
第33回NMR討論会
講演要旨集

日時 1 9 9 4年 11月26日(土)---28日(月)

会場神戸大学経済・経営学部学舎

共催:日本化学会・日本薬学会・日本生物物理学会・日本生化学会

日本農芸化学会・日本分析化学会・高分子学会・日本物理学会

日本蛋白工学会



第 33回NMR討論会会場案内

神戸大学経済・経営学部

(神戸市灘区六甲台町 1-1) 

【会場案内図】

【交通】

3'1面白

阪急電鉄「六甲」駅.JR r六甲道」駅，阪神電鉄「御影」駅より

神戸市バス 36系統「鶴甲団地行Jに乗車. r神大正門前」下車。

市バスご利用の場合，阪急六甲駅より約 10分

JR六甲道駅より約 15分

阪神御影駅より約20分。

阪急六甲駅北側，タクシー乗り場より，タクシーで約5分。

新幹線「新神戸」駅より，タクシーで約 15分。

【連絡先】

〒657 神戸市灘区六甲台町1-1 

神戸大学理学部化学科

赤坂 一之
百 L(078)803・0602

FAX (078)803・0839



第 33回NMR討論会
プログラム

共催 日本化学会・日本生物物理学会・日本生化学会・日本分析化学会・日本農芸化学会

日本薬学会・高分子学会・日本物理学会・日本蛋白工学会

日時 1 1月 26日(土)-1 1月28日(月)

会場神戸大学(経済・経営学部学会)

神戸市灘区六甲台町2-1 

【交通】阪急電鉄六甲駅. J R六甲道駅，阪神電鉄御影駅より

神戸市ノfス36系統「鶴甲団地行」に乗車，神大正門前下車

第 1日(11月26日(土))

テーマ:新しい測定法

(9:0Cド9:05) 開会の挨拶(赤坂)

セッション:磁場勾配分光明eld-GradientSpectroscopy) 

(9:05・9:50)

座長渡部徳子

特別講演 1 
L 1 Principles and Applications of Diffusion Ordered 2D NMR Spectroscopy. • • • • • 1 

(Univ. of North Carolina) Char1es S. 1ohnson， 1r. 

(9:50-10:40) 

座長亀井裕孟

L 2 Diffusion of Intracellular Molecule Measured by Pulsed Field Gradient NMR with佃 Actively

Shielded Gradient ・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・ 5

(生理研、 Bruker)0瀬尾芳輝、 D.Grr{J， K. Zick，大河原浩、村上政騒

L 3 3次元MRIによる泡構造の可視化と計測・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9

(筑波大・物理工学系、横浜創英短大)0巨瀬勝美、橋本雄幸、井上多門

一休憩ー

セッション:磁場勾配分光σield-GradientSpectroscゅpy) (続き)

(11:∞・12:00)

ポスター 2分講演(18POSTERS) 

座長 吉崎和男

P1 パルス磁場勾配スティミュレイテッドエコー法によるサクランポ中の水の動態の解析・・・・ 13

(生物研、食総研)0小泉美香、石田信昭、狩野広美

P2 制限拡散イメージ測定におけるイメージング用磁場勾配の影響・・・・・・・・・・・・・・ 17

(食総研、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



P3 固体NMRイメージングにおける分解能の向上・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 21

(筑波大・物理工学系)松井茂、 0裏岡昭博、井上多門

P 4 Iも0を含浸させたイオン交換樹脂ポリマーの 3次元国体イメージング・・・・・・・・・・・ 25

(三菱化成、日本電子)田畑祥生，金子美和.0津野久幸，長谷川憲一，大津真一，

日元徽，今成司

P 5 NMRイメージングを用いた炊飯過程の研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 27

(三菱電機、東京水産大)0竹内繁樹、前回満雄、五味雄一郎、福岡美香、三堀友雄、

渡辺尚彦

P 6 4.7T自己遮蔽型MR装置を用いた各種植物のイメージング・・・・・・・・・・・・・・・・ 29

(農水省・農研センター、オックスフォード社、シーメンス旭)0堀金 彰、堀金明美、

松倉潮、柳悶勉、神尾正義、A.G.Ford、入口紀男

セッション:in vivoNMR 

座長亘弘

P7 NMR画像測定法の基礎的検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 31

〈徳島大・医、京府医大、生理研)0吉崎和男、原因雅史、三好弘一、早野尚志、福井義治、

Q 
西谷弘、亘 弘

ラット低酸素脳におけるNーアセチルアスパラギン酸のlHNMR

-へモク辛口ピンの常磁性効果は脳神経細胞内に逮している・.. 

(環境研、筑波大院、筑波大体育)0三森文行、鮮千摂、握外永，浅野勝己

.35 

P 9 19p in vivo NMRによる標識糖の代謝追跡・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 37

(九大・薬)0金沢洋子、新村俊幸、馬屋原慶子

P 1 0 部位別脳内代謝物質の2D-NMRマッピング・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 41

(日本女子大・理、国立精神・神経センター・神経研)0高橋征三、角野文緒、大久保七重

荻野孝史

セッション:装置等(Instrumentation)

座長:中村亘男

P 1 1 汎用TransientNutations観測アタッチメント ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 43

(電総研)0亀井-裕孟

P12 酸素 17標識りん酸基の選択的りん31・NMR観測・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 47

(日立製作所)0田村充、原田義則

P13 低周波(Low-r)核観測用CPMASプローブ'及びシステムの開発・・・・・・・・・・・・・ 49

/ ¥ (日本電子)0杉沢寿志、樋岡克哉、藤戸輝昭

! P 1 4J2HNMRスペクトルのパルス強度依存性・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・ 53

¥，___.， (広島大・理、筑波大・化)0大木寛、奥田勉、池田龍一
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P 1 5 AR (自己回帰)モデルによる2DNMRデータのスペクトル解析1 • • • • • • • • • • • • 55 

(日本電子、東大・海洋研)松浦俊雄、 O山崎千春、山崎俊夫、藤田憲一、今成 司、

今西祐一

セッション:高圧NM R (High Pressure NMR) 

座長舟橋重信

P 1 6 高圧高分解能NMR。シス-1. 12・ジ置換 [12]パラシクロファンの内部回転に対する

圧力効果・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .・ 57

(神戸大・理)山田博昭，椋野邦子.0梅田万美，前田孝泰，岡林一晃，世良 明

常磁性イオンの存在下における線1簡とシフトの圧力依存性・.. . . . . . . . .・・・・ 59

(名大・理、カルガリ一大・理)0高木D.秀夫、松田賀洋子、会津宣一、舟橋重信、

百lomasW. Swaddle 

( P 1 8'高圧NMRによる蛋白質の変性状態ーリボヌクレアーゼA・・・・・・・・・・・・・・・ 63

¥..____，ノ 〈神戸大・理)0山口 徹、山田博昭、赤坂一之

(12:00・13:30)

昼食、ポスター貼り

(13:30・14:35)

セッション:スピン緩和 Spin Relaxation 

座長引地邦男

L4 0・ROESY法による分子内部運動の解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 67

(岐阜大・医、 Dept.of Chem.， UCSC) 0桑田一夫、官lomasSchleich 

( L 5¥タンパク質におけるN・15核緩和の疑似スペクトル密度関数解析 ・・・・・・・・・・・・・ 71

" /J (新技団、東大・教養)0伊島理枝子、永山国昭

1 L 6¥ 緩和ノマラメータによるタンパク質のダイナミクス解析システムの構築・・・・・・・・・・・ 75

'---./ (東大・理、理研)0岩原淳二、伊藤隆、柴田武彦、横山茂之

一休憩ー

(15:∞-16:00) 

ポスター 2分講演 (24POSTERS) 

セッション:スピン緩和 Spin Relaxation (続き)

座長国友正和

P 1 9 制御された雑音場における位相緩和とホールパーニング:緩和理論の実験的検証・・・・・ 77

(神戸大・理)0河本敏郎、福田行男、園友正和
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P 2 0 Selective Har加 an羽ahn白 herenceTransfer by Two白 herentChannels制 dIts App1ication to 

Relaxation Time Measurements・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・ 81

(新技団)0楊代文、永山国昭

P 2 1 t、くつかのセグメント運動を結合してつくった複合化分子運動のダイナミック -NMR

(込
による解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 83

(第一薬科大学)0加藤祐子、小川晴、野上靖純、古賀俊陵

13C・Labe11ingin the methionine Methyl groups of g1ycophorin AM for studies of its secondary 

structure佃 dd戸lamics ・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・・ 87

(新技団、京大院・工)OZhe Zhou、黒田裕久、砂本順三

セッション:交差緩和 (Cross Relaxation) 

座長山本泰彦

(θ lH_1H交差緩和速度の常磁性へム蛋白質の立体構造解析への応用 ・・・・・・・・・・・・ 91

〈筑波大・化)0山本泰彦

P24 選択的緩和法による環状ペプチドーパテラマイドB及びCーの溶液中での

G 
P26 

Q
V
 

コンフォメーション解析・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・ 95

(神戸薬大、大阪薬大)0杉浦員喜子、上垣内みよ子、石田寿昌

交差緩和時間測定による卵白アルブミン(OVA)・molten-globule状態の研究・・・・・・・ 99

(藤田保衛大・総医研、岐阜大・医、近畿大・生物理工)0曽我美勝、恵良聖一、

高崎昭彦、桑国一夫、梶原孝彦、小関泰平、土居悦四郎

タンパク質の溶液→ゲ、ル変換における水性状の変化一磁化移動現象と

スピン・格子緩和時間・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・ 103

(藤田保衛大・総医研、岐阜大・医、稲沢市民病院、日大・医)曽我美勝、恵良聖一、

O加藤一夫、高崎昭彦、桑田一夫、上坂伸宏、梶原孝彦、中村浩二

巨大ヘモグロビン集合体形成赤血球の分子間交差緩和現象の研究・・・・・・・・・・・ 107

(日医大、藤田保衛大・総医研、岐阜大・医、稲沢市民病院)0上坂伸宏、

曽我美勝、恵良聖一、高崎昭彦、加藤一夫、中村浩二、長谷川節夫

セッション:J Coup1ing and Chemical Shifts 

座長福井洋之

P28 核スピン結合定数の計算・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 109

(北見工大)0福井洋之、馬場雄久、猪股寿典、三浦宏一、松田弘喜

P29 ハロメタンのC-13NMRで観測される低磁場シフトの重水素同位体効果 ・・・・・・・・ 113

(メニコンR&D、名工大)0中島康喜、高矯憲助

P 3 0 ab initio MO法によるパクテリオロドプシン発色団の13C化学シフトの解析 ・・・・・・・ 117

〈東工大・生命理工、日本クレイ)0襖井実、和田光人、井上義夫、田村佑介、

渡辺庸一
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セッション:天然物の構造解析(StrucluraIAnalysis of Natural Prod即時

座長鵜津淘

P31 磁場勾配パルスをコヒーレンス選択に使ったNMR測定法一lSN_HMBC法と

13C-13CDQPCOSY法・・.. . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・・・・・・・・ 121

(理研)0鵜津淘、魅野広雪

P32 選択的励起と磁場勾配パlレスを用いた 2次元NMR・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 125

(理研)0越野広雪、鵜湾拘

P33 HMBC法の新しい応用測定 (2)

D-HMBC、HMQC-RElAY、HMBC-RElAY法について・.. . . . . . . . .・・・・・ 129

(東大・農化、東大・分生研)0降旗一夫、瀬戸治男

P34 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4報)

PASS-NOESYによるユニット内NOEとユニット間NOEの区別・.. . . . . . . . .・・ 133

(北大・農)川端潤、 O福士江里

P 3 5 Modified-HOHAHAシーケンスによるオリゴペプチドの帰属・・・・・・・・・・・・・・ 137

(立教大・理、東邦大・理、城西大・薬)0渡遁永治、田巻誠、秋山 稔、

野崎祐勝、村松一郎

P36 ガマ毒bufadienolid的二次元NMRによる帰属とその応用 (5) ・・・・・・・・・・・・・ 141

〈神奈川大・理、北陸大・薬)釜野徳明、 O羽島宏史、張 恵平、小竹文乃、木津治久

P 3 7 13C液晶NMRによるHistamineの構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 145

(阪大・薬)0直原高広、木村敦臣、圏直人、藤原英明

P 38 lHデカップル13C_19PJ分解2DNMRおよび19pデカップル13C_1H J分解2DNMR ・・・・・ 147

(旭硝子、日本電子)0笹倉英史、米森重明、栗原範明

セッション:脂質、生体膜(Lipids& Membranes) 

座長黒田義弘

P39 コレステロール誘導体とリン脂質との膜内相互作用の31pNMRによる研究・・・・・・・・ 151

(生命研、物質研)0名川吉信、馬場照彦、神沢千代志、中西洋志

( P 40 JH-NMRによる局所麻酔剤ジプカインの脂質験中でのlocation及び脂質アシル鎖の

¥一一 運動性への影響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 153

(京大・薬、京都薬大)黒田義弘、 0小川雅弘、那須裕郷、寺島麻衣子、中川照員、

藤原靖弘

/ P41 ')ムラミルジペプチド脂質の溶液中および膜中の構造・.. . . . . . . . .・・・・・・ 157

'，，-， / (横浜田大・工、第一製薬)0阿久津秀雄、山口秀人、鮫島克訓、申敬花、拓植英哉

P 42 NMRスペクトル法による過アルキル置換シクロデキストリンの構造解析・・・・・・・・ 159

〈生命研、大阪市大)0中西洋志、金津健治、石塚精子、山垣亮、玉垣誠三、太垣和一郎
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(16:00・20:00)

POSTER PRESENTATION (ポスター会場)

16:00・17:00 奇数番号

17:00・18:∞偶数番号

18:00・20:00 奇数および偶数番号

Beer & snacks wiIl be served at the Poster Sites. 

第 2日 01月27日(日)) 

テーマ:固体NMRの新しい展開 (SolidState NMR) 

(9:00・10:05)

セッション:構造決定法(Methodsfor Structure Analysis) 

座長内藤品

L7 固体NMR法による原子核問距離の新しい測定法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 161

/ヘ (京大・理)0竹腰清乃理、野村議、寺尾武彦

~ (/ L8/MAS条件下での異方的相互作用相関多次元固体NMRによる二面角決定法の開発・・・・・ 165

v¥_ (横浜国立大・工)0下村泰次、藤原敏道、阿久津秀雄

座長安藤勲

L 9 13C固体高分解能NMRによるパクテリオロドプシンの高次構造とダイナミックスの

検討・・・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 167 

(姫工大・理)辻暁、内藤晶、 0斎藤肇

一休憩一

(10:45・12:30)

ポスター 2分講演 (36POSTERS) 

セッション:構造決定法(Meth吋sfor Structure Analysis) (続き)

座長藤原英明/久保厚

白

白

尽

SEPARATION OF PARAMAGNETIC AND QUADRUPOlAR 1]'1口'ERACTIONS ・・・・・・ 171

(京大・理)OSpaniol Thomas P.、久保厚、寺尾武彦

固体NMRによる13C_lSN核問距離の精密測定法とlH_13C双極子相互作用の新しL、
測定法の開発・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・・ 175

(京大・理)0石井伎誉、寺尾武彦

固体高分解能lSN司NMR法を用いたペプチドの水素結合の評価・.. . . . . . . . .・・ 179

(姫路工大・理)内藤晶、 O福谷章、辻暁、斎藤肇
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む)の

o
h〉向)

固体高分解能13C、lSN-NMR(REDOR)によるポリペプチドの三次元構造解析・・・・・・・ 183

〈姫路工大・理)内藤晶、 0商村勝之、辻暁、斎藤肇

同核双極子相E作用を用いた固体ペプチドの構造研究・.. . . . . . . . .・・・・・ 187

(東工大.ワシントン大)浅川直紀、ChristopherA. K1ug， Jacob Schaefer、安藤勲、

固体lSNおよび13CNMRによる一軸配向タンパク質繊維の構造解析・・・・・・・・・・・ 191

(東京農工犬・工、 CornellUniv.， Florida State Univ.)朝倉哲郎、 0出村誠、南雅史、

L.K. NichoIson、T.A.Cross 

lSNNMRによる βーベンジルLーアスパラギン酸含有ポリペプチドの国体構造解析・・・・ 195

(群馬大・工、東工大・工)0芦川幹也、荘司願、尾崎拓男、安藤勲

ペプチド及びポリペプチドの国体
17
0NMRスペクトルのコンピュータ解析:化学シフト

テンソル、核四極子相互作用と水素結合構造 (2) ・・・・・・・・・・・・・・・・・ 197

〈東工大・工、群馬大・工)0高橋昭裕、黒木重樹、安藤勲、荘司願、尾崎拓男

¥P 5 11 国体高分解能NMRを用いたアスパラギン酸残基を含むオリゴペプチドの水素結合

~ 〆構造の研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 199

(東工大・工、群馬大・工)0武田直畳、黒木重樹、黒子弘道、安藤勲、荘司願、

尾崎拓男

P52 液晶NMR法の改良と応用. NMAS仰ear司MagicAngle Spinning)条件下での

日C二次元NMR ・.. . . . . . . . . . . . . .• . . . . . . . . . . . . . . .・・ 203

(阪大・薬)0藤原英明、木村敦臣、直原高広、圏直人

P 53 MAS条件下二次元NMRによるIasaIocidAの液晶中におけるコンホメーション解析

-Magic Angle spinning液晶NMR法一 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 207

(阪大・薬)0木村敦臣、直原高広、圏直人、藤原英明

( P 5 4 ， 19F_固体NMRによるPhilanthotoxinとアセチルコリンレセプターとの相互作用の研究

¥ー-， / (サントリ一生有研，コロンビア大・化学科)0岩下孝、 S.Choi， Y.A.Tomita， 

/ A. E. McDermott， 中西香爾

.211 

セッション:緩和、運動 ((Relaxation，Motion) 

重水素核

座長 堤輝広

(L 1 <¥ Solid-State 2H NMR study of the motion of p-bis(lふoctadecadiynyI)benzene • • • • • • • • • 215 

"-----ノ (物質研、東北大)OW. S. Price，早水紀久子、岡田修司、松田宏雄、中西八郎

座 長 平沖敏文

(P 5 ~ 固体重水素NMRによるインスリンフラグメントGly-Phe-Phe(B23・B25知フェニル環の

¥ 動的構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 219

(姫工大・理、物質研)0内藤晶、飯塚武彦、辻暁、斎藤肇、 W.S.Priω、早水紀久子
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と?ポリ (7ーベンジル グルタメート)ラセミ体の国体重水素NMR・・・・・・・・・・・ 223

(北大・工)0北海聡、平沖敏文、境線広

(P 5 V 固体重水素NMRによる αーラクトアルブミン分子表面のメチル基の運動・・・・・・・・ 225

'---.___); (北大・工、Calgaη大)0瀬川和哉、北海聡、平沖敏文、 H.J. Vogel、堤耀広

tP5&， 国体重水素NMR法によるポリグリシン11の分子運動・・・・・・・・・・・・・・・・・ 227

¥ j; (北大・工)0平山智昭、北海聡、平沖敏文、堤線広

内
)

重水素選択励起交換NMR法によるガラス性結晶の超低速分子運動の研究・・・・・・・・ 229

(京大・理)余郷敦夫、 O久保厚、今城文雄、寺尾武彦

c・13核他

座長堀井文敬

! P 6 01 Torchiaの方法とInversionRecoveη法により測定した引について

¥ふャヅ - Tr組 sientNucIear Overhauser Effectの影響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 231

(物質研)0林繁信、上回貴洋

P61 エチレンアイオノマーにおけるエチレン鎖の構造と分子運動・・・・・・・・・・・・・ 233

(名工大・材料工学)0吉水広明、辻回義治、木下隆利

P62 一次元および二次元日CNMRによる高分子の結晶中における分子運動解析・・・・・・・ 235

(京大・化研)0梶弘典、堀井文敬

P63 固体高分解能13CNMRによるポリジアセチレンの研究

モノマーの固体内での運動性と固相重合およびポリマーの構造緩和・・・・・・・・・・ 239

(物質研、東北大、戸田工業)0早水紀久子、柳沢勝、松田宏雄、岡田修司、

中西八郎、土井孝紀

P64 12-ヘテロポリ化合物中に吸収されたメタノールの運動と反応・・・・・・・・・・・ 241

〈筑波大・化、阪大・理)0石丸匡一、池田龍一、中村亘男

P65 柔粘性結晶TIN02におけるlSNNMRと分子運動 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 243

(筑波大・化)0本多 尚、池田龍一、石丸臣ー

セッション:固体物性 σhysiωand Chemistry of Solids) 

座長早水紀久子/北川進

P66 フラーレンアニオンラジカル塩N九C曲。1IF)，の固体23Naおよび悶CNMR・・・・・・・・・ 245

(東邦大・物質研，東大・理，東京水産大， UC Berkeley) 0森山広思，小林速男，

林繁信，小林昭子，渡部徳子， Jay Shore，加drewC. Kolbert， A1exander Pines 
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P67 遁移金属カルボニルヒドリドクラスターの13CCP / MAS NMR ・・・・・・・・・・・・ 249

(阪大・理、リパプール大、ボローニャ大)0江口太郎、中山尋量、宮城簿、

中村亘男、 Bri組 T.Heaton， Jens Nahring， Giuliano Longoni 

P68 赤色蛍光体Y203:Euの、発光特性と固体NMRによる構造解析・・・・・・・・・・・・ 253

(三菱化成総研、東京水産大)0原因としえ、横田悦造、渡部徳子

P69 緑色蛍光体Y3AIs012:百の、発光特性と固体NMRによる構造解析・・・・・・・.. .257 

(三菱化成総研、東京水産大)0原固としえ、横田悦造、渡部徳子

P70 回体29Si・NMR法によるポリシランの相転移研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 261

(神奈川大・工、東工大・工)0高山俊夫、安藤勲

P 7 1 NMRによるハイドロゲルのイオン添加効果の研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 263

(新日本製織)0手島志帆、斎藤公児

P72 取り止め

P73 ゼオライト中のナトリウム金属クラスターの国体 MASNMRによる研究・・・・・・・・ 265
〈阪大・理、 NationaJResearch Council of Canada) 0中山尋量、 D.D.KIug， C.I. Ratcliffe， 
J.A. Ripmeester 

P74 国体高分解能NMRによるPt/ AlP3表面の吸着分子種の検出の試み・・・・・・・・・・・ 269

(阪大・理、リパプール大)0宮城慧、中山尋量、江口太郎、中村亘男、 J.A.1路 0、

B. T. Heaton 

P75 固体高分解能1凹AgNMRスペクトルを用いた銀O灘体の研究明1)・・・・・・・・・・・・ 273

(都立大・理、近畿大・理工総研)0本田憲治、前川雅彦、北川進、 )1聞知、近藤満

P76 カルド型ポリイミドのlSN-CPMASによる構造研究・・・・・・・・・・・・・・・・・ 277

(新日本製織)0斎藤公児、手島志帆、篠原正昭、畠山盛明、藤城光一

P 77 l09Ag及び臼CuMASNMR法とX線匝l折法によるAg.Cu1_xIの構造解析・・・・・・・・・・・ 281

(三菱製紙、都立大・理)0遠藤一央、銅持基子、本田憲治、北川 進

百う 固体NMRによるアスバルテーム結晶の構造研究 (2) ・.. . . . . . . . .・・・・・ 283

(味の素(株)、北里大・薬)0海老沢計慶、鈴木祭一郎、公文哲、永嶋伸也、

米田茂隆、梅山秀明

12:10・15:30

昼食およびポスター

(12:30・13:30) 昼食会
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(15:30・17:00)

座長:寺尾武彦

特別総演 2 

L 1 1 Solid Materials Explored by Nuclear Polarization Transfer ・・・・沼5

(Eidgenossische Tcchnische Hochschule) Richard R. Ernst 

一移動ー

( 18:30-20:45) 

懇親会(神戸湾クルーズ)

第3日(11月28日(月)) 

テーマ:核酸、蛋白質のNM R (NMR of Nucleic Acids and Proteins) 

セッション:核酸例ucleicAcids) 

(9:00-9:30) 

座長京極好正

特別鵡演 S 
L 1 2 NMR Studles of Non-standard Forms of DNA • • • • • • • • • .・・・・・・・ 289

σ'ata Instltue of Fundamental Research) Glrjesh Govll 

(9:3仏10:10)

座長森 島 績

L 1 3 安定同位体利用NMRの核酸への展開・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 291

(都立大・理)0甲斐荘正恒、小野品、楯真一、栗田順一、ペイイルハン、小野明

L 1 4 DNAオリゴマーの精密構造解析 一部分的な安定同位休標識の利用一・・・・・・・・・ 295

(阪大・蛋白研、東京薬大、都立大・理)0児嶋長次郎、関根健志、川島悦子、

石戸良治、小野晶、甲斐荘正恒、京極好正

(10:10・10:20)

座長神藤平三郎

P79 立体選択的多重標識デオキシアデノシンの合成とDNA構造解析への応用・・・・・・・・ 299

(都立大・理)0栗田順一、楯真一、小野晶、甲斐荘正恒

P80 グラジェント分光法を用いた異核種多次元NMRの標識RNAへの応用 ・・・・・・・・・ 301

(日本ブルカー、東大・工、東大・院理)0佐藤一、河合剛太、渡部暁、滞教、

渡辺公綱、横山茂之

P81 核敵の光CIDNPシクeナルにハロゲンイオンの及ぼす特異な効果・・・・・・・・・・・・ 305

(横浜田大・工、阪大・蛋白研)0片平正人、片平律子、京極好正

一休憩ー



(10:40-11:40) 

ポスター 2分講演 (25 POSTERS) 

セッション蛋白質(立体構造)(proteins-3D Structures) 

慶長小林祐次

P 82 PPG法を用いた各種三重共鳴三次元NMR法の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 307

(シオノギ研)0林文晶、照井彬弘

P83 甘味抑制タンパク質グルマリンの高次構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 309

(京大・理、蛋白工学研、鳥取大・医、阪大・蛋白研、神戸大・理)0新井克明、

伊島理校子、守川壮一、宮坂明子、井元敏明、吉村笠子、相本三郎、赤坂一之

P84 ω・ConotoxinMVlIAのNMRによる立体構造解析及びω・ConotoxinGVIAの

立体構造との比較・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・・ 313

〈三菱化成生命研、北里大)河野俊之、金載一、 O小林邦子、朴南釜、小寺義男、

前田忠計、佐藤一紀

P85 プロテインキナーゼCαの制御ドメインCRD2のNMRによる構造解析・・・・・・・・・ 315

〈バリアン、都臨床研、横浜市大・医)0市川さおり、畠中秀樹、竹内より子、大野茂男、

稲垣冬彦

P86 核内原がん遺伝子産物MybのDNA複合体の高次様造・・・・・・・・・・・・・・・・・ 317

(横浜市大・院総合理、蛋白工学研、理研・筑波LS)0緒方一博、守川壮一、関川あい、

井上泰子、皿井明倫、石井俊輔、中村春木、西村普文

( P 8 7) Cinnamycin・リゾホスファチジルエタノールアミン複合体のlH-NMRによる

¥..___/-/立体構造解析・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・ 319

(群馬大・工、三菱化成、北里大・理)0細田和男、若松馨、大屋正尚、河野俊之、

前回忠計、猿渡茂

P88 湾曲DNAを認識する蛋白質H-NSのDNA結合領域の溶液構造・・・・・・・・・・・・・・ 321

(東京薬大・薬、名大・農、阪大・蛋白研、蛋白工研、中外製薬)0岩城隆信、

神藤平三郎、松本潮、水野猛、相本三郎、守川壮一、中村春木、久保庭均

ヴ GDP結合型およびGTP結合型Rasタンパク質の高次構造解析・.. . . . . . . . .・・・ 323

(理研、東大・理、高有製薬、 Univ.ofCambridge)0伊藤隆、岩原淳二、寺田 透、

西村濯、柴田武彦、 EmestD. Laue、横山茂之

P90 リボヌクレアーゼHの溶液構造-x線構造との比較一・.. . . . . . . . .・・・・・・ 325

(日本電子データム、蛋白工研、トロント大・医、東大・教養)0藤原正子、加藤敏代、

山崎和彦、山崎俊夫、永山国昭
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セッション:蛋白質(構造と相互作用)σroteins-Structure佃 dInteraction) 

座長嶋田一夫

P 9 1 NMRによるSex-lethal蛋白質 (Sxl蛋白質)とRNAの相互作用に関する研究・・・・・・・ 327

(東大・理、神戸大・理、東大・工、京大・理)0武藤裕、井上真、

武田佳宏、木川隆郎、坂本博、大槻高史、河合剛太、渡辺公綱、志村令郎、横山茂之

P92 ナトリウムチャンネルのS4セグメントにおける 310ヘリックス構造の可能性・・・・・・ 331

〈東レリサーチセンタ一、オックスフォード大)0川口 謙、 D.Mulvey， D. Doak， 

1. D. Campbell 

P 9 3 Structure of a Membrane Fusion-Active Peptide. lH-2D NMR Study of Aggregated and 

Non-勾gregat吋 Speciesin Solution.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • .・・・・・ 335

(神大・理.京大・化研)0 Peter Dubovskii、高橋敵、赤坂一之

P 94 ea2φ
措抗作用を有する蛋白質カルシセプチン(CaIciseptine)のlH-NMRスペクトルの

帰属と二次構造・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 337

(三共分析代謝研)0高山知子、半沢宏之、春山英幸

P 95 G蛋白質を活性化するペプチドの安定同位体ラベルとτ'RNOEへの応用・・・・・・・・・ 339

(三菱化成生命研、群馬大・工、北里大・理、テキサス大)0河野俊之、楠 英樹、

田中剛史、大屋正尚、前回忠計、東島勉、若松馨

P96 海綿 TheoneJJaswinhoeiの細胞毒性ポリペプチドpolytheonamideBのNMRによる

構造解析・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . .・・・・・・・・・・ 341

(東大・農，日本電子データム，日本電子)0演回季之、松永茂樹、伏谷伸宏、

藤原正子、藤田憲一

P97 ヒトカルシトニン FibrillationのNMRによる研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 343

(日本チパガイギー)0金折賢二、野坂篤子

¥P 98入蛋白性プロテアーゼインヒビタ-SSIの全NMRシグナルの帰属・・・・・・・・・・・・ 345

ノそJ(都立大・理)0三宅洋子、鎌田 創、山口絵未、指真一、甲斐荘正恒

P 99 NMRを用いた免疫グロプリン分子の構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 347

(東大・薬、機能水研)0嶋田一夫、白石美紀、進藤ー泰、榛葉信久、山口芳樹、今里真実、

加藤晃一、荒田洋治

PI00 コリシンインヒビターImmE6のコリシンとの相互作用領域の解析・・・・・・・・・・ 349

(東大・農、東大・理)0大野光宏、武藤裕、横山茂之、正木春彦、魚住武司

P 1 0 1 疎水性コアを変異した蛋白質の立体構造変化・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 351
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Principles and Applications of Diffusion Ordered 2D NMR Spectroscopy 
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ABSTRACT 

NMR spectroscopy typically reports on short range interactions such as internuclear 
coupling and electronic screening， while classical experiments (diffusion， chromatography， 
electrophoresis， etc.) of analytical chemistry and biophysical chemistry often give information 
about overall molecular size， shape， and charge. Our aim has been to encode such information 
into NMR data sets so that molecular characteristics can be displayed in a second or third 
dimension in NMR spectra. For this purpose we have used Fourier-transform， pulsed field 
gradient NMR (FT-PFGNMR) to detect molecular translational motion. We have focussed on 
tracer diffusion coefficients， that are related to molecular size through the Stokes-Einstein 
equation， and electrophoretic mobilities， that are related to both molecular size and charge. With 
appropriate data inversion transforms， we have produced "diffusion ordered" ~d "mobility 
o~dered" 2D NMR spectra that are useful for the analysis of complex mixtures.1，2 

In the basic FT -PFGNMR experiment there are two primary field gradient pulses of 
duration δand amplitude g whose leading edges are separated by the time d... Depending on the 
type of experiment， FID's or half-echoes are Fourier transformed with respect to the acquisition 
time to obtain a set of spectra S(q，I， u) for different values of the gradient pulse ampliωde g or 
the current 1 in the sample: 

S(q，I， v) =玄An(v)cos[qμnd..II(K.A)] exp [-Dn(d..-δ13 )q2] E
-』

4
E
i
 

[
 

where q = y go is the area of a gradient pulse in cm -1， 1 is the current flowing in the safIlple 
during d..， and D n and μn are the tracer diffusion coefficient and electrophoretic mobility of the 
nth species， respectively. Here An(v) is the lD-NMR spectrum of the nth species (q = 0) 
including the effects of transverse and longitudinal relaxation. Ac~ording to Eq. [1] a peak for 
the nth species at frequency v shows an exponential decay as q2 is increased. AIso， in an 
electrophoresis experiment this peak undergoes a cosinusoidal oscillation as 1 is increased. In the 
following 1 = 0， and we are concerned only with diffusion effects. 

Diffusion ordered spectroscopy (DOSY) requires (al the acquisition of an undistorted 2D 
data側 cOI).sistingof NMR spectra io~ different val~es of tl andゆ)the tran伽 mationof this制

to give a diffusion dimensi9n. Automated DOSY experiments are now possible because of 
improved gradient drivers， _， actively shielded gradi~nt coils，斗 andnew pulse sequences that 
minimize the effects of pulse induced eddy currents...J However， the feature白紙 distinguishes
DOSY from high-performance PFGNMR is the data transformation and generation of 2D spectra. 
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Equation [1] reveals that S(q， 0， v) is essentially the Laplac~e transform of the diffusion spectrum 
A (v) with respect to the transform variable入=仏-oi3)q2.When the sample contains discrete， 
monodisperse solutes， A(v) can be represented by a collection of delta functions at the appropriate 
diffusion coefficients; but for polydisperse s創nplesA (v) is a continuous distribution白nction.In 
principle，出ediffusion spectrum can be obtained by inverse Laplace transformation (lLT) of the 
data set with respect toλ; however， this transformation is ill-conditioned and may be intractable. 
We have obtained satisfactory approximate ILT's in the discrete case by using the computer 
program SPLMOD ~supplemented with physical constraints and prior knowledge of the properties 
~f the solutions.1，6 For polydispers~ ~amples we have used !he constrained regularization 
program CONTIN again supplemented with a priori knowledge. I 

DOSY is especially useful for the study of complex mixtures containing a wide range of 
sizes of molecules and molecular aggregates. Recent applications of DOSY probably including 
the following will be presented: 

Analysis based 00 molecular size aod hydrophobicity. 8 A variety of small solute molecules， 

e.g. alcohols， dissolved in D20 have diffusion coefficients much too similar to be resolved if their 
NMR signals overlap. However， complete resolution can often be obtained in the NMR 
dimension so that the diffusion analysis involves only a single component at each chemical shift. 
This resolution is possible thtough the use of a special sample spinner that is compatible with 
PFGNMR. When a micelle forming surfactant is added to the mixture， the apparent diffusion 
coefficients change because the solutes partition into the micelles. Chemical exchange is usually 
so rapid that all components appear to be monodisperse. These experiments permit mixtures to 
be resolved on the basis of both molecular size and hydrophobicity. 

The binding isotherm and size of the BSA-SDS complex.9 The binding of sodium 
dodecylsulfate (SDS) to proteins presents a more difficult problem. The DOSY display 
immediately gives the diffusion coefficient for the protein (BSA)， but the observed diffusion 
coefficient for SDS is a weighted average of the difj向sioncoefficients of free monomer， SDS in 
micelles，.and SDS bound to the protein. The binding isotherm for the complex is not immediately 
available because accurate values of the diffusion coefficients of the monomer and the micelles 
are not known for these conditions. We found that it is possible to calibrate the unknown 
diffusion coefficients by means of inert probe molecules. For example， a nonexchanging 
dendrimer molecule monitors the effective viscosity for the micelles. AIso， the ratio of monomer 
to micelles is available from previous equilibrium studies. The binding isotherm was calculated 
and the saturation binding value was found to be 1.9 g bound SDS per 1 g of BSA in a solution 
with a total SDS to BSA ratio of 3g/g. Additional information about the nature of the 
SDS/protein complex is obtained from the SDS chemical shifts and binding of TMS to the 
complex. 

DOSY and the characterization of phospholipid v四icles.lOUnilamellar phospholipid vesicles 
r加 .gingfrom 30 to 100 nm were prepared with entrapped sucrose as an NMR label. The DOSY 
displays showed larger apparent diffusion coefficients for the phospholipid head group signals than 
for the sucrose signals. This is an example of T 2 weighting since the smallest vesicles exhibit the 

n
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narrowest phospholipid NMR signals. In contrast the relaxation times for entrapped sucrose are 
independent of the vesicle sizes. Analysis of the sucrose signals versus q" gives upper limits to 
the widths of the distributions of diffusion coefficients and vesicle radii. The distribution obtained 
from DOSY compared favorably with the results of electron microscopy and dynamic light 
scattering. Combined DOSY and electrophoresis experiments are underway to correlate 
electrophoretic mobilities with sizes. 

DOSY of Iipoproteins in human blood plasma.11 The chemical shifts of the methyl and 
methylene protons from the lipoproteins are spread over a considerable range， and the diffusion 
dimension shows that smaller diffusion coefficients and hence larger particles are associated with 
the down field end of the range. DOSY analysis of very low density lipoprotein (VLDL)， low 
density lipoprotein (LDL)， and high density lipoprotein (HDL) fractions separated by agarose gel 
chromatography shows diffusion coefficients varying by a factor of four. Loss of information in 
the diffusion dimension for the whole plasma results from the overlap of neighboring signals， i.e. 
poor resolution of chemical shifts， and probably from an averaging effect resulting from 
intermolecular interactions. TMS was found to partition into the lipoproteins and to show a 
chemical shift that is correlated with the lipoprotein methyl and methyl chemical shifts. This 
suggest that chemical shift differences between lipoprotein fractions result from differences in 
magnetic susceptibilities in the lipoprotein particIes and are not directIy related to particIe sizes. 

Acknowledgement. This work was supported under National Science Foundation (USA) Grant 
CHE 9222590. 
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Diffusion of Intracellular Molecule Measured by Pulsed 
Field Gradient NMR with an Actively Shielded Gradient 

。YoshiteruSeo， Dieter Gros*， Klaus Zick*， Hiroshi Ookawara and Masataka Murakami 
Dept. of Molecular Physiology， National Institute for Physiological Sciences， 38 Myodaiji， 

Okazaki， 444 Japan， and *Bruker Analytishe Messtechnik GmbH， Silberstreifen， Rheinstetten 4， 

Karlsruhe， D-7 512 Germany 

Summary: Diffusion parameter is quite important to analyze signal transport， metabolism 

etc. Pulsed fi!ed gradient technique has several advantages to measure diffusibility of inolecules 

in biological tissues. We have developed and tested an actively shielded gradient coil which can 

produce more than 500 G!cm with a gradient settling time less than 3 msec at 600 G/cm puIse. 

Diffusion of intraceI1ular Na+ and limited diffusion of 19F labeled organic acid were analyzed. 

Hardware: Basic instruments consist ofan MSL-I00 spectrometerwith a Difl口5diffusion 

probe. A basic specification of the Dif口5probe are shown in Table 1. Gradient strength was 

calibrated by using lH diffusion coefficient of benzene (2.17・10.9m2/sec at 22.50C) and water 

(2.14・10・9m2/sec at 22.50C). There are severaI problems to measure diffusion with high 

gradient field (Table 2). Since a high sensitivity of the gradient coil (25 G/cmlAmps)， thermaI 
noise and 60-Hz line noise deteriorate reproducibility of measurement significantly. We have 

attached blanking units to the spectrometer to reduce these noise， and tried to reduce other noise 

as smaI1 as possible (Fig. 1). RF-coils (Helmholtz type， 12 mm i.d.) were designed to replace. 

Since sensitivity area of立-J/19F-RFcoil (13 mm) and 23Na-RF coil (16 mm) were Iarger than the 

linear range ofthe gradient coil (10 mm) (Fig. 2)， sample size was reduced Iess than 10 mm of 

height ofZ-direction (ca. 0.6 ml in 10 mm o.d. NMR tube). Sample temperature was maintained 

at 22.5 ::!: 0.5 oC， that was monitored directory by a f1uorescence thermometer (AMOS-8000， 

Anritsu， Tokyo) with a glass-fiber probe (1 mm in diameter) inserted into the sample. 

Fil!. 1. Scheme ofHardware 

and Pulse Seauence 

RF 

Z.Grad 

Blanking 

Zo-Comp 

Trigger 

Spin-Echo Pulsed Field Gradient Pulse Sequence 

Zo Shlm CoU 

Gradient Coil 
(25 G/cm'Amp) 

Key Words: F-19， Na-23， pulsed field gradient， diffusion time， restricted diffusion， erythrocyte 

せお よしてる、 D グロス、 K チック、おおかわら ひろし、むらかみ まさたか
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Table 1. Basic Soecification ofDiff25 Diffusion Probe 

i) Gradient strength: 
ii} Inductance: 
ii i} Resistance: 
iv} Rise time: 
v} Settling time: 
vi) Sample size: 
vii} Minimum diffusion velocity: 

25 G/cm!A in Z-axis 
60μH 
10 

100 Ilsec 
< 3 msec (600 G/cm x 2 msec) 
1 cm diameter x 1 cm length 

酎 10-9cm2/sec for 1 H 
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and the outer s戸 cewas filled by 2 M NaCI solution. Z-profile of the phantom was measured by a read gradient 
(40 G/cm ) with a sampling width of 200 kHz. 
b} ZX-plane 1 H image observed by a micro-imaging probe， and calculated field st陀 ngthin Z-and X-directions. 
Sample is the same as a} except for a solution filled (l mM MnCI2 solution). 
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lntracellular Na in red blood celIs: In the spin-echo pulse field gradient sequence 

(PFG; d・900

・h・5・t2・180
0

・t1-δ・tracquire)，the echo signal attenuation is written as follows， 
M=Mo・exp[-y2.D・o2・4・(Ll-1I3・o)] (1) 

where y is gyromagnetiC ratio， D is diffusion coefficient， O is width of field gradient pulse， g is 

strength of field gradient pulse and Ll (t 1 + O + t2) is pulse distance [1]. Compared with typical 

lH probes， 23Na has only a quarter of gyromagnetic ratio and a tenth of relaxation time. Thus， 
we need ca. 13 (={42・10)times pulse field strength for 23Na experiment compared with IH 

experiment. This is the main reason we need a diffusion probeαn produce more than 500 Glcm. 

Dog red blood cells (RBC) were washed 3 times by 157 mM  NaCl solution， and then 

washed two times by 5 mM  Dy(PPPi)i157 mM Na+/122 mM Cl-solution. Finally， Volume 

fraction of RBC was adjusted around 60%. Diffusion coefficient was measured by the spin-echo 

pulse fielded gradient sequence. Typical values used are observed frequency of 26.5 MHz， 

pulsed gradient field strengths varied frum 30 to 480 Glcm (8 or 16 values were used)， 900 pulse 

of16μsec， (Ll・1/3・o)(diffusion time) of 5・20msec and O was 0.75・2.4msec. Gradient pulse 

strength was calibrated by a Z-direction slice profile of a known length phantom， and was 
confirmed by using IH20 diffusion constant (2.14・10.5cm2/sec， 22.50C). 

Figure 4 is signal attenuation of intra-and extracellular Na in a red blood cell suspension. 

Diffusion coefficient of23Na+ in Dy(PPPih solution is 1.12・10.5cm2/sec， and almost the same 

as 23Na+ in saline solution (1.15:t 0.009.10・5cm2/sec， n = 4). Diffusion coefficients of 

extracellular 23Na+ (0.633土0.09，n = 5) did not depend the diffusion time. On the other hand， 

diffusion coefficients of intrac(ellular 23Na+ observed were 0.21 :t 0.03・10.5cm2/sec (n = 3) and 

0.13 :t 0.1・10・5cm2/sec (n = 2) at diffusion times of 5 and 10 msec respectively. This strongly 

suggests a presence of process to restrict a free diffusion in the intracellular space. 

Fil!. 4. Intra-and Extracel1ular 23Na+ in Red Blood Cel1 Susoension Observed bv Soin-Echo 
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IntracelIular 19F labelled Organic acid: Restricted diffusion ofa small organic molecules 

in the intracellular space was analyzed by a 19F label1ed derivative of para-amino hippurate， 3・

trif1uoromethylhippurate (TFMH). 

A mean displacement ofmolecule in an isotropic sample during a diffusion time (Ll-l/3o) is 
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calculated as R = (2D・(il・1/3δ))112.Intracellular molecules are surrounded by cell membranes， 

and usual cellular diameter is in range of 6μm to 30μm. When we tried to measure molecular 

diffusion without influence of membrane boundary， we should measure diffusion coefficient in a 

range of 5 to 100 msec (diffusion coefticient was supposed as 1 to 2・10-5cm2/sec). From the 

equation 1， strength of field gradient (g) should be increased by power of 1.5 to keep the same 
signal attenuation when il and δwere shortened. This is another reason we require 500 G/cm and 

a short settling time of gradient. 

Human RBC were washed 3 times by 0.9 % NaCI solution. The sealed right-side-out 

ghosts were obtained by a method reported by Steck and Kant [2]. The stimulated echo pulsed 

field gradient sequence (STE PFG; d・900
司 tl・δ-t2 -90

0-T・900-tl・δ・t2・acquire)and a micro-

imaging probe with a 15 mm RF-coil were used for long diffusion time experiments. Typical 

values used are pulsed gradient fie1d strengths varied from 51040 G/cm (16 values)， 900 pulse of 

11μsec， tl of 1 rrisec， t2 of 17 -15 msec， il (pulse distance = tl +δ+ t2 + T) of 100，- 1000 

msec and 5 (pulsed gradient in X-axis) was 2 -4 msec. A homospoi1er pulse (5 G/cm for 1 msec 

in Y -axis) was applied between the second 900 pulse and the third one. The spin-echo pulsed 

field gradient sequence (SE PFG) and the Difl口5diffusion probe with a 10 mm RF-coil were 

used for short diffusion time experiments. Typical values used are pulsed gradient field strengths 

varied from 0.2 to 4.8 T/m (16 values)， 900 pulse of 7μsec， tl ofO.4 msec， il of 5.7 -75 msec 

and 5 (pulsed gradient in Z-axis) was 0.6・2.1msec. 

A 19F labeIIed derivative ofpara-amino hippurate， 3・trifluoromethylhippurate(TFMH) was 

added to intact RBC suspension. The intracellular TFMH is a broad and shifted by 0.35 ppm to 

the down field from the extracellular one. Diffusion coefticients were measured with il of 220 

msec and 5 of 3 msec. The diffusion coefficient obtained for the intracellular TFMH (0.04.10-5 

cm2.sec) was significantly smaller than the value of the extracellular TFMH (0.39・10・5cm2・sec).

Sealed right-side-out cell ghosts have almost the same size and shape， but the intracellular soluble 

proteins and small molecules were washed out， and the intracel1ular fluid composition is as the 

same as the extraceIIular saline solution with 5 mM  NaPi buffer at pH 8.0. A single resonance 

and a single T 1 relaxation time were obtained in 5 m M  TFMH in a ghosts suspension. 

Biexponential decay was observed by STE PFG experiment， and the slower and faster diffusion 

coefficients were assigned as the intra-and extracel1ular TFMH respectively. The slower 

diffusion coefticient (corresponds to the intracellular TFMH) decreased significantly when the 

diffusion time (il・1135)was increased (from 60 msec to 1 sec). On the other hand， the faster 
diffusion coefficient (corresponds to the extracellular TFMH) kept constant value (0.55 :t 

0.12・10-5cm2.sec). The calculated values ofthe mean displacement (R = (2D (il-l/35))II2) were 

2.6:t 0.54μm. Additionally， the diffusion coefficient ofthe intracellular TFMH obtained in the 

intact RBC suspension is almost the same as the value obtained in the ghost suspension with the 

same diffusion time. From these results， we concIude that the observed slow diffusion 

coefficient of the intracel1ular TFMH mainly explained by the restricted diffusion by the cel1 

boundary; and the effects of viscosity of intracellular fluid and the intracellular macro-molecules 

a陀 notthe major factor. 

1. J. Karger， H. Pfeifer and W. Heink， Advances in Magnetic Resonance， 12， p. 2・89

(1988) 

2. T. 1. Steck and J. A. Kant， Methods in Enzymology， XXXI， 172-180 (1974) 
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L3 
3次元MRIによる泡構造の可視化と計測

筑波大学物理工学系.横浜創英短大* 0巨瀬勝美，橋本雄幸ホ，井上多門

3D NMR Imaging of Foam Structures 
Katsumi KOSE， Takeyuki HASHIMOTOへandTamon INOUYE 

Ins位rluleof Applied Physics. University ofTsukuba and Yokohama-Souei College* 
Abstract 

Two foams were measured using 3D NMR imaging. One of them was a 

gelatin foam and the other was a piece of sponge. Their 3D structures were 

visualized using m田dmumintensity pr吋ectionfor the gelatin specimen and 

minimum intensity projection for the sponge specimen. Many pentagons and 

hexagons were observed but squares were not observed in projected images of 
the sponge specimen， which suggested presence of出eoptimal structure for 

bulk monodisperse foam recently proposed by Weaire et. al. 

1.はじめに

foam (泡)はbubble(泡粒)が集合してできだちので.自然界の様尽なところに

男られる構造である。そして，数理的な観点からみると， foamは，ある条件のもとに

表面積が最小となる構造をもつだめ，非常に興味深い研究対象である。まだ.鍛μ以

下の膜を比較的容易に生成することができるため， NMR microscopyの試料としてち，

恰好の計測対象である。

ところで， r一定の体積の立体で，空間を隙間なく埋め尽くすとき.その表面積

が最小となるのは.どのような場合か?Jという問題が古くから知られている。この

問題に対し， Lord Kelvinld:，正方形と正六角形を面とする14面体の稜をわずかに愛

形させたものが，この問題の解であることを予想しだ (1)。しかし，最近， Weaireら

は. Na8Si46の結晶構造にヒントを得て.計算機を用いだ探索により， Kelvinの14面
体よりち表面積が0.3%小さな構造を発見しだ (2，3)。この構造は. 12面体と14面体を

撞雑に組み合わせたちのである。これが，本当に上の問題の解になっているかの数学

的証明は得られていなし1が，ある条件のもとで作られだfoamは，この構造を実現して

いる司能性がある。すなわち.等しい大きさのbubbleが最初に作られ，これらが集合

してfoamを形成し，熱力学的な平衡状態が達成されれば，自由エネルギー最JJ¥. すな

わち表面エネルギー(表面積)が最小の状態が実現されるからである。

本研究では，実際のfoamでどのような構造が実現されているかを調べるだめに.ゼ

ラチンで作つだ泡とスポンジの空間構造を. NMR映像j去を用いて撮像した。その結

果，これらの3次元構造を明瞭に司視化することに成坊しだ。定量的な解析は完了レ

ていないが， Weaireらの提案する構造が一部実現している司能性が示唆された。

2.実験方法

試料として，ゼラチンの泡とスポンジを用いだ。ゼラチンの泡は，暖めて水に溶か

しだゼラチンに，プロトンのT1を短縮するだめの硫酸銅を少量加えだものを20mmφ
〈内径18mm)のNMR用試験管に入れ.下から空気を吹き込んで発泡させ.そして冷

却・固定することによって作成しだ。また，スポンジ試料は，台所用のスポンジ(ポ

リウレタン製〉を直径約18mm.長さ約60mmの円柱状に切り出して. 20mmφ(内径

18mm)のNMR用試験管に挿入し，さらに，プロトンのT1が約200msの硫酸銅水溶液

キーワード :NMR映像法，三次元. foam，最大値投影，最小値投影

こせかつみ，はしちとだけゆき，いのうえたちん
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を担え，充分に脱気することにより作成しだ。

;罷{象に用いだ装霊童i乱静協議強度4.74T，室j軍関口窪89mmの超{五導磁石 (Oxford社

製〉と，能動遊離霊ぎの窃配コイル (Doty社製〉を用いだ。告作のNMRイメージング

装遣である。損壊パjレス系列には，不均一な髄気感受惑による影響を避けるだめスピ

ン・エコー;去を用い，ゼラチン試料では， T R=1 OOms. T E=8ms. 信号議欝 I[QJとし，ス

ポンジ試料でIctT R=2的稲s. T E=1 2ms，信号構聾16闘とし疋。画素霊長let1283とレ疋疋め，
j議録時間はゼラチン試料でiま約30分，スポンジ試料では約14.58苦闘であつだ。ま疋，

j霞{象領域 (FOV)は19.2mm3，麗棄サイズiま(150μ)3としだ。

Fig. 1 (a) An axial slice of gelatin sp呪 imen Fig. 1 (b) An axial slice of sponge 

F
1
4
E
g
眠、

白

Fig.2 Maximum (MIP) for the specimenぉldm!nimum 
intensiり1projection for the sponge speci臨 en."n" represents the number of the 
conuguous cross-sectionall拍 agesused for mIP. 
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3.結襲と警察

図1(a)と(b)1乙それぞれの試料の。試験雷の軸!こ翠直な一つの断層{象を訴す。こ

れらの彊像を見ると分かるように，これらの断層犠の襲まりから泡の三次元播造を理

解することは容窮ではない。よって，醤2に示すように，ゼラチン試料では，試験管

の軸iこ平行な菌への霞大{量投彰i象を，スポンジ試料では，詰験管の軸iこ霊謹な盟への

霞!N謹投影{象を作成した。図3に，ゼラチン試料において，投影方自の角謹を変化さ

せだときの最大i謹投影{象を9 図 4に，スポンジ試料において，議IN直投票~fこ用いだ連
撞する断j璽{象の校数を蛮化させたときの罷IN直投影{象を示す。このように9 いすれの

揚合にも，泡を形成する多盟体の穫の部分のみが撞出されているが，これらの投票2橡
から，泡の3次元的措造を菌感的!こ培握することができる。

Fig.3 MIP images of the gelatin specimen proJected onto planes to the axis of 
the NMR sample !ube. Captions beJow the figures are azimuthaJ釘191四 measured
fro開 theprojection direction in 

4
3ム

1
i
 



{時時罷ヰ

Fig.4 mIP images of the sponge 間関 projectedonto a plane to the 
axis of the NM沢 sampletubιCaptions below the figures are the number of 

Images starting from Fig.l (b) and used for the mIP operaUon. 

ところで， Weaireらは.bulkな foamの構造として9 前書きに述べ

だ構造を提案している。この構造では，多車体の語として9 かなり多数の五角形の面

と，比較的少室長の六角形の麗のみが浮恋し，四角形の菌!立母在しない。図41こ志すス

ポンジ試料はbulkなmonodisperse こ近いと想慢されるが，一見しだところ9

五角形と六角形の酉が多数静在しているが，四角形はみられない。これらの事実から，

羽Teaneらの理案しだ構造に近いものが実現されているE芸能性がある。しかし，これ以

上の議論は，得られだ麗{象データから多面体の頂点の3次元座標を計潤し，各多語{本

の体構と表萄種を導出することによって初めて司能となるものである。よって， 3次

元の濃淡麗{象データから， /告の幾向学的構造を計測する手法の開発と，泡構造の数{塵

モデルの構築などが今後の研究課題である。

References 
(l)W.百羽田80n(Lord Kelviτl)， Phil.‘ 24， 503~514 (1887). 

D. Weaire， Phil. Lett. 69， 107~ 110 (1994) 
(3) J. Gray， Nature 367. 598~599 (1994). 

12 



P 1 パルス磁場勾配スティミュレイテッドエコー法による

サクランボ中の水の動態の解析

0小泉美香(生物研)、石田信昭(食総研)、狩野広美(生物研)

Analysis of water movement in cherry fruits by a pulse 

gradient stimulated-echo method 

Mika KOIZUMl1
， Nobuaki ISIIIDA2 and IIiromi KAN01 

lNational Institute of Agrobiological Resources and 2National 

Food Research Institute 

Restricted diffusion of cell-associated water in growing cherry fruits 

was measured by a pulse gradient stimulated-echo method by NMR microscopy. 

Changes of intrabarrier spacing， reduced permeability of cell membranes and 

diffusion constant were estimated according to the model of Meerwall-Ferguson. 

The values are considered to represent water in a seed at early growth stages 

and in a pericarp after ripening. 

安定した強い磁場勾配を発生させる技術の発達は、拡散測定による生体組織中の水の

動態の解析に広い可能性を与えるものと考えられる。特に制限拡散の測定は組織中の水

の動態を通して、水の移動速度と組織を構成する水のコンパートメントのサイズ、細胞

膜の透過性など組織の生理的な性質を知る上で重要なパラメーターを与える。そこで、

本研究では、サクランボの果実の生育ステージを追って水の制限拡散を測定して果実の

組織の性質を検討した。

材料と方法

縞物:栽培用のサクランボの木を鉢随えにし、果実着生後、生育ステージを追って採取

してサンプルとした。

測定:270 MlIz超伝導NMRスベクトロメーター (JEOLGSX-270 WB) に装着可能なミクロ

イメージング装置と自作のパルス磁場勾配発生装置を用いて測定した。 lH-NMRイメージ

は2D-FT法によって、磁場勾配58mT/m(X， y， Z軸)、 TE 13 ms、TR 5 sの条件で測定した。

画像の分解能は 50μmx 50μm x 1.6 mm (slice thickness)であった。イメージの測

定と同時にX軸方向の中央部 (Fig. 2，矢印 α)を選択励起することによって局所スベク

トルを測定し、スベクトルイメージとして表示した。局所スベクトルの励起部位の分解

能は1.6 mm (X軸) x 50μm(Y帥) x 1. 6 mm (sl ice thickness)であった。 TIはTRを0.5

s 、1.5 s及び5.0 sに設定して、逐次飽和法で測定した。制限拡散は pulsegradient 

stimulated-echo法(Fig. 1) により拡散時間(t.)を延長しながら測定した。拡散用ノマル

ス磁場勾配は 111mT/冊で叫lb方向へ3m sとした。

キーワード :NMR顕微鏡、細胞の水、制限拡散、サクランボ

こいずみみか、いしだのぶあき、かのひろみ

q
u
 

-
E
A
 



90
0 

(X) 90. (X) 90. (X) 

4‘ー四四・ T ___.. 骨一ー T 一一~

T R 

V
ハ

V
E
7
ι ~ 
Z' 

4・圃酔

A 

Fig. 1 The sequence for pulse gradient stimulated-echo method. Gradient 

of Z axis is slice gradient. 

結果及び考察

果実の生育状況を示すために 111-NMR イメージとイメージの中央(矢印 αで示した)部

分における局所スベクトルイメージを示す (Fig. 2， A & B)。果実の生育初期には種子

のシグナルが強く、生育が進むに従って相対的に種子のシグナルは弱くなり、果肉のシ

グナルが強くなった。即ち生育が進むにしたがって種子は水を失い果肉の水が増加した。

局所スベクトルイメージによれば、生育後期の穂子のシグナルは油脂(Fig. 2B， No.5) 

に由来するものと考えられる。果実の水の拡散にもとずくシグナル減衰 ln(A/Ao) と拡

散時間(d.)の関係をFi g. 3に示す。 ln(A/Ao) は拡散時聞の延長と共に低下したが一本の

直線とはならず、途中で折れて二本の直線となるように見える。これより果実内の水は

Tannerが提唱するように透過性を持つバリアーに固まれているものと推定された。 Fi g. 

3の結果をTannerの考えを発展させたMeerwall-Fergusonのモデルに従って計算し、水の

コンパートメントサイズ(a)、透過性の指標となる(p) 及び仮想的な最大移動速度(

00) を求めたのがTable1である。生育のきわめて初期を除いては水のコンパートメント

は30μm-35μm程度であった。膜の透過性 (0/00)は生育ステージを通じて、 21-33%の

間にあり著しい変化は示さなかった。水の移動速度 (00) は生育の初期には2.5 X 10-5 

cm2/s と自由水 (2.14 X 10-5 cm2/s) に近いまたはそれより高い値から、生育の中期に

は0.9 x10-5 cm2/sに低下したが、生育の後期には再び高くなる傾向を示した。しかし、

F ig. 2に示したように果実のイメージを見ると、その内容は生育ステージで異なってい

た。果実の生育時期を追ったTlイメージをFi g. 2Cに示す。拡散測定から算出されるよう

組
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Fig. 2 lll-NMR i冊ages (A). local i zed spectral i間ages (B) and Tl i冊ag号s(C) 

of gro官ingcherry frui ts 

An arrow (α) indicates the places 官hereselect iv号1y号xc i t ed i n 

冊eas日re問。ntsof the localiz思dspectral imag号S.

な高い移動性を持つ *1ま生育の初期には樗子 iこ、後期には果肉 lこ認められた。そこで

Tabl官 1の値を見直すと測定値は No.1 ~封o. 3の果実については撞子の水のコンパートメ

ントと移動速度を、出o.4とNo.5は熟した果肉の水を代表しているものと考えられる。果
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Fig. 

Changes of parameters of Meerwall-Ferguson model. intrabarrier 

spacing (a). reduced permeability (P) and diffusion constant (D白)

with growth of the fruits. 

Table 1 

(cm2/s) a (μ 冊) D日

2. 5 x 10-5 

2.0 X 10-5 

1.5 X 10-5 

0.9 X 10-5 

1.3 X 10-5 

D/D白P Fruit 

O. 21 O. 26 23 No. 

O. 33 

O. 23 

O. 28 

O. 28 

O. 51 

O. 29 

O. 39 

O. 39 

33 

35 

36 4 

No. 

No. 

No. 

32 5 No. 

実中の水の動態をより詳しく知るためには拡散イメージによって組織別に拡散測定をす

ることが望ましいが現在はイメージ測定に長い時間 (40分/ー測定点)かかることが問題

である。

H: 6956-6959. Phys. 

69: 1748-1754. 
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P2 制限拡散イメージ測定におけるイメージング用磁場勾配の影響

0石田信昭(食総研)、狩野広美(生物研)、小川秀次郎(日本電子

データム)

Effects of imaging gradients in measurement of restricted diffusion of 

cell-associated water by the pulse gradient stimulated-echo method. 

Nobuaki ISHIDA 1
• Hiromi KANO:' and Hidejiro OGAWA3 

INational Food Research Institute. 2National Institute of 

Agrobiological Resources and 3JEOL Datum Ltd. 

Restricted diffusion of cell-associated water of plant tissues was 

measured by the pulse gradient stimulated-echo method by NMR microscopy. The 

X-axis magnetic field gradient and the gradient compensating signal phases for 

imaging brought about stronger reduction of IH-NMR signals (A日) than calculat-

ed from TI value. This was a problem for measurements of restricted diffusion 

images using long diffusion time. which was resolved by shortening the inter-

val between the two gradients of the Xωax i s. 

Pulse gradient stimulated-echo法による植物組織の水の制限拡散の測定は、組織内の

水の移動速度、コンパートメントサイズ、膜透過性などの情報を与え、植物組織を理解

する上で有効な解析方法であると考えられる。その場合、植物組織は複雑であって、隣

合った細胞が異なる組織に属して異なった生理状態にある事にしばしば遭遇する。そこ

で、制限拡散の測定においても測定値を解剖学的な形態に合わせたイメージとして得る

ことが望ましい。制限拡散の測定では長い拡散時聞を必要とするためにシグナルのTI 成

分の位相に対する磁場勾配の影響を観測するが、シグナルがTIから予測したより急速に

減衰し、長い拡散時間の領域において正確な測定が困難な場合が多い。本研究では拡散

測定とイメージングを組み合わせた測定においてはイメージング用の磁場勾配が拡散の

効果を生み過剰なシグナル減衰を誘導して設定可能な拡散時閣を短くする事を報告する。

材料及び方法

大麦は 13 litterのポットで 10月から翌年5月まで土こう栽培をし、開花後、約30日目の

子実を用いた。ブルーペリーは鉢植えとして、多数の果実の中から試料として適した比

較的若く水の多いものを選んだ。制限拡散測定には、 270MHz超伝導NMRスベクトロメータ

ー (JEOLGSX-270 WB) に装着可能なミクロイメージング装置と自作のパルス磁場勾配発

生装置を用いた。 IH-NMRイメージ及び制限拡散イメージはPulsegradient stimulated-

echo法で測定し、 Fi g. 1に示すように異なる rf照射時にイメージングスライス用磁場勾

配を加える 2種類のシークエンスを用いた。イメージング用磁場勾配はX、Y、Z軸に対し

て58mT/mであり、拡散測定用磁場勾配はZ軸方向に 69mT/m-90mT/mであった。拡散係数イ

メージはデーターをNECPC-9801ミクロコンビューターに転送してイメージアナライザー

(AVIO Sp.ICA 11) により画像化した。緩和時間(TI) の測定はTRをO.5 s、1.5 s及び

5.0sに設定して逐次飽和法によって測定した。

キーワード :NMR顕微鏡、制限拡散イメージ、イメージング用磁場勾配

いしだのぶあき、かのひろみ、おがわひでじろう
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Fig， 1 PuJse sequences for the pulse 

gradi ent sti問日i昌ted-echo間ethod，

Slice gradient (2 axis) 官asapplied 

at the first 900 rf puls色(昌) and 

a t th母 third900 rf pulse (b). 

結果及び考察

fig. 2 An lU-NMR i田age(top). a 

d if f臼sionweighted image (田idd J e) 

and a diffusion coefficient i閉age

(bottom) of a 30 day old barley 

seed. The diffusion coefficient 

i吊agewas calculat色dby the for-

田弘 laof Stejskal-Tanner. 

F i g. 21こ演者らが通常用いている fig. 1 (a)のシークエンスによって測定した大麦撞子の

1 l!-NMRイメージ、拡散イメージ及び拡散係数イメージを示した o f i g. 3には大麦の維管

束(v)のJH-NMRイメージ及び制限拡散イメージのシグナル強度の変化とれをもとに計算し

た理論的 Ill-NMRシグナルの減衰出線を示す。実測したシグナルは計算で予測した値より

著しく強く減衰した。測定用のパルスシークエンスを検討することによって、この現象

はX軸方向に掛けたイメージデーター取り込み用の磁場勾配の前方への染みだしと、その

ために起こる位相の乱れを修正するためのパルス磁場勾配 (Fi g. 1においてY軸エンコー

ド及びZ軸の修正用ノマルス磁場勾配と同時に加えたX車fbのパルス磁場勾自己〉の間でX軸方向

に移動した水分子の位置に関する位棺が陀foc日sされなくなり、拡散の効果が観測された

ものと推定された。そこで、パルスシークエンスをfig. 1 (b)のようにX軸方向の修正用

磁場勾配とイメージデーター取り込み用の磁場勾配の間を短く変更した o fi g. 4にO.2 

罰MのMn2
+培液を Phanto冊として両シークエンスによって測定した ll!-NMRシグナルの減衰曲

線を示す。 fig. l(a)のシークヱンスで測定した場合はシグナル減衰が激しいが、 Fig

1 (b)で測定した場合は、ほぼTlより計算した値と一致した。これらの実測データーをも

とにイメージデーター取り込みの為の磁場勾配の前方への染みだしと、その位椙修正用
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F ig. 3 Decl i ne curves of 1 H-NMR 
signals， A日 (closedcircles)， A 

(open circles) and theoretical 

value calculated on Tl (0.6 s， 

rneasured by progressive satura-
tion rnethod ; broken line) 

against diffusion tirne. 
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Fig. 4 Decline curves of lH-NMR 

signal of a phantorn of 0.2 rnM 

Mn2
+ solution rneasured by se-

quence of Fig. 1 (a) (closed cir 
cles) and Fig. l(b) (open cir-

cles). The theoretical curves 

calculated based on the Tl val-
ue (500 rns) coincided the curve 
冊easuredby Fig. l(b). 

〈企 msec) 

5∞ 4∞ 3∞ 
Diffusion time 

2∞ 1∞ 

(。一¥一〉
C

一

磁場勾配 (58rnT/冊、 2rns)がどの程度のパルス磁場勾配として作用するかと言うことを計

算すると 58rnT/rn.1.6msとなった。 Fig. 5にFig. l(b)のシークエンスで測定したブルーペ

リー果実の tH-NMRイメージ(1ef t)と制限拡散イメージ (rni dd 1 e)、制限拡散係数イメージ

(right)を示す。 Fig. l(b)のシークエンスを用いた場合は IH-NMRシグナルの減衰が少な

く、比較的良好な拡散係数イメージが得られた。制限拡散における拡散係数イメージで

は拡散時間の延長とともに中心柱及び穣子周辺の拡散係数が先に低下し、果肉より水の

コンパートメントのサイズが小さい事を示した。

本研究の結果、 NMR顕微鏡のように分解能を向上させるために強いイメージング用磁場

勾配を用いて、かっ、制限拡散測定のように長い拡散時聞を設定する場合はイメージン

グデーター取り込み用磁場勾配の前方への染みだしと修正用の磁場勾配の閣で拡散によ

るシグナル減衰を招く事があるので注意が必要である。

-2 

文献

Callaghan， P. T. (1991) "Principles of Nuclear Magnetic Resonance Microscopy.. 
Clarendon Press. Oxford. 

Qυ 
1
i
 



( ) 

円1S

ms 

ms 

行lS

ms 

円lS

Fig. 5 lH-NMR i臨ages (left)， diff世sion 官eight色d i冊呂ges (閤iddl邑) and diffusion 

coefficient i閉ages (right) of a blue berry fruit 罰eas臼redちy the sequence 

of F ig. 1 (b). 

← 20 



P3 
国体 NMRイメージングにおける分解能の向上

筑波大学物理工学系 松井茂、裏圏直盟、井上多門

Improved Resolution in Solid-State NMR Imaging 
by Self Phase-Encoding 

S. Matsui， A. Uraoka， and T. Inouye 
Institute of App1ied PhysTcs， l1niversity of Tsukuba 

Tsukuba， Ibaraki 305， Japan 

INTRODUCTION 
~maging of solids is well recognized as a promising new tool 

in materials research. The variety of image contrast available only with 
NMR imaging arouses strong motivation for its wider and more active 
application. Although a few e孟amplesof advanced attempts have recently 
appeared [1-5]， the potential utility does not seem to be fully exploited 
yet. One of the main reasons for this is the experimental difficulty of 
solid-state imaging techniques， particularly when high resolution is 
essential. 

Line narrowing approaches are generally employed for high-resolution 
solid imaging [6，7]. Efficient line narrowing leads to higher resolution; 
however， the efficiency is limited by the experimental imperfections and 
further depends on molecular properties of the particular sample under 
investigation. As a result， it is not always possible to achieve high 
resolution in solid imaging. 

To obtain higher resolution under a limited narrowing， one naturally 
resorts to the use of an increased field gradient; however， in most line-
narrowing experiments with stroboscopic signal observation， the maximal 
amplitude of the applicable field gradient， Gmax， is determined by the 
stroboscopic observation interval， ts， and the imaging view width， 1: 

Gmax = 2官 /y1 ts， 

where y is the gyromagnetic ratio. This restriction on the field gradient 
amplitude results from the fact that the signal observation interval， which 
is usually the cycle time of the line narrowing sequence tc (or half of 
it)， defines the Nyquist bandwidth for a imaging projection. The interval 
ts can not arbitrarily be reduced due to the finite dead time of the 
signal receiver and to the finite switching time of the pulsed field 
gradient. This imposes severe limitation on the highest resolution 
obtainable in the line-narrowing solid-state imaging. 

In fact， the highest resolution attainable with the maximal field 
gradient (曲ax)，d1， is given by 

d1 = lts/官 T2I n ， 

where T2 I n denotes the transverse relaxation time prolonged by the line 
narrowing effect. Note that the highest resolution does not depend on the 
field gradient amplitude but is determined by tS/TIln， which corresponds to 
the inverse of the maximal number of signal sampling that can be made 
before the prolonged signal decays out. Therefore， to obtain a higher 
resolution under a given T2 I n one must reduce the usually unreducable 
interval， ts， virtually by certain means. 

Here， we present a new technique to improve the spatial resolution 
in solid-state imaging beyond the aforementioned limit. The technique 
reduces the sampling interval， ts， effectively by performing self phase-
encoding， permitting high-resolution imaging of solids even when only a 
moderate efficiency of line narrowing can be obtained. Preliminary 
~xper!ments using multiple magic sandwich echoes (or simply magic echoes) 
[8~10] demonstrate the resolution improvement. 

KEYWORDS: solids， imaging， magic echoes， resolution， self phase-encoding 
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SELF PHASE-ENCOD1NG 
FTgure 1 TITustrates how to achieve an N-fold resolution improvement 

with the self phase-encoding technique. 1n the usual line-narrowing 
imaging experiments， field gradient pulses with the amplitude of (;lnax/S (S; 
scaling factor o'I the line narrowing-sequence) are applied during certain 
windows for frequency encoding and the signal sampling is made every ts 
(Fig. 1a). For an N-fold improvement of resolution， the field gradient is 
increased N times and N-step self phase-encoding is made prior to the 
frequency encoding， as shown in Fig. 1b. Each step of the self phase-
encoding is given by nyts曲目/N(n;O， 1， 2，...， N-1). This results in the 
signal sampling which 1s finer in time by N， giving an effectively reduced 
~?-mpUng.!nt~rval ， ts~N: :!'~~ N:yqui~t f.r~q~en~y.is.~he:.efore i~creased.by N. 
The N se1f phase-encoded F1D signals obtained by the N separate experiments 
are combined as shown in Fig. 2 to give an interleaved F1D. Fourier 
transformation of the interleaved F1D provides a projection with an N-fold 
improved resolution. 

The principle of the resolution improvement by the self phase-
encoding is valid for most methods of solid imaging based on line 
narrowing. However， due to interference effects between the coherent 
averaging and the spin phase modulation by the field gradient， the 
performance of the self phase-encoding technique may depend on the RF 
pulse sequence employed for the coherent averaging. Here， we have emp10yed 
the magic sandwich echo sequences as mentioned above. A representative 
implement using the TREV-8-magic sandwich echo sequence [11] is shown in 
Fig. 3， where a 4-fo1d improvement is assumed. The 4-step se1f phase-
encoding is made by making use of the 3 T-windows. Simi1ar implements using 
the TREV-4 [11] and the time-suspended TREV [8-10] magic sandwich echo 
sequences are obvious. 

EXPER1MENTAL 
EXperiments were made on a home-built spectrometer， operating at 

59.85 MHz for protons. 1n al1 the magic sandwich echo s~quençes ， most of 
the experimental conditions were the same as before [4，10]. The pu1se 
spacing T was set at 30μs and the signal samp1ing interval ts was 360μs 
(12T). The peak amplitude'of the pulsed field gradient， 3(;lnax (accounting 
for the scaling factor 1/3)， was 26 mT/m in the usual experiments. 1n the 
experiments of resolution improvement， the gradient amplitude was 
increased by the factor of the improvement， N. 

RESULTS AND D1SCUSSION 
Flgure 4 shows the experimental results of the 4-fo1d improvement 

obtained by using a test sample of adamantane (T2 =50 μs) depicted as an 
inset in the figure. A 1 mm thick Teflon spacer is inserted in the center 
of the tube with an inner diameter 7 mm. Projection a was recorded with the 
usual TREV-8 imaging sequence without the improvement and projection b was 
obtained similar1y but with the 4-fo1d improvement (Fig. 3). Comparison of 
sharpness in the center hole at the 1 mm Teflon spacer c1early demonstrates 
the expected resolution improvement. A similar improvement can be seen in 
projection c， which was obtained using the TREV-4 imaging sequence for 
comparison. Projection a is represented by 256 points interpolated from 64 
points by zero-fi11ing while projections b and c， also disp1ayed by 256 
points， were produced from the combination of the four se1f phase-encoded 
64-point FIDs. 

The signal-to-noise ratio (S/N) of the projection is reduced 
associated with the improvement because the significant number of pixe1 is 
increased from 64 to 256. This resu1ts in a decrease of the S/N by a factor 
of 4. Additional 10ss of sensitivity associated with the improvement is 
caused by the discarded initial a few echoes for the insertion-of the self 
phase-encoding period. This 10ss is re1atively small since the T21 n of the 
test sample was about 3 ms for the TREV-4 and 4 ms for the TREV-8. and the 
se1f phase-encoding period was 0.36 ms. It shou1d be noted that the 
increased number of measurement for the self phase-encoding does not 
necessari1y 1ead to further 10ss of sensitivity:- Usua11y， tfie receiver 
bandwidth is set at the inverse of the observation window T while the 

1172i!?。?浪ii;:おni;:i1232iks詔弘inini:222:15・wiL02J32 
bandwidth causes noise a1iased in the projection. As a result. the 炉 fold
increa~ed PFoj~S~io~ t?-ndwidth resu1ts .!~ _F~ducing the nOlse a1iasing， 
i~provin~ the-S/~ of the projection by jN. This improvement compensates for 
the sensitivity 10ss by the increased number of measurement. 
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Slight distortion and artifacts are noted in the projections b and c 
shown in Fig. 4. The distortion can mainly be ascribed to the eddy current 
effects， because the distortion became larger with increasing gradient 
amplitude. The artifacts indicated by牢 atquarter and half the Nyquist 
frequency in the .resolution-improved projections b and c are concerned 
with the field gradient increased over the limit， Gmax. Further details 
will be discussed in the presentation， together with some results obtained 
by using the time-suspended TREV sequences [8-10]. 

Another experimental example of the resolution improvement is shown 
in Fig. 5， where again a 4-fold improvement is demonstrated by using the 

諸民JT:おぷeマ~rc訂t23託e-re(b?吋?fiiotte T2f ;E22;fC012r;t: 
center hole of projection b is much sharper than that of projection a. The 
T2 (=30μs) of the test sample was lengthened to 1.2 ms by the TREV-8 
sequence under the same conditions as in the experiments on adamantane. 
Projection a was produced from an FID which was zero-filled from 16 to 256 
points. Projection b was obtained from four 16-point FIDs whicn were 
combined into a 64-point FID and then zero-filled to 256 points. Each FID 
was a result of 4 accumulations for projection a and 16 accumulations for 
projection b. The artifacts noted in the projections shown in Fig. 4 are 
not visible clearly at this level of resolution. 
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Fig. 1 Schematic representation to illustrate how 
to improve resolution in line-narrowing solid-
state imaging with the self phase-encoding techni 
que. a) Usual pulse sequence. b) Modified pulse 
sequence to improve the resolution. 
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Fig. 3 Representative implement of the self phase-
encoding technique using the TREV-8 pulse sequence. 
st，ong RF irradiation along土xare sandwiched by 
90" pulses along土yfor time reversing. Four-step 
self phase-encoding is assumed. 

(a) 

CJfCJ 
同国圃.開噂静

G 

* * (b) 
(a) 

(b) 

5mm 5mm 

Fig. 4 Experimental results of the 4-fold resolu-
tion improvement obtained by using. the test sample 
of adamantane shown as an inset. a) Projection of 
the sample recorded with the usual TREV-8 imaging 
sequence. b) Projection obtained by using the 
TREV~8 sequence with the 4-fold self phase-encod-
ing (Fig. 3). c) Projection obtained for compari-
son using the TREV-4 sequence with the 4-fold im-
provement assumed. 

Fig. 5 Experimental results of the 4-fold resolu-
tion improvement obtained by using the test sample 
of polycarbonate shown as an inset. a) Projection 
of the sample recorded with the usual TREV-8 se-
quence. b) Projection obtained by using the TREV-
~8 sequence with the 4-fold self phase-白encoding
(Fig. -3). 
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P 4 H20を含浸させたイオン交換樹脂ポリマーの 3次元国体

イメージング

{三菱化成総合研究所)田畑祥生金子美和

(日本電子) 0津 野 久 幸 長 谷川憲一大津真一日元徹今成司

3・・dimensionsolid-state imaging of ion-exchange resin polymer which absorbs 

H20 
3・dimensionsolid曹 stateimaging of ion-exchange resin polymer which absorbs H20 is measured 

using a pulse gradient spin-echo method. The sample is spherical and the diameter i~ O.9mm. 

The observation range is 4. Omm x 4. Omm x 4. Omm， and the sampling points are 128 x 128 x 

128 points. So the space resolution is司bout31μm. 

1.はじめに

NMRイメージング法は主に医学用として生体試料の観察に用いられ発展してきた。現在はこれを材

料のマイクロイメージに応用する試みがなされている。 NMRイメージング法では最初の90。パルス

で磁化を倒してから信号を取り込むまでの勾配磁場による数百μsec程度の位相エンコードが不可欠な

ため、材料試料の場合この間のスピンースピン緩和 (T2)による信号減衰が無視できない。 H20を含

浸させたイオン交換樹脂ポリマーは、含浸された水のT2が10msec程度であり、信号があまり減衰し

ない聞に信号の取り込が可能で、ある。従って、この水をイメージングできればイオン交換樹脂ポリ

マーについて様々な物性的知見が得られると考えられる。

2. 実験方法

サンプルは三菱化成製スチレン系強酸性陽イオン交換樹脂ポリマー(商品名 :DIAION SKIB)を使用し

た。これを 1φ のガラス管にFig.1のようにサンプリングした。この状態ではサンプルはゲル状態と

なっている。パルスシーケンスをFig.2~こ示す。 Y軸方向、 Z 事dJ方向に位相エンコード勾配磁場をかけ

て、 3次元イメージを取り込む。実験に用いた装置は三軸方向に0.9T/mの磁場勾配をかけることが可

能である。
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3.結果

Fig.3にスピン密度強調像、 Fig.'HこT[強調像、

Fig.5~こら強調像を示す。測定ポイント数は128X

128 X 128、観測範囲は4mmX 4mm X 4mm、狽IJ定核種は

lHである。これらはすべて 3次元イメージから、

2次元スライスとして、範沼を1.2mm X 1. 2mmにして

切り出したものである。

積算田数:256回、 TE=2msec、TR=O.3sec

Fig.4 

4. 

積算回数:64臣、 TE=2msec、TR=1. Osec 

Fig.3 

積算回数:64回、 TEココ lOmsec、τR=1. Osec 

Fig.5 

空間分解能31μmで、直径O.9ゅのイオン交換樹脂ポリマーに含まれる HzOの3次元イメージングを

実現した。スピン密度強調像、 T1強調像、 T2強調像を得たが、得られた画像からは現在のところ特筆

すべき物性的知見はない。今後さらに各種パラメータを変えたり拡散イメージを取得するなどして、

追究していきたい。
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NMRイメージングを用いた炊飯過程の研究
(三菱電機)0竹内繁樹、前田ii:q:lt!t
(東京水産大)五I沫雄一郎、相阿美香、

P5 
三期友雄、渡辺尚彦

Investigation of boiling process in a rice grain with NMR Imaging 
(Milsubishi Electric Co.) OShigeki Takeuchi， Mitsuo Maeda 
(Tokyo Univ. of日sherin.)Yuichiro Gomi， Mika Fukuoka， Tomoo Mihori， Hisahiko Watanabe. 

The starch gelatinizing process in a grain of rice is investigated with NMR-
Imaging. Using the moisture dependence of T2(spin-spin relaxation time)，we 
constructed moisture distribution maps of rice grains in the boiling process from T 2 
images. Comparing these data with computer simulation results，we estimated the 
effects of the inner structures of a rice grain for the process of starch gelatinaization 
quantitatively. In addition， we will introduce some items for realtime-observation of 
the boiling process in a rice grain.、

はじめに
米が炊ける過程とは、米のけ1のデンプンが中心部ま

で糊化する過程である。一般に炊飯には 30分かかる
が、その炊飯過程はなにによって制御されているので
あろうか? 大量炊飯によるマクロスコピックな研究
はこれまでさまざまになされてきたが、米一粒のなか
でどのように糊化が進行するかについての定量的な研
究はこれまで行われていなかった。我々は、炊飯の進
行過程を定量的に把握し、米の各内部組織が与える影
響の評価を試みている。
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Fig 1. Moisture images of rice crops 
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実験方法
炊飯の過程を定量的に非破壊で研究する手段とし

て、 NMRイメージングは非常に強力である。デンプン
が糊化するためには、全重量にしめる水の割合で 55 
%以上の合水率になる必要であり、米内部のデンプン
の糊化の状態および進行の様子は、その含水率分布に
より知ることができる。通常のスピンエコー像も、7.k
の濃度分布を表してはいるが、そのほかに杭緩和時間
や磁場の不均一なときに強く影響されており、そのまま
用いることはできない。そこで我々は、澱粉ゲル中の
杭緩和時間 (T2)が合水率によって変化することに
着目し、梢緩和時間像をもとに炊飯の格段階における
米中の合水率をマッピングした。
試料は、日本産ウ Jレチ米(白米)を、一時間I脱水さ

せた後、 10 OoCまで 1OOC/分で加熱し、炊飯途中
で急速冷却によって糊化進行を停止させたものを用い
た。実験はBLU阻 R社製AM200を用いて、試料作成の
翌日行:った。スピンエロ-{:象を、エコータイム12msか
ら24msの範囲で変化させながら 5点測定し、各ピクセ
lレについて、強度の減衰を指数関数でフイツティング
して T2を求めた。スライス厚は1.5mmで、画素の大
きさは50μmx100μmである。これはほぼ米の細胞の
断而に等しい。

キーワード: 米、炊飯、糊化、合水率、拡散係数、 NMRイメージング、棋緩和時間
リア lレタイム測定、加熱

わたなべひさひこ
たけうちしげき、まえだみつお
ごみゅういちろう、ふくおかみか、みほりともお、

円ーの''U



8 T2像から合水率像への変換は、米デンプンゲ
ルについてMeib加O∞O口叶Gi山l口lの方法を用いて行つた実
験デ一夕にもとづいて変換した。
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-客炊飯段階の米について何られた杭断而の含水
量像を図 lに示す。図の下側が米のJJ瓦である。時
間の経過に従って、中心より少し背側に位置する
芯が縮小、消滅する様子が見られる。また、初期
には腹側の方が速やかに合水している。

また、断面の長羽Ii方向についての一次元マップ
を図 2に示す。このグラフでは右側がJJ友になって
いる。 25分経過以外のものでは、芯以外での合
水量が大きく傾いており、高温での炊飯進行中
も、水の拡散が速やかには行われていないことを
示している。

このほか、セルラーゼ処理により細胞控を破壊
した米についても同様の実験を行った。長制|方向
の一次元マップの傾きの減少がみられ、これは細
胞壁による水の拡散阻害がなくなったためと考え
られる。

Fig 2. The on巴dimentionalmoistur巴
distribution maps of rice grains. 

N恥1R-Probe

3b.Laser cell 

Fig 3. The cells to heat up the samples. 

リアルタイム測定実験
以上、事前に作成したサンプlレを用いた実験につ

いて述べてきたが、結果の試料依存性や、試料作成
後の試料内での水の再拡散の影響をなくするために
は、炊飯を行いながらリア lレタイムに米内部の合水
率分布を取得する必要がある。
現在リアルタイム測定実験は 2つの加熱セルをm
いて行っている。 1~13aに示すのは、真空 2 主管のな
かに送り込んだガスを、試料近くのヒーターにより
加熱するものである。 ist度測定は試料管内の光ファ
イパ-iliL度計を用いて行う。真空管の外径は20
mmで、試料温度100.Cにおいても、真空2重管外側
を30.C以下に抑えることができるため、通常の20
mm径のインサートを用いての測定が可能である。

図3bに示すのは、先ファイパによって導入したレ
ーザ一光によってサンプlレを直接内部から加熱する
レーザー加熱セルである。
リアルタイム測定では、一次元プロファイルを約

1秒で取得するが、試料のサイズが小さいため、ノ
イズの影響を受けやすい。現在よりよい測定シーケ
ンスをf食討中である。

3a. Gas heating c巴II
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P6 
4. 7 T自己遮蔽型 MR装置を用いた各種植物のイメージング

0堀金彰、堀金明美、松倉潮、柳田勉、神尾正義、

A.G.Ford1、入口紀男 2

(農水省・農研センタ一、 1オックスフォード社、 Zシーメンス旭)

Imaging of P1ants Using an Active1y Shie1ded 4.7T MRI System. 

Akira Horigane. Akemi Horigane. Ushio Matsukura. Tsutomu Yanagida. 

Masayoshi Kamio. A. G. Ford1 and Norio Iriguchi2 

(Nationa1 Agricu1ture Research Center. Oxford Instruments1 and Siemens-

Asahi2
) 

A 33cm horizonta1-bore imaging spectrometer(Varian UNITYplus-SIS200/330) 

with a 4.7T actively shielded magnet(Oxford) has been installed.in a non 

shie1ded 6 x 7m room wi th open windows. As specifications. the field homo 

gineity is 0.2ppm/40mmDSV with the stabi1ity of O. 05ppm/hr. The hostcom 

puter is a Sun SPARC station 10 with high-reso1ution NMR(UNITYp1us)and 

mid-bore MRI(SIS200/330) software system. The 5 gauss zone in the e11ip 

tic 10ng and short radius are 2.7 and 2.6m. respective1y. It was resul-

ted in the feasib1e insta11ation of the entire system composed of the 

magnet. host computer. CRT disp1ay. acquisition computer. RF power con-

sole and gradient power supp1y in a limited space(6x 7m). We here demon 

strate a few data of p1ants obtained in various MRI. 

限られた空間に 4.7T水平開口イメージングスペクトロメーターを設置する可能

性について検討し、自己遮蔽型磁石 (Oxford)を有する MRシステムを世界で最初に

導入し稼働を開始した。 装置は、 4.7Tバリアン UNITYplus-SIS200/330で、 33cm

の水平開口部を有し、アプリケーションソフトウエアーは、高分解能NMRシステム

(UNITYplus)と中口径イメージングシステムをワークステーション (SunSPARCI0) 

に搭載している。 5ガウスゾーンは、長半径 2.7m、短半径 2.6mで空間サイズ 6x 7m 

の通常の解放窓を有する一室に、磁石とホストコンビュータ一、 CRTディスプレ

イ、アクイジションコンピュータ一、 RFパワーコンソール、 傾斜磁場電源装置等

一式を設置することが可能であった。

各種植物のさまざまな断層像などの薗像データを取得しているので供覧する。

キーワード:M R 1. 断層像、自己遮蔽型磁石、植物、発芽

ぼりがね あきら、ほりがね あけみ、まつくら うしお、ゃなぎだ っとむ、

かみお まさよし、 A.G.Ford、いりぐち のりお
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Fig.l The layout of the 

laboratory and the gauss 

contouτs. 

Fig.2 1'1 and 1'2 官eighted

images(mm) of an onion(A) 

and a to照ato(B).respectively. 

Fig.3 1'1 weighted multi 

slice images(mm) of a 

ger田inating adzuki bean. 
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P7 
NMR画像測定法の基礎的検討

f恵島大・医・生理1.放射線2 解剖4、京府医大・小児内科3、生理研5)

U吉崎和男工、原田雅史2、三好弘一2、早野尚志3、福井義浩4、西谷弘2、

亘弘5

Eva1uation of Imaging Techniques of Nuc1ear Magnetic Resonance. 

K. Yoshizaki1， M. Harada2， H. Miyoshi2， T. Hayan03， Y. Fukui4， 

H. Nishitani2， and H. Watari5 (Depts. 1physi01.， 2Radi01.， and 

4Anat.， Sch. Med.， Univ. Tokushima， 3Kyoto Pref. Univ. Med.， 5Nat1 • 

Inst. Physi01. Sci.， Okazaki). 

Human brain surface structure was visua1ized using the spin-echo 

signa1s. The images were based on either T2-weighted image， 
consisted of 10ng echo time and thick slice， or the image 
constructed with mu1ti-s1ices of T1-weighted images. Activation 

of human brain by the exercise of finger tapping was a1so 

visua1ized using T2*-weighted images of the field-echo signals. 

[はじめに]

最近、ヒト脳の活動が核磁気共鳴を用いた画像法で計測可能となってきた。 NMR画像測定

(たとえばヒト頭部の測定)には、?通常spin-echo信号が用いられてきたが、機能画像の計測

にはfie1d-echo(あるいはgradient-echoともいう)信号が用いられる。

今回、ヒト脳の機能画像の測定を目的とし、 spin-echo信号を用いたヒト大脳皮質の表面

像の測定、ならび]こfie1d-echo信号を用いた大脳皮質の機能画像の測定について報告する。

[方法]

健康成人ならびにファントムを対象とした。装置は日本電子製のイメージング装置が付属し

a) 
5がn echo MRI 

件ー一一一一-TE------1 

b) 
10' 

一一」ト，
R eld echo MRI 

f 

RF 

Sig唱 1

司一一ー司

時国ー一一r G slにe

G read 

RF ゴトーヰ一一一ーー
回了一ーーSigr官l

ト一一一一ーTR一一一一一一一一一司ーー・

G slice 

GIモad

Gp岡田一一一昌一一一一一一一一一一一ー

Fig. 1 The NMR imaging sequences of the spin-echo signa1s (a) and 

the fie1d-echo signals (b). 

Functional MRI， surface image， exercise， brain， human. 

よしざき かずお、はらだまさふみ、みよし ひろかず、はやのたかし、

ふくい よしひろ、にしたにひろし、わたり ひろし
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た高分解能NMR装置(GX-200SMR、工日の共鳴周波数:200MHz)、人体用には生理研 e 酪気共

鳴室の目立製MRI(90 MHz)、およびシーメンス製MagnetomH-15(63 MH討を用いた。

{結果および考察}

工.ヒト大脳の表面像の計測。

ヒト大脳の表面像は片田ら工}の報告したT2強調画像法で測定した。すなわち、脳実質のス

ピン・スピン緩和時隈(T2)に比べ、脳脊髄液のT2緩和時間が長いことを利用する。

echo{言号による画像測定のパルス系列をFig.工aに示す。スライス選択用の傾斜磁場

(Gslice);をかけ、特定の周波数帯域をもっsincあるいはgaussのRFパルス (90" lで特定

の潔1]定部{立を励起する。表面構造の測定では周波数帯域をひろくして、厚いスライス面を励起す

る。ついで工80。パルスをかけてspin-echo信号を得る。エコー信号を得る時間(TE)を長く

すると、脇実震の信号が減衰・消失し、脳脊髄液の7l<の信号のみとなる。この大脳表面の脳脊髄

液の麗像の白黒を反転表示して、目前表面構造の像を得た (Fig. 2a)。スライス厚6cm、エ

コ一時間工50ms、パルスの繰り返し2.5sで工自のみ積算し、約工0分の測定である。

つぎに、通常のT工強調画像のマルチ・スライス測定から脳表面像を作製した。エ cmおきに

8関 Bの厚さで大脳の断面像を測定した。 T工強調像ではヱコ一時間ならびにパルスの繰り返し時

間を短くして測定する。 RFパルスの繰り返し時間 (T引を短くすると、脳脊髄液の信号が飽和・

減衰し、脳実質の信号が得られる。さらにマルチ・スライス法では、ある断面像の測定後の磁化

の回復を待つ間に、励起されていない他の部位を次々に棋定する。すなわち、.工設に示す

励起するRFパルスの周波数(f);をかえて異なる部位を励起する。 spin-echo信号の計測のと

きにはもとのreferenceの周波数(fo)で信号を得る。したがって、一枚の画像測定でも、マ

ルチ・スライス画像測定でも測定時間はかわらない。パルスの繰り返し時間が短いので、先ほど

のT2強調画像の測定時間よりもむしろ短時間となる。パルスの繰り返し時間を0.7sとし、エ

コ一時間8msで、 4囲積算して約工2分の演IJ定時構である。得られた画像のうち、脳表面の写っ

ている3枚の画像をきりぬき、重ね合わせ、表面構造の画像を作製したげig. 2bl。なお、今

西用いた高分解能NMR装置では観測用RFパルスと信号観測用の周波数日およびfo)が間一j笥波

数の設定となるために、マルチ・スライス法を用いると表示画面のread軸のずれが生じた。

a) bJ 

Fig. 2 Surface images of human brain ob七ainedby spin-echo 

signa工s.

a) T2-weighted image with七heinverted contras七@

bl T工-weigh七edimage， construc七edwith 3 different slices. 

L ヒト大脳の機能酪像の計測。

Functional MRIの期定にはfield-echo信号が用いられる。 Fig.工bに示すよう

に、この方法はRFパルスで励起したあと、読み取り用の傾斜磁場(Greadlの極性の反転に

ワ白守
U



よってNMR信号を得る方法である。したがって、このechoはfreeinduc七iondecayに由

来する信号である。

人体用のMRI装置で測定したグレープフルーツのspin-echo像ならびにおe工d-echo像

をF • 3に示す。エコ一時間 (TE)を34msと比較的長くし、スライス摩2間百、パルスの繰り

返し0.5sで、 2由積算した。 fie1d-echo像では体積磁化率の変化している領域、すなわち

磁場のみだれている領域のecho信号の減衰が著明である。そのために空気との界面近くの水の

信号が著明に弱くなる。たとえば中心部の穴がspin-echo像よりも大きくなり、みかんの皮の

信号も消失している。このように磁化率の変化により顕著に信号強震が変化するのがfie工d-

echoi去の特徴である。すなわち、 fie1d-echo法で、はT2
女-weighted が得られ、こ

の特性をヒト大脳の機能画像の測定に用いた。

a) b) 

Fig. 3 NMR images of a grapefruit， obtained by the spin-echo 

signa1 (a) and the fie1d~echo signa1 (b). 

まず、ヒト大脳の正中断面像(Fig・4a)で測定部位を定め、運動野を含む大脳横断面のT工

強調像を測定した (Fig.4b)。スライス厚は3加 Rで、ある。つぎに間一部{立のfield-echo像

を連続して測定した。 4枚の画像の測定ごとに安静・運動状態を繰り返した。運動としては親指

を各指に)1慣にくっつけるfingertappingをおこなわせた。各画像は35sの測定で、パルス

の繰り返しは91ms、エコ一時構は60msで‘フリップ角度はエ0。である。その時の最も変化し

た部位の信号強度の変化をFig.4cに示す。王ingertappingの運動によって約5亀の信号

強度が増加した。運動をやめるとこの場合には一過性の減少を示した後、もとにもどり、再び運

動によって信号が場加した。そのときの運動時と安静時の画像との差画像をFig.4dに示す。

差冨像8枚を加え合わせたもので、 F • 4cの信号強度の変化は矢印の部{立である。

finger七applngの運動は片手のみで、あり、その反対側の大脳の運動聖子付近ならびにその

前側の広い領域の信号強度が増加した。しかしこの広い領域についての変化はあまり明白なも

のではなかった。 Fig.4bのspin-echo{象と重ねると、信号強度の変化が著明な部位は運動

野である中心前回の前例!の溝の部分に一致した。すなわちj警に沿った静脈の信号強度変化が反映

されているものと思われる。

運動によって信号強度が増加した原因として、 Ogawaら2)にもとづくと以下のように説明

される。神経活動が活発化すると酸素消費が増加し、酸素化ヘモグロビンが税離素化される。そ

の結果、ヘモグロビンの鉄原子が反磁性から常磁性に変化し、周りの水の信号強度が弱くなると

予想される。しかし、実際には信号強度が増加したことから、局所血流の増加により酸素の供給

過剰となり、局所の静脈血の酸素はむしろ増加し、ヘモグロビンの酸素化された割合が増加す

る。そのために信号が強くなったと説明される。あるいは、局所の血流が増加したために磁気飽

和されていない静脈血が流れ込み、これが強い信号をあたえた、いわゆるin-flow効果が考え

られる。今屈はどちらの説明が妥当かは明らかではない。

qu 

qぺ
U



以上のようにNMR画像測定法により、ヒト大脳表面の画像ならびに運動を指令する運動皮鷲

野の活性化の測定が可能となった。

a) 織轍緩麟総鵠隠顕翻麟髄蜘機織糊織機綴織翻 b) 

E亙函 IExercisel 
c) d) 

ま1.10
C 
ω 
c 
_ 1.05 
g 
<f) 

聖 ¥.00

司

直 0.95
し」一一Lー」ーL--Lムーム_j_L--Lー<--1

o 5 10 

Tlme (min) 

Fig. 4 Ac七ivationof human brain by an exercise of finger tapping. 

a) An imaging of the human brain showing the 1ocation of s工icefor 

the activation study. 

bl The n-echo image of human brain showing the anatomica1 

structure for七hecomparison with七hefie1d-echo images. 

cl The time course of the changes in the signa1 intensities of a 

10ca七ion，associated with an exercise of finger tapping， in七he

fie1d-echo images of七hehuman brain. 

dJ A difference image be七weenthe fie1d-echo images ob七aineddur ing 

七heexercise and those during七herest， showing the ac七iva七ionof 

the primary motor cor七exand other 1ocations. 
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P8 ラット低酸素脳における Nーアセチルアスパラギン酸の1HNMR 

ーヘモグロビンの常磁性効果は脳神経細胞内に達している

0三森文行1、鮮干摂1，2、催 外 永2、浅野勝己3

(1国立環境研究所、 Z筑波大大学院、 3筑波大体育科学)

1HNMRS戸ctroscopyofN-acetylaspartate in Rat Hypoxic Brain -BOLD Eff配 ton 

intracellular metabolites 

Fumivuki MITSUMORI1， Sub SUNOO 1へWeyungCHOe， Katsumi ASAN03 

CNational Institute for Environmental Studies， 1'sukuba Univ. Graduate Sch∞1， 

守sukubaUniv. Sports Sci.) 

Wefound血atthe peak intensity of N-acetylaspartate (NAA) reversibly decreased in 

a hypoxic rat brain. The decrease was lar酔rin the rat which has higher hemoglobin 

concentration. This result strongly suggests出atthe d配 r開 sein NAA in hypoxic brain 

W出 回 国edby shortened T 2 due to the BOLD effect， rather than a metabolic change. 

The amount of d配 r悶 se was well explained by 出e sus偲 pti凶 ity eff配 tof 

deoxyhemoglobin estiロntedfrom T2 changes in tissue water in the hypoxic brain. We 

concluded that the BOLD effect 陀 achesto intracellular metabolites. 

{はじめに] 我々は神経細胞に局在するN・アセチルアスパラギン酸(NAA)

共鳴線が低酸素状態における脳で可逆的に減少することを見いだした。この理由

として、 1)代謝変化によるNAA濃度の実際の減少、 2)低酸素化に伴うデオキシ

ヘモグロビン(デオキシHb)の増大がもたらすNAAのTj&.縮による見かけの減少、

の2つの可能性が考えられる。 1) であれば、 NAAの代謝過程への酸素の関与が考

えられ、 2)であれば、脳機能イメージの生成機構と考えられる防の磁性効果、

BOLD (Blood Oxygenation Level Dependent)コントラストが神経細胞内にも及んで

いることを示すこととなり、両者の識別は興味がもたれる。本研究では血中田を

高めたラットを用いてNAA減少の理由を探った。

[方 法】 ラット脳の1HNMRスペクトルは麻酔下で頭部に二重同心円コイ

ル(受信コイル径:15mm) を装着し、雑音パルスにより脳部位1X1X1cmを選

択し、引き続いて11・r-22・r-a句uisitionのスピンエコー測定法(r =201.68ms配)

を用い、 Biospec24!30分光計システムで測定した。麻酔は50%02、50%NPガス吸

気中に 1%halothaneを用い、吸気中の酸素を窒素ガスで希釈することにより、吸

気酸素濃度8%の低酸素状態を実現した。血中ヘモグロビンの増大したラット

(高田ラット)は46伽unHgに気圧をさげた低圧チェンパーにラットを10時間/目、

6日間/週、 6か月間暴露することにより作成した。これにより血中Hb濃度は

14.5g/dlから18.1g/dlに増大した。

Key Words: in vivo NMR， brain， N-acetylaspartate， hemogrobin， BOLD， hypoxia 

みつもり ふみゆき、そんう そぶ、ちえ うえーよん、あさのかつみ
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【結果と考察】 吸気中の酸素濃度を50%から8%へと低下させると正常ラッ

ト脳におけるNAA共鳴線強度は約11%減少するが吸気酸素濃度を50%に戻すと直

ちに回復する(Fig.l)。ほぼ同時現に乳酸メチル基信号の可逆的増大も観測された。

高出ラットで同様の測定を行

うと低酸素時のNAAの減少は NAA 

約28%とさらに大きくなった。

この結果はNAA共鳴線強度の

減少が血中出の磁性効果によ

るT2
短縮に由来していること

を強く示唆する。 NAAの小さ

なT2変化を精度良く測定する

ことは容易ではないので、脳

内の水のT2
の変化からHbの磁

性が及ぼす緩和効果を算定し

た。すなわち、正常ラット、

高出ラットの諸手で50%酸素吸

入時、 8%酸素吸入時のそれぞ

れの条件で、 Carr-Pur田 II法に

よるマルチエコー画像を測定

し、これより、脳皮質、基底
事 Fig.1. A series of lH NMR spectra of a rat brain 

部位でのT2
を求めた。」の結 whi1e出einspired 02 content was changed from 

果、吸気中酸素濃度50→8%の 50%→ 8 %→50%

低酸素化に伴い、正常ラット

脳皮質では91→88msec、高H助b血ラツトでは卯→8別lmse印Cとへモグロピン濃度に依存

したT丸2短縮が見られた。観測された横緩和速度を R伽 (ο1庁抽)=凡凡温+R抽聞叩。(R;，…E

スピン一スピン緩和速度、 R由向ano'磁場の不均一度、デオキシHbのもたらす磁化率

の不均一度、組織構造のもたらす磁化率の不均一度等による緩和速度)とすると、

50%と8%での緩和速度の差分は正常ラットでは sR= 0.441、高Hbラットでは

sRH= 1.23と算出される。本実験条件では sRはデオキシ田の磁化率差が支配的

と考えられる。上記のsRより T=201.68msecでの共鳴線強度の減少は正常ラット

で16.3%、高Hbラットでは39.2%と算出され、観測されたNAA共鳴線強度の減少

をよく説明する。

{結論]

①低酸素脳でのNAAの可逆的減少はデオキシHbの増加がもたらすT2短縮による

見かけの減少である・ "BOLD
②BOLD効果は神経細胞内に及んでいる

③高田血条件では脳機能イメージングの感度向上が期待できる

④低酸素条件下での細胞内代謝物の定量には注意を要する(1.'2weightedの場合)
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P9 
19F invivoNMRによる標識漉の代謝追跡

(九大・薬)0金沢洋子、新村俊幸、馬屋原慶子

ln vivo 19F NMR Observation for the Dynamical Study of Labeled Hexoses 

in Tumors 

Yoko Kanazawa， Toshiyuki Shinmura and Keiko Umayahara 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 

Maidashi. lligashi-ku， Fukuoka 812 

ln vivo 19F NMR spectra of 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (FDG) and of 

2-deoxy-2-fluoro-D-galactose、(FDGal) were obtained from the experimental 

tumors of mice at 254 Mllz. We have shown that these compounds give many 

metabolites beyond FDG-6-phosphate or FDGal-l-phosphate， among these NDP 

-FDM is the main species found in tumors 2 days after injection. The 

present in vivo observation was focused at the detection of 19F signals 

for the tumor detection and for the time course analys巴s.

[はじめに]

フッ素で oIIの 1つを置換したヘキソースは生体にとっては異物であり、これ

を使って本来の絡の代謝;を論じるわけにはいかない。しかし置換の位置によって

は天然のヘキソースと似た挙動を示すことから醇素活性モニタ lこ活用出来る。中

でも*.:;"ト日Y放射活性同位休で標識した 2-j" tキト2-[1 BF] nto-D-9"川-J.. (1 BFDG) 

はヘキソキナ ゼ活性を指標とした臨床診断試薬として使われている。一方、安

定 同位体 19Fの NMRを分析手段とした場合には代謝物同定と同時に長時間モニ

タが可能であり、それによって新たな情報が得られることがわかってきた。すな

わち FDG は動物体内でグルコースのように 6ーリン酸化を受けるが、その後様々

な化合物に変換される。まずマンノ ス体である FDMートP になるが、一方で生体

構 成物質の前駆体である UDト FDG や NDP-FDM にも変換される。特に後者の反応

はがんで効率よく起きる。また FDGal はガラクトースの代謝と似て、まず 1-リ

ン酸化を受け、その後 UDP-FDGal と UDP-FDG を経て NDト FDMへまで変換される

ことがわかってきた。 FDG の場合と同様に最終生成物である NDP-FDM はがん組

織中で長時間保たれる。この化合物はがん診断に使えるだろうか。

本研究では 19Fで標識したヘキソースである 2ーデ村:;-2-[19FJ7川口ーD-7"/~J- J.. 

(FDG) あるいは 2ーデオ約一2-[19FJ7/けロートカ 79トス (FDGa1) を投与したマウスの勝

療 において invivo NMR測定を行い、標識化合物の動態追跡の可能性を検討した。

[実験]

試 薬:標識試薬は FDG と FDGal である。これらは主としてダイキン工業から提

供 されたものである。純度は NMRで検定した。

キ ーワード: 19F N M R、 in vivo 測定、 F-標識糖、 sDP-FDM、がん

かなぎわょうこ 、しんむら としゆき、うまやはら けいこ
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動物:実験腫蕩 Meth-A(肉腫)を腹腔内に移植した BALB/C マウス(雌性、 7-8

週令、燈虜移植後 8-9日)および MlI134 (肝臓がん)を腹腔移植した C3H マウス

(雌性、 8i週令、腫蕩移植後約 8日)を 16 時間絶食させた後に実験に供した。

基礎実験:標識糖投与後の摘出臓器を用いて定'貴および代謝物同定を行った。

定量には加熱 Iこより酵素失活させた臓器そのままあるいは遠心収集した腹水がん

細 胞を、物質問定にはこれらからの水抽出物を 、 そ れ ぞ れ 試 料 管 に 入 れ て NMR

測定試料とした。定量には JEOL FX-l00 (19F:94 MHz) を用いた。

In vivo 測定:FDG あるいは FDGal 投与後 1、 6、 24、 48 時 聞 に そ れ ぞ れ 15分か

ら 60 分聞にわたる測定を行った。まず、フ y素糖投与後 10 - 15 分のマウスを

エーテル麻酔下にプロ ブに固定した後、ハロタン麻酔 (0.5%/空 気 ) に 切 り 替

え、 NMR測定を行った。 6時間以降の実験にはマウスを一旦ケ ジに移し、フ

ッ素糖投与 4 時間以降は餌を与えた。 装置は 6.3T (19F:254 MlIz) 径 89 mm 

の縦型 (JEOL GSX-270 WB) であり、直径 12 mm の サ ー フ ェ ス コ イ ル を 用 い 、 次

の条件で下腹部からスベクトルを得た。 rf パルス 8--16μs矩形(深さ 3mm-:z;'18

360 )、パルス繰り返し時間 60-200 ms、スベクトルバンド幅 10 或は 80kHz、

デ タポイント数 8k。

【結果】

図 2に 100 mg/kg FDG 投与マウスの下腹部の in vivo スベクトルを示す。投

与物質 FDG から約 5 ppm 高磁場に 48 時間後においてもまだ十分に強度評価可

能な信号が検出された。このマウスのがん細胞の水抽出物スベクトルからみて、

長時間後に観測された信号は NDP-FDM に由来することがわかる。 スベクトル強

度 より代謝物の経 時 変 化 を 求 め る と 図 2 dのようになり、摘出臓器で求めた値と

よい一致を示した。

図 3には 100 mg/kg の FDGal を投与した場合の in vivo スベルトルを示す。

F DGa 1から FDG が生成し、さらに 1日後には FDM の 領 域 に 強 い 信 号 が 観 測 さ れ

た。収集したがん細胞のスベクトルから FD，.Gの場合と同様に 48 時間後に強い

信号を与える化合物は NDP-FDM であることが示された。なお、健常な摘出臓器に

おいてフッ素糖投与 24時間以降でこの信号が観測されるのは心臓のみであった。

HO 
~~O判。

HO、~ト斗~OH
F 

2・deoxy・2-fluorcトD-galactose
(FDGal) 

HOH.C _ 
HO ¥ ~ ¥ 
HO、み戸--、r、~OH

F 

2-deoxy・2・自国m・D-glucose
(FDG) 

H{をまミ...-OH

2-deoxy・2・由uoro-O・mannose
(FDM) 

F i g. 1. Metabolic Pathway 

~ぬ i

FDGal ミ=ドさ

FDG 弓ヰ=至宝 FDG 

FDM 弓ヰ=: FDM 

京 闘 掴

1 2 
FDGal 弓 - 士 FDGal・1・Pモ-主主 UDP・FDGal

:313 
モ-き UDP-FDG

.1~ ・ 
61l. 

.1l. 

1 : Galactoklnase 
2: UTP:hexose-l-phosphate urldylyltransferase 3 : UDp.galactose 4-eplmerase 
4 : Phosphoglucomutase 
5 : Hexoklnase 
6 : Phosphogluco6e Isomerase 
7 : Glucose-6-phosphatase 
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【考察】

1 n v i vo 測定によっても、フ y 素糖投与後 1-2 日経過して健常組織からフッ

素化合物が殆ど排 出 会 れ た 時 期 に が ん 細 胞 の位置で NDP-FDM を主とする NMR

信号が観測され、小動物のがん診断にこの方法が適用できることが示された。

本実験で用いた投与量のフッ素糖が時間分 解能 30 分でほぼ満足すべきスベク

トルを与え、経時変化追跡が可能であることが示された。直後 lこ収集した細胞中

の濃度 (200 rng FDG/kg投与の場合の細胞内濃度 0.9rnrnol/kg、 100 rng FDGal/kg 

投 与の場合 0.7 rnrnol/kg) から実際に測定されている腹部における濃度は O.2 -

0.15 rnrnol/kg かそ れ以 下と 考え られ る( 細胞/Il夏水 -1/4 から計算) 0 FDG は大

量投与により動物 の生理的状態を一時的に変化 さ せ る の で 投 与 量 は 100 rng/kg 

以下が望ましいが 、 図 1に示すようにこの投与量でも測定は不可能ではなかった。

F DGa 1は大量投与の影響が少ないのでこの様な実験にはより適しているといえる。

本研究の測定対象が腹水がんであるため、腸と腹水の位置関係によっては実質

的な観点IJ範 囲 は 複雑である可能性がある。本 実 験 条 件 は 非 常 に 浅 い 所 に 高 感 度 領

域を設定しており、腸の測定はしていないつもりであるが、時間追跡における信

号強度のパラツキの原因はここにあるかもしれない。この点については同一個体、

同一 設 定 条 件 で プロトン画像を綴ってみるのが 望 ま し い 。 な お 、 サ ー フ ェ ス コ イ
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Fig.2. 19F NMR  spectra 

of rnouse subabdornen bearing 

Meth-A. 100 rng FDG/kg 

30 min in vivo spectra. 

Median times are shown. 

Packed acsitic cells 

collected after 48 h 

in vivo observation{IHl 

Water extracts of b. 

Tirne course of FDG me-

tabolisrn obtained from 

in vivo spectra and b. 

FDGgroup 

FDMgroup 

口

。
Meth-A (FDG 100 mg/kg) 

n

υ

n

υ

 

n

u

n

u

 

E

J

n

u

 

内

4

弓

4

、‘.，，
A
U
 

a. 

b. 

Tolal 

1500--1.. 

の • 
1000寸一

一‘ • 
。".

r 

• 
切さ一
o
E
E
で
u
E
D
U

c. 

d. 

ロ。
500 

0_.j.Q. 
36 24 

time Ih 

12 



ル近傍にあった皮膚の摘出試料からは信号は検出されていない。

。FDM-6-P
e) 

d) 

c) 

開制

b) 

1 h 

a) 

同司唯

一品'ーお ー記 Li6・通d':長 .4 :長

Fig.3. 19F NMR spectra of the mouse subabdomen bearing Ml!134 as ascites 

injected with 100 mg FDGal/kg. 
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本研究を遂行するに当たりお世話になった次の方々にお礼申し上げます。 FDG
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山下恒雄両氏。マウスがん細胞を提供下さった大鵬薬品研究部。 JEOLGSト 270WB

の使用の便を計って下さった九州大学医学部附属病院放射線部長増田康治教授。

254 MIIz用サーフェスコイルを作成いただいた日本電子小川秀次郎氏。
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PI0 部位別脳内代謝物質の

2D-NMRマッピング
。高橋征三、角野文緒、大久保七重、荻野孝史事
日本女子大・理・物生、国立精神・神経センター神経研究所キ

Site Specific 2D-NMR Mapping of Metabolites in Brain 

Seizo Takahash1， Fumio Sumino， Nanae Okubo， and Takashi Ogino* 

Dept. Chemical and Biological Sciences， Japan Women's Univ.， and 
*Institute of Neuro Science， NCNP 

Rat brain tissue was investigated by super-COSY spectra. The brain tissue was separated to cortex， 

cerebellum and hippocampus. By means of 2 dimensional spectra， most of the NMR resonances in 

the tissues are c1early isolated. These peaks are expressed in magnitude mode and quantitatively 

evaluated， Delay in the pulse train was found to enhance the resonanc四 ofdifferent metabolites. It 

was also found that the peak intensities observed in the spectra depended on T2. Thus， the peak 

intensities in the super-COSY spectra of different tissues should be calibrated for more precise 

quantitative studies of metabolites. However， peak intensities between tissues explains well with the 

data of biochemical analysis， sugg回 tingthat the difference in T2 between tissues could be negrected 

at first approximation. The 2D-NMR enabled to quanti匂tethe metabolites of GABA， taurine， 

inositol， glutamete， aspartate， etc. which was difficult by the conventional in vivo lD-NMR method. 

生体組織は複雑な形状の団体成分と細胞液からなる不均一系であり、その中に多種多様

の物質が混合して存在する多成分系である。しかもこれらの成分は動的平衡にあり、時々

刻々と変化すると考えられる。このような生体組織を対象とする invivoNMRにはinvivo系

固有の問題が存在する。 Nr..侭で脳の代謝機能を研究する場合、スベクトルの帰属および

同定が出発点となる。脳組織から観測される lH信号のうち、Lactose、 N酬Acetylasparta~e，

Creatine， Cholineなどの主要な信号はすでに帰属され、臨床的にも応用されている。しかし

代謝機能的には重要でありながら、スベクトルの重なりなどの理由で、帰属されていない

ピークが多数存在する。本研究の目的は、脳組織内の多数の微量成分を 2D-NMRを用いて

解析し、その分布を部位別に正確にマッピングする方法を開発することである。

キーワード:NMR、invivo、COSY、目出

Oたかはしせいぞう、すみのふみを、おおくぼななえ、おぎのたかし
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[実験]試料は 7週令の WisterRatの脳を用い、解剖後ただちに凍結し、皮質、小脳、海

馬に分離した。ぞれらはドライアイス冷却下約1.5時開放置した後に、 5mm NMR試料管

に詰めて測定した。装置は 8rukerAMX-羽 OW8を用い298Kで2Kx512点のsuper-COSYスベ

クトルを 1スペクトル 8回の積算で測定した。代謝物質量は MagnitudeModeで求めたフー

リエ変換スペクトルから交差ピーク 30個を選択し、体積強度で評価した。

[結果]super -COSYスベクトルのdclayを変えるとピークの相対強度が顕著に変化するこ

と、ならびに吏差ピークの強度は対称的にならないことが分かった。例えば 80msでは

ValineやCreatineが明瞭に観測されるが、 40msではValineはほとんど見えない。また 40msで

は一般に対角項より左上にあるピークの方が強く出るが、 80msのGlutamateのピークは右

下の方が強い。同じ delayではピーク強度に再現性があるので、組織系における super-

COSYスベクトル固有の性質であると思われる。線状休や microwave処理した脳組織では

信号強度が著るしく低下することから、ピーク強度は組織の T2に強く依存することが分か

った。従って部位によって T2が異なることが想定される場合には、厳密な定量解析のため

には例えば過塩素酸抽出などの方法で得た結果を使って検量線を作り、スベクトル強度を

補正する必要があろう。同じことはスピンエコーを使ったlD-NMRについてもいえるので、

これは必ずしも 2D-NMR固有の欠点ではない。 2D-NMRではベースラインやピークの重な

りによる強度変佑の暖昧性を排除できるので、濃度の微小な変化や分布の違いをlD-NMR

より鋭敏に検出できる。したがって今回 super-COSYを使って部位による代謝物質濃度の

違いや、代謝物質の時間変動を明瞭に示すことができた。下図に示した結果は各部位にお

ける代表的なピークを選択し、その体積強度を縦に棒グラフで示したものであるが、同じ

物質についての相対的な強度比は、生化学的な分析から予想される結果とほぼ一致した。

したがって上に述べた部位による T2の違いは第 1近似ではほとんど無視できょう。

多数の代謝物質を同時に定量

分析するためには2D目 NMR法が

不可欠であり、測定時間の点で

もlD-NMRより有利にすること

ができることが分かった。従来

のlD-NMRを使ったinvivoNMR 

250 

200 

150 

ではGA8A、グルタミン自費、ア 100 

スパラギン酸、イノシン酸など

の代謝物質は、他のピークと重 50 

なるので定量が非常に困難であ

ったが、 2D四 NMRを使えばこれら

の物質の定量分析が可能である

との見通しを得た。

o I園田l園 田圃圃l園田

Lac Glu NAA GABA Ino 
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セッション:装置等
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P 11 間Tr a n s i e n t N u t a t i 0 n s観測アッタチメント
(電子技術総合研究所)亀井 裕孟

Transient Nutations Attachment to Conventional NMR Spectrometer 

(ELectrotechnical Laboratory) Hirotake Kamei 

A system for observing transient nutations has been constructed. The unnecessary 

career rf in the observation channel has been suppressed by the use of a phase shifter 

and an rf balancer， and -60dB career suppression has been achieved. Transient nuta-

tions of lH and 13C were observed with good S/N. 

1. はじめに

Transient nutationsは1949年Torreyl)によって最初の観測が行われたが，観測がやや面倒な

ためか一般には普及していない. Transient nutationsをイメージングに用いると多くの利点が

あることから，われわれは，既に，プロトンについてtransientnutationsを用いた純回転座標

系イメージングを試み，満足すべき結果を得ている 2) 純回転座標系イメージングの利点、は，

1 )回転磁場の存在下で信号を観測する， 2)回転磁場印加時聞は通常のパルス NMRに比べ長

いが，比較的小さな回転磁場を用いるので，照射電力は通常のパルス NMRに比べ小さいので生

体に対する安全性が高い， 3)回転磁場勾配を用いるので磁場勾配のスイッチング速度が速く，

lμs以下のスイッチング速度が容易に得られる，従って，磁場勾配の信号に対する過渡的な影

響がないので信号検出における無駄がない， 4)静磁場勾配と異なり，磁場勾配スイッチングに

伴う生体内の渦電流が生体機能lこ与える影響を考慮する必要がなく，安全性の高い測定ができる，

5) transient nutationsの減衰の時定数l/Tnは， l/T n = (1/T I + l/T 2) /2 であるから，一般

に生体系のように T2がT1に比べて短い系では F1 Dに比べて信号の検出が若干有利である，な

どである.一方，欠点は， 1)信号観測l系の製作がやや面倒である， 2)広い帯域幅の信号検出

には不向きである， 3) off resonance時の信号解析が複雑である，などである.

Transient nutationsの観測には，通常，対称あるいは非対称ブリッジ検出器が用いられる.

しかし，ブリッジ検出器は複数の核種を測定対象にするとき，それぞれの周波数ごとに固有のも

のを作成しなけらばならず不便である.そこで，市販の NMRスベクトロメータに付属させて，

広範囲の観測周波数に対して適用できる transientnutations観測アタッチメントを作成し，良

transient nutations， rotating frame imaging 

かめい ひろたけ
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好な結果を得たので報告する.

2.方式

Transient nutationsは高周波パルス印加中に観測される信号である.大きな励起高周波電圧

に対し，観測される信号は非常に小さいので. transient nutations観測のためには何らかの方

~一一

Fig.1. Block diagram of a transient nutation spectrometer. 

A
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法で観測系に入る高周波パルスを抑圧する必要がある.ここでは高周波パルスを観測系と参照系

とに 2分割し，互いに逆位相になるように参照系の位相を調節して加え合わせることによって，

観測系に入力される高周波パルスの抑圧を行った.

3.構成

Transient nutations観測系のブロック図をFig. 1に示す.高周波シンセサイザ (AnritsuMG 

3633A)の出力は高周波間相分配/合成器 (R&KPO-12-3)によって 2分割され，一方は位相検波

の参照波に，他方はパルス変調され励起パルスとして用いた.パルス発生器には任意波形発生器

(Wavetek Model 75)を使用した. トリカ。パルスの発生にも同型器を用いた.複平衡変調器OB

MにはHewlettPackard社のIIP10514Aを2段使用した.パルス変調された高周波は高周波増幅

器 (HP84470)で増幅したのち，同相分配/合成器で 2分割し， 一方は励起用としてJEOLGX-

270スベクトロメータのプローフeへ，他方は搬送波抑圧用として移相器 (R&KPS-3) へ供給した.

高精度の移相制御が必要なため，移相制御電源としてFig.2の回路を使用した. R.は10回転ポテ

ンシオメータである.プロープおよび移相器

からの出力は搬送波をできるだけ抑圧し増幅

器の飽和を防ぐため平衡回路で振幅を調整し

て合成した.搬送波が抑圧された信号は増幅

器 (IIP84470)で約50dB増幅したのち，位相

検波 (IIP10514A使用)し， 試作した増幅器

(最大利得100dB) で音声周波増幅して観測

した.信号はPC-9801RAで制御されたディジ

タルメモリ (KE8201. 8202)で積算およびA

/0変換し PCに転送，フーリエ変換等の処

理を行った.

4. 結果

プロープに印加した高周波電圧は約 2Vで

ある.さらに大きな電圧が必要な場合には，

高周波シンセサイザ内蔵の変調器を使用した.

このときの最大出力電圧は 5Vである.

OUTPUT 

I NPUT 

ゃノv¥八今O

Rp 

Fig.2. Voltage control circuit for 

the phase shi fter. 

Transient nutations観測で最も重要な条件

の一つが信号系での不要な搬送波の抑圧である.本アッタチメントの場合，簡単な回路構成であ

るにも拘らず平衡回路出力の搬送波抑圧比は約60dBであった.この値は通常のtransientnutati 

ons観測には十分なものである.平衡回路の不要搬送波抑圧比の安定慶は試料コイルを含む共振

回路の安定度，参照系の位相の安定度などに依存するため室温の変動には敏感である.抑圧比60

F
h
u
 

凋
斗
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のS/NはF1 Dの観

測と異なり，高周波パ

ルスの持つ雑音に大き

く依存する.このため

高周波パルスの増幅に

は低雑音の増幅器を使

用する必要がある.今

回は出力は満足すべき

ものではないが，低雑

音ということでHewlett

Packard社製の前置増

幅器 HP-8447Dを使用

し，良好な結果を得る

ことができfこ.

今回は13Cおよび 'Hのtransientnutationsの観測を行った.例として， D-[1ーはC]glucose

の"Ctransientnutationsを同一測定条件で観測した F1 DとともにFig.3に示す.高周波パ

dBを維持するためには，

:tO.20C程度の室温の

温度制御が要求される.

Transient nutations 

a)Transient nutatuins nu 
-nr 

)
 

L
U
 

Fig.3. 13C a) transi巴ntnutations and b)FID 

of D-[1-"C]glucose. 

ルスの雑音に十分な注意、を払った結果， F 1 Dとほぼ同様な S/Nでtransientnutationsが観

iJtlJ されている.

高分解能NMRスペクトロメータには一切の改造を施さないで，容易に入手し得る市販の素子

を用いてtransientnutations観測を行うことのできるシステムを試作し，良好な結果を得るこ

とができた.今後の課題はより広帯域の信号観測と静磁場勾配を利用したイメージング速度を凌

ぐ超高速イメージング法の開発であろう.

[文献]

1)H. C. Torrey:Phys. Rev. 76， 1059 (1949). 

2)亀井裕孟，片山義朗:第 31回NMR討論会講演要旨集(姫路， 1992) . 
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P12 酸素17標識りん酸基の選択的りん31・NMR観測

(目立基礎研) 0田村充、 原田義則

Chemically Specific Observation of PhosphoruS-31 NMR spectrum of 

Oxygen-17 Labeled Phosphoric Acid G roups 

M.Tamura， Y.Harada， Advanced Research Laboratory， Hitachi， Ltd. 

ABSTRACT: To separate chamically specific 31p_NMR spectra in出emixture， one 

dimensional fI 0-貰PI弘-1QC1) experiments of oxygen-17 labeled phosphoric acid 
31T"¥ fll"""¥. lTT 2 

groups were done by a home-built "P-" O-'H-~H qua合uresonanceNMR probe 

connected to a commercial spectrome包r. The probe s回 ctureand evaluation 

measurements will be presented. 

1.動機、目的

りん31は天然存在比100%で、 NMR核種の内では比較的高感度であり、 31p_NMRは、

りん酸代謝系の仇 vivo観測や、りん脂質膜の動態解析などに利用されてきた 2)。生体

などの混合物系において、りん酸基を含む化学種ごとの31p_NMRスベクトルの識別が

できれば、代謝追跡や、膜蛋白質を含む混合りん脂質 2重膜の動態解析など、個々の

りん酸基が含まれる化学種ごとの経時変化や動的挙動に基づくスベクトルを分離測定

できる点で利点がある。

そこで我々は、酸素17(安定同位体、天然存在比0.037%)標識りん酸基を対象とし、

異核種スピンスピン結合を有するりん31のNMR信号を孤立スピンと区別して観測する

ことを目的に、酸素17、りん31を同時に励起可能なNMRプローフ'を製作した。以下、

プロープ機構、標準試料による性能評価について述べる。

2.方法

(1)プロープ機構

図1に示す照射、検出コイルを有する低分解能

プロープを製作した。内側の検出コイルは 31p_1H

2重共鳴回路と、外側の照射コイルは 170-1-I2 

重共鳴回路と接続した。各チャネルの共振周波数

を表 1に示す。

ヤー1H 2重共鳴回路は文献3)をもとに製作した。

170.恒 2重共鳴回路は、お互いの周波数が接近し I I I Detection Coil 

りん31、酸素17、プロープ、 l次元HMQC Fig. 1 Coil Assembly of the Probe 

たむら みつる、 はらだ よしのり

ヴ-
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ているため、新規にトラップを開発して組み込ん

だ(図 2) 0 170チャネル共振周波数において、

このトラップの照射コイル側は高電圧、
2H共振回

路側は接地状態となる。

Table 1 Resonance Frequencies at 11.7T 

Channel Frequency [MHz] 

31P 202.30 
1H 500.13 
170 67.80 
2H 78.77 

日一一一一一一一一十 回

Fig.2 _Internal RF trap of the 2H-170 
Double Resonance Probe Circuit 

(2) 1次元HMQCスペクトル観測

HMQCパルス系列の l次元パージョンを観測に

用いた(図3)。受信機位相サイクリングにより

孤立スピン、結合スピンを選択観測した。

17u-31p HMQCの観測には 79.1wt%， 25.7 aωm% 

Hj>1704 (Isotec， Inc.) を用いた。

X 

Y 

Fig.3 10・HMQCPulse Sequence 

3.結果

170フリップ角を変化して得られた 1次元17u-31pHMQCスペクトルを図4に示す。

、.，，，
T
A
 

，，E
、

ο) 

..棚 '0

~州刷州W仲川川f
F同宇干~円

..冊 '0 "0 -'0 

Fig.4 170_31p HMQC Spectra of H3戸704
(1)β= 20' 0 (2)β= 0.2' 0 2565国 n50 30Hz broadening 
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P 13 低周波 (Low-y)核観測用CPMASプロープ及びシステムの開発

日本電子(株) 0杉沢寿志、樋岡克哉、藤戸輝昭

Development of CPMAS probe and system for the observation of low-y nuclei 

OHisashi Sugisaw孔 KatsuyaHioka and Teru出向ito JEOLLtd 

CPMAS probe an"d observation system for low-y nuclei was developed using typical CPMAS spectrometers. 

For low-y nuclei， high RF field(B I) is necessary to match the Har凶 an・Hahncondition. Long RF pulse is also 

desired for efficient CP because of weak dipole-dipole interaction between X-H. So the probe was designed for 

high RF power and long pulse duration. Duplexer was also designed suitable for low企equen句Iobservation with 

LC circuit目 Usingthese systems， CPMAS sp巴ctraof 109 Ag is obtained 叩thgood S/N ratio at 12.6MHz， 

1 .はじめに

多核CPMAS法は、単に有機化合物の構造解析のみならず、無機材料のキャラクタリゼーション

を含め、その応用範囲を広めてきた。利用可能な核も、 31p、13C、29Siのような13Cに近い共鳴周波

数を持つ核から、 15Nのような共鳴周波数の低い核へと拡張されてきた。しかしながら、 15N以下の

いわゆる低周波核の観測はいまだ一般化するに至っていない。その理由としては、 ( 1 )応用面か

らはCPMAS観測に適切な興味ある系および核が少なかったことによるが、 ( 2)技術的な函からは、

プロープ等の装置に厳しい電気的条件を必要としたからである。しかし、近年109Agの錯塩等の研究

が発展し低周波核測定の必要性が増してきている1)。ここでは、低周波核の測定条件を考察し、我々

の行なった装置的工夫と 109Ag.核での測定の実際例について述べる。

2.低周波核観測の条件

2 -1.測定条件の考察

l)CP条件

I-Sスヒ'ン問でのHaはmann-Hahn条件は次式で与えられる。

r JBll = r SB1S..一・…-…(1)
ここでは、 IはlH核、 Sは観測核である。

この式から分かるように、低周波核でCP条件を満たすには大きなRF磁場 (B1S)が必要である。

2)交差緩和時間 (TIS)

スピンロッキング下でのI-S核問のCP効率、いし、かえると交差緩和時間TISは次式で与えられる2)。

(古tL= tsin2θs S山 IMf仏 (dO，，)-.....(2) 

θIS = tan-1
(母)，トtan-

1
(玩)

Aωe ω町一ωel: Mismatch factor 

M;S: Second moment of coupling Hamiltonian 

キーワード:低周波核問R、 109均一CPMAS、 交差緩和時間

0すぎさわひさし、 ひおかかっや、 ふじとてるあき

Qυ 
凋
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ここで、旬、 9SはBlが増すに従って増加し、rt!2に近づく。また、 JSL(dωe)はCP条件からずれる

と急速に減少する。 M2ISはI-S間の双極子相互作用によるSスベクトノレの 2次のモーメントで、静止

状態では次式で与えられる。

(d.ω2)Jty九 2tzS(S+吋玄(lーベBj，k)~......(3) 
.うk

( 2 )式と(3 )式より、交差緩和時間TISは'Ys21こ反比例し、 I・S問の距離の 6乗に比例する。

したがってCP効率を維持するには、低周波核ほどコンタクト時間 (ContactTime)を長くしなければ

ならないと考えられる。ただし、 lHのT)pはTISよりも十分長いと仮定する。

2-2装置上満たすべき条件

共鳴周波数が低くなるほど'Ysが小さくなるので、 (1)式より、低周波核を観測する場合は、

強いRF舷場B1Sを必要とすることが分かる。さらに (2) (3)式より、同様な条件下にある核に関

しては、最大のCP効率を得ようとすると、コンタクト時間は'Y2に比例して長くしなければならない

ことが分かる。例えば、 13Cと15Nを比較すると、他の条件が閉じならば、 15N観測では、 13cの約 6
倍のコンタクト時間をとるべきである。さらに、 l09Agに関しては実に 29倍にもなる。また、

I09Agの錯体では、 109AgとlHが直接結合していないので、 Ag-H聞の距離も長くなりTISがさらに長

くなる。よって、低周波核を測定する場合には、高出力のパワーアンプが必要となり、プロープ及

びデュプレクサは大出力で長いRFパルスに耐えるものでなくてはならない。 (Fig.l) もう一つの

問題はデュプレクサにある。通常のデュプレクサ方式を用いると、入/4ケーブルの長さが長大になる。

例えば、 270MHzの装置で109Ag (l2.6MHz)を観測する場合、 4mlこなる。

PREAMP 

SAMPLE COIL 
7mm 1.0 

14τC1.3mHJ 

COAXIAL 
RESONATOR 

AOOITI口NAL
CAPACITOR 

日

U
F
h
d
 

E足ニ
Block Diagram for 
CP1¥ιぇSmeasurement. 

Eι2 
Circuit of low-y probe. 



3.装置の概要

今回の実験では、 Fig.lのうち、プロープ、及びデ‘ュプレクサを新規設計した。また観測用高出力

アンプは米国AMT社製のM3200 (6-220MHz/lkW) を使用した。使用した装置はJEOL-EX270に

CPMAS用アタッチメントを付属させたものである。

3 -， .プローブ回路の改良

Fig.2に低周波用プローブ回路を示す。ここで、高電力に耐える必要のある部品は、チューニン

グ用可変コンデンサ (VCl)、マッチング用可変コンデンサ (VC2)及び、外付けコンデンサ (ST)

である。ナローボア用プロープに装填するために、いずれの部品も小型で高耐圧にする必要があっ

た。 STには村田製作所(株)製の高耐圧チップコンデンサGR540シリーズを使用した。また可変コ

ンデ.ンサはボルトロエクス社製の石英を用いたタイプのものを使用した。購入したままの可変コン

デンサでは耐圧が不足していたので、パーフノレオロオイルと四フッ化エチレン低分子量化合物を混

合させたテフロングリースをコンデンサ内部に充填した。これによって、 400W、100msのRFパルス

に耐えることが可能となった。なお、周波数可変範囲は30MHz~10MHzで、観測対象核は15N

(27.4MHz) ， 67Zn (l6.9MHz) 109Ag (l2.6MHz)、183W(l1.2MHz) であるが、 STを変えれば他

の被も観測可能である。

3-2.デュプレクサの改良

入/4ケーブルは109Ag (l 2.6MHz) では、 4m~こもなるため、これを小型化する必要があった。そ
こで、コイル (L) 、コンデンサ (C)、ダイオード (D) の組み合わせでデュプレクサとして動作

するプリント基板回路を新規に設計した。新規に作成した低周波核用デュプレクサはEX分光計の

デュプレクサプラグインボックスに収納でき、使用可能な帯域は fO:t15%となった。

4. 109AgのCPMAS測定

以上のような装置改良を行ったのち、 109AgのCPMAS測定を行った。

4 -，.測定手順

1 )マジックアングノレの設定

マジックアングノレの調整用の試料としては、低周波で共鳴しシャープなスピニングサイド‘バン

ドが多数見られる試料が望ましい。そのような試料としてKClを選んだ。実際には、 KClとシリコン

ゴムを混合した試料を使用した。 KClの35Cl (26.5MHz) を用いてマジックアングルの調整を行い、

シリコンゴムのlHで分解能調整及びlHチャネルのパルス幅の設定を行なった。

2)パルス幅の調繋

109Agの場合、パルス幅を測定するための手頃な試料が手に入らないため、 KClの39Kを用いて

パルス幅を調整する。 39Kは109Agと共鳴周波数が40kHz程度しか変らず、しかもS別が良くシンダル

パルスモードで 1パルスで信号が現れる。 lHチャネルのパルス幅は、マジックアングルの設定の際

に使用したシリコンゴムで調整する。

3)化学シフト基準の設定

109Agの化学、ンフト基準はAgBrを用いて設定する。この試料のピーク位置を 2次基準1)(380ppm 

from lmol AgCI031H20) とする。測定法はシングルパルスを使い、 lパルスで信号が得られる。ただ

し、この試料はTIが長いので、磁場中に試料を挿入後、 10分以上待ってから測定を行なう。

4)標準試料(CH3COO)AgによるCP条件の調整

上記の 1)及び 2)で設定したlH及ひd09Agのパワーアンプ出力値付近で、酢酸銀を使用して

CP条件を調べた。このとき、コンタクト時間を50ms程度に設定すれば50回積算で十分なSINが得られ

た。
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4 -2. 109AgのCPMAS測定の特徴

1)測定結果

Fig.3に酢酸銀を使用して 400回積算したデータを示す。 π/2=8凶 ec、くりかえし時間が10sec、

コンタクト時間90msecで十分なS加の信号が得られた。このときに使用したパワーは109Agが380W、

lH側が105Wであった。低周波核にもかかわらずS加が良いのは、 CPにより S加が最大21.4倍(YHi'YAg)

増大するためである。

2)コンタクト時間

コンタクト時間を変え、酢酸銀の信号強度をプロットしたものがFig.4である。 90msで・もまだ強

度が増大しており、第2章での考察とよく一致している。このような傾向は他の銀錯体でも一般的

に見られる3)。

CT=90MS 
120 

100 

王c的c 即子 80 
60 

-= 40 

20 

。
。 20 40 60 80 100 

Contact Time (ms) 

日ι2
109Ag CPMAS 

Spec廿umof

(CH3COO)Ag 

Eιさ
Contact time dependence 

of 109 Ag-CPMAS signal 

mtensIty. 

5.おわりに

以上のように低周波核の測定では、高出力で長いパルスに耐えるプロープが必要である。また

コンタクト時間は50~100msまで使用することが可能でなければならない。

なお、本研究は、都立大学北川教授との共同研究であり、試料は同教授より提供していただき

ました。

参考文献

1 )前)11、本田、北)11、)11回、近藤; 第32回附R討論会講演要旨集 (1992)東京 P61

2) D. E. Demco， J. Tegenfeldt， and J. S. waugh; Phys. Rev. B 11，4133(1975) 

3) L. H. Merwin and A. Sebald; J. Magn. Reson. 97， 628(1992) 
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P14 2H NMRスベクトルのパルス強度依存性

広島大・理、筑波大イt*0大木寛、奥田勉、池田龍一本

The pulse strength dependence of 2H NMR spectrum. 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Hiroshima University， 

and Department of Chemistry， University of Tsukuba* 

H. OHKI， T. OKUDA and R. IKEDA* 
We solved solid echo method for 2H analytically incorporating the finite rf pulse 

strength. It was revealed that the experimental spectrum cannot be reproduced by 

multiplying the 'sinc' function corresponded to the pulse width， since the spectrum 
distortion mainly comes from the excitation of double quantum coherence.凋 This
coherence can be eliminated partly by alternating the second pulse phase. 

序論> 近年、 2HNMRを用いた分子の局所的運動の研究が盛んに行なわれている。

これは重水素が四極子核で、分子運動の種類およびその速度によって、スベクトルが

顕著に変化することによる。しかしrfパルス強度が核問極相互作用の大きさと同程度

になるとスベクトルが顕著に歪むことが以前から経験的に知られており、このために

定量的議論を困難にしている。今回我々は、パルス強度が有限であることを考慮して

ソリッドエコー法の解析的取敏いから、より実験に忠実なスベクトルの再現を試みた。

計算> 計算にもちいたハミルトニアンを列挙すると

Hx =HQ +託lx(第一パルスがかかっているとき)

托y=HQ 土 ~ly (第二パルスがかかっているとき)
0=ωo[IzL -1(1 + 1 )/3] (核四極相互作用)

tえる= 3~Qqlfi[41(2I+ 1)] (3cos2e +T]2sin2ecos劫)

托lx=ωlIx (xパルス)

抗ly=ωlIy (yパノレス)

ω1 = yHl 
これらの式から二帯日のパルス後 tの棺度行列はパルス幅 Tp、

ωQt) 

ωQt) 

ωQt). 

ωQt) 1 

a= pp* -rr* 

b= (p*ーr*)q

bQ =bexp(+iω'QT) 
c=p吋ー r不p

2HNMR 

おおき ひろし、おくだっとむ、いけだ りゅういち

qu 

同

h
u

[1] 
[2] 

[3a] 

[3b] 

[4a1 
[4b] 

[4c] 
パルス間隔を T として

[5] 

[6a] 

[6b] 
[6b'] 
[6c] 



p= [co内 exp(î + Tp) + exp(iωQTp) +叩2E>exp(iλTp)]/2 [7a] 

q = [sinE>cosE>{exp(iλ+Tp) -exp(iλTp)}]/!2 [7b] 

r = [cos2E>exp(iλ+Tp) -expUωQTp) ~ sin2E>exp(iλTp)]/2 [7c] 

s = [sin2E>exp(iλ+ T~ + sin2~~~j(i λTp)] [7dJ 

:̂I::= [-ωQ3:1::(ωQL + 4ω12) 1/2]12 • [8a] 

旬n2E>=2ω1/'ωQ [8b] 
となる。ここで[2]，[5]の土の符号は二務自のパルスの位相が土yであるときにそれぞれ

対応する。

結果、考察>これらの式から、二量子コヒーレンスが励起されるために本質的にスベ

クトルは非対称であること、そしてその歪みは rfパルス強度が核四極相互作用の大き

さと同じくらいになるにともなって著しくなることなどがわかる。これは Quadrature

Detectionを行なうときに問題になるが、第2パルスの位相を交互に反転させて積算す

ることで、ある程度その影響を取り除くことができる。また、エコーの生成に寄与し

ない項があり、スベクトルはパルス幅に対応した sinc関数をかけただけでは再現でき

ないこともわかる。

下闘にrf強度を変えて測定した (CD3)2NH2Clの2HNMRスペクトルおよびシミュレ

ーションの結果を示す。 rf強度が核四極結合定数と同程度のn寺、スペクトルは顕著に

歪むが、シミュレーシヨンでよく再現できている。したがって、 rf強度を計算に取り

入れることで、より精密に核四極相互作用定数が求まると考えられる。

Fig.百lequadrature detected 2H Nl¥I眼 sp田 traof (CD3)2NH2Cl at 333K without ph出e

alternating. At this temperature， e2Qq/h = 27妊Iz，T] = O. Left: (1)1/2π= 46.3 kHz， Right : 

ω1/2π= 10.0kHz.百leupper and lower rows correspond to experimental and simulated 

spec仕a，respectively. 
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P15 
AR(自己回帰)モデルによる2DNMRデータのスペクトル解析1

松浦俊雄，0山崎千春，山崎俊夫，藤田憲一，今成司，今西祐一*

日本電子(株) '"東大・海洋研

An Autoregressive(AR) Spectral Analysis of 2D NMR Data 1 

T. Matsuura， OC. Yamasaki， T. Yamazala， K. Fujita， M. lmanari， Y. Imanishi'" 

JEOL Ltd.キOceanResearch Institute， University of Tokyo 

Abstract Many autoregressive(AR) m巴出吋s，MEM2， LP2 and Sompi3 in Eq. (1)， have been proposed for 

spectral analysis of 1D NMR data.百 emethoos gave very hlgh resolution data prωessing results泊thedata analysis. 

An AR mOOel applied for 20 NMR data analysis shows hlgh resolution spectra even it rcquires rath巴rmassive data 

processing4.τl1e new me血.00us吋 apriori information， the COSY type s戸nme町， of 20 NMR data reduces the 

general 20 AR mOOel in Eq.(2) to a 1D AR mOOcl泊 Eq.(3).Synthesized and observed 20 NMR data are analyzed 

by山ismethOO with successful results. 

[序] lDNMRデータのスペクトル解析としてARモデルに基づく MEM2，種々 のLP法2および存

否(そんぴ)法3が提案され、 F円に比べ優れた分解能を持つことが示されてきた。同様の効果が

2DNMRに対するARモデJレの応用に期待されLPi法などでその報告が行われているが、 2Dm恨

のデータ量の多さも加わり複雑な処理手順が要求される4。ここに、一次元の複素数時系列

データに対応するARモデル(1)式と、二次元のハイパーコンプレックス時系列データに対応す

るARモデル(2)式を示す。

nv 一一
ικ x

 
a
 

m
す
臼
同

)
 

1
 

(
 

m， m1 

I. I.a(lI，/2)X(kl一11，k2 -/2) = 0 
1，=01，=0 

(2) 

ここでx(k)，x(k1，k2)はそれぞれ離散的な一次元複素時系列デー夕、二次元ハイパーコン

プレックスの時系列デー夕、 k，k1， k2はサンプリング間隔をAtとしたときの任意の時刻

t=仰を示す整数、 m，ml，m2はAR次数、 α(/)は複素AR係数、。(/1，/2)はハイパーコンプ

レックスのAR係数を表す。

2DNMRのスペクト lレは、測定法に国有なスペクトルパターンを含んでいる。我々は2DNMR

データに対するARモデJレの応用に当たって、 (2)式にこの先験的情報を組み合わせ、その取扱

いを簡単化することを考えた。本研究では、最も一般的な2DNMRデータの一つであるCOSYタ

イプの対称J性に着目して、これを(2)式に導入し連立方程式(3)式を得た。この式は、あるk1また

はわに着目すれば一次元の複素ARモデル(1)式と等価であり、容易に解くことができる。

m m 
I.a(l)x(kl -I.k，) = 0， and I.a(l)x(k，.k，ー1)=0

1=0 1=0 

(3) 

20NMR，スペクトル解析，AR(自己回帰)モデル，存否法，LP法，MEM

まつうらとしお， 0やまざきちはる，やまざきとしお，ふじたけんいち，いまなりまもる，いまにしゅういち
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[実験] COSYタイプの合成データと実測データのスペクトルを構成する波素(周波数，減衰定

数，振幅，位相により表される信号)の解析を行った。 (3)式によりオートピークの波素の周波数，

減衰定数を求め、さらに、これらを用いて時系列データに対する最小2乗法を行い、振幅，位相

を決定した。実測データでは、部分スペクト lレの時系列データを切り出し計算精度の向上を

図った。クロスピークのみの領域については、対応する2つのオートピーク領域で求められた

周波数，減衰定数の組み合わせを用いて最小2乗法により振幅，位相を決定した。使用したデー

タの条件を以下に示す。

合成デ一夕庶: 波素の最大，最小振幅(パワ一)比 10∞0，白色ノイズの分散σ210∞O
デ一夕ポイント数 Nl戸=N防2=10∞0，dtl=dt2=10ms 

実測データ: サンプJレ5%アクリロニトリル(CH2CHCN)のCDC13溶液，

データポイント数 NJ=N2=256，d tJ=d t2=2.4694 ms 

測定法 400MHzlH DQF COSY(町 MA400で測定)

[結果と考察]合成データはAR次数m((3)式の Fig.l 

m)を既知として、 mとmの前後のAR次数に対し

て処理を行った。この際、擬似ピークが現れる (A) 

が、その振幅は最小の実ピークの振幅に比べ

1/100程度で容易に判別することができた。また

周披数パラメータは最大0.07%以下の誤差で求

めることができた。実測データでは合成デー夕、Jf)_

と同様の方法で各波素のパラメータを求めたo v ‘L 

Fig.1同 H2CHCNのC胞のクロスピーク領域につ う向。
いて求めた波素のパラメータから構成した周波 ソ

数スペクト Jレ(A)と、対応するFFfスペクトル(B)

を示す(便宜上全て正のピークとして表現)。両 (B) 

者は良〈対応している。実測データの他の領域

(クロスピーク領域，オートピーク領域)について

も、同様の結果を得た。

[結論]本研究では、 2DNMRのスペクト Jレ解

析として2DARモデJレにCOSYタイプの対称性

を取り込み、 2DARモデlレを単純化し、高い

精度で波素のパラメータを決定できることを

示した。 2DARモデルに対しスベクト lレの先

験的情報を考慮に入れることは、その処理を Fig. 1 (A) Reconstructed 2D spec回 m of印 2

単純化し、かつ解析結果の信頼性を高める上 proωn of acrylonitrile by 4 x 4 peak parameters. 

で有 効な 手段 であると思われる。(B)Spec回 mof same portion by FFT. 

Rそferences

1. Y. Imanishi， T. Matsuura， C. Yamasaki， T. Yamaz汰i，K. Ogura， and M. Imanari， J. Magn. Reson. in press. 

2. D. S. Stephenson， Prog. NMR Speαrosc. 20， 515 (1988). 

3. T. Matsuura， Y. Imanishi， M. Imanari，加dM. Kumazawa， Appl. Speclrosc. 44， 618 (1990). 

4. H. Gesmar and J. i. Led， J. Magn. Reson. 83，53 (1989). 
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セッション:高圧NMR
(High Pressure NMR) 





P16 高圧高分解能 NMR。

シス-1.12ージ置換[ロ]パラシクロファンの内部回転に対する圧力効果

山田博昭、椋野邦子、 O梅田万美、前田孝泰、田林 一晃、世良明

神戸大理化

Higb-ptモ回目-eHigb-肥田，lutionNMR. P陀 指ureEffect on the Hinde陀 d

Rotation in cis-1，12-Disubsti加佐d[12]伊tacyclopbanes

Hiroaki Y;祖国也， Kur曲oM叫runo，0 Mami U meda， Takayasuお1aeda，

Kazuteru Tabayashi， Akira Sera 
De陣内nentof Chemistry， Faculty of Science， Kobe University 

Effect of high p阿部ureon血erate of intemal rotation of title compounds has been 

examined by higb-戸別sureDNMR me出od. 11肥戸e田町-erange was extended to 3∞ 
MPa (ca. 3肌)()atm). 

The四怯 ofinternal rotation， ln k， was foundωmc陀 a間目配arlyup to 3∞MPa. 

{序}シクロファンなどの大環状分子は、高い圧力を加えると分子骨格が変形した

り、分子内運動の様子が変化すると予想されるので、高圧 NMRの測定結果から興

味潔い知見が得られるものと期待される。昨年我々は、表題シクロファンのジアセ

トキシ及びジヒドロキシ置換体について高圧 NMRを測定した結果、加圧によりベ

ンゼン環の回転が加速されることを報告した。 1) • 2)今回はより高圧 (30∞気圧)

下での測定をジアセトキシ置換体(1， Fig.3参照)について行い、その結果からベン

ゼン環の回転速度、及び各シグ.ナルの化学、ンフトに対する圧力効果に関して若干の

知見が得られたので報告するロ

[実験1各置換体を 1，1，2，2ーテトラクロロエタン-dzに溶かし、石英製の耐圧セノレ内

に圧入した。昇圧は油圧ハンドポンプにより行い、庄力は石英毛細管を通してセノレ

本体に伝達される。測定装置として]EOL]NMFX-侠ぬを用い、 non叩 mnmg条件

下、外部ロックにより磁場の安定化をはかった。

[結果と考察】①回転速度に対する圧力効果

今回もシグ.ナノレ融合温度 Tc付近 (105'C)での環プロトンシグナ/レについて波形

解析を行った。また、スヒ。ン結合定数JAB，JAB'はいずれも Oであると近似し、化学

シフト差必'ABは各圧力下、 27'cにおける必油を元にして求め計算に使用した。 1)

その結果得られた計算渡形と観測渡形を F思1に示す。 300MPaまで圧力を上げ

て測定を行ったが、やはり、圧力の上昇に伴いベンゼン環の回転が加速されている

ことがわかった。

キーワード:高圧 NMR、パラシクロファン、分子内回転、圧力効果、活性化体積、

高圧石英セノレ

ゃまだひろあき、むくのくにこ、 0うめだまみ、まえだたかやす、

たばやし かずてる、せらあきら
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また、式 d(lnk) / dp = - d. V字 /RTに従い、直線の勾配から回転の活性化

体積を求めると、 105 "cでd.V字= -5~-6 cm3mol-'となった (Fig2参照)。

これは 190MPaまでの測定で得られた値')とほぼ同じである。

Fig.l Calcu1ated..(a) and ob艶 rved(b) ， H-NMR 

S戸C回 (110=89.5田川Hz)of the aromatic pro-
toos in 1 at various pre田 U肥 sat + 105 "c . 

(田Iv.:CDCbCDCh，c∞on配c仁.沿0101%)

日)Hz 0 

3∞加1pa k=52 s-' 

A 
200MPa k=45 s-' 

___A_A 
5MPa k=33 s -， 
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• • 
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Fig.3 cis-1，12-D白cetoxy(ロ]-
開.rncycJophane，1. 
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ヘRef. (CHCbCHCb) 

②化学シフト値に対する圧力効果

化合物1の各シグ.ナノレ(Fig.3参照)の化学シフト値 (CHCI2'二HCh基準)が加圧に

よってどのように変化するかを調べたところ、Hn:ング‘ナルはわずかに低磁場側へ、

&， &'， Hc， HFの各シグナルは高磁場側へシフトしていることがわかった。特に、

炭素鎖部分のプロトンlIFシグ.ナ/レの場合にそれが顕著に現れており、 5MPaから

300 MPaへの加圧により 27"cで 0.06~ 0.07ppm、 105 "cで 0.07~ O.08ppmもの高

磁場シフトを起こしていた。加圧によるベンゼン環のコンブオメーション変化、メ

チレンブリッジの縮小等が化学シフトに反映されたものと思われる。

【参考文献1
1)山田、椋野、梅田、前回、世良、第32回NMR討論会講演要旨集 p.81(1993) 

2)山田、椋野、梅田、前回、世良、第 67春季年会講演予稿集np.1121 (1994) 

n
6
 

F
K
U
 



⑨ 常磁性イオンの存在下における線幅とシフ卜の圧力依存性

名大理、カルガリ一大理*:0高木D.秀夫、松田賀洋子、会津宣一、

舟橋重信、 ThomasW.Swaddle* 

Pressure Effects on NMR Parameters in the Presence of Inert 

Paramagnetic Metal Ions 

Nagoya Univ. and Univ. of Calgary: Hideo D. T成 ag1， Kayoko Matsuda， 
Sen-ichi Aizawa， Shigenobu Funahashi， and Thomas W. Swaddle 

lTT~_ .J 14 (Abstract) Effects ofpressure on the chemical shifts and line widths of lH and l'+N nucIei 
were studied with and without the p陀 senceof inert par泊nagneticmetal ions in solution. 
Tris(acetylac怠tonato)chromium(III) was used for the ob叩 rvationof且Hon the coordinated a閃 tyl-

14 acetone， while Ni(II) was used for l'+N on the bulk ethylenediamine at a temperatu問 whereno 
chemical exchangβtakes place. Extra broadening was observed at elevated p陀 ssu問sin the 
p陀 senceof the inert patramagnetic metal ions in solution. It is shown that the pressure-induced 
extra broadening with the existence of inert paramagnetic species is evaluated as a function of 
volume of activation for the viscous f1ow[Eq. 1]. It is concIuded that a proper correction of 
naturalline widths by using Eq. 1 is necessary for the accurate evaluation of activation volumes of 
solvent exchange reactions when quadrupolar nucIeus is used as a probe. 

Introduction 

NMR Measurements at elevated pressures have been utilised for the 

1) 
elucidation of mechanisms of Iigand and electron exchange reactions. 1 J As most 

of the studies are carried out by means of the line broadening method， the 

reliability of the estimated rate constants highly depends on the accuracy of the 

evaluated naturallinewidths. In the previous pUblication，2) we reported that the 

line widths of the proton signaIs of a 1igand coordinated to the paramagnetic 

metal ions varies with pressure. 

lTT ~_..J 14 In this study， pressure dependence of natural line widths of 1 H and l""tN in 

the presence of paramagnetic inert metal ions is reported. Extra broadening 

caused by the paramagnetic ions at elevated pressures were quantified by using 

solvent properties. 

Pressure， Linewidth 
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Experimental 

Tris(acetylacetonato)chromium(III) (acetylacetone = 2，4-pentanedione) and 

tris(ethylenediamine)nickel(II) trifluoromethanesulfonate were synthesized by 

the literature methods.3) Acetonitrile-d3 was obtained from Merck Sha中e

Dome (MSD) and distilled twice from phosphorous pentoxide in a vacuum line 

before use. Other perdeuterated solvents， also from MSD， were used without 

further purification. Ethylenediamine (Wako Pure Chemical Co. Ltd.) was 

purified by vacuum distillation after treated with sodium. 

N:MR measurements were carried out by using specially designed high 

pressure probeheads with Bruker WH-90 and Jeol GX-270 NMR spectrometers 
1 TT ___ _j 14 

for the ~H and ~""N observations， respectively. The temperature of the sample 

solutions was controlled by passing either thermostated water or air through the 

jackets of each probehead. Perfluorohexane was used as a pressurizing fluid for 
14 the observation of proton， while Daifloil #1 (Daikin Kogyo Co.) for ~""N 

ロleasure釘lents.

Results 

The pressure dependence of chemical shift(O) and line width(L'l V 1/2) of 

methyl protons on coordinatcd acetylacetone in tris(acetylacetonato)ー

chromium(III) ion was observed at 90.02MHz in various perdeuterated solvents. 

Chemical shift (O) of the methyl proton signal relative to that of the internal 

benzene signal as a reference was not affected by the applied pressure up to 200 

MPa. Benzene was chosen as a reference material as no or very limited 

interaction with tris(acetylacetonato)chromium(III) ion was proven in the 

A・ 2)prevlOus stuales. 

Line width (L'l V 1/2) of the proton signal， however， was obviously dependent 

on pressure. The plots of ln(nL'l V 1/2) vs. pressure for the methyl proton signals 

on the coordinated acetylacetone were linear as shown in Fig. 1. As 

tris(acetylacetonato )chromium(III) is substitution-inert， the line width change 

caused by the applied pressure is attributed to the variation in transverse 
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relaxation time of protons through the change in relaxation correlation time of 

As the relaxation of nuclei on the coordinated ligand molecular tumbling. 

occurs essentially through the scalar interaction， the correlation time for this 

process should be directly related to the electron spin relaxation time of central 

paramagnetic metal ion. 
14 Pressure dependence of i""1"N signal on the bulk ethylenediamine was also 

studicd with and without thc presence of Ni(II) at clevated pressures. 

rcported， based on the Swift-Connick plot， that outersphere relaxation 

The plots of logarithmic values of half widths (1tOV1/2) against 

pressure with and without the presence of Ni(II) are shown in Figure 2. 

characterized by the relaxation time Tos is the dominant process for Ni(II)-

ethylenediamine solvent cxchange system under the conditions used in this 

expcriment. 3) 

Both 

plots are obviously linear with different slopes， which suggests the extra 

relaxation process in the presence of Ni(II). 
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14 Figure 2. Pressure dependence of the '''N linewidth 
of pure ethylenediamine(bottom) 加~T~t~le;?t

ing 0.1154 mol/kg Ni(en)3LT(top). 

Figure 1. Pressure dependence of the line width of 
methyl protons. From the top to the bottom; in 
~hloroform:d， in methanol-d4， in acetonitrile-d3， and 
in acetone-d6・

Discussion 

Pressure independence of the chemical shift was proven from the theory 

related to the Fenni contact and Pseudo-contact shifts. 
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Unlike chemical shift， 1 H linewidth did exhibit a degree of pressure 

dependence. From the discussion of both the outersphere interaction and the 

intramolecular scalar interaction between 1 H and unpaired electrons， it was 

concluded that the pressure dependence of line width is expressed by the 

correlation time related to the solvent viscosity， and the line width is given by 

the foIlowing equation: 

T;l(p) = T;l(p = 1 atm) x exp(e( L1V~ / RT +ピ)(P-l)} 可
E
E
E
J

e
E
E
A
 

r--EK 

where O is the scaling factor between O and I，and Kt and AVv*are the 

compressibility and the volume of activation of viscous flow of solvent， 

respecti vel y. 

For quadrupol訂 nuclei，Merbach et al. suggested that the scalar interaction is 

also the dominant relaxation process for the nuclei on the coordinated ligand. 

However， for the outersphere interactions it is well known that quadrupolar 

relaxation is usuaIly the dominant pathway to relax for the nuclei with spins 

ー1more than 1/2. Quadrupolar relaxation time， T2q-¥ is directly proportional to 

the rotational correlation time， which again is related to the solvent viscosity in 

the motional narrowing limit. Therefore the pressure dependence of the line 

widths of quadrupolar nudei is also related to the volume of activation of 

viscous flow of the solvent [Eq. 1]. The scaling factor e may be explained by the 
stick and slip model of the solvent viscosity. 

ln conclusion， without proper correction of natural line widths at elevated 

pressures， the estimation of activation volumes by the line broadening method 

14 may be erromeous， especially when quadrupolar nuclei such as .l ~N are used for 

the measurements. 
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高圧NMRによる蛋白質の変性状態ーリボヌクレアーゼA
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High Pressure NMR Study of Denatured States of Proteins - Ribonuclease A 

OT.Yamaguchi， H.Yamada and K.Akasaka 

Division of Material Science， Graduate Studies of Natural Science， 

and Department of Chemistry， Faculty of Science， Kobe University 

In this work， temperature dependence of the equilibrium between the native and denatured 

conformers of ribonuclease A (RNaseA) was studied.Specially designed high pressure cell and 

unaltered 400MHz NMR spectrometer (JEOL GX -400) realized the experiment on protein solution 

under different pressures between 1 and 2000atm.Hisεproton resonances with distinct chemical 

shifts for the native(N) and denatured(D) conformers were utilized to determine N-D equilibrium 

constants(K). And the thermodynamic parameters were obtained in the temperature range of 7.5 to 

40'C. Among these，ムCp，theheat回 pacitychange upon heat denaturation， decreased with 

increasing pressure.ムCpis the parameter which reflects the exposure of the hydrophobic interior 

of the protein to the extemal water. Pressure effects on the protein stability are discussed in relation 

to the hydrophobic interaction. 

庄論
蛋白質の構造安定性に関する研究において，溶媒である水の効果を考えることが重要である。溶液中で

は，蛋白質は溶媒との微妙なバランスによってその安定な立体構造を保持している。圧力は当然，溶媒を

通じて蛋白質分子に伝わる。圧力は溶媒の構造自体に対してはもちろん，このバランスに対する摂動を与

えることができる。この意味で蛋白質と溶媒の関係を研究する際には温度と並んで重要な熱力学変数であ

る。これまで圧力は蛋白質の安定性を調べる手段としては温度に比べるとあまり利用されてこなかった。

今回我々は高圧NMRの手法を用し、1・2000atmの圧力範囲で熱力学関数の圧力依存性についての研究を行っ

た。対象としては熱力学的性質が二状態的であることが知られているribonucleaseA(RN鎚eA)を選び，圧

力が変性に及ぼす影響を調べた。

Keywords : high pressure NMR， protein stability， hydrophobic interaction 
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実践
試料はribonucleaseA (Sigma，type XII-A)を二回凍結乾燥したものを用い，試料溶液は90mgproteinJml ， 

0.15MKCI，pH 1.0に調製したものを用いた。この試料をFig.1.に示すような高圧セル1に封入し，無改造

のNMRプローブを用いて JEOLGX・400NMR分光計を用いて測定を行った。得られたスペクトルから， 4 

つのHisεプロトンの信号強度を用いて天然、例)及び変性状態。))問の平衡定数(K)を求めた。この平衡定数

からGibbsの自由エネルギー6Gを， 6G=-k百nKの関係より求めた。さらに，一定圧力における 6Gを，

次に示す Privalovらの用いた理論式(1)に対して最小二乗フィットを行い，変性の熱容量変化6Cpなどの

熱力学関数の値を求めた。

ムG(Tド(1・T庁(i)OH(Td)・(Td-T) O Cp+ T O CplnT.庁'd (1) 

ここでTdは熱変性温度， 6H(fd)はTdにおける熱変性のエンタルピ一変化， 6Cp(ま熱容量変化であるzヘ

G 

H 

}
 

i
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Fig. 1. Procedure of generaling high pre5SU同 inlhe rol.lable gl... cells， CS 1・3and CS 11'.3. A: Slainless 51eel rod， 2.5 rnmφand 250-3∞mm lenglh， 
lhe 10p of which h.. a piVOl B .nd an .djllsling screw， 50 lhallhe a5sembly c.n be rolaled and fixed upside down posi1ion. C: Pyrex sample reservoir 
lube， o.d./i.d. = 7.0士0.1mm/4.3 mm士0.1mm， lenglh::::60 mm， fil1ed wilh a I'TFE則Iicagel lube D. E: I'TFE plug， o.d. = 4.1土0.1mm， having a 
lapered hole ended wi1h a 0.8 mmφand 1 mm lenglh hole. The lube C has a slighl conslriclion .1 lhe bol1om mounl 10 hold lhe plug E. F: Sample 
reservoir holder wh凶 consislsof a PTFE sheel ( -2 mm lh凶 ne叫 FI，fixed 011 a holder (slainless steel or br.ss) F2， having a vertical 2.6 mmφhole 
~~d_an .adjusling screw F3. The FI h.s a perforation th.t should just fit the tube C. G: Similar to the F except th.t the FI has a 8 mmφperforation 
H: Similar to the F except th剖 theFI h.s a 2mm中 perforation.1: Pyrex sample container with a plastic tllbe at the boltom. 

益塁
加圧条件下で得られたスペクトルをFig.2.に示す。各ピークの積分強度から求めた平衡定数から計算し

た一定圧力の下での6Gの，温度に対する変化はFig.3.のようになった。実線は理論曲線である。これに

よると，圧力を大きくすると曲線全体が下向きに動く，郎ち，変性が進むことがわかる。さらに，各々の

圧力で得られた熱力学関数の値はTable1.のようになった。この表で見られるように， 6Cpが圧力の増加

に対して減少する傾向を見せた。これは本研究で初めて明かになったことである。この6CpはPrivalovら

によると，蛋白質が変性する際の分子内部の疎水性残基が溶媒に露出することに由来するものである幻。

この6 Cpや，変性の体積変化6Vなどを考察することにより，蛋白質の変性に対する圧力の影響を，疎水

相互作用の観点を中心に議論する。
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Fig. 2. His εregion of high pressure NMR spectrum of ribonuclease A. 
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Fig. 3. Temperature depend句lct;of Gibbs free energy，d. G， under constant pressure. 

Tml¥x 
K 

292.10 

290.39 

288.25 

285.51 

281.90 

oCp 

kcal/mol・K

1. 74 

1.56 

1.39 

1.21 

1.04 

OS(T，J) 

cal/n 

134.24 

116.63 

99.60 

83.60 

69.39 

ムH(Td)

kcal/mol 

42.36 

36.49 

30.85 

25.57 

20.92 

Td 

K 

315.60 

312.91 

309.72 

305.91 

301.40 

pressure 

atm 

1 

500 

1000 

1500 

2UOO 

Table 1.τbermodynamic parameters of RNase A upon heat denaturation. 

Td:melting temperature， d. H刊の:enthalpychange，d. S(百I):entropychange，d. Cp:heatωpacity 

change，Tmax:temperature where d. G reaches at its maximum，間spectively.
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セッション:スピン緩和

(Spin Relaxation) 
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。闇ROESY法による分子内部運動の解析
(1岐阜大・医・ 2~I三五日!、 Dept. of Chem.， UCSC) 

O桑田一夫、 ThomasSchleich 

Analysis of Internal Molecular Dynamics using Off.聞

resonance Rotating frame nucIear Overhauser Effect 

Spectroscopy (0岡 ROESY)

Kazuo Kuwata and Thomas Schleich* 

Dept. of Physiology， Sch. of Med.， Gifu Univ.， 

*Dept. of Chemist:ry and Biochemistry， UCSC 

Summary 

For the assessment of the intemal motions of macromolecules， we developed a new pulse 
sequence designated as 0・ROESY，where the phase coherence of t:he pulses and the an1plitude 
compensation for the init:ial magnetization were implemented. Since the contribution of t:he scalar 
coupling could be neglected at far 0妊'-resonance，pure dipole胴 dipoleinteraction could be observed 
in the 0・ROESYspectra. Chemical exchange contribution can be also separated from the dipole-
dipole interaction at certain tilt angle (8 = 54.70

). By a non-linear curve fitting of t:he cross-peak 
intensities or白eoff-diagonal elel11el1ts of the relaxation l11atrix as a function of off-resonance fre-
quency， internal correlation times al1d order paral11eters were obtail1able. 

Introduction 

1n a weak spin-Iock field， such as 1.0 Gauss， typically used for the ROESY experil11ent， 

spin-Iok axis is not along the transverse plane in血eel1t1re spec佐UI11al1d血erelaxation process 
includes somewhat NOESY contribution. Without the location of t:he initiall11agnetization along 
the spin-Iock axis (1)， spins are partially locked depel1ding on the difference between the chel11ical 
shift of the spin and the transmitter frequency. Thus relaxation rates in白iskind of experimeat 
(homo-and heteronuclear system includingω巴 effects)are explicitly calculated using t:he semi-
classical relaxation theory (2) in the doubly rotating frame. 

Incorporation of the off・.resonanceeffects el1ables the evaluation of the intemal motions of 
l11acromolecules in various ways. By a nonlinear curve fitting of either the off-diagonal elements 
of t:he relaxation ma凶x，or t:he cross-peak intensities (3)， as a function of off-resonance spin-lock 
色'equen句 (voff)，both the internal correlation time (有)and order parameter (S) (model free type 
(4)) of the specific internuclear vector can be obtained. This method does not require t:he isotope-

Key words: ROESY; O-ROESY; internal motion; order parameter. 

くわたかずお

桑田一夫、 ThomasSchleich 

一回一



-2・

label pr∞edure (5) and is potentially applicable to the long distance ROE. We designated this 
type of experiment as Qff同resona.11ceRotating frame nuclear Qverhauser Effect SpectroscopY 
(0・ROESY).

Theory 

Polariza幻矧tionoperatωor路swere t佐r悶ansfoαrl11

follows: 
mnD mnD 

Iz= ∞s [3 I'z+~~2-叫(一り人+7叫(ω〆

os[3+ 1 '"  .，，，， ， cosf3-1 
1+ = -sinf3exp (一ωt)I'z +ー-2 exp(-i(ω+ωct)) 1'++ー-2 exp(ーi伸一白e)t) l'一

coss-l coss+ 1 
1 =叫四p(州 I'J-t-exp(1(門 t))人+ーす-exp(i(…e)t) I'_ 

[la] 

[lb] 

[lc] 

創ldthe HamiItonians for the dipole-dipole interactions and for the J-couplings were reconstruct-
ed. 

Relaxation l11atIix were calculated by a l11aster equations as follows: 

訂 r{:;t)M} =ーエTrf[Aα[Al'
f3
，MJJ付(t)ー♂)}・

α，13 

~f仰1'Gαf3 (.)exp{i(ωJ 一円 (t 一 τ) ) } 
[2] 

0τ  
，where σis the density l11atrix averaged over all identical molecules of the sample，加ldM is the 
relevant observable. G is the cross-correlation function defined as : 

Gαf3(lt-1'I) =pα(t) pt 13 (t') [3] 

Ifα= f3 we can define the spectral density function as : 
。。

J (l(l (ω) = fG(l(l(t)exp(iωτ) d. [4] 

。
Interference terms obtained by the double COl11mutator part of eq. [2] were fu11y incorporated in 
the relaxation l11atrix. 

Experimental Methods and Materials 

The basic features of the off-resonance ROESY expeIiment are showll in Pig. 1. The off-res-
onance spin-lock is applied in the f01111 of a shifted laminar pulse (6) during the mixing time to 
maintain phase coherence with the initial (π/2¥ pulse. Por the α1・resonanceROESY experiment， 
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the effective field Be increasingly approaches the z-axis and at veηfar off-resonance Be is 
aligned along the z-axis . Therefore， an 01トresonancespin-Iock 0・ROESYexperiment is identical 
to ROESY experiment， whereas at very far 0妊-resonance，pure NOESY character is established. 
To equalize the initial magnetization in the doubly rotating frame with various tilt angle， we used 
the phase compensated ROESY pulse sequence (1) or adiabatic pulse. Utilized s創npleswere 
lysozyme， DNA with mismatched pairs and cytochrome C (native， molten-globule and unfolded 
states). 

Results and Discussion 

Cross-peak intensities of the long distance ROEs of the lysozyme Cαproton pairs Arg-45/ 
Th1寸 1(ο)and Val晒 2/Asn帽 39(・)were obtained as a function of off-resonance spin-lock frequen-
cy (B2 = 1.2 Gauss)， as shown in Fig.2. Cross-peak character was observed to smoothly ch包1ge
from ROESY-like to NOESY-like with il1creasil1g 0任問ol1ancespin-lock frequency， changing 
in sign from negative to positive at ca. 7 kHz off-resonance. Optimized values， (τj，S，τo，eff) for 
Arg-45庁hrδ1and Val-2jAsn-39 are (1.0 ns， 0.86，6.4 ns) and (1.2 ns， 0.82， 6.3 ns)， respectively. 

Crossover frequencies of the cross-peaks合0111negative-(ROESY -character) to positive-
sign (NOESY -character) are characteristic to their internal motions， although detailed analyses 
are still in progress. In DNA， cross開 peaksrelated to the mismatched region change its sign at 
larger 0仔~resonance frequency than those relevant to the matched region. Most of cross-over fre-
quencies of the native state of cytochrome C are around 8.5 kHz (B2=1.2 Gauss). Whereas those 
of the molten globule state are between 8.0 and 7.5 kz， indicating that molecular volume is in-
creased創ldthe side chain motions are slightly heterogenous in the molten globu1e state. 

Using the full relaxation matIix analysis (7)， we can construct the re1axation mamx from the 
observed cross peak intensities iteratively. Since 01Uy 2 spins are essentially involved in an off-
diagonal element of the re1axation matrix， internal correlation time ('tj) and order pamleter (Sj) of 
specific intemuclear vector cou1d be obtained by a non-linear curvr fitting of the cross-re1axation 
rate~ as a function of v off・ Overallcorrelation time can be obtained by lD-NMR experiment such 
as 13C off-resonance r~t~ting frame experiment (8). For the investigadon of the unUlueness of the 
obtained values， n01トlinearcurve fitting for the theoretically generated data was perfonned. 'tj or 
S could be obtained without a reference peak. However， if we had a reference intemuclear vector 
withknownτj and S and internuclear distance， we could get both parameters quite uniquely. 

(1) C. GIiesinger and R. R. Ernst， .f. Mαgl!. Res()l!. 75， 261 (1987). 

(2) A. G. Redfield， IBM J. Reι¥.. Dev. 1， 19 (1957) 

(3) K. Kuwata and T. Sch1eich，.!. Magn. Reso/l.， in press 

(4) G. LipaIi and A. Szabo，.f. Amer. Clzem. Soc. 104，4546 (1982) 

(5) J. W. Peng， V. Thanabel and G. Wagner，.r. Mαgn. Reso/l. 94， 82 (1991) 

(6) S. L. Patt， .f. Mαgn. Reso/l. 96， 94 (1992) 

(7) B. A. Borgias and T. L. James.r. Magn. Reso/l. 87，475-487 (1990) 

(8) T. Schleich， C. F. Morgan， and G. H. Caines， in“Methods in Enzymology" (N. J. Oppenhe・
imer and T. L. James EdsよVol.176， pp 386-418， Academic Press， San Diego， 1989. 
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(π/2)x (π/2)y (SLP)y (π/2)y 

Fig. 1 Basic O-ROESY pulse seqllence. The off-resonance spin-lock is applied in the fonll of a 
shifted laminar plllse (6) during the mixing time to ll1aint創nphase coherence with the initial (π/ 
2)" pulse. 
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Fig.2 Cross-peak intensities of the long distance ROEs of the lysozyme Cαproton pairs Arg45/ 
Thr・51(0)and Val-2/Asn・39(・)obtained as a function of off-resonanc巴spin-lockfrequency 
(B2 = 1.2 Gauss). 
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タンパク質における N-15核緩和の疑似スベクトル密度関数解析

OfJ!:島理枝子、永山田昭 (新技団、東大教養)

Quasi spectral density function analysis for N-15 nuclei泊 proteins

Rieko Ishima & Kuniaki Nagayama+ 

(Nagayama Protein Array Project， ERATO， JRDC and +the University of Tokyo) 

We performed quasi spectral density function (QSDF) analysis for amide N司 15nuclei 

in proteins. This provides J(O)， J(ωN)' and J(ω'II+ωN) from three relaxation times of 

longitudinal relaxation (T!)， transverse relaxation (T~ ， and cross relaxation (RN). To 

evaluate motions slower than nano-second， we defined difference between J(O) and J(ωN) as 

J(O; 叫~). The N-15 relaxation times of proteins in literatures were evaluated by this 

analysis. 

INTRODUCTION 

The analysis of N -15 relaxation times by either the model free analysis 0，2)， 

mapping of spectral densities (3)， or T/f2 evaluation (4) has been used for the evaluation 

of the backbone dynamics of proteins. The model free analysis is widely used because 

internal motions can b巴evaluatedby a single parameter but is not yet concluded to be the 

best model for understanding internal 1110tions of proteins. One of a virture of the mapping 

of the spectral density function itself is the determination of the spectra1 density at zero 

frequency， J(O)， where nano-second or slower 1110tions such as the molecular tumbling 

could be l11ainly reflected. However， it is difficu!t to get exact values because proton 

relaxations are needed in the analysis. The T/f2 ratio itself is a qualitative index of nano-

second motions， but is applicable only to large proteins. 

A new l11ethod is n巴ededto determine the J(O) value clearly for the eva1uation of 

nano四 secondor slower motions in proteins. Here， we in佐oducea quasi spec位aldensity 

function (QSDF) analysis for N-15 relaxation experil11ents. The J(O)， J(ωN)， and J 

(ωH+ωN) can be determined from one s巴tof three relaxation times， T!， T2， and RN， which 

are aIso used in the 1110del free analysis. 

key words: NMR， N-15， relaxation， spectraI density 

いしま りえこ、 なカfやま くにあき

4
E
A
 

n，』



THEORETICAL 

1. DERIVATION OF THE QSDF 

The relaxation times of N-15 attached to one proton have been given for relaxations 

arising from both heteronuclear dipolar-dipolar interactions and chemical shift aniso釘opy

(5，6). ln our QSDF analysis， the following key equation is proposed. 

J(ω11+ωN)制 J(ω11)圃 J(ωu-ωN) 1
 

1
A
 

[
 

The relaxation times TI> T2， and RN are simplified using Eq. [1] as follows. 

Tt-
t = 1/4 DNll [ 3J(ωN) + 7J(ωn+ωN)] + 1/3 CSA [J(ωN)] [2] 

T2-
t = 1/8 DNll [4J(0) + 3J(ωN) + 13J(ωH+ωN)] + 1/18 CSA [4J(0) + 3J(ωN)] 

[3] 

RN = 1/4 DNII [5J(ω11+ωN)] [4] 

Here DNII and CSA are constants. The ω11 and ωN are the proton and nitrogen resonance 

frequencies， respectively. Using Eqs. [2]-[4]， the spectral densities of J(O)， J(ωN)' and 

J(ωH+ωN) can be determined. 

Eqs. [2]-[4] are specifical1y appropriate for the N-15 relaxation. First of all， the 

difference between the three densities J(ωH+ωN)' J(ωH)' and J(ωrωN) are negligible 

compared with J(O) and J(ωN) b巴causethe parameterωN is ten times smaller than ωH' 

Equation [4]， which is characterized by the J(ωu+ωN)， is derived from Eq. [5]. 

RN = 1/4 DNI! [6J(ωH+ωN)ー J(ωICωN)] [5] 

One may suspect that Eq. [4] has a large error since Eq. [5] consists of J(ωu+ωN) and 

J(ωH・ωN)'We can discuss the error of Eq. [4] for two conditions， as follows. 

(i) When the amplitude of the spectraI density function monotonously decreases 

according to the increase in the frequency around ωII::!:::ωN， Eq. [4] is always佐ue.

Because ωH-ωN is Iarger thanωH+ωN' the value of J(ω11+ωN) is larger than that of 

J(ωrωN)' Therefore， the J(ωICωN) dominates Eq. [5]. Note that ωN has a negative 

value due to the opposite sign of its gyromagnetic ratio to that of protons. 

(ii) If a resonant motion is present around the frequencyωrωN' then J(ωrωN) 

becomes dominant. It is because the values of J(ωIrωN) behave like those of J(O) for a 

single rotational diffusion model and act as relaxation sinks compatible with J(O). 

However， the case (ii) can be tested by a significant change in the RN and the resulting 

NOE values when observed with 500 MHz and 600 MHz NMRs. 

n
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11. DERIV ATION OF J(O;ωN) and J(ωN;ωH+ωN) 

It is necessaryω cIarify what kind motion is represented in the J(ωj) quantitatively. 

For this popuse， we defined new indeces of spectral densities. First， we consider general 

expression of the J(ω】)function for an interaction vector perturbed with various motional 

process. The final auto-correlation function is described by a sum of enormous number of 

exponential decays， which finally lead the spectral density to the well known form (7，8). 

c at τs 

J(ω~=~~ ~ 

1+τ12Elf 

Individual relaxation components are characterized by amplitudes aj and effective 

correlation times the τ; inc1uding the contribution from the overall rotation. 

E 

~ aj =1 [7] 

'tl > 't2 > 't3 >τ4 > ，.・H ・ >τE [8] 

When the overall rotation and intemal motions are mutually indepeI1dent，τ'j is expressed 

asτ;.1 = (τi・，}+τR.1)， Each motional processes are safely decomposed into exponential 

decays (9). The τ; is the correlation time of the i-th exponential and the τ:R is that of the 

overalJ rotation of the molecule. Note here that the i-th term in Eq. [6] does not 

necessarily correspond to individual i-th motional process(I，9). Using Eq. [6]， the spec住al

densities of J(O)， J(ωN) ancl J(ωH+ωN) are c1escribed as， 

J(O) = 2/5[ a}'t1 + a2τ'2 +・…+ac'tc] [9] 

a1τ1 a{C2 aN+pτN+p 

1(ωN)=2/5[一一一一+一一一一十日+一一一一+aN+p+1τN+p+1 + aN+p+2τN+p+2 …+ac't!; ] 

l+'t/ωN21+t22ωN21+tN+P2ωN2 [10] 

a1't1 a2τ2 

J(ω'n+ωN)=2/5[一一一一+一一一一+

1+τ12ωH+/ 1+τ22ωII+N2 

aNτN aτ  H+N+q "H+N+q 

+ 一一一一一一一 +一一一一一一一
1+tN2ωH+/ 1+'τH+N+q2ωH+NZ 

+ aII+N+q+1τII+N+q+1 + aH+N+q+2τH+N+q+2…+ac'τ:c] [11] 

Here， approximation of τfωJ2くく 1was usecl. The values of τN and 'tJl+N are O)N.
1 and ωH+ 

N't， respectiveJy. TheτN+p and τH+N+q are the arbitrary cut-off correlation times in the 

regionsτfωN2くく 1and τJωN+II
2 

<く1. Inspection of Eqs， [9] and [10] suggests us a new 

index; 1(0;ωN) as a c1ifference value between the 1(0) and the 1(ωN)' 
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J(O;ωN) = J(O)動 J(ωN)

a[τ[ a2τ2 

= 2/5[ (al'tl -一一一)+ (a2't2 -一一一一)+…+  

1 +'t12ωN2 1+τ22ωN2 

aN+p'tN+p 

(aN+pτN+p 一一一一)]

1+τN+P2ωN2 

[12] 

Equation [12] describes that the J(O;ωN) represents all of the relaxation components with 

correlation times slower than those which are not included in the J(ωN). The terms with 

shorter τj than ωNー1are neglected in Eq. [12]. Only relaxation components with correlation 

times longer than τN+p contribute to the J(O;ωN). Therefore， the J(O;ω'N) represents 

relaxation components with correlation times slower than nano-second. Increase or 

decrease of the values of the J(O;ωN) depends on the re-distribution of the aj values. 

Increase of the value of the J(O;ωN) occurs in two cases : small increase of the value of aj 

at largeτj or large increase of the value of aj at smal1 'tj. We define both of the two as 

effective increas巴ofthe motion slower than ωN1. 

Similarly， the clifference between the J(ωH+ωN) and the J(ωN) is defined as J(ωN'ω品 N).

J(ωN'ωII+N) = J(ωN) -J(ωH+ωN) 
1I十N+q aj'tj aj'tj 

= 2/5 L l (一一一一一ー一一一一)] [13] 

1+τt2ω/ 1+τi2ωII+N2 

Correlation times longer than the ωlI+N+p-1 contribute to the J(ωN'ωH+N). Individual terms in 

Eq. [13] are exp巴ctedto be negligibly smaller than a;'tj when the 'tj values satisfy ωH+N2τi2〉

ω/'tj2>> 1. Indiviclual terms in Eq. [13J are expected to be nearly ajτj when the τ'j values 

satisfyω日+N2τ/>>1 and ωN2t12くく1. However， the J(ffiN; ffieω'N) safely indicates 

contributions of the terms with correlation times longer than ωn+ωN-1. 

RESULTS AND DISCUSSION 

We analyzed N-15 relaxation times published in literatures and evaluated 

motions. We found that the evaluation of J(O;ωN) gives much more information for 

motions than the model free analysis. 
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L6 緩和パラメータ に よ る

タンパク質のダイナミクス解 析 シ ス テ ム の 構 築

O岩原淳二1J，伊藤隆2，柴田武彦2，横山茂之1，3

(1東大・理・生物化学， 2理研・バイオデザイン， 3理研・細胞情報伝達)

Development of the System for Analysis of Protein Dynamics using NMR Relaxation Parameters 

OJunji Iwahara1，3 ， Yutaka It02， Takehiko Shibata2 ，Shigeyuki Yokoyarna1.3 

1 Department of Biophysics and Biochemistry， School of Science， University ofTokyo， 2Biodesign Research 

Group and 3CeIIular SignaIing Laboratory， The Institute of Physical and Chemicai Research (RIKEN) 

It is important to obtain quantitative information of protein dynamics for underst(¥nding of the mechanism of 

protein function. Recently several kinds of method for the anaiysis of protein dynamics using NMR relaxation 

pararneters have been pubIished. We have developed the program DABRET (Dynamics Analysis of Biomolecule 

using RElaxation Times) which caIculates various dynamics parameters using those methods and additional new 

protocols. The dynarnic properties of Ras obtained by the analysis using this program was found to be important 

for explanation of activation mechanism of Ras upon GDP to GTP exchange. 

我々の研究室ではRぉタンパク質の機能発現のメカニズムをIYJらかにするために多次元NMRの手法を
用いて様々な解析を行っている.そのqJで我々はシグナル強度の温度依存性および磁場依存性の解析か

ら， Ras タンパク質はGDP結合型(不活性忍1)とGTP結合理~ (活性型)ではRasの機能にとって重要な領

域の運動性が大きく異なり， GTP結合型ではマイクロ秒からミリ秒オーダーの非常にゆっくりとした運

動性をもっということを明らかにしてきた.

近年， 13C核ゃ15N核などの緩和パラメータから，タンパク質の動的性質を表す数種のパラメータを

定量的に求めるいくつかの手法が提唱され応用されている.これらの手法を用いることにより，ほとん

ど全ての残基でピコ秒からナノ秒オーダーの速い運動の解析を行うことが可能である.

我々 は， Rasタンパク質の動的構造をさらに詳しく解析するために，これらの手法を適用するととも

に，これらの手法を改良することにより，タンパク質の定量的なダイナミクス情報をNMR緩和パラメー

タから効率的に得るためのシステムの構築を目指し，プログラムDABRET (Dynamics Anaiysis of 

Biomolecule using RElaxation Times)を開発した.このプログラムは主に以下のような計算をおこなうこと

ができる.

(1)緩和パラメータの言1-算

様々な緩和パラメータ測定のための 2DlH-Xスペクトルのピーク強度ファイルから，X-T 1 

(=I/R(Xz))' X-T 2(=1/R(X.y))' R(2H~z)' R(2H~，y) ， R(Hz)， [lH-)X NOEを計算する.

(2) "Model-free Analysis" 1)2)3) 

15Nあるいは13Cの緩和時間 T1 (=1!R(Xz))， T 2 (=I/R(X，y))および異核NOE((IH寸XNOE)から，相

関関数が指数関数(あるいはその和)と仮定して，オーダーパラメータ，分子会体の回転相関時

間，内部運動の回転相関時間を非線形最小2乗法を用いて計算する.また，T2に対する化学交換

の寄与Rexを計算する.

(3) "Spectral Density Mapping叫)

R(Xz)' R(X.y)' R(Xz→Hz)， R(2H~z)' R(2HzX，y)， R(Hz)の6つの緩和ハ。ラメータから相関関数に特定の形

を仮定せずに， X-IHベクトルのスペクトル密度関数J(ω)の5ポイントJ(O)，J(O>x，)， J(叫i)'J(叫i-O>x，)，

J(ω'H+町)の値を計算する.

(4) Modified "Model-free Analysis" 

model f祉関 analysisにおいては民xが低周波運動を反映する唯一のパラメータである.Rexを精度良

く求めることは，タンパク質の局所的な低周波運動を調べるうえで重要であるといえる.従来の

"model-企eeanaiysis"では，非線形最小2乗法の目的関数の中にR(X，)が含まれているためにR回

緩和パラメータ，タンパク質の内部運動性

いわはらじゅんじ，いとうゆたか，しlまたたけひこ，よこやまし』アゆき
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とピコ秒からナノ秒オーダーのタイムスケールの高周波運動を反映するパラメータであるオーダ

ーパラメータ，回転相関時間を厳密には独立に求めることができない.そこで，縦磁化の緩和パ

ラメータであるR(Xz)，R(2H){z)-R(Hz)， R(Xz→ Hz)で構成される目的関数を最小化することで，まず

オーダーパラメータおよび回転相関時間を求め，さらに，それらから計算される理論的なR(X，)
と実験債のR(Xxy)に有意の差があれば，その差をRexとする.

我々はこのプログラムDABRETを用いて， 15N標識されたRasタンパク質のODP結合型およびG民1PPNP

結合型の主鎖lSNに関して計算をおこない，その動的性質の比較をおこなった.その結果，次の二つの興

味深いことが明らかになった.

一つは残基45・51の領域に関しては， ODP結合型では平均よりもやや遅い運動性をもち， OTP結合型で

はやや速い運動性をもっということである.表 1はこの領域のふたつの残基の緩和パラメータおよびダ

イナミクスパラメータを示している(GDP結合型およびGTP結合型の'te，Rexの値からこれらの残基の主鎖

で運動性が変化していることがわかる).この領域は変異体を用いた生化学的，細胞生物学的実験により

Rasの活性に重要な領域であることが明らかにされている.他方、化学交換の解析からGTP結合型ではマ

イクロ秒からミリ秒オーダーのゆっくりとした運動をしていることがわかった 3カ所の領域のうち，

GTPase活性に関与する残基60-64の領域については， GDP:結合型ではピコ秒からナノ秒オーダーの非常

に速い運動をしており， GDP結合型からOTP結合型への変換にともなう運動性の変化がきわだって大き
いことがわかった.図 1は我々の研究室で得られたRas.GDPの溶液中での立体構造上でこのふたつの領

域の位置を示したものである.

これらの結果は他の解析法では明らかにならなかったことであり，この緩和パラメータを用いたダイ

ナミクス解析はタンパク質の動的構造の情報を得るうえで非常に有効であるといえる.

表1. D47， G48の主鎖lSNの緩和パラメータおよびダイナミクスパラメータ

(400MHz分光計 [BrukerARX 400]で測定)

Residue Fonn lSN_ TI[sl lSN_ T2(sl 

Ras .GDP 0.486 
D47 

Ras. GMPPNP 0.474 

Ras. GDP 0.406 
G48 

Ras. GMPPNP 0.431 

図1.本研究でRas.ODPとRas.GTPで運動性が

特徴的に異なることが明らかにされた領域

45-51: 
60-63: 

文献

Ras.GDP 
slow 

very fast 

Ras.GTP 
fast 

very slow 

0.063 

0.072 

0.062 

0.071 

(lH_}lSN 
S2 'te[psl Rex [Hzl 

NOE 

0.841 0.92 2.0 I 

0.670 0.91 93.3 . 
0.792 0.96 4.2 

0.739 0.97 94.0 
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Saizer，M. H.， Wright，P. E.， BIoe:hemIstry31，4394・4406(1992); 4) Peng，J. W.， Wagner，G.よMagn..Reson.

98，308 (1992) 
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P 19 制御された雑音場における位相緩和とホールバーニング:

緩和理論の実験的検証

神戸大理 O河本敏郎、福田行男、園友正和

Phase Relaxation and Spectral Hole-Burning in羽Tell-CharacterizedN oise 

Fields: Experimental Test of Relaxation Theories 

T. Kohmoto， Y. Fukuda， and M. Kunitomo 
Depαrtment of Phνsics， F.αC1lltνof Science， J( obe University 

An experimenta.l app1'oach fo1' the ve1'i五cationof 1'elaxation theo1'i田 ispre町 lted:(1) 

Phase relaxation times of p1'oton NMR in wate1' were mea.sured in well-characterized noise 

fields， and the applicability of the conventional抗ochastictheory is examined. (2) Spectral 

hole-burning in the 1'esonance line was observed， and motional narrowing of the hole shape 
is demonstrated. (3) Power b1'oacleni時 ofthe hole shape was observed， and violation of the 
Bloch equations in sa.turation regime is studied. 

緩和現象について実験と理論とを直接対比させて具体的に明らかにする目的で、「統計的

性質が明確に定義された制御可能な雑音場Jのもとでの緩和現象の観測を行っている。パソ

コンで発生させた雑音を D/A変換器を通してコイルに加え、外部磁場 (2.6kOe)と同じ方

向の磁場の揺らぎとして与えた状態で、 71<の中の陽子陶スピンのNMR信号を観測する。時間

領域における位相緩和時間の測定及び周波数領域におけるホーjレバーニングの観測を行い、

緩和理論の検証と適用限界について考察する。

(1)位相緩和時間とストカスティック理論の適用限界 [1]

磁場値が lowとhigh(磁場差九)の 2つの値の聞をランダムにジャンプするパルス揺動

磁場 (TwoState型雑音場)を加えた実験を行った。 lowとhighの状態にある時間は、

lifetime 70と 71(70 > Tt)で特徴づけられる統計分布をそれぞれもつような乱数で与えた。

Fig.1は実験で得られた FID信号の ι依存性であり (70=180μsec，71=20μsec)、揺動パ

ルス振幅 h2 を大きくしていくと位相緩和時間 T2が短くなっていくが、十分大きなんに対

しては頭打ちになっていることがわかる。 Fig.2は横軸を γh271/27r( 1揺動パjレスあたり

の平均の位相のずれ)、縦軸を 70/む (1/70で規格化した位相緩和レート)にとってプロット

したものである。 γh271~ 1 (weak collision)のときは相関関数から導かれるストカスティッ

ク理論の結果(破線)に一致するが、 γh271~ 1 (strong∞llision)のときは大きくずれて

1/九は揺動パノレスレート 1/70と等しくなる。 Fig.2の実線は位相のずれを考慮し、直接

信号強度を計算して得られた 1/九の結果であり、 strongcollisionを含むすべての領域で実

験結果をよく説明している。

キーワード:制御された雑音場、位相緩和時間、 Motiona.lNa.rrowing、パワープロードニング

河本敏郎(こうもととしろう)、福田行男(ふくだゆきお)、国友正和(くにともまさかず)
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Fig. 1. Fluctuation引 nplit吋 e(hz) de-
pendence of the FID signal in a two-state 
pulse noise field， where the fluctua.ting field 
jumps randomly between the two states whose 

lifetimes are 70= 180μsec and η=20μsec. 
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Fig.2. Normalized plots of 1/12 obta.ined 
from the FID signals in the two-state pulse 
noise field for 70=180μsec and 1000μsec. 

The broken and solid curves represent the 
theoretical curves obtajned from the stochas-

tic theory a.nd our theory， respectively. 

(2)運動による共鳴線の尖鋭化 (Motiona.lNarrowing) [2] 

不均一磁場を加えて共鳴線の帽を広げ、周波数領域におけるホールパーニングの実験を

行った。低出力・長時間 (50msec)のパルスでスペクトル線の中にホールを書き込み、高出

力・短時間のパルスによる FIDの形で読み出して、フーリエ変換を行うことによってホー

ルスペクトルを得る。

Fig.3は TwoState型雑音場 (70= 1'1三 1')中において得られたホールスペクトルであ

る。 2つの状態聞の周波数差d./2π を 3.0kHzに固定し、ジャンピングレート W (=1/1') 

を変化させている。 W を大きくしていくと、 2つのホールがそれらの中間点で 1つになり、

さらに W を大きくしていくとホールの幅が狭くなっていく MotionalN arrowingの振舞い

がよくわかる。 Fig.3の実線は n̂derson[3]の理論曲線であり、実験結果とよく一致して

いる。
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Fig. 3. Motional narrowing in the hole 

spectrum in a two-state noise field. The fre-
quency difference between the two states is 

fixed at企/2π=3.0 kHz. The jumping rate 
W is changed from (a) W = 5 X 102sec1 to 
(j) W = 5 X 104sec-1 • The solid lines are the-
oreticallineshapes obtained from the Ander-

son's theory [3J. 
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(3) Iぞワーブロードニングと“ブロッホ方程式の破綻"[4] 

相関時間 Tcと平均振幅 hzとで特徴づけられる統計分布をもっパルス揺動磁場 (Gauss型

雑音場)中においてホールパーニングの実験を行い、ホールのパワーブロードニングを観測

して“ブロッホ方程式の破綻"の問題 [5]を考察した。

Fig.4は Tcの値が 20μsecと20011secに対するホールスペクトルのラビ周波数 χ

(=γHt)依存性であり、 Tc=20011secの場合のほうが明らかにパワーブロードニングが小さ

い。異なる Tcの値に対して、緩和時間 (Tl=25m田町九=1.0msec)が同じになるようにん

を調整している。 Fig.5は4つの九の値に対するホール幅 dv(HWHM)の χ依存性であ

り、緩和時間 Tl，T2が同じでも、揺動場の統計性によってパワーブロードニングの振舞い

が大きく変化し、また、 χが大きい領域 (XTC> 1)ではブロッホ方程式より導かれる理論値

(破線)から大きくずれることを示している。図の実線は花村の理論 [6]をホーjレバーニング

に適用して得られた理論曲線であり、実験結果をよく説明している。
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P20 Selective Hartmann-Hahn Coherence Transfer by 

Two Coherent Channels and Its Application to 

Relaxation Time Measurements 

ODaiwen Yang and Kuniaki Nagayama 

Nagayama Protein Array Project， ERATO， JRDC， Tsukuba 

Research Consortium， 5・9・1Tokodai， Tsukuba， 300-26 

A simple method 10 implement selective Hartmann-Hahn coherence transfer by 

using two coherent channels has been developed. This new method does not require 
complex pulse sequences. When this approach is combined with selective relaxation 

measurements， the proton relaxation times (T)，T2， and T)ρ) of individual protons can be 

determined even when the signals are hidden under other resonances. An example 

of the use of this method for ribonuclease H is given. 

In selective HOHAHA experiments [1，2]， which can determine the molecular 
topology and relaxation times of individual protons in overIapping spectral regions， 

signals from protons that are not of interest can be disregarded by not passing them 
on in the next stage of coherence transfer. ln this report， we propose a simple 

approach to such selective 11011八I-IAexperiments which use the coherent channels 
of a JEOL JNM-A500 NMR spectrorneter. A cornbination of selective HOHAHA and 

relaxation rneasurernent， allow us to obtain in an inclirect rnanner relaxation tirnes (Tl， 

T2， and Tlp) of nuclei that have severely overlapped resonances. 

EXPERIMENTAL 
Fig. 1 shows the scheme of a slightly modified multistep coherence transfer 

HOHAHA experiment. The schernes usecl for inclirect relaxation measurements are 

shown in Fig. 2. The first part is a conventional selective pulse sequence for relaxation 

measurernents. The second part is the pulse sequence for coherence transfer. 
RESULTS AND DlSCUSSION 

Fig. 3 shows the results of coherence transfer along the chain from Hαto Ho in 

isoleucine through four-step transfers. Fig. 4 shows an application of the single-step 
transfer experiment to ribonuclease H (18 KDa). To test the accuracy of the indirect 

relaxation measurement， the directly and indirectly measured relaxation tirnes of the 

Hαproton in isoleucine were compared. The results show that indirect measurement 
using either the single or multistep coherence transfer method is reliable. 

For Tyr28 in RNase H， T)， T2， ancl Tlp were 209，54，61 ms for the Ho proton， and 

they were 306， 74， 93 ms for the lIE proton. For Tyr151， T)，T2， and T)ρwere 154，38， 

50 ms for he Ho proton， and they were 231，67， 82 ms for the HE proton. The 

Key Words: Selective HOHAHA， Coherence transfer， and Relaxation time. 
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relaxation times of the Ho and HE protons of Tyr28 are significantly longer than 

those of Tyr151， suggesting that the aromatic ring of Tyr28 is more flexible than that of 
Tyr151. Another possibility that Tyr28 is su切ectto reduced dipolar interaction， 
however， can not be ruled out. Compafed with heteronuc1ear relaxation measurement， 
the indirect selective measurement of proton relaxations provides us a simple and 

sensitive way to study the interesting sites in macromolecules. 

A，t-1， -~一M 

X， Y，… 一一_] I 広;;しJ1一一

Figure 1. Pulse sequence for mu1tistep coherence 
transfers. The in-phase transverse magnetization of 
spin A was generated by using a selective Gallssian-

shaped plllse with a 2700 f1ip angle (Gl). This was 
then transferred to a second proton X by applying 

simultaneolls spin-lock fields at freql1enciesωA and 

ωx for a period τSL1・ Afterthe first transfer， the 
transverse magnetization of spin X can b巴
transferred to a third proton M in a simultaneOllS 

spin-Iock periodτSL2 at freql1encies rox and ωM. 
After transfer to the third proton， the M-spin 
magnetization can be propagated through further 
couplings to the last proton in the cOllpling network. 

c 

Aよい川』山田
+ 

A 

732.7!17.0E96.B5.7 

Chomlcal shlft (ppm) 

Figure 4. Coherence transf，巴rbetween the 

Ho and HE protons of Tyr28 in RNase H. 
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x 

Figure 2. Pulse sequences for Tl (A)， 

T2 (8)， and Tlp (c) measurements. 

叫→…a→~
α→P→YII>→Yla. A 

I'--一~------I一

α→P→Y1b 目。

α→s n 
11 C 

j 印刷
日

~ 
F g 

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 

Chemlcal shlft (ppm) 

Figure 3. FOllr-step transfers in isoleucine. 
conventionaI 500恥1Hzspectmm， 
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P21 いくつかのセグメント運動を結合してつくった績合化分子運動の

ダイナミック -NMRによる解析

第一薬科大学 O加藤祐子、 小川 崎、 野上靖純、 古賀俊隆

Moleculat Design of a face-chiral Swinging Motion and the Rates Determined 
by D-NMR Line Shape Simulation and by Saturation Transfer 

Yuko Katoh， Haru Ogawa， Yasuyoshi Nogami， and Toshitaka Koga 

The Daiichi CoIlege of Pharmaceutical Sciences， fukuoka， 815 

Molecular motions are of utmost importance in biology. We have constructed 
a model molecule， whose conformatfonal changes makes a cIosed chemical 

2.~le consisted .o~ at ~.ast }hrec:. kinds. of 13~e~~. .~o?i1e species (MA， F~ and 
Sf)， as depicted in fig. 6. 1 Not only '''C-NMR line shape anlyses of 
species MA  and FS， but also 'H-NMR saturation transfer experiments conducted 
between species MA and ST revealed that the model system shows different 
motional behaviors both in f1exibilities and in rates at each of the left and 
right hand half of the molecule， respectively. Overall motion of the cyle 
is a large amplitude face chiral swinging， as illustrated in fig.l. 

面キラルな分子運動を行うモデル分子の構築 NMRは生体高分子がっくりだす綾雑な

conformationの情報のみならず、それら conformation聞に複数の遷移や交換が起こっても、

それらの速度も決定できる。光合成タンパク、パクテリオロドプシンの活性中心にあるレチニ

リデンシッフ塩基部分の末端の5個の Sp2炭素は活発なセグメント運動を行うが、我々は 2個の

ベンタジエンー3-オン基と、 3個のフラン環、 l側のトランス二重結合を組み込んだ 24員環環

状共役系 (Fig.3MA)を構築し、分子の各セグメントで起こる運動の様式とその速さを 0-

NMRによる線形解析によって求めた。以下に示す 3つの重要な知見が得られた。

(1)我々のモデル分子 [24]アヌレンジオンテトラエステル I)MA

は Fig.l の而キラル運動を起こすことが分かった。二重結合の

lWISlll1gがこの運動のモチーフである(f<ig.2)0Fig.lに示し

た而キラル分子の迷動の頻度因子は、この分子の行う交換速度

に比例してくる。 (2)分子 MAは、 Fig.6に示す多交換系から

なる closedchemical cycleを創りだす。 FSζ士MA遷移では

分子の左側と右側では、異なる速!度で分子交換が起こり、その

交換速度は 2-sileexchange programによって比較できた。 (3)

多平衡系の化学サイクルでは MA，ST聞で遅い交換が起こっ

ていることが、 NMRによる飽和移動法によって明らかとなり、

交換の速度は ForsenωHoffman法2)で決定した。

D-NMRに現われたモデル分子の三つの特徴 モデル分子の

111 -及び 13C_ NMR スベクトルは +25.C~ ・ 80.C の温度範聞

で共に劇的なスベクトル変化を示した。この分子の部分運動の

Fig. 1 A face-chiral 
swinging motion could bei 
produced by com bining 
several segment motions 
as depicted in fig. 6. 

ト1
Fig. 2 Conformational 
changes of pentadiene-
3-one segment 

エc
y

xJωυ 
一也、

キーワード:預キラル分子、 D-NMR、飽和1移動速度
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モードは、例えば 2偶のベンタジエンー 3-オンセグメントでは Fig.2に示す協奏的ねじれ運動、

trans二重結合では内部回転、三つのフラン環ではf1ip-f10p運動と言うように、各構成セグメ

ントごとに奥なっている.しかしモデ、ル分子から取り山した overallの運動は而キラル運動と

なった。 D-NMRから次の 3種の分子種がi切らかとなり、それらの聞の交換系と交換速度が

決定できた。(1) '11 -及び 13C-NMRにおいて+25'Cで観測されたシグナルは平均シングレ

ットであり、-80'Cで、ほぼ凍結型のスベクトルを与え、 このスベクトルは MA(Fig.6)の締

造を支持した。 (2)-40'Cに冷却すると MA以外にFSでコード化した別の交換型の分子種が

出現する。この MAとFS間の交換速度はまだ充分に速い。 C-8，9位及び C-18，23{立を 13C_で

ラベルして-40'Cで '3C_NMRを測定すると、分子の 2個のベンタジエンーシオンセグメント

のうち分子の左側の C-23(0 126.70) に現われるシグナルの線編は、分子の右側のじ18ゆ

129.87)に現われるシグナルの線幅よりもかなり広いことがわかった (Fig.4). C帽 18とC-23

での交換速度を 2-sit巴 exchangeprogramによって求めると、 C-23(0 126.70)の broadsignal 

では、 k= 150 sec"となり、 C-18 (0 129.87)の k=30 sec・1と較べてが15倍の速い交換を行っ

ていることが解かった。この交換速度の不均一化はセグメント上の他の site、例えば三C=oシ

グナルや C-3，とC-14においても同様に観測された。(3 )更に興味深いことに-80'Cに冷却す

ると MAと非常・に遅く交換する S1'がIH現しており、この M AとSTの交換速度は飽和l移動法を

利用して決定できた.

k"、"Hll (品 7.65)←二三~H2'・{品 7.83 ) 

HJ 

MA 

Saturation Transfer とその速度 1'HF-d8溶媒 rt、-80'Cで熱分割して得た MAと ST両

speclesのシグナルは 'H_13CCOSY及び 3種の 13Cラベル体の日C-NMR等を利用して、 'H，

H14' 

'3C共に帰属した。更に、差 NOEのパルスシークェンスを使って MAと S1'の各サイトで対

応するプロトンシグナルの pairを全て決定した(Fig.3 ).これらの分子間の交換は、 1123下三H'8

， H3字二三 H'4，の様な分子内の交換とは区別される。 Fig.3の 4つのサイトの交換は、

Forsるn-Hoffmanの方法を利用して、分子間の飽和移動の速度を決定した。

Dobsonの式3.4)から、

A~B 
守一ーーーーーーー

k
1 
= (Tlselrl (1・111

0
) / (1/1

0
) 

10: unperturbateの状態における (H，)シグナルの強度

1 : perturbateされた状態での(11，)シグナルの強度

(1'/<') : (H，)シグナルの選択的緩和時間

k23→23'= 13.11 sec"， k2iゅ 23= 22.93 sec"が得られた.， '速度から求まる平衡定数 (K)，ま

K = k2J村正/ k23→泊 =0.572でこの値は MAとSTとのNMRスペクトルの存在比の(約 2:1 ) 

に近似される。ここで注目すべきことは、飽和移動実験からも分子の左側では

k2J→2$ = 13.11 sec"， kJ..;j= 5.926 sec" と速い速度であるが、一方、分子の右側では

k'8→岨'=3.654sec"， k'4→'4 = 3.824 s巴C1と遅く、交換述度の不均一化が起こることが支持された。
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13 C-18 and C-23 ，vC目 NMR

signals of MA  and ST 

species in THf -d8 
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species in THf -d8 
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13 Temperature dependent ''''C-NMR spectra of C-8， C-9 and C-18， C-23-1abeled 
(24)annulenedione tetramethylester at 125.8 MHz in THf -d

8・

13 The observed ''''C-NMR spectra were simulated by using 2 site exchange 
program， and temperature dependent rate of the exchange is evaluated in 
each specific region. Unequivalent line widths of the pairwise exchanging 
doublets of C-18 (126.70 ppm) and C-23 (129.87 ppm) were developed at -40oC， 
while on warming the average singlet (128.3 ppm) appeared at + 10 oC indicate 
that FS to MA transition takes place as a rapid cis to trans isomerization 
process occurred at both sides of the molecule. for the numbering of the 
molecule， see fig. 6. 

Computer chemistryにより assistされた分子の conformation NMRから得た情報から、モ

デル分子を Molecular Mechanics，で配腹を発生させたものについて、 Moleculer Dynamics 

計算でエネルギー巌小の conformationを出した。更に、 PM3で MOPAC計算して

構造を refinementした結果を Fig.5の 3Dグラフィックスで表した。
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MA (di-trans). 

Fig. 6 
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Proposed exchange dlagram showing dynamic NMR transitions of mono-
立盟5 124Jannulenedione-tetramethylester. The molecule takes three different 
transitions MA， FS， and ST as the consequence of alternative strain relief 
and strain addition. 

藍並我々の運動モテルから取り出し得る運動様式は Fig.6の M A種の分子の左と右が交換す

る swingingmotionである。この運動様式は個々のセグメント運動には本来なかった運動モー

ドであり、本研究は運動の和から新しい運動形式を取り出しうることを有機化学的モデルから

証明することに成功したと言えるだろう。

(1)第31回NMR討論会講演要旨集 p.125小川崎、草場里奈、井本泰治、 0加藤祐子、富田盛子

野上靖純、古賀俊除

(2) R.Freeman ， A Handbook of Nuclear Magn巴ticResonane巴.p.243 (1986). 

(3) C.M.Dobson and P.A.Evans， ~iochemistrï ， 23， 4267 (1984). 

(4) Y.Yumumolo， R.Chujo ， Y. Inoue， T. Suzuki ，.EEBS LETTEs，71 (1992). 
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P22 
13C・Labellingin the methionine methyl 

groups of glycophorin AM for studies of its 
secondary structure and dynamics 

o Zhe Zhou1， Yukihisa Okumura2 and Junzo Sunamoto1，2* 

1 Surface Recognition Group， Supermolecules Project， JRDC， Keihanna Plaza， 

Kyoto， JAPAN; 2 Division of Synthetic Chemistry & Biological Chemistry， 

Graduate School of Engineering， Kyoto University， JAPAN 

13C-Labelling is a poweゆ1technique for investigation of mobiliザザprotein

molecules. On the way of dynamic study of glycophorin AM in a lipid bilayer， we 

tried [J3Cl-methylation of Met-8 and Met・81.Judgingfrom the lH， 13C and CD 

spectra， the A， D and E helices of the protein were partly affected， while B and 

C were not disturbed. 13C chemical shifts of the Met・8and -81 methyl groups 

were detected at the same position， 15.7 ppm; by using HMQC， the 

corresponding 1 H chemical shifts were assigned as 2.11 ppm. On the other 
hαnd， we tried to monitor the moleculαr motion of the protein in several 

different microenvironment such as in pure wateκin aqueous micelles and in 

l伊idbilayers， we discussed the dynamics of the membrane protein compared 
with that of S-[13CH31 methionine. 

There is an immense interest in the structure-function relationship of 

glycophorin A， characterization of motional phenomena in biological 

macromolecules is crucial for understanding of their biophysical function， by 

using proton-detected 13C NMR， we are studying dynamics of the two 

methionine methyl groups， Met-8 and Met-81， of glycophorin AM in aqueous 

media as welI as in aqueous micelIe and lipid bilayer membrane. During the 

course of the investigation， we found that the labelIing method， which was 

previously reported by Hardy and Dill as non-destructive to the structure of 

glycophorin AN， did have some problems. 

Glycophorins were isolated from homozygous MM  human blood using lithium 

diiodosalicylate-phenol method. Glycophorin AM was further separated by gel 

fiItration in the presence of lauryldimethylamine oxide. 1日目 and13C-NMR and 

CD spectra of the native glycophorin AM were almost same with the references. 

The methyl groups of Met-8 and -81 of glycophorin AM were labelIed with 
[l3C]-CH3I by using Hardy's method. The 13C-labeled glycophorin AM showed 

円，，no 



a decrease in the intensity of the CD spectrum. Subsequent treatment of the 

labeled glycophorin AM with 8 M urea caused further decrease in the intensity. 
Byers et al. reported that changes of glycophorin CD intensity at 220 nm (9220) 

caused by guanidine.HCl (5-8 M) were not completely reversible; complete 

removal of the denaturant by dialysis resulted in 85 % recovery of 9220・Inour 

case， the recoveries of 9220 for the labeled glycophorin AM was 88 % and for 

the same protein separately treated with urea again was 83 %. The 

interpretation of the CD spectra of membrane proteins is complicated by 

differentiallight scattering and differential abso中tionflattening. Therefore， the 

secondary structure cannot be determined solely by the CD analysis. 

Many studies have been performed in which the resonances from aromatic 

residues have been uti1ized as probes of protein conformation. Human 

glycophorin A contains five His， four Tyr and two Phe. The resonances at 7.34， 

7.15 and 6.84 ppm have been assigned to His (ring H-4)， Tyr (ring H-2，6) and 
Tyr (ring H・3，5)，respectively. In native glycophorin A， the resonances of the 

two Phe (ring) can not be seen because they are located in highly ordered 

conformation which are near or in the hydrophobic domain. This agrees with a 

revised model for molecular organization of human gIycophorin A; there might 

be five helices in glycophorin A， Phe・68and Phe-78 are in helices B and C， 

respectively. These two helices are responsible for the dimerization and are very 

tolerant for changing pH， temperature， ionic strength; even in 6 M guanidine/4 

M urea， they are sti1l stable. If the helices B and C were disrupted， a peak of the 

Phe would appear at 7.3 ppm and the integral should increase greatly. 

Integrals of the peaks in lH NMR spectrum of glycophorin AM at 7.34， 7.15 and 

6.84 ppm represented 5， 8 and 8 protons， respectively， and they agree welI with 

five His and four Tyr. After labelling the methionine methyl groups of 

glycophorin AM and the additional urea treatment of the labelled protein， these 

integral did not change， and the Phe peak was not observed. This means that the 
labelling does not change the B and C helical structure and does not affect the 

dimerization.百lisexplains the unchanged electrophoretic pattem reported by 

Hardy. 

Something did certainly change， however， because the resolution of the proton 

and carbon spectra increased， especiaI1y for the bulk of the carbohydrate region. 

From the carbon spectra we can exclude the possibilities of urea remained or 
contamination of dimethylated sulfonium form [-S+(12CH3) (13CH3)]， because 
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there were no new.peaks observed around 166 and 26 ppm. Combining the 

results of NMR with those CD， we could conclude that parts of the helices A， D 

and E were certainly affected by this labelling. This conclusion is different from 

the Hardy and Dill's report， in which they only checked by electrophoresis. 
However， it is even c1ear that in their 13C NMR spectra that the resolution from. 

60 to 80 ppm increases by the labelling. After labelling the glycophorin AN 

with [l3C]-CH31， they found two new peaks and assigned the resonance at 15.7 

ppm to出ee-carbon of Met・8and the another peak at 2.0 ppm to the e-carbon of 

Met・81.They attributed the unusual chemical shift of the e-carbon of Met・81to 

the localization in the hydrophobic region. 

Welsh et al. studied the intrinsk viscosity under physiological condition， and 
they reported that the monomer-dimer equilibrium of glycophorin A 

demonstrated previously by polyacrylamide-SDS gel electrophoresis persisted 

even in the absence of detergent. Recently， mutagenesis studies have revealed 

that conservative changes at GlY79， Va180， GlY83， and Va184 of the 

transmembrane sequence of glycophorin A disrupt the dimerization， while the 

dimerization is relatively tolerant of changes at Met81・Therotational resonance 

NMR studies on transmembrane domain of human glycophorin A-lipid 
interactions indicate that Tyr93 orients toward the surrounding lipids and is close 

to the membrane surface. These results together with molecular modeling have 

suggested that the glycophorin A transmembrane domain has a helical structure 

with GlY79 and GlY83 packed in the helix interface and Met81 facing the bulk 

envlronment. 

These reports mean that， although Met・8is in the hydrophilic paロandMet・81is 

in the hydrophobic portion， both face the solvent and the 13C chemical shifts of 

出etwo methyl groups should not show dramatic difference. 13C chemical shifts 

for the S*CH3 groups of CH3CH2S*CH3， CICH2CH2S*CH3 and， 

*CH3SCH2CH20H in CDC13 are 15.03， 15.7 and 15.01 ppm， respectively. 

Thus， the peak at 2.0 ppm that Hardy and Dill found must come from an 

impurity. Comparing our 13C NMR spectra between native and labeled 

glycophorin AM， only a new intense peak was found at 15.7 ppm for thelabelled 

protein. 1t was assigned to the overlapping of Met-8 and -81 methyl groups. 

百lecarbon-detected heteronuclear shift correlation experiment is powerful but 
not ideal. The spectrum is generally acquired with many data points in f2， the 

carbon dimension， and few data points in f 1， the proton dimension. This is the 
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opposite of what is required since the carbons are usually well dispersed while 

the protons tend to be c10sely bunched and overlapping. Improving digital 
resolution in f1 is very expensive in the experimental time， and because the low 

sensitivity of 13C， therefore， no two-dimension 1 H _13 C chemical shift 

correlation spectrum of glycophorin A has been reported. From the inverse-

detected spectra-HMQC (Fig. 1)， we further determined that the lH chemical 
shift of the Met-8 and ・81methyl groups is 2.11 ppm， the 13C chemical shift of 

the 50 N-acetylmethyl groups of the 16 oligosacchrides locating on the N-

terminus of glycophorin A is 23.43 ppm and the 13C chemical shift for the bulk 

of the carbohydrate are found from 60 to 80 ppm. 
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Fig. 1. HMQC spectrum of gJycophorin A labeled 
with 13C in the methionine methyl groups. 
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1 H _1 H交差緩和速度の常磁性へム蛋白質の立体構造解析 / 
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Application of 1 H・1H cross-relaxation rate to structural analysis of 

. paramagnetic hemoproteins 

Yasuhiko Yamamoto 

Department of Chemistry， University 01 Tsukuba 

μot予
The importance of the nuclear Ovemauser effect (NOE) in structural studies of biopolymers by NMR is 

emphasized not only by its crucial role in resonan四 assignments，but a1so by its ability to provide 

nonbonded constraints that formthe basls of structure determination. Since the NOE depends on the 

1 H-1 H dipolar interaction as the dominant 1 H relaxation mechanism， the dominance of electron-1 H dipolar 

relaxation in par釘nagneticmolecules has been thought to quench the NOEs in paramagnetic systeπ聡.

In a par釘nagneticsystem， the intrinsic relaxation is indeed dominated by paramagnetic effects. But 

paramagnetic relaxation is likely to be independent of molecular motion. Hence intrinsic relaxation and 

cross-relaxation are. un∞upled and could be manipulated iridependently. The present study 

demonstrates that∞nformations of heme peripheral and the proximal His side-chains in ferric low-spin 
myoglobin can be determined through the analysis of cross-relaxation between interacting 1 Hs. 

[はじめに]常磁性分子のNMRでは、 NOEの観測は不可能であるとこれまで考

えられていた。 NOEが生じるためには、 1Hの緩和機構として 1H・1H双極子相

互作用が支配的であることが必要であるので、電子_1H双極子相互作用が支配的

となる常磁性分子の場合には NOEを観測することができないと考えられていた

のも無理はないことである。そして、常磁性分子のNMRで観測される超微細シ

フ卜したシグナルの緩和速度は、電子ー1H双極子相互作用による緩和機構のみに

関しでほぼ定量的に解析することができる。しかし、 円 一
ここで重要なことは、超微細シフトしたシグナルの WC℃〆門

緩和速度(1ntrinsic relaxation凶 e)は、本質的に電 CHれイ
子スピンの緩和速度だけに依存しており、分子の運

動には無関係であるということである。さらに、常

磁性分子の核の緩和機構として、その寄与は電子ー1H

双極子相互作用に比べて少ないけれど、 1H-1 H 双極

子相互作用の寄与も確かに存在しているということも

忘れではならない。したがって、反磁性分子の場合に

は核問距離と分子運動で定式化される 1H-1 H 双極子相

互作用を介してつながっている核の緩和速度と交差綴

CHaミ7ノw

dH2H P42 
eH? GH2 
doJ coa 

図 1Structure of Heme 

常磁性NMR，常磁性へム蛋白質、交差緩和、核オーバーハウザー効果

やまもと やすひこ
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和速度が、常磁性分子の場合には切り放されており、それぞれ独立させて考え

ることが‘できるということになる。そこで、交差緩和速度を適当に調節し、そ

の大きさを核の緩和速度に匹敵するくらいに大きくすることができれば、常磁

性分子のNMRにおいてもNOEの観測は可能となる。具体的な例としては、たと

えば分子の運動を抑制してSlowmotion limitの状態にすれば¥交差緩和速度に

対するゼ口量子遷移の寄与が‘ニ量子遷移のものより大きくなり，常磁性分子でも

符号は負で絶対値の大きな NOEが観測されるものと期待される。そこで、常磁

性へム蛋白質を考えてみると、常磁性分子であるヘム(図 1)が蛋白質に組み

込まれており、へムの分子量は見かけ上約20倍程度になっていることがわかる。

つまり、 NMR的には、常磁性へム蛋白質の蛋白質部分は、ヘムの分子運動を遅

くしてNOEの絶対値を大きくする役割をしているものであると見なすこともで

きる。

常磁性ヘム蛋白質について、 NOEを一次元法や二次元法で測定すると、超微

細シフトしたシグナル聞にも多くのNOE相闘が観測される(1 )。これらの相

関ピークは、シグナル帰属に有用であることは言うまでもない。さらに、

Mixing timeを変えた一連の測定より、注目している 1Hシグナル聞のNOEを観

測すれば， NOEの増加速度に反映される交差緩和速度を得ることが‘でき、それ

から 1H・1H距離または1H・1Hベクトルの内部運動について解析することが可能と

なる。また、スピン拡散の影響も同時に評価することもできる。

本研究では、常磁性ミオグロビンの活性部位にある 3つのフラグメント(へ

ムのピニル側鎖とプロピオン酸側鎖、近位ヒスチジンの Cαー Cs) について、そ

れらのコンフオーメーションを 1H-1H交差緩和速度より解析した。交差緩和速

度は、一次元NOE差スペクトルの照射時間依存性を解析することによって求め

た。観測されたNOEの照射時間依存性は、理論式とよい一致を示し、得られた

交差緩和速度から求められた核問距離より、上記 3つのフラグメントのコンフォ

ーメーションを規定する二面角を決定することができた。同様の解析は、

NOESYを用いても行うことが可能である。

[実験方法] 1H-NMRはBruker社製AC-400で行った。測定に用いたミオグロ

ビンは、エイラクブカ(学名:Galeorhinus japonicus) の赤筋に存在してい

るものを分離精製したものである。 NMR試料の溶媒は重水、蛋白質濃度は約

0.5mM、そして配位子として5当量のKCNを加えた。標準的スペクトルはスペ

クトル幅30kHz、8kデーターポイント、 90。パルス幅10.5μsで、 512回積算

して測定した。水のシグナルは、 0.2sの照射パルスにより消去した。一次元

NOE差スペクトルは、レシーバーの位相を 180
0

変えることにより、 Time

domainで差スペクトルをとり観測した。積算回数は約16kである。化学シフ

トはDSS基準で表示している。

[結果と考察]ヘム蛋白質の活性中心であるヘム鉄の反応性は、ヘムの電子構

n
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造によりコントロールされている。へム側鎖のピ二 2s，.:-----H
ル基は、その電子吸引性がヘムに対する配向により ・u 人 u 
変化するため、ヘムの電子構造を変化させる。ピ二 ___ H/、reft・2α

ル基のへムに対する配向を決定するには、図 2に示2st' ハ)0
きれているこ面角(8)を求めればよい o 8は、 2-ピニ Jチミ
ル基のそれぞれの1Hと1-Meの1Hとの距離から求め H30可年』
ることカfできる。エイラクブカメトシアノミオグ口

ピンの1H-NMRスペクトルを図 3に示す。いま注目 図 2

している 4つの1Hに由来するシグナルは、常磁性シ TheDihedral Angle(8) 
フトし、蛋白質 O is defined asthevinyl group isoriented mpendhulaw 

図3 101he hem planMnd tqward the prom-a?lue 

に由来するシグ lH-NMRSpectrum of 1 _ M e 1 1m山I" 1I1 111.2s， 

ナル から分離し鴛旬以前i訴訟 I 1 111111111 1" 11 ，， ~/ß. 
て観測されてい

る。 1-Meシグ

ナルを照射して

NOEを観測し ，・ 22 20 

た結果の一部を図 4に示しである。

観測される NOEの符号は負である

ので、差スペクトルでは、照射さ

れているピークと NOEによる強度

変化が起きているピークが同位相

で観測されている。 NOEの強度の

比較より、 2stの方が2scより

1-Meに近い位置に存在している

ことがわかる。 1-Meと2st閉そ

して1-Meと2sc聞の双極子相互

作用は、ピニル基の相関時間で変

調されていると考えることができ

るので、図4の結果からもこれら

2組の核問距離を見積もることが

できる。図 5には、 2stの飽和時

J9 16 J・ 12 10 ・
PPK 

。 -2 ・4

図 4NOE Difference Spectra Recorded with the 
Saturation of 1-Me for the Indicated Time 

I¥J "Ul_ 
18 S6 14 12 10 ・ 。 -2 -4 

PPH 

1士A

80ms 

~II\___一一一ぃω 品川竹ムん…

間を変化させて NOEを観測した結果を示しである。そして、注目している 1H問

で観測される NOEの強度を 2stの飽和時間に対してプロットしたものを図 6に

示す。 2scと1-Meで観測される NOEは、交差緩和速度で立ち上がり、ある時間

後一定の値に達する。一方、 2αの場合は、 NOEの立ち上がりにタイムラグが生

じている。このことは、 2stから 2αへのNOEはPrimaryNOEではないことを示

している。図6のプロットより 2st-2丸、 2stー1-Meそれぞれについて求めら

れた交差緩和速度は、1.3S -1， 0.09 S・1であった。交差緩和速度は核問距離の

六乗に反比例するので、交差緩和速度と 2st-2sc距離が0.177nmであることか
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ら、 2st-1-Me距離は0.28nmと求まる。。

に対する 1-Meとピニル基のそれぞれの1Hと

の距離は図 7のようになるので、 0は-40'あ

るいは-140'であることが司わかる。距離情報

からだけではこのピニル基がへム平面に対し

てどちらの側に向いて配向しているのかを決

定することはできない。そこで、 2札、 2sc 1-Me 

の常磁性シフト値を解析することによっても、 2・ロ 八 300ms 

へムに対するピニル基の配向を決定すること一一一一 一

ができる(2 )ので、両方法を併用するとよ

い。 0に対する 2stと2scの擬コンタクトシフ

トの差のプロットを図 8に示す。観測シフト

の差は0.27ppmなので、このシフト差カf擬コ

ンタクトシフトの差だけによるものであると

すると、図 8より Oは-44'あるいは15'であ

ることになる。したがって、両方の測定結果.
• Y-Galn 

を満足させる値として、 0は約ー40' であるこい10

とがわかる。また、へムのプロピオン酸側鎖

と近位ヒスチジンの c_-C Rのコンフオメーシ 図 5
~~ :r.n

P

，* '*" 1-r. I ~El ，~ M -:r_ NOE Difference Spectra Recorded with the 
ョンについては、交差緩和速度より得られる

Saturation of 2st for the Indicated Time 
距離情報だけで二面角の決定が行える。
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選択的緩和法による環状ペプチドーパテラマイド B及びCーの溶液中

でのコンフォメーション解析

ネ111戸薬大・大阪薬大* 0杉浦民喜子上垣内みよ子石田寿昌*

Conformational Analyses of Cyclic Peptides -Patellamides B and C -in Solution by the Selective 

Relaxation恥1ethod

Makiko Sugiura， Miyoko Kamigauchi， and Toshimasa Ishida 

Kobe Phannaceutical University and Osaka University of Phannaceutical Sciences 

The Selective Relaxation Method was applied to cyclic peptides from marine organisms -

Patellamides B and C -where cross 陀 laxations(町)we陀 obtainedby lH selective and bi叩 lective

T1 measurements and correlation times for reorientaions (τc) were evaluated from the frequency 

de戸ndencesof non叩 lectiveT;・ Theinterproton distances (九)were estimated using these σij and 'tc 

values， and the models are builded with these lij values by the dynamical simulated annealing 

calculations. The resulting proposed conformations for both peptides are Type III. 

[はじめに]

海産生物から産生される一連の親油性環状ペプチドは，高い細胞毒性，また抗腫窮活性な

どを有することから興味が持たれ特にそのコンフォメーションと活性との相関という点か

ら，種々の研究が行われている。これらは Fig.lに示すような 3種のコンフォーマーの存在

が考えられるが，その化学構造によってその優位コンフォメーシヨンが変化する。これらの

内，今回はパテラマイド B及びCのコンブオメーション解析を，我々の開発した選択的緩和

法を用いておこなった。

選択的緩和法は，次ページのフローチャートに示すように， Selective T1(T1
S
)， Bi-selective 

T1(T1
BS

) を用いて交差緩和 σりを求め，それと Non-SelectiveT1(Tt
S
)の周波数依存性より得ら

れる回転相関時間にとから H-H間距離%を決定するもので，溶液中でのコンフオメーシヨ

ン解析に有用な方法である。今回はこのようにして決定されたH-H間距離を使って

Dynamical Simulated annealing計算法によってモデルを組立て，コンブオメーシヨンの検討を

行った。

• 
行人

口
。会バ

" 
Type 1 Ty戸 II Ty戸 III

Fig. 1. Schematic illustration of possible conformational transition among Types 1 -III. 

キーワード:パテラマイド B，C， Selective T
1・Bi-selectiveTI'交差緩和，コンフォメーシヨン

すぎうらまきこ かみがうちみよこ いしだとしまさ
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Selective Relaxation Merhod 

Tts(旬〉

思
τ c 

¥ 〆
σij・ . τ c 

u = 。
36 

Patellamide B: R = CH2CH(CH3)2 

l Model Buildingl 
Patellamide C: R = CH(CH3l2 

Table 1. Observed T1NS， T1S and T1BS values and theτc values obtained 
for Patellamide B. 

H-i 円陥1S 1{f10-10s 円S/S 円BS/S
β∞) (200) (H-D 

NH1 0.783 0.561 1.28 0.879 0.889 0.865 0.886 0.855 
(H-2) (H・13) (H-35) (H-36) 

NH2 0.578 0.89 0.679 0.638 0.669 0.654 0.681 0.704 0.648 
(H.6) (H-7h) (H-71) (H・8) (H-13) (H-23) 
0.675 
(H-27) 

NH3 0.731 0.561 1.10 0.832 0.823 0.829 0.809 0.839 0.836 
(H-15) (H・16h)(H・16り (H-22) (H33) 

NH4 0.540 0.447 0.89 0.640 0.623 0.634 0.631 0.628 0.605 0.625 
(H・3) (H・7h) (H・71) (H・26) (H・27) (H・28)

H・2 2.012 1.573 1.05 2.298 2.320 2.222 
(NH1) (H-3) 

H・22 1.939 1.458 1.15 2.251 2.282 2.148 
(NH3) (H・23)

H・26 1.140 0.858 1.15 1.549 1.369 1.386 
(NH4) (H・27)

H-71 0.352 0.280 1.00 0.522 0.508 0.521 0.518 
(NH2) (NH4) (N-6) 

H・27 0.611 0.459 1.16 0.816 0.805 0.776 0.800 
(NH2) (NH4) (H-26) 

H-13 5.800 1.20 6.443 6.127 6.537 6.348 
(NH1) (NH2) (H-36) 

H-33 4.619 3.402 1.20 5.045 5.071 5.540 5.042 4.804 
(NH3) (NH4) (H-16h) (H・161)

H-15 1.493 1.154 1.08 1.918 1.907 1.819 1.881 
(NH3) (H-16h) (H-161) 

H・3.5 1.669 1.468 0.72 2.077 2.034 
(NH1) 

H・16h 0.404 0.303 1.16 0.572 0.567 0.545 0.572 
(NH3) (H・15) (H・33)

H-161 0.382 0.285 1.17 0..547 0.528 0.534 0.541 
(HN3) (H-15) (H・33)

ρo nv 



[実験}

パテラマイド B及び℃は，それぞれ約 3mM濃度で CDCl3に溶解し、脱ガス・溶封して

測定サンプルとした。 T1の測定は VarianVXR・500及び Gemini-200を用い， TIS，TIESの測

定は以前に報告したパルス系列を用いて行った。 DynamicalSimulated annealing計算は、プ

ログラム X-PLORによった。

[結果と考察]

測定によって得られたパテラマイド B及びCの各水素核における TINS，TIR7;BSの値を，

Table 1及び2に示す。これらの内， 2種の周波数 (ω1=5∞， ω2=200) による TINSを用いて (1)

式によって τcを得ることができるが，その符られた値を同時に Table1及び2に示した。

T，NS(ω〆)}TF 一-(5+8ω;τ;)(1+5ω;-r; + 4ωfτ:) 
(ω2)-(5+8ω; -r;)(1 + 5ω;ぐ+4ωfT:) (1) 

Yr.ss一九=R' (ij) -R' (i) = Nj(jij' 1 切吋
(2) ハ~;j ー 10r " r;j I 1 + 4ω2-r; --"C' (3) 

一方 TIRTIESの測定値から(2)式によって得られる町及びその値と先の τcとから (3)式によっ

て決定される Tijの値を Table3及び4に示した。

Table 3及び4には TypeIIIのコンフォメーションを示唆する値がいくつか見られるが，こ

Table 2. Observed T1NS， T1S and T1BS values and the τc values 
obtained for Patellamide C. 

H-i 円陥'/5 ぜ10-105T1S/5 ηBS怠
間0) (200) (件D

NH1 0.765 0.527 1.38 0.880 0.855 0.872 0.862 0.849 
(H-2) (H-13) (H-35) (H-36) 

NH2 0.596 0.484 0.95 0.706 0.694 0.671 0.705 0_680 0.705 
(H-6) (H-7) (H-13) (H・23) (H-27) 

NH3 0.720 0.527 1.22 0.830 0.811 0.823 0.796 0.818 0.803 
(H-15) (H・16h) (H-161) (H・22) (H-33) 

NH4 0.577 0.486 0.84 0.668 0.655 0.663 0.664 0.644 
(H・3) (H・7) (H-26) (H・27)

H-2 2.0341_5091.19 2.400 2_316 2.265 
(NH1) (H-3) 

H・22 1.987 1.462 1.21 2.315 2.246 2.208 
(NH3) (H-23) 

H-6 1.436 1.059 1.20 1.673 1.631 1.659 
(NH2) (H-7) 

H-26 1.177 0.851 1.25 1.419 1.381 1.398 
(NH4) (H・27)

H-7 0.694 0.512 1.20 0.880 0.825 0.854 0.874 
(NH2) (NH4) (H・6)

H-27 0.651 0.466 1.28 0.827 0.815 0.788 0.825 
(NH2) (NH4) (H-26) 

H-13 6.482 4.224 1.52 6.758 6.560 6.871 6.572 
(NH1) (NH2) (H・36)

H-33 4.575 3.358 1.21 5.107 4.816 5.004 4_881 
(NH3) (H-16h) (H-161) 

H-15 1.6161.1961.19 1.955 1.907 1.904 1.931 
(NH3) (H-16h) (H-161) 

H・35 1.893 1.528 0.96 2.099 2.016 1.969 
(NH1) (H-36) 

H-16h 0.414 0.305 1.20 0.580 0.588 0.568 0.587 
(NH3) (H-15) (H・33)

H-161 0.3910.2901.19 0.555 0.543 0.554 0.546 
(NH3) (H-15) (H・33)

円
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れらの値を用いてDynamicalSimulated annealing計算を行い，両ペプチド共に Fig.2に示すよ

うなコンフォメーションを得た。これらは Fig.lのTypeIIIに属するが，溶液中でのコンフォ

メーションとしては，このタイプのコンフォメーションを初めて決定することが出来た。

Table 3. Crossireiaxation vaiues (σjj) Tabie 4. Crossirelaxation values (σjl) 

and estimpaairresd orf q Pfaotr e several and estimamdrii Pfaotre several 
proton palrs of Pateilamide B proton palrs of Patellamlde C 

H-I H-j 
11~.1 ，;弘田1

町IA
H.j H-j oij 吋 rqtA 

NH1 H-2 一司 一司 _ij /10.2s・1 110'2s.1 
NH1 H-13 1.82 0.80 3.19・ 3.66 NH1 H-2 3.37 1.52 2.88・3.29
NH1 H.35 _8) 1.03 3.41 - _b) NH1 H-13 1.05 0.45 3.49・4.01
NH1 Me・36 3.07 2.93 NH1 H.35 2.44 1.95 3.04 -3.14 
NH2 H-6 9.41 2.40 NH1 H.36 4.21 2.77 
NH2 H-7h 2.23 3.06 NH2 H-6 2.50 1.52 3.01・3.29
NH2 H.71 5.51 5.44 2.63・2.65 NH2 H-7 7.35 7.51 2.51・2.52
NH2 H-8 一司 _ij NH2 H-13 0.16 一司 4.75・ _b)
NH2 H.13 一司 _8) _ij NH2 H-23 5.39 2.65 
NH2 H・23 6.98 2.53 NH2 H-27 0.15 1.85 3.18・4.80
NH2 H-27 0.87 1.78 3.21 -3.57 NH3 H-15 2.79 1.29 2.98・3.38
NH3 H・15 1.34 3.14 3.36・4.27 NH3 H-16h 0.96 一局 3.55・ _b) 

NH3 H-16h 0.47 1.38 3.35・3.99 NH3 H-16i 5.12 3.79 2.69・2.83
NH3 H・161 3.49 6.47 2.58 -2.86 NH3 H・22 1.69 1.33 3.23・3.36
NH3 H.22 _aj _8) ....J功 NH3 H.33 3.96 1.18 2.81・3.43
NH3 H.33 一時 一司 _ij NH4 H-3 2.85 2.92 
NH4 H-3 4.13 2.76 NH4 H-7 1.16 3.49 2.87・3.39
NH4 H-7h 1.33 3.33 NH4 H-26 0.79 1.95 3.16・3.62
NH4 H-刀 2.01 0.44 3.11 -4.03 NH4 H・27 5.49 6.11 2.61・2.62
NH4 H-26 2.91 8.49 2.47 -2.92 H-2 H-3 2.49 3.閃
NH4 H-27 8.92 6.44 2.42・2.59 H-22 H-23 2.09 3.12 
NH4 H-28 3.72 2.80 H-6 H-7 0.48 0.68 3.76・3.99
NH4 H-33 一司 一司 ....J唱 H-26 H-27 1.03 0.31 3.51・4.28
H-2 H-3 1.49 3.29 H-13 H-36 0.42 4.05 
H-22 H-23 2.14 3.11 H-33 H-16h 0.40 _aj 4.11・ J)

H-6 H-71 1.43 3.31 H-33 H-161 0.91 2.78 2.98・3.59
H・26 H-27 7.59 2.58 2.52 -3.01 H-15 H-16h 1.35 3.59 2.85・3.36
H・13 H-36 0.23 4.50 H-15 H-161 0.62 0.37 3.83・4.16
H・33 H-16h 一司 一司 一均 H-35 H-36 3.15 2.83 
H-33 H-161 1.00 2.09 3.12・3.53 a) Negligibly sm剖l四 lues.
H・15 H-16h 2.85 8.69 2.46・2.96 b) >4A 
H-15 H・161 1.04 4.63 2.73・3.50
a) Negligibly small values. 
b) >4A 

Fig. 2. Stereoscopic drawings of Patellamide B molecular conformation calculated using the 1ij values. 

{参考文献1T.S札 N.Takao.and M.Sugiura， Magn.Reson.Cflem.， 30，1041 (1992) 

-98-



P25 
交差緩和11.]:間測定による卵白アルブミン(肝心.rnol ten-globule 状態の研究

l藤田保衛大・総医研・分子生翌日、 2岐阜大・医・生理、 3近大・生物理工・生物

工学

O曽我美 勝l、恵良型_2、高崎i昭彦l、桑旧一夫2、梶原孝彦l、小関泰平3. 土居悦四郎3

'H-NMR studies on the molten-globule state of ovalbumin 

'Division of Mol. Physiol.， Inst. for Compreh. Med. Sci.， Fujita Health Univ.， 2Dept. 

of Physio1.， Sch. of Med.， Gifu Univ.， and 3Dept. of Biotechnol. Sci.， Faculty of 

B.O.S. T.， Kinki Univ. 

Sogami， M'.， Era， S2.， Takasaki，、 A'.，Kuwata， K2.， Kajihata， T'.， Koseki， T3. 

and Doi， E3. 

Koseki et a1(1988) reported that at the acidic region， such as pH 2.0， 

ovalburnin(OVA) is the mol ten-globule state which has a. cornpact globule forrn with 

native-like secondary structure with mobile side chains(l). So， changes in the 

intramolecular rigidity of OVA were studied using the intramolecular cross-relaxation 

tirnes(T，s) between irradiated and observed protein protons. T1S values for side 

chains at pD 3.1 were significantly long compared with those in the neutral region， 

indicating that the rigidity in the intrarnolecular structure is at least partly lost 

and the interna1 rnotion is 1iberated. So， as reported by Koseki et a1 (1988)， OVA 

at pD 3.1 might be in agreement with the concept of the mo1ten-g1obu1e state. 

はじめに

Kosekiら(1988)は、 OVA分子はpH7. OCN型)からpH2. OCE型)にすると、分子容、二次構造

は、ほぼN型に等しく、芳香族制1J;i員の誘起CDの大幅な大きさの減少、差スペクトルの著名な変化

を見いだした。 Kosekiらは、 OVAE型はmo1ten-g1obule(MG)状態で-あろうと推測した(1)。筆者

らは、 OVAのMG状態について、 500MHzIH-NMRを用い、 Akasakaの交差緩和時間(T1s)を測定し」

眠状態における「ゆらぎ」増加について研究した。

実験材料と方法

OVA(まSigmatl:GradeV及ひ'太陽化学社の製品を使用した。 OVA溶液中の粒径分布は大塚電

キーワード:cross→ relaxation tirne， mo1ten-g1obule sate， ova1burnin 

そがみまさる、えらせいいち、たかさき あきひこ、くわたかずお、かじはらたかひ

こ、こせえき たいへい、どいえっしろう
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子社、 LPA3000/3100型動的光散乱装置を用い、 5mmゆNMR試料管中の試料について測定した。交

差緩和時間(T，S)は、 Bruker社川500型をm~'... Akasaka(1981. 1983)(2，3)のインパー

ジョン・リカバリ一法を用い、特定のフ。ロトン、例えば8.65， 7. 13， O. 40， -2.45 ppmを

rH/2π単位、 39--107Hzのf2照射して求めた。また、 'H-NMRスペクトル、 O.008. O. 020秒の

CPMGスペクトル、 1n'J~tíのT2 filrも測定した。

結果と考察

pD7. 29(0. 10 M C1. N型).3.08(0.10M Cl-. E型)のOVA D
2
0溶液の動的光散乱測定より、

N.E型(1.5--5. 5引のいずれもNMR測定時間中では、ほぼlil.分散であった。 Kosekiら(1988)の報告

によるとE型のpH 2.0に対応したpD値は2.4近傍であるが、 OVAの凝集を長時間抑制するためpD

3. 1近傍にした。

Akasaka(1981. 1983)(2.3)のインパージョン・リカバリ一法を用い、 -2.45( rH/2π--1 07 

Hz). O. 40( --39 Hz). 7. 13( --69 Hz). 8.65 ppm( --107 Hz)をち照射し、各側鎖のT1S値を測定し

た。残念ながら、 OVA NMRスペクトルの各ピークのアサイメントは充分に行われていない。筆

者らはN型、 E型の各側鎖フ。ロトンのTIS fitiの差の表示方法について検討した。各ピークのT，S値

vs 周波数(ppm)プロットは、図1. 2に示すように、 N盟(・)、 E型(0)の聞に顕著な差が観測

された。図1. 2は、それぞれ、 2. 45( --107 Hz). 0.40 ppm( --39 Hz)をf2'照射して求めた各

ピークのT，S値目周波数(ppm)で‘ある。 7.13( --69 Hz). 8. 65 ppm( --107 Hz)の測定で司も、図 l、

2 と同様の差がN型、 E:tI~の問に観測された。ついで、関 1. 2に示した、ほぼ対応した側鎖プ

ロトンのT，S値の比、 T1S(E)/T，s(N)vs周波数(ppm)フ。ロットを求めた。図3、4は、それぞれ、-

2.45(--107 Hz). 0.40 ppm(--39 Hz)のTIS(E)/T，s(N)を示した。図 3、4のE型のT，S値は、ほほ

対応したN型ピークの約1.5倍であった。 7.13( --69 Hz)， 8. 65 ppm( --107 Hz)の場合も図3、4

と同様の差が観測された。即ち、!照射部位、強度による差はあるが、 E型のT1S値はN型に比べて

1. 5--2倍になっている。図 3 、 4 に対応したN型、E1~の代表的側鎖フ。ロトンのT1S値をTab1e 1に

示した。

タンパク質分子のT，sfi立の延一長の機序についてAkasakaら(2.3.4)、Eraら(5)は次のように報

告している。 T1Sfii'1の噌加は、高分子(タンパク質)の側鎖、セグメント等の可動性の増加、即

ち高分子の「かたさJの減少によると報告した。 Kosekiら(1)は、 OVAE型は、 N型に比べて分子

容、二次構造には変化なく、芳香族側鎖の誘起CDが大幅に減少することより、芳香族側鎖の可

動性の増加を示唆していると報告した。 E型におけるT1Sfu'[の増加は、 Kosekiら(1)の結果と良く

一致し、 E型において、分子の「かたさJの減少、 HIlち可動性の増加を示唆するだろう。上述の

結果より、 OVAE型は iMG状態J(6， 7)であろう。

OVAE型がMG状態であることに関連して、 'H-NMRスペク卜ルについて興味ある結果を説明す

る。 N型側鎖のT2値はE型のT2値に比べて、若干長い、特iこHis(C2H).芳香族側鎖のT
2
fl直は、有意

に長かった。このため、 8ms CPMGスペクトルで、 N型、 E型の差がHis(C2H)、芳香族側鎖のプ

ロトンに有意の差が観測されたが、通常の'H-NMRスペクトルでは、 His(C2H)、芳香族側鎖のスペ
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クトルはブロードであった。この機序については、検討rjlである。

文献

1. Koseki， T. et a1， J. Biochem. 103， 425(988) 

2. Akasaka，' K.， J. Magn. Reson. 45， 337(981) 
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4. Akasaka， K. et al， Physica B 164， 163(1990) 
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6. Do1gikh， D. A. et a1， FEBS Lett.盟Q_， 131(981) 

7. Ohgushi， M. et a1， FEBS Lett.辺生， 21(1983) 

Fig.1 P10ts of cross-re1axation times(T1S(sec)) for each side chain of the N(・;
pD 7.29， 0.10 M C1) and E(O; pD 3.08， 0.10 M C1) forms of ova1bumin at 

250 
，obtained by the f2-irradiation at -2.45 ppm(↓) and y H/2π~107 Hz， against 

ppm scale. 

Fig.2 P10ts of cross-re1axation times(T1S(sec)) for each side chain of the N(・;
pD 7.29， 0.10 M C1) and E(O; pD 3.08， 0.10 M C1) forms of ova1bumin at 

250 
，obtained by the f

2 
-irradiation at O. 40 ppm(↓) and y H/2π~39 Hz， against ppm 

sca1e. 

Fig.3 P10ts of T1S(E)/T1S(N) where T1S(E) and T1s(N) are cross-relaxation times for 

corresponding side chains of the E(pD 3. 08， O. 10 M C1) and N(pD 7.29， O. 10 M C1). 

forms of ova1bumin at 250 
， respectively， obtained by the f

2
-irradiation at -2.45 

ppm(↓) and y H/2π~107 Hz， against ppm sca1e. 

Fig.4 Plots of T1s(E)/T1s(N) where T1s(E) and T1s(N) are cross-re1axation times for 

corresponding side chains of the E(pD 3.08， 0.10 M C1-) and N(pD 7.29， 0.10 M C1-). 

forms of ovalbumin at 250 
， respecti vely， obtained by the f2 -irradiation at O. 40 

ppm(↓) and y 11/2 π~39 IIz， against ppm scale. 
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TIS(i開。
AROM BIS(CZs) 11-(司 C..H

休14開 叫

ベ立ち1 HJ.Z Z' (Hz) も(pp同pD 

L97 
4.14 

2.2s 
3.43 

2.ll2 
4..20 

1.97 
3.20 

1.50 
2.34 

107 -・2.45守.29

3.08 

0.88 
2.08 

0.74 

:1.35 
l.S9 
2.76 

0.98 
1.80 

O.ω 

乱"
39 0.40 7.29 

3.08 

0.91 
1.80 

Lη 
2.35 

L12 
L

“ 
0.76 
L09 

69 7.13 7.29 
3.08 

1.21 
L48 
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P26 

-医・生理

タンパク質の溶液→ゲル変換における水性状の変化一一一磁化移動現象とスピン・

格子緩和1時間

l藤田保衛大・総医研・分子生理、 2，岐阜大・医・生理、 3稲沢市民病院・中検、 4日大

曽我美勝l、恵良聖~2、 0加藤一夫九高崎昭彦l、桑m一夫2、上坂信宏4、梶原孝彦l、中村浩二2

Jll-NMR studies on water structure in protein solution and gel state-spin lattice relaxation 

times in the magnetization transfer experimenls 

JDivision of Mol. Physiol.， Inst. for Compreh. Med. Sci.， Fujila llealth Univ.， 2Dept. of 

Physiol.， Sch. of Mcd.， Gifll Univ.， and 3Clinical Laboratory， Inazawa City Hospital and 4Dept. 

of Physiol.， Sch. of Med.， Nihon Univ. 

Sogami， MJ.， Era， S2.， Kato， K3
• , Takasaki， AJ.， KlIwata， K2.， Uesaka， N4.， Kajihara， TJ. and 

Nakamura， K2. 

The magnetization transfer， mediated by the excahnge process between the two-site， has 

been reported by several groups. They reported that spin-lattice relaxation times of water 

in the absence of exchange between the two-si tC(TJ.abs) are generally longer than those of 

conventional non-selective spin-lal tice relaxation times(TJ). The present authors examined 

on the relation bctween Tl.absc and TJ， and found no elongation of Tl.absc・ Theapparent 

elongation of Tl.absc might indicate protein gel and living tissues bcing the mixture of 

extremely large， intermediale and relativcly small macromolecules in molecular level. 

磁化移動(magnetizalion transfer)現象の説明lこtwosite modelが提唱された(Wolffら(1)，

Scholzら(2)，lIajnalら(3))。彼らは、 two-sitef聞に交換がないとき、水分子プロトンのスピン・格子緩

和時間(spin-latticcrelaxation time in the absence of cxchange between the two-site(Tl.abs)) 

は通常のインパージョン・リカバリ法によるスピン・格子緩和時間よりも、一般に長いと報告した。

1989~ 1994年にかけて、多数の同様の報告がなされている。筆者らは、 Tl.absc>T，~こなせ'なるかを、種々の
系について検討した。

実験材料と方法

ウシ血奨アルブミン(sPA)、ウシ・メルカプトアルブミン(BMA)溶液およびBPAゲル(BP帥ー

キーワード:交差緩和時間、水構造、タンパク質溶液→ゲル変換、磁化移動とスピン・格子

緩和時間

そがみ まさる、えらせし、いち、かとう かずお、たかさき あきひこ、くわたかずお、うえさか

のぶひろ、かじはら たかひこ、なかむら こうじ
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gel)(4)、合成高分子ゲル(ソフト・コンタクトレンズ材料、合水量:18.4-83.1%)をBruker社

AM 500型を用いて測定した。

Tl. abscの測定法について、 Akasal{a(1981、1983)(5，6)の交差緩和!の理論とtwo-site modelの:l'R論

が、全く同一形式であるため、 Akasalwの式を用いて説明しよう。まず飽和移動法(SAT法)による交差緩

和時間測定法について説明する。 Akasaka法で1ま、 S，1 2スピン系を仮定し、 Sスピン系プロトンをラ

ジオ波で、照射(f2照射)し、 Iスピン系の磁化変化を観測する。 Akasakaによると[1.2J式のようになる。

dl/dt=-(l-Io)/T]-l/T]S; [lJ~ 1ご I四十(10-1 m)exp(一τ/T1本); [2J~ 

I。、んはそれぞれ、長時間f2照射する前、後のiスピン系の磁化、 1/T]本二1/T]t1/T]Sである。 Sスピン系を

f2照射し、 Iスピン系の磁化がSAT法で定常状態に到達したとき、 IjI。は[3J式のようになる。

Ij1o=T]本/T];[3 J ~ 1 = 1∞[1-2exp(τ/T]ヰ)J;[4J~ 

前述のように、 Iスピン系の磁化が定常状態に到達した後、インパージョン・リカバリ一測定をすると

C!NV法)、観測するIスピン系の磁化変化は[4J式のようになる。 [2J式と同様、 1/T]*二 1/T]十1/T，sである。
ところで'1folffら(1)、lIajnalら(3)は、 T].abscを[3J式を用いて求めた。彼らはT]牢を水シグ、ナルより

離れた部位をf2照射しながら(オフ・レゾナンス照射)、 AkasakaのINV法により測定し、(Ij1o)はSAT法

を用いて求めたC!NV-SAT法)。しかしながら、蛋白質ゲルの場合、分子内交差緩和現象に速い成分(かた

い巨大分子集合体による)と遅い成分があり、 INV法を月jいると速い成分を観測することが困難である

(7)。筆者らは、 T，人(Ij1o)の何れもSATl去を用いてTI.曲目を求めCSAT-SAT法)、 INV-SAT法とSAT

SAT法を比較検討した。門、式を記入する都合|二、 T](lIDO)，T，*(lIDO)， T，s(IlDO)， T/IlP)， T/(IlP)， 

T，s(1I20)及びタンパク質分子のT]，T]本，T，sを区別せず、便宜的に ITI' T]牢， T，sJとした。]

結果と考察

図1，2は、ウシ血築アルブミン・ゲル(BPA*-gel，D20)のINV-SAT法、 SAT-SAηよ-の結果を、それ

ぞれ示している。一8.79( 7 H/2 7[ -69 [[z)， -]3. OO( -1 07 llz)， -]8.99 ppm( -1 07 IIz)をむ照射し、 INV

S剖叩A灯T史により求めたT]曲蜘蜘μs虻c(11叩lDO削)η)の干平占均値(げT]いa山μM

た。 Tl.ab5C ([[DO)は1folffG(1)、lIajnalら(3)の報告したように、対応したT](IIDO)よりも長い。図 lの破

線は、 Tl.absc([[DO)= T](IIDO)に対応した直線を示している。

BPA*-gelをオフ・レゾナンス照射したとき、速い分子内緩和、ついで水への分子問緩和1現象をも観測し

得るSAT-SAT法により求めたTI.abs/IlDO)は関 2に示すように、対応したT](llDO)とほぼ等しかった。 BPA*-

ge]の場合、巨大高分子集合体による速い分子内交差緩和(7，8)、ついで水分子への分子間交差緩和現象

を、 INV-SAT法では観測しj難L、ため(7)、T]*CIlDO)が長くなり、 T]*([[DO)/(Ij1o)より求めたTI.曲ぷ[[DO)が

対応したT]OI閃)より長くなるのであろう。ウシ1(11竣アルブミン溶液の場合、 Eraら(7)によると、分子内

交差緩和時間は、 SAT法、 INV法の何れによっても、ほぼ同一備を示すl成分のみであった。このため期

待どうり、 INV-SAT法により求めたTl.abs/[[DO)は、図3に示すように、対応するT]CIIDO)と一致した。

前述の基礎的検討を終えた後、 [[20系について合成高分子ゲル(ソフト・コンタクトレンズ材料、

含水量 :18.4-83.1%)についてTl.absc(H20))とT]([[20)について比較検討した。これらの試料では、

71V2π-69 IIzを用~ ¥， 7. 13， -4.00， -8. 79 ppmをf2!照射した。均一な合成高分子ゲルでは、 INV-

SAT法、 SAT-SAT法のいずれでもTl.absc (1120)は、対応したT](l!20)に等しかった。この理由は、おそらく金

成高分子ゲルが均一であるためだろう。図4に、 8. 79 ppm， 7 [[/2π-69Hzの結果を示したが、 -4.00

ppm， 7H/氾2π-6印9HzのTl.a蜘b5活5C([[叫120)v刊sT] (1I馬120的)も図4と全く同じであつた。
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マウス水品休(8週齢)、ラット肝、脳組織などのINY-SAT法(7 Hzl2π~69 Hz， -8. 79， -4. 00 ppm 

fE照射)によるT1. absc (II20)は対応したT](II20)よりも長かった。しかしながら、 SAT-SAT法によるTl.absc(II20)

は、対応したT](H20)と良く一致した。 Wo1ffら(1)、I1ajnalら(3)の報告したTl.abs/II20)の磁化移動測定時

CINY-SAT法)の見かけの延長は、 BPM一一gelで説明したと同一の機序によるのだろう。

前述の各種の検討実験より、筆者らが従来報告してきたウシ・血竣アルフーミンの溶液→ゲル変換

におけるT
1
cnDO)より求めたオフ・レゾナンス照射時のT，s(IIDO)の矩縮は誤りでないだろう(図 5)。
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Fig.l Mean va1ues of spin-1atlice relaxation times in the absence of exchange between 

two-site (Tl.abs/I1DO))， obtained by the INYSAT method with 3 kinds of off-resonance 

irradiation (-18.99 ppm and 711/2π~ 1 07 IIz， -13.00 ppm and ~ 1 07 I1z， -8. 79 ppm and ~69 

I!z) a t 250 

， as a f unction o[ non-se1ec ti ve T， (lIDO) for BPA本 gel. A broken 1ine indicates 

the line corresponding to Tl.absc(I1DO)二 T，(I1DO). 
Fig.2 Tl.nbsc(I1DO)， obtained by the SAT-SAT method at 250 

， as a function of non-se1ective 
例J

T] (lllJO) f~_r BPA本 gel. A solid line indicatcs the line corresponding to TI.山/IIDO)= T， (IlDO). 

Fig.3 Tl.abs/I1DO)， obtained by the INY-SAT mcthod at 25
0 

， as a function of non-se1ective 

T] (IIDO) for bovine p1asma a1 ubumin( 0， BPA(pD 7. 1))， bovine mercapta1bumin(ち， BMA(pD 3.0)) 

and BMA-sodium dodecy1 sufate COinp1cx(e， AD，n(pD 5.4 or 3.9)) solutions. A solid 1ine 
内 J

indicates the corrcsponding to T].ab町 (IIDO)コ T，OIDO).
Fig.4 Spin-1allice relaxation times in thc absence o[ exchange betwecn two-site 

('Tl.absc(!l20))， obtaincd by the INV SAT method wi th 0[[ -resonance irradiation at -8. 79 ppm ana 

7 112 /2 π~69 IIz a t 250
， as a function of non se1ecti ve T

1 
(1120) for soft contact 

lcnses(SCLs;O， ~， ~， e，口)and GEL刊E(wet mixture of cellu10se and starch， []). A solid 

line indicates the 1ine corresponding to T].absc(H20) = T
1
(I120). 

Fig.5 lITぷIIDO)va1ues， obtained by the inversion recovery meth吋 with f2 irradiation at -

13. 00 ppm and 7 II/2π~107 IIz at 250 ， as a function of protein concentration (W(出))for 

BPM-gel(・， C)， 9， 0.10 M Cl-， pD 4.01 bcfore ge1ation)， BMA(O， 0.10M Cl-， pD 4.0) and 

BPA( 0， 0.10 M Cl-， pD 7.1). 
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P27 巨大ヘモグロビン集合体形成赤血球の分子間交差緩和現象の研究

0上坂伸宏、 l曽我美勝、 2恵、良聖一、 1高崎昭彦、 2加藤一夫、

2中村浩二、 3長谷川節夫

日本医大・ l生理、 3同3内科、 1藤田保衛大・総医研・分子生理、

2岐阜大・医・ 2生理

民1AGNETIZATIONTRANSFER CHARACTERIZA TION OF HEINZ BOOY -FORMING 

REOCELLS. 

Uyesaka， N.， 'Sogami， M.， ~ra， S.， 'Takasaki， A.， l<ato， K.， ~akamura， K.， and 

¥Iasegawa， S. 

Dept. of physiol. and of 3Int. Med.， Nippon Med. Sch.， Tokyo， 10iv. of Mol. Physiol.， Inst. for 

Compreh・Med.Sci.， F吋itaHealth Uni:v.， Toyoake， and TIept. of physiol.， Sch. of Med.， Gifu 

Univ. Gifu， Japan 

ABSTRACT 

The magnetization transfer characteristics of Heinz body-forming red blood cells (RBC) were 

analysed， using RBC treated with phenylhydr抵 ineand RBC from a patient with unstable 

hemoglobin (Hb) disease (Hb Yokohama)， with the aim of elucidating the biophysical state of 

those Hb and related pathophysiologic events. We measured intermolecular cross-relaxation 

times (Tls) from irradiated macromolecule protons to observed water protons and spin-Iattice 

relaxation times (Tl) of water protons. We found that unl ike conventional Tl measurements， TIS 

meぉurementsare very sensitive for the detection of Hb-Hb interactions that are specifically due 

to the formation of compact large Hb aggregates within RBC， as well as amounts of bound 

water. 

INTROOUCTION 

The formation of membrane-bound Heinz bodies， i.e.，血epresence of precipitated， 

denatured hemoglobin (Hb) aggregates within red blood cells (RBC)， is the prim訂yeventfor 

hemolytic anemia in unstable Hb disease. We have recently demonstrated and confirmed a 

marked impairment in the deformability of Heinz body-forming RBC and conjunctival hemolytic 

significances， using our own developed porous thin metal filter with bOth 3-Jlm and 5-μm pores 

(1，2). In this study， we investigate the magnetization transfer characteristics of Heinz 

body-forming RBC to elucidate the biophysical state of those Hb， which is closely related to 

RBC deformability. As is wel1-known， RBC deformability is crucial to their performing出evital 

function of oxygen delivery. 

MA TERIALS AND METHOOS 

We measured intermolecular cross-relaxation times (Tls) from irradiated protons to water 

protons with off-resonance (f2) irradiation at 7.13， -4.00 or・8.79ppm，at a power level of 

サ12/2n-69Hz，as well as conventional spin-lattice relaxation parameter (Tl)， according to出e

method introduced by Akasaka (3). To investigate effects of Heinz body-formation on白e

magnetization transfer within RBC， we used RBC treated with phenylhydrazine加 dRBCfroma 

patient with unstable Hb disease (Hb Yokohama). Since the density distribution of RBC from 
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出epatient extended over a broader range (1)， the subpopulation of the RBC， i.e.， Iight-density 

ceIls， middle-density cells and dense cells， were prepared using a discontinuous PercoIl density 

gradient.百leformation of Heinz bodies was examined by both scanning and transmission 

electron microscopy. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Phenylhydrazine崎 treatedRBC showed dispersed formation of smaIl Heinz bodies， while 

RBC from the patient with Hb Yokohama， especially dense cells， exhibited much larger， often 

solitary formation of Heinz bodies. Phenylhydrazine-treated RBC showed an apparent decrease 

in 1is in a dose-dependent manner. Moreover， of interest is出atRBC from the patient， dense 

切Ilsin particular， reveaIed a more marked decrease in 1is白anphenylhydr位 ine-汀'eatedRBC; for 

example， TIS vaIue of normal control， 4 伽 g/dl phenylhydr但 ine-treated RBC， 佃 dli均i培ght託tト吋-d由en悶1鴎叫s討ityy 「

c閃怠:ell貼Is，middle-density 田 IIsand dense cells from the patient， which were obtained with 

f2-irradiationat -8.79ppm， were 20.3，13.2，13.4， 9.34，3.64 sec， respectively. Nevertheless， 

such a pronounced difference between phenylhydr位 ine-treatedRBC and RBC from the patient 

was not detected by the conventionaI Tl measurements. Further， to our surprise， the Trs vaIue 

of dense cells was about the same as伽 tof glutaraldehyde-fixed normal RBC， although the 

dense ceIls were intact (Iiving) cells. Here， it is to be noted that Trs values are primarily 

determined by spin diffusion， which s汀onglydepends on inter幅 protondistances， molecular 

motions and molecular weights of macromolecules. Considering that Heinz bodies are very 

compact， large Hb aggregates， it is likely that the assembly can be regarded 田 a

"megaromolecule" and that the Heinz body formation may markedly change inter-proton 

distances of Hb molecules. Also， it is noteworthy that the glutaraIdehyde-fixation of RBC does 

not form an amo叩housmass of aggregate， although the fixation usually leads to a strong 

restriction of molecular motions and an eventual increase in bound water molecules. Therefore， 

it can be concluded that Trs measurements are very sensitive for the detection of Hb-Hb 

interactions that are specifically due to the formation of large Hb aggregates within RBC， as well 

as amounts of hydrated water within those. Thus， we propose that Trs measurements could be 

of vaIue in the study of unstable and thalassemic Hb disease. 
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(2) Nakamura， T. et. al.， B100d Cells 20，151-165，1994 

(3) Akasaka， K. et. al.， Physica B 164， 163-179， 1990 

Key words: Nuclear magnetic resonance (NMR)， Cross-relaxation times， Red blood Cells 

(RBC)， Heinz bodies， Hemolytic Anemia. 
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P28 核スピン結合定数の計算
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Calculation of N uclear Spin-Spin Coupling Constants 

Kitami Institute of Technology 
o H. FukuiヲT.Baba， H. Inomata， K. MiuraヲandH. Matsuda 

Abstract: An日binitio SCF study of the angular dependence of the vicina.l 

proton-proton coupling constants 3 JHH has been carried out for ethane molecule. 

The four contributions to 3 JHH (JFC， .JSD， JOP， and JOD
) have been computed 

using the 6-31G， 6-31Gへand[5s2pldl2s] basis sets. The major contributions 

arise from the FC term. Since the SCF calculation of the FC term gives too large 

magnitude of co叩 li時 constants，the electron correlation corrections to the 3 J~~ 

have beell illtroduced to third order by using the Moller-Plesset perturbation 

theory. It has been shown that the third-order correction is very small compared 

with the secolld-order one. 

1. Introduction 
Dramatic advances in NMR spectroscopy brought about by multidimensional NMR meth-

ods have much increa，sed the ability to me田 ureNMR parameters such as nuclear spin-spin 

coupling constants. However， although it is now possible to measure many couplings， a 

satisfactory theoretica.l basis for their interpretat.ion is lacking. 

The vicinal proton-proton coupling constant 3 JHH is the most useful coupling encountered 

in 1 H NMR spectroscopy. The widesprea.d a.pplication of this coupling to stereochemistry 

rests on its strong dependence upon the dihedral angleゆbetweenthe coupled protons. 

Since the first report by Ka.rplus1 in 1959， ma.ny theoretica.l ca.!culations of 3 JHH have been 

published. However， most theoretica.l studies of 3 JHH have used the semi-empirical methods 

of ca.!culation a.nd included the Fermi conta.ct contribution a.lone. On the contra.ry，αb initio 

ca.lcula.tions of 3 J1m are very sca.rce a.nd we ca.n enumera.te only two pa.pers2，3 of the a.ngula.r 

dependence of 3 JHH in etha.ne derivatives recently published by San-Fabian et α1. They 

ca.!Culated 3 JHH in ethane derivatives at the SCF level with inclusion of the four contributions 

to 3J1U1. It is well known tha.t the SCF ca.lcula.tion of the Fermi conta.ct term gives too large 

rna.gnitude of coupling consta.nts beca.use of neglect of la.rge electron correla.tion effecも.So we 

have ca.!Cula.ted the electron correla.tion effect on the a.ngular dependence of Ferrni conta.ct 

contribution to 3 JHfI in etha.ne molecule. 

Keyword: Coupling Consta.nt， SCF， Correla.tion Effect 

0ふくいひろゆき、ばばたけひさ、いのまたひさのり、みうらこういち、まつだひろき
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2. Method 
The intramolecula.r intera.ctions tha.t are responsible for the splitting of the nuclear spin 

sublevels were shown by Ramsey4 to be of four kinds: the Fermi contact (FC)， the spin-
dipole 何D)，the orbita.l pa.ramagnetic (OP)， a.nd the orbital disma.gnetic (OD) interaction. 
These interactions may be grouped with respect to the order in which they contribute to 

nuclear spin-spin couplings in perturba.tion theory， the OD term contributing to first order 

and the remaining three to second order. The three intera.ctions contributing to second order 

may further be grouped with respect to the nature of the excited states which the interaction 

mixes with the ground state. The FC and SD interactions have matrix elements between the 

ground state and the excited triplet states， but the OP term has matrix elements between 

the ground and the excited singlet sta.tes. 

Two distinct approa.ches to the Ha.rtree-Fock (HF) perturba.tion theory (PT)， which ma.in-

ta.in the self-consistency of the perturbed HF hamiltonia.n， are commonly in use in SCF 

ca.lculation. One of them involves a direct self-consistent ca.lcula.tion of the perturbed Fock 

Dira.c density ma.trix.5 The other one， coupled Ha巾 ee-Fock(CHF) method， directly refers 
to the orbita.l picture.6 The density ma.trix a.pproa.ch ha.s computationa.l a.dva.nta.ges because 

it 。π'ersthe perturbed HF energy without the intermedia.te ca.lcula.tion of perturbed orbitals. 

In our SCF calculation of 3 JHH we used the density ma.trix a.pproa.ch formula.ted by Dodds 

et al.7 

We consider here a. closed-shell system with 2n electrons a.nd n doubly-occupied orbitals 

{ψ}，ψゎ・・・，ψn}constructed from m basis functions {χI，X2，"'，Xm}' Ea.chofocc叩 ieda.n 

unoccupied orbita.l functions is expa.nded with m ba.出日IS日functionsin the LCAO form: 

ゆp=:LCμ山 ，p = 1，2，・ ，rn 、、，，，
F

唱

a
A(
 μ=1 

The coefficients Cμp a.re given a.s the solution of the perturbed HF equation. We first treat 

the ca.se of spin-independent perturba.tions and define the spin-independent density matrix 

R whose ma.trix element a.re given by 

R戸乞ClliC;; (2) 
;=1 

Dodds et aF presented the formula.e for the perturbed HF energies in the ca.se of two sim-

ulta.neous perturbations， h(I，O) and h(O，I). If the ba.sis set does not depend on the perturba-
tions， one of the second-order perturba.tion energies E(I，I)， bilinea.r in two spin-independent 

perturba.tions， is given by 

E(1，I) = 2Tr(R(1ρ) ft(0，1)). 

The first-order density matrix R(Iρ) is ca.lcula.ted by the following formula.: 

R(I，O) = ε 芝CJf勺ケ!:Uγ:;Ur:;rff(T0的~ (い可印O)CiO)t)い+什什巾巾H恥恥1お加加Iermi釘叩叩叫r口rml凶凶山n凶凶i比t山叩
gαL  e:;一 εα 、 J

(3) 

(4) 

where cjO)and cjO)a陀 thecolumn vectors ma.de from the coefficier巾 ofthe unperturbed 

occupied a.nd unoccupied orbita.ls with the u叩 e山 rbedorbital energies ε~O) and e:iO). The 

日rst-orderFock ma.trix .f(I，O) is given by 
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f(川 =h(I，O) +乞点的[2(μvl入σ)ー (μσ|ル)] (5) 

The matrices R(1ρ) and /(1ρ) must be solved iteratively. 

For the case of the spin-dependent perturbations stlch as FC and SD interactions， we have 
to modify a little the definition of the density matrix. We define the spin-dependent density 

matrix Rss' by 

RSS
' =乞c;zcf， (6) 

i=1 

where s a吋 s'denote the electron spin orientations， i. e.，αand s spin states. Equations (3) 
and (5) are modified to 

E(川=乞Tr(R(1川).，..'h (O，I)s' s (7) 

f川 S'= h(I，O)ss' +乞[(410)~430)ββ)(μvl入仇，-RY町時ν)]. (8) 

Unperturbed orbita.l coefficients and energies a.re of course independent of the spin orienta-

tion. We must determine iteratively R(叩 )S.，'a.nd .f(I，O)ss' by Eqs. (4) and (8). 

3. Results and discussion 
The a.ngular dependence of the 3 JHH coupling in etha.ne is represented as a. trunca.ted 

Fourier series in the dihedra.l a.ngleゆofthe forrn 

3JHH(ゆ)= CO十 C1cos </> + C2 cos 2ゆ+C3 cos3</>. (9) 

We first ca.lcula.ted the four contributiollS to the 3J"H at 100 increments of the angle </> at 

the HF level of approximation using the 6-31G* and [5s2pldI2s] basis sets. Both basis sets 

gave the sa.me a時 ulardependence of 3Jml (= JFC + JSo + JOP + JOO)， i.e.， bell-shaped 
curves with maxima a.tゆ='"0 and '" 1800 and a minimum atゆ='"900

• The [5s2p1d12s] 

ba.sis set ga.ve slightly lower values of 3 JHH than the 6-31 G* basis at all of the angles </>， 

but the maximum difference was about 1 Hz. The individua.l contributions to 3 JHH obtaiI1ed 

with [5s2p1dI2s] basis were fitted to the trur 

method. The Four吋1e引rcoeffi五icients日 forthe individual contr吋ibut“ionsare shown i加nTable 1. 1抗tis 

sh旧ownt山ha.tthe ma.jor c∞o】ηmtr凶r討.1ゐbu叫tions凶sarise f仕romthe FC term. 

It is well known that the HF approximation for the FC term gives too large magnitude of 

coupling constants. So we have corrected the Hartree-Fock value of the FC contribution to 

3 JHH with respect to the electron correla.tion. We have used the finite perturbation theory 

(FPT) method including two FC interactions a.s perturba.tions on the coupled nuclei. The 

second a.nd thire-order correlation corrections to the 3 J~fI were ca.lculated by numerical 

deriva.tive of the Moller-Plesset perturbation energies obta.ined with unrestricted Hartree-

Fock (UHF) spin orbita.ls. We first compa.red the correla.tion corrections for two ba.sis間 ts，
6-31G a.nd 6-31G*. Both basis sets ga.ve the sa.me trend of the a.ngula.r dependence of 3J~~ ， 

but the 6-31G* ba.sis showed a. sma.ller ma.gnitude of second-order correction by cα. 1Hz 
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Table 1. Calculated Four巾 rc∞oef侃五clel巾 (Hz) of Eq. (9) for the individual contributions to 

3 JHH in ethane. 

C。 C1 C2 C3 

Hartree-Focl王Va.]ue")

FC 9.07 -0.79 7.04 -0.07 

SD 0.08 0.14 0.09 0.00 

OP 0.68 -0.89 -0.04 -0.01 

OD -1.51 1.62 0.09 0.01 

Correlation Corrections to the FC termb) 

2nd order -3.59 0.48 1.27 -0.13 

3rd order -0.14 -0.09 -0.09 0.01 

Tota.l Contributions 

calculation 4.60 0.46 5.82 -0.20 

experimental value<) 8.02 -1.2 7.0 

α) [5s2p1dI2s] ba.sis used. b) 6-31 G* ba.sis used. c) Taken from ref. 2. 

tha.n 6-31 G ba.sis. The third-order correction wa.s very sma.ll. The correla，tion corrections 

by 6-31G* basis were fitted to the truncated Fouriぞrseries a.nd the coefficients are shown in 

Table 1. The correlatioll corrections to the non-contact contributions were neglected. The 

calculated Fourier coefficients of the total 3 Jm! are compared with experimentally determined 

ones in Table 1. Ta.ble 1 shows that the calculated Fourier coefficients a.re considerably sma.ll 

compa.red with the experimenta，1 ones. This may be due to incompleteness of the basis sets 

used. 
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P29 ハロメタンの C-13NMRで観測される

低磁場シフトの重水素同位体効果

メニコンR&D*，名工大 O中島康喜*、高橋憲助

Downfield One-Bond Deu七erium工so七opeEffec七son 

13C NMR Chemical Shif七sfor some Halomethanes 

Yasuki Nakashima+ and Kensuke Takahashi 

+R&D Division， Menicon Co.， L七d.

Nagoya工ns七i七uteof Technology. 

One-bond deuterium iso七opeeffects on 13CNMR chemical shifts (lA) 

of subs七ituted me七hanes were inves七iga七ed in terms of 

substi七uen七 effec七s. Downfield one-bond isotope effec七s were 

observed in diiodome七haneand iodoform. They are interpre七edas 

七heisotopic per七urba七ionof heavy atom effects on 13C chemical 

shif七s.

[序論}

分子中の原子をその同位体で置換すると、その近傍の原子核の NMR化学シフト

が小さく変化する。この現象は同位体シフトと呼ばれて古くから知られているが、

過去のデータは精度に問題のあることが少なくない。我々は、 13CNMRスベクト

ル上で観測される重水素同位体シフト (nA:nは観測核と同位体置換サイトとの聞の

結合の数)を系統的に調べている1)。これまでに、多くの有機化合物で百を精密

に測定した。

今回は、ハロメタンの炭素で観測される

h について報告する。ほとんどの場合、
lAは高磁場シフトである。しかし、ジ

ヨードメタンとヨードホルムにおいて、

低磁場シフトの1企が観測された。

D//1企観測核

X一一一C一一-x

X 
X:ハロゲンまたは水素

キーワード:13
C則 R、重水素同位体効果、ハロメタン、重原子効果、低磁場シフト

0なかしまやすき たかはしけんすけ
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[実験】

CHzlz + CHDlz 

下11:;::11111九州問。司JHI;I:fll tI1 J[1一「市中市可申~市:.;-::-

2・・5 ・ .0.5

Chemical Shift / ppm 

13 
Fig.l .-CNMR Spectrum of a rnixt町 eof

CHDI2 and CH2I2. Dow1Uield 1企

can be observed wi血 CDcoupling. 

【結果・考察】

バリアン Gemini司 2∞円-NMR分光

計(50.3 MHz )を用い、水素体と

重水素体の混合物を試料として、室

温にて13CNMRスベクトルを得て、

1企を測定した。測定精度は、 O.∞3

ppm (3 ppb) よりも良い。 1企は、

重水素 l原子当たり -472.2から287

ppbであった。低磁場シフトの同位

体シフトの観測例を Fig.lに示す。

ゆ JJX}.p問分子軌道法計算は、

MOP AC ver. 6. 02 (Ref. 6 )と

恥1acintoshQuadra840AV 32ピットパソ

コンによって行われた。

得られた 1企をTable.lにまとめる。ほとんどは重水素置換によって高磁場シフト

するが、ジヨードメタンとヨ}ドホルムでは低磁場シフトの祉が観測された。ま

た、各置換基の効果には、加成則がほぼ成立した。 1企と置換基の数のプロットを

Fig.2に示す。 Fig.2より、祉に対して、メチル基は高磁場シフトの効果を与え， Cl 

の効果は小さく， Br， 1は低磁場シフトの効果を与えることがわかる。

Brや Iの重いハロゲン置換基は 13C化学シフトを大きく高磁場へシフトきせるこ

とが知られており、この効果は「重原子効果」と呼ばれている。この重原子効果に

基づいて、次のような仮定をもとに、 Fig.2の ldに対する置換基効果と低磁場シフ

トの 1企を説明できる。
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IL¥ for Substituted methane derivatives. Table.l 

Solvent IL¥ / ppb a) 
Number of 

Substituent Comp. 
Substituent 

(Gas phase) -187.0 b) 。CH3D 

CDzClz/CSz -284.0 c) CH3 CHzDCH3 

CDCl3 
-375.9吋2 C~ CHD(CH3)z 

CDCl3 
-472.2の3 CI-もCD(CH3)3 

neat -199.4 d) 2 CI CDzClz 

n回 t-202.6 d) 3 CI CDCl3 

ー140吋Br CD3Br 

CDCl3 
旬 832 Br CHDBrz 

CDCl3 -9 3 Br CDBら

neat -49.0 d) CD31 

CDCl3 162 2 CHDlz 

CSz 

a) Per one deuteron. Negaitive valucs m回 nhigherfield shifts. 

b) Ref. 2. c) Ref. 3. d) Ref.4. e) Ref.5. With large eηor(50 ppb). 

287 3 CDI3 

Br 

R= 

CI 

400 

。

ー200

-400 

200 

』
門
岡
弘
、

d
H

CH3 

-600 

0 4 3 2 

Number of Substituents ; n 

Fig.2. Substituent effects on IL¥ for C~_PRD (R=CH3， CI， Br， 1). 
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置換される C-Hの結合距離が長いほど、観測される 1企の高磁場シフトは大きい。

これは、一般的に知られている九ハロゲン置換基の場合は、これに加えて重原子

効果の同位体摂動の影響があると考えられる。すなわち、重水素置換による二次的

な同位体効果によって、 C-X結合 (X:ハロゲン)距離が長くなり、重水素体での

重原子効果が小さくなる。つまり、重原子効果が同位体摂動をうけて低磁場シフト

が起こる。要するに、ハロメタンの 1[¥では、通常の高磁場シフトの要因に加え、

低磁場シフトの要因も存在する。
2.0 

X=I 

1.9 

fC-X / A 

1日

X=Cl 

1.7 
1.0 1.1 

fC-H /A 

1.2 

Cl， Br， 1の順に重原子効果の寄与は大き

くなるので、重水素置換された時の低磁

場シフト寄与が大きくなる。それゆえ、

Cl， Br， 1の順に 1企は低磁場シフト方向

へ変化し、ヨウ素置換体では実際に低磁

場シフトの 1企が観測される。

分子軌道法を用い、 C-H結合距離を

固定して、 C-X結合距離を最適化すると

Fig.3のようになる。つまり、 C-H結合距

離が短くなると(重水素置換された時)

C-X結合距離は長くなる。その度合いは、

Cl， Br， 1でほぼ同じであり、上の仮定

を支持する。

Fig.3. Plots between optimized C-X ( rc.x) and 

fixed C-H (rc_n) bond lengths for CHX3(X=Cl， Br， and 1). 
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P30 
ab initio MO法仁よるバクテリオロドプシン発色団の

18Cイ包学シフトの解析

0棋~JI: 実・手11川光人・ )1-1:義夫(東工大.!t命理工)

川村祐介.7，度辺席ー(日本クレイ)

Ab InItio Study of 13C NMR Chemical Shifts for the Chromophore of Bacteriorhodopsin 

OMinoru Sakurai1， Mitsuhito Wada1， Yoshio Inoue1， Yusuke Tamura2 and Yoichi Watanabe2 
1 Department of Biomolecular Engeneering， Tokyo 1 nsti tute of Technology 
2Cray Research Japan Limited 

Theoretical analysis was performed for the 13C chemical shifts of the retinal 
chromophore in bacte巾rho~op~in . ~y. ~ean~ o!. ab i11:iti~ ~~R sh_ie~ding 
calculation， based on the localized orbital / local origin method. We caηied out 
shielding calculation in double-~ level for a retinal analogue in order to 
investigate the correlation between 13C chemical shieldings and three factors; (1) 
change in strength of hydrogen bond between the positively charged Schiff base 
and its counterion， (2) conformational change about the C6-C7 single bond， and 
(3) electrostatic interaction between the chromophore and protein dipole. These 
calculations suggest that all the three factors are attributed to the chemical shift 
for the chromophore of bacteriorhodopsin. 

1 研究日的 &20 
パクテリオロドプシン(bR)は、光プロトン τ15

ポンプの駆動を担う光受容蛋['1質で、活性部 省
~ 10 f立にレチナール発色村lをもっ。レチナール発主

色f.Jlは、プロトン化シッフJt:;_t走結合を介し事 5 

て、アポ蛋白質のリシン残基に共有島怜して望 。
いる。 bRIt1におけるレチナール発色問の構 4-5
造・電子構造を調べるために、 NMRによる 'e-10 
実験的研究が数多く行われてきた o Fig.l.fi 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 

(.) 

は、 bRのレチナール発色附のプロトン化レ position 

チナ)ルシッフ塩基の化学シフト禿を示した Figure1. Plot of chemical shi仇 difference

ものである。この化学シフト差は、蛋(1環境 observedbetween bacteriorhodopsin (Smith 'et 

"1におけるレチナ)ルの構造・電子構造を反
al.. 1989) and porotonated a11-trans retinal 

; Schiff base (Harbison et al .1985). 
映している。逆に、このような化学シフト差

を再現するような分子モデルを構築するこで、 ilt白環境It1における発色同の構造を推

測できる。本研究の日的は、精度の高い化学シフト計算を通じて、レチノイド蛋白質

で観測される化学シフトを再現するような分子モデルを構築することにある。

2 計算方法

キーワード:ノTクテリオロドプシン、レチナール、 13C1t"芋シフト、 abinitio MO、LORG

0きくらいみのる、わだみつひと、いのうえ よしお、たむら ゅうすけ、

わたなべ よういち
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の立体障害(r-効果)にではなく共役系の分断 .IUI復にあることを確認した。これらの事

実は、イオノンを有するモデル化合物(アルデヒド)について以前行った計算結果3)と a

致する。 Fig.4(b)はねじれ塑(併 =900
)から平而型(手 =150可になることに伴う化学シフト

変化を関示したものである。この閲からわかるように、 Fig.1でみられるC5、C8の低磁

場、高般場シフトは、 C6.C71~.結合まわりのコンフォメ}ション変化でほとんど説明で

きる。

(3)ポリエン鎖近傍の双極子

塩化水素をさまぎまな位置、配liiJでモデル系に置き、蛋白質Ijlの双極子がレチナ}

ル発色[;jjの化学シフトに与える影響を調べる。双極子を二東結合を平行になるように

配置した場合、化学シフトに最も大きな影響を与える。とくに、塩化水素の双恒子を
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Figure 5. 

C5=C6結合に平行に配慣すると、 Fig.1におけるC5からC8の化学シフトの挙動を説明

するのに都合の良い化学シフト差が算11¥きれる(Fig.4(c))。

[化学シフト計算の立場からみた bRのレチナール発色トjJの構造]

Fig.5(a)は、 (1)、(2)の効果の重ね合わせを開示したものであるのこの二つの効果だけ

でもbRについて観測される化学シフト差をある程度説明できる。しかし、 Fig.1におけ

るC5の異常な低磁場シフトの原閃を|づ〉説明することはできないo Fig.5(b)は、 (1)、(2)

及ぴ{3)の効果の重ね合わせを関示したものである。この三つの効果の重ね合わせで、

C5の異常な低磁場シフトも含めて、 bRについて観測される化学シフト差をかなりよく

再現できる。

4 結論

以上の化学シフト計算の結果から、 bR!frのレチナーjレ発色問に関して次の結論が引き

出きた。

(1)シッフ塩基と対アニオンとの相互作川はモデル化合物に比べ弱い。

(2)6-sトランス型構造をとっている。

(3)イオノン環に双根子があるとすれば、 C5=C6結合に平行あるいはそれに近い配向で

位置し、負電荷はC5J:にある。

[文献l
(1) Hansen， Aa. E.; Bouman， T. D. J. Chem. Phys.， 1985， 82，5035-5047. (2)手11m、

棋井、井上、 m村、渡辺投稿準備rjr (3) Wada， M.; Sakurai， M.; Inoue， Y.; Tamura， 

Y.; Watanabe， Y. J. Am. Chem. Soc刊 1994，116，1537-1545.
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P31 糊旬配パルスをコヒーレンス選択に使ったNMR測定法
_15N-HMBC法と 13C-13C D Q F C 0 S Y法一

理研 0鵜湾 j旬、越野広雪

15N-HMBC and 13C_13CDQFCOSY Spectroscopy using Pulsed Field Gradient 

for coherence selection 

Jun Uzawa and Hiroyuki Koshino 

The Institute of Physical and Chemical Research(RIKEN) 

We have presented about 15N NMR observation by HMBC using Pulsed Field Gradient 

(PFG) at natural abundance 15N compounds(tubercidin cyclonucleoside，thiamine hydro-

chloride and nicotine) in the 32nd symposium last year. And then， We reported other 

results in some anual meeting and Experimental NMR Conference. 

In this symposium， we show some experimental results about observation of nJ!{，N 

values from 2D IIMBC spectra， and improvement on HMBC by using a set of duration time 

(eg 53ms and 68ms) to avoid the null point. 

13C_13CDQFCOSY spectrum of menthol at natural abundance are shown. 

静磁場に磁場勾配パルス (PulsedField Gradient、PF G)を加える測定法は、分子の大き

さの遣いから拡散速度を測定する方法とコヒーレンス選択に用いて位相回しを省略して 1スキ

ャンで二次元NMRを測れるようにする方法や軽水シグナルや溶媒の信号を消すために利用さ

れている。また、 PFGを高性能ホモスポイルパルスとして、適切なタイミングに入れことに

よりパルスの不完全性を補正し、最小積算回数の減少を計っている。さらに、 HMQCやHM

BCのようないわゆるインパース測定で大きな障害となるt1ノイズ消去に威力を発揮すること

が発表されている l¥演者らはこれまで非常に困難で、あったlHの直接結合していない天然存在

比率の15N信号の検出に使って良い結果を得、昨年の本討論会で発表し、その後日本化学会、

日本農芸化学会、 ExperimentalNMR Coference等で報告してきた。今回はクロスピークから

nJ X，!!を調'1れること、 HMBC測定法において、 nJX，!{にあわせて設定する時間(ふ)を 21岡

組み合わせて信号が消えないようにしたことを報告する。また、t1ノイズが抑えられることに

よって、天然存在比率のままで13C_13CDQFCOSY法が可能になったことを示す。

装置は日本電子製α600にFGHX5プローブを、 α400にFGTH5プロープを付け、

内臓のパルス系列を一部変更して使用した。

キーワード Pulsed Field Gradient， PFG_15N-HMBC， 13C-13C-PFGDQFCOSY， chlorophyll a 

ふりがな うざわじゅん、こしのひろゆき
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① クロロフィルの15Nスペクトル

クロロフィルなどポルフイリンには41闘の窒素があり、この化学シフトがわかれば中心金属

の配位状態などがわかり、従来NMRでlHや 13Cから間接的に得ていた情報が直接的にわかる。

もし窒素から 3ポンド以内にスピン結合しているプロトンがあればHMBCによりそれぞれの

窒素シグナルが帰属され、化学シフトがわかるはずである。第 1図にクロロフィルaの15N-

HMBCスペクトルを示す。 fl軸は高磁場を含めたプロジェクションであり、 15NlI4 15NO 3/ 

DMSOをゼロPPMとしたときの値である。
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Fig.1 PFG lH-15NHMBC Spectra of Chlorophyll a at natural abundance 

sample volume;27mg in O.3ml CDC13+2%CD301l， .6;60ms， window;sinebell -60 

to 160 for f2 and no-window for f1， total mesuring time 18min. 

@ nJx，H にあわせて設定する時聞を 21間組み合わせる HMBC法

HMBC法は極めて有用な測定法であり、現在でも様々な改良が試みられている。 PFGを

使うことにより、最大の障害であったt1ノイズの問題がほぼ解決されたと言って良い。
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演者らはnJX， H にあわせて設定する時間(LI. )を 2個組み合わせて良い結果が得られたのでこ

こに示す。良く使われる 60msの場合、 16.6Hzでクロスピークの強度がゼロになって

しまうが、 53msと68msを組み合わせるとこれを避けることができる。この組合せによ

りイソプロピリデンアデノシンを測定した例を第2図に示す。図中の lDスペクトルは f2スラ

イスであり、 2J N， Hが読み取れた。この値は INEPTで測定した値とほぼ一致したれ。

NH， l' 
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Fig.2 PFG 15N-HMBC spectra of 2'3'-O-isopropylidenadenosine 

sample volume;sOmg in DMSO-ds 0.5ml， LI.;53ms and s8ms， parenthesis data 

was reference 2， total mesuering time;3hour. 

@口C_13CDQFCOSY法

13C_13Cの相聞を通常の1H-1Hと同様にCOSY(P、N)やDQFCOSYタイプで

見ることは天然存在比率のままでは不可能であり、 10%以上13Cラベルされた化合物で成功し

ているに過ぎない 3)0 P F Gをコヒーレンス選択に使うことにより不必要な信号成分を1/10，0

00程度消去できれば可能となるはずで‘ある。第3図にメントールの13C-13CDQFCOSY

スベクトルを示す。
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基本的な感度は13Cの検出感度によって決まるが、 INEPTやDEPTを組み合わせる方

法、日C-RELAY法等についても検討している。

Men tho 1: 290mg/COCL3 FG日日FCS120FGTH5 400 

結び

口
<D 

D 
p、

3 

" 
Fig.3 PFG 13C-13C DQFCOSY spectra of rnenthol 

sarnple volurne;290rng in CDC13 0.4rnl. total rneasuering tirne;22hour. 

10 

すでにPFGをコヒーレンス選択に使うことはタンパクのNMRによる研究で常道となって

きた。 HMBCや HMQCでもPFGなしでは格段の差が出てしまう。各種測定法の改良もP

FGを前提に考えざるを得ない。

参考文献

1. R.E.Hurd and B.K.John.J.Magn.Reson..91.648(1991). W.Willker and D.Leibfritz.Magn. 

Reson.Chern..31.287(1993). P.L.Rinaldi and P.A.Keifer.J.Magn.Reson.A108.259(1994). 

2. J.Uzawa and K.Anzai，Can.J.Chern.，65，2691(1987). 

3. M.Ubukata，J.Uzawa and K.Isono，J.Arn.Chern.Soc. ，106，2213(1984). 
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P32 選択的励起と磁場勾配パルスを用いた 2次元NMR

(理研) 0越野広雪、鵜津淘

Selective 2D暢 NMRExperiments Using Pulsed Field Gradient 

---2D-seトPFG-TOCSY -HMQC， 2D-sel-PFG-TOCSY -HMBC 

and 2D-sel-PFG-TOCSY -HMQC-COSY--ー

The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN) 

Hirovuki Koshino and Jun Uzawa 

We propose new 2D-s巴lective(sel)-PFG-TOCSY -HMQC， 2D-sel-PFG-TOCSY日 HMBCand

2D-sel-PFG・TOCSY-HMQC-COSYexperiments together with 2D-sel-PFG-HMBC-COSY and 

2D-sel-PFG-HMBC-Relay巴dCOSYexperim白1tS.These 2D-sel-TOCSY type pulse 犯 quences紅e

combinations of lD-TOCSY usingπGaussian pulse for selective excitation and 2D-HMQC， 

HMBC and HMQC-COSY with pulsed field gradient (PFG) for coherence selection. These 

pseudo 3D experiments with lD-sel-TOCSY for p閃 parationperiod c⑬uld apply to several type 

organic molecules at natural abundance， and may be very useful to analysis of ∞mplica飽d

2D-NMR data of HMBC， HMQC-COSY and HMQC噌 TOCSYspectra. 

磁場勾配パルスを用いることによりコヒーレンス経路の選択が位相回レ法で行なうよ

りもより正確に出来るようになり、その結果HMBC法の様なt1ノイズが大きな問題とな

る測定法では不要信号の消去の点で非常に優れた測定が可能になった。その一つの例と

して我々が昨年度から報告している天然存在比のままで測定する 15NHMBCが上げられ

る1)。また磁場勾配パルス法は最小積算回数の大幅な減少を可能にするなどの利点を有

することから 2次元NMRだけでなく 3次元NMR法への応用も数多く報告されている。

さて、複雑な天然有機化合物や糖鎖のNMR研究において 2次元NMRだけではシグナル

を十分に分離できない場合は数多い。実際の構造解析においては種々の 2次元NMRと

NMR以外のデータも含めた総合的な解析が一般的に行なわれている。この背景にはこ

れらの化合物は蛋白質のように 13 Cや 15Nでラベルすることが困難なため、感度の

面から 3次元NMRが非現実的な測定法である場合が多いためである。 3次元N恥1Rを測

定できない場合、この問題の一つの解決策として選択的励起パルスを用いることによる

3次元N1-伎の 2次元化が考えられる。すでに 2D剖 1(selective)ーTOCSY-COSY，2D叩 1・

TOCSY-NOESYなどが報告されている2)。 またFl側の分解能の向上を目的に 13 Cに選

択的パルスを用いたSel-HMBC法なども報告されている九

今回我々は通常の 2次元NMR法では帰属が困難である化合物の解析に有用な測定法

の開発を目的とし、ガウス型パルスをプロトンの選択的励起パルスとした1D-sel-TOCSY 

キ}ワード 選択的励起、磁場勾配パルス、 TOCSY、HMQC、HMBC、HMQC-COSY

こしの ひろゆき、 うざわ じゅん
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Fig.l Pulse sequences of2D-sel-PFG-TOCSY-Hお1QC，2D-scl-PFG・TOCSY-HMBC，
2D・sel-PFG-TOCSY -HMQC・COSYand 2D-sel-PFG-H民1BC(HMQC)-Relayed-COSY. 
Ratio of gradients are G 1:G2:G3 = 2:2:1. 

と磁場勾配パルスを用いた2D-PFG(Pulsed Field Gradient)-HMQC法あるいはHMBC法を基

本とする測定法のパルスシークエンスを作成し実験を行なったので報告する。作成した

パルスシークエンスはFig.lに示す様に2D-sel-PFG-TOCSY -HMQC， 2D-sel-PFG-TOCSY-

HMBC， 2D-sel-PFG暢 TOCSY-HMQC-COSY法である。 2D-sel-PFG-TOCSY -HMQCのパルス

シークエンスをそのまま使ってAlをロングレンジに設定した測定は2D-sel-PFG-TOCSY-

HMBC心と表記してlowpass J filterを用い 13 Cをデカップリングしない2D-sel-PFG-

TOCSY-HMBCと区別した4)。また実用的価値は余りないと思われるが、比較のために

2D-sel-PFG・HMBC(HMQC)-COSY， 2D-sel-PFG-HMBC(HMQC)-Relayed-COSY法の実験も

行なった。すべての測定は日本電子製 α600を用い、スペクトルは絶対値表示である。

ガウス型パルスのときに 13 Cをデカップリングしているのはそのプロトンの励起効率

を良くするためと、隣接するプロトンの 13 Cサテライトの励起を避けるためである。

プロトンの化学シフトの重なりのために帰属が困難な系のモデルとして1・heptanolと

2-nonanoneのl対 1混合物についてl-heptanolの 1位を選択的に励起した実験を行なった・

結果をFig.2に示す。 2D-sel-PFG-TOCSY羽 MQCで'TOCSYのミキシングタイムを変化させ

ることにより帰属が可能である。ここでは40ms，90ms，200msのデータを示す。さらに、

2D-sel-PFG-TOCSY -HMQC司 COSYの結果から 2、3、6位の帰属を確実にすることが出

来る。また2D-sel-PFG-TOCSY -HMBCではH・2からC-4へ、 7位のメチル基のH・7からC-5

への相関が見られることより 4位と 5位の帰属を行なうことが出来る。

次にFig.3にsucroseを用いた実験結果と磁化移動経路の説明図を示す。 Fructoseユニッ

トの 3位(H-3)を選択的励起した 2D-sel-PFG-TOCSY-HMQC-COSY，2D-sel-PFG-TOCSY-

HMBC-D，の結果を示した。前者はTOCSYで磁化移動されたユニット内の帰属を行なう

のに優れているのが特徴で、後者の特徴はH・3からC-lへのロングレンジ相関が見られ

るようにTOCSYで磁化移動されたユニット内のプロトンからユニット内外のカーボンと

の相闘が観測される点である。 Fig.3cにはsucroseを用いた2D咽 sel-PFG・HMBC-Relayed-

COSY法の実験結果を示す。この測定法ではプロトンとカーボンが分離している系にお
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a) mIx. = 40ms 11 b) mix. = 90ms I i c) mix. = 200ms 
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111 . 
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11 1:1 Mixture of 
1・heptanoland 

lill 11 
2・nonanoneln

+ 
acetone d6. 

Fig. 2 a)， b)， c) 2D・sel・PFG.TOCSY-HMQCspectra of 1:1 mixture of 1・heptanol
and2・nonanone.d) 2D-sel-PFG・TOCSY-H島1QC-COSYspectrum. e) 2D・sel・PFG・
TOCSY -HMBC spectrum. H・lofl・heptanolat 3.5ppm is selectively excited with 
Gaussian πpulse in each experiment. All spectra measured at 600MHz using JEOL・
Alpha 600. 

いて、 2D-sel-PFG闘 HMQC-Relayed-COSY、法と2D-sel-PFG-HMBC・Dから得られる情報以上

のものは含まれていない。このことはHMBC-COSY、法やHMBC-Relayed-COSY法の特長

が次の二点にあることから理解できると思われる。一つはカーボンの化学シフトが同じ

ためにHMQC-(Relayed)-COSY法で、(Relayed)-COSYで展開されるクロスピークの帰属が出

来ない場合で、このときはHMBC-(Relayed)・COSY法でロングレンジ相関によるカ}ボ

ンの化学シフトによる分離が可能になる。もう一つはプロトンの化学シフトが同じため

にHMBCの帰属が出来ない場合で、 HMBC-(Relayed)-COSY法によって(Relayed)-COSYで

展開されるクロスピークのパターンからHMBCの帰属を行なえる。
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4 →ー COSY(relayedCOSY)

今回報告する2D-sel-PFG-TOCSY-HMQC，2D-sel-PFG-TOCSY-HMBC， 2D-sel-PFG-

TOCSY-HMQC-COSY法は通常の1Dあるいは 2DのTOCSYやPFG幽 HMQC，PFG-HMBC法の

帰属をより容易かつ確実にすることを可能にする点にあると思われる。選択性やミキシ

ングタイムの設定条件の検討あるいは期待される S/Nの予想はlD-sel-TOCSYなどで

行なうことが可能である。今後2D-sel・TOCSY-COSY，2D-sel-TOCSY -NOESY法などと合

わせて解析をすることにより、ラベル化が困難でかつ通常の 2次元NMR法だけで十分

に解析できなかった様々な化合物へ応用で、きるものと期待される。
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P33 
HMBCi去の新しい応用測定(2)

D-HMBC、HMQC-RELAY、HMBC-RELAY法について

東大農化、東大分生研。降旗一夫瀬戸治男

NEW APPLICA TION TECHNIQUES OF HMBC (2) 

一一D-HMBC，HMQC-RELA Y AND HMBC-RELA Y ----

K. Furihata ，ホH.Seto

(Faculty of Agriculture， University of Tokyo) 

(ホInstituteof Mol巴clllarand Celllllar Biosciences， University of Tokyo) 

In order to overcome the problems of a widely llsed NMR technique， HMBC， we have developed a 

new t巴chniqu巴 named decoupled-HMBC (D-HMBC) which enables to observe 'H_
J3
C long-range 

cOllpling separated by fOllr or five bOQds with small cOllpling constants(Jく 2Hz).Itsapplication to 

structural studies of a llnusllal peptide antibiotic promothiocin B and a macrolide antibiotic 

monazomycin are described. 

In addition， two new NMR techniques， HMQC-RELA Y and HI¥佃C- RELAY 

are proposed.百】esemethods巴nableto reveal complicated and/or overlapped proton spin systems， 

which are often difficlllt to analyze by conventional teclmiqlles inclllding HMBC. Their applications to 

structllral stlldies of complicated natural prodllCts showed several advantage of these techniqlles over the 

I岱侶Cmethod. 

天然有機化合物の構造研究において出侶C法は最も優れた測定法であるが、このデータの質が

構造決定の迅速さを大きく左右する。 I部佃C法の問題点の一つは、強度の強いピークにおいてtl

-ノイズが強く現れ、解析を困難にすることである。もう一つの問題は、ブロードなプロトンシ

グナルについてクロスピークが観測しにくい点にある。これらの問題を解決する一つの試みとし

て、 Decollpled-HMBC(D-H恥侶C)法の開発と検討を試み、新規化合物promothiocinBの構造決定に

おいて威力を発開することができたので報告する。また、 m侶C-COSY法に続きHMBC-RELAY

法を試み、良好な結果を得ることができたので合わせて報告する。

Decoupled-HMBC法について

D-HMBC法はIIMQC法のパルス系列をそのまま使用する(図1)0 HMBC法との大きな差はlowpass 

]-filterを使用せず、 longrangeスピン展開時間を二カ所

設定し、更にシグナルの取得の段階で炭素、ングナル全

領域(O-230ppll1)を広帯域デ、カップリングすることで

ある。デカップリングパルスとしてはMPFを使用し

た。通常のHMBC法ではシグ、ナルはanti-phaseのシグナ

ルとして観測されるため、シグナノレ取得の段階ではデ、

カップリングができない。またanti-phaseシグ‘ナルの特

性として、 degitalresollltionよりも小さなスピン結合を

HM8C 

'HJl61: 62 九日空ー恥い-

JtJLJL-
6，=J.5ms 6，=50司 60ms

D(d.coupled) -HM8C 

'H~ヂh士Lトー
有するシグ‘ナルは、正負シグナル間でのキャンセリン ηc 

グが生じS川の低下を招く原因となる。 D-1品佃C法では、 6 =50-60ms 68，= 30000司 40000Hz 

2つのスピン展開時間を設定しスピンエコーによりス

ヒ。ンをin-phase方向に収束させる。その段階で積算と同

D-HMBC、H恥mc-cosY、Hl'v偲C-RELAY

ふりはたかずお、 せと はるお
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図1.パルス系列.
a).l酌mc、b).D.HJIv偲C



時に広帯域デッカプリングを行う。この方法は

anti暗phaseによるシグナルのキャンセリングの防止、

またデカップリングによるシグPナノレの単純化、

S/Nの向上を目的としている。本方法は 2つの長

い展開時間を設定するため、 T2によりS川の低下 叩

が問題となる。したがって、実験をする場合はT2

を考慮してパラメーターを設定する必要がある。

D-H恥由C法のモナゾマイシンへの応用

大環状マクロライドのような化合物の梼造決定

における一つの問題点は、ラクトンの位置の決定

が困難となることである。それは、 -CO-O-CH-の

系において3Jαが小さく、サンプルが微量になると、

この関係を明らかにすることが困難となってくる

ためである。図2にD-HMBCとE弘mcのスペクト

ルを示す。出侶Cスペクトルに対して、 D-HMBC

スベクトルでは、カノレボニル炭素のクロスピーク

のS/Nが優れていることがわかる。またオキシメ

チン領域に観測されるクロスピークにおいても明

確な差が認められる。

新規化合物oromothiocinBの情造決定

pro叩【n削1

測定法によつて得られたデ一夕にもとづき、図3

に示す部分構造が明らかとなった。しかし、

Thz(l)、Thz(2)、Oxa(l)、Oxa(2)の構造、結合位置

は不明のまま残っていた。この関係を明らかにす 図 2モナゾマイシン。
，X ら=256 x 512 point 

るために、展開時間を 120msedこ設定してD-I-臥佃C f; x f; =幻0∞x45∞IIz 

を測定したところ、図3に示す遠距離スピン結合 a). Hおむ幻 Cf=losec、閥均叫

が新たに観測された。 Thz(1)とThz(2)については、 、 1¥. =60 m眠、 absolute-mode
).D-HMBCスベクトル

スピン結合定数が小さいためlTh侶Cでは観測され 1¥.= 120m町、 half劫 50中tionmode 

なかった5位のメチンプロトンから3結合離れたカルボニノレ炭素への遠距離スピン結合引)が観

測され、 Thz(1)と Val、Thz(2)とOxa(2)との結合が明らかとなった。また、ピリジン環の4位のメ

チンプロトンからOxa(2)の4位の炭素に遠距離スピン結合(サ)が観測され、 Oxa(2)の4位、 5位の

炭素の帰属が明らかとなり、 4位にN、5位に0が置換していることが確定した。更にOxa(2)の 5

位のメチルプロトンから、ピリジン環の2位の炭素にも遠距離スピン結(4J)が観測された。しかし、

Oxa(l)と Oxa(2)の部分構造に関しては依然として証拠が得られなかったので、展開時間を

5∞msecに設定し測定を行った(図 4)。その結果、 Oxa(1)の 5位のメチルプロトンから4結合離れ

た2位の4級炭素及び4位に結合しているカノレボニル炭素に遠距離スピン結合(4J)が観測され、

Oxa(l)の結合位置が確定した。また、 Oxa(2)のメチルプロトンから2位の炭素(4J)とピリジン環の

3 位の炭素('J)にも遠距離スピン結合が観測されたことからOxa(2)の構造が判明し、本物質の全

構造を図3のように決定した。
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13C-decoupled HMBC∞rrelation 
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図 3.promolhiocin sの構造。

図 4.promo出iocinBのD-HMBCスペクトル。
6.= 500msec、 half-absorption mode 

a)、HMBCb)、D-HMBCc)、FG-D-HMBC

HMQC-RELAY、HMBC-RELAY法について

11mを利用したHMQC-COSY、HMQC-HOHA比屯法を応用した実験は多数報告されている。しか

しIIMQC陶 RELAY法の応用はほとんどなく、またlongrange 10(を利用した出但C法との併用例は

報告がない。今回我々は HMBC-COSY、 tlli侶C-HOHAHA法に続き HMQC-RELAY、

HMBC-RELAY法の検討を行い良好な結果を得ることができた。またNMRの新しいテクニックと

してのFieldGradient法をこれらの方法に応用し、その問題点についても検討した。

図5にHMBC-RELAY法のパルス系列を示す。 FGパルスを使用する場合は180パノレスの前後とシ

グナル取得の手前にgradientを使用する。 HMBC-RELAY法は、}品侶C-COSY法によりスピン展開

した磁化を更にもう一度『巴lay展開する。 decouplingパルスはH恥侶C-COSY法同様、炭素領成全岐

をデカップリングするMPFを使用した。

αーサントニン

図6にαーサントニンのD-I-島田C、E酌mc-COSY、HMBC-RELAYスベクトルを示す。 D-H恥mc

スベクトルでは、 2位のプロトンから3結合離れた位置にある4位と 10位の炭素シグナルが検出さ

れるが、 2結合離れた 1位あるいは3位の炭素シグナルの検出はできていない。また6位のプロト

ンからは4、5、7、8、11のクロスピークが観測さ旦盟主笠LAY

れる。これに対してI品田C-COSYスベクトル 90~ 

では、 2位のプロトンから新しく 1、3、5の炭素

シグナノレが観測される。また6位のプロトンから町

は、 14位と 3位のシグナルが観測される。

HMBC-RELAY法では、このI品侶C-COSY法で観

測したプロトンをRELAY展開する。 2位のプロト

ンからは新しいシグナルが検出されていないが、

G， 

d，= so -60ms 62堂 20・ιOms G，・Gp2 : I d 6，. 30000・40000Hz 

図5パルス系列.
a). .HI¥⑪C-RELAY 

4
Eよ

内
叫
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6位のプロトンからは、新しく 13位のメチノレ基と

12位のカノレボニル基のシグナルが観測された。ス

ベクトルが複雑になりシグナルが重なった場合、

クロスピークの解析が困難となってくるが、その

場合、 6位のプロトンのように分離のよいプロト

ンから少しでも構造解析の手がかりとなるシグナ

ノレを検出することは重要となってくる。

ポートミシンへの応用

図7にポートミシンのH1佃C-COSY、

HMBC-RELAYスペクトノレを示す。放線菌

が生産するポリケタイド化合物では、

-o-Ic -CHa(CHJA)ーCHo鴫の部分構造を有する

ものが多くある。この場合スピン結合定

数がJ
AB
=7Hz、Jsc=lOHz、 JBo=2Hz程度の値

をとることが多い。このようなスピン系

に於いては小さ な 値 に 対 し て 、

HMQC-COSY、HMQC-RELAY法は有効な

クロスピークを与えない。このような化

合物では、 HMBC-COSY、HMBC-RELAY

法は非常に有効であることが判明した。

HMBC-COSYスベクトノレでは、 8位の

プロトンが8Me、8、7、9につい

てクロスピークを与えた。また6位

のプロトンは、 6M巴、 6、5、7にク

ロスピークを与えた。しかし、 5位

のプロトンからはクロスピークが観

測されなかった。 I島田C-RELAYス

ベクトルでは、 8位か らは

I仏但C-COSYでは認められなかった7

位のメチルと 5位のシグナノレが新し 一一同
く観測された。また6位からは8Me、 寸
8、7Me、5、9位の新しいクロスピ」曇同

一クが明確に観測された。このよう ! 
に、位、 8位のプロトンから、この ゴ I~I
6{立の炭素以外は5{立から 9位までの t一一一一一

図 7ーポートミシン.
6員環の炭素シグナルすべてについ a). HMsC-RELA Y、b).HMBC-COSY 

1. x 1， = 150 x 512 poinl、 f，x f， = 14000 x 225∞Hz 
てクロヌピークが観測された。 …eJ=64X2、PD=10町、 6，= 6，= 110 msec 

また 5位のプ ロトンからは halr品目叩lionmode 

E品佃C-COSYではクロスピークは観測されていないが、 RELAY実験では2Me、2、3、3Me、4、

4Me、5の側鎖由来のクロスピークが認められた。

:
:
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
M
-
-
仏

関
一
一

M

7

6

4

5

3

一

の

い

A

6

二

一

一

レ

Y

C
M
2上一」

1
7ー
ド
ー
に
{
一
川
閣
は

d

司

-

H

9

H

H

6

4

5

1

3

v

t

【
い

I
I

J.「
h
H
H
1
J
Iは
H
U
G
m
b

p
p
L
一竺

l
J
川
川
け
什
什
ハ
リ
ハ
ベ
l
i
J
K
U
K
F

1

一一同一

8

H

7

一6
5

ー

一

仰

的

m
M

一

↑

一

一

ン

仁

戸

=

」

戸

一

0

2

4

一一
h
附

川

町

一Lご

S
h
u
-
-
上
ド
l
H

一
市図

H"'8C.COSY 

月J丸u・と2

ji;-i:-lf 
j.!j:ls;J?8Z 
T.1「
t....十!i
i ! ~・も-

i;qLiL7;二-F

L___..!__i， .・9... 

d
 

叫

8坐一
一
円
ト
し
・

8
!
?ト
γ
|
i
j

bm

下
.
L
L

AM〉
山

1
j

一
ユ

-132-



P34 
等{臓のNMR的非等価性に着目した対称分子の構造解析去舘側

PASS-NOESYによるユニット内NOEとユニット間NOEの区別

(北大・農)川端潤、 O福士江里

Structure Elucidation of C2 Molecules from a viewpoint of the Non-equivalency of 

Equivalent Nuclei in NMR (PaバIV).

Discrimination of Intra-and Inter-unit NOEs by PASS噌 NOESY

Jun Kawabata and Eri Fukushi (Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

In a C; symmetric molecule containing a CbHb--CaHa--Ca'Ha'--Cb'Hb' system as a structural fragment， 

discrimination 01 intra-unit (Ha/Hb) NOE and inter-unit (Ha肘b')NOE was achieved by PASS (Paired 

Satellite S9lection)-NOESY (10 variant 01叫 heterohall-liltered NOESY). The LRJCH would appear as the 

displacement of NOE signals in two 10 s'ubspectra 01 PASS-NOESY. Hence， the difference 01 LR‘J(Ca/Hb) 

and LRJ(Ca/Hb') can tell the NOE peak arising Irom in!ra-or inter-unit NOE. 

1.はじめに

近年、天然有機化合物に、興味深いC;対称構造を持つ化合物が見出されてきている。C;対称化合物は、

等価な二つのユニットから成っており(Fig.1)、通常の1H司NMR、1t-NMRの手法ではこユニット分のシグ

ナルが同じ位置に重なってあらわれるため、構造解析を進める上で特有の問題を生じる。そのうち、いく

つかの点について、これまでの本討論会で考察して来た。今回は、ユニット内NOEとユニット陪NOEの

区別について報告する。

通常のNOESYまたはNOE差スペクトルでは、 Fig.1のような系でH-a/H-b間lこNOEが観測されたとして

も、 H-aとH-a'、H-bとH-b'は区別できないので、実際lこNOEが存在するのはユニット内NOE(H-a/H-b)、

ユニット間NOE(H-a/H-b')のどちらであるかは区別できない。

すでに私達は、高精度にLRJCHを求める方法として、 PASS(Paired SatelliteSelection)・TOCSY(lO叫

hetero hall-liltered TOCSY)法を開発し報告した九 PASS-TOCSY法では二つの10スペクトル中にあらわ

れる相関ピークが、選択励起した13CとのしRJCHで・互いにずれている。この方法は10法なので分解能が高く、

また、 J値をピークのずれとして得るため、キャンセレーションもなく、正確な値が得られる。

13Cの天然存在比は1.01%と低いため、通常、分子中lこ1筒所だ1:t1tが入ったアイソトポマーを観測す

ることになる。すなわち、 Fig.1のような対称な

系においてもC-a、C・6のうち一方(C-aとする)だ

けが1tである非対称なアイソトポマーを選択的

に観測できる。 H-bとH-b'はほぼ同じ位置に重な

って現れるが、 LRJ(C-a/H-b)とLRJ(C“a/H-b')は異な

る値であり、 PASS-TOCSY法では区別が可能で

あった九

そこで、あらたlこPASS-NOESY;去を作成し、

NOEピークから得られるLRJCHの債の違いによっ

て、 H-a'/H-b'(ユニット内NOE)とH-a/H-b'(ユニッ

ト間NOE)の区別を試みた。

inlra-unil NOE inler-unil NOE 

Rg.1. Intra-or Inter-Unit NOE ? 

かわばたじゅん、ふくしえり

Key Words: C; symmetric molecule， isotopomeric asymmetry， PASS-NOESY， in!raイinter-unitNOE 
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2.PASS-NOESY法

PASS-NOESYシーケンス(Rg.2)はPASS-TOCSY法のTOCSY部分をNOESYに置き換えて作成した。

13C選択パルスはー出力を減衰させた矩形パルスである。矩形パルスの不完全性や、この間の1Hの磁化の

展開による感度の損失と不要シグナルを抑えるため、選択励起部分に改良を加え、二つの1tパルスとも

選択パルスとし、この間1Hにスピンロックをかけることとした九選択励起した泊CIこ直銭結合したHのサ

テライトシグナJL-CJCHによるダブレット)の一方lこMの観測中心(vo)を置くと、ダブレツトの一方のシグナ

ルみを選択的に励起することができる(伊PASS(伊Peio都re剖dSa剖te剖H悦teSel拘ection吋))ル。これを両サテライトについて

行い、二つのサブスペクトルを測定すると、 NOEピークは選択励起した1t;とのLRJCHで互いにずれてあら

われる。

中1 中2 中1

1H寸a11Ol1a2 I å糾~ τm vwwい
中3 中4 中5

13C 

Fig.2. Pulse sequence 01 PASS-NOESY 

Narrow and wide bars represent 900 and 1800 pulses， respectively. 

SL and striped bar represent spin lock pulse and selective 900 pulse， 

respectively. 

P-dimethylaminocinnamaldehyde(1 )のPASS-NOESYスペクトル

RD=repetition delay 

d1=1/2CJcH) 

dr=BIRD delay 
O:F1/4CJcH) 

'tm=NOE mixing time 

中1=1320 

中2=0212 

中3=0828 

中4=0212 22 32 

中5=0213

中R=0212 22 32 

はじめに、非対称なモデル化合物p-dimethylaminocinnamaldehyde(l)のC-8位のPASS-NOESYスペク

トルを測定した(Rg.3)。得られた二つのサブスペクトルでH-8/H-9のNOEピークがLRJ(C-8/H・9)=+24Hzだ

けずれてあらわれることを確認した。この値はPASS-TOCSYスペクトルで求めた値と一致した.

町

f 'l 

Rg.3. Part 01 PASS-NOESY Spectra 01 1 

ιstilbene(2 )のPASS-NOESYスペクトルーユニット問NOE

次に、対称なモテソレ化合物E引 ilbene(2)のC-7位のPASS-NOESYを測定した(Rg.4)。さきに述べたよう

に、 7位のカーボンの一方(C-7とする)が1t;であるアイソトポマーが観測される。ユニット内NOE(H・71

H-2，6)によるシグナルでは3J(C-7/H-2，6)だけの「ずれ」があり、ユニット間NOE(H・7/H-2'，6')ではほとん

ど『ずれJがない(句c・7/H-2'，6')-OHz)はずである。実際のスペクトルでは『ずれ』はみられず、ユニッ

ト問NOEが強くあらわれていることがわかった。分子模型(Fig.5)からは、 H-7/H・2，6I;;1:0.25nm、H-71

Hぞ，6'はO.18nmと、ユニット間のH-7/H-2'，6'の方が近接しており、測定の結果を支持した。
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〆 1ハ.グ

11 /2 35 mg/0.5 ml ・ 2

， / Benzene叫

L.L一一一・4別/ RD=5s 0・亨~ O.18nm 

3'1
5 ! "'，=3.2 ms q"，. 22  "ハ

暗躍)041) ハ ハ2・
2，6 

4 r si=1.24 5 ~凶

..........，・.• • • • • • . f • • • • • • • • • I • • • ...~ • • • • I • • • • ， • "、

sj=1.66 ms 

"tm=2.5 s 

3008 scans， 9 hr each 

Fig.4. Part 01 PASS-NOESY Spectra 01 2 

cycloshizukaol A (3)のPASS-NOESYスペクトルーユニット内NOE

Fig.5. Molecular Model 01 2 

NOE: 

cycloshizukaol A (3)は、チャラン科植物ヒトリシズカから得られたセスキテルペン二量体である。等価

なH・9/H・9'間lこNOEが存在することから、分子全体は中心の12員環に対し向こう側へ折れ曲がっている

ことがわかっている九この化合物の通常のNOESY、NOE差スペクトルで観測されるH・9(9')/H・1(1 ')の

NOEが、ユニット内NOE、ユニット防NOEのどちらであるかを区別するため、 3のC・9位のPASS・

NOESYを測定した(Fig.6)。得られたサブスペクトルのH-l位のピークは+6Hzだけずれていることから、

これはユニット内のNOE(3J(C・9/H・1)=+6Hz)であることがわかった。

円g.6.Part 01 PASS-NOESY Spectra 013 

一135-

intra-unit NOE inter-unit NOE 

3 40 mg/O.5 ml 

RD=1.2 s 

s，=3.62 ms 

si=O.4 s 

sj=1.81 ms 

τm=0.4 s 

円ridi~ 3 

20992 scans， 22 hr each 



3.おわりに

今回、 PASS-NOESY;去の二つのサブスペクトルにおけるNOEピークのずれから高精度にLAJCHが得られ

ることを利用して、 C2対称化合物のユニット内NOEとユニット間NOEの区別に初めて成功した。ただし、

この方法でユニット内NOE(円g.1のH-a/H-b)、ユニット間NOE(円g.1のH-a/H-b・)の区別ができるのはNOE

ピークのずれとしてあらわれるL~CHの値、 LRJ(C聞がけも)とLRJ(C-a/H-b')が有意に異なる場合に限られる。

Reference 

1) M. KuはZ，P. Schmieder and H.Kessler， Angew. Chem. Int. Ed. Engl.， 30，1329 (1991) 

2) E. Fukushi and J.Kawabata， J. Magn. Reson.， A108， 103・105(1994) 

3)川端潤、福士江里、第32回NMR討論会講演要旨集、 P.315(1993) 

4) J. -M. Bernassau and J.・M.Nuzillard， J. Magn. Reson.， A104， 212・221(1993) 
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P35 Modified-HOHAHAシーケンスによるオリゴペプチドの帰属

O渡遺永治I，回巻誠2，秋山稔I，野崎祐勝3，村松一郎1

e立教大・理， 2東邦大・理， s城西大・薬)

Assignment of oligopeptide by m回 nsof modified -HOHAHA 

E討iWatanabe 1 ， Makoto Tamaki 2 ， Minoru Akiyama I ， 

Sukekatsu Nozaki 3 and Ichiro Mur沼natsuI 

I Dep紅切lentof Chemistry， Rikkyo University， Nishi Ikeb叫E町 0，Toshimaku， Tokyo 171， 

2Dep訂也lentof Chemistry， Toho University， Miyama， Funabashi， Chi凶 274，

3 Faculty of Pharmaceutical Science， Josai University， Sakado， Sai匂ma350-02 

Sequencial-specific assignment techniques紅 ein widespread use for the analysis 

of peptides. It is generally di血cultto assign出esignals of same chemical shi仕s初出e

NOESY and ROESY sp配位ヨ.Kessler et al.， determined出esequence of the pep嗣 ewi白

白ecross peaks from NH; to NH ; + 1 using the TORO pulse sequence combining 

TOCSY and ROESY. ln the present work， in order to assign出e I H -NMR spectra of 

endo-Tyr 4・-GS，we used HOHAHA， ROESY and TORO， and analyzed the re.回onof 

NH -side chain cross peaks. 

Fig.l. TORO Pulse Sequence I ) 

<序>

溶液中でのペプチドの構造解析においては、通常、連鎖帰属を行う。 HOHAHA

スペクトルでは、あるスピン系において 1つのプロトンの区別ができれば、その系の

帰属が可能となる。しかし、化学シフトの等しい、いくつかのアミドプロトンあるい

はαプロトンが存在する場合、 NOESYやROESYスベクトルの帰属が困難とな

る。

キーワード; HOHAHA， ROESY， TORO， assignment， peptide 

わたなべえいじ、 たまき まこと、 あきやま みのる、

のぎき すけかっ、 むらまつ いちろう
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Kessler1 )のグループによって、混合時間の初めに、 HOHAHA遷移のためのスピ

ンロックを行ない、連続してROESYで用いられているスピンロックを行なうパル

スシーケンスTOROが報告されている。対角ピークに対して、対称的に現れないN

H'とNHi+1のクロスピークから 6残基のペプチドの帰属を行っている。

本研究では、このパルスシーケンスを使用し、環状ペプチドであるグラミシジン S

の誘導体である end o-Ty r4a-GSについて lH-NMRスベクトルの帰属を

行った。

このペプチドは、グラチシンと関連ペプチドのハイブリッドアナログで、抗菌活性

が強いことが知られている。 2)

また、 TOROスペクトルでは、側鎖のプロトンとアミドプロトンのクロスピーク

に注目した。

〈実験>

試料は、一般的な液相法で合成したペプチド (Fig.2)を用いた。

溶媒にはDMSO-d6を用い、 20mg/0. 5m 1に調整した。温度は、 30・Cに

設定した。装置は、 JEOL GSX-400を使用した。スピンロック磁場強度は、

HOHAHA、ROESYでそれぞれ6.9KHz、3.2KHzにした。 HOHAHA、

ROESYの各スベクトルの積算は 16問、 TOROスベクトルは 128回行った。

2 3 4 5 6 

I Val-Om-Leu-D-Phe-D-T:戸-Pro l 

L 一一一 Pro-D-Phe-Leu-Om-Val ___j 

Fig.2. Primary Structure of the endo -Tyr 4・-GS

<結果と考察>

F i g. 3にTOROスベクトルを示した。 TOCSY、ROEの混合時間はそれ

ぞれ30msec、 150msecであった。 Fi g. 4のROESYスベクトル

(混合時間 150msec)と比較すると、 TOROスベクトルでは、いくつかのク

ロスピークが新たに出現している。これらは、 J結合によってHsiからHαiに磁化

移動し、さらにROEによってHαiからNHi+1に磁化移動したため生じたクロスピ

ークである。従って、このような、 TOROスベクトルの情報を用いると Fi g. 4 

のROESYスベクトルの帰属が容易となる。なお、 Fi g. 3とFi g. 4では、

ネガティブなピークのみ図示した。
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また、 5.0ppm付近のピークは、 ci 5のProのαプロトンと考えられる(環電流

効果による低磁場シフト)ので、 Proがci 5、 tr a-n 5の場合について、それぞ

れの帰属を行なうことができる。

F i g. 4で、 ci 5についてはイタリック体の数字で示した。
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P36 
ガマ毒bufadienolideの二次元N胞による

帰属とその応用 (5)

(神奈川大理) 釜野徳明、 O羽島宏史、張恵平、小竹文乃

(北陸大葉) 木津治久

Structural Assignrn巴ntand Application of The Toad Poison 

Bufadienolides by 2D NMR Spectra(5) 

Yoshiaki Karnano， 0 Hirofumi Hashima， lIui -Ping Zhang， 

and Ayano Kotake 

(faculty of Science， Kanagawa University) 

lIaruhisa Kizu 

(facul ty of Pharrnacy， 1I0kllriku Universi ty) 

We wish to present the perf巴ctstructural deterrnination of cinobufagin 3-oxirne 

isomers (2a and 2b) and 14αartebllfog巴nin15日 oxirne(4)，and their conforrnation were 

discllss巴d(Fig.1). For structural assignrnent， 2D NMR spectral tcchniques were us巴d，in 

addi tion to lD NOE difference sp巴ctra. In fig.2 and 4， stereochernical structures of 3 

oxirne isomers(2a and 2b) and 15-oxime(4) with lD NOE difference spectra w巴r巴 illust-

rated. Also， in Fig.3， l!MQC sp巴ctraof 2a and 2b were show~ It was vcry interest that 

3-oxirne(2) and 15-oxirne(4) showed thc inhibitory activity against Human Livcr Cancer 

Ccll (PLC/PRF/5) at ED50(μg/ml)4. 2x 10-2 and 22， rcspcctively. 

緒言 ガマ毒bufadienolidcはステロイド17β位に αpyrone環を有し、 A/Bcis、C/Dcisのユニ

ークな構造を持ち、 NMRも特有のスペクトルを示す。演者らは、今までに漢薬センソCh・anSuの主

要なbufadicnolideについて、 400MHz 2D NMRスペクトル(I1l-11ICOSY、lI!-l'CCOSY、NOESY、

IIMBC、IlMQC、COLOCなど)を測定、化学構造を帰属し立体的考察をおこなった。り ついでその応

用として、一連のαpyrone環開裂休の構造を明らかにし、 2)9) 3-oxo-cinobufagin(1)より合成

した 2種のA環ラクトン休(2，3-1actoneと3，4-1actone)の構造を解明した。川

今回、医薬の開発をめざした構造・活性相関の研究の一環として、新たにふoxo-cinobufagin

(1)より合成した新規oxime休(2)と14α-artebufogenin(3)より合成した15-oxirne体(4)の構造を詳

細なNMRIこより解析し、更に立体的考察を行L、新しい知見を得た。また、合成した誘導体のヒト肝

癌由来細胞PLC/PRf/51こ対する殺細胞活性を検討し有意義な知見を得たので併せて報告する。

反応 3-oxo-cinobufagin(l)をEtOH中、 AcONaとN1I20H'HClで1時間、加熱還流して得られた生成

キーワード:ガマ琴、 bufadienol ide、オキシム、 2DNMR、NOE、殺ヒ卜肝癌由来細胞

かまのよしあき、 Oはしまひろふみ、ちょうけいへい、こたけあやの、きづはるひさ

4
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物(2)を常法で処理し、シリカゲノレカラムクロマトグラフィーにより精製した。生成物(2)は、

TLC上で 2spotの互変異性休として得られ混合物のまま構造解析した。

14-α-artebuiogenin(3)をEtOll中、 AcONaとNII201l・ HClで3時間、加熱還流して得られた生成物

(4)を常法により処理、 SephadexLII-20カラムクロマトグラフィーにより精製した。得られた生

成物(4)は、 TLC上で 1spotてあった。

。
H 

3-oxo-cinobufagin (1) 

。

OAc 

~N 

HO'" 

。

。
HO' "-./ I "-./ HO 

H 

cinobufagin 3・oxime(2) 

H H 

。

。

14・α-arlebufogenin(3) 14-α-arlebufogenin 15-oxim (4) 

Fig_ 1 

実験塵彊:JNM-EX400スペクトロメータ- ~:試料を重クロロホルムに溶解、内部標準とし

てTMSを用いた。囲歪Itl')トNMRは399.45~llIzで、，'C-NMRは100.40Mllzで記録、 NOE差スペクトルは

cinobufagin 3-oxim (2)に対しては照射・パワー250，300， 450を用い、 14-α-artebufogenin

15-oxime(4)に対しては350を用いた。

結果

I. cinobufagin 3-oxime isomers (2a and 2b)の構造決定

前述したように、 2aと 2bはTLC上でそれぞれ違ったスポットを与えるが、容易に異性化する

互変異性休であり、混合物のまま構造解析を行った。混合比は、 NMRにおける19心11.プロトン及び

他のプロトンの強度から 9:7であることが分かった。主として'II-'llCOSYとHMQC(Fig.3)及び1D

NOE差スペクトルより、それぞれ 2aと 2bの構造を決定した。汁I及び 13Cのchemicalshiftと

NOE dataから 2aは syn(Z型)、 2bは anti(E型)と決定した。 (Fig_2) 

E. 14-α-artebufogenin 15同 oxime(4)の構造決定

生成物(4)は、 TLC上 1spotでありスペクトルからも異性体の混在は見られなかった。 NMRスペ
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クトルの検討より最終的に決定した(4)の部分構造式をFig.4に示す。オキシムのOHの向きはスペ

クトルの結果からおそらく B環側、すなわち syn(Z型)と考えられる。

皿生物 活性

f、
NOE 

。

2.72dd (18.3， 11.0) 

ガマ寿bllfadienolideとその誘導体の化学構造と生理活性相関の興味から、ヒト肝癌由

来細胞 PLC/PRF/5(in vitro)に対する活性を検討した。

cinobllfagin 3-oxime (2aと2bの混合物)のED50(μg/ml)の値は、 3-oxo-cinobufagin(1， 

ED5o:5.6x10-2μg/ml)よりも高い4.2 x 10 -2という1郎、活性を示した。 一方、 14α-artebu-

fogenin 15-oxim巴(4)の活性は、 ED50(μg/ml)値が22であり、原料(3)の活性 (ED.0: 8. 2μ g/ml) 

よりも弱かった。しかし、 14β，15α-dihydroxy体(15α-hydroxy-bufalin)の活性 (ED50:35

μg/ml)よりも強く、興味ある知見が得られた。

考察 cinobllfagin 3-oxime isomer (2aと2b)の=N-OIIのそれぞれの配位を111および 13C che-

mical shifts値より推定したが、結果を確実にするために可能ならば=N-OIl基の直接NOE実験を行

いたい。 14α-artebufogenin15-oxime(4)の場合、 15司 oxime基と14αHに弱L、NOEが観察されたが、

さらに詳細な実験を行L、たい。 14α11-15-oxime体(4)が一種のみ得られたことは、立体構造に関係

しているものと思われ、 14βartebufogeninの15-oxime体を合成中である。

文献

1) rガマ毒bllfadienolideの二次元NMRによる帰属とその応用J (神奈川大理・北陸大薬)

5~ 恵平、小竹文乃、釜野街、明、木津治久 日本化学会第65春季年会(平成5年3月29日、東京)、

講演211111要旨集 P.503

2) rガマ環bufadienolideの二次元NMRによる帰属とその応用(2)・主に側鎖α-pyrone環開裂化合

物の構造についてJ (神奈川大理・北陸大薬)張 葱平、釜野徳明、小竹文乃、木津治久

買132回NMR討論会(平成5年11月4日、東京) 講演要旨策、 P.285.

3) rガマ毒bufadienolideの二次元NMRによる帰属とその応用(3)・側鎖α日 pyrone環開裂化合物の
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P37 
I:'C 液晶 NMR によるlIistamineの榊造解析

(I~ 大・主主) Oi肖 Im ，l~jJL;. 、木村敦 I11 、 I~司直人、藤原英明

Conformation and Orientation of lIistamine in a Lyotropic Liquid Crystal. 

A '''c NMR sludy. 

Takahiro Jikihara， Atsuomi Kimura， Naohito Kuni， and lIideaki Fujiwara 

Faculty of Pharmaceutical Scienc巴s，OsakaUniversity 

Conformational and orienlation且1analysis of Histamine has been performed 

by means of '''c liquid crystal NMR speclroscopy. Liquid crystal皿edium， which 

mimics biomembrane environmcnt， was composed of potassium laurate， decanol， KCl， 

and D，O. Multiple splitlings originating from dipole-dipole interactions were 

observed. A proton selectively decoupled '''c NMR spectrum assisted the '''c 
assignment. Two m巴thylenecarbons exhibited strikingly different spectra owing 

to the different dir巴ctcouplings with their attached protons， which showed 

preferential existence of a gaushe form. 

[序論]

ヒスタミンはオータコイドとして炎淀やアレルギーなどに関与する生理活性物質であり、

その椛造と機能に附して広く興味が持たれている。今回、 i涜媒として斤jいたリオトロピッ

ク減品は水と lifij主兄妹作物質をl:J&分とするため、そのm逃が生体IJ英に近く、モデル系とみ

なせる。また、液品が磁 JJ~ に対して自己 1 ，" 1 するため、治資の運動も巽方的になり、等方溶液

中において分子の運動によりゼロに平均化され鋭訓1)できなかった直後結合定数(D )を観

測することが11¥来る。この Dは日目艇と f(j1ftに[立lする情搬を含んでいる。これらのことから

液品1)1手Cのヒスタミンの川浩解析はIJ笑1)1の構造を考える j込い手がかりとなると考えられる。

以前線fりした 'H NMR解析では、スペクトルのシミュレーシヨンから得られた問f妥結

合定数(J )を川いて、 トランス/コーシュの(f-u:比を決定した 1)。今回更なる解析を行

うため、 1¥jられる lrA!変M合 定 数 (D )を川いて解析を行うこととした。 'H NMRカかミら1
られる↑附fJ古H服反E民tは、 分子の俊利旅tな運蝦勤lを月解平析するにiはま不|分であつたため、 13C NMRを

iJIIJ定した。 '''c NMRの測定では、液晶のj"1質 l卜分な試料を溶かすことが出来ないた

め高い S/N比は得られないが、広じ¥イ'i5t)Jケミカルシフトのため 1次に近い分裂が得られ、

'H NMRにJtべて符易に分裂帽を読みとることが:1'.来る。

[実験]

ヒスタミンは FreeBase 体を試料としてJlJい、液品'1Iで加熱することにより、溶媒 fll

[キーワード] ヒスタミン、 ifli.1日NMR、E!I転興性体

じきはら たかひろ、きむら あっおみ、くに なおひと、ふじわら ひであき
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の重水素と置t~ した (Fig.1)。液晶は Potassiu田 Laurate(PL)系液晶として、 PL ， decano 1， 

KCl， D.Oを重量i比 30:6:4:60でnJいた，)。液晶の pHは 11.3でヒスタミンは中性型

で存在する。試料の濃度は 3%に調製した。iJjl]定は 25.Cで行った。

NMRiJI1]定は VarianVXR-200にてデカップルオフで行った。また、帰属の参考にする

ため H5をデカップルしながらの測定も行った。

[結果と考察]

H5 天然 (t.(E tじで '''c NMRを訓I]A:する場台、

高濃度に試料を iliかすことが要求されるが、 1夜

舟'，NMRの場fTぞれが必ずしも良い結果に結び

つくとは限らない。 4%溶液では、 'DNMR 

において四極子 fJI*の 2本のピークかち液，'il'lの

形成を儲認できたが、協!立変化に対して不安定

であったため、きれいなチャートを得ることが

O"N---々~ 3 ~ 1 ID 

I 'C;:;-Cー C7N
l~/31211b 

D/5¥N H4H2 

出来なかった。 3%溶液では、 15 -3 5・Cの Fig.1. Structure of Histamine. 

温度範WJで液晶の形成を確認した。デカップリングiJli]定'1'に、況IJ支変化に起因すると考え

られる液品の構造般j袋が生じたが、これはリオトロピック液晶の組成'1'に塩が高濃度に存

花し高い電気伝導!主を持つためと考えられている:1)。そのため、デカップルオフで測定を

行った。

Fig.2にヒスタミンのデカップルオフ "'cNMRスペクトルを示す。このスペクトル

において双極子 双悌子相互作川による高次分裂が観測された。 C2部位では triplet

triplet doubletのパターンが観測された。また、 H5をデカップルしながら測定を行う

と、これらのパターンが triplettripletになることから、大きい tripletはジエミナ

ル、小さい tripletはビシブルと帰属を行った。 H1とH21企ぴ H3とH4が等価に観

測されたことから、メソレン自H'i.の 1i!1i~ïç Jlli 1fVJがNMRのタイムスケールより速いことがわ

かる。 C1、 C2郎仙の分裂 l阪は特徴的に異なっている。 iり|転異性{本が 100%トランス

と仮定すると、等ししい D (c 川が得られると考えられるため、コーシュの寄与が示唆され

る。現在複雑なmI転異性を包抗的に取り扱うプログラムを作製Ijlであり、詳細な解析結果

とあわせて報告する。

二ぶ入J
C 4 

'<0 '30 '20 110 '00 90 80 70 
ppm 

Fig. 2. '匁CNMR spect ru皿 ofHistamine in Liquid Crystal. 'H decoupler-off. 

[参考文献]

1 )第 261i1INMR討論会議泌要旨集 P. 9 (1987). 

2) R.C.Long，JR.， J.N.丘gη.Reson. 12，216(1973). 

3) J.S.Lewis and E.Tomchuk， J.Nagn.Reson. 78，321(1988). 
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P38 'Hデカップル 13C_'9F J分解 2D NM  Rおよび 1・Fデカップル

13C-'H J分解 2D NM  R 

( J白石，~子、白木電子*) 0笹倉 英史、米森 重明、栗原 範明*

Two kinds of J resol ved 2D NMRs (1 H decoupled 13C_19F and 19F 
decoupled 13C-1 H) are established to study hydrofl uorocarbons. Using this 
technique， 13C-NMR peaks of 1，1，2，2，3-pentafl uoropropane(PFP) have been 
assigned to its structure. The I1，umber of F and H atoms directly bonding to 
each carbon atom are determined by the J resolved 2D NMRs， respectively. 
The number of F atoms bonding to adjacent C atom is also determined because 

of the large coupling constant (2JCCF = 30.........50 Hz) between the F and C 

atoms. In addition， hydrofluorocarbon polymers such as VdF-HFP copolymer 
and VdF-HFP-TFE terpolymer， have been analyzed. 

よム』主宣

H原子と F原子の両方を含む含フッ素有機化合物の構造解析においては、 '9F-NMR

や GC，/MS法などがmいられている。一次元 '9F-NMRにおいては構造が複雑な化合

物や混合物・契性休などはスベクトルが複雑になりスペクトルの帰属が困難であったり、

解析のための経験を必要とした。また GC/MS法においては、フッ素樹脂などの高分子

鼠化合物は直接測定できず、異性{本の混合物は質量数が同じために絶対構造が決まらない

場合がある。そこで '9F-2D NMR法はこれらの点を補う意味で重要であり、我々は

Chlorotrifluoroethylene 3最体混合物の構造解析に '9F-COSY法を適用し、物質を分

隊することなく各異性体の同定を行った，)。トリプルレゾナンス異積核 COSY法は Poly

(vinylidene fluoride)の構造解析に用いられているにすぎない 2)。今回我々は含フッ素有

線化合物の構造解析をさらに簡便にするため、 C原子に直接結合している日原子数および

F原子数を解析できる 'Hデカップル 13C-'9F J分解 2D NMR法および '9Fデカップ

ルけ C-' H J分解 2D N M R法の検討を行った。

キーワード:トリプルレゾナンス、 J分解、け F核、フッ素化合物、

0ささくらひでし、よねもりしげあき、くりはちのりあき

-147 



2.試料および装置

J分解法のモデルサンプルとして PCR社製 1，1，2，2，3-Pentafluoropropane(P F P、

純度 :98%min.)を用い、測定には重クルルホルムに 10vol%溶解させたものを使用した。含

フッ素ポリマーとしてVinylidenefluoride (-CF，CH，-， V d F) -Hexafluoropropylene 

(-CF，CF(CF3)一， HF P) copolymerおよび Vd F -H F P -Tetrafluoroethylene (-CF，-

CF，-， T F E) terpolymerを用い、測定には霊アセトンに 20wt%溶解させたものを用いた。

測定に用いた装憶は、日本電子社製核磁気共鳴装霞 :α-6 0 0、プロープは 5mmφ サン

プル管用 13C/'9F/'Hトリプルレゾナンスプロープを用いた。使用したパルスは、 Fig. 1に示

す通りである。このときの '9F核のデカップリングには MP F 3)パルスを用いた。

13
C 

高二場小臥
19F/1H ~ 彩勿勿勿~

1 Hi9F ~m勿幼勿勿勿タタタ勿勿タ~

Fig.l Pulse sequence of triple resonance J resolved 2D NMR 

3 .結果および考察

(a)モデルサンプル :PFPの測定

H原子と FJ.京子を同一分子内に有する PFPをモデルサンプルとして、 J分解 2D N M 

Rスペクトルを測定した。 (Fig.2，3，4)
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Fig.5 Slruclurc of PFP 

Fig.4 19F decouplcd 13C-IH J resolved 
specll1lm of PFP 

Fig.4より C原子に直接結合してFig.2より Cに直接結合している F原子数が解析でき、

H 1原ピーク bは Fが 2原子、よってピーク aは Fが 2原子、いる H原子数が解析できる。

ケミカルシフトをH 2原子が直接結合していることが分かり、ピーク cは Fが 1原子、子

また 2ポンドを隔て考慮しなくても a~cのピークは Fig.5 に示すように容易に帰属できる。

F 1 q油側の分解能とCHと異なり 2J CCF = 3 0 ~ 5 Ollzと大きく、た CFの結合定数は、

よって隣接炭素に結合Jによる分裂がスペクトル上に現れる。比較して充分大きいため、

した 2J CC Fがほぼ同じ値であれば、隣接炭素に結合した F原子数も解析可能である。

モデルサンプルの測定と向

copolymerの構造解析

IHデカップル l'C -19 F 

様に C原子に結合した F原子数および隣接した F原子数が容易に解析できる。

J分解スペクトルを Fig.6に示す。

(b)VdF-HFP 

J分解 2D 

メ~
-'------l.l!.._ー!

スペクトルの分裂パターンから 13C-NMRスベクトルのピークは Fig.7に示すように帰服

される。

LiぷliE CF2CF(CF3):HFP CH2CF2:VOF 
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(3) -CH2♀&CF2CF(CF3ト

(3) ・CH2lli♀王2CH2-

(4) ・CH2CF2♀&CF(CF3)-
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( c ) V d F -H F P -T F E terpolymerのflq造解析

'Hデカップル 13C-"F J分解スペクトルを Fig.8に示す。 C原子に結合した F原子数

および隣接した F原子数が容易に解析でき、 Fig.9に示すように帰属される。
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Fig.8 lH decouplcd 13C-19F J resolv巴d
spectnllTI of a VdF-HFP-TFE tcr杯)lymer

4.結言

CH2CF，:VOF CF2CF{CF31:HFP CF，CF，:TFE 
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Fig.9 Splitting patern of a V dF-HFP-HFP 
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'Hデカップjレ"C-'9F J分解 2D NM  Rおよび '9Fデカップル 13C-'H J分解 2

D NMRの検討を行った。 F原子および日原子を同一分子内に含む含フッ素有機化合物の

機造解析において、木方法が有用であることを示した。さらに VdF-HFP，VdF-

HFPー TFEの 2f重類の合フッ素ポリマーについて測定を行い、 J分解 2D法で多くの

結合情報が得られることを示した。木方法に 'Hデカップル 13C-'9F COSY法や 'Hデ

カップル 19F COSY法を例月]することにより、複雑な構造や微細な構造の解析が容易に

なると思われる。

5. 参考文献

I)H.Sasakura， S.Yonenori， 14th International Symposium on Fluorine Chemistry， 

Abstract，289(1994) 

2)加藤、安線、小椋、第 32回 NMR討論会 講演要旨集(1993) 

3)T.Fujiwara， T.Anai， N.Kurihara， K.Nagayama， J.Hagn.Reson.， A 1旦1，103(1993)

-150 



セッション:脂質，生体膜

(Lipids & Membranes) 





P39 コレステロール誘導体とリン脂質との膜内相互作用の

31 P NMRによる研究

(生命研、骨物質研)0名川吉信、馬場照彦¥神沢千代志¥中西洋志

31PNMR Study on the Interaction between Cholesterol Derivatives and 

Phospholipids in Lipid Membranes 

Yoshinobu Naaawg， Teruhiko Baba*， Chiyoshi Kamizawa*， Hiroshi Nakanishi 

Nationallnstitute of Bioscience and Human-Technolody，僑Nationallnstituteof 

Materials and Chemical Research 

Choresterol is an important determinant of membrane properties in cells， and is 

utilized in stabilization of liposomes. In this paper， the effect of cholesteryl derivatives 

with oligooxyethylene (OE) group (Chol-En， n=O-5， n:number of the oxyethylene unit) 

on the structure of phosphatidylcholine (DPPC) is studied by 31pNMR spectroscopy. 

The 31p chemical shift anisotropy measured for the DPPC headgroup shows that 

Chol-En as well as cholesterol induces the structural transition of DPPC membrane 

from L(β') phase to L(β) phase. The conformation and molecular packing at the 

surface of the lipid membrane wi.ll also be discussed. 

【緒言】コレステロールは細胞膜における膜流動性の調節など生体内で重要な役割を

t旦っている。また、 DDSにおけるリポソームを安定化するためにも利用されている。

我々は、コレステロールの親水基修飾によるリポソーム膜物性への影響を検討してきた。

今回は、種々の鎖長のオリゴオキシエチレン (OE)基を導入したコレステロール誘導

体 (Chol-En，n=O-5， n:OE基重合度)のリン指質極性基の状態に対する影響を31PNMR

法によって検討した結果、興昧ある知見が得られたので報告する。

【実験】リン脂質としてはジパルミトイルホスファチジルコリン (DPPC) を用い、

これとChol-En(n=O-5) を種々のモル比で混合し、 MOPS緩衝液 (pH: 7.2)中で多重

膜リポソームを調製した。

31pNMRスペクトルの測定はJEOL

GSX-400装置 e1p観測周波数:

161.7MHz)で行ない、化学シフトの

異方性 (CSA) を主な指標として H~(OCH2CH2)n 

DPPC極性基の状態変化を考察した。
Chol-En 

キーワード:31pNMR、コレステロール、オリゴオキシエチレン基、リン指質

0ながわよしのぶ、 l;rば‘てるひこ、かみざわちよし、なかにしひろし
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{結果および考察】コレステロール (Cholモ0)およびOE鎖長が2であるChol-E2に

ついて、 DPPCとのモル比とCSAの関係をFig.1に示す。 30
0

CにおけるDPPC膜の場合、

10モル%まではCSAが急激に減少することがわかった。それ以上のモル比では、

Chol-E2の場合はCSAが増加し、コレステロールの場合はCSAが減少することが認めら

れた。 OE鎖長が4であるChol-E4においてもChol-E2と同じ傾向が見られた。コレステ

ロールはDPPC膜の L (β， )相に10モル%程度混入することで L (β)相を誘起する

性質が知られているが、 Chol-Enも相誘起の性質を保持していると考えられる。一方、

50
0

CにおけるDPPC膜 (L (α)相)においては、 0-50モル%の範囲でChol-E2の添加

により、 CSAは単調に増大することがわかった。リン指質の極性基のコンフォメーショ

ンによりCSAが変化することが.知られている。 L (α)相および高濃度の L (β， )相

におけるCSAの増加は、 OE基の存在により DPPCの極性基の平均的配向が膜表面から

水相側に傾くことによって起こると考えられる。

以上のようなOE基のDPPC極性基に対する立体的影響を検討する目的で、 50モル%、

30
0

Cの条件下において、 OE鎖長を変化させてCSAを求めた。結果をFig.2に示すが、

n=3で極大値をとり、 n=4以上では逆に減少することがわかった。 n=2までのCSAの単

調な増大は、先に述べたDPPCの極性基の平均的配向の変化を支持する。ところで、分

子モデリングの考察によると、 n=3以上でOE基が膜面から水相側にでると考えられる。

このことから、 OE鎖長増加に伴うCSAの減少は、極性基領域の分子間パッキングの変

化によるものと推測される。 n=5の場合には 1%程度の等方性のシグナルが観測された。

このことはSUVのような小さな会合体が自発的に形成することを示している。 Chol-E5

分子の幾何学的形状がこの現象に影響していると考えられる。

【謝辞1 31pNMRスペクトルのシュミレーションに協力していただいた物質工学

工業技術研究所林繁信博士に感謝いたします。

60 60 

。 • • 
。。

0

・
O

・
G

・

0

・AM 

• 
50 。 • 50 

畠

{
E
a
a
)
 

• {
E
a
a
}
 

o 
，.a- • 

〈

840  

j， 
〈

8 40  o Chol・E2-30C A ・ChoトE2-50C
t:. Chol.EO・30C

A Chol.EO.50C 

30 

D 60 

30 
0 20 40 

Chol-EnIDPPC (%) 

2 3456  

(CH2CH20)n 

Fig. 1 Chol-En concentration dependence 

of the chemical shift anisotropy 

(CSA) by割 PNMRspectroscopy. 

Fig. 2 OE chain length (n) dependence 

01 the chemical shift anisotropy 

(CSA) of 50 mol% mixture at 30 "C. 

n
L
 

F
h
U
 

4
a
i
 



P40 2H-NMRによる局所麻酔剤ツプカインの脂質膜中で、のlocation及ひ'脂質ア

シル鎖の運動性への影響

黒田義弘、 O小川雅弘、那須裕郷、寺島麻衣子、中川照鼻、

藤原靖弘.

京大薬、京都薬大.

Iρcaion of 10回 lan白血eticdibucain巴 inthe phospholipid membrane and the influence of 

dibucaine on the mobility of acyl chains of phospholipid as studied by 2H-NMR 

Yoshihiro Kuroda， QMasahiro Ogawa， Hirosato Na叫 Mai1ωTerashima，Terumichi Na】匂awa

and Yasuhiro Fujiwara 

Fa四 ltyof Pharmaceutical Sciences， Kyoto University， Kyoto， 606・01and Kyoto Pharma白噌

utical University， Kyoto 607 

Effects of dibucain巴 onthe orientational order of methylene groups of multilamellar 

dispersions of phospholipids have been studied by deuterium nuclear magnetic r回 onanα

spec仕os∞py.Deuterated palmitic acids were employed回 aprobe for inquiring the membrane 

S出品lIe.A model lipid∞mposed of phosphatidylcholine(PC)， phosphatidylserine(PS)， and 

phosphatidylethanolamine (PE) (PC:PS:PE=1:1:2.5 molar ratio) which∞ntains cholesterol 

(phospholipids:cholesterol=7:3 molar ratio) was employed. A molecular order 阿 ameter，Smol' 
for each caIbon segment， wぉ calculatedfrom the quadrupole splitting in 出e~-N恥m spectrum. 

Itw出 found白atdibu伺 inedeαeas白血eSIIDI with increasing distance from the head groupj 

moieover， the charged form w回 foundto affect the Smol greater than does the uncharged form. 

From the pr回巴ntand白巴 previous[1] data， it was concluded伽 t白equinoline ring of血e

dibucaine is located at the polar region intercalating the butoxy group into the lipid bilayer. 

【目的】局所麻酔剤のNa+チャンネルへの

作用機序として、 Na+チャンネル周辺の脂

質の構造変化により間接的にNぶチャンネ

ルの機能に障害をもたらす、という説があ

る。この説を支持する報告としては、以前

から、リン脂質膜に局所麻酔剤を添加する

ことによる脂質膜の疎水性領域のオーダー

の減少や相転移温度の低下などがあり、こ

の作用のみで麻酔作用を発現するとは言い

。ONHCH2CH2N(C~CH3h.HCI

~~ ...... 、

、、~N..?--OCH2CH2CH2CH3

Fig.1 Chemical Structure of Dibucaine . HCI 

キーワード:2H-NMR、ジプカイン、脂肪酸プロープ、リン脂質

くろだよしひろ、 Oおがわまさひろ、なすひろさと、てらしま まいこ

なかがわてるみち、ふじわらやすひろ
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難いものの、作用機序に何らかの影響を及ぼしているのではないか、と考えられる。

我々はこの説に着目し、麻酔作用機序解明の 1つのアプローチとして、局所麻酔剤

と脂質膜との相互作用を検討した。局所麻酔剤としてジプカイン (Fig.1)を用い、特

に、ジプカイン蹴旧による脂質アシル鎖のオーダーの変化について検討した。加えて、

酸性・中性条件の間でオーダーの変化の程度を比較し、カチオン型・分子型のジプカ

インが脂質膜の運動性に及ぼす影響の違いを検討した。最後に脂質膜中でのジプカイ

ン分子のロケーションについて考察を加えた。

【実験】 1)モデル脂質膜の作成

クロロホルム/メタノール混合溶媒に溶かしたPhosphatidylcholine(PC)、 Phos-

phatidylse巾 e(PS)、Phosphatidyle出anolamine(PE)を1: 1 : 2.5のモル比で混合させ

(60m問、その溶液中にコレステロール (26mM)重水素化パルミチン酸 (20mM)を

加えて溶解させ、その後に溶媒を除去して脂質薄膜を作成した。この薄膜にdeuterium

depleted watetで調製した310mOsmリン酸buffer(pH7ム5.2)を加え約30分vortexingを行

い、その後3時間放置してN加R測定用サンプルとした。ジプカインを添加した試料は

この懸濁液にヲプカイン (3mM)を加え5回 freeze-thaw-vortexingして調製した。全重

水素化パルミチン酸、 2位及び3位を重水素化したパjレミチン酸は市販のものを用い、

4位、 6位、 9位及び10位を重水素化したパルミチン酸はコルベ電解反応により合成し

fこ。
2) ~・NMR測定、モーメント計算
測定はBrukerAM600、溶液用プロードバ

ンドプローブ.を用い四極子エコー法で行っ

た。スペクトルのモーメント計算はAM600

得られたスペクトルをX・32でJ仁

の基準に従ったASCII形式にフォーマット

変換した後、 IRIS町 DIGOにより行った。

3)分配係数の測定 t 

分配係数は限外ろ過法により脂質膜に分 l 
配していないジプカインの蛍光強度を測定 ノ/1
することにより濃度を求め、計算した。励___-〆--- n 
起波長325nm、飴も波長405nmで測定した。

【結果】

1)全重水素化パルミチン酸 (P削 tic-d
31

_/"' 

Acid)の首-NMRスペクトル及びモーメン ~1

ト計算

Fig.2にモデル脂質膜中に挿入した

Palmitic-d31 Acidのジプカイン添加前(a)及び

h合f添加後(b)、3mM添加後(c)の2H羽 MRス

ペクトルを示す。このスペクトルにおいて、

明確に認められるピークはパルミチン酸の

メチレン基の数より少ないが、これは同じ

ような四重極分裂幅を持つメチレン基のピ

(c) 

---ー
(b) 

、、、
~ 

一 一一 -…一一一一30 ・20 .10 0 10 20 30 (kHl1 

円g.2'件NMRSpectra of Pal削 tlc-d"Acid (20同州 InLipid 

Mixture (PC:PS:PE=1:1:2.S Molar Ratlo 60rrホ<1)wilh 01019-

sterol σ'olal UpidS : 0101田 lerol=7:3陶 la，Ralio) al 300K 
and at pH7.2. pr叩 aredIn Ih9 absence (a) 0' In th9 pre. 

senC9 of (b) lmMdibucalne. (c) 3mMdibucalno_ 

A
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ークが重なっているためである。この3つのスペクトルの比較から、ジプカイン添加

により 1つのピーク(つを除き四重極分裂幅が小さくなっていることがわかった。

pH5.2のときも同じ傾向が見られた。
次にpH7.2及び5.2におけるPalmitic-d31Acidの1-I-N恥Rスペクトルのモーメント計算

を行った。 Tabl巴1にその結果を示す。 pH7.2では、:;プカイン添加前はS∞=0.042、添

加後はSm=0.037であり、 orderが減少した。 pH5.2の場合も、ジプカイン添加前は

Sω=0.283、添加後はS∞=0.238で-同じように減少した。つまり、カチオン型ジプカイ

ンも分子型ジプカインも脂質アシル鎖のオーダーを減少させることがわかった。

Table 1 Effect of Addition of Oibucaine on the First and the Second Moments and Sco for the 
Palmitic.d31 Acid Incorporated into Mixed Lipids at pH 7.2 and pH5.2 

、pH5.2 

without with 

Oibucaine Oibucaine(3mM) 

Ml(10引 ad/s)

M2(10・10rad2/s2) 

S CO 

0.858 

1.014' 

0.283 

pH 7.2 

without with 

Dibucaine Oibucaine(3mM) 

0.721 

0.706 

0.238 

0.798 

0.833 

0.264 

0.710 

0.671 

0.234 

2)ヅプカインによるパルミチン酸のアシル鎖の各部位におけるオーダーの変化

ジプカインによるアシル鎖の各部位のオ

ーダーの減少を検討するため、アシル鎖の

各部位を重水素化したパjレミチン酸を用い

て、四重極分裂を求めた。 Fig.3及びFig.4

にpH7.2における、 2位及び9位重水素化パ

ルミチン酸のジプカイン添加前(a)及び添

加後(b)のスペクトルを示す。四重極分裂

幅から得られる分子軸配向ノぞラメータ-

Smolについて、ジプカインによるS由。lの減少

率仏Smol/S
四

1) を各炭素部位について、

プロットしたものをFig.5に示す。これを

見ると、 pH7.2及び5.2どちらの条件も脂質

の極性基部位から離れる程、ジブカインに ，--ーゴアー士一て..-......ーγ一ー「ー-r一工
よるS回 lの減少カ吠きくなることがわかる。 叫 ・V .IU V ω ω 判例)

このことは、ジプカインは脂質の極性基よ

りも末端メチル基のオーダーに大きく影響

を及ぼしていることを示すものである。こ

こで、もしヲプカインのキノリン環のよう

なかさばった部分が脂質アシル鎖の中間領

Mnイ〆f(w)dω/J:f(w戸ω

SCD - 2J3M，j(e'qα仇); e'qQ/h ~170kHz 

Flg.3 'H-NMR Spoctra 0 f Palmltlc-2， 2-d， Acld (20mM) In Upid 

Mixturo (PC:PS:PE=I:I:2.S肋 larRatlo 60刊岬 with01010. 

storolσolal LlpidS : 010105torol= 7:3胸 larRa!io) at 300K 

町、dat pK7.2， p'op苗 edIn the absence (a)町 InIhe pr・-
sonce of (b) 3mMdibucalne. 
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域に位置するとすれば、その領域は大変リ

ジッドになり、ジプカイン添加によりオー

ダーが高くなると考えられる。しかし、今

回の実験結果ではそのような傾向は見られ

ない。またS四 lの減少率がアシル鎖の末端

へ行く程大きくなったという結果が得られ

たため、キノリン環はアシル鎖よりももっ

と上部の極性基部位に位置していると考え

られる。

さらに注目すべきことは、 pH5.2におけ

るSmolの減少率のほうがpH7.2におけるそ

れよりも全体的に高いことである。このこ

とは、カチオン型ジプカインの方が分子型

よりも、脂質のアシル鎖のオーダーにより

大きく影響を及ぼしていることを示してい

る。しかし、膜に分配するカチオン型のヅ

プカインの量が分子型よりも多いためにこ

のような結果になった、とも考えられる。

そこで、これを確認するため、ジプカインの脂質膜と水との間の分配係数を求めた。

その結果をTable2に示す。これを見るとpH5.2の条件の方がpH7.2の条件よりも膜へ

の分配量が少ない。従って、ヲプカインはカチオン型の方が脂質アシル鎖のオーダー

により大きく影響を与えることが確認された。この要因は、現在検討中であるが、カ

チオン型ジプカインと脂質のリン酸基との5齢、静電相互作用がアシル鎖のオーダーの

変化により大きな影響を与えたと考えられる。
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Fig.4 'H.NMRSpeclra 01 Palmilic.9，9.d， Acid (20mM) in Upid 

Mixture (PC:PS:PE=1:1:2.5陥 larAalio 60m開聞thChole. 

sterol σot剖Lipids':Choleslerol= 7:3肋 larAalio) at 300K 

and al pH7.2. prepared in Ihe absence (a) or In the pre. 

sence 01 (b) 3mM dibucaine. 
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(a) 
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Table 2 Partition coefficients of dibucaine in the bilayer of lipid 

mixture a with cholesterol b and palmitic acid C at pH 7.2 and 5.2 

回

。ロ12 

k 

pH7.2 

lipid 

10 

一O
E的
三

o
E的
4

pH5.2 -
園

"
 

'
 

g

，
 

8 

a PC:PS:PE = 1:1 :2.5 molar ratio. 

bTロtallipids: cholesterol = 7:3 molar ratio. 

C 丁目tallipids: palmitic acid = 3:1 molar ratio. 
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P41 ムラミルジペプチド脂質の溶液中及び膜中の構造

(横浜国大工) 0阿久津秀雄、山口秀人、鮫島克訓、

申敬花、 (第一製薬探索研)柘植英哉

STRUCTURES OF MURA恥1YLDIPEPTIDELIPIDS IN SOLUTION AND恥1Et¥侶RANES;

Hidcn Akutsu， Hideto Yamaguchi， Yoshinori San吋ima，Kyonghwa Shin (Yokohama National 

Univcrsity)， Hidcya Tsuge (Daiichi Pharmaceutical Co. Ltd.); 

The structure 01' muramyldipeptide lipids (MDP) in DMSO solution and in phospha-

tidylglyccrol membrancs wa，> investigatcd by lH-N恥1Rand 2H-NMR. Thc conformation and the 

structural dymanics havc becn found differcnt for the acid typc and amidc typc MDP. 

【はじめに]

細胞壁ペプチドグリカンは、適当な条件 Fで免疫原tl:や紺IJlDl'lt免疫を誘導するアジュ

パント活性を示すことが知られている。多くの研究のの結果、結核菌の細胞壁に多く

存{EするN-アセチルムラミルーLアラニルーDイソグルタミン (MDP)が細関細胞A12のアジュ

パント活性を支える品少Jlf位であることが示された。

NeromeらはこのMDPの新の6位に'木 CH，(CH2)"，，--
_CH-CO -O-CH勺

の分岐脂肪酸を村付.加し阿親媒性にし'人人 C印H川吋，(μ(にCH吋2ρ)，;- H/一0_ I;l 

I工:膜を調盟し、これにウイルスの膜表
円 U / f I OH 

前i蛍白質を埋め込み、人[ウイルスIJ英 / H NH-CO -CH， 
ワクチン (Virosomevaccine) として利用

することを試みた。その結果、人工ウ
川 H-CO-NH-1H-co -NH-1H-CO一川

川 r2

1H7 
CO 

になった。 Fig1 Structure 01 B30-MDP and MDPA X 
木研究では2積類のムラミルジペプチド脂質、般明B30-MDPと椴アミド明B30-肘IDPAに

ついて、人工ウイルス膜の物'性とムラミルジペプチド脂質の構造との関連を明らかに

することを日的とした

[結果と考察}

イルス11英ワクチンは、従来のワクチン

に比べると体液性免疫を用強し、かっ

細胞性免疫をも誘導することが明らか

門DP:X'OH

~lD P̂"X'NII2 

(1)ムラミルジペプチド脂質の溶液構造

2次元NOESY、2次元ROESY法によって得られたNOEクロスピークパターンは酸塑と酸

アミド型では溶液構造が異なっていることを示す。酸剤に比べ般アミド型はペプチド

先端部位のNOEがNOESYの高運動性領域ではなく、 ROESYスペクトルにでている。こ

の結果は酸アミド型のペプチド末端は酸型に比べ運動性が低下していることを示す。

このNOEパターンを用いて分子動力学計算をした。椴型では21¥f.のN-アセチル基のカル

ムラミルジペプチド、人工ワクチン、リボソーム、 NMR、溶液構造、膜構造

あくつひでお、やまぐちひでと、さめじまよしのり、しんぎょんふぁ、つげひでや
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ポニルとアラニンのアミドプロトンの間で水素結合が形成され、糖部位とペプチド部

位による環状構造ができていると推定された。それに対し酸アミド型は糖の4位の水

酸基とペプチド部位のカルポニルとアミドプロトンとで電子双傾子クラスタ一様の構

造をとっていると推定された。このことから椴刑はペプチドの根本の部位と糖部位と

で非常にリジットな構造を形成していて、ペプチド末端は比較的自由な状態にあると

予怨される。それに対し椴アミド刑はペプチド全体と納の4{¥/:の部位とで大きなクラ

スターを形成しているのでペプチド末端は酸担に比べ運動性が低下しでおり、縦性)jI;

全体の体積は酸型に比べ大きく、ペプチドや柿の傾，刊ド門門1:の高いj某i正Eがほとんどクラス夕一

形成に参加しているので

(2)ムラミルジぺプチド脂質含有人工膜のNMRによる解析

階型ーフォスファチジルグリセロール(PG) 系と階アミド)~'~-PG系人工膜の2次元

HOHAHAスペクトルを測定した。前者をFig2に示す。酸J型は桁質の全スピン系および

ムラミルジペプチド脂質のペプチド部位及び側部位のスピン系が観測されている。そ

れに対して酸アミド型では脂質問1枕は同様に全スピン系が観測されているが、ムラミ

ルジペプチド脂質に関してはペプチド部位のみで側部位のスピン系が観測されていな

い。分子述動が大きい根シグナルの線I隔は狭くなることから、酸型に比べ酸アミド引

では糖部位の運動が抑制された環境にあることが分かる。また2次元NOSEYの測定よ

り照明はペプチド末端のGJuのαプロトンとPGのα位のメチレンとのIIIJにNOEが観測さ

れた。階アミド塑ではGlnの側鎖のgプロトンとPGのαN:のメチレンとの間にNOEが観

測された。これは酸型ではα位の般アミドプロトンとPGのりん酸基との間に水素結合

が形成され、また階アミド型ではペプチド末端の側鎖のアミドプロトンとPGのりん酸

との間に水素結合が形成されていることを示唆する。。

酸型と酸アミド型の人工膜の緩和試薬によるシグナルの変化より、酸型では股の外

側では般塑:PG=2:1のモル比で存在しており、酸アミド引では般アミド:PG=I:lのモル

比で存在することが明らかになった。 「-1 一一 一六一-1
以 tの結果より次の結論が帯きだせる。 i f qpt 

酸型の系では附生~~のチャージの反発に| ↑-"~~- {>f~-~--.__.~'t ~ニ~Q=j~/~

より容易に近づけなく、そのため強fWJ(1内| ↓ ~ b一一一一一一也: 事 i
に小さくすると、!肢のIlh率を稼ぐため表1 1 21 G1u -F?Jt 

I I ベ 11 、τ 町

面積の大きなMDPが膜の外側に多く存在す 1 ~} 11 (J 

る。また単分散したH寺の溶液構造と膜中 1 1 ミ
の構造には大きな差はない。それに対し 1 11←一品斗4ト」品控迫泌掛刊叫g町刊叫.昭g

て酸アミド型は極性基チヤ一ジがないた

めPGと容易に近づける。そのためMDPAと

PGはカップルして一つのユニットとして

内

""--'T"' … …ーーr------，目 、‘"‘仰，、・ ta 1"  r. ~O 

ー」

れていると予想される。
Fig.2 HOHAHA spectrum ofMOP.PG liposome 

in 50mM Phosphate buffer .t 303K 
mixing time=50msec 
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P42 NMRスペクトル法による過アルキル置換シクロデキストリンの

構造解析

生命研、大阪市大

O中西洋志、金津健治、石塚靖子、L[l垣亮、玉垣誠三、太垣和一郎

NMR Structural Analys巴sof Cyclodcxtrin Drivativcs Substituted by Per-alkyl Groups 

Nationallnstitutc of Biosciencc and Human-Tcchnology and Osaka City University 

OHiroshi NAKANISHI， Kenji KANAZAWA， Yasuko ISHIZUKA， Toru YAMAGAKI， 

Seizo TAMAGAKI， Waichiro TAGAKI 

Studies about the structures and dynamic bchaviour of cyclodcxtrin (CD) derivatives 

substituted by long chain N-alkyl groups were mad巴inaqueous solution by NMR spcctroscopy. 

IH NMR spectrum ofトCDwith eight N司 butylgroups (1) shows unusual broad signals of the 

protons in thc butyl groups and relativcly sharp splitted signals of glucose protons.百leline 

broadenings of all signals become dramatically large， when the alkyl group changes ωC8HJ7 from 

C4H9 and CJ-I13・百1巴longeralkyl substitutions (C12Hz:雪印dC16H33)回 us巴tothe broader proton 

signals in both N-alkyl groups and thc CD ring. 

Thcse larg巴IHNMR linc-shapc changes caused by the N-alkyl substitution on出巴 y-CDring 

indicate thc existen∞of the molecular aggrcgation of a mi∞lIe type. 

1 [序]シクロデキストリン(CD)はグルコースが環状になった化合物であり、色々な包

接錯体を形成することが知られている。我々は先にCDとフラーレン化合物(C60)の包接

体のNMRスペクトルについて報告した口)。今回は、 y-CD，こ8本のアルキル鎖が結合し

た誘導体を合成し、そのNMRスペクトルを測定したところ、非常に興味ある現象を見

い111したので報告する。

2 [実験]試料;y-CDのク。ルコース基の6位のOH基を臭素化し、アルキルアミンと高温

で反応させクロマトグラム法で精製した。アルキル基としては直鎖の C4H9(1)，C6H!3 

(11)， C8HI7 (III)， CI2Hぉ(IV)及び CI6H33(V)のy-CD誘導体を合成した。

NMRスペクトルの測定 :NMR分光器はJEOLα-500CH: 499.65 MHz， 13C: 125.5 MHz) 

を使用した。溶媒は、重水リン酸緩衝液を用いた。

3 [結果と考察]アルキル基が直鎖のプチル基であるIのIHNMRスペクトルは、重水溶

液、 pD:4.6，濃度 5.7mM， 25 Ocの測定条件下で独特のシク守ナルパターンを示す。 n-フ守チ

ルアミノ基のシグナルは強いブロードニング現象を起こしており、 β-CH2のシグナル

は大きく分裂している。またα-CH2のシグナルも線i隔が異常に広い。これに比較して、

アミノアルキルシクロデキストリン、 NMR、線形解折、会合状態、分子間相互作用、

ミセル状態

なかにしひろし、かなさわけんじ、いしづかやすこ、やまがきとおる、

たまがきせいぞう、たがきわいちろう
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CD-環のグルコース基のシグナルはかなり鋭く、スピンカップリングによる分裂も観測

できる。この結果は、 Iのアルキル部分とシクロデキストリン部分の挙動(運動)が水溶

液中で非常に異なっていることを示している。 N-アルキルアミン部分のシグナルが異

常にブロードニングしていることは、 Iが水溶液系で二重膜型の会合を起こしている可

能性を示唆している。アルキル鎖をC4，C6， C8， C12， Cl6と長くした化合物のスペクトルを

測定すると、 上述したシグナルのブロードニングは、 C6(II)ではClI)と少しの変化であ

るが、Cg(III)になると非常に激しいブロードニングを示す。クやルコース領域のシグナ

ルの変化も激しい。 CI2(IV)になると、グルコースの 7個のプロトンのシグナルは、非

常にブロードな一山のシグナルになってしまう。これらの現象は、アルキル鎖がC8H17

になると急激に分子の会合度が増大することを示している。更に長いCI2H25Iこなると、

分子会合の程度が更に増大しNMR的に見て巨大分子群になり、シグナルが平均化し一

山のようなブロードなシグナルとなると解釈できる。

Iの水溶液の濃度をC=5.7rnMから17.1rnM変えてlHNMRスペクトルを測定すると、グ

ルコース基及びブチル基の二つの領域に大きな変イヒ(シグナルの融合化、新しいピーク

の出現、ブロードニング化)が見い出された。これらの結果を総合すると、会合体が複

数あること、会合の形態がアルキル基同志が対面した形(ミセル型)であることが示唆さ

れる。この結果は、これらのCD誘導体がクロロホルムなどの有機搭媒中でCD環同志が

対面した形(逆ミセル型)で会合している結果3) とまったく逆の現象であり、非常に興味

深い。

文献: 1) K. Kanazawa， H. Nak創出hi，Y. Ishizuka， T. Nakarnura and M. Matsurnoto， 

Fullerene science & Tech.，み 189-194(1994) 

2) H. Nakanishi， K. Kanazawa， Y. Ishizuka and W. Tagaki， 

Materials Science & Engineering， (1994) in press 

3)金津健治、山垣亮、石塚靖子、前田昌徹、玉垣誠三、太垣和一郎、中西洋志

第22回構造有機化学討論会、 1994.10(福岡)
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セッション:構造決定法
(Methods for Strucure Analysis) 
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L7 国体 NMR法による原子核 問距離の新しい測定法

京大理 O竹腰 清乃理、野村 薫、寺尾 武彦

Rotational Resonance in a Doubly Tilted Rotating Frame 

Department of Chemistry， Faculty of Science， 

Kyoto University， Kyoto 606， Japan 

K. Takegoshi， Kaoru Nomura， and T. Terao 

ABSTRACT: We propose a new technique to recouple a particular 

pair of homonuclear spins in a multiple spin system. 1t is based 

on a phanomenum what may、be called as rotational resonance in a 

doubly tilted rotating frame. A weak radio-frequency field is 

applied continuously to spins under magic angle spinning. 1ts 

off-resonance frequency and intensity are chosen to realize 

rotational resonance for a particuler pair of spins in the 

doubly tilted rotating frame. 

1. 1ntroduction 

To gain structural informations from a powdered sample， 

several solid-stare NMR techniques have been proposed. Most of 

these techniques observe a dipole-dipole coupling， which i乞邑a

function of a distance between spins. Among them， only the 

rotational resonance technique can determine a distance of a 

particuler pair of spins in a multiple spin system. 1n 

rotational resonance experiments， one has to adjust the spinning 

frequency ωr  =ム /n，where d. is the frequency difference of 

the isotropic chemical shift of the two spins concerned and n is 

an integer number， usually 2 -3， and ωr is the spinning 

frequency. Difficulties would arise when the chemical-shift 

difference is small. Not only it is nontrivial to create a 

proper polarization gradient between the two magnetizations， but 

also the spinning speed is not fast enough to decouple the other 

spins. We show in this work that this difficulty can be overcome 

rotational resonance/ solid-state NMR/ distance measurement 

たけごし きよのり、のむら かおる、 てらお たけひこ
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by applying a ~uitable radio-frequency(rf) field. The recoupling 

phenomenum may be called as Rotational Resonance in a Doubly 

tilteD rotating frame (R2D2). 

2. Theory 

We consider a dipoler coupled homonuclear two-spin I-S 

system under a rf irradiation with an intensity of ω1 at ω. 

For simplicity， we neglect a chemical shift anisotropy. The 

total Hamiltonian in a doubly tilted rotating frame (DTR) under 

MAS may be given as 

JlDTR(t) = Hz + Ho(t). (1) 

The first term is the Zeeman interaction and is written as: 

Hz =ーωe1 Iz - ωe S Sz ，( 2) 

where ωeX is the strength of the effective field for the X 

sp~n: 

ωe X = (ω12 + d.ωx2)1/2 ( 3 ) 

Here， d.ωX denotes the off-resonance frequency for the X spin 

(X=I or X=S). The second term denotes the homonuclear dipole 

interaction and is given as: 

Ho ( t) = D( t) 1唱 TR. (4) 

The geometric part D(t) can be written as: 

D( t) = Gl COS (ωr t) + G2 COS ( 2ωrt) ， (5) 

where Gl are functions of the principal values and orientation 

of the dipole interaction. The spin part TDTR is given as: 

TDTR =AIzSz +B(I+ S-+I-S. ) +RIzS'" +SI"， Sz +Q(I. S. +I-S-)， (6) 
with 

A = cosβ1 COSβS - (1/2)sin β1 sin βs (7a) 

B =ー(1/8)(1+cosβ1 COSβS - 2sinβ1 sin βS ) ， (7b) 

R = -(1/4)(sin β1 COSβS + 2cosβ1 sinβs ) (7c) 

S = -(1/4)(cosβ1 sinβs + 2sinβ1 COSβs ) (7d) 

Q = (1/8)(1-cosβ1 COSβs + 2sinβ1 sin βs ) ， (7e) 
and βX = arctan(ω1 / d.ωX ) (8 ) 

The "rotational resonance" effect in DTR can be envisioned 

when we transfer the Hamiltonian into a interaction frame by K = 

exp{-i(ωe 1 Iz +ωe S Sz ) t} as: 

HINT (t) = K伊 TR ( t) K-1 

= D(t){AIzSz + B(I+S-exp(id.t)+I-S.exp(-id.t) 
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+ RIzS士 exp(芋 1ωeS t) + SI土 Szexp(平 iωe1 t) 

+ Q ( I+ S. exp ( -i 1: t) + I -S-exp ( i 1: t)} 

where d. =ωe 1 -ωe S and 1: =ωe 1 +ωe宮.

(9 ) 

Several R2D2 conditions may be deduced from Eqs. (5) and (9). 

When d. = :tωr or 士2ωr，the flip-flop term would not be 

averaged to be zero by MAS. This is a DTR analogue of the 

conventional rotational resonance in a rotating frame. When 

ωe S = 土 ωr or 土 2ωr，the IZSI term revives， and when ωe 1 = 

士 ωr or :t 2ωr， the IISZ term remains. The "flop-flop" teFm 

(I+ S. +I-S-) becomes time-independent when 1: =土 ωr or 土 2ωr• 
π/2 

3. Experimental 

was 

Triply 13C labeld l-alanine 

kindly provided by Prof. M. 
lHJfc可

Kainosyo at Tokyo Metropolitan 

University. NMR experiments were 
13(""' 

carried out on a Chemagnetics -~ 

CMX-300 spectrometer operating at 

resonance frequency of 75.6MHz for 

13C， using a home-built MAS probe. 

4. Results and Discussion 

π/2 

selective weakげpulse
inversion pulse 

Fig.l Pulse sequence 

The chemical shift difference of the C. and the Co 

resonances is 2340Hz. To recouple them， we applied a rf field 

with an intensity of 3032Hz at the center of the two carbon 

resonances. The effective field strength is 3250Hz for the two 

carbons. The spinning frequency is ωr=6500Hz， thus satisfying 

the R2D2 condi tion of 1: =ωr. The effective field strength for 

the C=O carbon spin is 11155Hz， and non of the R2D2 conditions 

is satisfied for the C=O carbon. Figure 2 shows the observed 

mixing time dependence of the magnetizations of C=O (口)， C. ( 

0)， and Co (X). During the mixing time， all magnetizations 

rotate about the corresponding effective field. At the same time， 

the magnetizatiohs of the C. and the Co carbons decay to 

almost zero， while tH~t of the C=O carbon stays almost constant. 

The decays of the former magnetizations are caused by the flop-

flop motion of the magnetizations. The solid lines through the 

data points are the simulated ones. For comparison， the 
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calculated lines without the dipole interactions are shown in 

Figure 3， where only the rotation around the effective field is 

appreciable. These sirnulations have been done for a three spin 

systern. We have done a sirnulation including only two spins， C. 

and C，. The calculated lines are in good agreernent with those 

calculated for the three spin systern (not shown). This shows 

that we can sirnulate the R2D2 experirnental data for a rnultiply 

labeled sarnple by considering only the two spins concerned. 

To conclude， the present R2D2 rnethod enable us to recouple a 

pair of spins whose chernical shift difference is too srnall to 

apply the conventional rotational resonance rnethod. The current 

R2D2 experirnent rnay be understood as a selective hornonuclear 

Hartrnan-Hahn experirnent under MAS. 

2 

Mixing time/ms 

Fig.3 The calculated 

rnixing tirne depen-

E 

j li i i 1li 1 j i1 l lJililil1ji 
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Fig.2 Mixing tirne 

dependence of the C. 

( 0 )， C， ( X) and C=O 

{口) rnagnetizations. 

The solid lines are 

calculated ones. 
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MAS条件下での呉方的相互作用相関多次元固体NMRによる

こ面角決定法の開発

横浜国立大学・工学部

0下村泰次、藤原敏道、阿久津秀雄

The development of multi-dimensional soIid-state NMR for determining dihedraI angles by 
correlating anisotropic interactions under MAS conditions 

Taiji Shimomura， Toshimichi Fujiwara and Hideo Akutsu 
FaculかザEngineering，Yokolzama National University 

Multi-dimensional NMR spectroscopy has been developed for correlating anisotropic 
interactions of different spins in rotating soIids. In this experiment， the evolution periods for 
anisotropic interactions， such 出 heteronucIeardipolar couplings and chemical shift 
anisotropies， are connected by a mixing period during which magnetizations are transferred 
between spins. The spectra obtained with the experiment depend on mutual orientations of 
tensorial interactions which specify dihedral angles. These correlation spectra are resolved 
by additional isotropic chemical-shift evolutions. Thus， this method provides information on 
dihedral angles for a number of spin pairs distinguished by isotropic shift. 

Rf multi-pulse sequences for recovering anisotropic interactions under MAS ∞nditions 
were newly designed for this experiment. Simulated and experimental results are presented 
for powdered amino acids labeled with 13C nucIei. 

NMRから得られる分子の立体構造を決める情報には、核問距離と二面角などの角度がある。

国体NMRでは、 13Cなどで標識した分子については回転共鳴法などでコンブォメーションを

決めるような核問距離が測定できるようになってきたが、角度情報を得るための系統的な

方法は確立されていない。

そこで、私たちは異なるスピンについて双極子相互作用や化学シフト異方性など異方的

相互作用のテンソルの相対的配向を決めることから、二面角情報を得る方法の開発を行っ

ている。この方法の分解能・感度を高くするためには、シグナルがシャープで等方化学シ

フトの違いで分解できるマジック角試料回転(MAS)条件下で観測を行うことが有利である。

MAS条件下ですべての実験を効率的に行うためには、 MASにより平均化され弱まってしまう

異方的相互作用が弱まらないように工夫する必要がある。このために、新しく高速MASを行

いながら化学シフト異方性のみ作用するパルス列とCH双極子結合のみ作用するパルス列を

数値シミュレーションに基づいて設計した。また、この方法では化学シフト異方性やCH双

極子相互作用など大きな相互作用から構造情報を得ているので、 13Cを多数同位体標識し弱

い13C間相互作用が増た試料についても二面角情報を得ることが可能と考えられる。

マジック角試料回転、多次元国体NMR、二面角

しもむらたいじ、ふじわらとしみち、あくつひでお
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今回、 13Cラベルしたアミノ酸の主鎖にこの多次元NMR法を適用し、基礎的な検討を行っ

たので報告する。

この多次元NMR法の基本となるパルス系列は、 CII双極子結合あるいは化学シフト異方性に

よる展開期を、スピン間で磁化移動を行う混合期で結びつけたものである。これにより異

なるスピンについての異方的相互作用の相関スペクトルが得られる。さらにこの相関スペ

クトルを等方化学シフトの違いで各スピン対へ分解するために、等方化学シフト展開期や

選択励起法と組み合わせる。

混合期:化学シフトに依存しない炭素間スピン結合による磁化移動法、例えば双極子あ

るいはJ結合によるHOHAHAパルス列などを用いる。 (Fig. 1. a) 

異方的化学シフト展開期:展開期の実時間は2τR(τRは試料回転周期)で一定であるが4

つのπパルスを仮想時間とともに移動させることで異方的化学シフトのみが展開する(Fig.
1. b)。

CII双極子結合展開期:CH双極子結合が働く期間中は τR/2ごとにプロトンに照射するホモ

デカップリング・パルス列BLEW12(+)とBLEW12(ー)を切り替えることで、 MASによる双極子結

合の平均化を防いでいる(Fi g. 1. c)。ここで、 BLEW12(+)とBLEW12(ー)では残る異種核双極子

結合の符号が異なるようにrfパルス位相を変えている。

Fig.21こ上記の方法で得たアミノ酸主鎖の二面角 ψに依存するCQH双極子結合一カルボキシ

ル化学シフト異方性相関スペクトルを示す。

(b) 

I t
l
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R
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L9 13 C団体高分解能NMRによるパクテリオロドプシンの高次構造

とダイナミックスの検討

(姫工大・理) 辻暁、内藤品、 O斉藤肇

Conformation and Dynamics of Bacteriorhodopsin as Studied by lIigh Resolution 

Solid State 13C NMR Spectroscopy 

S. Tuzi. A. Nai to and 11. Sai to 

Department of Life Science. lIimcji Institutc of Technology 

We have recorded 13C CP目 MASa'nd DD-MAS NMR spectra of untreated [3_13CJー and

[1-13CJAla-. [1-13CJLeu-and Yal-labelled bacteriorhodopsinCbR) and those 

cleaved with carboxypeptidase A and papain. to gain insight into conformation 

and dynamics of the transmcmbraneα-helices. loops and C-terminus. It turned 

out that the C-terminus does not contribute to the 13C CP-MAS NMR peaks of bR 

recorded at ambient tcmperature. The observcd 13C CP-MAS NMR signals were thus 

ascribed to the α1(20幻 andα11 (60先)heliccs and loops (20%). The 13C NMR 

signals from the C-terminal residucs were significantly enhanced by the DD-MAS 

NMR spectra. It was found that the terminal end. residues 245-248. takes random 

coil whereas the inner segment (231-244) participates in an ordered conformation. 

PMにおけるbRのようなタンパク質と脂質の複合体では、有効分子量が大きくかっ3次元

結品の作成が容易でなく、タンパク質構造解析の標準的手法ともいうべき溶液における多

次元NMRやX線回折による解明が容易ではない。同体高分解能NMRはこのような系の

解析に適した方法ではあるが、 bRにおいては光反応にともなうクロモフォアーの摘造変化

の研究が主になされ、オプシンの構造変化に111点をおいた研究はほとんどなされていない。

われわれの研究室では、固体における特定の原子問距離を回転エコー二重共鳴(REDOR)法に

より精密に測定し、その結果をもとに分子の三次元構造を組み立てるための基礎的な検討

と1)、その手法の股タンパク質構造への応用を目標として研究をすすめている。本研究で

は、そのための第一歩として種々の受容体タンパク質研究のモデルとしてbRを選び、 ISC標

識と標識位置の異なる高次構造サイトへの信号の帰属、ならびにそのダイナミックスを調

べる研究を進めており 2-4)、そこで得られた結果の一部を報告する。

( 1 ) 13C標識bR

それぞれ[1-13CJLeu.-Yal -Alaによって標識したbRの13CNMRスペクトルは、図 lに示

国体高分解能NMR.パクテリオロドプシン、コンホメーション、ダイナミックス

つじ さとる、ないとう あきら、さいとう はじめ
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すように多数のスペグ

トル線からなる。これ

までに得られているモ

デル系の信号位置から、

170-172ppm、175ppmよ
り低磁場側の信号は、

それぞれβシート、股

貫通αヘリックスに帰

属される oLeuおよび

Val残基についてはβシ

ート構造の存在が明き

らかであること、さら

にはLeu残基における

信号の広がりが他にく

Relative 

humidity 

l∞ %  

4% 

2% 

。%

180 170 
d(ppm) 

t80 170 
d(ppm) 

180 170 
d(ppm) 

らべて少ないのが特徴で、 図1 [1_18C]LeuCA). Val(B). AlaCC)標識bRの18CCP-MAS 

その理由はこの残基のほ NMRスペクトル

とんどが膜貫通へリック

ス内に局在していることによる。

(2 )膜貫通αヘリックス

図2に示すように、 [3-18C]Ala標識bRの相

対湿度100先における18CCP-MAS NMRスペクト

ルは、構成する各成分へのdeconvolutionによ

り、少なくとも4本のピークに分けられる。

Ala Cβ信号における通常のαヘリックス(αI

ヘリックス)の信号位置は、団体CAla)nにお

ける値から14.9ppmであるにもかかわらず、図

図2における信号強度が最も強いピークは16.3
ppmと、1.4ppmと有意の違いが見られる。 Krimm

図2[3-18C]Ala-bRの18CCP-MAS 

NMRのdeconvolution

らはIRスペクトルに基づき、 bRにおける膜貫通ヘリックスは通常のαIとは異なり、 CAla)

aのヘキサフルオロイソプロパノールCHFIP)溶液中でとるねじれたαヘリックス〈α11ヘリ

ックス)であると提案している。実際、 HFIP溶液中でのCAla)nにおけるAlaCβ18C化学シ

フトは15.8ppm に観測され、国体と溶液における差を考慮すると、上記の16.3ppmピーク

はα11ヘリックスに帰属するのが妥当である。一方、最も高磁場に出現しているピークは

14.9 ppmであり、これが通常のαIヘリックスであることは自明である。

(3) C末端部位およびループ

一般に、標準的な団体高分解能川Rの手法である交差分極ーマジック角回転CCP-MAS)法

では、特定の部分に速い揺らぎがある場合にはその部分の信号が消滅することが知られて

いる。 C末端部位のコンホメーションについては、蛍光標識の結果から速い揺らぎの状態
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A 

20 15 

図3 [3-18CJAla-bRの18CCP-MAS NMR 

スペクトル(A)未処理、 (B)カルポ 図4[3-1 BCJAla-bR 18C DD-MAS NMRスペクトル

シルペプチダーセA処理、 (C)パパイ (A)ーCC):図3と同じ、 (D)A-B. (E) B-C 

ン処理。

にあるとのデータと、特定の高次構造をとり揺らぎが制限を受けるとの相反する結果が出

されていた。図 3の18CCP-MAS NMRスペクトルは、未処理、タンパク質分解酵素により C

末端の一部、 Cー末端のほとんどを除去したものを比べているが、そのスペクトルパター

ンに変化か覗れていないことがわかる。すなわち、 CP-MASNMRスペクトルにはC末端部位

に由来するAla残基からの信号の寄与がほとんど見られないことを意味している。このよう

な分子運動の存在による信号が消波する場合、高出力プロトンデカップリングのみのDi-

polar decoupled CDD)-MASの実験により、失われた信号の回復が期待出来る。実際、図 4

Aに示すように、未処理試料では17.0ppmに強い信号が見られるが、カルポキシペプチダー

ゼA処理によって、その信号が消波することがわかる(水和量100wt%)。この間の事情は、

図4Dに示すA-Bで示す差スペクトルをとることにより明確にわかる。すでに調べられてい

るモデル系の化学シフトデータから、切断されるべき部位245叩 248にあるAla残基はランダ

ムコイル構造をとることが結論できる。一方、 B-Cの差スペクトルは残基231-244に関する

情報を与えるが、 17.016.117.8 ppmにより明確な信号が見られ、ランダムコイルの他αヘ

リックス、ターンをふくむfolding構造をとることがわかった。このことは、従来の 2種類

の蛍光標識実験にも対応している点で興味深い。

図2、図 3に見られる17.1-17.8 ppm に現れる信号は、これまでの議論から明かなよう

にヘリックス聞をつなぐループ位置にあるAlaCβからのものである。現在のところ、ター

ンに関するreference化合物に由来するlSC化学シフトデータの集積には至っていないもの
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(4 )温度変化
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図5(左)13C CP-MAS NMRスペクトルの

調度変化とそのdeconvolution

図6(上)13引じ学シフトの温度変化

るAla残基への帰属はreasonableて4あると考えられる。

lIendersonらによるbRの3次元構造モデルは、 -200・Cにおける電子顕微鏡測定データに基

づいている。それゆえ、常温におけるbRの13CNMR測定データが、低温における値と同一で

あるか、もし変化があるとすればどのような違いが見られるのか、常温におけるbRの高次

構造とその揺らぎに関述して重要な問題である。図 5は5mMIIEPES. 10mM NaCl存在下のbR

の1SC NMRスペクトルの温度変化と、そのdeconvolutionスペクトルを示す。よりnativcな

測定条件を反映して、スペクトルの分解能が向上しており図 2の場合に比べてその成分の

数が増えている。温度変化の第一の特徴は、 majorなα11ヘリックスをとる16.4. 15.9ppm 

の相対強度が23度から-'40度の問で10先程度の変化が見られること、第二に図 6に示すよう

に、 αヘリックスピークの化学シフトが-60度を中心に大きく変化することがわかる。これ

は、膜貫通αヘリックス構造が常温と低温の問で異なることを示している。さらに、これ

ら異なるタイプのヘリックス構造が、揺らぎによって平均化されず、少なくとも102s-1よ

りもおそい時間尺度で個々の状態で存在していることがわかる。なお、上記の第二の特徴

でのべた温度変化挙動は、これまでに発表されている中性子散乱における非調和運動の開

始と軌をーにしており、 bRの生物活性との関連で興味深い。

1)斉藤輩、内藤品、生物物理、 33.274-279 (993). 2) S. Tuzi. A. Nai to. fl. Saito. 

Eur. J. Bi∞hem.. 218. 837-844(993). 3) S. Tuzi. A. Nai to. 1I. Sai to. siochcmistry. 

in press. 4) S. Tuzi. A. Nai to and II. Sai to. Manuscript in preparation. 
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P43 
SEPARATION OF PARAMAm冊 TICAND QUADRUPOLAR 
INTERACT工ONS

京大理. 0 Spaniol Thomas P. ， 久 保 厚 ， 寺 尾 武 彦

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 
Thomas P. Spaniol， Atsushi Kubo， Takehiko Tera。

A new two-dimensional， 2H magic-angle-spinning NMR 
experimen七 for studying paramagnetic compounds is 
presented. This technique allows to extract 
parameters of 七he anisotropic paramagnetic shift via 
the two-dimensionally spread spinning sidebands. 

NMR spectroscopy of paramagnetic cornpounds has the poten七ial to 
provide infor官la七ion abou七、thernolecular structures. I七 also can 
serve as a tool to inves七igate the electronic environment of the 
observed nucleus [1]. The anisotropy of this interaction can 
directly be ob七ained frorn e却 erirnents in the solid s七ate. The 
parameters of the paramagnetic shift can be extracted from 
magic-angle-spinning (MAS) NMR spectra via the in七ensitypa七tern
of spinning sidebands [2]. At presen七， only few s七udies are 
carried out in 七his field due to the expected low resolution， 
especially for 1H-NMR spectroscopy. 

We are observing the 2H resonance in selectively deutera七ed
compounds， because generally a high resolution is e}中ectedfor 2H 
cornpared to 1H. For this spin sys tern ， the additional quadrupolar 
interaction will lead to spectra with cornplicated lineshapes. In 
addi七ion， the 七ensors describing these interac七ions will 
generally be orien七eddifferen七1ywi七h respect to each other. 工f
one interaction is dominan七，七he sirnu1ation of 七he spinning 
sideband pa七七ern canno七 give re1iab1e parame七ers of the two 
interac七ions (wi thout very high experirnenta1 accuracies). This 
prob1 ern， however， can be sol ved by separa七ing the two tensors 
using七wo-dirnensiona1 (2D) NMR spectroscopy. 

Me七hod
We present a new magic-ang1e-spinning 2D-NMR experirnent， for 
separating paramagnetic and quadrupo1ar interactions， based on 
the pu1se scherne 

(90
0

) ，1 - (七d ー (1800
)+2 - (七2， acquisi tion) ，r 

{ゆ1，恥， ctr) = (x，x，y)，トx，x，-y)， (y，x，x)， (-y，x，-x) 
(which may be cornbined with CYCLOPS) 

During the evo1ution tirne t1 and the acquisi七ion七irne，七he
density opera七orevolves under a quadrupo1ar and a chernica1 

キーワード: 常磁性 NMR， 四極子，

シュパニオール トーマス， くぽあつし，

二次元 NMR， 重水素
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shift Hamiltonian. The F工osignal is given by: 

S(七l，t2)， = Tr{工+u(七2)P(1800)U1(セ1)工、h-1(セl)p-l(1800)U2-1(t2)} ， 

described by the propagator U(t) = exp{-i J [HQ(t)+Hc(七)]dt} . 

If pulse imperfections are ignored， the F工ocan be expressed by: 

S(七l，t2)= cos[9Q(0，七d+ 9Q (t1，七1+七2)] exp [ -i 9C( 0 ，七d+i9c(t1，t1+t2)] 

where 9Q (ta， tb) = fとω。{七)dtand払 (taltb) = Jとωc(t)dt con凶 n the 

quadrupolar and paramagnetic-shift in七eraction parameters which 
are七ime-dependentdue to magic-angle sample spinning. 

The 20 spectrum obtained by 20 Fourier-transforming S(七1，七2)
is such that the two interactions appear almost separately along 

the different diagonals. 
When we take the effects of finite pulse width into 

account， our calcula七ions indicate 七he appearance of some 
additional signals. Errors due 七o mis-se七ting of the pulse flip 
angle also lead to slight off-diagonal peak positions. 

The same e>中 erimen七alresults can be ob七ainedusing七hepulse 

sequence 

(900)~1 - (td ー (54.70)~2 -(125.30)~3 ー{七2 ， acquisi tion) ~r 

(ch_(k恥，やr) = [nπ/2， 0， mπ/2， (m-n)π/2] wi七h n， m = 0，...，3 

This experiment can be carried out using a mixing time τbetween 
the 2. and the 3. pulse. Thereby， a 、rotorsynchronized' 

experimen七 witht = nTr and a 、time-reversedexperiment' with 

τ=  nTr -七1may be combined， in order七o obtain phase sensitive 
spectra [3]. For the latter experiment， the following phase 
cycling is used: 

{ゃしゃ2，ch，恥) = [nπ/2， 0， mπ/2， (m+n)π/2] with n， m = 0，...，3 

Experiments 

We presen七 spectra recorded wi th 七he pulse sequence π/2-t1ー冗喧七2
for the C03-group of metal acetates. The NMR measurements were 
performed on a Chemagnetix CMX300 spec七rometer a七 a deuterium 
frequency of 46.12 MHz. The spinning speed was stabilized to 

3333士2Hz. Aπ-pulse wid七h of 8μs was used. 

Results 
For Zn(C03COO)2 (Fig. 1)， all major spinning sidebands are found 
along 七he diagonal， corresponding to the quadrupolar 
interaction. As expected， no contributions from an anisotropic 
paramagnetic shift are de七ec七ed. For this sys tem ， chemical shift 
interactions [4] are negligible compared to the quadrupolar 
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coupling cons七ant e2qQ/h of ca. 53 kHz. The sidebands along 七he
o七herdiagonal are due to effec七s of the finite pulse width， as 
shown by simu1ation. 

For Pr (CD3COO) 3・H20 (Fig. 2)， the spectrum shows two resolved， 
independent peaks. Compared to the one-dimensiona1 NMR spectrum， 
the resolution is increased. The 13C NMR experiment of this 
compound a1so shows 七he presence of only 七wo separate acetate 
groups [5]. 工n the crysta1 structure，七woacetate ligands occupy 
simi1ar positions， whi1e the third one is binding in a different 
way [5]. Our spec七rum shows a wide spread of off-diagona1 
spinning sidebands， which are caused by the anisotropic 
paramagnetic interaction. This spectrum can be simu1ated，" based 
on the known crysta1 structure [5]. To do this， the magnetic 
properties of the 1anthanide atoms are assumed 七o be identica1 
七o those of the free ions [6]， and an isotropic magnetic 
susceptibi1ity for Pr(l工工) is used [7]. To obtain an acceptable 
agreement wi七h the e>中 erimental resu1七， effects of the fini te 
pu1se wid七h and the pu1se f1ip ang1e errors must be taken into 
account. The resu1ts are presented on our poster. 

We are currently trying to estimate，七o which extent 七he
dipo1ar coup1ing wi七h residua1 lH-a七omsmay interfere， as well as 
effects from an anisotropic bulk magnetic susceptibi1ity. 

Ou七100k
This ・~ethod sha11 provide 2H-m侭 spec七ra of paraz阻 gnetic
compounds wi th good reso1 u七ion，especia11y where the lH nuc1eus 
wou1d be unsui七ab1e to be studied. A specia1 interest 1ies in 
the potentia1 determination of the e1ectron spin density 
distribution in coordina七ion corr司?ounds. The method a1so offers 
the chance to straigh七forward1yex七ract 七hequadrupolar coupling 
constant， where the anisotropic paramagnetic contribu七ion
strong1y dominates. 
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P44 国体NMRによる13C_ 15N核問距離の精密測定法と

1 H -13C双極子相互作用の新しい測定法の開発

京大理 O石井佳誉、寺尾武彦

Measurements of dipolar spectra for 13C.1SN using the MLEVS/SR 
sequence with composite pulses and for 13C.IH 

using the combined use of the WIM・12IFSLG・2seqence and MAS 

OY oshitaka Ishii and Takehiko Terao 
Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 

A triple-resonance NMR method is proposed， which enables us to accurately 
measure a 13C-15N internuclear distance by observing the Pake doublet pattern. 

It is shown that a simple way of applying the Carr-Purcell trains to both spin 
systems yields a supe中ositionof two Pake doublets because of a fi叫te

pulse-width effect. The proposed sequence MLEV8/8R， in which the MLEV8 

p叫secycle and the reversed one are coincidentally applied to 13C and 15N， 

respectively， provides a single Pake doublet， also highly compensating 

off-resonance effects and flip-angle errors. Using this sequence， the 2_13C-15N 

bond distance in glycine was determined to be r=1.498A(-0.001， 0.002). In 

addition， a new pulse sequenωis proposed to ob旬ina 13C-IH dipolar spectrum 

under .rv仏S.

[序論] 我々は本研究において、高磁場下で、 CarrPurcell 改良系列を13C、15Nに

同時に照射することにより、 13C、lfiNのケミカルシフトを消去し、核問距離のみに依

存する13C-15N聞の双極子相互作用を精度よく求めるアブローチを検討した。

国体NMRの実験を行う際にその精度を低下させるものとして、ラジオ波 (rf)の

不均一性、オフレゾナンス効果、 rfパルスが有限の幅をもっ効果、デカップリング

の不完全性の効果などの実験の非理想牲が存在する。前年のNMR討論会で我々はこれ

らの及ぼす効果を徹底的に検討し、従来発表されているCarr-Purcell改良系列を13C、

15Nに同時に照射した場合、実験の非理想性が距離測定の精度に大きく景簿を与えるこ

とを示し，それらを解消するMLEV8/ 8Rパルス系列を発表した。しかし，高磁場下

でのカルポニル炭素など，ケミカルシフト異方性に起因する大きなオフレゾナンスを

持つ試料に対して，若干精度が落ちることが問題であった。そのため，更に補償性能

の良い，コンポジットパルスを組み込んだMLEV8/ 8Rパルス系列を検討した。

また，REDOR， SEDRAなどでも大きな問題になっており，前年触れなかったデカッ

プリングの不完全性の効果を定量的に議論し，その解決策を示す。

キーワード:国体13C-NMR、CPMG、精密距離決定、異種核問双極子相互作用
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また，マジック角回転 (MAS)の下で， lH-13Cの双極子相互作用を静止サンプルと

近似的に同じ形で復活させ， lH-13Cの双極子パウダーパターンを観測するための新し

いパルス系列を考案した。

< 13C _ 15N核問距離の精密測定>

[理論] 今回検討した，コンポジット流パルスR(90y240x90y)を組み込んだMLEV8

/8
Rパルス系列は (13C:τR-h-R-hE-KE-2τ五2τ-R-2τ-R-2τE-τ/15N:

τ-R-2τ-R-2τ-R-2τ-R-2，;-R2τ-R-2τ-R-2τ-R τ)により表きれる。ここで、2τはパルスのインタ

ーパルである。 o次のアベレージハミルトニアンの計算により，観測される双極子相互

作用によるベークダプレットの分裂l隔Aは次の式で表される。

.1 = DCN 11-~τW90+τW240)/(2町W90~240)d I (1) 
DCN=μOYJYSh/(8π2rCN 3) 

ここで，rCNはC-Nの核問距離， dはデユ}テイファクタヘ τW90とτW240はそれぞれ

9 0度， 240度パルスのパルスi隔を示す。したがって，観測されるダプレットは実

際よりも若干スケールダウンされたものとなる。

非理想性に対する補償性能を示すため，ベークダプレットのピークの位置に対応す

る単結晶に対し，非理想性を含めた条件でのマルチステップシミュレーションを行な

いスベクトルを得た。式(1 )を用いて得られた見かけの核問距離のフリップ角依存

性とオフレゾナンス依存性を，それぞれFig.1a，bに示す。 13C，15Nに照射したrf場の

強度Hlは33.3kHzと弱いにも関わらず，コンポジットπパルスを組み込んだMLEV8/

8Rパルス系列により十分な補償性能が得られていることがわかる。

a) 。
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.1H/HJ resonant offset for C spin (kHz) 

Fig. 1. Aip-angle (ゆ叩dOfr刊即日間出 (b)dependence of ap阿 entintemuclear 

distances obtained from the single-crystal sp配 tranumerically calculated by a multistep methα1. 

Diamonds: double Carr-Purcell sequence， open circles: MLEV8/8R sequence with simple π 

pulses， fill吋 circles:恥1LEV8I8Rs叫uen回 withcomposite pulses (3t/2)y(4Jt/3)x(3t/2)y. Hl for 

3t pulses was assumed to be 33.3kHz for the both spins. .1H 1 w回 addedto Hl for both spins， 

while offset frequencies were changed only for the 1 spin. 't"c =九 +21:=125μsfor all. 
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このような13Cマルチパルス実草食では13Cに照射したパルスと lHデカップリングが

干渉を起こし， 13C-1 H双梅子相互作用を復活きせる(リカップリング)。この効果

をπパルス幅内で、のlH-13C双極子の O次の平均ハミルトニアンEDIsを算出することによ

り見積もった。ここでは簡単のためlH-15Nは無視して， REDOR， SEDRAなどの多くの

実験に適用できる単純なπパルスを照射した場合について示す。

N 

百DIS= 芝π月白IzSz+ qlZSy + r]ySZ + slySy) 

p =-sinゆI(ゆ+π) - sinゆI(ゆ一 π)

q = (cosゆ+1)/(ゆ+π)ー (cosゆ+1)/(ゆ-n) 

r = (cosゆ+1)/(ゆ+π)+ (cosゆ-1)/(ゆ一流)

s = sinゆI(ゆ+π) - sinゆI(ゆ-n) (2) 

ここでや=ωHτw，τwはπパルス幅， ωHはlHのrf強度。さらに， 2次モーメントの計

算により，スベクトルの線幅りを見積もった。それによると

N 

v(ゆ.Dj)田 lnj1-2 (nLWDj )2 (p2+q2+r2+ s2)/8 f 

Fig.2にv(ゆ.Dj)をプロットした。 tt=3π， 

つまり 13Cのパルスに対し 3倍のデカップ

リング場を照射したときリカップリングに

よる影響が無くなると推測できる。

150 

120 

a 90 

435削vv  

。
-30 

n 2τ 3π 4π 

+ 
Fig.2.ゆdependenceof the line 

width for Double Carr Purcell experiments 

using simple πpulses， which is calculated 

from eq(3). The I-S dipolar couplings are 

5kHz (dotted line)， lOkHz(broken) and 

20kHz (solid).そご125μ，τw=15μ

(3) 

-0.5 0:5 (同z)nu 
nu 

Fig. 3. 13C spectra of 109も2・

13C/15N doubly labeled glycine， which 

were obtained using恥1LEV8/8Rwith (n/2)y 

(物13)x(π12)y.τむ=130μs，τ=45μsand

Hlc=HlN=33kHz. For 13C，offset is OkHz 

for the upper spectrum and 12kHz for the 

lower one. The diff erence between them is 

only small distortion seen in the lower one， 

that is ascribed to the imaginary∞mponent 

of the center band due to sampling at every 

pulse interval. 
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[実験]Chemagnetics CMX300 spectrometerに自作の 3重共鳴プロープを組み込み実

験を行い， 10%Doublly labeled 2-13C -15N glycine粉末試料に対してFig.3上段のス

ベクトルを得た。下段に13Cのオフセットを12kHzにしたときのスベクトルを示す。大

きなオフセットも関わらずほとんど変化は見られない。また，様々なτの条件で実験を

行ない， o.の d依存性を求めた。式 lによる最小二乗フィットした結果， C -N間距離

を1.498A(-0.001， 0.002)と精度よく決定した。示きれた誤差はランダムエラーだけ

でなく，土2kHzのオフセットと♂のフリップ角エラ}を仮定したときの系統的な誤差

を含んでいる。また，リカップリングの影響を実験により検証した (Fig.4.)。

[結論]非理想的条件下で、もコンポジットパルスを組み込んだMLEV8I 8Rパルス系

列により精度良く測定できることを明らかにした。 X線結品解析や溶液のNMRでは

低い精度でしか測定できない大きな分子の局所構造を高精度で決定できることがこの

方法により期待できる。発表では， MLEV8 I 8Rと比較すべきREDOR法の非理想的条

件下での測定精度，さらにMLEV8I 8Rによる遠い核問距離の測定を検討し，

MLEV8/8Rの有用性を示す。

<MAS下でのlH-13Cの双極子パウダーパタ}ン測定法の開発>

マジック角回転 (MAS)の下で， lH-13Cの双極子相互作用

を静止サンプルと近似的に同じ形で復活させ， lH-13Cの双極

子パウダーパターンを観測するための新しいパルス系列を考案

した。これはCPの後に [WIM 12-WI M 12-FSLGιWIM12-WI 

M12] Nを1Hに照射し， 13Cを観測するものである。ただし，

[ ]は Iローターサイクルに照射きれ， WIM12はlH-lHと

lH-13Cの両方の双極子相互作用を消去し， FSLG2はlH-lHのみ

を消去するよう働く。 13Cエンリッチした蟻酸カルシウム

(Ca(HCOO)2) に対し，実験を行い，スケ)ルされたlH-13Cの

双極子相互作用によるベークダプレットをMAS下で観測するこ

とに成功した (Fig.5)。他のMAS下での実験と組み合わせた 2

(a) 

次元exchage法など，構造情報を取り出すための可能性も言及 1 -'0 (川町1

する予定である。^ Fig.4.ゆdependen田 ofthe 13C_15N dipolar 

sp配 tmobtained by恥1LEV8I8Rwith simple π 

pulses. The ratio of H lH to H 1 C during the :lt 

pulse was changed a)3札 b)2.4， c)2.1， d)1.8. HlH 

during the other period was fixed to 1∞回z.

τw=15阿 (33.3kHz)and -r::::55Jls. 

・2 ・1 0 1 2 (kHz) Fig. 5. 13C spectra of lOQも13Cenriched 

Ca(HCOO)2， which was obtained under MAS by irradiating lH spins with {2WIM12酬

FSLG2・2WIM12}N，where { } is applied during a rotor cycle. 
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P45 固体高分解能15N-NMR法を用いたペプチドの水素結合の評価

(姫路工大・理)内藤品、 O福奇章、辻暁、斉藤肇

Evaluation of hydrogen-bond strength in peptides by high resolution solid state 15N幽

NMR 

Akira Naito、OAkiraFukutani、SatoruTuzi、HazimeSaito 

Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 

We have measured the N-H bond lengths and the principal values of 15N chemical 

shift tensors in amide nitrogens of glycine residues of some simple peptides by high 

resolution solid state 15N-NMR spectroscopy， in order to gain insight into a 

relationship with the strengths of their hydrogen bonds. We found that the longer N-

H bond lengths show the stronger hydrogen bondings. A new pulse sequence， 

MPSEDOR (Multiple Pulse Spin Echo DOuble Resonance)， is proposed to 

determine N-H bond lengths accurately. 

1.序論

ペプチドやタンパクの高次構造の形成において水素結合は重要な役割を果たして

おり、その強さを評価することは重要である。これまで固体高分解能NMR分光法で

は、 13C-NMRやlH-NMRの化学シフト値から水素結合の強さを評価する試みがなさ

れている。さらに最近では固体15N-NMR法により水素結合の強さを評価する試みが

行われている。(安藤1)、荘司2)、内藤3))今回は、固体高分解能15N-NMR法を用いて

ペプチドのグリシン残基のアミド窒素の化学シフトテンソルおよびN-H距離測定を

行い水素結合の評価を行ったので報告する。

2.実験

試料の調製

グリシンのアミド窒素を15Nで安定同位体標識した試料として分子関水素結合(sシー

ト)を形成するGly_[15N]GlyおよびTyr-[15N]Gly-Gly-Phe-Leu、分子内水素結合(ヘリッ

クス)を含むGly土噸Pro-D-Leu-[15N]Glyをペプチド合成機により回相法で合成し、粗製

試料をHPLCで精製した。 Gly_[15N]Glyは水とエタノールの混合溶媒で、 Tyr-[15N]Gly-

Gly-Phe-LeuおよびGIy-L -Pro-D-Leu-[15N]Glyは水とメタノールの混合溶媒で多結晶

を調製した。

国体高分解能15N-NMR法

15N化学シフトテンソルの主値(011ん2'~3) は、 CPを用いた粉末パターンから解析し、

N-H 原子間距離(rNH)測定はSLDF(SeparatedLocal Dipolar Field)法およびMPSEDOR

(Multiple Pulse Spin Echo DOuble Resonance)法を用いて行った。各々のパルス系

列をFig.1tこ示す。 SLDF法はlHに対して展開期に多重パルス(BLEW12)による同種核

デカップリングを行い、検出期にcwテsカップリングを行う2次元NMR法で、 CP-

15N化学シフトテンソル， N-H距離，水素結合，双極子相互作用， SLDF法， MPSEDOR法

ないとう あきら、 Oふくたに あきら、つじ さとる、さいとう はじめ
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MASを併用し、 CPとFIDの検出の中間に15Ntこπパjレスをあたえる。このパルス系列

で得られる2DスペクトルにおいてF1軸にはrNHに依存する15N_1Hの双極子サイドバン

ドパターンが、 F2軸には15Nの団体高分解能スペクトルが現われる。なおスピニン

グ周波数は1500Hzで測定した。 MPSEDOR法は、 CPとエコー検出の中間に1Hと15N

の両方同時にπパJレスをあたえ化学シフト相互作用を消去して、 N-H双極子相互作用

のみを復活させる。さらに1Hはエコー検出の聞に多重パルスを照射して同種核1Hを

デカップリングする。図1においてCP以下を 1サイクルとして繰り返し、エコーの

頂点で検出を行い、得られる FIDをフーリ工変換すると双極子相互作用に基づく

Pake型の粉末パターンが得られる。 N-H間距離は、 SLDFのF1軸を、 MPSEDORの

スベクトルをともにシミュレーションと比較して決定した。

3.結果

15N化学シフトテンソル主値

各ペプチドのグリシンのアミド窒素の15N化学シフトテンソルの主値 (O1"O22，O33)は

Fig.2に示す 15N-NMR粉末パターンから決定した。図2の粉末パターンにおいてGly-

Pro・D-Leu-[15N]Glyでは軸対称のパターンを示すがGly-r5N]Gly，Tyr-[15N]Gly-Gly幽 Phe-

Leuでは軸対称からずれたパターンを示した。また15NのCP-MASから 15N化学シフト

等方値町田を求めた。結果はTable1に示す。

N-H原子間距離測定

まずSLDFによる測定結果(スペクトル)をFig.3に示す。 F1軸のシミュレーション

スベクトルは、ローターの周期(1500Hz)、N-H間距離(rNH)、スケーリングファクター

(BLEW12では0.475)などの各パラメータを代入し、 N-H核問ベクトル方向を1周期時

間積分してFIDを計算し、フーリ工変換行って得た。 F2軸には15Nの化学シフト異方

性に由来するサイドバンドが口ーターの周期ごとに現われるので、それらのF1クロ

スセクションをすべて足し合わせたスペクトルとシミュレーションスペクトルを比

較してrNHを土0.01Aの精度で決定した。結果は、 Table1にまとめた。

次に、 MPSEDORスベクトルをFig.4に示す。双極子相五作用に基づく Pake型の

粉末パターンの分裂幅(双極子結合定数)が、 N-H間距離(rNH)の関数で表わされるので

SLDFと同様にこの粉末パターンをシミュレーションスベクトルと比較してrNHを決

定した。結果は、 Table1にまとめた。

4.考察

安藤1)らはN-H間距離と15N化学シフト等方値が比例関係にあると報告しているが、

本研究(Table1)ではむしろ逆の傾向が見られた。これが一般に当てはまる傾向にあ

るかどうかを判断するにはもう少しデータの蓄積が必要であろう。

荘司笥らのオリゴペプチドの研究によると15N化学シフト等方値はペプチドの配向

とあまり相聞がないと報告している。荘司らのデータによると特にグリシン残基の

場合、 15N化学シフト等方値丸。よりも15N化学シフトテンソルの主値(れん2'(33)とペ

プチドの二次構造に相闘がある。すなわちO22はαヘリックスでは高磁場に、 pシート

では低磁場に現われO33はその逆の傾向がある。一般にpシートはαヘリックスよりも

強い水素結合を形成すると考えられるので、ぺプチド中のグリシン残基の15N化学シ

フト値は強い水素結合を形成するほど軸対称からはずれたパターンになる傾向にあ

ることを示している。本研究での結果(Fig.2)において、 Tyr_[15N]Gly-Gly-Phe-Leuの

15Nパターンが軸対称からもっともずれている。このことは荘司らの結果と比較する
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と水素結合の強さはGly-L-Pro-D-Leu-[15N]Gly、Gly_[15N]Gly、Tyr-C5N]Gly-Gly-Phe-

Leu のJI[震に強くなっていると結論できる。さらにN-H結合距離に注目すると水素結合

が強くなるにつれてN-H間距離は長くなっている傾向が見られる。これは、以前に

我々が報告した結論3)と一致する。従ってN-H間距離や15N化学シフトテンソルの主

値も水素結合の強さを評価するパラメータとなることを指摘したい。

参考文献

1) S. Kuroki， S. Ando， 1. Ando， A.Shohji， T. Ozaki， G.A. Webb， Jounal of Molecular 

Structure，笠Q，19-29(1990). 

2) A. Sh吋i，S. Ando， S. Kuroki， 1. Ando， G.A. Webb， in Annual Reports on NMR 

Spectroscopy，笠， 55・98，(1993) Academic Press Limited. 
3) A. Naito， S. Tuzi， H. Saito， Bull. Chem. Soc. JPN ，旦~， 3309・3313， (1993). 
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Table1 Results 01 determinatlon 01弘，li"，弘.li，.and N.H bond lengths 

Sampl4 Struclure r剛 {A} &.. d" l)盟 {pL前司} N・・・。
Hydrogen-Sond (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) dlslance(A) 

Gly.Pro・0・Leu-S2.!i hellx 1.00 99.80 204.3 51.2 48.3 2.86 

Intramolecular (1.00)・

Gly.~ p-sheet 1.02 95.93 202.8 63.4 26.7 2.94 

Intermolecular (1.02)* 

Tyr-~.Gly-Phe・Leu p-sheet 1.06 84.51 195.6 48.7 12.7 
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P46 国体高分解能13C，15N-NMR(REDOR)による
ポリペプチドの三次元構造解析

内藤晶、 O西村勝之、 辻暁、 斉藤肇 (姫路工大理)

Analysis of three-dimensional structure of polypeptide by 13C，15N_high resolution 
solid state NMR(REDOR) 

Akira Naito， OKatsuyuki Nishimura， Satoru Tuzi， and Hazime Saito， 
Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 

We report here that REDOR method can be used to determine the C-N distance 
with accuracy of O.02A for a simple 13C， 15N doublely labeled peptide. We estimated 
the REDOR effect by an intermolecular contribution from the labeled nuclei of 
neighboring molecules ， by a dilution experiment. After removing the intermolecular 
contribution， we determine interatomic distance precisely. We further determined 3・

dimensional structure of a simple peptide using the distances determined by 
REDOR experiment together with conformational energy map. Finally， a strategy to 
analyze 3-dimensional structure of biopolymers was proposed. 

我々はこれまで13Cと15Nで二重標識したペプチドを試料としてREDOR法によって

C-N原子間距離の精密測定を行い+O.05Aの精度で2-6Aの距離の決定が行えること
を報告してきた。これに続き、今回REDOR法の基礎検討として分子間標識同位体
の寄与の見積りと分子内天然安定同位体の寄与見積りの再検討を行った。さらに、
REDOR法により得られる原子間距離を基にペプチド主鎖の立体構造決定のプロト
コルついて検討したので報告する。
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REDOR Pulse Sequence 

[測定] NMR測定は三重共鳴プローブを用いて

ChemagneticsCI'v1X-400スペクト口メータによりf子った。
1H、13C、15Nの共鳴周波数はそれぞれ400.17MHz、

100.64MHz、40.55MHzであった。図1に示すようにoff"
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combined with XY-4 pulses. 
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resonance効果およびラジオ波強度の変動を補償するXY4パルスシーケンスを用い
た。 180. パルス長は13C、15N核についてそれぞれ14us、24usであった。試料はそ

れぞれおよそ150mgを内径7mmゅの試料管に詰め、付属の回転周波数コントローラー
により2000土1Hzに調節して行った。 NMR測定はREDORとUNREDORの実験を行

い、データの解析では(UNREDOR-REDOR)/REDORを.1S/S。としてプロットした。
実際のスベクトルでは化学シフト異方性によりSSBが多数存在するので、全空間の
寄与を考慮するため、センターバンドと全てのSSBの和をとり、 REDORの解析を
おこなった。

(c) [1_13C)N-acetyl-Pro-[15N)Gly-Phe 
r C1Nl e 3.43A 

f . 1.0 

。的、一回
4

(a) 

。
13C REDOR 

(b) 

悶 CUNREDOR r C1Nl e 3.43A 
〆. 

(d) 
1.0 

。
町
、
的
4

。。 20 16 8 12 
NcTr (ms) 

4 

Fig 2 (a) 13C REDOR spectrum. (b) 13C UNREDOR spectrum 

(c) plot 01 oS/So against NcTr lor the sample (1) without dilution. 
(d) plot 01 oS/So against NcTr lor the sample (1) diluted inlinitely. 

ppm 

dom20015010050  

NcTr(ms) 

10 

20 40 60 80 100 

percentaga of labeld peplide 

Fig 3 oS/So plot against various 
percentages 01 labeld peptide in 

unlabeled one 

12 

16 

14 

4 

8 

6 

。。
。

1.0 
結果及び考察

[分子問標識同位体の寄与] 図2(c)に試料(1)につ
いて測定したREDORの結果と孤立した13C、15N

対のみを考慮した理論曲線を示す。図2(a)、(b)
では大きなREDOR効果が現われており、この
効果は各SSBについてわずかに異なっているこ

とを示している。これまでREDORの測定にお
いてシグナルの感度を上げるために100%二重
標識試料を用いてきた。しかしながら図2(c)に

示すように実験値.1S/S。に理論曲線からの一定
のズレが存在し、理論曲線のフイツティングの
際、実験値の上限あるいは下限を採用するかに
よって土0.05Aの誤差が生じた。そこで我々は
この理論曲線からのズレはこの分子間標識同位
体の寄与が原因であると推定し、この寄与を実
験的に見積る試みを行った。まず
100%，60%，30%二重標識試料のREDOR測定を
行い。図3に示すようにこれらの実験値を外挿
して0%二重標識試料のREDOR値を最小二乗法
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により求めた。この繰作により分子間標識同位体の寄与は削除できた。図2(d)に外
挿値を用いた最適な理論曲線フィッテイングを示す。 100%二重標識試料の測定値
から0%への外挿値の差が分子間標識同位体の寄与ということになるが、この値は各
点で異なり分子間標識同位体の寄与は単純に付加的ではないことがわかる。そこで、
この現象を正確に解析するために観測核が二つの異なる同種核に同時に双極子結合
している3スピン系を考え、そのハミルトニアンを解いてREDOR効果の理論計算を
行った。 1) その結果、測定している分子内異種核双極子に対して、分子間異種核双
極子の大きさと共に核問ベクトルのなす角度の両方が変数となり、 REDOR値が変
調されることが分かった。

{分子内天然同位体の補正] これまで行われてきた分子内天然同位体の補正は、観
測核に対し異種核双極子結合を有する分子内天然同位体のREDOR値を2スピン系と
して求め、これに天然存在比をかけた値の和とされてきた。 2) 本研究では天然同位
体間の双極子結合は、十分無視できる大きさであるため、上述の観測被に二つの異
なる同種核か同時に双極子結合している3スピン系を適用して、この天然同位体の
寄与を見積った。りこの結果、表1に示すように、分子内天然同位体の補正はこれ
までの見積りに比べてlSC観測時には非常に小さくなり全く無視できることがわかっ
た。また、 15N観測時の補正も十分小さくなることが判明した。 15N観測時の補正値
が13C観測時の補正値より大きいのは、ペプチドやタンパク分子において、炭素核は
窒素核に比べ多数存在することに加えて、炭素核の天然存在比が窒素核より大きい
ためである。以上の解析の結果、試料(1)，(2)，(3)の距離は各々3.43A，3.66A，4.45A士
0.02Aと決定した。

Table 1 Contributions 01 I¥S/So Irom natural abundant nuclei 

NcTr (ms) 

4 8 12 16 

13C-REDOR (I'1S/So)曲 S 0.124 0.396 0.618 0.808 

(I¥S/So) 0.003 0.003 0.003 0.002 

(I¥S/So)* 0.004 0.004 0.006 0.007 

15N-REDOR (I'1S/So)曲 S 0.154 0.461 0.736 0.860 

(I'1S/S0) 0.037 0.050 0.049 0.041 

(I'1S/S0)・ 0.041 0.070 0.093 0.128 

普 estimatedaccording to Rel 2. 

[ペプチドの立体構造決定] 我々はREDOR法をペプチドまたはタンパク質の立体構
造決定に適用する場合、以下の手順で実験を進めることが最も有効かつ正確である

と考え実行した。あるアミノ酸のC<4炭素の前に位置するペプチド面のカルポニル炭
素と後に位置するペプチド面のアミド窒素をそれぞれ13Cと15Nで標識し、この4ポン

ド離れたC-N間距離を REDORで精密測定する。この距離からC<4のニ面角 (φj，¥p)

を決定する。この操作を各C<4について行うことにより、ペプチド鎖の全てのこ面角
を決定することができる。そこで、今回は試料(1 )を [1_13C]N-acetyl-Pro-[15N]Gly-
Phe、試料(2)をN-acetyl-[ 13C]_G I y-[ 15N] Pheの位置で二重標識した。これからProと

Glyの二面角の決定を行った。 REDORで求めた距離rCNを示す二面角 (φ、'1')の全
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ての組み合わせはPro、Gly各々図4a、bに示される黒く塗られた環上にのみ存在す

る。これに各々ファンデルワールス反発を考慮したN-acetyl-N'・methyl-Ala-NH2
、N-

acetyl-N '-methyl-Gly-N H 2のコンホメーションマップを重ね合わせる。またProの場

合には環形成により二酉角 φの自由度はなくなり、構造が最も安定なφ=-75。

(puckered down)に固定することが‘できる。これにより可能な二面角 (φ、¥f')の組
み合わせは、各々図4a、bで黒環とコンホメーションマップの最も安定な斜線の領

域と重なる領域で示され、 Proでは1ケ所に、 Glyでは2ケ所に限定される。さらに主

鎖の構造決定の強い抑制条件として水素結合が考えられる。我々はアセチル基のカ

ルポニル炭素とフェニルアラニンのアミノ基の窒素原子との聞で‘水素結合を考え、

試料(3)を[1-'t]N-acetyl-Pro-Gly-rSN]Pheとし、この距離も抑制条件として用いた。

これらの3つの距離の抑制条件を同時に満たすこ面角 (φ、¥f')の組み合わせは1組

しか存在しないため、このペプチドの立体構造が.ユニークに決定でき、配向はs-
turn type 11であることが分かった。

(a) 

'J' p，。

(b) 

φp，o 

φGly 

180 

Fig 5 Three dimensional structure 01 

N-acety卜Pro-Gly-Phedetermined by 

REDOR experiment. 

Fig 4 (a) Conlormational map 01 N-acetyl司 N'methyl-Ala-NH23)and distance map 01 Pro (rctF3.43:t0.02A) 
(b) Conlormational map 01 N-acetyl-N'methyl-Gly-NH2 3)and distance map 01 Gly (rcN=3.66:t0.02A) 

1) A. Naito. K. Nishimura. S. Tuzi. and H. Saito. Chem. Phys. Lett. (1994) in press 

2) Y. Pan. T_ Gullion and J. Schaeler. J. Magn目 Reson.90.330-340 (1990) 

3) S. S. Zimmerman. M. S. Pottle. G. Nemethy. and H. A. Scheraga. Macromolecules. 10.1-9 (1977). 
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P47 同核双極子相互作用を用いた回休ペプチドの構造研究

(Washington Univ.) 0浅川直紀*， Christopher A. Klug， Jacob Schaefer 

(東工大工)安藤勲 *現在、東工大

Intermolecular Distance Measurements of [1_13C1Glycyl-glycine by . 

Compensated XY8・DRAMAPulse Sequence 

We have tried to determine the distances between the intermolecular 

carbonyl-carbons of 10% labeled [l-13C]glycyl-glycine powder sample 

through the observation of 13C -13C homonuclear dephasing. For this 

purpose， we developed the pulse sequence， dipolar restoration at the magic 

angle combined with the XY8πpulse scheme(XY8-DRAMA). We 

confirmed that XY8-DRAMA enables us to detect the dipolar coupling 

between nuclei of which chemical shift anisotropies are large， and also 

succeeded in the detection under the condition where the system has 13C 

carrier frequency offsets. Although the concentration of 13C labeled sites 

was not high， the internuclear distances up to 5.6 A were successfully 

etermined;for XY8-DRAMA with small rotor cycles(Nc壬48)，effects of the 

residual natural abundant 13C on the homonuclear dephasing were able to 

be ignored. 

1.序論

近年の国体NMR法の発展はめざましく、特にマジックアングルスピニン

グ (MAS) のような試料回転下での国体中のスピン1/2の異種核および同

種核の双極子カップリングを検出するための様々な方法が開発されてきて

いる。 Rotational幽 EchoDOuble Resonance(REDOR)Y:去および、 Transfer-Echo

DOuble Resonance(TEDOR)は孤立スピン1/2異種核の双極子カップリングの

測定法として、タンパク質の活性中心の構造解析や、バクテリアの細胞壁

の構造研究などに使われてきている。それに対して、同種核スピンの組の

キーワード:ペプチド、双極子カップリング、 XY8-DRAMA

あさかわなおき、クリストファ-A.クラッグ ジェイクシェーファー
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場合の同様な実験は、異種核の場合よりも必要なチャンネル数が少なく

なるため技術的には単純となる。しかし、双極子ハミルトニアンのフリッ

プフロップ項が無視できないために、磁化の時開発展の計算が複雑になる。

現在、 CROWN， DRAMA， rotational resonance(R2)， SEDRA， CERDA， 

t-SEDRAなどの方法がある。しかし各々の方法には一長一短があり、改

良の余地が残っている。

2.XY8-DRAMA法

DRAMA法は、双極子カップリングしているspinpairのそれぞれの化学シ

フト異方性 (CSA) が小さく、しかも等方平均化学シフトの差がOである

場合にのみ威力を発揮する。したがって、 DRAMA法によってカルボニル

炭素問のカップリングを測定することは困難であった。さらに、キャリア

周波数オフセットが存在する場合にもカップリングの測定が困難であった。

今回私共はこれらの欠点を補うために XY8-DRAMA法を開発し、

[1-13C，10%]Gly-Gly微結晶粉末試料を用いて分子問距離の測定を試みた。

XY8・DRAMA法のパルスシーケン

スを図司 1に示した。 Sスピンの磁化

は 1スピンの磁化からの

Cross-Polarizationによって生じさせ

るものとした。図晦 1(a)はMASに同 S 

期させたHahnエコーのシーケンス

で、偶数回のロータ一周期の終わり s 

でエコーを生じさせる。図-1 (b)は

XY8-DRAMA-fullエコーのシーケン S 

スで、 XY8(XYXYYXYX)のπノfルス rotor 

系列によって、 CSAに起因する共鳴

オフセットを再結させる。図・ 1(c) 

はXY忠DRAMA-dephasedエコーのシー

ケンスで、 (b)のシーケンスに 2つ

の90度パルスを加えることによって

つくられる。 2つの90度パルスは

dephasingを最大にするためにロータ一

周期の1/4，3/4の位置で印加する。パ

ルスシーケンスはロータ一周期

tR OECOUPLE 

1t 

l
 

hu 

-
-a 

u' ・・".，
 

.，
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v' 
翼π

一
実v' a

 
ω' "' 

鑓

"' --F 

c) 

。 2 

Fig.l Pulse sequences for XY8-DRAMA. 
S spin magnetization is assumed to be 
established by an I-S matched cross-
polarization transfer(with spin ternperature 
alternation). (a) A rotor-synchronized S-
spin Hahn echo， (b) a XY8-DRAMA full 
echo， and (c) a XY8・DRAMAdephased 
echo. 
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(Nc)が 2の場合を示したが、実

際の測定では、 Nc=16，32， 48，64， 

80，96で行った。その際に、 Hahnエ

コーに用いる πパルスはXY8の位相

サイクルで印加した。

3結果と考察

図ー 2(a)-(c)に図-1(a)-(c)のパルス

シーケンスで測定した

[ 1_13C]Gly-Glyのスペクトルを示す。

図ー 2(b)のように、 Gly-lのカルボニ

ル炭素の信号強度は図ー 2(a)にみら

れる強度の約90%であった。しかし

エコ ーの放絡線から、

XY8・DRAMA-向日エコーもNcの増力日

に伴いT2緩和で減衰していくこと

がわかる。そこで、 XY8-

DRAMA-fuIIエコーで得られる信号

強度を s。として、 XY8・

DRAMA-dephasedエコーで得られる

強度 (s) との比をdephasingの割合

(S/So) とした。図ー 2(c)にdephased

エコーで得られたスペクトルを示し

た口信号に見られる多少の分裂は

MASで平均化できない14N-13C間の

双極子相互作用によるものである。

図ー 3にNcに対してS/Soをプロット

した。 10%の13Cラベル試料にもか

かわらず、 Ncの大きい範囲では10%

をはるかに超えるdephasingが観測さ

れた。そこで、天然、存在の 13Cが

S/S。に与える影響を調べるために

13C天然存在のグリシンを用いて有

機合成したGly-GlyのXY8-DRAMA

ぐGly-lc' 

てa) SSB IIIIIJ-GIρ乙GI:cα

め

3.2将'

Nc 

~..' ， . ~. . . . ~刷 E

、‘.，，，
'hu 

〆，‘‘、

(c) 

-・A・

Fig.2 50.3MHz 13C cross-polarization 
magic-angle spinning spectra of 10% labeled 
[1_13C]glycyl-glycine measured by (a) a 
rotor-synchronized Hahn echo， (b) a XY8・

DRAMA full echo(So)， (c) a XY8・DRAMA-
dephased echo(S) sequences， res-pectively. 
The spectra are plotted as a function of the 
rotor cycles(Nc). Magic-angle spinning 
was at 3205Hz. The 13C rf field intensity 
was 38kHz and the 1 H decoupling field 
intensity was 89kHz. The 13C carrier 
frequency was at the Gly-I carbonyl-carbon 
signal. 
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測定を行った(図・ 4(a)，(b)) 。図

・4より、 Nc:S;48の範囲では天然存

在の13cの影響はほとんど無いこと

がわかる。 X線回折による結果をも

とに、 Average Hamiltonian Theoryを

用いて8パルスを仮定した場合のス

ペクトルシミュレーションを行った

(図-3の線)。このように、

XY8・DRAMA1去を用いることによっ

て、ペプチド中の分子間距離を測定

することができた。

(a) 

守6
9。

，(f 

3φg 
.2. 

1b 
Nι 

、，ノ・hu
，，.‘、

Fig.4 Control test for XY8・DRAMApulse 

sequences. 13C natural abundance version 
of glycyl-glycine was used for this purpose. 
For the small rotor cycles(Nc<48)， the effect 
of natural abundance 13C site on S/So was 
able to be ignored. (a) A XY8・DRAMA-full
echo and (b) a XY8-DRAMA-dephased echo 
were shown;Nc is the number of rotor 
cyc1es. 
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Fig.3 XY8・DRAMAdephasing(S/So) for 
[ 1・13C，10% ]glycyl-glycine with magic-
angle spinning at 3205Hz. The 13C carrier 
frequency was at on-resonance for Gly-l 
carbonyl-carbon(open cir1ce)， +2.00kHz off-
resonance(open square)， and ・0.45kHzoff-
resonance(open diamond). Calculated 

DRAMA dephasing assumed o-function 

pulses and tW9 dipolar 13C_13C. couplings 
~f 68Hz(4.8A) and 43Hz(5.6A). . The 
calculation was performed for the pulse 
sequence in Fig.1 (c) and is indipendent of all 
shift tensors. 



P48 国体15Nおよび13C NMRによる一軸配向タンパク質

繊維の構造解析

東京農工大学工学部

Cornell University 

朝倉哲郎、。出村誠、南雅史

L. K. Nicholson 

Florida State U niversity T. A. Cross 

Structure Analysis of Uniaxally Oriented Protein Fibers Usinq 15N and 13C Solid State NMR 

Tetsuo Asakura
1
， Makoto Demura

1
， Masashi Minami¥し K.Nicholson

2
， T. A. Cross3 

1. Department of Biotechnoloqy， Tokyo University of Aqriculture and 

Technoloqy， Koqanei， Tokyo 184 

2. Department of Biochemistry， Cornell University， Ithaca， NY， USA 

3. National Hiqh Maqnetic Fieldしab.，Florida State University， Tallahassee， FL， USA 

Atomic resolution structural details are obtained from solid state NMR data in the 

form of bond orientations， which yield the relative positions of specific atoms within the 

molecule. In this study， the中and!p torsion anqles 01 live amino acid types (qlycine， 

alanine， serine， tyrosine and valine) in Bombyx mori silk libroin have been constrained 

by solid state NMR studies 01 liber preparations. This data supports an anti-parallel 

βsheet structure based on both 15N and 13C isotopically labeled samples. The isotope 

labelinq 01 the silk protein is perlormed by the oral administration or the cultivation 01 

the silkqlands Irom the silkworm in amino acid medium. The block samples 01 

uniaxially aliqned libers have been prepared lor the solid state NMR analysis. This 

analysis takes advantaqe 01 the orientation dependence 01 both chemical shift and 

dipolar interaction tensors. Orientations of the fiber axis parallel and perpendicular to 

the maqnetic field have been used. 

緒言

国体15N及び13C NMR化学シフト異方性と15N_13C双極子相互作用のデータを組み合

わせることにより原子レベルでの詳細な構造情報が得られる。我々はこの新しい国体

NMR解析法をもちいて一軸配向タンパク質の構造を各アミノ酸残基毎に解明し、その

アミノ酸サイト毎に内部回転角伸、 ψ)を決定することを目的としたo 本研究では、絹7イ

ブロインを材料としたO 従来のX線回折法を用いた絹フィブ口イン繊維の構造解析は、

主鎖をー(Gly-Ala)n-から成るものと仮定してきたO しかしながら、含量はより低いものの

Ser、Tyr、Valなど{それぞれ12，4.8，2.1 mol%)のアミノ酸残基についても、絹の優れた

繊維性能や反応性の解明を考えるとき、その構造情報を得ることが必要不可決となる。

本研究では、新たにSer、Val残基の15Nラベル試料を絹糸腺培養により得、アミノ酸残

基ごとの配向角度情報を解析した。さらに、これまでに報告してきた15NラベソレGly、

Ala残基の角度'情報のほかに、今回13C'ラベゾレGly、Ala残基の角度情報を加え、絹のアミ

ノ酸毎の構造情報を解明し、最終的に各サイト毎の内部回転角伸、 ψ)を決定する。

キーワード:角度依存固体NMR 15N 13C 一軸配向タンパク質 内部回転角 絹

あさくらてつお でむらまこと みなみまさし L.K.ニコルソン T.A.クロス
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実験

各アミノ酸残基毎に構造情報を求めるために、本国体NMR法では、絹の15Nまたは

r1-
13
cl核の同位体ラベルを行った10 そのために、 5齢4日のBombyxmoriカイコ 4頭分

の絹糸線をSer、Valの15Nラベルアミノ酸を添加した無血清培地中で、 24日寺問旋回培養

を行った。最終的に生産された同位体ラベル化絹フィブ口インは、常法の延伸法で一軸

配向させた。絹フィブロインのr1-
13
clラベリングはラベゾレ化Gly、Alaのカイコへの経口

投与で作製した。 15Nおよび13Cラベル試料から一軸配向ブロック試料を作製した。国体

15N (40MHz)及び13C( 1 OOMHz) CP NMRの測定はJEOLGX-400スペクトロメターに固

体GSXNMR測定ユニットを付けて測定した。配向ブロック試料の配向軸と磁場との方

向はゴニオメーターで調整した。 CP時聞は3ms、積算の繰り返し時間は7sとした。

絹フィブロイン配向試料の配向軸と静磁場とのなす角度に依存した15N 及び13C固体

NMRスペクトルのシミュレーションのためのフローチャー卜を、 Fiq.1tこ示した。
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Fiq. 1 Flowchart for determination of bond orientaton of the uniaxially oriented 

protein fiber based on the 15N and 13C chemical shift anisotropies 
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結果と考察

カイコ体内でのアミノ酸代謝の盛んなSer残基、絹フィブ口イン中で組成比の小さ

いVal残基について絹糸腺培養により高ラベル率の絹フィブロインが得られた。絹フィ

ブ口イン繊維のSer，Val残基を各々 15N同位体ラベルした絹の配向ブロック試料を作成し

たo 繊維軸が磁場に平行と垂直の場合のSer残基の場合の15NCP NMRスペクトルをパ

ウダーパターンスペクトルとともに示した (Fiq.2)。このスペクトルパターンおよひ:Val

残基の場合も角度依存性がこれまでに報告してきたG旬、 Ala、Tyrの15Nラベル試料のス

ペク卜 jレパターン場合と同様であったことから、 Ser、Val残基も逆平行日シート構造を

取ってることが予測きれる。パウターパターンから決定された15N化学シフトテンソル

値を基にして、角度依存スペクトルのシミュレーションを行うことによって、化学シフ

トテンソルの主軸系と繊維軸(磁場方向)とのなすオイラ一角(αP.sF)を決定することが

できた。実際のシミュレーションでは、繊維軸の分布pを考慮して計算することによっ

て、平行設置のスペクトルパターンの非対称性や垂直設置の場合の高磁場側のシャープ

なピークが再現された (Fiq.2) 。得られた各15Nラベルサイトの{αF.t¥)友び(αD.s
D
)を用

いて、繊維軸とNH友ぴNC'結合とのなす角、。NI!、 8
NC

を計算した(Tabl巴 1)0 これまでに

決定されている絹フィブロイン繊維のAlaまたはGly残基の8
NII
，8

NC
値と今回決定された

値は、ほぽ同様な大きさであることから、 Gly，Alaに比べてマイナ一組成のSer，Val残基

でも逆平行Fシート構造をとることが明かになったo

f血ヲ

to 

σ33σnliσ 
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i r凡 i

J〆げざン r:~.，.， ¥ 

JrJ?? 

z∞ 1∞ 
ppm from回1.NH，.N03 

。
Fiq.2 Anqular dependent 15N and 13C solid 

state NMR spectra of the oriented 15N Ser 

labeled and r1-13
Cl Gly labeled silk fibroins. 

Solid line; Observed， Broken; Calculated. 
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Table 1 Orientational anqles， 8NH， 8NC， and 8CN， of the amino acid residues of 

B.mori silk fibroin. 

ONZ Gly Ala Ser Tyr Val 

8Nl匂 88.5 91.5 97.0 83.0 96.2 83.8 85.9 94.1 95.0 85.0 

8NC冶 40.5 139.5 39.0 141.0 39.2 140.8 35.2 144.8 37.0 143.0 

8CNb 40.5 139.5 37.5 142.5 

。∞b 89.0 91.0 89.5 90.5 

Calculations with the data for 15N (a) and f1_
13Cl (b) labeled silk fibroins. 

Fiber Axis Fiber Axis 

Cα 

Ser， Tyr， Val残基のシークエンスはGly四 X明 Glyで、あることがNMR解析からわかっている。

Table 1で示されているように、側鎖が長く、かさ高くてもGly残基が両側に位置するこ

とによって、空間カf保持され、なお、シート構造を形成している事を示している。
15
N同位体ラベjレした絹フィブ口インと同様に、特定残基のカルポ二jレ13

Cの化学シフ

ト異方性カf解析できれば、特定残基の角度情報を増やすことができる。我々は、 Gly友

ぴAla残基のカルボニjレ13Cをラベルした絹フィブ口イン配向試料の固体13CNMRスベク

トルを測定し(Fig.2)、13C化学シフト異方性に基づくスペクトルシミュレーションから

13Cサイトの繊維軸とC'N及びC'O'結合とのなす角8CN，8COを計算した (Table1)。こ

の値は、すでに報告されている絹フィブ口イン繊維のX線回折の構造解析結果とよく一

致することが明かとなった。きらに、絹糸腺培養法で得られたf1-13ClGly _15N Alaダブ

ルラベル絹フィブ口インの一軸配向処理に成功し、この配向ブロック試料の15N団体

NMRスペクトルの双極子カップリングの解析からは、 Ala残基の8NCは1410となり、本

研究の角度依存NMRスペクトルの解析法の妥当性を示している。

これまでX線回折法では、絹フィブロインタンパク質を(Gly-Ala)nと仮定し、内部回

転角を算出していたが、安定同位体ラベル法と本角度依存固体NMR解析法を併用する

ことによって、Ala，Glyのみならず、これまで解析できなかったマイナー組成のアミノ

酸残基(Ser，Tyr， Val)の角度情報カf直接得られるようになった。
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P49 15NNMRによるβベンジルしアスパラギン酸含有

ポリペプチドの国体構造解析

(群馬大工)。芦川幹也・荘司願・尾崎拓男 (東工大工)安藤勲

Structural Analysis of Solid Polypeptides 

Containing s-Benzyl L-Aspartate Residue by 15N NMR. 

Mikiva Ashikaw~， Akira Shoji， Takuo Ozaki， and Isao Ando合

Department ofBiological Sciences， Faculηof Engineering， Gunma University， Kiηu，Gunma376 

and *Facul.ηof Engineering， To付'0lnstitute ofTechnology， Ookayama， Meguro-ku， To勿0152

Abstruct : In order to elucidate出erelation between the 15N N恥侭 chemicalshift and白e

chemical s住uct町 es(conformation and amino-acid sequence) of solid polypeptides， we 

have synthesized poly(s・benzyl L-aspartate) [Asp(OBzl)*]n and some copolypeptides 

[Asp(OBzl)* ，羽D containing可ふlabeleds-benzyl し aspartate(Asp(OBzl)*) residue and 

other amino acid residue (X: natural abundance of 15N). It was found出at出e15N 

chemical shift of Asp(OBzl)* residue depends not only on main-chain conformation 

(includes helical sense)， but also on neighboring amino acid sequence effects. 

1.緒言

われわれはこれまでに，アルキJレ側鎖を有するアミノ酸残基からなるポリペプチドの岱N化学

シフトがコンホメーション，アミノ酸残基の種類およびアミノ酸配列を反映することを報告して

きたトヘ本研究では，ベンジ Jレエステル側鎖を有する日ーペンジJレしアスパラギン酸残基に着目

し，そのホモポリペプチド[Asp(OBzl)*lnおよびコポリペプチド [Asp(OBzl)*，Xln (AsP(OBzl)*: 15N 

標識βペンジJレL-アスパラギン酸， X:天然存在比アミノ酸)のAsp(OBzl)*残基の 15N化学シフト

とポリペプチドのコンホメーション，および 15N化学シフトと共重合アミノ酸残基の種類・含量

との関係について検討した。その結果，(1) Asp(OBzl)*残基の σ田はポリペプチドのコンホメーショ

ン解析に有効であること， (2)共重合アミノ醗残基が D-アミノ酸の場合， σEは L-アミノ酸の場

合に比べかなり高磁場に現われることから L-Asp(OBzl)残基の σ加はポリペプチドのヘリックス

センスや隣接残基の配列効果を反映することが明らかになった.

2.実 験

本研究で用いた15N標識 (99%) Asp(OBzl)*残基を含むポリ (βベンジル Lアスパラギン酸)

[Asp(OBzl)*lnおよび白N標識 βペンジjレLアスパラギン酸と他のアミノ酸 (X= Gly， L-Ala， 

L-Val， L-Leu， L-I1e， L-Lys(Z)， L-Glu(OBzl)， D-Ala， D-Val， D-Lcu) とのコポリペプチド

[Asp(OBzl)*， XlnはN-カ Jレポキシアミノ酸無水物法により合成した。各試料のコンホメーション

解析は，赤外吸収スペクトルおよび 13CCP-MAS NMRスペクトルにより行なった。

団体高分解能15NN恥侃・化学シフト・コンホメーション・ 0・ベンジルしアスパラギン酸

あしかわみきや、しょうじ あきら、おざき たくお、あんどう いきお
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13Cおよび 15NCP-MAS NMRスペクトルの測定は， JEOLEX・270WB型分光計により，それぞれ

67.8 MHzおよび 27.3MHzで行なった。 15NCP-MAS NMRスペクト jレの測定条件は， 90パルス

幅:6.0μs，接触時間:2ms，繰り返し時間:5 s，スペクト Jレ幅:40kHz，データポイント:16K， 

サンプリングポイント:4K， MAS速度:5.5 ~6.5kHz，積算回数: 313~70∞固とした。白N化学

シフトは15N凡N0
3を基準 (o=0 ppm)とし， 15NH40 (δ=18.0 ppm)を二次基準とした。

3.結果および考察

各コポリペプチド [Asp(OBzl)*，X]nのL-Asp(OBzl)*残基の 15N等方性化学シフト (σ蜘)を

Figure.1に示す。共重合アミノ酸残基 (X)がしアミノ酸の場合， ß-シートのピーク (102.4~

102.5ppm) は， αーヘリックスのピーク (93.8~97.6ppm) と分離して低磁場側に現われ，両者間

のシフト差は 4.8~8.7ppm であった。この結果は， L-Vが残基や L-Leu*残基を含むコポリペプチ

ドの場合と同様であり，このことから A~p(OBzl)* 残基の σ聞はコポリペプチドのコンホメーショ

ン解析に有効であることが硲証できた。

また，共重合アミノ酸残基がD司アミノ酸の場合，左巻 αーヘリックスをとる試料 (X= D-A1a， 

D-Leu)のσ加は右巻 αーヘリックスの試料 (X= L-A1a， L-Leu) よりもかなり高磁場に現われるこ

とが明らかになった。また， sーシートの試料 (X= D-VaI)でも， 同じs-シートの試料 (L-VaI) 

に比べ大きい高磁場シフト (8.9ppm)が見られた。以上の結果より， L-Asp(OBzl)残基の σ回はポ

リペプチドのヘリックスセンスや隣接残基の配列効果を反映することが明らかになった.
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Figure 1. Diagram of出巴obscrvedIsotropic 15N chcmical shift (σ回)of Asp(OBzl)* residue 

of some copolypcptides [Asp(OBzl)*， Xln in the solid state. 
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P50 ペプチドおよびポリペプチドの固体重マoNMRスベクトルの

コンビュータ解析:

化学シフトテンソル、核四極子相互作用と水素結合構造(2 ) 

(東工大工) 0高橋昭裕・黒木重樹・安藤勲

(群馬大工) 荘司顕・尾崎拓男

Computer Analysis of Solid State 170 NMR Spectroscopy of Peptides and Polypeptides: 

Chemical Shift Tensor， Quadrupolar Interaction and Hydrogen-bonding Structure(2) 

Akihiro TakahashiR
) ，Shigeki Kurokia)， Isao Andoa)，Akira Shojib)，and Takuo Ozakib) 

a)Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology， Ookayama， 

Meguro-ku， Tokyo 152 

b)Department of Biological Science， Gunma University， Tenjin-cho， Kiryu-shi， 

Gunma 376 

We have demonstrated that solid state 170 CP static NMR provides us巴ful

information about hydrogen-bonded structure of polypeptides and oligopeptides in the 

solid state such as polyglycines [forms 1 (βー油田tstructure) and 11 (31-helix 

structure)J and oligopeptides containing glycine residue. 

In this work， we have measured solid state 170 CP static NMR spectra of 

170-1abeled poly(L-alanin巴)s[α-helix and βsheetJ and oligopeptides containing 

L-alanine residue in th巴 solidstat巴. From the spectra， we have obtained separately 

chemical shift tensor and quadrupolar int巴ractionby computer simulation. From these 

experimental results， it is shown that the NMR parameters of 170 chemical shift 

tensor and quadrupolar int巴ractiongreatly depend on the hydrogen-bonded structure 

and further that solid state 1マoNMR is a very useful tool to get information about 

the hydrogen bonding structure. Details of discussion will be present. 

【序】

最近、我々 U はスピン量子数 1=5/2の170核に注目し、ボリグリシン (βーシート、 31'-

ヘリックス)、及びグリシン残基を含むオリゴペプチドについて研究を行い、 170 NMRが水

素結合について有用な情報を与えることを示した。今回はボリグリシンとは異なる構造 (αー

ヘリックス、 βーシート)をとるポリ (Lーアラニン) [PLAJ、及び Lーアラニン残基を

含むオリゴペプチドの固体170 NMRスペクトルを測定し、その解析を通して水素結合構造に

ついて研究することを目的とした。

国体170 NMR/ポリアラニン/水素結合/コンビュータ解析/コンホメーション

たかはしあきひろ 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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【実験】

L-アラニンメチルエステルをNa170H/メタ

ノール溶液によって加水分解することにより 170

アラニンを得て、 Nーカルボキシアミノ酸無水物

(NCA)法により PLAの日Oエンリッチサン

プルを合成した。 L-アラニン残基を含むオリゴ

ペプチドは活性エステル法により合成した。この

試料の static 打 o NMRスペクトルを日本電

子製GSX-270NMR分光器(観測周波数3
6. 6MHz)及びGSX-500NMR分光器

(観測周波数67.8MHz)を用いて、室温で

測定した。 化学シフトの外部基準としてH20を

用い、その化学シフトを Oppmとした。 パルス

シーケンスは受差分極法を用いた。そして 170

NMRスペクトル解析プログラムを作成し、 Su
n Sparc Station 5を用いて計算

したスペクトルと実測のスペクトルを比較し、化

学シフトテンソルと核四極子相互作用を分離した。

A) 67.8恥1Hz

800 600 400 200 0 -200 

H) 36.6恥1l1z

16001200800 400 0 -400 -800-1200-1600 

Fig.l Ohserved 170 CP static NMR spectra of solid 

【結果・考察}
170 NMRスペクトルに含まれる化学シフトテ

ンソルと核四極子相互作用を分離するために2つ

の異なる周波数のNMR測定を行った。そのPL
Aの (A)67. 8MHz、および (B) 36. 

6MHzのスペクトルを Fi g. 1および2に示

す。核四極子相互作用の大きさは磁場強度の違い

により見かけ上異なって現れ、そのため67.8 

MHzと36.6MHzのスペクトルでは分裂幅

が異なり、特に 36.6MHzのスペクトルは観

測幅一杯にまで広がっていることがわかる。また

αーヘリックス (Fi g. 1) とβーシート (F

i g. 2)のスペクトルパターンは異なっている。

このようなスペクトルパターンの違いはαーヘリ

ックスとβーシートの水素結合構造の違いから来

る。 Fig. 1，2に示した理論スペクトルのシ

ミュレーシヨンから得られた核四極子結合定数と

化学シフトテンソルを用いて、水素結合構造につ

PLA (a-helix) with theoretically-slmulated spectra 
at 36.6MH1. and 67.8MH1.. 

A) 67.8MHz 

ppn‘ 
800 600 400 200 0 -200 

H) 36.6MHz 

1600 1200 800 400 0 -400・800・1200-1600

いて詳しい議論を講演で行う。 FIg.2 Observed 円oCP static spectra of solid PLA 
(s-sheet) with theoretically-simulated spectra 
at 67.8恥1Hzand 36.6恥1Hz.

【参考文献1
l)Kuroki，S et al.，J.Hol.Struct.1994，323，197 
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P51国体高分解能NMRを用いたアスパラギン酸残基を含むオリゴ

ペプチドの水素結合構造の研究

(東工大工)0武田直登・黒木重樹・黒子弘道・安藤 勲

(群大工) 荘司 額・尾崎拓男

Hydrogen-Bonding Effect on IJC NMR Chemical Shi白ofAspartic Acid Residue in Peptides 

as Studied by High-Resolution Solid司 StateI3C NMR Spectroscopy 

Naoto T必ωda，Shigeki Kuroki， Hirornichi Kurosu， Isao Ando (Department of Polymer 

Chemistry， Tokyo Institute ofTechnology，Ookayama，Meguro-kll，Tokyo 152) 

Akira Sh吋i，Takuo Ozaki (Departrnent of Biological Sciences，GlInma University，Kiryu-shi， 

Gunma 376) 

百le13C NMR chemical shifts of the aspartic acid residlle carbonyl carbons(Asp CO) of peptides 

in出ecrystalline state were mesllred.From these experimental results it is found that the observed 

isotropic 13C chemical shifts of Asp CO in the amide-type hydrogen bond moves linearly downfield 

with a decrease of hydrogen bond length.This Iinear relationship agree with the previous results on 

glycine，L-al制 ne，leucineand valine residues. 

1.緒言

当研究室では、固体状態におけるグリシン残基1)、L-アラニン残基2)、

ロイシン残基、パリン残基を含む分子間水素結合に関する研究を行い、ア

ミドカルボニル炭素の等方平均13C化学シフト (Oiso)は水素結合距離 (R
N

dの減少に伴い直線的に低磁場シフトすることがわかった。しかし、タン

パク質中には多くのアミノ酸残基があるので、タンパク質の構造解析を行

うためには、上述したような側鎖にアルキル基を持つアミノ酸残基のみで

議論を終わらせずに、構造が複雑なアミノ酸残基についても調べる必要が

ある。そこで、本報告では側鎖にカルボキシル基を持つアスパラギン酸残

基のアミドカルボニル炭素の13C化学シフトを測定し水素結合距離RN...Oに

対する変化を調べ、上記のアミノ酸残基の場合と比較する。

国体高分解能13CCP-MAS、水素結合、アスパラギン酸

たけだなおと、くろきしげき、くろすひろみち、あんどういきお、

しょうじあきら、おざきたくお

-199-



2.実験

試料として、 Table.lに示したようにアスパラギン酸残基中のカルボニ

ル基がアミド結合をしているペプチドを合成した。今回用いた試料はすで

にX線回折により構造が明らかになっているもので、すでに報告されてい

る方法で再結晶したo

また固体高分解能13CNMRスペクトルは、 CP-MASアクセサリーを付属し

た日本電子GSX-270NMRスペクトルメータを用い、 67.8MHZ、室温で測定

を行った。積算回数は200-800回である。スピニングサイドバンドによって

信号の帰属が困難であった場合にはTOSS法のパルスシーケンスを用いた。

なお、化学シフトは外部基準として国体アダマンタンを用い、その化学

シフトを29.5ppmとし、 TMS基準に換算した。

Tilbl(!.l ObS¥!fVCc.l"'c ch~l1l icill shilb 01' oli~npcrlid~s conlainint! L出 partk:I¥:id rCSì(!th~ in Ih(! ~oli t..l M・lIc:lIId thcir 

gCl~metric~J po¥rnlllClers dclcrmilll!cJ by X-my diHraction sllldics 

GCOI11Clrical p:lra l11CI~円

t.'c chcmic.ll shifl ( ppm ) Hydrngcn bond 

lCI1};th (λ) dihcdral ;tnglc (dcg.) 

Sal1l pl~ c=o R"Mlφvωrcf  

Asp-Gly 170.1 2.98 147.1 171.6 3) 

Asp-Ala 170.5 2.89 132.3 175.2 4) 

Asp-Arg-Val-Tyr 169.8 3.07 153.2 162.0 5) 
Trp-恥ICl-Asp-Phc-NH， 172.3 2.84 -153.2 162.0 174.0 6) 

3 .結果と考察

固体状態のオリゴペプチドの 13CCP/MAS NMRスペクトルの例として

Asp-GlyのスペクトルをFig.lに示した(他のペプチドについても同様のスペ

クトルが得たれた)。スペクトルより得られたアスパラギン酸残基中のカ

ルボニル炭素の等方平均化学シフト (oiso)を、用いたペプチドの幾何学的

パラメータと共にTable.lに示した。幾何学的パラメータのうち、いくつか

はX線回折法により決定された結晶格子と原子座標を用いて計算した。 X線

回折法によって得られている水素結合距離 (RN_..O) に対してAspC=Oのoiso
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をプロットしたものをFig.2に示した。 Fig.2に示されるように、 RN…。が減少

するに伴いoisoが直線的に低磁場側へシフトしている。これは側鎖がアル

キル基である残基で見られた傾向によく一致している。従って、アスパラ

ギン酸残基の場合もグリシン残基、 L-アラニン残基、ロイシン残基、パリ

ン残基と同様に残基中の「コンホメーション効果jや「水素結合角度の効果J
や「隣接するアミノ酸残基の効果jは相対的に小さく、「水素結合距離の効果J
が大きく効いていることが予想される。また、 Fig.2において最小二乗法に

より求めた傾きを他の残基の傾きと共に、 Table.2に示すo Table.2から分か

るように直線の傾きは残基により多少異なっている。
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Table.2 equation of relation between oiso and RN…0 

equation residue 

oiso=206.0-12.4RN ...0 Gly 

Ala oiso=237 .5-21. 7RN ...0 

oiso=215.4-14.2RN ...0 Val 

oiso=202.2-1 O.ORN ...0 Leu 

oiso=199.0・9.6RN...。

-201-

Asp 



また、固体化学シフトを分子構造及

び電子構造と結び付けて解釈するため

に、アスパラギン酸ージペプチドモデ

ルを用いてFPT-INDO法により量子化

学計算を行った。 Fig.3に水素結合距

離を変化させたときのTotalenergyの

変化、 Fig.4に水素結合距離を変化さ

せたときの磁気遮蔽定数の変化を示し

た。さらに、他の残基と傾向を比較す

るために水素結合距離を変化させたと

きの各残基の磁気遮蔽定数の変化を

Fig.5に示した。 Fig.3によるとINDO法

による計算でのエネルギーが安定な領

域は、水素結合距離が2.3~2.5Å範囲で

あり、 Fig.4において、この範囲では

水素結合距離と磁気遮蔽定数との聞に

直線関係があり、これは実測のデータ

結果をよく支持している。

このようにして得られた等方平均 I3 

C化学シフト (oiso) と水素結合距離

(RN..O) との相関は水素結合を形成し

ているタンパク質の構造解析に適用で

きるものと考えられる。

4.参考文献

1) S，Ando et al.，J .Am.Chem.Soc.， 11 0，3380( 1988) 

-221.32 

{・22J.J3 
3 
d 

} 

〉、

tr.2~ 1 .. ;4 
ω 

有
害
，... 

-221.~S 

-221.3(， 

ノ
2.:! 2.:¥ 2..1 2.5 2.6 2.7 2.& 2.9 :¥.11 

llydmt:cn hnnd knglh Iに.ρ¥}

Fig. J Vmi:uion tlf Ihc cakl1!alcd (01品Icl1crf'j' 
olg:UI1刈 IhchydruιCI1 bond k~ngth (RN...O) 

-188.0 

.ISS.S 

つー189.0
ロ
ロ4

ごi-1295

0 
1り0.0

-1り0.5

-1リ1.0'---' 目 J一一1

2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 J.O 

Hyurog巴11bOl1d lenglh R問 (A)

Fig. 4 Vi¥rI:¥IIon of山cci¥lcula:cd IlC凶υtmpl号!i!hiclding
const:mt ::lgainsl IhC'. hydrοgcn bU1ll1 Icn~l 

1じゅ l 

168 

~ 170 
国

ノι/戸:ぷ
立

“ 』

弓 172

宮
E 
喜 174
にJ
2 

._，. ....." _..，.〆r ・〆 '7

ノ....' _，.."" '.! ~...1:~~'::'ン:1
..・〆'

...........:シ・・
。-;Y'。

81-¥J Aaf日 i

2) N.Asakawa et al.，J.Am.Chem.Soc.，114，3261(1992) IIrdr，，~c lI homl Icnglh (λ} 

3) D. S.Eggleston，E.J. Valente and D.J.Hodgson.， 

Acta.Cryst.，B37， 1428( 1981) 

Fig.5 Corrclation hetwcen IJC chemical shiCls or carbonyl carbons in 
Gly.Ala.Vnl.Leu and A叩開sidu問。roligopcplidcs in Ihe solid srale and 
hydrogen bond Icn品Ih.

4) C.H.Gorbitz.，Acta.Chem.Scandinavica.，B41 ，679( 1987) 

5) S.H.Feldman and D.S.Eggleston.，Acta.Cryst.，C46，678( 1990) 

6)W.B.T.Cruse，E.Egert，M.A. Viswamitra and 

O.Kennard.，Acta.Cryst.，B38， 1758( 1982) 

-202-



P52 
液晶NMR法の改良と応用. N M A S (Near-Mag i c-Ang I e 

Spinning)条件下での13C二次元NMR

阪大(薬) 0藤原英明、木村敦臣、直原高広、圏直人

Oeveloprnent and Application of the Liquid Crystal NMR. 

13C 20町 NMRunder Near-Magic-Angle Sample Spinning 

Hideaki FUJIWARA， Atsuorni KIMURA， Takahiro JIKIHARA， and 

Naohito KUNI 

A new version of the liquid crystal NMR spectroscopy has been 

developed and applied which'utilizes sarnple spinning at near-rnagic-

angle. The 13C spectroscopy are examined for a molecule of p-chloro・

benzaldehyde dissolved in nernatic phase ZLI1167 frorn one-and two-

dimensional NMR varying the angle of sample rotation around just the 

rnagic-angle. COSY(C-H as wel I as H-H) and hetero-20-J-resolved spectra 

are tested with encouraging results for future wider application of 

the LC NMR to complexed molecules. 

液晶中に配向した分子の、直接結合定数 (Di j) を含む、 NMRスペク

トルを解析する「液晶NMR法jは、液晶中に配向した分子の構造や配向に関

する情報を提供してくれるので、生体膜や他の生体組織中での活性コンホメー

ション研究の有力な手段であり、また、組織化された有機分子の集合体(超分

子系)そのものの研究にも有効であるが、幅広く応用されるためには、基礎的

手法の確立が急務である。

我々は、昨年の本討論会で、いわゆる液晶NMR法の改良のための、マジック

角近くでの試料回転の利用について、 lHNMRによる研究を報告した。 1) 

そこでは、液晶NMRスペクトルに特有の複雑なパターンの簡単化と、直接結

合定数Dを介して COSYスペクトルに超長距離聞の交差ピークが出ることを

確認し、 J分解スベクトルの微細な分裂パターンから Dを決定することを試み

た。 今回は、 13 Cスペクトルからの検討を行ったのでその結果を報告す

る。

[実験]

用いた試料はネマティック液晶 (ZLI1167)中の p-Chlorobenzalde-

hydeである。 NMRの測定は VarianVXR-200により固体プローブを用い

キーワード: 液晶NMR、13C二次元NMR、マジック角回転

ふじわらひであき、きむらあっおみ、じきはらたかひろ、くになおひと
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て行った。試料温度はスピニング周エアーを 35
0

Cにコントロールすること

により一定とした。試料のスピニング速度は 2k~3kHz である。

[結果と考察]

マジック角に丁度等しい角度で試料回転して測定し

た13Cスペクトル (justMAS スペクトル)は

F i g. 1の通りである。通常の lHデカップル条件

ではプロトンとの大きな双極子一双極子相互作用カf

完全には消去されないので、溶媒のピークは幅広い

バックグランドとして現れるのみである。

just MAS条件下でのC-H C 0 S Y (hetcor) 

スペクトル (Fig.2) では、 Cー2とC-3

のシフトが近いが、 lHの低磁場ピークと 13Cの

低磁場ピークとの対応が明確に認められる。

CI 

H H 

CHO 

p-Chlorobenzaldehyde 

マジック角から約 10 ずらせた NMAS条件下での H-H COSYスベク

トルでは (Fi g. 3) 、ベンゼン環プロトンのうちアルデヒド基に近いプロ

トンが低磁場側のピークを与えることが明白となる。これら双方のCOSYス

ペクトルでは、液晶自身のピークはブロードであり、測定上大きな問題とは

なっていない。

13 C各ピークの分裂パターン測定のための 13C J分解スペクトル (het2

dj) をFi g. 4に示す。各ピークのパターンは、 A : doublet、B : si ng let 

C : doubl et、o: doublet triplet、E: doublet tripletである。 DとE

には高次分裂の影響力f見られ一次の単純パターンから若干ひずんだ形となって

いる。これは、 lHスペクトルに起因するものであり、同条件下での lHスペ

クトルには、 H-2とH-3との聞に高次分裂パターンが見られる (Fi g. 

5) 0 just MASからのずれを小さくすれば¥この高次パターンは消失す

る。例えば、 MA十 10 の 13Cスペクトル (Fi g. 6) からは、 A:

doub I et (d. u = 177. 0 Hz) 、B : triplet (d. u =10.7 Hz) 、C : doubl et 

triplet (d. u =29.0 Hz， 6.5 Hz) 、o: doub I et (o. u = 170. 1 Hz) 、E: 

doublet (d. u =175.5 Hz) が観察出来る。従って、 13Cの帰属は :A=

CHO， B=C-4， C=C-l， D=C-2&C-6， E=C-3&C-5 

噌と結論される。 C-1とC-4の区別が、 CHOフロトンとの直接結合定数

の有無により明確に決定出来ることが分かる。

直接結合定数を精度良く測るためには、 MAから大きくずらす方が有利であ

るが、観測パターンを簡単化するためには justMA に近い方が良く、実際の

例では、個々の場合に応じて justMAからのずれを適当に調節するのが得策

となろう。また、単純な化合物では、 13Cの一次元測定から分裂幅を読み取

ることは出来るが、複雑な化合物では二次元測定が不可欠となろう。

文献
1 )鹿野、高木、木村、藤原、第 32回NMR討論会、要旨集 p.141 ( 1993). 

204 



Fiq.113C NMR Spectrum of p-chlorobenza ldehyde in ZL工1167.
300C， just MAS 
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P53 
MAS条件下二次元NMRによるlasalocidAの液晶中における

コンホメーション解析

-Magic Angle Spinning液晶NMR法一

(阪大・薬)0木村敦臣、直原高広、岡 直人、藤原英明

The conformational analysis of the micelle-asociated lasalocid A 
using two dimensional NMR under MAS conditions. 
-Magic Angle Spinning Liquid Crystal NMR Spectroscopy一

OAtsuomi Kimura，Takahiro Jikihara，Naohito Kuni and Hideaki Fujiwara 

Faculty of Pharmaceutical Scienees，Osaka University 

It has been demonstrated that a usefulness of liquid crystal NMR spectroscopy 
is improved extensively by measuring two dimensional N}也 undermagic angle 

sample spinning.lnformations about the space proximity and bond connectivity are 
obtained for the solute lasalocid A，a typical carboxylic poylether antibiotics， 

under the anisotoropic environment.Such a new version of liquid crystal NMR，i.e.， 
the magic angle spinning liquid crystal NMR spectroscopy， is expected to be 
applied more widely to more complexed molecules. 

序論

液品中に配向した溶質のNMRスペクトルを特徴付ける、直接結合定数Dにもとずく、

カップリングはスベクトルを非常に複雑にするため、液品NMR法の適用範囲を限られた

もの (9スピン程度の系まで)としている。我々は、これまでにこの欠点を克服するため、

マジック角近くでの試料回転を利用したNMA  S (Near Magic-Angle Spinning) 2 D 

NMR法を提唱してきたが、今回はMAS条件下での二次元液品NMR法の有用性を提唱

したい。

今回は、捜雑な---m立の医薬品分子を対象とすることを考えlasalocidAを溶質としてと

り上げた。 lasalocidA (Fig.l)は天然に存在するイオノホアで、イオンと錯形成し擬似

環状分子となることによりイオンの膜透過を促進し、活性発現に至ると考えられている。

そこで之のlasalocidAのリオトロピック液晶および等方溶液 (CDC13)中におけるコンホ

メーシヨンを解析し、イオンの膜透過促進機構を考察する手がかりとすることとした。

キーワード:マジック角回転、液晶NMR、二次元NMR、lasalocidA 

きむらあっおみ、じきはらたかひろ、くになおひと、ふじわらひであき
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実験

溶媒にはリオトロピック液品であるCesiumPerfluorooctanoate(CsPFO)を用いた。この

ため、溶質であるlasalocidAはCs境に変更して用いた。

NMR測定はCsPFO液晶サンプルについてはVarianUnity-500ナノプロープにより、 35

・Cおよび500Cにおいて測定を行った。帰属はCDC13i容液巾の帰属を参考にスメクティック

相およびミセル相の両相において lH-1HCOSYおよびROESYにもとづいて行った。またCDC13

溶液サンプルについてはVarianUnity-600により測定温度300Cにて測定を行った。 lHおよ

び13CNMRスペクトルの帰属をlH-1HCOSY、ROESY、I剖BCおよびHMQC測定により行った。

結果と考察

CsPFO液晶サンプルの2H-NMRスペクトルは350Cでは 2木に分裂したピークを、 500C

では 1本のシグナルを与えた。したがって今回用いたCsPFO液品サンプルは350Cではスメ

クティック相、 500Cではミセル相を形成していることが確かめられた 1)。

lasalocid AのCsPFO液品中における lH-NMR通常測定のスベクトルは、液晶中にお

ける分子の運動の異方性を反映した双極子一双極子相互作用により、明瞭なピークを与え

ず解析は困難であったが、マジック角での試料回転を行い測定すると、等方溶液 (CDC13)

中 (Fig.2a)、あるいは等方(ミセル)相でのスペクトル (Fig.2b)に近い分解能が得ら

れた (Fig.2c)0 Fig.2cにおいて、線輔の広柄化および、芳香族領域に直接結合による残余

分裂がなお残存していることが確かめられるが、これは測定の際の若干のマジック角から

のずれを反映するものであろう。

同様の条件でミセル相あるいは液晶相において lH-1HCOSYおよびROESY測定を行ったと

ころ、多数のクロスピークが明瞭に観測され (Fig.3)、コンホメーション解析に応用可

能なスベクトルが得られた。なお液品相のlH-1HCOSYスペクトルにおいて、ミセル相では

みられない19位一24{立、 14位一29位およひ'21位-24位のプロトン問に相聞が見られた。これ

は残余直接結合による空間を介しての磁化移動によるものと考えられ、したがって just

magic angle条件だけではなくnearmagic angle条件一下での測定の有用性をも示唆するも

のである。

Fig.1に示したCDC13溶液中とCsPFOミセル中のスペクトルとを比較した場合、 8位のケミ

カルシフトが大きく変化しており、ミセル相では芳香環に対し比較的等価に位置している

ものと考えられる。またミセル相では23位と9位のプロトンとの閉にROEが観測されたのに

対し、 CDC13溶液中ではそのような遠隔距離情報を得ることが出来なかった。したがって

lasalocid Aはミセル中ではCDC13溶液中に比してコンパクトなコンホメーションをとって

いるものと考えられるが、コンホメーションについてはROE情報をもとに現在詳細に解析

中である。

以上の結果はMAS条件下での液品川匝法の有用性を示唆するものであり、今後、 J 般の医

薬品を始め様々な生理活性物質の液品中におけるコンホメーション解析に応用することに

より、生理活性発現の場における貴重な構造情報を得る手段としてMAS条件下の液晶

NMR法が幅広く応用可能となると期待される。

謝辞

600MHzおよび500MHzの測定に際しご協力いただきました大阪大学理学部佑学科の小田雅

司教授、バリアンジャパンリミデツドの串田克彦氏に感謝いたします。

参考文献

1)N.Boden，P.H.Jackson，K.Mcmullen， Chem.Phys.Lett. ，65，47 6-479(1979) 
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Fig.2. 'lI-NMR spectra of lasalt】cidA-Cs sal t. 
a) in CDCl，3 solution at 303K 

b) in 35wt.% CsPFO/D10 at 323K 
c) J/ at 308K 

-209 

し一ー

Table 1 Observed mean 'H chemical 

shifts for lasalocid A-Cs salt. 

'H in CDC13 a) in CsPFOb
) 

5 7.02 7.15 
6 6.50 6.72 
8A 3.92 3.24 
8B 2.17 3.00 
9A 1.59 1.80 
9B 1.43 1.62 
10 1.64 1.69 
11 4.23 3.97 
12 2.74 2.93 
14 2.44 2.63 
15 4.04 3.89 
16 2.13 2.18 
17A 1.88 1.96 
17B 1.35 1. 38 
19 3.38 3.54 
20A 1.94 1.85 
20B 1.45 1.50 
21A 1.84 1.64 
21B 1.51 1.35 
23 3.81 3.87 
24 1.04 1.20 
25A 1.41 
25B 1.28 

26 0.92 0.96 
27A 1.80 1. 78 
27B 1.37 1.43 
28 0.82 0.92 
29 1.03 1.06 
31 0.80 0.90 
32 0.89 0.97 
33 0.79 0.95 
34 2.20 2.25 

a) see Fig.2 a) 

b) see Fig.2 b) 

ppm 
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P54 19F _国体NMRによるPhilanthotoxinとアセチルコリンレセ
プターとの相互作用の研究

( (鮒サントリー生有研)0岩下孝

(コロンピア大学化学科) S. Choi， Y. A. Tomita， 
A. E. McDermott，中西香爾

19p Solid-State NMR Study of Ligand (Philanthotoxin) Binding to Nicotinic 
Acetylcholine Receptor 

(Sunbor) OT. Iwashita， (Dept. of Chemistry， Columbia University) S. Choi， Y. 
A. Tomita， A. E.乱1cDermott，K. N akanishi 

19p Solid-State NMR (SSNMR) was used to characterize ligands bound to the 
nicotinic acetylcholine receptor (nACh-R). Philanthotoxin (PhTX) analogs were 
synthesized with P-probes which were located in various positions of the molecule， 
and were incubated with Torpedo nACh-R. After washing out of the excess 
ligand， the SSNMR spectra were measured at high spinning speed (approximately 
8 KHz). Two signals were observed for the ligand in the presence of receptor. 
The competition experiments with chlorpromazine， which bound to the same site， 
revealed the specifically bound fraction of P-PhTX. We were able to detect a 
single -CP 3 group in a 1・2mg.sizesample of the 270 KDa protein. 

はじめに
ニコチン性アセチルコリン受容体(nACιR)は脊椎動物の神経筋接合部や
シピレエイ (Torpedo)の電気器官に多く存在しており、陽イオン選択的な
イオンチャンネルである。神経伝達物質作動イオンチャンネルのスーパー
ファミリーの中ではニコチン性アセチルコリン受容体は薬理学的にも構
造化学的にも最もよく研究されている。このレセプターは膜結合性の
270kDaの糖タンパクであり、二つのアゴニスト結合部を持ち、リング状
に配置された五つのサブユニット(α，α市小o)からなるイオンチャンネル部
分を持つ。各サブユニットは四つの脂質二重膜貫通領域から成っており、
主にαーヘリックスであると信じられている二番目のM2領域は内部に空隙
を形作っている。チャンネルは二つのαサブユニットにアセチルコリンが
結合したときに開く。
ジガバチ(Philan的ustriangulum )の毒液成分から単離されたPhilanthotoxin-
433 (PhTX-433)はニコチン性アセチルコリン受容体やグルタミン酸受容
体(Glu-R)のイオンチャンネルによる情報伝達を阻害する生理活性のある
化学物質である。 PhTX-433の化学構造(図ーla)は種々のスベクトルデータ
および全合成によって明らかにされた。 PhTX-433は、構造活性相関
(SAR)研究の目的で図-laに示すような四つの領域に分けて100以上の誘導

キーワード:F-固体NMR、Phi1anthotoxin、アセチルコリン受容体
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体が合成された。 SARの結果は図-laにまとめである。最近のnACh-Rを使っ
たSARの結果はポリアミン部分が空隙へ挿入され、領域IIIおよびIVは立
体化学的に制限を受けていない疎水的な領域、おそらくはシナプスの細
胞質ゾルの側または疎水ポケットに位置しているとするモデルに一致し
ている。チャンネルの中においてはアミン部分はおそらく空隙を形成し
ている五つの膜貫通 (M2) 岱ヘリックスの Ser，Thr， Glu， Gln残基から成
る"親水的リング"と相互作用している。予備的なフォトアフイニテイ
ラベルの結果によると、領域111のアジドフェニル部分はサブユニット αの
サイトプラズミックループの近くに存在しており、選択的にフォトラベ
ルすることが出来る。この選択的なラベルはサイトプラズミックな43kDa-
のタンパクの存在如何により左右され、このことは関口部の所に領域III
とIVが位置するというモデルと一致する。加えて、 αサブユニットのフォ
トラベルはchlorpromazineとの競争的結合によって抑制され、ポリアミン
がチャンネルに結合するという結論を支持している。この受容体の三次
元モデルの見地からフォトラベルの結果を説明するために、我々はNMR
によって受容体中のPhTXのコンブオメーションの決定をめざし、リガン
ド対受容体の相互作用の性質について明らかにしようとした。

実験

1. nACh-Rの調製
nACh-Rはシピレエイの電気器官より単離した。ショ糖グラヂエントによ
り濃縮されたnACh-R膜画分はpHllに調整してOOCで一時間振蕩し、
43kDaのサイトプラズマタンパクを除去した。 nACh-Rの純度はα_1251_ブン
ガロトキシンによる試験とSDS司 PAGEにより評価した。
2. 19p_PhTXの合成と生物活性試験
19F-PhTXは化学合成し、その純度はMS，IH-，19F-，J3C-NMRで検定した。生物
活性は文献に従ってバッタ筋肉のグルタミン酸受容体を用い行った。化
合物1ム3，および4のIC句。は、それぞれ23.0，230，230，5.8μMで、あった。(図-2)
3.試料調製 一
F-NMR試料の調製法は次のとおりである。バッファー(250mM  NaCl， 5 

mM; KC1， 3 m M  CaCI2， 2 mM  MgClヲ， 5mM  Na2HP04， pH 7.0)に懸濁された受
容体の濃縮された1画分(3ml; 2.75 mgタンパクIml懸濁液 )は同じバッ
ファーに溶かされたspermine.4HCl5mgおよび、PhTX-343-Gly-CHフCF'1.3HC1
1 mgと混合され、 4oCで一時間振った。四時間の超遠心(55Krpm)の後、
上澄みをペレットからすばやく除去した。競争試験の時には
chlorpromazineを6mMの濃度で、nACh-R/phTXと混合した。 F-NMRの実験
のためにはペレットをそのまま国体NMRのローター(120μ1)に充填した。
初期の回転によって染み出てきた水分を除去し、測定を行った。 NMR測
定後タンパク量を検定したところ約5.4mg総タンパクあるいは約1.3mg 
nACh-Rであった。
4. NMR測定
NMRスベクトルはCMX-400(Chemagnetics Otsuka， Ft. Collins CO)スペクト
ロメーターにDoty"supersonic"IH_19F二重共鳴プロープ(19F;373MHz)および
高出力用フィルターを組み合わせて測定した。測定温度は約3000K、ロー
ターの回転速度は約8KHz、パルスの長さは4μsで、あった。検出期にC W
プロトンデカップリング(80KHz)を行いなカ宝ら、 Blochdecayあるいは
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Fig.-l a) Thc structure of philanthotoxin-433 (1) with rcsults of SAR. 
b) A schcmatic model of thc channel portion of nicotinic acetylchol加ereceptor. 

R'-y.:::グ¥、 R=OH;PhTX-343-Gly-CH 2CF3 (2) 
I 11 R=F; p-F-PhTX-343-Gly目CH2CF3 (3) 
"-./'-..._ 。， H 司 H2aAqH2

〈ノ~、
ι

3cr 

H H2 

F3C"""""'"門
Nゾ V レvrぺ H33cr

O~ 、0-

d 
Fig.-2 Thc structurcs of three additional philanthotoxin analogs used in this study. 

(N-CH2CF 3，N-Cbz)吻Gly・343(4) 

n
d
 

4
E
i
 

n
L
 



結果

nACh-Rに結合した
PhTXの 19F四国体
NMRスペクトルは図
-3のように二つのシグ
ナルを示した。二つの
シグナルのうち低磁場
側のピークは溶液のと
きの化学シフトに近い
ことから非選択的結合
によるものである可能
性が高い。小さい方の
ピークはイ、さいスピニ
ングサイドバンドを持っ
ており溶液中のPhTX
に比べるとかなり高磁 19F Chemical Shift， ppm 

場にシフトしている。 図-3 19 F Solid-State N M R spectra 
(-73.6 ppm vs -70.7 
ppm) このシグナルは
低磁場側シグナルに比べると二倍も弱い。マジックアングルスピニング
なしで測定すると、結合状態であると帰属された方のピークは非常に弱
くなってしまい低磁場側シグナルはあまり小さくならなかった。さらに
重要なことには、図-3に示すように結合状態のピークはchlorpromazineの
存在下で、競争実験を行ったとき消滅してしまった。既知量のI9F聞 PhTXを
NMR測定試料にさらに添加し、定量を行った。その結果、結合状態の
PhTXはNMRシグナルの積分より約6nmoleで、あることが分かった。この
量はPhTXとnACh-Rが化学量論的に1:1で、あることを示唆している。
フッ素の化学シフトはタンパクとの結合によって高磁場側または低磁場
側に約8ppmシフトすることが知られている。低磁場側への大きなシフト
はファンデルワールス接触によるとされ、結合場所が混み合っているこ
とを示している。高磁場側へのシフトは水に比べて立体的な込み合い方
が軽減されたものかまたは(プロトンまたはカチオンが側にいて)プラ
スの電場が増加したものと考えることが出来る。結合状態の分子種のス
ピニングサイドバンドが予想、より二倍ほど小さいのは結合状態において
CFlグループのコンフォメーションが動き易い状態にあると考えられ、結
合ポケットの中がそれほど混み合っていないという解釈と一致する。

Chemical Shift Echoノf

ルス配列を用いて測定
した。 FIDデータのデ
ジタル化速度は約500
KHz、緩和回復時間は
2sとした。それぞれ
のスペクトル は 約
10，000回の積算による
ものである。

ー71.6

-73.6 

Philanthotoxin(2) / nACh-R 
without chlorpromazine 

司 50 nu 
nU 

4
E
E
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Solid-:State "H NMR study of the motion of p-bis(1，3-

octadecadiyny J) benzene 

W. S. Price， K. Hayamizu， S. Okada t， H. Matsuda and H. Nakanishit 

National lnstitute of Materials and Chemical Research，1-1 Higashi， Tsukuba， lbaraki 305; 

tInstitute of Chemical Reaction Science， Tohoku University， 2-1-1 Katahira， Aoba-ku， 

Sendai 980-77 

In an attempt to produce a polydiac巴tylene(PDA) with larger thi吋 ordernon-lin巴ar

optical properties the polymer precursor， p-bis(1，3-octadecadiynyl)benzene (14-2A-B-

2A-14; see below)， was synthesized. 

=ー百十一言 I 2 ] .. j 6 7 8 9 10 11 12 13 I・

It was found， however， that neither thermal treatment nor y-ray irradiation at 298 K were 

able to promote solid-stat巴polymerization.Similar polymer precursors have been found to 

polymerize via the 1-4 addition mechanism. It is known that for this mechanism to be 

effective the monom巴rsmust be prop巴rlyaligned. ln an effort to understand the poor 

polymerizability of 14-2A-B-2A-14 a detailed analysis of the motion and the effects of 

thermal treatment and y-ray irradiation was conducted using differential scanning 

calorimetry， solid-state cross-polarization magic-angle-spinning (CP-MAS) 13C and 

solid-state 2H NMR. 

13C CP-MAS measurements were performed for a range of temperatures from 273 to 

343 K. The measurements revealed that below 298 K the alkyl chains had a high degree of 

ali伊 mentbut this alignment was lost abov巴298K (see Fig. 1). 

Keywords: Polydiacetylene， 2H NMR， solid-state cross-polarization magic-angle-spinning 
13CNMR 

プライスウィリム S.、はやみずきくこ、おかだしゅうじ、まつだひろお、

なかにしはちろう
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Also at 298 K the aromatic CH carbons went through an intensity minimum. This is 

indicative of increased molecular motion of the phenyl ring. 

Temp (K) 

aromatic 

343 

328 

298 

人λ~~二ムム人
283 

一ノぃJ一川に--}~^-'-
273 

一一一./"-.~ー

140 120 100 80 60 40 20 0 
ppm 

Figure 1. 13C CP-MAS spectra acquired at 50.23 MHz and various temperatur巴sof 14-

2A-s-2A-14. Asterisks denote spinning side-bands or background signals. Significant 

temperature dependent spectral changes are noted. At 273 K the aromatic CH resonances are 

c1early visible and the acetylenic rcsonances have significant shoulders. However as the 

temperaωr巴 increascsthe aromatic CH resonanc巴sgo through an intensity minimum at 

around 298 K. The shoulder pattems of the acc;:tylenic resonances move from higher to lowcr 

仕equenci巴sas the temperature is increased.百1巴 aliphaticrcsonances at about 33 ppm， whil巴

appearing as a single line with a shouldcr below 298 K， split into numerous lines above this 

temperaωre. 
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To better characterize the phenyl ring dynamics， a monomer sample with a 

specifically 2H labeled ph巴nylring moiety was synthesized (see above) to allow solid-state 

2H NMR measurements to be performed. 2H NMR spectra were recorded over a range of 

temperatures from 260 to 360 K. The experimental spectra wer巴simulatedusing a program 

written in C++. Some representative experimental and simulated spectra are shown in Figure 

2. 
Experimental Simulated 

ソL_F¥_ 

二川一
:九九
ウいし
200 ・100 0 100 200 -200 -100 0 100 200 

kHz kHz 

Figure 2. (A) Exper加ental(acquired at 61.4 MHz) and (B) simulated 2H NMR spectra of 

the 14-2A-B-2A-14 monomer at various temperatures. The param巴tersused in the 

simulations were quadrupolar coupling constant 175.5 kHz，η= O. The valu巴sofτc used at 

the respective temperatures were: 1.0 x 10-2 Hz-1 (260 K); 1.1 x 10-4 Hz-1 (304 K); 1.8 

x 10-5也一1(330 K); 2.8 x 10-6 Hz-1 (360 K). Th巴 simulatedspec回 werecalculated 

using 10 increments of the azimuthal and polar angles. The peaks at zero frequency in the 

experimental spectra are artifacts. 
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It was found that below 300 K th巴 monomerund巴rgoessmall amplitude motions 

only. Above 300 K the sp-bond巴dbenzene ring undergoes πflips around the long axis of the 

molecule at an intermediate rate with r巴spectto the NMR time scale (τc< 2 x 10-5 Hz-1) 

with an activation energy of 60 kJ mol-1 (sc巴Fig.3).

/
 

.9 

ー甘

.12 

ー百

" v 
c 

-包

3.4 32 3.0 2.8 

1000汀(K-)

Figure 3. A plot of In(τc)versus inverse t巴mperature.The solid lin巴 representsregression of 

the formula，τc τo exp( E A / kT)， onto the data.τne points below 304 K wer巴excludedfrom 

th巴 calculation.官leenergy of activation for the flipping motion of the phenyl ring was 

determined to be 60士1kJ mol-1 with τ。=6.5 X 10-15 Hz-1
• 

It was found that the onset of the rapid rotational motions of th巴 phenylring moi巴ty

coincided with the crystalline-plastic to plastic phase transition observed at 300 K using 

differential scanning calorimetry. Thus， rotation of the phenyl ring moi巴tysterically inhibits 

the proper alignment of th巴 alkylchains necessary for the 1-4 addition mechanism. The 

results of this study lead to the successful polymerization of the monomer by using y-ray 

irradiation but at low temperatur巴.

References: 

l.W. S. Price， N. Kikuchi， H. Matsuda， K. Hayamizu， S. Okada and H. Nakanishi. To be 

submitted to Macromolecules. 

2. W. S. Price and K. Hayamizu， J. Magn. Reson. Submitted. 
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P55 国体重水素NMRによるインスリンフラグメント

Gly-Phe-Phe(823・825)のフヱニル環の動的構造解析

0内藤品、飯塚武彦、辻暁、斉藤肇、 W.S.Price*，早水紀久子*

(姫路工大・理・生命、物質工学工業技術研究所*)

Phenyl Ring Dynamics of Insuline Fragment Gly-Phe-Phe(B23-B25) by Solid 

State Deuterium NMR 

Akira Nait0， Takehiko Iizuka， Satoru Tuzi， Hazime Saito， 

W.S. Price*， and Kikuko Hayamizu* 

Department of Life Science， Him吋iInstitute of Technology 

and National Institute of Chemical Research* 

Phenyl ring dynamics of insuline fragment Gly-Phe-Phe(B23-B25) were 

investigated using solid state deuterium NMR spectroscopy. We observed that 

the phenyl rings were rigid even at 100 oC both for Gly-[ds]Phe-Phe and Gly-
Phe-[ds]Phe in the hydrated crystals. When temperature was raised at 120 oC， 

hydrated water was removed from the crystal and fIips of the phenyl rings 

started undergoing. Spectral simulation was performed to characterize the 

motion in the peptides. It tumed out that the ring of Gly-[ds]Phe-Phe was more 

fIexible than that of Gly-[ds]Phe-Phe in the dehydrated crystal. It is of interest 

to note that Phe-Phe residues in a peptide can be quite rigid when hydrophobic 

interaction around the Phe-Phe residues is strong. 

序 Gly-Phe-Phe(B23・B25)は、インスリンB鎖中に含まれるフラグメン

トであり、インスリンの生理活性に大きな役割を果たしていると考えら

れている。このペプチド鎖は、結晶中でC
2
軸上に存在する水分子と水素

結合を形成して、ヘリックス構造を安定化している。本研究では、 Gly-

Phe-Pheの2つのフェニル環の運動に注目し、国体重水素NMRより、こ

のペプチド鎖の運動性を解析する試みを行なった。

実験 重水素標識したGly-[d5]Phe-Phe(1) ，Gly-Phe-[d5]Phe (2) を

固相法によりペプチド合成機で合成し、飽和水溶液からそれぞれ結晶を

調製した。国体重水素NMRスペクトルはChemagneticsCMX-400 NMR分

重水素NMR， フェニル環の運動、インスリン、核四重極子エコー

ないとう あきら、いいずかたけひこ、つじ さとる、さいとう はじめ、

ぷらいす W.S.、はやみず きくこ
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光器を用い、核四重極子エコーパルス系列を用いて、 900

パルス長
2.0μsecの条件で測定した。測温度可変の測定は、 -140~1400Cの範囲で
行なった。

結果測定の結果、図 1に示すように試料(2 )の結晶のフェニル環の

重水素は、縦緩和時間が長く、 120
0Cまではまったくフリップ運動のな

いNMRスペクトルを示した。温度を140
0Cまで上げると、緩和時間が短

くなり、フリップ運動を反映したスペクトルに変化したo 試料(1 )に
ついても 10 OOCまでは緩和時間が長く 12 OOCになって初めてフリッ

フ。運動のあるスペクトルに変化した。この結晶の熱分析を行なった結果、

1000Cでペプチド l分子に対して0.5分子の水和水の脱離が観測されたn

X線回折の報告によると結品中ではペプチド 2分子に対して 1分子の水
が水和している。したがって、 14 OOCおよび 12 OOCでスペクトルが

変化したのは結晶水の脱離によることが判明した。さらに、水和水が脱

離することにより、結晶が壊れるのかどうかを確かめるため、光学顕微

鏡で水和水が脱離する前後の結晶の状態を観測した。この結果、結晶は

水和水が脱離 Lても風化しないことが判明した。次に、結晶水が脱離し

た状態の結晶について、温度可変を行なった重水素NMRの結果を図 2
に示す。この場合、温度を下げていくにつれてスペクトルの変化が観測

され、 -140
o
Cに下げてようやくフリッフ。運動の止ったスペクトルを

Gly-[dJPhe判 1e

120 t 

100t 

路u
h -ぷ.. '，&o .. .占....Jb..，.ゐ --Lt。j-L』日.二割4

Gly-Phe-[dJPhe 

140 t 

120t 

俗包

. '，I.a" '，&o' ..~... .~...必ー・ ;ω-L4切っぉ』

Fig. 1 Deuterium NMR spectra of Gly-[dJPhe-Phe and Gly-Phe-[ds]Phe 
in the hydrated crystals. 
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示した。したがって、結晶水が脱離した無水物で、は、フェニル環の運動

性が高くなっていることが判明した。このことは結晶水の有無がペフ。チ

ド鎖の運動性に寄与していることを示している

考察水和結晶においては、温度を上げても水和水が脱離するまでスペ

クトルの変化は観測されなかった。一方、水和水が脱離した後の結晶に

ついては、温度によってスペクトルの変化が観測できたので、この運動

状態を解析するため、スペクトルのシミュレーションを試みた。シミュ

レーションに用いたノfラメーターは、 QCC=180kHz，ヮ=0.03を用いた。

運動は、オルト位とメタ位の重水素に対しては180度フリップのみとし、

パラ位の重水素には運動がないとして、フリップ速度と強度の割合を変

数としてシミュレーションを行なった。この変数は、縦緩和時間が違う

ために、各重水素のスペクトル強度の寄与に違いがあることを考慮する

ためである。シミュレーションの結果を図3に示す。この結果、実際の

スペクトルに一致させるためには、パラ位とオルトおよびメタ位の重水

素の比率を1:4から大幅に変えてやる必要があった。さらにフリップ運

動の速度はGly-[d5JPhe-Pheの方が速いことが判明した。

X線回折の結果によれば、水分子が 2つのペプチドC端のカルボキシ

ルと水素結合を形成して 2つのペプチド分子を結び付け、フェニル環同

Gly-[ds]Phe-Phe Gly-The・[ds]Phe

区別.

"‘ 1h-ーぷ・ 1Ad--ι-ι""ぷ・・ ;J制ー ;JS占;54 h-w-r-ぶ'ゐ---J-ーふー・1J今・1必1d

Fig.2Deuterium NMR spectra of Giy-[dJPhe-Phe and Gly-Phe-[d51Phe 
in the dehydrated crystals. 
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士の疎水性相互作用を強めて、固い分子構造を保っている。このため、

フェニル環の運動は強い制約を受けて、フリップ運動がない状態に保た

れると考えることができる。これに対して、水分子が脱離することによ

り、 2つのペプチドを結び付ける相互作用がなくなり、フェニル環付近

のパッキングが緩み、フェニル環の運動が起こりやすくなったものと考

えられる。インスリン結晶においてもPhe(B24)は近傍乃側鎖と接近して、

フェニル環やチロシン環同士で固い疎水性コアーを形成し、 B鎖のpター

ンと Fストランドの配向を安定化している。今回の重水素NMRの結果

から、 Phe・Pheフラグメント付近で強い疎水結合が形成される場合、こ

の付近では、非常に固い構造になることを示唆している。 Phe-Pheフラ

グメントがsubstance-Pやsomatostatinといった神経ペプチドに多く見られ

るのは、その立体構造の保持にPhe-Pheフラグメントが重要な役割を果

たしている可能性を示唆するものである。

Pheが2つ連続してつながったペプチドの結晶中で、フェニル環が

1 0 OoCの高温でも静止している例はまだ報告されておらず、このフラ

グメントの役割を理解するうえで興味深い口

Gly-[ds]Phe-Phe Gly-Phe-[ds]Phe 

Fig.3 Simulated deuterium NMR spectra of Gly-[ds]Pheやheand 
Gly-Phe-[dJPhe in the dehydrated crystals.. Numbers in 
parentheses indicate the relative intensity of ortho-and meta-
deuterons. 
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P56 ポリ (yーベツジルグルタメート〉ラセミ体の固体重水素NMR

北大工 ι 北津聡、平戸l'敏文、 I定耀1六

The Study of Raremic Poly(y-benzyl glutamate) by Solid State 211・NMR

" So Kita7awa、ToshifumiIliraoki， and Akihiro Tsutsumi 

fJcparfmel1f ofApf7!icd 1>11)川 C，¥'， f{okkaido ( /l1 i町内I~V， ルl/~戸川YJ ()(i(). 

Raccmic poly(y-bcnzyl gllltamatc)(PBO) has becn bclicvcd to form thc stacking of thc phcnyl 

rings in the solid state and the s!acking brcaks down at <ibovc 9()"C. Dellterillm NMR lineshape and 

T] werc mcaslIrcd to study the strllctllre and dynamiじsof side chains in the racemic PBO deutcrated 

111 y，ιand phcnyl ring positions， rcspectivcly. T] of racemic PBO comprises short T]S and long 

T] L componcnts for all samplcs. As T] s are almos! cqual to thc T] vallles 01' L form、T]Sand T1L 
can be attribll!cd to non-stacking and stacking rcsidues‘rcspcctively. About 70% 01' side chains 

participa!e in thc s!acking and this rraction dccreascs drastically at a transition tcmpcrature to 

accompany the start 01' large amplitudc motions. Phenyl rings undcrgo thc rapid 18(t llip-flop 

motion even below a transition tempcraturc. 

間体Ij1で寸f鎖がα-helix構造会とるpoly(y-benzylglutamat巴)(1'80)のラセミ体は、そのL休や

D休とはかなり異なった物性を示す。 SquircとEllio!らは、 α-hclixのscrcwscnseが瓦いに反対方向

の隣接するD休と L{本の側鎖のフ 1 エル環同士がlfIなり合って規則情造を形成するstackingモデ

ルをX線解析の結果から提唱した。!このstacking構造の崩壊に{lうと考えられる転移は90"C付

近で起こるの 2stacking状態でも{JtIJ鎖末端のフェエル環はかなりの程度の運動状態にあることが

I3C CP/MAS NMR法により明らかにされている。 1本研究では岡{本軍水素NMRの線形とスピン

緩和時間7'1を測定し、ラセミ PBG巾における側鎖の情造及び運動について検討した。

試半+i士側鎖のフェニル環の5個の水素を垂水素置換したPBLGとPsDGとのラセミ体

PBDLG-dS、(，N:メチレン基を量水素化したPBLGとPBDGとのラセミ休PBDLG-(，d2、及び判ILメ

チレン基を量水素化したPBLGとP8DGとのラセミ休PBDLGγd2で、ある。混合比はし、ずれι1:1

で、ある。

PBDLG-dS、-(，d2及び白yd2の7・lのI目度依存性をそれぞ"hFig.1、2及ひ3に示す。いずれの試

料も1'1i土2成分から成る。 PBDLG-(，d2と-yd2については短い成分の7'ISはそれぞ、れP8LG-(，d2と-

yd2の値とほぼ等しく、 T1Sと長い成分のT1Lはそれぞれ、 stackingしていない側鎖としている側

鎖に対応すると考えられる。 7114とT1Sの分不ーは室温から約90
0

Cまでほぼ一定で、両試料とも約

0.7: 0.3である。この値はSquireとElliotらのモデルから計算した値と一致する。 90
0

C付近で分率

は大きく変化し、 T1Sの割合が大きくなる。これはこの温度j或で似IJ~l~のstacking構造の崩壊が起

り、それまで束縛されていた側鎖が急に内部回転運動を始めるためと考えられる。 PBDLG-(，d2

キーワード:l詞休重水素NMR、ラセミ P8G、側鎖、 stacking構造

いきたざわ そう、 ひらおき としふみ、 つつみ あきひろ

のペ

u
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の場合には90"C以 l二で7'ILと7'ISの値はほぼ一致し単一成分となるのに対し、 PsDLG・.yd2の場合

は90"C以上でむ約10%のT1L成分が残っている。これはy位の運動には側鎖全体の大振幅の運動

に伴い、隣り合う側鎖の立体障宵による束縛が存在することを示唆している。

PBDLG-dSの7"1も2成分から成り、実I昆

から80"Cまで、は7'1の値はほとんど変化しない。

転移温度の90
0C付近で長い成分(t急にwi失し

120
0

C付近から再び2成分になる。 PBDLG-dS

の場合にはフエニル環のp{立の重水素はflip-

flop運動の影響を受けないため、 υ、m{¥[の4

つの重水素と分離して考える必要がある。解
凶 0.1 O

+
 

0
 

0
 

0
 

0
 0

 
0
 

析の結果、 21"cでは全フェニル環の 69%、 H 

70"Cでは約 100%が高速のflip-flop運動をして 0.01 

おり、 stackingしている側鎖のブェニル環は

転移j昆度以下でも既にi高速のflip-flop運動を

していることを示しているの
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P57 
固体重水素NMRによる αーラクトアノレプミン

分子表面のメチノレ基の運動

(北大・工、 Calgary大)0瀬川和哉、北津聡、平沖敏文、H.J. Vogel、堤耀広

Methyl Group Dynamics on the surface ofα-Lactalbumin by Solid State Deuterium N恥依

K. Segawa， S. Kitazawa， T. Hiraoki， H. J. Vogel*， and A. Tsutsumi 

Depαrtment of Applied Physics， Hokkaido University， 8α'Pporo 060.J，α'Pan andキDepαrtmentof
Biologicα1 Sciences， University ofCalg，αry， cαrlg，αry， Albertα， Canαdα. 

Solid-State 2H-NMR was used to investigate the dynamics oftwelve Iysyl and an N-terminal 
amino groups di-deuterio-methylated in bovine α-Lactalbumin. The temperature-dependence 
of the 2H-NMR line shape and T1 were employed to characterize the reorientation of methyl 
groups on the surface of the protein. The methyl groups rapidly reorient the three-fold jump 

about their C3 axis， and give the activation energy of 12 kJ/mo1. In addition， small-amplitude 
fast Iibrational motions ofthe C3 axis and slow motions in the side-chains contribute to the line 

shapes. The temperature-dependence of T1 shows the existence of the correlation time 
distribution， which reflects on the distribution of local environments. 

固体重水素NMRは特定の部位を重水素置換することで、その局所的な分子運動

を調べるのに有効な方法である。本研究では国体状態にある蛋白質分子表面の動的

挙動を調べるため、牛 α-Lactalbumin(α-Lac)の 12個のリジン側鎖末端と N末端のア

ミノ基を重水素ジメチル化してその分子運動を調べた。リジン側鎖は分子表面に位

置し、 1)この化学修飾により電荷数、酵素活性、高次構造は変わらないので、 2)導

入された大部分のメチル基は分子表面に露出していると考えられる。

牛 α-Lacのアミノ基の重水素ジメチノレ化は JentoftとDearbonの方法3)に従い D20

中で、行った。凍結乾燥試料の国体重水素NMRの測定は BrukerMSL・200(30.九位跡、

MSL-400 (61.4MHz)で行った。スベクトノレは四重極エコー法でもとめ、 90
0

パノレス

幅は MSL-200で1.5問、 MSL-400で3.1J.lsである。

Fig. 1に 2H-N恥1Rスベクトルの温度依存性を示す。・60
0
C以下では約 36kHzの四重

極分裂幅をもっ粉末平均スベクトルが観測され、アミノ基の窒素原子に結合してい

る2個のメチル基がそれぞれ C3軸のまわりを十分速く回転していることを示してい

る。この 36kHzの分裂幅は理論値 42kHzよりも少し小さく、 C3回転以外に C3軸自

身の小振幅の libration運動の存在を示している。昇温に伴い分裂幅は減少し line

shapeも大きく変化して、室温ではかなりブロードなスベクトノレを示す。これは、 C3

軸にら回転と Iibration以外に 10kHz程度の遅い運動が存在することを示唆している。

キーワード;固体重水素NMR、α，ラクトアルブミン、ジメチル化、リジン、アミノ基

。せがわ かづや、きたざわ そう、ひらおき としふみ、ハンス・J・ボーゲノレ、
つつみあきひろ
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Fig.2に 2Ii白川原スベクトノレの σ上成分の円の温度依存性を示す。 20
0Cから

ー70
0

Cまでほぼ直線的に変化する。 _20
0

C以下では σi成分と σ11成分の T1は異なり、

メチノレ基の C3回転が自由拡散ではなく 3-sitejumpであることを示している。 4)この

運動の活性化エネノレギ- E.は 11.6kJ/molであり、この値が poly(DL-valine)や poly

(L-leucine)の炭素原子に結合したメチル基の場合5)よりも大きいことから、窒素原子

に結合した 2個のメチノレ基の C3回転は炭素原子に結合した場合に比べ制限されてい

ることを示している。 Fig.2 の実線と破線はそれぞれ 30.7~佃z と 6 1.4~佃z でのメチ

ノレ基の T1の理論曲線を、 E.= 11.6 (kJ/moJ)を用いて単一の相関時間で計算したもの

である。 4)司 80
0C以下での実測値は理論曲線からずれているので、低温域ではメチノレ

基の C3回転の相関時間に分布が存在することを示唆している。

詳細な運動機構と T1の温度依存性の解析は講演で発表する予定である。

References. 
1) K. R. Acharya， et al.， J. Mol. Biol. 208，99 (1989) 
2) T. A. Gerken， Biochemistly 23，4688 (1984). 
3) N. Jentoft and D. G. Dearbon， J. Biol. Chem. 254，4359 (1979) 
4) D. A. Torchia and A. Szabo， J. Magn. Reson. 49， 107 (1982). 
5) M. A. Keniry， et al.， Biochemistry 23， 288 (1984). 
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P58 
国体重水素m偲法によるポリグリシンHの分子運動

(北大・工) 0平山智ns、北津聡、平沖敏文、堤耀広

Polyglycine II Dynamics by Solid State 2H-NMR 

OT. Hirayama， S. Kitazawa， T. Hiraoki， and A. Tsutsumi 
Department 01 Applied Physics， Hokkaido University， Sapporo 060 

In order to study the main chain dynamics of polyglycine II (PG ll)， we measured 2H-N 

恥1Rspectra of PG II deuterated in metylene groups. Axially symmetric powder line-sha 

pes are observed with the quadrupole splitting of about 116kHz in the temperature range 

of・60to 140oC. The quadrupole splittings are slightly smaller than that in rigid state， sh 

owing the presence of fast librations. The spin-lattice relaxation time decreases with incr 

easing temperatures. These results show that the C-2H bonds ofPG2 undergo small-am 

plitude fast librations 

ポリペプチド主鎖の規則構造のdynamicslこ関して、 α-helix構造については

poly(y-benzyl L-glutamate)で、調べられ、 N-2H軸にはペプチド面に垂直な小振幅の

librationが存在すると報告されている。 1)しかしながらその他の規則構造の

dynamicsの実験的研究はほとんどなされていない。ポリグリシン(PGll)は type

1 (f3-sheet)とtypell(31-helix)の2つの構造をとることが知られている。 α-helix構

造が分子内水素結合であるのに対し、 PGIlは六方品配列をしているポリペプチ

ド鎖同士がCO基とNH基との問で分子間水素結合した31-helix構造である。

本研究ではポリグリシンEの分子運動を調べるために、メチレン基を重水素化

したPGllの固体重水素NMRの測定を行い、スベクトノレの線形とスピンー格子

緩和時間 (T1) を検討した。

メチレン基が重水素化されたグリシンを用いてDPPA法によりポリグリシン

を合成した。これを飽和lLiBr水溶液に溶かし、多量の水に注いで沈殿させてPG

Hを得た。 2)type IIであることはIRと13CCPぶtlASm1Rスベクトルにより確認 1

した。 固体重水素m1R測定は、 BrukerMSL-200 (30.7恥但z)で行い、四重極エ

コー法を用いた。 T1の測定はinversion-recovery四重極エコー法及び、 saturation-

recovery四重極エコー法を用いた。

重水素N孔伎のスベクトルの温度依存性をFig.l に示す。 -60~140oCの温度域で、

線形は約116kHzの四重極分裂幅を持つ軸対称なスベクトルを示し、 PGllのC・

2H軸はかなり制限された運動状態にあることを示している。

Keyword:固体重水素m1R、ポリグリシンH、31・helix、dynamics、Iibration

。ひらやま ともあき、 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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Fig.2に四重極分裂幅企Vqの温度依存性を示す。温度上昇に伴い、 d.vqは僅かに減

少する。企Vqはrigid状態の値(128kHz)よりも少し小さく、速い小振幅のlibration

の存在を示している。スベクトルの積分強度は-600Cを基準にとると200Cで55%、

1400Cで37%になり、温度上昇に伴し、減少し、遅い運動の存在を示唆している。

T1の温度依存性をFig.3に示す。 0-1400Cの視度域で、視度を上げるに伴い，T1
は短くなる。 T1の値はOOCで、-7s、1400Cで-700msで、ある。

これらの測定結果は、ポリグリシン IIには小振幅の速い運動と遅い運動の2

つの運動が存在することを示している。これらの運動を定量的に検討するため

に線形シミュレーションを行い、ポスターに発表する予定である。

M.G. Usha， et al.， Biochemisfly， 30，3955(1991) 
A. Elliott and B.R.Malcolm， Trans. Faraday Soc.， 52， 528(1956) 2) 
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P59 垂水素選択励起交換NMR法によるガラス性結品の

超低速分子運動の研究。

京大理・余郷敦夫、 O久保厚、今城文雄、寺尾武彦

Slow molecular motions in a glassy crystal， CD3C6CIS studied by deuterium selective exicitation 

quadrupolar order exchange experiments. 

A. Yogo， A. Kubo， F. Imashiro， and T. Terao， 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University， Kyoto 606. 

百lesingle crystal D N恥1Rspectrum showed the three peaks at・66.40C.百lespec仕umcan be 

interpreted by assuming that the moleculc occupies the threc sitcs related by thc rotation around 

the pseudo-six fold蹴 is，with the populations 43， 31， and 26%. We determined血erates of白c

molecular reoricntations bctwecn these three sitcs by thc deuterium selectivc excitation 

quadrupolar order exchangc experimcnts for the various tempera旬resfrom・6SoCto・11OoC.

序:ガラス状態では分子運動の相関時間が非アーレニウス型の温度依存性を示したり、

分布をもつことが報告されている。[1 J近年、このような分子運動の相関時間の振

る舞いについて分子動力学等の方法で研究がなされている。 [2Jガラスは分子の並

進及び回転の自由度の両方に乱れがあるが、ガラス性結晶と呼ばれるものでは配向の

自由度のみが乱れた状態にある。したがって、ガラス性結晶のほうが理論的取り扱い

が容易となることが予想される。本研究ではガラス性結晶CD3C6Cl5について単結晶一重

水素NMR法により、分子運動を詳細に調べた。

実験:試料は重水素化トルエンを塩素化して合成した。ベンゼン溶液を冷蔵庫(約

7'C)でゆっくり蒸発させることにより1.5x4x30mmの単結晶を得た。重水素NMRの

実験はCMX300スペクトロメーターをもちい、共鳴周波数46.12MHzで行った。

結果:CD3C6ClSの単結晶重水素NMR.スペクトルは結品の長軸を静磁場に垂直に配向

させた時、 -50oC以下で3対(図 1a)、200C以上でl対のダブレットを示した。

これらの信号はこの分子が単結晶X線構造解析のなされている 1，2，4・Trchloro-3，5，6・

trimcthylbenzeneと同形の結晶構造 [3Jを有するとして説明できる。 3対の信号のそ

れぞれの信号強度から、メチル基は低温で擬6回軸まわりに3つの配向をそれぞれ2

6、31、43%の割合で占めていることが明らかとなった。また400Cから700C

の粉末試料のスペクトルは軸対称パターンとはならなかった。(図 1b) このことよ

り高温においてもこれら3つのサイトの占有率は等しくないことがわかった。

次に選択励起交換NMR法により低掘の3つのサイトの聞の交換運動の速度を決

定した。図2のパルス・シーケンスを用いた。 400凶の長さのガウシアン・ソフト・パ

ルスを用いてダブレットの信号の一方を照射し、四重極秩序を生成した。ダブレット

のどちらを照射するかにより生成する四重極秩序の符号が反転する。 SNを上げるた

めに 3つの選択パルスを用い、 3つダブレットについて(++ +)、 (十十一)、

(+一一)の符号の四重極秩序を生成した。交換時間、 tmの間だけ待った後、 (π(4)・ト

(π/2)・τのパルスでエコーを観測した。通常の2次元交換NMR法では長い測定時間を
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要するが、この方法では3時間で20個の異なる交換時間のデーターを収集できた。

-65oCから-1 100Cで選択励起交換NMRの測定を行った。

{o} 

.tngl・c，"y.tol

・66.4C 

{&} 

po曹d・F

"56.3 C 

E 
kHz 

Fig. 1百ledeuterium N乱1Rspcctra of CD3C6CI5 at・66.40C，single crystal (a) and at +56.30C， 

powder samplc (b). 
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[1] R. Bohmer， K. L. Ngai， C. A. Angell， and D. J. Plazek， J. Chem. Phys. 994201 (1993). 

[2] T. Odagaki， J. Matsui， and Y. Hiwatari， Phys. Rev. E， 49， 3150 (1994). 

[3] G. Charbonneau and J. Trotter， J. Cherri. Soc. A， 1967， 2032. 
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P60 Torchiaの方法と InversionRecovery法により測定した Tlについて

- Transient Nuclear Overhauser Effectの影響

物質工学工業技術研究所 0林繁信・上回貴洋

Spin-lattice relaxation times measured with Torchia' s and inversion recovery 

methods: Effect of transient nuclear Overhauser effect (National Institute of 

Materials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi and Takahiro Ueda 

13C spin-lattice relaxation times have been measured for kaolinite:dimethyl 

sulfoxide (DMSO) intercalation compound， adamantane and dimethylmalonic acid 

with both inversion recovery and Torchia' s methods. We found discrepancies in 

the TI values obtained with the two methods in methyl carbons of kaolinite:DMSO 

and dimethylmalonic acid， but not in adamantane. We discuss the origin of the 

discrepancies. 

間f本高分解能 NMRにおいて、 Torchiaの Tl測定法はたいへん有効であり、非常に長い

Tlでも測定することができる。 Tl測定法には他にいくつかの方法があるが、通常、異な

る方法で測定してわざわざ比べるということはしない。今回、 Torchiaの方法と Inversion

Recovery法とを同一試料に用いる機会があり、得られた Tlを比較したところ実験誤差を大

幅に超える相違を観測した。試料によっては非常によい一致を示し、その相違が試料に依

存していることがわかった。そこで、 2つの方法による Tlの測定結果を報告するとともに、

その相違の原因について検討を加えたい。

試料として、カオリナイト:ジメチルスルホキシド(DMSO)層間化合物、アダマンタン、

ジメチルマロン酸を取り上げた。 13Cの TI測定は、 ブルカ-MSL400及びASX200を用いた。

13 C核の共鳴周波数はそれぞれ 100.61MHz、 50.32MHzである。

Fig. 1に、カオリナイト :DMSOの緩和曲線を示した。 2つの非等価なメチル基のうちの高

周波数側のピークについてプロットした。 Inversionrecovery法では単一の指数関数的減

衰をみせ、 Tlは387msと見積られる。一方、 Torchiaの方法では、指数関数的減衰からわ

ずかにずれる。指数関数的に減衰しているとして Tlを見積ると 500msとなり、 2つの方法

で得られる TI値の棺逮は明らかに実験誤差を超えている。

Torchiaの方法でも Inversionrecovery法でもシグナルを取り込む聞は IHデカップリン

グを行なった。パルス照射における大きな遠いは、 クロスポーラリゼーション(c p )の

ためのミリ秒オーダーのパルスを照射するかどうかである。 CP D寺に試料が加熱されて

Tlが変化した可能性を調べるために、 コンタクト時間を変えて Tlの測定を行なった。わ

ずかな非指数関数的な挙動を無視して求めた TI値を Fig. 2に示した。 2つのメチル基のそ

れぞれの T1:を2つの測定周波数について求めた。 Inversionrecovery法(コンタクト時間

0の点)では 2つの測定周波数について得られた Tlは実験誤差の範囲内で一致した。 とこ

ろが、 Torchiaの方法で得られた Tlは系統的な変化を示さずぱらついた。 Tl値とコンタク

ト時間に何らの相関がないことから試料が加熱された可能性はない。

同様の現象が他の化合物でも観測されるかどうかを、アダマンタン(Torchiaの論文で用

いられた)とジメチルマロン酸について調べた。 Fig. 3にアダマンタンの 29.5ppmのシグ

ナルの緩和曲線を示した。 Inversionrecovery法、 Torchiaの方法とも単一の指数関数的減

スピンー絡子緩和時間、 Torchiaの方法、反転回復法、 13C NMR 

はやし しげのぷ うえだ たかひろ
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衰を示し、 Tlはそれぞれ2.92s、 2.89 sと非常によい一致を示した。 38.6ppmのシグナル

についても向様で両方法とも 1.66 sのTlを示した。 Fig. 4に示したジメチルマロン酸の

22.6 ppmのシグナルの緩和曲線は、 Inversionrecovery法で Tlが0.558sの指数関数的減

衰を示すのに対し、 Torchiaの方法では非指数関数的な減衰を示した。 tが小さい領域では

両方法で傾きが一致している。

Tlの相違が試料に依存していることから、装置的な問題ではなく試料の性質による現象

と考えられる。いずれもメチル基の 13Cにおいて相違が観測されているため、メチル基の

なんらかの性質が Tlの相違を生じる原因になっていると思われる。現時点では、

Transient Nuclear Overhauser Effectである可能性が高いと考えている。
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Fig. 1. Relaxation curve for the 44 
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measured at 100.61 MHz and at 294K. 
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P61 ェチレンアイオノマーにおけるエチレン鎖の構造と分子運動

(名工大 材料工学科)0吉水広明、辻田義治、木下降利

The Structure and Dynamlcs of Ethylene chalns In Ethylene-Ionomer 

Hiroaki YOSHIMIZU， Yoshiharu TSUJITA， and Takatoshi KINOSHITA 

Depa吋mentof Materials Science & Engineering， Nagoya Institute of Technology 

The high-resolution solid-state 13C NMR spectra of ethylene ionomers 

were measured in order to clarify the structure and molecular dynamics of 

the ionomers in more detail. The 13C spin-Iattice relaxation time of the 

crystalline region of ionomer was shorter than that of polyethylene. This 

finding is suggested that size of crystal in the ionmers were relatively small 

than that in polyethylene. Similar interpretations on the c叩stalsize of 

the ionomers were obtained from the discussion about 1H spin-di仔usion

with 1H spin-Iattice relaxation times in the laboratory and rotating frames. 

1)エチレンアイオノマ一はエチレン一メ夕クリル酸共重合体を金属イオンによつて呼

和したものである。中和されるに従いイオン会合体が形成され、諸物性が大きく変化

する。従って、イオン会合休の形成に伴いエチレン鎖の構造や分子運動性が変化する

のかを検討することは重要である。実際、我々は最近DSCを主に用いて、エチレンア

イオノマーには、熔融状態からの冷却過程で生成する結晶と冷却後室温で生成する結

品という生成過程のことなる2種類の結品が存在することを報告した1)。本研究ではエ

チレンーメタクリル酸共重合休及ひ'そのZn塩アイオノマーのマトリックス相の構造と

分子運動性を、固体高分解能13CNMR法を用いて検討した。

2)今回用いた試料は酸含量5.4mol%のエチレンーメタクリル酸共重合体(EMAA)及びそ

のZn塩(EMAA-0.9Zn:中和度は90%)及び低密度ポリエチレン(LDPE)である。国体高分

解能13CNMRスペクトルの測定はバリアン社製UNITY400 plus NMR分光計を用いて、

100.58 MHzにて行なった。試料回転速度は約4kHzであった。

3)Fig.1にEMAA及びEMAA・0.9Zn、LDPEの13CCP/MAS NMRスペクトルを示す。 31

及び33ppm付近にメチレン炭素由来の大きなピークが、 15及び47ppm付近にメチル

炭素及び四級炭素由来の小さなピークがそれぞれ観測されている。 2本のメチレン炭素

ピークは、ポリエチレンのデータを参考にして、低磁場側を結晶部に高磁場側を非品

部にそれぞれ帰属した。各ピークの化学シフト値は全試料とも同じで、結晶形の違い

キーワード:固体高分解能13CNMR、エチレンアイオノマ一、分子運動、緩和時間

よしみずひろあき、 つじた よ'しはる、 きのしたたかとし

qo 
q
3
 

9
白



はないものといえる。次にメチレン炭

素のスピンー格子緩和時間σ1C)の測定

を行なった。 Fig.2にピーク強度を回復

時間に対してプロットしたものを示す。

非品部は直線に減衰しているのに対し、

結品部は曲線を描いている。結晶部が

多成分減衰曲線を示す理由として、一

つには分子運動の分布が考えられる。

そしてこの分布には紡品サイズの分布

が寄与していると思われる。例えば小

さなサイズのものは全体が揺れるよう

な運動をし、これが核スピンの緩和挙

動に反映されているものと考えられる。

Table HこT1cのイ直をまとめた。ここで結

晶部については便宜上2成分解析で数値

を決定した。非品部のT1cは各試料とも

同程度の値であるのに対し、結品部の

T1cは、 LDPEのものは EMAA及び

EMAA・0.9Znのそれらよりも長く、これ

は、結晶サイズの違いを反映したもの

と考察される。そこで'EMAA-0.9Znを80

℃、78時間熱処理して、できるだけ系内

の結品を成長させた試料 (EMAA・

0.9Zn-ann)を調製し、 T1cを測定した。

結果はTableIに示しであるが、結品部

の値は未処理のものよりも長くなって

寸 TTT(τπγl'竹寸庁?了戸行γT柏 市TnπTπ0'1'門T勺

50 ~5 40 35 30 25 20 ppm 

ー 13Fig.1 ''-'c CP/MAS NMR spectra. 
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一-0--cryst. 
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Fig. 2 Peak intensity vs. recovery time. 

いる。さらに、 T人T1ρHの測定を行ない、 百 ble1 13C spin-Iattice relaxation times， T 1C， of LDPE， 

EMAA及びEMAA-0.9Znには十数λから 日 054MAA，and E・0.054MAA-0.90Zn

百λ程度のものが多く、熱処理を施す

と、そのサイズが増大することが指摘

された。一方、イオン会合体の存在が

エチレン鎖の運動性を著しく変化させ

てはいなかった。

文献 1)奥村久雄、吉水広明、武井美幸、

辻田義治、木下降利、第24@]中化

連講演予稿集pp.302 (1993) 

sample reglon T1C(S) 
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P62 一次元および二次元 13CNMR法による

高分子の結晶rirにおける分子運動解析

京大化研 O梶弘典・堀井文敬

lD and 2D 1:lC NMR. Ana.lyses of Molecula.r Motion 

in the CrystaUine Regioll for Polymers 

H. Kaji a.nd F'. TIorii 

Institute for Chellli仁川 Rese礼rch，Kyoto Ulliv.， Uji， Kyoto 611 

lD a.nd 2D l:IC NMR a.nalys何 ofthe crystalline-lloncrysta.llille strllcture a.nd 1l101ec-

ula.r lllotioll in thc crysta.llille I下宮ionha.ve been performed for isothermally crysta.llized 

polY-E-日 prol剖'1.one(PGL) a.nd poly( te1.ra.methylelle oxide) (PTMO). lic and l"2c anal-

yses reveal tha.t hoth PCL a.nd PTMO a.re composed of crysta.lline， interfacial， and 
rubbery amorphous componer巾 13Cchemi日 1shift a.ni日otropy(CSA) whose sha.pe is 

related to the molecula.r motion with the order of 103 Hz has been measured by 2D 

switching angle sa.mple spinning method for ea.ch carbon of PCL. The CSA spectrum 

for the ca.rbonyl ca.rbon of PCL thus obね ineda，]most a巴reewith the rigid CSA spectr1lll1 

even a.t 1"00111 tempera.ture. III cOlltra.st， CSA spc仁tr礼 forthe methylene ca.rbolls exhibit 

higher mobility. CSA spectra. of PTMO obta.illCd with 0仔~MAS aIso reveal the chara.c 

teristic molecula.r Illotion of thi日polymer.The ¥l11，ra slow molecul乱rmotion with a.bout 

1 Hz has a1so heen investi巳atcdhy the rneasuremeuts of 2D CSA excha.nge spectra. 

1.緒言

高分子の巨視的性質の多くは、主鎖の分子運動に密接に関係していると考えられている。したがっ

て、高分子の同体状態における分子運動を明らかにすることは、高性能高分子材料を設計する上で械

めて重要である。最近、ポリエチレン 1、ポリプロピレン人ポリオキシメチレン 3等の高分子につい

ては、結晶中の特徴的な分子運動が明らかにされつつある。本研究では、試料として等温結晶化した

ポリィーカプロラクトン (PCL)およびポリテトラメチレンオキシド (PTMO)を用い、メチレン連鎖

の分子運動に対するエステル悲およびエーテル酸素導入の影饗について調べることを目的とした。測

定手段としてはlDおよび 2D回休日CNMRを用い、 T1cおよび T2c測定、 2Dswitching angle 

sar叩 lespinning (2D SASS)法による各炭素に対する化学シフトの異方性 (CSA)の誤IJ定、および特

定の炭素原子に対する選択励起 SASS法4を月H、た 2DCSA交換スペクトルの測定を行った。 T1c
値は 108Hz程度の運動に、1DCSAスペクトルは 103IIz程度の運動に、また 2DCSA交換スペ

クトルは 1Hz程度の運動に関与している。したがって、これらの測定を組み合わせることにより、

様々な運動のモードおよび周波数をかなり正確に知ることができる。

2.実験

主と呈笠:PCLは、ユニチカ(株)から提供された試料 (MIl= 80，000)を 100
0

Cで 1時間溶融し、

500Cで 4日間等温結晶化させた。 PTMOは、 PolymerLahora.tories社製標準試料(1丸=66，000， 

キーワード:ポリ f カプロラクトン、ポリテトラメチレンオキシド、分子運動、

化学シフト異方性、同体二次元 NMR

かじひろのり、ほりいふみたか
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l白w/1白n= 1.04)を 65"cで 1時間溶融し、 20"Cで 6日間等祖結晶化させた。得られた試料の融点

は、 PCLが約 70
0

C、PTMOが約 42
0

Cであった。

2.2. NMR測定:13C NMR測定は、 .JEOL.JNM-GSX200分光計により、 4.7Tの静磁場下で行い、

2D SASSによる CSAおよび 2DCSA交換スペクトルの測定には、 DotyScientific， Inc.製 DAS

プローブを用いた。 TlCの測定には、 CPTlパルス系列を用い、選択励起には DANTEのパルス系

列を用いた。また、 SASSでは magicangleと 15
0

の聞で試料の回転軸の切り換えを行った。

3.結果および考察

3.1.結晶一非品構造の解析

まず、 PCLの結晶一非品構造を明ら

かにするために、定量的に金成分を反

映したスペクトルをt:lCの熱平ー衡磁化

を利用することにより測定した。得ら

れた室温における l:lCNMRスペクト

ルを図 1に示す。各炭素の帰属は溶液

の帰属に基づいて行った。また、結晶・

非品成分の帰属は 1¥cの測定により

決定した。結晶および非品ピークから

評価した TlCの値を表 1に示す。結晶

領域では、 C3および C5炭素の T1C

の値が大きく、 C4および C6炭素の

T1cの値が小さいことがわかる。これ

は、 1¥cの関与する 108Hz程度の主

鎖のねじれ運動が起っていること、お

よびその運動に節があることを反映し

ているものと推定される。非品成分に

対する 1icの値は、非品ピークを明確

に分離できた Cl，C6炭素に対しての

み記しであるが、結晶非品が分離で

きなかったその他の炭素に対しても、

非品成分の存荘が確認できた。 C6炭

素の非品成分に対する T1cは、バル

ク結品化ポリエチレン (BCPE)の非

品成分に対する値5 とほぼ一致してい

ることから、非品領域での運動性は、

BCPEの場合とそれほど変らないも

のと思われる。また、スピンエコー法

により T2cを測定した結果、メチレン

炭素の非品ピークには T2cが数 ms

および数十 μsの 2成分が存在する

ことが明らかになった。同様な 2成分

が BCPEでも認められる5ことから、

123456  
1of-CHrCHECH2CH2-CH2-ln 。

3 

C : CrystaJline Component 
1N N: No円ーCrystallineComponent 

SSB : Spinning Side Band 

4 
5 

2C 
2N 

180 160 1~0 120 100 80 60 ~O 20 

Fig. 1. Gat:ed decoupled/MAS 13C NMR spectruIll of 

solid PCL with a spinnillg ra.te of 2.5 kHz. 

Ta.blc 1. Values of T1c (s) for 間 .chca.rbon of PCL. 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 

Crystalline 128 138 140 114 ]59 111 

Noncrystallinc 3.27 0.24 

1 2 
[-O-CH2-CH2-CH2-CH2-1n 

1C 

2C品

川 2N

SSB 

PPM 
To一寸

90 日o 70 60 50 40 30 20 10 

BCPEの場合と同様 T2cの長い成分 Fig. 2. CP /MAS 13C NMR spectrum of solid PTMO 

をゴム状無定形成分、 1"2cの短い成分 with a spinlling rate of 2 kHz. 

を界而成分に帰属できる。

図 2には PTMOの室温における CP/MASスペクトルを示す。 PTMOの T1Cの値は、すでに
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報告されている6ように Cl炭素、 C2炭素ともに結晶成分については 209s、非品成分については約

0.15 sであり、 108 I1z程度の運動性については PCLのメチレン炭素とそれほど変わらないことが

わかる。また、 PTMOについても数 msおよび数卜仰の 2成分の 120が認められることから、ゴ

ム状無定形成分および界首i成分の存在が明らかになっている。
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3.2. 2D SASSによる CSAの測定
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13C CSA spectrum of the crysta.lline component in 

solid PTMO. (a.) room tempera.ture， (b) -90 "C a.nd 

(c) -110 oC. The spinning a.時leis 49.60 
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は、窒視では軸対祢に近いスペクトルで

あるが、 PCLの C6炭素よりも線隔が

広く、運動性が低いことがわかる。 140

OCでは σ11 と σ22 の違いに基づくショ

ルダーが現われること、および線l隔の広

がりからlO:lJIz程度の運動はほぼ凍結

していると考えられる。一方、 PTMO 

の C2炭素は 140
0

Cにおいてさえ等方

スペクトルである。これは、 PCLに対

しては C3，C4，C5炭素の分子鎖刺l方向

を平均化するような分子運動がある穣度

制限されていることと比べて、 PTMO 

ではこの分子運動がかなり活発であるこ

とを示す。

今後、主軸の帰属を明確にするととも

に、 f氏混測定によって得られる剛政粉末

図を基にしたコンビューターシミュレー

ションを行うことにより、これらのメチ

レンの運動についてさらに詳細に検討す

る予定である。

3.3. 2D CSA交換スペクトルの測定

PCLについて、さらに低迷の分子運

動を C1および C6炭素の結晶成分に対

する 2DCSA交換スペクトルの測定に

より検討した。 mixingtil1lE'は 18とし

た。図 5に室温での C6炭素の測定結果

を示す。対角線上にlDCSAスペクト

ルが認められるが、分子の再配列に起因

する交差ピークは存在していないように

思われる。 103IIz程度の運動が凍結さ

れている C1炭素に対しでも同様の結果

ppm 

" ~ ~ . ~ ~ 

Fig. 5. S('I刊 tivcexcitation 2D CSA exchange spectrulll 

for the CG carbon of soild PCL with a. spinning 

r礼teof 3.8 kIIz. 

80 

80 フo 65 75 60 

Fig.6. 2D CSA E'xcha.nge spectrum for the C1 ca.rhon 

of soild PTMO with孔 spinningra.tc of 2 kIIz. 

が得られた。したがって、 PCLに関し Thc spinning angle is 49.60 
• 

ては、 2D交換スペクトルの形状に影響

を及ぼす 1Hz穆度の超低速運動は、室視では起こっていないように思われる。また、 PTMOにつ

いては室温で C1炭素に対して測定を行った(図的。 mixingtimeをlOsとしたが、この場合も明

確な交差ピークが出現していないことがわかる。
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P63 
国体高分解能13CNMRによるポリジアセチレンの研究

モノマーの固体内での運動性と固相重合およびポリマーの構造緩和

(物質研) 0早水紀久子、柳沢肱松田宏雄

(東北大・反応研)岡田修司、中西八郎

(戸田工業)土井孝紀

High-Resolution Solid-State 13C NMR Spec甘aof Polydiacetylenes 

Molecular Motions of Monomers related with Solid-State Polymerization and出e

Structural Relaxation of the Polymers 

K.Hayamizu， M.Yanagisawa and H.Matuda(NIMC)， 

S.Okada and H.Nakanishi(Tohoku Univ.) and T.Toi(Todakogyo) 

Polyacetylenes synthesized from octatetrayns (4A) were studied by high resolution回 lid-

state 13CNMR spectra and found that the alignment and mobility of the monomers are 

important ωform the polymers in the solid state in the scheme of 1，4・polymerization.The 

polymers experience long-term structural relaxation after the pυlymerization. 

ポリジアセチレン (PDA)は一般には共役アセチレン(ジイン、 2A)固体を光照射、 γ線照

射あるいは加熱によって合成される特異なポリマーであり、共役系が大きいことから大きな三次の

非線形光学特性をもつために注目されている。国相重合するモノマーには特殊な構造が必要である

ことが知られており、結晶学的な研究からアセチレン結合を中心に分子が配列している。そのため

に側鎖として水素結合が可能な構造、アルキル長鎖、ベンゼン環の分子間相互作用が仮定できる構

造のものに限ら才L、側鎖のタイプとしては約 10種類ほどが報告されている。我々は共役系を大き

くする目的でアセチレン結合が4個共役しているオクタテトライン (4A)をモノマーとして閤相

重合の研究を行っている。イじ学構造と分子内運動を固体高分解能13CNMRスベクトルによって詳

細に研究したので、モノマー構造とポリマーの時閣総邑に伴う構造変イじを報告する。本研究では主

にウレタン結合を含む側鎖をもっPDAでメチレンの数の相違によるモノマーとポリマーの構造に

ついて述べる。この系においてはモノマーにおいては分子閣の水素結合、ポリマーにおいては分子

内での側鎖閣の水素結合が仮定できる。

実験

国体高分解能13CNMRスベクトルは JEOL・GSH200測定し、 lHの90。パルス幅4.5問、

ポリジアセチレン、固相重合、構造緩和、 13CNMR

はやみず きくこ、 ゃなぎさわ まさる、 まつだひろお、 おかだ しようじ、 なかにし

はちろう、 どいたかのり
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MAS速度4.5KHzである。測定は CPMAS法、シングル励起法 (SEMAS)、および双極子デ

フェージング法 (CPMASIDD)を組み合わせて行った。溶液状態のスペクトルをスベクトルデータ

ベースシステム (SDBS)によって帰属し、これに基づいてモノマー固体のスベクトルを帰属した。

またポリマーの13CNMRの帰属は側鎖部分はモノマーに準じて行ったが、部分的にピーク位置の

入れ替わることもあったので、 SEMASや CPMASIDDなどを併用して決定した。

結果と考察

4Aの構造と重合即志のスキームとモノマー構造を下図に示す。間相重合は 1，4一位で起こりこ

のスキームは我々の共役アセチレンイじ合物の場合には共通である。第1段階自の反応は Y線照射、-

光照射、加熱などで起こり、第2段階は熱重合が一般的である。アルキル長鎖をもっヘキサイン化

合物 (14・6A)は室温で反応が進行するので 1992年の本討論会で固体13CNMRスベクトルを

発表している。

図に示しであるが、 4BCMU-4Aと5BCMU司4Aではアセチレン結合とウレタン結合の間のメチレ

ン数が4と5の違いであり、 5ECMU・4Aと5BCMU・4Aでは末端がプチルであるかエチルであるか

の相違であるが、モノマー固体の13CNMRスベクトルの比較から水素結合による構造の配列の違

いがみられる。4BCMU・4Aではモノマーのアセチレンシグナルは複雑に分裂して水素結合が均一で

ないことを示唆している。一方 5BCMU-4Aは均一な構造になっていると同時に固体他に伴う低磁

場シフトがみられる。また 5ECMU-4Aは一部のシグナルはダプレヅトに分裂しているが、室温で

固相反応が進行し生成したポリマーの均一性は良好である。一方 413CMU-4Aでは固相反応後に年

単位で構造が変化することが固体高分解能13CNMRで繰り返し測定することによって明らかにな

った。ポリマーの構造を詳細に研究しているうちに、国相重合で得られるポリマーはモノマーの構

造が大きく影響していることがわかった。新規ポリジアセチレンの合成を目指して類似佑合物の合

成が試みられているが、必ずしも成功していない。結晶解析からモノマー配列の重要性は示されて

いるが、同時に13CNMRの研究からモノマーの運動性も重要な要因になることを明らかにできた。
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P64 1 2ーヘテロポリ化合物中に吸収されたメタノールの運動と反応

0石丸臣一、池田龍一、中村亘男*
筑波大化・阪大理*

Solid State NMR Study of Dynamics and Reaction of Methanol Molecule 

Absorbed in 12-Heteropoly Compounds 

Dynamics and reaction of methanol molecule absorbed in trisodium 12-
molybdophosphate (Na3PMo12040) were studied by solid state 1H， 2H， 13C， 
and 31p NMR broadband and CPMAS spectra. lt was found that there 
are two types of methanol moleculcs. One type is highly mobile and 
the other is fixed its c-o bond direction. The 2H line shape of 
Na3PM012040.6CH30D and 13C and 1H chemical shift of Na3PM012040.9CH30H 

showed that the electron transfer from methanol molecule to the hetero 

poly anion occurrs even at room temperature. Dimethylether and ester 
of methanol and heteropoly anion were detected by 13C CPMAS measurement 

in the sample after heating up to 200.C . 

12-ヘテロポリ酸及びその塩は、様々な有機反応に対し、高い触媒活性を
持っており、工業的にも実用化されている物質である。特に、水溶性の塩につ
いては、その結品中に極性有機分子をゲストとして大量に取り込むことができ
ることがわかっており、物性的にも興味深い物質である。しかしながら、吸収
された分子の挙動についての詳しい研究はあまりなされおらず、その触媒機構
には未だ不明な点が多い。我々は以前、最も単純な系として 12ーモリプドリ
ン酸ナトリウムの水和物を取り上げ、水和数の違いによって水分子の運動状態
が大きく変化することを報告した[1 J。今回、我々はより実用化されている触
媒反応に近い系として、 12ーモリプドリン酸ナトリウムにメタノールを吸収
させたもの (Na3PM012040.nCH30H) について、結晶中でのメタノール分子の運
動と反応を固体状態での lH，2H， 13C，及び、 31pのNMRスペクトルを用い
て調べた結果を報告する。 試料は、 12ーモリブドリン酸ナトリウムのメタ
ノール溶液を減圧溜去することによって得た。メタノールの吸収量n は、重量
法によって決定した。 NMR測定は、 Bruker社製 MSL-200及び MSL-300 システ
ムを用いて行った。

図 1に Na3PM012040.6CD30Dの2HNMRスペクトルの温度変化の様子を示す。
238K以上では、等方的な回転運動をしていることを表わす中央の鋭いピークと、
幅の広い成分の 2種類の成分が観測された。このこつの成分は、温度の変化と
共にその強度比が変化していき、 137Kでは外側の幅の広い成分のみが観測され
た。線形の解析から、この幅の広い成分は C-O結合周りに一軸回転しているメ
チル基に帰属された。一方、 Na3PM012040.6CH30Dの低温での 2HNMRスペクト
ルは複雑な線形を示し、メタノール分子の単純な運動では説明できない。この
ことは、ヒドロキシル基の電子状態が freeのメタノールとは異なった状態に
あることを示している。

次に、上の結果に基づき実際の反応を調べるために 1H，13C， 31pの広幅及び
MAS NMRスペクトルの測定を行った。図 2は Na3PM012040.9CH30H と、これを
テフロンの密閉容器中 200.Cで約 1時間加熱した後の試料の 13CCPMASスペ
クトルである。加熱前の試料の 13C化学シフトの値、 52ppmは液体のメタノー

キーワード: CPMAS， DNMR，ヘテロポリ化合物，分子運動，触媒反応

0いしまる しんいち・いけだ りゅういち・なかむら のぷお
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ルについて報告されている値47.lppm に比べて低磁場シフトしており、炭素核
の周りの電子密度が低くなっていることを示している。この傾向は、官のスペ
クトルに対してさらに顕著にあらわれていた。一方、 2000 C加熱後の試料では、
51ppm および 60ppm付近に帽の広いピークが、 74ppm付近に非常に帽の広いピ
ークが観測された。 51ppm のピークは加熱前のメタノールの 1aC化学シフトと
一致しており、未反応のメタノールと考えられる。また、 60ppm と 74ppm付近
のピークは、化学シフトの値からそれぞれ反応生成物であるジメチルエーテル
および中間生成物と考えられるモリプドリン酸イオンとメタノールのエステル
状態の化学種に帰属した。試料の外観は、加熱前には鮮やかな黄色だったもの
が加熱後には、モリフドリン酸イオンが還元されたことを示す濃青色に変わっ
ていたこと、および加熱前後での a1pの化学シフトの変化から、室温でもアニ
オンの強い酸化力がメタノール分子の電子状態に影響を与え、反応に対する触
媒作用を担っていると考えられる。
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P65 柔粘性結晶司N02における 15NNMRと分子運動

(筑波大化)0本多向・池田龍一・石丸臣一

Ionic Dynamics in Plastic Crystal TlN02 Studied by 15N NMR 

OHisashi Honda， Ryuichi Ikeda， Shin'ichi Ishimaru 
Departm巴ntof Chemistry， University of Tsukuba 

15... "_."'r"'OO '" .... _15 
The temperature dependences of . ~N NMR T1 and spectra in solid 11' ~N02 forming a plastic 

phぉe above room temperature as observed in MN02(M=K，Rb，Cs)， were measured to reveal ionic 

d戸lamics.τneobserved results were shown in Figs. 1 and 2. In the low-temperature phase obtained below 
15 

282.4K， a T1 minimum of '"N was observed at 210K Around the same temperature， a T1 minimum of 11 

NMR has been reported(1).百1ereminima αn be attributed to a motion of N02 ions， which has been 
1 _ 15 

shown 10 have activalion energy of 13.9kJmol 刀le--N NMR speclra exhibited伽 eedifferenl principal 

components of chemical shift ten鈎 rin the whole temperature range of the low-temperature phase sludied. 

In the high-temperature phaseσlぉticPhase)， a narrowed sh叫 spectrumwas observed， indiαting the 

existence of isotropic reorientation of N02 ions whose activation energy was determined to be 7.5kJ 
-1 _ 15 

mol 企om'"N T1. 

我々は、これまで室温以上で柔粘性結品相を形成することが知られているアルカ

リ金属亜硝酸塩(MN02; M=K， Rb， Cs)について、 NMR測定を行い、相転移点におけ

るN02-イオンの運動の変化について研究してきた。今回取り上げた化合物百N02も

上記化合物同様、固相の最高温相が柔粘性結晶相(282.4K--465K)である。熱容量の

測定により、固相関の転移において、大きな転移のエントロピ--(23.8JK-
1
mol-1)、

および転移点の低温側に約100Kの広がりを持つ熱容量曲線のテイルが観測されてい
る[2]0 このことからN02-イオンの運動の自由度が温度上昇と共に大きく変化する
ことが期待される。本研究では、核スピンが1/2である 15Nを導入した百15N02を合

成し、 15N NMR のT1とスペクトルの温度変化を測定し、化学シフト異方性の温度

依存性から分子運動に関する情報を得ることを試みた。

測定には Bruker社製 MSL-300(7.05乃を用い、飽和回復法により測定周波数
30.42MHzIこおいて 15NのT1を求めた。磁化回復曲線は測定温度範囲(140K--340悶内

で指数関数的に減少した。 T1の温度変化をFig. 11こ示す。 Fig. 21こ各温度でのスペク

トルを示す。 15Nの化学シフトの標準は、 4.5M1 5NH4N03の3N塩酸溶液を用いた

(δr=-354ppm)。

E相(<282.4K)について
E相で誘電分散の異常、およびTl核の T1極小が観測されている。 15N NMR Tl測

定により、 Fig.1に示すように210Kに極小が観測された。百の Tl極小(測定周波数

34.613MHz)が220Kに観測されているので、 Tlと15Nのれ極小は同じN02-イオンの

運動によるものと予想される。化学シフトの異方性による緩和を仮定してい)，(2)式

を用いて実測値のフィッテングを行った。
Tl-1 =Cω2τ(1+ω 2 T 2)ー1 (D 

τ=τoexp(晶/RT) (2) 

1 5_ _ _ .. _ _ __ __ ~ 1 5 

Key Words: . vN Solid NMR T1， . vN Solid NMR Spectra， Plastic Phase， Chemical Shift Anisotropy 

0ほんだひさし、いけだりゅういち、いしまるしんいち
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フィッテンクa結果をFig.1に示す。得られた活性化エネルギーは、 13.9kJmol-
1となっ

た。誘電分散、百のNMR Tl測定から求められている活性化エネルギーは、それぞ

れ18kJmol-1 [2]、17kJmol-
1
[1]である。またFig.2に示すように、異なった三つの主値

の化学シフトテンソル成分を持ったスペクトルがH相で得られ、その線形は Tl極小

の高温側、低温側で変化しなかった。線幅は温度上昇に伴い減少する傾向が見られ
た。以上の結果より、 E相では電気双極子モーメントの方向が大きく変化するが、
化学シフトの異方性の変化が小さい運動が存在していることが明らかになった。

I相(282.4K<T<465K)について
I相では、すでに報告したK塩、 Rb塩、 α塩と同様に液体なみの鋭い一本のスペ

クトルが観測された。これは I相でN02イオンの等方回転が存在していることを示

している。またれの温度変化の傾きから活性化エネルギー、 7.5kJmol-
1
が(1)，(2)式よ

り得られた。同じ温度領域でηのTlが観測されており、その温度変化から自己拡散

の活性化エネルギーとして47kJmol-1が報告されている [1]。一方、 KN02の場合、柔

粘性結晶相で15N核はN02イオンの等方回転により緩和しており、その活性化エネ

ルギーの値が9.6kJmol-
1である [3]ことから、今回の測定で得られた7.5kJmol-1は

N02-イオンの等方回転の活性化エネルギーであると考えられる。

[l]Y. Furukawa and H. Kiriyama， Chem. Ph)管'.Lε除Iミ93，617(1982).

[2]K.. Moriya， T. Matsuo， H. Suga， and S. Seki，印em.Letters， 1427(1977). 

[3]M. Kenmo包u，H. Honda， H. Ohki， R. lkeda， T. Erata， A. Tasaki， and Y. Furukawa， Z.泊加劫'IS，仇 49民

247(1994). 
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Solid-state 23Na and 13C N恥fRInvestigations on Fullerene Anion 
Radical Salts: NaxC60(THF)y 

Hiroshi MOriyama1， Hayao KObayashi1， Shigenobu Hayashi2， Akiko KObayashi3， 

Tokuko Watanabe4， Jay Shore5， Andrew C. Kolbert5， Alexander Pines5 

1 Department of Chemis位y，Faculty of Science， Toho University， 

2 Nationa1 Institute of Materials and Chemica1 Research 

3 Department of Chemistry， FacuIty of Science，百leUniversity of Tokyo 

4 Department of Chemistry， Tokyo University of Marine Science 

5 Department of Chemis甘y，University of Califomia， Berkeley 

The facile and simple wet-chemical synthesis of single crystals of alkali-m巴taldoped 

fullerenes was developed by means of diffusion in organic admixed solvents of C60 in 

chlorobenzene and alkali-metal tetraphenylborate inτ'HF. The single-crystals MxC60ぐrnF)y

(M=Na， K) possess a hexagonal unit cell and ESR spectra showed the existence of a typical 

broad signal due to the C60 anion radical. The solid-state 23Na and 13C solid-state NMR on 

NaxC60(THF)y gave a singlet signal， O = -6.9 ppm and O = 158 ppm (in addition to two 

signa1s O = 81.7 and 41.0 ppm from THF)， respectively， which also revealed the homogeneity 

of the single crystal. Although the compounds are very conducting (ca. 50 Scm-1 at r∞m 

temperature)， no significant chemical shifts (Knight shifts) have been observed in both spec位a.

The Tl value of 13C nuclei of C60 anion radical was shortened to be 166 ms. 

23Na NMR， 13C NMR， Fullerene， C60， anion radical， single-crystal， conducting material， 

T1 

もりやまひろし、こばやしはやお、はやししげのぶ、こばやしあきこ、わたなべ

とくこ、ジェイ・ショ一、アンドリュ・コルベルト、アレクサンダー・パインス
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The discovery of fullerene and the superconductivity of alkaIi metal doped C60 has 

provoked greatinterest in these novel carbon cluster compounds. 1) Ful1erene anion radicals 

play an important role in fullerene based superconductivity. However， in spite of the recent 

rush of pubIications， unavoidable inhomogeneity and extreme instability of doped C60 has 

hampered complete characterization of the nature of fullerene superconductivity， and little is 

known about the molecular and electronic structure of the material mainly dl1P> to the lack of 

the single-crystal data. While tTying to synthesize single crystals of fullerene anion radicals as 

p訂 tof an investigation of novel superconductivity， we found that rather stable single crystals 

of the C60 anion radical of bulky cation， PPN+ (N[P(C6HS)3]2+) salts，2) were obtained by 

electrocrystallization. Considering the electron-withdrawing nature of C60， alkaIi metal 

tetraphenylborate is suitable for the source of alkali metal in the synthesis of doped fulleride in 

homogeneous solution phase. It should be noted that B(C6HS)4・isrecognized as a typical 

non-coordinating anion， which in turn should accelerate the release of alkaIi metals with its 

concomitant reduction in solution. We observed first that the dropwise addition of 

chlorobenzene solution of C60 to the THF solution of NaB(C6HS)4 caused a sudden fade out 

of the magenta color and simultaneous production of a dark-brown precipitate. In the Iight of 

this observation， we tried to produce a single-crystal of this material. In a typical preparation， 

NaB(C6HS)4 dissolved in degassed THF was added dropwise on to the purified C60 set in a 

diffusion-type glass cel1 by dissolving it in chlorobenzene under nitrogen. The mixture， 

without agitation， was stored at room temperature in the dark. After one day black needle-like 

crystals began to grow at the interface of the two solutions (C6HSC11 TH町.At the end of the 

reaction (ca. 2 weeks) the magenta color had disappeared completely， as the interface of the 

solutions disappeared gradually， and black lustrous needle-like single-crystals of 

NaxC60(τ1IF)y were isolated in su中risinglyhigh yield (ca. 80 % ! for NaxC60(THF)y). 

Our very simple method for 

synthesizing alkali-metal doped fullerene 

is based on the idea that the alkaIi metal 

cation is coordinated in the form of a 

contact ion pair in homogeneous solution 

phase. We have recently reported the 

electrocrystallizing formation of a new 

metallic compound， NaxC60(THF)y3) 

from a electrocrystallization technique in 

similar solutions. The scaiming electron 

micrograph of single-crystals NaxC60・

(THF)y shows clearly the shape of the 

crystalline compound (Figu陀 1).

Fig. 1. SEM of single-crystal NaxC60(百-IF)y
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Solid幽 stateNMR spectra were measured at 105.8 MHz for 23Na NMR and 100.6 MHZ 

for 13 C NMR.百leincorporation of THF as crystalline solvent was clearly confirmed by the 

solid-statc 13C C町MASNMR spcctroscopy， in which two peaks at o = 81.7 and 41.0 ppm 

from THF， in addition to the 13C signal (o = 158.0 ppm) of C60 anion radical， were clearly 

observed. The T1 value of 13C nuclei of C60 anion radical， measured to be 166 ms， is shorter 

in comparison to that of ncutral C60・ Asingle・crystalof NaxC60(四 F)yisolated under an 

inert atmospherc indicated a metallic conductivity (ca. 50 Scm-1) at room temperature. A 

sharp increase in thc conductivity， as much as one ordcr of magnitude， was observed at ca. 170 

K.刊csignificant differencc between our compound NaxC60(THF)y and rccently reported 

NaC60(THF)5 4) is the results of the solid-state NMR spectroscopy. Although the g-factor 

(g=1.999， 企Hpp=ca.35Hz) of the broad ESR signal ascribable to C60・・ at room temperature 

is fairly similar and the phase-transition below 200 K have been obscrved in both cases， 23Na 

13C -CP/MAS 

13C -MAS 

一一ム一一---，，--_.I

250 200 

158.0 

150 

41.0 

81. 7 

州側l

100 50 

Fig. 2. Solid-state 13C NMR of NaxC60(百 IF)y
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Fig. 3. Solid-state 23Na NMR of NaxC60(THF)y 

MAS NMR spectrum of NaC60(THF)5 suggested at Icast two different sitcs (o = -23 and + 9 

ppm) in thc crystal， 4) whereas only one rather sharp singlet signal at o = -6.9 ppm was 

obscrved for our NaxC60(THF)y. Furthermore， the chemical shift differences are significant 

not only for 23Na NMR， but also for 13C NMR (o = 158 ppm for NaxC60(四町yand o = 

188 ppm for NaC60(THF)5). The most striking fcature is that the both 23Na and 13C 

chemical shifts of NaxC60(THF)y dcmonstratcd no strong paramagnetic shifts (Knight shifts) 

in spite of the high conductivity of the compound. 百lCcompound is quite unstable， as the 

conductivity should bc easily lost undcr atmosphcrc. It was found that the compound easily 

decomposcs partly to give neutral C60 within approximatcly one month even under nitrogen. 
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13C CP/MAS， lH MAS， and zH NMR measurements on various transition 

metal (Ni， Co， Ru) carbonyl clusters containing interstitial H/D were 

performed in order to investigate CO/H mobility in these anion clusters in 

the solid state. Sharp and strong 13C signals of CO groups were detected 

only in Ni lZ-HZ cluster， (NEt4)z[NilZ(CO)ZlHZ]' whereas no CO signals in 

PPN[C06(CO)lSH] and PPN[Ru6(CO)18H]. In this report， we will discuss 1) the 

site symmetry of hydride， 2) possible migration of CO/H in the metal 

cluster， and 3) packing of cations and anions in the crystalline lattice in 

relation to the cross polarization between 13C and lH. 

遷移金属カルボニルクラスター化合物中のカルボニル基やヒドリドは、水素化触媒

機能と関連して注目されており、 NMRによる溶液中での配位状態や運動状態の研究が

盛んに行われている。これらの化合物におけるlHの化学シフトは+23.......“ 20ppmの広

い範囲に分布しており、水素が金属クラスター内部に配位しているのか、外面に配位

しているのかが論争の中心になっている(クラスター化合物以外の通常の錯体の場合、

ヒドリド信号は高磁場に現われる)。低温中性子回折によると、 (PPN)z[OS10H4(CO)Z4] 

の4個のヒドリドは金属クラスター外面に配位している10一方、 DuerとWalesは、

Ru6-HとC06-HクラスターのlH低磁場シフトを理論的に解析し、 Hは正八面体内部に配

位していると結論づけている三本研究では、中性子園折で結晶内のH位置が決められ

ている化合物を取り上げ、 lHMASおよび13CCP/MAS NMR (MSL200)を測定し、溶

液中でのカルボニル基やヒドリドの配位状態、運動状態と比較検討した三

CP/MAS，遷移金属カルボニルクラスター，ヒドリド，配位子の運動，結晶構造

0えぐちたろう、なかやまひろかず、みやぎけい、なかむらのぶお、ブライアンヒートン、

エンスナーリング、ジュリアーノロンゴ一二
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得られた1H/
2
H化学シフトをTable1に示す。 PPN[Ru6(CO)lSH]および (NEt4)Z

[Ni lZ(CO)ZlH2]では溶液中の値とほぼ一致し、 PPN[C06(CO)lSH]の場合だけ溶液中の

値から大きくずれている。また、 HをDで置換した化合物のZH共鳴は、 RucO、C06-O

クラスターでは核のまわりの電場勾配が非常に小さい場合の線形を与え、線幅はそれ

ぞれ1.0と5.4kHzであったが、 Ni12-O2クラスターではZHの信号は観測できなかった。

結晶構造を調べると、 Ru6-H，C06-H， Ni 1Z-HZクラスターの順に、ヒドリドを内包した

八面体のひずみが大きくなっており (Fig.1)、それに伴い国体の1H化学シフトの位置が

低磁場から高磁場へと変化する。したがって、 lH化学シフトの値だけではヒドリドが

金属クラスター内部に配位しているのか、外面に配位しているのかは決定できない。

C06-Hクラスターの場合だけ溶液と面体とでlH化学シフトに大きな違いが生じる原因

としては、 C06八面体の対称性の変化、あるいは、 HやCOが運動していることによる平

均化などが考えられる。

Table 1.δCH/2H) for the hydride resonances of transition metal 

carbonyl clusters in solution and the solid state 

Cluster Cation δCH/泊)/ppm

solution( T;oC) solid( 25 OC) 

[C~(CO)l sH] PPN+ +23.2(-70) +1 

[Ru6(CO)lSH] PPN+ + 16.4( 40) + 15.5 

[Ru6(CO)lS0] Ph
4
As+ +18.5::i1 

[Ni1Z<CO)ZlHZ] 2 (NEt4)/+ 国 18.3(40) ー19.9

[Ni1Z<CO)Zlト1]子 (Ph4P)3
3+ ー24.4(40)

Fig. 1. Structure of the C06-H and Ni lZ-H z Clusters 

as Oetermined by the Neutron Oiffractions 4，5 
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13C CP IMAS NMRの結果をFig.21こ示す。 Ru6-HとC06-Hクラスターの場合 (a，b)、

陽イオンのPPNによる信号しか観測できなかった。これらの物質ではカルボニル基の

13Cと1Hの聞のcrosspolarizationがほとんど起こらないことがわかる。

一方、 Ni11クラスターの場合、陽イオンのエチル基によるピーク(7.6，54.0ppm)1こ

加えて、 COによるピークが明瞭に観測された。とくに、 Ni1Z-Hz~ヒ合物(Fig. 1参照)で

はスペクトル強度も強く (c)、190(Ti:189.3)， 198 (To:196.0)， 222 (Bo:219.3)， 

240 (Bi:239.9)， 246 ppmlこ5本のピークが現われる(d)。かっこ内には-81Ocの溶液

のスペクトルの帰属， T : terminal， B: bridge， i : inner layer， 0: outer layer， 

と化学シフトの値を示したヘ 246ppmのピーク以外はよく一致しており、金属クラ

スター表面でのCO基のexchange(terminal-bridge) などは起こっていないことが

わかる。この246ppmのピークは溶液中では観測されておらず、 Ni1z-Hzクラスター

のinnerlayerのbridging-COが結品中で非等価になる可能性を示唆している。

ヒドリドが1個少ないNi1Z-H化合物， TMBA3[Ni 1Z(CO)21H]，の場合、溶液のスペクト

ルにはNi1Z-Hz化合物と同様に目800Cで4本のピークが現われる。もしヒドリドの位置

カ~inner layerをはさんだ二つの八面体サイト(Fig.1 :・)の一方に片寄っているとす

れば、上下のouterlayerのカルボニル基が非等価になるのでピークは4本以上現われ

るはずである。溶液試料の低温における実験結果はヒドリドが二つのサイトに等しく

分布する(運動する)として解釈されている。温度を上げると、 Ni1Z-Hクラスターの

outer layerのterminal-COとbridging-COの聞のexchangeがNMRの時間スケール

より速くなるのでouterlayerの信号が広がって観測できなくなり、 -30
0

Cでは2本の

ピーク(191.8，248.2ppm)だけになる60

Ni 1Z-H化合物の結品試料の場合、中性子回折によると(Ph4P)3塩ではヒドリドは二つ

の八面体サイトの一方に片寄っていると考えられている三ところが、 13CCP/MASス

ペクトルのカルポニル領岐には予想に反して2本の幅広いピーク(199，237 ppm)しか

観測されなかった(e)。また、 1HMAS NMRでもヒドリドのピークは鶴則できなかった。

このことから、 1)固体中でヒドリドの運動に加えて、溶液と閉じようなCO基の

exchangeが起こっている、または、 2)陽イオンが異なると結晶中の陰イオンクラス

ターのpackingが変化し、カルポニル基の13Cと1Hの閣のcrosspolarization に影響

を与える、のどちらかであると考えられる。
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Fig. 2. 13C CP/MAS NMR Spectra of Transition Metal Carbonyl Clusters 
Containing Interstitial Hydride(s) 

a) PPN[Rue(CO)18D]， Spinning rate=4.0 kHz， 2703 scans. 
b) PPN[Co6(CO)lSH]， Spinning rate=3.7 kHz， 9052 scans. 

c) (NEt4MNi1Z(CO)ZlHZ]， Spinning rate=4.3 kHz， 10848 scans. 

d) Carbonyl region of spectrum c. 

e) TMBA3[Ni1z(CO)ZlH]， Spinning rate=5.0 kHz， 2370 scans. 
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赤色蛍光体Y203:Euの、発光特性と間体NMRによる構造一解析

P68 
(三菱化成総研・東京水産大つ 0原岡としえ・横田行むlI・渡部徳子・

Luminous characterlstics and 89 Y Sol1.d state NMR 

of red phosphor， Y203 :Eu 

(Mitsubishi Kasei Research Center， Tokyo University of Marine 

Sciences・) 0 Toshie Harazono， Etsuzo Yokota， Tokuko Watanabe' 

君9Y(1=1/2) STAT1C N阿R in red phosphor， Y203 :Eu(Eu doped 

Y203) has been studied. 1n addition to a signal of Y(一O-Y2)6 ， 

(A)， signals of Y(ーO-Y2)s(-O-Y，Eu)，(I3)， and Y(ーO-Y2)4(ーO-Y，EU)2，

(C) appeared with increasing of Eu concentrations. 1t has been 

elucidated that 1) linebroadenings of 89y signals are caused by 

the paramagnetic relaxation of Eu3ι ， 2) the linewidth is more 

broader in a homogeneous distribution of Eu than in the 

inhomogeneous case， 3) a samplc with broader linewidth of 89y 

slgnal has a stronger brightness， and 4) the intensity of 

brightness is mainly dominated by the Eu distribution than the 

amounts of lattice defects. 

庄:赤色蛍光休 CY、Eu)203は投写管や、 3波長ランプに用いられている。蛍光休に対する市

場ニーズは、最近の映像機25の大型化、 (例えば、投写型大型テレビ、及び、ハイビジョンテレビ)

に伴い、より微細粒子化と共に、 tiーに高郷度化が強く望まれている。従来の蛍光体で、画面上で精細

な明るさを保つためには、電子線の入力を榊加しなければならないが、入力を増加すると、時間の経

過と共に、蛍光体の発光効率が低下するという問題が生じる。一方、入カを増加しないで‘精細な明る

さを保つためには、 IWJ飼i皮特性を持つ:!it光休をJlH、る必要がある。高締度、高精細特性を持つ蛍光休

を開発するためには、まず、発光中心の場や構造を解明しなければならなL、。従来の組成分析法や粉

末X線法では、発光特性と相関するデ タ が得られていなL、。著者らは、間休NMRを用いて、発

光中心である Euの存在状態や分布状態、及び、蛍光休結晶の微細構造を明らかにした。さらに、 E

SRを用いて、格子欠陥の種類と最を見積もった。木研究によって、蛍光休の評価技術、即ち、発光

中心原子の結晶中での存在状態、及び分布状態を評価する手法が初めて確立された。得られた結果の

うち、今回は、発光特性と発光中心の存在状態、及び、分布状態との関係について発表する。

革担:本研究に用いた試料は、所定のY203とEU 203、及び、融剤を混合し、 1450' Cで

数時間焼成して得られた。得られた試料の組成を表 1 に示した。これらの試料のうち、 MK1~MK

7 までは、乾式法、 MK8~MK13 までは、共沈法で合成した。後者の試料は、合成条件を種キ変

えて、輝度の違う試料を得た。締度の{直も表 1に示した。なお、ここで用いた原料の不純物濃度は、

0はらぞの としえ、よこたえつぞう、わたなべ とくこ

-253 



全てppm以下であり、得られた試料のY/E u (モル比)は、仕込量と実験誤差内で一致した。

装置、及び測定:試料のY/E u (モjレ比)、及び、不純物濃度は、 Seiko SPS-1200 

A lCP装賓とRigaku 3370蛍光 X一線装置を用いて定量した。さらに、 Ph i 1 i 

ps PW1700 X-ray 回折装置で結品構造を確認した。発光スペクトルと締度は、 TO

PCON ABT-32 電子線励起装置で測定した。粒径の大きさは、 Model PA-2 コ

ールターカウンターで測定した。 NMRの測定にはsruker社製MSL-300図休NMR装置を川

いた。..Yの共鳴周波数は 14.706MHzで、測定には、 STATICプロ プを用いた。 Y (N 

0.) 3水溶液 (0p p m)の90。パルスは 20 11 Sであったので、試料の測定には5μsのパルス

を用いた。 ESR測定は JEOL JES-FE2XG ESRスペクトロメ ターで行った。

結果、及び考察:

図lにY20.の給品桃j去を示した。 1つの単位絡子の小には、 24側のY(C ，)、 8個のY(S 6) 

及び、 48個のOが存::(Eーする。 Y203にEuμ(4fつをド プしたn:)，の発光スペクトルを図 2に示

した。 Euをドープしても、 X線回折パタ ン、及び、発光スペクトルの形には変化がなかった。隠|

3はMKlのESRスペクトルであるが、 g=2.004のシャープな 1本のシグナルが現れた。こ

れは、敵素欠陥(斗 2師)に電子がトラップされたF+センターであると帰属された。 1)図4はEu濃

度に対する In [1 ] (1 : I ntensi ty)のプロットであるが、 1次の減衰式で表された。重いEu原

子がはし、ることによって原子の自己拡散が抑えられ、格子欠陥が減少するものと考えられる。図 5に

MKl~MK7 の'.Y STAT 1 C NMR スペクトルを示した。 '.Yは核スピン、 1=1/2

であり、 MKlでは 299ppm(A)に前h対体形のシグナルがZ見れた。 MK2になると、シグナル

の形は、ほぽガウス型になり、 MK3 からは(l OO~110)ppm付近 (B) に肩が現れる。さ

らに、 MK5~MK6 になると、 -80ppm付近 (C) に第 2 の肩が現れてくる。 Eu 濃度がJV/)J[J

しても (A)のケミカルシフトが変化しない、 (A)と (B)、 (B)と (C)のケミカルシフト差

がほぼ向じであることから、 (A)のピークは図6に示したY (一0-Y，) 6のY(0置換Eu) 

(B)のピークはY (ー O-Y，)5 (一 O-Y、Eu)のY Cl置換Eu)、 (C)のピークはY

(ー O-Y，)4 (一 O-Y、Eu)，(2置換Eu)であると帰属した。次に、これらのピークの重な

りをガウス型関数で分離して、ピ ク (A)~ (C)の線幅を求めた。これらの線幅からMKlの

(A)の線帽を差し引いたものを、 Eu濃度に対してプロットし、これを図 7に示した。図からりjら

かなように、..Yの級制の広がりは、巳 u濃度に対して一次である。このことから、..Yの線輔のjよ

がりは、 Eu3+(4 f6)の常磁性緩和によって引き起こされている、と考えられる。次に、 Eu濃度

が3.5mol%の試料の (A)のピークの線帽の広がりと開度の関係を図8に示した。線幅が広い

ほど、輝度が高いという初関性が見られた。このことは図 9に示した様なEuの分布の違いでよく説

明される。即ち、 Euの分布が不均一な試料と均一な試料を比較すると、不均一な試料の方が、 Eu

が多数Yの回りに存在しているYの確率が高く、そのようなYの緩和iは非常に迷く、シグナルは広が

って観測されない。一方、 0置換EuのYは、 Euからの距離が遠くなり、また、 Euの個数が少な

くなるので線胴は狭くなる。これに対して、 Euの分布が均一であれば、 0置換EuのYの線幅は広

がる。分布が不均一であれば、 Eu-Euの濃度消光がおこり、締度が低下する。 F+センターの量と

締度との聞には、相関性が見られなかった。

鎧盆:
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.yの線輔の広がりはEuの常磁性緩和で起こる。

.Euが均一に分布している方がYの線怖が広がる 0

.線幅が広い方が獅度が高い。

.1iJ!皮を支配する主な閃子は、 Euの分布状態で、桃子欠陥は 2次(I(Jな囚子である。

Table 1. Sample list of Y20J :Eu 

sample (YxEul -x )20， granular size brightness 

X 1-x d../um 屯

何K1 1. 00 。
MJ(2 0.99 0.01 6.08 83 

F百<3 0.97 0.03 5.52 91 

トtK4 0.95 0.05 5.82 84 

MK5 0.93 0.07 7.19 75 

F廿<6 0.90 0.10 5.95 56 

Mk7 0.70 0.30 4 

やtK8 0.965 0.035 3.54 88 

~tK9 0.965 0.035 5.56 79 

MJ(10 0.965 0.035 3.48 57 

阿Kll 。.965 0.035 4.23 78 

トtK12 0.965 0.035 4.80 62 

~tK13 0.965 0.035 3.31 71 

()Y 00 
Fig.l Crystal structure 

of Y203 . 
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緑色:!lt光休YsA150'2:Tbの、発光特性と悶休NMRによる檎造解析

P69 
(三菱化成総研・東京水産大つ 0原岡としえ・横田悦造・渡部徳子事

Luminous characteristics and. 27Al and 89y Solid state NMR 

of grcen phosphor. Y3Als012 :Tb 

(阿itsubishi Kase1 Research Center. Tokyo Univers1ty of Mar1ne 

Sc1ences.) 0 Toshie llarazono， Etsuzo Yokota， Tokuko Watanabe. 

27Al(I=5/2) MAS NMR and 89Y(I=1/2) STATIC NMR 1n green 

phosphor， Y3AJ.SOI2 :Tb(Tb doped Y3AlsOI2) have beeti studied. 

It has been shown that 1) linebroadenings of 27 Al in octahedral 

s1te and 89y signals are caused by the paramagnetic relaxation 

of Tb36， on the other hand， those of 27Al ln tetrahedral site 

are dependent on both the paramagnetic relaxat10n of Tb36 and 

the variation of fine structure， 2) the 11newidth is more 

broader 1n a homogeneous dlstribut10n of Tb than 1n the 

1nhomogeneous case， 3) a sample w1th broader 11new1dth of 27Al 

signal has a stronger brightness， and 4) the intensity of 

brightness is mainly dominated by the Tb dlstribut1on. 

序:前項で既に述べたように、著者らは、赤色蛍光休Y.03 :Euの発光特性と、 89y 回休NM

Rのシグナルの線析の広がりの間によい相関性があることを見いだし報告した。緑色蛍光休 (Y、T

b) 3A 150，.は、主に投写型大型テレビ用ブラウン管に用いられている。著者らは、高郷度特性を

有する蛍光体を開発するために、 27A 1、及び、 89y 岡休NMRを測定して、発光中心であるTb

の存花状態や分布状態、及び、結晶の微細11構造を明らかにした。これらに関して、新しい知見が得ら

れたので報告する。

試料:本研究で用いた試料は、所定のY203.Tb.07、A1 203、及び、商虫剤を混合し、 1470 

。Cで数時間焼成して得られた。得られた試料の組成と飾皮を表 1に示した。これらの試料のうち、

MKl~MK6 は乾式法、 MK7 は浪式法で合成した。なお、ここで用いた原料の不純物濃度は、全

てppm以下であり、得られた試料のY/Tb(モル比〉は、仕込量と実験誤差内で一致した。

装置、及び測定:試料のY/Tb (モル比)、及び、不純物濃度は、 S巴 iko SPS-1200 

A 1 C P装置と Rigaku 3370蛍光 X-ray 装置を用いて定量した。さらに、 Ph

i 1 ips PW1700 X-ray 回折装尻で結31椛造を確認した。発光スペクトルと輝度は、

TOPCON AsT-32 電子線励起装置で測定した。粒径の大きさは、 Mode1 PA-2 

コ ルタ カウンターで測定した。 NMRの測定にはBruker社製MSL-300国体NMR装置

0はらぞの としえ、よこたえつぞう、わたなべ とくこ
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を用いた o 27 A 1 の:J~~!J周波数は、 78.205MHz で、測定には 4mmM 八 S プロープを用いて、

15000rpsの回転数で測定した。 A1 (N 0 3) 3水溶液 (0p p m)の900 パルスが3μs

だったので、測定には O. 6μsのパルスを用いた。 89yの共鳴周波数は 14.706MHzで、測定

には、 STATICプロープを用いた。 y (N03) 37.1<rf;液 (0p p m)の90・パルスは 20μs

であったので、試料のiWJ定には 5μsのパルスを用いた。

結果、及び考察:

図IにY3A15012の給品構造を示した。 Iつの!p.ji'rt各子中には、 16伽lの四間休配位A1 (4配位

A 1 )、 24個の 8而休配位A1 (6配位A1 )、及び、 24伺の 12而休配位Y (8配位Y)が存

在している。 Y3A 1 5012にTbれ (4fりをドープした時の発光スペクトルを図 2に示した。 Tb

3+をドープしても、 X線回折ノfタ ン、及び、発光スペクトルの形には変化がなかった。 Tb濃度を

変化させた試料の27Al (1=5/2) MAS NMRスペクトルのメインピークを図 3に示した。

MKlのスペクトルの Oppmのシャ プなシグナルは 6配似Al、 {Al(6)) 、 20~60ppmの

シグナルは 4配{改八 l、 {A1(4))である。ここで、 A1(6)、及び、 A1(4)のピークがそれぞれ左右対称

になるようにピ ク分別を行い、ケミカルシフトと '1と航怖を求めた。ケミカルシフトを図 4に示し、

さらに、シグナルの半1州市からMKlの21'.鮪析を差し日1~、た、 Tb が入ったことによる線腕の広がり

を図 5 に示した。図 4 から明らかなように、 A1( 6)のケミカルシフトはTbがj~l/加しでも一定であった。

A1(4)のケミカルシフトはTb濃度がQ.3m 0 1 %位まで、 Tbが明加するにつれて商磁場シフトし、

それ以上のTb濃度の純聞ではほぼ一定であった。また、悶 5に見られるように、 A1(6)の紋柄の広が

りは、 Tb濃度に対して 1次で噌}Jnした。一方、 A1(4)の線怖の広がりは、 Tb濃度がQ.3m 0 1 %ま

で急に地化し、それ以上のTb濃度ではA1(6)よりやや小さい傾きでj，t!)JIlした。なお、 MK7のA1(6)

と A 1( 4)の級相は同じTb 浪度であるMK5 よりも広がっていた。 Tb 濃度を変えた時のMKl~MK

5の89YNMR シグナルを岡 6に示した。閃から切らかなように、 Tb濃度をJ(111JlIしでもケミカル

シフトは一定であった。これに対して、線帽の広がりは岡 7に示したように、 Tb濃度に対して一次

でユ広がった。 MK6と7のシグナルは線腕が広がって、観測IJできなかった。ケミカルシフトの挙動か

ら、 27A 1、89y NMRシグナルはし、ずれも八 1-O--X、または、 Y-O-XのXがTbで悶換

されていないAl、または、 Yに帰属された。 A1(6)とYの線帆の広がりは、 Tb3+(4f8
) の常磁

性緩和lによって広がるが、 Al(4)の線帽には、 11:;磁tl緩和lの他に構造的ずれが合まれていることが示唆

された。このことは、 A1(4)のケミカルシフトがThが入ることにより高磁場シフトすることからも明

かである。また、 MK5とMK7はTb濃度が同じであるが、 27A 1の線幅はMK7のほうが広がっ

ている。この違いは、 Tbの分布状態の速いに起肉すると思われる。即ち、線帆が広い方がTbが均

等に分布しており、狭い方はTbが特定のAlの回りに集中して置換されていると考えられる。また、

線栴が広がっている方が姉度が高いことから、締!支はTbが均等に分布している方が高くなることが

期待される。 Tbが集中していると濃度消光が起こり、飾度が減少するものと考えられる。

結論:

• A1(6)、Yの線帽の広がりはTbの常磁tt緩和lで起こる。

• A1(4)の線帽の広がりは、 Tbの常磁問:緩和と桃.triのずれで起こる 0

.線怖が広い方が姉度が高い。

-締度を支配する主な肉子は、 Tbの分布状態である。
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Tab1e 1. Sample 11st of Y，A1s012・Tb

samp1e (YxTbl-x )， A1s012 granu1ar slze brlghtness 

X 1-x ds. /μm 1 

何K1 1. 00 。 4.40 

何K2 0.99 0.01 4.44 49 

MK3 0.98 0.02 4.20 59 

~IK4 0.97 0.03 4.20 73 

:.1K5 0.95 0.05 4.21 74 

MK6 0.90 0.10 4.22 73 

~IK7 0.95 0.05 4.32 100 
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Fig.2 Emission spectrum of Y3AlsOl2 :Tb. 
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P70 固体 29Si-NMR法によるポリシランの相転移研究

神奈川大工 0 高山 俊夫 東工大工安藤動

A Phase Transition Study of Substituted Polysilane in the Solid State 
by 29Si NMR 

C>Toshio Takayama. and Isao Ando 
(・Departmentof Applied Chemistry， Kanagawa University，Yokohama， 
Department of Polymer Chemistry， Tokyo 1nstitute of Technology， Tokyo} 

The 29Si CP/MAS NMR experiments have successfully provided very useful 
information about conformation of polysilanes in the solid state. 1n this 
work，輔estudy phase-transitional behavior of poly(methyl-n-propylsilane} 
(PMPS) by means of 29Si CP/MAS NMR spectroscopy over a wide range of temp-
eratures. PMPS takes both well-ordered and disordered phases in the solid 
state at -20~. As an increases of temperature the disordered phase incre-

ases slowly and then the ordered phase of PMPS is completely converted to 
the disordered phase at 45~. By the DSC method phase transition is ob関 r-

ved during 33.1~44.3~ but by the 29Si NMR method the structural change 
has been observed from -20~. 

1) 緒論

宜鎖状高分子ポリシランはSi-Si主鎖骨格のとるコンホメーションによって大きく
その性質を変えることが知られている。ポリシランの相状態の遣いによって，その
Si-Si主鎖骨格コンホメーションに相違があり，結晶相でトランス平面型，非晶相で
はゴーシユ型を取ると言われてきた。しかし，近年結晶相におけるコンホメーシヨ
ン構造は真のトランス平面から少しずれた構造を取っていることが明らかになった。
そして， n-アルキル置換ポリシランの構造が今日まで信じられてきたことよりやや
複雑であることが分かつてきた.本討論会では，ポリ(メチル-n-プロピルシラン)
(PMPS)に着目し，相転移の要因である主鎖骨格のとりうる構遁について，国体29Si
NMR法及びNMR化学シフトをより探く理解するための量子化学計算法(FPTCNDO/2 
MO) I lを用いて，明らかにする。
2) 実験
2-1 PMPSの合成は Trujill02l の方法にて行った。
2・2 VT-国体高分解能NMR翻定:JEOL EX270装置を用いてCP及びwithoutCP/MAS 

法(29Si観翻周波数53.54MHz，13C観測周波数67.8MHz) にて行ない，化学シフトは全

てTMS基準に換算した。スピンー格子緩和時間 (Td澗定はTorchia法にて行った.
3) 結果と考察
示差熱 (DSC)翻定により PMPSの相転移は33.1~44.3~の範囲で1.5call gramの吸熱

ピークを示すことが分かった。この相転移温度でのPMPSの構造変化を明らかにする
ために固体高分解能29Si及び13CNMRスペクトルを翻定した。まず， Si-Si主値骨格部

分をみるために29SiCP及びwithoutCP/MASNMRの 20 ， 33 ， 45~にお砂るスペクトルを
Fig.1に示す。 20~のCP/MASスペクトル (a) では -31.3ppmに大きなピーク (o) と -33.1
ppmに屑ピーク (d)を示した。 -31.3ppmのピークのT1が40sであることからOrder(O}相
であり，肩ピークはwithoutCP/MASスペクトル(b)のピーク (d)の化学シフトと一致
したことより Disorder(D)相に相当することが分かった。次に， 33~では d のピーク
強度が増大し，この温度でD相がさらに増加したことを示す。この状態を分子運動の

国体高分解能 29SiNMR・アルキル置換ポリシラン・構造解析・相転移・ T1

0たかやまとしお・あんどういさお
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観点より確かにするためにコンタクトタイムを0.5.8から10闘の範囲で劃定したとこ
ろ10118のときピーク dのピーク強度が最も増大した。これはピーク dの分子運動が大
きいことを意味しておりこの部分がD相であることを示す。さらにコンタクトタイム
を10118として8tatic翻定を行ったところ，ピーク dのスペクトルは軸対称のパウダー

パタンを示し， D相が速い分子運動をしていることを支持している。そして， 45"Cに
なるとピーク d(-32.3ppm;T戸 16.88)のみになり，この滋度で全てD相になったことを
示した。

次iと，側鎖部分をみるために 13CCP及びwithoutCP/KASNKRの33と45"Cにおけるス
ペクトルをFig.2に示す。 withoutCP/KASスペクトル(b)の各ピーク強度がいづれの
温度でもほとんど変わってないのに対して， CP/JoIASスペクトル (a)のCH2基 (1，2)のピ
ーク強度は33"Cから45"Cと温度の増加に伴って激しく減少した。そして (1，2)はさら
に温度が上昇すると再びピークが出現していた。これは(1，2)の分子運動の速さがち
ょうどデカプリングの周波数(約40kHz)と同程度になって，線幅が広くなったことに
よる。
次に，相転移をコンホメーシヨン変化として理解

するために2
9Si化学シフトについて考察する。 33"C

でのCP/KASスペクトル(Fig.1a)で示されたO相(-30.
9pPll)とD相(-32.3ppll)の化学シフトの差はコンホメ
ーションの遣いによる.この化学シフトの傾向を理
解するためにモデル化合物を用いて計算したMOの .)25 

結果をFig.3に示す。 トランス構造(8=1800
)より 0

(130< 8 <1800
)が少しずれると 29Si化学シフトは高

磁場シフト (σ 値:大)していることが分かる。即
ちO相はトランス構造， D相はトランス構造から少し
歪んだ構造をとっていることを示している。

以上より， DSC法から理解されたPKPSの相転移は

33.1~44.3"Cの範囲でおきるのであるが， NKR法か
らは-20"CですでにD相が存在し，温度の上昇に伴っ
てD相が徐々に増大して33"CでO相とD相がほぼ半数
になっていることが分かった。そして，この状態に
なって始めてDSCピークが現れてくることも分かった。

(1) (2) (3) 

(b) ....ithout CPjl1.AS (b) 'rH2CH2CH) 

(3) 
ー (-Si-)四

J)・c .，・c
I . n 

(J) 
Me 

ーー二三包

。
(a) ~ 
CP/M5 

'0・c

(a) (.) 

J)・c ~〆 d 
H・C j 

ーこと〉

O
 

F

叫

町

時

-

s

c

-

、

，

r
コ

吋

b
句

r
同

S

d

一F

一

m
m

w

，，
 

戸

nr

，

-
川
日
i

p

L

烹
J

「ペ

3

l

u

n

u

 

-

C

0

2

 

寸

寸

h

戸

t
A
n
u

一
m

w

e

[

刊

岬

岡

山

-

6

0

t

 

【

c
d
n
u
d
U

T

ト

陥

叩

T

4

J

'

 

j

:

p

e

 

Lド
『

一

r
u
h

一

s
n

-

o

Q

J

6

a

 

四

-

p

m

n

u

，
 

「

斗

F

o

γit、

t

ヰ中〈
t

r

、58
・

y
べ
rn

.JLak 

¥
J
 

¥
 

一一一-)0 20 10 0 -10 32 20 10 0 -10 

13 
C 6/ppm 

Flg.2 13C CP/門AS(o)ond wl thout Cpn1AS(b) spectro of 

P門PSln the solld stote ot 33 ond QS.C. 

l)T.Takayalla and I.Ando， J. Ko1. Struct.， 222， 275(1990); 243， 101(1991). 
2)R.E.Trujillo， J. Organo圃et.Chell.， C27， 198 (1980). 

262-



P71 N_~.R によるハイドログルのイオン添加効果の研究
(新日本製銭(株)先端技術研究所)0手島志帆、斎藤公児

A NMR study into the effect of cations on gel generation 
Shiho Teshima， and Koji Saito 

Advanced Technology Research Laboratories， Nippon Steel Corporation 

Gellan郡1mpolysaccharide generates hydrogel， which is widely used as food or 
culture medium. It is well known that cation addition affects the strengh of gel 
formed， and the mechanism 01、gelgeneration indcued by a divalent cation is 
considered to be different from that ofby a monovalent cation. We studied the 
effect of cation addition on gel generation， and repo吋 onthe difference in 
polysaccharide conformation induced by the cations. 

[緒言]組織培養などに広く用いられるゲランガムは 2つのグルコース、グルクロ
ン酸、ラムノースからなる 4糖であり、ハイドロゲルを生成する。そのゲルにカチオ
ンを添加するとゲル強度が高まるが、特に二価イオンが一価イオンよりも強度増加に
効果があることが知られ、これらのゲル生成機構は異なると推定されている 1)。我々
はゲランガムにおいて添加カチオンにより引き起こされる糖鎖構造の違いについて調
べた。その結果、イオンが糖鎖の高次構造に影響すると示唆される結果を得たので報
告する。

[実験]溶液試料:5%の粉末ゲランガムを90度のイオン交換水に溶解し、塩化ナト

リウム、塩化マグネシウムの溶液をそれぞれl00mM、lmMの濃度まで添加した。ゲ
ル化を防ぐため90'Cで測定を行った。装置はJEOLα-400を使用した。
ゲ Jレ試料 :10%のゲランガムをオートクレーブにて1時間加熱し溶解した。塩化ナトリ

ウム、塩化マグネシウムをそれぞれl00mM、lmMまで添加し十分冷却し、ゲルを得
た。装置はJEOLEX-4∞、 ChemagneticsCMX-3∞を使用した。測定には 13C心PMAS法
(積算:2∞0-10∞o回、コンタクトタイム8郎氏)と IH-CRAMPS法を用いた。
[結果と考察]

1.ゲランガムの溶液構造
溶液試料を用いてはC、IHスペクトルの帰属を行った。帰属にはDQF・COSY，C-H 
COSY， COLOC， HOHAHA， NOESY， lD-HOHAHAを用いた。

CH20H _ ，COOH 守H20H_ 5.H _ 

Q ~/H -"1'0 7/H ~"I'o 7/H -"ro1-{合H3
6 、J

¥ドi/HJ\?L1/HoJ\?叫y~ 凡410
H OH H OH H OH OH OH 

Fig.l Gellan gum :s-D.glucosel./3-'D-glucuronic acid，s-D-glu∞se2， a・L・rhamnose

Na+添加、 Mg
2+添加、カチオン添加なしの 3種類の溶液試料について 13C化学シフト

の変化を調べた。 90'Cではこれら 3種の試料に有意な化学シフト差(~O.lppm) は観
測されなかった。 50'Cでも同じく化学シフト差はみられなかった。これらから、溶液
中のゲランガムはカチオンに影響されるような構造変化を受けないと考えられた。
次にゲルと溶液の 13C化学シフトを比較した。各糖残基のC(1)とC(4)の化学シフト

に有意な変化が観測された。これは1-4グリコシド結合のねじれ角の変化によるものと
考えられ

1
勺容解状態にあるゲランガム分子はゲルを形成することでその二次構造を変

えることが示唆された。

回体高分解能13CNMR、ゲル、多糖、

てしま しほ、 さいとう こうじ
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2.ゲランガムハイドロゲルの構造
Fig.2， Fig.3に3種のゲル試料の 13C_CPMASスペクト Jレを示す (Nピ添加、 Mg2

+添加、

カチオン添加なし)。これらからゲル試料はいくつかのピークの線形に変化があると
わかり、そのピークの帰属をTablelに示した。その結果、ラムノースに対応するピー
クはカチオン添加による変化が顕著であった。また、ゲルを風乾した試料ではラムノ
ースのC(1)だけが化学シフト変化を示した。ラムノースは糖鎖中唯一の疎水基として
メチル基をもつことから、水素結合網の変化をうけやすいと考えられる。また、カチ
オンの添加による変化がラムノース領域に多く観測されることは、カチオンは糖鎖の
高次構造変化に影響することを示唆すると考えられた。

1~10~~" . .， ..，.. IoO . .， ppm I I 90 80 70 60 PP 

Fig.2 ISC-CPMAS Spectra of gellan gum Fig.3悶C-CPMASSpecむ・aof gellan gum 
(anomeric陀 gion) (55-95ppm) 

次に、グルクロン酸のカ lレボキシル基とイオンの配位の可能性について乾燥したグ
jレ試料を用いて検討した。ゲル化を受けない粉末試料についてはカルポキシルプロト
ンは観測されず、糖鎖は特定の構造をとっていないと推定されたが、ハイドロゲルに
ついてはカチオンの添加により異なる化学シフトを示した。このことはカチオン添加
がグルクロン酸のカ Jレボキシル基を含む糖鎖水素結合絹に影響することを示唆する。

Table 1肝心王assignmentsof gels that were indu田 dby cation addition 
peak chemical shift peak assignment 
A 102ppm C(l) of 1・hamnose

B 82ppm unassigned 
C 78-79 ppm C(5) of glucose 1， 2 or glucuronic acid 
D 71・74ppm C(2，3，5) of rhamnose， or C(4) of glucose1 
E 62ppm C(6) of glucose2 

[結論] ゲランガムではゲル化に伴う構造変化は溶液からゲルへのゲル生成時に起
こり、主に二次構造変化が引き起こされると考えられた。この時添加カチオンはカル
ボキシル基の相互作用やラムノースといった疎水性領域に変化を与え、糖鎖の水素結
合網を含む高次構造に影響することが示唆された。

[謝辞] CMX-300NMR分光器の測定に協力をいただきました日本電子(株)杉
沢寿志氏に感謝致します。
[参考文献]
1)大橋司郎ら、フードケミカル、 1986・12、61-68
2) John A. Ripmeester， Journal of lnclusion Phenomena， 4， 129・134(1986). 

3) Hazime Saiω，Biopolymers， 31，933-940 (1991). 
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P73 ゼオライト中のナトリウム金属クラスターの

固 体 制SNMRによる研究

(阪大理*、 NationalResearch Council of Canada ) 

()1~1 山尋量*、 0.0. Klug， C.I. Ratcliffe， J.A. Ripmeester 

Sodium Metal Clusters in Zeolite as Studied by MAS NMR 

Hirokazu Nakayama. * Oenis O. Klug， Chris 1. Ratcliffe and 

John A. Ripmeester 

Depαrtment q{ Chemistry. ~αcultυ 0)" Science， Osαlcα University， 

Toyonαkα.Osαlcα，J，αpα11 560* 

αnd 

Steα.cie InslituIeρョrMoleculαr Sciences， N，αtionαlReseαrchCo山 1cil

oICα11αdα.Ottαωα，Ontαrio， CαηαdαKIA OR6 

23Na MAS NMR methods were used to search for new Na species in 

dehydrated NaY and NaA zeolites loaded with alkali metals by vapor 

deposition. ln Na-Ioaded Y zeolites a signal near +50 ppm was attributed to a 

diamagnetic species. most probably located in the sodalite cage. As the level 

of metal-loading increases， the signal intensity first increases， and then 

decreases in much the same way as that of the EPR signal attributed to the 

paramagnetic Na43+ cluster observed for the same sample. ln NaA zeolite 

loaded with potassium metal a signal observed at -65 ppm in both static and 

spinning samples was aUributed to the sodide ion， Na-. 

はじめに Kasaiは、 1965年にNaYゼ、オライトに X線を照射するとゼオライトが

着色することを発見した1)0 ESR 測定から、ゼオライト中の Na+が部分的に還元さ

れて Na43+クラスターを形成することが明らかになった。翌年 Raboらは、同じク

ラスターが、 NaYゼオライトにナトリウム金属蒸気を作用させても生成することを

みつけた2)0 Edwardsらはこの系を ESRによって詳細に調べ、 Na43+クラスター

がゼオライトの /1cage (Fig. 1 )の中にできていること、すなわち、 scageを

もたないゼオライトではこの反応は起こらないことや、 NaX， NaAゼオライトでは、

ゼオライト、アルカリ合同クラスター、 23NaMAS NMR 

c)なかやま ひろか寸、デニス クルグ、クリス ラットクリフ、ジョン '} "Jプミースター
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Na54+や Na65+クラスターの形成を発見した3)。この研究に端を発し、さまざま

な観点から多数の研究が最近なされている。例えば、金属原子でゼオライト cage中

Zeolite A 

F.ouiasite (zeo“tes X and Y) 

を周期的に修飾しすることによって電気的性

質やその光学的性質に量子効果(Quantum 

Cofjnement )の発現を期待する研究、また非

常に均一に金属を分散させた触媒としての特

性的などが関心を集めている。

しかしながら、まだまだ疑問点も多し凡例

えばクラスターは βcageのなかに存在する

と考えられているが、 X線回折で直接確かめ

られたわけではなく、触媒作用を調べた論文

ではそれに異議を唱えるものもある4)。また、

なぜ NaYと NaXでは生成するクラスターが

異なるのか、あるいは常磁性のクラスターが

存花するにも拘わらず鋭い(幅の狭い)
Fig. 1 Strucutres of Zeolites NaY and 23Na NMR信号カザ見測されているのはな vぜ

NaA (Top); Thick lines shows s cage.かといった点は説明されていない5)。

Na43+ in 11 cage (Bottom). 
本研究では、クラスター形成に伴う構造変

化を調べるブ口ーブとしてナトリウム核の有用性を検討した。そして 23NaMAS 

NMRi去を用いて、いくつかの新しい化学種を発見したので報告する。

実験 生成物は、空気にふれるとすぐ分解する(酸素と水の影響)ので、石英の反応

セルに 5mmのサイドアームを取り付けたセルを製作した。サイドアームは石英製

の ESRチコープを用い、同じ試干|で NMRと ESRの測定を可能にすると共に Na

NMR 測定の際にバックグラウンドスペクトルにガラスのナトリウムピークが出ない

ようにした η このセルに市販(Union Carbide )の合成ゼオライト NaY (または

NaA)を入れ 500
0

C、1x10-6Torrの条件下で一昼夜脱水した。次にそのセルに既

知量の金属ナトリウム(またはカリウム)を入れ、再び 1x10-6Torrに排気し封じ

切ったれこれを 250oC (カ 1)ウムの場合は 200
0

C)の電気炉の中に入れ、数日間

反応させた。得られた試料は、反応セルから直接サイドアームに移し封じ切った。

23Na， 27 Al MAS NMRの測定は BrukerMSL-200および AMX-300を使用し

た。石英チューブに封じ切った試料の MASNMRの測定をするため Chemagnetics

の CP/MASプローブをf吏用した。

結果 ナトリウムを作用させたNaYゼオライトの 23NaMAS NMRのスベクトル

を Fig.2に示すり Na+のピークがいずれの試料でも -10ppmに観測される。それ

に加えて、 x= 8. 1 1では、 +50ppmに新たなピーク(* )が見られる。 27Al

MASNMRのスペクトルはナトリウムを作用させてもゼオライト骨格は変化しない

ことを示しており、ゼ、オライトの分解などによるものではなし」このピークは static
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試料では観測されず(Fig. 2f) 、MASの実験で初めてみつけたものである。ケミ

カルシフトの値は、磁場が 4.7Tでも 7.0Tでも変化がないことから二次の四極子

効果ではなく、新たな化学穂によるケミカルシフトであることを示している。 通常

の 23Naのケミカルシフト筒(10ヘー20pprn )から大きくはず、れており、常磁性

クラスターと何らかの関係があると考えられる。実際、このピークは Na43+による

13本の ESRスペクトルの現れる xの領域に現れるの仮に、このシグナルが Na43+

クラスターによるものであるとすれば、その常磁性シフトの影響は、

f..B/ H= 一宗 j~l S(Sキ1)(/N /3 K N JlN k T 

から見積もることができる。しかしながら、計算値は、金属ナトリウムのナイトシフ

ト(+1126 ppm )よりも温かに大きく、 +50ppmよりも 2桁大きい。したがって、

このシグナルは Na43+によるも

のではない川そこでこのイ言号カ古車;

たな反磁性クラスター Namn+

( n+m even )による可能性を

考えてみる日 Nam
n+が αcage

( NaY中の'番大きな cage;

Fig. 1 )に存在するとすれば、{一一一

，1 cage中の Na43+との相互作

mが生じる。相互作用の大きさと

して金属ナトリウムと反応させた

ソーダライトの ESEEMから見

積もった超微細結合定数 0.1

mT6)をm"、ると、 1-の式から常

磁性シフトとして +30ppmと妥

当な1l1!が得られる。ただし、式の

上では常磁性シフトの大きな温度

依存性が観測されるはずであるが

200 Kでもシフト値に変化はな

三三j
50 G 

c) 

400 200 o -200 -400 

ulppm 

かったわしたがって単純な常磁性
シフトでは説明できないが、反磁 Fig.2 23Na MAS NMR ( left column ) and ESR 

性クラスターと Na43+の相互作( right column ) of NaY zeolites loaded with 

increasing quantities of Na metal vapor， x equals 
用による可能性は高い口

手 .the number of Na per unit cell; (a) x=O， (b) x=3， (c) 
図 3にカリウムを反応させた

NaAゼオライトの 23NaMAS x=7， (d) x=11， (e) x=22， (f) x=7 (static sample). 

NMRのスペクトルを示す。 NaAでは、ー14ppmに Na+のピークが観測されるのこ

のピークは、反応させるカリウムの量を増やしてゆくと x= 169では oppmまで
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常磁性シフトするのこれは、 scageに形成されている Na43+との相互作用で、

Na+のピークが常磁性シフトしたためと考えられるの x= 98， 169では、 -65ppm 

にシャープなピークが現れる。 27AIMAS 

NMRのスペクトルは、ナトリウムを作用

させても僅かな常磁性シフトが観測され

るのみでどオライト骨格が変化すること

はないことを示しているのしたカ言って、

このピークは、ゼオライトの分解などに

よるものではなし)クラウンエーテルな

どにとりこまれた Na などの信号は -58

~ -63 ppmの領域に観測されるので、こ

のピークはゼオライトr:j:lに存在する Na-

に帰属できる"ゼオライト中のカチオン

は、アルカリ金属により部分的に還元さ

れてクラスターを形成するが、この試料

では、大過剰のカリウムの存在下で還元

が更に進んだ可能性が高い円 X線構造解

200 0 

o/ppm 

-200 

析によると大過剰のカリウム(x = 169 Fig. 3 23Na MAS NMR of NaA zeolites 

に対応する)と反応させた NaAでは、 loaded with increasing quantities of K 
Na+は K+と完全に置換して KAゼオラ metalvapor， x equals the number of K per 

イト中に K43+の生成が報告されている unitcell; (a) x=O， (b) x=6， (c) x=88， (d) 

7)。しかしながら同じ条件で反応させた x=169.

今回の試料(ただし X線構造解析では単結品を用いている)では、大きな 23Naの

信号が観測されており、完全に K+と交換した可能性は低い。

ゼオライト中の金属クラスター形成に伴う構造変化のプロープとしてナトリウム核

を検討し、その有用性を確認した。 23NaMAS NMR 法によりゼオライト中に新た

な化学種を発見し、アルカリ金属を作用させたゼオライトは、 ESRで確認された常

磁性クラスター形成だけでは説明きれないことがわかった。
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P74 固体高分解能NMRによるPt/A1203表面の

吸着分子種の検出の試み

(阪大理・リパプール大*)

0宮城慧、中山尋量、江口太郎、中村亘男、

J.A.lggo*、B.T.Heaton場

Detection of Adsorbate on Pt/A1203 

by Sol id State High-Resolution NMR 

() Kei Miyagia)， Hirokazu Nakayamaa)， Taro Eguchia)， No加oNakamuraa)， 

J.A. Iggob) and B.T. Heatonb) 

a) Depart鵬 ntof Ch側 istry，Faculty of Science， Osaka University 

b) Department of Ch酬 istry，University of Liverpool， UK. 

In order to obtain microscopic information about the structure and出e
adsorption state of adsorbates on出eenantioselective pt catalyst weむなdto 
observe 13C CP /MAS and 1 H MAS NMR spectra of ethyl pyruvate on pt/ Al203 and 
on Al203・Verybroad lH static and MAS spec仕awere attrtbuted to the adsorbate 
molecules. 13C CP /MAS spectra on both catalysts resemble each other. These 
spectra differ considerably from白 e13C spectra of pure e出ylpyruvate but are 
very similar to 出atof ethyl lactate. This fact suggests s仕'Ongly血at出e
hydrogenate reaction of ethyl pyruvate takes place on Al203 reg訂 dlessof the 
existence of activated platinum. 

Pt(5覧)/A12u3にシンコニジンを吸着させた触媒を用いて、ピルビン酸エチル

の水素化反応を行うと、 (R)一乳酸エチルが選択的に生成する口 1) 2) 

? 什ρH
H2Pt/A1203%F/n  

cinchonidineJM¥c/V¥McH電

し 円3 11 ‘ ぜ

/C""-，../O"，，-: 
し CH7CH究CH3 ~ ¥，;1 Il'-"I Jj 

。 。
ピルピン酸エチル (R) -乳酸エチル

C P/MAS.立体選択性触媒.Pt/Alz03.吸着

0みやぎけい、なかやまひろかず、えぐちたろう、なかむらのぷお、ジョンイゴー、ブライアンヒートン
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このような立体選択性触媒を用いた反応の反応機構に関する実験的3) 4)、理論

的5)研究が盛んになりつつあるが、反応機構を知るためには触媒表面の吸着分

子種の構造や分子種間の相互作用をミクロな立場から調べることが不可欠であ

る。具体的には、次の二つの問題点が考えられる。

1.シンコニジンがPt表面にどのように吸着しているか?

2.不斉水素化反応が起こるとき、シンコニジンとピルビン酸エチルはどのよう

な状態(相対配置)をとり、水素はどこから近づくのか?

本研究では、このような問題を取り上げるための予備実験としてピルビン酸エ

チルのPt表面における吸着状態を 13CCP川AS及びlHMAS NMRで調べた。

実験

Pt(5覧)/A1203を水素ガスを流しながら4000

Cまで加熱、活性化し、これを脱ガ

スしたピルビン酸エチルのエタノール溶液(10覧)に水素雰囲気下で30分浸した。

その後上澄みを抜き取り、 1時間減圧(10-z ~ 1O-3Torr)乾燥した。触媒による酸

化反応を防ぐため、試料は窒素雰囲気下でMASローターに詰めた。 13CCP/MAS 

及び、 lHMAS NMRスペクトルをBruker社製 MSL200型分光計により測定した。

Pt表面の効果をみるために同様の操作及び測定を白金を含まないAlz03粉末につ

いても行った。また溶媒のスペクトルを区別するため、エタノール、トルエン

のみを吸着させた試料についても同様の実験を行った。

結果と考察

lH static NMRでは、いずれの試料についても幅広い(>印刷z)ピークのみが観

測され、溶媒による鋭いピークは見られなかった。このことからPt/Alz03(およ

びA1203)に吸着した分子種のみがNMRで観測されていることがわかる。 lHMAS 

NMRのスペクトルはstaticに比べてやや鋭く (5~印刷z) なった。しかし、ピーク

位置から正確に化学種を同定するのは困難であった。

溶媒のエタノールあるいはトルエンを吸着させた試料の13CCP川ASスペクト

ルは単純である。エタノールはPt/Alz03、A1203に吸着させても液体と同じ位置

に鋭いピークが観測された。一方、 トルエンはPt/A1203に吸着させると水素化

してメチルシクロヘキサンになるが、 Al203の場合はトルエンのままである。い

ずれのピークも鋭く、化学シフトの値は液体と同じである。トルエンは触媒に

よって水素化されることがわかったので、以後の試料調製にはエタノールを溶

媒として用いた。
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ピルビン酸エチルを吸着させた試料のスペクトルは複雑である。ピルピン酸

エチルをPt/A1203とA1203に吸着させた試料の13CCP川崎スペクトルをそれぞれ

図l(a)，(b)に示す。比較のために、ピルピン酸エチルと乳酸エチルの13Cス

ペクトルを図l(c)，(d)に示す。ピルビン酸エチルをPt/A1203に吸着させた試

料(a )では、カルボニル炭素による2本のピーク(161，192 ppm) ( c )が消え、新

たに175ppm付近に強くて幅広いピークが現れた。 A1203に吸着させた試料のス

ペクトル(b )とPt/A1203の場合(a )を比較すると、強度の強いピーク(12，22， 

60， 82， 175 ppm)は(a )、 (b)のどちらにも観測された。これらのスペクトル

のパターンは乳酸エチルのもの(e )に非常に似ているので、(a )、 (b)のスペ

クトルはピルビン酸エチルが水素化されて生成した乳酸エチルによるものであ

ると考えられる。しかし、カルボニル基がA1203表面に吸着したためカルポニル

炭素による2本のピークがシフトし、 1本のピークになった可能性も完全には否

定できない。また(a )、 (b)両者には幾つかの違いがみられる。 Pt/A1203に吸

着させた試料のスペクトル(a )にはAlz03の場合(b)には見られなかったピーク

が43ppmと67ppmに観測された。またA1203(b)では、 96，120 ppmにPt/A1203

( a )に見られないピークが現れた。これらのことから、 A1203上ではPt微粒子の

存在にかかわらずピルピン酸エチルの水素化がおこるのか、あるいはA1203には

他の化合物(微量の不純物)が吸着しているのか、というようないくつかの間題

が生じる。
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P75 固体高分解能帥AgNMRスペクトルを用いた銀(1)錯体の研究(III)

本田憲151 前川雅彦・2 北)11 進・1 川田知・1 近藤満'P2

*1東京都立大学理学部 *2近畿大学理工総研

High Rcsolution Solid Statc 109 Ag NMR Spectra of Silvcr(l) Complcxes 

Ke吋iHonda，'1 Masahiko Mackawa，・2Susumu Kitagawa，"1 Satoshi Kawata，・1

and Mitsuru Kondo・1

(・10cpartmcntof Chcmistry， Tokyo Mctropolitan University， '2Rcscarch Institute for Scicnce 

and Technology， Kinki University) 

High resolution Solid state CP/MAS 109 Ag NMR spcctra of various silver(l) pyridine 

∞mplcxcs and some silvcr(l) polynuclear complcxcs '¥¥引emesured. The pyridine ∞mplexes 

mainly show thc downficld shifts with incrcasing pka valuc， but in dctail obscrvation ， upfield 

shifts with decrcasing Jt* 1巴vclwerc observcd. This indicatc that eathcrπand σmechanism pla 

important rolc in this systcm. Spcctra obtaincd on silvcr(I) polynuclear complexcs which had 

been charactcrized by X-ray crystallography arc v巴rys巴nsitiveto thc structure around the silver 

atom. 

【序論】 近年、種々の多核錯休や金属クラスターの合成がなされており、それら

が特異的な反応や種々の優れた物性を有するため各種分野から注目を集めている。こ

のような化合物の構造や電子状態などを明らかにする手段として様々な分光法が用い

られているが、中でも金属核高分解能NMR法は錯体を構成している中心金属の状態

を、直接的かっ非破壊的に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、銀(1)錯体は銀の優れた光学的特性や固体中のイオン伝導性などの興味あ切

る特性により各種分野から注目されている錯休であり、これまで単核のみならず銀ク

ラスターを含む多核錯休の合成が行なわれている。しかし、 Ag核のNMRは特ー殊な場

合をのぞいて多くは観測されていない。これは主に次の三つの理由によるものである。

第一に、 Ag核にはI07Agと109Agがあるが、いずれの核も極めて低L、共鳴周波数を持つた

めに感度が非常に悪い。第二に緩和時間が極めて長いため積算に多大な時間がかかり

FT法のメリッ卜が生かせない。

i銀(1)錯体、問AgNMR、固体高分解能NMR、ピリジン誘導体， 銀ー配位子結合性]

ほんだけんじ、まえかわまさひこ、きたがわすすむ、かわたさとし、

こんどうみつる
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第三にAg錯休は一般にlabilcであるため、溶液中では常に配位子の置換が起こって

おり、その結果、ケミカルシフトは各化学種の平均化したものを与える。このため、

調度、濃度、溶媒などに対する依存性が非常に大きく明確な化学シフト値を求めるこ

とができないことが多い。その他にハードウェアの観点から、パワ一アンプやプロ一

フブ宗の判特-更昇刻殊殊1止朱料杭kゴ北t性!巨f
木研究でで.は、このような特徴を有する銀(1)錯休のNMRil!!J定手段として回休高分解

能J(日gNMRをJlH、た。この手法では、錯休を回休状態で測定するため、溶液状態で

のような化学交換が起こらず、混度や濃度に対する依存itJ:がないため、明確なシフ

ト値を求めることができる。さらにCP法を用いることにより理論的には20倍以上の

感度向上が見込まれる上に、繰り返しH寺問を劇的に短くすることができる。このよ

うにして、直線二配位桃造を有する各種ピリジン鉛休について回休高分解能J09Ag

NMRを測定し、金属ー配位子結合tl:について考察した。また、いくつかの多核銀9!?

休について測定を行い、そのシフト値と結品構造との相関について考察した。

【実験】 ピリジン錯体 各事fiピリジン

錯休に関しては既知Iの方法により合成し、元

素分析により同定した。これらのピリジン錯

休のうちいくつかのメチル置換休に関しては

iPJi; Irtl x線構造解析により構造を決定した。

多核銀錯体 測定を行った多核鉛休をTable

lに示す。このうち二核錯休は既知!化合物であ

り、それ以外のポリマーについてはjii結品構

造解析により r~1 ら構造を決定したものである。

二核鉛休については元素分析により、それ以

外のものは粉末X線解析により同定した。

装置 回休1D9AgNMR測定を行なうた

めに同休低周波数プロープを試作した。

rnhlc I Solid I09Ag NMH Ch引 nicnlShift~ "f 
Sill'cr(l) l'olYlIuclcar COl1lplcxcs 

C(l1nllk. ~I09八位盟国'1)

di"，('r 

l八早2(rnrf1l<lmidiflC)2J

I ĝ2( N;lrh1yridinc)2}(I'F6)2 

。12
3(げ

IIrxamrr 
l 八~(，( 1ιf¥1c.Il¥Jlyrm)6!・2) 994 

polymer 

!八判(ml'y).1(PF，02)_1j(ITr，)}"・.l)

1八g2(1川1l())I"・，1)

1八回(C八)1"'j) 

一一{一色f.(巳pyrioyl河川

741.797.H、l
2、6
1<16 

工ヌ2

.') OI"'('"I¥ct! ~()lid 10ワ^~ NMR chcmk:tl柏市‘ frnm1.IIM 

ハ界(l()t川prcol!究問、turinn将、羽代(cI(~ nn:: 

・2)m門 rm:2.McTC;)刊 'lfl~' ， imidin('

-、)m円 2.f¥krc:lplfl円F別tJinc

・4)1)11(¥0): Ilih)d州、，.1、cn70q川問、"'

.勺 rkChl!ll:lnIlic add 

おもな点は以下の様である。 (a)プロープ部に高耐圧、大容量小型可変コンデンサ

ーを組み込む、 (b)パワーアンプ、プロープ、プレアンプ問を結合させる低周波数用

方向性結合誌、 (c)二重共I\!~系のチューニング問題の解決を計った。 (d) ローター径を

7mmφにしてサンプル量を増やした。装置はJEOLGSX270スペクトルメータをJTJ~ 、

た。

測定問iJllJ周波数12.(i20MHz、観測l隔20000llz、point数8192、dclaytimc 60111S， dcad 

timc 2Ums、パルスl隔8mslこて測定を行った。サンプルは試料の密度によって

0.25g札 35g(ローターに入る最大量)を用いた。ハートマンーハーンの条件は酢酸銀

で設定しその他のサンプルも同じ条件で測定した。ただし、接触時間と繰り返し時間

はそれぞれのサンプルによってそれぞれ10-50ms，10・20sの範囲で設定した。シフト

基準には1MAgCI04を用し、た。
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I09Ag NMR chclllicnJ shirt or siJ¥'cr(l) cOIII[lJcxes 

【結束および考察】 ピリジン錯体 様々な直線二配位型ピリジン鉛休について 1

0 9^gNMR測定を行った。得られたシグナルはいずれも一つのメインピークといく

つかのサイドバンドからなっており、メインピークの線l陥は150・300Hzであった。錯

休のアニオンはすべて銀に配仇しなし、PF6とした。これはアニオン効果を防ぐためで

ある。 figurc1に測定したピリジン錯休の I09 A g N M Rシフト値と配位子のpkaとの

ねHY;Jについて示した。この図を見ると第局次近似としては、配位子のpkaの t昇に従

い化学シフトも低磁場1)11Jにシフ卜している。しかし、詳細に検討すると同種置換基を

持つ配位子ではかなりの逆転傾向が見られる。そこで、メチル置換基を持つ配位子に

ついて、配位子のπ.レベルと化学シフトの相関を調べた。その様子をFigurc2に示す。

この図を見ると相対的には、配1J'z:了・の π*レベルが下がるにつれ化学シフトも高磁場

側にシフトしていると考えられる。ただしここで2位や6位への置換基の導入による

立休効果についても考慮しなければならない。これは1l3CdNMRでは見い出されてい

る1)この立体効果は金属ー配位子IIiJの結合を弱める方向に働く。そこてで‘これらの針鈴i休に

ついてf各干々)巾li

す。この結果から置換基の導入により若干結合距離がのびる傾向はあるが、化学シフ

トに大きな影響を与えるほどのものではないと判断した。以上の結果からこの系にお

ける I09AgNMRシフト値の機構について以下のように考えられる。 Agの化学シフ

トは配位子の電子供与性 (σ機構)と電子受容性 (π機構〉の双方の寄与が考えられ

ている九配位子のpkaの上昇に従い化学シフトが低磁場側にシフトする傾向はσ機構

が支配的であるといえる。しかしながら、 pyと2人6-Mc-pyで-約100ppmもシフト差が

あることからわかるように。 Mc導入による π*準位の変化にともなう π-backbonding 

が弱まることから生じる高磁場シフト (π機構)も少なくない寄与があるといえる。
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このように σ機構と π機構が同時に存在すること、有機配位子、特に π構造を持つも

のではπ機構が重要になってくる事が理解される。
Tnhle 2 ̂g-N distnnce nnd N・̂g田Nnngles 

多核銀錯体 Figurc 3，こ[Ag2(DHBQ)]の単結品構 。f5ihn(1)13YEldig問 cOll1plexcs

j査を示す。このようにDHBQの二つの0原子が架橋

配{¥'r.した三次元配位高分子を形成している。これ

に対して[AgiC八))では大きなCl原子の立体障害の

ためにCAの I~Iつの0原子全てが架橋配位した椛造

をとっている。

CnmnlUml 
l八l!(:!.Mc円)21l'1"(，
1^~{~.H.1(.I'y )2 I1' r(t 

l̂g(2/..Mt.I'Y)2Wr(1 
_l坐sム土笠とr:ililrr(i

ERAR-N1 
2.12U('I)，2.11R(吋

2. ¥J1(9) 
2.1'.1(同

2.J.lO(7) 

tN-̂&旦j

11お1(2)
174.1(ワ]

179.'(叫

11¥0.0 

[Agz(DHBQ)]ではAg原子は歪んだ三配位構造をとっており四つめの0原子が弱く結

合しているが、 [AgiCA)]では恋んだ平而四配位構造をとっている。 Figurc4にそれぞ

れの問AgNMRスペクトルを示した。 [AgiCA)]はHが11!~~、ため積算に多大な時間がか

かるのに対し、 [Agz(DHBQ)]はAg-H距離が2.66λ と非常に短いためCPt:去により短Il，)'fHJ 

で良好なS川のスペクトルを得ることができた。それぞれの化学シフト値は

14oppm，236ppmでこれは、配{j'r.数が大きくなるほど低磁場シフトするという傾向と」

致している。 Tablc2の{[AgiMcr)iPFPJ3](PFJ} nはAgとSからなる八員環が重なった

カラム型+t~造をとっており、四つの非等価なAg原子を持っている。スペクトルを見

ると三つのシク手ナルが2:1:1の比で現れており、四つのAg原子のうちの一組は磁気的

に似た環境にあることがわかる。このように109AgNMRは固体状態の銀の状態を鋭敏

に反映して観測しうることが、これを例に良く理解され、結体、無機化学の分野の

みならず、|司休材料の分野への応用についても有用であるといえる。

Figure 3 The strllclure ()f [̂g2()) II IlQ) I n 

(l)M.Munakata，S.Kitagawa，F.Yagi， 

Inorg.Chem.，25 ，964(1986) 

(2)H.Nakatuji， K.Kanda， K.Endo，and 

T.Yonczawa， J.Am.Chcm.Soc.， 

106，4653(1984) 
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totnl till1C 19h 
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P76 
カルド型ポリイミドの lON-CPMASによる構造研究

新日本製錨(株)先端技術研究所 O斎膝 公児，手島 志帆，

篠原正昭，畠山感明，藤城光一

Structual Study on Cardo-type polyimides by lON Solid-State NMR 

()Koji Saito，Shiho Teshima，Masaaki Shinohara，Moriaki Hatakeyama and Koichi Fujishiro 
Advanced Technology Research Laboratories. Nippon Steel Corporation 
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1 .結論

当社が開発しているカルド構造を持つポリイミドは、耐熱性が高いだけでなく、酸素/

窒素のガス分離性及びガス透過性にも優れている。我々は、フィルム状のカルド型ポリイ

ミドの T1Cに代表される運動性が、ガスの透過性を支配していることを 13C-CP MA  S 

法にて明らかにした 1)。しかし 13Cの化学シフト等からは、ガスの分離性についての機構

解明をすることはできなかった。そこで 15Nの化学シフトが構造に非常に敏感引で且つそ

のシフト幅が 13Cと比較して非常に大きいことから、ポリイミドのイミド部分を 15N-CP 

MAS法にで測定・解析することとした。一般に 15Nは磁気回転比が小さくまたその天然

存在比も低いことから、天然存在下での測定は困難な場合が多く、特にイミド化合物は周

辺に水素核が存在しないため、過去測定例はほとんどなかったの。そこでコンタクトタイ

ムと待ち時間(ハ。 M とハ。似の繰り返し時間)の適正な条件の確立を図った。その条件を活

用して種々のフィルム状のカルド型ポリイミドの測定・解析を実施し、ガスの分離性と構

造の関係についていくつかの知見を得たので報告する。

2 .試料と実験

( 1)試料

15Nラベル (99 %)されたフタルイミドカリウムは ISOTEC社製のものをそのま

ま用いた。種々のフィルム状カルド型ポリイミドはそのまま 6品ジルコニア製試料管に挿

入し、測定した。

(2)実 験

装置はスピンコントローラーを付帯した日本電子(株)製 EX400型スペクトロメー

タ (ION:40.45MHz) を使用した。回転数は 5.0KHz，温度は室温で測定さ

れた。化学シフトの基準は外部基準として NH 4C 1を 18.0ppmとした。典型的な測

定条件はスペクト Jレ幅: 3 K H z. データ点数: 2 K点，フーリエ変換点: 8 K点， 9 0 

度パルス: 4. 1μs ec，繰り返し時間: 3 0秒. とまシタクトタイム: 2 0 msec. I oNラベ

ルされたフタルイミドカリウムの積算回数: 1 0 0 0回，天然存在量でカルド型ポリイミ

ド試料の 15Nの積算回数: 1 000 0 -2 000 0回であった。

lON-CPMAS，カルド型ポリイミド，ガス分離

0さいとうこうじ，てしましほ，しのはらまさあき，はたけやまもりあき，ふじしろこういち
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3 .実験結果

(1) 15Nラベルフタルイミドでの適正測定条件の確立

F i g. Iに 15N-CPMASの測定し得られた吸収線から計算された吸収強度と待ち時間及

びコンタクトタイムの関係を示す。コンタクトタイムが 15 rns e c程度までは直線的に、待

ち時間が長ければ長いほど，またコンタクトタイムを長くすれば長くするほど吸収強度が

上昇していることがわかる。これは蛋白質などのアミド化合物の場合的と大きく異なって

いる。一般に吸収の強度(1 t) とTNH及び T 1.の関係式は下記のように考えられている則。

1 t= 1 0 ( 1 - e (一 t/ T NH) ) e (-t / T 1.) 

よって Fi g. 1のような結果は、フタルイミドカリウムの水素核の緩和時間 (T1 D) が非常に

長いこととクロスポーラリゼーションに活用される水素核がイミド窒素近傍に存在しない

ことに起因すると考えられる。また吸収強度は、 20msec以上のコンタクトタイムの場合

には待ち時聞を長くしてもあまり大きくならない。よって限られた時間内になるべく良い

S/Nのスペクトルを得るためには、適正なコンタクト時間として 20 msec，待ち時間は

3 0 se c程度が現実的と考えられる。

25 

20 

15 
peak intensi ty 

10 

ー.-PD=20 

・← PD=10

--PD=30 

ー・-PD=45 

--PD=60 

5 7.5 10 15 20 25 30 contact-time(msec) 

Fig. I The relationship between contact-time and normal ized spectral line 
intensity at various kinds of repetition-time 

(2)種々のカルド型ポリイミドの結果

測定を実施したカルド型ポリイミドの代表的な構造をFi g. 2に示す。まず先に決定した適

正条件をベースに、ポリマー，糸状に延伸したもの，フィルム状にしたものの 3種類の試

料について、 T1 Dを測定し 15N-CPMASスペクト Jレを測定した。その結果を Fig. 3及び

Table Iに示す。

;均β;ぐかな::〉-
dbD 

ーく::X〉-coて立::〉判)6-

UNITIJ 

5n 

UN汀 A

Fig.2 Chemical structure of cardo-type polyimides 
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Tab1e1 The NMR parameters of po1ymer，filerment and film types of HATTBT 
CUNITA+UNITB) cardo-type polyimides 

Dolymer fllerment f i 1 m 

cbemical shi ft 144.73 ，1 55.9pp皿 143.55 ，147.3，160.2 145.99 ，155.3ppE 
T lDH 430 msec 459 msec 398 msec 

<:>ι 6. 1 8. 2 6. 4 
P O2 barrer O. 09 O. 1 4 O. 1 1 

通常に合成したポリマー試料，延伸した糸状試料と脱溶媒の過穏が非常にゆっくりした

フィルム状試料は各々配向が異なることがわかっている。 Ta b 1 e 1の結果からはCの化学シ

フトでは僅かな変化でも 15Nの化学シフトの値が 3穏でかなり異なっており、 15Nの化学

シフトがポリマーの構造に非常に敏感であることがわかった。また糸状はかなり多くの状

態が存在していることがわかった。

次にガスの酸素/窒素分離係数の異なる種々のフィルム状カノレド型ポリイミドの T1 Tを

測定し、その値を活用して 15N-CPMASの測定を行った。それらの値引ab1 e 2に示す。

15Nの化学シフトとガスの酸素/窒索分離係数の関係をFi g. 4に示す。 13CーCPMASで

のイミド部分のカルボニル炭素の化学シフトでは、化学シフトの変化幅も 1 p p m程度と

小さく、化学シフトとガス分離係数との関係に明確な傾向が見られなかった。対して、 15

Nの化学シフトでは 9ppm程度の変化があり、ガスの分離係数と 16N化学シフトは非常

によい相関があり、ガス分離の係数は 15N化学シフトに代表されるようなポリマーの 3次

元構造に敏感であることがわかる。ガスの透過速度はイミド部分の分子の運動性に依存し

ていることから、酸素/窒素のガスの分離の選択はイミド窒素近傍の 3次元的な榊迭によ

り決まっていると推定される。
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Table2 The NMR parameters of some fi Ims of cardo-type polyimides 

UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A 

CFi3 UNIT B RI=R2 R5= UNIT C R5= R5= RI=R2 
-C- =R3=R4 Rl-~=II COOII COOMe COO =Me 

CF3 =Et COll13 

che皿ica I shift 146.8 153.0 144.1 150.6 152.6 147.0 149.3 149.2 150.0 

。ι 4.4 9.0 4.3 6.3 7.3 5.0 5.9 5.2 6.1 

P 02  barrer 16.7 O. II 13.0 2.3 0.53 7.0 1.3 2.0 2.2 

9 

gas peamiability 8 

• 
7 

a・
6 • 
5 

圃

ー ー
15N chemical 

4 
144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 shift(ppm) 

Fig.4 The relationship between 15N chemical shift at imide nitrogen atom and 
gas peamiabi lity for oxgen permselective property 

4 .結論

① 15N-CPMASスペクトルを S/N高く短時間で測定するための適正な条件を確立し

た。イミド化合物の場合、水素核の Tlpに依存するが、 30 s e c程度の待ち時間と

かなり長い 20 msec程度のコンタクトタイムが必要である。

②イミドの 15Nの化学シフトはポリマーの配向が異なる形状(ポリマー，糸状，フィノレ

ム状など)に非常に敏感である。

@フィルム状カルド型ポリイミドの酸素/主主素のガス分離能は、イミド皇室素の 15N化学

シフトと非?吉に良い相関があり、ガス分離の性能はポリマーの立体的な排造に起因す

ると推定される。
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P 77 109 A g及び63C u M A S NM  R法と X線回折法による Ag x C U l-x 1の構造解析

三菱製紙(欄〉・筑波研、東京都立大・理学部化学科¥

遠藤一央0、銀持基子、本田憲治¥北川進¥

Structure Analysis of AgてCU1-xIMiled CrystaI by 1日9Agand 63CU MASNMR and X-Kay Dif-

fraction Method Tsukuba Research Laboratory. Mi tsubishi Paper Mills. Ltd and 

+Depart町田entof Chemistry. Faculty of Science. Tokyo Metropolitan University 

K. Endo. M. Kenmotsu. K.Honda+ and S. Kitagawa+ 

1日9Agand 63CU MASNMR and X-ray diffraction methods have been used to perform a struc-

ture analysis of mixed crystals. AgxCU1-xl. The mixed crystals were prepared and ana-

lyzed as a complete solid-solution by the X-ray diffraction method. 109Ag and 63CU 

signals shifted to a low field around 28-73 ppm relative to solid !g_1. and around 6-33 

ppm relative to AgO.7SCUO.2SI. respectively. as the lattice constant decreased. The 

shift can be explained by considering components which involved the second-order chem-

ical shielding or quadrupolar coupling tensors. The tensors are seen to be caused by 

changing from Td of -(Ag-14)-species to its C3v and C2v symmetries due to replacing 

Ag with Cu in the crystal. and for -(CUI4)-species and vice versa. 

It is well-known that mixed crystals are produced so as to change the property of 

the material as a single-component crystal. For example. in photographic materials. 1 

in order to increase the sensitivity and image quality. we first synthesized solid-

solution silverbromochloride. then converted silver iodochloride and the core-shell 

type of silver iodobromide emulsions. As necessary conditions to form mixed crystals. 

we know that the crystal lattices resemble each other and that the atomic radii in the 

crystals are slightly different. AgI and CuI crystals in this work were of cubic zinc-

blende structure. Those crystals satisfy such conditions. We thus produced a complete 

solid-solution crystal by the melt-annealing method. Here. we demonstrate that the 

1日9Agand 63CU MASNMR method can be used to determine the local crystal structure of 

mixed AgxCU1-xl. 

1日9Agand 63CU MASNMR. X-ray diffraction. Mixed crystals AgxCU1-xl 

えんどうかつ。なか、けんもつもとこ、ほんだけんじ、きたがわすすむ
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Experi圃ental

A complete solid-solution of mixed AgxCU1-xl crystal was prepared at 600・Cby the mel t 

annealing method from AgI and CuJ. The Cul used here was commercially available. 11l9Ag 

and 63CU MASNMR spectra of mixed crystals曹eremeasured at 1日9Agand 63CU frequencies 

of 12.45 and 71. 47 MHz， respectively， using JEOL GX司 270spectro冊eter;120and 40 trans-

ients were accumulated using 8.5 and 5.5μs(90. )pulses for 11l9Ag and 63CU NMR， res-

pectively. 

A1I of the spectra were obtained under the conditions of proton gated decoupling and 

冊agicangle spinning at a spped of about 5 kHz; 8K datapolnts were collected over band 

widths of 20 and 50 kHz for 1目9Agand 63CU NMR， respectively. A1I measurements carri-

ed out at 230C and solid AgI and CuI were used as external references. The Ag/Cu for 

mixed crystals was estimated using the X-ray fluorescence method. X-ray diffraction 

measurements were performed using a Rigaku RAD C. 

Resulls and Discussion 

X-Ray diffraction profiles of the cr~stal indicated that the mixed crystal has a cubic 

zincblende structure. These diffraction patterns showed that the lattice parameter 

changes linearly with the Ag and Cu concentration without any change in the crystal 

structure. The uni t cell dimension in Fig. 1 follows曹ellthe Vegard2 law. Thus， the 

AgxCU1-xI crystal is a complete solid-solution. 

1日9Agand 63CU MASNMR signals of the mixed crystal shifted with broadening to a low 

field relative to !gI and to Ag目.75白日 2ちI. respectively. The shift differences and 

half曹idthsfor Ag/Cu ratios of 1/3， 1/1. and 3/1. respectively， are in Table 1. The 

reason can be explained by considering the components which involve the second-order 

chemical shielding or quadrupolar coupling tensors. The tensors are caused by changing 

from tetrahedral symmetry of -(AgI4)一or-(CUI4)-species due to replacing Ag曹ithCu 

and vice versa in the unit lattice. 

Let us consider the local atomic structure of a unit lattice by replacing a Ag atom 

曹ithCu， in order to explain the chemical shift dependency of the 1目9Agand 63CU spec-

tral peaks for different Agl/Cul ratio In the crystal. As shown in Fi~ 2， we can sup-

pose that fi ve types of species， (一 (Curl4)ー.べCU3Ag-14)勺ー(Cu2Ag2-14)ー.ー(CUAg3-14)-

and -(AgrI4)ー)exist in the uni t lattice. In case (a)， four Td -CUI4-species are 

seen to exist. For (b)， three -CUI4-species become C3v symmetry by the movement of 

the location for the common 1 atom between three -CUI4-and -AgI4-; since a species of 

-Aglr exists. In (c) of Fig. 2， the existence of two species of -Aglr produces two 
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C2v species of -Culr. In case (d). since there are three -Aglr species. a -Culr 

species becomes another C3v symmetry. For (e). four Td -AgI4-exist. We therefore 

believe that four kinds of symmetries of -AgI4-and -CUI4-may be observable as spec-

tral intensi ties by 1 s9Ag and 63CU MASNMR. respectively. 

The existence of the five species( (a) to (e) in Fig. 2) 曹illfollow the probability 

eQuation in proportion to the ratios of AgI/Cul. The probability for each case((b)ー(e)

or (a)ー(d)) corresponds to the 1s9Ag and 63CU NMR intensity of four kinds of -AgI4-

and -CUI4-symmetries. The eQuation is given by 

PAg;CU4-; 14 = 4C4-; X ;Ag X4-iCU. )
 

-(
 

曹hereXA9 and XcU denote the molar ratios of si lver and copper. respectively. The sub-

script and superscript( i and 4-i) correspond to the numbers of silver(Ag) and copper 

(Cu) and i ranges from 0 to 4: for example. we define Cu目宗Ag目斗. XAg0Xcu4=Xcu4 and so 

on. In Table 2. we show the calculated probability for the existence for the five 

species versus the ratio of AgI/Cul in the crystal. Then. four symmetles of -AgI4-in 

the table for the AgI/ Cul ratios of 3/1， 1/1 and 1/3， respective!y， can be considered 

to correspond to the NMR spectral intensi ties. Thus， the shift in Table 1 for each AgI 

/Cu! ratio was considered to correspond to C3v Agl4 in a -Ag3Culr cell. C2v Agl4 in a 

-Ag2CU2!r cel1. and C3v Agl4 in a -AgCU314 cel1. respectively. 

In this comp!ete solid-solution. if there are four species of -AgI4-or -CUI4-sym司

metries individually， we are supposed to observe four signals for such -AgI4-or -Cu14 

-symmetry by these 1日9Agand 63CU MASNMR method: We were able to obtain three or four 

sp!it signa!s for each AgI/Cul ratio by considering the ha!f width. 85 and 256 Hz for 

pure AgI and CuI. respectively. The results were. however. sing!e component-!ike broa-

der signa!s曹iththe low fie!d shifts. This indicates that there are four species of -

Ag14-or -CuI4-symmetries with s!ight!y sma!l deviation in the complete solid-solu-

tion. We can thus observe on!y a sing!e component broader signa!. 

References 

1. T. H. J ames， "The Theory of the Photograph i c Process， " 4th ed.. Macm i 11 an. New York 
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Table 1. Ag and Cu Chemical Shifts. Half-Linewidths. Quadrupole Coupling Constants 

and Agl4 and CUl4 Symmetrles of the Mixed Crystal for Agl/Cul Rallos 

Agl/Cul ratio 

1/3 1/1 Agl 

Ag Chemical Shift(ppm) 

Ag Half-Linewidth(Hz) 

Cu Chemical Shift(pp聞)

Cu Half-Linewidth(Hz) 

e2qQ(MHz) 

Agl4 or Cul4 Symmelry 

0.0 

85 

3/1 

-28.0 

120 

0.0 

1427 
0.41 

C3v' 

-43.1 
120 

-6.0 

1805 

0.37 
C2v 

-72.6 
200 

-18.8 

1608 

0.27 
C3v 

Cul 

-32. 9 

256 

Td Td 

-Ag.I.-

0.004 
0.063 
0.316 

Existence Probability of Five Speci四 forComplete Solid-Solution 
CUxAgl_xI Crystal in Propotion to Ratio of CullAgI 

ーCu.I.- -Cu3AgI.- -Cu2Ag，I.- -CuAg3I.-

0.316 0.422 0.211 0.047 
0.063 0.250 0.375 0.250 
0.004 0.047 0.211 0.422 

Table 2. 

CullAgI ratio 
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P78 国体NMRによるアスパルテーム結晶の構造研究(2 ) 

(味の素側・中研)0海老沢計慶、鈴木築一郎、公文 哲、永嶋伸也、

(北里大・薬) 米田茂隆、 梅山秀明

Structural Studies on Aspartame Crystal by Solid State NMR (2) 

kazuyoshi Ebisawa穴 EiichiroSuzuki*， Satoshi Kumon* ， Nobuya Nagashima* 

Sigetaka Yoneda**， Hideaki Umeyama** 

* Cen住alReseach Laboratories， Ajinomoto Co.， Inc. 

** School of Pharmaceutical Sciences， Kitasato University 

Aspartame (AP) exists in some crystal forms (polytypism) such回 IA，IB， IIA， IIB. 

X-ray crystallographic studies have revealed that出espace group oflIA form is P41. 

In the last symposium we presented a kind of structure model of IIA form which can explain 

a doublet signal of amide carbonyl carbon observed in 13C_CPMAS NMR.α1 the other hand 

we have studied the reason for high stability in heating IIA form and recently we found a 

wide range existence of I1A form in the heating pr∞ess. The details will be presented in this 

symposlUm. 

{緒言]

アスパルテーム (L-ト aspartyl-L-phenylalaninemethylester :以下、 APと略す。分子構造

はFig1.を参照)には、 IA，IB， IIA， IIBという主に結晶水含有率の違いに基づくいくつか

の結晶型が存在し、このうちI1B品以外は全てX線構造解析により、その結晶構造が得ら

れている。 昨年の本討論会では、このうち最も座標精度の高いI1A品について、国体

NMRと分子動力学 (MD)計算を用いた研究結果を発表した。その概要を以下に記す。

1) IIA品の空間群はP41であり、単位格子中には 4分子のAPがb軸方向の 4回らせん軸

周りに同一配座で存在し、結晶水は 4回らせん軸 (2種あるうちの一方)付近の

親水性チャネルに 2分子、存在する。 (AP'1/2H20と表記)

2)MD計算の結果、結晶の対称性は結晶水の影響により完全なP41対称、とはならず、

ペプチド結合部の分子間水素結合状態には、微小差ながら 2状態が存在した。

3) 13C_CPMAS測定時のペプチドカルポニル炭素のシグナル分裂は、隣接窒素原子によ

る四重極分裂の可能性もある中、上記の水素結合状態の差によるものと推察した。

一方、我々はI1A品のエネルギー的安定性を構造的視点から考察する目的で、団体

NMRと粉末X線による温度変化測定、及ぴ、熱測定を行った結果、上記の結果の延長線

上にあると思われる知見を得たので報告する。

(阻YWORD)アスバルテーム、固体高分解能NMR、熱測定

0えぴさわ かずよし、すずき えいいちろう、くもん さとし、ながしま のぶや

よねだ しげたか、うめやま ひであき
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【結果I
FiglにI1A晶の室温及び40t:における

13C_CPMAS測定の結果を示す。室温では

1本であったPhe側鎖のy炭素シグナルが

40t:では明瞭に 2本に分裂(約100Hz)して

いる他、他のベンゼン環炭素も分裂を示し

ている。実際の試料温度は、 JEOLで作成

された資料・から50t:付近と考えられるが、

粉末X線パターンは45t:では完全なIIA品

パターンを示し、 50t:でもほぼIIA晶の

パターンを保持している。そこで、 IIA品

の熱測定による重量変化を調べた結果、

室温では1/2水であったIIA晶は、 40t:-

50t:付近で 1/3水の状態となり、 55t付近

から1m晶(無水)への転移を開始するこ

となどが明らかとなった。 (Fig2参照)

{考察I
APのIIA晶は非常に安定であり、加熱

により調製した1m品も室温放置により

容易にIIA晶に復元する。このようなIIA

晶の安定性は、今回、明らかとなった

ように、結晶水含量に1/2水-1/3水とい

う許容幅があることが 1つの重要な要因

であろう。また、 Figlに示し

た40t:の状態は、粉末X線

及び熱測定の結果から考えて、

結晶格子はIIA品のまま、

結晶水含量が1β水となった

状態であろう。従って、この

Pher炭素シグナJレの分裂は

結晶水の状態変化を反映した

結果であると考えている。

(
〉
ミ

【文献} 0.15 -

第30回NMR討論会要旨集(p.269) I 
第31回NMR討論会要旨集(p.263)-1.0 L__I __ 
第32回NMR討論会要旨集(p.139) 20 

*固体ユーザーズミーテイング資料(1992年)
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特別講演 2

Lll SOLID MATERIALS EXPLORED 

BY NUCLEAR POLARIZATION TRANSFER 

R.R. Ernst， B.H. Meier， R. Meyer， M. Baldus， 
S. Hediger， T.O. Levante， P. Robyr， and M. Tomaselli 

Laboratorium fur Physikalische Chemie 

Eidgenossische Technische Hochschule 

8092 Zurich， Switzerland 

Procedures are described for manipulatng the muclear spin dynamics in 

solid materials. The goal is an enhanced transfer efficiency of spin order 

through the dipolar interaction under sample spinning conditions and radio-

frequency pulse sequences. The procedures are designed in particular for rare 

spin with weak mutual interactions and for the heter'onuclear transfer between 

different spin species. Applications concern the local structure in partially 

orederd materials， such as polymers and polymer blends. The mobi1ity of spy 

atoms is used as an alternative approach for studying structural features of 

solid materials. In addition， dynamic processes inherent in molecular solids are 

studied by combining NMR measurements and quantum dynamical calculations. 
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特別講演 3

L12 NMR Studies of Non-standard Forms of DNA 

GiりeshGovil 

Tata Institute of Fundamental Research 

HOMI BHABHA ROAD， BOMBAY 400005 

INDIA 
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NMR STUDIES OF NON-STANDARD FORMS OF DNA 

ABSTRACT 

G1rおsh Govll 

Tata Inst1tute of Fundamental Research， 
Hom1 Bhabha Road， 80mbay 400005， India 

The double helical structure of DNA proposed by Watson and Cr1ck in 1953 
served as the only model for explafning biological behav10ur of nucle1c ac1ds 
for almost three decades. However， with the avallab111ty of tailored made 
synthet1c o11gonucleot1des and development of new tools to probe DNA 
structures， th1s v1ew has changed s1gn1ficantly. In add1tion to the 
polymorph1c forms of ant1paral1el double-stranded DNA (A， B， C， 0， Z etc)， 
rad1cally d1fferent structures such as parallel duplexes， tr1plexes and 
single-stranded ha1rp1n structures have been charecterised experfmentally. The 
fact that these unusual or non-standard form OT DNA may have a crucial role 1n 
regu1at 10110f a varfety of b101091ca1processes，has prompted fnterest1n 
deta11ed stud1es of such structures. NMR is 1deal1y suited for th1s purpose， 
not only because of the fact that it prov1des deta11ed conformat1onal 
structure 1n aqueous solut1ons， the m11eau of biolog1cal processes， but also 
because subt 1e. changes 1n DNA conformat 10n can often be dr1ven by minor 
environmental perturbations such as concentrat1on of the sample， pH， 
temperature or 1on1c concentration. 

We have been 1nterested fn the flex1bi 11ty of DNA backbone and unusua 1 
DNA structures Tor a number of years. It 1s therefore natural that 1n my talk， 
1 shal1 be using examples from the work from my own laboratory， though th1s 1s 
one of the most act1ve field of research 1n structural b101ogy today. The 
methodolog1es for NMR spectral ass1gnments， extract10n of conformat10nal 
dependent NMR parameters and util1sat1on of such parameters as constra1nts 1n 
structural s1mulat1ons have been developed over the last decade and are now 
fa1rly standard. After a br1ef review of the methodolog1es， including some 
recent advanc8St 1 propos_e to d1scuss some specif1c examples of unusual ONA 
structures， covering the fol1owing areas: 

(1) Sequence dedendent var1ations of conformation of canonical B-DNA 
sequences which are recogn1sed by restr1ction enz~明es.

(2) Structural perturbat10ns caused by mismatches. 

(3) Concentrat10n dependend unfolding of certa1n DNA sequences 1nto single 
stranded ordered ha1rp1n structures. 

(4) Strateg1es of tailoring molecules to adopt paral1el duplexes. 

(5) pH dependent ordering of ONA sequences into tr1plexes. 
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L13 安定同位体利用NMRの核酸への展開

0甲斐荘正恒、小野晶、楯真一、栗田順一、ペイイJ~川、小野明

(都立大・理)

Stable lsotope Aided NMR Spectroscopy in Nucleic Acids 

Masatsune Kainoshoキ. Akira Ono. Shin-ichi Tate. Jun-ichi Kurita. 

Pae II-Han. Aki ra Ono 

Department of Chemistry. Facul ty of Science. Tokyo Metropol i tan Universi ty 

1-1 Minamiohsawa. Hachioj i. Tokyo. 192-03 Japan 

ABSTRACT In order to develop more sophisticated heteronuclear multidimensional 

NMR experiments. we have established useful methods to prepare uniformly 13C or 

13C/15N labeled DNA monomers in sufficient amounts to synthesize labeled DNA 

oligomers by solid phase synthesis at a reasonable cost. The labeled DNA oligos 

have been used for the NMR exper iments. such as HCCH-E. COSY. HI' CI' N9H8. etc. 

はじめに

核酸の溶液内立体構造の決定技術の開発は、蛋白質に比べて著しく立ち遅れている。最

近になり RNAに関しては、生化学的手法により同位体(I5N.13C)標識したオl)j7- を調製す

る技術が確立し、合成収率がRNA配列に大きく依存すること、また特定の位置のみに標識

することが困難なこと等の重大な欠点があるにもかかわらず、多次元NMR解析技術の発展

を促した。一方、 DNAにおいては菌体内の存在量がRNAに比べ少ないこと等から、 NMR測

定に必要な量の標識DNAを生化学的手法により調製することは困難である。 DNAの溶液内

ダイナミリス、 DNA-蛋白質問の分子認識過程など、 DNAの動的立体構造と機能に関する研究の

重要性が高まったことを背景にして、昨年度から安定同位体標識核酸オリゴマーの合成技術の

開発、及び標識核酸オリゴマーを利用する多次元NMR技術.の開発に着手した。本講演において

は、 101:17トの現状とこれまでの成果について紹介したい。

キーワード : isotopically labeled DNA、HCCII-E. COSY 、111' CI' N9H8、HCP 、HCP-CCH-COSY 

かいのしょう まさつね、おの あきら、たて しんいち、くりたじゅんいち、

ペー いるはん、おのあきら
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安定同位体標識DNA/RNA合成のストラテト

我今の基本的戦略は標識DNA/RNAオリゴマーを化学的手法(固相合成法)により合成すると

いう点に集約される。標識したりすーからの合成試薬が一度揃えば、配列に依存せず殆どIト

しかも、全てのティY的に必要な量のオリゴマーが入手できる点は合成法の最大の利点である。

残基を標識することも、必要な位置の残基のみを選択的に標識休に置換することも自由に

選択できる。市販の囲相合成機は高い信頼性で合成を短時間に終了することができるため

に、酵素を利用する生化学的手法のような、実験の再現性に関する慎重な配慮を必要とし

の多量・安価な調製法の開発にある。図ない。問題は標識したRNA/DNAモ/マー(モn7レオシド)

-1は我々が現在進めている標識けレオバの合成スキームの概略を示したものである。

化学合成
欝紫合成

RNAオリゴマー
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DNAオリゴマー

安定同位体標識 RNA/DNAオリゴマー合成図-1

我々は図ーlに示した方法により、同f立体標識した了デ}';'J 、デオキシ了ず}';'J、グ了J'J'J 、デオキシグ了

/シYの調製に関しては十分な経済性を持つプロセスを確立した。ピリミジ'J ~?レオシド(汁内、デオキシ汁

山、ウリジY、千~:J'J) に関しては塩基部分と糖部分をそれぞれ完全合成する必要があり、現在

これらを用いて、固相合のところ糖部分を 13c-標識した引力の多量合成を終了している。

このようにして合成し成法により、部位選択的に標識した様今なDNAオリゴマーを調製した。

たDNAオリゴマーの多元NMR技術への応用について以下に述べる。

安定同位体標識DNAオリゴマーの多次元NMR

(1) DNAの糖部分のビシ仰はじ結合定数の高精度測定:い我々は d(CGCGAATTCGCG)に含まれ

る T残基を、 98月 13C_均一標識したデオキシリポースを持つt~')ïに置換したドデカマーを合成した。核

酸オリゴマーの糖部分の立体配座解析は隣接プロトン聞のど汁IVAt'J結合を測定し、その二面角依存

しかしながら、通常の加わ二次元NMR法(DQFCOSY 性を用いて解析する手法がとられる。

等)においては、線幅の拡がりやシグナルの重なり等の理由から、必ずしも必要な全てのAt'J

292-



結合を正確に測定できるわけで

はない。一方、特定残基のみの
{Eaa}FH也

。。@ldJJJ-P 糖部分を高濃度に13C_標識した

オリゴマーを用いれば、シグナルの重な
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3C聞の大きなスピン結合定数によ
図…21. 4mM d (CGCGAAγTCGCG)2 20 HCCH-E. COSYÀ~7~~: 

(a) Cl' -H2' 2" ; (b) C3・寸12'2" ; (c) C3' -113' り完全に分離したピー?のIH-軸

方向のdisplacementにより観測できるため、全ての7日トン聞のピシナル結合定数が精度良く求め

られる。図叩2はドずれーの下位の千ミジンのみを13C_標識したドテ、カマーのIICCH-E.COSYの一部を示

聞のスピY結合定数も精度良く決定できることしたものである。通常は求めにくい出， -H4' 

が明らかであろう。

スピY結合を介した糖一塩基シグナルの相関:引前項と同じドデカマーのA5、A6の両残基のみ(2) 

この標識体におを均一に 13C、15N…二重標識したずオキシlfJシYに置換したものを合成した。

いては二組の了かげ由来のシグナルが得られる。標識体の合成に要する時間や労力を考慮すれ

ば、同時に複数の残基を標識する標識DNAを用いて構造化学的知見が得られることは好ま

この場合には得られたシグナルの帰窟が必要となる。 ONA糖部分のシグナルしかしながら、しい。

は事項に述べる手法により、スピン結合を介した磁化移動法により帰属することができる。

一方、従来は塩基部分のシグナルと糖部分のシグナルの相聞に関しては空間距離情報 (NOE)を利用
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このしかしながら、する方法のみが利用されており、一義的帰属の問題点となっていた。

試料のように、塩基部分の窒素を含み均一に 13C、16N_二重標識されている11);~7 レオバ残

とH8との相聞を基では、図-3の "̂7H~ 中に示した磁化移動径路により同一残基内のH 1'

決定することができる。 "Hl' C l' N91I8"と名付けたバルス列(図-3) はRNAについて報告され

たバJ~A に比べ著しく単純であり、従って高感度である。

(3) 3 1 P シグナルを介するDNAの配列帰属法:引

15N_均一標識した対けげを、同時に複数組み入れたDNAオリゴマー場合、 NMRシグナルの13C. 

配列特異的な帰属には、 3' ー及び5' ー端側の対レオシドが共通の 1);酸 7エステJ~ 結合により連結し

ヂオ十シリポース環炭素を 13C-標識することにより、 'H-13C_3Ip聞の磁ていることを利用する。
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化移動が可能となり、様々な三重共鳴実験が可能となる。同一残基内の磁化の移動はAt;

結合の大きい'J(l3C_13C)を用いるために高感度である。図-4はそのようなバ!日列を示し
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図 4(a)2D HCP、 (b)2D HCP-CCH-COSYパルス、及び d(CGCGGAATTCGCG)2のスペハル
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のパルス [HCP]では、 '11から起動した磁化は31p_13Cスピン結合を介してたものである。 (a)

31pの化学シ7ト情報をもたらす。パルス Cb)[I!CP-CCII-COSYJでは、更に 13C上の磁化を 13C-

13C聞にCOSYRelay後に '11-検出するため、 IICPのH4'_31pに加えて、スペ7~J~ (b) に示し

この手法の 13C_

周波数うベJ~ を加えた 3D IICP一CCH-COSYは均一標識DNAの一括帰属に有効であろう。

たように、配列帰属は H3'-31 P、H5'5"-3IP間の計 3ケ所で可能となる。
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L14 DNAオリゴ、マーの精密構造解析
一部分的な安定同位体標識の利用-

0児11鳴長次郎、*関根健志、勺11島悦子、

*石戸良治、**小野品、付甲斐荘正恒、京極好正

(阪大・蛋白研、*東京薬大、れ者I~立大・理)

Precise Analysis of the DNA Structure by N九fR

-Application of Selective 211 and 13C Labeling Techniques ・

Cho吋Iji仕roKOJ刀IMA，T臼法kωc郎sl油hi吋iSEKINE*へ， E日ts乱叩u

Akir悶aONO**へ， Maおl凶Se川ItSU山II1CKAINOSHO**日ndYoshimas鈎aKYOGOKU

Jnstitute for Protcill Research， Osαka University 

* Laboratory of Pharmaceutical Chemistry， Tokyo College of Phαrmαcy 

ホ*DepαrtmentofChemisf1y， Faculty ofScience， TokyoMetropolitan Ufliversity 

Thethr巴edimensionaJ coordinat巴sof aDNA decamcr， d(GCATTAATGC)2' were determined 

by minimizing cxperim巴nt日Jerrors in NOESY spectra. The caJculations were performed by the 

programs MARDIGRAS and X-PLOR using th巴reJaxationmatrix refinement module with a singJe 

corrcJation time model. Howcvcr， thc caJculat巴dstructures do not complctcJy refIect the dynamic 

characters of the oJigomcr such as thc N/S convcrsion of the sugar conformation. Her巴， the selectivc 

2H and J3C labcling of the DNA sugar was intro【lucedto obtain accurate and precise 3J values of the 

sugar protons，日ndthc foIlowed analysis of the sugar conformcr showed that the S-type is predominant 

(70-90%) in the DNA. 

<序> 核酸はX線結品回折で決定された構造とNMRで決定された溶液中での構造とが

異なっている場合が多い。それは核酸が分子間相互作用等によって容易に変形する"やわ

らかい川ヵ、たち"を持っている事に起因する。これは蛋白質による、あるいは薬剤による

誘導適合の様な核酸認識の機構を解明する上での鍵でもあり、解析を困難にしている点で

もある。 NMRは本来様々な1時間域での運動様式を解明できる可能性を持つが、これまで

にNMRで決定された核酸構造の分解能はX線結品回折で得られるものと比較すると著しく

低いとに、可塑J性を含めた運動様式を表現していない。そこで我々はまず核酸構造の高分

解能化を目的として、 NOEを高精度で定量化し、第一近似として単一相関時間モデルを用

いて構造を求めた。次に核酸の構造多形、特にデオキシリボースにおけるコンフォマーの

存在比を得るために3J値の精密化を行った。この過程で2Hラベルまたは日CラベルしたDNA

オリゴマーを用い、極めて良好な結果を得たのでここに報告する。

キーワード:核酸構造、精度、 NOEの信頼性、ヲ値の精密化、引jl3CラベルDNA

0こじま ちょうじろう、せきねたけし、かわしま えっこ、いしどよしはる、

おの あきら、かいのしょう まさつね、きょうごく よしまさ
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<実験>

試料 DNAデカマ-d(GCAITAATGC)2をモデル系として取り上げた。この配列は溶液

中でB型様構造をとることが知られており、 X線構造解析が行われているB型DNAの、

d(CGAITAATCG)2をおよひ'd(CCAITAATGG)21こ塩基配列が似ていることから選ばれた。

NOEの定量化 NOESYピークの積分値を定量化するためにまず誤差評価法を考案した。

導入にあたっては、積分布iはスペクトルのS川比に対して依存性が低い(表示しきい値に

依存しない)ものであるべきという再現性に関する要請仰と、 NOESYの交差ピークは対称

的(2) (Rij =同i)に現われるべきで、 built-upcurveは混合時間の変化に対してスムーズ(3)で

あるべきとしづ要請に基づいた。以下では条件(1)を辞が再現位、条件(2)をNOE;t1称位、条

件(3)をNOE道統佐と略記する。実際の定量にはヒ記評価法に従-って様々な因子(積分方法、

窓関数、デジタル分解能、 ZQコヒーレンス、待ち時間)による誤差を最小化する手!肢を

用いた。

構造計算 単一相関時間モデルによる完全緩和行列法で構造精密化を行った。相関時

間としては蛍光分光法やuv散乱分光法で既に符られている全体回転運動の相関時間を用

いた。また計算されたプロトン間距離の解析や相関時間とR-6 (NOEの実験再現度)因子

との関係を考察する事によって、 ljtー相関11寺間モデルの妥当性を検討した。実際の計算は

標準的なプログラムである MARDIGRASおよびX-PLORをJH~ 、た。

3J値の精密化 2'R-2Hまたは2'S-引ラベルしたDNAオリゴ、マーを各々作成し、通常行わ

れているDQ下COSYやE.COSYを31pデカップル条n下で測定し、シミュレーションによっ

て比較検討する事で線幅とカップリング定数を決定した。ラベルされていないDNAオリゴ

マーに関しても同様の操作を行い、線111mとカップリング定数を決定した。チミンのデオキ

シリボースを13CラベルしたDNAオリゴマーに関しては、 HCCH-E.COSYから3J値を得た。

上記の様々な実験から決定された3J値とその精度を比較検討し、 N/Sコンフォマー互変モ

デルで解析した。

<結果と考察>

NOEの定量化 積分値は積分方法に依存する。例えば単純な領域内強度和法(最も良

く用いられている手法jは静か再現住が悪く、表示しきい値を低くかっ積分領域を注意し

て選ばないと積分値自体の信頼性が無い。我々は掠分再現住の良いFitting法を用いて積分

する事で、比較的楽に精度良い結果(誤差 5%未満)を得た。さらに部分的に重なってい

るピークに対してもNOE道続位が良く、積分可能なピーク数を増す事が可能であった。

Fig.lには積分値に及ぼす窓関数の影響が示されている。窓関数を用いないと若手分再現世と

NOE対称位が悪い。通常ロ(realtime )i11111の観測点数がt1軸を上回るため、 J-couplingで多数に

分裂したピークがt2軸に在る時はこの様なばらついた積分値を得る (Fig.1左)。これを回

避するためにはtl/t2軸の観測点数を同じにするか、強い窓関数を掛ける (Fig.l右)必要が

ある。デジタル分解能は高い方が良いが、 5%未満誤差での定量化に要求されるのは線幅

5Hzの場合 2Hz/point程度である。これは線I1屈に依存するので線l隔が細ければ分解能はよ

り高くなければならない。 ZQコヒーレンスの影響を見るために 3種類のNOESYパルスを

用いたが、シミュレーションで予測されていた通り 5%未満誤差では有為な差は観測され

なかった。待ち時間は最低でもT1値の2.5倍程度必要である。待ち時間がT1値程度では

NOE対称佐が悪くなり誤差100%以上のピークが現われる。
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Fig・2 AII lt1_1JI distanccs calcul日tcdby MARDlGR八S.The distanccs dctcrmincd by t1sing 120 msec mixing timc 

NOESY pcak volumcs wcrc∞mparcd wilh lhosc calc111atcd by the voll1mcs of short (30， 60 mscc)， medium (90， 150， 
200 mscc) and long (250，300 mscc) mixing timcs. 

構造計算 本来単・相関時間モデルを用いて計算するのは第一近似であるので、モデ

ルの妥当性を検討しなければならない。そこでまずMARDIGRASを用いてlH間距離を計算

し、その結果をFig.2に示した。 NOESYの混合1時間が短い時 cti.)は、基準とした120mscc

の混合時間で得られたピーク積分値から計算された距離と比較すると歪みが生じ、相対的

な距離が縮まった様に計算されている。これは入力積分値の中で値の大きなもの程大きく

見積られている事を意味しており、相対的な積分値のS/N依存性が出てしまったものと考

えられる。既に述べたように積分値自体は出来る限り辞王子再現住を持つ様にしたが、短い

混合時間では歪みを除く事が出来なかったと言える。基準とした混合時間 120msec近辺

(中央)では、精度は低いもののli:iー相関時間モデルで説明されている。長い混合時間の

場合(右)は単一相関時間モデルが破綻している様に見える。今回の計算には帰属出来な

かった糖の5'/5"プロトンや重なりの激しいピークを入力出来なかったので、本当に破綻し

ているかどうかは判定出来ない。 MARDIGRASを使った相関時間に関するグリッドサーチ

の結果、相関時間が長い程R"6因子が小さくなった。これは内部運動を考慮に入れる必要性

を示唆しており、高次の近似!によりさらに改善される可能性を示す。以上の解析から単一

相関時間モデルが第一近似として妥当であると考え、 X.PLORの完全緩和行列計算ルーチ

ンにより構造精需化を行った。 Fig.3には実際計算された構造を示す。用いた入力積分値は

NOESY混合時間90-200msecから得た。
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Fig.3 All struclures wcrc calclllaled by X-PLOR wilh NMR relaxalion rcfinemcnt prolocol without use of lhe NOEs 
from exchangeable protons. Isolropic rolalion modcl wilh a fasl motion of U1C mcthyl group was adopted for the 
structure calclllations by lIsing 90， 120， 150 and 200 mscc mixing timc NOESY pcak volumes. 
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3J値の精密化 構造計算によって座標が得られたが、上述の織に内部運動を明確に同

定する事で構造自体の精度が向上する可能性がある。最も良く研究されている内部運動の

一つにデオキシリボースのN/Sコンフォマー互変運動がある。これはとても早い運動でな

値が平均化されてしまうので、カップリンクー定数を精密に読み取って運動自体を同定する

手法が採られている。今回我々は2'R-2Hまたは2'S_2HラベルしたDNAオリゴマーを用いて3J

値の精密化を行L、0.2Hz程度まで・精度が向上した。ラベルされていないDNAオリゴ‘マーを

HH、て決定される線師とカップリンクー定数の精度が高々 1Hzで・あった事を考えると格段に

精度が向上している。また、この引ラベルはデカップリングとして働くと同時に緩和時間

を仲ばす(約1.5倍)働きがあり一見してこのラベルの有意性が判る (Fig.4)。分子量 6

干の試料に関して直接カップリング定数を読んでも誤差O.5Hz程度にまで精度は向上して

いる。日CラベルしたDNAオリゴマーに関しては、蛋白質の系で示されていた通りHCCH-

E.COSYから0.2Hz精度で3J組が得られた。最終的に得られた3J値からSコンフォマーの占有

率を計算した結果70-90%であり、これはコンフォマ一間のエネルギー差が0.5kcal程度で・

ある事を示している。
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P 7 9 立体選択的多重標識デオキシアデノシンの合成とDNA構造解析への応用

。栗田順一、 楯真一、小野晶、甲斐荘正恒

東京都立大学・理学部

Synthesis of the Slereo-specific multiply isotopc labeled 2'-deoxyadcnosinc and application 10 

DN  ̂slructural analysis using rnultidimcnsional heteronuclear NMR lI1ethods. 

仁)Jun-ichiKurita， Shin寸chiTate， Akira Ono， Masatsune Kainosho 

Tokyo Metropolitan University 

AsSTRACT : Dellclrillm was stereo-sclcctively introduccd into the 2'-position of IJC/5N-labeled 2'-d巴oxyadenosin巴

to yield multiply labcled 2・-deoxyadenosineanalogues which werc incorporated into DNA dodecamer， 

5'-d(CGCĜA_1TCGCG)-3' (企=labeled 2'-deoxyadenosine). The dodccamers wcre used for multidimensional 

hetcronuclearNMR study. 

[はじめにj

近年、 IJCや15N等の安定同位体で標識したタンパク質を用いる多核種多次元NMR法が進歩し、分子量~

3万程度のタンパク質の溶液楠造を、 X

極近年、安定同位休標識RN八オリゴマ一の調事製u法カがf開発され、 RN の̂多核種多次元NMR研究が行われる

ようになった。しかしながら、安定同位体標識DNAオリゴマーの調製法が確立していなかったことから、

DNAの多核種多次元NMR研究は進んでいなかった。そこで我々は、安定問位体標識DNAオリゴマーの合

成法について検討し、化学合成法と微生物発酵i去を併用寸る方法を確立し、 NMR研究に応用することに

成功した1.2 (本年度NMR討論会L13発表参照)。本発表では、より精度の高い栂造解析法の確立を目的と

して、 IJC1
円N-t票識法と立体選択的重水素化法を併用する手法について検討した。即ち、 1ヌcrN-1票識

2'-deoxyadcnosinc (図 1、!) の2・ー位のproS，proRプロトンのそれぞれを立体選択的に重水素化した化合物

(図 1 、~，主)を合成し、それらを含む DNAオリゴマ一、 5'-d(CGCGA生1TCGCG)-3' (企=labeled 

nuclcoside)を合成した後、 NMRによる糖部の構造解析を行ったの

「実験方法及び結果J
1、標識DNAオリゴマーの合成

標識ヌクレオシドの合成 13C!円N標識アデノシンは微生物発醇法により得たにこのものを Robinsら

の方法に準じて2'ー位を化学的にデオキシ化することにより標識2・-deoxyadenosin巴(!)を得た七また、伺

様の反応、を垂水素化試薬を用いて行うことにより 2 を得たn また2'-7)<~費基を反転させた後デオキシ化する

ごとにより主を得た九標識DN八オリゴマーの合成: 上記の標識2'-d巴oxyadenosindま定法に従い保護、亜

リン酸化することによりアミダイトユニットとし、 DNA成機を用いてDN オ̂リゴマーとした。 DNAオリ

ゴマーは定法に準じて脱保護、精製した後NMR研究に用いた。 lμmol合成により下記NMR測定を行うに

十分なオリゴマーを得た。

2、多次元多紋種NMR

CT-HSQCスペクトル: 標識DN八オ 1)ゴマー1，11， 111のCT-IISQCスペクトルを測定したところ、標識

糖部由来のシグナルのみが選択的に観測された。各スペクトルの2'ー位シグナル領域を図 1に示した。乙の

スペクトルより重水素化反応が立体選択的に進行したことカf確認された。

安定同位体標識、 DNA、多核種NMR、多次元NMR、IICCH-E.COSY

くりた・じゅんいち、たて・しんいち、おの・あきら、かいのしよう・まきつね
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HCCH・E.COSY スペクトル IICCII-E.C05Yスペクトルを測定することにより糖部プロトン聞の結

合定数を測定することが可能である6 図 2にオリゴマーJ(スベクトルa)汲び" (スペクトルb) の

IICCI 卜E.C05Yスペクトの1I2'-CI・クロスシグナル領域を示した、この測定においては 2ヶに分裂したク口

スシグナルが得られるが、 r2軸上の分裂幅カρ.Il1r.l12.(こ対応する、スペクトルaで、は2'ー位ビシナルプロトン聞

のカップリングの影響により正確な結合定数の読み取りが困難であった、一方スペクトルbにおいては、

立体選択的重水素化を行うことによりビシナルプロトン聞のカップリングが消失したことから結合定数の

読み取りカf容易になった、

穂郡配座の解析 IICCII-E.C05Yスベクトルより得られた結合定数より、 Rinkel&八I!onaの方法'(こ準

じて標識糖部の配座を解析したところC3にexoであったι
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P80 グラジェント分光法を用いた

異核種多次元NMRの標識RNAへの応用

。佐藤ー l，河合剛太2，渡部暁3，j甫敦2，

渡辺公綱2，横山茂之3

( 1日本ブルカー， 2東大・工， 3東大・院理)

Application of Heteronuclear Multidimensional NMR 
with Pulsed-Field Gradient Techniques 

to Stable-Isotopic Labeled RNA 

OHajime SATOJ， Gota KAWAI2， Satoru WATANABE3， Atsushi 
URA2，Kim itS14F1GWA TA NA BE2，GF1d Shigey uk i Y OKO YA MA3 
(~B ruker Japan， 2 FacuLη of Engineering， University of Tokyo， 
.JGraduαte SchooL of Science， University of Tokyo) 

In order to simplify and assign the NMR signals of RNA， we have 
to introduce new techniques， especially the stable-isotopic labeling. 
Only with such RNA molecules， we can resolve the signals much more 
by using heteronuclear multidimensional NMR spectroscopy and 
assign them unambiguol:l ~ly thr_ough direct couplings. In the present 
stud-y， we prepared [13(:， 15Nf-labeled RNA ~olecules and the 
techniques mentioned above were applied. In order to enhance the 
results， a combination with pulsed-field gradient spectroscopy must 
be useful. 

Introduction 
Multidimensional multiple resonance experiments have been 

developed for the structure analysis of stable-isotopic labeled 
proteins. Especially， methods of sequential main明 chain assignment 
have been published by Bax and co同 workers. They do not depend on 
the conformation of proteins because of using the unambiguous direct 
couplings. And two kinds of techniques to assign the side-chain 
resonances have been found lately， which are called HCCH-TOCSY 
(Bax et aL.， 1990; Fesik et aL.， 1990; Kay et al.， 1990; Olejniczak et 
al.， 1992; Pardi & Nikonowicz， 1992) and HEHOHEHAHA (M吋umdar
et aL.， 1993)， respectively. The former is based on INEPT for 
magnetization transfer， while the latter is based on heteronuclear 
cross polarization (HCP). Large one-bond scalar coupling constants 
are used in both techniques. 

Keywords : RNA， Stable-Isotopic Labeling， NMR， HCCH-TOCSY， 
HEHOHEHAHA， Pulsed-Field Gradients 

。さとうはじめ・かわいごうた・わたなべさとる・うらあっし・
わたなべきみつな・よこやましげゆき

4
E
i
 

nu 
qo 



In the present study， we considered whether such techniques 
described above are also useful for labeled RNAs. However， it is not 
so easy for RN As in solution to analyze the NMR signals， because all 
the ribose protons， except for Hl' resonances， resonate in a very 
narrow spectral region (-1.5ppm). And the very small Hl'-H2' three-
bond coupling (-2Hz) normally found in an A -form RNA helix often 
makes it impossible to obser ve H l' -H2' correlations. In contr ast， 
stable値 isotopiclabeling of RNAs allows very efficient transfer of 
magnetization between proton and carbon， as well as carbon and 
carbon， through lar ge one-bond coupli ngs (-150Hz and -50Hz， 
respectively). In the case of ribose (or deoxyribose)， all protons 
belong to spin systems through carbons， indicating that the HCCH 
type experiments must be useful for the identification of each ribose 
spin systems. 

Experiments 
A.n RNA dimer was prepared from RNase A digests of [13C， 15N]_ 

labeled E. coli ribosomal RNA. A 31-mer RNA， which is a model 
molecule of Group 1 intron active site， was prepared by in vitro 
transcriptions (Watanabe et al.， 1994). The experiments were run on 
Bruker AMX・500or AMX-600 spectrometers. 

Results and Discussions 
First， we have compared HCCH-TOCSY with HEHOHEHAHA for 

the dimer. As the result of those experiments， we have found out that 
HEHOHEHAHA gave higher sensitivity and more cross peaks on the 
2D spectr a than HCCH帽 TOCSY (Fig.l) even with such a small 
molecule. 

Second， we have obtained a HEHOHEHAHA spectrum (Fig.2) for 
the 31-mer. This was significantly superier to the spectrum of 
HCCH-TOCSY as already shown for proteins. 
The introduction of pulsed-field gr adient techniques to such 

experiments described above is now in progress. 

References 
Bax et al. (1990)よ Magn.Reson.， 88， 425. 
Fesik et al. (1990) J. A m. Chem. Soc.， 112， 886. 
Kay et al. (1990)よ Am.Chem. Soc.， 112，888. 
Majumdar et al. (1993) J. Biomol. NMR， 3，387. 
Oleniczak et al. (1992) J. Biomol. NMR， 2，655. 
Pardi & Nikonowicz (1992)よ Am.Chem. Soc.， 114，9202. 
Watanabe et al. (1994) Nucleic A cids Symp. Series， in press. 
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P81 核酸の光 CIDNPシクーナルにハロゲンイオンの及ぼす特異な効果

o (横浜国大・工)片平正人、 (阪大・蛋白研)片平律子、京極好正

Newly found unique effects of haJogen ions on photo-CIDNP signals 

of nucleic aci.ds 

Masato Katahira._ R1tsuko Katah1raa and Yosh1masa Kyogokua 

Faculty of sioengineering. Department of Engineering. Yokohama 

National University and alnstitute for Protein Research. Osaka 

University 

We have already demonstrated that a photo-CIDNP method can be 

applied successfully to nucleic acids in order to study their 

structures and their interactions with drugs [1]. llere we report 

a newly found unique effect of halogen ions on the CIDNP signals 

of the nucleic acids. The Cl-. sr-and 1- ions cause the inver-

slon of the CIDNP signals of nucleic acids. when the concentra-

tions of those ions are rai.sed. The order of the strength of 

causing the effect 1s Cl-<Br-<I-. which 1ndicates a correlat1on 

between the ionic radii and the strength of the effect. Produc-

tion of another ki.nd of radicals (for example. a protonated 

radical) on the addition of the halogen ions could explain the 

unique phenomenon. 

(序)

光 CIDNP法は従来タンパク質の構造研究に主に用いられてきた。我々は既に光 C1 D 

NP法が、核酸の構造研究及び核酸と薬剤の相互作用の研究にも応用できる事を示した[1 ]。

この研究を遂行中我々は、高濃度の NaClが核酸の CIDNPシグナルの符号の反転を引

き起こす事に気づいた。その後実験を重ねた結果、この効果は C1 による事、 Br ， 1ー

も同様な効果を及ぼす事、効果を及ぼす強さは C1 -< B r一<1 の順である事等がわかっ

たのでここに報告する。

(結果と考察)

図 1はNa C 1 濃度を上げていったときの 5' GMPの光 CIDNPシグナルの変化をあ

photo-CIDNP、nucleicacids、halogenion 

かたひらまさと、かたひらりっこ、きょうごくよしまさ

に

unu 
nべU



らわしている。符号が正から負に反転しているのがわかる。同様な符号の反転が 5' AMP 

の光 C1 D N Pシグナルについても生じる。この符号の反転は Na C 1、KC 1、Mg C 1 

2では生じるが、 NaCI04およびNa2S04では生じない事がわかった。従って符号の反

転を引き起こしているのは C1 だと結論された。

同様な符号の反転がNaBr及びNa 1を加えた時にも観測され、ハロゲンイオンに共通

した効果である事がわかった。シグナルを反転させるのに必要なハロゲンイオン濃度はイオ

ン種によって異なり、反転効果を及ぼす強さは Cl-<Br-<Iーである事がわかった。イ

オン半径の大きいもの程強い効果を及ぼしており、反転を引き起こすメカニズムを考える上

で興味深い。この様な CIDNPシグナルの符号の反転は核酸モノマーだけではなく核酸オ

リゴマーにおいても観測された。

図2はC1 の効果により負に反転した 5' GMPのCIDNPシグナルが、 pHを上げ

る事により正に再反転する事をあらわしている。この結果はprotonatedラジカルとdeproto

natedラジカルとの閣の平衡が、符号反転と密接に関係している事を示唆する。

光 CIDNP法を生体分子の構造研究に応用する際、ハロゲンイオンによる符号反転効果

を考慮する事が、得られた結果を正しく解釈する上で大切だと考えられる。目下ハロゲンイ

オンによって引き起こされた異種ラジカル間(例えばprotonatedラジカルとdeprotonatedラ

ジカル)の平衡の移動として、光 CIDNPシグナルの反転を説明する事を検討中である。

[1] Masato Katahira. Ritsuko Katahira. Fumiaki Hayashi. Seiichi 

Uesugi and Yoshimasa Kyogoku (1991) J. Am. Chem. Soc.. 113， 

8647-8651. 

8.4 8.1 

O.15MN口Cl O.5MNaCl lMNaCl 2MNaCl 4MNaCl 

Fig.1 Inversion of the CJDNP signal of 5'GMP by adding NaCl. 
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Fig.2 Re-inversion of the CIDNP signal of 5'G阿P by raising pH. 
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P82 PFC法を用いた各種三重共鳴三次元 NMR法の検討

O林文晶、照井彬弘(シオノギ研)

Optimization of Heteronuclear Tbree Dimensional NMR Spectra. 

Fumiaki Hayasbi. Yoshibiro Terui 

Shionogi Researcb Laboratories 

The quality of heteronucJear triple resonance 3D experiments were checked in two points of view ; 

elimination of artifacts and sensitivity. For elimination of artifact pulsed field gradients were used in 

various ways along with monitoring the intensity of a solvent signal. Several methods to improve 

sensitivity were incorporated into 3D experiments and the results were estimated quantitatively. 

[序] 三重共鳴三(多)次元NMR法は、 1990年にはじめて導入されて以来、その帰属法としての強力さゆえ

に、蛋白質、核酸等の生体高分子の解析には必須のものとなってきた。これまでに、より効率の良い解析法を

目指して多くの、より複雑なpuls巴sequenceが開発されてきた結果、これまで数カ月、一年単位の仕事であっ

た蛋白質の帰属が、例えば、主鎖のみの帰属ならぽー日以内で終えることが可能となり始めている。

我々は、これまでに報告されてきた三次元NMRのpulsesequenceの内主要なものを作成し、その特徴、有効

性について検討してきた。その結果明らかになってきたことは、例えば、 CBCANH等の新しく報告された、よ

り効率の良い測定法は、当初より報告されている HNCO等のSNの良い測定法に比べて、感度は 1110程度と

悪く、最近報告されている各種の感度の向上およひもrtifact除去の技術をうまく組み合わせて用いなければ、そ

の感度の悪さゆえに使える範囲がかなり限定されてしまうことである。そこで今回我々は、これまでに報告さ

れている主な感度向上、 artifact除去践を順次取り込み、その結果スペクトルがどの程度改善されたかを半定

量的に見積り、それらの個々の手法がどの程度有効か、そしてそれらを組み合わせて用いたときどの程度改善

されるかについて検討した。

[試料と方法] 試料は、 13C.15N安定問位体ラベルされたPOUhomeodomain (POUH. 67残基、分子量約7000)

を用い、測定条件は、1.3mM/0.2ml.20"Cで行った。測定はすべて3channel RF構成のVarian社製Unity-600 

にPFGunitを装備した NMR装置で行った。

[結果と考察] スペクトルの質を上げるには、 artifactの除去(とくにこの場合は軽水消去)効率を上げること

および、シグナルの実際の感度を上げるというこつのapproachが考えられる。今回、 artifactの除去法として

pulsed fie!d gradient (PFG)の利用とその成果について、また、感度向上法としてsensitivityenhancement i:去、

Fig_ 1 Projection (F2IF3) from HN (CO) CA spectra. For solvent suppression (a) spinlock purge pulse and presaturation. (b) pulsed field 
gradients were used. (c) Projectin (F2IF3) from I1NCO spectra with coherence transfer selection achieved via gradient pulses. 
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SEDUCElおよびshapedpulseの利用、磁化移動の経路の

変更等の方法を実際に三次元NMRに応用したときの効果

について調べた。

PFGの利用による artifactの除去 :PFG法による artifactの

除去法としては良〈知られているように、(1)180.puls巴を

はさんで用いるものやhomospoi1的に用いる感度に影響を

与えない使い方、 (2)coherence selectionに用いるような感

度に影響を与える使い方の2種類ある。 (2)の場合は、感度

の低下を防ぐためにsensitivityenhancement j:去と組み合わ

せて用いた。図 1に (a) spin lock purge pulseと I Fig. 2 Excitation profi!e of (a) SEDUCEl and (b) cosine 

presaturationを用いて軽水消去したHN(CO)CA、(b)PFG I modula凶 SEDUCE1

の(1)の方法で軽水消去したHN(CO) CA、(C)PFGの(1)と(2)

を組み合わせて軽水消去したHNCOのprojectionスペクトルを示す。 noiselevellこ対する水のピークの高さの

比較より、 (C)は(b)の約 10倍、 (b)は(a)の約 10倍効率良く消去されていることがわかった。

感度の比較:感度を上げるための試みとして、ここでは(1)

sensitivity enhancement 法と decouplingpulseの選択性を

上げる方法、(2)磁化移動の経路を変える方法についてそ

の適用の効果について示したい。

(l)SEDUCElはWALTZ16の90.pulse elementの各々 を、

sine square関数様のshapedpulseで置き換えたpulseで、

図2のような励起 profileをもつものを用いた。図 3に

HNCOへ、それらを適用したものとしないもののCO紬の

線問と感度の比較を示す。通常の SEDUCE1の利用は

coherence quenchingのため逆効果であったが、 cosine

modulated SEDUCElを用いたものでは図3(b)の様に、 SE

i去の感度向上の効果も合わせて、従来法でとった HNCO

に比べて感度が約2倍上がった。 SEDUCElによる感度向

上の理由として、 COの展開時間において、 COを緩和時間

の短い αCに対してinphaseに保てることによる緩和の効

果と、 decouplingpulseの選択性の良さによっていると考

えている。

(2)この方法が有効な NとαC問の磁化移動を伴う pulse

sequenceのうち、 CBCANHとSE.HNCACBの例を図4に

示す。図 4(a)のとおり、分子内のいずれの領域でも SE.

HNCACBの法が感度が2-2.5倍高かった。これは、

CBCANHが日→sCへの磁化移動の際、 Hのmultiplicity

の異なる sHに対してrefocusさせねばならないこと、磁

化移動に伴う核種の緩和時間の差等が主に効いているもの

と思われる。

[謝辞] POUHの安定同{立体ラベル、精製に関してご指導

いただいた大阪大学費白質研究所森田勇人博士(現蛋工

研)、白}II昌弘博士、また、 POUHを三次元NMR開発用の

試料として用いることを許可していただいた京極好正教授

に感謝いたします。
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甘味抑制タンパク質グルマリンの高次構造解析

。新井克明 1、伊島理肢子 1、守川壮_2、宮坂町']子 :l、井元敏明:l

吉村笠子 i 、相本三nß~ 、赤坂一之;， (1京都大理、 2蛋白工学研

究所、 1鳥取大医、，1大阪大蛋白研究所、日神戸大理)

Three dim巴nsionalstr¥.lct¥.lre of gurmarin， a sweet taste suppressing polypeptide 

OKatsu北iArni
l
，阿佐olsh臼na

l
，Soichi Morikawa

2
， Akiko lY1iyasaka3， Toshi北iImot03， 

4 
Shoko Yoshimura'， Saburo Aimoto'，日ndKazUy1.1ki Akasaka

5 

I Department of Chemistry、Facultyof Science、KyotoUniversity; 2 Fa∞1ty of Medicine， 

4 
Tottot'I Unlversity; >Protein Engineerillg Research I11stitute; 'Protein Res田氏11I115丘町te，

Osaka University; allcl .' Dep31tmellt of Chemistr)'， Facu1ty of SCie11Ce， Kobe University 

The solution strucωre of gunn31m was srudied by two~dime11sio11al proωn N恥R

spe αroscopy at 600 MHz. Gurm31in， a 35 a包mi百由uno acicl residue polype叩ptid巴 l' 巴cen吐y

clis目C∞O仰V臼町悦‘屯巴吋din 311 111飢凶lC吋clωlian一oriオ培g位臼inat印εCItt町町'e閃巴 仁G;

r閃es叩poωn凶se目s0ぱfthe r‘羽a託ttωo s，veet taお宮t句est凶i幻I釘m1口叩1.1li. Sequence~specific resonance a')signments were 

obtainecl fo1' all the backbone p1'otolls ancl fo1' most of the side~chain p1'otons. The 

three~clime11sio11al SOl1.1tion stt'Ucturで wa')detenninecl by simulated~anllealお19 calcu1ations 011 

the basis of 135 interproto11~distance constraints. The str可CtI.lres f old inωa weli~defined 

stt'UCtI.lre with a tt'Íple~stt.at1ded atlti -p31叫lelB -sheet Positions of three disulfide bridges， 

w hich cou1cl not be determined cheJnically、 wereestimatβd on出ebasis of出eN阻ミ

const1'runts. 

l緒言

古来、インドで、肥満や糖尿病によく効くとされてきた植物にガガイモ科のギムネマ

シルベスタがあり、この葉からは甘味抑制作用を持つギムネマ酸が抽出されることが

切られている。最近、この植物の葉からギムネマ酸以外の甘味抑制物質が発見され、

グルマリンと命名された 1)。ゲルマリンは、ギムネマ酸と異なり、ヒトやチンパンジ

ーには感受性がなく、ラットに作用する。また、グルマリンは、甘味応答の回復が遅

く.微量でも強力な抑制作用を持っている。このため、他の阻害物質とは異なる作用

key wo1'cls: thr‘ee~climensiorull stt'Ucture， simu1atecl annealing， SW田 ttaste~suppressing 

polypepticle， Gymnemaξvlvestre 

。あらいかつあき、いしま りえこ、もりかわそういち、みやさかあきこ、

いもと きしあき、よしむら しようこ、あいもと さぶろう、あかさかかずゆき
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機摘を持っている可能性がある。

グルマリンは、分子量4209、35残基からなるペプチドで、 6つのCys残基が含まれて

おり、 17と18番目に連続してCysが存在している円。 3つのジスルフィド結合が存在す

ると考えられるが、その位置は特定できていない。

以上の一次構造上の知見にもかかわらず、グルマリンのX線構造は今日まで得られ

ておらず、その立体構造について興味が持たれている。したがって、本研究では、

NMRによる溶液中でのグルマリンの立体構造決定を目的とした。まず、 2次元N問主

の手法;DQF-COSY、HOHAHA、NOESYを使ってグルマリンのプロトンの信号の帰属を

行なった。その後、 NlvlRスベクトルから得られる構造情報を用い、水溶液中における

構造を決定した。

2 方法

N恥肢の測定は寸べて、 Bruket・社、 AIvIGOOをJI]いて行った。試量は3mMのペプチド濃

度に調製し、軽水および重水に溶解した。 pH2.9、測定温度は35
0

Cとした。すべての

主鎖プロトンと7つの残基を除くiI開館プロトンについて帰属が行えた。また、 6つの残

基のPプロトンに関して立体特異的帰属を行った。

構造計算には、 NOE1351問、つl仙、 JJ ， ~\J: り得られる二而角中、 χ!の制限161問、水素結

合31同をmいた。 3つ存在すると考えられるS-S結合はどこにも形成されていないとし

た。構造計算は、 4次元空間でシミユレーテッド・アニーリングを行うことにより最

適情造を探索するプログラム EMBOSSver.4.0を用いた。

3.結果と考察

( 1 )グルマリンの三次構造

100(同のランダムな初期構造について計算を行い、得られた構造の中からviolationの

最も小さい10(同の構造を係!日した。この10佃の構造問のr.m.s.d.は、主鎖原子 (N，Cα， 

C)のみでl.G5::!::0.39 A、すべての重原子で2.95::!::0.27 Aであった。グルマリンは、

8-11、22-26、30-34番目の残基が3本鎖からなる逆平行Pシートを形成している。残基

別のr.m.s.d.を調べてみると、これらの残基と 6つのCys残基では小さな簡を示し、こ

れらの部位は溶液中での構造も堅固であると考えられる。一方、 1-2、12-16、27-29番

目の残基で、は残基別のr.m.s.d.の{直が大きかった。これらの残基は、 N末やPシートと

Cys残基(12)あるいはPシート同士(13)を繋ぐループ部分に相当する。また、これらの

残基は、主鎖のアミドプ口トンの交換速度が速いことから他の部分よりも運動性が高

いと考えられる。

( 2) S-S結合の位置

採用した101問の構造に関し、硫黄原子問の距離をすべての可能な15通りの組み合わ
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せについて求めた。 Cys残基び)組み合

わせ(3，18)、 (10，2町、 (17，33)の硫黄原

了.IIIJのi距離が最も小さく.只 S結合の

位置はこの組み合わせであると推定さ

れる。

( :1 )グルマリンの情造と機能的関係

グルマリンの機能発現に|探して.ゲ

ルマリンがどの分子ととマ)部位で結合

寸るかということは現在までわかって

いないが、積't1'異的に甘味刺激をIJlfffjIJ

fることからゲルマリンは昧細胞11真上

のいわゆる甘味レセブターと相互作川

?ると考えられる。ル、ーブ部分12(残某

12-16)、13(残主¥27-29)はそれぞれ2つの

Tyr残基と2つのTrp残某を含んでおり、

Table卜 ÎIcJistances between sulfur atoms. 

TI1巴 combinationsof cysteine residues Tl1e distance (入}

(:玉、 10) 14.85土0.o3

(]， 17) 8.04土().O1 

* (3， 18) 3.98土0.42

(ヌ， 23) 12.45::1::ト4り

(3， 33) 9.ol土0.80

(10司 17) 9.75::1::0.75 

(10， 18) 14.23::!:O.84 

持: (10， 23) 4.2o土0.72

(10， 33) 7.83土0.48

(17 ， 18) 5.72土0.51

(17， 23) Gり3土0.87

* (17， 33) 3.91 +().40 

(18、 23) 11.17土1.01

(18， 33) 8.oO土0.55

(23， 33) o.o9::1::0.80 

*日h川、'sthc combinalio口、γhichsrcじonsiucrcu10 bc 

lhc jJosilion只 ordisullidc bridgcs. 

ζれらの残某の側m~よ・すべて外l!l1Jを向いている。 つの可能性として、これらとLC1l9‘

IIc 11、Pro12の{閉鎖が脱水的なクラスターを形成し、このクラスターがレセブター蛋

白質と相互作用するということが号えられる。

( 11 )グルマリンと (l)-conotoxin との比~i支

ゲルマリンと Cys残:J;t，の配置が似ているペプチドがいくつか発見されている。特に

貝毒の-fYlで、 Ca:' ごf‘ヤンネルのブロッ力、ーであるω.conotoxinはs-s結合の位置が化

学的に決定されて:J::ji')川、その溶液中の構造も提出されているぺ今回得られたグルマ

リンのss結合の位置は、 ωCOJlotoxinのものと一致しており、グルマリンのs-s結合し

ているCys残基の組み合わせが(3，1旬、 (10，23)、(17，33)であることを支持している。ま

た、グルマリンとωCOJJαOXHlの構造も、 3本鈍からなる逆三1:1:行ドシートの配置など非常

によく似ていることがわかった。このことは、ゲルマリンがラットの甘味抑制作用だ

けでなく他の機能をもっている可能性を示すものであり、今後解明されることが期待

される。

gllrrnann 〈EQEVKKDEL2工PYYLDEEdLEEKKVNwdHKEIG

L一一|二二二|土_j I 

(1)ーconotoXlll CKSXGSSCSXTSYNCC RS CNXY工KR CY 

Lー』二L_I T 
Fig. L Arnino acid scqucnces and the positions of three dislllfide bridges 
of gllrmarin and w-conotoxin. 

311-



f'ig. 2. Slercovi e¥" of lh巴 backboneatOl1lS (N， Cn， C) of the 10 convergcd stnJClUreS of gurmarin 

参考文献

1) lmoto. T.. Miyasaka. A. Ishima、R.. et a1. Comf1. Bioc}Jem. 1'}1，戸101.A ，100，309. (1991). 

2) Kamei、K.，Takano， R.， Miyasak乳、 li..、etal. J Bioc11em.， 111、109.(1992). 

3) Nishiuchi、Y..Kumagaye. K.， No【la、Y..et a1. Biof101ym白雪， 25，S61. (1986). 

4)Pallaghy， P. K.， Dllggan、B.M.， Pemungton， M. W白， etal.J Afol. Biol.，234，405. (1993) 

円

A
-
B
A
 

n
d
 



ωーConotoxinMVIIAのNMRによる立体構造解析及びω-ConotoxinGVIA 

の立体構造との比較

P84 

(三菱化成生命研，北里大)河野俊之，金載一， 0小林邦子，朴I打窒，
小寺義男，前田忠計，佐藤一紀

Structural analysis of ω-conotoxin MVIIA by NMR and Comparison of the Structure of ω幅

conotoxin MVIIA and ω-conotoxin GVIA 

Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences， Kitasato Univsersity 

Toshiyuki Kohno， Kim Jae-Il， OKuniko Kobayashi， Nam-Gyu Park， Yoshio Kodera， Tadakazu 

Maeda and Kazuki Sato 

ω-Conotoxin GVIA (ωーCTXGVIA) and ω-conotoxin MVIIA (ω-CTX MVIIA) are toxins 

obtained from cone snails which block the N-type calcium channel. In a series of studies on 

structure-activity relationships of conotoxins， we have recently reported that Arg2 and Tyr13 

are essential for the binding of ω-CTX GVIA to the calcium channel.ω-CTX MVIIA is similar 

toω-CTX GVIA as for the location of cysteines， but total amino acid homology is very low 

except for six cysteines， Arg2， Gly5加 dTyrl3. In this study， we have analyzed conformation 

of ω-CTX MVIIA and compared the structure with that ofω-CTX GVIA which is already 

reported. We have found thatω-CTX MVIIA has three s-strands such asωぐTXGVIA and 

the location of two amino acid residues， Arg2 and Tyrl3， is similar to that inω-CTXGVIA. 

[序論] ω-Conutoxin GVIA (ω-CTX GVIA )および、ω-ConotoxinMVIIA (ω-CTX 

MVIIA )は南洋産のイモ員より単離されたペプチド毒で，ともに神経のN型カルシウ

ムチャンネルを特異的に阻害する.ω-CTXGVIAは27残基 (X=Hyp)，ω-CTX MVIIA 

は 25残基のアミノ酸よりなり，分子内に 3本のSS結合を持っている(Fig. 1 ) .我々

は， N型カルシウムチャンネルの構造に関する情報を得るため，そのリガンドである

これらのペプチド毒に注目し，構造と活性の両方から研究を進めてきた.そして，佐

CTX GVIAがカルシウムチャンネルに結合するのに必要な活性残基が， 2番目のリジン

と13番目のチロシンであることを明らかにしてきたが，これらの残基は佐CTXMVIIA 

にも保存されている数少ない残基であることが興味深い.本研究では， ω-CTXMVIIA 

の水溶液中の立体構造をすで、に報告されている ω回 CTXGVIAのものと比較することに

より，これらペプチド毒の構造活性相関を明らかにすることを目的に解析を進めた.

よしこでら

キーワード:lH田 NMR，Conotoxin， ca1cium channel blocker， tertiary structure 

なむぎゅ，ぱくくにこ，こうのとしゆき，きむじえいる， 0こばやし
お，まえだただかず，さとうかずき
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[実験] u}ーCTXMVIIAは，化学的に合成したものを用い，水溶液中で、のlH-NMR

の測定を行った.測定としては，軽水中のCOSY，TOCSY， NOESY，重水中の

∞SY， TOCSY， NOESY， PE-COSYおよび， H-D交換の測定を行った.測定に使用し

たNMR装置は BRUKERの AMX-500，pHは 3.5，温度は 288Kと 298Kの両方で

行った.

常法に従い， X-PLORを用いて構造計算を行った.

[結果と考察] ω-CTX MVIIAのスベクトル解析の結果 235個の NOEシグナルを

帰属し， 23個の角度情報を得た. NOEのうちわけは，残基内 93伺，隣接残基間 76

f岡，それ以外 65個である.これらの制限事項をもとに X-PLORで計算を行い，ラン

ダムな 100偶の初期構造から始めて 15伺ほどの最終構造が得られた.得られた構造の

平均構造に対する RMSDは，主鎖で 0.40A，全重原子で1.11Aであった.

得られた ω-CTXMVIIAの立体構造より， ωCTXMVIIAは， ω-CTXGVIAと同様に

3本の s-strandからなるβsheetを持っていることがわかった.ωーCTXGVIAとω-CTX

MVIIAの2次構造を比較して Fig.2.に示した.図に示すように，基本的な 2次構造は

ほぼ一緒であるが， s-sheetの長さに若干の違いが見られる.また， ω-CTXGVIAの活

性残基である Arg2と Tyr13の空間的な配置については，両者ともほぼ同じであり，

ω-CTX MVIIAの活性残基もこの 2つであることが強く示唆された.

シグナルの帰属を行い，

CKSXGSSCSXTSYNCCRSCNXYTKRCY-NH2 。〉ーCTXGVIA

1S 20 2S 

CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC-NH2 

10 5 

。〉ーCTXMVIIA 

2S 20 lS 10 5 

Fig. 1. Primary stucture ofω-CTX GVIA and MVIIA (X=Hyp). 
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P85 プロテインキナーゼCαの制御ドメインCRD2のNMRによる構造解析

(バリアン、 l都|臨床研、 2tlIi浜市大・|莞)

onr川さおり、 11¥''''1'秀樹、 2竹内より子、 2大野茂男、 1稲担冬彦

Sollltion Structurc of Cystcin-Rich [)OJnain of l'rotcin Kinase Cα 

Varian Japan Ltu.， lTokyo Mctropolitan lnstitlltc of Mcuical Scicncc， 

2Yokohama City Uniycrsity 5chool of Mcdicinc 
2 色主恒担笠ち H. Hatanaka， "'Y. Takcuchi， "'5. Ohno， anu lF. lnagaki 

Thrcc-dimcnsional structurc of thc sccond cystcin-rich domain of protcin kinasc Cαwas 

dctcnnincd in aqucous solution by 2D proton NMR and simulatcd anncaling bascd calculations. 

Thc molccular scaffold is maintaincd by a tripl巴 strandcdtwist巴dr1-shcct packcd against anα・

hclix and two indcpcndcnt zinc-binding sitcs formcd by His8，Cys38， Cys41， Cys57 and Cys21， 

Cys24， His46， Cys49， rcspcctivcly. It should bc notcd that thc mctal ligands from two sitcs arc 

intcrlcavcd and is thought to b巴 ancw structural motif of zinc fingcr domain. Bascd on thc 

rcsultant structurc， wc discuss thc intcraction sitc of thc cystcin-rich domain of protcin kinasc C 

with diacylglyccrols and phorbol cstcrs. 

<序> プロテインキナーゼC(PKC)は、郁々のホルモンや神経伝達物質による細胞内情報伝達系でタン

パク自のリン限化を司っている酵素である。その防素活性はホスファチジルセリン(PS)とジアシルグリ

セロール(DAG)の存花 fて升~~N J'l 0 に高まり、また発がんプロモーターであるホルボールエステルσPA)に

よってもiI;lj御されているの現在までに約 10柄数1の分了砲が同定されており、すべてN端似の制御lドメ

インに 2つのシステインリッチモチーフ (CRD)を有することが知られている1)。このCRDにはZnフィン

ガー伎の配列があり、 DAGやTI'Aの結合官Ilfなを形成している。今問我々は、I'KCαの ~ljlJ術l ドメインCRD2

(アミノ限 fi5 残ぷ)について、立体H~m決定とDAGおよひ~TPAの結合昔IH立の同定を目的として、 NMR

による椛ii!j二解析を行なったので報告する。

<実験> サンフ。/レは20mM リン般ナトリウム緩衝液pH7.0を含む軽水および重水に添~fi して2mM とし、

NMR;tr¥料とした.測定1日!立は27Tと32T、pHは7.4である. NMRはH本電子JNMα600，VarianUnity500 

を用い， DQF-COSY， TOCSY(45ms， SOms)， NOESY(75ms， 200ms)を測定した.なおデータ処理はFclixを

JUい，梢iiを計算はXPLORを用いて行った

く結果と考察>

Z血t起立 DQF-COSY，TOC5Y， NOESYスペクトルをmい，定法に従ってシグナルの帰属を行った. I涛

J妥残基問のNOEマップを Fig.11こ示す. CRD2は主に 5つのβシートと lつのαヘリックスをもつこと

がわかった.また，観測されるアルファプロトン間のNOEの数が少ないので， CRD2のβシートはねじ

れた構造をとっていると思われる.

丘血撞i丘 759fl司のフ。ロトン間距離情報を月II、て， XPLORにより構造計算を行った.得られた構造は残

基番号1-7，16-17，30-34，55-65を除いてよく収束しており (Fig.2)平均構造に対するRMSDは主鎖て'0.55

Aであった.

プロテインキナーゼC Znフィンガー

いちかわ さおり、はたなか ひでき、たけうち よりこ、おおの しげお、いながきふゆひこ
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h鎧全部位 PKCファミリーのCRDには (jつのシステインと 2つのヒスチジンが保存されており、 1つ

のCRDに対して 2モルのZnが結合する2)の EXAFSの実験より ZlIはそれぞれ3つのシステインと 1つのヒ

スチジン残基に配位していることが示されている3)。PKCαのCRD2の場合、得られた 3次榊泣からHis8，

Cys3R， Cys4 J， Cys57とCys21，Cys24， His46， Cys4リの 2的所にZnが配枇している。このZlIフィンガーモチ

ーフでは 2伺のZnの配位部位は互いにとりこんだ形をしており、従来のものと異なる新しいモチーフを

とっている。

ジアシルグ"')セロールやホルボールエスLll:と金総企部位 CRDには前述のようにZnに配{立している

6例のシステインと 2f問のヒスチジンが保有ーされているが、そのほかに 13側の疎水性アミノ敗残基が

保存されている。その'1'て"PhclO，Mct36， Mct43， Val45とVal53は2つのZnの配{立を安定化するための疎

水性コアを形成している。また残りのTyrl5，ProlR， Phc20， Lcu27， LcIl2R， Tyr29， LC1l31， Gln34は長いヘア

ピンループの|二にある。このへアピンループは 3つのβ鎖からなる βシートと αヘリックスの上に覆い

かぶさるように位置している(Fig.2)。ヘアピンループ|二の疎水性残基の側鎖は然媒側につきだしており、

また円】sIl結合t'JのないCRD相同配列ではこれらの疎水性残慕が保存されていないことより、このヘア

ピンループはジアシルグリセロールやホルボールエステルとの結合に関与していると考えられる。

1 ， 1・" ，・ 25 ]0 15 ・0 ・5 500 55 ‘・‘S

T D D，a lJ: IIJtr ItJII1' YCSPTFCO掴 C C; SLLYCLISOC開 XCDTCD阿 NVHJl: QCVINVPSLCCH087tICR

NRe蔵相曹 ...  ...  ..  .....  

PPPPPP pppp pppp PPsP oppP ••••••• 
... 珂U"1) _x  ..  圃 .1-ー杢= .ー・圃x・4圃圃』圃x田園.x・・4 圃・圃 -闘圃副圃.

割司U.I) 一_..... ーーー .. .. 圃xL，圃.x翻園田 園田.

嘩叫U叶》
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-制，;.l)

Fig. 1 Sllmmary of Ihc sequenlial NOE conncclivilics.τnc char司c1crX indicales Ih巴NOEIhat is nol clcarly 

ooscrvcd lhJC 10 overlapping wilh olhcr pcaks.百lCastcrisk indicatcs the conncclivily that amid巴 prolonis nol 

ooscr¥'cd. Filled 吋巾伽sindi凶耐d引iω凶帥1ω巴E山10【0州)w叫叫りy附 haJ川a制制n叩1唱g

Fig. 2 ses1-fit slIpcrposition of a sct of calculatcd struclurcs and ribbon uiagram of CRD2 

(R.cfercnces) 

1) Qucsl， A.F.G.， cl aL， J. sioL C口hcω叩n肌l

2勾:)Hubbard， S.R.， cl aL， Scie町 c.254， 1776-1779 (1991) 

3) QlIcsl， AF.G.， et aL， J. BioL Chcm.， 269， 2953-2960 (1994) 
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P86 核内原がん遺伝子産物MybのDNA複合体の高次構造

(1横浜市大、 2蛋白工学研、 3理研・筑波ライフサイエンス)

0緒方一博1、3、守川壮一大関川あい1、井上泰子1、皿井明倫3、
石井俊輔大中村春木2、西村善文1

Solution Structure of a Specific DNA Complex of the Myb DNA-binding Domain. 
(lYokohama City Univ.， 2Protein Engineering Research Inst.， 3RIKEN) 
L旦胆ta1.3，S. Morikawa2， A. Sekikawa1， T.lnoue1， A. SaraP， S.IshiP， 
H. Nakamura2， Y. Nishimura1 

Summary 
Three-dimensional solution structure of a complex between the DNA-binding 

domain of c-Myb and its cognate DNA site has been determined using 15N or 13C-
lH heteronuclear multi-dimensional NMR. The Myb DNA明 bindingregion consists of 
three imperfect tandem repeats of 52 amino acids (Rl， R2 and R3 from N句 terminus). 
Among these repeats， R2 and R3 regions are necessary for specific DNA binding. 
From the comparison of HSQC spectra of the bound and unbound states of RIR2R3 
with DNA， it is indicated that R2R3 region is tightly bound against DNA， while 
the interaction between R1 region and DNA is weak. The resulting structure of 
distance geometry calculations with a total set of 1732 NOE restraints(1205 
intra-protein， 461 intra-DNA and 66 protein-DNA intermolecule) reveals that 
the recognition helices of R2 and R3 are closely packed each other into major 
groove of DNA and the interactions between the recognition helices， as well as 
between the recognition helix and the bases of DN~ are observed. 

プロトオンコジーンc-mybの発現は組織特異的で、主に未分化血液細胞に見られ

る。ぞの遺伝子産物c-Mybは核タンパク質で、種々の遺伝子 (mim-l，c-

myc等)のプロモータ一領域に配列特異的に結合する転写調節因子として機能してい

る。 c-Mybが認識するコンセンサス配列は5'-AACxG-3'で、このうち特

に第1、3、5番目の塩基対に対する特異性が高い。 c-Mybタンパク質は分子量約

7万で、 DNA結合領域はそのN末端側に存在する。 DNA結合領域は52アミノ酸か

らなる3つの繰り返し(リピート)配列をとっており、 N末端側からRl，R2， R3 

と名付ける。 DNAとの特異的結合にはR2とR3が必須で、 Rlは欠落しでもDNA

結合活性の大きな低下はみられない。各リピートはDNA非存在下ではそれぞれ独立し

た構造単位を形成しており、その精密な立体構造は既に決定した (R3に関しては文献

1参照)。得られた構造からそれぞれのリピートは3つのへリヅクスからなり、折りた

キーワード c-Myb DNA 複合体高次構造動的構造

おがたかずひろ、もりかわそういち、せきかわあい、いのうえたいこ、さらいあきのり

いしいしゅんすけ、なかむらはるき、にしむらよしふみ
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たみ構造はよく類似していた(それぞれのリピート問のペプチド骨格のRMSDはO.5'" 
O.6A)。全てのリピートの第2から第3へリヅクスにかけては 1群のDNA結合タン

パク質にみられるヘリックス・ターン・へリヅクス (HTH)モチーフに類似するがタ

ーン領域が長いHTHvariant構造をとっていた。

今回、我々はR1R2R3-DNAとR2R3-DNA複合体についてNMR測定を

し、構造解析を行なった2)。測定したスペクトルは2DlH-NOESY， lH，15N/  

13C-HSQC， 3D  lH，15N/13C-NOESY-HMQC， lH，13C-double-half-
filtered NOE S Yで、 freeR1R2R3とR1R2R3-DNA複合体のHSQC

スペクトルの比較から、 R2R3領域とDNAとの結合がtightであるのに対してR1

とDNAとの相互作用は弱いことが明らかになった。そこでR2R3-DNA複合体に

ついてディスタンス・ジオメトリー計算を行なった。計算に用いたNOE距離制限は全

部で 1732コで、 R2R3タンパク質内部で 1205コ、 DNA内部で461コ、

R2R3タンパク質ーDNA聞で66コ同定した。得られた25構造のRMSDはR2

R3タンパク質骨格とDNAを含めて1.3Aで、 R2とR3のそれぞれのリピートご

とではタンパク質骨格でO.5--0. 6Aの収束を示した。 R2，R3の各リピートは第

3ヘリックスを認識へリヅクスとしてDNAのmajorgrooveに連続的に結合し、それぞ

れのリピートのN末端ループ、第 1および第2ターン、 C末端ループの側鎖あるいはペ

プチド骨格がDNAのリン酸と相互作用していた。特異的な結合は、認識ヘリックス内

の残基のうちR3のAsn183とDNAのコンセンサス配列の 1番目のアデニン、

R3のLys182と3番目のシトシンの対鎖のグアニン、 R2のLys128と5番

目のグアニンとの閣で認められた。さらに今まで構造が明らかになったタンパク質ー

DNA複合体の認識ヘリックスでは見いだされていない、認識ヘリックス閣の相互作用

(salt bridgeと水素結合)も認められた。このようにR2とR3はZnフィンガード

メインの様にそれぞれ別々にDNAを認識しているのではなく、互いに協同して結合し

ていることが明らかになった(我々はこれらのへリヅクスをcooperativerecognition 

helicesと命名した)。またこのようなコンパクトな配置をとっているために認識ヘリ

ックスはDNAの長軸の方向に大きく傾いていた。 DNAの構造はR2R3タンパク質

の結合部位でmajorgrooveが開大し、らせんがゆるんでいた。

複合体の動的構造は、 1H _15N steady-state NOEの測定から、 DNA非存在下で

はリピートのN末端、 C末端ループとリピートを繋いでいるループには速い揺らぎがみ

られたが、複合体を形成することによりN末端とリピートを繋いでいるループ (R3の

N末端)はDNAのリン酸骨格と結合することにより速い揺らぎが比較的抑えられてい

た。しかしリピートを繋いでいるループではまだ軽度の値の減少は認められ、 DNA複

合体においても速い揺らぎがまだ少し残っていることを示している。また遅い揺らぎに

関しては、 DNA非存在下でR2領域にみられたexchangecontributionによる(昨年

の本討論会でmodelfree解析により示した)15N核のT2緩和時間の短縮はDNAとの

複合体では抑えられ、 R2とR3領域とでT2緩和時間の明らかな差はなくなった。

l)LOgata，H. Hojo， S.Aimoto， T.Nakai ， lNakamur~~ Sarai， S. Ishii，l Nishimura， 
Proc. 百且tl.Acad. Sci. USA もも、 も428.
2) K. Ogata， S. Morikawa， H. Nakamura， A. Sekikawa， T. Inoue， H. Kanai， A. Sarai， S. Ishii， 
Y. Nishimura， Cell in press. 
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P87 Cinnamycin .リゾホスブアチジルエタノールアミン複合体

のIH-NMRによる立体構造解析

0キ111田和男1、若松馨1、大屋正尚l、河野俊之2、

前田忠計2.3、猿波茂3

(1群馬大・工、 2三菱化成生命研、 3北里大・理)

Structure determination of cinnamycin-Iysophosphatidylethanolamine complex 
by 1H国NMR

K 
Gu叩1汀10m汀maUniv.，恥1itsubishiKasei Inst. of Life Sci巴nce，Kitazato Univ. 

Cinnamycin is a nonad巴capeptideimmunopo~巴ntìator produced by StreptoverticiJJium 
griseove巾・cilIatumwhich shows anti-tumor and anti-microbial activity. This peptide has been 
shown ωinteract with (Iyso)phosphatidylethanolamin巴 (1:1 moVmol) very specifically and 
strongly， causing hemolysis. To investigate the highly specific and strong nature of the imer-
action， we d巴terminedth巴 three-dimensionalstructure of the cinnamycin / lysophosphatidyl-
ethanolamine (LPE) complex by IH-NMR combined with distance-geometry calculations. 

R恥es剥idu巴白sP町he巴♂7t山hl耐hro卯ug副凶hHO-Asp戸15W附巴陀 fおOら…n吋dω form a p∞ket w叫hi凶chaお紙c∞C∞om即mmoωdat防E悶sg副Iy戸c巴釘的ro

pho邸sp凶hoe巴 出 叩olamin巴 he児巴a叫dgrou叩pof LPE. The ethanolamine moieザ wasfixed by Phe 7， Gly8， 
Pro9， and HO-AspI5， whil巴 theglycerol moi巴tywas surrounded by Pro9 and Val13， contacts 

which result in th色 sp巴cificbinding of LPEωcinnamycin. A comparison wil1 aIso be made of 
the structures of cinnamycin in th巴fr巴estate and the complexed state. 

[はじめに]
S的ptoverticilliumgriseoverticiII.抑 m より産生されるcinnamycin(Ro 09-0198)は、 T細胞

に対する免疫増強物質として発見された。その後、 cinnamycin には、抗生物質のとし
ての活'性もあることが見いだされ、また、ホスファチジルエタノールアミン (PE) と

特異的に結合することにより赤血球を溶血させる作用がある事がわかっている 1)。

cinnamycin は PEとモル比 1: 1で結合し 2)、PEのグリセロホスホエタノールアミン

頭部を厳密に認識する。 Cinnamycinはアミノ酸19残基からなり、 lanthionine，2個の s-
methyl輔 lanthionine、lysinoalanineによる 4本の分子内架橋が存在する。また，s-
hyd roxyas partic acidという異常アミノ酸も含まれている。このアミノ酸19個の
cinnamycinがどのようしてPEを認識して結合しているかを明らかにするために、
cinnamycinとリゾPE(LPE) との compl巴xをlH_NMRで測定し、立体構造計算をした。

l ?FI  
H-A!a' -Arσ'-Gln' -AJa' -Ala' -Ala' -Phe' 
/ / ¥ " 

s S S Gly" 
/ I ¥ / 

日O_Lys19_Abll18-Asn"-Gly"-Asp15-Ala" Abll"-Phe10-Pro9 

1 '¥ / 

sOH Val"-Ph巴12 Con.'Ititu/tI"lTJ n' 
VU1t，H UUuon  OJ CJnnam智cm.

キーワード:cinnamycin， Iysophosphatidylethanolamine， complex， peptid巴

0ほそだ かずお、わかまっ かおり、おおや まさなお、こうの としゆき、
まえだ ただかず、えんどう しげる
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[NMR測定&構造計算]
CinnamycinとドデシルリゾホスファチジルエタノーJレアミン (C12孔PE)とのcomp1ex

の DMSO溶液について、 2次元 lH-NMR(DQF-COSY， NOESY， HO比 祉IAなど)を測

定した。これら測定からの距離制限、角度制限を基に、 DADAS90ver4.0で以下の手順
で構造計算をおこなった。まず、 cinnamycin単体について NOEからの分子内距離制限
をかけて comp1ex中の構造を計算し、次にその構造と LPE分子の 2分子の系で分子間
の距離制限、角度制限をかけてさらに計算し、構造を得た。今回用いた制限は、

cinnamycinの分子内 NOE202個、。-ang1e5個、 χl-ang1e11個、 cinnamycinとLPEの分子問

NOE38個である。

[計算結果と考察]
CompJex中で cinnamycinは、 Phe7からHO-AspI5までのjレープで LPEのホスホエタ

ノールアミン頭部を挟み込むポケットを形成し， LPEのエタノールアミン部分を Ph巴7、

G1y8、Pro9と HO-AspI5が固定し、またグリセロール部分を Pro9、Val13が固定してい

た。ちなみにこのポケットには余分のメチルやメチレン 1個分のスペースもない。ま

た、 A1a1-S-Abu18、Ala5-S-Abu11、Ala6-N-LysI9の架橋は、 LPE結合部位とは反対側の

分子の裏側に存在し、 cinnamycinの構造を支えているように見える。一方、 freeの
cinnamycin の構造(水溶液中)はKess1erらによって解析されているがわ、 free の状態

では上記のポケットは閉じている。 fr'田と complexではAla4-S-Ala14とAla5-S-Abu11の

架橋の向きが変わっており、この変化によって LPEの入るポケットが形成されると思
われる。

Phe 
f 、

rAbu ) 
Phe _~ 

~ Val 

トro "Ala 
¥ ¥ 
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〉で)
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1) Choung， S.Y.， Kobayashi， T.， Inoue， 1.， Takemoto， K.， Ishitsuka， H.， and Inoue， K. (1988) 
Biochim. Biophys. Acta. 940， 180-187 

2) Wakamatsu， K.， Choung， S.Y.， Kobayashi， T.， Inoue， K.， Higashijima， T.，and Miyazawa，て
(1990)Biochemistry ，29，113-118. 

3) Kessler， H.， Seip， S.， Wein， T.， St匂巴u町 na砲g巴el，S.， an凶1叫dWi川11，M. (引19卯91り)in Ni:おω‘si山YυinαnばdNo仰v匂del l 
Lantibiotics (Jung， G. and Sahl， H.-G.巴ds.)，pp. 76-90. 
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P88 湾lllJDNAを認識する蛋白質 H-NSのDNA結合領域の溶液構造

0岩減隆信 1)、1111藤平三郎 1)、松本糊 1)、水野猛2)、相本三郎3)、

守川荘_4)、中村春木4¥久保庭均5) 

1)東京楽大・茶、 Z)名大・燥、 3)阪大・蛋白研、

4 )蛋白工研、 5)中外製薬

Solution structure of the DNA binding domain of H-NS protein which recognizes 

bentDNA 

OT. Iwaki
l
)， H. Shi吋 01

)，U. Matsumotol
)， T. Mizun02

)， S. Aimot03
)， 

S. Morikawa
4
)， H. Nakamura4)， H. KuboniwaS

) 

) Tokyo CoIIege of Pharmacy，均 NagoyaUniv.， 

司Institutefor Protein Research， Osaka Univ.， 4) Protein Engineering Research Institute， 

S) Chugai Phatmaceutical CO. Ltd. 

H-NS protein has high affinity for bent DNA and it functions as a general transcription 

regulator. Its trypsin-digested fragment HNS47C (Ala91-Gln137) was found to be the 

DNA binding domain. We have d巴terminedthree-dimentional structure of HNS47C using 

IH-NMR spectroscopy. This domain has a stable fo!ded structure through a hydrophobic 

core which consists of 4 aromatic residues， Ile and Val. DNA binding sites in H-NS are 

discussed on the basis of the structure. 

大腸菌の染色体DNAの凝集にかかわる一群のタンパク質はヒストン様タンパク

質と呼ばれる。 H-NSは、そのうちの一程とされる中性タンパク質で、分子量

15400、137残基よりなり、 DNA凝集以外に、広範的な転写制御因子として機能す

ると考えられている。このタンパク質は、転写開始点近傍に多くみられる湾曲

DNAに対して特異的に結合し、遺伝子発現の制御を行なっているという報告がな

されている。 H-NSは、他の転写fIjリ御因子とは異なり、塩基配列特異的な認識では

なく DNAの湾[11Jという高次t1lf.3宣を認識しているという点で、その高次構造に興味

がもたれてきた。

我々はNMRによるH-NSの構造解析を行なってきた。しかし、 IntactなH-NSでは

予想されるピークの約半数しか観測されないため、 NMRの解析は困難であった。

そこで、 H-NSをトリプシンで部分消化した結果、 c末側47残基を残した欠失断片

キーワード:H-NS， IH-NMR，立体構造， NOE，トリプシン消化，合成ペプチド

0いわきたかのぶ，しんどうへいさぶろう，まつもとうしほ，

みずのたけし，あいもとさぶろう，もりかわそういち，

なかむらはるき，くほにわひとし
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HNS47Cが得られ、その二次榔造については本討論会で昨年報告した。今回、

NOEデータからHNS47Cの三次栴造を決定したので報告する。また、上記断片を

10残基分N末側へ延ばした断片HNS57Cを化学合成し、 2次元NMR測定を行なっ

たので、その結果も併せて報告する。

<試料および実験>HNS47Cについては、大腸菌による大量発現系から得られた

H-NSを1/5∞oのトリプシンで部分消化後、 H巴parin-sepharoseカラムで精製したも

のを水に対して透析した後、凍結乾燥を行なって試料とした。 HNS57Cについて

は化学合成したものを試料とした。上記試料を 10mMKpi / pH5.5 ， 100rnM NaClの

bufferに溶かしてNMRrWJ定に供した。スペクトルの測定は、 HNS47Cでは日本電子

製 GX・500を、 HNS57Cではバリアン製UNITYplus 500を用いた。構造計算はNOE

による距離情報に基づきEMBOSSを用いて行なった。

<結果および考察>HNS47CについてNOESY，DQF-COSY， HOHAHAの各スペク

トルを測定し、 'li~法に基づいた lHシグナルの述鎖帰属を行なった。さらに 150 ms 

の混合H寺問で得られるNOESYにおいて299個のクロスピークを帰属し、その強度

をrJ!1j定した。 299のNOEの内訳は、 sequential(i -j =1)が111，rnedium range (2豆 i-j 

孟 4)が32，long range ( i -j註5)が77，intrar巴sidueが79であった。以上の情報をもと

にEMBOSSによる椛造計算を行なった。得られた200個の椛造から距離のviolation

の低い40個の椛造を選び、拘束条件付き分子運動力学によりエネルギ一極小化を

行なった。そのうち良い椛造20個の平均fllj.造を図 1に示した。

この構造は， N端Mから pシート・ループ・ αヘリックス・ループ・ 3
10
ヘリツ

クス・ C末端へと連なり、芳香環を中

心とした萌むk性コアーによって安定な

構造をとっている。水野らによる部位

特異的変異体を用いた実験によって、

Arg90孔ys96および Thrll0-Thr115が

H-NSの機能に重要な領域だと推察され

ているが、構造上この 2つの領域は同

じ方向に突き出ており、 DNA結合領域

の一部をなしていると考えられる。事

実、ゲルシフトアッセイによる DNA結

合実験において、 HNS47Cは弱いなが

らもDNA結合能を有していることが示

された。

さらに、 DNA結合領域の構造をより

明瞭にするためにC末57残基分のペプ

チドHNS57Cを化学合成した。 DNA結

合能はHNS47Cに比べ50倍程強い。本

討論会では、その二次構造について議

論する予定である。

図 1: Ribbon drawing of HNS47C 
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P89 
GDP結合型およびGTP結合型Rasタンパク質の高次構造解析

。伊藤降I，岩原淳二2ヘ寺田透23，西村蓮ヘ柴田武彦1

Ernest D. Laue九横山茂之2，3 C理研・バイオデザイン， 2東大・理

3理研・細胞情報伝達， 41~有製薬・つくば研， 5Univ. of Cambridge) 

NMRs伽dyofGDP，・boundand GTP-bound R部Proteins

Yutaka ltol， Junji Iwahara2七TohruTerada2，3， Susumu Nishimura4， Takehiko Shibatal， 

Ernest D. Laue七ShigeyukiYokoyama2，3 

('Biodesign Research Group， Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 2Department of 

Biophysics and Biochemistry， School of Sciencc， University of Tokyo， 3Cellular Signaling Laboratory， 
Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， ~Ban-yu Tsukuba Research Institute in Collaboration 
with Merck Research Laboratories， jDepartment of Biochemistry， University of Cambridge) 

The backbone IH， 13C and 15N resonances of a truncated human c・Ha-Ras

protein (residues 1・171)bound with GDP or GMPPNP have been sequence-specifically 

assigned by using triple-resonance 3D/4D NMR spectroscopy. As a next step， we路 signed

the side-chain IH_13C resonances of Ras・GDPby 3D/4D HCCH-type experiments. A 

solution structure of Ras・GDPhas been determined by simulated annealing. The RMSD 

between 39行natstructures were O.69A for the backbone heavy atoms of residues 1・165and 

1.79A for all non hydrogen atoms of residues 1・165. C-terminal residues were disordered 

in the solution structure. Differences in the backbone dynamics between RaseGDP and 

Ras・GMPPNPwere examined by IH_15N two-dimensional NMR relaxation studies. 

Residues 5与64exhibit relatively fast motion in the GDP-bound form， and， in contrast， 

exhibit conformational polymorphism in the GTP-bound form. Site-directed mutagenesis 

studies suggest that the target-binding activity of Ras is c10sely related to this localized 
conformational polymorphism of Ras・GMPPNP.

ヒトc-Ha-R田タンパク質は，アミノ椴189残基，分子量約21Kのタンパク質である.

RasはGDP結合型とGTP結合型の2つの状態をとり，前者は生物活性を持たないのに

対して，後者は負の調節因子と考えられるp120・GAP，NF1，シグナル伝達経路の下流

のエフェクタ一分子と考えられるひRaf-1.PI 3-kinaseと結合することが明らかになっ

ており，最終的に細胞の増殖や分化を引き起こす.GDP結合型とGTP結合型の活性

の顕著な差は， 2つの状態の高次構造の差に依存していると考えられる.私たちは

NMRを用いて， GDP結合型とGNPPNP(GTPの非水解アナログ)結合型の高次構造

の差異を解析してきた.これまでに， GDP結合型とGNPPNP結合型では， GAP， NFl， 

Raf・1，PI3 kinaseとの相互作用に重要な「エブェクター領域j や， GTPase活性の触媒

部位の構造が異なっており， GDP結合型ではほぼ A 形に固定されているのに対し，

Ras， solution structure， dynamics， conformationat potymorphism 

いとうゆたか，いわはらじゅんじ，てらだとおる.にしむらすすむ.しばたたけひこ，よこやましげゆき
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GNPPNP結合型では，複数の安定なコンブオメーションが存在し，比較的遅い速度

(micro"-'mi1li秒オーダー)で交換していることを明らかにした.

今回は， GOP結合型とGNPPNP結合型の，動的性質を含めた高次構造の差を詳細

に解析するために，水溶液における高次構造の決定と，タンパク質主鎖のダイナミ

クスの解析を行った.

まず， GOP結合型の高次構造の決定を行った.組)J鎖， 1H，13Cシグ‘ナルは30/40の

HCCHタイプの実験と，30/40 HCC(CO)NNH， 30 C'-edited 13C_13C TOCSY等を組み合

わせて解析することにより帰属を行った. NOE情報は， 30 15N-edited NOESY， 30 

13C-edited NOESY等を解析することで得た.またが angleの決定は， 3D HNHB， 30 

HN(CO)HBを解析することによって行った(表) .その結果， C末端側数残基につい

ては，水溶液中では，決まった高次構造を取っていないことが分かったが，この数

残基を除いた領域については主鎖重原子のRMSOで、O.69A，fJtIJ鎖重原子のRMSOで

1.79Aの精度で高次構造を決定することができた(図) . 

また，主鎖15N原子のTJ，九緩和1時間， CH}_15N NOEの解析を行うことによって，

GOP結合型とGNPPNP結合型では，前述の fGTPase触媒領域j において，主鎖の運

動性が大きく異なることを明らかにした.

さらに私たちは， Rasの生物活性やGTP結合型における「構造多形性j に影響を与

える変異体についても解析を行っており，高次構造と生物活性の相関を明らかにす

ることをめざしている.

tota1 2381 

NOE-derived distance restraints 
Ras(1甲 171) 2368 

(intra-residue 745) 
(sequentia1 681) 
(short-range 362) 
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tota1 154 

Additiona1 restraints 
Ras <ー> Mg2+ <ー> GOP 11* 

tota1 2664 

(*) These restrains were derived 
from 1iterature data. 

Table: Distance Restraints for 
structure Calculation 

Figure: Solution Structure of 
Ras(1-171)'GDP 
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P90 リボヌクレアーゼHの溶液構造 -x線構造との比較-

0藤原正子、加藤敏代、山崎和彦¥山崎俊夫人永山国昭3

日本電子データム(株)、 1蛋白工学研究所、 2トロント大(医)、 3東大(教養)

Solution Structure of Ribonuclease H 

- The Comparison with X-ray Structures-

Masako Fujiwara， Toshiyo Kato， Kazuhiko Yamasaki， Toshio Yamazak and Kuniaki Nagayama 

Dept.of Analyticallnstruments Engineering， JEOL DATUM Ltd. 

Protein Engineering Rsearch Institute， Dept.of Medical Genetics，University of 

Toronto， Dept.of Pure and Apl1ied Sciences， The University of Tokyo 

Assigments of main and side-chain NMR signals of RNase H仕'omE.coli have been completed for 

lH，15N and 13C nuclei. Based on th巴seassignments， 1429 NOE cons町aints，105torsion angle 

constraints，and 132 distance constraints for hydrogen bonds were determined. Solution sttucture of the 

RNaseH was calculated with DADAS90 program equipped in MolSkop system(JEOL). The average 

Rmsd of the a11 pairs of 15 structur巴swas 1.3A for backbone atoms， excluding the C-terminal region 

and the region between helix 111 and helix IV. Global folding well defined among the 15 s住uctures

were compared with crystal structures. 

リポヌクレアーゼ日 (RNaseH)はDNA-RNAハイブリッド分子のRNA部分のみを特異

的に切断する酵素である。 この酵素はアミノ酸155残基から成り、分子量17.6kDaであ

る。 x-練結回折による立体構造解析ーから、 RNaseHは5本の α・helixと5本の戸・strandか

ら構成されることが示された1)2)。一連の部位特異的突然変異実験からは、活性に携わ

る残基が明らかにされ、最近では変性司再生の実験等により動的な挙動についても関心

が持たれている。

我々は、 RNaseHの溶液中の構造を明らかにするために、 N恥恨距離解析法による構

造決定を行なった。すでに同位体標識法と多次元N恥1R法により、大腸菌由来の

RNaseHを用い、 NMRで観測できる核eH，15N，13C)のうち殆どの核の帰属を完了してい

る3)。これらの帰属結果を基に3次元NOESYスベクトルを解析することにより、 NOE情

報を収集した。 NMR測定については去年の本会で発表したので今回は構造計算を中心

に報告をする。 NOE解析からは水素原子関の距離制約条件として1429個、またJ-結合

偉から求められる千値に対ーする条件と立体特異帰属が行なえた11個の X1値を含めて

105個の二面角制約条件が得られた。

さらにH-D交換実験から水素結合を持つペアが66個同定されたのでこれらも原子聞

の距離制約条件として加えた。これらの条件を取り込んだ目的関数を極小化して行く

ことによって制約条件を満たす構造を求めた。構造計算はMolSkopシステム(JEOL)に

組み込まれたDADAS90プログラムを用いた。 まずランダムな二面角を持つ初期構造

キーワード:リボヌクレアーゼH，タンパク質構造、 NMR距離解析、多次元NMR

ふじわらまきこ、かとうとしょ、やまさきかずひこ、やまざきとしお、 ながやまくにあき
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を2000個発生させ、制約条件を取り込んでいく過程で目的関数の大きな値の構造はは

ずしていく方法で効率化を図り、最終的には制約条件を殆ど満たす構造を 15個得た。

残基毎の二面角の千およびゅのi[ID:を調べてみると(下図)、 14~17 ， 90~100 ， 123~126， 

151 ~ 155番(下図*印)については15佃の構造問で大きく値がぱらついていることが

わかった。 これらの領域は最後のC末端を除いては、二次構造をつなぐ部分であるが、

基質分子との相互作用の部位であることが示唆される。上記の部分を除いて主鎖原子

を対象にRmsd値を計算すると、 15構造問の平均で1.3Aである。最も良く NMR条件を

満たした構造とX-線構造とのRmsdiiID:はl.1Aとなった。二次構造は比較的よく構造が決

まるが、 5本のhelixの中ではhelix田が揺らぎが大きかった。また水素結合を考慮しな

いNMR条件のみで、同様なDADAS90計算を行なったRmsd値は15構造問では1.5Aであ

り、戸構造は水素結合によって安定化されていることがわかった。 His124の側鎖の向

きについては、 2つのX

た形で揺らいでおり、 2勾)のX-線構造を支持するものとなつた。さらにX-線構造との相

違について細部の比較を行う。これらは溶液状態で、のRNaseHの活性を議論する上で重

要と思われる。
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セッション:蛋白質(構造と相互作用〉

(Proteins-Structure and Interaction) 





P91 NMRによる Sex-lethal蛋白質(Sxl蛋白質)と R N Aの相互作用

に関する研究

1東大・理， 2神戸大・理， 3東大・工， 4京大・理
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NMR Ana1ysis of the Interaction between RNA Binding Domain 
of the Sx1 Protein and RNA mo1ecu1es 

Yutaka Huto1，トlakoto Inoue1， Yosh~hiro Takeda1令 Takanori Kigawa1， 
Hiroshi ~akamoto~ ， Takashi.Otsuki~ ， Goto Kawai~ ， Klmitsuna 
WatanabeJ ， Yoshiro Shimura~ and Shigeyuki Yokoyamai 

ツ~~~~~n;:l}_ t _ ~f mBf_ c:_~hyz~~=..~~~ ~~o c;.~~~~:~ry :r_ ~~h C;，O_~ _.o_~ _~:~_ence ， 
Cjniversity of Tokyo， ~Faculty of Science， Kr;;>be University， 
"Faclll ty of Industry， Uni versi ty of Tokyo，守 Facultyof Science， 
Kyoto University 

The Sex-lethal (Sxl) gene product (the Sx1 protein) is crucia1 for 
sexeua1 differentiation of Drosophila melanogaster， regu1ating 
a1ternative sp1icing of Sxl and tra pre-mRNAs. The Sx1 protein 
has two tandem1y 1inked RNA-binding domain (RBD)， which consists 
of 90-100 amino acid residues. We determined the g+ob~~ fo1ding 
of the second RBD (RBD II) of the Sx1 protein. By iH_i~N HMQC 
method， chemica1 shift perturbations were examined for a11 
resonances upon binding with severa1 RNA sequences. Thus， it 
was indicated that not on1y the UUUUUUUU sequence but a1so the 
CUAGUG sequence bind to RBD I1 and the four stranded antipara11e1 
β-sheet structure is important for RNA binding. 

[序]ショウジョウパエの性決定に関与する遺伝子として知られている Sxl蛋白

質は， traのpre-mRNAのスプライシングを調節することにより，ショウジョウパエ

の性決定を行っている 1). S xl蛋白質は，アミノ酸約 90残基程度からなる R N A

結合ドメインをタンデムに持つ (RBDI，RBDII) (Fig.l). このふたつの R

BD部分によって trapre-mRNA の3'ースプライス部位にあるGUUUUUUUUCUAGUG配列

が認識される.ごの RBDとRNAとの相互作用の解明は， R N  Aと蛋白質との相

互作用を解明する上で興味深い題材であると考えられる.われわれはすでに， Sxl 

蛋白質の二番目の RNA結合に関与するドメイン (RBDII， アミノ酸 96残基

)について安定同位体を利用した NMR分光法を用いることにより，その二次情造

を決定し，報告している.これによると Sxl査白質の RBDIIは，従来から構造の

知られている R BDと同じように βαβーβαβ のモチーフを持っている.今回，

Sxl蛋白質 安定同位体標識 二次元，三次元NMR分光法

むとうゆたか いのうえまこと たげだよしTJろ きがわたかのり さかもとひろし おおつきたかし かわいごうた わたなべきみつな しれ

よしろう よこやましげ申き
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Figure 1 Diagrammatic representation of Sxl prote泊
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これら UIA蛋白質 2). hnRNP C蛋白質3)および A1蛋白質 4)の構造を互い

に比較し，さらに 1H -15 N H M Q Cスペクトルを利用し各種の RNAとの相互作

用について考察した.

【材料および方法]15N. 13C標識した試料は，大踊菌BL21(DE3)株を用いた T7 

ポリメラーゼによる発現系によって調製した. 精製したSx1蛋白質の RBDIIは，

測定のため限外渡過を繰り返すことによって測定周緩衝液(50mM トリス塩酸緩衝

液.pH6.5，10% 2HzO)への溶媒置換を行った.相互作用を観察するための RNA分

子は，化学合成によって作成した.測定は，すべて 2.5ocで8ruker社製AMX600を用い

て行なった.

[結果および考察]

( 1) Sx 1蛋白質の RBDIIの構造

15 Nおよび 13C標識を行なった試料を用いて三次元 NOESY-HMQCを測定

することにより 1345個の NOE情報を集めた.また， 60個の二面角情報と併せて情

造計算を行なった.この結果 RBDIIは，四本のストランドからなる逆平行 βシー

ト構造と二本の αヘリックスからなる情造をとっていることがわかった.このなか

で β3ストランンドに位置する Y6 1 ，β2ストランドに位置する 13 9 ，α1に

位置する F33および α2に位置する A70がコアを作っていることがわかった.

また，これらの残基は，他の RBDモチーフにも保存されており， R B Dの構造を

支える上で重要なアミノ酸残基であることがわかる.すでに二次，三次構造が報告

されている UIA蛋白質の RBDZ
)，hnRNP C蛋白質の RB D 3)および二次

矯遣が最近報告された A1蛋白質の RBDI4
)との違いを比較すると， β2とβ3

の聞のループ部分に大きな差異が認められる.特に，ふたつの RBDをタンデムに

もつ蛋白質の RBDが長いループを持つ RBDモチーフに属することは，興味深い

(Fig.2). 
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Figure 2 Comparison of RBDs 
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(2)RNA分子との相互作用

まず， RBDTIによる RNA分子の認識部分について考察するため，結合配列で

ある GUUUUUUUUCUAGUGを加えた場合と CCCCCCCCを加えた場合での HMQCスペクト

ルのシグナルの変化を比較した. CCCCCCCC配列では， lH，
15

Nにおいて顕著な化

学シフトの変化が現れていないのに対して， GUUUUUUUUCUAGUGを加えた場合では，

主に逆平行 βシート構造部分に顕著な化学シフトの変化が起こっていた.この比較

から，結合配列が特異的に RBDTIと相互作用すること，およびその相互作用に逆
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平行 βシート部分で広く関与することがわかった (Fig.3)

一般に RBDの多くは，ポリピリミジン配列を認識する場合が多いと考えられて

いる.そこで，この結合配列の中での，各ヌクレオシド残基の結合様式を考察する

ため，以下のような RNA配列を合成して同様の実験を行った.

(i) UU，UUUU，UUUUUUUU，UUUUUUUU 

(ii) CUAGUG，GUUUUUUCUAGUG，GUUUUCUAGUG 

(i)の系列により， Uで構成されるポリピリミジン部分についての結合に対する寄与

を調べ， (i i)では， CUAGUG部分の結合にたいする寄与を調べることを目的とした.

(i)の系列の実験から，ポリ Uでは，配列の長さが 6残基を超えると顕著な化学シフ

ト変化が現れることがわかった.また，配列の長さが 2，4などの短い場合， βシ

ート構造のなかでも Y 1 6を中心として β1ストランドと C末端部分に影響が現れ

始めるが，逆平行 βシート構造全面に影響が現れるわげではないことがわかる.さ

らに， (i i)の系列からポ IJU配列を含まない CUAGUGでも RBD互によって認識され

1 H ， 15 Nの化学シフトに変化が現れることがわかった.しかし，この場合の変化

は， GUUUUUUUUCUAGUGと異なり， β 3ストランドの近辺には大きな影響が及んでい

ないことカfわかった.

また，これらの結合配列を RBDlIに加えた場合，逆平行 βシート構造部分の他

に，構造をとっていないと考えられる N末端部分や C末端部分にも影響が現れてい

る. Sxl蛋白質による RNA分子の強い認識には， RBDI，RBDlIが必要であ

ることがわれわれによって明らかにされている. R B DlIの N末端部分は， R B D 

IとRBDlIの繁ぎ目にあたる部分であり， Sxl蛋白質の RNA分子の認識に，重

要な役割を果たしていることが考えられる.現在， RBDI-RBDlIについても

発現系を作成しており，今後は，この RBDI-RBDlIについても解析を進める

予定である.

【文献】

(1) Inoue et al. (1991) Nature 344， 461-463. 

(2) Nagai et al. (1990) Nature 348， 515-520. 

(3) Wittekind et al. (1992) Biochemistry 31，6254-6265. 

(4) Garrett， et al. (1994) Biochemistry 33， 2852-2858. 
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P92 ナトリウムチャンネルの S4セグメントにおける

31。ヘリックス構造の可能性

0川口謙， D. Mulvey， D. Doak， 1. D. Campbell 

東レリサーチセンター， オックスフォード大学

It is possible that the S4 segment of the sodium 

channel protein adopts a 310 helical structure. 

Ken Kawaguchi， Denise Mulvey， David Doak and lain D. Campbell 

Toray Research Centre， 1111 Tebiro， Kamakura 248， Japan and 

Dept. of Biochemistry， University of Oxford， South Parks Road， 

Oxford OXl 3QU， UK. 

The s4 segment of the voltage-gated sodium channel has been assumed to 

be the voltage sensor of the channel. In order to evaluate the models of the 

mechanism of voltage-gated channel， the micelle-bound structure of the 

S戸1theticpeptide corresponding to the S4 sequence has been analyzed by 2D 

NMR and structure calculation. A considerable number of a cNHωNOEs 

were observed besides the NOEs characteristic of αhelix， indicative of ¥0 
helical structure. The structure was supported by NH exchange experiment 

and CD spectrum. 

{はじめに]

ナトリウムチャンネルは電位依存性のイオンチャンネルで、その S4 

セグメントは電位センサーと推定されている。 S4セグメントを含む各

セグメント (Sl~S6) は膜貫通ヘリックスと考えられている。我々

はこれらのセグメントと同じアミノ酸配列をもったペプチドを合成し、

キーワード: Na+チャンネル， 3 10ヘリックス，ミセル

0かわぐち けん，

イエン キャンベル

デニス マルピー， デイピッド ドーク，
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E
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それらがミセルに結合した状態での立体構造を NMRで検討している。こ

こではS4ペプチドについて報告する。アミノ酸配列は下記のとおりで、

ラット脳由来のナトリウムチャンネルの第一番目のモジュールのセグメ

ントに対応している。

3 6 9 12 15 18 21 

S4: ALRTFRVLRALKTISVIPGLK 

S4は、その配列上で 3残基ごとに Arg，Lysが現われるという際立った

特徴をもっている。このためにS4は朕電位センサーと考えられているが、

センサーの機構は明らかにはなっていない。いろいろなモデルが提唱さ

れているが、推測の域を出ていない。このような問題に対して、構造上

の実験的な知見を提供することを目的としている。

{方法]

ミセルとして全重水素化ドデシルホスホコリン(d 38) を用いた。ペ

プチドとミセルのモル比を 1: 5 0として、 pH3.5、30
0

C、90%H20、

10% D
2
0中において測定した。 NMR装置は BrukerAM600を用いた。

NOESYスペクトルはジャンプ&リターン法を用い、 100msの混合時間で

測定したo帰属を完了した後に X-PLOR3.0を用いて立体構造を計算し

た。
A L R T F R V L  RALKT工 s v 工 P G L K 

5 10 15 20  

NN  (i. i+l) 圃'-- 圃圃圃・圃圃圃 富軍-
ト<dゐトS

。N (i. i+l) 圃 圃a・h圃 。δ

NトI(i. i+2) 

o.N (i. i+2) 

トIN(i. i+3) 

。N (i. i-+-3) ---ー 園田園圃圃一一一一
-ーー『ーーーー -圃・圃 ーーーーーーーー国

。β(i.i-+-3) 一一一ー・ 圃園田園・圃 一一一一

調・・・・・・・・・回・ "ー--幽-ー司・

。N (i. i+4) 

Fig. 1 The block diagram of NOEs observed for S4 bound to micel1s. 
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[結果と考察]

S 4セグメントに相当する

ペプチドは7](中ではランダム

椛造であったが、ミセルを添

加すると規則的な高次構造を

とり、ヘリックスの NOEパ

ターンが観測された。図 1は

NOEのブロックダイアグラ

ムであるが、 αN( i， i+2 )の

NOEが多く観測されている。

これは 310ヘリックスの特徴

とされている。なおこのNOE Fig. 2 Schematic helical wheel of idealized 

は、 S4の TFE(トリプル ¥0 helix for s4 in micel1es. Basic residues 

オロエタノール)溶液の場合 are shaded grey. 

ではほとんど観測されなかった。

S 4の TFE溶液では αヘリックス構造をとることが明らかとなっている

ので 1)、ミセルに結合した S4セグメントは αヘリックスとは別のヘリッ

クス構造をとっている可能性がある。なお、 S4のCDスペクトルも、

ミセルと TFE中とでは一致しなかったことから、異なったヘリックス構

造を示唆している。

アミドプロトンの H-D交換実験

では、 2時間以内にほとんどのア

ミドプロトンが交換されてしまう

ものの、 3残基ごとにややゆっく

りと交換される疎水性アミノ酸残

基が観測された。このことは、

3残基ごとの疎水性アミノ酸残基

( Leu， Ileなども 3残基の周期を

もっている)がミセル内に比較的

深く埋もれていることを意味し、

3 10ヘリックス構造の可能性を支

持している(図 2参照)。

図 3はランダム構造を初期椛造 Fig. 3 The structure of s4 in micelles. 
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として計算し、収束した結果を示している。アミノ酸残基番号で 4~ 16 

を重ねて書いてある(図上側がN端) 0 c端側はプロリン残基の存在(

Pro 18 )のために収束していない。得られた構造は、しかし、 310ヘリッ

クスとも αヘリックスとも判定し難いものであった。この理由として、

実際に球状蛋白質で見い出されている 310ヘリックス構造は、理論的

(理想的)な構造とかなりずれた構造であることが揚げられる。またア

ミドプロトンの交換実験から分かるように、安定なヘリックス構造になっ

ていないことも、計算結果に影響を及ぼしたと考えられる。なお構造計

算は、 310ヘリックスと αヘリックスの水素結合を拘束条件に入れた場

合も行ったo 図4は上記の構造のラマチャンドラン・プロットである D

・印が図 3の構造に対応している。主鎖二面角の値からみると、 310ヘ

リックスと αヘリックスの差は併の角度にある o 3 10ヘリックスの併の

値は概ねー 30。以上で、 αヘリックスの値よりも大きい(絶対値では小

さい)。図 4の・印は、この意味で、は 310ヘリックス構造の特徴を備え

ている。 。

• • 
@合'

• '. 巴 日

• -5J罫封司2九日日 @ 

". @ 

.50→ a ID⑦ο 
「・]..-町F固恒南甲圃'菅直明

@ 巴 @ 

回

ー105 .95 .85 ー75 -65 .55 -45 .35 

ゆAVERAGE

Fig. 4 Partial Ramachandran plot in calculated S4 (micelles) structures. ・:corresponding to the structure shown in Fig. 3. 

[文献]1) D. Mulvey et al.， FEBS Lett.， 25ス113(1989) 
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P93 Structure of a Membrane Fusion-Active 

Peptide. 1 H・2DN恥fRs t u d y 0 f A g g r e g a t e d a n d 

Non~Aggregated Species in Solution. 

P.Dubovskii， .S.Takahashi and K.Akasaka 
(Department of Chemistry， Faculty of Science， 
Kobe University and *Institute for Chemical 
Research， Kyoto University) 

The structure of an N・terminal20・residuepeptide analog 
of haemagglutinin of influenza virus was analyzed in the 
water and water/TFE mixtures. In the monomeric state 

(c = 2 m M， p H 6.7， 250 C) t h e p e p t i d e wa s s h 0 w n t 0 b e 
disordered in water solution， but is structured in the 
water/TFE mixture (30% v/v) with a helix extended from 2 to 
11 residues. The latter finding fits well to the secondary 
structure predictions obtained with different algorithms. 
Increasing concentration of the water solution of the peptide 
at pH 6.7 resulted in the aggregation of peptide molecules 

w it h a f 0 r m a t i 0 n 0 f ~-P I e a t e d s h e e t s t r u c t u r e. 

INTRODUCTION 

Among the 20・residuepeptide analogs of the N・terminal
moiety of haemagglutinin of influenza virus， the peptide 
having the amino acid sequence: GLFEAIAEFIEGGWEGLIES， 
was shown previously (Takahashi S.， Biochemistry. 1990. 
V.29. P.6257・6264)to be highly soluble in the water and to 
h a v e t h e a b i Ii t Y 0 f i n d u c i n g m e m b r a n e fu s i 0 n 0 f s m a 11 
unilammelar vesicles of egg PC at acidic pH. The membrane 
fu s i 0 n -a c ti v i t Y 0 f t h e p e p t i d e wa s c 0 n s i d e r e d t 0 b e r e I a t e d t 0 

its ability to form some ordered structure in the presence of 
membranes. In order to obtain c1ues to the ordered 
structures of this peptide， first we studied the conformation 
of the peptide in the absence of membranes. Here we report 
the formation of the ordered structures of the peptide 
molecules induced by trifluoroethanol (TFE) and by 
aggregation. 

Key words: two・dimensionalNMR， membrane-fusion 
peptide， peptide structure 
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RESULTS AND DISCUSSION 

B Y a c 0 m b i n e d u s e 0 f CD a n d 1 H -N M R s p e c t r 0 s c 0 p y， t h e 
peptide was shown to be monomeric in the water solution at 

pH 6.7 (c=2mM， 250C) but aggregated at lower pH or higher 
concentrations. By acquiring two・dimensionalNMR spectra 
(NOESY， ROESY， DQF・COSY，HOHAHA) of the peptide at pH 6.7， 
all of the resonances except the aromatic protons of Phe 
residues were assigned. The ahsence of the cross-peaks in the 
NH-NH region of the NOESY (ROESY) spectra up to mixing times 
of 500 ms (300 ms)， together with values of spin-coupling 
constants JHα-NH and the temperature coefficients of the 

amide proton chemical shifts， led us to conclude that the 
peptide takes a random coil conformation in water under the 

chosen condition. 
A d d i ti 0 n 0 f t h e TFE (30 % v / v) t 0 t h e w a t e r s 0 I u t i 0 n 0 f 

the monomeric peptide induced an ordered structure with 

intense NH・NHNOESY cross-peaks (Fig.l). Assignment of the 
resonances by the use of HOHAHA and NOESY measurments 
resu Ited in t h e iden ti fica ti on 0 f a helical structu re ex te nd e d 
fr 0 m r e s i d u e s 2 t 0 11. T h e n u m b e r 0 f c r 0 s s -p e a k s i n t h e 

NOESY spectra were characteristic for bothα-helix and 310 

helix， suggesting the f1uctuation between the two helices 
formed. No ordered structure was found in the region from 12 
to 20 amino acid residues. 

Increasing concentration of the peptide at pH 6.7 

(c=4mM) resulted in the aggregation as evidenced by the 

broadening of the1H-NMR spectra and by CD spectral changes. 

Two・dimensionallH-NMR studies gave no evidence for the 

h e Ii x f 0 r m a t i 0 n， b u t s u g g e s t e d t h e f 0 r m a t i 0 n 0 f a f:¥-p I e a t e d 

sheet. 

Fig.1. NH-NH 

region of 200 

ms 400・MHz

NOESY 
spectrum of 
peptide 3 in 

TFE-d3 /w a te r 

(30% v/v， 
c=2m M，pH*6.7， 
250C). 
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P94 
C a 2+拾抗作用を有する蛋白質カルシセプチン (Calciseptine)

の 'H-NMRスペクトルの帰属と二次構造

三共(株)分析代謝研究所 O高山知子 半沢宏之 春山英幸

1 H-NMR Study of Calciseptine， a Small Protein with Calcium Channel Blocker Activity， 

Identification of Secondary Structures 

OT. TAKAYAMA， H. HANZAWA， H. HARUYAMA，. 
Analytical and Metabolic Research Laboratories， Sankyo Co.， Ltd 

Calciseptin巴 isa small protein isolated from the venom of black mamba (Dendroaspis polylepis 
polylepis) ，containing 60 amino acid residues with four disulfide bridges. In spite of a relatively high 
sequence homology with short neurotoxins， calcis巴ptin巴exhibitsno affinity to acetylcholine receptor， 

but is a specific blocker of the L -typ巴calciul11channel. In this report， assignl11ent of th巴 lH・NMR
spectmm and identification of secondary structures wil1 be described. Based upon the secondary -

structure dependent NOE patterns， a sl問 ts sheet and a 10昭 triple-stranded s sh巴巴etar陀eid批伽e引n山1
cOl11l11only se 巴叩ni加nknown n 巴urotωox幻ins】lS. However， non -trivial stmctural differences wer 巴 also 
recognized. The non田 conservativesequences were found to b巴localizedat the tips of flexibl巴loop
reglOns. 

〈はじめに〉 カルシセプチンは blackmamba(Dendroaspis po!y!epis po!y!epis)のヘピ毒液 1わ

からけi離された 60 残基からなる蛋 I~l 質で 4 つの s-s 結合を合み、 short neurotoxin績と高いホ

モロジーを示すの 1) 一連のneurotoxin煩がアセチルコリンレセプターに作用するのに対して、カル

シセプチンはアセチルコリンレセプターに対する視和性を示さず、 l、 4ジヒドロピリジン系の L

N!C a 2十チャネルブロッカーであるニトレンジピンの紡台を官立合的に問答するの一方、

neurotoxin類は Ca2+チャネルには作用しない η このことから、受存体識別の機情について興味

がもたれる。今岡は、各種同種絞 2D-NMRにより 1Hシグナルの帰属を行い二次構造が得られ

たので、他のneurotoxin類との情造比較を行った。

〈実験〉 カルシセプチンは(株)ペプチド酬で合成されたものをそのまま用いた。 2)サンプルは、

90%H20/D20または lOO%D20に溶解し、濃度は約 4.8mM、 pHは lOmMNl酸

ノfッファで 4.5に調整した η 測定混皮には 2OOC、 3OOCをfIlいた o NMR測定は JE 0 L G S 

X-500. A-500をmい、 DQF-COSY. HOHAHA (3 Oms. 6 Ol11s) . 

NOESY (lOOms) を得たo D 2 0サンプルは 60"Cで 10分加熱し、 3回凍結乾燥を繰り

:I'sしたものを用いた。

〈結果} 1 D-NMRにおいて、 NHおよびHα プロトンの化学シフトの分散が大きかったこと

や、主鎖問のロングレンジNOEが多く観測されたことより、他のneurotoxin顎と同様な pシート

に宮んだtJq:j査をとっていると予想されたo 1 H-NMRの帰属は、 DQF-COSY. HOHAH 

A. NOESYスペクトルを用いて Wuethrichらによる定法に従って行った。また、 仁記の手順で

キーワード: カルシセプチン、 L現Ca2+チャネルブロッカ一、二次構造連鎖帰属
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調製した D20サンプルのHOHAHAスペクトル卜.に極めて交換のj'rいNHプロトンが 11 j問問

測された。それらの結果をもとに二次構造を同定したところ閉 Iに示す 2組の逆平行 pシート情造

が得られた。すなわち、 C3-15. A13-L15からなる 2木釘{の短い pシートと T2 1 ~ 1 

27. E36-G40. Y18-K54 からなる 3 木 ~J'[の長い p シートであったηS35~E36

はFパルジ構造をとっていた n また、交換の遅いNHプロトンのうち 9j阿は残)~間水素材合に問与

していることがわかった。さらに、 Y2 3 のベンゼン J~l プロトンシグナルは 3 5 dCにおいてかなり

ブロードニングしていたことから分子内にゆらいでいる部分があることが子怨されたn

〈考察〉 nellrotoxin類は共通する三次元防造として、 3本のループ再1;分とコア部分からなり、

つのs-s結合によってループが束ねられた偏平なディスクH!ij査をとることが知られているハカル

シセプチンの二次情造を約<15 %のシーケンスホモロジーを示す同じヘピ山来の:(111fr:苛ーである σ

nellrotoxÌn と重ね合わせてみると、 p シート II~jrrのI¥Lfi'i:は!L木的に'f!<:した。よって 3木のループ

はループ 1 1 -1 7 、ループ II:21~10 、ループ田，1 2 ~ 5 .1、と考えられた。しかし、

詳細に観察すると、カルシセプチンでは pシートHIi.ì宣がループ I では 11JW~分、ループ H では S 3 

5-E36はpパルジmj査をとっていることより 3J~必分それぞれ短くなっていて先端部分のコン

フォメーションの自由度がI首加していると考えられたn また、 neurotoxint]1がアセチルコリンレセ

プターと相互作用を行うのはループHの先端部分であるという械的もあり、この領肢のアミノ酸

シーケンスを比;1'交すると、保存されたアミノ限は.R2R.R31のみと少なく、アセチルコリン

レセプターとの!日正作用に重要と考えられている W27は Iに、 D29はTに、 G3 2はEにそれ

ぞれ変わっていることがわかった。これらのことよりカルシセプチンは表面の柔軟なループ部分の

配列と構造を変化させることにより受存体の議別を可能にしているものと ~mì!!lJ されたの今後はカル

シセプチンの三次元情造解析を進め、受符f~; との 1目立f'I:川についても考察する予定である。

〈文献〉 1) J. R. de Weille et al.， Proc. Natl. Acnd. Sci.， 88，2437-2判 0(1991)

2) H. Kuroda et al.. Pepfide Resercll， 2.. 265-268 (1992) 
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P95 G蛋白質を活性化するペプチドの安定同位体ラベルと TRNOEへの応

用

(三菱化成生命研，群馬大・工，北里大・理，テキサス大)

O河野俊之，楠英樹，田中剛史，大屋正尚，前田忠計，東島勉，若松馨

Stable Isotope Labeling of G Protein-Activating Peptid巴sand Their Application to TRNOE 

Analyses 

Mitsubishi Kasei Inst. ofLife Sciences， Gunma Univ.， Kitasato Univ.， Univ. ofTexas 

Toshiyuki Kohno， Hid巴kiKusunoki， Takeshi Tanaka， Masanao Ohya， Tadakazu Maeda， 

Tsutomu Higashijima， and Kaori Walくamatsu

It has recently been recognized that peptide fragments from proteins often retain an activity of 

the parent proteins to interact with their target proteins. Although the interactions between the 

peptide fragment and the target protein can be analyzed by transferred NOE (TRNOE) 

experiments， this approach often suffers from poor proton signal dispersion of the peptide 

because short peptides are usuaIly in a "random coil" state. So we have set up a system for 

expression and isotope-Iabeling of peptides to overcome such a drawback of th巴 TRNOE

approach. We first prepared uniformly 15N品 beledmastoparan-X and a s-receptor fragment 

peptide which， respectively， activate Gi ancl Gs. Though the amicle proton signals of either 

pepticles in a lD sp巴ctrumwere severely overlapped， amide signals were fully resolved in a 

[IH，15N] HSQC spectrum. We have also preapared doubly labeled peptides with I3C and 15N to 

resolve both NH and CH signals. The application of the labeled peptides to the TRNOE 

巴xperimentsin the presence of G proteins wiIl be presented. 

[序論] 最近，蛋白質・蛋白質相互作用の系で一方の蛋白質のフラグメントのペ

プチドが，元の蛋白質と同じ様に，ターゲットの蛋白質を活性化できるものが多いこ

とが認識され，蛋白質・蛋白質相互作用のモデルとして重要な解析方法となってき

た.このようなモデル系では， transferred NOE (TRNOE)法を用いて，ターゲット蛋白

質に結合したモデルペプチドの構造を， NMRで解析することが可能である.しか

し，この系で TRNOE法を適用すると，ペプチドのシグナルの重なりが激しく，帰属

が著しく困難である.というのは，この系では，モデルペプチドは，フリーのランダ

ムコイル状態と蛋白質に結合し構造をとった状態との平衡にあるからである.

この問題を回避するためには，ペプチドを安定同位体ラベルし，多次元のTRNOE解

析を行うことが有効であると考えられる. しかし，現状では，安定同位体ラベルを行

えるのは，生物による大量発現系がほぼ唯一の方法であり，しかも， 1 0数残基のペ

プチドを安定して大量に発現させるのは，巨大な蛋白質を発現させるのよりかえって

困難である.

キーワード:ペプチド発現，融合蛋白質， G蛋白質，安定同位体ラベル， TRNOE 

0こうの としゆき，くすのき ひでき，たなかたけし，おおや まさなお，まえ

だただかず，ひがしじま っとむ，わかまっかおり
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我々は，このような蛋白質・蛋白質相互作用系におけるモデルペプチドを安定同位

体ラベルできるような発現系を構築し，ラベルしたペプチドを用いでfRNOEを用いた

解析を試みた.

[方法] モデルペプチドを，その N端側アフイニティタグを付けた小さな蛋白引

に融合させて大腸菌内に安定かっ大量に発現させ，簡便に精製するシステムを構築し

た.この系を用いることで，安定同位体ラベルしたモデルペプチドをmgスケールで

1週間以内に調製することが可能になった.

我々は，この発現系を用いて，まず，マストパラン-x及び戸レセプターのフラグ

メントペプチド(それぞれ Gi，Gsを活性化できる.アミノ酸配列は Fig.1. )の15Nラ

ベル化を行い， [IH，15N] HSQCや 3次元 TRNOESY-HSQCなどの測定を試みた.

[結果と考察] マストパラン-x及び戸レセプターのそれぞれのアミドプロトン

のシグナルは， IH-NMRスペクトルにおいては，著しく重なり，帰属が困難であった

が， [IH，15N]HSQCスペクトルでは，完全に分離することができた(Fig. 2 ) .また Gs

存在下で， 3次元 TRNOESY-HSQCの測定を行ったところ， 2次元の NOESYにおい

て重なりが著しかった部分を，きれいに分離することができた(Fig. 3. ) .我々はさら

に， 13Cと 15Nのダブルラベルを行ったサンプルを調製し，現在解析を進めている.こ

のように，モデルペプチドを安定同位体ラベルして多次元の TRNOEの解析を行うこ
とは，非常に有用であり，さまざまな複合体の系に広く応用できると考えられる.

I-N-W -K-G-I-A-A-M-A-K-K-L四 L-NH2

1-V -Y -R-E-A-K-E-Q-I-R-K-I-L回 NH2

s-R巴ccptorfragmcnt 

Mastoparan-X 

Fig. 1. Amino acid sequcnces of model peptides 
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P96 海綿 Thθonellaswinhoeiの細胞毒性ポリペプチド

polytheonamide BのNMRによる構造解析

(東大農) 01賓田季之・松永茂樹・伏谷伸宏

(日本電子データム) 藤原正子

(日本電子) 藤田憲一

Structure Elucidation of Polytheonamide B， A Highly Cytotoxic Polypeptide 

from the Marine Sponge Theonella swinhoei， by NMR  Spectroscopy. 

Laboratory of Marine Biochemistry， Faculty of Agriculture， The University of Tokyo 

Toshiyuki Hamada， Shigeki Matsunaga， and Nobuhiro Fusetani 
JEOL DATUM Ltd. 

Masako Fujiwara 

Molskop Project， JEOL Ltd 

Kenichi Fujita 

Polytheonamide B1
). 2)， a highly cytotoxic polypeptide was isolated from the sponge Theonella swin/toei. It was a 

linear 48-residue peptide with N-terminus blocked by a carbamoyl group. Polytheonamicle B contain unusual amino 

acids slIch a宅t-Leu，βmethylGln，(3-methylIle， (3-hydroxyVal， (3-hydroxyAsn，副 Y-hydroxy-tな u.Polytheonamide 

B has a h巴lixof six to seven residues per turn. The three-dimensional conformation of polytheonamide B in solution 

has been determined by the distance geome町 methodused DADAS90 program. 

われわれは八丈島産の海綿 TheonelJaswinhoeiから強力な細胞毒性を示すアミノ酸 48残基からなるポリ

ペプチド polytheonamideB 1).2)を単離した。 PolytheonamideBには多数の奥常アミノ酸が含まれており、

加水分解物のアミノ酸分析や NMRデータにより、構成アミノ般の同定およびその配列を決定した。

Polytheonamide Bは DMSO司令中と CDCI3-CD30H(1:1)中では大きく異なる NMRデータを与える。

DMSO-d6中の NOESYスペクトルでは隣接残基問の NH-αHとNH-NHのクロスピークがいずれも強〈観

測されるが、 CDCI3-CD30H(1:1)中のスペクトルでは NH-αHのみが認められ NH-NHのクロスピークは

非常に弱い。 DMSO-d6中の NMRデータを解析し、異常アミノ限残基の構造ならびにアミノ酸配列を決

定した。

okl。ゎ。丈10丈"。 Uouou。;tlJ川。丈?oXIW
M 。 ぃρofHor:パ。工tdNO"。Jh.LfnG

(".Pr)山すら:ぷ払mJ巾

polytheonamide B 

海綿・ TheonelJaswinhoei .細胞毒性・ポリペプチド・異常・アミノ酸・ 9ヘリックス・三次元構造-

MolSkop . DADAS90 

はまだとし19>き まつながしげき ふせたにのぷひろ ふじわらまさと ふじたけんいち

漬田季之・松永茂樹・伏谷伸宏・藤原正子・藤田憲一
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加水分解物のキラル試薬を用いるクロマトグラフイーによる分析で、 polytheonamideBの構成アミノ般

には D型と L型が混在する事実を確認した。そこで、部分加水分解物を精査し、各アミノ酸残基の DL

を決定した。さらに、 CDCI3-CD30H(1:1)中の polytheonamideBの NMRデータを解析し、 dαN(i， i+l)に

加えて 6残基離れたアミノ酸との聞の NH-αHのクロスピークの存在により、チャンネル形成性ペプチド

のグラミシジン Aと同様の Pヘリックス型コンフォメーシヨンをとることが示唆された。

NMRデータから三次元構造を解析するために MolSkopシステムを使用し、 DADAS90プログラムによ

り構造計算を行った。構造計算には NOEデータから得られた約 200個の距離制約条件および約 40個の

HNCαHの二面角制約条件を用いた。 Fig.2に計算結果の一例を図示する。
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P97 ヒトカ Jレシトニン FibrillationのNMRによる研究

(日本チパガイギー，国際科学研究所) 金折賢二， 野坂鴛子

Kcnji Kanaori and Ats日koY. Nosaka 

Intcrnational Rcscarch Laboratorics， Ciba-Gcigy Japan Ltd. 

ABSTRACT:ηlC fibrillation of human calcitonin (hCηwa<; studiαJ by NMR at 600 MHz.百 cNMRs符ctra

in thc proccss of fibrillation show吋 agradua.l broadcning of Ihc pcptidc pcaks， followcd by a rapid broadcning and 

disappcar羽1Ceof thc pcaks. 111C two stcp broadcning would co町cspondto an association around山cfonnalion of a 

crilica1 nuclcus in thc hornogcn∞us nuclcation proposcd in doublc nuclcation mcchanisrn
1
). Howcvcr， a11 of出e

ドaksdid not d同町四rsirnllllancollsly in∞urse of thc fibrillation. Pcaks broadcning and disapμaring fast are 

a<;signcd to山eN-tcnninal (Cysl_pro23) rcgion， andμaks hrωdcning slowly are originatcd from山巴 C-tcnninal
24 ~ 32 

rcgion (Glnm-Pro
Jk

). 111C signal broadcning fcalllrc suggcsts that山巴 cnvironmcntor出cslructllrc around thc 

N-tcrminal rcgion is diffcrcnl bclW∞n rnonorncr and fibril hCT. At first， thc N-lcrminal rcgion would bc involvcd in 

thc formation of thc critical nuclcus， and thc C-tcrminal suhscqucntly lakcs part in thc fibrillation. Addilionally， 

timc dcpcndαlCC of ROESY spcc回 indicatcsthat rcsidllcS， Cysl， Lcu4ペMct8，Tyr12， ASpI5， and phCI6，19，22， 

dorninantly participatc in thc forrnalion of 1l1C critical nuclcus， and H】 Dcxchange cxpcrirncnt suggcsts the formalion 

of hydrogcn bondsαlISαI by inlcrrnolccular inlcraction.τ11C arnphiphilicily of 1l1C pcptidc may play an impOrlanl 

rolc in 1l1C molccular associalion. 

カルシトニン (CT) は32残基からなるペプチドホルモンである. CyslとCys7の問にジスルフイド結

合があり， C末端はアミド化されている. CTはカルシウムーリン代議Jに重要な役割を果たしており，骨

粗i懸症の薬剤として)lJいられている.ヒトカルシトニン (hC T)は水溶液中で容易に会合し，不溶性の

繊維として沈殿する.最近， h C Tの繊維化のメカニズムが電子顕{践活と濁り度の測定により研究され2).

hCTの繊維化は SchcrncIに示すようなこ段階核形成械情 (doublcnuclcalion mcchanism)l)に従うことが

明らかにされた.また，八rvinlcらは， CD，蛍光， FTIR等をmいて， h CTが繊維形成においてαーヘリッ

クスとpーシート構造をとることを示し， N末端部分が αーヘリックス， C末端部分がpーシート構造を

とると推測した2)

我々 は， NMRを川いて原子レベルで更に訂釧に hCTの繊;f，lf化を研究し， Arvinlcらの結果と比較した.
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<笑験>

hCTは化学合成したものをJlIいた. NMR測定は全てJ3rukcrAMX-GOOをmいて300K(pH3.3)にて行っ

た.水溶液中の hCTのシグナルの同定には OQFCOSY，HOHAHA， NOESY等のパルス系列(百'PI法)

をj日いた. 2 Dスペクトルの経H寺変化の実験には Stalcs-TPPIt去を用いて位相まわしなしで HOHAHAと

ROESYをmll定した. 256(11) X 512(12) のデータを測定するのにが~5 分を要した.

<結果と考察>

繊維形成条件下(100mg/ml)における hCTの1DIII-NMRスペクトルの時間変化を Figurc1に示す.

hCTのシグナルの級相は溶解後 60分までは徐々に広くなるが， 60-70分の110に溶i在のグル化を伴って，

急激に広くなりシグナJレは観測されなくなる.同1I.i'に， 71<のシグナルもブロードになり低磁場シフトした.

これらの変化は Schcmc1の homogcncouslIuclωlioll における繊維の筏形成の前後に対応するものと考え

られる.60分までのゆっくりとした紋帽の広がりは繊維の絞形成前の熱力学的に不安定な会合状態を反映

し，それ以降の急激な紋帽の/1;がりは核形成後の繊維の成長を反映していると考えられる.
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2011011八IIAスペクトルでは 70分以降でもいくつかの交差ピークは消失しないで残った.残ったピー

クは，ほとんど全て C末端領域 (Ghl~-pro32) r:1J*のものであり， N末端領域 (Cys1_ pro23)由来のピークは

消失していた.繊Mr形成条件下における級仰の広がりは1ft分子と会合状態問の化学交換か，もしくは化学

シフトの不均一性によるものと考えられる.この結果は， h C T分子の環境や構造は単分子状態と会合状

態で異なる，ということを意味し，まず最初にN末端領域が繊維の核形成に関与し，次いで繊維の成長段

階において，ゆっくりと C末端領j或がUHft化に関与していくことを示している.また， 20 ROESYスペ

クトルの時間変化を調べると(Figure2)， N末端領域の残mのなかでも Cysl，Lcu
4

ペMCl
8，Tyrl2， ASpl5， 

PhCI6.19.22の交差ピークは述く消失した.これらの残基はすべて， CTがとると考えられる肉親娘性ヘリッ

クスの疎水性側に存在する残基であることから， N末端領域の疎水性残基の分子IllJ相互作用により分子が

会合し，繊維の核が形成すると考えられる.

<文献>

1) Fcrron，F.A.， Hofrichtcr，J.， and Eaton，W.A. (1985) J.Mol.Biol. 183， 611-631. 

2) Arvinlc，T.， Cudd，A.， and Orakc，八.F.(1993) J.BioI.Cflcm. 268，6415-6422. 
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P98 蛋白性プロテアーゼインヒピタ -SSIの全NMRシグナjレの帰属

(都立大・理)0三宅洋子、鎌田創、 111口絵未、楯真一、甲斐荘正恒

Assignment of NMR Signals of Protein Porteinase Inhibitor SSI 

Yoko Miyake. Hajime Kamada. Emi Yamaguchi. Shinichi Tate and Masatsune Kainosho 

(Tokyo Metropolitan University) 

We have tried to assign the NMR signals of isotopicaIIy labeled SSI (Streptomyces 

subtilisin inhibitor) using recently developed multidimensional NMR methods. Based on the 

already establised carbonyl carbon assignment. sequential back.bone and side.chain 

assignments have been efficiently establised. Streospecific assignment of the prochiral groups 

has also been made using specificaIIy labeled amino acids. 

[序]

SSI(Streptomyces subtilisin inhibitor)は、徹生物起源の蛋白性ブロテアーゼインヒピター

であり、サプチリシン族、キモトリプシン族等、種々のプロテアーゼと強く結合し、安定

な複合体を形成する。サプユニットあたり 113 残基から成り、二量体として分子量

23.000で存在する。 SSIの "反応部位"は、 Met73-Va174の主鎖ペプチド結合(切断結合

と呼ばれる)であり、二量体のSSIのそれぞれに 1つずつプロテアーゼが結合し、 2:2複合体

となる。

蛋白性プロテアーゼインヒピタ -SSIの、注目したい"反応部位"が主鎖のペプチド結合で

あること、及び、 SSIープロテアーゼ複合体が、例えばSSIーサプチリシンBPN'複合体で

分子量 78.000 と、通常の逐次帰属NMR手法では不可能な大きさになることから、我々は

今までは、主鎖カルボニル炭素の部位特異的標識を中心に、複合体形成に伴う誘起シフト

やりCNの値等から、 SSIの構造と機能に関する情報を得てきた。

しかし、遊離のSSIの溶液中での構造を詳細lに検討するには、やはり側鎖を含めた全ての

NMRシグナルに着目する必要がある。又、近年、 13C、15Nで二重に均一に安定同位体標識

した蛋白質を用いて多次元NMR手法により、分子量2万程度までのNMRシグナルの逐次帰

属が可能になってきた。そこで我々は、これまでに得たカ jレボニル炭素の'情報を生かしな

がら、 SSIの全NMRシグナルの帰属を行った。

{実験]

試料の調製

安定同位体標識アミノ酸は、以下のように調製した。各種 [1‘13C] アミノ酸は、

Na13CNより化学合成した。各種15N標識したアミノ酸は、 15NHS0
4
.15NHClを窒素源とした

アミノ酸発酵により、また、均一に13C標識したアミノ酸は、均一13C標識グルコースまた

は均一13C標識酢酸を炭素源としたアミノ酸発酵により得た。各種 [1.2・13C2] アミノ酸は、

[ 1.2-13C2]酢酸より化学合成した。均一15N標識アミノ酸混合物、および均一13C、15N二

安定同位体標識法、多次元NMR、ブロテアーゼインヒピタ一、 SSI

みやけ ようこ、かまだはじめ、やまぐち えみ、たで しんいち、かいのしよう ま

さつね
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重標識アミノ酸混合物は、 13C02及び 15NHS0
4
を栄養源として培養したこ重標識クロレラ

菌体を加水分解、精製して得た。プロック標識したパリン及びロイシンは、 99%均一13C

標識グルコースとそのこ倍量の非標識グルコースを炭素源としてアミノ酸発酵により調製

した。 [2-13C] グリシンは [2_13C]酢酸から化学合成し、 [2-13C，2-2H2]グリシンは

[2_13C]グリシンを重水中白金触媒下加熱することにより得た。

各種標識蛋白質SSIは、各種標識アミノ酸を含んだアミノ酸混合培地で放線菌5_

albogriseolus S-3253を培養し培養ろ液を精製して得た。

測定

各種部位特異的標識したSSIについては、 2D-13c-13C-INADEQU A TE ，1 Hj13CIHSQC， 

lHj15NIHSQC， 13Cj15NIHMQC 2D-HCCHtocsy等を測定した。均一に13C、15N二重標識した

SSIについては、 3D-HNCO，HNCA， HN(CO)CA， 2D-HCACO， 3D-HCCHtocsy， HCCHcosyを測

定した。 NMR装置は、 VarianUnity-300及び BrukerAMX-500を用いた。

{結果]

各種部位特異的標識したSSIを用いて、ダブルラベル法によって帰属の確定しているカル

ポニル炭素を起点として、 [1，2・13C2] アミノ酸で標識したSSIの20-1 3C -1 3C -

INADEQUATE測定により E炭素へ、 カルポニル炭素を残基特異的に13C標識しその他を

均一に15N標識した [Xぷ115N]SSIの 13Cj15NIHMQC測定によりアミド窒素へ帰属をつなげ

た。残基特異的に13C均一標識したSSIの lHj13CIHSQC測定により、それらを側鎖の炭素及

ぴ水素原子へ、残基特異的または均一に15N標識したSSIの lHj15NIHSQC測定によりアミド

水素へつなげることができた。それとは独立に、均一に13C、15N二重標識したSSIを用いて

3D-HNCO， HNCA， HN(CO)CA， 3D-HCCHtocsy， HCCHcosy測定により、シグナルの逐次帰属

を行った。

Val、Leu残基のメチjレ基のプロキラルな帰属については、 pro-Rのメチル基がメチン炭素

(Valのp位、、 Leuのy位)と組で13C標識されているプロック標識体を用いて、その

INADEQUATE，または CT_IHj13qHSQC測定により行った。 Gly、Ser残基のメチレン水素

のプロキラルな帰属については、 [2_13C，2-2H
2
] グ1)シンを用いてそれが蛋白質生合成過

程においてそのpro-Sの水素が溶媒と交換することを利用して2H-decoupled 1 Hj13qHSQC測

定により非常に容易に行うことができた。
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P99 NMRを用いた免疫グロプリン分子の構造解析

0嶋田一夫，白石美紀，進藤一泰，榛葉信久，山口芳樹，

今里真実，加藤晃一，荒田洋治1)

東大・薬，機能水研究所1)

Structural analyses of immurioglobulin molecules as studied 

by multinuclear NMR 

Ichio Shimada， Miki Shiraishi， Kazuyasu Shindo， Nobuhisa Shimba， Yoshiki 

Yamaguchi， Mami Imazato， Koichi Kato， and Yoji Arata 1) 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， The University of Tokyo， 

Water Research Institute 1 ) 

Immunoglobulin G (lgG) is a multifunctinal protein， which plays an important role in immune 

response. We have studied the dynamical structure of the antibody combining site and the 

hing region of mouse antトdansylantibodies labeled with 13C and/or 1 5N at the backbone. In 

the present study， we will discuss the molecular mechanizm of the affinity maturation of the 

immune responce and the interactions between antibodies and IgG binding proteins by using 

multinuclear NMR. 

はじめに

免疫グロプリンG (IgG)は，免疫系において外来異物を認識し，これを排除する多機能糖タンパ

ク質である. 1 gGの基本構造は，ほぽ無限と考えられる外来異物を認識する Fab，補体系の活性化な

どエフェクタ一機能を司る Fcおよびこれらを連結するヒンジ領域から構成されている.われわれは.

NMRによる高分子量タンパク質の高次構造解析法を開発することにより，抗ダンシル抗体の抗原認識機

構の解明， 1 gGのヒンジ領域の動的構造解析など抗体が水溶液中でいかに振る舞いそして機能を発現し

ているかを高次構造の観点から解析してきた.

本発表では，抗ニトロフェニイ lレアセチJレ(NP)抗体のFabフラグメント(分子量50K)を用い

た親和力噌大機構およびFcフラグメント(分子量50K)と抗体結合性タンパク質との相互作用につい

て議論する.

1.抗NP抗休の抗原結合部位の高次構造解析

抗体には免疫経過に伴い抗原に対する親和性が増大する現象が知られている.親和性増大機構を高次構

しまだいちお，しらいしみき，しんどう かずやす.しんばのぶひさ，やまぐち よしき，いま

ざと まみ，かとう こういち.あらたようじ

免疫グロプリン，安定同位体標識，抗原認識，親和性増大機構，抗体結合性タンパク質

η
i
 

s生nべ
U



電~

造の観点から解析するため，親和力の異なる 3種類の抗NPモノクローナJレ抗体 (N1 G9 : K a= 

5. 0 x 1 05 [M-1] • 3 B 44 : 3. 3 x 1 06 [M-1] • C 6 : 1. 0 x 1 08 [M-1] ) 

を取り上げ.NMRによる解析を行った.

F i g. 1にTyr残基の主鎖アミド窒素を 15Nで標識したNIG9Fabフラグメントの 11 

_15Nシフト相関スペクトJレを示す. 1次構造上期待されるすべての相関ピークが観測されている(

らにH鎖・ L鎖組み替え実験および2重標識法を組み合わせることにより，これら相関ピークの部位特j

的帰属が完了した.同様に他の 2種類の抗NPFa bフラグメントに関してTyr残基およびTr p ~ 

基の帰属を行い，スピンラベルハプテン結合実験を行ったところ.NIG9. 3B44. C6のいずれ1

Hl. H3. Ll. L3ループにより抗原結合部位が形成されていることが判明した.さらにNOE実買

の結果より，抗原結合部位を形成しているTyr残基数と親和力の相関が明らかになった.

2. Fcフラグメントと抗体結合性タンパク質の相互作用

細菌細胞壁表面に発現されるタンパク質の中には，抗体と特舟守に結合するものが数多く知られている.

黄色ブドウ球菌由来のプロテインAおよび連鎖球菌由来のプロテインGはともにpHに依存して抗体の

Fc領域と結合する.またプロテインAのBドメインおよびプロテインGのドメインH単独の水溶液中l

おける立体構造はすでに決定されている.Bドメインの立体構造は3本のαヘリックスからドメイン引

1本のαヘリックスおよび1枚のβシートから構成されている.

Fcフラグメントと抗体結合性タンパク質の相互作用を解析するために. Fcフラグメントに関して』

主鎖カルボニル炭素を 13Cに.BドメインおよびドメインEに関しては主鎖アミド窒素を 15Nに安2
同位体標識した. F i g. 2に主鎖カルボニルを 13C標識したFcフラグメントのBドメイン添加突E
の結果を示す.Bドメインの添加に伴い，化学シフトの変化が観測される.このような複合体形成に伴・

化学シフト変化の解析の結果.BドメインおよびドメインIIはともにヘリックス部位でFcフラグメン!

と結合し. Fcフラグメント上の結合部位は.BドメインおよびドメインEともにCH2.CH3の境5
領域であることが判明した.
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PI00 コリシンインヒピターImmE6のコリシンとの相互作用領域の解析

0大野光宏、武藤裕*、横山茂之¥正木春彦、魚住武司

(東大・農・応用生命工学、*東大・理・生化)

NMR analysis of the ImmE6 protein interacting with colicin E6 as a specific inhibitor 

OMitsuhiro Ohno， Yutaka Muto，* Shigeyuki Yokoyama，* Haruhiko Masaki and Takeshi Uozumi 

Dcpartment of Biotechllology， IUld *Dcpartmcllt of Biophysics lUld Biochcmistry， ll1C Ulliversity of Tokyo 

CoIE6・plasmid-codedcolicin E6 has an RNase activity in the C-terminal T2A domain， which 

specifically inactivates ribosomes of sensitive Esch倒的iacoli 倒 Is.The colicin produar倒 Isare 

protected from lethality by producing a specific inhibitor， ImmE6， which binds to T2A. We prepared 

an 15N-labeled small hetero-dimer∞mposed of E6-T2A (110 residues) and ImmE6 (84 residues)， 

and exchanged each component with norトlabeledone through urea-denaturation， separation and 

re∞nstitution steps， giving rise to a pair of hemトlabeledhetero-dimers. Comparison of HMQC 

spectra of the totally labeled native dimer and reconstituted hemi-Iabeled dimers indicated 

reversibility of the denaturation. Chemical shift peはurbationanalysis of 15N-lmmE6 on the binding 

with T2A suggested the contact area of ImmE6 facing T2A， which was consistent with the 

analysis of slowly exchanging amide protons on the complex formation. 

[背景] コリシンE3とE6は、 Co1フη ラスミドが生産する相同'性が非常に高い殺菌性

RNaseであり、その酵素活性は、それぞれのC末端、 T2Aドメインに局在する。コリシン

生産菌は、 T2Aドメインを認識する蛋白質性インヒピタ}、 ImmE3あるいはImmE6を同

時に生産して致死を回避している。

我々はコリシンE3とE6のT2A(110残基)とImm(84残基)をタンパク質問相互作用の優れ

たモデルとして捉え、それぞれのT2A/Immヘテロダイマーの大量精製系を確立した。

既にNMRにより遊離のImmE3の三次構造及ぴImmE6の二次構造は決定しているため、

この複合体の全立体構造の決定を含めた種々の解析を進めることにより、ヘテロダイマ

ーを構成するそれぞれの分子の構造変化と機能の相関を明らかにできると考えられる。

今回、 ImmE6のT2Aドメインへの結合領域が決定できたので報告する。

コリシン、インヒピター、タンパク質問相互作用、 HMQC、chemicalshift perturbation 

おおのみつひろ、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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【方法及び結果} 精製したヘテロダイマーは6M尿素変性条件下で2つのサブ、ユニッ

ト(T2Aとlmm)に分けることがIJ¥来るが、こうして単離したサブユニットから invitro 

で再構成したヘテロダイマーが、未変性ダイマーと同じ構造をとるということを前年の

本討論会において示唆した。

今回、この事実を確認し、更にこのことを利用してImmE6だけを15N均一標識したダ

イマーのNOESY-HMQC，TOCSY-HMQCスベクトル、そして 13C.15N二重標識したnative

なダイマーのHNCA，HNCOCAスベクト jレから、ヘテロダイマー中のImmE6のシグナル

の帰属を完了した。

次に、既に 4本鎖逆平行s-シート構造をモチーフとしていることを明らかにした遊離

のImmE6と、ヘテロダイマ}巾のImmE6の、 lH.15Nのケミカルシフトとの比較から、相

互作用に関与している領域をp鎖と、そのN末端i1IJ1Jのループ部分及びc:5l~市部分という、

立体構造上近接した領域であると推定した。

更に、遊離の標識ImmE6と、非標識T2Aと複合体を形成した標識ImmE6の双方につい

て、垂水中のHMQCスペクトルを測定したところ、複合体を形成したことにより、新た

にH-D交換が|自害されてシグナルとして観jJ!!Jされる様になったImmE6上の領域は、上記

のケミカルシフトが大きく変化した領域と一致した。また、これらのシグナル強度は経

時的に減衰するが、この減衰は、解向性平根!fによるそれぞれのサプユニットの遅い交換が

存在することを示唆している。

以上のことから、 ImmE6におけるE6-T2Aドメインとの相互作用領域を同定できた。

参考文献

I) Yajima， S_ et al. (1992) siochemistry 31，5578-5586 

2) Y司ima，S_ et al. (1993) FEBS LctL 333， 257-260 
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P 101 疎水性コアを変異した蛋白質の立体構造変化

0古川功治¥織田昌幸¥守川社ー¥緒方一博 2、中村春木 1

( 1蛋白工学研、 2横浜市立大)

Structural Changes of a Protein Caused by a Mutation in the 

Hydrophobic Core 

K.Furukawd，M.odd，s.Morikawd，K.ogatt，H.NakamuraI 
CProtein Engineering Res. Inst.， 2Yokohama City Univ.) 

百1eDNA-binding domain of c叫ybprotooncogene product consists of three repeats (R1， R2， 

R3) of 51 or 52 amino acids.百1ethird repeat， R3 has three helices that form a helix-tum-helix 

structure maintained by a hydrophobic core which includes three isoleucines (1155，1169，1181). 

R3w田 specificallyexpressed in E. coli， and then， three isoleucin回 wereindividually or 

simultaneously replaced by Leu via site-directed mutagen四 isto generate seven mutant proteins. 

1155Lw邸 theonly mutant protein which was stabi1ized by the mutation. We have determined the 

three-dimentional structure of 1155L in aqueous solution by NMR. In comp紅 isonof the s住ucture

of I155L with that of the wild-ザpe，it is suggested more c10sed packing of the hydrophobic core by 

the substitution of 1155 to Leu. 

[目的】プロトオンコジーン産物 c-MybのDNA結合領域はそれぞれ約50残基の3つ

のリピートからなっている。その第3リピート、 R3の立体構造は合成ペプチドを用い

たNMR解析から既に決定されており、 3本のα.ヘリックスを含むhelix-turn-helix

(HTH)構造を有している。この HTH構造を保持していると考えられる疎水性コアには

Leuがなく、ヘリックス中の3つのI1eが関与している。本研究では、ヘリックスに存

在するI1eと立体構造安定化との相関関係を明らかにすることを目的として、 R3のI1e残

基をLeuに置換した変異体を作成し、その構造変化をNMRを用いて解析した。

【方法および結果]54 残基からなる(残基番号 140~193) からなる R3 の大腸菌での

大量発現系を構築し、 PCR法を用いて 3つのI1e残基 (1155、1169、1181)を個々に、もし

くは、組み合わせて Leuに置換した変異型 R3を7種類作成した。これら変異型 R3の

うちI155Lのみが野生型よりも発現率や水への溶解度が高くなっていた。遠紫外 CDの

測定を行ったところ、I155Lのヘリックス含量は野生型よりも高くなっていた (Fig.1)。

プリバロフ型カロリメータ-DASM-4を用いて測定した可逆的熱変性における熱容量変

化のプロファイル (Fig.2)から、各熱力学パラメーター (Table1)を求めた。Il55Lの

変性中間点の温度、 Tdは野生型より 2-C上昇していた。熱変性における o.H、To.Sがと

キーワード:Myb、helix却 rルhelix構造、疎水性コア

ふるかわこうじ、おだまさゆき、もりかわそういち、おがたかずひろ、なかむらはるき
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240 

Wave Length (11m) 

80 

230 

60 

Temperature (0 C) 

220 

40 

210 200 

20 

。

-5 

-10 

-15 

-20 

0.25 

Fig.2. 

(
E色
色
)
山

waq

-3 

0 

同
・

0
}【
一
同
{
@
]

-2 

2 

。

(
で
凶
・

7
-
。E--aω
』
)
、

z
u
a
e
H
h
)
百
ω図
的

回

Z
M一凶

もに上昇していることから、変異導入によっ

てアミノ酸残基間相互作用が増加するととも

に構造の自由度が減少したことが示唆された。

I155Lの INMR測定を行い、 α_lHのケミカル

シフト値を野生型のものと比べたところ、主

に変異部位を含むコア部分にケミカルシフト

変化が見られた (Pig.3)。主鎖及び側鎖の

二面角に関するデー夕、 372個の残基間

NOEデータを用いて EMBOSSによるディス

タンスジオメトリー計算を行い、I155Lの立

体構造を決定した。全体として野生型との大

きな構造的違いはなく、 3本のαーヘリック

スからなる HTH構造をとっていた。疎水性

コア部分を野生型と比べると、変異を導入し

た 155番の側鎖の xLmgleが120度変わって

おり、また、I1eでは見られなかった新たな

NOEが、導入されたLeuの片方のふメチル

に見られた。さらに、コア中の T中残基の側

鎖にも配向の変化が見られ、両者のパッキン

グの違いを示している。表 1の結果を考慮す

ると、I1eよりも側鎖の自由度の高いLeuの

導入により、 155番の側鎖まわりのパッキン

グがより整然と収まるようになったことを示

唆している。現在、I155Lの15N置換体を用い

た構造の精密化を進めており、蛋白内部のパッ

キングについてさらに詳しい議論ができると

考えている。

-0.25 Table 1 

rllermodYllamic paramefers from DSC cllrves 

t~[{c.1 T d.S d.G 
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0.0 
0.3 

34.8 
43.9 

34.8 
44.2 

同
一
で

57.3 
59.5 

Enzyme 

wild・type
I155L -0.75 
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PI02 NMRを用いた細胞周期制御因子'p13suc1の立体構造解析

。合田浩明1)、内田憲孝1)、立花和則2)、岸本健雄2)、

嶋田一夫3)、原田義則1)

1) (株)日立製作所・基礎研究所、 2)東工大・生命理工、 3)東大・薬

NMR study on the p13suc1 protein using stable isotope labeling techique 

I)Hiroaki Gouda， l)Kenko Uchida， 2)Kazunori Tachibana， 2)Takeo Kishimoto， 

3)Ichio Shimada and I)Yoshinori Harada 

I)Advanced Research Laboratory，日itachiLtd. 

2)Faculty of Bioscience and Biotechnology， Tokyo Institute of Technology 

3)Faculty of Pharmaceutical Sciences， University of Tokyo 

p13suc1 is a cell cycle regulatory protein， which binds s町onglyωthep34cdc2 kinase. 

In order to elucidate the mechanism of interaction between these two proteins， p13叩 c1protein 

wa<; investigated by isotope句 aidedNMR experiments. For assignment of backbone 1H and 15N 

resonances， 3D 1H_15N TOCSY日 HSQCand lH_15N NOESY-HSQC experiments were 

performed. The secondary structure of p 13suC! protein will be discussed. 

1.はじめに

suc1遺伝子産物p13SUc!は酵母からヒトに至る各種真核生物から見つかっており、

細胞周期の制御に主要な役割を果たしているcdc2キナーゼの阻害因子あるいは活

性化悶子であると考えられてきた。最近、このp13叩 clはこれらcdc2キナーゼの基質

のリン酸化を選択的に阻害する因子であることが報告され、 p13suc1はcdc2キナーゼ

の阻害因子ーであると同時にcdc2キナーゼに選択性を持たせる因子である可能性が

考えられるようになった。しかし現在のところ、 p13蹴 1の立体構造およびcdc2キ

ナーゼとの相互作用部位が明らかでない。そこで筆者らは分裂酵母由来のp13sucl

の立体構造解析およびcdc2キナーゼとの相互作用解析を目標として実験に着手し

た。

2.材料および方法

[試料調製] アミノ酸113残基からなるp13悶 1蛋白質の立体構造解析には、 15N

p13SUc!蛋白質安定同位体標識二次元、三次元NMR

ごうだひろあき うちだけんこう たちばなかずのり きしもとたけお しまだいちお はらだよしのり
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等の安定同位体標識が有効である。そこで、 P13sucl蛋白質の発現プラスミドを

保持した大腸菌 (BL21) を15N標識塩化アンモニウムを唯一の窒素源とするM9

培地を用いて培養し、蛋白質分子に均一に15Nを導入した。

[測定] NMR測定は、 Bruker十土製 AMX500を用いて行った。 15Nで均一に標識し

た試料について、 2DIH-15N HSQC、Double-DEPT、3DIH-15N TOCSY-HSQC 

(混合時間40ms)、3DIH-15N NOESY-HSQC (混合時間100ms) の測定を、測

定温度250Cで行った。

3.結果と考察

2D IH-15N HSQC、Double-DEPTスベクトルの解析から、 Pro残基を除く 105残基

中96残基の主鎖アミド基由来のシグナルが判別できた。同時に、 Asn、Gln側鎖、

T中側鎖、Arg側鎖(E)由来のシグナルをすべて区別できた。 3DTOCSYωHSQCスペク

トルにおいて、 82残基のαフ。ロトン、そのうち39残基については戸プロトンまで化

学シフトを同定できた。現在、 3DNOESY丑SQCスペクトルを用いて、判別しやす

いスピン系をもっ残基を基準に連鎖帰属が進行中である。図1に連鎖帰属の一部を

示す。
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P 103 
カルシウム結合ハトリゾチームの'H-NMR

0松木frll行、森安真彦、河野敬一、大木進野、津田 栄、

引地邦男、新田勝利

(北大理)

ーH-NMR of pigeon egg-white ysozyme 

ONobuyuki Matsuki， Masahiko Moriyasu， Keiichi Kawano， Shin-ya Ohki， 

Sakae Tsuda， Kunio Hikichi and Katsutoshi Nitta 

Pigeon egg-white lysozyme has been reported to be a type c lysozyme. 

It consists of a single polypeptide chain of 127 amino acid residues 

wi th a molecular weight of about 14，500. The amino asid sequence is 
47児 homologouswi th that of chicken egg-whi te lysozyme. Pigeon egg… 

whi te lysozyme binds one molar calcium ion. In this respect， i t is 

more similar to α-lactalbumin， an another evolutionally related 

protein， than chicken egg-whi te lysozyme. 1 t is interesting to compare 

the calcium ion binding form of pigeon egg-white lysozyme with that of 

α-lactalbumin. In this study， i t is investigated wi th 2-D NMR 

spectroscopy. 

リゾチームは広く動物界に存在し，細胞控のペプチドグリカンを分解する酵

素である。このタンパク質はその分子特性によって三つのタイプ(タイプ c、

タイプg、phageタイプ)に分類されており、ハト卵白リゾチームはニワ

トリ卵白リゾチームと同じタイプ(タイプ c)に属している。

一般的にニワトリ型リゾチームと一次構造上約 40%の相向性があり、互い

に進化論上類縁関係にあると考えられる αーラクトアルブミンがカルシウム結

合タンパク質であるのに対して、一般的にリゾチームはカルシウム非結合タン

パク質であるとされてきた。

キーワード:二次元NMR、カルシウム結合タンパク質、ハト卵白リゾチーム

まっきのぷゆき、もりやすまさひこ、かわのけ~， ~、ち、おおきしんや、
つださかえ、ひきちくにお、にったかっとし
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X線結品解析により αーラクトアルブミンのカルシウム結合部{jf.の構造が、

ニワトリ卵 r~1 リゾチームの対応するmwr.である(カルシウムが結合していない)

ループの構造に類似していることが見し、だされた。このあ1;合{'iIWr.では、 αーラ

クトアルブミンは三つのAspがカルシウムに配位しているのに対し、ニワト

リ卵白リゾチームでは Se r、あるいはA 1 aに置き換わり、カルシウム結合

能が欠如していると考えられてきた。例外的にハト、ウマ等のリゾチームでは

三つのAspが存在し、カルシウム結合能が保たれている。

今回JlH 、たハト卵 I~] リゾチームはニワトリ 9[1 (]リゾチームと同じタイプのリ

ゾチームではあるが、カルシウム結合能をもっという点においては、ウマ等の

リゾチームなどとともに α ラクトアルブミンに近い存在である。この点から

ニワトリ担リゾチームはカルシウム結合引とカルシウム非結合現のリゾチーム

に分かれて存在することが予知される。これらの研究のためにNMRを川い、

αーラクトアルブミン、ニワトリ卵白リゾチームとの構造|二の相違点を検討す

ることは興味深い。

今 lïïJ、ハト卵 I~I リゾチームをカルシウムホlifTTli リゾチームのサンプルとして
川い、 pH 5. 5、 35 0Cの条件下で lOmMの指化カルシウム I~LI水干1I物を加

え、 11本電子 α600をJ1H、てm水、軒水の五司法4J['l'で二次元]H -NMRス

ペクトル (DQF-COSY，NOESY， HOHAHA)を測定し、現在帰

属をすすめている。

に二iJ
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PI04 旧黄色酵素と NADP+との相互作用の研究

(関西医大・化学) 0藤井: 茂、黒田 記代

(熊大・医学部._.~t1t.) 三浦測

Interac七ionof Old Yellow Enzyme with NADP+ 

Shigeru FUJ工工， 1 Kiyo KURODA，l and Re七suMiura2 

(lLabora七oryof Chemis七ry，Kansai Medical Universi七y; 2Depar七men七 of

Biochemistry， Kumamo七oUniversi七YSchool of Medicine) 

Old yellow enzyme (OYE) from Brewer's yeas七， a flavoenzyme， 
was reconsti七utedwith 13C-enriched FMNs and 8-demethyl-8-fluoro-FMN. 

Interaction of七herecons七i七utedOYEs wi七hNADP+ was investigated 

by F-19 and C-13 NMR spectroscopy. By the complex forma七ionof OYE 

wi七hNADP+， 8_19F NMR signal shifted to higher field， and remarkable 

changes of 4a-and 10a_13C NMR signals were observed. 

フラビン醇素は、非常に広い範問にわたる般化還元反応に関守しているが、個々のフ

ラピン階素に注目すると、その触媒する反応は概めて特異的である。この特異的な反応

の制御機構は、タンパク質・フラビン分子・基質の間の相互作用によっていると考えら

れる。そこで、我々はこれらの相互作用にil:日し、 C-1 3などで標識したフラビン分

子で再構成した種々の静素をJTJいて、 t;!;質およびその類似体との結合の結果誘導される、

フラビン分子の環境変化を観測し、どのように反応様式が制御されているかを明らかに

することを目的として、実験を行っている。

今[m川いたi日黄色醇素(0Y E)は、ビール酵母より精製されたもので、分子量49000

のサブユニットあたり l分子のフラビンモノヌクレオチド(FMN)を補酵素に持つ。

われわれは、!日黄色醇素 (0Y E)の活性域研究の J景として、本酵素の補酵素である

FMNのフラビン環の 8位のメチル基をフッ素で置換した 8F-FMNや C-13標識し

たFMNで再構成したOYEとOYEへの電子供与休であるNADPHの酸化型の

NADP+との相互作用を多桧NMRによって調べた。

{実験】 関 1に示した 8位のメチル基をフッ素で置換した 8F-FMNおよび2-，4-， 

4a-，10aーの炭素をそれぞれ C-13で標識した FMNを文献記載の方法で化学合成し

た。これらの FMNで再構成した OYE とNADP+との相互作用を、 F-l9， 

C-13 NMR測定することにより調べた。化学シフトは、 C-13およびF-19の外

部標準としてそれぞれ TSPのメチルシグナルとNaFのF-19シグナルを用いた。測

定温度は、 22""23oCであった。

C-13， F-19， NMR， Flavin， electron transfer 

ふじい しげる、くろだ きよ、みうられつ

η
t
 

E
U
 

q
d
 



{結果と考察】 8F-FMNで再構成したOYE

にNADP+溶液を加え滴定したところ、 Fig.2に

示すようにNADP+の添加に伴い遊離の OYEに

由来する 8F-FMNのF-19NMRシグナルは

減少し、高磁場側にシフトした新たなシグナルが

現われた。この結果は、 OYEとNADP+の按合

体形成により 8F-FMNのF-19NMRシグナル

が高磁場シフトすることを示しており、この

F-l 9 NMRシグナルの変化から、 OYEと

NADP+との複合体の解離定数は約印刷と求め

られた。

C-13標識FMNで再構成したOYEに対して

も、 NADP+溶液を加え滴定した。 2-， 4-位の

C-13NMRシグナルに関しては、 NADP+の

添加に伴う変化はほとんど観測されなかった(Fig. 

3)。遊離のOYEに由来する 4a-，10a一位の C-13 

R 

H3C""'{ふyJP内:EEf~。
斗λ 二人 ~ 〆NI-l

ト13C/yyy yyH 

Fig. 1 Numbering of atoms in the 
f1avin nucleus 

NMRシグナルは、 NADP+の添加に伴い減少し 12.9 

た (Figs.3，4)。これらの結果は、 OYEへの

NADP+の結合により、 2-，4一位のカルボニル

基の水素結合の強さにはほとんど変イじが起こって

いないにもかかわらず、反応に大きく関与する

4a-， 10a-位のミクロ環境が変イじしていることを

示唆している。また、 OYEとNADP+の複合

体形成により 8F-FMNのF-19NMRシグナ

ルが高磁場シフトすることから、佐合体形成によ

りフラビン環の電子がキシレン部分に流れやすく

28 27 26 ..， ..・ 23 22 

Chemlcal ShUt (ppml 

Fig.2 F-19 NMR spectral changes of 
OYE reconstituted with 8-F-
FMN upon addition of NADP+ 

なっていることも考えられ、反応機tj'.~との関辿において興味深い。

170 I~ J'O I~。

Chemlcal Shlft (ppm) 

Fig.3 C・13NMR spectral changes of OYE 
r巴constitutedwith [4，lOa-

13
C

2
JFMN 

upon addition of NADP+ 

'" 

358-
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Fig. 4 C-13 NMR spectraI changes of OYE 
reconstituted with [4a-13C]FMN 
upon addition of NADP+ 



P 105 ピルビン酸キナーゼの活性中心の構造と活性制御

(鳥取大・医) 0飯塚舜介 (阪大・医) 野口 民夫

Structure of the Active Site and the Regulation of Activity 

of Pyruvate Kinase 

Shunsuke Meshitsuka and Tamio Noguchi 

Tottori University School of Medicine and Osaka University 

School of Medicine 

Pyruvate kinase type M2 of which activity was regulated 

allosterically was purified from ascites hepatoma cells of rats of Donryu 

strain. Rabbit muscle pyruvate kinase type Ml was purchased from 

Boehringer. NMR spectra of pyruvate kinase were obtained by Varian Unity 

500 spectrometer. Sharp C2H signal of Ml was assigned to His-4 in N 

domain of the contact region between subunits owing to lack of the signal 

in NMR spectra and in amino acid sequence of M2. Two histidine residues 

were observed around the active site of pyruvate kinase. One was 

assumed to be assigned to His田 273 which was near the PEP binding site. 

The other was assigned to His-77 tentatively. 

ピルビン酸キナーゼは解糖系の律速酵素の一つで最後の段階に位置しているた

め、この酵素の活性制御はエネルギー代謝系において重要である. ピルビン酸キ

ナーゼは晴乳動物では4種 (M1、M2、R、L)のアイソザイムが知られている.

いずれも約 240kDaの分子量をもっており、それぞれ等しい大きさのサプユニ

ット 4つからなっている.おのおののサブユニットはA.8、C、およびNの4つ

のドメインからなっている1.2) 動物種によるアミノ酸配列の違いは比較的少なく、

相互に比較するのに適している.また、 M1以外のアイソザイムはア口ステリツ

クな制御を受けることが知られている.M1とM2は同じ遺伝子から転写後の過程

でつくられることがわかっており、アミノ酸配列の違いはCドメインに限られて

いる。 X線解析の報告があり、 530残基のポリペプチド鎖のうち残基 1-42は

4量体におけるサブユニット接触領域となる小さなドメインNをなしている.そ

して続く残基が (α/β)8バレルを形成し基質結合部位と接触部位となっている.

key words: ピルビン酸キナーゼ、アロステリック制御、活性中心

めしっか しゅんすけ、 のぐちたみお

nu 
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ウサギ筋肉のピルビン酸キナーゼMlについてはヒスチジンのC2Hのみ分離が可能で，

6本観測されている3) pH滴定から各々のpK'値が求められた.このうち 3本は特徴

的な挙動を示した.そのうちの 1つのC2Hのみ基質のリンエノールピルビン酸 (PEP)

の結合によって高磁場シフトし、 pK'値が0.4単位減少する.pK'値の減少はPEPの

陰電荷による効果とは逆方向であるため、 PEPと直接の結合ではなく、 PEPの結合に

必須の2価の金属イオンによる効果か、基質の結合によるコンフォメーションの変化

で間接的に引き起こされたものであると推察された.Nfイオンを 2価の活性化イオン

として結合させたとき、このC2HのTlに対する常磁性効果から距離を計算すると-6

Aであった.このこともさきほどの推論を支持する.このC2HのシフトのPEPの濃度

依存性から、 PEPの解離定数を求めたところ74μMであった.この値は反応速度論で、

あるいは超遠心法で求められた値とよく一致していた.もう一つのC2Hは基質類似体

であるCrATPの結合によって選択的に線幅が広くなる.そして、続いてPEPを加える

と、圧倒的に結合の強いPEPが結合部位に重なりのあるCrATPを追い出す.その結果

C2H(こ対する常磁性効果がなくなり、シグナルが回復してくる.このことから、 ATP

の結合部位の近傍にあると推察された.

ラットのM2タイプのピルビン酸キナーゼはドンリュウラットの腹水肝がん細胞から

糟製した(以下M2と略).ウサギのM1タイプはベーリンジャーから購入した(以下

Mlと略).酵素活性は乳酸脱水素酵素とのカップリング反応を用いて測定した. 50 

OMHzのNMRスペク卜ルを測定した (VarianUnity500) . 

アミノ酸配列の比較をするとMlはM2より 3つヒスチジンが多い、この3つのうち 2

つはCドメインのαヘリックスにあり、残りの 1つはN末端から 4番目に位置している.

残りのヒスチジンは保存されているから、 Mlにのみ観測される半値幅が約 5Hzである

His( 1 )は運動の自由度の大きいHis・4のC2Hであると帰属した.Mlタイプのアイソザ

イムにおいて、活性部位を構成、あるいは近傍に位置すると推察されている残基はHis

-77、およびHis-273である.X線解析でピルビン酸の結合部位の近くにあることが

示されたHis-273はNMRでPEPの近傍にあるとしたHis(3)であろう.一方、 X線解析

ではATPの結合部位については何もわかっていないが、 CrATPの影響から考えて

His(2)はHis-77であろう.アミノ酸配列の相向性が高いことからも推察されるが、 M

1とM2で観測されるヒスチジンは閉じ位置にある可能性が高い.plぐ値がよく一致

していることもこれを支持している.M2ではフルクトース1，6ピスリン酸(FDP)によっ

てアロステリック効果が観測されることが知られている. FDPを加えると 1方のC2Hが

シフトするが、 pK'(6.08)は変わらなかった.このことは、 FDPの結合により活性中心

の近傍のコンフォメーションが変化したことを示している.

1) T.M.Larsen， T.Laughlin， H.M.Holden， Ivan Rayぽ引rr附I

(1994) . . 

2) H.Muihead， D.A.Clayden， D.Barford， C.G.Lorimer， L.A.Fothergill.gilmore， E.Schiltz， 

W.Schmitt. EMBO J.忌 475(1986). 

3) S.Meshitsuka， G.M.Smith， A.S.Mildvan. ] Biol Chem .?互牛4460(1981). 
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P 106 タンパク質構造の精度評価のための 1HNMR化学シフト計算の応用

東京農工大工学部

University of Sheffield 

朝倉哲郎、。菊地淳、出村誠

M.P.Williamson 

Application of 'H NMR chemical shift calculation to measure the quality of 

protein structure 

Tetsuo Asakura'， Jun Kikuchi'， Makoto Demura'， M.P.Williamson
2 

1 Department of Biotechnoloqy， Tokyo University of Aqriculture and Technoloqy， 

Koqanei， Tokyo 

2 Krebs Institute ， Department of Molecular Bioloqy and Biotechnoloqy， University of Sheffield， 

Sheffield. U.K. 

We have developed a proqram that can calculate 'H NMR chemical shifts of proteins， usinq 

a set of coordinates provided from X-ray or NMR structure. When this proqram applies to crystal 

structures， the standard deviation of calculated to observed shifts (SD) correlates to the quality of 

structure as measured by resolution or by stereochemical quality. When this proロramapplies to 

NMR structures， aqreement between calculated and observed shifts is qenerally less qood， and is 

of the same quality as that for crystal structures of resolution rouqhly between 2.0A to 3.0A 

Refinement methods such as enerqy minimization and the use of relaxation matrices and back 

calculation produce little or no improvement in SD.The calculation has several applications， 

particularly as an independent means of measurinq the quality of structure(either in the crystal or 

in solution)， and in identifyinq possible assiqnment errors. The converse approach， of usinq a 

crystal structure to quide NMR assiqnments， is possible if applied with caution. 

盤主主 Williamsonらが初めてNMR法によりタンパク質の立体構造を決定した日 1から

10年弱の月日が経過している。これまでにタンパク質の立体構造解析に関する成書も著

され口、その解析法はルーチン化されつつある。 NMRから得られた溶液構造を結晶学者

の行っているような原子レベルで議論するためには、在日何にしてNMRから得られる情

報を活用していくかカf最重要課題である450 我々は既に化学シフトの情報も距離制限と

して用いることにより、化学シフトがもっ立体構造情報を満足し得る新たなタンパク質

の立体構造計算法を提案したEO

本発表では、立体構造計算のみならず"NMRによりタンパク質分子の構造とその活

性発現機構を評価する"システムを開発するために化学シフト計算法が一つの有効なア

プローチとなり得ることを提案する。ここでは、特に'HNMR化学シフト計算法を既に

報告きれている種々のタンパク質の立体構造の精度の評価法として応用するとともに、

局所的な構造refinementや帰属の妥当性の評価に用いることができることを示した。

キーワード :lHNMR化学シフト計算 化学シフト予測 タンパク質の構造評価

あさくらてつお きくちじゅん でむらまこと M.P.ウィリアムソン
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Figurc 1. Structur巴 analysisof proteins appIicd with 

chcmical shift calculation 

lNOA . 

註隻五法 我々がこれまでに発表してきた化学シフト計算プログラムは、 CαH化学

シフトについて環電流効果、磁気異方性効果、電場効果の和として計算し、 Wuthrich

らによって報告されているランダムコイルシフト値2を考慮した実測値と比較するもの

である 70 この計算プログラムについて、実測の化学シフト値を書いたファイルおよび

PDB(Brookhaven Protein Data Bank)8形式で書き込まれた座標データを入力すること

により、タンパク質の全水素原子について化学シフト計算ができる.ように改良した90

最終的に、我々は図 1に示すような化学シフト計算法を用いたタンパク質の構造決定、

評価システムの開発を目指している。

ここではまず第一に、 PDB'こ登録され

ている結晶構造について、 CαH化学シフ

ト計箪の結果カfどのようにその分解能と

対応するかを調べた。また、同様な比較

をプログラムPROCHECK
10も用いてf子っ

た。さらに、卵白リゾチームについて結

晶構造を用い全てのAla残基の脂肪族水

素の実測および計算化学シフトをCOSY

タイプにプロットし、帰属の妥当性の評

価について検討した。

第二に、 PDB'こ登録きれている溶液構

造についてCαH化学シフト計算の結果に

基づいて以下の検討を行った。 1)同じタ

ンパク質について異なる Refinementの方

法(経験的エネルギ一計算、緩和行列に

よるNOEの精密化等)により得られた構

造。 2)平均構造と収束構造。

3)構造計算に用いた制限の数

との依存性。 4)収束性を示す

R.M.S.D値との依存性。ここ

では、特に1)の結果について

のみ示す。
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Figure 2η】ereJationship of the standard deviation of caJcuJated to observed CaH 
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The Jines are best fit lines. 

。，u
ρ
h
u
 

n
d
 

2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 

結果および考察

(1 )結晶構造への化学

シフト計算法の適用

NMR化学シフトは局所的

な構造の違いを鋭敏に反映

する。従って同じタンパク

質でも構造解析の精度が異

なると化学シフト計算の結

果が異なる。卵白リゾチー

ムの各々独立に発表された



17個の構造について、それらの分解能またはPROCHECKによる精度評価の値とCαH

化学シフト計算の結果(標準偏差)とをプロットすると、良い相関関係が得られた

(Data not shown)。また、 76f聞の結品構造について同様なプロットを試みたところ、

分解能やPROCHECKで用いられる精度と標準偏差の値には相関関係カf見られた(図

2 )。なお、 α司 helixリッチであるタンパク質や卵白リゾチームの古い構造については

相関が良くない。また、実測化学シフトの報告にタイプミスのあった1PGB11
，12や

1NOA
13叶こついては回帰直線から離れた位置にプロットされる。このような結果から、

結晶構造が既に得られているタンパク質のCαH化学シフトを帰属した場合、その分解

能から考えて適当な仕浮シフト計箪の結果か得られるかどうかを調べることによって、

帰属の妥当性について議論することができる。

また、化学シフト計 3.2 

賞法(;1:高分解能の結晶

構造カf得られている場

合に、その座標をもと { 

に実測化学シフトの予 5 
潰1をすることカfできる。さ

図 3は卵白リゾチーム i 
についての例であるが、 S
破線で結んだ 2つの高

磁場シフトしたシグナ

ルと 1つの低磁場シフ

トしたシグナルは化学

3.4 

3.6 

3.8 

4.0 

4.2 

4.4 

4.6 

4.8 

5.0 

5.2 

+ Calculal.d 

J 
「ー一 一一|

;タ
ヨイ五 L 

¥ 
1.7 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 

CsH shift (ppm) 

シフト計算法により残

基番号特異的に帰属を

行うことができる。 Figurc 3. Plot of chemical shift for C口Hand CsH protons of alanines in hen lysozyme， 

このような化学シフト

の予測法は半自動的化

学シフト帰属のプログ

ラム中に組み入れるこ

とカfできる。

(2)溶液構造への化学シフト

計算法の適用

NOEという定量性に乏しい

情報を用いる現在のタンパク質

立体構造解析法は、その性質か

ら様々な構造refinementの方法

カf提案されている。例えば、 X

線回折法とNMR法により初めて

同時に立体構造が、決定されたタ

ンパク質、 tendamistatの場合、

caJculated from the crystal structure(crosses) and observed in solution(squarcs). 

、Trp18 Tyr60 

下〆

figure 4 口問 re.siduearound CαI! of Trp J 8 of t巴ndamislat，showing 

the different po引 tionsof the TyrJ8 ring in the starting 

structllrc(2AJT:thick Jincs)， AMBER minimizcd structure 

(3AJT:thin lines)叩 dfANTOM minimized structure 

(4AIT:dashed lines) 
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実測データのみからDISMANにより構造決定きれたもの(2AIT)15、またプログラム

AMBERのエネルギー力場を用いて計算されたもの(3AIT)旬、さらにプログラム

FANTOMのエネルギー力場を用いて計算されたもの(4AIT)lGの三種類の座標がPDB'こ登

録されている。これら全ての場合について化学シフト計算法を適用すると、 4AITの場合

に著しい実測値と計算値との差を生じる (Datanot shown) 。乙れは他のモデルでは

比較的良く再現きれていたW18の高磁場シフトが、 4AITの場合に再現されていないこ

とに起因する。三者の構造を詳細に比較すると、この高磁場シフトの主原因であるY60

の芳香環の向きが大きく異なっていることがわカ、る(図4) 。この例はタンパク質の活

性部位 (tendamiststの場合はW18-Y20のループ部位と考えられている17) の局所的な

構造変化が、実測および計算化学シフトに極めて鋭敏に反映されることを端的に示して

いる。このような結果から化学シフト計算法は活性発現にともなう構造変化を定量的に

説明する方法としての期待がもてる。
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L15 
多重共~r~多次元NMRによる蛋白質の解析の至適化一一一一

グラジエント、重水素、兵器:核crosspolarizationの適用による

。白川昌宏、 MarkusR. WalchliヘfIJ栄浩、清水真人、池上貴久、京極好正

(阪大・蛋白研、ホ円木ブルカー)

Optimization of multi-dimensional multi-resonance NMR for the studies of 

protein structllres by the use of pulsed field gradients， deuterium labeling and 
decoupling， and heteronuclear cross polarization 

oM. Shirakawa， M.R. Walchli*， Y.H. Jeol1， M. Shimizu， T. lkegami， and Y. 
Kyogoku (Institute for Protein Research， Osaka University; * Bruker Japan) 

Optimization of multi喧 dimensionalmulti-resonance NMR for proteins was 

achieved by incorporation of several techniqlles， such as pulsed field gradient 
spectroscopy， deuterium labeling of proteins and heteronucIear cross polarization. 
The combined method was applied to several DNA binding proteins. The results 

demonstrated that the combination of the techniques significantly improves the 

practicaI sensitivity of mlllti-resonance experiments. 

序論

1990年にTriplc・rcsonance法、 HCCH法などの多重共鳴3次元NMRが蛋白質の解析に

導入されてから、すでに 4年を経た。その問、この手法は数多くの改良を経て、今や分子

量2万強までの蛋白質の構造決定については標準的な方法といえるほど広く普及してきで

いる。

オリジナルのHNCA， HNCO、HCCH-TOCSYなどの測定法に加えて、多くのパルス

配列が考案されており、と、のパルス配列をし、かに組み合わせて使うかの選択は、蛋白質の

構造解析を効率よく行うのにi恨めて重要になってきている。

加えて、基礎的なテクニックの大きな改良として導入されたものとして、

(1)四次元への次元性(dimcnsionality)の拡張によるシグナル分離の向上

(2)グラジエント・エンハンス法の導入による溶媒消去と感度上昇

(3)異種核crosspolarization法の導入によるコヒーレンス移動の至適化

(4)重水素ラベルとD-dccouplingによる13C核緩和時間の延長と、それによる感度上昇

が挙げられる。

3重共鳴法、グラジエント、異種核crosspolarization、重水素デカップリング

しらかわまさひろ、まるくす・べるひり一、でん・よんほう、しみずまさと、いけがみた
かひさ、きょうごくよしまさ
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昨年の本会において我々は4次元NMRへの拡張について議論したので、今回は上

記 (2)一 (4)の点についての蛋i白き当11臼質lJ:t構l持t造

それらの手法を適用して、酵母pho4 蛋 I~I質DNA結合ドメイン、大腸菌ポリメラー

ゼαサブユニットDNA結合ドメイン、 λファージCro蛋白質などのDNA結合蛋白質に

適用した結果を示す。その際、どの実験の組み合わせが効率よい解析を可能にするかを議

論したい。

実験

酵母pho4蛋白質DNA結合ドメイン、大腸菌RNAポリメラーゼ、αサプユニット

DNA結合ドメイン、 λファージ Cr 0蛋山貝およびその変異休はいづれも T7ファー

ジ中 10プロモータ一、または大IJ易商tacプロモーターの下流に対応する遺伝子を組み込む

ことにより大腸耐で発現させた。安定同位休ラベルは大腸閣を培養するM9合成培地に 1

5NH4 C 1、または 13Cーグルコースを加えることにより行った。蛋白質の重水素化は

大腸菌を60%D20 140% H20で生育させることにより行った。

NMRifilj定は主にBrukcrAMX・500spcctromctcrをmい、グラジエントの測定は z磁場

勾配用のコイル付き1H/15N/13C triplc-rcsonanccプロープを使用した。

結果と考察

(1) グラジエント・エンハンス法の導入による溶媒消去と感度上昇

溶媒消去については、簡便な部媒消去法として使われるzz-filtcr，z-filtcrおよび

WATERGA:司法を適用した場合よりも、 cohcrcncctransfcr path¥¥可 sclcctionとして、 2つの

磁場グラジエントパルスを用いる方がより優れていると思われた。この際、 cohcrcnce

trasfer pathway sclcctionとしてのグラジエントパノレスはRan∞-Kayの方法(Kayct al. J. Am. 

Chcm. Soc.， 114， 10663 (1992) ; Muhandiram ct al.，J. Mag. Rcson. B， 103，203 (1993))を用いる

ことにより、感度上昇を達成している。またこの際、溶媒消去もほぼ完全であるので量子

化ノイズの軽減による S/N比上昇も達成されている。

現在、我々が主鎖の帰属に用いている CBCA(CO)NH，CBCANH， 

HBHA(CBCACO)NH， HBAHA(CBCA)NHなどの多くのアミドプロトン観測の 3次元NMR

法に、このテクニックを適用して全てに良い結果を得ている。図 1に大腸菌RNAポリメ

ラーゼαサフゃユニット DNA結合ドメインのCBCA(CO)NH，CBCA1ぜHスペクトルを利用し

た主鎖の帰属を示す。
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Figurc 1. Sclcctcι) 13C(ω1)， 1H(ω3) cross sections of thc 3D CBCA(CO)NH and 3D 

CBCANH spcctra of [U-15N， 13CJpol a DNA binding dorr凶n・

(2) 異積核crosspolarization法の導入によるコヒーレンス移動の至適化

従来の多くのTriplc-rcsonan民法、 HCCH法では異種核問のコヒーレンス移動にINEPT

などのpulsedtransfcrが用いられてきたが、最近、異種核crosspolarization(HCp)を用いるパ

ルス系列が用いられ始めてきた。そのひとつに HCCH-TOCSYのHCP版である

HEHOHEHAHAがある(M司umdarct al.， J.Bio.NMR， 3， 387 (1993))。このHEHOHEHAHAを

HCCH幽TOCSYと比較したところ劇的な感度の|二一界を得た。また一般にpulscd 加 nsfcrでは

効率の悪いI-ICANNH実験もHCPを用いた方法(Richardsonct al.， J. Magn・Reson.B， 101，223 

(1993))では感度が良いことを lDスペクトル上で確認できた。 HCPによる感度上昇の原因

としては

(i)RF inhomogcnictyの改善

(ii)off-rcsonance効果の改帯

(iii}t勺レスI1屈などの不完全さの補償

などの理由が挙げられると思う。

種々のHCPを利用した実験を考案して、モデルペプチド、蛋白質等に適用してみ

た。結果をHCPの可能性と共に議論する。

(3) 重水素ラベルとD-dccouplinglこよる13C核緩和時間の延長と、それによる感度上昇
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Triple-rcsonancc法の大きな蛋白質への適用に関して最大の問題点の一つはα炭素の短

い横緩和時間にある。これは主にHαとの双極子一双極子相互作用によるものなので、

Hαを重水素化する事によって改帯することが出来る。但しその際、重水素によるスカ

ラー緩和が引き起こされるので、重水素核のデ、カップリングをする必要がある。

我々は重水素化した昨月:pho4蛋白質 DNA結合ドメインについて重水素核のデカッ

プリングを用いたHN(CA)NNH(Wciscmannct al.， J .Bio.NMR，3， 113(1993))を行った。 original

のHN(CA)NNHではα炭素が横磁化で-ある時間は50msccとかなり長く、重水素化しない蛋

白質の測定ではα炭素の銀L、横緩和11年間により感度が低いことが予想された。

図2に重水素デ、カップリング無しの1D HN(CA)NNHスペクトル(上)と重水素デ、

カップリング1D HN(CA)NNHスペクトル(下)を示す。重水素でカップリングによる感

度上昇が顕著であることが分かる。

HNCANNH with and without 2H decoupling 

Figurc 2. Comparison of (0)1一ω2)lDHN(CA)NH spcctra of ycast pho4 protcin DNA binding 

domain. Without (uppcr) and with (lowcr) deutcrium dccoupling. 

様々な実験系での重水素ラベルとD-dccouplingによる感度上昇の可能性について議論

したい。また特に、現在進めつつある実験は、この重水素化の手法と異種核cross

polarization (H C P )の併用である。前述のように特に、 α炭素から Nに磁化を移すス

テップのある実験の場合、 Cα-NのHCPを使うとかなりの感度改善が期待できる。特

に、重水素化された蛋白について適用した場合、重水素照射なしに重水素デカップリング

を達成することができる。これについてはHN(COCA)NHとL、うパルスを考案したので重

水素化した蛋白質に適用した結果を議論したい。
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L16 
c-Myb蛋白質ー DNA複合体構造の distancegeometry計算

c蛋白工学研、 2横浜市立大、 3理研)

O守川壮一1、緒方一博2、皿井明倫三石井俊輔3、

西村善文z中村春木1

Distance geometry calculation of the c-Myb protein and DNA complex 

(Protein Engineerig Research Institute¥ Yokohama City Universitl， 

The Institute of Physical and Chemical Researchヨ)

o S. MOrikawa¥ K.Ogata2， A. Sarai3， S.lshii3， Y.トJishimura2，H. Nakamura 1 

The NMR -distance geometry calculation of a protein structure with the 4-dimensional simulated 

annealing (4D-SA) method has two advantages : (1) the independency from the initial structure 

and (2) good convergence based on its wide sampling space. Here， the 4D-SA method was 

applied to determine of a complex structure of c-Myb RZR3 fragment with DNA 1 6mer duplex. 

The present method have a good sampling prope代yand the complex structures can be 

generated satisfying experimental NMR data， regardless of the randomized initial structures of 

the protein. 

Distance geomtry計算には、 (1)初期構造に依存せずに、 (2)効率よく、 NMR実験

データを満たす構造をもれなく導きだすことが要求される。それらの要件を満足する計

算手法のーっとして、我々は 4-Dimensionalsimulated annealing (4D-SA)法を

用いるプログラム EMBOSSを開発し、種々の蛋白質の構造決定に用いてきた1L
4D-SA法とは、現実にある 3次元空間に仮想的な座標次元を加えることにより、構造

の探索空聞を拡大する方法である。この手法の蛋白質構造決定への適用に関してはすで

に十分な結果を得られている。今回の発表では、前配の要件をより厳しく達成する必要

性のある、分子複合体の構造決定への 4D-SA計算法の適用を、 c-Myb蛋白質 DNA結

合ドメイン (R2R3)とDNA16mer二重鎖の複合体分子に対して行ったので報告するえ

この DNA16merにはかMyb蛋白質が特異的に結合する塩基配列 (AACXG)が含まれ

ている。

初期構造として、 c-Myb蛋白質はランダム・コイル構造、 DNAは B型構造とした。

計算スキームは、 (a)(Fig. 1 a)各分子の構造をその分子内 NOEデータのみを用いて別

個に数個ずつおこした後に、それらの出力構造を空間的配向がランダムになるように配

置して、分子聞の NOEデータを加えてあらためて計算する方法 "Multi-Step"と、 (b)

(Fig. 1 b)両者の初期構造から、すべての NOEデータを用いて一気に複合体構造を算出

する方法 "Single-Step"の2種類について検討した。開始時の蛋白質ランダム・コイ

ル構造は、主鎖と側鎖の二面角をランダムに設定したすべて異なる構造である。束縛条

件として、 NMR測定実験による NOEデータとともに、間接的な実験データとして

DNA塩基の Watson-Crick対形成距離束縛と、リン酸骨格の右巻きヘリックスを

キーワード:Myb， DNA， Complex， Distance geometry 

0もりかわそういち、おがたかずひろ、さらいあきのり、いしいしゅんすけ、

にしむらよしふみ、なかむらはるき
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保つためのこ面角束縛3)を用いた。構造の収束判別は、単体分子 (max.violation < 

0.3 A)、複合体分子 (max.violation < 0.4 A)とした。

なお、予備的な計算として、 DNA二重鎖分子単体について、初期構造を A，B，Z各

型としたものを行ったが、それらの初期構造に依存せず、ほぽ同等の効率で B型シミュ

レーション・データをみたす構造を得られたため、 DNAの初期構造は B型とした。ま

た、この蛋白質ー DNA複合体の系を通常の 3次元空間で SA計算したところ、収束し

た構造は得られなかった。

このようにして構築された出力構造群とそれぞれの初期構造との聞には有意な相関が

みられず、スキーム (a)，(b)の出力構造群の聞にも偏りはみられなかった。これらのこ

とから、 4D-SA計算結果は初期構造に依存せずに、効率よく実験データを満たす構造

を探索していることが示され、初期構造の任意性による出力構造の偏りの問題は十分に

排除されていると考えられる。

ただし、複合体を計算する段階において、スキーム (a)"Multi-Step"では十分な収

束率で構造構築を行えたが、スキーム (b)"Single-Step"ではそれに比べて低い収束

率であった。この原因は、 蛋白質分子のみの globalchiralityが逆転した複合体構造

が約 50%、加えて c-Myb蛋白質の R2-R3ドメイン聞の遠距離 NOE実験データが

比較的少なかったために、各ドメインの一方のみの globalchiralityが逆転した構造

が約50%の確率で出力されたためである。

計算の初期構造として通常よく使われる、複合体のモデリング構造やX線結晶解析構

造を用いることに比べると、今回示した方法による 4D-SA計算手法は、冒顕に述べた

要求を満たしており、極めて客観的で信頼できる立体構造を効率良く構築できる手法と

考えられる。

p~1“.1拘'1lDd Dt判ぜA5 =山2山山~~I.‘，肘'.n‘匂."l 

J 
InJtullB-r，。同 1.1““ .nd伽句 roilfID'Io.
DNA (1& b.p.) ・--

'04 

電子…
(Fig. 1) Calculation flow to construct 

the complex of Myb -DNA complex ; 

芝
品川島h

ぷ r

三制;守主:也氏zr
~ I 

言君臨
a) "Multi-Step" scheme (虫性).b) "Single-Step" scheme (~・

管……(1) T. Nakai， et. al. (1993) J. Biomol. NMR 3 19， 

T. Nakai， et. al. (1 992) Eur. J. Biochem. 208， 41， etc. 
(2)緒方一得ほか第33図NMR射自由会 ポスター P86(1994)， 

K. Ogata， et. al. submitted 
(3) A. M. Gronenbom， G. M. Clore (1989) Biochemistry 28， 5978 
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L17 PFG三重共鳴三次元NMRによるヒト acidicfibroblast growth facωrの

構造解析

(都臨床研)0小椋賢治，永岡宏次，畠中秀樹，稲垣冬彦

PFG汀iple陀 sonancethree dimensional NMR study on 蛇 uctureof human acidic fibroblast 
growth factor 
Kenji Ogura， Koji Nagata， Hideki Hatanaka， and Fuyuhiko Inagaki 
Department of Molecular Physiology， The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 

We introduced the pulsed field gradient t田 hnique(PFG) for some肘pleresonance 
experiments. PFG was used as coherence path selection and unwanted signal 
purging. In the case of amide proton detection experiments， sensitivityenhancement 
method was used simultaneously. We applied these techniques to assign the signals 
ofaFGF， and汀iedto complete the assignment by using a single sample出at
dissolved in 909もH20.The spectral quallity is good， so that most of the signals 
were assigned in short time as comruで:dwith the case of conventional non-PFG 
expenments. 

[はじめに]

pulsed field gradient(PFG)をタンパク質の三京共鳴実験に組み込むことによるメリッ

トとして次の二点があげられる.

(1)溶媒飽和パルスが不要になるため，アミドプロトンおよび溶媒直下信号の観測が可

能となる.

(2)pulse imperfection 111来のartifactを除去できるため，スペクトルの質が向上する.

結果として，非PFG三重共鳴実験系において必要であった重水溶媒酬が不室主主ゑ

ことが期待される.そのことは，測定試料畳を減らすことができるだけでなく，溶媒

の違いによる化学シフト他のずれを生じさせないという利点、がある.今回われわれは，

ヒトぉidicfibroblast growth factor (aFGF)をターゲットとして，そのダプルラベル軽水溶

媒試料のみを用いて， PFG三重共IJ鳥三次元スペクトルを測定し，全信号の帰属および

NOEの収集を完了することを日的とした.

[実験]

ヒト aFGF(134残基)は大腸菌により発現した 13Cグルコースと 15NH4Clにて培養

し， [13C，I5N]均一ラベル体を作成した.90%H20/1O%D20溶媒に溶解し，シゲミ製マ

イクロセル型サンプル管を使用し， NMR測定試料は1.5mM，pH6.3とした.

NMR測定は，すべてバリアンUNITY5∞分光計によりおこなった.RFユニットは3

チャンネル構成であり，カルボニルまたは α炭素のオフセット励起には，位相変調パ

ルスを用いた.帯域選択デカップルには， SEDUCE-Iパルス系列を必要に応じて位相

変調パルスとして使用した.プロープは5mm径三重共鳴プロープ (z輔IPFGコイル付)

pulsed field gradient I triple resonance I aFGF 

おぐら けんじ， なカfた こうじ， はたなかひでき， いなカfき ふゆひこ
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を使用した. PFOは矩形波，最大強度30G/cmにて使用した.室温シムはレゾナンスリ

サーチ製ウルトラシムを使用した.溶媒飽和パルスは使用しなかった.

∞herence pa由選択実験により得られるP/N型のデータ並びはC言語によるソートプロ

グラムでhypercomplex型に変換したのち， VNMR (バリアン) ， FELIX(Biosym)または

NMRPipe(Delaglio，NIH)により処理した.

[amide proton検出型パjレス系予旧

PFGによるコヒーレンス経路選択は， artifactを完全に除去できる反面，感度減少を

ともなう.アミドプロトンf見測においてはsensitivityenhancement method(SE)を併用する

ことで，コヒーレンス続蹄選択にともなう感度減少を回復することができる(1，2). こ

の手法はアミドプロトン観測型の三重共鳴実験すべてに適用することができ，今回わ

れわれは，以下の測定法にPFGとSEを組み込んだ.

3D HNCA， 3D HN(CO)CA， 3D HN(CA)HA， 3D CBCANH， 3D CBCA(CO)NH(2)， 3D 

HBHA(CBCACO)NH， 3D C(CO)NH， 3D H(CCO)NH， 3D 15N NOESY-HSQC. 

園1，2に例として， HBHA(CBCACO)NHと3DC(CO)NHのパルス系列を示す.

[aliphatic proton検出型パjレス系列]

CH2およびtCH3のプロトン検出については， SEは有効ではない.したがって，コヒ

ーレンス経路選択のためにPFGを使用することは望ましくない. PFGは不要な横磁化

消去のために使用することになる.今回われわれは，以下の測定をおこなった.

3D HCCH-TOCSY(3)， 3D 13C NOESY-HSQC(4). 

これらの測定法は従来，垂水溶媒試料にておこなわれていたが， PFGを併用すること

で，軽水溶媒試料にて測定できるようになった. HCCH-TOCSYにおいては溶媒磁化を

消去するためには， 1HスピンロックとPFGの組み合わせが極めて有効である.

[結果]

HNCA， HN(CO)CA， CBCA(CO)NH， CBCANHスペクトルから，ひとつのN-Hペアに

関して， 0α(i)，Cs(i)， Cα(i.J)， Cs(i.J)の4炭素の化学シフト値が確定する.これらの値を使

用して，ペプチド主鎖を述鎖的に帰属した.図3-4にスライスを示す.図5に，

CBCANHスペクトル上での述鎖帰属作業の例を示す.Proで連鎖がとぎれる以外は，

すべての残基聞の連鎖が完成した.

側鎖帰属は， 3D HCCH-TOCSY， 3D HBHA(CBCACO)NH， 3D C(CO)NH， 3D 

H(CCO)NHによりおこなった.図6-8に，代表的な測定結果を示す.

このようにほぼすべてのaliphaticcarbonおよび、proton信号を帰属することができた.

[まとめ]

PFG使用により，質の高いスベクトルが短時間にて得られ，また重水溶媒試料を使

用しなくとも信号の帰属をおこなうことができた.

[文献]
(1) L.E.Kay et al.， J.Am.Chem.Soc. 114，10663(1992). 

(2) D.R.Muhandiram et al.， J.Magn.Reson.B 1 03，203( 1994). 

(3) L-E-Kay etal.， J.Magn.Reson.B 101，333(1993). 

(4) D.R.Muhandiram et al.， J.Magn.Reson.B 102，317(1993). 

-372-



HIい"川叩'同山叩々引T

l|γlγId小|卜cI 
可iい冨Ti

i 11919 1 I 
lトm卜w，r1 i I foeel 

h且且JLI

1" I~ I ~I~ hll r---....._ Fig.l PuIse scheme of PFG 
..._.__..→4 寸ク/HBHA(CBCACO)問.

TC=1.5ms， E=2.lms， y=3.3ms， 

C=3.6ms，η=4.7ms， 

。=11.4ms，TN=ll.4ms， 

K=5.5ms，λ=2.25ms. 

CαR 

Cα 

co 

N 

Fig.2 PuIse scheme of PFG 
C(CO)NH. Coherence path is 

selected by g3 and g4. 

o=1.5ms，τ=1.05ms.SL=lms. 

CarbonyI carbon is decoupled 

by shaped πpuIses. 

:llf3> 

七 亜 弓

WAlTZ.18 

凶E G 

CajI 

ca 

uと1・c。

E!] 

E 
" 
。且血

Fig.3 Sliced HN(CO)CA (le白)
and HNCA (right) of aFGF 
dissolved in 90%H20. 
pr宅saturationpulses we陀 not
applied. 

8scans for each transient. 

L67 ・L師
V25 

T24ーー・円但・-.W101
T田・ーーーーーーー・S52

・-ー』ーーーーーー・L66 G65 

V田・・LS9

15品 125.2開 m I j 1貼 1252'開m

叫.....~句""....~iJtI1'・_.....~.‘'・.、，.....~ "'j陣.，:・4恥八r個F惨禍叫・.人!';.-時
，_ 

‘-
d 

• l66A.67 

.T2W2S 
.W101l円四. 

S52庁S3

・YS8ぺ59

F'3(1H) 

T 

150 Y49 

ぬ“‘・'~'$Ò 51 “u n: J' U ““"“ 
F1(13C) 

• Y49/1!拍

"““"“ n u .. 51 純白“・1'4 U 伺向。3C，

Fig.4 Sliced CBCA(CO)NH of 
aFGF dissolved in 90%H20. 
日宅saturationpuIse was not 
applied. 

16scans for each transient. 

Ip~.r.旭川 14.1陣m I 
「略、，-~申・;;._.司~:. -.，-. -..r.e--...:-:r品 -1

G109/5110 

・・ K107/N108 

仇1

f})'1 叫1T117/H118 

・ ー-<X;-1 
F3(1問

αM  

.. G27fT2i・
<X;-1 

q
u
 

ヮー
の〈
U

.. .. 
Fl(I3C) 



033 

532 

R31 

030 

R29 

T28 

G27 

026 

V25 

T24 

G23 

022 

. . ，函 06 
p e m。 • 

mOIU ' Op 

V唱3α Op . 。a .p 

Op .. • 。 Om・。'Om .6 • 

• o Om .p 

.p Om 司t。箇a ・ 1 

• 。包 Op 。

F3 
(pp 

15N-118匂 脚

、→『ーー苔『ーー←・ゐ
13C Fl (ppm) 

邑S

7.0 

7.5 

8.0 

8.5 
u.得制

9.0 

u-

-
N
 -

E
 

叶
4
4
J』

5

0

 

虫

色

10.5 

m • • 
N1 001W I制‘'ーーーーー-~

m m 
G5&'057・・・-・・ ~E棚田
向田'"目-・F

V1311Sm・凶ー一一一一一一一一--p
PllS1Rll・eα す一則

-・B
V""'"・・・一一一一一一一ー-・8 匂m 

-p 

3 2 1 -0 

1H F1 (ppm) 

1HF3f 15N・115.7開閉
(ppm 

邑5

7.0 

7.5 

8.0 

8.5 

9.0 

9.5 

10.0 

10.5 

' 70 

F1 
(pp 

4.7 
4.8 
4.9 
5.0 
5.1 "'l 
5.2司 自V

5.31 L3I V 
5.4雪間..so榊m

a 
o G14ル刊S

m 3 P 1 
.叩ーー一一一ーーーー一・ーーーーーーーーーー-司ー均一・-.P21/D22 

m 噌 -

E7S厄77・ eI-ーーーー-.P-E431S44ci;: ÷ 瓦 I ーコ -y K'輯 Nl叩
凶 γp

'一一一ー一一-"!一一一一一一ー.A31/S担
• sγ 

開 関 40 初 20 

13CF1 (ppm) 

" ， 

'ー→'"→， ， 
'一四一一一'
一一骨一一-0-→4

帥 2

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 

F3 (p開明}

a
4
 

門
，

a
n
d
 

Fig.5 S凶ppedCBCANH of 
aFGF. Assignment of main 
chain is shown. 

Fig.6 HBHA(CBCACO)NH of 
aFGF. 16scans for each 
transient. 

Fig.7 Sliced C(CO)NH of 
aFGF. DIPSI・3mixing 
time= 15.4ms. 

10 

Fig.8 HCCH-TOCSY of aFGF 

dissolved in 90%H20. 
Presaturation pulses were not 

app1ied. 



L18 安定同位体核利用 2、3重共鳴法によるcystatinAの構造解析

立体構造、内部運動、水和構造

0楯真一、潮田利夫*、楯直子、中野泰裕、鮫島達也*、稲垣冬彦#、
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Structural analysis of human cystatin A by double-and triple-

resonance NMR spectroscopy 

-structure， internal motion and hydration 

Shin-ichi Tate. Toshio Ushioda申， NaokoU. Tate， Yasuhiro Nakano， 
Tatsuya Samejima*， Fuyuhiko Inagaki#， and Masatsune Kainosho 

* Aoyama Gakuin University， Faculty of Science and Engineer 

# Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 

Department of Chemistry， FacuIty of Science， Tokyo Metropolitan University 

1・1Minami・OhsawaHachioji， Tokyo 192・03

Japan 

ABSTRACT: We have determined the three dimensional structur官 ofhuman

cystain A， a kind of cystein proteinase inhibitor with its molecular weigh of 11 

kDa. Several kinds of elaborate double-and triple-resonance experiments were 

applied to the spectral analysis. During the course of the present study， we have 

developed several new NMR methods for the stereospecific assignment of fl 

protons and methyl groups of leucien and valine residues. According to the 

'model free approach'， we have analyzed the internal dynamics ofcystain A on 

the basis of the 15N relaxation data. In addition， we analyzed the bound water 
location in cystatin A by the water-NOE/ROE 四 perimen紘

Introduction ;_ Recent progress of stable isotope aided NMR techniques has provided 

us several efficient ways for the spectral assignments， resulting in the reduction of the 

labor in the structure det疋rminationof a protein up to around 20 kDa. The additional 

improvement in the NMR experiments given by the progress in isotope aided 

techniques and the introduction of pulsed field gradient (PFG) has also appeared in 

J-measurement， relaxation analysis and in the observation of hydrated water in a 

protein. In the present study， we applied these elabora民 methodsfor the wide range 

of structural analysis of cystatin A 

キーワード:cystatin A， isotope aided NMR， relaxation time， hydration 

たで しんいち、うしおだ としお、たて なおこ、なかのやすひろ、きめじま たつや、
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For rl田 onanceassignment， we used several kinds of well established double 

and triple resonance experiments， and obtained all lH， 15N and 13Cα， 13Cs， and 13C' 

assignments of cystatin A. To carry out the stereospecific assignments of Hs protons， 

we have deveioped a new NMR method， HBHA(CO)NH-J， which qualitatively 

clarify the 3JC=0， Hs and 3JN，Hs through.the intensity modulation dependent on the 

relating J-values. In addition， we present here an altemative procedure for the 

assignment of methyl groups in Leu and Val in a stereospecific manner. This 

pr∞edure is on the use of 'block labeling' which is originally published by 

Wuthrich's group [1] and at nearly the same time independently developed by our 

group. On the basis of the distance and angle constraints obtained from the above 

experiments， we could determine the spatial structure of cystatin A which consists of 

five anti-parallel β油田tsand oneα-helix. To further characterize this protein from 

its dynamical points of view， we analyzed its mobility on the basis of 15N relaxation 

data. The result has shown the active loops plausibly involved in the interaction with 

papain are significantly more mobile than the other parts. And the hydration analysis 

on cystatin A showed us that one bound water is trapped in a loop part around 

D61NH， which has a residence time greater than -500 psec. 

In this paper， we will show the example results used in the spectral analysis 

and give short description about our newly developed NMR methods. Other su対ects

including the structural determination， the analysis of the internal mobility of cystatin 

A， the amide exchange analysis and the hydration water observation will be discussed 

in detail with their biological meanings in the oral presentation 

lMain chain and Side chain si!mal assi四 ment:

For the assignment for the main chain signals was carried out on the basis of 

the CBCA(CO)NH and CBCANH with gradient sensitivity enhancement [2-4]. The 

side chain assignment was carried out on HCCH-TOCSYICOSY spectra. The 

example result of HCCH-TOCSY was shown in Fig. 1. From those data and other 

supplemented results， we could assign all main chain and side chain signals. 
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Fig. 1: HCCH-TOCSY of cystatin A (1.5 mM， 370C) 
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2. An alt疋rnativestereosoecific assignment aooroach for Hs orotons 

For the stereo叩ecificassignment of Hs protons， several experimental 

approaches have bee already published[5-8]. Some of these are on the principle of 

E.COSY [5，6，9，10] ， others are on the long range coherence transfer [7， 8] . The 

E.COSY experiment using the C-C coherence transfer， HCCH-E.COSY， is an 

excellent experiment where large J3C-1H splitting is used for the passive splitting 

along the inQirect dimension thus robust for the line broadening [7， 8]. In practical 

situation， however， the appearance of the splitting of each signal sometimes leads to 

the complex overlaps of signals if the Cαshifts are less dispersed. On the other hand， 

the long range coherence transfer experiments as HNHB [7] and 1-ひJ(CO)HB[8] give 

us ambiguous information when any expected long-range correlation signals are not 

observed due to the relaxation of 15N and J3C'. Thus an alternative for tho叩

experiments we have developed the HBHA(CO)NH experiment， Fig. 2， wherち Hs

signals are amplitude modulated according to the three bond J couplings amo恒gHs-

15N and Hs _13C' [11]. The obtained result is shown in Fig. 3. Details of this p叫se

sequence wiU be discussed in our presentation 
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3. Block labelinl!: based oro-chiral assil!:nment for Leu and Val methvll!:rouos 

According to the 'block labeling' procedure， we can label the Leu and Val side 

chain carbons as shown in Fig. 4. Wuthrich's group has published the relating pro-

choral assignment procedure based on the observation of the splitting caused by the 

13C_13C spin coupling on Pro-R methyl carbons [12]. We have developed国叩

alternative methodology for the pro-choral assignment of these methyl groups with 

higher resolution and sensitivity. Our method is b凶 edon the CT-HSQC experiment 

[12]; during constant time evolution the 13C_13C passive coupling leads to the 

amplitude modulation of the observed signals and in the case of the block-labeled Leu 

and Val， this passive J-modulation does 0∞ur on the pro-R methyl but not on pro-S 

methyl. Thus the appropriate adjustment of the constant time duration can easily 

discrirninate the methyl groups as shown in Fig. 5 (a) and (b) 
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NMR Studies of an Allosteric System: the trp-Repressor-trp Operator Complex 

Hong Zhang，l Daqing Zhao，l Matthew Revington，2 Weont出 Lee，2
Xin Jia，l Cheryl Arrowsmith，2 and Qle!! Jardetzkv1 

lStanford Magnetic Resonance Laboratory， Stanford， CA 94305・5055，U. S. A. 
2Division of Molecular and Structuraf Biology， Ontario Cancer Institute， 

and Department of Medical Biophysics， University of Toronto 
Toronω， Ontario M4X lK9， Canada 

The solution structures of the complex between Escherichia coli trp holorepressor and a 20 base 
pair consensus operator DNA were determined. The majority of proton chemical shifts of the trp 
holorepressor and operator DNA were assigned from homonuclear 2D NOESY spectra of 
selectively deuterated analog-operator DNA complexes and the 3D NOESY-HMQC spectrum of 
a uniformly 15N labeled repressor-operator DNA complex. The structures were calcuiated using 
restrained molecular dynamics and sequential simulated annealing with 4086 NOE and other 
experimental constraints. The root-m~an-squared deviation (RMSD) among tte calculated 
structures and their mean is 0.9 :t 0.3 A for the repressor backbone， 1.1 :t 0.5 A for the DNA 
backbone， and 1.3:t 0.3 A for all heavy atoms. The DNA is deformed to a significant extent 
from the standard B DNA structure to fit the helix-tum-helix (HTH) segment of the repressor 
(helices D and E) into its major grooves. Little change is found in the ABCF core of the 
rep陀 ssoron complexation in comparison to the free repressor， but changes in the cofactor L-
tryptophan binding pocket and the HTH scgment are observed. The N-terminal residues (2・17)
are found to be disordercd and do not form stable interactions with DNA. Direct H-bonding to 
the bases of the opcrator DNA is consistent with all of our observed NOE constrainl<;. Hydrogen 
bonds from NHll1 and NHη2 of Arg69 to 06 and N7 of G2 are compatible with the solution 
structure， as they are with the crystal structure. Other di陀 ctH-bonds from Lys72， Ala80， Ile79， 
Thr83 and Arg84 to basc pair functional groups can also be formed in our solution structures. 
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Abstract 

NMR Studies of Structure and Dynamics of HIV -1 Proteasellnhibitor Complexes 

OToshimasa Yamazaki1，2， Linda K. Nicholson2， Stephan Grzesiek3， Ad Bax3 

and Dennis A. Torchia2 

lDepartment of Applied Physiology， National Institute of Agrobiological Resources， 
2-1-2 Kannondai， Tsukuba， Ibaraki 305， Japan 

2Bone Research Branch， National Institute of Dental Research and 3Laboratory of 

Chemical Physics， National Institute ofDiabetes and Digestive and Kidney 

Diseases， National Institutes of Health， Bethesda， Maryland 20892， USA 

We report high resolution NMR studies of solutions ofhighly purified， isotopically labeled HIV-

I protcase complexed to symmetric high a伍nityinhibitors DMP323 and P9941. DMP323， a novel cyclic 

urea based compound， is a highly specific， oral1y bioavailable H1V protease inhibitor. DMP323 and its 

rclatcd compounds are currently undcrgoing clinical trials. In the past ycar we have assigned the entire 

backbone and most sid回 hainsignals of the proteasc bound to each of the two inhibitors. The signal 

assignrnents have pennitted us to carry out an extensive set of NMR experiments which have shown白紙

(a) the conserved structural water molecule found in al1 reportcd crys匂1structures of protease/i油 ibitor

complexes is absent in the proteaseIDMP323 complex， but is present in the proteaseIP9941 complex; (b) 

sign.ificant molecular motions of the protease flap domains occur even when the prot回 seis complexed 

with high a伍nityinhibitors; (c) the catalytic aspa向，1residues are both protonated when the prot儲 seis 

bound to DMP323， and havc pKa values of ca. 8. In addition， the detennination of the high resolution 

solution structure of the proteaseIDMP323∞mplex is nearIy completed. Th巴 currentnnsd of 16 refmed 

structures is 0.7 A for all backbone atoms. 

Introduction 

The availability of numerous high-resolution X-ray structures of the HIV protease and H1V 

protease/inhibitor complexes has stimulated a major effort in structure-based drug design. Recently， our 

coIIaborators at DuPont Merck have developed a series of high affinity， non-peptide， orally bioavailable 

H1V protease inhibitors that contain a novel cycIic urea ring. One such inhibitor， DMP323， having a 

subnanomolar binding affinity was developed in a series of stcps， starting合omthe linear symmetric diol 

P9941， based upon careful examination ofavailable X-ray structures. 

Key Words 

HIV Protease， HeteronucIear Multidimensional NMR， Solution Structure， Protein Dynamics， pKa 

Toshimasa Y創n抵 aki，Linda K. Nicholson， Stephan Grzesiek， Ad B邸， Denn.is A. Torcrua 
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OH 

む

P9941 

J 
KI = 0.27 nM DMP323 

百lerationale bchind the design of DMP323 was白atthe urea oxygen of the inhibitor would 

mimic and replace the oxygen of the bound water molccule. Bccause a structured watcr molecule is not 

found in mammalian proteasc/inhibitor complexcs， it was. further rcasoned that stcric interactions with 

the DMP323 urca oxygcn would hindcr formation ofmammaliam protcase/DMP323 complcx. Measured 

binding constants indecd show that thc affinity of DMP323 to HIV protcase is 10
4 
to 10

5 
times grcatcr 

than to mammalian protcases. Hcnce， becausc ofthc high spccificity and affinity ofDMP323 for the HIV 

proteぉe，thcre is great intcrest in understanding thc detailed interactions ofDMP323 and its analogs with 

HIV protease， in ordcr to develop morc effective antiviral compounds. During the past year we have 

carried out dctailed hcteronuclcar multidimcnsional NMR studies ofHIV protease bound to DMP323 and 

to its precursor P9941. Our work has focused upon出cfollowing four arcas: (1) identification of 

structured water moleculcs; (2) protcin dynamics; (3) detem1Ination of pKa values of the catalytic Asp 

residues; (4) detcrmination of the thrcかdimcnsionalstructure of the protcascIDMP323 complcx in 

solution. 

Identilication of Structured Water Molecules 

Until the devclopmcnt of the cyclic urca c1ass of protcase inhibitors， a common feature observed 

in the struc知resof all protease/inhibitor complexcs was a structural watcr molccule which forms a 

nctwork of hydrogcn bonds with the amide protons of thc I1e50/50' rcsidues of the protease (primc is 

uscd to distinguish a rcsidue in the one protease monomcr合omthc other) and with the carbonyl groups 

of白einhibitors刊 iswatcr mol巴culeis believed to play a critical role in c10sing the flaps of the HIV 

protease over the inhibitor or substrate. It is noteworthy that a corresponding water molecule has not 

been observcd in mammalian aspartic protcases. 

Using ncw and scnsitive 2D NMR experiments dcsigncd to idcntifシboundwater moleculcs in 

proteins， we have shown that the structural water molccule is abscnt in thc proteaseIDMP323 complex. 

ln contrast， we have observcd this water molecule interacting with the I1e50/50' amidc protons in the 

proteaseIP9941 complex. ln addition， we have determincd that a rcsidence timc of the bound water to be 

in the range of 10') to 10.8 seconds on the protein. lndepcndently， X-ray diffraction studics have shown 

that the bound water is absent in the crys凶 structurcof the protcaseIDMP323 complex. The crystal 

structure of the proteaseIP9941∞mplex has not been solvcd 
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Protein Backbone Motions in the Proteasellnhibitor Complexes 

The HIV prot回 secontains two identical monomers (1-99/1 '-99'). For both DMP323 and 

P9941 complexes residues X and X' have equivalent chemical shifts， demonstrating白紙 theaverage 

dimer conformation is symmetric when bound to each symmetric inhibitor. We have measured 1~ 

relaxation parameters (TJ， T2 and NOE values) using inverse detection pulse schemes for 86 amide sites 

ofthe backbone residues in the HIV protease complexed with DMP323 and with P9941. Data were not 

obtaincd for six proline residues， for six residues in each complex whose signals were p∞rly resolved， 

and for Leu5 whose signal was not observed because it is scverely exchange broadened.百 eanalysis of 

白erelaxation data using the modcl-free approach of Lipari and Szabo shows that the overall correlation 

timcs of the two complexes are nearly the same， 9.16土0.06and 9.25士0.06ns r，巴spectivelyfor the 

DMP323 and P9941 complexes. In addition，出cresidue specific order parameters are羽 rtually

indistinguishable for the two complexcs. Most residues have order parametcrs， S2， in the range of 0.80 to 

0.95， indicating出atproteぉebackbone is equally well ordered in the two complexes， even though P9941 

has 30・foldlarger Ki value.百lisresults suggest that the diffcrence in their Ki values arises from the 

difference in the f1exibility of the inhibitors in the free state. Presumably the more f1exible P9941 pays a 

highcr entropic price to bind白anDMP323， whose rigid cycJic urea ring limits the合eedomof its 

substituents in positions suitcd for protease binding. 

Whilc most residues in both complexes are well ordered， S2 > 0.80， twelve residues in the 

DMP323 complex and nine rcsidues in the P9941 complex undergo large amplitude intemal motions， 

0.50 < S2 < 0.76， on thc 1-100 ps timescale corresponding to NH bond reorientation of 500
ー700 (using 

cone model to interpret S2)ー Mostresidues executing large ampl山 demotions are in 1∞ps of the prot悶 se.

百leresidues having the smallest order parameters， Leu38-Trp42， form the largest cluster of residues in 

this cJass and are located in the loop terminating one of the strands that make up the f1ap伽 tfolds over 

the active site百lesefour residues also have S2 < 0.76 in批 P9941complex. Fifteen residues affected 

by chemical exchange on thc ms toμs timescale were also identified for the proteaseIDMP323 complex 

from the analysis of the relaxation data. Most of these residues are either involved in intermonomer 

contacts or interact with the inhibitor， although a c1uster extends across the s-sheet core (residues 62， 62， 

75， 76). Other rcsidues affected by chemical exchange are stabilized in the crystal structures by a crucial 

hydrogcn bond network holding together pa巾 ofthe h巴lix(85-88)， active site 1∞P (29-31)， and N-

terminalloop ofthe opposing monomer (8'-10'). Essentially the same rcsidues in the proteぉeIP9941

complex required the inclusion of an exchange term to fit the rcl凱 ationdata. Correlation of backbone 

d抑制icswi出 structuraland functional information provides new insights into prote蹴向nction，

interactions with inhibitors， and regions outside the active site that are potential drug匂rgets.

pKa Values of Asp and Glu Sidechains in the ProteaseIDMP323 Complex 

The pKa values of all Asp and Glu sidechains of the protease bound to DMP323 were 

d巴:termined合'Om(a) measurements of the pD dependence of the chemical shifts of出eAsp and Glu 

sidechain carbons， (b) the HID isotope effects upon the carboxyl carbon chemica1 shifts， and (c) 

information about the environment of the carboxyl sidechains in the crystal structure of the ∞mplex. 
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Except for Asp25/25' and Asp 29/29' whose pKa values are shifted by at least 2 pD units， the acidic 

residues have pKa values in the range of 3.1 to 4.9， typicalゐrsolvated sidechains.羽lelow pKa of 

Asp29/29'，回 2，is consistent with the Asp29/29'-Arg8'，87/8，87' salt bridges identified in the crystal 

structure.百leseobservations and the inactivity of mutant proteases in which residue 29 is not Asp， 

indicate that the salt bridges made by this residue are structurally and functionally significant. 

The chemical shifts of the Asp25/25' carboxyl carbons and their observed HID isotope shifts， 

combined with the observation that these side氾hainsare completely buried in a region of the crystal 

structure devoid of positive charges and interior water molecules， are strong evidcnce for the fact白at

both Asp25 and Asp25' carboxyl groups are ncutral (protonated) wi白 pKa>7.5. In the crystal structure， 

白eAsp25/25' carboxyl sid巴chainsand the diol groups of DMP323 arc oriented so that a hydrogen bond 

network having neariy ideal donor/acceptor bond angles and internuclear oxygen distances can be formed 

when these Asp residues are protonatcd. Calculations using the CHARMm force field indicate白atthis 

hydrogen bond network stabilizcs the formation of the proteaseIDMP323 complex. A minor 

rea町angementof the hydrogen bonding protons yields an alternativc hydrogen bond network with a 

slightly higher energy， as calculated using the CHARMm force field. Rapid equilibrium between two 

nearly isoenergetic networks would make a favorable contribution to complcx formation. 

The high pKa value observed for the catalytic Asp residues is interesting because DMP323 is a 

transition state analog and pH dependent ratc studies of the reaction catalyzed by the HIV proteぉehave 

yielded distinct pKa values of 3.5 and 5.7 for the free protease. Our data shows that inhibitor binding can 

strongly displace th巴pKavalues of the ca匂lyticAsp residues from values observed in the合'eeenzyme， 

and that it is essential to measure the Asp ionization states in order to understand protease/inhibitor 

interactions at出emolecular leve!. 

Solution Structure of the HIV Protease/DMP323 Complex 

Although structur巴sof over one hundred HIV protease/inhibitor complex have been solved in the 

crystalline state， a three-dimensional structure of a HIV protease/inhibitor complex has not been 

determined in solution. On the basis of over 4000 NMR derived distance and angle restraints， we have 

determined the three-dimensional structure of the HIV proteaseIDMP323 complex in solution. Sixteen 

refined strucωres have an rmsd ofO.7 A for all backbone atoms and 1.0 A rmsd for all heavy atoms 
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索 ヲ|

(あ)

会津宣ー 59 伊島理枝子 71 内田憲孝 353 

相本二郎 309 伊島理枝子 309 馬屋原慶子 37 

相本ニ郎 321 石丸 臣ー 241 梅田万美 57 

赤坂一之 63 石丸臣ー 243 梅山秀明 285 

赤坂一之 309 市川さおり 315 浦 敦 301 

赤坂一之 335 伊藤 隆 75 裏岡昭博 21 

秋山 稔 137 伊藤 隆 323 

阿久津秀雄 157 稲垣冬彦 315 (え)

阿久津秀雄 165 稲垣冬彦 371 江 口 太 郎 249 

浅川直紀 187 稲垣冬彦 375 江 口 太 郎 269 

朝倉哲郎 191 井上泰子 317 海老沢計慶 285 

朝倉哲郎 361 井上多門 9 恵良聖一 99 

浅野勝己 35 井 上多 門 21 恵良聖一 103 

芦川幹也 195 井上 真 327 恵 良 聖 一 107 

新井克明 309 井上義夫 117 遠藤一央 281 

荒田洋治 347 猪股寿典 109 猿渡 茂 319 

安藤 勲 187 今里真実 347 

安藤 勲 195 今城 文雄 229 (お)

安藤 勲 197 今成 司 25 大河原浩 5 

安藤 勲 199 今成 司 55 大木進野 355 

安藤 勲 261 今西祐一 55 大木 寛 53 

井元敏明 309 大久保七重 41 

(~、〉 入 口 紀 男 29 大津真一 25 

飯塚武彦 219 岩城隆信 321 大槻高史 327 

池上貴久 365 岩下 孝 211 大野茂男 315 

池 田龍一 53 岩原淳二 75 大 野 光 宏 349 
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池田龍一 243 大屋正尚 339 
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石田寿昌 95 上回貴洋 231 緒方一博 351 
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石塚靖子 159 鵜津 淘 125 小}I[秀次郎 17 
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(へ) 宮城 慧 269 山田博昭 57 
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