシグナル(d.v=10Hz)が現れ、このシグナ ル の 強 度 の み 増 加 す る 。 同 様 の 結 果 が 他

の蛋白質で得られた(Table 2)。これらの結 果はーケの Caイオンが蛋白質に強く結合

し 、 し か も 蛋 白質に結合した Caとフリーの Caとの化学交換が非常に遅いことを示し

ている。

1=7/2である 43Caは四重極相互作用で緩和する。 T1と線巾より求めたT2を用いて、

蛋白質に結合した Caの運動の相関時間τと 四重極結合定数χを求めた (table 11)。い

ずれのτの値も nsのオーダーで、約 14kDの蛋白質の分子全体の回転運動の債に近く、

Ca結合部位にはローカルな速い運動がないことを示している。 χは互いに似た小さな

値で、 Caイオンの配位構造の対称性が高いことを示している。

以上の結果は日ーLAとLZのCa結合部位が互いに極めて類似していることを示してい

る。 43Ca-NMRパラメーターはカルモジュリン等の Ca結合蛋白質 (o=+lOppm，χ詮 lMHz)

とは異なり4)、両蛋白質群でCaイオンの配位構造に異なることを示している。

Table 111こpKa'とKdを示す。 43Ca-NMRスペクトルのpH依存性より求めた pKa'の

値は Caの配位子 にカルボキシル基が存在することを示唆している。 EDTAとの競合反

応より求めたKdはいずれも他の方法から求めた結果と一致する。

bovine a-LAの鋭い 43Caシ グ ナ ル の 線 巾 と化学シフトはpHとCa濃度に依存する。

これは第二の弱い Ca結合部位が存在し、速い化学交換をしていることを示している。

F ig. 2にこのシグナルの線巾の pH依存性を示す。 pH依存性から求めたpKaは6.3であ

り、この Ca結合部位にHisが関与していることを示唆している。他の三つの蛋白質に

は第二のCa結合部位はないことがわかった。

Table II. 43Ca-NMR data at 294K. 

o/ppm o.v/Hz TlImsτ/ns χ/r..畳u pKa' Kd/M 

bovinc a・l.A -5.8 260 4.0 8.6 0.7 3.8 5 X 10.8 

human a-l.A -6.7 330 2.8 8.0 0.8 4.7 5 X 10-8 

equine l.Z 咽 5.3 250 2.9 6.0 0.7 3.8 1 X 10-6 

pig田 nl.Z -3.2 190 3.1 4.4 0.7 3.4 1 X 10-7 

1.K. Nitta， et al.， FEBS Lett. 223， 

405(1兜 7);S. Sugai et al， 
Colloq.INSERM 197， 591(1989) 

2.K. Inaka， et al.，J.Biol.Clzem. 266， 
206“(1991). 

3. J. Aramini， et al.， Bioclzemistry 31， 
6761(1992). 

4. H. Vogel佃 dS. Forsen， Biol. 
Magn.Reson.7， 249(1987). 
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L 23 チトクロム C 3 へム近傍の構造と酸化還元制御

(横浜国大工)0阿久津秀雄、平海政明、朴E章株、加里子勝宏

Cytochrome C3 is a tetraheme protein of sulfate-reducing bacteria. 

Cytochrome c. of D. vulgaris Miyazaki F was studied by 'II-NMR in this work. 

The signals of four heme groups were assigned to the specific hemes in the 

crystal structure. Now. the redox behavior observed by NMR can be analyzed 

on the basis of the cry.stal structure. The microscopic redox potentials 

were determined at three different pIIs and were discussed in connection with 

the structural information. The chemical properties of the ligated imidazole 

rings wcre shown to be noncquivalent. The structure of the heme environ-

ment was suggested to change through the altcration of the oxidation state 

on the basis of the NOE measurements. 

【はじめに】チトクロム C 3 は絶対嫌気性菌である硫酸還元菌のマーカータンパク質

で、 4つのへムを持ち、非常に低い酸化還元電位を示すことを特徴とする。このタン

パク質の分子量は約 14 000で、その高いへム密度のためにさまざまの特異な物理

化学的性質を示すことが知られている。本研究で取り上げるタンパク質については樋

口らにより結品構造が報告されている(図 1)。われわれはこのタンパク質における

電子移動のメカニズムをここ数年に亘って調べてきた。特に、 NMRの高い分解能を

使うことにより、ここのへムの酸化還元挙動を詳細に追うことができた。それによっ

て、個々のへムの微視的酸化還元電位を見積もることが可能となった。しかし、電子

移動機構を解明するためにはこれらの情報が分子の 3次構造と結びつかなければなら

ない。そこでわれわれは硫酸還元菌の化学培地による培養法を確立し、このタンパク

質のアミノ酸残基の選択的標識を可能にした。そこで、選択的標識と 2次元 NMRを

合わせ用いることにより、このタンパク質の NMRスベクトルの帰属を進めている。

本講演ではへム自身とそのまわりのアミノ酸残基についてのシグナルの帰属をもとに、

酸化還元挙動とへム近傍の構造について検討した結果を報告する。

へムタンパク質、電子伝達タンパク質、チトクロム c" NMR、酸化還元制御

0あくつひでお、ひらさわまさあき、パクジャンスウ、かのかつひろ
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Besulfovibrio vulgari s Miyaza は大量培養した硫酸還元菌チトクロム C 3 【実験】

アミノ酸残基の選択的重水素八木らの方法の変法により精製した。ki Fの菌体より、

完全還元型の試料は微量のヒド化においては当研究室で開発した化学培地を用いた。

NMRの制定にロゲナーゼ存在下で気相を水素ガスで置き換えることによって得た。

2次元 NMRの HOHAHAの混合時聞には完はBr叫kerAM400 N M R装置を用いた。

1次元の NOE測定また、全酸化型では 26.6msを完全還元型では 200msを用いた。

on-resonanceとoff-resonanceの差を取った。では O.5 sの前照射を行い、

【結果と考察】結品構造上のへムと N MRシグナルの聞の対応関係は核聞の距離情報

について、完全酸化型および完全還元型のチトクロム c• まず、をもとに組み立てた。

ザ

、ー次に、へム由来のシグナルの帰属を行った。2次 元 NM Rと 1次元 NOEにより、

れらのシグナルとの聞で NOEが観測されるアミノ酸残基のシグナルを 2次元 NMR

芳香環のシグナルについてはフェニとアミノ酸の選択的重水素化によって帰属した。

ヒスチジンを次々に選択的に重水素化する事により Jアミノチロシン、ルアラニン、

2次元のスベクトルに全くクロスピークの現れなかったものはメ酸種別を同定した。

これらを基メチオニンの εメチルであることが分かった。チオニンの重水素化より、

これには 3つの異なるO. 5 nmよりも近距離にある核のネットワークをつくった。lこ、

結晶構造を調べてみるとそれに対応する距離のネットワーへムの核が含まれている。

このようなネットワークはただ 1種類しか存在しないので、クがあることが分かった。

および完全還元状態において NMRシグナルの部位特異完全酸化状態、これを基に、

的な帰属を行うことができた。

図 1にここから明らかになった結晶構造上のへムと微視的酸化還元電位の関係を示
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す。次に、微視的酸化還元電位の pH依存性を調べた。 pH 5 . 2、 7. 1、 9. 0にお

ける第 l還元ステップの微視的酸化還元電位をやはり図 1，こ示しである。図から明ら

かなように、へム 1の酸化還元電位は酸性倒IJで顕著な変化をしている。その原因を調

べるために、帰属されているシグナルの p H変化を調べてみた。その結果、へム 1の

酸化還元電位の P1-1依存性はへム 1の 6位のプロピオン酸の滴定曲線と非常によい一

致を示した。その p K aは約 6で、通常のプロピオン酸のそれよりもかなり高い。結

晶構造で見ると、このプロピオンさんは半分タンパク質の中に埋まっており、この疎

水的環境が異常な p K aの原因であると考えられる。このプロピオンさんの解離が何

らかの構造変化を引き起こし、それが酸化還元電位の変化の原因になっているものと

考えられる。

ヒスチジンのイミダゾール基の C 2位を選択的に重水素化すると、通常の芳香族領

域 でシグナルが 1本消えるが、同時に、図 2に示すように op p mよりも高磁場側で

非 常に幅の広いシグナルが 8本消えるのが観測された。これは 4つのへムに配位して

いる 8個のイミダゾールに由来するシグナルであると帰属できる。このようなところ

に広く分散して観測される原因についてはまだ明かではない。 しかし、イミダゾール

がイミダゾレート型になると高磁場側に現れるという報告もあり、 8個の配位子の化

学的性質が通常のイミダゾールとはかなり異なっている可能性を示すものである。も

し、配位子が部分的にでもイミダゾレート型を取っていれば、へムの酸化型が安定化

され、このタンパク質の酸化還元電位が異常に低いことを説明できる。

次に、ヘムの酸化還元がへムのまわりの構造にどのように反映するかを NOEを用

いて調べた。

この際、完全

酸化型ではへ

ムが常磁性で

あるため、へ

ムのシグナル

の緩和時間が

非常に短くな

っており、 N

o Eが観測さ

れにくい。そ

こで、完全酸

化型では 2次
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図 2 完全酸化型チトクロム c.の通常の IH -N M Rスベクトル(A) と

ヒスチジンのイミダゾール C 2位を選択的に重水素化したもののス

ベクトル(B )。
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と 1次元 NOEを組み合わせて検討した。このタンパク質はへム密度が非常に高いの

で、分子内でのへム間 NOEが多数観測される。へム 1 (2番目に還元されるへム)

とへム 2 (4番目に還元されるへム)は部分的に近づき、へム 1とへム 3の聞でも相

対的な構造変化が起こっていることが認められた。へム lとへム 3の聞には酸化還元

にともなう協同的相互作用があることをわれわれは既に報告している。この二つのへ

ムの聞の構造変化が、このような協同的相互作用とどのように関係するのかは興味深

L、。

このタンパク質の芳香族アミノ酸の側鎖の多くはへム近傍に存在する。したがって、

へムと芳香環の閣の NOEも構造変化を知る良いプロープとなる。中でも、へム 1と

T y r 4 3の関係は興味深い。完全還元型では図 3に示すように、ヘム 1の 1ーメチ

ル、 8ーメチル、 δーメソプロトンと T y r - 4 3の芳香環との聞に N 0 Eが観測さ

れるが、完全酸化型ではへム 1の δーメソプロトンとの聞にしか NOEは観測されな

い。したがって、両者の相対的距離は酸化還元によって変化するものと考えられる。

さらに興味深いのは、結品構造を見ると、完全還元型で観測された NOEに対応する

核問距離は完全酸化型でも全て N O Eを与える距離にあることである。したがって、

ここの構造は結晶中と溶液中では若干異なっているものと考えられる。へム 1はアミ

ノ末端の近傍にあり、 NMR的にもさまざまな外部要因に対して最も変化しやすいこ

とが分かっている。本講演でも、 pH影響を最も強く受けることを前に指摘している。

したがって、このへム

のまわりはさまざまの

状態変化に対して鋭敏

な領域であると結論で

きる。
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6.0 

→ Tyr-43 

C3.5H 

図 3 完全還元型チトクロム c.の 2次元 NOESYスベクトルの

ヘム IとTy r - 4 3に関係する領域。関係するクロスピー

クは実線で結んである。
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L 2 4 1:1C_， 15N_標識FADで再構成した中鎖アシルCoAデヒドロゲナーゼのI3C_，15N-NMR 

(関西医大・*熊本大医)0三浦例・二科安三*・佐藤恭介*・藤井茂・黒田記代・

志賀潔*

I3C_ and 15N-NMR of Medium-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Reconstituted with 13C_ and 15N_ 

Labeled FAD. Laboratory of Chemistry， Kansai Medical University and *Department of Physiology， 

Kumamoto University Medical School. Restu Miura， *Yasuzo Nishina， *Kyosuke Sato， Shigeru 

Fujii， Kiyo Kuroda and *Kiyoshi Shiga 
Medium-chain acyl CoA dehydrogenase (MCAD) from porcine kidney was reconstituted with FAD 

which was selectively labeled with I3C and 15N. The positions labeled were 1・， 3-，and 5・Nand 2・， 4・，

4a-， and lOa-C of the flavin moiety of FAD. The 13C_ and '5N-NMR spectra of MCAD reconstituted 

with 13C_ and 15N-labeled FAD were measured under various conditions. The resonance positions of 

4a-and 10a-13C are the most down-field shifted among the flavoproteins with 13C-NMR data available 

thus far， indicating low electron density at these positions. The chemical shift value for 4a-13C of 

reduced MCAD is the gr回 test(the lowest field) among the flavoproteins observed to date. This offers 

the chemical basis for the low reactivity of reduced MCAD toward molecular oxygen. The 5_15N 

resonance undergoes specific down-field shift upon complex formation with a substrate analog， ac巴-

toacetyl-CoA， implying specific change in the electronic state at N(5) upon substrate (analog) binding. 

日C，15N.標識フラピンで再構成したフラピン醇素のI3C，'5N・NMRは、活性中心の情報を直接的かつ選択的に得ること

のできる優れた方法である。演者らは、この方法によっていくつかのフラピン酵素について、その静止状態や酵

素開基質複合体、反応中間状態におけるフラピン部分(活性中心)の電子状態の変化、水素結合ネットワークの変

動などを知ることができ、反応機構を理解するための貴重な知見を得てきた。フラピン酵素反応の特異性は、個々

のフラピン酵素のフラピン部分の反応性がそれぞれの環境の中でコントロールされることによって発現される。演

者らはこのコントロールの j カニズムを知ることによって、フラピン酵素反応の統一的な理解をめざしている。こ

のような観点から、 FAD酵素であるブタ腎臓中鎖アシルCoAデヒドロゲナーゼ(medium-chainacyl-CoA dehydreoge-

nase，MCADと略)のFADを口C，日N-標識FADにおきかえて再構成し、種々の条件下に13C，15N_NMRを測定した。得

られた結果をもとに、 MCADのフラピン周閣の環境、 MCAD-基質複合体、還元型MCADの再酸化過程について考

察した。

[実験1
[2・13Cl-，[4a・13Cl・， [4，IOa・13C21ー， [1，3・I5N21ー， [5-1SNl・リポフラピンを文献記載

の方法で化学合成し、 Brevibacteriumammoniagenesより精製したFAD合

成酵素によってそれぞれFADに導いた。図 1はフラピン部分の位置番号

を示す。文献記載の方法で調製したアポMCADにlJC，'5N_標識FADを再携

成させて、 lJC，I5N_標識MCADを調製した。
。

図 1

アシルCoAデヒドロゲナーゼ， C・13NMR，N・15NMR，フラピン酵素

みうられつ、にしなやすぞう、さとうきょうすけ、ふじいしげる、くろだきよ、しがきよし

可
d

n
ヨ



13C_， ISN-NMR測定は、 VarianUNITY 4∞を用い、それぞれ、 100.6MHz， 40.5 MHztこて行なった。 NMR試料はす

べて、 50mMリン酸カリウム/DzO，pH 7.60に溶解し、 5mmセル中で測定した。化学シフトは、I3C-NMRでは、

TSPのメチル_I3C信号を外部基準(OppmHこし、 ISN司NMRでは、 2N硝酸中硝酸[ISN]・アンモニウムを外部基準(21.60

ppm)tこし、液体アンモニアをOppmとして表す。

[結果と考察]

図 2，3に、それぞれ['3C]FAD，[，sN]FADで再縛成したMCADの13C-NMR，ISN-NMRスベクトルを示す。それぞれの

'3C_，'SN・信号は図に示すように明瞭なピークとして観測された。これらのスベクトルは酸化型MCADのスベクトル

である。

200 

図 2

"'" 
図 3

180 

2 
v 

160 140 120ppm 

I日C]FADで再構成したMCADの13C・NMRスベクトル

.~'-'~~~ムーLー~ーー』ー'-'

"'" 
200 lOOppn 

['SN]FADで再構成したMCADのISN-NMRスベクトル
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次に、還元型MCADのI3C_，ISN-NMRスベクトルを測定した。さらに、 MCADと基質アナログのアセトアセチル

CoAとの複合体のI3C-，ISN-NMRスベクトルを測定した。アセトアセチルCoAtまMCADと結合し、電荷移動複合体を

形成することが知られている。これらの結果を表Iにまとめて示す。 表Iには比較のために、遊離FMN、中性型

還元FMN、アニオン型還元FMNの化学シフト値も含まれている。

表 I

Positions 

C(2) C(4) C(4a) C(lOa) N(I) N(3) N(5) 

MCAD(oxidized) 159.5 1“.8 141.1 155.5 183.6 161.1 334.7 

MCAD(reduced) 160.3 1ω.6 106.1 155.7 175.1 151.4 63.9 

MCAD-AAC') 160.1 167.0 140.3 156.0 184.0 159.4 325.2 

ウ FMN 161.4 165.3 137.8 153.7 1如 .8 lω.5 334.7づ)J.)・7
FMN円b) 152.7 158.8 104.7 145.9 128.0 149.7 58.0 

FMNH'o) 159.8 159.3 103.0 157.1 182.6 149.3 57.7 

a)MCAD-アセトアセチルCoA複合体

b)中性型還元FMN

c)アニオン型還元FMN

これらの結果から、酸化型MCADでは、 C(4)=O，N(5)と蛋

白質または水との聞に強い水素結合が存在することが推定さ

れた。フラビン環をめぐる水素結合のネットワークは、フラ

ピンの反応性をコントロールするもっとも重要な因子の一つ

であることが分子軌道の計算結果からあきらかにされてお

り、C(4)=O，N(5)における強い水素結合はMCADの反応の特

異性に寄与しているものと恩われる。また、酸化型MCADに

際だった特徴として、4a， IOaの冗・電子密度がこれまでに調べ

られたフラピン蛋白質のなかでもっとも低いことがわかり、

MCADのフラピン部分の電子状態の特異性を知ることができ

た。還元型MCADの化学シフト値と、中性霊堂還元FMN，アニ

オン型還元FMNのそれらとの比較から、還元型MCADのフ

ラピンはアニオン型還元フラピンであることが結論できた。

還元型MCADのC(4a)の化学シフトはこれまでに調べられた

フラビン蛋白質のなかでもっとも低磁場にみられ、この位置

の電子密度が他のフラピン蛋白質に比べて低いことがわかっ

た。 MCADはフラピン酵素の中で脱水素酵素に分類され、還

元型酵素が再酸化される際、電子は分子状酸素に伝達されるのではなく、別の蛋白質、 electrontransferring flavopro・

teinに伝達される。すなわち、還元型MCADでは、分子状酸素との反応が抑制されている。一般に、還元型フラピ

ンと分子状酸素との反応は、 C(4a)の分子状酸素への求核攻撃によって進む。還元型MCADのC(4a)の電子密度が低

いという今回得られた結論は、還元型MCADと分子状酸素との反応が抑制されていることの化学的な禄拠となって

し、る。

nu 
Q
U
 

γk 

R

一〉
Huんー一

な
(アニオン型還元フラピン)

takai
鉛筆

takai
鉛筆



400 300 創酒 1∞開m

図 4 [5_15N]FAD-MCADの酸化型および、アセトアセチルCoAとの複合体の

"N・NMRスベクトル

MCADと基質アナログのアセトアセチルCoAとの複合体では、 N(5)の化学シフトが他に比べてとくに変化が大き

いことがわかった(表!，図 4)。すなわち、アセトアセチルCoAと結合することによってN(5)のISN・信号は酸化型

MCADのそれに比べて95ppm高磁場に観測された。アセ卜アセチルCoA~ま基質結合部位に結合すると予想される

ことから、この結果は、基質(アナログ)が結合することによってフラピンのN(5)の電子状態が変化することを示

し、このことによってフラピン部分の反応性が基質との反応に適応するのではないかと考えている。
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L 25 安定同位体核利用多次元NMRによるシスタチンAのスベクトル解析

0楯真一、大山幸ニヘ高橋誠一郎*、梶祐之*、大内宗城#、鮫島達也*、

稲垣冬彦

(都臨床研、*青山学院大・理工、#日本電子)

Spectral Analysis of human Cystatin A with Stable Isotope Aided Multidimensional NMR Spectroscopy 

Shin-ichi Tat~， Kohji Ohy創na*，Sei-ichiro Takahashi*，Hiroyuki Kaji*， Muneki Ohuchi#， 

Tatsuya Samejima*，加dFuyuhiko Inagaki 

τne Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 

Honkomagome 3・chome，Bunkyo・ku，Tokyo 113， 

*Aoyama Gakuin Univ芭rsity，#Jeolltd.， Akishima， Tokyo 

Japan 

We have started the sp巴C町aIanalysis of human cystatin A with stable isotope aided NMR techniques. Human cystatin 

A is a cystein proteぉeinhibitor consisting of98 amino acidresidues (llkDa). After the spectral analysis of2D and 3D NMR 

spec甘a，we could assign a11 main chain and some side chain signals. On the basis of the NOESY analysis， we could clarify the 

secondary strucωre of cystatin A， which resembled that of cystatin B obtained by X-ray crystarogrphy. In出ispaper， we will 

show some details in the spectral measurement and 3D assignment prα:ess. 

序 システインプロテアーゼインヒピターであるシスタチンAは、モノマー状態で可逆的にシステインプロテア

ーゼと結合するタンパク質である。シスタチンAは、アミノ酸98残基(l1kDa)よりなる中程度の大きさを持っ

ている。我々は、シスタチンAの立体構造決定とそのパパインとの相互作用部位の同定を目的として、 NMRスペ

クトルの解析を始めた。シスタチンAは、ヒトの皮膚に大量に存在し、天然のシスタチンAは、角質化したヒト

の皮j脅より精製される。今回の実験では、ヒト シスタチンAの発現系を用いて大腸菌より調製したタンパク質

を用いた。大腸菌より得られたシスタチンAは精製の効率化のため、 M65はLeuに変えられているが、その生物

活性は天然のものと変わらない。また、 2次元NMRスベクトルを比較した結果、アミノ酸置換のある 65残基

日近傍の数残基のシグナルの位置が変化している他は、 NOESYスペクトルのパターンも両者では、ほとんど向

じであった。

シスタチンAは、 11回 aという分子量を持つため、 lH-NMRのみで解析を進めるのは必ずしも容易でない。

そこで、我々は15N3D-NMRを併用してその主鎖のシグナルの帰属を進め、現在までにシスタチンAの2次構造

を明らかにした。本要旨では、主にこのシスタチンAのスペクトル解析を行う上で行った測定上の検討事項、お

よび解析の効率化について触れることとする。

3D-NMR， 安定問位体核、シスタチンA，プロテアーゼインヒピター

たて しんいち、おおやま こうじ、たかはしせいいちろう、かじ ひろゆき、さめじま たつや、

いながき ふゆひこ
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TocsyのM凶 ngPulseの検討

T∞syの測定は、タンパク質の分子量が大きくなるにつれて刀緩和時聞が短くなるために、その測定は一般的

に困難となってくる。しかしながら、 Tocsyにおけるコヒーレンス・トランスファーの効率は、 mixingパルスの選

択とmix泊gパルスに用いるRFpowerの選択によってかなり改善され得る。一般には、 Tocsyのmixingパルスには、

MLEVやWAL1Zといったデカップルパルスがそのまま用いられるが、良く知られているように、良いデカップ

ルパルスが必ずしも良いTocsymixingパルスとはならない。一方、 spin-Iockの帯域はRFpowerを強くすれば広が

るが、サンプルの発熱にもつながるためあまり強いRFpo明 erを入れることはできない、殊に6∞MHzでの測定の

場合にはRF powerがあまり高い場合には、顕著に観測されるシグナルのS/Nが悪くなった。 そこでより効率

的なT∞syの実験を行うには、より広くかっフラットな帯域をもったmixingパルスを選択する必要がある。この

ようなm凶ngパルスの候補としては、 WALTZ-16，DIPSI-2， MLEV-16(R= 1∞'x-2∞y-l∞x)が知られている。

よく用いられるMLEV-17(17出puluse=60. )は帯域の幅においても、またその分布においても良好とは言えない。

このいずれを選択するかに関しては次の点を考慮する必要がある。

Tωsyの測定の際には、 P陀paranon パルスと mixingノ~)レスのj照射位相をそろえておく必要があるため、一般的に

は、 preparationパルスとmixingパルスは同じレベルのattenuationをかけておこなわれるが、このことにより、

pぉparationパルスのもつ空間および周波数帯域におけるinhomogeneityが大きくなるため、ベースラインのうねり

や、溶媒シグナJレの消去が困難となる主いう問題を持つ。このことは、 6∞MHZでの測定時においては厳しい制

約となる。すなわちスペクトル域が広いためpreparationには強いRFを用いる法が望ましいが、 m以加gには出来る

だけ弱いRFが必要となるからである。この両者の要望を同時に満たすには、ハードパルスによるp児 P訂 atio引が可

能である Z軸でのTocsymixingが最適である。 Z執のTocsyのこのような性質により、積算回数が限られる 3D

の測定の際にはpu1seinpe由 cttonの影響を少なくできる。我々は、 3DTocsy-HMQCでの適用を考えて、ハードパ

ルスでのprep制 nonが可能な Z軸上でのmixingの場合に最も帯域の広いDIPSI-2を用いることとした。図 lに2

D， 3 DのTocsyの実験に用いたパルスシークエンスを示す。図 2には、 (a)MLEV-17(17出pulse= 60. )と

(b)DIPSI-2を用いたZ軸上でのTocsyの結果を示す。明らかに(b)の結果が優れている。 DIPSI-2のmixingパルスは、

パルスinperfectionに対しての耐性があり、またZ軸上でのmixingを行うことによってpreparationがハードパルスで

可能となるため、 3Dのように積算回数の少ない測定の場合にはパルスinperfectionの影響を受けにくくなりより

良い結果を得ることが可能である。

3D-NMRスペクトルの効率的な解析

3次元NMRは、その高い分解能を与える代償として解析者が扱うスペクトルの数が多くなり、解析する際に

は煩雑さが増すという実際上の問題も生じる。我々は、今回シスタチンAのスベクトル解析を進める上では、こ

のような解析上の煩雑さを軽減するために簡単な解析支援のプログラムを作成し利用した。このプログラムで

は、市販のNMRスベクトル処理プログラムであるNMRZ(日本電子輸入販売)のピークピッカーを用いて作成

されたピークテープルをもとに、ピーク番号、化学シフト、 3D面番号のみを抽出した簡単なピークテープル

を作りノートパソコン上でDQF-COSY，TOCSY-HMQC，NOESY-HMQCの3つのピークテープルを同時に扱い、各

a 
t 1 

齢ム 図 1 DIPSI-2を用いたZ軸 Tocsy

b パルスシークエンス

t 1 円 惨ふ
(a) 2D， (b) 3D 

自い部分 RFpower= 35阻 z

円 企ot 2 Da GARP 
Mixing RF power = 8.3kHz 

15N 
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シグナルにクロスするシグナルを検索するものである。このようなシグナル検索システムを解析台の上のノー

トパソコン上で併用することで 3Dスペクトルの解析を効率的に行えた。図 3には、このような解析で行った

3DNO回 Y-HMQCの解析例を示す。

シスタチンAの2次構造決定

lH・2Dスペクトル、および15N・3Dスベクトルを用いたスベクトル解析の結果、シスタチンAは5つの鎖よ

りなる逆平行βシート構造、 αーヘリックス、およびそれらをつなぐターン構造よりなっていることがわかった。

この構造は、シスタチンBの結晶構造と良く似ている。 また、 23-33、 44-47、 85-89のシグナ

ルは 2つの異なるシグナルを与えており、この部分には 2つのコンフォメーションが存在することが示唆され

た。

現在側鎖の帰属、およびこのコンフォメーション平衡の問題に隠して検討を進めている。
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L 26 2重 共鳴、 3重共鳴を利用した多次元 NM R による転写調節蛋白質の構

造 解析

大阪 大学・蛋白質研究所 O 白川昌宏、 松尾治、 上垣浩一、 芹日!康治、

森田勇人、 京極好正

Structural studies of transcription regulatory proteins by means of doublc-

and triple-resonance multi-dimensional NMR 

M. Shirakawa. H. Matsuo. K. Uegaki. Y. Serikawa. U. Morita and Y. Kyogoku 

( 1 n s t i t u t e f 0 r P r 0 t e i n .R e s e a r c h. 0 s a k a U n i v e r s i t y ) 

Triple-resonance multi-dimensional NMR approach was applied to four tr-

anscription regulatory proteins.λ-Cro protein. the DNA binding domain of 

yeast GAL4. the homeo domain of mouse Oct-3 and the DNA binding domain of 

mouse lRF2. By means of the application of 10 different types of heteronucl-

ear three-dimensional NMR spectroscopy to the proteins. the most of the ma 

in chain resonances were assigned in remarkable efficiency. 

【 序論] 2 次元 N M R から、 3 次元、 4 次元などの多次元 N M R への展院時間紬の

次元の拡 張 と 、 け N 核と 1. C核 を 介 し た 1目 bond結合(I J )、 ジェミナル結合(， J ) 

を利用するいわゆる 3 :i霊共鳴法の導入により、 N M R で櫛造解析できる蛋白質の分子

量の 上限は飛躍的に拡大された。 加えて、 2・N 核や 1. C核 な ど の 安 定 同 位 体 を 利 用 す

る事によ.り、 蛋白質 核酸複合体といった生体高分子聞の複合体の解析が可能になっ

てきた。

今 回我々は、 異なる構造モチーフを持つ 4 種の D N A 結合蛋白質である、 入ファー

ジ C r 0 蛋白質と、 出芽酵母 G A L 4 蛋白質、 マウス 1 R F 2 蛋白質の D N A 結合ド

メイン、 及びマウス o c t - 3 の P 0 U - h 0 m e 0 ドメイン中の h 0 m e 0 サプド

メインに、 それらの手法を適用しほとんどの帰属を 終了 した ので 報告 する 。

C r 0 蛋 白 質 と G A L 4 の D N A 結合ドメインについては、 立体構造を distance

《牛ーワード) 3 震共鳴 3 次元 N M R D N A 結合蛋白質

しらかわ まさひろ、まつお ひろし、 うえがき こういち、せりかわ やすはる、

もりた はやと、 きょうごく よしまさ
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geornetry法により決定した。 その際用いた、 リ C 核ダブルハーフフィルターによる 2

霊体 中のサプユニ ット間 N 0 E の選択的検出についても併せて報告する。

【実験】 λ ファージ C r 0 蛋 白 質 と 、 6 2 残基および 1 1 0 残基から成る出芽酵母 G

A L 4蛋 白 質 の D N A 結合ドメイン、 1 1 2残基からなる 7 ウス 1R F 2蛋白質の D

N A 結合ドメイン、 及び 6 2 残基からなる 7 ウス oc t - 3 の h 0 m e 0 サプドメイ

ンは大腸菌 t aヱープロモーターあるいは T 1 ファージ豆一__!__Q_プロモーターを保持する

発現プラスミドに、 対応する遺伝子をクローンする事により大腸菌に発現させた。， ， 

N 標識及び，.C 標識は大腸菌を培養する M 9 合成培地にそれぞれ "NH.C I、 または

リ C -グルコース を加えることにより行った。 結合する D N A 断片は化学合成により

調整した 。

N M R 測定には主に B r u k e r A M X - 5 0 0 スベデトルメーターを用い B.B 

inverseプロープまたは triple-resonanceプロ ー プ を 使 用 し た 。 測定したスベクトルは

以下の通り。

2重共鳴 2次元 N M R 

'H-"N  HSQC、 'H- 13 C HSQC、 'H - "N  N 0 E S Y - H S Q C、

'H - "N  T 0 C S Y - H S Q C、 'H-"N HMQC-]  

2 重共鳴 3 次元 N M R 

'H - "N  N 0 E S Y - H S Q C、 'H - "N  T 0 C S Y - H S Q C、 'H-"C

N 0 E S Y - H S Q C、 H C C H - T 0 C S Y 1)、 constant-time H C C H - C 0 S 

Y 2) 

3重共鳴 3次元 N M R 

constant-tirne H N C A"、 constant-tirne HN  (CO)  CA"、 constant-tirne

HNC O "、 constant-time H C ^ C 0 ‘)  constant-time H C A (C  0)  N"  

3 次元 'H - "N  N 0 E S Y - " S Q C、 'H'- "N  T 0 C S Y - H S Q C の軽

水中での測定は、 スピンーロックのみで水シグナルの消去を行なった。

【結果と考察】

( 1 )主鎖の帰属

(1)  3D  'H-"N  T O C S Y - H S QC、 3 D 'H - "N  N 0 E S Y - H 

S Q C、 3 D triple-resonance H C A (C  0)  N の組み合わせによる帰属

まず、 げ N核の化学シフトで分離した T 0 C S Y、 N 0 E S Y である 3 D ' H -

リ N T 0 C S Y - H S Q C、 3D  'II-"N NOESY-HSQCにより、 主に

d N N ( 1. I + 1 )と dαN【1. I + 1 )の相関を使って、 連鎖帰属法 (sequential assignrnent)に

より、 主鎖アミド ・プロトン、 α プロトン、 アミド窒素の帰属を得た。 この際、 水 γ
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グナルの消去にスピン・ロ y ク・パルスと F 1 D の低周波成分除去のデジタル・フィ

ルターを使うと、 水シグナルの飽平日消去法と比較して、 溶媒との交換の早いアミド・

プロトンの感度良い検出が達成できた。 また、 水シグナルのごく近傍までの α プロト

ンも観測する事が出来た。

統いて、 3 D trlple-resonance H C A (C 0) N により主鎖 α プロトン、 α炭

索と、 次の残基のアミ ド窪 索の 相関 を得 た。 αプロトン [αH(1) J と次の残基の 7

ド窒素 [N (1+1)J の相関により、 先に得た連鎖帰属の確認を行うと同時に、 独立に主

鎖 α炭 素 の 帰 属 が 可能となった。 この HCA(CO)Nの代わりに H N C Aを用いて

も同様の情報を得る事ができる。

( i i )主に 3 D triple-resonance H N C A、 HN  (CO) CA、 H N C 0、 H C 

A C 0 を使う方法

H N C A と H N ("C 0) C A は α炭素 の化 学シフト値として残基聞の相関を与える。

特 に H N C A は残 基内のアミド・プロトン、 アミド窒索、 α 炭 素 の 化 学 シ フ ト に 加 え

て、 か な り の 確 率 で、 1 つ前の残基の α 炭素 の化学シフトを与える。 残基内の α 炭素

に対するシグナルの 方が一般に強いので、 荷者 の 区 別 が 可 能 で 、 H N C A のみでもか

なりの連続帰属が可能であった。 しかし、 より 確 実 な 帰 属 の た め 、 残基聞のシグナル

のみを与える HN (CO) CAも測定した。

同様に、 H N C 0 と H C A C 0 はカルボニル炭素の化学シフトを残基聞の相関とし

て得る のに使った。

この方法は( i )の方法と共に 1 R F - 2 の D N A 結合ドメインの帰属に使った。

残基聞の逮続帰属に、 独立にプロトン聞の d N N (I， I + l) と d α N( 1. I + 1 )の相関、 アミド

窒素の化学シフト、 α 炭素の化学シフト、 カノレボニル炭素の化学シフトを使ったため、

より確実な主鎖の帰属が可能になった。 特に 有効であったのは、 H N C A、 H N ( C 

0)  C A の組み合わせであった。

( 2 )側鎖の帰属

側鎖の帰属には、 3 D 'H - ，・ N T 0 C S Y - H S Q C、 3 D H C C H - T 0 

C S Y， 3 D H C C H - C 0 S Y を使ったが、 とりわけ有効であったのは主鎖 α プ

ロトン、 α炭素の帰属を基に帰属を伸長する事が出来る、 H C C H - T 0 C S Y と H

C C H - C 0 S Y の 組 み 合 わ せ で あ っ た 。 これにより、 リジン残基ような長い側鎖も

完全 帰 属が 可能 となった。 C r 0 蛋白質と G A L 4 の D N A 結合ドメインに適用した

ところほぼ全ての 側鎖の 'H及び，.C核の帰属が出来た(図 1)。
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L 27 選択的 安 定 同 位 体 標 識 ー 多 次 元 NMR法によるタンパク質 NMRシグナル

の 帰属

〈都 立大・理 )0甲斐荘正恒、三宅洋子、安倍米央、鎌田創、滝沢山紀子

(日 本ブルカー) Markus Waelchli 

Assignment of Larger Proteins by Means of the Combined Use of Multi-

dimensional NMR and Selective lsotope Labeling M~thods 

Masatsune Kainosho. Yoko Miyake. Mio Abe. "ajime Kamada. Yukiko Takizawa 

and Markus Waelchli 傘

(Tokyo Metropolitan University and Bruker Japan • ) 

Recently developing multinuclear multidimensional NMR methods have been 

successfully applied for a protein proteinase inhibitor SSI which has been 

selectively labeled with various types of labeled amino acids. For example. 

a series of pairwise "C-double labeled amino acids were incorporated into 

SSI in order to exlend lhe carbonyl carbon assignmenls to those of lhe side-

chain moieties. The 20/30 spectra obtained for selectively labeled SSI' s 

can be compared favorably with the 30/40 spectra using non-selectively "C/ 

"N labeled proteins. as far as spectral simplicity concerns. 

過去数 年間 、タンパク質 NMR の方法論は重 大 な 転 機 を 迎 え た よ う に 思 わ れ て い る 。

タンパク質工学に より均一にけN.' 'C標識し た試料が容易に入手できるようになり、

これらの‘均一標識体の利用を前提とした様々な多核種多次元 NMR 法が発展した結果、

20 kOa 程度の分子量であればその全 NMR シグナル ('H."C."N) の帰属を数カ月で

完了することも可能である。このような進歩の結果、少なくとも帰属手法に関しては

概 ね完成の域に近づいたとの考えが広まっただけでなく、タンパク質の NMR による構

造研究自体がルーティンとなりつつあるような印象すらうかがえる。当然のことだが

タンパク質の機能は無限の多徴性により特徴付けられており、タンパク質の機能に注

目す る 限 り NMR 研究の手法もまた多様にならざるを得ない。タンパク質 NMR 分野にお

安定同 f立体操識法，多次元 NM R. プロテアーゼ・インピタ一、 SS 1 

かいのしょう まさつね、みやけ ようこ、あべ みお、かまだ はじめ、たきさわ

ゆきこ、 マー カス ペルヒリ
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ける今後の一つの重要な発展方向は、多彩な研究手段を生み出す安定同位体標識技術

の高度化、および多次元 NMR と の併 用に よる 構造情報の選択性と精度の向上に i古jけら

れるべきであろう。このような NMR解析技術の 高度化と複合化は、より高分子量のタ

ンパク質の構造化学的研究にとって特に有効な手法を提供するであろう。

直接に結合した特定の炭素ー炭素結合を "pairwise"に標識したアミノ酸類は高分子

タンパク質の主鎖カルボニル炭素シグナルの帰属を側鎖へと拡張するための、様々な

手段を提供すると思われる。我々は既に高分子 量タンパク質の A1 a • Va 1 などのメチ

ル基シグナルの帰属に一連の "pairwise"標識体を利用する手法を提案しているが、こ

れらの手法の有効性・一般性はそのようなアミノ酸の化学的合成の難易度により大き

く影響される。高分子量タンパク質の主鎖カルボ ニ ル 炭 素 NMR シグナルの帰属は、総l

l恨の拡がりや重複ジペプチド配列の存在等により、ダブルラベルを基本とする手法が

確実な帰属をもたらさない場合が多く、著しく困 難 に な る 。 こ の よ う な 場 合 は 、 ア ミ

ノ酸変異体とのスペクトル比較による帰属が重要な補助手段となる。現在においては

遺伝子操作によるアミノ酸変異は容易となっており、本法の締実性を高めることは有

益である 。[1一川 C1アミノ酸を用いて野生‘型、 変 異 体 タ ン パ ク 質 を 標 識 し 、 そ れ ら の

スペクトルの比較か ら 置 換 前 後 の シ グ ナ ル が 対応づけられる場合は問題ないが、カル

ボニル炭素シグナルのシフトは鋭敏に変化しすぎる場合が多い。一方、[1， 2-13C，lア

ミノ酸類を取り込ませ 2D-INADEQUATllスペクトルを比較すれば、相関ピークは二次元

平面上に分散するた め に は る か に 正 磁 に 置 換 前後の相関を見出すことができる。

[1， 2-13C，lア ミノ酸で標識したタンパク質は 3D-NMR実験にも有用である。例えば、

3D-llCACOスペクトルなどは通常の均一標識体の場合と比較すれば著しく単純であり、

S S 1の ようにカルボニル炭素シグナルの帰属が瀧 立 し で さ え い れ ば 、 α炭素・水素シ

グナルの帰属は全く自動的に決定する。均一にけc-，或いは(13Ctl'N)目標識したアミ

ノ酸類を極類別に取り込ませた SS 1を利用した多次元 NMRス ペ ク ト ル も 、 主 鎖 .siIJ鎖

原子団の NMR シグナルの帰属に有用である。 3D-HCCHTOCSY， 3D-HNCAなどの利用によ

り、高分子量タンパク質における望みの音11位の残基に関してのみ選択的な帰属を行う

ことも可能である。一方、主鎖カルボニル炭素シ グ ナ ル を 起 点 に し 、 多 次 元 NMR法を

利用することにより当該残基の残りの全 NMR シグ ナ ル の 帰 属 を 確 定 で き る 。 し か も 、

これら の標識タンパク 質 の 標 識 部 位 は lD/2DNMR などにおいても十分なシクナルの単

純さと感度を示すことから、高い分解飽・感度での構造研究が可能となる。

S S 1については均一にけ C/l' N標識した試料 に 関 し て の 3D/4DNMRの測定と解析も

Prof. Markley CUniv. Wisonsin)との共同研究により進行中であるが、データの解析

が 間 に合えば、これら二つのアプローチを比較して述べたい。
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L 28 免疫グロプリンのNMR構造解析

(東大・薬; NKK中研+)嶋田一夫.加藤晃一，高橋栄夫.

合田浩明，金載一.金夏亨.中山智紀.松永千枝，尾高麻乃，

鈴木恵理イ圭¥進藤一泰，田村洋，吉野温子.0荒田洋治

NMR structural analyses of immunoglobulins 

1chio Shimada. Koichi Kato. Hideo Takahashi. Hiroaki Gouda. Jae 11 Kim. 

HaHyung Kim. Tomonori Nakayama. Chigusa Matsuna~a. Asano Odaka. Erika 

Suzuki. + Kazuyasu Shindo. Hiroshi Tamura. Atsuko Yoshino. and Yoji Arata 

Facu1ty of Pharmaceutica1 Sciences. University of Tokyo and Advanced 

Techno1ogy Research Center. NKK Corp. + 

Abstract: 1mmunog10bu1in G(lgG). which is a mu1tidomain glycoprotein with a 

mo1ecu1ar weight of 150.000. p1ays a crucia1 ro1e in immune response. We 

have been deve10ping a mu1tinuc1ear NMR strategy for the mo1ecu1ar struc-

tura1 ana1yses of the intact IgG and a variety of proteo1ytic fragments 

thereof. 1n the present ta1k. we wi11 discuss the static and dynamic struc-

ture of the antibody combining site on the basis of the NMR data obtained. 

The dynamica1 structure of the hinge region of the intact IgG wi11 a1so be 

discussed. 

水溶液中における低分子量タンパク質の高次構造解析の手段として. NMRはその

地位を確立した. しかし.分子量の増大とともに.線幅の広がり.シグナルの重な

りのために，解析は急速に困難となる. われわれは.分子量の壁を越えて，他法で

は得ることが不可能な情報をNMRにより抽出し.タンパク質の構造に関する種々の

NMR/免疫グロプリン/抗原抗体反応

しまだ いちお，かとう とういち.たかはし ひでお，ごうだ ひろあき.きむ

じえいいる，きむ はひょん，なかやま とものり，まつなが ちぐさ，おだか

あさの，すずき えりか.しんどう かずやす，たむら ひろし.よしの あっこ.

あらた ようじ
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知見を得るための試金石として免疫グロプリンを設定し.方法論の開発を続けている.

代表的な抗体分子である免疫グロプリン G (1 g G)は. 1 300個のアミノ酸残

基からなる巨大タンパク質(分子量 150.000)である IgGは.約 11 0 

残基からなる相同な 12個のドメインより構成されている. われわれは. intact な

IgGを対象とする解析法の確立を目指すとともに. 1 g G分子中における機能単位

フラグメントを酵素消化によって切りだし.より詳細な構造解析を行いつつある.

【I】緩和の経路を絶つ:intactな IgGの構造解析

分子の巨大化にともなう相関時間の増大を克服してスペクトル情報を得るには.磁気

的相互作用を可能なかぎり小さくする以外に方法がない. 分子量 150.000の

intactな IgGを対象とする時，可能な唯一の方法は.甲斐荘正恒博士によって確

立されたカルボニル炭素の選択的13Cラベル法であろう. 抗体のカルボニル基の

13 Cの線幅は，化学シフトの異方性によって支配される. 従って，最適の実験条件

は測定磁場の強度と S/N比のかねあいによって決まる S/N比とのバランスを

考慮し. 1 g Gの場合には 100MHzの測定周波数が適当であると結論した.

抗体のカルボニル炭素の線幅はまた.相関時間によって大きく変化する. この事実

をもとに.抗体分子における internalflexibilityのマッピングを行うことができ

る. 一例として. 1 g Gヒンジ領域の動的構造について述べる.

【11】 IgGのドメイン構造にもとずくフラグメント化による情報の抽出

ドメイン 4個から成る Fa b (分子量 50.000)は.最も広く用いられている抗

原結合フラグメントである. われわれは.CHlドメインを欠損した抗 dansylマウ

スモノクローナル抗体 IgG2a(s) の酵素消化によって. F a bのほか.VH.VL.CLの

3ドメインからなる Fab牢(分子量 37.000).VH.VL だけからなる Fv (分

子量 25.000)を大量に調製する道を聞いた. ここで得られる Fvは.抗原結

合活性を有する最小のフラグメントである. われわれは.抗原結合部位がどのよう

に構築されているかを明らかにするために，安定同位体ラベル多核種NMR法により

解析を進めている. 本講演においては，主として Fvによる抗原認識の静的・動的

背景について議論する. さらに，分子量 50.000のFabへの安定同位体多核

種NMRの適用の可能性についても触れる予定である.

【文献】 Odakaet al.Biochemistry(in press) :Takahashi et al.Biochemistry 31. 

2464(1992) :Matsunaga et al.J.Biomol.NMR 1.379(1991) :Takahashi et al.Biochem-

istry 30.6611(1991) :Kato et al.Biochemistry 30.6604(1991):Takahashi et al. 

Biochemistry 31.2840(1991) : Kato et al.Biochemistry 30.270(1991). 
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L 29 安定問{立体標識多次元 NM R法に よ る c-Ha-Rasタンパク質のスベク

ト ル 解 析

0 武藤給三，山崎和彦 1 伊藤隆'. M. Wälchli 2
• 西 村 選 3

宮津辰雄 4 横山茂之 1 ('東大・理 2 日本ブルカー 3 蔦有製薬

つくば研 4 蛋白工学研 )

An NMR study on the c-Ha-Ras protein by stable isotope-labeling technique 

Yutaka Muto1， Kazuhiko Yamasaki1， Yutaka lt01， Markus Walch1i2， Susumu Nishimura3， Tatsuo 

Miyazawa4， and Shigeyuki Yokoyama1 

1Faculty of Science， University of Tokyo， 2Bruker Japan， 3Banyu Tsukuba Research Institute， 

and 4protein Engineering Research Institute 

ln order to e1ucidate the structural change between the GDP-bound and GTP-bound forms of the 

Ras protein， isotope-aided 2D and 3D NMR experiments were performed for uniformly 15N -13C 

labe1ed samp1e. First， most of the backbone resonances (N. NH， Cα ， CO) were assigned for the 

GDP-bound form by HNCO， HNCA and HCACO experiments. Next， HCCH-TOCSY and CT-HCCH-COSY experi-

ments were performed for observation of side chain resonanCeS of the Ras protein. For the GTP-

bound form， the resonances due to G10-G13， 121. Y32-S39， and D57-Y64 were not identified c1ear-

1y due to 1ine broadening. Strength of the magnetic fie1d strong1y influenced the 1ine shape 

of the resonances of residues near these regions of the GTP-bound form in lH-15N HSQC spec-

trum， otherwise such an effect was not observed for the GDP-bound form. These results sug-

gested that chemica1 exchange between mu1tip1e conformations occurred in the GTP-bound form. 

発 癌ウイルスから発見された工aS遺伝子産物(R a s )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 Rasの重要性が指摘されている. R a sは，

ア ミノ酸 18 9残基 か ら な る 分 子 量 約 21 Kのタンパク質で 1分子の GDPあるいは GTPを

結合しており，弱い GTPase活性をもっている. G T P結合型は.ターゲットとなるタ

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相互作用を行うことがで 4きない.活性型である GTP結合

型 Ra s ，ま，その GTPase活性により GD P結合型に変換するため細胞内で常に GTP結 合 型

が蓄積していることはない.このように Ra sは結合したグアニンヌクレオチドによ

ってその機能の制御を受けている.グアニン ヌクレオチドの交換によって引き起こ

される Ra sの高次構造変化を解析することは. R a sの機能の理解および発癌のメカニ

ズム を 探 る 上 で 重要な意義を持っと考えられる. R a sについては. G D P結合型および

G T P結合型ともに X 線 結晶 解析 がな され てい るが， G T P結 合 裂 で は 結 晶 に お け る 分 子

聞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 NMR分光 法 に よ る 解 析 が 必 要 で あ る.われわれは，現在までにアミノ酸選

択的 な 15 N 標識を用いたアイソトープフィルターの実験およびユニフォームに 15 N 

安定同位体標識 二次元，三次元 NMR分 光 法

者とう H 量 やまさきかす Eこ ¥¥1:う静止か まる〈すべりへり tL昔らすすむ b干さむeJIi ょこやまし tIゆき
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標識を行なった Rasの三次元 NMRスベクトルの解 析 か ら ， 主 鎖 ア ミ ド プ ロ ト ン お よ び

C H aプロトンの帰属を完了している.今回さらに 15 N ， 13  C 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， GDP，GTP結合型 Rasについて解析を行なっ

た

[材 料 お よ び 方 法 ]

試料の調製 NMR分光法による解析には， R a sタンパク質の C 末端 18残基を除いた短

鎖 Ra sを用いた.化学合成した c一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を大量調製した.ユニフォー

ムげ N， '3 C二 重標識を行う場合，唯一の窒素源として '5NH.Clを，炭素源として

， 3 C 標 識グルコースを用いた '3 C 標識を行な う 場 合 に は 炭 素 源 と し て 13 C 標識グ

ルコースを用いた.非常に微量のプロテアーゼの混入を除くため， FPLCシステムの

monoQカラムによる精製の段階を付け加えた.これにより試料の長時間の測定が可

能になった

精製した Rasは すべて GDP結合裂であり，測定のため限外鴻過を繰り返すことによ

って測定用緩衝液(20m目リン匝ナトリワム躍歯植， 10mM MgC12.150mM NaCl.pH5.4， 10% D20) へ

の溶媒置換を行った . ま た ， G T P結 合 型 Ra sとして結合した GD Pを GTPの非水解アナロ

グである GMPPNPに交換 した もの を用 いた .

測定 二重標識を行なった試料を用いて H N C O.  H N C A スベクトルの測定を

行なった.これらの測定には，ブルカ一社製 AMX-600分光計を用いた.また 13 C 

標識を行なった試料を用いて C T - H C A C O.  C T - H C C H - C 0 S Y .およ

び H C C H - T 0 C S Y スベクトルの測定を行なった.これらの測定には，プルカ

一社製 AMX-600あるいは AM-400分光計を使用した

[結果 お よ び 考 察 ]

1 )主鎖部分のシグナルの帰属 '5 N 安定同位体標識をもとにした実験結果から得ら

れ ている主鎖アミド 基 の プ ロ ト ン お よ び 15 N 核のシグナル帰属をもとに. H N C 0 

(図 1) ， HNCA，および H C A C 0 スベクトルの解析を行ない， G D P結合型 Ra s 

について，ほとんどの主鎖部分のシグナルについて帰属を進めることができた(表

1 ) . H N C Aスベクトルではひとつのアミドプロトンと 15 N核のシグナルの組に

対して 2 つのクロスピークが現れる.これは，残基内の a位 の 1 a C 核 の 他 に ー 残 基

先のアミノ酸に由来する a位の 1 a C 核との間にも ク ロ ス ピ ー ク が 現 れ る た め で あ る

が ， これによりけ N 安定同位体標識を用いて行 な っ た 帰 属 を 確 認 す る こ と も で き た

(図 2 ) • G T P結合型では，アミドプロトンの シグナルの広幅化が起こっている領

域 (GI0-GI3， 121， Y32-S39， D57-Y64) についてこの三重共鳴の実験からはカルボ

ニルおよび E 位の 13 C 核のシグナルの帰属を行なうことはできなかった.

2 )側鎖部分のシグナルの帰属 GDP結 合 型 Rasについて，この主鎖部分の帰属をもと

にアミノ 酸 の 側 鎖 へと帰属を伸ばすため， C T - H C C H - C 0 S Y ， H C C H -

T 0 C S Yの測定を行なった.この測定から 1 H -， Hの T 0 C S Yの実験では明
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表 1 G D P結合型 Rasの主鎖シグナルの帰属 (p P m で表示)

NH Cα Ha co N NH Cα Ha co N NH Ca Ha N NH Ca 

Hl 4587..8 1 4.218 1 16655 .75 
TE2 3 100.2 88..830 9 4. 165.56 

103.9 48.0 5.32 168.69 
Y4 99.4 8.78 50.6 5.13 168.27 
K5 100目5 9.04 49.5 55 .28 168.99 

VLB 7 102.9 3 9.45 5 46.7 .06 9 169.30 
97. 7.9 5556 .1 4.7 167.92 

VV8 9 10957..4 2 8.94 .1 4.72 169.19 
7 9.14 53 3.2 

iJii 
166.56 

日10 84.3 .15 3 7.6 166.41 
All 100.1 9.1 46.4 

4a41.48219 2 。3 
171.16 

G12 82.6 8.56 40.9 169.64 
G13 

9889 6 1.3 
10.55 40.1 169.09 

V14 .8 7.70 56.7 iJiE 168.20 G15 .4 8.62 40.0 167.61 
K16 101. 7 10.539 4 55.2 1 3.56 173.46 
S17 96.8 55. 4.23 169.53 
A18 9 102.0 99. .57 48.4 3.88 175.78 
Ll 97.0 9.05 52.8 3.87 171.44 
T20 93.1 7.68 8 62.3 3.42 169.65 
121 97.1 g目。 58.6 3.17 172.77 
QL 22 96 7.3 7.96 5522..9 0 4.31 172.96 

1223 4 9.8 4 7.60 7 3.7658 9 8 
171. 96 

9902. .2 8.09 56.3 3. 171.24 
8.94 49.1 4.5 170.21 

26 9836..0 6 7.97 48.5 2 4.879 8 168.03 
1127 6.74 48. 4. 166.18 

VDEYF223330 8 9 2 1 
19091..3 9 8.67 

445458 949 2 ..3 0 
54..008 4 168.47 

7.578 5 167.13 
9985 .7 7. .4 

4.89362 2 4 2 
170.0 

.3 7.65 1 .5 4. 168.13 
101. 7 8.7 .5 4. 168.87 

DP333 4 104.8 7.81 46.4 4.62 170.0 
58.0 4.83 172.26 

T1ED5U333336 5 7 8 9 

86.7 
86..9933 2 1 

56.1 4.40 168.42 
97.5 5468 .1 4.04 116B88..70281 1 
ID6.9 2 .4 4.98 
100. 888. ..219 9 4459..5 8 4.79 90.8 5.59 167.18 

Y40 98.3 9.04 50.9 2 4.64 168.21 
R11 B968 .9 8.39 2 48. 5.87 169.98 
K12 .6 8.6 49.5 4.52 167.52 
14310538m494悶7616901l 
449887.99.055535 .54.IEB.94 
Y45 11 98.61 8.04155.614.681169.55 

MIEE4447 6 8 9 1100792699 ...5 3 6 898 ..431 2 
54.3 3.99 

111768096...2980 5 1 49.2 
i;語.19 39.2 

.4 48.6 4. 116697..338 1 

富臨1舗

100 2.1 57.9 4.61 
1 1.5 1 .39 50.4 5.290 2 166B5B B .21 99. ..706 5 47.4 4. 1.79 3 
loOo-E l 47.6 4..924 3 

1118688...551 0 3 101. .73 0 46.7 
100.6 .2 54.2 45 .77 
104.7 .76 47.9 4.64 167.54 
18057 .2 

B688...945923 0 7 5 7 

47.7 4.79 169.4 
.1 

ぷ4z印ι3h6 B g 
4.51 

111677801...48513 8 4 6 98.2 4.814 1 
B9 4.2 4. 

176 • 5.7 
88 8 8.目471 

.2 4.424 2 
97.1 .6 4. 170.50 
96.5 .31 .8 4.27 169.73 
96.Q .15 52.1 4.53 169.47 
95.4 7.83 51.6 4.41 168.38 

1099 43..6 6 8.66 481 .6 4.21 173.60 
8.811 2 51.4 4.28 0 3 1711 .13 

B.9 8 1 3 
7. 52.8 5 3.8 3 171.57 

95. 8.089 7 55 1. 4. 171.798 8 
94. 7. 3.1 4.19 1 172. 
99 5. 8.lS 2 55 4.4 4.2 172.383 6 
5.1 8.4 2.5 

44433 -•• .409 1 
1702 • 

語読盟諸

92.6 7.96 1 556 3.6 17.535 8 

8879487 7 ..8 3 
.5 169. 

..B 6 8. 
4500.6 5 1 

iJ認~! 116760..426 2 

7. 39. 
1666647 8 B .44 

900073 8 2 .4 
8. 458 0.8 5.45 1.4555 6 1 103.0 9. .0 4.72 

100.8 8.70 55 1.7 4.77 

iil 世社m 話
1.6 3 8.96 5.3 3 55 .02 
100. 98 .22 49. .00 1 
97.7 .64 6 43.6 3 5.09 

HIM 邸 9 90.1 8.4 57. 4.08 
35 .4 7.89 46.0 5.08 16B..89309 8 9 6 

NTE5F888895 0 8 9 7 

95.4 7.92 46. 
53..0829 0 0 100.5 8 9.21 60.8 169.89 

lo9o0-.5 8 .39 53.4 4. 171.89 
8.07 55.8 4.23 169.59 8 

101.0 7.41 53.7 4.07 171.0 

E91 97.9 
887...4468 5 5 55530 6 .1 

3.81 
173.3456698 8 1 1 D1992 3 93.5 .0 43 .55 171. 

97.2 .5 .99 171. 
894 92.5 

7.393572 7 8 1 5 

53.3 43 .33 
94.2 7. 52.7 3 4..918 1 
9945..3 6 7. 171. 

RqE199918 9 07 0 

8. 55556433 • ..8 0 333...6895 6 B 
171. 

9938..0 B 7. 11 72. 
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図 3

HCCH-TOCSY Ras・GDP
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確に化学シフトがわからなかったものについて

も帰属を進めること が で き て い る ( 図 3 ) 

3)'H-'5N H SQCス ベ ク ト ル に お け る GDP

結合型 RasとGTP結合型 Rasの比較 GTP結合型にお

けるシグナルの広幅化について考察するため，

異なる磁 場の 強さ (400MHzおよび 500MHz) にお

ける 'H-1 5 N H SQCスベクトルでのシグ

ナル強度を比較し た ( 図 4) .磁場強度が強い

500MHzの場合. G T P結合型 Rasにおいて，シグナ

ル の広幅化がおこる領域の近傍にある A18.V29

のシ グナル強度は. 400MHzでの測定の場合に比

べると非常に小さくなっている. G T P結合型で

みられるシグナルのこのような磁場依存性は，

GTP結合型 Rasでは ，局所的に複数の構造の平 衡

状態にあることを示唆している.この平衡は，

R a sの活性 の 制 御 という点でも興味深い.現在，

活性との関連について考察するため，いくつか

の変異体を作成し， 解 析 を 進 め て い る .
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特 別講演 II





ヘム蛋白質の分子工学とNMR-ヘム蛋白質における配位構造、電子構造ならびに

蛋白質構造と機能発現機構

(京大・工)森島績

Molecular Engineering of Hemoproteins and NMR--Iron Coordination， Electronic and Protein Structures 

組 dFunctionnal Regulation Mechanisms 

Division of Molecular Engineering， Graduate School of Eng加eering，Kyoto University， Kyoto 606-01 

Isao Morisluma 

百letaJk: w出 presenthow we have used NJ¥，依 inthe last few years to complement our studies on甘記 structure-釦nctionrelations 

of hemoproteins by protein engineering， chemical modification and model studies.百 eheme iron-bound histidine in myoglobin 

was al~巴red by site-direc民，dmutagenesis ωcystein or tyrosine ωmin姐ccytochrome-P-450 or ca凶ase.百lecoordination of 

altered an1Ino acid ω血.eheme iron was confirmed by paramagnetic NMR. Site-specific mutants of myoglobin were studied， in 

which Leu 29 is replaωd by Ala or Ile.The very u凶queheme environmental structures and ligand binding properties were 

delineated by NMR and laser f1ash photolysis measurements.We have discovered a novel modification ofthe distal histidyl 

imidazole in myoglobinωN-tetrazole-substituted imidazole by using 15N NMR and studied i臼 effectson the heme environmental 

S町ucturesand ligand binding properties. Mutational studi，巴sof hemoglobin were also studied with much emphasis on the role of 

an1Ino acids located at intersubUIut interfa白血血eaIlosteric effects. Some clumera hemoglobin was synthesized by mutagen邸 is

to study intersubunit interaction. Paran1agnetic NMR was also used to study electronic structu児 sofhemeπradicals which are 

reaction intermedia記sof heme enzymes and are ESR silent. 

1 はじめに

ある機能・特性をもっ蛋白質をいかに構築(分子設計)し創製するかを探求することが蛋白質工学とい

えるが、そのためには蛋白質の構造と機能の相関関係を解明することが必須となる。蛋白質の構造一機

能相関の解析的研究が従来の生化学的、生物物理化学的方法に加えて機器測定技術の発展、遺伝子工学

手法の導入、さらには蛋白質分子の分子動力学的計算法の発展などによって、新しい展開を見せ、今や

これらを総合し、あらゆる知見を総動員して望む機能・特性を持つ蛋白質をいかに構築するかという総

合的研究、すなわち蛋白質分子工学へと発展している。われわれもこのような視点に立って金属酵素の

一種である一連のへム蛋白質の分子工学的研究を行なっている。我々はこれまでにヘム蛋白質、ヘム酵

素の機能制御機構などの分子論的メカニズムに関する研究をNMRをはじめ種々の物理化学的手法や蛋白

工学的手法さらにはモデルポルフィリン錯体による研究などを用いて多角的に進めてきた。すなわち、

へム蛋白質に種々の分子操作を施し(アミノ酸残基の特異的化学修飾、遺伝子操作によるアミノ酸置換、

天然ヘムの人工ヘムへの置換など)、これらの修飾または変異ヘム蛋白質の構造と機能を詳細に検討し

てきた。 1)本講演ではこれらの研究の中から最近の成果いくつかを紹介する。

Keyword:蛋白質工学、アミノ酸置換ミオグロピン・ヘモグロビン、特異な化学修飾、構造一機能相関、

常磁性NMR、

もりしま いさお

円

t
噌

i'
i
 



2 蛋白工学によるアミノ酸置換ミオグロビンの構造と機能

(2 - 1) へム鉄軸配位子アミノ酸を置換したヒトミオグロビンの構造、物性と酵素活性2)

ミオグロピン (Mb) 、チトクロームP-450、カタラーゼはいずれもへム蛋白質であるが異なった分子分

光学的性質、機能を有している。ヘム鉄の軸配位子は、それぞ、れ、ヒスチジン (His) 、システイン(

Cys) 、チロシン (Tyr) で酸素結合、酸素活性化、過酸化水素分解の機能をもっ。これらヘム蛋白質の

機能発現における軸配位子の役割を明らかにするために、ヒトミオグロピンの軸配位子His93をP-450型

のCys、カタラーゼ型のTyrにそれぞれ置換し (H93C、H93Y) これら変異型ミオグロピンの分光学的特

性、構造、酸化還元電位、 P-450活性、カタラーゼ活性、さらにはこれらの酵素の反応サイクルにみられ

る配位した過酸化物のO心結合関裂様式(ホモリシスあるいはヘテロリシス)を検討した。変異型ヒトミ

オグロピン (H93C，H93Y) の酸化型(鉄 3価)の電子スペクトル、 ESRはいずれも天然型 (WT) のそ

れとは大きく異なり、 H93Cではチオレート基がへム鉄に配位しているP-450の基質結合型に、 H93Yでは

チロシンが軸配位子であるカタラーゼのそれらとほぼ一致していた。チオレート、チロシン基のヘム鉄

への配位のより直接的証拠とじては共鳴ラマンスペクトルにおけるFe-S伸縮振動シグナル (350cm-1
付近)

ならびに常磁性NMRスペクトルにおけるチロシン基のフェニルプロトンシグナル(低磁場側120ppm近傍)

が挙げられる。 WT、H93C、H93Yの酸化還元電位 (Fe3+/Fe2つはそれぞ、れ+50、・230、-190mVと、アニ

オン性リガンドの配位によって大きく負のほうへシフトし、 P-450のー270mV， カタラーゼの-500mV以下

と良い対応を示す。一方、 H93C，H93Yの還元型(鉄 2価)はチオレート、チロシン基いずれもヘム鉄に

は配位しておらず、そのかわり遠位側のヒスチジンが軸配位子として配位しWT型のスペクトルの特徴を

示した。従って一酸化炭素などは近位側でへム鉄に配位する。これら変異型ミオグロピンの還元型の構

造特異性のため、酸化裂での酵素活性を調べた。すなわちP-450の反応サイクルで酸化型酵素と過酸化水

素による基質の酸化反応、過酸化水素の酸素と水への分解、ならびに過酸化物の0-0関裂反応を検討した。

H93Cを用いた系ではスチレンのエポキシ化およびN，N'-ジメチルアニリンのNー脱メチル化反応におい

てそれぞれ約 5倍および 2倍程度の活性の増加がみられたが、 H93)とではどちらの酸素添加反応について

も活性は増加しなかった。過酸化水素の分解反応では変異裂の活性は増加しなかった。一方、クメンヒ

ドロペルオキシドとの反応では、 WT，H93Yではヘテロリシス/ホモリシス =3.2、2.8であるのに立すし、

H93Cでは7.2となった。この結果は、酸化型ミオグロビンと過酸化水素とのホモリシス反応でフェリル

鉄オキソヘムが生成するのに対しアニオン性リガンドの配位しているペルオキシダーゼ、カタラーゼ、

P-450ではヘテロリシス反応してフェリル鉄オキソヘムカチオンラジカルという反応性の高い中間体が生

成することと対応する。これらの結果より、ヒトミオグロビンのヘム鉄軸配位子は酸素添加酵素活性に

対して著しい効果はみられなかったものの、 0-0結合開裂反応過程を制御する一つの構造因子であること

が示された。

(2 -2) 遠{立アミノ酸を置換したミオグロビンの構造とリガンド結合反応、の動的特性的

ミオグロピンの配位子(酸素、一酸化炭素)結合反応は、ヘム近傍のアミノ酸特に遠位ヒスチジンによ

り制御されていると考えられそのアミノ酸置換効果が活発に研究されているが詳細は未だ明らかではな

い。我々はヒトミオグロビンにおいて遠位His以外の二つのアミノ酸を置換 (Lys45(CD3)ーArg (K45R)， 

Leu29 -Ala(L29A)) したミオグロビンを合成し、それらのヘム近傍構造、配イ立子結合構造をNMR，IRな

どによって検討するとともに、高圧下フラッシュフォトリシス法による配位子結合速度の圧力依存性と

それから得られる活性化体積を調べた。このLys45(CD3)は配位子がミオグロピン蛋白質内部へ入る際に
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大きく揺らぐ必要があるとされているアミノ酸であり、 Leu29は配位子結合反応の中間状態で配位子が一

時捕捉されると考えられている位置にある。 L29Aでは一酸化炭素結合反応の活性化体積がWTと比べて符

号が逆になり、またIRスベクトルにおける CO伸縮振動やメトシアン体のプロトン常磁性スペクトルも

WTのそれらとは著しく異なっておりこの位置のアミノ酸の配位子結合反応に対する重要性が示された。

酸素結合反応について、配位子が溶媒中からミオグロピン内部へ入る拡散過程 (S-B)と、配位子がへ

ム鉄と結合を作る結合形成過程 (B-A)のそれぞれの素過程の速度定数を求めた。 L29Aではミオグロピ

ン内部からの結合が観測されず、 kBA< kBS であることがわかった。 WTとK45Rの素反応定数を比較する

と、拡散過程の速度定数は一致しており結合形成過程の速度定数のみ変化がみられた。このことから45

(CD3) のアミノ酸は拡散過程には関与しておらず、結合形成過程にのみ影響を及ぼしていることが示唆

された。

(2 -3) ミオグロビンの遠位ヒスチジンの特異な化学修飾と構造および機能変化4) 

我々はある偶然の機会に酸化型ミオグロピンの遠位ヒスチジンのNHが臭化シアンと特異的に反応して

N・CNとなり、さらにこれが外部配位子として加えたアジドイオン (N3-)と反応してNーテトラゾール

を生成することを見いだした。これは15Nでラベルした臭化シアンおよびアジドイオンを用いた反応生成

物を 15
N
_NMRで解析した結果わかったことである。このテトラゾール化反応はへム蛋白質内でのみ起こ

りへムポケットが環化反応に都合の良い空隙を提供しているためと考えられる。これらの遠位ヒスチジ

ン修飾ミオグロピンのヘム近傍構造を 2次元NMRで調べ、さらに一酸化炭素の結合反応を検討した。遠

位ヒスチジンがNーシアノ化されたミオグロビンでは、遠位ヒスチジンは一酸化炭素の結合反応に対して

立体障害となり、一方、 Nーテトラゾール体ではへムポケット空隙が大きくなり結合速度は速くなった。

3 蛋白質工学によるアミノ酸置換ヘモグ口ビンの情造と機能の研究ー協同効果発現における水素結合

の役割ー

ヘモグロビン (Hb) のサプユニット内やサブユニット界面には多くの水素結合が介在しており酸素の結

合に伴う構造、機能変化を制御し、 Hbの酸素結合における協同効果発現に対して重要な役割を果たして

いると考えられてきた。そこで我々は従来天然の変異体の利用だけでは困難であった特定の水素結合の

協同効果発現に対する役割を蛋白工学の手法を用いて明らかにした。

( 3ー 1) a 4 2置換体ト 6) 

α42(C7)Tyrはαls2界面に位置し、 pサブユニットの s99(Gl)Aspと水素結合しており、低酸素親和性

状態 (T状態)の安定化に大きな寄与をしているものと考えられてきた。そこで、 Tyrと立体障害はよく

似ているが水素結合のできないPheに置換したところ (HbPhe-42α)、機能的には酸素親和性の上昇、

協同効果の消失が観測され、構造的にはへム鉄に配位した近位ヒスチジンのNHのNMR常磁性シフトの増

加、ヘム鉄ーヒスチジン間結合の共鳴ラマン線の高波数シフトなどが観測され、これらはいずれも高酸

素親和性 (R状態)Hbの特徴を示していた。この結果は、 HbのT状態の安定化のためには α42位に Fサ

プユニットのAspと水素結合のできるアミノ酸が必要であることを示している。

(3 - 2)β145置換体 7)

s 145(HC2)Tyrはs98(FG5)Valの主鎖カルボニル基とサプユニット内水素結合を形成しており、酸素脱

着に伴う Tyr残基の変位を制御する水素結合として重要視されてきた。しかし、われわれの作成したHb
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Phe・145sは水素結合を形成できないPheを有するにもかかわらず、構造、機能異常は小さく、この水素

結合はHbのT状態の安定化には大きな寄与を果たしていないことが明らかになった。一方、 HbPhe-145

pの一酸化炭素再結合反応の解析(レーザーフォトリシス)から、 R-T転移速度が天然Hbより遅いこ

とが示唆され、静的構造への寄与は小さくとも動的な状態ではT状態の安定化に寄与しているものと考

えられる。

(3 -3) キメラ型ヘモグロビン

ヘモグロピンのサブユニット閉会合形成におけるモジュール構造の役割を検討するために、 pサプユニ

ットのF4部分を α鎖のそれで置換したキメラヘモグロピンを遺伝子工学的に作成し、 NMRなどの測定よ

りこのモジュールがサブユニット間会合に重要であることが示された。

4 へム酵素反応中間体モデルとしての鉄ポルフィリンおよびクロリンラジカル

の特異な電子構造と常磁性NMR8
)

種々の金属ポJレフィリン錯体の πカチオンおよびπアニオンラジカルはペ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、ポルフィ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、還元がポルフィ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 a1u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

間が短くなりその 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) a1u、

a 2u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価メソーオキシポルフイリン中性ラジカル、 (3 )硝酸還元酵素の反応中間体モデルと

してのニトロシル鉄2価クロリン πカチオンラジカル、ならぴに(4 )鉄 l価と鉄2価 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、 ( 5 )鉄 4価オキソポルフィリン πカチオンラジカル、

(6 )鉄 5価オキソポルフイリン、などの常磁性NMRについて述べる。
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P 1 完全メチル化シクロイヌロヘキサオースと金属カチオンとの

コンプレクセーション

〈阪大皮切・大教大生物 )0 高 ~I・ n 雄・奥村泰男・高橋成年・古事国正J'f

川 村 三志夫・内山喬夫

Complexation of Permcthylated Cycloinulohcxaose with Mctallic Cations 

Y oshio TakaL Yasuo Okumura， Shigctoshi Takahashi， Masami Sawada 

Matcrial Analysis Centcr， the lnstitutc of Scientific and lndustrial Rcscarch， Osaka University 

Mishio Kawamura， Takao Uchiyama 

Department of Biology， Osaka Kyoiku University 

A new typc of host molecule， permethylated cycloinulohexaose(l)， can form the host-gucst 
complexcs with some metallic cations in solution. Association constants wcre determincd in scveral 

organic solvents at 298K by using lH-NMR titration(non-lincar lcast squarcs method)・Thoseof 1 are 

about two orders of magnitude smaller than those of 18・crown-6(2).Mctallic cation sclectivity of 1 is 

Ba2+ > K+ > Cs+ > Na+， and is similar to that of 2. The binding sitc of 1 with a cation in thc 

solution(acctone-d6) is deduced to bc at thc ncar OMe・3groups， and not at th巴centerof 18・crown-6

skelcton on the basis of the diffcrenccs(Ba2+， K+) of thc chargc induccd proton shifts. 

われわれは、 新しいタイプの絡ホスト化

合物で ある完全メチル化 νクロイヌロへキ

サ オース 1 (完全メチル化シクロフラタタン

. M e回 CF)によって示される溶液中のカチオン

種とのコンブレタセーションについて、 111 

-NM R'法を用い検討した結果を報告する。 シ

タロイ丸ロヘキサオ ー ス は 6個の 7 ルクトフ

ラノースが β ー(2→ 1 )結合した環状施であり、

その中心部には特徴的な 18ークラウンー 6構造

を 有している(M S. N M.R. X -r a y ) 1> 0 さらに、

水性溶液中アルカリ金属カチオン類やアル

カリ土類金属カチオン類とは、 2 の場合と

問機のカチオン選択 性 を 有 し て い る こ と は 、

すでに報告された引。

MeOH 

1 

f:r¥づ

〈-u-〉
2 

シタロイヌロヘキサオース・結ホスト化合物・ 18 -クラワン-6・カチオン選択挫

たかいよしお・おくむらやすお・たかはししげとし・さわだまさみ・かわむらみしお・うちゃまたかお
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われわれ~;，~、 この新しい環状糠のホストーゲスト相互作用の理解を深めるために、

今回完全メチル化誘導体 1 を選び、 川トNMR滴);E法を F百 い て 代 表 的 な カ チ オ ン 溜 と の 溶

I夜 中の会合平衡定数などの熱力学的性質を決定し、 さ ら に ホ ス ト ー ゲ ス ト 錯 イ オ ン の

溶液中の構造を IH-NMR差誘起シフト法を用いて縫定した。

!j添 1m法を用いて、 非直線最小自釆法 iこより 25・Cにおける会合平衡定数はりを求め

た{表 1)。 金属カチオンが K・のとき、 1 の Ks(6.1X 10~M ・ I アセトン・ d6 中)は対応する

1 8・ヲラウンー 6(2 )の Ks(1.0X 10 6 M- 1 • アセトン司 d 6中}に比べて、 ほぽ 10 2 f-.土決小さい。

K sで野価される 1 のカチオン選択性は Na'く Csψ く K・く sa 2 .でおり、 TLEXC (滋層リガン

ド交換クロマトグ ラフィー)2 )で観測されたシタロイ耳ロヘキサオースのカチオン選択

性(L ドく Nドく Cs・く K'• R ドく Ba2・.So%MeOH)や、 Z の Ksによる選択性 (Li・く Na・< Kφ く

B a 2・.M e 0 H)とよい一致を示す。

ホストーゲスト錯 イオンの構造はアセトンプJ 2 5・C における KSCNおよび Ba(SCN)ε の添

1mに纂づく鈴起シ 7 トの.mから推定した。 こ のまま鋳起シ 7 ト法によれば、 同一サイズ

の 金属カチオンを利用するので、 コンホメーシ a ン変化が及ぼ γ 符起シフト成分を消

去でき、 正味の電荷がおよ lます誘起シフト、 したがって 111荷の位r..::"推定することが

できる。 OMe-3および H-3.H-4が最大の差誘起シフトを示し[OM e・3(66.6Hz).OMe・4

(21. 8I1z). OMe-6 (16.1Hz).II-1.ー1・(21.7.24.4I1z).H-3(57.2I1z).H-'(59.3Hz). H-5 

(ca. 30Ilz). H-6. 6・(ca.20Hz)]、 K .や Ba 2φ イオンは OMe-3.H・3の近傍にあることが証明

された。 11-1および H-l・の愛読起シフト震は相対的に小さく、 カチヌ『ン中心は H-1.-1・

より速いことが示さ れ た 。 従って、 おは中カチオンは 18-クラワンー 6骨格内では会合さ

れておらず、 その上層の OMe-3グループで強く会合されでいると推定した。

謝'辞: Me-CFをご 提供いただいた三変化成(株)今木直博士に厚く感謝致します。

Table 1. Association Con.stant ( M・1)011at298K 

Guest Solvent 

A+ X' acetone MeOH 70%MeOH acetonitrile 

Na+ SCN' (1.5ま0.3)X 10
2 

(2.6念0.2)x 10 0.6:t0.2 

K+ SCN' (6.1:t0.1) x 10
3 

(2.47:t0.03) x 1.0
2 

Cs+ SCN' (7.5主0.4)X 10
2 

(3.6:t0.3) x 10
3 

sa2+ SCN' 1.9x 10
4 

NH4+ SCN・ 7.1 ::00.3 

EtNH3+ PFs' (1.9:t0.6) x 10 

1 ) S a w a，d a. M.; T a n a k a. T.; T a k a I • Y.; 11 a n a f u s a. T.; T a n I g u c h i • T.; K a w a m u r a. M. ; 

U c h i y a m a. T. C a r b 0 h y d r . R e s . • 2 1 7 ( 1 9 9 1') 7田 17. 

2)Uchiyama.T.; Kawamura.M.; Uragami， T.; Okuno.H. Carbohydr.Res. In press. 
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Pla リン酸基・硫酸基聞の金属イオン Mg2+， Ca2+のダイナミックスと結合部位

(北大・理、本群馬大・工) 和泉光員IJ 0市川和彦 栄喜俊夫$

The Dynamics and Location of Mg2+ or Ca2+ Bound at the Two Sites， Phosphate and Sulfate Moieties 

Mitsunori Izumi，区豆型自主豆佐世E盟呈 andToshio Eiki+ 

(Department of Chemistry， Faculty of Science， Hokkaido University， Sapporo 060， 

and +Gunma University， Kiryu， Gunma 376) 

31 P NM R measurements have been made on Mg2+ or Ca2+ -bound phosphate and 

sulfate moieties in non-aqueous and aqueous solutions in order to investigate 

three questions about (i) the identification of the location of metal ions 

bound at the two sites， phosphate and sulfate moieties， on PPS2-， (ii) the 

kinetic properties of chemical exchange of Mg2+ between the above sites in non-

aqueous solutions， and (iii) th巴 pronounced difference of the stability between 

the Mg2+ and Ca2+.phenylphosphosulfate divalent anion (PPS2-). The computer 

simulation of the collapse among the three 31 P NMR bands with increasing 

temperatures at [Mg2+]/[PPS2-]> 1 has shown that the frequencies of Mg2+ 

transported from phosphate moiety to sulfate moiety and vice versa， vps ( =kBA) 

and VSp(=kAB)， range from 2x10 5-1 to 2x102 5-1 and from 102 5-1 to 103 5-1. 

31T"1 lI.Y"'JI"T""l ，.: ~~ ...: ...:1......1.-.. ... _.L: "，，_2+ The ~~p NMR line width v1/2 of Mg
L+ complex i5 more than that of CaL+ complex by 

a factor of more than 10. 

[緒言] 生体内における A T P のリン酸基閲裂反応には、 加 水分 解酵 素お よび

マグネシウムイオンを必要とする。 溶 媒である水はこの加水分解に求核試薬と

して寄与しているが、 一方でイオンに対する 強 い 水 和 は リ ン 酸 基 と マ グ ネ シ ウ ム

イオン と の 直 接の結合を妨げている。 酵素の活性中心は疎水場のポケットであ

って、 ここで当反応が進行すると考えられる。 故 に リ ン 酸 基 開 裂 ・ 転 移 反 応 は

非水溶媒中で研究する必要がある。 水、 DM F溶媒中において、 A T Pモデル化合物

フェニルホスホ硫酸エステル (PPS) と Mg 2 +、 Ca 2 + と の 相 互 作 用 の 溶 媒 お よ び 金 属

イ オン効果が "p NMR化学シフト・線 J~ の顕著な変化として現れ、 M g 2 +のダイナ

ミックスと結合音II位に関する情報が得られたのでここに報告する。

リン酸基 1m裂反応、3lP NMH化学シフト・線形、 Mg' +のダイナミックス、品R水品;と結合;¥Jl1立

いずみ みつの り ・ い ち か わ か ず ひ こ ・えいき としお
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[実験] PPS浪 度 を 10mM一定とし、 MgC12を 0-100田M(R=[lIg'+)j[PPS'-]=O-10) 

と変化させた DMF溶 液 に 対 し -30"Cにおけるい P N 11 R (北海道大学理学部 NIIR研

究室 JEOL FX-500、 共 鳴 JM波数 202.35MlIz) を測定し、 現れた 5本 の ピ ー ク の 強

度変化を観測した。 また 3 種類の鎗体のみがスペクトルに現れる R= 3の溶液に

対し "P NMRをー 20"C- +30"C、 I 0 "c間隔の 7点 に つ い て 測 定 し た 〈 図 1( a )参照〉。

Schemc [結巣および考察] PPSのい P NMRスペ

ク ト ル の ピ ー クは R=Oではひとつ、 M g 2 + 

との錯形成に伴って R= O. 8では 5 本にな

り、 さらに、 R= 1で 4 本、 そし て R)1では
イ
ぃ
バ

O

E

s

t

O

K

 

8

0

)

 

o
f
↓R
O

{

 

。ル
メ3本となった。 各ピーク強度の R (.I!p 

ち、 Mg' +浪度〉依存性から各化学種は低

磁場側から順に PPS2 、 [PPS，'lIgl'-、 2

般のI'I'S'Mgおよび [PI'S.1I g， ]'・と各々 IIiJ

? ~M.'・ kAC
Ph-O-γ01-o-τご

o 0 

(A) 

手 Mg1 • ~ Mg
2・

Ph一o-P-o-t-o。。
(C) 

2立された。 R = 3の DM l
'
溶液では、 温度上

シミュレートした(図 1 参照〉。

昇と共にひとつ のピークに合体しているスペクトル群を化学交換モデルを用いて

3錯体問 (Scheme参照〉の化学交換の動力学

的パラメータを求 め た 。

る と考えられる。

が他の金属錯休 A と c(硫酸基の険索 osに総合締位がある〉と比鮫して安定であ

M g 2 +の結合部位が リ ン 償 基 の 酸 素 0，である鈴体(B ) 

それは、 B の浪度分率 が一番大きく、 M g ， +の 0，から O.へ の 移

"P  NMR スペクトルの半

行頻度数 lま巡の 0.から 0，へのそれと比較して小さいことから 'VJらかである。

値幅 ν1ノ zは Ca' +と Mg 2 .と

比較して、 前者が lケタ余

り小さく、 低温においても

ローレンツ型のひとつのピ

ークが観測される。 結合

状怨そしてリン駿基・硫酸

基聞のそれ等金属 イ オ ン の

ダイナミックスの時間尺度

が非常に相異なることを示

している。 更には、 フ
.16 

ニルホスホ硫酸マグネシウ

ムli1単結品の t構造決定を踏

まえ て 溶 液 内 の Mg' .の配位

J~ 1邸と比較して滋諭する。

(a) (b) 

ppm 
.25 ・16 ppm 

.25 

Figure 1. Te鯛peraturedependence of lt P NIIR line shape.s at R=3. O. 
The right side (b) shows the simulated ltp line shapes 
between -20'C and -30'C. 
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P 2 免疫抑制タンパク、イムノフィリンが行うブロリルアミド♀i豆/主工主旦豆

異性化反応の遷移状態モデルの 13C- N M Rダイナミクス

』九大 薬 z第一薬大 小川 E青1 ・草場皇奈 1 ・井本泰治 1

0加藤祐子 z 富田 E皇子 2 ・野上靖純 z 古賀俊隆 2

13 
C-NMR Dynamics of a Transition State model of the豆些旦笠 IsomerlzatIon of Peptide Bond 

catalyzed by F阻 P，a Prolyl些在旦竪 Isomerase

Haru Ogawa 1， Rina Kusaba 1， Taiji Imoto 1 

2 .... . ~ '. 2"  . . •. .2 _ ... 2 
Yuko Kato~ ， Mitsuko Tomita¥ Yasuyoshi Nogami'''， Toshitaka Koga~ 

1). Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 62， 812， Fukuoka 

2) Daiice】iCollege of Pharmaceutical Sciences， 815， Fukuoka 

1) Recently， Schreiber and coworkers" have reported that the (l-ketoamide of fK-506 serves as 

a transition state "surrogate'" of a twlsted amide bond， and hence， it inhibits prolyl cis/trans 

isomerase (rotamase) activity .y!.旦 atwisted amide mechanism. We have now found that 2 undergoes 

a similar isomerization by which the tran旦olefjnic double bond attached to the furan ring III of 

2 could be isomerized謹呈 twistedmechanism in NMR time scale. In our model， 2 holds furan rlng 

III almost orthogonal to the best plane of the molecule， much as the carbonyl of the twisted peptidyl 

prolyl amide bond of 1 is orthogonal to the plane of its prolyl amide bond. 

1 .藍i童 酵素が基 質 に ひ ず み を か け て 結 合 す ると、そのひずみが基質のアミド結合の

cis/trans 異性化を加速する例として pro1y1 cis/trans異性化酵素(ロータマーゼ)があ

る。 FKBPは こ の 機 能をもっタンパクである。一方、免疫抑制剤 FK-506 1 はブロリルアミ

ドが cis/trans異性 化するときの遷移状態の "surrogate" の構造をもっ故に、 FKBPと強力

に結合して、上記のロータマーゼ活性を阻害して免疫抑制の初期段階を発現させている

[Fig. 1]，川我々は FK-506よりも少し大きい環サイズの 24員環共役系 2がその cis/trans

llc座 を strain機備によって N M R時間尺度で変換することを見出した [Scherne 1]. N M R 

は strain re1i巴f によって起こる運動様式の charact巴rizationに有力な手段であった。

Fig. 1 

lb trans 

E = COOMe 

[24)annulenedione-tetraester 
2 

2. S trainが誘起す る 環 状 共 役 系 の コ ン ホ メ ー ション変化

2 の フラン環 Iと 11の聞にあるトランス二重結合由来の 6.30pp冊に出現したシングレッ

ト[500MHz. in CD2C12. at 25 .C] は -80.Cに冷却しても AB型 シ グ ナ ル を 与 え な か っ た の

で、 トランス二重結合の内部回転は 'H-NMRで調べる限り凍結しない。しかし -80 .C 

斗豆/江盟主異性化、低温 'H-'3CCOSY、面性キラル化合物

0 かtう申うこ .l:ibitJ liる 〈さ11りな いもtたいじ t}) t:Jiっこ の仰やすよし こがtしたか
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7.63 および 7.84 ppmに7. 50. 7.34. では δ

'H-13C 

-80 

これらのシ

ー70.Cで測定した

C 0 S Yスペクトルの結果、いずれも非フラ

ン環性の 3級 C H =結合由来であった。

13 
℃での c -N M Rスペクトルから、

4本のシングレットが出E見した。

ングレットは、』・ '.6J闘墨

h 
.t 2Q"C 

2 の冷

却は分子を 2個の異なる分子に熱分割するこ

とが判った。低温のは C-NMRは 3級炭素

シグナルとして計 16本のシグナル(2本のト

ランス二重結合、フラン環上の炭素シグナル

6本、非フラン環性 3級 炭 素 8本)

-v

・"e日司

，
 

• 
l
 

a---uhu 

t--hw酋

4

‘・・噌
0

・

を与え

3・3.61民a

i 

ごのうち非フラン環

'Hシグナルと相

た。注目すべきことに、

性 3級炭素シグナル 4本は

この結果は 2を冷却関シグナルを示さない.4
8
・
a伺2

 

• 
5

6

 

-

B

 .
h
 

l
 

-
g切-U噌

制

・
吋
也

すると 2つの菌性キラルなコンホマーが生成

at -20 .C 

そのうち Iつは他の Iつより運動性が大

その運動性は分子内回転ではなく、

ー)
きく

ねじれ運動"によるものであることがわか

との結果は一見奇異にみえるが、高度った。

なひずみのために平面配座をとり得ない

主工主旦I? octeneがその二重結合の回転により 2

H " 

~ ct 
H H 

つの面性キラル化合物を与えるのと共通して

いる。上記の結果は以下のように説明でき

ト同.

.t -咽・c

る。

トランス二重

結合の内部回転が凍結されると、 Fi g. 

で示したように、フラン環 II とカルボニ

ル基 c=o，問、および内部水素 H ，と H 2 間

でおこる分子内相互作用がある。この結

果フラン環1Ilの配向は分子平面に対して直

交に近い二面角配置に換わり、

lの 2

13C-NMRが示すように、

このフラン I累

twist double bondをつくりだす。の両側に

Twist double bond からのひずみ解放のため

この際、

と外部水

"協奏的ねじれ"である。

トランス二重結合の内部水素 H，

素 H 3 が環の内と外に反転する運動により、

2つの面性キラル化合物が低温で生成す

の運動は
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Varlable temperature 1 H-NMR spectra of 
triepoxy[24lannulene dione tetraester (2) 
(500MHz) 

Flg. 2 
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Scheme 1 

2a 

b. 

13 Temperature ?ependent • vC-NMR spectra of 
2a手 2bin CD2C12 (at 125MHz) 

Fig. 3 
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13 
C-carbonyl carbon signals: (b) measured at 

125MHz at -20oC; (c) calculated spectrum; 
Ka =60 
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る。低温 'H-" C C O S Y NMRスペクトルの結果、次の 2点が重要である。 (1)2 

では、フラン環 IとJlの間にあるトランス二重 結合の分子内回転は協奏的ねじれ運動が凍

結するより前にストップしている。 (2) 2a<=士2b の相互変換は twist機構でのみおこる。

2の相互変換の速 度 パ ラ メ ー タ を eq.1の two site exchange programを用いて分子の各

slteで算出し、その結果の一部を Fi g. 3の c，e に示した。

q (ν) = [ ( 1 +τπ ム)P+QR] / (4 π2p2 + 1l2)一 一一ーーーーー [eq. 1] 

ただし、 P= (比企 2ν2+ y.i Oν2) 1: +ム / 4πQ=[-ν 田 0.5(P.-P.)δνlτ

R=0.5 (P.-P.) oν 一 ν(1 + 2πτd) .τ=  1: A τ .  / (1:.+1:.) 

3. D iscussio日

FK-506 は prolyl amide ♀..Le/i.!:.立旦豆異性化酵素に結合する基質の遷移状態

"surrogate" であることが Schreiber らにより報告された。 '1 FK-506では 9位のカルボ

ニル 基は Allylic (A'・3) strain によってピ ペ コ リ ニ ル ア ミ ド 平 面 に 垂 直 に 配 向 し て い

る [Fig. 4al， 2は FK-506 のピペコリニル環 の代りに 5員環のフラン環をもち、このフ

ラン環日lが 分子平面からほぼ垂直に近い配向をとるごとにより、分子内の sitel.2 の相

互作用を解消させる代りに、その両側に twisted double bondをつくりだす。♀is/tr旦旦~

異性化反応の遷移状態をつくっている点で両者は似かよった構造性をもっ。 FK-506の C7-

C8 の アミド結合は三i豆と主ζ主旦豆の双方の配向をとることができるが、その比率は溶媒の

R~Cふわ
331i人

1，3 Allylic (A .，~) strain f
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fig. 4 

a. 

fK-506 

b. Strain relief induced by the pseudo-
rotation of furan ring 111 

種類や FKBP の存在下で連続的あるいは劇的に変る， 21 Sche聞巴 lに示した 2c は laに対応

する異性体であるが、この異性体が得られなかったのは、フラン環 IIIの回転障害によるも

のと考えられたロ Fig.4bではフラン環 Iと IIIを結ぶ P点と Q点、フラン環 IIと IIIを結ぶ

P' 点、と Q' 点、の両端距離はほぼ一定に保たれて、引協奏的ねじれ，が Q と Q' 点、でおこ

り、フラン環 IIIは コンホメーション変化によってその配向をほとんど変えないで(つま

り、フラン環1IIはほとんど回転できないというひずみ機構の条件を満足して) 2 はそのコ

ンホメーション変化の lサイクルを完了する。

4 量L珪 本研究にあたり、 FK-506 のサンプ ルをど恵与賜り、比較実験をする便宜を計

っ ていただきました藤沢薬品株式会社 研究開発課、大保 問、馬杉 峻両博士のご好情

に深く感謝申し上げます。
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P 3 2ーピリジルメチルリチウム誘 導体のメチレン内都回転に対する

クラウンエーテルおよびクリプタ ンド の効 果

( 名工大工・新日本製織 1 ) 0吉野明広、 榊 原 洋 史 1 、高橋憲助

Effect of Crown ether and Cryptand on Restricted Methylene Rotation in 

2-Pyridylmethyllithium Derivatives. 

1 
Akihiro YoshinQ， Hiroshi Sakakihara'， and Kensuke Takahashi 

(Department of Applied Ghemistry， Nagoya Institute of Technology and 

1Nagoya Technology Reserch Div.， Nippon Steel Corporation) 

Thermodynamical parameters for the restricted rotation of the title carbanions 

have been obtained by means of the DNMR techniques. The results have been discussed 

in terms of the steric and electronic effects of the substituents. Effect of crown 

ether and cryptand on restricted rotation have been also discussed. The activation 

-1 ， _ _ _ _.. -1 _ -1 
enthalpy and entropy decrease of 19.0 kJmol-' and 65.6 JK-'mol-' in the presence 

of 15-crown-5， respectively ・

1. はじめに

これ ま で DNMR技 術 の 手 法 は 、 部分的に 二重結合性をもっ結合についての回転陣

R4a加

R= H 1 
3 -CH3 2 
4 -CH3 3 
5 -CH3' 4 
6-CH3 5 

CH2 CH2 鐙における多くの問題に応用さ

百二:i n (づこわづ訂 作計千三~ れてきた. われわれは以前の
lこ川 円一¥，，_;Iこ;I 1 '，j 1こ i
、w、CH3 ~-"N 、CHz ~、w 、CH3 報告でスキーム l に示されるカ

6 R= H 8 

臥CHz

7 

4・CH3 9 
6-CH3 10 

Scheme 1 

11 

WN 
CHz 

12 

ルパニオンの NMRパ ラ メ ー タ

を 'H、 13C、 7LiNMRに

ついて報告した， 1) また、 メ

チレン基の束縛回転については

それらの中の lと 2に対して報

告されており、 3位のメチル基

は結果的に回転障壁に影響しな

DNMR・'HN M R .カルパニオン・クラ ウンエーテル・クリブタンド・束縛回転

0 よ しのあきひろ 、 さかきはらひろし、 たかはしけんすけ
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い点と活性化エントロピーとエンタルピーが大きい点が指摘されている。 2) そこで

本研 究ではこれら のカルパニオンの束縛された メ チ レ ン 基 の 回 転 に 対 す る メ チ ル 基 の

置換基効果、 ヘテロ原子の効果、 共役経路の効果を見いだすためにスキーム l に与え

られ ている 10個のカルバニオンを対象とした。

束縛 回転に対する寄 与 に つ い て ク ラ ウ ン エ ー テルを共存させて検討した。

また、 重量素原子やリチウム原子の

2. 実験

出発物質(メチル置換ピリジンとピリミジンとキノリン)はすべて市販のものであ

る。 カルバニオンの調整の方法は以前に述べた方法と同様である。， ) 試料の濃度

は T H F または THF-de中にて約 1.2 mo1dm-oであった。 'HN M R スペクトルは、

R-202VTC温度制御装置を備えた 60MHzの 目 立 R - 2 0 B 分光計によって記録された。

プ ロ ー プ の 温 度6の場合にはス ペ ク ト ル は Varian XL-200 分光計で測定された。

はメタノール(低温領域)またはエチレングリコール(高温領域)の温度依存性の化

r l … 八
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学シフトにより標準方程式を使って

較正した。 理論的な DNMRスペ

クトルは修正された QuabeKプログラ

ムによりシャープ MZ-80Bパーソナル

コンピュータで計算され、 オンライ

ンドットプリンタによってプロッ，ト

された。

結果と考察

DNMR解析はおのおのの試料の

メチレンプロトンの信号のスペクト

ルに対しておこなわれた。 解析は、

メチレンプロトンと環プロトンの間

のわずかな絡会はあるが AB系とし

解析に使用されたTable 1. Parameters Used for the DN附 Analyses of Carbanions. ておこなわれた。

パラメ-'J.は slow- と fast- の両方の
Compound do (ab 11Hz J{ ab) 1Hz * T

2 
Is 

9.50+0.040tb) 2.2 0.25 

33.2 1.4 O.202+0.00012tbl 

10.0 2.2 0.22 

7.5 1.5 O.17S+0.00150tb1 

11.7 1.9 0.217+0.00164t bY 

'3.2 1.7 0.22 

13.1 1.8 0.38 

14.3 1.9 0.19 

22.5 1.0 0.26 

}
-
a

a

 

1

Z

3

 

10 

12 

a) Data from Ref. 3. 

b) '1'he values are dependent upon the temperatures studied， 
which are expressed as t given 10 ・C.
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交換限界において得られた。 このパ

ラメータは表 1 Iこ与えられている。

それらの中のいくつかは温度依存性を

持つ。 いくつかの典型的な 'HN M R 

ス ペ ク ト ル が 図 1に与えられている。

ìJl.~定されたカルバニオンの融合温度は

3、 4、 5、 8、 9、 10、 12に対して



熱カ学的パラK であった。357 323、330、333、249、257、281、そ れ ぞれ約

メータは速度定数の対数値と温度の逆数とのアイリングとアレニウスのプロットによ

カルパニオ図によれば、図 2にアイリングプロットが示されている。って得られ、

もう一方一 方は lから 5の グループであり、ンは ふたつのグルー プ に 分 け ら れ る 。

前者のカルパニオンは後者のものよりも小さな傾きは 8 から 12のグループである。

このようにして決定された活性化エネルギーとほかのパラメ}タはを持っている。

11のメチ7、6、測定した 10種のカルパニオンのうち、表 3に与えられている。

レンの信号は司 70から 1000Cの温度範囲において いかなる線形変化も示さなかった.

1000Cに おい ても A B ースピン系の四重線として現われて7 と 11の 信号はこのうち、

しー700Cで さ え も 一 重 線 で あ る 。6の信号は 60 MHzに おいてはところが、いる。

、，
、町'よって、その信号は 200 MHzにおいて・ 900Cで 2本に分裂している。かしながら、

の二重線は A B ースピン系の四重

線 の ふ た つ の 内 側 の 吸 収 線 で あ る

と思われる。

メチル置換基効果

3 われわれの以前の報告では、

位 の メ チ ル 置 換 基 は 活 性 化 エ ネ ル

ギーに影響を与えないことを指摘

表 3で与えられるよう主〉した。

4 は 1に比べて 3.6kJmol-1だ

10 
12 ‘ 

'.8¥  、-、
¥ ¥ n ¥  
¥ ¥7 、

¥ ¥ ¥ ¥ ¥'、¥¥ ¥ 
'. ¥¥ ¥ 
¥ ¥， ¥ 
¥¥¥¥  
¥¥¥¥ 
、¥'
¥ ¥ ¥ 
¥ ¥' 

¥ 
¥ 
¥ 

2 

0.0 

(ト
¥
v

一)C
一

自 5.0

け低い活性化エネルギ}を持って

このことはメチル置換基いる。4.0 3.5 
1000/T 

3.0 2.5 

第の電子的な効果 lこ起因する。

Fig. 2. An Eyring ploヒ for the methylene rotation of carbanions. 
ーのグループの中で lから 5の活

有効な効果性化エネルギーの比較より、Table 3. Thermodynamic Parameters for the Hindered Rotation 

of the Methylene Groups of Carbanions. 

他はほとんどは生に対してのみ現われ、

メチル基のパlのそれと同じである。OH'" .0.5'<< 

kJmol-1 JK-'mol-1 

E 
a 

kJmol-1 
ラの位置に該当する震換基の有効な位置

は芳香環においては典型的なオルトーパ

それゆえメチル置換基ラ配向である。

の電子的な効果は主と企の両者において

95.8%8.4 

93.1企12.4

106.0左14.5

118.8ま19.7

146.6企6.8

69.6企9.2

76.6企9.7

153.3企5.7

50.4;1;7.3 

91.0企2.3

91.1;1;).6 

91.3企4.0

67.7企5.1

90.8企1.7

96.7企3.1

97.5企3.2

"9.0企1.9

94.1:2.6 

10 ^ 

41.9企1.0

41.6企1.5

43.1土1.6

44. 7企2.3

47.9企0.7

38. 9:t1 .2 

39.8土1.2

49.。企0.7

36.6念0.9

93.4主2.3

93.5企3.7

93.6念4.0

89.8企5.1

93. 0.t1 .7 

99.5:t3.0 

100.2%3.2 

121. 7;1;1. 9 

97.0企2.6

Compound 

a

a
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5

8

9

0

2

 t
-

しも現われていることが予想される。

かしながら主では置換基の電子的な効果

が立体効果で抑制されている。
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窒素原子の効果 表 3に示される活性化エネルギ}は分子内に窒素原子を含

まない同様なベンジルカルパニオンに対して報告された値よりも大きい. それゆえ

窒素 原子の効果は約 30kJ mo1-1と見積もられる。 さらに、 7 は分子内にふたつの窒

素原子を待っている。 それゆえそのメチレン基の回転は 100'Cにおいでさえも制限

されている。 メチレン炭素の電子的な環境は一つの絡会を隔てた炭素ー水素結合定

数( 1 J CH) によっ て 得 る こ と が で き る 。 すなわち、 Zは 155 Hzとよの 150 Hzに対

して大きな値であり 、 一方、 5 は最も小さい 148 Hzである。

共役経路の効果 8 と 9 は 1 と 3 に対してより大きな活性化エネルギ}を持

っている。 このことは共役系の拡張に起因する。 こ の こ と も ま た 1J C Hの旦と旦

に対するその値 (153 Hz) がよと立よりも約 3H z大きいことから説明される。

活性化エントロピー 表 3に 示さ れている健は大きく正の値である。 この

特徴については以前に指摘した。 2) 第一のグループの化合物に対してその値は豆、

1、 3、 4、 5 の!順序で増加する. われわれの以前の報告では 1)ピリジルメチル

リチウムはタイトな イオン対を形成する。 も し こ の こ と が 本 当 な ら ば 、 リチウム原

子はベンジルアニオンに対する X一 線 の 測 定によって決定されたのと同様に、 N 1、

C 2、 Cα 原子によって作られる三角形の重心の近くに位置するであろう。 第二の

グループでは 10は最も大きなエントロピーを持 ち 8はかなり小さな儲を持つ。 それ

でも、 8と 12に対する 69.6と 50.4 JK-lmo1-1の値は 2-および 1-ナフチルメタニド

イオンの小さな健(1. 3と 6.3JK-lmo1ーっと比較して大きい。

クラウンエーテルの効果 l におけるリチウムイオンの窒素原子と α ー炭素

原子との相互作用をより詳しく調べるため、 クラウンエーテルまたはクリブタンドを

共存させた。 これらの化合物はリチウムイオンと安定な錯体を形成し、 アニオンと

の相互作用を減少させることが期待される. その結果、 1 8ークラウンー 6では活

性化パラメータに変化がなかったが、 1 5 ークラウン-5では活性化 Z ネルギーが 19

KJmo1-1 の 減 少 を 示し、 活性化エントロピー・活性化エンタルピー・融合温度はとも

に減少した。 すなわち、 クラウン化合物との錯形成によりアニオンの平衡がフリ}

イオンの方に傾いて環内への負電荷の流れ込みが抑えられ、 炭素ー炭素の二重結合性

が弱 まって活性化パラメータの減少を引き起こしたものと説明される。

本研究で示されるように D N M R l去により求められた活性化パラメータとクラウン

エーテ ル を 利 用 する方法はアニオンーカチオン相互作用に対して非常に鋭敏である.

REF. 1) K.Konishi，A.Yoshino，M.Katoh，K.Takahashi，Y.Kawada，T.Sugawara，and H. 

I羽a阻ura，Bu11.Chem.Soc.Jpn.，54，3117(1981). 

2 ) H . M a t s u i ， A . Y 0 s h i n 0 ， T . Y 0 s h i d 'a ， a n d K. T a k a h a s h i ， B u 11 . C h e m . S 0 c . J p n . ， Q1 ， 

1052(1984) . 
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等価核の NMR的非等価性に着目した対称分子の構造解析法(第 2報)

ω1 hetero half-filtered-HH相関法の応用

(北大・農)川端潤、 O福士江里、水谷純也

P 4 

Structure Elucidation of C2 Molecules from a Viewpoint 
of the Non-equivalency of Equivalent Nuclei in NMR (Pa吋|り.

Application of ω1トleteroHalf-Filtered HH Correlation. 

Jun Kawabata， Eri Fukushi and Junya Mizutani 
(Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

In the.NMR analysis of C2 symmetric molecules， an asymmetric 12C/13C 
isotopomer regarding a pair of equivalent carbons can be selectively observed. 
The J coupling betweeh equivalent protons such as H・8b/H・8b'in 1 is detectable 
in this isotopomer because of their non-equivalency. The 20ω1 hetero half-filtered 

OQF-COSY made it possible the precise measurements of 3JHH between 

equivalent protons by avoiding the influence of 2JCH in the COSY cross-peaks. 

Furthermore， in the 7b-8b-8bに7b'system in 1， selective determination of 2JCH， C-
8b'/ト1・7b'and C・7bソH-8b'，was achieved by this ω1 hetero half-filtered method. 

はじめに
近年、生理活性天然有機化合物によくみられる対称化合物の構造解析には、等価なユ

ニット内に存在する等価なプロトンやカーボンの区別が必要となることが多い。 C2対称

化合物は、その中の一組の等価なカーボンに着目したとき、その両方が
12Cである(a)、

一方が12C、他方が13Cである(b)、両方が13Cである(c)の3つのアイソトポマーからなっ

ている(Fig.1)。私達は、 NMR活性な13Cの同位体存在比が1.09%と低いことを逆用する

(a) 97.8% 

Fig.1 . Three isotopomers of a C2 symmetric molecule. 

(b) 2.18% (c) 0.01 % 

keywords: C
2 
symmetric molecule， isotopomeric asymmetry， equivalent nuclei， 

J coupling between equivalent protons，ω1 hetero half-filtered DQF-COSY. 
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と、 C2対称分子の中で、等価な2つのカーボンの一方が12C、他方が13Cの非対称な(b)の

分子のみを観測できることに着目し、 13C-coupledHMQC-NOESY (-ROESY)法により、

等価なプロトン間のNOE検出に初めて成功し、天然有機化合物の立体構造解析に応用し

たし 2)。今回は、同じ考え方をさらに拡張し、 ω1hetero half-filtered法を応用した

C2対称分子の構造解析を、コウボウシバに含まれる抗菌性テトラスチルベン

hopeaphenol(l )をモデル化合物として行なった。

OH OH 

hopeaphenol (1) 

H H H H H H 

11... ~_ ，糸、 I?， ¥ I糸、 広三:_ r/~・
司 "':12C_12C" "}2C一一13C' ...... PC_

13ピ
/8b- 8b'''~ ~/ 8b 8b' "_，， ~/ 8b 8b' '"司~ -~ -~ ~ ~泊以 ~ -- -- ::r 

(a) (b) (c) 

Fig.2. Three isotopomers of 1 regarding the C-8b/C・8b'bond

1)等価なプロトン聞のJカップリング

等価なカーボン同士の直接結合を持つC2対称化合物 1の中心結合C-8b/C-8げについ

て考えるとき(Fig.2)、通常のプロトンスベクトルで観測しているのは(a)のアイソトポ

マーである。 (a)においてC-8b(8b')上の等価なプロトンH-8b(8b')の化学シフトは一致

しており、これらの間のJカップリングは観測できない。ところが(b)では、 H-8b'が13C

とのカップリングによって分裂してH-8bとは異なるシグナjレを与え、両者は非等価と

なるためこれらの聞のJカップリングeJ(H-8b'/H-8b))が観測できる。このような等価

な(厳密には非等価であるが、以後便宜上等価とあらわす)プロトン聞のJカップリン

グは、既存のHMQC-COSY法によっても検出可能であるが、その場合相関ピークは

2 JC3C-8b'/H-8b)によっても分裂しているため、正確な3JHHを求めることはできない。

最近、遠隔JCHを精密に読む方法として、 HMQC-HOHAHA~NOES~の展開期 t1 を
HOHAHA(NOESY)側に移したω1hetero half-filtered HOHAHA(NOESY)が報告され

た3)。この手法では、各相関ピークはFl軸方向[こlJCHによって大きなダブレツトとなり、

それぞれがF
2軸方向に遠隔J

CHだけずれてあらわれる。このように遠隔J
CHの寄与をlJCH

により分裂した相関ピークのずれとして分離することができれば、相関ピークのへ軸上

には正確な3J，附が検出できるはずである。
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そこで、正確な3JHHを得る目的で、 ω1hetero half-filtered DQF-COSY~:去を作成し、
1を測定した。この場合、すべてのピークの位相を吸収形にするため、 DQ-filterを用い

ている。このスペクトルではF1もプロトン軸となりここには13Cに結合したプロトンの

みがあらわれる。たとえば、 F1軸のH-8b'の化学シフト位置にあらわれる相関ピークは

C-8b'が13Cであるアイソトポマー由来で、 F1軸側がH-7b'の位置のピークはC-7b'が13C

である別のアイソトポマー由来である。そのためスペクトルは対角線に対して非対称と

なる。本文中では、相関ピークの位置を表す際に、各軸方向のプロトンを{Fl，FZ}のJI[真に

表記することにする。 {H-8b'，H-8b}の相関ピーク(Fig.3(A))は予想通り、 F1軸方向に

1 J(C-8b'/H-8b') ( 140.0Hz)で、分裂し、それぞれが3J(H-8b'/H-8b) (7.4Hz)による反位

相吸収形ピークとなり、これがF2方向に勺(C-8b'/H-8b)(-6.6Hz)ず.れて観測された。

2)二組の等価核の区別による遠隔J山カップリング

これまでは、一組の等価核(H-8b'/H-8bまたはH-7b'/H-7b)についての関係(COSY、

NOESY)を検討してきたが、次にこれら二組の等価核を含む系について考える。化合物

1の7b-8b-8b'ー7b'の系における遠隔JCHについて、通常の方法では、 H-7b'とH-7bが

等価なため勺(C-8b'/H-7b')と3J(C-8b'/H-7b)は区別できない。しかし、 ω1hetero 

half-filtered DQF-COSYスペクトル中の{H-8b'，H-7b'}のCOSYピーク(Fig.3(B))では

4J(H-8bゾH-7b)の寄与が無視できると考えられるため、この相関ピークから得られる

遠臨JCHは勺(C-8bゾHー7b')(-5.8Hz)である。同様に、 C-7b'が13Cであるアイソトポマー

では、 {H-7b'，H-8b'}のピーク(Fig.3(C))から勺(C-7b'/H-8ぴ)と 3J(C-7bゾト←8b)のうち

前者の値(ー0.9Hz)のみを選択的に得ることができた。

おわりに

以上のようにω1hetero half-filtered;:去を用いることによって、 2Dスペクトルの相関

ピークにおいて遠隔JCHカップリングを分離観測することが可能であり、対称化合物の

等価なプロトンの区別に有効であることがわかった。さらにこの考え方によって

NOESY (ROESY)スペクトルでNOE相関ピークを与えるプロトンとその結合カーボン

聞に遠隔JCHカップリングが存在するかどうかを検出し、対称化合物のユニット内NOE

とユニット間NOEを区別する方法を現在検討中である。

盟旦茎盤
1 )川端潤、福士江里、水谷純也、第30回NMR討論会講演要旨集、 p.l09(1991). 
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P 5 アルブ ミンに対する薬物の結合位置の緩和速度による研究

(徳島文理大・!J'k) 0 問中正己，朝日 旗"3還と

Studies of Binding Position of Orugs with Albumin by means of Relaxation Rate 
門asami Tanaka and YuもakaAsahi 
(Faculty of Pharmaceutical Sciences， Tokushima Bunri University) 
The interactions of drugs [phenylbutazone(PB)， ibuprofen(IB)， azathioprine(AZ) and berberine chloride 
(BC)] with bovine serum albumin (BSA) were studied by means of proton relaxation rate. The binding 
positions of drugs to BSA were investigated by using the ratio of the 1/T2 values of bound drug to 
free drug [(1/T2)b/(1/T2)，]， which were shown by contour plots. The binding of PB and IB to BSA were 
considered to involve mainly the phenyl groups of drugs. The binding of AZ to BSA was considered to 
be primarily at the聞ethylgroup on the imidazole ring of AZ. The binding of BC to BSA was estimated 
to be widespread in the drug molecule because of its rigid structure. 

1 .目的 薬物ータンパク結合の研究において穫々の実験方法が確立され，結合パラメータ，結

合部 位の種類や特異性について多くの報告がある.しかし，薬物分子の結合位置に関する報告は

数少 ない.本研究では，薬物ータンバク結合における薬物分子の結合位置を微視的に烏服するた

め，緩和速度を用いて検討した.

本研究では， Sud 1 owらけによって，人血清アルブミン (HS A) 上で異なる特異的 ø~ f.立に結合

することが報告されてい る 薬 物 : フ ェ ニ ル プ タ ゾ ン(P B) とイブプロフヱン(1 B )を用いた.

さらに， 2 つの異なる複素環を有す~薬物:アザチオプリシ (A Z )とイオン結合を示す薬物:

t塩化ベルベリン(B C) を用いた.タンパクは HSAと相同タンバク質である牛血清アルプミン

(B S A)を用いた.

2. 実験 結合パラメータ〈結合定数，結合郷位数， 熱 力 学 的 パ ラ メ ー タ 〉 は 平 衡 透 析 法 で 求 め

た. NMR  測定は， JEOL-GX400を用い， 0.1門リン酸緩衝重水溶液中， 40・C， pO= 7， 

TMS外部基準で行った.T，は InversionRecovery法， T 2はCarr-Purcell-Meiboom-Gi11 (C P M G) 

法で測定した.すべての測定において， 1100抑制のためホモゲート照射を併用した.

3. 結果と考察

3 - 1 .平衡透析法による結合パラメータと結合機構

マクロ的な結合機構は，平衡透析法から得られた熱力学的パラメータおよびイオン強度依存性

の傾向から判断した. TableIに本研究で扱った薬物の結合定数 (K)，結合部位数 (n)，熱力学

的パラメータおよび結合機構を示した.

Table 1. Binding Parameters of Orugs to BSA by EqUil ibrium Dialysis method 

Drug K 
〈門，) 

PB !.38XW 
IB !.28X10' 
AZ 3.92XW 

n AG・ AH" AS. pK. Bi nd i ng 
(kj/mol) (kj/mol) (jmol-'K-') Mechanism 

3 ・24.02 ・20.80
3 ・23.80 -9.20 
2 -20.84 ・23.43

10.63 4.2 hyd rophob i c 
48.18 4.35 hydrophobic 
-8.28 <3.28

) hydrophobic 
8.0b) 

4.29 2.47 hydrophi 1 ic BC !.15XIO 32c) -6.15 -4.85 

[BSA]=7.25X10-5， pH=7， 30.C， [phos.buf.]=O.1門， a)pK.， of the imidazol ium， 
b)pK.2 of the purine at 25・C，c)R.N.Nahar et al.， j.Bangladesh Acad.Sci.， 
13，197(1989) . 

薬物 ータンパク結合， 横 緩 和 速 度 ， 結 合 位 置

たなかまさみ，あさひゆたか
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3 -2. 化学シフト， T" T 2の変化

4つの 薬物 とも 薬物濃度を変化さ

せた場合，化学シフト， T，およびT2

の変化はあまりなかった〈最も変化

したのは BC). BSAを添加した

場合，化学シフトはあまり変化しな

かったが， T，と T2は減少した.一例

として ， 1 Bについて示すく Tab1 e 

n) .また T2はT，よりも変化が大き

いので，薬物ータンパク結合実験に

T2が適することがわか る . ア ル プ ミ

ンの添加により T2が減少するのは，

運 動 の遅いアルブミン分子に結合し

た薬 物の運動が，遊離薬物に比べ遅

くなったためである.

3 -3.緩和速度と BSA濃度の関係

Table n. Chemical Shifts( 0.')， Spin-Lattice Relaxation Time(T，) 

and Spin-Spin Relaxation Time(T2) of IB. 
1346752  
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1 B濃度を 10m門一定とし， B S A濃度を変化させ

た場合， F i g.1に示すように良好な直線関係が得ら

れた.各プロトンの傾きは 4-C1I2 ，7・CII，6-CII，2-CII3， 

3-CII，5-CII，I-CII3の )1頂になるが，すべてのプロトン

において遊離型薬物の緩和速度 ((11T2)，) の値が

異なっ て い る た め ， 傾きの大きさから結合位置を決

定することはできない .

3 -4. 結合型薬物の緩和速度

遊離型薬物の緩和速度((lIT2)，)と結合型薬物

の緩和速度((11T2)b) と交換速度((1fT)ex) の聞

には Jarde tzky21によって考えられた次の関係(1)が

成立している.

(11T2)， < (11T2)bく(lIT)ex (1) 

この 条 件 下 に お い て ，実際に観測される緩和速度

( lIT 2) は式 (2)で表される.

lIT 2 = (lIT 2)' + B [(1 /T 2). -(lIT 2)'] (2) 

ま た結合定数 Kは簡単な質量作用式 (3)で与えられる.

K= 
、zJ
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[8SA](XIO-~M) 

Fi g. 1. Effect of BSA on the Proton Re 1 axa t i on 

Rale (lfT2) of IB. [Is]=!OmM， pll=7， at 40'C. 
0， l-CII3;・， 2-CII3;ム， 3-CII; A， 4-CII2; 

口， 5-CII;薗， 6'CII; x， 7・CII.

ここで Dは遊離薬物濃度， Bはタンパクに結合している薬物の割合， Pはタンパク濃度を表わす.実

際の NMRìI~ 定条件では B<< !であるので，式 (3)は式 (4)に変形される.

1 nP 
D=一一一+一一一 (4) 

K B 

-138-



すなわち，タンパク濃度と薬物濃度を変化させ

た一連の実験から，一定の 1ITd直を満足するタ

ンパク濃度と薬物潰度との聞に直線関係が成立

する と き ， 切 片 か らん傾きから Bを求めること

ができる.

まず 1BのかCI1について Fig.2に示すように，

1 B = 10町内において良好な直線関係が得られた

ので，他の濃度においても直線関係が成立する

と仮定した.次に任意の 1直l/T2=10s-1を満足

する [1B]とrB S A]との問には，各プロトン

について直線関係が得られた(Fig.3) .その

傾き (n/B) は， 2.47:!: 0.28X 102であった.平

衡透析法から得られた結合部位数 n=3の績を用

い，n/Bから各プロトンの Bを算出し，式 (2)か

ら(l/T2)bを求めた(Tableill) .ここで(1IT2 h 

は4.Cfl2が最も大きいが，(11T2)，がすべてのプ

ロトンで異なるため(lIT2)bの絶対値から結合

位置について議論することはできない.そこで

(11T2)b / (IIT2)fで検討した結果， 6-CfI， 7-CH 

が最も大きく， 1 BとBSAとの結合位置はフ

工ニル環部分〈疎水性部分〉であると考えられ

る.さらに結合位置を明隊に表現するために，

等高線表示を用いた (Chart1) .ところで，

NM.Rで級った実験条件は[薬物]/[タンパク]

がかなり大きな値である.それゆえ非特異的結

合の寄与が予想される. そこで結合部位を
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Fig.2. Effect of BSA on the Proton Relaxation 
Rate (l1T2) of IB at 6-CfI.⑥， [IB]=2mM; 
⑩， [IB]=4m門; ~， [13]=6悶門; ⑨. [IB]=8m門;

0， [IB]=10m門.
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Fig.3. Linear Relationships bet.lleen Concentrations 
of Free IB and BSA Estimated from the Proton 
Relaxation Rate (l1T2) of IB. 0， l-CfI，;・， 2-CI1，; 
1:::，.， 3-CfI;企，十CI1.;口， 5-CI1;・， 6-CII; X， 7司 α1.

Table ill. Spin-Spin Relaxat.ion Rates(I/T2) of IB 

n=3(dialysis) n=100(assumed) 

l/T2 (1/T2)， n/B (l/T2)b (1/T2)b/(l/T2)， (l1T2)b (1/T2)b/(1/T2)， 
Peak (S-I) (S-I) (X1Q2) (XI02s-1) (XI02) (XI0s-1 ) (XI0) 

l-CH， 12.3 0.917 2.20 8.39 9.14 2.61 2.84 
2-CII， 15.4 1.220 2.65 12.52 10.27 3.88 3.18 
3-CH 13.5 0.725 2.31 9.85 13.60 3.03 4.18 
4-CH2 16.9 0.787 2.84 15.31 19.44 4.67 5.93 
5・CII 12.5 0.521 2.10 8.39 16.11 2.57 4.93 
6.CH 14.9 0.412 2.48 12.00 29.17 3.64 8.85 
7.CH 15.9 0.424 2.72 14.01 33.07 4.24 10.02 

l/T2， overall observed(IOmM IB/7.25XI0-s門BSA);(lIT2)f， free IB(lOm円)observed; 
(1/T2)b， IB bound to BSA calculated; n， number of binding sites on BSA; B， ratio 
of IB bound to BSA. 
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n = 100と仮定した場合について検討した (TabI巴血) .その結果， (lIT2)bの絶対値は減少したが，

相対値は変化しなかった.当然 (lIT2入 /(11T2)fも相対値は変化せず，結合位置に隠しでも問機

の結論を得た.

っさに，他の薬物についても 1[3と同様に検討した.まず P[3は 1Bと同様フヱニル基部分が

結合位置であった (Chart1). P Bと 1B はSudlowらにより， Si te 1， SitelI薬物に分類されてい

るが，両者とも結合位置が疎水能の大きいフェニル基部分であった. これは本研究において

[薬物] / [ヲンバク]の比がかなり大きいため，非特異的結合の寄与があるためと考えられる.

AZ は2つの異なる芳香環を有するため，結合の主体がどちらの環に在るのか興味深い薬物であ

るが，結合位置はイミダゾール環メチル基部分であった (Chart1 ).これは平衡透析法で得られた

結合機構と一致する. A Zは溺定法で，イミダゾニウムの pK.が3.2以下，プリン環が 8.0であるた

め， pH = 7では，プリン環は 1/10がイオン型であり綴水性を持つ.ゆえに，相対的に疎水能を有す

るイミダゾール環メチル基が疎水結合を示したと考えられる. B Cは平衡透析法からイオン的結

合機嫌を示したが，これは BCが分子中に 4級窒素を有し，薬物そのものがイオン性を持つため

である.しかし，等 高線表示では疎水性老持つ芳香環の寄与も認められ，結合が分子全体に広が

っていることを示した (Chart1 ).これは BC分子が連続した硬い環構造をもつためと考えられる.

i 

oD@ 
。
¥⑨ BC 

Chart 1. Contour Plots of the Ratio of Spin-Spin Relaxation Rate of Bound Drugs to rree Drugs 
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1) G. Sudlow， D. J. Birkett and D. N. Wade， Mol. Phar冊acol.，11，824(1975). 
2) O. Jardetzky， Advan. Chem. Phys.， 7， 499(1964). 
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P 6 メチルピリジン類とその Nーオキシド頬の

JHおよび lヲCNMRで観測される重水素同位体効果

名工大応化・事メニコン R&D

O中島康喜* ・鈴木恵子 福永守高

Duterium Isotope Effects on 1 H and JヲCNMR 

高橋憲助

for Methylpyridines and Their N-oxides 

事 YasukiNakashima. Keiko Suzuki. Moritaka Fukunaga. and Kensuke Takaha~hi 

Department of Applied Chernistry. Nagoya Institute of Technology . and 

• Menicon Co.Ltd. R&D Division 

Duterium isotope effects on J H and J3C NMR for methylpyridines and their 

N-oxides were investigated. One-bond shifts; Jム (J3C)in ring carbons of 

lutidines agreed with the simple additive rule of methyl substituent effects. 

On the other hand. their N-oxides did not. Jム(I3C)and 2 ム(1 H) in 

methyl groups reflect the steric interactions between methyl and N-oxide group 

〔序〕

NMR化学シフトにおける重水素同位体効果(同位体シフト)は、スベクトルの帰属

などに古くから応用されている。また、同位体シフトは、結合次数や結合定数など、

幾つかの物理化学的パラメーターと相関を示すことが知られている。しかし、同位体シ

フトの起源は完全には解明されておらず、現在、集中的な研究と議論が行われている。

我々はこれまでに、芳香族化合物の 13CNMRの重水素同位体シフトを中心に、種々の

同位体シフトを調べ、置換基効果の加成性や電子密度依存性1.2. '3.~)、 C-H結合距離

依存性ラ.6. 7)などを解明してきた。本研究では、メチルピリジン類とその Nーオキシド

類を取り上げた。これらの IHおよび13CNMRでの重水素同位体シフトを報告する。

重水素標識は、環とメチル基に施した。よって、環の 13CNMRのワンポンドシフト

(lム)とメチル基の J3CNMRの1ム、 IHNMRの2 ムが観測された。

環の 13CNMRの1ムは、次のような変化を示した。ルチジン(ジメチルピリジン)

では、メチル置換基効果に単純加成則が成立した。一方、ルチジンNーオキシドでは

成立しなかった。メチル基の 13CNMRの l ムは、 Nーオキシド類の 2ーメチルのみ、

他と異なる挙動を示した。これは、 2ーメチルと N-Oの立体相互作用で説明できた。

キーワード:重水素、同位体効果、置換基効果、ピリジン、 13CNMR、1HNMR 

なかしま やすき すずき けいこ ふくなが もりたかたかはし けんすけ
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メチル基の 1 HNMRの2 ムも、立体相互作用を反映すると思われる挙動を示した。し

かしこの挙動は、 I'CNMRの1 ムとは異なる。

〔実験〕

扱った化合物は、ピコリン，ルチジンとそれらの Nーオキシドである。市販さていな

いルチジン Nーオキシドは、対応するルチジンを酸化して得た。重水素標識化合物は、

塩基存在下の重水による H/D交換反応で用意した。 NMR測定は、バリアン XL-2

00. Geminiー 30 O. または UNITY-400 FT-NMR分光計で行っ

た。測定温度は室温(約 220C)である。測定試料は、 H体と D体の混合物である。

メチル基の 13Cスペクトル例をFig.1に示す。

CD3 

CHDz 
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内品

川

H
H

P
U
 

Y Y Y 

本
CHzD 

r f 

2円日
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H
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I~ 日 日

Fig.l 13CNMR Spectrum of 3.4-1utidine (methyl region) . 

Upper field : 3-Me. Lower field 4-Me 
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〔結果と考察〕

同位体シフトは全部高磁場シフトであった。

① 環の 13CNMRでのlム

ピコリンとピリジンとの差を取ることで、

1ムに対するメチル置換基効果(1 SIS;

Substituent Isotope 6hift )を見積もった。

1 SIS (ppb)は右のようであった。

1 S 1 Sと次式を使って、ルチジン

(ジメチル体)のIムを計算した。 Table 1. 

2-Me 

3-Me 

4-Me 

5-Me 

ピリジン ピリ子ンNーオキシド

+ 。十 30 

2 -13 

十 1 2 

+24 +14 

One-bond Deuterium Isotope Shifts 

lムcalc=Iム(糊体)+乞 1 SIS in 13CNMR of Methyl Groups of Pyridines 

and Their N-Oxides in ppb. 

ルチジン類では実測値と計算値は良く

一致した。ルチジンNーオキシドでは X= CH2 D CHD 2 CD3 

一致は悪い。また、前者では、 16と (Methylpyridines) 

1 J CIIとの直線関係も得られた。 2-X 258 518 780 

2-X、 3-Me 258 518 773 

② メチル基の 13CNMRのIム 2-X、 4-Me 255 516 776 

2-X、 5-Me 258 522 783 

Table 1に示すように、 Iムの大き 2-X、 6-Me 2 6 Q 521 786 

さは重水素数に比例した。 Nーオキ 2-X、4.6-M e 2 261 522 786 

シドの 2-Meのlムだけが他より 4-X 266 528 790 

小さい。 CD 3で約 10Qppb 4-X、 2-Me 255 522 781 

小さいシフトである。メチル炭素 4-X、 3-Me 262 524 786 

の1J CIIを測定すると、やはり、 4-X、2.6-M e 2 261 528 789 

Nーオキシドの 2-Meだけが他 (Methylpyridine N-oxides) 

と異なる挙動を示す。 Nーオキシド 2-X 230 461 690 

化で、ピリジン類の 2-Meの 2-X、 3-Me 227 451 670 

1 J CIIは3-4Hz増大した。他の 2-X、 4-Me 236 4 6 4 688 

M.eでは変化はない。重水素同位体 2-X、 5-Me 227 457 686 

シフトは C-HとCーD結合の伸縮 2-X、 6-Me 233 463 703 

振動の違いが原因といわれている。 2-X、4.6-M e 2 237 468 694 

また、 2一ピコリンNーオキシドで 4-X 257 514 774 

は、 2-MeとN-Oとの聞に立体的 4-X、 2-Me 260 518 779 

相互作用が存在するといわれている。 4-X、 3-Me 251 496 748 

よって、 2-Meの小さい同位体 4-X、2.6-M e 2 261 519 788 

シフトは、次のように説明できる。
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立体的相互作用がC-H結合の伸縮振動に影響した。

立体効果によって C-1-1伸縮振動の幅が小さくなり、

D置換された時の伸縮振動の変化が

Table 2. 他の場合よりも小さくなり、その

結果として 1 ムが小さくなった。 Two-bond Deuterium Isotope Shifts 

in 1 HNMR of Methyl Groups of 

Pyridines and Their N-Oxides in ppb. 

③ メチル基の 1HNMRの=ム

x= C H 2 D C H Dz 

Table 2に示すように、メチル基の (Methylpyridines) 

1Hで観測される 2 ムは重水素数に 2-X 1 6 3 2 

比例する。 2 ムは小さく、大きな 4-X 1 5. 5 3 1 

変化はない。しかし、 2. 3ールチジ 2-X、 3-Me 1 7 3 4 

ンNーオキシドの 2-Meでは他と異 2-X、 5-Me 1 6 3 2 

なる値が得られた。この 2-Meは、 (Methylpyridine N-oxides) 

N-Oと3-Meにはさまれる位置に 2-X 1 5 3 0 

ある。なんらかの立体的な寄与が、他 3-X 1 5 3 0 

よりも大きな 2 ムを与えたと考えられ 4-X 1 5. 5 3 1 

る。立体的効果で2 ムが増大したこと 2-X、 3-Me 1 8 3 7 

は、 13Cでの 1ムの場合と逆である。 2-X、 5-Me 1 5 3 0 

3-X、 2-Me 1 6 3 0 

3-X、 4-Me 1 5 3 0 

3-X、 6-Me 1 5 

4-X、 3-Me 1 5 3 1 

〔謝辞〕

300および 400MHz1HNMR測定をして頂きました バリアン インスツル

メンツ リミテッド の串田克彦氏、小野明氏に感謝いたします。
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P 7 1 ijqll勾配磁場を!日いたGradient-enhancedNMR 

日本電子(株)、 O内海博lりj、気凶 伎喜、池田 問、長谷川 越ー

日元徹、樋口啓一郎、今成司

Gradient-enhanced NMR at Z-aixs 
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A specific coh巴rencepathway can be s巴Jectedby combinalion of fieJd 

gradient puJse in 1 scan巴xperiment.Th巴r巴for巴， the.experimentusing 

fieJd gradient pulse is one of the important methodrogy in NMR 

spectoroscopy. How巴ver，conventionaJ phase sensitive techniqu巴s，TPPI 

and State m巴thod，can not be applied for som巴 2DNMR exp巴rimentswith 

field gradient pulse. We tri巴dto apply time reversal method proposed by 

Nagayama for phase sensitive HMQC experiment with field gradient 

puJse， and got good result. 

In pulsed fieJd gradient experiment， eJimination of unwanted signal is 

another important purpose.We，therefore，propose a pulsed field gradient 

2D NMR巴xperimentin combination with phase cycle of RF puls巴 inorder 

to eliminate unwant巴d signal form 20' NMR spectrum. 

1 ; J亨論

近年，コヒーレンス移動の径路の選択に傾斜磁場パノレス(fieldgradient pluse) 

を用いることが試みられている。この，傾斜磁場パルスを用いた径路選択は，従来の

ラジオ波パルスの位相回しを用いて行う径路選択に比較して，次の点で優れている。

( 1 )理論的には]回積算で，希望する径路を選択できる為，充分なサンプル濃度さ

えあれば， 1回積算:で多量子遷移を選択することができる。これは，多次元nmrの測

定時閣の大幅な短縮を意味する。

( 2 )径路選択が，ラジオ波の位相回しに比較してより完全に近いので， DQF-

COSY，HMQC等の測定における不要信号の消去が容易である。

勾配磁場パルス、純吸収波形二次元、 HMQC，

うつみ ひ ろあき、きだ よしき、いけだ ひろし、はせがわ けいいち、

ひのもと てつ、ひぐち けいいちろう、いまなり まもる
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しかしながら，まだ‘いくつか問題が残っている。特に問題なのは lH観測梨紐核相

関スベクトル (HMQCetc) において，従来の方法 (TPPJ，S!ate駒 method) で純吸

収波形 (pu r巴-adsorption) の 2次元スベクトルを得るには，難しいことである。

今回，我々は 500MHznarrow bore超伝導磁石 対応の fi巴Idgradient 

s ys t e m を作成し、多次元nmrの中で重要な測定法の一つであることを考え，できる

だけ短い時間で， pure-adsorptionのfieldgradient HMQC(FG-HMQC)の測定

することを試みた。

2 ，実験方法

nmr装置は，日本電子製 A・500を用いた。サンプルは， 180mM Cholesterol in 

CDCI
3

を用いた。 fi巴Idgradientは， z軸に+-144G/cmかけることができる。ま

た，スベクトルの処理に関しては，一部，日本電子製MolSkopシステムを用いた。

3 ，実験結果及び考察

a ，必要な勾配磁場の強度

通常，勾配磁場をかけた場合の信号は式(1 )で表される。

Y;磁気回転比

G ; gradientの大きさ

z ; z方向の位置

τ; gra dien tをかけている時間

A=f. 
- '}{むIτ 筑Jτ

この式より勾配磁場をかけない場合の信号強度の比をとると，勾配磁場による信号

消去率が求められる。

A/ Ao = 0.637/ a')Gτ 

この式に次の値を代入するすると

a=3.5x10・3 m 

Y =26.751x10-7 rad/Tsec 

τ=1 msec 

信号消去率と勾配磁場の強度は次の関係にある。

A/ A 0 = 6. 803 X 10 -4 / G 

さて， IH観測の 1H咽 13C相関nmrにおいては，信号消去率は次の要因を考える必要

がある。

1 3 ( 1) ~..J Cの天然存在比1.1% 

当然のことながら， 12Cの信号は充分に消去しなければない。
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( 2 )観測信号の信号の品大最小比 8 

通常の lH信号は?今回使用した

Cholesterolのように信号強度にかなりの

差がある(たとえば， -.ru:線 CH3と多重線

のCHの比率など)

これらの，関係を計算すると，信号消去

率は，最低でも 1.4x10-3程度必要であり，

勾配磁場としては，約480/cmは必要となる。

一方，絶対値表示の FO-HMQCでは， fi g .1 

のパルス系列を用いる。

このパルス列においては， 01;02=2;1の関

係にある場合， 1Hc13CHMQCの信号を生

じる。 2個の01のgradientは， 1Hに関し

てgradientechoを生じるにすぎないので，

02のgradientのみが，不要信号の消去に関

係する。 fig.2に02=28.80/cmを， fig. 3 

に 02=43.20/cmの 1scan，位相回し無しの

絶対値表示のFO・HMQCスベクトルを示す

(1024X128測定時間 128sec)

fig .2をみて判るように，勾配磁場が不十分

であると， f1軸に零信号が生じる。この，

零信号は基本的に不要信号の 1つであるた

め， 1scanでFO-.HMQCを測定するために

基本的な問題となる。その解決手段として，
13 fig. 1のパルス系列の最初の Cのパルスの

位相と，積算位相を t1を増やすごとに，

1800ずつ増やすと，零信号はf1軸の両端に

移動する (fig.402=28.80/cm) 。このよ

うにすれば，消え残り信号も，解析の障害

にならない。

b ， pure-absorptionのFO-HMQC

pur巴-absorptionのFG-HMQCは， fig.5 

のパルス系列を用いた。このパルス系列に
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figl絶対値表示 FG-HMQCパルス系列
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fig.2 Gl=57.6G/cm，G2=28.8G/cmの絶対値表示FG
-HMQCスベクトル。日軸に容信号が生じている。

組俗

fig.3 G1 =86.4G/cm，G2=43.2G/cmの絶対値表示FG-
HMQCスベクトル。f1紬の零信号が消えている。



おいて G1-G2;G3=2;lor2;-1でHMQC

が測定できる。また 2;1でp-type，2;ー1で

n-typeの 2次元となる。ここで、用いた G2

の勾配磁場パルスは 13Cの 1800パルスの不

完全性を打ち消すために用いる。ちなみに，

G2= 0とすると，再びf1取11に零信号が生じ

る。 pure-absorptionの方法としては， p-

typ e，n・typeの信号を別々に測定し， n-

typ eの信号をf1軸で時間反転させて p-typ巴

の信号と足し合わせる Nagayamamethod 

を用いた。また， fl取I1の位相補正に関して

はHiJbert変換を用いて行った。 pu r e-

absorption FG-HMQCスベクトルをfig.6 

に示す

(G 1 = 63.3G/cm，G2= 5. 76G/cm，G3 = 28. 

8G/cm， 1024X256 lscan測定時間

512sec) 

まとめ

このように，我々は， lscanでpure-

absoption FG-HMQCを測定することがで

きた。今後，多次元nmrに拡張し，より短

時間で測定できるように試みつもりである。
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P 8 TOSS/ de TOSS~:去を利用した分子の微細構造の検討法

大塚電子株式会社 MR技術部

。仲村高志、山田活美、中本弘幸、重進、 三浦巌

Moleculer fine s七ruc七ure de七ermina七ion using 20 MAS N限

TOSS/deTOSS 

Takashi Nakamura， HiromiY叩 ada，Hiroyuki Nakamoto， 
Susurnu Takamura， and Iwao Miura 
(otsuka Elec七ronicsCo.，Ltd. MR Technica工Oivision)

Several years ago， Kolbert and Griffin described a two-dimensional 

(20) magic angle spinning nuclear magic angle spinning nuclear 

magnetic resonance experiment which yields a complete separation of 

isotropic and anisotropic chemical shifts. This experiments based on 

TOSS sequence and needs a pulse sequence has no external equipments 

about 20 experiments. We improve their sequence and describe method 

about a determination of chemical shift tensor value. Practical 

application of this method are demonstrate with 1 3C spectra of the 

Hexamethylbenzene and the p-Methoxybenzoic Acid. 

1.はじめに

国体高分解能NMRが発表されてからすでに十数年が経過し、その代表的な手法で

あるCPI MAS (Cross-Polarization/Magic-Angle Spinning)法[1]は、もはや一般の

NMR装置で測定できる手法である。しかし、この高分解能にする手法は国体が本来

持っている豊富な情報を失ってしまう.化学シフトの異方性もその大きな情報の一つ

である。化学シフトの異方性を測定することは、対称となる物質のそれぞれの原子の

ミクロな情報を得る大きな手掛かりとなる.そこでこれら国体状態で特有の情報を失

うことなく測定したいという研究者の努力によってSASS(Switching Angle Sample 

Spinning)法[2.3]をはじめとするいくつかの方法[4-11]が提案され、そのうちのいく

キーワード:固体NMR、2次元NMR、化学シフト異方性、 TOSS、MAS

なかむらたかし、ゃまだひろみ、なかもとひろゆき、たかむらすすむ、みうらいわお
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っかは化学シフトの等方性と異方性を分離して観測することの出来る 2次元NMR

[2，4・12Jとして発表された。しかし、それらの手法のほとんどは特殊な装置が必要と

なり、スピニングの角度をパルスシーケンスの中で変更したり [2，3，5幽 7]、回転スピー

ドをパルスシーケンスの中で変更しなければならない[8，9].そこで標準の装置で実

行の可能な実験方法として考えられるものは回転に同期したパルスを使用する方法

[4，10]と、 TOSS[12，13Jを基本としたバルスシーケンスを用いたもの[11]で、化学シ

フトの異方性が t2軸に、等方性が t1軸に観測される. この方法は、現在、 T

OSSを実施できる装置であれば実験可能なもので、非常に実用性の高いものと言え

る.このTOSS/deTOSS法によって、固体の持つ本来の情報がどこまで解析できるか

について検討する。

2.実蟻

試料は 13C_CP/MASを観測するための標準試料である

H examethylbenzene( Aldrich Ch em. CO.)およびアニス酸 (p-Methoxybenzoic

Acid; Wako Pure Chem. Indust. Ltd.)を用いた.装置はChemagnetics社製

CMX・400で測定した。

3.結果および考察

TOSSを実施する場合には、特にπ12パルスと πパルスを正確に設定する必要があ

り、標準となるサンプルで十分なシグナルが得られるまで設定する(F ig.1). F ig.2は

H examethylbenzeneの測定結果でCH3とベンゼン環の化学シフトの等方性と異方性

がそれぞれ観測されていることが確認できた.Fig.2・bが示すようにベンゼン環のス

ピニングサイドバンドはほぼ化学シフトの異方性を示す形になってきている。 Fig.3

はアニス酸を測定したものだが、等方性と異方性はそれぞれ観測されているもののス

ピニングのスピードが早くあまりよい結果とならなかった.しかし、それぞれのピー

クがどの原子にあたるかの帰属は行なえそうである.また、スピニングのスピードが

遅い場合には、感度が低くサイドバンドの観測されないピークがあった.スピニング

スピードを低速にし、かつ分離のよいスベクトルを得ることついての議論と、サイド

バンドパターンからのより詳細な議論については会場で行ないたい。
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P 9 S h a p e d P u 1 s e s の高分解能NMRへの応用

(島津製作所) 0大薮又茂 大野靖寺下衛作

Applications of Shaped Pulses to lligh宜esolutionNMR Spectroscopy 

(SllIMADZU CORPORATTON) Matashigc Oyabt1. YaslIshi Ohno. Ei sakll Tcrashi ta 

2D NMR experi皿entsare usually carried out using high power short pulses to 

cxcitc entire spectral range. llowever they have drawbacks of the need of large 

data 皿巴皿oryand long experi皿entaltime to increase fl digital resolution. 

Recently the use of shaped pulses has become皿orepopular on commercial spectro 

皿etersand it can reduce the spectral range and consequently improve the digital 

resolution. Applications of purged half Gaussian pulse to phase-sensitive 

DQF-COSY are shown here. The fine structures of cross peaks. where no phase 

distortion is. can be observed for short experimental time with purged half 

Gaussian pulse. 

《序論》

2次元NMRの測定は一般に高出力のいわゆるハードパルス(-数十usec)により、試料

の周波数全域を励起して行われる。そのため、分子内の相関の情報を一回の測定で得ること

ができるが、反面、 f1側の分解能を向上させるためには測定に時間がかかる、大容量のコ

ンピュータメモリーを必要とする、などの欠点を持っている。また、測定目的によっては必

ずしも全周波数領域の 2次元測定の必要がな U場合がある。このような問題に対応するため

に、特定のスピンのみを選択的に励起して、限定された周波数領域のみの 2次元スペクトル

を測定する手法が多く提案されてきている。選択励起の方法としては、選択性や位相特性に

優れたshapedpulsesの使用が望ましいが、これ，らのパルスの発生は最近の市販の装置で容

易に可能になりつつある。本講演では、 shapedpulsesのなかでも位相特性に優れたpurged

half Gaussian pulseの利用によりf1側の分解能向上をめざしたphase-sensiti ve 2次元測

定例を紹介し、 shaped pulsesの有用性を検討したい。

Key words;selective excitation. shaped pulse. purged half Gaussian. DQF-COSY 

おおやぶまたしげ、おおのやすし、てらしたえいさく
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《実験》

1.装置

測定には島津/G E製 FT-NMR装置 Omega400WBを使用した。 half

Gaussianパルスの発生は、プログラムで計算した数値テーブルをノfルスシーケンスソースフ

ァイルに組み込むことにより行った。このテーブルでは、波形の立上がりは0.1%レベルから、

時間分解能は400ポイントと設定した。これらのデータはコンパイラにより波形メモリーに

ロードされ、シーケンス実行の際に、モジュレータが制御されてhalfGaussian pulseが発

生される。

2. 試料

ストリキニーネ45皿gを0.5皿l重クロロホルムに溶解し、 5皿皿サンプルチュープで測定した。

ストリキニーネの構造式を図 1に示す。ストリキニーネの分子式は、 C21H22N2 O2 、分

子量は 334.42である。

《測定結果と考察》

1. purged half Gaussian pulseの励起特性

様々な波形の選択励起パルスの特性については、すでに詳細に検討されているが、 (1 )ー，
'-

こでは我々が作成したプログラムに基づき、 halfGaussian pulseについてその特性を再掲

したい。図 2の (a)にhalf Gaussian ( b ).にはpurgedhalf Gaussian の波形を示した。

(b)においては不要磁化をキャンセルするためにパージパルスの位相を土 Xとして 2回積

算する必要がある。 (a)、 (b)それぞれについて励起特性を磁場強度1. 5Hzとして

シミュレーションした結果をMx、Myおよび -JMx2 +My 2 成分について図 3に示した。

18 

23 

" 

Fig.l Strychnine 
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Fig. 3 Si皿ulatedexcitation profiles of purged half Gaussian and half 

Gaussian pulses 

purged half Gaussian puls巴では 900
パージパルスにより My 成分が消去され、同時に良

好な選択性を示している。 CGaussianpulseに比べても、選択性は 2倍向上することが知ら

れている。) M y 成分の消滅は、 purgedhalf Gaussian pulseを2次元測定の励起パルスと

して使用した場合には、 t1の第一インクリメントにおいて展開時聞をゼロと仮定でき、そ

の結果 f1方向に位相歪みの少ないスペクトルを得ることが期待される。

2. phase-sensitive DQF-COSYへの応用

パルスシーケンスは第一励起パルスのみが50msecのpurgedhalf Gaussian pulse に置き換

えられている。位相回しは基本的には通常のDQF-COSYと同じであるが、パージパルスの付加

の分だけ、積算回数は 2倍になる。ストリキニーネ(凶1)の 15の!日 C2.34pp皿)を選択

的に励起してDQF-COSYのスペクトルを得た。 t1のインクリメントは 2皿secX2 5 6回行っ

た。 f1側の分解能はゼ、ロフィリングなしで 1. 9 5 Hz/ポイントとなる。このデータに処

理を施し、 t1インクリメント 6 4回、 128回、 256回のデータを作成し、それぞれ

を比較した様子を図 4に示す。通常の 2次元測定の f1側の分解能は図 4の Ca) C分解能

7.8Hz) に相当するが、微細構造を十分再現しているとは言えない。一方 Cb). Cc) 

では、交差、対角ピークともに微細構造の観測がさらに可能になっており、選択励起の有効

性が示されている。
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Fig，4 fl resolution dependence of DQF-COSY spectrum 

f2 resolution; 3， 9Hz. f1 resolution before zerofilling; (a)7.8Hz. 

(b)3.9Hz and (c)1.95Hz. Window function; sinsquare 45deg. shiftted 

for both dimentions. Each final data size is same by zerofilling 

to 2k x 512 

J.CavanaghらはすでにGaussianpulseを使用したphasesensitive DQF-COSYの測定例を報

告しているが、(2) 我々のデータはこれらのデータに比べても、位相歪みの少ないもので、

ノTージパルスの効果が良く現れているものと考えている。

《結語》

purged half Gaussian pulseを2次元シーケンスの励起ノfルスに組み込むことにより、位

相歪みの少ない選択励起 2次元スペクトルを得ることができる。その結果、スペクトルの微

細構造を観測することが可能になる。
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P 10 信司 t本重量 7]く多民 N :M: R ，こよ る区及玄室佐主ヰ守主幾

E富手寺<:: o::t CD  71< CD 迂豆宣訪

アップジョン ファーマシュウテイカルズ リミテッド

0 槍山行雄， 野呂優規美. Michael D. Likar. Paul E. Fagcrness 

Water dynamics by solid state deuterium NMR  ofhygroscopic organic solids. 

Control Resear油田ldDevelopment， Tsukuba Research Laboratories 

U凶ohnPharmaceuticals Limited， Tsukuba， 300・42

Y'ukio Hivama， Yukimi Noro， M.D.Likar and P.E.Fagerness 

Solid deuterium NMR spectra of hygroscopic organic solids ( U・63，366F，U・67，590Aand U-74，006F) 

have been recorded at various water contents at room temperature. The organic materials absorb and 

lose water in minutes according to the relative humidity of the environment， The samples were 

prepared under humidity chambers ofD20 atmosphere. Lineshapes ofthe deuterium NMR are vastly 

different企omsample to sample. One showed a near static powder pattern with 140 kHz quadrupole 

splitting. Another gave a sharp Lorentzian ofless than 3kHz. Spin-lattic泡 relaxationtimes other than 

the broad component were less than 20 ms， which indicates that a fast motion Oikely C2 f1ips) occurs 

close to Tl minimum. At the same time a significant echo loss was observed for the component with 

short Tl. The solid state deuterium spectra were obtained on a modified Bruker AM幽 300with BC・140

fast digitizer and with a Doty Scientific single tuned probe. 

薬品売開発する上で原薬といわれる薬分子の極体が吸湿性であると以下の問題に笑

き当たることが多い.

( 1 )環境湿度変化により分単位で吸排水が生じ大きな重量変化を引き起こ

す. これにより， 分析低 製品中の薬の含量にずれが起こる.

( 2 )国体中で加水分解が生仏 製品としての有効期間が短くなる.

( 3 )吸漫により物理的形状が変化し， 取り扱いが困難になる.

キ ーワード;固体垂水素 NM R， 吸 湿 性 薬 仇 分子運動

O ひやまゆきお， のろゆきみ， マイケル・ディ・ライカー，

ポール・イー・ファガーヰス
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吸湿性と水分子の運動性の相闘を検討するため， 我々が現在抱えている吸湿性薬物を

選び水分子の団体重 水 素 N M Rを 測 定 し た .

同程度の含水震であっ ても パウ ダー スベ クト ルは， static な Pake Doublct から波

体のスベクトルに 近いもの( 3 k U z 以下の線幅 〉のものまであった.

A 

100 kHz OkHz 

100kHz OkHz 

C 

100kHz OkHz 

A. H-2 NMR spectrum of U・63，366F，創E

antibiotic crysぬlline.

-100 kHz 

B.H・2NMR spectrum of U・74，006F，a 
steroid with a nonpolar side chain. A 
crystalline material. 

-100kHz 

c. H・2NMR spectrum of U-67，590A， a 
steroid with a long polar side chain. Non 
crystalline material. 

-100 kHz 
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P 11 リパース検出法の導入 " 1日型 N M R の改造"

アップジョン ファーマシュウテ イカルズ リミテッド

0 野呂優鋭美， 小形捻 槍山行雄， Paul E. Fagcrncss 

lntroduction of the reverse・ode function into an old NMR Equip.ent. 

Upjohn Phar.aceuticals Li ・ ite~ Tsukuba 300-(2 

Y ukilli Nor Q. Minoru Ogata. Yu孟io Hiya.a. Paul E. Fagerness 

Rcccntly 1he reverse NMR .ethod has been re.arkably dcvclopcd because 1註e

correlation betwcen proton and hetero・uclci ('3C. 15N. etc.) can be dctcc1cd 

with highcr scnsi1ivi1y. Thc srukcr AM 300 ・odc1 NMR. 曹 hich ・as purchascd 

six years ago. was not equipped with the apparatus for rcvcrsc 1I0dc 

detection. 曹e rcconstructcd this .odel to add rcverse .odc functions. This 

hard曹 are had the follo・ing difficulties for the reverse・ode; 1. The proton-

detection is i.possible. 2. The decoupling of heteronuclei is not perfor.ed 

。ffectively. 曹e conqucred the.. and introduction of thc revcrse .odc 

function was co.pletcd successfully without any influcncc 10 1hc normal 

冨 odc.

プロトン検出のい わゆるリパース検出法は， 13 Cや 15Nなどの多核と 'Hとの相関を，

古典的 な 測 定 に 比 べ， リ Cでは約 8倍 15N では約 3 0倍と高感度に測定できるので，

ここ数年大きく発展した. 新しい市販の装置では， ボタン一つで通常モードとリパー

ス モードが切り替わり大変便利になっている. ところが 6 年前に購入した市販の装置

ではリパースモードのことがほとんど考慮されておらず， ハードウエアにおいても

( 1 )プロトン検出ができないこと

( 2 )ヘ テロ 核を 有効にデカァプルできないこと

以上の二つの問題があった.

牛ーワード: リパース検出法， 改造

0 のろゆきみ， お がたみのる， ひやまゆきお， ポール・イー・ファガーヰス
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我々は 1 985年製プルカー A M 3 0 0 にリパース機能を付加すべく下記のことを行

った.

1. メーカー供給の回路図と実際のハードウェアとの比較.

プロトン検出用の局部発信器， リレー等回路図にはないものを「発見 J し改造が

容易であることを確認

2. リパースプロープ ， 外付周アンプ， アナログスイァチ等を調達

リパースプロープ; UR-50 probehead (Cryo.agnetic Syste.) 

外付Jllアンプ ; 325LA p01ler a・plifier (ENl) 

アナログスイッチ; the s1litch bOI (Tschudin Associates) 

その他 : 減衰器(多摩川電子〉他

3. コンソール内 の 配 線 を リ パ ー ス 対 応 に 変 克

4. 標 準 サ ン プ ル を用いてのキャリプレーション.

標準サンプルとし て ， ぎ酸ナトリウム_13  C標識化合物の重水溶液を用いた.

元々の通常モードにも影響を与えることもなく 改造は成功した.

Normal mode connection 

Decoupler out 

Transmltter out 

Reverse町lodeconnection 

Decoupler out 

Transmit1er out 

一寸図
cross diodes 
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P 12 匡司 手本 重重 71< 穿長 N M: R. 者重量 台邑 CD  主事^

お支手本 ffl N M: R. CD  己交云置"

アップジョン ファーマシュウテイカルズ リミテ γ ド

0 槍山行雄， 野呂i!規美， Paul E. Fagerness 

Introduc悦.on of Solid Deuterium N1¥但R Functions into Liquid NMR 

Spectrometer 

Control Research and Development， Tsukuba Research Laboratories 

Upjohn Pharma回 uticalsLimited， Tsukuba， 300・42

Yukio Hivama， Yukimi Noro， Paul E. Fagemess 

Solid deuterium NMR is a very powerful method to investigate molecUlar dynamics 

of specific site by deuteriu皿・labeling.In order to introduce the solid deuteriu皿 NMR

functions in旬 theliquid NMR machine， there訂 esome issues to be resolved， such as 

1) high speed data acquisition， 2) high power p叫se，出ld3) wide band width in a 

receiver. We introduced a high speed A!D converter for high speed data acquisition 

出 lda high power amplifi紅白 obtainenough power for pulse. Duplexer for liquid 

NMR was skipped to improve power loss. We observed that solid deuterium NMR 

could be measured even with the narrow band width of the receiver for liquid NMR. 

国体重水素 N M R は， 分子運動を同位体ラベル導入で特定部位を詳細に研究できる

非 常 に有用な方法である. ところが， 液 体 用 NMRでは ( 1 )データの高速取り入

れができない， (2) 送信器から十分なパワーがでない， あるいはパルス形状がきた

ない， (3) 受信側のパンド幅が狭い/高耐圧でない， といった問題がある. プロー

プそのものは， 簡単 なシングルチェーンである の で 問 題 は 少 な い .

キーワード 2 国体重水素 N M R， 改造

0 ひやまゆきお， のろゆきみ. ポール・イー・ファガーネス
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我々は 1 985年築 プルカー AM3001<:国体重水素機能を付加するため以下

のことを行った.

A 

P.K 

40 20 

c 

200 

( 1 )高 速 A D コンパータ (BC-140)を. ASPECT3000 上に載せる.

( 2 )既存の液体 NMR用 duplex をスキップさせ， 損失を誠少 d せ送受信

共能率を改善した. さらに送信側には高出力増幅器を付加させた.

( 9 0 0 パルスが:. 3. 5μsから 2. 0μs未満になる)

( 3 )受信側のパンド幅は確かに狭い主主 そのまま使えることが判明した.

。-20 
((Hz 

100 

I ~ 

-40 

O 
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~ ¥ 

B 

400 200 

A. 

B. 

C. 

X8 

自 100 -200 
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H・2NMR spectrum of d3・D，L
alanine by the original Bruker 
AM・300spectrometer with a 
standard digitizer. 

H・2N耳目 spectrumof d3-D，L 
alanine by the modified 
spectrometer with BC-140 fast 
digitizer. 

H-2 NMR spectrum of 
perdeutero poly 
methylmetacrylate by the 
modified spectrometer with 
BC・140fast digitizer. 



P 13 パル ス磁場勾配を使ったパルス法 NMRによる

制限領域内の液体の自己拡散係数の測定

明 治鍬 灸大学・生理学教室、 。福田耕 治

Measure皿ent of restricted self-diffusion of water 

molecules by pulsed NMR with pulsed NHR 

Kohji FUKUDA 

Dept. of Physiol.， Meiji College of Oriental Medicine， 

Kyoto Hiyoshi， 629・03，Japan 

A syste血 of devices for precise measure圃ents of diffusion constants and 

relaxation ti皿es of fluid has been set up. Pulsed NMR experi皿ents of CPHG 

皿ethod and sti田ulated echo 岨ethod can be done using this syste皿 This Sys-

te皿 consists of a synthesizer， tow kinds of timing devices， a power trans-

皿itter，a receiver and a signal averager. One of the ti皿ing devices is used 

for 皿aking an rf pulse train. The other is used for an external clock sig-

nal of the signal averager. The clock signal is not continuous but a pulse 

type. The clock signal is put on during ti皿e intervals each echo appears. 

Therefore the signal averager works on a high efficiency. All devices also 

a power supply for gradient coil are synchronized with the synthesizer. 

1. は じ め に

パ ルス法 NMRは 液体中の分子の自己拡散係数を測定する段も優れた手段として認めら

れている。 種 q の均 ー な 液 体 中 の 自 己 拡 散 係 数の測定に続き、生体組織、細胞内外、

ゼ オライト、 多孔質ガラス等の中の液体の自己拡散に関心がもたれた。 い浪u定では大

きな静磁場に加え磁場勾配が必要である。 ス ピンエコー信号強度は自己拡散係数、 磁

場勾配の大きさ、 浪u定時間の関数として得られる。 CPMGi去は液体の自己拡散係数の測

定法 として最も優れている。 制限の無い領域の 液 体 で は 一 般 に 縦 緩 和 時 間 T，、機緩和

時 間 T 2が共に長く(純水の '11の場合では 25程度)、この方法が有効である。 しかし制限

領城内の水のスピン系では T 1は純水のそれに 比 べ l桁程度小さく、 T 2は 3桁程度小さ

キー ワード:パルス法 NMR、 パルス磁場勾配、 自己拡散係数、 緩和時間、 制限領域、

水溶液

福田 耕治(ふくだこうじ)
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い。 このような核ス ピ ン 系 を 持 つ 試 料 の 自 己 拡散係数の測定では、 Stimulated Echo法

が有 利である。 また小さな自己拡散係数を持つ試料に対しては磁場勾配をパルス的に

印加する PMFG(PulsedMagnetic Field Gradient)法 が 有 利 で あ る 。

CPMG法と Stimulated Echo法による自己拡散係数の測定に必要な機総の構成を紹介す

る。 エコー信号強度が自己拡散係数がどのような関数になるかを見る。 多孔質ガラス

中と牛アルブミン溶液中の水の自己拡散係数の測定の例を紹介する。

2. 機器構成

PMFGを用いたパ ル ス 法 NMRのシステムの機器構成を図 lに示す。 こ の 構 成 は CPMG実験

を基本としたものであ る 。

[磁場]主磁場(最 高 o. 6 T )の電磁石で o. 2 1 Tで測定する。 手作りの磁場勾配周コイル。

( R F パルス送信 装置 J : SYNTHESIZER(TOA FS-1321)からの rf信号 (20MHz)は PULSE

SEQUENCE PROGRAMMER(MATEC 410)、 R.F. GATED AMPLIFEIER(MATEC 515A)、 GATING MO 

。ULATOR (MATEC 5100)に 送 ら れ ゲ ー ト 増 幅 さ れ、 RFパルス (IOMHz)列となり NMR送信コ

イ ルに与えられる。

(NMR信号受信装置 J :エコー信号列は NMR受信コイルで受けられ、 DOUBLE TUNED 

PRE-AMPLIFIER(MATEC 252)を経て BROADBAND RECEIVER(MATEC 605)で増幅される。位相

敏感検波 (PSD)の場合の参照用信号は MATEC 410から供給される。

[加算平均装置 J : SIGNAL AVERAGER(エレクトロニカ ELK時 5150AVE)は外部クロックで

動作可能である。エコー信号の形は非常に鋭く 短 い 時 間 で あ る ( 特 に 勾 配 磁 場 が 時 間 的

に一定の場合〉。エコー信号列が現れる全ての時間について加算平均する事は無駄であ

2ω。OUτ

SYNTHESIZER 

5 1 00  RF REF • 

MATEC  410  

込~以必E

2日日 MHz

OSCILOSCOPE 

POWER  SUPPLY  

f 0 r 

F.G.COIL 

-164-

MATEC  252、605

COOL  WATER  

TEMPERATURE 

CONTROLER 

図



るばかりでなく、 各アドレスが受け持つ時間が長〈なると、 個々のエコー信号に割り

当て られるアドレス数は減少し、 エ コ ー 信 号の形を正しく収録できない。

この困難は外部ク ロ ッ ク を エ コ ー 信 号 出 現時の前後の信号の幅の数倍の時間間隔だ

け ONにし、 それ以外の 時間 では OFFにすることで解決する。 外部クロックは後述する

TIME98から供給される。 SIGNAL AVERAGERの パラメタの設定および加算平均データ収録

は GPIBを介してパソコンから行われる。

【T IME98】: TIME98(アスコムタイム 98)は パ ソ コ ン (EPSON PC286・v)の鉱張ス

ロットに 装 着 し て 使う。 CRT画面上で出力したい波形(ロジックレベル)を編集し、 泌 j伝

を出力する。基本ボードの出力は 8チャンネルである。波形を作るためのクロ，ヅクとし

て外部 クロ ック を使う事もできる。

本構成では SYNTHESIZERの出 力 20MHzを分周 し た 800KHzを外部クロックとした。 TIME

98へのトリガー入力として MATEC 410の SIGNAL AVERAGER周のトリガーを用いた。 この

ト リガーは各 MATEC 515Aから 180・RFパルス時に出力される。 TIME98での編集でエコー

信号出現時に時間 間隔がエコー信号 I煽の数倍の問だけ 800KHzのクロックを ONにする。

これを SIGNAL AVERAGERのクロック信号とする。 こうして RFパルス送信装置、 NMR信号

受信装置、 加算平均装置、 TIME98を SYNTHESIZERと同期させ、 加算平均を行うときに問

題になる RFパルスやサンプリングパルスのジ.ッターを避ける。 また TIHE98の 大 き い 利

点は波形を出力したままでパソコンは別のアプリケーションを実行できることにある。

[磁 場 勾 配 用 電 源] : D / Aコ ン パ ー タ を 介 し てパソコンで定電流直流電源(高砂 GP035

-10)を制御し、 磁 場勾配用のコイルへ電流を供給する。 コイルと直列に接続されてい

る標準抵抗の両端の電位差は A/Dコンパータを 介しパソコンでモニターされている。

【冷 却 水 循 環 装 置と温度制御】:冷却水循環装置 (ORION-HACHINERY RKC-400-SCY-1)か

ら供給される冷水は温度制御装置 (BROOKFIELD EXI00)で制御され試料室の温度を一定

にする 。‘試料室の温度計の出力は A/Dコンバータを介しパソコンでモニターされる。

3. 自 己鉱 散係 数とスピンエコー信号

液体中の分子の自己拡散による広がりを見る。 ある分子が時刻。に位置 r 。にある確

率を p(ro)dr。、その分子が時刻 tに 位 置 r と r +d r の聞にある条件付確率密度を

π/2 pul:se 7! pul~e 
P(r，r o， t)=JI(4π D t )-3/'exp {(r-ro)'/4D 

t )とすれば、 時間間隔 tでの拡散半径は Dを自己拡

散係数として、 次式で与えられる。

<(r-ro)'>=汀 (r-ro)'p(ro)

xP(r，ro，t)drdr。

= 6 D t 〉-r、
図 2 図 2に rfパルス、 PMFG、 F1 Dとエコー信号の時閥系列
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を示 す。磁場は大き な 静 磁 渇 B.(O.O.B.)と PMFGによる小さな磁渇 g(t)'rの和であ‘

る。 時刻。と T の rfパルス、 時刻 t，と t2の PMFGに よ り 磁 気 モ ー メ ン ト は x . -y • (回転

座穣系 )面 内で 運動する。緩スピンに番号を付け、 i番目の核スピンの時刻 tでの y 軌

から の位相(角度)を¢パ t)とする。 時刻 t2の PMFGによりエコー信号出現の時刻の位

相 は次式で与えられる 。

世 ，(2')=1' og・[r，(t， )-r，(t，)] (2) 

エコー 信号強度はすべての核スピンの位相(4)式の余弦の和に比例するので試料金体か

らの エコー信号強度 として次式を得る。 手 口 を積分に変えた.

F=Mt/ Mo=fJcos[ 1' og・(r2-r，)]p(r，)P(r2.r，.t2-t，)dr，dr2 (3) 

液体 の中では p(r，)=一定とできる。磁場勾配ベクトルを z方向とし (g=(O.O.g))、

A=t2-t，とすると次の結果を得る.

F (1' g o • A )=exp(-l' 2 g 2 O 2 D A 入 (4) 

時間 3 の 問 の 拡 散が無視できない場合には exp{-1' 2g2o 2D(A -o /3)} で与えられ、

~1l\'な磁掲勾配である場合には exp {21' 2g2， 3D/3} で与えられる. 

.iíl 2 .iíl 3 の信号強度も 'i'ij般に fil'~ できる.

4. 実駿例

午ア ルブ ミン 溶液中の水のエコー信号列と自己 鉱 散 係 数 の 結 果 を 図 3、 4に示す。
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S t i皿ulated Echo法を用いて多孔質中の水の自己鉱散係数を測定した。 自己拡散係数

は ポロシティー(多孔賃金体の体積に対する孔の容積の割合)と純水の自己拡散係数の

積で去される事を得た。 2) 

1 )福 田 耕 治 : 日 本バイオレオロジー学会誌、 第 6巻・第 2号、 20-29頁 (1992)

2)K.Fukuda. T.kasuga. T.Mizusaki. A.lIirai and K.Eguchi: J.Phys.Soc.Jpn. 

Vo1.58. No.5， 1662幽 1666 (1989) 
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P 14 Relaxation of Intracellular 23 Na: Relaxation Mechanism of Na 
lon in Agar Gel Analyzed by Pulsed Field Gradient NMR 

Y oshiteru SEO and Masataka MURAKAMI 

Lab. for Magnetic Resonance Imaging and Spectroscopy， Dept. ofMolecular 

Physiology， National Institute for Physiological Sciences， Okazaki 444， Japan 

We have applied 23Na double-quantum filter NMR and 23Na pulsed field gradient NMR to 

analyse the relaxation of Na ion in agar gel， which is a model for the intracellular Na to test the discrete 

exchange model. From diffusion coefficient ofNa in agar gel， we estimated transverse relaxation rate 

constant ofNa in extreme narrowing region. The transverse relaxation rate cons匂ntsobtained by the 

double-quantum filter NMR (2.34 T and 8.45 T)白twell the exchange model， and we estimated a 

correlation time (16 nsec) and a quadrupole coupling constant (1 MHz) for Na in the slow motion 

condition. 

Introductio!!. We have measured the 23Na relaxation ofthe intracellular Na ion by the double-

quantum filter NMR technique， and found that the intracellular 23Na is in the slow motion condition 

(ωTc>> 1， (l) is the Larmor frequency， Tc is the correlation time) (1).百lenext question is the 

民 laxationmechanism ofthe 23Na nuc1elln the jntrncdtnJll.f fluld. In th1s paper， we have measured Bo 

dcpcndcnciωof the lrall"vell，C n.:l.ui.Uliolll'a!eωllslauls and lhe uifru;:;iυilCωfikicUl uf 23Na iu uu 地ill

gel model. We have estimated a binding site correlation time (TJ and a quadrupole coupling const如 t

(巴2qQゾh)on出 sumptionof the discrete exchange mode1. 

Double-Ouantum Filter NMR The rel回 ationrate ∞nstants of 23Na in agar gel (1， 2， 3，4% 

agar，and 1 M NaCl in water) were measured at 8.45 T and 2.34 T at 250C. 23Na NMR spectra were 

collected山 ingan AMX-360wb (8.45 T) and an MSL-I00 (2.34 T) spectrometer with bro吋band

probes (10 mm in diameter). The T2 double-quantum filter (d-90
0
・T/2・1800-112・900-5-90。・acquire)was 

used. The peak heights ofFourier transforrned spectra with various creation time (T) values w官民 used

for deterrnining the transverse relaxation rate const創出.

Figure 1 shows flip angle dependency (8) of the signal passed by the T 2 double-quantum filter 

(D・900
・T/2-1800-112・8-5-8-acquire).Since the signal virtually disappeared at the flip angle of 54. 70， the 

observed signal from the agar gel rise from the T 32 component and the contribution from the T 22 

component is negligibly small. When the quadrupolar coupling do not averaged completely，出eT22

component are not suppressed by the double-quantum filter (2， 3). Thus， we can use Na in agar gel 

俗 amodel system for the discrete exchange mode1. 

Key words: sodium， quadrapole relaxation， double-quantum filter NMR， pulsed field gradient NMR 
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Figure 1. Flip angle dependency of double-quantum filtered signal from Na in agar gel at 8.45 T and 

240C. e is the f1ip angle ofthe 3rd and 4th pulses. 
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Pulsed Field Gradient NMR The selιdiffusion coefficient of23Na in the agar gel w出

measured at 2.34 T using a micro-ima.玉県ngunitwi白ahome・built23Na coil (15 mm in diameter). The 

conventional Dulsed field gradient耳pin-echoseo_1l"，nr~ (ñ_QOO_t:・õ-t~-1800-t;ぶ-t~-acqu;_re) was used. 

Typical valucs usιdaω 込 pub以1olauicll( ficld品IfCllglhso[ 5.4 I1lTklll， 900 
l'ul邑じ u[13μSCI.:， 1己υ-

pulse of36μsec，ム(pulsedistance = t1 + O + t2) of 40 ms配 andる(wid出 ofpulsed gradient) was 

varied from 0.3 msecω4 ms回 (4).

Discrete exchange model We have applied the discrete exchange model to these da同.An

exchange between Na in a particular slow motion condition and in the extreme narrowing limit is 

assumed. Transverse relaxation time and diffusion coefficient are written as follows: 

l庁2i= Sfree.(1 -Pb) + Si'凡(1 )

D=D合ee.(1・凡)+ Db.Pb (2) 
Where，νT2i and D are the observed values of 1/T2f or 1/T2s and diffusion coefficient， respectively. 

向andDt，.are the transverse rel砿 ationrate constants ( SI or s~ and the diffusion coefficient ofNa in 

the slow motion condition， respectively. ~ and SI correspond to the 11/2><-ν'21 coherence and the 

1-ν2>く・3/21，13/2><1121coherences， respectively. Pb is the fraction ofthe Na in the slow motion 

condition (1注Pb
注0)，which is proportional to the合actionof agar. Sfree and Dfree are the relaxation rate 

constant and the diffusion coefficient of23Na in the extrerne narrowing condition. 

The observed relaxation t加 eis time-averaged value of Scree and SI・Thefraction ofNa in the 

slow motion condition is expected small， but the transverse relaxation rate constants (り areexpected 

larger than Scree by 10 to 100 times. Therefore， we applied using this 何回tionsto the observed 

relaxation rate cons匂ntsto estimate the 2 compartments. One problem is accurate knowledge of the 

value of Srrcc for 23N a in the agar gel. 
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Estimation of sCrcc As shown in Eq. 2， the observed diffusion coefficient should be time-

averaged value ofDfrcc and Dt，・ However，the observed value is virtually equal to D版 sincevalues of 

Db and Pb are so small compared with valu白 ofDfree and (1 -Pb). Therefore， observed diffusion 

coefficient ofNa in the agar gel mainly rep防 sentsthe motion ofNa in the extreme narrowing 民 gion.

Since the relaxation rat怠 constantof23Na depends strongly on the viscosity of the solution， we 

measured the self-diffusion coefficient of23Na in glyceroVwater solution， and found a relationship 

between the selιdiffusion ∞efficient and the transverse relaxation rate cons組nton viscosity [Fig. 2・

a]. Then， We have estimated the Sf間 valueof23Na in the agar gel from the self-diffusion coefficient of 

23Na in出eagar gel using the ohserved relationship [Fig. 2・b].

Figure 2. Relationships oftransverse relaxation rate constants (νむ)and diffusion coefficient ofNa 

in glyceroVwater solution (a)， and estimated 1/f2 value for Na in the agar gel from the diffusion 

coefficient ofNa (b). 
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Results of minimizatio!! The result ofthe minimization is shown in Fig. 3. Relaxation rate 

constants (Sl and S2) of23Na in agar gel at 250C. Solid lines represent result offitting the data obtained 

at 2.34 T (x) and at 8.45 T (0). The fraction ofthe 23Na in the slow motion condition (Pb for 1 % agar! 

1 M NaCV water gel) was calculated as 9・10-4.The values of e2qQIh and the ∞rrelation time we隠1.0

MHz and 16 nsec， respectively.百leobserved data fit this model well (r2 = 0.98)， and the calculated 

value of e2qQゾh(1.0 MHz) lies in the reasonahle range (0.2 MHz・ 2MHz).百leseresults support the 

ex疋hangemodel. Thus， we will proceed to analyze the relaxation of the intracellular 2明 ausing the 

disc印 teexchange model. 
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Figure 3. The transverse relaxation rate constants ofNa in agar gel at 2.34 T (x) and at 8.;l5 T (0). 

Solid lines are results of fitting data to the discrete exchange model. 
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P 15 カエル濯流心臓におけるクレアチンキ ナーゼ反応フラックスの

心拍同期31P_飽和移動NMR法による測定

(京府医大・第一生理・*小児疾患研究施設内科) 0早野尚志，吉崎和男，

尾 内 善 四郎*森本武利

Flux of Creatine Kinase Reaction in Perfused Frog Heart 

Studied by gated 31p Saturation Transfer NMR 

Department of Physiology，*Division of Pediatrics， Children's Research Hospital， 

Kyoto Prefectural University of Medicine 

Takashi Hayano， Kazuo Yoshizaki， Zenshiro Onouchi*， Taketoshi Morimoto 

The concentration of high-energy phosphorus metabolite and the flux of creatine kinase reaction was 

measured in perfused frog heart by gated 31 P saturation transfer NMR. No difference in signal intensities of PCr 

and ATP was found between systole and diastole in frog hea凡 Theconcentration ofphosphocreatine and ATP 

was 4.5 and 2.3μmol.g-1 wet weight，respectively. The flux of the forward reaction of creatine kinase (PCr→ 

ATP) was 1.0μmol.g-1 wet weight.s-1. The turnover rate of ATP， calculated from oxygen consumption rate， was 

0.014μmol.g-1 wet weight.s-1. The flux of creatine kinase reaction was about 80 times larger than the net 

turnover rate of ATP in frog heart. Thus， the flux of the creatine kinase reaction in frog heart is large enough to 

maintain the equilibrium state of the reaction. 

心臓の拍動にともない、心筋内の高エネルギーリン酸化合物であるクレアチンリン酸

(PCr)ならびにATP濃度が収縮期に減少し、拡張期に増加するという報告と、変化しないと

いう相反する報告がある 1).2).3)。今回、カエル滋流心臓における高エネルギーリン酸化合物

の 濃度ならびにクレア チ ン キ ナ ー ゼ 反 応 の フ ラ ックスについて心拍周期31P_飽和移動NMR

法を用いて測定したので報告する。

[ 方法]ウシガエルから摘出した心臓を空気飽和 さ せ た り ン ゲ ル 液(NaCI:118，KCI:2.5， 

CaCI 2 :2.0， Tris-C 1:5.0 m M， pH 7.4 )で濯流した。濯流液は5m 11m inでカニューレを挿入

した心房から心室を経て動脈幹から流出する。流出した濯流液は、 samplechamberをへ

て NMRプローブの外へ出る。他方の動脈幹からカテーテルを挿入し心室圧をモニターした。

心拍同期、 31p_NM R、クレアチンキナーゼ反応、潅流心

はやの たかし、 よしざき かずお、 おのうちぜんしろう、 もりもと たけとし

噌
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，
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この地流心臓を入れた chamberの外側に紋型コイル(φ=20mm)を巻いた。

31p_NM Rスペクトルの測定には日本電子製GX200-SMR(31P:80MHz)および4.7Tワイドボ

アilli伝導磁石をJTJい、通'ii¥"128 回加算した。磁場の均一Jぷは水のプロトンイ~._~~・を JIH、て以泌i化

した。

クレアチンキナーゼ反応のフラックスの測定には飽和移動法をH]いた4)。 ク レ ア チ ン キ ナ ー

ゼ反応の正方向 (PCr→ ATP)のみかけの速度定数kは次式から計算した M+/MO=T1m!T1，

1 /T 1m=1 /T1州。ここでM+およびMOはATPの 7位のリンを硝気飽和させたH寺およびさせない

H寺のPCrの共鳴線の強度、 T1は内因性の縦緩和H寺問、 kはみかけの速度定数を表す5)。

[結呆および考察]ウシガエル楼流心の31p_NMRのスベクトルには 2つのピークからなる

ホスフォジエステル旬、クレアチンリン酸(PCr)、およびATPの 7、 α、 β位のリン酸の共

I~~線が倹出でき、ホスフォジエステルの共 1\鳥線の左にホスフォモノエステノレおよび知機燐

酸の小さなピークも認めた。

心室内圧をトリガーとし収

縮J切および拡張J闘に同j仰して
FID 

RFノぞルスをかけて心筋31P_ 
Ventricular 

NMRスペクトルを測定した(図 pressu聞

1 )。その結果、ウシガエル潜

トー一一『ーー→
1 sec 流心においては収縮朋と拡張期

のPCrおよびATPの信号強度に

差は認めなかった(図 2)。

図 l 心拍同期31p・NMRのFIDと心室内圧

共鳴線の面積から外部機準を用いて
MDP PDE PCr ATP 

J¥ Y α p 
定量したカエル心臓のクレアチンリン酸

(PCr)の濃度は4.5μmol/g湿重量 (n= a) 

6)であり、 ATPの濃度は2.3μmol/g湿

霊童となった。 b) 

31 P_飽和移動NMR法には照射I]Jru20Hz

のHomonucleargated irradiationを用 c) 

い、照射強度はATPの 7位 の リ ン 酸 を 飽
d) 

和するのに十分な最低の強度とした。

ATPの 7位のリン(r-ATP)を磁気飽和さ " iO '10 .'0 

せると、 PCrの共!日量級の強度は60%に減 chemical shift (ppm) 

少した (M+/MO=0.60:tO.02:n=4) (図 3)。
図 2 カエル准流心の心拍同期31p・NMRスペクトル

a) 拡張期 b) 収縮期 c) 差スペクトル(a・b)

クレアチンリン酸の縦緩和時間 (T1m)は d) 差スベクトル(a七)x5 

r -ATPの選択的照射下に Prロ9ressive 
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satu ration法を用いて測定した。 90・パ MDP 

ルスの繰り返し時聞を 10秒-0.75秒と変

えてスペクトルを得た(図 4)。クレア a) 

チンリン酸の共鳴線の高さから non・

line ar curve fittin 9法にてT1mを計算し

1.9土 0.3 s となった。こオlカ、ら音卜 l~l した

PCrのintr川 sicT1は3.1:!:: 0.6 sとなり、

クレアチンキナーゼ反応 (PCr→ ATP)の c) 

みかけの述皮定数(k)は 0.22土 0.04S.1 

となった。この辿皮定数と PCr披 j兵の桜

から求めたクレアチンキナーゼ反応のフ

ラックスは1.0土 0.3μmoi.g・1湿重量.S.1

となった。

このクレアチンキナーゼ反応のフラッ

クスと比較するために心臓の酸素消費を

同ーの滋流条件において測定した。心臓

への流入および流出する溌流液の酸素分

圧をポーラログラフィ一法を用いた酸素

電極で測定しそれらの差からの求めたカ

エル心臓の酸素消費量は 0.14:!:: 0.03 

μmol.g.1湿重量 min.1(n = 4)となった。

P/O比を3とすると、 ATPの産生および消

費i密度、すなわちATPの正味の回転速度

は0.014 :!:: 0 .003μmol.g.1湿重量.S.1と

なる。

従って、クレアチンキナーゼ反応の

フラックスはATPの回転速度より約80

倍大きく、カエル心筋においても細胞内

のクレアチンキナーゼ反応は平衡状態に

あると考えられる。

今回の測定ではPCrおよびATP濃度

のj罰則的変化が認められなかった。こ

れはATPの波皮が減少しでもクレアチ

ンキナーゼ反応のフラックスが大きい

ため、クレアチンリン酸の分解によっ

b) 

20 10 。 -10 -20 

Chemical Shift (ppm) 

図 3 カエル潅流心の31p-NMRスペクトル

a) 矢印の部分を照射したコントロールスペクトル

b) ATPの yリン酸を選択的に飽和したスペクトノレ

c) 差スペクトル(a占)

MDP E巳:r ATP 
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図 4 Progressive saturation 法によって求めたクレ

アチンリン酸の縦緩和時間σ1m)oy-ATPの選択飽和

下に繰り返し時間を段階的に短くした時のクレアチ

ンリン酸のピークの減少から non-Iinear curve fitting 

法にて T加を求めた。
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てただちにATPの減少が補われるためATP濃度の変化を認めなかったのか、あるいは、我々

の濯流心では負荷が小さいためATPの回転速度が小さく、そのためPCrおよびATP濃度の

変化がともに検出感度より小さかったためと思われる。
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P 16 lH-，吋-NMRより測定した抱卵状態のアメリカザリガニ卵の観察

(近畿大ー医・第一生理) 0千葉 停，秩父志行

Observation of crayfish embryos and eggs during hatching by 1 H- and 剖 P-NMR

Atsushi Chiba and Shiko Chichibu 

(Oept. Physiol.， Kinki Univ. Sch. Med.) 

Using lH- and Jlp_ nuclear magnetic resonance (NMR)， we studied the state of 

water protons (the spin-Iattice (Tl) and spin-spin relaxation time (Tz)) and changes 

in high energy phosphate metabolism of crayfish embryos (p. clarkii) during 

hatching. The proton Tl， T2 and phosphoarginine (Arg-P) increased with the 

maturation of hatching stages. In fresh black eggs which adhered onto the abdominal 

legs， a lack of dissolved oxygen (00) decreased (J-ATP and increased inorganic 

phosphate (Pi). In the bright red eggs， which were destined to die， signals 

。f sugar phosphate (SP) and omlyβ-ATP were observed. In the nauplius stage， 

when 00 was insufficient， an increase in Pi and decreases in both Arg-P and 

β-A T P were observed. 

【はじめに】

アメリカザリ 'Iiニ は ， 直 径 2mmの赤褐色の卵を年 iζl 図，数十から数百倒産卵する。

産卵した卵は，腹部 の 腹 肢 で 抱 卵 さ れ る ( 図 1)。解化すると体長 4mmの第 l期若エ

ピとなり，さらに脱皮した体長 6mmの第 2期の若エピとなる。乙乙までの若エピもま

だ腹肢 11:付着する長い窃状の糸 11:数珠つな ぎ と な っ て い て ， 母 体 の 腹 肢 か ら 離 れ な い

で成長する。抱卵は ， gsや若エピの成長と保護 11:必要ではあるが，卵内の代謝や生理

状態は，硬い卵鍛 の外からはわかりにくい。また，抱卵しているにもかかわらず，解

化せず. ~卵群の卵から脱落してゆくのもある。

著 者らは，アメリ カザリガニが産卵後 iζ 抱卵という生態行動をとる乙と 11:注目し，

そ の時の卵の高エネルギーリン酸化代謝産物とプロトンの緩和時聞を測定した.抱卵

時の gs内のリン酸化代謝や水の状態 11:どのような変化があるかを調べた。

抱卵 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 ちば あっし，ちちぶ しとう
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【材料・方法】

用い た ア メ リ カザリガニ (Procambarus clarki i )の抱卵状態のものは，以下の 5 タ

イプ を用いた。①産卵直後の暗赤褐色(黒色 ) 卵 ， ② 産 卵 後 2 - 3週間経過し，解化

しなか った 鐙色 もしくは赤色の卵，③膨化直前の卵，④ゾエア，③真理化後の第 2 期の

若エピである。それ ぞ れ は ， 付 着 し て い る 母 体の腹肢からていねいに離し， 10.Cの淡

水を浸けた。 3'P-NMRの 測定 では ，直 径 10mm の NMR 試料管 11:深さ 50mm 内 11:収るよ

うに 入れた。 'H-NMR では，直径 10mm の試料 管 内 11:直径 5mm の試料管を入れて祖IJ 定

した 。また， NMR測 定 後 11:卵と若エピの重量を測定した。また，卵の組織水分含有率

の調.IJ定は， NMR 測定後，湿重量測定した後 11:， 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(箔)を算出した。

3' P-NMR 測定 11:は，高分解能核磁気共鳴装置 ]EOL-GX400 を用いた。3lpを 161.7MHz

で，観測パルス角を 450 ， 2 秒間のパルス繰返し時間で 60回の積算を行った。インター

ナル ロックとしてキャピラリーに重水をいれて NMR試料管の底 11:置いた。化学シフト

の基 準は Methylenediphosphonic acid (MDP) で水温 10'cで測定した。細胞内 pH は，

MDP と Pi との化学シ フトの差より推定した。 'H-NMRの測定では 'HーT，fl也(縦緩和

時間) は ， lnverSl0n recovery法を用いた。 'H-T.値(横緩和時間)は， Carr -Purcell -

Meiboom-Gill 法(CPMG法)を用いた。

【結果】

図 2 11:アメリカザリガニの 2 種類の卵，ノープリウス，ゾエア，そして若エピの

3' P -NMRのシグナルを示した。産卵直後の暗赤褐色をしたアメリカザリガニの卵のシ

グ ナノレは，低磁場 側 よ り 無 機 リ ン 駿 (Pi ) ， γATP， a-ATP， s-ATPが観察された。

産卵 後 3週 間 以 上 抱卵したままで赤色もしくは糧色になった卵では， 31 P の シ グ ナ ル

は， Pi， Sp， s-ATPのシグナルしか見出されなかった。 s-ATPの漉度は，暗赤褐色

をした卵 11:比べると約 1110 11:減少した。細胞 内 pH は 7.21から 7.98 とアルカリ側に

シフトした。解化直前のノープリウスではアノレギニンリン酸の出現が認められた。ゾ

エ アや若エピでは，成体から得られるシグナルと一致した。図 3 1ζNMR試料管内を好

気的湛流から嫌気的濯流 11:切換えた際の 2種 類の卵とノープリウスの Pi!β-ATPの変化

を示した.解化しない赤色の卵は濯流液を好気的状態から嫌気状態 11:切換えても Pi/ 

s-ATP比は変化しな か っ た が ， 解 化 す る 暗 赤褐色(黒色)は Pi/s-ATP比は上昇し卵

内が嫌気状態になった。ノープリウスではこれが顕著に嫌気状態 11:移行し，卵外の淡

水の 溶存酸素状態より著しく影響を受けた。図 4 11: t包卵中のザリガニ卵の水分含有率，

T，値 T.値を示し た 。 暗 赤 褐 色 ( 黒 色 ) の 卵は 64%の水分含有率で， T，は1.63

sec， T2 は 24msecでした。赤色の卵は 87%の水分含有率を示し， T，は1.8 9 sec， T. 

は 280msec と増加していた。ノープリウスでは 73%の水分含有率で， T，は1.71， T. 
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は 68msecあった。 島理化しない卵は水分含有量. TI・ T， ともに高い値を示した。

【 考察 1

ア メリカザリガニなどの甲殻毅は，抱卵とい う 形 で 産 卵 後 も し ば ら く 卵 を 母 体 iζ 付

着させる。解化後 もしばらくの間は母体から離れずに生活する。卵の付着している腹

肢は，周期的 11:前後方向 lζ 繰返し運動し，絶えず新鮮な水を卵表面 Iζ 送り続けている。

著者らは，乙うしたアメリカザリガニの生態面 11:注目し，リン般化代謝の函から検討

した。ザリガニの卵の 31P -NMR測定の結果では ， 卵 黄 タ ン パ タ の シ グ ナ ル は 見 出 さ れ

ず. ATP (γ. a. β〉と Pi し か 鋭 察 さ れ な かった.卵黄タンパクは，受精卵が発生分

化する際のエネルギー貯蔵物質ではあるが.ザリガニ卵は直綾 ATPからエネルギー供

給を 受 け て い た .また，産卵された途中で発育が停止し，鰐化するまでに至らなかっ

た 極色の卵では . {J-ATPと Piの シ グ ナ ル だ 貯が認められた.しかも， ζ れらの卵では

細胞内 pHがアルカリ側 11:シフトしていた o &音褐色卵の場合 11:はかなりの震の ATPの存

在が観察されたが. OJ化しなかったま藍色の卵では.すでに ATPが消費されっくされて

いて検出されなかった . ζ の己とは，卵分 31)に おい て， 勝化 しな い卵 細胞 では 副11胞融

解も し く は 細 胞 崩域が生じている ζ とを示していると考えられる.一方. pn化した卵

は若エピとなり，アルギニン酸の出現をきたし，相対的 11:ATPの割合は小さくなった。

これは 卵 害1)における酵素発現を起きた乙とを示す.ザリガニ卵は，硬い殻をもつが.

抱卵している際 11:は親は絶えず漉肢を動かし，卵 11:溶存酸素を送っている.この卵殻

を通じてガス交換が行なわれていると思われる。卵黄タンパタというエネルギー源を

も た ず. ATPの 形でのみ卵内にエネルギー源を蓄積していた。 ζ れは，殻 11:つまって

いた卵内の ATPを好気的 11:分解・利用するために外界からの酸素供給を必要とし，抱

卵行 動を行なって いることと関係があると思わ れ る 。

生体内の水のプロトン T，および T，測定の意義は，組織内の水の存在状態や自由水量

iζ 関係し て い る 。著者らは.抱卵状悠の卵分化の水プロトン緩和時聞を測定した。癖

化の進む卵では TI. T，ともに増加し.ノー プリウスやゾエアの状態でも t菌加傾向を

示した。乙れは，分化の際の組織の含水量の増加や蛋白質の構造変化を伴う細胞成長

速度の増加と関係が深いと j思 わ れ る 。 分 化 は卵組織内での水と相互作用する高分子物

質の変化を示す。 このことは，卵内の水の緩和時聞を測定する乙とにより分化の進行

状態を知ることができる。

著者らは，産卵後のアメリカザリガニの卵の， H -. 31 P -NMRを 測 定 し た 。 抱 卵 は ，

Bs内の ATPを利用し.分化の際のエネルギーを得るのに必要なガス交換を促進するた

め の生態行動のひとつである.また，抱卵中の卵分化は，水の緩和時間測定から瞬化

iζ 至る状態を予測できる指様 11 : 成 り 得 る と 考えられる。
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P 17 植物組織の鉱散イメージング

( ，農水省・食総研、 2農水省・生物研、 3日本電子データム)

O石田信昭 1、狩野広美人小川秀次郎 3

Diffusion Weighted 1皿aging of Plant Tissues. 

('National Food Research Institute， 2National Institute of Agro-

biological Resources， 3JEOL Datu皿)

Nobuaki ISHID1¥'， Hiro皿iKAN02， Hidejiro OGAWA3 

Diffusion coeffici巴ntsand images weighted by diffusion of water in 

plant tissues were measured by an NMR田icroscopeby devising a generator 

of pulse gradient magnetic fields. Diffusion coefficient calculated from 

image data by the equation of Stejskal-Tanner ranged fro皿 0.4- 1.5 x 10-5 

cm2/sec according to materials， the maximu皿 valueof which reached al皿05t 

the sa皿elevel as that of pure water. Images weighted by diffusion are 

considered to be a useful 皿eans to indicate fluctuations of cell activity 

in plant tissues with cO皿plexstructures through 田口bilityof cell-

associated water. 

植物組織の物質代謝、エネルギ一代謝、及びイオン輸送等の生体反応は水層また

は水に屈まれた構造体において行われているので、水の物理的な性質は細胞の活性

を反映していると考えられるト 3>。本研究では細胞の活性部位への基質や 02の供給、

またはそこからの熱や C02の排出に直接的に関与していると思われる細胞の水の運

動性の植物組織内及び組織聞の変動をミクロ NMRイメージングを用いて、パルス

磁場勾配法による自己主E散係数の測定によって検討した。

【材料及び方法】

水、グリセリン、ペンタンを含むキャピラリーを径 10皿mの NMR試料管に挿入し

てファントムとした。ワケギは市販のものを用いた。 トウモロコシは湿ったロ紙で

発芽させた後、水耕装置に移植して 6日目のものを用いた。

イメージングは超伝導 NM R JEOL GSX-270WBのミクロイメージングプロープを用

い、 スピンエコー 2D -F T法により測定した。励起パルスは 2皿secのsinc-func-

tion-皿odulatedパルスを用い、エコータイムは 21-41皿secに設定した。イメージン

キーワード: 'H-NMRミクロイメージング、 自己蕗散係数、パルス磁場勾配、

ワケギ、 トウモロコシ

いしだのぷあき、 かのひろみ、 おがわひでじろう
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グ用磁場勾配は X、 Y、 Z軸に対し 58mT/mで、 平面分解能 0.05回目 x0.05mm及

びスライス厚1.6阻皿であった。

自己主I散係数は最大 278皿T/田のパルス磁場勾配を発生させる装置を作製して、パル

ス磁場勾配を 10~ 12 皿 sec間隔で 1~ 3msec与え、 シグナルの減衰をもとに算出した則。

測定に用いたパルス系列を図 1に示す。 Tlはパルスの繰り返し時間を 0.5、 1.5， 5 

.Omsecに設定して Progressive Saturation法により、 T2はエコータイムを 21、 31、

41msecに設定し、 Hahnの方法により測定した。測定は室温(25 oc :t 1 oc )で行った。

90
0 180。 echo 

令一一一一 τ T一一一一→
TE 

TR 

昌

←~δ 
モ一一一-11-→

[結果及び考察】

slice 

encode 

read out 

diffusion 

図 1 拡散イメージング測定用

パルスシークエンス

ファントムを用いて測定した誌散測定用パルス磁場勾配の強度と時間が水のシグ

ナルに与える影響を図 2に示す。 ln (1/10) は磁場勾配の 2乗に比例した。

Stejskal-Tannerの式によって算出した自己菰散係数は、パルスの印加時間 l皿secで

2.00 X 10-5 cm2/s 旬、 2血secで1.94 X 10-5 c田2/s ec、 3msecで 2.16 X 10-5 c田2/

secとなり、文献{直 (2.14 X 10-5 c田2/sec)引とよく一致していた。

ワケギのイメージ(A )と拡散測定用パルス磁場勾配を与えたイメージ(B )を

図 3に示す。右にこの 2つのイメージの割り算 (A/B) によって作ったイメージ

( C) (拡散イメージ)を示す。 2つの画像をもとに抵散係数のイメージを作る場

合、 -ln  (B/A) とするべきところであるが、画像解析装置が対数計算をサポ

ートしていなかった。そこで - l n (B/A)は0.6く B / Aく1.0で A/Bと近似

的に比例すると考えて、 A /Bイメージにより検討を行った。

発芽後 6日目のトウモロコシの茎の誌散イメージ、 Tlおよび T2イメージを図 4

に示す。右は種子より約 3c m，左は 1c mの高さでスライスしたイメージである。

茎の基部におげる水は草草案と第 1~震の中肋で多く、第 1 葉の縁及び第 2 葉より小さ

な薬では少なかった。茎の上部では鞘薬及び第 1~震と第 2 葉の中肋に水が多かった。

拡散イメージと T 1及び T2イメージはほぼ同ーの傾向を示し、水の多い部位では水

の運動性が高いことがわかった。薬の水の自己拡散係数は 0.4~ 1. 7 x 10-Scm2/sec 
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で あり、運動性の高い部位ではほぼ純水と間程度の値を示した。

水の自己主Z散係数は細胞内の水の移動速度を表しており、水の移動速度は細胞内

への、 または細胞内におげる反応物質及び 生産物の輸送を制御しているものと考え

られるので、拡散イメージによって複雑な構造を持つ植物組織において水の運動性

の変化を通して細胞の活性の変化を捉えることができる。本研究で用いた試料、 ワ

ケギ、 トウ モ ロコシの茎では水の多い部分で水の運動性が高〈、細胞中の水の自己

誌散係数は純水に近い績にまで‘透した。このような植物組織の水の運動性の変動は、

Tl及び T 2イメージでも把謹することがで き る が 、 異 な る 総 織 間 の 水 の 運 動 伎 を

比較するためには、 自己拡数係数の測定とそれをもとにしたイメージング溜像は有

効な解析方法であると思われる引。

''-._ハ 1 msec 

------可

。
{文献}

l)C.F.H呂zlewood: "Cell-associ呂ted

Wat宕r"，Ed) W. Drost-H呂nsen and J. 

'0 msec 3 δ 

(
口
一
¥
ご

c一

S.Clegg p.165 (1979)， Acad吉田 ic

Pr邑S5，New York 

2)J.S.Cl邑gg: "Cell“ associated 

Water"， p.363 

3)P.K.Seitz et al.参 Arch.Bioch君掴.

Biophys.，210，517(1981) 

4)E.O.Stejsk品1and J.E.Tanner， 

Ch邑悶 .Phys.，42，288(1965) 

J. 

800 

拡数測定用パルス磁場勾寵の

強 度 (G )と水のシグナル(工)

の関係

400 6むG

G
2 

200 む

国 2

5)J.H.Wang， J.Amer.Che田.Soc.，73，

510(1951) 

6)石田等、分析化学 (印刷中)

A/BイメージC: δ=3盟secGェ278田T/皿、

噌
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噌

a
A

B: 

ワケギの誌数イメージ

磁場勾配 G:::O A: 

図 3
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図 4 トウモロコシの茎の各種イメージ

左:茎の基部より 1c m 右:基部より 3 c m 
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P 18 NMRマイクロイメージングによる大豆種子の水の鉱散係数測定

0福岡美香、渡辺l官l彦(東京水産大学)、島田信二(農業研究センター)

Measuremcnl of 皿日islurediffusion in soybcan seed using PFG-NMR 

Mika Fukuoka， Hisahiko Walanabe， Shinji Shi圃ada

Sel f-di ffusion coeff icienl of目。is!urein soybean seeds during田aluralionwas measured by an NMR 

pulsed-gradienl 回目 thod using s!i回目 laledccho. Mois!ure in par!ially ma!ured seed consis!s or Iwo 

co血ponenlshaving equal popula!ion:D=1. 6XIO'6cmケs，TI=40ms ror one componen!， and D=6.6xI0・Gc圃う's， 

T1=53Ims for !he olher. In fully ma!ured seed，皿oistureco皿ponen!w i!h D=6. 6 x 1O'~mケs ，T1=531圃S

is remained. However，目。is!urediffusion is deeply res!rie!ed a! a dirfusion !i圃eas shorl as 

50血s.The size of barrier space is esti副atcdas 18μ国

はじめに食品の貯蔵、加工といったプロセスにおいて、食品素材中に含まれる水の拡散現象が果たす役割は

大きい。しかしながら、食品素材が複雑な多成分系であるため、重量法やトレーサ一法では純粋な拡散係数を

得ることは難しい。磁場勾配NMR法はζれら従来法に代わる強力な手法である。数回Sの観測時聞における、 100

ミクロン程度の距離の鉱散現象を鋭測するととができるので、分子レベルでの解析が可能である.また、非破

接的に検出できることから対象物の変化を経時的に追跡、できる。一方、食品素材、例えば植物種子を顕微鏡的

に見れば、数10ミクロン単位で細胞を構成している。よって、種子内の水の鉱散係数をNMR法で測定すれば、制

限拡散による効果が無視できなくなる。制限拡散速度が鋭測されるととにより、細胞内の詳細な構造に関する

情報を得る ζとになる。本研究では、食品素材に大豆穂子を用い、保存状態、すなわち完全に登熟した状態に

移行するまでの矯造変化を水の拡散係数を測定することにより検討するととを目的とした。

主主試料として登熟過程にある大豆種子 (Par!iallyMa!ured Soybean Seed) (0. 966gHpjgDM)と、完全

に登熟した大豆種子 (FullyMa!ured Soybean Seed) (0.0947gllpjgDM)を用いた。

測定は、 BurukerAM200WB (4. 7Tesla)マイクロイメージング付きを用い、 RFコイル直径15m圏、測定温度25'C

で行なった。 SIimulaled echo法により、拡散時間を20msから450msまで変化させ測定した.パルスシークヱン

スをFiιHC示す。
結果及び考察

!. fIJ!er JJi//vsiou iu I'arlu//y )/a!vFcu Soy/;cau Sccu 

拡散時間に対するエコーシグナル強度の変化をFig.2.tc示した。磁場勾配パルスを与えない場合 (G=O)のエ

コーシグナルの拡散時間の変化に対する減衰は、スピンー格子緩和 (T1 )によるものである。乙のグラフがLlIJ

線を示しているととからサンプル中には少なくとも 2種以上の異なるTIを持つ水が存在すると考えられる.乙

の曲線を解析するとTIA=40ms及びTI.=531 msの2成分が得られた。測定においては、 TE(エコータイム) =8ms~C 

保つであるので、スピンースピン緩和による減衰は拡散時間の変化に対しては常に一定である。一方、 ζれに

磁場勾配パルスを与えると、スピンー格子緩和(T1)による減衰に加えて、磁場勾配パルスの強度及び時間に

比例した、分子拡散による減衰が起こる. 2成分あるTIがそれぞれ異なる拡散係数値DAとDaをもっとすれば、エ

コーシグナル強度の拡散時間に対する減衰は次のような式で表せる。

A=aExp ( -t/Tu ) Exp ( _y202G2 (，~-lV3)DA ) 

t bExp (ーt!TJI) Exp ( _y202G2(t1-lV3)D8 ) 

ζの式を用いて、シュミレーションを行なった。 Fig. 2.において点線で示されたプロットは 九=J.6X

101lc四%、 D.=6.6 XI 01lcm2/ sを用いた場合のシュミレーションの結果である。磁場勾配パルスの強度が小さい場

合はシュミレーションの結果は実淑'1値と良く一致している。しかし磁場勾配パルスの強度が大きい場合は、シ

ュミレーションの結果ではAが大きくなるとともにほぼ直線的に減哀していくのに対し、実演'1値では曲線住を

残している。乙のことから、在200皿s以降においては制限拡散の効果が生じていると考えられる.

磁場勾配NMR法、制限拡散

ふくおかみか、 わたなべひさひこ、 しまだしんじ
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Mζ対するエコーシグナル強度のプロフトは、磁場勾配パルスを与えなかった場合、直線を示した.ζの直

線から得られたTIは383田Sであった。 Fig. 3.にInA (G) /A (0) vs目 y2o2G
2(A-dl3)のプロットを示す.Aが50msまで

は直線性を示すζとから、乙の範囲では磁場勾配の大きさによらず一定の拡散係数値が得られるととがわかる.

ζの直線の傾きから得られた拡散係数は、 5.0X10毛cm2/sで、あった。乙の値は、登熟過程にある大豆で得られた

2種の拡散係数のうち一方の{出乙近いと言える。 A=50田E以降は， Aが大きくなるとともにみかけの拡散係数(

apparcnl diffusion cocfficicnl)は減少していく。制限をうける空間の一次元方向のサイズをa、制限をうけ

ていない拡散係数をDo(5. OX 10-fic田ケs)、あるAにおけるみかけの鉱散係数をDとし、相対的拡散時間ADo/ak

対してD/Doをプロットした (Fig.4)。ζのプロットより、制限をうけている空間のサイズは 18μmと推算され

た.また、 Tannerによる解析(J.E. Tanner， 1979)と比較して、本実験では、 Permiabili!y=Oを示しており、

登熟した大豆種子の水は、透過性のない壁に閤まれて、非常に安定な状態で保存されているととがわかった.
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主

P 19 国体 NMRイメージングにおげる選択励超法*

筑 波 大 物 理 工 学 松井茂

Selective Excitation in Solid-State NMR 1皿aging

S. MATSUI 

Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， 

Tsukuba， Ibaraki 305， Japan 

So far， only a few methods seem to have been proposed for spatially 

selective excitation in solids (1-4)， despite the need in solid NMR imaging. Because 

of the strong dipolar coupling in solids， the selective excitation technique 

developed for liquid imaging (5) can not be applied to solids direct1y. Certain 

artificial quenching of the dipolar coupling would be required in solids for 

achieving highly se1ective excitation without significant 10ss of sensitivity. We 

present here a simp1e and efficient selective excitation technique which can be 

uti1ized for direct slicing in solid-state proton imaging. The new technique relies 

on se1ective saturation resu1ting from repeated off-resonance spin tipping under 

the presence of a static fie1d gradient. 

As is we11 known， 10ngitudina1 magnetization， Mz， tipped by an off-resonance 

rf pu1se，ωt ， precesses about the effective fie1d in the rotating frame， ωe， by a 

tip ang1e，ωetw， where tw indicates the rf pulse width. The a踊plitude and 

direction of the effective fie1d depend on the resonance offset frequency， 6ω. 

Therefore， under an app1ied fie1d gradient， some portion of the 皿agnetization

precesses back to the initia1 10ngitudina1 position whi1e the other portion fails to 

return. The magnetization of the 1atter portion dephases rapid1y in a time n after 

the tipping and the former portion remains. (This discrimination can be effected by 

an rf fie1d gradient as well; however， the rf fie1d is assumed to be spatia11y 

uniform in this paper.) After the tipping is repeated N times with a suitab1e 

dipo1ar dephasing interva1 inserted between the tippings， the surviving portion of 

the magnetization can be represented by 

MZ(d，tw) = {COS(1i+oτωt tw )sin2 9 + cos2 9}N 地， [ 11 

where 9 = tan-I (1/晶)， o = ω/曲川 and 地 is the thermal equi1ibrium magnetization. 

For dipolar-coupled protons in solids， such a description of separate 

magnetization behavior is general1y inappropriate because of the mutual couplings. 

* 本研究の一部は S. Katsui， J.Magn.Reson. 11， 335 (1992) に発表した.

KEY WORDS: N MRイメージング、固体、マジック 角度、選択励起
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Neverthe1ess， if certain protons satisfying the magic ang1e condition in the 

rotating frame (6) are dipo1ar decoup1ed sufficient1y， the corresponding portion 

of the magnetization can actua11y be tipped separate1y. The 血agic ang1e dipo1ar 

decoup1ing effect minimizes the 10ss of magnetization during the rf irradiation as 

10ng as the rf fie1d is strong enough. With the condition，剖etw = 2ll1r， imposed a t 

the magic ang1e 9 = 54.70， Eq. [1) reduces to 

Mz(畠) = {cos(2nπ/iτEτ11. 225) sin2 9 + cos2 9}N /0.畠. [2J 

The se1ectivity has been 

simu1ated on the basis of Eq. 

[2) for studying the app1ica-

bi1ity and 1imitation of the 

technique. Figure 1 shows a 

simulation resu1t obtained with 

the tip ang1e fixed at 2π. The 

se1ectivity has a1so been exa-

mined by experiments using an 

adamantane sa皿p1e. Further， 
with the high-reso1ution imag-

ing technique by magic sandwich 

echoes (7-9) the se1ective1y 

prepared 1ongitudina1 magneti-

zation has been direct1y moni-

tored， giving an experimenta1 

examp1e of the excitation 

profi1e as shown in Fig. 2. 
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P 20 マジックサンドイツチエコー固体 NMRイメージングによる

事単位材のプロトン画像

筑波大物理工学 松井茂

Proton Images of Elasto皿ersObtained by the Application 

of Magic-Sandwich-Echo Solid-State NMR Imaging 

S. MATSUI 

Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 

Tsukuba， Ibaraki 305， Japan 

The well-established liquid-state techniques of NMR i 皿agingcan be applied to 

even solid-like 皿aterials if the transverse relaxation times Th of the signals are 

longer than several miliseconds (1，2). However， the resultant images necessarily 

suffer fro皿 lowered sensitivity and are heavily Th-weighted， due to the technical 

limitations (2). Care must be laken to interpret quantitatively these images. To 

alleviate these problerns， we have applied the solid~state NMR irnaging technique by 

rnagic sandwich echoes (MSE) (3-5) to such troubleso皿e 皿aterials. Two-dirnensional 

proton high-resolution irnages of two types of elastorners will be reported. 

Experi皿entswere performed on a horne-built spectrometer operating at 59.75 

MHz for protors at roorn temperature. The RF field stren冨thwas 2.5 rnT which is 

strong enough for the rneasured elastorners. A field gradient of 26 rnT/皿 was generated 

along the z axis with a 4 turn saddle coil (dia皿eter 20皿皿 andlength 23 皿皿) located 

inside the probe box for faster switching; the switching tirne was about 5 ps. Slice 

selection (6) was not rnade. Multiple MSEs of 160-256 were produced with the ti皿e
(.$") 

interval τfixed at 30μs and the even-nu皿beredecho peaks were sa皿pled. Each two-

di皿ensional (256 x 256) irnage with a high resolution of 50 - 125 p皿 was

reconstructed fro皿 100 projections recorded within 1 - 1.2 h. 

The elastorners chosen here are a natural rubber and a co皿posite rubber 

c'ornprising two poly皿erblends. The Ths of the two types of rubbers were 1.0 and 0.4 

rns， respectively， at roo皿 ternperature (Table 1). Sa皿pleswere cut fro皿 the rubber 

hoses. The composite rubber (gas hose) consists of two layers (Dunlop Ho皿e

Products， Ltd.): The outer layer is a blend (50/50) of ethylene-propylene-diene 

rubber (EPDM) and chlorosulfonated polyethylene (CSM). Stylene-butadiene rubber 

(SBR) is'blended with EPDM at 60/40 to forrn the inner layer. On the outer surface， 
there is a fine structure of notches. 

Prior to the irnaging experiments， we have first 皿easured bulk relaxation 

ti血 es. The results are su皿rnerized in Table 1. Based on the T2 resul ts， rough 
estirnation can be 皿adewith respect to relative contributions of ho皿ogeneous and 

inhomogeneous interactions to the free Th decay: In the natural rubber， the 
hornogeneous interaction has an approximately 60 % contribution while it is about 50 

% in the co皿posite rubber. The rest of the free T2 decay is do皿inated by 

KEY WORDS: N MRイメージング、マジザクサンドイザチエコー、事単位材

まつい しげる
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inho皿ogeneous interactions; the co田pensation effect of the experimental 

l四perfections contributes only a few percents or less. 

An efficiency of 1ine narrowエng，1/20， obtained for the elasto田ers with the 

MSE technique is very low co田pared to the high efficiency， 1/1000， attained on 

adamantane (3). This is presumab1y due to molecular 皿otions with a correlation ti皿e

of the order of 皿ilisecond in the elastomers. However， the 1/20 narrowing has 

greatly i田proved the 司uality of the resu1tant images， because the sensitivity 

increases as a conse屯uence of the line narrowing. Due to the relatively 10ng r， 5， 

the 田easure血ents cou1d be 田ade almost routinely without the critical tuning of the 

spectro田eter. The proton-density i臨age of the co血posite rubber has shown a very 

clear differentiation between the two layers (Fig. 1). This is consistent w斗th the 

difference in their proton densit孟es; CSM contains 臨any chlorosulfonate groups and 

chlorines， giv斗ng a lower proton density than those of the others. A small void and 

the fine structure on the outer surface are a1so clearly v1sualized. 
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P 21 170， IH-NMRによる気体水 和 水 の 研 究

( 1 )代替フロン 14 1 bを含有する系

(化技研 )0早 水 紀 久 子 、 柳 沢 勝

170 and IH-NMR Studies on Gas Hydrates (1) H20-141b system 

Kikuko Hayamizu and Masaru Yanagisawa. 自ational Chemical Laboratory for 

lndustry. Tsukuba. lbaraki 305 

The relaxation times of Tl. T2 and line widths of 170NMR were observed 

for ion-exchanged water and 141b-H20 system with and without 1H decoupling. 

where 141b means CH3CFC12・ The line broadening of 141b-H20 system was 

observed for the spectra without 1H decoupling. lHNMR spectra of the 141b in 

H20 system consist of three component of CH3 peaks. which indicates that 

the three different environments around 141b molecules are formed. 

気体水和物の研究は主として氷点以下の状態で 1H N M R が測定され、水分子の形成

するクラスター構造 に つ い て 研 究 さ れ て い る 。最近では低温の固体高分解能 NM R ス

ベク トルによって抱接されている気体分子のシグナルから水のつくるクラスターを詳

細に検 討 し て い る 。 ここ で は 気 体 分 子 、 具 体的には代替えフロンの一種である 141 b 

(1.1-dichloro-:l-fluoroethane. CH3CFC12)を気体分子として、液体状態で抱接現象

を観，&IJすることを目的にしている。工業的には水ー 14 1 b系は蓄熱のために使われてお

り、 7. 5・℃で三重状 態 を と る こ と が 状 態 解 析 から知られている。 ここでは 1H N M R と

170NMRによって主に線幅、 T 1， T 2を測定した。気体水和物との対比のために水

(イ オン交換水〉に 関 す る デ ー タ も 取 得 し た 。

実 験

本研究ではイオン交換水(蓄熱のプロセス実験に使っているものと共通)およびイ

オン交換水に小過剰の 141bを添加して N M R を測定した。 170 は 天 然 存 在 比 の ま ま で

ある。 14 1 bを含む系では相分離した状態であり、 141 bは下の相を形成する。 N M R の

測定は JEOL-GSH-200により 10mmのサンプル管を用い、 ロックなし、サンプル・スピユ

気体7]<和物、 170 N M R、水、 o H交換

はやみず きくこ、ゃなぎさわ ま さ る
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ン グ速度は 15-20で 170 N M Rでは 1H 

N M R の照射をした場合と照射しない

場合で線編、 T 1. T 2を測定した。線

幅はウインドウ関数を乗じない値であ

る。 T 1は 180 . -τ-90 .法、 T 2は 90.ー τ

ー18 O.ー τ-echo法で 測 定 し た 。 温 度 範 囲
d】・3・c

はほぼ-1 O'Cから 60'Cである。熱履歴が

ある の で 、 繰 り 返 し測定した。

結 果

1 H N M R 
b)・5・c

種々の塩類を含ん だ水の 1H N M R に
.) -S.C 

ついては詳細な研究が既に報告されて

いる。 141bを添加した系の 1H N M R に
....， ....，....--.--. 

200 100 0 ・100

おいて水のシグナノレのシフト値の温度 図 1.H20-141b系の lHNMR、凍結状態から

依#性、線幅、緩和 時 間 等 に つ い て は 温度上昇時の変化、高磁場側が CIIョ

イオン交換水と比較して実験誤差を大き 低磁場側は水のシグナル

く上回るような特別 の変化はみられなかった。 N M R プロープ内のサンプル管の中で

温度冷却時にはほぼ-1 2'Cまで過冷却する。氷結すれば 1H シグナルは観測されなくな

る。 フロン水において徐々に温度を上げてシグナルを観測したのが図 1 である。純粋

なイオン交換水では o'Cになってはじめてシグナ ル が 観 測 さ れ 、 急 速 に シ グ ナ ル が 増

加する。 フ ロ ン 水では-8'Cで融解が始まり、 シ グ ナ ル が 観 測 さ れ る 。 141 bの C H 3の

1 H シグナ Jレは 19F とのスピン結合で 13 . 711 zで 分裂するが、分裂した 3 種頬のシグナル

が観測 で き る の で 14 1 bの分子には 3 つの異なった状態があることがわかる。 シャープ

なシグ ナ ル は フ リ ーな状態に対応し、 Z 穣類のブロードなシグナルは 14 1 bを中心にし

て形成されたクラスターと考えられる。特に 141 bを含む重水の系では C H 3シグナルが

観測しやすいので、 温度履歴や時間経過による系の変化を研究した。再現性などにつ

いて種々の知見を得て い る 。

17 0NMR  

1 H をデカ y プ ルしない 170 NMRの線幅は 2 つの異なった要因によって決まること

が報告されている。 1-3) H 20 において直接結 合 し た 170 と 1H とのスカラー・スピ

ン結合定数は約 90Hzと報告され、 H ー o-H 分子を仮定すれば、 170 シグナルはトリ

プレットになると考えられる。 H 20の解離速度、言い替えると 170 が結合しているプ

ロトンを交換する速度が十分に速い場合には平 均 化 さ れ て 線 幅 は 狭 く な る 。 交 換 速 度

が小さい場合には線幅 の 大 き な 原 因 に な る 。 水の解離速度はアルカリ f生あるいは酸性
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こ の 時 の 解 餓 は 次1 70NMRの線幅の p H 依存性が報告されている。で大きくなり、

のように考えられる。

H O - + H 2 0  H 20+HO  H30++ H 20 H 2 0 +H 30+ 

スカラーこの現象は水の形成する水素結合の交換現象としてとらえることもできる。

スピン結合に起因するま車偏の広がりは 1H の デ カ y プリングにより除去できる。

この時には水分子が一部クラスもう 1 つの原因は核四綾子結合による緩和である。

クラスター内での相関時閣を τc1、その割合を p、ターを形成していると仮定して、

)
 

1
 

(
 

{ (1 -p)τ 。+pτc  1 } 

自由水での栂関時聞を τ 。とすると

1 3 21+3 eQq 2 

=一一 一一一 (一一)

Tl 40 12(21-1) イ
核四極子緩和だけ が 主 な 寄 与 の 時 に 線 幅 を Aν とすると

x 

( 2 ) Tl=T2=1/n- Oν  

が成立する。

T 2を 1H デカプリングのある時とない時についT 1. 実験的にイオン交換水の線幅、

表 1 に示す。て室温 で 測 定 し 、

イオン交換水の 170 NMR表 l1 H N M R の照射によりサンプル

なし1 H f'カす 7・リ'l~ .ありT 1の億温度は約 2.C上昇 する。

24・c26.C は 1H の照射の有無に関係なく実

80 5 0 線編 (Hz) 1 H 煩験誤差内で一致してい る。

6. 6士 O.5 7.1:t0.5 T 1 (m s) 射すれば T 1と T 2は等しくなる。

5.0:t 0.3(64Hz) 7. 6:t 0.4 (42Hz) T 2 (m s) 測 定した線錨は磁場の不均一性に

よ ρ て広がること を考慮すれば緩

T 2の値は短〈一方 1H を照射しない場合には、射した時にはほぼ等しいといえよう。

スピン結合の効果が寄与していること170 と 1H のスカラーなる上 に線 幅も 広がり、

また新たに採水後と繰り返し温tl時間経過後、イ オン交換水は温度変化後、がわかる。

1 H 照射しない場合には線幅は定 すると 1H を照射 す れ ば よ い 再 現 性 が 得 ら れるが、

これ50-100Hzの聞 で 変化する。

1 41 bを含む水の 170NMR表 2即ちクラは核四極子緩和の項、

なし勺1f'古ヲ 7.リ yγ ありス ターを形成した水分子と自由水

2 4・c26.C との割合及び相関時 間 で 記 述 で き

1 0 0 H z 5511 z 線隠 (Hz) 水の解る線幅はよく再現するが、

6.4:t0.5 8.3:t0.4 T 1 (m s) 離・ 交換による効果は水の履歴な

4. 6土 0.2(69Hz)
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7. 8:t O. 6(41Hz) T 2. (m s) どによって大きく変 化 す る こ と を

示唆している。



1 4 1 bを添加したアロン水の常温における 170NMRのデ タを表 2 に示す。 1H を照

射すれば線幅、 T " T 2のいずれをとってもイオン交換水と実験誤差を越えるような

大き な 相 違 は な い が、 1 H を照射しない時の線 幅 の 大 き な 広 が り と T 2値の減少がみら

れる。 これは 141 bが含まれることによって水の解離・交換速度が遅くなっているとし

て説明できる。

1 41 bを含む系においては低温領域が重要であるので、室混から-5 ocまでの 1H を照射

し た場合と照射しない場合の線幅の温度変化を図 2 に示す。 明 ら か に 線 隔 は 温 度 を 下

げ ると広がる。式(1)か ら わ か る よ う に 1H を照射した場合には温度が下がれば水分子

の相関時間が長くな る と し て 説 明 で き る 。 イオン交換水の線幅の値と大きな相違はな

く、温度上昇時(図中国印〕の値は再現している。 ところが 1H を照射しない場合には

温度 を 下 げ る 過 程で線幅は徐々に広がるが、温度上昇時(図中・印〕には再現せずに

熱履歴があることを示 して

いる。 14 1 bを含むことによ

って 14 1 bを中心に し て ク ラ

スターが形成されることは

1 H N M R か ら 明 かである

が、 14 1 bの 溶 解 度は小さい

ので、 クラスターの割合も

小さい。 そ れは 'H照射 の

線幅にイオン交換水とフロ

ン水の差が小さいことによ

つでもいえよう。 ところが

水の交換速度には大きく影

響するので、水全体の水素

結 合に及ぼす効果として、

再現性を含めて検討中である。
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P 22 タンパク質溶液ー+ゲル変換における水梅造変化の研究

曽我美勝¥恵良型_2 桑回一夫 2 加藤一夫人恵良田知樹¥田崎明¥中上寧，

松本元一¥高崎昭彦¥亘弘 4

2藤 田保衛大・総医研・分子生理，岐阜大・医・生理，筑波大・物工.生理研・分

子生理

はじめに

ウシ血祭アルブミン (BPA Fr. V )は 微量のプロテアーゼを含み BPAが F 型

(pll 3.8)情造のとき Gln-392 と Cys-435 の問でペプチド鎖を 1-2箇所加水分解し，

BPA・(M官. 660， BP.A・'(630を つ く る 。 BPA'， BPA"は pD 4.0， 6%以上で透明なゲル

になる (BPA'-gel)。非常に精製した，プロテアーゼを含まぬウシ・メルカプトアルプ

ミン (BMA:MW， 66K)は 12.4%においてもゲル化しない(1 )。

BPA'-gelの T，(IIDO)， T，(IIDO)， 特 に タ ンパク質を f， 照 射 し て 求 め た 分 子 間 交 差 緩

和時間 (T，， (IIDO))は BMA溶液の対応する値に比し著明に短縮していることを著者ら

は見 IU した。著者らは，交差緩和イメージングの基礎的研究として BPA'-gcl， sMA 

溶液 内の水構造について T，， (IIDO)，タンパク質より水への飽和移動の作用スペクト

ル，動的光散乱測定(粒径分布)などを用いて研究した。

材料及び方注

BPA'-gel，プロテアーゼを含まぬ BMAは著者らの方法により作製した(1 )。

動的光散乱による BPA'-gel(pD 4.03， 0.10 M CI一九 BP A ( p D 7. 2 0 ， O. 10M C 1 -) 

の粒径分布測定は Photal LPA-3000/3100型〈大塚電子， λ = 632.7 nm)を用いて揖l

定し先。 T，， (HDO)測定は Bruker AM 500型を用い Akasaka(2)のインパージョンリカ

バリー法により 39-107 IIz(r 112/2π 単位)の f2照射を用いて測定した。作用スペク

トルは， 15-ー 10 p. p. m.にわたり 10-69 IIzの f，j照射をし，タンパク質より水への

銘和移動を測定して求めた。また， Bruker lSL 400型を用い， BPA'-gel， BU溶液の

'H-NMRス・ベクトルを Lorentz型吸収線に分離し，編広い成分の有無を調べた。

結果企老察

BPA'-gel(pD 4.0， 0.10 M Cl-)， BMA溶液 (pD 4.0， 0.10 M Cl-)の I/T，(IIDO) vs 

乾燥 重量 (W(% ))を図 l に示しである。 BPA・ ge 1と BMA溶液の I/T，(IIDO)の差は.

BPA'-gelの結合水量がより多いことを示唆している (1).7.13 p.p.m" 69 IIzまたは

8.65 p.p.m" 107 Hzで f2 !照射して求めた T，.(HDO)も図 2に示すように BPA'-gelが

BIA溶液よりも，より短縮している。この結果も BPA'-gelがより多くの結合水をも

ち.しかも BPA'-gel中に 高 分 子 量 の 分 子 集 合体が存在し Akasakaら (3 )の報告のよ
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うに，分子内交差緩和時間が短縮するためであろう(4)0 

図 3 に示すように.動的光散乱を用い粒径分布を祖j定すると BPA'-gel(13.8%.

pD 4.0.0.10 I CI-)中には高分子量の集合体が存在するが. BPA溶液 (13.8'1>. pD 7.2. 

0.10 M CI-)には分子集合体は検出されなかった。

BPA'-gel(13. 8%. pD 4. O. 0.10 M CI-)の 'H-NMRスペクトルを成分わけすると

BPA'-gelの場合 -1.70 p.p.m.に極大をもっ半値幅-1900 Hzの Lorentz裂成分が存

在した。この成分を差 し 引 く と ， 図 4に示すよ うな BMA溶液 (pD 4. O. 0.10 M Cl-)に

似たスペクトルが得られた。図 4( b )のスペク トルは高分子量分子集合体によるのだろ

う。ついで f，照射位置の関数として HDOシグ ナ ル の 飽 和 度 を 示 す 作 用 ス ペ ク ト ル を ，

f 2照射時間 10秒 r 11，/2" = 10-69 IIzを用いて測定した。 BMA溶液(9. 6 %.  p D 4.0) 

で は 作用スペクトルは.ほほ 'H-NIRス ペ ク ト ルに対応した結果が得られた(図 5)。

BPA章一 gel(8.9%. pD 4.0)の作用スペクトルは f，照 射強 度の 弱い とき は (rH，/2π. 10 

- 20 IIz). ほぽ 'H-NMRスペクトル〈溶液スペクトル)に一致し(図 6). 39-69 '11 zの f，照

射では，図 4( b )の 線帳の大きい成分の寄与が強調された作用スペクトルであった

(図 6)。 即 ち BPA・ge 1タンパク質分子より IIDOへの飽和移動において高分子量集合

体の寄 与を示唆する結果であろう。さらに.図 4( b ) の 線 幅 の 大 き い Lorentz型成分の

寄与を見るため-8.79 p.p.m.， r H，/2" - 69 Hzで f，照射し T，， (HDO)を測定し

た。図 7に示すように，数%前後の BIA溶液ではl/T，， (HDO)は，ほぽゼロであるが.

BPA'-gelでは 1fT， s(IIDO) vs W (%)は急峻に増加した。

タンパク質より水への交差緩和現象(飽和移動〉における BPA'-gelと BMA溶液の

差は BPA'-gel中の高分子量集合体の存在と結合水量の増加によるのだろう

玄一一盤

1. 6ogami.l.. Nagaoka. S.. Era. S. et al. Int. 1. Peptide Protein Res. tl. 130 

(1986) ;Era. S.. Sogami.I.. Ku..ata. K. et al. ibid.主1.214(1989)

2. A k a s a k a. K. • J. Ia g n. R e s 0 n. il. 337 ( 1 98 1 ) ; A k a s a k a， K. i b i d. U. 1 4 ( 1 983 ) 

3. Akasaka. K.. Ishima. R.. Shibata. S.. Physica B LU. 163(1990) 

4. Soga'mi. M.. Era. S.. Kuwata. K. et al. SIRI Abstract p.686(1991) 
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P 23 結質ゲル中の水の動的挙動

拡 散 及 び 回 転 拡 散 速 度 、 緩和時間の解析

0渡部徳子、 村勢則 WI*、 大塚寧宏

東京水産大学、 *東京電気大学

A gel. a crosslinked polymer soa瓦ed with fluid. is an important state 

which is found in foods and in a varaiety of biological and chemical 

materials. lnteraction between water and polysaccharide. especial1y in gel 

phases. is important in food science and technology. In this paper we 

targeted to 四ake clear the dependence of water compartment size and shape in 

gels on the proton exchange rate between water and polymer chain and on the 

translational diffusion rate. Proton relaxation times (Tl and T2) by 

皿u1tiexpotential analysis and self-diffusion coefficient by pu1sed fie1d 

gradient (PFG) NIR method were investigated for water in polysaccharide 

gels. Sephadex and Dextran. which form various sizes of compartment with 

various amount of water. Slow proton exchange was observed in a specific 

combination of water content and co皿part皿ent size at a specific temprature 

range. 

[はじめに]

ゲルは 3次元網目構造をもった高分子であるが、特に水溶性のヒドロゲルは生体

組織のそデルや医療材料など生体系に近い材料として注目されている。また、食品科

学の分野においてもゼラチンや寒天などの天 然物質(多糖類)からのゲルや卵白アル

ブミンやリゾチームなどのタンパク質のゲルは食品の物性発現に密接な関係をもって

いるぷゲルの示す様々な物性や機能を解明する方法として、本研究においては、ゲル

が構築する微少空間内での溶媒分子の動的挙動を 手が かり とし 、そ の環 境(3次元網

目構造の大きさと形、高分子鎖の架橋間距灘、議水性・親水性、総媒分子・高分子比、

電荷分布、弾性・粘性など)との棺関性を明かにし、さらにはゲル化の機構と関連つ

けることを目的 としている。

[実験]

水溶性鎖状高分子デキストラン (TI0 - T500) とその架橋高分子であるセファデ

ックスゲル G (GI0 -GI00) を素材とし、水分含量 30-90 w/w %に 調製 した 。パ

ルス磁場勾配 NM R (sti皿u1ated spin echo) 法により拡散係数を求めた。エコー信

わたなべとくこ、 む ら せ の り お 、 お お つ か あきひろ
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号を F T後、水プロトンの信号 (0 ppm )と高分子鎖プロトンの信号(ー1.2 ppm) の

信号強度の減表をそれぞれ計調IJ した。装置は MSLI00および 400 分光計(ともに

Bruker社)を用い、磁場勾配 0.25-4 mT/咽、磁場勾配の作Jjj時 1M] 4 m 8、拡散時|剖

2-400 m8で測定した。白]転拡散速度は JES-FEIXによりスピンプロ プ法で温度範凶

0-50"Cの測定結果から求められた。緩和時間は PC-120(Bruker) を用い温度範囲 5

-500Cで CPIIG法(T 2 ) お よ び IR法(T 1 )によりデータを取得し、 multiexponen

t i a 1 解析により求められた。

[結果と考察]

①拡散運動について

デ キ ス ト ラ ン中の水(図 1)セファデックスゲル中の水(図 2)の拡散による信

号強度の減衰の過程を示す。前者においては減 衰 が 拡 散 時 間 に よ ら ず 一 定 で あ る の に

対し、後者においては拡散時間が長くなると減衰の度合いが小さくなる。これは高分

子 水溶液においては水の拡散は阻害されないが、架舗のあるゲル中においては本は制

限拡散の状態にあることを意味している。また、系中には拡散速度の異なる二種類の

水が存在することが明らかである。

図 3aに拡散による影響をうけた後の NM Rスペクトルを示す。 oppm の信号は

系内の水プロトンに、また、ー1.2ppm の信号は高分子鎖中の CH2 プロトンによる。拡

散 時間を充分に長くとれば、自由に動ける水の信号が速く減衰するために、動きにく

い水 (trapped water Xは bound 曹ater ) と 高分子鎖の信号が観測される。これらの

信 号の減表からみかけの拡散速度を求めることができる。図 3 bおよび cにその解析

例を示す。得られたみかけの鉱散速度 Vappはポア内の水および高分子水溶液中の水;

10 ち-10"cuf /8 、 trapped water 又は bound water; Ca. 10.7-10 "cuf /8 、高分子鎖

の ゆらぎ;Ca. 10-8cuf /8であった。 Dappから拡散時間(Ll )の悶の平均 2乗変位

く [r(Ll)-r(O)] 三〉、として、ゲル文はゾル中の水で 2- 1 5μm，高分

子鎖で O. 1μm程度と求められた。これらの 位はセファデックスゲルの平均ポアサ

イズと比べるとかなり大きく、高分子鎖の作る拡散 ;ilIi動へのバリアーは permeable で

ある こと を反 映しているといえる。

② 回転拡散運動について

E S R スピンプロープの線形解析より、異方性回転していること、回転運動の活

性 化エネルギーがポリサイズに依存することが明かとなった。

③ T 2緩和機構について

図 4に示すようにセファデックスゲル中の水の緩和時間はポアサイズ依存性、水

分含量依存性を示した。系内には 2種類の水が 存 在 す る 。 そ れ ら は 、 長 い 緩 和 時 聞 を

示すポア内の水(8 0 % )と鎖のからみあったところに閉じこめられた緩利時間の短
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い水(2 0 % )に帰 属 さ れ る 。 こ れ ら 2種類の水は①で得られた二つの異なる拡散速

度をもった水に相当する。温度依存性から、緩和機構は主に双極子一双極子相互作用

に 支配されるが、特定の温度、特定の試料において、水プロトンと高分子鎖プロトン

との間の遅いプロ トン交換棺亙作用の影響をう け、急激に T2が短くなることが明か

となった。
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a ;拡散の影響をうけた NMRスペクトル ;G50(90%)
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P 24 113Cd及び 1HNMRによる
ゼオライト細孔内の水分子の運動

(北見工大)0三浦宏一、小林祐介、松田弘喜、福井洋之

113Cd and 1H NMR Studies of Motion of Water Molecules in Zeolite Pores 

Koichi Miura， Yusuke Kobayashi， Hiroki Matsuda and Hiroyuki Fukui 

Department of lndustrial Chemistry， Kitami Institute ofτ'echnology. 

1H and 113Cd NMR spectra of cadmium-exchanged Y-zeolite were studied at ordinary 

temperature. The 1 H relaxation time of water absorbed in Y-zeoli旬 was10ms. This shows 

that the motion of water molecules in zeolite is obviously restricted compared with that of 

free liquid water. The measurements of solid NMR by single pulse， single p叫seMAS， and 

CP-MAS of 113・cadmiumin Y-zeolite containing absorbed water showed that two distinct 

states of water molecule exist in zeolite pores. 

《はじめに》

ゼオライトはアルカリまたはアルカリ土類金属イオンを含む含水テクトアルミノケイ酸塩の

総称であり、構造内のアルカリ、アルカリ土類金属イオンは容易に他の金属イオンと交換する。

ゼオライトの構造的特徴は、その構造内にさまざまな形や大きさをもったかご状の空洞や、そ

れらを相互に結んでいるトンネル状の孔路と呼ばれる大きな空間があるごとである。また、ゼ

オライトは古くから結晶構造を破壊するととなく加熱によって結晶水を放出し、結晶水を失っ

たゼオライトは選択的に気体分子を吸着し、吸湿能をもっととが知られている a

前述したようにゼオライト細孔内にある水分子は重要な役割をはたしているが、その状態は、

吸着し先り会合したりして非常に複雑であり、その状態を解明するととは重要である。 NMRを

用いたゼオライト内の水分子についての研究として、 30年近く前に、桐山等1)が天然と合成ゼ

オライト内の水を広幅 NMRを用いて液体窒素温度から常温まで測定し、ゼオライトの構造と

温度による線幅の変化について考察した研究があるが、高分解能 NMRを用いた研究はほとん

ど見当たらない。本研究では Cdイオン交換した Y型ゼオライトを調整し、飽和吸湿したゼオ

ライト内の水のプロトン緩和時間と、ゼオライトを加熱処理して含水量を変化させたときの固

体 CdNMRを室温で測定し、ゼオライト細孔内での水分子と Cdイオンの状態について調べた。

キーワード : 113Cd NMR， 1 H NMR， ゼオライト， 水分子， 水和， 分子運動

みうらとういち、こばやしゅうすけ、まつだひろき、ふくいひろゆき
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《実験》

Cdイオン交換Y型ゼオライトは、 Na/Yゼオライト(東洋曹達)と塩化カドミウム水溶液を

用いて常法で得た。得られた Cd-Y型ゼオライトは 1000Cで 24時間乾燥させた後、水の入っ

たデシケーター中に約 1週間放置し飽和吸水させ、とれを飽和吸湿試料として用いたロ加熱処

理は試料を真空中で所定の温度で 3時間行い、乙れを真空中で冷却後、直ちに NMR測定を

行った。

lHNMR測定は、 JEOLFX-200(lH 200MHz)に溶液用プロープを付け、 10mm1>試料管を

用いて室温 (220C)で行った。 T1の測定は InversionRecovery法により行った。出CdNMR測

定は、 FX-200(ωCd44.26MHz)に国体多核種用ユニットを付け、ダイフロン試料管を用いて

室温で行った臼 Cd 観測周波数幅は 30 ，000Hz、積算回数は 20 ，000~40，000 回である。化学シフ

トの外部基準としては国体 CdS04・8/3H20を用い、その CP-MASスベクトルの高磁場側ピー

クを-56ppmとした。

《結果と考察》

飽和吸湿した Cd-Yゼオライトと比較のための純水の lHNMRスペクトルを Fig.1に示す。

ゼオライト中の水の線幅は純水に比べ約 100倍も広がっており、明らかにその運動状態が異

なっていることがわかる。パウダー試料の場合、線幅は試料の局所的な透磁率の違いなどを反

映している場合もあるので、プロトンの緩和時間 (Tt)を測定した。測定した Yゼオライト内

の水の緩和時聞は 10msecであり、液体状態の水に比べ数百倍短くなっている。とれから、線

幅の変化は T1の変化に比例していることがわかったロ極度尖鋭の条件下では、緩和速度は相

関時間に比例すると考えてよいから、室温におけるゼオライト中の水の運動は液体の水よりも

100'倍程度遅いことがわかった。また lHスペクトルの線幅は、水分子の運動状態を定性的に

反映するととが確かめられた。

ゼオライト中の Cdイオンと水との相互作用について調べるために、固体 113Cd NMRを測

定した。飽和吸温した Cd-Yゼオライトについて、 MASを行わずに singlepulseで測定した

スペクトル、 MASを行い singlepulseで測定したスペクトル、さらに CP-MASで測定した 3

種類のスペクトルを Fig.2-Aに示す。以下、 3種類の測定を SP、SP-MAS、CP-MASと記す

ととにする。ととで注目したいのは、 SPとSP-MASのピークは、ほとんど同程度の narrow

な線幅を与えていることである。之のことは両法で観測された Cdイオンが国体状態よりもむ

しろ液体に近い状態にあるととを示唆するものである。 Fig.3にYゼオライトの骨格構造とカ

チオンサイトを示したが、吸湿した Yゼオライトでは、 Cdイオンの一部は supercage(13A) 

中で水和イオン構造を形成し、溶液状態に近い速い運動を行っていると考えられる。また、ご

の試料では CP-MASによるピークも観測されているが、とのピークは SPや SP-MASのピー

クとは化学シフトが異なっている。とのことから、 CP-MASによるピークは、前述した Cd種
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(a) 

Figurc ]. 1 H NMR spectra of water in Cd excha略目1Y-zeolite (a) and I叩lIdwat.er (b) at room temperature. 
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とは異なり、 I、11. III等のサイトで水分子と強く結合している Cdイオンによるピークと考

えられる。 CPの測定原理を考慮すると、この Cdイオンに結合している水分子の運動は非常

に強く束縛されていて固体状態に近いととを示唆している。之のような固体状態に近い水分子

の lHNMRの線幅は非常に大きく、通常の高分解能 lHNMRでは観測されない固従って我々

が lHNMRで観測した水のピークは、前者の supercage中での水和水に相当しているととに

なる。

次に、飽和吸湿したゼオライトを真空中で種々の温

度で加熱処理した後測定した Cdスペクトルを Fig.2の

B~F に示すロ SP-MAS のシグナルは 500C 付近まで

高磁場シフトしつつ観測されたが、 650C以上で加熱処

理した試料ではピークは観測されなかった。之のとと

は、加熱による水分量の減少により supercage中での

水和イオンの構造が変化し、 650C以上では水和水が蒸

発して水和イオン構造が消失するためと思われる。一

方 CP-MASで測定した Cdシグナルは 1000C程度の

加熱ではその強度と化学シフトは変化せず、 1500Cで高

温処理したとき強度の減少が見られた。とれは、1.II、

III等のゼオライト骨格に近いサイトにある Cdイオン

に結合した水分子は、 supercage内における水和水よ

りも Cdとの結合力が強く容易に蒸発しないことを示

すものである。

《結論》

super cage 

Figure 3. Framework strudure of 

Y-zcolite with cation sites indicatcd 

by Roman numcrals. 

吸湿した Cd-Yゼオライトの常温における lH及び113CdNMRの測定から、 Y型ゼオライト

中には、状態の異なる 2種類の水分子があるととが確かめられた。一つは supercage中で Cd

イオンと溶液状の水和殻構造をとり、その運動は通常の水に比べ数百倍程度遅い。もう一方は

ゼオライト骨格上のカチオンサイトにある Cdイオンと強く結合した水分子である。後者の水

分子は運動が非常に遅いために、高分解能 lHNMRでは測定ができないが、 113CdのCP-MAS

によってその存在を知る乙とができた。

《文献》

1)桐山良ーほか，工化， 68， 1485 (1965). 
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P 25 ， ll-N MI{ tこ Jこ 6 、ノてフトコンタクトレンヌごI*Jα〉

7J<:.f-:茸£宣α〉託汗ヲ宅

岐阜大・医・生理.藤田保衛大・総医研・分子生理，一生理研・分子生理

O惑良聖一，桑田一夫，中村浩二，今井一，曽我美勝¥中上寧ぺ亘弘日

'll-NKR studies on water structure in soft contact lens 

Dept. of Physiol.， Sch. of Ked.， Gifu Univ.. 'Div. of Kol. Physiol.， Inst. for Co皿prehen.

Ked. Sci.， Fujita llealth Univ.， "Dept. of Kol. Physiol.， Natl. 1日st. for Physiol. Sci. 

S.Era， K.Kuwata， K. Nakamura， ll.lmai， K.Sogami'， Y.Nakagami'， ll. 'atari" 

百aterstructure in soft contact lenses (SCLs，胃atercontent fro皿 18.4to 80.0 ~) and 

皿ouselenses (2-， 4-or 8-week-old)冒erestudied by measuring spin-lattice relaxation 

ti血es(T，) and inter皿olecularcross-relaxation times (T，.) fro皿 irradiatedprotein or 

poly皿erprotons to water protons， using 360 KHz 'll-NKR spectrometer at 25 t. 

(1) 1/T， values of SCLs increased gradually冒ithincreasing dry weight ('(~)). 1/T'5 

values of SCLs were approxi皿atelyzero at官 of20.8 and 26. 8 ~， and increased gradually 

from 26. 8 ~ and then steeply above - 50~. (2) A plot of 1/T， vs 官(~) of皿ouselenses 

was a1血ostequal to that of SCLs. However. a plot of 1/T，. vs ，(，) of皿ouselenses曹as

an approxi皿atelystraight line with the intercept at曹 of23 ~ and曹iththe slope曹hich

is al皿ostequal to that of SCLs above官 of- 50 ~. The plot of 1/T，. vs則的 of皿ouse

lenses might indicate that significant change in冒aterstructure and/or protein-曹ater

interaction above ， of 23 ~. 

1.はじめに

，Damadian(l)， Hazlewoodら(2)は種々の腫場組織内の水のT，・ T2が正常組織内の水のT，. T2より

も長いことを見いだしこのことは単に含水量の差のみによるものではなし水構造に差のあるこ

とを示唆した。このような生体組織内の水締造の系統的研究として，我々は今までにタンパク質の

ゾル・ゲル変換(3)，ラ γ ト正常・腫湯肝組織(4)，ラット正常・浮腫脳組織(5). ラビット正常・

炎症関節軟骨組織(6)などの水構造変化を. 360 KHz 'H-NKRにより主として縦緩和時間(T，)，タン

パク質より水分子への分子間交差緩和時間(T，.)を測定し特にT，.が生体組織内における水構造変

化を鋭敏に反映し得ることを見いだした。今回は，合成高分子ゲルとしてソフトコンタクトレンズ

(SCLs)を用い，その組成を種々に変化させることによって含水量の異なったSCLs内の水構造につい

て検討しマウス水晶体内水構造と比較研究した。

合成高分子ゲル.水晶体.水構造

えらせいいち， くわたかずお，なかむらこうじ，いまいはじめ，そがみまさる，なかがみやすし

わたりひろし
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2.材料と方法

SCLsのモノマ一重量分率組成を表 1に示す。モノマーの組み合わせにより NVP-IIIIA系， NVP-GIIA系.

HEIIA-AHEIIA系コポリマーで.含水量は表 1に示すように， 18. 4 - 80. 0 ~である。これらのSCLsを

円柱状に加工し内径1.1皿EのNIIRガラス細管に入れ.ロック用溶媒としてDIISQ-dsを入れた5皿皿φ

のNIIR試料管に持人した。また， 2， 4または 8週齢の ddyマウス水晶体を内径2.3皿血のNIIRガラ

ス細管に入れ(2越齢-20個， 4週齢-15倒， 8週齢-10倒)， SCLsの場合と同様にロック用溶媒を

入れた 5 阻EφN幽試料管に挿入して 2時間以内に測定した。 360岨z'H-NIIRを用いて， T" T..を

iJ!IJ定した。 T，sは7.13または 4.00 ppmを rHd2 7r -69 Hzで照射し inversionrecovery法

(Akasaka， 7)により測定した。

三塁 1 Weight Ratio of Monomers and Water Content ( % ) 

in Soft Contact Lenses ( SCL ) 

SCL N-VP MMA GMA DMA HEMA AHEMA WAτ'ER( %)  

copolymers of N-VP and MMA 

33.9 58.1 18.4 

42.9 49.1 28.5 

51.9 40.1 40.0 

60.9 31.1 53.3 

69.9 22.1 64.7 

78.9 13.1 73.2 

87.9 4.1 79.2 

57.1 28.6 14.3 80.0 

copolymers of N-VP and GMA 

28.6 - 71.4 61.0 

50.0 - 50.0 64.0 

66.7 - 33.3 68.0 

copolymers of HEMA and AHEMA 

94.3 5.7 29.0 

99.0 1.0 39.0 

N-VP， N・vinyl・2-pyrrolidone;為在MA，me白ylmethacrylate ; GMA， 

glyceryl methac巧Ilate; DMA， N-N'-dimethylacrylamide ; HEMA， 

2・hydroxye出ylme白acrylate; AHEMA，エalkyl-2'-hydroxye出yl

m巴thacrylate
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3.結果と考察

水晶体は水66lIi，タンパク質33lIi，その他の物質 1柏、ら構成される親水性の液晶的なゲル構築

体であり，その透明性と屈折性は水ータンパク質 その他の微量物質群の 3者聞の巧妙な相互作用

のバランスにより保持されている。 Ozakiら(8)は水品体の老化と水晶体タンパク質の繕造変化につ

いて.ラマン分光法により SD系ラット水品体を測定し.含水量及び水晶体タンパク質の構造変化は

生後より生じ， 6月齢まで大きく変化することを見いだした。我々が得たddyマウス水晶体の

'H-N阻測定結果をまとめたものを表2に示す。表からもわかるように， ddyマウスにおいては含水

量， T，値， T'5(7.13 pp皿、 69Hz)値， T， 5 ( -4. 00 pp皿， 69 Hz)値のいずれも 2週齢と 4週齢の聞に

は大きな違いがみられるが， 4週齢と 8週齢聞には有意な差はみられなかった。 1/T" 1IT， 5(7.13 

pp皿， 69 Hz)， 1IT'5(-4.00 pp皿， 69 Hz)を乾燥重量(曹(lIi))に対してプロ γ トしたものがそれぞれ

図 1A， 1 B， 1 Cである。また， SCLsIこおける測定結果をマウス水晶体の結果と重ね合わせたもの

を図 2(図 2A， 1/T， vs I (lIi) ;凶 2B， 1IT， s ( -4. 00 pp皿， 69Hz)vs胃(lIi))に示す。 SCLsにおい

て， NVP-IlIlA系コボリマー (0)，NVP-GlA系コポリマー(⑥)， HElA-AHEIA系コポリマー(⑩)のいずれ

も1IT，vs I(lIi)プロットでは.マウス水品体で得られた結果(・)と良く一致して分布しているが，

1/T， 5 VS 則的プロ γ トではいずれのコボリマーでも乾燥重量が26.8 ~以下では-O(T'5(H 2 0)が非
常に長L、)， 26.8 :Ii以上では図 2Bに示すように大幅に櫓加する。また，マウス水晶体の結果と良く

一致しているSCLsはNVP-GlA系コポリマーであり，このことより， NVP-GIA系コポリマー内の水の存

在状態はN幽的にみて.生体組織のそれに類似していることが示唆された。

表 2 1H-NMR 白七a for wa七erprotons in mouse lenses i 

(2-week-old) (4-week-old) 

chemical shift (p.p.m.) 4.76 + 0.01 (n ~ 4) 4.83 + 0.09 (n = 10) 

(8-week-old) 

4.89 + 0.10 (n = 6) 

w (‘} 

T1 (SEC) 

TIS(SEC) 

f2 = 7.13 p.p.m. 

i'H2/21t ~ 69 Hz 

TIS(SEC) 

f2 = -4.00 p.p.m. 

1'H2/2π-69 Hz 

25.3土 2.41 (n・4) 31.1 土 3.62 (n・10) 34.3土 2.70(n-6】

*一一一_jL_一一一-NS一一一」

**合

2.38土 0.26 (n • 4) 1.57土 0.21 (n ・10) 1.44土 0.23 (n・6)

'-------*** -一一一一_j NS一一一一」

*** 
3.42土1.71 (n・4) 1.24土 0.46 (n - 10) 1.21 Z 0.23 (n - 6) 

'-------**一一一一一一_j NS一一一一一一」

*・

22.8 土 9.50 (n ~ 3) 3.17土 1.12 (n - 10) 3.09土 0.74 (n ・4) 

***一一一一一」し一一一一一一一郎一一一一一」

合*

g， 10(6-week-ol~) ~ 20(2-week-old) mouse lenses we四 carefully inserted into a glass capillary of 
2.30 mm inslde diameter. An open end of the glass capillary was filled with inert plastic paste. 

**台， p < 0.001 ; *合， P < 0.01 ; *・， P ( 0.02 ; *， P ( 0.05 ; NS， not slgnificant. 
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P 26 ポリ (4ーメチルー 1一ぺンテン〉の立体規則性について

そのポリマー鎖の特異なコンフォメーション

(三井石化・分析研) 0 水野 章， 恩田光彦， 木岡 護

(農工大・工〉 朝倉哲郎

13C NMR study of tacticity of po!y(4-methy!-1-pentene) 

町 Theunique conformation of the po!ymer chain -

Akira Mizuno. Mitsuhiko Onda. トlamoruKioka and Tetsuo Asakura率

(Mitsui Petroch巴mica! Industries. Ltd.. 率TokyoUniv巴rsityof Agricu!ture and 

Techno!ogy) 

The tacticity assignment of 13C NMR spectrum of po!y(4-methy!-1-pentene) 

was perform巴dby using 2D-INADEQUATE technique. The backbone methine carbon 

(C2) shows a re!ative!y !arge chemica! shift difference (lppm) between the 

mm and rr peaks. and the methy!ene of the side chain (C3) resonates in th巴

order of the rr. mm and mr peaks from !ow to higher fie!d. These resu!ts 

considerab!y differ from those of a series of po!yorefins. An app!ication of 

the rotationa! isomeric state (RIS) mode! combined with the r effect was 

unsucc巴ssfu! to reproduce thes巴 charact巴ristictacticity sp!ittings of C2 

and C3 carbons of po!y(4-m巴thy!-l-pentene). The interaction between the 

bu!ky side chain and the main chain might give a sp巴cific inf!uence on the 

backbone chain conformation. 

1 .はじめに

チーグラー触媒で得られるポリ (α ーオレフィン〉の立体規則性はその物性を支配

する重要な構造因子の一つである。これまでポリプロピレンからポリ(1一ノネン〉

までの一連のポリオレフィン， 3ーメチル-1ーブテン，エチレンーオレフインコポ

リマーについて、その立体規則性が 13C-NMRによってが解析されてきた 1・2.3。

しかしながら、工業的に重要なポリ (α ーオレフィン〉の 1つであるポリ (4ーメチ

ルー 1-ぺンテン) (P 4MP)については、未だ立体規則性評価の検討はなされて

いない。そこで、我々は P4MPの13C-NMRスペクトルを測定し、その立体規則

Po!y(4-methy!-1-pentene). Tacticity. Conformation. 13C-NMR. 2D-!NADEQUATE 

ミ:;:ノ ァ'"ラコfンタミツヒコ キ活力マモJレアラクラテツヨサ

水野章、恩田光彦、木岡護、朝倉哲郎
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性を解析することを試みた。帰属は 2D-INADEQUATEを用いて行なった。ピークの出現

順序を他のポリ (α ーオレフィン〉の場合と比較し、その構造的特徴についても調べ

ることにした。

2.実験

i)重合

MgCIz/TiC14/EtAb触媒系を用いて nーデカン溶媒中で、 5O.C、 2時間 4ーメチ

ル -1ーぺンテンを重合した。ポリマーはメタノールを添加して析出させた。

i i)分別

得られたパウダー状のポリマー 5gに混合溶媒 1C200cc n-ヘキサン /200ccアセ

トン〕を添加し、還流下で 5時間加熱後、室温まで放冷し、溶媒に可溶な成分(フラ

クション 1)と不溶な成分に分離した。不溶成分は、さらに混合溶媒 2( 300cc n-ヘ

キサン /100ccアセトン〉で同様に還流下で 5時間加熱後、室温まで放冷し、可溶成

分(フラクション 2) と不溶成分(フラクション 3)に分離した。

iii)NMR測定

日本電子GX400型核磁気共鳴装置を用い、温度 12 O.Cで未分別試料およびフラク

ション 1-3の13C-NMRスペクトルを測定した。ヘキサクロロブタジエン/重ベ

ンゼン =8/1 Cvol)を溶媒とし、約 10wt%濃度に調製した。さらに、 2D-INADEQUATE

測定用にフラクション 1(アタクト成分〉の 40wt%溶液も調製した。

iv) X線回折による結晶化度の測定

未分別試料およびフラクション 1-3の分別試料からそれぞれ厚さ約 1mmのシート

を25 O.Cでプレスして作成し、その結晶化度を理学電機RU-300型X線回折装置を利

用して求めた。

3. 結果と考察

図 lに P4MPのフラクション 1-3の13C-NMRスベクトルを示した。結晶化

度がフラクション1， 2， 3の順に向上することから、破線のピークはアイソタクチ

ックに起因することが分かる。フラクション 2， 1の順にラセミの割合が増加するこ

とが定性的にスペクトルから認められる。そこで、さらにラセミを含む立体規則性ピ

ークの帰属を詳細に行なうために、 2D-INADEQUATEを測定した。 P4MPのフラクシ

ョン 1(アタクト成分〉の2D-INADEQUATEスペクトルを図 2に示した。主ピークはア

イソタクチック連鎖に起因するピークであるので、各ピークのつながりを 2次元チャ

ート上で追跡することによって図中に示したようにダイァ、y ド， トリアッドレベルで

帰属を行なうことができた。
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C 1炭素の立体規則性ピークの出現順序は基本的にはポリ C1ーブテン〉より長い

アルキル基をもっ直鎖状ポリオレフィンのスペクトルと同じである。一方、 C2炭素

における mmと rrピークの 1pp田程度の大きなシフト差、ならびに C3ピークの出

現j順序，高磁場側へ rr. mm. mr. は一連のポリオレフィンのスペクトルと一致

しない。さらに C5 CCH3 基〉ピークは立体規則性が低下すると著しくブロードニ

ングする。

従来、ポリオレフィンの 13C-NMRピークの立体規則性分裂はランダムコイル鎖

の回転異性状態モデルと 13C-NMRの 7効果に基づく計算によって説明されてきた

が、 P4MPの場合は従来の方法では必ずしも説明できない。この理由のーっとして、

回転異性状態モデルでは側鎖のコンフォメーションの臆密な構造モデルを考察してい

ないことが挙げられる。アタクト構造をもっ P4MPでは、側鎖の C3とC4の結合

が主鎖との相互作用により種々の回転異性状態をとるため、 C5ピークがブロードニ

ングし、また C2炭素の規則性によるピークのシフト差が大きくなると推定できる。

さらに、側鎖と主鎖聞の相互作用の結果、ポリマー鎖が一連のポリオレフインとは異

なるコンフォメーションをとっている可能性も示唆される。なお、希薄溶液 CO. 8wt%) 

での P4MPの13C-NMRパターンが通常濃度で得られるスペクトルと同ーである

ことから立体規則性によるピークの分裂は一本の分子鎖に起因し、分子聞の相互作用

に依らない。

F r. 

F r. 

F r. 

Figure 

C 1 

1 2 
+c-p→1 

C3 

，C、4
C C5 

C4  

C2 

13C-NMR spectra of fractionated P4MP samples 
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Figure 2 13C 2D-INADEQUATE spectrum of atactic P4MP (fraction 1) in 40wt% 

hexachlorobutadiene/C6D6 (=9/1) solution. The 13C_13C 

connectivities in the different tacticities of C1. C2 and C3 

carbons are traced out. 
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P 27 高温 27Al NMRを用いた

スピネル (MgA120.) の秩序ー然秩序転移

(北大理)

(北大工)

0加藤智史 前川英己 河村雄行 繍川敏雄

下川繁三

lIigh ternperature 27Al NMR study of the order-disorder transitio日

of spinel(MgA120.) 

Satoshi Kato， Hideki Maekaw‘a， Katsuyuki Kawarnura， Toshio Yokokawa， 

Faculty of Sci巴nce ， lIokkaido University 

Shigezo Shirnokawa 

Faculty of Engineering ， Hokkaido University 

27Al NMR spectra of HgA120.(spinel) were obtained in situ at ternperature up 

to 1373 K. The distribution of Mg2+ and A13+ cations between the tetrahedral 

and octahedral sites in spinel has been deterrnined . The inversion pararneter 

x(atornic fraction of Al in tetrah巴dral sit巴s)，increased frorn 0.18 at 873 K 

to 0.36 at 1173 K. Th巴 inversionpararn巴terwas co田paredwith that deter皿ined

by 27Al MAS-NMR of quench巴dsa田ple and in situ neutron scattering. 

[緒言]

スピネル構造では酸素イオンが立方最密パッキングをしており、カチオンが酸素4

配位及び 6配位のサイトを 1: 2の割合で占めてい る 。 ス ピ ネ ル 型 化 合 物 は そ れ ぞ れ の そj

イト中に様々なカ チ オ ン を 収 容 で き 得 る こ と 、以下に述べるようなサイト交換がある

こ とから結局学的 に 重 要 で あ る 。 こ の よ う な 物質は材料、および地球構成物質として

地球科学的にも重要 で あ る 。

常温常圧下においてスピネル (HgA120.)は正スピネル型構造をとり、 Alは6配位、 Mg

は 4配位の位置にある。温度上昇に伴い Mg~ Al 問のサイト交換が生じ、 600~800 "C

キ ーワード: 高温 27Al NMR、スピネル (MgA120.)、秩序ー無秩序転移、

nutation法.

かとう さ と し 、まえかわ ひ で き 、 か わ むら かつゆき、よこかわ としを

しもかわ しげぞう
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で2次の紋序ー無秩序転移を起す。このような温度に伴う相変化は熱力学的にも重要で、

高温中性子線回 fJf(II，高温 X線回折、 ESR測定、 27Al HAS NHR (引.け'及び熱量測定

などで調べられている。この変化を追うには高温その場観察が必要である。本研究で

は 27Al NMR測定を高温下で行ない、 Alイオンの配位環境の温度変化を調べ、各サイ

トにおける Alイオンの定量を行なった.

【実験]

試料には天然鉱物スピネルの粉末及び

単結晶を用いた。自作の高温 NMRプロー

プ (4)中の検出コイル内部に試料を固定

し室温から 1100"Cまでの 27Alの広幅ス

ペクトルを測定した。又、 2次元 NHR測

定 (nutationNHR法)及び 27AlHAS-NHR 

測定も行なった。

設置は BrukerHSL-200 (27Alの共鳴

周波数 52.148HHz)を用いた。

[結果と考祭]

F ig. 1に粉末サンプルを用いて得られ

た高温 27Al NHR スペクトルを示した。

室温から温度を上げてゆくにつれ、高周

波数側が増加して、 700-800"Cで急激な

変化が見られる。これは秩序ー無秩序転

移が、この温度領域で生じたことを示す。

27Alは核スピン量子，数 1=5/2を持つ四

極子核なので、四極子相互作用が線形に

最も影響を及ぼす。これは四極子結合定

数 (e2qQ/h)、非対称性因子(77 )及びケミ

カルシフトで決まる。故に 4、6配位 Alの

それぞれに対しこれらのパラメーター値

が分かれば定量できることになる。 27Al

MAS NMR より室温での 6配位のパラメー

ター値は e2qQ/h=4.2HHz、η=0.35 と求

500 0 

O(ppm) 

-500 

められる。これまでの報告より、 4配位 Al Fig.l 27Al NHR spetra of HgA1204・

はかなり小さい ρqQ/h、 η を持っと考え a) 20"C . b) 600"C . c) 700"C . d) 800"C. 

られているので、今回は e2qQ/h=1.5Hllz、 e) 900"C . f) 1100"C. The dashed lines 

η=0.3という健を用いた。また 2次元 NHR are the computer simulations 

測定 (nutation法)を室温、 600、700， discussed in the text. 
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900"Cおよび 900"Cからの急冷サンプルを用いて行なった。 Fig. 2において口輸はケミ

カルシフト輪、 F1紬は四極子結合定数や非対称パラメーターの値に依存した純である。

この結果、 900"Cのスペクトルは S/N比が悪いため他のスペクトルと比べにくいが、 F1

軸から見たスペクトルを見たとき、室温と急冷サンプルとではピーク位置に変化は見

られず、四極子結合定数や非対称パラメーターは変化していないものと考えられる。

これらのことを用いて、線形のシミュレーションを行なうと 4、6配位 Alは Fig.1の破

線のようになる。昇温に伴って 4配位の Alが増加していることが分かる。また、 Fig.1 

において 900"C以上では室温に比べてスペクトルのすそが少し広がっている。サイト

交換がかなり進行して、同じサイトの Alでも環境の異なるものが生じたためと考えら

れる。 6配位 Alの隣援 6配位は 6個ある。均一に交.換が起これば、 X=0.35の時、その6個

の内訳は (A16MgO)が 31.5%、 (A15Mg1)が40.1%、 (A14 Mg2)が21.3%、 (A13 Mg3)が日

という確率でそれぞれ占有することになる。このように同じ 6配位 Alでも幾つかの異

なる環境下にあるため、それぞれの Alの感じる電場勾配の大きさが変わり、スペクト

ルに影響を与えたと考えられる。

スペクトルより inversion para皿eterx (4配位席における Alの割合)を求めると、

F ig. 3のようになる。これらの値は、 Wood(l986)らによる MASNMRの結果と援近報告

されている高温中性子線回折や MAS-NMRの結果との中間の値になる。

このパラメータ -Xの温度依存牲を無秩序についてのエンタルピ一変化がXに依存しな

いNavrotsky-Kleppa(5)のモデルと、 Xの l次関数であるとする 0'NeilトNavrotsky(6) 

のモデルを使って比較すると Fig.3のようになり、前者のモデルでは今回の結果をう

まく表わせないことが分かった。

FlIkHz 

3ωrf 

Wrf 

。
500 0 ・500 500 0 ・500

F2Ippm F2Ippm 

Fig.2 2
7Al nutation NMR spectra. 

128 data points were acquired by steps of 1.25μs. 

-215-



また、 Fi g . 1における 4.6配位 A1についてのシミュレーションスペクトルの線幅を温度

急冷サン図から分かるように 900"Cで、に対してプロットすると Fig.4のようになる。

特に B配位 A1の線幅が大きく変つプルとその場観察のスペクトルとで線幅は異なり、

1 )高温下での交換速度が線型に影響を及ぼすぐらいに大きくなったこれはている。

ため、 2)急冷により、 4、6配位 A1の中距厳構造が変化したためである。急冷条件やカ

J..A 

t斗

d • • 
企0 0

。

チオンの動的挙動を知るためにも、交換速度を見積もることが必要である。
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2H-N M Rによるジプカインとブタ 赤 血 球 践 、 フォスファチジルコリン

およびフォスファチジルセリン二重践との相互作用研究
P 28 

0 黒田義弘、 脇田美砂子、 小川雅弘、
木山泰 範#、 藤原靖弘*、 中川照!l

Interaction between Dibucaine and Pig Erythrocyte Membranes， Phosphatidylcholine， 
and Phosphatidylserine Bilayers as Studied by Deuterium NMR Spectroscopy 

京都薬大* ) (京大薬

Yoshihiro Kuroda， Misako Wakita， Masahiro Ogawa， Yasunori Kiyama， 
Yasuhiro Fujiwara: and Terumichi Nakagawa 

Faculty of Pharmaceutical Sciel'lces， Kyoto University， Kyoto， 606-01 and 
Kyoto Pharmaceutical University， Kyoto， 607 

In succession to our previous paper，1 interactions between local anesthetic dibucaine 
and pig e叩throcytemembranes (ghost)， multilamellar dispersions of phosphatidylcho-
line (PC) and phosph剖idylserine(PS)， have been studied by deuterium NMR spectros-
copy of the deuterated dibucaine at the 3-position in its quinoline ring. At pH 7.4 and at 
a room temperature， in which condition although lH-NMR spectra showed the presence 
of only a cationic form of dibucaine， the present deuterium NMR spectra clearly showed 
the presence of a molecular form of dibucaine partitioned into the PC， PS， and ghost 
me町branes.下旬esefindings can> explain why the molecular form of dibucaine which 
was巴apparentl{detected in the lH NMR spectra observed at an elevated temperature 
did not show any NOE cross-peak in the NOESY spectrum of a dibucaine-ghost solu-
tion at pH 7.4. 

The reaction scheme to synthesize the dibucaine deuterated at the 3-position in its 
quinoline ring is summarized in Fig. 1. PC (egg yolk) and PS (bovine brain) ~ere ob-
tained from Sigma. Ghost (pig blood) was preparedぉ describedpreviously.~ The 
deuterium NMR data were acquired at 92 MHz on a Bruker AM-600 spectrometer. The 
quadrupolar echo sequence wぉ employed;π12=10μs and its pulse spacing was 15-
50μs. The recycle time w部 0.26s. Acquired number of. transients were typically 
300，000. Observed deuterium NMR spectra for PC-， PS-， and ghost-membrane 
systems at both pH 7.4 and pH 5.8 are shown in Figs. 2-4， respectively. 

The dibucaine-PC solution at pH 7.4 and at 300 K showed an似 iallysymmetric 
quadrupole spli社ing(5.0 kHz) together with a narrow center peak (Fig. 2). On raising 
temperature to 333 K， this splitting reduced to 3.4 kHz， retaining the ratio of the peak 
area between the broad and narrow resonances at a constant value. In contrast， no 
quadrupole splitting was observed for the solution at pH 5.8 (Fig. 2d). Likewise， the 
dibucaine-PS solution showed the quadrupole spli口ingof 9.2 kHz at 300 K; this spli社ing
reducad to 8.0 kHz at 333 K. Interestingly， the corresponding solution at pH 5.8 showed 
a quadrupole spli抗ingof 4.8 kHz (Fig. 3d). For dibucaine-ghost solution， the spectrum 
at 300 K was broad， rather featureless， with a width of approximately 4 kHz (Fig. 4a); at 
333 K， this broad resonance b~~a~me fairly sharp， but showed no well-defined quadru-
pole spli立ingas in the cases of PC and PS membranes; at pH 5.8， the spectral pa抗ern
was essentially the sarneぉ inthe solution at pH 7.4 (Fig. 4c). 

Combini_ng the presentdata vyith those our previous paper allows us to draw the 
scheme of possible equilibria of dibucaine between welter and membranes as shown in 
Fig. 5. It can be conclud~d that at pH 7.4， a saturated amount of the molecular form of 
dibucaine already exists within membranes (Bbb)， although the corresponding 1H NMR 
spectra showed no evidence f~r the presence of the molecular form. On raising tem-
perature，_ an excess amount of the molecular form of dibucaine， Bf， which can no longer 
partition into the membranes， was created. This dibucaine forms semi-stable micelles， 
(6丹n，in a _~~ff_!:l r solution ~nd d~~s not interact with t~e membrane; consequently， it 
shows no NOE cross-peak as discussed previously.1 

~ey Words: DibucaiQe; Erythroc向 membranes;Phosphatidylcholine; 
Phosphatidylserine; 2H-NMR 
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Fig. 2 (a) 'H-NMR spect山 mof dibucaine-d， (3 mMトPC(12 mM) solution at pH 7.4 
剖 d_at300 K; (凶器 in(a). but at 333 K; (c) as in (b). but cooled again to 300 K; 
(d) <H-NMR spectrum of dibucaine-d， (3 mM)-PC (12 mM) solution at pH 5.8 and at 
300 K. 
Fig.3 (a) 'H-NMR spectrum of dibucaine-:d， (3 mM)ーPS(17 mM) solution at pH 7.4 
and_at 300 K; (b) as in (a)， but at 333 K; (c)出 in(b)， but cooled again to 300 K; 
(的引-NMRspectrum of dibucaine-d， (3 mM)ーPS(23 mM) solution at pH 5.8田 dat 
300 K 
Fig. 4 (a) 'H-NMR spect山 mof dibucaiQe-d， (3 mM)-ghost suspens旧nat pH 7.4剖d
at 300 K; (b) as in (司:-b~'t-~ï333'K;(.;j"2H-NMR' sp~ct';;;;;'-òìdibu-;;;;;j，-e:_ëi; (3' rnM)= 
ghost suspension at pH 5.8田 dat 300 K. Estimated concentrations 01 phi:Jspholipids in 
the ghost suspensions were 4.7 mM in (a) and (b).田 d6.2 mM in (c). 
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P 29 NMRによる金属イオンの脂質人工膜透過性に関する研究一膜共存物質

による促進効果

(阪大薬) 0 木村敦臣・鹿野哲司・高木達也・藤原英明

NMR studies on the transmembrane permeability of alkali metal ions 

-The enhancement effect of materials coexisting in membrane 

Atsuomi Kimura ， Tetsushi Kano ， Tatsuya Takagi and Hideaki Fujiwara. 

(Faculty of Pharmac巴uticalSciences， Osaka University) 

The effect of nystatin ，a polyene antibiotic， upon the transmembrane 

permeability of alkali ions in egg lecithin liposom巴scontaining cholesterol 

was investigated using 7Li，23Na，39K NMR. Two types of experiments were 

employed to determine the rate constants : total line shape analysis on 39K 

NMR and 2D-EXSY(two-dimensional exchange NMR spectroscopy) on 7Li and 23Na 

NMR. The perm巴abilitycoeffecients calculated from th巴 resultantrate 

constants are 0.474，12.0， and 59.3 x10-6 cm'sec-1 for Li+， Na+， and K+ 

ions，r巴spectively.From thes巴 values，it can be drawn that the permeability 

of alkali ions through the nystatin-cholesterol channel is dependent 

on the size of the hydrated ions. 

1、序論

天然に存在するある種の抗生物質、毒

素等は生体膜に作用し、イオンの膜透過

性を著しく高めることが知られている。

この担体輸送の機構を解明することは、

それら薬物の作用機序にとどまらず、膜-

タンパク質に担われる物質輸送機構に対

し有用な示唆を与えるものと思われる。

このようなイオン担体物質の中で、ポリ

H 

HOO H 

H3 

Nystatin 

エン系抗生物質であるナイスタチンは、膜成分であるコレステロールと集合体を作り、

チャンネルを形成することによりイオンの膜透過性変化を引き起こす。 1)そこで細胞

7Li， 23Na， 39K.，..N問、 2D-EXSY、 リボソーム、 透過係数、 ナイスタチン

きむらあっおみ、かのてっし、たかぎたつや、ふじわらーひであき
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11契モデルとしてリボソームを用い、 2D-EXSY>>.び線型解析によりしい， Na+， 

V イオンのナイスタチンによる促進輸送速度を測定し、その選択性を調べた。

2、実験

印刷の脂質(卵黄レシチン:コレステロール=5: 1)を pU7.9 Tris-UCl buffer 

(200mM Li， Na， K Cl)中に分散させ、リボソーム (REV) を逆相蒸発法により調整した。

リポソームの中と外のイオンの信号を区別するため、この溶液にランタニドシフト試

薬 Dy(PPP)27-(10mM) を等量、 D20を 10%加えたものをサンプルとした。 2)透過速

度測定の際にはこのサンプルにナイスタチンを 5mM加えた。 NMR測定は Varian

VXR-200により、 39K測定は 16mmφ を用いて350 Cで行った。測定周波数は 7Li，

77.749; 23Na， 52.921; 39K，9.337 (附z) を用いた。線型解析は大阪大学大型計算機

センターライブラリープログラム SALS を用いた自f乍のプログラムによりf子った。

3)計算はすべて、大阪大学大型計算機センター、 ACOS2000システム及び、富

士通 S-4/IPにより行った。

3、結果と考察

350 Cにおいてシフト試薬を加えたときの 7Liおよび 23Na-NMR信号のシフトの様

子をそれぞれ図 1、図 2に示す。

Li+(out) 
Na+(out) 

)一一

Na + (in) 
)
 

n
 

・1ム(
 

'
a
T
 

-
司

BEa
T
L
 

Fig.l 7Li NMR spectrum of Fig.2 23Na NMR spectrum of 

liposome suspension. liposome suspension. 

Th巴 sampl巴 containsapproximately Th巴 samplecontains approximately 

200mM LiCl and 5rnM Dy(PPP)27-. 200rnM NaCl and 5rnM Dy(PPP)27-. 

Na+(in)およびNa+(out)の信号強度比 (0.17:0.83) からリボソームの粒子径は 190nm

と算出され、光散乱光度測定から得られた値 200nm とほぼ一致した。したがって、シ

フト試薬によるリポソーム膜の破壊はないものと思われる。これにナイスタチンを加

えた系に、 N0 E S Y pulse sequence (dl-900 -tト 900 -tm-90o -t2)を用いて 2D

-EXSY を適用した。 350 Cにおける 23Na2D-EXSYスベクトルを図 3に示す。ピ

ク強度から (2)式により一次の交換系 inニout の速度定数 k を求めた 04)

-220-



-，. 

-， 

::] rg 

舎 Fig.3 23Na 2D-EXSY spectrum 
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tm=30msec 

number of increment=128 
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1 i j ，ピーク強度 Mj
O 

，jsiteにある熱平衡磁化

R ，速度行列 Rij=-kji 

R=-tm-llnA=-tm-1X (lnA) X-1 (2) 

A;Aij=IiJ (tm) /Mj
。

X;Aの固有ベクトルの squarematrix 

A = X -1 A X = d i ag (λi ) ， 1 n A = d i ag (λi) 

つぎに350 Cにおける 39KNMRスベクトルを図 4に示す。

K-I-(in) c) 
a) 

K-I-(out) 
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b) 39K NMR spectrum 

(nystatin 5mM) 

c) 1 i n巴 shapeanalysis 
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この系では7Li，23Naとは異なりあまりよいピークの分離は得られず、しかも 39Kは低感

度核であるので 2D-EXSYを適用する事はできない。したがって線型解析により

速度定数を求めた。

以上により求めたLi+， Na+， K+イオンの速度定数を表 1に示す。

表 1 アルカリ金属イオンのJJ英透過係数

Li+ 

Na+ 

K+ 

k(in→out)/sec-1 

0.148 

3.74 

9.15 

k(out→.i n) / sec-1 

0.0296 

0.640 

4.75 

また、この速度定数は膜透過係数と次式の関係にある。

P = k X A/V (3 ) 

P;膜透過係数 A;リボソームの表面積 V;リボソームの内容積

(3)式において A/Vの項は、 inと outのピーク強度比を用いて評価した。 (3)式から

算出した膜透過係数は PLi+=0.474X10-6 cm' sec-1， PNa+=12.0XlQ-6 cm. sec-1， 

PK+=59.3X 10-6 cm. sec-1 であった。またナイスタチンを加えない場合のNa+イオン

の自然溶出速度は 3.33x10-11 cm' sec-1 であづた。

これらの結果からナイスタチンーコレステロール複合体により形成されたチャンネル

のイオン輸送選択性は K+>Na+>Li+の順であり、これは水和イオンのサイズの順にし

たがっていることがわかる。

参考文献

1) B.de Kruijff， W.J.Gerritsen， A.O巴rlemans，R.A.Demel， and L.L.M.van Deenen， 

sioclJim. sioplJys. Acta. 339， 30 (1974). 

2) D.C.Shung and R.W.briggs， J. /Jagn. Res.. 7九 491-503(1988) 

3) S A L S研究会(代表小柳義夫) 東大大型計算機センター

4) C.L.Perrin and R.K.Gipe， J.Am.clJem.Soc.. 106，4036-4038 (1984) 

-222一



P 30 固体高分解能 29Si-NHR によるポリ シ ラ ン の 構 造 研 究

神奈川大 工 。 高 山 俊夫 東工大工安藤 動

A Structural Study of Long di-n-Alkyl Substituted Polysilane in the Solid 

State by 29Si NHR 

o Toshio Takayama・and Isao Ando 

(-Oepartment of Applied Chemistry， Kanagawa University，Yokohama， 

Oepartment of Polymer Chemistry， Tokyo 1nstitute of Technology， Tokyo) 

The 29Si CP/HAS NMR experiments have successfully provided very useful 

information about polysilane conformation in the solid state. 1n this work， 

we study structural behavior of long di-n-alkyl substituted polysilane，poly-

(di-n-tetradecylsilane)(POTDS)，by means of 29Si CP/MAS NMR spectroscopy over 

a wide range of temperatures. Three resonances are seen in the spectrum: One 

(-20.2pp田)is disordered phase(血) and the other two peaks(ー 15.6 and -16.7 

pp皿) are assigned to ordered phases(C)， and their Si che皿ical shift differ-

ence comes fro皿 two slightly different kinds of molecular packings. The 29Si 

T， data indicate that there is a large differences in molecular motion 

between the two phases A(6.5s) and C(63-75s). 1n the I3C GHO/MAS spectra， 

the two resonances which come from the crystalline and a皿orphous phases were 

observed at temperatures from - 14 to 60"C. 1t is assumed that at high 

temperatures long n-alkyl side chains melt and so the main chain is in the 

disordered phase. 

1 ) 緒論

長 い r アルキル鎖を側鎖に有する高分子の構造・物性は側鎖の挙動によって大きく

影響を受けることが知られているし 2)。私共が長い間 NMR 研究の対象としてきたポリ

シラン引の側鎖に長い n-アルキル鎖 (R)を導入 した場合高分子ポリシランー (-R2Si・)n-

の主鎖がどのような構造の挙動を取るのかを明らかにすることは非常に奥味がある.

R の炭素数が 14 で あ る iJ;. 9 (シ--n-1トラ予"シルシラン) (PDTOS) はその Si 主鎖が TGTG'

構造をとると言われている 4) しかし， POTOS の構造解明に関してはいまだ十分に行

回体高分解能 29Si NMR・ 長鎖アルキル置換ポリシラン・構造解析・コンホメーション

O たかやまとしお・あんどういさお
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われて いる とは いえない。また R によってポリシランの主鎖構造が何故異なるのかい

まだ明らかにされていないなど，解明されなければならないことが多くある。

本討論会では PDTDS の構造についての詳しい情報を得るために，温度可変 (VT)国体高

分解飽 NI'!R(29 Si; I 3 C) から得た化学シフト友びスピンー格子緩和時間 (T1)の温度変化

から，主査員と側鎖の構造および運動についての研究を行った。

2 ) 実験

2-1 PDTDS の合成: (n-CI4H29)2SiC12 をトルエン溶媒中金属ナトリウムと

Ar 雰囲気下で縮合反応させ， CH30H と i-PrOH の混合溶媒にて精製した。

PDTDS の CDC13 湾液での 29Si 化学シフトは-20.8 ppm であった。

2-2 VT-国体高分解能 NI'!R 測定: JEOL GSX270 装置を用いて主鎖の 29Si は

CP/I'!AS 法(2 9 S i観測 周 波 数 53.541'!Hz) 及 び側鎖の 13C は CP/KAS 及び GHD/KAS法

( I 3 C 観測周波数日7.80KHz) にて行ない，化学シフトは全て TKS 基箪 に換 算し た。

測定温度はプロープ温度を酢酸サマリウム法にて補正した。スピンー格子緩和時間測

定は Torchia 訟と反転回復法を用いた。

3 ) 結果と考察

3-1 PDTDS の佐賀は Farmer により研究されている 4υ 最大吸収波長 λ.• x は

345nm(フィルム)で Si 主鎖が all-trans であるホ '90 ヘ n ーヘキ :I}~ シラン) PDHS (炭素数 =6)

の λmax 375nm(フィルム)と比較して短波長吸収であった。 DSC 測定による構造転移

温度は 55"cで， これは側鎖の融解にもとずいて Si 主鎮の disordering が生じたこ

とによる.この温度付近でポリシランの構造が劇的に変化していることを示している。

また WAXD パターン の解析

によ，り Si 主鎖は TGTG'

コンホメーションをとって

い ることが分かった。 しかし，

この研究は Si 主鎖及び側鎖

の温度による構造変化を十分

に解明してはいない.

この 構 造 変 化 を 更に深く

理解するために VT-国 体 高

分解能 29S i 及び!3C NKR 

の 測定を行った。 Fi g. 1 に

温度の関数における 29S i 

GHDMAS と CPKAS NMR スペ

クトルを示す。 50"cで GHD

10 -町10 ・30 ・50

29Si 6/ppm 

29 
Fig.l T~mperature dependence of ......8i CP/MAS(GHD at 50・C) NllR 

spectra of PDTDS. 

A: Disordered phase; C司 1: Ordered phase-l; 
C-2: Drdered phase-2. 
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Jo!AS 法に よ る NJo!R スペクトルは一本のピークを -20.2ppm に示した。 この化学シフ

トは溶液での化学シフト (-20.8ppm)と ほ ぼ 同 じであることから，構造はほとんど

disordered 状態 (A) であることが分かった。 CPJo!AS 法では S/N 比が小さくピークを

確認するの は 困 難 で あった。 38"cに温度を下 げ る と ー 15.6ppm に一本のピークを示

し， A(-20.3pp皿)のピーク強度は大きく減少した。 50.C のピークより 4.6ppm 低磁場

シフトしていた。 このピークは PDTDS の ordered 相 (C-1)による。 6.C になると

-16.7ppm にも新たなピークを示した (C-2). - 20.Cから-92.C まで二本のピークは

ほぼ同じ強度であった。 この二本のピークは PDTDS がこの温度範囲で明らかに二つの

結晶状態をとってい る こ と を 示 し て い る 。 このことは X 線訟にては解明されていなーい。

3・2 Si 主鎖の運動性を解明するために

29 S i の TI を測定し た。 50"cでの TI 

測定は反転回復訟にて行った。遅延時間

(τ)を変化させて測定した 29Si スペク

トルを Fi g. 2に示す。 O.C と-40"Cで

の T， 測 定 は Torchia 法にて行った。

以上の方法にて得られた T，のイ遣を Table 1 

に示す。 disordered 相 (A)の T，は PDHS

(T，=5.5s)の備とほぼ同じであり，

disordered相 (A)での Si 主鎮の運動性は

置換基の炭素数の大小にはよらないこと

が分か った。 ordered 相の c・1 及び C-2 

の:r，はほぼ同じ値であった。そして温度

の上 昇に伴って T，が減少した。このことは

ordered 相 C-1 及び C-2 が BPP 理論 (T，

と分子運 動 の 相 関 関 係を示す)における slow

皿otion 範 囲 に あ る ことが分かった。この T，

の傾向は PDHS の T，(3.2h)5)と比較すると

はるかに小さく PDHS より徳造は柔軟である

と 思 わ れあ。

旦ニ1 Si 主鎖コンホメーシヨンの変化

を更に 深く理解する た め に ， 側 鎖 の ， 3 C 

NJo!Rス ペクトルを測定 し た 。 Fig.3 に は C

GHD/Jo!AS NMR スペクトルの温度変化を示す。

25.C での n-C，.H29 鎖の CH3， a -CH2， 
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Fig.2 29Si GHD/MAS NMR spectra of 

PDTDS obtained by the inversion recovery 

method at 50 .C. 

Ta.bl・1

T・・peraturedep・.d・.c・S of '・SiCbe.leal Shifta and 

2・S1Spin-Lattice Reluation Ti・・s{T，) of PDTDS 

Structure Te.p・ 2'S1 Cheaieal Shift T， 
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ph.自由 C - 1 -40 一15.8 63 

-15.8 55 

ordered 

phase c -2 -40 一17.4 75 

-16.8 65 



int.CH2， s -CH2 の結晶状態 (C) における

1 3 C化学シフトはそれぞれ 14.8， 24.8， 

33 . 2， 34. 5 p p m で あるのに対して非晶状態

(A) においてはそれぞ れ 14.4， 23.2， 30.4， 

32.5ppm の 13 C 化学シフトを示した。

-140C でわずかに非 晶部 が存 在し てい る

こと が分かった。さらに 12"cで非品部の

存 在 が明確になり， 250C で結晶部と非品

部の 割 合 が ほ ぼ 2:1 となり， 450C でさ

らに非品書官が増大し， 60"Cではほとんど

非品官事であったが結晶部も少量存在して

い ることが分かった。 このように n-C14H29

鎖は ー 14"cで完全な結晶状態を形成して

いるのではなく非晶状態が一部存在し，

そのことが Si 主鎖のコンホメーション

を複雑にしていて ， 単 一 の ordered

相を形成することを限害しているものと

恩 わ れる。そして， 25~60oC の聞で

n-C14H29 鎖の非品部が急激に増大する

ことにより Si 主鎖のコンホメーション

がゴーシュをとるようになり disordered

相が， 増 大 し て い ることを示している。

以 上のように，高分子ポリシランの構造

解析に主鎖 (29Si)と側鎖を (13C) VT-

図体高分解能 NKR によって同時に観測

することーは大変有用であることが分かった。

司
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P 31 型経絡晶試舛に弐・ IJlオー八・ートーユトJ州 iぞによ J''tN切を私;/ツ lレの

未定 ( :!ヒ夫 理) ohケ崎 清万五旦・~\古t JP曳

14 Determination of the '~N quadrupole coupling tensor 

in a single crystal of l-alanine by overtone NMR 

K. Takegoshi and Kunio Hikichi， Department of Polymer Science， 
Faculty of Science， Hokkaido University， Sapporo 060， Japan 

In this work， we demonstrated the overtone NMR approach[11 for detemining the 

quadrupole coupling tensor of the amino nitrogen of l-alanine. The theoretical 

bas工s of the analysis of overtone NMR for a single crystal is given. 

Anglar variation of overtone resonance frequency 

For si皿plicity，we neglect the chemical shift anisotropy and assu皿e that the 

七otal spin Ha~iltonian consists of the Zeeman and the 吐uadrupole Hamiltonians; 
工

Il =ーνLIZ + 玄{ー1)mν QA2mT2-m' (1) 
JII.-.L 

The first term deno七es the Zeeman and the second denotes the quadrupole 

interactions. Here νL is the Larmor frequency and νQ = eQ/(2I(2I-l)h)・T2mis the 

spin part of the m-th components of irreducible spherical tensor operators with 

rank=2. The .42-皿 's are the quadrupole coupling tensor components in the laboratory 

frame， and can be derived from the tensor components in the crystal-fixed (XYZ) 

axis syste皿 of the quadrupole moment V2k (Figure 1) by using a Wigner rotation 

matrix D[21 as .， 
A2皿=言 Dkml{}，7r:/2，π12)1'2k・ l2， 

It is useful to express V2k by the cartesian tensor components as: 

Jf2，0 = (.[6/2)VZZ' 

V2， :t 1 = + (VXZ :t i VyZ ) ， 
V2，:t2 = (1/2)(VXX - Vyy) 土 1なy・ (3 ) 

The overtone resonance frequency is written as (3J 

ν1，-1 = 2νL + (ν ~I ν L)(A2-2A22-A2-1A21 ，・ (4 ) 

When the static field BO rotates in the XY plane 

as illustrated in Figure 1， the overtone resonance 
Xy 

frequency νis  written by the cartesian tensor 

components by putting Eqs(2，3) into (4) as: 
Xy ( {} ) = 2νL +ν ~/(32 νL)戸y( e )， 

pXY( {} ) = 18Vzz + 32( な~ +汽:~ ) 

+ 5{(なx-Vyy) 2 + 4 VX~ } X 
+ 12VZZ( l冠王ー Vyy)cos2{} 

+ 24 VZZ VXysin2 {} 

- 3{ (Vxx -内y)2-4vd}COS40

ー 12VXY(なX - Vyyァ)sin4{}. (6) 8-... 
The corresponding equations for νYZ(0}and v 

Z 

Y 

νZX( {} ) are obtained by cyclic permutation. Fig・工 The experimental orthogonal 

Key words: overtone N~IR; quadrupole in teraction; 

l-alanine; single crystal; solid-state NMR 

1ミIj乙叫し ぎょのゾ・ひ芝 3 くによ・
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To determine the quadrupo1e coup1ing tensor， which is traceless (VZZ=-VXX-Vyy) 
and sym皿etric(Vij=勺i)' five components of the tensor should be determined 

experimenta1ly， name1y， VXX' Vyy' VXY' VyZ' and VZX' The cartesian tensor V are 

diagona1ized to give the quadrupole coupling tensor in the principal axis system 

as: 

P = 2ν QR-1 
IfR・(7) 

The diagona1ization matrix R is a 3 X 3 rotation matrix R(α，β ， y ). The three Eu1er 

ang1esα ，β ，r denote where the principal axes of the quadrupole coupling lie in 

the crysta1-fixed axis system， in other words， how the principa1 axes of the 

quadrupo1e interaction relate with a 10cal conformation of the particular 

quadrupo1e nucleus. The principa1 va1ues of P ( 1 Plll :!: IP22， ~ IP331l are 

P11=e
2Qq/h (the quadrupole coupl工ng constant)， P22=-Pl1(1+甲 )/2， and P33=-Pll(1-

η)/2 (ザ is the asym皿etric parameter). 
Xy 

A1though a11 the five components are included in ν(  e )， the angu1ar 

variation is governed by three components， na皿e1y，VZZ' などIfyy and VXY' By 

subtracting the overtone resonance frquency at 8:=0 from those a七 8 '# 0， one may 

obtain an equation easier to fit experimental data: 

3νXY( 8 ) =νXY( 8 )ー νXY(8 =0) 

=ν;/(32νL)[{12VZZ(可X - VYY) (cos2 8 -1) + 24 VZZ VXysin2 8 

- 3 { (VXX - Vyy) t:. - 4なy}(cos48-1) - 12VXY(VXX - Vyy)sin48 }]. (8) 
14 Similar to a conventiona1 ~~N NMR， one can determine a quadrupole coup1ing tensor 

after ana1yzing the three ang1ar variation experiments in XY， YZ， and ZX p1anes. 

Alternative approach for analysis is that to take the three ang1esα ，β ， and r 
and e2Qq/h (the quadrupo1e coupling constant) and η (the asy皿皿etric parameter) as 

the five parameters， and to fit the observed anglar variations in the three planes 

at once. 

Ang1ar variation of overtone transition 皿口皿ent

For a conventiona1 coi1 arrangement in which the coil is p1aced perpendicular 

to the static fie1d， the transition mo皿ent盟 is given as 

M1-1 = < o 1 1 IX 1世-1>. (9 ) 

Her色 oi is the i-th eigen function of the tota1 Hami1tonian， and is given to a 

first-order approximation by taking the quadrupo1e interaction as a perturbation: 

IO1> =11> +(νQ/，J2 v L)A21JO> 一 (νQ/2νL)A22卜1>，
|世ー1> = 1-1> ー {νQ/，.[吉 vL)A2-1，0> + (νQ/2νL ) A2 _ 211 >， (10) 

where 1主> is an eigenstate of Iz. The transition moment is written as 

，111-1 = (νQ/νL)A2r， (11) 

and for.the XY p1ane， by putting Eqs.(2，3)， we obtains 

旦Xy= (νQ/νL) {VXycos2 8 - (1/2) (VXX-Vyy)sin2 8 

+ i(VZXcos8+VYZsin8 )}. (12) 

Corresponding expression for the YZ and ZX planes are obtained by cyc1ic 

permutation. 

Experimental Single crysta1s of l-alanine were grown by slow evapolation at 

room te皿perature from a saturated aqueous solution. The crysta1 belongs to the 

or七horhombic space group， P212121， with four molecules in the unit ce11[4]. The 

orthogona1 a，b，c crystallographic axes were chosen as the experi皿antal axis 

system( XYZ) . 
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20
0 

14N overtone NMR signals were obtained using 

JEOL GX270 spectro皿eter， operating at the 

overtone resonance frequencies of about 39.4MHz. A 

specially designed double-resonance probe equipped 

with a very accurate goniorneter was employed. A 

convenient 900 pulse excitation rnethod was 

ernployed with high-power proton decoupling. About 

500W of rf power was applied to produce about 

80μs 900 pulse length rneasured wqen the static 

rnagnetic field is at the 呈 axis. Typically 2000 

FIDs were accurnulated with Is repetition tirne. 

a 

o -100 -200 

shift/ppm 

14 
Fig.2 .~N overtone NMR spectra of 

a single crystal of l-alanine 

100 

Chemical 

200 

Results and Discussion. 
14 Figure 2 shows the observed '~N overtone 

spectra when the static rnagnetic field is in the 

crystal10graphic ab plane and rnaking the angle 

denoted in the figure with the a axis. As have 

expected frorn the above theory， not only the line 

positions but also the relative intensities do 

depend on the orientation. 

Figure 3 shows the angular variation of the 

14N NMR line positions when the static rnagnetic 

field was rotated in the ab， bc， and Ca planes. 

The observed anglar variations were least-squares 

fitted to Eq.(8) and the solid and the broken 
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lines through the data are the best fit lines. Further， from the obtained tensor 

components， the transition moments were deduced and its squares (intensity) are 

plotted together with the angular variation data. It is to be noted that there are 

several "missing" points in the angular variatioin data， which we could not obtain 

a overtone line. In fact， the calculated intensity from the fitted tensor data 

realized the "missing" points. 

After diagonalization of the V matrix， we have obtained the quadrupole 

coupling constant e2 qQ/ h of 1. 148HHz and the assymetric constant 7J of 0.276. These 

2 _r¥1 L_  values compare favorably wi th the reported values (e"qQ/ h=1. 205HHz and 7J =0.261) 

obtained by NHQ at 77K[5). Further， the relative orientation of the 14N quadrupole 

tensor components and the local molecular structure was investigated. It was found 

that the largest principal axis makes an angle of 5.20 with the C-N bond direction. 

The discrepancy between the fitted lines and the experimental points in Figure 

3 may be largely due to the neglect of the chemical shielding tensor. At present， 
we are trying to include the shift tensor in our least-squares fitting programs. 

Since the chemical shift tensor shows similar angular variation to the second-order 

quadrupole tensor， it is not straightforward to separate the two contributions. 

[1) R. Tycko and S.J. Opella， J. Chem. Phys. 86 (1987) 1761. 

[2) H.E. Rose， Ele皿entaryTheory of Angular Momentum (Wiley， New York， 1957). 

[3) K. Takegoshi and K. Hikichi， Chem. Phys. Lett. 194 (1992) 359. 

[4) H.J. Simpson and R.E. Harsh， Acta Cryst. 20 (1966) 550. 

[5) H.J. Hunt， J. Hagn. Reson. 15 (1974) 113. 
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P 32 天然存在比 2fI-NMRによる液晶構造 の 研 究

0脇田美砂子 l、中川照良¥鳥海弥和人赤坂一之 3

〈京大薬 1、東大教養 2、 神 大 理 3) 

Deuterium NMR Study of a Liquid Crystal at Natural Abundance. 

Molecular Ordcr and Conformation of PAA in the Nematic Phase. 

W. Wakita 1)， T. Nakagawa 1) ， H. Toriumi 2)， and K. Akasaka 3) 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University 1); College of ~s and Sciences， Univcrsity ofTokyo2); 
.Faculty of Science， Kobe University 3) 

Proton-Jccouplcd， natural abundancc dcutcriurn NMR spcctra of p-lzoxyanisolc (PAA) wcrc succcssfully 

rccordcd in thc ncmatic phasc at sevcral tcmpcraturcs. Bccausc of thc lack of dcutcriurn -dcutcrium 

dipol日rcouplings， sharp deutcriurn signals wcre obscrvcd with distinct quadrupole couplings. This allowcd 

cstimation of oricntational ordcr for each ring of P AA and estimation of each CCD bond anglc. Thc 

rcsults wcrc cornparcd with thosc obtaincd for spccifically dcutcrated PAAs， and thc cffccts of dcutcration 
on thc oricntational ordcr and conformation wcre estimated. 

1 .緒言

従来、 211-NMRによる液品の研究は、選択的に重水素置換した液晶分子を用いて行

われ てきた。このような試料の合成は容易ではない。また、重水素化した標品は同

位体効果により天然の液晶の構造物性と異なる可能性もある。現在では、ニートな

試料について高感度の NMR分光器を用いて十分な積算をすれば、天然に存在する重水

素の NMRスペクトルを得ることは困難ではない。天然存在比 211-NMRは上に挙げた重

水素化の問題点を 解決するだけでなく、重水素間の双極子相互作用がないため、プ

ロトンをデカップリングすれば非常にシンプルなスペクトルが得られるという利点

がある。本研究では、液晶の研ー究材料として広く用いられてきた pーアゾキシアニソ

ール(PAA) の天 然存在比 2H-NMRスペクトルの測定を試み、そのスペクトルの解析に

より重水素化されていない PAAの配向度、分子構造に関する情報を得た。また、メト

キシ基のみを選択的に重水素置換したとされる PAA-d6の 2fI-NMRスペクトルを測定し

たところ、芳香環に結合した重水素の弱い信号が観測されたので、その解析結果も

併せて報告する。

2. 実験方法

PAA (TcN=1170C、 TN1二 1360C) は、 10oの試料管に、 PAA-d6は5φ の試料管に封入

した。先ず、等方相においてシムを調裳し、温度を下げて液品相となる範囲の温度

(1330C-I040C) を設定した。試料管は 1時間以上プロープ内に放置し温度を安定さ

せてから測定した。試料温度は、サーミスター温度トレーサー(タカラ D641) を

用いて校正した。温度の安定度は::!::o. 030Cであった。

211-NMRスペ クトルは、日本電子GX-400分光器を用いて、試料管を回転させずに測

定した。

天然存在比重水素 NMR、液晶、配向秩序度、 p ーアゾキシアニソール

わきた みさこ、なかがわ てるみち、とりうみ ひろかず、あかさか かずゆき
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3. 結果

PAAの分子構造を図 lに示す。局所的な配向度 を 求 め る た め 、 分 子 内 座 標 系 を 図 の

ように定義する。 PAA、及び PAA-d6の 211-NMRスペクトルを図 2に示した。図 2の 各 シ

グナルに付けた番号は、図 lの重水素の番号に対応している。四極子分裂幅の大きい

重水素が結合してい る 芳 香 環 を 環 A、もう一方を環 Bと す る 。 ど ち ら の 環 が ア ゾ キ シ

基の 酸素原子に近い か は 、 明 か で は な い 。 図 2の シ グ ナ ル の 帰 属 は Emsley等の研究を

参照した。 1)

重水素化していない PAAは、四極子分裂の他 にプロトンとの双極子相互作用による

分裂が重なり、非常に複雑な 211-NIIRスペクトル を 与 え る (a)。プロトンをデカップ

リング して測定すると(b) 、重水素どうしの双極子他双極子相互作用による分裂が

ないために、四極子分裂による鋭い吸収線のみ観測された。(b) のようなスペクト

ルを得るには数万回の積算(6時間程度〉で充分であった。芳香環の y軸(y'軸)回

りの回転連動は十分 速く、環の重水素のシグナルは 4組しか観測されない 230 各温度

についての信号の四極子分裂縞を用いて、 PAAの配向度の温度依存性、また CCD結合

角等ネマチック相における分子構造に関する情報を得た。

一方、 PAA-d6 の 2H-NIIR スペクトル(c) には、わずか 32回の 積 算 で 、 重 水 素 化

されたメトキシ基の他に重水素化されていないはずの芳香環の重水素の信号が観測

された 。これは試 料の合成過程で環の水素の一部が重水素置換されたことを示して

いる。プロトンをデカップリングすると(d) 、四極子分裂のみ観測された。環の重

水素の信号のうち、 2つ の 強 い 信 号 は ケ ミ カ ルシフト値よりメトキシ碁に対してメタ

位の重水素 D 1 A 、 D 1 B であると帰属した。従って、 ( c) で観測された分裂はオル

ト位のプロトンとの双極子棺互作用によるも のである。この分裂幅は 1000llz以上あ

るため、環の水素を全て重水素化した試料について重水素どうしによる双極子分裂

(数百 IIz程度)を用いるよりも精度よく配向度を評価できる。これらのスペクトル

( c)、 ( d) の解析から配向度、 CCD結合角等を求め、スペクトル(b) の解析より

得た天然存在比 PAAに関する結果、及びこれまでに報告されている種々の重水素化 P

AAに関する結果 2). S.). 4). 5)と比較した。これ に 基 づ き 、 重 水 素 置 換 がPAAの 磁 場 に

対する配向や、液晶相における分子構造に影響を与えることを明らかにした n

ポ ポ
"-' 0 
/-¥. /、，

。ー丸 ;-"、 /¥. 戸町
内c 、グ 、尚一く }-o 

図 1. p ア ゾキ シアニソールの分子婦造

及び分子内座標系

4. 参考文献

.!...."'''I.. fT'阿~寸骨相庁?押すF円骨"胃T

!l 4 0 -4 -8 KHZ 

図 2. PAA、 及 び PAA-d6の 'II-NMRス ペ ク ト ル (61.25MHz)

(a) PAA (b) PAA. 1 H-decoupled 

(c) PAA-d6 (d) PAA-d6. 1 H-decoupled 
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P 33 状態相関 2次元NMR法による液晶構造の研究

一混合液晶系-

0木村雅晴1 河原広典2 ・今成 司2・内藤 晶3・赤坂一之1.4

c京大理 2日本電子・ 3tI臣工大理 4神戸大理)

STATE-CORRELA:τED TWO DIMENSIONAL NMR SPECIROSCOPY 

APPLICA'百ONTO A MIXTURE OF LIQUID CRYSTALS 

( alkylbiphenyl / phenylcyclohexane ) 

OM.KIMURA1， H.KAWAl弘RA2，M.Th仏NARI2，A.NA汀0
3
，and K.AKASAKA1

•
4 

1 Faculty of Science， Kyoto University; 2 JEOL， L凶;

4 
3 Faculty of Sci巴nce，I-五mejiInstitute of Technology; ~ FaculザofScienc巴， Kobe Universiザ

We improved the efficiency of microwave irradiation on our temp巴ratur，巴jumpNMRapp釘atusso 

that出巴phasetransition of a liquid crys凶 occurredwith泊 3m江lis巴conds.τ五isimprovement 

巴nabledus to obtain well-r，巴solvedState-Correlat巴dTwo Dimensional NMR Spectroscopy 

(SC-2D) spec位aof liquid crystals in which spec釘almixing due to spin diffusion was considerably 

reduc巴d.In白epresent sωdy， we applied this techniqu巴toa 1:1 mixtur巴of

4-n-p巴ntyloxy-4にcyanobiphenyl(50CB) and 1-(4'-cyanophenyl)-4-propylcycloh巴xan巴σα13).

We couldsep訂 atecomplicated， ov巴rlappedsignals in th巴n巴maticphase泊toindividual proton 

signals， which perrnitted analysis of dipole-dipol巴couplingsof individual protons. Her巴， we could 

estimat巴th巴orderp紅釘neterofth巴corep紅 ts(rings) of 50CB and PCH3 in the mixture to be 0.52 

and 0.38， r巴spectively(at a r巴ducedt巴mperatureof 0.99). 

1 .はじめに

'我々は、マイクロ波を利用した高速温度ジャンプNMR法において、液晶試料が最

も効率良くマイクロ波を吸収するようにプロープ部分を中心に改良を行い、液晶相一等

方相聞の相転移に要する時間を、最高で僅か 3ミリ秒にまで縮める事に成功した。このよ

うな高い効率を実現できたことで、より分離の良い状態相関 2次元プロトンNMRスベ

クト jレを得ることが出来るようになった。

従来の重水素置換による lH又は2HNMR法と比べて、状態相関 2次元プロトン

NMR法を液晶材料に適用する場合の特長として

1. 重水素置換を必要としないため適用範囲が広い。

2. 液晶相における NMRシグナjレの帰属が出来る。

3. 重水素化による液晶物性に対する同位体効果がない。

といった点が挙げられる。今回は、いままで実用的な面において経験的に行われてい

液晶、混合液品、 2次元NMR、相転移、マイクロ波加熱、温度ジャンプ

きむらまさはる、かわはらひろのり、いまなりまもる、ないとうあきら、あかさかかずゆき
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た波品の混合に対する分子論的なアプローチの手始めとして、この方法を混合液晶系

に適用することを試みたのでそれについて報告する。

2.背景

液晶の一般的な性質として、 2種類の同型の液晶分子を混合すると、それらは均一

に混じり合い、その液晶相一等方相間の相転移温度が変化することが知られている。多

くの場合は相転移温度は低温側にシフトし、今回対象とした系(alkylbiphenyl/

phenylcycloh巴xane)においても単一の液品分子における相転移温度はそれぞれ(68
0

C/

4 5 oC)であるのに対し、重量比 1 1の混合液晶の液晶相一等方相間の相転移温度は

2 6
0

Cになった。これは、 2種類の液品分子を混合したことによる分子間相互作用の変

化に基づくものである。

波晶構造に関する情報のひとつに配向秩序因子(白d巴rParam巴ter)がある。状態相関

2次元NMR法を用いることによって対象となる系が混合液晶の場合でも、等方相での

スペクト Jレが十分分解能良く分離されていれば、各水素原子核が液晶相でどのような双

極子相互作用を受けているかを 2次元スベクト Jレのクロスセクションから知ることがで

きる。これより、配向秩序因子を得ることが出来る。

3. 装置の改良

マイクロ波の吸収効率を上げ、液晶相一等

方相間の相転移をできるだけ短時間に達成

するために、主に次の 2点について改良を

行った。

1. マイクロ波発生装置の導波管からN

MRのプロープへとマイクロ披を導く同軸

ケーブjレを太くした。これにより同軸ケー

プJレ内での損失を抑えることができ、より

効率良くマイクロ波をプロープへと導くこ

とが出来るようになった。

2. 周波数掃引装置を用いて、液晶試料

をコイル内部に挿入することによるマイク

ロ波吸収効率の変化をモニターしながら、

コイルの形状や試料の位置などに検討を加

えた。その結果、 2.45GHzのマイクロ波を

より効率良く吸収させることが出来るよう

になった。

4.実験

プロープ4 ッド

ラジオ厳コイル 超伝導飽石

マイコタロ波ゲートパルス

図1. マイクロ波温度ジャンプNMR装置

(mm) 

図2. マイクロ波照射用コイル

液晶試料として4-n-p巴ntyloxy-4'ーcyanobiphenyl(5 0 C B)と、

1・(4'-cyanophenyl)斗 propylcyclohexan巴(PC H 3)、および重量比 1 1の混合液晶
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を用いた。 50CB、PCH3の液品相一等方相間相転移温度はそれぞれ 68.C、

4 5.Cである。状態相関2次元NMRスペクト Jレの観測においては転移時間に5ミ1)秒の

パルスマイクロ波を挿入して液晶相から等方相へ転移を起こした。マイクロ波発生装置

は東京子製 1D X -2 5 0 2 P (1.3kW， 2.45GHz)を、またNMRスペクトルの観測には

日本電子製GX400型打'-NMR分光器を使用した。

5.結果

従来、液晶相のスベクトルはシグナJレの

重なりのために解析が困難であったが、状

態相関 2次元NMR法を用いれば、ー液晶相

での情報を含んだスピンを等方相で観測す

ることによって各水素原子核のシグナJレに

分離することが出来る。図にパルス系列と

混合液晶について得られた状態相関 2次元

NMRスベクト Jレを示す。等方相のスペク

トルの各シグナJレは、 DQF-COSYな

どの方法により帰属することが出来る。
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各水素原子核についてのクロスセクションから、近接プロトン間の双極子相互作用

によるシグナjレの分裂を読み取ることが出来る。双極子相互作用と配向秩序因子Sは次

の式で関係付けられる。

LlV=~ ( 'Y2~ )S ， 
2π2πr3 

Sベ也子斗〉

ここで、 企V:双極子相互作用によるシグナルの分裂幅

'y :水素原子核の核磁気回転比

である。

h プランク定数

r 双極子相互作用を及ぼす水素原子核問距離

。:水素原子核を結ぶベクト Jレと磁場のなす角

芳香環の水素原子核の双極子相互作用によるシグナJレの分裂は、隣接する水素原子

核との双極子相互作用を示しており、この値から 50CB及びPCH3の混合液晶中で

のそれぞれのコアの配向秩序因子を得た。

分裂幅 (ほfz) 配向秩序因子 T' 

50CB 8.03 0.33 0.99 

5 0 C B (mixture) 1 2.7 5 0.52 0.99 

PCH3 8.32 0.34 0: 9 9 

P C H 3 (mixture) 9.44 0.38 0.99 
-'---

ここで、 T'はRedu∞dTemperature T・=Tex (K) /T  c (K) 

PCH3が、混合によっても Tc近くでの配向秩序因子にそれほど変化が見られない

のに対し、 50CBは大きく変化している。 50CBは、分子がかなり配向した状態か

ら一挙に等方相に転移していることがわかる。

6. 今後の課題

ここでは、混合液晶系に対する状態相関 2次元NMR法の適用の一端を示した。い

まのところマイクロ波の照射・吸収効率はかなり満足のいくレベルまで達しているが、

分解能の点で等方相において全ての水素原子核のシグナjレが分離されるまでには至って

おらず、このことが混合液晶における個々の水素原子核のスベクト Jレの解析を困難にし

ている。その原因としては、コイルの形状による摂動磁場の不均一性及び実験時間が長

いことによる静磁場の揺らぎが考えられる。等方相でのスペクト Jレが十分分解能良く分

離されていれば、各水素原子核が液晶相でどのような双極子相互作用を受けているかを

2次元スベクト Jレのクロスセクションから知ることができるはずである。これらの点を

改良し、更に局所的な情報を得ることが出来るようにすることが今後の課題である。
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P 34 国体高分解能NMRを用いた

ペプチド‘の水素結合の研究 2

東工大 O浅川直紀・黒木重樹・黒子弘道・安藤勲

群馬大 荘司額・尾崎拓男

Hydrogen-bonding effect on 13C NMR chemical shifts of 

cyclic dipeptides in the solid state 

Naoki Asakawg， Shigeki Kuroki， Hiromichi Kurosu， Isao Ando ( Depa吋mentof 

Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology， Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152) 

Akira Shoji， and Takuo Ozaki ( Depa代ment of Biological Sciences， Gunma 

University， Tenjin-cho， Kiryu-shi，Gunma 376) 

The 13C NMR chemical shifts of L-alanine-residue carbonyトcarbon(しAlaCO) of 

cyclic dipeptides， c(Ala-D-Ala) and c(Ala-Ala) in the solid state， were measured， in 

which the、mide-amidetype" hydrogen-bond and their hydrogen bond lengths (RN...o) 

are all the same. From these results， it is found that the observed principal values of 

13C chemical shift tensor are greatly affected by their hydrogen-bond angles ( C=O・・

N，C=O・・H).

1.緒言

これまで我々は固体ペプチドの構造と 13C及ぴ15N化学シフトの相関を

調べ、化学シフトを通してペプチドの水素結合やコンホメーションに関す

る情報が得られることを示してきた110 いくつかのペプチドに含まれるグ

リシン残基及ぴL-アラニン残基のカルボニル炭素の等方平均化学シフト

は水素結合距離 (N." 0原子関距離)の減少に伴い直線的に低磁場シフト

することが示された。さらに、いくつかのペプチドの Lーアラニン残基の

カルボニル炭素の化学シフトテンソル主値(d "' d 22' d 33)が決定された。

国体高分解能13CCP-MAS NMR、水素結合、ペプチド、 Lーアラニン

あさかわなおき、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

-237-



その結果から、水素結合距離 (RN・。)の減少に伴ぃ O221土大きく低磁場側

へシフトし、 OI1
はRNぃoの減少に伴いやや高磁場側へシフトするものの 8

22ほどの明確な相関はなく、 O33は水素結合距離の変化に敏感ではないこと

がわかった。これらの結果は INDOMOを用いた有限摂動理論 (FP T) 

による磁気遮蔽定数 (σ11'σ 加 σ33)の計算からも支持された。

しかし、 FPT-INDO法による磁気遮蔽定数の計算によると、 σ11

及び σ22にかなりの主鎖コンホメーションの違いを反映して異なった化学シ

フト値を与えているが、実測の化学シフト値 OI1及び O22 ~こは計算に見られ

るようなコンホメーション依存化学シフトは見られなかったO これは、磁

気遮蔽定数の計算は水素結合角度 (c=o・・Hと0・'H-N) を180'に仮定して

おこなったが、実際に用いた系では水素結合角度は約130'~160' の範囲に

分布していて、水素結合角度の違いがコンホメーションの違いの効果を打

ち消すように Òll ， Ò22~こ現れたのではないかと考えられる。このような水素

結合角度の違いがLーアラニン残基カルボニル炭素の化学シフトテンソル

主値に実際に影響を及ぼすかどうかを調べることを本研究の目的とする。

そこで、 X線回折法によって構造既知である L-アラニン残基を含むペプ

チドのうち RN…oが等しく水素結合角度が異なる系をいくつか選ぴ、水素結

合角度と化学シフトテンソル主値との相関を調べた。

2.実験

試料として環状ジペプチド(ジケトピペラジン)であるc(Ala-D-Ala)と

c(Ala-Ala)を用いたoc(Ala-D-Ala)及び、c(Ala-D・Ala)はそれぞれ再結晶の方法

によって結晶構造が異なることがわかっているふ110 それらの幾何学的パラ

メータをTable1に示した。 L-アラニン残基のカルボニル基が形成する水

素結合距離RN"Oはすべて約2.89Aで等しいが、水素結合角度及ぴ、コンホメ

ーションが異なっていることがわかる。

国体高分解能13CNMRスペクトルは、 CP-MASアクセサリを付属

した日本電子製GSX-270NMR分光器 (67. 80MHz) を用い、

室温で行った。積算回数は 300~1000 回である。試料を 1 8 0 0 ~ 

1 9 5 0 H zでマジックアングルスピニング.させ、 Hertzfeld-Berger解析を

行い化学シフトテンソル主値を決定した。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て、その化学シフトを 29.5ppmとし

て、 TMS基準に換算した。
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3.結果と考察

Fig.lに13C C P -MA Sスペクト

ルの例を示した。いくつかの方法で結

Table 1. Geometrical parameters of c(Ala-D-Ala)四 d
c(Ala-Ala)田 determinedby X-ray diffraction studies. 

時crys回Ili詑d dihedral angle (deg.) hydrogen-bond length (A) 

晶化させたc(Ala・D-Ala)及ぴc(Ala-Ala) sample from 中 中 曲 RN--O RH心

中のL一アラニン残基のカルボニル炭 c(Ala-D-Al砂 M訓 -3.1 

素の等方平均化学シフトは約 3ppmc耐仏凶la-叫a-

の範囲でlばまらついたo 今回用いた試料 均0 37 
はすべて水素結合距離が等しいが、各

試料問で化学シフト差が生じた。この

2.8 
2.4 
-4.2 
20.6 
26.9 
20 
28 

3.2 2.886 1.94 
2.9 2.88 1.96 
4.9 2.888 ユ08
8.1 2.885 1.89 
0.7 2.895 1.91 
8 2.888 1.88 。 2.899 1.99 

シフト差には「コンホメーションの違

いJ12及び「水素結合角度の違い」か

ら生じたものが含まれていると考えら

S町nple
田口fytsotmallzEd dihdml anEleN(HdeO E) 

COH CON NHO CHN 

れる。

さらに、 Lーアラニン残基のカ

ルボニル炭素の周囲の立体的な分子

構造に関する情報を得るために、こ

れらの試料を 1800~1950H

Zの低速でマジックアングルスピニ

ングさせたときの13C C P -MA S 

測定を行った。それらのスペクトル

の例をFig.2に示した。これらのスベ

c(Ala-D-Ala) MeOH 146.9 146.0 160.6 156.3 

MCHO2H0 5C 
150.4 145.7 165.1 153.9 
119.5 119.4 179.3 157.3 

c(Ala-Ala) MeOH 

H20 120 120.4 174 
122 119.1 168 

クトル中のスピニングサイドバンド c(Aゅ ー的
c(Ala-Ala) 

には化学シフト異方性に関する情報 l 
が含まれている。メインピークに対~ • J¥. n 

するスピニングサイドバンドの相対一一ベーヶ......

強度からHertzfeld-Bergerの方、法によ

ってシミュレーションを行い、 L

一アラニン残基のカルボニル炭素の

化学シフトテンソルを決定した(

Table 2) 0 022の測定誤差は約 O.

5ppm、 011及ぴδ33については

約 2ppmと見積もられる。 Table1 
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Fig. 1 67.8?v任fz13C Cp-恥1ASN?v位互 spectraof 
c(Ala-D-Ala) recrystallized from methanol at 5 
deg. and c(Ala-Ala) form H20 at room 
t巴mp紅 aturecondition. The spinning rat巴S釘 E
3960and4αJOHz， respectively: 



に示すように、今回用いた試料の水

素結合角度は大きく 2つのグループ

に分けることができる。グループ1

c(Ala-D-Ala) 

は角度c=o・Nと角度c=o・日が約 l州州市山M仙台

2 0度のもので、グルーフ。2は角度 目~~

c(Ala-Ala) 

c=o・・Nと角度c=o・Hが約 150度

のものであるロこの 2つのグループ

の化学シフトテンソル主値を比較す

ると、 Ol1及び O22にlOppm以上

Fig. 2 67.8MHz 13C CP-MAS NMR spectra of 
c(Ala-D-Ala) recrystallized from methanol at 5 
deg. and c(Ala-Ala) form H20 at room 
temp紅 'aturecondition. The spinning rates ar巴
1750 and 1850Hz， respectively. 

のシフト差が観測された。 O33にも

大きなシフト差が観測されたが水素

結合角度の違いによるものではなく、

Table 2 The observed isotropic 13C NMR chemical 
Shifts田 dtheir tensor principal values of c(Ala-D-Ala) 
and c(Ala-Ala). 

sample 呂田

したがって水素結合ではない分子間

の相互作用に起因するものではない

かと考えられる。詳細は講演で述べ

る。

c(Ala-D-Ala) MeOH 169.7 
c(Ala-D-Ala) H20 170.7 
c(Ala-D-Ala) MeOH5deg.170.1 
c(Ala-Ala) MeOH 172.9 
c(Ala-Ala) H20 172.5 

文献
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261 
265 
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ゐ2

145 
144 
156 
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033 

104 
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P 35 同種核問異種核問の原子間距離測定法の検討
(姫工大理・大塚電子) 0内藤晶・辻暁・仲村高才、・斎藤肇

Detennination of internuclear distances for heteronuclear and 

homonuclear systems 
Akira NailO， Saloru Tuzi， Takashi Nakamura， and Hazime Saito 

(Deparlmcnl of Lire.Science， Himeji Inslilul巴ofTechnology) 

Rotational resonance method was examined to determine P-P distance of phosphate 

group in adenosine 5'-lriphosphate disodium salt(Na2ATP). The P-P distance between y 

and s phosphorous nuclei was determin巴dwithin the accuracy of O.2A after careful 

examination of the. exchange rate of the Zeeman magnetizations. Separated local field 

2D NMR spectroscopy was applied to determine N-H distances for peptide nitrogens to 

evaluate thc strength of hydrogen bonding. Strong side band patterns were observed for 

peptide nitrogens whose envelope reflects magnitude of the N・Hdipolar interactions. 

Inspcction of the sidc band pattern made it possible to determine thc N-H bond distance. 

(序) 回体試料の高分解能NMRスベクトルを得るため、 CP/MAS法がこれまで広く}甘

いられてきたが、この手法のみでは原子間距離情報を含む双極子相互作用も同時に消去

されてしまう。このため、高分解能のNMRスペクトルは得られるものの、原子間距離の

情報は失われてしまう。そこで、複雑な分子の原子間距離情報を得るには、高分解能を

保ちながら、双極子相互作用を復活させる手法を用いる必要がある。今回、我々は回転

共鳴法および局所臨場分離2DNMR?去を用いて双極子相互作用を復活させP-PおよびN-H

原子間距離を決定するための基礎検討を行ったので報告する。

(実験) P-P聞の距離を測定する試料として、アデノシン三リン酸二ナトリウム塩

(Na
2
ATP)を用いた。 Na

2
ATPをエタノール・水 (2 : 1) 溶媒に溶かし、冷却法によっ

て結晶を得た。得られた結晶を湿度 10 %および 50%の環境に 2日開放置した。菅原

らの報告によれば湿度 10 %および 50%に放置した結晶はそれぞれこ水和塩および三

水和塩になっている。 1)N-H間距離を測定する試料としてジペプチドであるグリシルア

ラニンとトリペプチドであるグリシルプロリルアラニンを用いた。

回転共鳴j去の実験2)には凶 1(a)に示すパルス系列を用いた。実験では測定したい 2本

の共鳴線の化学シフト値の差にローターの回転周波数を一致させ、さらに片方の共鳴線

jllJ '1;1; !li!n法、局所磁場分離2DNMR， 原子間距離、 ATP， ペプチド

ないとう あきら、つじ さとる、なかむら たかし、さいとう はじめ
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を選択的に反転させた後、 Mi化移動による信号の強度変化を観測した。局所磁場分離

2D-NMRの実験には凶 1(b)に示すパルス系列を用いた。展開時間ではBLEW12パルス系

列を用いてプロトン聞のスピン拡散を押さえ、 N-H双極子分裂を観測可能にした。さら

に1800パルスを挿入して化学シフト相互作用を再結像により消去した。このパルス系列

において司g1J!ii}~J 聞から検出jりJIsJの!日j隔はロータ一回転周期lの整数倍に設定することが重

要であった。

1HI I I 口
yq[fr〉

!o?。ト位|(a) 

900 

ー・--ーー二 ご 4・---1・・
t1 tm t2 

二水和塩

900 b 三水和塩

31 P 円 1

)
 

L
U
 

(
 

1H凹
900 BLEW12 

4・ーーーー・-
tl 

-・ーt2 

図 2 Na
2
ATPの31pNMR 

スベクトル

CW  DECOUPLING 

15N 口 yα 戸

1800 じ〉 60ms 

ntr ntr 
~八~一一-------.__ヘ~、 40

[詔 l パルス系列

(a)@j 転共f(鳥1:1;

(b)局所磁場分離2DNMR 

20 

ハリl
 
5 

3 

ppm 

-0 -5 

(結呆とど-~ß)
1~I :o， Na2ATPの副転共~ß31p NMRスベクトル

回転手1<鳴j去による P-P間距離の決定 図2に示すようになNa
2
ATP二水和塩の 31 P_ 

NMRスベクトルでは 3種類の31p共鳴線が分裂して現われ、低磁場からそれぞ?れy，α，sの

リン核に帰属できる。 -)j、Na2ATP三水和塩では 5種類の 31 P共鳴線が現われた。 X線

回折の結呆によれば、単位佑子に存在する 2種類のATP分子のリン酸基部分の配座は二
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;K干11J;~，[ではよく似ているのにふj し、 1水干11J:;¥，1では大きく児なっている。したがって、

31PNMRスベクトルの相違はこの配座の違いを反映していると考えられる。

Na
2
ATP二ノド和塩結晶について31p回転共鳴の実験を行った。 y{立と戸位の化学シフト値

の差に等しい周波数にローターの回転周波数を設定し、さらに戸位の信号を選択的に反

転させて、スピン交換により磁化の変化していく様子を観測した(図 3)。このスピン

交換は双極子相互作用が復活したために生じているので、この交換速度の解析から核問

距離をO.2Aの精度で決定することができた。回転共鳴法において、ゼロ量子スピンスピ

ン緩和時間や化学シフトテンソルの主値等を決定する必要があるが、これらの値が実験

で得られない場合には、適当な値を仮定する必要がある。このように、回転共鳴法では、

不確定な要素を含むのが欠点であるといえよう。

局所磁場分離20NMR法による N-H間距離の決定 直接結合したN-H間距離は水素結

合の強さを反映しているので、この距離を正確に決定することは生体分子の構造を理解

するうえでも重要である。しかしX線回折においてもプロトンの位置は正確に決定する

ことはできない。本研究ではペプチド窒素の水素結合を評価する目的で、回転試料に局

所磁場分離20NMR法を適用してN-H間距離を決定する試みを行った。今回の実験はす

べて天然存在比の 15N NMRスベクトルを観測した。 1回の測定には約 20時間を要した。

図4にグリシルアラニンのアミノ窒素とペプチド窒素の局所磁場パターンを図示して

いる。この図から分かるようにペプチド窒素の局所磁場パターンには大きなサイドパン

o CH3 
11 I 

H2N-CH2-C時 Nt←ct←COOH

町。。
H
 

N
 

¥

/

 

印。

。。

。

一 ~H3
印。

U
U
ヨ

問。 -4 -8 

t'Xl '1 グリシルアラニンのかHiJi-磁場分離 15N NMRスベクトル
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o 0 CH， 
1I 11 I J 

H什 CH;z-CナヤC-Nf←α-COOH

CH2 CH2 

"'-CH; 

C
 

N
 

¥

/

 出。。

凶印。

m 
o 

H
 

N
 

¥

/

 O 
o 

-8 

o 

ー +NH
3

-4 ・e

図 5 グリシルプロリルアラニンの局所磁場分離15NNMRスベクトル

ドが現われており、このサイドバンドパターンを解析することによって、 N-H間距離を

決定することができる。 Opella等はDNAの局所磁場分離2DNMRスペクト lレを報告して

いるが、 3)今回のスベクトルでは、より先鋭なサイドバンドパターンを示した。この原

因としては、 BLEW12パルス系列のデカップリング効率が良いことと、天然存在比であ

るため、 15N校聞の双極子相互作用を無視できることが考えられる。図 5にグリシルプ

ロリルアラニンの各窒素核の局所磁場パターンを示す。このスベクトルではペプチド窒

素でもプロリンの場合のようにプロトンと結合をもたない場合は、 N-H双極子相互作用

が存在しないので、局所磁場パターンにはサイドバンドが現われていない。このように

窒素核のN-H双極子パターンは窒素核の環境を敏感に反映することが判明した。講演で

はサイドバンドパターンの詳しい解析についても議論する。

(文献)

1) Y. Sugawara et al.， J. Am. Chem. Soc.， 113，5440 (1991). 

2) R. G. Griffin et al.， J. Chem. Phys.， 92 6347 (1990). 

3) S. J. Opella ct al.， J. Am. Chcm. Soc.， 104， 1761 (1982). 
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P 36 cellobiose octa(decanoate)の液晶及び結晶状態に関する

13 C及び2H NMR研究

(京大化研) 0高江測昇・高田晃彦・堀井文敬

福田 猛・宮本武明

13C and 2H NMR S七udies of Cellobiose Oc七a(decanoa七e)
in the Liquid Crys七alline S七a七es

Noboru Takaes~ ， Akihiko Takada， Fumi七akaHorii， 
Takeshi Fukuda， and Takeaki Miyamoto. 

Ins七itute for Chemical Research， Kyo七oUniversity， Uji， Kyoto 611 

The moユecularmo七ionand c∞。rば orma七ion of cellobi口se octa(decanoate) 
(CODA)， which forms disco七ic columnar工iquidcrys七alsa七 72.3-95.8oC，
have been s七udied by solid-s七a七e 13C and-2H NMR-spectroscopies. 13C 
NMR spec七ra indica七e that side chains of CODA have almos七七he same 
conforma七ion in七heliquid crys七alline state as in solu七ion，whereas 
七heir conforma七工onbecomes rich in 七rans in the crystalユine s七a七e. I七
has also been found 七ha七七hemolecular motion of the side chain is 
highly enhanced no七 only in七heliquid crystalline s七ate bu七 in 七he
巴rys七alline s七a七eabove room tempera七ure.

1. はじめに ある種のディスク状分子は、カラムナー液晶を形成することが知

られている。我々は、セロビオースをコアとし、メチレン連鎖を側鎖とするディスク

状分子を合成し、そのカラムナー液晶状態及び結晶状態の構造と分子運動について、

13C及び2H NMRにより検討した結果を報告する。

2. 婁 験 ce llobiose octa(decanoate) (C  0 D A) (図 1(a))は、ビリジ

ン存在下でセロビオースと decanoyl chloride を反応させることにより作製した 1~

また、 CODAの還元末端 1位の
(a) 

みを OH基に戻し、この OH基と、 RO~H2 ~O RO~ 9R 

R O-、'--¥ /ー""- ，0‘/ー '----..__I/グr--_OR
Heyningenらの方法2)により調製 ，，~ ~命~~司、、川γ

RO~ ¥ /、0"
した d叩 anoic acid-2ーむとを反 OR CH20R 

応させることにより、部分重水素

化C0 D A ( C 0 D A -d2) (図

1 (b) )を合成した。

13C NMR測定はJEOL JNM-

GSX200分光計を用い、 π/4パル

ス法または、 CP/MAS法により行っ

た。 また、 13Cスピンー格子緩和
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たかえすのぼる、 たかだあきひこ、 ほりいふみたか、

ふくだたけし、 みやもとたけあき
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MAS 90"パルス幅は3.8μs、13 C 時間TlCはCP Tlパルス系列 3)により測定した。

四極JEOL JNM-GX400分光計を用い、NMR測定は、2H の回転数は約3.0kHzである。

O"C 

90。パルス幅は3.0μsである。

結果左考察 図2にCODAのDSC測定の結果を示す。等方相から

まで急冷(lQ.C. min-りした試料と徐冷(o. 4.C・min同 1)した試料とでは、

2H 子エコーパルスにより行った。

3. 

融点に若

液晶一等方相転移は界温の際の結晶一液晶転移は72""""74.C、干の遣いが認められるが、

95.8.Cで起こることが分かる。

CODAの磁場配向性を調べ多くの液晶が磁場配向することはよく知られている。

N M Rス2H C 0 D A-d2を液晶状態 (81.C)で9.4Tの静磁場中に静置し、るため、

約60時間スベクトルの形状が変化しないこしかし、ベクトルの時間変化を追跡した。

この程度の静磁場下では CODAは磁場配向しないと考えられる。とから、

溶液状態にNMRスベクトルを示す。CODAの種々の状態における 13C 図 3に、

4-{ 
13 C_l H化おける共鳴線の帰属は、

j 

2次 (a)Solutio日

CDC1、

¥LjJA 
液晶状態

COSY  

元 NMR法により行った。

学シフト相関及びlH

セロピオースに基づくコアのでは、

下

、ー共鳴線がほとんど認められない。

dipolar de-プロトンののことは、

(b) LiqUid crysta11in巴 (80"C)coupling (D D)の振幅に対応する

(巴) Crysta11ine (-50"C) 

slow1y coo1ed 

(c) Crystallin巴 (30"C)
quench巴d

(d) Crysta11in巴 (30"C)
slow1y coo1巴d

一一10・C/llIin

LC 

小
I
l
l
1
1
1
1
E
L
由
工

μ
口
百
C
山

95. s 

• r
、Jρ」

十
し

『

G
十
し戸、】-

n
b
 

+し
A
H

n
M
 

ρ
L
f
J
 

P
l
nド
1

・

0
」
戸

U

P
十

l
千

l
x
f

-可

l
p
L

パ
U
r
t

n
H

、l
f

u
-
-
h
u
 

(
 

A
H

・'

n
u
ρ
し

円
U

に
d

C
1
 

uu 

ヂ

i
n
u
v

n
u
 ρ」

、d
可
i

V
B
P

円

ud

十
し

n
H

P
し

1
l

ρ」
作

b

nド戸、d
Aハ「rJ' 

口
HHπ

M
門N

v
d
 

h
u
 

ハ
U
I
'

コJ
「

G

1

(

 

円ベ
J

• 円
叫1

 

戸

F「

• A
U
 

口
、
.

、l

A

H

-

n
u
n
U
A
H
 

n
u
円

U
n
u

p
し

n
U
門

U

、J
'
n
U

A
U
A
U
 

r
k
口、

A
U

1
I
P
E
-

-
'
n
u
-
-

円

u
n
u

A
H
Pし
円
U

h

U

F

M

 

ハU
V
d

円

U
1
1
V
J

L
u
n
-
-
'
 

f
c
w
 

0

1

O

 

H
u
-
-

qdnu『

qd

戸」v
v
F
I
P
B
 

r』
円

u
n
U

Nus--Fナ
l

p
u
 A

U
A
u
 

n
U
凸
」
戸
」

q
v
+
し
す
v

n
u
『

凸

『

d

ρレ
pu

q
ノ」

h
H
U
'
h
u

-
-
)
 

q
d
h
U
P
U
 

-
(
(
 

「
ト
B

-246-

40 60 80 100 
120 80 100 

T巴mperaturerc

60 40 



DDが有効に行われないことに起因する周波数すなわち数十kHzの分子運動のために、

側鎖の共鳴線は溶液状態のそれらに比べ液晶状態においては、また、と考えられる。

液晶このことから、化学シフトはほとんど変化しない。てかなりブロードになるが、

液晶一方、状態では側鎖は溶液状態と同様なコンホメーションをもっと考えられる。

状態から急冷することにより作製した結晶(図 2(C) )及び徐冷することにより作製し

いずれも側鎖の中央部分のメチレン炭素の共鳴線は低磁場側た結晶(図 2(D) )では、

結晶状態では側鎖の中央その程度は徐冷試料の場合の方が著しい。にシフトするが、

徐冷した場

-50.C.においては側鎖の共鳴線はさらに

側鎖はよりトランスリッチなコンホメーションをもっと

溶液状態に比べてトランスリッチになるが、

また、合はその分率がより高いと考えられる。

部分のコンホメーションは、

低磁場シフトすることから、

考えられる。

trc 
60 80 

C 

内ぺ
J

H
円ハU

CH
2
(9) 

人」巴Lr

刊一しし
w

むい一

側鎖の末端 CH3炭素、図4には、
40 

及びそれに隣接する CH2炭素9、

15 C H 2炭素3のNTICを絶対温度の逆

、柄、，
、-'-数T - Iに対してプロットした。

LC Nは問題とする 13C核に化学結で、

結晶状態におけ合した IH数である。

10 T IC緩るCH 2炭素3の場合以外は、

。↑
凶

¥

↑

z

単一の和曲線は指数減衰となり、

結晶状態

減における CH2炭素3については、

表曲線の初期勾配から平均の TICを

T1 Cを得ることができた。

5 

DSC 

測定により決定された融点を示す。

図4中の破線は、決定した。

T ICの温度この温度を境界として、

3.2 3.0 

3T-11I/-1 1Q-'Y-1/1く

2.8 依存性が大きく変化することから、

Fig.4 NT1C of Sid~ chain carbons of 
COOA VS. r I 

結晶一液晶転移が TICにも反映される

ことが分かる。

結晶状態のメチレン炭素3は

この図から明らかな

ように、

をれ以外の炭素にTI Cの極小近傍、

CODAの従って、ついては TICの極小より高温側が観測されていると考えられる。

非常に活発な分結晶状態においても室温以上では、
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子運動を行っていると推定される。

液晶状態だけではなく、側鎖は、



図 5には、種々の温度における CODA-d2

の 2H NMR スペクトルを示す。急冷試料と徐

冷試料の2H NMRスベクトルの形状には、著

しい変化は認められなかった。液晶状態の共鳴線

は、かなりシャープであるが、なお完全には

narrowingしていない。液晶状態では、非常に活

発な分子運動が行われているが、なおその分子運

動には異方性が存在すると予想される。一方、

-90.Cにおける共鳴線は、 Pakepattern とほぼ一

致することから、 -90.Cにおいては、側鎖の付け

根の CH2炭素は、剛直な状態にあることがわか

る。温度が上昇するに従い、共鳴線の中央部分が

徐々に盛り上がっていき、室温では中央部分が著

しく盛り上がった特徴的な形状となっている。液

晶状態において 2HのTl測定を行ったところ、減

衰曲線は指数減衰となった。結晶状態においては

Tlの異なる 2成分が存在した。しかし、これら

2成分の2Hスベクトルの形状に著しい差異が無

いことから、これらの 2成分はいずれも側鎖の付

け根付近でかなり活発な分子運動を行っている成

分と考えられる。液晶状態及び結晶状態の2H N 

M Rスベクトルの形状を説明するため、現在適当 Fig・52H NMR spectra of CODA-d
2 

な分子運動モデルを用いたコンビュータシミュレ (む)べd)slowly cooled sample. 

ーションを行っている。

References 

(a) 7S.C 
Liquid crystalline 

(b) 26.C 
Crysta11 in巴

(c) -29.C 
Crys ta 11 i ne 

(d) -900C 
Crysta11 in巴
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P 37 2D-Nutation NMRによる結晶欠陥の評価法

筑波大物工 O中村弘輝、恵良田 知樹、岡崎 明

Evaluation of Crystal Defects by 2-dimensional Nutation NMR 

Univ. of Tsukuba H. Nakamura. T. Erata. and A. Tasaki 

Nutation NMR is a good method for the study of quadrupolar nuclei 

with half-integer spin 1 > 1/2. We use this for the evaluation of 

defects in cubic symmetrical crystal. At ideally cubic symmetrical 

field. there is no electric field gradient and nuclei feels no 

quadrupolar interaction. Other nuclei. however. feels quadrupole 

interactions whose strength is widely distributed. In theory. the 

FID can be calculated analytically for a value of ωQ. We are doing 

the simulation of summing up the FID's for a various value of ωQ 

and compare to experimental results. 

1 )はじめに

我々は、 2次元 NutationNMRを用いて結晶欠陥を評価する方法に

ついて研究を行っている.

スピン Iが 1/2より大きい原子核は電気四重極モーメントをもっ.電場勾配が

ない状態では、静磁場中で等間隔な (21+1)個のエネルギー準位が生じており、

NMR共鳴線は l本である.ところが電場勾配があると、電気四重極モーメントと

の 1次の相互作用により (21+1)個の準位は相互作用エネルギーの分だけずれ

て等間隔ではなくなる.そのため、 NMR共鳴践は (21+1)本に分裂する.

keywords : Nutation NMR. quadrupole interaction 

なかむら ひろあき、 えらた ともき、 たざき あきら
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ここで、 1=3/2の核を含む立方対称な結晶について考えてみる.結晶が理想

的な部分(以下、完全結晶部と呼ぶ)では立方対称になっているため電場勾配は生

じず、共鳴線は 1本である.ところが、なんらかの原因によって結晶の立方対称性

がくずれている部分(以下、不完全結晶部と呼ぶ)では、電場勾配が生じており、

共鳴線は 8本に分裂する.各々の不完全結晶部に生じる電場勾配の大きさはランダ

ムに分布するので、共鳴娘もランダムな間隔を持つ.ただし、 m=1/2とm=-

1/2の 2つのエネルギー準位の間隔は、電場勾配がない占:きと同じなので、中心

遣位の共鳴線(3本の真ん中の線)は完全結晶部の共鳴糠と同じ周波数に現れる.

ところで、実際に観測される共鳴線は結晶の各々の部分からの信号の足し合わせで

ある.とのため、不完全結晶部からの信号のうち中心線以外の股収線はノイズにな

ってしまい、観測できるのは完全結晶部の全ての遷位の信号と不完全結晶部の中心

遷位の信号の和の 1本だけである.

2次元 NutationN聞は、電気回重極相互作用の強度が異なる核スピンではパル

ス幅に対する核スピンのフリップ角が違うことを利用したものである.具体的には、

1パルスの実験をパルス帽を次々と変えて繰り返し行い、得られた共鳴線の強度を

パルス帽でフーリエ変換する.この結果得られたスペクトルを NutationPattern 

という.これを理論から求めた NutationPatternと比較することにより、電気回重

極相互作用の大きさ ωQとラジオ波磁場の大きさ ωrfの比を見積もることができる.

2 )理論

Nutation NMRのパルスシークエンスは

Fig. 1のような単純な 1パルスである.

そしてパルス幅t1をパラメータ的に変えて

実験を繰り返し行う. Nutation NMRでは

スピン 1=3/2の場合にはFIDを解析的に

計算することができる(*).
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Fig. 1. The pulse sequence 
of Nutation NMR. 
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計算の結果、パルスの終端での FIDの強度は

S2苛t2=O，tJは (A2，3sinω2Jt1+ALOinω1，4t1+

A1，2sinω1ぷ1+A3，4Sinω3，4t1)

となる.これをt1でフーリエ変換する

とNutationPatternになる.乙こで

A2，3、ω2，3などはラジオ波磁場の強度

ωrfと四重極相互作用の強度 ωQの比の関

数になっている.その変化の様子を

Fig. 2に示す.

3 )解析

実験で得られたNutationPatternからぽー400

ωQの分布を知るのは簡単ではない. 。
ωrF50kHz 

100 
ωa (kほ)

α)23 

α)14 

というのは、いろいろな ωQの値に対する

Nutation Patternの足し合わせになって

いるからである.そこで、まず ωQの分布

を仮定し、対応する NutationPattern 

を計算するという方法をとることになる.

今回は CQが単一の値を持つパウダーを

想定してシミュレーションを行った.

Flg. 2. Dependencies of Aij 
加 dωijonωQ・

ωQはCQと異方性定数守、電場勾配テ

ンソルの主軸と外部静磁場との角度。、

φを用いて以下のような式で表される.

ωo=Ccl3ω28・1+ηsin28ω24>)
1'"' -e2qQ 
"-'¥J-81 (21・1)

(*)P. P. Man， Journal of Magnetic Resonance 67， 78-90(1988) 

P. P. Man， Journal of Magnetic Resonance 77， 148-154(1988) 
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CQ= 1としたときのパウダーの ωQの傭
n=1.0 

の大きさに対する核スピン数の分布を η=0.9 
Fig. 3に示す. TJが 0.0から1.0に増旬=0.8

加するにつれて ωQの分布はなだらかに η=0.7 

なっている.この分布をもとに、パウダ η=0.6 
回=0.5

ーパターンを計算した.それぞれの ωQ山

η=0.4 
に対応する FIDを足し合わせるとネット，

lη=0.3 
の FIDになる.これをフーリエ変換する lη=0.2

と NutationPatternが得られる. L71 =0.1 

=0.。ωQ= 100kHzで守 を 0.0，1. 0と変えた

ものを Fig.4に示す.なお、乙の図には

完全結晶部 (ωQ=O)の信号は含まれて
53S26-MS13θ∞s2φ 

Fig. 3. Simulated dlstribution 
いない. ofωo of powder sample. 

甲 =0.0のほうを見ると、 ωrfが増すに従い、 F1=2ωrfのピークが 2つに分裂

する.これは GaAs中の 71G a原子核のNutationPatternにも見られる特徴であ

る.

。

OOkH 

90kH~ 

80kH~ 

70kH~ 

60kHz 

50kHz 

.40kH~ 

.30kH~ 

20kHz 

ωlF10kHz 

e2qO=100kHz，η=1.0 

100kH~ 

90kHz 

80kHz 

70kHz 

60kHz 

50kHz 

40kHz 

30kHz 

20kHz 

ω『戸10kHz

100 200 300 0 100 200 300 
F1(kHz) F1(kHz) 

Fig.4. Slmulated powder nutation 
pattern for slngle e2qO value. 
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P 38 多量子遷移フィルターによる超イオン導体中のイオンの運動

(筑波大物工)

O山田盤、 中村弘輝、 恵良田知樹、 田崎明

The analysis of the ionic motion in the super-ionic conductor by 

Multiple Quantum Filtered NMR 

Univ. 0 f Tsukuba H. Yamada， H. Nakamura， T. Erata， A. Tasaki 

In recent studies MQF (Multiple Quantum Filterd) pulse sequence is effective 

to distinguish the central and satelite transitions. DQF (Doubl Quantum 

Filtered) NMR was applied to 23Na in V205 which is super ionic conductor. 

In the presense of the fluctuation of electric field gradient a quadrupole 

nuclei such as 23Na decays at least with two component. The experimental 

spectra was fitted by two Lorentzians which has different line width. The 

excellent agreements between observed and simulated spectra shows a correla-

tion time of 1.4nsec at 200k叩 da quadrupolar coupling constant of 11.26聞z.

The Redfield matrics' and ordinal spectral density function was taken to the 

simulation as a simple assumption. 

最近多用途に応用されるMQF(Mu 1 t i p 1 e Q u a n t um F i 1 t e r 

d)NMRを超イオン導体であるナトリウムパナジウムブロンズ (Na-V205)中のNaイ

オンの運動の解析に用いて実験を行った。パナジウムブロンズは、図に示すようにb勅

方向に疑1次元性のトンネルを持ち， NaイオンLiイオンが、このトンネルの中を運

動する事で固体電解質としての伝導性が説明される。この性質は、軽量、高効率な固体

電池等に応用されており、我々は、 Na原子核と電場勾配との相関時間、電場勾配の大

きさ等をシミュレーションによって解析を試みた.

Na原子核は、スピンが3/2であるから、中心遷移(11/2><-1/2 1 )とサテライト

遷移(1土1/2><:1:3/21 )の遷移確率が異なり、 2重指数関数的な減衰を示す事が知ら

れている。通常の単パルス法によるスベクトルをFig.2に示す。線幅にあまり差の無い二

つのコンポーネントによりフイツテイングするのは、困難な事が明かである.それに対

してFig.4は、位相が異なるコンポーネントの重ね合わせのため容易に、さらに正確にフ

イツティングが、可能である。

bQFスペクトルをシュミレートするにあたり、 Redfield Matrics と通常用いられ

る以下のようなスペクトル密度を仮定して、密度行列を計算した。

Jn=2τc/(1+(nω0τc)) n=O，I，2 

今回の実験では、 NaO.8V205について、 200Kから 300Kで測定した.相関時

間τcは、低温になるにつれて大きくなっている事が、 Table1に記しである。これから

の課題として、 Na濃度が異なる試料、 Tlの測定についても検討したい。

References 
1 G.Jaccard， S.Wimperis and G.Boudenhausen J.Chem.Phys. 85，6282(1986) 
2 N.Muller， G.Boudenhausen and R.R.Ernst J.Magn.Reson. 75，297(1987) 

多量子選移NMR.超イオン導体・パナジウムブロンズ

ゃまだひとし、 なかむら ひろあき、 えらた ともき、 たざきあきら
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Fig. 1 The cry~tal ~tructllrc 01" fl-Na0.3V20S 

^ pcrspcctivc vicw of thc tunncl stlllcturc cOI1~tnlctcd 

hy V20S in which町刈iUIl1i()n~ lic. 

Rl R2 J 0 J 1 

Fig. 2 Experimental and simulated spectral with 
conventional single pulse seqence. Oots in the 
fig.1 shows experimental NMR signal. The solid 
Jine Is simulated spctral as the sum of two 
different Lorentzians (dotted lines). It is very hard 
to fit simulation lin.e with conventional one pulse 
NMR signal. 

Fig.3 Experimental and simulated spectral 
with OQF pulse seqence. The sodium in the 
V205 should have at least two componet as it 
decay.One can easily simulate with two 
Lorentztians because each has opposite 
phase. There is some 0仔:setbetween 
thecenter of two Lorentztians. The soJid Jine 
is simulated to OQF signal (dots). 

J 2 wOτc τc eqQ 
[k H z ] [k H zJ [nsecJ [nsecJ [nsecJ [nsecJ [MH zJ 

200K 14.0 7.0 2.8 1.5 0.6 0.918 1.38 

250K 8.0 5.0 1.8 1.3 0.7 0.589 0.89 

280K 8.0 7.0 1.0 0.9 0.7 0.340 0.51 

Table 1 Simulated results. R1 and R2 are transition rate of sateJite and central 
transition. JO，J1，and J3 are the spectral density defined by equations above.ωo T C 
indicates extreme narrowing Jimits.τC is the correlation time between the fractuation of 
electric field gradient and the motion of mobile ions. The eqQ is the electric field gradient 
constant. 
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P 39 国体 NMRの計 算機 実験 プロ グラムの開発

京大理、 Univ. of British Columbia本 O芦田淳、石井佳誉、中井利仁f
寺 尾 武 彦

A Simulation Program for Solid-State NMR Experiments 

.本
J un Ashid a， Yositaka Ishii， Toshihito Nakai'， and Takehiko Terao 

Faculty of Science， Kyoto University 

Faculty of Science， University of British Colu皿biaヰ

A progra皿 for si皿ulatinga variety of solid-state NMR experiments was 

皿ade. The program perfor皿sexact integrations of the equation of 皿otionfor 

the ti皿edevelop皿ent operator， and si皿ulates spectra and spin dyna皿ic s i n 

one- or two-dimensional NMR for hetero-or ho皿o-nuclear 皿ulti-spinsystems 

subjected to any pulse sequences with or without sa皿ple-spinning・

国体 NMRのスペクトルの計算は、双極子相互作用や化学シフト異方性などの存在、

試料回転によゐハミルトニアンの財閥依寄なとによ υほ体の場合よりも複蒜である。

計算が厳密に行える場合は少なく、通常、摂動理論、断熱近似、平均ハミルトニアン

理論、フローケ理論等を用いた近似計算が行なわれる。しかし、近似理論は当然適用

できる範囲が限られており、 しかも実際には近似理論では不十分な場合も多い。

そこで、我々は 小 さ く 分 割 し た 時 間 ご と に ハミルトニアン H(t)を対角化してプロパ

ゲーター U(t)を求め、ぞれを用いて計算した FIDをフーリエ変換することにより、

様々なパルス(有限パルス幅効果を含む)の系列のもとでの、 1次元あるいは 2次元

NMR/ 同種核あるいは異種核スピン系/ 静止(粉末日単結晶)試料あるいは回

転試料のスペクトルおよび磁化の振る舞いを近似理論を用いずに計算するプログラム

を開発した。なお、使 用言 語は FORTRANであり、実際の計算は NEC系のパソコンに搭

載したトランスビューターボード(コンカレントシステムズ社)を用いて行なった。

国体 NMR、シミュレーションプログラム

あ しだじゅん、いし い よ し た か 、 な か い と し ひと、てらおたけひこ
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<計算法の概要>

ここでは例として、回転試料に対する計

算の概略を述べる。

ハミルトニアンは

H (t) = H.+ H nn+ H n+ H ，+日Z".CS"-D'--J'--rf 
ーT一一一一丁一一一一一I I I一一一一寸一一一一寸一一一一寸一一一
200 180 160 14.0 120 100 80 60 

ppm from TMS 

Rotational Resonance条件(nω=ω 一ω)を満たすR -1 -2 
13 

場合に得られる C-CPMASスベクトル

密度行列 ρ(t)の運動方程式は、

ii-ρ(t) = [H (t)，ρ(t) ] . 
dt 

この式を ρ(t)に関して解くと、

ρ(t) = U (t)ρ(O)U(t)1. 

ここでプロパゲーター U(七)は、

Ult)=T[exp{-ij;tl(γ)} ] 
。

T : Dysonのti皿eordering operator. 

また、 rotorの 1周期を tRとおくとハミル

トニアンは

H(ntRtLltJ=.H(ム七)

となるので、プロパゲーターは 異種核 2スピン系での CPMGパルスのもとで得られる

スベクトル(よ)パルスエラーなし(下)パルスエラーあり
U (n t R)ニ u(t R) n 

となり、 FIDをtRごとに計算すると計算

時間が短縮される。

最終的に得られる FIDは

8
t
(t)=tr{ρ(t) 8 t} 

で現わされ、これをフーリエ変換すること

により計算スペクトルが得られる。 ザ州司
ゆリタ

舎
萄

~平~

3スピン系における粉末試料の 2次元交換スベクトル

-256一



P 40 国体高分解能 NMRによるゼラチンの特性評価

(阪大薬 )0藤原英明、高木達也、 (日清製粉)峯村剛

Characterization of Zelatins from High-Resolution Solid-State NMR 

H ideaki FUJIWARa and Tatsuya TAKAGI(Faculty of Pharmaceutical Sciences， 

Osaka University) AND Tsuyoshi MINEMURA(Nisshin Seifun Co.， Ltd.) 

13C CP/MAS NMR spectra were measured for several sourc巴sof gelatins. 

T1 data were also measured by the TICP method proposed by Torchia. The 

alanine Cβsignals supported the coexistence of the form I(β-sheet) and 

form II(triple helical) conformation. The 13C T1 data were discussed with 

regard to the physical properties of gelatins a~d to the arrangement in the 

polymer chain. 

1.序 ゼラチンは医薬品関係ではカプセルや各種製剤の基剤として汎用される他、

食品や写真用として工業的に広く用いられている。これは、動物の皮や骨を原料とし

て蛋白質を部分加水分解して得られる。このようなゼラチンの特性を、固体高分解能

NMRにより評価することを目的として、種々のゼラチン原料についてはCシフトと

緩和時間の測定を行った。

2.実験 固体高分解能 13C N M Rの測定は、 VarianVXR200(13C: 50.3 MHz) に

より室温にて行った。試料はゼラチン原料を細かく粉砕してローターに充填した。典

型的な測定条件は、通常の化学シフト測定では、スベクトル幅= 20 kHz 、データ点数

= 2 k点、フーリェ変換点数= 8 k点、スピニング速度= 3 kHz 、CPの接触時間=

1 ms、パルス遅延時間= 4 s、積算回数= 400回である。化学シフトの基準には、

キーワード:国体高分解能 NMR、緩和時間、ゼラチン、コンホメーション、運動性

ふじわら ひであき、 たかぎ たつや、 みねむら つよし
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ヘキサメチルヘ'ンセーンのメチル基を 17.3ppmとした。緩和時間測定は Torchiaの方法に従

い(1¥'川系列 t1cpを利用)、 900

ハ，)v;¥ = 6μs、パルス遅延時間= 30 s、積算回数

= 400回にて行った。

3.結果と考察 今回はゼラチン原料として、ゼリー強度の異なる 5つのタイプ

(A"" Eとする)を選び、化学シフトと T1測定を行った(表 lと2)。ゼラチンを構

成するアミノ酸の標準的組成はグリシン (Gly)21%、プロリン (Pro) 13%、4-ヒド

ロキシプロリン (Hyp)11 %、グルタミン酸 (Glu)10%、アラニン (Ala)8%、等で

ある。 CP/MASスベクトルの一例と、その帰属を図 lに示す。帰属にはコラーゲ

ンの報告 1)を参考とした。ゼラチン A""Eの全てについて、一番高磁場側の 2本のピ

ークは、強度が同程度であり、両者とも似た値の短い T1値を有し、 Alaのメチル基に

帰属された。 L-Ala-Gly-Glyポリマーの CP/MASスベクトル 1)との比較から、低

磁場側が Forrn1(β-sheet)、高磁場側が Forrn11 (triple helix) と見なされる。

図2にT1測定の例を示した。 T1データ(表 2)は、基本的には、コラーゲンの

測定例 2)と共通点が多い。 rリ7ミトー結合の骨格にある Gly-Cα のT1が 4""58であり、

ゼリー強度の減少と共に、若干短くなる傾向が見られた。

Hyp-Cγ のT1が同じ CH炭素である Pro-Cα や Ala-Cα のT1よりも短いこと、およ

び、 Pro-Cβ や Pro-Cγ のT1がおなじ CH 2炭素である Gly-Cα よりも短いことは、

ポリアミド結合の骨格中心から離れた炭素では運動性が高いことを支持する。メチル

基の T1は最も短いが、これも内部回転の効果である。 T1データの大まかな傾向とし

ては、 Gly-Cα を基準とし、それに対する比をとると、 Pro-Cβ では 0.3""0.5、Pro-

Cγ ，では 0.3""0.4、Ala-Cβでは 0.1""0.2であり、試料の Aから Eまで大体一定とな

っている。 Hyp-Cγ では、この比は 0.2""1.1と範囲が広いが、その理由は現在の所，

定かではない。

文献

1) H. Saito， R. Tabeta， A. Shoji， T. Ozaki， 1. Ando， and T. Miyata，主旦斗k
rne爪必 2279 (1984). 

2)斉藤、横井、第27回NMR討論会、要旨集 p.107 (1988). 

-258-



表1. 各種ゼラチンの 13C化学シフト (ppm)

種類 A B C D E 

C=o 173.3 173.8 173.5 173.9 174.0 

Hyp-Cγ 71.0 70.9 70.9 71.0 71.1 

59.8 59.6 59.6 60.3 

Hyp-Cα ，δ 

Glu-C α 53.6 53.0 &3.3 53.1 53.1 

Ala-C α 49.3 48.2 48.5 48.5 49.2 

Pro-Cδ 

Gly-Cα 43.1 42.8 43.0 43.0 43.4 

Pro-C β 29.8 29.6 29.3 29.2 30.3 

Pro-Cγ 25.6 25.5 25.9 25.3 25.9 

Ala-Cβ 20.9 21.3 20.5 20.9 21. 4 

18.0 19.8 17.6 18.6 

表 2. 各種ゼラチンの 13C緩和時間 (s)

種類 A B C D E 
一 一

ゼ'リー強度 (Bloom) 268 240 199 172 117 

Hyp-C γ(71. Oppm) 2.6:.!:1.4 1.0:.!:0.6 4.6土2.4 3.1土1.7 2.0:.!: 0.9 

Pro-C α(59.5ppm) 6.5:.!: 3.5 4.5士2.3 9.7:.!: 3.1 6.3:.!: 3.1 5.0土1.2

Gly-C α(43.1ppm) 5.0土2.3 4.5:.!: 1.2 4.3:.!: 0.5 4.9士1.3 4.0土1.3

Pro-Cβ(29.8ppm) 2.5:.!: 0.6 1.2:.!:0.3 2.4:.!: 0.2 1.8:.!:0.4 1.7:.!:0.2 

Pro-C γ(25.6ppm) 1.7:.!:0.4 1.2:.!:0.2 1.7:.!:0.1 1.4:.!:0.5 1.7:.!:0.2 

Ala-C β(20.9ppm) 0.8:.!: 0.4 0.5:.!: 0.1 0.7:.!: 0.1 0.5士0.2 0.7:.!: 0.2 

(17.9ppm) 1.0:.!:0.3 0.5:.!: 0.1 0.8:.!: 0.3 
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P 41 周体 2H-NMRによるpoly(y-benzylL-glutamate) 側鎖末端の動的構造

北 大工北津総、平沖敏文、。 堤 耀 康

2H Quadrupole Echo NMR Studies of Poly(y-benzyl L-glutamate) 

So Kitazawa， Toshifumi Hiraoki， and Akihiro Tsutsumi 
Deparlmenl 01 Applied Physics， Hokkaido Universily. S CfJporo~ 

Deuterium quadrupole echo spectroscopy is used to investigate the side chain dynamics of poly(y-

benzyl L-glutamate)(PBLG) over a wide temperature range. Temperature-dependent line-shapes， their 

intensities， and T j s were employedωcharacterize molecular motions of the side chain terminal. The line 

shapes could be simuLated quantitatively with the jump model. The phenyl ring at the side chain terminal 

undergoes small-amplitude librational motions as well as the rapid flip-flop motion about the ring axis at 

below room temperature. Large amplitude motions over the side chain contributeωline shapes and Tj s at 

above 50"C. 

固体状態におけるpoly(y-benzyl L-gluta皿ate)(PBLG)仮tl鎖末端のフェニル環はCr;-CT]

軸のまわりに高速でフリップ・フロップ運動していることが重水素NMRより明かになって

いる。 1)この運動にくわえてフェニル環のCr;-Cη軸自身の運動も示唆されている。ベンジ

ル基のパラ位はフリップ運動の影響を受けないので、パラ位の重水素NMRスペクトルには

Cr;-Cη軸自身の運動が反映する。又、ベンジルメチレン基のスペクトルにもパラ位と同じ

運動が生じると考えられる。本研究ではPBLG側鎖末端にあるべンジル基のパラ位とベン

ジルメチレン基をそれぞれ重水素化し、固体重水素NMRスペクトルの線形と T1を測定し、

側鎖末端の分子運動を検討した。

用いた試料の poly(γ[K-2H1]benzyl L-glutamate)(PBLG-Kdl)とpoly(γ [1;-

2H1]benzyl L-glutamate)(PBLG-~d2) はそれぞれべンジル基のパラ位とメチレン基を重

水素化したベンジルアルコールを用いてpoly(γmethyl L-glutamate)より調整した。国

体重水素NMRスペクトルの泌定はBruker MSL-200(30. 7MHz)で行った。スペクトルは四重

極エコー法により得た。

PBLG側鎖

γヘ人。人1べl
火、_.，:;.K

固体重水素NMR、PBLG、側鎖、分子運動、 libration、フリップ・フロップ運動

きたざわそう、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ
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PBLG-Kd1 と PBLG-~d2 の重水素NMR スペクトルの温度依存性をF i g. 1に示す。 -65oC以下で

は線形は静止状態のパウダーパターンに近く、 Cs-Cη軸と Cs-2H軸の運動はともに非常に遅

く制限されていることを示している。しかし、スペクトルのロ11成分がなだらかで不明瞭

であり、四重極分裂巾は静止状態より少し小さく、小振幅の 1ibrationの存在を示唆して

いる。温度上昇に伴い、スペクトルの強度が減少するexchange broadeningが生じ、 5QOC 

付近でスペクトルの強度は最小になり、この温度領域で四重極相互作用の大きさと同程度

の速さの運動が両試料に生じていることを示している。更に高温になると、線形が大きく

変化し、低温の場合とは異なる singlet-likeなスペクトルが出現する。これは高温にな

ると大振幅の速い運動が寄与していることを示している。

Fig.2 に PBLG-Kd1 と PBLG-~d2 の TI の温度依存性を示す。低温においてPBLG-Kd1 のTI の

値はともに数百msのオーダーであり、べンジル基のCs-Cη軸自身もかなり速く運動してい

ることを示している。温度上昇とともにTI値は減少し、室温付近から著しく減少し始め、

11 QOC 付近で最小になる。同様の TI の振舞いが PBLG-~d2 でも観測された。

以上の線形と TIの結果はPBLG-Kd1とPBLGーとd2には同じ運動が反映していることを示し

ている。低温では小振幅の速い librationが寄与している。室温付近より大振幅のMHzオ

ーダーの運動が生じる。 Y位を重水素化したPBLGの線形の変化はPBLG-Kd1 と PBLG-~d2 とほ

ぼ似ており 2)、これは側鎖全体にわたって同じ運動が線形に寄与していることを示してい

る。このことはPBLG側鎖のガラス様転移が室温付近にあることに対応している。 3)この場

合、側鎖全体にわたり、多重のC-C結合まわりの回転運動が生じるので、側鎖末端は大振

幅の運動が生じることになる。 TIの最小値から求めた運動の相関時聞は11Q oCで5nsである。

(bl Temp/・c

~^ 98 つ三
一一ノ¥ 80 

50 50 

__J-ペごし

_J-ペごしート℃二
一ト久 J ペ -105

100 0 "'1叩 1国 o -1凹
近匂 泌をz

Fig. 1 Temperature_depende!，~:.?f!I!-:.::~~ spec回
for P8LG-Kdl(a)副 dP8LG-sd2(b). 

1) K.恥1atsuo，et al， Rept.Porg.Polym.Phys.Jpn.32， 

495(1989). 2) T. Hiraoki， et al，第 28回NMR討論会

(東京)、 9(1989). 3) A. Tsutsumi， et al， 

J.Macromol.S ci. -Phys. B8， 413(1973). 
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P 42 アミノ酸、ペプチドのCPMAS_
13
C-NMRの同位体効果

(味の素(株)中研)0海老沢計慶、鈴木築一郎

Isotope Effect on CPMAS_13C-NMR Spectra of Amino Acids and Peptides 
Kazuyoshi Ebisawa and Ei-ichiro Suzuki 

Centra1 Research Laboraωries， AjinomoωCo.， Inc. 

Isotope efreet on13c・CPMAS-NMRSpectra of asp紅 tameand L-phenylalanine has been studied. 

百lepeptide carbonyl carbon signal intensity of asp紅tameshows an ex出 meenhancement on 

substitution by reαystallization from deuterium oxide solutiol1， which could be understood from 

出efact血atthere seemsωbe an optimum proton network condition for cross polarization 

enhancement in magic angle spinning. 15N substitution also gives higher intensity of this signal， 

which was explained in terms of the lack of 14N quadrupolar effect. 

【はじめに}

国体高分解能 (CPMAS)NMRよる生体分子の構造解析技術の発展は、 Griffin1)およ

びSchaefer
2
)のグループが、回転共鳴 (rotationalresonance) の手法を実用化するに及ん

で新しい局面を迎えた。だが、将来この方法を現在溶液で行なわれている様な、 13C，

15N均一ラベル試料での多次元NMRへと展開するには、線帽と分解能が障碍となるであ

ろう。即ち、 Bryantら3)が、リゾチームで "pむtialhydration"による線幅の改善を報告し

ているものの、一般に、国体試料中では、幾つものコンブオマーが平均化されずに、一

層の線幅の広がりを与える。

我々は、昨年の本討論会で、アスバルテーム (APM) のCPMAS-13C-NMRにおける同

位体効果を報告した。 4)APMは、異なったコンブオマーに基づく結晶多形を示すこと

が知られているが、純粋結晶形サンプルであれば、シグナルによっては、十分線幅が狭

く、将来の固体状態におけるタンパク質構造研究のモデル系として適している。研究遂

行上、線幅と強度および化学シフトに与える同位体効果を調べた目的は、そのシグナJレ

帰属への応用であったが、重水素 (D)化、重窒素 ('5N)化がいずれもペプチドカルボ

ニjレ炭素シグナルの増強(先鋭化)をもたらすことがわかり、 CPMAS-NMRで得られる

シグナル強度にも、実験上、未知の部分が残っていると考えられた。

そこで、今回は、主として、シグナル強度に影響を与える因子について、 L-フェニル

アラニン (Phe) を含め検討した結果を報告する。

フェニルアラニン、アスパlレテーム、 CPMAS、13C_NMR、同位体効果、同位体標識

えびさわ かずよし、すずき えいいちろう
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[方法】装置は、 JEOLEX・4∞を使用した。まず、 D化については、 N1H双極子の存

否の影響を知る上で、実験的には最適接触時間 1COO回

が、各種の炭素ごとにどう違うかを調4、次に、 26H。

Lフェニlレアラニンのモノマー(各種重水素化 HtN_:JCHこe-N14-tH-5odZH3
体、 Phe，P恥 ds'Phe-d8

等)のスペクトルではど 0 引っ
うか、を調べた。また、 lSN化でも同様に、接 式』

触時間感受性の実験を行なった。ri'、18

【結果と考察1 lに ~9
1) APM各炭素シグナルの接触時間感受性 五
本研究におけるAPM各炭素の番号付けを上に示す。 IA晶について、接触時間を 5ミリ

秒から 1ミリ秒に変えて、メチル基 (C-1 2)由来シグナルの強度を基準として、強度

変化を調べた結果、分子内に 3個あるカルボニル炭素、 C-l，C-4，およびC・11の強度は、

いずれも、 13%から 19%減少した。また、ベンゼン環炭素、 c・7，C-8は殆ど変わら

なかたが、 C-9，C・10は、明らかな増加を示した。メチン基炭素 C-3も明らかな増加を

示した。メチレン炭素については、明瞭な変化は、認められなかった。以上を総合して、

ペプチドカルポニル炭素 C-4だけが、他に比べ際だつて接触時間に敏感という事実は見

い出せなかった。

2)各種重水素ラベル Pheの相互比較およびAPMの結果の解釈

上述したようなAPMのアミドNHの場合とは逆に、 Pheのベンゼン環のCHのみすべてD

化した場合 (Phe-ds)、直接結合している炭素はもとより、周辺に対して、著しい強度減

少効果を示した。これは、すべてのCHをD化した場合 (Phe・d8)と実際上、同様な結果で

あり、我々の予期せぬ現象であった。考えられる可能性としては、交差分極効率は、試

科中にプロトンがある程度連続的に分布しているときに良いのであって、それがベンゼ

ン環程度の大きさのもののD化によってす断されると、著しく低下することである。こ

のごとと、アミドのD化による隣接カ lレポニlレの強度増大とを併せ考えると、交差分極

効率は、プロトンの最適密度下で最良になるという仮説が成り立つが、後者は、単純に

密度と言うよりは、 C-3H-(C=O)→NH→C・5HJレートのスピン拡散による損失をD化によ

り抑制するためかも知れない。今後、更に検討すべきことと思われる。

3) 1sN化の与える影響の解釈

APMアミド結合のlSN化による隣接カルボニルの先鋭化は、 14Nの四極子効果の消失の

影響が、 lS
Nのカップリング効果よりも大きいことを意味している。

{文献1
1)J. Herzfeld， J. Lugtenburg， M.H. Levitt， R.G. Griffin， Science， 251(1991). 

2)A.M. Christensen， J. Schaefer， K.J. Kramer， T.D. Morgan， T.L. Hopkins， J.Am.Chem. Soc.， 

113， 6799(1992). 

3)S.D. Kennedy， R.G. Bryant， Biopolymers， 29， 1801(1990). 

4)第 30回NMR討論会要旨集、 P47，p269 (1991). 
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P 43 団体金属カルボニルクラスター [DCo・(CD)1‘] -の 'H N M R 

0;工口太郎・ 中 山 尋 量 ・ 武 田 定・・恵良回知樹・・.B.，T. Heaton・

(阪大教養・阪大理・.筑波大物理工学系・・.リパプール大学・・・)

So I i d State 'H NMR 01 [DCodCO) 1']-

Taro Eguchi. lIirokazu Nakayama. Chemistry Department. College of General 

Education. Osaka むniversity. 

Sadamu Takeda. Department of Chemistry. Facul ty of Science. Osaka 

Universi ty. 

Tomoki Erata. Department of Applied Physics. University of Tsukuba. 

B. T. lIeaton. Department of Chemistry. University of Liverpool. 

The direct location of hydrogen in transition-metal hydride clusters 

has been examined by neutron diffraction 田easurements. It has been shown 

that [(Ph3P)，N]+[IICo.(CO)I.]- posesses the hydride inside an octahedra1 

meta1 cavity. 1I0wever. the proton chemical shift for the interstitial 

hydrogen atom in this salt has been reported to be 十23.2ppm in sol ut ion. 

which strong1y suggests that the 11 atom does not 10cate at the centre of 

the Co ‘octahedron. Some motiona1 process wou1d induce the 10w-field 

shift. In order to shed 1ight on this prob1em. we first obtained '11 NMR 

spectra of the interstitia1 deuteron atoms of coba1t clusters. PPN[DC06-

(CO)I.] and K[DCo.(CO)I.]. in the solid state by using a MSL-400 spectro噛

meter. A sing1e peak wi th the 1inewidth of 0.45 kHz was observed at room 

temperature in the PPN sa1t. On the other hand. two over1apped signa1s 

were observed in the K sa1 t. One peak shows the sing1et wi th 11. 2 kllz 

linewidth and another the doublet with the peak separation of 80 kllz. 

indicating the presence of two types 'of deuteron atom in the K sa1t. 

はじめに 陰イオンクラスター [IICo.(CO)I.]・は，固体中では Figure 1に示すよ

うに Co が八面体を形 成 し ， そ の 中 央 に 水 素 原子が存在しているとされている 11/. 

PPN 塩の場合には.溶液にして 111 N M Rを測定すると.室温では信号が見えない.

[(Ph3P) ，N] [DCo・(CO)1‘]. K [DCo ‘(CO)I5]. 'H NMR. 金属カルポニルクラスター

えぐちたろう・な か や ま ひ ろ か ず ・ た け だ さだむ・えらたともさ・

ブラ イ ア ン ト ー マスヒートン
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しかし，冷却して ゆ く と 一 100"C以下で 23.2ppm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.

し た が っ て，水素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があるけれども，

. 異 常 な 電 子状態による可能性も完全には否定でき

ない.また. K塩の場合には.中性子非弾性散乱

実験 /3/によると， 水素原子の約半数は八函体の

中心に，残り は ク ラ ス タ ー 表 面 ( 内 部 あ る い は 外

部〉近傍に位置しているニとが示唆されている.

Figure 1 [HCo・(CO)，.]-

昨年の本討論会において. PPN塩の固体高分解

能 '11 N M R (200 Mllz; CRAMPS) の 結 果 ( -28 

ppmの幅広い信号〉を報告したけれども /4/. そ

の後 400Mllzで追試したところ.得られた信号は

CRAMPS 実験に特有のサイドバンドであることが

判明した.ケミカルシフトの異方性などにより線幅が広がっている可能性があるの

で，単一パルスによる測定を試みたが，パックグラウンドが大きく，ヒドリド信号

は観測できなかった.

本研究では，重 水素化合物を合成し. 211 N M R の温度変化などを測定して，こ

れら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 BrukerMSL-200お

よび MSL-400を使用し. 211 N M 

R 線形吸収を 30.722 と 61.424 

Mllzで 150-300K の温度範囲で

測定した.

結果と考察 Figure 2に，室温に

おける 211N M Rスペクトルを示

す. PPN塩では.半値幅 0.45kHz 

の単一ピークを示す K塩では，

lIV/kHz 
300 200 100 0 -100 -200 -300 

PPN 5aft 

T 

4 
ょ

30 20 10 0 -10 -20 -30 
11 ~ / kHz 

半値幅が 11kH zの singletの Figure 2 2H NMR spectra 01 [(Ph3P)2N1 [DCo. 

ほかに， 分裂幅が約 80kllzの (C 0) ，51 a n d K [D C o. (C 0) ，51 a t r 0 0 m t e m p e r a-

doubletが存在する. PPN塩では. ture. (IJ. = 61.424 MHz) 
霊水素原子は Co八面体の中央に

あるために/1/• 核四極子結合定数(e2Qq/h) と非対称性定数 (η) が小さく.線

煽の狭い信号になる. K塩では，少なくとも 2種類の非等価な霊水素原子が存在す
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る. 線幅の狭い singlet信号(く 10kHz) は. e2Qq/h と η が小さいことを示

唆し. Co八面体のほぼ中央にある重水素原子によると考えられる Doublet の信

号では，

Aν=  (3/4) e2Qq/h 

と近似すれば. e2Qq/h が 100 kHz程度ある.この舗は. D20の 215kllzやしH.

OD の 202 kllz に匹敵する値である. したがって.この信号は. Co八面体中央で

M/kHz 

100 50 o -50 ー100

150K 

↑ 

↓ 

30 20 10 0 -10 -20 -30 

はなく，クラスターの表面付近に存在

する重水素原子に帰因したものと考え

られる.信号の面積比から，この 2種

類の重水素原子の数の比は. ほぽ J:1 

である. 中性子非弾性散乱 /3/や赤外

吸収スペクトル /6/ の実験によると，

Cs塩では 1種類しか存在しない Co-H 

伸縮振動( 1056日時 1) /5/が. K塩

の場合は 2種 類 存 在 す る ( 949 • 1060 

C皿-1 ) .今回の実験結果は，この事実

とも一致する. K塩では，結晶学的に

非等価な陰イオンクラスター[DCo. 

(CO)， ー]ー . IJ!存在する可能位も否定で

きない. しかしながら，非等価な 2種

h.V/kHz 類のクラスターの骨格の形が大きく異

Figure 3 Temperature dependence 01 2H なっていなければ， ピQq/hの違いを

NMR spectra 01 [(Ph.P).Nl [DCo・(CO)1.1 説明できないので.その可能性は低い.

at the Larmor Irequency 01 61. 424 MHz. Figure 3に PPN 塩のスペクトルの

温度変化を示す. 150 Kでは半値幅が，

10 kHz と室温の約 20 倍ある. 共鳴周波数が 30.72211Hzでも 61.424 11Hz でも

信 号の線幅は，ほぼ同じで，磁場の大きさに比例しないので，ケミカルシフトの異

方性によるものとは考えにくい. し た が っ て.四重極相互作用が主として線幅を決

めているのであろう.低温においては，重水素原子が Co八面体の中央から少しず

れて存在しているため e2Qq/hが数 kllz あるが，室温においては. 振動などの返

勤によって平均化されるために線幅が狭くなったものと考えられる.

まとめ 固体状態の K 塩では. Co八 面 体 中央にない重水素原子が存在する.この

重水素原子では. e2Qq/h が 100 kllz もあることから.八百体の表面上にある可能

性が高い.また PPN塩でも重水素原子は，完全な rigid な 状 態 に な く . 八 面 体 の

なかで運動している.
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P 44 固体重水素NMRによる 12ーモリブドリン酸ナトリウム結品水の動的構造

阪大理 O石丸臣ー・中村亘男

Solid sta.te 2H NMR siudy of Lhc dyna.mics o[ t.hc hydra.tccl wa.Lcr ill Na-:JPMo010.1lJ)20. 

Shin'ichi lshimaru a.lld Nobuo Nakamura. 

Dcpa.rt.lllcnt. o[ Chernistry， Facu]1.y o[ Scicncc， Osa.ka. U Ili vcrsi (，y 

Solid staLe 2H NMR spectra were measurecl in Na3PMo040.20D20 ancl Na.3PMo040・6D20

crysta.ls in order io clarify the dyna.mic nature of the hydra.ted wa.ier. In the low iemperaiure 

rcgion iwo componenis wcre obscrbecl in thc spectrum of thc 20-hydraiecl sample cluc to two 

difIcrcni types o[ D20 moleculcs， which arc one is 1ixccl proba.bly at some pa.rticula.r sitc 

a.ncl a.nother undergoes ihe [asi 180 0 自ipmoiion about the C2 a.xis of the ll101ecule. 011 the 

other ha.nd， only one componcnt was obserbecl in thc spectrull1 o[ the hexa.hydra.Led sa.mple 
suggesting tha.t the ll101ecules ta.ke place the fa.st 180

0
自ipmotion even a.t low tempcl叫 ures.

序〉標題の物質 Na.3PMo040は、水やアルコールなどの極性分子をゲストとして粘品

*に多量に取り込むことができる。このゲスト分子の取り込み方は、ゼオライトなどのよう

に結品中の空孔内に分子が吸収されるのではなく、結晶の格子自体が柔軟に変形して分子を

取り込むという点で非常に興味深い物質である。この取り込まれたゲスト分子は、室温以上

では、分子が自由に結晶内を動き回っている擬液相と呼ばれる状態にあることが知られてい

る。 1)しかしながら、低温における物性の研究はまだほとんどなされていない。我々は以前

にゲストとして水を取り込んだ、 Na3PMo040.29H20について、 lHと 23Na.の NMRの線

形測定および Tj 測定の結果から、擬液相が 200K以下の低温で凍結し、かなり運動の白山

度の高い水と、結晶中に強く束縛されている水の 2種類が寄在することを報告した。 2).:lJ今

回は、この低温での水分子の運動をより詳細に調べるために試料を重水置換し、 Dの NMR

の線形の測定を行った。

実験)D化物 N乱'3PMo010・nD20は、 Na3PMo040.29H20を 99.9%重水に溶解し、徐々に

垂水を蒸発させて再結品させたものと、これを真空乾燥させたものの 2種類を用いた。でき

た結品は、重量分析の結果、それぞれ n=20および、 n=6と決定した。 D化率の計算値は

98% 以上である。 NMR の測定は、 Btu.kα・社製 MSL-200 システムをm~ 、 2n の共鳴周波数

30.7 MHzで行った。

結果および考察)図 1、図 2にそれぞれ 20 水和物、 67)<和物の 2Hの NMRの線形の制度

変化を示す。図 3は水分子が運動しているときの 2Hの線形のシミュレーションの結巣であ

る。 20 水和物は、室温では極度に先鋭化した 1本のピークが観測され、結品"11の水は擬液

相状態にあることが分かる。 200K 以下の低温では、娘形は中心に現れる誕ll~ 、成分と、その

外側に広がっている広い成分とに分けられる。これは、結晶中に運動の様式が異なる 2研.類

の水分子が存在することを表している。また、この 2つの成分は、温度の変化と共にその制

合が徐々に変化していく。線形をシミュレーションと比較してみると、 180K以下では、 1.1'

固体 2nNMR、 12ーモリブドリン政ナトリウム、水和水、分子運動
いしまる しんいち、なかむら のぷお
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心の成分は水分子の C2軸周りの 180。自lpを行っている水、外側の成分は rigidな水分子

に帰属することができる。一方、 671<和物については、室温でもかなり|陥の広い線形が観測

され、水分子は少なくとも等方的な運動をしていない、つまり、擬液相状態にないというこ

とを示している。低温では、 200K付近から 170Kまで線形は変化しなかった。シミュレー

ションとの比較から、この温度範囲で 180。日lpをしている 1種類の水が存在することが分

かった。

モリブドリン酸ナトリウムの結晶中では、水分子は Na+イオンの周りに配位した形をとっ

ているものと考えられる。そうすると、 6水和物では Na+イオン 1佃に対し 2個の水分子が、

2 0 水和物ではほぼ6個の水分子が配位することになる。このため室温では、 6水和物の場

合、水分子は Na+イオンによる束縛が強く、 C2判l周りの回転しかできないのに対して、 2

0 水和物では 1佃の水分子に対する束縛はあまり強くなく、塩の水溶液中のイオンの周りに

配位した水と同程度の自由度を持った運動をすることができる。，一方、低温にすると、逆に

2 0 水和物の方が近くにある水分子との水素結合が強く作用するためにむしろ 6水和物よ

りも束縛された水が現れると考えられる。

Na+イオンの配位数を 6とすると、モリブドリン酸ナトリウムの水和物のうち最も含水量

の多い 29水和物で1まNa+イオンに配位していない水がかなり存在することになる。これ

らの水は、 Na+イオンに配位している水とはまた異なった挙動を示すと期待できる。実際、

2 9水和物の lI-INMRの線形測定の結果では、低温でも等方的な運動をしていると考えら

れる成分が存在することを確認しており、これも併せて報告する。
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P 45 ゾル・ゲル法におけるコーディエラ守トセラミッデスの生成過程

( 化技研・東理大勺 O 菊地直人・清 忠師*土谷敏雄*林 繁信・

早水紀久子

Preparation process of cordierite ceramics by the sol-gel method. 

Naoto Kikuchi. Tadanori Sei*， Toshio Tsuchiya*， Shigenobu Hayashi and 

Kikuko Hayamizu 

National Chemical Laboratory for Industry 

'Science 訂niversity of Tokyo 

Cordierite ceramics(Mg2AI.Si5018) w~re prepared by the sol-gel 

method， using metal salts and metal alkoxide as starting materials. High-

resolution solid-state NMR spectra of 27A1 and 29Si nuclei and IR spectra 

were measured to study structual changes during the preparation process. 

Cordierite wet gels are formed by HO四 (SiO)n-SiOH species without Si-O-AI 

bonds as the result of hydrolysis and condensation of Si (OC2H5)4. AI ions 

begin to incorporate into the network， forming Si-O-AI bonds at 200.C， and 

the incorporation is completed at 400.C. 

ゾノ レ ・ ゲ ル 法 はガラス・セラミックスの新し い 合 成 法 と し て 注 目 さ れ て い る が 、 多

成分系の場合には生成過程における構造変化はあまり知られていない。精密な携造制

御を必要とする高機能セラミァクスーを作製するためには生成過程における構造変化に

関 す る知見を欠くことができない。 そこで本研究では三成分系セラミックスであるコ

ーデイエライト (Mg2AI4Si501S)を A1， M gの 出 発 原料に金属塩を用いたゾル・ゲル法で合

成し、 27A1，
29Si核の固体高分解能 NM R及び 1Rを用いてその生成過程を検討した。

【実験】 出発原料は Si(OC2H5).， (CH3COO) 2Mg'4H20， AI (N03) 3・9H20、溶媒にはエタ/

ールま た は エ チ レ ングリコールを用いてゾル・ゲル法により合成した。得られたゲル

を一定温度 (55.C- 1300.C) で 12時間熱処理した試料について 27AI，29Si MAS NMR及び

J R測定を行った。 27AI NMRは シ ン グ ル パ ル ス 法 、 パルス幅 1μs、繰り返し時間 1sで測

定した。一方、 29Si NMRは 1Hデ カ ッ プ リ ン グ を行い、パルス幅 4μs、繰り返し時間 50

ゾル・ゲノレ法・コーディエライト. 27A1， 29Si国体高分解能 N M R 

きくちなおと・せい た だ の り ・ っ ち ゃ と し お ・はやししげのぶ・はやみずきくこ
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sで測定した。なお 、 MASの試料回転数は 27A 1の と き 12 k H z、 29S 1のとき 3.5kHzであった。

【結果及び考察】 F 1 g. 1に熱処理した試料の 27AJ NMRスベクトノレを示す。 (a)はエタ

ノール、 (b)は エチレングリコールを溶媒に用いた場合である。 2000

C までは、 6配位の

アルミニウムイオン(0 p p m付近)が多く存在し て い る 。 これは水やアルコールがアル

ニウムイオンの周囲に配位した状態を示している。 その後、熱処理温度の上昇とと

もに次第に 6配位は減少し、 5配位(35ppm付近)と 4配位 (55ppm付近)が増加する。 こ

れは シリカのネットワークへのアルミニウムイオンの取り込み過程を示していると考

え られる。 また溶 媒により 4配位のピークの成長 に 若 干 の 違 い が 見 ら れ る が 、 これはエ

タノールとエチレングリコールの沸点の違いが 影響していると考えられる。

F 1 g. 2に 29S1 NMRスベクトルを示す。溶媒によ る ス ベ ク ト ル の 違 い が 見 ら れ な か っ た

ため 、エチレングリコールを用いた場合のスベクトルのみ示している。 2000C までは約

ー 100ppmを中心とした低周波数側にピークが見られることなどから、 S1 0 Hの縮重合が進

んで いると考えられる。 4000C において約 -90ppmを中心とした高周波数側にピークがシ

フ ト しているが、 このシフトはアルミニウムの取り込み過程によるもの考えられる。

この 結果は 27AJ NMRと 1Rの結果とも一致している。

以上の結果より、 AJ ， M gの出発原料に金属塩 を用いてゾノレ・ゲル法によりコーデイエ

ライトを合成した 場合、三成分すべてにアルコキシドを用いた場合 1)のようにゲル化

の段 階ですでに SI-O-AJの構造をとるのではなく、 アルコキシドである Si(OC2H5)4が加

水分 解・縮重合によ り HO-(S 1-0) n-S 10Hといった末端に oHを持ったネットワークを形成

し、 2000C- 4000Cで徐々に AJイオンが取り込まれると同時に急激に縮重合が進行し、

ほぼ 4000C までに SI-O-Alのネ y ト ワ ー ク を 形 成していることがわかった。
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P 46 国体高分解能NMRによるポリピロールの構造研究

(東工大工) 0菊池瑞代・黒子弘道・安藤勲

Structural Characterization of Polypyrrole in the Solid State 

by High Resolution NMR Spectroscopy 

Mizuvo Kikuchi， Hiromichi Kurosu， Isao Ando 

(Department of Polymer Chemis町，Tokyo Institute ofT巴chnology，

Ookayama， Meguro-ku， Tokyo152) 

τb巴lSNand 13C CP/MAS NMR spectra of doped and undoped polyp戸rolesin the solid state， 

prepared by el回釘ochemicalpolym巴rization，were measured by means of high-resolution solid-state 

NMR. Both lSN and 13C signals of polyp戸rolew巴redecomposed into some peaks by 

computer-fitting. In order to obtain systematic information on the structure and electronic structure， 

aqu加 tumch巴micalcalculation was carried outωassist in analyzing both peaks. Furth巴r，on th巴

basis of these results the el即位icalconductivity of the polymers was discussed. 

1.緒言

導電性を示すポリアセチレンフィルムの発見後、導電性高分子は非

常に注目され、これまでにも数多くの研究がされている。しかし、これら

の高分子の構造と伝導機構の関係について十分解明されているとは言えな

い。ここでは、このような高分子の代表的な lつである共役複素環ポリピ

ロールの構造と伝導機構の関係について詳細な知見を得ることを目的とし

た。一般にポリピロールは、 Figure1に示すような芳香族構造とキノイド構

造という結合状態が異なる 2つの化学構造が考えられる。両者のエネルギ

ー状態は異なるため、未ドープ状態では芳香族構造が優先しているが、電

子アクセプターによるドーピングによって酸化状態となった場合の平衡状

態は、キノイド構造の方が安定となるため優先されるようになると考えら
れる。 1，2)

国体高分解能15N、13CNMR、導電性高分子、ポリピロール

きくち みずよ・くろす ひろみち・あんどう いさお
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3 3 4 

(a) aromatic form (b) quinoid form 

Figure 1 Aromatic (a) and quinoid (b) structures for polypyrrole 

本研究では、電解重合により調製したポリピロールの構造を調べる

手段として、国体高分解能15Nおよび13CNMRを用い、電気伝導性と対応さ

せて構造研究を行った。さらに、これと同時に幾つかのモデルを用いて量

子化学計算を行い、電子構造を通した固体状態に関する詳細な情報を得た。

この情報を実測から得られたスペクトルに対応させ、各々のピークの由来

を考察した。

2.実験

ピローJレをp-トルエンスルホン酸ナトリウムを支持電解質として、室

温、アルゴン雰囲気下で二電極単一セルを用い、 3.5Vの定電圧下で電解重

合を行い、ドープ試料を得、さらに、脱ドーピングにより脱ドープ試料を

得た。 3)

国体高分解能15NN恥1Rスペクトルは、 CP-MASアクセサリーを付属し

た日本電子製GSX・500NMRスペクトロメータ(金属材料研究所)を用い、

50.55MHzで、また13CNMRスペクトルは、 CP-MASアクセサリーを付属した

日本電子製GSX-270NMRスペクトロメータを用い、 67.8MHzでいず、れも室

温で、測定を行った。 15NN恥1Rスペクトルは積算回数約30000回、化学シフト

の基準としては外部基準として15Nグリシンを用い、その化学シフトを

11.59ppmとして15NH4N03水溶液基準に換算し、 13CN恥1Rスペクトルは積算

回数12000・16000回、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29.5ppmとして百倍基準に換算した。電気伝導

度測定は四端子法および二端子法勺こより行った。

3.量子化学計算

NMR測定によって得られたデータに基づいて、より深い議論を行う

ため、 15Nおよび13CN恥1R遮蔽定数の量子化学計算を行ったo計算は局所構
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造を考慮することができるFPT-INDO法5)を用いて行った。モテ寺ルはFigure

lに示した芳香族構造、キノイド構造を用いた。

4.結果と考察

Figure 2にlSNCP/MAS 

N恥1Rにより得られたスペクトル

を線形解析した結呆を示す。そ

れぞれのピークはこれまでに行

ってきたポリピロールのドーピ

ングによるピークの強度変化と

量子化学計算から、メインピー

クト yはそれぞれ芳香族構造、

キノイド構造、またピーク8はピ

ロール環の2、3位での結合に由

来する信号、ピークαは空気中

で長時間放置したときに強度が

増加したため酸化により二重結

合が壊れたための信号と帰属し

てきた。 6)調製した試料の電気伝

導度とピークト Yの半値幅を

Table 1に示す。ドーピングによ

り電気伝導度が変化してとき、

ピーク戸(芳香族構造)の半値幅

には明らかな変化は見られなか

ったが、ピーク'y(キノイド構造)

の半値幅に関しては電気伝導度

の上昇に伴い半値幅が広がるこ

とが観測された。ドーピングに

より、選択的にポリマー鎖中の

キノイド構造が電荷を持つよう

になる、また、芳香族構造がキ

ノイド構造に変化すると考える

と、キノイド構造に相当するピ

一一・ OBSE円VEDSPEC丁目UM

THEORETICAL SPECTRUM 

DECOMPOSED SPECTRUM 

Figure 2 A 50.55恥任fz15N CP/MAS 

NMR spec官umand a simulated spectrum 

of polypyrrole (σ=4XlQ.6S/cm)加出巴 solid

state. 

(ppm) 

Table 1 Electric conductivities and half-widths in 
solid state 15N NMR spectra 

half-width(ppm) 

el巴c出cconductivity(S/cm) 戸 Y 

4 X 10・6 23.0 20.1 
X 10・3 23.0 20-4 

2 X 10・3 23.0 20.75 
2 X 10・2 23.0 20.9 
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ークYの半値幅の増幅はドーパントの影響によるものと考えられる。

Figure 3には13CCP/MAS N恥1Rにより得られたスペクトルを示す。 13CN恥1R

スペクトルについても lSNNMRスペクトルと同様に量子化学計算の結呆と

あわせた詳細な解析は講演で述べる。

270MHz.UNDOPEDPPY-MASSBF 

PPM 

-50 。50 100 150 200 250 

れ』

Figure 3 A 67.81¥任izI3C cp，ル1ASNMR spec回 mof polyp戸Tole
(σ=4XI0・6S/cm)in the solid state. 

芝

a
a

円
h
吋

口

同

。
円
@
匂
同

回
目

ω.H
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P47 s.C の， ， s、 及び，.C 一国体 N M R 

(三菱化成総研・日本プルカー・東 京水産大) 0原因としえ・牛嶋裕次・

横田悦 造・鹿山幸代・渡部徳子〉

1nvestigation of "B-and '3C-Solid State NMR of Boron Carbides 

(Mitsubishi Kasei Research Center. Bruker Japan. Tokyo University of Marine Sciences) 

o Toshie Harazono. Yuji Ushijima. Etsuzoh Yokota. Yukiyo Hiroyama. Tokuko Watanabe 

"B(I=3/2)- and '"C-solid state NMR in Boron Carbides such as B，C("B/，oB=80.42/ 

19.58) and "B，C(' 'B/'"B=99.5/0.5) have been studied. It has shown that the 

broadening of 'IB static NMR signal was dependent on the B-B dipole-dipole 

interaction because the broadening of "B  signal in 1 'B4C was greater than that in 

B，C. Simulation matched the observed spectra quite well. The B-B distance was 

calculated as 2.1 A from simulation. The quadrupole coupling constant calculated 

from the signal position of (士 1/2←→ I3/2) transition was 0.1 MHz. "B-MAS spectra 

revealed the presence of at least two additional B sites such as C~C and CB~(37 ppm 

and near -60 ppm) besides the icosahedral B sites(-6 ppm). The two peakes assigned 

to CCC and CCc appeared at 79 ppm and -0.6 ppm in '3C-MAS-NMR spectrum. Tl of 1 'B 

was 0.5 s， and T， of '2C in C豆C and CCc were 7.8 s and 8.0 s， respectively. 

序〉近 年、 黒鉛に s • C ( s げ C .)を添加した黒鉛- B • C複合材は、 高強度、 高耐熱

性材料と・して注目されている。 これまで黒鉛ー B • C 複 合材 に関 する 国体 N M R の研究

例 は 報告されていない 。 添加剤である B • C に関しでも、 日日、 ，. C 固体 N M H の研

究は少なく、 スベク ト ル の 解 釈 や B • C の構造 についても議論が多いo 1， 2)  今回、 我

々は、 B • C (υB/'.B=80.42/19.58、 天 然 存 在 比 〉 と "B.C ("3/  

'.3= 9 9.5/0.5) を用いて、 核スピン 1= 3 / 2 である， ， 3 の M A S 一、 及び

S T A T 1 C - N M R スベクトル、 "C-M A Sー N M R スベクトル、 及 び ， ， 日

s • C、 υs  • C、 ハ B 一 間 体 N M R、 げ C 一団 体 N M R、 双極子相互作川、 凶極子制

互 作用

0 はらぞのとしえ・うしじまゅうじ・ょこたえっぞう・ひろやまゆきよ・わたなべと

くこ
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とけ C の T ，を測定した。 これらの結果より、 υB  - N M R ス ベ ク ト ル の 解 釈 に つ い

て、 これまでとは逢 った知見を得たので報告する。

材料) B ‘C は Uermann C. Starck Berlin Co.. LTD.. ハ B ‘C は Eagle Pitcher Co..L 

T D.から隣人した。 粉末 X 線と発光分析法により、 不純物として B • C の方はグラファ

イトと o. 7 %の S i、 11  B .. Cの方はわずかの B 20 .と o. 3 %の C a が検出された。

測定)国体 N M R の測定には Bruker社製 M S L - 3 0 0 超電導団体 N M R 装置を用い

た。プロ プは、 M A S の 測 定 に は 4 m m プロ プ、 S T A T 1 C の測定には S T A 

T 1 C プロ プを用いた。 い B、 け C の共鳴周波数は、 それぞれ 96.258MHz、

75.468MHzであり、 9 0 .パルスはそれぞれ 1 . 2 μs、 4 . 2μsであった。

測 定法はパ B iJ'i.四 極子エコー法、 リ C が単一パルス法である。 ハ B、 け C の T ，はそれ

ぞれ lnversion Recovery法、 Saturation Recovery法を用いて測定した。

結巣) s. C は図 1 に示したような重量面体結晶で、 s " か ら 成 る 2 0 面体が変函体の m

点を占めている。 一方、 直 線を なす 3 個の C が体心位置にある。 B • C は (C.)+(s12)

になっているといわれている。 B • C は B - B 結合と B - C 結 合 を し て い る B が I

で存在している。 図 2 に B • C と 11 s .. C のい B - S T A T 1 C - N M R スベクトルを

示した。 II B .. C の線幅の方が B ‘C の線幅より広がっている。 図 3 に B • C の M A S ー

N M R スベクトルを示した。 M A S スベ クトルは B • C も 11 B .. C も同ーのスベク

トルであり、 - 6 p p m の強いメインピークの外に少なくとも 2 穏獄のピークが存在

していることが、 回転数を変えた測定から明らかになった。 ピ クの位世は、 3 7 p 

p m (ム〉と -60ppm(0) 付近である。 図 4 にリ C - N M R スベクトルを示

した。 7 9 p p m と -O.6ppmにピ クが現われた。

考察)

400 200 0 -200 
PPM 

図1. B.Cの杭造 0: C、o:B 図2.B.Cと11B..Cの"B-STATIC-NMR

スベクトル B.C (ーーー〉、 "B.C(一一〉

-278-



-1  1 s - S T A T 1 C - N M R スベクトル

これ ま で 、 B • Cの 1 1 s - S T A T 1 C - N M R スベクトルのシグナルは、 1 = 3 

/ 2 の 11 B の四極子相互作用で広がっているとされていた。 リ四極子相互作用による

線幅 lま (e'qQ/h)'/ν 園、双極子相互作用による線幅は r / r'に比例する。 ここで e'qQ/b

は凶極子結合定数 (11z)、 ν.は共鳴周波数 (Hz )、 7 は磁気回転比 (rad/gauss.scc)、 r

は B - B の距離 (cm)、 Q は四極子モ メント (m'・A)である。 パ B と 1. B の 7 と Q はそ

れぞ れ次の通りである。

"B:r=8579.4  "B:r=2874.0  

Q=O.0355xlO-'・ Q=O.074xlO-'・

ほとんど全て B を 11 B に置換したハ B • C の粉末 X 線パタ ンは、 B • C のそれと全く

同じ で、 げ B を 11 B に置換しでも結晶構造的 な変化は生じていない。 す な わ ち 、 日核

の周囲の電場環境は変化していないと考えられ、 章者幅の増加は四極子相互作用による

とは考え難い。 従 っ て 、 双 極 子 相 互 作 用 に よる線幅を検討した。 B - Bの双極子相互

作用と仮定した時のコンピュータ シミュレーションを図 5 と図 6 に示した。実 Blr]と

シミュレ ションのスベクトルはよく一致した。 これより相互作用の大きさとして日

• C が 5.8KHz、 11  B "C が 6.5KHzの 値が得られた。*で示したI9rは、 一次の

四極子相互作用による〈土 1/2~:!::3/2) 遷移であると考えられる。 これより c'qQ/hは

O. lMHz となり、 B は 非 常 l乙対称性のよ い電場の中に存在していることが知られた。

.1 1 B - M A S - N M R スベクトル

メインピークが 1 本なので、立一 B と旦一 C のピ クはケミカルシフトがほぼ同じで、

重なっていると考えられる。 3 7 p p m と -6 0 p p m 付近のピークは C C C iJi B で

置換された C.!!_C や C B 互に対応するものと考えられる。 図 7 に B • C のい B の T 1 B~] 

定のスベクトルを示した。 T ，は o. 5 sで あ った。 S T A T 1 C スベクトルから得

400 200 0 -200 -400 
PPM 

図3. B.Cの11B-MAS-NMR スベクトル

15000RPS 
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られた T 1 も o. 5 s であった。

ス ベ ク ト Jレ.1・C - M A S - N M R 

強度比から 7 9 p p m のトルを図 7 ，こ示した。スベクB • C の，.C - M A S - N M R 

図 8 に

b が 8 . 0 s であった。

の C に帰属される。

'1"，の値は a が 7. 8 s、

-O.6ppmのピーク C C C (b) 

トルを示した。

( a)、

" C の T ， ~['J 定のスベク

ピ クは C C C 

-400 

スベクトルの図6."B.Cの"B-STATIC-NMR
コンピュータ シミュレーション

一一:実測、 一一:シミュレーション

-200 O 
PPM 

200 400 

スベクトルの

-・400

図5.B.Cの"B-STATIC-NMR
コンヒ・A ーターシミュレ ション

一一:実測、一一:シミュレ ション

-200 O 
PPM 

200 400 

./s 

τ"/s 
3 

2.5 
2.0 

1.5 
1.0 

0.7 
0.5 

0.4 
0.3 

0.25 
0.2 

0.16 
at13 

0.07 
0.04 

0.01 
O.ooi 

9.0005 
10 

図8.Saturation Recover:r法による B‘Cの"C-MAS
-NMR スベクトルのT，iI!'淀

図7.Inversion Recover:r法による B.Cの"B-MAS
-NMR スベクトルのT，iI!'淀
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P 48 固体高分解能 109Ag NMRスベクトルを用いた銀(1 )錯体の研究

( 東 京 都 立 大 ・ 理 *1， 近後大・理工総研*2 ・理工*3 ) 

0 北川 進 *1， 前 川 雅 彦合 2， 生多野秀樹 *1， Jll図 知 *1，

宗像恵*3 

109 Study of Si1ver(I) Comp1exes by High Reso1ution So1id State 

NMR Spectroscopy 

susumu Ki taaaw.!!.， *1 Hasahiko Haekawa， *2 Hideki Sugino，オ1

Satoshi Kawata，す 1 and Hegumu Hunakata 

(*lDepartment of Chemistry， Tokyo Hetropo1itan University， *2 

Research Insti tute for Science and Technology， Kinki 

uni versi ty， and 分3Department of Chemistry， Kinki University) 

109 High reso1ution solid state MAS ~V3Ag NMR spectra of va工iuos si1ver(工}

109 comp1exes have been first observed by using 11.7 T NMR spectrometer. The ~V3Ag 

NMR spectra of e1even ino工ganic si1ver sa1ts were a1so measured and the 

conditions for measuremnts were examined. The chemica1 shifts range from -314 to 

788 ppm， ve工y sensitive to the structure around the si1ver atom. The pyridne 

complexes show the tendency， py (543 ppm) > r-pico1ine (519 ppm) ~α-pico1ine 

(518 ppm)， indicating the principal contribution of the metal-ligand 耳 back-

bonding to the Ag chemical shift. 

E序 論 】 近 年 、 優れた機能や物性を有する種々の多核錯体や金属クラスターの合成が

行なわれており、このような化合物の構造や結合 状態 を明 らか にす る新 しい キャ ラク

タリ ゼーション法として金属核高分解能 NMRi去が用いられている。特にこの方法は直

接、錯体を構成している中心金属の状態を調べる こと がで きる こと から 益々 発展 する

も のと考えられる 。 と こ ろ で 11族に属する Agの一価錯体は d10電子構造を有し、こ

れ まで単核のみならず多後および Ag・. . Ag間 距 難 が 極 め て 短 い 銀 ク ラ ス タ ー 錯 体 の

合成 が行なわれており、このような Agクラスターの Ag'. . Ag間 相 互 作 用 を 知 る 上 で

は化 学 シ フ ト や 1J を観測することが不可欠である。
M' • "M 

しかしながら Ag核の NMRは特殊な場合をのぞいて多くは観測されていない。こ

の大きな原因の 1 つは表 1に示したように短めて低い共鳴周波数を持つために感度が

[銀 ( 工 ) 錯 体 、 銀{工)塩、国体 NMR、 Ag NMR、 高 分 解 能 NMR、 ピリジン誘導体]

きたがわすすむ・ まえかわまさひこ・すぎのひで き ・ か わ た さ と し ・ む な か た め ぐ む
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悪いことによる。第 2 には緩和時間が極

めて長いため積算に莫大な時間がかかり、

FT法の j リットが生かせないことがあげ

られる(例えば T1
(109

Ag)900-

10005、 AgN03水溶液)。このように

観 測上いくつかの 問 題 点 が あ る が 、 最 近

溶液試料に関して工 NEPT法を用いて観測

表 1. Ag核のNMR定数

107Ag 

工 自 1/2

天然存在比{も} 51.82 

共鳴周波数 (MHz) 4.048 

相対感度(l13C) 4.21X10-3 

総合相対感度 1.97XI0-1 

109Ag 

-1/2 

48.18 

4.654 

6.42X10-3 

2.79XI0-1 

が行なわれ 1-5、この場合 109Ag{lH}NMRで lま400倍くらいの感度の向上が見られ

ている。しかし、 こ の 方 法 「 よ る 観 測 γ は J ようなカップリングが鏡潮IJ される._ 0-. -...， II1W l"'J.'- .o.uAg_H 

必要があり、これが得られない場合は使えない。さらに Ag錯 体 は 一 般 的 に labile

である ため溶液状態で測定する場合、配位子 の置換を伴うことが多く、例え tt式 1 の

よう な化学交換効果で平均化した吸収線を観測することが多い。すなわち、化学シフ

Ag 令今 AgL 令今 AgL2 ~→ AgL3 令今 AgL4 ( 1 ) 

トに猿度、温度依 存 性 が 見 ら れ る こ と に な り 、正確な観測値を得ることができない。

しかしながら国体 NMR法はこのような labileな錯体について威力を発揮すa るこ

と が期待される。つまり溶液では平衡があり直接測定不可能な各種配位数の銀錯体の

Ag NMRの 観 測 が可能となる。しかし固体 Ag NMRについては低感度であるためほと

んど測定がなされておらず、極く最近、銀{工}の無機塩 6について測定がなされてい

るが銀{工)錯体に つ い て は 全 く な い の が 現 状 である。

本研究ではこのよ う な 観 点 か ら 109Ag核に着目し、銀{工}錯体の構造および結

合 性 を解明する新しい研究手段として国体高分解能 109Ag NMR法を確立するため、

まず市販の銀{工)温を用いて国体高分解能 109Ag NMRスベクトルが観測であること

を明らかにし、さらに得られた 109Ag NMR化学シフトと毘体構造との関係を明らか

にす ることを試みた。また比較的簡単な構造を有する銀{工)ピリジン錯体を合成し、

その 109Ag NMRスベクトルの観測にも成功した。

1実験 1 (1) 銀 (I )塩 の 調 製 銀{工}温としては表 2に示した市販の 11種の

銀{工}滋を Al d r i c hから購入しそのまま使用した。また銀(工)錯体

[CU(PY)41PF6
は 5mlのピリジン lこAgPF6を溶解した飽和溶液を数日間冷暗所に

て静置することにより合成し、無色単結晶として単離した。同様に [A g (α-

picoline)41PF6f [Ag(s -picoline)41PF6錯体についても同様に合成し

単離した。

( 2 )測定 国体高分解能 109Ag NMRス ベクトルの測定は JEOL GX500 NMR 

スベクトルメータに 、 低 周 波 核 専 用 国 体 観 測システム NM-GSH50TL6/VTを銭続し
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観測周波数 23.2801 MH z、観測幅 30000Hz(約 1300ppm)、 パ ル ス de1ay

time 60s、 point数 819 2、パルス幅 5μs、観測モード MAS法および CPMAS法

にて 16-2000回室温にて積算することにより行なった。試料は約 o. 3 gの銀{工}溢

および 銀{工}錯体を口径 6mmゅのセラミック性試料管に詰めて用いた。シフト基準に

は 1M AgC104溶液 を 用 い た 。

I結果および考祭 ] (1) iN(I)JJiの 厨 像 l09Ag NMRズベク/-Jv 表 2 に本

研究で調IJ定した 11種の銀(工}塩の化学

シ フト値と Fig.1に代表的な国体高分

解能 109Ag NMRスベクトルを示した。

極 めてシャープな線幅を持つ AgF(30

H z )は高々 10 scansで 充 分 S/N比の

良い吸収線を与えた。 一 方 、 Ag2Sのよ

うに 幅広い吸収線を 持 つ も の も あ っ た 。

この場合は約 700 scansも要した。

化学 シ フ ト は 表 2に示すように 788-

-250ppmの範囲にあ り 、 線 幅 に 対 す

る化学シ フ ト 幅 は比較的大きく、銀原

子の化学的環境の変化を充分検出可能

な 程 109Ag NMRスペクトルは鋭敏で

あ ることがわかった。ここで Ag 1は 3

種 のピークを与えた。これは p

(Wurtzite type， hexagonal)、

y(Zinc blendtype， cubic)型

の異なる 結 晶 形 が混在するために、そ

れを 分自民して観測したものと考えられ

る。銀{工}ハロゲン化物である AgF，

AgBr，AgIを比較し た と こ ろ 、 各 々

AgBr 

1州州川帆州

I AgF 

州榊州刷物脚酬附附醐拘1脚酬制附特例iMil!.¥間i

2∞ o 耳目ー- ppm 

Fig. 1. Solid l09Ag NMR Spectra of Silver(工}
Salt 

-92， 380， 731ppmに 109Ag NMRシ グ ナルが観測され、 AgF<AgBr<Ag工の順

に 低磁場シフトし、 spectrochemical series支配の逆ハロゲン依存の傾向を

示し た 。 ま た 対 アニオンに酸素原子を持つものは 0-300ppmの範囲に、イオウ原子

を持つものはー 100ppm付近に、また直接イオン 結合 をし てい ない BF 4や PF
6を対ア

ニオンに持つものはー 250ppm付近に観測され ることが明らかとなった。

(2) iN(I)錯併の fliIf.t109
Ag NMR;;{イク /-Jv Fig.2にピリジン誘導体の
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Table 2. Solid 109Ag NMR Chemical Shifts of Silver(工}

Complexes 

国体高分解能 10 9 A g 

NMRス ベ ク ト ル を 示 し た 。

Silver(I) complexes O(109Ag， ppm)行} d.V1l2 (Hz) 

AgF -92 30 

AgC工 370*2) 

AgBr 380 90 

AgI 731，合3) 726，720，710 *4) 

CF3S03Ag 23 135 

C2F5C02Ag 109 240 

Ag3P04 301，合3) 319 75， 135 
Ag2C03 326 135 

AgSCN 788 300 

Ag2S -132 675 

AgBF4 -250 200 

AgPF6 -249， -313 150， 150 

[Ag(pY)41PF6 543 285 

[Ag(a-picoline)41PF6 518 285 

[Ag(y-picoline)41PF6 519 300 

洛液試料の場合、演度依

存性があるため、明確な

化 学 シ フ ト 値 の 決 定 は お

こ な わ れ て い な い が 、 こ

の方法では極めて簡便に

得ることができた o A g 

の化学シフトは配位子の

電子供与性(耳機構)と

電子受容性 (σ 機構)の

双方の寄与が考えられて

いる 7。塩基性の大きい

メチルピリジンの方がピ

*1) Observed solid 109Ag chemical shifts from 1.0M 

AgCI04 aqueous solution as a reference. *2) ref.(6); 

the aqueous solution of 9.1M AgN03 with 0.24M Fe(N03)3 

リジンよりも遮磁が大き

いことから x機構ではな

ing signals 

is used as a reference. *3) Main peak. *4) OVerlappーく σ機構が支配している

ものと考えられる。

543 

518 

519 

600 400 200 ー2∞。 ppm 
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P 49 絹の団体15NNM  R構造解析

農工大工 O朝倉哲郎・小中津岳仁・出村誠

蚕糸科研 小松言十一

東洋製耀綜研 伊藤卓郎

Structural Analysis of Silk Fibroin by 15N Solid State NMR 

Tetsuo Asakura， Takehito Konakazawa， Makoto Demura (Faculty ofTechnology， Tokyo University of 

Agriculture and Technology)， Keiichi Komatsu (Sericultural Science Research Institute)，叩dTakuro 

Itoh (Co.， R & D， Toyo Seikan Group) 

Thc 15N solid statβN恥1R tとchniqucsa.rc applicd to clucidaL巴 atomicrcsolution details of Silk II 

conformation of silk fibroins. Two silkworms， B.mori叩 dA.yamamai were used. The 15N chemical 

shift tensors of出巴 sitcs，['5N]Gly， ['5N]Ala，叩d['5N]Tyr， were determined for th巴 15N labeled 

powder sむnplcs.15N CP N恥恨 spectraof the oriented silk fibroin block were observed by setting 

parallel and perpendicul訂 with respectωthe magnetic field. The sp民 trawere simulated wi出 15N

chemical shift tensors as functions of several Euler angles and distribution of fiber axis. 13C_15N double 

la民ledmodel compound was also used to obtain the structure information. FinaIly， the internal 

rotational anglcs (中， ψ)of site-specific amino acid rcsiducs in both the crystaIline and amorphous 

regions of silk fibroins were determined with 15Nsolid state NMR. 

緒言 最近、絹の固体構造(SilkII型)について、高橋らりによる精密なX線構造解析、

Scheragaら2)によるコンフォメーションエネルギ一計算の結果が報告された。 Marsh

とPauling3)によって以前から提案されてきた構造と比較すると、逆平行戸シート構造

をとる点では一致しているものの、内部回転角を含めた詳細な点では異なっている。

本研究では、化学シフトテンソルの情報を積極的に利用した原子レベルでの国体

NMR解析法を用いて、絹のSilkII型構造を、結晶、非品に存在する種々のアミノ酸

サイトごとに徹底的に解明し、最終的に各サイトごとに内部回転角(や，ψ)の決定を行

うことを目的とした。カイコは家蚕と天蚕を用い、 15N同位体ラベル部位はGly，Ala， 

Tyrとした。

実験 盆;f~ ; 1 5 N -G I y， A I aまたはTyrを添加した無血清培地でカイコ後部絹糸腺を旋

回培養(24hr)し、特定サイトを 15Nラベル化した絹フィブ口イン粉末を得た。また、

目的の15Nラベルアミノ酸水溶液をカイコ (5齢6日)(家蚕または天蚕)に経口投与し、

繭糸を得た。これを精練後、繊維軸を厳密にそろえ、接着剤で固定した一軸配向ブ

ロックを作製した。 13C_15Nダブルラベル絹モデル化合物(8oc-[1-13CjA la-[15NjGly-A la 

固体15N NMR，化学シフトテンソル、絹フィブ口イン、家蚕、天蚕

あさくらてつお、こなかざわたけひと、でむらまこと、こまっけいいち、いとうたくろう
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-Gly-OPac)を液相法によって合成した。

15N CP NMR測定;JEOL EX-270スペクトロメーターを用い、観測周波数27.25

MHz，通常のCP条件下で測定した。配向試料のスペクトルは、磁場と繊維軸のなす

角度をO度と 90度に設定して観測した。繰り返し時聞は7s、積算回数は 15Nラベルパ

ウダーは 1500・2000回、 15Nラベル配向試料では約 10000とした。

盤並4); 解析手順をフローチャートにまとめた (Fig.1)。特定の 15N核化学シフトテ

ンソルを決定する。続いて磁場に対して繊維軸を平行と垂直に設置した配向試料の

15Nスベクトルをシミュレートし、主軸系(PAS)から繊維軸系(FAS)への変換のオイ

ラ一角 (αF.sF)を決定する。 '3C_'5Nダブルラベル絹モデル化合物のパウダーパターン

を用いて、 PASから分子軸系(MAS)への変換のオイラ一角 (α[)，so)を決定する。これ

らの角度情報を連続した残基について求め、最終的に特定残基の(や，ψ)値を決定する。

結果と考察

Fig.l Aowchart of Ncw Slruclurc Analysis of Polymcrs 
15 by 'JN Solid StalC NMR 

200 

._ 
G 

100 
ppm 

011= 12 ppm 
σ2l= 60 ppm 
O)l=180ppftl. 

αD;-;C= 0。。DNC=1020

ー100

FSZ215N solid state NMR powder spectra 
of noc~(l・ 13C)Ala・ [15N]Gly・Ala・ Gly.OPac.
Solid lineiObserved-Br。kenline;Calculated-

Table 1 I~ chemical sIuft tensors， Eulぽ担割白血d
Torsio叫組gIesof B.mori silk fibroin. 

GIv Ala Tvr 
Chemical sIuft tensors/ppm 

。11 22 33 32 
。22 54 56 54 
。33 186 200 194 

Euler釦 gIes/deg

TorsioαPn F F anglesldq 

24:!:10 2:!:10 22土10
72士2 70士2 72土2

中 -141:!:5 -139士5-139土5
2主 147士5 146:!:5 147:!:5 

家蚕SilkII型絹のC5N]Gly，C5N]Ala， C5N]Tyr化学シフトテンソル、 PASから

FASへの変換オイラ一角をTable1にまとめた。['5N]GIyサイトのPASから MASへ

の変換オイラ一角は、 13C_15Nダブルラベル絹モデル化合物のパウダーパターンの

シミュレーションから決定した (Fig.2)。これらのデータから、最終的に決定した

家蚕絹フィブロインのGly，Ala， Tyr残基の(中，ψ)債をTable1にまとめた。

発表では、さらに、天蚕絹フィブ口イン (Si I k II)の解析結果についても報告する。

参考文献

1. Y.Takahashi et al.， J.Polym.Sci.，Polym.Phys.Ed.， 29， 889(1991). 
2. S.A.Fossey et al.， Biopolymers， 31， 1529(1991) 
3. R.E.Marsh et al.， Biochim.Biophys. Acta， 16，1(1955). 
4. L.K.Nicholson et al.， Biopolymers， submitted. 
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P 50 NQR法による MASプロープの温度較正

(日本電子) 0田中良二，杉沢寿志.出口健三，藤戸輝昭

Temperature calibration using 35CI NQR for MAS probe 

(JEOL Ltd) Ryoj i Tanaka， Hi sashi Sugi sawa， Kenzo Deguchi， 

Teruaki Fujito 

We proposed the technique of temperature calibration using 35Cl NQR 

in KCI03 for the Magic-Angle-Spinning (MAS) probes~ l) However the sample 

spinning induces the broadening of NQR spectra for powder sample due 
to Berry's phase effect which gives fictious field. We suggest色dto 
apply m旦gnetic field along spinning axis to cancel a fictious m旦gnetic

field arising from the sample spinning. 

Using this technique， we measured the average and gradient of sample 

temperature to evaluate the temperature distribution over the sample. 
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[実験]

実験は日本電子社製と Doty社製の 270MHz narrow bore 用 CPMAS プロー

プでおこなった.試料管はともにジルコニア製で日本電子社製は外径が 6φ ，

Doty社製が 7~である. KCI03は市販品をそのまま粉末状態で使った.
試料管を回転させた場合は， Berry's phase による影響を打ち消すために静

磁場を回転軸の方向にかける必要がある.回転軸はマジックアングルの方向な
ので， F i g. 1のようにへルムホルツコイルとサドル型コイルを組み合せ，各々

のコイルに流す電流を調整することによって静磁場の向きと大きさを設定でき
るようにした.

測定は温度が平衡状態になるように試料管を回転させてから 5分以上待って

からおこなった.室温付近での共鳴周波数は約 28.1MHz で，周波数の温度変化

は約 5.2kHzrc である.回転軸の方向にかける静磁場は，回転数 5kHzのとき
lZgauss で， Tycko が理論的に示した値と一致した (2)) • 典型的な積算時間は
約 1分であった.

【結果と考察]

(1)回転と温度上昇

回転数の 2乗と温度上昇ムTの関係を Fi g. 2に示す.スペクトルのピークを

温度の代表値としてガスの温度との差を温度上昇ムTとしてプロットした.

ムTは回転数の 2乗に比例している.これは過去に測定したサーモラベルで

の測定結果や化学シフトを用いて報告された結果ω とよく一致している.気

体軸受けの摩擦による発熱量は簡単な計算では回転数の 2乗に比例することが
知られている (4) ムTがプロープの種類が違っていても回転数に対して同じ
傾向を示すのは，このことから説明できると考えている.

Saddle-shaped 

coil 

coli 

Fig.1 Coil arrangement 

20 

υ15 

" i 0 

ト 5

<l o 
A DOTY (7世)

10 20 30 40 50 
νr2/kHZ2 

Fig.2 Temperture differences t..T vs. the squer of 

the rotation frequency Vr 
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(center frequency 28.050MHz) 

(a) JEOL 6中 Vr=O，2.5 -7.0 step 0.5 kHz 

(b) Doty 7中 Vr=O，1.0 -5.0 step 0.5 kHz 

(2)回転と温度分布

F i g. 3に回転数によるスペクトルの変化を示す.回転とともに線幅が広くな

っているのは温度の分布が生じているためと考えている.温度分布に関しての

情報は従来の測定でははっきり知ることができなかったが， NQR法では平均

的な試料温度だけでなく各温度の試料がどれだけの量あるのかをスペクトルか
ら知ることができる.

高速回転時， Do t y社製のプロープでは温度の低い方に裾をひくスペクト Jレ

が得られる. KCI03 を上半分，あるいは下半分にだけ詰めて測定すること

によって，温度の低い部分が試料管の上部であることが明らかになった.日本

電子社製のプロープでは温度の低い方のピークについて同様のことがいえる.
この原因としては，ベアリング部分ではほぼ一様な発熱が生じているのに対

して，上のキャップ部分は断熱膨張で温度が下がったドライブのガスで冷やさ
れるため試料管上部に大きな温度勾配が生じていると予想している Doty社
製のプロープPでは試料管をステーターに入れた後，フタをするようになってい

るが，日本電子製のプロープでは取扱いの便利さからプタはない.このような

構造上の違いがドライブのガスの断熱膨張による温度の低下の程度を変えてい
るかもしれない.

この測定により試料を試料管の下半分に詰めれば温度分布の程度が改善され

ることがわかった.温度の一様性が特に問題となる測定では必要な手法となる

だろう.その場合， K C 1 03 を同じように詰めて測定することによって温度
の広がりの目安を得ることができる.

[結論]

今までの温度コントロールは主として温度の安定度に注目してきた.最近で

はコントローラーの発達により士 O.1 "cの制御が実現できるようになり.安定

度の問題は以前に比べるとかなり改善された.我々は次のステップとして，コ

ントローラーの表示温度と試料温度との差を問題としてきた.その中で，従来

の温度計測方法に代えて NQR法が有利であることを主張してきた.

しかし，液晶の相転移など狭い温度範囲で大きく変化するスペクトルを測定

する時には，試料温度の一様性も知っておく必要がある.今回の実験で，試料

温度の計測だけでなく温度一様性の計測に対しでも NQR法がすぐれた計測方

-289-



法であることを示した.また試料の詰め方を工夫することで.より温度の一様

性の高い測定が可能であることがわかった.この計測方法を使ってデカップリ

ングリングによる試料温度の上昇等，他の温度変化の要因についても今後検討

する子定である.

(1)第30NMR討論会予稿集 1991，東京 p313 

(2) R. Tycko ， Phys. Rev. Lett. 58， 2281 (1987) 

(3) F.Aguilar-Parrilla， B.Wehrle， H.Braunling， H.H.Limbach， 

J. ~iagn. Reson. 87， 592 (1990) 

(4) F.D.DotY， P.D.Ellis， Rev.Sci.lnstrum. 52，1868， (1981) 
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P 51 La214系における銅の核四重極共鳴

京大・理， 東大物性研・ 0吉村一良， 小菅崎二， 安岡弘志・

Copper NQR Study of the La214 System 
Kazuyoshi YOSHIMURA， Koji KOSUGE and Hiroshi YASUOKA' 

Department o[ Chemist，η" Facul.砂 o[Scien岡崎oω University，め10ω 606-01
'Institute [or Solid State Physics， Universi砂 o[Tokyo， Roppongi， Tokyo 106 

百lenuclear quadrupole resonan印刷QR)hぉ beeninvestigated for Cu in ~_^CuOy (A=Sr and Ba).羽田eCu 
NQR lines， A， B and C， have been obs巴rved，which correspond to出reedifferent cu sites. From血eanal ysis of th巴se
NQR intensities， site assigmnents are possibly as follows.τbese lines A， B and C are attributed to Cu06 octahedral， 
CuOs pyramidal組 dCu04 pl釦訂 sites，respectively.百leapical oxygen 0(2) should be induced to transfer to the 
interstitial 0(3) site between LaO planωwhen two or more S~+ ions are located in its n巴ighboringLa sites， giving 
血edoping mechanism of carrier holes which is necessary for the occuπence of superconductivity:出eexcess holes 
doped into血eCu02 plane are provided mainly by 0(3) as well as the unpaired S~+ ion. 

(序論) K2NiF4型徳造のLa系214イじ合物では~-.A玄CuOy (AはSr，Baなと‘のアルカリ土類金属)の形で3+イオンのLaを2+

イオンで置換されることによってキャリヤーとしてホールが系に導入され、 x=0.16を中心に30-40KのTcの超伝導が出現する

ことが知られている。この系は高温超伝導体の基本物質として、マクロな面から精力的に研究がなされているがキャリアードー

プの機構や超伝導発現機構を明らかにしていくためにはミクロな情報が必要不可欠である。我々は今回、 ~_^CuOy (AはSr，

Ba)において銅の核四重極共鳴 (NQR)を行いホールドーピングに関係すると思われる結果を得たので報告する。

(実験) 試料は困相反応法により1050-1100'Cで合成された。その後、 500'C1日間酸素 l気圧気流中で熱処理している。

試料の相同定・格子定数決定は粉末X線回折によって行った。 Sr系ではx~五 0.5、 Ba系ではx孟 0.3の範聞でK2NiF4型構造の単一
相となることが確認された。合成された試料の酸素量を熱重量分析及び炭素還元法によって酸素量の分析を行っている。超伝

導伎の評価は交流磁化率によって行った。 NQR測定はパルス法を用いたスピンエコー法によって行った。

(結果・考察) 得られた試料における酸素量yのX依存性をFig.Hこ示す。 x<0.2の組成領域では(この領域で超伝導が現れる)

yはあまり大きく変化せずy-4となっていてx>0.2になるとほぼy=4-xJ2の電気的中性条件と平行に同t減少していくことがわか

る。実視u値とy=4ーお2との差の 2倍の値2ムyが系に導入されている過剰ホールの量になる。

Fig.21こ1.3Kにおける四重極共鳴実験の結果得られた典型的なCuのNQRスペクトルを示す。ここに示したようにA，B，Cの3

積類のCuNQRラインが観測された。この系では結品学的には lつの等価なCuサイトしかないが、 NQR測定の結果はとびとぴ

の異なった電場勾配を感じている 3種類の銅サイトが存在することを示している。これらのNQRの周波数νQをFig訓こ示す。

νQはxlこ対して連続的に変化しており系が回溶系となっていることを示している。従って、これらは不純物中のCu核を観測し

ているのではないことになる。ラインAの νQをx→01こ外挿すると、反強磁性体~CU04において観測されたゼロ磁場の反強磁

性のNMRスペクトル中のレQ成分にスムーズにつながり、このラインAが本来のNQRラインであって、残りのラインB，CはSr

やBalこよる置換効果として発生してきたものであることがわかる。ここで、問題となるのはラインB，Cの起源である。それを

調べるためにNQRの強度をxlこついて系統的に測定し解析してみた。結果と解析をFig.41こ示す。ここで強度は横緩和時間 (T2)

の補正 (r→0)を行って求めてある。まず単純に銅の周りのLaサイトを考えると8または10のLaサイトカ滞在するのが分かる。

このLaサイトをSrなどで置換していく場合を二項確率で考えると、 Aサイトは銅の周りにSrが0または1つ来た場合、 B，Cサイ

トは2以上の場合に対応する事が分かつた。このことは2つ以上の2価イオンで3価のLaを置換すると銅の周りで何かが変わ

りAサイトがBサイトとなることを意味している。ここで、我今は最も単純なモデルを取り上げ開庁してみた。J!Pち、銅の上下

の頂点酸素に注目して、その周りの5つのLaサイトの内2つ以上がSrまたはBaで置換されるとその頂点酸素が不安定になると

いうモデルである。これによって、銅がもともとの6配位から4配位まで配位数を変え、それらがそれぞれA，B，Cサイトに対

応するというモデルである。このモデルでは6ふ4配位となる確率九，PS'P4は二項確率によって下に示した次式のように書ける。

九(x)，九(x)，ろ凶 =IZW12，IZらん)]IZWI，IZW]2 山

Fig.4にはこれらが実線で示しである。ここでP6，PS，P4
はそれぞれラインA，B，Cの相対強度に良く対応していることが分かる。

これらの解析結果よりラインA，B， Cはそれぞれ6，5， 4配位の銅サイトに対応していることが明らかになった。この結果は

La3+をSr+やBa2+で置換することによって局所的に電気的中性原理を満たしていることを意味する。 Fig.1からx<0.2で1まyがあ

キーワード:銅酸化物超伝導. La214系，核四重極共鳴.Cu核.ホール量

よしむら かずよし， こすげ こうじ， やすおかひろし
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まり変化しないことカゆかっている。従って、 J1'IJ!.¥酸素は試料から抜けてしまうのではなくおそらくLaO面倒の新たなintc品titial

sitc，0(3)に移っているものと考えられる。この0(3)サイトは酸素を過剰に取り込んだ超伝導体~CU04+Óσ'c-40K)における

過剰酸素の位置や電子ドープ系超伝導体の酸素位置と|司じ位置であり超伝導機機を考える上で興味深い。
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P 52 ハルデンギャップ磁性体の核磁気緩和

藤原直樹、 京大理

。後藤喬雄、前川 覚、 京大教養

Nuclear magnetic relaxation in Haldane-gap magnetic system 

F吋iwamNaoki， Department ofPhysics， Faculty ofScience， Kyoto University 

Takao Ooto and Satoru Maegawa ， Department ofPhysics， CoI1ege of LibemI Arts and Sciences， 

Kyoto University. 

The experimental resu1ts and analysis for the nuc1ear -spin lattice relaxation time in Haldane-gap 

system Ni(C2H8N2)2N02(CI04) (NENP) are reported. The experimental resu1ts e油iゐbi託tv刊eryy F 

cbamc帥 ticb紬eh削a

dec口re回asi泊ngt旬emp戸emωr印efrom 77K tωo O.5K， which ref1ects the p戸r白 e叩nc∞eoぱfalarge e.位xcit凶a“.tiong酔apabove

the non-magnetic singlet ground s 匂凶.te.From the data at low tempemtures and high fields up to the 

critical field where the gap vanishes， the field dependences of the excitation gap were determined， 

which are found to be consistent with the theoretical prediction of field幽 theorytreatment based on 

fermion model. Quite recently it has been observed that lIli takes the maximum around the critical 

field of9.5T for Rグ'cha泊・axis.

最近磁性体の分野で、整数スピンを持つ 1次元ハイゼンペルグ型反強磁性体(1 D 

-H  A F) における非磁性的基底 1重項と磁気的励起状態の聞に存在する有限のエネ

ルギーギヤ?プ(ハルデンギャァプ)の問題に興味が持たれているが、当講演では、

この問題についての核磁気緩和による実験的研究について報告する。主な研究の対象

はNi+
2

(S = 1 )の 1D一HAFであるNi(C2H8N2)2N02(CI04)(1略称NENP)で、 lHの

核スピン格子緩和時間T1の温度並びに磁場依存性在測定した。 T
1は通常の磁性体の場

合とは著しく異なって、ギャッブの存在を反映して特異な振舞いを示す。 緩和率が

励起三重項の最低エネルギー準位の統計的占有数に比例するとして実験結果を解釈し、

これよりギャップの磁場依存性等の性質についての知見を得た。 他のハルデン系物

質である(CH3)4NNi(N02)3(略称TMN別)の実験結果についても報告する。

ハJレデンギャプ、 NENP、NMR、核磁気緩和

ごとうたかお、 ふじわらなおさ、 まえがわさとる

後藤喬雄、 藤原直樹、 前川 覚
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ギャップの出現については、古典スピン (S=∞)に基づくハルデンの最初の議論以来、

S = 1の lD-HAF系に関して、有限個数の数値計算並びに理論的研究が精力的に

行なわれ、第 1励起状態は全スピン St = 1の三重項で、基底 1重項状態に対してO.4J

( Jは交換相互作用)のギャップがあること、スピン聞の相関が指数関数的に急激に

減衰すること導かれている。ちなみに、例えば S = 1/2の lD-HAFではスピ

ン相関は距離に反比例して減衰する。 NENPはこのようなハルデンギャッブが現れてい

る最も典型的な化合物で、現在様々な手段で実験的研究が行なわれている。図 1に結

晶構造を示す。結晶構造lはま01託t1加lor血hombi比cで格子定数lはまa=l口5.22幻3，b=l叩0.30∞0，c=8.2却95Aであ

る。構造は b一軸に沿つた一一--羽NO句'2-羽Ni司NO句2-羽N悶i一一司」次元鎖(リJ冷B=一4訂7K幻)で特徴づけ

られ、これらの鎖はCα10句4で充分にへだてられている為、 1次元性が極めてよい。

(J刀=10-4) 磁気的性質は極めて特徴的で、例えば、帯磁率は低温で急激な減少を示し，

強磁場中での磁化はギャップが消失する臨界磁場 (Hc=9.5T(島知)、I3.5T(Hムb))まで極

低温ではほとんど零でH>Hcで磁場の増加につれて線型的に増加する。

我々はNENP中の 1HのTr~、温度域 0.5K 77K、磁場域 O.4T 7.5Tで測定した。

実験はパルス法NMRを用いて行ない、 T
1
はスピンエコー信号の飽和回復法で行なった。

図 2はの低磁場でのT
1
・1
の温度依存性を示す。温度の低下とともに 4桁にも及ぶ著し

い減少を示す。 この様な傾向は大きなギャップの存在を反映するもので、半整数ス

ピン系TMMC(S=5!2)では、図3に示すように低温での反強磁性的短距離秩序の発達にと

もなてTjlが著しい増大を示すのとは、極めて対照的である。図4は、特に低温での温

度依存性を明際にするために低温高磁場でのEνb-axis及び H1.. b-axistこ}';Jする実験結果

(T14) をvrに対してプロットしたものであるo 図から明かなように、低温で実験結

果は、 T1
・
1~ Ce却(圃EダドBT)の曲線にフィットしているo ここでEG，Cは磁場に依存

するパラメターである。図 5はフィッティングで得られたEgの値を磁場に対してプロ

ットした結果である。図中の実線及び1点鎖線は場の理論に基づく励起一フェルミオン

模型でTsuvelikにより計算された 3重項の磁気励起の最低準位のモードq=π(ギャッブ

に相当する)を示すが、実験で得られたEgはこれによく合っていることがわかる。(尚、

ボゾン模型ではHb-axisに対して違いが現れる o )このように、 T1
・1

から最低励起準

位のギャッブについての知見が得られたo また、 温度依存性も含めたT14の全体は、

次の様な簡単な式で良く説明できる。

T. -1九
K ./7n

i ff-zjlイ(定作糾jLず2. q 

ここでfg は、モーP'qの磁気励起の減衰定数、 Kはスピン相関距離の逆数、 nqは関与す

る磁気励起の熱平均値である。この式はモードq=π近傍のエネルギ-nωqの励起の非常
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に大きな減衰に伴って生じる磁気的揺動のラーモア振動数のスペクトル成分によって

核磁気緩和が起こっていることを意味している。 尚、最近の12Tまでの実験で、 T1
・1

の磁場依存性にHcでT14の極大が現れることがわかった。

又、常磁性状態であるにも拘らず、 NMRスペクトルに、図 6に示すような低温高磁

場で大きなスプリッティングが観測されている。

_ 1"'TT\ ...l-. ~1 ・ 1
図 7は、 TMMCと同じ結晶構造を持つTMNIN(J/kB=-12K)中の HのT1の温度依存性

である。図 3に示したTMMCにおける結果と比べて極めて対照的であり、‘ハルデン系

としての特徴を示していると考えられる。
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P 52a ウラン化合物超伝導体の NMR， NQRによる研究

姫路工大 鹿学部 。小堀洋 小 j京孝夫

NMR and NQR Studies In Heavy Fermion Superconductors 

Department of Material Science， Himeji Institute of Technology 

Yoh Kohori， Takao Kohara 

NMR measurements of Pt， Si， Mn， and Co have been performed in heavy fermion 

superconducLors， UPtョ， URu.Si. and U.X (X=Mn and Co). I/T. in UPt3 and URu.Si. show no 

enhancement just below Tc and decreases in proportion to T3 at low temperatures. This 

behavior suggests that the superconducting energy gap is anisotropic disappearing on 

1 ines at the Fermi surface. I/T. in U.X (X= Mn， Co) has the coherent peak just below Tc 

indicaLing LhaL Lhe superconducting energy gap of U.X sysLem is isotropic. 

重いフヱルミオン超伝導体の超伝導発生機祷を理解するために，ウラン化合物超伝導体において，

NMR， NQRの研究をおこない，ナイトシフト K ，核スピン格子緩和時間 T .，及び磁気秩序状態

での内部磁場を測定をした。それぞれの化合物につい ての結果を以下に示す。

( 1 ) UPt， UPt3は 0.5Kの超伝導転移温度， Tc，を持つ典型的な重い電子系超伝導体である. Pt 

の I/T.の温度変化を図 1- 1 (常伝導状態) ，図 1- 2 (超伝導状態)に示す 10K以上では U

イオンが局在化し， I/T.は温度変化しない。また 8K以下の低温では常伝導状態で 1/T.は T に比例

する。こ の こ と は 低 温で UPt3がフェルミ液体状態にあることを示している.中性子線回折の実験に

より 5Kで反強磁性が発生すると報告されているが， I/T.にはスピン密度波(S D W) ，反強磁性発

生にともなう臨界発散等の異常は見られない。 超伝導状態において， 11じ は じ 直 下 で 急 激 に 減 少

し，通常の超伝導体において観測される増大は見られない。 Tc以下低温では ，I/T.は指数関数では

なく T3に比例して減少する。このような振舞は，超伝導エネルギ ギャップが線で消える大きな異

方性を持つためと解釈 されている。ためしに t. = t. ocosθ の形の超伝導エネルギ ギャップを仮

定し，ム。=5.4kTcととると実験結果とよく一致する .Tc直下で 1/T.の噌大が無いこと，及び低温

で T3に比例することは，他の重い電子系超伝導体 CeCu.Si.，UBe.3 でも同様に成り立っている.

Ptの ナイトシフトは常伝導状怒で負の大きな値(0 -ー10%)を持っている. K - xプ ロ ッ ト に よ っ

て，低 温のシフトの大部分は伝導電子のスピン帯磁率により誘起きれていることが分かる.超伝導

状ffi¥では図 2に示すようにシフトはほとんど減少していない. UPt3のナイトシフトは通常のスピン

一重項超伝導体における振舞を持たず，このことは ，UPt3がスピン三重項超伝導体もしくはスピン

一重項超伝導体なら不 純物等により大きなスピン軌道散乱を受けていることを意味している.

(2 ) URu.Si • URu.Si.の1IT.の 温 度 変 化 ( 図 3 )から， 60K以上では系が局在化しているが， 60K 

以下ではフェルミ液体になっていること(I/T.o:: T) ，また 18Kで SDWが発生しフェルミ面上の状

態密度 が TN以 上 の 値 の 30%に減少していることが分かる。 URu.Si.においても超伝導状態で Tc直下

の I/T.の 増 大 が 見 ら れない.

( 3 ) U.X U.X(X=Mn and Co)における I/T.の温度変化を図 4に示す. I/T. は常伝導状態で Tに比

例し， 系が高温までフェルミ液体にあることが分かる.また超伝導状態において通常の超伝導体で

観測される Tc直下の I/T.の増大が存在し， U.X系の超伝導が通常の S波超伝導であることを示して

いる

キ ー ワード NMR NQR T. ナイトシフト 重 い 電 子 系超伝導体 U化合物

ニ"りょう こ4まらたかお

小堀洋 小 原孝夫
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P 53 タンパク質のlHNMR化学シフト計算

農工大工 O朝倉哲郎・出村誠・萩原健一・田村亨

シェフィールド大 Michael.P .Williamson 

lH NMR Chemical Shift Calculation of Proteins; 

Tetsuo Asakura， Makoto Demura， Kenichi Hagiwara， Toru Tamura (Faculty of Technology， Tokyo 

Univcrsity of Agriculture and Technology)， and Michael.P.Williamson (University of Sheffield， UK) 

We describe lH chernical shift calculation of proteins on the basis of the ∞n田 ptof atornic ani回 tropies

developed by Pople， ra仕ler白 佃 bond叩 isotropies. The 15N佃 d13C chernical shift tensors of amide 

groups repor凶 bysolid-卵白 NMRare used for the cher盟国1shift calculation. The magr凶 c

anisotropies and orientations for nitrogen and伺 rbonatoms of the ar凶degroup obtained exrerimen凶ly

from田lidstate N恥1Rare highly consistent. The magnetic則氏eptibilityof the oxygen atom of amide 

groups was determined from the observed CαH proton chemical shifts of ei前tproほins.This is a 

unique method to deterrnine the magnetic suぉeptibility叩 dtherefore the chemical shift tensor of the 

oxygen atom. By adding the magnetic aniscコtropiesof ni仕ogen拍 d回 rbonaωmsof the arnide groupω 

that of the oxygen atom， the magnetic叩 isotropyeffect of the amide group on lH chemical shifts of 

proteins回 nbe obtained. 

緒言 既に我々はX線回折法によって決定されたタンパク質の原子座標から、その1H

NMR化学シフトを環電流効果、電場効果、磁気異方性効果の和として評価し、実測

と比較して良好な一致を得てきた 1・50 このような化学シフト計算法を確立すれば、

タンパク質の新たな帰属や溶液構造と結晶構造の局所的な遣い、タンパク質の機能

と関連した構造変化などの新たな知見を得ることができ、タンパク質の構造解析の

有力な方法として位置づけることができる。

最近、磁気異方性効果の計算にあたって必要なアミド結合の15Nと13C化学シフト

テンソル値と、分子軸-テンソル聞の角度が固体NMRにより実験的に得られるように

なってきた。そこで本研究では、化学シフトテンソルから 15Nならびに 13C原子の磁

化率を決定するとともに、タンパク質の 1H化学シフトの実験データから、従来報告

例のないアミド結合の酸素原子の磁化率を求めることを試みた。

計算 8個のタンパク質について、あわせて665個のCαHプロトンの化学シフトは、

環電流効果(σrin g}、磁気異方性効果(σani)、電場効果(σE)の和として計算した 160 タ

ンパク質またはポリペプチドについて報告されてきたアミド結合の団体15Nおよび

13C化学シフトテンソルの実測値を各々平均した後、それを Popleの理論に従うと仮

定して、最終的に磁化率に変換したり。

1H NMR化学シフト、タンパク質、磁気異方性、酸素原子の磁化率

あさくらでつお、でむらまこと、はぎわらけんいち、たむらとおる、 M.P.ウィリアムソン
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その際、化学シフトテンソルと分子軸聞の角度は、同様に固体NMRの報告例に従っ

て決定した。なお、酪素原子の化学シフトテンソル値およびテンソルと分子軸聞の

角度については報告例がないので、その角度は、磁化率の主軸の一方向を c=o結合

方向に一致させた場合(Flg.1)とO原子の非共有電子対方向を考慮した場合の 2つを

仮定した。タンパク質のCαHプロトン化学シフトの実測値を用いて、酸素原子の磁

化率のみをパラメーターとした化学シフトの最適化を行ない、最終的にその値を決

定した。 ノJ

4」;
R a 0.747 

α} 

Fig.l Definition of dir民 tionof也ピネJ13C aod 170 chenu回 l
shift tensors with respect to血emoled叫arreference frame. 

ExperimcslaJ Shifl (ppm) 

Fig. 2 Correlation betw白氾 experimentalaod 
calculated shift for 665 CαH protons. 

結果と考察 15Nおよび13C固体NMR測定から決定された化学シフトテンソル(家蚕

絹フィブロイン、グラミシジンA、ジペプチドおよびポリペプチド)の平均値は、そ

れぞれ、 Ll01N(σ11・022)= 22.2土6.5， LlO/(033・022)=・142.5土5.0，Ll01
C
(σ22・033)= 

74.0 :1::9.9 ，L¥02C(σ11・033)= 151.1 :1::2.9 (ppm)であった。 Popleの理論式を用いて

15Nおよび 13Cの磁化率はそれぞれ&χ1N=・1，企χ2N=4，企χ1cz・3，企χ2CZ6(X10・30

cm
3
)と決定された。

C市プロトン化学シフト計算において、酸素原子の化学シフトテンソルの主軸の一方

向をc=o結合方向とした場合、 8つのタンパク質(665のCaHプロトン)のプロトン化学

シフトの最適化から、酸素原子磁化率はALo(χzz-χyy)=22，L¥χ2
0
(χxx-χyy)= 21 (x 

10・30cm3)と決定された。相関係数は0.747、標準偏差は0.33ppmであった(Fig.2)。なお、

非共有電子対の方向を考慮して磁化率の主軸を設定した場合、その相関係数はより低い値

であった。このようにして求めたアミド結合の各原子の儲化率を用いて内部回転角(や，

ψ)の関数として計算されたN-acetyトL-alaninemethylamide のCαHプロトン化学シフ

トは、従来報告されてきた化学シフトの出現傾向(α・ヘリックス構造のCαHプロト

ン化学シフトはpシート構造より高磁場に出現)と一致していた。

なお、本研究を進めるにあたり、種々御教唆いただきました東工大工安藤動教

授に感謝致します。

参考文献
1. T.Asakura， E.Nakamura， H.Asakawa， and M.Demura， J.Magn.Reson.， 93， 355(1991). 
2. M.P.Williamson and T.Asakura，よMagn.Res:， _9~!_557(199り
3. M.P.Williamson， T.Asakura， E.Nakamura and M.Demura， J.Biomolecular NMR， 2，83(1992). 
4. M.P.Williamson and T.Asakura， FEBS Lett.， 302， 185(1992). 
5. M.P.Williamson and T.Asakura， J.Magn.Reson.， in P!"ess. 
6. T.Asakura， Y.Niizawa and M.P.Williamson， J.Magn~Res ， 98，646(1992). 
7. l.Ando， A.Nishioka叩 dM.Kondo， Bull.Chem.Soc..Jpn.， 47， 1097(1974). 
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P 54 がん原遺伝子産物MybDNA結合領域の異種核NMRによる構造解析

(横浜市大・総合理ヘ阪大・蛋白研 2、蛋工研 3、理研・ライフサイエン

ス 4) 0緒方一博 1.ヘ飴谷裕子 1、相本三郎 2、中村春木ヘ皿井明倫ヘ

石井俊輔 ヘ 西 村 善 文 1

Structural analysis of a DNA-binding region of c-Myb protooncogene product 

by heteronuclear multi-di皿ensional NMR. 

k azuhiro Ol(at ~l. 4， Yuko Ametani 1， Saburo Ai皿ot02，Haruki Nakamura3， Akinori 

S a r a i 4， S h u n s u k e 1 s h i i 4， Y 0 s h i f u m i N i s h i m u r a 1 ( 1 G r a d u a t e S c h 0 0 1 0 f 1 n t e g r a t ed 

Science， Yokoha皿aCity University， 21nstitute for Protein Research， Osaka 

University， 3Protein Engineering R号search 1nstitute， 4Tsukuba Life Science 

Center， 1nstitute of Physical and Chemical Research) 

c-Myb is a transcriptional regulator with sequence-specific DNA-binding 

activity. The DNA-binding region of c-Myb consists of three imperfect 

repeats， RI， R2 and R3， among which R2 and R3 are essential for DNA binding 

and R3 is critical for specific recognition of DNA， while RI supports or 

regulates the protein-DNA interaction. Recentry， we determined the solution 

structure of R3 by lH-NMR， including a helix-turn-helix-related motif 1• 1n 

this study， using lH， !5N-2D and 3D NMR， we analysed the overall DNA-binding 

region， R23 and R123， and revealed that RI and R2 also consist 'of three 

helices as R3， but R2 is less stable. The values of T2 relaxation time on 

amide 15N of backbone and indole 15N of tryptophan residues are R3 > RI > R2. 

[はじめに] c-mybは 主 に 幼 若 血 液 細 胞 で 発現されるがん原遺伝子で、これに対応

する ウイ ルス 由来の v-myblまトリに骨髄芽球性(赤芽球性)白血病を発症させる。

c-myb.産・物(c-Myb) は分子量約 7万、 N端側に DNA結合領域、 C端側に転写調節領域

を有し、細胞の増殖、分化制御に関与している。 c-Mybの DNA結合領域は 52アミノ酸残

基よりなる 3つのリピート (N端側より RI，R2， R3と名付ける)で構成され、それぞれ

のリピート内にはトリプトファン残基が一定の間隔で存在している。 DNAとの結合に

は R23領域が必須で、 R3は DNAの配列特異的認識に関与すると考えられ、 R2の結合が特

異的か非特異的かは現在までのところ不明である。 R1 は R23とDNAとの結合を補強、あ

るいは調節している可能性が考えられている。 R3単独の立体構造は既に決定し、 R3に

がん原遺伝子産物、 c-Myb、 DNA結合タンパク質、 D N A結合領域、

異種核 N MR、動 的構造

おがた かずひろ、あめたに ゅうこ、あいもと さぶろう、なかむら はるき、

さらい あきのり、 l いしい しゅんすけ、にしむら よしふみ
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は 3つのヘリックスが存在すること、第 2から第 3へリヅクスにかけての部分はヘリ

ックス・ターン・ヘリックスt類似の構造をとり、第 3ヘリックス内の残基が DNAを特

異的に認識すると考えられること、 3つのトリプトファン残基はヒスチジンや他の疎

水位残基とともに疎水位コアを形成していること等が明らかになった」今回我々は

16Nで均一ラベルした R23及び R123について多次元 NMRにより全 DNA結合領域の二次構造

を明らかにし、各リピート閣の安定性の差についても検討したので報告する。

[実験] R23及び R123タンパク質の大腸菌大量発現系を T7プロモーター支配下の R23、

R123をコードする遺伝子をもっプラスミドを BL21細胞に導入することにより作成した。

R23、R123の精製は Pセルロース、ゲルろ過、 C Mセルロースにより行なった。 2皿Mの

'6N-R23及び R123について pH6. 8、 300Kと290Kで HSQC、 3次元 NOESト HMQC、 TOCSY -HMQC、

HMQC-NOESト HMQCの各スペクトルを測定した。ペプチド骨格及ぴトリプトファン残基

のインドール環における 15Nの T2 緩和時間の測定には 16N核上での CPMGを含む IH -15 N 

2次元展開スペクトルを用いた。また骨格アミドプロトンやインドールイミノプロト

ンの溶媒プロトンとの交換速度を見積るため、 jump and returnパルスを用いた HMQC

やspin lock purgeパルスを用いた HSQCにpresaturation を加えることによるシグナ

ルの強度変化を調べた。

-302-



[結果・考察] HSQC上

で、 R2由来のシグナルは

300Kでは S/Nが溶いため、

290Kでの R23のスペクトル

を基に帰属を行ない、 R1 

とR3領域の帰属には 300K

での R123、 R23のスペクト

ルを用いた。その結果、

R23領域では全ての残基

を、 R1領域においても大

部分の残基を HSQC上で帰

属することができた(図

1 )。これを基に NOESY-

HMQCとHMQC-NOESY-HMQCに

より R123の二次構造を調

べた(図 2)。これによ

ると Rl領域には R3と同様

3つのヘリックスが存在

し、それぞれの位置も第

3ヘリックスが Trpより C

端側でやや不安定である

他はほぼ対応していた。

R2領域は第 1から第 2ヘ

リックスにかけては R1、

R3にほぼ対応していたが、

全体に線幅が広く、とく

に第 2ヘリックス N端側

のTrp周辺で著しかった。

また第 2ヘリヅクスより

。-MybR1 3840 60 60 70 __ __8Q 一__jlJl
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R 12 3領域の近残基問 NOEのまとめ

C端側はターンというよりはループで、続いて R123中で最も不安定で短い第 3ヘリッ

クスの後、第 3ループが存在していた。このように各リピート間でシグナルの線幅の

差異が見られたため、 15N核の T2緩和時間の分布を調べた(図 3)。その結果、緩和

時間はリピート単位で明らかに異なっており、 R3>Rl>>R2の順で短縮していた。図 3

には 300Kでのデータが示しであり、この温度では R2領域のシグナルは S/Nが悪く、一

部の残基についてのみ測定が可能であった。 290Kでのデータでは R2領域の第 3ヘリッ

クス周辺が最も短いじ値を示した。 HMQC、 HSQCシグナルへの presaturationの影響を

290Kと300Kとで調べたところ、 R3ではヘリックス領域ではプロトンの交換が退くなっ

ているのに対し、 R2ではヘリックス領域でもその両端においてプロトン交換が比較的

速く、ヘリックスの水素結合による安定化の程度が小さいことが考えられた。また疎

水性コアの安定性では、 R3では TrpとHisを中心としたコアはイミダゾール環の荷電状
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l'N-R123における骨格アミド 16N核の T2緩 和 待 問

態によらず安定であるのに対し、 R2では第 2ヘ リ ッ ク ス 中 の Hisのプロトン化に伴う

高次構造の不安定化が見られた。以上の様に各リピート単位はその安定性において異

なり、 R3が最も安定であるのに対しれは不安定で特に第 3ヘリックス周辺が最も揺ら

いでいると考えられた。なお R3単独の構造は R23、 R12 3中でもほぼ保存されているこ

とも確かめられた。現在 Rl単独の立体構造(R 12 3中でも保存されている)も解析中で

ある。

文献

(1) Qgata， K" Hojo， H" Ai皿oto，S" Nakai， T" Nakamura， H・， Sarai， A" 

Ishii， S.， Nishimura， y，: Proc. N8tl. AC8d. ScI. {/SA， 89， 6428， 1992， 
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P 55 SDSミセル中の PACAP27とV1 Pの立体構造

武田薬品工業(株)筑波研究所

0井ノ同 博、遠藤聡史、北田千恵子、水田栄治

Conformational study of PACAP27 and VIP in SDS micelles 

Hiroshi Inooka. Satoshi Endo. Chieko Kitada. Eiji Mizuta 

Tsukuba Research Laboratories. Takeda Chemical Industries.Ltd. 

The conformations of PACAP27 and VIP in SDS micelles were determined by lH NMR 

and distance geometry. Both PACAP27 and VIP form αhelix in residues 17-26 

although these do not have so defined conformatlons as the曹holemolecules. The 

conformational difference between these peptides is found in t曹oregions; one 

is the region in residues 5-8曹herePACAP27 forms αhelix but VIP falls into 

conformational disorder. and the other is the region in residues 12-15 where 

PACAP27 falls into ~isorder but VIP forms a helical structure. The PACAP田olecule

曹asfound to be located near the micelle surface through the interaction with 

SDS throughout the molecule except N-terminal residues by the analyses of NOE 

and reduction in signal intensity by pre-irradiation of SDS proton signals. 

[序]

PACAP27は宮田らによって羊視床下部より見いだされた新規生理活性ペプチド

で、消化管弛緩作用を持つ VIPと一次構造上 68%の相向性を持っし 2 (図 1)。これら

のペプチドはアデニル酸シクラーゼ活性化作用を持つが、視床下部では、 PACAP27

の方がVIPより 1. 000倍以上強力である。今までに、 PACAP選択的な受容体と

PACAP・V1 Pを間程度結合させる受容体が同定されているがヘこのように相同性の

高いペプチドのどの部分のどのような立体構造をそれぞれの受容体が認識しているのかに

関心がある。ジスルフィド結合等の分子内架婿を持たないこれらのペプチドは、水溶液中

ではほとんど定まった立体構造を形成せず、メタノールー水のような雨親媒的な溶液やミ

セル中でヘリックスに富む構造を形成することを調べ 4.5、25%メタノール中での立体構

造を報告した九ペプチドが受容体に相互作用するまでの過程で、まず生体膜中にペプチド

が入り、受容体との結合に適した立体構造に変化し、生体膜中の拡散により受容体に接近

し相互作用するモデルが近年提唱されている。この考えに基づき、相互作用状態により近

い生体膜類似の SDSミセル中での PACAP27とV1 Pの立体構造を調べることにし

た。さらにペプチドと SDSミセルとの結合様式及び結合部位について検討した。

key冒ord:SDS. PACAP27. VIP. lH NMR. distance geometry 

いのおかひろし、えんどうさとし、きただちえこ、みずたえいじ
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u ~ " 
PACAP Bis司 Ser-Asp-GlY-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tl'r-Ser_Arq_Tyr_Arg_Lys-Gln-Met-Ala-Val・Lys-Lys-'l'yr-Leu-Ala-Ala-val-Leu-NB2

VIP Bis-Ser-ASp-Ala-Val-Phe-Thr-ASp-ASn-'l'l'r-Thr_Arg_LeU_Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser白 Ile-Leu-Asn-HB2

図 1 PACAP27とVIPの11)(.進

[方法]

( 1 )試料調製

PACAP27は回相法により合成し、日 PLCにより分離精製した。 V1 Pは、ペプチ

ド研究所から購入し、混入している酢酸を酸性条件で溶媒をevapolateする事により取り除

いて用いた。両ペプチドとも試料のコンデションを一致させ、約2mM/150-170mMS D Sミ

セル、 20及び30.C、pH6.2-6.8の条件で軽水及び重水中において NMR測定を行なった

(ミセル中では中性条件でもアミドプロトンの交換速度が比較的遅い)。

( 2 )立体構造解析のための NMR測定

測定はBrukerAM500分光器を用いて行なった。各種 2次元NMRスペクトル (DQF-COSY，

自OHAHA，NOESY(τm=60，120， 180ms))を測定し、連鎖帰属法によりプロトン信号の帰属を行

なった。ミセルとの相互作用のため相関時間の増大に伴い線巾が広がり、高分解能 (512w

x 8k)で測定したDQF-COSYスペクトル(F1方向2kにzerofilling)でも結合定数 JNα を求

めることが不可能であったので、 J-deconvolution処理を行い評価した。 βメチレンプロト

ンの立体特異的帰属に必要な Jαβ， Jαβ'は、高分解能E-COSYスペクトル (1kx 4k、

Fl方向4klこzerofilling)のRowスライスを64kにzerofillingして見積もった。

( 3 )ディスタンスジオメトリー計算

NMR解析から得られた NOEと結合定数による距離情報を入力して、ディスタンスツオ

メトリープログラム DADASにより、それぞれ 70個のランダムな初期構造より、立体

構造計算を行ない、最もバイオレーションの小さな 7個の構造を取り出し評価した。

( 4 )ペプチドーミセル間の相互作用部位の特定

ミセルとの相互作用部位の特定とミセル中のペプチドの格対配置を調べるために、軽 SD

Sミセル:重 SDSミセル=1 : 1の試料〈軽 S)と重 SDSミセル試料〈重 S)

〈各170mMSDS，1mMペプチド〉を準備し、以下の実験を行なった(ダイナミックレンジの問

題で100%軽 SDSミセルを用いなかった。現時点では PACAP27のみ実行〉。

①軽 Sと重 S試料のNOESYの測定により、直接軽 SDSミセルとペプチド聞の NOE

を評価する。重 S試料は SDSプロトンとペプチドプロトン聞の NOEとペプチドプロト

ン聞の NOEを区別するために用いる。

②軽 SDS信号位置く下記の a，b， c， d) を選択的照射 (30L，1秒〉してNOESYを

測定し、各残基毎のペプチドプロトン信号の減衰を、残基内 α一βプロトン聞の相関ピー

クの強度変化により半定量的に評価する。重 S試料は、軽 SDS信号選択的照射時に同時

に照射されてしまうペプチドプロトンの信号強度の基準として用いる。

SDS 

C H sー (CH2) 9一CH2-CH2一oS 0 s-・Na + 

a b c d 
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a : O. 87ppm 

b : 1. 29ppm 

c : 1. 66ppm 

d : 4.01pp田
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[結果及び考察]

(1) PACAP27 (P)とVIP

の立体構造の特徴及び差異

個

陶図 2に30.Cでの PのNOESYスペク
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固 2 SDSミセル中の PACAP27の NH-aH慣域の NOESYスペクトル
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A 

B 

トルの NH一 αH領域を帰属と共に示す。

SDSミセルとの相互作用による分子量増

大により線巾の広いピークを与えるため、

信号強度は体積で評価し、オーバーラップ

した信号に関しては20.Cのデータや結合定

数値を参考にした。得られた NOEの概略

を図 3に示す。結合定数の解析から得られ

た φ • X 1の情報をあわせ、 P、Vに関して、

それぞれ残基内97.100個、隣接残基間72.

73個、非隣接残基間37.28鋼、計206.201個

の距離情報を取り出した。

これらの情報をもとに DADAS計算

を行ない、最終的に NMR情報を良く満た

す 7個ずつの立体構造を取り出した〈距離

情報に対する vio1ationの和は共に1.1A)。

P. Vとも分子全体の立体構造の収束は悪

く、主鎖原子聞の RMSDは共に 4.9Aで

あったが、図 4のように 17 -2 6位の

領域ではどちらも αヘリックスを形成し、

立体構造は良く収束レた〈主鎖原子聞の

RMSDは共に0.2A、両者間では0.8A)。

P. Vの立体構造の差異は以下の 2箇所で

見られる。 5-8位で Pがαヘリックスを

取るのに対し、 Vは精進の乱れが大きく定

まった構造を取らない。逆に 12 -1 5位

では、 Vがヘリックス様の構造を取るのに

対し、 Pは定まった構造を取らない。

Pは以前報告した 25%メタノール中

では 2O. 2 1位の Ly sの部位で立体構

造が乱れ、 12-1 9位と 22 -2 4位の

2個のヘリックスが観察された。 SDSミ

セル中ではこのLysが主要な αヘリックス

の中央部を占め、その他に 5-8位でもヘ

リックスが認められるので、メタノール中

とSDSミセル中では大きく構造が異なる。
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表 l 鰻 SDSミセル信号量択的照射時の PACAP21のプロトン信号の蝿葺

NOESYの堕基内 aH-βHクロスピーク強度が I5 "以上揖表したものを0、 25"以上揖車したものを@で示した. .は、 αH-1Hの繍聞を示している.

(2) PACAP27 (P)と軽 SDSミセル(軽 S)の相互作用部位の特定

①軽 Sの b， c， dプロトンと Pのプロトン間で以下のような NOEが観察された。

b : 5 IleδCHa， SPhe(2，6目、3，5H、4H)、lOTyr(αH、β日、2，6H)、17Metrr'H、

22Tyr(2，6H、3，5H)、2SLeuβH 

c : 1 OTyr3， 5H、14Argδδ ，H、21Lysεε ，H 

d : 8 Aspββ ， H、1'ValβE、22Tyrββ'H

aとPのプロトン閥には NOEが観察されなかった。 Pとb， c， dとの NOEは上記以

外にも観察されたが、信号のオーパーラップのため同定することができなかった。

②残基内の α一βプロトン闘の NOE信号強度が、軽 Sプロトン信号の選択的照射により

減衰するかどうかを調べ、 15 %以上減衰したピークと照射位置を表 1に示した。

①②より、 Pは軽 SとN末 4残基を除くすべての部位で相互作用し、それはミセル表

面に近い領域に限られることが判明した。 5-8位の αヘリックスは主に軽 Sの c， dメ

チレンと近接し、相互作用はミセル表面に限定されるのに対し、 17位以降の αヘリック

スでは 19，23，26位の αβ プロトンと軽 Sの bメチレンが近接し、ややミセル内部と相互作

用している(但し22，.27位と dメチレンの相互作用から、ヘリックスの軸は、 SDSミセル

表面と平行な方向にある) 0 12，14，15，20，21位にあるLys，Argの αβ プロトン及び側鎖先端

のメチレンプロトンは、軽 Sの cメチレンプロトンと強く相互作用しているので、側鎖正

電荷と SDS硫酸基の負電荷の相互作用が示唆される。このような Pと軽 Sの相互作用は、

生体膜中の拡散を経てリセプターと接近するモデルでのペプチドと生体膜の相互作用に良

く対応し、 SDSミセルを膜類似体として用いることに妥当性が得られたと考えている。
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P 56 L1NEAR PRED1CT10Nの多次元NMRへの応用

一展開時間の初期値、シグナル位相に対する依存性一

住友他学(株)筑波研岡田明彦

An Approach to High-Resolution Multi-dimensional NMR using Linear 

prediction Calculation 

AKIHIKO OKADA 

Tsukuba Research Laboratory， Sumitomo Chmical Co.， 

Tsukuba， Ibaraki 300-32 

Linear prediction calculation based on singular value decomposition 

(LPSVD) was applied to the multi-dimensional NMR processing. LPSVD 

program with negative time elongation algorithm of G. Zhu et al. was made. 

Using computer-generated FIDs， 1 found that RMS difference between the 

true value and the LPSVD calculated value was almost linearly increased 

when the initial evolution time or the phase of the singal was deviated 

from the optimum value， but that there was no such dependency without 

negative time elongation. 

【L1NEAR PRED1CT10N】L1NEAR PRED1CT10Nは、 N個の測定データをもとに、 K個の係数

8k
を計算し、次の式からFIDの延長を行う計算手法である。

ろ=.E ai?Cn-

L1NEAR PRED1CT10Nの必要性は、多次元NMRによって高まった。なぜなら、高磁場

NMRの現実的な積算時間の上限を考慮すれば、直接観測しない時間軸について十分な分

解能を得るにはほど遠いからである。 BaxらもFFTとL1阻邸 PRED1CTIONとを組み合わせて

用いることにより、解析に十分な分解能を持つ4次元スペクトルを得ている1)。最近で

は、少ない測定ポイント数でより高い分解能を得るために、 N個の測定データとその複素共

役数とを用い、 2N個のデータでL1NEAR PRED1CT10Nを行う方法をG. Zhuらが報告してい

る2)。本研究では、彼6の方法に従って作成したプログラムをもとに、 L1NEAR

PRED1CT10Nの有効性を確かめるとともに、 L1阻AR PRED1CTIONを用いるための実験条件の

[キーワード]L1NEAR PRED1CT10N;多次元NMR;
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設定や、パルスシーケンスについて考察を行った。

【プログラムについて】まずsingular value decomposition (SVD)法を3)用いて得ら

れた係数 Bkで次のような方程式

Z K -a1zK-1 - ... -aK = 0 

を作り、その根 Zを求めた。そして根に対して以下のような変換

I z (Izl孟 1)

z' = i __.!.士 (Izl> 1) 
l Izl' 

を施し4)、得られた z"を根として持つような方程式の係数 akp を再構成し、これを

L1NEAR PRED1CT10N係数とした。

言語はFORTRANを用い、 SVD計算、複素係数の方程式の根の計算は、 1MSL社のMATHライブ

ラリを用いて行った。計算にはVAX8530およーびVAXstation 4000を用いた。

【模擬データ】プログラムの特性を理解するために、次の式に従い計算機で発生させたノ

イズを持つ模擬FIDを用いてL1NEAR PRED1CT10N計算を行った。

H 

ろ =εAJlJI吋 -2μπiv九ω'm[(川
JIJ=l 

なお、 rand[x，y)とは、区間[X，y)の擬一様乱数を示す。

シグナルは表1に示す10成分とした。データポイント数

に関しては、(1)16複素ポイントを64複素ポイントに延長

する場合 (4次元NMRを想定)と、 (2)32複素ポイント

を128複素ポイントに延長する場合 (3次元NMRを想

定)を計算した。ノイズは(1)R(=Am/ANoi se)=∞、 (2)

R=10、(3)R=1の場合について計算した。!ltは200μに

固定し、 t1
、δmを変イじさせた。ノイズは、ポイント数や

t1
、δmを変えるごとに異なる系列で発生させている。
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表 I俊擬FIDの内容

v[H. A 

2300.自 10000.0 
1800.0 10000.0 

1300.0 10000.0 

800.0 10000.0 

300.0 10000.0 

-200.0 10000.0 

-700.0 10000.0 

-1200.0 10000.0 

-1700.0 10000.0 

-2200.0 10000.0 

また、 FIDの真の値とL1畑AR PRED1CT10N計算によって得られたFIDの値とのずれを示す

指標として、 RMSDを次のように定義した。

RMSP=Jtzbろιxn'I2
J.V -J，V n=N+l 

なお、 λはL1NEAR PRED1CT10N前のポイント数、 N"はL1悶AR PRED1CTION後のポイント

数、 xnIPはL1NEAR PRED1CT10Nで得られたデー夕、 Xn勺ま真の値である。
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図 1 LIN&AR P腿DICTIONの結果(データ数:16ポイント)
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図 2 LIN&AR P郎DICTIONの結果{データ数:32ポイント)

【結果】 1.複素共役データの使用の有無による

比較 まず t1=11 t/2、δm=Oの理想的な場合で

比較した。(1)データ数が16複素ポイントの場

合は、複素共役データを用いない場合(K=6)、

ノイズの大きさに関わらずLlNEAR PREDICTION 

係数が0に近くなり、 zero圃 fillingしたときと

同じような結果になった(図 1)。しかし、複

素共役データを用いた場合(K=14)は、正しく

LlNEAR PREDICTION計算を行うことができた。

(2)データ数が32複素ポイントの場合、複素共

役データを用いても用いなくてもLINEAR

PREDICTION計算は正常に終了した(図2)。

RMSDで比較すると、複素共役データを用いた方

がわずかであるが真の値を良く再現した。

2， t 1に対する依存性複素共役データを使用

した場合、ノイズのないときでは、 t1が

11 t /2からずれるにしたがって、 RMSDは直線的

0，5211 tの範

に増加した。 R=10のときは、ノイズのために

脱却が増減し、 0，4811t (t 1( 

囲では顕著なt1
依存性は現れなかった(図

3)。一方、複素共役データを使わない場合、

t1
に対する依存性は認められなかった。

3.δJこ対する依存性複素共役データを用いた
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ときは、 δm=Oからずれるにしたがって、 2，同様

直線的にRMSDが増加し(図4)、複素共役デー

タを用いないときよりRMSDが小さいのは、位相

のずれが封。以内のときであった(R=10)。

【考察】 1.複素共役データの有効性計算結果

から、複素共役データが有効なのは、

(1)測定データのポイント数に比べてピークの

数が多いとき。

(2) t 1=11 t/2、δm=Oの条件が満たされているとき。

であった。特にδJこは正確さが要求されることがわかった。 TOCSYやROESYなど、スピン
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図 3 LIN&AR PREDICTIONのt，依子宇佐(データ数:32) 
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ロヅク磁場の位相が通常の90。パルスの位相とずれている場合は十分な微調整が必要であ

t1が理想値からずれる原因は、パルスをかけている時間 (10μ程度)の見積り方だ

けであるから、 t1
はLINEAR PREDICTION計算に影響を与えるほど理想値からずれること

はないと考えられる。複素共役データは、測定データポイント数が少ないときはもちろん

利用すべきであるが、測定データの数が十分多いときは t1=a t/2、δm=Oの条件が満たさ

る。

れているときのみ用いるべきである。

2.パルスシーケンスの工夫複素共役データを

PREDICTIONを利用するための条

図 4LlNEAR P阻DICTIONのシグナル位相依存性
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用いたLlNEAR

件として、

(1)シグナルに微細構造(ピーク分裂)がない

こと(ピークの本数を減らすため)。

(2)ピークの位相が一致していること。

が今回の模擬実験でわかった。その他にも原理

上、

(3)シグナルが減衰しないこと。

が必要である。これらの条件を満たすパルス

シーケンスの一例として、展開 (t1)時間を一

定としたHMQCシーケンスを考案した(図

5)。この方法は、 3次元、 4次元シーケンスに

も組み込むことが可能である。

ロ豆EEコ

図 6LI畑ARP陥DICTIONを利用するHMQCシーケンス

Phase cyclelま、申l=X，-x;争2= 2 (x) ， 2 (x) ; Acq 

= X，l -x， -XJ X'で、1'，方向iま仇をインクリメントするこ

とにより、 States-TPPI法で取り込む。
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P 57 ネオカルジノスタチン彼合体の三次 徳 治

一分子認識とクロモフォア安定化機構ー

( 東 北大理 1，東北大分析セヘ日本電子九サントリ}生医研 4) 

0 田中俊之 1，平間正博 1，上野扇子ヘ藤田費量一 3，今城精一九石黒正路 A

Thcee-dimensional Stcucture of Neocaczinostatin Co皿 plex
Toshivuki Tanaka1， MぉahiroHirama1， Masako Ueno1， Ken-ichi Fujita2， Seiichi 1m吋o3，M酪司jiIshiguro3 

1 Faculty of Science， Tohoku University，2AnaJyti田1Instruments Division， JEOL Ltd.， 3Suntory Institute for Biomedi国 I
R倍曲rch
The three-dimensional structure ofNCS comp1ex has been detecmined by the 2D・NMRana1yses and the distance geometry 
calcu1ations. Apo-NCS consists of three antiparal1el s-sheet structura1 domains， i.e.， the extemal three-strand s-sheet， the 
in!ema1 four-strand s-sheet， and the smal1 two-strand s-sheet.百leintemal s-sheet focms the hydrophobic pocket (12 x 9 x 
9A)， in the bottom ofwhiclI there is a va1e focmed by the main chains， Va134・Gly35・Gln36，Leu97・Gly96-Va195，加dGly107.
The C5"・C7"site of出enaphthoate dips in this vale， and the aminosugar and theαrbonate group face outwards. Possible 
binding intecactions between the substituents ofNCS-chr and the side chains pointing up the pocket are the hydrogen-bonding 
between C7" -OMe組 dO{H ofSer98， the H-n hydrogen-bonding between C2"・OHand Trp39 aromatic ring an<Vor the edge-
to-face intecaction between the aromatic rings， the CH-n intecaction between C7"ーOMeand aromatic ring ofPhe52，飢dthe回It・
Iinking between methylamino group and carboxyl of Asp33. These intecactions and the shape ofthe bottom ofthe pocket must 
play如 importantro1e in the specific and tight binding ofNCS-chr to apo-NCS. 

[序]ネオカルジノスタチンは、 強カな複合体型の抗癌剤であり、 ラ ジ カ ル を 発 生 し

DN A切断活性を有するクロモフォア(よ)と、 アミノ酸 11 3残基からなるアポタ

ンパク質(アポ N C S )から構成されている(図 1)。 クロモフォアは単独では非常

に不安定であり、 容易に分解してしまう。 アポ NCSは、 このクロモフォアを特異的

に しかも強〈結合して安定化し、 キャリアー としての機能を果たしている。 アポ

N C S単独の構造 解析は報告されているが U 、クロモフォアの結合部位を含めた複合

体の詳細な高次構造は明らかにされておらず、 分子認識の観点からも解明が待たれて

いた。 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 2)。また、 二次

元 NMR訟とディスタンス・ジオメトリ}計算を駆使した解析も続けている仁川。今

回、 この筏合体の詳細な高次構造と、 結合・安定化機穏に関して得られた興味深い知

見に，ついて報告する。
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A1a. A1a. Pro.百lC.A1a.官lr-Val. Thr・ Pro・5er.5er. Gly. Leu. 5er. Asp. G1y.百lf.Val. VaI. Lys司. ~ 
VaI.AIa・ ~~~~~~~~~~_~~~~~T申・ VaI・

~ w 
A却・百lf-Gly.司 VaI-1訓-A1a-Cys-Asp-Pr争~Asn.Phe・ Ser- Scr-Va1.・Thr.~A甲・ ~A皿・

m w 
Gly-Ser-A1a-Ser-百tr-Ser-L四・Thr.VaI・ A暗-Arg-5er-Phe-Glu-Gly.・Phe-Leu-Phe.・_Gly-

90 100 
τ1tr-A曙・Tq>-Gly-Thr-VaI-A踊・Cys.Thr. Thr-A1a-~ Cys・GIn・ VaI.・Gly.Leu・ 5er-Asp-AIa・

110 
~ G1y. _ Gly-Pro-Glu・Gly.VaI. ~ I1e-Ser-Phe・Asn

図1. ネオカルジノスタチン・クロモフォアの構造(左)と

アポタンパクのアミノ酸記列(右)

ネオカルジノスタチン， 二 次 元 N M R， ディスタンス・ジオメトリー計算， 分子認識

たなか としゆき，ひらま まさひろ，うえの まさこ，ふじた げんいち，

いまじよう せいいち，いしぐろ まさじ
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[方法]

1. アポ N C S部分の構造計算

二次元 NM R解析によって得られた 849側の距離情報と 6 5個の二面角情報に、

6 8儒の水素絡会 ( 3 4組)， 6個 の ジ ス ルフィド結合 ( 2組) の距離情報を併せ

て、 D AD AS90プログラム (MolSkop， J E 0 L社) を用いて計算した。

2. NC S複 合体の構造計算

DA DA S90計算で得られた最良の構造を鋳型とし、 前述の距離情報の他に、

クロ モ フ ォ ア 内 の 24個および分子関 (クロモフォアーアポ NC S間) の 6 1個の

JII!灘情報を考慮して、 複合体全体の計算 ( D G E O Mプログラム， D u P 0 n t社)

を行った。

{結果と考察]

1. アポ N C S部分の構造

ランダムに発生させた初期構造から計算を行ったところ、 全重原子の RMSDil盛

が1. o A 以内と良い収束構造が得られた。 距離侵害値およびファンデアマールス

侵害健はそれぞれ O. 5A、 O. 3 A をー越えなかった。

NCS複合体中のアポタンパク部分は、 主に 3つの逆平行型戸シート構造から構

成されている。 このうち 2枚の Hシートが Hバレル徳造をとっており、 1 2 x 9 x 

9 A の大きさの非常に車軽水位の高いポケットを内側に有したゆりかご状となってい

る。 そのフォールディングと形状は、 類似タンパク質のアクチノキサンチンやオー

ロモマイシンと非常に良く似ており、 これら複合体型抗癌剤の基本構造と考えられ

る。 そして、 ポケットの底には一段と深い主鎖が露出した溝が、 戸シートの一部:

V a 1 3 4 - G 1 y 3 5 - G 1 n 3 6， L e u 9 7 - G 1 y 9 6 - V a 1 9 5およ

び G 1 y 1 07に よ っ て 形 作 ら れ 、 T r p 3 9， L e u 4 5， P h e 7 8， P h e 

5，2からなる疎水位の壁と A s p 3 3， S e r 9 8からなる親水位の壁が存在して

いる。

2. N C S複合体の稽造

得られた最良の鋳造を図 2ー図 4 に示す。 クロモフォアは、 そ の疎 水部 であ るナ

フ トエ ート をアポ NC Sの疎水性ポケットの底に、 親水音習であるアミノ糠とカルボ

図 2. NCS複合体の立体構造

( ア ポ タ ン パ ク 部 分 はリボンで示す)
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図 3. N C S複合体中のク ロ モ フ ォ ア 結 合 構 造

(アポタン パ ク 部 分 は 、 タ ロ モ フ ォ アより 5A 以内の残基のみを示す)

¥ 

¥ 

で、句、

図 4. N C S 複合体中のク ロ モ フ ォ ア 結 合 構 造

(アポタンパク部分は分子表面も示す)
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ネート を上にして結合しており、 ナフトエートが両者の強固な結合に重要な役翻を

果していることが維定された(図 3， 4)。

さらに細かに見ると、 ナフトエートは、 C 5 "ー C 7 "側を前述の G 1 y 3 5， 

9 6， 1 0 7からな る 溝 に 差 し 込 む 形 で 結 合 している。 そして、 C 7" 一 OMe基

と Ser98l則鎖の OH間(約 2. 9 A) には水素結合が可能である。 また、 C 5" 

-Meは G 1 n 9 4の戸メチレンに固まれ、 C2"-OHと C 3" - H とは T r p 
。。

3 9置q鎖 芳 香 環 と近いので(それぞれ約 4. 8 A、 5. 0 A)、 ナフトール OHと

の H - 1&水素結合または芳香環同士の e d g e - t 0 - f a c e相互作用 (CH ー

π) が可能である。 さらに、 復 合体 中の OMe基の化学シフトは 2.75p p m であり、

溶液中の 3.76pp m ( 重 メ タ ノ ー ル / 垂 水 =2 / 1中)と比較すると著しく高磁場

にシフトしている。 これは、 近 傍 の P h e 5 2による磁気異方性シフトと考えられ、

OMe基と P h e 5 2芳香環との聞に CH一司相互作用が働いていると考えられる。

こ れらクロモフォアとの相互作用に寄与しているアポ NCS側の残基 (Trp39，

Phe52， Ser98) は、 類似タンパク質のアクチノキサンチンやオーロモマ

イシンでは保存されておらず、 これら残基との相互作用が、 N C S クロモフォアが

ア ポ N C Sに特異 的に結合するのに必要な因子 と考えられる。 また、 ナフトエート

が結合している溝 を形成する [Gly36， Gly96， Glyl07] は、 アク

チノキサンチンと オーロモマイシンではそれぞれ [Ala， Gly， His]， 

[Gly， Gly， Ala] と一部が側鎖を有するアミノ酸残基となっており、 ポ

ケットの底の形状も特異的相互作用に寄与していると考えられる。

3. タロモフォア安定化機槽

クロモフォアは、 1 2位 に 求 核 剣 の 付 加 を受けてエポキシドが閲環し、 一連の連

鎖反応(→エンインクムレン→炭素ピラジカル発生→水索引き抜き)を起こして分

解，する。 したがって、 これを紡ぐには 12位 と エ ポ キ シ ド を 保 護 す れ ば 良 い 。 図 3

からわかるように、 1 2位は自身のアミノ糖の メ チ ル ア ミ ノ 基 ( ア ン モ ニ ウ ム 混 と

して脊在)とアミノ酸側鎖 (Ser98， Asp33， Phe52等)によって量産

蔽されている。 また、 エ ポ キ シ ド は ポ ケ ッ トの底を向いており、 酸触媒の攻撃から

保護されている。 アポ N C S との結合によりクロモフォアの活性部位がうまく保殺

される仕組みが明らかである。 また、 類似タンパク質でも保存されているジスルフ

ィド結合 (Cys37-Cys47) は、 コ ア の ア セ チ レ ン 結 合 と ブ ア ン デ ア ワ ー

ルス接触の距離に位置し、 両 者 間 に 何 ら か の安定化相互作用が寄与している可飽性

もある。
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P 58 大腸菌由来ヒストン様蛋白質， H-NSおよび HUのNMR

スペクト Jレ帰属と構造解析

(東薬大，京都薬大l，名大.農2，中外製薬3) 家田了一，胡桃坂仁志，

O神藤平三郎，佐久間千勢子，今本文男 l，五島直樹 l，水野猛2，

久保庭均3

NMR Spectral Assignments and Structural Analysis of Histone-like Proteins. H-NS釦 dHU from E. coli. 

(Tokyo College of Pharmacy. KyoωPharma∞utical University. Nagoya University and Chugai Pharmaceutical Co. 

Ltd.) • R. Ieda. H. Kurumizaka. H. Shindo. C. Sakuma. F. Imamoto. N. Goshima. T. Mizuno and H. Kuboniwa. 

[A bstract] Partial 鈴∞目白rys凶 cturesof H・NSand HU were determinω by the analyses of NOESY. 

DQFCOSY and (IH_lSN) HMQC sp巴C凶. It was found伽 tH-NS has antiparallel s-sheet structure from 94 to 108 

in the a.a.鉛quence.加 dthat it isα-helix from 117 to 121 a.a. residues.百lerewere observed only about 60 peaks 

out of 136 pcaks expected for thc pro加 n.Thc lack of thc obsevablc pcaks is probably duc to sclf association of 

H-NS in solution. The interaction of both proteins with oligo DNA are also discussed. 

[序]原核細胞中に比較的豊富に存在する一群のDNA蛋白質はヒストン様蛋白質と呼

ばれている.これらの蛋白質は遺伝子の核様体形成に重要な役割を果たしていると思わ

れるが，最近の研究によれば，遺伝子の発現，組み換え，外来遺伝子の組み込みの諸過

程において調節因子として固有の機能を有することが示された.HUはアミノ酸90残基

からなる塩基性蛋白質であり， H-NSはアミノ酸 136残基からなる中性蛋白質である.

HUは非特異的DNA結合蛋白質であるが， ATrichなDNAに対して高い親和性を有する.

いずれの蛋白質もDNAの高次構造を認識すると言う点で興味ある蛋白質である.

今回，蛋白質大量発現系を用いた lSNの均一標識および、選択的標識の助けで，H-NS 

およびH Uの部分構造を明かにしたので報告する.

[試料および実験方法]H-NSおよびtJ.Iuはそれぞれの蛋白質の大腸菌による大量発

現系から分離精製した.lSNで均一に標識したものおよび (Ala，Val， Leu， Ile， Arg， Lys， 

Thr， Ser)の9種の標識蛋白質を得た.H-NS試料は， 10 mM  KPi， 0.3 M NaCl， pH 5.5の溶

液に対して透析，濃縮してNMRの測定に供した.HU試料は，水に対して透析，凍結乾

燥したのち，その適当量を 10mM  NaPi， 0.1 M NaClに溶かし， pH5.0になるように調整

した. NOESY， DQFCOSYおよびHOHAHAの測定には日本電子製 GX・500を，lH_lSN 

HMQCの測定には Bruker製AM・5∞を用いた.

[結果および考察] H-NS蛋白質:この蛋白質は 1分子中に 3種の芳香族アミノ酸

残基 (1T中， 3 Tyr， 1 Phe)を持つ.これらの ringprotonは容易に帰属できるので，指紋

領域における NH-Cαprotonの連続帰属の基準点として利用した.図 lはDQFCOSYと

NOESYを重ね合わせたスペクトルである.図に示されるように， Typl08から Glu104

まで， Tyr96， Tyr98を基準点としてAspl00から Ala94まで連続帰属ができた.これら 2

つの鎖の間でいくつかの強いNOEが観測されたことは，これらが逆平行 s-sheetを形成

Keywords: H・NSprotein. HU protein. Secondary structure. Two dimensional proωnNMR.lH・15NHMQC

しんどう へいさぶろう，いえだ りょういち，くるみざか ひとし，さくま ちせこ，

いまもと ふみお，ごしま なおき，みずのたけし. <ぼにわ ひとし
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することを示す.もう一つの連鎖帰属は， Va1117からAIa121まで可能であり，この帰属

は異常に高磁場シフトしたIle118のCαprotonを基準に用いた.この帰属は， HMQCの

ピーク位置と矛盾しなかった Val117からAIa121までα寸lelix構造であることは，図 2

の残基間NOEの観測から明かである.
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図 1.H-NSのDQFCOSYおよびNOESYの指紋領域
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図2.二次構造中の残基間で観測された 'H-'HNOE

NMRによるH-NSの構造解析には一つの大きな問題がある.それは，分子を構成する

アミノ酸から予想されるピークの数に比べ観測されるピークが約半分であることである.

例えば， NH心αDQFCOSYcross peak及びHMQCpeakとも約 60個しか観測されない.

もっと極端な場合， Leucine残基を選択的に標識した試科のHMQCスベクトルは，分子

中に 14個のLeucinesが含まれるにもかかわらず， 2個のピークしか観測されなかった.

観測ピーク数に及ぼす pHおよび温度の影響を検討したが，基本的にはその影響は認め

られなかった.それゆえ，観測ピークが少ないのは，アミドプロトンの交換よりも自己

会合に基づく分子運動の低下によるものと思われる.H-NSのC末端側で連続帰属が可

能であったことから， N末端側に比べC末端側は運動性に富んでいるものと思われる.

HU蛋白質:現在スペクトルの帰属は進行中である.
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P 59 球状蛋白質 BPTIの動的立体構造の計算機シミュレーションをもとにした Ca原子

のスピン格子緩和時間の計算

(日本電子・生体研) 。入佐正幸 (京大・理) 郷信広

Computer Simulation of Conformational Dynamics and Relaxation Time T1 of Carbon NMR in a 

Small Globular Prot巴in，Bovine Pancr巴aticTrypsin Inhibitor 

翠堅企必:and GOλ 

Department of Chemis佐y，Kyoto University， Japan 

.Present Address: Biometrology Laboratory， JEOL Ltd.， Japan 

N~恨 spin-lattic巴 r巴laxation timω(T1 valu巴s)of main chain Cαatoms in a small globul紅 protein，

bovine p佃 creatic 紅ypsininhibitor (BPTI)， is calculated based on computer s泊lUlationof the 

conformational dynamics. At first， normal mode analysis is used to calculate T[ values. Hydrogen 

atoms directly bonded to a carbon atom is found to have a dominating role to determine the value 

of T1・Sitedependence of the calculated result is compared with literature value of experimenta1 

observation. The location of three large peaks at residues 15， 46， and 58 agree with the experiment 

The mean square fluctuations of出巴 ori巴ntationalmotions of the interatomic vectors 企omCa to Ha 

calculated by the normal mode analysis are smaller than those estimat巴dfrom血eexperimenta1 T1 

values. This suggests additional con凶butionsfrom anharmonic motions of出eprotein in which time 

scale is of nano second or longer. 

小さな球状蛋白質、 bovinep釦 creatic町psininhibitor (BPTI)の動的立体構造の計算機シミュレー

ションをもとにした、主鎖のび原子のスピン格子緩和時間 (T1値)を計算した。蛋白質の NMR

実験における!3C原子の緩和時間 T1 は、その !3C原子からすぐそばの 1H原子をむすぶ原子間

ベク'トルの動きのパワースベクトルによって決定される。分子量が 6500 であるこの蛋白質を

500閲 izのスベクトロメーターで測定した場合、内部運動の緩和が外部運動 (overalltumbling)の

緩和よりも十分速いと仮定すると、個々の炭素原子の T1 は二つの因子の積として与えられる1)。

一つは、 overalltumblingを反映した因子であり、もう一つは、その炭素原子からすぐそばの水素

原子へのベクトルの、分子に固定された座標系からみた熱平衡状態での揺らぎの大きさによって決

定される因子である。これらの二つの因子を分子の静的構造と、シミュレーションによる動的構造

からそれぞれ計算した。まず最初に、規準振動解ifJj-2.3)をT
1値の計算4)に使った。炭素原子に直接結

合している水素原子が、その T1値の決定に支配的な役割を持っていることが分かった。その他の

全ての水素原子を無視すると、非グリシン残基の T1の値を約 7%過大評価することになる。計算

した結果の部位依存性を文献による実験値5，6)と比較した。残基番号 15，46，58に存在する大きな

ピークの位置が実験と一致した。規準振動解析によって計算した、び原子から Hα 原子への原子

間ベクトルの向きの動きの平均自乗揺らぎの大きさは、 T1の実験値から見積られたものよりも小

蛋白質、規準振動解析、モンテ・カルロ・シミュレーション、調和運動、非調和運動

入佐正幸(いりさまさゆき)、郷信広(ごうのぶひろ)
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さかった。二番目に、モンテ・カルロ・シミュレーション7)を T
1
の計算に用いた。モンテ・カJレ

ロ・シミュレーションによって計算した、 cα 原子から Hα 原子への原子問ベクトルの向きの動き

の均自釆揺らぎの大きさは、 T1の実験偉から見積られたものよりも小さかった。これは、ナノ秒

以上のタイムスケールを持つ蛋白質の非調和運動8)からの寄与があることを示している。
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図 l

それぞれのび原子に対する緩和時間 NT10 全ての水素原子からの寄与を計算した。太線は規準振動解析によっ

て計算したび原子の NT1の値を示す。細線は蛋白質分子に内部運動が全く無いと仮定した場合の NT1の値を示
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それぞれの Cα 原子に対する緩和時間 NT，。 σ原子に直接結合している水素原子からの寄与を計算し、その値

を一様に 6.8% (グリシンは残基は1.5%)短くすることでその他の水素原子からの寄与を取入れた。実線はモン

テ・カルロ・シミュレーションによって計算した ca原子の NT，の値を示す。破線は対応する規準振動解析の NT1

の値を示す。黒丸は NT，の実験値を示す。
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P 60 部位特異的アミノ酸置換P450camのNMRによる構造解析

0若杉桂輔a 石森浩一郎 a，森島績 a，増田潤ー¥大野靖 b

(京都大学工学部a' 島津製作所b)

NMR Study of Recombinant P450cam Mutants 

Keisuke Wakasugi " Koichiro Ishimori " Isao恥10rishima" Jun・ichiMasuda b ， Yasushi 0加 O b

( • Graduate School of Engineering ， Kyoto University ; b Shimadzu Corporation ) 

Site-directed mutants of P450cam， in which threonine-252 had been changed to alanine or valine， 

were employed to study the role ofthe hydroxy amino acid in the monooxygenase reactionl). In a 

reconstitut巴dsyst巴mwith putidaredoxin and its reductase， the amount of exo-5-hydroxycamphor 

formed decreased in the mutant enzymes with respect to白ewild-type enzyme阻 dmost of the O2 

consumed were recovered as H202

1
). In ord巴rto investigate the structural difference between wiId 

-type and mutant enzymes and the relationship between structural and functional ch加 ges，we 

utilized lH-NMR spectroscopy. The NMR data showed that the electronic states却 d血es回 ctぽ 'es

ofthe mut阻 tswere almost the same as those of the wiId-type enzyme， except for the difference 

of the heme environmental structureS. 

1緒言

P450camは、 d-camphorの水酸化を触

媒する分子量45000のー原子酸素添加

酵素である。この酵素の反応サイク

lレは図1のように考えられている。

P450c仰の252番目のThrは、結晶構

造勺こ基づき、酸素化型(図1・C)の
r 0 1 H・「 βーH 1 H・fq-p 1 酸素と近距離に位置していると予想 I?，.. ， I ヘ I (ir~. .. I~. I v~-/:;: _ I 
1 FeOY_P町市)1ーァムー 1Fe"'-Por(S)ド」ー1FeヘPor(S) 1 

され、 しかも、酸塩基触媒またはプ l'-. _-'-'J H~O l' -. _.，-， J lべ川キソ中間体 j

ロトン供与体になりうるために、酸 図1 P450camによる反応サイクル

素の活性化機構に重要な働きをしていると考えられる。そこで、この252ThrをAla，Valに

置換したP450camを作製し、酵素活性を調べた結果、 Ala変異体、 Val変異体ともに、

camphorの水酸化活性が、野生型に比べ、非常に低下し、消費された酸素の大部分は、

民O2に還元されていることがわかった九しかし、 Ala変異体の酸素消費速度は、野生型

とほぼ同程度であるが、 Val変異体の場合は、野生型の約1/3程度まで遅くなっているこ

とが明らかにされた九そこで、このような野生型、 Ala変異体とVal変異体との酸素消費

速度の違いが、構造上の違いに起因しているのかどうか検討するために、今回、 lH・NMR

スペクト lレを測定し、構造解析を行なった。
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2.結果と考察

反応サイクルの初期の段階での違いについて検討するために、まず、比較的安定な鉄三

価高スピン状態(図l-A) を調べた。野生型のNMRスペクトルには、ヘムメチルに帰属さ

れるシグナルが、 40ppmと60ppm付近 (HDO基準)にそれぞれ2本ずつ観測された。これ

らのシグナル位置は、Ala変異体、 Va1変異体でわずかにシフトするものの、全体のスベ

クトルパターンにはほとんど変化がみられないことから、鉄3価高スピンのヘムの電子状

態は、変異体でも、野生型とほぼ等しいことがわかった。次に、一電子還元された鉄二

価高スピン状態(図1・B)のNMRを測定した結果、鉄二価高スピンにおいても、ヘムの電

子状態には、ほとんど違いがみられないことが明らかになった。酸素が結合した段階

(図トC)では、野生型と変異型との酸素の活性化の違いを考えるうえで、より有用な情

報が得られると考えられる。しかし、酸素化型P450cam(図1-C) は不安定であるため、

同じ鉄2価低スピンである一酸化炭素体P450camのNMRスベクトルを測定した。この状態

のNMRスベクトルには、へム近傍に位置するアミノ酸残基のシグナルが、ヘムの環電流

効果を受け、高磁場シフトして観測される。野生型で、・ 6ppm付近に分離して観測され

たシグナjレは、。位にメチル基のないAla変異体では大きく強度が減少し、 P位にメチル

基のあるVa1変異体では野生型とほぼ同じ強度であることから、 252Thrのp位のメチル

基に由来することが示唆された。さらに、

シグナルの帰属を行なうために、 NOESY

(図2)などの二次元m恨の測定を行なっ

た。これらのデータの解析を行なった結果、

・6ppmのシグナルには、 5、6種類のアミノ

酸残基のシグナルが重なっていること、ま

た、 Val変異体では、ヘムポケットの軸配

位子側においても構造変化していることが

明らかになった。より詳細に配位子が結合

した低スピン状態の立体構造について解析

するために、常磁性シフトが現われるシア

以体(鉄3価低スピン)のNMRスベクトル
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を測定した。野生型のスペクトルにおいて、 図2一酸化炭素体P450camのNOESY
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28.3ppmに観測された線幅の広いシグナJレを、最近報告されたクロロペlレオキシダーゼで

の帰属3)をもとに、執配位子である357番目のCysの戸位のプロトンに帰属した。このシグ

ナルは、 Ala変異体では、野生型とほぼ等しい位置に現われたが、 Va1変異体では、

3.5ppmも高磁場側にシフトして現われた。また、ヘム由来のシグナルも、 Va1変異体での

み、野生型からシフトして観測された。以上のことから、 Va1変異体のヘム近傍構造は、

Ala変異体に比べ、より大きく変化していると考えられる。このようなヘムポケットの軸

配位子側にまで及ぶ大きな構造変化のために、 Val変異体では、酸素消費速度が遅くなっ

ていると考えられる。
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P 61 リン脂質ミセルに埋め込まれた糖脂質のコンホメーション

-緩和行列とディスタンスジオメトリーによる解析ー

(都臨床研) 0稲垣冬彦、神田大輔

Conformation of glycolipids embedded in phospholipid micelles -Ana1ysis by relaxation matrix and 

distance g∞metry calculations-， F. Inagaki and D. Kohda， Tokyo Metropolitan Institute of 

Medica1 Science， 3-18-22， Honkomagome， Bunkyo-ku， Tokyo 113， Japan. 

Conformation of glucosylceramide embedded in perdeuterated phospholipid mi∞lles was 

ana1yzed by relaxation matrix and distance geometry ca1culations. The conformation of the 

ceramide moi巴tydetermined the orientation of the glucose residue which protruded from membrane 

surface with 30-45 degree. This orientation permits the extension of glycolipids only through 

Ga1sI-4GlcsI-Cer not through GalsI-4GalsI-Cer. 

糖脂質は細胞膜の構成成分として、細胞相互の認識や情報の伝達をはじめ高次の生命現象に重要な役割

を果たしていることが明らかにされている。これら糖脂質の持つ生理的機能は糖鎖部分が担っており、糖

鎖の配向は細胞表層のレクチン様蛋白質や抗体による糖脂質糖鎖の認識を考えていくうえで重要なフアク

ターとなる。我々は生体膜のモデルとして全重水素化ドデシJレホスホコリンミセJレを用い、その中にグル

コシルセラミドを埋め込み、セラミドのコンホメーションを明らかにすると共に糖鎖の配向を決定した。

室監糖脂質としてグルコシJレセラミド、 3・デオキシグルコシルセラミドを取り上げた。それぞれ2m

gを40倍モJレの会重水素化ドデシルホスホコリン (DP C)を含む重水溶液に溶解し、 NMR試料とし

た。 NMRの測定には日本電子製GX600およびα600600MHzJHNMR分光計を用いた。測

定温度は 280 C、pHは7.2である。混合時間 25ms、50ms、75ms、15 0 m s、200m

s 、300msを用い、 NOESYの測定を行ない、対角ピーク、交差ピーク強度の混合時間依存性を求

めた。なお、データ処理にはNMR2を用い、ピーク強度として体積を用いた。緩和行列の解析には

Fortran 77によるプログラムを作製し、 SunSparc Station 330上で処理を行なった。構造計算はIris4Dβ5 

上でX-PLORを用いて行なった。

藍呈 DPCはlmM以上の濃度では約40分子よりなるミセルを形成する。本実験条件下では 1偶のミ

セlレに 1分子の糖脂質が埋め込まれている。図 1は3ーデオキシグルコシルセラミドの化学構造と、全重

水素化DPCに埋め込まれた時のNMRスペクトルを示す。全重水素化DPCを用いているため 40倍モ

ルのミセル存在下でも糖脂質のシグナルは明瞭に観測されていること、糖脂質とリン脂質相互のスピン拡

散を無視できるため、定量的な解析に適して 図 1 a ~目白出掛

いる。 3ーデオキシグルコシルセラミドの構

造、特に糖鎖の配向はセラミド部分のコンホ

メーションに依存している。この部位の構造

を決定するためには1.8-3.5A程度の近距

離情報を求める必要がある。特に分子内にメ

チレングループが近接していることもあり、

スピン拡散の効果も考慮に入れた、より定量

的なNOEの解析が必要となる。そこで

倒

5.0 4.0 

* GlcsI-0-CH，-CH-CH，-CH-CH-α"ー

腕
同-
" E 

* 1 NH 
I Pl p 2 回

0・C-CH，-CH，-CHト・

uL 
3.0 2.0 1.0 

結脂質、コンホメーション、緩和行列、交差緩和、ディスタンスジオメトリー

いながき ふゆひこ、こうだ だいすけ
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モデルフリ・な緩和行列を用いた解析を適用した(1、2) 0 i凶tialbuild-up rate法に比較して S/Nの

良いところで実験を行なうことができることも緩和行列法の利点である。

盟主主主混合時間τmにおける NOESYピークの強度よりなる行列A (τm)は

A (τ田)=Aoexp (・Rτ回) ( 1 ) 

で表される。ここでA。は'tm=0における強度、 Rは緩和行列であり次式で与えられる。

R = 

Pl σ12 ・・・・・・・・・・・ σln

P2 .……・・ …...σ2n 

P3・で・・…σh
. Pn 

(2) 

ここでPi、σMは自己緩和および交差緩和速度である。(1 )式より Rを求めると

R=・1/τm(U 1 n (A) U -1 I ( 3 ) 
A= U -1 !A (τm) / A 0 I U (4 ) 

で与えられる。これより対角および交差ピークの強度が求められれば、緩和行列を求めることができる。

逆に緩和行列が求められれば、 τmにおけるピーク強度は(5 )式で与えられる。

A (τm) / A 0 = U' e x p (A' ) U' ー1 ( 5 ) 

ここで A' = U' ー lR U' (6)である。

計算結果 図2に3ーグルコシルセラミドの混合時間 300msにおける NOESYスペクトルを示す。

A。は混合時間 Oへの強度の外挿値より求めた。混合時間 50msのNOESYスペクトルと比較すると

S 1 a、S1 b、S2、S3aおよびS3bのプロトン間でスピン拡散が生じていることが解かる。図 2

より求めた対角ピークと交差ピーク強度を要素とする行列A (τm) とAoを (1)-(4)式に基づき解

析し、緩和行列Rを求めた。非等価メチレンプロトン閑の交差緩和速度は他に比較して 10倍以上とな

る。 300msのNOESYスペクトルで綴測された (S1 a、S1 b)、 (S 3 a、S3 b)プロトン

問の顕著なスピン拡散を良く説明している。 300msのNOESYの解析より求めた緩和行列に碁づき、

(5 )、 (6 )式に従い、ピーク強度のτm依存性を計算した。計算値と実験値の対応は満足すべきもの

であり、 300msで求めた緩和パラメーターの妥当性を示した。

リン脂質ミセルに埋め込まれた糖脂質の構造非等価メチレ

ンプロトン間の距離を1.8 Aとしてプロトン閑の距離を求

めた。プロトン関の距離情報および二面角情報を用い、 x- 2. 

PLORにより構造計算を行なった。セラミド部分が膜面に

垂直に埋め込まれているとすると、グルコース部位は膜面に

対し 30-45度方向に突き出ていることが明かとなった。

このようなグルコースの配向は糖脂質糖鎖の伸張方向を規定 3. 

している。 Galsl-4Glcsl-Cerは糖脂質の基本骨格として F

見いだされているのに対し、 G坤で始まる糖脂質としては;s
Galsl・4Galsl-Cer・は存在せず Gals1-6Gals 1・Cerのみ

が見いだされている。糖脂質のセラミドのコンホメーション

は糖脂質糖鎖の基本骨格を規定していると考えられる。また

ここで明らかにした糖脂質糖鎖の配向は糖鎖認識タンパク質

と糖脂質糖鎖との相互作用を考えていくうえでも重要である。

文献

( 1 ) P. A. Mirau， J. Magn. Reson.， 80，439-447 (1988). 

( 2) P. A. Mirau， J. Magn. Reson.， 96， 480-490 (1992). 

。.
ー・-
e・・

図2 3ーデオキシグルコシルセラミド

のNOESYスペクトル(混合時間

は300ms)
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P 62 リボヌクレアーゼHのlH、13C、15N核の完全帰属と

化学シフトと構造の関係

。山崎俊夫、永山国昭 日本電子(株〉・生体計測学研究室

Complete asignment of lH. 13C. 15N magnetic resonance and relationship between 

chemical shifts and conformation 

Toshio Yamazaki. Kuniaki Nagayama. Biometrology Lab.. JEOL Ltd. 

A 155 residue protein. ribonuclease H from E. coli， includes 973 lH. 762 

13C. and 227 15N nuclei which can be separately observed by NMR. Approx. 95児

of them were assigned by the combined use of several kinds of heteronuclear 

3D NMR experiments. This included reported experiments and the orignally 

devised ones. 3D HCH. 3D Y-X-1H HSQC/HSQC. 3D 13C_13C_1H HSQC/homoSQC. The 

chemical shifts are affected by charge state and local conformation. The 15N 

chemical shifts of N(delta-l) and N(epsilon-2) of His resiudes shows that 

only H144 is in the neutral state (N(epsilon-2)H form) among the 5 His 

residues. The 13C chemical shifts of C(alpha). C(beta) depends largely on 

the local secondary structures. Alpha-helical structures cause downfield 

shifts of C(alpha) nuclei and left-handed helix structures cause upfield 

shifts of C(beta) shifts. 

155残基からなる水溶液中のタンパク質のlH、13C，15N核からの共鳴をほぼ全

て帰属することができた。このタンパク質は大腸菌由来のリボヌクレアーゼ、日で RN

A-DNA二重螺旋の RNAを分解する酵素である。このタンパク質の構造は既にX

線結晶回折により決定され、またNMRからも同様な二次構造とトポロジーが得られ

ている。この酵素でリン酸ジエステルを加水分解するために主要な役割を果たしてい

るのが 3つの力ルボン酸、 DI0.D70. E48である。メカニズムを解明する上でこれら

の側鎖の解離定数等の性質を知ることは重要である。また基質の結合に正電荷のリジ

ン、アルギニンが重要な役割をしている。これら、機能に関係した情報を取り出すた

めには水素核以外の帰属が必要である。

リボヌクレアーゼHでは 973の水素核、 762の炭素核、 227の窒素核が条件さえ許

せばNMR的に区別して観測することができる。側鎖の帰属のために次の実験を行っ

リボヌクレアーゼ日、 3D NMR、化学シフト、電荷、構造

やまざき としお、ながやま くにあき
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た。 (-CHm-)n鎖の帰属には 3DHCH. 3D HCCH-COSY. 3D HCCH-TOCSYの実験を用いた。

また水素の付いていない炭素核、窒素核(付いている水素核が観測で、きない場合を含

む〉の帰属には、 3DX-y-1H HSQC/HSQCを用いた。この実験は共有結合で結ばれた、

X-y-1Hの3つの核を検出するものである。ここで (X.Y) は(13C.15N). (15N.13C). 

(13C. 13C') (13C' と 13Cは化学シフトが大きく違うもの)のどれかである。

13C_15N-1Hはアルギニンの C(zeta)、アスパラギンの N(de 1 ta-2)、クールタミンの

N (eps i lon-2)、15N-13C_1Hはリジンの N(zeta)、プロリンの主鎖の N 、

13C'_13C_1Hはアスパラギン、アスパラギン酸の C(gamma)、グルタミン、ク、、ルタミン

酸の C(del ta)、芳香族残基の C(gamma)の帰属に用いた。また 13C_13C_1Hの3核を

検出するために 3D13C_13C_1H HSQC/homoSQCを新たに考案し、用いた。 homoSQCは

同種核用の SQCシークエンスである。これはチロシンの C(zeta)、トリプトファンの

C (del ta-2). C (eps i lon-2) の帰属に用いた。

上記の実験の結果、 919の水素核、 749の炭素核、 200の窒素核を帰属することが

できた。これは全体の約 85%である。帰属されなかった部分はアルギニンの

(-N (eta) H2) 2の大部分 (R46の片方の N(抗a)H2が NOEから帰属された)、リジンの

N (zeta) の多く(分離している 3残基は帰属できた)、緩和が速く、信号の極めて弱い

ところであった。

得られた化学シフトと電荷、構造との聞に重要な相闘がみられた。同種の核〈同種

のアミノ酸残基の同ーの核〉で最も大きな分散を持っていたのは、ヒスチジンの

N (del ta-l)であった。窒素核の化学シフトは電荷に極めて敏感である。 H1l4は

N (eps i lon-2) に水素がついているが、 N(delta寸)には付いていない中性の状態であ

ることがわかった。そのほかの4残基は両方に水素が付いている正電荷の状態であっ

た。炭素核の化学シフトの分散は主鎖の核で大きく、 C(a 1 pha). C (beta) は主鎖の2

次構造を強く反映している。 αヘリックス内では C(alpha) は低磁場にシフトする(

表 1)。左巻きへリ νクス内(ゆが正〉では C(beta) は高磁場にシフトする(表2)。

表 l 表2

Av巴ragesand rrnsd (in parenthis) of secondary Secondary shifts of backbone nuclei of residues 
shifts in the secondary structures which have positive <1> angles 

structure !lres ca cs C N' Hα HN 
res# R29 089 W90 K95 N100 

u-helix 51 2目4 -1.3 2.1 -4.5 -0.53 -0守36 中 7.39 68.0 59.2 64.6 58.6 
(1.2) (1.2) (1.4) (3.4) (0.37) (0.63) v -125.3 35.6 47.0 29.0 31.1 

s-strand 36 ー1.69 1.43 -1.01 1.1 0.58 0.32 
(0.8) (1.3) (1.3) (4.0) (0.43) (0.61) cα 0.5 0.5 -0.5 1.2 1.6 

al1 132 0.29 -0.43 0.49 -2.1 -0.06 -0.11 
c~ -3.4 -6.1 -4.9 -2.9 
c' I 0.9 -1.2 ー1.4 0.9 

(2.2) (2.2) (1.9) (4.9) (0.61) (0.71) N' 0.6 -2 同10.8 ー13 ー7.4
Ha -0.6 司0.04 ー1.28 -0.69 -0.47 
HN 1.1 -0.61 0.47 -0.35 0.7 
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P 63 エンドセリンの立体構造形成における core-tail

相互作用の重要性

O遠藤聡史、井ノ岡博、菊池 崇、今回 岐、脇舛光康、水田栄治

(武田薬品工業(株〉筑波研究所)

Solution Conformation ofEndothelins Studied by lH NMR spectroscopy: 

The Tail Region Stabilizes the Conformation ofthe Core Region. 

Satoshi Endo， Hiroshi Inooka， Takashi Kikuchi， Takashi Imada， 

Mituhiro Wakimasu and Eiji Mizuta 

Tsukuba Research Laboratories， Takeda Chemical Industries，Ltd. 

ABSTRACT: Solution conformations of endothelin・3(ET・3)and ET-1(1-15)NH2 have been 

determined by lH NMR spectroscopy and distance geometry and compared with the 

conformation of ET-1. Although overall conformation in the core region(residuesl-15) is 

similar， difference has been found in the conformation of the helical region(residues9-15). 

In both ET・3and ET-l(1-15)NH2， the helical structure is less regular than that in ET・1

and conformational fluctuation has been increased. Carboxypeptidase digestion 

experiments have shown that the interaction between the core and the tail(residues15-21) 

regions is weak in ET・3compared with that in ET・1. These results suggest that the 

interaction between the core and the tail regions stabilizes the a-helical conformation in 

the core region. 

[序]

エンドセリンは強力な血管平滑筋収縮活性を有する、アミノ酸 21残基からなる生

理活性ペプチドであり、 ET-l、ET-2、ET-3の 3穣が知られている(図 1)。一方、レ

セプターに関しては、 ET-l、ET-2に選択的な緩和性を示す ET Aレセプター、 ET-l、E

T-2、ET寸に同等の親和性を示す ET 8レセプターの存在が明らかにされている。我々

は昨年の本討論会において 1)、33%エチレングリコールを含む水溶液中のエンドセリ

ンの立体構造について報告し、①Lys9-Cys15部分が典型的な αヘリックス構造をとっ

ていること、②Leu6、Va1l2、Leu17の疎水性残基がクラスターを形成していること等

を明らかにした。さらに、カルボキシペプチダーゼ (CPase) による C末端から

Key冒ords:endothelin. 1H NMR. conformation. CPase digestion 

えんどうさとし、いのおかひろし、きくちたかし、 L、まだたかし、わきますみつひろ、

みずたえいじ
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の逐次限定分解反応の解析

から、 C末端の t a i 1部

分 (HisI6-Trp21)と N末端

側の C 0 r e領域(Cys 1時

Cysl5) の聞の相互作用が、

C 0 r e領域の立体構造の

形成に重要な役割を果たし

ていることを示唆した。今

回、 CP a s e 消化により

W I M 

ET-l C~sS凶y品

ET -2 CysSerCysSerSerTrpLeuAspLysGluCys V alTyrPheCysHisLeuAspIleIleTrp 

ET -3 CysThrCysPheThrTyrLysAspLysGluCysValTyrTyreysHisLeuAspIleIleTrp 

図1:エンドセリンの3つのアイソペプチド(ET-1，ET-2， ET-3)のアミノ酸列

誘起される C 0 r e領域の立体構造変化を具体的に明らかにすること、 ET-lとET-3の

レセプターに対する親和性の違いを立体構造の視点から明らかにすること、を目的と

して、 ET-lの t a i 1部分を除去した ET-l(l-15)NH2およびET-3について、 lH N M R 

とディスタンスジオメトリーによる立体構造決定、 CP a s eによる C末端からの逐

次限定分解反応の解析、アミドプロトンの Hー D交換反応の解析を行なった。

[実験]

( 1 ) N M R 測定

33%エチレングリコールー山を含む H20溶液、または 33%エチレングリコールーd.を

含む D.O溶液にペプチドを溶解して試料とし、測定には Bruker社 AM-500を用いた。

ET-3、ET-l(l-15)NH2について、各種 2次元 NMRスペクトル(DQF-COSY、日OHAHA、

NOESY)の解析から、連鎖帰属法によりプロトンシグナルの帰属を行なった。一部の β

メチレンプロトンについては、 dNβ 、 dNβ' の大きさと E.COSYスペクトルから求め

た Jαβ 、 Jαβ' の値に基づいて、立体特異的帰属を行なった。アミドプロトンの

H-D交換反応は ET-l、ET-3、ET-l(l-15)NH.について、ペプチド濃度 0.5mM，pH4.0、

温度 300Cの条件で行なった。 ET-3についてはさらに、 C 0 r e領域と ta i 1領域の

間の相互作用についての情報を得るために、 CP a s e Y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〈手順は昨年報告した通り 1) )。

( 2 )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 DADASにより立体構

造計算を行なった。距離情報は、 ET-3については残基内 133個、隣接残基問 60個 、 非 隣

接残基間 34個の 合計227個、 ET-l(1-15)NH.については、残基内 76個、隣接残基問 46個、

非隣接残基間 18個の合計 140個であった。

[結果と考察]

(l)ET-l(ト21)と E下 1(ト 15)NH2の立体構造の比較

図 2に示すように隣接残基閑 N O Eのパターンはよく似ているが、(1-15)体では

Lys9-Cysl5の部分について、 dαN(i， i+3)の強度が dαN(i， i+1)に比べて小さくなっ

ていること、・ J (NH-αH)の値がET-lの値に比べて、いずれも大きくなっていること、

Va1l2、Tyr13、Phe14のアミドプロトンの H -D交換速度がET-lの 場 合 の 約 3倍になっ

ていること、などの差異が観察された。その結果、全体としては ET-lと類似した立体
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構造をとっているが、 Lys9

恒 Cys15の αヘリックス部分

について、(1-15)体では規

則性が低下し、構造の揺ら

ぎが増大していることがわ

かった。このことは、 t a 

ET-l 

ET-3 

dNN 

daN 

dNN 

dαN 

123  4 567  8 9 W II U U M U U TI U U W D 

ND 

圃圃 圃園

..  •• 

園圃 -圃圃
.圃ND

i 1部分を除去することに

より αヘリックス構造が不

安定化すること、逆に言え

ば、ヘリックス構造の安定

イじに、 C 0 r e - t a i 1 

相互作用が重要な役割を果

ET-1C1-15JNH2 

dNN -d・... ・E_ND園田

daN -図2:隣接残基間NOEの比較

していることを示している。
NDは対角ピークに近いために、クロスピークが観測できなかった部分

( 2 ) ET-lとET-3の立体構造の比較

ET-3では、図 2に示すように、 9-15位の dαN(i，i+l)の強度は一様に大きくなり、

dNN(i，i+l)と同程度かそれ以上であった。さらに、 9-15位の dαN(i， i+3)の強度が弱

くなっていること、 Va112、Tyr13のアミドプロトンの H-D交換速度は ETイの約 3-

4倍になり、 Tyr14のアミドプロトンは DzO中で直ちに重水素と交換したことなどか

ら、 ET-3でも ET-l(1-15)NBzと同様に、 9-15位のヘリックス構造の規射性が低下し、祭

らぎが増大していることがわかる。なお、 ET-3でも、 ET-lの場合と同じく C 0 r e領

域と C末端の 4残基の闘の相互作用は NOEとしては観測されず、 t a i 1部分の配

向を決定することはできなかった。

図 3に示すように、 Trp21が遊離する前後での化学シフト変化は、 ET-lでは C末端の

みな色ず、分子全体に及んでいたのに対して、 ET-3では、 C末端以外では限られた残

基に変化が見られただけであった。Ile19が遊離するステップでも同様に、 ET-3ではシ

フト変化が小さかった。このことは ET-3では ET-lに比べて、 C 0 r e - t a i 1相互

作用が弱くなっていることを示している。 ET-lの場合と同様に、 ET-3でも 6、 12、 11位

の疎水性残基はクラスターを形成している。しかしながら、 ET-3では6位がLeuから Ty

rに置換しており、この置換により疎水性クラスターの構造が変化して、 C 0 r e - t 

a i 1相互作用の様式に変化が生じ、 t a i 1によるヘリックスの安定化効果が失わ

れたと考えることができる。 ET A レセプターの結合には、ヘリックス領域の Asp8、G

lul0、Phe14が重要な役割を果たしていることが知られており、この部分のコンホメー

ションの差異がET-lとET-3の ET A結合性の違いの原因となっている可能性がある。

( 3 )化学シフトと 2次構造の関係

最近、タンパク質の 2次構造と化学シフトの相関について注目されており、 αヘリ

ックス部分では、 α プロトンの化学シフトはランダムコイルのシフトに比べて、有意

に高磁場シフトしていることが報告されている z)。図 4に示すように、 ET-l(1-21)と

ET-l(1-15)NHzを比較すると、確かにヘリックス構造が安定な (1-21)体の方が、 9-15位
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同様の結果であ

ET-lの Leu17カt

の αプロトンが高磁場側に観測される。 ET-lとET-3の比較でも、

C P a s e消化に伴う化学シフト変化について見ると、る。一方、

遊離する段階での 9-15位の αプロトンのシフト変化は、 それぞれ +0.09.+0. 05. +0. 02. 

+0.21. -0. 03. +0. 09. +0. 04ppm ( +は低磁場、ーは高磁場シフトを示す)であり 1) 、 13

位以外すべて低磁場シフトしている。これは αヘリックス構造が不安定化する方向で

lの除去によ

ヘリックス構造が不安

呆と一致する。このように、

2次構造と化学シフトの相

の結( 1 ) 

t a i 

定化するという

あり、

り、

residue number 

(A) 

303 
@ 

2 
302 

』

iO1 
@ 

』
o 

0.0 

関に着目すれば、

e消化の方法により、

くとも 2次構造をとってい

る部分については、

C P a s 

少な

個々の

分 子種を単離して構造解析

することなく、化学シフト

変化の方向と大きさから、

構造変 化の方向(2次構造

不安定化が安定化するか、 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

図3:(A)Trp21、 (B)Ile19の各遊離ステップにおける化学シフト変化の比較

各残基について、化学シフト変化の最も大きいプロトンのシフト変化を絶対値で

プロットした。・がET.1、口がET.3のシフト変化を示す。

residue number とその大きさにつ

いても議論できると考えら

するか)

(B) 
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図4:(A)ET-1とET-3、(B)ET-1とET-1(1-15)NH2のαープロトンの化学シ 7 トの比較

マイナス剖lはET-1の化学シフトの方が高総場に観測されることを示す。
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P 64 国体表面に 吸 着 し た 蛋 白 質 の H- D交換と溶液中高分解能 NMRによる

解析

(九大・歯， 九大・薬*) 0永留初実， 河野敬一， 寺田善博， 植田正$，

井本泰治*
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(Faculty of Dentistry，Faculty of Phar皿aceutical Siences，Kyushu University) 
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1. はじめに

ハイドロキシアパタイト(H A P) はアパタイトクロマトグラフィーの担体として

蛋白質の分離等に広く用いられている。 しかし、 H A P表面への蛋白質の吸着部位や

そのコンフォメーションについては未だに明らかにされていない。

国体表面の蛋白質の構造を調べる方法は F T 1 R、 電子顕微鏡等限られたものしか

存在せず、 残基レベルでの微細構造に関する情報は与えてくれない。 また CP-MA

S法のような図体高分解能 NMRで も 感 度 と分解能の面で情報を得るのは困難である.

今回、 我々は蛋白質が固体表面にの吸着した状態での H-D交換とそれを脱着させ

た溶液の 2D-NMRを測定することにより吸着状態を予測するという新しい方法を

開発したので報告する。

2. 実験

ノ、ィドロキシア J~ タイト (Bio-Rad ネ土， B i 0 g e 1 -H T P) 1 gをカラ

ム (1.Ox4.5cm) に充填し、 ニ ワ ト リ卵白リゾチーム(S i g m a社， 1mM) 

表面、 吸着、 重水素交換、 ハイドロキシアパ タイト

ながどめ は つ み、かわの けいいち、てらだ よ し ひ ろ 、 う え だ ただし、

いもと たいじ

唱

iq
u
 

Q
U
 



2 m 1を吸着させた. その後、 未吸着のリゾチームを lmMリン酸バッフアーで洗い

出した。 このリゾ チームが吸着したカラムを重リン酸バッファー (pD=7.0，lm

M) で置換し H-D交換を開始させた。 各インキユベート時間(3 0分-7臼間)の

後、 吸 着 リ ゾ チ ーム(バウンド)を重酢酸バッファー (pD=3.8，1OOmM) で

脱着 さ せ る と 同 時に H - D交換を止めた。 この溶出溶液(約 1 0 m1 )を限外鴻過に

より o.5 m 1に濃縮し、 直ちに DQ Fー COSY (Bruker社， AM-400)

を測定した。 測定されたアミドプロトンと aプロトンのクロスピークを体積積分する

ことにより日-D 交換の定量を行い、 速 度 係 数を求めた。 またハイドロキシアパタイ

トに吸着させないで H-D交換させたリゾチーム(フリー)の H-D交換速度係数と

比較した。

3. 結果および考察

D Q F - C 0 S Yスペクトルのアミドプロトンと α プロトンのクロスピークの 30 

分、 2時間でのフ リーとバウンドの比較ではほとんど差はみられなかった.24時間

では、 Ala-9， Ala-ll， Lys-13の 3個の残基でバウンドの H- D交

換がフリーより遅くなった. また、 L e u - 8 3は 7日間でバウンドの方がフリーよ

り遅くなっていた。 そ の他の残基では差はみられず、 これら 4残基はリゾチームのハ

イドロキシアパタイトへの吸着に関与していると考えられる。 これら 4残基の速度係

数から kfree/kboundを求めるとその値は 4- 1 3であった。 また Lys-13では

もっとも H-D交換が遅くなっており、 L y sの正電荷で吸着していると考えられる。

こ の部位には他に A r g - 1 2 8， A r g - 1 4が存在し、 これらの正電荷も吸着に

関与し て い る 可 能性がある.

またこの部位は リゾチームの活性部位の裏側に当たることからリゾチームの活性能

は残っていると考えられる。

X 

ニワトリ卵白リゾチームのハイドロキシアパタイ

トに吸着して H-D交換の遅くなった残基(白丸)
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P 65 回転系におけるプロトンスピンー格子緩和時聞を用いた
タンパク質フラジェリンの末端セグメントの運動性の評価

。伊島理枝子(京大理、現・日本電子)、赤坂一之(京大理、
現・神戸大理〕、相沢慎一(新技団、現・帝京大理工〉、
Ferenc Vonderviszt C新技団、 現・ハンγリーアカデミーオ7+ifイエンス〉

Mobility of the Terminal Segments of Flagellin Evaluated using the Proton 
Spin-Lattice Relaxation Times in the Rotating Frame. 

Ishima R.. Akasaka K.. Aizawa S.-I.草 andVonderviszt F. ~ (Kyoto University 
and 本ERATO. Present address is Kobe University. JEOL ltd. .Teikyo Univer-
sity and Hungarian Academy of Science. respectively). 

Bacteria has several flagellar filaments to swim in solution. This 
filament is composed of a single kind of a protein. flagellin. We measured 
proton spin -lattice relaxation times in the rotating frame of the mono-
meric flagellin and successed to evaluate the mobility of the N-and c-
terminal segments in flagellin though there are sometimes difficulties of 
evaluation in proton relaxation. Results were available to consider the 
self-assembly process of the flagellin into the flagellar filaments. 

【序】ハ。げリアの7ィラメントは一種類のタンハ.ク質7ラシソ1)ンから成る。 7うγェリンのフィラメントへの重

合はタンハ7質濃度やpHによらず、必ず短い重合体であるtipを必要とする。このtipが

あれば、異なる温度聞で可逆的に重合、脱重合を繰り返すことができる。この点で、

チュープ、リンや刊行と異なる重合対ニス1を持つと考えられ、興味がもたれている。

そこで、我々は7ぅγェリンの重合過程を知る為に、 まずモノマー状態の7ぅγェ1)ンの主鎖、

側鎖のゲイナミ.')J;'J，を7'0トン回転系でのスヒ・ンー格子緩和時間より調べた。

〔試料及び測定方法〕サルモネラ菌 SJWII03株由来の7ぅγェ1)ン(川 54000) と、その酵素

分解断片、 F40断片、 F45断片、 F47断片 (MWはそれぞれ40. 45. 47 kDa)を用いた。

これらの断片は重合機能を失っており、 F40断片までは容易に酵素分解されることか

ら、 7うγェ1)ンと F40の差である N-末端側66残基とc-末端側44残基は重合に必要不可欠

な領域であると考えられている[1.2L 7・ロトンl次元NMR測定、回転系でのスヒ・ンー格子緩

和時間測定 Cspin-lockingfield. 2.3 Gauss)をJEOL GX-400分光計を

用いて 400MHz 25.Cで測定した。熱変性した7ぅγェリン(熱変性温度約50.C)につい

ても 58.Cで測定した。

7'ロトンNMR、 回転系でのスヒリ田格子緩和時間、 タンパク質

伊島理枝子、 赤坂一之、 相沢慎一、 Ferenc Vonderviszt 

いしまりえこ、あかさかかずゆき、あいざわしんいち、ふえれんっふぉんだびっ

ηo 
q
u
 

no 



【結果・解析]7ぅγェリンの l次元日， ?卜 J~ に

はF40断片に無いシャー7'な信号が見られる。

各断片のスヘ・クトルを比較するとシャー7・な成分

の強度、 N-，C-末端領域に特異なアミノ酸残基

の比較から、このシャー7'な成分はフラγェリンと

F40断片との差、即ちN-、C-末端的ソントに

由来する事がわかった。

7ラγェ1)ンと各断片の回転系での磁化の時間

変化を 2つの指数関数的減衰に近似し、各ピ

ークについてシャー7'な成分とアロードな成分の 2

つのスヒツー格子緩和時聞を求めた。即ち、

川J入
7.0 6・5
p.P目m.

〆、へ
7・o 6'5 p.p.m. 

6 

HDO 

手 l (l ~elli れ

F40 

4 2 
p.p.m. 

10 
t 0 t a. 1 (t) = 1 e 0 exp (ーt/T1ρeha.rp)+Iboexp(-t/T1ρ broa.d) ___ (リ

とした。また単一の相関時間(見かけの相関時間〉を用いると T1ρ sharpは以下のよ

うに表される。

T1ρ eha.rp-1=[Jo(0)+10J1 (ω) +J 2 (2ω)J --_(1..) 

Jm (ω) = ~ J Km γ4れ4r 1 J-6τ eff/(1+ω2τe ff 2) . _ _ (3 ) 

7ぅγェリンモjトの 3次構造はわかっていない。飽和移動実験をおこなったところ、

:;-'(-7'な成分に残基間の飽和移動が見られなかったことから、アミノ酸残基内だけの7'

。

ロトン双極子相互作用を仮定し、各20種のアミノ酸残基についてそれぞれ10個のエネJH'-最

小構造から~r 1 j-6を与えた。これより、 7ラγェリンとその断片の何回7・な成分について、

実験値T1ρ eha.rpから各ピサの τeffを得た。熱変性した7ラγェ1)ンについては、その値

を250C相当に換算した。

その結果、 7ラγェリンのN-、C-末端的恭介トは、よく折り畳まれたF40領域に比べて極

めて熱変性した状態に近いことがわかった。それは、相関時間にして4-5倍速い。し

かし、ランゲムコイル状態には至っていないことが明らかになった。

〔結論〕他の事実と組み合わせる[1Jと、 7うγェリンの約 25%にあたる N-、C-末端的'

Uトは、熱変性に近い状態にあって互いに重合を妨げているが、ひとたび重合が始ま

ると安定な αーヘリ、yl]^構造となり互いの重合を促進すると考えられる。

7'ロトン緩和時間を用いた運動性の評価の場合、定性的な議論しかなされないことが

多い。交叉緩和によって各7'ロトンの運動性が平均化されるからである。しかしながら、

タンパク質中に大きな運動性のある場合はいくつかの仮定を置くことによって運動

性を取り出すことができる。本研究はその l伊jであると考えられる。

[lJ Vonderviszt，F.， Kanto， 8. ， Aizawa， 8.-]. and Namba，K.， J.Mol.Biol.， 209， 

127-133(1989) [2JIshima，R.， Akasaka，K.， Aizawa，8.-l" Vondervisz七， F.， 266， 

23682-23689(1991) 
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P 66 NMR によるコリシンE3免度タンパク質の高次構造解析
0 矢 崎俊介¥武藤裕 2、彼山茂之 2、正木春彦人魚住武司 1

( 1東大・農・応用生命エ学、 2東大・理・生化)

NMR studies on the structure of Colicin E3 1皿皿unityprotein 

2 C"¥...!______1_! 'T_1_______2 Shunsuke Yajima~ ， Yutaka Muto"， Shigeyuki Yokoyama"， Haruhiko Masaki~ and Takeshi Uozumi 

2 (lDepart皿entof Biotechnology， and "Department of Biophysics and Biochemistry， The University 

of Tokyo) 

Colicins E3 and E6 kill E.coli by the RNase activity carried on their C-terminal T2A domains. 

The colicin-producer cells are protected from this action by specific inhibitor proteins， 1田皿E3

and ImmE6， which bind to E3-T2A and E6-T2A， respectively. Our genetic analysis revealed that 

the binding specificity between T2A and Imm is determined by only a few a皿inoacid residues on 

each protein. Here we report the ImmE3 structure determined by the stable isotope-aided NMR 

spectroscopy. One third portion of the molecule is folded into a four-stranded antiparallel βー

sheet， whose one side forms a hydrophilic surface of the molecule. All the specificitY-determin-

ing residues are included within this β-sheet， protruding their side groups to the surface. 

は じ めに

コリシンは、 大腸菌 Colプラスミドが生産し、他 の大腸菌を殺すタンパク質性毒素である。

殺 菌 スベクトルをもとに分類された E群コリシンファミりーの中で、 コリシン E3と E6は、 リ

ボソームに対する RNase活性によって殺菌作用を示す。 コリシンは 551残基からなるタンパク

質で'あるがその RNase活性は、 C末端 97残基の T2A領域に局在している。 Colプ ラスミドを持

つ大腸菌は、 自らが作るコリシンの作用から免れる「免疫住 (im皿unitY)J を備えている。 こ

の実体は、 アミノ酸 84残基からなるインヒビタータンパク質、 I田皿であり、 I皿血が T2A領域に

結合することにより RNase活性が抑えられる。

コリシン E3と E6は一次配列全域に渡って高い相向 性を有し、 その違いはわずかに T2Aとそ

の近 傍の 12アミノ酸のみであり、 一方これに結合する 1m皿も E3と E6の 隠 で 相 向 性 が 高 〈 、 12 

アミノ酸の みが 異な っている。 しかしながら、 E3と E6の免疫特異性(即ち T2A領域と Immの結

コリシンタンパク質・タンパク質問相互作用・ NM R

や じ ましゅんす付、 む と う ゆ た か 、 よこやましげゆき、 まさきはるひこ、 うおずみたけし
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合特異性)は全く異なっている。 このことから、 T 2 A -1冊目の結合では、 相手タンパク質の認

識が 僅かな数のアミノ酸残基によって規定されてい ると考えられる。

この よう に、 分子量が共に約一万でヘテロダイ マーを形成し、 しかも僅かな数のアミノ酸

によ っ て 分 子 闘 の 認識が行なわれている T2Aと I田冊は、 タンパク質問紹互作用の実体を明らか

にするための良いモデル系になると考え、 我 々 は遺伝学的、 構造化学的両面からの解析を行

なっている。今回 I皿皿 E3タンパク質の高次構造が明かとなったので報告する。

材料と方 法

コリ シ ン タ ン パ ク質と 1mmをコードする遺伝子は、 元来 SOSプロモーターに支配され、 両タ

ンパ ク質を複合体の形で大量に発現する。 15N均一標識 ImmE3タンパク質を得る場合は、 複合

タンパク質を精製し、 6M尿素で ImmE3を解離させ、 透析により尿素を除いて再生させた。非

標識タンパク質を得 る場合には尿素変性を避けるた め、 I回目E3遺伝子を lacプロモーターに繁

いで大量発現させた。精製における尿素変性過程の有無で HOHAHAスベクトルに差の無いこと

を滋 認した。サンプ ル 濃 度 は 、 4 mM、 pHを 6.0とした。

NMR測定は、 Bruker社 AM-600スベクトロメーターを用い、 30.Cで行なった。連鎖帰属、構

造解析のために通常の 1H -1 H二次元スベクトルに加えて、 lH-15N HMQC、二次元 HMQC-HOHAHA、

HMQC-NOESY、三次元 HOHAHA-HMQC、 NOESY-HMQCスベクトルを測定した。アミドプロトンの

H-D交換実験では、 4 .Cで 12時間、 限外 i慮過によりバッフアーを重水に置換した後、 HOIIAHA 

スベクトルを測定した。 また、 IIMQC-Jスベクトルにより 3JHNα のスピン結合定数を測定した。

結 果と考察

a. 1 m田E3の高次構造

常法に従って主鎖シグナルの連鎖帰属を行なった。 1H -1 H二次元スベクトルでは、 シグナ

ルが 重なり合って帰属が図難な場合には、 1 H -1 5 N二次元、 三次元スベクトルを援用した。

( F i g. 1に IIMQCスベクトルを示した。)現在までに Gly-18を除くすべての主鎖の 1Hと 15 N及

び約 95%の側 鎖 の 川lの 帰 属 を 終 え た 。 H-D交換実験では、 量水置換を開始してスベクトルの測

定が終了するまでに約 30時 間 か か っ て お り 、 水 素結合を形成しているアミドプロトンのみが

観察されたと考えられ る 。

隣 接残基間 NOE及び二次構造に特徴的な NOEをもとに、 I皿mE3の二次構造を明らかにした

( F i g. 2)。その結果、 I皿mE3は、 4 本鎖からなる逆平行 β ーシート構造を主要モチーフとして

お り 、ヘリックスは短いものが一つのみ存在した 。

β ーシー ト を 構 成 するアミノ酸は一つおきにその側鎖をシートの一方に突き出す。 I町田E3

β 司シートでは、親水基と疎水基が交互に出現す る傾向が明らかに見られ、 βmシートの片側

が親水的環境を、 反 対 側 が 疎 水 的 環 境 を 形 成 し ていると考えられた(F i g. 3)。
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Figure 1: ImmE3タンパク質の lH-15NHMQCスベクトル

も、 1 mm E 3は、 先程

の 4本 鎖の β 『シ ートを主たる骨格とし、 残りの残基に関しては、 β ー鎖を繁ぐ 2本の長いル

ープ構 造 と l本の 短いループ構造が、 いずれも β ー シ ー ト の 疎 水 環 境 面 に 位 置 し て い る こ と

が分かった。ヘリックスは、 二本の長いループ のうちの一方のほぼ中間に存在した。即ち、

β ーシートの片面は親水的な分子表面を構成し、 他の疎水面は 3本のループ構造と共に分子

のコ ア を 形 成 し て いた。

b. 1 m皿E3の特異性決定領域

前述のように、 コリシン E3と E6は一次構造上 非常に相向性が高く、 違いが見られる T2A、

1 mm領域でもその数は僅かである。 しかしながら、 その結合特異性は厳密で E3-T2Aは 1m田E3と、

E6-T2Aは 1m皿E6と のみしか結合できない。 これは、 T2Aそして 1m m上の僅かな数のアミノ酸残

基が E3 と E6 の遣いを見分けるのに重要な役割を果たしていると考えられる。~に我々の行な

った分子遺伝学的手法を用いた結果から、 I皿mE3、 1m m E 6において結合特異性を決めているア

ミ ノ酸残基が明かとなっている 2・3)0 1 m田 口 においては、 Cys-41が主要で G1 u -19が補助的に、

ImmE6では As p -5と Trp-41が特異性決定に重要である。

興味深いことに上 記 の 両 I血田タンパク質における結合特異性決定に重要な 5、 1 9、 41位の

アミノ酸残基は、 I皿mE3において β ーシートのほぼ中央部に集まり、 しかもいずれもその側鎖

を親水面側に突き出していた。即ち、 β シー トのこの領域が、 T2Aと の 結 合 面 で あ り 、 特 異

性決定領域であると推定された。今後、 安定問{立体標識した Immタンパク質、 あるいは T2A領

庁
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Figure 2: 

ImmE3タンパク質における

隣接残基間NOE

黒丸は、水素結合

を形成していると考

えられるアミドプロ

トンを、白丸は3JHNα

が8Hz以上であること

を示すo

Figure 3: 

1m田E3タンパク質中の

βシート構造

丸で囲んだ残基は親水性

であることを示す。

二重丸は結合特異性

決定基の 5、19、47位

のアミノ酸を示す。

域 を 用いて NMRにより T2A-I皿 田 タ ン パ ク 質 問 の 相 互作用の解析を進めていく予定である。
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P 67 完全緩和行列を用いたペプチドの溶液構造の精密化

ーエルカトニンの構造解析への適用一

。西村重徳(阪府大農)小林祐次京極好正(阪大蛋白研)小川潔

林満男(旭化成)

Refinement of the solution strucωre of elcatonin us加.gfull relaxation matrix回 lculation

S.Nishimura (College of Agriculture， University ofOsaka Prefecωre)， 

Y.Kobayashi，Y.Kyogoku (Institute for Protein R白 earch，Osaka University)， 

K.Ogawa，M.Hayashi (Institute for Life Science， Asahi Chemical Industry CO.， LTD.) 

百lerefmement of the田 lutionstructure of elcatonin which is a p叩tidehormone wi血 32

amino acid r，回idu白 W 描 done.In order to improve the distance informations for the dis凶 lce

geome町田lculation，血efull relaxation ma位以回Iculationswere佃町iedout at血E拘 geof the 

translation of the NOE intensiti凶 tothe COIT<飴ponding. dis伽 C回.百lesp民国msimulations were 

also performed to ob包泊 theoptimum value of mixing time for NOESY experiment. 

(序)我々はこれまで lH-NMRとディスタンスジオメトリー法をもちい生理活性ペ

プチドの溶液構造を解析してきたが、構造情報の不足のため計算される構造の精度が

低い場合が多かった。その主たる原因は、従来の方法では、 NOESYクロスピークの

強度をプロトン間距離に換算する際、 2スピン近似(ISPA法)をもちいるため mix泊g

time (Tm)を短くする必要があり、このため十分な S/Nが得られず構造計算に有効な距

離情報の抽出が困難になることである.また一般には短い Tmを用いても残存するス

ピン拡散の効果を考慮して構造計算には距離情報は距離の上限としてあたえられるた

めプロトン間距離の許容範囲が広がり、それが構造の精度を下げる原因となっている

近年、完全緩和行列法を用いスピン拡散の効果をも考慮し、より精密な構造を得る

方法が提案されてきている。今回、 NO邸 Yスベクトルのシミュレーションとこの緩和

行列解析を組み合わせた構造精密化法を導入した。この方法を 32残基よりなるエル

カトニンの溶液構造解析に適用した.

11 1 10 羽羽

CH2・CO・S N L S T Asu V L G K L S Q E L H K L Q T Y P R T D V G A G T P 

エルカトニンの一次構造仏su:アミノスペリン酸)αヘリックス部分をパーで表

している

MARDIGRAS ディスタンスジオメトリー エルカトニン

にしむらしげのり こばやしゅうじ きょうごくよしまさ おがわきよし はやしみつお
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(実験と計算方法)NMR測定はエルカトニンの 5mM，40%TFE/60% H20溶液を用い

てJEOLGSX500ですべてお℃でおこなった。スベクトルの計算と NOESYクロスピー

ク強度の積分はNMR2(New Method Research. INC)でおこなった o 2D-NOESYのシミュ

レーションにはプログラム CORMA(l)を、また実測の NOE強度からプロトン問距離

への変換は次に述べるプログラム MARDIGRAS(2)をもちい、ディスタンスジオメトリ

ー計算は JEOLMo1Skopでおこなった。以上の計算はすべて TIT必-13000コンビュータ

上にて行った。

今回、緩和行列解析に用いたプログラムMARDIGRASは、 Borgieらによって提案され

た方法である。

NOESYスベクトル中のピークの強度と各プロトン間距離はつぎのように関係づけら

れる。

I孔e長叫j .. .(2) 

ここで Eは mixing山田が 0の時Eとなるように normarizeされたNOEm値江であり

Rは緩和行列でその対角項、非対角項はそれぞれ

_21[..41...2 "'" lyO{，.¥. "yl{，.¥ L"y2L.¥1 
R民Rii=一一Y凶h~ 2之LLリム刷Jムムij(仰1ωωω叫)同+サ3訊Jムh州iりu(ω叫)-ωij(ωωω州)J σ 

i ..) j=lj;t:叫

恥守内2[6JD(ω)・JZ(ωi 刊

で表される。ここで運動のモデルは単一の相関時間をもった等方的回転拡散を仮定

するとスベクトル密度はプロトン間距離と関係づけられる.

ij(ω) = . 1 r. I Tc 
') I 

4πrs II +(nωTc)2 J ∞ 
このように NOESYスベクトル中の全てのピーク強度が解れば全てのプロトン対につ

いて、距離を算出することができるが、実際には S/Nやピークの重なりのため完全な

Eを実測することは無理である。このため、 MARDIGRASでは適当なモデル(ISPA法

で得られた粗い構造など)によって構築された緩和行列 Rから始めて既知の情報とお

きかえ訟がらRとIを相互に計算することによって距離の最適値をもとめている。こ

の最適値に対して、プロトン間距離の許容範囲を実測データの S/Nをもとに計算し、

構造計算のための距離の上限値および下限値としている.

実測データの質と量を増すため測定に用いるでmは長いほうがよいが、ピーク強度

に対するスピン拡散の効果が支配的になると、各クロスピークのもつ情報の個性がマ

スクされ、距離の最適値を得ることが出来ない。そこでつぎのような計算機実験によ

って最適なmixing即時を探す乙とにした。初期構造からいくつかのmixing出 leで

NOESYスベクトルをシミュレートし疑似的な実測データをつくり、逆にプログラム

MARDlGRASで距離に換算して初期構造中のプロトン間距離と比較する。初期構造を

再現できる最長の血xingtimeを実測にもちいることにする。
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(結果と考察)初期構造はすでに報告した 100msNOESYスベクトルをもとに計算さ

れた構造のうち、最も構造情報を満たしたものをもちいた(3)(図 1) 。運動のモデル

は単一の相関時間をもった等方的回転拡散を仮定し、 τcは非選択的民法とHahnのス

ピンエコー法によって1D上でよく分離している、 Leu3，Va18，Leu12， Leu16のアミドプ

ロトンについて Tl，T2をそれぞれ測定し、 τc=2ω刊訂2fIlltむこよって1.1nsの値を

得た。

次に mixingtimeを 50msから500msの問で 50msごとに変えたNOESYスベクトルをシ

ミュレートし、疑似的な実測データとしてアミドプロトンとメチル基に関するピーク

強度を抽出した。この疑似的な実測データをプログラム MARDIGRASでプロトン問距

離に換算した。これらを各 mixingtimeについて初期構造中のプロトン問距離と比較し

て、最大のずれがはを越えない条件をみたすスベクトルのうち最も長い mix均 time

は300msであったのでこれを最適値として採用した。この 300msNOESYスベクトルを

再度帰属し、各クロスピークの強度を体積積分によってもとめた。スベクトルの S/N

が向上し100msNOESYにくらべ大幅に観測されるピークの数が増大した。たとえばア

ミド領域では通常ヘリックスに見い出される dNN(i，i+1)，dNN(i，i+2)に加えて

dNN(i，i+3)， dNN(i，i+4)に対応するピークが観測され、また従来法では距離情報の不足で収

束していなかった部分(Thr22-G1y28 )にもlongrangeの NOEが観測された。この

NOE強度を再びプログラム MARDIGRASを用いて距離制限に換算したところ、表 lの

ように距離情報が ISPA法にくらべて約二倍に増加し、また距離の上限値と同数の距離

の下限値を構造計算に用いることができた。距離の制限に11個の水素結合情報と 10佃

の二面角の制限を加えてMolSkopでディスタンスジオメトリー計算を行った。

100個のランダムな初期構造から計算を始め構造情報をよく満たした 5佃の構造につ

いて結果を表 1と図 lに示す。得られた構造をISPA法で計算されたものと比較してみ

るとヘリックス部分 (Thr6-Thr21)についてはそれほど大きな変化はない。 N末端の環

状部分はISPA法ではおuのBridgeのみが制限だったためかなり広がった 2つの構造に収

束していたが、今回の計算で ωrnの連続する構造に収束しおuBridgeで形成される環

がかなり小さいことがわかった。また Pro23-Asp26には β暢 turnがみられ、このため C

末端がヘリックスの方向に戻っている。この部分はISPAでは全く収束していなかった

部分である。

このように静的な構造の精密化はスピン拡散の効果を考慮することで達成できた。

ここで用いた運動のモデルでは局所的な運動は考慮していないが、完全緩和行列を計

算する際、他の運動のパラメータを設定すればより rea1isticな蛋白質の描像に迫ること

ができる。これについては現在検討中である。
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表 1 ISPAとMARDIGRASによる構造計算の比較。

No. of distance constcaints 

泊tcasequ印刷泊町

R.M.S.D (main chainl Heavy atoms) (互)

Ser2-Ser5 Thr6-Thr21τ'yr22-Gly28 

ISPA 55 78 42 0.4111.04 0.6111.78 2.99/3.06 

恥1ARDIGRAS 118 91 112 0.13/0.55 0.2710.91 1.34/2.15 

Ser2 

Ser2 

fヘィピTyr22-

Tyr22 

図 1 ISPA (左)とMARDIGRAS(右}によって計算されたエルカトニンの溶液構

造。 ISPAではSer2-Thr21、MARDIGRASではSer2-Gly28について、主鎖構造問の

RMSDが最小になるように重ねあわせた。

1)J. W.Keepers飢 dT.L.J阻 es，J.Mag且.Reson.g404(1984) 

2)B.A.Borgias and T.L.J制 es，J.Mag且.Reson. 87 ，475 (1990) 

3)K.Ogawa et.a1.，Peptide Che.凶 stryl盟!s9(1992) 
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P 68 常磁性 1H-NMR飽和移動法によるフェリ型ミオグロビンの

酸一塩基平衡のダイナミックスの研究

(東工大生命理工、西東京科学大理工、高知大理 )0山本泰彦、

中篠利一郎、井上義夫、鈴木知彦

Kinetic characterization of the acid-alkaline transition in Dolabella auricularia 

l 
ferric myoglobin using .H-NMR saturation transfer experiments 

(aDept • of Biomolecular Engineering， Tokyo工nst. of Technol.， b Dept • of Material 

c Engineering， Nishi-Tokyo Univ.， ~Dept. of Biology， Kochi Univ.) Yasuhiko Yamamoto~ ， 

D __ _' _ a 
Riichiro Chujo

D， Yoshio工noue
a

and Tomohiko SuzukiC 

The acid-alkaline transition in ferric myoglobin of the mollusc， Dolabella 

auricularia， exerts the changes in both七hecoordination and spin states of the heme 

iron. Slower transition rate， compared to the NMR time scale， in this myoglobin 

allovled the observation of separate signals arising from the two forms and pH 

工
titration yielded a pK value of 7.8. ~H-N~奴 saturati6n transfer experiments hav巴

been successfully used not only to provide the first signal assignments for the heme 

methyl proton resonances of the met-hydroxyl form of the myoglobin， but also to 

determine the kinetics of the transition. 

[はじめに]

高スピンフェリ状態 (S=5/2)のへム蛋白質のへム鉄には、 2種類の配位状態が存在

する。水分子がへム鉄に配位した六配位状態、そして、配位子を持たない五配位状態

である。どちらの配位状態になるかは、へム鉄近傍の構造化学的特牲に依存すると考

えら'れる。また、 pHを上げると、 OHーがへム鉄に配位し、高スピンフェリ状懲は低ス

ピンフェリ状態 (S=1/2)に変換される。この相互変換反応は、フェリ型へム蛋白質の

酸一塩基平衡と呼ばれ、単純に pH変化によりスピン状態が可逆的に変化する.酸一塩

基平衡の熱力学に関しては、分光法、 ESR. NMR.磁化率の浪g定により詳細に研

究されているが、反応速度の決定には、温度ジャンプ法、 NMRシグナルの線幅の解

析等によるしかなく、測定結果の解釈が困難であったり、精度が良くないなど、測定

法に問題があった。

我々は、飽和移動法によるへム蛋白質の酸 塩基平衡の速度論的解析が可能である

ことを見いだしたので。軟体動物腹足類の一種、タツナミガイ(学名:Dolabella 

auricularia)のミオグロビンの場合を例にとって笑験結果について報告する.

キー ワード:NMR. ミオグロビン，飽和移動，酸一塩基平衡，超微細シフト

やまもとやすひこ、ちゅうじようりいちろう、いのうえよしお、すずきともひこ
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[実験方法]

ミオグロビン試料の調製:タツナミガイの岨 i爵胃をホモゲナイズし、遠心分離で水抽

出物を得た。次に、 60-95%飽和硫酸アンモニウムで沈殿した分画をグルロ過後、イオ

ン交換カラムにより精製した。ミオグロビンをフェリシアン化カリウムで酸化し、ゲ

ルロ過後、限外ロ過により約 1附濃度に濃縮、重水置換して NMR測定試料とした。

NMR測定: 1H-N M R測定は、日本電子製 GSX-500で行った。標準的スペクトル

は、スペクトル幅， 60kHz、興味の対象としているシグナルの緩和時聞を考慮し 0.1S-1

の速度で約 3千回積算して得た。選択的スピン格子緩和時間 (T1 S )は、選択的ラジオ

波照射を用いた飽和回復法により測定した(図 1)。飽和移動の実験には、基本的に

はNOE差スペクトル測定用のパルスシーケンスをそのまま用いた。低スピン錯体に

由来するシグナルを飽和させ、高スピン錯体に由来するシグナルに飽和移動を観測す

る場合、飽和移動因子 (1II n )の値は照射時間<50msで定常状態になった.o ~_， u=-...... ，，.~.. "，.， ~-" 1 ..... ." ........ _...... ..... ~ 11" "， 

--A¥..--It 

[結果と考察] コご" ~:! ~ 
一一L-. U / 一一_A_←ーョ n / 

フェリ型高スピン状態のタツナミガイミオグロビン ごとご !日/
の 1H-N MRスペクトルの pH依存性を図 2に示す。 二二ご二 一時吉岡

A~D は、へムのメチルプロトンに由来するシグナル

であり、{也のミオグロビンのスペクトルと比較するこ

とにより、それぞれ、 A(8-He)，B(5-He)， C(3-He)， 

D (1-He)と帰属できる。 pH上昇とともに、それらのシ

グナル強度は減少し、バ ~D'の強度が増大していく。

A--:'D'は、 OHーが配位した低スピン状態のミオグロビ

ンのへムのメチルプロトンに由来するシグナルである。

また、シグナル強度の比較により駿一塩基平衡の pK値

は 7.8 と決定された。 Â~D の帰属は、飽和移動法を

利用して行うことができた(図 3) • A~D を順次ラ

ジオ波照射により飽和させることにより、 B'，1¥， C'， 

Dに飽和移動が観測される。したがって、1¥(5-He)，

B'(8・He)，ピ(3 -H e )， D' ( 1・He)と帰属できる。反応(低

スピン→高スピン)速度 (k
BA

)の決定は， C'を照射し C

への飽和移動の観測tこより行った。 IlIo ;0.52， Cの

T
1S 

;3.3msを、 k
BA

;(T
1s

)ー1(1- 1/10 )/(1/1
0 

) 

に代入して kBA;280S -1と求まった。逆反応の速度は、

kBII， pH、平衡定数より算出することができる。
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P 69 新規環状 depsipeptide，Leualacinの三次元構造決定

0依田恵子、春山英幸、桑野晴光、浜野潔l、丹沢和比古1

(三共・分析代謝棚、 l醗酵研)

Conformational analysis of A new cyclic depsipeptide， Leualacin 

Keiko Yoda， Hideyuki Haruyama， Harumitsu Kuwano ， 

Kiyoshi Hamano 1 and Kazuhiko Tanzawa 1 

(Sankyo CO.， Analytical and Metabolic Research and 

1 Fermentation Research Laboratories) 

The three-dimensional structure of Leualacin， a novel calcium channel blocker 

from Hapsidospora irregularis was determined in CDCI3・ Basedupon the dihedral 

angle constraints from the analysis of 3J H-H and 3J C-H， and the distance constraints 

deduced from 1 H-{1 H} NOEs and 13C-{1 H} NOEs， the conformers completely satisfing 

the NMR data could be obtained by the grid search algorithm in SYBYL program. 

The conformation was characterized by theγ-and s -turn like structures on the 

analogy of cyclic peptides. The trans-annular hydrogen bonds closing them are 

formed between L-Ieucine and s -alanine. The RMSDs calculated for backbone 

atoms were about 0.4 A. L-N-methylphenylalanine and L・leucicacid were connected 

by the cis peptide bond， and the ring current effect of side chain was reproduced 

by.the calculation according to Bovey's formula. 

よー趨孟

Leualacinは Hapsidosporairregularis菌の培養液からlii離されたカ lレシウムチャンネル

プロッカーであり、 L-leucine，s -alanine， L-N-methylphenylalanine， D-及び L-leucicacid 

から構成された新規 depsipeptide化合物である1)。我々は、 1H-{1H}NOE， 3JH_Hに

基づく制限に加えて、 13C_{1H} NOEによって同定された水素結合位ー置、及び 13C・1H間距離、

3JC・H による二面角の制限を行い、これらの NMR情報を満足する三次元構造モデルを構築

した。

NMR、 三次元構造決定、環状 depsipeptide、NOE、y-turn、s-turn構造

よだけいこ、はるやまひでゆき、くわのはるみつ、はまのきよし、たんざわかずひこ
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i去盤

目的に応じて 35~780 mMの CDC13 溶液を試料として用い、 JEOLJNM-GX500及び

GX400分先計にて、 30
0Cで、 NOESY、13C_1HロングレンジJ分解、 13C-{1H}NOE差スペク

トル等を測定した。三次元モデJレを構築する際の二回角の制限範囲は、カップリング定数

(3JH_H，3JC_H) から Karplus-likeの式を用いて算出した値土20
0

とした。 H-H間距離は、

2回測定した mixingtim巴300msでの NOESYクロスピーク体積を NMR2の sl1rfacefittingに

より求め、ジェミナルプロトン間距離を1.8λ と仮定し、 NOEが距離の 6釆に反比例する

ことを利用して算出した。 13C-{1H}NOEから C-H間距離を算出する場合は、同様に、

ペプチド結合部位のアミドプロトンとカルボニル炭素間距離、 2.08λ を基準に用いた。

分子モデリングには、 Tripos社の SYBYLプログラムを用いた。まず、側鎖間 NOEが

観測された N-methylphenylalanineとL-lel1cicacid部分について systematicsearch 2) (rotatable 

bondを次々に回転させて派生するコンホメーションの中から条件を満足するコンホマーを

探索するアルゴリズム)を行い、 NMR情報を満足するコンホメーションを得た。次いで、

この部分の二面角を得られた範囲に限定し、分子全体について ringclosure (閉環の条件を

付加した gridsearch) を行い、 Leualacinの三次元構造モデルを構築した。更に、側鎖の

環電流効呆を Bov巴yらの方法に従って計算し、実測値を満足するコンホメーションを選択

した。得られたコンホマーについて、 H-N-O角を水素結合可能な範囲に制限しつつ、

エネルギ一極小化を行った。

。
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凹 結果と岩・容

Fig.1にピーク判定に用いた、 rnixingtime 300， 500， 800 msで測定した NOESYの和の

スペクト Jレを示し、 Fig.2に 13C-{1H}NOE差スペクトルを示した。 157mMでの 13Cの

NT1は0.8土0.2sであり、 "cが分子内でほぼ一定であると考えられるため、 NOEが距離の

6乗に反比例することを利用して lH-lH，lH-13C距離を算出した。 Fig.3に三次元構造モデリ

ングに用いた、補正後の距離の制限を示した。アミドプロトン化学シフト値の温度依存性が

重クロロホルム中で 0.2~0.6X lO-3 ppm/oCであったことから、水素結合の形成が示唆され、

Fig.3に示した C-H間距離から、以下に述べる計算によって水素結合位置を同定した。

IRR= 7.5ppm (ANH) 

IRR=6.4ppm 
( L NH) 

1""""'1・白白・'" ， 1 ドιι山叫_LLLU

174.00 172.00 170.00 168.00 

PPM 

くFig.2>

13C-{1H} NOE difference spectra 

(top and second) and complete 

deeoupled 13C-NMR spectrum 01 
Leuaracin in CDCI3 (bo抗om).

<Fig.3> 

The distance constraints deduced Irom 

1H-{1H} NOEs (..一一叫 and13C・(1H)NOEs 

(一一→). The arrows point Irom 13C 
to 1H. 

実験の項に述べた 2段階の gridsearchを行った結呆、 NMRに基づく二面角と Fig.3に

示した 13コの距離の制限を満足するコンホマーとして、 CPUtime約 41時間で 839コの

コンホマーが得られた。次いで、 Vs (b)プロトン (-0.41ppm、Fig.3参照)の環電流効果

がし及びfV1の戸位プロトンとの化学シフト差 (-1.9~ -2.2 ppm) の範囲内にあるものを

選択した結果、 143コのコンホマーが得られた。 NOEと二面角の組合せを考慮すると Fig.3

上の A~ と Aχl の二面角は、 A 併が120
0

のとき AX 1 が 60
0

(typ巴 A) 、 A~ が -120。の

ときAXlが 60
0 

(type B)の2通りに限られ、 143中41コのコンホマーが該当した。
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これらについてエネルギ一極小化を行い、水素結合 (H-O間)距離が2.8A以上である

コンホマーを除外した結呆、最終的に typeAが 14、typeBが 18、計 32コのコンホマーが

得られた。任意の代表コンホマー 8コを、 typeAについて図 4に、 typeBについて図 5に

示した。これらは、本質的には 1つのコンホメーションであると考えられる。

<Fig.4> 

Stereoplots of the 

type A conformations 

in CDCI3. (RMSD= 0.17 

* : The atoms used for 

RMSD calculations 

-・:Hydrogen bonds 

< Fig. 5> 

Stereoplots of the 

type B conformations 

in CDCI3. (RMSD= 0.12) 

Leualacinの 16員環主鎖は、ペプチドの y-turnと s-turnに相当する構造から構成され、

両者の境界にあたる F・alanineとL-leucine聞の二つの水素結合により固定されていることが

判った。得られた構造の主鎖 RMSDの平均値は、約 0.4Aであった。 L-N-methylphenyl-

alanineとL-leucicacidは、シス型にペプチド結合しており、側鎖の環電流効果を計算により

確認できた。
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P 70 同種核 3次元 NMRによる CINCの構造解析

半沢 宏之、春山英幸、渡辺一義¥筒藤丞'

(三共 分析代謝研、サイトシグナル研.) 

Structural analysis of CINC by homonuclear 3D-NMR 

Hiroyuki Hanzawa，Hideyuki Haruyama ，Kazuyoshi Watanabe 

and Susumu Tsurufuji. 

( SANKYO Co.，Ltd. Analytical & Metabolic Research 

and Cytosignal Research ) 

In the course of the 'H-NMR study for the solution structure of CINC ， a 

che皿oattractantfor the neutrophil existing as homo dimer ( 72 amino acids 

per monomer)， the 3D NOESY-HOHAHA and HOHAUA-NOESY spectra were applied to 

overcome the difficulties arising from the overlapping of signals. The 

advantage of those 3D techniques for the unambiguous assignments could be 

substantiated at all stages of the analysis， sequential assignments ， 

secondary structure identification and the collection of long range NOEs. 

l、はじめに

C 1 N C (Cytokine induced neutrophil chemoattractant) はラットにおいて、

IL-l， TNFの刺激により産生され、好中球の詩走を活性化し炎症の初期過程に

おいて重要な役割を担う mediatorである。 Iし-8 fami Iy と呼ばれる 11洋のタン

パク質に属し、すでに 3次元構造の明らかになっているヒト IL-8とは 47%の相

向性を有する 1勺ただし、 CINCはヒト IL-8と異なり T細胞を活性化しないこ

と、.1次構造上向じ fam i 1 yに属するヒト MG S A (GRO)と相向性が高いことから、

ラットにおける MG S A (GRO)と考えられている. ヒト MG S A (GRO)はC1 N 

Cと同じく、好中球には作用するがT細胞には作用しないサイトカインである. C 1 

NC， MGSAの IL-8との機能のHl奥を櫛造との相関により明らかにする目的で、

CINCの構造解析を行なっている.

CINCは72残基からなる比較的小さなタンパク質ではあるが、水溶液中で 2量体

を形成していることから線幅が広く、シグナルの重なりのために通常の 2次元のみの

解析では完全な帰属ができなかった. C 1 N Cは適当な発現系がなく安定同位体標識

ができないため、同種核 3次元 NMRの適用を試みた。同種核 3次元NMRはこれま

でその適用例は多くはないが、安定同位休標識のできない系においては有力な方法に

同種核 3次元 NMR 2量体， chemoattractant， IL-8 

はんざわひろゆき、はるやまひでゆき、わたなべかずよし、つるふじすすむ
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Fl 9.34 PPM 
V40 NH 

図 1

F2F3 plane of NOESY-HOHAHA 
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なり得ると思われる.今回、同槌核 3次元NMRを用いることにより sequential

assignmentを行ない、二次構造を同定することができたので報告する。

2、方法

試料は化学合成によって得られたものを用いた。 NMRa(1j定には、最終的にPH5. 2 

200mM NaCl を含む霊水または軽水(ロックのため lO%D20 を含む)の溶液にした。

JEOしの GSX-500を用い、 DQト COSY，HOHAHA，NOESY，および 3次元NMRのilllJ定
を行なった。軽水信号の消去には主にダンテパルスを用いた。

3次元の NOESY-HOIlAIIAおよび:'IIOIlAIlA-NOESY はデータポイント 128X128X512 ま

たは 128X64 X512で測定し、 Flと F2 をそれぞれ 2倍にゼロフィルしてフーリエ変

換を行なった。データ処埋は NMRi 社の NMRZを用いた o mixing timeはNOE

150msec， 1I0llAIIA 45msec で測定した.タンパク濃度は5mM 、積算を各 8回もしく

は 16回で行ない、浪IJ定に 8日を要した。

3、結果、考察

3、1 連鎖帰属

連鎖帰属は定法に従い、 NOESYを用いて解析を進めた。アミドプロトンのシグナル

の重なりは温度を変えて測定することによりかなり克服できたが、 αプロトンの重な

りが激しく 2次元スペクトルのみでは解析が困難であったので、 3次元NMRを適用

した。隣接残基の αプロトンが重なると残基内のNOE と隣接残基聞のNOE、，

αN(i， i+l)，が重なってしまい、一義的に帰属を進めていくことはできない。この 2

{閣のシグナルの分離は 3D-NOESY-1l0HAIlAを用い、 αプロトンの磁化を1l0llAIlA によ

り、それぞれのアミドプロトンに移すことにより可能となった。図 1に一例を示す。

図 1はF1 = oNII (V40) における F2F3planeである。 αプロトンの化学シフト値が

偶然一致した V40、E39間の NOE (ピーク a)と V40 の残基内 NOE (ピーク b) 

が分離して観測され明確な連鎖帰属が可能となった。ここにピーク a，bはそれぞれ

川 (V40)_li♀.LHα(E39)-J-NII(E39) ，NII(V40)__!i♀.LIIα(V40)-J-NH (V40) の磁化移

動の経路を経て観i¥l.IJされたものである。同様にプロリン残基の帰属において

αo  0， i+l) のNOEのシグナルの解析にも有用であり、 NOESY-1I0IIAIlAスペクトルを

用いることにより連鎖帰属を終えることができた(図 2)。
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3、2 二次構造の同定

C末端に αヘリックスが存在することが αN(i.i+3).αβ (i.i+3)といった特徴的な

NOE によって明らかになった。また αα の領域に強い NOE が観測されることから

ヒト IL-8と同様 βシートを形成していることがわかった。ヒト IL-8では β

シートのところで 2量体を形成していることから、 CINCにおいても βシートを同

定するために、サブユニット内とサブユニット聞の NOE を注意して分類する必要が

ある。サブユニット内とサプユニット聞の NOE を三次元構造情報なしで一義的に分

類することはできないので、まず NOE シグナルの帰属を明確に行ない、その後に 1

;昼休としては説明不可能な NOE を、 2量体の βシート界団として解釈する必要があ

る。この過程でも 3次元 NMRが有用であった。例えば、 M29α プロトンから4.8PPM

に強い NOEが観測されたが、 4.8PPMには 5個の αプロトンが重なっており、 2

次元 NMRだけでは帰属することはできなかった。一方、 3D-NOESY-HOIlAl!AのFl=

5.29PPM ; Hα(M29) における F2F3plane を図 3に示す. (0-NII. 0-αH )の組み合

わせが (7.90、4.83)である残基は S25 に限定されることに注意すれば、図中 cのピ

ークは Hα(M29)_.Ii♀YIα(S25 )__L_NH (S25) の経路を磁化移動したものと解釈され、

この NOE は異なるサプユニットに属する Hα{M29トIIα(S25) 閑NOEに一義的に帰属

できた.これらにより、図4に示す βシート構造が明らかになった。
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図4 CINCのβシート領域

vヘN は2量体形成部位を示す。

HOHAHA-NOESY 

F3 7.39 PPM 

F20 

図5

10 

~ 

3、3 ロングレンジ NOE

FIF2 plane of HOHAHA-NOESY 

F3=7.39 PPMεH of F20 

F20からのロングレンγ NOE を

帰属できる

現在CINCの3次元構造を決定するための NOE を収集しており、その際も、 3

次元 NMRを用いて解析を進めている.同種核の 3次元NMRは分解能を上げるために

積算時間を多く要することから、 S/N比はあまり良くなく、 弱い long-rangeNOE 

を帰属するには不利である。しかしながら高磁場側のシグナルの多い領域の NOE を

解析するのには十分有用性がある.図 5に重水中で測定したl!Ol!Al!A-NOESYの FIF2

plane を示す。 F3=7.39PPMで F20の εHからのNOEが観測されており、 HOHAI!Aの

transferにより、 162， K65， M66 らを明確に同定することが容易に可能である。

以上のように同種絞 3次元を用いて CINCの檎造解析を進めることができ、実際、

の系においても有用であることが明らかになった。同種核 3次元は分解能の問題から

積算時間を要するのが欠点であるが、分子量 1万程度のタンパク質では、安定問位体

標識を必要とせず、実用的な方法であると思われる。

1) Watamabe，K.，et al J. Biol. Chem. 264 (19)，19559-19563 
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P 71 多次元 NM Rによる A.niger非ベプシン型目立性プロテアーゼの高次棉造解析

0小 島 正樹"回之倉 優"武藤 俗"宮野 博 2，鈴木栄一郎 2，

浜谷 徹 3， 滝 沢 登 志 雄 九 高 橋 健 治 1

( 1東大・斑・生化， 2日去の素・中研， 3明治製菓・生科研)

Confor田ational Analysis of A.niger Non-Pepsin-Type Acid Proteinase by 

Hulti-Dimensional NHR 

世主主主主iK旦li旦主" Masaru Tanokura'， Yutaka Muto1， Hiroshi Miyan02， 

Ei-ichiro Suzuki2， Toru Ha阻aya3， Toshio Takizawa3， and Kenji Takahashi1 

IFacu1ty of Sciei1ce， University of Tokyo， 2Centra1 Ilesearch Laboratories， 

Ajinomoto Co.，Inc.， 3Bioscience Laboratories， /1eiji Seika Kaisha，Ltd. 

Proteinase A secreted by th巴 fungus Aspergi 11 us niger var. macrosporus is a 

non-pepsin-type acid proteinase. 1t consists of two polypeptide chains， a light 

chain of 39 residues and a heavy chain of 173 residues. They are bound non-

covalently to each other. 1n order to elucidate the characteristics of the three 

-di皿ensional structure of the enzy皿e，the confor皿ational analyses of the enzy皿e

and its light chain were perfor田ed by NMR spectroscopy. The lH NHR spectra and 

HHQC spectra (15N-1H and 13C_1H) obtained for the native enzy田esuggested that 

the enzy皿ewas rich inβ-sheet structure and may have a rigid core in the 

目。lecule. As for the light chain， sequence-specific assign皿ents were carried out 

for the 2D lH NMR spectra in the di田ethylsulfoxide.

【序]クロコウジカピ (Aspergil1usniger var. macrosporus)が 産生 する プロ テア ーゼ

A は、軽鎖(39残基)と重鎖(173残 基)の 2本 鎖から成り、酸性下で作用する。従来のベ

プシン型酸性プロテ アーゼとは、酵素学的性状が大いに異なり、 また他の蚤白質と一次構

造ょの相向性が殆どない。本酵素の溶液中における立体構造を解明するたの、 lH 2次元 NH

R(NOESY， TOCSY， DQF-COSY)、及び非同位体ラベル 醇素による 15N_1H HMQC， 13C_1H HHQCの

測定を行った。また DHSO中で軽鎖のみの 2次 元'NMR(NOESY，TOCSY， DQF-COSY)を測定し、シ

グナルの帰属を行った。

【方 法 】 プ ロ テ ア ーゼ A はプロクターゼ原末より精製した。軽鎖は中性条件下で重鎖から

分離し た後 HPLCで精製した。 2D NHR(NOESY， TOCSY， DQF-COSY)測定は Bruker AM-400及び A

MX-600分光計を用いた。プロテアーゼ A については 3皿M(重水中)及び 5皿M(軽水中) ， 45 

.C， p1l4. 6で、軽鎖については 2皿M( DMSO-d6中 ) ， 25・Cで測定した。

【結果】図 1にプロテアーゼ A の TOCSYスベクトルの指紋領域を示す。 (a)の軽水中のスベ

クトル では αプロトンとヌミドプロトンとの交差ピークが 200個前後存在し、このうち半数

A.niger，非ベプシン型酸性プロテアーゼ， 2 D NMR  

こじままさき たの〈らまさる むとうゆたか みやのひろし すずきえいいちろう

はまやとおる たきざわとしお たかはしげんじ
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近くが (b)の重水中 で も 溶 媒 と 交 換 せ ず に 観 測 されることから、プロテアーゼ A は native状

態において分子内に堅固なコアを有することがわかった。 また (a)におげる上記 aプロトン

とアミドプロトンとの交差ピークの多くは、溶媒のシグナルよりも低磁場側に観測され、

プロテアーゼ Aが β シート構造に富むことを反映している。 こ のことは CDスベクトルの解

析結果とも一致した。なお (a)の Hのシグナルは、 プ ロ テ ア ー ゼ A に 1個 だ け 存 在 す る His残

基の C2プロトンと C4プロトンとの交差ピークであるが、 pH滴定の結果、この残基の巨視的

pKa値は 6.9であり、変性の中点 pHである 6.5よりも 高 か っ た 。 現 在 プ ロ テ ア ー ゼ A の活性部

位 や反応機構は不明であるが、上記の結果は His残基が醇索の蝕媒作用や構造安定化には直

接には関与していないことを意味する。プロテアーゼ Aの 2Dスペクトルは NOESY，DQF-COSY

以外に、天然存在比を利用した HMQC (15N-1H， 13C_1H; 10mM) スベクトルにおいてもよく

分離したシグナルを与え、 15N_'H HMQCで は 130個程度の交差ピークが観測された(図 2 )。

これらのスベクトル上のシグナルの同定を、 3D NMR測定 の 試 み と 共 に 現 在 行 な っ て い る 。

図 3に軽鎖単独の TOCSYスベクトルを示す。 NOESYにおいてアミドプロトン間に NOEが観測

されることから、軽鎖単独で規則構造をとっていると考えられるが、 nativeコンフォメー

シヨン中の軽鎖の 構 造 と 同 ー か ど う か は 不 明 である。一次構造に基づき連鎖帰属を行なっ

た。各残基の αプロトンとアミドプロトンの化学シフト債のみ表 1 に示した。現在距離情

報に基づき立体構造を計算している。

【謝辞] '5N-'H HMQC， 13C_1H HMQCスベクトルを測定して頂きました島津製作所応用技術

部の大薮又茂氏に深く感謝致します。
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図2.プロテアーゼAの15N-1HHMQCスベクトル

( 10mM，37・C)
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表 1. 軽鎖主鎖シグナルの化学シフト値(ppm)

NHαH NHaH NHαH NH a H 

Glul 7.924.50 Valll 7.74 4.31 .Thr21 8.07 4.36 

Glu2 8.404.37 Leul2 8.03 4.31 Gly22 8.23 3.85 

Tyr3 8.224.60 11e13 7.84 4.26 Glu23 7.94 4.32 

Ser4 8.364.45 Glyl4 7.94 3.77 Phe24 8.18 4.69 

Ser5 8.374.46 Asp15 8.15 4.33 Thr25 8.06 4.35 

Asn6 8.264.64 Gly168目303.85 Val26 7.844.46 

Trp7 8.154.51 Tyr17 8.02 4.51 Pro27 

Ala8 8.074.25 Thr18 8.96 4.06 Ser28 7.62 3.60 

Gly9 8.233.66 Lys19 8.07 4.45 Va129 8.00 4.47 

AlalO 8.16 4.35 Val20 7.97 4.22 Ser30 8.11 4.41 

Al.31 7.94 4.44 

Gly32 8.41 3.79 

Ser33 8.07 4.45 

Ser34 

Gly35 

Ser36 

SerJ7 

Gly38 

Tyr39 7.64 4.25 
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P 72 安定同位体標識法によるヒトHa-Ras変異体タンパク質の機能構造の解析

。山崎和彦九外山洋ーヘ小塩尚代ヘ武藤裕ヘ吉垣純子1，

白水美香子ヘ伊藤隆に河合剛太ぺ渡辺公綱ぺ西村逗3，ぺ

宮津辰雄ぺ横山茂之1 (1東大.11l!， 2東大・工， 3国立がんセンター研・

生物， 4現 高有製薬つくば研， 5蛋白工学研)

NMR STUDIES OF HUMAN c-Ha-Ras MUTANT PROTEINS 

Kazuhiko Yamas水i1，Yoichi Toyama1， Hisayo Oshio1， Yutaka Muto1， Junko Fujita-Yoshig法il，
Mikako Shirouzu1， Yutaka Ito1， Gota Kawai2，Kinutsuna Watanabe2，.Susumu Nishimura3ぺ
Tatsuo Miyazawa5， 叩dSigeyuki YOkoyama1 

lFaculty ofScience， UniversiηofTo勾0，2Facul砂ofEngineering， UniversiかofTo勾0，3National Cancer 
Reseach lnstitute， 4Present Adress : Banyu Tsukuba Research lnstitute in Collaboration with Merck Reseach 
Laboratories， 5 Protein Engineering Research lnstitute. 

Aproto叩 cogeneras product (Ras) is a guanine nucleotide-binding protein (21ゆ a);批 GTP-bound
form is active while出eGDP司 boundform is inactive in the signal-transducing activity. The "effector region" 
that is essential for the activity includes residues合omTyr32 to Tyr40 ofRas. Recently， we have assigned all 
the HSQC signals due to backbone ru国degroups bo血 inGDP-bound and Gτ'}>-bound states using amino acid岨

selective 15N-labeling m巴出od.τ'hus，we have found a conformational polymorphism泊出巴 effectorregion 
oftheGTP・boundRas protein. In也巴presentstudy， we prep紅巳d巴ffector-regionmutant proteins釦 d鉛 alyzed
th巴irstructural features by NMR spectroscopy. P34G如 dT35S mutant Ras， which are inactive in signal tr卸小

duction， showed conformations similar to each other but much different from出atof白巴 wild-typeprotein， and 
the conformational plymorphism was not observed.百1US，we concluded伽 t白eseresidues (P34 and T35) are 
essential for proper conformational ch叩 geofRas upon GDP/GTP exchange. 

【序】 Rasタンパク質は， 189残基からなるグアニンヌクレオチド結合タンパク質で

細胞の増殖や分化に関わるシグナル伝達系において重要な役割を果たしている.GTP 

を結合したRasタンパク質は活性型であり，シグナル伝達のターゲツト分子と相互作

用するが， GDPを結合したものは不活性型である.Rasタンパク質がターゲットと相互

作用するとき直接的な役割を果たす主な領域は，エフェクター領域と呼ばれ， Tyr32 

からTyr40までとされている.この領域のコンフォメーションがGDP結合型とGTP結合

型で異なり，それをターゲットが認識すると考えられる.私たちは，すでに，エフェ

クター領域に含まれる38"-'40位がGDP型では逆平行βーシート構造をとるが， GTP型で

はこの構造がほどけることをN聞により見いだしている(1).さらに，安定同位体標識

の手法を用いて，主鎖lH_15Nクロスピークの帰属を完了しており (2-4)，GTP結合型に

おいては，コンフォメーションの局所的多形性のため，エフェクター領域やりン酸基

Rasタンパク質，部位特異的変異導入

やまさきかずUこ， とやまよういち， おし4iUさよ， むとうゆたか， よしがきじゅんこ， しろうすみかこ， いとうゆたか， かわいごうた，

おたなべきみつな， 1:しむらすすむ， みやさおたっお， よこやましItゆき
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結合部位の主鎖1H_15Nクロスピークがブロードニングしていることを示している(4).

エフェクター領域の中央に存在するThr35をSerに置換した変異体 (T35S)は，シグ

ナル伝達活性をが失うことが知られているが，本研究では，この変異が高次構造にど

のような影響を及ぼすかをNMRを用いて調べた.さらに， Thr35に隣接するPro34につ

いて変異体 (P34G)を作製し，シグナル伝達活性および高次構造について調べた.

【方法] 部位特異的変異導入はKunkelの方法で、行なった.シグナル伝達活性は，

PC12細胞の樹上突起形成を観察することによって調べた.NMR測定に用いたRasタンパ

ク質はC末端18残基を除いた 171残基からなる短鎖型のものを用いた.ユニフォーム

に15N標識および13C，15N二重標識したタンパク質は大腸菌TG1株およびJM109株を用

いて調製した.アミノ酸選択的15N標識は，栄養要求性の変異株DL39(Ala，Asx， 

Ty r) ，AT 2 4 57 (G 1 y )およびME8156(Arg) を用いて行なった.GTP結合型としては，

非水解のアナログGMPPNPを用いた.

測定はすべて370C，pH5.5の条件で行なった.HSQC， 1H_15N 3D NOESY-HMQCおよび

1H_15N 3D HOHAHA-HMQCはAM400(Bruker)を， HNCAおよびHNCOはAMX600(Bruker)を

用いて測定した. 3次元スペクトルのフーリエ変換は，ソフトウェアNMRZ(NMRI)を

IRIS-4Dj25 (Silicon Graphics)上で用いて行なった.

【結果・考察】 ユニフォームに15N標識した変異体Rasタンパク質T35Sについて 1H-

15N 3D NOESY-HMQC， 1H_15N 3D HOHAHA-HMQC (Fig.1) を測定し，ユニフォームに

13C，15N二重標識したタンパク質についてHNCA(Fig.2)を測定し，さらに 5種類

のアミノ酸選択的15N標識はla，Arg，Asx，Gly，Tyr)を行なうことにより，主鎖1H-

15Nクロスピーク (Fig.3)の帰属を完了した. 1 Hおよび15Nの化学シフトを野生型と
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比較したところ， T35SのGDP

結合型は野生型のGDP結合型

と非常によく似ているが，

GTP結合型では野生型と異な

っており，コンブォメーシ

ョンの多形性も見られず，

全てのクロスピークをシャ

ープに観察することができ

た (Fig.3，Fig.4) . 

P34G変異体は， T35S変異

体と同様にシグナル伝達活

性を失なっていた.P34Gの

GTP結合型について 3次元

スベクトルにより主鎖 1H-

15Nクロスピークの帰属を行

なったところやはりコンブオ

メーションの多形性は見られ
10 

ず， T35Sの

。
。

80 
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Fig.3 T35S (GTP結合型) HSQC 

-5 

GTP結合型 5 

とよく似た15N0 

化学シフト

を示した.

さらに，こ

れらの変異

体は共通に

いくつかの

回 10
ppm 50 100 150 

2 

1 
領域におい

て野生型の lH 0 

GDP結合型

とGTP結合

型の中閣の

化学シフト

を示した

(Fig.5) 

-1 

-2 
ppm 50 100 150 

Fig.4 T35S (GTP結合型)の野生型(GDP結合型)に対する化学シフト差

線は野生型(GTP結合型) ミミは野生型(GTP結合型)において，局所

的多形性のためHSQCクロスピークの観察されない領域
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野生型Rasタンパク質についてはX線結

品解析がなされており， Th r3 5の側鎖は，

GDP結合型においては分子の外側を向いて

いるが， GTP結合型においては分子の内側

を向いてヌクレオチドの γーリン酸基と相

互作用することが示されている(5， 6) 
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本研究の結果，この相互作用により， GDP 

82結合型からGTP結合型になる際の正常なコ

ンフォメーション変化がおこなわれると結

これには局所的多形性が含まれ

シグナル伝達が正常に行なわれ

ロ野生型・・ P34G
園田 T35S

76 77 78 79 80 81 
residue number 

75 74 73 
-0.3 

論された.Fig.5 GTP結合型タンパク質の野生型

(GDP結合型)に対する化学シフト差(1H)

さらに， Pro34もThr35の

その結果，

ると考えられる.

側鎖と γーリン酸基との相互作用に重要な役割を担うと考えられる.

現在，これらの変異体の構造情報を集積し，水溶液中での構造決定を進めている.
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P 73 大腸菌tRNAの同核3次元NMR

0河合剛太1，林宣宏1，新美達也2，宮津辰雄s，渡辺公綱1，横山茂之2

1東京大学・工， 2東京大学・理， a蛋白工学研究所

Homonuclear 3D-NMR of E. coli tRNA 

Gota Kawai1， Nobuhiro Hayashi1， Tatsuya Niimi2， 
Tatsuo Miyazawa3， Kimitsuna Watanabe1 and Shigeyuki Yokoyama2 

lFaculty of Engineering and 2Faculty of Science， University of 
Tokyo， 3Protein Engineering Research Institute 

Homonuclear 3D-NMR experiments were performed for tRNAs from 
E. coli. NOE crosspeaks between H6 and ribose proton resonances 
were resolved by the 3D-HOHAHA-NOESY experiment. This 
experiment is based on the fact that crosspeaks between H5 and 
H6 resonances are resolved well on 2D-HOHAHA spectra of tRNAs. 
The utility of 3D-NMR experiments including 3D-HOHAHA-NOESY and 
3D-NOE-NOESY experiments for the signal assignments of tRNAs 
will be discussed. 

【目的】 tRNAは，タンパク質生合成過程において遺伝暗号を解説する分子であ

り，その立体構造について原子座標のレベルでの解析を行うことは重要である.しか

しながら. tRNAは分子量2万5千を超える巨大な分子であるために，シグナルの

重なりが激しく同核2次元NMRにおいてもシグナルの分離は多難である.そこで本

研究では，大腸菌のtRNAについて同核3次元NMR法を適用し，シグナルの分離

を改善し，帰属在進めることを試みている.

【手法】 核酸のシグナルの帰属を行うためには，残基にそって塩基のプロトンとリ

ボースのプロトンの間のNOEを突互にたどる必要がある. tRNAの2次元NMRに

おいて，ピリミジン塩基のH6とH5のシグナル聞のHOHA臥クロスピークはかなりよく分

離して観測できる.そこで，これらの分離したクロスピークを利用して塩基とリボー

スのプロトン間のNOEを観測するために.3D-HOHA臥-NOESYの測定を行った.この測定

においては. 2次元のHOHAHAとNOESYで同一の化学シフトに観測されたシグナルが同

一のプロトンに由来するものかどうかを確認することも可能であると考えられる.さ

らに，よく分離した修飾ヌクレオチドのシグナルを出発点として2段階のNOEによっ

て帰属を進めるために.3D-NOE-NOESYの実験を試みた.

キーワード :tRNA，3D-NMR，HOHAHA-NOESY

かわいごうた，はやしのぶひろ，にいみたつや，みやざわたっお，わたなべきみつな，よこやましげゆき
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【結果】 図1に大腸菌tRNA Lysの 3D-HOHAHA-NOESYスベクトルのF2F3断面 (F1=

5.2ppm)を示した.図中の a，bおよびcはそれぞれ対角ピーク， HOHAHAピークおよび

戻り転移ピーク (Backtransferpeak)を示している.また，軸ab，bcおよびacは，そ

れぞれHOHAHA軸， HO臥HA-NOE軸および戻り転移軸である.すなわち， HOHAHAによって

H5(a)からH6(b)に転移した磁化が，つづくNOESYによってH6(b)からリボースプロトン

(HOHAHA-NOE軸上)に転移しているのである.このように， 2D-NOESYでは激しい重な

りによって分離できなかった塩基H6からリボースプロトンへのNOEが，よく分離して

観測できることがわかった.またこれとは別に，大腸菌tRN  A Lysの2次元スベク

トルにおいて，5.7ppmと7.7ppmのシグナル閣のHOHAHAピークおよび7.7ppmと8.2p開の

シグナル聞のNOESYピークが観測されるが， 3次元HOHAHA-NOESYの実験においては8.2

→7.7→5.7の磁化移動が観測された.ことから， 7.7p開のシグナルは共通であること

が確認できた.これまでの2次元NMRの解析によって， 8.2ppmのシグナルはアンチ

コドン1字自の修飾ウリジン (mnm5s2U，34位)のH6に帰属されているので， 7.7p開

および5.7ppmのシグナルはそれぞれアンチコドン2字自のU残基 (35位)のH6および

H5に帰属されることが確認できた.

【考察】 3D-HOHAHA-NOESYの実験は，ピリミジン塩基のH6，H5からのNOEを分離して

観測するために有効であることが分かった.一方， 3D-NOE-NOESYの実験を予備的に行

った結果， 2段階のNOEを利用することによって特定のプロトンからのNOEを分離して

観測することができることを確認している.これらの手法は，長い測定時間を必要と

するが，得られる情報は貴重なものである.今後さらに分解能を上げるためには，デ

ータ処理にLinearPrediction法などを導入すること，および安定同位体標識と併用

することなどが必要であると考えられる.

~ I~O 錨 1 趨窓動

F3 
図1.大腸菌tRN A Lysの500MHz3D-1 H-HO臥臥-NOESYスベクトル.

F2F3断面 (F1=5.2p開1) • 128x 64 x 1024語のFIDを測定し，

F2 

5 

B 
ppm 

256x256x2048 (実部は128x 128 x 1024)語のスベクトルを得た.
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