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第 35回 NMR討論会
プログラム

共催 日本化学会、日本分析化学会、日本薬学会、日本生化学会、日本物理学会、
日本生物物理学会、日本農芸化学会、高分子学会、日本磁気共鳴医学会

日時 1996年11月19日 (火)~21日(木)
会場 京都テJレサ(京都市南区東九条下殿田町70番地)

第 1日11月19日(火)
(8:55~9:00) 

開会の挨拶

(9:00~10:25) 
理論・測定法

座長内藤晶

111 Design of Amplitude. Phase. Frequency-Modulated RF-Fields to Reintroduce Anisotropic . . . 1 

Interactions under MAS 
(京大院理)0石井佳誉、寺尾武彦

1L2 二面角情報を得るためのCI戚極子・ CI扱極子相関多次元国体高分解能NMR '''4 
(横国大工)0藤原敏道、下村泰次、阿久津秀雄

座長朝倉哲郎

1L3 13C 1D-MAS exchange experiments in organic solids and polymers "'8 

(Martin-Luther Univ. of Halle1、WeizmannInstitute of Sci_2) ODetlef Reichert、
Zeev Luz2、HorstSchneider1 

1L4 量子化学計算を用いた固体ペプチドの構造と13CNMR化学シフトテンソルの研究 ・・・9

(東工大工)0黒子弘道、武田直登、亀田恒徳、安藤勲

一休憩一

(10:45~ 12:10) 
構造・物性・運動

座長堀井文敬

1L5 lH NMR (CRAMPS)によるボリペプチドの国体構造解析(4) ・・・13
(群馬大工1、日本電子2) 0木村英昭1、尾崎拓男1、杉沢寿志2、出口健三2、荘司 額1

1L6 石炭のCRAMPS法とmicroimaging法による構造解析 ・・・16
(新日銭先端技術研1、プロセス技術研2) 0斎藤公児1、畠山盛明1、古牧育男2、松浦慎2

座長池田龍一

1L7 ジエン鉄カルボニル錆体誘導体の構造解析一選択的緩和法の利用一 ・・・20

(神戸薬大)0杉浦真喜子、察束玲、和田昭盛、伊藤允好

1L8 MAS/NMAS液晶二次元NMR法による[D-Ala2]Met吃nkephalinの配向と構造に関する研究・・・24
(阪大医1、阪大薬2) 0木村敦臣l、圏直人2、藤原英明1

一畳食一

(13:10~ 16:30) 
[ポスターセッション]

新しい測定法と装置の開発

1P1 完全標識試料から距離情報を得るための半選択的13C2次元双極子相関固体NMR "'28 
(横国大1、都立大2) 0菅瀬謙治1、藤原敏道1、小野明2、小野品2、甲斐荘正恒2、

阿久津秀雄1
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高速MA継による 170スベクトル ・・・32
(高分子素材センター先進材料研1、東工大工2、群馬大工3) 0黒木重樹1、水谷高彰2、
安藤勲2、荘司額3、尾崎拓男s

Modulatory re活onancerecoupling of heteronuclear dipolar interaction under magic angle ...34 
spmmng 

(京大院理)0武田和行、竹腰清乃理、寺尾武彦

固体13C_13C同種核相関NMR法による分子構造解析

(京大院理)0野村薫、竹腰清乃理、寺尾武彦

固体NMRにおける体積磁化率効果と表面NMRへの応用 ・..42 

(京大院理1、マインツ大化学)0久保厚1、ThomasPaul Spanioe、西山裕介1、寺尾武彦l

-・・38

13C_15N双極子相互作用の新しい測定方法とその角度情報取得への応用

(京大院理)0平尾治一、石井佳誉、寺尾武彦

天然同位体比重水素NMRによる液晶研究
(神大自然1、神大理2)0田林一晃1、赤坂一之1.2

19F観測1HデカップJレMAS固体高分解能NMR法

(日本電子)0杉沢寿志、末松浩人、樋岡克哉

四極子核スベクト Jレのスピニングサイドバンドに関する 2、3の新しい手法
(分子研1、筑波大物理工学2) 0桑原大介1、中井利イ二2

選択的31p-NMR観測用NMR検出器の開発

(目立基礎研)0田村充、清水範夫

-・・46

-・・48

-・・52

-・・56

-・・58

lPll MAS-NMR法を用いたBIS-NIPAゲ、jレの13C測定手法 ・・・60

(日本電子l、新日鉄先端技術研2) 0津野久幸l、杉沢寿志1、鴨修1、斎藤公児2

lP12 溶液NMRの試料温度測定 ・・・62

(日本電子)0田中良二、末松浩人、鴨修

lP13 超音波モータを用いた 18本オートサンプJレチェンジャJ .. .65 

一 (日本電子設計技術本部)0山腰良晃、須藤誠

(lP14 ) The Manipulation of Water Relaxation and Water Suppres泊onin Biological Systems . . .67 

'-ノ usingthe Water-PRESS Puls巴Sequence

(Water Research Institute) William S_ Price 

lP15 レーザー励起ベンタセン分子を用いた動的核偏極 ・・・71
住友大院理1、理開。j、田真弘1、館百昌皆、清水裕彦、高橋器用1、酎自明1、薮崎努l

lP16 NMR用圧力ジャンプ装置の試作 ・・・74
(神大理1、神大自然2)0赤坂一之1.2、手塚智子2、山田博明1.2

lP 1 7 A simple method for 13C CPMAS NMR measurements under hi出 gaspressure and its ・・・76

application to a polymer 
(京大院理)0三好利一、竹腰j青乃理、寺尾武彦

lP18 HR-MASを用いた合成高分子の構造解析一膨潤状態の試料への"溶液"高分解能 ・・・78

NMRの適用
(日本ブJレカーに住友化学工業筑波研司 O佐藤ーに岡田明彦、横田絵美子へ山内一夫l

/ lP19 '13C NMRを用いたコレステリック液品の構造解析
¥ / (京大院理)0西山裕介、久保厚、今城文雄、寺尾武彦

-・82
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国体問CNMR法による液品性ポリウレタン試料の国体構造解析

(京大化研)0石田宏之、梶弘典、堀井文敬

二量体液晶の配向およびスベーサーのコンホメーション解析 ・・・88

(東工大工1、東工大生体分子Z、高分子素材セヘ東工芸大工4) 0清水レナット宣男1、
浅川直紀2、黒木重樹3、黒子弘道1、古屋秀峰1、安藤 勲1、安部明庚4

-・・86

1P22 反強誘電性液晶MHPOBCおよびTFMHPOBCの相転移に伴う分子構造と運動の変化 ---91 
(筑波大物理工学1、分子研2) 0中井利仁1、宮島清一2

運動
1P23 四面体遷移金属カ JレボニJレクラスターのヒドリド配位子のダイナミクス ・・・95

(阪大院理1、リパプ~}レ大2) Rachel Harding1、O中山尋量1、江口太郎1、中村豆男1、

Brian T. Heaton2 

1P24 高温でのlHMSNMRi測定による H-ZSM-5のプロトンの動的挙動 ---99 
(東工大工l、日本電子2)0馬場俊秀1、小松法人1、杉沢寿志2、小野嘉夫1

1P25 国体29Siおよび13CNMR法によるpoly(di-rrbutylsilane)の分子運動解析 ・・・ 103

(京大化研) 0梶弘典、堀井文敬

1P26 The Sideband Patterns of the 13C MAS NMR Spectra for Analysing Molecular Motion ---107 

in Solid Polymers 

(京大化研)0沈伊民、梶弘典、堀井文敬

1P27 シスー1，13-ジアセトキシ[131パラシクロファンの高圧NMR ---111 

(神大理)山田博昭、 O室文人、西川和義、田中作弥、椋野邦子

1P28 MNOiM=Li， K， Rb， Cs， Tl備品中での亜硝酸イオンの分子運動とイオン結晶の柔粘性---113 
(筑波大化)0本多 尚、石丸臣一、池田龍一

1P29 2H-NMRによるM(D20)6-SnC16[M=Mg， Ca階品中の分子運動の研究 ・・・ 115

(筑波大化1、琉球大教養2) 0吉田尚弘l、石丸臣ーに堀内敬三2、池田龍一1

1P30 

Q
m
Q
思
)

lH-NMR法による高分子ゲルのダイナミックスに関する研究

(東工大工)0松川真吾、安藤勲

固体2HNMRによる結晶中のエンケファリン分子の局所運動の解析
(姫路工大理)内藤晶、 O上平美弥、辻暁、斉藤肇

アミノ酸結晶での分子ダイナミックスに与える水素結合の効果
(米国コロンピア大KAST研)0海老沢計慶、 T.Gu、A.McDermott 

13C DD/MAS NMR法によるポリマーの分子運動の温度依存性
(防大化学1、京大院理2) 0浅野敦志1、竹腰清乃理2

2H-NMRによるボリグリシンIのダイナミクス

(北大工)0川瀬泰誉、平沖敏文、平山智昭、堤耀広

-・・ 117

-・・ 120

-・・ 124

---126 

-・・ 130

溶液中における重水素化Poly(etyleneterephtalate)の分子運動.2H-/3C-NMR緩和

による研究
/ー-..... (北大工1、富士フィ jレム朝霞研2)0堤耀広1、宮川 泰1、平沖敏文1、境野佳樹2

¥ 1P36¥ 2H-NMRによるマレイン酸ースチレン交互共重令体の水溶液中における分子運動の ・・・ 134

"-.._ / 研究下- (北大工1、北大地環研2、北大院理s、秋田高専4)0堤 耀広1、平沖敏文1、土居信英2、
新田勝利3、大野進通4

-・・132
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物性

1P37 Y247.系における核四重極共鳴と透過型電顕によるミクロな構造観察 ・・・136
(京大院理1、東工大応用セラミックス研2)0吉村一良1、加藤将樹1、大村朋彦1、
中西 真1、宮野敏男1、垣花異人2、小菅崎二1

1P38 数種の合成スメクタイトに吸収された水分子の挙動 ・・・139
(筑波大化)0石丸臣一、池田龍一

1P39 2次元層状ベロブスカイト強磁性体IR-NH3kCuC14におけるスピンダイナミクスの ・・ '141

固体NMRによる研究
(物質研)上田貴洋、林繁信

1P40 NMRによる高分子電解質の研究(1) ・・・143
(物質研、ユアサコーポレーション中開 O早水紀久子1、柳沢勝1、相原雄一九落合誠二即

~1) 
1P42 

1P43 

1P44 

1P45 

1P46 

極低温(T=30K)15N-CP/MAS NMR 

(分子研)0武田 定、桑原大介、緒方啓典、持田智行、宮島清一

強誘電体高分子の構造相転移と 19F化学シフト

(北大工)0新居嗣朗、石井文明、堤耀広

P(VDF.lTrFE1_Jの強誘電的相転移とIH-13C核磁気交叉緩和IIIII
(北大工)0大鋸敏雄、石井文明、堤耀広

エチレンアイオノマーにおける1価及び2価カチオンの形成するイオン会合体の

構造解析
(名工大)0曽我部啓介、吉水広明、木下隆利、辻田義治

NMRによるAlkan巴diyl-α ，ω-bis(dimethylalkylammonium bromide) surfactantsの
コンホメ}ション解キ庁 ーミセjレ形成によるコンホメーション変化
(名工大工)0服部憲和、吉野明広、岡林博文

AOT誘導体の水溶液ミセJレにおける塩基触媒水素重水素交換反応一置換基の
反応性に及ぼす影響
(名工大工)0神戸英宏、流石園子、吉野明広、岡林博文

生体高分子 1

" '147 

-・・148

-・ 150

-・152

-・・155

-・159

1P47 CD及びIH-NMRによるヒト血清アルブミン (HSA)のN-B転移に関する研究 ・・・163
(岐阜大医1、岐阜大2) 0恵良聖ーに曽我美勝2、永井直樹1

川 Pふ町ー2のDNA結合ドメインの立体構造解析 ・即
¥ / (阪大蛋白研1、奈良先端大2、東大医3)0古井淳一1、上垣浩ーに山崎俊夫1、白川昌宏2、
コ三 原田久士3、谷口維紹s、京極好正1

~ 1P49 ¥ 15NラベJレした酸化型cytochromec3の連鎖帰属とへム軸配位子の性質 ・・・169

'" }I (三菱重工基盤研1、横国大工2、東大院工s、北陸先端大4) 0大村友章1、堀住輝男2、
一 河合剛太S、大久保忠恭4、渡辺公網s、阿久津秀雄2

温度ジ、ヤンブ1D/2DNMRの進展-RNaseAのアンフォーJレディング中間体の検出と構造・・・171
(神大自然1、神大理2) 0川上勝1、赤坂一之2

750MHzでの高圧NMRの実験 ・・・175
_J(神大昔、神大自然2)赤坂一之1.2、0神棚二2、手塚智子2、山田博明1.2

Iíp5~ 大腸菌RNAポリメラーゼ α サブユニットのドメイン問リンカーのダイナミックス ・・・177

¥ )1 (阪大蛋白研)0田 栄浩、山崎俊夫、大友崇紀、京極好正

(lP53.. HIV-2ヌクレオキャプシドタンパク質のN端側部分ペプチドの構造解析 ・・・179
¥ / (北里大理1、北里大医療衛生2、三菱化学生命研3)0小寺義男1、塚原智典2、小松博義2、

) 戸津秀樹2、金載_3、佐藤-*2.3、前田忠言十1、河野俊之S
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1P54 カルシウム結合蛋白質の鉛-207NMR .. '180 
(¥  (北大工1、北大院理2、カルガリー大3)0平沖敏文1、矢沢道生2、J.Aramini3、H.Vogee 

¥1P551 セントロメア結合蛋白質CENP-B DNA結合ドメインRP1の高次構造および ・・・182
¥./' その認識DNAとの相互作用の解析

(理研細胞情報伝達1、東大院理2、名大理3)0岩原淳二1.2、木川l隆則1、舛本寛3、
岡崎恒子s、横山茂之1，2

1P56 Dextranの特異的K+イオン取込みによるゲJレ化と架橋構造:39K-NMRおよび .. '184 

PFGSTE-NMRによる研究

_，--ー"' (東7.1<.大1、Fraunhofer-IBM'f) 0渡部徳子1、JohannessLeisen 2、KlausGersond2 

¥ 1P57 )国体2次元13C_31p双極子相関、31p同種核双極子相関NMRによるATPの31pシグナルの帰属・・・187

~ (検国大工)0襖井智司、藤原敏道、阿久津秀雄

1臼P5臼8 磁化移動動、法による植物組織.水性状の研究 .. '191 

--戸-戸-戸-

¥ 1P59)局所麻酔剤ベンゾカインの脂質膜中における配向と結合都位.'195 
~ (京大薬1、日本新薬2、京都薬対)黒田義弘1、O那須裕郷1、目黒芳朗1、中川照覧、

小川雅弘2、藤原靖弘s

i.立体選択的安定同位体標識ヌクレオシドの合成とNMR構造解析への応用

(都立大理)0小野明、椎名桃子、片岡新、小野晶、楯真一、甲斐荘正恒

Q
Q
9
 

安定同位体標識したアンチコドンアームの精密立体構造解析
(東大院工) 0井田隆史、河合剛太、渡辺公綱

-・203

15N，13Cラベjレholo-NCSの立体構造解析 ・・・205

(日本チパガイギー国際科学研1、北陸先端大院新素材セヘボーラ化成工業医薬品研3、

阪大薬う O高島浩幸九目指告に野坂篤子L大久保E府、蓮田勝芳、石野哲也4、林楠狩

NMR化学シフトを利用した光捕獲アンテナタンパクの構造解析 .. '207 
(農工大工1、Univ，of Sheffield2、都立大理3)0菊地淳1、朝倉哲郎1、C，N Hun町 2、

M.J Conro/、M.P Williamson2、嶋田敬三S

固体高分解能13CNMRによるパクテリオロドブシン化学合成フラグメントの

高次構造解析

(姫路工大理)内藤晶、 O木村成輝、辻暁、斎藤肇

固体高分解能13C-NMRによるパクテリオロドブシンの膜外部位の高次構造解析

(姫路工大理)辻暁、 O山口悟、内藤晶 、斎藤肇

-・・209

-・・213

一休憩一

(16:50~ 18:15) 
座 長 安藤勲

1L9 国体高分解能NMRを用いた横緩和時間測定によるペプチド中の遅い分子運動の検出 ・・・217
(姫路工大理)0内藤晶、西村勝之、福谷章、上平美弥、辻暁、斉藤肇

1L10 Structure of membrane-fusion peptide . . . 221 

(Kobe Univ.1、KyotoUniv.2) OP.Dubovskii1、LiHua1、K.Akasaka1、S.Takahashi2

座長藤原英明
1L11 13C NMRから見たリン脂質リボソームのミクロ構造と相転移のダイナミクス ・・・225

(京大化研)0岡村恵美子、若井千尋、中原勝

1L12 遠隔C-Hスピン結合定数を用いた鎖状化合物の立体配置決定法 ・・・228
(東大院理)0松森信明、野々村太郎、佐々木誠、村田道雄、橘和夫
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第 2日11月20日(水)
(9:00~ 10:00) 

特別講演1

座長 赤坂一之

2L1 Pulsed NMR in Solids帽 Thenand Now .. . 232 

(Dept. of Phys. and Materials Research Lab.， Univ. of Illinois at Urbana-Cha町 aign)
C. P. Slichter 

(10:00~ 11:00) 

特別講演2
座長引地邦男

2L2 Enhancement of NMR/MRI by Laser-Polarization: From Materials to Organisms . '233 
(Dept. of Chem. and Lawrence Berkeley National Lab.， Univ. of California) A. Pines 

一休憩

(11:20~ 12:20) 

特別講演3

座長亀井裕孟

2L3 Force Detection and Imaging in Magnetic Resonance 

(IBM Almaden Research Center) C. S. Yannoni 

一昼食一

(15:15~ 16:15) 

特別講演4

座長斉藤肇

-・・234

2L4 Three Dimensional Structure Determination of Membrane Bound Polypeptides by . . . 237 

Solid-State NMR 

(Institute of Mol. Biophys.， Dept. of Chem、Centerfor Interdisciplinary Magn. 

Reson.-National High Magnetic Field Lab.， Florida State Univ.) F. Kovacs、
M. Brenneman、F.Tian、R.R. Ketchem、OT.A. Cross 

(16:15~ 17:00) 
特別講演5

座長稲垣冬彦

2L5 High-sensitivity NMR spectroscopy probes using sup巴rconductivecoils 
(Varian NMR Inst.) Howard Hill 

一休憩

(17:20~ 18:20) 
特別講演6
座長永山国昭

-・・241

2L6 The Continuing Saga of Broadband Decoupling in High Resolution NMR . . . 242 

(Dept. of Chem.， Cambridge Univ.1、VarianNMR Inst.2
) ORay Freeman

1、EriksK叩 ce2

(18:30~20:30) 
懇親会



第3日11月21日(木)
(9:00~ 10:25) 

タンパク質・生体分子

座長甲斐荘正恒

3L1 2H蛋白質の α位lHラベルによる高分子量蛋白質の帰属法 ・・・246

(阪大蛋白研)0山崎俊夫、析尾豪人、古井淳一、相本三郎、京極好正

3L2 免疫系糖タンパク質の安定同位体標識および動的立体構造解析 ・・・247
(東大薬1、中埜酢庖2、機能水研3)0嶋田一夫1、加藤晃一1、山口芳樹1、古荘久見子1、

高橋栄夫1、進藤一泰1、榛葉信久1、古賀憲司l、高橋種子E、荒田洋治3

座長京極好正

3L3 NMRを用いた筋肉蛋白質に与える低温効果の解析 ・・・249

(北工研1、アjレバータ大2)0津田 栄l、S.M.Ga伊巴2、B.D. Sykes2 

3L4 カルモデュリン -W-7複合体の立体構造解析 ・・・253

(山之内製薬1、筑波大先端学際領域セヘトロント大オンタリオ癌研3) 0大津匡範1へ
谷川 潤1、M.B. Swindells1、古谷利夫1、間瀬年康1、田中俊之2、伊倉光彦日

一休憩一

(10:35~ 14:55) 

[ポスターセッション]一この問、 (12:10~ 13:10)昼食

理論

3P1 SiX4及びCH.λ(X=Cl.Br. I;n=1・4)の第4属元素の核遮蔽定数に及ぼす重原子効果 ・・・256

(三菱製紙)0遠藤ー央、山本京之介

3P2 磁気共鳴スペクトロスコピーの検出感度の限界 ・・・260
(シーメンス旭メデイテックヘ東大医用電子研2) 0入口紀男1、上野照剛2

3P3 R巴lativisticstudy of nuclear magnetic shielding constants (1): Hydrogen halides . .. 262 

(京大院工)OCharles C. Ballard、波田雅彦、金子広明、中辻博

3P4 Relativistic study of nuclear magnetic shieldi昭 constant(II): M巴rcuryand tungsten .. '264 

compounds 

(京大院工)0金子広明、 C.C. Ballard、波田雅彦、中辻博

θ
 

Comparison of Intramolecular Specific Interactions C-H...N in Hetaryl Vinyl Ethers ・・・266

and Hetaryl Vinyl Sulphides by lH and 13C NMR Spectroscopies and Quantum-chemical 

Calculations. 
(阪大薬1、阪大遺伝情報2、阪大医3)OAlexander V.Vashchenko1、AndreiV .Afonin 1、

高木達也2、藤原英明3

3P6 磁場依存性ケミカルシフトは23.5T(プロトン1GHz)でも無視できる程小さい ・・・270

(三菱製紙)0遠藤一央、山本京之介

3P7 化学シフトの相対性効果 ・・・274

(北見工大)C福井洋之、馬場雄久

(3P8 ) 3.んスピン結合定数における2面核依存性 ・・・278

'-..__/ (北見工大)0馬場雄久、福井洋之、猪俣寿典、三浦宏一、松田弘喜

/構造¥

¥ 3P9 1~. 15N選択標識オリゴペプチドの合成とNMRによる固体構造の研究 (3) ・・・282

¥ ../' (群馬大工)0荘司類、小川一輝
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3Pl0 イットリウム化合物の89Y-MAS-..及び、 static-NMR "'286 

(三菱化学横浜総研1、化成オブトニクスヘ東京水産大3) 0原園としえに森輝雄1、
安達隆二2、渡部徳子3

3P11 圏体113CdNMR法によるペプチドーCd錯体の構造解析 -・・290

(神奈川大工)0高山俊夫、大内因 調、小池芳雄

3P12 メゾフェーズピッチのVACP/超高速MA棋による測定

(九州工業技術研)0安達芳雄

" '293 

3P13 固体NMRによるSiH-C三 C一系ボリマーの熱硬化構造の解析 ・・・297

(高分子素材センター先獄州研、三井東圧化学総開 O黒木重枇伊藤正義石JII淳一2

3P14 層状ケイ酸塩の層間イオンのサイトと運動 " '301 
(物質研l、筑波大物質工学2)0林繁信l、里浮優敏2、国森公夫2

3P15 27Al NMRによる混合溶媒中でのAl(III)イオンの溶媒和 ・・・305

(北見工大)0三浦宏一、松田弘喜、梅原邦之、中谷昭典、馬場雄久、福井洋之

3P16 芳香族溶媒中におけるn-アJレカンの化学シフトの温度依存性と分子関相互作用 " '307 

(電通大)0稲倉秀樹、仁木国雄

3P17 多核銀ω錯体の合成と固体高分解能109AgNMR "'311 

- (都立大理)0嶋田陽子、北川 進、松坂裕之、近藤満

r 3P1SJ 13CNMR化学シフトテンソルによるペプチドおよびホ。リベブ子ドの水素結合についての研究 " '315 

¥ / (東工大工)0亀田恒徳、黒子弘道、安藤慎治、安藤勲

3P19 NQC効果によるPPA-d1のCis-trans配位の決定 ・・・319

(北大地球環境I、北大工2) 0松波成行1、覚知豊次I、石井文明2

3P20 HMBC法の新しい応用測定一 3次元NMR法の応用・ ， '323 

③ 

(東大院農応生化1、日本電子2、東大分生研3) 0降旗一夫1、阿部 教2、瀬戸治男3

'ペプチド・タンパク質の構造解析のためのNMR化学シフト評価法の利用・ ・・327

(農工大工1、Univ.of Sheffield2) 0岩館満雄1、出村誠九朝倉哲郎1、M.P. Williamson2 

ガラスプレートを用いた再構成脂質二重層と導入された配向ペプチドの角度依存 ・・・330

国体NMR構造解析
(農工大工1、長崎大工2)0岩館満雄1、溝口葉、堀 由美子l、出村誠1、朝倉哲郎1、

新留琢郎2、青柳東彦2

固体13Cおよび2HNMRによる絹タンパク質の構造解析 " '333 

(農工大工1、日本電子2)0出村誠九斉田理1、朝倉哲郎1、杉沢寿志2

3P24 NMRによる 1・ベンゾトリアゾリ jレー2・(p-トリル)ーイソインド-)レ誘導体の環状付加 ・・・335

反応、物の構造解析
件直井大工1、福井大教育2、金沢大薬3)0前田史郎1、高橋一朗l、島田慎治1、春吉真樹1、

r--.... 都築幹生1、横田 博1、神藤洋爾1、北嶋英彦1、伊佐公男2、細井信造3、津田喜奥3

/磁場勾配

! 3P25 二重共鳴を用いたパルス磁場勾配NMR装置の製作 ・"337

¥__ノ (分子研)0大石修、宮島清一

3P26 新しい多量子遷移フィJレター法の開発、混成遷移フィルター&遷移独立分離フィJレター・・・339

(筑波大物理工学1、岡崎生理研2、北大エ3) 山田整1、 O竹内誉5j~1、田崎明1、
瀬尾芳輝2、恵良田知樹3

3P27 広帯域反転/再結像パルスの多次元および同位体フィルター測定法への応用 ・・・343
(都臨床研1、第一製薬2)0小椋賢治1、寺沢宏明1.2、稲垣冬彦l

/ 
/ 
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3P28 PFG HMBCを利用した異種核問 longrange Jの測定法

(日本電子)0内海博明、熊木康裕、鴨修、目元徹

3P29 GOESY測定における分子拡散の影響 ・・349

(雪印乳業生物科学研1、日本電子NM応用研2) 0中越雅道1、熊木康裕2、内海博明2

-・345

3P30 磁場勾配パルスを用いたPFG-HMQC-CONOESY法
(理研)0越野広雪、森田徹一郎、鵜淳淘

イメージング

3P31 回転座標系イメージング用ラジオ波磁場勾配発生装置

(電総研)0服部峰之、清水秀明、守谷哲郎

3P32 高速汎用マイクロプロセッサを用いたリアルタイムNMR画像再構成システムの開発・・・357

(筑波大物理工学l、LovelaceInstitutes2) 0巨瀬勝美l、拝師智之1、ArvindCaprihan2、
Eiichi Fukushirna2 
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・

3P33 リアルタイムNMRイメージング装置を用いた静止流体中を沈降する球体の運動の計測・・・361

(筑波大物理工学)0拝師智之、臣瀬勝美

3P34 骨の3次元Constant-tirne-irnaging測定、法 ・・・365

(京都府立医大整形外科1、ブJレヵ ヘ生理研3、京都府立医大生理4) 0高宮尚武1、

目下義章l、V.Lehrnann2、D.Gross2、K.Zick2、村上政隆3、瀬尾芳輝4

3P35 NMR画像による薬物動態追跡一Interleaveを使った化学シフト選択 ・・・367

(九大薬) 0金沢洋子、土井祥寛、川原靖史、楢崎美智子、野田陽子、田中彬嗣

3P36 LECラット肝のNMRイメージング ・・・371
(国立環境研1、放医研2、筑波大医3、筑波メデイカルセ4) 0三森文行1、吉岡 大1.2、
女屋博昭1.'、板井悠二s、土井幹雄4

3P37 H-2 DQF PFG NMRを用いたラット座骨神経内の重水運動の測定 ・・・373

(生理研1、テルアピブ大化学2) 0瀬尾芳輝1、H.Shinar2、Y.Share、G.Navon2 

3P38 局所励起を可能としたge-HSQC法によるfuVivo ISC_ MRS ・・・377

(東芝研究開発セ1、創価大生命研2) 0渡遺英宏1、石原康利1、岡本和也1、小田正記2、
押尾晃一2、金松知幸E、塚田裕三2

3P39 デカップリングパルス印加に伴う生体内温度変化の計測 ・・・381

(東芝研究開発セ1、創価大生命研2) 0石原康利l、渡遁英宏1、岡本和也1、小田正記2、
押尾晃一2、金松知幸2、塚田裕三2

3P40 植物組織の制限拡散に基づく WaterSpaceの性質を表すパラメーターの画像化 ・・・385

(憤食総研研i、日;本本電子デ一夕ムヘ生牧研う C沼田信昭貯1、小

3P41 2次モ}メントのイメ一ジング ---389 

(筑波大物理工学)0野中正幸、福永康弘、中井利仁、松井 茂、井上多門

3P42 固体イメージングにおける交差分極コントラスト ・・・393

(筑波大物理工学)0中井利仁、野中正幸、松井 茂、井上多門

3P43 OBSTRUCTIONモデルによる拡散係数の時間依存性の解析 ---397 

(東京水産大)0福岡美香、五味雄一郎、渡辺尚彦

lHNMRイメージング法による高分子ゲル中の常磁性イオンの空間分布の研究 ・・・399

(東工大工)0山崎亜紀、堀田芳生、黒子弘道、安藤勲

和移動による脳組織の高分子成分のスベクト jレ抽出

(日女大理物生l、国立精神神経センター神経研2) 0高橋征三1、荻野孝史2 ・・・402
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生体高分子2
(3P46 i固体NMRによる核問距離精密測定法(MLEV8/8R) を用いたブロテアーゼ複合体 -・・405

¥ / (subtilisirβSI)の局所構造の測定
'----J (京大院理1、都立大理2)0石井佳誉1、寺尾武彦1、三宅洋子2、甲斐荘正恒2

3P47 CH-およびC~-選択二次元スベクトルとその生体分子の解析への応用 ・・・408

(北大農)川端潤、 O福士江里

3P48 NMRによる天然型及び[AbuB7f:型モネリンの立体構造比較と構造活性相関研究 ・・・412

(味の素中研)0水越利己、香村正徳、鈴木祭一郎、有吉安男

lHNMRによるナトリウムチャネjレのS4セグメントの構造解析

(東レリサーチセ)0木村一雄、近藤洋司、丸山季浩、川口 謙

NMRによるAptotoxinの構造解析

(三菱化学生命研)0小林邦子、金載一、佐藤一紀、河野俊之

REDORによるEnkephalinの精密原子関距離測定と三次元構造の構築

(姫路工大理)0西村勝之、内藤晶、辻暁、斉藤肇

3P52 ヒトカ jレシトニンのC末端部分の構造解

....-----... (日本チパガイギ一国際科学研)0田 栄治、金折賢治、野坂篤子

!3P53 1金属イオンによって誘起きれる膜蛋白質の高次構造変化;固体高分解能NMR

¥ __) による解析

...__ (姫路工大理)0辻暁、内藤晶、斉藤肇

-・・414

-・・416

-・・417

-・・421

-・・423

3P54 NMRによるショウジョウパエSxl蛋白質RNA結合ドメインの高次構造とRNA認識機構 ・・・427

の解明
(東大院理1、理研細胞情報伝達2、神大理S、京大院理4、都立大理5、千葉工大工6)

O武藤裕1、井上真1、伊藤拓宏l、武田佳宏1、金仁実1、智勝湿1、半田徳子1、

北村彩1、渡部暁1、木川隆則2、坂本博s、志村令郎4、甲斐荘正恒5、 小 野 晶5、

細野和美6、高久洋6、横山茂之1

3P55 Raf句 lのRas結合ドメインとRasの相互作用の研究 .. .429 

(理研細胞情報伝達1、東大院理2、理研遺伝生化学S、FredHutchinson Cancer Research 

Centげ、 Univ.of Cambridge5
) 0寺田透1.2、伊藤隆3、白水美香子1、木川隆則1、

柴田武彦3、JonathanA. Cooper4、BrianO. Smith5、ErnestD. Laue5、横山茂之1.2

3P56 原がん遺伝子産物c-MybとDNAとの複合体の動的構造 ・・・432

(横浜市大院総合理1、理研筑波lS、生物分子工学研3) 0佐々木元子1、緒方一博lヘ
/'-.... 黒田仁志l、中沢賢ーに中村春木s、皿井明倫2、石井俊輔2、西村善文1

¥.. 3P57 J Structure and Dynamics of Cross-linked Melittin Analogues ...434 
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1 L 1 Design of Amplitude， Phase， Frequency-

Modulated RF-Fields 

to Reintroduce Anisotropic Interactions 

under MAS 

京大理 0石井佳誉、寺尾武彦

Yoshitaka Ishii and Takehiko Terao 

Depaはmentof Chemistry， Graduate School of Science， 

Kyoto University， Kyoto 606・01，Japan

Abstract 

A general approach to treat a frequency-， phase-， and amplitude-

modulated rf-field is presented. Methods to restore the 13C-chemical 

shift anisotropy and/or the 13C_15N dipolar interactions訂edeveloped as 

simple and useful ex創nplesof this approach. Their performance is 

confirmed by simulations and experiments. 

Recent advances of NMR spectrometers enable us to switch all of 

the amplitudes， phases， and frequencies of rf pulses in few micro sec. 

Using these functions， amplitude-， phase-， or frequency-modulated 

pulse sequences have been developed to invert a magnetization band“ 

selectivelyl，2 or to increase the efficiency of decoupling3 and cross 

polarization4，5. However， many of the reported sequences are 

異方性測定、 Modulation

いしいょしたか、てらおたけひこ
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only the combination of a sma11 number of rectangular pulses or its 

phase-cyc1ed modifications， and the others are the amplitude-modulated 

pulse sequences. 

In this study， we discuss a general method to design the rf-field in 

which the amplitude， phase， and frequency can be arbitrarily dependent 

on time. As a useful ex創nple，we apply this method to restoration of 

anisotropic interactions under MAS (magic angle spinning). Using the 

average Hami1tonian approach， a group of pulse sequences is produced 

to reintroduce anisotropic interactions under MAS. 

As an example of the designed modulations， in Fig. 1 we show an 

amplitude-modulation to reintroduce chemical shift anisotropies under 

MAS. Figure 2 shows a 13C spectrum obtained by this sequence for 

diammonium oxalate (COON14h and the corresponding spectrum 

calculated using the reported principal values6. They agree well with 

each other， indicating that the present method works well. 

2.0 

M 

80.0 
、、、

3 
・2.0

。 0.2 0.4 0.6 

t /τR  
0.8 

Fig. 1. Rotor-synchronously amplitude-modulated rf-field for 

recovery of chemical shift anisotries， where ωhωR， and τR denote 
the amplitude of the rf field， the rotor frequency， and the rotation 

period， respectively. This is repetitively applied in the experiments. 
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Fig. 2. 13C spectrum (upper) observed for diammonium oxalate by the 

amplitude-modulated rf-field shown in Fig. 1 and the corresponding 

spectrum (lower) calculated from the principal axis values obtained by a 

CP experiment for the static sample6. The reduction factor of the . 

chemical shift anisotropy is 1/4.3. 

1 E. Kupce and R. Freeman， J. Magn. Reson.， Ser. A 102，364-9 (1993). 
2 A. E. Bennett， C. M. Rienstra， M. Auger， K. V. Lakshmi， and R. G. 
Griffin， J. Chem. Phys. 103，6951-8 (1995.). 
3 T. Fujiwara， T. Anai， N. Kurihara， and K. Nagayama， J. Magn. 
Reson.， Ser. A 104" 103-5 (1993). 

4 G. Metz， X. Wu， and S. O. Smith， J. Magn. Reson.， Ser. A 110，219・

27 (1994). 

5 S. Hediger， B. H. Meier， and R. R. Ernst， Chem. Phys. Lett. 240， 
449-56 (1995.). 

6 R. G. Griffin， A. Pines， S. Pausak， and J. S. Waugh， J. Chem. Phys. 
63， 1267-1271 (1975). 
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1 L2 二面角情報を得るためのCH双極子・CH双極子相関多次元

固体高分解能NMR

(横浜田大・工) 0藤原敏道、下村泰次、阿久津秀雄

Multidimensioal CH-CH Dipolar Correlation NMR under MAS Conditions for Obtaining 

Dihedral Angle Information in Solids 

Toshimichi Fujiwara， Taiji Shimomura and Hideo Akutsu 

Facu/ty of Engineering， Yokohama Nationa/ University， Yokohama 240. Japan 

Multici_imensional solid-state NMR under MAS conditions was developed to 
correlate '''C'H dipolar inter~_çtions for different carbons. The pulse sequence for 
this experiment includes two 13C1H dipolar evolution periods which are connected with 
a period for magnetization transfer between carbon-13 spins. Numerical simulation 
indicates that the correlation spectra are sensitive to relative orientations of CH 
internuclear vectors. Thus this experiment provides information on dihedral angles 

about C一Ccovalent bonds. The high resolution due to MAS conditions enables its 
application to molecules isotope-Iabeled at multiple sites. Experimental results are 

presented for HαCa-CsHs in amino acid valine uniformly labeled with carbon-13 

nucleus. 

【はじめに】

複雑な生体分子の構造を決めるためには、多くの構造情報を得る必要がある。このために

は、構造に関する情報源になる 13Cや15Nに関する相互作用を多く持つ完全標識試料を使

い、高分解能化ができるMAS条件で実験を行うことが有利である。ニ面角情報をそのよう
に13C完全標識試料についてMAS条件下で得ることができる(1)。そのためには、双極子・

双極子相互作用 (DD)や化学シフト異方性 (CS A) といった異方的相互作用を異なる核

スピン聞で相関させ、相互作用テンソルの相対配向を決める。相関させる相互作用の組み合

わせとしては、 CSAとCSA、DDとDD、CSAとDDが考えられる。前回は CSAと

DDの組み合わせについて報告した。今回は DDとDDの組み合わせで、 DDとして CH双
極子結合を用いた場合について二面角情報を得る方法についてシミュレーションと実験に

基づいて検討したので報告する。対象にした分子は 13C完全標識したアミノ酸バリンで、

そのHαCa-CsHsの部分に注目した。この場合には、 Caー Csについてのニ面角 xに関する

情報を得ることができる。 (Fig.1中の構造式)

【実験】

試料は15Nと13Cで完全標識したアミノ酸パリンを天然存在比のバリンで約6倍に薄めて、

希塩酸溶液から結晶化したものを用いた。 NMR実験は9.4Tの磁場強度でOtsukaElect ron 
ics CMX400分光計に5nvn(/)ローター用プローブを使って行った。試料回転数は約 5kHz、RF
の用いた最大強度はlH、13C共に約100kHzであった。 3次元NMR実験のポイント数は10(Re

al， tl)x10(Real， t2)x1024(C叩'lplex，t3)、積算回数32で、実験時聞は約5時間であった。 3次

多次元固体NMR、マジック角試料回転、ニ面角、安定同位体標識、双極子相関

ふじわらとしみち、しもむらたいじ、あくつひでお
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元フーリエ変換はFelix950で行った。 lH13Cー13C1H4スピン系のシミュレーションは、自

作のFORTR州ソフトを用いIR I S INDIGO 2 (R4400)上で計算した。なお、 CH結合長はO.11 
nmとして計算した。

(a) 

co 

(b) 

H 柄引...... ....H 

L/γrr 
H3

C
/ 山 ............ CH3 X 600H 

i八八八九国一一一一一

KHz 

20 15 10 ~ 0 ・5 ・10

Fig. 1. (a) 13C spectrum of valine uniformly labeled with 13C and 15N. (b) 13C 

spectrum of valine obtained with the pulse sequence in Fig. 2 at t1 = t2 = O. 

13C 

t3 
7c 

yτ 
2 

π 
2 π 

州山品

π 
2 

日

H
 

Fig.2. 3・Dimensionalpulse sequence for correlating CH dipolar interactions under 

MAS conditions. 
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{結果}

完全標識したパリンのスベクトルでは、図 1aに示すようにすべてのけCシグナルが分離

している。今回の相関実験では C Qと C~の信号に関する相関を測定する。そのシフト差は約
3 kHzである。

3次元の相関 NMR実験に用いたパJレス系列を図 2に示す。準備期では、 lHからの交差

分極とガウス型整形パルスで CQの横磁化だけを選択励起する。 t1期では、 CQHQの双極子
相互作用のみによって展開する。その長さは2回転周期に固定している。この時lHの双極子

ホモデカップリングを行うために、 MASの影響を消す BLEW12+1ーを用いた。化学

シフト異方性の影響はMASによって消し、等方性シフトは πパルスによって除いている。

混合期では、パルス列USEME の下で作用する炭素間双極子結合によって C Qから C~ヘ磁
化を移動させる。 t2期では、 t1 期と同じパルス列を用いて C~H~の双極子相互作用によっ
て磁化は展開する。 t3期では、高分解能条件の下で信号を観測する。

図 1bに3次元実験で t1= t2 = 0の時のスペクトルを示す。混合時間1.2msで磁化がC

白から C~と COに移動しているのがわかる。 3 次元実験ではその C~信号を t1 と t2の関数と
して測定している。図 3にこの実験で得られた相関スペクトルを示す。 F1=Oと F2=0の軸に
沿って強い強度があることがわかる。

【シミュレーションによる解析と考察】

図4にこ面角 xをO。から180。に変えていった時の計算スベクトルを示す。 x= 0。の時司

CHとCHがシス配位になるようにxを定義している。このスベクトルを定性的にグループ

分けすると (00，300
) ，(600，900，1200

)， (1500
)， (1800

)の4つに分類できるであろう。(00，300
)

では中央に強いピークがある。 (600，900，1200
)では F1=0の軸と F2=0の軸にそって強いピ

ークがある。 (1500
)では対角線上にピークがある。(1800

)では対角線上に強い尾根がある。

この尾根はCHとCHが平行になり t1とt2期で同じ共鴫周波数を持つことから予想できる。
従ってスベクトルの変化は180。付近でニ面角 x変化に対して敏感であるが、90。付近ではx依

存性は比較的小さいといえる。

実験スペクトルをこの分類法に当てはめると (600，900，1200
) と一致する。この結果は、

X線結晶解析で約600のゴーシュを取っていることと一致している。このように、完全標識

された試料でも実験でトランスとゴーシュの区別などを容易に行えることがわかる。

二面角情報を得るのに、相関させる相E作用にCSAがある場合には、 CSAの主軸方向

が前もって正確にわかっていないと、得られるこ面角情報に不確定性が生じた。今回の双極

子相互作用のみを用いる方法ではそのような問題点はない。

NHとCHなど異種核に関する双極子相互作用を相関させることも可能である。ペプチド

についてはそれでニ面角@に関する情報を得ることができる。

。 。

F2 0 時事
ー 10~1 。 。

-10 。10 kHz 
F1 

Fig. 3. Experimental 2・Dcross section for correlating the CQH
Q 
dipolar coupling 

(F1) with the C ~ H ~ (F2) dipolar coupling， taken at the C~ resonance in F3 from a 3・D

spectrum obtained with the pulse sequence shown in Fig. 2. 
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Fig. 4. Simulated spectra for the CH-CH dipolar correlation as a function of dihedral 

angle x. 

[謝辞】図の準備を手伝ってくれた横浜国大・工・大東靖典君に感謝する。

[文献】1.下村泰次、他。第34回NMR討論会予稿集 p. 47 (1995). 
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1 L3 2D or Not 2D: 
13 C 1 D-MAS exchange experiments in 

molecular crystals and solid polymers 

D. Reichert， z. L田へH.Schneider 
University ofHal1e， Dept. ofPhysics， Hal1e， Germany 

作 WeizmannInstitute ofScience， Rehovot， Israel 

The molecular dynamic ofsolids in the slow exchange regime (T2-
1 > k> T1-

1
) can be 

studied in very detail by Rotor-synchronized 2D-MAS exchange experiments. 

However， such experiments are often very time consuming and it is therefor desirable 

to use， whenever possible， equiva1ent 1D methods. 

A one-dimensional magic angle spinning (MAS) exchange experiment is proposed for 

samples with several groups of equivalent nuc1ei undergoing intemal exchange， such 

as pure reorientation (as opposed to mutual exchange). The method， which we term 

Time-reverse ODESSA， is an extension of the recent1y proposed 1D-ODESSA 

experiment for a single group of exchanging nuc1ei (ODESSA itself is a reduced 2D-

MAS exchange experiment). When several different groups of spins are present， as it 

is us叫 lythe case for 13C in polymers and molecu1ar crystals， the normal ODESSA 

spectrum yields phase twisted sp民 trawhich are difficult (sometimes impossible) to 

analyze quantitatively. This problem is solved for all fami1ies of side-bands， as long as 

only intemal exchange need be considered. 

The experiment consists ofthe usual three pulse sequence of2D exchange， P1・t1-P2 

-'tm -P3 -t2 (acquisition)， except that the evolution time is fixed at half a rotation 

period， t1=T rJ2， the mixing time is synchronized with也esample rotation to 'tm =(N・

1/2)*T R and the acquisition starts at t2=T R/2 after the detection pu1se， P3. 

百lemethod is demonstrated using the 13C-spectra of dimethylsulfone (DMS) and is 

applied to bo血 thestudy of theπ-flip of the inner benzene ring of 1，4・

diphenoxybenzen即1胞eand the molecular mo油bi出1日itザy0ぱfPol防y(但n-ゐu叫I坑thy刊lmet由ha拠cr可yl加a剖te吋).The 

scope and the limitations of the method are discussed. 

Keywords: solid state， exchange experiments， MAS， DMS， polymer 
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1 L4 量子化学計算を用いた固体ペプチドの構造と

'3CNMR化学シフトテンソルの研究

東工大工 O黒子弘道・武田直登・亀田恒徳・安藤 勲

ANお1Rstudy of structure and I ~C N乱1Rchemical shift tensors for peptides in 

the solid state. 
Hiromichi Kuros!l， Naoto Takeda， Tsunenoli Kameda and lsao Ando 

Dep喰rtmentof Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 
We have been developed method for measuling chemical shift tensors and their 

directions with high accuracy. ln orderωmake clear the relationship between plincipal values， 

direction of plincipl values and higher-order structure including hydrogen bonds， we have carried 
out I3C NMR shielding calculation by ab initio GIAO-CHF method. 

1.緒言

これまで、固体ペプチド、オリゴペプチドの化学シフト、化学シフトテンソルの主

値と水素結合構造および分子構造との聞の相関関係は詳細に研究されてきているが、主

軸方向に関する研究はほとんどなされず、例えばオリゴペプチドのカルボニル炭素と

sCNMR化学シフトテンソルの主値 O22とのずれは全て15(deg)以内であることからほぼ

一定であるとしていた Q しかし、化学シフトを精度高く解析し理解し、分子構造との相

関関係を明らかにするためには主軸方向の詳細な議論が重要である。

我々は化学シフトテンソルの主値と主軸方向を精度高く求める方法を開発し、いく

つかのオリゴペプチドの主軸方向を求めてきた。一方、近年の計算機の性能の向上に伴

い、より精度の高い大規模な計算が可能になってきた。そこで本研究では、種々の基底

関数系や電子相関の有無、計算モデル(水素結合効果やパッキングの効果を考慮したモ

デル)を変えて行った量子化学計算より、これまでに得られているアミいアミド型の水

素結合を形成しているオリゴペプチドの単結晶試料の主値、主軸方向と水素結合構造と

の関係を電子状態を通して理解し、この関係を通して 13C化学シフトテンソルからどこ

まで水素結合の構造解析が行えるかを明らかにすることを目的としている。

2.理論・計算

本研究ではI3CNMR遮蔽定数の計算に

ab initio GIAO(Gauge Included Atomic 

Orbital)・・CHF(CoupledHatree Fock)を用い

た。基底は HF/3・21G， HF/6-311G， 

HF/6・311G*へDFT/6-311G**を用いた。

DFT(Density Functional Theory)の交換相関

汎関数にはB3・LYPを用いている。

、 M

dグ「〆

.N、 //0

Hb、p
c~10 

Fig.l Packing form of a Gly-Gly crystal. 

化学シフトテンソル、量子化学計算、固体ペプチド、構造

くろす ひろみち、たけだ なおと、かめだっねのり、あんどう いさお
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3.結果及び考察

3-1 水素結合構造が電子構造に与える影響

Figu陀 1にグリシルグリシンのパッキング形態を示した。分子Cに対してアミドーアミ

ド型の水素結合を形成している分子は分子F，Gであり、水素結合形態としては、アンチ

パラレル型をとっている。水素結合を形成している分子を増やした場合の主値

(σ11，σ22，σ33 )、化学シフト異方性&σ(σ33-cr11)、非対称性パラメーターη(

(σ22・σ11)/ (σ33-σiso) )および主軸方向の変化を計算した。実際の実験から観測され

る化学シフトテンソルの値 (811，822，833)は基準物質からの相対的な遮蔽を示しており、

量子化学計算から得られる遮蔽定数との直接的な比較は困難である。そこで、本研究で

は計算モデルを変化させていった時のηおよび&σの値を実測の値と比較した。また、今

回用いたサンプルは全て中性子散乱により原子座標が決定されているため、その座標を

用いて計算モデルを作成し、構造最適化をせずに計算を行った。 σ33の値はほとんど変

ヘノイ
C_i{G 

/-(.，;" 
B ¥ • 

Ldf ふ
fAJh 

j 

化しないが、 σ22は低磁場シフトし、 σ11

は高磁場シフトした。相対的な変化量とし

ては、 σ11よりもσ22のほうが大きい。こ

のため、 l分子の場合と比べて&σ、ηは共

に小さくなり実測の値に近づく傾向がみら

れた。

また、水素結合分子を非対称に 1分子入

れたモデル (type心G) と対称的に2分子

入れたモデル (type-CGF) とを比較すると、

σ11は1分子モデル (type-C) よりもそれぞ

れ同じ大きさ (13程度)づっ高磁場シフト

しているのに対し、 σ22は(type-C) と

(type-CG) の間で24程度の低磁場シフト

がみられ、さらに分子Fを加えてやること

により9程度の低磁場シフトを示している。

σ33がほとんど変化しないので、等方平均

の変化量としては (type-CG) よりも

(type-CGF)のほうが大きくなっている。

3.2パッキング形態が電子構造に与

える影響

Gly-Glyおよび、Gly-Gly.HNO，のパッキング

形態をそれぞれFigure1 ，Figure 2に示した。

図からわかるように、 Gly-Glyでは上下の

パッキング分子は半セル分ずれた位置にあ

るのに対し、 Gly-Gly.HN03ではちょうど真

上と真下にパッキング分子が位置している。

パッキング分子の影響を考える際には、

注目している分子を取りまくパッキング分

ハ
u

t
I
 

Fig.2 Packing form of Gly-Gly.HN03 

.ype.C 

.ype.CA 

.ype.CE 

.ype.CAE 

.ype-CAD 

.ype.CHl 

'ype.CABED 

.ype.CABEDFG 

σ11 σ22 σ33 

Fig.3 13C chemical shift tensor components 
for some model compounds calculated by the 
3・21G MO method. 



子をできるだけ対称的に入れる必要がある。したがって、ここでは主にtypeぐ (1分子モ

デル)とtype-CABED(上下のパッキング分子を入れた5分子モデル)との比較で議論す

る。

パッキング形態の変化による主値の変化をFigure3に示した。 (type-CABEDFG) は上

下のパッキング分子と水素結合分子の両方が入ったモデルである。まず、このモデルを

除いては、 σ11の値はほとんど変化していない。これは、 (type-CAB EDFG)では水素結

合分子が入っているためにペプチド平面内での相互作用が大きく働き、 σ11を高磁場シ

フトさせているためである。また、分子Hと分子Iは注目している分子Cをa軸方向に1セ

ル分だけ左右に平行移動した分子であるが、分子鎖カ'i'a軸方向にのびているために末端

間距離が近く、そこでの相互作用が注目しているカルボニル炭素の電子環境に影響を与

える可能性があるのでパッキングモデルとして考えた。(type-C) と (type幽 CHI) とを

比較してみると各パラメータともほとんど変化していないので、末端での相互作用は注

目しているカルボニル炭素の電子環境にはほとんど影響を及ぼしていないと考えられる。

上下のパッキング分子によってσ11の値がほとんど変化していないのとは対照的に、

σ33の値は 7ppm程度高磁場シフトしている。さらに、 ( type-CABED )と

(type-CABEDFG) との比較において、 σ33の値がほとんど変化していないことから、

σ33は水素結合の効果よりもパッキングの効果を強く受けていることが分かる。これは、

上下に分子が配置されることにより、中央の分子の電子が上下の電子と反発しあうこと

により、上下から圧迫されたような歪みを受けるためである。そのため、 σ33方向の電

子状態は密になり、高磁場シフトを受ける。このことは、上下からパッキング分子を入

れたモデル、 (type-CAD) と(type-CABED)が低磁場シフトしているのに対し、片側

だけからパッキング分子をいれたモデルのσ33に変化がないことから明らかである。

グリシルグリシンに上下に4分子入れたモデル (type-CABED)では、 1分子 (type-C)

に比べてσ22とカルボニルの間の角度が3.5'狭められたが、グリシルグリシン硝酸塩の

場合には、上下に2分子入れたモデル (type-F*G叶*)で、 l分子 (type-F*) よりも4.20 狭

められている。今回は、計算時間の都合上3分子でのパッキングしか考慮できなかった

が、上下にパッキング分子を入れることにより、カルボニルからのσ22のず、れを狭める

方向に相互作用が働くのであれば、考慮していないパッキング分子を入れることにより

主軸のずれはさらに狭まる可能性がある。このことから、グリシルグリシン硝酸塩のパッ

キングの効果はグリシルグリシンよりも強く、この効果が大きく効いたために両者の実

測の値にyのずれが生じたと考えられる。

3.3 13C化学シフトテンソルの主値および主軸方向への基底関数の依存性

Table 1にグリシルグリシン 1本鎖について量子化学計算の基底を変化させた時の各パ

ラメータの変化を示した。 3-21Gと6-311Gを分けて考えると、 6・311Gでは、分極や電子

相関を入れることにより核遮蔽定数の各成分が、同じ傾向で変化している(近似を良く

するとσ11は低磁場シフト、 σ22は高磁場シフト、 σ33は低磁場シフト)。ここで、企σの

値は実測に近づく傾向にあるが、 ηの値は実測の値から離れる傾向にある。
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Table 1 Effects of basis set quality 0 the accuracy of ab initio caIculations of carbonyl 

carbon chemical shifts for Gly-Gly 

σII/ppm σ22/ppm σ33/ppm 企σ/ppm η 。(deg)
Gly-Gly 244.9 174.0 85.4 159.5 0.86 10.0 

3-21G -46.1 74.9 135.7 181.8 1.50 18.7 

6-311G -88.7 34.3 126.0 214.7 1.20 20.1 

6-311G** -78.3 41.2 109.3 187.6 1.40 20.8 

DFT/6-311G** -66.5 57.6 88.8 155.3 2.00 20.3 

。:angle between σ22 and C=O 

~σ:σ33 -σ11 

η: (σ22 -sσ11) / (σ33 -σiso) 

上述したように、グリシルグリシン分子の場合、水素結合の効果は主にσ11とσ22に効

き、パッキングの効果はσ22とσ33に効いているということが3-21GMO遮蔽定数計算に

より明らかにされたO このため、 ηの値は、水素結合およびパッキングの効果を受けて

変化している。したがって、高い近似を用いて計算した時にηの値が実測の値と一致し

ない場合は、注目している核に水素結合やパッキングなどの効果が大きく効いている可

能性がある。

これに対し、ふσの値は、 σ11とσ33のみで決まる傾向にある。グリシルグリシン分子

の場合、水素結合形成の効果により σ11は高磁場シフトし、 σ33は変化しないので企σは

小さくなる。また、パッキングの効果によって、 σ11は変化せず、 σ33は高磁場シフトす

るためAσは大きくなるO したがって、水素結合およびパッキングの両方の効果が入る

と、企σの値はあまり変化しないことがわかる。 1本鎖において近似を良くした計算でAσ

の値が実測に近づき、 ηの値が実測と一致していなのは、この計算モデルに水素結合分

子とパッキング分子が入っていないことによる可能性が考えられる。

以上より、 abinitioMOを用いた遮蔽定数の量子化学計算は計算値と実測値との比較か

ら種々の相互作用がNMRパラメ}タに及ぼす影響を明らかにする有用な手法であるこ

とが明らかとなった。
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1 L5 1H NMR (CRAMPS)による

ポリペプチドの固体構造解析 (4)

(群馬大工、日本電子')

0木村英昭、尾崎拓男、杉沢寿志¥出口健三¥荘司額

Structual Analysis of Solid Polypeptides by lH NMR (CRAMPS) (4) 

(Dept. Biologica1Sciences， Gunma Univeぉity，and 'NMR ApplicationLab.， AOLL低}

Hideaki Kimura， Takuo Ozaki， Hisashi Sugisawa.， 

Kenzo Deguchi. and Akira Sh吋i

Abstract: The relation between the lH chemical shift and the conformation 

of polypeptides and proteins in the solid state has been studied by the lH 

CRAMPS NMR method. It was found that出elH chemical shift of血e凡

signal of polypeptides and proteins depends on the secondary structure such as 

α-helix or s-sheet form. Accordingly，批 IHche立問1shift of白凡isalso 

very useful for conformational analysis of pro飽insas well as polypeptides in 

the solid state. 

1 .緒言

CRAMPS法は、水素CH)核のようなスピン1/2で、天然存在比が100%の固体高分

解能NMRスペクトルを得る手法である。これまで1HCRAMPS法は、調整が複雑で

あり、分解能も低く、化学シフトスケールの値を無条件に信頼できないという理由

から、有機化合物の構造解析には一般的に用いられなかったが、我々は装置の綿密

な調整及び適切な内部基準を使用することにより化学シフトスケールの信頼性を向

上させ、 1H化学シフトを土0.1ppmの誤差内で決定することに成功した1)。

国体高分解能NMR、特に13C.15N核のNMRは、ポリペプチド及びタンパク質の固体

構造解析にたいへん有用であることは良く知られている。しかし、 13C，15N NMR測定

では、その天然存在比が小さく感度が低いため測定時聞がかかるのが難点である。

その点、天然存在比・感度ともに高い団体高分解能川 NMR法は、 13Cや15NNMRと

比べ、より短い時間で測定できるため、 1HNMR法は極めて有効な研究手段となる。

そこで我々は、前回1HCRAMPS法を初めてポリペプチドの団体構造解析に適用し、

1H化学シフト値とコンホメーションとの相関を明らかにしたほ}。

キーワード:固体高分解能'HNMR、CRAMPS、化学シフト、コンホメーション、ポリペプチド

Oきむら ひであき、おざき たくお、すぎさわ ひさし、でぐち けんぞう、しょうじ あきら
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今回は、モデルポリペプチドで得た主鎖のメチン(HJプロトンの化学シフト値が天

然タンパク質である絹フィブロインのコンホメーション解析にも有効であることを

示し、さらに1HCRAMPS法の今後の発展の可能性について述べる。

2.実験

1H CRAMPS NMRスペクトルの測定はChemagnetics社製 CMX300分光計により

300 MHzで測定した。測定条件は、パルス列:BR・24、90度パルス幅:1.3μs、回転

速度:1.5-2.5 kHz 、待ち時間:10s、積算:32回であった。シリコンゴム(O0.12 

ppm)を内部基準とした。スケーリングファクターは0.40を用いた。

Fig.1にスケーリングファクターを0.40としたときの化学シフト値の誤差を示す。

この図より、単一のスケーリングファクター(0.40)で近似したことによる誤差は、通

常の化学シフト範囲 (0-15ppm)内では、 +0.1ppm 以内に十分収まっていること

が分かる。

0.2 

E 0.1 

巳
c.. 。
、、

申 5 10 
E@ ・0.1

• c-o ー0.2

司0.3

幅0.4

Omea剖市 Ippm 

Figure 1. Plots of the 1 H chemical shift error (Oerror) against the observed value 

(O問 asure)of the peak shift of silicon-rubber. Note: Oerror= OcaIω-Omeasd， where OcaIω 

is the calculated chemical shift value using the scaling factor of 0.40. omeasd is 

the chemical shift value measured from the otfset frequency dependency of the 

peak shift. 

3 .結果友び考察

Fig.2にコンホメーションの異なる固体状態のポリ(し・アラニン)友び枠蚕フィブ

ロインの1HCRAMPSスペクトルを示す。我々はすでに、コンホメーションの異な

る固体状態のポリ(しアラニン)の1HCRAMPSスペクトルから、メチンプロトンの

化学シフト値はコンホメーションに依存し (α-helix:3.9 ppm， s-sheet : 5.1 ppm)、

それが固体状態のポリペプチドのコンホメーション解析に有効な手段となることを

明らかにした情。枠蚕フィブロインは普通の絹フィブロインと異なり、しアラニン
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含量が多く、グリシン含量が少ないため αーヘリックスコンホメーションを形成して

いることがしられている。そのメチンプロトンの化学シフト値は4.0ppmであり、こ

れは αーヘリックス形をとるポリ(しアラニン)の化学シフト値と一致する。このこ

とから、メチンプロトンの化学シフト値から、タンパク質のコンホメーション解析

が可能であり、有効な手段となることを示している。

現在、このほかにも実験データを集積中であり、講演発表では、数種のコンホメー

ションのSilkFibroinの測定データおよび一部のポリペプチドではアミドプロトンピー

クが観測できたので、アミドプロトンの化学シフトと水素結合との関係についても

発表する予定である。

A 

B 

C 

15 10 5 G 

3‘1 s :Ik 2 

5¥ Q 5， 'j S :{ k. IL 
pDI A14PDトle旬

， 2-¥1"11... '{-tて7t:
Az-円、氏j片1;{-四

Lみωぅ土料

Figure 2. 300 MHz lH CRAMPS NMR spectra of poly (L-alanines): (A) 

H-[Ala]s-NHBu (s-sheet)， (B) [Ala]n-5 (α-helix)， and (C) Antheraea 
pernyi fibroin (α-helix) in the solid state. 

ppm 

4.参考文献

(1 )荘司頼、尾崎拓男、杉沢寿志、出口健三、第34回NMR討論会講演要旨集、 1・2頁、

1995 • 

(2) Shoji， A.; Kimura， H.; Ozaki， T.; Sugisawa， H.; Deguchl， K.， J. Am. Chem. Soc.， 

1996 ，118，7604-7607. 

F

ヘυ
1
Eよ

takai
鉛筆



1 L6 石炭の CRAMPS法と microimaging 法による構造解析

新日本製識(株)先端技術研究所1) プロセス技術研究所2)

0斎藤公児 1)、畠山盛明 1)、古牧育男 2)、松浦慎2)

The Structural Analysis of Coal by CRAお1PS and Microirnaging Methods 

Nippon Steel Corporation Advanced Technology Research Laboratories1l 

Nippon Steel Corporation Process Technology Research Laboratories2l 

OKoji Saito1l，Moriaki Ha蜘:yama1l，IkuoKomaki2landM勾ωMatsuura2l

Abstract: Results from two different methods(CRAMPS and Microimaging)for structural 

information in coal swollen with pyridine-ds are reported. CRAMPS sp回 trawere de∞nvolu凶

ωyield relative ∞ncentrations for individual peaks. Six separate peaks were identified. A great 

diversity of chemical functionality of three coal samples has been observed. In contrast，the 

results of Microimaging method showed spatially mapping the mobile proton dis汀ibutionin 

coals. Two dimensional and three dimensional imaging techniques have been used.官le泊lages

obtained show血atconsiderable inhomogenities exist within the coal sample with regard to∞，al 

properties. CRA恥1PSandMiαoimaging me出odsgive useful and important information about 

coal s住ucture.

l はじめに

石炭の分子構造はどのようになっているのかという問いかけに対して、様々な科学

的な手法は、完全な答えを未だ提供できていないo NMRについても、溶媒抽出によ

るlH、13C構造解析 1)や13C固体高分解能解析2)、lH広幅解析3)、緩和時間での解

析4)等過去多くの研究がなされているが、完全な解明には至っていない。そこで我々

は、少しでも石炭の分子構造の完全解明に近ずくために、固体状態の試料の 1H高分

解能を得る手法として注目されている CRAMPS(CombinedRotation Multi Pulse 

Spectroscopy)法 5) と位置情報を与えるため固体材料への適応が期待されているマイク

ロイメージング法6)に着目し、石炭に応用していくつかの知見を得たので報告する。

2 実験

実験に用いた石炭は粘結炭であるグニエラ、非徴粘結炭であるウイットパンク炭、

粘結性のない非粘結炭であるオプテイマムの3種類である。各々の石炭について、必

要に応じて重ピリジンによる48時間の蒸気膨潤7) を行った。

CRAMPSスペクト jレの測定は、 Chemagnetics社製CMX・300分光計で行った。主な測

定条件は、 BR24のパルスシーケンスで、 90度のパルス幅は1.3msec、回転速度は

石炭、 CRAMPS、マイクロイメージング

0さいとうこうじ、はたけやまもりあき、こまきいくお、まつうらまこと
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1.0・1.5KHz、スペクトル幅は9.3KHzであった。 lHのイt学シフトは、シリコンゴム

を内部基準 (δ=0.12ppm) とした。化学シフトの測定精度は、 O.lppmであった。

マイクロイメージングの測定は、日本電子社製α・400分光計にマイクロイメージン

グユニットを付帯した装置で行った。プロープは lOmm対応、とし、 5mm試料管用の

コイルを使用した。測定は室温で、パルスシーケンスは 2次元及び3次元スピンエ

コー法であり、代表的な 2次元測定条件は512*512のデータサイズでスライス厚は

0.5mmで、エコ一時間は2msecで、パルスの繰り返し時間は0.5secであった。

3 結果と議論

l)CRAMPSの結果について

Fig.1に無処理炭で重ピリジンで膨潤した試料のCRAMPSの測定結果とその帰属と

波形分離した結果を示す。帰属は、石炭の多くの研究し 2、3、4)から得られた知見に

従った。大別すると、1.0-1.4ppm ; sやγ位メチル基など、1.8-2.5ppm;メチル基、

脂肪族メチレン基など、 3.5-4ppm;エーテル性メチレン基など、 6.8-7ppm;芳香

族性メチン基など8.3-8.8ppm ;窒素や硫黄近傍やフェノール近傍など、 10.5-

12ppm; :カルポン酸、ピリジン構造近傍などのようになった。石炭において通常の 1

H国体NMRでは、ほほ1本の広幅な吸収のみで、高分解能化したスベクト Jレは得られ

ないが、 CRAMPS法の効果が石炭に現れて高分解能化し、脂肪族と芳香族とを簡単

に判別できる。またFig.2にウイットパンク炭で重ピリジンで膨潤していない試料の

測定結果を示す。一般に石炭におけるピリジンでの膨潤の効果は、ピリジン分子が

石炭の3次元構造に入り込み分子間相互作用等を低減しているためと考えられている

が、 Fig.1とFig.2の比較から、興味深いことにCRAMPSスペクトルに対しても、ピリ

ジンでの膨潤の効果が低磁場側で明確である。

上記の方法で、 3種類の石炭試料についての測定と解析と波形分離を行い、その結

果をTable1に示す。 CRAMPS法は、大変再現性及び定量性が良く波形分離について

も同様で、各試料について5回の測定を行ったが、 5%以内の誤差であった。粘結性

が高いグニエラ炭には、酸素官能基の存在量、特にカルボン酸やヘテロ官能基等が

少なく、対してオプテイマム炭には多いことがわかる。一般に粘結性は石炭中の

mobi1e (軟化溶融しやすい成分)成分が支配していると考えられ、カルポン酸やヘテ

ロ官能基等は水素結合を引き起こす可能性が高い。 fa(芳香族性値)を簡単に得られ

る他、従来の 13C法ではスピニングサイドバンドの関係や感度の問題で得られにくい

石炭の構造に重要なカルポン酸等の定量が、 CRAMPS法で簡便にできることは非常

に有用である。

2)マイクロイメージングの結果について

マイクロイメージングにおいても重ピリジンで膨潤した効果は明白である。 Fig.3

にオプテイマム炭の lHのスペクトルを示すが、膨潤させたことで半値幅の低下がよ

くわかり、 Fig.4に示したオプテイマム炭のマイクロイメージングの結果にその差が

良く出ている。膨潤をしていない石炭のイメージ像は全く得られなかったが、膨潤
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させることでS/Nの良いイメージ像を得ることができた。白い部分はFig.3における半

値幅の狭い部分にあたり、石炭の性質としてmobi1e成分と考えられ、粘結性のほとん

どないオプテイマム炭では、その存在量が少なく且つ不均一分布していることがわ

かった。つまりイメージングで石炭中のmobi1e部分の存在分布を明らかにすることが

でき、他の2種類の石炭を測定した結果(当日データを示す)と併せて検討した結果

から、粘結'性が高い石炭にはmobile成分が多く存在し、且つ均一に分布していること

明らかとなった。この結果は、先のC貼 MPS法等で得られた知見と全く矛盾しない。

4 まとめ

高分子などに最近応用が展開されているCRAMPS法と生体等に展開されているマイ

クロイメージング法は、石炭という非常に分子レベルでは解明されていない混合物

に対して、貴重な情報を与えることがわかった。鉄鋼業において、高炉法が存続す

る限り石炭は必須の原燃料である。石炭をコークスにして使っていかねばならない。

コークス炉の寿命が21世紀初頭であるため次世代コークス炉設計のための検討が

始めまっており、それが石炭に対して急速に熱処理する化学的な事前処理を中心と

したSCOPE21プロジェクト 8)である。本プロジェクトにおいて、その石炭の分子構

造に及ぼすメカニズム解明に本法は適応されている。

参考文献

1 )例えばK.Ouchiet a1 Fuel ProC.Techno1. 3 25 (1980) 

2 )例えば野村正勝ら 日本エネルギー学会誌 71866 (1992) 

3) K.Hayamizu et a1 ACS Advan∞d泊 Chemis町 seriesNO.229 296 (1993) 

4)例えば真田雄三ら 第18回NMR討論会要旨集 231 (1981) 

5)例えばA.Jurkiewiczand G.E.Maciel Fuel 73 823 (1994) 

6)例えば A.G.Webbet a1 Fuel 72 1235 (1993) 

7) F.Derbyshire Fuel 68 1091 (1989) 

8)古牧育男ら ふえらむ 1 15 (1995) 

Table 1 Chem~ω1 functiona1ity of 3 kind of ∞a1s to CRAMPS studies 

(ppm) 1.0-1.4 1.8-2.5 3.5-4 6.8-7 8.3-8.8 10.5-12 

Guniera 2 8. 3 1 4 . 5 13. 9 3 5. 5 7 . 2 O. 6 
coal 800 8 4 1 991 7 8 8 905 901 

Wittbank 2 O. 6 1 9 . 5 21. 。2 2. 3 1 3. 6 3. 。
coal 803 840 990 788 905 948 

Optimum 1 1. 5 1 7 . 2 2 7. 5 2 O. 7 18. 6 4. 5 
coal 803 8 3 8 9 8 9 788 903 997 

upper : % (concentration) low : Hz (half-width) 
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Fig.l CRAMPS spectrum of pyridine-ds・non-saturatedcoa1 

(a) 

ppm 

Fig.2 CRAMPS spectrum of pyridine-ds・satぽ ated∞al(a)wi出deconbolutedcon佐ibutions(b)

(a) (b) 
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30 20 10 0 -10 -20 -30 30 20 10 0 -10 -20 -30 

Fig.3 Proton wide line spectrum of pyridine-ds non-(a)and saturated coa1 (b) 

Fig.4 NMR microimages ofpyridine-ds non-(a) and saturated coa1 (b) 
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1口 ジエン鉄カルボニル錯体誘導体の構造解析

一選択的緩和法の利用一

(神戸薬大)0杉浦虞喜子，察東玲，和田昭盛， 伊藤允好

Structural and Conformational Analysis of a Dienylketone-tricarbonyliron Complex 
Derivative -Application of Selective Relaxation Method-

Makiko Su!!iura. Tourei Sai， Akimori W必a， Masayoshi Ito 
Kobe Phan叩 IC官uticalUniversity 

Structure elucidation and conformation~l analyses have been carried out for dienylketone 
tricarbonyliron complex derivative (III). ，!:~e modified selective relaxation method in叶lichthe 
selective non-inversion relaxation times (T1

剖
)were measured to get cross relaxation (σii)，combined 

wi出theanalyses of JII_II and J C-II， has been applied. Resulting structure of (III) is E-Form with the 
conformation as shown in Fig.3. 

[はじめに】 ジエニルアルデヒド(またはケトン)鉄カルボニル錯体は，有機合成

上近年とくに注目を集めている化合物である。この錯体は E，らまたは E，Z-のよう
なジエン構造を保持したまま反応を進めることが出来るため ポリエンの立体選択的

合成に特に有用である。演者らは，天然物合成途上以下のような鉄カルボニルケトン

体と求核剤(アセトニトリル)の付加体 (11)からの脱水素反応により生成する化合物

(III)の立体化学を明らかにする必要に迫られた。

同CつHゃっCH
3

i町.

Ee(CO)a 
6 :; 5 

H3C.J/ l丸、 a
7」J310r

NC CH3 

E-Form 

Ee(COh 
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H3ρ、....CN

SOCl2 

---・・ー

Z-Form 
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そこで，演者らがすでに開発している改良選択的緩和法を利用してその立体化学の

決定とコンフォメーション解析を行うこととした。改良選択的緩和法は， Fig. 1のフ

ローチャートのように， Non-Selective T} (TtS) と SelectiveNon-Inversion T} (T， SNI) 

の逆数の差から得られる交差緩和 (σi) によって水素間距離 (ri) を求め，それを用

いて立体化学の議論を行う方法である。

iT7S = Ri(all) = "i;Ri(ij) = "i;Njσs川ぬ斗NjσJ1Nムキp' (1) 

iTr:'
I
(jバ(k'i' j】=ERitikhEN&σAitozziN&σJZNKPJ6m

ïT~S -iTr:'
1 
(j) 

= Ri{all) -R
iい j)=Nj(Jij (3) 

キーワード:ジエン鉄カルボニル錯体選択的緩和法交差緩和

すぎうらまきこ さいとうれいわだあきもり いとうまさよし
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この方法を化合物 (m) に適用するにあたり，必要となる分子の回転相関時間('tc ) 

は， 13CT1 より得ることにした。さらに， JC.Hの測定も行い。選択的緩和法から得ら

れる fij と併せてコンフォーメーション解析に用いた。

|1311| 

/ ¥ 
Fig. 2 A Pulse Sequence for T)制

Measurements 

Fig. 1 F10w  Chart of the Modified 
Selective Relaxation Method 

lModel Building I 

[実験] 化合物 (III) は CDCl3に溶解し，脱ガス，溶封して測定サンプルとした。

NMRの測定は Vari釦 VXR-500(1H :500 MHz， 13C: 125MHz)を用い， TINS及び 13CT1

の測定は通常の IR法を， T1
SNI の測定は Fig.2に示すパルスシーケンスを用いた。

Proton-coupled 13Cスペクトルから，一部スピンシミュレーションを行い， JC.Hの値を

得た。

{結果と考察】 Table1に化合物 (III)の lH化学シフト (OH)と結合定数 (JH.H)を，

Table 2に 13C化学シフト (OC)と C-H結合定数 (JC.H)を示した。 lH，J3C化学シ

フト共に C7-Co・CCC4 部分についてはジエン鉄カルボニル錯体の特徴をよく示し，特

に 7位，4位の化学シフトがいずれも異常に高磁場シフトをしている。

また Table3には TINS及び TISMの値を， Table4に 13CT1とそれから得られる τc

の値を示した。 Table3の測定値を用いて(3 )式によって得られる引の値及び，そ

れらと τcの値より得られる rij の値を Table5にまとめた。これらの rij の値を満足

する構造，コンフォメーションを決めることが出来れば，それがこの化合物の構造，

コンフォメーションとなるはずである。ただしこの内の Ho・ Hs間の距離は，予想さ

れるよりかなり大きい。これはこれら 2つ lHの化学シフトが接近しているため

Tlmの測定がうまくいっていないことによると思われた。

以上を考慮に入れた上で，分子モデルを種々検討した結果， E-Formで Fig.3のコ

ンフォメーションを取る時が，これらの水素問距離及び Table1の JHH，Table 2の

3JC.Hの値を比較的よく満足することが分かつた。得られたモデルの相当する水素間距

離を Table5に示しであるが，このコンフォメーションは， 7位と 4位の置換基が金

属に対して反対方向にそれぞれ約 20
0

程ねじれており，従来からのジエニル鉄カル

ボニル錯体の構造に関する知見と一致する。
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Table 1. H・1Chemical Shifts and Coupling Constants for ( 111 ) 

oHi/ppm Jj/Hz 

Hi"'Hj 7Me H7 H6 H5 H4 3Me H2 

7Me 1.533 6.5 0.1 
H7 1.989 6.5 9.5 1.0 

H6 5.418 0.1 9.5 5.5 

H5 5.322 5.5 6.7 
H4 2.944 6.7 0.7 

3Me 1.888 0.7 

H2 4.830 0.7 0.7 

Table 2. C・13Chemical Shifts and C-H Coupling Constants for (111) 

oc/ppm J創 1Hz

C"'H 7Me H7 H6 H5 H4 3Me H2 

7Me 19.76 127.2 2.2 4.9 0.3 
C7 60.58 5.6 161.6 2.0 8.8 0.2 

C6 95.67 5.8 2.4 165.0 1.5 9.0 

C5 78.96 3.7 1.9 171.7 1.6 

C4 57.09 9.7 3.2 152.3 4.7 9.0 

C3 160.65 8.6 1.8 4.0 1.6 

3Me 25.55 0.5 2.0 127.8 6.0 

C2 95.36 6.7 6.0 171.3 

Table 3. Observed T，NS and r;SNI Values for (II~ 

Obseved (i) 7Me H7 H6 H5 H4 3Me H2 

T，附 'Is 2.294 6.764 6.785 6.349 7.643 3.315 11.050 

Selected 0) 
r;SNI危 7Me 7.215 7.176 6.403 7.484 3.321 11.205 
T，SN1/s H7 2.333 6.993 6.385 7.803 3.290 11.917 
T，SN1/s H6 2.331 6.973 6.590 8.113 3.312 11.053 
T，SN1/s H5 2.320 6.972 6.924 8.800 3.321 11.054 
71SNl危 H4 2.293 6.611 6.830 7.117 3.337 10.974 
T，SN1/s 3Me 2.345 6.529 6.854 6.406 8.285 12.614 
T，SN1/s H2 2.308 6.906 6.938 6.281 7.630 3.405 
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Table 4. Obseved '3C T， and The Estimated τc Values for (111) 

7Me C7 C6 C5 C4 3Me C2 

CT， Is 3.23 2.54 2.76 2.75 2.95 7.22 2.69 

τcX 10"/s 0.48 1.84 1.69 1.70 1.58 0.22 1.74 

Table 5. The Estimated cross rel似 ationvalues (O"j) and r，values for (111) 

H7 

H6 

H5 

H2 

H2 

H6 

H5 

H4 

H6 

H7 

σjx103 

4.43 

2.97 

17.01 

0.02 

6.58 

σjx103 

4.39 

5.77 

17.20 

3.25 

3.04 

3.20 

3.06 

2.52 

3.37 

3.01 

月IA

3.24 

3.42 

2.56 

3.45 

Fig. 3 The Estimated Model for (III) 
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3.14 

2.47 

2.42 

3.46 
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1 L8 MAS/NMAS液晶二次元NMR;去による[D-AlaZ]Met-e巾 ephalinの配向と

構造に関する研究

(阪大・医1、阪大・薬Z) 0木村敦巨人圏 直人人藤原英明1

NMR Study on Orienation and Structurre of [D-AlaZ]Met-enkephalin Based on the 

Magic-Angle and Near-Magic-Angle Spinning Two-Dimensional Spectroscopy 

Atsuomi Kimurat ， N. Iくuni:t， and Hideaki Fujiwara↑ 

t School of Allied Health Sciences， FaωIty of Medicine，Osaka University，2・2Yamadaoka， Suita， 

Osaka 565， Japan 

:t:. Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University， 1・6Yamadaoka， Suita， Osaka 565， Japan 

The preferred orientation and ∞nformation of biologically active [D-Ala司Met-enkephalinhave been 

studied by liquid-crystal NMR spectroscopy employing magic-angle and near-magic-angle spinning 

(MAS/NMAS) two-dimensional methodology. The conformation and orientation were determined in 

the liquid山crystalfrom the analysis of the 1H-1H direct couplings obtained under the NMAS condition 

and of the 1H-1H ROE factors obtained under the MAS condition. These data were analyzed by the 

minimization based on pseudoenergy analysis. While the full order matrix analysis showed two 

possible orientation， we could determine the preferred orientation by assuming axially symmtric 

motion. The ∞mparison with the result of inactive [L-Ala2]Met-enkephalin has reavealed that the 
tyrosine residue is not so much embedded in the liquid-crystal aggregates. 

【序】 NMRによって膜中の分子構造の推定を行う際には、ミセルあるいはリポソーム等の生体膜モ

デルが一般に用いられてきたが、これらに比し液晶は非常に有用な系である.液品NMRスペクトルに

は、液品中に配向した分子に特有の運動の異方性にもとづく直接結合による分裂が現れるが、この直

接結合は分子の構造のみならず配向に関する情報を含んでいる。したがって、超分子系における分子

の構造と運動を詳細に議論できるという利点を有する.しかし、この直接結合を含むスペクトルは非

常に複雑で、その解析は繁雑なものとなるため液品NMRの適用範囲は小分子(およそ9スピン程度ま

で)に限定されていた。

これに対し我々は、固体NMRにおいて異方性を除くために用いられるマジック角試料回転

(Magic-Angle-Spinning: MAS)法を利用し二次元NMR法と組み合わせることによって、上記の液晶

NMR法の適用制限を取り除くことができにこれまでにMet-及びLeu-enkephalinの液品中における

構造と配向を決定してきた。 2そこで、本研究ではさらに活性ペプチドである[D-AlaZ]Met-

enkephalinの構造と配向を決定し、エンケファリンの構造一活性に関する検討を行うこととした。

【実験】 溶媒はリオトロピック液品であるCsPFO液晶(CsPFO/HzO/DzO)を用い、 [D・AlaZ]Met-

enkephalin(acetate form)を1.5%溶解させた.液品格の確認はZH-NMRスペクトルによって行っ

た。 ROESY/MAS実験はVarianUnity-500ナノプロープにより行った。また、 NMAS条件下での測

定はVarianVXR-200国体プロープを用いた。

【方法】 液品NMRスペクトルを特徴付ける直接結合定数は(1)式で表される。

D.=-竺立ι巳竺K11
ij 4πZrE3312f 、，F

咽

E
E，，.、

(キーワード)液品NMR、エンケファリン、 ROESY/MAS、NearMAS、pseudoenergy解析

0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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ここでγはプロトンの磁気回転比であり、 rijは i，j核問距離を表す.また、 θijはi，j核開ベクトルと

外部静磁場とのなす角度であり、 (1)式における時間平均項は液晶中の構造がrigidであるとすると配

向行列を用いて次式のように書き下される。

< 3 cos 2 e ，，-1 >角
リ =cos2α ~(Syy -Szz) + cos2α;(Syy) + cos2α ~(Szz) + 

2cosa~ 'cosα~(SXy) + 2co釦 :cosα;(Sxz)+ 2cosα;-cosα;(S~) (2) 

ここで、配向行列の要素Spq(p，q=x品 z)は分子上に固定された座標軸に関する配向パラメータであ

り、 αp及びιqはp刷と核i，jを結ぶ軸とのなす角である.この配向パラメータは任意の分子座標系

において計算されるが、配向行列を対角化することにより得られる主値Sxぃ Syγ及びSz'z'は、外部

静磁場(即ち、液晶超分子系の法線方向)1こ対する配向主軸系(x'，y'，z')を定義する。したがって、直接

結合定数を解析することにより液品中の分子の配向を議論することができる。 (2)式における5個の

独立の配向パラメータは次式で表されるpseudoenergyを最適化することにより得られる。

E~D = {( D~a1c.) 由 (D:xp+ ム Di)}2 ifDfIC〉 Dfxp+4Di

=0 if Dfxp ーム Dj 豆 DfIC 壬 D~xP. +ム Dj

eXD. calc. 2 
= {(D j

且

~ 6 Dj)ー(Dj )} if D;4c〈 D:xpーム Di ( 3) 

【結果と考察】

NMAS条件を利用した直接結合定数の導出左完令配向行列による解析 NMAS条件下で観測される

ピークの分裂幅は次式で表されるように間接結合定数(J)と直接結合定数(0)の和となる.

6 V = (3cos 2 e -1 ) 0 + J ( 4) 

ここで、 0は試料回転軸と外部静磁場とのなす角度である。試料回転軸をマジック角から+2.00、+

1.00、0.00、-1.00、およびそ.OO(即ち、それぞれ外部静磁場に対して56.70、55.70、54.70、53.70、

52.7
0
)傾けてHαno20J実験を行い、 TABLE 1・Observedand Calculated Direct Couplings 

観測された分裂幅を(4)式の角度項に

対してプロッ卜した結果の一例を図1 vector observeda) calculated 1b) calculated 2c) 

に、また図1より求めた直接結合定数
Tyr1Ar2一Tyr1Ar3

を表1に示す。
配向の計算に先立ち、 300個の Ty

r1Ar
5ーTy

r1Ar
6

初期構造についてROESY/MAS実験 Ala2NH-Ala2aH 

(図2)より求めた距離情報を用いて予 Phe4Ar"-Phe4Ar，， 
め構造の最適化を行い、その各々の構 - -

Phe"Ar<:;ー Phe"Ar良造について1000組の配向パラメータ 0-
111

'0" T'¥'o 

を発生させ、(3) 式を用いて配向を計 P同~H-Phe4aH 6.3(1.4) 6.3 

算した後で構造と配向の Met~H一Met5aH -9.6(4.0) ー5.6

pseu doene rgyの和を最適化した。そ
) The standard de却iationsare given in the parentheses. 

の結果、表21こ示すように2組の配向
b) The values are fi世:edby 5 order parameters 

パラメータを得た。この時の直接結合
定数の計算値を表1に示す。 c)The valu町 a陪 fittedby 3 paramete陪 (8z，z"βandy) 

-9.6(2.3) ー11.9 -11.8 

5.9(2.6) 3.3 1.3 

7.1(1.4) 5.7 5.0 

6.3 

-15.0 
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軸回藍運動を仮定した3パラメータによる解析 配向主
TABLE 2: Principal Axes Order Parameters 

軸系(Princi 問 1Axis Systern of ader parameters: 

PAS)においてど軸に関する軸回転運動が成立していると

仮定すると、独立の配向パラメータはSx'x'=-Sz'z'/2及び

Sy'y，=-Sz'z'/2の関係よりSZ'Z'のみとなる.この時、分子座

標系における配向パラメータ(Smf)は次のようにPASに

おける配向行列(SPAS)のオイラ一行列(R)による直交嚢

換によって得られるが、 z'軸に闘して軸回転運動を仮定し

ているのでα=0
0となり、独立のパラメータはSZ'Z'、P及

rJ.yの3つ!こ減じられる.

S皿主=RSp且sRt 

{S 

= RI 0 

I 0 

orientation 2 

Sx'x' 

Sy'y' 

Sz'z' 

0.0044 

0.0016 

-0.0060 

orientation 1 

Sx'x' 

Syγ 

SZ'z' 

T 
R 

。
。

。
-vd 

s
y
O
 

(5) 

そこで、分子座標系を慣性主軸系にとり上記と同様に3パラメータの最適化を行ったところ収束した

解を得ることができた(Sz'z'=・0.0071、ト11.70、y=41.40
). この時の直接結合定数の計算値を表1に

併せて示す.モデル計算によって得られたSz'どは負の値をとり、完全配向行列より得た値とほぼ一致

したので、 [D-Ala2]Met-enkephalinの配向を表2におけるorieatation1であると結論した.

fO-Ala21Met由 enkeohalinの構造と配向 以上のように決定した[0・Ala2]Met-enkephalinの構造

と配向を図31こ示す.Sz'z'の値が負でその絶対値が最も大きいことから、 z'輸は液晶超分子膜の法線

に直交していると考えられる.このど軸に関してTyr側鎖の配向は、 Phe及びMetの側鎖と逆の方向を

向いており、 [0・Ala2]Met-enkephalinのTyr側鎖と液晶との相互作用が弱いことが示唆される。こ

れに対し、不活性アナログである[L-Ala2] Met-enkephalinの場合、全ての侭j鎖は配向主軸に関して

同一方向に向いていたので3、荷者の際は主としてTyr側鎖と液晶との相互作用にもとづくものと思わ
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1 Pl 完全標識試料から距離情報を得るための

半選択的13C2次元双極子相関固体NMR

(横浜国大工)0菅瀬謙治、藤原敏道、阿久津秀雄

(都立大理)小野明、小野晶、甲斐荘正恒

Two-Dhnensional Sem民lec伽'eDipolar Correlation so凶-State
I3
C-NMR

forOb阻加担gthe Information on D凶 ncesfromUnぜormly加 tope-LabeledSamples 

OKe吋iSugase1， Toshimichi F吋iwara1，Akira On02
， 

Akira On02
， Masatsune Kainosh02

， and Hideo Akutsu1 

1Department ofBioengineering， Faculty ofEngineering， Yokohama National University 

2Department ofChemistry， Tokyo Metropolitan University 

ln organic solids fully labeled with 13C， magnetization transfer by weak homonuclear dipolar 

couplings can be enhanced by suppressing the competitive strong dipolar couplings. Namely， 

efficient magnetization transfer needs the selecti叫tyin the suppression tailored for the spin 

system targeted. We propose a Jt pulse train whose intervals can be opt加包edfor the selectivity 

depending on the chemical shift difference and spinning合equency.2-D N~在R with the 

semi-selectivity by this sequence can provide information on distances for a number of sp釦

pa加 whichare relevant to conformations. Exper加 entalresults are shown for 2-D correlation 

only between ribose and base carbons in adenosine uniformly labeled with 13C. 

【緒言】

私たちは、安定同位体標識と多次元NMRを組み合わせることにより、固体状態の

生体分子の構造情報を一度に多く得ることのできる測定法の開発を試みている。こ

れまでの双極子相関多次元NMR法では、 13C完全標識試料の場合、共有結合で結ばれ

た13C聞の強い同種核双極子結合のためにスピン拡散や緩和が起こり、双極子結合の

弱い遠距離では磁化移動が観測されなかった。今回は、化学シフト差が回転共鳴条

件から離れたスピン聞の双極子相互作用は除去し、化学シフト差が回転共鳴条件に

比較的に近いスピン聞の双極子相関だけが得られる化学シフト差に半選択的な同種

核双極子相関法の開発を行った。そして、この選択性が13C完全標識アデノシンにお

いてアデニンとリボースの遠距離の情報を得るのに有効であったことを報告する。

2次元国体NMR、距離情報、安定同位体標識、マジック角試料回転、 13C_13C双極子相E作用

0すがせけんじ、ふじわら としみち、あくつひでお

おのあきら、おのあきら、かいのしよう まさつね
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【実験}

すべてのNMR実験は、静磁場強度9.4TでChemagneticsCMX400核磁気共鳴装置を用

いて行った。

13C同種核双極子相関1)

今回、 13C同種核双極子相関を得

るために用いたパルス系列は、 2次

元RFDR (F培.1)である。 2次元

RFDRでは、初めに交差分極CPで

1Hから13Cに移された磁化が、混合

期において復活した13C同種核双極

子相互作用によって13C_13C聞を移

動する。

Griffinらが開発したRFDR(以下

RFDR-1)では、試料が1回転する聞

にπパルスを1回照射して、すべて

のスピン間の13C同種核双極子相互

作用をほぼ一様に復活させる。そ

のために、 RFDR-1では化学シフト

差の小さいスピン間でも磁化移動

を生じ、効率的な磁化移動が実現

されない。そこで、試料が8回転す

る聞にπパルスを1回照射するようにパルス系列(以下RFDR-8)を改良した。このよ

うに試料回転に対してπパルスの数を減らすと、選択的なrotationa1resonanceに近づ

き、 RFDR-8では回転共鳴条件に近い化学シフト差のスピン間で選択的に磁化移動す

ることができる。このことは、スピン系に合わせてπパルスの数により選択性を変

えられることを意味している。

今回は、この選択性を13C完全標識アデノシン (Fig.2)のアデニンとリボースがsyn

かantiのどちらの構造であるかを決定するのに適用した。ここでは、特にC8とC5'に着

目し、この距離から構造を決定しようと考えた。 C8とC5'との距離は比較的離れてい

るために、 13C_13C双極子結合はリボースの13C_13C双極

子結合より 10倍以上弱く、これまでの測定法では、そ

の距離情報を得ることが難しかった。しかし、アデニ

ン由来のシグナルは120.8"-"154.8ppmに、リボース由来

のシグナルは63.2"-"92.6ppmに固まって現れ、さらに、

両者のシグナルは比較的離れているので、 RFDR-8を

用いるとリボース聞の13C_13C双極子結合をデカップリ

ングしながらアデニン (C8) とリボース <C5')間の

Fig. 1 Pulse Sequence for 2・DRFDR
C司 CDipolar Mixing; a) RFDR-しb)RFDR-8

R円._tJ叶cεDipolarMixingl ̂  /~. 

Decoupling 

x
日付吋4同，._

CW 

a) tr 行 ñ~

b) 1 
日

組18 

13C 

H OH 
Fig.2 Structure of Aden似通ne

n
H
U
 

つれ】



距離情報を得ることができる。

実際の実験では、 2チャンネルブロードバンド用CP/MASプロープ、で約40mgの標識

アデノシンに対してMAS条件下で測定を行った。試料回転周期は、 C5'-C8シグナルの

化学シフト差が7520Hzであるから、スピニングサイドバンドの重なりも考慮に入れ

て8kHzとした。また、 13CRF強度は50kHz、lHデカップリング強度は70kHzである。

CPの接触時間は2.5ms、混合時間は16ms、積算繰り返し時間は40s、1つのFIDを得る

ための積算回数は8回である。

【結果】

磁化移動の試料回転周期依存性

Fi也3に、町DR8による磁化移動の試料

回転周期依存性を示す。これは、 1次元

RFDR-8でDAN1EによりC8を選択的に励起

し、 C5'からC8に移動した分の磁化を試

料回転周期6250Hz"-' 8250Hzについてプ

ロットしたものである。 C5'ーC8双極子結~
合は約100Hzと小さいのに関わらず、田署

転周波数が回転共鳴条件 (C5'-C8の化学問

シフト差7250kHz)近傍土0.5kHz(lOppm) 

の帯域で磁化移動が観測されている。

一方、回転共鳴条件から土 1kHz以上離

れると双極子結合の効果は1110以下に抑

制されている。すなわち、このグラフ ωo 64抑制o6850 70嶋市o7制 7蜘 7蜘 制 。 脱 。

からもRFDR-8は、化学シフト差に半選 Rotati<叩aIFrequency [Hz] 

択的に双極子相互作用を復活させ、磁
3 Transl"er・redMagnetizati個個aFuncti佃

化を移動できることがわかる。 of Rotational Frequency 

2次元RFDRスペクトル2)

標識アデノシンの2次元町DRスペクトルをFig.4(left， RFD乱1;right，RFDR-8)に示す。

縦軸、横軸ともに13Cの化学シフトである。 RFD乱lのスペクトルでは、強い13C同種核

双極子相互作用と、 RFDR-8に比べてパルスの数が多いためにリボースの領域 (63.2"-'

92.6ppm)の対角ピークがほとんど消失している。また、アデニンとリボース聞の相

関ピークも、 Cl'とアデニンとの相関ピークを除けば何も現れていない。

一方、 RFDR-8のスペクトルでは、半選択的に双極子相互作用を復活させているた

めにリポースの対角ピークも残っている。さらに、リボース聞の双極子結合は抑制

されているのでリボース間の相関ピークは現れずに、今回着目しているC5'-C8のよう

なアデニンとリボースの相関ピークが現れている。 C5'-C8以外にも、 C2'-C4，C3'-C4， 

C3'-C6の相関ピークが現れており、これらのピークからも、 RFDR-8は回転共鳴条件近

-30一



傍の一定帯域で磁化を移動できることが分かる。

C5'-C8の距離はsynのときで約5.5A、antiのときで約4Aであるが、シュミレーシヨ

ンの結果から、 4Aの距離では半選択的に復活させた双極子相互作用により13C_13C聞

を磁化が移動するが、 5.5Aでは距離が遠いためにほとんど磁化移動しないことがわ

かっている。したがって、 C5'-C8の相関ピークが現れたことは、アデニンとリボース

がantiの構造をとっていることを意味する。

160 140 120 100 80 60 160 

F2/ppm 
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'" 1争
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e
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e
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o ~V寺
"・4. 

-・0
。 p 

。
唱
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Fig.4 2・D 13C_13C Dipolar Correlation spectra Using RFDR 

atτ~1x =16ms and τR =8kHz * ; Spinning Side Band 

【考察】

完全標識試料と多次元双極子相関固体NMRを組み合わせた測定法では、一度に多

くの情報を得ることができる。 RFDRでは、すべてのスピン間の同種核双極子相互作

用をほぼ一様に復活させているために、共有結合で結ぼれたスピン聞の双極子結合

が、立体構造情報を与えるスピン聞の結合と比べて極めて強くなっている。そのた

めに比較的距離の離れたスピン間では磁化が移動する前にスピン拡散や緩和が起き

てしまい、その距離情報を得ることが難しい。しかし、今回の手法を標識アデノシ

ンのように化学シフトも距離も離れたスピンの存在する試料に適用すると、 13C完全

標識試料について通常のRFDRでは得ることのできなかった距離情報が得られる。ま

た、それと同時にrotationalresonanceよりも広い帯域で、双極子結合による磁化移動

を生じさせることができ、 1回の実験で多くの情報が期待される。

【参考文献1
1) Janet M. Griffiths et al. J. Am. Chem. Soc. 116. 10178-10181 (1994) 

2) B. F. Lai et al. Acta Cryst. B28. 1982・1989(1982) 
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1 P2 高速MAS法による 170スベクトル

(財)高分子素材センター先進材料研1、東工大工 2、群馬大工 3

0黒木重樹1、水谷高彰 2、安藤勲 2、荘司頴 3、尾崎拓男 3

Solid State 170 NMR Spectrum by High-Speed MagicAngle Spinning Method 
(Advanced Polymer Lab.， Japan High Polymer Center1 ， 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute ofτechnology2ふ

and Department of Biological Sciences， Gunma University3) 

色亙旦盟誕1， T.阻 zuta国I.Ando2，A.Shoji3， and T.Ozaki3 

We demonstrate the high-speed magic-angle sample spinning experinIent in obtaining 170 

solid-state NMR spectra.司rpicalquadrupolar MAS spectrum pattern was obtained at 4O.69MHz 
for Mg(0H)2 spun at 15kHz. From theoretical simulation， we could obtain three NMR 

P町 ameters，e2qQIh=6.8MHz，η=0.0，組dOiso=25ppm， respectively. 

1.緒言
170核のような四極子核の固体の粉末NMRスペクトノレは 2次の核四極子相互作用と

化学シフト異方性相互作用が重なり、核四極子結合定数(e2qQIh)、電場勾配の非対称パ

ラメータ(η)、化学シフトテンソルの 3つの主値(811，8 22， 833)、2つの相互作用問のオイ

ラ一角(α，s，y)、合計8つの NMRパラメータをもっ複雑な線形となり解析が困難で、あ

る。通常のマジック角回転によって化学シフト異方性相互作用を消去すれば核四極子結

合定数(e2qQIh)、電場勾配の非対称パラメータ(η)、等方平均化学シフト(8iso)の3つ

NMRパラメータのみで決定される単純な線形になるはずであり、 23Naや 29Alなどは

MASによる測定が成功している。しかし、 170 核の場合、核四極子結合定数(e2qQIh)

が数 MHzのオーダーであるため、 4.7'"'-'11.7T程度の磁場中、数 kHzの回転では0次

の信号と 1、-1次のサイドバンドが重なってしまい解析できない。そのため、 MAS

による測定はほとんど行われていない。 DOR法、 DAS法などにより、 isotropicな信

号を検出する方法もあるが、回転速度の問題はこれらの方法にも影響を及ぼす。また最

近、 Frydmanと Harwoodによって半整数四極子スピンをもっ核スピンに対する

multiple/ single-quantum correlationを利用した isotropicな信号を検出する優れた

方法が提唱されたが、実際これらの方法も四極子結合定数を最初に求めておかなければ

化学シフトを得ることができず、この方法単独で、成立するわけで、はない。今回、試料を

マジック角で高速回転することにより 0次の信号と 1、-1次のサイドバンドの信号を

分離し測定することに成功した。

2.実験

170NMRスベクトルの測定はBruker社製4mmMASプロープ付属の GSX300分光

器で行った。 4mmMASプローブ、で試料を 15KHzで回転することが可能である。 170

の共鳴周波数は 40.67MHzである。パルスシーケンスは CP法および Hedigerらによ

るD-AMCP法を用いた。

高速MAS法、 170スベクトル、ペプチド

くろきしげき、みずたにたかあき、あんどういさお、しようじあきら、おざきたくお
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3.結果と考察

Fig.1にMg(OH)2の試料の回転速度を変化させて測定した 170CPNMRスベクトル

を示す。 a)は静止スベクトルで 332.6ppm、・543.5ppmにpeaktopをもっ広い幅を持

つスベクトルが観測される。 b)，c)はそれぞれ 8.5kHzおよび 12.5kHzで測定したもの

であるが、この程度の回転速度では典型的な四極子核の MASスベクトノレパターンは

得られていない。

q
 

n
 

・1n
 

n
e
 

-
-
七

p
a
 

s
r
 

a)n。

500 。 -500 ppm 

Fig.1 170 CP spectra of Mg(OH)2 
a七 variousspinning rates. 

d)は回転速度 15kHzで観測したものでこの回

転速度ではじめて典型的四極子核のMASス

ベクトルパターンが得られている。 d)の実測

スペクトルを用いて、スベクトルシミュレー

ションを行った。その結果を Fig.2に示す。

e2qQIh =6.8MHz、η=0.0、disoニ 25ppmである

ことがわかった。これらの値は粉末スベクト

ルによって行われた結果と一致している。な

お、ペプチド(グリシノレグリシン等)に関し

ては今実験が進行中であり、講演で紹介する。

100 0 -100-200-300-400-500 (ppm) 
Fig.2 170 CP/MAS spectrum 
of Mg(OH)2 with theoretically 
simula七edspectrum. 
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， P3 Modulatory reso悶 lcerecoupling of heteron吋 eardipolar interaction 

under magic angle spinning 

(京大院理)0武田和行、竹腰清乃理、 寺尾武彦

Department of Chemistry， Graduate School of Science， 
Kyoto University， Kyoto 606-01 

OKazuyuki Takeda， K.Takegoshi， and T.Terao 

Abstract: A new solid-state NMR scheme to reintroduce heteronuclear dipolar interac-

tions under magic-angle spinning is prop部 ed，in which amplitude-modulated rf irradiation 
is applied at the Larmor仕equencyof one of spin speci田 withthe modulation仕equency

adju前edto the spinning frequency. The notable feature of this technique is that the 

effect of rf field inhomogeneity on the lineshape is small as compared to techniques so far 

proposed. This is because the recoupling condition deos not involve the intensity of the 

rf field. This new method is demonstrated for 2_13Cj15N-doubly labeled glycine. 

Introduction 

Recently， several techniques have been developed to observe dipolar interactions which 

have been averaged out by magic-angle s叩pi泊nn血i

p紅 tof七hedi単polaぽrinteraction modu叫11a抗，tedby MAS iおsinterfered w羽it出h七h恥es叩pi凶np町 ti回nl;l.

C白er凶七a位jnway， making a p紅色 ofthe dipolar Hamiltonian time-independent. Here we propose 

a new scheme to recouple heteronuclear dipolar interaction based on the s創 neprinciple. 

In this method， on-resonance amplitude-modulated continuous rf irradiation is applied 

at one of spin species. We show in this work that when the modulation frequency VAM 

matches nvr(n = 1，2)， where 叫 isthe MAS丘equency，the irradiated spin recouples to the 
rest of the spin. This phenomenon may be called出 MOd1山to叩 REsonance(MORE)[1]. 

Theory 

We consider a dipolar-coupled heteronuclear 2-spin system 1 and S subjected to 

amplitudかmodulatedcontinuous rf irradiation at the 1 spin. For simplicity， we neglect 
chemical shift anisotropies. The total Hamiltonian viewed from a reference frame doubly 

rotating at their respective Larmor企equenciesis given出

keywords: solid-state NMR， heteronuclear dipolar interaction， 
amplitude-modulated rf irradiation， magic-angle spinning 

0たけだかずゆき、たけごしきよのり、 てらおたけひこ

A
生

ηδ 



H(t) = Hrf(t) + Hd(t). (1) 

The五rstterm denotes the rf interaction and wri抗en部

Hrf(t)ニ 2πVlcos(2πν'AMt+ψ)Iy， (2) 

where Vl is the intensity of the amplitude-modulated rf irradi叫ion，VAM is the modulation 
frequency， and ψis出.einitial phase of the modulation. The second term represents七he

truncated heteronuclear dipolar interaction: 

Hd(t) = D(t)lzSz， (3) 

where D(t) is the geometric part of the dipolar interaction modulated by MAS: 

D(t) = d[G1 cos(2π件t+ゆ+γ)+ G2 cos(4πvrt+ 2ゆ十2γ)]， (4) 

with G1 = V2sin(2s) and G2ニ sin2β，whereβand γd田 cribethe orientation of the 

internuclear vector in a coordinate system fixed in the rotor，ゆ isthe initial phase of 

the rotor，件 isa spinning frequency of MAS，組dd is the dipolar coupling constant 

(μtμ吋(γI/snjr3). ByもransformingHd(t) in七o出einteraction frame with respect to 

Hrf(t)， we c組 expr田 sthe dipolar interaction出

高(t)= D(t){cω[~sin(2πVAMt+ψ)リzSz -sin[~sin(2πν'AMt+ψ)]IxSz} ・ (5)νI 

VAM -VAM 

A recoupling of the heteronuclear dipolar interaction is achieved when出eMORE 

condition VAM -nvr(n -1，2) is satisfied， leading to time-independent zero-th order 
average Hamiltonian in the c部 en=l出

TT  (0) 1/"'1 T I Vl ¥ I I ¥. T I""t .， /"'1 T I Vl 
Hd ニ dG14(71)sin(ゆ-'lt+γ)IxSz+ dG2J2(:.!:._) cos(2ゆ-2ψ+2γ)lzSz， (6) 

μ~ ~ 

where J1 and J2紅 eBessel functions. In the above expression， Vl that gives the maxi-
mum value of J1 (去)andゐ(号)is町 rv 1.8vr and均 rv3.2νr， respectively. Due to the 

orientational dependence in G1組 dG2， it is di伍cultto calculate the best Vl for the max-

出lumrecoupling. However， as will shown experimentally below， a MORE spectrum is ，/ 
insensitive to a slight change in the Vl value. Hence， we suggestもoset Vl rv 2.5vr. ν 

For the MORE condition VAM = 2zノr， the zercトthorder average Hamiltonian becomes 

simpler: 
戸 =(0) . V， 
的 =dG仏(拡)山(ψ一2ゆ+針)Ixら (7) 
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In this case， the ma氾 mumrecoupling is achieved when ν1 '" 6.2vr・
There町 emore MORE condi七ions，that is，νAM =峠j(n+1)，VAM =叫j(2n+1)，VAM = 

2vrj(2n + 1) with n = 1，2，.. .， although the recoupli時 e伍cienciesfor larger n are small 

Experimental 

2_13Cj15N-doubly labeled glycine was kindly given by Professor M. Kainosho at Tokyo 
Metropolitan University. Experiments were performed on a modified JEOL GSX-200 

NMR spectrometer， operating at 200MHz for lH， 50MHz for 13C， and 20MHz for 15N 
using a home-built 1 H_13C_15N triply tuned MAS probe. 

Figure 1 shows the pulse sequence used in this work. The 13C transverse magnetization 

created by CP is observed under the on-r田 onanceamplitude-modulated continuous rf 

irradiation to the 15N together with a high-power 1 H decoupling. For comparison we have 

also carried out a rotary r田 onanceexperiment， in which出eintensity of the rf irradiation 

onto the 15N is constant and adjusted to Vr・

π/2 

~司 DECOUPLE L 

l~ 川AFWVW... 仰:vt_
4←一ー+ー
l/v AM 

Fig.l Pulse sequence for the modu-

latory resonance(MORE) experiment. 

The pulse sequence is applied under 

magic angle with a spinning企equency

J今・ Theamplitude ν1 of the rf field ap-

plied to 15N spins is modulated with an 

audio frequency vAM. When 1ノ'AM= Vr 

or 21，ノ'r， the 13C_15N dipolar interaction 

can be reproduced. 

Results田 ldDiscussion 

Figs.2 (a)， (b)， (c)， and (d) shows the conventional13C CP MAS spectrum， the spec-
trum obtained under the MORE condition of VAM = 2vr， that of VAM = Vr， and the 

simulated MORE spectrum for VAM 二件 bymultistep method， respectively. Except for 
the central peak， the simulation agrees with the observation. The distance between the 
two spins can be obtained by fitting simulated lineshapes to the outer profile of observed 

lineshapes. On七heother hand， the rotary resonance method enables us to obtain the in-
ternuclear distance simply by measuring the splitting of the spectrum rather than五tting

the simulated lineshapes. In this case， however， the intensity of the rffield Vl must be 

p
h
v
 

q
J
 



adjusted in accuracy. Spectra obtained with the matched and the mismatched rotary-

resonance conditions are shown in Figs.3(a)組 d(b). A deviation of only 200Hz仕omthe 

rotary resonance condition disturbes七helineshape exceedingly. In contrast， the MORE 

spectra for VAM 二 Vrwith V1 = 4740Hz and V1 = 5200Hz are shown in Figs.4(a) and 

(b). Even a deviation of 400Hz in門 doesnot make a discernible change i加n七hes叩pe町ctむru山um

In this case， where the vaules of V1 give nearly maxima of both J1 (去)and J2(号)， slight 

deviation in V1 does not make appreciable change in the average Hamiltonian Eq.(6) and 

thus in the lineshape. 

，。
O千fset/kHz

Fig.3 (a) The ro凶 ryresonance spectrum ob-
tained at 1/1 = I/r = 3200Hz. The spec-
trum (b) w;鎚 obtainedat a slightly off-rotaη-
resonance condition of 1/1 = I/r -200Hz. 

' o 

Offset/kHz 

-1 

Fig.2 (a) The conventional 13C CP MAS 
spectrum of 2-13Cj15N- doubly labeled 
glycine， the spectra obもainedunder the 
MORE condition of (b) I/AM = 21/r and (c) 
I/AM' = ν'n and (d) the simulated specもrum
for I/AM = I/r. The spinning仕equencyνT
was 2200土3Hzand the 1/1 for the MORE was 
5200Hz. 

4 白骨。
Offset/kHz 

Fig.4 The MORE spectra obtained at I/AM = 
I/r = 2200Hz. Theν1 was (a) 4740Hz and (b) 
5200Hz， respectively. 

Reference 

1. Chem.Phys.Lett. 260， 331(1996) 
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1 P4 固体 13C_ 13C同種核相関NMR法による分子構造解析

京大理 O野村薫、竹腰清乃理、寺尾武彦

Structural Analysis by Solid State 13C -13C Homonuclear Correl国 ionNMR

Experiments 

kaoru Nomur~， K.τ怯.eg田 hi，組dT.T.eraρ 

D.epartm.en土ofCh.emistry， Faculty of Sci.enc.e， Kyoto Univ.ersity， 

Kyoto 606闇 01，Japan 

企h盛E盤主:W.e d.emonstrat.e d.et.ermina北ionof a bond angl.e and a dih.eadral angl.e by multidi-

m.ensional corr.elation NMR .experim.ents in triply 13C .enrich.ed L-alanin.e. A r.ec.ent s.electiv.e-

r.ecoupling m.ethod R2TR [1] (Rotational R.esonanc.e in th.e Tilt.ed Rotati時金am.e) for th.e 

homonucl.ear dipolar int.eraction und.er magic angl.e spinning (MAS) is appli.ed to s.electiv.ely 

ob閣rv.eth.e dipolar int.eraction and transf.er th.e magn.etization. 

固体NMR法の特徴の一つは、核スピン聞に働く各種相互作用が異方性を持つことである。

これは、核スピンの座標ヰ桔合の方向に大きく依存している。化学シフトの異方性の方向は、一

般に分子面や結合方向と相関がある。例えば、ペプチド結合におけるカノレボキシル炭素の最大遮

蔽方向 (σ33軸)はペプチド平面にはぽ垂直な方向であり、真ん中の主値に相当する方向 (σ22

軸)は酸素との結合方向にほぼ等しい。また、双極子相E作用は核問ベクトノレの方向に大きく

依存している。このような異方的な相互作用を2次元相関粉末パターンにより結び付ける方法

がErnstらにより報告閲されて以来、いくつかの多様な実験が試みられている [3]。我々は、こ

れまでに多スピン系において、これらの異方的相E作用をマジックアングルスピニング (MA

S)下で時間平均することで-_e.消しておいてから一対の同種核スピン聞に働く双極子相互作

用のみを選択的に復活させる方法 (R2TR法)を開発した。本研究では、 13C同種核スピン

に対して双極子相互作用の選択的な観測と混合期における選択的な磁化の移動にこのR2TR

法を用い、 13Cでトリプルラベルしたレアラニン分子(CH3CH(NH2)COOH )を試料として

2次元相関粉末パターンにより結合角と二面体角を決定する方法を開発したのでこれを報告する。

多次元固体NMR法 jR2TR法/構崩事析/結合角

のむらかおる、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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Fig.l adih阻 dral阻 gleand a bond angel in the L-alanine 

molecule. 

1.2次元13C_ 13C同種核双極子j13C化学シフト異方性相関NMR粉末パターンによる

二面体角の決定

用いたパルスシークェンスを図3に示す。 tl次元の前にカルボキシル炭素を選択的に消

した。 MASの回転周波数を5717Hzに設定し、メチン炭素ーメチル炭素の等方的化学シフト

の平均値に強度2608Hzのラジオ波を照射することで、選択的にメチン炭素ーメチル炭素核聞

の双極子相互作用でむだけ時間推進した。さらに、混合時間でカルボキシル炭素の化学シフト

の等方値から9000Hz高磁場1J1)Hこ強度4000Hzのラジオ波を照射することにより、カルボキシル

炭素ーメチル炭素聞の双極子相互作用を選択的に復活させ、メチル炭素からカルボキシル炭素

へ選択的に磁化を移動した。 t2次元においては、 τ'yckoらによって報告された伽パルスシー

クエンス[4]を用いてカルボキシル炭素の化学シフト異方性で時間推進した。

OA: t1 

'C一一一Cα i 、12

Cs 

Fig.2 Schematic representation of the time dimen-

sion and the anisotropic int冶:ractionfor七he13C_ 13C 

dipolar / 13C CSA 2D powder pat旬 rn.

図4にこれを2次元フーリエ変換した結果得られた2D粉末パターンを示す。 Fl軸にはメ

チン炭素ーメチル炭素核聞の双極子粉末パターンが、 F2軸にはカルボキシル炭素の化学シフ

ト異方性粉末パターンが現れる。図4.(b)は2面体角が64.20の時のシミュレーション結果であ

る。実験より得られた粉末パターンとよい一致を示している。

H
 

Decouple 

ハ
U

quv 

39 -

Fig.3 Pulse.sequence for obtaining 13C 

-13C dipolar / 13C CSA 2D powder 

patterns in rotating solids. For the 

cross polarizarion. and decoupling， rf field 

strengths of 121.5kHz and 74KHz were 

employed respectivel子 TheNMR experi舗

ments were carried out on a Chemanetics 

CMX-300 spectrometer operating at a res-

onanc沼仕equencyof 75.6kHz for 13C. 
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Fig.4 13C chemical shiftl3C _ 1悶3Cdi袷polar2D powder patterns of 1冶3Cenriched 1レ....a叫lani泊ne.

(い例a司)Experima:叩nta叫a叫ls叩pec伐伽tru叩1江III乱I

2. 2次元13C_ 13C同種核双極子/双極子相互作用相関NMR粉末パターンによる

結合角の決定

用いたパルスシークエンスを図6に示す。 MASの回転周波数を10.5KHzに設定し、 t1次元

でカノレボキシノレ炭素ーメチン炭素の、 t2次元で、メチン炭素ーメチル炭素の等方的化学シフトの

平均値にそれぞれ強度5118Hz、2167Hzのラジオ波を照射した。 こうして、各々の次元でそれ

ぞれの炭素核聞に働く双極子相互作用で選択的に時間推進した。 t3次元で、 13Cの等方シフト

で2次元スベクトルを分離した。

。、 t1
C~一一Cα . 、12

C~ 

Fig.5 Schematic representation of the time dimen-

sion and the anisotropic interaction for the 13C _ 13C 

dipolar / dipola:r 2D powder pattern. 

3DFTの後、得られた3DスベクトルのF3軸においてメチン炭素の化学シフトの等方値

でのスライスを見ることで、 Fl軸にはカルボキシル炭素ーメチン炭素核聞の双極子粉末バター

ンが、 F2軸にはメチン炭素ーメチル炭素核聞の双極子粉末ノ〈ターンが現れる。 この2Dスベ

クトルの相関をシミュレーションと比較し、最もフィットするパターンを選びそのパラメータ

より、結合角を決定する。図7に結果を示す。図7.(b)は結合角が111.20の時のシミュレーショ

ン結果である。実験より得られた粉末ノfターンとよい一致を示している。
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Fig.6 Pulse-sequence for obtaining 13C -

13C dipolar j dipolar 2D powder patterns 

in rotating solids. For the cross polarizar-Decouple U
H
 

ion and decoupling， rf field strengths of 

62.5kHz and 71.4kHz were employed re・

The NMR experiments were 

carried out on a Chemanetics CMX-300 

spectrometer operating at a reωnance仕e・

quency of 75.6kHz for 13C. 

spectively. 
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Fig.7 13C -13C dipolarjdipolar 2D powder patterns of 13C enriched L-alanine. 

(a) Experimantal spectrum.(b)Corresponding Simulated spectrum of Fig.7(a). 
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1 P5 固体NMRおける体積磁化率効果と

表面NMRへの応用
(京大院理 1、マインツ大化学2)0久保厚1、Tho皿asP.Spaniol 2、西山裕介1、

寺尾武彦 1

Bulk-susceptibiliψeffect in soUιstate NMR and its applicationωsuゆceNMR
experiments， (Kyoto Univ.1， Univ. ofMai回 2)Atsushi Kubo¥ Thomas P. Spanioe， Yusuke 
Nishiyama1， and Takehiko Terao1 

Abstract Bulk-magnetic幽 susceptibility(BMS) shift tensor is calculated for a cubic single 
crystal sample and for non-spherical sample containers. The anisotropy of the BMS shi貨
tensor becomes larger near surfaces. Thus this shift can be used to image the spatial 
distribution of liquid molecules in a paramagnetic solution filled between packed pa同icles
with well-characterized size as silica beads. 
Introduction 

Sample bulk magnetic susceptibility (BMS) creates demagnetizing field 
[1・3]and causes the broadening ofNMR resonance line. Especia11y由ISe町民tis 
significant in paramagnetic solids and can a1ter the spinning sideband (SSB) 
paほmofMagic-Angle-Spinning (MAS) N乱1Rspec伽.[4，5]百lemagni制御ofthe
BMS shift hぉ tobe estimated for an acc町 剖.edetermination of p訂創nagnetic

dipolar shift tensor from SSB pa悦 mS.Re∞ntly由edis住ibutionof the BMS shift 
in a polycrysta11ine sample has been ca1culated by Schwerk et a1. [6] In吐le

following， we estimated由isshi食fora cubic sing1e crysta1 sample and for non-
spherica1 sample containers. 

Theory and Calculations 
The demagnetization fie1d caused by a single uniform1y magnetized 

region is given by[l] 

釘(戸)= -lj47rV 5s政・da(号)/1ち-r-I・ (1) 

ろandf訂'ea pos江ionin the sample surface and the position where血efield is 

ca1culated， respectively. da is a surface vector directed outward. M is由e
magnetization inside the surface and is given by 

政起訴S).Ho， (2) 

where X(S) is批 volumesusceptibility tensor of血eregion surrounded by S. Eq. 

(1) can be written in耐 followingform: 

反=-l{r-，S)・Z(S).Ho・ (3)

i{r-，S) is a demagnetizing tensor. Its matrix elements Vap(r-，S)， (αβ= X， Y， z)紅 e

given by 

川市)=lj47r5s(弘一九)/1ろ_r-13dap(ろ). (4) 

体積磁化率、固体NMR、表面

くぽあっし、ThomasPaul Spaniol、にしやまゅうすけ、てらおたけひこ
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Eq. (4) can be used whether f is inside or outside of S. Tr {斗 isequa1 to 

1 or 0， whether f is inside or outside of S， respectively. The demagneting胞nsor
have been ca1culated for the different shapes of the surfaces. When S is a sphere， 
the three principa1 va1ues of V紅 ev1= V2=V3=l/3， if f is inside of S.[I] If r is 

outside the sphere， v is血edipolar field企oma dipole located剖血ecenter of the 
sphere: 

昨)=り4n{ザr3-3fア/r5
} ， (5) 

where V is the volume of the sphere.百leorigin of f is taken to be the center of 
sphere. Anal戸ica1equations of v for the rectangular and出anglesurfaces are a1so 
given in litera加re.[2，3]

NMR resonance frequency is proportional to the magnetic induction l3.的

inside sample. We consider models of polyc可sta11ineand sing1e-crysta1 samples 
shown in Fig. 1. 

(a) 

S j crystal surface j 

Fig. 1 Models of the uniformly magnetized regions in a spherica1 polycrysta11ine 
sample (a) and in a cubic single crysta1 (b). 

Bjn is composed of the con出butions企omthe various uniformly magnetized 

regions surrounded by surfaces Sj 

えいい=リ哨μ的o(但Rえ0品必刻u)=f.J，ド)= f.J，リ叶μ
where So iおsan inf白IDl由i抗te白sIma叫a1s叩ph恥er問earound the observed n即uclωleu凶s.The shift臼nsoris 

de曲ledby 

b=た(品)-Li{弓)%(ミ). (7) 

For paramagnetic samples， Eq. (7) contains a Fermi contact shift， a p訂 amagnetic
dipolar shi立anda BMS shift. The Fermi contact shift arises企omterms relating to 

So: 

b回 n=2%{品) β(8)

百lep町amagneticdipolar shift is仕om血esurfaces placed around p町amagnetic
ions in which paramagnetic electrons are assumed to be uniformly dis佐ibuted:

n
J
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弘=V41rL{3日/イ-1/イ}x;o， (9) 
keS， 

where X:n is由esusceptibi1ity tensor of a k-血paramagneticion. The summation is 

over all the ions in a sphere SI placed inside a single cηstal. The rest is defined as 

a BMS shift tensor. 
For an isolated cubic single crystal由eBMS shift tensor is 

k士(戸)= {V3-l{r，SCUbe)}ふ(10)

where xv is the volume susceptib並itytensor ofthe crystal. Fig. 2 shows the contour 

plots of largest and least principal values of争ina cube calculated using the 
formula given in Ref. [2]. The principal values deviate from 1/3 near the surface of 
the cube and diverge at the edges of the cube. 

(1，0， 1)らナlf (0，0，1) 0.6 ‘ 

(1，0，0) !日 f

¥，'" :J_:d~ 

(0，0， 1) 

二巧 (1，1， 1) 

~胡 (1， 1 ， 0)

/ /下叫1(1，1，1)
0.1 

Fig.2百lesp剖ialdistributions of the largest (a，c) and the least (b，d) principal 
values of the demagnetizing tensor v in a cube of which comers紅 elocated at 

(:tl，:tl，:tl). (，d) and (c，d)紅 ethe contour plots calculated for the (x， 0， z) and the 
(x， x， z) plane， respectively. The orientation of the principal axes at the surface 
points of a cube紅eshown by arrows.むisisotropic and is equal to 1/3 at血ecenter 
ofthe cube. 

F or an spherical p仰01布yc句r巧y屯叫sはtalli血nesample the B 乱M侶Sshi泊t白tt旬en凶so町rIS 

託勾祝枕枕;:立r::r:??G町叩rysベs
where号iおS由ec∞en凶te町roぱft血heりj介-t由:hcrystal. The summation over j is taken for all the 

crystals in a spherical s副nplecontainer except the crystal which contains the 
observed nucleus. The白11width at halιmaximum (F'-"守也1)was calculated in 
Ref. [6] for a model where spherical c可stalsoccupy randomly FCC lattice 
positions with a probability p. When the volume susceptibi1ity is isotropic， 
FWHM=O.16点。 w出 obtainedfor p = 0.9. 
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The effect of the container surface is defmed as the deviation企oma 

spherical sample container. When a powder sample or a liquid sample is filled in 

the container the sample volume susceptibility can be assumed as iso位。pic.The 

BMS shift tensor is written as 

みzfner(F)={l/3-W，Sm国間)}ivSO. (12) 

Fig.3 shows the calculated NMR spectrum for cylindrical and spherocylindrical 

containers with various ratioes of the leng社1L and the diameter D. Their 

cylindrical axes訂'edirected at a magic-angle仕oma static field. A long cylindrical 

container with L/ D注10and a ne訂lyspherical spherocylinder with L/ D孟1.05 

provides FWl引く0.01x':and are tolerable for由eme出町ements of the 

p紅amagneticshi抗tensor.
1.00E.OO 
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O.OOE.OO 
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Fig. 3 Effect of container shapes on NMR spec回.C and S denote cylindrical and 

spherocylindrical container， respectively， and the number on the right-hand side is 
the ratio L/ D.百lehorizontal axis is shown by a unit of i:. 
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Application to Surface NMR experiments 
The dis仕ibutionof the field inside a sample does not depend on the 

sample dimension and only depends on a sample surface shape. Thus by 
decreasing the solid crystalline size and by observing the liquid filled between them 

one may be able to distinguish molecules ne訂 thesurface. We used spherical silica 

beads and filled paramagnetic liquids between them. 
References 
[1] Jackson J. D.， Classical Elecfl・'odynamics，2nd ed. ， John Wiley & Sons， 1975， Chap. 5. 
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1 P6 13C_15N双極子相互作用の新しい測定方法とその

角度情報取得への応用

(京大院理)0平尾浩一・石井佳誉・寺尾武彦

A method for measuring 13C_l~ dipolar interactions and its 

application to determination of interbond angles 

(Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto 

University) 

Kouichi， Hirao; Yoshitaka， Ishii;Takehiko， Terao; 

Abstract 

A new method to recover 13C_15N Pake doublet patterns under magic angle 

spinning is proposed. This method enables us to simultaneously measure 

several 13C_15N distances by applying a two-dimensional NMR scheme. In 

addition， it is shown that this methodαn be used to determine bond angles 

and dihedral angles by correlating a 13C_15N dipolar coupling with other 

anisotropic interactions. 

[序論]

近年、天然存在比が小さくスピン1/2をもっ核を二重標識し、そのスピン聞の双極

子相互作用を固体NMRを用いて測定することにより、分子の構造情報を求める試み

がなされている。それらのなかでも、 13C_15N双極子相互作用の測定はペプチドや蛋

白質などの構造情報を得るために重要であり、様々な方法が開発されてきた。しか

しながら、これまで、マジック角回転下で13C_15N双極子相互作用を測定するのに、

静止試料のpowderpatternを保ったまま観測する方法は、報告されていない。そ

こで今回、二次元NMRを用い、マジック角回転下で13C_15N双極子相互作用による

powder patternを復活させ、 13C化学シフト等方値で分離する方法を開発した。こ

れにより、複数の13C_15Nがペアをなしている場合でも、それぞ、れのPakedoublet 

が分離、観測でき、核問距離を決定できる。さらに、この方法で13Cの化学シフトの

等方値のかわりに、化学シフト異方性などの異方的な相互作用を観測し、 13C_15N双

極子相互作用テンソルとの相対配向を求めるととで、結合角やペプチドの二面角な

固体NMR、双極子相互作用

0ひらおとういち、いしいょしたか、てらおたけひこ
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どの角度情報を精密に求めることが可能となる。

[理論]

マジック角で角速度叫で試料が回転しているとき、核スピンは異方的相互作用に

より回転系において、

v(t) = C1(ωcos叫t+C2(.Q)cos2叫t+弓(.Q)sin叫t+Sz(ωsin2叫t (1) 

の周波数で歳差運動する。ここで、 Qは核問ベクトルの静磁場に対する配向、 Cn(ω、

Sn(ω(n=1，2)はそれに依存する係数。静止した試料では、歳差周波数は時聞に依存

しないことから、異方的相互作用の配向依存性は、 C1(ω+C2(ωにより決まる。こ

れまでに、平均歳差周波数vが

v=χ[C1(ω+C2(ω] (2) 

となるようなパルス系列を13Cに照射することにより、 13Cの化学シフト異方性を求

めることが~ycko らa)によりなされている。ここで、 χ は、パルス系列に依存する係
数である。そとで、とのパルス系列を15Nに照射し13Cを観測した。このようにする

と、 13Cの13C_15N核問相互作用による平均歳差周波数は、 (2)の様に表せるが、化学

シフト異方性は、マジック角での回転により平均化されて消える。これにより、

13C_15N核問距離を測定できる。

[結果・考察]

Fig.1は、 10%[2_13C，15NJ Glycineの一次元でこの実験を行った時の実験スペクト

ルである。 Pakedoubletが観測されていることが分かる。また、 10%[2_13C， 15NJ 

Glycineと10%[1-13CJGlycyle-[15NJGlycineの1: 1混合物で実験を行った。その結

果、二つの13C_15N双極子相互作用に

よるPakedoubletを同時に観測す

ることに成功した。これにより、一

つの試料中に複数の13C_15N双極子

相互作用があるときにも同時に測定

できることが分かる。なお、当日は、

二次元NMRにより異種核問双互作用

と他の相互作用テンソルの相対的な

配向を求め、結合角や二面角を決

定する方法への応用についても発表

する予定である。

Fig.110%[2-13C/5NJ Glycineの13C_15N

双極子相互作による13Cスペクトル。

a) R. Tycko， G. Dabbagh， P.A. Mirau， J. M砲 n.Reson. 85， 265 (1989). 
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1 P7 天然同位体比重水素NMRによる液晶研究

(神戸大)0田林一晃1、赤坂一之口

Natural abundance 2H-NMR study of liquid crystals 

Kazuteru Tabayashi 1 and Kazuyuki Akasaka 1，2 

1 Graduate School of Science and Technology， Kobe University， 1-1 Rokkodaトcho，

Nada-ku， Kobe 657 and 2 Department of Chemistry， Faculty of Science， Kobe 

University， 1-1 Rokkoodai-cho， Nada-ku， Kobe 657) 

Deuterium NMR eH-NMR) has been a powerful means to analyze orientational 

orders of liquid crystals， Usually， this requires deuterium-enriched samples， However， 

the recent development of high sensitivity NMR spectrometers has enabled one to 

detect 2H-NMR signals of liquid crystals at natural abundance， In this report， we 

demonstrate the utility of the natural abundance 2H-NMR for liquid crystal studies， 

taking an example of the temperature dependence of microscopic ordering in the 

nematic phase of 4'-hexYloxY-4-cyanobiphenyl (60CB). 

1、はじめに

液晶の配向に関する研究には、重水素NMRが有力な手段となっている。この研

究には、従来、重水素標識を施した液晶試料を用いて行われていた。このような液

晶試料の合成は容易で、はない。そのため、研究対象は極めて限られたものとなって

いた。

現在では、 NMR分光器の測定感度も向上し、天然の同位体存在比の重水素であっ

ても、 NMRのスベクトルを得ることは、不可能ではなくなった。天然同位体比で重

水素NMRを測定することは、試料の重水素化の問題を解決するだけでなく、重水素

のあまりに低い同位体存在比の為に、重水素間の双極子相互作用がないために、プ

ロトンをデカップリングすることで非常にシンプルな四極子分裂のスベクトルを得

ることができるという利点がある。

本研究では、古くから液晶の研究材料として用いられてきた4'_ヘキシルオキシー4

ーシアノピフェニル (60CB)以)を対象として天然同位体比重水素NMRスベクトルの測

定を試み、その応用について考察した。

液晶天然存在比~-NMR 配向四極子相互作用

たばやしかずてる・あかさかかずゆき
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2、実験

2H-NMRスベクトルは、日本電子製Lambda-400分光器(溶液測定用装置)を用い、

パルス幅約6マイクロ秒 (90
0

パルス約12マイクロ秒)、シング、ルパルスで行った。

先ず、等方相 (800C)で分解能調製を行い、液晶相となる温度範囲 (58"'-'74
0

C、

60CBネマティク範囲)に温度を下げプロトンデカップリング下で測定を行った。積

算は約20万回(約1日)を要した。この間、周波数ロックは行わなかった。

3、結果

得られた天然同位体比の重水素NMRのスベクトルをFig.1.に示す。重水素濃度が極

めて薄い(同位体比0.015%) のに加え、重水素の核磁気回転比が小さい(プロトン

の6.5分の1)為に、 S川比は悪いが、分子中の全重水素のシグ、ナノレが現われている。

重水素標識試料の場合のような隣接重水素同士の双極子分裂がないため、スベクト

ルはずっと単純なものとなっている。

重水素の共鳴周波数が小さいために起こる、アコースティクリンギング3，4)の問題も、

適切なウインドウ関数処理で簡易に解決できた。

得られた四極子分裂シグナルの同定は、化学シフト値(分裂の中心から求めた、二

次摂動の効果は測定誤差範囲内)から求めた。この化学シフト植はプロトンのシフ

ト値とよく一致するのでlH-NMRで同定したが、切羽MRの測定誤差が大きいために

完全な同定はできないが、分子中の特徴的な官能基ごとのシグナ/レ同定ができた。

このようにして得られた四極子分裂から、液晶分子の局所配向を見積もることがで

きる。希薄な重水素同位体比の故に、重水素間の双極子情報が得られない為に、四

極子分裂幅のみで配向を見積もるため、分子を円筒近似とおいて解析しなければな

らないが、配向の見積もりは十分可能である。このようにして求めた配向度(芳香

環の配向Szzとアルキル鎖のC_
2
H結合配向SCD)の温度依存性をFig.2.に示す。

4、考察

この方法にも問題点もある。溶液用装置を用いているため、高感度で、操作性も高

いが、逆に固体測定装置と比べ、パルス出力を上げられない為に、パルス幅が長く

(90
0

パルス約10マイクロ秒)なり、スベクトル幅が広い四極子核の測定に不都合

が生じる場合がある。今回は、信号強度を犠牲にして、 90。パノレス以下の短いパル

ス幅を用いることでほぼ均一なパルス照射を行った。 しかし、そのために測定はシ

ング、ルパルス法に限定されてしまった。また、信号検出感度はかなり悪く、測定時

間が長くかかるが、より高磁場の分光器を用いれば感度の上昇が期待でき、その分

測定時間の短縮につながる。しかも化学シフト範囲も広がるので、四極子分裂から

の化学シフト値の読み取り精度も向上する。

5、まとめ

特定の重水素化作業をすることなしに、天然の同位体存在比で重水素NMRスベク
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トルを測定することができた。重水素標識の困難さのためにいままで研究対象にで

きなかった液晶試料に対しても、重水素NMRの応用範囲を広げることができると考

える。

参考文献

1) J. W. Emsley et. al.， Liquid Crystals， 17(3)，303 (1994). 

2) J. W. Emsley et. al .， Mol.Phys. ，56(4)，767(1985) 

3) S. L. Patt et al ，J.Magn.Reson.，49， 161 (1982). 

4) P. S. Belton et al， J. Chem. Soc. Faraday Trans.2， 81， 63 (1985). 
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(4'-he:xylo:xy-4-cyanobiphenyl). The spectra were measured at 60 oC in the nematic 
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1 P8 19F観測1HデカップJレMAS固休高分解能NMR法
(日本電子)0杉沢寿志、末松浩人、樋岡克哉

The solid-state proton-dipolar-decoupled 19p恥仏S-NMRspectroscopy 

OHisashi Sugisawa， Hiroto Suematsu， Katsuya Hioka 

NMR App. Lab.， Application and Research Center 

Analytical Instruments Division， JEOL Ltd. 

In this report， we demonstrate 19P-Observed MAふNMRwith high power lH-decoupling. 
F圧-Idouble resonance probe and P圧-Iisolation filter developed for this purpose are 
evaluated. We discuss the e能 ctof the hetero nuclear Bloch-Siegert shi食 underthe high 
power lH-decoupling. By this method， we can obtain high resolution spectra of 19p nuclear 
surrounded by lH nucleus. In白佃restudy， this method is applicable to the analysis of the 
local struc旬reof organic compounds by substituting a florin nuclear for the proton of the 
specific site 

はじめに

アパンダントスピン系(lH、19F)の固体 NMRスベクトノレの高分解能化には、大きく二つの手法が

ある。 MASによる高分解能化と、多重パルス同種核デカップリングと MASを組み合わせた

CRAMPS法である。 1H核に対して、 CRAMPS法は 1H密度の高い有機化合物、例えば合成ポリ

ペプチドに適用 1)され、 1H-MASはlH密度の低い系、例えばゼ、オライト触媒の活性部位に適用・2)

され、有用な情報が得られることが示された。

今回は、もう一つのアパンダントスヒ。ン系である固体 19F-NMRスペクトルの高分解能化について議

論する。

国体 19F-NMRスペクトルの高分解能化

国体 19F-NMRスペクトルを高分解能化する手法制は、 a)Slow-MAS、b)Fast-MAS(10kHz以上

の速度で試料管を回転させる)、 c)CRAMPS法の3つに分類で、きる。 19F核は、 lH核に比べ、化学

シフトの範囲が非常に広いため、 c)CRAMPS法の適応には限界がある。逆に、化学シフト範囲が

広いことが幸いし、 MASによる部分的な線幅ナローイング‘によって十分にピークが分離される場合

が多い。 19F核を含む有機化合物は、 1H核をも含む場合が多いので、上記3つの方法に1Hデ、カッ

プルを加える必要がある。 1Hデ、カップル付きのCRAMPS測定は、プローブに与える負荷が大きく、

現実には厳しい測定となる。従って、我々の主なターゲ、ツトは、 19F-MAS~こ必要に応じてlHデ、カッ

プルを付加する測定法となる 5)。

キーワード: MAS、 19F観測 1Hデ、カップル、 国体 NMR

すぎさわひさし、 すえまつひろと、 ひおかかっや
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19F観測 lHデカップルの問題点とその解決法

lHデカップル 19p-MAS測定を行う際の問題を以下に列挙する。

a)IH/19p二重共鳴プローブの設計

b)高速回転可能なスピニング系

c)高温温度可変測定が可能な温度制御系

d)デカップル時にRFのもれを止めるためのフィルター

e)19pーパックグ、ラウンド信号の処理/削減

。異種核ブロッホ、ンーゲートシフト

a)、b)、c)は OEUS製 4mmφAPEX型プローブ、を使うことで解決できる。例として次の組成式を持

つ 19pのみを含むコポリマーPPAの 19p-MASスペクトルを示す

PFA : (CF2-CF2)9SiCF2CF(OCF2CF2CF)¥s 

14.2kHz 

工1.2kHz 

Fig.1 Rotational Frequency vs. 19F-MAS spectra of PFA at 300MHz 

このスペクトルより、回転速度が 14kHzを超えると、一CPz一基由来のスピニングサイドバンドと

・82ppmIこ現れる側鎖の一C凡基が分離されて観測されることが分かる。

d)を解決するために、今回は2種類のハイパワー用 P/Hフィルターを用意した。一つは我々の作

成したトラップ型のフィルターで、あり、もう一つは OEUS製の楕円型ローパス/ハイパスフィルターで

あるである。これらのプローブ、及びフィ/レターの詳細なデータは当日、報告する。 19pのパックグ、ラウ

ンド信号は、主にテアロン製可変コンデンサーから発生するので、 e)の問題は耐電圧とのトレード

オフになる。当日、テフロンバリコンを使った高耐圧 P/Hプローブと真空バリコンを使った低 B.G.

プローブ、の比較を行う。両方のプローブに対して、 19pのB.G.信号はDEPTHシーケンス的を用いる

ことで大幅に改善できる。別土木質的な問題である。

異種核フ、ロッホーシーゲートシフト

異種核ブ、ロッホーシーゲートシフトムは、観測核の γ比を γobs、デ、カップル磁場強度を B2、観測
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核の共鳴周波数をω 伽、デカップル核の共鳴周波数をωdecとすると次式で表される 7)。

企ー (rB2yー ー一一

ωOぉ 一ωふ

すなわち、ムは、デカップル磁場強度 82の2乗に比例し、静磁場強度の2乗に反比例する。

以下に、異種核ブ、ロッホーシーゲートシフトの影響を示すために、フッ素ゴ、ムを試料管の中心部に

詰め、 lHのデ、カップルパワーとそのシフト量の関係を測定したものを図示する。

19 
H decoupling power dependence of '-F 

0.5 

0 

chemical shi伐 diffrence

ε 
fr -0.5 

¥、

<l -1 

・1.5

・2

1H decoupling power / W 

Fig.2 Bloch-Siegert Shi代 of19F-rubber under 1 H decoupling at 300MHz 

ν 同 =1.0kHz、PW9o=2μsec

デ、カップノレパワーは、デ、カップル磁場強度の2乗に比例するので、異種核ブ、ロッホーシーゲートシ

フトによるピークのシフトは、デ、カップルパワーに比例するつ理論が予測する通り、上図のデータは

原点を通る直線にのっていることが分かる。

この効果は、単にスペクトル全体をドリフトさせるだ、けで、なく、ピーク線形を変化させる。これは、試

料に印可されるデ、カップル磁場強度(82)に分布がある場合に起こる。試料に印可される 82磁場

強度の違いに応じてシフト量が変わるからである。言い換えると。ピーク線形がB2磁場強度の分布

を表していることになる。以下に、ヘキサフルオロベンゼ、ンの 19F観測 lHデ、カップルーMASスベクト

ルを示す。

OW 1.0 4.11 lOW 18W 25W 38W 

ppm 

0.5 0 -0.5 -1 -1.5 

Fig.3 19F-MAS spectra of Hexa-Fluoro-Benzen under 1H decoupling at 300MHz. 

Half Height Half Width of HFB at OW is 3Hz. Acquistion time is 204msec. 
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IHデ、カップルなしのとき(OW時)、シャープな l本のピークで、あったヘキサフルオロベンゼンのピ

ークはデ、カップルパワーを上げるに従い、ピークのシフトと分裂が起こっている。 MASプローブには

ソレノイド型のコイルが用いられており、閉じコイルで RF磁場(B，)とデ、カップル磁場(B
2
)を発生さ

せる。デ、カップル時のピークの分裂は、検出コイル近辺のB1磁場分布の疎密に対応していると考

えられる。このようなピーク線形の査みが問題になるような測定を行う場合は、試料管の中心部の

B，磁場の均ーな部分に、試料を詰めるような工夫が必要である。

まとめ

OEUS製 4mmφ-F/Hプローブと、我々の作成した F/Hフィルターまたは OEUS製の F/Hフ

ィルターを組み合わせることで、 19F観測時に125kHz以上の強しいHデカップリングが可能となった。

本プローブ、は、最高 18kHz、常用 15kHz以上の高速MASが可能であり、温度可変範囲も-1500C

'"'-'250
0

Cと広い。従って、 19F核と 'H核を両方含む広範な試料について 19F固体高分解能測定が

可能となる。さらに、 19Fのパックグラウンド信号を削減したタイプのプローブ、を使用すると、希薄な

19Fも観測可能となる。 1Hデ、カップリングをすると、異種核ブ、ロッホシーゲートシフトにより、スベクト

ルのドリフトおよびピーク線形の変形が起こるので、化学シフトを議論する場合、サンプリング及び

データ解釈に注意が必要である。

今後、この方法は単に、 19F核を含む有機化合物の解析を行う際に利用されるだけでなく、通常

の有機化合物の特定の1Hをフッ素化することにより、この 19F核をモニター核として目的の有機化

合物の固体状態での局所構造の解析を行うことへと発展することが期待される。
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1 P9 四極子核スペクトルのスピニングサイドバンドに関する2，3の新しい

手法

(分子研、筑波大物理工) 0桑原大介、中井利仁

百leapplications of a majic-angle-turn血g犯chniquefor qua合upol紅 nucleiha吋nghalf-odd-integer 

spms 

Institute for Molecular Science， University of Tsukuba Institute of Applied Physics 

DaisukeKuw油ara，Toshihito Nakai 

We exploi飽da novel method for unravelling the overlapp卸gsp泊凶ngsideban出 (SSBs)

for qua世upolarnuclei having half-integer sp加sb槌edon a m司igic-angle-ωm加gtec加rique.

百 emethod also enabled us to obtain double rotation (DOR) NMR spectra without SSBs for 

出eh必f-integerq回合upolarsp泊s.

〈目自包〉半整数スピン(/=3/2，5広…)をもっ四極子核のNMR測定では、中心遷移に対応

するNMR吸収線は1次の核四極子相互作用の影響を受けないため容易に観測すること

ができる。このような四極子核にMAS(magic-angle spinning)あるいはDOR(double 

rot副ion)を適用してNMRを測定すると、静止粉末試料を使った時よりもより高い精度

で核四極子パラメータ(核四極子結合定数x=e2qQ/hおよび非対称軸パラメータ η)を決

定できる。しかしながらMASにおいては、結合定数xが大きいまたはLamor周波数V
L

が小さいと試料回転周波数Vrが異方性の広がりを上回ることなく、共鳴線は一連の

spinning sidebands (SSBs)に分裂する。さらに各SSBは2次の核四極子相互作用による

本来の周波数分布と大きく異なる線形をもち、また隣接するSSBsが互いに重なるため

に、観測されるスペクトルは非常に複雑で解析が困難なものとなる。 DORの場合は二

重口ーターの外側のローターの回転周波数が高々1500HzであるためSSBsが多く発生

し、しばしばスペクトル解析を困難にする。本発表ではこれらの問題を克服する方法

として2次元NM骨法を用いて実験的にSSBsをセンターバンドに集積する技法を報告す

る。

四極子核、スピニングサイドバンド、 MAS、DOR

くわはらだいすけ、なかいとしひと
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<方法> 2次の核四極子相互作用を受けた横磁化はMASの下では時間tの聞に角度

。=叫t+L叩・3・4(.4" 1 Vr )cos(2nnvrt +り

だけ才差運動する。第二項は MASにより変調された項でありSSBsをもたらす。ここ

で、才差運動の開始時刻を試料回転周期tr= 11怖のkl5(k=0，1ム3，4)倍だけずらした場

合、上式中のcos関数の引き数には位相因子21r1lkl5が加わる。上の 5つのkに対する才

差運動の角度仇を加算することができればcos項はnの値にかかわらず打ち消されSSBs

が現われなくなる。本研究ではt
1
時間における横磁化の才差運動がcos(仇+帆+仇+

科+仇)=cosω。t1で与えられるような2次元NMRパルス系列を作成した。この結果は無

限大の回転周波数(A，.Iψ→0)の下で上式の第二項が除去された場合の結果と等価であ

り、すべてのSSBsが集積されたことを意昧する。

DORを行っている場合の横磁化は、二重ローターの外側のローターの回転から生じ

るSSBsの強度がセンターバンドの強度に比べて無視できるほどのものならば、角速度

ω'-112.112 (市ω。+ LA"， exp{-im(2π叩 +Y1)}
m=-4.....4(肘 0)

で才差運動を行う。ここでV2
は外側の口ーターの回転周波数である。この時も同じパ

ルス系列を用いてい=lIv2として)2次元NMRスペクトルを測定すれば、第一の周波数

軸方向にはSSBsが真のピーク(センターバンド)上に集積

されて、 SSBsの全くないスペクトルが得られる。

<実験結果>右図はMASを行っ

ているNa2S04~こ対して上記の方

法を用いて測定した実験スペク

トJレである。 F1軸方向にはF2

軸上に昆られる SSBsへの分裂

は全くなく、 F1軸への射影はす

べての SSBsの総和となり、

本来の線形が回復された。

DORスベクトルに対する実験

結果および詳しい考察は会場に

て発表したい。
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1 Pl 0 選択的リン 31・NMR観測用 NMR検出器の開発
(目立基礎研) 0田村充、 清水 範夫

Development of an C70}・31P NMR Probe 

for the Chemically Specific Observation of Phosphate Mixtures 

M.Tamura， N.Shimizu， Advanced Research Laboratory， Hitachi， Ltd. 

ABSTRACT: To improve C70}_3Ip HMQC efficiency by shortening 170 irradiation pulses， an 
NMR probe with its RF power handling capability of more than 2∞o Watts was developed. The 
electric configuration of the system and evaluation for C70}_3lp HMQC experiments are 

presented. 

1.目的

生体反応におけるリン酸代謝系などの化学種特異的 3Ip_NMR観測を目的として、現在ま

でに{170}_3Ip HMQCを実施可能な NMR検出器を試作し 1)、混合リン酸水溶液中の 170標識

リン酸基のみを選択観測した 2)3)。しかし、低Y核からの分極移動による信号強度低下、 170

標識による 31p線幅拡大のため、信号観測に数時間以上を要した。

そこで、 170励起パルス短縮を主目的として、大電力の 170照射パルスを入力可能な NMR

検出器を開発したので、以下、装置構成、検出時間の短縮効果について述べる。

2.方法

170_3lp単一コイル 2重共鳴 NMR検出器仰のを開発し、ブルカ一社 AMX-500に接続し、

かっ Y-ch可変低出力端子に電力増幅器を増設した。装置構成を Fig.1に示す。

AMX・500NMR Spectrometer 
Probe 

X-ch (3'P， 202.46 MHz) 

Y-ch ('70，67.80 MHz) 

External Trigger Output 

'H-ch (500.13 MHz) 

Fig.1 Block Diagram of Probe， Spectrometer and Peripherals 

酸素 17標識リン酸化合物として 79.1wt%25.7atom% H3pl704 (Isot田， Inc.)を用いた。混合試

料として、 2mM無標識ADP，150mM KCl， 8mM 25.7atom% H3p1704， 120mM KCl， 4mM MgClz， 

20mMMOPS緩衝液(pH7.0)の水溶液を調製した。

リン 31、酸素 17、検出器、分極移動

たむら みつる、 しみずのりお

。。
に
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3結果

Fig.2に、 170_ch高周波入力とl7O-HMQC信号強度が最大となる 170パルス幅との関係を示

す。入力電力 1600Wでの 90
0

パルス幅は 2.0μsだった。 HMQCパルス系列における deadtime

を抑圧した結果、試作検出器と比較して、同一 SIN比の選択観測の所用時間は約 2.5分の l

に短縮できた(Fig.3)。さらに信号取込中に 170 デカップルすることで、最終的に SIN 比~3.3

の選択観測の所用時間を約百分まで短縮した。しかしながら、無機リン酸の選択観測におい

てパルス繰り返し時間を 8秒以下に短縮すると信号の飽和が見られた。

ぷょi何百zz)...........1100

[ 

N 
Z 
迂. 
..c:: .. 
司3

== 司3
E 
帽

m 
z 
o 
z 
帽噂・a

u 
M 

1000 凶

1000 

畠

』sB=E tOO 

ー。岬
E3 L 10 

~ 

.GEB 
-・・・・・・・・・I10 

10 100 1000 • 170 Irradiation [w] 
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Fig.3 {170}・31P HMOC spectra 01 a phosphate mixture 

(1) conventional non-selective 31p spectrum 

(2) HMOC with the prototype probe， 4096 scans 
(3) HMOC with the new probe， 1600 scans， no 170 decoupling 

References 

1)田村，原田，“酸素 17標識リン酸基の選択的リン 31-NMR観測"，第 33回NMR討論会要旨(1994)

2)田村，原田，“酸素 17-リン 31分極移動法による選択的リン 31-NMR観測ぺ第 34回 NMR討論会要

旨(1995)

3) M.Tamura and Y.Harada， J.Magn.Reson. Ser. B， 109，97-99 (1995) 
4) V. J. Bartuska and G. Macie1， J.Magn.Reson.， 42， 312-321 (1981) 
5) F. D. Doty， R. R. Inners and P. D. Ellis， J.Magn.Reson.， 43， 399-416 (1981) 

A
W
U
 

R
d
 



1 Pl 1 MAS-NMR法を用いたBIS-NIPAゲ、ノレの13C測定手法

日本電子(株)に新日本製鉄(株)先端技術研究所20津野久幸¥杉沢寿志¥鴨修¥
斎藤公児2

13C measurement of BIS-NIPA gel by 時fAS-NMRmethod 

(JEOL Ltd.) 0回sa抑制 Tsuno，回sasiSugisawa，血dOsamuKamo 

(Advanced Technology Research Laboratories， Nippon Steel Corporation) Koji Saito 

BIS-NIPA gel which shows phase甘ansitionat 40
0

C has interesting physical and chernical property. But i 

has not been analyzed by the conventional liquid NMR su伍ciently，because it has too strong dipole-dipolt 

interaction to observe the spin-spin interaction clearly. However， we found也atit is possible to decrease th， 
effect of dipole-dipole interaction ofthis sample effectively using MAS-NMR method， and we observed th， 
DEPT spec住umof this sample. 

1.はじめに

BIS-NIPAゲルは 400Cで招転移を示す物理的、化学的に興味深い性質を持ったゲルである。 (1)，(2)し

かし、通常の溶液 NMR手法では双極子相互作用の影響が大きく十分には解析できていない。ところが

MAS-NMR法を用いると双極子相互作用の影響を小さくでき、 DEPTなどの解析手法が使用できること

がわかった。

2.実験

BIS-NIPAゲルは NIPACN-isopropyl-acrylarnide)とBISC N ，N' -methylene-bis-acrylarnide)の混合物に

試薬を用いて OOcで合成される。 CFig.l)装置は日本電子(株)製 Lambda300型(75.5Jv田z)を使用し、

SH30T6NT国体プローブを用いた。サンプル管からの 13C1¥ックグラウンド信号が出ないようにするため

と、ゲル状サンプルが漏れ出さないように密閉するためにサンプルキャップにはダイフロン製のものを使

用した。またサンプル管底ブタには室化珪素製のもの、サンプル管ローターには6φのジルコニア製のも

のを使用した。また今回の実験は室温で行った。 MAS回転数は 2800Hz、積算回数はすべて 15000回で

ある。

AHhL 

J
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ポ
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斗
卜
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H H 
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c=c 
I I 
H C=O 

Pr'-N 

H H 
I I 

C=C 
I I 
H c=o 

0-

Na+ 'Pr π1 

Fig.l BIS咽NIPAgel

キーワード:MAS-N恥伎、 BIS-NIPAゲル、 DEPT

Oつのひさゆき、すぎさわひさし、かもおさむ、さいとうこうじ
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3.結果

(， )MASの効果

Fig.2にMASを行わない溶液用プローブ

を用いてシングルパルスを用いたデータを、

Fig.3にMASを行ったシングルパルスを用

いたデータを示す。 Fig.3ではメチル基(22ppm)、j

メチン基付3ppm)のスピン結合が明瞭に観察 i 
されており、結合定数はそれぞれ 128Hz、 ! 

139Hzである。また例えばメチル基の線幅

はFig.2では 40Hz、 Fig.3では 25Hzであり、:¥

MASの効果により双極子相互作用の影響

が弱められ、かっ S/N比も向上していること「ー十「
150 100 50 Pll命

がわかる。 Fig.2 13C Sing1e pulse spectrum withoutMAS 

(2)DEPT測定結果

Fig.4にDEPT135。を用いたデータを示す。 I

メチン基、メチル基は上向き、メチレン基は | 

下向きのスペクトルとして観測されている。 I

180ppm付近のカルボニル基は観測されない。 i
またFig.3では観察された 110ppm付近のブ 開

困難とされてきたゲル状サンプルの場合

でも MASを行うことにより、解析への道

が聞かれることがわかった。
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1 P12 溶液NMRの試料温度測定

日本電子 O田中良二、末松浩人、鴨修

Temperature measurement of liquid NMR sample 
JEOL Ltd. ORyoji Tanaka， Hiroto 8uematsu， Osamu Kamo 

The dominant factor of temperature error of the sample in spite 
of good temperature control is the temperature shift due to RF 
irradiation. The Fiberoptic thermometer was used the 
temperature measurement of liquid NMR sample under RF 
irradiation (Fig.1， 3). 8tatic magnetic field causes the shift of 
display temperature for the Fiberoptic thermometer. 80 we made 
calibration curve under various static magnetic fields by 
experimental measurements (Fig.2). 

安定な温度コントロールが実現しているNMR測定では、試料温度の

主要な誤差はRF照射による試料温度の上昇である.通常の温度計は

RF照射の影響を受けるため，照射した状態での試料温度を実測する

ことは困難で、あった.半導体の光吸収を応用した光ファイパー温度

計(1)はRF照射による温度測定の影響を受けない. この温度計を使

ってRF照射をした状態での溶液NMR試料の温度を計測した.

く測定方法>

測定には10φ の試料管を使った. (Fig.1)試料管には温度計に試料

が直接触れないように外径2φ のガラス管を中心に入れ，光ファイ

バー温度計を挿入した.センサ一部分は，光ファイパーの先端部分

にある.試料管に試料を約40mm満たし， RFコイルの中央の高さの

温度を計測して試料温度とした.

く表示温度の校正>

強い静磁場中では，光ファイパー温度計の表示温度は実際の温度よ

りも低くなる. Fig.2に磁場と表示温度との差の実測値を示す。表

示温度と実際の温度との差は静磁場の強度の二次式で表すことがで

光ファイパー温度計、試料温度、温度測定

たなかりょうじ、すえまつひろと、かもおさむ
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きた.この二次式の係数は温度により若干変化する.室温での校正

曲線は十分な熱容量を持った試料を磁場中に出し入れすることによ

って得た. 72.8
0
Cの校正曲線はButylHydroxyl Tolueneの融点をそ

れぞれの磁場中で測定して得た.磁場中での測定値はこの校正曲線

をもとに換算した.

く lH照射による試料温度の上昇>

試料管にベンゼンを満たし，室温でlH照射と試料温度の上昇との

関係を調べた.約10分間照射し続け，試料管内部が熱平衡になった

状態で照射しないときからの温度上昇をプロットした.lH照射によ

る試料温度の上昇は照射の平均パワーに比例している. (Fig.3) こ

の試料温度の上昇は試料やプローブの種類に依存すると考えられる.

くまとめ>

0光ファイパー温度計の校正曲線を静磁場と温度の関数として得

られた.

0従来困難で、あった照射状態での試料温度が光ファイパー温度計

を使うことによって，比較的簡単に測定できる.

く参考文献〉

(1) The NoEMI-TSTM Family Fiberoptic Thermometer Systems 
User's Guide， Nortech Fibronic Inc. 

Fig.1 Sample preparation for Fiberoptic thermometer 
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Fig.2 Calibration curves for temperature reading 

under static magnetic fi.eld . 
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1 P13 超音波モータを用いた r8本オートサンプルチェンジャ」

0山腰良晃、須藤誠 (JEOL Ltd.) 

An automatic sample changer of 8 samples consist of ultrason工cmotor 

Yosh工akiYamakosh工， Makoto sudoh (JEOL Ltd.) 

An automatic sample changer of NMR was developed using an ultrasonic motor. 

The ultrasonic motor has some advantage points such as non magnet工smand 

quiet motion comparing with pervious driving mechanism. Therefore， the 

automatic sample changer has not undesirable influence such as vibration 

for NMR instruments. Besides， the motor allows compact design of the 

automatic sample changer which can be mounted on top of the magnet. 

1.はじめに

段近のNMR袋内のコンピュ タ化にfドう、全 l'l !lVJオベレーション化のために、さらに n動試料交換装1~

(Auto Sample Changer ;ASC)の重要性が高まっている。

現在、溶液用ASCとしては、様々な種類のものが市場に出ているが、いづれも超伝導マグネットからの

漏洩磁場に対する対策が不可欠となっている。動力源としては、前記のような制約から従来主にエアが用い

られてきた。一般にエア源として用いられるエアコンプレッサは、 設置スペースをとるだけでなく、騒音、

振動などの問題をかかえている。またエア駆動では中間停止制御が難しく、多サンプル化の際の多点位置決めの

制御メカニズムが復雑化し装授の小明化・ 1:1ーコスト化の弊容となっている。さらにエアによるASC!li}J作11寺

のSCMへの振動も NMR装慌の性能liljUこより無視できなくなってきている。

これらの問題を解決すべく、車Irたに駆動源として超音波モータを採用し、その特長を充分に生かした

新ASCを試作したので報告する。

2.装置概要

本装置に採用した超音波モータの特長によって、本ASC試作において下記の点について大きなメリット

を得る事ができた。

1 )非磁性構造・・原理的に電械気作用を使用していないので、磁気の影響を受けない。

よって電磁ノイズを出さないので他に影響も与えない。

2) 静粛性が高い・・モータ背lfij1 5 c m位置で 35dB。ほとんと吻J作音がせず静粛である0

3)低速・高トルク・-減速機構が非常に簡単となった。

その他モータが小刻(薄明) ・粍庶なことも装i震の小破化にとっておおきなメリットとなった。

凶 1に起 Ef波モータの動作JJ;(sJlをぷす。活J_fを印加した際の111Jび・縦みが交主Lに逆liリきになるよう分極された

圧電体が弾性体に接着されており、圧電体に超音波領域の電圧を加えると共振が起き、円環状の弾性体にたわみ

進行波を生じる。弾性体の表面上の 1点は進行波により楕円運動をし、これに圧接される回転子には進行波とは

逆方向の摩擦力が発生する。この力を回転運動として取り出す事により駆動力が得られるものである。

常に加圧接触させているため、無通電H寺は回転子に接続された出カ軸は保持されることになる。

オートサンプルチェンジャ

ペコまこしよしあき、すどうまこと
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ASCは図 2のように、マグネット上部に取り付けられる。

本ASCの構造を図 3に示す。測定を行うサンプルは、サンプルスリープ内に納められる。その際サンプル

ロータの外周部がチャッキングプレート上に係止保持された状態となる。交換動作を命令すると超音波モータ

の駆動力がプーリによって伝達され、ターンテーブルを回転させる。この時サンプルスリーブも一体となって

回転するが、チャッキングプレートは凶Jl:の状態となっておりサンプルはサンプルスリ ブにガイドされて、

チャックプレート上を搬送される。プロープl立上の ej e c tポジションにおいて、チャッキングプレートには

切り欠きが設けられているため、サンプノレは係止保持が解除されいつでもプロープへの 10 a dが可能な状態と

なる。順次この一連の動作を繰りかえす事によりサンプルの自動交換を行うことが可能となる。

::C，.1 

z 

|刈 l 逆行波 }';I~，w行政モータ山IJ;( JlI!IbI

川弘明
/
A
l
l
-ノ

1: tUTn table 
2: u 1 t rasoll ic motor 
]: seilllple sleeve 
4・chuckingplate 
5: salllp!e rutor 
6:eject position 

i刈2 ^ ，"け SHrnpI c Chel ngc  r 外観1;<1 |ヌ1:1^ u I C) S n 111 p J c C h a n g c r f，Yf.iiil刈

3.まとめ

本ASCは、超音波モータを使用する事により、構造の簡略化・ローコスト化を実現した。また本ASCは

非磁性構造と非常に静かで振動の無いメカニズムを持ち、 NMR測定に悪影響を及ぼさない。

エア源が不要となったので、設置室の振動も軽減する。また、 SCM上に簡単に装着可能であり特別な設置

スペースを必要としない。今回試作のASCは8本のサンプルの装填が可能である。このASCは効率的な

終夜1!l~人 NM Ra!IJ:;[:や、快適な測定IJ;lJ克を提供する。
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1 P14 The Manipulation ofWater Relaxation and Water Suppression 

in Biological Systems using the Water-PRESS Pulse Sequence 

W出iams. Price 

Water Research Institute 
Sengen2・1・6

T叩 kuba， Ibar北i305 

The water resonance is aおrmidableおeof biological NMR spectroscopists. It is both 
a necessary component ofbiological NMR studies and the source ofhuge problems in spectral 
acquisition. In prote加NMRs加diesit is 0食endesirable to observe the (exchangeable) NH or 
OH protons and also perhaps bound water molecules. This entai1s conducting the NMR 
偲perimentsin a solvent consisting of -90% H20 solution. The large difference between the 
protein (-mM range) and the water-proton (-100勘1)concentrations directly加pedes
efficient spectral acquisition of the protein resonances in two ways. First， to avoid truncation 
ofthe free induction decay，by the analog to digital converter the receiver gain must be set to a 
small value ill-suited to e缶cientlydigit凶ngthe weak: protein resonances and secondly， the 

water問 sonancemay conceal many protein reson組 .ces(especially αpr叫ons)白紙 resonateat 
or near the water frequency. This second problem is compounded by the effects of radiation 
damping which cause也ewater resonance to be artificially broadened.百lesingle largest 
problem in water suppression is that it is not generally possible to mar均叫atethe water 
resonance independently of the solute resonances in the企equencydom必n.

The e伍ciencyand selectivity of norma1 pulse sequence approaches for water 
suppression [1，2] are plagued by a combination offive factors: (1) selective p叫sesare neither 
perfectly selective and generally do not have a pure phase， (2)泊homogeneiザ ofthe rf (i.e.， 
Bt) and static magnetic (i.e.， Bo) fields， (3) spin diflusion， (4) the effects ofradiation damping 
and as a consequence (5) the water and protein resonances have s也illarrel砿副on曲n回.百le
first factor means neither selective excitation nor presaturation can be used to suppress the 

water resonance without affecting nearby protein resonances and in any c舗 esomeα-protons 
resonate beneath the water resonance. Further， since the water resonance is normally 
art出ciallybroadened by the effects of radiation damping， more resonances are either hidden 
by the water and thus greater decoupler powers are needed to presaturate the water resonance 
effectively bleaching out more of the prote泊 resonancesin the resulting spectrum. This 
problem is particularly severe in the case of high molecular weight species in which spin 
diflusion can rapidly propagate the effects of continuous irradiation throughout the entire 
spectrum. 

Here we present a new method of water suppression (see Figure 1) in which 
homospoil pulses are used to manipulate the effects of radiation damping on the water 
resonance and thereby selectively alter the effective rel眠 ationtime of the water resonance 
with respect to the protein 

Keywords: gradient， protein， longitudinal relaxation， radiation damping， water suppression 

William S. Price 

-67ー



resonances [3]. The di能rencein the relaxation t加eof the water aild biological macromolecules 

can then be used in an inversion rlωovery experimentωselectively supprl邸 S出e
water. The method a1lows the observation of protein resonances which resonate ne紅 orunder 
the wa附 resonance. Di島 rent th卸 pre吋ouslongitudinal relaxation based methods of 
suppression [4・6]，this method is not sensitive to血eeffects of radiation d創np泊g.

D NP 』 ~AA(\(\^

f緩弘G l 
盤亀 畿-l

Figure 1τ'he Watぽ・PRESSsubunitαmsists of a relaxati佃 delay(D
H20

)ωallow白ewatぽ magnetizationω

reach白白maleq'凶librium.Next aπp叫seis appliedωrotate血emagnetization to血6・z位 is.A delay (DNP) 01 

sufficient leng曲 isu鈎dωallow白ewa回 magnetiz副onto rel位 to白e町ig加.D凶 ngDNP a sぽiesof very weak 

homospoil pul蹴 area附 iedso as to inhibit白eeffi倒 sofradiati佃 damping.At曲eend of也eDNP曲epro飽in

res叩却ωs，by柑 tueof their fastぽ relaxati咽 rate，have achieved血ぽmalequiHbrium. It: as in也epresenl 
example. a non-sel巴ctive1U2 pulse is applied翻 almostpure prote泊 spec回 mwill beacq凶red.

In the simplest c錨 e(酪 depicted泊Figure1) a read rf pulse (e.g.， 1tI2) can then be applied 
to observe the magnetization. In Figure 2， an aqueous solution of lyso可meis used to comp紅 E

this method with presa加ration組 d出eWATERGA'τE路 quence[7，8]. 
Considerable time sa吋ngs紅epossible if we relax the requirement for ha討ngthe water ir 

a ful1y therma1ly relaxed state prior to the application of the inversion pulse. Instead we only have 
the requ註ementthat the water magnetization has reached a n叫1point at the time of the observe 
PUlse (see Figure 3). Du由1gDHzo，which includes the acquisition time，the water magnetizatioE 

Mzs凶 sfrom 0 and rel邸 esωwardsa maximum of Mo with也ncconsmtpo， 

け叫(l-exp(争)) (1) 

The ‘inversion' p¥郎 hasthe effect of rotating the z-component of M~H，o about the origin 
so that the magnetization af町 thepulse is given by Mi申 cos(9)where 8 is出eangle of血e

inversion pulse (i.e.，π/2<8壬π)and Mz relax凶 towardsMo du血 gDNP' thus， 

MPP叶(叫+昨ocos(8))吋#) (2) 

To帥 ievea null伊 intat the time we apply the ob即向山ewe叫的 M~NP =0. W恥es叫01

E陶q.(2) for DH20 s加問 DNPwill norma1ly be determined by血esol脚 rel砿 ation也ne，伽s，

oo 

n
h
u
 



A 

B 

9 8 7 6 5 4 3 2 1 。-1 ppm 

Figure 2 Ex阻 lplesof one-dimensional spec凶 ofa lysozyme sol凶 on(10 mM  in 10:90 2H20:H20， pH 3.66) 
acquired at 310 K at 3∞MHz. The spectra WIぽ巴 a叫uir巴dwith曲reeme血叫sof wat釘 suppression(A) 
防総at町 ation(B) WAτERGATE (C) Water-PRESS. Itωn be clearly鉛伺白紙 theintensities of the reson加 cesin
the neighborh制 areattenua凶 in(A) and are almost absent in (B). However， w抽出Water-PRESS叫 uenω
白eunpertぽ bedintensities of all reson加 αscan be observed. In a叫uiringspec凶 m(C)血 inversiondelay (DNP) 

of2.58 s wぉ usedwi白 aseries of 0.5 ms homospoil pul鈴 swith an intensity of about 1 G佃1'1.All也reespec凶
were acquired under曲巴純血.econditions as far as possible (e.g.，間沼ivergain and number of sc加 s).

(3) 
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It is泊structiveto consider the fonn of Eq. (3). For Eq. (3)ωbe va1id we requ出

問一吋-#)〈1

Ifwe set (J =π， then the limit given in Eq. (4) becomes，部expec旬:d，

D
NP 

<ln(2)x宅H.O

M 

Mz 0 

M 

RF I lilinnAA?M D NP 

} 
n 

(4) 

(5) 

Fig凶e3 Steady state Water-PRESS. Under白eseωnditionstbe recycle time is less白血tbatrequired for也e
watermagne也ationωrelaxback to也.es飽.teMo・
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レーザー励起ペンタセン分子を用いた動的核偏極
京大理理研A 0小田真弘飯沼昌隆清水裕彦A 高橋義朗

政池明薮崎努

1 P15 

Dynamic Nuclear Polarization with Laser Excited Pentacene Molecules 

Kyoto univ.，RIKENA M.Oda，M五numa，H.M.ShimizuA，Y .Takahashi， 
A.Masaike，T.Yabuzaki 

Abstract 

To enhance NMR signal we have been pursuiting high nuclear spin polarization at 

high temperature and a magnetic field as low as 0.3T. We have used naphthalene and 
p-terphenyl doped with pentacene as samples. By DNP method we have obtained 

the proton polarization of 0.1% for napthalene叩 d1 % for p-terphenyl at room tem幽

perature， and about 20% for both crystal at liquid N2 temperature. For deuteron in 

naphthalene-ds we have obtained several hundreds of enhancement of polarization. 

これまで、 NMRの感度を上げるために様々な試みがなきれてきた。超電導磁石を用い

ての高磁場化は大きな進歩をもたらしたが、クライオスタットなど、実験上大きな労力と

コストが必要になる。我々はもっと手軽に核スピン偏極を得ることを目的に高温低磁場で

の動的核偏極法について研究を進めている。動的核偏極を行うには電子スピンの高偏極を

得る必要があるが、これを高温低磁場で得るためにペンタセン分子を用いる。ペンタセン

分子は基底状態ではπ電子が一重項状態にあり電子スピンをもたない。これをレーザーに

より第一励起状態に励起すると大部分は蛍光を発して基底状態に戻ってしまうが、項間交

差により一部三重項状態に移る。ペンタセンの長軸を印加する静磁場の方向と平行にした

ときには選択則により磁場温度に無関係に最大73%もの電子スピンの偏極カマ専られる。こ

れにマイクロ波を照射し動的核偏極を行う。レーザー励起はパルス的に行い、マイクロ波

もそれに同期してパルス的に加える。これを繰り返して核スピンを高偏極させる。

The electronic energy level of pentacene 

Ix=+ 1/2 Ix=-1/2 
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我々はまず陽子スピンの高偏極を行った。陽子スピンの偏極度Pの増大の様子はおおよ

そ次の式で決まると考えられる。

dP 
zr=A(九一 P)-r(p一九)

P : proton polarization 九:electron polarization (1'V73%) 
Pth : proton polarization (at Boltzmann equilibrium) 

A : buildup rate r : relは ationrate 

偏極する場合、 P~ 九h とできるので、九h を無視して上式を解くと下のようになる。

P=一生一九[1-exp{一(A+ r)t}] 
A+r 

これから高偏極を得るためには偏極効率Aが大きく、また緩和時聞が長ければいいこと

が分かる。偏極効率を大きくするためには三重項状態のペンタセンの数を増やせばよく、

ペンタセンに対する励起効率のいい波長のレーザーで高出力のもの用意する、ペンタセン

の濃度をあげる、などが考えられる。我々は波長 600nm、パルスエネルギー 10mJ、パル

ス幅 1μsの色素レーザーを用意した。最大のペンタセンの濃度は母結晶によって決まっ

てしまうのだが、今回はできるだけ多く入れるために、ペンタセンと相性のいいナフタレ

ン、パラテルフェニルを用意した。特にパラテルフェニjレはナフタレンの 10倍のペンタセ

ン(0.1%)を入れることができるので有利である。緩和時間は物質固有のものであるが、今

の場合レーザー励起した後の無幅射遷移による温度上昇のために緩和時間が変動すること

が考えられる。これを見るためにレーザー出力と緩和時間の関係を測定した。その結果を

下図に示す。ナフタレンは温度上昇にともない緩和時聞が短くなることが知られているが、

確かにレーザーの出力を上げていくとそのような傾向が見られる。一方、パラテルフェニ

ルは常温付近では本来なら温度が上がれば緩和時聞が長くなるはずであるが逆の傾向が見

られる。この原因はまだ確定していないのだが、とにかくパラテルフェニルもナフタレン

と同様レーザーを入れ過ぎると逆効果であることが分かる。
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以上の結果からレーザー出力を上げれば偏極効率は上がるが緩和時聞が短くなってしま

うことが分かる。これに注意し、レーザー出力を調整して偏極実験を行った。その結果得た

常温での最高偏極度は表1のようであった。ここで、偏極度は熱平衡状態の NMR信号との

比較により求めた。色素レーザーの優位性を示すために窒素レーザー (337nm)、Nd3+:YLF

レーザー (523nm)の結果も合わせて示しである。

naphthalene p-terphenyl 

dye laser N2・laser dye laser TFR laser 

l描 erpower( m W) 350 24 350 70 
repetition rate(Hz) 50 70 50 1000 

DNP time(min.) 20 40 20 40 
polarization(% ) 0.1 0.08 1 0.5 

table 1. maximum polarization at room temperature 

上の結果ではレーザーの出力の最適化により最高偏極度を得たわけだが、温度を一定に

保つことができればレーザーの出力を上げることができ、さらに偏極度を向上させること

ができると考えられる。そこで、簡単に温度を一定に保つ方法としで液体窒素に結晶を浸

して実験を行った。その結果、ナフタレン、パラテルフェニルともに約20%の偏極度を得

ることができた。この結果は中性子透過実験によっても確認された。

今回偏極に有利なようにナフタレン、パラテルフェニルを選んだが、基本的にはペンタ

センの長軸を同じ向きにして配置することができるものであれば偏極可能である。ただし

核スピンの緩和時間は長い必要があり、場合によっては上の結果のように液体窒素に浸す

などしてある程度以上緩和時聞を確保する必要がある。他の系への応用として現在ナフタ

レンー品、パラテルフェニル・d14を用いての重水素の偏極に取り組んでいる。ナフタレン-ds
については液体窒素温度において熱平衡状態に対して数100倍の偏極度を得ている。また、

液晶分子中の楊子の偏極についても検討中である。

ペンタセン、動的核偏極、レーザー、ナフタレン、パラテルフェニル

小田真弘おだまさひろ
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1 P16 NMR用圧力ジャンプ装置の試作

(神戸大学理、自然科学)0赤坂一之、手塚智子、山田博昭

Design and construction of a pressure寸umpapparatus 

for use in NMR spectroscopy 
Graduate School of Science and Technology，Kobe University 

Department of Chemistry，Faculty of Science，Kobe University 

OKazuyuki Akasaka ，TomokoTezuka，and HiroakiYamada 

We have designed and constructed a pressure---1ump apparatus with a 

purpose of using it in pressureづumpNMR experiments，the basic design of 

which is illustrated in Figure 1. 

[はじめに]

温度と圧力はいずれも熱力学平衡を規定する外部パラメーターである。温度を変数

とする実験はもとより、圧力を変数とする平衡系のNMR測定は既に 1972年以来

の歴史をもち、方法として確立されている。この方法を応用して、最近は蛋白質の

圧力変J性の観測も可能となった。一方、温度、圧力を可変パラメーターとする非平

衡条件下でのNMR測定は、温度ジャンプNMRについてわれわれの研究室で最近開発

に成功した。圧力ジャンフNMRはまだ実現していないが、圧力をパラメーターとす

る実験から得られる情報の重要性を考えるとき、その実現が望まれる。このような

観点から、われわれは初の圧力ジャンフNMRの実現をめざして、 NMR用の圧力ジャ

ンプ装置を考案、試作した。

[装置(図 1参照)] 

ハンドポンプ、ブルドン管圧力計よりなる昇圧系(圧媒は灯油)を(1)に接続して

加圧後、パルプ(2)を閉じ、圧力ジャンプ (PJ-NMR)装置を昇圧系から切り離す。

PJ-NMR装置は、 NMR測定試料をいれる石英製高圧セル(5)、セパレーター(3、4)、

圧力ジャンプユニット(6)、ストライカーユニット(7)、および機械式トリガー(8)から

成り立っている。 10テスラ程度の強磁場下での実験が可能なよう、この装置の金

属部分のほとんどはSUS-316ステンレス鋼(ほぼ非磁性)を使用して制作した。

[動作原理]

200MPa (約2000atm)の加圧下では、圧力ジャンブ9ユニット内のチェックパルプ

にセットした直径5mmのタングステンカーバイドボールに約230kgfの力が加わり、

高圧を維持している。このボールの下方に特殊鋼製ストライカーと機械式トリガー

キーワード :NMR、高圧、圧力ジャンプ

あかさかかずゆき、てづか ともこ、ゃまだひろあき
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が取り付けてあり、ストライカーには非磁性スプリングあるいはゴムバンドにより

上方向に3-5kgfの力が加えられている。 トリガー(約50gfの力で作動する)を引く

とストライカーのロックがはずれて、ストライカーピンがタングステンカーバイド

のボールを打撃し、瞬間的に圧媒が噴出、圧力が低圧側にジャンプする仕組みであ

る。

[実験結果]

この装置の高圧系は、少なくとも300MPaの耐圧性能をもつことが判明した。圧力

ジャンプ実験は現在のところマニュアルトリガーで行い、 200MPaから170MPa、

150MPaから常圧への圧力ジャンプ実験に成功している。圧力ジャンプNMRの測定

に向け、準備を進めている。信号の積算を行うためには、 トリガーの作動後(ある

いはセバレーター内に置いたピストンの動きと連動し)、正確な遅延時間をおいて

RFパルスを発生することのできるインターフェースを組み込む必要がある。

(3) (7) 

(4) 

(5) 

Fig.1 Pressure-Jump Apparatus 
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1 P17 A simple method for 13C CPMAS NMR measurements 

under high gas pressure and its application to 

a polymer 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， 

Kyoto University， Kyoto 606-01， ]apan 

T. Mivoshi， K. Takegoshi， and T. Terao 

A simple high同 pressureMAS(HPMAS) NMR method is proposed to 

investigate the polymer dynamics under high gas pressure. The effect 

of COz gas on poly(styrene) is investigated in the pressure range of 0-

7 MPa. 13C Tlp measurements lead us to conc1ude that the motional 

frequency of both the main chain and aromatic region of PS gets 

faster with increasing COZ gas pressure. 

13C CPMAS NMR spectroscopy has been used to characterize the 

molecular motion of polymer in a wide temperature range. However， 

this method has not been utilized under high pressure， because it is 

considered that the sample spinning is difficult and dangerous under 

high gas pressure. 

In this study， we propose a simple High-Pressure Magic Angle 

Spinning(HPMAS) NMR method， and investigate the molecular 

dynamics of poly(styrene)(PS) in the pressure range of 0-7 MPa. 

HPMAS was realized as follows: A pyrex glass tube containing a 

sample， whose inside and outside diameters are 3.4 and 5.8mm， 

respectively， was attached to a vacuum line and degassed. After that， 

the COz gas， which is enough to give a required pressure， was 

transferred into the glass tube immersed in a liquid N z bath; then， the 

glass tube was sealed off. The sealed glass tube was inserted into a 

Chemimagnetics 7.5中MASspinner with powdered glass or KBr to well 

balance the spinner. 

The 13C NMR experiments were carried out at 350C with主

Chemimagnetics CMX 300 spectrometer operating at resonance 

frequencies of 300 MHz for lH and 75 MHz for 13C. 

high pressure /gas pressure /13C CPMAS NMR /poly(styrene) 

みよしとしかず、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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Fig. 1 shows the COz gas-pressure dependence of 13C CPMAS NMR 

spectra of PS. The linewidth of the protonated aromatic signal 

broadens with increasing pressure. On the other hand， the linewidth 

of the main chain peak is constant up to 7MPa. The line broadening 

of the aromatic peak suggests that COZ gas induces the molecular 

motion of the aromatic region. Then， we measured the COz pressure 
dependence of 13C Tlp of PS. We analyzed the relaxation curves of the 

methine and protonated aromatic carbons using single and double 

exponential curves， respectively. The obtained 13C Tlp values are 

listed in Table 1. For the aromatic region， the 13C Tlp value of the 

slow component decreases with increasing gas pressure. That for the 

main chain also decreases with increasing pressure. The 13C Tlp value 

is sensitive to the molecular motion with a frequency around the 

spin-locking field intensity(55kHz)， and the molecular motion with 

the spin-locking field frequency leads to the minimum of the 13C Tlp 

value. 

Therefore， the motional frequency of not only the aromatic but 

also the main-chain also gets faster and close to the spin国 locking

frequency with increasing COZ gas pressure. Further， the detailed 

analysis of the molecular motion induced by COz gas is in progress for 

comparing with that by temperature. 

7MPa 

* 
Tabl巴1. Pressure dependence of 1 t: T1p cof回

Inethin巴(ms) protonated aromatic (ms) 

OMPa 48.3"，2.0 38.4主2.9(83%) 1.04"，0.20 

OMPa 3MPa 25.3"，3.0 30.7ま5.2(77%) 1.49主0.43

5MPa 20.7;，1.9 24.3"，3.7(75%) 1.31企0.36

7MPa 7.0"，0.9 4.60会0.27(75%)0.46主0.09

Errors are 2.50 

200 160 120 80 40 

Chemical shift/ppm 

Fig 1. Pressure dependence of 13C HPMAS 
NMR spectra of PS. 
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1 P18 HR-MASを用いた合成高分子の構造解析

一膨潤状態の試料への"溶液"高分解能NMRの適用

でa本ブノレカー(機， 1住友化学工業(掬筑渡航。住藤

横田絵美子z，山内一夫 1

l 岡田明彦九

Structure Analysis ofSynthetic Polymers by HR-MAS 
-Appiication of団ghResolution "Solution" N乱低 Techniquesto Solvent-swollen Samples -

C Bruker Japan， 2 Sumitomo Chemical Co. Ltd) 0 H司imeSato1， Akihiko Okada2， Emiko 

Fukuyo-Y okota2 and Kazuo Yamauchi 1 

We demonstrate the application ofmagic angle sample spinning削 AS)for measuring 

high resolution solution NMR experiments in order to perform structure analysis of synthetic 

po如nerswhich are only swollen but not soluble. By the combined use of 2 kHZ MAS and 2H 

lock (HR-MAS)， we found that well resolved lH_NMR spectra ofD20・swollengel were 

obtained and that the reproducibility ofthe spectra was significantly better than the static 

measurement. We also showed that HR-MAS method can be integrated not only into 

conventional lD experiments but also into higher dimensional NMR experiments， such as 

HOHAl弘(TOCSY). Spectra obtained by 1蛮 -MASclosely depended on solvent 

environment， which indicated t出ha創tl王IR

interaction between pol防yme釘rsolute and solvents. 

【はじめに】合成高分子は溶媒に溶けにくいものが多く、溶液状態で高分解能NMRスベク

トノレを得ることはやさしくなかった。一方溶融状態での測定は、磁場の安定性が問題となる

2次元NMRではあまり実用的でない。そこで本研究では、室温で合成高分子を重水素化溶

媒に膨潤させたのち、マジックアング、ノレスピニング(MAS)を行うことにより化学シフトの異

方性を平均化し、不均一な膨潤試料ながら、搭液状態に近い高分解能スペクトルが得られな

いか検討した。

【実験】膨潤はするが溶媒に溶解しない合成高分子の試料として、住友精化(株)の吸水性

ゲルを用いた。高分子は室温で膨潤させたが、溶媒としては、種々の膨潤度合いを試すため

に重水(99.75%)のほかに重水と重メタノーノレの混合溶媒を用いた。このゲルは溶媒にメタノ

ールが混ざると溶媒の吸収性が変化するという性質を持つ。

すべての NMRスベクトノレは BrukerDRX・400上で 4mm MASCH / BB (BB: 31p _ 15N))プロー

プを用いて室温で測定した。サンプルは通常の CRAMPS用ローターに詰めた。サンプルの回

転数は 2kHzに設定した。重水素ロックのチャンネノレには BBチャンネルを 2Hにチューニン

グして用いた。 13c・NMRは、いったん重水素ロックをかけて分解能を調製してからロックを

キーワード:HR・MAS、合成高分子、膨潤状態、重水素ロック

。さとう はじめ、おかだあきひこ、よこたえみこ、やまうちかずお
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はずし、 BBチャンネルを 13cに再度チューニングして測定した。

EIR-MASプロープヘッドについて

最近開発されたHR-MAS用プローブは lH/2H/13C にトリプルチューン可能なコイノレを用

いており、重水素をロックシグナノレとして観測しながらダブルレゾナンスの実験が行え

(figure 1)、また耐圧を低くする分、磁化率の補正を行うなど固体専用 MASプロープに比

べて高分解能化・低ノイズ化がはかられている。今回の実験は装置の都合により固体用 MAS

プロープを用いたが、 HR-MASプローブを用いればさらに高分解能のスペクトノレの得られる

可能性がある。一方、分解能をさらに向上させるため、ローター内部のサンプノレを入れる部

分が球形になっている試料管も開発されており、分解能の調整がより行いやすくなるものと

期待される。

Sample 

rotor (4mm中)

1 H for obs./dec. 

C for obs./dec. 

2H for lock 

figure 1. Schematic representation ofHR-MAS probehead. 

【結果と考察】l.MASの効果 MASの効果を確かめるため、 lH-NMRスペクトノレにおいて、

サンプノレの回転数を OHzのものと 2kHzのものを測定した(白別re2)。その結果、 2kHzの

方が非常に高分解能であった。さらに、 OHzのときは測定ごとに得られるスペクトルの分解

能がまちまちで再現性を得ることは困難であったが、 2kHzで MAS測定した場合は良好な再

現性が得られた。なお、 2妊Izで MAS測定した試料ではスヒ。ニングサイドバンドが観測され

ている。化学シフトの異方性や双極子・双極子相互作用による効果は除去されているが、外

部磁場の不均一性による効果と考えられる。試料管やプローブに関して固体専用のものを流

用したため、シム調整が十分でなかったのではなし、かと思われる。

2.試料の状態とスベクトノレ 膨潤状態の異なる試料を作るため、 (1)ポリマー:重水の比率

を変えたもの、 (2)ポリマー:溶媒の比率を同じにして、溶媒の組成(重水:重メタノーノレ比)

を変えたものを調製した。(1)についてはポリマーの lH-NMRピークの形状に変化は見られな

かったが、 (2)についてはメタノーノレの割合が増すにつれて吸水性ゲ、/レのピークがブPロードに
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なり、重水:重メタノーノレ-1:3 (v/v)において、もはや溶媒の吸収性を示さなくなるととも

にスペクトノレからピークも消失した。このように、 MAS法で見られるピークは膨潤している

ポリマーの状態をよく反映していることがわかる。

3.その他の測定法 lH-NMRと同様に、 13C-NMRについても静止状態 (0Hz)と 2kHzの

MAS回転時の比較を行ったが、同様に MAS回転によるピークの先鋭化が見られた。 13C咽NMR

の測定には一晩を要したが、ロックをかけない状態でも特に測定に支障はなかった。ただし、

HMQCやHMBCなど周囲の変化に敏感な測定では、ロックの効果が顕著に現れる可能性が

ある。一方、同種核二次元NMRの場合は、 BBチャンネノレをロックに当てることができるの

で容易に測定が可能である。本研究では 2kHz回転において、 2DHOHAHA (TOCSY)スペク
/ 

トルを測定した (figure3)。その結果、ポリマーのクロスピークを観測する事ができた。

experiment (2) 

2 kHz 

o Hz 
10 9 8 7 6 5 4 3 2 o ppm 

experiment (1) 

2 kHz 

o Hz 

10 9 7 6 5 4 3 2 o pp血

figure 2 lH-NMR spectra of a swollen polymer with and without MAS 
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[まとめ】本研究は、未知物質の構造解析法として優れた高分解能「溶液JNMRの手法と、

ピークを先鋭化する手法としての MAS法、さらに溶媒による膨潤をあわせて用いることに

より、従来は構造解析が難しかった不溶不融の合成高分子が、 NMRによる詳細な構造解析

の対象となりうることを示した。今までなら、溶液NMRの解析対象にするためには浮遊物

のないホモジニアスな溶液を得ることが必須であり、多くの合成高分子の場合、この要求を

満たすことは非常に困難で、あった。本研究におけるアプローチは、合成高分子の構造解析の

ために越えなければならないハードルを大きく下げるものとして、今後の応用が期待される

のみならず、合成高分子以外の系でも溶液NMRの手法を用いた構造解析の対象分野を拡大

する可能性を秘めている。
/ 

【謝辞】吸水性ゲ、ノレ試料の使用を快諾下さった住友精化(株)に厚くお礼申し上げます。
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figure 3 HOHAHA(TOCSY) spectrum of a swollen polymer with MAS. 
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1 P19 13C NMRを用いたコレステリック液品の構造解析

(京大院理)0西山裕介、久保厚、今城文雄、寺尾武彦

Structural Analyses of a Cholesteric Liquid Crystal by 13C NMR 
(Kyoto Univ.)Yusuke Nishiyama， Atsushi Kubo， Fumio Imashiro， and Takehiko Terao 
Abstract High resolution 13C NMR experiments under magic~angle

spinning例AS)and under spinning with a greater angle than the magic-angle(g-
off.・MAS) were performed on a cholesteric liquid mixture of p-
methoxybenzylidene-p-n・butylaniline仰BBA)and Cholesteryl chloride(CC) wt. 
12.0%.The shifts of peaks between the MAS and g-off-MAS spectrum were 
observed. The chemical shift anisotropies were calculated from the shift of the 
peaks， and compared with those of MBBA. For analyzing the spectra， we proposed 
a model ofthe liquid crystal ordering in a cholesteric phase. 

はじめに

コレステリック液晶は、ピッチ方向にディレクターが回転しながら配向するため NMRスベ

クトルは、粉末ノ号ターンとなる。また、ピッチ方向に分子が拡散すると NMR観測量も変化する

ため NMRスベクトノレは、拡散の影響も受ける。以前に行われたコレステリック液品の NMRに

よる研究では、 13Cの粉末パターンを重ねあわせたまま観測したり [1]、2Hなどによるラベルを

行って粉末パターンを分離して観測されてきた[2]。また、そのようにして得た NMRスベクトル

の解析には拡散の影響を考慮することが不可欠であり、解析には NMR観測量以外に拡散定数が

パラメータとして必要であった。また、ピッチの長いコレステリック液晶では、分子の配向が磁

場方向に偏ってしまうため NMRスベクトルは歪みを受ける[2]。そのため、パラメータとして分

子の配向の偏りも考慮する必要があった。そこで我々は、コレステリック液晶の NMRスベクト

ノレの解析に必要なパラメータを減らすためにマジックアングルよりも大きな角度でサンプルを

回転(g-off-MAS)させることによってコレステリック液品のピッチを回転軸方向にそろえてNMR
スベクトノレを観測した。こうして得られるスベクトノレは、粉末パターンとはならず先鋭化したス

ベクトノレとなり、拡散の影響も無視でき、さらに磁場による配向の偏りも平均化される。

このようにして得た NMRスベクトノレを分子構造の解析に用いるためには、コレステリック

液晶のモデルを立てて液品分子の配向ポテンシャルを計算することが必要である。これまでに多

数のコレステリック液晶の液晶場理論が提案されている。ネマティック液晶の Meier-Saupeの理

論ににねじれのポテンシヤノレを加えてコレステリック液晶に適用したもの[3]などがある。しかし

それらの理論は、分子間相互作用を展開して議論を行ったものであり、その展開係数そのものに

は物理的意味は与えられず単なるパラメーターとして扱われていた。そのため、分子の形や分子

の静電相互作用から液晶の物理的な性質を予測することはできなかった。そこでわれわれは、液

晶分子の分子間相互作用から直接コレステリック液晶分子の配向ポテンシヤルを計算する理論

を提案する。

本研究では、 g-off-MASによりコレステリック液晶の 13CNMRスベクトルを得て、コレステ

リック液晶のポテンシヤルエネルギーを計算して得たシミュレーションのスベクトルと比較す

ることにより、コレステリック液品の構造解析を行うことを目的とする。

13C NMR、オーダーパラメーター、分子拡散、コレステリック液晶

にしやまゅうすけ、くぽあっし、いましろふみお、てらおたけひこ
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コレステリック液晶の g-off-MASNMRスベクトノレ

磁場中でディレクターが磁場方向に配向するネマティック液晶 (~.z= (Xu -xょ)> 0)にキ

ラノレな溶質を溶かしたり、液品分子そのものをキラルにしてできたコレステリック液晶は、ピッ

チが磁場に垂直になるように配向する (Fig.1)。こういったコレステリック液晶のピッチの方向

はsXく Oのネマティック液品として扱える。サンプルの回転軸と磁場のなす角をθ、マジック角

を()mとしたとき 1)マジック角より大きな角度で回転させる (θ〉凡)とき、ヒ。ツチは回転軸方

向に配向し、 2)マジック角より小さな角度で回転させる (θ 〈 θ~II )とき、ピッチは回転軸に対し

て垂直方向に一様に配向する[4]。

ここでθ〉凡で回転させたときのスベクトノレを考える。 Fig.1のように座標系をとると NMR

観測量のテンソノレ異方性部分dUYJ)は

4;，y，z)=Zdj;JAD;。(ω，t+九θ，0) (n 
p=-2 

で与えられる。相互作用に対して試料の回転が十分速ければ時間依存の項は平均化されて

jdtdjr~4;yのD;o(ω，t+九θ，伽dj;yz)弓(cosθ) (2) 

となり、異方性が宅(cosθ)だけスケールされることが分かる。

実験

試料としてネマティック液晶 p-methoxybenzy lidene -p-n・butylaniline(MBBA)および

MBBAとCholesterylchloride(CC)(wt. 12.0%)を混合してコレステッリック液晶としたものを用

いた。スベクトロメーターには、ChemagneticsCMX300を用いた。MBBAには 300.5KにMBBA

とCCの混合物には303Kに温度調節された空気を試料管に吹き付け試料の温度を一定に保った。

温度は MBBAおよび MBBAとCCの混合物は、ともにおなじT/九=0.948を持つように決定

した。 Tcは、液品相一液相の相転移温度である。 o住MASは、試料管を磁場から 74度の角度で

2kHzで回転させて実験を行った。

MBBAのマジックアングルスピニング(MAS)および静止状態の lHデカップル13CNMRスベ

クトルを観測した。 MBBAとCCの混合物は MASおよび静止状態、 g-off-MASの lHデカップ

ル 13CNMRスベクトノレを観測した。
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Fig.1 Relationship between the 
laboratory fixed (x，y，z) coordinate 
system and the sample fixed 
(x'，y'，z') coordinate system. 

Fig.2 The lH decoupled 13C NMR spectra of a nematic 
liquid crystal MBBA at 300.5K under static (a) and 
under 2kHz MAS(b). Only the aromatic part is shown. 
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実験結果と考察

MBBAの lHデカップル静止、および MAS13C NMRスベクトルを Fig.2に、 MBBAとCC

の混合物の lHデカップル静止、およびMAS、g・off-MAS13C NMRスベクトルを Fig.3に示す。

化学シフトテンソノレの一軸性(σ11=σ22)を仮定してMBBAの静止スベクトノレと MASスベク

トノレから次の式により化学シフトテンソノレの異方性企σを求めた。

Aσ=σぉ一σU=3(σstalicーσ刷)/2 (3) 

ここで、 σ仰巾は、静止スベクトルのピークの位置であり σ加は MASでのピークの位置である。

同様に化学シフトテンソルの一軸性を仮定して MBBAとCCの混合物の MASスベクトノレと g-

off-MASスベクトノレから次の式より化学シフトテンソルの異方性企σを求めた。

Aσ=σ吟 今 一 σ.，=3(σ回一 σ0-mos)

" 11 ~ ( cos B) 

ここで、 σ日間は g-off-MASでのピークの位置である。。は磁場と試料回転の軸のなす角であり、

L-alanineの異方性を測定することによって求めた。

化学シフトテンソルの異方性の大きさについて MBBAとCCの混合物と MBBAのあいだに

違いは見られなかった(Fig.4)oMBBAとCCの混合物の場合、静止スベクトノレをシミュレーショ

ンによって解析すれば、化学シフトテンソノレの一軸性を仮定しなくても化学シフトテンソノレの 3

つの主値が求まる。

(4) 

(c) (b) (a) 

ppll 89 567 4 ppm-
"........，..，.門司

10( 190 1C 

Fig.3 The lH decoupled 13C NMR spectra of a cholesteric mixture of MBBA and CC(wt. 
12.0%) at 303K under static (a)， under 2kHz MAS (b) and under 2kHz spinning with 74

0 

inclined仕oma static field(c). Only the aromatic parts is shown in (b) and (c).The peaks of 
quaternary carbons are broadened due to the molecular dif王usion. 
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コレステリック相における液品分子の配向ポテンシヤノレ

液品分子のモデルを立てて分子間相互作用から液晶分子の配向ポテン、ンヤルを計算する理論

を提案する。コレステリック液晶では、ディレクターの方向がピッチの軸方向の並進に対し周期

的に変化する点のみがネマティック液晶と異なる。よってネマティック液晶に対する液晶分子の

配向ポテンシャルの理論[5]を拡張して用いることができる。いま、ある液晶分子に着目しその分

子を溶質と考え、まわりの液晶分子を溶媒と考えると溶質分子が液晶場から受けるポテンシヤル

U削 (ω)は、

U目削I(ω的)/kT = (N /斤川yη)f dr'dω(J)'テf(ω(J)'ソ，r〆r〆刈'

となる。ここでdは溶媒分子の配向であり、 ωは溶質分子の配向である。 r'は溶質分子と溶媒

分子の相対位置を表わし、 Q'はω，(J)'のときの溶質分子と溶媒分子の相対配向である。分子間相

互作用ポテンシヤノレU(Q';r')は、溶質分子をファンデ、/レワーノレス半径の球状分子の集まりとして

溶媒分子を円柱で近似し、両者が重なるときは∞それ以外は 0の値を取ると仮定する。

f((J)'， r')は、確率分布であり r'依存性が入ってくるのがネマティック液晶と異なるところである。

f((J)' ， r') を L必gendre の多項式~で展開すると次のような式で表わされる。

.....， ~ 21 +1 
f(ωソ )=L-Tくヰ〉ヰ[cosθ(ωソ)] (6) 

cosθ(ω'〆)= esol附
(ωI，r')・{え COS(21TX/ p) + e y sin(21TX / p)} (7) 

ここでesolven'(ω'，r')は溶媒分子の配向で、 ez，eyはそれぞれ静磁場の方向，ピッチの方向の単位ベ

クトルであり、 pはピッチである。

各コンブオマーについてU
削
(ω)を計算し、分子の内部エネルギーとともに統計力学平均をと

ることによって NMR観測量が求まる[6]。

参考文献

[l]Metka Luzar， Bojan Lozar Robert Blinc and J. William Doane: Mol. Cryst. Liq. Cryst.lli 

(1984) 291. 

[2]Zvi Yaniv， Nuno A. P. Vaz， Giuseppe Chidichimo， and J. William Doane: Phys. Rev. lett. 
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[3]W. J. A. Goossens， Mol. Cryst. Liq. Cryst. 12 (1971) 237. 
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1 P20 固体 13CNMR法による液晶性ポリウレタン

試料の固体構造解析

(京大化研)0石田宏之、梶 弘典、堀井文敬

Solid state 13C NMR analyses of the structure of liquid crystalline polyurethanp.続lmples

Hiroyuki Ishida， Hironorii Kaji， and Fumitaka Horii 

(Institute for Chemical Research， Kyoto University，同i，Kyoto 611， ，Japan)) 

Solid state 13C NMR analyses of the structure have been performed f'or liquicl crystalline 
polyurethane samples. The samples， pol砂yme釘nロze叙吋d from 3，3'-d出u町mr.引1刈thyρl
dι耐iis叩OC}引 latωe，1，10・decanediol，and 1・hexanol，were crystallized by slowly eooling from the melt 
through the liquid crystalline state at a rate of lOC/min. 11.c analyses reve<ll t.hat. each sample 
contains three component.s with different. T1C values which correspond 1;0 t.he cryste'llline， meclium， 
and noncrystalline regions. From t.he values of chemical shift， methylene chainr; bot.h for the 
crystalline and medium components are found to be all in transconformation. ln contrast.， t.hose 
for the noncrystalline component are in alternate trans conformation with rapid tranfrgauche 
transition， reflecting the conformation in the liquid crystalline state 

1 .呂的

液晶状態では、分子は秩序のある構造を持っと同時にその分子運動性はかなり高い状態にある。した

がっ7て、高分子を液晶状態から結晶化させると、この液晶状態における構造を反映したIj自体構造が得

られると考えられる。そこで、液晶性ポリウレタンを液晶状態から結晶化させて得られた試料の国体

状態における構造および分子運動性について国体 13CNMR法により解析を行ったι

2.実験

試料として用いたポリウレタンは、メソグンとして 3，:3'-dimethyl.4，4'.biphenyldiyldiisocyanate、

スベーサーとして 1，10・decanediol、そして分子量を調節するための末端基として 1・hexanolを適当な

モル比で反応させて合成した1)。得られたポリウレタン (PDBDM)を、等方村lである 2400Cで溶融

し、 lOCIminで徐冷することにより液晶状態を経て結晶化させて作製した。

13C NMR測定は JEOLJNM-GSX200分

光計により、 4.7Tの静磁場下で行った。 13C

スピンー格子緩和時間引cの測定には CPT1

パ/レス系列を用いた。

3. 結果と考察

{o-ibd:H i-品

図 1に等方相より約 lOC/minで徐冷したPDBDM試料(Mn=11，700)の室温で測定した CP/MAS18C 

NMRスベクトルを示す。得られた共鳴線の帰属はまず溶液スベクトルでINADEQUATE測定により

行い、この結果に基づいて CP瓜1ASスベクトルの帰属を行った。

各試料の結晶一非晶構造を調べるために、11.cを測定し、最小二乗法によるブイツティングを行っ

た。その結果、各炭素について11.cの異なる 3つの成分が存在し、 T!Gの長し、 Lのからそれぞ、れ、結

晶成分、中間成分、非品成分に帰属した。

次に、11.cの差を利用して三つの成分のスベクトノレ在得、三成分のメチレン鎖のごIンホメーション

キーワード:ポリウレタン、液晶性高分子、 CP瓜1AS13CNMR、スピンー格子緩和時間、固体構造

いしだひろゆき、かじひろのり、ほりし、ふみたか
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について化学シフトの違いにより検討を行

った。図 2は T!Cの差を利用して分離した 3

つの成分のスベクトルである。結晶成分と中

間成分は化学シフトにほとんど差異がない

ことから、ほぼ同じコンホメーションをとっ

ていると考えられる。一方、非晶成分のメチ

レン部分の共鳴線は結晶成分や中間成分と

比較すると C10、C12、C13炭素の部分が高

磁場シフトしている。そこで結晶成分および

非晶成分について C9以外のメチレン炭素部

分の共鳴線の波形解析を行うことにより、さ

らに詳細な検討を行った。初めに結晶成分に

C8 

「下寸

150 

CI0‘12‘13 
SSB:Spinning Sidc Ilond 

T"jI 
100 50 O 

ppm仕omMe4Si 

ついて波形解析を行い、その化学シフトをも FigurE¥ 1. CP爪ilAS!aC NMR sppctrum of PDBDM. 

とにして、非晶成分の共鳴線の波形解析を行った。

ここで、 (1)結晶成分ではメチレン鎖は図 3(a)のよう

に全て transのコンホメーションをとる、 (2)y-

gauche効果による共鳴線の高磁場シフトは 2.5ppm

である、と仮定した。これらの仮定に基づいて、 ClO句

C12、C13炭素についてのみ v-gauche効果を考慮に

入れて共鳴線の波形解析を行ったo その結果、非晶

成分では、 Cll-C12結合および C13-C13'結合に

gauche成分が入っており、その他の結合が transで

あると結論した。

さらに低温測定を行うことにより、 Cll-C12結合

および C13-C13'結合のコンホメーションについて

J-d人~;:::jiuij{lJ仁

川し~JUJL
ω ノ八¥~ A -ud，/ ¥、¥ー/¥"-.... 

検討した。図 2に示した室温での印刷ASスベクト 1 I_l.. ._l___.L _1-.. .L_Lー」→
70 60 5(1 ιl!) :~[ 

ルにおいて、 C10，12，13炭素の共鳴線と Cll炭素の 円MlrtllllMゆ

共鳴線の間に存在している肩は、 y-gauche効果によ Figure2. 13C NMH. spect.ra 01' cliffprE¥nt.∞mponents 
~ """<+-of PDBDM: (a) t.hE¥ cryst.alluw COll1pOlwnt; (b) the 

り高磁場シフトした ClO，12，13炭素の共鳴線人対応 meclium∞mponent.; (c) t.h~， 11oncryst.allinE¥ 

している。ー1000Cでは、この肩の強度が低下した。 component.

この結果から、室温では trans-gauche聞の遷移が起こっているが、 -1000Cではこの遷移がほぼ凍結

されていることが明らかになった。従って、非晶成分では、メチレン鎖は図九(b)のように末端部をの

ぞいて transの結合と trans-gauche間の遷移を起こしている結合が交互に入るコンホメーションを

とっていると結論した。また、偏光顕 (a) t t t t t t t t t 

微鏡観察により、等方相から冷却する ーO-CH，一川ー叫-CH，-CH，ーCH，-CH，-C同」同-CH，ー0ー

と液晶化は全領域で起こるものの、結 9 10 11 12 13 1月 12 11 1 () 9 

晶化は全領域で起こらず、一部の領域 ~) t t t t t t 

では液品相が残存したままで凍結され ーO-C同-CH，-CH，一心地 -CH，-CH: - CH， -CH:一心H，-CH，ー0-

ていることが分かつた。従って、この t++g t~ し4
非晶成分は液品状態が凍結し?成分で Figure 3. C011おrmatio11of t.he met.hylplw cha.in of PDBDM: (a) 

_I'-"'/J' the cryst.a11ine component (a11 tmns confol'mat.ion); (b) t.he 
あると結論づけた。 noncryst.a11inecomponent. (alt.ernat.p trans conformat.ion wit.h 

trans-.伊 uchetransit.ion) 

参考文献

1) K Iimura， N， Koide， H. Tanabe， and M. Takeda， Macromol. Chem" 182， 25G9 (981) 
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1 P21 二量体液晶の配向およびスぺーサーのコンホメーション解析
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Orientational Characteristics and the Conformation of the Spacer of a Dimer Liquid Crystal 

ORenato Norio Shimizu
l
， Naoki Asakawa

2
， Shigeki Kuroki

3
， Hiromichi Kurosu

l
， 

Hidemine Furuya 
1
， lsao Ando 1 and Akihiro Abe 

4 

1 Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 
2 Department of Biomolecular Engineering， Tokyo Insitute of Technology 

3 Advanced Polymer Lab.， Japan High Polymer Center 
4 Department of Industrial Chemistry， Tokyo Institute of Polytechnics 

The orientational behavior and the conformation of the spacer of a dimer liquid 

crystal namely α，(J)-bis[(4，4'-cyanobiphenylyl)oxy]decane (CBA-IO) have been 
13______ _. ~. 13 

analysed by high-resolution "'C NMR. The principal values of the '-C chemical 
shift tensor have been determined by the Herzfeld-Berger method for an aromatic 

13 
and for an aliphatic 'T and from the analysis of the chemical shift change of these 
carbons it was concluded that the order parameter of the molecular axis and of the 
mesogenic moiety increase with decreasing temperature whereas the conformation of 

the spacer and the ordering of Cy-Ce axis remain essentially unaltered in the same 
temperature range. The conformational behavior of the flexible spacer has been 
considered in the frame of rotational isomeric state (RIS) approach. New studies 

13 
regarding the dipolar coupling in a '-C double labeled sample are in progress and 
the results will be reported at the symposium. 

はじめに

我々は前報1で 二個のメソゲンをアルキル鎖でつないだ二量体液晶α，ωーbis

[(4，4'-cyanobiphenylyl)oxy]decane (CBA-l0， NC-$$-O(CH2)100ー伸一NC) について

メソゲン部分の13C化学シフトの異方性によりCBA-l0の配向について高精度で解析

した結果を報告した。

本研究ではメソゲン部分の情報にスペーサーからのものを併せて解析を行った。

スペーサーについて S位の炭素に注目し、両 S位を13Cラベルしたサンプルを用い

てその炭素の化学シフトテンソルの主値を求めた。更に、違う温度での測定により

13C固体高分解能NMR コンホメーション 回転異性状態近似 配向秩序度

二量体液晶

0しみずれなっとのりお、くろすひろみち、ふるやひでみね、あんどういさお、

あべあきひろ、あさかわなおき、くろきしげ、き
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分子全体の配向挙動やスベーサーのコンホメーションなどを解析することを目的と

した。

迦亙

固体高分解能13CNMRスペクトルは、温度可変装置付属の日本電子製GSX-270NMR

(67.8MHz)分光器およびDoty社製のCPjMASフ。口一ブを用いて測定を仔った。サンプ

ルを極低速回転での測定には8ruker社製のDSX300(75.5MHz)分光器を用いた。化学

シフトの基準はアダマンタン (29.5ppm) を外部基準とし、パルスシーケンスは

pulse saturation transfer法(PST法)で測定した。また、ピークを帰属するために

TOSS法およびTOSSwith protonated carbon suppressioni去を用い、 Fun92らの報告

に基づいた。

結果と考察

種々の温度においてC8A-l0の13CNMR ぷ.I'1ぷ 4 =.  = .  

測定を行い、得られたスペクトルを NC-<'(' )K(. ))-O(CH2)100-屯 JK(.))-CN 
Fig. 1に示した。芳香族炭素の最も遮 一一 一一

蔽されている方向はベンゼン環に垂直 CBA-I0 

であり、指肪族炭素においては分子長 江3

軸方向にあるので、それぞれの13C化学

シフトにみられる温度に対する変化は

明らかに分子の配向によるものであ

る。即ち、それぞれの等方相における

化学シフトに対して液晶相において芳

香族炭素は低磁場側へ、指肪族炭素は

高磁場側へピークがシフトしている。

等方相 (σiso) および液晶相 (σω)

における13C化学シフトは次式で関係付

けることができる。

Szz= -， -(3/2)(σLC-σiso-) (1) 
z -(σzz -(1/2)(σxx +σyy)} 

ここでσxx.σYY.σzzは分子軸座標系に

おける化学シフトテンソルの対角要素

であり、主軸系から座標変換を行うこ

とにより求められる。 一方、化学シフ

トテンソルの主値はサンプルの低速回

転により発生するスピニングサイドバ

ンドの強度を Herzfeld-8erger法3によ

り解析して求めた。得られた値はTable

1のとおりであ る 。 比 較 の た め に

Vande rHa r t4による n-C20ト~42の内部メチ

250 200 150 100 50 0 ppm 

IsotroplC 

190.0' C 

nematlc 
188.5. C 

nematlc 
180.6. C 

nematlc 
171.0. C 

Figllre l. High-resollltion solid-state 13C NMR of 
CBA-IO taken at different temperatures. 
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レン基についての値も併せて示した。 Table1. Principal values of the I.1C chemical shift 

Coに得られた主値とかなり遣うことが
tensor for CBA-I 0， relative to TMS. 

分る
Carbon σ11 σ12 σ33 

。 ppm ppm ppm 

解析は以前1と同様に分子長軸は両メ CI' 228.7 162.3 36.1 

ソゲンの中心を結ぶ線の方向にあると Co 45.5 34.9 17.4 

仮定した。化学シフトテンソルの主軸 n-C20H42a) 50.2 38.2 17.2 
系から分子軸系への変換はスベーサー
-コンホメーションに依存するため各 a)from reference 4 

コンホマーの配向を考慮する必要があ

り、以上の解析を回転異性状態近似法

と{井せて行った。まずあらゆるコンホ 1.00 
マーを発生させた。ネマチック場にお

いてg+9ーあるいはg-g+のようなコンホ 0.95 

メーションは存在しないと仮定し、こ

のようなものは除いた。次に1 式により雲~ ~.~~ t 
各コンホマーの分子軸の配向秩序度をC，長問 0.85

および白の即用いて求めた。この ω 。叶 ~ ~ 
とき1.0より大きい値や負の値を示した 0.75 

コンホマーは取り除いた。そしてC"お
0.70 

よび、むから得られる値の遣いが、互いにあ 170.0 180.0 190.0 
Temperature /OC 

る誤差Eより小さいコンホマーの統計力
igure 2. The dependence of the order parameter of 

学的平均を計算した。 eは約1何とし themolecular axis on temperature 

た。各温度に得られた結果をFigure2に示した。エラーパーは化学シフトの誤差を

考慮したものである。これから分るように分子の配向秩序度は温度の低下と共に上

昇する。更に、以上の解析からメソゲン部分の配向秩序度も分子軸同様に上昇する

ことが分った。一方、 Cy-Cε軸のオーダーパラメータおよびスペーサーのコンホメー

ションは温度に対しでほぼ一定であった。

更にスぺーサーのコンホメーションを正確に求めるため両 S位を'3Cラベルした

CBA-l0を用いてその双極子相互作用からCe-Ce結合のコンホメーションの解明を試み

た。詳細は当日発表する予定である。
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1 P22 反強誘電性液晶MHPOBCおよびTFMHPOBCの
相転移に伴う分子構造と運動の変化

筑波大学物理工学系、分子科学研究所

。中井利仁、宮島清一

13C NMR Study on Antiferroelectric Liquid Crystals MHPOBC and 
TFMHPOBC: Phase Transitions and Molecular Structure and Dynamics 
Universi砂0/Tsukuba， Insti仰te/or Molecular Science 
ToshihiωNakai， Seiichi Miy吋ima

The molecular behavior of antiferroelectric liquid crystals MHPOBC and 
TFMHPOBC was studied using 13C NMR spectroscopy. The field-alignment-
induced shifts of these compounds were measured in a wide range of temperature. 
The shifts for SmA， SmCヘandSmCA phases were analyzed， and molecular biaxiality 
and phase biaxiality were recognized. These biaxialities reflect restricted molecular 
rotation as well as molecular order within smectic layers. 

【序】ある種の液晶では、特定のスメクティック(Sm)相で、個々の液晶分子が持つ電気双極

子モーメントの向きが揃い、巨視的な誘電分極が生じる。 Sm相で実現されている分子の層

構造において、層面内に含まれる誘電分極が隣り合う層の聞で同じ向きに形成される場合こ

の相を強誘電相、たがい遣いに逆向きに分極形成が起こっている相を反強誘電相と参照す

る。またこのような性質を示す液晶をそれぞれ強誘電性液晶・反強誘電性液晶と呼ぴ、その

誘電秩序形成の機構と分子構造・運動の関連に大きな関心が寄せられている。

我々は代表的な反強誘電性液品であるMHPOBC(4・(1噂methylheptyloxycarbonyl)phenyl 
4' -octylbiphenyl-4・carboxylate)に対して、 13CNMRを用いた研究を行なって来た。前回の討

論会では、 MH問 BCの誘電秩序の形成に分子中のアルキル鎖の特異な構造が関与している

可能性を指摘した。すなわち、 MHPOBCのアルキル鎖中の13C核のNMR信号に着目し、ひと

つのアルキル鎖が大きく分子長軸方向からずれた「折れ曲がりコンフォメーション」を取る

ことを見出した。この結果として分子の長軸周りの回転は降温に伴い十分に束縛を受け、強

誘電相・反強誘電相で長軸と垂直な方向に電気ヌ双又極子モ一メントが

今回我々は、上記の推察を確証しさらにMHPOBC分子の束縛回転の詳細などを明らか

にすることを目的として研究を行なった。分子長軸間りの自由回転が分子に固定した座標系

における 13C化学シフトテンソルを軸対称化するのに対し、束縛回転は分子にニ軸性

(molecular biaxiality)をもたらし、またシフトテンソルに非軸対称性を与える。以下では、静

磁場の下で分子長軸カず配向したMHPOBCの、コア部分に帰属される 13C核のNMR信号の温度

変化に着目し、解析を行なった結果を報告する(MH問 BCの側鎖α13基をCF3基で‘置換した

TFMHPOBCに対する解析は省略する)。

開 IPOBCの相系列と相転移温度は以下の通りである。

Cry一(73
0

C)-SmCA *一(1170C)-SmC*ー(122
0

C)-SmA一(150
0

C)ー Iso

結晶相 反強誘電相 強誘電相 常誘電相 等方液体相

反強誘電性液晶、二軸性、秩序パラメータテンソル、 13C化学シフト、 19Fー13C双極子結合

なかい としひと、みやじま せいいち
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[13CNMR信号の帰属】 "， 10 11 14 15 0 

MHPOBC分子のコア部分は、核 ，^!J戸~空)t~ 1920 0 

ω~C17を含むbiphenylおよびω~ V~札/17VF321dK2
C22を含むphenylsegmentsから成る。 ‘ 、J '0一一-

図laにlso相における 13Cスベクトルを示す。共鳴線の帰属はINADEQUATE)去を用いて

暖昧さなく決定した。一方、図lbは磁場中でIso相から徐冷して得た磁場配向静止試料の、

液晶相(SmA)におけるスベクトルである。共鳴線の帰属すなわちIso相の共鳴線との対応は、

大きなシフトのために困難であるが、 TFMHPOBCではphenylsegmentの13C共鳴線が19F-13C

双極子結合によりquartet分裂を示すことなどを利用して、決定した。

20 15 ~1 14 柚

図 1

a 22 17 9 18 13 

170 160 150 140 120 111 

b 

持制

自o 2卸 210 200 190 180 170 160 150 140 130 1却 11C

【磁場配向スベクトルの温度変化の概略】スペクトル(図1)および共鳴線の温度変化(図2:抜

粋)からわかるように、 SmA相での共鳴線位置はよく知られた次の挙動を示す。

① すべての共鳴線は、化学シフト等方値Oi回を示すIso相の共鳴線から低磁場シフトする。

② σ即からのシフト(配向シフト:field-alignment-induced shifts)は、 non-protonatedcarbonに

対して大きく (50~70 ppm)、protonat怠dcarbonに対しては小さい(20~30 ppm)。

③温度降下に従って配向シフトは増加する。これは分子長軸の配向の度合を表わすorder

paramet疋rS∞が大きくなるためである。

一方、開IPOBCに固有の誘電秩序相における挙動は次のように述べることができる。

④ SmC*相ではSmA相と連続した配向シフトを示す。この相ではdirectorが層法線から 80
=10~20. 程度傾くことが知られているが、配向シフトの実験結果は分子長軸が静磁場方向

に揃ったままであり、むしろ層法線が静磁場から傾くことを示している。

⑤ SmC*相からSmCA*相への相転移で、共鳴線の位置は配向シフト量が小さくなるような

とびを示す。 SmCA*相では層法線に対して傾いたdirector方向が、隣り合う層ごとに交代す

るzig-zag構造を取る。このためSmA相と同様、層法線が静磁場方向を向く。このとき分子

長軸は静磁場から傾いており、配向シフトはおよそP2(cos80)(偽は傾き角)だけ縮小される。

⑥ SmCA*栢での温度降下に伴う配向シフトの変化は、共鳴線によってまちまちである。

この配向シフトの温度変化には、 o吋釘 parameterSooや傾き角偽の温度変化が関与する。

【biphenylおよひ~phenyl segment の配向シフトの詳細】各共鳴線の配向シフトの温度変化に

は、 biphenylおよひψphenylsegmentそれぞれに共通した、次のような特徴が見られる。

@ωとC18、C16とC21などを比較しでわかるように、 biphenylに対するσ目。からのシフト

はphenylのものより若干大きい。配向シフトの大きさは個々の13Cの化学シフトテンソル成
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分にも依存するが、この特徴は個々のsegmentに共通したものである。 2つのsegment軸は大

雑把には共に分子長軸方向を向いているが、詳細に見れば長軸となす角度α:s (それぞれαbお

よひゅαp)は異なる。その結果、配向シフトはP2(COSα:s)のような因子だけ縮小されて現れる。

@温度降下に伴う SmC*相での配向シフ

トの変化は微妙に異なる。たとえば、ωと

C18、C17とC22の比較からわかるように、

biphenyl の配向シフトの増加は停滞するの

に対し、 phenylでは相対的に大きな増加が

続く。

6) SmC吋目から SmCA*相への相転移にお

ける配向シフトのとびは、一般にbiphenyl

で大きく phenylでは小さい。これはc9と

C18の遣いに最も顕著に現れている。

@⑤で述べたSmCA*相での配向シフト

の変化の多様性は、 biphenylおよびphenyl

に関して大別できる。すなわちより低温相

(Cry相)に近づくにつれbiphenylでは配向シ

フトはおおむね減少し続けるが、 phenylで‘

は増加傾向を示す。

以下では、 biphenylおよびphenylの

特徴を明確に表わしているωとC18に着目

し、その配向シフトを定量的に解析する。

230 

220 

210 

200 

190 
l 島-o-寸真 i 

図 2
よ

100 ..___ ，....__¥ 150 
mp. (deg) 

[C9とC18に対する配向シフトの解析】定量的な解析のためには、個々の13Cの化学シフト

テンソル成分の知見が必要である。本研究ではCry相にある MHPOBCの MAS(magic-angle 

spinning)スペクトルに現れるspinningsidebandを、 2次元TOSS-deTOSsi去を用いて分離測定

し、その強度の解析により個々の化学シフトテンソル成分を決定した。

SmA相に対する配向シフトδωω (j=9or18)は第一近似としては

δω(j，η=(jωSEG(j) P2(COS α~)Sl∞(η 

で与えられる。ここで伽)SEGωは化学シフトのsegment軸への射影成分であり、 segmentが軸

周りに回転するモデルでは、。ωSEG(9)=83.7， dωSEG(18) = 1∞.9 ppmである。これらの値と

上式からSmA相での配向シフトを再現するためのパラメータとして、 segment軸と分子長軸

のなす角度カfαb=13.3
0

、αP=26.0
0

と決定された(0)。結品学的データによると両segment

軸のなす角は15.3
0

(1αpーαbl謡15.3
0

)であり、我々の結果はreasonableであると言える。

しかしなが、ら図3に示すように、計算された配向シフト(およびその外挿)は、 SmA相の

低温領域およびSmC*相の実験結果と必ずしも一致しない。この不一致はより低温になるほ

ど、またC18に対してより顕著である。そこで、我々は分子が束縛回転すると考え、その結

果生じる分子二軸性を反映した配向シフト

δω(j，η=δwSEG(j) [P2(COS α~) S∞(η+..fσ/2) sin2α:s < cos 21jJ(η) S20(η] 

を取り扱う。ここでψは長軸閤りの分子の位相角であり、束縛回転では量∞s2ψ の時間平均

がnon-zero値を取り得る。すなわち (cos2ψ(η〉は分子二軸性の大きさの指標である。一

方、 S20(ηは分子二軸'性によって現れる分子座標系における化学シフトテンソルの非軸対称

性が、実験室系の化学シフト異方性に与える寄与を表わすorderparameterで、ある。これらの
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1 P23 四面体遺移金属カルボニルクラスターのヒドリド配位子

のダイナミックス

(阪大院理、リパプール大*)

R. Harding、O中山尋量、江口太郎、中村亘男、B.T.Heaton* 

Hydride Dynamics in Tetrahedral Transition Metal Carbonyl Clusters 

Rachel Harding， Hirokazu Nakayama， Taro Eguchi， Nobuo Nakamura， and 

Brian T. Heaton* 
Department 01 Chemistry， Graduate School 01 Science， Osaka Universii勿，

Toyonaka， Osaka 560， Japan 
and 

会Department01 Chemistry， University 01 Liverpool， Liverpool L69 3BX， UK 

Hydride motions in tetrahedral transition metal carbonyl clusters， 

[H2Ru2Rh2(CO)12] and [H4Ru4(CO)12・x{P(OCH3)3}x](x=O，1，2) were investigated by 

the measurements of the variable temperature 1H static and MAS spectra， and 

the 1H 11. In the case of [H4Ru4(CO)l2・x{P(OCH3)3}x](x=O，l)， the spectral and the 

rela.xation data can be explained by 2・si旬 H-flipmotion around the Ru-Ru edges 

with the activation energy， Ea = 16.7 kJ mol-l. 

はじめに

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の挙動は、こ

れらの物質が示す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の研究が盛んに行われている。今回取り上げた四面体型遷移金

属カルボニルクラスターでは、 4個の金属 (M)が四面体を形成し、各金属に COが

3または 4個ずつ配位し、 H は、 M-Mに edgebridging配位している (Fig.1)。

溶液中では、CO同士の exchangeが起こると共に H の migrationが起っている

が、そのメカニズムは金属の種類および CO(またはそれと置き換わった配位子)

の金属四面体への配位状態によって異なる [1，2]。 但4Ru2Rh2(CO)12]では、 CO 

(旬rminal)C:> CO (bridge) C:> CO (terminal)の exchangeおよび Ru(l)・H・Rh(2)

C:> Ru(l)-H・Rh(l)の 2・sitejumpが起こっている [1]0 一方、但4Ru4(CO)12・

x{P(OCH3)3}x] (X=O・4)では、 4個の H の migrationおよび12-x個の COの

exchangeが起こっていると推測されている[3，4]。

遷移金属カルボニルクラスタ}、ヒドリド、 lHMASNMR、スピンー格子緩和時間

レイチェルハーデイング、 0なかやまひろかず、えぐちたろう、なかむらのぶ

お、ブライアンヒートン

F
h
d
 

qu 



これらのクラスターの結晶における H 原子の migrationのメカニズムを調べ

ることは、水素化触媒機能を理解する上で重要である。国体中では COの

a) b) 

' 

@ 

日g.1. Structure of a) [H4Ru2Rh2(CO)12] and b)恒4Ru4(CO)12].

exchangeはほとんど起こらないと考えられるので、 m侃法で H 原子の

migrationを調べることができるはずであるが、その研究例は少ない。本研究では、

中心金属 (M=Rh，Ru) を変えた場合や COを bulkyな配位子に変えた場合に H

原子の migrationがどのような変化を受けるかを lHStatic， MAS NMRおよび

lH 11測定により調べた。

実験

[H4Ru2Rh2(CO) 12]および但4Ru4(CO)12・x{p(OCHa)a}x](x=O， 1，2)は、文献 [1，3]

に従って合成した。 lHstatic. MAS NMRスペクトルおよび lH11の測定は、

Bruker社製 DSX・200を用いて行った。 MASrateは、 5・6kHzに設定した。測

定温度の校正は、 MASスペクトルに関しては、 Pb(NOa)2の 207Pbの化学シフト[司、

staticスペクトルに関しては CA熱電対により行った。温度精度は、それぞれ:t1

K， :t2Kである。

結果と考察

Table 1にヒドリドのケミカルシフト値および MASスペクトルの線幅を示す。

Table 1. lH chemical shi武andline width for the hydride of胆2Ru2Rh2(C0)12]
and [H4Ru4(C0)12.x{P(OCH3)a}x] (x=O， 1，2). 

o/ppm ω1121 Hz 
solution (rt) solution (11'C) solid solid (rt) 

H2R山 Rh2(CO)12 -19.2 -19.2a (・30) -19.5 38 
-21.3 -21.3 (・30) -21.7 31 

H4Ru4(CO)12 -17.6 -17.6 (・120) -18.0 300 
H4Ru4(CO)11 {p(OCHa)a} -17.7 -17.5b (・100) -17.6 800 

-18.1cや100)
H4Ru4(CO)1O{p(OCHa)a}2・17.6 ・17.8 1100 

adoublet with J(Rh・H)=19Hz. bdoublet with J(p-H)=2.5 Hz. cdoublet with εl(p-
H)=12.5 Hz. 
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これまで我々が報告してきたRh， Niカルボニルクラスター(6)と同様に、結晶中の

化学シフトは溶液中での値とほぼ等しく、骨格および H原子の結合状態に大きな変

化はない。[EI2lt1l2ltlt2((;())12]では、溶液と同様に 2種類のサイトの H 原子が区

別でき、 migrationは存在しないことがわかる。一方、恒4lt1l4((;())12・x{P(()(;H3)3}x]

(x=O，1，2)では、幅広い信号が 1本のみで溶液の結果と一致する。溶液中でヒドリド

による信号が 1本しか存在しないのは、 4つの H 原子の excltangeがおこってい

ると考えられているためであるが、温度変化の実験データがほとんどなく詳細なメ

カニズムは不明である。結晶中でも同様な excltangeが起こっているかどうかを検

討するためにスペクトルの温度変化を測定した。その結果を Fig.2に示す。

b) 

-loo¥: 

18.6-C 

000 

ー0 -50 10 -10 -20 ppm 

d) 

10 -20 ppm 20 -20 pp何1

Fig.2. Variable temperature of lH MAS m四 spectraof a)伺2ltU2ltlt2((;())12]

b)但4lt1l4((;())12]，c)但4lt1l4((;())11{P(()(;H3)3}]， d)但4lt1l4((;())1O{P(()(;H3)3}2].
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[H2Ru2Rh2(C0)12]では、ヒドリドのスペクトルはほとんど温度変化しない。

但4Ru4(C0)12.x{P(OCHs)s}x](x=O， 1)では、室温付近から温度上昇に伴iってスペクト

ルがシャープになっていく。但4Ru4(CO)11{P(OCHs)s}]では、 310K付近から非常に

シャープなピークが成長する。但4Ru4(CO)1O{P(OCHs)S}2]の場合室温付近ではスペ

クトルにあまり変化はみられないが、 340K付近から非常にシャープなピークが現

れる。

x=O， 1で観測される室温付近の narrowingは、 staticスペクトルおよび lH1iの

温度変化の結果と併せ、 2-si旬 flipによる motionalnarrowingと帰属できる(Ea

= 16.0 kJ mol.1) 0 Aimeらは[7]、但4Ru4(CO)l2](x=O)に関して我々と同様な実

験を行い、 RU4H4の C2軸回りの回転または、 H4の concertedmotionが起こって

いると指摘し、その活性化エネルギーを 67土8kJmol'lと見積った。我々の結果と

大きく異なる原因については不明で、あるが、 x=O，lの結果が類似し、その活性化エ

ネルギーが非常に低いことから RU4H4の大きな運動が起こっている可能性は少な

い。また、 x=2の化合物では、このような運動はみられない。一方、 x=l，2で観測

される非常にシャープなピークは、現在のところはっきりした原因は不明であるが、

CH3基の lHの信号と P(OCH3)3基の 31pの信号に温度変化がないことから

pre-melting effectなどによるものではなく 4個の H 原子の migrationによる可

能性が示唆される。

以上をまとめると但2Ru2Rh2(C0)12]では、ヒドリドの小振幅の librationが起こ

っているだけであるが、中心金属がすべて Ruの場合は、ヒドリドの 2・sitejump 

が起こることがわかった。また、この運動が、配位子を COから P(OCH3)3基に

変えることによって生じるクラスターの対称性やパッキングの変化に依存している

ことがわかった。
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1 P24 高温でのlHMASNMRによるH-ZSM-5のプロトンの動的挙動
作東工大・工、**日本電子) 0馬場俊秀*・小松法人*・杉沢寿志**・

鈴木栄一*・小野嘉夫*

D戸lamicNature of Acidic Protons in H-ZSM・5As Studied by lH MAS NMR 

Toshihide Baba *， Norito Komastu *， Hisashi Sugisawa *へ EiichiSuzuki *組dYoshio Ono* 
* Dep宿泊lentof Chemical Engineering， Tokyo Institute of Technology， Meguro-ku， Tokyo . 
料 JEOLINC.， Musashino， Akishima-shi， Tokyo 152. 

百四 informationof dynamic nature of the protons in H-ZSMδzeolit，凶 W 硝 obtainedfrom the 
飽mpera旬redependence of lH MAS NMR upon rasing the temperature of measurements from 
room tempera旬reto 200oC. The line width of lH MAS NMR of acidic protons inα回 sedand，
由rougha maximum， it deα回 sed. 百leintensity of the side-bands monotonously deαeased 
with tempera旬re.τE凶 etempera胞redependen∞are出eoreti印 llyexplained by amusing白紙出巴

mobiliザisthe main白 useof the line width. 百lisalso conf1rmed by也巴 changeof the line 
shape with spinning rate of也es街npl回.官letempera旬redependen回 ofthe line shape 
disappeared upon in位oducinga small担nountof Na+ ions into H・ZSM・5，indi白血gthat a small 
amount of Na+ ions affects the dynamic nature of the remaining protons. 

1緒言

ゼオライトは接触分解反応をはじめとして、炭化水素が関与する多くの工業的に重要な反応に利用さ
れている。これらの反応にはゼオライトの持つ固体酸性が特に重要な役割を果たしている。その国体
酸性は酸性プロトンの存在に基づいており、室温付近では OH基として存在していることが赤外吸収

スペクトル測定によって明らかにされている。実際このOH基のプロトンはピリジンなどの塩基分子
に H+を与える能力があることから、 OH基は非酸性OH基(シラノール〉と区別され「酸性OH基」と

呼ばれている。
OH基による酸性の発現は模式的に次のように表すことができる。

E王

0、 0， ....0 
、A1、8i
/"  /"  。00 。

r 

日+

0_ - ~O_ _0 ¥、、 J 、、
A1 ~8i 

/ "  /"  
o 00  0 

実際、 OH基の伸縮振動による吸収強度は、温度が高くなるにつれて減少する。これは上式の平衡が

高温では右辺に移動し、 OH結合の数が減少する為であると考えられる。触媒としてのゼオライトは

高温で使用されることが多い。従って、反応条件下ではプロトンが解離した状態で存在している可能

性が高い。
演者らは、これまでプロトン交換型のH-ZSM・5や H・モルデナイトなどのゼオライトの lHMAS 

NMR測定を室温から1000Cまでの温度範囲で既に行っている。 1，2) その結果、次のことを明らかにし
た。 1)酸a性プロトンのピークは温度の上昇と共にブロードニングを起こす。 2)ケミカルシフトは温
度に依存しない。 3)H-ZSM・5 に僅かな Na+や NH3 を導入すると、ブロードニングが殆ど観測され

なくなる。 このとき、ケミカルシフトにも変化が観測されない。

ブロードニングを起こす原因はプロトンの運動性と関係していると思われるが、実験的根拠をさら

ばばとしひで・こまつのりと・すぎさわひさし・すずきえいいち・おのよしお
1HMASNMR， ゼオライト、酸性プロトン、運動性

-99-



に明確にする必要がある。それは酸性プロトンが酸点に固定されていると考えるか，あるいはゼオラ

イトの細孔内を動き回っている(非局在化している)と考えるかは，触媒作用を考察する上で重要であ
ると思われるからである。そこで本研究では、測定温度を 100

0
Cからさらに 200

0
Cに上げ、 高温で

のプロトンの動的挙動を調べた。

2実験

H-ZSM-5はNa型ゼオライト(東ソー製)中の N討をアンモニウムイオンで交換した後、 乾燥空

気中で 120
0

Cで3時間、引き続いて 400
0

Cで5時間焼成しだ。焼成後、更に同温度で 3時間真空排気

することによって NMR測定用の試料とした。

スペクトルの測定にはガラスアンプル中に封管した試料を用いた。ここで封管するガラスアンプルは
試料を焼成及び排気する処理管の側部につけてあり、処理した試料を空気や水に接触することなく、

ガラスアンプル管に移し、封管することができる。
測定にはJEOLCMX 300を用いて室温 (25

0

C)から 200
0

Cまでの範囲で行った。測定ではパルス幅を
1.65μs、 データの取り込み時聞をお ms、待ち時間を 20sとした。スペクトルの線形や線幅を問題
にするので、スペクトルは観測される FreeInduction Deωyのデータをウインドウ関数などを用いるの

でなく、そのままフーリエ変換することによって得た。

3 結果と考察

3-1 ピークの線形に及ぼす温度の影響
Si/Al比が 53の H-ZSMδを用いて、 lHMASNMR

を測定した。 図1に示すようにお。Cでは 4.2.ppm

に酸性プロトンに帰国するピークと、1.9ppmにはシ

ラノール(非酸性プロトン)に帰国するピークが観測さ

れる。図 Iに示したスペクトルは温度が変化すると

NMRの検出器の感度も変化するので、シラノールの

プロトンのピーク強度が同じになるようにして示し
た。測定温度を高くすると酸性プロトンに帰国する

ピークはブロードニングを起こし、更に温度を高くす
ると、逆にシャープな線形へと変化した。スピニング

サイドバンドは温度が高くなるにつれてブロードとな
り徐々に強度が減少した。シラノールに帰国するピー
クの線幅は殆ど変化しなかった。一方、両者のプロト
ンのケミカルシフトは測定温度に依存せず一定であっ

た。
それぞれの測定温度での線幅を知るためにピークの

波形分離を行ったところ、ローレンツ曲線で整理する

ことができた。本論文では、ピークの線幅は波形分離
を行うことによって求めた。

3・2 線幅とプロトンの運動性

2.1ppm 

20 10 

Fig. 1 Change of the lH MAS 
NMR spectrum of H-ZSM・5
(Si/Al = 53) with temperature. 

Fenzkeらは，プロトンが運動している場合の lHMAS NMRスペクトルが、相関時間("' c)とスペ

クトルの二次モーメント (MZIS)および試料の回転速度 (νrot)によって理論的に記述できることを
既に報告している。 5，6) 演者らも彼らの方法を用いて、スペクトルの Free Induction D悶 y の関数

を仮定することによりスペクトルの線形の変化を再現することを試みた。彼らは FreeIn伽ctionD闘 y

の関数が、プロトンの運動性が関与する関数、及びプロトンとアルミニウム核との双極子相互作用が

関与する関数の積で与えられると仮定した。 ここで、時間 tにおけるプロトンの運動は奴p( -t /τd 
によって記述され、系全体の FreeInduction Deωyは次のように表される。 5，6)

仰)=口P{-竿[2J(2/.1rot>t)り (4/.1
rot

，t)] } (1 ) 
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ここで、 J(2νrob1)は(2)式で与えられる。

J(2vroい t)

t Tc ゥ+マ(ザ必ず一?×[1ーはp(-tjTc)州 2ω)]
1 + (27T νrot・TC)

ι

(l+47T
2・41・T;)

4τ . v _~.・ T!
一 (4Uk m L c z ×exp(-f/Tc)叩 (2v rot t ) ( 2 ) 

1 + 4τ2ν272) 

従って、理論的に計算されるスペクトルは、 (1)式
をフーリエ変換することによって得られる。 M2ISを
1.5 X 108 s-2 と仮定して、 τcの{直を変化させたとき
のスペクトルの線形の変化を計算した。 結果を図 2
に示した。 ピークの線形は7:cが短くなるにつれて
ブロードニングを起こし、更に短くなると線形は再び

シャープな線形へと変化する。一方、スピニングサイ
ド、バンドは τcが大きい場合に観測されるのに対し
て、 7:cが短くなると(プロトンの運動が激しくなる
ほど)観測されなくなることを示している。こうした
スペクトルの線形の変化は、図 1に示したように測定
温度を変化させて実際に測定された酸性プロトンに帰
因するピークやスピニングサイドバンドの変化と極め

てよく一致する。すなわち、温度か高くなるとブロー

ドニングを起こし、さらに高い温度ではシャープな線

形へと変化する。一方、スピニングサイドバンドは温

度が高くなると殆ど消失する。こうした現象は温度が
高くなるほど7:cが短くなったためであると考えられ
る。また、こうした変化は文献 5)に報告されている
結果と同じであ。従って、 H-ZSM-5の lHMASNMR 

における酸性プロトンに帰国するピークの線幅の変化
は、プロトンの運動によって引き起こされると結論で
きる。

3・4 線幅に及ぼす試料の回転速度の影響

2 V r V r -Vr -2 Vr 

Fig. 2 Calculated MAS NMR 
spectra. 
Rotation frequency 4 kHz. 

μs 

先に述べたようにH-ZSM・5のプロトンのNMRピークの線形はローレンツ型であるので、 (1)式
によって与えられる FreeInduction Deωyから計算されるピークの線幅は(3 )式で表される。

ム
MJSf127c Tl  ν= 一一一 I ~ + - I 
3 'TT II + (27T 

. lJrot 
. Tc)'~ 1 + (4'TT・叫ot・'TC

)2I 
( 3 ) 

この式によれば、プロトンが運動している場合には、線幅は試料の回転速度に依存する。 例えば、
1~ (νrotτc )では、線幅はl! (νrot)2に比例する。 一方、 1>> (νrot 7:c)では，線幅は試料

の回転速度の影響を受けない。

そこで線幅に及ぼす試料の回転速度の影響を調べた。 H-ZSM・5(Si/Al = 53)を用いて、 回転速度が

酸性プロトンのピークの線幅に及ぼす影響を図 3に示した。 温度が低い 25"Cでは、線幅は回転速

度の影響を殆ど受けなし、。 このことは、 250
Cではプロトンは運動を起こしておらず、線形はプロト
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ンの運動性以外の因子で決まっていることを示している。 温度が高くなると試料の回転速度は線幅

に影響を与えるようになる。この時、線帽に与える回転数の影響は温度が高いほど小さくなる。これ
は τcが短くなって 1~ (νrot'l"c)の状態(例えば、溶液中のプロトンの状態)に近づく為でる。
試料の回転速度とそのときの線帽の値と(3)式を用いて、'l"cとMZISを計算することができる。

1000C， 1500C及び 2000Cにおける τcの値は、 42μs、却 μs及び11μsであった。これらの値を用い

てプロトンの運動の活性エネルギーを計算すると、 20kJ/molであった。一方、 1000C、1500C 及び
2∞℃における MZISの値は、それぞれ1.5x 108 s-Z、1.2x 108 s-Z及び 7_2X 107 s-Zであった。

1200 

1000 

Z N 

.前z主副主@ c 自 8∞ 

600 

400 

800 

NaH-ZSM・5
(SI/Al=53) 

H-Z5M・5
(Si/AI=53) 

H
Z
 

~150' 
醐

£
百
一
言
@
Z

コ
Eト一一--cトー---a-.一一也200'C

4∞ 
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2 2.5 3 3.5 4 4.5 

Spinnlng frequency "r 1kHz 
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Temperature I .C 

Fig. 4 Change of白elH MAS 
NMR spectrum ofNa(7%)ー
ZSM・5with tempcrature 

Fig_ 3 百leline width plottcd 
against the spinning frequency. 

3・5 Na+イオンの影響

図4はH-ZSM・5(Si/Al = 53)の酸性プロトンの 7%を Na+イオンで交換したとき、線幅に及ぼす温

度の影響を示したものである。 Na+イオンを導入すると温度が高くなっても線幅は H-ZSM・5の場合

と比較して 2000

Cでも殆ど変化しない。このことはτcとMZISには変化がないことを示している。実

際、試料の回転数を変化させてもスペクトルの線形には殆ど変化が観測されなかったことからも支持
される。一方、ケミカルシフトの値も Na+イオンの導入前後で各温度において変化しない。

4 まとめ

測定温度を 1∞℃から 2∞。Cへ高くすることによって，次のことが明らかとなった。

1 )温度が高くなると酸性プロトンに帰国するピークはフ.ロードニングを起こし、温度が更に高くな

るとシャープな線形に変化する。こうした変化はプロトンが運動している為に引き起こされる。
2) H-ZSM・5(Si/Al = 53)の酸性プロトンの相関時間は、 l000C、 1500C、 2∞℃でそれぞれ 42μs、

20μs、11μsであり、プロトンの運動の活性エネルギーは 20kJ/molであった。

3)シラノールに帰国するプロトンのピークの線形は温度の影響をほとんど受けない。

4)酸性及び非酸性(シラノーjレ)のプロトンのケミカルシフトは温度の影響をほとんど受けな L、。

5) Na+の導入によって酸性プロトンの運動性は大きく低下する。

参考文献
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1 P25 固体29Siおよび 13CNMR法による

poly(di-n-butylsilane)の分子運動解析

京大化研 0梶弘典・堀井文敬

Solid state 29Si and 13C NMR Ana1yses of the Molecular Motion 

ofPoly(di-n・butylsilane)

H.K勾iand F. Horii 

Institute for Chemica1 Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611 

The 29Si and 13C NMR analyses of the molecular motion has heen performed for 
poly(di-n-butylsilane) (PDBS) with the order-disorder transition temperaturぃat7G

o
C. 

The 29Si chemical shift anisotropy (CSA) spectra are measured with a slow magic angle 
spinning at a rate less than 100Hz， which is in白ensitiveto CSA lineshapes. Almost rigid 
CSA spectra are observed below the transition temperature. In eontrast. axially 
symmetric CSA spectra are observed above the transition temperaturp. su開制tmgsome 
jump motion around the molecular axis with the frequency about lO:IHz. Without the 
sample spinning， only two resonance lines appear at 011 and the ave何I
0ぱfの2and 0句33in the disordered s1.臼a1.旬e，s叩ugg伊es坑tingt.he magnetic ori肥e叩n叫t.al山11附on0】fPDBS. The 
molecular mot.ion of side chains is also studied by the CPIMAS 13C NMR mea同 I'ement.s.

1.緒言

poly(di-n.alkylsilane)は、 σ共役性のために、興味深い光物性を示す。 Si・Si結合からな

る主鎖および C-C結合からなる側鎖のコンホメーションや運動は、この σ共役性と密接

に関係していると考えられる。したがって、分子レベルでの主鎖および側鎖のコンホメー

ションと運動を明らかにすることは、 poly(di-n-alkylsilane)の物性を解明する|二で、きわ

めて重要である。また、 poly(di-n・alkylsilane)は、秩序一無秩序転移を示すことが知られ

ており、この転移温度以上では、液晶状態をとることが明らかになってきた。本研究では、

置換基としてブチル基をもっ poly(di・n・butylsilane)(PDBS)の転移前後における構造お

よび分子運動の変化を固体29Siおよび 13CNMR法により検討した。

2.実験

試料である PDBSは、信越化学工業(株)に提供して頂いた。 DSC測定は、 TA

instruments DSC・2910により行った。固体29Siおよび13CNMRは、，JEOL，JNM-GX400、

Chemagnetics CMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下で行った。

キーワード:poly(di-n・butylsilane)、CP瓜tlASNMR、化学シフト異方性、低速 MAS、分子運動

かじひろのり、ほりいふみたか
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3.結果と考察

3.1. DSC測定

DSC測定により、 10
0
C/minの昇温過程において、 -96.7

0
Cにガラス転移が、 42.BOCお

よび 75.9
0
Cに吸熱ピークが観測された。ガラス転移は、ブチル側鎖のガラス転移による

ものであると考えられる。 75.9
0
Cの吸熱ピークは、主鎖の秩序一無秩序転移によるもので

あることがすでに知られている。42.3
0
Cの吸熱ピークの原因については明確にされていな

いが、オクチル基より長い側鎖をもっpoly(di-n・alkylsilane)の場合、同様に 40~500C付

近で吸熱ピークが観察されている 1)。側鎖が長い場合、 poly(di-n・alkylsilane)は側鎖の配

列により結晶を形成すると考えられ、したがって、今回 PDBSに対して観測された 42.BOC

の吸熱ピークは、側鎖の融解に起因すると結論できる。

3.2. 29Si NMRによる主鎖の構造と運動

図 1に固体 CP/MAS29Si 

NMRスペクトルの温度変化

を示す。すでに Schillingら

により報告されているよう

に人室温から 70
0

Cで秩序相

に対応する共鳴線(高磁場

側〉が観測され、 70
0

C以上で

無秩序相に対応する共鳴線

(低磁場側〉が観測される。

表 1に CPT1法による 29Si

のスピンー格子緩和時間

(T1Si)の測定結果を示す。秩序

一無秩序転移により llSiの

値が不連続に小さくなって

(e) 100
0
C 

(d) 80
0

C 

(c) 70
0
C 

(b) 60
0

C 

おり、分子運動性が急激に高 (ゆ此

くなっていることがわかる。

無秩序相では、温度上昇とと

もに llSiは短くなっており

-20 国 30
ppm frolll Me4Si 

Fig. 1. CPIMAS 29Si NMR spectra of PDBS at various 
分子運動がさらに激しくな

temperatures. The spinning rate is 4kHz. 
っていることが示唆される

が、秩序相では、逆に温度上昇とともに llSiが長くなる傾向が見られる。 x線測定によれ

ば、この温度範囲で分子鎖閣の距離は大きくなっている。したがって、側鎖の融解により

Table 1. 29Si spin-lattice relaxation times (s) ofPDBS at variouドtemppratures.

Temperature I"C 

phase 24 40 60 65 70 80 。。 100 

ordered phase 240 322 300 357 376 

disordered phase 19 15 11 ] 1 10 
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逆に分子鎖が剛直になり、その結果目白が長くなったのではなL、かと現在のところ考えて

いる。今後、さらに低温での目白測定を行うことにより、詳細な検討を行う予定である。

図 2に静止状態における化学シ

フト異方性(CSA)スペクトルの温

度変化を示す。転移温度以下では、

化学シフトの主値 0"11、向2、0"33に

対応するピークおよび肩が見られ

る。一方、転移温度以上では、図

2 (c)、(d)に見られるような特徴的

なスペクトルが得られた。そこで、

CSAの形状にはほとんど影響をお

よぼさない 100Hz以下で試料を

低速回転させながら同様の測定を

行った。結果を図 3に示す。転移

温度以下では、図 2とほぼ同じス

ベクトルが得られているが、転移

温度以上では、 0"22と 0"33が平均化

した軸対称スペクトルになってい Fig. 2. Static 29Si CSA spedra 01" PDBS at 

ることがわかる。主軸の帰属は明 various temperatures. 

確ではないが、 例 1が分子鎖軸方

向に、句2、0"33が分子鎖軸と垂直な

方向に対応すると仮定すると、転

移温度以上で分子鎖軸まわりの

103Hz程度の運動が起こっている

と考えられる。

図2(の、 (d)の共鳴線は、 σ11およ

び、 022と 0"33の平均化した位置に

現れている。また、 Weberらは、

無秩序相でPDBSは液晶状態にあ

ると報告している 1)。以上より、

静止状態でPDBSは磁場配向して

おり、分子鎖軸が静磁場方向を向

いているドメインと分子鎖軸に垂

直な方向が静磁場方向を向いてい

(d) lOOoC 

一上一一ーム一一」

-20 -30 -40 -50 
ppm from恥1e4Si

(d) lOOoC 

(c) 80
0

C 

-20 -30 

ppm lrom Me4Si 

るドメインが存在している、と推 Fig. 3. Slow-MAS 29Si CSA s]wctra of PDBS at 

測した。 DSC測定で観測された various temperatures. The spinning rate is 1ess 
than 100Hz 

2つの吸熱ピークもこの 2つのド

に
Jnu 

t
Eム



メインの存在を示唆している 0

3.3. 13C NMRによる側鎖の

構造と運動

さらに、側鎖の構造と運動

について CP/MAS13C NMR 

により検討した。図 4に結果

を示す。各炭素の帰属は図中

に示した通りである。 80
0

C、

1000Cにおける各共鳴綜の化

学シフトは溶液に対する値と

ほぼ一致している。ガラス転

移温度以下である -120
o
Cで

は、 C1、C2炭素は高磁場シフ

トしており、一方、 C3...C4 

炭素は低磁場シフトしている。

これは、分子モデルから推察

されるように、 C1、C2炭素の

みが混み合った環境にいるこ

とを示唆している。ガラス転

移温度を越えると、側鎖の運

内

O
M
1
 

4
C
 

司

4
U
什

3
C
 

内

4
M
H
 

2
C
 

勺
'
h

M
H
 

1
C
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(f) 1000C 

(e) 800
C 

(d) 60
0
C 

(c)吋

(b) -40o
C 

(a)・1200C

C3 

50 40 30 20 10 0 
ppm from Me4Si 

動性の増大に伴い、 C2炭素の Fig.4. CP品1A.S13C NMR spectra 01' PDBS at various 

低磁場シフトおよび CB炭素 temperatures.

の高磁場シフトが観察される。

室温では、 C1、C4炭素は 1000Cの場合と比べ、それぞれ高磁場側およびほほ同じ化学シ

フトに l本の共鳴線として観測されている。 C2、C3炭素に対しては、複数の共鳴線が観

測される。したがって、この温度では、 C1炭素は混み合った環境で凍結されているが、

C2、C3炭素はいくつかのコンホメーション聞で遅い周波数の交換運動を行っており、 C4

炭素はさらに運動性が高くなっていることがわかる。 60
0Cでは、(辺、 ca炭素の運動が激

しくなっていることがわかるが、主鎖の運動が拘束されているため、共鳴線は幅広い。秩

序一無秩序転移温度以上では、主鎖の運動に伴い、側鎖も等方的な運動が可能となること

がわかる。

謝辞:試料を提供して頂いた信越化学工業(株〉演田氏に深く感謝します。
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1 P26 The Sideband Patterns of the日CMAS NMR Spectra for Analysing 
Molecular Motion in Solid Polymers 

京大化研 0沈伊民、梶弘典、堀井文敬

Yimin Shen， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 
Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611， Japan 

An explicit analytical expression of free induction decay has been derived for 
calculating the spinning sideband patterns of CP/MAS 13C NMR spectra in a two-site 
exchange problem. The theoretical expression has been confirmed by comparing the 
calculated spinning sideband patterns for powderedαystalline dimethyl sulfone at different 
exchange rates with measured ones at various temperatures. The numerical calculations 
show that the introduction ofthe exchange matrix forthe two-site exchange motion results in 
a slight narrowing of the centerband and broadening of sidebands compared to the case of 
zero exchange rate when the two F旧sare multiplied bythe same exponential decaying 
function. Using the spinning sideband patterns analysis method to fit to experimental spectra， 
we can obtain information of the mode and the site exchange rate of the molecular motion. 

INTRODUCTION 
Analyzing the motional average of chemical shift tensors from 13C NMR static powder 

spectra at various temperatures becomes a routine method for studying molecular 
motion(1・7).Magic angle sample spinning(MAS) with a sufficient number of spinning 
sidebands， spectra of sideband patterns， for retaining the information of anisotropic 
interactions can increase the NMR signal sensitivities compared to the case of a static 
sample. Therefore， an experimental time-saving can be expected especially in multi-
dimension NMR expeけments.Analyzing sideband intensities， one can obtain the principal 
chemical shift tensor if there is no molecular motion(8). The effect of molecular motion on 
the sideband patterns was百rststudied by Maricq and Waugh(9)， and in more detail by 
Suwelack et al. (10).20 NMR methods were also used to study slow exchange in rotating 
solids(11・15).Schmidt et a/. presented a theoretical analysis based on general framework of 
Floquet theory describing the effect of intermediate rate exchange on line shapes in MAS 
spectra(16). In this paper， we present an explicit analytical expression of free induction 
decay(FIO) for calculating the spinning sideband patterns of CP/MAS LOC NMR spectra in a 
two-site exchange problem. In a spin system， where each spin is distributed at two-sites， e.g. 

site j(j=1 ，2)with Larmor frequencyωj， at an equal probability and jumps randomly between 

the two sites at the same frequency n， the time signal is given by (1η 

G(t) = G(O)・exp((iω+π)t)・1 1
 

4
1
E
 

[
 where 

r -1 1 1 r (1)0 0 1 
G(O) =打=き[11lz=Q|1-1|，hldω1j  P] 

In the presence of MAS at the rateω，/2π， the time signal can be rewritten as 

G仰(引t)ト=G倒{伽 X却p阿(itω (仰ω叫川吋rパr川t'
The followi川ngor吋thonoma創Ima鉱tr吋i以x 

キーワード:CP/MAS 13C NMR、SidebandPattern、 Chemical ShiftAnisotropy、 Molecular

Motion、Two-SiteExchange Model 

Yimin Shen、かじひろのり、ほりL、ふみたか
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) 310C 

864(5.1
) 420C 
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) 50"C 
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) 640C 
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Fig.1 CP/MAS 13C NMR spectra of Dimethyl sulfone at spinning speed 1450Hz. (a) 
Experimentally measured spectra at various temperatures; (b) theoretically calculated 
spectra at different site-exchange rates. 
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with A =.J;.て子， a = i<T d. (t)， b = Qt， diagonalizes the above exponential matrix， 
and then we obtain its explicit form: 

G(t ， Q)=e州t)e-Qt~∞叫'(Qt)2_叫(t)+， (?t ~ry _.  sin~(Qt)2-叫 (t)} ， [5] 
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[6] 

The concrete expressions of the resonance frequencies ωj at sites j(j=1 ，2) are dependent on 
the Hamiltonian of the system. Ifωj are time independent， Eq.[5] is the same as Becker's 
result(1め.

The sum of two terms in the curly braces of Eq.[5] is always real if we notice the 
following two identities cosh(ix)=cos(x) and -isinh(同=sin(x). The second term vanishes when 
t=O since sinh(O)=O. Therefore G(0，Q)=1. The Eq.[5] can be rewriUen as 

G(ゆ)= eiφo(t)を([1+ ，Qt~ ， ..]. e-Qt+J(Qt)2-φ~ (t) 
L J(Qtず一。~(t) 

+r1- Qt 1-e-Qt - J(Qt)2-φ~(t)~ 
L J(Qtず一。1め~ J 

The G(t，Q) consists of one decay term and one term that does not decay. The absolute value 
ofG(∞，Q) approaches unity as the second term in the curly braces in Eq.[7] goes to zero. With 
the aid of computer， Eq.[7] is applicable to the calculation of different FIDs reflecting the 
chemical shift anisotropies(CSA)， dipolarinteraction( 19，20)， quadrupolar interaction and so 
on. In this paper， we treat the case of chemical shift anisotropy interaction using the two-site 
exchange model of molecular motion. 

[7] 

EXPERIMENTAL 

Dimethyl sulfone was obtained from Nacalai Tesque INC. and used without fuはher
purification. The CP/MAS 13C spectra with a contact time of 3ms and a cycle time of 5s were 
taken on Chemagnetics CMX・400solid state NMR spectrometer with a carbon frequency of 
100.704MHz. The spectrum width was 20kHz. Spinning rate and sample temperature were 
stabilized (土2Hzand土0.10Crespectively) by standard Chemagnetics apparatus. 64-512 free 
induction decays were accumulated for each spectrum. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

We use 29 points as the dimension of an F旧 whichis multiplied by an exponential 
decaying function (decay constant T2)， Fourier-transform(FFT) it， and then obtain a spectrum 

of sideband paUerns. The chemical shift principal values of DMS were chosen as (σ 川 σ22，

σぉ)=(18.67，18.67，37.34)ppm(め， assuming that two methyl groups in DMS undergo a 1800 

jump rotation about the C2 axis in the molecule that leads to a 1080 angle change between 

qd 
n
U
 

噌・ム



the two Z axes of the chemical shift tensor. The step size of Eulerian angles was taken as 60 

in the numerical integrals of powder average. The dwell time was chosen as 83.4μs in 
calculations. The decay time T2s used were 9.1， 9.1， 7.96， 3.5， 1.43， and 0.509ms for FIDs 
with site-exchange rates of 0，157，434，864，1760， and 4084ピ， respectively. 

Fig.1 shows the experimental spectra(a) at 1450Hz spinning speed as a function of 
temperature in the range from ambient temperature(23.40C) to 600C and the calculated 
spectra(b) as a function of site-exchange rate corresponding temperatures calibrated with 
the simulation results of static spectra from paper of Solum et al. (5). The calculated spectra 
agree with the measured ones. 

Table 1 shows the effect of site-exchange rate on line widths of sideband and 
centerband at spinning speed 1450Hz. The high什equencysidebands correspond to positive 
values of sideband numbers n. Ifthere is no site-exchange， i.e. the rate is equal to zero， the 
calculated line widths of centerband and sideband are all the same as that we impose on. 
Once there is two site exchange， the line width of centerband becomes smaller than those of 
sidebands in good agreement with experimental results. Therefore the introduction of the 
exchange matrix for the two-site exchange motion results in a somewhat narrowing of the 
centerband and broadening of sidebands compared to the case of zero exchange rate when 
the two FIDs are multiplied by the same exponential decaying function. 

Table 1 The line widths of sideband and centerband (in Hz) at spinning speed 1450Hz 

Sideband No. 2 1 。
個 1 嗣2

No site- 35 35 35 35 35 
exchange 

Site-exchange 47 44 32 36 52 
rate 157Hz 

Experiment 40 38 34 43 41 
(23.40C) 
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1 P27 シスー1，13・ジアセトキシ[13]パラシクロファンの高圧 NMR

(神戸大理) 山田博昭、 O室文人、西川和義、田中作弥、椋野邦子

High Pressure NMR Study of cis-l， 13・Diacetoxy[13]paracyclophane

Department ofChemistry， Faculty ofScience， Kobe University 

Hiroaki Yamada， OFumihito Muro， Kazuyoshi Nishikawa， 

Sakuya Tanaka， Kuniko Mukuno 

E宜ectof high pressure on the rate of internal rotation of title compound has been 
examined by high-pressure D-NMR method on a 400MHz SCM spectrometer. The 
pressure range was extended to 180MPa(ca.1800atm) and the rate ofinternal rotation， 

ln k， was found to increase. The activation volume(~ V土)for this compound is estimated to 
be ・4""-'・5cm3.moP，which is less negative than that for cis-1， 12・Diacetoxy[12]para-

cyclophane. 

【序】シクロファンなどの大環状分子は、加圧、あるいは加熱によって分子骨格が変化しや

すく、その事が分子運動、速度、モードにも如実に反映されるものと予想される。以前、我々

は[12]パラシクロファン誘導体について高圧NMR測定をし、ベンゼン環の回転は加圧により

加速されることを報告した。今回はそれよりも環の大きい表題化合物について高圧 NMR測

定を行ったので、その結果を報告する。

[実験]熱膨張セルを用いて高圧測定を行った。デュランガラス製の耐圧セル内に、圧力指

示薬であるフェニルアセチレン、水銀(セパレーター)、試料溶液(サンプル3mol%の 1，1，2，2，-

テトラクロロエタン-d2溶液)を入れた。つづいて試料溶液を冷却、凍結させ、フェニルアセチ

レンをさらに吸入させた後にセルのキャピラ一部を熔封した。これを安全ジャケット内で室

温に戻し、熱膨張により高圧を発生させた。測定装置には、 JEOLJNM・GX400および

BRUKERDMX・750を使用し、 non-spinning条件下、内部ロックにより磁場の安定化をはか

った。

[波形解析]シグナル融合温度Tc付近(ot)での環プロトンシグナルについて波形解析を行っ

た。今回はプロトンHA，HA'，HB，HB'を磁気的に非等価な4スピン系として取り扱い、解析した。

その場合波形は、スペクトルの線幅、化学シフト差(必AB，必A官)、スピン結合定数(JAA，JAB， JAB'， 

etc.)をパラメーターとする回転速度の関数として与えられる。そのパラメーターの一つの化

学シフト差についてであるが、シグナルが融合していくにつれて真の化学シフト差をスペク

トルから読みとることは困難になる。より高磁場(高 vo)の分光計で測定するとベンゼン環の

回転が「遅く見える」ため、環プロトンのシグナルが低磁場の分光計で測定したものよりも

分かれて観測される。その結果、より精確な化学シフトを読みとることが出来る。そこで、

速度解析には400MHzSCM分光計で測定したスペクトルを使用したのだが、その際、化学シ

フト差のみ、同じ条件下750MHzSCM分光計で観測した値を 400MHzに換算して用いた。

キーワード:高圧NMR、パラシクロファン、活性化体積

ゃまだひろあき、むろふみひと、にしかわかずよし、たなかさくや、むくのくにこ

噌
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[結果と考察}得られた計算波形と実測波形を Fig.1に示す。 180MPaまで3点の圧力で担IJ定

を行ったが、 [12]パラシクロファン誘導体同様、昇圧に伴いベンゼン環の回転は加速されて

いることが分かつた。次に、式d(lnk)/dpニ-d.V+IRTにより直線の勾配から活性化体積を求め

てみると、d.V+=-4~-5cm3 moPとなった。これは梅田らがシス-1，12-ジアセトキシ[12]パラ

シクロファンについて求めた活性化体積ゐv+ニ・6~ー7cm3'moP よりも少し小さい。これは回転

の遷移状態における体積減少が[12]ジ置換体のそれよりも小さい事を意味するが、原因につ

いては種々の因子が考えられ現在検討中である。なお Fig.2のプロットは加圧による lnkの

単調増加を示しており、この直線関係を率直に受け取ると、加圧によるポリメチレン鎖の変

形(縮小)は起こっていないということになる。

k=186 S.1 180MPa 

A 
k=140 s・1 50MPa 

八
k=128 s'} O.lMPa 

(a) (b) 

400Hz 。
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Pressure effect on ln k for 1 and 2. Fig.2 

Fig.l Calculated (a) and observed (b) 1H-N1佃

spectraぐv0=399. 65MHz) of the aromatic 
protons in 1 at various pressures at O'C 
(solv.: CDCbCDCb， ref.: CHCbCHCh) 
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1 P28 MN仏側:=L~ K，Rb， Cげ 1)結晶中での亜硝酸イオンの分子運動とイオン

結晶の柔粘性(筑波大・化学系)0本多尚、石丸臣一、池田龍一

Relationship between P加ticityand Molecular Motions ofNitrite Ions in 

MN02例=Li，K， Rb， Cs， Tり

O回S錨hiHonda， Shin'ichi Ishimaru，叩dRyuichi Ikeda 

Depar，仰 ent01 Chemistry， University 01 Tsukuba 

Metalゆ凶由民AN02(A= K， Rb， Cs， Tl) are well known to fonn the ionic p加ticphase above 

r∞，mt即 lpera加re.In the pr'邸 ents加匂 tempera加redependeces Of7Li and l~N乱1RTl and spectra 

inL削仇r叩ortedto have no pl部ticph部e，werem伺 則remedto reveal molecular motions which are 

expected to be d出erent企omthose in the low-temperature phases of AN02・百leobserved Nお低

sp町凶of7Lim舗 uredat 116.64MI王ze:出 bitedtwo kinds ofLi sites in crystals. e2Qq/h values of 17 
and 12魁Izwere determined企omthesp民国obsetVedat rl∞m加npera仰向.Thesp即 trurnn卸 0叩ng

of the central lines observed above 360 K伺 nbe attributed to the averaging of the dipole-dipole 

interaction between Li-Li. By m伺則自宅theelectrical conducti泊ty，ionic conduction w踊∞n血med

inL削弘司etemperature depend即時sofl1 NMR Tl rev伺 1eda Tl minimum of7Li at 116.64 MHZ 

組 dα1.370 K. The activation energy of55 kJmol-1 determined :from the 7Li Tl data， w部 largerthan

those ofl0・20kJmol-1 observed in the low-temperature ph部 esofAN02・

柔粘性結晶とは固体と液体の中間相の一つで、巨視的には結晶が柔らかく、分子レベル

では分子配向のみが融解している結晶である。これまで柔粘性は、分子の形状が球形で、

分子間相互作用が弱い分子f獄古晶に数多く見られていた。最近、イオン結晶でも柔粘性を

示す物質が見出されている。我々は、分子間相互作用の強いイオン結晶に柔粘性が現れる

要因を、分子運動の観点から明らかにしてきた。

これまでの研究から亜硝酸塩(AN02; A=K， Rb， Cs， Tl)の柔粘性結晶ではイオンの自己拡

散とNOi咽イオンの等方回転運動が励起し、低温相ではNOi・イオンのフリップ運動が励起し

ていることが明らかになった[1・4]。今回は、柔粘性結品相を持たないLiN02中の分子運動

を調べ、 AN02の柔粘性結晶相の低温相で励起している分子運動と比較し、柔粘↑錦繍の

鞘教を探った。測定lまBruker干場制SL-300(7.05T)を主に用い、 7Li(I=3/2)および1~(I=I/2)核

のNMRTtとスペクトノレ測定を行った。緩和時間の測定には飽和回復法と反転回復法を併用

し、測定周波数116.併(7Li)、 30位(l~MHzで120--融点(473 K)まで測定した。 LiN02は80--

融点(473K)まで相転移は観測されていない[5]。

正iのN恥1RスペクトノレをFig.lに示す。吸収強度を5倍に拡大したスペクトノレを図中に示し

た。室温付近のスペクトルから明らかにLi+イオンには電場勾配が異なるサイトが2つ以上

あることが分かった。また、温度を上げていくと360K付近から中心線の線幅が狭くなり、

化学シフトの異なる2本の中心線があることが明らかになった。 2組のサテライトのうち、

keyw01泊:7Li Solid N恥1RSpectra and Tt， l~ Solid NMR Spectra and Tl， Ionic Pl出ticCrystal， 

Quadrupole Coupling Constant 

0ほんだひさし、いしまる しんいち、いけだ りゅういち
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内側は鋭く強度の強い中心線によるもので、、外側のサテライトは強度が弱い中心線に対応

していると考えられる。強度の大きい中心線の線幅は4.7kI也〈室温)から0.5ほIz(460K)まで

狭くなった。これはLtイオンの自己拡散による磁気相互作用の平均化によるものと考え

られる。交流の電気伝導度測定を行ったところ、イオン伝導を確認でき、拡散の活性化エ

ネルギ-90kJmol-1を得た。 e2Qq/hの値は外側のサテライトから17妊也、内側から12抵王z

のe2Qq/hfI直を室温で得た。

1.，i Tlの温度変化をFig.2に示す。図の低温側ο50"-'120 K)での百値は100sより長かったこ

とから、 NMRの緩和に有効に寄与するN白・イオンのフリッフ彊動は250K以下では遅いと考

えられる。 7Li核のTl極小が370K付近に観測された。1.，i核の緩和過程を電揚勾配の揺らぎ

によるものと考え、近似的にDeby~の緩和関数を用い最適化を行った。紬叩s型の活性化

過程を仮定したところ、この運動の活性化エネルギーは55kJmol-1 と求まった。 1~核のスペ

クトノレは35低付近で三つの異なった化学シフトテンソルを持つ線形で観測されたことから、

この運動は窒素核の化学ジフトテンソルの対称性をほとんど変化させない運動と考えるこ

とができる。柔粘性イオン結晶AN02の低温相では、 Li塩と同様にN仇・イオンの運動が観

測されている。しかし、 ANU2中での活性化エネルギーは10"-'20kJmol-1程度だ、が、 U塩では

運動の活性化エネルギーが比較的大きな値であった。融点付近の分子運動に関する情報を

得るためにおお任Izで7LiTl測定を行った。その結果、 Fig.2に示すように活性化エネルギー

が30kJmol-1程度の別の運動も存在すると考えられる。
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[1]M~四nobU，eL aL， Z. Na陶酔T3ch，49a，247(1994).[2] H Honda， et al.，Ber. Buns.enges. Phys. Chem.， 99，1∞9(1995). 

[3] H Honda， eL aL， Z.泊似ゆrsch.，50a， 871 (1995). [4] H Honda， et al.， Z. Na仰げらrsch.，51a， 761(1996). [5] K Moriya， 

et. al.， Thennochim. Acta， 132， 133(1988). 
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1 P29 2H_NMRによる Mの20)6SnC16[M=Mg，Ca]結晶中の分子運動の研究

(筑波大化・琉球大教養主)

O吉田尚弘・石丸臣ー・堀内敬三I・池田龍一

2H圃 NMRstudy ofmolecular motions in crystalline M(D20)6SnCI6 [M=Mg， Ca] 

Yoshida. NaohirQ，Ishimaru， Shin'ichi， Horiuchi， Keizo:l:， and Ikeda， Ryuichi 

Department of Chemistry， U凶versityofTsukuba， 

Division ofGeneral Education， University ofthe Ryu防us*

Temperature dependence of 2H_NMR line-shape was measured on M(D20)6SnCI6 [M=Mg， 

Ca] in a temperature range 130-435K. The spectra explainable by the rigid D20 model was 

observed at low temperatures， while， on heating， spectrum-na汀owinggiving a sharp doublet at 

the center was observed indicating the onset of new motions. These results were compared with 

the simulated spectra based on the 180 degrees-flip and C2幽 rotationof D20， and attributed to 

the onset of the 180 degrees-flip of D20 molecules. At high temperatures， another narrowing 

due to the uniaxial rotation ofthe whole cation was observed. We also measured of lH_NMR 

relaxation time in the rotation企ame(T1p) on the protonated complex below room temperature， 

and found a clear single T1ρminimum attributable to the H20 180 degrees-flip motion. 

2価の常磁性金属Mを含むM(H20)6SnC16[M=Mn， Co， Ni]型錯体の35Cl・NQRのスピン格

子緩和時間(T1Q)の測定から、陽イオン[M(H20)6f+がもっ複数の運動が T1Qに影響を与えて

いることが予想されている。考えられる運動モードにはH20分子の 180
0

フリップ、 H20分子

の C2軸まわりの回転、陽イオンの C3軸、 C4軸まわりの回転といった陽イオン全体の一軸回

転、全体回転などが予想される。これまで [M=Mg，Ca]の反磁性錯体について lH_NMRの

測定が行なわれ、 H20の 1800

フリップ、陽イオン全体の回転運動などの存在が示唆されて

いる。

今回は、室温付近の領域における運動モードを完全に明らかにするため、 M(D20)6SnC16
[M=Mg， Ca]を合成し、 2H_N乱低スペクトルの温度変化の測定を 130Kから435Kまでの領域

で行なった。又、 D20分子の 1800

フリップ、 C2軸まわりの回転、および陽イオン全体の C3
軸、 C4軸まわりの回転について、 2H_N恥低スペクトルのシミュレーションを行ない、実測のス

ベクトルと比較した。運動を確認する目的で、室温以下で lH_NMRの回転系でのスピンー格

子緩和時間(T1p)をラジオ波磁場 H1=0.4mTにおいてスヒ。ンロック法を用いて測定した。さら

に、構造変化がないことを確認するため、 DSCおよび粉末X線の測定も行なった。

キーワード.固体N恥低、錯化合物、分子運動、 NMR線形、 CoordinatedD20 Dynamics 

0よしだなおひろ、いしまるしんいち、ほりうちけいぞう、いけだりゅういち

戸ヘ
υ

1
E
A
 --



実際に測定した室温以下での 2H_Nお低スペクトル(Fig.1，Fig.2)は 180
0 フリップを仮定し

たシミュレーションの線形とほぼ一致したO 一方、 T1pから決定した活性化エネルギーは

21kJmor1で、報告されている九の解析の結果と同じ値になった。また、室温以上(Fig.3，

Fig.4)では、陽イオン全体の一軸回転が確認された。

即日 吋ム イ ハい明ふ+一時

130K ""-_._，- " 

内向o 100 0 ・100 ・200

v/kHz 
Fig.1 ~-NMR s問ct問。.fMg(H ，O)sSnα， at low tempe悶 tu陪S Fig.2 'H-NMR spect聞 o.fGa(H ，o)sSnCI， at low tempe国tures

50 

v/kHz v/kHz 
Fig.3 'H-NMR spectra o.f Mg(H ，O)，SnCI， at high temperatu問 S Fig.4 'H-NMR spectra 01 Ga(H ，O)，SnCI， at high tempe団 tures
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1 P30 IH-NMRi法による高分子ゲルのダイナミックスに関する研究

(東工大工) 0松川真吾安藤勲

A Study on Dyamics of Molecules in Polymer Gel Systems by I HNMR Method 
Shingo Matsukawa and Isao Ando 

。~pt.of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology， 
ωkayama， Meguro-ku， Tokyo 152 

The diffusion coefficient(D) of poly(e白yleneglycol)(PEG) oleyl ether(probe polymer) 

contained. in N ，N-dimethylacrylamide(DMAA)-N・stearylitaconarnide copolymeried gel was 

meas ured by pulsed-gradient spin -echo 1 HNMR method with high field grad ient(22. 2Tm-1 ). 

From these experimental results it is found that D of PEG oleyl ether is strongly affec飽dby the 

hydrophobic interaction between the oleyl group of probe polymer叩 dthe s低arylgroup of gel 

matrix. IHT1 and T2 ofPEG in出egel were also meas ured to elucidate the dynarnics of this 

system. From these results， it was suggested血atthe PEG group of probe polymer is in 

mobile motion. 

1 )緒言

高分子ゲル内におけるプロープ高分子は、網目鎖によって抑制され、溶液中とは

異なった運動挙動を示す。 NMR法は、このよつな運動性の変化を詳細に検討する上

で有力な手段となる。スピンー格子緩和時間(T1)及びスピンースピン緩和時間(T2)

はセグメントスケールの分子運動に関する知見を与え、特に、 T1はMHzオーダーの

タイムスケールの運動に敏感である。一方、磁場勾配を用いる実験では、その観測

タイムスケールはパルス状磁場勾配の間隔ムによって決まるが、分子内運動による

変位巾は小さく、ミリセコンドオーダーのムを用いる場合には分子全体の並進運動

による変位が支配的となり、自己拡散係数を測定することとなる。既に我々は、立

体的な障害が主な相互作用であるようなゲル内におけるプロープ高分子の自己拡散

係数を測定し、これが網目鎖高分子の動的遮蔽距離 κーlとプロープ高分子の流体力

学的半径Rhの比によって、次式のように表わされたことを示した1) 。

・Dingel /Di日刊
lutio日=exp(・κRh)= exp(・Q司O.7IRh) (1) 

また、水素結合による相互作用が支配的である場合について、自己拡散係数とIHT
2

の測定結果を報告してきた 2)。ここでは、次に示したハイドロゲルマトリックス中

のプロープ高分子について、 22.3 Tm-1の超高磁場勾配NMRプロープを用いて拡散

係数と緩和時聞を測定し、その結果を通してプロープ高分子の運動性を解析するこ

とを本研究の目的とした。

キーワード:拡散係数測定，緩和時間測定，界面活性剤，ミセル含有ゲル，疎水性相互作用
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|Gel Matrix I 

CH2COO-
モCHTCHうァモCH2田平→市+

十=6c=o NH3C(CH3)3 
}. NH 
~ 1. 

CH3 ~CH3 (?H2)17 
CH3 

!Probe Polymer I HO-fCH2CH20~ CH2)8CH=CH(CH会7CH3

2 )実験

誌盆週盤 ステアリルアミンと無水イタコン酸より合成した長鎖アルキルモノマ

ー(SIA)をトブチルアミンで中和し、 N，N'-ジメチルアクリルアミド(DMAA)、架橋

剤および開始剤とともに 47'Cにおいて水に溶解し、 5OoCで重合した。得られた

ゲルを 50'Cにおいてアセトンに 24時間、 bブチルアミン水溶液に 24時間、重水

に72時間浸漬した後、 3OOCにおいて0.5wt%のポリエチレングリコール(PEG)・オ

レイルエーテル(PEGユニット数20;Mwキ 1200)重水溶液中に保存した。また、 SIAを

含まないゲルとPEG-オレイjレエーテルの代わりにMw=1500のPEGを用いた試料を調製した。

担MR劃定 自己拡散係数Dは、試作した高磁場勾配発生装置を接続したGSX270

NMR分光器(270Mz，日本電子製)を用い、 30'Cにおいて、パルス磁場勾配スピンエ

コー(PGSE)lH-NMRi去により、磁場勾配を22.3Tm-1、磁場勾配パルスの間隔ムを

30ms、磁場勾配パルスの幅 δをO.OOlms・0.738msまで変えて測定した。 lHT1は反転

回復法、 lHT
2
はCPMG、法により測定した。

3 )結果

測定例としてPEG-オレイルエーテルを含む平衡膨潤度Q=78のDMAA-SIA共重合ゲルの

PGSE_1HNMRスペクトルをFig.1に示す。小さい δ値での4.72ppmのピークの強度の

変化から、 H∞(重水溶媒中に微量含まれる)の拡散係数を求めた。大きい δ値で

の3.72ppmのピークの強度の変化からは、 PEG-オレイルエーテルの拡散係数を求めたO この

値は1.32ppm(メチレン基)のピークの強度変化から求めた値と一致した。

Fig.2にQの異なるDMAAゲル、 DMA以A剖 A共重合ゲjルレ(σFi培g.μ.2a砂)及ぴ、i溶容液中(σFi培g.2幼2幼b肋)で

のPEG-オかレイ仲}ルレエト-テ柿jルレの拡散係数(D斗PE田氾~-心Oα1 )及び

てPEG-オ恥レイ仰Jルレほエト一→テ刊jルレはミセルを形成するために、 その拡散係数は、 同じ分子量のPEGの

拡散係数より小さく、また、濃度によって観測される拡散係数が変化する。 DMAA

ゲル中のDp回 -01は0.5wt%溶液中及び、O.lwt%溶液中と同じサイズのミセルがゲル内に

おいて(1)式に従って拡散が抑制されるとして計算した値(点線)より大きい値と

なった。 PEG-オレイルエサ)vは、 DMAAゲJレ中では溶液中と異なるコンホメーションをと
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っていると示唆される。しかし、同じ分子量のPEGについて同様の計算によって得

られた値(波線)より小さい値であることから、ゲル中のPEG-オレイ}vエーテルは一部会合

しているか、または、 DMAAゲlレの網目鎖との聞に相互作用が存在するものと考え

られる。

SIAを共重合したゲル中においては、 Dp田・01が非常に小さくなる。このゲル内に

は、 SIAのミセルが共重合によって固定化されている。 PEG-オレイルエーテルのオレイル基

がSIAのミセル内部のステアリル基と相互作用を持ち、ミセル内に取り込まれるため

に拡散が強く抑制されると推測される。この時、 PEG部のIHTIは、溶液中のものと

同程度であるのに対して、 IHT2は非常に短くなっている。 PEG部のセグメントスケ

ールの分子内運動は変化しないが、分子全体の回転などの長いタイムスケールの運

動が抑制されていると考えられる。詳細は討論会にて述べる予定である。

参考文献 1) S. Matsukawaand I.Ando， M低・romolecules.in press( 1996). 

2 )松川真吾、安藤勲、高分子討論会要旨集， 44(8)，(1995)， 1614. 

。
0.1 

0.5 

0.45 

!云云 0 醐0.320 

0.230 

0.060 
ms 

且

且

111 ι 
且 。

λ 
k 

O. 

A 
o .C 

-AA ← 

0.0: 
0.011 

0.001 
ms 

ppmδ=  
』・.，・ 1・・・・ 1・1111'" ・11"ー1・・・‘ lji

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 

Fig.1 Spin.echo spectra of DMAA-SIA gel containing 
PEG-oleyl ether as a probe polymer and HDO as solvent 
varying duration of m喝neticfield gradient pulse(o) 

0.738 

0.703 

0.667 
Aυ -

}
 

{
 

I
 

4・-ー+・・ ー

--島-・一一__-← ーーーーー一ーー-ーー
-_ ・ロJ

， ， ， d"--F---F--
Eトー

• ， 
ロ • • 

• 
圃・ • ロロー

ロ • 
• • ロロー

• ， 

.629 

589 

同
小a
g 勾

どIO'
Q ，，;6 

。
0
0
 

・A
Ml
 

0.6 
U俗、、

ド 0.4
z 

0.2 

0.050 0.6 
0.045 叫

.040 、
*035 ド0.4
030 ，;c 
25 

o 0.2 

20 4060100 2000.50.1% 

Degrce 01' Swell時 Q2立出口ion

Fig.2 Plots of D， IHTI and 1HT20[ PEG-olcyl ether in 
DMAA-SIA gcl(・1)，in DMAA gel(ロ)and in solution(ロ)
and of PEG in DMAA・SIAgel(・.)and in solution( 0) 
against Q. 

n汐
t
E
4
 

1
E
4
 



1 P31 国体2HNMRによる結晶中のエンケファリン分子の

局所運動の解析

(姫工大理)内藤晶 .0上平美弥・辻暁・斉藤肇

Local motion of crystalline enkephalin as studied by 2H NMR 

Akira Naito • OMiya Kamihira • Satoru Tuzi • Hazime Saito 
Department of Life Science ， Himeji Institute of Technology 

We have recorded 2H NMR spectra of Leu5_ and MetえeH5]Phe4enkephalins crystallized 

from a variety of solvents. It was found that the phenylalanine side chains in all crystals have 

flip-flop motion with the frequency of 103-105Hz at room temterature. The values ofTl
D are， 

however， 0.1-0.8sec for each sample which imply the presence of high frequency motion. 
Low temperature 2H NMR spectra showed that the quadrupolar splittings (3e2qQ/4h) were 

increased with lowered temperatures. These results indicate that the phenyl rings of 

phenylalanines in enkephalin crystals have librational motion in the frequency range of 107-

108Hz besides the flip-flop motion. The presence ofhigh frequency motion was also observed 
as measured by T

l 
C values. 

工ンケファリン (Tyr1-Gly2-Gly3_Phe4-Leu5: Leu5-エンケファリン、 -Met5: Met5-

工ンケファリン)は、モルヒネ様の鎮痛作用をもっ内因性オピオイドペプチドの一

種で、その構造はオピオイドペプチドのN端に共通して見られ、また受容体に結合

する際の結合部位に相当する。オピオイド受容体の構造解析は現在困難であるが、

結合にはリガンド側のTyr1-Gly2-Gly3_Phe4の配列が必要不可欠であり、 Phe4はアドレ

ス部として受容体認識部位であることが報告されている。工ンケファリン分子の 3

次元構造は、すでに×線結晶構造解析によって何種類か報告されており、大きくト

bend構造とextended構造に分類されている。しかし、同じ構造に分類される場合で

も、結品中に含まれる溶媒分子の種類や数のちがいによってそれぞれ主鎖の二面体

角、側鎖の配向が異なる。また同じ結晶であっても結品化溶媒の存在状態によって

分子の構造や運動性が変化することがわかってきた (1)。このような工ンケファリン

分子の構造のフレキシビリティーは、この分子の機能と相聞があると考えられる。

本研究では、受容体に結合するリガンドのーモデルとして、種々の結品多形中にお

けるエンケファリン分子の運動性、特にPhe側鎖フェニル環の運動性について解析

を行ったので報告する。

国体NMR、エンケファリン、結晶多形

ないとう あきら・ Oかみひら みや・つじ さとる・さいとう はじめ
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[実験]

Leu5幽工ンケファリン、およびMet5-エンケファリンは、 ABIペプチド合成機じより

F-moc法で合成した後、 HPLCで精製した。 Leu5
-工ンケファリンについてはH p(1 

;X線回折ではs-bend構造と報告されている)、 MeOH/H20 (11 ; s・bend構造)、

DMF/H20 (111; extended構造)から、 Metえ工ンケファリンについてはEtOH/H20

(IV ; extended構造)から、それそ。れ結晶化を行った。重水素標識試料は、標識ア

ミノ酸([2H5] Phe) をF-mocイヒした後、同様に合成し結晶化を行った。 国体高

分解能13Cおよひ吃HNMR測定は、 Chemagnetics社製CMX400NMRスペクトロメー

夕刊Cの共鳴周波数100.7MHz、2Hの共鳴周波数61.4MHz) を用い、それぞれCP-

MAS、四極子エコー法を用いた。繰り返し時間は13Cについては4---5sec、相につい

ては1s旬、 13C測定の接触時間は1msec、測定温度は25---圃 140
0

Cの間で、積算は十分

なS/N比が得られるまで行った。試料は、結晶が乾燥しないように留意しながら少

量の溶媒とともにジルコニア製5m<j>口ーターに詰め、アラルダイトで完全に封じて

溶媒がもれない状態で測定を行った。

[結果と考察]

13C CP-MASスペクトル測定

試料I---IVについて1~ CP-MASス ぷ;…
ベクトル測定を行った結果を図 1に

示す。各共鳴線の帰属は溶液のNMR ・32L
の化学シフト値と比較することによ I 

り行った。

スペクトルの中のフェニル領域の

信号は、いづれの結晶においても

Phe、TyrCy、Cc共鳴線が先鋭であ

るのに対し、その強度と比較してC8

および、 Cε共鳴線強度が著しく小さ

い。このことから Phe、Tyrの側鎖の

フェニル環にはデカップリング周波

数と干渉を起こす、 50kHz程度の運 eむh山

動が存在することがわかる。しかし、 即時0)

各結品のこれらの共鳴線強度は一様 …且叫d
IV 

に干渉を受けているものの、フェニ

ル環のC8および、 Cε強度は試料II、

IVと比較して試料I、IIIの強度が大き

いことから、これらの試料の間でフェ

ニル環の運動性に遣いが存在するこ

とがわかる。
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Fig.l I3C CP-MAS (TOSS) spectra at 
roo江1temperature 
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これらの試料について室温から温度を下げて、 13CCP-MASスペクトル測定を行っ

た。試料I、11、IVについては温度を下げるにつれてフェニル領域の信号強度が徐々

に大きくなる様子が観測されたが、試料凹についてはoOCに下げることでさらに強

度が小さくなり、 -20
0

C以下で強度の上昇が観測された。以上の結果から、 Phe、お

よびTyrl則鎖の環の運動性は試料IIIにおいて最も高く、次いで試料11、IV、そして試

料Iの11慎であることがわかった。

緩和時間測定

各試料のTf測定の結果を表 1に示す。 Phe側鎖の炭素核について注目すると、い

づれの結品においてもCo、CεのT1C値はCyの値と比較して小さいが、フリップ・フ

ロップ運動の影響をほとんど受けない、 ccの値もまたCo、Cεと同程度である。さら

にCo、Ce，Ccの値はCα、C附哀など、プロトンと直接結合した炭素核の値とほぼ同

じである。このことから、工ンケファリン分子は分子全体が双極子相互作用を切断

しない程度の振幅で、 107........108Hz程度の周波数で振動していることが判明した。

Table 1 TIC(sec) values 

Tyr Phe Tyr. Gly Cf3 
CY CO Ce Cc CY CO. Cc Phe. Cα 

Ce Leu.or 
Met 
Cα 

15.8 5.50 5.09 12.1 23.3 6.83 6.06 8.94 6.26 7.00 
II 28.5 18.9 14.3 22.2 36.7 17.6 12.4 10.3 12.8 11.5 
III 21.2 14.7 12.5 37.9 26.1 6.12 9.13 20.4 11.6 11.1 

N 29.1 14.3 14.7 22.6 34.4 14.3 17.5 12.3 14.8 11.8 

重水素NMR測定

各試料の2HNMRスペクトルを図 2に

示す。試料 Iのスペクトルの分裂幅

(3e2qQ/4h) は、 128.2kHz、試料11につ

いては125.2kHz、試料IVについては

124.4kHzであった。スペクトルの線形を

解析することにより、各試料ともにPhe

側鎖フェニル環はフリップ・フロップ運

動をもち、その周波数は試料Iについては

103Hz........1 04Hz程度、試料11は104Hz........ 

1ぴHz程度、試料lVは1ぴHz程度であるこ

とがわかった(2)。このようにフヱニル環

のフリップ・フロップ運動は、試料Iにお

いて最も遅いという結果が得られた。 X

つιμつω
4
Eム

Leus-enkephalin 
(H，O) 

1 

，"， 
lOO 100 -.0 -ioo -200 

Fig.2 2H NMR spectra at room 
temperature 



線結品解析の結果をみると、この分子構

造のみPheのフェニル環とTyrのフェノー

ル環が空間的に近接している (3)。このよ

うに環どうしが接近することにより、フ

リップ・フロップ運動が制限されたこと

を示している。

これらの試料について重水素核の縦緩

和時間 (T1D)測定を行い、さらにその値

から相関時間('tC) を求めた。この結果

を表2に示す。得られた相関時聞は、線形から求めたフリップ・フロップ運動周波

数よりー桁~三桁程大きく、フリップ・フロップ運動に加えて別のより速い運動成

分の存在が示唆された。

試料11、IVについて室温から温度を下げて同様に測定を行うと、いづれも温度の

低下とともに分裂幅 (3e2qQ/4h) が広がってゆく様子が観測された。同時にスペク

トル強度も徐々に減少した。このことから、これらの結品中のPhe側鎖フェニル環

には、 104 ---105Hzのフリップ・フロップ運動の他に、 2HNMRスペクトルの線形を

変化させない程度の小さい振幅のより速い運動 (108Hz程度)も同時に存在すること

が、わかる。

一方、いづれの試料においてもスペクトルの中央に天然存在の重水素核をもっ溶

媒分子の先鋭な共鳴線が観測された。その共鳴線強度は温度を下げるにつれて段階

的に小さくなったが、等方的に運動している成分が-140
0

Cまで一部残存した。した

がって今回測定を行った結品内には、かなり運動性の高い溶媒分子が数種類配位し

ていることがわかった。フェニル環、または分子全体の振動運動は、こうした溶媒

分子の高い運動性に関係があると考えられる。また、温度を下げて13CCP-MASスベ

クトル測定を行った結果、カルボキシル共鳴線が・60
0

C付近で低磁場側に新たに現れ

成長してゆく様子が観測されたが、この構造変化はこうした溶媒分子の運動の凍結

Table 2 Flip-flop frequencies determin巴:dby line 
shapes analysis， and correlation times(τじ)
dletermined by TID valu氾sfor phenyl rings. 

flip-flop TID (sec)τc (蹴)
motion (Hz) 

103-104 0.59 
104-105 0.19 
104 0.24 

I 

11 
3.75 X 10-7 

IV 
1.20 X 10-7 
1.40 x 10・7

に伴うものと考えられる。

[まとめ]

13C CP-MASスペクトルおよび2HNMR測定の結果から、結品中の工ンケファリン

分子側鎖フェニル環には、フリップ・フロップ運動のほかに小さい振幅の速い振動

運動が存在することがわかった。こうした運動性、および構造は結晶内に含まれる

溶媒分子の存在に大きく影響を受けていることが判明した。

(1) A. Naito， M. Kamihira， S. Tuzi， and H. Saito， J. Phys. Chem.， (1995)，99，12041-

12046 

(2)R.J. Schadt， E.J. Cain， and A.D. Enqlish， J. Phys. Chem.， (1993)，笠， 8387・8392

(3)A. Aubry， N. Birlirakis， M. Sakarellos-Daitsiotis， C. Sakarellos and M. Marraud 

Biopolymers， (1989)， 28， 27-40 
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1 P32 アミノ酸結晶での分子ダイナミックス

に対する水素結合の効果

(米国コロンピア大ー(財)神奈川科学技術アカデミー研究室)

O海老沢計慶卒、 ZhengtianGu、 AnnMcDermott 

E質問tof Hydrogen Bonding on Molecular Dynamics 

in Crystalline Amino Acids 

kazuvoshi Ebisawa~， Zhengtian Gu， Ann McDermott 

Depぽ卸lentof Chemistry， Columbia University -KAST 

*Present Address αn住宅uReseach Laboratories， AjinomoωCo.， Inc. 

百lerotation rate of NH3+ inαystalline amino acids varies dramacitally， and the coη'esponding 

activation energies are known to vary from 25 to 50 kJ / mol. The proton spin-lattice relaxation 

σ1) measurements were peformed in order to characterize the dynamical behavior differences 

between DL and L Asp紅ticacid and also the differences between Glycine polymo中hs(α・， 'Y-) by 

solid state NMR. The investigations for these crystalline suggest that the dynamical difference is 

due to the different hydrogen bonding environments around the NH3+ groups. 官leenergy 

calculations of the rotational b訂rierswere also performed using Macromodel and Cerius2 Program 

and gave satisfactory agreement with the above experimental values when the dielec町icconstant 

was set to 2.5 and 2.0 for Aspartic acid and Glycine αystal respectively . 

{緒言}

一般にアミノ酸結晶の場合、アミノ基とカルボキシル基の間で形成される分子間水素

結合は構造安定化の重要な要因であり、結晶の多形性は主にこの分子間相互作用の空間

的な多様性から生じるものである。 Glyには、 3種類の結晶多形 (α ，s，y)があり、こ

のうち α晶と γ晶では、結晶内の分子のパッキングの様子が明らかに異なり、水素結合

の強さにも差があることが予想された。また、 Aspで、は、 L-体とDL-体の結晶構造の比較

から、アミノ基の回転運動がL体で、より束縛されていると予想された。

そこで、本研究では、上記2種類のアミノ酸結晶を例に、光学活性体とラセミ体聞に

みられる分子間相互作用の違いや結晶多形聞の水素結合様式の違いが、結晶内の分子の

運動性にどのような影響を及ぼすかを固体NMRの緩和時間測定法などにより、詳しく

検討したので報告する。また、各結晶形におけるアミノ基の回転エネルギー障壁を結晶

の誘電率を変えて計算し、固体NMRの解析結果と比較したのでここに併せて報告する。

(阻YWORD) 結晶多形、固体NMR、緩和時間測定、構造計算

Oえぴさわ かずよし、 GuZhengtian、McDermottAnn 
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[方法】

各結晶形について、国体NMRの反転回復法により、プロトン核のT1緩和時間を・40'C

から 120
0

Cの範囲で、順次温度を変えて測定した。T1の温度依存性から分子運動の相関

時間 "cを求め、次いで式(1)により各々の活性化エネルギーを算出した。

"c= "oexp但act/RT) (1) 

一方、Gly，Aspいずれの結晶も、T1緩和は主にアミノ基の回転運動に由来すると考え

られるので、構造計算プログラムMacromodel(コロンピア大学 Still研にて開発)又は

Cerius2 (MSI社開発)により、アミノ基の回転障壁エネルギーを計算し、各々の実験値

と比較した。また、計算値は、用いる誘電率に依存するので、誘電率を1.0-2.5の範囲

で変えた場合についても検討した。

[結果と考察】

T1緩和時間測定の結果、 L体のAsp結晶やγ-Gly結晶では、室温におけるT1が20秒と、

DL体のAsp結晶 (5秒)や α-Gly結晶 (2秒)に比べ、明らかに緩和時間が長く、結晶内

での分子の運動性がより束縛されていることが分かった。また、T1の温度依存性から算

出した各結晶形の活'性化エネルギーは、表 lのように、 23-30kJ/molの範囲であった。

アミノ基の回転障壁エネルギーが一般に25-50kJ / molの範囲であることを考えると、

各結晶形間で観測されたダイナミックスの違いは、アミノ基を介した水素結合の強さの

違いに由来していると解釈できる。

そこで、 Asp，Glyの各結晶形において、アミノ基の回転障壁エネルギーを構造計算に

より求めたところ、結晶形聞のエネルギー差66Eは、表2のように、実験値をほぼ良

く再現することが分かつた。但し、計算に用いる誘電率の設定には注意が必要であり、

Gly結晶の場合には、表3に示すように、誘電率の増大に伴って、 AムEは徐々に減少

していく。実験値を最も良く再現する誘電率は、表2のように、 2.0であったが、これ

はいくつかのアミノ酸結晶で、誘電率が2.1-2.8の範囲で実測された事実と大きく矛盾

しない結果である。

表l.各アミノ酸結晶の活性化エネルギ一企 Eの比較

L-Asp結晶 27 kJ / mol γ心ly結晶 30 kJ /mol 

DL-Asp結晶 23 kJ / mol 

6ムE 4 kJ /mol 

α-Gly結晶 24 kJ /mol 

ムム E 6 kJ /mol 

表2.構造計算により求めた結晶形問のエネルギー差ム 6E

ム6E (L-DL) 3 kJ / mol (誘電率ε=2.5)

66E(γ ・α) 5.2 kJ / mol (誘電率ε=2.0)

表 3.Glv結晶について計算した企 6Eの誘電率依存性

誘電率ε 1.0 1.5 2.0 2.5 

企ム E(γ-α) 11.8 7.4 5.2 3.8 (kJ/mol) 
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1 P33 13C DDIMAS NMR法によるポリマーの分子運動の温度依存性

防大化学 O浅野敦志、 京大院理竹腰清乃理

13C DDIMAS NMR s佃 dyof Chain Dynamics of Polymers 

Atsushi Asano1 and K.Takegoshi2 

1. Department of Chemis町，National Defense Academy， Yokosuka 239， Japan 

2.D叩artmentof Chemis町r，Faculty ofScience， Kyoto University， Kyoto 606・1，Japan 

Abstract: The temperaωre dependence of solid-state 13C nuclear magnetic resonance (NMR) 

linewidth of pol戸田rswe問 examinedto eval凶 tethe chain dynamics above the glass 

transition temperat町e見underconditions of magic-angle-spinning (MAS) and high power 

pro加ndipolar decoupling (DD). The observed temperat町edependence of the linewidth was 

explained by averaging the dispersion of isotropic chemical shifts and the interference 

between local anisotropic motion and proton decoupling. The linewidth 8 was denoted as 

8=8o+81tan-
1(α(九・η)+λMiπ・J(ω1.τ):M2 is the powder average of the second moment of 

13C_1H dipolar interaction and J(ω1.τ)=τ/(1+ω12τ2). The correlation time τwas assumed ωbe 

followed the Williams剛 Landel・.Ferry(WLF) equation at temperature T: log(τ/τs)=・8.86(T・

乙)/(101.6+T-Ts)，which Ts is reterence temperature. The WLF theory leads to that the Ts 

equals to approximately Tg +50K. However， the obtained乙fromthe 13C DD/MAS m底

experiment was almost Tg +5K. This leaded to that the fra伽 nalfree volume of polymers at 

Tg is 5.1% 

緒言:無定型ポリマーのガ、ラス転移点、らから Tg+IOOK程度までの運動は、一般にWLF則

に従う。 WLF式は log(t/τs)=ーC1(T-Ts)/(C2+1二五)と書き表される。九は特異温度。定数C1、

C2をそれぞれ 8.86、101.6とすれば、九三壬Tg+50Kとなることは力学、誘電緩和の実験から示

唆されている l。我々は、数十kHZの運動が固体高分解能 13CNMRスベクトノレの線幅に影

響を与えることを利用し、線幅の温度依存性から WLF式について再検討した。

実験:用いたポリマーは重量平均分子量 Mw=39400、九=242.6Kのポリピニルメチルエー

テノレ(PVME)、Mw=I13000、Tg=289.3KとMw=167000、Tg=291.9Kのポリピニルアセテート

(PVAc・1、PVAc-2)、Mw=30700、Tg=285.5Kのポリメチルアクリレート(PMA)、粘度平均分子

量 Mv=420000、Tg=214.9Kのポリイソブチレン(PIB)である。さらに現在数種のポリマーにつ

いて測定中。実験は BrukerDMX500を用い、 13C、lH核の共鳴周波数はそれぞれ

125.76MHz、 500.13MHzであり、 900パルス幅は 4.5μs(rf磁場強度 55.6kHz)である。 MAS

回転下の試料の正確な温度を知るため、 300K以下ではメタノールを、 300K以上ではエチ

keywords: 13C DD/MAS NMR / Chain dynamics /臼ωTran凶ionTempera蹴ら/

WLFeq田 tion/ 

あさのあっし、 たけごしきよのり
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レングリコールをガラス管に封かんし MAS条件下で温度校正を行った。 MAS回転速度は

5妊Izである。その結果、 220K以下はT'=0.924T+13.34、225-300KではT'=0.9703T+ 11.884、

305k以上ではT'=0.9945T+4.1581となった。 Tは表示温度。すべての実験は試料の温度が

安定するまで最低 15分待って行ったO

結果と考察:図HこPVMEの温度依存 13CDD/MAS NMRスペクトルを示した。ただし、九

以下の測定は線幅に影響を及ぼす分子運動は凍結されているので、 CPを併用して測定し

た。 3つのピークは高磁場側からCH2、OCH3、CH基である。温度を上げてしくと、線幅はTg

+30K"'-'60Kの温度域で急激に増大し、 Tg+50K前後で最大値を示す。その温度域を超え

ると徐々に溶液のスペクトルに似た線幅の細いピークとなる。図2には PVMEの側鎖 OCH3

基の半値全幅δの温度依存を示した。 0は実測の糠幅を示している。我々は以下の方法に

より実測の 8を理論的に解析した。

δは真の線幅と等方的化学シフトの分布、 13C_
1H双極子相互作用からなる。 13CDD/MAS 

実験では、 13C_1H双極子相互作用はrf磁場と干渉を起こして、ポリマーの分子運動がちょう

どrf磁場と閉じ強さのときに motionalbroadeningが起こり、 8は増大する。これらを式に表

わすと、
フ，主 λルf_

δ=do'叫+--1 arctan(α(克一η)+ーーム 1 2 2 ①式
K K 1十 fωI

となる 2。ここで第 1項の 00'は真の線幅、第 2、3項は線幅が等方的化学シフトの分布に依

存する項で特性温度九で01になる。 αはこの線幅の先鋭化における勾配を表わす。第4項

はmotionalbroadening Iこ起因する項でM2は13C_1H双極子相互作用の二次モーメントの空

間平均でYC2yJh2/(4d×5r年rは 13C_1Hの距離でl.lA、hはブランク定数。 λは二次モーメ

ントの減少率を示す。 ω1は2πx55.6kHz。①式の第 1、2項を統合して00を00'+01とし、

フλ A.M_ τω4
δ=δ。+--1 arctan(α(To -η)+ー.-1.一一十で ②式

V K υ miJ
1 
1+ ，""ωf 

と変形する。ここで、運動の相関時間 τはWLF式

-C1(T-l:) log(-" ) = ~-1 
Ts C2 + T -I: ③式

を用いた。パラメータ C1、C2はそれぞれ 8.86、101.6である。②、③式を用いて図2の

実測の線幅を最小二乗フィットしたO 結果を実線で示してある。用いたパラメータは8。、 01、

α、九、 λ、τsω1、Tsの7つである。一点破線は②式の第 3項を表わし、点線は第 1、2項を示

す。非常に良く実測の線幅を再現することがわかる。すべてのポリマーの線幅は図 2のよ

うに最小二乗された。図 3には PVAc・1の4つの残基における線幅の温度依存性を②、

③式を用いて最小二乗した結果を示した。330・340Kですべての残基の線幅が最大値を

示す。この温度は PVAc・1のら+50Kの範囲である。最小二乗した結果の詳細は表に示し

た。特異温度 Tsは、 WLF理論によれば Tg+50Kとなるが、 NMRから得られた結果では、す

べてのポリマーにおいて九は平均しておよそ Tg+5K左なった。これは力学緩和や誘電緩和

における結果に比べ特異温度が Tg近傍に存在することを示唆している。この結果を

Doolittleの粘度式に当てはめて、自由体積の分率fを求めると、 Tgにおける fは0.051とな

月
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る。これは TE十50Kで求めた結果の約 2倍の

値となり、ポリマーのガラス状態が系の自由体

積の 5.1%に達していることを示している。また

②式の第2項における特性温度九は側鎖平

均で Tg+22.5K、主鎖平均でら+32.5Kとなっ

た(PIBの主鎖は除いた)0PIBの主鎖 4級炭

素の九は九十5KとなったoPIBは側鎖に短い

2つの CH3基のみを対照的に持つので、ガラ

ス転移による主鎖の運動の変化がほぼ同時

に等方的化学シフトの分布も解消したと考え

られる。これらの結果から等方的化学シフト

の分布が線幅に与える影響は、 Tgを基準にと

ればポリマーの種類によらず Tg+20"-'30Kの

温度で解消することがわかった。

3423K 

202.81-< 

* * ~人--..._.，/へ申 * 1 M.L. Wi1liams， R.F. Landel and J.D. Feロy，

J. Am. Chem. Soc.， 1955， 77， 3701・3707.

2 K. Takegoshi and K. Hikichi， 

J. Chem. Phys.， 1991，94，3200-3206. 

Fig.l. 13C solid-state NMR spectra for PVME. 

The peak marked with asterisk is spinning-side-

band. The spec佐田nat 202.8K was obtained by 

CPmethod. 

Table Best fit parameters to the observed fulllinewidth da句 usingequations 2 and 3. 

Polymers 80耳-!z 811Hz α TOIK 'tul/rad 入 TslK TgIK Ts-Tg 

PIB CH3 508土8 500土15 0.08土0.01 232.6土0.5 221土195 0.07土0.01 220.1土9.1 214.90 +5.2 

C 164土6 145土8 0.06，，0.01 220.2土1.5 352土251 0.070士0.003 219.5土6.8 +4.6 

PV恥伍 CH2 728土19 716土79 0.04土0.02 278.8土13.0 304土367 0.50土0.13 247.9土11.8242.60 +5.3 

OCH3 246土4 180土8 0.09土0.03 261.6土3.4 89土35 0.36土0.01 247.2土3.5 +4.6 

CH 259土4 248土10 0.09士0.03 264.8土4.1 198土77 0.68土0.02 246.1土3.8 +3.5 

PMA CH 566土195M土23 0.08土0.02 313.0土2.6 384土216 0.74土0.03 290.4土6.0 285.50 +4.9 

OCH3 185土13 132土17 0.17土0.12 307.1土4.5 132土119 0.29土0.02 290.1土8.2 +4.6 

C=O 270土12 174土18 0.21土0.16 308.7土5.2 71土35 0.66土35 291.6土4.5 +6.1 

PVAc-1 CH3 156土7 145士7 0.08土0.01 311.7土0.9 408土310 0.140土0.006 294.7土7.4 289.30 +5.4 

CH2 498，，55 502，，59 0.10土0.02 321.3H5 664土443 0.85土0.06 296.0土6.9 +6.7 

CH 376土29 356土43 0.06土0.04 323.3土9.9 577士399 0.67土0.08 294.0士7.8 +4.7 

C=O 172土21 183土24 0.13土0.05 314.0土2.7 279土93 0.99土0.02 294.6土3.2 +5.3 

PVAc・2 CH3 164土12 153土13 0.052土0.008 314.7土1.7 460土311 0.150土0.009 296.60106.8 291.90 +4.7 

CH2 476土34 56501041 0.09土0.02 329.5土3.8 886土467 0.92土0.05 296.8土6.4 +4.9 

CH 368土15 356土52 0.05土0.05 329.8土17.2 654土443 0.64土0.12 296.0土8.0 +4.1 

C=O 179土14 171土23 0.09土0.09 32u.4土17.5 305土186 0.80土0.07 296.7土7.0 +4.8 

Error isσ 
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1 P34 2H-NMRによるポリグリシン Iのダイナミクス

(北大工)0川瀬泰誉平沖敏文平山智昭堤耀広

Dynamics of Polyglycine 1 by Solid State 2H_Nお低

Y. Kawase， T.阻raoki，T.阻rayama，and A. Tsutsumi 

Department 01 Applied Physics， Hok却idoUniversity， Sapporo 060 

Polyglycine 1 deuterated in methylene group (PG 1 -d2) or amide group (PG 1・Nd)were 

investigated by solid state 2H-NMR. 2H-NMR sp即位aof PG 1 -d2 show axially symmetric 

pa恥 m 組 dthe quadrupole spli出ngslightly decreases with increasing temperature. T 1 

decreases gradually with raising tempera旬re. Both results indicate the existence of fast 

librational motions in the methylene groups. T1 values of PG 1 -d2 are smaller than those of 

polyglycine II・d2，su舘 esting白紙 PG1 is more mobile白姐 PGII owing to也econformational 

constr創nts.

ポリグリシンには、 2つのコンフォメーションが存在する。 1つはβーシート構造

のポリグリシン Iである。もう 1つは 31一ヘリックスのポリグリシン Eである。ポリ

グリシンEはペプチド鎖が3残基で 1回転するらせん構造をなし、そのペプチド鎖が

反平行に並び、隣合う分子鎖が水素結合をなして 6方晶を形成している。我々はポリ

グリシンHの固体2H-NMR測定を行い、スベクトルが rigidpa恥 m であり、四重極

分裂幅は温度の増加とともにわずかに減少し、 T1も減少するので、メチレン基には小

振幅の高速微小振動が、アミド基には小振幅の比較的遅い振動が存在することを示し

た。 1) 本研究ではポリグリシン Iの固体粉末試料の2H-NMRを測定し、スペクト

ルとスピン格子緩和時聞から分子運動の解析を行い、ポリグリシ Eと比較検討した。

試料は、メチレン基を重水素化したポリグリシン 1 (PG 1 -d2) と、アミド基

を重水素化したポリグリシン 1(PG 1 -Nd)を用いた。 PG1 -d2は、メチレン基を

重水素化したポリグリシン II (PG II -d2)を三フッ化酢酸中で沈殿させて得た。 PG

1 -Ndは、ポリグリシンEを、重水素化三フッ化酢酸に溶解し、溶媒を蒸発させて作

製した。試料の同定は、 IRと13C-CP/MAS測定によって行った。国体2H-NMRス

ペクトルは、共鳴周波数30.7恥征Izで、四重極エコー法により得た。

図1に、 PG1一色の2H-NMRスペクトルの温度依存性を示す。線形は温度によ

らずほぼrigidpatternである。四重極分裂幅は完全な rigidpatternにおける値 128kHzよ

キーワード:ポリグリシン、酒体2H-NMR

かわせやすたかひらおきとしふみ ひらやまともあき つつみあきひろ
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りやや小さく、温度の増加とともにわずかに減少する。(-120 ~ 125 "cで 118~

114回 z) この結果は、 C-D軸が微少振幅の振動をしていることを示す。 PGII -d2に

ついても、同様な結果が得られている。

図2に、 PG1一色のスピンー格子緩和時

間 T1の温度依存性を示す。 T1は温度の増加

とともに減少する。 (-100~ 1400Cで 3.5~

0.54s∞) PG II -d2のもの値を図 2に重

ねて示す。両者の T1は温度の増加とともに

減少するが、 T1値は PG1の方が小さく、

室温で PGIIの 18%である。このことは、

PG 1とPGIIではメチレン基の運動の速さ、

もしくは振幅に違いがあるということを示

している。 PG1と PGIIはどちらもペプチ

ド鎖の聞に水素結合が形成されているが、

PG IIでは、更にメチレン基も数残基にひと

つの割合で水素結合していることが報告さ

れている。 2) 従って、 PGIIのメチレン基

の運動がより束縛され、 T1が異なるものと

考えられる。

PG 1 -Ndでは、非対称パラメーター ηが

0でないときの rigidpa恥 m が観測された。

PG 1 -Ndについてのスペクトルの温度依

存性やT1については現在検討中である。

1) T.回rayama，S. Kitazawa， T.回raokiand 

A. Tsutsumi， Rept. Prog. Polym. Phys. Jpn.， 38， 

469 (1995) 

2) A. M. Dwivedi and S. Krirnm， Biopolymers， 

21，2377 (1982) 
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1 P35 溶 液 中 に お け る 重 水 素 化 Poly(ethyleneterephthalate)の

分子運動 2H. 13 C-NMR緩和による研究

(北大工)。堤 耀広・宮川 泰・平沖敏文(富士フィルム)境野俊樹

Molecular Motion of Deuterated Poly(ethyleneterephtalate) in Solution 
Studied by 2 H and 1. C NMR Relaxation 

(Depar回 entof Applied Physics. Faculty of Engineering. Hokkaido University. Sapporo 060)A.Tsutsumi， 
Y.Miyagawa and T.Hiraoki (Asaka Research Laboratories， F吋iPhoto Film Co.， Ltd， Asaka-shi， Saitama 
351)Y. Sakaino 

In orderωinvestigate the dynamical behaviors o(poly(ethy!eneterephthalate) in 1，1，1，3，3，3-hexafluoro 
-2-propanoVdichloromethane :3:7 mixeq solvent， 2 ~ H and 1 3 .G.-NMR relaxations were nIeasured at也e
rescmance frequencies of H~.36MHz for‘H and 67.8阻Izfor ，. C in the tem戸raturerange f.rom -20 to 
60 'C. Samples ~were PET -Bd. deuterated at phenyl ring and PET -Ed • -deuterated at ethylene 
group. 2 H and 1 3 C_ spinーlatticerelaxation times T 1 for ethylene group showed the minimum at the 
room temperature. However， T 1 _for ~he~yl g~oup mono_tonically incres_es with increasing temperature. 
These eXJ)erimental data were analysed using the relaxation model considering the multiPle intemal 
rotation. It was founp.也atethylene group undergoes the fast segmental motion with the correlation time 
of the order of 10 -. s at room temperature. Supeηimposed on such motion， 180 0 flip-flop motion with 
the rate 10 • /s around the chain axis occurs at the phenyl group. 

高分子試料のキャラクタリゼーションのーっとして NMR緩和によるミクロダイナミッ

クスの研究が行われている。一般に高分子は分子量分布、構造の多様性により緩和は等方

的単一相関時間では説明できないため、種々のモデルが用いられている。妥当なモデルを

決めるため複数の周波数による測定が行われているが、多核 NMRの併用も有効であるこ

とが知られている。本研究では、汎用高分子である Poly(ethyleneterephthalate)について、そ

の重水素化物を用い、 2Hおよび 13C N恥1R緩和から溶液中における分子運動を検討した。

試料の Poly(ethyleneterephthalate)には、 phenylringを重水素化した PET-Bd.と ethylene

groupを重水素化した PET-Ed.を用いた。これらの試料を 1，1，1ふ3，3-hexafluoro-2-propanoV 

CH 2 CI 2 3:7混合溶媒に溶解させ測定試料とした。 2Hの T1， T 2，および 13Cの T1 .NOE 

は]EOL-FX270にて温度範囲一20'- 60' Cで測定した。

PET-Bd.、 PET-Ed.の ethylenegroupの 13C NT 1、2H T 1の温度依存牲を Fig.1に示す。

Fig.2は phenylringに対する同様の結果である。 ethylenegroupではいずれの試料も観測温

度範囲内で極小値を取る。しかし、 phenylringについては極小はより低温にシフトしてい

ることがわかる。これは phenylringのほうが ethylenegroupより高速の運動を行っている

ことを示唆している。 ethylenegroupの TI極小の値は単一相関時間分布から予測される値

よりも大きい。従って、ここでは便宜的に Cole-Cole分布により相関時間 τcの分布を考

慮した等方運動モデルにより解析した。得られた結果を Table1に示す。ここで、 7は τc

の分布の parameterで 0-1の値を持ち r=1で単一分布である。また、ム Eは τcに

Arrhenius型を仮定した場合の活性化エネルギー (kcaVmol)である。 2H、 13Cから得られた

結果はほぼ似た値であった。 Fig.1の実線は計算カーブであり、実測結果を良く説明して

いる。:3u.1Kで τcは 2- 5nsであり、主鎖は高速のセグメント運動を行っていることが分

かる。一方、 Table1には phenylring についての同様な解析結果も示しである。 τ 巴は:~0:3K

で 0.2ns程度で ethylenegroupよりー桁短くその分布腕も狭い。また、ム Eも小さい。こ

れらの結果は見かけ上 phenylringがより高速のセグメント述動を行っていることを示すが、

そのかさ高く rigidな榊jiIから考え難い。そこで phenylringについては、等方的なセグメ

キーワード: Poly(ethyleneterephthalate) /重水素化/絞磁気緩和/セグメント運動/

flip-flop運動/

つつみ あきひろ、みやがわ やすし、ひらおき としふみ、さかいの よしき
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ント運動に加え、主鎖に沿った軸周りの 180。自ip-flop運動を想定した。その結果を

Table IIに示す。等方運動については 7、ム E、 τc共に ethylenegroupと向様の結果が得

られた。また、創p-flopの jumprateは 303Kで 109/S となり内部運動はかなり高速である

ことが分かった。

以上、 2H， 13 C NMR緩和より PETの溶液中におけるダイナミックスについて詳細な情

報を得た。更に、他の逐動モデルについて検討、比較した結果についても報告する。
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Values of parameters used t刀 calculat疋 2H and 1 3 C NMR relaxation for deuterat疋dPET

Ethylene group 

ムE(kcal/rnol)

Fig.1 Temperature dependence of the 
spin-lattice relaxation time T 1 for 
ethylene group. ._ 

• : NT I of" C for PET -Bd • 
... : T I of 2 H for PET -Ed‘ 

Table 1. 

Phenyl ring 

ムE(kcal/rnol) τc(nsec)a 7 τc(nsec)a 7 

o. 18 
0.21 

6.5 
6.6 

O. 78 
Q.74 

4.9 
1.8 

9.4 
9.7 

0.66 
0.60 

H
n
n
し

2

3

 
1
 

a. at 303 K 

Val}les qf pa!，!叫tersused to calculatc 2 H and 1 3 C N恥 由 民laxationfor phenyl ring 
undergoing 180" f1ip-f10p motion. 

ムE(kcal/rnol)b

Tabl巴II.

ムE(kcallrnolYIV(109 /s) c r c(nsec)' 7 

a. at 303 K， b. activatiol1 energy for segmental motiol1， c. f1ip-f10p jump ratc， d. activation energy 
for t1ip-t10p motion 
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5. 5 
5. 3 

1. 14 
1. 73 

3. 7 
4. 9 

9. 0 
9.4 

0.60 
0.66 

日
u
p
L

2

3

 



1 P36 2H-NMRによるマレイン酸ースチレン交互共重合体の水溶液中

における分子運動の研究

(北大工)。堤耀広・平沖敏文，(北大院地環研)土居信英，

(北大院理)新田勝利，(秋田高専)大野進通

Molecular Motion of Alternating Copolymers of Maleic Acid and 
Perdeuteriostyrene in Aqueous Salt Solution by 2H-NMR Relaxation 

(Department of Applied Physics， Faculty of Engineering， Hokkaido University， Sapporo 
060) A.Tsutsumi， T.Hiraoki (Division of Bioscience， Graduate School of Environmental 
Earth Science， Hokkaido University， Sapporo 060) N.Doi (Division of Biological Science， 
Graduate School of Science， Hokkaido University， Sapporo 060) K.Nitta (Akita National 
College of Technology， Akita 011) N.Ohno 

Dependence of the spin-Iattice and spin-spin relaxation times T， and T2， respively， on 
salt concentration， degree of ionization and temperature was measured for an alternating 
cQDolymers of maleic acid and perdeuteriostyrene in aQueous solution using 2H-NMR. T， and 
T2 changed owing to the pH-induced conformational transition. The mode and the rate of 
internal motion of the backbone segment and the phenyl side chain were obtained from the 
analysis in terms of several models describing the motions of C-2H vector. The internal 
motion of thebachbone segment was subjected to spatial restriction in compact form， whi le 
the rotation of the phenyl ring was not restricted. 

マレイン酸ースチレン交互共重合体制A-St)n はタンパク質のコイルーグロビ、ュウル転移への分子

内疎水相互作用の寄与を検討するためのモデルとして研究されている。これまで、①第一カルボキシ

ル基の低解離度 (α)でcompactform にあり、 α=0.4-0.5を境に expanded coi I formへ転移を起こ

す.②compactformはフェニル基聞の分子内疎水相互作用によって安定化されており、分子内にいわ

ばフェニル基の疎水ドメインを形成している。③compactformはグロビュールタンパク質ほどコンパ

ク卜ではない、などが明らかにされている。 1・2) このような高分子電解質のコンホメーション転移が

その内部運動に与える影響を調べるために重水素化 (MA-St)n を用い2H-NMR緩和測定により分子運動

解析を行った。

マレイン酸一重水素化スチレンーd8(MA-DSt)共重合体はOhno等1)の方法で調整された。溶媒の水に

は、 2Hスペク卜ルへのHDOの影響を取り除くため市販の水(Deuterium-DepletedWater，<:0.5 ppm D， 

ISOTECinc.)を用いた。試料濃度は約55mMである。 2Hのスピンー格子緩和時間T，、スピンースピン緩

和時閉じ測定は、 JEOLFX同 270(共鳴周波数41.36MHz)、BrukerAM-500 (共鳴周波数76.75MHz)によ

って行われた。緩和時間のNaCI濃度|、解離度αおよび温度依存性は、それぞれ、 1=0.05-0.5M、α=

0-1およびT=30-70.C、の範囲で測定された。

T，[ま解離度αの増加と共に緩やかに増加するが、転移の起こるα-0.4を境に低解離度側で‘主鎖(

methylene， methine)のほうが側鎖 (phenYI基)より短くなっている。この違いは低解離度における

主鎖と側鎖の運動性の遣いを示唆している。この傾向は全ての塩濃度において見られた。 T，およひ寸2

の温度依存性をFig.1に示す。緩和時聞は温度上昇と共に大きくなることから、 extremenarrowing 

キーワード:マレイン酪ースチレン交互共重合体/コイルーグロビュール転移/重水素NMR/

核磁気緩和/内部運動/
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sideにあることがわか否。しかし、高温でT，に周波数依存性が見られ、また、同一周波数のT，、 T2が

異なることから単一相関時間モデル、等方的な相関時間分布では説明できない。このためModelFree 

Approach、多重内部回転モデルによる解析を行った。ここではModelFree Approchによ~解析結果を

示す。 Fig.1で実線および点線はこのモデルによるfittingの一例で‘ある。得られたparameter値を

Table 1にまとめた。て。は等方運動の相関時間、て・m、Smおよびて日、 S.は主鎖(methi ne， methy-

lene)および側鎖 (phenyl)に対する有効 (internal)相関時間、オーダーパラメータである。有効相

関時間の解離度依存性をみると、コンホメーション転移の影響は殆どない。しかし、低解離度で主鎖

のオーダーパラメータSmが大きくなっていて、内部運動の空間的な束縛が示唆される。それに対し、

フェニル基のS.に変化はなくそのような束縛は全く見られない。このことは疎水ドメイン内部でフェ

ニル環はお互いの回転を束縛するほどには宮、集していないことを示唆している。

以上、マレイン酸一重水素化スチレン共重合体は、 CompactFormにおいて、主として、主鎖の内部

運動が空間的に束縛されることがわかった。同様な結果はより具体的な多重内部回転モデルによる解

析からも得られたので詳細を報告する。

1) N.Ohno， K.Nitta， S.Makino et al.， 

J. Polym. Sci.， Polym. Phys. 11， 

413 (1973) 

2) T.Okuda， N.Ohno， K.Nitta et al.， 

ibid. 15， 749 (1977) 

(
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，、、¥ 

2.8 2.9 3.0 j.l 3.2 3.3 3..! 
1000庁 (1/K)

Fiι1 Temperature dependence of T， and T. at 
α=1.0 and 1=0. 5M. Open and closed markers are 
experimental data of phenyl group and the back-
bone segment， respecti vely. Solid and dotted 
curves indicate the results for the backbone 
and phenyl gro叩 calαJlateiby the model free 
approach， respectively. 

Table 1. Parameters for Modek Free Approach at 30 0 C and I=O.5M 

α τ。Ins Sm r .m Ins S. τ../ns 

0.0 8.2 0.70 0.41 0.58 0.33 

0.2 8.9 0.73 0.51 0.59 0.36 

0.5 10.0 0.65 0.47 0.58 0.39 

0.8 10.0 0.63 0.46 0.58 0.38 
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" P37 Y247系における核四重極共鳴と透過型電顕による
ミクロな構造観察

(京大院理人東工大応用セラミックス研2)0吉村一良1、加藤将樹1、加藤治ー1、

大村朋彦1、中西真1、宮野敏男1、垣花異人2、小菅時二1

Microscopic Characterization of Y 2Ba4CU7015-o 

-NQR and TEM Investigation -

K. Yoshimura1， M. Kato1， H. Kato1， T. Ohmura1， M. Nakanishi1， T. Miyano1， M. Kakihana2 

and K. Kosuge1 

Division of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University1 

Research Laboratory of Engineering Materials， Tokyo Institute of Technology2 

Microscopic structure of Y 2Ba4Cu7015-o was observed by using NQR and TEM techniques. 

Disordered intergrowth structures consisting of stacking faults along the c-axis have been 

observed more frequent1y for the sample with Tc of 93K (the sample B) than for that with Tc 

of 65K (the sample A). These stacking faults result in the micro block of Y123 or Y124 of 

about 5 unit cel1. As a result of NQR experiments，社lemicroscopic environment of Cu(2) site 

in the sample A was found to differ from either of those in出eY123 and Y124 compounds. 

For the sample B， however， the spectra of Cu(2) site can be analyzed to be the combination of 

those of Y123 and Y124， which suggests the presence of thin block of Y123 and Y124. 

Hence， the superconducti vity of Y247 with higher Tc can be attributed to the existence of 

Y123 thin block in the sample. 

Y 2Ba4Cu7015-o (Y247)相は、 YBa2Cu307-o(Y123)相と、 YBa2Cu40g(Y124)相が、 c

軸方向に交互に積層した構造を持つ酸化物高温超伝導体である。しかしながら、その超伝

導転移温度 (Tc) には、これまで90Kおよぴ60Kの2種類の報告があり、研究者間で一致

を見ていない1-3。このTcの違いは微視的な結晶構造または電子状態の違いにあると考え

られる。そこで本研究では、この 2種類のTcをもっY247化合物を合成し、電子顕微鏡

(TEM)観察および核磁気共鳴 (NQR) を用いて、微視的な結晶構造または電子状態を

詳細に検討を行った。

試料合成は通常の固相反応法(試料A)、および錯体重合法(試料B)の2種類を用い

た。試料の評価を粉末X線、酸素量測定をクーロメトリー法によって行った。両試料とも

Y247単相で、酸素量もほぼ同じゅ~o) であった。まず、交流帯磁率によってTcと超伝
導体積分率を測定した結果を図 lに示す。試料A、BのTcはそれぞれ65K、93Kであるこ

とがわかる。次に図 2に2つの試料の電子線回折パターンを示す。試料Bがストリークを

引いているのに比べると試料Aのパタ}ンは非常にシャープであることがわかる。図 3は

これに対応したTEM写真である。試料Aの方はところどころ格子像にディスロケーション

が見られるものの、 Y247の周期を保っている。それに対し、試料Bの方は数ユニットセル

程度のY123、Y124の領域が存在している。図4にこれらの試料について、1.3Kで行った
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Cu核のNQRスベクトルを示す。 Cuには

自然比が約 2 : 1で同位体63CUおよび

65CUが存在し、核スピンはいずれも

1=3/2である。したがって、一つの結

品学的サイトに対し、強度比約 2: 1 

の2つのピ}ク(土3/2C:}:!::1/ 2) が観

測される。以下、超伝導発現するとさ

れているCU02層のCuをCu(2)サイトと

呼ぶことにする。まず、試料AのCu(2)

サイトのピ}クは、 Y123、Y124等に

比べてブロードになっている。これ

は、理想的なY247相では、 Cu(2)サイ

トが、結晶学的に 2サイトあり、それ

らがほぼ同一のVQを持つためであると

考えられる。一方、試料BのCu(2)サイ

トは、 Y123およびiY124のCu(2)サイト

の足し合せのスペクトルになってい

る。このNQRの結果と TEMの結果か

ら、試料Bには、数ユニットセル程度

のY123、Y124のマイクロドメインが成長していると考えられる。酸化物高温超伝導体の

コヒーレンス長が、数Aと結晶の単位格子と同程度またはそれ以下であることを考えあわ

せると、試料Bの高いTcはY123相 (Tc約93K) のマイクロドメインに原因があると考えら

れる。また、 Y123相のTcよりも高いTcをもっY247相も報告されているが、おそらくミク

ロな不規則構造によるケミカルプレッシヤ}により、微視的な領域で高いTcが実現されて

いると考えられる。

官~ YBa2Cu307 Cu(2) n 1.3K 
~ ~ C川円閃Cu ふ f¥ 63cu 

e I 65CU ~ 
cu 

iコ
旦~ . 11 Cu(2) 

と

35 

の
Z
凶
ト
Z
一
江

O
Z

Sample B 

コo 

15 20 25 30 
FREQUENCY (MHz) 

図4 Y247、Y123および:Y124

相のNQRスベクトル
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1 P38 数種の合成スメクタイトに吸収された水分子の挙動

(筑波大化)0石丸臣ー・池田龍一

NMR Study on Dynamics of Water Molecule Absorbed 

in Some Synthesized Smectites 

Shin'ichi Ishiman1組 dRyuichi Ikeda 

Department of Chemistry， University of Tsukuba 

2H solid state NMR spectra were measured to study of the dynamics of the 

water molecule absorbed in some synthesized clay minerals. The 2H spectra of 

DzO saturated N a・hectrite and Na-saponite showed similar temperature 

dependence and the activation energies of the isotropic motion of the water 

molecules were determined to be c.a. 9 kJ mol.1 for both compounds above 260 K. 

On the other hand， the spectra of Cs-and tetramethylammonium-saponites 

showed almost no temperature dependence above 300 K. 

序)スメクタイトは層状構造をとる粘土鉱物の一種

で、一枚の粘土層はシリカ四面体を基本単位とす

る表層部とアルミナ(二八面体型スメクタイト)ま

たはマグネシア(三八面体型スメクタイト)八面体

を基本単位とする中心層からなる(fi.g.l)。各基

本単位の中心元素 (Si，Alまたは Mg)はその一部

が低原子価金属イオンに置き換わることにより粘

土層全体が負電荷を帯び、層聞に交換性の陽イオン d三位型geablecation+百~

を持つ。この層聞にはまた様々な物質が吸収される

ことが知られている。本研究では中心層がマグネシ

アからなる三八面体型スメクタイトのうち、中心層

のMgが一部Liに置換されたヘクトライト、表層
@Oトl・Mgor Al .Si 00 

のSiがAlに置換されたサボナイト、及びサポナイ

トの層間陽イオンを種々の陽イオンで置換したも Fig.1 The structure of smectites1l. 

のについてその基本的な物性を明らかにすること

を目的とし、層聞に吸収された水分子の挙動を

NMRを用いて調べた。

clay minerals， saponite， hectrite， intercalated compounds 
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試料)ヘクトライトはコープケミカル社製合成スメクタイト(ルーセンタイト

N aO.33(l¥1g2.S7Lio.33)Si40 1O(OH)2・nH20)、サポナイトはクニミネ工業社製合成サポナ

イト(日本粘土学会参考粘土 JCSS-3501NaO.2sMg3(SI3.7込10.2S)OlO(OH)2• nH20)を

用いた。サポナイトについては陽イオンである Na+をイオン交換法により閉じ一価の

陽イオンである Cs+及ひやテトラメチノレアンモニウム (τ'MA+)に置換した試料を作製

した。各試料は真空中で乾燥し、層間に吸収されている水を取り除いた後、重水の飽

和蒸気圧下に放置することで重水を再吸収させた。各試料の重水含量は重量法によっ

て決定した (table1)。

(結果及び考察)Na-ヘクトライトと Na-サボナイトの 2HNl¥1Rスペクトノレはよく

似た挙動を示しており、約 200K 以下で水分子の運動が見られなくなった。一方、

260K以上の高温域ではいずれのスペクトルも構造を示さず、温度の上昇とともに線

幅が狭くなっていっている(fig.2a，b)ことから水分子は遅い等方運動をしていると予

想される。この温度範囲で吸収曲線の半値幅の温度変化から求めた運動の活性化エネ

ルギーはいずれも約 9kJmol1 となった。これに対し、 Cs及び τ'MA-サポナイトで

はスペクトルに構造の見られなくなる 300K 以上でその線幅の温度依存性は殆ど見

られなかった(fig.2c，d)o Cs+ (イオン半径1i=180pm)及び τ'MA+(1i=280 pm)は

いずれも Na+(1i=116 pm) に比べて大きく、層聞が広いことがこのスペクトノレの温

度依存性の相違を引き起こしているものと推定される。

Table 1 D20 contents of D20 saturated SlIlectites. 

Sゆ stance D20 contents I cation 
Na-hectrite 14.9 

Na-saponite 15.8 

Cs-saponite 26.0 

TMA-saponite 14.0 

一一一一 260K
一一一司 300K 

320 K 
一一一一 360K 

b)Na・saponite

2'o Iう可 ゐz ・i0 ・iotでお

c) Cs-saponite ー一一-300K
---328 K 

--353 K 

Reference 

1)R. E. Grim，“Clay Mineralogyぺ
McGraw-Hill， New York (1953)， 

p.56. 

一一260K
一-・305K 
'.330 K 

一一一-369K 

す一一肯
1kHz 

20 

一一一-308K 
--.323 K 
353 K 

20 10 I~ ・ 10 羽 20 10 ゐ{z -1O--::Z0 

Fig. 2 Temperature dependence of 2H NMR spectrum of D20 saturated smectites 

above 260 K. 
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1 P39 2次元層状ペロプスカイト強磁性体[R-NH3h CuCI4 

におけるスピンダイナミクスの固体NMRによる研究

(物質研)0上田貴洋、林繁信

Solid State NMR study of Spin dynamics in 2・dimensional

layered Perovskite Ferromagnet[R-NH3hCuC14 

Takahiro Ueda， Shigenobu Hayashi 
National InstItute of Materials and Chemical Research 

The frequency dependence of 1H spin-lattiαrelaxation times (T 1) w邸

measured to investigate spin dynamics in 2・dimensionallayer ed perovskite 

ferromagnet [R-NH3hCuC14 (R = C1;Hs， p-Nitro・C1;Hs，C6HsC同C同).At the 

frequency region between 30 and 400 MHz， the T1-1 for each compound w邸

proportional to logarithm of the field(lnHo). This behavior on the T1
・1

suggested that the日uc印刷onof the electron spins localized on Cu(II) w出

descr ibed by 2・dimensionaldiffusion. The diffusion coefficient， which 

ref1ects exchange inter action， was evaluated from the slope of T 1-1 vs. lnHo 
plot for each compound. 

[R-N~もhCuCI 4は、 Cuα42.からなる無機層と有機アンモニウムイオン(丹

時Is+)からなる有機層が交互に積層した層状ペロプスカイト型構造をとる(図 1)。

この物質ではαJ(JI )イオン上に存在する電子スピンが無機層内において強磁性的な

相互作用をしており、極低温(<10肉において強磁性体へと転移することが知られ

ている。このような低次元構造を有する系ではスピン聞に働く相互作用やスピンダ

イナミクスにその次元性が反映され、磁性発現において重要な役割を果たすと考え

られる。本研究では、有機層にアニリニウムイオン(R=CsHs)(1)、 p-ニトロアニリ

ニウムイオン(R=N2D-CsHs)(2)、およびフェネチルアンモニウムイオン(R=CsHs・

~a七)(3)を有する 3種類の[R-NH3h CuO 4について、電子スピン間に働く相互

作用の次元性とスピンダイナミクスに関する情報を得るために、 1Hスピン・格子緩

和時間(円)の周波数依存性を測定した。

キーワード:層状ペロプスカイト、強磁性体、スピン拡散、次元性、 1HT1 

うえだたかひろ、はやし しげのぷ
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3種類の[R-NH3]2CuCI4結晶(1， 2， 3)は、加熱したCuCl2の濃塩酸溶液に

それぞれのアンモニウム塩酸塩を加え、生じた結晶を加熱・溶解した後、室温にて

放冷することにより得た。 1HT1はBruker社製MSL・400およびCXP-100分光器に

より、共鳴周波数12MHz -400 MHzの間で粉末試料に対し室温で測定した。

図2は、それぞれの試料に対して得られた1HT1の逆数を周波数(磁場)の

対数に対してプロットしたものである。いずれの化合物においても高磁場領域(30

-400 MHz)でTれは In局の関係が成立している。これから1Hの緩和を担うCu(II)

上の電子スピンの揺らぎ(厳密には電子スピン聞の相関関数<.s¥(t)Sj(O)>)が2次

元的な拡散挙動を示すことがわかる。すなわち、これらの物質が持つ2次元層状構

造がスピン聞の相互作用に顕著に反映していることを示している。この傾きから、

スピン拡散の拡散定数を見積もるごとができた。詳細は当日述べるが、いずれの化

合物においても10・7_ 10・8m2s・1程度のオーダーであることがわかった。

さらに、図 2のT1
・1vS.lnfものプロットは低周波数領域(<30Mほ)におい

てギャップを生じ、 T1
・1α Infもの関係からずれてくる。これは、高周波数領域に

おいてその寄与が無視できていた、無機層聞の双極子・双極子あるいはスピン交換

相互作用が、観測周波数の低下ととも無視できなくなったことを示している。ギャ

ップを生じる周波数vcut-offは化合物1に対してー48MHz、化合物2に対して-32

MHz、化合物3に対して-40M他であった。これらの物質の層間距離は1<2 <3 

の順に大きくなが、 vcut-offとの聞には相闘が見られない。すなわち、スピン間距離

の関数では表わせないことから、現在のところ無機層聞の弱いスピン交換相互作用

がこのギャップの原因と考えている。
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Fig. 1 Schematic repr回 entationof 

2D perovskite compound. 
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1 P40 NMRによる高分子電解質の研究(1)

架橋したポリエチレンオキサイドにLiBF4をドープした系

(物質研、ユアサコーポレーション中研*) 0早水紀久子、柳沢勝、

相原雄ーへ落合誠二郎*

NMR Studies on Polymer Electrolytes 

(1) Cross-linked polyethylene oxides doped by LiBF4 

K. Hayamizu and M. Yanagisawa， National Institute of Materials and Chemical Research 

and 

Y.Aihara and S. Ochiai， Central Laboratorγ， Yuasa Corporation 

Polymer electrolytes doped by lithium salts are expected to be used for safe and 

light lithium second batteries. In this study two cross-linked polyethylene oxides doped by 

LiBF 4 were prepared to study the mechanism and structures of the electrolytes. 13C， lH， 

19F， and 7Li NMR spectra and T1 were measured from ambient temperature to 110C and the 

structures ofthe polymers and the ions， and the molecular motions are discussed together 

with the temperature dependence of the electron conductivity. 

ポリエチレンオキサイド(PEO)の様な柔軟なポリマーにアノレカリ塩をドープすると、大きな電気伝

導性をもっ電解質が形成されることが1975年に初めて報告され、その後NMRの研究が数多くの

報告されている。電気伝導性が大きいことから、各種の電池への応用が提案され、リチウム塩をドー

プして、リチウム二次電池(充放電可能な電池)の電解質として用いることが試みられている。本研究

では、ポリマー電解質のリチウムイオンとカウンターイオンである陰イオンの構造と運動の機構を明ら

かにするために、研究例の多いポリエチレンオキサイドを修飾して架橋ポリマーを合成し、これにLi

BF4をドープした系のlH、13C、19F、7Li-NMRの測定を行った。

室盤一分子量4，000のPEO(CH2CH20のユニットとして平均約90個)と分子量 11，000のPEO(ユ

ニット数約250個)を原料として末端を修飾したPEOを合成した。この有機溶液あるいはLiBF4をド、

ープした溶液をキャスト、真空乾燥した後に、架橋構造のあるポリマーあるいはポリマ}電解質を作

成した。分子量 4，000と11，000のPEOから合成した架橋ポリマーを各々SPE4とSPE11と呼ぶこ

とにする。ポリマー電解質でのリチウムイオンの濃度はLiとエチレンオキサイドの比が1:30になるよう

に調製した。ドライボックス中で乾燥空気流でキャスト膜をNMR測定用サンプノレ管に溶封した。

NMRの測定は 4.7Tまたは 9.4Tの磁場中で、 lHNMR、13CNMR、19FNMRと7LiNMRの測

定を行った。いずれの核種の共鳴線の線幅とも狭いので、液体モードで測定した。測定温度範囲は

室温から1100Cまでの範囲である。

固体電解質、 7LiNMR、19FNMR、lHNMR、13CNMR

はやみずきくこ、ゃなぎさわまさる、あいはらゅういち、おちあいせいじろう
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結果 DSCの測定によって、架橋ポリマーとその電解質は400Cと600Cの間で融解することが確か

められている。 NMRスペノレトノレの線幅を測定すると本研究で観測した13CNMR、 lHNMR、19F

NMR、及び7LiNMRのすべてにおいて、融解に伴う線幅のnarrowingが観測されている。融解点

以下では温度上昇に伴って徐々に線幅が狭くなるが融解点を過ぎるとその値は一定になり、今回の

測定範囲では変化しなかった。融解点以下ではスペクトルはわずかに微細構造をもっブロードな

singletである。しかしながら、融解点以上の温度では、スペクトルは特徴あるパターンへと変化する。

90 0Cの時に9.4Tの磁場で測定したSPE4とSPEllの13CNMR~lHNMRIのスペクトノレをFig. 1 

に示す。 600Cから1100Cの温度領域でほぼ同じスベクトノレパターンが観測されている。

SPE4 
at 900C 

日CNMR
1-ーー→

1.偽阿1回出

Fig. 113C and lH spectra of SPE4叩 dSPEll measured at 900C in the field strength of 9.4T 

またSPE4とSPEllにLiBF4をドープした電解質の13C、lH、7Li、 19F-NMRスペクトルパターン

をFig.2に示す。

SPE4・LiBF4 
at 900C 

1----1 

13CNMR 

0.53.凹.n.α)IIZ

SPEll-LiBF 4 

日CN勘lR

at 90。

トー一一
l.Oppml!l 

1.3.開IiS~

Fig.2 13C， 1H， 1Li， and 19F NMR spectra ofthe electrolytes ofSPE4 and SPEl1 measured at 900C 

in the field of 9.4T. 

磁場強度 4.7Tで測定したスペクトノレとの比較から、 13CNMRと7LiNMRの線幅はppm単位では磁
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場依存性がないので、線幅は化学シフトの不均一性によって決まることが分かっている。また同様な

測定からlHNMRと19FNMRでは双極子一双極子相互作用の寄与があることが分かっているが、ス

ベクトルパターンを決める主な要因は化学シフトのバラツキによるといえる。 Fig.1に示されているよ

うに、架橋ポリマーの13CNMRパターンゲHNMRパターンが極めてよく類似していることはから、炭

素骨格構造とプロトン構造は1:1に対応しているといえる。またLiB凡をドープした系でも、 Fig.2か

ら明らかなように、異なった核種のスベクトノレパターンが驚くほど類似している。この現象は同時に測

定した異なった電解質サンプノレでも観測されているので、本研究で取り上げた系の一般的な特徴で

ある。 7Liと19FNMRスペクトノレパターンを含めて全てが類似していることは、リチウムイオン、カウンタ

ーイオンであるBF4ーの両方がポリマーの中に入り込み、構造的に満遍なく原子数比(炭素原子/

リチウム原子=15)に対応して存在することがわかる。

Fig.1とFig.2から分かるように、架橋ポリマー及びポリマー電解質は均一な系ではなく、多成分

系である。それにかかわらず、 T11i直を測定すると、全ての核種、全てのサンプノレ、また全測定温度で

緩和曲線は一成分系であった。ところが、 900Cにおけるスベクトノレパターンは測定核種によらず、

非常に類似しているにもかかわらず、 T1の温度依存性の挙動は核種により異なる。ポリマー電解質

の7LINMRのT1の温度変化をFig.3に示す。

7U NMR at 9.4T 

• 
• 

• SPE11+LiBF‘ 

• 
(

F

ト
)
O
O
J • • • 

• s • 
SPE4+LiBF. 0.5 

置• • • • 
3.4 2.8 3.0 3.2 

Temperature (10001T) 

2.6 

Fig. 3 Temperature dependence of T1 of 1Li NMR for the electrolytes of SPE4 and SPEl1. 

1LiNMRのT1の温度依存性をみると、架橋密度が異なる2種類のポリマー電解質の極小値はとも

に60
0
C付近でDSCで測定した融解点より高温部である。全温度領域でSPEl1電解質の方がT1値

は長く、 Table 1に示した活性化エネノレギーも大きい。イオン伝導度のデータでは600C付近で

SPE4とSPE11の測定値の大きさに逆転がみられ、低温部ではSPE4電解質の方がSPE11電解

質より大きい値をもっ。この現象は7LiのT1の傾向と一致し、極小値のより高温側ではT1が長い方

(SPE11)が相関時間は短く、逆に低温側ではT1が長い方(SPE11)が相関時聞は長くなる。イオ

ン伝導度は 1LiNMRの相関時聞が短い方が大きくなっている。これはリチウムイオンがイオン伝導
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性を担ってU、るという仮定を支持するものである。

Table 1. Activation Energies (悶/mole)

13C NMR lHNMR 7Li NMR 

SPE4 15 18 

SPEll (20-1100C) (60-1100C) 

SPE4 Electrolyte 15 13 20 (20-400C) 7.5 (60-1100C) 

SPEll Electrol円e (40-1100C) (60-1100C) 21 (20-400C) 10 (50-1100C) I 

19FNMRのT1はSPE4とSPEllの電解質でともに、 200Cから1100Cの温度範囲で約 0.5sから約

O. 7sの聞の値を持ち、僅かに上に凸の形のグラフになる。他の核種におけるTlの温度依存性とは

全く異なり、温度による運動の活性化という現象では説明がつかない。従来から高分子電解質の中

で電子伝導性を担うのはフッ素を含む陰イオンであると言われているが、イオン伝導性は温度変化

しているので、単純な相関づけは難しい。 BF4ーが単独で存在するのか、イオン対を構成しているの

か等の考察が必要であろう。

13CNMRIのT1はmsのオーダーで、 SPE4とSPEllでは温度上昇に伴ってT1値は単調に長くな

り、融解点での変曲点などは観測できなかった。いわゆる“Extremenarrowing condition"を満たし

ている。 13CNMRの場合には、緩和は主として直接接続しているプロトンの緩和によると仮定できる

ので、構造的にはCH2炭素の緩和と見なされる。リチウム塩のドープ効果をみると、添加によりT1値

は短くなり、 300C付近で極小値をとる。炭素骨格の運動性は非ドープのポリマーとは異なり、運動性

は減じる。これは架橋したことによってできる空隙にリチウムイオンあるいは陰イオンが入り込み、溶

融した状態では構造の安定化をもたらしているのではなかろうか。 500C以上の直線部分のアレニウ

スプロットは非ドープのSPE4とSPEllとほぼ一致する。

lHNMRのT1は熱履歴に敏感であり、融解前のT1の温度依存性は複雑である。しかしながら

60
0
C以上の高温部では熱履歴を少なく、アレニウスプロットが可能である。 SPE4とSPEllでは活

性化エネルギーは実験誤差以内で一致して18KJ/mole、リチウム塩をドープすると13KJ/moleとな

る。塩ドープの電解質SPEでは緩和機構に19Fとの双極子相互作用が有効であるので、 Tl~直は非ド

ープのサンプノレより短くなると同時に活性化エネノレギーにも寄与しているのであろう。 13CNMRから

求めた活性化エネルギーは塩のドープ、非ドープに関係なく15KJ/moleであったので、塩のドープ

効果はプロトンの周辺に顕著に現れる。

本研究で用いたサンプルは熱履歴が存在する。ここで示したデータは十分熱平衡に達した状態

で測定している。またDSC、NMRの線幅の測定から融解現象は存在するが、ポリマーの形状は変

化しない。

まとめ

1.架橋PEOは形状ではポリマー(固体)であるが、 NMRからみると液体に近い運動性が存在する。

LiBF4をドープすると、構造は幾分か剛直になる。

2.イオン伝導性は従来いわれている陰イオンよりも、リチウムイオンの易動性によっている。
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1 P41 極倍温(T=30K)15N-CP/MASNMR 
(分子研〉武田定、桑原大介、緒方啓典、持田智行、宮島清一

Ultra-low temperature 15N-CP/MAS N恥低

Sαdamu Takeda， Dα~isuke Kuwα加m，Hironori Og.αtα， Tomoyuki Mochidaωld Seiichi 

Miyaりimα
Institute for Molecular Science， Myodaiji， Ok位 αrki444，.h叩飢

15N嗣 CP/MASNMR spectrum was measured down to 30 K for 15N-enriched 

(CH3NH3)5Bi2Clll to investigate the relation between CH3NH3 + ions and phase transitions 
Penguin probe (Doty) was used for the measurement and artificial shift probably due to the 

magnetic materials of the probe was estimated by use of 79Br MAS Nお低 signalofKBr

powder sample. 

(CH3NH3) 5B i 2Cl11は温度を上げていくと310Kで強誘電、常誘電の本自転移を示す。

以前、非等価な三種類のCH3NH3+イオンのうちの一種類のCH3NH3+の15N化学シフト

だけがこの相転移に対応しだ温度変化を示すことを報告レだが、さらに140K近傍で

他のCH3NH3+の15N化学シフトが異常な温度変化を示すことを見出レだ。これが昨年

報告されだこの温度領域での相転移の可能性と関係するかどうかを確認するために、

さらに恒温での15N-CP/MASNMRの測定を行った。ここでは15Nを25目工ンリッチレだ

試料について、 Doty社のPenguinProbeを用いて測定レ疋15N-CP/MASNMRの結果につ

いて報告する。また、この極恒温用Probeの注意点などについてちあわせて報告する。

図IciPengui n Probeを用いて27Kで測定したKBr粉末試料の79Br-MASスペクトル

と見掛けのシフトの温度依惇性を示す。マジック角回転鍛は2.1 kHzで、測定には

Bruker DSX400を用いだ。また室温でのシフト値をOppmとレている。他の試料につい

ても、 PenguinProbeを用いると、これと同様に極恒温でシフト値が急激に恒磁場シ

フトレていく。恒温でのこのシフトは絶対

温度の逆数に比例することから、プローブ

に使われている材質に若干の常磁性物質が

含まれていると思われる。正レいシフト値

を得るだめにはこれを補正する必要がる。 E
(CH3NH3) 5B i 2Cl11について測定した 註

15N-CP/MASスペクトルからは、 310Kでの強 忌:20 

誘電・常誘電相転移に関係したCH3NH3+ィ Z 
オンの信号がとくに100K以下で線幅が広が 邑
り、 70Kではついにブロードアウトすること室叩
を見出レ疋。精密な化学シフトの温度蛮化 ω ー

を議論するためには、上述の補正の仕方を

確立する必要がある。

79Br(KBr) MAS NMR 

30 T=27K 
MAS: 

2.1kHz 

ー品.

o 100 

T/K 

極{~)öfiCP/MAS NMR 

たけださだむ、くわはらだいすけ、おがたひろのり、もちだともゆき、みやじませいし1ち
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， P42 強誘電体高分子の構造相転移と19F化学シフト

(北大・工) 0新居嗣朗、石井文明、堤耀広

Structural Phase Transition and 19F Chemical Shi氏。fFerroelectric Polymer 

OS.Nii， F.Ishii， Y.Tsutsw凶

Department 0/ Applied Physics， Hokkaido University， Sapporo 060. 

To obtain more detailed information on a change of molecular chain structure in the ferroelectric 

phase transition for poly(vinylidenefluoride-trifluoroethylene) ， we measured 19FNMR spectra of也e

uniaxially drawn film as a function of the alignment angleγbetween the drawn direction of the film and 

白emagnetic field by using a solid-state 19F FTNMR technique and analyzed the angular dependence of 

the anisotropic chemical shifts (F a副詞)of也e19Fspectra . The respective spectra at the angles consisted 

of two pe北S . One peak in low magnetic field was出 signedto CF2 groups and the other in high 

magnetic field to CHF groups . From the theoretical analyses ofF a町田 againstγforCF2 group ， it was 

confirmed that the molecular chain structure changes between trans conformation in the ferroelectric 

phぉeand the mixed one of trans and gauche in註leparaelectric phase when the phase transition . 

Vinylidene Fluoride (VDF)とTrifluoroEthylene (TrFE)のランダム共重合体はキュリー温度Tc

を有する強誘電体高分子である。その強誘電的相転移の特徴は、相転移に伴って、強誘電相

のトランス配位から常誘電相のトランス(T)とゴーシュ(G)の混合鎖に分子鎖形態が散漫的に

変化することである 1)。 この事に関するより詳しい知見を得るため、一軸延伸した

PれTDF73庁rFE27)の19FNMRスベクトノレを延伸方向Mと磁場との交角 γに対して測定し、スベ

クトノレの異方性化学シフトの交角 γ依存性と形態変化との関係、を調べた。

試料は、 VDF73 mol%共重合体;P(VDF73ffrFE27)をキャスト製膜し、室温で一軸延伸し、

その後、真空中13S
0

Cで12時間熱処理したものを用いた。延伸倍率は約 5倍で、あった。分子

鎖方向(結晶系 lc軸)の配向度は Xray測定より 0.99で、 M // l c 軸である。 1~固体NMR測定

はBrukerASL300を用い、共鳴周波数は282阻-Iz、 90。パルスは4μsec、交角 γは00 ~90。、

測定温度は・170
0

C~ 130
0

Cであった。

Figure 1 は、 C-F結合方向にとった主軸 3 を3//3 0 è. 仮定したときのPれTDF73ffrF~7)フィル

ムの実験室系(M，T，N)と結晶軸系(1<，2<，30
)と主軸系(1ム3)とγとの関係である。ここで 0とφ

はそれぞれ主軸 1に対する外部磁場凪と延伸軸Mとの交角で、 φは 30とフィルム法線方向N

との交角である。観測される一軸延伸フィルムの実験室系の化学シフトテンソル σ obは、

σob = Ao + A2 cos2γ( 1)で簡単に表わされる。Aoとんは結晶軸系の異方性化学シフト σCM

キーワード:強誘電的キ自転移、 1ヤNMRスベクトル、異方性化学シフト、角度依存性、分子鎖形態

0にい しろう、 いしいふみあき、 つつみあきひろ
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(ii=I，2，3)の関数で、更に σcuは主軸系の化学シフト σii(ii= 1，2，3)とφの単純な関数で表わさ

れる。

測定温度域で測定されたスベクトルは、全て 2つのピークからなり、それぞれ交角に依存

した異方性化学シフトパターンを示した。これらの異方性パターンは強誘電相でブ、ロ}ドで

あるが、常誘電相になると非常にシャープに狭化した。このパターン変化は従来のキュリー

温度域 Tc{↑)= 115"C ， Tc{↓) = 80
0
Cで起こり、昇降温時に熱履歴を伴っていた。一般に、 19F

脂肪族化合物では、 19F核の化学シフトはlH核と異なり、 -CF3く =CF2く =CHFのJI頃に高磁

場側に大きくシフトする2)。この事実から、低磁場側のピークをCF2基、高磁場側のピーク

をCHF基と帰属した。実測 σ。bは異方性パターンの一次モーメントから算出し、各温度にお

ける実測 (Job VSγ 曲線と(1)式との最適化から各温度のんとんの値を決定した。

CF2基の場合、 σiiの主値がTeflonでの σ11= -80ppm，σ22 = 10ppm， (J 33 = 70ppmと同じとする

と、~， A2の実測値から結晶系の主値 σc ii (ii=I，2，3)，φ及び異方性化学シフト Aσ が求まる。

Table 1は、寸70
o
C，・70

o
C ，25

0
C(↑)， 100

o
C(↑)， 125

0
C(↑) ，90

o
C(↓)， 40

o
C(↓)におけるCF2基

のAσ とφの値である。 25
0
C(↑)から 125

0
C(↑)への変化に伴って、 A(Jの値は88.21ppmから

16.55ppmへと減少し、 φの値は48.57。から65.47。へと増加している。これらの変化は、常

誘電相におけるVDF分子鎖形態が、強誘電相でのトランスから、ゴーシュとの統計混合鎖に

なったことに基因している、と考えられる。強誘電相での25
0
C(↑)以下のム σの値は、

TeflonのAσ =118ppm， 171ppm3) 4) と比較すると小さい。これは、 P(VDF73/TrFE27)がdeflectト

ランス形態であることに基因している、と考えられる。

現在、四重極エコー法を用いて19FNMRスベクトルの再測定及び、 CF2，CHFに関する異方

性化学シフトスベクトルのシミュレーション解析を行っており、その結果についても発表す

る予定である。

References. 1) K.TashIro; K.Takano; M.Kobayashi; Y.Chatani; H.Tadokoro， Ferroelectrics， 57 ， 297 (1984) 

2) R.C.Ferguson ， J.Arn.Chem.Soc. ，82 ， 2416 (1960) 

3) A.J.Vega ; A.English ， Macrornolec叫巴s，12，403 (1979) 

4) C.w.Wilson，m ，J.Pol戸n.Sci.，61，403 (1962) 
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1 P43 P(VDFx/TrFE;.x}の強誘電的相転移とlH.
13
C核磁気交文緩和[111]

(北大・工)0石井文明，大鋸敏雄，堤耀広

Ferroelectric phase transition of P(VDFx/TrFE;.x} and 

lHYC nuclear magnetic cross relaxation [111] 

OFumiaki ISHII， OOGA Tosio and A副hiroTSUTSUMI 

Depar団側ofApplied Physics， Hokkaido University， Sapporo 060 

1H.13c nuclear magnetαoss relaxations of∞polymer of vinylidene fluoride(VDF) and 

位ifluoroethylene(TrFE)with VDF ∞ntent of 73mol % n回 rferroelec佐icphase 仕組siton

temperature， have been investigated by CP/MAS NMR method. The spec佐ahadthr田 kindsof 

broad peaks at about 44， 88， 121ppm， which訂edue to CH2， CHF， CF2 groups， respectively. 

The lH spin-la:伽relaxation伽 eT1P(H)姐 dthe cross-relaxation伽 .e，T CH' between 13 C佃 d

lH systems were determined企omthe曲目reti回 1fitting of peak intensity against cont国 t也ne.

Minimization of T1P(H) took pla∞ay about 1200 C(hea也19)and 700 C( cooling) ， which is 

at凶butedto也eferroele由 icph描 etransition.百lemin泊也ationof T1P(H) was discussed in 

terms of a moleωlar motion model of ro匂tionalmotion about the chain axis a∞omp担 yingwith 

local仕組s-gauch巴仕組sformation，because the phase住ansitionis a first order. 

目的

我々は以前，ビニリデンフルオライド(VD町とトリフルオロエチレン(Tr回)のラン

ダム共重合体， P(VDFx庁r回I.X)の強誘電的相転移に伴う分子鎖形態変化に， VDF基と

TrFE基の分子運動が密接に関係していることを報告した1) 本研究は13C固体高分解

能スペクトルとその緩和挙動から，相転移域での分子鎖形態変化と分子運動のより

詳しい知見を得ることを目的とする.

実験

試料は，ダイキン工業から提供されたVDF73mol%のP(VDF73/TrF旦7)である.この

ブタノン溶液から，キャストフィルムを生成し，約4倍に一軸延伸した後， 1350Cで1

日熱処理したものを測定に用いた 13Cスペクトルの測定はBruckei社のMSL・200およ

び同300を用い， CP/MAS法で行なった化学シフトはGlycineのカルボキシル基を基

準とした. lHの90'。パルス幅は仰s，lH}3C系の接触時間tcはか15ms，測定温度範囲は

昇・降温時30-13ぴCである.

P(VDF，庁rFE)，強誘電的相転移， CP/MAS，交差緩和， トランス・ゴーシュ形態変化

いしいふみあき， おおがとしお っつみあきひろ
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結果と考察

13Cスペクトルは44，88， 121ppm付近にCHz， CHF， CF2基によるブロードな3つの

ピークからなり，昇温時，1000Cで狭化を，降温時，約600Cで広幅化を起こした接

触時間tcに対する各ピーク強度の変化を， Hartmann-H油n条件下での熱力学的な取り

扱いで解析し，回転系でのlH・格子聞の緩和時間T1P(H)と， lH}3C聞の緩和時間TCHを

理論式と実験値との最適化により求めた.Fig.1はCHz基のT1P(H)の温度変化で、ある.

昇温時， T1P(H)は800C以下領域と80-13ぴC領域で極小化が起きている.降温時には，

データのばらつきはあるが徐々に減少し， 700Cで極小値を取った後，昇温時の値に

復帰している.ここで昇温時の80-13ぴC領域，降温時の700C領域の極小化緩和過程を

それぞれat(↑)とat(↓)とする.al↑)とat(↓)の極小化温度は，従来の誘電・熱測定の研

究による昇・降温時の強誘電的相転移温度T
C
(↑)とT

C
(↓)によく一致しておりZ)，q過程

が強誘電的相転移によるものであることを意味している.相転移が一次的であるこ

とを考慮すると，臨界揺動は無視でき，これらの極小化は分子鎖形態変化と，その

分子運動によるものであると考えられる.そこで相転移域での分子鎖の運動を，局

所的なトランス・ゴーシュ形態欠陥を伴った軸回転運動であると考えて解析した.

相転移域の低温側ではトランス・ゴーシュ形態欠陥拡散運動が優勢であり，高温側

では軸回転運動が優勢と考えると，運動の活性化エネルギーはそれぞれ，形態欠陥

拡散運動で約10kcaVmol，軸回転運動で約花田l/molと評価できた

また常誘電相でスペクトル強度の振動挙動が起きており，これらについてスピン拡

散による緩和機構を考慮、した交文緩和過程によって解釈を試みている.

1) Fumiaki ISHII， OOGA Tosio and Akihiroτ'SUTSUMI， Polymer Preprints， Japan 4S vol. 5， 883 (1996) 
2)Fumiaki ISHII and Akira ODAJlMA， Polymer Joumal， 18， 539 (1986) 
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1 P44 エチレンアイオノマーにおける 1価カチオン及び

2価カチオンの形成するイオン会合体の構造解析

名工大 O曽我部啓介、吉水広明、木下隆利、辻田義治

Stractural Analysys of the Ionic Cluster of Ethylene Ionomers 

with Monovalent and Binaly Cations 

Nagoya Institute ofTechnology， 

OKeisuke Sogabe， Hiroaki Yoshimizu， 

Takatoshi Kinoshita， Yoshiharu Tsujita 

The aggregated ions of ethylene ionomers were studied using 13C and 23Na 

NMR spectros∞'Py. Ethylene / Metha出 licacid (EMAA) neutralized with Zn2+ or 

Na+ ions were used. In 13C NMR， the part of回 rbonylcarbons showed two 

peaks which were∞町'espondingto carbons of ・-COOHand -coひ(Metal)+. The 

peak position of -COOH was defferent between EMAA-Zn and EMAA-Na. In 

23Na NMR， every Na ionomers showed one peak co町 espondingaggregated Na 

ions. Peak position and width varied with neutrarization and thermal 

treatment. The peak position shifted higher企equencyat higher temperature. 

1.緒言 これまでのエチレンアイオノマーの研究で、イオン会合体はカルポニル

炭素、四級炭素ともに金属塩の影響を受けたもののほうが水素結合の影響を受けて

いる炭素よりも運動性が低いことが分かつている。また IR測定から金属とカルボニ

ル部分の配位構造がZn中和エチレンアイオノマーでは-COO-Zn+は熱処理により

4配位構造から 6配位構造と酸塩構造に、 Na中和エチレンアイオノマー中の-

COO-Na+は4配位と 6配位の構造を形成すると報告されている。

本研究では 13C一、 23NaNMR法を用い Znアイオノマ一、及びNaアイ牙ノマー

におけるーCOO-(Metal)+、-COOH及び形成されるイオン会合体の中和度に対する

形態の変化と温度に対する会合状態の変化について検討する。

キーワード:エチレンアイオノマー、イオン会合体、 13CNMR、23NaNMR

Oそがべけいすけ、よしみずひろあき、きのしたたかとし、つじたよしはる
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2.実験 試料一一エチレンメタクリル酸共重合体(酸含量 5.4mol%:E-

0.054MAA及び酸合最 11.2mol%:E-0.112MAA)のZn埴及びNa塩(三井・テeユ

ポン(株)より供与)。各々20%、60%、90%'Ilfll度・のものを用いた。 測定一

一一Unity400plusNMR分光計 (Varian)を用い、 13Cではアダマンタン(29.5ppm)

を、 23Naでは NaCl(s)(7.21ppm)を外部基準とした。

3.結果と考察

Fig.lに中和度の異なる

E-0.054MAA-Zn と E-

0.054MAA-Naの13CNMR 

スペクトルを示す。 l十I平Ll度の

変化と伴にそれぞ、れ高磁場

側のピークが減少するので

これを-COOHのカルボニ

ル炭素に、低磁場側のピーク

をーCOO-(Meta1)+のカルボ

ニル炭素に帰属した。しかし

-COOHは全くピーク位置

が異なる。これはアイオノ

マー中のーCOOHがーCOO-

(Metal)←やその形成するイ

オン会合体によって影響を

受けるためと考えられる。そ

れぞれの試料を熱処理した

E-0.054MAA-Zn 

neutralization (%) 

E-0.054MAA-Na 

，..， 竹内 F 門叶小川『

19~ 188 184 180 pp・

90 

. 60 

20 

関門「門門町一日門噌 γ・
19~ 188 184 180 pp・

Fig.l13C CP /MAS NMR Spectra ofE-0.054 

MAA.Zn and E-0.054MAA-Na with various 

neutralization in the carbonyl carbon region. 
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ものについて 13CNMR法を

用いて検討した。その結果 E-0.054MAA-Znについては会合体部分は 2本に識別で

きないブロードなピークへと変化した。これはイオン基の配位の変化を示すものと

考えられた。また E-0.054MAA-Naでもピークは 1本のピークへと変化した。

次に Na核自身を直接的に観察可能な 23NaNMR法で E-O.054MAA-Na及びE-

0.112MAA-Naを異なる中和度において測定した (Fig.2)。一10ppm付近にー

COO-Na+の会合体を示すピークが観測され、それぞれ中和度の上昇と伴に高磁場シ

フトした。 Cooperらは Naスチレンアイオノマーを用いて 23NaNMR測定をし、

孤立イオン、会合体、水和したイオンの 3つのピークを観測した。 1)今回使用した

試料では会合体を示すピークしか観測されなかった。また水和させた試料では

Cooperらの報告と同じ Oppmにピークが現れた。ピークトップの位置は中和度が



減少するほど高磁場側へと変化している。線幅を比較すると中和度が増すほど広中高

になることが分かつた。全て同じ回転速度の MASで測定しているので中和度の期

加と伴に会合体に分布ができ線幅が広がったものと考えられる。先に述べたように

温度を変化させるとイオン会合体に変化が起とる。そこで瓶度可変測定を行うこと

によりil町長各制度での Na核の挙動について観察した。 E-0.054MAA-0.9Naを'高

温から 100'Cまで 20'C毎に温度を変えて測定した結果を示す (Fig.3)。ピーク位

置は温度の上昇と伴に低磁場シフトし、線幅は広がった。線幅の広がりは主鎖部分

の分子運動の増加により会合体部分にその運動の影響が及ぶためであると考えられ

る。

60 

Temp.('C) 

E-0.054MAA-Na E-0.112MAA-Na 

neutralization (%) 
100 

60 

80 

90 

40 

20 
円 Fγ...，.-.-.，....，"司ア川 ...'"....r司「 r.t. 

g・.， ， -.・ pp・ 8・4・g ・4・pp・
町'-r-'"""--r宅、 ..'....-r唱 J'" 司 r....1
8・4・o -.o pp・

Fig.2 23N a MAS NMR Spectra of E-

0.054MAA.Na and E.0.112MAA.Na 

with various neutralization. 

Fig.3 23Na MAS NMR Spectra 

ofE-0.054MAA-0.9Na at various 

temperature. 

Reference 

1) Ellen M.Oconnell， Thatcher W.Root， and Stuart L.Cooper， 

Macromolecules 27，5803-5810 (1994) 
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1 P45 NMRによる Alkanediyl-α，ω-bis(dimethylalkylammonium bromide) 

surfactantsのコンホメーション解析一一ミセル形成によるコンホ

メーション変化

(名工大工)0服部憲和、吉野明広、岡林博文

Conform甜onalanalysis of bis(quatemary ammonium bromide) surfactants in aqueous sol凶 on

studied by NMR Spectroscopy - Conformational change induced by micelle formation 

o Norikatsu Hattori ， Akihiro Y oshino， Hirofumi Okabayashi 

Depar匂nentof Applied Chemistry， Nagoya Institute ofTechnology 

Bipolar type surfac凶 lts，in which two quaternary ammonium species (CR_H2R+1N+(CH3)2) 

釘'econnected by a spacer， were syn白esized.We measured 13C_NMR and lH-NMR sp民 tra

for the bipolar surfactant molecules having various spacers( flexible (CH2)n chain and 3・type

0-， m“ and p-xylenes). It has been found出atthere exists a m創・keddifference in白ecoupled 

13C-NMR spectra of these surfactant solutions between above and below the CMC. The 

conformations of surfactants in solutions have been estimated using the values of vicinal 

coupling∞nstants and the surfactant molecular struc加rein也emicellar solution has been 

discussed in connection with the conformation. 

{はじめに】

近年、新しい世代の界面活性分子として従来の界面活性分子2つをspacerでつないだ界面

活性分子(Geminisurfactants)の構造に関心がもたれている。以前我々はspacerにメチレン鎖

をもちいた化合物について、その溶液構造[1]および国体構造[2]について報告した。今回は

spacerに剛直なベンゼン環を導入した一連の界面活性分子を合成した。そして、重水溶液中

における lH幽 NMRおよび13C_NMRスペクトルを観測した結果、臨界ミセル濃度前後において、

これらの化合物の lH-NMRおよび13C-NMRスペクトルに変化が見られた。この変化はミセル

形成に伴う分子のコンホメーション変化を反映していると考えられる。そこで、コンホメー

ションをvicinal結合定数から解析し、種々のspac怠rを持つ分子のコンホメーション変化をベ

ンゼン環の異方性効果に着目し検討することにより spacerの効果について興味深い知見が

得られたので報告する。

【実験および解析方法】

3級アミンと臭化アルキルを反応させ、アミンの徹底メチル化を行うことにより、種々の

spac討を持つ分子を合成した(Fig.l)。これらの化合物の略称は Figure1に示した。また、

lH-NMR、vicinal結合定数、ミセル、コンホメーション変化、 spacerの効果

はっとりのりかつ、よしのあきひろ、おかばやしひろふみ
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spacerにメチレン鎖をもちいたものでは脚払アル(佃3リーSpacer一時(四3)Z.2Br-
キル鎖のメチレンの数n、Rの値を用いて、 n-R2-4等 1 

と略称することにする。アルキル鎖の炭素はN原子に

近い方から Cl、C2というように記号を付けることに

する。今回用いた界面活性分子はアルキル鎖中の炭素

数がすべて8個(R=めのものである。重水溶液中にお

ける 13C-NMRスペクトル、およびlH-NMRスベクトル

はVarian社製 400-MHzUnityplusを用いて、それぞれ

共鳴周波数 100.58MHz、399.96MHzで室温 (25'C)

で測定した。また臨界ミセル濃度 (CMC)は電気伝導

度法により求めた。

lH-NMRのvicina1結合定数は、それぞれ観測したス

ペクトルをAA'XX'系と近似し、 LAOCOONIIIプログ

ラムによる計算スペクトルと比較して求めた。また、

回転異性体の仕組sおよび、 gauche型の割合を示す pt

およびPgは、照井らが行った計算方法[3]に従って求

めた。

【結果と考察】

(1) CMC (臨界ミセル濃度)

電気伝導度法により求めた CMCの値は oxy8:

2.35xl0.2[mol.dm勺、 mxy8:2.26xl 0.2[mol.dm可、 pxy8:

Cl ~ ~ 1Hz 

C|2Hz 守2同

CR_zH忽4 C下J司1R-4

R=8 

Spacer ぴ Cs

oxy8 

3な ω

Z 
10J px 

Fig.l Gemini smfactants 

2.64xl0可mol-dm-3]、n-R3-8: 1.40xl0可mol.dm可、 n-R 5・8:2.60xl0-2[mol.dm勺であった。

Spacerにキシレンを導入したものではpxy8のCMCが一番大きい。 Spacerに短いメチレン鎖

を用いたものでは、 N原子間である極性基聞の距離が長くなるとCMCの値は大きくなる[4]、

ということが知られている。したがって、キシレンにおいて Csがベンゼン環中のパラ位で

ある場合では、他のオルト位、メタ位の分子に比べ極性基聞の距離が長くなるコンホメーシ

ョンの優位性が示唆される。極性基間距離に着目しオールトランス構造を仮定したときの極

性基間距離は mxy8、n-R5・8においてどちらもほぼ同じ値をとるが、 CMCの値はmxy8の

方が有意に小さい。よって、 spacerにキシレンを用いた結果、極性基間距離が短くなるコン

ホメーションが優位になると考えられる。

(2) 13C_NMRの化学シフト変化

(a)立体圧縮効果

ベンゼン環とN原子の間にあるメチレン基 Csのシグナルは CMC以下の濃度では oxy8:

67.27[ppm]、mxy8:69.41 [ppm]、pxy8:69.05 [ppm]であり、オルト位の化学シフトはメタ位、

パラ位のものに比べ僅かに高磁場シフト(約-2ppm)しており立体圧縮効果を反映している。

この傾向は CMC以上の濃度においても確認された。この効果はベンゼン環により位置が固
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定されている Csのみならず他の部分においても観測され、ベンゼン環から離れると効果は

小さくなった。 CMC以下の濃度でoxy8のシグナルは、 N原子と結合しているN-CH3基部分

で、 pxy8より約0.57ppm、mxy8より約0.38ppm、また、 Clではpxy8より約0.37ppm、mxy8

より約0.41ppm高磁場シフトして観測されており Gと比べると、化学シフトの差は小さい。

また、アルキル鎖部分C2においては、それぞれの化学シフトの差は0.02ppm以下となって

おり、異方性効果はほとんど、見られない。

(b)CMC前後での各構造部分における化学シフトの変化

全ての化合物について、溶液中の界面活性分子濃度を大きくすると、各シグナルの化学シ

フトは低磁場シフトする傾向がみられた。しかし、濃度に対するシフトの傾向は分子の各構

造部分によって異なり、ベンゼン環部分、 α、N-CH3、そしてアルキル鎖部分に分類してと

らえることができた。 oxy8では、各構造部分において化学シフトの差がアルキル鎖部分く

ベンゼン環部分くαくN-CH3と大きくなる傾向がみられたが、 0.02ppm以上の顕著な差は生

じていなかった。 pxy8においても化学シフトの差が約0.06ppmと、若干oxy8の場合より大

きい程度であった。ところが、 mxy8では oxy8、pxy8とは異なった傾向が見られた。化学

シフトの差は、ベンゼン環部分くアルキル鎖部分くαくN-CH3となり、ベンゼン環とアルキ

ル鎖では、逆にアルキル鎖部分の方がより低磁場シフトする傾向が見られた。さらにベンゼ

ン環部分の各炭素において oxy8では化学シフト変化に違いはみられなかったが、 mxy8や

pxy8では差が生じた。シフトの変化は各炭素における環境の変化が一定でないことを示し

ていると思われる。また、アルキル鎖部分においてはClのみに異方性効果が現れた。

(3)N原子に近いメチレン鎖の回転異性体の確率

アルキル鎖のN原子に近いCIH2・C2H2軸まわりでのコンホメーションを求めるために、ス

ピン系をAA'XX'系と近似して解析し求めた vicinal結合定数、およびその値から計算したコ

ンホメーションの割合PgおよびptをTable1に示す。また、 n-R3-8ではspacer部分である

CsIH2-Cs2H2軸まわ Table 1 'H-NMR parameters and estimated populations 
りでの値も示す。ここ

Substance JAJ( JAJ(' JAA JXJ(' Pg R 
でPg、および ptはN

原子および C原子が
oxy81wt% 12.2 4.7 -12.2 -12.4 12 88 

gaucheおよびtransの
oxy83wt% 12.2 4.8 -12.4 -12.6 12 88 

配置をとる確率であ mxy81wt% 12.2 4.9 -12.8 -13.0 13 87 

る。全ての界面活性分 mxy84wt% 12.4 4.6 -12.9 -12.7 10 90 

子について transの配 pxy81wt% 12.3 4.7 -12.5 -12.5 11 89 

置が約 90%と優位で pxy83wt% 12.4 4.7 -12.7 -12.9 10 90 

あることがわかった。 nR 3-8 CI-C2 0.5wt% 11.9 4.9 -8.2 -8.1 15 85 

また、 CMC以上に濃 nR 3-8 CI-C2 2wt% 12.4 4.5 -10.3 -10.2 9 91 

度を大きくすると、分 nR3-8 CsI-Cs20.5wt% 12.2 4.7 -11.1 -11.0 11 89 

子の立体構造は、アル nR 3-8 CsI-Cs2 2wt% 11.8 4.9 -9.8 -9.8 16 84 

キル鎖が伸びるコン

ヴ

d
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ホメーションがより優位になると推定される(Fig.2)。

(4)3J，α結合定数の変化

mxy8のαにおける CMC前後での白upled13C_ 

NMRスベクトルより、CMC前では偶数に分裂したス

ベクトルパターンが観測され、 CMC後では奇数個に

分裂されたスベクトルパターンが観測された。 Ccは

αのH原子2個と、 caのH原子 1個および、もう一

方のαのH原子 1個とす四スピン結合している。こ

のうち臼およびCcのH原子はtransの位置に固定

されており、スベクトル変化はαとαのH原子と

のコンホメーション変化によるものと考えられる。

そこで、 CMC前についてはαのH原子がtggg'の配

置をとった場合、 CMC後では tgtgの配置をとった

場合を考え 3Jg=1.45[Hz];Jt=8.54[Hz]としてスペク

トルの計算を行った(Fig.3) 0 CMC後では計算スベ

クトルと実測のスベクトルがほぼ一致しており、ミ

セル形成後分子のコンホメーションはtgtgが優位を

占める。しかし、 CMC前ではtggg'が優位を占める

ものの一定でなく他のコンホメーションの存在が

無視できない。これらの計算からミセル化によりベ

ンゼン環に対する N原子の立体的な配置を制御で

きることがあきらかとなった。

がtrans

皇但鍾f

g2 

Fig.2 Schematic model of gauche 
叩 dtrans forms 

belowCMC 

12“割D 12活曲 12640 12620凹z]

aboveCMC 

【結論】

ミセル形成により spacerを持つ界面活性分子はそ

のspacer構造を反映しながら、コンホメーション変

化をする。ベンゼン環の異方性の効果は、化学シフ 12680 121倒 126縄 問 20[刷

ト変化、 vicinal結合定数にあらわれ、 CMC前後での Fig.3Cc part in observed and calculated 

環境の変化は極性基に近いほど大きなことがわか coupled 13C_NMR s伊ctra

った。また、ミセル形成により立体配置の確率に偏りが生じ、回転の束縛が起こることが

NMRにより明確にわかった。
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1 P46 AOT誘導体の水落液ミセルにおける塩基触媒水素・重水素交換反応

一一一置換基の反応性に及ぼす影響

(名工大工)0神戸英宏，流石園子，吉野明広，岡林博文

Base-Catalyzed Hydrogen-Deuterium Exchange Reaction in modified AOT Micellar 

Solutions一一一一-TheSubstituent EtTect on the Exchange Reaction 

01五dehiroKanbe， Sonoko Sasuga， Akihiro Y oshino，回rofumiOkabayashi 

Department of Applied Chemistry， Nagoya Institute ofTechnology 

For the AOT-D20 and modifi吋-AOT(SDHSS)-D20 systems in the normal micellar state， the 

base-catalyzed H-D exchange reaction between the AOT (or SDHSS)_ICH proton and D20 deuterium 

has be聞 investigatedin the temperature range 333・353K. Kinetic analysis， based on the白ne

dep叩 denceofthe lH・NMRsp∞trum，has allowed evaluation of the thermod戸laI.lUCparameters of the 

偲 changereaction to be made.τne hydrolysis reaction ofthe AOT-(or SDHSS-)回 erportions for the 

two normal micel1ar sys岡田has also b∞:n investigated in出istemperぽurer:創1ge.τneresults have been 

used to discuss the庇 tentofwa旬rpenetration into the es旬rportions of AOT・(orSDHSS今micelles.

くはじめに> 以前、我々は逆ミセル系における AOTの13C_NMRの縦緩和時間の測

定結果から、可溶化した水分子と極性基部分の構造に相関があることを報告した 1)。

さらに、逆ミセル系において AOT-1CHセグメントの水素と D20-D間で塩基触媒水素

・重水素但・D)交換反応を起こることを見出した 2)。本研究では、常ミセル系における

AOT分子について研究を行なった。特に AOTの2つのエチル基を持たない AOT類似

化合物を合成し、この類似化合物の常ミセル系について、電気伝導度， 1H_m恨の化

学シフトと結合定数の温度依存性からミセル構造について考察した。さらに、重水中

で塩基触媒H・D交換反応を行い、種々の濃度と反応温度での積分強度の経時変化から

AOT類似化合物における H・D交換反応性を比較した。また、同時に起こるエステル

基の加水分解反応も観測した。これら 2種の反応は軽水または重水の存在下でのみ起

こり、水溶液ミセノレの油・水界面の研究に最適であることがわかった。

<実験> 実験には SIGMA社製の AOT(Fig.l)を泡分離法で、精製して用いた。 AOT類

AOT nIOFRSDHSS  n 
I Y9 q九百

Na+i)，S伊す+円?-F-F-匹・5R Na+qs?-C+CEL-C民・C同・C叫・CH1-C同

1.).，.... ~・ 3・ 4・ s' (J 7'W  I 
C~-ç，-O帽αl-ÇH・CH1・四z・CHz-Clち ~-ç，-O-C~-口々~-CHz-CHz・0も

6 9ロも 8 
l()'r-u 

• Fig.l AOT， SDHSSの構造式

key word : base-catalyzed H-D exchange r，闘.ction，hydrolysis reaction， mi∞lle solution 

かんべひでひろ，さすがそのこ，よしのあきひろ，おかばやしひろふみ

n叫，
U

Rυ 
1
i
 



似化合物(sodiumdihexyl sulfosuccinate : SDHSS(Fig.1))は、無水マレイン酸と n・ヘキサ

ノールを縮合させ、さらに亜硫酸水素ナトリウムを付加することにより合成した。

臨界ミセル濃度(CMC)は、電気伝導度計 CM之Aを用いて測定した。25
0
Cにおいて AOT

とSDHSS水溶液の CMCは、 AOTで 7.7mM， SDHSSで22.8mMと決定された。

所定量の試薬を精秤し、 0.005wt%に調製した水酸化ナトリウム重水溶液に溶かした

ものを手製のパイレックス製アンプルに入れ封かんし、精密恒温器 DF-42中で

60，65，70， 75，80
0

C(:t 0.1 OC)で所定時間反応させたものを測定試料とした。

lH_Nお低スベクトノレと 13C小恥自主スペクトルは、 VarianXL-200を用いてそれぞれ

199.975班Izと 50.289問主zにて室温(250C)で測定した。

<結果と考察>

(1)塩基触媒H・D交換反応の反応サイト AOTとSDHSSは塩基触媒の存在下で、極

性基に隣接する H・1水素のみが選択的に溶媒の重水素と交換する 2)。反応機構を検討

するためにAOTとSDHSSの重水溶液に塩基触媒を加えたものと加えていないものを

調製し、 13C_陥伎を測定した。極性基部分に注目すると、 C-1炭素が最も大きく高磁

場シフトし、次いで C・2炭

素のシフトが大きくなって

いることがわかる(Table1)。

これは、一部の H-1水素が

脱離して C・1炭素の電子密

度が増加したためと考えら

れる。したがって、 H幽D交

換反応では ODーが塩基触媒

として H・1水素に作用して

いると推定される。同様に、

エステノレ加水分解も塩基触

Table 1 00-anion effect (6. d = d NaOH-d without NaoH) 
13C chemical shift for C-l，1'，2，2' 

ムd= d (OIf) -d (neutral) 

AOT 10mM 

NaOH OmM 

6 

(neutral) 

C1 64.63 

Cl' 40.98 

C2 174.55 

C2' 171. 30 

醐一佃一

A

M
川
一

SOHSS 40mM 

NaOH OmM NaOH 5mM 

d 6. d 

-0.62 

0.03 

-0. 10 

-0.03 

(neutra1) 

64. 59 一0.07

0.01 

-0.05 

-0.01 

36.05 

174.52 

171. 38 

媒によって起こることがわかった。

(2)AOT，SDHSS水搭液の電気伝導度と

lH-NMRの温度依存性 AOT(10mM)と

SDHSS(40mM)水溶液の電気伝導度およ

び lH_陥恨の温度依存性(60"'800C)を測

定した。電気伝導度は、どちらも温度に

対して単調に増加していることがわかる

(Fig.2)。極性基付近の H・l'水素の化学シ

フトは、 60"'80"Cの範囲において温度の

上昇とともに単調に低磁場シフトし

σig.3)、H-1'水素のシグナノレは ABX系で

そのピシナル結合定数は温度に関係なく

一定である。このことから温度上昇に伴

160-
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Fig.2 Temperature dependence 
of the conductivity of AOT 
and SDHSS micelle solutions. 
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Fig.3 

うコンホメーション変化はないことがわかった。これらの実験事実から、 AOTと

SDHSSは 60'"""80
0
Cの間では水溶液中においてともにミセル構造に変化がないと推定

される。

(3)塩基触媒H-D交換反応 H・1とH-3，3'水素のシグナルは4.1ppm付近に重なってい

るが、 H・1水素が重水素と交換するとそれらのシグナルの積分強度が減少する。この

減少量の経時変化により H-D交換反応の速度を求めた。 0.005wt%の水酸化ナトリウ

ムを含む SDHSS(40m長。重水溶液を 60，65， 70， 75， 80
0
Cにおいて反応させた結果を

Fig.4に示す。この反応は、 AOTの逆ミセル系での実験で得た結果 2)と同様に一次の

反応速度式に従っている。これをもとに AOTとSDHSSについて種々の濃度と反応温

度での lモル当たりのH・D交換反応速度を求めた(Table2)0 SDHSS (40mM)のH心交

Table 2 Reaction rate constants k
D 
(dm-3mol-1s-1

) for AOT and SDHSS 

micellar solutions. 

CMC 60
0C 65

0C 70
0C 75

0C 80
0C 

前 3.16 X 10-1 3. 58 X 10-1 6. 65 X 10-1 8. 45 X 10-1 1. 20 X 100 

後 3.03 X 10-2 3. 83 X 10-2 8. 89 X 10-2 1. 34 X 10-1 1. 63 X 10-1 

後 8.85 X 10-4 1. 32 X 10-3 1. 81 X 10-3 2. 73 X 10-3 3. 83 X 10-3 

後 6.53 X 10-4 
- 1. 55 X 10-3 

- 2. 78 X 10-3 

換反応速度について Arrheniusplotを行なった結果を Fig.5に示す。また、種々の濃度

のAOTとSDHSSのH-D交換反応の熱力学的ノfラメーターを Table3に示す。

(4)疎水基とミセノレ構造 SDHSSの構造式は AOTの疎水鎖にエチル基を持たない。

したがって、 CMC以上の濃度における反応速度と熱力学的ノfラメーターを比較する

ととにより、エチノレ基による SDHSSとAOTのミセノレ構造に対する影響について議論

することができる。

AOT(10~のと SDHSS(40mM)の H-D 交換反応について、反応速度は AOT の方が大

きな値となっている(Tめle2)0 H-D交換反応の活性化エネルギー(Ea)値を比較すると

AOTの方が小さく反応しやすいことを示しており、 H-1水素の水への露出度と相関が

寸
1
A

p
n
U
 

1
eム

AOT(2. OmM) 

AOT(10mM) 

SDHSS (40mM) 

SDHSS (148mM) 



あるといえる。さらに、エステル加水分

解に注目すると、 800Cにおいて 72時間反

応させた場合、AOTでは 3.4%分解してい

るのに対し、 SDHSSでは 0.5%さえも分

解していない。この結果は、 AOT と

SDHSSではエステル結合の水への露出

度が異なっていることを示している。し

たがって、エステル交換反応の方が、 H-

D交換反応よりも水分子のミセル内への

深い取り込みを必要とすると考えられる。

(5)H・D 交換反応に及ぼすミセノレ形成効

果 AOTについて CMCの前後での H-D

交換反応速度を比較したところ、 CMC以

上の濃度の方が CMC以下より

も小さな値となっている。さら

に、 Ea値を比べると、 CMC以

上の方が大きい値となってい

る。この事実は、ミセルの形成

によって H・1部分への水の取 AOT(2.OmM) 

り込みが妨げられ H-D交換反 AOT(10皿M)
DHSS(4OmM) 

応が抑制されたととを示して
SDHSS (148mM) 

いる。また、エステノレ加水分解

について比較すると、 80
0

Cにおいて 72時間反応させた場合、 CMC以下(2.0mM)では

8.0%分解しているのに対し CMC以上(10mM)では 3.4%と加水分解反応の進行が抑制

されている。この事実から、ミセル形成によりエステノレの結合部分が疎水性コアの中

に取り込まれて水の取り込みが妨げられていると考えられる。以上の結果、モノマー

では水分子が界面活性剤のまわりを囲んでいるため二つの反応は、ともに起こりやす

いが、ミセノレ形成により、まず加水分解反応が抑制され、続いて H・D交換反応が抑制

されると推定される。

<結論>

エチル基のない SDHSSは、 AOTに比べて塩基触媒H-D交換反応が抑制された。さ

らに、副反応で、あるエステノレ加水分解反応については著しく抑制された。とれらの結

果は、ミセル構造とミセル内に取り込まれる水分子の相関によって説明できる。すな

わち、 AOTのエチル基はミセル内への水分子の深い取り込みをうながし、 SDHSSよ

りも疎なミセル構造を与える。

SDHSS 40mM 

-8.6 

-8.8 

-9 

-9.2 

-9.4 

9.6 

9.8 

10 

-10.2 

10.4 
0.0028 

(2)
己同

0.0029 0.003 
l/T [l/K] 

Fig.5 Arrhenius Plots for the 
exchange reaction rate constant. 

Thermodynamic parameters for the H-D 

.6.:ぜ
JK-1mol-1 

-110. 

-50.9 
-125. 

-118. 

Table 3 

exchange 

reaction in AOT and SDHSS micelles. 

Ea A .6. H~ 

kJmol-1 W1
S-

1 kJmor1 

68. 8 3. 60 X 107 66. 0 

90. 4 4. 28 X 1010 87. 5 

71. 7 6. 05 X 106 68. 8 

71. 0 1. 36X 107 68.1 

1) A.Yoshino，H.Okabayashi，T.Yoshida，J.Phys.Chem.，98，7036，1994 

2) A. Y oshino，H. Okabayashi， T .Uchida， T. Ogasawara， T. Y oshida，J.Phys. Chem.， 100，1418，1996 
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1 P47 CD及びlH-NMRによるヒト血清アルブミン (HSA)のN→B

転移に関する研究

1岐車大・医・生理， 2岐車大

O裏良聖一九曽我美勝久永井直樹 1

CD and lH-NMR studies on the structura1 transition of human serum 

a1bumin (HS必 inthe a1kaline region - the N→B transition 

Seiichi Era1， Masaru Sogami2 and Naoki Nagai1 

lDept. of Physiol.， Sch. of Med.， Gifu Univ.， Gifu 500 and 2Gifu Univ.， 

Gifu 500， Japan 

There are m訂lYreports， which indicate physica1 differences in 

m01ecu1ar characteristics between bovine serum a1bumin (BSA) and 

human serum a1bumin (HSA). We have restudied on the structura1 

transition of HSA and BSA in the a1kaline region (the N→B transition ; 

pH 7.0→9.0)， using CD-res01ved secondary structure， lH-NMR spectra 

and T，s va1ues from irradiated to observed protein protons. 

T，s(B) /T，s(N) va1ues of CH3，εCH2，αCH and aromatic protons for 

the aged form of BSA showed the following interesting results : First， 

T，s(B) /T，s(N) va1ues of a1iphatic protons and αCH for aged form were 

sin註1arto those for nonaged BSA. Second， T，s(B)/T，s(N) va1ues of 
aromatic protons for aged form were very c10se to those for HSA. So， 

T，s-characteristics of aged form might be the chimera of HSA and BSA. 

1. はじめに

これまでに筆者らも含めて多くの研究者は， ウシ血清アルブミン (BSA)とヒ

ト血清アルブミン (HSA)の構造転移は全く同等であろうと仮定して研究を進め

てきた。しかし BSAとHSAとでは， ヘリックス含量 (fα)のpH依存性 (1)， 

結合ビリルビンの誘起 CDのキラリティ (2)， 特殊なレジンとの相互作用 (3，

4)等に大きな差があることが報告されてきた。従って， 筆者らはアルカリ pH領

域での構造転移 (N→B転移と呼ぶ)における BSAとHSAの分子挙動の相違を，

CDとlH-NMRを用いて詳細に研究した。

キーワード:CD， lH-NMR， BSA， HSA， N→B転移

えらせいいち， そがみまさる， ながいなおき

勺

ο
n
h
u
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2. 材料と方法

脱脂した BSAとHSAを用いた。血清アルブミンは分子内にフリーの SH基を

1個もち， アルカリ pH域で低イオン強度ではこの SH基が触媒となって， 分子

内SH，S-S交換反応を起こしてA型構造に変化する (5)。この反応を阻止する

ために， SH基をヨードアセトアミド (IA)でブロックしたアルブミン (IA-BSA，

IA-HSA)を用いた。

CD測定はJASCOJ-40Sを用い， αヘリックス (f，.) ， 日構造 (fs) ， ランダ

ムコイル (fR) 量を推定した (6)0 lH-NMR測定は BrukerAM 500を用い，

交差緩和時間 (Trs) はAkasakaらの方法 (7)により求めた。

3. 結果と考察

BSA (IA-BSA) : CD測定で， 0.10Mまたは 0.20MKCl中での BSAの [gJ

262と[9 J 268はpH7.0→9.0で漸減したが， [0]290と [gJ湖の変化は認めら

れなかった (8)。また塩濃度が 0.10とOの場合の IA-BSAのN型での九とら

値はそれぞれ0.70，0.12であった。 N型から B型へ変化するときのム九は塩濃

度が0.10では-0.02，塩濃度がOでは-0.08となり， その変化は塩濃度がOの方

博大;をかったぼい

一2.45，0.40， 7.13または 8.65p.p.m.でのち照射の際の BSAのN型と B型

の側鎖のTrs値の比 (Trs(B)/Trs(N))を求めた。その一例 (0.40p.p.m.を39Hz

でf2照射)を図 1に示す。この図から，IA-BSAの側鎖のTrs(B)/Trs(N)値は塩濃

度が0.10で----1.1， 0で----1.4であることが分かる。これらのことから， 塩濃度

が0における IA-BSAのB型ではそのヘリックス含量が減少し， さらに側鎖の可

動性が増加した状態であることが示唆された。

HSA (IA-HSA) : CD測定による HSAの[9 J 292は塩濃度が0.10， 0のいず

れの場合でも N→B転移で減少した (9)。また塩濃度が 0.10と0の場合の IA-

HSAのN型での九と九値はそれぞ、れ0.69，0.15であった。 N型から B型へ変

化するときのム九は塩濃度が0.10では-0.02，塩濃度がOでは-0.05となり，

その変化は塩濃度がOの方が大きかった。ところで， 血清アルブミンのビリルビ

ンとの複合体の誘起 CDは， HSAとBSAのB型ではその符号が全く逆であった

(2)。

一2.45，0.40， 7.13または8.65p.p.m.でのち照射の際の HSAのN型と B型

の側鎖のTrs値の比 (Trs(B) /Trs (N))を求めた。その一例 (0.40p.p.m.を39Hz

でf2照射)を図 2に示す。この図から，IA-HSAの側鎖のTrs(B)/Trs(N)値は塩濃

度が0では----1，塩濃度が 0.10では脂肪族側鎖， αCHでの値は孟1であったが

芳香族側鎖のそれは1.5----1.6となり， BSAの場合とは異なり， HSAでは塩濃度

が0.10でB型において芳香族側鎖のゆらぎの増加が示唆された。

BMA (ウシメルカプトアルブミン)のA型 (IA-A-BMA) : BSAは分子内にフ

リーの SH基を 1個もち， アルカリ pH域で低イオン強度ではこのSH基が触媒と

-164 



なって， 分子内 SH，S-S交換反応を起こしてA型構造に変化する (5)0 IA-A-

BMA の1LIs(B)/1LIs(~)値の一例 (0 .40 p.p.m.を39Hzで f2照射)を図 3に示す。

A型の1L1s(B)/lLls(~)値は塩濃度が O の場合， 脂肪族側鎖と αCHの値はBSAとほ

ぼ閉じ， 塩濃度が 0.10の場合は芳香族側鎖での値は HSAとほぼ同じであった。

このような交差緩和時間測定の結果から， BMAのA型構造は BSAとHSAにみ

られる両方の分子挙動をとっていることが明らかになった。
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1 P48 IRF-2のDNA結合ドメインの立体構造解析

(阪大蛋白石庁、奈良先端大2、東大医S) 0古井淳一¥上垣浩一1

山崎俊夫¥白川昌宏ヘ原田久士s、谷口維紹s、京極好正1

Solution structure of the DNA binding domain of IRF・2

OJunichi Furui 1， Koichi Uegaki ¥ Toshio Yamazaki 1， Masahiro Shirakawa 2， 
Hisashi HaradaヘTadatsuguTaniguchi 3， and Yoshimasa Kyougoku 1 

C Institute for Protein Research， Osaka University，Z Nara Institute of Science組 dTec加 ology，
3 Faculty of Medicine， University of Tokyo) 

Interferon Regulatory Factor ・ 2(IRF・2) is a transcriptional repressor of type-I 

interferon (IFN) gene and IFN -inducible genes， and also has the ability of activation of 
histone H4 gene. It binds to th巴targetsequence located upstre但nof the promoter of these 

genes. The DNA binding domain of IRF-2 is located in the N-terminal region， which consists 
of about 110 amino acid residues. The solution structure of th巴 DNAbinding domain of the 

mouse IRF-2 protein has been d巴terminedby multidimensional heteronuclear NMR. It has 

three α-helices， four stranded antiparallel s-sheet and a fairly long loop between s-strand 2 

and helix 2. Its global folding reveals that IRF-2 is a new member of the α+s HTH (winged 

H百号family.

1、はじめに

Interferon Reguratory Factor -2 (IRF・2)は、 IRFfamilyに属する転写因子であり、

I型 Interferon(IFN)遺伝子及びIFN誘導遺伝子の上流配列に結合し、これらの遺伝子

の転写を抑制する働きを持つ[1]。また、 IRF-2はヒストン H4遺伝子を活性化する

機能も持つことが報告され [2]、IFNによる抗ウイルス作用の調節、および細胞増殖

の制御作用において重要な役割を担う転写因子である。

IRF family にはN端側!こアミノ酸配列上保存の良い領域が存在し、この領域が

DNA結合能を有する機能ドメインであると同定されている。このDNA結合ドメイン

は既に立体構造の解かれている他のDNA結合蛋白質と一次構造上の相向性がない。

そこでIRF・2のDNA結合ドメインであるIRF-2(113)の溶液構造に関して知見を得るた

め、多核多次元NMRによる解析を行った。

2、実験

全てのNMRスペクトルは、試料としておNおよび13C/15N均一ラベルしたIRF・

2(113)を用い、 pH 5.6， 250C で測定を行った。主鎖の帰属はE王NCA，HN(CO)CA， 
HCACO， HNCO， 1到 (CA)CO，1王NCACB，CBCA(CO)NHによって、側鎖の帰属はHCCH同

TOCSY， HCCH-COSYを用いて行った。また、 IRF・2(113)は芳香族アミノ酸残基が多

keyword:多重共鳴多次元NMR、立体構造解析、 DNA結合蛋白質

0ふるいじゅんいち、うえがきこういち、やまざきとしお、しらかわまさひろ、はらだひさし、
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い。そこで、シグナルの重なりを軽減するためにT中， Phe各残基をそれぞれDイヒした

サンプルを調製し、 TOCSY，NOESYスペクトルを測定して芳香族アミノ酸残基の側

鎖を帰属した。距離情報は13Cおよび15Nedited NOESYと、前述のT中， PheD化サンプ

ルの2D-NOESYより、ニ面角情報はHMQC-Jスペクトルより得た。

得られたNOEはその強度により、強、中、弱に分類し、それぞれ1.8A-3.5A 

， 1.8A-4.0 A， 1.8A-5.0 A の距離制限とした。また、立体特異的帰属のついていない

メチル、メチレン、芳香環フ口トンについては、 pseudo atomとして扱った。全部

で、 1720個のNOE、35個のニ面角、 21個の水素結合を束縛条件として、構造計算を

行った。構造計算はXPLOR3.1上で、 simulatedannealing法にて行った。

3、結果と考察

収束の良い得られた15個の構造の平均構造からのrmsd値はループ領域および

N端、 C端を除いて、主鎖でO.72Aであった。 IRF・2(113)は4本のP鎖からなる逆平行

Pシートと 3本のヘリックスを持ち、それらがコンパク卜に折れ畳まった構造をし

ていることが分かつた。得られた立体構造を他のDNA結合蛋白質と比較すると、

HSF [3]や ETSドメイン [4]などと類似の構造を持つことが分かり、 α+13HTH 

(winged HTH) ファミリーに属するDNA結合モチーフをとる事が明らかとなった。

しかしながら、 IRF-2(113)は2番目のヘリックスの前に長いループ領域があるのを

特徴としており、これはα+I3HTHモチーフを持つ他のDNA結合蛋白質には存在しな

い。このループ領域からは longrange NOEが出てなく、フレキシブルであると考え

られる。このループには IRFfamily内で保存されている塩基性残基があり、 DNA結

合において役割を果たしている可能性がある。

N 

C 
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1 P49 15Nラベルした酸化型cytochrome~の連鎖帰属とヘム軸配位子
の性質

(三菱重工業・基盤研1、横浜国大・工2、東大院・工学系3、北陸先端

大・新素材センター4) 0大村友章1、堀住輝男2、河合剛太3、

大久保忠恭4、渡辺公綱3、阿久津秀雄2

Assignments of 15N-Iabeled Cyt∞hrome c3 and Nature ofAxial Histidyl Imid但 :ole.

OTomoaki Ohrnura1、TeruoHorizumi2、GotaKawai3、TadayasuOhkubo4、Kimitsuna

Wa伽 abe3，Hideo Akutsu2 

( 1 Mitsubishi Heavy Industries， L TD.、2YokohamaNational University、3U凶versityof 

Tokyo、4JAIST，Hokuriku) 

Cytochrome C3， found in sulfate-reducing bacteria， is a small tetraheme protein and has very 

low redox potentials. All of the 5th and 6th ligands of the four ひtypehemes are histidyl 

imidazoles. In order to elucidate the relationship between the structure and白eredox potentials 

of cytochrome C3， we have prepared the 15N-labeled cytochrome c3 and measured the 

heteronuclear multi-dimensional NMR spectra. Sequential部 signmentswere carried out for 

most of backbone protons. Furthermore， we have observed the histidyl imidazole ring NH 

proton signals. It was suggested出atthe imidazolate charac町 ofthe imidazole rings are 

responsible for the low redox potentials. 

「緒言Jcytochrome c3は硫酸還元菌に特有で、 1分子中に 4つのC型ヘムを持つ分子

量約14000の電子伝達タンパク質である。このタンパク質は他のC型チトクロムに比

べて著しく低い酸化還元電位を持つことから、酸化還元電位と蛋白構造の関係を明

かにするため多くの研究が行われてきた。我々はヘム鉄に配位するヒスチジンの性

質が酸化還元電位に影響すると考えている。これを明かにするため、 15Nラベルした

cytochrome c3を作成し、アミノ酸配列帰属を行った。

「実験J各アミノ酸のスピン系の同定のため、 cytochromec3を15Nで均一にラベル、

15Nでラベルした特定のアミノ酸を含む試料 (Ala，Cys， Gly， Leu， Lys， Phe， Ser， Thr， 

Val) を作成し、 90%H20/1O% 020 (30 mMりん酸バッフアヘ pH7) に溶解し2mMの

N恥恨試料とした。 15Nで均一にラベルした試料は HSQC，TOCSY -HSQC， 

NOESY-HSQCを、選択ラベルした試料はHSQC測定を行った。測定はBrukerAM400， 

Key wards: cytochrome C3， redox pote凶 als，ヘム軸配位子，主鎖の帰属
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AMX500および、VarianUnity 750 plusを用いた。

「結果および考察J
( 1 )アミノ酸配列の帰属

酸化型cytochromec'3は常磁性の影響で緩和時間が非常に短く、スピン系の同定は困

難であった。しかし、選択的ラベルを組み合わせることで主鎖の帰属を完成した。

側鎖については常磁性の影響で、 α、pプロトンまでしか帰属できていないものが

あるため、現在DQF-COSY.TOCSYを用いて帰属を進めている。また、 HSQCスペク

トルにおいてAsn.GlnのNH2を5組観測したが、これは北村らにより訂正されたアミ

ノ酸配列 (Asn3残基、 Gln2残基)と一致するものであった。予備的なアミドプロト

ンのn印パターンは結晶構造の結果とほぼ一致したが、 N末において強度パターンに

差異が生じていた。我々は結晶構造と溶液構造の間で、ヘムプロトンのn仇パターン

からヘム 1 (N末の近傍)に局所的な構造変化が起こっていることを報告したが、こ

れを裏付けるものである。

( 2 )ヘム軸配位子の性質

HSQCスペクトルで異常なシフトを示す 8つのシグナルを観測した(図 1)。この

シグナルは温度依存性の結果から常磁性の影響を受けることが分かつた。更に、 8

つのシグナルのうち 3つはヘム軸配位子のC2プロトンとn伐を生じた。これらのこと

から 8つのシグナルはヒスチジンのイミダゾ}ル環のNHである。このシグナルは

pH5では全て観測できるが、 pH7では低磁場の 4つしか観測されなかった。これは各

イミダゾールの化学的性質が異なり、イミドゾレート的性質が強いことを示してい

る。イミダゾレート的性質はヘムの酸化状態を安定化させるため、酸化還元電位を

低くする。この影響を明かにするため、 8つのシグナルを 4つのヘムに対応させる

べく帰属を進めている。
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1 P50 温度ジャンプlD/2DNMRの進展

RNaseAのアンフォールデイング

中間体の検出と構造

神戸大学大学院自然科学研究科

0川上勝、赤 坂 一 之

Recent progress in the temperature-jump lD/2D NMR spectroscopy 

Detection and characterization of unfolding intermediates of RNase A 

OMasaru Kawakami and Kazuyuki Akasaka 

Graduate School of Science and Technology， Kobe University 

By utilizing the recently developed microwave temperature-jump NMR probe， we have 

detected， for the first time， NMR signals from unfolding intermediates of ribonuclease A. 

The signals of the aromatic protons of the intermediates were specifically assigned by 

the State-Correlated 2D NMR spectroscopy. The results of the experiments indicate that 

the native structure of ribonuclease A is largely destroyed within 20 ms of the 

temperature j ump. However， the conformations in the peptide segment Tyr 92.Tyr 97 

and in the region involving Tyr 73 remain clOsely native immediately after the jump， 

which gradually transform into the heat-denatured conformations with time constants of 

approximately 200 ms and 50 ms， respectively. The former process is likely to be 

associated with the cis to trans isomerization reaction of the Tyr 92-Pro 93 peptide 

bond. 

はじめに) 我々はこれまで誘電体共振器を導入したマイクロ波温度ジャンプN

M R装置の開発、改良を続けてきたが、これまでに、装置の感度、静磁場の均一性

及び温度ジャンプ後の試料内温度の均一性において、ほぼ実用に耐える装置の開発

に成功した。本報告は、これをリボヌクレアーゼAの熱変性過程に適用し、初めて

NMRによって、タンパク質のアンフォーjレディング過程における明確な中間体構造

の検出に成功したものである。

実験) 基本となるNMR測定装置は日本電子製LA-400で、温度ジャンププロープ

としては、 lH回路には 13C用プロープ (JEOL NM-G40C5 )の lHデカップリング用

回路を使用し、これにラジオ波コイルとマイクロ波共振回路を自作した(第 34回

キーワード:温度ジャンブNMR、RibonucleaseA、アンフォールデイング中間体、熱変性

かわかみ まさる、あかきかかずゆき
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NMR討論会予稿)。マイクロ波源は1.3KWのマグネトロンである。マイクロ波照

射時間(温度ジャンプ時間)は 20ミリ秒で、温度ジャンプ幅は約 20'Cであった。

試料管のスピニングによって温度ジャンプ後の試料の温度分布をできるだけ均一に

するため試料管を新しくデザインした。これにより温度ジャンプNMRスベクトル

の分解能と見かけの感度は向上した。この装置を用いて、リボヌクレアーゼAの熱

変性過程を温度ジャンプ I次元NMRによって追跡した。さらに温度ジャンプを 2

次元NMRのシーケンスに組み込んだ『状態相関 2次元NMR.Iによって、温度ジャ

ンプ後の信号を、温度ジャンプ前の信号との相関によって帰属した。試料溶液は、

100 mg/ml RNaseA in 99.96 % 2Hp， pH 3.45に調整した。温度は50'cから約70'C

までジャンプさせ、 FIDをサンプリングした。

結果と考察)ジャンプ直後の l次元スベクトル (Fig.2-b)はすでにジャンプ前と

大きく異なり、 70 'Cの平衡条件下で熱変性したものと良く似た形状をしている。

この時点ですでにリポヌクレアーゼAの高次構造は相当壊れていることが、直ちに

わかる。しかし、詳しく検討すると芳香族プロトンの領域 (6.5.7.7ppm) の形状が

ランダムコイルのものとは明らかに異なり、ジャンプ後の時間経過とともにゆっく

りと平衡での変性状態のものに変化してゆくのが観測された。ジャンプ前とジャン

プ直後の 2次元相関スベクトル(状態相関 2次元NMR、Fig.3-a)から、この遅い

変化を見せるシグナルは 92、 97と73番目のチロシン残基のものと判明した。

これらの残基だけが遅れて変性状態の化学シフト位置に移るのが観測された

(Fig.3-bと比較)。これらの残基は2本の戸シートのちょうつがい部分にあたり、特

に変化の遅い 92、97番周辺の構造は、天然状態では 93番に 92 ~ 9 3のペプ

チド結合がシス配置をとるプロリン残基を含んでおり、このペプチド結合の遅いシ

スートランス異性を律速過程としてその周辺の構造が壊れてゆくものと思われる。

この研究によって初めて、この異性化反応には当のペプチド結合だけでなく、少な

くEも92番目から 97番目までの残基が関与するらしいことが明らかとなった。

Tyr 115 

Fig.1. Schematic illustration of 

the native structure of bovine 

pancreatic ribonuclease A. 

This model was taken from the 

brookhaven Protein Data Bank 

and drawn using the program 

MOLMOL. 
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Fig . 2. 1 D NMR spectra at different temperature of ribonuclease A in 

2H20 at pH 3.45. a) at 50 oC， c) at 70 oC in equilibrium and b) acquired 

immediately after the jump. 
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Fig .3. Aromatic proton region of temperature-jump 2D NMR spectra of 

ribonuclease A in 2H20 at pH 3.45. a) between native state at 50 oC and 

just after the jump， b) between native state at 50 oC and 200 milliseconds 

after the jump. 
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1 P51 750MHzでの高圧NMRの実験

一蛋白質構造変化の検出一

(神戸大理、自然科学)0神村耕二、 手塚智子、赤坂一之、山田博昭

High Pressure NMR experiments at 750 MHz 
-Detection of Structural Changes in Proteins-

Graduate School of Science and Technology，Kobe University 

Department of Chemistry，Faculty of Science，Kobe University 

OKoji Kamimura，TomokoTezuka，KazuyukiAkasaka，and Hiroaki Yamada 

We have constructed a high pressure NMR system operable at 17.6 tesla (750 

MHz for proton)， in which a quartz-made NMR sample cell is connected to a high 

pressure胎leoutside the superconducting magnet.τbe pressure of the line can 

be manually controlled with a hand pump placed several meters away from the 

magnet. With this set-up， we could measure lHNMR spectra of proteins in 

solution under varyingpressure from 1 to 2000 bar. One-dimensional and 

DQFCOSY measurements of hen egg lys匂 ymein 2H20 (pH 2) at 250C as a 

function of pressure gave evidence that the three-dimensional structure of the 

protein changes with pressure within the folded manifold. In addition， 

pressure-induced unfolding could also be follwed easilywith this set-up. 

蛋白質フォールデ、ィングとフォールデ、イング構造の安定性は、遺伝子情報発現の最終

段階に相当するが、未解決の重要な研究課題である。これらはまた温度、圧力、溶媒環

境などの外部因子に強く依存している。これまで温度の効果がよく研究されてきたが、

圧力は温度とは異なり、蛋白質変性に伴う体積変化f1Vを測定できるなど、独自の熱力

学的情報を与える。圧力下での構造安定性(圧力変性)に関する研究は主として 197

0年代に吸収や蛍光をプローブとした研究が行われたが、最近米国及び日本において、

圧力による変性が高圧下でのNMR測定によって観測可能となり、新たな展開が始まっ

ている。1，2

一方、 NMRの利点は熱力学量の測定以外にも、蛋白質の全体構造についての情報が得

られることにある。圧力は、体積変化を通じて、蛋白質構造そのものの変化とも直接関

係している。このような観点から、熱力学的観点のみならず、圧力をパラメーターとし

た構造変化の研究も、蛋白質研究にとって重要であろう。実際、変性しないフォールド

キーワード:高圧NMR、タンパク質、変性

かみむら こうじ、てづか ともこ、あかさかかずゆき、ゃまだひろあき
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した条件下でも、高圧下では蛋白質分子の空間的圧縮が起こることが、様々な蛋白質

の圧縮率の測定から知られている(月向らの研究)。またx線構造解析により、唯一つ

リゾチームについて、その全体構造が 1000気圧下で変化することが、結晶状態で示

されている(悶chardらの研究)。

圧力によるフォールド構造の変化を構造情報源として有効なNMRによって検出できれ

ばそのメリットは大きい。ヘム蛋白質のへム周辺の構造が圧力によって変化することが、

常磁性シフトを用いた森島らの先駆的研究によって示されている。特に、特に分解能の

高いNMRと組み合わせることができれば、通常の反磁性シフトによって構造の圧力依

存性が測定できるかも知れない。

本研究では、山田の考案による石英製高圧セル方式を採用し、これを高圧ラインを通

じて直接BrukerD~1X-750の5mm フローブ内に組み込むことに成功し、超高磁場下で

の2000気圧までの任意の圧力下で、 NMR測定可能なシステムを構築した。また実

際にこれを用いて、蛋白質の圧力下での構造変化及び、圧力下での変性について研究した。

リゾチームの天然構造のlHNMRスペクトルが加圧によって鋭敏に変化することを、初

めてNMRによって検出することができた。この変化は、加圧によってリゾチームの天

然立体構造そのものが変化することを示すものと考えられる。また、別の条件下では、

加圧とともにリゾチームの天然立体構造の不安定化が起こり、圧力変性が観測された。

References 

1. S. D. Samarasinnghe， D. M. Campbel1， A. Jonas， and J. Jonas， Biochemistry 

1992，31，7773-7778. 

2. T. Yamaguchi， H. Yamada， and K. Akasaka， J. Mol. Biol. 1995，250，689-694. 
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Fig.l.'H NMR spectra of Iysozyme (pH2.0 in ZHzO) under different 
pressures，measured at 750MHz at 450C(the high field region). 
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1 P52 大腸菌RNAポリメラーゼなサブ‘ユニットのドメイン間リンカーのダ

イナミックス

Dynamics of the inter-domain linker of Escherichia cofi RNA 

polymeraseαsubunit 

1阪大蛋白研、 2国立遺伝研

0田栄浩1、山崎俊夫1、大友崇紀1、石浜明Z、京極好正1

OY. H. Jeon¥ T. Yamazaki¥ T. OtomoI， A. Ishihama 2， Y. Kyogoku 1 

ABSTRACT The dynamic properties of the C-terminal one-third of the α 

subunit of RNA polymerase were investigated. The intact αsubunit gave almost 

the same NMR spectral pattern as the isolated C-terminal fragment， indicating 

that the C-terminal domain retains the same conformation as the isolated 

fragment and its motion is independent of that of the associated N-terminal 

domain. Analysis of the NMR dynamics data for the intact αsubunit indicates that 

at least 13 residues between the N-and C四 terminaldomains showed distinctly 

higher motional flexibility than the structured parts. This flexible linker may 

provide locational freedom for the C-terminal domain in different kinds of 

initiation complex. The dynamics data also revealed that the residues in the 

contact site for DNA and transcription factors exhibited higher mobility than other 

secondary structural elements. 

[序] 大腸菌RNApolymerase (RNAP)のαサブ、ユニット C末端の約 100残基のドメ

イン(αCTD)は、 CRP，OxyR，OmpR等の転写因子蛋白質、また他のプ口モータでは、

プロモータの上流伸張部位のDNA(UPエレメント)に結合して、転写の活性化に関与

することが知られている。最近 αCTD の立体構造がNMRによって決まったが1、

Phe249よりもN末端側約16残基からはlong-rangeNOEが見えなく、この部分は特

定な構造を取っていないフレキシブルなループになっていると思われる。我々は、

単離したαCTDとインタクトのαサブユニットの主鎖の運動性を調べることによって、

そのフレキシブルなループが単離したαCTDだけではなく、インタクトのαサj'ユニッ

ト中にも存在することを示し、またその長さを調べた。

[実験] 単離したαCTDとインタクトのαサブユニットの1H_
15N相関スペクトルを用

いて、この 2つの分子の内部運動性を主鎖のアミドシグナルの緩和時間測定によっ

て分析した。インタクトのαサブユニットのシグナル幅や1H_
1SN NOEの結果等から

フレキシブルなリンカーの長きを推定した。さらに、 modelfree analysisと主鎖の

アミド水素核の溶媒との交換の観測を行い、その結果をαCTDの立体構造上にマッ

プしたO

キーワード:RNAポリメラーゼ、 NMR緩和時間、分子内部運動性、ドメイン間リン

カー

でんよんほう、やまざきとしお、おおともたかのり、ねぎしともふみ、ふじたのぶ

ゆき、いしはまあきら、きょうごくよしまさ
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[結果と考察]
121 1。αサブ、ユニットの中で、のαCTOの独

立的な運動性

インタクトのαサブユニットの1H_15N相

官 3 関スペクトルは、約100残基の単離し

たαCTOのスベクトルとほとんど同じ

シグナルを示した。つまり、普通の溶

125 液条件では、 N末端部分のシグナルは

激しいブロドニングによって観測され

なく、 C末端部分だけが観測される。

世 7 これは、 N末端ドメインによる会合に

よって非常に大きい会合体を形成して

いることに起因するものと考えられる。

約240残基の単離した N末端ドメイン

のスペクトルも同じ結果を示した。一

Fig.1 Signals which show the 

negative contour levels in the 1H-15N 

NOE experiment of the a subunit. The 

assignments of the amide resonances 

are indicated. 

方、 C末端部分約100残基は独立的な

運動性を持ち、比較的に速い挙動をす

るため、観測可能なシグナルをあたえ、

それは、単離したαCTOでのシグナル

とほとんど同じものだった。

2。両ドメイン間リンカーの運動性と長さ

単離したαCTOのF249よりも N末端側17残基は、構造を取っているドメイン部分に

比べて非常に高い運動性を示し、インタクトのαサブユニットの場合も同様の結果

だった。つまり、インタクトのαサブ.ユニットの中でもフレキシブルなループが存

在することが証明された。このフレキシブルなループのシグナルは、インタク卜の

αサブ‘ユニットの中で0236まで確認された。また、 V237から N末端側はシグナルの

ブ口ドニングが激しくなり、 N末端ドメインの会合体に近いと見られる。結果的に、

両ドメイン聞のリンカーは、最低13残基以上 (;::46A)の長さを持っていると考えら

れる。それは、異なる転写活性化メカニズムにおいて、異なる配置を可能とする自

由度を与える役割を説明するものだと考えられる。

3。αCTOの運動性

Model free analysis の結果、単離したαCTOの回転相関時間 τmは、 8.4nsだった。

1H_1SNベクトルの動きの空間的な制約性を示すパラメータであるgeneralizedorder 

parameter S 2の分析によると、 E248までのN末端ループ部分以外に、 M316以後のC

末端ループ部分と、 helix3と4の聞のループ部分が比較的高い運動性を示し、 2つ

のhelical turnの部分が最も堅い構造になっていることを示した。一方、主鎖のアミ

ドヲk素核の溶媒との交換は、基本的には2次構造を取っているhelixとhelical turn部

分カf遅いが、その中helix1とhelix2のN末端側半分は、早い交換を示した。その部

分はhelix3と4の聞のループ部分と共にONA結合表面を形成している。

ref) 1. Jeon，Y.H. et al. Science 270， 1495・1497(1995) 
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1 P53 HIV・2ヌクレオキャプシドタンパク質の N端側部分ペプチドの

構造解析

。小寺義男I，塚原智典2，小松博義2，戸i畢秀樹2，金載一三

佐藤一紀3，前田忠計1，河野俊之3

c北里大・理， 2北里大・医療衛生， 3三菱化学生命研)

Structural佃 alysisofthe N-te凶 nalz!nc finger domain of~IV-2 nucleocap~id protein 勾

Yoshio Kod~ra' ， Tomonori Ts*ahara"， Hiroyoshi KOqJ.atsu"， Hideki Tozawa"， Jae-Il Kim'， 
K位 ukiSato'， Tadakazu M前 da'and Toshiyuki Kohno' 
1.2Kitasato University， 3Mitsubishi Kagaku Inst. of Life Science 

The HIV gag nucleocapsid protein promotes viral RNA dimerization佃 dencapsidation. The 
protein， having two zinc fingermotifs， Cys-X2-Cys-X4・His-X4・Cys，specifically recog凶zes
the viral RNA， the mechanism of which has not yet been clarified. As the frrst step to 
investigate this mechanism， lH-NMR was applied to the N-terminal zinc finger domain of 
HIV・2to determine the three dimensional s回 cture.Typical two dimensional Nl¥ほ spectra
have been measured and the complete sequence specific assignments was finished. The three 
dimensional s紅uctureof this peptide will be discussed in the conference. 

エイズの病原ウイルスである HIVの形態形成は.ヌクレオキャプシドタンパク質 (NCタンパク質)

がウイルス遺伝子 RNAに結合することによって始まる.この結合部位は HIV-1では NCp7.HIV・2で

はNCp8と呼ばれている.両方とも C-X2-C-X4-H司X4・C(CCHC)の14残基からなる zincfinger motif 
(ZFM)を2つ含み.N端側の ZFMとC端側のZFMは7残基のアミノ酸でつながれている.

72アミノ酸残基よりなる NCp7についてはその立体構造がNMRによって解明されている1) にも

かかわらず.NCp7が細胞内で量的に非常に多い宿主由来のRNAの中でウイルスRNAに選択的に結

合するメカニズムは不明で、ある.本研究では.現時点では NCp7に比べて知見の著しく少ないHIV・2
の NCp8に注目し，構造活性相関を明らかにす

ること.さらに，その結果仁既に研究されて

いる NCp7の構造を比較して HIV-1，HIV-2両方

の NCタンパク質のウイルス RNA認識機構に

ついて議論することを目的としている.

NCp8のアミノ鼓配列を図に示す.

NCp8のN端側の ZFMを含む 29残基からな

るペプチド (NCp8・f1)は.Zn2+配位下でRNA
結合活性を示すことが知られている2). NCタ

ンパク質のRNA認識機構研究の第一段階として，我々はまず，このペプチドのZn2+配位状態での立

体構造を決定するために NMR測定を行った.NCp8イ1は化学的に合成した試料を用い， CDスペクト

ル測定によって，水溶液中で Zn2+を安定に配位させる方法を決定した. この方法を用いて NMR試料

を調製し，温度 278K， 288 K， 298 Kで 1H-NMR測定を行った.常法に従って全信号を帰属した結果，

Zn2+配位に伴い Zn2+と直接結合する Cys，Hisの側鎖プロトンの chemicalshiftが大きく変化すること

を確認した.討論会では.NMRより決定したNCp8・f1の立体構造について議論する予定である.
1) Morellet， N.， Jullian， N.， Recquigny， H. D.， Maigret， B.， Darlix， J. L. and Roques， B. P. 

(1992)日佃O.よ11，3059・3065
2) Komatsu， H. and Tozawa， H. (1994) AIDS 8， 1227・1235
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HIV・2，NCp8， zinc finger motif， N恥但R

こでらよしお，っかはらとものり，こまつひろよし，とざわひでき，きむじえいる，
さとうかずき，まえだただかず，こうのとしゆき

od 
n
/
 



1 P54 カルシウム結合蛋白質の鉛-207NMR

(北大院工1・院理2、Calgary大3)。平沖敏文1、矢沢道生2、J.Aramini3、H.1.Voge13 

Lead，圃207NMR Studies on Calcium-binding Proteins 

T.回raoki1，M. Y但 awa2，J. Arami凶3，and H. J. Voge13 

lDepa附nent01 Applied Physics αnd 2Chemistη， Hokkaido University， S.αrpporoαnd 
3Department 01 Biological Sciences， University 01 Calgary， Calgary， Albertα，Cαnαda 

The Ca2+-binding sites of parvalbumin(Pa) and Calmodulin(CaM) were characterized by 

207Pb NMR spectros∞py. Two and four resonances were distinctly observed in chemical 

shift range of over 500ppm for Pa and CaM， respectively， corresponding to 207Pb2+ bound to 

the helix-loop-helix Ca2+-binding sites. Such a large chemical shift dispersion illustrates the 

remarkable sensitivity of it to subtle differences in the environment of the protein bound 

207Pb. Line width and T 1 of CaM exl曲itcharacteristics of the chemical shif王anisotropyand 

chemical exchange relaxations. 

カルシウム結合蛋白質の内で"EF.hand"蛋白質は、共通のカルシウム結合モチーフ

(helix'lo op'helix)を持ち、 Ca2+は12残基からなるloop部分に結合する.Ca2+結合部位

の構造は分子内・蛋白質問で極めて相同性が高く、 Ca2+に対する7個の配位子はすべ

て酸素原子である.この構造や動的挙動に関して、配位金属イオンを直接観測する

43Caーや113Cd.NMRの測定が行われ来た. 1) 本研究では、金属蛋白質を調べる新規

プロープとして、 1=1/2の207Pbを用いて、 EF-hand蛋白質のparvalbuminとcalmodulin

のCa2+結合部位を調べた. 207Pbの共鳴周波数は11.4Tで104.4MHz、相対感度は13C

の約12倍、化学シフト範囲は16000ppmにもわたる.イオン半径はCa2+ (1.00 A) 

より大きく1.19Aである.

207Pb.NMRスベクトルは主に104.4 MHz (1 1.4T) 、パルス幅~700、観測幅100

kHz、10mmブpロープで得た.化学シフトはO.lM207Pb(N03)z/D20を外部基準に用い

た.用いた試料はcarp(pI4.25)とpike(pI5.0)のparvalbumin、大腸菌で、発現させたCaM

とC端側フラグメントTR2Cである.測定はO.lMKCl， 25%D20中で行った.

図lに207Pb2+を飽和したparvalbuminの207Pb.NMRスペクトルを示す.二つのシグ

ナルは、各parvalbuminの2個のCa2+結合部位(CD，EF)に結合した207Pb2+に対応する

キーワード;Pb.207、Ca結合蛋白質、化学シフト異方性

ひらおきとしふみ、ゃぎわみちお、 J.Aramini， H.J.Vogel 
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ことが、 Ca2+滴定により分かつた.シグナルの線幅は750~1250 Hzある.両結合部

位の立体構造は極めて類似しているにもかかわらず、種により化学シフト値がかな

り異なり、しかも両部位の化学シフト差が350~450 ppmもあり、 207Pbの化学シフ

トがごくわずかな環境変化に極めて敏感に反映することを示している.これは両部

位の化学シフト差が3~4ppm しかない 113Cd-NMRに比べ、対照的である. Lu3+との

競合反応を利用して、高磁場側のシグナルがEF部位の207Pb2+と帰属できた.

CaMは4個のCa2+を結合し、 C端側の2個がCa2+に対する強い結合部位である.ア

ポCaMに207Pb2+を滴定すると、 4個のシグナルが同時に観測され、それらのシグナ

ル強度は4倍等量加えるまで増加する(図 2) .これはCaMに対するCa2+とPb2+の結

合順序が異なることを示しており、 lH-NMRにより確認された.一方TR2Cでは 2個

のシグナルが観測される(図 2) .これらの化学シフト値はCaMのシグナ jレの 2っ

と一致するので、これらがC端側の 2個の207Pb2+に帰属できる.C端側のシグナルの

線幅が約1000Hzなのに対して、 N端側のそれは1500~2000Hzあり、かなり異な

る.線幅はB02依存'性を示し、緩和が化学シフト依存性によるものであることを示唆

している.一方、室温における Tlは ~20ms (9.4T)であり、温度上昇にともない、

線幅が増加するので、むには化学交換による寄与も含まれていることが判明した.

1) S_ Forsen， C.Johansson， and S_ Linse， Me凶odsEnzymoL，227， 107(1993); H. J. Vogel and S. Forsen， BioL 

Mag. Reson.， 7，249(1987); J. E. Coleman， MethodsEnzymoL， 227，16(1993) 

ppm 1200 1000 800 

Fig.l 207Pb・NMRspectra of carp and pike 
parvalbumins at 240C 

ppm 1100 1000 900 800 

Fig.2 207Pb・N恥1Rspectra of calmodulin and 

TR2C at240C 
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1 P55 セントロメア結合タンパク質CENP-B

DNA結合ドメインRP1の
高次構造およびその認識DNAとの相互作用の解析

(東大・理・生物化学¥理研・細胞情報伝達矢名大・理・分子生物3)

0岩原淳二1ベ木川隆則2，舛本寛3，岡崎恒子3，横山茂之1，2

Solution 柑 uctureofhuman CENP-B DNA binding domain RPl 
and its interaction with CENP・BboxDNA 

Cellular Signaling Laboratory， the lnsititute of Physical and Chemical Research (RlKEN)， 

Department of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， University of Toか0，and 
Department of Molecular Biology， School of Science， Nagoya university 

Junii Iw油ara，Takanori Kigawa， Hiroshi Masumoto， Tsuneko Okaz紘i，
and Shigeyuki Y okoyama 

CENP-B is considered to play加 importantrole in the centromere-structure formation of mammalian 
chromosomes.百leN-terminal part of CENP-B is a 15・kDaDNA-binding domain (DBD)， consisting of 
the two repeating 山首ts，RPl and RP2.百E巴DBDs戸ヨcificallybinds to the CENP-B box sequence (17 bp) 
in the centromere DNA. In this study， we determined the solution s住uctureof the human CENP-B DBD 

RPl， by multi-dimesional1H， 13C， and 15N NMR methods. The structure of the CENP-B DBD RPl is 
similar to those of transcription factors such as homeodomains and the Myb DBD re{閥tinguniω， although 
CENP-B is not a transcriptional factor. When mixed with the DNA fragment that contains the CENP-B 
box， some signals in the HSQC spectrum of白eCENP-B DBD RPl disappear凶 orshifted. Mapping of 
tbωe perturbed residues on the t剖 laryS回 ctureof出.eCENP・BDBD RPl revealed血atthe DNA 
recognition mode of the CENP-B DBD RPl is similar to those of出ehomeodomains 

染色体セント口メア領域は，染色体分配において中心的な機能を担う領域であ

るがー現在のところ司その構築原理に関する構造生物学的知見は弔ほとんど得ら

れていない. CENP-Bタンパク質は司 E甫乳類染色体のセントロメア領域の構造形

成に重要な役割を果たすと考えられている. CENP-Bの DNA結合ドメイン(二

つのリピート構造 RP1，RP2よりなる)と司その結合配列 (CENP-Bボックス)

との相互作用は，セントロメア構造形成の足場として非常に重要であると考えら

れる.今回‘我々は司 NMRにより司ヒト CENP-Bの DNA結合ドメイン RP1

(以下 CENP-BDBD RP1) の高次構造司および CENP-Bボックス DNAとの相

互作用を解析した.

6xHis tagが付加された CENP-BDBD RP1の大量発現系を構築して， Ni-NTA 

および phosphocelluloseにより精製をおこない，約 2m Mの CENP-BDBD 

RP1 試料を調製した. Bruker社 AMX-600 および DMX-500 を用いて. 20 

NOESY， 20 HMQC-J， 3D 15N NOESY-HSQC， 3D 15N TOCSY-HSQC， 3D 

HNHB， 3D 13C NOESY-HSQC， 3D HCCH-TOCSY， 3D CT-HNCA， 3D CT-HN 

(CO)CA等のスペクトルを測定した.シグナルを帰属した後喝 X-PLORによる計

算をおこなった.得られた 80個の構造のうち司エネルギーの低い 20個につい

ての主鎖の r.m. s. d.は，平均構造に対して 0.48土 0.17Aであった.

CENP・B. 溶液構造，タンパク質・DNA相互作用

いわはらじゅんじ，きがわたかのり，ますもとひろし，おかざきつねこ，
よこやましげゆき

つ白。。
句

E
i



CENP-B DBD RP1は. 4本のαヘリックス (helix1，F10・N23;helix 2， 

K28-F35; helix 3， S40・N48;helix 4， K49・A54)から構成されており司

helix 2から helix3にかけて唱 「ヘリックス m ターン.ヘリックス構造Jを

もつことが.わかった.この helix1から helix3までは，ホメオドメインや

Mybの DBD と類似している.セントロメア領域の構造タンパク質であ

るCENP-Bが，転写因子と同様の DNA結合モチーフをもつことは興味深

し¥

さらにー CENP・B ボックス
を含む DNAフラグメントを閉

じ溶液条件で共存させた試料

の解析からー CENP-BDBDが

R5， R6周辺および helix3周

辺でDNAと相互作用すること

がわかった. したがって司

CENP-Bの DNA認識様式も，

ホメオドメインと類似してい

ると考えられる.また. DNA 

のイミノプロトンの化学シフ

ト変化から. CENP-B DBD 

RP1が CENP-Bボックス上の

配夢IJTCG周辺と相互作用する

ことがわかった.
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1 P56 Dextranの特異的 K+イオン取込みによるゲル化と架橋構造:

39K・NMRおよびPFGSTE-NMRによる研究

(東水大 1、Fraunhofer-IBMT2)0渡部徳子 1、JohannessLeisen2、

Klaus Gersonde2 

Enhancement of the Gelation Process in Dex紅anSolutions by Selective K+ Binging. 39K_N勘R
and Pulsed Field Gradient Stimula低d~cho (PFGSTE) NMR_Study. 
OTokuko Watanabe1

• Johannes Leisen2 andKlaus Gersonde2
• 

1 Biomaterial Chemis仕y，Tokyo University of Fisheries， Minato-ku 108， Tokyo， Japan and 
LFraunhofer-Institut fur Biom巴dizinischeTechnik， 0-66386 St Ingbert and Fachrichtung 
Medizintechnik， Universitat des Saarlandes， D幽 66421Homburg/S'tlar， Germany. 

Dex住angel formation is enhanced in the presence of potassium ions. K+ ions are 
selectively trapped and accumulated in cages formed by six oxygen atoms of the glucose units 
of批 polymerchains (five oxygen aωms of hydroxyls and one of ring oxygen).百lesize of 
these cages fits perfectly to the ionic radius of K ion An analogous situation is known for K 
ion captured in 18・crown-6ether and natural ionophors. Other cations， sucl).~as Li， Na， Rb， Cs， 
Mg， Ca and Ba ions， do not fit and therefore are not trapped in dex仕組s.j~K-NMR chemical 
shift and line width studies as well as water proton NMR diffusion measurements elucidate the 
gelation mechanism of dextran. Water diffusibility studies indicate血atthe interaction between 
water and cation plays佃 importantrole in the cap旬remechanism of K ions.百leactivity of K 
ion in dextran could be a model for the intracellular function of K ions ( con仕01of 
cytoplasmatic processes). 

[序] パリノマイシンやクラウンエーテルのようなイオノファは特定のイオンを選

択的に捕捉することが知られている。著者らはデキストランは非イオン性多糖であ

るにもかかわらず K+イオンによってのみゲル化することを明らかにした(1)0 3本

の糖鎖からの 3個のグルコース環中の 6個の酸素原子がつくるクラウンエーテル様

のポケットに K+イオンが取り込まれることにより架橋構造が形成されること、およ

びゲル骨格ドメインの密度やポアサイズ、を水プロトンの緩和時間やゲル中の水の拡

散挙動から推定した(1)。本報告においては、架橋点の形成過程を 39K_N加R により

検討することを目的とする。また、 K+イオン以外のアルカリ金属及びアルカリ土類

金属イオンではゲル化は促進されないことが明らかとなったので、なぜK十イオンの

みが特異性を示すのかをあわせて議論したい。

[実験] デキストラン T70(Pharmasia)の水溶液(高分子濃度 5"'30%)に80"Cで塩

化カリウムを 0.5"'2.5Mの濃度範囲で加え、よく撹持する。室温に静置する事によ

りゲル化する。ゲル化に要する時間は濃度に依存し、 1"'4日程度である。 K+イオン

以外の金属イオン(Li+， Na+， Rb+， Cダ， Mg2+，Ca2+， Sr2+)の濃度は1.5Mである。

NMRの測定は MSIAOO(Bruker) により 230Cで行った。 39K_Nl¥伎の共鳴周波数

は 18.7阻 Izである。水の拡散係数の計測にはパルス磁場勾配法を用い、得られた

stimulated配 hoをFTし、ム(拡散時間)= 60 郎、。=1 ms、G(磁場勾配)= 25"'300 
mT/mにおける水の信号強度の減衰から見かけの拡散係数を計算した。

ゲル、デキストラン、水、拡散、 39K幽 NMR

0わたなべ とくこ、ヨハネス ライゼン、クラウス ゲルゾンデ
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[結果と考察] Fig.lにKCl水溶液 (1.5M)、デ

キストラン(T70/K+)ゲル、および 18-Crown-6/K+

錯体水溶液の 39K-NMRスペクトルを示す。デキ

ストラン/K+ゲル中の K+イオンと 18-Crown動 6/K+

中の K+イオンは化学シフト、線形共に極めて類

似しており、 K+イオンの周囲のリガンドの配位

状態がクラウンエーテル中のそれと同様でるこ

とが 39K_NMRにおいても検証された。 Fig.2お

よび Fig.3に1日後のゲル試料の 39K化学シフ

トのデキストラン濃度依存性および K+濃度依

存性を示す。前者においては T70デキストラン

20w/w%付近から、後者においては KCl濃度 1M

付近から、ゲル形成に伴う急激な高磁場シフト

が観測された。その後2""3日かけて徐々に平

衡に達する。このゲル化の過程は、ゲル中の水

の制限拡散の解析から得られた結果と一致して

いる。いわゆる truegelが形成されるのはT70

デキストラン濃度 25w/w%、KCl濃度1.5Mであ

り、この時の化学シフトは酸素に 6配位された

K+イオンの化学シフト値にほぼ等しい。吸収線

の半値幅も化学シフトと呼応した変化を示し、

ゲル形成の開始と共に急速な広幅化が見られた。

b 2.5 

官】8: 白O O 

G三間= I.S 口

。
ロ。

ロ。
。。
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i; ・ ・・ -" 咽 叫間

Fig. 1 Typica1 39K-NMR spectra (23 C). 
(a) 1.5 m of KCl aqueous solution， 
(b) crownether system with 1.5 m of KCl， 
[K+/18・crown-6]comolex/ [K+世間]，
(c) dextran gel at T70(30%) with I.5M KCl. 
A standard of the chernica1 shift: infinitly 
diluted KCl aqueous solution. The zero va1ue 
was deterrnined by the least square fitting of 
chernica1 shifts v.s. activity of KCl aqueous 
solution. 
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KCl以外のアルカリ金属イオンおよびアルカリ土類金属イオンを加えてもゲルは

形成されず、粘性が高いゾル状態のままであった。このことは系中の水の拡散状態

に反映された。ゲル中の水の拡散はゲル骨格により制限されるため見かけの拡散係

数はゾル中のそれに比べて小さく観測される(1、九 Fig.4に種々の金属イオン 1.5M を

含んだデキストランT70(30%)水溶液中の水の見かけの拡散係数 (d=60rns) を示し

た。 (a)および、(b)の横軸はそれぞ、れイオン半径およびdE(イオンに最近接している水

分子がイオンに隣接しない他の瞬間的な平衡位置に飛躍するための活性化エネルギ

ーと、水中の水分子が隣接した平衡位置へ飛躍するための活性化エネルギーとの差)

である。 (a)において K+イオンと Ba2+イオンが、また(b)においては K+イオンのみが

一様な変化からのずれを誘起したことが読みとれる。デキストラン水和物の結晶構

造から推定した架橋点の K-O問距離 (0.233-0.309、平均 0.268nm)はちょうど 18・

crown-6/K+における K・0間距離 (0.277-0.283nm)と同程度であり、また K+とOのフ

ァンデルワールス半径の和 (0.278nm) ともほぼ等しい。 Ba2+イオンだけはこのポケ

ットに捉えられる(架橋を形成できる)大きさをもつが、その他のイオンは大きす

ぎたり、小さすぎるため架橋構造を形成できない。実際には Ba2+イオンはゲルを形

成しないので、イオン半径ばかりでなく他の要因が関連しているはずである。(b)に

示したように Ba2+イオンのム Eは正、すなわち水和構造が安定であるのに対し、 E

イオンのム Eは負、すなわち水和構造が不安定であることが、デキストランの形成

するポケットに取り込まれるかどうかに影響していると考えられる。
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Fig.4 App紅 entdiffusion coefficient of water at Ll=60ms， plotted v. s. (a) ionic radius of 
metal ion and (b) differen田 betw田 nactivation energy of water for fr田ーto-frl田 statestransition 
and that for free-to-hydration states transition. 

[結論] デキストランの糖鎖は水溶液中でイオノファ様の電子密度の高いポケット

を形成することができ、とくに K+イオンを選択的に取り込むことが確認された。こ

の結果、 高分子濃度が充分であれば、 K+イオンと陰性のポケット聞の電気的クーロ

ン相互作用 (K+-bond泊gと呼ぶことにする)による架橋点が連続的に形成され、ゾ

ルからゲルに転移すると結論される。 K+イオンに対する選択的な結合性は他の多糖

類においても観測されているが、生体内の糖鎖の関与する現象においてもデキスト

ランで見られたような糖鎖のイオノファ的な挙動が関与しているのではないかと推

定される。

[文献]
1) T. Watanabe， A. Ohtsuka， N. Murase， P. Barth and K. Gersonde， Magn. Reson. Med.， 35， 
697-705 (1996). 2) A.Ohtsuka and T.Watanabe， Carbohydrate Polym.， 26， in press(1996) 
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1 P57 国体13C_
31
p双極子相関、 31p同種核双極子相関

NMRによるATPの31pシグナルの帰属

(横浜国大・工)0棲井智司、藤原敏道、阿久津秀雄

31p Signal Assignment of A 1p in Solid by 13C_ 31p 

and 31p_ 31p Dipolar Correlation NMR 

OSatoshi sak町ai. Toshimichi F吋iwara. and Hideo Akutsu 

Department of Bioengineering. Faculty of Engineering. Yokohama National University 

A solid-state 31p_NMR spectrum of Na2ATP • 2H20 hぉ thrモesignals but the spectrum of 

Na2ATP・3H20has five signals. Phoshate groups in two ATP molecules in a crystal unit lattice 

have very similar conformations in the dihydrate state while the conformations are different in 

the trihydrate state. We mesured two-dimentional 13C_31P and 31p homonuclear dipolar 

correlation solid-state NMR for natural abandance ATP. Signals of each hydrate state was 

assigned on the bases of distances. As results. three resonanc回 fora conformer in trihydrate 

had chemical shifts analogous to those in dihydrate state. However. the r，回onanceof γ 

-phosphorus for the other conformer wぉ foundto sh汀'tto higher field exc四dingthe resonance 

ofα-phosphorus. which is different from theぉsignmentsfor dihydrate and solution stat出.

[緒言]

溶液NMRでは、スピン間結合を利用したタンパク質など生体高分子の全構造解析

を目的とした方法論が確立している。また、固体状態の生体分子を対象に同様な13C

や15Nのスピン間結合を利用した方法論の開発が試みられており、 2次元同種核双極

子相関法、 2次元異種核双極子相関法などが開発されているにそこで、分子構造と

化学シフトの相関を明かにするために、 X線構造解析により詳しい解析がなされて

いる固体状態でのATPの31p_NMRスペクトルの帰属を、 2次元31p同種核双極子相関法、

2次元13C_31p双極子相関法を用いて行った。スピン112である31pは天然存在比100%な

ので、 13C天然存在比のATPでスペクトルを得ることが出来た。 ATPは生体中において

活動のエネルギーを得るために利用されている重要な物質である。 Na2ATPの固体

AlP、 31p_NMR、13C_31p双極子相関法、 Jlp同種核双極子相関法

0さくらい さとし、ふじわら としみち、あくつひでお
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3Ip_NMRスペクトルは二水和塩では三本、三水和塩では五本のシグナルを示すことが

知られている九それはX線構造解析の結果より単位格子中の 2種類のATP分子のリ

ン酸基部分の配座が二水和塩ではよく似ているのに対し、三水和塩では大きく異なっ

ているためであると考えられている九これまでは溶液NMRとの比較で帰属が行われ

ており、 31pシグナルが構造や電荷などの変化でよく移動することを考えれば国体

NMRでの正確な帰属が必要である。しかし、固体NMRでの帰属は行われていなかっ

た。

すべてのNMR測定は静磁場強度9.4TでChema_gneticsCMX400核磁気共鳴装置により

5inmφ ローター用のプローブを用いて行つだ。試料量は約l00mgで、ある。また外部

基準として31pは80%Hl04
をOppm、13CはhexamethylbenzeneのCH3を17.17ppmとした。

. Na
2
ATPの1次元3Ip_NMR実験

三水和塩および、ニ水和塩の 1次元3Ip_NMRスペクトルをCPMAS法を用いて測定を行っ

た。その際、三水和塩は室内の湿度に置くことで、また二水和塩はデシケーター内

で五酸化二りんを用いて吸湿させながら約二ヵ月間放置することで得た。

. Na
2
ATPの2次元13C_31p双極子相関NMR実験

2次元13C_31PTEDOR法では、 CPによってIHから13Cに磁化を移し、さらに叩DORの
混合期に復活した13C_31p双極子相互作用によって13Cから31pへ移し31pで観測する。三

水和塩および二水和塩の2次元13C_31P双極子相関NMRスペクトルをTEDOR法を用い

て、試料回転は約 5kHz、交差分極 <CP)の接触時間が3ms、13C，31pRF強度が50kHz、

IHのデカップリング強度が約66kHz、13Cから31pへの磁化移動時間を1，2msとし、両次

元ともポイン

ト数256で測定した。また積算回数は64回で

あり測定に約27.5時間かかった。

. Na
2
ATPの2次元31p同種核双極子相関NMR実験

2次元3Ip_RFDR法4)では、 CPによってIHか

ら31pに移された磁化が、 RFDRの混合期に復

活した31p同種核双極子相互作用によってあ

る31pから他の31pへ移される。三水和塩およ

び、二水和塩の 2次元31p同種核双極子相関

NMRスペクトルをRFDR法を用いて、試料回

転は約5kHz、31pRF強度が50kHz、混合時間

を2.8msとし両次元ともポイント数256で測定

した。また積算回数は32回であり測定には

[実験]

およそ13.5時間かかった。
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{結果と考察〕

• NazATPの1次元31p_NMRスペクトル (Fig.1) 

これまでに知られているように二水和塩では三本、三水和塩では五本のシグナル

が観測された。

• NazATPの2次元13C_31p双極子相関NMRスペクトル (Fig.2 . Fig. 3) 

どちらもブロードなピークながら、 31pでは二水和塩の・11ppmとそのサイドバンド、

三水和塩の・9.5ppmとそのサイドバンドおよびサイドバンドの23ppm付近(すなわち

-8ppm付近のメインバンド)にリボースのC5、との相関と考えられるクロスピークが

現れているために、それらのシグナルが α位由来であると考えられる。また、 13Cの

方ではその他にもピークが現れているのは、その他のリポースの核との相関も出て

いるためではないかと考えられる。なお、サイドバンドピークの方がメインピーク

よりも大きいのは31pの異方性が試料回転数に比べて大きいからである。

* * 古島

Q 句 。，-..，、 ，-ー、
-0  E ー。 ε
∞仁L ∞Q 

旦 Q 。 。 、-" 、_，
にJ に.)

M 

O~ 0-

ーO -0  
れl れj

' 

20.0 0.0 
3Jp (ppm ) 

20.0 0.0 
31p ( ppm ) 

Flg.2 2・D口C."PTEOORNMRspcclrulIl ofNa，ATP・211，0
* : spllllllllg shJc uallus 

Flg.3 2.0 "c. "PTEDOR NMR spcclrulIl of Na，A'ド・ 311，0
* : sJllrllllllg sklc uallus 

• NazATPの2次元31p同種核双極子相関NMRスペクトル (Fig.4 . Fig. 5) 

二水和塩ではサイドバンドピークとメインピークの聞に 2つのクロスピークが現

れており、 α位由来であるとl帰属されたーllppmのシグナルのサイドバンドピークと

クロスピーク 1が現れている-20ppmのシグナルが3位由来、そのピークとサイドバ

ンドピークでクロスピーク 2が現れている-9ppmのシグナルがγ位由来であると帰

属ができる。 また、三水和塩ではサイドバンドピーク内に 4つのクロスピーク

nwu 

0
0
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i
 



が現れており、これはX線構造解析の単位格子中の2つのA1P分子の構造が大きく

異なるという結果と一致する。 α位由来であると帰属された 1つの-9.5ppmのシグナ

ルを αl、もう 1つの・8ppmのシグナルを α2とする。 α1のサイドバンドピーク

とクロスピーク 3が現れているー19.5ppmのシグナルがβ1位由来、そのピークとサ

イドバンドピークでクロスピーク 4が現れている-8ppm付近のシグナルが γl位由

来であると帰属ができる。すなわち・8ppmのシグナルには α2とγ1位由来のシグ

ナルが重なっていると考えられる。またもう一組を考えると、 α2のサイドバンド

ピークとクロスピーク 5が現れている・22.5ppmのシグナルがβ2位由来、そのピー

クとサイドバンドピークでクロスピーク 6が現れている-14.5ppmのシグナルがγ2

位由来であると帰属ができる。

これらの帰属から、三水和状態での一組の.信号の共鳴周波数の位置(順序)は二

水和状態の時や溶液での帰属と比較してα位と γ位が逆転していることが分かつた。

2次元31p同種核双極子相関NMRスペクトルにおいて、クロスピークの強度は結合

している 2つの31pの化学シフト異方性と、 31p_31pベクトルの相対配向によって決ま

る。このことから、サイドバンドなどのクロスピーク強度を詳しく解析することに

よりりん酸基部分の立体構造が解析できると考えられる。
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1 P58 磁化移動法による植物組織・水性状の研究

1.1肢車大，2.1岐阜大・医・生理，3.稲沢市民病院・中検

O曽我美勝¥恵良聖-2，松岡三良1，加藤一夫3，永井直樹2

Magnetization transfer in bamboo culm 

1.Gifu Univ.， 2.Dept. of Physiol.， Sch. of Med.， Gifu Univ. and 3.Clin. Labor.， 

Inazawa City Hosp. 

Sogami， M.1，Era， S人Matsuoka，S.1， Kato K.3 and Nagai， N.2 

Although much is known about the magnetization transfer in animal tissues， we 

know little about that in plant tissues. We studied on the intermolecular cross-

relaxation times(T，s(H20)) from irradiated macromolecular protons to observed water 

protons in the bamboo culm. We found that T，s(HP) values for an outer culm 

wall are significantly short compared with those for an inner culm wall over the 

stage from the development of new lateral shoots to that of new leaves. It was 

repo同edby Itoh(1) that lignification proceeds from outside to inside of the culm and 

difference in lignification betweeen outer and inner culm walls is mainly observed 

in the above written growing stage. So， the shortening of T，s(H20) values for the 

outer culm wall might be attributed to the formation of extremely large 

hemicellulose-lignin complex. 

[はじめに] 筆者らは，ウシ血妓アルブミンの溶液→ゲル変換において，71<分子のT1，T2が短縮す

るが，特に，タンパク質フ。ロトンを f2!照射して求めた水への分子間交差級和Il.yll¥Jσ，s)が大IWJに

短縮することを見いだした(2).ついで，この現象を用い交差緩和イメージング法(MTCイメージ

ング法)を開発した(3). 今回，植物組織交差緩和イメージングの基礎的研究として，マダケ秤

T，s値を測定した(以下，T1，T2及びT，sを，それぞれT1(H20)， T2(H20)およびT，s(H20)と記載する). 

[実験材料と方法] マダケ(Phyllostachysreticulate c. Koch)を用い，各成長時期の押高のほ

ぼ中央部位より試料を作成した.稗壁の内側及び外側(最内，最外側部位を除去)を棒状(~1X30

mm)にし，内径1.1 mmのガラス細管に挿入し，Bruker社AM500型NMR装置(25::t 0.05 

キーワード:植物組織，水性状，交差緩和

そがみまさる，えらせいいち，まつおかさぶろう，かとう かずお，ながいなおき
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。C)を用いて測定した.T
1S
(H

2
0)値は，7.13，-4.00，-8.79 p.p.mをrH!2π"'69Hzでち!照射し，

Akasakaらの方法(4)により測定した.

[結果と考察] マダケ梓壁，内側(0)，外側部位(・)の1庁1(H20) VS 乾燥重量(%)を図 1に示

した.ltoh(1)によると，稗組織のリグニン堆積に，内，外側部位に差のある時期が0-0，・-・に

対応している.1[f1(H20)値には，内，外側部位聞に殆と・差がなかった.1庁2(H20) VS 乾燥重量

(% )プロットも，稗壁内，外側聞に大きな差は観測されなかった.一般に，組成の似た試料の場合は，

含水量が多し、ほどT
2
(HP)値が院長くなるが，図2に示すように，内，外側部位のリグニン堆積に差の

ある11おりJ(・-・)に，含水量の多い内側部のT2(H20)値が短縮していた.このような奇妙な現象は

合成ポリマー・ゲルで観測された(未発表データ).架橋のため小量のallylmethacrylateを含む

[hydroxymethyl methacrylate(HEMA) & glycerol methacrylate(GMA)]，[HEMA & N-

vinyl-2-pyrrolidone(N-VP)]，[GMA & N-VP]と[methyl methacrylate(MMA) & N-

VP]の4系統のモノマー組成を変えて，含水量の異なるゲ、jレを合成し，T2(H20)を測定した.FrlJ-'系

列のゲルでは，含水量増加につれT2(H20)は増加したが，同一含水量でも，[HEMA & 

GMA]-→[HEMA & N-VP]→[GMA & N-VP]→[MMA & N-VP]~ リマー・ゲjレのオーダー

で'T2(H20)が増加した.図2の結果は，大変ぱらついているが，hemicellulose-lignincomplexの

堆積につれ，OH基の消失により，モデル実験と同じ結果になったのだろう.

図3A，3Bに，-8.79，-4.00 p.p.m.をrH!2π"'69Hzでf2照射して求めた1[fls(H20) vs 

乾燥重量(%)プロットを示した. これらの結果は，梓壁外側部のT1S (H20)が，内，外~lljt'frlのリクーニ

ン堆積に差のある成長期(0-0，・-・)に有意に短縮することを示唆した.即ち，内，外側部稗壁

における疎水性hemicellulose-lignincomplex形成の差によるのだろう.

ご教示いただいた伊東隆夫教授(京大・木研)，棚橋光彦教授(岐阜大・農)に深訪れ、たします.

[文献]1.Itoh， T. (1990) Holzforschung 44， 191-200 

2. Sogami， M.， Nagaoka， S.， Era， S. et al (1986) Int. J. Peptide Protein Res. 

笠， 130-140; Era， S.， Sogami， M.， Kuwata， K. et al (1989) ibid. 33， 214-222; 

Kuwata， K.， Era， S.， Sogami， M. et al (1996) Biochem. Biophys. Acta 1289， 369-

376 

3. Era， S.， Kato， K.， Sogami， M. et al (1986) Biomed. Res. ?_， Suppl. g， 41-46; 

Ueshima， Y.， Sogami， M.， Iくato，K. et al (1990) 9th SMRM Abstract p.585 

4. Akasaka， K. (1981) J. Magn. Reson笠， 337-343; Akasaka， K. (1983) ibid. ~， 

14-25; Akasaka， K.， Ishima， R. & Shibata， S. (1990) Physica B 164， 163-179 

Fig. 1 1庁l(HP)values at 25" as a function of dry weight(%) for outer(・)and 

inner(O) culm walls. ・-・ and 0-0 are the growing stage which shows 
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difference in lignification between outer and inner culm walls， that is， progress of 

lignification proceeds from outer to inner culm walls. 

Fig. 2 [T2(HP)]OUTER/[T2(H20)]INNER vs [H20 CONT']OUTER/[卜120 CONTJINNER 

for culm wall. See Fig. 1 on (・-・)• 

Fig. 3A and 38 1/T1S(H20) values， obtained by the invrsion recovery method with 

九一irradiationat -8.79 (3A) or -4.00 p.p.m. (38) and r Hi2π"""'69 Hz at 25' ， as 

a function of dry weight(%) for outer (・)and inner (0) culm walls. see Fig. 1 

on (・-・)and (0-0). 
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1 P59 局所麻酔剤ベンゾカインの脂質膜中における配向と結合部位

(京大薬)黒田義弘、 O那須裕郷、目黒芳郎、中川照翼、
(日本新薬)小川 雅弘、 (京都薬大)藤原靖弘

Orientations and locations of local anesthetic benzocaine in phospholipid membranes 

1 Faculty of Pharmaceutical Sci巴nces，KyotoUniversity， 2Nihon Shinyaku Co.，Ltd，and 3Kyoto 

Pharmaceutical University 
Yoshihiro Kuroda 1， OHirosato N asu 1， Yoshirou Meguro1 ，Terumichi Nakagawa 1， 

Masahiro Ogawa2，and Yasuhiro F吋iwara3

Orientations and locations of benzocain巴inthe phospholipid membranes hav巴beenstudied by 
deuterium nuclear magnetic resonance sp巴ctroscopy. Model membranes composed of 
phosphatidylcholine (PC)， phosphatidylserine (PS)， and phosphatidyl巴thanolamine (PE) 
(PC:PS:PE=1:1:2.5 molar ratio) with and without cholesterol (phospholipids:cholesterol=7:3 

molar ratio) were employed.百le2H-NMR sp巴C甘aof benzocaine-d4 and benzocaine-d5，which 

are deuterated at血巴紅omaticring protons and at the e出ylgroup，respectively，have been 

observed in th巴 phospholipidmembranes.Th巴 2H-NMRsp巴ctraof d巴uteratedpalrnitic acids 

which were employed as a probe for inquiring the membrane structure，have also been 
observed.An order parameter，S∞，for each carbon segment，was calculated from the observed 

quadrupole splittings. 
1t was concluded白at出elocal an白 theticbenzocain巴islocated at a polar region，but not at a 

hydrophobic acyl chain region of lipids. 

【目的]

局所麻酔剤のNa+チャンネルへの作用部位に関しては 2つの説が考えられている。

局所麻酔剤が脂溶性で膜の流動性を変化させることから作用部位は脂質であるとい
う説と、光学異性体を持つ局所麻酔剤においてその麻酔効果に差がみられることか
ら作用部位はチャンネルタンパク質であるとする説である。
最近Zamponiらは、局所麻酔剤は膜タンパ

ク質中の比較的大きな疎水性領域に芳香環が
結合し、その三級アミンは電位勾配を持った

Na+チャンネルの孔部分に結合すると報告し

た [lJ。我々は、Zamponiらが提唱する疎水
性領域とは水との境界部分でなければならな
いと考え、そのような場は疎水基と親水基と
を合わせ持つ脂質で構成されているものとし
て研究を行っている。以前我々は、三級アミ
ン型局所麻酔剤ジプカインの脂質膜中におけ

る配向と結合部位について検討するとともに Fig.l Chemical Structur巴ofBenzocaine 

[2，3J、Na+チャンネルの不活性化ゲートの

ゲート機構に関与するチャンネルタンパクの

中

キーワード:2H-NMR，ベンゾカイン、パルミチン酸、脂質膜、 Na+チャンネル

くろだ よしひろ、 Oなす ひろさと、めぐろ よしろう、なかがわ てるみち、
おがわ まさひろ、ふじわら やすひろ
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フラグメントペプチドとジブカインとの相互作用を検討した [4J。その結果、脂質
の極性基付近に結合しているジプカインがチャンネルタンパク質の不活性化ゲート
に関与するアミノ酸残基と相互作用して麻酔作用を発現していると結論した [5J。
局所麻酔剤の電荷が不活性化ゲートにどのような影響を及ぼすのかを調べるために、
今回はpKaが2.54で、生理的条件下で、は中性型である局所麻酔剤ベンゾカイン (Fig.1) 

を用いて脂質膜中での配向と結合部位を2H-NMRで検討した。

{実験1
1)モデル脂質膜の作成

クロロホルム/メタノー jレ混合溶媒に溶かしたPhosphatidylcholine(PC)，Phosphatidyト
S巴rine (PS)，及ぴPhosphatidylethanolamine(PE)を1:1:2.5のモル比で混合させた溶液にコ
レステロール、重水素化パルミチン酸あるいは重水素化ベンゾカインを加えた後、
溶媒を除去して脂質薄膜を作成した。この薄膜にdeuteriumdepleted waterで調製した
31伐nOsmリン酸buffer(pH7.0)を加え約30分間vortexmgを行い、その後5回freeze-thaw-
vortexingを行ってN:MR測定用サンプルとした。全重水素化パルミチン酸、 2位、 3位、
5位及び6位を重水素化したパjレミチン酸は市販のものを用い、 9位及び10位を重水素
化したパjレミチン酸はコルベ電解反応により合成した。ベンゾカインの芳香環の水
素を重水素化したBenzocaine-d4及ぴエチル基を重水素化したBenzocaine-，d5は合成して

測定に用いた。

2) 2H-NMR測定、モーメント計算

重水素化パルミチン酸の測定はBruker AM6∞を用い四極子エコー法で行った。モ
ーメント計算はAM600で得られたスペクトルをX骨 32でJCAMP-DX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。重水素化したベ
ンゾカインはVarianUnityplusを用いて同様に測定した。

[結果1
1)重水素化ベンゾカイン (Benzocaine-

d4及び、Benzocaine-ds) の2H-NMRスペク

トjレへのコレステロールの影響

Fig.2にBenzocaine-d4の2H-NMRスペク

トルを示す。 (a)のスペクトルより、コ
レステロールを含まない膜中において
ベンゾカインの芳香環の重水素の四重
極分裂幅は3.8KHz及び3.0KHzを示した。
このことは、コレステロールを含まな
い膜中においてベンゾカインの芳香環
はある程度定まった配向を取っている
ことを示す。 (b)のスベクトルでは、 (a)

とは異なり明瞭なピークが現れておら
ず四重極分裂!隔は狭まっていることが
分かった。これはコレステロールを含
む膜中においては芳香環の配向が定ま
っていないことを示すものであり、芳
香環は極性基付近に存在していると考
えられる。

Fig.3及び、4にBenzocaine-ds の2H-N~侭
スペクト Jレを示す。 Fig.3はメチレン基
のスペクトルで¥コレステロールによ

って四重極分裂幅が 16.3kHzから
21.6kHzへと広がることが分かった。こ
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の事より、ベンゾカインのカルボキシ
エチ jレ基は脂質のアシ jレ鎖内部に向く
ような配向を取るものと考えられる。
それに対して、 Fig.4に示すメチル基の
スペクトルにおいては、 1莫中にコレス
テロールを含むことで四重極分裂幅が
1. 2kHzから O.6kHzへと狭まることが分
かった。このように、メチレン基及び
メチル基に対するコレステロールの影
響に違いがみられた事から、メチレン
基のC-D結合ベクトルは膜面の法線ベク
トルに対して垂直に、メチル基は平行
であると考えることができる。
2)全重水素化パルミチン酸 (Palmitic-

d31 Acid) の2H-NMRスペクト jレ及びモ

ーメント計算

Palmitic-d31 Acidの2H-NMRスペクトル

における四重極分裂幅はベンゾカイン
によって減少する事が分かった。そこ

で、 Palmitic-d31Acidの2H蝿 NMRスペクト

ルに対してモーメント計算を行った。
その結果をTable.lに示す。この表より、
ベンゾカインはパルミチン酸プロープ
のオーダー (SCD) を減少させ、その

分散値(ム2) を増加させることが分か

る。このことから、ベンゾカインは脂
質膜の流動性を増加させる働きを持っ
ていると考えられる。膜中にコレステ
ロールが存在する場合、これらSCD及
びム2値の変化は増大した。これはコレ

ステロールと脂質との相互作用により
脂質のアシル鎖の運動性が制限され、
ベンゾカインのスペーサー効果により
アシル鎖とコレステロールとの聞の空
間が広がり運動性が増大したと考えら

れる。
3) ベンゾ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
ベンゾカインによるアシル鎖の各部

位のオーダーの変化を検討するため、
アシル鎖の各部位を重水素化したパル

ミチン酸を用いて2H-NMRスペクトル

を測定した。この2H-NMRスペクトル

の四重極分裂l幅から得られる配向秩序
ノTラメーターSCDについて、ベンゾカ

インによる減少率(ムSCD/SCD)を各

(b) 
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Fig.4 2H-NMR Spec¥.rl1 of the CD3 Group of Benzocaine山 (40mM)in Mixed 
Lipids (PC:PS:PE毘 1:1 :2.5 Molar Rntio 130m.h1) at 300K山C..IIlt pH7.0: (a) without 
cholesterol and (b) with chol口 (cro!(SS.7mM) 
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Table.l Effect of Addition of Benzocaine on th巴Firstand S巴condMoments ，SCD and 6.2 
.for th巴Palmitic-d31Acid Incorporated into Mixed Lipids 

企2SCD M2ホ10.10(rad2/s2) MI*10.5 (radls) B巴M∞但ne(mM)Membran巴

0.0458 0.226 0.664 0.686 。mixed lipid 

0.0615 0.224 0.660 0.678 20 

0.00515 0.259 0.837 0.785 。mixed lipid + cholesterol 

0.0282 0.244 0.755 0.738 20 

C /::"2 = M2/1.35M，2 -1 

Chain Scgmcnt 

Fig.5 P!ot of o S∞/5∞VS. Pos山 onof Deuteration for SpecificaI1y Deu比rated
Palmitic Acid Probes Intercalated in Mixed Lipids 

。。
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SCD = 2.f3Ml/(e2qQ/h) ; e2qQ/h = 167kHz 
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炭素部位についてプロットしたものを
Fig.5に示す。このグラフより、脂質の
末端メチルに向かうほどベンゾカイン
による SCDの減少が大きくなっている

ことが分かる。このことは、脂質の極
性基よりも末端メチル基のオーダーに

ベンゾカインの影響が大きくみられる

ことを示すものである。注目すべき点
は、コレステロールは本来脂質膜を硬

くする働きを持っているのにも関わら

ず、 Palmitic-d31 Acidの結果と同様にコ

レステロールを含んでいる脂質膜の方

がベンゾカインによる影響を大きく受
けている点である。

[結論]
局所麻酔剤ベンゾカインは脂質の極

性基部位において、そのアミノ基を極
性基側に、またそのカルボキシエチル

基のエチルを脂質のアシル鎖内部に向
けた配向を取って結合している。
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1 P60 位置・立体選択的安定同位体標識ヌクレオシドの合成

とNMR構造解析への応用

(都立大・理)0小野明、椎名桃子、片岡新、

小野品、楯真一、甲斐荘正恒

Synthesis and Applications of位leRegio・IStereoselectivelyStable-Isotopically 

Labeled Nucleosides for the Structural Studies by Nl¥但主

Akira“Mei" Ono*， Toko Shiina， Shin Kataoka， Akira“Sho" Ono， 
Shin-ich Tate， and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

1-1 Minami-ohsawa， Hachioji， Tokyo， 192・03Japan 

Abstract : Conformational analysis around the glycosyl bond (χ・angle)of nucleic acids c佃
be achieved by the Karplus-type relationship for the heteronuclear vicinal 1H_13C coupling 
constants between 1 H at the C l' and 13C of the C6 (or C2) of pyrimidine nucleotides， or 13C of 
the C8 (or C4) of purine nucleotides. These coupling constants， however， were found to be 
difficult to measure precisely， especially for oligomers， without isotope labels. In order to 
overcome this difficulty， we have synthesized [1'， 6_13C2; 2' -2H]-uridine in a total 17% yield 
from [2-13C]τlucose. This labeled uridine has been designed specifica1ly to afford the J H1 'C6 
coupling conStants precisely by the spin echo difference method， without being interfared by the 
interactions of the other nuclei. U sefulness of this labeling strategy will be illus佐atedfor RNA 
and DNA oligomers. 

[はじめに]

最近になり、蛋白質の N恥恨研究における成功に刺激され、 RNAや DNAオリゴマー

の多核種・多次元 NMRスペクトルに関しても多大な興味が集められるようになって

きた。しかしながら、 13Cや 15N等の安定同位体で標識した核酸試料の調製に関して

は、酵素法による均一標識体の調製法を除けば今後の開発に待つところが大きい。 1)

特に、蛋白質においては汎用性に問題があるために利用が停滞していた固相合成法が、

核酸合成においては極めて有効であるという利点が十分に生かされていなかったこ

とは指摘されなければならない。プロトン密度が本質的に薄い核酸の立体構造解析に

あたっては、今後はスピン結合定数の正確な測定と構造情報の取得が必須であるにも

関わらず、そのような測定法の開発に必要な位置・立体選択的標識核酸類の合成法に

ついての系統だ、った研究は少なかった。以上のような背景から、我々は様々な選択的

標識体の固相合成法と、それらを用いたふ値の精密測定法を開発してきた。本報告は

キーワード:安定同位体標識法、 DNA、RNA、χー角

0おのあきら、しいなとうこ、かたおか しん、おのあきら、

たて しんいち、かいのしょう まさつね
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その研究の一環として行われた、ピリミジンヌクレオシド類のグリコシド結合周囲の

内部回転角 (x-角)の精密決定を目指した安定同位体標識 NMR技術に関するもので

ある。

[実験]

DNAlRNAオリゴマーの各残基のグリコシド結合周囲 (χー角)に関する構造情報を得

るためには Hl'と C6/C2(ピリミジン)、或いは C8/C4(プリン)とのスピン結合定

数を正確に求める必要がある。スピンエコー差スペクトル法による J-値の測定を念頭

に置けば、このために必要な標識体は Cl'とC6/C2(ピリミジン)、 Cl'とC8/C4(プ

リン)を 13Cで二重標識し、且つ H2'を重水素標識した試料の利用が望ましいと考え

られる(Fig.1)。

JH1'C8 

HO OH HO 

Uridine Adenosine 

Figure 1. Structures of Pyrimidine (Uridine) and Purine Nucleosides 

(Adenosine) 

本報告では比較的合成が容易なピリミジンヌクレオシドを例にとり、 Fig.2に示した

ルートに従って、目的とする同位体標識体を合成した。

[結果と考察]

Fig.2のルートに従って、 [2-'3C]-Glucoseを出発原料として目的とする[1'，6-13C2;2'-

2H]-Uridineを 17%の収率で合成する事ができた。得られた標識体の lH-NMRスペク

トル(糖部)において、 1'-位のプロトンシグナルは"double-doublets"として観測され、

2'ー位の重水素化が高濃度で達成されている事を示している (Fig.3a)。このシグナルは

13C_完全照射スペクトルにおいてはsingletとなるが、 Cl'の 13C_シグナルを選択的に照

射したスペクトルにおいてはC6-位の 13CとのvicinaJスピン結合(3.7Hz)により
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1; NaBD.， MeOH. ll; BzCl， Py. lll; 80%AcOHaq.， rt， 24h.IV; t-BuBzCI， Py. V; 1) 80%.{¥cOHaq.， 
reflux. 2) NaIO.， H20. VI; K2C03aq. Vll; Ac20， Et3N， DMAP， CH3CN. Vlll; Silylated [6-

13C]・uridine，
TMSOTf， dichloroethane 
Figure 2. Synthesis of [1'，6-13C2;2，_2H]・Uridine.

5 6 10 

doubletとして観測される (Fig.3b)。ピリミジンヌクレオシド類に関しては C6-位の 13C

とHl'とのスピン結合定数とグリコシド結合周囲の回転角 χに関する角度依存性に

b JH1，C6 = 3.7Hz 

什1

， I " " I ' "・1・1111111'1"1'1""1・'1"'1111'11'1111・1'1"1"111

6.270 6.255 6.240 6.225 ppm 

Hs' 

a 
JH1，C1 ~ 

JHl'C6 ii 

Hl' 
H3' 

"1"1'1"111"1'1111'1""1'1"1'111111111111・III 11 l' 1111 ' I I 'I・"'1'11'1""1'11'1'1"111111・'"1"111"111

6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 ppm 

Figure 3. IH_N九IRSpectraof [1'，6_13C2;2・_2H]・Uridine.a)， The sugar part of the 
13C-coupled IH-NMR spectrum; b)， The H l' signal with selective irradiation of 

the Cl' resonance. 
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関しての経験則効t知られている。従って、このようにして得られた選択標識体を利

用して、 DNNRNAオリゴマーの望みの位置にあるピリミジン残基に関する χ-角を

決定することができる。

現在、固相法により特定の残基のみを標識ピリミジンに置換したオリゴマーを合成中

である。これらを利用して、既に有効性を確認しているスピンエコー差スペクトル法

3)を利用して、 JHI'a;の精密測定を実施する予定にしている。
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1 P61 安定同位体標識したアンチコドンアームの精密立体構造解析

東大・院工・化学生命工学

0井田隆史・河合剛太・渡辺公綱

Structural analysis of tRNA anticodon arms by heteronuclear multidimensional 

experiments 

Department of Chemistry and Biotechnology， Graduate School of Engineering， 
University of Tokyo 

OTakashi Ida， Gota Kawai， IくimitsunaWatanabe 

Codon CUG， a universal leucine codon，忌 translatedas serine instead of leucine in asporogenic 
yeast Candida Cylindracea by the tRNASerCAG. One of the characteristics of tRNASerCAG anticodon 

郡 n忌thatthe position 33， the 5・-adjacentposition to anticodon， 5 occupied by G instead of U in 

most other tRNAs. In order to elucidate the role of G33 in the translation of CUG codon， the 
structure of the anticodon arm 5 examined. First， the overlapped resonances of purine and 
pyrimidine in 2D-NOESY spectrum was resolved by 3D・HOHAHA-NOESYexperiment of unlabelled 

RNA. Then， we obtained uniform labelled and nucleotide type selective labelled RNAs byれvitro
transcription and 2D-HSQC ， 3D-HSQC-NOESY experiments were ap凶ied.Further heteronuclear 
experiments are in progress. 

【緒言】

普通暗号表ではロイシンのコドンである

胞子酵母 Candidacy.戸l的draceaの tRNA(仕tRNAS白erCAG) のアンチコドンア一ムの

立体構造解析を行つている.ほとんどの tRNA のアンチコドンの 5'側の隣接塩

基 (33位)は Uであり，これによって

いターン構造と呼ばれる33位と34位

の間のリン酸基における特徴的な折れ

曲がり構造を安定化している. しかし，

この酵母の tRNASerCAGの 33位は G

であるという特徴をもっている.

LeuRS は37位を認識していることが

知られているが， 33位が Gであること

により，アンチコドンループの構造が，

通常の tRNAとは異なり， LeuRS は37
位を認識出来なくなっていると考えら

れる.そこで本研究では， NMRの測定

により，この tRNASerCAG のアンチコ

ドンアームの精密立体構造解析を行う Fig.1 tRNASerCAG anticodon arm 

こととした.

G-C 

U-A 

G-C 
Gー C

A-U 

C A 
33(G) A 

一 C G 
A 

安定同位体標識， tRNA，アンチコドンアーム，遺伝暗号，構造解析

いだ たかし，かわい ごうた，わたなべ きみつな
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【実験]

この tRNASerCAGのアンチコドンアーム部位を，合成機による化学合成により

調製し，約 1.5mMの試料を得た.軽水中でNMRの測定を行い， 1 D_1 H NMRスペ

クトルを得た.また，この試料を重水置換して， 2D-NOESY ，2D-HOHAHA， 

3D-HOHAHA-NOESYのスペクトルをf尋た.

また，安定同位体標識 (13C，15N) を行った.安定同位体標識されたNTP(ヌ

クレオシド三リン酸)を用いて， DNA鋳型からT7RNA ポリメラーゼの転写反応

を利用して，全て安定同位体標識した試料と，塩基特異的に標識した試料を調製

した.これらの試料について， 2D-HSQC， 3D-HSQC-NOESY， 3D-

HEHOHEHAHAなどの実験を行い帰属を進めている.測定は， Bruker AMX 500 

NMR spectrometerで行った.

【結果・考察】

軽水中の測定より得られた，イミノプロトン領域の解析から，両末端各5塩基

はステムを組んでいることを確認した.次に， 3D-HOHAHA-NOESY により，プ

リンとピリミジンのスペクトルの重なりを分離できた.また，塩基特異的に標識

した試料の測定から得られた 2D-HSQC から，どの塩基のスペクトルか区別して

いる.2D-NOESYだけでは帰属が困難であったが，以上の結果より，主にステム

部分の帰属に成功した.今後は，ラベルされたサンプルを用いて，帰属をすすめ，

NOEから得られる距離情報をもとに，精密立体構造解析を行う.更に， 33位が U

のアンチコドンアームの立体構造解析も行い，両者を比較することによって，

G33の存在理由を解明する予定である.

ppm 5'，5・H t ppm 
申。 ..Bト 80

ト145 3' H 。 • 
2' H .， 

13 C 13 。・ 4' H ~ c 
6H @ ト150 100 

』 • l' H @ ト110

。o 5H 

T寸ー←~ー「寸ー~~寸 l r-+160 
8.5 8.0 7.5 ppm 5.5 5.0 4.5 ppm 

1
H 1

H 

Fig.2 2D-HSQC spectra of U selective labelled anticodon arm 
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1 P62 15N，13Cラベルholo・NCSの立体構造解析

(日本チパガイギ一国際科学研究所 1 北陸先端科学技術大学院大学新素

材センター2，ポーラ化成工業医薬品研究所 3，大阪大学薬学部 4)

O高島浩幸 1，回 柴浩 1，野坂篤子¥大久保忠恭 2，蓮田勝美 3，石野哲也〈小林祐次 4

Three Dimensional Structure analysis of 15N， 13C-enriched Holo・NCS

(Intemational Research Laboratories Ciba-Geigy Japan Ltd.¥ Center for New Materials Japan 

Advanced Ip.stitute of Science and Technology， Pharrnaceutical R&D Laboratory Pola-Cosmetics3， 

Faculty of Pharmaceutical Sciences Osaka Universi句今 Takashima，H.I， Jeon， Y.H.¥ Nosaka，A.¥ 

Okubo，TλHasuda，K人Ishino，T人&Kobayashi.y.
4 

Neocarzinostatin (NCS or holo-NCS) is a complexed protein， containing the non-covalently 

bound enediyne・containingantitumor antibiotic chromophore， that intercalates and nicks the 

double-stranded DNA by abstracting hydrogen atoms. Despite its intrinsic instability in the free 

state， even under physiological conditions， as a complex， holo・NCS，it was found to be relatively 

stable in vivo. We made three dimensional structure analysis of 15N， 13C enriched holo・NCSby 

multinuclear multidemensional NMR techniques. We will discuss the stabilization and activation 

mechanism ofthe labile chromophore. 

ネオカルチノスタチン (NCS) は、放線菌産生の高分子性抗生物質として日本で発見

された。天然型のアミノ酸のみを含む唯一の抗腫蕩性蛋白質であり、 113残基からなるペプ

チド部分と分子量 659のクロモフォア部分 (NCSクロモフォア)との非共有結合性複合

体である。 NCSクロモフォアは、二本のアセチレン結合、二重結合、および、エポキシ

結合を含み、 invitoroでのDNA切断活性を持つことが知られている。また、 invivoで極め

て強力な制ガン活性を示すと共に、クロモフォア単体では非常に不安定で、あり熱や光など

の生理的条件下ですみやかに分解される。 NCSの蛋白質部分は、この不安定なクロモフ

ォアを蛋白質ーリガンド相互作用によって安定化させ、腫療のターゲット部位まで運搬す

ると考えられている。そのため、キャリアープロテインとも呼ばれている。同様な、抗腫

療活性を示す蛋白質も幾っか発見されており、それぞれ、特異な化学構造を持つクロモフ

ォアとキャリアープロテインとの複合体であることが知られている。 NCSクロモフォア

の結合したNCS蛋白質は、 holo-NCSと呼ばれ、一方、キャリアープロテインのみのもの

はapo・NCSと呼ばれており、それぞれ、 NMRおよび、 X線単結晶解析法による構造解析

がなされてきた。

holo-NCSの立体構造解析は、これまで、同種核2次元 NMR法[1，2]、および、 X線単結

晶解析法[3]によって行われており、二組の3シート構造からなる蛋白質部分とクロモフォ

キーワード: ネオカルチノスタチン、 holo・NCS、クロモフォア、呉種核多次元NMR

たかしまひろゆき，でんよんほー，のさかあっこ，おおくぼただとし，はすだかつみ，いしのてつや，こばやしゅうじ
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アとの複合体の構造が報告されている。そして、 T叩39，Leu45 ， Phe76， Phe78などの疎水

性側鎖との疎水性相互作用によるクロモフォア分子の溶媒からの保護と s-s結合の関与

した安定化と活性化の機構の存在が示唆されている。また、 Arg70-Cys88によって形成され

るアーム状の逆平行8シートとその根元にあたるヒンジ領域のクロモフォアの安定化と放

出の機構への関与なども示唆されている。これら蛋白質による不安定化合物の保護と安定

化の機構の解明は、蛋白質ーリガンド相互作用のモデルおよびドラッグデリパリーシステ

ムのモデルとしても有用と考えられる。特に、 holo-NCSの機能発現の作用点である細胞核

におけるキャリアープロテインー核酸開の相互作用とそれに伴うキャリアープロテインの

構造変化の機構は興味深い。これらのNCSの機能発現の機構をより詳細に解析するため

に、我々は、 l~， 13Cユニフォームラベル holo-NCSの構造解析を行った。

holo-NCSは、 15N，13Cユニフォームラベルのクロレラ破砕物を栄養源として、産生菌であ

る放線菌 (St1・eptomycescarzinostaticus)を用いてラベルを行った。ラベルの後、さらに、 holo

体と apo体をクロマト分画し、 NMRの測定を行った。 BrukerAMX・600MHzと Varian

Unity-750MHzを用いて測定を行ない、 15N核および13C核展開の NOESY-HSQCとHNCA

法の測定を行ない、 lH核、 15N核および13C核の帰属を行った。データ解析には、NMR-Pipe，

NMR-Pippのプログラムを用い、立体構造計算には、 XPLORを用いた。

得られたNOEと構造から、 Asn48の側鎖のアミノプロトンが、ヒンジ領域の Arg70の

主鎖アミドプロトンとの聞に強固な水素結合をしていることが明らかになった。この Asn48

は、クロモフォアとの結合において重要な役割を果たす Phe52の側鎖を結合部位の裏側か

ら支え、ヒンジ領域との聞に橋渡しの役割を持っていることがわかる。ヒンジ領域とそこ

から伸びるアーム部分には塩基性の側鎖が集中しており、 p Hなどの環境変化および核酸

との相互作用において重要な役割を果たすと考えられて興味深い。その他、クロモフォア

の安定化と活性化の機構についての詳細な議論を行う予定である。

Pro49 

参照文献

Figure 
Binding site ofNCS chromophore in holo-NCS. 
Side chains ofTrp39， Asn48， Pro49， Phe76 and 
Phe78 are indicated by their three letter code and 
residue numbers. 
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1 P63 NMR化学シフトを利用した光捕獲アンテナタンパクの構造解析

東京農工大学工学部 。菊地淳、朝倉哲郎

U niversity of Sheffield C.N Hunter、M.JConroy、M.PWilliamson 

都立大学理学部 嶋田敬三

Structural Analysis of Light-Harvesting Antenna Protein on the basis of the NMR Ch巴micalShift 

Jun Kikuchi" Tetsuo Asakura" C.N Hunter 2， M.J. Conroy 2， M.P Williamson 2 and Keizo Shimada3 

l.Department of Biotechnology， Tokyo University of Agri印 Itureand Technology， Koganei， Tokyo 184， 
2.Krebs Institute， Department of Molecular Biology and Biotechnology， University of Sheffield， UK祖ld
3. Department of Biology， Tokyo Metropolitan University， Hachioji， Tokyo 191 

刀leant巴nnapolypeptide，口ns chain企omRb.sphaeroides was isolated組 dthe lH NMR spectrum was observed in 

CDCI3/CD30H. 百lepresence ofαーhelicalst印刷rein th巴LHls chain is expωed合omthe higher fieldαproton 

shift than the random∞il shift and th巴appωranceof a lots of NH-NH NOE's.τ'he spωtrum was similar to the 

spectral pattem predicted with chemical shift calculation developped by us on the basis of X-ray di節actionco-ordinate 

of LH2 s chain of Rps. acidnphila.百1Isindicates that the αystal structure of LH2 s chain of Rps.acidojヲhila.is 

essentially retained in the LHIs s佐uc旬白金omRb.sphaeroides in CDCI3/CD30H. 

鐘童

紅色光合成細菌は、細胞内膜を貫通する 2 本のアンテナタンパク (α鎖と β 鎖 6~HkDél) と色素分

子とから構成される光捕獲アンテナ複合体 (LH1，LH2) によって、光合成の初期過程である光エネル

ギーの捕獲を行う。近年、 2種類の紅光合成細菌の LH2の結晶構造が決定されたものの1.:;)、 LHlに関

しては膜タンパク質複合体の結品化の難しさから、低分解能の 2次元電子線回析像が得られているに

過ぎない 3)。 一方、 NMR法では試料の結晶化の必要はない。しかしながら、一部の立体構造計算が

成功した例を見ても、膜タンパク質の可溶化条件の設定の難しさから、水溶性タンパク質に比べて

NMRによって得られる核オーバーハウザー効果、 NOEやスピンカップリング定数、 Jの数が圧倒的に

少なくなる制。

本研究では、 Rb.sphaeroidesについて、その LHls鎖を単離し、有機溶媒中において lHNMR構造

解析を試みた。得られた NMR情報は限られるが、当研究室で開発してきた lHNMR化学シフト計算法

を相補的に用いて幾つかの知見を得たので報告する。

室墜

LHl s鎖の単離は、 LHlのみの変異株より作成した膜小胞から、有機溶媒抽出(c、HCI3/C、H30H)

後、ゲルろ過、さらに透析することにより得られた。試料溶液は lmM、CDC13/CDOH溶媒を用いて、

DQF-COSY，TOCSY，NOESY等の測定を行った。 NMR装置は、 BrukerAMX-500， JEOLα500， 

JEOLGX-400を用いた。 lHNMR化学シフトはRρs.acidophilaLH2 s鎖の結品構造 1)を用いて計算

し、その計算スペクトルと Rb.sphaeroidesのLHls鎖の lHNMRスペクトルを比較した

キーワード:光合成、光エネルギー捕獲、膜タンパク質、 lH-NMR化学シフト計算

きくちじゅん あさくらてつお C.N Hunter M.J. Conroy M.P Williamson しまだけいぞう

巧，
a

ハ
リワ
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益墨之主窒

Fig.l は有機溶媒中における

Rb.sphaeroidesLHl s鎖のlHNMRス

ペクトル(a)、Rps.acJdohlaLH2 s鎖

の原子座標より得られた化学シフト計

算 値のスペクトル (b)、並びに

Rb.sphaeroides s鎖のアミノ酸シー

Obsd. LHl 

クエンスからランダムコイル値を考慮 (a) 
して計算したスペクトル(c)を示した。

(a)と(c)を比較すると、特に CαHシ

フト域が高磁場側にシフトしているこ

とから、ポリペプチド鎖は有機溶媒中

でもヘリックス構造をとっていること

が示唆される。 NH-NH聞の NOEも

また、多く観測された。また、1.0ppm

より高磁場のメチル領域は(a)と(b)の

場合で、良く一致した。との域のメチ

ル基の化学シフトは特に環電流効果に

由来する longrangeのしゃへい効果

が大きいため、結品構造におけるポリ

ペプチド鎖の foldingが、有機溶媒中

でも保たれていると推測される。更に、

種々の 2次元NMRスペクトルにより、

現在約 30のスピン系を同定し、 A32

から Y42の連鎖帰属を行った。特に色

素分子とのリガンドである H38付近

10.0 9.0 B.O 7.0 

Cald. From the crystal 
structure of LH2 

Cald. Random coil 

(c) 

Fig. 1 (a) lH NMR spectrum of LHl s chain of Rb. 
伊haeroi必s，(b) calculated with the co-ordinate of Rps. 
acidohla LH2 s chain and (c) calculated assuming random 
coil chain for Rb.司phaeroidesLHl s chain. 

はNHシフトの分離が良く、他の部位と比較して秩序だ、った構造をとっていると推測された

整主主盤

1) Mc Dermott et al.， Nature (1995) 374，517-521 

2) Koepke，J.， Hu， X.， Muenke， C.， Schulter， K.， and Michel， H. Structure (1996) 4，581-597 

3) Ka町asch，S.， Bollough， P. and Ghosh， R. EMBO J. (1995) 14， 631・638

4) Girvin， M.E.，組dFillinganc， R.M. Biochemistry (1995) 34， 1635-1645 

5) Perurushin et al.， Eur. J.Biochem. (1994) 219， 571-583 
6) Asakura， T.， Taoka， K.， Demura，M.and Williamson， M. P. J.BiomoI.NMR (1995) 6， 227-236 
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高次構造解析 - -
(姫工大・理) 内藤晶 .0木村成輝・辻暁・斉藤肇

A conformational study on chemically synthesized fragments 

of bacteriorhodopsin by high resolution solid state 13C N恥侭

Akira Naito， Shigeki. Kimura， Satoru Tuzi， Hazime Saitd 
(Department of Life Science， Himeji Institute of Technology) 

Selectively [3_13C]Ala-A(6・42)and -D(1 02-131) of bacteriorhodopsin (bR) were 

chemically synthesized and their 13C NMR spectra in DMPC multibilayers were 
recorded. We found that 13C CP-MAS NMR peak of [3-1~]Ala 14_A in DMPC bilayers 

is shifted downfield by 0.8ppm (α11 -helix) as compared with that of powder samples 

obtained from TFA or HFIP (α1・helix)，although no such displacement was noted for 

the [3_13C]Ala18-A. Difterential conformational fluctuation of the fragment A in the 

multibilayers was also discussed. 

1.はじめに

膜内在性タンパク質は、疎水性アミノ酸の含有率が高い膜貫通の十ヘリックスか

ら成り、イオンポンプ、膜輸送、情報伝達などに重要な機能を果たしている。高度

好塩菌HalobacteriumSalinariumの紫膜に存在する膜内在性タンパク質のバクテリオロ

ドブρシン(bR)は、 7

本の膜貫通ヘリッ

クスから構成され

(図 1)、レチナール

との相互作用によ

りプロトンポンプ

機能を持つことが

知られている。本

研究室では、これ

までに固体高分解

能NMRによる [3・

13C]Ala標識bRの測

定を行い、その 13C

Ser Thr eee Gly A.p叫 @23.，pm 帥 pro8GIU8

(A) (B) (C) (D) (E) ( F) 
瑚

w
-
G

h

 
p

・

G
 

CP-MASNMRスペ
クトルの7本に分離

Figl. Secondary structure of bR based on Henderson model したピークを、 αr

固体高分解能NMR、パクテリオロドプシン、構造解析、化学合成、脂質膜

ないとう あきら、きむら しげき、つじ さとる、さいとう はじめ
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ヘリックス(14.5~ 15.5ppm)、αICヘリックス(15.5~ 16.5ppm)、ループ(16.5~18.0ppm) 

に分類した[1，2]。また、 13CDD-MAS NMRスペクトルでは、この他にN-およびC-末

端からの信号が得られている。しかし、生合成によって標識したbRの13CCP-MAS

NMRスベクトルでは、 bRのアミノ酸配列中のN・およびC-末端を除く 22個のAlaすべ

てが観測されるために、個々の信号の帰属は容易ではない。個々の位置におけるAla

残基の信号帰属のために野性株と変異株のスペクトルの比較を行ってきたが、選択

的に同位体標識できる化学合成フラグメントによる帰属も有用であると考えられる。

ここでは、 bRのAおよびD鎖におけるその実例と各部位における運動性を調べたので

報告する。

2.実験
bRの[3-13C]Ala14または[3-13C]Ala18_A(6-42)および[3-13C]AlaI14-D(102・131)のペプチド

フラグメントをFmoc固相、法により化学合成し(図1)、逆相HPLCにより精製した。こ

れらのー能科をDMSO、TFA、HFIPの各溶媒に溶解し、結晶または粉末試料を調製し

た。また、これらのHFIP溶媒にDMPCを混合し、脂質フィルムを作成後、水和、超

音波処理あるいは凍結融解を繰り返すことで、膜への取り込みを行った。

各粉末試料は、 20
0
CにおいてCP-MAS法により測定した。膜への再構成試料は、

CP-MASおよびDD-MAS法を併用し、 -800C~300Cの温度範囲で測定した。試料は、
いずれも5mm併のジルコニア製ローターに詰め、 Chemagnetics社製CMX-400NMR分

光器により測定した。 v) 
的13-13CIAla18 13-13CIAla 14 

。
ω 

C巴MA.S
1J_13CJAh 114 
((ragmcnl 0) 

工L工L
二L工L
土人工人

13.t:¥CIAloll g 
(fragmcnl A) 

13.13C1Ala14 
(fragmenl )̂ 

二i
二1
土k

TFA 

監旦

凶星空

20 10 20 10 

(ppm) 

Fig3. 13C NMR spectra of chemically 

synthesized [3_13C]Ala'4 or [3-13C]Ala'
ぷ

labelled bR fragmentsA(6-42) in DMPC 

bilayers， recorded at 20t. 

Fig2. 13C CPMAS NMR spectra and chemlcal 

shift values of chemically synthesized [3-13C] 

Ala-labelled bR fragments A( 6・42)or D(102-131) 

in solid state. 

Tablel. 13C chemical shifts of [3-'JC]Ala residues of [3-'JC]Ala 
labelled bR fragments， recorded at 20 oC. (ppm) 

multibilayers 

(0盟主i
16.0 

15.5 
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3.結果と考察

図2に各粉末試料の 13CCP-MAS NMR 

スペクトルを示す。 A鎖のAla14、Ala18お

よびD鎖のAla114のいずれにおいても、そ

の化学シフト値が、 DMSO溶媒から得た

試料は20.0ppm付近であったことから s-
シート構造を、 TFAおよびHFIP溶媒から

得た試料は15.2ppm付近であったことか

らαcヘリックス構造をとることが分かつ

た[3，4]。

図3に20"Cにおける[3_13C]Ala14幽および

[3-13C]Ala18-A(6-42)のDMPC膜中での13C

NMRスペクトルを示す。また、各位置の

[3_13C]Alaの粉末状態およびDMPC膜中で

の化学シフト値を表lにまとめた。膜への

再構成試料では、表1に示したように標識

アミノ酸残基の位置によりその化学シフ

トの値が大きく異なっている。この化学

シフト値から、 [3-13C]Ala14_A(6_42)は図4

のbRのスペクトル[1]における (a)で示し

た位置の信号(a 11・ヘリックス)に、 [3-

J3C]Ala
1g
-A(6-42)は(b )で示した位置の

信号(αIヘリックス)に帰属でき、 bRの

i3C化学シフト値の帰属に有用であること

が分かつた。

また、 CP-MASとDD-MASのいずれの

測定方法においても[3-13C]Ala14_A(6_42)の

NMR信号は、高磁場にある脂質のメチル

のピークに比べ低く、ブロードであった。

これは、交差分極の効率の低下ではなく、

ラジオ周波数との干渉、すなわち、 105Hz

程度の運動の存在によることが分かる(図

3 )。また、図 5に示したように [3-

J3C]Ala 14_A(6-42)の信号は、温度を下げる

とシャープになった。低温では運動の束

縛によりラジオ周波数との干渉領域から

抜けるために、図5のlOOC以下で見られる

ような信号強度の回復が起こったものと

考えられる。一方、 [3-13C]Ala18-A( 6-42)の

NMR信号はいずれの温度でもシャープで

あったことから、 Ala18付近ではこのよう

なゆらぎは存在しない。このようなゆら

ぎの有無は、脂質の信号が34.4ppmのゲル

-
E
4
 

4
E
ょっ“

a，-helix 
r一一「

22.0 20.0 12.0 10.0 

Fig4. 13C CPMAS NMR spectra of [3-13C]Ala・

labelled bR in the purple membranes， 

recorded at 20t. 

ζ正当企呈
3 0・c

20'C 

1 O'C 

O'C 

-40'C 

-8 O'C 

40 30 20 

(ppm) 

FigS. 13C CPMAS NMR spectra of 

chemically synthesized [3sC]Ala1-l 

labelled bR fragment A(6-42) in 

DMPC bilayers， recorded at -80~30"C. 

10 



相から 30.5ppmの液晶相への転移に対応している点で興味深い。図1.に示した

HendersonのbRモデル[5，6]からすると、 Ala14とAla18はともに同じA鎖のヘリッヲスを

形成させているが、約1ピッチだけAla14がAla18より膜表面に近い。この1ピッチの差

がAla14にゆらぎを生じさせる要因と考えられる。また、図5の[3-13C]Ala14_A(6-42)信

号の位置は、低温では α1-ヘリックスの化学シフト値に移行し、 TFAおよびHFIP溶媒

からの粉末試料の化学シフト値に近づいた。これは、 Ala14における α11-ヘリックス

の化学シフト値は、ゆらぎによる化学シフトの平均化によって生じている可能性を

示唆している。
ζ色盟企呈 盟却益

伺

J
O
F。F

N

-40 30 
.，~戸【守マ岬守守守「

10 40 30 20 10 20 
(ppm) (pprn) 

FigG. I，;C NMR spectra of chemically 

synthesized [3_13C]Ala11斗 labelledbR 

fragment D(102-131) in DMP bilayers， 

recorded at 20'C. 

さらに、図6に20
0Cにおける [3-13C] 

AI a 114 -D( 1 0 2-131)のDMPC膜中での13C

NMRスペクトルを示す。 [3-13C]Ala114_D 

(102-l31)のNMR信号は、 CP-MAS、DD-

MASともにブロードであり、 21.0ppmのメ

インのピークの他に、わずかながら

16.3ppmにも現われた。この16.3ppmの信

号は αICヘリックスの化学シフト値である

が、 21.0ppmの信号は s-シートの化学シ

フト値である。これは、 Ala1町二隣接の親

水性Aspがあり、 D鎖のみでは an-ヘリッ

クスとして膜中に安定にはとりこまれて

いないことを示している。

4.まとめ

本研究により化学合成フラグメントの利用により、 bRのAla14 、 Ala18および、Ala11~の

信号の帰属が可能となった。特に、 DMPC膜中ではAla14とAla18は同じA鎖にあるにも

関わらず、それぞれ αu-ヘリックス、 α1・ヘリックスと、異なる構造をとっているこ

とが分かつた。 bRにおいても見られるこのよな差異の原因のーっとして、 αu-ヘリッ

クスは αl・ヘリックスの105Hzの時間尺度のゆらぎによるとの解釈も可能となった。

さらに、 D鎖におけるAla114付近は大部分が介シート構造となったが、 D鎖単独の合

成フラグメントではAla1円土親水性のAspが隣接しているため膜中でのヘリックスの

安定性が悪いが、 bR中ではプロトンチャンネルを形成する位置にあり、ヘリックス

間の相互作用によりヘリックスが安定化しているものと考えられる。

1 ) S. Tuzi， A. Naito and H . Saito， Biochemistry， 33，15046-15052 (1994) 

2) S . Tuzi， A. Naito and H . Saito， Eur. J. Biochem. ，239， 294-301 (1996) 

3) H . Saito， Magn. Reson. Chem.， 24，835-852 (1986) 

4) H . Saito and J. Ando， Ann. Rep. NMRSpectrosc.， 21， 209・290(1989) 

5 ) N. Grigorieff， T. A. Ceska， K. H. Downing， J. M. Baldwin and R. Henderson， 

J. Mol. B的1.， 259， 393-421 (1996) 

6 )R. Henderson， J. M. Baldwin， T.A. Ceska， F. Zemlin， E. Beckmann and 

K. H. Downing， J. Mol. Biol. ，213，899・929(1990) 
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1 P65 固体高分解能13C-NMRによるバクテリオ

ロドプシンの膜外部位の高次構造解析

(姫工大・理) 辻暁、 O山口悟、内藤晶、斉藤肇

A High-resolution Solid-State 13C-NMR Study of the Higher-

order Structure of Bacteriorhodopsin at Extramembranous C-terminus. 
Satoru Tuzi ， 0 Satoru Yamaguchi ， Akira Naito and Hazime saito 

Depertment of Life Science， Him吋iInstitute of Technology 

We have recorded 13C-NMR spectra of [3_I3C]Ala labeled bacteriorhodopsin 

(bR) and papain treated bR in order to c1arify the conformation of extramembranous 

C-terminus. We found thatαn-helix is formed at the extramembraneous site of 

C-terminus either at low pH (pH4.25) or low temperature (100C). This helix， 

however， was destabilized at lower pH due to electrostatic interaction between 

Glu232， Glu234 and Arg225， Arg227. 

[1序論1
Halobacterium salinariumの細胞膜中には膜内在性光プロトンポンプ蛋

白質であるBacteriorhodopsin( bR )が存在する。この蛋白質は膜中に三量体の

状態で存在し、 1分子は 7本の膜貫通α-helixを持ち、 248個のアミノ酸残基か

ら構成されている。 bRについてはR.Hendersonらのグループによって二次元結

晶を-268
0

Cの状態で低温電子顕微鏡を用いて3.5Aの分解能で構造解析され

た結果があるが1)膜外部位 (N末端、 C末端およびループ部位)については構造

の揺らぎがあり、明確な情報が得られていない。固体高分解NMRを用いるこ

とによりこのようなゆらぎの大きい膜表面部位の構造とダイナミックスに関

し、詳細な情報を得られると考えられる日)。我々はループおよぴc-末端部位

には電荷を持つアミノ酸が多数局在し、静電相互作用によるコンブオメーショ

国体高分解能13C-NMR、パクテリオロドプシン、高次構造、運動性

つじさとる、 Oやまぐちさとる、ないとうあきら、さいとうはじめ

qa 
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ンへの影響が期待されることから、 pH変化による膜表面部位の高次構造変化

を面体高分解能13C NMR法を用いて解析し、 C末端部位のα-ヘリックス構造形

成に関する知見を得たので報告する。

【2実験】

試料として[3-13C]Alaを含む合成培地で、高度好塩菌を培養してbR中のAla残

基の側鎖メチル炭素を 13C標識した紫膜と、その後パパイン処理を行い、 Ala

233以降のC-末端部位を切断した紫膜を調製した。これらをpH4.25とpH6.5の

5mMクエン酸緩衝液に懸濁し、遠心沈殿して試料とした。測定温度は20"C~ 

10"C、暗順応状態で13CNMR測定を行った。このためCrossPolarization-Magic 

Angle Spinning (CP-MAS)法とDipolarDecoupled-Magic Angle Spinning (DD-

MAS)法を用いた。

【3結果と考察1
1) pH変化による高次構造変化

図1に[3-13
C]AlaラベルbRの20

0CにおけるpH6.5とpH4.25のDD-MAS スペク

トルを示す。スベクトルのデコンボリューションにより pH上昇と共に町ーヘリッ

クス構造に帰属される 15.9ppmの信号強度が上昇し、 16.9ppmのランダムコイ

[3_13CJ Ala labeled bR 
DD-MAS 200C 

a 
pH4.25 

c 

b pH6.5 d 

ppm 

20 IS 20 

Figure1 l00.7MHz 13C DD-MAS spectra of [3_13C] Ala labeled bacteriorhodopsin 
recorded at 20"C (a) pH4.25 and (b) pH6.25. Spectra (c) and (d) are obtained by 
deconvolution of (a) and (b)， respectively. 

a生
1
P
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papain treated [3-!3C] Ala labeled bR 
DD-MAS 20't 

a pH4.25 c 

b pH6.5 d 

20 15 

Figure2 l00.7MHz 13C DD-MAS spectra of papaintreated [3-13C] Ala labeled 

bacteriorhodopsin recorded at 20'C (a) pH4.25加 d(b) pH6.5. Spectra 

(c) and (d) are obtained by deconvolution of (a) and (b)， respectively. 

ルの信号強度の減少とルーフ。部位の17.4ppmの信号強度の増加が観測された。

図2にパパイン処理した[3.13CJAlaラベルbRの20'CにおけるpH6.5とpH4.25

のDD-MASスベクトルを示す。 16.9ppmおよび、 15.9ppmの信号強度はC末端

部位のAla残基の切除によって減少している。同時に、 pH変化に伴う 15.9ppm

の信号強度変化も見られない。このことから、 pH上昇によるランダムコイル

→叫ーヘリックス構造のコンブオメーション変化は、パパインにより切除され

るAla233より C末端側の膜外部位に由来すると考えられる。 pHに依存するコ

ンブオメーション変化の原因として、荷電性側鎖関の静電相互作用が考えら

れる。 pH4.25はGlu側鎖のpKaであり、このとき側鎖の約50%が解離していな

い。 pHを上昇させると共に解離の度合が大きくなり、 pH6.5で、は約99%解離す

る。図1で、pHの低下に伴う αE・ヘリックス構造の減少はC末端部位のGlu残基の

電荷の減少によると考えられる。膜表面に近く、運動性が制限されていると

考えられる部位に位置するGlu232.Glu234の側鎖4)はこの部分がα，ヘリックス

構造をとると反対電荷を持つArg225、Arg227と近接する。 Argの側鎖のpKa

は12.48であり今回の実験条件においてはほぼ100%電荷を持っている。これ

らのことより中性において膜外C末端部位の膜表面近傍はGlu232、Glu234と

p
h
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Arg225、Arg227側鎖の静電相互作用により安定化される町・ヘリックス構造

をとるモデルが考えられる。(図 3)

またパパイン処理により消滅しない構造変化はC末端以外の膜外ループ部位

のコンブオメーション変化を示唆している。

2) 温度変化による高次構造変化

低温 (10
0

C)の条件下で、はpH変化によるα・ヘリックスごランダムコイルの

構造変化は観測されなくなり、 15.6ppmのαE・ヘリックス領域の信号増加が新

たに観測される。パパイン処理を行うとこのような信号強度増加が消滅する

ことからこの変化は上述のc-末端の膜表面近傍部分のα1ヘリックス構造に帰

属され、膜外部分の構造に温度依存性があることが分かる。
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Figure3 Amino acid sequenceof Bacteriorhodopsin. 

1) N.Grigorieff， T. A. Ceska， K. H. Downing， J. M. Baldwin and R. Henderson， 

J. Mol. Biol， 259， 393-421 (1996) 

2) S. Tuzi， S.Yamaguchi， A. Naito， R. Needleman， J. K. Lanyi and H. Saito， 

Biochemistry， 35， 7520四 7527(1996).

3) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Eur. J. Biochem， 239， 294-301(1996). 

4) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Biochemistry， 33， 15046-15052， (1994) 
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1 L9 固体高分解能NMRを用いた横緩和時間測定による

ペプチド中の遅い分子運動の検出
(姫路工大理)0内藤晶、西村勝之、福谷章、上平美弥、

辻暁、斉藤肇

Slow molecular motion detected in transverse relax泊ontimes by 
high resolution solid state NMR 
De伊江tmentof Life Science，日mejiInstitute of Technology 

A. Naito， K. Nishimura， A. Fukutani， M. Kamihira， s. Tuzi， and H. Sai品

Influen田 of13c紅組sverserelaxation timesσ2) under CP MAS conditions w描

examined for a variety of solid amino acids組 dpeptid回 byvarying血elH d配 oupling

field伯 de飽ctthe motional information. It was found伽，tthe 13C 1庁2values strongly 

depend on 11ω1z valu回. This r'田 ultsindi伺胞血atdipolar interactions dominate白e

relaxation mechanism when the d田 ouplingfield is weak: whlle chemical shift interactions 

dominate when that is strong. It is also no低dthat血e13C T 2 values are sensitive白血e

slow motion of the individual carbon moiety. 

【序】 固体高分解能NMRによって、測定される希薄核の横緩和時聞には分

子運動の情報が含まれているものの、ランダムな運動とコヒーレントな lHのデ

カップリング磁場との干渉の効果が含まれるため、解釈が複雑になる。このた

め、固体高分解能 NMRによって得られる横緩和時聞から分子運動の情報を得

るための詳しい検討はあまりされていない。本研究ではCPMASの条件下で、

希薄核の横緩和時聞から各相互作用を分離して、分子運動の情報を得るための

基礎検討を行ったので報告する。

【デカップリング磁場存在下での横緩和時間】 CPMAS条件下での 13C核の

横緩和時間T2は13C_IH双極子相互作用の揺動による双極子項TIDDとMAS条

件下での化学シフト異方性の揺動による化学シフト項 T2CSの和として次式で表

せる 1，z。
，l 、 γ~y z 令ユ ド;t1~ .d~ 
I _'-， ? 

I{，~ 
" l (7.tl) τ--A  

( 'T L)b 1'¥ 
z. n; ~.J，. ・~、 fιι ミ乙戸

一=一一+=-;::て '--
¥ (.." '" 11 

• " 
G'" (1) 

，，~-. -n 

T2 T2 DD T2"~ 

之町 212_l
固体高分解能NMR・横緩和時間・スピンエコー・双極子相互作用・化学シフト ({ヲdつり

ないとう あきら・にしむら かつゆき・ふくたに あきら・かみひら みや・
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ここで、

4V.
2
Vo

2h2 
_ _ . ( 't"c ¥ 

~=...:..t.ムム士一1(1+ 1)1ー ー で す l
T2JJJJ 15ro '¥1+ω1"'1C'" ) 

(2) 

1 仙ザηl'( 包 2色 1 
一一 一 一 一T2CS 45 ¥1+4帥 Zτc

2
. 1+仙 21C2) 

(3) 

式 (2)、 (3) において ω1は lHデカップリング磁場の角速度、叫はローター

の角速度、0>0は観測核のラーモア角速度、 δは化学シフトの異方性、 ηは化学シ

フト相互作用の非対称パラメーターを表す。式 (2) 、 (3)から、もし双極子

項が主な緩和機構であり、 ω1τc孟1の条件を満たす遅い運動が存在する場合、

1/T2は強い 11ω12依存性のあることが分かる。また化学シフト項が主な緩和機

構の場合は ω1依存性はないが、 ω凡孟1の条件を満たす遅い運動が存在する場合

はスピンニング周波数依存性のあることが分かる。したがって、 ω1を変化させ

ることによって、双極子項と化学シフト項を分離して運動の解析を容易にする

ことができる。

【実験】 13C核の横緩和時間は図 1に示す交差分極スピンエコーパルス系列を

用いて測定した。マジックアングル回転(MAS)の条件下でT2を測定する場合、

πパルスの位置をローターの周期と同期させて、回転エコー信号の頂点から FID

を観測する必要があった。測定に使用したペプチドは、ペプチド合成機により

Fmoc法で合成し、 HPLCで精製した後、結品化した。

'H円 Decoupling 

s円 Jvw 
nTr nTr 

Fig. 1 Pulse sequence for measuring 仕組sverserel匹 atiα1time 

【結果と考察】 図1に示すパルス系列を用いて測定した L-アラニンの 13C核

の横磁化の減衰の様子を図 2Aに示す。ここで、 CH3，Cα，COO一炭素はそれぞ、れ

独立のも値を示すことが分かつた。次に、 ω1の強度を変化させた結果、大きな
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ω1依存性のあることが分かつた。この ω1依存性に関して、 1/T2
を1/ω12につい

てプロットした結果を図 2Bに示す。このプロットにおいて CH3および、coo
炭素核はほぼ同じ傾きの直線関係を示しているが、coo-炭素については強い ω1

を照射した場合'1/T2は叫に対する依存性が小さくなった。このように強い叫

依存性が見られることから、 L-アラニンには ω1τc孟1を満たす遅い運動の存在

が示唆される。メチル基の運動は速いことが知られているので、この遅い運動

はアミノ基の 3回対称軸周りの運動であると考えられる 3。さらに、 coo-炭素

の 1/T2が50世-Izを越す強い ω1で一定の値になったのは、 ω1依存性のない化学

シフト項の寄与が大きくなったことによると考えられる。

図3Aにはグリシンにおける coo-炭素の 1/T2対 1/ω12の関係をプロットし

た。この場合も L-アラニンの場合と同様に、 50kHZを越す強い ω1の領域では

1/T2の値が一定になった。この領域では化学シフト項が緩和に大きく寄与して

いると考えられるので、さらに叫を変化させる実験をおこなった結果、図 3B

に示すように、ほとんど叫依存性は存在しなかった。したがって、 Lーアラニン

ではロータ一周波数程度の遅い運動は存在しないことを意味する。以上の結果
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から、遅い運動が存在する場合、比較的強いデカップリング磁場(50kHZ以上)

を照射した場合には、 COOや CO炭素では化学シフト項が横緩和の主要な項に

なり、プロトンが炭素核に直接結合している Cα や CH3炭素では双極子項が主

要な項になると考えられる。表 1には 50kHzのデカップリンク磁場を照射した

場合の各アミノ酸及びペプチドの 13CTzの値を示す。COO炭素はいずれの試料

においても長いTz値を示すのに対して、 CO炭素はTz値に大きな分布を示した。

CO炭素の化学シフトの異方性は試料によってあまり大きな変化がないことを

考慮すると、この大きな値の変化は分子の運動性の違いによるものと考えるこ

とができる。また、 CO基の運動はペプチド主鎖の運動を反映していると考えら

れるので、 G甘Glyや Va1GlyGlyの主鎖に比べて Enkepha1inの主鎖は運動性が

高いことを示している。

【まとめ】 固体高分解能NMRにおいて、 13C核の横緩和時緩和は、スピンエ

コーパルス系列において、πパルスの位置をローターの周期と同期させることで

測定できることを示した。 13C横緩和時間には lHデカップリング磁場による寄

与が含まれるが、このデカップリング磁場の強度を上げることにより、運動の

情報を含む双極子項と化学シフト項を分離することが可能になった。この結果、

Enkepha1in分子は主鎖の運動性が高いことが判明した。

Table 1. 13C T笠 values(ms) of amino acids組.dpe戸id回 atv，=50.0 kHz 

coo- CO CαCH3  

Gly 44.3 

Ala 33.5 16.3 

GlyGly 32.0 16.9 3.4(Gly1) 

7.0(Gly2) 

ValGlyGly 28.9 15.5(Val1) 8.7(Val1) 

21.3(Gly2) 7.0(Gly2，3) 

Leu- 5.9但'yr1)
enkepha1in 4.3(Gly3) 

Met- 3. 1 (Gly3) 

enkepha1in 
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Structure of membrane fusion peptide 
lH・NMR study in water， water/trifluoroethanol 

mixture and dodecylphosphocholine micelle. 

Peter V. Dubovskii 1， Li Hua 1， Sho Takahashi 3 and 
Kazuyuki Ak:asaka1，2* 

lGraduate School of Science and Technology and 2Department of Chemistry 

Faculty of Science Kobe University， Kobe 657， Japan 

3Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611， Japan 

Abstract: 

We studied the structure and function of 2ふresidueanalog 

of a fusion peptide from haemaglutinin of influenza virus 

called E5 (1). This peptide itself was shown to be fusion 

active against phosphatidylcholine small and large 

unilamellar vesicles at acidic pH. To understand how the 

structure of E5 is related to its membrane fusion activity， 
structure of this peptide was studied in water， water/ 
trifluoroethanol (TFE) mixture and dodecylphosphocholine 

(DPC) micelle based on 1 H田 NMR and optical spectroscopic 

techniques. Localization of the peptide inside the DPC 

micelle was elucidated with the use of spin-Iabeled 

stearates. Combined with the data obtained by infra-red 

spectroscopy the results suggest a model for the peptide 

induced fusion of membranes. 

Key words: fusion-peptide， DPC micelle， spin-label， 2D田 lH-NMR
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Structure in water and water /TFE mixture 

The peptide was shown to be mainly monomeric at neutral pH in 

water at pH 6.7 for the range of concentrations up to 2.5 mM. 1 H-NMR-
spectroscopy at 500 MHz revealed the presence of "nascent helical" 
structure (Fig.， A). This structure was stabilized after addition of 
TFE. 1 H-NMR at 400 MHz detected anα-helical structure formed 

within residuesl-12 and a slight helicity in residues 14-20 (Fig， B). 
Spin-coupling constants 3 JCαH-HN about 7-8 Hz for residues 1 7-1 9， 
4-5 Hz for residues 3-11， 14， 15 are consistent with the above 
conclusion. Upfield shift of 仕 protonswas also more pronounced for 

residues 1-12， 14，1 5 but comparatively low for residues 16-20. 

Structure in OPC micelle 

In a OPC micellar solution， the structure of monomeric peptide 
was essentially the same as in the water /TFE except the helicity 
was more pronounced (Fig.， C). Based on NMR NOE constraints the 30-
structure was calculated revealing amphiphilic helix consistent with 
the secondary structure suggested above. 

The topology of the E5 peptide within the OPC micelle was 

studied by 1 H町 NMRat 750 MHz by using spin-Iabeled 5-doxyl-， 10-
doxyl-， 1 6-doxylstearates at acidic pH . The peptide helix 1-1 2 was 
found to lie nearly parallel to the surface of the micelle， the 
hydrophobic side of the helix probing micelle interior. The C-terminal 
residues with low helix-forming potential were much less perturbed 
by the spin-Iabels and are likely to be out of the micelle. 

Structure of aggregated peptide 

At pH about 5 in both water and water/TFE mixtures 1 H-NMR 
spectra became broadened out beyond detection showing the peptide 
tend to aggregate and highly heterogeneous sytems are formed. IR-
attenuated total reflection spectroscopy revealed precipitated 
peptide is mainly in the helical and conformation of extended 

~-pleated sheet. 

Mechanism of membrane fusion 
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The aggregation of E5 was shown recently to be important for 
its fusion activity (2). Taking the above data showing the E5 peptide 

is largely a，-helical when in the monomeric form but aggregates with 

a formation of s-structure， the following mechanism of fusion 
activity of E5 peptide can be suggested. At neutral pH the E5 peptide 
has low tendency to aggregate in water solution and is present in 
mainly unbound to the membrane form. The acidification of the 
solution forces peptide binding to the membrane. When the monomeric 
E5 is bound to the membrane， probably， its C-terminal residues are 
probably exposed to the solvent making possible the peptide 

association leading to the formation of s-sheet with the C-terminal 

segments. The extended formation of such a structure by peptides 
adsorbed to surfaces of different membranes eventually lead to their 
fusion. These structural changes suggested for E5 peptide during 
membrane fusion seems to be similar to ones suggested for 
calcitonine analog peptides (3)， according to which the peptides are 
bound to the mebrane in the monomeric amphiphilic helical form first 

and then aggregate with the formation of s-structure. 

References: 

1. Takahashi， S. (1990) Biochemistry， 29: 6257-6264. 
2. Ishiguro， R.， Matsumoto， M.， and S. Takahashi (1996) Biochemistry， 

35: 4976-4983. 
3. Bauer， H.， Muller， M.， Goette， J.， Merkle， H. and U. Fringelli (1994) 

Biochemistry， 33: 12276-12282. 
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1 L 11 13C NMRから見たリン脂質リポソームのミクロ構造と
相転移のダイナミクス

(京大化研)0岡村恵美子・若井千尋・中原 勝

Carbon・13Nuclear Magnetic Resonance Study on Microstructure and 
Dynamics of Phase Transition in Phospholipid Liposomes 

Emiko Okamura， Chihiro Wakai，組dMasaru Nakahara 

Institute for Chemical Research， Kyoto Universiη 
Uji， Kyoto-fu 611 

Microstructure and dynarnics of nonsonicated and sonicated liposomes of 

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) have been investigated by 13C NMR 

spectroscopy at various temperatures. Analyzing line widths， we have found 
that choline methyl group is mobile even at low temperatures， indicating strong 

hydration to the N+-methyl part， in contrast to the hydrocarbon chain region only 

with large mobility at high temperatures above phase transition. Chemical shift 

analysis has revealed the lowered transition temperat町 ein small-sized sonicated 

liposomes. Finally， it has been demonstrated that the phase transition is 

characterized by the upfield chemical shift change of chain atoms and by the 

abrupt width-decrease of both hydrophilic and hydrophobic parts. 

1.緒言

NMRによるリン脂質リポソームの構造研究は、これまで主に超音波照射により

作製したリポソームを対象としてきた。しかしながら、リポソームの調製方法は研

究者により必ずしも定まっておらず、調製法の相違にもとづくリポソーム構造の相

違について、現在まで詳細な議論は行われていない。そこで我々は、超音波照射し

ないものおよび種々の方法で超音波処理したリン脂質リポソームについて、広い温

度範囲で13Cの溶液 NMR測定を行い、化学シフト値および線幅・ピーク強度やそれ

らの温度依存性の解析から、 リポソームのミクロ構造やダイナミクス、相転移挙動

などの処理法による特徴や相違点を明らかにした。

リン脂質リポソーム・ミクロ構造・ダイナミクス・相転移・ 13CNMR 

おかむら えみこ・わかい ちひろ・なかはら まさる

民
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2. 方法

リン脂質リポソームの調製 リン脂質にはジパルミトイルホスファチジルコリン

(DPPC)を用いた。 Fig.1にDPPCの各炭素の番号を示す。リポソームは、 (1)DPPC 

に過剰量の重水(重水素化率 99.8%)を加え(濃度 120mM)， 50
0

Cで手で振渥させて

水和させた multilamellarvesicle (ML V)、 (II) 1についてNMR測定をしたのち、

NMR管ごと超音波洗浄装置内で間接的に弱い超音波照射したもの、(III) 同じ試料

溶液中に直接チップ(直径約1.3cm)を挿入して、温度 50
0

C、出力 80Wで 20分間

強力に超音波照射した粒径の小さい unilamellarvesicle (SUV)の3種類を作製した。

16 15-2 1 gl 
CIも(CH2)よOOQHzd

1"--0-
C民(CH2)14COOCH Q 

I 11αs Y 
F叫0?GCH2-CH列+(佃3)3 

'" 0-

Fig.l. Notation and numbering of each carbon atom of DPPC. 

さ盟主盟主 町-NMR測定には、日本電子製 (JEOLJNM-EX270 wide-bore type)超

伝導 NMR装置を使用した。また、外部標準としてベンゼン(128.5ppm)を用いた。

3. 結果および考察

NMRスベクトルの温度変化 Fig.2に、超音波照射しないリポソーム Iおよび、直

接超音波処理したリポソーム IIIの各温度における βCNMRスベクトルを示す。 III

では Iに比べて全温度範囲にわたって全体のスベクトルがシャープであり、粒径の

小さいSUVでは、 DPPC分子各部分の運動性が増加していることがわかる。さらに、

173 ppmにあらわれるカルボニル炭素 (C1)によるピークが MLVでは 41"C以上では

じめて認められるのに対して、 SUVでは 60Cですでに見られること、 30---40ppm付

近のメチレン鎖に帰属されるピークが MLVでは 41"C以上でシャープになるのに対

して、 SUVでは 3TCで何本にも分裂すること、間接的に超音波照射したリポソーム

IIのスベクトルはMLVのそれと殆ど変わらないことなどから、 MLVとSUVの聞で、

粒径や曲率の相違に基づく構造や相転移挙動の著しい相違が示唆された。

n
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Fig.2. 13C NMR spectra of nonsonicated (left) and directly-sonicated (right) 
liposomes at various temperatures. 

相転移のダイナミクスと化学シフト値・ピーク強度 各原子 siteを識別する NMR

の特性を利用して、各炭素の部位ごとに化学シフト値とベンゼンに対するピーク強

度の温度依存性について検討した。親水性コリン基の α，s， y各炭素の化学シフト植

は、超音波照射の有無にかかわらず、温度とともにゆるやかに低磁場シフトするか

殆ど変化しないのに対して、界面領域に存在するカノレボニル Clおよび疎水性炭化水

素鎖の各炭素 C2--C16のそれは、 SUV(III)では 3.5-36
0

C付近でそれぞれ低磁場およ

び高磁場側にジャンプした。同じリポソーム IIIに対してFf・IR測定を行った結果、

炭化水素鎖の C~ 逆対称および対称伸縮振動バンドの波数が同じ温度で高波数シフ

トしたことから、このジャンプは炭化水素鎖のゲルー液晶相転移に対応することを

見出し、粒径の小さいSUVでは相転移温度が一般に言われている41
0

Cよりも低下す

ることを明らかにした。さらに、ピーク強度は、リポソーム Iおよび IIでは部位に

よらず4O_410Cで増加するのに対して、 IIIではいずれの炭素についても 30
0

C付近

から増加し、各部分の原子の運動性や揺らぎが相転移の直前で著しく促進されるこ

とを見出すなど、原子 siteによるダイナミックな構造の相違を明らかにすることが

できた。
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1 L12 遠隔ι剖スピン結合定数を用いた鎖状化合物の立体配置決定法
(東大院理)0松森信明、野々村太郎、佐々木誠、村田道雄、

橘和夫

Configurational Analysis of Acyclic Compounds 

Based on 13C_l H Long-Range Spin Coupling Constants 

のep訂伽1entof Chemis住y，School of Science， The University of Tokyo) 

Matsumori， Nobu北i;Nonomura， Taro; Sasaki， Makoto; Murata， Michio; Tachibana， Kazuo 

Attempts were made successfully to utilize long-range carbon-proton spin coupling 
constants e，3 JC，H) ， which display dihedral angle dependencyas is. the case with 3 JH，H'ω 
establish relative conf培urぽionson an acyclic carbon chain. The stereochemical relations 
among adja∞nt出 ymm出 iccarbon centers or those sep紅 atedby a methylene c組 bedetermined 
?~ the basis of the dihedral angles of HIH， O/H and C/H derived from 3 JH.H and 2，3 JC.H・

2，3JC，H coupling constants were measured by hetero half-filtered TOCSY-(HETLOC)出d

phase-sensitive HMBC for natural products; a stereostructurally known compound， okadaic 
acid， to verify efficacy of the protocol， and two others unknown. Measurement of coupling 
∞nstants ne印 ssaryto elucidate血erelative configurations of acyclic portions of maitotoxin and 
amphidinol 3 led to the stere∞hemical assignments for the most parts of both compounds. 

【序】天然有機化合物の立体構造解析に多用されているNOEは、配座が固定した系(例えば

環状化合物)に対しては信頼できる実験法であり、立体配置を一義的に決定できる場合が多

い。しかし、複数の立体配座が存在しうる系(鎖状化合物や大環状化合物)では、 NOEの一義

的解釈は一般に困難であり、正しい立体配置を決定できる確率は必ずしも高くない。そのた

め、多くの天然有機化合物の立体配置が未解明のまま残されている。そこで、我々はNOE以

外で立体構造解析に利用できるNMRデータとしてスピン結合定数に着目し、その立体構造解

析への応用を検討してきた。本研究では、遠隔スピン結合定数 (2.3JC.H)のニ面角依存性に注

目し、隣接不斉炭素間およびメチレンを挟んだ不斉炭素聞の相対立体配置の決定法を開発し

た。さらに、この方法をマイトトキシンおよびアンフィジノール 3の鎖状部分の立体配置決

定に適用したので併せて報告する。

【測定法】本研究では、測定法として簡便かつ感度のよいhetero half-fi Itered TOCSY 

(HETしOC)法を主に用いた1)。この測定法はHOHAHAに似たスペクトルを与えるが、各クロス

ピークは円軸方向に1JC.Hで分裂し、 F2軸方向に2.3JC.Hでずれた形状をしている。したがっ

て、このずれから容易にJ値を決定できる (Fig.l)。ただし、 HETLOC法はHOHAHAによる磁化

移動を用いているため、四級炭素を含む場合や1H-1Hスピン結合定数が小さい場合には適用

できない。そこで、位相検波HMBC法と併用することにした。

位相検出HMBCスペクトルにおいて、ある水素(H)と炭素 (Ca唱 Cb)とのクロスピーク強度

(ICa，H' Icb，H)は以下の式で表すことができる 2)。

ICa，H I ICb，H =山2(πJCa，H企)I sin2(πJCb，H~) Eq.l 

(ふ isan interval time in血巴phase田 nsitiveHMBC pulse sequence) 

ここで、 JCa.HがHETLOCにより決まっていれば、他の炭素とのJ値(JCb.H)は位相検出HMBCの

相対クロスピーク強度から容易に算出することができる (Fig.2)。つまり、 HETLOCから得ら

遠隔C-Hスピン結合定数、マイトトキシン、アンフィジノール、鎖状構造、相対立体配置

まつもりのぶあき、ののむらたろう、ささきまこと、むらたみちお、たちばなかずお
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【隣接不斉炭素間およびメチレンを挟んだ不斉炭素間の棺対立体配置の決定13JC • Hは3~司H と同

様の二面角依存性を示し、また2JC • Hも酸素とビシナル位の水素聞の二面角によって変化することが報
告されている (Fig.3)制。ここで、 2.3JC ， H と 3~ ， Hの測定から得られる0川，C刈およびH/H聞のニ面角情報

に従ってC-C結合回りに官能基を配置すれば、隣接する不斉炭素聞の相対立体配置を決定することが

できる。また、この操作をメチレン炭素と両側の不斉炭素の聞で各々行うと、プロキラルなメチレン

水素の帰属とともにメチレンを挟んだ二つの不斉炭素の立体配置を関係づけることができる。鎖状部

分によくある多配座混合系においても、優先配座が存在する限りこの方法は適用可能である。
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C;C.j Cθ3戸!C.jリJ ( 人 ) ( 人 ) In a 1，之2-dio回x勾yg野巴na飽凶仙d山s勾ys蜘t旬.em凪，2JC長bH 

/子〆"'...............アずノ"' ~..........._〆" f，伽oωra刷n凶tiO周 i路sO伽胃叫叫+叫lH肱f也za制n凶d2JC.H
lH I 1Ji I for gauche O/H is -4"，-5 Hz.4b) 

ca. -1 Hz ca. -6 Hz ca.7 Hz ca.2 Hz 

次に、 X線結晶解析により立体配置が既知であるオカダ酸(25mg， 30μmol)を用いて、本

方法の妥当性を検証した3)。オカダ酸の鎖状部分C27-C29について検討したところ、測定し

たスピン結合定数から予想されるC27とC29の相対立体配置は、実際の立体配置と一致してい

ることが確認できた (Fig.4)。オカダ酸の他の部分に関しでも、本方法で推定した立体配置

と立体配座は結晶構造に完全に一致し、本方法が天然有機化合物の立体配置決定について信

頼性の高い解析法であることが示された。
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......... .OH 
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Fig.4 (A) S凶 cωreofOka制 cacid. 

(B) 3D structure of C27・C29portion 

of okadaic acid， and the observed 
coupling constants. 
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れた2.3JC.H値と位相検波HMBCのクロスピーク強度比を併用することによって、

J値を得ることが可能となる 3)。
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【マイトトキシン両末端鎖状部分の立体配置決定】上述のように、 2.3JC • Hの二面角情報を新
たに導入することによって、複雑な鎖状化合物の相対立体配置を比較的少量の試料で決定する

ことが可能となった。そこで、天然有機化合物中最大の分子量(34220a)と最強の毒性を有する

マイトトキシン (MTX;l)に本方法を適用し、両末端鎖状部分(C1-C15，C134-C142)の立体化学の

決定を行った5.6)。測定試料として、 13Cを4%にユニフォームエンリッチしたMTX(9mg)を用いた。

ここでは、 MTXのC5-C9部分の相対立体配置決定について述べる。

142~~λγv対一日企十汗でに\だÓ.H 
内 Y :..  &H l F'よ ~Eよ þ'..ll.，，，cよー I~H

OH 

" 
~~ 
室 H H I 呈

OH OH OH 

Fig.5 Maitotoxin (1) with the absolute configuration.官lestel'叩chemis位yof both tel'minal chains (Cl・C15

andC134・C142)was deternIined by the combination of NMR analysis and organic syn白巴SlS.

MTXのC5-C6結合に可能な 3つの回転配座と予想されるスピン結合定数を Fig.6Aに示した。

実測値3JH_5/H_6b=10Hzと2JC5/H-6a=ー1.5 HzはH-5/H-6bとH-6a/5-0Hが共にアンチになるこ

とを示しており、 C5-C6の回転配座はIであることがわかった。同様にしてC6-C7結合に関す

る回転配座を特定し (Fig.68)、これにより C5とC7の相対立体配置を決定した。
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2J(C5， H・6a):-1.5 
2J(C5， H品):-6.0 

Fig.6 Newman projections along the C5・C6andC6・C7bonds with the expec飽dmagnitudes of J values 

C7-C8およびC8-C9部分については、 NOEデータおよび中間的な 3JH • H値から複数の回転配座
の共存が示峻された。このような場合、スピン結合定数は各々の配座の加重平均として観測

されるため、平衡に関与する配座を推定することで相対立体配置を決定できる。 C8-C9部分

については、 3JH_7/H_S=6.3 Hz， 2JH_7/cs=-3. 0 Hzから、 H-7/H-8アンチ・ H-7/8-0Hゴーシュ

となる配康とH-7/H-8ゴーシュ・ H-7/8-0Hアンチとなる配座が存在すると推定された。さら

に、 3JC145/H_S=3.0 Hzはいずれの配座においてもC145/H-8がゴーシュの関係を示しており、

Fig.7Aに示すー組の回転配座のみが以上の関係を満足する。同様にしてC8-C9部分の相対立

体配置を3JH_S/Hーや 2 JH-S/C9' 2JCS/H_9に基づき決定した (Fig.78)。以上の結果、 C5-C9部分

の相対立体配置を5R*， 7R*， 8R*， 9S*であると決定した。

その他のC1-C15部分についても検討した結果、 C13-C14を除く全ての相対配置の特定に成

功した。そこで、 C13-C14に関する 2種類の立体異性体についてのみモデル化合物の化学合

成を行ない、天然物とのNMRデータの比較によってこの部分の立体配置を決定した。 C134-

nu 
qa 
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C142部分についても、同様に NMR解析と有機合成を組みあわせることで立体配置を決定し、

最終的に絶対配置を含む全立体化学を1のように決定した5，6)。

96 96 B: C8・c9 97 97 
H-8....... /↓...... .....OH HO...... _..-k .....C9 C10.... A ~H-9 H-9.... _..-k ~OSOよ

1m:} =土 IC7_ } rc8'} ~ I ca} 
C145.....、γ 、H・7 C145.....、γ 、H・7 HO'、ド、H-8 HO~ 、γ 、H・8

C9 H・8 OS03- C10 

3J(H・7，H・8):6.3 Large Small 3J(H・8，H・9): 4.8 Small Large 
2J(C8， H・7):-3.0 La明 Small ~J(C8 ， H-9) :-1.5' Small Large 
2J(C145， H・8): 3.0 Small Small 2 J(C9， H・8):-4.5・ Large Large 

Fig.7 Two pairs of alternating rotamers for C7・C8and C8-C9 bonds de町minedby coupling constants. 

* 2JC，H is smaller due to出evicinal substitution of the oxygen functionalities (see Fig.3). 

A:C7・C8

【アンフィジノール 3の立体配置決定】最近、渦鞭毛藻(Amphidinium klebsii)より単

離されたアンフィジノール37)についても問機に立体化学の解析を進めており、以下に示す

相対立体配置 (C20-C27)を決定した。

HO 

68 
OH CH30H OH I?H OH 

OH Fig.8 (A) Planar s回 ct町'eof

制nphidino13.(B) Configuration and 

conformation of C20・C27po託ion

with the observed coupling constants. 

A 

B 

骨ー--C-H Coupllng 
~---ー H-HCoupllng

• Absolute value 

また、これら以外にもいくつかの天然有機化合物の鎖状部分の相対立体配置を決定し、さ

らに合成反応生成物の立体化学の確認にも本方法を適用した8)。このように、 C-H間のスピ

ン結合定数を新しい情報として導入することにより、従来国難とされてきた非環状化合物の

立体構造解析の精度を格段に向上できることが示された。

謝辞:マイトトキシンの構造決定は東北大学農学部・安元健教授との共同研究による成果であり、ま
た一部のH百LOC測定に関しては日本電子(株)の協力を得ました。ここに深く謝意を表します。
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2Ll pulsed NMR in Solidsー宜主lenandNow

Charles P. Slichter 

Department of Physics， 

University of Illinois， Urbana， Illinois 61801・3080

Although nuclear magnetic resonance was invented primarily as a tool for 
nuclear physics research， it was soon discovered that it was useful for 
studying condensed matter physics， and shorlly thereafter found to be 
important for chemists wishing to solve chemical structures. The initial 
techniques were steady-state， but Hahn's discoveηof the spin echo soon led 
many physicists to employ pulse techniques for the study of solids. The initial 
methods had important drawbacks which quickly became apparent for 
applications in which there was poor signal to noise. The talk will describe 
how these problems were overcome making possible signal averaging of weak 
pulsed signals. Other imporlant developments were the discovery and 
demonstration of the Fourier transform theorem of NMR by Lowe and 
Norberg (1957) ofMagic Angle spinning (1959) by Lowe and Norberg and 
independently by Andrew， Bradburγ，and Eades. 

The role of high resolution NMR in chemistry grew slowly through the 
1950's， exploding in the years beginning in 1960. The discoveηofErnst and 
Anderson (1966) that the Fourier transform method significantly enhanced 
signal to noise when applied to high resolution spectra converled high 
resolution chemists to pulsed NMR and launched the many developments 
such as two dimensional NMR which are so important today for unraveling 
spectra of complex molecules. 

Meanwhile， the desire to study problems involving very weak NMR signals 
associated with problems of great interest to condensed matter physicists 
(such as surface science on high temperature superconductors) has led to 
new techniques for the study of solids. Essential to their implementation have 
been superconducting solenoids， computer control， and digital memory. The 
talk will illustrate several such methods. 

Keywords 
pulsed NMR 
solids 
condensed matter 
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2L3 FORCE DETECTION AND IMAGING IN MAGNETIC RESONANCE 

C. S. Yannoni， IBM Almaden Research Center， San Jose， California 

The idea of detecting magnetic resonance by coupling the motion of spins via 

magnetic force to a sensitive mechanical oscillator was introduced by Sidles[1]. 

A remarkable result of Sidles' work was his conclusion that it should be possible 

to detect the NMR of a single spin， making direct determination of molecular 
structure a possibility. Since that time， ESR[2]， NMR[3]， and FMR[4] have been 
detected with an apparatus which resembles the idealized single-spin magnetic 

resonance force microscope (MRFM) shown in Fig. 1. 

Optical fiber interferometer 

~ 
Magnetic tip 

/ V 
RF field coil 

Const釘1tfield contours 

(reson釦 tsliω) ~\ 
¥ ¥ 

/ 
/ 

⑦¥¥①①//;/@ 

三官Jeふ有/φ
Resonant spin 

Fig. 1 8asic elements of the magnetic resonance force microscope. 

Apart from the addition of an excitation coil， the apparatus shown is a mag-

netic force microscope，[5] an AFM that detects the force on a magnetic moment 

in the presence of a magnetic field gradient. The magnetic tip not only generates 

a field gradient to produce the force but also selects a volume of resonant spins， 
permitting magnetic resonance imaging. At resonance， the change induced in the 

sample spin magnetization alters the spin-gradient force， causing a deflection of 

the cantilever which is monitored with a fiber optic interferometer. 

Key Words: NMR， EPR， AFM， Imaging 
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The first force detection of NMR， at 100 MHz for protons in a 12-nanogram 

sample of ammonium nitrate at ambient temperature， is shown in Fig. 2. 
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Fig. 2 Amplitude of the cantilever vibration as the magnetic field is scanned by 

moving the gradient source relative to an ammonium nitrate sample. The peak 

occurs at the proton resonance condition. 

The minimum number of protons that were detectable in this experiment 

(signal-to-noise ratio of unity) was 1.6 x 1013， indicating very high sensitivity， es-

pecially for a solid. High spatial resolution has also been achieved in ESR[6，7] 
and NMR[8] imaging experiments. Further gains in sensitivity have been realized 

by operating at low temperature[9] 

Although the ultimate goal of this work is the development of a magnetic res-

onance force microscope (MRFM) capable of imaging single nuclear spins， many 
of the recent steps we have taken with this-objective・inmind have been ESR ex-

periments and these will be discussed in terms of our progress toward single-spin 

Imaglng. 
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2 L4 !hree~~~ensi~?~ ~t~ct~e~I?~te~nat~ol!p of Me~b!:ane 
Bound Polypeptides by Solid-State NMR. F. Kovαcs，M. T. 
Brennemαn， F. Tiαn， R.R. Ketchem， and T.A. Cross. Center for 
Interdisciplinary Magnetic Resonance at the National High 
Magnetic Field Laboratory; Institute ofMolecular Biophysics and 

Department of Chemistrγ， Florida State University， Tallahassee， Florida U.S.A. 
32306 

The structural characterization of macromolecules in heterogeneous and 
anisotropic environments is verγdifficult for the standard techniques ofx-ray 
crystallography田ldsolution NMR spectroscopy. Solid-state NMR is ideally suited 
for studies of such environments. Several di偽 rentapproaches for observing 
structural constraints from solid-state NMR have been developed. Here. 1 will 
focus on the use of orientational constraints from uniformly aligned lipid bilayer 
samples in studies ofthe heterogeneous and anisotropic membrane environment. 
More than 40% of all proteins are associated with membranes and exceptionally 
few have been structurally characterized. This does not belittle in any way the 
great success ofthe group企omOsaka University and Himeji Institute of 
Technology who recently published the structure of Cytochrome c Oxidase in 
Science (Tsukihara et al.， 1996)， but such success stories are very rare in the field 
of membrane proteins. 

The NMR observables， such as anisotropic chemical shifts， dipolar and 
quadrupolar interactions have a well defined orientation dependence with respect 
旬 themagnetic field direction. In unifoロnlyaligned s田nplesa unique molecular 
axis， here the bilayer normal and the channel axes位 ealigned parallel with the 
magnetic field. In these samples it is the Z component ofthe interaction tensor 
that is observed and in this way the tensors訂 econstrained with respect to the 
magnetic field direction， the bilayer normal and the channel axis. Furthermore， 
since the tensors are fixed within the local molecular企ame，this企ameis
constrained with respect to the channel axis and the laboratoIγ仕出neof reference 
-a unique type of structural constraint from NMR spectroscopy. 

Orientational constraints are veIγprecise and quite accurate provided that 
the tensor orientation with respect to the molecular合ameis known. With this 
information， the assembly of local molecular structure is not di伍cult.lfthe
peptide planes are assumed to be planar， the observation oftwo dipolar 
interactions within the plane is su伍cientto define the orientation of the plane with 
respect to Bo and the channel axis， albeit with some ambiguities. Such 
3.mbiguities are eliminated by covalent geometηconstraints (i.e. bond angles) and 
3.dditional solid-state NMR data such as 13C and 15N chemical shi庇s.The three-
:limensional structure is assembled by the sequential analysis of the peptide 
:>lanes. The accuracy ofthe constraints is demonstrated by the quality ofthe 
nitial structure so generated. For instance， the residue， i to i+6 hydrogen bonds in 

;he structure described later have an rms deviation企omideal s-sheet hydrogen 
)ond distances ofjust 0.5A. Considering that the characterization of each i to i+6 
lydrogen bond is dependent on 14 dipolar constraints between these residues this 
mggests that the quality ofthese constraints is exceptional. In fact， these 
~xperimental constraints are very different企omeither solution-state NOE 
:onstraints or solid-state NMR-derived distance constraints which relate one p出吃
)f the macromolecule to another pa此.Orientational constraints relate each p訂 t
)f the molecular structure directly to the laboratory合国neof reference. 
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Consequently， e町 orsin each constraint do not sum rapidly because each 
constraint is independent ofthe other constraints. 

Likewise each torsional angle in the side chains is solved through 
observation of orientational constraints. To maintain the quality of the structural 
solutions it is necess田 γtoaccurately characterize all molecular motions of 
significant amplitude that average the spin interaction tensors. Fast frozen 
samples avoid distortion associated with lowering samples slowly through the 
liquid圃crystallineto gel phase transition of the lipid bilayers. Global motions cease 
just below the phase transition and alllibrational motions cease below 200 K 
except for motions such as， methyl group motions about the C心H3bond which 
can occur far below liquid凶仕ogen胞mperature.Through the temperature 
dependence analysis of side chain spectra it is possible to de直nethe molecular 
motions and with such information to accurately characterize the side chain 
structure. 

With an initial structure described (Ketchem et al.， 1993; 1996a) it is 
possible to refine the molecular structure against.all ofthe experimental data plus 
average b-sheet hydrogen bond distances and the CHARMM global e1}ergy. Such a 
refinement protocol has led to veηsmall all atom rmsd values (0.48 A) between a 
all-inclusive group of 40 refinement runs (Ketchem et al.， 1996b). In this way a 

unique high resolution molecular structure is achieved.官lestructure is a s-
strand， but because the sequence of 15 amino acids has an alternating pattern of 
D and L stereochemistry all of the side ch出ns訂 eon one side of the strand. As a 
result the strand is forced into a helix with 6.5 residues per turn. Since both 

Figure 1: Side view ofthe refined structure ofthe Gramicidin A cation channel in 
stereo. The structure is a dimer with the formylated amino termini at the center of 
the bilayer.τ'he sidech出回radiatetoward the lipid environment and the indole 
nitrogens hydrogen bond t9 the bilayer surface. The pore which is lined with the 
polypeptid~ backbone is 4A in diameter. 
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tennini町 eblocked there are no品nnalcharges and the only polar residues are the 
4 tryptophan residues near the C-tenninus. The channel structure is an N-
tenninus to N-tenninus dimer that generates a symmetric channel with the C-
tenninal residues near the bilayer surface. 

Such an approach for structural elucidation has been demonstrated 
through the characterization of the gr田nicidinA channel confonnation in a fully 
hydrated lipid bilayer environment. The achievement of a high resolution structure 
in this environment has provided numerous insights into the differences ofthis 
environment with the typically studied isotropic aqueous phase. We have 
demonstrated that non-minimum energy confonners can be kinetically trapped in 
this environment (Arumugam et al.， 1996). Moreover， the importance of 
tryptophans in this environment is clearly demonstrated by gramicidin. The single 
stranded dimer confonnation is induced by the presence of the indoles. The 
dominance ofthe right-handed helical sense is the result ofthe indoles. These 
S田neindoles stabilize the orientation of the helix parallel to the bilayer nonnal and 
自nallythe dipole moment ofthe indoles is responsible for substantially increasing 
the efficiency of cation conductance by lowering the potential energy barrier at the 
bilayer center (Hu & Cross， 1995). 

Not only have we learned about the lipid bilayer as田 1environment品r
proteins， but we have also learned a great deal about ion conductance. Cations do 
not signi五cantlydistort the channel structure upon binding， in fact the binding site 
appears to be a“prefonned" cation binding site圃 onethat provides adequate 
solvation for the cation to attract it from the aqueous environment， but not出 1

ideal binding site such that it would be di血cultto move the cation企omthe binding 
site on through the channel (Tian et al.， 1996). Another m吋orfinding was that the 
timescales for librational motion ofthe peptide planes and hence the carbonyl 
groups is coincident with the timescale for cation translocation仕omone carbonyl 
binding site to another along the channel pore. Therefore， there is the potential 
that the kinetic rate of the cation is correlated with the molecular dynamics of the 
polypeptide backbone (North & Cross， 1995). Not only may such correlations be 
important for cation channels， but also for numerous other kinetic processes that 
occur on the surface or within macromolecules. 

From this background of the gramicidin A cation channel we訂 enow
studying the cation channel fonned by a tetramer ofthe M2 protein. This is a 97 
amino acid protein企omInfluenza A virus which is activated by low pH田ld
inhibited by the antiviral agent，出nantadine(L田nbet al.， 1985). Our i凶tial

studies of the transmembraneα-helical segment ofthis protein will be reported. 
From a limited data set it has been possible to estimate the tilt of the helices with 
respect to the bilayer nonnal and the handedness of the packing出 Tangementof 

the α七elicalbundle. 
Solid-state NMR is shown to have gr・eatdemonstrated potential for 

characterizing both structure and dynamics of macromolecules in anisotropic 
environments. Not only can such infonnation be obtained， but complete three-
dimensional structure can be obtained. It has also been shown that high resolution 
structure and dynamics leads to unique understanding of the membrane 
environment and biological function. 
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2L5 

High-sensitivity NMR spectroscopy probes using superconductive coils 

Howard Hill 
Varian Associates， Palo Alto CA 94304 

The sensitivity of NMR probes has been dramatically improved by the use of detection 
coils made from the high-temperature superconductor YBa2Cu307 (YBCO). The low resis-
tance of the coils and a low operating temperature of about 25K combine to reduce the 
noise generated in the coil and more th組 mak:eup for the loss of filling factor caused by 
the planar gωmetry of the coils and the need to provide thermal isolation from a room 
temperature sample. For non-conductive samples， sensitivity gains of more th組 afactor of 
four have been realised over conventional probes with 5mm diameter samples. Charac-
teristics of the coils and their application in probes for the observation of proton， fluorine 
and carbon reson叩 ceswill be described. 

key words: probe; sensitivity; super，∞riductive 
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2L6 The Continuing Saga of Broadband Decoupling 

in High Resolution NMR 

RavFreeman*姐 dEriks Kupce料

*Cambridge University， U.K. and **V紅ianNMR Instruments， U.K. 

From the earliest days of high resolution NMR spectroscopy of carbon圃 13，

broadband proton decoupling has been used to simplify the spectra and also 
improve the sensitivity. This was made possible by the introduction of noise 

decoupling by Emst1 in 1966， using a pseudo-random modulation of the decoupler 

phase. At出attime the total range of proton chemical shifts spanned litt1e more 

than 1 kHz and this could be adequately covered by noise decoupling without 

undue radiofrequency heating of由esample， except for some aqueous ionic 

solutions. Since then， the unrelenting progress to higher magnetic fields has 

increased the proton chemical shift range by almost an order of magnitude，組d，

more important1y， many modem experiments demand carbon-13 (or ni住ogen・15)
decoupling with observation of the proton spectrum. This is particularly important 

for the study of isotopically-enriched proteins. The chemical shift range of 

carbon-13 (in kHz) is about five times wider than that of protons， and for 

equivalent decoupler coil parameters， the radiofrequency power required to reach 
the same decoupler field is increased by a factor (YYC)2 = 16. This presents a 
serious challenge if sample heating is to be kept within acceptable limits. 

百lefirst breakthrough c紅newith the concept of composite pulse decoupling.2 

Consider the simple case of decoupling one spin species 1 whi1e observing a 

second spin species S. The S spin spectrum can be represented by two vectorsα 

and s corresponding to由etwo quantum states of the 1 spin. The idea isωinvert 

the 1 spins詑 peatedly，so as to refocus血enatural divergence of theαand s 
vectors. If出isis achieved rapidly enough， that is to say， fast comp紅 edwith J1s， 

then the sampled S spin signal wi11 have a negligible splitting and we say由atit is 
decoupled. In order to be able to achieve such a result with simple 180

0 

pulses， 

they would have to be impossibly intense to cover a reasonable chemical shift 

range， but the use of composite 180
0 

pulses3 increases the e旺ectivebandwidth by a 

large factor and renders the method feasible in practice. To avoid cumulative 

errors arising from slight imperfections in the radiofrequency pulses， the 

composite 180
0 

pulses紅'eassembled into a "magic cyc1e" of the form 

broadband decoupling high-resolution NMR 
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RRRR (MLEV-4) [1] 

where R is a composite spin inversion pulse and R is its phase-inverted 

coun胞中紅t. Levitt4 showed血at血eperformance could be significantly improved 

by grouping these magic cycles into a supercycle4， for example， 

RRRR RRRR RRRR RRRR (MLEV-16) [2] 

This intuitive concept was later justified by an exact theory of decoupling 

presented by Waugh.5 

In practice the MLEV decoupling sequences give effective decoupling 

bandwidths about five time wider血組曲eequivalent noise decoupling scheme but 

they require careful attention to the accuracy of the 90
0 

radiofrequency phase 

shifts employed for the composite inversion pulses. Soon a much more "user 

friendly" composite pulse was devised by Shaka，6 made up of血esequence， 

R = 900(+x) 180
0

(-x) 270
0

(+x). [3] 

This is written as 1 2 3 in a shorthand notation based on the number of 90。

elements， and may be assembled into the magic cycle: 

123 123 123 123 (WALTZ-4). [4] 

Further expansion by cyclic permutation of a 90
0 

pulse， followed by phase 
inversion， gives the widely-used WALTZ-16 decoupling scheme6由atoffers a 

further 30% increase in operating bandwid血.

These broadband decoupling techniques were designed with the goal of 

minimizing the residual splitting of由eS spin resonances over a reasonably wide 

range of 1 spin chemical shifts. Many routine chemical applications紅era由erless 

concemed about small residual splittings (since they were anyway hidden within 

the instrumental linewidth) but demand a still wider effective decoupling 

bandwidth. Computer optimization was used to design the GARP decoupling 

sequence7 which offers an effective decoupling bandwidth 2.4 times wider than 

血atofWALTZ-16.

q
J
 

A
せっ“



Adiabatic decoupling 

It seemed for a while that出ismight be about the best one could do， but the 

NMR spec住oscopistsstill felt that broadband decoupling posed a serious risk of 

overheating biological samples in high':'field spectrometers， p紅ticularlywhen ions 

were present. (We "cooked" a priceless sample of a snake venom neurotoxin 

由roughover-zealous decoupling.) A giant leap forward came with the realization 

由atthe spin inversion element R could be implemented by an adiabatic sweep8-10 

instead of a composite radiofrequency pulse. Magnetiz瓜ion can be carried from 

the +z砿 isto the -z axis if the frequency 0百setd.B of由edecoupler field B2 is 

swept sufficiently slow ly to satisfy the adiabatic condition， 

e
 

ω
 

くくω一d [5] 

where e is the inclination of the effective field Beff with respect to由e+x axis of 

the rotating企ame，and 

ω'eff = 'Y Beff =畑J+ABうω [6] 

Typically an adiabatic sweep might have a duration of 1 ms. A linear frequency 

sweep is quite suitable for the purpose11組 d由edecoupler intensity B2 can be 

constant， except for a rounding of the discontinuities at the extremities of the 

sweep.12 A useful envelope for the decoupler intensity is the sausage-shaped 

function 

A = :tAo { 1 -I sin e I n} [7] 

where n is an integer that may be as low as 2 and as high as 240. Variation of n 

affords considerable flexibility in the operational parameters. For example n = 2 

gives results similar to those obtained with the popular hyperbolic secant 

scheme13・15whereas n = 240 achieves an extremely wide decoupling bandwidth at 
the expense of some other practical considerations. This family of decoupling 

sequences16-18 is called WURST (after the German word for sausage). It c姐 be

shown由atfor all adiabatic decoupling methods the effective bandwidth is 

proportional to由esqu紅 eof the intensity of the decoupling field B 2， in con住astto 

composite-pulse methods where there is only a linear relationship. This explains 

why a very broad chemical shift range can be covered， as high as 1 MHz in an 

extreme case.19 
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Cycling sidebands 
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Slight imperfections in the spin inversion during an adiabatic sweep may be 

compensated by a magic cycle or supercycle. One commonly-used 20・stage

supercycle employs the (0
0

， 150
0

，60
0

， 150
0

，0
0

) sequence of Tycho et a120 nested 

within the MLEV -4 cycle. The improvement in performance through由is

procedure is obtained at由eexpense of weak spurious modulations at血ecycling 

frequencies， which Fourier-transform into low-level "cycling sidebands" in the 

decoupled spectrum， just as sample spinning achieves improved linewidths in a 

high resolution NMR spectrum but inevitably introduces spinning sidebands. 

Cycling sidebands can eventually limit the attainable sensitivity of the method; 

fortunately the appropri剖eadjustment of出eoperating p紅 ameterscan reduce the 

level of cycling sidebands below 0.05% of the intensity of the decoupled 

resonances. This permits the detection of very weak cross peaks in two-

dimensional nuclear Overhauser spectra in the presence of broadband 

heteronuclear decoupling.21 Perhaps the decoupling saga is nearing its end after 

30 long ye紅 s?
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}弘治九3Ll 2H蛋白質の α位 1Hラベルによる高分子量蛋白質の帰属法

e-u弘 O山崎俊夫、初尾豪人、古井淳一、相本三郎、京極好正

~ 'H ~巳. . • (大阪大学蛋白質研究所)
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ι(Ê~O，じピ劫曹毎ñment method for larger proteins by 1Hαlabeling of 2H protein 

T. Yamazaki， H. Tochio， J. Furui， S. Aimoto， Y. Kyogoku，(Institute for Protein Research， 

Osaka University) 

The double and zero quantum coherences of a 13C_1H pair is not affected by 1H_13C dipolar 

interaction in the case of a large molecule and its relaxation is slow. Moreover， when 

surrounding 1H nuclei are replaced by 2H， the relaxation of the zero/double quantum 

coherence of an isolated 13C_1H pair becomes very slow. We put 1H on Hαpositions in all 

residues in a protein sample. The long-life 13Ca-1Hαdouble/zero quantum coherence was 

used for correlation experiments of backbone nuclei. A combination of HACAN， HACACO， 

HACA(N)CO， and HACACB gave sequential backbone connectivities and the backbone 

assignments were successfully obtained for a slowly tumbling protein. 

高分子量の蛋白質では、 13C磁化の横緩和が大きな 1H_13C双極子間相互作用のためにとても速い。

それは、多くの NMR測定法で分解能と感度の低下をもたらす。しかし、 13C_1Hの組の Oまたは

2量子コヒーレンス (HxCxなどの項)は、大きな分子では、 1H_13C双極子間相互作用に影響を

受けず、その緩和は遅い。ただし 1H部分は周りにある 1H核とのスカラー結合と双極子間相互作

用による緩和のために減衰する。さらに周りを囲む 1H核を 2Hに置換することによって、それら

の原因を除くことによって 1H_13Cの0/2量子コヒーレンスの緩和は大変遅くなる。 13C_1Hの0/2

量子コヒーレンスは 13C横磁化と同様に化学シフト、隣り合う核との聞のスカラー結合を得るた

ペヤ J めに用いることができる。つまり、 HSQC型のパルスシーケンスを HMQC型のものに替える事

〉31警 によって多くのスカラー結合を辿る実験法を改良することができる。蛋白質の主鎖を帰属する実

w 験法に応用するために全ての残基の Hαに1Hをそれ以外に 2Hで標識した蛋白質試料を作った。

~V'\ 、 もちろん、 13C15N標識も同時にされている。この長寿命コヒーレンスを用いる新しいタイプの

己.J HACAN、出CACO、臥CA(N)CO、臥CACBを開発した。臥CANは13ω=ら残基内と次残

基のアミド 15Nとの結合をあたえ、残基間結合が得られる。 HACACOとHACA(N)COは 13Cα

から残基内と前残基のカルボニル 13Cの結合を与え、残基間結合がさらに得られる。 HACACB

は 13Cαから残基内の 13Csの結合を与え、アミノ酸の種類を知ることができる。これらを組み合

わせることによって主鎖の核の帰属ができる。ほぼ完全な帰属を得ることができた。

2H labeling， NMR 

やまざきとしお、とちおひでひと、ふるいじゅんいち、あいもとさぶろう、きょうごくよしまさ

yヘhし附与 f 
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免疫系糖タンパク質の安定同位体標識および動的立体構造解析

(東大薬1，(株)中埜酢庖2，機能水研3) 0嶋 田 一 夫1，加藤晃一1，山口

芳樹1，古荘久見子1，高橋栄夫1，進 藤 一 泰1，榛葉信久 1，古賀憲司1， 

高橋穂子2，荒田洋治3

3L2 

Analyses of dynamical structure for glycoproteins in immune system as studied 

by stable isotope aided NMR 

Ichio Shimada， Koichi Kato， Yoshiki Yamaguchi Kumiko， Furusyo， Hideo 

Takahashi， Kazuyasu Shindo， Nobuhisa Shimba， Kennji Koga， Noriko Takahashi， 

and Yoji Arata 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， The University of Tokyo， GlycoLab， Nakano 

Vinegar Company Ltd.， Water Research Institute 

Immunoglobulin G (lgG) is a glycoprotein， which plays an important role in immune system. We have 

studied the antigen recognition mechanism and the interaction 01 the Fc Iragment with IgG binding 

proteins and soluble Fc receptor by using antibodies labeled with 1 3C and/or 1 5N amino-acid 

spesilically ， which are expressed in hybridoma cells. In the present study， we will discuss the strategy 

for the stable isotope labeling 01 the sugar chain in the glycoprotein and lor the investigation 01 the 

dynamical structure 01 the glycoprotein by using multinuclear NMR. 

序

糖タンパク質は，免疫，発生，分化，形態形成など，生命現象の様々な局面で重要な役割を演じて

いる.糖タンパク質の機能発現メカニズムの解明に必要なことは，糖タンパク質分子内および分子問

における糖鎖 ペプチド鎖問，糖鎖一糖鎖聞の相互作用様式を立体構造の観点から原子レベルの分解

能で把握することである.

現在， NMRによる構造生物学的研究の多くは大腸菌を用いた大量発現システムを利用している.

しかしながら，糖タンパク質の高次構造を解析するためには，動物細胞を用いた安定同位体標識法の

確立が必須となる.

本研究では，免疫系において中心的働きを担っている糖タンパク質である免疫グロプリン G(lgG)を

研究対象として取り上げ，糖タンパク質の高次構造解析に有効なNMR戦略を確立を目指し，問時に

様造生物学的観点から，糖タンパク質におけるペプチド鎖および糖鎖の存在様式・相互作用様式を明

らかにすることを目的とする.

結果および考察

動物細胞を痛いた糖タンパク賀ペプチド主鎮の安定同位体標識

既にわれわれは，安定伺位体標識アミノ酸を含んだ無血清培地下で抗体産生細胞を培養することに

キーワード:NMR，糖タンパク質，安定同f立体標識，動的立体構造

しんどうしまだいちお，かとうこういち，やまぐちよしき，ふるしょうくみこ，たかはしひでお
かずやす， しんばのぶひさ，こがけんじ，たかはしのりこ，あらたようじ
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より，アミノ酸選択的に安定同位体をゆGに導入できることを示し，本手法を用いて，抗原認識部位

および抗体結合性タンパク質の結合部位の同定などの成果をあげてきた.ここでは，タンパク質分子

全体からの構造情報を抽出することを目的として，抗体産生細胞を用いたペプチド主鎖の均一安定同

位体標識法について検討した. K
15
N03およぴ‘13C02を用いて培養された藻体の酸加水分解物由来であ

るアミノ酸混合物を，活性炭処理および陰イオン交換樹脂を用いて精製し，細胞毒成分を除去した後，

15N-Gluから酵素反応により合成した15N_Glnを加えて抗体産生細胞の培養を行い，均一安定向f立体標

識体の調製に成功した.この機にして確立した手法に基づき，たとえば，抗原結合に伴うタンパク質

全体に誘起きれる構造変化の解析が可能になった.

動物級砲を用いた糖タンパク質糖鎮の安定同位体標識

IgGの Fc領域に普遍的に結合している一対の複合型糖鎖は，エフェクター機能(補体の活性化，レ

セプターとの結合)の発現に不可欠であることが明らかとなっている.そこで， IgGの生物活性発現

メカニズムを理解するためには， IgG分子の高次構造形成において糖鎮の果たしている役割，すなわ

ち，的situの状態で糖鎖の高次構造・運動性を解析することが重要と考えた.そのためには， IgGの

糖鎖部分に由来する NMRシグナルを解析フ。ロープとして活用することが考えられる.そこで 1) 
あらかじめ安定同位体標識した前駆物質 ([1-13C] GIc， C5N] GIcN)を化学合成し，これらを抗体産生細胞

に取り込ませる方法， 2)安定同位体標識された単糖(たとえば， [1_13C] GaI)を糖転移酵素を用いて

Fcの糖鎖に結合させる方法を併用することにより，糖鎖が安定同位体標識された Fcを調製し，その

異種核シフト相関スペクトルを測定することにより，各糖残基のアノメリック位，およびGlcNAc残

基のアミド位に由来するシグナルの観測に成功した.さらに，化学合成された [1_13C]GlcNを用いるこ

とにより，糖残基特異的なNMRシグナルの観測にも成功した (Fig.1 ).これらのシグナルは， IgG 
分子中の糖鎖の高次構造・運動性を原子レベルの分解能で解析するための有用なプロープとなる.以

上の戦略は， IgGのみならず様々な糖タンパク質の高次構造解析に適応可能であると考える.

(A) (8) (C) 
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Fig.1 lH_
13
C HSQC spectra observed for (A) the labeld Fc fragment prepared by using [1_13C] Glc， (8) 

the labeld Fc fragment prepared by using [1_
13
C] GlcN， (C) purified glycans released from the same 

sample used in (A) 
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3L3 N M  哀を用いた筋肉蛋自質に与える低溢効果の解析

(北工研 1、アルパータ大学 2)0津田 栄 1、S.M.Gagne2、B.D.Sykes2 

Low-Temperature Effect on the Structure and the Dyn畠micsof 
Chicken Ske1etal Muscle Troponin C. 

(Bioscience and Chemistry Division， Hokkaido National Industrial Research 
Institute (HNIRI)， Department of Biochemistry， University of Alberta) 

Sakae Tsuda， S.お1.Gagne， and B.D. Sykes 

A variety of lD-ぬ 3D幽NMRexperiments has been carried out to clarify the low“ 

temperature effect on the structure and the dynamics of a Ca2+-binding protein， N-domain (1噌

90) of chicken skeletal muscle Troponin C (NTnC)， the NMR structure of which has been 

solved at 300C previously (Fig.l)[l]. The full昌ssignmentof the 岨 and15N-reson昌nceof 

NTnCw畠scompleもedat 40C. The following results were obtained by decreasing temperature 

from 300C to 40C. 1) The main-chain resonance of Va165-Asp66晶ndthat of the N-and C-

teロninalportions show昌弘rgedifference in chemical shift. 2) The line-shape of the ring-
current shifted side-chain reson畠nceof Phe26 is extremely broadened while that of Phe72 

shows no significant change. 3) The order parameter of the Ca2+-binding site n increases 
while that of the site 1 does not.τhese results indicate th幻 thelow-termerature effect is not 
uniform on the structure畠ndmolecular motion of NTnC. 

i序}一般に常温から零℃近傍への温度低

下は蛋白質の機能を低下させる。一方ある

撞の蛋自質(夕日:1.自主主活性酵素)は零℃近

樺で機能を発揮することが知られている。

なぜ蛋白質の種類により活性発現温度が異

なるのだろうか?常温蛋自質を儲島都E型

へ改変することは可能だろうか?この問題

を検討するために、我々は30"Cでの水搭液

構造カ笥月らかにされている筋肉蛋白質トロ

ポニンCの調節ドメイン(1幽 90番昌 ;NTnC

と略) (函 1)をモデル物質問として選

ぴ¥その立体構造と分子運動に与える鰯昆

効果をm銀法により角斡庁したo Fig.l. NMR structure of apoNTnC at 30d宮g.The CPK 
rnodel represents the arornatic side-chains. 

i装 置1実験には日本電子社製アルファ500型m 艇装置とバリアン社差益UNITY600m偲装

置を用いた。 f邸昆実験は高精度・長時間型温度可変装置により行い、温度校正にM抽出01の

化学シフトイ直を用いた。多次元NMR信号処理はNMRPipe(F.Del昌glio)により行い、シグナ

キーワード 3D岨 NMR、トロポニンC、カルシウム結合、 f出昆効果、緩和時間

著者ふりがな: つださかえ、ステファン・ガグネ、ブライアン・ザイクス
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ルの帰属と15N_1H聞の'NMR緩和時間解析はPIPPソフト群(D.Garrett)により行った。スペク

トJレ密度と運動の相関時間算出は非線形最小二乗法により行い、また線形角科汗には自作の波

形分離ソフト(竹腰ら)を用いた。

【方法】常温一低温聞での蛋白質構造と運動の違いを与えるNMR情報には、化学シフ

ト、交換速度定数、 (5/2)J(0)/τ'C(白der Parameter) [2]等がある。またNOEと二面体角情

報は低温下での蛋白質立体構造を与え常温構造との比較を可能にする。これらのNMR情報

を得るために、本研究では15N-NTnCと13C/15N_NTnC試料の2mMオt溶液 (H20:D20=9:1 ，匹DTA1=

5mM，pH=6.7，肘aA31=2mM) に対し4'C (部分的に30'C)において2次元と3次元のパルスNMR

実験を行った。ここで、 EDTAはNTnCの非カルシウム状態(アポ状態)の達成のために加

え、これにより後述の15N_NMRの縦緩和時間に対するアボーカルシウム結合状態の構造交換

の項を除いた。アミド15N_NMR信号に対する縦、横緩和時間およひ<'.NOEの測定を30'Cと4'C

で行い、両温度でのスペクトル密度J(0)、等方性運動の相関時間 (tCおよび~e) 、そして

(5/2)J(0)/τcを算出した。

【結果]NTnCに対する4'Cでの3次元のCBCACO附 Hと15N-fi1teredNO回 Yおよび2次元のTOCSY

実験から、 N末端残基 (Ala・1)を除く NTnCの全てのアミノ酸残基のlHと15Nの共鳴線を帰属した。

図2に15N・filteredNOESYの解析結果を示す。横軸はアミノ産残還請号を示し、縦軸はlHの

化学シフトを示す。連続的な dNNやda.N-NOEのパターンは連鎖帰属の妥当性を示す。現在こ

のデータから4'CにおけるNOEに関する立体構造'情報の取得を行っている。
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Fig.2. The s凶ipsrepresentation of the 15N・filteredNOESY spec回 ofapoNTnC at 4deg 

(開TnC)=2mM，[KCl]=25mM， pH=6.7， 6∞MHz). 

図 3はNTnCの 1次元NMRスペクトルの温度依存性(芳香環領域)を示す。 30"Cにおい

て6.6Oppmに観測されるPhe26のδ-ring由来NMR信号は温度下降に伴い線幅を増大しながら

高磁場側(図 3の右方向)に移動した。同信号はこのときPhe75のふring由来の共鳴位置

(6.40ppm) に現れPhe75信号と重複した。このことは、温度低下に伴いPhe26のふringを
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含む局所部位の立体配座が特異的な変化を起

こすことを示している。線形解析から15'c 

での構造妥当失速度は100~250Hzと見積もら

れた。

図 4はNTnCの主鎖15N_、NH・、 cαH-NMRの

化学シフトの30'Cと4'Cの差の平均値を残基番

号に対してプロットしたものである。この図

は30'Cから4'Cへの温度低下に伴い 4~9番

目の領域(第一ヘリックス部位)と75~90

番目の領域(第 5ヘリックス部位)および

Val65・Asp66近傍(第2Ca2+結合部位)の化

学シフト値が特異的に変化することを示して

いる。このことは、これら 3つの領域iJ宝温度

低下に伴い局所構造の変化をすることを示唆

している。

Temp. 

{・C)

25 

20 

15 

5 

ppm 
-ーτ-

8.0 7.5 7.0 6.5 &.0 

Fig.3. The temperaωre dependence of白elH-NMR 

spe唱凶mof apo NTnC (aromatic region). 

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 

Residue Number 

Fig.4. N佃 narizedchemical shift diff<間nceof御 15N_，NH-， and C副 -reson加 ceofa卯 NTnC

between 3倒 egand4deg. 

NTnCの1 5N-NMRの縦、横緩和時間およひ~OEのデータから、 NTnC全体の(等方的)運

動の相関時間τcは4.5ns (30'C)および11.4ns (4 'C)と求まった。これらの比が約2倍に

なっていることは、 30'Cと4'Cでの溶媒(水)の粘性率の比が約1/2 (およそ1.6および

0.8/mP部)であることに関係すると考えられる。図5にアミド基の(運動の方向をランダ

ムと仮定したときの)分子運動に対する束縛の程度を示す変数.(5/2)J(0)1τcの30'Cと4'Cで

の差を残基番号に対してプロットした結果を示す。縦軸は温度低下に伴う運動束縛の大き

さを示している。図 5 はNTnCの4~12番目 (Nヘリックス)と80~90番目 (Dヘリツク

喝

B
i

R
U
 

つμ



ス)及び65番目付近(第二Ca2+結合部位)の運動が、温度の低下に伴ってより強く束縛さ

れることを示している。これらの部位は温度低下に伴う構造変化が示唆された部位(図

4) と一致しており、温度低下かSNTnC分子に対して部位特異的な構造と運動の変化をもた

らすことを示唆している。

ωO. 
s .. 
ヒ
( 

霊・-
( 

刷、、
町3
) 

‘則。O• 

.
 

匂
-
白

5 10 15 20 25 30 35 40 45 5・55 60 65 7・75 8・85 90 

Residue Number 
Fig.5. Difference in Order Parameter of apoNTnC betwωn 30組 d4deg. The vertical axis shows 

the degree of restriction on the NH-group wobbling motion of apoNTnC. 

【考察】これまでのNTnCに対するX線結晶構造解析[3]およひ~[1]の結果は、室温付近

においてNTnC分子中のN、C両末端部位と二つのCa2+結合部位は他の部位よりも運動性が

高いことを示している。本NMR研究の結果は、これらの部位のうちNとC両末端および第

二Ca2+結合部位の運動性だけが温度低下により大きく抑制され、第一-<:a2+結合部位につい

ては抑制が小さいことを示した。このことは、タンパク質分子の内部運動は温度低下に

伴って一様に低下するのではなく部位による違いがあることを示している。 Suarezら[4]

は、 NTnCのCa2+結合定数 (Kb=Kon/Koff)が温度低下に伴って大きくなることを明らか

にした。 Konは拡散限定反応、式[5]によるので温度低下に伴い通常小さくなる。従って、温

度低下に伴うNTnCの構造変化とはkoffが小さくなるような変化であり、これは上で述べた

第二Ca2+結合部位の運動性の硬直化に関係すると考えられる。またこのことは、第一Ca2+

結合部位の運動性が第二Ca2+結合部位と同じになるような改変(あるいはその逆)によ

り、低温下でも常温下と変わらないCa2+結合能を有するNTnCをデザインできる可能性を

示している。

【参考文献1
1. Gagne， S.M.， Tsuda， S.， Li， M.X， S凶 llie，L.B.， and Sykes， B.D. 
Nature Structural Biology， 2，784-789 (1995). 

2. Lipari， G. and Szabo， A.よ Am.Chem. Soc. 104，4546・4558(1982). 
3. Herzberg， O. and James， M.N.G. Nature， 313， 653・655(1985). 
4. Suarez， M.C.， Barbosa， C.， Foguel， D.， Sorensen， M.， Smi11ie， L.B.， and 

Silvia， J.L. Protein Engineering， 8， 36 (1995). 
5. Glasstone， K.， Laidler， K.， and Eyring， H. "Theory of Rate Processヘ

McGrow-回 11(1941). 
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3L4 カルモデュリン-W-7複合体の立体構造解析

(1山之内製薬、 2筑波大先端学際領域セ、 3トロン卜大オンタリオ癌研)

O大津匡範 1人奇川潤 1、MarkB. Swindells1、古奇利夫人

間瀬年康 1、田中俊之 2、伊倉光彦 2，3

Solution structure of Calmodulin開 W-7complex 
1 Yamanouchi Pharmaceutical Co.， Ltd.， 2Center for Tsukuba Advanced Research 

Alliance， University of Tsukuba， 30ntario Cancer Institute， University of 
Toronto. 

OMasanori Osawa1，2， Jun Tanikawa1， Mark B. Swindellsl， Toshio Furuyal， 

Toshiyasuお1asel， Toshiyuki Tanaka2， and Mitsuhiko Ikura2，3 

The solution structure of the complex between calcium-bound calmodulin (Ca2+-CaM) 
and its antagonist， N-(6・aminohexyl)ふ chloro・1・naphthalenesulfonamide(W・7)has been 
determined by NMR spectroscopy. The two domains of CaM (residues 5 to 74 and 84 to 
145) connected by a flexible linker remain essentially unchanged upon complexation. 
Titration and NOE data suggest that two W-7 molecules bind to Ca2+-CaM， one in each 
domain. The complex is mainly stabilized by the hydrophobic interaction in each domain 
between the naphthalene group of W-7 and the hydrophobic pocket responsible for 
binding of target proteins. Therefore， W-7 inhibits the CaM-mediated activation of the 
target proteins by competing with key amino acid residues of the target which anchor to 
CaM at the heart of the hydrophobic pocket in each domain. 

[序]
カルモデュリン(CaM)は、 148アミノ酸からなる EFハンド型カルシウム結合蛋白

質で、真核細胞においてカルシウム依存的に標的酵素を活性化することにより核酸代

謝、筋収縮、分泌、細胞分割などといった様々な生理現象を調節する。 Ca2+が結合

した CaM(Ca2+心aM)の結晶構造 1では、構造が類似した 2つのドメインが8ターン

のαヘリックスで隔てられた鉄E鈴のような構造をとっている。各ドメインには 2つ

のヘリックス.ループ.ヘリックス Ca2+結合領域 (EFハンドモチーフ)があり、各

EFハンドモチーフに 1個ずつ、計4個の Ca2+が CaMに結合する。細胞内 Ca2+濃度

が上昇すると Ca2+が CaMに結合し、 CaMにコンフォメーション変化が起こり疎水

性領域が露出する。この変化により CaMと標的酵素との相互作用が可能となり、

Ca2+シグナルを伝達する。

N-(6-アミノヘキシル)・5-ク口口・1-ナフタレンス

ルフォンアミド (W-7) は、最も強力な CaM阻害

剤の 1つである。 Ca2+-CaM1分子に対して 2""'3

分子の W-7が結合する(解離定数 11μM)0 W-7 

を用いた CaM研究は現在まで盛んに行われてきた

が、 W-7とCaMの相互作用は立体構造の見地から

CI 

rづ'" "'y'" "守、
kミ" ./人...._ '"ジJ

S02NH (CH2) 6NH2 

は明らかになっていない。本研究では、 CaM~_W_ -I N-ー(6・aminohexyl)・5・chloro-l・
7複合体の立体構造解析を行い、 W-7の CaM阻害 I naphthalenesuÚ:'o~amide(W・ 7)

NMR、カルモデュリン -W・7複合体、立体構造解析、疎水性相互作用

おおさわまさのり、たにかわじゅん、マークスウィンデルス、ふるやとしお、

ませとしやす、たなかとしゆき、いくらみつひこ

-253-



機構を明らかにすることを目的とする。

[方法]
NMRスペクトルは、 BrukerAMX-600を用いて、 308Kで測定した。

15Nで均一にラベルした Xenopuslaevis CaMを用いて、1.5mMCaM， 100mM 
KCl， 10.6mM CaCb， pH6.8の水溶液を作成し、 W-7による滴定を行い、 15N_IH

HSQCスペクトルでシグナルの変化を調べた。

15Nあるいは 15N/13Cで均一にラベルした CaMを用いて、1.5mMCaM， 7.5mM 

W・7，100mM KCl， 10.6mM CaCb， pH6.8の水溶液(H20または D20)を用いて、主

鎖および側鎖の帰属のために CBCA(CO)NH，HNCACB， HCCH・TOCSYなどの測定

を行った。距離情報は mixingtime 100msの 2Dhomonuclear NOESYおよび 13C

edited NOESY HMQC， 15N-edited NOESY HMQC， 13C F1-edited F3-filtered 
HMQC NOESYスペクトルから、 2面体角の情報は HNHAスペク卜ルおよび

Chemical Shift Indexから得られた。スペクトルのプロセシングと解析には

NMRPipe， Pippなどを用いた。

NOE、水素結合、 Ca2+配位の距離制限、および 3JαNHスピン結合定数と CSIか

らの 2面体角の制限を用いて、 X-PLORversion3.1上で SimulatedAnnealing(SA) 

法により構造計算を行った。 Lys75から Glu82の領域は柔軟で、なおかつ N端と C

端のドメイン聞の NOEは観測されなかったので、各ドメインの構造は別々に計算し

た。

[結果と考察]

Figure 1に、 CaM-W-7複合体の溶液構造を示す。最安定 20構造の主鎖および

非水素原子の RMSDは、残基番号 5.-，，74でそれぞれ 0.8A.1.4A、83'-"146でそれ

ぞれ 0.7A， 1.4A 
である。ヘリック

スI(残基番号 5'-"

19)がN端ドメイ

ンの中心に向かつ

て動いた以外は、

CaMの主鎖のフォ

ールディングトポ

ロジーは W-7との

複合体形成に伴い

ほとんど変化しな

い。 Figure2に主

鎖のアミ ド 基 の

Figure 1. A schematic ribbon drawing of the solution structure 
of calmodulin (ribbon) complexed with W・7(balland stick). The 
relative orientation of the two domains is arbitrary due to the 
flexibility ofthe centrallinker. The figure was generated using 
MOLSCRIPT. {1H}_15N 

heteronuclear NOEを残基番号順に示す。 75番から 83番の領域の NOEが大きく、

この領域の運動性が大きいことがわかる。両ドメイン聞の NOEが発見できないこと

を考え合わせると、両ドメインの配向が定まっていない可能性が高い。

CaMとW・7の分子間 NOEは主として CaMの疎水性ポケットの内部にあるメチル

基と W-7のナフタレン環の聞に観測されており、 CaM溶液の W・7滴定の結果も考

慮すると、 W-7はCaMの各ドメインに 1分子ずつ結合していると考えられる。各ド

メインに W-71分子ずつを含めた SA計算の結果、 W-7は各ドメインの疎水性ポケ

A
斗
&

に
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ットに結合していおり、W・7のク口口ナフタレンと CaMの疎水性アミノ酸側鎖との

聞の疎水性相互作用で安定化している。CaMの両ドメインの主鎖を重ね合わせると、

W・7は各ドメインの対応する疎水性ポケットに結合しており、相同のアミノ酸側鎖

と相互作用しているが、その配向は異なっている。これは、両ドメインのアミノ酸配

列の遣いによる W-7結合部位の構造の遣いを反映している。

CaM-smMLCKぺプチ

ド複合体の結晶構造 2 と

CaM -W-7複合体の溶液

構造を主鎖で重ね合わせ

ると、 N端およびC端各ド

メインの W-7結合部位に

smMLCKペプチドの卜リ

プ卜ファンおよび口イシ

ンの側鎖が存在している。

W-7は標的酵素の疎水性

側鎖と競合することによ

り、 CaMと標的酵素との

相互作用を阻害している

と考えられる。

Trifluoperazine(TFP)はW・7に並ぶ最も強力な CaM阻害剤である。CaM・TFPグ

の結晶構造 3，4とCaM-W-7複合体の溶液構造を主鎖で重ね合わせると、TFPとW・7
はCaMのC端ドメインの閉じ疎水性ポケットに結合しているが、厳密には結合位置

が異なる。これは、 W・7や TFPといった疎水性基をもっ阻害剤、あるいはトリプト

ファンなどの芳香族側鎖の結合部位はかなり柔軟で、相互作用する分子によって構造

を変えうると示唆される。

本研究により、 CaM-W・7複合体では、 CaMの各ドメインに 1分子ずつの W・7
が結合していること、両ドメインをつなぐ領域は運動性が大きく両ドメインの配向が

決まっていない可能性が高いこと、 W-7のク口口ナフタレン基が CaMと疎水相互作

用をしておりスルホンアミド基から 4個以上離れたメチレン基はCaMとの特異的相

互作用に大きな影響を及ぼしていないことなどが明らかになった。 CaM分子に結合

している 2分子の W・7の末端のメチレン基は互いに近い位置にくることが可能であ

る。これらの知見は、 W・7より強く CaMに結合し、高い CaM阻害活性をもっ分子

のデザインのために有用な情報となる。

1.2 
1 

0.8 

室0.6
0.4 
0.2 

0 
""'" cウ l() t-、 o 小司 l() t-、 σ~ ""'" cつ uコr、

ー→ひ司 M l.{コにo t、- 00σ~ ""'"ひ;) M 寸 4
戸・， ~吋 F・~ -

Residue Number 

Figure 2. {lH}_15N heteronuclear NOE 
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3Pl SiX4及び CH4-nXn (X=Cl. Br. 1 ;n=1-4)の第 4属元素の核遮

蔽定数に及ぼす重原子効果

(三菱製紙(株〉筑波研究所) 0遠藤一央、山本京之介

Heavy Atom Effect on 14 Group Nuclear Shielding Constant of 

SiX4 and CH4-nXn (X= Cl. Br. 1; n= 1.2.3.4) 

(Tsukuba Research Laboratory. Mitsubishi Paper Mills. LTD.) 

Kazunaka Endo and Kyonosuke Yamamoto 

A sum-over-states third-order perturbation theory using a 

semiempirical wavefunction parameteric method 3 was applied 
29"， __...1 13 to LVSi and IvC nuclear magnetic shielding constants of SiX4 

and CH4-nXn (X=Cl， Br. 1; n=1. 2. 3. 4). respectively. The other 

new spin-orbit (LS) term. OLs (A). was proposed to come from 

the cross term involving the halogen spin-orbit coupling. 

Fermi I'S interaction and the external field-( carbon or 

silicon) orbit interaction. The values using the MO method 

predicted substantial contribution( 25 叫 ofσLS(Si or C) 

to the (アLS(X) as already given. The results were in consi-

derably good agreement with the experimental values. indica-

ting the importance of the spin-orbit effect on the chemical 

shifts of molecules containing halogen heavier atoms. 

Theory 
The basic derivation of LS(spin-orbit) shift was already 

given in the previous paper1 from the general perturbation-

theory expressions. We assume that the exact wavefunctions 

for the corresponding electronic states in the following 

equation (1) are approximately built from Hartree-Fock MO・s.
The wavefunctions2 for the ground and lowest excited states 

are written as a single determinant of the form. as men-

tioned previouslY. 1 The MO is expanded as a linear combina-

tion of the atomic orbitals. The shielding constant of the 

atom A is ob~ained from usual third-order perturbation 

theory 

σk=(θ2/(θμkθHk{e4iolhlヤ0)
OccUnocc 

-L L (Cpo 1 h 11Pi_j)ePi_j 1 h 11po)e Eji -EO)-1) 

‘ 3 
OccUnocc +写 ZH190|hlI(。r川→j)(l(町 3).九 j1 h 1

1
(or句_j')(1(町 3).九 j'1 h 11po) 

x{c(or 3)Eji -Eo)C(or 3)Ej'i _EO)}-1J-epo 1 h 11pO} 

OccUnoc 

xLど[Cpo1 h 11(or匂戸川(町 3弘-j1 h 11po} e(町3)ん -EO)-2]})μ=H=O. (1) 
• J 

NMRケミカルnト、_;n'i軌道効果、 SiX4 CH4-nXn 

えんどうかづなか、やまもときょうのすけ
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where h is the total hamiltonian. 1歪n denotes the total 

wavefunction for the ground state. 1 (or 3')歪i->j represents a 

singlet ( or triplet) state; the subscript i->j labels 

excitation of a single electron from MOψi to MOヂj' We 

think that if we obtain the exact wavefunctions of the mole-

cules. we can reproduce the experimental NMR chemical shiel-

dings using the Eq. (1). 

For the third-order contribution including the spin-orbit 

coupling interaction. we can obtain four shielding con 
1.3 stants"V which intervene Fermi. spin-dipolar. electron-spin 

Zeeman interactions and the vector potential of nuclear di 

pole. respectively. We. here. consider the dominant term 

involving the Fermi interaction and neglected the other 
1 • 3 three terms. since the terms are smaller. '. V We propose the 

other new LS shift. OL.s (A). which indicate to come from 
the cross term involving the halogen spin-orbit coupling. 

silicon(or carbon) 1・S interaction and external field-sili-

con (or carbon) orbit. with the previous LS shift. 1 (i-LS (X) 
The expression was rewritten in this case. 

ー OccUnocc

σLS~σ凶 AtV+ULS(Xt
V 

=一(411"0<2入j3)IS(OW{L L [C;xCfJu{[ctxcPlv+[Cfxc.?lv}C~ ， C~ 

X[{(3 Eji-EoW Ej'i-Eo)} -1+{C Eji-Eo)e Ej'i-EO)}ー1J
OccUnocc 

+2ごど{[CfxctJu+[C; xCjxJu}C~C~ ， [cf， xCfJv{(3Eii -Eo)e弓'i-Eo)}→

OccUnocc 

-L L {[CfxctJu+[C;xcfJu} [CihcfJvCSjACSiA[{(3ι-EoW Eji'-Eo)}一1

OccUnocc 

+{C Eji _Eo)(3 Ejil-Eo)}一1J-2ご乞 {[cfxctJu+[C; xcfJu} 

XCs.，̂CsiA[CjX xCf，Jv{(3 Eji-Eo)C Eji'-Eo)}→ 
Occ Unocc -ーー一ーー一ー

+2 f: vf:-{[C.̂xCjAJ川 C;XCfJU}[C~1 xC~JvC~CSiAeん-Eo}-2}， ( 2) 

where the components of the vectors. Ci
A and Ci

X. are the 

coefficients of the corresponding Px' Py and Pz A~s of i-th 

MO in the atoms A and X. respectiYely. C~;A is the 
s J ・ー《

coefficient of the s AO of j-th MO in the atom A. -and IS(O) 12 

is the electron orbital probability density of the atom A at 

r Ak = O. 入 is the spin-orbital constant. 

Results and Discussion 

We calculated the H. C and Si chemical shifts of HX. 

CH4-nXn and SiX4 (X= Cl. Br. 1; n= 1-4) compounds. respec-
tively. The geometries of (CHX3・CH3X). CH2X2 

and (CX
4 

SiX4) were optimized， "under their C3v' C2v and Td symmetri占s
b y t h e P M3m e t h o d.151 n t h e c a l c u l a t ion o f t h e c h e m i c a l 

弓

j
Fhυ つω



shift， we modified a PM3 program to output the singlet and 

triplet excitation energies from all occupied MOs to all 

unoccupied MOs， and considered only the one-electron term 

of the spin-orbit. This is enough for calculating the iso-

tropic terms for the diamagnetic， paramagnetic and the LS 

terms including Fermi contact interaction. The shielding 

constant of CX4 and _SiX4 is gauge-independent because of 

their Td symmetry. 4， 5 W~ use_d quantities ( the spin-orbit 
6 coupling constant of halogenV and the hyperfine coup ling 

constant of proton， carbon and silicon atoms) 7 which were 

required for a calculation of the LS term in Eq. (2). 

(a) H chemical shifts of HX 

For the LS 山， we used t he OLs (X) as a 1 ready 9 i ven. We 

compared in Fig. 1 the proton chemical shifts calculated 

with and without the LS term to the experimental values8. 

The chemical shift values are given relative to the HCl 

molecule. Our calculated shifts including LS term agree well 

with experimental values: the spin-orbit effects are signif-

icant for HBr and HI. 

(b) C chemical shifts of CH4-nXn 
Fig. 2 showed the calculated C chemical shieldings of 

9， 10 CH4-nXn (X = Cl， Br， I) with the experimental valuesm. 

In CH4-nXn molecules except CX4， the gauge origin is located 

on the halogen atom. Our calculated values show considerably 

d。od agreement with experiment.The agreement is obtained by 

considering the LS terms. Our evaluated largest LS叉ield-

i n g was g i ve n as t he con t ri b u t ion of 330.6ppm(LFL S (X) 

271. 5 and CiLs (C) 肌 1) to the total shielding for CI4・

I n CH4-nXn compo u n d s， t h e c o n tri b u t ion o f t h e e l e c t「on l C 

s t a t e s t o t h e L S s h i e l d i n g c an b e con s i d ere d a s we l l a s d o n e 

in the following section of SiX4・

(c) Si chemical shifts of SiX4 
I~.S:~~'''~~~~o~nds ， the ori~in of the 29Si chemical shifts 

has notleen explained theoret leal ly-although some 
invest i-

gators11 observed the high-field shifts of SiBr4 and SiI4・

we s h owe d i n F i g.3t h e com p ari son b e t we e n t h e c a l c u l a t e d 

and the experimental values. Our calculated values of the LS 

s h i e ld i n g f orS i 14Pre d i c t e d t h e s u b s t an t i a I c o n tri b u t i o n aS 

510.9 ppm( 仇 s(X)420.9and CTLS(Si)90.0)to the total 

shie id i ng.Fig.3showed the s i l icon chemical shifts with 

and without LS shifts together with experimental ones. The 

calculated values are in good accordance with the experimen-

tal ones. Thus， we can see that the origin of the high-field 

shift was interpreted by the LS term. 

O
O
 

Rυ ワ
h
M



CI~ 
330.& 

-300 

-20 

CHl3 

E 
a 

i-200 

2 
伺
〉

" 
i 
E ・100
aE 

。wilhoulLS shifl 

.with LS shifl 

Br 

R

l

v

n

u

 

↓

1

5

 

E
a
ミ
E
2
g
B
E
E
g
a
x
u 。

。明IhoulLS由 ift

-叫thLS酌 ilt

-100 ・200

Cal印国.tedvalues I ppm 

CH2! 

-走。-5 -10 -15 
Calculaled valu田 /ppm

Fig. 1. lH chemical shifts in HX (X=Cl， Br， 1) com-
pared between the experimental and the caIculated 
values with and without the spin-orbit (L8) shift. 

。4 

-400 

Fig.2. 日 Cchemical shifts in CH4_nXπ(X=CI， Br， 
1; n=1-4) compared between the experimental and 
the caIculated values with and without the spin司orbit
(L8) shift. 

Sil 

-200 

E
a
a
E
E三
崎
、
，
有
言
。

EZιEvn凶 。with∞tLS shiftl 

• with LS shift 
。

-，ら00-200 
Calculated valu..s/ppm 

Fig. 3. 298i chemical shifts in 8iX4 (X=Cl， Br， 1) com・
pared between the experimental and the calculated 
values with and without the spin-orbit (L8) shift. 

。80 200 

G

・I

・

+
t
d
u
、t'

「巳

n

o

n

L

e

u

-

7

'

n

u

 

s
-
-
A
U
Q
d
n
t
 

e
・J
n

1

・

r

u

2

1

・
b
一
m

p
s
t
t

・a
e

O

一
e

t

k

n

1

3

一
h

n

a

'
「

O

P

内

J

P
i
k
e
o
-
-
0

・

x

a

c

y

t

p

h

 

-
E

・N
n

a

・

C

L

1

'

s

a

w

N

1

J
・
s

n

1

・
y

・
n

e

6

A

r

A

5

r

h

H

O

N

"

5

0

S

 

9

0

P

S

S

G

d

・
f

・

y

'
l
白
』

AU
白
』
内
》

1
i
'
t
'
z・u

r

'

，d
h

H

・，，‘、・
hH

・n
n
H
H
r
e

，t、

u

n

r

、，，

a

9

T

m

a

e

v

o

d

t

-

L

 

W

6

e

c

b

e

・2
n

a

J

凶
腕
問

a

・'
h
o
i
-
L
1
1
a
N
1
1
4
1
1

Z

3
一e
c

t

t

e

7

・

n

o

a

u

e

2
一n
o

e

d

Y

9

2
一
'
・

a

M

街
灯

n

a

・
m

g

i

g

1

n

Z

r

-

，

0

・b
J

i

a

e

r

-

-

l

G

・
γ

v
a
s
e
g
M
H
e
'
s
e

・

h
λ
z
r

y
R
・
'

u

n

n

y

t

n

C

3

J

h

、1
i
s
f
n
E
o
h
s
n
L
n
〉
」

T

P

・8
・J

o

l

t

p

n

a

h

y

a

4

K
7
u
・

l

c

g

r

m

L

A

ノ

d

・

9
S
M
e
r
-
-
n
e
e
-
s

・

メ

b

n

d

・1
t
l
e
m
-
-
t
b
、.
1
r
o
o
v
H

a
O
T
-
-
a
'
P
B
o
h
a
8
a
J
g
F
4
 

M
8
k
a
-
-
t
s
t
・5
M

d

'

/

a

o

d

4

a

d

c
・
A
a
s
J
9
1

・
/
丸

d

・n
3

N

a

n

g

W

1

・
M

R

P

n

v

a
・
H

i

a

・
d

・(
C

J

む

E

e

4

一・

r
I
L
-
-
-
i
H
1
d
t

R
a
1
H
・
p
r
E
d
l
0
・
n

n

7

ぃ

V

)

M

e

r

o

'

6

H

a

a

・uγ

K

'

e

・d

・
v
・a
s

r

m

R

ツ

n
h
i
n
-
r
-
C
d
e
-
-
d
h
h
d
 

-
a
c
s
a
-
-
e
r
n
'
d
8
一n
c

t

L

a
a
-
-
n
j
・t
e
'
a
t
-
-
2
一a
t

r

c

m
h
d
a
o
o
d
h
g
e
t
h
e
-
.
j
a
、44

・1
・t
o
r
t
-
l
e
c
n
r
s
g
n
s
n
J
W
〈
』

h
h
J
O
l
T
G
E
n
t
i
-
-
o
i
h
y
n
l
o
 

S
3
0
0
m
s
t
i
r
-
0
4
I
n
c
h
a
H一
4
4

i
7
R
V
h
i
a
-
-
S
P
M
O
K
S
p
m

・

訓

w

s

r

9

s

g

g

m

s

e

・M

F

凶

e
o
-
-
-
i
u
i
b
-
-
-
u
・・・
i

)

)

w

ヨ

C
M
r
I
C
-
-
S
H
u
p
'
a
D
G
m
N
5
0
8
t
 

n

6

9

s

n

8

e

e

7

1

0

6

'

 

e
・5

・・
n
・
・
・
O
Q
d
r
・
-
h
・9
H
4
9
0咽
定

「
I
3
C
M
E
M
T
e
c
-
-
2
u
W
W
C
U
l
-
-
a

e

3

r

t

b

t

p

B

(

-

V

1

3

U

H

 

f
・

-

-

-

-

-

.

.

.

 

0
0
一
1

，ι

e

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

9

一
I

C

D
n
 Phys. 59， 

Soc. 

i豆， 431(1968).

Chem. 

J. 

Chem. J. 

ハ同一
V

Fhυ 
ワ
ω



3P2 磁気共鳴スペクトロスコピーの検出感度の限界

(シーメンス旭メディテック(株)1、東大医用電子研 2)0入口紀男1、上野照附 Z

The achievable limit of the magnetic resonance sensitivity 

N.lrigtぉhi1 & S. Ueno2 Siemens・AsahiMedical Technologies Ltd. 1 and UniversiかafToわ102 

The achievable limit of the signal-to-noise ratio (SNR) is formulated by岨 equationwith spin-spin 

relaxation time T
2 
(s)組 delectric∞nductivityσ(S/m)only. The equation w迎 providereal answers for 

some important feasI凶 itys知也.es血 tinvolve detecti昭 NMRsignals especially when some diffic叫lIes

are associated wi血也.eexperunen包.

緒言

磁気共鳴の検出感度は、磁気共鳴の有用性を決定する大きな要因である.試料が導電性を

有するとき、磁気共鳴の検出感度には限界(上限値)が存在する.たとえ純度100%の理論純水

でも、 H20#H++OHーのわずかな解離によってS.SQx10-6 S/m程度の導電率をもっている.

そこで、試料の導電性に着目して磁気共鳴の検出感度の理論的限界を明らかにする.

信号

試料が静磁場B。の中にあって、コイルに単位電流を流して得られるRF磁場8，によって原

子核スピンが励起され磁化が90・倒れるとき、スピンの歳差運動によってコイルには ξ5 = 

・(θ/θt)(8，・ Mo)の起電力ムが誘導される。ここでM。は試料の単位体積あたりの磁化のベ

クトルMo= nァ2(h/2π)21(1+1)8013kたであり、 nは磁気共鳴にあずかる単位体積あた

りの原子核スピンの数、 hはプランクの定数(6.63X10-34JS)、kはポルツマンの定数

(1.38X 1 0 -23 J/K)、には試料の絶対温度(K)である.被検体の微小体積 dVについてdξ5= 

ω。fv 8， Mo dVであり、 8，が試料の全体積凶こついて一様であるときは、 ξ5= 103ωoz vc 

Aγ (h/2π) 21 (1 + 1) 8，1(3kTs)である.ここで、 vは試料の検出に関与する体積 (m3) 、

C はスピン濃度(附、 Aはアポガドロの定数 (6.02X1 0
23

) である.

雑音

磁気共鳴の検出に用いられるRFコイルは抵抗民をもっている.電子の熱運動に伴う雑音

の実効値ξN1立、古くからJ.B.Johnsonの研究によって知られている.励起されたスピンが歳

検出感度信号雑音比導電率

いりぐち のりお うえの しょうごう
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差運動を行なうとき、試料には、磁場の変化に伴って渦電;涜による誘導損失等価抵抗Rが惹起

される.R;は、コイルの純抵抗Rcに対して直列に加わる (R=民+R;) • 揺乱電流は、周囲

に揺乱磁束を発生し、 RFコイルによって雑音として検出される.たとえば、半径'oの球状の試

料を考え、その中で軸の周りに断面が半径方向lこd九、軸方向!こdzの微小な面積を有するリン

グを考えるとき、 リングのコンダクタンスdGは、 dG=σd九dz/ (2π九) と表される.半

径九のリングを貫く磁束81によってリングに誘導される起電力Vは、 v=・π九2θ8，1θt

=π 九Zω。81sin(ω。t)であり、電力の実効値FはP"= (1/4)πr02ω02812σdrodzと

表わされる.単位体積では、 P*= (1/ 8)σイω02B12 であり、半径九の球における値P

は、体積積分によって、 P= 2πJ-roroJo(rozj)1/Z予*(r
O
)九drodzと表わされる.ここで、

8
1
は単位電流iによって生起される磁束密度の波高値であり、 ( i /';-2 )2R; =Pであるから、

R; = 2P = (2/15)πσr05ω。281
2となり、この値が雑音の実効値 ξN= .;-(4 k Ts 1J. f R; ) 

を与える.

検出感度の限界

磁気共鳴によって得られた誘導起電力ムは、ピーク値 (FI凹言号の初期値)であって、そ

の後五緩和によって減衰する.F旧信号に最適フィルターをかけてフーリヱ変換したとき単位

周波数あたり信号雑音比 (SNR)ψは、 ψ=(ち/2)1/2ξ/ξNと表わされる.抵抗Rとして試

料の抵抗Rのみを考慮しRFコイルの抵抗Rcをゼロとして、最大信号雑音比 (SNR)ψmaxは、

次式で与えられる.

ψmax = (125/6) ';-15π-5/2 A h 2 k -3/2 T.・3/2T
2
1/2 C Vω。γ1(1+1)σー1/2九-5/2 

結語

上式を用いて、たとえば試料が1mlの水であり、温度五=293 K (20
0

C)、導電率 σ=

5.50X10-6 S/mであるときは、信号雑音比の上限値 ψmaxはプロトンCH)に対して、たと

えば500MHzで ψmax=4.68X1012';-ちであると考えられる.また、試料が温度九=310 

K (37"C)、導電率σ=0.50 S/mの生体試料であるときは、 1，2信号雑音比の上限値 ψm副は、

ψmax=6.17×10-1ZL1/Z c vω。γ1(1+1)ro・5/2であり、この式で与えられる値は、特

に生体試料が円筒RFコイルの中に収められてその直径の2/3以上を占めるとき、1T以上の磁

場強度CH共鳴周波数約42MHz以上)で日常的に経験される信号雑音比に近い.

1. N. Iriguchi， "The power sensitivity of magnetic resonance experiments." 

J. Appl. Phys.， 73: 2956， 1993 

2. N， Iriguchi， et al. ， "The NMR sensitivity achievable with a slotted-tube resonator，" 

Magn. Reson. Mater. (MAGMA)， 1: 122， 1993 
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3P3 核磁気遮蔽定数の相対論的研究(1);ハロゲン化水素

(京大工)Oc. c. Ballard、波田雅彦、金子広明、中辻博

Relativistic study of nuclear magnetic shielding constants (1); Hydrogen 

halides (Fucuty of Engineering， Kyoto Univesity) 

OC. C. Ballard， Ma~:<l，hiko Hada， Hiroaki Kaneko， Hirosi Nakat可i

Quasi-relativistic calculations on the proton shielding constants of Hydrogen Halides， HX 

(X=F，CI，Br and 1) are prese附 d.The relativistic terms are repr邸側.edthrough the one-electron 

terms of the twか∞mponentspin-free relativistic no・問rHamiltonian (SFR)， due to Sucher1 

and Hess2， under Foldy-Wouthuysen (free-particle projectors) and Dougl剖・Kroll(extemal 

field projectors)岡部formations，and the q田 si-relativisticthe one-electron spin-orbit (SO) 

operator. 

The procedure employed w田 amodification of the SO・UHF(Unristricted Hartree F∞k) me-

thod3， involving the replacement of the non-relativistic kinetic energy組 dpoもential.No new 

terms are required for the shielding ∞nstant. The implementation of the two-component SFR in 

standard computationai cost∞curing in the integral evaluation. The one-electron SFR has been 

used in atomic and molecular calculations and shown伯 reproducewell the results of relativistic 

Dirac-F，∞k calculations2，4，5， the neglec凶 twoel配 tronterms having a small effec~. The use of 

the quasi-relativistic SO operator is not exp民飽dωeffectthe conclusions of this study. The ex-

tention of the method to include the two-electron飽rmsof the SO operaωr would reduce the SO 

mteractlOn. 

The ∞rrelation between theo可制dexperiment for the proめnchemical shifts are shown in 

figure 1 for the three basis sets employed irt this study. The SO effect is important particularly 

for Br and 1， and indeed is necessary to obtain the normal halogen dependen印.TheSFRh描 a

smaller effect， essentially being localised to the halogen. The improved orbitaI description of 

出ehalogen atom，仕lehigher組 g叫armomentum valence orbitals experience a lesser interaction 

with the nucleus， reduces白espin orbit effect， offering a slight improvement in the calculated 

values. 
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Figure 1: Comparison between也eoη 血 dexperiment for the proton chemical shift of the hydrogen halides. 

Values are relative to HF. The relativistic ca1culations紅 'edue to the extemal field projection SFR， 組d血.egauge 

origin is on the halogen. 

o non-relativistic Hamiltoni札 orelativistic spin-free Hamiltonian，口 non-relativisticHamiltonian with 

spin-orbit term，ム relativisticspin-free Hamiltonian wiぬspin-orbitterm. 

1 J.Sucher， Phys. Rev. A22， 348 (1980). 

2 B. A. Hess， Phys. Rev. A32， 756 (1985); B. A. Hess， Phys. Rev. A33， 3742 (1986). 

3 H. Nakats吋i，H. Takashima， and M. Hada， Chem. Phys. Letters 235，13 (1995). 

4 C. L. Collins， K. G. Dyall， and H. F. Schaefer III， J. Chem. Phys. 102，2024 (1995). 

5 R. Samzow， B. A. Hess， and G. Jansen， J. Chem. Phys. 96， 1227 (1992). 

relativistic effects， spin-orbit interaction， hydrogen halides， SFR， SO-UHF 

Ballard C. C.、はだ まさひこ、かねこ ひろあき、なかっじ ひろし
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3P4 核磁気遮蔽定数の相対論的研究(II);水銀、タングステン化合物

(京大工)0金子広明、 C.c. Ballard、波田雅彦、中辻博

Relativistic study of nuclear magnetic shielding constants (II); Mercury and 
tungsten compounds (Fucuty of Engineering， Kyoto Univesity) 

OHiro北iKaneko， C. C. Ballard， Masahiko Hada， Hirosi Nakatuji 

We have recently proposed a relativistic ab intio computational method of出emagnetic shield-

ing constant by combining the relativistic spin-free no-pair theoηof Sucher and Hess and the 

spin-orbit unrestricted Hartree-Fock (SO-UH町methoddeveloped in our laboratory， and aplied 

itωthe calculations of the 19相gand 183W magnetic shielding consta凶 ofHgX2 (X=Cl，Br， 

and 1)， WX6(X=F， Cl) and WOi-. In this study we have shown that relativistic terms， both the 

spin-fr，民 relativistic(SFR) term and SO term， are impo附 1tfor the伺 lculationof the magnetic 

shielding constants and the chemical shifts for compounds having heavy resonant nuclei. 

当研究室ではNMR化学シフトの理論的研究を進めて、多くの化学シフトのデータ

が示す規則性や多様性のメカニズムを明らかにしてきました。 1) 最近では、相対論

的効果の一つであるスピンー軌道相互作用(SO)を考慮した方法論(SO心HF法)2)によ

り、 NMR化学シフトにおけるこの効果の重要性を明らかにしました。

今回、我々はSucherやHessのrelativisticspin-fr，田 no・p包rtheo可を用いてSO相互作用以

外の相対論的効果をSO-UHF法の枠組みの中で取り入れることにより、 SO相互作用

だけでなくそれ以外の相対論的効果を考慮したNMR化学シフトの計算を可能にしま

した。 3) この方法によって、共鳴原子核そのものが重金属であるためにSO相互作

用以外の相対論的効果である運動量補正(Massvelocity)項やDarwin項等のSFR(spin-free

relativistic)項が重要になると予想される水銀化合物やタングステン化合物のNMR化学

シフトの計算を行いました。その結果、図1と図2が示すように重金属核NMR化学シ

フトを定量的に求める上で、実際にこれらの相対論的効果が不可欠である事が分か

ります。

例えば、 Hg化合物では、 SO相互作用だけでなく SFR項も考慮することで初めて化

学シフトの傾向が再現できており、 W化合物においてもSFR項を考慮することで、

化学シフトの値がより実験値に近くなっていることが分かります。また、 Hg化合物

においては、 SO相互作用を加えることによって高磁場にシフトする幅が、相対論ハ

ミルトニアンを考慮、した場合の方が大きいことから、 SO相互作用と他の相対論的効

果が強くカップリングしている事が分かっています。このカップリングの効果は、

Hgの内殻の基底関数の自由度を上げることでさらに顕著となることも明らかになっ

ていますが、カップリング効果の発現メカニズム等の解明については、さらに検討

を進めることが必要になってくると考えられます。
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Fig. 2. Correlations between theory and experiment Fig. 1. Correlations between theory and experim巴ntfor 

for 183W chemical shifts in tungsten hexahalides and 199Hg chemical shifts in mercury dihalides. Basis B have 

tetraoxide. SetB have larger flexibility in the inner lager flexibility in the inn巴rcore orbitals near the heavy 

core orbitals near the heavy nucleus than Set A. nucleus than Basis A. 

We have calculated in four different levels of approximations， namely ， 

level 1: non-relativistic Hamiltonian， level 11: norトrelativisticHamiltonian with the SO term， level I1I: 

relativistic spin-fre氾 no-pairHamiltonian， level IV: relativistic spin-free no-pair Hamiltonian with the SO term. 

1) H. Nakatsuji， Nuclear magnetic shielding and molucular structure， ed. by J. A. Tossell 

(Kluwer， Dordrecht， 1993) p.263. 

2) H. Nakatsuji， H. Takashima and M. Hada， Chem. Phys. Letters 233 (1995) 95. 

3) C. C. Ballard， M. Hada， H. Kaneko and H. Nakatuji， Chem. Phys. Letters 254 (1996) 170 
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3P5 Comparison of Intramolecular Specific Interactions C・H...Nin

Hetaryl Vinyl Ethers and Hetaryl Vinyl Sulphides by 1 H and 13C 

m在RSpectroscopies and Quantum-chemical Calculations. 

(阪大薬l、阪大遺伝情報2、阪大医3)

Andrei V . Afonin 1， 0 Alexander V. Vashchenko 1，高木達也2，

藤原英明3

Comparison ofIntramolecular Specific Interactions C-H…Nin 

Hetaryl Vinyl Ethers and Hetaryl Vinyl Sulphides by lH and 13C 

NMR  Spectroscopies and Quantum-chemical Calculations. 

Faculty ofPharmaceutical Sciences 1， Genome Information Center 2， Faculty ofお1edicine3， 
Osaka University 

Andrei V.Afonin 1ヲ OAlexanderV.Vashchenko1， Tatsuya Takagi2， 

and 回deakiFujiwara3 . 

Abstract: The 1 H and 13C NMR spectra have been reported on aryl (heteroaryl) 
ethers and aryl (heteroaryl) sulphides. It was defined that the hydrogen bond-like 
intramolecular specific interaction exists in 2・vinyloxyand 2・vinylthiopyridines.The 
1 H and 13C NMR data as well asquan加m-chemicalcalculations indicate that interac-
tion in 2・vinyloxypyridineis more intensive (~1.5 times) in comparison with 2-vinyl-
thiopyridine due to greater elec住onegativeeffect of oxygen. The theoretical barrier 
of intemal rotation around bond C2-0(S) was ca1culated by ab initio method in D95 
basis set. The energy of the hydrogen bond-like intramolecular specific interaction 
was estimated. 

There were investigated the wide series of aryl and hetaryl vinyl ethers by 1 H， 13C， 

15N， and 170 spectroscopies and quantum-ch.emical calculations 1). The hydrogen 
bond-like intramolecular specific interaction between α-hydrogen of vinyl group and 
endocyc1ic nitrogen was discovered in hetaryl vinyl ethers having the vinyloxyl group 
neighbouring to the endocyc1ic ni仕ogen.A number of spectral effects arise owing to 

由isinteraction. The downfield shift of α-proton signal， the upfield shift of α-carbon 
signal， and the increase oftheir one-bond ~oupling ~onstantlr are the most important 
ofthem. For a long time it was discussed whetherornot C-H…x (X = 0， N， and F) 
interaction can be -c1assified as "hydrogen bond" 2，3). If the intramolecular interac-
tion C-H…N in2・vinyloxypyridine actua11y has the nature of hydrogen bond， the de-
creasing of C-H bond polarity by substitution of oxygen by sulphur having_the less 
electronegative effect should leads to decreasing of the interaction intensi句，4:5).In this 
investigation the 1 H and 13C NMR data of aryl (heteroaryl) vinyl ethers and aryl 
(heteroaryl) vinyl sulphides are analyzed in order to study the intramolecular interac-
tion Y-C・H…N(Y= 0 or S) and to recognize the effect of Y heteroatom on its inten-
Slty. 

The lH and 13C NMR parameters ofthe vinyloxyl group of ethers 1-15 and 
vinylthio group of sulphides 16-28 were investigated. 
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。R(ア(:2dL中tcH341;CH2

1，16 2，17 3，18 13，14，28 4・10，12， 11，26 15 
19・25，27

1，2，3 R=OCH=CH2; 4 R=H， X=O; 5 R=Cl， X=O; 6 R=CH3， X=O; 7 R=OCH=CH2ヲX=O;
8 R=phthalimide，X=O; 9 R=Br， X=O; 10 R=p-N=N剛Ph-p-N(CH3h，X=Oヲ 11R=NHS02Ph， X=O; 
12 R=N02ヲ X=O; 13 Rl=OCH=CH2， R2=H; 14 Rl=R2=OCH=CH2; 16，17，18 R=SCH=C 
H2ラ 19R=HヲX=S;20 R=Clヲ X=Sラ 21R=p-CH2・，Ph-p-SCH=CH2，X=S; 22 R=p・O-Ph-p-SC
H=CH2ヲX=S;23 R=p-Ph-p-SCH=CH2， X=S; 24 R=pふPh-p-SCH=CH2ヲ X=S; 25 R=p-N=N-
Ph-p-SCH=CH2， X=Sヲ 26，27R=N02ヲ X=S;28 Rl=SCH=CH2， R=H. 

The chemical shifts ofvinyl group of s-protons (HA and HB) in ethers 2・12vary wi-
thin the range 4.33-4.69 and 4.67・5.00ppm， respectively. The chemical shift ofthe 

vinyl group ofα-proton (HX) in e由ers2・12changes in the narrow range from 6.49 to 

6.69 ppm. Although， in 2叩 lylo:xypyridine1由eHX signal is drastically shifted by 0.9 
・1.1ppm to the lower field. The HA and HB signals ofthis ether have no anomalous 

shifts. The anomalous down field shift of HX proton in 1 is explained by the intra-
molecular specific interaction C-H…N between the HX hydrogen and endocyclic 

nitrogen 1). The intramolecular specific interaction C・H…Nin 1 occurs due to the 
s-trans conformation of vinyl group at syn-arrangement of nitrogen (Scheme A). 

バ，/"ご" r: "とお

lN入。 lN人s

Hx}yHB 汁 HB
A B 

1n isomeric 3・and4・vinyloxypyridines2 and 3 the vinyloxyl group is far removed 
企omnitrogen. 1t is impossible to induce the interaction in question. Hence， the HX 

chemical shift in 2 and 3 takes "ordinary" values. In ethers 2・12ヲ and14b the oHA and 

oHB values are correlated with δ13Cs value， which reflects the intensity ofp-1t conju-

gation of aromatic ring with vinyl group6): 

oHA = 0.073 o13Cs・2.56; r=0.990， n=12 (1) 

δHB = 0.072δ13Cs -2.117; r=0.973， n=12 (2) 

Consequently， the oHA andδHB values also reflect the efficiency of p・1tco吋ugation

with vinyl group. The δHAand δHB values in ethers 1， 13，14a， and 15a，b (血esymbol 
"a" denotes the 2欄 vinylo巧rlgroup， and symbol "b" denotes 4・vinyloxylgroup) reveal 
the steady deviation 合omequations (1) and (2) towards larger magnitudes by 0.10・

0.16 and 0.20・0.25ppm， respectively. These deviation amount to 7 times the standard 
deviation level. Therefore， it can not be explained by random factors. 

The one-bond 13C_l H coupling constants with participation of s-carbon of the 

vinyl group (IJCsHA and lJCsHB) vary in血enarrow range企om161.2 to 162.8 Hz 
and from 157.4 to 159.3 Hz， respectively. There are no noticeable deviations ofthe 

巧，，
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lJCsHA and lJCsHB values in 1， 13， 14a， and 15a，b from those in other ethers. The 

one-bond coupling constant lJCαHX in ethers 2-12， and 14b shows a good linear 
dependence upon 13Cs chemical shift: 

lJCαHX = 0.684 o13Cs + 117.745; r=0.985ヲ n=12 (3) 

The points of 1， 13， 14a， and 15a，b fall outside re伊llarity(3) towards larger values. 
The deviation value is 5.8・8.0Hz and amounts to 30-40 times the parameter S of equa-
tion (3). It rules. out the possibility of random occ凹Tenceof observed deviations. The 
lJCαHX deviation magnitude for 1， 13， 14a， and 15a，b may be interpreted as the 

additional positive contribution to the 1 JCαHX coupling constant arising from the 
m位amolecularspecific interaction C・H…N.

The chemical shifts of 13Cαand 13Cs carbons in ethers 2・12ラ and14b are also 

interre1ated. 

δ13Cα=・0.667o13Cs + 211.879; r=0.988， n=12 (4) 

The relationship (4) reflects charge redistribution in these compounds . The Cαand 

Cs atoms under the eleωonic effect either of the a巧rl・orthe hetaryl moiety， i.e. the 

diminution ofthe charge on Cs atom incites the increasing ofthe charge on Cαatom 

and吋ceversa. The points of 1， 13， 14a， and 15a，b again fall outside the line depen-
dence (4). The deviation magnitude is 3.5・5.0ppm and amounts to 15-20 times the 
standard deviation of equation (4). 1t proves the regular character ofthese deviations. 

The correlation between 13Cαand 13Cs chemical shifts has been observed in any aryl 

vinyl ethersラ sulphidesand selenides 7). 
The same regu1arities are observed in 1 H and 13C NMR par叩 letersof vinyl groups 

for the similar series ofvinyl sulphides 16・28.The coefficients in equations (1・4)and 
(5-8) have the same sign and close in absolute magnitudes. 

δHA =0.058δ13Cs -1.424; r=0.984， n=11 (5) 

oHB = 0.050 o13Cs -0.472; r=0.984， n=l1 (6) 

lJCαHX = 0.434 o13Cs + 123.59; r=0.979， n=11 (7) 

o13Cα=・0.704δ13Cs+ 213.299; r=0.986， n=11 (8) 

1t is possible to compare the effects of intramolecular specific interaction 0・C・H…Nin
ethers 1， 13 and S-C・R・.Nin isostructural sulphides 16， 28 upon the δHX，δ13Cα， and 

lJCαHX parameters. The averageδHX value in ethers 2・12is 6.60 ppm. 1n 2-vinyl-
oxypiridine 1 the HX signal is shifted to lower field by 0.95 ppm from the indicated 
average value. The averageδHX value in sulphides 17・27is 6.53 ppm. 1n 2・vinylthio・

pyridine 16 the HX signal reveals downfield shift by 0.58 ppm. The ratio of oHX 
downfield shift in ether 1 to that in sulphide 16 amounts to 1.63 due to intramolecular 
specific interaction. The ratio of theδ13Cαaverage deviation in ethers 1 and 13 to that 

in isostructural sulphides 16 and 28 amounts to 1. 3 9 and the ratio of the 1 J CαHX 
average deviation in the same compounds is 1.53. Thus， the effect of intramolecular 

specific interaction upon the oHX， O13Cα， and lJCαHX parameters in ethers is 

approximately as much as 1.5 times larger than the such effect in sulphides. The effect 
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on血espec仕alparameters is directly proportional to intramolecu1ar specific interaction 
intensity8). Thus the replacement of sulphur by oxygen in Y-C・H...Nmoiety stren-
gthen the intramolecular specific interaction approximately to 1.5 times， due to the 
higher e1ectron-withdrawirig prope均Tofoxygen. 

The specific interaction ( Y・H…X)energy E can be expressed by the following 
equation 9) 

ーいv 色I
E二 kz-f 併

where μY-X is the dipole moment ofthe Y-X bond，企1is the difference between ioni-
zation potential of X lone-pair and that of the noble gas atom in the row of X hetero-
atom， R is equilibrium distance between H and X， K is coefficient. 

Equation (9) is used for the qualitative estimation of the intramolecular specific in-
teraction energy 0・C・H...Nand S-C・H...Nin compounds 1 and 16. Parameter ~q in 
equation (10) was selected as a probe showing the electron-accepting property rather 
than the dipole moment of C-H bond. 
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where p2ScSH is the total bond order ofthe C-H bond. The ~q， M， and R values ca1-
culated by MNDO method10) for equilibrium structure. The ratio of (企q~I1R)O 
expression for ether 1 to (~q ~I1R)S expression for su1phide 16 leads to quantitative 
estimation of intramolecular interaction energies 0幽 C-H...Nand ιC-H...N. It 
創nountsto 1.42 that is in an excellent agreement with the experimental observation. 
The ab initio 11) estimation of the intramolecular interaction energies gives 7.4 
kcal/mol in 2-vinyloxypiridine 1 and 2.5 kcal/mol in 2-vinylthiopyridine 16. 
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3P6 磁場依存性れ古川7トは 23.5T (7 ・ D~ìlGllz) でも無視できる程小さい

〈三菱製紙(株)筑波研究所) 0遠藤一央、山本京之介

Relativistic Contribution to Nuclear Chemical Shielding. 

Field-Dependent Chemical Shielding is Negligibly Small 

(Tsukuba Research Laboratory. Mitsubishi Paper Mills. LTD.) 

Kazunaka Endo and Kyonosuke Yamamoto 

We dealed with the field-dependent chemical shift of square 

of the magnetic field due to spin-orbit (SO) effects as a part 

of relativistic corrections by the fifth-order perturbation 

expression. The new type of the field-dependent shielding 

constant.τ2H02. and the other term.τlH02 ( which was 

proposed by Ramsey). were presented in the MO expansion. The 

results show that the field-dependent chemical shift at 23.5 

T( lH NMR frequency 1.000 GHz) is negligibly small even in 

the diamagnetic molecules where the excitation energy is 

smaller. the isotropic hyperfine coupling constant is larger 

and the spin-orbit coupling parameter is larger. 

We were very interested in relativistic effects1) on NMR 

heavy atom chemical shieldings for molecules. Especially in 

SiX4 molecule. 29Si high-field shift (500 ppm) of Si I4 was ex-

plained by the spin-orbit (SO) effect on the shifts of the 
2) molecules containing heavier halogen atoms. '-1 The SO shift as 

derived by the ~hird-order perturbation theory comes from the 

cross term involving the external-field-orbit interaction. 

the halogen spin-orbit coupling and Fermi I・S interaction. 
3) Since Ramseyvl proposed a small field dependence of the 

magnetic shielding in higher resolution NMR experiments in 

strong magnetic fields. there exists still no study about it. 

He pointed out that the nuclear magnetic shielding of 

diamagnetic substances becomes a nonlinear relationship 

between the resonance frequency and the external field: the 

total shielding (ひT) is given by a Taylor expansion of the 

magnetic field: qt=σ+t1:l%+…， (1) 

whe re (τ= て1 + て 2 in this study) is a molec~，lar 
coeff ic lent-The shi e ld i ng(τ1 ) was de r i ved by Ramsey3) as 

the dependency of square of the magnetic field with the 

fourth-order perturbation theory. The shift was evaluated 

from the cross term involving the external-field-orbit inter-

action and the vector potential (which generates the field of 

magnetic (dipole) moment) -orbit interaction. but the term in 

磁場依存性ケミH'I 7~ ， 7.[. i軌道効果、 Pb2、 Si I4・

えんどうかづなか、やまもときょうのすけ
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the MO expression was not derived. 

The present study dealed with the field-dependent chemical 

shift of square of the magnetic field due to SO effects as a 

part of relativistic corrections by the fifth-order perturba-

4 tion expression.~ We also present the new type of the field-
2 dependent shieldi 刊 constant. 1:.， 2HO ・and the other term. 

τ1HOど. in the MO expansion. We. here. omitted the derivation 

of tU1 without the SO effect from the fourth-order perturba-

tion theory. We assume that the exact wavefunctions in eq. 2 

are approximately built from Hartree-Fock MO's. The wavefun-

ctions5) for the ground and lowest excited states are written 

as a single determinant of the form. as mentioned previous-

ly.2) The MO is expanded as a linear combination of the 

atomic orbitals. The field-dependent shielding.τ2 (1) H02. 

due to the SO effect gives as 

。町 Unocc

τ2(1)H~=H~ L: L: [d2/(dllkd(HD} ((1φolhtlゆ;_j>(1φ門 Ih111φ円 .r>(1φ円'j'I htl1φ円 r>

where h1=(e/2mc) L: H.Lk， h2= L:λLk. Sk and h3=(16/3) sn L: (Sk.μA) O(rk). 
k=1 

X(1φ門 .lh213φz→.r>(3φ円 rIh311CTo>{eEj;-Eo) eEj';-Eo) eEn-Eo) eEj・j-Eo)}ー1)]μ=H=O，

(2) 

Theτ2(1)H0
2 term corresponds to oni of 20 pairs of the 

matrix elements. 

We applied to the field dependent shieldings of Pb2 and 

SiI4 with sum-over-states(SOS) based on the fourth- and fif-

th-order perturbation theory using a semiempirical wavefun-

ction parameteric method (PM3). 6) Although there was an accu-

rate calculation including configuration interaction (CI) for 

P b 2' 7) we u s e d t h e wa v e f u n c t i 0 n 0 f P b 2 b y t h e s e m i e m p i !" i c a 1 

MO method in this complicated perturbation calculation.ロI The 

geometries of molecules. Pb2 and SiI4・were optimized using a 

PM3 program， and the geometry for SiI4 done under the Td 
symmetry. The optimized bond-lengths were approximated as 

RSi-I = 2.414 A and Rpb-Pb = 2.970 A( RSi-I = 2.437 A for the 

experimental value). In the calculation of the shieldings. we 

modified a PM3 program to output the singlet and triplet 

excitation energies from all occupied MOs to all unoccupied 

MOs. and considered only the one-electron term of all matrix 

elements. This is enough for calculating the isotropic terms 

for the τ2  term. Table 1 showed quantities( the spin恒orbit

coupling constant. hyperfine coupling constant and <l/rv>nn ) np 
which were required for the two terms. 
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Our field-dependent expression.τ2H02. are explicitly 

glven as 

( Occ Unocc 

τ2HO=州 3)叫ん(orX)HOI刷 2t2手JJ5.wxcflz

x [C;'" x ct'lz [Ct' x CnZ [ct: x ct;]Z cふ C~[{(lEjj-.&)(喝 ，;-EO)('おり-EoW~町一EO)}-'

+ {('Ej;-EO)('Ej'i-Eo)eEj・;-Eo)eEj-;-Eo)} 
-1 + {('Ej;-EoWEj';-Eo)eEj";-Eo)eか i一品)}ー

l

Occ Unocc 

+ WEj;-EoWEj';-Eo)eEj";一品)eEj-;-Eo)}-1] +2平JjFJC?xcflzICfxcFlz

X [Cf' x ct:]zCふ C~[ct; x ct']Z [(('Ej;-Eo)('Ej，;-Eo)(喝吋-Eo)e島町一Eo)}ーl

+ {('Ej;-EO)('Ej';-Eo)eEj";-EO)('Ej";一品)}一
1+ {('Ej;-EOWEj'i-Eo) 

xeEj勺_EO)('島η-Eo)}ー1+WEj;":' Eo)eEj'i-EoWEj";-EO)('Ej";-Eo)}ー1
] 

+2三宮cIC?xcf'lzICfxcFlzcbcふ[ct:x ct; ]Z[ct; x ct'lz [{eEj;-Eo)eEj';-Eo) 

xιュ;)仲;-Eo)}ーI+{何 一Eo)体 -Eo)め i一品)件;_EO)}-']~， 。
where the components of the vectors Ci

A
• Ci

A' 
are the coeffi-

cients of the corresponding Pv. p" and P7 AOs of the i-th MO 
x' r-y _..- rz 

in A and X atoms including the A atom. respectively. Csi
門 is 

the coefficient of the s AO of the i-th MO in atom A. and 

Is (0) 1
2 is the electron orbital probability density of the 

atom A at the rAi = O. 

The results in Table II show that the field-dependent 

chemical shift at 23.5 T( lH NMR frequency 1.000 GHz) is 

negligibly small even in the diamagnetic molecules where the 

excitation energy is smaller. the isotropic hyperfine 

coupling constant is larger and the spin-orbit coupling 

parameter is larger. Thus. we can neglect the field-

dependence of the magnetic shielding of all the diamagnetic 

molecules in high resolution NMR experiments. even if one may 

observe the field-dependent Pb NMR shielding constant of gas 

Pb2 relative to the H shielding constant of H2 at HO = 23.5 

and 1. 0 T. 

Table 1. Quantities which are 'required for the evalua-
tion of the field-dependent chemical shieldings (a. uふ

coupSlipnλig Ant-cmomrxbh 
sst tmta} Is(O)I'切 <1/ r'>n.') 

(orX) 

Pb 0.0354 13.8 16.0 
Si 2.06 2.31 
I 0.0232 

Table II. Field-Dependent Chemical Shieldings at 
Ho=23.5 (T). 

TIH~τ，H~ 
(without SO etIect) (with SO etIect) 

2.58 X 10-9 

(0.61 mG戸
2.53 X 10-11 

(0.0059 mG)a) 

a)The spin・orbitcoupling constant was evaluated from 
Moore's Table!) 
b)The value was calculated from th.e corrected hyperfine 
splitting constant given by Knight.叫。Thevalue was obtained from the SCF functions by 
Clementi et al.") 

Pb， 3.66 x 10-9 

(0.86 mG戸
SiI. 1.56 x 10-10 

(0.037mG戸

a)Values at Ho=23.5 T. 
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化学シフトの相対性効果

(北見工大)0福井洋之、馬場雄久

Relativistic Effects on Nuclear Magnetic Shieldings. 

Kitami Institute of Technology 

3P7 

OH. Fukui組 dT. Baba 

Abstract: The relativistic mass correction effects on the nuclear magnetic shield-

ing tensors were calculated for the hydrogen halides; HF， HCl， HBr， and HI. The 

results showed that the relativistic mass correction contributions are less than 

the Fermi-contact contributions reported in our previous paper. 

1. INTRODUCTIOIN 
There is now growing interest in relativistic effects on the nuclear magnetic resonance 

(NMR) parameters.1
-
4 The出 ingof interest is partially due to the recent development of 

experimental techniques in NMR spectroscopy. Following the relativistic mass correction 

(RMC) effect th田町 onthe nuclear magnetic shieldings which was shown in our previous 

paper of this series，5 we perform in this work a numerical estimation for the RMC effect 

on the nuclear magnetic shieldings. We present our numerical results for the RMC con-

tributions to the nuclear magnetic shieldings in the hydrogen halides; HF， HCl， HBr， and 

HI. 

11. THEORY 
In this section we survey our relativistic theory of magnetic shieldings prior to calcu-

lation of the RMC contributions to the nuclear magnetic shieldings within the framework 

of coupled Hartree-Fock. 

A. Relativistic magnetic shielding 

Our previous paper5 showed that the relativistic nuclear magnetic shielding tensor 

elementσ江(u，v = X， y， z) is calculated by the following equations: 

σ江=(δ2E/aBOuaμNv)九 =0，μN戸 O

= (OIH~~，1) 10) + 2ε(olHE吋n)(明。，1)10)， 、‘l
ノ

噌

a
i

，，a
・・‘、

HJT1)=乞{(μ0/4π)(e2c2 /2)(E~( i))一1riJJ[(弓o. riN )c5uvー ηOvr仇]

ー (μ0/釘)(九2c4/2)(E~ (i ))-31iouriJJ liNv} (2) 

Keyword: Relativistic Effect， Chemical Shift， Coupled Hartree-Fod王
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HJM)=乞(enc2/2)(E~ (i))一 11iou ， (3) 

HJ川=乞(μ0/4π)(eñc2)(E~(i))一1T5312Nv ， (4) 

Ej的(i)= [mγ+ C2訴2j1/2，

ljO = -iら x'V;， l;lIJ = -ir;lIJ XマU"  ')' • )1V - •• )1V ♂= -1. 

(5) 

(6) 

(7) 

"""'* _. T"I. ...... _ T'¥ 

riO = ri - 11.0， riN = ri - ILN， 

Here .80 is an e}巾 rnalmagnetic flux densitYj戸N(=γNnん)is the nuclear magnetic moment 

of the nucleus N j昆。 isthe gauge originj RN is the position of the point dipoleん;μois 

the permeability of the vacuumj c is velocity of lightj -e and me are the electric charge and 

the rest mass of electron， respectively. In Eq. (1) 10) and In) are the ground and excited 

eigenstates of the unperturbed Hamiltonain H(O) defined below， respectively. Eo and En are 
the eigenvalues for the eigenstates 10) and In)， respectively. The unperturbed Hamiltonian 
H(O) is given by 

H(O) = L [E~(i) -mec2 +乞(ーZae2/47re山)]+玄(e2/47reoηj)・ (8) 

Our previous paper5 proved that the gauge invariance of the shielding tensor σN  is satisfied 

for the exact eigenstates of H(O). At the limit of in白lItevalue of c， the relativistic shielding 
tensor is equal to the nonrelativistic one. 

B. Coupled Hartree-Fock scheme 

A convenient approach to the problem of taking relativistic effects into account is to use 

the coupled Hartree-Foc1王 (CHF)approximation for the many-electron wave function. We 

approximate the perturbed ground state by a single Slater determinant 雷 underinfluence 

of the two kinds of perturbations， B.伽 andμNv・Theground state wave function ¥T can be 

written剖 adoubly-occupied Slater deternlInant 1111・・・ zz. . .同11.
We construct n doubly-occupied orbitals {ψ11ψ2， • • • ，7，bn} =ψfrom m (m > n) basis 

functions {χ1，χ2，. . . ，χm}=χ. Using LCAO approximation we set upψfrom χby 

仇=玄CμiX"， i=1，2，...，n. (9) 
μ=1 

Using the Fock matrix F and the overlap integral matrix S， the perturbed SCF one-electron 

eigenvalue equation can be written as 

FC=SCε. 、‘.，
Jnu 

t
i
 

，，.，、

We adopt here the density matrix approach formulated by Dodds el. α1.6 The density 

matrix R is defined by 

R"v = ヱ CμC~j μ，V = 1，2，...，m. )
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We use in this work the fixed gauge origin scheme. So the used basis functions χare 

all real and do not depend on the two perturbations， Bou and μNv・Wecan show that in 

this caseσ江isgiven by 

σ立=2tr(HJ71)R(0)+HF1)RFO))， (12) 

where Hà~，l) and H~O，l) are the matrix representations for the one--electron perturbation 

Hamiltonian op町 atorsdefined by Eqs. (2) and (4)， respectively. Ri川 arethe五rst-order

perturbation density matrix due to Bou・RL川 isgiven by6 

。白山0∞ c~o)tF_(l，O)ciO) 
RL叩)=ZZS(0)u(J(cjO)cjO)f-cjO)CJm)，

i a ei 一εα
、lノq
d
 

唱

E
A(
 

w袖h悶e悦r問eCd叩伊JyP0吋)an d Cq勾伊jPP0吋)a蹴r問erea吋 lc∞O伽h

the unperturbed occupied and unoccupied orbitals， repectively. The matrix FP'O) is given 
by 

FJLO)=HFO)+Gγ)， 

G23=(ε2/47reO) z: R~~~01[2(μ入|νσ) 一 (μ入 |σν)]， 

(14) 

(15) 

(内σ)= J X/L(l)χλ(川以州2)州 72 (16) 

III. RESULTS AND DISCUSSION 
The LCAO approximation adopted in this work uses a matrix representation for the 

relevant operators in a basis of suitably chosen one--electron functions χ. We construct the 

matrix rep開閉山，tionin the coo凶 natespace as usual. However， the operators including E~ 
are too complicated to be calculated directly. So we replace an operator multiplication by 

the matrix multiplication in the space spa田 dby the orthonormal basis functions (Lるwdin

basis functions) X which is made from χ7，8 by using the usual orthogonalization technique. 

At the use of a complete system of orthonormal basis functions the multiplication of matrices 

is exactly equal to their operator multiplication. 

We calculated the relativistic and nonrelativistic nuclear magnetic shieldings in the 

hydrogen halides; HF， HCl， HBr， and HI. The result are shown in Table I. The RMC 

contribution is given by the difference between the relativistic and nonrelativistic shieldings. 

Evidently the calculated shielding constants of HBr and HI bear the large gauge origin 

dependence. We are now calculating the magnetic shiedlings in HBr and HI with extended 

basis sets. However， it was shown that the RMC contributions are less than the Fermi-

contact contributions reported in our previous paper.4 
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TABLE 1. Relativistic and nonrelativistic magnetic shieldings (in ppm) in hydrogen halides. 

Molecule Basis set Nucleus Gauge Origin Nonrela Rβla. Rela. -N onrela. 
HF 110s17p10d/4s6pl F F σよ 379.8 379.9 0.1 

σ11 481.9 483.4 1.5 

σαv 413.8 414.4 0.5 
F H σょ 379.7 379.7 0.0 

σ11 481.9 483.4 1.5 
σαu 413.8 414.3 0.5 

HCl [10s17p10d/4s6p] Cl Cl σム 849.7 851.0 1.3 
σ11 1149.0 1158.7 9.7 
σαu 949.5 953.6 4.1 

Cl H σム 856.9 858.1 1.2 

σ11 1149.0 1158.7 9.7 
σαv 954.2 958.3 4.0 

HBr [lOs8p4d/4s2p] Br Br σょ 2317.0 2326.0 9.0 

σ11 3126.6 3196.1 69.5 
σαv 2586.9 2616.0 29.1 

Br H σょ 2482.1 2491.6 9.5 

σ11 3126.6 3196.1 69.5 
σαu 2696.9 2726.4 29.5 

HI [l1s8p4d2f/4s2p] I I σょ 3787.2 3744.5 -42.7 

σ11 5506.9 5665.4 158.5 
σαv 4360.5 4384.8 24.3 

I H σょ 3968.9 3977.5 8.7 

σ11 5506.9 5665.4 158.5 
σav 4481.6 4540.2 58.6 
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3P8 3JHHスピン結合定数の 2面角依存性

(北見工大)0馬場雄久、福井洋之、猪俣寿典

三浦宏一、松田弘喜

Dihedral Angular Dependence of Vicinal Proton圃 Proton
Coupling Constants 

Kitami Institute of Technology 
OT. Baba， H. Fukui， H. Inomataう K.Miura， and H. Matsuda 

Abstract: Ab initio SCF and electron correlation studies of the angular depen-

dence of the vicinal proton-proton coupling consもants3 JHH have been carried 

out for methyl alcohol and methyl amine molecules. The four contributions to 

3JHH (J
FC， JSO， JOP， and JOO) have been computed with the [5s3p1dj3s1p] 

and [7s4p2dj5s2p] basis sets. The major contribution w出 dueto the FC term. 

Since the SCF calculation of the FC term gave too large magnitude of coupling 

constants， the electron correlation corrections to the FC term have been intro-

duced through third order by using the Moller-Plesset perturbation theory. It 

has been found that the third--mder correction is very small compared with the 

second-order one. 

1. INTRODUCTION 
Dramatic advances in NMR spectroscopy brought about by multidimensional NMR 

methods have much increased the ability to measure NMR parameters such as nuclear spin-

spin coupling constants. However， although it is now possible to measure many couplings， 
a satisfactory theoretical basis for their interpretation is lacking. 

The vicinal proton-proton coupling constant 3 JHH is the most useful coupling encoun-

tered in 1 H NMR spectroscopy. The widespread application of this coupling to stereochem-

istry rests on its strong dependence upon the dihedral angle 4> between the coupled protons. 

Since the五rstreport by Karplus1 in 1959， many theoretical calculations for 3 JHH vs. 4> have 

been published. However， most theoretical studies of 3 JHH have used the semi-empirical 

methods of calculation and included the Fermi contact (FC) contribution alone. On the 

contrary， ab initio calculations of 3 JHH are very scarce and we can enumerate few papers
2
--
4 

which calculated the angular dependence of 3 JHH in ethane and ethane derivatives. We 

present in this work αb initio SCF and electron correlation studies of the angular depen向

dence of 3 JHH in methyl alcohol and methyle amine molecules. It is well known that the 

FC contribution needs well electron correlated calculations. 80 we introduce the electron 

Keyword: Coupling Constant， SCF， Correlation Effect 

0ばばたけひさ、ふくいひろゆき、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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correlation effects on the FC contribution to the 3 JHH as the parturbation through third 

order. 

II.METHOD 
The intramolecular interactions that are responsible for the splitting of the nuclear spin 

sublevels were shown by Ramsey5 to be of four kinds: the Fermi contact (FC)，也espm-

dipole (SD)， the orbital paramagnetic (OP)， and the orbital dismagnetic (OD) interactions. 
These interactions may be grouped with respect to the order in which they contribute to 

nuclear spin-spin couplings in perturbation theory， the OD term contributing to first order 

and the remaining three to second order. The three interactions 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 states. 

There are two distinct approaches to the SCF perturbation theory. One of them in-

volves a direct self-consistent calculation of the perturbed Fod王 Diracdensity matrix.6 

The other one， coupled Hartree-Fock (CHF) method， directly refers to the orbital picture.7 

The density matrix approach has computational advantages because it offers the perturbed 

SCF energy without the intermediate calculation of perturbed orbitals. In our SCF calcu-

lation of 3 JHH we used the density matrix approach which was first formulated by Dodds et 

α1.8 for spin independent perturbations and extended by us4 to the case of spin dependent 

perturbations. 

111 RESULTS AND DISCUSSION 
The angular dependence of the 3 JHH coupling in methyl alcohol and methyl amine is 

represented as a truncated Fourier series in the dihedral angle tt of the form 

3JHH(ゆ)= Co + C1 cos tt + C2 cos 2ゆ+C3 cos 3tt + S1 sin tt + S2 sin 2tt. (1) 

We五rstcalculated the four contributions to the 3 JHH at 30
0 increments of the angle tt at 

the SCF level of approximation using the [5s3p1dj3s1p] and [7 s4p2dj5s2p] basis sets. Both 

basis sets g訂 ethe same angular dependence of 3 JHH (= JFC + JSD + JOP + JOD)， i. e.， bel1-
shaped curves with maxima at tt =rv  0 and rv 1800 and minima atゆ=rv90 and rv 2700

• The 

[5s3p1dj3s1p] basis set gave slightly lower values 0{3 JHH than the [7 s4p2dj5s2p] basis at all 

of the angles仇butthe maximum difference was about 0.5 Hz. The individual contributions 

to the 3 JHH were fitted to the truncated Fourier seri田 ofEq. (1) by a least-squares method. 

The Fourier coefficients for the SCF calculations of the tot乱1and individual contributions 

obtained with the [7s4p2dj5s2p] basis are shown in Table 1 and 2 for methyl alcohol and 

methyl amine， respectively. It was shown that the major contribution is due to the FC 

term. 

It is well known that the SCF approximation for the FC term gives too large magni-

tude of coupling constants. So we have corrected the SCF value of the FC contribution 

to the 3 JHH with respect to the electron correlation. We have used the finite perturba-

tion (FP) method including two FC interactions as perturbations on the coupled nuclei. 

nwu 
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The second-and third-order correlation corrections to the FC term were calculated by the 

numerical derivative of the Mφller-Ples附 (MP)perturbation energies obtained with unre-

stricted Hartre←Fock (UHF) spin orbitals. We first compared the second-order correlation 

corrections obtained with the two basis sets， [5s3p1dj3s1p] and [7 s4p2dj5s2p]. Both basis 
sets showed the same trend of the angular dependence， but the [7 s4p2dj 5s2p] basis gave a 

larger value of the second-order correlation by cα.0.5 Hz than the [5s3p1dj3s1p] basis. The 

third-order correction was very small. The second-and third-order correlation corrections 

to the FC term obtained with the [7s4p2dj5s2p] basis are shown in Tables 1 and 2. The 

correlation ∞rrections to the non-contact contributions were not estimated. The calculated 

Fourier coe茄.cientsof the total 3 JHH are compared with experimentally determined ones in 

Tables 1 and 2. Tables 1組 d2 show that the calculated Fourier coe伍cientsare consider-

ably small compared with the experimental ones. This may be due to incompleteness of 

the basis sets used. It seems that addition of several tight s-type functions is necessary to 

get more improved results. 
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TABLE 1. Calculated Fourier coefficients (Hz) for出etotal and four individual contribu-

tions to 3 JHH iI! ethyl al∞hol. 

Basis set [7s4p2dj5s2p] 
Fourier Ccoe伍cients Co C1 C2 C3 

SCF values 

FC 6.77 -2.93 7.27 0.05 

SD 0.11 0.19 0.19 0.02 

OP 2.27 -2.38 -0.03 -0.01 

OD -2.44 2.46 0.15 0.01 
total 6.70 -2.65 7.57 0.07 

2nd order correlation 
FC -2.52 1.31 -1.95 -0.15 

3rd order correlationα 

FC 0.05 -0.21 -0.01 0.02 
Total contribution 

calculation 4.06 -1.06 6.01 -0.21 

expritamental valueb 5.40 -1.50 5.20 

α[5s3p1dj3s1p] basis used. b Taken from Rβf. 9. 

TABLE 2. Calculated Fourier coe茄cients(Hz) for the total and four individual contribu-

tions to 3 JHH in ethyl amine. 

Basis set [7s4p2dj5s2p] 

Fourier Ccoe伍cients C。 C1 C2 C3 Sl S2 
SCF values 

FC 8.63 -2.49 8.12 0.03 -0.09 -0.38 

SD 0.09 0.18 0.14 0.01 0.02 -0.03 

OP 1.93 -1.81 -0.03 -0.01 0.01 -0.03 

OD -2.10 1.91 0.11 0.01 -0.03 0.00 
total 8.55 -2.20 8.33 0.05 -0.10 -0.43 

2nd order correlation 

FC -3.69 1.22 -2.06 -0.15 0.15 0.14 
3rd order correlationa 

FC 0.04 -0.15 -0.05 0.01 -0.02 0.01 
Total contribution 

calculation 4.88 -1.01 6.26 -0.06 0.03 -0.28 
expritamental value 5.35 -1.80 4.45 

α[5s3p1dj3s1p] basis used. b Taken from Ref. 9. 
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3P9 13C， 15N選択標識オリゴペプチドの

合成とNMRによる固体構造の研究 (3)

(群馬大工) 0荘司額，小川一輝

S戸1血esisof Model Oligopeptides Containing 13C and 15N Labeled 

Amino-Acid Residues and Their Structural Study with Solid-State NMR (3) 

ρ'epιBiologica1 Sciences， Fac. Engineering， Gunma Universi似

Akira SHon and Kazuteru OGA WA  

Abstract: We have studied the correlation between the 15N chemical shifts 

(isotropic chemical shifts (o) and principal values of the chemical shift tensors (σ11' 

σ22'σ'33)) of the 15N-labeled L-alanine residue (Ala
N
) and the neighboring amino-acid 

sequence with a series of well-defined α-helical octadecapeptides containing Ala
N， 

and (1_13C)・labeledL-Ieucine (LeuC)， L-alanine (AlaC) or L-phenylalanine residue 

(Phe
c
) at two specific positions. It was found that the O of the Ala

N 
in theα-helical 

peptides depend mainly on the nearest N-side neighboring amino-acid sequence. 

It was also found， on the other hand， that the σ~22 may be affected by a long-range 

neighboring amino-acid sequence effect. 

1 .緒言

最近.多核NMRの発展はめざましく.タンパク質や核酸など生体高分子の新しい

団体構造解析手段として注目されるようになった.特に， 15N NMRは窒素核近傍の

影響を敏感に捉えることや水素結合の直接的情報をも得られなどその情報の質的価

値が高くユニークであるため， 15N核は今最も注目されている核種の一つである.

したがって，国体高分解能15NNMRの化学シフト一団体コンホメーション相聞が明

らかにできれば，団体15NNMR法は今後の生化学の発展にますます重要な研究手段

となるものと期待できる.

以上の観点から，我々は種々の精密なモテデ=ルポリぺプチドを用いて固体高分解能

C3C.1叩5N.1H) NMR化学シフトと固体構造との相関を明らカか‘にしてきた1川.平吋7η}

本研究では'着目したい部位に1_13C選択標識アミノ酸残基 (Leuc，AlaC， Phe) 

(N末端より8残基目)と15N選択標識しアラニン残基 (AlaN) (12残基目)を導入し

た，アミノ酸配列の明確な単分散オリゴペプチド (18量体 :α-ヘリックス)を分子

設計し合成し試料として用いた.

キーワード: α-ヘリックス・ポリペプチド.15N化学シフト・
15
N化学シフトテンソル・アミノ酸配列効果

Oしょうじ あきら・おがわ かずてる
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その上で.15N等方性化学シフト (0) および15N化学シフトテンソル主値 (σ11'σ酌

σ33) に及ぼす隣接アミノ酸残基(配列)の影響を研究した.その結果. (1) 0値は

Ala
NのN端十l隣接アミノ酸残基による影響を大きく受け，その他の隣接残基の効果は

小さい.(2)隣接アミノ酸残基の8に及ぼす影響の大きさは，コンホメーションに依

存する. (3)σ22はより遠距離の隣接アミノ酸残基の影響を敏感に感知する，ことを明

らかにした.従って.15N化学シフト (0，0"11'σ22'σ33) から，ポリペプチドやタンパ

ク質のコンホメーションとアミノ酸配列を同時に知る手がかりが得られた.

2.実験

2-1. 試料の合成 本研究で用いた1_13C. 15N選択標識単分散オリゴペプチド (18

量体)試料は. PerSeptive Biosystems社製全自動ペプチド国相合成装置 (9050

Plus PepSynthesizer) を用い. Fmoc(9・Fluorenylmethylmethoxy-carbonyり法によ

り合成した. Fmoc-ONSu(9・FluorenylmethylN-Succinimidyl Carbonate). その他の

試薬類は購入した.

合成したオリゴペプチドのアミノ酸配列をScheme1に示す.

8th Ala_(1_13C) 

(Ala'可

12th Ala-C
5
N) 

[AIa可

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

FLA 1 : Phe-Leu-Ala-Phe-Leu-AI山 也 強 位也堕圏-PI詮 L印 刷Ala-Phe-Leu-Ala

F凶 2: Phe-Leu-Ala揖判P円h砲貯札e令札-土L凶e飢剖u仕叫J-孔州州A刈l陥a-P陥h加1砲陪叫e守札舗-L凶euGιc乞河川崎4引A刈肋l陥a-乎Ph同1官e-必園圏-Ph加1官e令札.土Le臥廿l

FLA凶凶3仁:P陶h加札-L叫a-P乎刊P内陶h同札-L叫la州.平刊P内陥恥叫h同除胤叫令札山山-L切Le凶e印uωa~P陶h加e也慰毘酢Ph加除胤叫e札ω.匂L凶e川陥-Phe-Leu-Ala

F凶 4: Phe-Leu-Ala-Phe-Leu-Ala-Phe-LeuG-Ala包止Leu圏圏-Ph e-Leu-Ala-Phe-Leu-Ala 

FLA5 : Phe-Leu-Ala-Ph札 eu-Ala-Phe-LeuG-Ala-必-Leu圏盟-Phe-Leu.司Ala-Phe-L廿 Ala

FLA6 : Phe-Leu-Ala-P惜しeu-Ala-Phe-Leι国 -Phe-Leu園鶴P悔しeu-A陥-Phe-Leu-Ala

FLA7: Ph 札 eu-AI 山 e-Leu-Ala-Ph 札 e 何 1e-Phe-Leul!聾Phe-L叫 a州.平判P円附Phe陥1冶昨札叫山山e令札山山山.土却胡切Le凶凶e臥剖叫u仕川州J上爪幽-A仙l陥a 

F凡しA8:汗P円h同除胤1砲砕帆e令札山-L，却L凶.eu叫州-孔州A刈|山e含札-土L凶臥ω叶叫Iト瓜-A州州仙A刈帥伽l凶除a仕.判刊P円内h吋担，C_孔州A刈肋i陥a-P陥h同1碍砕札e令-Leul!臨P陶he恥胤1砲昨臥e-札ω-土却L凶凶e飢剖u叫』

F凡LA的9: Phe-Leu-Ala-P惜し叫a-Phe-恒三Ala-Phe-Leul!圏-Ph札 eu-AI州 1e-Leu-Ala

F 凶凶1叩o:汗Ph同肋除胤1鴻砕昨札e令砂札-土.七L凶飢剖叶J-A州劫蜘A刈仙伽!均除a仕.平刊刊P円内陶h陥除胤1砲貯札e-土L叶 A仙l凶a-Pヂ刊刊P門内陶h同1冶昨札e争-L凶euG内c乞G_A州A

F凶 1打1:汗P円h加1砲砕臥e令札.土L叶 A州|陥a-P陥h同除胤1沼貯札e含.土L叶 A帥l陥a-刊P円陶h同1e砕札e令.孔L凶euGιc乞弘G_AI州州A刈l陥a-Phe-Leul!盤強・Leu-A

Scheme 1. Amino-acid sequence ofα-helical octadecapeptides 

containing Ala
N 
(12th) residue and Leu

c
， Ala

c
， or Phe

c 
(8th) residue . 
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会2. 団体高分解能NMRおよび赤外スペクトルの測定

団体高分解能13Cおよび15NNMR測定はJEOLEX・270WB分光計を用いて67.80

MHzと27.25MHzで測定した.13C CP-MAS NMRの測定は， 900パルス幅 :4.5μ5. 

接触時間:2m5.繰り返し時間:55. MAS速度:5.5......6.0 kHzの条件下で行った.

13C化学シフトはTMSを基準 (o0)とし.アダマンタン(o29.5)を二次基準とした.

実験誤差は土0.3ppmである.

15N CP-MAS NMRの測定条件は.900パルス幅 :6.3μ5. 接触時間:2m5.繰り返

し時間:55. MAS速度:3.5......4.5kHzとした.15N Static NMRの測定条件は，それぞ

れ.6.3μ5， 2m5， 55， 0 kHzとした.15N化学シフトは15NH4N03(o0)を基準とし.

15NH4CI(o 18.0)を二次基準とした.15N化学シフトの実験誤差は8及びσ忽では+0.3

ppmである.σ11及びσωの実験誤差は+2ppmと大きいため，今回はこれらについて

は議論しない.

赤外(IR)スペクトルの測定は.JASCOA・702型分光計を用い. KBr錠剤法で 4000

......200 cm-1で行った.

3.結果及び考察

3.1 13C. 15N標識オリゴペプチド試料(FLA1--FLA 11)の特性解析

材耳究で用いた単分散13C. 15N選択標識オリゴペプチドのカルボニルピーク (Alac•

Leuc• PheC
) の13C化学シフト値の解析結果，いずれもαーヘリックス形(o177土0.2)

のみが観測でき. s-シート形(o171......172)のピークは全く検知できなかった.この

ことから，合成した試料の1_13C. 15N標識部はすべてαーヘリックス形を形成してい

ることが確認できた.

3.2 標識オリゴペプチドの15N標識しアラニン残基 (Ala
N
) の15N等方性

化学シフト (0)
選択標識オリゴペプチドのAlaNの15NCP/MAS NMR (省略)の解析結果，すべて

の試料でシャープな単一ピークが確認できた. Figure 1に示すように. Ala
Nピーク

の8は，そのN端側隣接アミノ酸残基の影響を受け.Phe残基が隣接したFLA3では

Leu残基が隣接したFLA1より約1.3ppm 低磁場シフトし.Ala残基が隣接したFLA2で

はFLA1より逆に約1.4ppm高磁場シフトすることがはじめて明らかとなった.

一方.Ala
NのN端側に 2残基以上離れた隣接アミノ酸残基の影響およびAla

NのC端

側に隣接した残基の影響は小さいことが明らかになった.

33オリゴペプチド、のAla
N
の15N化学シフトテンソル主値 {σJ

選択標識オリゴペプチドのAla
Nのアミノ酸配列とσ22との関係は図2に示すように，

定性的には8と似た傾向が見られるが.oより遠い残基の影響を受けて，倒産は高磁場

シフトと低磁場シフトを交互に繰り返す傾向が見られ興味深い.この原因は今のと

ころ明らかではないが， σ辺値はいずれもAla残基のαーヘリックス形 (54......59ppm) 

の範囲内にあることは間違いない勾.
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against the position of the amino-acid 
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against the position of the amino-acid 

residue (amino-acid sequence). 

従って.15N等方性化学シフトや化学シフトテンソル主値より隣接アミノ酸残基の

配列効果をある程度見積ることが可能となった.つまり，これを応用することで団

体ポリペプチドの特定部位のアミノ酸配列を決定できる可能性が示唆された.

参考文献

1) A. Shoji， T. Ozaki， T. Fujito， K. Deguchi and 1. Ando， Macromolecules 20，2441 

(1987). 2) A. Shoji， T. Ozaki， T. Fujito， K. Deguchi， S. Ando and 1. Ando， 

Macromolecules 22， 2860 (1989). 3) A. Shoji， T. Ozaki， T. Fujito， K. Deguchi， S. 

Ando and 1. Ando， J. Am. Chem. Soc. 112，4693 (1990). 4) A. Shoji， S. Ando， S. 

Kuroki， 1. Ando and G. A. Webb， in Annual Reports on NMR Spectroseopy (Ed. G. A. 

Webb)， Academic Press， London， 1993， Vo1.26， 55・98. 5)荘司額「固体高分解能

NMRによるポリペプチドの構造研究J.旭硝子財団研究報告. 61巻.35-43頁，

1992年. 6) A. Shoji， H. Kimura， T. Ozaki， H. Sugisawa， and K. Deguchi， J. Am. 

Chem. Soc. 118，7604 (1996). 

F
h
d
 

oo 
つμ

4. 



3Pl0 イットリウム化合物の8
9Y-MAS、及び、 static-NMR

(三菱化学樹兵総研1・化成オプトニクス2・東京水産大3) 0原園としえ1・森

輝雄1.安達隆二2・渡部徳子3

89y-MAS and-s阻ticNMRofYt凶um白 mpounds

例i帥 i由iαemi叫白人Kasei句ω血 S2，TokyoU凶versityofFおheriめ
Oroshie Harazonol， Teruo Moril， R:河iAl血chi2，Tokuko Wa凶曲e3

Solis State 89y(I=1!2)ーMASand-s凶 cNMR of Y 203，Y JAlS012，血dY 2U2S has been studied. 

百1eanalysis of叩配回 revealed伽 t①血E凶回picchemical shifts( a 00)伺l叩 lated伽，ms凶 c

申倒awerewel1∞nsistentwi白血echemical曲iftsof MAS si伊山;②也echemi四Is幽組問加py

is more influen叫 bythe加ndcharacter世1an批 αys凶10伊 p凶cs戸nme'句;③ σ凶 waswel1 
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イットリウムは、これまで超伝導体や蛍光物質の母体等のセラミックスとして広く用いら

れてきた。これらの物質の結晶構造や物性を調べる上で、イットリウムー 89をプローブと

した固体NMRの研究は特に重要であると思われる。しかしながら、 89yは天然存在比10

0%、核スピン、 1= 1丘、であるにもかかわらず、共鳴周波数が4.9MHZ (1H:1∞'MHz)、 lH

に対する相対感度が1.18X 104と感度の低い低周波数核であることから、 89yの固体NMR

はこれまでほとんど研究されていない。今回、著者らは、主に蛍光体の母体として用いられ

ているも仏、 YJAlS012、及び、 Y2U2Sの89Y_MAS、及び、・s除，ticNMRを測定し、ケミカ

ルシフトとその異方性を結晶構造の観長から論じた。

試料及び測定方法: 本研究で用いた試料は従来の方法で作成した。 1) 不純物濃度は

Seiko-SPS・1加川α と悶伊ku 3370蛍光X線で定量した。不純物は、すべてppm以下の濃

度であった。結晶構造はP凶ipsPW17∞X線回折装置で、解析、確認した。固体NMRの測

定はBruker社製MSL-，筑旧国体NMR装置にsta氏、及びi低周波数用CP-MASプローブ

を装着して行なった。測定条件は以下の通りである。共鳴周波数:14.706聞包 90。パルス:

11μ ゆ仏S)，15μ s(銑atic)、回転数:5側明、 oppm: 1M Y(N03)3水溶液、デットタイム:

150μs、くり返し時間 :20・15α削 s、パルス幅 :5・11μs、パルス系列:シングルパルス。

89y-MAS NMR， 89y-static NMR， Y込Is012，Y2U3. Y2U2S 

0はらぞのとしえ・もり でるお・あだち りゅうじ・わたなべとくこ
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盤塁~ YzU3、 YJAl501Z、及び、 YzO五の結晶構造と配位状態の模式図を図1と図2に示し

た。また、 89y NMRスペクトルを図3一図5に示した。 Yz仏、 YJAl501Zの蜘tic スペ

クトル、及び、 YZUzSのMAS、及び、 static スペクトルは、今回初めて測定された新規デ

ーターである。表1には、 Yの回りの対称性、 MAS シグナルのケミカルシフト、及び、

staticスペクトルから求めた等方的ケミカルシフト (a00)とσ11一σ33、または、 σ11ーσム

から求めたケミカルシフトの異方性を示した。

考察: s.郎防-NMRスペクトルの帰属 YZUzS、YJAl501ZのYの対称性は、いずれも

軸対称であるのでσ11=a 22=a 1.、a33=a 11とすると、 σムとσ11は図4と5に示したように

帰属される。 static シグナルのスペクトルから求めた等方的ケミカルシフト (a勘)はMA

Sシグナルのケミカルシフトとよく一致した。一方、 YzU3は24dサイトと 8bサイトに2種

類のY桝推し、それぞれ、 cZ (三方異方)とS6 (軸対称)の対称性を持っている。 24サ

イトと 8bサイトのY原子の数の比が3:1であることと、それぞれのYの対称性から、 static

スペクトルを図3に示したように帰属した。これより求めたσ回はMASシグナルのケミカ

ルシフトと実験誤差内でよい一致を示した。

ケミカルシフトの異方位 6、または8個の0が軸対称に配位している YzU3と

YJAl501ZのYの異方性は15叫 n∞Hz (1叫 120卯m)であるが、 4個のOと3個のSが軸

対称に配位しているも.UzSのYの異方性は、 23ωHz (161ppm)と大きい。このことから、

異方性には、 y-Oとy-S結合様式(電子密Jjt)の違いの方がより大きく影響しているこ

とがわかった。

等方的ケミカルシフト S iやAlのケミカルシフトは、共有結合性が増すか、配

位数が増すかすると、高磁場にシフトすることが知られている。 2) 更に、 0配位からS配位

になると低磁場シフトする。 3)車献す称性酸素 (0) 8配位のY外1501zのσ00=239ppmであ

り、 6配位のYZU3(8b)のaj田=289 ppmである。酸素7配位軸対称化合物のσ聞は両者の

聞にくると予測されるが、 YZUzSの場合、 3個分の酸素が研虞 (S)に置換されているため

低磁場シフトし、 293ppmに観測されたと説明される。これらのことより、 Yのケミカルシ

フトの傾向は、これまでのSiやAlのケミカルシフトと同様であることがわかった。一方、

結晶中のy-Oの結合距離の平均値は、 r(YZ4d -0) = 2.283 A， r (Yめ・0)=2.289Aで、両者

に違いが見られないにもかかわらず、斜方対称酸素6配位の YZ03(24d)が最も低磁場。30

ppm)にシフトした。このことより、斜方対称酸素6配位のYz03(24d)は、軸対称酸素6配位

のYz03(8b)と比べて有結合性が小さいといえる。

1)蛍光体ハンドブック、蛍光体同学会編、オーム社、 1987. 

2) M.Magi， E.lippman民ASamoson，G.Engelhardt，組dA-R.Gr担lIDer，J.Phys. Chem.，部，151町1984).

3)原圏、徳永、安達、渡拡第34回NMR討論会要旨集、 p. 145. 
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3Pll 国体 lJ3CdNMR法によるペプチドーCd錯体

の構造解析

神奈川大工 O高山俊夫，大内田調.小池芳雄

A Structural Study of Peptide-Cd Complexes in the Solid State 
by 113Cd NMR 

( )Toshic】Takayama，Shirabc Ohuuchida， and Yoshio Koikc 

(Department of Applied Chemistry， Kanagawa Univcrsity， Yokohama 221) 

Th巴1l3CdCPj}.仏 SNMR experiments have successfully providcd very uscful information about 

structure of cadmium complex巳sin the solid state. In this work， we study structural analysis of varIous 

peptide-Cd complexes in the solid state by mcans of Il3Cd CPル1ASsidcband intensitics in NMR 

spectra. The distribution maps of 1l3Cd NMR paramcaters for ch巳micalshift anis(】tropy(ムδ)

versus isotropic ch巴micalshift(δ 出)and δ即 versusasymmetry paramctcr (η) werc prcscnted. 

1)緒論

生体内における 金属蛋白質・酵素基質と金属イオンとの相E作用の基礎的な研究の一方

法として、小分子ペプチドを基質モデル化合物とした金属イオンとの相互作用の解明という

方法が行われている。金属イオンとして生体内で重要な役割を持つE鉛族金属、なかでも

NMRijl.lJ定が可能であり Znのプローブイオンとしての Cd(こ;主目した。1l3Cd-NMR法は構造解

析及金属ー配位子間相互作用の直接的情報を得る方法として期待されるが、ペプチド-Cd結合

が溶液中では置換活性で・あり、特に溶液の pH変化に敏感に対応した平衡化学種が多数存在す

ることが分かっている。これらのことは溶液NMRによるペプチドーCd結合の構造及相E作用

の議論において障害でもあり、結合構造と NMR化学シフトとの相関の詳細な解明が必務とな

っている。また、固体状態で得られる1l3Cd-NMRパラメ"タを得ることは、構造解析を行なう

にあたって Cd周りの分子配列を直接反映した情報を得ることになり非常に有用である。昨年

のNMR討論会ではX線法による構造とNMRパウダーパタンの傾向を数種のペプチドーCd錯体

に注目して Cd周りの構造を議論したが、得られた結果をさらに確かなものにするため数多く

のデータを集める必要性があった。そこで、本討論会では数多くの錯体の 113Cdシフトテンソ

ルの等方値 (δ 阻)、主値 (δ 1J， δ22，δ33)、異方性(ム o)及び非対称パラメータ (η)を

決定し、その傾向と矯造を議論する。

l!3CdNMR、パウダーパタン、ペプチドーCd錯体、構造解析

たかやまとしお、おうちだしらべ、こいけよしお
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2)実験

2-1 錯休合成:Cd(NOふ:ジペプチド (1 : 2)を水に溶解し 1MNaOH溶液で pH(6グ)を

調整後、有機溶媒を用いた拡散法により結晶化させた。

2-2 I13Cd団体NMR測定:JEOLEX270装置を用いて観測周波数SlJ.7lJMHz，化学シフトは

基準物質として CdCh(δ=O.O}を用いた。

3}結果と考察

lI3Cd CP/MAS NMRスペクトルは 13C，15N-NMRに比べて化学シフト異方性が大きく、 Cd周り

の分子配列を反映した特徴的なスピニングサイドバンド(SSB)を与える。そこで、 得られた

SSBから化学シフトテンソルを求めるために Hcrzfeldりによる方法を採用した。

例として Cd(A1aAla}CIの"3CdCP/MASスペクトルを Figurc1に示す。 5酬をo番目として高

磁場側のSSBを順lこー1，-2，-3，…、低磁場側のSSBを順に+1，+2，+3，…とし、各SSBのピーク強度

のδisoピーク強度との比(IN"Io) (N = :t 1 ，2ム…)を求めた。全SSBのピーク強度比を Hl!rzfeldの

Contour Plotsを用いてプロットし、プロットの重なる点の μ，pを読み取り以下の式に従い算

出した。算出は各錯体ともサンプル回転数約 6000Hz，と約 3000Hzの2つの場合について行い、

プロットの重なりがより密であった方の値を採用した。

1.068 
(+1) 

(0) 

0.752 

s剖id由eb凶and州dint川E叫山削削t恰加刷附e創叩山n陥附】凶s

(N) 

0.360 
(.2) 

0.128 
{司

いJ吋

Figure 1， Calculated 113Cd sideband intensitles for Cd(AlaAla)CI. 

μ=  (y Ho) (δvδ11) /ω ， p = (δ11+δ22+δ 珂)/ (δn-δ11) ， 

δ加 =(δ11+δ22+δ33)/3. 

y=磁気回転比; -5.lJ33( lO7 X radT's-')， Ho=外部磁場; 6.35T( 11-1; 270Ml-lz)， 

ω，-サンプル回転数， δ酎=サンプル回転数に独立な δ値.

化学シフトテンソルの異方性(ilδ)は(1)式より、また化学シフトテンソルの対称性を表わ

す非対称パラメータ(η)は(2)式より算出した。

ムδ=1δ33δ111 (1)， η=1δγδ 口 1/1δrδ 問。 1 (2). 

噌

E
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SSB法による化学シフトテンソル算出の最大 脚

の利点、は、錯{本分子中に非等価な Cdが複数

存在する場合でも化学シフトテンソルの解析が m 

可能であることである。

δ聞と sδ との関係を Figur巴2に、またη

とδ聞との関係を Figure3にそれぞれ示す。

( o回 -sO)図より (n-o削)図の方が各

デ，タの分布が多少密になっておりより判断

しやすくなっている。これより、 5員環キレ

ートを2つ有する歪んだ6配位B面体型錨体

(Cd(GGh.2H20， Cd(Met)z， Cd(Asn)2，図中・

印)のム δが他の Cd錯体に比べて大きく化学

シフトテンソルが広がっており特徴的な SSB

を与えることがわかった。また楕円で囲った

Cd(Gly-X)2 (X=Ala， Leu， lIe)， Cd(Gly-X)2 

(X=Val， Ph巴)， Cd(X-Gly)CI.0.5H20 (X=Val， 

Lcu， Phe)のグルーフ。が両分布図において類似‘

の場所に位置し、算出したNMRパラメータを

用いたグループ分けの方法で・類似構造を決定す

ることが可能であることを示している。グルー

プ分布から大きくはずれた錯体(例えばN03
ー

配位)は特異的な結合様式を取っているもの

と考えられる。これらの分布図は視覚に頼っ

たパウダーパターンの分類を精密化したもの

であり、 lllCd-NMRによる Cd錯体の類似構造

の決定は、 δ加， sδ，ηの3つの要素が一致

することが必要条件であることが分かつた。

Cd錯体のデータをさらに加えていくことに

より、今後の Cd錯体の構造解析に重要な一

方法となると考えられる。
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3P12 メゾフェーズピッチのVACP/超高速MAS~去による測定
(九州工業技術研究所)0安達芳雄

13C-N加1Rstudy of Mesophase Pitch using Variable Amplitude 

Cross Polarization and high speed Magic Angle Spinning 

(Kyushu National Indus住ialResearch Institute) OYoshio Adachi 

Mesophase Pitch used邸 amaterial of carbon fiber has the interesting prop巴rtyto form easily 
aniso住'Opicregions in its pyrolysis stage. Solid state 13C-NMR using cross-polarization(CP) 

and magic angle spinning (MAS) is one ofthe most variable measurements to study solvent-
insoluble and complex orgar泊cmixture， but several spinning sidebands (SSB) of aromatic 
carbons appear in a high field measurement，組dmake the interpretation of spectra difficult. 
The high speed MAS is a powerful technique for reducing the intensity of SSB， but affects the 
efficiency of CP. 1n白ispaper， we applied a variable arnplitude (V A) CP pulse sequence with 

high sp田 dMAS to Mesophase Pitch and discussed the problems to analyze the chemical 

structure of Pitch. 

1.はじめに

ピッチ系炭素繊維の原料として用いられているメゾフェーズピッチは、熱分解過程で異方

性領域を形作る興味深い特徴を有する。交差分極 (Cp)法とマジック角回転 (MAS)法に

よる国体高分解能NMRは、このような溶媒に難溶性で複雑な有機混合物であるピッチ類の

の化学構造の解析には有用である。しかし、高磁場の測定においては芳香族炭素のSpinning

Sideband (SSB)が多数現れ、そのスベクトルの解釈を困難にしている。 TOSS法はSSBを

消去する有用な手段であるが、吸収帯の強度の信頼性が失われる。高速MAS法もまたCPに

おける磁化の移動を妨げ、感度の大幅な低下を引き起こす。今回は、メゾフェーズピッチの

13ふ固体高分解能NMRスベクトルを、 CP時に1Hチャンネルの強度に変調を加えるVACP法

1)を用い、マジック角での回転速度やCPの接触時間 (ContactTime、tcp)の影響を調べる

とともに、 VACP/高速MAS下でのダイポーラ・ディフェーズイング (DipolarDephasing、

00)法の測定を行い、ピッチ類の化学構造解析への問題点を検討した。

2.実験

メゾフェーズピッチは、丸善石油化学製MP-N(軟化点252
0

C) を用いた。

園体高分解能NMR装置はブルカー杜DSX300(13C核共鴫周波数:75MHz) を、試料管は

外径4mmのジルコニア製口ーターを用いた。測定条件は、繰り返し時聞は4sとし、 CPの接

触時間:0.25-5ms、MASの回転数:5-13kHz、積算回数 :2-4kの範囲とした。 00法の

遅延時間 (DelayTime、td)は、 10-200μsの範囲とした。

(キーワード) Mesophese Pitch、CarbonaceousSolid、CPIMASNMR、Highsp閃 dMAS

0あだちよしお
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3.結果と考察

Fig.1に、回転数5kHz(a)と11kHz(b)での

Conventional CP法、および回転数

11kHz(c)でのVACP法によるMP-Nピッチ

の13C_スペクトルを示した。回転数5kHz

のスペクトル(a)では、 126ppmの芳香族炭

素のバンドの周りにかなりの強度を持つ4

本のSSBが観測される。高磁場側の 1次と

2次のSSBの間10-50ppm'こ脂肪族炭素

による 2本のバンドが観測され、 20ppm付

近のバンドがメチル基、芳香族に対しα位

のメチレン基と、 30ppm付近のバンドは芳

香族に対しβ位より遠いメチレン基と帰属

される。これに対し、回転数11kHzのスペ

クトル(b)では、 -15ppm付近、 270ppm付

近に弱いSSBが観測されるが、脂肪族炭素

と芳香族炭素のバンドを完全に分離するこ

とが可能となる。しかし、 (a)と比較すると

(b)では強度が著しく減少していることが、わ

かる。これに対し、 VACP法を用いたスベ

クトル(c)は(a)と比較して、 SSBを含めた強

度では減少するものの、芳香族炭素のセン

ターバンドを比較するとほとんど強度の減

少が見られない。

(a) Conventional CP 

5kHz 

(b) Conventional CP 

11kHz 

(c) VACP 11kHz 

ppm 200 。
Fig.1 13C_NMR spectra of MP-N pitch 

Fig.2にConventionalCP法とVACP法による芳香族炭素のセンターバンドの積分強度と

MASの回転速度の関係を示した。 ConventionalCP法では、回転速度の増加に従って著しく

積分強度は減少するが、 VACP法ではSSBの強度がセンターバンドに復帰する事により、

9kHzまでは増加傾向を示した。その後、 12.5kHzまではあまり変化が見られないが、

13kHzで急激に減少した。ピッチ類の化学構造を示す重要なパラメータであるfa(芳香族炭

素分率、 Aromaticity)はいずれも0.95付近で大きな変化は示さなかった。

CP法においては、シグナル強度は接触時間 (tcp)の関数として次式に従う。

M(tcp) = Mo A・1(1・exp(-A tcp/T CH))exp(-tcp/T1 p H) 

TCHは分極移動の時間、 T1 pHは1H核の回転系でのスピン格子緩和時間、 A=1・TCH/T1pH

よって、シグナル強度は1H核から13Cへの分極移動に従って増加するとともに、スピンロッ

クしている1H核の緩和に従って減少する。 Fig.3に、 VACPj，去における芳香族炭素、脂肪族

炭素バンドの積分強度に対するtcpの影響を調べた。その結果、芳香族炭素の積分強度は

1.75msで、脂肪族炭素の積分強度は0.5msで最大を示した。これらの値は、低磁場の炭素類
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の測定値とほぼ同程度2)で、高速MASでもVACP法を用いることにより速やかに磁化が移動

されることが確認された。また、 T1pHによる強度の減衰もあまり大きくなく、 faの値は、

tcpカ'~1-2msの範囲であまり大きく異ならなし、。なお、 Single Pulse法による測定も試みた

が、ベースラインが平坦にならず、 fa値を比較することはできなかった。
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ピッチの化学構造の解析にあたってはOllivierらにより提唱された方法3)を用い、 Fig.4に示

した。この式に示されるように、化学構造の解析にあたっては、 fO/Tar(nonprotonated 

carbon(NC)/protonated carbon(PC))、およびRS(芳香族環に付いている置換基の数)を

求める必要がある。 fO/Tarを求めるためにDD法が用いられる。 DD法は、 CTの後遅延時間(

td) をあけてFIDの取り込みを行う。このtdの問、 1H核のハイパワーディカップルを切る

と、 1H核が直接付いている炭素のシグナルは位相が乱れて強度が減衰することを利用し

たものであり、その強度はtdの関数として次式のように表現されるとされている。

M(td) = M pcexp(・0.5(td/TPC)2) + M NCexp(-td/T NC) 

Fig.5にMASの回転数12.5kHzでVACPj，去を用い、 tdを10-100μsの範囲としたときのMP-N

ピッチの芳香族炭素の積分強度とtdの関係を示した。これまでの低磁場での測定結果では、

protonated carbonは40-70μsで消失するとされている 2)0Fig.5で、は70μsに屈曲点を有し

ており、その後はほとんど減衰が見られなかった。この結果、約40%がnonprotonated

carbonであることがわかる。なお、 100-200μsにおいてはヱコーによると思われるシグ

ナル強度の増加が見られた。

ピッチの芳香族炭素吸収帯においては、 135ppm付近にアルキル基が置換した芳香族炭素

のショルダーバンドが観測される。そこで、 ConventionalVACP法によるスベクトルのディ

コシボリューションを行い、 Fig.6に示した。この結果から、 Fig.4'こ示した置換係数Rsを求
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DD法により求めたfQ/Tar、およびディコンボリューションより求めたRsを用い、 Fig.4に

示した手順で計算した結果、 MP幽 Nピッチはアントラセン程度の芳香族環に 1つのアルキル

基が置換した化合物と算出された。

• Ra甘o01 quaternary to tertiary aromatic carbons 
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3P13 固体NMRによる SiH-C三 C一系ポリマーの

熱硬化構造の解析
高分子素材センター先進材料研 1、三井東圧総研2

0黒木重樹1、伊藤正義人石川淳一2

Solid State NMR Investigation of Thermal Hardening Structure 
ofSiH-C三 C-Polymer 

(Advanced Polymer Lab.， Japan High Polymer Center1 

and Central Research Institute， Mitsuiτ'oatsu Chemical， Inc21 
Shureki Kurok:P， Masayoshi Iωh2， and Jun・ichiIshikawa2 

Poly(phenylsilylene ethynylene-1，3・phenyleneethynylene) which contains Si・H and C三 C

bonds becomes a very highly thermally state polymer by 4000C treatment for 2hr. in argon 

atmosphere. This thermal hardening polymer is not soluble in any solution. In this study， 

we observed 13C and 29Si solid state NMR spectra and determined thermal hardening structure of 

this polymer. From the elemental analysis and the IR result， we assumed two thermal 
hardening reactions which are 1) the hydrosilyl reaction between Si-H組 dC三 Cand 2) the Diels-

Alder reaction between Ph-C三 Cand C三 C. 29Si CP瓜USNMR spectrum of no treatment 

sample has three resonances， which are・70.3ppm，・65.0ppm，・60.8ppmthat correspond no・
protonated Si， SiH， and SiH2， respectively. The spectrum of 400"C treatment sample has a very 

broad resonance at・11.9ppm. The Tdd(dipolar-dephasing relaxation time) ofprotonated Si in no 
treatment sample is O.437ms， and that of no・protonatedSi is 1.776ms. Tdd of Si in 4000C 

treatment sample is 1.298ms， so that this resonance came from norトprotonatedSi. The hardening 

structure of 1) contains no-protonated Si， but 2) contains protonated Si. Consequently， no・
protonated Si signal came from the hydrosilyl reaction between Si・HandC=C. 

1、緒言

MgOを触媒に用い、フェニルシランとm-ジエチニノレベンゼ、ンの脱水

素重縮合によって得られた分子内に Si-H結合と C三 C結合を有するケ

イ素系ポリマー[ポリ(フェニルシリレンエチニレン-1，3-フェニレン

エチニレン)] (-SiPhH-C三 C-Ph-C-C-)n (MSP・1)はアルゴン

雰囲気下、 400
0
Cで 2時間処理することにより、極めて高い耐熱性、熱安

定性を有するようになる。しかし、熱処理試料は溶媒には不溶なため構

造解析の有力な手法である溶液NMR法は用いられない。そこで、熱硬

化による構造の変化を固体高分解能NMR法を用いて解析した。

2、結果と考察

元素分析の結果、熱処理の前後で元素組成の変化はなく、熱分解等によ

る脱水素、脱ベンゼンは起こっていないことがわかっている。また、 IR
の結果から熱処理温度の上昇により Si-H結合と C=c結合の両方の減

S迂i-C三 C一系ポリマー、熱硬化構造、固体 NMR

くろきしげき、いとうまさよし、いしかわじゅんいち

可
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d
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少が認められ、熱処理温度

500
0Cでは全結合が消失した。

さらに、モデ、ル化合物を熱処理

して得られた生成物の分析結

果、および計算化学による検討

結果から、低温領域 (200
0
C付

近)では主として 1)S迂ZとC

三 Cのヒドロシリル化による架

橋硬化反応 (Fig.1)、さらに高

温領域では2)C三 CとPh-C三

Cの分子間ディルスアルダ一反

応よる架橋硬化反応(Fig.2)が

起きていると推定された。

まず、 MSP-1の未処理試料及

び 4000C処理試料の 29Si

CP瓜1ASNMRスベクトノレを

Fig.3に示す。未処理試料では

低周波数側から・70.3ppm、

・65.0ppm、 ・60.8ppm (ショ

ルダー)と各々、枝分かれに由

来する 4級 Si、SiH、末端 SiH2

が観測されている。 400
0

C処理

試料で、は・11.9ppmにトップを

もっほぼ等方的なブロードな信

号(半値幅 2969Hz) が観測さ

れる。ここで、 MSP-1の未処理

試料と 400
0C処理試料の 29Si

Dipolar-Dephasingによる車愛和

時間 (Too) を測定した。その

結果を Fig.4に示す。未処理試

料の水素と直接結合した Siの

Tooは 0.437msであり、水素と

結合していない枝分かれに由来

する 4級 Siの Tooは1.776ms

であった。一方、 400
0

C処理試

料の Siの Tooは 1.298msであ

り、この Siは水素と直接結合し

Fig.l The expected thern凶 hardening
struc佃 reofSiH・CaC-polymer
by the hidrosilyl reaction 
between SiH and C量C.

世sh〉

Fig.2 The e玄pectedthermal hardening 
structure of SiH・C語C-polymer
by the Diels-Alder 四 action
between Ph-CaC and CaC. 

50 。 -50 ppm 

Fi日.J29討i(:P/MAS NMR spectra of 
MSP-l. no treatment sample(a) 

-298-

and 40() deg. treatment sample(b)， 
rcspcclivcly. 



ていないことがわかる。 1)8迂王

とc-cのヒドロシリノレ化によ

る架橋構造の場合、 8iは4級

になるが、 2)c cと Ph-C

=cの分子間デイルスアノレダ一

反応よる架橋構造では 8iは水

素と直接結合している。 TDD測

定の結果から 1)8iH結合と C

=c結合のヒドロシリル化架橋

により 8iは4級になると推論

される。

Fig.5に熱処理温度を 150
0

C"-'

4000Cまで変化させて調製した

M8P-1の13CCP瓜!lA8NMRス

ベクトルを示す。熱処理により

C - C 結合由来の信号

(87.1ppm、107，2ppm)が減少し

て 4000Cでほぼ消失しているこ

とがわかる。また、 122.2ppm

のC三 Cに結合したフェニル基

の炭素の信号も減少している。

そして 137'"'-'150ppmに新たな

信号が観測されるようになる。

この段階ではこの化学シフトは

ヒドロシリル化によって現れる

C=C結合および C=Cと結合し

たフェニル基の炭素の信号と推

定した。

次に、Dipolar-Dephasing法に

より lHと双極子・双極子相互作

用の大きい炭素の信号を消去さ

せる測定を行った。その結果を

Fig.6に示す。未処理試料では

側鎖フェニル基の炭素

(129ppm、135ppm)(早い回転

運動によりプロトンとの双極子

双極子相互作用が消去)および

1010 

109 

8・"9--ー・e._・ー.4i-...._
(c)T

oo
=1.298ms 

h
沼
ω田山
w-Z圃
同

ー企吋D・・[5.・ー (b)TDD=0.437ms 

。ー炉;二でとと~込ー
(a)TDD=1.776ms-~~ 

108 

107 

o 200 400 600 800 
τ{μ槌 c)

Fig.4 The dipolar dephasing decays of 
no・protonatedSi signal(a) 
and protonated Si signal(b) 
of回otr個 tmentsample， 
and Si signal of 4伺 deg.
treatment調 mple(c)，respectively . 
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3P14 層状ケイ酸塩の層間イオンのサイトと運動

(物質研 1、筑波大物質工 2)0林 繁信 1、里津優敏2、国森公夫2

Location and dynamics of inter1ayer cations in layered silicates 

(National Institute ofMaterials and Chemical Research'， University ofTsukuba2) 

Shigenobu Hayashi'， Masatoshi Satozawa2， and Kimio Kunimori2 

Kanemite， NaHSiz05・3H20，is a layered material consisting of single layers of Si04 te佐ahedra

Location and dynamics of interlayer Na ion and H20 have been studied for three samples wi也 different

命折ngconditions by means orz~a， lH and 29Si NMR. 23Na two dimensional(2D) nutation s伊仙afor 

static samples and 2D triple qu副知mspec仕afor spinning samples indicated the presence oftwo types ofNa 

ions with different quadrupole interactions. 百lequadrupole parameters were estimated企omsimulation of 

one dimensional spec回 . Both 2~a and lH spec回 demonstratedthat mobilities of interlayer species， Na 

ion and H20， decrease wi血 decreasein the H20∞ntent. 29Si SpeC住asuggested也at也es回 C旬reofthe 

Si041ayer is sensitive to the amount of H20. 

層状ケイ酸塩では、層が負電荷を帯び、層聞に陽イオンが存在することが多い。ここでは、層

状ケイ酸塩としてカネマイトを取り上げた。カネマイトは、メソポーラス物質問M-16を合成す

る際の出発物質であり、最近注目されている。カネマイトの理想組成はNaHSi205・3H20であり、

シリカ層 1層と層間陽イオンが交互に積層していることは知られているが、構造の詳細はまだ確

立されていない。層と層は、強い 0・H…Oの水素結合で結ぼれていると考えられている。陽イオ

ンとして Na+イオンが層間に存在し、容易にイオン交換が可能である。また、水分子も層聞に存

在しており、容易に脱離する。

本研究では、カネマイトの層聞における Na+イオンや水分子の挙動を固体NMRによって調べ

た。

実験

測定に用いたカネマイトは、水ガラスを焼成した後水に分散することによって合成した。含水

量の影響を調べるため、風乾 (SampleS)、空気中 400Cで3時間乾燥 (S細 pleA)、800Cで3時

間乾燥(SampleB)の3種類の試料について調べた。 NMR測定は、ブルカ一社製MSL400、ASX400

および、 ASX200を用いて室温で行った。 23Na、lH、29Siの3つの核種について 2つの異なる磁場

下で測定を行った。

層状ケイ酸塩、カネマイト、層間イオン、固体NMR

はやし しげのぷ、さとざわ まさとし、くにもり きみお
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結果および考察

Fig.l に、 2~aMASNMR スペクトルを示した。 SampleA は Sample Sと同じパターンを示した。

異なる磁場下で測定したスペクトルの比較から 2次の核四極相互作用で広がっている成分の存

在が確定されるが、スペクトルの形は他の成分の存在を示している。静止試料のスペクトルも同

様に単一の成分では説明がつかないパターンを示した。

異なる成分の存在を確認するために、静止試料の二次元Nutationスペクトルの測定と、 MAS下

での二次元三量子遷移スペクトルの測定を行った。

Fig.2に、 SampleAの静止状態での二次元Nutationスペクトルを示した。 SampleSも同様のス

ペクトルを示した。核四極相互作用の強い Naと非常に弱い Naが共存していることがわかった。

Sample Bでは、核四極相互作用の弱い成分は消失しており、相互作用の強い成分のみが観測され

た。

Fig.3に、 SampleSの二次元三量子遷移スペクトルを示した。 Nutationスペクトルでは2つの成

分が観測されたが、ここでは 1つの成分しか観測されなかった。核四極相互作用の非常に弱い成

分のシグナルが観測されなかったためと解釈できる Fig.4に、 SampleBの二次元三量子遷移ス

ペクトルを示した。 Nutationスペクトルでは 1成分しか観測されなかったが、ここでは核四極相

互作用の大きさの異なる 2つの成分が区別して確認された。

2種類の固体二次元NMRスペクトルの結果から、 SampleSとSampleAには核四極相E作用の

強い成分と非常に弱い成分の 2種類が存在すること、 SampleBには核四極相互作用が強いがその

大きさの異なる 2つの成分が存在することがわかった。このようにして二次元スペクトルから得

られた知見を基にして、一次元スペクトルのシミュレーシヨンを行い核四極パラメータを見積も

った。核四極結合定数が 2.05MHz、非対称定数が 0.63である成分がどの試料においても全体の

80%をしめていた。残りの 20%が水分子の影響を強く受け、乾燥状態によって核四極パラメータ

が大きく変化することがわかった。

Sample Sおよび SampleAではスペクトルの線形に対する lHデカップリングの効果はなかった

が、 SampleB ではデカップリングの効果が見られ lH_2~a 閣の双極子相互作用が確認された。含

水量が減るにつれて水分子の動きが封じられたためと考えられる。

lHMASNMRスペクトルには、 TMS基準で 5ppmに水分子、 15ppmに水酸基に帰属されるピ

ークが観測された。水酸基の 15ppmという値は水素結合が非常に強いことを示している。カネマ

イトを乾燥させるにつれて、 5ppmのピーク強度は低下していき、それとともにピークの線幅が

増加する。線幅の磁場依存性は、双極子相互作用によって線幅が増加していくことを示していた。

水分子の減少とともに水分子の運動』性が低下していくことがわかった。

29Si MAS NMRスベクトルでは、 SampleS、SampleAともに TMS基準で・97ppmにシグナルが

観測された。 SampleBでは・97ppmのシグナルの他に新たに・95ppmにシグナルが現れた。シグナ

ル位置から層構造は保たれているが、水分子の減少によりシリカ層の構造が少し歪んだものと考

えられる。
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3P15 27AI NMRによる混合溶媒中でのAI(ill)イオンの溶媒和

(北見工大) 0三浦宏一、松田弘喜、梅原邦之、

中谷昭典、馬場雄久、福井洋之

27 Al NMR Study on Al(III) Ion Solvation 
in Mixed-Solvent Systems 

K. Miura， H. Matsuda， K. Umehara， A. Nakaya， T. Baba and H. Fukui 
(Kitami Institute of Technology) 

27 Al NMR spectra were used to investigate the solvation of AP+ in water-DMFう water

)MSO， and water-formamide (FA) solvent mixtures. The 27 Al spectrum is in the slow-

~xchange limit at room temperature， which permits us to observe several peaks correspond-
時 todifferent solvated ions， [Al(H20)6_;(Solv);]3+ (i = 0-6， Solv; DMF， DMSO， FA). The 

mccessive equilibrium constants for Al ion solvation in water and organic solvents mixtures 

lave been eva.luated by analyzing the 27 Al peak areas of spectra measured for various mola.r 

'atios of two solvents. 

【緒論】

金属イオンを含む電解質溶液中でのイオンの溶媒和に闘して、 NMR分光法を適用した研

究は古くから多く行われている。特に最近10数年間は、高磁場での測定を含めた装置の発

達により、溶媒和しているイオンを直接観測する多核NMR測定が多く行われ、溶媒和殻構

造や、金属イオンとアニオンのイオンベアに溶媒が配位した錯体種などについて詳細な情報

が得られるようになっている。

多核測定の中でも、 2
7AlNMRはAl核の

~MR感度が高いことや、 AP+が比較的小さ

なイオン半径と高電荷を有することにより

容液中で配位子と強い結合をつくることか

ら多種の研究が行われている。1 この Alイ

オンと配位子聞の強い結合による配位子交

換速度の遅さが、溶液中に存在する複数の

生p+錯体種を反映する化学シフトの異なる

ピークとして観測される場合がある。2 我々

攻、この現象を混合溶媒中での Al(ill)イオ

ンの競合的溶媒和現象の研究に適用した。

【実験】

試料は水と有機溶媒(DMF，DMSOヲ FA)

の割合を変えた混合溶媒に、 Al塩として

1.00 0.00 -1.00 -2.00 ppm 

Figure 1. 27 Al spectrum for Al(Cl04h in 
water-DMF binary solvent mixture. The 

molar ratio of AP+うH20a.nd DMF is 1:20:80. 

キーワード Alイオン、溶媒和、溶媒和平衡

コみうらこういち、まつだひろき、うめはらくにゆき、なかゃあきのり

ばばたけひさ、ふくいひろゆき
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Table 1. Successive Equilibrium Constants for AP+-Wa.ter-DMF Systems. 

mole ra.t.io 
]{1/6

3 

Al:H20:DMF ]{1 ]{2 ]{3 ]{4 ]{5 ]{6 

1:80:20 7.69 3.41 1.57 0.671 
1:70:30 7.61 2.81 1.07 0.568 
1:60:40 6.46 2.71 1.02 0.432 0.185 
1:50:50 :3.77 3.08 0.768 0.:388 0.173 
1:40:60 4.20 2.20 0.807 0.306 0.146 
1::30:70 2.13 0.881 0.257 0.163 0.0455 
1:20:80 0.880 0.211 0.152 0.0483 
1:1伝85 1.10 0.207 0.145 0.0497 

a.v. ]{i 5.94 2.72 1.01 0.:380 0.161 0.0478 0.60:3 

3 ]{1/6 = (I1 J{i)1/6. 

Al(Cl04)3・6H20を溶解した溶液を調整した。

2
7Al NMRスベクトルは、.JEOLA-500(27 Al 1:30.3 MHz)を用いて、室温(250C)で測定し

た。化学シフトは外部標準として用いた 0.1M Al( CI04)3水溶液の Alピークを Oppmとした。

【結果と考察】

水-DMF混合溶媒中で測定した2
7AlNMRスペクトルの一例を Fig.1に示す。配位子の

交換速度が遅いため各溶媒和状態に応じた複数の Alピークの存在が確認できる。混合溶媒の

組成比を変えて測定した一連のスベクトルを見ると、各ピークの強度は連続的に変化してい

ることがわかる。 AP+に対する溶媒和数は6であることから、これらのピークは溶媒和状態

の異なる [Al(H20)6_i(DMF)iP+(i = 0 -6)のAFHに対応している。各ピークの分離は不十

分なので、測定スペクトルが再現されるようにシミュレーションを行った。シミュレーショ

ンから得られた各溶媒和Alイオンのピークから次のように溶媒和平衡を仮定した。

Iイ
[Al(H20)6_i+l(DMF)i_lP+ + DMF ~ [Al(H20)6_i(DMF)，P+十H20 (iニ 1-6) (1) 

(1)式の i=1-6の各段階について加え合わせると

内!(.•. ，----， .~， 
[Al(H20)(;P+ + 6DMF ~ [Al(DMF)(jp+ + 6H20 

!( = ]<イ1J{2 J{3]<ピ4!{r， ]{(j 

(2) 

(:3 ) 

となる。得られた各ピークの面積から求めた逐次溶媒和平衡定数]{i(i= 1 -6)と、各Iιの

平均値から算出した ]{1/6をTa.ble1に示す。この系では J{1/6< 1であることから、平均と

して水の方がDMFよりも幾分優先的に AF3+に配位することが示された。

水-DMSO系、水-FA系についての結果は討論会で報告する。
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3P16 芳香族溶媒中における n・アルカンの化学シフ
トの温度依存性と分子間相互作用

(電気通信大学)0稲倉秀樹、仁木園雄

Temperture Dependance 01 Chemical Shifts 01 n-Alkanes in 

Aromatic Solvents and Intermoleculer Interactions 

OHideki Inakura and Kunio Nikki 

University of Electro-Communications 

Temperature dependence of 1H and 13C NMR chemical shifts of a 

series of n-alkanes (carbon numbers are 5 to 12) were observed in Toluene-

ds. The singlet proton peak associated with the methylene groups of the 

chain was split into a doublet in Toluene at low temperature. The 

intermolecular alkane-aromatic interactions were discussed. 

Introduction 

芳香族溶媒中における n・アルカンの 1Hおよび13C_NMRの化学シフトについ

ては系統的な研究がなされており、 1-CI-Naphtalene中では炭素数 15以上でプ

ロトンのメチレン基ピークが2本に分裂することが知られている(1)。また、炭素

数 8前後ではメチレン基のシグナルに特異な高磁場シフトが見られる。 13C_

NMRでは炭素鎖が短いほど高磁場シフトを示し、特にメチル基から数えて 3番

目の炭素がもっとも大きくシフトする。また、炭素鎖が長くなるのに従って低

磁場へとシフトし、中心部の炭素ほど低硲場シフトが大きい。この現象につい

ては既に報告しており、短いアルカンと 1・CI-Naphtaleneとの聞に引力的相互

作用がありそのために高磁場シフトを受けるという仮定を提案した(210

ところでで、、西尾らがα-フエネチJルレ川t-ブチルスルホキシドの立体配座の研究に

おいて提案した

単なる分散力だけでなく電子の非局在化による相互作用も含まれるという報告

もある{μ例へ4伺ぺl」。これらの相互作用の実験的証拠の多くは分子内の CHI7πz相互作周に関

係係、するものであるが、その他の種々の相互作用やエントロビー効果なども無視

できないと考えられる。

今回、できるだけ単純な系で CH/π相互作用を検討するためアルカンとベン

芳香族溶媒、 n-アルカン、分子間相互作用、温度依存性

いなくら ひでき、につき くにお

ヴ，，ハUqJ
 



ゼン環の相互作用を考えたが、前述の現象は常温では 1・CI-Naphtaleneなどの

縮合多環芳香族溶媒中でしか見られず、ベンゼン中では観測されない。そこで、

低い温度領域で測定するために液体の温度範囲が広い Tolueneを溶媒として化

学シフトの温度依存性の測定を行った。

測定

炭素数 5・12のアルカンについて Toluene-dsを溶媒として 1Hおよび 13C_

NMRの-90.Cから 100.Cでの温度変化の測定を行った。サンプルはアルカンの

濃度 1%として真空ラインにより封管したものを用いた。また、測定には Varian

UNITYplus 500MHzを使用した。

結果

図 1は1・CI-Naphtalene，Benzeneおよび Chloroformを溶媒とした炭素数8、

22、32のアルカンの 1H-NMRスペクトルである。 Cloroform中ではメチレン基

の強度がメチル基に対し相対的に大きくなる他には炭素鎖が長くなったことに

よる変化は見られないが、芳香族溶媒中の C22H46ではメチレンのピークの分裂

がみられ、 C32H66では分裂したピークの低磁場側の強度が増大している。また、

カーボンとの二次元 NMRの測定により外側から少なくとも 5番目までのメチ

レン基は 1Hのスペクトルでの高磁場側であることも確認できており、内側のメ

チレンは芳香族溶媒による磁気異方性効果をあまりうけていないために低磁場

に分裂すると考えられる。

CSH1S 

C22H46 

C32H66 

Chloroform Benzene 1・CI-Naphtalene

図1. アルカンの 1H-NMRスペクトル σemp.30.C)
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図 2は Toluene-d8を溶媒としたときのオクタンの lH-NMR におけるスペク

卜Jレの温度変化である。低温になるに従ってメチル基に対して、メチレン基が

高磁場シフトするのが見られ、また、メチル基の

となりのメチレン基より内側のメチレン基がよ

り大きな高磁場シフトを示し、ピークが離れてい

くことが確認できる。炭素数5から 12のアルカ

ンについて測定したが、すべてに同様の変化が見

られる。炭素数 10以上のアルカンではほぼ温度 30
0

C 

に比例して高磁場シフトが短いアルカンほど低

温になるに従い高磁場シフトが大きくなる。

図 3は Toluene-d8を溶媒としたときの炭素数

5から 12のアルカンの 13C_NMRのメチル基と ・30
0

C

メチレン基の化学シフトの差の温度依存性をグ

ラフにしたものである。

図 3は Toluene-d8を溶媒としたときの炭素数

5から 12のアルカンの 13C_NMRの温度変化に

よるメチル基とメチレン基の化学シフトの差を

グラフにしたものである。ここでも温度が下がる

のにともなって高磁場シフトが見られるが、低温

ではしだいにその傾きが小さくなり、中心付近の

メチレンでは低温において逆にメチル基に対し

て高磁場への変化となる。高磁場へのシフトはメ

チル基から数えて 3番目の炭素がもっとも大き

く、傾きの変化は 4番目が一番大きくなったo
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以上の測定結果をまとめるとオクタンのメチル基プロトン NMRシグナルは

室温の 1・CI-Naphthalene中とー 9O.CのToluene中とで大変似かよっている

こと、温度が低くなるに従い内側のメチレン基シグナルがメチル基およびその

隣のメチレン基より大きな高磁場シフトを示すことがわかった。また、室温の

トCI-Naphthalene中ではオクタンの高磁場シフトが一番大きいが、-9 O.Cの

Toluene中では測定した中で最も短い鎖長のペンタンが一番大きな高磁場シフ

トを示すことがわかった。

これらの結果より、直鎖状アルカンとベンゼン環との分子間相互作用はアル

カンの鎖長に見合った大きさの芳香環との場合に最も安定になることが示峻さ

れる。
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3P17 多核銀(1)錯体の合成と固体高分解能109AgNMR 

(東京都立大学理学部)0嶋田陽子 北川進松坂裕之近藤満

Syntheses of Polynuclear Silver(l) Complexes and Solid State 109Ag NMR Spectra 

(Department of Chemistry， Tokyo Metropolitan University) 

Yoko Shimada ， Susumu Kitagawa， Hiroyuki Matuzaka ，and Mituru Kondo 

Silver(l) complexes have been of special interest in photographic materials and 

inonic conductors. CPMAS 1ωAg NMR spectra for several silver coordination 

polymers have been measured. The 1ωAg chemical shifts are found to be sensitive 

to the geometry of silver ion. 

【序論】

銀(1)錯体は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る特性により各種

分野から注目されている錯体であり、これまで単核のみならず銀クラスターを含む多核

錯体の合成が行なわれている。しかし、その物性を支配する銀ー配位子結合性について

有用な知見を得ることのできる方法は非常に限られている。

その中でもAgNMRは有効な手段として期待されるが、実際には銀核は感度が悪い上、

緩和時間が長いため、観測が困難で、その研究は非常に限られてきた。特に、溶液状態

においては、化学交換、溶媒との相互作用などにより平均化された値しか得られず、配

位構造及び電子状態に関する詳細な情報を得るには適していない。

このような特徴を有する銀(1)錯体のNMR測定手段として固体高分解能109AgNMRを用

いた。この手法では、錯体を固体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、温度や濃度に対する依存性がないため、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、

繰り返し時間を劇的に短くすることができる。

このようにして、現在までに、直線二配位構造を有する各種ピリジン単核銀錯体につ

いて固体高分解能1ωAgNMRを測定し、それらの構造と電子状態、化学シフト値の相関

などについて報告をしてきた。ピリジン錨体の109AgNMRシフト値と、配位子のpKaと

の相関についてFig.l.に示す。配位子のpkaの上昇に従い化学シフトも低磁場側にシフ

卜している。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1)。配位子のpkaの上昇に従い化学シフトが低磁場側にシ

フトするこの傾向は、 σ機構がより支配的であることを表しているといえる。

このような結果を受け、本研究では、新たに、多核錯体についても検討を行うことを

銀(1)錯体、 X線構造解析、固体109AgNMR 

しまだようこ、きたがわすすむ、まつざかひろゆき、こんどうみつる
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目的とし、ピリジンユニットを有するNドナーニ配位型のポリマー及びそのユニットと

なる単核錯体を合成し、構造を明らかにするとともに、固体銀NMRIの比較検討を行った。

【実験】 柵

多核錯体を作る配位子として、

2，2'-ジピリジルケトン(dpyk)、ジ

ピリジルアミン(dpya)、対応する

単核錯体の配位子としては、 2，2'-

ベンゾイルピリジン(bzpy)、アニリ

ノピリジン(anpy)を用いた。また、銀

への配位を防ぐため、アニオンはBF4

またはPF6とした。測定に用いた粉末、

文は微結晶については、元素分析によ

り同定した。装置はJEOLGSX270スペ

クトルメータを用いた。

抑ト回 4-Me 
py・-- 2-NH? 

• 
4-Et 

0

0

 

0
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chemical shift with pKa values of ligands 

7 

[測定] 観測周波数12.5751MHz、観測幅20000Hz、point数8192、delaytime20μs、

dead time 26μs、パルス幅8μsにて測定を行った。サンフルは試料の密度によって

0.25g-0.35g (口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。接触時間は50msとし、繰り返し

時間はそれぞれのサンプルによってそれぞ、れ20-30sの範囲で設定した。シフト基準に

は1M AgCI047.K溶液を用いた。

【結果および考察】

dpyk錯体とdpya錯体について〉線構造解析を行った結果、それぞれ、{[Ag(dpyk)](BF4)}n、

{[Ag(dpya)](PF 6)}nという組成であることが明らかとなった。{[Ag(dpyk) ](B F 4)} nの結晶構

造をFig.2.に示す。ピリジン環の二つのNがそれぞれ別の銀に配位しており、 dprkは互

い違いに銀を架橋し、全体として、一次元ポリマーを形成している。Ag-N距離は2.18A

で、通常の値となっており、 N-Ag-N角は

180度で、銀は直線二配位構造となってい

る。また、Ag-O距離は、 2.56Aとなって

おり、非常に弱く銀に配位していると考

えられる。この錯体のNMRスペクトルを、

Fig.3.に示す。このように、 dpyk錯体に

ついては252ppm、また、 dpya錯体につ

いては232ppmにそれぞれ単一のシグナル

を得た。これらの値は今まで観測してきた

2位置換ピリジン誘導体を配位子とするN

ドナー2配位錯体と比べて、やや高磁場側

に位置していることがわかった。これらの

値が、多核錯体特有のものであるかを確かめ

るために、配位子として、 bzpy、anpyを

Fig.2. 

Crystal structure of {[Ag(dpyk)](PF6)}n 
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用いて、そのユニットとなる単核錯体を合

成し、固体109AgNMRを測定した。その結

果、 anpy$昔体では496ppm (こ単一のシグ

ナルを、また、 bzpy錯体では418ppm、

391 ppmに二本のシグナルを得た (Fig.

4.)。これらの値は、対応する配位高分子

錯体に比べて約150""'200ppmも低磁場

シフトをしていることがわかった。また、

今まで観測してきたピリジン誘導体を配

位子として有するNドナー二配位型の単核

銀錯体と比べても、かなり低磁場側に位 '一

置していることが明らかとなった。加え

て、 bzpy錯体では、二本のシグナルが観測

されたことから、この錯体中に、二種類の

非等価な銀が含まれていることが示唆され

た。そこで、このほpy錯体について、 X線

結品構造解析を行ったところ (Fig.5.)、

bzpy錯体で、は、実際に、配位子と銀が2対

1の同じ組成を持つてはいるものの、結品

学的に相異なる分子が2つ存在することが

明らかとなった。Ag-N及びAg-O距離は、

図中に示した様な値となっており、ともに、

対応する配位高分子錯体のものと同程度の

値となっている。また、 N-Ag-N角は、

163.8、168度と直線からかなり折れ曲が
Fig.4. 109Ag NMR spectra of [Ag(bzPY)2](PFs) 

っていることが明らかとなった。

Ag(1)-N(1) :2.17(1)A 

Ag(2トN(2) : 2.20(1) A 

Ag(1)-0(1) : 2.58(1) A 

Ag(2)・0(2): 2.66(1) A 

252 ppm 

Fig.3. 

109 Ag NMR spectra of {[Ag(dpyk)](PF s)}n 

418 ppm 

391 ppm 

Fig.5. Crystal structures of [Ag(bzPY)2](PFs) 
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dprk多核錯体及びbzpy単核錯体について、銀の配位環境の違いをFig.6.に示す。配位

高分子錯体の方では、 N-Ag-N角、 O-Ag-O角ともに180度で、図に示した全てのAg、

N、0は同一平面上にのっていることがわかった。一方単核錯体では、 N-Ag叩N角、

O-Ag-O角がそれぞ、れ、図中に示したような値となっており、非常にゆがんだテトラヘ

ドラル型をしていることがわかった。

O 

..，@ 143.7(6)。
(136.2(6)) 

N' 

Polymer ) 

@' 
0' 

N 

(a) (b) 

Fig.6. Coordination geometries of (a){[Ag(dpyk)](PF6)}n and (b)[Ag(bzPY)2](PF6) 

単核錯体では、 N-Ag-N角が180度から大きく折れ曲がることにより、カルボニル酸素

が、テトラヘドラル的に配置され、その結果、銀がより4配位に近くなったことが、大

きな低磁場シフトもたらしたものと考えられる。 X線構造解析では、Agのみに注目する

と、 N2そしてO2が弱く関与した同様の構造でも、銀NMRは極めて鋭敏にその差を示す

ことが明らかとなった。 anpy錯体でも、 496ppmと非常に低磁場側にシグナルが観測さ

れた。こちらの錯体については、良好な単結晶がまだ得られておらず、結晶構造解析は

まだ行っていないが、アミン上の不対電子が銀核に何らかの影響を与えていることが示

唆された。

(1)H.Nakatsuji， et. al. J.Am.Chem.Soc.，1 06，4653(1984). 
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3P1S 13C NMR化学シフトテンソルによる

ぺプチドおよびポリペプチド、の水素結合についての研究

(東工大工)0亀田恒徳、黒子弘道、安藤慎治、安藤勲

13C NMR Chemical Shift Tensors of Amide Carbonyl Carbon in Peptides and 

Polypeptides， and Its Application to the Helical Conformational Analysis 
T. Kameda， H. Kurosu， S. Ando and I. Ando ' 

Department (~l Polymer Chemistry， Tokyo lnstitute of Techno!ogy， 

Ookayαma， Meguro-ku， Tokyo J 52 

Abstract 

13C chemical shift tensor components (011， 022却 d033) of glycine (Gly) residue carbonyl 

carbons (C=U) of peptides and polypeptides covering a wide r加 geof hydrogen-bond lengths 
(RN…0) in the crystalline state have been measured by slow magic-angle-spinning solid-state 
I3C NMR. From these experiments， it is found that 022 which lies approximately along the 
amide C=O bond moves Iinearly downfield with a decrease in RN…o. Using this' 

relationship， the I3C NMR chemical shift (022) contour maps of Gly amino acid residue 

carbonyl carbons in polypeptides as functions of the dihedral angles ($， '1') in the vicinity of 
出eαーhelixconformation were made， and were applied to the helical conformational analysis. 

Introduction 

From the experimental results reported previously [1-4]， it has been shown that the 

isotropic 13C chemical shifts (Oiso) of Gly， Ala， Val， Leu， and Asp residues move linearly 
downfield with a decrease in hydrogen-bond length (RN...O) between nitrogen and oxygen 

atoms in an amide type hydrogen-bond. On the other hand， it has been demonstrated that 
the 13C NMR chemical shifts on the Cα， Cs and the amide carbonyl (C=O) carbons of 
peptides， polypeptides and proteins in the solid state are strongly affected by the mairトchain

conformation， that is the dihedral angles ($， '1') of the skeletal bonds [5]. From these 
previous results， it can be said that the 13C chemical shi白onthe amide carbonyl carbon in 
polypeptides is closely related to not only the main-chain conformation， but also the 

hydrogen聞 bondlength. In the helical region it is apparent from the structural requirement 

that in the helical conformation formed by intramolecular interactions there is close 

relationship between the dihedral angles (ゆ， '1') and hydrogen-bond length for the peptides 
and polypeptides. Therefore， if in the right-handed helix region (the dihedral加 gles(ゆ=ー
1100~-200 and '1'=ぺ 100~ -200)) the dihedral angles ($， '1') are fixed， the hydrogen-bond 
length and angle are immediately determined. This means that the conformation-dependent 

13C chemical shift of the amide carbonyl carbon comes from the hydrogen-bond length 

change through a change ofthe dihedral angJes ($， '1'). 

From such a point-of-view， at first， we aim ωstudy systematically the hydrogen-
bonding effects on the principal values of the 13C chemical shift tensor for Gly residue 

carbonyl carbons of peptides and polypeptides in the crystalline state如 dto elucidate the 
relationship betw田 nthe tensor components and hydrogen bond length. Secondly， we aim 
to make the 13C chemical shift contour map of the amide carbonyl carbon of some amino 

acid residues as functions of the dihedral angles ($， '1') in the vicinity of the helix region by 

キーワード:固体NMR、化学シフトテンソル、ペプチド、量子化学計算、水素結合

かめだっねのり、くろすひろみち、あんどうしんじ、あんどういさお
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using the relationship between the 13C chemical shift and hydrogen-bond Iength reported 
previously and to justify whether this contour map reasonably explains the experimental 13C 
chemical shift behavior or not. 

Experimental 

Materials and I3C NMR measurement : A series of peptides containing Gly residue， 

for which the crystal structures had previously been determined by X-ray diffraction， was 
used. 13C CP-MAS (cross polarization-magic angle spinning) NMR spectra were recorded at 
room temperature using a JEOL GSX-270 NMR spectrometer at 67.8 MHz with a CP-MAS 

accessory. Samples were contained in a cylindrical rotor and spun at 1530~ 1750 Hz. 13C 
chemical shifts were calibrated indirectly through the adamantane peak observed at 
upperfield (29.5 ppm relative to tetramethylsilane ((CH3)4Si))). The 13C chemical shift 

tensor components were determined from the slow MAS sideband intensities by the Herzfeld 

and Berger method [9]. 
Calculation of the hydrogen-bond lengths and angles as functions of the dihedral 

angles 休 1fI): Polypeptides with the helical conformation form intramolecular hydrogen 
bonds for stabilizing its conformation. The hydrogen-bond leng出 andangle are cIosely 
rel蹴 dto the main-chain helical conformation with叩 yspecified dihedral angles (<)>， '1') in 

the vicinity of the α-helix form. Thus， when the standard geome汀iesare used for the bond 
lengths and bond油 gles[6]， the main-chain conformation and a1so the hydrogen-bond length 
叩 dangle can be immediately determined by giving the dihedral angles仲， ¥jf) [7]. 

In geometrical calculations on intramolecular hydrogen-bond length (RN…0) between 

nitrogen and oxygen atoms in the >C=O・"H-N<form and hydrogen-bond angle (どC=O・・・
N)， we adopted a pentapeptide molecule as the model of polypeptides. The α-helical 
conformation for the pentapeptide is shown in Fig. 1， where the dotted line shows the 
intramolecular hydrogen bond. The bond lengths and bond angles are assumed to be same 

for all of the amino acid residues except forどC(=O)-Cα-N(0). The bond lengths for N-Cα， 
Co:-C(=O)， C(=O)-N and C=O bonds are assumed to be 1.453， 1.530， 1.325 and 1.230A， 

respectively， and the bond angles for どCα-C(=O)-N，どO-C-N，どO-C-N，LCo:-C=O andど
C(=O)-N-Cαare assumed to be 115.00， 124.50， 120.50 and 121.00， respectively [6]. As the 

bond angle 0， 111.00 for the Gly residue is used [6]. The angleωis fixed to be 1800 for a11 
of the amino acid residues. By using these bond lengths and bond angles， the hydrogen-
bond length and angle for any specified helix forms in polypeptides can be calculated as 

functions of the dihedral anglesゆ， '1') in the skeletal bonds. The calculations were carried 
out at intervals of 10 by changing the dihedral angles (<)>， 0/) from -1100 to・200 in the vicinity 
of the right -handedα-helix form (<)>=-57.40 and '1'=-47.50

). The obtained hydrogen凶 bond
lengths and bond angles are shown as the contour map as functions of the dihedral angles (<)>， 

'1') in Fig. 2. 

Results and Discussion 

Correlation between the hydrogen-bond length and 13C chemical shψtensor 
components of Gly， Val， Leu， and Asp residue carbonyl carbons : Fig. 2 shows the 
plots of the 13C chemical shift tensor components (811， 822 and d33 ) against RN"'O for Gly 
residues. The 822 for Gly residues moves linearly downfield with a decrease in RN・・・0[5].
官leexpression for the relationship as determined by the least幽 meansquares method for the 
oligopeptides containing Gly residue is expressed as follows 

822ニ 262.9-30.2RN…o (correlation coefficient = 0.89) (1) 
where 822組 dRN…0訂ein ppm and A， respectively. This relationship indicates that RN…o 
can be determined through the observation of 13C chemical shi食 tensorof 822 for the 
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carbonyl carbon of Gly residue in oligopeptides明白inan error of :t0.7ppm. It should be 
noted that the Gly C=O carbon chemical shifts for poly(Gly) with s-sh田 tform and 31-helix 
form are located on a straight line as expressed by eq.(l). This shows白atthe relationship 
can be applied to polypeptides. 

J3C chemical shψcontour maps for the carbonyl carbon of the Gly residue :官le

bold solid line in Fig. 3 shows the RN…o contour maps as functions ofthe dihedral angles (<t 
， ¥jI) for the Gly residue in the vicinity of the right-handedαR-heli~ form， respectively. RN'" 
o is expressed in A at 0.1 A intervals in the range from 2.5 -to 3.0A. It can be seen that the 
contour lines on the map distributes from the left upside (<t = -1100， ¥jI = -200

) and the right 
downside (ゆ=-200， ¥jI = -1100

) in Fig. 3， and the region of the contour line decreases with a 
decrease in RN…o. As shown in Fig. 3， as the dihedral angles (<t， ¥jI) are changed， the 
hydrogen-bond angle is changed together with a change of RN…o. The broken Iines in Fig. 

3 shows the hydrogen-bond angle (どC=O・・・N)contour map as functions of the dihedral 
angles (ゆ，¥jI). The加 gleどC=O・..Nis expressed in degree (0) at 200 intervals in the range 
from 900 to 1800

• As seen from these figures， the deviation of the dihedral angles( <t， ¥jI) from 
(ゆ=δ7.40，¥jI=-47.50

) (theα-helix form) leads to the deviation of the angle どC=O・・・N from 
1800 (the linear hydrogen-bond). Using eq. (1) and the calculated RN"'O map for the Gly 

residue (Fig. 3)， the O22 contour map for polyglycine (poly(Gly)) was made as functions of 
the dihedral angles(<t， ¥jI) as shown in Fig. 4. From this result， it can be said that the 
possible dihedral angles (<t， ¥jI) for unknown conformations of polypeptides can be predicted 
by the O22 contour map (Fig. 4) for the amide carbonyl carbon. 

The hydrogen-bond angle is within any specified range， in which the hydrogen-bond 

forms. Most of the どC=O・・・Nvalues for oligopeptides and polypeptides used in our 
previous works [1-4] is within the range from 1450 to 1650， and the averaged value and the 

standard deviation are 1560 and土40，respectively. From this limitation， the acceptable 
region in the Oiso contour maps is between the hydrogen噌 bondangle contour lines atどC=O
・'N= 1520 and 1600， and so the optimum dihedral angles (<t， ¥jI) are predicted to be the 
cross point of the hydrogen-bond angle contour line at どC=O・・・N = 1560 and the 13C 
chernical shift contour line. 

Similarly， using the linearly relationship between the Oiso and RN…0， and the 
calculated RN"'O map for the L-Ala， L-Leu， L-Val， and L-Asp residues， the Oiso contour maps 
for poly(L-Ala)， poly(L-Leu)， poly(L-Val) and poly(L-Asp) were made as functions of the 

dihedral angles (<t， ¥jI)， and was applied to the helical conformational analysis. These will be 
presented in the poster. 
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Residue 1 Residue 2 Resldue 3 Residue 4 Residue 5 

Fig.l Molecular structure of a pentapeptide molecule. 百1epossi ble hydrogen bond in 
forming the α-helix form is shown by the dashed line. The definition of the dihedral 
angles (<1>， '1') is indicated. As the bond angle (J (LC(=O)ーCα-N)，111.00 for the Gly 
residue and 109.30 for the L-Ala， L-Leu， L-Val and L-Asp residues are used. 

230 160 80 

E叶.:・.1E170 〆1 ~ 90"・・:..・
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269，12 ・ a ・ J_ 19Q!1_  110 
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RN…o (A) RN…o (A) RN…o (A) 
Fig.2 Plots of the observed 13C chemical shift tensor components (a) 011， (b)022， (C)033 
for the amide carbonyl carbon in thβGly residue in Gly-containing peptides and 
polypeptides against the N"'O hydrogen-bond length. 
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Fig.3 The hydrogen-bond length (RN…0) 
and angle contour maps as functions of the 
dihedral angles(ゆ， '1') for the Gly residue. 
The hydrogen-bond length and angle contour 
line are represented by the solid and dotted 
lines， respectiyely. The RN…() and angle are 
expressed by A and degree(O)， respectively. 
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Fig.4 The 022 contour maps for Gly 
residue carbonyl carbon as functions of 
the dihedral angles( <1> ， w) . 
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3P19 NQC効果によるPPA-d
1
の Cis-Trans配位の決定

(北大地球環境)0松波成行，覚知豊次〈北大工〉石井文明

Determination of Cis・TransConformation in PPA・d
1
by NQC Effect 

Shigeyuki Matsunami1， Toyoji KakuchP ，and Fumi北iIshiF 

J Division of Bioscience， Graduate School of Environmental 品川Science，

2 Department of Applied Phy.sic.s， Faculty of Engineering， 

Hokkaido University， Kita・ku，Sapporo 060， JAPAN 

Chain configurations due to thermal isomerization for poly (phenyl-acetylene-d，) (PPA-d，) were 

investigated by 2H solid state NMR. The observed 2H NMR line shapes at -100' C for PPA-d， and its annealing 

sample，ArトPPA-d， consisted ofboth large and small Pake-doublet-peaks， which were attributedωthe static segments 

and the mobile end-groups in白epolymer chain， respectively. Deuterium nuclear quadrupole coupling constants of 

the large doublet pωks for PPA-d， and An-PPA-d， were the values of 164 and 168 kHz， resp巴ctively.τbequadrupole 

coupling constants加 dthe formation energies of various chain configurations were calculated from semiempirical 

molecular orbi凶 methods.Agreement between theory and experiment confirmed血atan exothermic peak at 177。

C in the DSC thermogram for PPA-d， is due to the ci.s-trans isomerization from the ciシtransoidalform to 80 • -

deftected lTans-transoidal one. 

【序論】

置換ポリアセチレンはその主鎖骨格にポリエンを有し，cis-朗 ns異性化によって導電性，非線形光浮特

性，磁性などの物性を向上させることが期待されている。特に，発熱反応により置換ポリアセチレンは

lTans形態に異性化すると考えられている杭ポリ(アセチレン)と異なりその実験時食証がほとんどない。

我々はRh触媒で合成されたcis-・ポリ(フェニルアセチレン-d，)の2H-NMRを測定し，発熱ピーク後の2H核

の四重極相互作用定数(NQCC)の増加を確認した。この増加が熱異性化後のlTans主鎖構造によっているこ

とを半経験的分子軌道法仇Ml，PM3)による，主鎖の分子鎖配座と問CCとの関係から決定できたので報

告する。

【実験】

試料はRh(C三C-C6H5){ (Ph3hP) 2触媒')で合成されたcis-・ポリ(フエ

ニルアセチレン・d，)(pPA・d，)で、ある。アニーリング試斜(An-PPA・d，)

は，ガラス管内で窒素雰囲気のもと， 180'Cで1時間力酷し調製され

た。加熱後，An-PPA-d1はクロロホルムに溶解させ，n-ヘキサンで再

沈殿し精製された。分光器はBrukerASX・300(2H共鳴周波数:

46.07MHz)で， 2Hスペクトルは四重極ヱコーシークエンス(90x-'t，・

90y-'t2・aq)を用い，90度パルスは3.8μs，エコ一時間は20μs，繰り返

し時間はおで測定された。半経験的分子軌道計算はMOPACver.6の
Scheme 1 
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Fig. 1. Temperature dependence oj2H quadrupole echo NMR spectra of川 PPA-~ and (b) An-PPAA at 46.07 

MHz 

AM1とPM3を用い， NQCC，D核の電子密度，C-Dの結合次数，C-Dボンド長，および生成エンタルピーの値

をPPA・d1の5量体をモデルとし，その周期的境界条件下で評価した。

[結果および考察]

A.2H-NMRの線形

Fig.l ，ふ100，27， 70， 100，そして140.CにおけるPPA-d1とAn-PPA-d1の2H-N恥依スペクトルである。

-100.Cにおいて，各試料の2H-NMRの線形は2つのPake軸対称スベクトルからなり，そのダブレット

ピークから算出した四重極相互作用定数例QCC)はPPA・d1
で、164kHzと44kHz，An-PPA-d1では168kHzと

48 kHzの大きさを示した。各試料に対するアウターのダブレットピークは温度変化によらずその幅が」

定であるが，インナーのピークは昇温するにつれてブロードなシングレットになり， 70.C以上になると

狭化するとともに強度が減少した。これらのことは，アウターとインナーピークのスペクトルがそれぞ、れ

ポリマー内のstaticとmobileな二つの領域のC・D部位に寄っていることを示している。

B.四重極相互作用定数

必トPPA-d 1 に対する staticC-D音~位のNQCC(e2QDQdh)はPPA・d 1のものよりも 4kHz大きいので，我々は半

経験的分子軌道計算を用い， NQCCと分子鎖配座の関係を調べた。一般に， NQCCの電場勾配QDは分子軌

道が (k=1， 2， "'N)を用いて

D叩 +'1ピ円十五也子2
= q~k，' + q~Wd 

、‘，ノ
4

・A，t
‘、

と表される。第l項と第2項は，それぞれ電子kからの寄与匂11ec-)と核Dのまわりに存在する核Kからの寄与

(qJIUc1.)で，Nは電子の数である。LCAO・MO近似をおこなうと(1)は

qD =tN{早川内H叫 c川守刊::}+q;;-'I.， (2) 

となる。ここで，Ci'む番目の原子関数o/..r=α，s)の展開係数である。(2)で

(3) 

であり，添字iは重水素核Dの軌道を，またj，kは他の核の軌道を示している。CottonとHarris2)らと同様に多
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中心、積分についての簡略化とMullikenの関係を用いると，qDは

叩{q~+手}， (4) 

となる。ここで棒印は非コア軌道についての電場勾配を表し，Pを含む項はStemheimer効果で重水素核で

は無視しうる。係数5は
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で与えられる。(5)の第l項と第2項はそれぞれ核Dにおける電子密度と結合次数で，Sijは重なり積分である。

従って， NQCCは

学=平I伴~}， (6) 

となる。MO計算において，ポリマーの構造はtrans-transoidal，trans-cisoidal， cis-transoidal型の共役平面構

造と，単結合まわりに正負の)11頁で回転したデフレクトトランス構造とした。主鎖の二童話古合に関する二面

角をデフレクト角(τ)と定義し，分子鎖配座をτ=0" (tr.却 S・紅組soidal)から 180"(cis-transoidal)まで10。お

きに変化させ，構造最適化したものがScheme11に示され

Fig.2は生成エンタルピ-dHfのデフレクト角依存性

を示している。 AMlでは't=130。の時に企Hfの最小値

219.19 kcal / molとなり，その後80。と90"の間で222.00

kcal/molのステージをとった。一方， PM3では100。で

211.23 kcal /molの最小値をとった。両者の計算結果は，

デフレクト主鎖構造が各共役平面構造よりも安定であ

ることを示している。

Fig.3はNQCCとC-Dボンド長のデフレクト角依存性

を示している。C心ボンド長のデフレクト角依存性は

Fig. 2. Deflected angle dependence ofthe heat of 
AMlとPM3で等しかった。デフレクト角がcis・佐ansoidal

fonnation energy in PPA of5・confonnersusing AM 1 

から tr.却岳町ansoidal~こ移行するにつれてC-Dボンド長は andPM3 Hamiltonian. 

ている。

短くなり，90。以下の角度では一定値1.095Aとなった。-
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Fig. 3. Deflected angle dependencies of the nuclear Fig. 4. D~酔rential scanning calorimetη(DSC) and 

quadrupole coupling constant (NQCC) and C-D bond thermogravimetric analysis (TGA) measurements of 

length in PPA of 5・conformersusing AMl and PM3 PPA-d} (solid line) andAn-PPA-d} (dashed line) under 

Hamiltonian. flowing N
l 

話J400 100 ;1，6制160 40 2。160L 
O 

方，NQCCは判。と 180。の間で急激に増加し，90。以下で僅かずつ増加する。このことは，C-C単結合まわり

の配座の変化が，C・Dボンド長や主鎖のC=C結合の電子状態に深く寄与し，NQCC変化に密接に反映して

いる。点線は実測のNQCCの値， 168 kHzで、ある。この実験値をMO計算で得られた計算値と比較すると，

AMlでは τ=80.で， PM3では τ=140.で一致している。この角度に相当する生成エンタルピーはAMl

では222kcal/mol ， PM3では215kcal/molとなっている。このd.Hfは，AMlでは最小値のd.Hfより 3kcal/mol 

大きいのに対し， PM3では4kcal/mol大きい。AMlの計算結果はPM3より 1kcal/mojJJ、さいので， 80.ーデフ

レクト trans"凶 nsooidal構造は140。・デフレクト構造より安定であると解釈できる。従って，発熱反応後の

NQCCの4KHzの増加は cis-tr組 soidal構造から80.-テーフレクトtrans・町却soidal構造に異性化することに起因

していることが明らかとなった。

C. DSC測定

Fig.4はPPA・d1とAn-PPA・d1のDSCおよびTGA測定のチャートである。PPA・d1のDSCでは， 177と212.Cに

7 kcalfmolの発熱ピークが観測された。その後， 280.C以上で重量減少が始まり，それとともに大きな発

熱反応が生じた。一方， An-PPA-d1では，244.Cに0.6kcal!molの発熱ピークが測定されたが， PPA-d1とは

異なり230・c以下には発熱反応は確認されなかった。重量減少は290.Cから発熱反応を伴って始まった。

先に示したMO計算の結果とあわせ，PPA-d1におけるDSCの177・Cの発熱反応がds.引 anoidalからdetlected

trans・回nsoidal構造へ異'性化することを検証できた。これは以前，我々が報告したクラウン型ポリアセチ

レンの双極子相互作用から計算した結果とも一致していた。 3)
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3P20HMBC法の新しい測定法、 ----3 D-HMBC法の開発
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DEVEROPMENT OF A NEW TECHNIQUE， 3D-HMBC 

K. Furihata， + A.Abe andH. * Seto 

Division of Agriculture and Agricultural Life Scienc四， University of Tokyo 

+JEOL， Ltd.; 

*Institute of Molecular and Cellular Biosciences， University of Tokyo 

In order to overcome the problems of HMBC associated with the setting of delay time for 

observing small long range coupIings and short T 2 with broad methyl巴neproton signals， we have 

developped a new technique ， 3D-HMBC. In the pulse s巴quenceof this method， delay time(~) ， 

which has to be fixed to an appropriate value (typically 60msec) in the conventional 2D-HMBC， is 

replaced by a variable parameter (t 1)' This modification enabI回 tocover wide delaytime range 

needed to observe frome small to large long rang巴couplingsand thus gives better HMBC spectra 

than obtained by the conventionaI method. 

はじめに

天然有機化合物の構造解析において、良好なHMBCスベクトルを得ることが構造研究

の重要なポイントになっている。 HMBC法の問題点の一つは、予想されるスピン結合に

対応したスピン展開時間(ム)を設定しなければならない。スピン展開時間(ム)の設

定値が不適切な場合は、シグナルは観測されない。また観測するプロトンが多数のプロ

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

結合が小さい場合はクロスピークの観測がしばしば困難となる。

また、 T2
の短いブロードなプロトンはシグナルの減衰が速いために、観測されないこ

とがしばしばある。今回はこれらの問題を解決するための一つの試みとして、新しい

冊目Cの応用測定、 3D-HT.侶 C法を検討し、良好な結果を得ることができたので報告する。

3D-HMBCパルス系列と方法

図uこ3D-HMBC法のパルス系列を示す。このパルス系列は、 2D-HMBCのパルス系列

のム2をt
1、t

1をt
2
に置き換えて3D-HMBCパノレス系列としたものである1)0 3D-NMRは、二

つの2D-NMR法の組み合わせからなる。この場合は、 singlパルス2D-NMR法と2D-HMBC

法である。 HMBC法では、スピン展開時 担占出艮♀

間(ム)が重要な設定パラメーターであ

る。スピン展開時間(~)に適合しない

プロトンは観測されない。 3D-HMBC法

は、このスピン展開時間(~)を t 1 とし 1

て時間展開オる方法である。

-
X
ム

ム1=3.5msec 62キ 11

図1.パルス系列

H勘田C、3D-HMBC 
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3D-NMR法では、複雑な2D-NMR

のクロスピークを三次元空間に拡大

し、スベクトノレの解析を容易位する。

3D-HMBCスベクトルでは、 F1
軸が

プロトン、 F
2
軸が炭素、 F3軸がプロ

トンの3D-N1低(図 2) となる。 F1

軸のプロトンHA
のスライススベク

トノレではプロトンHA
からのHMBC

スベクトルが得られ、同様にプロト

ンHB
のスライススベクトノレではプ

ロトンH
B
からのHMBCスベクトルが

得られ、複雑な二次元NMRが非常

に単純化されている。図 2にはF/F3

軸projectionデータを示す。

しかし今回の我々の目的はこのよ

うな3D-HMBCスベクトルのスライ

スデータを得ることではなく、この

projectionデ}夕(図 2右)を得るこ

とにある。 3D-HMBC法ではF1
の観

測領域をプロトンの化学シフト(ム

t
1
==200us田"'"'500usec)で展開し3D司

NMRデータを得る。この場合は、

多数のデータ点を取得しないと J-変

調の効果をF2軸に移行させること

ができない。これに対して、 F
1
の観

測領域の化学シフトを無視し、

.6t
1
==5"'"'10ms田で16"'"'32点展開する。

その結果、小さなマトリックスのス

ベクトノレとなり、しかも、効果的に

long range J-変調の効果をF 2軸に移

行させることができる。

3D-HMBCスペクトノレ

図3にポートミシンの3D羽 MBC

proj巴ctionスベクトノレを示す。 測定

条件はF/H)x F Z(13C) X F lH) == 

2200 x 1400 x 2200 Hz 測定ポイント

は64x 150 x 256、積算回数 2回，

PFGを使用して約8時間測定した。

日)山 ('JC)

lTtc) 

Projec1ion 

旦凶E♀

2D -ー-3D 

ム一一ー 1，
(60ms) 

図2.3D-HMBCクロスピーク模式図
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図3.ポートミシン3D-HMBC投影スベクトル
F，/F3 Projection(左)、 FJF3Projection(右)
Fl X F2x F3=2250 x 14000 x 2250Hz， point=64 x 150 x 256 
6t1=0.44ms，scans=2 

図4.ポートミシン3D-HMBCスライススベクトル
3D-HMBCのF2/F3Projection spectrumと
Flプロトン24Me，6Me，18Meからの slice FJF3 spectrum 
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図5.モナゾマイシン 3D-HMBC
FiF3 Projection(左)、 2D勾 HMBC(右)
FI X F

2
x F3=125 x 23000 x 2900Hz， point=16 x 256 x 512 

ムini=20ms，L2.tl=4ms，scans=4 

F/F3 projectionデータではプロトンープロトンの化学シフトが対角軸に観測されるのみで

ある。 F2/F3projection、FJ/F2proj配 tionでは、通常のHMBCスベクトルと同様なスベクトル

が得られる。図4にはポートミシンの3D-HMBCスベクトノレで得られたF2/F3 projection拡

大スベクトル(左)と FJ軸のプロトンの24Me，6Me， 18 Meからのスライスを示す。

Projectionスベクトルと比較して、スライススベクトルでは分離のよい単純なスベクトル

になっていることが容易にわかる。

このように、 3D-NMRスベクトルでは複雑な2D-NMRスベクトルを次元を高めることに

より、スベクトノレを単純化できるため、解析を容易にする。しかし、ここでの目的は、

このスライスデータを得ることではなく、 projection手法を使用して良好な2D-H乱侶Cスベ

クトノレを得zることにある。 L

モナゾマイシンへの応用

図5にモナゾマイシンの3D-HMBCprojectionスベクトルを示す。
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F)x F
2 
x F3=125 x 23000 x 2900 Hz 3D-HMBC 

で測定したデ}タである。測定ポイ

ントは16x 256 x 512 pointである。

t)の初期値として20msecを設定し、

.6.t)=4msecで展開した。測定時間は

7時間である。 2D-HMBCスベクトル

(図 5右)は、 Aを60msecに設定

し同一時間で測定した。

2D-HMBCスペクトルでは18 位、

46位、 11位のブロードなシグナルか

らはクロスピークが観測されてい

ない。これに対して、 3D-HMBC

17 

1M 1W 140 120 100 80 60 40 20 

2D-HMBC 

180 160 140 120 lOO 80 60 40 20 

図6.モナゾマイシン30-HMBC
30-HMBCFiF3 Projection sp巴ctrumからの
H-18(円)のslic巴F2spec加 m (上)
20ωHMBCからのH-18(F2)のslic巴F)spectrum(下)

スベクトルでは、 18位のプロトンからは 18Me、19、17、16のクロスピ}クが観測さ

れ、 46位のプロトンからは、 46Me、44、45、47のクロスピークが観測される。 11位のプ

ロトンはメチレン2D-HMBCスベクトノレではクロスピークが全く観測されないが3D-

HMBCスベクトルでは、 11位のプロトンから、 9、10、12、13が観測されるため、これら

の関係が容易に明らかとなる。特にメチレンーメチレンの結合関係の証明は、シグナル

のT
2
が速く、しかもスピンが複雑に分裂するため、複雑な化合物では困難になることが

多いが、この間題の解決に3D-HMBCが秀れた手段であることがわかる。

図6に18位のプロトンについてのスライスデータを示す。

通常の2D-HMBCスペクトノレ(下)では微弱にクロスピークが観測されているに過ぎな

しが、 3D-HMBCスベクトノレ(上〉ではシグナル強度が非常に高まっていることがわかる。

2D但 MBC法では、スピン展開時間(ム)を一つの値(通常60ms巴C程度)に設定するため、

この値に適合しないシグナルは観測されない。このムの値を種々のスピンの最適値に設

定することは困難であるが、 3D-HMBC法ではこのスピン展開時間の設定の問題は存在し

ない。

まとめ

我々 は、 HMBC法におけるスピン展開時間定数を時間変数パラメータ}とした3D-

HMBC法を開発した。この新手法によりスピン展開時間定数の制限に由来する問題点を

解決することを可能にした。 3D-NMRスベクトノレからprojectionデータを取り出すことに

より、 2D-NMRスベクトルとしての解析が可能となるスベクトノレが得られる。この場合、

小さなマトリックスを得るために、スピン展開ポイントを.6.t)=5"'lOms巴Cで16"'32点展開

する。 PFGを使用すば1scan測定が可能となり、一つの3D-NMRに要する測定時間は数時

間程度となり、実用的に価値の高い手段であると考えられる。

1. A.Bax and M.F.Summers， J. Am.. Chem. Soc.， 108 ，2093-2094 (1986) . 
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3P21 ペプチド・タンパク質の構造解析のための NMR

化学シフト評価法の利用

東京農工大工学部

University of Sheffie1d 

0岩舘満雄、出村誠、朝倉哲郎

M.P. Williamson 

Application of NMR Chemical Shift Eva1uation Method To Structure Ana1yses of 

Peptides and Proteins 

Mitsuo Iwadate¥ Makoto Demura'， Tetsuo Asakura'組 dM.P.Williamson
2 

l.Department of Biotechno10gy， Tokyo University of Agricu1ture and Techno10gy， 

Koganei， Tokyo 

2. Krebs Institute， Department of Mo1ecu1ar Bio10gy and Biotechno10gy， 

University of Sheffie1d， Sheffie1d， UK 

τbe NMR chemica1 shifts invo1ve a 10ts of structura1 information and ωn be used as a key 

parameter in determinations of peptide and protein structures as well as the parameters such as 

NOE. In this study，the 13C NMR ch巴mica1shi白contourmaps are prep紅白das a function of 

torsion ang1es，φand 1fT for the individua1 amino acid residue in proteins.百leseare bas以Ion the 

chemical shift va1ues and PDB da句 of20 proteins. The effective uses of these 13C NMR 
1 

chemical shift contour maps as well as 'H NMR ch巴micalshift calcu1ation in structura1 biology 

with NMR are described. 

盤孟これまで当研究グループでは、タンパク質やペプチド‘のα，[3ならびにNHプロトンについて

1HNMR化学シフトの定量的評価法を提案してきた。その際、評価式に用いた各種パラメーターを、

多くのタンパク質の1HNMR化学シフトの実測値とPDBデータを用いて最適化することによって決定す

ることがポイン卜であった1110

一方、 13CNMR化学シフトの利用に関してはSykesらのChemicalShift Index(CSI)121によるタンパ

ク質の局所構造予測法が報告され、タンパク質のNMR情造解析のプロセス中にルーチン的に使われる

ようになってきている。さらに、 Andoら131ならびにOldfieldら叫こよって、量子化学的な側面からの

13CNMR化学シフトの詳細な検討がなされてきた。また、 Baxら151はタンパク質の13CNMR化学シフト

の実測データとPDBデータを組み合わせて化学シフトの{φ，1fT)マップを提案しており、 CSI法よりも

一歩進んで13C化学シフトからタンパク質の原子座標を決定する方向に踏み出してきている、しかし

ながら、そのマップ作成の基本となるデータはタンパク質4個のみからなっており、例え ~;C 7'ミノ

酸毎の化学シフトマップの違いを論ずることはデータ数の不足から不可能であった。実際、 Oldfield

ら141は二量体モデル化合物の13C化学シフトのAbinitio計算から、化学シフトの(φ，IJI)マップはアミノ

酸残基毎にかなり異なることを強調している。また、 Andoら131も、化学シフトと水素結合長との関係

キーワード :NMR化学シフト 13Cαおよび13C[3化学シフト二箇角依存マップ環電流効果磁気異

方性効果
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は、アミノ酸毎にかなり異なることを報告している。

そこで、本研究ではタンパク質の13CNMR化学シフトの有効利用を一層進めるために、データの母

集団を増やし、 20(固のタンパク質についての最新データに基づいて、 13CNMR化学シフトの(φ，Ilf)マッ

プをアミノ酸残基毎に作成することを試みた。さらに、その有効利用について種々の試みを行った。

註童五忌 13CNMR化学シフトの{φ，Ilf)マップ作成の手順を以下にまとめた。

1. 20個のタンパク質について130化学シフトとPDBデータ (φ，Ilf値に変換)を取得し、初期のデー

タベースを作成する。

2. 実測値とランダムコイルシフト値(文献値)との差をとり、これを二次シフト値、白(φk'Ilfk) 

とする。

3. 各タンパク質毎に以下の式に従い o('φ，Ilf)を計算する。

入品(φk'Ilf k) • exp (一((φーφk)2+(1lf-Ilf k) 2)/450) 
o(φ， Ilf) = 

~k exp (一((φーφk)2+(Ilf-1lfk)2)/450) 

そしてデータベースの精度を上げるために、計算値、 o(φ，Ilf)と実測値、品(φ'k'Ilf k)との差が著し

く大きい残基のデータをデータベースから除く。

4. 20種の全タンパク質のデータベースに基づき、再度、上式を用いて20種の全タンパク質で平

均化されたo(φ，Ilf)値を、 α及びP炭素毎に決定する。それから各タンパク質毎に、実測値、白(φv

Ilf k)と平均化されたo(φ，Ilf)値との差を最小にする補正値を算出する。そしてα及びP炭素毎に求めた

補正値の平均を各タンパク質毎の補正値とする。

5. データベースに基づいて、化学シフトのφ，Ilfマップを作成する。

結果および考察

化学シフトマップ 一例として、 Ala残基についてのCα化学シフトマップを示した心 αヘリック

ス及び 0構造の違いによる化学シフトの傾向やシフト差を良く再現しており、化学シフトの有効利用

に用いることができる。これらのマップは、アミノ酸残基毎にかなり異なる。

180 
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化学シフトマップの構造解析への利用

化学シフトマップや化学シフト計算の有効利用について試みた。

1. NMRデータに基づく立体構造の計算において化学シフトを構造パラメーターとして定量的かつ積

極的に用いる。すなわち、アミノ酸残基毎に作成した13CNMR化学シフトの{φ • 'V)マップピHNMR化

学シフト計算と合わせて、より精度の高い構造予測法を提案する。特に、 NMR測定から得られるNOE

の数が少ない、運動性の高いペプチドや逆に高分子量のタンパク質の場合など、 NMRと分子動力学を

組み合わせた一連の構造解析プロセスの中に化学シフトマップや化学シフト計算を組み込む、低分子

ぺプチド、ニューロキニンAの解析例を示す。

2 タンパク質のNMR化学シフトが既知であるが、その立体構造が未だ決定されていない場合、

このタンパク質と椙向性のあるタンパク質フ 7 ミリーの中から、そのPDB座標と化学シフトマップ

や化学シフト計算を用いて、各タンパク質についてNMR化学シフトを予測する。続いて、構造宋知の

タンパク質の実測化学シフトとの誤差を計算し、誤差のできるだけ少ないタンパク質を特定し、最終

的に、構造未知のタンパク質のおおまかな立体構造とその特徴を把握する。 hG-CSFタンパク質の例を

示す。

3. タンパク質の立体構造が既知 (PDBデータ有)で、 NMR化学シフトが報告されている場合、論文中

の化学シフトデータのタイプミス等の指摘や異常な局所構造や電子状態を検討することができる。す

なわち、立体構造に基づき予想した化学シフトと実測の化学シフトとの差を残基毎に計算した時、全

残基について、その差の符号が同一で絶対値カf大きい場合には、化学シフトの基準カずずれていると結

論される。化学シフト基準は他のタンパク質の化学シフトデータと比較する際に問題となる。さらに

符号が同一でなくその差カf著しく大きい場合には論文中の化学シフトデータのタイプミスの可能性が

ある。一方、タイプミスでない場合は、その残基あるいは近傍カf異常な局所構造や電子状態であるこ

とを意味しており詳細な検討を通して極めて価値のある構造情報を引き出すことが可能となる。

室主主藍
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3P22 ガラスプレートを用いた再構成脂質二重層と導入

された配向ぺプチドの角度依存国体NMR構造解析

東京農工大工学部 O岩舘満雄、溝口泰、堀由美子、出村誠、朝倉哲郎

長崎大工学部 新留琢郎、青柳東彦

Solid State NMR Analysis of Peptides白ientedin Reconstituted Lipid Bilayer with 

Glass Plate 

Mitsuo 1wadate'， Yasushi Mizoguchi" Yumiko Hori" Makoto Demura" Tetsuo Asakura¥ 

Takurou Niidome， Haruhiko Aoyagi2 

1 Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， 

Koganei， Tokyo 

2 Department of Applied Chemistry， Nagasaki University， Nagasaki， Nagasaki 

1t is important to determine the structure of functional peptides oriented in lipid bilayer in 

relation to∞nfirmation of structure-function relationship of these peptides. In this study， in 

order to obtain basic information about this problem， the structures of two kinds of peptide 

samples with different forms，αhelix and f3 sheet，明記 determinedin solution， solid state and 

in lipid bilayers oriented between glass plates with NMR spectroscopies.τ'h巴 fonnersampl巴

was 43 peptide; Ac(Leu-Ala-Arg-Leu)3-NH2組 dthe latter silk model peptide; 

Boc-Ala・Gly-Ala-Gly-OBzl.百lesesamples were isotope-labeled for solid state NMR allalysis 

of oriented peptide-lipid sy.stem. 

緒言膜中に埋め込まれた状態でペプチドの立体構造解析を行うことは、膜中のペプチドの機能発

現の機構を解明する上で必要不可欠である。実際、 Opellal11，Killianl21， Corne11131， Crossl41らはこの

手法を用いて配向した膜ペプチドならびに膜タンパク質について、固体NMR解析を行い、その構造と

束縛条件下での運動、イオンとの相互作用に関して詳細な知見を得ている。

本相究では、溶液、固体中でのペプチドの構造が脂質共存下で配向した時にどのように変化するか、

そのドライピングホースは何か、また、それがどのように機能発現にかかわるのかを検討することを

目的とした。そのために、脂質二重層中で、イオンチャンネル形成能を有することが報告されてきた

両親媒性ヘリックスペプチド、 Ac(Leu-Ala-Ar伊 Leu)γNH2
151と併誇造を形成し易いシルクモデルペプ

チド、 Boc-Ala-GIy-AIか Gly-OBz16を取り上げ、 NMRを用いて、溶液中ならびに固体の構造決定を行

うとともに、ガラスプレート中、脂質共存下で配向したこれらのぺプチドの構造解析を行い、各々、

比較した。

実験

韮担: 43ペプチドおよびシルクモデルペプチドは、液相法によって合成し、前者はAla6残基カ、¥

後者は G1Y2残基が15Nラベルされている。 CD測定によると、 43ペプチドは、水中でランダムコイ

ル、 SDS共存下およびメタノール中では、約50%ヘリックスであった。 43ペプチドは、固体NMR

キーワード:固体NMR、再構成脂質二重層、膜ペプチド、配向、ガラスプレート

いわだてみつお みぞぐちゃすし ほりゆみこ でむらまこと あさくらでつお

にいどめたくろう あおやぎはるひこ

ハ
uqο
 q

J
 



およびIR測定によると固体バルク状態では、ランダムコイルであった。一方、 Boc-Ala-Gly回 Ala

-Gly-OBzlは、固体バルク状態で、帥肴造をとる。

ガラスプレートで配向させた試料の作成:

リン脂質としてジミリストイルホスファチジルコリン(DMPClを、可溶化有機溶媒としてメタノー

ルを用いた。(4IDMPCとペプチドをメタノールに溶解、それをガラスプレート上に展開、乾燥後、水

を加えながら積み重ねる。それを、 60%水和下、サンプル管中に密封し、 45'Cのインキュベーター中

に数日間、置いた後、 NMR測定に供した。

旦旦E型星: 43ぺプチドの溶液NMR測定は、 JEOしALPHA500を用い、重水素化d2CSDSミセ

ル中、濃度5mMで行った。 DQF-COSY，HOHAHA，NOESYを用いて43ペプチドの帰属を行い、さら

に距離情報を採取した。 NHピークの温度係数やスピンカップリング定数の情報を加え、最終的にディ

スタンスジオメトリー法を用いて溶液の立体構造を決定した。

国体NMR測定はJEOLGX-400を用い、バルク試料は、 13Cおよび15NCP/MASNMRを測定した。ま

た、配向試料については、コイル直径が6.5mmのものを使用し、測定核は31Pと15Nとしたり 31P測定は、

脂質の配向を確認するためであり、ガラスプレート面を磁場に対して0
0
~900 まで15

0

間隔で角度

を変化させた。 15N測定は、脂質中のぺプチドの構造解析のために用い、ガラスプレート面と磁場と

の位置関係は、平行と垂直とした。

結果および考察

溶液構造決定:43ペプチドについて

重水素化SDS存在下でf、JOESYを測定し

たところ、 NH-NHの領域に連続した残

基聞のNOEがすべて観測され、ヘリッ

クス構造を取ることが確認された。連鎖

帰属を完了するとともに、 130個のNOE

を採取し、さらに距離制限フ 7イルを作

成した。 NH温度係数やカップリング定

数の情報を加昧して、ディスタンスジオ

メトリー計算を行い、両親媒性ヘリック

ス構造を決定した(Fiq.1lo N末端が、よ

りきっく巻かれており、 Arq側鎖が一方

方向に突き出た構造を有する。 1H縦緩

和時間ならびにシフト試薬の添加実験か
Fig.l Solution Structure of 43 Peptia in SDS D巴tenninedwith 2D 

らヘリックスの凝集を確認した。
H同NMRand Distance Geometryι:alculation. 

脂質配向:ガラスプレートで配向させた脂質、 DMPCの固体31PNMR主ピークはシャープであり、

脂質とガラス面の方向を変えると、直線的にピーク位置がシフ卜する。従ってDMPCが+分に配向し

ていることを確認した。ぺプチドが共存すると、若干、パウダーパターンの割合が増加するが、依然

として主ピークは、配向パターンを示す。ピーク位置から、脂質のアシル鎖がガラスプレートにほぼ

垂直になるように配向していることが分った。

配向した脂質二重層中でのぺプチドの構造解析:配向脂質二重層中に存在するBoc-Ala-

r15N1G ly-Ala-Gly-OBzlの15N園体NMRスペク卜ルをガラスプレート商と磁場との角度が、 0 と90

の場合についてFiq.21こ示した。スペクトルは各々著しく異なり、脂質二重層中でこのペプチドは、十

分に配向していることがわかった。配向系の固体NMR解析(711こ基づいて、配向軸と化学シフトテンソ

ルのなす角度IXF，βFを各々 、 25。と650、配向軸の分布を18
0

と決定した。さらに、類似したモデル

化合物について決定した15N化学シフトテンソルとN-H結合のなす角度171と組み合わせることにより、
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Fig.2 Observed (oown)制 dSimulated (up) 15N CP NMR Spectra of Boc-Ala-['5NjGly-Ala-Gly-OBzl in 

the oriented DMPC Bilayer. 

最終的に配向軸とN-Hの角度を81
0

と決定した。すなわち、 Boc-A-G-A-G-OBzlぺプチド分子は併蕎

造をとり、脂質のアシル鎖にほぼ平行に配向していることが明らかになった。

一方、 43ぺプチドの場合は、ガラスプレート面と磁場との角度が、 0' と90 の場合、いずれも

15Nパウダーパターンを与える。今後、脂質二重層の作成方法の工夫によって、 43ぺプチドの配向を

試みる予定である(8)。
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3P23 固体 13Cおよび2HNMRによる絹タンパク質の構造解析

東京農工大学工学部 O出村誠、斉田 理、朝倉哲郎

日本電子(株) 杉沢寿志

Structural Analysis of Silk Protein Using Solid State 13C and 2H NMR 

Makoto Demura1， Osamu Saita1， Tetsuo As血:rra1刷出sashiSugisawa2 

1. Department of Biotechnology， Tokyo University of A伊culture組 dTechnology， Koganei， Tokyo 184 
2. NMR Application Labolatory， Analytical Instructions Division， JEOL Ltd.， Akishima， Tokyo 196 

百lesohd state 2H N恥依spec回 of白reekindsof官 labeledsilkproteins， [2，2-2HJGly， [3 ，3，3-~3]Ala 
組 d[2，3，5，6-官4]TyrlabeledB.morisilkfibroins wereobservedin orderto charac岡山由巴d卯細悶組d
conformation. The segmental motionof出巴backbonechainmonitored by solid state也 spectrumof
Gly site was not detectedexceptforlibration withsmall細 plitud巴att岨抑制rerange of 300C to 80 
oC. Contrary，血c官 spec佐alch組 geof[2，3，5，6-2f4]Tyr labeledB.mori silk fibroin was ob班 vedwi血
increasing temperature and the line shapes were組 alyzedon the basis of∞-exsis阻∞of也efhp-flop
motion with log-Gaussian rate dis紅白utionand static portion. Two-dim四 sional13Cchernical shift 
組 lsotropy∞Irrelationspectra of carbonyl 13C enrich巴dsilk fibroin fibers wereobsぽ vedto study Silk 
1 structure 

鐘童

絹は逆平行βシート構造を有する分子鎖の配向、配列の十分に制御された優れた特性を備えたタン

パク質である。我々はこれまでこのような絹タンパク質の繊維構造を検討するために、 13Cおよび 15N

安定同位体ラベル絹試料を作製し、角度依存固体NMR法を用いて主鎖骨格のコンフォメーションの解

析を行ってきた。結晶性領域の主要成分である Gly，Ala残基、さらに割合の少ない Ser，ちな，Val残基

について主鎖内部回転角のとりうる角度制限マップを作成することができた 10

本研究は、これまでの 13Cおよび15NNMR構造情報に、 2Hラベル絹タンパク質繊維の国体2HNMR

から得られる C-2H結合の角度制限情報を加えて、主鎖内部回転角決定の際の精度向上を目指す。また、

Tyr側鎖について、そのコンフォメーションとダイナミックスを、各々、配向系の国体2HNMRとそ

の温度変化の測定によって、詳細に検討する。さらに、 [1-13CJGlyまたは [1-13CJAlaラベル絹タンパ

ク質繊維の固体 2D13C化学シフト異方性相関スペクトルを測定し、絹の Silk1構造について検討する。

室盤

絹の 2Hラベル試料、 3種類、 [2，2....2H2JGly，[3，3，3....2H3JAla， ring[2，3，5，6_2日JTyrの作製について

は、既報に示した2， 2Hラベル絹フィフロイン試料の闘体重水素NMR7.ltIJ定は、 AOLGX-400NMR 

分光計を用い、四極子エコーのパルスシークェンスを用いた。 900パルスは3.4μs、900パルス間隔は

34μsとした。国体2D13C化学シフト異方性相関スペクトルは、JEOLEX-400および CMX-300NMR

分光計を用い、室温で測定した。 CMXの90パルスと混合時間は、各々、 3.3μs，10sであった。 Cl¥庇

の場合、 5mm-MA.SLプローブを用い、試料管を回転させずに測定した。

キーワード;固体NMR、絹タンパク質、安定同位体ラベル、配向、スピン拡散

でむらまとと さいたおさむ あさくらてつおすぎさわひさし

q宍
υ

qtυ 
ハペ
υ



鎧星と圭墨

1。固体2HNMR角度制限を加えたAlaおよびGly残基(中，ψ)マップの精密化

[1-13CJAlaおよび[15NJAla各ラベル絹タンパク質繊維についての配向系の固体NMRから得られた

構造情報と 13C_15Nダブルラベル試料のパウダーパターン解析の結果を組み合わせて得られたAla残基

の(中ゆ)制限マップ上に、 [3，3，3_2H3JAlaラベル配向繊維の固体2HNMRから得られた角度制限を加

えることによって、Ala残基の(中，ψ)値のとりうる範囲を更にせばめることができることがわかった。

さらに、固体2HNMR角度情報は、 [2，2-2H2JGlyについても同様に制限として用いることができた。

20 [2，3，5，6-2HJTyrラベル絹配向繊維試料の面体 2H

NMRによる Tyr側鎖(χl'χ2)の決定

ー-SlOE VlE愉，ーー ー-TOPVIEW--

AYζ 川や
(X.L'両》・(口町一106勺

γζ ゃ仰
(>.屯〉・(門ザ7'f')

[2 ， 3 ， 5 ， 6_2~Jちrr ラベル絹配向繊維の2HNMRスペ

クトルから四極子分裂幅を測定し、 pシート関で側鎖

運動の制限されたもrr側鎖のC-2H結合の配向角につい

て χCX2制限マップを作成した。さらに、既に、国体

15NNMRの研究より得られている Tyr主鎖の(中，ψ)制限
Fig. 1 Side chain conformation of tyr 

residue of silk fibroin 

マップと χl'一χ2制限マップを組み合わせて、側鎖の配向方向を Fig.1のように決定した。

3。重水素化繕タンパク質繊維のAla，Gly， Tyr残基の固体2HNMRスペクトルの混度依存性と側鎖の

ダイナミクス

固体2HNMR研究から、主鎖 GlyCa2H2結合の場合、小さい振幅のライブレーション運動のみが存

在すること、 AlaCα一Cs結合は、そのまわりの速い回転とともに小さい振幅のライブレーション運動

が存在することがわかった。一方、百rrの側鎖芳香環の運動は、温度を上昇させる毎に、 Static成分が

減少するとともに、逆に Flip-Flop運動の成分の割合が上昇し、その速度も増加することがわかった。

絹フィブロイン中のもrr残基の 80%はGly-Tyr-Glyーという結晶部末端シークェンス中に存在する。

従って、 Static成分の殆どは、。-sheet構造中で運動が凍結されたTyr芳香環、Flip-Flop運動成分の

殆どは非品部に存在する Tyr芳香環であると考えられる。現在、絹の SerCs_2H2のラベル化を進めて

おり、次に、 Ser側鎖のダイナミクスと配向構造の解析を行 ァ 一一一一一一一一~ー

う予定である。 :. 
ー・ ， 

ベクトル

4 柳川質繊維の固体2山学シフト異方性跡 j 
Meierらは、クモの 13Cラベル絹糸の固体2D13C化学シフ

ト異方性相関スペクトルを測定し、これが未知構造の解明に . ， 

有力であることを示した九 Fig.2は、家蚕絹モデル化合物の

Boc-Ala-Gly-Ala-[1-13CJGly-OPacのカルボニル域2D13C 
ゎ

化学シフト異方性相関スペクトルである。 l~CP/MAS 測定

τ一一一七一一
‘B・ ‘・・から pシート構造をとることがわかっているが、 。シート構

造のクモの場合同様、化学シフト異方性を示すカルボニル

13Cの相関ピークは観測されなかった。 この手法を家蚕絹の

Silk 1型構造の検討に用いる予定である。

Fig.2 Solid state two-dimensional CSA 
correlation spec佐umof silk model 
compound. 

整主主盤
(1) T. As庄町a，M.Demura and N.Nishikawa， Ann.Reports on NMR Spec.， in press. 
(ω2勾)T.Asa誌k凶司孔，M

will be submitted. 
(3) J. Kurnnterlen， J. D. V組 Beek，VollrathandB. H. Meier，MaαoIDolecul凶(1996)29，2920. 
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3P24 NMRによる 1・ペンゾトリアゾリル・2・(p-トリル)イソインドール誘導体の

環状付加反応物の構造解析

(福井大工、福井大教育事、金沢大築・・)

O前回史郎、高橋一湖、島田慎治、春吉真樹、都築幹生、横田 博、

神藤洋爾、北嶋英彦、伊佐公男市、細井信造“、津田喜典"

Mol田叫町structure姐 alysisof the cycloadduct of 1ゐenzo出 azolylふ(p-tolyl)-isoindolederivative 

byusingNMR 

OS.MAEDA， I.TAKAHASHI， S.SHIMADA， M.HARUYOSHI， M.TSUZUKI， 

H.YOKOTA， Y.SHINDO， H.KITAJIMA， K.ISAへS.HOSOI*へY.TSUDA**

Faculty of Engineering，Fukui U国versity;Faculty ofEducation，Fukui University・;

Faculty ofPharmaceutical Sciences， Kanazawa U凶versity**.

The molecular structure of the cycloadduct produωd by reacting 1・benzotriazolyl-2・(p-tolyl)-

isoindole with Me02CC三 CCO品白血solutionwas determined by using NMR. 

1.はじめに

1・ベンゾトリアゾリル・2・(p・トリル)イソインドールとアセチレンジカルボン酸ジメチルヱステルと

の環状付加反応物【 dimethyl 11・aza・1・.benzotriazolyl・11・(4・methylphenyl)-tricyclo・[6，2，1，02.千

undeca・2，4，6，9・tetraene・9，10・dic訂 'boxylatel1の分子構造解析を行った。

高橋らは、 1の単結晶X線構造解析の結果、ペンゾトリアゾ

リル基 (Bt)が1位で置換している (1・置換体)ことを明らか

にした(図的。一方、溶液の lHおよびlSCNMRスペクトル

を検討したところ、Btが2位で置換している類似化合物と似た

吸収があることから、 1は溶液中で Btが解離あるいは 2f立で

置換しているように思えた。通常、この系統の化合物の異性化

では、カチオンを経由するとされているが、 1の場合、 Btの結

合した橋頭位はSp3炭素であるから、この橋頭位が溶液中でカ

チオンとなり、 1佼から 2位への転位が起こるとは考えにくい。

そこで、 1次元および2次元 NMRを用いた 1の溶液中での構

造解析を試みた。 COSY、NOESY、FG;HSQC、FG-Hl¥四Cな

どの2次元NMRスペクトルおよび多結晶粉末の 13CCP/MAS 

スペクトルを測定・解析の結果、溶液中での構造も単結晶と同

じ1・置換体であることが分かつた。

よyCH

3

C02CH3 

C02CH3 

Fig.1 Mol配叫arstracture of 1 

2.実験

[試料]ド1

との環状付加反応物から 1を精製した。調tl定には、その試料をそのまま用いた。

[NMR測定]溶液の NMR測定には、 JEOLGX・270(磁場強度 6.35T、共鳴周波数 lH:270阻まz、

lSC:68班王z)およびJEOLLA・400(磁場強度9.39T、lH:400MHz、1吃:100MHz)を用いた。

KEYWORDS: 2次元NMR、闘体高分解能NMR、構造解析

まえだしろう、たかはしいちろう、しまだしんじ、はるよしまさき、つづきみきお、よこたひろし、

しんどうようじ、きたじまひでひこ、いさきみお、ほぞいしんぞ、う、つだよしすけ
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テトラメチルシラン (Me$i)を内部基準とし、溶媒にはCDClaを用いた。 GX・270では、通常の lH

およびlSC・1次元NMRの他にDEPTを、 2次元NMRでは、 COSY、NOESY、lH-13CCOSY、ブロー

ドバンドデカップルド(BD)_lH-13CCOSY等を用いた。 LA-400ではFG-HSQC、FG-ITh四Cを用いた。

lSC CPI.MAS(TOSS)測定には、 ChemagneticsCMX・300(磁場強度7.05T、共鳴周波数13C:75.5MHz)

を用いた。

3.結果および考察

1には多くの四級炭素と窒素が含まれており、

これらが連絡しているために、通常の 1次元およ

び2次元NMRスペクトルから構造を決定するこ

とは困難であった。しかし、 13CCP/MASやFG-

HMBCを用いるととにより分子構造解析を行う

ことができた。

まず、温度やRepetitionPeri.od (RP)を変え

た様々な条件における 1の溶液中での 13CNMR 

スペクトルを測定した。温度を上げると、室温で

は確認できなかったいくつかの信号強度の小さ

い吸収線が現れるので、 1は溶液中で分解してい

るか、あるいは Btが解離しているのではないか

と考えた。そこで、 13CCP/MASスペクトルを測

定し溶液のスペクトルと比較したところ、通常の

溶液 lSCNMRスペクトルと同じ吸収線が見られ

る他に、後者ではほとんど確認できなかった吸収

線が、 1吃 CP/MASスペクトルでは他の吸収線と

同等な強度を示した。このことから、 1は溶液中

で解離しているのではないと判断した。 【図

2匂): 1杷 CP/MASスペクトル、図 2(b):室温に

おける溶液 1吃 NMRスペクトル、 RP=2solSC 

CPI.MASスペクトルでは、ラベル付けした吸収線

の強度が大きい。】図2(c)に、 RP=32sで測定し

た溶液の lSCNMRスペクトルを示す。図 2(b)と

図2(c)を比較すると、後者では RPを長くしたこ

とで吸収線e.yの強度が大きくなっている。し

たがって、この信号強度が室温で小さい原因は、

緩和時間が長いことに起因しているのであろう。

通常の lH_1SCCOSY(J倒 =8Hゆなどを用いて吸

収線の帰属を試みたが、 SINが慈く遠距離CH棺

関を決定することが困難であり、ゆえに、部分構

造しか求めることができなかった。そこで、 FG-

E弘正BC スペクトルの浪~定を試みた結果、遠距離

CH相闘を決定することができ、 1の溶液中の分

子構造をほぼ明らかにすることができた。その結

果、 Btの6個の環炭素が非等価であることから

Btは2位ではなく 1位で結合しており、したがっ

て、 1は溶液中でも単結晶と同じ 1・置換体である

ことが分かつた。

(a) 

A
W
 

ぶI~l!

(c) 

150 100 50 ppm 

Fig.2 (a戸C CP/MAS Spectrum of 1 at room 

temperature. (b)13C m四 Spec土rumin CDCla at 

50 'C .Repetition peri.od is 2s. (C)13C NMR 

Spectrum in CDCla at 50'C. Repetition peri.od is 
32s. 

The peak marked with an asteriskお asi酔 al

from solvent. 
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3P25 二重共鳴を用いたパルス磁場勾配NMR装置の製作

(分子科学研究所)0大石修，宮島清一

13r< r 1 Construction of pulsed field gradient NMR spectrometer for .1....C{.1. H} double 

resonance 

by Osamu Oishi叩 dSeiichi Miyajima 

(Institute for Molecular Science， Myodaiji， Okazaki， 444， Japan) 

13r<r 1 Puls巴dfield gradient NMR spectrometer with a .1.JC{.1. H} double reson組問 optionhas been 

∞nstructed for也巴 measurementof slow and aniso位opicself-diffusion coefficient tensor in 

liquid αystals加 dpl槌 ticsolids. 

【はじめに】

パルス磁場勾配(PFG)NMR法を用いて異方的な拡散係数テンソルを測定すること

ができる。液体で-はT2が長いため容易にスピンエコーを観測でき、また長い磁場勾

配パルスを打つ事が可能で‘ある。一方液晶やプラスチック結晶などは通常の1H測定

ではT2が100μs以下で、あるためスピンエコーを観測する事ができない。双極子相互

作用を消去してT2を長くする方法にはマルチパルス法や魔法角回転・法等がよく知ら

れているが、液晶のスメクティックA相の拡散係数測定に対しては魔法角配向法が使

用可能である1)。この方法とPFGを用いて液晶の異方的拡散係数が測れる事を昨年

の本討論会で発表した2，3)。一方、配向させて魔法角に傾けてもすぐに再配向するネ

マティック液晶や、配向させる事ができないプラスチック結晶に対しては魔法角配

向法を用いる事はできず、これらのT2を長くするには二重共鳴法が有効であると考

えられる。今回、最大12Tm・1の磁場勾配を発生させる磁場勾配NMR装置を13C{1H}

二重共鳴用に改造した。

【二重共鳴型PFG耐 NMR装置】

強いNMR信号を得るためには超伝導磁石を用いてより5齢、磁場中で実験を行うの

がよいのは明らかだが、本研究では1.4Tの鉄芯電磁石を用いて60阻Iz(1H)， 15姐Iz

(13C)の周波数で行った。このような比較的低磁場で、実験を行った理由は以下の点に

ある。

PFG-NMRによる拡散係数測定において空間分解能を決めるのは、磁場勾配の強さ

(旬、である。大きなGを得るためにコイルに大電流を流すことにより、装置及び試

料はこの電流と静磁場BOの積に比例する強し、電磁力を受ける。拡散測定においては

この力に抗して試料が静止していることが不可欠であり、このため比較的小さなBO

を用いて、堅牢なプロープヘッドを製作することが求められる。空間分解能を重視

SELF-DIFFUSION， DOUBLE-RESONANCE， FIELD-GRADIENT 

おおいしおさむ・みやじませいいち

巧

t
n
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してS/Nを求めない場合は弱し唱。、その逆の場合は強L由。とL、うのが設計指針であ

る。また本装置の磁場勾配は強度以上にその均一性に重点をおいて設計されており

設計値、実測値の両方において誤差が 1%以下である事が証明されている。

Frydman4)らが昨年発表した類似の装置は我々とは逆の考え方に立っており、 7.1Tの

BOを用 ~'2Tm-1 と L サ限定されたGを用いた。空間的に均一度の高L唱を実現する
という点でも我々の方法の方が優れていると考えている。

プローブヘッドの設計は基本的に、文献1)のものである。

Fig.1は実際の装置のフ守ロック図であり、現在はこの装置の製作を終了したところ

である。今回はこの装置とこの装置によって測定したスタンダードサンプルのデー

タについて報告する。現段階では信号強度の問題から自然存在比の13Cによる液晶の

異方的拡散係数測定は成功していないが、この問題が解決できれば合わせて報告す

る。

~ ---ー--幽・ M ・・・-幽・・・・、

Fig.1 Block diagram of the PFG-NMR spectrometer for 13C{ 1H} double resonance. 

1)0.Oishi組 dS.Miy吋ima，J. Magn. Reson. A 123 (1996) in press 

2)宮島清一、大石修，第34回NMR討論会講演要旨集 (1995)，67

3)大石修、宮島清一，第34回NMR討論会講演要旨集 (1995)，69

4)M. Zhou and L. Frydman， Solid State Nuc. Magn. Reson. 4 (1995) 301 
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新しい多量子遷移フィルターの開発
一混成遷移フィルター&遷移独立分離フィルタ一一

(筑波大物工)山田整、 O竹内誉羽、田崎明、(岡崎生理研)瀬尾芳線、

(北大工)恵良田知樹

3P26 

Novel Multi-Quantum NMR spectroscopy 

一-MixedCoherenceτ旨ansferand lndependently宜旨ansitiollSelection-

HITOSHI YAMADA， oJOHANE TAKEUCHI， AKIRA TASAKI， 1YOSHITERU SEO， AND 2ToMOKI ERATA 

Institute 01 Applied Physics， University 01 Tsukuba 

1 Depariment 01 Molecular Physiology， National Institute lor Physiological Science 

2Craduate School 01 Engineering， Hokkaido University 

Intensive studies of the quadrupolar relaxation have been doneもoknow a.bouもamotiona.! 

correlationもimeof nuclei. We developed new filtration旬chniqueto study the isotropic bi-

exponential relaxation of t.he nucleus with a spin 1 = 3/2. The Mixed Coherence Transfer 

(MCT) method is a simple version of a. double-quantum filter for a spin 3/2. This method ca.n 

be easily extendedもothe 2D experiment and this 2D version of MCT a.llows the sepa.ration of 

the bi-exponentia.! r巴la.xationinto the single exponential decay signa.ls in contrast 10 a ordinal 

double qua.nt.um filtration. We na.medもhistechnique as Independently Tra.nsition Selection 

(ITS)ー Thesenew methods a.re demonst.ra.ted thro時 hthe simula.tions a.nclもheexperiments in 

this report 

1 序論

一般に四重極モ」メントを持つ核では、運動によ

る共鳴線の先鋭化の条件が満たされている時には、

その NMR緩和は単純な指数関数的になる。しか

しながら等方的でかつゆっくりとした運動条件の場

合、多重指数関数的に NMR緩和をおこす。このよ

うな効果は普通(生体)高分子などの系で良くみら

れる。特にスピンが 3/2の系-7Li、23Na、35Cl、

37Cl、39K、87Rb の横緩和は、サテライト遷移と

中心遷移の二つの緩和率 (R1，R2)の指数関数の和

で表される。このように多重指数関数で緩和する系

では多量子遷移が誘起きれており、これを応用する

ことにより四重極相互作用そのものについて知るこ

となく運動の相関時間について知見を得ることがで

多量子遷移フィルター、混成遷移フィルター、遷

移独立分離フィルター

ゃまだひとし、たけうちょはね、たさきあきら、

せおよしてる、えらたともき

きる。この最初の研究は G.Jaccarcl、S.Wimperis、

G. Bodenha.usen等によりなされた [1]0

我々は特に核スピン 3/2の系において、一般的な

二量子、あるいは三量子選移フィルタ-(Double-， 

Triple-Quatull1 Filter; DQF， TQF)よりも効率が

よく単純な混成遷移フィルタ-(Mixed Coherence 

Tranfer; MCT)を開発した。さらにこのフィルタ」

の特性を生かして二次元 NMR法に拡張すること

で、二つの遷移率 (R1，R2)を独立に分離するフィ

ルタ-(Independently百ansitionSelection; ITS) 

になることを示す [2，3]。

2 理論

ここで用いる緩和関数、 Redfield行列等の導出と

表式については文献 [1]を参照して頂きたい。

以下、核スピン 3/2の系で、緩和に寄与する運動

の相関時間Tcが以下の条件を満たすとする。

ω。ー1
壬η壬ωQ-1(1)

ω。はラ}モア周波数であり、 ωQは四重極相互作用

の大きさを表す。このような条件下では、ランク

1 = 2を含む緩和関数は Redfield行列の対称性より

od 
n
d
 

q
J
 



90・ 90・ 90. 

図1:Pulse sequence consisted of three 900 pulses. 

'Pl， 'P2， 'P3 stand for the phase of the each pulse 

and 'PR is the receiver phase. 

除外できる。この場合は単パルス法では緩和関数

f五11=→i阿
が自由誘導滅衰信号として観測される。これを対

して、今回開発した MCTや DQF、TQFNMRに

よって観測される信号は第三ランクの関数で

!I山3幻1= 手ド阿州X却刷P凶(印R仰刷1〆tのい)

となる。

2.1 混成遷移フィルター (MCT)

この系での FID信号は、第3ランク迄を含む緩

和関数介Iの和として表すことができる。

Signal(t) = L c . f，ドI(t) (4) 
l
 

，
 

I
 = E. exp(R1t) + F. exp(R2t) 

c，E，Fはパルス系列によって変わる係数である。そ

こで図 1で表されるパルス系列での三つの 90度パ

ルスと受信器の位相の全ての組み合わせ (64通り)

について詳細に検討した結果、新しい実験方法を開

発することができた。

MCTとDQFあるいは TQFとの最大の違いは

ら=0であることである。我々の計算結果ではス

ピン 3/2の系で緩和関数!alを得るには、 t2の時間

をゼロとしても DQFと同じ結果になることが示さ

れる。結果のみを示せば、

Signal = 臼(ψ1，'P2， 'P3， 'PR)!al(tl)!I3(t3) 

+ s('Pl，ψ2， 'P3， 'PR)fll(tl)fl1 (t3) (5) 

となり、これをパルスと受信器の位相を変えて二回

積算すれば、 DQFと同じ第3ランクを含む緩和関

数!alのみをフィルタ}できる。

2.2 遷移独立分離フィルター (ITS)

一回の MCTSequenceにより伴られる信号(式

5)はDQFと異なりわに関する項を含まないので非

常に単純である。このことから MCTのパルス系列

を巧く利用すれば、緩和関数fllゃん1から fitting

により緩和率を同定するより直接的に、サテライト

遷移あるいは中心遷移のみを NMR分光器上で選択

することが可能になる。

ここで適当な二つの位相の組を考える。この時、

式 5の(白，s)を(α1，sl)、(臼2，s2)等とし、二つの

信号をそれぞれ Cl、C2倍して足しあわせる。さら

に、時間 t3に注目し

Signa.ltotal ニ C1Signa.1l + c2Signa.12 (6) 

= Eexp(Rlt3) + Fexp(R2t3) 

と変形することを考える。そこで、

Signa1total ニムf31(t3)+ lfll(t3) 
、日 3. D '  = (k:ι +1;:-)eli

"3 
5 . 5 

、日 2. D'  

+(-kムニ +1一)eli2
'3 (7) 

5 5 

とする。次にむについては f31(tl )=-.f11 (t1)が成

り立つ場合を考える。この条件を満たす tl=teqは

常に存在し、

t
eq 
= ln{(必+3)/( y'6 -2)} 

(8) 
R2-R1 

となる。

この条件下で式 7の第二項をゼロにするには、

d
一3

α
一々

μ

+
一
+

α
一d
y

(9) 

すなわち、

C1 2こ三s2

C2 ー αI十五手131
(10) 

ならば、サテライト遷移のみを得ることができる。同

様に式7の第一項をゼロにすれば、中心遷移のみをフ

ィルターできる。サテライト遷移並びに中心遷移のそ

れぞれのフィルターに対し Cl/c2=-3.21...，-0.15 .. 

であるが、これを CJ/C2=-3.-0.2と有理数化して

信号の積算に取り込むことができる。この時、 t1を

若干teqよりずらせば、実際の実験には支障はない。
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3 検証

3.1 実験の概要

実験は室温において Bruker社製 MSL400NMR

分光器により行った。図 1に示される DQF実験に加

え、さらに図 2で表される MCT、ITSの実験を行っ

た。さらに位相回しを行うに当たっては CYCLOPS

を取り入れた。

(a) 

(b) 

図2:Pulse sequences used in the (a)MCT and the 

(b )ITS experiments. 

。 10 20 15 5 

Tlme (x1 0.3 sec) 

図 3:FID of 23Na in the a.lbumine gel with the 

pulse sequence of DQF (triangles) a.nd MCT (open 

circles) and theoretialline (solid line). 

3.2 混成遷移フィルター (MCT)の検証

MCT実験は、アルブミンのパウダ}を 500mM

の Na.Cl水溶液に 50%(w/w)の濃度で撹祥しゲル

状にしたもので行った。この試料は「等方的でゆっ

くりとしたj運動を行う Naイオンを観測する際に

最も典型的なものである。

図3はMCTで得られた信号と DQFで得られた

信号が同じものであることを示す。さらに緩和関数

!a1で伽tingを行い理論線としている。

MCTの特徴は得られる FIDがDQFと同じ緩和

関数/31であるのに対し、そのパルス系列の組立が

容易であることにある。このことは MCTをMRI

等のより高次のパルス系列へ応用する際実質的な感

度向上をもたらすものと期待される。

3.3 遷移独立分離フィルター (ITS)の検

~iE 

ITS実験は寒天のパウダ}を 4安(w/w)の濃度で

500mM-RbCl水溶液に撹枠しゲ)1-状になったもの

を使用し、 87Rbの信号を観測した。

実際の ITS実験はわを擬似的な二次元 NMRの

展開時間とし、以下のような手j順11順l慎買

1. t1を変化させながら tら3時問で F日ID信号を取り

込む。この時CdC2は固定しておく。

2. Signαltotalの自然対数を取り直線となるとこ

ろがt1= teqである。そのときに設定した比

C1/C2によりサテライト遷移あるいは中心遷移

のみが得られる。

また、リフォーカスのための 180度パルスを加えた

が、理論上は FIDが反転するだけであり、実質的

に影響はない。

まず teqを見っけなければならないが、 MCT実

験の fittingから得られた値を用いて teq= 910μsec 

を予ilUできる。実際に図 4より対数プロットがt1= 

900μsecにおいて直線になることがわかる。さらに

この値を用いて ITS実験を行い、その結果を DQF

によるスベクトルと比較した。これを図 5に示す。

各遷移とも DQFと良く一致している。 ITS、DQF

による、それぞれの R1'R2等の値を表に示すが、

これも良く一致している。

以上から、 ITS実験が設計通りに直接的にサテラ

イト遷移または中心遷移を選択していることがわ

かる。
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DQF 

ITS 

Rl(Hz) R2(IIz) 

3235 823 

3015 702 

TC(psec) 

2.2 

2.3 

Jo(psec) 
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1.0 
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h(psec) 

3.2 

3.0 

表1:Microsopic parameters of 87Rb ionic motion are derived fromもheeach experiment. The asymmetry 

paramenter is assumed to be zero. 
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図 4:Obtatined FID of 87Rb in agar gel using a 

central transition削除ringsequence in logarithmic 

plot. 
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図 5:Obta.ined Spectra of 87Rb in agar gel with 

R1 and R2 selection a.nd DQF sequence. 

4000 

4 まとめ

新しい多重指数関数的な NMR緩和の計測法を開

発した。 MCTは核スピン 3/2の系において DQF

よりも単純でありながら同等の性能を持ったパル

ス系列である。 ITSは緩和関数の fittingによらず、

NMR分光器上でサテライト遷移と中心遷移を選択

できるものであり全く新しいものである。以上の新

たな計測法について実験により検証し、その有効性

を確認した。
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3P27 広帯域反転/再結像パルスの多次元および同
位体フィルター測定法への応用
e都臨床研， 2第一製薬)0小椋賢治I，寺沢宏明1ヘ稲垣冬彦1

APPLICATION OF BROADBAND INVERSION AND REFOCUSING PULSES TO 
MULTI-DI民IENSIONALAND ISOTOPE-FILTERED NMR EXPERI島IENTS

lKenii Ogura，1・2Hiro北iTerasawa組 dlFuyuhiko Inag誌i

lDep紅 tmentof Molecular Physiology， Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 18・

22， Honkomagome 3・Chome，Bunkyo-ku， Tokyo 113， Japan; and 2Basic Technology 
Rβsearch Laboratory， Daiichi Pharmaceutical CO.，Ltd.， 16・13，Kitakasai l-Chome， Edogawa-
ku， Tokyo 134， Japan. 

Pulsed field gradients (PFGs) have been incorporated into the 13C edited multi-
dimensional pulse schemes to reduce experimental phase cycling， to eliminate undesirable 
artifacts， and to suppress the H20 resonance. The HSQC-type pulse scheme is more 

preferable to accommodate PFGs into the pulse schemes than the HMQC-type. However， 
mainly due to additional1800 pulses in the HSQC-type experiments， which are not ideal near 

the edge ofthe 13C sp配佐um，the sensitivity of the HSQC-type experiments is much reduced， 

especially for aromatic and methyl signals. In the case of the 13C isotope-filtered 

experiments， detection of both aromatic and aliphatic protons has not been generally 
performed partly b即 ausetuning to bo出 couplingconstants for aliphatic groups (125-140Hz) 
and aromatic groups (-170Hz) was rather difficult and p紅 tlybecause a suitable pulse was 
lacking which simultaneously inverted the magnetization of aliphatic and aromatic carbons. 

These inconveniences arise from the limitation of the excitation range with the 13C 
rect組 gular1800 pulses. Recently some shaped broadband inversion and refocusing pulses 
have been proposed to overcome this limitation. We propose here application of the shaped 

broadband inversion and refocusing pulses to the 13C edited multi-dimensional and 13C 
isotope-filtered experiments. 

FULLY 13C・REFOCUSEDMULTI-DIMENSIONAL EXPERIMENTS 

Figure 1 shows the fully 13C-refocused 2D lH_13C HSQC pulse scheme (1). In this 

pulse scheme， two kind of shaped pulse are used; one is a hyperbolic-secant inversion pulse 
and another is a broadband refocusing pulse described in Table 2.C of Ref. (2)， denoted by 

"Vl" in here. The hyperbolic sec組 tpulse inverts the longitudinal13C magnetization and Vl 

13 pulse refocuses the l.;JC transverse magnetization for the wide chemical-shift range. Hence， 

these shaped pulse are effective for the measurement of 1 H_13C HSQC experiments without 
sensitivity loss. This pulse scheme have sever叫 adv組 tageagainst the reαnt developed pulse 
schemes; (1) because the folded and unfolded signals appear in the same phase， it makes 

広帯域反転パルス，多次元NMR，同位体フィルター

おぐらけんじ，てらさわひろあき，いながきふゆひこ
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Pigure 1. Pulse scheme for the fully "C-refocused 2D 

'H-"C HSQC experiment. Wide lines and n叩ひ岬lines

are rectangular 90。仰Isesand 1800 pulses， respectively. 
τbe shaped pulse labeled by sech and Vl denote the 

hypぽbolic-secantinversion pulse and the V 1 refocu凱時

p叫se(2)， respectively. All "C pulses ar官 appliedwith 20 

kHzRPs出 ngth.τais set to 1.6 ms. O is a refocusing 

delay， s沼tto be equal toτH1800. Phase cyclings are中1=

X， -x，中2= 2(x)， 2(-x)，中3= 4(x)， 4( -x)， rec. = x， 2( -x)， x. 
Unlabeled pulses are applied from the x axis. All PPGs 

have rectangular shapes. PPG delays and s田 ngthareGl

= (0.5 ms， 8 G/cm)， G2 = (1.0 ms， 25 G/cm)， G3 = (1.0 

mふ・30G/cm)， G4 = (0.5 ms， 10 G/cm). 

'H 

"C 

|小II小11ヘ
ハハ r

'H 

"C 

Pigure 2. Pulse schem巴 forone-dimensional 

experiment with "C double tuned PPG z-filter. All the 

pulses are appliωalong the x-axis.百leshaped pulses 

indicate the hyperbolic secant inversion pulses which 

have pulse width of 360μs and field strength of 20 

kHz. Th巴"Ccarrier仕equencyis set on the center of 

the aromatic and aliphatic "C chemical shift regions 

(-75 ppm).τaand τb are set to typical values of 

1/4JCH which are tuned for the aliphatic and aromatic 

car加 ns，respectively. In our experimental condition， 

τaand τb are set to1.85 ms and 1.45 ms， respectively 
PPGs of G2 and G3 eliminate the unwanted tr組 sverse

magnetization. PPG of G 1 cancels imperfection of the 

1800 pulses. All PPGs are applied with rectangular 

shape. PPG s悦 ng出 andlength are: G 1 = (10 G/cm， 

0.5 ms)， G2 = (20 G/cm， 0.5 ms)， G3 = (25 G/cm， 0.5 
ms) 

spectral handling easy， (2) we can incorporate the 
pulsed field gradient z-filter to suppress the 
solvent derived signals. Furthermore， this fully 

13C refocused lH_13C HSQC pulse scheme was 

incorporated to the pulse scheme for three-

dimensional 13C edited NOESY and four-

dimensional 13C/13C edited NOESY 
experiments. These pulse schemes were 
demonstrated on the N-terminal SH3 domain of 

Grb2 dissolved in 90 % H20/10 % 2H20 and in 

I勘IPROVEDISOTOPE-FILTERED 
EXPERIお1ENTS

Figure 2 shows the improved isotope-
filtering pulse scheme (3) which was developed in 
combination with the double-tuned filter， the 
hyperbolic s田 antinversion pulse， and the z-filter 

with pulsed field gradient. This 13C filtering 

pulse scheme is effective for the wide chemical-
shift range from the methyl region to the aromatic 
region， simultaneously. We inco叩oratedthis 
filtering pulse scheme to several one-， two-， and 
three-dimensional experiments， which were 

applied to the 13C/15N uniformly labeledN-

terminal SH3 domain of Grb2 complexed with the 
unlabeled Sos-derived peptide. Proton resonances 
of the Sos-derived peptide were unambiguously 
assigned using the isotope-filtered DQF-COSY， 
TOCSYand NOESY spectra. Furthermore， 
isotope-filtered， isotope-edited 3D-NOESY 
identified intermolecular NOEs between the 

labeled protein and the unlabeled peptide. 

Through these applications， high filtering 
efficiency of the present pulse scheme was 
demonstrated. 

2H20. 
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3P28 PFG HMBCを利用した異種核問

long range Jの測定法

(日本電子(株))0内海博明、熊木康裕、鴨修、目元徹

Determination of Heteronucler long range scalar 

coupling constants using PFG J -HMBC spectram 

OHiroaki Utumi，Yasuhiro Iくumaki，OsamuKamo，Tesu Hinomoto 

JEOししtd

abstract 

Heteronuclear long range scalar coupling constants are important parameters for 

structual elucidation of organic molecules . 

We田 edmodified J-HMBC 30 pulse sequence as J-HMBC 20提 que町 ein order to 

measure the longrange coupling constants. the signal amplitude of modified PFG J -

HMBC 20 spectrum is fitting to Asin(7tJXHδ ) . Therefore ，this method is simple and 

expand油le.

初めに

異種核聞のロングレンジ スカラー結合定数(Iongrange J )は、有機分子の立体構造の決

定に重要な役割を担っている。そのため、特に13C-1 Hのロングレンジ スカラー結合定

数を求める方法に闘しては、 13C観測の手法がいろいろ提案されてきたい)，(2)，(3).しか

し、解析対象分子が大きくなり、 NMRスペクトル(特!こlHスペクトル)が複雑になるにつ

れ、 13C観測の手法では十分なデータが得られなくなってきた.

そこで、 HMBCの信号強度がロングレンジ スカラー結合定数に依存することを判用した方

法が近年提案されている方法である(7)，(8)，(9)。しかし、これらの方法も，ダイレクト相関

信号とロングレンジ相関信号の強度比から計算する手順が、緩和時間を考慮にいれなければ

ならないため、簡単とは言い難い.

そこで、我々は、文献(10)のJ-HMBCの3次元測定法を 2次元法に変更し、比較的容易に

ロングレンジJを求める方法を考案したのでここに報告する。

装置

装置に、 PFGユニット付きのJNM-Alpha500 ，JNM-Lambda 400を用いた。プロープと

してはJNM-TH5FG，JNM幽 NH5XFGを用いた。

実験内容

パルスシーケンスはFig.1に示す。

キーワード:HMBC， long range scalar bonding constant ，pulsed field gradient 

うつみひろあき、くまきやすひろ、かもおさむ、ひのもとてつ
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90 180 

際:
90 '80 90 90 

ムl斗ヰ
t1 

x 

u a 
Fig.1， pulse sequence for the PFG J-HMBC 20 experiment 

τ1+τ2=constant time(CT)， t. = 1 /2J 

このパルスシーケンスは通常のPFGHMBCIこ比較して2番目のX180パルスを追加してい

る。このX180パルスの位置を移動することによって、 1H-Xの磁化移動効率が変化するこ

とになる。 τ1+τ2を一定にするのは1H _ 1 HのJ変調を一定に保つためである.

このシーケンスにおいては、 HMBCのロングレンジ相関信号強度を l、ロングレンジ スカ

ラー結合定数をnJHXとした場合、以下の式で信号強度は変化することになる.

I=IAsin(πnJHXiδ)|...u式(1) 

Aは絶対信号強度

δは (τ1-τ2)

Aは絶対値信号強度、 δは (τ1・τ2)である。従って、前提としてロングレンジスカラー

結合定数が一定の範囲内(12.0-0.0Hz)にあることを前提にすると、 δを3点以上測定

し、そのJ-HMBC信号強度変化が解るとA及びnJHXが決定されることが解る.

この方法の有利な点は、 (1)HMBCの相関信号が存在すれば、原理的にロングレンジスカラ

ー結合定数が求められることと、 (2)信号強度変化からのみ、スカラー結合定数が得られる

ため計算が簡単である、ことである。

そこで、我々は、まず、簡単な有機化合物を用いて、従来方法で得たJ値とPFGJ-HMBC 
20で得たJ値を比較することによって、その精度を求めた。また、 δの測定点数による精度

の変化を調べた.

実験結果

t rt)v-寸

今 ~5丸

サンプルは10mg4-methyl umbeliferone/d6-0MSOを用いた.τは

(τ1+τ2)=300mseclこ固定し、 6を

20，40，60，80，100，120，140， 160， 180，200，220，240，260，280msecと変化させた。

IBCの相関信号の強度変化を調べた。この強度変化を最小二乗法で式(1)1こfittingした。，-J
3J(H6-C8)の結果をFig.2に示すo I 
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3J(C8-H6)のfitting結果

この結果から、 3J(H6-C8)は4.5Hzと算出される。ちなみに、 1H non decouplingの

13C-nmrより直接読み取った値は4.1::!::O.26Hz、従来法のロングレンジ」スペクトル(1)か

ら得られた値は4.8::!::O.31Hzであった。

table 1に(A)従来法のロングレンジJスペクトルと (B)1H-nondecoupling 13C-nmrそし

て(C)PFGJ-HMBC 20法で求めたロングレンジスカラー結合の値を示す.

fig.2， 

結論および今後の予定

このように、 14点でPFGJ-HMBC 20の強度変化をfittingすることで、正確なロングレン

ジスカラー結合定数が得られることが解った。今後は強度変化の点数を減らした場合の影響

に関して調べる予定である。
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A(Hz) B(Hz) C(Hz) 

3J(H11-C10) 6.~ 6.0 6.1 

3J(H3・C10) 0.61-

2J(H5岨 C10) 4.1・ 3.9 

3J(H6・C10) O.s-
3J(H8・C10) 0.9- 1 .1 

3J(H3-C11 ) 5.6 5.6 5.5 

4J(Hll-C2) 0.3・ 0.6 

2J(H3・C2) 5.E 4.9 4.5 

3J(H11-C3) 5.6 5.7 5.2 

5J(H6・C3) 0.3・

2J(H11同 C4) 3.81- 3.7 

2J(H3・C4) 7.21- 6.7 

3J(H5・C4) 1 .1 

4J(H6・C4) 8.1・ 7.9 

4J(H8-C4) 4.71- 4.3 

4J(H11・C5) 0.( 0.0 0.2 

4J(H3-C5) 0.8-

4J(H6・C5) 0.9 0.0 0.2 

4J(H8・C5) 0.( 0.01-

2J(H5-C6) 0.( 0.01-

3J(H8-C6) 5.3 4.8 4.8 

3J(H5-C7) 10.9 10.9 10.9 

2J(H6-C7) 2.2 1.9 2.2 

2J(H8・C7) 4.1 3.3 3.5 

4J(H5-C8) 0.( 0.0 0.2 

3J(H6-C8) 4.E 4.1 4.51 

3J(H5・C9) 10.2 10.1 10.2 

4J(H6-C9) 1.2 1.0 1.2 

2J(H8-C9) 4.4 4.4 4.2 
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table 1 

各種測定法に置けるロングレンジスカラー

結合定数。

A : original long range J spectrum 

:tO.31 Hz 

B : 1 H-non decoupling 13 Cspectrum 

:tO.26Hz 
C : J _HMBC 20 spectrum 
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3P29 GOESY測定における分子拡散の影響
0中越雅道1)、内海博明2)、熊木康裕2)

1)雪印乳業(株)生物科学研究所、 2) 日本電子(株)分析技術本

Effect of the diffusion in GOESY method 

Masamichi Nakakoshi1
)，Hiroaki Utumi2

)， Yasuhiro Kumaki2
) 

1 )Snow Bland Ltd. 2)Jeol Ltd. 

GOES Y is 10 NMR method using selective pluse field gradient echo that was 

repo吋edby Stonehouse et al. This method gives a better spectrum which contain 

no subtraction artifacts， but NOE enhacement is the lower than the coventional 

difference method by some factors(field gradient strength and the sel1 diffusion 

etc). Especially ， in case of small moleculars ，the diffusion during mixing time gives 

influence to NOE enhancements. To relate of the diffusion and NOE enhacement 

of GOESYon s・D-glucosepentaacetate in CDCI3 and DMSO-d6 was discussed. 

くはじめに>

選択励起を利用した各種差スペクトル測定は、対象とする信号の選択励起と非励

起のスペク卜ルの差をとることで、スペクトルを得ているため信号の消え残りが現

れる。この問題を解消する方法として考案された選択的磁場勾配エコーを利用した

1次元測定1開}は、消え残りの抑制において差スペクトルより優れている。しかしな

がら、コヒーレンス移動経路の選択1)、磁場勾配パルス条件及び混合時間における分

子拡散により感度が低下1)4)5)することが知られている。コヒーレンス移動経路の選択

による感度低下は、サンプル及び測定条件に依存せず常に1/2になる。磁場勾配パル

ス条件では、磁場勾配強度及びパルス帽に影響される。また、混合時間における分

子拡散の影響は、サンプルの自己拡散係数及び混合時間の長さに影響される。特に、

混合時間の長い GOESY(Gradient enhanced nuclear overhauser effect 

spectroscopy)は，分子拡散の影響による感度の低下がStonehouseら1)1こより指摘され

ているが、分子拡散における感度低下の程度については、何ら具体的記載はない。

このことから、∞iESY測定における感度低下の主原因のひとつである分子拡散の影

響を調べる目的で同一サンプル即ちs-D-glucosepentaacetateを用い、サンプル濃

度並びに臨場勾配条件を一定にし、粘度の異なるaxJ3及び‘即ISO-d6中での温度上

昇に伴う分子拡散の増大とシグナル強度の減衰について、 transientNOE 

di百'erence(Tra-NOE)のシ夕、ナル強度との比較を行った。

キーワード GOESY PFG 分子拡散

なかこしまさみち、うつみひろあき、くまきやすひろ
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く実験方法>

s-D-glucosepentaacetate50mgは、それぞ、れ500μlのαX13及びDMSO-d6に溶

解し 5mmq，サンプルチューブを用い、積算回数はすべて32回で測定した。また、

GOESY測定では、 G1=6.35G/cm，G2=-6.35G/cm，G3=6.35G/cm G4=12.7G/cm，パル

ス幅=1msecで羽，Ij定した。装置は、 JEOLa1pha-500を使用した。

Fig.lは、 GOESY法1)のパルスシークエンスを示した。尚、選択励起パルスは

gausse pul seである。自己拡散係数は、 PFGstimu1ated-echo;去:6)1こより測定した。

90 90 180 

H
 

4

・・

Fig.1 Pluse sequenωfor GOESY(Gradient enhaced 
nuclear overhauser effect spectroscopy) 
Selctive pulse is a gaussian pulse. 

亡二

Fig.2 NMR spectra of ~・D-Glucose pentaacetate 

SOmg in CDCI3 at 30・C.
a) is GOESY spectrum. 

PFG strength=6.3SG/cm，Pulse width=l msec， 
Mixing time=800msec，Time=32，PD=7.4sec 

b) is transient NOE difference spectrum. 

Mixing time=1200msec，Time=32，PD=7.4sec 

c) is lH-NMR spectrum. 

Fig.3 NMR spectra of ~・D-Glucose pentaacetate 

SOmg in DMSO-d6 at 30.C. 

a) is GOESY spectrum. 

PFG strength=6.3SG/cm，Pulse width=l msec， 
Mixing time=800msec，Time=32，PD=S.8sec 

b) is transient NOE difference spectrum. 

Mixing time=1400msec，Time=32，PD=S.8sec 

c) is lH-NMR spectrum. 
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く結果及び考察>

Fig.2及び3は、 CDCI3&びDMSQ-d6中でのs-D-glucosepentaacetate(以下Gluと略

す)のlH-NMR、Tra-NOE及びGOESYの各スペクトルを示した。 Tra-NOE及び

GOESYについては、 Gluの1位プロトンを選択的に励起し5位プロトンのNOEシグナ

ルを観測した。 GOESYのシグナル強度は、 Tra-NOEのシグナル強度と比較すると

CDCI3では、約30弘 DMSO-d6中では、約50%であり溶媒の粘性の違い、即ちより

粘性の低いCDCI3での感度低下が観察された。

al 

100-1 平、 Fig.4 The effect of temperature to 

b-D-Glucose pentaaetate 5_1 H signal 

~ 旬、

、 ¥
intensity of GOESY (ム)and Transient 

P Uc 3 

NOE difference spectra (口).

50 a) was measured in CCD!3. 

+ω E: GOESY spectra; 

25 Intensity of 100% at 300C 
Pulse width =1 msec， 。 PFG strength =6.35G/cm 

Mixingtime=800msec 
20 30 40 50 ("C) 60 Transient NOE difference spectra; 

Intensity of 100% at 30oC， 

b) Mixingtime=1200msec 

100-1 _.A..‘ ロローーーー』 b) was mesuerd in DMSO-ds・

GOESY spectra; 

京EE752055tj J 

ぺ
¥ 

Intensity of 100% at 300C 
Pulse width=1 msec， 

PFG strength= 6.35G/cm 
Mixingtime=800msec 
Transient NOE difference spectra; 
Intensity of 100% at 650C 。 Mixingtime=1400msec 

20 40 60 80 100 
("C) 

Fig.4は、温度を上昇させて観測したシグナル強度の変化を示した。尚、 Tra-NOE

及びGOESYのシグナル強度は、それぞれ最も高いシグナルを100%とした時の相対

強度である。その結果、 CDCI3では、 350Cでシグナルが観測されなかった。

DMSO-d6においては、 55
0

Cからシグナル強度が減衰し、 600

Cでは殆どシグナルと

して観測されなかった。したがって、磁場勾配強度、 PFGパルス幅及びサンプル濃

度が一定であることから、 GOESYでのシグナル強度減衰の要因は、溶媒の粘性の違

い及び温度上昇に伴う自己拡散の増大によることが明らかになった。そこで、それ

ぞれの溶媒中での本サンプルの温度上昇に伴う拡散係数の変化を測定した。その結

果、 Fig.5に示される様にシグナル消失温度、即ちCDCI3は350C、DMSQ-d6は600C

での拡散係数は、ともに約1x 1 0-4cm2S-1であることが判明した。
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くまとめ>

GOESY測定は、サンプルの自己拡散

がシグナル強度の減衰に影響を及ぼす

ことが明かとなった。このことから、

自己拡散係数の大きなサンプル(低分子

)または低粘性溶媒の測定は、磁場勾

配量を少なくすると共に混合時聞を極

力短くし分子拡散の影響を少なくする

ことで、より良いスペクトルを得られ

ると考えられる。また、サンプル濃度

が一定であれば、磁場勾配強度、パル

ス幅及び混合時間を考慮することで

Tra-NOEのbuildup曲線からGOESYの

シグナル強度を予測できると考えられ

ることから、 Tra-NOEのシ夕、ナル強度

からGOESYのシグナル強度をシュミレ

ーションし実験値との比較を検討する

予定である。

円g.5The effect of temperature to 
diffusion of s・D-Glucosepentaacetate 

in CDCI:3<口)and DMSO-も(ム).

Diffusion was measuerd by PFG stimurated 

echo method. 

1) J.Stonehouse，p.Adell，J.Keeler，A.J.Shanka ，J.Am.Chem.Soc.， 116，6037(1994) 

2)T.Facke，S.Berger，J.Magn.Reson.，A113，257(1995) 

3)C.Dalvit，J.Magn.Reson.，A 113，120(1995) 

4)P.Adell，T.Parerlla，F.Sanchez-Ferrando.，J.Magn.Reson.， 108，77(1995) 

5)P.C.von ZijI.C.T.W.Moonen，J.Magn.Reson.，87， 18(1990) 
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3P30 磁場勾配パルスを用いたPFG-HMQC-CONOESY法
理研 O越野広雪，森田徹一郎，鵜津淘

HMQC-<ごONOESYExperim必ntUsing Pulsed Field Gradient 

Hiroyuki Koshino! Tetsu-ichiroMorita， Jun Uzawa 

HMQC-COSY and HMQC-NOESY experiments紅 eefficacious methods for structural studies of 

organic molecules. There is a limit to use HMQC-COSY and -NOESY experiments routinely owing to 

consuming data accumulation time. To alleviate the problem of long experimemtal time， HMQC-

COSYand HMQC-NOESY experiments are combined by simple modification of HMQC-NOESY 

pulse sequence. Namely HMQC-COSY data acquistion time is placed in the mixing time of 

HMQC-NOESY pulse sequence and HMQC-NOESY data are separately accumulated and stored. 1n 

this combined HMQC-COSY and HMQC-NOESY experiment named HMQC-CONOESY， pulsed 

field gradient (PFG) is applied for coherence selection to improve the spectral quality. 

複雑な天然有機化合物などで1H・NMRの信号の帰属が困難な場合唱 1Hの信号の重な

りを13Cなどの化学シフトによって分離できるHMQC-COSYやHMQC-NOESY法は

有効である。しかし天然存在比の試料で良好なスペクトルを得るには比較的長時間

の測定を行う必要がある。 測定時間の短縮を目的に1H_1HCOSYとNOESYの測定を

同時に行い測定時間の短縮ができるCOCONOSY (COmbined COrrelated and 

Nuclear Overhauser enhancement SpectroscopY)法1)の手法を異種核2次元NMR

のHMQC-COSYとHMQC-NOESYに応用し司さらに磁場勾配パルス (PFG)2)をコヒ

ーレンス選択に用いたPFG・HMQC・CONOESY法のパルス系列を作成し実験を行っ

たので報告をする。

パJレス系9IH;t:Fig.1に示した。 a)はPFG-HMQC・CONOESYで司 b)は1Hの180。パ

ルスを加えてRelayタイプにしたPFG-HMQC-R-CONOESYであるPFG-HMQC-

CONOESYのパルス系列では最初のデータ取り込みまでPFG-HMQC・COSYと同じ

で司 PFG-HMQC-COSYのデータ取り込み後，磁場勾配パルスG4を加えNOESYの

混合時間の後に1Hの90. パルスと磁場勾配パルスG5を加え司 PFG-HMQC-NOESY 

のデータを取り込む。 PFG・HMQC・COSYとPFG・HMQC-NOESYのデータは別々に

保存し，別個にデータ処理を行う。このパルス系列では通常のPFG-HMQC-NOESY

の測定時間とまったく同じ測定時間でHMQC-NOESYの他にHMQC-COSYの測定が

可能である。したがって比較的長い測定時間を要するHMQC-NOESYとHMQC-

COSYの測定を効率的に行うことが可能である。 PFG-HMQC・CONOESYのパルス

系列で使用する磁場勾配パルスの比率はG1: G2 :G3: G4: G5 = 5 : 3 : 4 : 2 : 4など

が可能である。短所としてはパルス系列の性質からデータ取り込み時間とNOESYの

キーワード:磁場勾配パルス司 HMQC-CONOESY，CONOESY， polysaccharide 

こしの ひろゆき司もりた てついちろう，うざわ じゅん
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混合時間に制限があることである。

応用例として分子量約15kDaのpolysaccharideであるfomitellanC
3
)の測定結果を

Fig.2に示した。パルス系列はPFG-HMQC・R・CONOESYを用い司 τ=62.5ms(4Hz)， 

NOESYの混合時聞は400ms，測定時間は38hr21minで、あった。今回報告する測定法

は総合的に測定時間を短縮でき有効な測定法である。
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Flg. 2 PFG-HMQC・R・CONOESYspectra for Fomltellan C. 
a) HMQC-COSY spectrum. b) HMQC-NOESY spectrum. 
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3P31 回転座標系イメージング用ラジオ波磁場勾配発生装置
(電子技術総合研究所)0服部峰之、清水秀明、守谷哲郎

Development of spectrometer for rotating-frame imaging 
M的eyukiHattori， Hideaki Shimizu， and Tetsuo Moriya 

Electrotechnical Laboratory， Tsukuba， Ibaraki 305， JAPAN 

New configuration of transmitter and receiver coils for two-and three-

dimensional rotating-frame imaging experiments is proposed. The probe and the 

attachments to the conventional high resolution NMR spectrometer were developed. 

く序論> 回転座標系イメージングでは、位置情報のエンコードにラジオ波磁場勾

配を利用する。静磁場勾配が変動するときに起こる、渦電流の影響を測定対象に与え

ないという点から、神経などの活動を臨書することなく代謝計測を行う方法として期

待されている。 Houltによる回転座標系ズーグマトグラフィ[1]においては、 x軸方向

のラジオ波磁場勾配と z軸方向の静磁場勾配を用いて、二次元イメージングを行って

いる。位相変調回転座標系イメージング[2]においては、一軸方向に勾配をもった X

軸 0度パルスにより Y-z軸上に展開した後(振幅変調)、 Y軸 90度パルスにより

x-Y面上に展開し(位相変調)、。を段階的に変えた一連の実験を行い、一次元の化

学シフト分布を得ている。さらに、一回の測定で断続的にラジオ波磁場勾配パルスを

印加し、 nutationを擬 FIDとして得て振幅変調を行う、より高速な方法へも発展し

ている[3，4]。ここでは、静磁場勾配を用いないで、二次元以上の分光学的イメージン

グを高速に行うことをめざす。

く装置> Fig.1に分光計全体のブロック図を示す。分光計は、日本電子 GX-270

を基本とした。位相検波器への参照信号から二系統のラジオ波 CW信号を取り出し、

分光計本体のパルス発生器と同期したパルス発生器でタイミングを制御した。スイッ

チで切り出された RFパルスは、それぞれ、増幅されコイルへと送られる。

ラジオ波磁場勾配を発生するコイルとして、これまでに、表面コイル、コーン型コ

イル(z軸)、非対称鞍型コイル(x，y軸)、鞍型コイルを中央からずれた位置で使用する

(z軸)、などが提案されている。均一ラジオ波磁場照射用・検出用の鞍型コイルと、

直交配置に置かれた表面コイルによる実験[3]では、試料を回転して投射再構成法を行

うことを提案しているが、同心円上に置かれた大小二つの表面コイルによる実験[5]

では、結合の問題は回避されている。 Fig.2に試作したプロープヘッドを示す。プロ

ープは、日本電子のプロトン・低周波数核種二重共鳴用 (W/B)を基本とし、プロー

プヘッドを保護しているガラスチューブのまわりに一回巻き、三回巻きの非対称対向

ヘルムホルツコイルニ組を宣交に、うちー組のコイルが標準のプロトン用、照射・検

出コイルと同軸になるように配置した。

回転座標系、イメージング、ラジオ波磁場勾配

はっとりみねゆき、しみずひであき、もりやてつお

Fhυ 
Fhυ 

q

、u



amp. ( coil 1 
B1hom}、______/

JEOL 
GX・270

trig. 

Fig. 1 Block diagram of the spectrometer for the rotating-frame imaging 

<議論> x軸方向のの位置エンコードに

位相変調[2]を、 Y軸方向の位置エンコード

に勾配ラジオ波照射による rotaryecho法

[6]を適用したシーケンスを提案し、検証し

た。今後、位置情報エンコードの手法の検

討を進め、静磁場勾配に比べると、立ち上

がり、立ち下がりに要する時聞が格段に短

いというラジオ波磁場勾配の特徴を活かし

た、高速イメージング法への発展が期待さ

れる。
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3P32 高速汎用マイクロプロセッサを用いた

リアルタイム画像再構成システムの開発

0巨瀬勝美人拝師智之1，Arvind Caprihan2， Eiichi Fukushima2 

1.筑波大学物理工学系， 2. The Lovelace Institutes 

Development of Real-Time NMR  Image Reconstruction Systems 

using High-Speed Personal Computers 

Katsumi KOSEl， Tomoyuki HAISHll， Arvind CAPRlHAN2， Eiichi FUKUSHlMA2， 1. 

Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， 2. The Lovelace Institutes 

Two real-time NMR image reconstruction systems have been developed using high-speed 

personal computers. The first one was made on a MS・DOSsystem (CPU: Pentium， clock 
freq. 100 MHz) with a home-built frame memoηboard. The second one was made on a 

MS-Windows system (CPU: Pentium， clock freq. 133 MHz). The reconstruction time for 
one 128 x 128 pixel image was about 310 ms for the DOS system and 110 ms for the 

Windows system. On the other hand， the time required for the image display was about 
30 ms for the DOS system and 120 ms for the Windows system. NMR imaging 

experiments for observation of unsteady particle or bubble motion in fluids were 

performed using these systems. The obtained results demonstrate great promise of these 

real-time image reconstruction systems. 

くはじめに>

ほとんどのNMRイメージング装置では，一連の撮像シーケンスが終了してから

画像再構成と表示が行われている.いっぽう，高速な撮像法を用いて，データ収集

と並行して画像を再構成・表示する，いわゆる「リアルタイムMR1 Jは，非常に

魅力的かっ有用なシステムとして期待されている.

その最初の試みは， Riedererらによるもので，彼らはこれをMRfluoroscopyと名

付けた1) 彼らは，高速勾配エコー法でデータを収集し，アレイプロセッサを用い

ることにより， 128 X 128画素の画像を毎秒約1枚の速度でリアルタイムに表示するこ

とに成功した.いっぽう， Koseらは2)，エコー・プラナ一法でデータを収集し，

ディジタル信号処理専用のプロセッサ(DSP)を用いることにより， 64X64画素の画像

を，毎秒約 7枚の速度でリアルタイムに表示することに成功した.なお最近では，

専用のハードウェアを用いたシステム3)や，ワークステーション(WS)を用いたシス

テム4)も報告されている.

キーワード :NMRイメージング，リアルタイム画像再構成， E P 1 

こせかつみ，はいしともゆき，アーヴインド・カプリハン，ふくしまえいいち
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以上のように， リアルタイム画像再構成装置として，これまで，さまざまなもの

が発表されているが，ぞれぞれいくつかの欠点も見られる.たとえば，専用のハー

ドウェアを用いた場合3)は，画像再構成時間は飛躍的に短縮されるものの，開発に

多大の時聞とコストを要するという欠点がある.また， WSを用いた場合には，その

OS(UNIX)の性格上，時間的応答性に難点がある.

本研究では，以上の状況をふまえて，近年，処理速度の向上と低価格化の著しい

ノfーソナノレコンビュータを用いた画像再構成システムを開発した.その結果，低価

格でも充分な処理速度を有するシステムを短期間で開発することに成功した.以下

に，システムの構成と，これらを用いて行った実験結果を述べる.

<画像再構成システム>

本研究で開発したリアルタイム画像再構成システムを， Fig.1・21こ示す. Fig.1は，

クロック周波数100MHzのマイクロプロセッサ(Pentium)内蔵のパーソナノレコン

ヒ。ュータ(PC-9821Xa9:NEC)の拡張ノ〈スに， AD変換ボード(ADM・8498BPC，12・bit，

2 hannel，マイクロサイエンス)と，画像表示のための自作のフレームメモリボード

を備えたシステムである.このシステムのソフトワェアの開発は， MS幽DOSver.6.2 

上で， Microsoft社のCコンパイラ(MS-Cver.6)を使用して行った.

PC・9801BUS

Fig .1. Block diagram of the real-time image reconstruction system made on the DOS幽pc.
Recons廿uctedimages are stored in a RAM disk as well as recorded on a VCR. 

Fig.2は，クロック周波数133MHzのPentium内蔵のウインドウズ、PC(XPS-P133c: 

DELL)の拡張パスに， AD変換ボード(PC・414G3，14-bits， 2 channel， DATEL)を備

えたシステムである.このシステムでは，再構成された画像は， MS-Windows上に

作られたウインドウに表示されるため，特別な表示システムは必要としない.なお，

このシステムのソフトウェアの開発は， Windows3.1および~indows95上において，

MicrosoftのVisualC++ 1.5もしくはBorlandのBorlandC++4.0を使用して行った.

O
O
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PCI BUS 

Fig.2. Block diagram of the real-time image reconstruction syste鵡 madeon the 

Windows PC. Reconstructed images are displayed on a Windows client area of the CRT 

and stored in a RAM disk. 

<翼験と結果>

DOSのシステムを使用した実験の被写体は，少量のセルロースを加えて粘性を上

昇させた水を内径18血盟のNMR用試験管に入れ，上方から，亘径3.2臨臨と6.4担血の

ナイロン球を投入したものである.なお， T1を短くするために，少量の硫酸銅を加

えた.撮像には，静磁場強度4.74Tの鉛産関口の超伝導磁石と，能動遮薮型勾記コ

イルを備えた自作のシステムを用いた.パルス系列には，繰り返し時間4.72ms，エ

コ一時間2.70mB，フリップ角30。のFLASHシーケンスを用いた.

Fig.3に， 1.0秒の時間関陣で，試験管軸を含む鉛直断層面で撮像した結果を示す.

撮像においては， リアルタイム表示されている画像を見ながら，大きい球体を断層

面に捉えるように試料を回転した.その結果， (a)では断層面から中心が離れていた

大きい球体が，回転後には(d)に示すように顕層面内に中心が来ている.なお，この

実験では， 1枚の画像の譲像時間に604.16mB，酉{象再構成に約310血s，画像表示に

約30mBを要した.

(a) 、、2〆Lυ 
〆

t
‘、

(c) (d) 

Spheres sinking through a viscous fluid in a test tube measured eveηT 1.0 s. FOV: 

(19.2臨臨)2，Slice thickness: 4 mm， Image matrix: 128 x 128. 
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Windowsのシステムを使用した実験の被写体は，液状洗剤の中の気泡である.こ

の液体をガラス容器に満たし，気泡の注入のためのチューブを容器中央部に鉛直に

固定した.そして，画像をリアルタイムに観察しながらヲチューブが正確に断層面

内に来るように容器をRFコイルの中に固定した.撮像には， 1.9Tで、31c踏の水平関

口径をもっ超伝導磁石を使用したNaloracのシステムを用いた.パノレス系列には，繰

り返し時間6.0盟 s，エコ一時間3.0胆 s，フリップ角30。のFLASHシーケンスを用いた.

Fig.41こ， 1.12秒、の時間関隔で9 鉛直断層面で撮像した結果を示す.撮像において

はヲリアルタイム表示されている画像を見ながらヲ注射器で空気を送り込み気泡を

発生させた.その結果，気抱がチューブから発生する瞬間が，国に示すように捉え

られている.また，この実験では， 1枚の画像の撮像時間に768ms，画{象再構成に

約110血 s，画像表示に約120msを要した.

(a) 、B
E
ノ喝。

〆・
8

も‘、 (c) (d) 

Fig.4. An air bubble in a Dawn soap solution measured eve巧T1.12 s. FOV: (89盟理)2，

Slice thickness: 6.5 mm， Image盟 atrix:128 x 128. 

くむすび>

高速なマイクロプロセッサを搭載したパーソナルコンピュータを用いて 9 リアル

タイムNMR画{象再講成システムを開発した.本システムはヲ検波後の 2チャンネノレ

のNMR信号と 9 データサンプリングのためのトリガ一信号以外は必要としないためヲ

既設の斑RIシステムにも接続することが可能である5) 今後，開発現場や実験室など

を中心iこヲこのようなシステムが普及していくことが期待される.
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3P33 リアルタイムNMRイメージング装置を用いた

静止流体中を沈降する球体の運動の計測

筑波大学物理工学系 O拝師智之，巨瀬勝美

Measurements of motion of spheres sinking through static盟国ds

using a real time NMR imaging system 

Tomoyuki HAISHI， Katsumi KOSE， 

Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， Tsukuba 305 Japan 

Motion of particles in fluids is widely observed in nature. To understand their 
dynamic properties， measurements of flow around the particles are essentially 
important. For the宣rststep， we measured flow around a sphere sinking through 
a static fluids using echo-planar imaging但PI)with special tagging pulses. 
Flows around sinking spheres were successfully visualized with the deformation 
ofthe tags for Reynolds numbers from 40 to 270. 

くはじめに>多数の固体粒子が，流体中を運動する現象は自然界において広く見ら

れる.このような現象を解析するためには，個々の粒子の周囲の流れを明らかにす

るととが非常に重要である.その第一歩は，三次元物体として最も基本的な形状を

有する，球体によって生成される流れについて研究することであろう.しかしなが

ら，最も単純な系のーっと思われる，静止した流体中を沈降する球体のまわりの流

れさえも，非定常な領域に置いては，全く定量的な計測はされていないのが現状で

ある 1) そこで本研究は，磁気標識パルスとエコー・プラナ一法を用いて，円管内に

満たした流体中を沈降する球体のまわりの流れを，定量的に計測することを目的と

して行った.

<実験方法> 測定対象は， i鉛直におかれた円管内の静止流体中を，沈降する流

体のまわりの流れ」である.円管はアクリル製で，底部はふさがれており，内径

16mm，外径20mm，全長約600mmである.作業流体として，硫酸銅の水溶液にス

クロースを溶かした6種類の流体を作成した.これらの作業流体の動粘度は，ウベ

ローデ粘度計を用いて計測した.また，以下に述べるNMR画像計測とは独立に，円

管容器中の作業流体の中を沈降するナイロン球(後述)の速度を，ストップウォッチで

数回計測し，その平均値と動粘度を用いて球体のレイノルズ数を算出した.作業流

体の特性をTablelに示す.なお，これらの計測，および以下のNMR計測において，

作業流体の温度は，常にほぼ25
0

Cに保持した.

キーワード :NMRイメージング， EPI， DANTEパルス
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球体はナイロン製で，直径は6.35mm，密度は1.125g/cm3である.この球体を，流

体容器下部の観測領域の中央部に正確に導くための「試料ガイド」として，流体容

器の内部に，さらに，内径8mm，外径12mm，長さ約600mmのアクリルパイプを挿

入した.撮像は，ナイロン球を，この試料ガイドの中に， 10"""'20秒の間隔で1個ずつ

静かに投入し，作業流体表面から約30cm下の，管軸を含む鉛直断層面(スライス厚

2mm)において行った.

撮像に用いた装置は，静磁場強度4.74T，室温開口径89mmの鉛直な開口をもっ超

伝導磁石(Oxford社)と，アクティブシールド型勾配コイル付きRFプロープ(Doty社)

を使用した，自作のイメージング装置である.撮像に用いたパルス系列は， Fig.lに

示すような，エコ一時間20ms，データ収集時間40.96ms，繰り返し時間200msの

EPIシーケンスである.なお，流れは， 90度励起パルスの約50ms前に印加した，空

間標識パルス(DANTEパルス)によって生成した格子状の反転磁化パターンを用いて

可視化しため

信号計測・画像再構成計算・画像

表示は，当研究室で開発した， リア

ルタイム画像再構成システムを用い

て行った.このシステムは，高速の

パーソナノレコンピュータ(PC・

9821Xa9:CPU Pentium 100MHz)を

使用したもので， 128 x 128画素の勾

配エコー法の画像再構成は約

310ms， 64 x 64画素のEPI画像の前

処理・画像再構成は約80msで行うこ

180。
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Fig.l RF pulse sequence. 

とができる3，4).

workingfl山ds A B C D E F 

sucrose density(M且) 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 

自由ddensity(g/cm3) 1.118 1.109 1.100 1.091 1.081 1.071 

vis_cosity (cst) 2.15 1.98 1.81 1.70 1.56 1.44 

里担恒旦gspeed(cm/~ 1.30 2.44 3.53 4.44 5.38 6.24 

Reynolds number 40 80 120 170 230 280 

Tl(ms) 61 62 67 70 70 75 

T2(ms) 30 30 31 31 34 34 

Tablel Working fluids used in the experiment. (250C) 

<実験結果> Fig.2， Fig.3および、Fig.4に実験結果を示す.いずれも撮像領域は

19.2mm x 19.2mm，画素数は64X64である.また， tagの間隔は2.0mmである.

-362ー



Fig.2の画像は，作業流体Dを用いたときに撮像した200ms間隔で連続する4枚の画錬

である. Fig.2において， (a)落下球は9 まだ撮像領域に達しておらず， DANTEパル

スによって格子状に操識された作業流体は静止している， (b)流体は，進行方向およ

び水平方向に押し退けられている， (c)球背後の後流により作られた，流速が著しく

異なる境界面が確認できる， (d)球が通過した後も，円管の中心付近で，鉛直下方向

への流れが存在しているが，画面上方にになるにつれて，流速は遅くなっている.

なお， 1画素の大きさは0.15血血 XO.15盟盟であるのでヲ連続した画畿を比較するこ

とにより，球体の落下速度を決定することができる.この場合， Fig.2(b)，(c)におい

てヲ球の中心開の距離が， O.9c臨を移動しているのでヲ落下速度は4.5c醜 /sと推定し

た.これは，ストップウォッチによる計測とよい一致を示した. Fig.3はヲ (a)""'(d)

およびその後の断層画像を鉛直方向に10

枚連続させたものである.重複する部分

を取り除くことにより 9 球背後の後流を

全体として捉えることができた.
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(b) t=200盟 S(a) t=O顕 S

Fig.3 Synthesized Images ma出 from
image sequences of sinking spheres. 
Wakes behind the spheres are clearly 
visualized. 

(c) t=400ms (d) t=600盟 S

Fig.2 Four successive instants of 
a sphere sinking through a static 
盟uidsmeasured every 200ms. Re 
is about 170. 

(f) Re，，":，280 (b) Reこ80 (の Re二120 (d)Reこ170 (e) Reこ230

Fig.4 Flows around spheres at various Reynolds numbers. 
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次に，作業流体A~Fを用いたときの画像をFig.4(a)・(f)に示す.画像上部の中央部

分がかけているているのは，励起されていない作業流体が流れ込んだためである.

Fig.4(a)・(d)においては，球背後の格子パターンが，鉛直方向を軸として対称である

ので，流れは完全に定常である.ところがFig.4ゅでは球の運動は非定常で，後流に

おけるパターンは非対象となり，蛇行運動の一部が観測されている.球が小さく見

えるのは，スライス面からずれているためである.

<考察>本研究で用いた装置では， 64x64画素の画像データを，エコー・プラナ一

法を用いて，繰り返しリアルタイム計測できる最短時間は約180msであった.そこ

で，繰り返し時間としては200msを用いたが，個々のレイノルズ数を決定するため

には，球の沈降速度を再構成画像から求める必要がある.そのためには，最低2枚の

連続した球の画像が必要であるので，許される球の落下速度は，可視化されてる領

域の鉛直方向への長さが約16mmで、あることから，約8cm/s以下で、ある.今回，計測

を行った球体の落下速度は，最大約6.2cm/sであったので，ほとんどの場合において，

落下速度は計測可能であった.ただし， NMR信号の計測時聞が40.96msと幅をもつ

ため，位置の計測精度がどの程度かをコンビュータシュミレーションなどで確認す

る必要がある.

さらに時間分解能を向上させるために，繰り返しを短くし，一連の計測の後に画

像再構成を行う方法が考えられる.しかし今回のような，流体を対象とした実験に

おいては，速い繰り返しによる勾配コイルの発熱が原因となる，作業流体の温度上

昇が無視できないため，試料や勾配コイルの冷却が必要となる.

くむすび> 高速なパーソナルコンビュータを用いた， リアルタイムNMRイメージ

ング装置を用いて，静止流体中を沈降する球体まわりの流れの計測を行った.エ

コー・プラナ一法と標識パルスを組み合わせることにより，レイノルズ、数が約40~

270の聞について，球体まわりの流れを， 200msの時間間隔で可視化することに成功

した.

今後の課題として，コンピュータシュミレーションなどを用いて計測精度を確認

すること，格子パターンの動きを計測することにより，面内の流れのベクトルの分

布を求めること，そしてさらに大きなレイノルズ、数における計測を行うこと，他の

流れの計測手段(位相法)との比較を行うことなどがあげられる.
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1) G. Kuwabara， S. Chiba and K. Kono， J. Phys. Soc. Jpn. 52， 3373 (1983). 
2) K. Kose， J. Magn. Reson. 98， 599 (1992). 
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3P34 骨の3次元Constant-time-imaging法

京都府立医大学1整形整形外科・ 4第一生理学、

2Bruker Analytische、3生理学研究所.

0高宮尚武1、日下義章1、平津泰介入 V.Lehmann2、D.Gross2、K.Zick2、村上政隆3、

瀬尾芳輝4

3D constant-time-imaging of bone. 
Departments of 10rthopaedic surgery and 4physiology， Kyoto Prefectural University 

of Medicine ，2Bruker Analytische，3National Institute for Physiological Sciences. 

Hisatake Takamiya 1， Y oshiaki Kusaka 1， Y asusuke Hirasawa 1， V .Lehmann2、D.Gross2、
K.Zick2、MasatakaMurakami3，Yoshiteru Se04. 

Constant-time-imaging (CTI) or single-point幽 imaging(SPI) is a new imaging modality 
which allows to use an echo time less than 100μsecond by acquiring single point data 
with the 3D-phase encoding. In the present study， we imaged the proximal femur of a 
rat using the 3D-CTI method and compared the image with that of the 3D-gradient-
echo (GE) method. Imaging was performed using AMX・300spectrometer and a 
micro 5 micro imaging probe. The 3D-CTI method clearly visualized the cortical bone 
as well as trabecular structure within the femoral head. Furthermore， the CTI method 
has no artifact caused by magnetic susceptibility. The 3D-GE method visualized only 
negative contrast of the cortical bone and trabeculae， and the chemical shift artifact 
from fat in the bone marrow obscured the bony structures. In conclusion， the 3D-CTI 
method is quite useful to image bony tissue because its relaxation time is very short 
and it is susceptible to chemical shift artifact and magnetic susceptibility 

【目的】
骨組織の磁気共鳴イメージングは、骨組織内の水、脂肪組織による化学シフトや

磁化率のちがいによるアーチファクトの問題、また、非常に速いT2緩和時間を有し
ているため従来の方法ではエコ一時間に制約を受けることから、撮像は困難であり、
整形外科領域においても長年の研究課題であった。仁:Onstant-time・imaging(CTI)法あ
るいはSingle-Point-Imaging(SPI)法は、 3次元位相エンコーデイングと、 1回の位相エ
ンコーデイングで1点のデータサンプリングを行うことを特徴とし、実質的なエコ一
時間を100マイクロ秒以下にすることができる。今回、われわれは、ラット大腿骨近
位部を3D幽 CTI法で撮像し、 3D-gradient-echo(GE)法による画像との対比を行ったの
で報告する。

【方法】

装置は，AMX・30伽rbスベクトロメーターとmicr05マイクロイメージングプロープ
(RFコイル径12mm)を、 NMR試料管は10mm径のものを用い、ラットから摘出し

た大腿骨近位部を撮像した。 (Fig.1)に撮像パルス系列を示す。撮像パラメーター
は、 FOV0.8 x 0.8 x 1.6cm、画素数 64X64X128、位相エンコーデイング磁場勾配は

Key words:骨組織 (bonetissue)、CTI(constant-time-imaging)、固体イメージ
ング (solidimaging) 

たかみやひさたけ、くさかよしあき、ひらさわやすすけ、 LehmannV.、GrossD.、
Zick K.、むらかみまさたか、せおよしてる
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ランプタイム O.3ms、磁場安定化時間 O.3ms、最大磁場磁場強度+92.5G/cm、位相
エンコーデイング時間 0.1ms、測定馬波数幅 125kHz、励起ノミルス1.5μs(Flip角 8
度)、パルス繰り返し時間 25ms、積算回数は3留とした。 逐次点法のごとくデータ
採取を行うために、撮イ象時間は 11時間を要した。

{結果および考察}
GE法による画偉(エコ一時間 4ms)では、軟骨は描出されたが、骨皮質は全く陰

性画俸となり、骨髄内の脂肪・水が主たる画橡信号であった。骨組織には水、脂肪
組織が混在しているために、化学シフトの影響を受けやすく、磁化率による水、脂
肪組織と骨組織閣でのアーチファクトを生じ易い。また骨組織のT2緩和時聞が非常

に短いため、従来の方法ではエコ一時間に制限を受け、骨組織そのものからNMR信
号を得ることは図難であった。
Fig.2にCTI法でのz-x面のスライス画{象 (a) と3次元再構築結果 (b)を示す。 1

ボクセルは、 125μm3であったが、積算菌数は3囲で、ほぼ十分なS加となっており、
骨皮質は明確に描出され、骨頭内部の骨梁構造も観察可能であった。 CTI法は磁化率
や化学シフトの影響を受けず、実質的なエコ一時間を100マイクロ秒以下にすること
ができ、骨組織のNMR信号により露橡を得ることが可能であった。
本法に様々なPreparatIon Pulseを組み合わせることにより、種々の病態における

骨組織の質的な変化をMRIにより明らかにすることが可能であると考える。

Fig.l Pulse sequence of constant由民me-imaging.
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Fig.2 Constant-time-imaging ofthe fe担 oralbone of a rat. 
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3P35 NMR.画像による薬物動態追跡

-Inter1eaveを使った化学シフト選択画像一

九大薬 O金沢洋子，土井祥寛，川原靖史.檎崎美智子.野田陽子，田中彬嗣

Pharmacokinetics by NMR Imaging 

-19F Chemical Shift Imaging of Antitumor Drug 5-FU and UFT in Mice -

Yoko Kanazawa， Yoshihiro Doi， Yasuhumi Kawahara， Michiko Narazaki， Yoko Noda 

and Yoshitugu Tanaka 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University， Fukuoka 812-82 

Chemical shift imaging is auseful method forthe visualization of spatial distribution of chemical 

species. The improvement of this technique is awaited in the field of biology or medicine where the 

information on the regional metabolism of d則 gsor intrinsic substances including its time course is 

impo附加t. The difficulty is in the detection of compounds in low concentration in multidimensional 

detection， (3+1)D， within a reasonable accumulation time. We employed a method of altemate 

sampling of 2 signals in the chemical shift selection for帽Fspin echo images. It reduced the total 

accumulation time， and solved the problems in Dixon method including the e行ectof inhomogeneous 

susceptibility in the sample， which we reported I酪 tyear. A pharmacokinetic study was peげormed

onthe anti園cancerdrugs，5・FU加 dUFT(FT +uracil， 1 :4) in tumor bearing mice at9.4T. The metabolic 

processes of 2 systems and the difference in drug dynamics were shown on the 19F images. 

NMR化学シフト画像は複数の化合物の空間分布を視覚化するのに理想的な方法といえる。一方

でこれを薬物動態追跡に適用するにあたっては低渡度物質の4次元情報をいかにして短時間に得るか

が問題である。昨年の本討論会で報告した単純な化学シフト選択画像ならびにDixon法を発展させる

方向として、今回は 2信号を交互に励起検出することで比較的長い縦緩和時間を持つ系のパルス繰り

返し時聞の制約および試料内の磁化率の不均一に基づく画像強度のむらなどの問題の解決を狙った。

本研究で用いた系は制がん剤である 5-フルオロウラシル σ-FUor FU)とそのプロドラッグである

1-(2崎 地y的 fU1j'1)-5-fluorour加 lσT)の製剤 UFT(FT +ウラシル、 1:4)のマウス体内の代謝プロセスで

ある。

19F NMRによる 5-FU系薬品の研究としてはWolfらによる必 vivo測定[1]、Martinoらによる代謝

物同定[2]が古くから行われており、最近はヒトの肝臓、腫療における代謝追跡に進んでいる。 [3]

画像化は1995年に脳zらがラットにおいて 1.5mmol/kg 5-FU投与直後にFUを、その次に代謝物の信

号を選択し成功した。 [4]一方 FTおよびその製剤 UFTの exvivoならびに血 vivoNMRによる評価は

黒木らが報告した。 [5]

5-FU系の制がん剤は従来分解代謝産物による急性毒性が問題とされてきた。従って初期分解生成物

のうちNMR検出の容易なF-s-アラニン日AL)が注目されていた。一方、最近のソリプジン事件でみ

られた毒性はソリプジンの代謝物による 5-FUの分解抑制が強く、その結果造血機能に障害を与えたも

のといわれる。 これは薬品の有効濃度と危険櫨度の範囲の厳しい管理、聞ち代謝物を含めた薬物体内

濃度のモニタの重要性を示した例である。

キーワード:19F NMR画像，化学シフト画像，薬物動態， 5-FU，マウス
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[実験]

薬品 :FUおよび FTは大鵬薬品より得、ウラシルは市販のものを用いた。投与にはこれらを 0.5% 

CMC溶液に懸濁させたものを経口投与剤として用いた。

動物:健常マウスおよびMH134腫療細胞を移植した 6-9週令の C3H雌性マウスを用いた。それぞ

れ 3-6時間絶食後、 FU換算で 1mmoll.kgの薬品を経口投与した。大半の実験ではエーテル麻酔下に

NMRプローブに固定し、 NMR測定中は 0.5%ハロタンで麻酔を維持したが、一部ではベントバルピ

タール腹腔投与を用いた。測定後直ちに腫痩あるいは臓器を摘出し、 10mmNMR試料管中で加熱す

ることにより酵素失活させた。これを用いて組織内薬物およびその代謝物の定量を行った。

NMR測定:1n vivQ測定にはVarian社製 Unity400 plusと縦型 89mmの磁石を用いた。代謝物定量

にはJEOL社製 FX-100を用い、既報の方法[6]に従って19F櫨度を決定した。

In vivQ 19Fスベクトル測定:直径 12mmのサーフェスコイルを肝臓あるいは腫痩位置の皮膚に密着

させて測定した。測定条件はシングル矩形パルス20μsであるがこれはコイル表面より3mmで約 90
0
，

6mmで 45
0
に相当する。用いたTr0.2 sでは表面より 5-6mmあたりの感度が最も高くなる計算になる。

19F化学シフト画像測定:外径40mm高さ 35即 nの可I'Htunable volume ∞i1と自己遮蔽型勾配コ

イルを使用した。測定シークzンスはG富山sianpu1seで化学シフト選択した単純なスピンエコーである。

反応系と生成系を交互にサンプリングした。 64x 16 data point、スライスは10mmあるいはなし。

h凶VQ緩和時間測定:Volume ∞oi1で376MHz発信、 12mm遮蔀型サーフェスコイル受信で行った。

[結果と考察]

1. 12mmサーフェスコイルを用いて測定した腹水腫嬢マウスの肝臓および、下腹部の信号を主な反

応経路とともに図 lに示す。 5-FUのヌクレオシドとヌクレオチド類の信号は inviVQスベクトル上で

識別できないので、まとめてF-nucとして表した。 5-FUとUFT投与マウスの肝臓における代謝は l分毎

に追うことができ、既存の研究から期待された結果[5]が確認されている。下腹部でのスベクトル測定

は肝臓測定の後で行ったが、 FUH2以外の重要な代謝物が観測された。なお、腹水腫療測定にはコイル

を下腹部に設定したが、肝臓を完全に避けることを重視したため勝脆からの信号が一部混入している

かも知れない。

20 -10 -，口 -3口 -，ロ ppm

図 1. 5-FUあるいはUFT投与マウスの inviVQ 19Fスベクトル
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2. 40mm 19p!'H tu且ableプローブで灘定した'H画像、 19pスベクトル、 Spi且説ho法による 19F化学シ

フト選択画像を囲2に示す。画像は∞ronalで'Hと19pは冊一世置で得たものであるが 19F画像はスライ

スなしである。 19Fの1t:学シフト選択鹿波数は左側がFUあるいはFT、右側が Fー磁司do戸"Op10!並c悶 d

σUPA)とF-s-a1組出 (FBAL)である。 なお、酉像に添付したスベクトル拡画像灘定直前の2-5分灘定

の結果であるが、高さ35m鐙の volum母∞ilを用いているため、画像強慶との直接の対応は期待でき

ない。
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lU 

u 
ST 
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197曲 209min 

島o醐 Administ醐 ion01 UFτ 
(Fτ) (FBAl) 

129 -189 min 

Ftυi 

11 FUPA 

42品開

ょん
I I I I I I 11 I I I 

事 2患

~し
41112biplp糊

FT 

I I I I I I I I 11 

車 2母

国2. PUあるいは UFT投与マウスの'Hおよび 19p麗像、 19pスベクトル

AFU投与健常マウスの覇像.胃(左方)でのPUと肝での謝物生成過謹が示される。

画像後摘出した胃でのFU濃度は約 0.16mmol/kg， F-nuむは 0.01mmo1!埼であった。

B. UFT投与の皮下腫療マウスの画像:腫療(左上〉位量で FTが画像?とされている。
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3. 健常、腫癖マウス共に薬品投与直後には7-8分の積算によって冒の位置にFUあるいはFTの画像

が得られた。ついで肝臓への集積と代謝過程がわかる画像が得られた。腫疹位置の信号はFU投与では

得られていないが、 UFT投与の場合にはFT選択で観測できた。

4 今回の 1mmoll.kg単回経口投与の条件では、それぞれの薬物と代謝物の動態が、 10分以内の測

定で画像化できた。 5-FUの肝臓代謝を除けば、この系の測定に時間分解能はそれほど高い必要はない

ので、投与量を減らすことは可能と考えられる。

5. この系の化合物の T2 を生きたまま測定したところ、 FUや FBALでは 20-40ms程度であっ

た。 F-nud乃値はこれらより短いと考えられる。有効代謝物である F-nucの画像化へ向けては、生成

櫨度の問題の他に化学シフト選択条件の厳しさ、 T2の短さなどを克服する必要がある。よりよい測定

条件を探索中である。

I結論]

マウスのような小動物において、『画像が臓器単位での薬物動態を表すことが示された。画像に

よる代謝情報収集は、サーフェスコイルによる局所スベクトル測定よりも長い測定時間を必要とする

ものの、目的化合物の分布状況を知る上での意義は大きいといえる。
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3P36 LECラット』干の NMRイメージング

0三森文行l、吉岡 大口、女屋博昭口、板井悠二3、土井幹雄4

(1国立環境研究所、放医研、筑波大、 4筑波メデイカルセンター)

NMR imaging of liver in the LEC rat 
F'. Mitsumori1， H. Y oshioka1

へH.Onaya1

へY.Itae，M. Doi4 

CNational Institute for Environmental Studies， 2National Institute of Radiological 
Sciences， 3Tsukuba Univ. ，4Tsukuba Medical Center) 

百四 Long-EvansCinnamon (LEC) rat is a new mutant strain which abnormally 
accumulates copper in the liver and spontaneously develops hepatic lesions 

including hepatocellular carcinoma (HCC). Therefore， it could be a good model 
加担lalto study the development of those hepatic lesions. However， there have been 
few studies of NMR imaging of the LEC rat livers. The aim of this study is to 
characterize NMR appearance of hepatic lesions developed in the LEC rats and to 
establish the basis of differential diagnosis of hepatic lesions. 

[はじめに】 LECラットは銅の代謝異常から肝臓に大量の銅を蓄積する、

新しく樹立された突然変異動物である。急性肝炎、慢性肝炎を経て、最終的

に肝細胞癌を含む各種肝疾患を発症する。このため、肝疾患の発症過程を研

究する上で有用なモデル動物になると期待される。本動物を用い、 N乱1R分光

法による肝疾患のさまざまな非侵襲的解析が考えられるが、まず、 LECラッ

トに発生する肝疾患の識別と同定が必要である。そこで本研究では第一段階

として、 LECラット肝のm偲イメージ測定を行い、病理診断との比較から

LECラットに発症する肝疾患のキャラクタリゼーションを試みた。

{方 法] ラット肝イメージの測定のために、内径85mmの変形

Aldermann-Grant型のm1R信号検出器を作製した。この信号検出器を口径30cm

の水平ボア磁石を有するBrukerBio中ec24/30NMR分光計に接続して測定を行っ

た。磁場勾配コイルはMagnex社の自己シールド型 AGRAD255/178を用いた。

上記測定システムを用いて、 T1強調画像σR/TE=30&'13ms，データ 256X256ま

たは256X128)、T2強調画像(CPMG法， 8エコー， TR庁E=2112m~15-12伽芯)を
測定した。 FOVは&:m、スライス厚は2または3mmo またGd(DTPA)を造影剤

として用いたダイナミックスタデイをスピンエコー法(TR/TE=156/13 ms，デー

タ256X64)により実施した。 Gd(DTPA)はラットの大腿静脈に挿入したカニュー

レより 0.3mmole/kg体重注入し、 70秒ごとに5回の測定を行った(冗/百=156 

113 msec、データ256X 64)。またこの後、造影後のT
1強調画像を測定した。

NMR imaging， LEC rat， liver， hepatocellular carcinoma， Gd(D1PA) 

みつもりふみゆき，よしおかひろし，おなやひろあき，いたいゅうじ，どいみきお

-
E
A
 

η
t
 

n
d
 



i結果と考察] LECラットの肝にはlmmoljkg以上の銅イオンが蓄積され

ているにもかかわらず、そのプロトンイメージには常議牲イオンの影響は認

められない。このことは、 LECラット肝に存在する銅イオンが反磁性である

ことを示唆する。液体クロマトグラフィーの結果から、はとんどすべての銅

がメタロチオネイン(MT)結合型で存在していることを確認している。 X線分

析の結果からMTに結合した銅イオンは l価であると報告されており、イメー

ジングの結果はこれを支持する。慢性野炎期のLECラット 11匹の肝のNMR冨

イ象と、病理診断の比較によ号、胆管線維症(cholangiofibrosis)、肝紫斑症

(peliosis hepatisll]、高分牝型の肝細胞癌(hepatocellularcarcinoma， HCC)、嚢抱

乞yst)、賠肪変性など多彩な病変が画像上で正常部位と区別できた。盟1に肝

紫斑症とE査定の併発f>1UのT2強調画像を示す。画像上でのこれらの疾患の相互

識別には、その形態のほか、 τl、T2強調画像、造影後Tj
強調画像におけるコン

トラストが利用可能である。定量的解析には、 Tj
強調画像における肝臓の信

号強度比、丸、緩和試薬注入後の経時的な信号強度の増加率を用いた。菌lの

例では、正常肝での債が42.9mに対して、月干紫斑症部位では75.7閥、日ぼ部

位で65.4r国と延長していた。胆管線維症、肝紫斑症、同ヨごはむd(DTPA)投与後

のT
j
強調画像で信号強度の増強がみられるが、前2者が投与鉛秒後に最大信

号を示し、その増強が分以上にわたって継続するのに対し、斑支は初期棺

のみにおいて造影され、後期にはかえって周囲の肝実質より低信号を示すと

いう特異的な造影パターンを示した(図2)。これらの結果から、画像診断に

より、胆管線維症や肝紫斑症と日伎を識別することは可能と考えられ、開一

動物での継続的観察による肝細胞癌の発症過程の追跡が可能となった。
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3P37 H-2 DQF PFG NMRを用いたラット座骨神経内

の重水運動の測定

生理研l、テルアピブ大・化学2

。瀬尾芳輝1・、 H.Shinar2、Y.Sharf2、G.Navon2 

Discrimination of Water in Sciatic Nerve -A H・2DQF-PFG NMR Study. 

Dept. ofMolec. Physiol.， Natil. Inst. for Physiol. Sci.， and Schl. of Chem.， Tel Aviv Univ. 

OY. Seo~ H. ShinarぞY.Sharf2and G. Navon2 

Charcteristics of water in the rat sciatic nerve were studied by H・2double-quantum-filter (DQF) 

N恥1Rand by H-2 double叩Iantum-filterpulsed-filed-gradient (DQF -PFG) Nお仮.Apeace of 

sciatic nerve was equi1ibra旬dwith 99% Deutriorated saline solution for 30 min， and was placed 
in a 100 uL capillary， and its long axis was placed pararell to the external magnetic field (11.7 T 

or 7 T). Three compar卸lentsofD20 in anisotropic motion condition were detected by H・2DQF

N恥低.The observed residual quadrapole spli従ingwere 467土 16，123土 23and 8.7 ::1: 0.9 Hz at 

24C which were assigned as D20 in epineurium， endoneurium and axon respectively. The 3 

DQF signals showed anisotropic diffusion. Only the diffusion ofaxoplasm water represented 

restricted diffus ion， and the inner-diameter ofaxon was estimated as 7.5 um. 

【はじめに] 生体組織中の水には種々の存在形態が考えられ、結合水・自由水と

言った概念もその一つである。従来、軽水素水についてH-1核磁気緩和時間を用いた

測定・解析が行われてきた。重水素核は四極子核モーメントが比較的小さく分子の

運動や配向の測定に適した核種である。今回、代表的な末梢神経組織であるラット

座骨神経において、 3種類の異なる運動モードを持つ分画からのスベクトルを検出

し、解剖学的構造との対応を行った。また、パルス磁場勾配法を併用し、特定の運

動モードの重水分子の並進拡散運動を測定することができ、神経繊維の走行に対応

した運動の異方性を検出することができた。

【方法] Wistar系ラットから麻酔下に座骨神経(湿重量約40mg) を摘出、 99%重

水素生理食塩水中で30分間平衡させた後、 100μLの毛細管ピッベト内に封入し、

NMR試料管内に神経束の長軸が静磁場と平行になるようにおいた。 ARX-500(11.7 T 

)またはAMX-300wb(7.05 T) NMR分光計に、 5mm多核種プロープまたは、 10mm

Micro5マイクロイメージングプロープを用い、室温(24'C)で測定を行った。

キーワード:水分子(Water)、二量子フィルター(Double-QuantumFil恰r)、パルス磁
場勾配法(Pulsed-FieldGradient)、末梢神経(PeripheralNerve) 

せお よしてる、 ShinarH.、SharfY.、NavonG. 
・現所属:京都府立医科大学・第一生理
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【結果・考察] 一量子NMRでは、図 lに示すように、二つの四極子分裂 (470，

125 Hz) と一つの等方的吸収線からなるスペクトルが測定された。二量子フィル

ターパルス系列 [90-1:/2-180・1:12-90・t1-90-t2(acq) ]とコヒーレンス選択経路を図 2

に示す。配向した重水素核の四極子相互作用がゼロに平均化されない場合に生じる

2nd rank SQ coherence (T21)を選択的に測定する。よって、溶媒の重水素水の信号

はもちろん、分子相関時聞が長くても等方的運動状態にある重水素核は、このフィ

ルターを通ることはできない。また、 creationtime (τ)を任意にとることにより、特

定の緩和時間を持つ成分を選択的に測定することができる。図 3に示すように、非

等方的運動状態にある重水素を選択的に測定することにより、中央の大きな等方的

吸収線に隠されていた小さい四極子分裂 (9Hz) を持つ成分の検出に成功した。各

信号の緩和時間の測定結果を表 lに示す。

2H SQ Spectrum of Rat Sciatic Nerve 

Fig.1 
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Fig.3 H・2DQF spectra of rat sciatic nerve 
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Table 1 
Relaxation parameters of 2H20 water in rat sciatic nerve 

(A) (8) (c) 

endoneurium epJneunum axon 

UO (Hz) 467:1:16 123:1:23 8.7:1:0.9 
(n=8) (n=5) (n=7) 

T20E (ms) 3.6 4.3 72 

Too (ms) 41 167 232 

1庁20E= 1んだ(3Jo+ 3J1 + 2J2) 

1斤OO = X2 (J1 + 2J2) 

座骨神経組織は、大きく 3つの解剖学的区画(epineurium、endoneurium、

axoplasm) に分けられる。 epineuriumは、疎で太いコラーゲン繊維からなる神経

の外側を覆う外套組織である。 endoneuriumは血管内皮細胞様細胞からなる

perineuriumに固まれたている。 epineuriumは神経血液関門を形成し、外界との拡散

障壁となっている。内部には神経繊維と、神経繊維に平行して走っている細かいコ

ラーゲン繊維とが存在している。各々の神経繊維(axon)はミエリン鞘で覆われ、

axoplasm内にはマイクロフィラメントが神経繊維に平行して走っている。重水素水

/軽水素水置換・化学シフト剤 (COCI2・CoEDTA) ・磁気緩和剤 (MnCI2) ・生化学

的処理(コラゲナーゼ)等の実験により、この3種類の異なる運動モードを持つ水

は、 epineurium(Vq = 125 Hz)、endoneurium(470 Hz)、および axoplasm(9 Hz) 

の水分子であることがわかり、解剖学的構造と対応した水構造が明らかになった。

また、コラゲナーゼ処理により、四極子分裂が減少・消失すること等から、これら

の水分子は、コラーゲンに"結合"し分子運動が束縛されている状態にあることが示

唆された。
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Fig.4 Double-Quantum Filtered Spin-Echo Pulsed-Field Gradient NMR 
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図4に二量子フィルターパルス磁場勾配パルス系列を示す。磁場勾配パルスはDQ

evolution time (tJ)~こ与えた。表 1 に示すように、 SQ T2緩和時間に対してDQT2緩和

時間は著しく長いので、長い拡散時間についての測定も容易に行える。また、二量

子コヒーレンスに対しては、磁場勾配強度が2倍に作用するので、 200G/cm程度の

小さい磁場勾配強度しか発生できない装置であっても、広い範囲のGradientproduct 

の設定が行える利点がある。

epineurium、endoneurium、および axoplasm内の重水素水の拡散速度を測定し

た。すべての成分について、神経繊維の長軸に垂直な方向の拡散速度 (D90)が神経

繊維の長軸方向の拡散速度 (Do) よりも小さく、拡散の異方性を示した。しかしな

がら、 5から 50ミリ秒の拡散時間について、 axoplasm内の重水素水のみが、拡散時

間に依存した減少を示した(制限拡散)。円筒型の拡散障壁内の制限拡散モデルを

用いると、円筒内径は7.5μmと推定され、解剖学的な神経繊維の内径とよく一致し

た。

{まとめ】 二量子フィルターNMR法および二量子フィルターパルス磁場勾配NMR

法により、生体内局所における水分子の分子環境を明らかにすることができた。今

後、組織障害・修復等の病理的状態における各区分における水の動態について検討

していく予定である。
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局所励起を可能とした ge-HSQC法による

In Vivo 13C-MRS 

0渡遺英宏仁石原康利仁岡本和也 1，小田正記 2，押尾晃-2，金松知幸 2，塚田裕三 2

1 (株)東芝研究開発センター， 2創価大生命科学研究所

3P38 

In Vivo 13C-MRS Using Localized ge-HSQC 
H.羽'atanabe¥ Y. Ishihara ¥ K. Okamoto ¥ 

M.0da2，K.oshi01T.kanamatsu2，Y.TSUEtada2 
2 

1 Toshiba R&D Center， 2 Institute of Life Science， Soka University 

Localized ge-HSQC sequence is proposed. It is a 3 dimensional spatial localization 

spectroscopy method with three notable features: good proton sensitivity， good 
metabolite separation， and good localization. In vivo carbon spectra with proton 

sensitivity from monkey's brain were obtained， using this method. After GIc-l was 

injected intravenously to anesthetized monkey， localized ge-HSQC signals were acquired. 

Lipid's peaks from the head skin， which were contaminated using non-Iocalized ge-

HSQC， were gone and several amino acid's peaks， such as glutamate C・2ム4and 

glutamine C-4， could be detected. Glutamate C-4 appeared after the glucose injection， 
the appearance of Glutamate C・2，3and Glutamine C・4following. 

1.はじめに

13C-MRS (Magnetic Resonance Spectroscopy)は、例えば 13C標識グルコースの投与に

より非侵襲に脳内のグルコース代謝、すなわちグルコースからグルタミン酸やグルタ

ミン等といったアミノ酸への代謝過程を追うことの可能な方法であり、有力な代謝診

断法として期待されている。しかし、感度が低いという問題がある。 13Cに結合した

'Hを観測する 'H観測法は感度の点で原理的に最良の方法であり、これまで POCE(1)， 

HMQC (2)， HSQC (3)といった方法が提案されている。

この中で、 POCEは、 13Cの反転パルスを印加した際の 'Hスピンエコー信号と反転

パルス非印加の際のスピンエコー信号の差分により、 13Cに結合した 'H信号を選択す

る方法である。しかし、この方法では代謝物ピークの分離を 'H周波数軸上で行うた

め、グルタミン酸やグルタミン等のピーク分離が困難である。これに対して、 'Hと

13Cの相関スペクトロスコピー法である出向C、HSQCでは '3C化学シフト情報を利

用することが可能なため、ピーク分離が容易である。 HMQCとHSQCでは展開期の

スピンの状態が異なる。一般に展開期の緩和速度は SQC(Single Quantum Coherence) 

の方が遅く、展開期の信号減衰は HSQCの方が小さい。すなわち、 HSQCが高 S別化
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法として最良である。

しかし、町EPT(4)とInverse悶 EPTより構成される従来の HSQCシーケンスは、生

体への応用の際に重要な局所イじが難しく、 invivo 13C_1低 Sへの応用が困難であった。

従来の HSQCシーケンスは、効率良く分極移動を起こすために準備期(別EPT)の90
0

パルスと 180
0
パルスの時間間関を 11(4乃に設定する必要がある。この間隔は例えば

グルタミン酸では約1.8msと短く、臨床機では局所励起のための選択励起パルスやス

ライス勾配磁場パルスの印加が困難であった。

これに対し、我々の提案する局所励起 ge-HSQCシーケンスは、臨床機においても

分極移動の効率を損なわずに局所励起を可能とする方法である。以下、本方法の説明

およびサル脳内の invivo 'H観測 13C-MRS実験について言及する。

2.局所励起 ge-HSQC法

局所励起ge-HSQCシーケンスの特徴は、従来のHSQCシーケンスの準備期(別EPT)

の 'Hと13Cの2つの 180
0 パルスの役割の明確化により、両者の分離印加を可能とし

た点にある。準備期の 180
0 ('町パルスは 'H化学シフトを再結像する役割、 180

0
(13C) 

パルスは 13Cスピンを反転させる役割を有する。そこで、 13C反転パルスを 'Hのエコ

ー時刻の 11(4乃前に印加すれば、1I(2J)よりも長い 'HのTEでも 2IzSzを生成する、す

なわち効率良く分極移動を起こすことが可能となる。この結果、臨床機においても準

備期の3つの 'Hパルス (Fig.1の点線内)を選択励起パルスとすることができ、かっ

準備期内にスライス勾配磁場パルス、スボイラー勾配磁場パルスを印加することが可

能となる (Fig.1)。

局所励起 ge-HSQCシーケンスでは、準備期により空間 3次元の限定された領域内

で 2IzSzを生成し、これに続く展開期で 13C化学シフト情報が付与される。さらに、

'Hに分極移動を起こし、 'H感度での観測が可能となる。また、 'H軸方向と 13C軸方

向の 2次元化を行い、

代謝物ピークの分離を

容易としている。水信

号除去は、勾配磁場パ

ルスを用いた遷移選択

法と位相サイクルを組

み合わせて行っている。
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3.方法

実験は、 2T 13Cスペクトロスコピー研究用全身用:MRI(東芝製)を用いて行った。

RF分布に起因する信号損を防寸ため、送信用プロープには互いに直交配置された IH

用と 13C用の鞍型コイル(φ140mm)を用い、感度向上のため、受信用プロープには IH

用サーフェスコイル(φ60mm)を用いた。

局所励起の評価のため、まず上記プロープをケタラール麻酔下のカニクイザルに設

定後、磁石内に設置し、 ge-HSQC信号(非局所励起)を取得した。この後、体重 1kg 

当たり 1gの[1-13C]D・グルコースを静注投与し、局所励起 ge-HSQC信号の取得を開始

した。各々のスベクトルの観測時間は、 10分で、、投与後 130分まで、代謝計測を行った。

局所励起領域は、脳内の 20X20X20mm3 (8凶)の領域とした。 TRは1.2sとした。

マトリックスサイズは 128x 128で、ゼロフィリングにより 256X256(FIXF2)として

再構成した。周波数帯域は、 FI、F2共に 2kHzとした。水除去は、勾配磁場パルスに

よる選移選択と位相サイクルを組み合わせて行った。遷移選択のための勾配磁場パル

スの比率は、 0:4・1(G1・G2・G3)とした。勾配磁場強度は 8.5mT/mで、 G2印加時聞

は 10msとした。位相サイクルは 4位相サイクルで、第 3の 13Cパルスの位相 (x，-x， x， 

-x)、第 5の IHパルスの位相 (y，y， -y， -y)、受信位相 (x，-x， -x， x)とした。

4.結果

4-1.局所励起の効果

ge-HSQCスベクトルでは頭皮脂肪の CH3および CH2の各ピークが混入したのに対

して、局所励起 ge-HSQCスペクトルでは脂肪信号が除去された。また、 IH周波数軸

上では分離不可能な各アミノ酸のピーク(グルタミン酸、グルタミン、アスパラギン

酸)が、 13C周波数軸方向との 2次元化によって良好に分離された。

4-2.グルコース代謝の観測

脳に取り込まれたグルコースは TCA回路を

経てグルタミン酸、グルタミンに代謝される。

13Cゐ低Sではまずグルタミン酸の 4位 (Glu-4)

が標識され、この後グルタミンの 4位 (Gln-

4)が標識される様子を観測することができる。

局所励起 ge-HSQC法を用いた本実験において

も同様な結果が得られ、グルコース投与直後か

ら、 4位のグルタミン酸が増加し、これに続い

て 4位のグルタミンが増加する様子をとらえ

ることができた (Fig.2)。この結果、局所励

起 ge-HSQC法により脳内のグルコース代謝の

観測が可能であることがわかった。
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5.結論

局所励起 ge-HSQC法は、空間 3次元局所励起が可能な方法であり、高感度、代謝

物ピークの良好な分離という特徴を有し、非侵襲脳代謝計測用ツールとして有用であ

る。
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3P39 デカップリングパルス印加に伴う

生体内温度変化の計測

0石原康幸1J1，渡遺英宏1，岡本和也1，小田正記2，押尾晃一2，金松知幸2，塚田裕三2

1(株)東芝研究開発センター， 2創価大学生命科学研究所

Temperature Mapping for Evaluating Inner Body Heating 

Induced by Decoupling Pulses 

y. Ishihara1， H. Watanabe1， K. Okamoto1， M. Oda2， K. Oshio2， T. Kanamatsu2， Y. Tsukada2 

lTOSHIBA R&D Center， 2Institute ofLife Science， SOKA University 

New temperature measurement procedures were developed for evaluating inner 
body heating induced by decoupling pulses. These methods use the temperature 
dependence of the water proton chemical shift， and make effective use of the 
phase mapping method in order to detect a minute chemical shift change with 
temperature. Using these methods， temperature changes induced by decoupling 
pulses were measured with an accuracy of more than 0.5 "C as l-dimensional and 
2-dimensional distributions during phantom and in-vivo experiments. 

{緒論】 13C-MR Sにより脳内アミノ酸代謝を in-vivoで観察できるが， J..ヘ。クトルS/N向

上等の目的で印加する lHj>カッ7
0

リンクゃハ。似による生体内の発熱が懸念されている.現

在，被検体に印加可能な高周波電力は，S A R (Specific Absorption Rate)を指標に制
限されているが，生体内の温度上昇は組織血流・組織熱伝導度等の温熱生理ハ。ラメータ

によって大きく異なるため，被検体の安全を確保して 13C-MRSを行うには，個々

の被検体について温度変化を計測することが望まれる.
これまでに，プロトン密度・緩和時間・自己拡散係数等の温度依存性を利用した計測

法が検討されているが，これらのNMRハ。ラメータの温度依存性が組織・臓器によって異
なるため正確な温度情報を得ることができない，計測時聞が長い等の問題が指摘さ
れている.
我々は，水プロトン化学シ7トの温度依存'性を利用した高速・高精度温度分布画像化法

を提案し，その有用性を報告してきた(1)ー(3).今回，本手法を応用してヂカップリンク川。ル

ス印加毎の生体内温度変化を誤差0.5"C以下で計測できることを確認した.

【計測原理】 水プロトンの化学シ7トは，物質に依らずほぽ一定の温度依存性 (-0.01

ppm/"C)を示すことが報告されている (4). 温度変化に伴う微小な周波数変化をスヘ。外

此。ークの移動量から検出することは計測精度・計測時間の点で困難であるため，周波
数変化を画像情報の位相変化に反映させるPhaseMapping ハ。ルストケンス(図 1)を用い

ることを提案した(1)-σ). Phase Mapping により，温度変化に伴う周波数変化(化学シ7

ト磁場の変化ムBc) を Itl-t21に比例した位相差ム 0として拡大して計測で
き，計測精度の向上が図れる.温度変化ムTは，水プロトン化学シ7トの温度依存性α
[ppm/"C]を基に，次式から算出できる.

ムBc[ムT(f)]ム 8[ムT(乃]
ムT(r)=T(i)-To(i) L~' ，. = 

αBoαγBo， 
r :空間ベクトル， α :温度依存性， γ:核磁気回転比，
T 0 :参照温度分布， B 0 :静磁場強度， θ:位相画像，
， : tl-t2 (1) 
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Fig. 1. Phase mapping pulse sequence 
to measure temperature changes. A 
minute frequency change with 
temperature is measured as a phase 
change increased in proportion to Itl-
t21. 

......t 

【温度変化計測ハ。 J~スシーケンス】 テ.'f117。リンク.，¥0j以印加に伴う生体内の温度変化を高速

に収集するために，図1のPhaseMapping/¥ 0 JVストケンスに局所励起 1次元ハ。似シサンスを導
入する(図 2).デカッ7。リンクゃハ。iVA印加直後に 2方向の局所励起を行った後，柱状領
域から観測されるた。ンエコー信号に奥行き方向の読み出し傾斜磁場を印加し，ヂカツ7。リン
グハ。j以印加に伴う温度変化を l次元分布として繰り返し観測する.
テ.'f117。リンクゃハ。jレスの印加が繰り返される TR時間内の温度変化が微小であれば， T

R時間内にスライス選択フィールドエコ}ハ。j以シーケンスを挿入した図 3に示すハ。ルスシーケンスを用い
て平面内の温度変化を画像化できる.
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「-， Di1 R・・・i1 I ~ induced ~y. ~e∞upling pulses， a slice 
h .... t selective field echo pulse sequence with u u u 

ER".  n n~ spatial encoding steps following 
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F -..B ~・・・ ....-.11 』 牛

u u u ~. 

TR 

1WALTZ-4 1 Decoupling ! ..~_!- ~ ! 

pulse (7ロ 21Ef:
RF， Signal 

Gsl E 司 』

F

』

F

』

F

h
川

Gs2 E二二コ

Gr 「

Decoupling 
pulse 

RF， Signal 

Gs 

Ge 

Gr 

Fig. 2. Localized l-dimensional 
temperature mapping pulse sequence. 
To provide adequate temporal 
resolution to measure temperature 
changes induced by the decoupling 
pulses， a rectangular volume is excited 
byal∞a1ized spin echo pulse sequence. 
The spin echo signal is observed 
immediately after the decoupling pulse 
every TR seconds as a l-dimensional 
temperature distribution by applying the 
read gradient. 

【実験方法】 上記1次元温度変化計測法，ならびに， 2次元温度変化計測法の有

用性を確認するために，ファントム実験，in-vivo実験を行った.
実験には東芝製2T 13Cスヘ。外ロスコヒ。日研究用装置を使用し，被検体として寒天ファントム
(3% agar+ 19もNaCl) ， 'r'J~'./麻酔下の体重O.3-0.5kgのラット，ならびに，体重2.2kgのカ

ニクイサVを用いた.表面コイル(1H:口40X60mm8字型， 13C: o 50mm 2トン)を被検体上部
に設定し， WALTZ4ヂカッ7

0リンク川。}vA印加に伴つ生体内の温度変化を l次元温度変化
計測ハ。ルスシーケンス(百庁E=1000/32ms，τ=(t1-t2)=16ms，温度変化ヂ寸収集時間=7.6

ms，局所励起領域=5X5mm-l0X 10mm， FOV=lOOmm，空間マトリクス=256) ， 2次元温
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度変化計測ハ。ルスシーテンス (TR(TRi)庁E=1300(26)/20ms， τ=百 =20ms，温度変化テV 収
集時間=800ms，スライス厚10mm，FOV=100X 100mm， 空間マトリクス=リード方向128Xエンコード
方向32) を用いて計測した.
今回の実験ではヂカッ7。リンク事ハ。1以による磁化の乱れを考慮し， lHヂカッ7。リンクゃハ。)vス電

力と等価なハ。ルスを 13c表面コイルから印加し，信号観測に必要な高周波励起ハ。似を lH表

面コイルから印加した.温度変化を生じさせるため， 13CXヘ。外ルを観測するのに必要な
WALTZ4ヂカップリンク川。ルス電力に比べて過剰な高周波電力 (5W・14W) を印加した.
被検体内に光77イハゃ式温度プロ-7.を刺入し，本手法の計測精度を評価した.

【結果・考察】 図4に，ヂカッ7。リンク。ハ。)vJ.印加に伴う寒天77ントム内の温度変化を 1次

元温度変化計測法で計測した結果を示す.光77イハゃ式温度計で計測した温度計測値と
の比較から，本手法による温度変化計測誤差が0.5"C以下であることを得た.同様
に，生体内の温度変化計測誤差も0.5"C以下であり(図 5)，本手法の有用性が確認
された.

また，本実験により，ヂ方、17。リンクゃハ。ルス印加に伴う TR時間内の温度変化が微小で
あることが示され(温度上昇時定数0.1"C/秒以上)，図 3に示す 2次元温度変化計測
ハ。ルスシーケンスを用いて温度変化を画像化できることが示唆された.
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Fig. 4. Temperature changes induced 
by decoupling pulses in an agar 
phantom measured by the 1-

dimensional temperature mapping 
method. The measurement values 
show temperature changes at the point 
where the fiber-optic probe was set. 
Measurement errors of less than 0.5 
degrees were obtained . 

Fig. 5. Temperature changes induced 
by de氾ouplingpulses in a rat's head 
measured by the l-dimensional 
temperature mapping method. The 
measurement va1ues show temperature 
changes at the point where the fiber-
optic probe was set. Measurement 
errors of less than 0.5 degre四 were
obtained even with the living systems. 

テ.'ln7。リンクゃハ。1以印加に伴う温度変化を 2次元画像として収集した結果，被検体上
部に置かれた表面コイルのエレメント付近から温度が上昇している様子が捉えられた.寒天7
7ントム，ラットを用いた実験から、 2次元温度変化計測法による計測誤差が0.5"C以下で
あることが得られ(図 6，図 7)，局所的な温度変化が予想される場合に本手法が
有効であることが確認された.
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一方，サル脳内の13CAヘ。外}vを観測するために必要な lHヂカッ7。リンクゃハ。似電力と等価な

場合には， 1 'c以下の温度上昇であることを本手法を用いて確認し，このヂカッ7。リン
グ条件下で良好な13Cスヘ。外}Vを得ることができた.
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Fig. 6. Temperature changes induced 
by decoupling pulses in an agar 
phantom measured by the 2-
dimensional temperature mapping 
method. The measurement values 
show temperature changes at the point 
where the fiber-optic probe was set. 
Measurement e汀orsof less than 0.5 
degrees were obtained. 

Fig.7. Temperature changes induced 
by decoupling pulses in a rat's head 
measured by the 2-dimensional 
temperature mapping method.τ'he 
measurement values show temperat町e
changes at the point where the fiber-
optic probe was set. In this case， 
decoupling pulses were irradiated on 
the rat's head only仕omtime 0 to 270 
seconds. The heating and cooling 
processes could be observed with 
measurement eηors of less than 0.5 
degrees. 

【結論} 本手法により，テ.7J'J7。リンクゃハ。似印加に伴う生体内の温度上昇を時系列的に

かつ精度良く計測できる.本手、法!iT.7J'J7。リンクゃハ。j以のみならず， FSE(Fast Spin Echo) 

ハ。ルスシーケンス等の多重ハ。l以を用いる場合の発熱分布を計測できるため，被検体の温度モニ
タとして，また，生体内の温度上昇を許容値内に抑えたRFハ。似系列の設計を行う際
に有用である.

【謝辞】 本研究開発は，医療福祉機器技術開発制度の一環として，新エネルキ¥・産業

技術総合開発機構 (NEDO) からの委託により実施したものである.
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3P40 植物組織の制限拡散に基づく WaterSpaceの
性質を表すパラメーターの画像化

0石田信昭・小川秀次郎 a ・小泉美香b ・狩野広美 b

(食総研・ aJEOLデータム・ b生物研)

Parameter images from restricted diffusion analysis of cell-associated water 

in plant tissues. 

Nobuaki Ishida， aHidejiro Ogawa， bMika Koizumi and bHiromi Kano 

(National Food Research Institute， Tsukuba Science City， Ibaraki 305; aJEOL Datu 

m， Akishima， Tokyo 196; bNational Institute of Agrobiolog~cal Resources， Tsukuba 

Science Ci ty， Ibaraki 305， Japan.) 

Restricted diffusion of water in growing kidney bean seeds was measured and 

data were analysed using Meerwall and Ferguson's modification (1981) of the 

model of Tanner (1978). Parameters consisting of the model， spacing between 

membrane barriers (a)， permeability of the membrane (D/Do) and transport rate of 

water (Do) were calculated by curve-fitting using a micro-computer. The images 

of the parameters were recreated on a 256 x 64 matrix and displayed on a TV 

monitor. Do ranged from 0.8 to 1.6x 10-5cm2/sec， a was approximately 55 #m and D 

/Do was from 25 % to 35%， These parameters are considered to indicate properties 
of individual tissues in plant materials. 

生体組織の水の制限拡散を適切なモデルを用いて解析することにより、高分子ネットワ

ークによって仕切られた水のスペースに関する情報をコンパートメントサイズ、膜の透過

性、水の移動速度などのパラメーターとして得ることが可能である CIshidaet a1. 1995)。

本研究では、このような解析を行うに際して、植物組織がAnatomicalに不均質な組織で構

成されている事を考慮して、イメージングと制限拡散の測定を組合せ、解析によって得ら

れたパラメーターの値をイメージとして再構築することを試みた。

【材料及び方法】

植物:インゲン (Phaseolusvulgaris)をpH(6.0)を調節したパーミキュライト中で発芽

させ、子葉展開後、昼30旬、夜250Cのグリーンハウスで水耕栽培した。子実の着生後、生

育ステージを追って子実を採取して試料とした。

測定:270聞 zNMRスペクトロメーター (JEOLGSX-270 WB) と、それに装着可能な自作の

NMRミクロイメージング装置(1 shida et a1. 1991)を用いて測定し、イメージプロセッサ

ー(JEOLJIM-270)によってイメージを構成した。イメージはSpin-echo2D FT法で、拡散

測定は拡散時聞を12ms、Gを270mT/mに設定したPulsegradient spin-echo法と、拡散時聞

を変化させたPulsegradient stimulated-echo法によって測定した。 Gは68mT/mで-あった。

拡散測定データーはミクロコンビューターに転送してStejskal-Tanner(1965)の式で拡散

係数を求め、 Meerwall品 Ferguson(1981)の式を用いてCurve-fittingによってコンパー

トメントのサイズ、コンパートメントを構成する膜の透過性及び水の移動速度を解析した。

解析結果はイメージアナライザー (AVIOSPICA II)によって画像として再構築した.

キーワード:制限拡散、細胞の水、 NMRイメージング、植物組織、インゲン

著者:いしだのぷあき、おがわひでじろう、こいずみみか、かのひろみ
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Fig. 1 1日一時曜ま image (1εft)， diffusion-胃eightedimage (middle) and diffusion co-

efficient image (right) of kidney bean at mid品legro胃thstage. Diffuion一曹eighted

lmage曹asmeasured by the pulse gradeint spin-echo method. Images胃ererecreated 

on a 256 x 256 matrix. 

Di sion time (ms) 

100 200 300 400 

-1 I 

。-1
《

。~ι E 
'--.. 
《

t:: -2 

。

-1 

υ -v-_弘、アヲデ 彊

-2  

Fig. 2 Curve-fittings of restricted diffusion data for題eer曹a11品 Ferguson's

modification (1981) of the model of Tanner (1978). Symbols correspond to those 
on the Fig. 1. left. 
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【結果及び考察】

生育中期のインゲンの IH-NMRイメージ、 Pulsegradient spin-echo法で測定したDiffu-

sion-weightedイメージ及ひtDiffusioncoeffcientイメージをFig. 1に示す。イメージは

256 x 256のマトリックス土で構成した。 IH-NMRイメージによれば，この生育ステージでは

果肉には比較的多量の水が存在していたが、種子の水は少なくなっていた。 Diffusion

coefficientイメージでは各組織聞の差は少なくなった。水が少ない種子において水の移動

速度は果肉に比べて低下するが、その差は水の量の差ほど大きくない事が示された。

測定後、サンプルはジオメトリーを変えずにPulsegradient stimulated-echo法による制

限拡散の測定に供された。本測定において、拡散時聞は13msから 532msの聞で12段階に変

化させた。データーポイント 256、32エンコードでデーターを取り込んで、ゼロフィリング

により 256x 64のマトリックス上でイメージを構築した。 IH-NMRイメージ (Fig. 1 left) 

上の矢印(1，1I， m) における ln(A/Ao)を拡散時間に対してプロットしたのがFig. 2で

ある。シグナルは直線的には減衰しないで、ゆるくカーブした曲線となった事から水の細

胞内における移動は部分的に透過性を持つ膜を通して起こるものと考えられる。そこで、

水の動態をTanner(1978)のモデルで描写し得るものと考えて、このモデルをMeerwall品

Ferguson (1981)が使いやすい形に変形した次式を用いてCurve-fittingによって解析を

行った。

A/Ao=Exp[ー(e 2D。ム /a2)(sin2α +A)]・2/(π2d2)・
{1-cosπd+2 ~ [1-( -l)ncosπd/ (1-n 2 / d 2) 2・Exp(-n2π 2DoBム/a2)]}

θ=7δGa d=( e /π)IcosαA=cos2α /(ltl/P) B=I/(I+P) 

パラメータ一、水の移動速度 (Do)、コンパートメントサイズ (a)及び膜の透過性 (D

/Do)のイメージをFig. 3に示す。生育中期 (middlestage)はFig. 1と同一子実であり、

Youngステージは生育初期の子実である。生育中期においてDoイメージはFig. 1のDiffu-

sion coefficientイメージと対応し、水が少なくなった種子の移動速度が低下し始めてい

ることが解る。それに対してaは水の存在量が少ない種子や皮層内部においても果肉と変わ

らない値を示した。水の量とDoの関係及び均ーなコンパートメントサイズは生育ステージ

が異なる若い子実でも同様であった (Table1)。水のコンパートメントサイズが水が少な

い組織においても小さくならないのは興味ある事実である。膜の透過性は水の量が多い所

で高い値を示したが全体として25拡から35%の聞にあり著しくは異ならない。これらのパラ

メーターは生育ステージ、植物種などが異なる試料について測定データーを蓄積をすると

植物組織の構造的な特徴を示す有効な指標となるものと考えられる。

Table 1 Diffusion coefficient (Do)， intrabarrier spacing (a) and reduced 

permeability (P or D/Do) of water space in the kidney bean. 

Growth stage品 a (阻) P D/Do (拡) Do (cm2/sec) 

Tissue 

Middle stage 

57 0.56 36 1.3 X 10-5 

11 57 0.32 24 o. 8 x 10-5 

1 1 1 51 0.39 28 1.6 X 10-5 

Young stage 

56 O. 39 28 1.2 X 10-5 

11 53 0.43 30 1.6x10-5 

1 1 1 61 0.38 27 0.8 X 10-5 

Symbols 1， 11 and 111 are correspond to those on the IH-NMR images of Fig. 

left (middle stage) and Fig. 3 right 1MG (young stage ). 
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Fig. 3 1 H 問題Rirnages (1単G)，diffusion coefficient (Do)， intrabarrier spacing (a) 

and perrneability (D/Do) irnages at the rniddl告 (left)and the young (right) stages. 

The rnaterial for the left data is the sarne as Fig. 1晶 2. 1 rnages官ererecre-

ated on a 256 x 64 rnatrix. 

植物組織の制限拡散を測定する場合の最大の問題は、組織を長時間関じ状態に保持するこ

とが圏難なことである。そこで短時隠の内に十数点の拡散時間の異なるデーターを灘定し

なければならない。本研究ではエンコードステップを32とし、 X， -X、 y、-yの位相留

しを設定して、一拡散時間に対してA及び、Aoイメージを約20分で灘定した。 12点の異なる拡

散時閣を持つーセットのデーターの測定には約4時間必要であり、インゲンの生理を考慮す

ると安定して取り扱える最長の持誌である。 画賛向上のためにエンコードステップを増加

させる事はエンコードのために測定時間が長くなるばかりでなく、本試料でl玄関XEL容量減

少に伴うシグナルのS/N比の著しい低下を招いた。また、測定時間短縮のためにrfのフリッ

プアングノレを小さくする試みもS/時比の著しい低下を招いた。
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3P41 2次モーメントのイメージング
筑波大学物理工学系
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IMAGING OF THE SECOND MOMENT 

M.Nonaka， Y.Fukunaga， T.Nakai， S.Matsui and T.lnouye 

Institute of Applied Physics，University of Tsukuba， Tsukuba 305 

百巴 se∞ndmom四t(Mz)of pro伽 dipolarsp即位'ais employed as a new泊tagecon紅astparamet巴r泊

solid-state NMR泊tag泊g.Three approaches ut出血gthe magic-echo technique are proposed and 

d巴:monstratedexperimentally. The frrst is based on由巳 2DFI' experiment where也et並levariable 4 refers to 

白巴 dipol紅 interactiongiv泊gdipolar sp印 刷 組d由巳 oth巴rvariable 1z to血管泊gyielding spatiaI resolution. 

The spa∞~dep巴ndent Mzωn beωlculated台omthe spatially resolved dipolar sp印刷.百lese∞nd approach， 

which is a quasi 2D experiment requ廿加，gonly a few number of signaI mωsurements， relies on由et並le-

domain echo si伊aIshape. The magic-echo peak: shape repres巴:ntedby s巴veraIdata points is spatially resolved 

and曲espace-dep巴ndentMz can b巴巴vaIuated企om出巴 resolvedp巴ak:shapes by a印 rvefi:白血gproωdure.The 

third is a fast exp巴出nentrequiring only a s泊gleffiiωsurement. It∞llects multiple magic-巴chope法sat a 出le

which are conv巴rtedby a suitable data proαssing to由巳 samedata as those obta血edby白ese∞nd approach. 

【はじめに】

固体NMR(NuclearMagnetic Resonance)イメージング(MRI)は、材料評価の新しい方

法として注目されており、特に高分子に対する様々な応用が発表されている。現在、

固体MRIの空間分解能は、技術的な困難により 100，.m程度に制限されている。この分

解能はAのorderで、ある電子顕微鏡の分解能などに比べるとかなり劣っている。しかし、

分解能が比較的悪いにもかかわらずMRIが用いられる最大の理由は、 NMRのスベク

トロスコピーとしての情報、例えば緩和時間、化学シフト、双極子相互作用、四極

子相互作用などにより、得られた画像に多様なコントラストをつけられることにあ

る。

我々の研究室では、マジックエコーという方法に基づいた分解能の向上(1，2)の他

に、 MRIで得られる様々なコントラストについても研究を行ってきている。今回は、

新しいイメージングコントラストとして 2次モーメントを取り上げ、予備的な実験

を行った結果を発表する。

キーワード: 国体イメージング、 2次モーメント、マジックエコートレイン

のなかまさゆき、ふくながやすひろ、なかいとしひと、まついしげる、いのうえた

もん
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【2次モーメント}

2次モーメント(M2)は通常、 NMRスベクトルの線形f(ω)により次式のように定義

拡 =Jω決ω)dω

~ Jftω)dω 

される。

スベクトノレの線形は固体の場合、プロトン聞の双極子相互作用によって決まってい

る。もし分子運動性が増大すれば線幅は狭くなり M2は減少する。このようにM2はサ

ンフ。ル内の分子運動性の定量的な指標となる。また、 M2から例えばelastomerの劣化

の程度を反映するcross-linkdensityを決定することができるσ)。
一方、 2次モーメントは周波数領域のスベクトノレf(ω)とFourierTransform σT)の関

係にある時間領域のNMRsignalで、あるFreeInduction Decay σID)からも求めることが

できる。 FIDはVanVleckのmomentを用いて次のように展開をすることができる(4)。

M内_ M，. M~_ 
s(の=1-ーニド+一三t4 - ーとtO + 

2! 4! 6! 

したがって、 M2はFIDより次式の関係を用いて得られる。

拡=-lim金位
ゐ t司o dt2 

t=O近傍のFIDは観測困難で、あるから、実際にはFIDの代わりにエコーを用いる。以下

の実験で、はマジックエコー(1，2)信号を用いた。

[M2イメージング実験】

M2イメージング法として次の 3つの方法が考えられる。第一の方法はいわゆる2D

(2次元)町 NMR法に基づくもので、時間変数t1，Izに関する 2次元信号を測定する

(図 1)(5)。変数t1はdipolarスベクトルを反映するもので、もは空間分解能を与えるイ

メージング用である。測定データを2DFTすることにより空間的に分解されたdipolar

スベクトルを得ることができ、空間に依存したM2をそれぞれの位置で計算すること

ができる(図 2)。

第二の方法は時間領域のエコーまたはFIDの形を利用するもので、quasi-2D法と呼ぶ

ことにする(図 3)。この方法では数回で測定が完了するので、最初の方法に比べてか

なり測定時間を短くできる。空間依存したM2
はそれぞ、れの位置で、エコーピークを 2

次曲線で、curvefittingすることにより求められる(図 4)。
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第三の方法は 1回の測定のみで計測が完了する高速な方法である(図的。この方法

では多数のエコーを一度に測定する必要がある。得られた多重エコーは適切なデー

タ処理により、第二の方法によって得られたデータと同様の形にすることができ

る。

全ての実験はlHの共鳴周波数60MHzの自作の装置を用いて行った。図 5に図 4の

結果から計算したM2の空間分布を示す。得られた結果(図2，4，5) はいずれも、アダ

マンタン(M2=1.39G
2
)、ヘキサメチルベンゼン(M2=2.92G

2
)を試験管に入れたテストサ

ンプノレによるものである。

文献
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(2) S Matsui， A.Uraoka and T.lnouye， J.Magn.Reson.A 120 (1996) 11 
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3P42 国体イメージングにおける交差分極コントラスト

筑波大学物理工学系

O中井利仁、野中正幸、松井茂、井上多門

CROSS POLARIZATION CONTRAST INSOLID-STATE PROTON IMAG闘 G

Institute 01 Applied Physics， Universiり101 Tsukuba， Tsukuba 305 

Toshihito Nakai， Masayuki Nonaka， Shigeru Matsui， and Tamon Inouye 

Cross polarization (CP) between proton and carbon spins has been employed as 

a new image contrast parameter in solid-state proton imaging. To enhance the CP 

efficiency， phase-altemating multiple contact (PAMC) CP has been studied by 

simulation assuming a spin temperature and by corresponding experiments. It has 

been shown that the PAMC CP can selectively destroy the proton magnetization， 

producing a usefullevel of contrast in the proton image acquired following the CP. 

The selectivity is two-fold and based on differences in the CP time constant and in 

the carbon chemica1 shift. Further detailed aspects which are essential for optimizing 

the PAMC CP imaging experiments have also been disclosed. 

くはじめに>

高分子を中心とした材料評価における新分析法として、固体NMRイメージングに対す

る期待は大きい。しかし今のところ、その期待は十分に満たされているとは言えない。これ

は現在、技術的困難のため得られる分解能 (~100μm) が十分でないことによるものであ

り、より高分解能化に向け更なる研究カf必要である。空間分解能の向上と同様に重要な研究

課題は、 NMRスベクトロスコピーの特徴を活かした多種多様なイメージコントラストの導

入である。

今回我々は、プロトンイメージングに先立って13C一国交差分極(CP:cross polarization) 

を行ない、プロトンの磁化を選択的に破壊し、プロトンのイメージにコントラストを導入す

る試みを行なった。これにより交差緩和時間再sの遣いによるコントラスト、さらに13C化学

シフトに関するコントラストを得ることができ、従来容易には得られなかった情報を含んだ

プロトンイメージが測定できるものと期待される。本発表では研究の第一段階として、プロ

トン磁化のCPによる破壊に関する理論的シミュレーション、またそれに対応した実験の結

果を報告する。

キーワード: 国体イメージング、イメージコントラスト、交差分極

なかいとしひと、のなかまさゆき、まついしげる、いのうえたもん
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<位相反転多重コンタクト交差分極>

プロトン磁化の破壊をより高い効率で行

うために、我々は通常のCPとは異なる位相反

転を伴う多重コンタクト(Phase -Altemating 

Multiple Contact: PAMC) CPを取り上げた。

図 1にPAMC白のパルス系列を示す。 1回の

コンタクト時間τCP毎に13Cのrf磁場の位相を

反転する。これにより、 αの結果生じた13Cの

磁化の減衰を待つことなく、効率よく lH磁化

を破壊できる。

このようなPAMCCPの結果、生き残る

lH磁化は、 lH、13Cの両スピン系がCPの時定

数%で指数関数的に共通のスピン温度に向

13C-IH lH 

lPAMC CPl Imaging l 
図 1

ーt

1HJI L 
13C JXIXIXIXIXI七:_JXPL

~ 

τ 
cp 

N 

かつて時間変化すると仮定することにより定式化できる。初期磁化を叫Iとしたとき、 N田の

コンタクト後の磁化は(回転系縦緩和T1pの効果を無視した場合)、次式で与えられる。

川
r_ (1_(y)21-1 r ( 1 ¥Nf _ (1-δ2 )2 

M 子'=M__l1-εi一一一 11 1 1--:-二一 1{ 1-e 1-=一一|
11 

0/
1 1 1 +δ.2 I 1 1 l1 +ε } 1 11 +δ2 I 

p[ τcp 1 )l' ε[1一川N 日rexp[-~τcp l )l m 一一一一一一一一一 11+ 一一一一-1 1 ~ -e 1---1 eXD 1 -一一一一一一一一一一
T1S 1 + e)2 J I - -( 1 +δI  I _ (1+δ T1S 1 +δ2 

ここで ε は13C、lHスピン系の熱容量の比すなわちαに関与する13C、lHスピンの個数の比

NSI N1であり、またδは 13Crf磁場強度を単位とする13Cオフセット周波数.1v/vlである。特

に、 13Cにオンレゾナンスru磁場'を照射する場合(δ=0)、式[1]は次のように簡単化される。
r 1t..1 l' 、"¥N 1..1一、 1/官、 1 ，官、N f (τ".. f Nτ ， 1 

MN)=M ト~11 I~ 1 ~1-e+2e expl 一」工 I~ -e expl-ιと!:.I1 [2] >/ll-e}I l1+e) 1--------Cl T
1S
JI ----Ct T

1S 
J I 

PAMC白パルス系列では一般に、 2回目以後のコンタクトの初期状態で13Cの磁化が負の方

向を向いていること、および τα>>T1Sでないためスピン系は必ずしも平衡状態に達しない

ことに注意すべきである。 T1Sに比べじゅうぶん長いコンタクト時間 τσを用いた場合は

ぱ=民1(占)(記)叫1expト(2N-1)e] [3] 

となり、通常の多重コンタクトの場合の磁化減衰因子 exp(-NE )に比べ、約2倍の効率が

得:られることが‘わかる。

式ロ]を用いて計算した、さまざまなコンタクト時間ταに対する磁化の減衰を図 2に

示す。ただし、合計のコンタクト時間Nτ四をもう一方の座標軸方向に取っている。図から

明らかなように、合計のコンタクト時聞が一定であれば、 1回のコンタクト時間 ταをより

短く設定した方が、上で述べたじゅうぶん長いコンタクト時間 (τω>>T1S) を用いた場合

よりも、さらに速い磁化の減衰が見込まれる。ただし、理論的取り扱いではスピン温度を仮
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定しているため、極端に短いコンタクト時間

(τ四→ 0の極限)に対して上式は現実のスピ

ン系の挙動を必ずしも反映していない。した

がって、効率良い磁化の減衰は、なるべく短い

τ四でしかもスピン系が準静的に振る舞う程度

に長い τCPを用いた場合に対して理論的に保証

されると言える。

図 2
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<lH磁化減衰に関する実験結果とシミュレーション>

我々はまず、上記の理論式が実際のスピン系の挙動を正しく記述していることを確認

するために、さまざまなコンタクト回数Nに対する1H磁化の強度を測定し、理論との比較を

試みた。図 3にコンタクト時間を τα=100μsに固定した場合の実験および対応するシ

ミュレーション結果を示す。実験はアダマンタンに対して行ない、 1Hおよび13Cの共鳴周液

数はそれぞれ300.53、75.57MHzで、ある。実験では13Cの照射rf磁場をオンレゾナンスとし、

計算は式[2]を用いまたT1Sとして通常のCP実験により求めた値1100μsを使って行なった。

実験と計算の一致は、

CPに関与するスピン

個数比カず E = 0.0125 

として得られた。ア

ダマンタンClOH16で

は全スピンの個数比

が0.0069であり、こ

のシミュレーション

結果は13Cの近傍の限

られた領域にある1H
が'CPに参加している

ことを示している。

また、より長いコンタクト時聞を用いて行なった実験では、理論の予測するように1H
磁化減衰が鈍化することが確認された。したがって上記の理論式は、 τα=100μs程度の短

いコンタクト条件の場合を含めて、実際のスピン系の挙動を正しく表わしていると言える。
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<T1Sの違いを利用したコントラスト>

交差緩和時間%が異なる物質に対しては、スピン系の熱平衡が達成される前にCPコン

タクトを中断することにより、 1H磁化の減衰に違いが生じ、プロトンイメージにコントラス

トが導入される。定性的に理解できるように、 ταに比べてじゅうぶん短いT1Sをもっ物質で

は毎回のコンタクトでほぼ平衡が達成され、 1H磁化の減衰は顕著である。一方、 τ四より

じゅうぶんらが長い物質では磁化はあまり減衰しない。図 4aにT1Sが異なる物質問の磁化滅
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<13C化学シフトの遣いを利用したコントラスト>

プロトンイメージにコントラストを導入する手法として、 CPに関与する 13Cの共鳴周

波数と13Cスピン系へのrf磁場照射周波数の差(オフセット周波数) .1vが、物質によって異

なることを利用できる。すなわち物質に特徴的な13C化学シフトに関するコントラストを考

える。 CPにおける磁化の移行は、 13Cスピン系への照射周波数が13Cの共鳴周波数に一致する

とき、最も効率よく起こる。理論式における円sはそのような条件下における交差緩和時間

であり、オフセットがある場合は円以1+o2)となる(ただしδ=δV/Vl) 。すなわち照射rf磁

場の強さ V1と同程度かより大きなオフセットを伴う 13Cスピンに対しては、実効上交差緩和

時聞が大きくなったものと見なせるため、前節と同様に磁化減表の度合が劣化する。

このような磁化減表の効果は、国定した13C

照射周波数を用いて13C化学シフトの異なる物質問

にコントラストを導入するものであるが、ここで

はpresentationとしてアダマンタンに対し 13C照射

周波数を逐次変更して実験的に得たlH磁化の変化

を示す(図 5) 0 13C照射周波数が共鳴周波数(

.1v = 0 )からある程度離れるとlH磁化の減衰は見

られなくなる。このような13C化学シフト選択性の

幅は照射磁場 V1を弱くするほど高められること

が、上の説明から理解できる。図 5のa、bはそれ

ぞれV1を25および10kHzとして得たものであり、

後者はより選択的になることが確認された。

このような化学シフトを利用したコントラストは、化学シフト変化範囲の小さなlHで

は不明確であり、特に固体では共鳴線の線幅が広いため導入が困難である。しかしながら本

研究で示したように、 CPを介してはるかに変化範囲の大きな13C化学シフトを利用すること

により、プロトンイメージにコントラストを導入することが、できる。こうして物質の遣い、

たとえばaromatic-richな物質とaliphatic-richな物質を区別するイメージングが実行できる。
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3P43 Ob蜘 ction-モデルによる拡散係数の時間依存性の解析

(東水大)0福岡美香、五味雄一郎、渡辺尚彦

Random walk simu1組onof transi.e.低油structioneffect on moisture diffusion 

M法aFukuoka， Yuic魁iroGomiand 団sru也oW低血.abe，Tokyo univぽsityof Fisheries 

Apparentd江白sioncoeffcient of moisture h回 beenmeasu陀 dat doffusion times ranging企om

19ms to 1.2s， in fish jelly product using p叫sed-field-gradiet立NMRm氏hod.τ'he何回ltsclearly 

showed diffusion time dependent. In this w町:k.two dimensional random w必1csimu1ation of 

町制芯ientobstruction effect on moisture diffusi岨血foodmat出a1sis conducted via numerica1 

ca1cu1ation. 

以L訟l三
食品工業において加工、保存における物性値の変化を予測し、制御することが期

待されているにもかかわらず、実際には達成されていないのが現状である。その理

由としては食品素材が多成分系で、構造も不均一であること、また加工、保存中に

容易に物性、構造が変化し物性値の特定が難しいことによる。特に加工、保存操作

においては、水の移動を伴う場合がほとんどであり、水の拡散係数が重要なパラメ

ータになる。よって食品素材中の水の拡散保数を構造に対応させて知ることが必要

である。 N:rvlR法による拡散係数の測定は拡散時間を変化させることで構造に対応

した拡散時間依存性を示すので、 biologi回1sys回 Eおよび食品素材の有する

micro-stru田町的probeとなりうる。この時間依存性を解析することにより構造に対

応させた食品中の水の存在状態を明確にできることが期待される。本研究では試料

に数ミクロンオーダーの間際からなる網目構造を有するかまぼこを用いた。かまぼ

こは塩溶性タンパク質のアクチンとミオシンがアクトミオシンとなって網目構造を

形成し粘弾性を有するものであり、この網目構造中に多量の水が保持されている。

PFG-N:rvlR法によりかまぼこ内の水の拡散係数を測定した。水分子の拡散が受ける

網目構造による曲町uction効果をシユミレートし、測定結果の解析を行なった。

室盤五誌

まずモデル試料として直径90μm及び6μmのLatex:B伺 ds (P olystyrene)の研濁水溶

液を用い、それぞれ直径5mmのNMR試験官に入れNMRの測定試料とした。また、

PFG・NMR、Obstructionモデル

ふくおかみか、ごみゅういちろう、わたなべひさひこ

η
i
 

ハ川
d

q
J
 



かまぼこは日本水産(株)より供与された2種(必ゼリー強度1480g・畑、 B:ゼリー

強度410g'cm} を用いた。それぞれ直径10mmの試験管に入れ、これをRFコイルの

中心にセットした。

NMRの測定は、 Bru1cぽA胞 OOWB(4.7 Tes1a.マイクロイメージングアクセサリー

付き)を用い、 RFコイル直径15mm、測定温度21.7
0

C、stim.ul脚 decho法によった。

拡散時間は20msから1200msまで変化さた。

結墨干'ft7J老 宰

Fig.lは各観測時間における拡散係数D.w(見かけ拡散係数)を拡散時間(企ーδβ)

に対してプロットしたものである。見かけの拡散係数は拡散時間(ムるβ)の増加

とともに減少し時間依存性を示した。

Fig.lに示された拡散係数の時間依存性は、魚肉タンパク質(アクトミオシン)の

フィラメントが形成する網目構造が水分子の拡散に及ぼすobstruttioneffl底的結果で

あると見なしてモデルを設定した。モデルは二次元に正方形の障害物 (obstucle)

を等間隔に配列したものである。 obs回d的繰り返しのサイズLと間隙のサイズとの

比を開孔比とした。この間隙に均一忙粒子を配列し、二次元のランダムウオークシュ

ミレーションによる数値計算を行なった。しかしながら実際に観測時間数十郎の

拡散現象をシユミレートするためには非常に多数回の計算が必要となる。そこで時

間軸及び見かけ拡散係数を無次元化したマスターカーブを作成した。マスターカー

ブに含まれるパラメーターである自由拡散係数値D世間、定常状態の拡散係数値Doo，

及びobstucle<乃繰り返しのサイズLを、拡散係数の実験値との最小二乗法により決定

した。得られたパラメーターの一つであるobs回cleの繰り返しのサイズLは、電子顕

微鏡で観察したかまぼこの網目構造を構成するフィラメント間空隙のサイズと良く

一致し、シュミレーションに用いたモデルがある程度妥当であると言える。

またモデル試料として用いた 1.6 

Lat田 B制覇濁液では、 B闇 ds ____ 1・4
'1'1] 1.2 

の直径が90μmのものでは拡散冶 1 

係数の時間依存性が観測され、 そ0.8

同様の解析を行なった結果、 き0.6

パラメータとしてL=50μm，D，_ξ0.4
~ 0.2 

=2.1xl0-S国 12dl，D4.85X104mzs
l 

O 

2直面
画~ ~ 

が得られた。 o 500 1000 

a-ol3，血S
E'ig.l A即 arentdiffuSion coefficient 

against diffusion time (.d.-d/3) 
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3P44 'HNMRイメージング法による高分子ゲル中の

常磁性イオンの空間分布

東工大工

O山崎亜紀堀田芳生黒子弘道安藤勲

Image Analysis of Spatial Distribution of Paramagnetic Mn
2
+Ion in a PMAA 

Gel with the Application of a dc Electric Field by 'H NMR Imaging Method 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 
A.Yamazaki， Y.Hotta， H.Kurosu， and I.Ando 

The 'H To images for a transverse slice of a PMAA hydro gel with paramagnetic Mn2+ ion 
under the application of a 3V dc electric field were observed as a function of the elapsed time by 
me担sof 270 ~Hz 'H NMR Imaging. By using the relationship between the concentration of 
Mn

L
+ ion and 'H T今 ofwater in the gel obtained by 'H pulse NMR， the 'H T2 image was 

converted to the Mぐionconcentration image. From these experimen臥 thespatial dist巾 ution
of paramagnetic Mn"+ ion in the gel was obtained as a function of the elapsed time. 

1.はじめに

私共はハイドロゲルに応力を印加したときの歪みの変化、また電場を印加したとき

の収縮機構を'HNMRイメージング法を用いて研究し、 lHNMRイメージング法がゲ

ルの刺激一応答の解析に優れた方法であることを明らかにしてきた。1)-3) 

本研究では、硫酸マンガン水溶液で膨潤させた架橋ポリメタクリル酸(PMAA)ゲル

に3Vの直流電圧を印加した経時変化をlHNMRイメージング法を用いて'Hスピン密度

とlH丁、の空間分布を測定することにより、高分子ゲル中の常磁性イオン(Mn2+) の

空間分布の経時変化を解析することを目的とした。

2.実験

本研究で用いる架橋ポリメタクリル酸 (PMAA) ゲルは、開始剤 (K2SPg)0.03mol/l 

を少量の純水に溶解しラジカルを生成し、架橋剤 (MBAA)0.0 1 mol/Iを加え、モノマー

であるメタクリル酸 (MAA)3mol/lを加え、純水で、以上の濃度に試料を調製した後、

試料をアンプル管に流し込み、ラジカル反応を止めるO
2を取り除くために凍結脱気

を繰り返した後、アンプル管を封管し恒温槽中で24時間、 318Kに保ち、重合した。

得られたゲルは多量の純水中で洗浄後、乾燥させ硫酸マンガン水溶液で平衡膨潤さ

せた。得られたゲルの膨潤度Qは、ゲルの膨潤時の重量Msllowenと乾燥時の重量M "，yよ

りQ=MSllOW'叫州的と定義され、本研究で用いたゲルの膨潤度は平均42であった。

lHNMRイメージング法、高分子ゲル、常磁性イオン、運動性、直流電場

やまざきあき、ほったよしお、くろすひろみち、あんどういさお
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また、常磁性イオン (Mn2+) の濃度と PMAAゲ、ル中の水の'HTゥとの関係を調べるた

めに、様々な濃度の硫酸マンガン水溶液中で膨潤させたPMAAゲルの'HT，を Bruker

minispec PC-20(20MHz)のパルス'HNMRを用いて、 CPMG法により測定した。

さらに本研究では、 Fig.lに示される電圧印加装置を用いてゲルに3Vの直流電圧を

印加し、その'Hスピン密度と 'H丁、の空間分布の経時変化を'HNMRイメージング法に

より測定した。 'HNMRイメージング測定は、 NM-GIM270イメージングシステム(日

本電子製)を接続したGSX・270NMR分光器 (270MHz、日本電子製)を用い、

220mTm"の磁場勾配を印加しスピンエコー法により行われた。分解能はO.02mmで、あ

る。また電圧印加前の試料はFig.2に示される直径8mm、長さ7mm、円筒状のゲルで、

'HNMRイメージング測定における切断面は電流の流れる向きに対して平行にとった。

PMAAgel 

T (¥ (¥ 
Diameter しJ一一一i

よ¥アーて7
己;Tfト

glass cell 

Fig.2 PMAA gel image of 

transverse slice to be observed 

DC3V 

Fig. I Grass cell for applying 

an electric field to a PMAA gel 

3.結果及び考察

本研究で用いたPMAAゲルを様々な濃度の硫酸マンガン水溶液中で膨潤させパルス

NMR法により測定した結果、硫酸マンガン水溶液の濃度(C[mol/lDと'HT2
との関係は

Fig.3に示したようになり、

T
2
(IH)=7.24 C-O

.
163 

と表される。

すなわち、常磁性イオン (Mn2+)

の濃度が高いほど'HTヴが短くなり、

この式から'HT2値より Mn
2
+の濃度

が決定できる。

.00 ['. 

.0 

{
叫

E
}
F
F
Z
-

0.. 

the concentration of manganese( n )ions [molll) 

0.01 0.0001 0.00. 10・510‘ 10" Fig.3 The dependence of 'H Tpf water 

in a PMAA gel on Mn
2
+ concentration as 

observed by lH pulse NMR method 

硫酸マンガン水溶液で膨潤させたPMAAゲルに3Vの直流電圧を印加し、'Hスピン密

度と 'HT，の空間分布の経時変化を'HNMRイメージング法を用いて測定した結果、硫

酸マンガン水溶液で膨潤させたPMAAゲルのプラス極側の'HT2が増大し、マイナス極

側の'HT
2が減少した。これは、ゲル中のMn2+が電圧印加時にマイナス極側に移動し、
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析出するために、ゲル内のMn2+の濃度に分布が生じ、 'HT2
が不均一になるためと考

えられる。

'HNMRイメージング測定で得られた'HT今の空間分布の経時変化と Fig.3からえられ

た硫酸マンガン水溶液の濃度と 'HTヲとの関係から、高分子ゲル中の常磁性イオン

(Mn2+)の空間分布が明らかになった。 Fig.4に硫酸マンガン水溶液で膨潤させた

PMAAゲルに電圧印加したときのゲ、ル内のMn
2
+の存在空間分布を示す O

(a) 

iii 
g巴
ロ己

8~ 
CC  

8 gb 1 

251 
(b) 

Fig.4 

lZ0min 90min 60m川4Smin 30m川15min Omin 

elapsed lime /min 

EJapsedイimedependence of spatiaJ distribution of the concentration 
on manganese(ll)ions for a transverse slice of a PMAA gel swollen by aqueous 
manganese(II)sulfate with(a) and without(b) the application of却 electricfield 

したがって、ゲルに電圧を印加したときの常磁性金属イオンの空間分布の変化が'H

NMRイメージング法を用いて、 'HT今の空間分布を測定することにより解析された。

これより常磁性イオンの空間分布の解明に'HNMRイメージング法が有用な手法とな

ることカf明らかになった。

参考文献

1) H. Yasunaga， H.Kurosu， and 1. Ando， Macronzolecllles， 23， 2445 (1990) 

2) T. Shibuya， H. Yasunaga， H. Kurosu， and 1. Ando， Macromolecllles， 28， 4377 (1995) 

3) H. Kurosu， T. Shibuya， H. Yasunaga， and 1. Ando， POかmerJounU/1， 28， 80 (1996) 
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3P45 飽和移動による脳組織の高分子成分のスベクトル抽出

(日本女子大学理学部、国立精神・神経センター神経研究所)

。高橋征三、荻野孝史

Macro-Molecular Components In Brain Tissue Rev回 led

by Saturation Transfer. 

(*Dept. Chemical and Biological Sciences， Japan Women's Univ.， 

National Institute of Neuroscience， NCNP) 

*Seizo Takahashi， Takashi Ogino 

Brain tissues comprises m加 ycomponents with various molecular weights. In vivo N恥R

studies have focused on low molecular weight metabolites in the tissues so far. In血is

sωdy， two methods， i.e.， CPMG difference experiment 組 d saturation transfer 

experiment， were investigated 出 afirst step to get insight into macro-molecular 

components in the tissues. The results sugges飽dthat the low molecular weight 

metabolit回 arein a dynamic equilibrium with those bound to macromolecules. 

脳組織はさまざまな分子量の多種類の分子種から構成される混合系である。

従来の invivo NMRでは、おもに低分子成分を測定対象にしてきたが、高分子成

分を解析すれば、低分子代謝成分の分析からでは得られないような脳組織の機

能情報を得られる可能性がある。そのためには混合物の中から選択的に高分子

成分をスベクトル抽出する方法を確立しなければならない。そこで、その高分

子成分を抽出する方法として、今回は飽和移動スベクトルとして捉えることを

試みた。

「実験J5-7週令のラット脳の代謝をマイクロウエ}ブで瞬間的に停止し、解

剖後その約 200mgを 5mmの NMR試料管に詰めた。 N恥1Rは、 BrukerA.I¥.1X・

400WBを用い 298Kで測定した。

「結果」組織と抽出液の C倒 Yスベクト jレを比較したところ、高分子成分由来

の信号と思われるピークが幾つか散見された.また CPMG法で Tz*を測定した

ところ、ほとんどのピークが2成分で説明でき、かつ Tz*の短い成分は 60ms前

キーワード:飽和移動、 invivoNMR、脳組織、高分子成分

たかはしせいぞう、 おぎのたかし
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後の値で、ピ}クによって大きくばらついた.この結果は、種々の分子量の高

分子成分が混ざって観測されていることを示唆する.

緩和の速い成分を抽出するのに有効であるとされている DEFTは低分子成分

を十分に抑えることができなかった。 Tzの短い成分だけを強調したスベクトル

を得るために、 CPMG法で待ち時間を変えて、その待ち時間の違いによる差ス

ベクトルを測定した。得られたスベクト jレは、もとのスベクトルとほとんど違

わなかった。そこで高分子成分の輪郭を磁気飽和移動法を用いて捉えることを

試みた。照射の有無による差スベクトルの結果では、水の信号を除いて、照射

位置に関係なくスベクトルパターンに大きな違いは観測されなかった。

「考察j 従来、 invivoN:t¥，仮では脂質やたんぱく質などの信号は邪魔ものとし

て、それらの成分を抑制する工夫をしつつ目的の代謝成分を定量していた。し

かし最近では勾配磁場の高速化により、高分子成分を定量的に捉えられる可能

性がでてきた。脳で観測される主な高分子成分は脂質やたんぱく質であるが、

これらの信号を選択的にとらえ帰属することができれば、脳機能研究における

新たな情報を提供できる可能性がある。

脳組織は不均一構造体であり、 T Jは短いがT1
および、Tzは比較的長いという

特徴を持つ。したがって磁場の不均一にもとづく要因を避けつつ T1やじの短い

成分を選択的に捉えることができれば組織内の高分子成分をスベクトル抽出す

ることができると考えられる。

D町 TはTzの長い成分を z軸に残し、 Tzの短い成分を選択的に抽出する方法

として広く用いられている。しかし脳組織の場合、 Tzの長い成分を完全に抑制

することができなかった。この方法は予め Tzが長くて強い信号を飽和して使え

ば有効であろう。

Tzの短い成分を強調して抽出するためには CPMG法で待ち時間の違いによ

る差スベクトルを測定すれば有効であろう。しかし結果としては、もとのスベ

クトルとほとんど同じスベクトルパターンが得られた。飽和移動スベクトルを

求めるために、照射しないものとの差スベクトルを測定したところ、やはりス

ベクトルパターンはもとのスベクトルとほとんど違わなかった。この結果は、

脳組織で観測されるスベクトルにおいて、遊離の状態で存在する低分子の代謝

物質は、たんぱく質などの高分子と結合したものとの動的平衡にあることを示

唆する。

このことを確認するために、照射位置を変えたとき得られるアクションスベ

クトルを求めたり γすべての信号を非選択的に照射し飽和させた、 Saturation

RecoveryでT1
の短い成分を強調したスベクトルを求める実験を進めている。
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PP・

pp. 

Fig. 1 Short T
2 
Enhanced Spectrum of Rat Brain Tissue. 

Upper; Normal CPMG Spectrum With Echo Time of 2ms. 

Lower; Differ，回目 CPMGSpectrum Between Echo Times of 2ms and 6ms. 

Fig. 2 Saturation Transferred Spectra of Rat Brain Tissue. 

Upper; Normal Spectrum. 恥1iddleand Lower;日fferencespectrum between Normal 

and lrradiated Ones at the Position lndicated by Arrows. 
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3P46 固体NMRによる核問距離精密測定法
(MLEV8/8R)を用いたプロテアーゼ複合体

(subtilisin-SSI)の局所構造の測定

京大院理 1、都立大理2，0石井佳誉 1、寺尾武彦 1、
三宅洋子2、甲斐荘正恒2

Measurement of the local structure in a protease-inhibitor complex 
subtilisin-SSI by MLEV8/8R 

Y oshitak:a Ishii and Takehiko Terao， 
Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University 

and 
Y oko Miyake and Masatsune Kainosho， 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

Abstract 

A structural study by solid state NMR was performed on a protease-inhibitor 

complex: subtilisin-SSI (Streptomyces Subtilisin Inhibitor). The 13C-15N 

distance in the scissile bond of SSI was measured by MLEV8/8R method(Y. 

Ishii and T. Terao， J. Magn. Reson. A 115， 116-118 (1995).) using doubly 
labeled sample. The information on on the local structure of SSI in the complex 

state was obtained through determation ofthe 13C-15N distance. In addition， to 

reduce a loss of signal-to-noise ratio which is usually caused in multipulse 

experiments， a noise-reduction software filter was developed and applied to the 

present experiments. 

Introduction 
蛋白性プロテアーゼインヒビターのその阻害機能の原因を解明するため

に、そのターゲ、ットのフロテアーゼとの複合体との構造化学的研究は多

くの研究者によりなされてきた。特にセリンフロテアーゼインヒビター

については、 Free及びフロテアーゼとの複合体の構造が数多くX線結晶

双極子相互作用、距離測定、局所構造解析、 SSI，

いしいょしたか，てらおたけひこ，みやけようこ，かいのしょうまさつね
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回折により明らかにされ、その活性部位(切断結合)の微妙な構造の歪み

が阻害機能発現の原因であるとの説もある。しかしX線結晶回折はその性

質上、活性部位の微細な構造を議論するのに適していない。一方で、固体

NMRにはタンパク質などの大分子中の局所構造を原理的に低分子と同じ

高精度で測定できるというX線結晶回折にはない特徴がある。本研究では、

セリンプロテアーゼの一種である SubtilisinとそのStreptomyces由来のイン

ヒビターであるStreptomycesSubtilisin Inhibitor (SSI)の複合体の切断部位の

構造を固体NMRを用いて検討する。高精度で13C-15N核問距離の測定を可

能とするMLEV8/8Rパルス系列を用いた13C-15N核問距離測定を通して、

SubtilisinとSSIの複合体における活性部位の局所構造に対する精密な情報

が得られることを示す。また、感度低下を防ぐためマルチパルス用の

noise-reduction software filterを開発した。

N oise Reduction Software Filter 

CRAMPSやMLEV8/8Rのようなマルチパルス実験ではパルスとパルスの間

で信号をモニターするが、パルスのリンギングを早く減衰させて信号を観

測するためaudiofilterの値をスペクトルのバンド幅に比べ、通常はかな

り大きく設定する。しかし、これによりスペクトルのSIN比は低下する。

今回の実験では試料が分子量78000という巨大なプロテアーゼ複合体であ

り、 15Nのラベル率が約40%と低いことから、 SINの低下は深刻な問題と

なる。これを防ぐためnoise-reduction software filterを開発した。まず、

ハードウエア的にはaudiofilterの値を大きく設定し、パルスの照射されて

いる区間のみを避けて連続的に信号を取り込む。 audiofi1terの値は非常

に大きく設定されているため、パルスリンギングの問題はない。取り込ま

れた信号を特殊なウインドウをかけて、 fi1teringすることで、不必要なノ

イズを落とす。これにより分子量78000という巨大なプロテアーゼ複合体

に対してもMLEV8/8Rにより核問距離を測定することが可能となった。

また、 CRAMPSなどに対する応用も可能である。

Experiments 

測定には甲斐荘らにより開発されたダブルラベル法で[1-13C]Metと
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15N]ValをラベルしたSSI(Free-SSI:分子量23000)を用いた。これにより被

切断結合に当たる13C-15Nを選択的にダブルラベルする事ができた。

ransaminaseの影響により、 15N-Valのラベル率は約40%となる。この

1-13C]Met， [15N]V al SSIとSubtilisinの混合物の溶液より、[1-13C]Met， 

15N]Val SSI-Subtilisin complex(SSI-complex:分子量78000)を作成した。ほ

ぎ全てが2:2のcomplexを形成していることはHPLCのパターンにより確認

した。

測定にはChemagnetics社CMX-300と自作のlH，13C， 15N 3重共鳴プローブ

を用いた。 MLEV8/8Rは13C-15N双極子相互作用によるPakedoubletを得る

ことで精密な核問距離を得ょうという方法であるが、今回の実験の場合以

下に述べる二つの点が問題となった。(i)非常に分子量が大きい試料である

とめ、天然存在の13Cのスペクトルが

ヨ的のPakedoubletを覆い隠してし

まう。 (ii)数日間に及ぶ長期の積算 Free 
乃聞に回路のデ、チューニングが起 血 / 

きてば強度が変化する。 (i)の問題は jh-A P 
_3Cにパルスを照射した場合(13C- 1丸 J

5N双極子相互作用on)と照射しない j 

揚合(13C-15N双極子相互作用off)の 九州 j

差スペクトルをとることで、解決 1Y1 V 

した。 (ii)の問題については、

~LEV8/8Rはかなりのrf-fieldの分布 Complex
を補償するので、

ヒO.OlA程度の精度でならば測定す

ることは可能であった。 Fig.lに

~LEV8/8Rによって得られたFree-

;SIとSSI-complexのスペクトルを示

す。核問距離や局所構造について

D検討等は当日発表する。 -1.0 -0.5 0.0 

~よ勺tぐ: 、V川W
Fぺ~v y 

0.5 1.0 

ω>/2n(kHz) 

'ig. 1 MLEV8/8R differential spectra(solid lines) for [1-13C]Met， [15N]Val SSI 

upper) and the [1-13C]Met， [15N]Val SSI-Subtilisin complex(lower) and the 

:orresponding simulations(dotted lines). 
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3P47 CH-および~CH2・選択二次元スペクトルとその生体分子の解析への応用

(北大農)川端潤， 0福士江里

CH-and CH2-selected 2D spectra and their application to biomolecule analysis 

Jun Kawabata and Eri FukushL (Fac. Agric.， Hokkaido Univ..) 

Each of the CH・出dCH2-selected 2D HSQC spectrum w槌 obtainedby setting proper delays and 

M引 Jlse叩 gleof editing sequence in the E-HSQC. This method solved the cancellation problem 

caused by overlapping of the opposite phase peaks. tt a1so reached the relatively high resolution in円

割 sby limiting the円spectralwidth.Efficiency ofthe methodsfor加a1ysisof complex natural products 

such as oligosaccharides and peptides in which signal overlapping is severe was also presented. 

1.はじめに

インパースCH相関法においてCH，CH3相闘をCH2相関と逆位相に得る手法としてDEPT-HMQC(1)， 

E(editing)幽HMQC(2)，E-HSQC(3)法などが知られており，近接するCHまたはCH3とCH2の帰属に有効で

ある.しかしこれらの方法では逆位相のピークの重なりによる感度低下やCH3とCHの区_gIJに問題があ

る.そこで解決法としてCH-およびCH2-選択スペクトルを測定する方法を検討した.さらに，それら

を応用しておこなった構造解析について述べる.

2. E-HSQC によるCH-，CH2・選択

ιHMQC， DEPT-HMQC法!こはeditingパルス(阿)が含まれ， CH， CH2， CH3シグナル強度のp依存性が

報告されている.さらにDEPT-HMQC法においてはグラジエントパルスをかえると，

P依存性が変化することも知られている(4).

今回は円方向の線帽が狭くピーク分離の点でHMQC法より有利なHSQC~:去について検討した.オリ

1H
R 

a) 

13C 

13C 

x x 

|11 1 : t1 IIIGARP I 
句加咽'

。 2n 

1H
R016161601*1;0; i II~~(SL;1'、

l111 1 : td 1 ~6問η

Fig.2. Signal deperidency of different 'nS 
multiplicites onτand s using a sequence of 

Fig.1 (a). (a) s =π， (b)τ= 11J. 
13C 

Fig.1. Pulse sequences for E陶 HSQC(a)， 13C-coupled E-HSQC-ROESY (b)， and E-HSQC・

TOCSY (c). Narrow， wide， and hatched bars representπ12，π，and variable pulses with a f1ip 

angle of s， respectively. The delays RD， BD， s， and τrepresent a repetition delay， a BIRD 

delay for eliminating 12C-bonded proton， 1/21JCH' and variable delay， respectively. 

keywords:E-HSQC， editing， oligosaccharide， peptide 

かわぱた じゅん，ふくし えり

-408-



ジナルの E-HSQC法はHSQC法のh展開の前に・(τ12)・(πC，附)市12)-('t=1IJ， s =π)から成る editingシー

ケンスが挿入されている (Rg.1(司).この待ち時間tとプロトンパルス角Pを変化させたときのCH，

CH2， CH3シグナ}~強度を，モデル化合物を用いた測定{向 =0とおいた1D実駒およびプロダクトオペレー
ター解析により調べた.その結果，最終的にシグナルを与える磁化成分のediting部分に由来する係

数は以下のようであった.

IS 1-(1-∞ss) cos2(πJτ12) 

12S 112 {sin2(πJt) +∞S2(1tJτ) coss + sin2(πJτ)∞S2s} 

]JS 114 [3 sin2(1tJτ) cos2(πJ位，)+ cos2(πJt/2) {1・3cos(πJτ)}2∞ss

+ sin2(πJT)2) {1 + 3cos(πJτ)}2 cos2s + 3 sin2(πJτ) s血2(πJt/2)∞S3s]

s=πのときの各シグナルの τ依存性はRg.2(司， 't =11Jのときのp依存性は円g.2(b)のような曲線と

なる.以上により， E-HSQC法で官=1/2J，s=π と設定すると CH2，・選択スペクトル，官 =1IJ，s=π12

と設定すると CH-選択スペクトルが得られることがわかった.以下，これらの応用例をあげる.

3. CH2-選択E-HSQCスペクトルによりオリゴ糖のメチレンを帰属した例

フラクトオリゴ穂 1(ca 1 Omg/0.5 ml Dρ)のNMRシグナル帰属の過程で，各フラクトース残基6位

のメチレンプロトンは多くのシグナルと重なり合った領域にあり、これらをCOSYで帰属することは

できなかった.先に帰属したカーボンからHMQC、HSQCにより対応するプロトンの帰属を試みたが、

これらカーボンのOcも近接していたためシグナルを分離することはできなかった. 1 (こは7個のメチ

レンがあるが，それらの Ocが狭い範囲に集中していることに着目し， CH2・選択スペクトルでカーボ

ン軸方向の分解能向上を試みた.

まず， DEPT-HMQC法でCH2・選択スペ

クトルを測定したが、 HMQC法はカーボ

ン軸方向にJHHによる分裂および線帽の

広がりが現れるため、カーボン側の測定

範囲を狭く設定し分解能を上げても、相

関ピークを分離することはできなかった.

そこで、 CH2-:選択E-HSQCスペクトルを

測定し、 3組のF6メチレンプロトンのOH

を決定した(Rg.3~ このスペクトルでは、

カーボンの一次元スペクトルで分離しな

かった63.3ppmの2組のメチレン{フラ

クトース1位のうちひとつとグルコース6

位)も分離することができた.

このように特定のシグナルを選択する

ことは，カーボン軸方向(縦軸)の測定

範囲を狭く設定でき、限られた測定時間、

データサイズでの高分解能測定を可能と

するメリットを持つ.1では各糖残基の

メチレンシグナルが非常に狭い範囲に集

中して現れたためNMR解析上問題となっ

たが、逆にこのことがメチレン選択スペ

クトルによる分解能向上を可能にした.

臥1
G6 ケ .4自『唱者

c・車両
ゐ

tET 
OH ロ

噂品噂~<l.自.，
OH (p~~)' 3.90 3.80 3.70 

Fig.3. CH2・selectedE輔 HSQCspectrum of 1. 
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3.CH・選択 E-HSOC-ROESY法によりオリゴペプチドのαH/NHのROEを観測した例

ペンタペプチド2(ca 4mg/0.5 ml OMSO-ds)は，グルタミン残基(01，02，03)側の立体構造の手がか

りとなる02と03のNH、および01と02のαHの旬が近接していた.通常のROESYスペクトルではこの

部分の相関ピークを分離できなかったので，カーボン軸へのピークの分離を期待して

HMOC-ROESY(5)を測定した.しかし，週末測定でも十分な分解能と感度を満たすことはできなかっ

た.そこで、 2にはメチンカーボンが各アミノ酸残基のαカーボンのみであることに着目し、 CH-選

択スペクトルを測定することで感度と分解能の問題の解決を試みた.E付SOCIこROESYを繋いで、

20 E-HSOC-ROESYを作成し(円g.1 (b))、τ=1/J，s=π12としてCH-選択スベクトルを測定した.円側

のスペクトル幅が約1/3になったので円側のデータ散を1/2としても分解能は向上する.円側のデータ

数を減らした分積算回数そ多くとり測定した.その結果， 01α102N， 020-/03Nの相関を分離して得，

この部分のアミド結合をトランスと決定できた(円g.4).

HMOC-ROESY(NOESY)法はOHが近接した場合のNOE観測に有効であるが，感度が低いため非ラベ

ルの天然物へ応用した例は少ない.このように特定のシグナルを選択することにより円の測定範囲を

狭く設定すれば，分解能を犠牲にすることなく積算回数を多くとることができ，試料量の多くない化

合物にも応用が可能となる.

サ。Q2 
2Q3  

P4 
PS 

4.40 

Fig.4. PaはofCH-selected E-HSOC-ROESY spectrum of 2. 
Positive and Negative peaks are d悶lwnwith open and filled 

plots， respectively. 

5. CH-，CH2・選択 E-HSOC-TOCSY法により近接する逆位相シグナルの相殺を回避した例

Rg.4(a)はコレステロール(3)(19 mg/0.5ml chloroform-d)のE-HSOCスペクトルである.官=1/J， s 
zπ としてCH，CH3をCH2と逆位相で得，前者を塗り潰して表した. oc=32ppmにCHとCH2が重なっ

ているが，相関ピークが逆位相に出るためこれらを区別して帰属できるので， editing法の有効性を示

す倒としてよく用いられる.ところが. 3のHSOC-TOCSYスペクトルを測定すると，逆位相のピー

クが相殺されて感度低下を引き起こす(Rg.5(b)). 注目しているピークは8位(CH)と7位(CH2)である

が，相対的に強度の小さい8位由来のシグナルが得られなていない.そこでこれを解決するためCH-，

CH2・選択E-HSOC司OCSYスペクトルを別々に測定した.その結果. CH-選択スペクトル(Rg.5(c))で

8位からの. CH2，・選択スペクトル(Rg.5(d))で7位からのTOCSY;相関をそれぞれ観測することができ

た.なお， Rg.4(b)・(d)では13crこ直接結合するプロトンシグナルを， FIOの取得開始から a=1/2J時間

遅らせてカーボンデカップリングをすることで消した(6).

このようにCH-，CH2-選択E-HSOC-TOCSYスペクトルを別々に測定することで，近接する逆位相シ

グナルの相殺による感度低下を解決することができた.また， 3のCHカーボンは分離がよいので

円g.4(c)では円方向のデータ数を Rg.4(b)の1/4に減らし.Rg.4(d)では円スペクトル幅が約1/5になっ

たので円方向のデータ数を1/2にしても分解能を2倍以上高くとることができる.

6.おわりに

らHSOC法のediting部分の待ち時間およびプロトンパルス角を変化させることで， CH-およびCH2

・選択スペクトルを別々に測定できることをプロダクトオペレーター解析により明らかにした.特定の
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Fig. 5. (a-b) Part of E-HSQC (a) and E-HSQC-TOCSY (b) spectrua of 3. (c-d) paはofthe CH-(c) and 
CH2・(d)selected E-HSQC-TOCSY spectra of 3. Positive and Negative peaks are drawn with open and 
旬IIedplots， respectively. 

シグナルのみのスペクトルとすることで円方向のスペクトル帽を狭く設定することができ、限られた

測定時間、データサイズでの高分解能測定が可能であった.また，低感度なため天然物への応用例の

少なかったHMQC-RO ESY(NO ESY)法においても，円の測定範囲を限定することで，分解能を犠牲に

することなく積算回数を多く設定して測定できた.円方向のスペクトル帽を限定する方法としては半

選択的20法(7)がある.インパースCH相関の半選択的20法は，カーボンの一定の帯域を均一に選択励

起できる高性能な選択励起ユニットが必要であるが， editingによる場合はそれらは必要ない，

また，特定のシグナルのみのを選択することでカーボンの分離がよくなる場合には円方向のデータ

数を減らして短時間に測定した.さらに，通常のediting法で問題となる近接する逆位相ピークの相殺

による感度低下を，別々に測定することで回避することができた.
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3P48 NMRによる天然型及び[AbuB7]型モネリンの立体構造比較と

構造活性相関研究

(r.床の素中央研究所)0水越利巳、香村正穂、鈴木栄一郎、有吉安男

NMR Studies on Tertuuy Structure Comparison between Wild Type and lAbu
s7J 

Mon巴llinand Structure-Activity Relationship 

Central Research Laboratories ， Ajinomoto Co.， Inc. 

OToshimi Mizukoshi， Masanori Kohmura， Ei-ichiro Suzuki， Yasuo Ariyoshi 

Monellin， an intensely sweet protein， is several thousand times sweeter th組 sugaron a weight 

basis. It consists of two polypeptide chains， the A chain with 44 amino acids residues and the 

th巴 Bchain with 50 residues， and its crystal structure is already known. In our previous 

studies， we proved that the carboxyl group of AspB7was essential to exhibit a sweet taste， by 

synth巴ticstudies of many analogs with solid-phase synthesis and NMR studies on tertiary 

structure comparison between wild type and [Abu
B7
] monellin which posseses no sweetness. 

In our NMR studies， there are little NOE information around the active residue and it suggests 

that it has higher conformational flexibility. So， we estimated its internal mobility by model free 

analysis with s巴lective15N lab巴ledmonellin. 

[序論]モネリンは1972年に西アフリカ原産のつる植物DioscireophyllumcumminsijJ)果

実から単離された呈味物質であり、ショ糖と比べ重量比で約 3，000倍の甘味を有する~

甘味蛋白質の活性部位を明らかにする事は、甘味レセプタ一部位の予測やそれにフィッ

卜する新たな甘味物質のデザイン研究へとつながるため、重要である。モネリンの一次

構造は、 44残基のアミノ酸からなる A鎖と、 50残基のアミノ酸からなる B鎖が非共有結

合した二本鎖ポリペプチドであり 2)、三次元構造はX線結晶構造解析により決定されて

いる九 回相合成によるモネリン変異体での構造活性相関研究の結果、その呈味活性残

基は、 ASPmであると推定した。 そこで、 ASPmのカルボキシル基がメチル基である

Abu(Aminobutylic acidr体(甘味活性なし)と天然体の構造比較を NMRで行い、両者の

立体構造に大きな差違が無かった事から、 ASPB7のカルボキシル基が甘味レセプターと

の結合親和性に重要な役割を持つ事を証明し、前回報告した 4)。その際、活性残基周辺

にNOE情報が乏しく、構造的な揺らぎが示唆された。モネリンの立体構造は既に解って

いるので、活性残基とそれと比較しうる残基を選択的に 15Nラベル化すれば、国相合成

でも分子内部運動評価の考察が可能であると考えた。そこで活性残基と幾つかの残基を

選択的に 15
Nラベル化し、緩和解析で活性残基の内部運動を他残基のそれと比較評価し

た。

[キーワード]モネリン、国相合成、選択的ラベル、緩和解析

みずこしとしみ こうむらまきのり すずきえいいちろう ありよしやすお
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[実験結果]活性残基が Aspである事から、 Aspの全残基と、側鎖の保護が必要なく

15Nラベル体が安価に入手できるOlyとをラベルする事にした。各々の15Nラベル体の保護

体 (N-Fmoc，側鎖t-butylエステル保護化Asp、N-Fmoc保護化Oly) を調製し、既知の方法

に従い回相合成で、Asp(全5残基ASpAI6，ASpA22，AspA26，Asps7，AspB勺、G1y(8残基中5残基OlyA5，

GlyA3l，GlyA39，GirliGly1330)ラベル化モネリンを合成した。固相合成で選択的にラベル化

するメリットとしては、(1)望む残基をラベル化でき、 (2)HSQCシグナルの重なりが無い

ためにシグナルの帰属が容易で、 (3)高い解析精度が得られる，等があげられる (Fig.l)。

Fig. 1 1 H_15N HSQC 

アミド5N核のTぃ T2、{IH}_15NNOEを測定し、立体構造と比較した。その結果、緩和

時間はモネリンの二次構造をよく反映していた。また、これらの値から order p創百met巴r

S2の値を算出した(Fig.2)5)。その結果、活性残基は他のラベルした残基よりも高い内部運

動を示した。この揺らぎのため活性残基周辺ではNOE情報が乏しかったと考えられる。
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3P49 'HNMRによるナトリウムチャネルの

S4セグメントの構造解析

(東レリサーチセンター)0木村一雄、近藤洋司、

丸山季浩、川口謙

High resolution 'H NMR study of the micelle-bound structure of 

the S4 segument of the sodium channel protein. 

Kazuo Kimura， Yoji Kondoo， Toshihiro Maruyama and Ken Kawaguchi 

Toray Research Centre， 1111 Tebiro， Kamakura 248， Japan 

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 

synthetic peptide and the mutants corresponding to the S4 sequence have been 

analyzed by 2D NMR. A considerable number of αi-NHは NOEswere 

observed besides the NOEs characteristic of αhelix， indicative of 310 helical 

structure. The structure was supported by the comparison of the chemical 

shifts between the wild type and the mutants. 

【はじめに】

ナトリウムチャネルは電位依存性のイオンチャネルで、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、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。 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つた特徴をもっている。このため

にS4は膜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。

ラット脳由来ナトリウムチャネルの第 1番目のモデュールのセグメントに対応

キーワード:ナトリウムチャネル、 S4、ミセル、ヘリックス、ペプチド

0きむら かずお、こんどう ようじ、まるやま としひろ、かわぐち けん
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する S4AはProを含むため (PI8)、ヘリックス構造が不安定になることを一昨年

の本討論会で報告した。今回は、 ProをLysに変え、さらにN端をアセチル化し C

端をアミド化したペプチドを合成し S4Kと名づけて解析した。

3 6 9 12 15 18 21 

ALRTFRVLRALKTISVIP GLK 

Ac-A L R T F R V L R A L K T 1 S V 1 K G L K -NH2 

S4A: 

S4K: 

【方法}

ミセルとして全重水素化ドデシルホスホコリン (d38) を用いた。ペプチドとミ

セルのモル比を 1: 5 0として、 25'C、 90%HzU、 10%DzU中において測定した。

NMR装置はvarianUNITY別OVA600を用いた。 NOESYスペクトルはジャンプ&

リターン法を用い、 25""200msの混合時間で測定した。なお、今回のジャンプ&

リターン法では、水ピークをPFGによってdephaseするパルスを組み込んだシーク

エンスを作成し使用した。

【結果と考察】

S4A、S4Kともに水中ではランダム構造であったが、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。 S4KもS4Aと同様に

αN(i， i+2)のNOEが多く見い出され、 310ヘリックスの特徴が見られた。 S4KとS4A

のアミドプロトンの化学シフトを比較すると下図のようになった。図では、 S4Kと

S4Aの化学シフトの差をプロットしである。アミノ酸配列の18番目がProからLys

に変異しているため、 Lys18のアミドプロトンはヘリックス形の水素結合を形成し

ていると考えられる。ここではVal16のアミドプロトンの化学シフト値の変化が大

きいことから、 Lys18とSer15の間で水素結合が生じていると考えられる。このこと

は310ヘリックス構造を支持している。また同様にN端をブロックしているアセチル

基もArg3と水素結合を形成していることが考えられる。今後、 NOE、H-D交換、

13Cカルボニルシフトの解析を進めていく予定である。
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3P50 NMRによる Aptotoxinの構造解析
(三菱化学生命研)0小林邦子、金載一、佐藤一紀、河野俊之

Structural Analysis of Aptotoxin by NMR 
Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

OKuniko Kobayashi， Jae-Il Kim， Kazuki Sato， and Toshiyuki Kohno 

Aptotoxins are insecticida1 peptides derived from a venom of the trap-door spider. Seven of 

nine toxins iso1ated from the venom cause flaccid para1ysis of insects and then these are 1ethal. 

But， the modes of action for these peptides are not known. 

Aptotoxin VII (Aps VII) is one of these toxins， and has six Cys residues which form three 

disu1fide bonds. In出isstudy， we have姐 alyzedconformation of Aps VII in aqueous so1ution. 

We have found that Aps VII has some s-strands. Its tertiary structure is under calc山

Aptotoxinは、カリフォルニアに生息するトタテグモの毒液由来のペプチドである。
このクモ毒から単離された 9種類のペプチドのうち 7種類が、昆虫に筋肉麻揮を起
こし、死に至らせることがわかっている。しかし、詳しい作用は未だ解明されてい
ない。

これらのペプチドのうちのひとつ、 AptotoxinVII (Aps VII) は32アミノ酸残基か

ら成る (Fig.l) 0 6個の Cysを持ち、それらが分子内で 3個のジスルフイド結合を
形成している。今回、我々はこの ApsVIIの構造解析を試みた。

実験は、 ApsVII を化学合成し、水溶液(軽水、及び重水)中での 2次元TOCSY、

NOESY、DQF-COSY 等を測定した。測定温度は 288K、298K、31 0 Kの

3種類である。併せて重水素置換の実験も行った。
常法に従って、プロトンシグナルの帰属を行った。そのシグナルパターンの解析

により、 ApsVIIはF鎖に富むという知見を得た。現在、立体構造の計算に着手して
しミる。

Aps VII WLG♀T.RVKEA CGPWEWP CC二SGLK♀DGSE♀J1PQ-OH

1 5 10 15 20 25 30 

Fig. 1. Primary structure of Aps VII 

キ}ワード :NMR、Aptotoxin、ペプチド、構造、ジスルフイド結合

Oこばやし くにこ、きむ じえいる、さとう かずき、こうの としゆき
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3P51 REDORによるEnkephalinの精密原子間距離

測定と三次元構造の構築

(姫路工大理)0西村勝之、 内藤晶、 辻暁、 斉藤肇

Three Dimensional Structure of Crystalline Enkephalin Based on Accurate Interatomic 

Distances by REDOR 

OKatuyuki Nishimura， Akira Naito， Satoru Tuzi， Hazime Saito， 

Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 

Interatomic distances for six kinds of 13C，15N doubly labeled Leu-enkephalin (Tyr-

Gly-Gl)トPhe-Leu)crystallized from MeOH/H20 solution were measured by using 

REDOR method to determine the three dimensional structure of enkephalin in the 

crystalline state. Interatomic distances were then converted into a set of the dihedral 

angles for the individual three amino acid residues， resulting in three dimensional 

structure of Leu-enkephalin. It was found that conformation of Leu-enkephalin thus 

obtained has quasi-extended form whose C and N termini are completely extended and 

the central portion is slightly bent. This structure is different from the s-bend form 

reported for the crystals prepared by a similar manner as previously demonstrated by 

X -ray diffraction. 

序論

我々はこれまでに13C、15N二重標識ペプチド試料にREDOR法を適用し、

schaefer1)、GarbowZ)らの取扱とは異なり、天然存在比の同位体からの磁気双極子相

互作用の寄与3)、隣接分子の標識同位体か.らの磁気双極子相互作用の寄与を考慮した

3スピン系の解析3)、およびπパルスの有限長効果4)等の検討を加え、 C-N原子間距離

が:::!::O.05Aの精度で決定できることを示して来たね)。さらにこの精密原子間距離情

報に基づいたペプチド主鎖の三次元構造決定のためのプロトコルを報告した九本報

告では種々の結晶多形構造におちいり易いenkephalinについて、原子間距離のみな

らず化学シフトのデ}タを加え、各アミノ酸残基における二面角の選択を行うより

有効なプロトコルと、 MeOH/HZO結晶中での主鎖の三次元構造を報告する。

固体高分解能NMR、REDOR、原子間距離測定、 enkephalin、三次元構造決定

にしむら かつゆき、ないとう あきら、つじ さとる、さいとう はじめ
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実験

異なる位置に13c、15N二重標識を行った6種類のLeu引 lk叩 halinを固相法で合成し

た。 [l-13C]Tyr-Gly-p5N]Gly-Phe-Leu (1)、Tyr-[l-13C]Gly-Gly-[15N]Phe-Leu (II)、 Tyr-

Gly-[l・13C]Gly-Phe-p5N]Leu (III)、Tyr-[15N]Gly-[l-13C]Gly-Phe-Leu (IV)、Tyr-Gly

[15 N]Gly-[ 1-13C]Phe-Leu(V)、 Tyr-[ 15N]Gly-[2 -13C]Gly-Phe-Leu(VI)の各々に対し100%お

よびこれらを30%に希釈した試料を調製した。図1に試料の標識位置を示す。

13C， 15N二重標識試料を以下の手順で合成した。まずそれぞれの標識アミノ酸を

Fmoc-OSuと反応させることにより Fmω化を行い、それらを用いてABI社のペプチド

合成機により固相法で合成した。さらにMeOH/H20により結品化を行い、微結晶を

得た。

13C-REDOR測定は三重共鳴プロ}プを用いてChemagnetics社製CMX-400型NMRス

ベクトロメータにより行った。 1H.13C.15Nの共鳴周波数はそれぞれ

400.16MHz，1 00.64MHz，40.5 5MHzであった。 15N核の照射にはOffresonace効果およ

びパルスのフリップ角のエラーを補償するXY4パルスシーケンスを用いた。 180
0

パルス長は13C，15N核についてそれぞれ10.8山，11.8μsで、あった。試料はそれぞれおよ

そ30mgを内径5mmゅの試料管中央部6mmの幅に詰めた。回転速度は付属の回転周波

数コントローラーにより 4000土3Hzに調節した。 NMR測定はREDORとFullechoの実

験を行い、データはT2の寄与を削除するために(Fullecho -REDOR)/REDOR屯 S/S0 

としてREDOR効果を解析した。全空間の寄与を考慮するため、センターバンドと全

てのおBの和をとり、 REDORの解析を行った九

/NFJZ下7/
IV 

Fig_l [13C，15N ] doubly labeled Leu-enkephalin. 

13C・Fullecho 13C-REDOR 

Lし

10 ー。 -5 10 10 -0 -5 -10 

Fig.2 13C_ REDOR and Full echo spectra of sample 1 at NcTr=20ms. 
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結果と考察

緩和時間の測定結果から、本結晶における分子運動はそれほど深刻でないことが

分かつた5)。標識位置が異なる各試料が常に同一のコンホメ}ションをとっているか

どうかは、等方的化学シフト値が一致するかどうかにより確認しため。図2に試料Iの

NcTr=20msでの13C-REDORとFull echoスベクトルを示す。二重標識試料は、結晶状

態では隣接分子中の標識同位体からの磁気双極子相互作用の寄与が無視できないた

め、各試料をそれぞれ100%、30O/<y希釈試料において測定し、無限希釈への外挿によっ

てその有無を確認しため。図3に試料Iの外挿直線を、図4にその外挿点とそれらの点

に最もよく一致するエコー強度変化の理論曲線を示す。これらの手順に従って一連

の試料の原子間距離を決定した。(表1)

Table 1 Int疋ratomicdistances determined by REDOR method. 

VI V IV III 11 sample 

4.60 5.60 5.40 5.10 3.61* 4.72 Extrapolated (A) 

* ObtaIned from undiluted sample .. 
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Fig.4 The best fit curve for AS/So values 

(infinitely diluted) of sample I. 
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Fig. 3 AS/So plot against 

concentration of sample I. 

次にこれらの原子間距離から既存の化学結合長、結合角を用いて、各アミノ酸残

基における二面角を求めた。図5に各試料の二面角依存性と二面角を決定した手順

を示す。まず試特IVの二面角図にωG!Y2=180
0

を適用し、 'PG!y2角を決定した。この

'PGly2を試料I、試料IVの二面角図に適用し、各々φ郎、 φαy3を決定した。次にφGly3

を試料IIのご面角ずに適用し、甲Gly3を決定した。さらに'PGly3を試料Vの二面角図に

適用し、さらにω'clY3=180
0 とすることで、φPheを決定することができた。最後にφh
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を試料IIIの二面角図に適用し、甲Pheを得た。また各段階で生じる複数の二面角の組

み合わせから、標識位置の13C化学シフト値と二次構造の相関関係を用いて可能な組

み合わせを選択した。こうして得られたペプチド主鎖の三次元構造を図6に示す。

このようにして得られたLeu-enkepahlinは、 X線回折により報告されているs-bend

formと異なる立体構造をとっていることが分かつた。すなわちC、N末端ともに完全

なextendedformにであるのに対して、 Gly3周辺ではわずかにbendした構造をしてい

る。この構造は分子内水素結合をとる代わりに、 s-bendformとextendedformの中間

に位置する立体構造で、分子間水素結合によって安定化された構造である。これは

ペプチドのような小分子においては、同じ結晶化条件であっても多数の結品形が存

在し得ることを示している。また多数の多形構造の識別を含めNMR法による構造決

定は極めて有用であることを示している。

I
 

I
 

I
 

Fig.5 A procedure for determing the dihedral angles based on interatomic distances. 

/i--

d 

Fig.6 Three dimensional structure of enkephalin determined by REDOR. 
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4) A. Naito， K. Nishimura， S. Kimura， S.Tuzi， N.Yasuoka， M. Aida， and H. Saito.， J.Phys. 

Chem.，lOO，l5005(1996) 

5) A. Naito， M. Kamihira， K. Nishimura， S.Tuzi， H. Saito.， Peptide chemistn445 ，(1996) 

6) A. Naito， M. Kamihira， S.Tuzi， and H. Saito.， J.Phys. Che~9 ， 12041(1995) 
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3P52 ヒトカルシトニンのC末端部のNMRによる構造解析

(日本チパガイギー(株)、国際科学研究所)

0田 栄浩、金折賢治、高島浩幸、野坂篤子

Structural characterization of the C-terminal part of human 

calcitonin bv proton NMR spectroscopv 

International Research Laboratories. Ciba-Geiqv Japan Ltd. 

OY.H. Jeon. Kenii Kanaori. Hirovuki Takashima. Atsuko Y.Nosaka 

f要約1 The solution structure of C田 terminalpart of human calcitonin (hCT) was 

investiqated bv 1H NMR spectroscopv. The temperature coefficients of the amide 

proton siqnals and the analvsis of exchanqe of amide protons with deuterium in 

020 and 60% OP/40% trifluoroethanol (TFE) solutions suqqest that the C幽

terminal part of hCγactuallv takes a definite secondarv structure. Based on the 

NOE distance information. the three dimensional structure of hCT was elucidated 

in 60% water/40%γFE solution. The results indicate that a sharp turn structure is 

present fromThr25 throuh the C-terminus. 

I序論l ヒトカルシトニン (hCT)は32アミノ酸残基からなるべプチドホルモンで、カ

ルシウムーリン代謝に重要な役割を果たしているの水溶液中では特定の構造を取ら

ないが、 Trifluoroethanol(TFE)等の有機溶媒中ではしeu9からPhe22までαヘリック

ス構造を取ることが知られている1ηhCT は溶液中で容易に会合し不溶性の繊維と

して沈殿する n 前回報告したように繊維化過程においては、分子の会合はN末端と

中央部領域から始まり、 C末端は会合の初期段階には関与しない2-tこれは、 C末

端部が分子間相互作用しにくいような構造をとっているためではないかと推測され

るの今回、我々は、 hCTのアミドプロトンの温度係数と重水および60%020/

40%TFE溶液中でのアミドプロトンのH-O交換速度を観測して両溶媒中でC末端が

特定の構造を取っていることを確認したn さらに、 NOEによる距離情報に基づいて

60%水/40%TFE溶液中でのhCTのC末端部分の立体構造を求めることを試みたの

I実験1 hCTは化学合成したものを用いた()NMR測定にはBrukerAMX・600 を使用

したの重水と60%020/40%TFE溶液中でのhC丁のアミドプロトンのHーD交換速度の

測定は283K(pH2.8)で・行ったn 両溶媒中でアミドプロトンの化学シフト値の温度変

化を (283K・313K) 観測し、温度係数を求めた() 60%H20/40%TFE溶液中での

1H_1H NOESYスペクトルを283Kで測定し、その距離情報に基づいて、 Oistance

キーワード: ヒトカルシトニン、繊維化、 HーD交換、温度係数

でんよんほう、かなおり けんじ、 たかしま ひろゆき、 のさか あっこ
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Geometry法で、構造計算を行ったn 計算にはプログラムDIANA(version1.1)を使用し

たの

また、両溶媒中での繊維化に伴うシグナルの変化を観測し繊維化過程を比較したの

I結果と考察1重水と60%D20/40%TFE溶液中でのhCTのアミドプロトンのHーD

交換は、ランダムな構造であると予測されていたC末端部分の方がN末端部友ぴ、

中央部のヘリックス領域のものより遅いことが明らかになったn 交換が特に遅い残

基は、水溶液中ではIle27.Gly28. Va129. Gly30で、あり、 60%D20/40%TFE溶液中で

はThr25.Ile27. Va129. Gly30. Ala31で、両溶媒でほぼ同じ領域であったのまた、こ

の領域のアミドプロトンの温度係数はヘリックス構造を取る中央部領域(しeu9・

Phe22)のアミドプロトンと同様な値を示したのこれらの実験結果は、 C末端部のア

ミドプロトンが水素結合に関与しているかあるいは溶媒の重水素と交換しにくいよ

うな特定の構造を取っていることを示唆しているの

さらに詳細な構造を調べるために60%H20/40%TFE溶液中でlH_1HNOESYを測定し

たの NOESYから得られた距離情報を基に構造計算を行った結果、 Thr25からAla31

のC末端領域がシャープなターン構造を形成していることが明らかになったの全距

離情報289個のうち44個がこのC末端(Gln24・Ala31)領域の残基から得られたの c末

端部分を中心に15個の最適構造を重ね合わせた場合、その主鎖のRMSDは、 2.0Aだっ

たの

以上の結果からhCTのC末端領域が水溶液友ぴ60%H20/40%TFE溶液中で特定の構

造を取っていることが明らかになったわ hCTの繊維化は中央部の両親媒性のαヘリッ

クスの疎水部問の相互作用により進行すると考えられている n 分子の会合に伴い、

N末端と中央部のシグナルの線幅は広くなりやがて観測できなくなるがC末端部の

シグナルは両者に比べて遅くまで観測可能である n これはおそらく c末端部がター

ン構造を形成しているためこの部分の分子聞の相互作用が妨げられるためであると

考えられるの

I文献l

(1) Doi. M.. Yamanaka. Y.. Kobayashi.Y.. Kyoqoku. Y.. Talくimoto.M.. & Goda. K. 

(1990) Peptides: Chemistry. Structure & Bioloqy. 11 th Proc.Am.Pept.Symp.. July9-

14. 1989. しa Jolla. CACHivier. J.E.. & Marshall. G.R.. Eds.) pp165-167. 

ESCOM.Leiden. The 、、~etherlands. 
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3P53 金属イオンによって誘起される膜蛋白質の高次構造変化;固体高分

解能NMRによる解析

(姫路工大理)0辻暁、内藤晶、斉藤肇

Conformational Change of Membrane Protein Induced by Meta1 lon 
Binding; High-resolution Solid-state NMR Study 
Dep紅伽lentof Life Science， Him吋iInstitute ofTechnology 
OSatoru Tuzi， Akira Naito組 dHazime Saito 

We have recorded 13C NMR spec汀aof [3-13C]Ala-labelled bacteriorhodopsin (bR) in 
biomembrane by binding with different創nountof meta1 cations， to examine how conformation 
姐 ddyn創国csof the membrane protein vary with meta1 ion binding. The conf<_?rmational 
changes observed for a deionized blue membrane and those observed during Ca"+ ti岡山n
suggest血epresence of more th組 onespecific binding sites of divalent cation in白eprotein. 

Conformational exchanges between U'I批 lix，l∞pand random coil induced by cation binding 
suggest that the changes occur mai凶yin the vicinity of membrane surface， and the cation 
binding sites should be located near the membrane surface. 

序論

生体膜中に存在し、信号受容、伝達、ポンプ機能等を担う膜貫通型蛋白質は、生

体内において重要な役割をはたしているが、脂質一蛋白質複合体として有効分子量

が大きく、また良質の三次元結晶をえることが難しいため、 X線構造解析、溶液多次

元NMRによる高次構造解析は容易でない。国体高分解能NMRを用いることで、これ

らの難点にかかわらず、生理状態に近い生体膜中における膜蛋白質の構造を解析し、

さらにダイナミックスに関する情報を得ることができる。我々はこれまでに国体高

分解能13C NMRを用い、膜貫通型光プロトンポンプ蛋白質パクテリオロドプシンの

生体膜中における高次構造の帰属と解析を行い、生理的条件に近い条件下における

パクテリオロドプシンの高次構造とダイナミックス、また、懸濁液組成、温度、水
分含量等の環境条件による構造への影響を解析しうることを示してきた。 1-4 ここ

では、二価金属イオンが生体膜中のパクテリオロドプシンの動的構造に与える影響

を固体高分解能13C NMRによって解析し、膜蛋白質の生理条件下における高次構造

と運動性に対する金属イオンの寄与を考察した。

パクテリオロドプシンは高度好塩菌 (Halobacteriumsalinaバum)の紫膜に含まれる

光プロトンポンプ蛋白質で、膜を貫通する 7本のα-ヘリックスとヘリックスを結

ぶ膜外のループ構造からなり、生体中で蛋白質:脂質の重量比3: 1の組成を持つ

蛋白質二次元結品に近い紫膜の状態で存在する。蛋白質、蛋白質中に共有結合して

いるレチナール分子および脂質分子の一部の低温下も2680C)における立体構造は

Hendersonらによる低温電子顕微鏡による研究で報告されているが宝、蛋白質または脂

質に結合し、パクテリオロドプシンの機能に影響を与えることが知られている二価

カチオンの結合部位および構造に対する影響については明確な知見が得られていな

い。二価カチオンの除去によりパクテリオロドプシンの吸収極大は568 nmからω4
m に移り、光プロトンポンプ活性を持たない青膜となる。このような変化を引き起

こす機構として、蛋白質内の高親和性サイトへのこ価カチオンの結合による蛋白質

固体高分解能NMR、膜蛋白質、高次構造、金属イオン、パクテリオロドプシン

つじ さとる、 ないとう あきら、 さいとう はじめ
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の高次構造変化、または負電荷を持つ膜表面への二価カチオンの結合による紫膜表

面のpl礎化が考えられている。ここでは固体高分解能13C NMRを用い、二価カチオ

ンの結合の有無による蛋白質の構造とダイナミックスの変化および二価カチオンの

結合部位を解析した。

実験
βC標識パクテリオロドプシンは[3_13C]アラニンを含む合成培地中で培養した高度

好塩菌より遠心分離により紫膜を分離精製して得た。

二価カチオンを含まない青膜は紫膜を純水中に懸濁し、イオン交換樹脂(Dowex-

50W-X8) により処理して得た。得られた青膜へのこ価カチオンの付加は懸濁液中に

1 mMCaCIzまたはMnC12を添加するととで行った。

NMR測定は標識紫膜懸濁液 (5mMHEPES， 10 mM NaCl， 0.025 9も(w/v)Na~ ， pH7.0 
)または標識青膜懸濁液(純水)より遠心沈殿したペレットを試料として200C、遮

光下で行った。測定方法として、 CP-MAS法、 DD-MAS(single pulse excitation Dipolar 

Decoupled-MAS獄を用い、 13C核のT1測定はTorchiaの方法で行った。

CP-MAS 

μx>pαU-helixαI-helix 

-一一16.4ppm 
15.8 ppm 

Iぷ悶pαlI-helix αI-helix 
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-
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mA 
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(10 equivalents) 

寄。

Fig.l CP-MAS組 dDD-MAS NMR spec回 ofL3-13CJAla-labeled bacteriorhodopsin in th巴 t

purple membrane， deionized blue membrane and blue membrane treated with 10 eq凶valentsof Ca"・
結果

Fig.lに紫膜、青膜および、10当量のCa2+を結合した青膜中のアラニン側鎖メチル炭

素のCP-MASおよび~D-MASスペクトルを示す。紫膜の信号上に帰属されているこ次
構造に対応する信号の位置を示す。 CP-MASスペクトルより、二価カチオンの除去に

より膜貫通ヘリックスの主要部分を占める αn ヘリックスの信号(紫膜:16.0およ

び16.4ppm)は15.8および16.2ppmにシフトするとともに高磁場側ピークの信号強度
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増大を示す。また、紫膜では
16.9， 17.3および、17.8ppmに三

本見られるループ部位の信号
は16.9 ppmの単一の信号とな
る。同様の変化はDD-MASス
ペクトルにおいても観測され、

二価カチオン除去は膜貫通ヘ
リックスと膜外ループ部位の
双方に構造変化を誘起するこ
とがわかる。青膜へのCa2

+の
添加により、信号は紫膜の線
形に近づくが、 CP-MAS，DD-

MASとも15.9-16.0ppmの信号
は再生しない。

Table 1に示すように青膜の

CP-MASスペクトルで観測さ
れる16.9 ppmの信号は紫膜の

対応する信号に比べT1cは等し
いが交差緩和時間および回転

系のスピン格子緩和時間T1f
が長く、遅い揺らぎが大きい
ことがわかる。

Fig.2、3は異なる当量の

Ca
2+を結合した膜のDD-MAS

スペクトルの聞の差スベク
トルを示す(Fig.2: 0当量一
1当量、 Fig.3: 1当量-3当

量) 0 3当量以上のCa2+結合

によるスペクトル変化は見
られなかった。 1当量のCa2+

結合により、 15.7 ppmのαE
ーヘリックスと16.8ppmのラ

ンダムコイルが減り、 17.2

ppmのループ構造が増える。

l当量から 3当量の結合量
増加による変化は 0"'1当

量の変化と異なり、主に αE
-ヘリックス構造 (15.8ppm 

)の減少とランダムコイル
(17.0 ppm) 、αEーへリッ

クス (16.5 ppm)とループ構

造 (17.5ppm) の増加として
現われる。同様の傾向の線
形変化がCP-MASスペクトル
でも観測される。

16.8ppm 

A) Blue membrane 

B) Blue membrane + 
1 equivalent of Ca2+ 

Difference spec廿um(A-B) 

22.0 20.0 18.0 16.0 14.0 12.0 10.0 

PPIη 

Fig. 2 13C DDMAS NMR spectra of f3-
13
ClAla labelled bacterio-

rhodopsin in the blue meIllbrane (A) and blue membrane treated 
with one equivalent of Clt"'"(B)， and difference spectrum between 
Aand B. 

17.0ppml 
陥 16.5ppm

15.8ppm 

A) Blue membrane + 
1 equivalent of ul+ 

B) Blue membrane + O~ 
3 equivalents of Ca. 

Difference spectrum (A-B) 

22.0 20.0 18.0 16.0 14.0 12.0 10.0 

円
ppm

13 Fig.3
品

TDDMAS NMR sp問国off3・ClAlalabelled bact問。
h

rhodopsin in the blue memtrane trl回 tedwith one equivalent of Ca
T 

組 d伽問問凶valentsof d+(B)， and difference s戸C加 mbetween 
Aand B. 
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二価カチオンとして常

磁性を持つ地2+を付加し

た場合、 Fig.1のスペクト

ルと比較して 1当量では

αIIーヘリックス部位(
15.8・16.5ppm)および、ラン

ダムコイルまたはループ

部位 (16ふ 17.1 ppm) に

主な信号の減少が見られ

るのに対し、 3当量の付加

ではランダムコイル(

16.9 ppm)の信号に非常

に大きい減少が見られる。

Table 1: Relaxation Parameters of bR in the Purple Membrane 
m，d Deionized Blue Membrane 

che宜ucalshitts (ppm) 
17.2 16.9 16.5 16.3 15.U 

pu叩定百embrane

T1c (s) 0.38 
TCH (ms) 0.13 
T1pH (ms) 6.5 

Blue membrane 

0.55 
0.12 
5.9 

0.59 
0.12 
7.4 

T1c (s) 
TCH(ms) 
T1pH (ms) 

司，
B

ζ

J
今

3

5
4
3
 

Aυ
凸
U

A斗

0.51 0.43 
0.12 0.10 
4.9 4.6 

考察

紫膜からこ価カチオンを除去することによる吸収極大波長の長波長シフトに対応

して、 NMRスペクトル(Fig.l)より立体構造上は白，.8l1IDのシフトを持つ αEーヘリッ

クス構造および表面近傍のループ、ランダムコイルに主な構造変化があることがわ

かる。特に、 CP-MASスペクトルで青膜に特徴的な16.9ppmの信号は大きな揺らぎを

示唆する緩和パラメータを示し (Table 1)、紫膜に無い新たなランダムコイル部位

の生成を示している。青膜に10当量のCa2+を添加したときに15.9ppmの信号がHEPES

緩衝溶液 (pH7)中の紫膜の信号強度を再現しない点は、純水に懸濁した青膜の表面

pHが低い(<pH4) ことによるC末端近傍の構造変化によると考えられる(講演1P65

参照) 0 Ca2
+による滴定と差スペクトルによる構造変化の解析は、 3当量以下の低

いcaみ結合量でのみ蛋白質高次構造変化があることを示し、蛋白質中の特定サイトへ

のこ価カチオン結合とその高次構造維持への関与を示している。 1当量のCa2+結合に

よる αEーヘリックス、ランダムコイルからループ構造への変化は構造変化が膜表面

近傍で起きていることを示す。地み滴定は二価カチオン結合部位がαEーヘリックス

構造付近であることを示すことを考慮すると、結合サイトはαEーヘリックスの膜表

面近傍と考えられる。 1-3当量のCa2+結合による構造変化は表面部位における αEーヘ

リックスからループ、ランダムコイルへの変化と αEーヘリックス聞の構造変化を含
む。 1当量の結合時と異なる構造変化は蛋白質中に複数の結合サイトが存在すること

を示唆している。また陥みの結合による信号変化は二価カチオン結合サイトの一部

がC末端部位にがあることを示している。

ここで観測されたような金属イオンの結合によるパクテリオロドプシンの大きな

高次構造変化とその固体NMRスペクトルへの影響は、膜蛋白質の生理的状態におけ

る高次構造維持に金属イオンが重要に寄与をしている可能性と、固体NMRによる金

属イオン結合と高次構造変化の様式の詳細で容易な解析が可能であることを示して
いる。

1) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Eur. J. Biochem.， 218， 837-844 (1993) 
2) S. Tuzi， A. NaiぬandH. Saito， Biochemistry， 33， 15046-15052 (1994) 
3) S. Tuzi， S. Yamaguchi， A. Naiω， R. Needleman， J. K. Lanyi， and H. Saito， Biochemis位y，
35，7520-7527 (1併話)
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3P54 NMRによるショウジョウパエSxl蛋白質問A結合ドメイン
の高次構造とRNA認識機構の解明
( 1東大・理， 2理研・細胞情報伝達， 3神戸大・理， 4京大・理、 5東京都立

大・理、 6千葉工大・工)0武藤 裕 l，井上真 I，伊藤拓宏 l，武田佳宏 l，金

仁実 l，智勝雄 l、渡部 暁 I，北村綾 I，木川隆則 2，坂本博3，志村令郎 4，甲斐荘正恒

5，小野晶 5，細野和美 6，高久洋6，横山茂之1

NMR Analysis of the Interaction between an RNA -BindiQg domain of the 
Sxl Protein and Target RNA Molecules 

(1 Department of Biophysics ~d Bi∞hemistry， Graduat巴Schoolof S.cience， University of Tokyo，2Cellular 
Signaling Laboratory RIK耳N，JFaculty of Science， Kobe Universitあ崎Dep副 mentof Biophysics， Faculty of 
gci叩民 Kyo凶印刷 川町朗tofChemi叫 Facultyof Sci即日向oMetropolitan University， 
Chiba 1nstitute of 1i巴chnology)

OY. Muto1， M. 1noue 1， T. 1to1， Y. 11法国a1，1. Kim 1， S. Chi 1， S. V.匂tanabe1， A. Kitamura 1， T.Kagawa2 ， 
4 A f'¥.__5 ....... T.J"_!____5 U T_T_____6 TT ""_1._1__.6 H.SakamotoJ，Y. Shimura'" A.Ono"'， M. Kainoso"'， K. Hosonou

， H. Takakuu & Shigeyuki Yokoyama 

ABSTRACT:百leSex-lethal (Sxl) protein from Drosophila melanogaster has two RNA-

binding domains (RBDs). By replacement of Phe166 by乃r，we constructed a highly soluble 

mutant， which exhibits the same RNA-binding prope凶esas those of the wild type. B y using 

this mutant protein， we performed NMR measurements， and elucidated the secondary structure 

of Sxl RBDl. The sαs-μ s folding pat蜘 isconserved in Sxl RBD 1 as in other 

reported RBD structures. On the other hand， Sxl RBDl has an lle residue at the second 

position of RNP2， which is generally occupied by an aromatic amino acid residue in RBDs and 

suggested to be involved in their RNA binding. Furthermore， the loop region between s 2 and 

s 3 of Sxl RBD 1 exceptionally has a cluster of aromatic amino acid residues， in place of白

normal basic amino acid cluster. In contrast， the second RBD of Sxl does not exhibit these 

characteristic features. 

[序] ショウジヨウパエの性決定に関与するSxl蛋白質は， RNA binding domain侭BD)をタン

デムに二つもつRNA結合蛋白質であり ，tra遺伝子のpre・mRNAのオールタナテイブスプライシ

ングを調節し，ショウジヨウパエの性決定を行なっている.RBDをタンデムに 3つもつU2
auxiliary factor (U2A町と呼ばれる蛋白性因子とSxl蛋白質は、ポリウリジンを含むほぽ共通の核

酸配列を認識する。これらの蛋白質が、役割分担を行っている現象は、オールタナテイブスプ

ライシングによる生体機能の制御を明らかにする上で非常に興味深い問題である.本研究では、

Sxl蛋白質のタンデムに繋がったRBD分子によるRNA分子の認識を明らかにするため， RBDI-
RBIIについてNMR法による構造解析を試みた.

[実験] (1) NMR法による構造解析:悶DIIについては，すでにその高次構造が明らかにさ

れている(1 )問DIの構造解析のために変異体問DIを用いてNMR法による構造解析をおこ

なった.解析のために15N安定同位体標識を行った試料を変異体問DIおよび変異体問DI-RBDII

について作製した.測定は， Bruker社製 AMX・600を用いて，測定温度 250 Cで行った. (2) 
選択的15N標識したウリジンの作製:結合配列は ポリウリジンを含む配列であり，シグナル

の帰属のために3_15N標識したウリジンのアミダイトユニットを Xavierらの方法によって作製し

た.このウリジンユニットを用いることにより，位置特異的に15N標識した，結合配91J(GUgC)

を作製した.

[結果および考察].阻DIの高次構造:阻DIの高次構造は，問DIIと類似しており，四本の β

Key Words : Altemative splicing， Sxl protein， NMR， SPR， RNA binding domain 
むとう ゆたか.いのうえ まこと，いとう たくひろ，たけだ よしひろ.キム インシル.ジ スーウンスク，わたなべ さとる.

きたむら あや，きがわたかのり，さかもと ひろし，しむら よしろう.かいのしょう まさつね.おのあきら. Iまそのかず
み，たかく ひろし，よこやま しげゆき
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a1iphatic 99 11 

aromatic 0 83 

b出 ic 0 1 

acidic 0 0 

neutral 1 3 

small 0 1 

Tablel: Amino acid types (%) in theRNP2 (A) and loop 3& RNPl (B) regions of 161 RBDs 

homologous to RBDl or RBD2. Amino acid categorization: aliphatic (A， V， L， !， and M)， aromatic (F， 

Y，釦dW)， basic (K and R)， acidic (D and E)， neutral (S， T， C， N， Q， and H)， and small (G and P). Non-

consensus amino acid residues ofRBDl are shown in open letters. The highest percentage for閲 ch

residue is indicated in bold letters. 

normal 

[3-15N]U 

[3-15N]U2 

[3-15N]U3 

[3・15N]U4

[3-15N]U5 

[3-15N]U6 

[3・15N]U7

[3-15N]U8 

_jLJν し_____./

13 12 11 10 
Chemical Shift (ppm) 

Figure 1: The imino proton regions of th巴600-MHz

proton NMR spec甘aof a series of GUUUUUUUUC 

samples， with and without a site-specific substitution 

of [3-15N]uridine in the complex， with the mutant 

RBDI-RBD2. The observed doublet signals are 

indicated with asterisks. 

ストランドによって構成される逆平行pシート

構造を二本の αヘリックスが裏打ちしている構

造をとることがわかった.しかし，アミノ酸構

成をみるとRBDIは，従来から知られている

RBDとは，異なるいくつかの特徴をもっ.一般

にRBDは， RNP1，RNP2と呼ばれる共通配列(そ

れぞれ3番目と l番目のpストランドに対応す

る)を持ち， RBDIIは，この特徴を備えている

のに士すして， RBDIは， RNPl， RNP2にあたる音~

分の保存が悪いことがわかる(Table1). とくに

RNA分子との認識に重要であると考えられる

RNP2の芳香族アミノ酸がI1e残基に置換してい

る.また，一般にRBDでは， 2番目と 3番目の

pストランドをつなぐループ部分に荷電を持っ

たアミノ酸がよく現れるのに対して， RBDIでは，この部分に芳香族アミノ酸が富んでいること

がわかる.結合したRNAのイミノプロトンの帰属:野生型RBDI-RBDIIに結合配列であるGUgC

を加えるとタンパク質との聞に形成された水素結合に由来すると思われるイミノプロトンのシ

グナルが観察されることが報告されている(2). われわれが解析に用いた変異体RBDI-RBDIIも同

じイミノプロトンのシグナルを観測することができ，野生型と変異体の間で同様のRNA認識機

構をもつことがわかった.このイミノプロトンのシグナルの帰属を行うために選択的に 15N標

識を行ったウリジンを含む結合配列を合成してイミノプロトンの帰属を行ったところ，2， 3， 

6， 7番目のウリジンのイミノプロトンが水素結合の形成に関与していることが明らかになっ

た(Figure1). 以前われわれは， RBDI1単独の場合には，ポリウリジン配列に対して，一義的な

結合配置に固定されていないことを示しているが， RBDI-RBDI1では，ポリウリジンを含む配列

に対して特異的な結合が形成されていることが明らかになった.

[参考文献]

(1)Lee， A. L. et al siochemistry33 ， 13775-13786 (1994) 

(2)Kan紛れ R.et al. EMsOJoumaJ 14，4530-4539 (1995) 
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3P55 Raf-lの Ras結合ドメインと Rasの相互作用の研究

0寺田透 1J，伊藤隆三白水美香子 l，木川隆則 l，柴田武

彦 3，Jonathan A. Cooper4， Brian O. Smith5， Emest D. Laue5，横山

茂之 1，2

1理研・細胞情報伝達， 2東大・院・理， 3理研・遺伝生化学， 4Pred 

Hutchinson Cancer Research Center， 5University of Cambridge. 

An NMR  study on the interaction between Ras-binding domain of Raf-l 

(Raf-RBD) and Ras 

OTohru Terada1
•
2, Yutak:a Ito3， Mikak:o Shirouzu1， Tak:anori Kigawa1， Tak:ehiko Shibata3， 

Jonathan A. Cooper4， Brian O. Smith5， Emest D. Laue5， and Shigeyuki Yokoyama1，2 

ICellular Signaling Laboratory， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 2・1

Hirosawa， Wak:o-shi， Saitama 351・01，Japan. 2Department of Biophysics and Biochemistry， 

Graduate Scool of Science， University of Tokyo， 7-3-1 Hongo， Bunkyo・ku，Tokyo 113， Japan. 

3Laboratory of Cellular and Molecular Biology， The Institute of Physical and Chemical 

Research (RIKEN)， 2-1 Hirosawa， Wak:o-shi， Saitama 351・01，J apan. 4pred Hutchinson Cancer 

Research Center， 1124 Columbia Street， Seattle， WA 98104， U. S. A. 5Cambridge Center of 

Molecular Recognition， Department of Biochemistry， University of Cambridge， Tennis Court 

Road， Cambridge， CB2 lQW， U. K. 

It has been shown that Glu31 of Ras is important for the signal・transducingactivity of 

Ras2). Recent studies have shown that Ras exhibits 67-fold tighter binding to Raf・RBDthan 

RaplA， and in the crystal structure of the Raf-RBDlRaplA (E30D/K31E) complex， Glu31 of 

the RaplA mutant forms a tight salt bridge with Lys84 of Raf-RBD， which is not involved in 

the complex formation in the crystal structure of the Raf-RBDlRaplA (wild-type) complex3)，4). 

In the present study， we examined backbone chemical shift perturbation of Raf・RBDupon 

introduction of the complement紅 ymutation D30E厄31Kinto Ras. The largest perturbation was 

observed for Val88 of Raf-RBD， which suggests that the hydrophobic interaction between Raf-

RBD and Ras is affected by the mutation. 

chemical shift perturbation， interaction surface， Ras-binding domain， Raf， Ras. 

てらだ とおる，いとう ゆたか，しろうずみかこ，きがわたかのり，し

ばたたけひこ，じよなさんえい くーばー，ぶらいあんおう すみす，

あーねすとでいー らうえ，よこやま しげゆき.
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原癌遺伝子産物である Raf-lは，分子量 74kDaのserine/threoninekinase 

で，低分子量 GTP結合タンパク質 Rasのターゲットであり， GTP結合型の Ras

に特異的に結合して活性化される.Raf・1のN末端付近，アミノ酸残基 51----1

3 1番の領域は，単独で GTP依存的に Rasと結合することが知られており， Ras 

結合ドメイン (Ras・bindingdomain， Raf-RBD) と呼ばれている.Raf-RBDの立体

構造は既に NMR法により決定されており， GTP結合型の Rasを加えていくと

Raf-RBDのシグナルがブロードニングを起こすことから， 'Rasとの interaction

surfaceが報告されている 1)

RaplAはK-Rasによる細胞のトランスフォーメーションを抑制するもの

としてクローニングされた Rasのホモログである.これは高い相同性にもかか

わらず， Rafと結合できるけれども活性化できないことが知られている. Rasと

RaplAではターゲットとの相互作用に重要とされる effectorregion (アミノ酸残

基 32----40番)の残基は完全に保存されているが，その周辺にはいくつか保

存されていない残基が存在する.これらの残基のうち， 3 1番は Ras型(Glu)

から RaplA型 (Lys) に置換すると Rasが RaplA様の活性，すなわち Rasのシ

グナル伝達経路を抑制する活性を示すようになることから注目されてきた 2) 最

近になって， Rasの RaιRBDに対する親和性は RaplAより 67倍強いこと，

Raf-RBDと30，3 1番を Ras型に置換した RaplAの変異体との複合体の結晶

構造中には，野生型との複合体では RaplAと分子間相互作用をしていなかった

Raf-RBDのLys84とRaplA変異体の Glu31との聞に静電相互作用が形成されて

いることが明らかになった.ここから RasとRaf白 RBDの相互作用じおいても，

RasのGlu31とRaf-RBDのLys84の間の静電引力が重要であることが示唆され

ため， 4) 本研究では，野生型およびD30EA31K変異体 Rasとの複合体における

Raf-RBDの主鎖の帰属を行い，両者の聞のケミカルシフト差から， RasにRaplA

型残基を導入したときに複合体の構造に与える影響を解析した.

【方法】

2即 15N，2町 13C/15N標識された Raf-RBDおよび非標識の Ras(wild-type)， 

Ras (D30E厄31K)を精製し， Raf-RBDlRas (wild-type)のサンプルはモル比で 1: 1， 

Raf-RBDlRas (D30E厄31K)のサンプルは， Ras (D30EA31K)のRaf-RBDに対する

親和性がやや弱いために，モル比で 1: 1.5で混合し NMRを測定した.Raf-RBD 

の主鎖の帰属には 3DHNCA， 3D HN(CO)CA， 3D 15N閉 editedNOESY， 3D 15N/15N_ 

separated NOESYスペクトルを用いた.Raf-RBDlRas (wild-type)とRaf-RBDlRas

(D30E厄31K)の主鎖のアミドプロトンおよびアミド窒素のケミカルシフト差か

らRasの変異による Raf-RBDとRasの複合体の構造変化を考察した.
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【結果・考察】

Raf-RBDlRas (wild-type)と Raf-RBDlRas(D30E厄31K)の主鎖のケミカル

シフトの比較の結果， Raf-RBDの Val88に大きなケミカルシフト差が観察され

た.Val88は Rasとの結合に伴うケミカルシフトの変化の大きさと Raf-RBDと

RaplAの複合体の結晶構造から interactionsurfaceに含まれていると考えられて

いるが， Val88以外の分子間相互作用を担っていると考えられる残基 Asn64，

Gln66， Thr68， Val69およびArg89には，大きなケミカルシフト差は観察されなか

った. Raf-RBDとRaplAの結晶構造によれば，分子間相互作用は立体構造上2

つの領域に分けられることが知られている.1つは RaplAのlle36，Glu37， Asp38， 

Ser39およびArg41とRaf-RBDのAsn64，Gln66， Arg67， Thr68， Val69およびArg89

の聞の水素結合を介した相互作用(領域1)で，もう 1つは RaplAのVal21，lle27 

およびVal29とRaf-RBDのVal88の聞の疎水的相互作用(領域 11)である 3) こ

こから Raf-RBDのLys84とRas変異体の Lys31の反発によって領域Hの相互作

用が影響を受けたと考えられた Ras(D30E厄31K)はRaf.・1活性化能が顕著に低

下していることから，領域Eの相互作用がRaf-l活性化に重要であることが示唆

された.

【参考文献】

1) Emerson， S. et al. (1995) Biochemistry 34，6911-6918. 

2) Shirouzu，島1.et al. (1992) Oncogeneス475-480.

3) Nassar， N. et al. (1995) Nature 375， 554・560.

4) Nassar， N. et al. (1996) N，αture Struct. Biol. 3，723-729. 
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3P56 原がん遺伝子産物 c-MybとDNAとの複合体の動的構造

(横浜市大・院総合理1，理研・筑波LS 2，生物分子工学研3)

O佐々木元子1，緒方一博I，2，黒田仁志1，中沢賢ーに

中村春木3，皿井明倫Z，石井俊輔ヘ西村善文

Backbone Dynamics of Myb-DNA Complex 

(lGraduate School of Integrated Science，Yokohama City University， 2Tukuba 

Life Science Center，Institute of Physical and Chemical Research， 3siomolecular 

Engineering Research Institute) 
Motoko Sasaki1， Kazuhiro Ogata1，2， Hitoshi Kuroda1， Kenichi Nakazawa1， Haruki 

Nakamura3， Akinori Sarai2， Shunsuke Ishii2， Yoshifumi Nishimura1 

A protooncogene product， c-Myb ，which is a transcription regulator in the 

myeloid lineage， can bind specifically to DNA wi th the consensus sequence AACxG. 

The DNA-binding domain of c-Myb consists of three imperfect tandem repeats 

of 52 residues (Rl， R2， R3). The solution structure of the free and DNA bound form 

of R2R3 have been solved. Interestingly， only R2 in the free state is fluctuating. 

Here， we have examined the backbone dynamics of R2R3-DNA complex(T1， T2， T1ρ 
and lH-15N steady-state NOE). The reduction of the conformational fluctuation 

of R2 was observed on specific DNA binding. For the stabili ty-function 

relationship， it is concluded that the packing of hydrophobic side-chains of 

R2 is optimized not in the free state， but in the DNA-complexed form. 

[はじめに]

原がん遺伝子c-mybの遺伝子産物 (c-Myb)は核タンパク質で， DNA 

に配列特異的に結合し，転写を調節する. c -My bは未分化の造血系細胞で発現

しており，分化に伴いその発現がなくなることから，造血系の未分化状態維持に関

与している可能性がある.そのDNA結合領域は 3つのリピート (Rl，R2， 

R 3)からなっており，塩基の特異的認識にはR2とR3の両方が必須である.各々

のリピートはヘリックス・ターン・ヘリックス変異体構造をもっ類似した立体構造

をとっている 1)-3) しかし熱力学的にはR2がR1， R 3に比べて不安定で，

NMRの緩和データは構造変換を伴う揺らぎの存在を示している 4) 立体構造解析

原がん遺伝子産物， c-Myb， DNA結合領域，複合体，動的構造

ささきもとこ，おがたかずひろ，くろだひとし，なかざわけんいち，

なかむらはるき，さらいあきのり，いしいしゅんすけ，にしむらよしふみ

つ白
内

J
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の結果から，この構造的な揺らぎは， R2の疎水性コア内に存在するキャピティが

原因であると考えられた.

また，キャピティを埋めた変異タンパク質問R3(V103L)を作製したところ，野生

型(R2R3WT)に比べ明らかに高い熱安定性を示し，構造変換を伴う揺らぎも抑えられ

ていた 5) このことは熱安定性と構造変換を伴う揺らぎ，さらに疎水性コア内部の

キャピティの存在との聞に相闘があることを示している.

次に， R2R3WTとR2R3(V103L)のDNAに対する特異的な結合能を比較したところ，

R2R3 (V103L)では解離定数が約3倍増加していた5) また， c-My bの標的遺伝子

の一つで、ある c-mycのプロモーターを用いてCATアッセイにより転写活性化

能を調べると， R2R3WTに比べR2R3(V103L)では活性が約5倍低下していた5)

このようなDNA結合活性や転写活性化能の低下は立体構造の観点から， R2の

DNA結合に伴う構造変化に起因すると考えられる.単体と複合体でのR2の構造

を比較することにより，野生型のR2の疎水'性コア内部に存在するキャピティは，

DNAとの結合に伴いトリプトファンのインドール環が移動して埋められること

が認められる5) 以上のことから， R2の構造変化がDNAとの複合体形成に必要

であることを示唆した5)

そこで今回，タンパク質の揺らぎと DNA結合との関連を更に詳しく調べるため

に， NMRを用いて複合体での動的構造解析を行なった.

[実験]

15NラベルしたR2R3WTは大腸菌大量発現系を用いてM9培地で培養を行い精製し

た.また， DNAはDNA合成機で合成し精製した. NMR測定条件を 310K， 

pH6.8，サンプノレ濃度 2.3mMとし， T p T 2' T 1ρ， NOEの測定を行った.

[結果・考察]

複合体の緩和測定の結果から，タンパク質単体では個々のリピートをつないでい

るループ部分に速い揺らぎが見られたが，複合体を形成するとこのループはDNA

のリン酸骨格と結合し，速い揺らぎが抑えられていた.また，マイクロ秒からミリ

秒程度の比較的遅い揺らぎに関しては，単体のR2ではリピート全体にわたって認

められたが，複合体ではR2の揺らぎが減少した.このことから，タンパク質と

DNAの塩橋や水素結合による構造の安定化に加え， R2の疎水'性コアのパッキン

グがより密になることによる構造的安定化がR2の揺らぎの減少に寄与している

と考えることができる.
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3P57 

Introduction 

Structure and Dynamics 01 Cross-linked 
Melittin Analogues 

Depa同mentofBiochemistry and Molecular 
Recognition Centre， University of Bristol， England 

o Jiro Takei， Attila Remenyi， Chris Dempsey 

Melittin is a 26 amino acid peptide toxin from bee venom which exhibits a 
broad range of biological activities， including voltage gated ion 
translocation across lipid bilayers， celllysis and disc micellisation [1]. The 
peptide is amphipathic and is thought to lie parallel to the membrane 
surface under equilibrium conditions [2]. In water， melittin forms either a 
tetrameric four helix bundle at high pH or highionic strength， or a 
monomeric random coil at low pH; no stable dimer of melittin has been 
found to date. To investigate ion channel stabilisation by cross-linking 
melittin monomers， we synthesised two melittin analogues with a cysteine 
residue in the native sequence， and investigated the structure and 
behaviour of the disulphide dimerised analogue in solution and in 
phospholipid vesicles. Comparison to native-melittin was also made. 

Melittin: 

K23C: 
(mltK23C) 

GIGAV5 LKVLT10 TGLPA15 LlSWI20 KRKRQ25 Q-NH2 

GIGAV5 LKVLT10 TGLPA15 LlSWI20 KR♀RQ25 Q-NH2 

K23Q/Q25C: GIGAV5 LKVLT10 TGLPA15 LlSWI20 KRQA.C.25 Q-NH2 
(mltQ25C) 

Figure 1. Sequence 01 meli枇inand analogue peptides used in this study. Mutation 
points are underlined. 

mltK23C (Lys 23 to Cys) was designed to incorporate a disulphide bridge 
on the helix-helix interface that was found in the c叩stalstructure [3]， and 
was expected to retain the tetrameric arrangement (as a dimer of dimers) 
in solution. Because the disulphide bridge connects the non polar helix 
surfaces (expected to be directed away -from the channellumen in a 
channel state)retention of ion channel adivity would require some 
unwinding of the C-terminal residues as fourid in a previous study [2]. 
The disulphide bond of the mltQ25C dimer lies on the polar surface and 
might be expected to be accommodated better in a channel state. 

Key words: melittin aれalogues，solution structure， in situ amide exchange analysis， 
membrane leakage 

Jiro TAKEI， Attila REMENYI， Chris DEMPSEY 

-434-



Results and Discussion 

Fig.2shows the amide-amide regionof the NOESY spectrum of 
mllK23C dimer in water at pH 1.7 under condition where monomeric 
peptide is unstructured. The spectrum indicates that the dimer is largely 
α-helical. The CD spectrum under a similar condition indicates that the 
two helices are interacting with each other and has spectral feature similar 
to that of coiled-coil. At high pH， although the CD spectrum is not 
significantly different，1D NMR and fluorescence spedra indicate self 
association of dimers into a pseudo-tetramer (dimer of two cross-linked 
dimer)， perhaps in a similar manner to native melittin. On the other hand， 
the structure of mltQ25C is not well defined in H20 at low pH and only 
takes helical conformation at high pH， in the presence of trifluoroethanol 
and in methanol. In high pH aqueous media the dimer forms non-discrete 
aggregates. In a mltK23C dimer coiled-coil structure the cysteine lie at 
"position d" which is naturally the preferred site for coil stabilities by 
disulphide linking， as sh9wnby Zhou et al. [4]. On the contra叩， the 
disulphide bridge of mltQ25C dimer is on the hydrophilic side. It may be 
unable to make intra-dimer helix-helix association and exposing its 
hydrophobic side to solvent which leads to formation of non specific large 
aggregation . 
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Figure 2. NH-NH connectivities 
of mltK23C dimers. Crosspeak 
assignments are shown from 
Ala 15 to Gln 25. 

The mltQ25C dimer has a higher a冊nityfor phospholipid vesicle 
membranes， releasing entrapped fluorescent dye more efficiently than 
mltK23C dimer which itself has higher activity than melittin. Dye release by 
melittin requires dimerisation as the rate limiting step as indicated by the 
second order dependence of dye releas宇onpeetide .~o~ce~tration. This is 
consistent with the observation that on dimerisation， first order 
dependence is found for mltK23C. lon conductivity experiment showed 
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that mltQ25C forms ion-channels in planar Iipid bilayers， which 
were more stable than native melittin channels. mltK23C dimer， however， 
f~i1e~ t~ display.~o~d~c~iy'!!y un~~r the cur~e~t_experim~!1也I condition. This is 
due to the very high stabilities of the pseudotetramer at high ionic 
strength requiredbr channel measurements，which limits membrane 
partitioning.The results are so far consistent with the amphipathic helical 
struc加reof melittin: (i) Introducing a disulphide bond connecting the non-
polar surf~ces greatly stabilised the dimeric and tet~americ states in 
solution (ii) Introducing a disulphide in the polar surface disrupts optimal 
helix interaction in solution but may be incorporated in an ion-channel 
state resulting in stabilisation. 
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3P58 C阻結合蛋白質CRE-BP1の転写副生化ドメインの構造解析

(樹兵市大・院総合理1、理研・筑波凶2)

0長土居有隆1、中沢賢一1、奥野浩一1、江成政人1、前)11利男 2、

石井俊輔2、西村善文1

STRUCTURAL ANALYSIS OF TRANSCRIPTIONAL ACTIV.N恒ON DOMAIN 

OFCRE-BP1 

lYokohamaαty UniV.， Graduate Sch∞lofIn飴gratβdScienω，22・2Se加，l匂nazawa・ku，

Yokohama 236 Japan、司、heInstitute of Physica1 and Chemica1 Research， Tsukuba Life 

Scien田Cen胞，r，3-1-1 Koya白i，Tsukuba 305 Japan 

ANagadoil， KNakazawa1， KOkunol， M.Enaril， T.Maekawa2， S.Ishii2 and 

Y.Nおhi.mural，

The CRE聞BPlconsists of 505 amino acids and has two functiona1 domains : DNA 

binding and位an配 riptiona1activation domains in the C and N飽rmini，respectively. 

The DNA binding domain in the C 随rminusforms b-Zip s位ucture.The CD 

experiments revea1ed that the位anscriptiona1activation domain in the N飴rmin田

requires Zn2+ ion for m坦n旬ininga te出町ys位ucture.Here， we have ana1yzed血e

structure of the transcriptiona1 activation domain in the N 飴rminusof CRE・BPl

consis出 gof 88 a.mino acids (CRE-BP1N88). Using the uniform1y 15N and 15Nρc 

labeled proteins， we have measured the 3D double and出ple四回n祖国 e珂lerimen胎.

The assignments of the signalsあIrbackbone atoms are now in progre路.

【序論】

CRE結合蛋白質 (CRE-BPI)は細胞内 cAMPの増加に応答する遺伝子 (cAMPresponse 

element: CRE)に結合して転写調節を行う蛋白質であり、また細胞の成長や増殖にも

関わっている1)。主な発現場所としては、サル脳、ラットの再生肝、ヒトのガン車服哉

などが知られている 2)。最近CRE-BPl欠損マウスによる研究が報告され、 CRE-BPlは

骨格形成、そして中枢神経系の発達に対して不可欠であるということがわかった九

CRE-BPlは505個のアミノ酸残基から成り、そのN末端側には転写活性化ドメイン、

【キ}ワード】 C阻結合蛋白質、転写活性化ドメイン、多次元NMR、構造解析

0ながどいありたか、なかざわけんいち、おくのひろかず、えなり まさと、

まえかわ としお、いしい しゅんすけ、にしむら よしふみ

ゥ，，q
J
 

4
 



C末端側には DNA結合ドメインを持っている。 DNA結合ドメインは b-Zip構造をとっ

ており 4)、アデノウイルスの初期遺伝子産物EIAと相互作用することがわかっている

ヘ一方、その N末端側の転写活性化ドメインは、構造の形成に Zn2+イオンが必要で

あり、またその 1次配列より Znフィンガ一様モチーフをとることが示唆されている。

b-Zip構造の DNA結合ドメインの立体構造に関しては、他の転写因子でDNAとの複合

体(区別4、c-FOS/c-Junなど)で解析がなされているが、転写活性化ドメインに関する

Znフィンガー様モチーフの構造解析は全く報告がない。そのため、我々は C肥;-BPl

のN末端側の転写活性化ドメインを含む 88アミノ酸残基 (CRE-BPIN88)についての

立体構造解析を始めた。

【実験1
1) CRE-BPIN88の発現と精製

C阻-BPIN88を産生するために、大腸菌 BL21(DE3)による大量発現系を用いた。 15N及

び 13cjl5Nで均一ラベルした CRE-BPIN88は、窒素及び、炭素源として 15NH4Cl(1. 5g/L)、

13C-glucose (2. Og/L)を含むM9培地で培養した。超音波処理で菌体破砕した後、各種

イオン交換クロマトグラフイ}により精製し、 2.0.......5.0mMの NMRサンプルを得た。

2)NMR測定

NMR測定は、 201雌リン酸緩衝液、 200mMNaCl、5mMd-DTT、30μMZnC12、0.4mMNaN3、

pH6.3の buffer条件下で行った。 BrukerAMX-500とDMX-600を使用し、温度 300K

で NMRスベクトルを測定した。 1明でラベルしたサンプルに関しては‘ TOCSY-HMQC(τ

lIFI0伽s)、NOESY-HMQC(τ1IF50， 100， 15伽s)の3次元2重期賦リ定を行い、 13C/15Nでダブル

ラベルしたサンプルに関しては主鎖の連鎖帰属のために、間CBCA、CBCA(CO)畑、問CO、

問CA、聞(CO)CAの3次元3重共鳴測定を行った。

【結果と考察】

円偏光2色性(ω)の結果から、 CRE-BPIN88の2次構造はpシート構造を含むことが推定

され、構造の安定化に Zn2+イオンが必要であることが判った。さらに詳細な構造を調べ

るために、 3次元2重知鳥、 3重共鳴の測定結果から得られた瑚Rスベクトルの帰属を行

っている。現在までに、主鎖の連鎖帰属より約80怖のアミノ酸残基の同定が終了している。

今後、 CRE-BP1N88の主鎖の全シグナルの帰属及び、高次構造の解析をすすめる。

【文献1
(1) Maekawa， T. et a1. ，s脇汐J.8， 2023-2028 (1989). 

(2) Take白，J.et a1.，励'cogene.6，1009-1014(1991).

(3) Liu， F. et a1. ，1惨ture.3侃，520-525(1994). 

(4) Vinson，C.R.， et al.，Science.246，911-916(1989). 

(5) Reill101d， A. M. ，et a1.，必ture.379，262-265(1996).
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3P59 ラット脳スライスの31PNMR

一脳細胞におけるエネルギー基質としての乳酸の評価『ー

(大分医大・生理)0柳井荘緑、吉岡敬太郎、西丸直子、山田和鹿

LACTATE AS AN ENERGY SUBSTRATE IN RAT BRAIN SLICES 

STUDIED BY 31p NMR 

Department of Physiology， Facul;旬ofMedicine， Oita Medical University 
YANAI， S. ， YOSHIOKA， K. ， NISIMARU， N. and YAMADA， K. 

We used 31p NMR to examine the changes in high energy phosphates in rat 

brain slices supe付usedwith a solution including lactate as an energy substrate. 

Brain slices were superfused continuously with artificial cerebro-spinal fluid (ACSF) 

at 2SoC in the NMR tube. Stimulation was produced by increasing the potassium 

concentration in ACSF to 60 mM. In brain slices treated with lodo acetic acid (凶A)

and supplied with lactate， the phosphocreatine (PCr) level decreased after 

application of high potassium but returned to normal during the subsequent 

recovery period. These changes were quite comparable to those in brain slices 

superfused with glucose without IAA treatment. These results suggest that lactate 

can serve as an energy substrate in rat brain slices. 

1序論

乳酸は嫌気的解糖の結果生じる代謝産物であるが、これが脳におけるエネルギー

基質としてはたらきうることが報告されている。 1988年、 Shurrらはラット脳海馬ス

ライス標本において乳酸がシナプス伝達を支持し得ることを示し1)、1994年、 Izumi

らはおなじくラット脳海馬スライスで乳酸はシナプス伝達を支持するだけでなく、

グルコース枯渇による病理的な変化をも防ぎ得ることを示した九しかし一方、

Tanakaらは、モルモット脳海馬スライスで乳酸はPhosphocreatine(PCr)やAdenosine

triphosphate (A TP)レベルを保つことはできるがシナプス伝達は支持し得ないと報告

している九以前われわれは、ラット脳スライスにおいて細胞外高カリウム刺激が

PCrやATPの可逆的な減少を引き起こすことを31PNMRスペクトロスコピーを用い

観察し報告した九今回われわれは乳酸をエネルギー基質とした際の高カリウム刺激

にともなう細胞内高エネルギー燐酸の変化を経時的に観察し、グルコースをエネル

ギー基質とした場合と比較することにより、乳酸のラット脳スライスにおけるエネ

ルギー基質としての能力を評価した。

2実験

雄のWistarratから頚椎脱臼後直ちに大脳を取りだし 4
0

Cの人工脳脊髄液 (ACSF)

にて冷却し、 2つのブロックにわけ厚さ400μmの冠状断スライスを得た。 ACSFで

よく洗浄した後 Fig.1に示した試料管に入れ、 NMR磁石内へ挿入した。 1回の実

験には 3匹のラットを使用し、得られた脳スライスの含水重量は 2.87士0.44g

nwu 
q
u
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(mean:tSD)であった。脳スライスはACSFにより、流速毎分約16mlで潅、流し、 ACSF

は恒温槽で25"Cに保温し95%02と5%C02でパブリングした。標準ACSFの組成は

NaCl 124 mM， KCl 5 mM， MgS04 1.3 mM， CaCb 2.4 m M， NaHC03 26 mM， HEPES 5 

mM， glucose 10 mM， pH 7.4であった。これらの条件では脳スライスの31p-NMRス

ベクトルは約 1時間の過程でスライス作成時の低酸素状態から回復しその後6時間

ないし 7時間は変化がない3)。乳酸をエネルギー基質としたACSFは、 10m Mの1-

乳酸を水酸化ナトリウムで中和し、浸透圧をNaClを減らすことで調節した。残存し

たglucoseやglycogenがエネルギ基質として利用されるのを防ぐため、 0.2mMヨ

ド酢酸で解糖系をブロックした。ヨード酢酸はGAPDHを不可逆的に失活させること

により解糖系をプロックすることが知られている (Fig.2) 0 60 mMカリウム液は浸

透圧平衡とドナン平衡を保つよう KCH3S03を用い調製した。 BrukerAMX 300 WB  

を用いflipangle 45
0、繰返し時間3.8秒で4分間で64個のFIDを1ブロックとし燐の

1次元スペクトルを得た。

伺 p

Sili∞n tubes (o.d.， 3mm) 

glass tube (o.d.，15mm) 

sheet of nylon mesh 

acrylic ring;。叫let

glass tube (o.d.， 3mm) 

Flg.1 Chamber for superfusing brain slices 

and for NMR measurements. Brain slices of 

400μm thickness were placed beneath the 

acrylic ring and superfused with A同ificial

Cerebro・SpinalFluid (ACSF). 

3結果と考察

Gluco腸 Glycogen

ADP ，，1 目

J Hexo制nase 可 Phosphorylase
ATP"-I 

G6P -一一一一一一一一 G1P 

F6P 

ADP、J
'i Ph国 phof山ctokinase

ATP"--I 

FBP 

GAPDH匂Iycer剖dehyde
IAA一一一一司 phosphated刷 'dr喝 朋a田)

4ADP、J

4ATP"-1 

Py則vate-一一-Lact圃S

Acetyl CoA 

I TCAcycle I 

Flg. 2 Scheme of glycolysis and 

glycogenolysis. Lactate is produced through 
anaerobic glycolysis. lodo acetic acid (協A)was

used to block the glycolytic pathway. 

Fig.3は標準ACSF (グルコース基質)で高カリウム刺激をした時のスペクトルの

変化を示している。 PCrが刺激により可逆的に減少しているのが観察される。 Fig.4

は0.2mMヨ ド酢酸を含むACSFで12分間潅流した後、高カリウム刺激をした際の、

エネルギー基質が乳酸の場合とグルコースの場合の比較を示している。乳酸の場合、

Fig. 3と同様にPCrの減少は可逆的で、ある。
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Flg.3 Stacked plotted spectra of 3'P NMR 

before， during and after high K+ stimulation from 

the brain slices superfused with the standard 

ACSF (energy substrate; glucose). 

PCr decreased in response to the high K+ 

stimulation but recovered to the normallevel 

thereafter. Abbrebiations; ATP， adenosine 

triphosphate; SP， sugar phosphates; Pi， inorganic 

phosphate. 
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Flg. 4 Spectral changes associat，凶 withhigh K 

stimulation in the brain slices pretreated with IAA 

and fueled with lactate or glucose. Slices in 

lactate showed agood recovery of PCr while 

those with glucose did not. 

Fig.5はPCrの変化を示したものである。乳酸を加えた場合は解糖系をブロックし

でもグルコースが基質である場合とほぼ同様の回復を示している。

これらの結果から、乳酸がラット脳スライスにおける高エネルギー燐酸生成過程に

グルコースと同様にエネルギー基質として働き得ることが判明した。

1.2 

定

告由也』 0. 6 | 
0.4 

0.2 

0 

60mM K+ -

¥ ~..i刀

Lac (仏A甘eated)

Glu (仙Atreated) 

・~ 0 ~... ~ 00 M 
(min) 

Fig. 5 Time course of changes in PCr level in the slices in different energy 

substrates. While that of IAA-treated slices in glucose (Glu) showed no recorevery 

after high K+ stimulation， that of IAA-treated slices in lactate (Lac) showed recovery 

almost comparable to that of non IAA-treated slices in glucose (indicated by dotted 

line with triangles). Error bars represent S.E.M. (n=3). 
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われわれは乳酸がエネルギー基質として働き細胞内高エネルギー燐酸レベルを保

つことができるという点で、Tanakaら3)と同様の結果を得た。 Tanakaらの場合高エネ

ルギー燐酸レベルは、スライスの迅速凍結標本の抽出液を酵素法で計測しているの

だが、われわれの場合NMRを用いたため非破壊的かっ経時的に観察し得た。しか

し一方Tanakaらは、乳酸がエネルギー基質の場合、シナプス伝達は支持されないこ

とも示した。これは細胞内高エネルギー燐酸レベルと神経細胞の活動性とには解離

があることを示している。われわれの結果でも乳酸が基質の場合の方が回復がやや

遅い傾向も認められた (Fig.5)。今後、 NMRを用いて時間分解能やコンパートメン

ト(神経細胞、グリア細胞など)の選択性を改善することにより、脳の代謝活動に

おける乳酸の役割がより明らかになると思われる。
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3P60 3J(HN_HC勺および 3J(HN_CII)を利用したウニ精子活性化ペプチド

の構造解析

。斎藤もよこ、鈴木範男、引地邦男(北大・理)

Structure Analysis of a Sperm-Activating Peptide of Sea Urchin Eggs 

Using The Values 3J(HN_HC勺and3J(HN_Cb
) 

OMoyokoSaiω， Norio Suzuki，組dKunio Hikichi (Division of Biological Scienω:s， Graduate 

Sch∞1 of Scienc怠， Hokkaido Univeisity) 

[序] ウニ精子活性化ペプチドは，ウニ卵子を囲む透明な寒天質の保護層(厚さ 40μm)

の構成物質である.受精に際して，ウニ精子がこの保護層に到達し，通過すると，ペ

プチドは精子の呼吸や運動性を促進し，精子の細胞内のリン脂質代謝・精子先体反応

の特異的補助といったことを行うことが知られている.数多くのウニ精子活性化ペプ

チドが発見され，その一次構造が決まっているが，その立体構造は未だ明らかにされ

ていない.精子活性化ペプチドは細胞膜上の特異的レセプターに結合して作用するも

のと考えられている.このペプチドがどのような立体構造を持ち，レセプターに作用

しているのかを検討することを目的とする.

正形亜網ガンガゼ目のペプチドについて， NMRにより構造解析を行うことにした.

このペプチドはアミノ酸9残基(GCPWGGAVC)からなり， 2残基目と 9残基目のシス

テインが・s-s・結合している環状構造をとっている.

[実験] 構造決定の情報をペプチド残基内のプロトン間の距離およびアミノ酸主鎖の

2面体角度から求めることにした。 空間的に近いプロトン聞の距離の情報(NOE)を得

るためにまず NOESYスベクトルを測定した。しかし、クロスピークは全く観測され

なかった。その理由として、ペプチドが小さいために分子の運動の相関時間 τが短い

ことが考えられる。そこで相関時聞が短い場合にも距離情報が得られる ROESYスペ

クトルを測定した。その結果ミキシングタイムは 600msec、温度は 30"Cで、クロスピ

ークを観測することができた。

アミノ酵主鎖の 2面体角唐 各アミノ酸残基の主鎖の 211

の情報は NMRによって測定可能な原子関スピン結合定数J( 

りKarplusの式から得られる。

司J(HN-HCα)=9.4cos2(や-60)・1.1cos(φ60)+0.4

内
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3J (HN -CP)=4. 7 cos2(，や+60)・1.5cos(，中+60)+0.2

3J(HN_CO)=5.7cos2(ゆ・180)・2.7cos(中・180)+0.1

[lb] 

[lc] 

句(HN-HC司(各アミノ酸残基内の HN_Hcα3ポンド結合 J)はE.COSY2次元法を、

羽(HN_Cり(各アミノ酸残基内の HN_CP3ポンド結合J)はHETLOC2次元法を、そ

して司(HN_CO)(各アミノ酸残基内HN_C03ポンド結合J)はHMQC2次元法を用いる

ことにした。 E.COSY2次元法に関しては F2側のポイント数を数多くとり、さらに

ゼロフィルをすることによって、観測されたピークに関してはよく分離ができ、 Jの

値を測定することができた。 HETLOC(13C-filteredTOCSY)のパルスシークエンスを

用い、測定条件を決めるため重水溶液で測定を行った。 HNとの結合を測定するため

に90%H2U溶液中で測定を行う必要がある。大きな水のピークを消すために、ダン

テシークェンスを付加し、改良した。その結果、観測されているピークに関してはJ

の値を測定することができた。また、 HMQC2次元法で観測されたクロスピークの強

度から得られる 3J(HN_CO)の値を現在測定している。

[結果] プロトン聞の距離 NOEの距離情報は各アミノ酸残基内とその隣接残基の

相関、および一次配列上は遠距離にあるアミノ酸残基間で得られた(Fig.1).

アミノ酵ギ鎧の 2面体負庵 E.COSY2次元法およびHETLOC2次元法で得られた

句(HN-HC句、羽(HN_Cりの値(Hz)をTable.1に示す。各実験の結果に対して観測されな

かったクロスピーク、およびこれらの方法が適応されない残基(E.COSY、HETLOCと

もにGly、Pro)を合わせると、得られない情報がかなりある。得られている情報 C卵、

Ala、Trpに対しては適応できるやの値をどの程度の範囲でとるかを考察中である。
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3P61 核様体蛋白質H-NSのN末端およびC末端ドメインの溶液構造

0大貫歩l、山崎俊正2、久保庭均3、中村春木4、

上口智治5、水野猛5、佐久間千勢子l、神藤平三郎1

(東京薬大1、農水省生物研2、中外製薬3、分生工研4、名大農5)

Solution s汀ucturesof N-and C-terminal domains of a nucleoid protein H-NS 

OA. Ohnukil， T. Yamazaki2， H. Kuboniwa3， H. Nakamura4， 

C. Ueguchi 5， T. Mizuno 5， C. Sakuma 1， H. Shindo 1 

(Tokyo University ofPharmacy and Life Science 1， National Institute of Agrobiological 

Resources 2， Chugai Pharmaceutical Co.Ltd. 3 ， Moleculer Bio-Engeneering Research 

Institute 4 ， Nagoya University 5 ) 

H-NS protein composed of 137 a.a. has been implicated as a major component of E. coli 

nucleoid as well as a general repressor for many genes. Trypsin-digestion experiment 

suggested that H-NS has distinct N-and C・terminaldomains， the latter of which， HNS47C(91-

137)， was found to be a DNA binding domain. 百rreedimensional solution structure of 

HNS47C was previously determined by 2D lH咽 NMRspectroscopy 1). In order to further 

elucidate biological properties of two domeins we prepared two mutant proteins， N-terminal 

deletion mutant 1王NS78C(60・137)and C-terminal deletion mutant HNS101N(1-101). We 

characterized their structures and binding affinity to DNA using multi-dimensional NMR 

spectroscopy. 

大腸菌の染色体DNA凝集に関わる一群の蛋白質はヒストン様蛋白質と呼ばれてい

る。 H-NSはその一種とされる中性蛋白質で、分子量15400、137残基よりなり、 DNA

凝集以外にも広範囲の遺伝子の転写制御因子として機能する。 H-NSは、転写開始点

近傍にしばしば存在する湾曲DNAに対して特異的に結合し、遺伝子発現を制御する

ことが知られている。さらに他の転写因子と異なり、塩基配列特異的な認識ではな

くDNAの湾曲という高次構造の認識という点で、その構造に興味がもたれてきた。

我々はNMRにより H-NSの構造解析を行ってきが、 H-NSの多量体形成のために

NMRの測定は困難だった。そこで、 H-NSの酵素消化による断片化を試み、得られた

C末端側断片(HNS47C(91・137))の構造については以前報告した九 H-NSのドメイン構

造およびtoNA結合能を検討すべく、 N末端側欠失断片E到 S78C(60・137)とC末端側欠失

断片E王NS101N(1・101)の二種類の欠失変異体蛋白質の大量発現系を構築した。これら

の変異体について多次元NMR測定を行い、その構造について検討した。

Key words: H-NS蛋白質、欠失変異体、 NMR、構造解析

おおぬき あゆみ、やまざき としまさ、くぼにわ ひとし、なかむら はるき、

うえぐち ちはる、みずの たけし、さくま ちせこ、しんどう へいさぶろう
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<試料および実験>

E王NS101NおよびHNS78Cの大量発現系を用いて 15N標識および13C、15N二重標識

したE王NS101NとHNS78Cを精製した。スベクトルの測定は 10mMNa-Phosphate (pH 

5.5)、 10mMEDTA、2mMDTT、2mMNaN3， 300mM NaCl、7%DP中で行い、装置

はBrucker製DMX750を用いた。主鎖原子の連鎖帰属には3DHNCACB、CBCA(CO)NH

を用い、 NOEの測定には3D1 5N-edited NOESY-HSQCを用いて行った。

<結果および考察>

15N標識したnativeH-NSの15N-IH HSQCスベクトルにおいて、観測されたピーク

は構成アミノ酸の数から予想される数に比べて約半分であった。一方C末端側断片

E王NS78Cスペクトルでは期待される数のピークが観測された。これら 2つのスペクト

ルの比較から、 nativeH-NSで観測されたピークは全てC末端側の残基に帰属された。

これらの結果はnativeH-NSのN末端側ドメインが構造多形をとっていることを示唆し

ている。このことを確かめるために、現在、 N末端側断片HNS101NのNMR測定を進

めている。また、 13C、15N二重標識し旭町S78CについてE町CACB、CBCA(CO)NH

を用い主鎖原子の帰属を行った。得られたCαとCsの13C化学シフト値より二次構造

を予測したところ、 c末端側は以前報告したHNS47Cの二次構造と矛盾のない結果を

得た(図 1)。しかし図 lからわかるように、 N末端側にのぴた領域(約30残基、

60・90) は顕著な構造を示していなしE。この領域内の69-76においてのみNHプロトン

からの弱い残基間NOEが観測された。これらの結果は、このN末端側にのびた領域

(60・90)は事実上ランダムな構造であることを示している。現在、 DNA結合部位を

明らかにするために、 E王NS78C-DNA複合体の 15N-IH HSQCスペクトルを測定し、複

合体形成により誘起きれるアミドプロトン、アミド15Nの化学シフト変化を調べてお

り、 DNA結合部位の詳細についても発表する予定である。

60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 11O 115 120 125 130 135 

QYREMLIADGIDPNELLNSLAAVKSGTKAKRAQRPAKYSYVDENGETKTWTGQGRTPAVIKKAMDEQGKSLDDFLIKQ 

此則ppイ~j
t;13C事(ppm)+4L 

。J・R一回ー・皿ーー・園田圃.___‘一一~・---- E・---且周嗣・ - -...__ __  

ーー
m すす官官官官 官τ百ττ百

凪 α

Figure 1. Secondary-structural elements predicted by the observed displacements of 13Cα 

and 1 3 Cs chemical shifts for the deletion mutant聞 S78Cfrom叫 uesin tl…ldom coil. 

1) Shindo et al.， FEBS Lett.， 360， 125(1995) 
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3P62 コリシンE6ヌクレアーゼドメインと特異的

インヒピターImmE6の相互作用の解析

(東大院応生工l、東大院理2、理研・遺伝生化学3、理研・細胞情報伝達4)

O大野光宏l、武藤裕2、伊藤隆三岩原淳二2，4、木川隆則4、柴田武彦3、

横山茂之2.4、正木春彦l、魚住武司l

NMR analysis of the nuclease幽 domainof colicin E6 

interacting with its specific inhibitor ImmE6 

OMitsuhiro Ohnot. Yutaka Muto
2， Junji Iwahara

3

へ
Takanori Kigawピ， Takehiko 

Shibata
2
， Shigeyuki Yokoyama

3
.4， Haruhiko Masaki

1
， Takeshi Uozumi 

lDepartment of Biotechnology， The University of Tokyo， 2Laboratory of Cellular and 

Molecular Biology， The Institute of Physical and Chemical Research， 3Cellular Signaling 

Laboratory， The Institute of Physical and Chemical Research， 4Department of Biophysics 

and Biochemistry， Graduate School of Science， The University of Tokyo 

ColE6-plasmid∞ded colicin E6， which holds nuclease activity targeting 168 RNA， spec証ically

inactivates ribosomes of sensitive Esherichia∞li cells and eventuall y causesω叫必a也Thenuclease activity of 

E6 is 1ωat吋 on血eC-terminal oomain， T2A The ∞licin E6 producing cells pro蹴 tthemselves from suicide by 

producing a specific inhibitor， ImmE6， which binds to T2A 

Previously we∞nstructed the over-co-expr凶 sionsystem of也巴 T2A/lmmcomplex and examined the 

interac出.garea of ImmE6 facing to E6-T2A by NMR. In the present s制令， we ex叩 unethe interacting area of 

E6-T2A facing to ImmE6 by analyzing backbone chemical shift perturbati岨 onthe binding of ImmE6. As the 

res叫t，E40， G41， K42， G52， K53， R54， A55， 870 andH72 show larger perturbation白.anothers. 870組 dH72

existing n即 theenzymatic active-site. Preliminary structuralωlculation suggests that the residues showing 

showing large perturbation are involved in血esame紅 'eaon血e3D-structure of E6-T2A 

キーワード;構造解析リボソームコリシン，ヌクレアーゼ，相互作用

おおのみつひろ、むとうゆたか、いとうゆたか、いわはらじゅんじ、きがわたかのり、

しばたたけひこ、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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【緒言] コリシンE6とE3は、 Colフ。ラスミドを持つ大腸菌が生産する殺菌性の

RNaseで、ある。 RNase活'性はC末端のT2Aドメインに局在し、コリシン生産菌はこの

ドメインに特異的に結合するインヒピターImmを同じプラスミドから同時に生産して、

自殺を免れている。 T2AとImmの結合は非常に強く特異的であり、それぞれのImmタ

ンパク質 (ImmE6，ImmE3) は交差阻害活性を示さない(一方のImmが他方のコリシ

ン活性を回害することはない)。こうした性質から、 T2AとImmの相互作用系は、タ

ンパク質問の特異的相互作用及び水溶液中における阻害機構を解析する興味深い系

である。そこでT2AとImmをコンプレックスで生産する系を構築し、コンプレックス

及び遊離の状態のサプユニットを調製したが、それぞれのサブユニット (T2A，Imm) 

は、単独で、もコンプレックスとしても、 1)ン酸緩衝液に対する溶解度が大きく、

NMRによる解析に適していた。そしてこれまでに、 ImmE6タンパク質の側のE6-T2A

との相互作用領域を同定し、 94年度の本討論会において報告した。今回E6T2Aの遊

離の状態における構造解析を進め、更にE6-T2A/lmmコンプレックス中における

E6-T2Aの主鎖のシグナルの帰属を行うことにより、コンプレックス形成前後での主

鎖のシグナルのケミカルシフト変化を調べ、 E6T2A側の相互作用領域について検討

をしたので報告する。

[方法】 遊離のE6-T2Aは、 E6-T2A/lmmコンプレックスを6Mの尿素存在下で

それぞれのサブユニットに分離し、変性状態のE6T2Aを尿素を除去して再生するこ

とにより調製した。遊離の状態のE6-T2Aの主鎖のシグナルの帰属は、 3D-HNCA，

3D-HNCOCA， 3D-HNCACB， 3D-HNHB， 3D-NOESY-HSQC， 3D-TOCSY-HSQCにより千子っ

た。更に重水中の2D-NOESY，2D-TOCSY， 3D-HSQC-NOESY-HSQC， HMQC-Jの情報を

もとに構造計算を進行中である。

コンプレックス中の主鎖の帰属は、 13C，15N均一二重標識したコンプレックスの

3D-HNCA， 3D-HNCOCA， 3D-HNCO、15Nアミノ酸 (Gly，Phe， Leu， Ile， Val， Tyr)特異

的標識したコンプレックスのHMQC、特異的アミノ酸 (His，Lys) をネガテイプ標識

したコンプレックスのHMQC、及びE6-T2Aだけを15N均一標識した再構成コンプレッ

クスの3D-NOESY-HSQC，3D-TOCSY-HSQCにより千子った。

【結果と考察1
遊離状態とコンプレックス中でのE6-T2Aのシグナルの帰属結果から、ケミカ jレ

シフトの移動度を計算したところ、特定の領域に大きな変化が見られた。(次頁図)
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ケミカルシフトが大きく変化したのは、 Immタンパク質を見分けている特異性決

定基であるE40，S70、その近傍のG41，K42， H72、更にG52，K53， R54， A55であり、

S70， H72は活性中心近傍に存在する。そして、これらの残基は全て、立体構造上の

近接した領域に存在することが明らかとなった。 E6-T2Aの立体構造は、おおよそ 4

~5本からなる逆並行F シート様の基本骨格を成した構造をしていることがわかって

きているが、相互作用領域はこの pシート様構造のシート面の側面に位置するルー

プから構成される事が示唆される。 E6-T2AはLysに富んだ塩基性蛋白であり、

ImmE6は酸性蛋白であることから、これらの相互作用には静電的な要因が大きいと

想像されていたが、 ImmE6及ぴE6-T2Aの相互作用領域にはこうした残基は集中して

おらず、疎水性相互作用のような異なる結合様式が基本であることが予想される。

静電的に引き寄せられたE6-T2AとImmE6それぞれのループ領域が構造変化を起こし

ながら強く結合するのではないだろうか。今後は相互作用様式を決定するため、

T2A-Imm聞の分子間NOEに焦点を当て解析を進めていく予定である。

.J L1Hα2+L1HN2 
(Hz) 

700 I 
600 

500 

400 

300 

200 

100 

。
30 40 

active site 

50 60 70 80 90 100 110 

( residue number ) 

Chemical Shift Perturbation Analysis of E6・T2A
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3P63 mSoslタンパク質のPHドメインの高次構造解析

(東大理1、理研細胞情報伝達2、PeterMacCallum Cancer Institute3) 

O小柴生造1，2、木川隆則2、金載勲1，2、白水美香子2、D.

Bowte1l3、横山茂之l，2，

The Solution Structure of the Pleckstrin Homology Domain of Mouse Sos1. 

Seizo Koshiba 1，2， Tak:佃oriKigawa2， Jae-Hoon Kiml，2， Mikak:o Shirouzu2， David Bowte1l3， 

and Shigeyuki Y okoyama 1，2 

1 Department of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， University of 

Tokyo; 2Cellular Signaling Laboratory， The Institute of Physical and Chemical Research 

(RIKEN); 3peter MacCallum Cancer Institute 

The solution s佐uctureof the pleckstrin homology (PH) domain of mouse Sosl (mSosl)， a 

guanine nucleotide exchange factor for Ras， was determined by multidimensional NMR 

spectroscopy. The structure of the mSos 1 PH domain involves the fundamental PH fold， 

consisting of seven s-strands and oneα幽 helixat the C-terminus， as determined for the PH 

domains of otherproteins. By contrast， the mSosl PH domain showed two major 

characteristic features. First， the N-terminal region， whose amino acid sequence is highly 

conserved among Sos proteins， was found to form anα-helix， which interacts with the s-sheet 

structure of the fundamental PH fold. Second， there is a long unstructured loop between s3 

and s4. We also studied the bindi昭 ofthe mSos 1 PH to inositol-l人5・trisphospl削 e

(Ins(1，4，5)P3)， and found that Ins(I，4，5)P3 binds mainly to the s1/s2 loop and the N-and C-

terminal p制 sof the long s3/s4100p. 

<序論>

Sosタンパク質は，低分子量Gタンパク質Rasに働く GDP/GTP交換因子で，細胞の

増殖及び分化において重要な役割を果たすタンパク質である.このSosには， PH 

(pleckstrin homology)ドメインと呼ばれるアミノ酸約110残基から成るモジュールが存

在する.PHドメインは細胞内情報伝達及び細胞骨格に関与する多数のタンパク質に

存在するドメインで，細胞内で重要な役割を果たしていると考えられている.我々

は， SosのPHドメインの機能構造を解明するために，このドメインの高次構造，及

びイノシトール3リン酸の結合部位をNMRを用いて決定した.

<方法>

まず， mouse SoslのPHドメイン(134残基)を， GST融合タンパク質として大腸菌で

PHdomain、mSosl、多次元NMR、立体構造決定，

こしばせいぞう、きがわたかのり、きむじえふん、しろうずみかこ、デイピット

ボウテル、よこやましげゆき，

1
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発現させ，精製する系を確立した.次に，安定同位体標識した試料を用いて， 2重，

3重共鳴各種多次元NMRスペクトルを測定した.測定試料は，約 2mMのmSosPH， 

20mMリン酸カリウムバッファー (pH6.5)， 2 mM  DTTを用いた.測定はBruker社の

AMX600及びDMX500を用いて， 20
0

Cで行った.主鎖の帰属は， 3DHNCA， 

HN(CO)CA， HNCACB， CBCA(CO)NH， 15N-edited NOESYおよび、15N-editedTOCSY 

スペクトルを用いて行い，側鎖の帰属は， 主に3DHCCH-TOCSYと15N-edited

TOCSYスペクトルを用いた.距離情報は， 3D 15N_及び 13C-edited NOESYスペクト

ルから得た.構造計算はX-PLORVer. 3.1を用い， simulated annea1ing法で計算した.

またイノシトール3リン酸の結合部位を同定するために，イノシトール3リン酸の添

加に伴う主鎖アミドプロトンの化学シフトの変化を調べた.

<結果及び考察>

mSoslのPHドメインの立体構造は， 7本のpストランド(sI-7)と2本のαヘリックス

(α1 and 2)から構成されており， N端側の4本のpストランドが最初のPシートを， C端

側の3本のPストランドが後のpシートを構成している(図).この2つの戸シートが重な

り合い，さらにC端側のαヘリックスとともに中心の疎水性のコアを構成している

が，この構造はこれまでに報告された他のPHドメインの構造と似ている.一方，

mSoslのPHドメインに特徴的な点としては，第一にN末端にαヘリックスが存在し，

第二に3本目と4本目のPストランドの間のループが非常に長いことである.これらの

特徴がmSoslのPHドメインに特徴的な機能において何らかの役割を果たしていると

考えられる.またイノシトール3リン酸は， PHドメインのN端側の主に2つのループ

(slIs2 and s3/s41oops)と結合していることが明らかになった.この領域は正の電荷

を帯びており，イノシトール3リン酸は主に静電的な相互作用で結合していると考え

られる.

N 

Figure : Ribbon representation of the solution structure of the mSos 1 PH. 
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3P64 抗腫蕩性抗生物質C-I027の二次元NMR解析

(東北大院理人筑波大学先端学際領域研究セ2.サントリー生医研3 • 

大鵬薬品製薬セ4) 0福田純子 1.田中俊之2.平間正博 1.今城精ーに

石黒正路3 .吉田健一郎4.大谷敏夫4

Two-dimensional N恥1R Study on C-1027， a Chromoprotein Antitumor Antibiotic. 

Sumiko Fukuda'， Toshiyuki T，佃aka
2
，M出 d世oHir創na¥Seiichi Imaj03， M出処jiIShigur0

3
， 

Ken-ichiro Yoshida
4
， Toshio 0tani4 

eFacuJty of Science， Tohoku University， 2Center for 
3 

Tsukuba Advanced Research Alliance， University ofTsukuba， JSuntory Institute for BiomedicaJ 

ReseaJ油 ，4Tokushima Research Center， Taiho Ph四maceuticaJCo.， Ltd.) 

Abstract: C・1027，a potent antitumor antibiotic， consists of an unstable chromophore with DNA cleavage 

activity and an apoprotein which stabilizes the chromophore by tight and specific binding. To reveal the binding 

S加 ctureand stabilizing mechanism， we analyzed the apoprotein却 dthe complex composed of the apoprotein飢 d

the aromatized chromophore (arかchr)by two-dimensional NMR.百leapoprotein has three antiparallel s-sheets 
組 dhydrophobic pocket formed by two s-sheets and two loops. The protein folding and shape of apoprotein is 
quite similar to those of neocarzinostatin and actinoxanthin. The computer modeling of the complex bas剖 onthe 

several intermolecular NOEs observed between apoprotein and aro-chr reveals that the pocket binds arかchrwith 

the conformation in which its core sits on the bottom of the pocket飢 dthe aminosugar and the benzoxazine 

group face outwards. It is suggested that the hydrophobic interaction between aro-chr and apoprotein is one of the 

most import飢 tinteraction to form the complex. 

<序論>C-I027はStreptomycesglobisporus C・1027が産生するクロモフォアータンパク

複合型のクロモプロテイン系抗生物質であり、 DNA切断活性を持つ不安定なクロモ

フォア (1) 1， 2) と、これを特異的に結合して安定化するアポタンパク(アミノ酸

110残基) 3)から構成される (Figure1) 。このクロモフォアは、 9員環エンジイン骨

格を持つため、光、熱などにより速やかに芳香環化しDNA切断活性を失うが、アボ

タンパクと結合することにより安定化される。我々は、アボタンパクがクロモフォ

アのどの部分を認識し、どのように安定化しているかを解明するために、 C・1027の

二次元N恥恨解析を試みた。しかし、通常のNMR条件下においてC-1027は不安定であ

り、良好なデータを得ることはできなかった。そこで、コアが芳香環化した安定な

クロモフォア (2) 2， 4) とアポタンパクの複合体を天然体のモデルとし、その構造解

析を行った。 C-I027クロモフォアの9員環エンジインは、パラベンザインピラジカル

と平衡にあるため (Scheme1) 5)、芳香環化クロモフォア複合体は、天然のじ1027

複合体とほぼ同じ構造を取っていると考えられる。また、クロモフォア放出機構に

ついての知見を得るため、アボタンパクのみの二次元NMR解析も行った。

C-I027、クロモプロテイン、二次元NMR、芳香環化クロモフォア、疎水性ポケット

ふくだすみこ・たなか としゆき・ひらま まさひろ・いまじよう せいいち・
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Figure 1 Structu陀 sof C-I027 chromophore (1 ) and its aromatized product (2)， and amino-acid 

sequence of C・1027apoprotein. 
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<方法>芳香環化クロモフォアーアポタンパク複合体の7.8mM溶液 (Hρ及びDP、
pH5.0)をNMR試料とし、 BrukerAM600を用いて二次元N恥但スペクトル [COSY、

HOHAHA、NOESY(200ms) ]を30'Cで測定した。また、アポタンパクの7.6mM溶

液 (Hp及びDp、pH5.0)を調製し、同様に二次元NMR測定を行った。なお、軽水

ピークの除去は通常のpre-saturaion法を用いた。

<結果と考察>

アボタンパクの解析

シグナルのスピン系の同定と連鎖帰属は常法的に従って行い、ほほ100%の帰属が

完了した。また、 NOESYスペクトルの解析によって、 885個の距離情報が得られた。

これに46個の水素結合 (23組)と6個のジスルフィド結合 (2組)の距離情報を併せ、

ランダムな初期構造からX-PLORを用いて構造計算を行ったところ、全重原子の

RMSD値が1.5A以内と比較的良い収束が得られた。 C-I027アボタンパクは 3つの逆

平行型戸シートから構成されており、このうちの2枚のFシートと2つのループから

疎水性の高いポケットが形成されている (Figure2) 。このフォールデイングと形状
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は、我々のグル}プによって既に構造解析された類似タンパク質のネオカルジノス

タチン 7、8)や、アミノ酸のホモロジーが90%以上あるアクチノキサンチン 9) と非常

に良く似ている。

Figure 2. Ribbon diagram of the C-l 027 apoprotein. 

芳香環化クロモフォアーアポタンパク複合体の解析

タンパク由来のシグナルの帰属はアポタンパクの時と同様にして行い、約9割のシ

グナルの帰属が完了している。また、クロモフォア由来のシグナルはすべて帰属し

た。アポタンパク単独の時と比べて、主鎖あるいは側鎖の一部のプロトンの化学シ

フトがO.lppm以上シフトしているアミノ酸残基は、アポタンパクの構造解析によっ

て明らかにされた疎水性ポケット (Figure2) に集中しており、この部位が、ネオカ

ルジノスタチン 7，8) と同様に、クロモフォア結合部位であると考えられる。芳香環

化クロモフォアとアポタンパク聞に観測されたNOEを基にして、クロモフォアーア

Figure 3 百】eNOE咽 restrainedrefined binding-structure of 2 with apoprotein. 
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ボタンパク複合体の結合構造をコンピユ}ターモデリングにより求めた (Pigure3)。

その結果、予想通り、クロモフォアはアボタンパクの疎水性ポケットに結合してお

り、コアのベンゼン環と pチロシンを内側に、アミノ糖とオキサジンを外側に向け

ている。クロモフォアのコア部は疎水性が非常に高いことから、両者の聞の疎水性

相互作用が結合の大きな要因となっていると考えられる。また、アミノ糖とY32側鎖

聞にNOEが観測されていることから、アミノ糖のN-ジメチル、もしくは6位のジメチ

ルとY32芳香環との聞のCH-π相互作用も両者の結合に関与している可能性がある。

クロモフォア安定化機構と放出機構に関してさらに詳細な知見を得るため、芳香環

化クロモフォア複合体のX-PLOR構造計算と、アボタンパク単独の構造の精密化を現

在検討している。
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3P65 1H NMRによるへムタンパク質の三次構造の安定化に寄与する

セグメン卜間水素結合の研究

(筑波大化学系)山本泰彦

1 H NMR 01 inter-segmental hydrogen bonds in sperm whale and horse myoglobins 

Yasuhiko Yamamoto 

Department 01 Chemistry， University 01 Tsukuba 

Intemal hydrogen bonds ∞ntribute to the s匂bilizationof protein folding. N恥仮 signals

arising from labile protons dir，配tlyinvolved in such hydrogen bonds serve as potentially 

sensitive probes for investigatingせletertiary s佐山知reof proteins in solution. His B5 NδHand 

His EF5 N EH proωns in myoglobin are 1∞a飽din "the in飽:r-segmen匂1hydrogen bonds" at社le

interfa田 sbetw民 n血eB helix and the G H∞mer and betw田 nthe EF∞mer組 d血eH helix 

r回 P配 tively.Tempera旬redependen白組dpH profile of the shift and line width of their signals 

are closely ∞rrelated to the s悦 ngthof hydrogen bonds. The ∞mparison of 曲目esignals 

betw配 nthe holo-and apo且 proteinsrev回 1edthat removal of prosthetic group largely alters血e

strucωre of the EF-H interfa四. The present study provides組 otherfragmentary， but ra也er

specific， description of the a戸)proteinstructure. 

[はじめに]タンパク質のフォールディングと熱力学的安定性の分子論的解明を目

指す研究では、水溶液中のミオグロビン (Mb)の詳細な高次構造解析が活発に行わ

れている。 Mbの補欠分子族であるヘムは、このタンパク質の機能発現に不可欠であ

るば、かりではなく、タンパク質部分(アポMb)の高次構造の安定化にも重要な役割

を担っていることが様々な実験事実により明らかになっている。しかし、アポMbの

構造で解明されているのは、ホロタンパク質(言Mb)に比べてヘリックス含量が約

30%少ないということのみで、詳細な分子構造(へムの有無によりタンパク質の高

次構造がどのように変化するのか、あるいはへムの除去により顕著な構造変化が誘

起きれるある特定の部分が存在するのか)については明らかにされていない。アポ

Mbは不安定であるので単結晶の調製は困難であり、 1HNMRスペクトルでのシグナ

ルの激しい重なりからNMRによる構造解析もあまり進んでいない。アポMbの構造化

学的研究におけるこれらの状況は、その機能と構造との相関関係に関して最も詳細

に解明されている蛋白質のひとつであるMbの場合とはまったく対象的である。

分子内水素結合、ミオグロピン、アポミオグロビン、タンパク質のフォールディン

グ、タンパク質の変性

やまもとやすひこ
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本研究では、 MbとアポMbの高次構造を比較し、両者の熱力学的安定性の相違を構

造化学的に解明するためのプロープとなるシグナルの検出と帰属を行った。一般に、

分子内水素結合に関与するHis側鎖のイミダゾール環のNHプロトンに由来するシグ

ナルは低磁場シフトし、タンパク質のシグナルが激しくオーバーラップする領域か

らは分離して観測される。 X線結品構造によれば、一般的な晴乳類のMbでは、その

ようなシグナルを生じる可能性のあるプロトンは 3個ある (Fig.1 )。これらのプロ

トンが関与する分子内水素結合は、いずれもヘリックスとランダムコイル部分の聞

に形成され、タンパク質の高次構造を安定化していることがわかっている。

III 

Fig.1. The inter-segmental hydrogen bonds of AspBl・HisB5・HisGHl(left) and 
HisFE5・AspH18(right). Brookhaven file 品侶N(T. Takano (1977)) WclS used to 
draw the structure of sperm whale Mb. Except the residues involved in the 
hydrogen bonds， only the back-bone folding WclS drawn and heme is indicated by 
space-filling model. NA， in the left drawing， indicates the N-terminal of the 
protein. The structure of Mb is roughly divided into three segments; 1 (A and B 
helices and EF comer)， II (Heme and C， E， F helices and CD and FG corners) and 
III (G and H helices). Hydrogen bonds are indicated by thick broken-lines. The 
re回 nancesof HisB5 NoH proton，也eproton betw回 nNe's ofHisB5 and HisGHl， 

and HisEF5 NeH proton are expected to be resolved from the protein envelope. 

[実験方法]マッコウクジラとウマ由来のMbは、市販のものをそのまま使用した。

Mbの一酸化炭素化物(CO体)は、 Na2S204によるへム鉄の還元後、 COガスを吹き込

み調製した。アポMbは、塩酸ー2・ブタノン法で調製した。限外ろ過によりタンパク

質濃度を約0.1mMに濃縮後、溶媒に10%020を加えNMR試料とした。 NMR測定は、

Bruker社製AC-400Pにより行った。スペクトルは、 Jump& ReturnパJレスなどのソ

フトパルスを利用して観測した。

[結果・考察]クジラMb、ウマMbのCO体の1H-NMRスペクトルの低磁場領域

(10-15ppm)には、化学交換性プロトン由来の三本のシグナルがそれぞれ観測される
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(Fig.2)。これらのシグナルのうち二本は、シフト値、水素交換反応速度い3x103s-1)、

温度変化とpH依存性、アポMbのスペクトルとの比較、異なる生物種由来のMbとの

一次構造の相同性とスペクトルの比較、 NOE相聞の観測(Fig.3)から、 HisB5NδH、

HisEF5 NEHプロトンに帰属された。また、クジラのアポMbでは、 HisEF5NEHプロ

トンシグナルの分裂 (a'w，a"w;Fig. 2B)が観測された。これらのシグナルのT2緩和

速度が大きいことにより、 NOESYではクロスピークは観測できなかったが、それぞ

れのシグナルをラジオ波パルス照射することにより測定したNOE差スペクトルには、

CEHとCoHプロトンシグナルへの明確なNOEが観測されている(Fig.4)0Figs. 4B & 
4Cよりわかるように、ピークa'w，a"wをそれぞれ照射した時にNOEが観測されるシ

グナルの化学シフトは異なる。もしa'w，a"wカずともにHisEF5NEHプロトンに帰属さ

れるならば¥クジラのアポMbでのHisEF5のイミダゾール環は異なる二種類の電子構

造で存在し、両者は相互変換(反応速度は<7s-1) していることになる。 a"wの

HisEF5 NEHプロトンへの帰属に関しては、検討を要するものと思われる。
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アポMbのスペクトJレで、 HisB5NoHと

Hほ F5附シグナルがともに観測されること 仙 ハ H
は、 AspB1・HisB5-HisGH1とHisEF5-AspH18 且^i・v
の水素結合は、へムが除去されても保持されて企ヱロヱ_)L__j\j~ 
いることを示している。ただし、 Fig.2のMbで一

~ --ppm 

の対応するシグナルとの比較からもわかるよう Q人↓ A 

に、シフト値友ぴ、線幅に関して両者の間で差円九.~W旬、J"-v~-V-町、~γ~-''\，t-

が見られる。これらのプロトンシグナルのシフ

ト値は、 ドナーとアクセプター聞の水素結合様

式の相違に関して単純に構造化学的に解釈する

ことはできないが、線幅の違いは明らかにアポ

Mbでのこれらのプロトンの化学交換反応速度

の増大を示している。アポMbでのシグナルの

線幅の広がりは、 HisB5NδHよりはHisEF5

NtHの方に顕著(特にウマのアポMbの場合) 16 14 12 10 8 6 

であることから、ヘムが組み込まれることによ F 
りHisEF5-AspH18セグメント間水素結合が安

ppm 

、."...-

定化されることがわかる。また、 EF-Hインタ-G
フェースの構造が、高次構造変化の影響を受け ¥'f; '(---
やすいことは、変性剤添加によるアポMbの変

性過程で、 HisEF5NtHシグナルが低濃度の変

性剤で、 Exchangebroadeningにより消失するこ

とからも確認することができた。さらに、同一

溶液条件で、は、ウマのアポMbのシグナルは、

クジラのアポMbでの対応するシグナルより線

幅が広い。この結果は、これらのプロトンが直

接関与する水素結合強度が両者で異なることを

示しているが、クジラのアポMbの方が熱力学

的により安定であることと矛盾しない。クジラ

のアポMbのアミドプロトンの化学交換反応速

度の解析から、ヘリックス A，B，G，Hは安定な

疎水性コアを形成していることが明らかになっ

ている(F.M. Hughson et al.， Science， 249， 1544 

(1990))0 EF-Hインターフェースの構造が少な

くてもHisEF5-AspH18水素結合が形成される

程度に保持されているという本研究での結果を

考え合わせると、アポMbではヘリックス Fも

部分的には形成されていることになる。
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3L5 蛋白質主鎖原子の完全緩和解析と主鎖の運動性

(都立大学・理・化学)

O楯 真一、山口絵美、市川代志子、甲斐荘正恒
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A Novel Experimental Approach for the Spin Relaxation Analysis 

of All Backbone Atoms in a Protein 

shin-ichi Tat~， Emi Yamaguchi， Y oshiko Ichikawa， 
and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science 
Tokyo Metropolitan University 

1-1 Minami-Ohsawa， Hachioji， To匂10192・03，Japan

Abstract: Spin 問 laxationparameters are fruitful for the elucidation of the protein struct町 e

dynamics. The arnide 15N spin relaxation is now commonly used in血estruct町 edynamics 

analysis of a protein due to the simplicity泊NMRexperiments and the interpretation of the 

obtained relaxation parameters. However， of cource， we require the relaxation parameters of 

other backbone atoms to obtain the comprehensive insight ofthe backbone dynamics of a 

protein. The existence of the large spin couplings between 13Cα_13Cs and 13Cα_13C=O h部

prohibited the extensive elucidation of the spin relaxation parameters of these backbone atoms， 

13Cαand 13C=O， so far. In this presentation， we will show you the novel experimental 

approach to overcome these in位insicproblems in the complete evaluation of the spin 

relaxation parameters of these reaming backbone atoms. The obtained view of protein 

backbone dynamics based on these complete data set would be discussed. 

Introduction: 

The elucidation of the backbone dynamics of a protein is one of the most exci也19

自eldofNMR application in expecting for its relation to the biological process. Recent NMR 

works have successfully provided us the with experimental insight of the backbone dynamics 

of a protein mainly based on the ar凶deI~ spin relaxation analysis. Currently， these arnide 

15N spin relaxation parameters are used as representative probes for the backbone dynamics of 

KのJwords:NMR， stable isotope， deuteration 

たて しんいち、やまぐち えみ、いちかわ よしこ、かいのしよう まさつね
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a protein， but there is no reason on that u泊 ge.Other backbone atoms， Cαand C=O， should 

have possibilities to behave differently企om創凶de15N. Soぬr，due to the experimental 

diffic叫tiesin me路町ing13Cαand 13C=O， especially 13Cα， the ∞mprehensive analysis of all 

backbone spins have not been reported. In our study， first of all， we prepared the 

appropriated labeled sample for the elucidation of the backbone 13C spin rel邸 ation.In our 

C出 e，we used uniformly 15% 13C enriched protein sample for the 13Cαspin analysis. In this 

sample， practically there is little perturbation on the T 2 spin rel郎副onprofiles of 13Cα 

carbons， giving us precise transverse relaxation parameters of 13Cαwhich could not be 

extracted without using the highly concentrated sample to observe natural abundant 13C. 

Se∞nd， the glycine residue has two attached proteins in its Cαsite， which give strong dipolar 

mediated cross correlation onto their attached 13Cαspin relaxation. To avoid this artifact on 

the 13Cαspin relaxation times of glycine residue， we applied stereoselective deuteration at 

glycine 13Cαsite to replace one ofthe methylene proton with deuteron. The attached 

deuteron， should enhance the T 2 spin relaxation process of 13Cαby the process of the‘scalar 

relaxation of the second kind'， but白ispro∞ss can completely eliminated by the commonly 

used CPMG loops with 500μsec delay duration; this relatively high duty CPMG loop can 

effectively decouple 13C_2H scalar coupl泊g，m回泊gno need tedious 2H-decoupling dur台湾T2

experiment. About 13C=O spin relaxation， there exist pulse scheme for mesureing 13C=O T I 

and T2 rel郎副ontime based on HNCO experiment published by W，噂ler'sgroup. And 

recently， I3Cα・C=Ohomonuclear NOE observation was published by two groups of 

Zuiderweg and Marion. We measured T)， T Ip and T 2 realxation times of 13C=O and 13Cか C=O，

15N_I3C=O NOEs with modified pulse schemes whichぽeoptimized for the application to the 

larger molecular weight proteins. 

The collected set of cohmprehensive relaxation paremters are used for the 

extraction of the motional paramters such as order par.創netersto compare the motional 

character of each backbone atoms. In this kind of analysis using 13Cαrelaxation parameters， 

we required some ofthe modification to the protocol adopted for the 15N relaxation analysis. 

The detailed process will be discussed in the presentation. 
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15% 13C uniformly enrichment lor the studies ol13Cα relaxation: 

The uniformly 15% enrichment of 13C could practically eliminate the over1ay of the 

13C_13C J coupling modulation on the T 2 rel回 ationprofi1e of 13Cαrel拡 ation.Figure 1 shows 

the representative data used for the 13CαT I relaxation analysis. Though the 13C enrichment is 

limited， the observed signal intensitiy is eghough for the analysis. Examples of T2 relaxation 

profi1e are shown in Figure 2， demons住ating出eT2 decay企白金omI3C_I3C coupling 

moduration. 

13Cαspin relaxation analysis using stereoselectivly deuterated glycine: 

For the 13Cαrelaxation analsys of glycine residue， to eliminate the 1紅gedipoloar

interaction among spatially neighbioring mehtylene protons are essential to aboid the dipolar 

cross corrleation effec on the 13Cαrelaxation. In the present study， the stereoselective 

deuteration was applied to se1ectively replace pro-R proton with deuteron. Figure 3 shows the 

comparsion ofthe protein spectra with non-deuterated protein (a) and selectively deuterated 

protein (b). In this sample， a11 glycine residues have me仕lIneHαprotons，which are 

appropriate for the re脳出onanalysis. 
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13C= 0 spin relαxation analysis using 15 N， 13 C鼻ulyenriched protein: 

Figure 4 depicts the pulse scheme used for 13C=O T 1 relaxation analysis. In this 

pulse sequen∞polarization has started from 13C=O. In the HNCO type experiment， we need 

push and back type magnetization transfer between l~ and 13C=O， giving rise to two times 

longer ∞herence transfer delayg compared with the present scheme in Figure 4. Thus， in the 

C部 eof the larger molecular weight protein， this longer delays willlead to the severe reduction 

ofthe observed signal intensity even is lH polarization is used. Actually， 13C=O driven 

spectrum gives enough sensitivity for the spin rel邸 ationanalysis of13C=O，出 shownin 

Figure 5. This pulse scheme， of course， can be applied any type ofrelaxation measurement 

including T 1， T 2， T lp and homo-/hetero-nuclear NOEs. 

In the presentation， we will discuss about the order parameter evaluation optimized 

for 13Cα. And all obtained dynamical parameters on each backbone atom will be compared and 

discussed泊relationto the backbone structure. 
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3L6 完全緩和行列法による蛋白質内lH核問ベクトル運動の解析

(岐阜大学・医学部・生理学第二講座)0桑田一夫、恵良聖一

Studies on the Motions ofIntramolecular Interproton-Vectors in Biological 

Macromolecules using a Complete Relaxation Matrix Analysis. 

Department ofPhysiology， School ofMedicine， Gifu University 

Kazuo Kuwata and Seiichi Era 

Using an off-resonance ROESY (O-ROESY) method， we tried ωextract the 

information on由edynamics of the internuclear vectors in DNA fragment and BPTI. 

To accommodate the spin-diffusion effect， we made two programs for complete 

relaxation matrix analysis， MARDIGRAS-O-ROESY and NONLINEAR-O-ROESY (K. 

Kuwata， H. Liu， T. L. James， T. Schleich) and analyzed the O-ROESY spectra using 

them. We clearly observed the variations in the rotational correlation times of 

internuclear vectors in DNA. Also we investigated the effect of slow motion of 

millisecond order in BPTI using a far off-resonance spin-lock pulse. Furthermore we 

tried to design the shaped pulses for spin-lock， such as adiabatic pulse to increase the 

sensitivity of the method. 

蛋白質は熱力学的に安定な立体構造、即ち、天然構造の周辺で揺らいでいる。蛋白質の

機能はその構造変化を通じて実現されるものであるから、蛋白質内部の熱揺らぎを明らか

にすることは、その機能を理解する上で極めて重要である。

一般に、蛋白質とそれを取り巻く水分子は大変複雑な力学系を形成している。この描像

によると、蛋白質の準安定な構造とは位相空間における個々の原子核の安定な軌跡であり、

また蛋白質の動的構造は、原子核の軌跡聞の相互相関関数により記述される。

Liouville空間における核スピンの軌跡及びその緩和過程は、スピン・ロックに用いるラ

ジオ波をデザインすることにより制御出来る。一方、位相空間における原子核の軌跡は、

核スピンの位相に干渉する効果がある。この干渉効果は、核スピン聞の相互相関関数の変

イじを通じて、核磁気共鳴法 (NMR)の多次元緩和スペクトルにより観測が可能である。

蛋白質を構成する原子核の運動様式を明らかにするため、まず、最も単純な形状のオフ・

レゾナンス・パルスをデザインし、スピン・ロックに使用した。多次元で行った場合には、

この方法を 0・ROESY法と名づけた(Kuwataet al.， 1995)。

前回述べたように、我々は水素原子閣でのスピン拡散の寄与を取り除くため、 O-ROESY

法のための完全緩和行列法のプログラム(1.CORMA・0・ROESY，2.MARDIGRAS-O-

ROESY， 3.NONLINEAR-O-ROESY)を Fortranで作成した。 1は蛋白質または核酸の pdb
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フォーマット・ファイルから 2次元 O-ROESYスベクトル強度を算出する。 2は、 2次元

0・ROESY実験から得られた強度から各核問ベクトルの交差緩和時聞を完全緩和行列法に

より算出する。 3は、オフ・レゾナンス・スピン・ロック周波数の関数としての 2の出力

(交差緩和時間)に理論曲線を非線型カーブ・フィットすることにより、スペクトル密度

関数(l却ari・Szabotype)中のオーダー・パラメーター及び内部回転緩和時間 (psec.-nsec.) 

を算出する。 2種類の静磁場を用いた場合の 3の出力のユニークネスは完全探索法により

確認した (Kuwataet al.， 1996)。

理論面では、今回は主にオフ・レゾナンス・スピン・ロックに伴うスカラー・カップリ

ングの影響及び遅い (msec.オーダー)運動の影響を考察した。前者は 3kHz以上のオフ・

レゾナンス・ラジオ波照射場では、殆ど無視し得る事が分かつた。また遅い運動は、基本

的に原子核の位相空間内での軌跡と、核スピンの位相との干渉を通じて特徴づけることが

可能であることが分かつた。

実験では、 DNAフラグメントを用い、完全緩和行列法による解析を試みた。またウシ騨

臓トリプシン・インヒビター (BPTI)を用い、数十種類のオフ・レゾナンス・スピン・ロ

ック・パルスを使用し、 O-ROESYスベクトルを測定した。その結果、蛋白質内部の比較

的固い事分に、回転系の周波数で数kHzから数十kHzの吸収が見られた。

また、 O-ROESYスペクトルを最適化する目的で、 Bloch方程式の解から逆にスピン・

ロック・パルスのデザインを試みた。
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3L7 安定同位体標識NMR技術の核酸への展開

(都立大・理)0甲斐荘正恒、小野晶、楯真一、小野明、片岡新

椎名桃子、大胡雄

Recent Development in Stable Isotope Aided NMR Spectroscopy for 

Nucleic Acids 

Ma"a主suneKainosh2， Akira“Sho" Ono， Shin'ichi Tate， Akira“Mei" Ono， 
Shin Kataoka， Toko Shiina， and Yu Oogo 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

1・1Minami-ohsawa， Hachioji， Tokyo， 192・03Japan 

Abstract:百lepreparation of isotopically labeled nucIeic acid oIigomers by soIid phase 
synthesis has been firmly estabIished in our laboratory. During the last couple of years， our 
efforts have been direct怠dtoward developing methods for determining various homo-'and 
heteronuclear spin coupling constants， which are necessary to supplement insufficient NOE 
constraints in the structural determination of nucleic acids in solution. Oligomers having an 
isotopically labeled residue at the seIected site are useful for unambiguous assignment as 
well as for precise structural analyses of the labeled moiety. The regio・andstereoselectively 
2H113Cーdoublylabeled nucIeosides have been shown to be particularIy useful for these 
pu中oses.Some examples from our recent work will be presented to illustrate the usefulness 
of the selective isotope labeling techniques for NMR studies of nucIeic acid oligomers. 

蛋白質の多核種・多次元NMR法の発展は著しく、現在においては分子量 3万程度まで

の高分子量蛋白質のNMRシグナルの帰属も可能となってきた。一方、核酸に関しては多

くの興味は集められてはいるものの、安定同位体標識試料の調製技術の未発達のためもあ

り、蛋白質への取り組みと較べて立ち遅れていることは確かである。核酸の同位体標識法

の開発において最も重視すべきは、蛋白質の場合とは異なり、国相法による自動合成が極

めて有効である点であろう。多くのグループは酵素法を利用して調製した均一標識体を利

用する、いわば蛋白質において開発された方法論の援用を指向しているが、核酸の立体構

造決定の問題点を考えればこのような方向は必ずしも適切ではないと我々は考えている。

核酸は、蛋白質と比較すれば、プロトン密度が低く、従ってNOEベースの立体構造決定

のアルゴリズムには限界がある。むしろ、核酸においては蛋白質以上にスピン結合定数や

緩和速度等を構造情報として取り入れる必要がある。このような、蛋白質の構造情報とし

ては副次的な重要性しか与えられていないNMRパラメーターを、 NOEによる距離制限

と同等以上に重視するとするならば、当然それらのパラメーターの測定精度の向上が要求

されることになる。本報告では、過去数年間続けてきた選択的安定同位体標識報を利用し

たDNA、RNAオリゴマーの研究例を紹介しつつ、今後の展開について述べたい。

キーワード :RNA、DNA、安定同位体標識、多次元NMR

かいのしょう まさつね、おの あきら、たて しんいち、かたおか しん、しいな

とおこ、おおごゅう
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3L8 分子量の大きなタンパク質の高次構造解析法の開発

e理化学研究所遺伝生化学研究室， 2Cambridge Centre for Molecular R配 ognition，

Department of Bioche凶 stry，University of Cambridge， 3理化学研究所細胞情報伝達

研究室および東京大学大学院理学系研究科， 4EMBL)

伊藤隆， 1 Brian O. Smith， 2 Andrew Raine，2 Sarah Teichmann， 2 Liat Ben-Tovim， 2 

Daniel Nietlispach， 2 R. William Broadhurst， 2寺 田 透 3 Mark Kelly， 4 Hartrnut 

Oschkinatd 4柴田武蔵 1横山茂之， 3 Emest D. Laue2 

An approach to global fold determination using limited NMR data from larger proteins 
selectively protonated at specific residue types 

Yutaka Ito，l Brian O. Smith，2 Andrew Raine，2 S訂 ahTeichmann，2 Liat Ben-Tovim，2 Daniel Nietlispach，2 R. 

William Broadhurst，2 To胎uTerada，3 Mark Kelly，4 HぽtmutOschkinat，4 Takehiko Shibata/ Shigeyuki 

Yokoyama，3 and Ernest D. Laue2 

lLaboratory of Cellular and Molecular Biology， lnstitute of Physical and Chemical Research(RIKEN)， 2-1 Hirosawa， 

Wako， Saitama 351-01， Japan. 2Cambridge Centre for Molecular Recognition， Department of Biochemistη， 

Universi，砂ofCambridge， Tennis Court Road， Cambridge， CB2 1QW， U.K 3Cellular Signalling Laboratoη， lnstitute 

of Physical and Chemical Research '(R1KEN)， 2・1Hirosawa， Wako， Saitama 351-01 and Department of Biophysics and 
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A combination of calculation and experiment is used to demonstrate that the global fold of 1釘g巴rproteins can b巴

rapidly determined using limited NMR data. The approach involves a combination of heteronuclear住iple

resonance NMR巴xperimentswith protonation of selected residue types in an otherwise completely deuterated 

protein. This method of labelling produces proteins with α戸spωificdeuteration in the protonated residues， and 

出eresults suggest仕latthis will improve the sensitivity of experiments involving corr巴lationof sidechain and 

backbone a凶 deresonances. It will allow the rapid assignment of backbone r巴sonanceswith high sensitivity 

and th巴 determinationof a reasonable structural model of a protein based on limited NOE restraints. The 

me白odthat we propose should also be of utility in extending the use of NMR sp巴C住oscopyto deterr凶nethe 
世田tぽ esofl紅 gerproteins. 

序

最近のNMR担u定技術と解析法の進歩によって，タンパク質を均一に13C/5N標識し，凶ple

resonance NMRの手法を用いることで， 150・200残基のタンパク質の詳細な高次構造決定が可能

になってきている.NMRの手法をさらに大きな分子量のタンパク質 (200・300残基)に応用する際

の有力なアプローチとして重水素化が数年前から注目を集めている.既にタンパク質の全て

Keywords:タンパク質，重水素標識，高次構造解析

共同研究者ふりがな:いとうゆたか， Smith， B. 0.， Raine， A.， Teichmann， S.， Ben-Tovim， 

L.， Nietlispach， D.， Broadhurst， R. W.，てらだとおる， Kelly， M.， Oschkinat， H.，しばたた
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の非交換性のプロトンを全て重水素に置換することによって，非交換性のプロトンの磁化を介

さずに主鎖および側鎖13Cの磁化を主鎖アミドプロトンに転移させて観測するタイプの実験にお

いて最も感度良く観測できることが報告されている[1-4].一方で我々は， 50%程度のランダム

な重水素化が，側鎖プロトンと主鎖アミドプロトンの相関や，側鎖プロトンとアミドプロトン

の聞のNOEを観測するような実験において，最も高い感度を示すことを示した[5].また，前述

のような非交換性プロトンの完全な重水素化によって，アミドプロトン聞のNOEを感度よく観

測し，少ない距離情報を用いて低分解能の構造を決定する試みが報告されている[6，7].

そもそも200-300残基のタンパク質の構造決定の際に問題になる要因としては， (1)観測可能な

核の総数が増大し，シグナルの分離が困難になること， (2)NOEの強度の低下(特に13C標識タン

パク質では深刻であるにの2点があげられる.私たちは今回，以上の2つの問題点を克服し，大

きな分子量のタンパク質についての迅速な高次構造決定を可能にするアブローチを提案する.

この方法は，数種類のアミノ酸残基(例えば，タンパク質の疎水的コア部分を形成する，

aliphatic残基およびaromatIc残基)をプロトン標識し(アミノ酸選択的プロトン標識と略記)，残り

の残基を重水素化したサンプルを調製し，シグナルの分離を容易にするとともに緩和による

NOE強度の低下を軽減するものである.今回はアミノ酸選択的プロトン標識タンパク質の調製

と評価，今回の高次構造決定法のシミュレーションによる評価を行なったので報告する.

結果と考察

アミノ酸選択的プロトン標識.アミノ酸選択的プロトン標識の有効性を調べるためにhumanc・

Ha-Rasタンパク質 (19.4KDa)を用いて実験を行った.調製したサンプルは次の通りである.

(1). ILVFY-1HPH-background/u-15N-Ras (l5N・且V+FY-Rasと略記).

(2). ILV-CH，13C)/FY-1HPH・background/u-15N-Ras (13C/5N_ILV，15N・FY-Rasと略記).

試料(1)においては， Ile， Leu， Val， Phe， Tyr (ILV+FYと略称)がフロトン標識され，残りの残

基は均一に重水素標識されている.また全ての窒素原子は15Nで標識されている.試料(2)におい

ては， Ile， Leu， Val (ILVと略称)についてはプロトンおよび13Cで標識され，Phe， Tyr (FYと略

称)はプロトンのみで標識されている.

上記のサンプルのスペクトルを解析した結果， ILV+FY残基は効率良くプロトン標識されてお

り，かつ他の残基も効率良く重水素標識されていることがわかった.各種NOESYスペクトルを

完全にプロトン化された試料で測定したものと比較した結果， (当然のことながら)シグナルの

分離は劇的に向上していた.またαフロトンについては， Leu残基については例外的に299るで

あったが，他の4種の残基については平均として699もが重水素化されていることがわかった.高

いα位の重水素化率は，例えばHCC(CO)NNH，CBCA(CO)NNHなどの測定の感度を上昇させ，

ILV残基の帰属を容易にすると期待される.現在， ILV+FY選択的プロトン標識試料について，

Ras.GDP， Ras・GMPPNP-RafRBD(32 kDa)の双方の系で解析が進行中である.

構造計算.実際の測定データを用いて解析を行なう前に，アミノ酸選択的プロトン標識タンパ

ク質についての測定で得られる構造情報を用いて立体構造決定を行った場合，どの程度の精度
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で構造が求められるかを評価するために， 2種類の構造計算を行って解析を試みた.

第1に，既に構造が決定されているRas・GDPの座標を用い，アミノ酸選択的プロトン標識サン

プルで観測されると想定されるNOEを発生させ，構造計算を行った.この場合には全てのNOE

は分離されかっ帰属されていることが想定されている.以下の5種のケースで計算を行った.

(1).アミドプロトン聞のNOE(NOE剛一間， cut off = 6A)のみを用いた場合.

(2). NOE聞ー聞に加えて，全ての残基の側鎖フロトンと主鎖アミドフロトン聞のNOE(NOEsc_凹，

cut off= 6 A)を用いた場合.

(3). (2)の条件でNOEsc_聞のcutoffを5Aにした場合.

(4). NOE聞ー聞に加えてILV+FY残基の側鎖と全ての主鎖の聞のNOE(NOEJLVFY_剛， cut off = 6 A)， 

および、且V+FY残基側鎖プロトン間のNOE(NOEJLVFY_JLVFY，cut off =5 A)を用いた場合.

(5). (4)の条件でNOEJLVFY四聞のcutoffを5A， NOEJLVFY孔 ，VFYのcutoffを4Aにした場合.

(2)， (3)はl試料あたり 1種のアミノ酸をフロトン標識したものを20種作成し，測定を行なうこと

を想定している. (4)， (5)はILV+FY選択的フ。ロトン標識を行なったことを想定している.

(1)では平均構造と元の構造の主鎖のRMSD(SAAVvs NMR)が14A程度と悪いのに対し， (2)， (3) 

では1.0・1.3Aという精度で構造が決定できることがわかった.アミノ酸選択的プロトン標識試料

を想定した(4)，(5)でも， 1.5・2.0A程度の精度で構造を決定できることを示した.

第2に， Ras・GDPの構造決定に用いたNOEを用い，アミノ酸選択的プロトン標識サンプルで観

測されると想定されるNOEを抽出し，高次構造計算を行った また，同時に13Cα，13CJlの化学シ

フトから2次構造を予測し，主鎖の2面角の情報として計算に用いた.さらに，13C標識されてい

ない試料については，側鎖プロトンの帰属が暖昧になる可能性を考慮して，距離情報は陵昧な

まま用い，Nilgesの方法[8]を用いて計算を行なった.以下の4種のケースを想定した.

(1). u_2H1u-15N_Rasの場合 NOEHNー聞のみを用いる.

(2). ILVFY-1H，13CPH-background/u-15N-Ras (13C/15N-ILV+FY_Rasと略記) の場合. NOE凹ー聞に

加えて， NOEJLVFY_削とNOE孔，VFY-孔VFYを用いる.NOEの帰属には誤りがないとする.

(3). 13CPN_IL V， 15N_FY -Rasの場合 NOEHN一則， NOEJLVFY_聞， NOE1LV昨孔，VFYを用いるが， こ

の内FY残基に関わるNOEは暖昧さを含むものと考える.

(4). 15N-ILV+FY-Rasの場合. NOE剛ー剛 NOEJLVFY_剛， NOEJLVFY孔 ，VFYを用いるが， この内側

鎖に関わるNOEは暖昧さを含むものと考える.

u_2H1u-15N_Rasを調製しNOEHN_閉を解析することも想定し，人為的なNOEデータを加えた場合に

ついても計算を行なった

この結果， (1)では主鎖の RMSD(SAAVvs NMR)が 13Aと悪く， (2)では 2.1A(1.8A)，(3)では 5.0

A(1.7A)， (4)では 9.3λ(3.4A)であった.括弧内は，人為的な NOE凹-HN情報を付け加えた際の計

算結果である.計算の結果得られた構造を図に示す.これらの計算の結果， 13Cl5N・江V，15N_FY_

Rasや 15N-ILV+FY-Rasについても， Nilgesの方法を用い，かつ u-2H1u_15N_Rasで帰属した

NOEHN-HNを構造情報に加えることで，主鎖の RMSDで 2-3A程度の精度で構造を決定できるこ

とが明らかになった.
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Figure. Solution structures of Ras.GDP. Superpositions of five structures， as well as their me加 structure(in 
bold)， after a least squ紅 'esfit are shown in panels (b)ー(f). In each case the backbone， computed using the 
different restraints sets合omthe selectively protonated (ILV+FY) proteins， is shown. In panel (a) a schematic 
representation using Molscript of出estructure determined using all the restraints is shown in the same orientation. 
Panels (b)， (c) and (巴)， show s凶 cturescomputed using Restraints Sets (2)， (3)， and (4)， respectively， obtained 
企omthe selectively protonated (ILV+FY) protein samples only; for Restraints Sets (3) and (4)，出es位uctures
computed with th巴extraHN -HN restraints obtainable 仕oma completely deuterated protein are also shown in (d) 
and (f)， respectively. (Note白atin each case only five structures紅 eshown for clarity and that in all cases 
restraints to the GDP were not included. In (巴)，血巴m巴anstructure is not meaningful and is not shown.) 
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3L9 不均一磁場における超高速イメージング
筑波大学物理工学系 巨瀬勝美

Ultrafast NMR imaging in inhomogeneous magnetic fields 
Katsumi Kose， Institute of Applied Physics， University ofTsukuba 

The pai-EPI (echo-planar imaging) sequence of which data-acquisition time was 66 ms 

for one 64 x 64 pixel image was implemented on a small-bore high magnetic-field MRI 

system. NMR images free from geometric distortion were acquired at a high time 

resolution (250 ms). 

くはじめに>

1秒以下の時間で二次元画像データを計測する超高速イメージング法としては，

EP!1)とFLASH2)が代表的手法である.しかしながら，物理学や工学の応用において

は， 1秒程度の計測時間では充分でなく， 100 ms以下の計測時聞が必要とされる場

合も多い.このような場合には，これまで， EPIのみが有効な方法であり，乱流や非

定常流れの計測などに用いられてきた3-7).

しかしながら， EPIは，静磁場の不均一性にきわめて敏感であり，このため，非定

常流の計測においては，撮像の対象が限られてきた.すなわち，磁化率の分布によ

り誘起される磁場が，被写体の中で一様になるような物体(円管，二重円筒など)に

適用されてきた.そこで本研究では，静磁場の不均一性に影響されない超高速イ

メージング法として， EPIにおける磁場勾配反転を180。パルスで行う方法である，

いわゆる:rt-EPI法を試みた.この方法は古くから提案されI，8)，臨床機では， T2を過

度に強調した撮像法であるRAREとして知られているが9)，臨床機におけるRAREで

はスピン・エコー聞の間隔は通常10ms程度以上であるため， 100ms以下の時間での

撮像例はこれまで全く報告されていない.

<実験方法>

パルス系列としては， Fig.1に示すものを用いた. (a)で、は，毎回， k空間のゼロエ

ンコードのラインから，各エコー独立に位相エンコードを行うのに対し， (b)では，

EPIと同じく， トラジェクトリが前回のエンコードの位置から行われる.本質的な違

いはないように思われるが，後で述べるように，実際には大きな違いが生じる.

被写体としては，試料①:外径15mm，内径14mmのNMR用試験管に，直径

6.35mmのテフロン球を入れ，さらに硫酸銅水溶液を深さ 18mm程度まで、満たした

もの，試料②:外径15mm，内径14mmのNMR用試験管に硫酸銅水溶液と植物油を

入れたもの，試料③:外径20mm，内径18mmのNMR用試験管に硫酸銅水溶液と

キーワード :NMRイメージング， E P 1，超高速イメージング

こせかつみ
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π π 11: π 11: 

π/2 

ハ ハ
RF RF 

Gs Gs 

Gr Gr 

Ge xN Ge LUU 
】一------UU'川

(a) (b) 

Fig.1 :rt-EPI sequences used in this study. Gs' Gr， and Ge are gradients for slice， readout， 

and phase encode. 33 spin-echoes are used for reconstruction of one 64 x 64 pixel image 

by using Hermitian symmetry of the NMR signal in k space. The periods between 180。

pul8es are 2 ms. 

植物油を入れたもの，の 3種を使用した.また試料③においては，上方より，外径

12mm，内径8mmのアクリノレパイプをガイドとして使用して，直径6.35mmのテフ

ロン球を試験管の軸に沿って投入した.

これらの試料を， RFプロープの中に鉛直に挿入し，中心軸を通る鉛直断層面(スラ

イス厚2mm)を， FLASH， EPI，π-EPIの各パルスシーケンスによって撮像した.

FLASHでは，繰り返し時間(TR)を2.2ms，エコ一時間(TE)を1.8ms，信号読み取り

時間(TDAC)を1.28ms， EPIで、は， TR=250 ms， TE=20 ms， TDAC=40.96 ms，ぉ-

EPIでは， TR=250 ms， TE=2 ms， TDAC=66 msとした.いずれの場合も，画像視

野(FOV)は19.2mm  X 19.2 mm，画素数は64x64とした.π-EPIでは， 33個のエ

コーを計測し， k空間における計測データのエルミート対称性を用いて， 64x64画

素の画像再構成に必要なデータを作成した.

撮像に用いた装置は，静磁場強度4.74Tの鉛直開口径(89mm)をもっ超伝導磁石

(Oxford社製)と，アクティプシールド型勾配コイノレ付きRFプロープ(Doty社)を用い

た，自作のイメージング装置である.

<実験結果>

Fig.1(a)のパルス系列を使用した場合には，特に顕著なアーティファクトは見られ

ず，また， H1の変化や不均一性の影響も少なかった.しかし，Fig.l(b)のパルス系

列を使用した場合には， H1の変化や不均一性の影響が極めて大きく ，H1の調整が不

十分な場合には，stimulated echoによると思われる，画像中央部に発生するライン

上のアーティファクトが顕著であった.しかし，いずれの場合でも，磁場勾配の

スイッチング1こ伴って発生するBoの時間的変化による核磁化の位相変化を考慮、した
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上で， CPMGの条件が満たされるように， RFパルスの位相を調整することが不可欠

で、あった.よって以下の結果はヲ Fig.1(a)のパルス系列を使用したものである.

Fig.2(a)-(c) iこ，試料①を各方法で撮橡した結果を示す.それぞれの計測時開は9

140.8臨 s，40.96 ms， 66臨 sで、ある. EPIで取得した画像で、は，磁化率の急激な変化

により誘起された不均一磁場による画像の変形が著しいが，他の方法で取得した画

後では9幾何学的変形はみられない.なお， FLASHでは，磁化の飽和による著しい

画像S府の低下が見られるが9πEPIで取得した画畿のS府は極めて良好である.

(a) FlA事H

40.96隅$ 66ms 

Fig.2 Images ofwater in a test tube with a teflon sphere a七七hebotto盟 ofthe tube taken 

by (a) FLASH， (b) EPI， and (c)π-EPI sequences. 

Fig.3(a)四 (cHこ，試料②を各方法で撮{象した結果を示す.水と植物油の酸化率の差

は小さいため， EPIの画{象においてもヲ画{象の幾何学的変形は少ないが，プロトンの

ケミカルシフトの差により，植物油のプロトンの画像はヲ位棺エンコード方向に大

きくシフトしている. しかしながら， :rt-EPIで敢得した画鎮の幾何学的変形はほと

んどみられない.

140.8ms 40.96隅$

Images of water and oil in a七est七ubetaken by (a) FLASHヲ (b)EPI， and (c)πEPI 

66隅 S

sequences. 

A
斗ふ

弓
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SucceS8Ive time In8tants of a teflon sphere sinking through the i批 erfacebetween 

water and oil in a test tube taken by the n-EPI sequence at 250 ms ti臨争ln七ervals.

Fig.4~こ，試料③において，水と植物油の界面をテフロン球が沈降していく様子を9

n-EP工法で250msの時間間隔で、連続的に撮録した画像を示す.水と植物油のプロト

ンは大きくケミカルシフトが異なりヲまたテフロン球と水および植物油とは磁化率

が大きく異なるものの，ほとんど幾何学的変形は見られずラ界記において，植物油

が球体の後流に引きずられて変形している様子が明瞭に捉えられている.

く

多数の180。パルスを用いたπ-EPIシーケンスを用いることによりヲ計測持間が100

ms以下で，かっ静磁場の不均一性および化学藷の分布の影響が少ない手法を実現し

た.この手法は，擾雑な形状をした系や，物質界面など多磁化率の空間分布が急激

に変化するような被写体における，非定常な現象の計測に極めて有効な手法である

と思われる.
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3L10 神経活動MRIの基盤技術としての電流分布MRI
(東大医)0亀井裕孟s 伊良皆啓治，上野照剛

Current Distribution MRI: Basic Technique for Neuronal Active 

Current Distribution Imaging 

(Inst. Med. Electronics， Univ. ofTokyo) H.Kamei， K.Iramina and S.Ueno 

The present study was undertaken to prove the possibilities of the magnetic resonance 

imaging for the distribution of neuronal active currents in the brain. Measurement of 

internal magnetic field deformations caused by an electric current in a sample was 

performed using a method based on the nuclear magnetic resonance imaging technique. 

A current dipole 90nAm has been detected with good Sβ~. The results lend some support 

to the development of the neuronal active current distribution MRI. 

【はじめに]

NMRを利用した脳機能計測技術には差分NMR法， fM悶(機能MRI)， MRSなど

がある.差分NMR法および品1RIは脳活動に伴う血流量の変化や血液の酸素化の度

合いの変化などを画像に反映させたもので，代謝の間接情報を画像化したものとい

うことができる.MRSは代謝の直接情報を与えてくれる優れた手法であるが，充分

なS/Nの信号が得難いという難点がある. これらNMRを用いた計測技術に対し，

SQUID磁束計の開発によって測定可能となったMEG(脳磁図)からは神経活動その

ものを反映した情報が高い時間分解能で得られるという大きな利点があるが，形態

情報が得られない欠点がある.このため磁場源推定結果をMR画像に投影することが

一般的に行われている.

MEGでは誘発磁場源は電流双極子として，数100nAm程度と推定される場合が多

い.この程度の大きさの磁場源であれば，高い時・空間分解能を持ったMRI手法を

用いることによって，活動電流分布を可視化することが可能であると推測される.

そこで，われわれは「活動電流MRIJの可能性を検証するための簡単なモデル実験

を行い，良好な結果を得ることができたので報告する.

【電流源]

脳を測定対象に考えた場合，活動電流M悶で観測される電流源はMEGで観測され

キーワード:神経活動MRI、電流分布M悶、脳機能、 MRI

かめいひろたけ、いらみなけいじ、うえのしょうごう
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ているものとほぼ同様な活動電流を想定

している. To Current Source 

~ insulated Copper Wire 

{測定@試料}

MRIシステムは JEOLGX-270を母体

とし，磁場勾配発生系，画像処理系等を

付加した試作システムを使用した. プ

ロトン観測開波数:270MHz， 磁場勾

配:約300mT/m， 撮像法: ~1D 

t<1(128X128X128). ~式料タ粁壬

10mmのNMR試料管にノ}くを満たし， そ

の中に底辺が直線(長さ4.Gmm)の U

字型に折り曲げた絶縁導線を挿入し，

これに電流を流した (Fig.l) 

一一一怜mmφSampleTube 

Waler 

Fig.l. The phantom which was 

i盟諸ed，drawn roughIy to scale. 

{結果と考察}

ここで示す画像は全て静磁場に対して垂甚なスライス面である.無電流，電流印

加(電流双極子:450九!¥m) ，およびそれらの画録間の差分画像の例をFig.2に示す a

これら銅線の中心を含むスライス面から240μm下 方のスライス面のものである.

電流印加による画畿の変化が明瞭に示され，高いを持った差分画像が得られて

いる.信号強度変化 の嵩子は銅線近傍における投影スペクトルに

よってより明瞭に捉えることができる.

(a) (c) 

Fig.2. Proton images of丘 thintr呂nsversesection 240 /L問叩呂rtform the copper wire. 

(a)Current 0百， (b)current on (459nAm)， (c)subtraction image ("on" minus "off'). 
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Figure 3 に銅線を含む面，およびそれか

ら上方の240， 120μm，下方の120，240 

μmの距離にあるスライス面について銅線近

接の投影スベクトルを示す.銅線を

含む面に対しと下酉での信号の反転など予測

される通りの変化を示している.

Figure 4に電流双極子90nAmのときの差分

画像を示す.電流印加に伴う信号強度変化が

明瞭に描出されている a

Fig.4. Subtr品ctionimage of the phantom 

with 90nAm current dipole以 120μm

under copper wire level. 

{結言語}

電流双極子として90nAmまで検出するこ

とができた.このことは脳活動電流の空間分

布をMR画像として可視化できる可能性を示

している.

。。
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Fig.3. Profile plots of the transverse images 

at five levels through the phantom with 

450nAm c悶Tentdipole. The level of 

copper wire is denoted by 0μm. 
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拝廊智之 3P33 古荘久見子 3L2 宮野敏男 lP37 

蓮田勝美 lP62 古谷利夫 3L4 三好利一 lP17 

畠山盛明 lL6 古屋秀峰 lP21 

波田雅彦 3P3 (む)

波田雅彦 3P4 (ほ) 椋野邦子 lP27 

服部憲和 lP45 細井信造 3P24 武藤裕 3P54 

服部峰之 3P31 細野和美 3P54 武藤裕 3P62 

馬場雄久 3P7 堀田芳生 3P44 村上政隆 3P34 

馬場雄久 3P8 堀井文敬 lP20 村田道雄 lL12 
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室文人 lP27 吉野明広 lP46 Kupce E. 2L6 
吉水広明 lP44 Laue E. D 3L8 

(め) 吉村一良 lP37 Laue E. D 3P55 
目黒芳朗 lP59 Lehmann V. 3P34 

(わ) Leisen ]. lP56 
(も) 若井千尋 lL11 Luz Z. lL3 

持田智行 lP41 和田昭盛 lL7 McDermott A. lP32 
森田徹一郎 3P30 渡辺公綱 lP49 Navon G. 3P37 
森輝雄 3PI0 渡辺公綱 lP61 Nietlispach D. 3L8 
守谷哲郎 3P31 渡部暁 3P54 Oschkinat H 3L8 

渡部徳子 lP56 Pines A 2L2 
(や) 渡部徳子 3PI0 Price W. S. lP14 

矢沢道生 lP54 渡辺尚彦 3P43 Raine A. 3L8 
柳井症緑 3P59 渡遁英宏 3P38 Reichert D lL3 
柳沢勝 lP40 波遁英宏 3P39 Remenyi A. 3P57 
薮崎努 lP15 Schneider H. lL3 
山内一夫 lP18 (A-Z) Sharf Y. 3P37 
山口絵美 3L 5 Afonin A. A. 3P5 Shinar H. 3P37 
山口 '悟 lP65 Akasaka K. lL10 Slichter C. P. 2L1 
山口芳樹 3L2 Aramini ]. lP54 Smith B. 0 3L8 
山腰良晃 lP13 Ballard C. C. 3P3 Spaniol T. P. lP5 
山崎亜紀 3P44 Ballrad C. C. 3P4 Swindells M. B 3L4 
山崎俊夫 lP48 Ben-Tovim L. 3L8 Sykes B. D 3L3 
山崎俊夫 lP52 Bowtell D. 3P63 Takahashi S lL10 
山崎俊夫 3L1 Brenneman M. 2L4 Teichmann S 3L8 
山崎俊正 3P61 Brian O. S 3P55 Tian F. 2L4 
山田和庚 3P59 Broadhurst R. W. 3L8 Vashchenko A.V. 3P5 
山田整 3P26 Caprihan A. 3P32 Vogel H lP54 
山田博明 lP16 智勝短 3P54 Williamson M. P. lP63 
山田博昭 lP27 Conroy M. J lP63 Williamson M. P 3P21 
山田博明 lP51 Cross T. A 2L4 Yannoni C. S 2L3 
山本京之介 3Pl Dempsey C. 3P57 沈伊民 lP26 
山本京之介 3P6 Dubovskii P. lL10 Zick K 3P34 
山本泰彦 3P65 Freeman R. 2L6 

Fukushima E 3P32 
(よ) Gagne S. M. 3L3 

横田絵美子 lP18 Gersonde K lP56 
横田博 3P24 Gross D 3P34 
横山茂之 lP55 Gu T. lP32 
横山茂之 3L8 Harding R. lP23 
横山茂之 3P54 Heaton B. T. lP23 
横山茂之 3P55 Hill H 2L5 
横山茂之 3P62 Hua L. lL10 
横山茂之 3P63 Hunter C. N. lP63 
吉岡敬太郎 3P59 Jonathan A. C. 3P55 
吉岡大 3P36 Kelly M. 3L8 
吉田健一郎 3P64 Ketchem R. R. 2L4 
吉田尚弘 lP29 金仁実 3P54 
吉野明広 lP45 Kovacs F. 2L4 

(5) 



キーワード索引 Chemical Shift Anisotropy 1P26 
chemical shift perturbation 3P55 

2次モーメント 3P41 condensed matter 2L1 

2次元NMR 3P24 CONOESY 3P30 

2次元NMR 3P64 Coordinated D20Dynamics 1P29 

2次元固体陥依 1P1 coordinated histidyl imidazole 1P49 

2D-1H-NMR 1L10 CP/MAS 1P43 

3次元NMR 3L3 CP IMAS 13C NMR 1P20 

3次元構造決定 3P51 CP IMAS 13C NMR 1P26 

3D-HMBC 3P20 CP/MAS NMR 1P25 

x-アングル 1P60 CP/MAS NMR 3P12 
CRAMPS 1L6 

(A) CRE.結合蛋白質 3P58 

AFM 2L3 CTI 3P34 

Alイオン 3P15 
amplitude modulated irradiation 1P3 (D) 

Aptotoxin 3P50 (D-Ala2]Met-enkephalin 1L8 

ATP 1P57 Darwin項 3P4 
def1ect構造 3P19 

(B) DEPT 1Pll 

BIS-NIPAゲル 1Pll Diffusion -weighte d image 3P40 

broadband decoupling 2L6 dipolar recoupling 1P3 

BSA 1P47 DMS 1L3 
DNA 1P60 

(C) DNA 3L7 
113CdNMR 3P11 DNA結合蜜白質 1P48 
13C_13C双極子相互作用 lP1 DNA結合領域 3P56 
13
C
_31p双極子相関法 1P57 DNMR 1P38 

13C CP/MAS 1P17 DOR 1P9 
13C NMR lLll 
13C NMR lP19 (E) 
13C NMR 1P40 E.COSY 3P60 
13C NMR 1P44 E-HSQC 3P47 
130化学シフト 1P22 editing 3P47 
13C固体高分解能NMR 1P21 Enkephalin 3P51 
13C-MRS&I 3P38 EPI 3L9 
13CNMR 1P35 EPR 2L3 

13C •および13C，8化学シフト exchange experiments 1L3 

二面角依存マップ 3P21 

C-1027 3P64 ( F) 

c-Myb 3P56 
19F 3P35 

Ca結合蛋白質 1P54 
19F_13C双極子結合 1P22 

Carbonaceous Solid 3P12 
19FNMR 1P40 

CD lP47 19F:観測1Hデカップル lP8 

Cell-associated water 3P40 
19FNMRスベクトル 1P42 

CENP-B 1P55 ferromagnet 1P39 

CH4-.xn 3P1 folding lL10 
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fusion lLlO (J) 
3J(HN-Csl 3P60 

(G) 3J(HN-Hcal 3P60 

GOESY 3P29 JC-H lL7 

gradient lP14 
(L) 

(H) LECラット 3P36 
lH CRAMPS lL5 39K-NMR lP56 
lHNMR lP40 7Li NMR lP40 
lHNMRイメ}ジング法 3P44 7Li Solid NMR Spectra and T 1 lP28 
lH化学シフト lL5 lone pair 3P5 
lH観測法 3P38 longitudinal relaxation radiation 
lH-NMR lP45 damping lP14 
lH-NMR lP46 
lH-NMR lP47 (M) 
lH-NMR化学シフト計算 lP63 MAS lL3 
lHMSNMR lP24 MAS lP3 

2H labeling 3Ll MAS lP8 
2H標識 3L8 MAS lP9 
2H-NMR lP35 MAS-NMR lPll 
2H-NMR lP36 Mass velocity項 3P4 

2H-NMR lP59 melittin analogues 3P57 
2H-NMR lP7 membrane lL10 

H-NS蛋白質 3P61 membrane leakage 3P57 

HETLOC 3P60 Mesophese Pitch 3P12 

high gas pressure lP17 Modulation lL1 

high-resolution NMR 2L6 Molecular Motion lP26 

HIV-2 lP53 b仮I 3LI0 

HMBC 3P20 mSosl 3P63 

HMQC-CONOESY 3P30 multiheme protein lP49 

holo-NCS lP62 

HR-MAS lP18 (N) 

HSA lP47 15N relaxation lP52 

HSQC 3P38 15N Solid NMR Spectra and T 1 lP28 

human calcitonin 3P52 15N化学シフト 3P9 

hydrogen halides 3P3 15N-NMR lP41 
23Na NMR lP44 

(1) N→B転移 lP47 

Imaging 2L3 N，N-ジメチルアクリ lレアミドゲル lP30 

in situ amide exchange analysys 3P57 n-アルカン 3P16 

1ll VIVO 3P38 Na+チャンネル lP59 

in vivo NMR 3P45 NCp8 lP53 

in vivo測定 3P35 NMAS lL8 

interaction surface 3P55 NMR lP16 

intramolecular interaction 3P5 NMR lP53 

Ionic Plastic Crystal lP28 NMR 2L3 

NMR 3L1 
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NMR 3L2 ( Q) 

NMR 3L4 Quadrupole coupling constant 1P28 

NMR 3P28 quantum-chemical calculation 3P5 

NMR 3P5 

NMR 3P50 (R) 
NMR 3P61 R2TR法 1P4 
NMRイメ}ジング 3L9 Raf 3P55 
NMRイメージング 3P32 Ras 3P55 
NMRイメ}ジング 3P33 Ras-binding domain 3P55 

NMRイメージング 3P36 REDOR 3P51 

NMRケミカルシフト 3P1 redox potential 1P49 

NMR化学シフト 3P21 ribonucleaseA lP50 

NMR化学シフト 3P4 rlativistic e宜ect 3P3 

NMR線形 1P29 RNA 1P60 

RNA 3L7 

(0 ) RNA結合タンパク質 3P54 
170 1P2 ROESY/MAS 1L8 

O-ROESY 3L6 

Obstructionモデル 3P43 (S) 

off-resonance 3L6 S4 3P49 

oligosaccharide 3P47 sensitivity 2L5 

SFR 3P3 
(p) Sideband Pattern 1P26 

31p同種核双極子相関法 1P57 SiH-C三 C一系ホ。リマー 3P13 
31p-NMR 1P57 SiI4 3P6 
31p-NMRスベクトロスコピ 3P59 Simulation 3P40 

P(VDF/TrFE) 1P43 SiX4 3P1 

Pb2 3P6 SO 3P4 

pb-207 1P54 SO-UHF 3P3 

peptide 1L10 SO-UHF 3P4 

peptide 3P47 solids 2L1 

PFG 3P28 solid state 1L3 

PFG 3P29 solid state NMR 1P3 

PFG-NMR 3P43 solution structure 3P57 

PFGSTE-NMR 1P56 spacerの効果 1P45 

Phase Mapping法 3P39 spin-orbit interaction 3P3 

PHdomain 3P63 SSI 3P46 

poly(di-n-butylsilane) 1P25 superconductive 2L5 

polymer 1L3 

polymer 1P17 (T) 

polysaccharide 3P30 transcription factor c ontact 1P52 

probe 2L5 tRNA 1P61 

protein 1P14 Two-Site Exchange Model 1P26 

pseudoenergy解析 1L8 

pulsed NMR 2L1 (U) 

Pulse gradient stimulated-echo法 3P40 Ultra Highspeed MAS 3P12 

UP element 1P52 
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(V) (う)

vicinal結合定数 lP45 運動性 lP24 

運動性 lP65 

(W) 運動性 3P44 

water suppreSSlOn lP14 

WLF式 lP33 (え)

エチレンアイオノマー lP44 

(X) エネルギ」基質 3P59 

X線構造解析 3P17 エンケファリン lP31 

液晶 lP5 
(y) 液晶 lP7 

89Y-MAS NMR 3Pl0 液晶 3P25 
89y _ static NMR 3Pl0 液晶'性高分子 lP20 

Y202S 3Pl0 遠隔C-Hスピン結合定数 lL12 

Y203 3Pl0 

YsA15012 3Pl0 (お)

YBCO lP37 オ}ダーパラメーター lP19 

オーダーパラメーター 3L3 

(Z) オートサンプルチェンジャ lP13 

zinc finger m otif lP53 温度ジャンプNMR lP50 

温度依存'性 3P16 

(あ) 温度依存'性 3P39 

アボミオグロピン 3P65 温度係数 3P52 

アンチコドンアーム lP61 温度計測 3P39 

アンフィジノ}ル lL12 温度測定 lP12 

アンフォーjレディング中間体 lP50 

圧力ジャンプ lP16 (か)

安定同位体ラベル 3P23 カネマイト 3P14 

安定同位体標識 lL2 ガラスプレート 3P22 

安定同位体標識 lPl カlレモデユリンー W-7複合体 3L4 

安定同位体標識 lP61 回転異性状態近似 lP21 

安定同位体様識 3L2 回転座標系 3P31 

安定同位体標識 3L7 化学シフト lL9 

安定同位体標識 3P54 化学シフト 3P7 

安定同位体標識法 lP60 化学シフトテンソlレ lL4 

化学シフトテンソル 3P18 

(しミ) 化学シフト異方性 lP25 

イオン会合体 lP44 化学シフト異方性 lP54 

イミノプロトン 3P54 化学シフト画像 3P35 

イメージコントラスト 3P42 化学合成 lP64 

イメージング 3P31 拡散係数 3P25 

インタ}カレーション lP38 拡散係数 3P43 

異種核問longrangeJ 3P28 拡散係数測定 lP30 

異種核多次元NMR lP62 角度依存性 lP42 

遺伝暗号 lP61 加水分解 lP46 

異方性化学シフト lP42 画像再構成 3P32 

異方性測定 lLl 画像再構成 3P33 
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活性化体積 lP27 コンホメーション 3P9 

完全緩和行列法 3L6 コンホメーション変化 lP45 

環状ペプチド 3P60 交差緩和 lL7 

環電流効果 3P21 交差緩和 lP43 

緩和解析 3P48 交差緩和 lP58 

緩和時間 3L5 交差分極 3P42 

緩和時間 3P52 光合成 lP63 

緩和時間測定 lP30 広帯域反転パルス 3P27 

緩和時間測定 lP32 構造 lL4 

肝 3P36 構造 3P50 

肝細胞癌 3P36 構造解析 lP37 

構造解析 lP4 

(き) 構造解析 lP53 

来日タンパク質 3P23 構造解析 lP61 

距離情報 lPl 構造解析 lP64 

距離測定 3P46 構造解析 3L3 

強誘電性 lP41 構造解析 3Pll 

強誘電的相転移 lP42 構造解析 3P24 

強誘電的相転移 lP43 構造解析 3P58 

局所構造解析 3P46 構造解析 3P61 

局所励起 3P38 構造解析 3P62 

極低温CP/MASNMR lP41 構造計算 lP32 

金属イオン 3P53 高エネルギー燐酸 3P59 

金属クラスタ} lP23 高圧 lP16 

銀(1)錯体 3P17 高圧NMR lP27 

高圧IDI依 lP51 

(く) 高温 lP24 

クロモフォア lP62 高温超伝導 lP37 

クロモプロテイン 3P64 高次構造 lP55 

鎖状構造 lL12 高次構造 lP65 

高次構造 3P53 

(け) 高次構造解析 3L8 

ゲル lP56 高速MAS法 lP2 

欠失変異体 3P61 高分子ゲル 3P44 

結合角 lP4 高分子成分 3P45 

結晶多形 lP31 合成高分子 lP18 

結晶多形 lP32 国相合成 3P48 

検出感度 3P2 国体109AgNMR 3P17 

検出器 lP10 国体2H-NMR lP34 

原がん遺伝子産物 3P56 国体Nl¥正R lP29 

原子関距離測定 3P51 国体NMR lP31 

固体NMR lP32 

(こ) 固体NMR lP5 

コリシン 3P62 固体NMR lP6 

コレステリック液晶 lP19 固体NMR lP8 

コンホメ}ション lL5 国体IDI侭 3P13 

コンホメーション lP21 固体NMR 3P14 
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固体陥1R 3P18 試料温度 1P12 

固体N1偲 3P22 信号雑音比 3P2 

固体N11R 3P23 神経活動阻I 3L10 

国体イメージング 3P34 

国体イメージング 3P41 (す〕
国体イメ」ジング 3P42 スピニングサイドバンド 1P9 

団体ペプチド 1L4 スピンー格子緩和 1P39 

国体構造 1L5 スピンー格子緩和時間 1P20 

固体構造 1P20 スピンエコー 1L9 
国体高分解能13C-NMR 1P65 スピン拡散 1P39 

国体高分解能陥ifR 1L9 スピン拡散 3P23 

国体高分解能N11R 1P23 スピン軌道効果 3P1 

団体高分解能NMR 1P33 スピン軌道効果 3P6 

国体高分解能叫1R 1P64 スピン結合定数 3P8 

固体高分解能NMR 3P24 スベクトル 1P2 

国体高分解能NMR 3P51 スペクトル密度 3L3 

国体高分解能陥1R 3P53 スメクタイト 1P38 

国体高分解能陥1R 3P9 水性状 1P58 

団体二次元N阻 1P25 水素重水素交換反応 1P46 

固体電解質 1P40 水素間距離 1L7 

骨組織 3P34 水素結合 3P18 

混成遷移フィルタ} 3P26 水溶液ミセjレ 1P46 

(き) (せ)

再構成脂質二重層 3P22 ゼ、オライト 1P24 

錯化合物 1P29 石炭 1L6 

酸素17 1P10 繊維化 3P52 

選択的ラベjレ 3P48 

(し) 選択的緩和法 1L7 

ジエン鉄カ jレボニJレ錯体 1L7 遷移独立分離フィ jレター 3P26 

ジスルフィド結合 3P50 

ショウジョウパエ 3P54 (そ)

脂質膜 1P59 双極子相関 1L2 

脂質膜 1P64 双極子相互作用 1L9 

磁気異方性効果 3P21 双極子相互作用 1P6 

磁場依存性ケミカルシフト 3P6 双極子相互作用 3P46 

磁場勾配 3P25 層間イオン 3P14 

磁場勾配パルス 3P30 層状ケイ酸塩 3P14 

重水素N11R法 3P19 層状ペロブスカイト 1P39 

重水素ロック 1P18 相互作用 3P62 

重水素化ポリエチレン 相対性効果 3P7 

テレフタレート 1P35 相対立体配置 1L12 

重水素化マレイン酸 相転移 1L11 

スチレン交互共重合体 1P36 疎水性ポケット 3P64 

植物組織 1P58 疎水位相互作用 3L4 

触媒 1P24 

常磁性イオン 3P44 
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(た) (に)

ダイナミクス lLll ニ軸性 lP22 

ダイナミクス lP23 二重共鳴 3P25 

タンパク質 lP51 二面角 lL2 

タンパク質 3L8 乳酸 3P59 

タンパク質のフォーjレディング 3P65 二量子フィルター 3P37 

タンパク質の変性 3P65 二量体液晶 lP21 

体積磁化率 lP5 

多次元剛R lP55 (ぬ)

多次元剛R 3L7 ヌクレアーゼ 3P62 

多次元NMR 3P27 

多次元剛R 3P58 (ね)

多次元剛R 3P63 ネオカ jレチノスタチン lP62 

多次元国体NMR lL2 熱硬化構造 3P13 

多次元固体NMR法 lP4 熱変'性 lP50 

多重共鳴多次元NMR lP48 粘土鉱物 lP38 

多量子遷移フィルター 3P26 

蛋白質 3L3 (の)

蛋白質とDNAの相互作用 lP55 脳機能 3Ll0 

蛋白質運動性 3L5 脳組織 3P45 

(ち) (は)

秩序パラメータテンソル lP22 ノtウダーノtタン 3Pll 

超高速イメージング 3L9 ノtクテリオロドプシン lP64 

直流電場 3P44 ノTクテリオロドプシン lP65 

ノTクテリオロドプシン 3P53 

(て) ノ〈ラシクロファン lP27 

デカップリングパルス 3P39 パラテjレフェニル lP15 

デキストラン lP56 パルス磁場勾配法 3P37 

転写活性化ドメイン 3P58 パルミチン酸 lP59 

電子相関効果 3P8 配向 lP7 

電流分布旧I 3L10 配向 3P22 

配向 3P23 

(と) 配向秩序度 lP21 

トランス・ゴーシュ形態変化 lP43 半経験的分子軌道法 3P19 

糖タンパク質 3L2 反強誘電'性液晶 lP22 

動的核偏極 lP15 

動的構造 3P56 (ひ)

動的立体構造 3L2 ピシナル結合定数 lP46 

同位体フィルタ} 3P27 ヒドリド lP23 

同位体標識 3L5 光エネルギ}捕獲 lP63 

導電率 3P2 光ファイパ}温度計 lP12 

表面 lP5 

(な)

ナトリウムチャネル 3P49 (ふ)

ナフタレン lP15 部位特異的アミノ酸置換 3P54 

複合体 3P56 
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分極移動 1P10 末梢神経 3P37 

分子運動 1P25 

分子運動 1P29 (み)

分子運動 1P33 ミオグロピン 3P65 

分子運動 1P34 ミクロ構造 1L11 

分子運動 1P35 ミセJレ 1P45 

分子運動 1P36 ミセlレ 3P49 

分子拡散 1P19 水の拡散 1P56 

分子拡散 3P29 水プロトン化学シフト 3P39 

分子間相互作用 3P16 水分子 3P37 

分子鎖形態 1P42 

分子内水素結合 3P65 (も)

モネリン 3P48 

(へ)

ペプチド 1P2 (や)

ペプチド 3P18 薬物動態 3P35 

ペプチド 3P49 

ペプチド 3P50 (よ)

ペプチドーCd錯体 3Pll 溶媒和 3P15 

ヘリックス 3P49 溶媒和平衡 3P15 

ベンゾカイン 1P59 横緩和時間 1L9 

ベンタセン 1P15 四極子核 1P9 

変性 1P51 四極子相互作用 1P7 

(ほ) (ら)

ホ。リ(フェニjレアセチレン一dt) 3P19 ラジオ波磁場勾配 3P31 

ポリアクリル酸ゲル 1P30 ラット脳スライス 3P59 

ポリウレタン 1P20 

ポリエチレングリコール 1P30 (り)
ポリグリシン 1P34 リアルタイム 3P32 

ポリペプチド 1L5 リアルタイム 3P33 

ボリペプチド 3P9 リボソーム 3P62 

芳香環化クロモフォア 3P64 リン31 1P10 

芳香族溶媒 3P16 リン脂質リボソ}ム 1L11 

飽和移動 3P45 立体構造解析 1P48 

膨潤状態 1P18 立体構造解析 3L4 

立体構造決定 3P63 

(ま) 流体計測 3P33 

マイクロイメージング 1L6 量子化学計算 1L4 

マイトトキシン 1L12 量子化学計算 3P18 

マウス 3P35 隣接アミノ殻効果 3P9 

マジックエコートレイン 3P41 

マジック角試料回転 1L2 (れ)

マジック角試料回転 1P1 レーザー 1P15 

膜タンパク質 1P63 

膜ペプチド 3P22 

膜蛋白質 3P53 

(13) 



氏名 勤務先
住所

TEL FAX 
E-mail 

Mohammad 工業技術院生命工学工業技術研究所生体物質部生体物質化学研究室 0298-54-6136 0298均 54-613

M. Billah 〒305 つくば市東1-1 billah@nibh.go.jp 

Timothy A. National High Magnetic Field Lab 

Cross 守 1800E. Paul Dlrac Dr. Tallahassee， FL 32306 

David Doty Doty Scientific， Inc. 

9 700 Clemson Road Columbia， S.C. 29223 USA 

Judy Doty Doty Scientific， Inc 

守 700Clemson Road Columbla， S.C. 29223 USA 

Ray Department of Chemistry University of Carnbridge 

Freeman 9 Cambrldge CB21EW UK 

Ciliro Garcia 物質工学工業技術研究所
Martinez 〒305 つくば市東1-1

Howard Hill Varian NMR Instruments 

Waelchli 
Markus 

9 3120 Hansen Way， Palo Alto， CA94304 USA 

日本ブルカー(株)アプリケーション部
9305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

Pae II-Han 東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守 192-03八王子市南大沢1-1

Alexander Chemistry Department University of California 

Pines 守 Berkeley，CA 94750 USA 

William S. 機能水研究所

Price 守305 つくば市千現2-1-6

Dellef 
Reichert 

German 
Sandakov 

Dennis 
Sandoz 

沈伊民

Martin-Luther-University of Halle Department of Physics 

守 Frledemann-BachPlatz 6 06108 Halle Germany 

物質工学工業技術研究所

守305 つくば市東1-1

NALORAC CORPORATION 

〒 841AArnold Dr. Martlnes CA 94553 

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
〒611 宇治市五ヶ庄

904回 644-0917 904-644-136 

cross@magnet.fsu.edu 

803-788-6497 803-736-549 

david@doty.usa目com

803-788-6497 803-736-54S 

judy@doty.usa.com 

01223-336450 01223-33631 

rf110@cus.cam.ac.uk 

0298-54-4525 0298-54-45: 

garcia@nimc.go.jp 

415-424-5428 415-424-46 

howard.hill@nmr.varian.com 

0298-52-1235 0298-58-03: 

mrw@bruker.co.jp 

0426-77-1111 0426-77-25: 

pae@kataoka.chem.metro-u.ac.jp 

510-642-1220 510-486-57. 

pines@cchem.berkeley.edu 

0298-58-6186 0298-58-61. 

wprice@wri.co.jp 

+49-345-37761 +49-345-55 

reichert@physik.uni-halle.d400.de 

0298-54-4525 0298田 54-45

german@nimc.go.jp 

001-1-510-229- 001-1-510-: 

sales@nalorac.com 

0774-32-3111 0774-33-11 

ymshen@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jl 

Charles P. Department of Physics University of IlIinois at Urbana-Champaign 217-333-3834 217-333-85 

Slichter 〒 Urbana，IL 61801 USA cps@physics.uiuc.edu 

Alexander 
Vashchenko 

Constnti no 
S. Yannoni 

合原慎

大阪大学薬学部

守565 吹田市山田正1-6

IBM Almaden Research Center 

守 650Harry Road San Jose， CA 95120 USA 

福岡女子大学人間環境学部

〒813 福岡市東区香住ケ丘1-1

赤路11!佐子 京都大学薬学部超伝導NMRスペクトロメータ室

〒606心1京都市左京区吉田下阿濠町46-29

阿久津秀雄 横浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

守240 横浜市保土ケ谷区常盤台156

(14) 

06-879-8159 06-879-815 

sacha@prost.phs.osaka-u.ac.jp 

408-927-2450 408-927 -21 

yannoni@almaden.ibm.com 

092-661-2411 092-661-24 

aihara@fwu.ac.jp 

075-753-4516 075-761-26 

無

045-335-1451 045-338-11 

akutsu@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 



氏名 勤務先
住所 E-mail 

TEL FAX 

阿久津政明 (株)エルエイシステムズ 0285-24回 9731 0285-24-9751 

朝倉克夫

朝倉哲郎

浅野敦志

芦田淳

足立恭子

安達芳雄

阿部悟

荒木通啓

荒田洋治

安藤勲

安藤慎治

池田龍一

石井佳誉

石川願也

石田信昭

石田宏之

石塚靖子

石丸臣ー

井田隆史

市川真史

守 323 栃木県小山市駅東り 1-6-2

千葉大学分析センター

守263 千葉市稲毛区弥生町1-33

東京農工大学工学部

守184 東京都小金井市中町会24-16

防衛大学校化学教室

守239 横須賀市走水1-10-20

バリアンジャパンリミテッド
守 108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル

(株)海洋バイオテクノロジー研究所
〒424 清水市袖師町1900

九州工業技術研究所
守818 佐賀県鳥栖市宿町

日本曹達t株)機能製品研究所
守290-01千葉県市原市五井南海岸12-54

京都大学化学研究所生体反応設計研究部門2
'1'611 京都府宇治市五ケ圧

機能水研究所
守305 つくば市千現2-1-6

東京工業大学工学部高分子工学科

守145 東京都目黒区大岡山2-12-1

東京工業大学工学部高分子工学科

守145 東京都目黒区大岡山2・12-1

筑波大学化学系
守305 つくば市天王台1-1-1

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

〒606-01京都市左京区北白川追分町

京都大学薬学部薬品分析学教室
〒606 京都市左京区吉田下阿達町

食品総合研究所
守 305 茨城県つくば市観音台2

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
守 611 字治市五ヶ庄

khlas@po.iijnet.or.jp 

043-290-3810 043-290-3813 

casakura@nature.s.chiba-u.ac.jp 

0423-88-7025 0423-83-7733 

asakura@cc.tuat.ac.jp 

0468-41-3811 0468-44-5901 

asanoa@cc.nda.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

jun.ashida@jpsso.varian.com 

0543-66-9213 0543-66-9255 

QZD14024@niftyserve.or.jp 

0942-82-5161 0942-83-0850 

adachi@kniri.go.jp 

0436-23-2145 0436-21-9706 

hsuzuki@po.globe.or.jp 

0774-32-3111 0774-33-1247 

otsuka@scl.kyoto-u.ac.jp 

0298-58-6183 0298・58-6166

arata@wri.co.jp 

03-5734-2139 03-5734-2889 

iando@o.cc.titech.ac.jp 

03時 5734-2137 03-5734-2889 

sando@o.cc.titech.ac.jp 

0298-53-4250 0298申 53-6503

ikeda@staff.chem.tsukuba.ac.jp 

075-753-4014 075-751-2085 

ishii@kuchem:kyoto-u.ac.jp 

075-753-4531 075-753-4578 

ishikawa@pharm.kyoto-u.ac.jp 

0298-38-8035 0298-38-7996 

nobu@nfri.affrc.go.j 

0774-32-3111 0774-33-1164 

hiro@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

工業技術院生命工学工業技術研究所生体物質部生体物質化学研究室 0298-54-6125 0298-54-6135 

守305 つくば市東1-1 ishizuka@nibh.go.jp 

筑波大学化学系

'1'305 茨械県つくば市天王台1-1-1

東京大学大学院工学系研究科化学生命工学専攻
守113 東京都文京区本郷7-3-1

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

'1'606・01京都市左京区北白川追分町

(15) 

0298静 53-4487 0298-53-6503 

ishimaru@staff.chem.lsukuba.ac.jp 

03-3812-2111 03-5800-6950 

ida@ushi.kwl.t.u-Iokyo.ac.jp 

075-753-4014 075-751-2085 

ichi@kuchem.kyoto-u.ac.jp 



氏名

伊穣 隆

勤務先
住所

理化学研究所遺伝生化学研究室
守351心1埼玉県和光市広沢2-1

稲垣冬彦 東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門
守113 東京都文京区本駒込3-18-22

稲倉秀樹 電気通信大学
守182 東京都調布市調布ケ丘1-5-1

井上匡子 神戸大学大学院自然科学研究科物質科学専攻
守657 神戸市灘区六甲台町1-1

井上慎一 愛知工業大学応用化学科
〒470・03豊田市八草町八千草1247

井 ノ岡博 武田薬品工業(株)開拓第一研究所
守305 茨城県つくば市和台10番地

猪原武男 小野薬品工業(株)水無瀬総合研究所
守618 大阪府三島郡島本町桜井3-1-1

井町美佐子 日本ブルカー(株)アプリケーション部
守305 茨城県つくば市二の寓3-21-5

岩下 孝 (財)サントリー生物有機科学研究所
'i618 大阪府三島郡島本町若山台1-1-1

岩瀬由紀子 福岡大学薬学部

岩舘満雄

植木定雄

上回貴洋

'i814-80福岡市城南区七隈8-19-1

東京農工大学工学部
守184 東京都小金井市中町2-24-16

日本ブルカ~(株)マーケツテイング部
'i305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

物質工学工業技術研究所
守305 茨城県つくば市東1-1

植松朋子 積水化学工業(株)研究本部京都技術センター評価試験室
守601 京都市南区上鳥羽上調子町2-2

鵜漂淘 理化学研究所分子構造解析室
〒351・01埼玉県和光市広沢2-1

江口太郎 大阪大学大学院理学研究科化学専攻
'i560 豊中市待兼山町1-16

海老還計慶 昧の素(株)中央研究所

恵良聖一

守210 J11崎市川崎区鈴木町1-1

岐阜大学医学部第2生理学教室
'i500 岐阜市司町40

恵良田知樹 北海道大学工学研究科分子化学専攻
守060 札幌市中央区北13条西8丁目

大石修 分子科学研究所分子集団動力学
〒444 愛知県岡崎市明大寺町字西郷中38番地

大島曜子 東邦大学薬学部
守274 船橋市三山2-2-1

(16) 

TEL FAX 
E-mail 

048-467 -9538 048-467 -569: 

ito@louise.riken.go.jp 

03-3823-2101 03-3823-124ι 

inagaki@rinshoken.or.jp 

0424-83-2161 0424-84-740: 

inakura@dust.pc.uec.ac.jp 

078-803-0145 078-803同 083!

kyokoino@icluna.kobe-u.ac.jp 

0565-48-8121 0565-48同 007

sh-inoue@aitech.ac.jp 

0298-64-5025 0298-64-500 

Inooka_Hiroshi@takeda.co.jp 

075-961-1151 075-962-931 

inohara@magical.egg.or.jp 

0298-52-1235 0298-58-032 
imachi@bruker.co.jp 

075-962-3742 075-962-211 

takashi@minase.SUNTORY.co.jp 

092-871-6631 

pp034557@psat.fukuoka-u.ac.jp 

0423-88-7025 0423-83回 773

iwadate@cc.tuat.ac.jp 

0298・52-1234 0298-58-03~ 

ueki@bruker.co.jp 

0298担 54-4515 0298-54-45~ 

tueda@nimc.go.jp 

075-662-8536 075-662-851 

uematu04@smile.sekisui.co.jp 

048-467 -9361 048-462-46: 

uzawa@rikennmr.riken.go.jp 

06-850-5778 06-850-578! 

eguchi@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

044-244-7145 044-211-761 

Im_ebisawa@te10.ajinomoto.co.jp 

058-267 -2225 058-267-291 

era@cc.gifu・u.ac.jp

011-706-6566 011-706-651 

erata@moby.hokudai.ac.jp 

0564-55喝 7427 0564-54-22 

oishi@ims1.ims.ac.jp 

0474-72-1282 0474-72-12 

sakamoto@phar.toho-u.ac.jp 



氏名
E-mail 動言語 TEL FAX 

大隅信三 花ヨヨ株} 0734-26-8527 0734-26-8626 

"640 和敬山県利敵山市湊1334 307893@kaslanet.kao.co.jp 

大竹費子 昧の泰(株)中央研究所 044-244-7145 044-211-7609 

守210 JII崎市川崎区鈴木町1-1 Im_oolake@le10.ajinomolo.co.jp 

大貫歩 東京薬科大学 0426咽 76-4542 0426-76-4542 

〒192田 03八王子市堀内1432-1

大野光宏 東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命工学専攻育種生産工学研 03-3812-2111 03-5684-0387 

守113 東京都文京区弥生1・1-1 mohno@mcb.bt.a.u-Iokyo.ac.jp 

大野靖 日本たばこ産業(株)医薬総合研究所

守 569-11高槻市柴町1-1

岡村恵美子 京都大学化学研究所界面物性研究部門i

小 川潔

小川雅弘

荻野孝史

奥田昌宏

奥野恭史

小椋賢治

〒611 宇治市五ケ庄

旭化成工業(株)ライフ総研創薬研究所

守410-23静岡県田方郡大仁町三福632-1

日本新薬(株)薬剤研究部

"601 京都市南区西大路通り八条下がる

国立精神神経センター神経研究所

〒187 東京都小平市小川東4-1-1

バリアンジャパンリミテッド

〒532 大阪市淀川区西中島4-2-26天神第 1ピル

京都大学化学研究所生体反応設計研究部門2
守611 京都府宇治市五ヶ庄

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門

"113 東京都文京区本駒込3-18-22

小田中友紀 昭和大学薬学部分析センター

小田真弘

小野明

小野晶

守142 東京都品川区旗の台1-5-8

京都大学大学院理学研究科物理学宇宙物理学専攻

守 606-01京都市左京区北白川追分町

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

〒192-03八王子市南大沢1-1

東京都立大学理学部化学科

守 192-03八王子市南大沢1-1

小野田義人 科学技術庁無機材質研究所

守305 茨城県つくば市並木1-1

甲斐荘正恒 東京都立大学理学部化学科

守192-03八王子市南大沢1-1

垣田信吾 協和発酵工業(株)東京研究所

〒194 東京都町田市旭町3-6-6

梶弘典 京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111

片 岡新

守 611 宇治市五ヶ庄

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守 192-03八王子市南大沢1-1

(17) 

0726・81-9736 0726-81-9725 

ohno@xjt.isrl.jli.co.jp 

0774-32-3111 0774-32-0854 

emiko@scl.kyolo-u.ac.jp 

0558-76-7085 0559-76-2947 

ogawa@life_kikaku.asahi-kasei.co.jp 

075-321-1111 075-321-9038 

無

0423-41-2711 0423-42-7521 

ogino@ncnpja目ncnp.go.jp

06-305-6552 06-305-6556 

m.okuda@lau.bekkoame.or.jp 

0774-32-3111 0774-33-1247 

olsuka@scl.kyolo-u.ac.jp 

03-3823-2101 03-3823-1247 

kogura@rinshoken.or.jp 

03-3784-8271 無

無

075-753-3810 075-753-3769 

oda@bird.scphys.kyolo-u.ac.jp 

0426-77-1111 0426-77-2525 

ono@raphael.chem.melro-u.ac.jp 

0426“77 -2545 0426-77田 2525

akira@raphael.chem.melro-u.ac.jp 

0298-51-3351 0298-54-9062 

onoday@nirim.go.jp 

0426c77 -2544 0426-77 -2525 

kainosho@raphael.chem.melro-u.ac.jp 

0247-25-2555 0427-25-2559 

無

0774-32-3111 0774-33司 1164

kaji@modych.kuicr.kyolo-u.ac.jp 

0426-77-1111 0426-77-2525 

shin@kalaoka.chem.melro-u.ac.jp 



氏名
E-mail 

先
所

務
住

勤 TEL FAX 

片平正人

片平律子

加藤晃一

門良一

金沢洋子

狩野広美

上平美弥

神村耕二

亀井裕孟

亀田恒徳

唐沢裕之

河合剛太

川上勝

川口謙

川口哲朗

川島裕之

川端潤

河原郁子

神戸英宏

菊地淳

菊池純子

横浜国立大学工学部物質工学科

〒240 横浜市保土ケ谷区常盤台156

045-335-1451 045-338-312: 

katahira@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 

協和発酵工業(株)東京研究所

'i'194 東京都町田市旭町3-6-6

0247-25-2555 0427-25-2551 

無

東京大学薬学部

'i'113 東京都文京区本郷7-3-1

03-3812-2111 03-3815-6541 

kkato@iw-nmr.l.u-tokyo.ac目jp

京都産業大学理学部物理学科

守603 京都市北区上賀茂本山

075-705-1634 075-705-1641 

kador@cc.kyoto-su.ac.jp 

九州大学薬学部

守812・82福岡市東区馬出

092-641-1151 092-641-815 

kanazawa@pch.phar.kyushu-u.ac.jp 

農業生物資源研究所

守305 茨城県つくば市観音台2-1-2

0298-38-8378 0298-38-740 

無

姫路工業大学理学研究科生命科学専攻

守678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

07915-8-0182 07915-8-018 

kamihira@sci.himeji-tech.ac.jp 

神戸大学大学院自然科学研究科化学専攻

守657 神戸市灘区六甲台町1ぺ
087-803-0602 078-803-083 

kamimura@icluna.kobe-u.ac.jp 

東京大学医学部医用電子研究施設

守113 東京都文京区本郷7-3-1

03-3812田 2111 03-5689-721 

kamei@medes.m.u-tokyo.ac.jp 

東京工業大学工学部高分子工学科

守 145 東京都目黒区大岡山2-12-1

03-3726-1111 03-5734-28f 

tkameda@ polymer.titech.ac.jp 

日本電子(株):大阪支庖分析機器グループ

守532 大阪市淀川区西中島5-14-5新大阪INビル11階

06-304-3943 06-304-7377 

ei2h・krsw@asahi-net.or.jp

東京大学大学院工学系研究科化学生命工学専攻

'i'113 東京都文京区本郷7-3-1

03-3812-2111 03-5800-69! 

gota@kwl.t.u・tokyo.ac.jp

神戸大学大学院自然科学研究科

'i'657 神戸市灘区六甲台町1-1 

078-881-1212 078-803-08: 

kmasaru@icluna.kobe-u.ac.jp 

(株)東レリサーチセンター

守248 神奈川県鎌倉市手広1111

0467-32-9974 0467-32-04 

kawaguchik@vxoa1.scc.toray.co.jp 

日本ブルカー(株)大阪事務所

'i'564 大阪府吹田市豊津町17-5江坂タガミピル4階

06-339-7008 06-339-7011 

無

資源環境技術総合研究所

'i'305 つくば市小野川16-3

0298-58-8413 0298-58-84 

h-kawa@nire.go.jp 

北海道大学農学部生物機能化学科

守060 札幌市北区北9条西9丁巨

011-706-4140 011-716-08 

junk@chem.agr.hokudai.ac.jp 

日本口シュ(株)研究所機器分析グループ
〒247 神奈川県鎌倉市橋原200

0467-47-2209 0467-45-68 

lumiko.kawahara@roche.com 

名古屋工業大学大学院工学研究科物質工学専攻

'i'466 名古屋市昭和区御器所町

052-732-2111 無

r02ach06@mail.edsys.center.nitech 

東京農工大学工学部生命工学科

守184 小金井市中町2-24-16

0423-83-7733 0423-83-77 

kikuchij@cc.tuat.ac.jp 

塩野義製薬(株)創薬第一研究所物理化学部門

'i'553 大阪市福島区鷺州5-12-4

06-458-5861 06-458-098 

junko.kikuchi@shionogi.co.jp 

(18) 



氏名

ヒ)11 進

11::原治

轟巻明生

金錫菖

木村敦臣

木村一雄

木村成輝

木村雅晴

動産語

東京都立大学理学部化学科無機化学第一研究室

'i192嶋田東京都八王子市南大沢1-1

武田薬品工業(株)開拓第一研究所

守305 茨城県つくば市和台10番地

(株)マルゴ検査センター東京技術部

〒335 埼玉県戸田市川岸2-2-50田辺製薬内

横浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

守240 横浜市保土ケ谷区常盤台156

大阪大学医学部

'i565 大阪府吹田市山田丘2-2

(株)東レリサーチセンター

'i248 神奈川県鎌倉市手広1111

姫路工業大学理学部

守678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

住友化学工業(株)生物環境科学研究所分析物性グループ

〒554 大阪市此花区春日出中3丁目1番98号

木村由美子 日本大学薬学部分析センター

守274 千葉県船橋市習志野台7-7-1

木山泰範 日本新薬(株)薬剤研究部

串田克彦

久 保厚

黒木重樹

黒子弘道

黒田幸夫

黒田義弘

桑野晴光

桑原和弘

小泉美香

河野俊之

小坂研一

〒601 京都市南区西大路通り八条下がる

バリアンジャパンリミテッド

守108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ピル

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

守606-01京都市左京区北白川追分町

(財)高分子素材センター先進材料研究所

守305 つくば市千現2・1-6(株)つくば研究支援センター内

東京工業大学エ学部高分子工学科

守145 東京都目黒区大岡山会12-1

日本ブルカー(株)技術サービス部

守305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

京都大学薬学部薬品分析学教室

守606-01京都市左京区吉田下阿達町46-29

(株)科学技術研究所分析部

守140 東京都品川区北品川3-10-2

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部111
〒611 宇治市五ヶ庄

農業生物資源研究所

守305 茨械県つくば市観音台2-1-2

三菱化学{楠生命科学研究所構造解析研究室

〒194 町田市南大谷11号

バリアンジャパン 1)ミテッド

〒532 大阪市淀川区西中島4-2-26天神第1ビル

(19) 

TEL FAX 
E-mail 

0426-77・2550 0426-77回 2525

kitagawa-susumu@c.metro-u.ac.jp 

0298-64-5025 0298-64-5000 

Kitahara_ Osamu@takeda.co.jp 

048-433-2771 048-433-2775 

無

045-335-1451 045-338-1190 

kim@mac目bio.bsk.ynu.ac.jp

06-879-8159 06-879-8159 

kimura@prost.phs.osaka-u.ac.jp 

0467-32-9974 0467-32-0414 

kimura@blab.toray.co.jp 

07915-8-0182 07915-8-0182 

shigeki@sci.himeji-tech.ac.jp 

06-466-5172 06-466-5459 

kimuram@ohsun01.sumitomo-

0474-65-7362 0474-65-7362 

無

075-321-1111 075-321-9038 

無

03-5232-1238 03-5232-1264 

katsuhiko.kushida@jpsso.varian.com 

075-753-4014 075-751-2085 

a.kubo@kuchem.kyolo-u.ac.jp 

0298-58-6107 0298-58-6107 

mxe04003@niftyserve.or.jp 

03-3726-1111 03-5734-2889 

hkurosu@polymer.titech.ac.jp 

0298-52-1236 0298-58-0322 

kuroda@bruker.co.jp 

075-753-4530 075-753-4578 

yokuroda@pharm.kyoto-u.ac.jp 

03-3474ω6662 03-3474-6650 

無

0774-32田 3111 0774-33-1164 

kuwaba@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0298-38-7014 0298嚇 38-7408

無

0427-24-6285 0427-24-6317 

Ikohno@libra.ls.m・kagaku目co.jp

06-305-6552 06-305-6556 

無



氏名
E-mail 

越野広雪

巨瀬勝美

小寺義男

小林邦子

小林E事弓

斉藤彰良

斎藤一樹

斎藤公児

斉藤肇

坂倉正義

室
日

析
沢

解

広

邑

且

市

構
晴

子
同

A
H

到

-
R
埼

究
引

司

リ

-

洗
一
刊
一
帯
問

岡
田
川
、

ZT品
目

L
r
u
川
、

勤

1

町
出
『

筑波大学物理工学系

守305 つくば市天王台1-1守 1

北里大学理学部物理学科

9228 神奈川県相模原市北里1-15-1

三菱化学(株)生命科学研究所構造解析研究室

守194 町田市南大谷11号

京都薬科大学大学院薬学研究科薬学専攻

〒607 京都市山科区御陵中内町5

東亜合成(株)つくば研究所応用研究部

〒300-26茨減県つくば市大久保2

科学技術振興事業団横山情報分子プロジェクト

守351-01埼玉県和光市広沢2-1理化学研究所内

新日本製錦町株)先端妓術研究所

守211 川崎市中原区井田1618

姫路工業大学理学部生命科学科

守678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出置1479-1

東京大学薬学部

守113 東京都文京区本郷7-3-1

佐久間千勢子 東京薬科大学中央分析センター

守192-03東京都八王子市堀之内1432-1

棲井智司

笹川披明

横浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

〒240 横浜市保土ケ谷区常盤台156

神戸大学大学院自然科学研究科化学専攻

守657 神戸市灘区六甲台町1-1

佐々木雅人 日本ブルカー(株)マーケッティング部

守305 茨城県つくば市この宮3-21-5

佐々木元子 横浜市立大学大学院総合理学研究科西村研究室

〒236 横浜市金沢区瀬戸22-2

佐藤明啓 藤沢薬品工業(株)基盤技術研究室

守532 大阪市淀川区加島2-1-6

佐藤一

沢辺紀子

椎名桃子

七野藤美

篠崎孝夫

日本ブルカー(株)アプリケーション部

守305 茨城県つくば市ニの宮3-21-5

東京理科大学薬学部分光室

守162 新宿区市ヶ谷船河原町12番地

東京都立大学大学院理学研究科化学奪攻

〒192-03八王子市南大沢1-1

日本商事(株)研究開発本部薬物動態研究室

〒567 大阪府茨木市庄2丁目24-3

花王(株)生物科学研究所

守321-34栃木県芳賀郡市貝町赤羽2606

(20) 

TEL FAX 

048-462-1111 048-462-4627 

koshino@postman.riken.go.jp 

0298-53-5335 0298-53-5205 

kose@bukko.bk.tsukuba.ac.jp 

0427-78-9540 0427-78田 940C

kodera@medcc.kitasato-u.ac.jp 

0427-24-6285 0427-24-6317 

kuniko@libra.ls.m司 kagaku.co.jp

075-595-4660 無

myama@alles.or.jp 

0298-65-2605 0298-65-260E 

saitoh@tsukuba.toagosei.co.jp 

048-462百 1111 048-462-467~ 

GFD02755@niftyserve.or.jp 

044-777-4111 044-752-634 

saito@lab1.nsc.co.jp 

07915-8四日181 07915-8-018: 

saito@sci.himeji-tech.ac.jp 

03-3812-2111 03-3815-6541 

無

0426-76-3044 0426-76-304 

sakumac@ps.toyaku.ac.jp 

045-335-1451 045-338-119 

無

078-803-0602 078-803-083 

sasakawa@icluna.kobe-u.ac.jp 

0298-52-1234 0298-58-032 

sas@bruker.co.jp 

045-787-2188 045-787-218 

motoko@yokohama-cu.ac.jp 

06-390-1326 06-304-1192 

akihiro_sato@rnd.fujisawa.co.jp 

0298-52-1235 0298-58"03~ 

one@bruker.co.jp 

03-3260-6725 03-3268目 30~

無

0426-77-1111 0426-77-25: 

shiina@raphael.chem.metro-u.ac.jp 

0726-22-4941 0726噌22-49~

無

0285-68-7425 0285-68-74' 

301621 @kastanet.kao.co.jp 



氏名 勤務先
住所

告白一夫 東京大学薬学部

守113 東京都文京区本郷7-3-1

吉田慎治 福井大学工学部生物化学工学科

守910 福井県福井市文京3-9-1

島田治男 資生堂医薬品研究所分析研究グループ

守236 横浜市金沢区福浦2-12-1

豊田陽子 東京都立大学理学部化学科無機化学第一研究室

'i 192-03東京都八王子市膏大沢1-1

着水弘樹 理化学研究所国際フロンティア糖情報工学研究チーム

〒351-01埼玉県和光市広沢2-1

着水レナット 東京工業大学工学部高分子工学科

室男 守142 目黒区大岡山2-12-1

F川繁三 (有)テクノサイエンスラボ

〒069 北海道江illJ市大麻中町22-18

申藤平三郎 東京薬科大学

守192-03八王子市堀内1432-1

泰葉信久 東京大学薬学部

守113 東京都文京区本郷7・3-1

菅瀬謙治 機浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

守240 横浜市保土ヶ谷区常盤台156

菅間 恒 (株)ツムラ中央研究所

守300-11茨城県稲敷郡阿見町吉原3586

杉浦民喜子 神戸薬科大学

〒658 神戸市東灘区本山北町4-19-1

杉江隆徳 愛知工業大学応用化学科

'i470-03豊田市八草町八千草1247

杉岡真紀子 小野薬品工業(株)水無瀬総合研究所

杉原広子

杉本恭子

守618 大阪府三島郡島本町桜井3-1-1

富士写真フィルム富士宮研究所

〒418 富士宮市大中里200

不二製油(株)つくば研究開発センター

守 300-24茨城県筑波郡谷和原村絹の台4丁目3番地

杉本岳彦 愛知工業大学応用化学科

守470-03豊田市八草町八千草1247

鈴木祭一郎 昧の素(株)中央研究所分析研究所

〒210 )111崎市川崎区鈴木町1-1

関宏子 千葉大学分析センター

守263 千葉市稲毛区弥生町1-33

関充男 バリアンジャパンリミテッド

守108 東京都港区芝浦4-16・36住友芝浦ピル

曽我美勝

〒502 岐阜市鷺山1719-7

(21) 

TEL FAX 
Eィnail

03-3815-6540 03-3815-6540 

shimada@iw-nmr.f.u-tokyo.ac.jp 

0776-27-8635 0776-27-8747 

shinji@acbio.acbio.fukui・u.ac.jp

045-788-7276 045-788-7280 

shimada_haruo@po.shiseido.co.jp 

0426-77-2549 0426-77-2525 

yshimada@comp.metro-u.ac.jp 

048帽 467-9620 048-467噂 9620

hshimizu@postman.riken.go.jp 

03-5734-2889 03-5734-2889 

rshimizu@polymer.tilech.ac.jp 

011-385-4855 011-386-4855 

無

0426-76-4542 0426-76-4542 

shindo@ps.toyaku.ac.jp 

03-3812-2111 03-3815-6540 

shimba@iw-nmr.f.u・lokyo.ac.jp

045-335-1451 045-338-1190 

sugase@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 

0298・89-3834 0298-89-2158 

MHH01571 @niftyserve.or.jp 

078-441-7591 078-441-7592 

makiko-s@kobepharma-u.ac.jp 

0565-48-8121 0565-48-0076 
無

075-961-1151 075-962-9314 
無

0544-26-7642 0544-26-7691 

sugihara@flcsun.tomiken.fujifilm.co.jp 

0297-52-6324 

sugimoto@fujioil目co.jp

0565-48-8121 0565-48-0076 
takehiko@aitech.ac.jp 

044-244-7145 044-211-7609 

Im_suzuki@le10.ajinomolo.co.jp 

043-290-3810 043-290-3813 

seki@cryslal.cac.chiba-u.ac.jp 

03-5232-1236 03-5232-1264 
smitsuo@po.iijnel.or.jp 

058司 232-6997 058-232-6997 

無



氏名

田井利弘

高石直樹

高倉暁彦

高橋憲助

高橋征三

高橋釜洋

高橋栄夫

高橋義朗

高山俊夫

高山知子

高山陽子

武井次郎

勤務先
住所

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
守611 宇治市五ヶ庄

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守192-03八王子市南大沢1-1

丸善石油化学(株)研究所分析室

守290 千葉県市原市五井南海岸3番地

守465 名古屋市名東区植園町1-50

日本女子大学理学部物質生物化学科

'T112 東京都文京区目白台2-8-1

神戸大学大学院自然科学研究科化学専攻

守657 神戸市六甲台1-1

東京大学薬学部

守113 東京都文京区本郷7・3-1

京都大学大学院理学研究科物理学専攻

'T 606-01京都市左京区北白川追分町

神奈川大学工学部応用化学科

〒221 機浜市神奈川区六角橋3-27-1

三共(株)分析代謝研究所

守 140 東京都品川区広町1-2-58

塩野義製薬(株)創薬第一研究所物理化学部門

守553 犬阪市福島区鷺州5-12-4

Dept of Biochem.. Univ. of Bristol 

〒BS8 Department 01 Blochemlstry. School 01 Medlcal 

竹内誉羽 筑波大学物理工学系田崎・喜多研究室

〒305 茨城県つくば市天王台1-1

竹腰清乃理 京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

守606-01京都市左京区北白川追分町

武東啓子 昧の素(株)中央研究所
守210 川崎市川崎区鈴木町1-1

武田和行 京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

武固定

楯真一

田中鍛

田中俊之

田中彬嗣

守606-01京都市左京区北白川追分町

分子科学研究所錯体化学実験施設

守444 岡崎市明大寺町字西郷中38

東京都立大学理学部化学科

〒192-03八王子市商大沢1-1

帝人(株)構造解析センター

守191 東京都日野市旭が丘4・3-2

筑波大学先端学際領域研究センター

〒305 つくば市天王台1-1-1

九州大学薬学部

守812・82福岡市東区馬出3-1-1

(22) 

TEL FAX 
E-mail 

0774-32-3111 0774-33-1164 

tai@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0426-77-1111 0426-77-2525 

naoki@kataoka.chem.metro-u.ac.jp 

0436-22-3242 0436-21-9732 

dekunobo@lib.bekkoame.or.jp 

052-782-7273 052-782-7273 

03-3943-3131 03-3942-6116 

t_seizo@sakura.jwu.ac.jp 

078-881-1212 078-803-083S 

tanihiro@icluna.kobe-u.ac.jp 

03-3812-2111 03-3815-654C 

hid@iw-nmr.f.u・tokyo.ac.jp

075-753-3745 075-753-376~ 

yitakahashi@kytvax.scphys.kyoto-

045-481-5661 045-413-977( 

takayama@cc.kanagawa-u.ac.jp 

03-3492-3131 03-5436-856: 

hiroyu@shina.sankyo.co.jp 

06-458-5861 06-458-0987 

yohko.takayama@shionogi.co.jp 

+44-117 -928回 +44-117-928

J.Takei@bris.ac.uk 

0298-53-5243 0298-53-611 

takeuchi@riko.tsukuba.ac.jp 

075-753-4015 075-751-208 

takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

044-244-7145 044-211-760 

Im-takesada@te10.ajinomoto.co.jp 

075-753-4015 075-751-208 

takeda@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0564-55-7222 0564-54-225 

stakeda@ims.ac.jp 

0426-77-1111 0426-77-25~ 

tate@raphael.chem.metro-u.ac.jp 

0425・86-8121 0425-86-81: 

無

0298-56-7708 0298-56-77( 

ttanaka@tara.tsukuba.ac.jp 

092-641-1151 092-641-81! 

無



氏名 勤務先
住所 E-mail 

TEL FAX 

団之倉優 東京大学生物生産工学研究センタ- 03-3812-2111 03-5689-7225 

'i113 東京都文京区弥生1・1・1 utanok@hongo.ecc.u-tokyo.ac.jp 

田畑祥生 三菱化学(株)四日市総合研究所第1研究所物性分析第2研究室 0593-45-7106 0593-45・7189

田林一晃

田村友美

田村充

丹所正孝

千葉創

辻焼

津田栄

鄭建明

手塚亮典

手塚智子

出村議

寺尾武彦

寺沢宏明

寺田透

寺田秀夫

照井彬弘

土井美弥

堂本竹雄

土江松美

守510 三重県四日市市東邦町1番地 2100502@cc.m-kagaku.co.jp 

神戸大学大学院自然科学研究科

守 657 神戸市灘区六甲台町1-1

日本ブルカー(株)大阪事務所
守564 大阪府吹田市豊津町17・5江坂安ガミピル4階

(株)日立製作所基礎研究所
守350-01埼玉県比企郡鳩山町赤沼2520

科学技術庁無機材質研究所

'i305 茨城県つくば市並木1-1

日本バイオ・ラッドラボラトリーズサドラー事業部

'i116 東京都荒川区東日暮里5-7-18

姫路工業大学理学部生命科学科

守678-12兵庫県赤穂郡上郡町会出地1479-1

工技院北海道工業技術研究所

'i062 札幌市豊平区月寒東2条17丁目2-1

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
'i611 宇治市五ケ庄

バリアンジャパンリミテッド

'i108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル

神戸大学大学院自然科学研究科化学専攻

守 657 神戸市灘区六甲台町1-1

東京農工大学工学部

守184 東京都小金井市中町2-24-16

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

守606-01京都市左京区北白川追分町

第一製薬(株)東京研究開発センター創薬基盤研究所
〒134 東京都江戸川区北葛西1丁目16番13号

理化学研究所細胞情報伝達研究室

守351-01埼玉県和光市広沢2-1

日本ブルカー(株)大阪事務所

守564 大阪府吹田市豊津町17“5江坂タガミビル4階

塩野義製薬(株)創薬第一研究所物理化学部門

守553 大阪市福島区鷺州5-12-4

(株)武田分析研究所

守532 大阪市淀川区十三本町

日本ブルカー(株)マーケッティング部

守305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

大阪市立大学理学部分析室

守558 大阪市住吉区杉本3-3・138

(23) 

078-881-1212 078-803-0839 

tabayasi@icluna.kobe-u.ac.jp 

06-339-7008 06-339-7010 

tot@bruker.co.jp 

0492-96-6111 0492-96-6006 

tamura@harl@hitachi.co.jp 

0298-51-3351 0298-52-7449 

tansho@nirim.go.jp 

03-5811-6287 03-5811-6273 

hajime_chiba@jp.bioィad.com

07915-8-0182 07915-8-0182 

tuzi@sci.himejトtech.ac.jp

011・857-8912 011-857-8983 

tsuda@hniri.go.jp 

0774-32-3111 0774-33-1164 

tai@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

akinori.tezuka@jpsso.varian.com 

078-803-0602 078・803-0839

tezuka@icluna.kobe司 u.ac.jp

0423-88-7025 0423事 83-7733

demura@cc.tuat.ac.jp 

075-753-4011 075-751-2085 

terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

03-3680-0151 03-5696-4266 

hterasaw@mb.tokyo.infoweb.or.jp 

048・467-9538 048・467-5692

terada@louise.riken.go.jp 

06-339-7008 06-339-7010 

ht@bruker.co.jp 

06-458-5861 06-458-0987 

無

03-300-6537 03-300-6839 

mdoi@osk.threewebnet.or.jp 

0298-52-1234 0298-58-0322 

td@bruker.co.jp 

06-605-2597 06-605-2522 

matsu mi@cubane.sci.osaka-cu.ac.jp 



氏名
E-mail 

勤務先
住所

TEL FAX 

富樫義弘

富岡貢

名菱テクニカ(株)代表取締役社長
〒461 名古屋市東区矢田南五丁目1番14号

052-722-4820 052-722-8511 

togashi@mtco.mei.melco.co.jp 

昭和大学薬学部分析センター

守 142 東京都品川区旗の台1-5-8

03-3784-8271 無

無

友森チエリ 筑波大学大学院農学研究科応用生物化学専攻 0298-53-6070 0298-53-606~ 
守305 茨械県つくば市天王台1-1・1TARAセンター共同研究棟A306ctomomor@tara.tsukuba.ac.jp 

鳥還拓也

内藤 晶

中井利仁

中越雅道

永阪文惣

長田敏明

永田親清

中谷貴子

東京大学薬学部

守 113 東京都文京区本郷7-3-1

03-3812-2111 03-3815-654( 

無

姫路工業大学理学部生命科学専攻

〒678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

07915-8-0180 07915-8-018: 

naito@sci.himeji-tech.ac.jp 

筑波大学物理工学系

守305 つくば市天王台1-1-1

0298-53-5048 0298-53-520 

nakai@bukko.bk.tsukuba.ac.jp 

雪印乳業(株)生物科学研究所

守325-09栃木県下都賀郡石橋町下石橋516

0285-52-1344 0285-53-131 

snowls@tokyo.infoweb.or.jp 

帝人(株)構造解析センター
守191 東京都日野市旭が丘4-3-2

0425-86-8121 0425-86-812 

bunsow@kk.hino.teijin.co.jp 

武田薬品工業(株)創薬研究本部合成技術研究室

〒532 大阪府大阪市淀川区十三本田T2-17-85

06時 300-6307 06-300-6875 

Toshiaki_Nagata@takeda.co.jp 

芝浦工業大学工学部工業化学科

守108 東京都港区芝浦3-9-14

03-5476-2432 03-5476-24~ 

無

京都大学薬学部超伝導NMRスペクトロメータ室

守606-01京都市左京区吉田下阿達町46-29

075-753-4516 075守 761-26!

無

長土居有隆 横浜市立大学大学院総合理学研究科西村研究室

守236 横浜市金沢区瀬戸22噌 2

長縄竜一

中西洋志

仲野靖浩

中村新治

中村亘男

中村春木

中村好邦

中山尋量

名川音信

045-787-2188 045-787-211 

maritaka@yokohama-cu.ac.jp 

通産省工技院資源環境技術総合研究所水圏環境保全部

守 305 つくば市小野川16-3

。298-58-8336 0298-58-831 

naganawa@nire.go.jp 

工業技術院生命工学工業技術研究所生体物質部生体物質化学研究室 0298-54-6136 0298-54-61 

〒305 つくば東1-1 nakanisi@nibh.go.jp 

旭化成工業(株)高分子科学研究所
守569 大阪府高槻市八丁畷町11-7

0726-85-4567 0726-85-45 

a8912351 @ut.asahi-kasei.co・IP

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

守606-01京都市左京区北白川追分町
075-753-4015 075-751-20 

nakashin@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

大阪大学大学院理学研究科化学専攻

守560 豊中市待兼山1-16

06-850-5791 06-850-578 

nobuo@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

(株)生物分子工学研究所

干565 吹田市古江台6-2-3

06-872-8212 06-872-821 

nakamura@beri.co.jp 

大正製薬(株)創薬研究所分子科学研究室

守330 大宮市吉野町1-403

048-663-1111 048-652-7: 

s13219@ccm.taisho.co.jp 

大阪大学大学院理学研究科化学専攻

守560 豊中市待兼山町1-16

06-850-5779 06-850-571 

hiro@pochi.ch.wani.osaka・u.ac.jp

工業技術院生命工学工業技術研究所生体物質部

守305 つくば市東1-1
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氏名

那須裕郷

新村奈美

西村勝之

勤務先
住所

京都大学大学院薬学研究科薬品分析学教室

〒606-01京都市左京区吉回下阿達町46-29

山之内製薬(株)分子化学研究室

守305 茨城県つくば市街幸が丘21

姫路工業大学理学部

守 678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

西村善文 横浜市立大学大学院総合理学研究科西村研究室

守236 横浜市金沢区瀬戸22-2

西山裕介 京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

守 606-01京都市左京区北白川追分町

仁木園雄 電気通信大学

〒182 東京都調布市調布ケ丘1-5-1

二宮博 (株)UB E科学分析センター有機分析グループ

守755 山口県宇都市大字小串1978-5

丹 羽浩 東ソー(株)四日市研究所

守510 三重県四日市市霞1-8

野中正幸 筑波大学物理工学系

'1'305 つくば市天王台1-1-1

野引政芳 昭和電工(株)総合研究所

守 267 千葉市緑区大野台1-1-1

野 村薫 京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

〒606-01京都市左京区北白川追分町

拝師智之 筑波大学物理工学系

'1'305 つくば市天王台1-1-1

長谷川 淳 第一製薬(株)創薬基盤研究所

守 東京都江戸川区北葛西1-16-13

畑中 稔 京都大学大学院理学研究科生物物理学専攻

守606-01京都市左京区北白川追分町

服部憲和 名古屋工業大学応用化学科岡林・吉田研

'1'466 名古屋市紹和区御器所町

服部峰之 工業技術院電子技術総合研究所超分子部

'1'305 茨城県つくば市街圃1-1-4

馬場雄久 北見工業大学

〒090 北見市公園町165番地

馬場俊秀 東京工業大学工学部化学工学科

守152 東京都目黒区大岡山会12-1

浜島 斉 (株)三和化学研究所

守511-04三重県員弁郡北勢町塩崎363番地

林繁信 物質工学工業技術研究所

〒305 茨城県つくば市東1-1

早水紀久子 物質工学工業技術研究所

守305 つくば市東1-1

(25) 

TEL FAX 
E-mail 

075-753-4531 075-753-4578 

nasu@pharmsun.pharm.kyoto-u.ac.jp 

0298-54-1623 0298-52-9585 

niimura@yamanouchi.co.jp 

07915-8-0182 07915-8-0182 

nisimura@sci.himeji-tech.ac.jp 

045-787-2188 045-787-2188 

075-753-4015 075-751-2085 

nishi@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0424命 83-2161 0424-84-7403 

nikki@e-one.uec.ac.jp 

0836-31-6568 0836-31-6601 

22866u@ube-ind.co.jp 

0593-63-1622 0593-65-5205 

niwa@tosoh目cO.JP

0298-53-5398 0298-53-5205 

nonaka@ctlab.bk.tsukuba.ac.jp 

043-226哨 5223 043-226-5222 

nobiki@ctl.sdk.co.jp 

075-753-4014 075-751-2085 

nomura@kuchem.kyolo-u.ac.jp 

0298-53蝉 5214 0298-53-5205 

haishi@mrlab.bk.lsukuba.ac.jp 

03-3680-0151 03-5696-4266 

PFH02003@niftyserve.or.jp 

075-753-4211 075-753-4210 

halanaka@pholo2.biophys.kyolo-u.ac.jp 

052-732-2111 052-735-5247 

r02ach03@edsys.cenler.nilech.ac.jp 

0298-58-5537 0298-58-5540 

mhattori@ell.go.jp 

0157-26-0862 0157-26-0862 

e70003@cc.kilami-il.ac.jp 

03-5734-2625 03-5734-2878 

無

0594-72-6221 0594-82-0072 

無

0298-54-4515 0298-54-4524 

hayashi@nimc.go.jp 

0298-54-4525 0298-54-4525 

hayamizu@nimc.go.jp 



氏名 動産語

原因としえ 三菱化学(株)横浜総合研究所

守227 績浜市青葉区鴨志田町1000

原田治幸 京都大学大学院工学研究科分子工学専攻

〒606心1京都市左京区吉田本町

春山英幸 三共(株)分析代謝研究所

守140 品川区広町1-2-58

半沢宏之 三共(株)分析代謝研究所

9140 東京都品川区広町1-2-58

日名目良一 京都大学薬学部超伝導NMRスペクトロメータ室

日元徹

平沖敏文

平尾浩一

広田豊彦

守606-01京都市左京区吉田下阿達町46・29

日本電子(株)

守 196 東京都昭島市武蔵野3-1-2

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

9060 札幌市北区北13条西8丁目

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

〒606-01京都市左京区北白川追分町

第一製鞘株)試験研究センター

守134 東京都江戸川区北葛西1-16-13

TEL FAX 
E-mail 

045-963-3166 045-963-426. 

harazono@rc.m-kagaku.co.jp 

075-753-5937 075-751-761 

haruyuki @mds.moleng.kyoto-u.ac.jp 

03-3492-3131 03-5436-856 

haru@shina.sankyo.co.jp 

03-3492-3131 03-5436-856 

hiroyu@shina.sankyo.co.jp 

075-753日 4516 075-761-269 

rhinata@pharm.kyoto-u.ac.jp 

0425-42-2236 0425-46-806 

hinomoto@jeol.co.jp 

011-706-6640 011-716-61i 

hiraoki@sunz.huap.hokudai.ac.jp 

075-753-4015 075-751-20! 

hirao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

03-3680-0151 03-5696-83' 

無

胡 梅 工業技術院生命工学工業技術研究所生体物質部生体物質化学研究室 0298-54-6136 0298-54-61: 

福井洋之

福岡美香

福士江里

福島透

福田純子

福永康弘

福本圭子

藤井茂

藤川昭彦

藤倉一繁

藤田春雄

守305 つくば市東1-1 billah@nibh.go・lP

北見工業大学

守090 北見市公園町165番地

東京水産大学食品生産学科

〒106 東京都港区港南4-5-7

北海道大学農学部

守060 札幌市北区北9条西9丁目

三井東圧化学(株)大阪研究所

守592 大阪府高石市高砂1-6

0157-26-9402 0157-24-77 

e 70000@cc.kitami-it.ac.jp 

03-5463-0624 03-5463-04 

fukuoka@tokyo・u・fish.ac.jp

011-706-4134 

JAH02422@niftyserve.or.jp 

0722-68-3528 0722-68-32 

無

東北大学大学院理学研究科化学専攻有機化学講座有機分析化学研究室 022-217-6564 022-217-65 

守980-77宮城県仙台市青葉区荒巻字膏葉 fukuda@ykbsc.chem.tohoku.ac.jp 

筑波大学物理工学系

守305 つくば市天王台1-1-1

(株)豊田中央研究所分析計測部

〒480-11愛知郡長久手町大字長激字横道41-1

関西医科大学化学教室

守573 枚方市宇山東町18-89

藤沢薬品工業(株)基盤技術研究室

守532 大阪市淀川区加島2-1-6

バリアンジャパンリミテッド

守 108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻

守606-01京都市左京区吉田本町

(26) 

0298-53-5398 0298-53-5; 

fuku@ctlab.bk.tsukuba.ac.jp 

0561-63-6140 0561-63-6' 

e4336@mosk.tytlabs.co.jp 

0720-56-2121 0720-50-0~ 

fujii@makino.kmu.ac.jp 

06-390-1326 06-304ぺ11

akihiko_fujikawa@rnd.fujisawa.co.j~ 

03-5232-1238 03-5232-1 

kazushige.fujikura@jpsso.varian.co 

075-753-5643 075-753-5 

無



氏名

護森裕基

篠原敏道

篠原英明

藤原靖弘

降旗一夫

古木隆生

古田浩祐

逸見光

星野鉄哉

細田和男

堀井文敬

堀 一之

本多尚

本田瑞穂

前回史郎

蒔崎守

正木春彦

増田勝彦

松川真吾

松田弘喜

松田裕生

勤務先
住所

分子科学研究所

守444 岡崎市明大寺町字西郷中38

横浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

守240 横浜市保土ケ谷区常盤台156

大阪大学医学部医用工学講座

〒565 吹田市山田正

京都薬科大学

守607 京都市山科区御陵中内町5

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

守113 東京都文京区弥生1-1-1

神奈川県産業技術総合研究所基盤技術部生体分子チーム

〒243-04神奈川県海老名市下今泉705-1

杏林製薬(株)中央研究所

守329-01栃木県下都賀郡野木町御手洗2399-1

食品総合研究所

守305 茨城県つくば市観音台2-1-2

日立化成工業(株)

〒3∞・42つくば市和台48

(株)エルエイシステムズ

守323 栃木県小山市駅東り1-6-2

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
守611 宇治市五ヶ庄

秋田県総合食品研究所

守010-16秋田市新屋町字砂奴寄4-26

筑波大学化学系無機物理化学講座

〒305 茨城県つくば市天王台1-1-1

(株):カネカテクノリサーチ

〒652 神戸市兵庫区吉田町1-2-80

福井大学工学部生物化学工学科

〒910 福井市文京3-9-1

バリアンジャパンリミテッド

守108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ピル

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命工学専攻

守113 東京都文京区弥生1-1-1

TEL FAX 
E-mail 

0564-55-7427 0564-54-2254 

fujimori@ims.ac.jp 

045-335-1451 045-338-1190 

g00888@sinet.ad.jp 

06-879-8159 06-879-8159 

a62242a@center.osaka-u.ac.jp 

075-595-4637 075-595-4766 

無

03-3812-2111 03-3816-0453 

furihata@mcb1.iam.u-tokyo.ac.jp 

0462-36-1500 0462-36-1525 

tfuruki@madonna.kanagawa-iri.go.jp 

0280-56-2201 0280-57 -1293 

無

0298-38-8075 0298-38-7996 

henmi@nfri.affrc.go.jp 

0298-64-4000 0298-64-4008 

無

0285-24-9731 0285-24-9751 

khlas@po.iijnet.or.jp 

0774-32-3111 0774-33-1164 

horii@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0188-88-2001 0188-88-2008 

hori@arif.pref.akita.jp 

0298-53-4487 0298-53-6503 

honda@ipchemgw.chem.tsukuba.ac.jp 

078-652-4077 078暢 652-4079

BYS11370@niftyserve.or.jp 

0776-27-8635 0776申 27-8747

maeda@acbio.acbio.fukui-u.ac.jp 

03-5232-1236 03-5232-1264 

mamoru.makizaki@jpsso.varian.com 

03-3812-2111 03-3816-0453 

hmasaki@mcb.bt.a.u-tokyo-ac.jp 

三菱化学(株)鹿島事業所機能商品工場医薬開発研究所物性分析Aグループ 0479-46-4621 0479-46-4639 

T 314-02茨減県鹿島郡波崎町砂山14 2505186@cc.m-kagaku.co.jp 

東京工業大学工学部高分子工学科

守145 東京都目黒区大岡山2-12-1

北見工業大学

守090 北見市公園町165番地

帝人(株)構造解析センター

〒191 東京都日野市旭が丘4-3-2

(27) 

03-5734-2889 03-5734-2889 

smatsuka@polymer.titech.ac.jp 

0157-26-0862 0157-26-0862 

e70002@cc.kitami-it.ac.jp 

0425-86-8121 0425-86-8123 

無



氏名

松原康史

松 本 大

松森信明

真弓剛

丸山亮介

三浦宏一

動産語

三菱化学(株)筑波研究所物性分析研究室

'1' 300-03茨城県稲敷郡阿見町中央8-3-1

京都大学大学院薬学研究科薬学専攻

'1'606 京都市左京区吉田下阿達町

東京大学大学院理学系研究科化学専攻

守113 東京都文京区本郷7-3-1

田辺製薬(株)分析研究所

守532 大阪市淀川区加島3-16同89

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守192-03八王子市南大沢1-1

北見工業大学

〒090 北見市公園町165番地

水口千代子 (守生}エルエイシステムズ

水越利巴

三森文行

峯尾泰

三宅洋子

宮島清一

守323 栃木県小山市駅東り1-6-2

昧の素(株)中央研究所

守210 JII崎市川崎区鈴木町1-1

国立環境研究所環境健康部

〒305 つくば市小野川16-2

富士写真フィルム(株)
守250-01神奈川県南足柄市中沼210

東京都立大学理学部化学科

守192-03八王子市南大沢1-1

分子科学研究所

〒444 岡崎市明大寺町字西郷中38

三好利一 京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

〒606心1京都市左京区北白川追分町

村田ツヨシ (株)ユニチカリサーチラボ分析技術部
守611 京都府宇治市宇治小桜23

村林秀樹 (株)武田分析研究所

'1'532 大阪市淀川区十三本町

室文人 神戸大学理学部

守657 神戸市灘区六甲台町

持田智行 分子科学研究所

守科4 岡崎市明大寺町字西郷中38番地

森田徹一郎 理化学研究所分子構造解析室

八島秀仁

安永秀計

山内一夫

〒351-01埼玉県和光市広沢2-1

日本ブルカー(株)マーケッティング部

守305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

京都工芸繊維大学工芸学部物質工学科

守606 京都市左京区松ケ崎御所海道町

日本ブルカー(株)アプリケーション部
'1'305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

(28) 

TEL FAX 
E-mail 

0298-87-0946 0298_87-3257 

3709437@cc.m-kagaku.co.jp 

075-753-4531 075-753-4578 

masaru@pharm.kyoto-u.ac.jp 

03-5800同 6898 03-5800-6898 

matumori@chem.s.u-tokyo.ac.jp 

06-300-2632 06-300-2629 

無

0426-77-1111 0426-77-2525 

mar@comp.metro-u.ac.jp 

0157-26-0862 0157-26-086; 

e70001@cc.kitami-it.ac.jp 

0285-24-9731 0285-24-9751 

las@po.iijnet.or.jp 

044回 244-7145 044-211-760! 

Im_mizukosi@te10目ajinomoto.co・lP

0298-50-2532 0298-50-257， 

mitumori@nies.go.jp 

0465-73-7080 0465-73-792 

RXG 06630@niftyserve.or.jp 

1426-77-1111 0426-77-252 

miyake@raphael.chem.metro-u.ac.jp 

0564-55-7423 0564-54-225 

miyajima@ims.ac.jp 

075-753-4015 075-751-208 

miyoshi@kuchem.kyotoべJ.ac.1P

0774-25-2218 0774-25-235 

tsuyoshi@murata-jp.com 

03-300-6537 03-300-6839 

himura@sun-inet.or.jp 

078-803-0600 078-803-06.c 
fumihito@gradis.scitec.kobe-u.ac.jp 

0564-55-7399 0564-54-22~ 

mochida@ims.ac.jp 

048-462-1111 048-462-46: 

tmorita@postman.riken.go.jp 

0298-52-1234 0298-58-03: 

yas@bruker.co.jp 

075-724-7562 075-724-751 

yasunaga@ipc.kit.ac.jp 

0298-52-1235 0298-58-03: 

yam@bruker.co・lP



氏名

山 口悟

山 口徽

山口芳樹

山崎亜紀

山野光久

山本昭彦

山本雅祥

山本泰彦

横井貴子

吉岡佳子

吉締和男

吉田尚弘

吉田信行

勤務先
イ主所

姫路工業大学理学部

〒678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

梅野義製薬(株)創薬第一研究所物理化学部門

'1'553 大阪市福島区鷺州5-12-4

東京大学薬学部

守 113 東京都文京区本郷7-3-1

東京工業大学工学部高分子工学科安藤研究室

守152 東京都目黒区大岡山2-12-1

武田薬品工業(株)製薬研究所

守532 大阪市淀川区十三本町2丁目 17-85

日本ブルカー(株)

守 305 茨城県つくば市二宮3-21-5

京都薬科大学大学院薬学研究科薬学専攻

'1'607 京都市山科区御陵中内町5

筑波大学化学系

守305 つくば市天王台1-1-1

山之内製薬(株)分子化学研究室

'1'305 茨城県つくば市御幸が丘21

資生堂医薬品研究所分析研究グループ

'1'236 横浜市金沢区福浦2-12-1

徳島大学医学部第一生理学教室

'1'770 徳島県徳島市蔵本町3丁目 18-5

筑波大学化学系池田研

'1'305 茨城県つくば市天王台1-1-1

国際基督教大学教養学部理学科

'1'181 東京都三鷹市大沢3丁目10-2

好田真由美 協和発酵工業(株)東京研究所

吉野明広

吉村一良

李華

李俊

渡遺永治

渡部徳子

渡辺尚彦

〒194 東京都町田市旭町3-6-6

名古屋工業大学工学部応用化学科

〒466 名古屋市昭和区御器所目T

京都大学大学院理学研究科化学専攻無機物性化学研究室

'1' 606-01京都市左京区北白川追分町

神戸大学大学院自然科学研究科物質科学専攻

守657 神戸市灘区六甲台町1-1

理化学研究所高分子化学研究室

〒351-01埼玉県和光市広沢

立教大学理学部化学科秋山研究室

守171 東京都豊島区西池袋3-34-1

東京水産大学水産学部食品生産学科

'1'108 東京都港区港南4-5-7

東京水産大学食品生産学科

〒108 東京都港区港南4-5-7

(29) 

TEL FAX 
E-mail 

07915-8-0182 07915-8-0182 

無

06-458-5861 06-458-0987 

lohru.yamaguchi@shionogi.co.jp 

03-3812-2111 03-3815-6540 

無

03-3726-1111 03-5734-2889 

ayamazak@polymer.titech.ac.jp 

06-300-6299 06-300-6251 

無

0298-52-1234 0298-58-0322 

ay@bruker.co.jp 

075-595-4660 無

myama@alles.or.jp 

0298凶 53-6925 0298-53-6925 

yash@sakura.cc.lsukuba.ac.jp 

0298-52-5111 0298-52-9585 

yokoil@yamanouchi.co.jp 

045-788-7276 045-788田 7280

yoshioka_keiko@po.shiseido.co.jp 

0886-33-7054 0886-32-5043 

無

0298-53-4487 0298-53-6503 

s955227@ipe.lsukuba.ac.jp 

0422-33-3259 0422-33-1449 

yoshidan@icu.ac.jp 

0247-25-2555 0427-25-2559 

無

052-735-5241 052-735-5247 

yoshino@ach.nilech.ac.jp 

075-753-3991 075-751-2085 

kyhv@kuchem.kyolo-u.ac.jp 

078-803-0145 078-803-0839 

li@icluna.kobe-u.ac.jp 

048-467-9403 048-462-4667 

lijun@poslman.riken.go.jp 

03-3985-2368 03-5992-3434 

eiji@rikkyo.ac.jp 

03-5463-0643 03-5463-0643 

lokuko@lokyo-u・fish.ac.jp

03-5463-0618 03-5463-0497 

hw@lokyo-u-fish.ac.jp 
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