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第 36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 1997年10月29日(水) -31日(金)

会場 こまばエミナース(東京都目黒区大橋2-19-5)

第l日10月29日(水)

(10:00-10:05) 

開会の挨拶

(10:05-11:25) 

座長引地邦男

1L1 

1L2 

750 MHz高圧 NMRによる蛋白質構造の研究

(神戸大自然科学l、Univ.Regensburg2、神戸大理')0赤坂一之 1、 李 奪 1，P.Dubovskiil、

手塚智子 1、井上匡子¥鎌足雄司¥黄地祥子 1、H.R. Kalbitzer、山田博昭 3

Pulsed Field Gradient NMR Studies of Protein Aggregation 

(機能水研)OWilliam S. Price、土屋文彦、荒田洋治

座長赤坂一之

. 5 

1L3 オフレゾナンス照射下における 15N核の緩和-sラクトグロプリンへの応用 ・・・ 8

(岐阜大医¥阪大理ヘコーネル大 3) 0桑田一夫 1、星野大 2、後藤祐児 2、C.A.Batt3、恵良聖一 1

1L4 蛋白質 X1角高精度解析のためのNMR手法開発 ・・・ 12

(都立大理¥東海大開発工 2) 0楯真ーに寺内勉:、大場真 2、松井裕¥西山幸三郎 2、

甲斐荘正恒 l

一休憩ー

(11:45-12:25) 

座長阿久津秀雄

1L5 両親媒性生理活性ペプチドにより誘起きれるリン脂質二重膜の磁場配向 ・・・ 16

1L6 

一昼食一

(姫路工大理¥京大院理 2) 0内藤品¥岡本真名武 1、 水 野 敬2、永尾 隆 1、新藤由利子¥

辻暁¥斉藤肇 1

NMRによるカブトガニ血球小穎粒成分タキサイチンの構造解析

(北大院理¥北工研 2、九大理 3) 0末武徹也¥津田 栄 2、川畑俊一郎 3、河野敬一¥

引地邦男¥新田勝手IJI 

(14:00-16:00) 

ポスターセッション(説明義務ポスタ一番号:3の倍数+1)

1 

.20 



(16:00~ 17:20) 

座長白川昌宏

IL7 NMRを用いた触媒抗体の抗原結合部位の動的立体構造解析 ・・・23

(東大院薬系 1 生物工研 2，機能水研 3) 榛葉伸久'、坂倉正義¥加藤晃ーに高橋栄夫¥

悶中富士枝 2、藤井郁雄 2、荒田洋治ヘ 0嶋田一夫'

IL8 叩 UA∞G)配列特異的な剛A結合蛋白質hnRNPDの構造及び削Aとの相互作用の解析 ・・・25

(横浜国大工¥三菱化学生命研2、東工大生命理工3)永田 崇'， 0片平正人¥栗原靖之¥

佐伯純一¥長岡正司¥金 美希¥上杉日青一人河野俊之 2、柳田保子 3、石川冬木 3

座長横山茂之

IL9 分子量 50kDaの蛋白質の NMR 大腸菌転写系から 2例 -・27

(阪大蛋白研¥国立遺伝研 2、ソウル大薬 3、名大理 4) 0山崎俊夫 1、大友崇紀 i、李 奉振 3、

村上勝彦 2、石浜 明2、饗場弘二ヘ照屋健太 1、京極好正 1

ILIO ヒト損傷DNA修復タンパク質 XPAのDNA結合、タンパク質結合ドメインの立体構造解析と相互作用

一休憩ー

.28 

(奈良先端大バイオ¥阪大細胞生体工学センター2、生体分子工学研 3、阪大蛋白研 4) 0白川昌宏 1、

池上貴久¥田中亀代次 2、森川秋右 3、京極好正 4

(17:40~18:20) 

座長嶋田一夫

ILlI RGLタンパク質の Ras結合ドメインの高次構造解析 ・・・30

(理研細胞情報伝達¥東大院理 2、理研遺伝生化学 3、広島大医 4) 0木川隆則¥岩堀幸太 1，2、

幾回まり lユ、遠藤誠 1，2、森田哲史 1，2、伊藤隆 3、白水美香子¥菊池章ヘ横山茂之し2

ILl2 アトピー性疾患原因ダニアレルゲンDerf2の立体構造決定 ・・・33

(都臨床研 1、日本女子大 2、アサヒピール基盤研 3) 市川さおりは、 0畠中秀樹 1、結城敏文 3、

岩本奈美子 3、小椋賢治 l、奥村康 3、稲垣冬彦 1

2 



第2日10月30日(木)

(1 O:OO~ 11 :00) 

特別講演 l

座長 甲斐荘正恒 (M.Kainosho， Chair) 

2L1 N巴wExperiments for the Elucidation of Structure and Dynamics of Prot巴insand RNA 

(Institut fur Organische Chemie， Universitat Frankfurt'、Departmentof Chemistry， Yale University2、

Center for Advanced Research in Biotechnology3) B. Reif'、 M.Hennig'、A.Diener'、C.Richter'、

B. Luy'、M.Scholz'、J.Diener、J.P. Marino3、H.Schwalbe'、P.Moore2、OChristianGriesinger' 

(11 :OO~ 12:00) 

特別講演2

座長稲垣冬彦 (F.Inagaki， Cha川

2L2 

一昼食ー

Applications of Adiabatic Pulses in Biomolecular NMR 

(Varian NMR Instruments) Eriks Kupte 

(14:00~16:00) 

ポスターセッション(説明義務ポスター番号:3の倍数+2)

(16:00~17:00) 

特別講演 3

座長荒田洋治 (Y.Arata， Chair) 

2L3 Peotein NMR and百leHuman Genome Projωt 

'34 

-・35

'37 

(Center for Advanced Biotechnology and Medicine and Departm巴ntof Molecular Biology and Biochemistry， 

Rutgers University) Gaetano T. Montelione 

(17:00~ 18:00) 

特別講演 4

座長京極好正 (Y.Kyogoku， Chair) 

2L4 The Use of Selective Protonation in Structural Studies by NMR on Deuterated Large Proteins . . . 38 

(Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute) OBennett T. Farm巴rll、Keithし Constantine、

Valentina Go1dfarb、WilliamJ. Metzler、LucianoMueller 

(18:30~20:30) 

懇親会(こまばエミナース 3階鳳風の間)
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第3日10月31日(金)

(9:30-10:50) 

座長斉藤肇

3L 1 Theory and Simu1ation of Vibrationa1 Effects on Distances and Ang1es Obtained by Solid State NMR ・・・ 39

3L2 

(京大院理¥京大化研')0石井佳誉 1、寺尾武彦 1、林 宗市 2

'3C_'3C、'3C_'H双極子相互作用を用いた多次元国体高分解能NMR二面角決定法

(横浜国大工)0藤原敏道、大東靖典、阿久津秀雄

座長安藤勲

-43 

3L3 ポリペプチドの主鎖カルボニル基の 13CNMR化学シフトテンソルによる固体コンホメーションの研究

3L4 

休憩一

(群馬大工)0荘司綴

2次元スピン拡散NMR法による縞フイブロインタンパク質の局所構造解析

(農工大工 l、UniversityofNijmegen') 0出村誠1、斉田理 1、笹平理朗 1、石坂弘子 1、

朝倉哲郎 l、B.H. Meier' 

(11:10-12:30) 

座 長寺尾武彦

3L5 

3L6 

固体NMRによるケイ素系ボリマーの構造およびダイナミックスの研究

(東工大工¥ダウコーニングアジア')0黒木重樹¥安藤 勲¥村上正志 2

二次元固体 13Cスピン拡散NMRt:去による高分子ガラスの短距離秩序構造解析

(京大化研)0梶弘典、堀井文敬

座 長堀井文敬

-47 

'51 

-・53

'57 

3L7 パルス磁場勾配 NMR法によるポリエチレンオキサイド系ゲルにおけるイオンの拡散定数の測定・・・60

(物質研¥ユアサコーポレーション中研 2、機能水研3)0早水紀久子¥相原雄一 2、落合誠二郎 2、W.S.Price3

3L8 

一昼食ー

面体高分解能 I09AgNMR.銀(1)錯体の立体構造と AgNMR化学シフトの相関

(都立大理)0北JlI進、嶋田陽子、松坂裕之、近藤 満、大久保貴志

(14:00-16:00) 

ポスターセッション(説明義務ポスタ一番号:3の倍数)

(16:00-17:20) 

座長北川進

-・64

3L9 赤色蛍光体、Fl!ドープY，O，S、の 89y固体NMR ・・・ 67

(三菱化学横浜総研 1、化成オプトニクス 2、東京水産大 3) 0原因としえ¥安達隆二 2、渡部徳子 3

3L 1 0 NMR-MOUSE法による高分子皮膜の劣化解析 -71 

(新日銭先端研 1 RWTH-Aachen') 0斎藤公児 1.'、P.B1uemler'、 B.Bluemich'
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座長三森文行

3Lll 高速パーソナルコンビュータを用いたリアルタイム NMR画像再構成システムの開発 ・・・75

(筑波大物理工学系)0拝師智之、巨瀬勝美

3Ll2 家兎アキレス腿の H-2DQF Spectroscopic Imaging ・・ 79

(京都府立医大一生理 1・整形 2、テルアピブ大化学 3) 0瀬尾芳輝¥高宮尚武 2、H.Shinar'、

Y. Sharf3、G.Navon3 
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ポスターセッション演題

[装置・測定法1

l
 

D
a
 

水溶液系温度ジャンプNMR装置の開発

(神戸大院自然科学)0川上勝、赤坂一之

酸素 17・リン 31分極移動法による化学種特異的 31ドNMR観測

(日立基礎研)0田 村 光

CH-、CH2-、CH，-選択HEIl正Mご

(北大農)川端潤、 O福士江里

化合物半導体を使用した超高感度前置増幅器

(日本電子)0末松浩人、栗原範明

高磁界プロープの実装法

(日本電子)0長谷川憲一、山腰良晃、田中良二、末松浩人

PFGHMBCを利用した異種核問 longrange Jの測定法2

(日本電子)0内海博明、鴨修

.95 

-・82

P2 '84 

P3 '86 

P4 '90 

P5 -・93

P6 

P7 HMBC法の新しい応用測定一一Cf-HMBC法について ・・・ 97

(東大続農応生化 1、東大分生研 2) 0降旗一夫 l、瀬戸治男 2

P8 拡散係数測定用磁場勾配パルス電源装置の改良及び製作 二重共鳴を用いたパルス磁場勾配NMR装置

P9 

の製作

(分子研)0大石修、宮島清一

ダイオードレーザーアレイを用いた希ガス偏極装置の設計・試作

(電総研)0服部峰之、平賀 隆、守谷哲郎

軽水溶媒中でのタンパク質のアミドプロトン交換反応速度の決定法

(都臨床研 1，明大理工 2) 0横地政志 1.'、楠 正美 2、稲垣冬彦 l

-・・ 105

-・101

-・ 103

PIO 

I溶液応用(生体高分子)】

PII 大腸菌 RNAポリメラーゼ alphaサブユニットの N末端ドメインの構造解析 ・・・ 109

(阪大蛋白研 1、図立遺伝研')0大友崇紀¥山崎俊夫¥村上勝彦 2、石浜 明2、京極好正 t

P12 大腸菌 RNAポリメラ}ゼの alphaサブユニット活性化ドメインと DNAの相互作用解析 ・・・ 110

(阪大蛋白研 l、国立遺伝研')0安野和浩¥山崎俊夫¥栃尾豪人 1、回 栄i~ 1、石浜 明2、

京極好正 t

PI3 メタロプロテアーゼ限害蛋白質 SMPIの構造決定と相互作用様式の解析 ・・・111

(都立大理¥京都工繊大応用生物')0大野綾子 1、橋 真一" Sail司aS. Seeram'、平賀和三 2、

小田耕平 2、甲斐荘正恒 B

PI4 オスモセンサーEnvZのHiskinaseドメインの NMR構造解析 ・・・113

(筑波大TARA-t 1、 トロント大OCI'、農水省生物研 3、UMDNJ4) 0田中俊之¥友森チエリ¥

伊島理枝子 2、K.Tong'、D.Liu2、山崎俊正ヘ井上正順4、伊倉光彦 2

PI5 安定河{立体標識ペプチドを用いたペプチドと蛋白質との相互作用の解析 ・・・ 115

(三菱化学生命研 l、群馬大工')0楠英樹 1，2、若松馨 2、佐藤一紀 1、河野俊之 1

PI6 HIV-2ヌクレオキャプシドタンパク質の機能構造相関の解明 ・・・119

(北里大理 1、北里大医療衛生 2、三菱化学生命研 3) 0小寺義男川、塚原智典 2、小松博義 2、

戸海秀樹 2、金載_3、佐藤一紀 3、前回忠計¥河野俊之 3

PI7 糖鎖結合がウナギカルシトニンの立体構造およびダイナミクスに与える影響 ・・・122

(旭化成基盤技術センター1、野口研 2、ペンシルパニア大')0橋本康博¥錦戸線二¥山本敬三 2、

羽田勝二 2、S.Opella'、K.Valentine3 
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PI8 

PI9 

P20 

P21 

C阻結合蛋白質 (CRE-BPI/ATF2)の転写活性化ドメインの構造解析

(横浜市大院総合理¥理研筑波凶')0長土居有隆¥中沢賢一 1、字国広子 l、前川利男 2、

石井俊輔 2、西村善文 1

NMRによる hU2ApSの構造解析

(東大院理)0伊藤拓宏、武藤裕、横山茂之

NMRによる AptotoxinVII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

NMR化学シフト変化の情報を用いた分子複合体モデリング

(生物工研 1、都臨床研')0中村春木¥寺沢宏明 2、A.Heger'，肥後順一¥稲垣冬彦 2

.125 

-・127

. .129 

-・ 131

P22 蛋白質の重水素化による味NOE法の改善 ・・・133

(群馬大工¥三菱化学生命研')0平野利好¥田中間IJ史¥楠 英樹¥河野俊之 2、 若 松 馨 1

P23 NMRによる YeastUbiquitin Hydrolaseの解析 ・・・ 135

(現研遺伝生化学，三菱化学生命研，東京医科歯科大歯 3、北里大理 4) 0伊藤 隆¥坂本泰一 2、

S.R吋巴Sh'.3、岩本真理子 2、小寺義男 '.4、土田信夫3、柴田武彦 l、河野俊之 2

P24 S4ペプチドの構造解析 -・・ 137

(東レリサーチセンター)0木村ー雄、 JI!口 謙

P25 'H-NMRによる異常ヘモグロピン赤血球内・水性状の研究 ・・・ 139

(日本医大生理 i、岐阜大ヘ岐阜大医生理 3、藤田保衛大衛生 4) 上坂伸宏'， 0曽我美 勝 2、

恵良聖_3、加藤一夫 4、永井直樹 3

P26 ヒト好中球NADPHオキシダーゼ p47PB2 domainのNMR解析 ・・・ 143

(生物工研¥九大医 2、東大医科研ヒトゲノムセンタ _3) 0康明秀一¥住本英樹 2、伊藤隆司 3、

神田大輔 l

P27 大腸菌Ada蛋白質N端 16K部分の構造と DNA認識 . .145 

(生物工研)0秋友由子、神田大輔、康明秀一、武藤隆則、森川歌右

P28 原がん遺伝子産物 c-MybとDNAとの複合体の動的構造 ・・・148

(横浜市大院総合理 1、横浜市大医 2、KAST3、都臨床研4、理研筑波LSS) 0佐々木元子¥

緒方一博 2ヘ畠中秀樹 4、皿弁明倫2、石井俊輔 5、西村善文』

P29 芳香環シグナルをプロープとした HにATP合成酵素Fサブユニットの研究 ・・・ 150

(横浜国大工 1、東工大資源研')0八木宏昌¥久松久美子 1、戸i翠加江子¥吉田賢右 2、阿久津秀雄 l

P30 加圧によるタンパク質BPTIの構造変化 -・153

(神戸大院自然科学¥神戸大理')0李華¥山田博昭 2、赤坂一之 l

P31 ヒト"MBFIのNMRによる構造解析 ・・・ 156

(NAlST'，国立遺伝研 2、東工大 3) 0三島正規¥尾崎 i享¥竹丸憲一 2、池上貴久 1、上回 均 2、

広瀬進 2、半田宏 3、白川昌宏 1

P32 'Hおよび '3CNMR化学シフト評価によるペプチド・タンパク質の構造解析 -・ 158

(農工大工" University of Sheffield') 0岩館満雄¥出村 誠¥朝倉哲郎" M. P. WilIiamson' 

P33 大腸菌転写因子PhoBのDNA結合ドメインの立体構造解析 ・・・ 159

(横浜市大院総合理 1、阪大微生物病研')0岡村英保¥花岡慎悟 l、長土居有隆 l、牧野耕三 2、

西村善文 s

P34 ヒトテロメア結合タンパク質TRFlの立体構造解析 ・・・161

(償浜市大院総合理¥阪大蛋白研')0西川忠輝¥長土居有隆¥吉村祥子 2、相本三郎 2、西村善文 I

P35 アカムシユスリカヘモグロビンの活性部位の構造 ・・・ 163
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1L1 750 MHz高圧 NMRによる蛋白質構造の研究

神戸大自然科学 l、Univ.Regensburg 2，神戸大理3

0赤坂一之 l、李 華 l、P.Dubovskii 1、手塚智子¥井上匡子 I、鎌足雄司 I、

黄地祥子 I、H.R.Kalbitzer 2、山田博昭3

High pressure NMR study of protein structure at 750 Mhz 

K. Akasaks， H. Li， P. Dubovskii， T. Tezuka， K. Inoue， Y. Kamatari， S. Ohji， H.-R. 

Kalbitzer， and H. Yamada 

The Graduate School of Science and Technology， Kobe University 

Although our atomic司 scaleknow ledge on static (or average) three-dimensional 

structures of proteins has increased dramatically over the last decade， our understanding 

of the flexibility and structural dynamics within folded proteins has not reached a 

comparable level of detail. ln this regard， some pioneering works have been made using 

sound velocity me拙 urementswhich have established relatively large compressibility of 

proteins and that they are correlated with internal cavities and their fluctuations (Gekko & 

Hasegawa， 1978;1986). However， microscopic origins of the compressibility have 

seldom been shown explicitly by experiments. We introduce here a generally applicable 

technique for clarifying the na加reof microscopic volume fluctuation， and hence structural 

fluctuation， in a protein molecule in solution， i. e.， an on-line high resolution-high 

pressure N恥1Rspectroscopy operating at an extremely high magnetic field. U sing this 

tβchnique， we demonstrate that the hydrophobic core and hydrogen bonding are the two 

prefeηed regions of compression and structural fluctuation in proteins. 

l口高圧 NMR、二つの方法

高圧 NMRには、歴史的に二つの方法がある。一つは、高圧検出器型、すなわ

ち高圧容器の中に検出器 (RFcoil)を容れる方法(Jonas，ref.l)、もう一つは高圧

セル型、すなわち検出器(RFcoil)の中に高圧容器(試料管)を容れる一方法(Yamada，

ref.2)である。

前者は高圧 (4-900MPa)に耐え、試料の量も多いが、分解能に劣る。後者は
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現状では 2-300Mpa)に止まっており、試料量に制限があるが、分解能に優れ、

市販装置のもっすべてのパルス系列を使用できる。

蛋白質への応用では、前者は圧力変性の研究に適しており、後者は後述する

天然、 (N)構造内での構造変化の研究に適している。また後者は分光器を選ばな

いので、われわれはこれに、超高磁場 NMR分光器 (750Mhz)を利用すること

に成功した(Fig.1) (ref.3)。これにより蛋白質の天然 (N)構造内での、加圧に

よる構造変化を蛋白質内のすべての原子サイトで検出することが初めて可能に

なった。

2 n 超高磁場高圧 NMRの蛋白質への応用

( 1 ) 蛋白質の特徴の一つは、天然 (N)構造と変性 (D)構造があることで、

N構造が活性をもっている。一般には、溶液中では N-D聞に平衡が成り立って

いる。高圧 NMRの可能性の一つは、この平衡を支配する熱力学因子を明かにす

ることにある(ref.4)。

( 2 )高圧 NMRの可能性のもう一つは、 N構造内での構造変化を検出すること

である。森島らはシフト変化の大きな常磁性系に対して、このアプローチを最

初に行ったパイオニアである(ref.5)が、観測できる構造変化は蛋白質分子の一部

に限られていた。超高磁場 NMRに新しい高圧システムを組み込むことによって、

われわれはこれを蛋白質分子の全体に拡張することに成功した。

実際に、超高磁場高圧 NMRをいくつかの蛋白質の天然構造に適用し、その二

次元 NMRスペクトル上での圧力シフトの解析を行った。その結果、ほとんどの

NMR信号は圧力に対して直線的に、且つ可逆的にシフトした。この解析から、

蛋白質の圧力感受性部位として、二つの領域が見つかった。その一つは蛋白質

内部の疎水コア領域であり (ref.6)、もう一つは主鎖アミドの水素結合である。後

者は、蛋白質の二次構造領域だけでなく、溶媒の水と相互作用する NHを含む

(ref.η。

3n超高磁場高圧 NMRが開く新しい世界

結局、超高磁場高圧 N恥伎による N 構造内での構造変化の研究は、次の二つ

の目的に適っている。

(1 )生物の高い圧力感受性の分子機構

これを知るには、加圧下で機能性生体高分子(ここでは蛋白質)の平均構造
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が、実際にどのように変化するのかをミクロレベルで明かにしなければならな

い。このために超高磁場高圧 NMRは唯一の方法である。このために、化学シフ

トを指標とする定性的構造解析の他、スピン結合定数、 NOEの定量解析に基づ

く、立体構造解析にも期待がもたれる。また、平均構造だけでなく、水素交換

反応やスピン緩和などのダイナミックスの圧力依存性も、高圧 NMRの対象であ

る。

(2 )常圧での蛋白質構造のゆらぎ

蛋白質の立体構造は常圧でも、常に体積変化を伴うゆらぎをもっている

(回f.8)。ここで、マクロな体積ゆらぎ(♂V)2) と平衡加圧下での蛋白質のマ

クロな体積変化(企v)との聞には、 (圧力 Pが余り高くない範囲で)次の関係

が成り立つ。

d.v=おも2PlkT

すなわち、加圧下での蛋白質の圧縮は、常圧で起こる構造ゆらぎ(の 2乗平均)

に対応している。この関係をミクロなレベルでみると、加圧下でのミクロな構

造変化は、常圧での蛋白質のミクロな構造ゆらぎをあらわす、ということにな

る。すなわち、比較的低い圧力 (1-2000気圧)で高分解能高圧 NMR実験を行う

ことにより、蛋白質のミクロな構造揺らぎを調べるための、新らしい実験法と

なり得る。

謝辞 本高圧 NMR装置は文部省科学研究費補助金により開発された。
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Fig. 1. The high resolution-high pressure NMR technique employed here is a 

modification of the orトlinehigh pressure glass tube method originally reported by 

Yamada. The protein solution is contained in、aqu紅tztube (inner diameter 1 mm， outer 

diameter 3 mm， protecもedby a Teflonjacket)， which is separated from the pressure 

mediator (kerosene) by a frictionless piston (Teflon) in a separator cylinder (BeCu). The 

pressure can be regulated at will between 1 and 2000 bar (measured with a Heise 

Bourdon gauge) with a hand-pump remotely 1∞ated from the 17.6 Tesla magnet (Japan 

Magnet Technology)， and is transmitted through a six meter-Iong stainless steel tube 

containing kerosene to the sample solution in the NMR probe on a Bruker DMX・750

spectrometer operating at a proton frequency of 750.13MHz. 

Valve 

Heise gauge 

Intensifi町 Handpump

超電導磁石
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1L2 Pulsed Field Gradient NMR Studies of Protein 
Aggregation 

William S. Pric丸 FumihikoTsuchiya and Y吋iArata 

Water Research Institute 
Sengen 2-1-6 

Tsukuba， Ibaraki 305 
Japan 

Two important differences between the crystaUization of small molecules and of 

proteins are the higher supersaturation ratios needed for protein crystallization and the 

phenomenon of protein aggregation. Apart from understanding crystallization， protein 

aggregation is an extremely important process in the food industry and in biochemistry. 

However， despite its fundamental importance， protein aggregation is poorly understood. 

Since higher oligomers necessarily have a higher molecular weight and a correspondingly 

larger hydrodynamic volumes and lower diffusion coefficients， translational diffusion 

measurements are likely to be a promising means for studying diffusion. Thus the 

translational diffusion coefficient obtained should reflect both the size， which includes the 

degree of hydration， and the shape of the diffusing species. 
Importantly and in contrast to the normal NMR observables of chemical shift and 

relaxation time， the diffusion coefficient of a molecule provides an NMR accessible label of 

the whole molecule (with the exception of exchanging nuclei). Recently we have been using 

pulsed field gradient (PFG) NMR to non-invasively measure diffusion in aggregating protein 

systems such as lysozym巴andthe calcium binding protein， parvalbumin. In contradistinction 

to traditional methods such as ultracentrifugation or light scattering， it allows quick 

measurements at realistic concentrations and is insensitive to the presence of dust. The 

method measures motion in a macroscopic sense (iふ， motion that occurs on a time scale of 

ms to s). A simple s巴quencesuitable for measuring diffusion is shown in Figure 1. For the 

case of a single freely diffusing species， the echo signal attenuation， E， can be related to the 

experimental variables and the diffusion coefficient， D， by the following equation， 

E=三;=ロp(_y2g2Dd2(11_ d/ 、.ノ
t
i
 

r
・、

where S is the echo signal， Sg=o is the echo signal acquired with g=O， y is the magnetogyric 

ratio， g is the gradient strength，δis the duration of the gradient pulse and 11 is the separation 

between the gradient pulses. The normalization against Sg=o has the effect of removing the 

relaxation weighting. However， if the diffusing species exists in n differ巴ntaggregation 

states (iふ， monomer， dimer...n-mer) then the observed echo intensity would be given by 

Keywords: Aggregation， Diffusion， Gradient， Protein 
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S(g) = 2: Mu.n叫(-2τ/も)叫(-yγDnd2(企一%)) (2) 

where the subscript n refers to the aggregation state of the contributing species and Mo 

denotes the equilibrium magnetization. If the relaxation time difference can be neglected 

then the data can be normalized as in Eq.(1). The situation can be further simplified if a 

particular type of diffusion coefficient distribution can be assumed. If there is a difference in 

the transverse relaxation times between the different oligomeric species， diffusion 
measurements can be performed with different values ofτwhile keeping A constant to probe 

the different contributions. 
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Fig. 1. The initial π:/2 rf pulse rotates the magnetization into the xヅ plane.This magnetization is 

then dephased by the first gradient pulse of mag山 udeg (oriented in the z-direction) and duration O. 

At a time企latera second gradient pulse of equal magnitude is applied. The effects of the second 

gradient pulse exactly counteract the d巴phasingeffects of the first gradient pulse providing that the 

spins have not moved in the period between the two gradient pulses (N.B. theπrf pulse has th巴

effect of reversing the sign of the first gradient pulse). However， if the spins have moved in the 

direction of the gradient in the period d.， the two gradient pulses do not cancel and a phase shift 

results. However， since the sample contains an ensemble of nuclei with different starting and 

finishing positions with respect to the time of the gradient pulses， the observed effect is an 

attenuated echo signal. 

Recently we have been studying aggregation properties in two model protein systems: 

(i) the calcium binding protein carp parvalbumin PI 3.95 (MW 12000) in the presence and 

absence of calcium and (ii) lysozyme (MW 14320) under various experimental conditions 

(i.e.， pH， temperature， salt and protein concentrations). For example， some translational 

diffusion data obtained for parvalbumin is given in Fig. 2. The simplest explanation 

consistent with the change in diffusion coefficient is that the parvalbumin molecules form 

dimers upon the removal of Ca2+. 
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1L3 オフレゾナンス照射下における 15N核の緩和一

βラクトグロプリンへの応、用

(1岐阜大医、 2大阪大理、 3コーネル大)

O桑田一夫1、星野大人後藤祐児2、C.A.Batt3、恵良聖ー 1

15N Relaxation Time Measurement on s-
Lactoglobulin under the Off.圃Resonance

Irradiation Field 

Kazuo Kuwatal， Masaru Hoshino2， Y吋iGoto2， Carl. A. Bate， 
Seiichi Era1 

lDept. of Physiology， School of Medicine， Gifu University， Gifu 500， 2Dept. of Bi-

ology， Graduate School of Science， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560， Japan， 

3Dept. of Food Science， Comell University， Ithaca， NY 14853， USA 

To characterize the dynamics as weIl as the secondary and three dimensional 

structure of s-lactoglobulin， we prepared the recombinant beta-lactoglobulin using 
Pichia悔 Pastorisexpression system. Almost 90% of backbone NH residues were as-

signed using 3D HNCACB and CBCACONH. AIso we caIculated the order param-

eter of Lipari岨 Szabo spectraI density function using T1， T2 and NOE 

measurements. To further characterize the dynamiωof s-Iactoglobulin， we mea-
sured the relaxation times of backbone nitrogen spins under the various off-reso-

nance irradiation field. 

βラクトグロプリン、オフレゾナンス照射、立体構造、ダイナミクス

くわたかずお、ほしのまさる、ごとうゅうじ、 CarlA. Batt、えらせいいち
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s-lactoglobulin is a predominantly s-sheet protein， although it has a markedly 

high intrinsic preference for α-helical structure. Refolding kinetics study of s-lac-

toglobulin shows that a partlyα-helical intermediate accumulates transiently before 

formation of the native s-sheets. Also secondary structure predictions indicates that 

s-lactoglobulin has a high α-helical preference. To explain the discrepancy be-

tween the high intrinsic preference for α-helix and the actual formation of native や

sheets， we proposed a jack-in-the-box model， which is very simple， as shown in Fig. 
1. Folding intermediate has high α-helical content because local interaction is con-

sidered to be dominant. However， in the native state， non-local interaction is essen-
tial to achieve free energy minimum condition. Therefore in a intermediate state or 

in a partially denatured state， jack-in-the-box opens and it closes in native state. 

To characterize the dynamics and the structure of s-lactoglobulin in various 

solvent conditions， we prepared the recombinant βlactoglobulin using Pichia-Pas-

toris expression system. Conformational changes in various Gdn-HCl concentra-

tion detected by the ellipticity at 218 nm were almost identical. Phase sensitive 

COSY spectra indicated that amide chemical shifts were almost close except for 

several residues at N -terminal region， as shown in Fig. 2. 

Almost 90% of backbone NH residues were assigned using 3D HNCACB and 

CBCACONH. Also we calculated the order parameter of Lipari-Szabo spectral 

density function using T 1， T 2 and NOE measurements. To further characterize the 

dynamics of s-lactoglobulin， we measured the relaxation times of backbone nitro-

gen spins under the various off-resonance irradiation field. 

Fig. 3 shows the trajectory under the irradiation by an adiabatically designed 

pulse for 0圧倒resonancespin-lock. Using this 0旺-resonancespin-lock pulse， we can 

control the tilt angle， s and effective rotational frequency，ω。maintainingthe in-

phase characteristics. AIso， by a nonlinear optimization of the puIse shape， we may 

design more sophisticated trajectories， which might modulate the relaxation pro-

cess. This adiabatic off-resonance pulse were incorporated into 15N T 1p off measure-

ments or HSQC-O-ROESY-HSQC， that is， 15N， 15N， 1H 0旺ーROESY. Using the 

former method， we may obtain the slow motion of -msec， because ωe in this case is 

around several hundred Hz， whereas using the latter methods， we may obtain the 

slow motion of -μsec， because ω巴isseveral kHz to 10 kHz. Furthermore， in our 
recent paper on the complete relaxation matrix analysis of off-resonance ROESY 
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on DNA， we inco中oratedtwo aspects of non-classical effects which may ocωr un-

der the off-resonance irradiation field and may be more appropriately described us-

ing QED， that is， dressed state representation of zero-quantum transition and the 
geometrical phase. 

Slow 
圃園田園噌』
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Interaction 
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Fig. 1 Jack-in-the-box model for folding ofβ寸前toglobulin.
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1L4 蛋白質χl角高精度解析のためのNMR手法開発

(都立大・理#、東海大・開発工事)0楯真一#、寺内勉#、大場真人

松井裕#、西山幸三郎事、甲斐荘E恒#

A novel NMR approach for the quantitative elucidation ofχ1 rotamer states in a protein based on the 

precise measurement of homo-and hetero-nucIear spin coupings 

Shin-ichi Tate_#' Tsutomu Terauchi #， Makoto Ohba $， Yutaka， Matsuiヘ
Kouzaburo Nishiyama$ ， and Masatsune Kainosho # 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

and 

Department of Engineering， Tokai University 

AbstT・'act: We devised a novel experimental approach for quantitatively measuring homo-and hetero-

nuclear three-bond spin coupling constants determing theχ1 dihedral angles of amino acids in a prot巴in.In

the quantitative spin coupling measurement in AMX spin system found in aromatic amino acids， the 

methylene group is nuisance. The spatia11y n巴ighboringpassive s-proton spin can cause rapid spin flip of 

th巴 activelycoupled target s-proton through the large dipole i附 raction，resulting in the systematic 

underestimation of the coupling constants. The large two-bond spin coupling among two methylene protons 

also may restrict the application of the some sorts of NMR t田 hniquesin quantitative spin coupling 

measu陀 ment.In our approach， stereoselective deuteration at Cs site and also site specific 13C/，sN 
enrichment were applied to the target amino acid， currently phenylalanine， to make the ideal situation for 

出equantitative measurement of the spin coupling constants. Using the protein labeled with this specia11y 

synthesiz巴dphenylalanine， we m巴asured3JNH~， 3J C=u， H~ and 3J Ho:，H~ in highly quantitative way. Based on 

these spin coupling constants，χ1 probability distribution function was derived for each Phe residue in this 

protein using various motional models with evaluation on the basis ofχ2 statistics and significanc巴

巴stJmates.

lntT・'oduction: Protein structure dynamics is on巴 ofthe c巴ntralinterests in the NMR study of proteins. 

Spin reIaxation analysis is now commonly applied approach for characterizing the dynamical aspects of 

protein structure. From the spin relaxation analysis， howev巴r，we can not obtain the dynamical parameters 

dirl巴:ctiyrelating to the structure itself; the generalized order parameter can not t巴11us the actual motional 

amplitude of th巴 'SN-'Hvector motion without supporting visualization from molecular dynamics 

simulation. As an altemative way to see the structure dynamics is th巴dihedralangl巴analysisbased on the 

three-bond spin coupling constants. Vicinal spin coupling constants have found wid巴spreaduse in the 

conforrnational analysis of amino acids in a prot巴in.For proteins， especia11y medium size prot巴insgreater 

than lOkDa， the use of coupling constants has so far been limit巴dto a qualitative dihedral angle evaluation 

(1-3). The limitation was mainly due to difficulties in the precise det巴rrninationof coupling constants 

owing to the larger line widths and to th巴 overlapof resonances. After introducing isotope司labeling，a 

variety of heteronuclear NMR techniques have be巴npublished to overcome these problems (4-7). Some 

Keywords:安定同位体、蛋白質構造、スピン結合定数、 χl角

たでしんいち、てらうちっとむ、おおばまこと、まついゆたか、にしやまこうざぶろう、

かいのしょうまさつね
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groups have tried a quantitative evaluation of torsion angle dynarnics based on these heteronuclear base 

NMR experiments (8，9). These analys巴sgave successful results about the conformational analysis based on 

the precise spin couplings， but they were not completely free from any 巴町orsin spin coupling 

measurement. 1n considering the spin coupling between Hαand Hs in AMX spin systems found in 

aromatic amino acids side chain， th巴 apparentspin coupling constant of JHα-HsProS is reduced by the 

rapid spin fIip of HsP凶 ca山巴dby th巴 dipoleinteraction with the spatially neighboring HsProR. This 

phenomenon is apparent in any type of NMR experiment for spin coupling measurement (10). And this 

systematic eηors ar巴 difficultto be corrected without knowing the exact local motions during the whole 

course of NMR pulse train of almost 100 ms duration. Thus， the χ1 torsion angle analysis of aromatics 

based still remains to be refined in respect to this spin fIip problem. 

Our approach to overcome this problem was on th巴 usageof stereoselective deuteration at 

Cs site of aromatic amino acids. 1n the present study， we applied this lab巴lingto phenylalanine. 1n this 

phenylalanine，巴achmethylene proton can behave like an isolated methine proton of which spin state can 

not b巴severelyperturbed by the spatially neighboring proton any more. 1n this ideally labeled arnino acids， 

quite quantitative spin coupling measurement can be applied to obtain the precise three-bond spin 

couplings， 3JNH~， 3J c=o， H~ and 3J Hα，H~. These obtained 3J data were analyzed with resp巴氾tto differ巴nt

motional models for the conformational dynarnics of the side chain baesd onχ2 statistics and significance 

esttmates. 

Experiments: 

Details of the sample preparation will be published anywhere soon (11). Here， we will focus on 

the NMR part of th巴巴xperiments.1n the present study， we used SMP1 labeled with specially labeled Phe 

d巴scribedabove. SMP1 is kind of metalloproteinase inhibitor of 11kDa. whose solution structure was 

recently deterrnined by our own group (12). This protein has three Phe residues. All of the st巴reospecific

assuagement were established in combined use ofHNHB and HN(CO)HB experiments. This stereospecific 

assignm巴ntis confirmed by the lH_13C correlation spectrum of SMPI label巴dwith this deuterated 

phnylalanine. 

JHα， Hs spin coupling analysis: For th巴 Hα-Hshomonuclear spin coupling analysis， we used J-

molulation spectroscopぁbecausein the pr巴sentcase， each Hs proton is eff，巴ctivelycoupled to only Hα 

proton in the same residu巴s;th巴remainingmethylene components are eliminated by app1ying the r，巴focus

delay in the HSQC part. The applies pulse scheme is shown in Figure la. The obtained peak modultion 

with fitted function curve is shown in Figure 3. As shown in Figure 2， the J coupling extraction was clearly 

done with the model function of C COS(21tJhahbCT)exp(ー2CTrr2app)where C and T2app are the amplitude 

factor and th巴 apparenttransverse re1axation time of Hs spin during constant time duration， 2CT， 

resp巴ctively.

JN，Hb and JC=O，Hb spin coupling analysis: These two het巴ronuclearspin coup1ings were obtained 

with spin巴chodifference spectroscopy. The pu1s巴sch巴meused for JN，Hs ana1ysis is shown in Figure 1 b. 

During long constant time duration to gen巴ratethe intensity modulation based on the target JN，Hs， the 

passive contribution from the large JHα，Hs will attenuate the obtained cross peaks on the 2D spectrum， 

reducing the pr巴cisionin the obtained spin couplings. Thus in the rnid of this modulation course， selective 

refocusing of Hs spins had to be applied. 

Conformational analysis ofχ1 angles with dihedral-angle probability distribution models : 1n the 

present analysis， we applied four types of motional models to describe the χ1 ang1e probability distribution; 

1) Rigid conformation model where χ1 has single torsion value without angle fIuctuation. 2) Gaussian 

ang1e distribution model wh巴reχ1 angles has on巴 specificangle with some width of angle fIuctuation. 3) 

Bistable site jump mode1 where twoχ1 rotamer states exist with different population. 4) Staggered site 

jump mod巴1where c 1 angle state is described by the differently popu1ated three staggered conformations 

(600， -1800， -60 0). The angl巴 probabilitydistribution and statistica1 t巴stto estimate the significance of the 
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motional model were calculated with our own least square fitting program using optimized Levenberg -

Marquardt algorithm 

Results alld Discussioll: TabJ巳 Ishows you the obtained spin coupling constants for all Phe r，巴siduesin 

SMPI at 370C. In TabJe 2， an example result of the angle probability distribution Ior F52 in SMPI. As 

indicated with highest statistical quality factor， the appropriate motional insight into F52 was represented 

with the Oaussian angl巴distributionmodel. The other two phnylalanies were aJso properly describ巴dwith 

Gaussian angle distribution model. The result of the angle probabi!ity distribution is shown in Table 3. In 

the pr巴sentation，we will show you the d巴tailsin the analysis and also discuss the significanc巴 ofth巴

obtained amplitude of the angle fluctuation in χ1 torsions in relation to the observed χ1 angle distribution 

found in some high resolution crystal structures of proteins. 
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Table I : Summary of the measured spin coupling constants of Phe residues in SMPI (370C) 

residu巴 31αp ヌ1Ns 31C's staggered rotamer 

F46 Hs2 6.0:t 0.2 -3.5 :t 0.2 2.7 :t0.1 +600 

Hs3 6フ:t0.2 目2.4:t0.1 6.6士0.02

F52 Hs2 5.0 :t 0.5 -3.3 :t 0.8 2.5:t 0.8 +600 

Hs3 5.7 :t0.4 ー2.0:t0.5 8.5 :t 0.1 

F67 Hs2 6.9:t 0.2 -1.6:t 0.1 7.8 :t0.1 +1800 

Hs3 9.8 :t 0.3 -2.7:t 0.1 2.4 :t 0.1 

Table 2 : Results of theχ1 torsion angle analyses with different motion models 

F52 χ1 angle rmsd Q[%] 

Rigid rotamer model ー120.00 1.27 67.8 

Staggered-rotamer model χ1(600
) 83.3% 0.78 89.9 

χ1(1800
) 13.9% 

χ1(-600
) 2.8% 

Bistable jump model χla 45.10 (75.5%) 0.72 77.9 
χIbω4.30 (24.5%) 

χla 61.00 (77.1%) 0.71 80.0 
χlb 0.00 (53.5%) 

Gaussian distribution model 53.3 :t25.lo 0.72 93.9 

Table 3: St瓜lstlC温Ilyadopted conformational states of Phe residues in SMPI (370C) 

Residue motion model χ1 angle 

F46 Gaussian model 65.9 :t 46.60 

F52 Gaussian model 53.3 :t 25.10 

F67 Gaussian model 159.1 :t31.00 
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1L5 両親媒性生理活性ペプチドにより誘起される

リン脂質二重膜の磁場配向

(l姫路工大理、 2京大院理)0内藤 品l、岡本真名武1、

水 野 敬2、永尾隆1、新藤由利子1、辻暁1、斉藤肇1

Magnetic ordering of Iipid bilayer induced by biologically active amphipathic 

peptides 

Akira Naitd， Manabu Okamoto1， Tak:拙hiMizuno2， Tak:ashi Nagao1， Yuriko Shindd， 

Saωru Tuzi 1 and Hazime Saitd 

lDepartment of Life Science， Him吋iInstitute of Technology 

2Department of Chemistry， Graduate Sch∞1 of Science， Kyoto University 

Magnetic ordering of dimyristoylphosphatidylcholin (DMPり bilayerincorporated明白

ei白ermelittin or dynorphin at a peptide to lipid molar ratio of 1: 10 above the transition 

temperature between the liquid crystalline釦 dgel state (fm) is described. It is found that bilayer 

surface is oriented parallel to the static magnetic field in the magnetically ordered lipid bilayer. 

This oriented lipid bilayer allows to determine the orientation of peptides interacting with the 

lipid. It is， indeed， demonstrated that the helix rod of melittin is aligned parallel to bo白 magnetic

field and surface of bilayer. 

【はじめに】 生理活性両親媒性ペプチドは脂質二重膜と強い相互作用を示し、電位依存性イオン

チャネル機能に加えて、膜分断や膜融合を起こす性質がよく知られている。この強い膜との相互作

用を分子論的に理解することは、このようなペプチドの膜中での生理活性機能を理解する上で重要

である。ハチ毒中の主成分ペプチドであるメリチンとオピオイド Kー受容体と強い親和性を示す内

因性オピオイドペプチドであるダイノルフィンは、いずれも膜との相互作用によってヘリックス構

造をとることが NMRを含む多くの分光学的手法によって示唆されている l-30 しかし、これらの

ペプチドの膜中での配向についてはまだ完全には解決できていなし刊。我々はこれらのペプチドが

膜と相互作用を持つことによって、リン脂質二重膜商が磁場に平行に配向することを 31pNMR分

光法によって観測した。このような磁場に配向した膜を用いることによって、先に指摘した二重膜

中のペプチドの配向に関する情報を得るととが期待できる。このような観点から、我々は両親媒性

ペプチドによって誘起される新しいタイプの磁場配向膜の性質を明らかにする研究に着手した。

生理活性ペプチド、リン脂質二重膜、磁場配向、膜分断、膜融合

ないとう あきら、おかもとまなぷ、みずのたかし、ながおたかし、しんどう ゆり之、つ

じ さとる、さいとう はじめ
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【実験] 26量体ペプチドメリチン 3.5 

(Gly-Ile-Gly-AJa-Val-Leu-Lys-Val-

Leu-1hr一社ll'-Gly-Leu一昨o-AJa-Leu-

Ile-Ser-Trp-IleーLys-Arg-Lys-Arg-Gln-

Gln-NH2)および 17量体ペプチドダイノ

ルフィン (Tyr-Glyベエly-Phe-Leu一Arg-

Arg-Ile一Arg-町o-lys-Leu-Lys--'官 p-

Asp-Asn-Gln-uH)はABI社製431Aペプ

チド合成機を用いて固相法で合成した。粗

製ペプチドはさらに逆相 HPLCにより精

製した。精製ペプチドはメタノールにペプ

チドと DMPCを1:10のモル比で溶かし、

完全に溶媒を除去した後、純水で水和した。

とうして調整したリン脂質二重膜は凍結

融解を 5回繰り返した後40'Cに保ち 12時

間程度熟成した。水和試料はジルコニア製

試料管に詰め、接着剤で密封した状態で

31p および l~ NMRスペクトルのlIl，lj定を

おとなった。

【結果と考察】 図1に水和ダイノルフ

ィンーDMPC試料の光散乱強度測定の結

果を示す。図 1に示すように二重膜の大き

さは液晶一ゲル転移点(Tm)付近で大きく

可逆的に変化することが分かった。しかし

ながら、水和 DMPC膜にダイノルフィン

を加えるだけでは、光散乱強度の変化は起

こらなかった。水和メリチン-DMPC試料

においても大きさの変化はダイノルフイ

ン-DMPC系程大きくないものの、やはり

Tmの付近で可逆的に変化した。メリチン

がこのように膜を分断したり、融合する佐

賀のあることは既に知られているが母、ダ

イノルフィンが同様の佐賀を示すととは

今回初めて明らかになった。図2に水和ダ

イノルフィンーDMPC系の 3lpNMRスペ

クトルの温度変化を示す。 MAS条件下で

測定した場合、 34'C以上の温度では異方

T 3 
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Fig. 1 Plot of light scattered intensity at 480 nm 

against temperature for DMP<コdispersionsin the 

presence of dynorphin. 0: Peptide isadded before 
hydration. .: Peptide id added after hydration 
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Fig. 2 Temperature variation of 31p NMR spectra 

of DMP<コdispersionin the presence of dynorphin. 
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ppmに1本の先鋭な信号が現れた。

Tmより温度を下げると、 oppm付

近に新たな信号が現れ、温度の低下

と共にこの信号にすべて置き換わっ

た。との結果はTm以上の温度にお

いて脂質二重膜は磁場に配向してい

ると解釈できる。図3に示すように
Fig. 3 Temperature variation of 31p NMR spectra of 

同様の31PNMRスペクトル変化がメ
DMPC dispersion in the presence of melittin. 

リチンーDMPC系においても観測さ

れた。メリチンーDMPC系では温度

を下げる過程で膜分断は生じるが、磁場に配向する性質はあまり顕著に現れなかった。一方、低温

から温度を上昇させていく過程ではダイノルフィン一DMPC系と同様磁場配向を示す先鋭な信号が

-12 ppmに現れた。このように配向の挙動は少し異なるものの、ダイノルフィンとメリチンは共

に脂質二重膜を配向させる性質のあることが明らかになった。メリチンが脂質二重膜を配向させる

性質を用いて、メリチン自身が二重膜中でどの様な配向をしているかを考察するため、 [1-

13C]Gly3 . [3_13C]Ala15メリチンを合成し、膜中メリチンの 13CNMRスベクトルを観測した(図 4)。

との結果、配向二重膜中でGly313C=Oは等方化学シフト値(173ppm)から 6ppm低磁場(179ppm) 

に信号が現れた。この信号の位置は13C=O化学シフトテンソルの O22値と一致しており、Gly313C=O

が磁場に平行に配向していることを示唆している。 C=(コはαーヘリックス軸の方向を向いているこ

とを考慮すると、メリチンのヘリックスは磁場に平行に向いていると考えられる。一方、 31pNMR

において、配向した二重膜では31p化学シフトテンソルの δ上の位置に信号がシフトする事から、

二重膜面が磁場に平行に配向しているととが分かつた。したがって、メリチンは二重膜の表面に平

行に吸着した状態でかつ磁場に平行に配向していることが明らかになった。

性を示すサイドバンドパターンが現

れたが、 30'C以下ではサイドバンド

は消失した。との結果は、二重膜が

ダイノルフィンによってTm以下で

は分断され、異方性のない信号を示

したのに対し、 Tm以上では融合を

起とし異方性が現れる程度の大きさ

に成長していることを示している。

次に、試料を静止した状態で 31p

NMRスペクトルを観測したところ、

異方性を示す温度においても -12

40'C 40'C 
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【まとめ】 リン脂質は負の磁気異方性を持っているととから、液晶相で秩序をもった二重膜の集

合体ではアシル鎖を磁場に垂直にして配向することが可能である。実際、リン脂質に界面活性剤を

混合して作成した二重膜の円盤 (bicelle)では二重膜が同様な方向で配向する報告がなされている。
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メリチンにおいても Tm以下の温度では膜

分断の結果脂質二重膜ががメリチンヘリッ

クスに囲まれた円盤の形成が示唆されてい

る必。しかしながら、配向を示す状態は円盤

が融合してより大きな二重膜の集合体にな

った状態であるので、円盤が形成される状態

とは異なっている可能性も考えられる。一方、

α一ヘリックスは正の磁気異方性を示すので

磁場に平行に配向する方が安定である。実際、

ヘリックスの集合が磁場に配向する例が報

告されている 6)。メリチンーDM陀系ではメ

リチンヘリックスは膜を貫通しているので

はなく膜表面に存在し、磁場に平行に配向す

る事で、脂質とメリチンヘリックスの両方が

磁場に対して安定な方向に配向しているこ

とが明らかになった。本研究で報告する両親

媒性ペプチドを含む磁場配向二重膜は、これ

までに報告されている bicelleやプレートグ

ラス上での配向膜系に比べて、より生体膜に

近いモデル膜であるので、今後詳細な磁場配

向の機構解明と、膜ペプチドや膜蛋白質への

応用研究が期待される。

OHυ
弘一

σ

150 100 50 ・0
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Fig. 4 Temperature variation of 13C NMR. 

spectra of DMPC dispersion in the presence of 

melittin in the static condition . The chemical 

shift values are referenced to血eTMS.
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1L6 NMRによるカブトガニ血球小頼粒成分タキサイチンの構造解析

(北大院理1、北工研2、九大理3)

O末武徹也1、津田 栄竺川畑俊一郎3、河野敬ーに引地邦男1、新田勝利1

Structural Analysis ofTachycitin， an Antimicrobial Protein from Horseshoe Crab Hemocytes 
OT. Suetake'， S. Tsuda'， S. Kawabata'， K. Kawano'， K. Hikichi'， and K. Nitta' 

Hokkaido Universitl， Hokkaido National lndustrial Research Institute(HNIRIY， Kyusyu Universiη3 

Tachycitin is an antimicrobial protein located in horseshoe crab h巴mocytes.Here， the solution structur巴 of

tachycitin has been investigated by 'H-NMR conformational parameters in order to clarify its functional site. The 

proton resonances of 72 residues out of the all 73 residues wer巴 assignedby using 2D homonuclear NMR 

experiments. A three-stranded a山 -pa凶 lels-sh巴et，and a two-stranded a山 -parallels-sheet wer巴suggestedfrom 

NOE connectivity patterns.百ledistance and dihedral angle restraints wer巴 d巴rivedfrom NOESY and DQF-

COSY experiments， and used in structure calculations. It is found in the three-dimensional structur巴thatth巴 β

sheet regions are located at the middle of the molecule， and N-and C-terminal regions at the surface. In contrast 

to the βsheet regions， the N-and ιterminal regions w巴renot well-defined. The amide exchange rat巴sand the 

temperature coefficients of these regions showed unusual properties， which were considered to be related with 

the antimicrobial activity of tachycitin. 

[序論]

カブトガニの体液中には血球(頼粒細胞)が存在し、その細胞質は大頼粒および小頼粒により満た

されている。小頼粒中に存在する抗菌タンパク質タキサイチンは73アミノ駿残基からなる塩基性タン

パク質で、 1分子内に5個のジスルフィド結合が存在する。また、 C末端のThrはアミド化されている

ことが知られている。タキサイチンは、①種々の細菌の増殖を阻害する機能(抗菌活性)、②グラム

陰性菌凝集機能、③キチン結合機能を有することが知られているが、その機能発現(活性)部位は特

定されていない。また、 N末端側の28残基は、キチン結合ドメインをもっ植物由来のタンパク質と一

次構造上の相向性がある点が指摘されている。本研究では、化学シフトの二次構造依存性 (CSI)、

温度係数 (-ppb/K)、核オーバーハウザー効果 (NOE)、横緩和時間を解析することから、タキサ

イチンの水溶液構造と同タンパク質の有する機能発現部位について考察を行った。

[実験】

タキサイチンは、カブトガニの血球破砕物から抽出・精製した [lJ 0 NMRサンプルとして、脱イ

オン水 (90%H20/10%D20)にタキサイチン約7mgとTSPを少量加え、濃度約2mM、pH4.1に調

製した。 NMR装置は日本電子社製 JNM-A500及び600NMR分光計を用い、 2次元のDQF-COSY、

TOCSY ( mixing time = 85ms )、 NOESY(mixing time=75、120、250ms)スベクトルを測定し

た。実験は7
0

C、15
0

C、30
0

C、40
0

Cの4点で行った。アミドプロトンの化学シフトの温度依存性から

温度係数を求めた。タキサイチンの軽水溶液を凍結乾燥後に重水に溶解し、そのNOESYスペクトル

キーワード:甘-NMR、構造解析、抗菌活性、ジスルフィド結合、 βーシート

すえたけてつや、つださかえ、かわばたしゅんいちろう、かわのけいいち、ひきちくにお、にったかっとし
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を測定することで、アミド交換速度の遅い残基を同定した。 NMRデータの解析はSGIIndigo2ワーク

ステーション上で行った。 2次元NMRシグナルの処理にはNMRPipeを用い、シグナルの帰属には

PIPP、STAPP、CAPPプログラム群を用いた。スピン結合定数3JHN-HαはDQF-COSYスペクトルか

ら見積もり、 6Hz以下を(α)、8Hz以上を(β)、その中間を(一)に分類した。得られたNOEはその強度

により強、中、弱に分類し、それぞれ1.6~2.7 Å 、1.6~3.5A、1.6~5.oAの束縛とした。構造計算に

はX-PLORVersion 3.851を用い、束縛条件として、 740個のNOEの距離情報、 36個の二面体角情

報、 10個の水素結合情報、 5個のジスルフィド結合情報を用いた。

【結果と考察]

1 I 10 I~~ J 50 I 60 I 170 
YLAFRCGRYSPCLDDGPNVNLYSCCSFYNCHKC工，ARLENCPKGLHYNAYLKVCDWPSKAGCTSVNKECHLWKT-CONH2d副 ・圃圃・・圃-.圃d・E---L__圃-圃圃圃d・・・ .圃 圃・・圃・-. 

dNN _・圃・4・L ・園田園田 園 圃圃・・・'- .. 圃圃圃圃且.
d削 ・... ・園a‘.--圃圃圃・・・・.._ .圃・.圃 ・・・_.・・・...-.圃‘・・a晶圃圃・... 圃ー・・・・回 目・・・E

lHN.HCI α F α~ß sss-s-s-PαP- PPsPPPs PPPPs - sP sαPs-s- αs P--ßß~ ~ 一一

"1... ..・・・E・E圃...?.. ... .. . . .. . 1" CSJ 

_，・・・・・・ ・・ ・・・・・・1・・ ・・・・ ・・ ・_，NH exchange • • •• • • • • •• • •• • • •• • • • • • • • • •• •• • • • •• • • • • •• 

dOlaT(仰…:1叫園田凶 日_LI戸山_I- _I.I・E・11.._.1ι_1 1..・・ 11.1.11.1
1

: 

Fig. 1 Summary of the sequential NOE ∞nnωtivities， coupling constants， chemical shift index for α 

protons， slowly exchanging amid巴protons，and temperatur，官 coeffici巴ntsfor tachycitin. 1 JHN-H日間pr巴sents

批 valuesof J < 6Hz(α)， J > 8 Hz(s). Intermediat怠 Jsare represen凶 bya dash (ー).-.1.o/.1.T represents 

temperature coefficients. 

pH3.6~5.0の酸性側で高くなった。

たがって、測定条件をpH4.1に選ん

だ。

各種二次元NMR法を用いた 'H-

NMRシグナルの連鎖帰属は73アミノ

酸残基のうちCys33を除く 72残基につ

いて終了した。帰属の結果得られた

NMR情報を図1にまとめて示す。化学

シフトの二次構造依存性 (Chemical

Shift lndex method; CSl)を用いた

解析結果とスピン結合定数3JHN-Hαに

よる解析結果および、。シートに特徴

的なNOEの観測によって、図2のよう

な3本鎖逆平行。シート (Gly16一

命供向
。、戸くレノ。¥H

Y~~r!Y) 
Va1l9、 Ser26-Cys30、Ala35

Fig. 2 Long-range NOEs observed for s-sheet resions of tachycitin_ 

-
E
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Asn39) と2本鎖逆平行βシート (His45-Asn47、Val52-Asp54)の存在が示された。。シート内部

で水素結合に関与すると考えられるアミドプロトンの温度係数は極めて小さかった。現在までに得た

NMR情報を用いて構造計算を行った結果、。シート領域はタキサイチンのおよそ中央に位置してお

り、 βシートがタキサイチンの主要な二次構造要素であることが示された(図3)。したがって、タ

キサイチンの骨格構造は0シートとジスルフィド結合によって形成されていると考えられる。しか

し、得られた全体構造の中でN末端とC末端の領域は収束が悪く、両領域にはαヘリックス、。シー

トの形成が見出されなかった。 N末端側のセグメント (Leu2-Tyr9) とC末端側のセグメント

(Leu70-Thr73) の温度係数はすべて連続して5ppb/K以上であった。 DQF-COSYスペクトル中

で、 N末端側の4残基とC末端側の2残基にはピークの先鋭化が見られた。これらの結果は、タキサイ

チンの両セグメントが①特定の二次構造を形成していない、②分子内水素結合性の低い状態になって

いる、③比較的運動性の高い状態になっていることを示唆している。一方、両セグメントのアミド基

の水素交換速度は遅いことが示された。この結果は、両セグメントのアミド基は溶媒に対して完全に

露出した環境にはないことを示している。すなわち、タキサイチンのN、C両セグメントは分子内に

折り畳まれておらず、分子間相互作用に関わる状態になっていると考えられる。本実験の高濃度水溶

液条件下において、タキサイチンはN、C両セグメント部位において自己会合をしている可能性が考

えられた。この自己会合は両セグ

メントに存在する疎水性残基同士

の相互作用によりもたらされると

推測された。他の多くのタンパク

質について、特定の二次構造を有

さず運動性の高い部位がタンパク

質分子の活性に関わることが指摘

されている。このことから本研究

の結果は、タキサイチンが抗菌活

性を示す際の標的物質との結合部

位あるいは、グラム陰性菌凝集機

能を示す際の細菌同士をつなぎ合

わせる部位がN末端とC末端の領域

にある可能性を示している。

参考文献

N 

Fig. 3 Superposition of backbone atoms of 3 structures. 

[lJ Kawabata， S.， Nagayama， R.， Hirata， M.， Shigenaga， T.， Agarwala， K. L.， Saito， T.， Cho， J.， Nak勾ima，H.，

Takagi， T. and Iwanaga， S. (1996) J. Biochem. 120， 1253-1260. 
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1L7 NMRを用いた触媒抗体の抗原結合部位の動的立体構造解析

(東大・院薬系)榛葉信久，坂倉正義，加藤晃一，高橋栄夫(生物工

研)田中富士枝，藤井部雄， (機能水研)荒田洋治， (東大・院薬系)

O嶋田一夫

Dynamical Structure of Antigen Binding S~te of Catalytic Antibody 6D9 
Nobuhisaβhimba'， l¥1asayoshi Sakakura'， Koichi Kato' ，Hideo Tak油部hi'，F吋ieTanakaL， 
IkuoF吋ii2，YojiAmIa3md OIchi9SMInadaI-
(The University of Tokyo'， BERIL， Water Research Institute') 

Antibody 609 is a catalytic antibody白紙 activatesa prodrug of叩 tibiotic
(chloramphenicol monoester) to generate the active drug (chloramphenicol) by cata1yzing血e
hydrolysis of 郎防bond. From the results of enzymatic and molecular biological studies for 
609， it has been indicated伽 t1)出eaffmity of the transition state analogue (chloramphenicol 
phosphonate) for 609 is able to expl泊nthe stabilization of the仕組sitionstate， 2) His27d(L) is 
responsible for the hydrolysis. 1n the present pap町， we report組 NMRst!l.dy of _the 
antibody-combining sites of 609 by using Fab analogues selectively labeled with IjC or "N. 
伽 thebasis of白eNMR data obtained， we discuss the dynamical strucωres of the antibody-
combining si防 of609 and the recognition mechanism for the substrate and the transition 
state analogue. 

【序】免疫系において中心的な役割を担う抗体は，多様かつ厳密な抗原認識能をも

っ.一方，酵素は化学反応過程における遷移状態を安定化することにより反応を促

進する.したがって，遷移状態アナログを認識する抗体の中には触媒能を有するも

のが存在し，この様な抗体を触媒抗体と呼ぶ.

本研究で用いる抗体 6D9は，選移状態アナログである chloramp henicol 

phosphonateを特異的に認識し， chlorampheni∞1 monoesterをchloramphenicol

へと加水分解する.触媒抗体 6D9の酵素化学的および分子生物学的研究より， 1)

選移状態の安定化が遷移状態アナログの結合定数で説明できること， 2) His27 d(L) 

が触媒活性に重要な残基であることが示されている.本研究では， NMRを用いて

6D9の抗原認、識部位の動的立体構造および、活性発現機構の解析を行った.

【方法】ハイブリドーマ細胞を各種標識アミノ酸(13C，15N)を含む低濃度の血清存在

下の培地中で培養し，安定同位体標識された抗体を得た.得られた抗体を酵素消化

することにより， 6D9の抗原結合フラグメント(Fab)を調製し NMR測定試料とし

た.また，ハプテンとして chloramphenicolphosphonate (transition state 

analogue : TSA) ， chloramphenicol monoester (substrate)を用いた.今回行った

触媒抗体，抗原認識部位，動的立体構造解析， chloramphenicol 

しんばのぶひさ，さかくら まさよし，かとう こういち，たかはし ひでお，たなかふじえ，

ふじいいくお，あらたようじ，しまだいちお
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短時間 (2"-'3時間程度)の NMR測定では， substrateの加水分解反応の進行によ

るNMRシグナルの経時変化は見られなかった.

[結果・考察J1.抗原認識部位の同定

触媒抗体の substrate複合体，および TSA複合体の NMR測定を行った.ハプ

テン添加に伴う化学シフト変化より， substrateおよびTSAは，共にVH，VL界面

に結合していることが示された.

2.抗原認識部位の動的立体構造

ハプテン非存在下および Substrate存在下において抗原認識部位に存在する

YI00j(H)， Y32(L)のシグナルは，化学交換による広幅化により，観測されないのに

対し， TSA存在下のみ観測された (Fig.l).同様な現象は， His97(H)， Phel00k(H) 

でも見られた.したがって，ハフテン非存在下および substrate存在下において抗

原認識部位に存在するとれらの残基には，動的多形性が存在しているが， TSA存在

下では多形性が存在していないことが示された.

3.基質および選移状態アナログの結合過程の解析

ストップトフロー蛍光測定により， substrate，および TSAとの結合過程の解析

を行ったところ， substrate結合は一相性の蛍光強度の変化を， TSA結合では二相

性の変化を示した.したがって， TSAの認識過程は二段階的に進行し，二段階目の

induced fitの過程が存在することでTSAをより強く認識していることが判明した.

4. His27d(L)の側鎖イミダゾール環の存在状態

6D9の His27d(L)のアミド窒素シグナルの pH依存性の解析したところ，

substrate存在下の pKaは，ハプテン非存在下のものと同じ値を示したのに対し，

TSA存在下では pKaが大きく低下することが明らかとなり， His27d(L)は

substrateとTSAとでは異なる相互作用様式をとることが示された.また， His残

基の側鎖イミダゾール環の窒素を I別標識した Fabを調製し側鎖NHシグナルの検

出を試みたところ，ハフテン非存在下および substrate存在下においては， 7個存

在する His残基のうち定常領域に位置する His199(H)のみ観測されたのに対し，

TSA存在下では，新たに His27d(L)の側鎖 NHシグナルが観測された.したがって，

TSA存在下ヒおいて His27d(L)の側鎖 NHは水素結合していることが示された.し

たがって，この水素結合が選移状態を安定化していると考えた.
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1L8 r(UUAGGG)配列特異的な RNA結合蛋白質 hnRNPDの構造

及び RNAとの相互作用の解析

(横国大・工¥三菱化学・生命研 2、東工大・生命理工3)

永田 崇 1、O片平正人 1、栗原靖之¥佐伯純一¥長岡正司 1、

金美希¥上杉晴一 1、河野俊之 2、柳田保子 3、石川冬木 3

Structure of r(UUAGGG)-specific RNA binding pro民in，hnRNPD， and its interaction with 
RNA 
Takashi Nagata¥ 0 Masato Katahira1ヲ YasuyukiKurihara¥ J unichi Saeki¥ お1asashi
N agaoka~， Mi H∞Kば， Seiichi Uesugi¥ Toshiyuki Kohno2， Y制 koYanagida-¥ Fuyuki 
Ishikawao 

1 Faculty of Engineering， Yokohama N ational U niversity， 2品位tsubishiKag北uInstitute of Life 
Sciences，創ldjFaculty of Life Science， Tokyo Institute of Technology 

hnRNPD protein is one of heterogeneous ribonucleoproteins complexed with pre・mRNA，
and its involvement in splicing is suggested. hnRNPD binds to r(UUAGGG)n sequen∞ 
specifically. We have determined the three-dimensional structure of the RNP・motifRNA 

binding domain of加 RNPD，DIH. 13α仰α戸foldingtypical for the RNP-motif domain is 

found， a four-stranded s-sheet being supported by twoα-helic回 onthe back side. N四 capping

is found for the twoα 圃 helices.Two short s-s仕組dsare found between α2 and 134， 
additionally. Chemical shift perturbation experim∞ts with r(UUAGGG)n (n=1，2，4) have 
demonstrated也atthe DIH interacts with these RNAs on the side of the s-sheet.百le

interactions of the residues between 13 1叩 dα1with the RNAs紅esugg回 tedto be important 
for the specific binding. Many intermolecular NOEs紅 ebeing identified by isotope-filter 
experiments， giving an insight of the complex structure. 

(序)hnRNPD蛋白質は、 heterogeneousribonucleoprotein(hnRNP)の1種であり、
核内で pre-mRNAと複合体を形成している。 hnRNPDはr(UUAGGG)配列に特異的
に結合する。この配列は mRNAの3'スプライシング配列に一致しており、この蛋白
質のスプライシングへの関与が示唆さてれいる。 hnRNPDは RNPモチーフ型 RNA
結合ドメインを 2つタンデムに有している。そして、 N 末端側のドメイン(D1H)単
独でも塩基配列特異的な結合能を有している。そこで我々は D1H単独の立体構造及
び r(UUAGGG)配列との相互作用を NMRにより解析した。
(方法)15N標識及び 13C，15N2重標識した D1H(112アミノ酸)は、大腸菌により大

量生産し、各種カラムで精製した。 r(UUAGGG) 4 (U UAGGG配列が4回繰り返した
24mer)、 r(UUAGGG) 2 (12mer)、 r(UUAGGG) (6mer)は核酸合成機により合成し、
各種カラムで精製した。各種 2重共鳴、 3重共鳴多次元 NMRは、 BrukerDrx600 
及び AMX500を用いて測定した。測定データのプロセスは XwirトNMR、Felix及び
NMRPipeを用いた。構造計算は X-PLORを用いた Simulatedannealingにより行
っTこ。
(結果と考察) 01 H の立体構造 CBCA(CO)NH， HNCACB， HCCH-COSY， 

HCCH-TOCSY， 13C-及ひ 15N-editedNOESY -HSQC，同 TOCSY-HSQC等の測定
に基づき主鎖と側鎖の H，C及び Nの帰属を行った。次に測定より得られた距離(約
1000個)及び内部回転角情報に基づき、構造決定を行った(主鎖の r.mふ d.で0.6A)o
D1Hは RNPモチーフ型 RNA結合ドメインに共通な戸α1313α日のフォールディング
を有し、 13-シート面を 2本の αーヘリックスが裏打ちした構造をとっていた(図 1)。

RNA結合蛋白質、 hnRNP、複合体、立体構造、 NMR

ながたたかし、かたひらまさと、くりはらやすゆき、さえさじゅんいち、ながおかまさし、
きむみひ、うえすぎせいいち、こうのとしゆき、ゃなぎだやすこ、いしかわふゆき
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2つのα白ヘリックスの始まりにはキャッピング構造が形成されていた。また α2と
s2の聞には、 2つの短い戸鎖が見出された。
RNAとの相互作用 15N標識D1Hにr(UUAGGG)4'r(UUAGGG)フ及びr(UUAGGG)
を添加して、ケミカルシフトのパーターベーションを 15N-HSQCでモニターするこ
とにより、 D1HとRNAとの相互作用について調べた。 D1Hは長さの異なる 3種の
RNAのいずれとも同様な特異的相互作用をする事がわかった。パ-(7ーベーション
が観測された残基を立体構造の上にマッピングした結果(図 1)、 D1HはRNAとの相
互作用をトシート側の面で行っている事がわかった。 RNPモチーフを有するが、
塩基配列特異性が低い他の蛋白質における同様な実験の結果と比較すると、仰と
α1の聞に位置する残基がなす相互作用が、塩基配列の特異的な認識に関与している
可能性がある。
複合体の立体構造決定に向けて、複合体における分子内及び分子間 NOEの抽出

を各種他核フィルタ一法によって行った。 1，2，3図2にダブルチューンド・ダブ.ルハー
フフィルター1を用いた結果を示しである。図 2の(a)と(b)を比較すると、 (a)で見ら
れた蛋白質分子内の NOE(RNAのシグナルは 3ppmより高磁場には存在しなL、)が
(b)ではほとんと‘消えており、フィルターが効率よく働いている事が確認された。図
2の(c)と(d)を比較することにより、多くの分子間 NOEが(d)で捉えられている事が
わかった。他のフィルターによっても分子間 NOEを抽出し、複合体の構造に関す
る知見を得つつある。

1. Folmeretal. (1995)J. Biomol. NMR，5 ，427-432. 2.lkuraetal. (1992) J.ん11.Chem. Soc.， 114， 

2433-2440.3. Ogura et al. (1996) J. Biomol. NMR， 8， 492-498. 
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1L9 分子量50kDaの蛋白質のNMR 大腸菌転写系から 2例
(阪大蛋白研¥国立遺伝研2、ソウル大薬3、名大理4)

0山崎俊夫¥大友崇紀1、李奉振3、村上克彦2、石浜明2、饗場弘二4、

照屋健太1、京極好正1

NMRof 50 kDa Proteins， Two Examples from E. coli Transcription System 
(Institute for Protein Research， Osaka Univ.1; National Intistitute of 

Genetics2
; College of Pharmacy， Seoul National Univ.3; Faculty of Science， 

NagoyaUniv.4
) Toshio Yamazaki¥ Takanori Otomo1， Bong Jin Lee3， Katsuhiko 

Murakami2， Akira Ishihama2， H i roj i Aiba4， Kenta Teruya1， Yoshimasa 

Kyogoku1 

For assigning resonances and solving strl:lctures of larger proteins of 

the 50 kDa size， deuterium labeling is introduced in addition to the 13C 

and 15N uniform labeling. We present two examples of assignment of 

backbone resonances of such large proteins， the N-terminal domain of 

the alpha subunit of E. coli RNA polymerase (a dimer of 239 amino acid 

residues) and cyclic AMP receptor p(otein (a dimer of 210 amino acid 

residues)， which is a transcription activator. We made a 70-80 % 

randomly deuterated protein samples and performed CT-HNCA， CT-

HN(CO)CA， HN(CA)CB， HN(COCA)CB experiments. 

安定同位体13Cと15Nによる標識に加え、重水素化を併せ用いた方法の開発により、

分子量 5万程度までの蛋白質のNMR信号の帰属や構造決定が次第に可能になって

きている。発表では、分子量約5万の 2つの蛋白質の主鎖帰属の応用例について述

べる。 1つは、 E.coli 由来のRNAポリメラーゼαサブユニットのN末端ドメインで

ある。 239アミノ酸残基からなるダイマーである。 β、β' サブユニットを集合さ

せコア酵素を形成する。転写開始において 1群の(クラス 2)転写因子とも相互作
用する。二つ目の例は cyclicAMP receptor proteinである。 210アミノ酸残基

からなるダイマーである。この転写活性化因子は多くのプロモータに付き、プロモー

タによってクラス 1またはクラス 2の転写活性化因子として働く。これらの蛋白質

を70-80%の重水培地で産生しランダムに重水素化した試料を作成した。 CT-

HNCA， CT-HN(CO)CA， HN(CA)CB， HN(COCA)CB， 15N HSQC-NOESYなと、の重水

素化によってより高い分解能と高感度のスペクトルを得る実験を行った。それぞれ、

2日から 4日の積算で大部分の帰属ができる質のスペクトルを得た。現在帰属を行っ

ているところである。この 2停IJでは溶媒条件を最適化することが重要であった。も

ともと、非特異的会合を起こしやすい蛋白質であったのでその溶媒条件、蛋白質濃

度、測定温度の最適化が不可避であった。

CRP， RNA polymerase， triple resonance spectroscopy 

やまざきとしお、おおともたかのり、てるゃけんた、りぼんじん、むらかみかつひ

こ、いしはまあきら、あいばひろじ、てるゃけんた、きょうごくよしまさ
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1L10 ヒト損傷DNA修復タンパク質XPAのDNA結合、タンパク質結合ドメインの均体構造

解析と相互作用

(奈良先端大バイオ l、阪大細胞生体工学センタ一人生体分 f工学仰い、阪大蛍1'1

~Jf4) 0白川昌宏 l、池上貴久 l、田中亀代次2、森川Jf:k:t13、京極好J[1 

Structure determination of the human DNA repari factor XPA，組dits interaction with DNA and Replication 

protein A 

(IGraduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology， 21nstitute for Molecular and 

Cellular Biology， Osaka University， 3Biomolecular Engineering Research， 4Institute for Protein Research) 

Masahiro Shirakawa1， Takahisa Ikegami1， Kiyoji Tanaka2， Kosuke Morikawa3， &Yoshimasa Kyogoku4 

Nucleotide excision repair (NER) is the ubiquitous pathway by which a broad spectrum of DNA damage 

is removed from the genome. The importance of NER has been evidented by studies on the human inherited 

disease， xeroderma pigmentosum (XP). The gene that complements XP group A cells encodes a zinc-finger 

protein XPA， which preferentially binds to UV-or chemical carcinogen-damaged DNA. XPA has also been 

shown to bind to other repair factors， and to act as a key element in NER complex formation at damage site. The 

solution structure of the central domain of XPA， which is responsible for the preferential binding to damaged 

DNA and replication protein A (RPA)， has been determined by mutli-dimensional NMR. lt consists of a 

zinc-coordinated subdomain and a carboxyl-terminal subdomain. The NMR speC汀aof the complexes allowed us 

to identify the major DNA binding surface and a RPA binding surface. 

生体内のDNAはシスプラチン等の化学物質、紫外線や活性酸素などによって常に損傷を受けて

いる。遺伝子修復はこれらのDNA損傷を修復することにより、変異が固定化するのを防ぐ'1:.休|坊f，fjlシ

ステムである。特にヌクレオチド除去修復(NER)は、原核生物から真核生物にl幅広く存夜し、紫外線

や化学物質によって引き起こされる多様な損傷を除去する重要な修復システムである。

ヒト損傷DNA修復タンパク質XPAは紫外線、シスプラチン等によって損傷を受けたDNA~こ特異

的に結合すること、他の幾つかの修復因子であるXPG，ERCCl， TFIIHやReplicationprotein A (RPA)と

複合体を形成することから、 NERの初期1のステップにおける損傷DNAの認識と修復タンパク1'It友合体

(repairsome)の形成においてIjJ心的な役割を果たしていると考えられている。その重要性はxpa遺伝

子の変異・欠失が重篤な常染色体劣性遺伝子疾患である色素晴1:乾皮定(xerdennapigmentsum) の)~j{rえ!と

なることからも明らかである。

遺伝子修復、タンパク質司タンパク質相互作用、ヌクレオチド除去修復、 DNA結合タンパク氏、多m
共1¥再多次元NMR

しらかわまさひろ、いけがみたかひさ、たなかきよじ、もりかわこうすけ、きょうごくよしまさ

28 



今li1] 、われわれはヒト XPAの中央ドメインの立体符lj宣を i夫定したので ý~i i~;.する。プロテアーゼ

による限定分解や欠失変異体による解析から IriJ定された中央ドメインはXPA全長273残)i~rjl の後ぷ何回

219に対応し、 DNA結合、及び:RPA結合活性を維持する。重水素ラベル付、を合めた種々の安定1，iJiil:H; 

標識タンパク質を利用した多重共Il~多次元NMR法により、ほほ全ての IH ， I3C， 15N核の1u}Jl試を行い、

距離情報、 2jfJi角情報の収集を行った。さらに得られた情報を ~itに中央ドメインの溶液'1'での心イ村l骨

造をシミュレーテッド・アニーリング法によって決定した。

決定されたq:J央ドメインは立体構j主はN末側のZn-finge!ドメインとc..jd:ldilWドメインの 2つのサ

ブドメインからなり、両者は日アミノ酸のリンカーに繋がれている。それぞれのサブドメインの立体

構造は主鎖重原子の平均構造へのR.m.s.d.で、O.5A以内の分解能で、決定している。 2つのサブドメイン

問には疎水十!:パッチーによる相互作用が見られたが、サブドメイン IfJjの配ri，]を詳細11に決定することはIH

来なかった。

(CYS)4 タイプのフィンガーを持つZn-finge!サブドメインは lfu 球系の~ü_~T:í-同子ーであるGATA-lやス

テロイドホルモンレセプターなどのDNA結合タンパク質に見られるZn-finger と [;1J係のZn配fií:ゃ J;J所fl~

造をもっ。しかし、 2次構造や全体のフォールデイングは構造が既知のZnフインガ-f荷造とは異な

り、新規の立体構造を持つ事が判明した。また α/s構造を形成するC末端サブドメインも他のDNA結

合タンパク質との立体構造上での相向性を示さない。

シスプラチンによって損傷を受けたDNA と XPA中央ドメインの複合体のスペクトルj9~析によっ

て、 XPAのDNA結合音[1位を明らかにすることができた。また修復悶子としても機能するRPAの持つー

本鎖DNA結合ドメインとの複合体のスペクトル解析によって、 XPAのRPA結合部位の同定に成功し

た。これらの立体構造情報を基にDNA損傷部位におけるXPAによる修復線合体形成の機構を考察した

し、。

常染色体優性遺伝病である家族性線種性ポリポーシス(FAP)の原因遺伝子のコードするAPCタ

ンパク質は細胞接着因子であるグカテニン主結合することにより、細胞接希:やWntシグナル伝達系を

制御する搭抑制因子である。またそのC末端部分はショウジョウパエ栴抑制遺伝子産物Dlgのヒトホモ

ログであるhDlgの持つPDZ-2ドメインと特異的に結合し、制秘1Iを受けていると考えられている。 APC

のc-l~端部と hDlgのPDZ2 ドメインの複合体の立体構造解析を行ったので合わせて報告する。

以上の 2種の遺伝性疾患の原因遺伝子のコードするタンパク質の機能を明らかにするために、

XPA-DNA， XPA-RPA， APC-hDlgなどの様々なタンパク質ー校酸、タンパク質ータンパク質キ11互作ilIの解

析を行った。高磁場N恥1Rがタンパク質の立体構造決定や生14"rlJ分子問の十LlLJ.作用の解析の効率をい

かに向上させることが出来るか、またどのような構造パラメーターを付加できるのかについても議論

したい。
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1L11 RGLタンパク質のRas結合ドメインの高次構造解析

(理化学研究所・細胞情報伝達研究室入東京大学大学院・理学系研究

科2，理化学研究所・遺伝生化学研究室3，広島大学・医学部4)

O木川隆員則日ρl，岩堀幸太l久幾田まり 1久 遠 藤 誠1久森回哲史1ヱ
伊藤隆3，白水美香子1h，菊池章4，横山茂之l口，ヱ2 

Solution structure 01 the Ras-binding domain 01 RGL 

T. Kigawa1， Kohta Iwahori1，2， Mari Ikuta1，2， Makoto Endo1，2， Tetsuhito Morita1，2， Yutaka 

It03， Mikako Shirouzu1， Akira Kikuchi4， and Shigeyuki YOkoyama1，2 

1 Cellular Signaling Laboratory， the lnstitute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 

Saitama， 2Graduate School of Science， the University ofTo付0，Tokyo， 3Laboratory of 

Cellular and Molecular Biology， the Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 

Saitama， and 4 Hiroshima UniversiηSchool (~川1edicine， Hiroshima， Japan. 

Ral GDP dissociation stimulator-like (RGL) has been identified to be a target protein 

of Ras. The Ras-binding domain of RGL (RGL RBD; residues 632-734) binds with the 

effector region of Ras， as the Ras-binding domain of Raι1 (Raf RBD) dose， although they 

share no apparent sequence homology. The solution structure of the RGL RBD was solved 

by the multi-dimensional NMR spectroscopy. The overall fold of the RGL RBD consists of a 

five-stranded s-sheet and twoα-helices， which is similar to that of the Raf RBD. Backbone 

chemical shift perturbation of the RGL RBD upon binding with Ras was also examined. The 

interaction interface (s 1， s2， and α1) of the RGL RBD with Ras is similar to that of the Raf 

RBD， although the interacting residues are slightly different. 

[序]

細胞内情報伝達において，重要な役割を果たすRasの標的タンパク質の候補として

同定されたRGL(RalGDS-like) タンパク質は，低分子量GTP結合タンパク質Ralの

GDP解離促進因子であるRalGDSと，一次構造上70%以上の相向性があり， Rasから

Ralへの情報伝達を仲介する. RGLのR部結合ドメイン(RGLRBD)はC末端領域 (632-

キーワード:タンパク質，高次構造，タンパク質問相互作用， RGL， Ras 

きカ宝わ たかのり，いわほり こうた，いくた まり，えんどう まこと，もりた

てつひと，いとう ゆたか，しろうずみかこ，きくち あきら，よこやま しげ

ゆき.
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734アミノ酸残基)に存在し，これを介してRasのエフェクタ}領域と相互作用して

いる.このドメインはRasのエフェクター領域と結合するが，ほほ同じ領域に結合す

るRaf-1のRas結合ドメイン(RafRBD)とは，一次構造レベルではほとんど相向性がな

い.従って，その高次構造を調べることにより， Rasの標的タンパク質の認識・識

別，それによるシグナル伝達経路の選択を知ることができると考えられる.そこで

本研究では， RGLRBDの高次構造をNMRを用いて決定し，更にR出との相互作用を

調べた.

[方法]

大腸菌による大量発現系を用いて，各種の安定同位体標識 (15N，13C/15N， 50% 

2Hj13C/15N) をしたRGLRBDを調製した.RGLRBDは，低塩濃度ないしは酸性条

件下において不安定なことがわかったため， NMRスペクトルの測定は， 50 mM  Tris-

HCl (pH 7.5)， 200 mM  NaCl" 5 mM  DTT中で298Kでおこない，装置はBruker社の

AMX600およびDRX500を用いた.主鎖の連鎖帰属には， 3D HNCA， HN(CO)CA， 

HNCACB， CBCA(CO)NHを用い， NOEの解析には3D13C-edited NOESYおよび 15N_

edited NOESYを用いた.スペクトルの処理にはAzaraを用い，解析はFelix上でおこ

なった.高次構造は， X-PLOR 3.1を用いて，距離情報(1253個)と二面角情報(39個)を

基にsimulatedannealing法により決定した.

また， 50%2Hj13C/15N標識されたRGLRBDと非標識のRas(D30E/E31K) ・GMPPNP
をモル比 1: 2で混合し， 3D HNCA， HN(CO)CA，および 15N-editedNOESYを用い

て主鎖の帰属をおこなった.

[結果・考察]

NOEの解析より， N末端十数残基は構造を取っていないことがわかったので，構

造計算は647残基以降についておこなった.収束の良い20個の構造(図 1a) の平均

構造からの主鎖rmsdは，全体で0.95A， α2を除く二次構造部分では0.61Aであっ

た. RGLRBDは， 5つのFストランドと2つの αヘリックスからなり(図 1.b) ，ユ

ピキチンフォールドに属する， RafRBDとよく似たフォールドであることがわかっ

た. (図 1b， c) .また，最近， RalGDSのRas結合ドメインの高次構造が決定さ

れたが，これとも極めてよく似ている.

さらに， Ras(D30E，厄31K)・GMPPNPと結合した RGLRBDの主鎖のシグナルを，

RGLRBD単独の主鎖のシグナルと比較した結果 一次構造上の非類似性にもかかわ

らず， RGLRBDのRas結合領域は， RafRBDのRas結合領域とほとんど同じ領域 (s

1 ，β2 ， α1，およびそれらの周辺)であることが明らかになった.しかし，残

句
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基レベルで見ると ，s 1， s 2上のケミカルシフトの変化は，両RBDがほぼ同じ傾

向を示すのに対して， α1上にあるArg681とLys685 (Raf RBDにおいて， Rasとの

結合に大きく寄与するLys84とVal88に相当すると考えられる)には，ケミカルシフ

トに大きな変化が見られない.したがって， Rasとの結合様式は，s 1， s 2に関し

てはRafRBDとほぼ同じであるが， α1に関しては異なっていることが示唆される.

そこで， Rasと相互作用する s1， s 2が重なるように両者の構造を並べると，

RGLRBDのαlは， RafRBDのα1と比較して，よりC末端に近く位置していること

がわかった(図 2a，b).sl，s2に関するRasとの結合様式が， RGLRBDと

RafRBDで同じであるとすると， Rasは， RGLRBDのα1，特にそのN末端側，には

アクセスしにくいと考えられ，上記の αl上のケミカルシフト変化の特徴が説明で

きる.このような， RGLRBDとRafRBDにおける， Rasとの結合様式の共通性と相違

性により， Rasから下流因子へのシグナル伝達経路 (Rafを介する経路とRGLを介す

る経路)の選択がおこなわれていると考えられる.さらに別の伝達経路を仲介する

PI3キナーゼ等のRBDの構造解析が進めば， Rasのシグナル伝達機構が，高次構造の

面から明らかになると期待される.

α b c 

C C 

C 

N 

N N 

Fig. 1 (a) Best-fit supe叩ositionof the backbone of the 20 simulated annealing structures of 
the RGL RBD. Ribbon representation of (b) the RGL RBD and (c) the Raf RBD. 
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1L12 アトピ」性疾患原因ダニアレルゲン Derf2の立体構造決定
(1都臨床研、 2日本女子大、 3アサヒピール基盤研)

市川さおり 1，2、O畠中秀樹 1、結城敏文 3、岩本奈美子 3、小椋賢治 1、

奥村康 3、稲垣冬彦 1

Tertiary Structure Determination of Der f 2， the Mite 
Allergen for Atopic Diseases 
(1 Tokyo Metropolitan Institute ofMedical Science， 2 Japan 
Women's University， 3 Asahi Breweries Ltd.) 
Saori Ichikawa1，2， OHideki Hatanaka1， Toshifumi Yuu恒三
N amiko 1 wamoto3， Kenji 0伊 ra1，Yasushi Okumura3 and 
Fuyuhiko Inagaki 1 

The tertiary structure of Der f 2， the major mite allergen for atopic diseases， has 
been determined by using triple司resonancethree-dimensional NMR techniques. 
Der f 2 was found to be a single-domain protein of immunoglobulin fold， and most 
similar to the two regulatory domains of transglutaminase structurally.τ'his 
fact and other small pieces of information hinted that Der f 2 is related to the 
innate antibacterial defense system in mites， and we actually found that Der f 2 
binds to the bacterial surface. This is the firstclue to the biological function of 
this class ofproteins including its homologs in human and other animals. 

ダニは、重い端息や皮膚炎などの症状を引き起こすアトピ}性疾患に関するアレル

ゲンの最も重要な発生源である。我々は、治療への貢献を目的として、ダニのメジャ

ーアレルゲン蛋白質Derf 2 (129残基)の構造決定を行った。

13C， 15Nラベルした組換え Derf 2を大腸菌で発現させ、各種の 3重共鳴 3次元N
MRスペクトルや HC(C)H-TOCSY、NOESY-HSQCなどを測定した。CBCA(CO)NH
などの 4種の 3次元スペクトルを半自動解析できるプログラムを用いることで、主鎮

の連鎖帰属は短時間で終了した。側鎖の帰属、 NOEの帰属と構造計算の後、得られ

た構造の RMSD(root-mean-square difference)を全残基で算出すると、主鎖(N， C"， 

C')について 0.90土 0.15A、側鎖を含む重原子で1.44土 0.17Aとなった。

決定された構造から、 Derf2はimmunoglobulin掬likefoldを持つ単一ドメイン蛋

白質であることが判明した。Daliデータベースによると最も近い構造はトランスグル

タミナーゼの第 3・4ドメインであったO 第2ドメインがもう一つのダニアレルゲン

Derflと構造が似ていることは進化的に興味深い。その他の事情も考えあわせた末、

我々は Derf2がダニ自身の自己防御系と関与していると予想して、大腸菌と結合す

るか調べたところ実際に結合した。 Derf2の類縁体はダニ以外ではヒト精液、牛乳、

蛾の気管で、見つかっているが、いずれも機能未知であり、これはこのクラスの蛋白質

の機能を示唆する初めての結果である。さらに文献調査から、花粉や卵、牛乳のメジ

ャーアレルゲンがどれもそれぞれの種の自己防御に関わることもわかってきている。

アトピー性疾患、ダニアレルゲン、 Derf2、三重共鳴三次元 NMR、立体構造

いちかわ さおり、はたなか ひでき、ゅうき としふみ、いわもと なみこ、おぐ

ら けんじ、おくむら やすし、いながき ふゆひこ
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2L1 New Experiments for the Elucidation of Structure and Dynamics of 

Proteins and RNA 

B. Rei打， M. Hennigt， A. Diener↑， C. Richtert， B. Luyt， M. Scholzt， J. 
Dienert， J.P. Marino&， H. Schwalbet， P. Mooret， and C. Griesingert本

tlnstitut fur Organische Chemie， Universitat Frankfurt， Marie-Curie-S仕. 11， D-60439 
Frankfurt， Germany; t Dep紅 tmentof Chemis住y，Yale University， 225 Prospect S仕eet，P.O. 
Box 208107， New Haven， CT 06520・208107;& Center for Advanced Research in 

Biotechnology (CARB) 9600 Gudelsky Drive Rockville， MD 20850 

Angles between two interatomic vectors are measured for structure elucidation in solution 

Nt¥仮.The angles can be determined directly by using the effects of dipole-dipole cross-

correlated relaxation of double-quantum and zero-quantum coherences. The measured rates 

can be directly related to the angu加 geome句 withouta need for calibration of a Karplus-

type curve出 IS血ecase for scalar J-∞upling measurements and depends on the overall 
diffusive correlation time of the molecule出 anempirical parameter. This makes the 

determination of torsional angles independent from the me出 urementof coupling constants. 

百letwo interatomic vectors can in principle be arbi仕arilyfar apart.百lemethod is 

demonstrated on the measurement ofthe notoriously inaccessible peptide backbone angle '" in 

the protein rhodniin (1)出 well部品rother examples. Structural refinement based on血enew 
cross correlated relaxation restraints will be presented. 
Proton， carbon mu1tip1e qu叩 tumcoherence (MQC)， where all spins of heteronuclei connected 
by a single bond紅esimultaneously evolved in the transverse plane， is not relaxed by the 
strong dipolar interaction between these nuclei (2). This immortalization effect has recently 
been demonstraぬdfor proteins (3). It will be shown that the sensitivity enhancement 

obtainable in constant time experiments is of the order of three for a 36mer RNA 

oligonucleotide (MW = 12 kDa) in MQ correlation experirnents出 comparedωthe 

conventional constant time HSQC sequences (4). A novel pulse sequence is used for CH2 

groups (4).百leincorporation of the proposed pulse MQ-sequence building blocks into 

heteronuclear double and triple resonance NMR pulse sequences leads to even larger 

enhancement factors when applied to uniformly 13C labeled RNA. 

Field dependent me部町ementof line widths provide information about fast conformational 

equilibria.百lisis used for the me部 urementof base opening rates in DNA.百lisinformation 

could be obta加edso far only by adding exchange cata1ysts and changing the pH (5). 
Comparison of base pair opening of DNA duplexes in 仕切 DNAand complexes will be 

discussed. 

(1) Reif， B.; Hennig， M.; Griesinger， C. Science， 1997，276， 1230・33

(2) Griffey， R. H.; Redfield， A. G. Quant. Rev. Biophys. 1987， 19 

(3) Grzesiek， S.; Kuboniwa， H.; Hinck， A. P.; Bax， A. J. Am. Chem. Soc. 1995，117，5312・

5315; Grzesiek， S.; Bax， A. J. Biomol. NMR 1995， 6， 335・339

(4) J. P. Marino， J. Diener， P. B. Moore， C. Griesinger， J. Am. Chem. Soc. 1997 119， 7361・

7366 

(5) Gueron， M.， Leroy， L. Methods Enzym.， 1995， 261 
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2L2 Applications of Adiabatic Pulses in Biomolecular NMR 

(Varian NMR Instruments， Oxford， UK)芭riksKupee 

It is now widely recognized that adiabatic pulses are one of the 

most efficient methods for spin inversion both in wide-band an band-

selective applications. The most important advantages of adiabatic pulses 

are a) high degree of accuracy of spin inversion and b) remarkable 

tolerance of RF field inhomogeneity and miscalibration. This allows one 

to improve the performance of many NMR experiments. For instance， 

adiabatic pulses have recently been extensively exploited in applications 

such as solvent supression， broad band and band-selective decoupling， 

spin mixing， inversion， refocusing， selective excitation and suppression 

of multiple quantum coherences. 

An overview of the basic principles of adiabatic inversion and 

properties of various adiabatic pulses is given. A new class of adiabatic 

inversion pulses [1-3]， so called cons胞ntadiabaticity (CA) pulses 

emerges from a simple relationship which exists between the amplitude 

variation of the RF field and the field sweep rate : 

k(t) =ω:(t)lq 

where k is sweep rate，ω1 is the amplitude variation function and q is the 

adiabaticity cons旬nt.This establishes a parity between the amplitude 

modulation and frequency modulation profiles. Essentially infinite 

number of pairs of amplitude and frequency modulation functions， 

which give excellent inversion profiles can be derived. 

It is then demonstrated that adiabatic inversion p凶sescan be u路 d

to crl伺 teextremely efficient decoupling sequences. Essentially unlimited 

decoupling bandwidth can be achieved [4]. On the other hand， adiabatic 

decoupling gives very clean off-resonance performance in homo-nuclear 

applic剖ionsallowing decoupling of relatively wide frequency range in 
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close proximity to the observation bandwidth. This has been extensively 

used to decouple beta carbons whVe observing Cαresonances in such 

important 3D experiments as HNCA， HN(CO)CA， HCCH-TOCSY and 

other [5]. 

One of the drawbacks of adiabatic decoupling is relatively strong 

decoupling sidebands. New techniques for sideband suppression have 

been developed. Particularly， it is shown that the sweep direction can 

strongly affect the intensity and appearance of the decoupling sidebands. 

Adiabatic pulses can also be extremely useful for spin-refocusing. 

However， refocusing using adiabatic pulses is not as straighぜorwardas 

spin inversion. It requires back-to-back pairs of adiabatic pulses. It is 

then shown that accurate refocusing of the J couplings can be achieved 

using sweep reversed pairs of adiabatic pulses [6]. Furthermore， 

adiabatic pulses can be used for compensation of different J couplings in 

particul訂 spinsystems [6，7]. 

To conclude， adiabatic pulses become increasingly important 

constituents of many popular and demanding NMR experiments. 
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2 L3 Protein NMR and The Human Genome Pr司氏t

Gaetano T. Montelione， Ph.D. 

(Center for Advanced Biotechnology and Medicine and Dep訂 tmentof 

Molecular Biology and Biochemistry， Rutgers University) 

The Human Genome Pr吋ectis r叩idlyidentifying all of the genes in 

humans. The products of these genes are widely recognized as the next generation of 

therapeutics and targets for the development of pharmaceuticals. While identification of these 

genes is proceeding quickly， elucidation of their biochemical functions lags far behind. 

Knowledge of 3D structures of gene products can provide important insights into structural 

homology that is not easily recognized by sequence comparisons. Thus， structure 

determination by NMR can provide key information connecting a protein sequence and its 

biochemical function， as well as setting the stage for subsequent drug development using 

combinatorial and/or rational design methods. We are developing technology that will 

significantly accelerate this process. This includes high level domain expression systems， 

methods for automated analysis of protein structures from NMR spectral data， and approaches 

for comparing new 3D structures with structures available in the Protein Data Base. This 

system will be capable of bringing the drug discovery process into the same time frame as the 

gene discovery process， which is crucial to maximize the benefit of genomics for 

pharmaceutical discovery. Examples illustrating the use of NMR analysis as a means of 

discovering biochemical functions of pharmaceutically-important RNA-binding proteins will be 

presented. 
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2L4 THE USE OF SELECTIVE PROTONATION IN STRUCTURAL STUDIES BY 

NMR ON DEUTERATED LARGE PROTEINS 

(Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute) 

Bennett T. Farmer II， Keith L. Constantine， Valentina Goldfarb， 

William 1. Metzler and Luciano Mueller 

Backbone resonances can be sequentially assigned in large 13C/15N-labeled proteins (> 30-35 

kDa) by the use of perdeuteration. In this area， MurB， a 347-residue flavoprotein， represents 

the current extreme for monomeric proteins. Backbone amide resonances have been assigned 

for 96% of the residues in substrate-free MurB. With these assignments， the NADP+ binding 

site on MurB has been localized from the resulting chemical-shift perturbations. At this stage， 

more detailed tertiary structural information， both on MurB and on the MurB-NADP+ 

complex， can only be obtained from proton-proton NOEs. 

Previous theoretical studies on three perdeuterated proteins (pro白lin，HCA H， MurB) have 

characterized the ability of solely amide proton-proton NOEs to determine the protein global 

fold. In general， NOEs must be observed among both backbone and sidechain HN protons 

out to at least 6A. For MurB， the most favorable amide proton-proton NOEs appear limited to 

く 5A.In addition， no sidechain HN protons have yet been assigned. Therefore， backbone 

amide proton-proton NOEs have been supplemented with methyl-HN and methyl-methyl 

NOEs involving I Hl13C type-specifically labeled Ile， Leu and Val (ILV) sidechain groups. 

The rationale behind this approach will be described; studies on MurB will serve to highlight 

both the theoretical and experimental limits of this approach. Finally， type同 specific

protonation of Tyr residues in MurB has been used to obtain intermolecular NOEs in the 

MurB-NADP+ complex. Recent results will be presented on the structure of this complex. 
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3L1 Theoryand 5imulation of ViTrational 
E ffects on Dis七ancesand Angles 
OTtained Ty 50lid 5ta七eNMR

(京大院理1、京大化研司 O石井佳誉1寺尾武彦1、林宗市2

Yoshitaka Ishii and Takehiko Terao 

Depa同ment01 Chemistry， Graduate School 01 Science， 

Kyoto University， Kyoto 606・01，Japan，and

Soichi Hayashi 

Institute 10r Chemical Research， Kyoto University， Kyoto 611， Japan 

Abstract 

Vibrational effects on structural p紅 ametersobtained by solid state NMR 

訂 estudied by theoretical calculations and molecular dynamics (MD) 

simulations. It is theoretically shown that the molecular librations as well as 

the intramolecular vibrations reduce dipolar interactions， and consequently 
lengthen both of the direct叩 bondingand remote intemuclear distances obtained 

from the dipolar interactions (RNMR)， while the intemuclear distances obtained 
by single crystal Xray or neutron diffraction (R泊可)are proved to be 

short~ned. In contrast to distances， the theoretical calculations and MD 

simulations demonstrate that the vibrational e旺ectson the bond and dihedral 

angles determined by correlating two dipolar tensors cause very little angular 

deviations. 

[lntroduction] 

Recent advances in solid state NMR enable us to determine structural 

parameters such as intemuclear distances， bond angles， and dihedral組 glesby 

measuring the direct dipolar interaction between relevant nuclei or the mutual 

orientation of two interaction tensors by multi-dimensional NMR. Especially 

in determination of distances， the accuracy may be comp紅ableto those by 

single crystal X -ray or neu住ondiffraction[1]. 

双極子相互作用、距離測定、分子運動

0いしいょしたか、てらおたけひこ、はやしそういち
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However， the distances obtained by solid state NMR and diffraction 

studies are known to be usually different from each other beyond their 

experimental e町ors.The reason is that molecular vibrations influence 

measured distances depending on the measurement method， as have been 

already studied[2，3]. However， these studies are mainly concemed with 

directly bonded C-H p司rs，which can be treated as isolated oscillators， while 

in distance measurements by recent solid-state NMR studies， a main interest is 

in distances between non-proton nuclei such as 13C， 15N， and 31p which are not 

always directly bonded. Such a system can be no longer treated as an isolated 

oscillation system; all the intramolecular and the intermolecular interactions 

must be included. In this paper， we discuss the influence of stretching， 

deformation，組dla抗icevibrations on general solid state NMR distances and 

angles[4] in a molecule for the first time. 

[Theory] 

In this section， we outline the theory of vibrational e百ectson the 

intemuclear distances. In solid state NMR， intemuclear distances are obtained 

by measurements of dipolar interactions， which is written as follows: 

D = (~3Rt/R2 -1] /R3
) 、‘，

r
咽・
1

r

，.‘、

where b is a cons胞nt，Rα(α= X， Y， Z) is the αcomponent of the 

intemuclear vector R ，加 dR=ほし theZ axis is along the static magnetic 

field. In this study， we define the solid state distance (RNMR) as those 

determined from the unique principal value D33， which is given by D when R 

is almost along the Z axis; accordingly， using eq. (1)， RNMR is easily calculated 

from RNMR = (2b/D33)以Toestimate vibrational effects， we denote the small 

displacements of由eintemuclear vector due to intramolecular vibrations of 

the i-th normal mode as L i Qi，組 drepresent由esmall change of the molecular 

orientation due to the molecular libration by Euler angles (ιψ" ~， where 与
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ψ" cくく 1.Using these small displacements， we can expand RNMR部十

RNMR=Re+字(州判)+2叫 jd(L2-叫 Q?)， (2) 

where Re is an equilibrium intemuclear distance. As a standard distance to be 

compared with RNMR， we take a simple average of the distance Rdis =くR>，

which can be expanded as follows: 

N 

Rdis = Re +玄L4Qi)+i玄(LiムLilXQみ
iz12Rei=l 

For direct bonding a瓜tompa剖irs，the創nplit仙udesof deforロrmationsor tωor抗tiぬona剖l 

V吋ib削 on凶s(弘LiXJ2+LiYJ爪戸XQ乃a紅reusu叫all匂yml凶 la伊伽n川 伽seof由

stretching v巾i均bra削tio側nsLムiZ2知(匂Q乃Accordingly，in仙

(3) 

the molecular librations and intramolecular vibrations， whether relevant atoms 

紅 eproton or heavier atoms such as 13C， 15N and 19F. For non-bonding atom 

pairs， the third term in eq. (2) due to the intramolecular vibrations is inversely 

proportional to Re; hence， the effect reduces as the distance increases. 

Therefore， RNMR is also expected 

to be elongated by the molecular ，14. " 

7 ，..' 12 

， "， 10・・ ι‘句、
librations， when Re is sufficiently 

large. In our talk， we will also 

compare RNMR with the X-ray 
" 2、、4・~.

distance， and discuss the theory :・c・AJ'

‘ ...‘・・ー圃11・' i 
for describing vibrational effects '. (H15 " 

on angle measurements. 
、 t肯つ 6 .." 

、句句- 13 • • .. 

Fig. 1α-Glycine molecule viewed along the one axis of the 

equilibrium inertia principal-axis frame， and distance numbers. 

t Eq. (2) is different from the formula given by Henry and Szabo [2]， because 
they take an inadequate approximation as pointed out by Go et. al.[5] 
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[MD Calculation Results] 

MD simulations are carried out for glycine molecules (Fig. 1) in the αform 

crystal. In the calculation， we adopted the force fields by Machida et al.[6]， 

which well reproduce both of the intra-and inter-molecular vibration spectra. 

From the simulated atomIc trajectories during 40ps， we can exactly calculate 

RNMR and Rdis' Figure 2 shows elongation factors of RNMR for the vibrational 

effects: (RNMR -Rdis)/Rd砂 Forthe direct bonds with proton nuclei (No.I-4)， 

the elongation factors reach 1.6-2.7%， while they are 0.9-1.4% for those 

between non-proton nuclei (No.5-9). This figure also demonstrates that the 

vibrations cause non-negligible elongations of 0.7-1.0% even for the distances 

between remote atoms (No.10-14) confirming the above theory. Therefore， 

we can conclude that each distance exhibits a substantiaI elongation due to the 

vibrational effects， irrespective of whether it is a direct bond or not. 
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Fig. 2 Elongation factors (RNMR -Rdis)/Rdis for the internucIear distances 

in anα-glycine molecule at 273K. See Fig. 1 about the distance number. 
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3L2 13C_13C， 13C_1H双極子相互作用を用いた多次元固体

高分解能NMR二面角決定法

(横浜国大・工) 0藤原敏道、大東靖典、阿久津秀雄

Multidimensional solid-state NMR for determining dihedral angle from the 

correlation of 13C_1 H and 13C_13C dipolar interactions under magic-angle 

spinning conditions 

Toshimichi Fujiwara， Yasunori Ohigashi， and Hideo Akutsu 

Faculty of Engineering， Yokohama National University， Yokohama 240， Japan 

Multidimensional solid-state nuclear magnetic resonance under MAS conditions has been 

developed to obtain dihedral angle in10rmation 1rom the correlation 01 the 13C1H and 13C13C 

dipolar couplings in a lHα13Cα，_
13
Cs

1
Hs moiety. The experimental pulse sequence includes 

13C1H dipolar evolution periods 10r 13Cαand 13Cs， which are correlated with a coherent 

13Cα13Cs dipolar mixing period. Theoretical and numerical analysis indicates that the 

orientation 01 13Ca1Hαand 13Cs1Hs dipolar couplings dominate the dependence 01 the spectra 

on the dihedral angle X about the cacs bond. The 13Cα13Cβdipolar coupling plays an 

essential role in determining a unique dihedral angle in the range 00 ~ X ~ 1800
• This 

method enables the experimental determination 01 all the structural parameters 10r the 10ur-

spin system. The high resolution due to 13C isotropic chemical shifts under MAS permits its 

application to molecules having a number 01 13C labeled sites. 

{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、高感度で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。今までそ

のような試料から二面角に関する情報を得られることを示し(1)、前討論会では、 lHα13Cα

_13C~lH~の部分(図 1 )からニ面角xを得る方法(2、討を発表した。今回、この方法から得

られる構造情報について詳しく検討した。対象にした系では、 6つのスピン対について双極

子結合があり、これらが双極子相関スベクトルに影響している。また、双極子の相対的な

配向はニ箇角だけでなく結合角や結合長にも依存する。各双極子相互作用や結合角・結合

長が二面角決定に与える影響、スベクトルに含まれている構造情報の決定精度について解

析した。これらこの方法の本質的な特徴を明らかにすることは、より複雑なスピン系に応

用し構造情報を得る上で重要である。

国体NMR、ニ面角、安定同位体標識、マジック角試料回転、紘双極子相互作用.

ふじわらとしみち、おおひがしやすのり、あくつひでお
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Fig. 1. The four-spin system， Hαcα一CPHP. Bond 

angles: 110へCHbond lengths 110 pm， CC bond 
length: 155 pm 

CT t1 τmix CT t2 

USEME 

ト争CW

CW  

BLEWτR 

Fig. 2. Pulse sequence for correlating CH dipolar couplings with a CαcP dipolar mixing period. 

{実験と計算]対象にした分子は 15N. 13 Cで完全標識したアミノ酸パリンで、実験は 9.4
Tの静磁場で、試料回転数は約 5kHzで行った (2)。図 2に用いたパルス系列を示す。 t1 

と t2期でそれぞれ磁化は CaHとCβH相互作用で展開する。準備期と検出期(t 3)で等方

化学シフトの遣いを利用してスピン対を選ぶ。 1.2msある混合期には 13C 13 C双極子相互

作用によりコヒーレントな磁化移動が行われる。 lH13C _13C 1H 4スピン系のシミュレ

ーションは、自作の FORT陥Nソフトを用い IRISINDIGO 2 (R10000)で計算した。 1スベク

トルについての計算時間は約 10時間であった。計算は時間領域で行い、 1試料回転を約 130

に分割した区間についてそれぞれ推進演算子を求めて行った。また、スベクトルの相似性

を定量的に評価するために自乗平均根偏差(RMSD)を用いた。

150 

X1C) 

。
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R 

0.5 
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0 
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[結果と解析16つの双極子相互作用を含むハミル卜ニアンについて二面角xの関数として

スペクトルを計算した。それらについて自乗平均根偏差を求め等高線プロットしたのが図 3aで

ある。そのx=6 O.での断面を図 3bに示す。等高線図には対角線に沿った谷以外に x=
85"で対角線と交差するもう一つの告がある。 caHaとCβHβ双極子相互作用のみが働

いていならば¥その系の対称性がよいためにそのもう一つの告の高さも Oになる。図 4の

破線で示したものが、そのような場合の自乗平均根差にである。しかし、 6つの双極子相

互作用ある場合には図 3bが示すように、もう一つの告は O以上の値を取っている。これは、

CαHaとCβHβスピン対以外の双極子相互作用により生じている。このことは、双極子相

関スペクトルから xをO.から 18 O.の範囲で一義的に決められることを示している。

図4の実線で示したのは、 caHaとCβHβ以外に CaCβのスピン対についても双極子

相互作用がある場合について求めた x=6 O.のスペク卜ルとの自乗平均根偏差である。

2つの極小値の差は 0.11であり、 6つの双極子相互作用がある場合(図 3b)の極小値差

0.12の9割になっている。また図 5に示したのは異なる双極子相互作用を含む x= 6 O. 
のスペク卜ル聞の自乗平均根差を距離で表したものである。点Cは6つの双極子相互作用

があるスベクトル、点8はそこから C"'Cβ双極子相互作用のみ除いたスベクトル、点Aは

6つから C"'HβとCβHa双極子相互作用を除いたスベクトルを表す。 CBの距離がC Aの

距離の二倍以上ある。以上のことから、 CaCβ双極子相互作用が与える影響は C"'HβとC

βH"'双極子相互作用よりもかなり大きいことがわかる。スペクトルの基本的な特徴は C"'

Hα とCβHβ、CaCβの相互作用で決まっていることがわかる。したがって、 C"'HsとC

βH"'など約 20 0 p m 以上の距離にある CH双極子相互作用の効果は、相対的に小さいと

言える。

1.0 

R Fig. 4. RMSD R(600
; x) between the isotropic mixing 

spectra calculated for the Hamiltonian having the dipolar 

interactions only for the C引 αandC削spairs (dashed line)， 

and R(600
;χ') between the 13Cα13Cs dipolar mixing spectra 

calculated for the Hamiltonian having the dipolar 

interactions only for the CαCs， CαHαand CsHs pairs (solid 

line). 

Fig. 5. RMSD distances between the spectra 

B calculated at X = 600
• Point A: isotropic mixing 

spectrum calculated with the CαHαand CsHs dipolar 

couplings， B: dipolar mixing spectrum with the CαHαand 

CsHs dipolar couplings， and C: dipolar mixing spectrum 

with the six dipolar couplings. 

図6aに実線で示したのは実験スベクトルと計算スペクトルの自乗平均根偏差であり、

ほぼX=65・に極小値がある。この極小値を初期値として、 2つの結合角、 3つの結合

長、二面角を変数として非線形最小自乗法を行い求めた構造変数を表に示した。参考まで
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に実験スベクトルを最適化した計算と実験スベクトルを図 6bに示す。求めた結果は中性

子回折の結果とよい一致を示している。このように 1つの双極子相関スペクトルから HαCα

-CsHsの構造変数をすべて求めることができた。また、図 6aに破線で示したのは、スベ

クトルの S/N比が7から 5に{2倍低下した時の自乗平均根偏差である。このようにノイ

ズが増えても極小値はほとんど影響を受けないことがわかる。表にノイズから評価した構

造の精度を示した。また、表に示した B，は結合長などある構造変数によってスペクトル線

形が自乗平均根偏差で 0.01変化した時、それの変化を二面角の変化に換算したものである。

結合長について B，が 10より小さいことは、結合長が与える線形変化と二面角による変化

が異なっていて区別できることを示している。

0.81 

RI 

0.20 100 x (0) 

a 

I ~:1 車
Exp 

主」、，M，M，.Z、-5 

LC 51 

輪0寸

-5--1 

幽5 。5 ・5 0 5 
F2 (kHz) 

Fig. 6. (a) RMSO between experimental and simulated spectra (solid line) and RMSO altered by a 

noise increase in the experimental spectrum (dashed line). (b) Experimental and simulated 20 

cross sections for the correlation between the 13C
1H dipolar couplings for Cα(円)and 13Cs (円).

TABLE Structural parameters determined by solid-state NMR and neutron diffraction， 

and their effects on the X determination 

Oihedral angle 

Bond angle (Cα) 

Bond angle (Cs) 

CαHαlength 

CsHs length 

CαCs length 

NMR Neutron(4
) 

63.80 67.60 

110.00 108.80 

107.50 104.]0 

116 pm 111 pm 

115 pm 110 pm 

167 pm 155 pm 

Precision 

3.50 

2.70 

2.50 

1.1 pm 

0.9pm 

7.9pm 

Br 

1.00 

0.430 

0.360 

0.210 

0.140 

0.090 

[おわりに] この方法で得られるスベクトルは caHaとCβHs，CaCβ双極子相互作用

でほぼ決まっているので、他の lHや 13Cの影響つまり他の部分の構造がニ面角決定にあ

たえる影響は極めて小さい。双極子相関スベクトルには双極子相互作用の相対配向が反映

されているが、補助的な実験を行わなくても結合角と結合長、二面角の効果を分離して二

面角のみを正確に決められることがわかった。

[文献](I)T. Fujiwara， et al.， J. Magn. Reson. 124， 147 (1997). (2)藤原敏道、他。第 35回NMR

討論会予稿集 p.4(1996). (3)X. Feng， et al.， Chem. Phys. Lett. 257， 314 (1996). (4) T. F. Koetzle， 

et al. J. Chem. Phys. 60， 4690 (1974). 
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3L3 ポリペプチドの主鎖カルボニル基の13CNMR化学シフト

テンソルによる国体コンホメーションの研究

(群馬大工)0荘司顛

Conformational Study of Polypeptides in the Solid State by 13C NMR 

Chemical Shi白TensorComponents of Main-Chain Carbonyl Carbons. 

(Gunma University) A垣:raShoji 

Abstract: We have studied the correlation between the 13C NMR chefiUcal shift tensor 

components (011， 022， 033) of amide carbonyl carbons and the secondary structure as well as the 

primary structure (neighboring amino-acid sequence) of a series of well幽 definedand selectively 

3C and 15N isotope labeled α-helix octadecapeptides in the solid state. It was found白紙the0
22 

is very sensitive to the neighboring amino-acid sequence， although the 0回 isinsensitive. 

Therefore， the 022 is very useful for the conformational and neighboring amino司acidsequence 

analyses of polypeptides and natural proteins in the solid state. 

1.緒論

固体高分解能NMRは最近著しく発展し，スピン1βの炭素13C .窒素15N.水素lH

核のN MR化学シフト (OisJの測定からポリペプチドの固体コンホメーション解析

が容易にできるようになった.特に，ポリペプチドの主鎖カルポニル (C=u)炭素の

8回はアミノ酸残基の種類や隣接アミノ酸残基の影響をあまりうけないため，主に主

鎖コンホメーション(二次構造)解析に有効である.これに対し，主鎖のに炭素と

側鎖のCIl炭素の8回はアミノ酸残基の種類や側鎖構造にも依存するため，特定のアミ

ノ酸残基ごとの情報を得ることができる 1

最近，我々は15N化学シフトテンソル主値 (011' 0
22
，九)を得ることによりコンホ

メーション，アミノ酸残基の種類や隣接アミノ酸残基による影響をある程度分離し

て議論できることを明かにし2，これらの15N化学シフトテンソル主値(特に0
22

) を基

にしたポリペプチド(またはタンパク質)の固体構造解析が注目されるようになっ

た.しかしながら，化学シフトテンソル主値を求めるためには今のところ着目する

核を同位体標識した試料を必要とするため，この種の研究例はまだ非常に少ない.

そこで本研究では，カルボニル炭素 (1_13C)標識アミノ酸残基を選択的に含む α

ヘリックス形の単分散オリゴペプチド (18量体)を用いて，主に主鎖カルボニル炭

素 (1_13
C) の等方性化学シフト (0即)および化学シフトテンソル主値 (0

11
，0

22
， 0

33
) 

と隣接アミノ酸残基の効果(アミノ酸配列)との相関について調べた.

キーワード:13C化学シフトテンソル、ポリペプチド、コンホメーション、

隣接アミノ酸配列効果

しょうじあきら
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2.実験

2-1 試料

試料は当研究室で合成したLフェニルアラニン (PheあるいはF) ， L-ロイシン

(LeuあるいはL) ， L-アラニン(AlaあるいはA)残基からなる単分散オリゴペプチド

(18量体)を使用した3. 8位に選択的なカルボニル炭素(1 _13 C)標識アミノ酸残基

(Leuc， Alac， Phe) ， 12位にアミド窒素 C5N)標識しアラニン残基 (Ala
N
) を

含む全て右巻 αヘリックス形の単分散オリゴペプチド(18量体)試料のアミノ酸配

列は次の通りである.

1~6 7 8 9 10 11 12 13~18 

FLA 1: F-L-A-F-L-A-Phe-Leuc-Ala-Phe-Leu-AlaN-F-L-A-F-L-A 
FLA 2: -Phe-Leuc -A I a-Phe-A I a-A I aN_ 
FLA 3: -Phe-Leuc-Ala-Phe-Phe-AlaN-
FLA 6: -Phe-Leuc -Leu-Phe-Leu-A I aN_ 
FLA 7: -Phe-Leuc-Phe-Phe-Leu-A I aN_ 

FLA 8: -Phe-Alac-Ala-Phe-Leu-AlaN-
FLA 9: -Phe-Phec-Ala-Phe-Leu-AlaN-

2-2 固体高分解能13CNMRの測定

13C CP-MASおよび13C CP-staticスペクトルは日本電子製JEOLEX-270WB分光計を

用い共鳴周波数は67.80r-.征Izで測定した. 13 C CP-MASスペクトルの測定条件は， 90。

パルス幅:4.5μs，接触時間:2ms，繰り返し時間:5 s，スベクトル幅:27 kHz，デー

タポイント:8K，サンプリングポイント:lK， MAS速度:5.0~5.9 kHz，積算回数:

100~1500 回とした. 13C CP凶 staticスベクトルは，試料をマジック角度に固定し静止

状態で測定した.測定条件は， 90
0

パルス幅 :6.0μs，接触時間:2 ms，繰り返し時

間:5 s，スベクトル幅:40kHz，データポイント:8K，サンプリングポイント :4

K，積算回数:2100~6100 回とした. 13C化学シフトはテトラメチルシラン (TMS)

を基準とし，アダマンタン (O=29.5ppm) を二次基準とした. 13C化学シフトの実験

誤差は，等方性化学シフト8闘では:1:0.3ppm，化学シフトテンソルの主値のO22では±

0.5 ppm， oll
および8犯では:1:2ppmである.

3.結果及び考察

3-1 13C化学シフトテンソル主値とアミノ酸配列との相関

FLA1のCP-MASスペクトルおよびCP-Static(パウダーパターン)スペクトル(省

略)から得た8位のアミノ酸残基の13C化学シフト値 (COiso'cO11' CO22， Coぉ)は12位の

レアラニン残基の15N化学シフト値 (N九， NO22)と共にTable1にまとめて示す.
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Table 1. 13C Chemical Shifts (OiSO' CO11， CO22， CO33) and 15N Chemical Shifts 

(NOiSO' NO22) of the Samples in the Solid State. 

Sample 13C Chemical Shifts (ppm) 15N Chemical Shifts (ppm) 
C
OiSO 

C
O11 

C
O22 

C
O33 C8+C833 11 

N
OiSO 

N
O22 

FLA 1 176.9 240 192.4 98 338 99.3 55.1 

FLA2 176.9 240 191.2 100 340 97.9 54.4 

FLA3 177.1 240 193.2 98 338 100.6 56.0 

FLA6 176.9 240 193.4 97 337 99.5 55.9 

FLA 7 177.0 240 192.4 99 339 99.3 55.9 

FLA8 176.8 241 191.2 98 339 99.3 55.5 

FLA9 176.0 241 190.1 97 338 99.2 55.5 

FLAシリーズの試料の8位のアミノ酸残基のCo凹はいず、れも 176-177ppmの狭い範囲

内に観測される. これらのCo聞は αヘリックス形に帰属される特有な値であることか

ら，コンホメーションに大きく依存するが，隣接アミノ酸残基(アミノ酸配列)の

影響は殆ど受けないことが確認できる.FLA9のCo聞のみは他に比べ約 lppmの高磁場

側シフトが見られるが，これはPhe残基の側鎖構造の特性によるものと考えられる.

また， CAlf九の値 (337-340ppm)は試料間での差が最大 3ppmと小さい.これらは

実験誤差(::1::2ppm) を超える大きさではないことから， CO11+CO33の値とこれより求め

たC811(240-241ppm) とC
O33(97ー100ppm)の値もほぼ一定値を示すといえる.

これに対して， c
O22の値は 190.1ー193.4ppmの範囲に渡り，試料開で差が見られる.

しかも，このシフト差 (3.3ppm) はCO22の実験誤差より大きいことから， C82は隣接

アミノ酸残基(アミノ酸配列)の影響を反映していると判断できる。特に8位のレロ

イシン残基のCO22は11位のアミノ酸残基の種類によって大きく影響される傾向が見ら

れ，それより近い9位のアミノ酸残基の影響よりむしろ大きい.この結果は， αヘリッ

クス形ポリペプチドに特徴的なものと考えることができ，分子内水素結合の位置関

係および隣接アミノ酸残基効果の影響を直接確認できるという点で，極めて重要な

知見である.

3-2 13C化学シフトテンソル主値と15N化学シフトテンソル主値との相関

8位のレロイシン残基のCO22がこれと直接結合している9位のアミノ酸残基の影響よ

りむしろ 11位のアミノ酸残基の影響を大きく受けることの理由を明らかにするため

に， 8位のLeuCの13C化学シフトテンソル主値CO22とこれと水素結合を形成している 12

位のA1aNの15N化学シフト (NO四およびNO22)との相関を調べた. 15N化学シフトについ

ては、特にN端側隣接アミノ酸残基の影響を大きく受けることがわかっている.
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11位のアミノ酸残基の種類による化学シフト相関を見ると(試料FLA1，FLA2， 

FLA3) ， C
O22が高磁場側にシフトするとNO出およびNO22も高磁場側にシフトし，両者の

間でそれぞれほぼ直線関係が得られる.一方，9位が置換された場合には(鈴科FLA1，

FLA6， FLA7) ， NO回および、NO22の変化量はいず、れも小さく実験誤差の範囲内と考えら

れるが，CO22の変化(約 1ppm) については有意差といえる.したがって， 8位のレロ

イシン残基のCO22がこれと直接結合していない11位のアミノ酸残基の影響を大きく受

ける理由として， αヘリックス形ポリペプチドでは8位の残基のカルボニル基が11位

の残基の側鎖と空間的に極めて近い位置関係にあるため，主にその影響によるもの

と考えられる.しかし，今回は， 8位のLeu
C
と水素結合を形成している 12位のアミノ

酸残基の種類を変えた実験は行っていないので，この点も含めて，更に詳細な検討

が必要である.

4.結論

1. 測定試料の13c化学シフトテンソル主値CO22は190.1から 193.4ppmに現れ，隣接

アミノ酸残基の効果の存在が確認できた.特に， 8位のCO22は11位のアミノ酸残基

の影響を反映することが明らかになった.この理由として8位のカルボニル基と 11

位のアミノ酸残基の側鎖が空間的に近づき，その影響が反映されたと考えられる.

この結果は， C8闘がこれらの試料開で殆ど一定であることと対照的で大変興味深い

結果であり，化学シフトテンソルの研究の今後が期待できる.

2. cOll + cO33の値は337から340ppmでほぼ一定値を示した.cOllとCO33の値については

実験誤差が::1:2ppmで大きいため，これ以上の議論は今のところできないが，将来

これらがより正確に，精度高く求められるようになれば， 13C化学シフトテンソル

主値の有用性が明確になるであろう.
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3L4 2次元スピン拡散 NMR法による絹フィブ口インタンパク質の

局所構造解析

東京農工大工 O出村誠、斉田理、笹平理朗、石坂弘子、朝倉哲郎

University ofNijmegen B. H. Meier 

Local structural analysis of silk fibroin by two-dimensional spin di1fusion NMR 

Makoto Demura
1
， Osamu Saita

1
，恥1ichi紘iSaita

1
， Hiroko IShizaka1， 

Tetsuo Asakura
1 
and B. H. Meier2 

L Department ofBiotechnology， Tokyo University of Agric凶仰向阻d

Technoloあら Koganei，Tokyo 184 
2 La加ratoryfor Physical Chemistry， University ofNijmegen， 

The Netherlands 

Bombyx mori andPhilosamia cynthia ricini silk fibroins wer，巴labeledwi血[1_J3C]Gly組 d[1-J3C]Ala in v i vo in order 

to prepare the J3C labeled silk fibroin samples f ormeasurements of solidstate J3C 2D spin diffusionNMR. Di首位ent

2D spin diffusionNMR spectra betw悶 1[1-J3C]Gly and [1-J3C]Alalabeled B .mori silk fibroin fibers were observed 

when the silk fibroin with high silk Il (組tiparallels-sheet)∞ntent was us吋 2Dspin (印刷onNMR spectral 

simulation wi血 observedchemiω1 shift tensor values andE叫ecangles of J3C chemical shift tαlsor onentatlons 

calculated from atomic ∞ordinates was perfonned to clarify local 町 uc加 esof B. mori and P. c. ricini silk fibroins 

at atomic level. 

[緒言]

家蚕絹フィブロインの繊維構造の発現は、カイコの吐糸による準安定な Silk1型から安定な Silkn 

型結晶構造への構造転移を最大の特徴としている。主要シークエンスを Poly(Gly-AIa)nと仮定した

Silk n型のX線結晶構造解析は行われてきたものの、 GlyやAla残基以外の Ser，Tyr， Val残基ごとの

主鎖内部回転角や、繊維構造中の非品構造の詳細な情報は得られていなかった。我々は最近、角度依

存固体NMR法と各アミノ酸残基の 13Cおよび、15N安定同位体ラベル法を組み合わせて、絹繊維の Gly，

Ala， Ser， Tyr， Val各残基の主鎖内部回転角(中，ψ)の決定を行った[1-3J。一方、野蚕絹フィブロインの

Alaリッチ領域はクモ牽引糸のアミノ酸シークェンスと類似しており、家蚕、野蚕絹フィブロインの構

造の比較のみならず、クモ宣告引糸との物性比較の面でも野蚕絹フィブロインの高次構造解析が有用と

なってくると予想される。

本研究では、特定アミノ酸残基の主鎖カルボニル 13C核をラベルした家蚕および野蚕絹フィブロイン

の繊維試料について、固体2次元スピン拡散NMRを測定し、その結晶および非晶成分の局所構造を詳

細に検討した。

[実験]

[1-13CJGly， [1-13CJAlaを含む人工飼料を 5齢期の家蚕および野蚕に与え、 lacラベル絹繊維試料を得

た。 13Cラベル絹フィブロイン繊維試料は、これを精製して得た。吐糸直前のカイコから中部絹糸腺を

スピン拡散、固体2次元NMR、絹フィブロイン、化学シフト異方性、逆平行。シート構造

でむらまとと、さいたおさむ、ささひらみちあき、いしさやかひろと、あさくらてつお、 Meier B. H. 
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摘出し、セリシンを除去後、乾燥することによって繊維化前の絹フィブロイン試料を得た。 13C2Dス

ピン拡散NMR測定は、 AOLEX400 NMRspectrometerでstatic測定用プローブを用いて行った。

ミキシングタイムは 10s、室温で測定した。スペクトルシミュレーションにはGAMMAプログラム[4J

を用いた。

[結果と考察]

家蚕への安定同位体ラベルアミノ酸の経口投与によ
60 

って、 [1-13CJGly，[1-13CJAlaラベル絹フィブロイン 100 ~ Ala 

(Silk II型)を得た。 [1-13CJGly，[1-13CJAlaラベル化 言在160 

は13CCP /MAS NMRスペクトルのカルボニル域の強度
ト 200

増大から、絹フィブロインの高ラベル化が十分に行われ

ており、固体NMR測定用に用いることができることが
250 

わかった。絹フィブロインの固体NMRにおいて、AlaCs 300 

ピークの化学シフトは、コンフォメーションに著しく依 300 250 200 150 100 

存する。そのスペクトルパターンから今回作製した口
T2 (PPM) 

13CJGly， [l_13CJAlaラベル化試料は、いずれも SilkII ヒ〉
型であり、AlaCsピークのシミュレーションから、 Silk

II型結品:非晶の割合を 70:30と決定した。
EE) L 150 

国体 13Cstatic NMRスペクトルの浪IJ定から、 [1-

13C]Gly， [1-13C]Alaラベル部位のパウダーパターンが
に200

50 

。

観測された。スペクトルシミュレーションから決定され

たテンソル値はそれぞれ、 [1-13CJGly;011 = 245 ppm， 

022 = 179 ppm，σ33 = 90 ppm， [1-13C]Ala;σ11 = 242 

ppm， 022 = 186 ppm，σ33 = 96 ppmであった。

固体 2Dスピン拡散 NMRスペクトルをFig.1に示す。

[1-13C]Ala絹繊維では、対角ピークが主であるのに対して、

。
250 

300 

300 250 200 150 100 50 

T2 (PPM) 
Fig. 1 Solid state 2D 13C spil! 
diffusion N1依 spec回 of[IYC]Ala
σop)and[1YC]Gly但ottom)labeled 
silk fibers with Silk II s佐uc仰向.

[1-13C]Gly絹繊維では13Cラベルサイト聞に特徴的な化学シ

フト異方性相互作用の非対角パターンが強調された。分子構造中に局在する 13Cラベルサイト聞のスピ

ン拡散を化学シフト異方性相互作用の観点から解析するために、 G品 AMAプログラム[5Jによって、絹

フィブロイン結品構造の原子座標に基づいて、 13Cスピン拡散サイト聞の化学シフトテンソルのオイラ

一角を求め、 2Dスピン拡散NMRスペクトルシミュレーションを行った。家蚕、野蚕絹フィブロイン

の2Dスピン拡散NMRスペクトルと局所構造の関係、さらに各々の構造の比較について発表する。

文献
1. M. Demura et al.， J. Molecure Structure， in press 

2. T. Asakuraet al.， Annual Reports onNMR Spectroscopy， 34，301-346，1997. 

3. T. Asakuraetal.， Biopolymers，41， 193-203， 1997. 

4. S. A. Smith et al.， J. Magn. R巴son.，A 106，75-105，1994 

5. J. KumInerlen et al.， Macromolecules， 29，2920，1996. 
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3L5 国体NMRによるケイ素系ポリマーの

構造およびダイナミックスの研究
東京工業大学工1、ダウコーニングアジア(株)20黒木重樹 1、安藤勲 1、村上正志2

Solid State NMR Investigation of The Structure and Dynamics 

of Silicon based Polymers 

のepar回 entofPolymer Chemistl"Y，τbkyo Institute ofTechnologyl 

and Reseal"ch Center， Dow Coming Asia Ltd冷

Shi四 kiKuroki，1， Isao And02， and Mashashi Murakami2 

Poly(silmethylene)s with the repeating Si-C backbone units are one ofthe most well-examined 

carbosilane polymers. We synthesized two poly(silmethylene)s which are poly(diphenyl-

silmethylene)(pDPhSl.VI)担dpoly(methylphenylsilmethylene)(pMPhSM). These two polymers 

have difIerent physical proper包es. In this work， we measured 13C and :'9Si solid引 atem田

spectra of PDPhSM and PMPhSM， and discussed the structure and dynamics of Si嶋 Cbackbone 

and side chain of these two polymers. 

1、緒言

新規に開発されたケイ素系ホリマ一、ホリシルメチレンは主鎖に-Si-C 骨格をも

ち、メチレン鎖、シリレン鎖のみからなるホ1 リマーとは異なった特性をもっホリマー

として期待される 例えばボリメチルブェニルシルメチレン(PMPhSM)(-

Si(Me)(Ph)~CH2~)n は T，l，'; = 450じ、ボリジフェニルシルメチレン(PDPhSM)(-

Si(Ph)2~CH2一)n は T，l5=456'C と熱安定性も高く、その上熱可塑性樹脂のためリサ

イクルも可能である粘弾性特性の測定結果からこれらの 2つのボリマーは共通の主

鎖骨格を持つにもかかわらず大きく物性が異なっていることがわかったこれらのボ

リマーの 13C、29SiNMRスヘクトルを測定することによりその主鎖および側鎖の分子

構造およびダイナミックスを議論した

2、結果と考察

PMPhSMとPDPhSMの粘弾性特性の測定結果から、 PMPhSMは約 20'Cに現れ

るガラス転移領域で貯蔵弾性率が 10:3以上低下する》それ以外に損失弾性率のカーブ

において-120'C前後に不明瞭なピークが観測された i 主Tこ、 PDPhSMI士140''C付近

の貯蔵弾性率の減少以外に、 21O"C付近、 60""'70"C付近に損失弾性率のカーブに不明

瞭なピークが存在する

主ず、室温における PDPhSMとPMPhSMの l:3Cおよび :WSiCP瓜1ASNlVIRスベク

トルを Fig1に示す、 29Siスヘクトルにおいて、 PDPhSMは・7.4ppmと・9.2ppmにほ

ぼ強度比が 1: 1の2つの信号が観測されている J 主た、 PMPhSMI土-4.3ppmに1

つの信号が観測されている、 13Cのスヘクトルにおいて、 PDPhSMの側鎖フェニル基

に由来する信号は複雑に分裂しており、磁気的環境の異なった数種類のブェニル基が

l:3C， 2!)SiNMR、ホ、リシルメチレン、分子構造、夕、、イナミックス

くろきしげき、あんどういさお、むらかみまさし
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存在していることがわかるリまた、主鎖メチ

レンも 2つの信号が観測されており、 29Siの

結果も含め、磁気的環境の異なった2種類の

主鎖成分があることがわかる。一方、

PMPhSM の側鎖フェニル基は低磁場{則から

Cl、C2、C3，4由来の信号に帰属でき、主鎖

メチレンからの信号も 1つであった。

PDPhSM の29Siの2つの信号が何に由来す

るものかを明らかにするためにまずFig.2に

示すPDPhSMの29SiDDIMASスベクトルを

観測した。その結果、 CPIMASスベクトルで

観測された2つの信号以外に-8.5ppmにショ

ルダーピークが観測された。これは運動性の

良い非晶部に由来する信号であると考えら

れる。また29SiTl測定の結果、273s(-7 .4ppm) 

と306s(・9.2ppm)であり、 Tlはほぼ等しくこ

の2つの信号はともに結晶部由来の信号で

あることが分かる。 2つの結晶成分の主鎖由

来の信号が観測されており、その強度比がほ

ぼ 1: 1であることから PDPhSM の主鎖は

TTTGコンホメーションをとっていること

が推測される。

Fig3 に室温における PMPhSM と

PDPhSM の室温およびPDPhSMの386.5K

における 13CCP・DDPhIMAS測定の結果(ブ

ヱニル領域を示す。 PMPhSMは側鎖フェニ

ル基の Cl，C2，C3由来の信号が観測されてい

るため、すでに側鎖フェニル基の運動が室温

で起こっていることがわかる。一方、

PDPhSM では側鎖のフェニル基に由来する

信号のうち C2，C3由来の信号はほとんど観

測されていない。したがって、室温において

フェニル基の回転はほとんど起こっていな

いことがわかる。また少なくとも 3つ以上の

異なった Cl炭素が観測されているので、異

なった磁気的環境にあるフェニル環が 3種

類以上存在することがわかる。 386.5Kにお

いては C2，C3由来の信号が観測されている

ためプェニル基の回転運動がこの温度では

起こっていることがわかる。

Fig4 Iこ室温と 386.7Kにおける 29SiCP，

DDphIMASスベクトルを示す。室温では

dipolar-dephasingにより両方の信号がほぼ

同様の割合で減衰しているのに対して、

-5 -10 ppm 

Fig.2 29Si DD/MAS spectrum of 
PDPhSM at room temp. 

145 140 135 130 ppm 
Fig.3 13C CP+DDph/MAS spectra 
of PMPhSM(a) and PDPhSM(b)at room 
temp. and PDPhSM at 386.5K(c). 
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386.7Kでは高磁場側の信号は全く減衰せ

ず、低磁場側の信号のみが減衰している。こ

れは低磁場側の信号由来のシリコン原子が

lHと強い双極子-双極子相互作用があるにも

かかわらず、高磁場側の信号由来のシリコン

原子はlHとの双極子・双極子相互作用が小さ

くなっていることを示している、この温度に

おいて側鎖フェニル基の回転運動が起きて

いることが Fig.3の結果からわかっているの

で、高磁場側の信号に由来するシリコン原子

に結合したフェニル基は回転運動をしてい

るが、低磁場側の信号に由来するシリコン原

子に結合したフェニル基は回転運動をして

いないことがわかる。この結果から低磁場側

の信号が TT由来の信号で、高磁場側が TG

由来の信号であることが示唆される。詳細な

議論は講演にて述べる。

謝辞

本研究は、産業技術研究開発制度の一環とし

て、(財)高分子素材センターを通じ、新エネ

ルギー産業技術総合開発機構から委託を受

けて実施したものである。
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386.7K(b) .Dipolar-Dephasing 
delay is 25us. 

ρhυ 

F
h
1
υ
 



3L6 二次元固体 13Cスピン拡散 NMR法による

高分子ガラスの短距離秩序構造解析

京大化研 0梶弘典・堀井文敬

Analyses of Short-Range Ordered Structure of Glassy Polymers by Two-Dimensional 

Solid-State 13C Spin Diffusion NMR Method 

Hironori Kaji and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611 

The short-range order in glassy 13C carbonyl-labeled poly(ethylene terephthalate) (PET) ， 

quenched from the melt， has been investigated at room temperature by two-dimensional solid-

state 13C spin diffusion NMR spectroscopy. From two-dimensional13C spin diffusion spectra 

with various mixing times， it is suggested that there exists the ordered region within the 

mixing time of 3.2 s even in the glassy state， and that the disordered component increases with 

increasing the mixing time. Above 3.2 s， there is no orientational correlation， showing that 

the state reaches to a quasi-equilibrium. From the calculation of 13C spin diffusion rate 

constant， the correlation length of the ordered region is estimated to be of the order less than 

twenty carbonyl carbons. 

1.緒言

高分子の構造および運動はその巨視的な物性発現の原因であり、その解明は極めて重要である。

高分子の結晶および非品状態における分子運動解析には固体 NMR法が極めて有用であり、その

分子運動の詳細が数多くの研究により明らかとなっている 1，2)。一方、高分子の分子レベルの構造

は、結晶に対しては回折法により明らかとなっているが、ガラス状態での構造はいまだ明確にさ

れているとは言い難い。高分子のガラス状態における構造、特に短距離局所構造は、巨視的物性

のみならず分子運動とも密接に関連しており、その解明は分子運動を明らかにする上でも不可欠

である。

本研究では、カルボニル炭素を選択的にラベルしたポリエチレンテレフタレート(CO・PET)に

対し、 13Cスピン拡散を利用した二次元国体 NMR法を用いることにより、 PETのガラス状態に

おける短距離構造について検討した。

2.実験

試料は、東京農工大の朝倉哲郎教授に提供して頂いた CO・PETを 280
0

C、10kgf/cm2で製膜後

キーワード:ポリエチレンテレフタレート、非品構造、化学シフト異方性、

二次元交換スペクトル、 13Cスピン拡散

かじひろのり、ほりいふみたか
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氷水中で急冷し、一日間減圧乾燥させることにより作製した。得られたガラス状試料を NMR測

定に供した。固体 13CNMR測定は、 ChemagneticsCMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下で行

った。測定は、スピン拡散の角度依存性および、化学シフト差依存性を消去するため、また、 13Cス

ピン拡散を加速するため、超低速 magicangle spinning (us-MAS) (40土0.17Hz)下で行った。測

定温度は、 22.6土1.0'Cである。

3.結果と考察

31.二次元 13Cスピン拡散 NMRスペクトル

図1に混合時間を 0秒から 3.2秒に変化さ

せた場合の二次元 13Cスピン拡散 NMRス

ペクトルの測定結果を術敵図で示す。ここで

観察される交差ピークに運動の寄与.がない

ことは、ラベルをしていない PET試料の測

定により確認している。図 2には 13Cスピン

の拡散が起こっていない場合と、 13Cスピン

が完全にランダムになった準平衡状態に対

するシミュレーションスペクトルを示す。混

合時間が0秒の場合の実測スペクトルは、図

2(a)と同様、対角ピークのみが観察されてお

り、 13Cスピンの拡散が起とっていないこと

がわかる。一方、混合時聞が 3.2秒を超えた

場合のスペクトルは、図 2(b)と一致しており、

13Cスピンが完全にランダムになった準平衡

状態に至っていることがわかる。混合時間が

3.2秒以内では、混合時間の増加とともに、

交差ピークの増加が明瞭に観察され、無秩序

成分が増加していくことが示された。また、

全成分と無秩序成分の差スペクトルから、そ

の他の成分を検討したところ、対角ピーク線

幅の広がり、 α1から伺2部分にかけての対角

ピーク強度の減少が観察されるとともに、

国 3部分の強度が増加する傾向が見られた。

この対角ピーク強度の変化がスピン一格子

緩和時間 (1i.c)の主軸方向依存性によるも

のではないことは CPT1測定から明らかで

ある。シミュレーション解析の結果、フェニ

レン環がスタックした成分およびラベルし

Fig. 1. Experimental 2D 13C spin出血lsion

spectra of CO司PETin the glassy state. Mixing 

times are (a) 0， (b) 0.8， and (の 3.2s， respectively. 

The spinning rate is 40:1::0.17 Hz. 
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た炭素聞のなす角が数度以内の秩序成分の存在が示唆された。

3.2.秩序構造領域のサイズ

とのようにガラス状態においても秩序構造領域が存在しているととが二次元 .13C スピン拡散

NMR法により示唆された。この秩序構造領域の大きさは、 13Cスピン拡散速度定数を評価し、混

合時間を実際の距離に換算することにより明らかにできる 3)。混合時間中の平均 13Cスピン拡散速

度定数同は、

U-:， = ~m:b; FjO) 
り 2 りりり

で与えられる。ここで Slj"は双極子スケーリング因子、んは双極子カップリングの周波数、凡，(0)

はゼロ周波数での規格化されたゼロ量子遷移スペク.トルの強度である。本実験条件(us-MA8)下で

は、 Sij'=1、

a 崎、 2

ヲ {μ。r/h1(，， ___2 山
b(j = 1ー一ーァー13cos町一1)1 ..4.6x lO-"~ xτ、

¥ 4π ri/ 2 ¥ リ 匂

不可=f_国向pL"dωqP(ωdωp)P(ωjIωq)弘 (0)届 LOX 10-
4 

であった。以上より、可..7.2 x 10品 xd6と

なる。この結果から、 us-MA8によって同・は

核問距離 I万のみの関数となり、核問ベクトル

と静磁場のなす角。。および化学シフト差ωti-

Wjに対する依存性を消去できることがわかっ

た。秩序構造領域の大きさは、 Iij=4.5"'"'6 A 
と仮定すると一次元方向に十数個以下程度の

大きさであると見積もることができるが、よ

り正確には rijを明らかにする必要がある。初

期の速度定数は、短い混合時聞における交差

ピークの強度から評価できるため、角度相闘

を距離の関数として得ることが可能となるが、

交差ピーク強度が極めて小さいため、現在検

討中である。

謝辞:試料を提供して頂いた東京農工大工

学部の朝倉哲郎教授に深く感謝します。
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3L7 パルス磁場勾配NMR法によるポリエチレンオキサイド系

ゲ、ルにおけるイオンの拡散係数の測定

(物質研I、ユアサヨーホ。レーション2、機能水研究所3)

O早水紀久子¥相原雄一2、落合誠二郎2、W.S.Price3 

Measurement of the Diffusion Coefficients of Ions in the Gels of 

Polyethyleneoxides by the Pulsed Field Gradient NMR Method 

Kikuko Havamizu~ ， Yuichi Aihara2， Seijiro Ochiai2， and W. S. Price3 

lNational Institute of Mat巴rialsand Chemical R巴search，2Yuasa Cooperation， and 3Water 

Research Institute 

E-mail: hayamizu@nimc.go.jp 

Knowledge of diffusion is of fundamental importance for understanding active 

materials and the recently developed pulsed field gradient (PFG) NMR method is an excellent 

method for measuring diffusion coefficients. Gels are very interesting materials and their 

nature is half liquid and half solid， but techniques suitable for measuring diffusion in gels are 

limited. Gel electrolytes are very promising materials for constructing batteries. The 

components of the present gels are cross-linked polyethylene oxide (PEO， polymer)， 

propylenecarbonate (PC， solvent)， and LiN(S02CF3)2 (LiTFSI， salt). In this study， we have 

measured the diffusion coefficients of SPE and PC using 1 H PFG NMR and those of Li ion 

and anion by 7Li and 19F PFG NMR， respectively. The Li ion was observed to undergo 

r巴stricteddiffusion. 

パルス磁場勾配法NMR法(PFG-NMR)は物質中を拡散する原子、イオン、分子の挙動を

測定する上で、非常に有効な手法であり、特に異なった核種に対して個別のデータが観測

できるので、物質内部を詳細にみることができる。ゲ、ルは固体と液体の中間領域の構造をも

っているが、まだ観測手法が十分に確立しているとはいえず、構造と機能についての研究が

始まったばかりである。特にゲノレの中での物質移動は重要な現象である。リチウム電池にお

いてゲル電解質は有望であると考えられている。我々は PFG-NMR法をゲル電解質に適用

した。本研究で対象にした電解質ゲルの構成物質は高分子(架橋ポリエチレンオキサイド、

PEO)、溶媒(プロピレンカーボネイト、 PC)及びリチウム塩(LiN(S02CF3)z， LiTFSI )であ

り、それぞれの拡散系係数を測定したので報告する。

Diffusion Coefficient， Pulse Field Gradient， Gel electrolyte， lH， 19F and 7Li NMR 

はやみずきくこ、あいはらゅうし、ち、おちあいせいじろう、 W.S.プライス
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実験

PFG-NNRの測定は、日本電子製 GSH-200(4.7T、ワイドポアSCM)を改造して TecMag社の

テ会イ、ンeタイサ'-GALAXYとソフトウエア MacNMRと接続した本体に、日本電子製の PFG用プ

ロープ(マルチ+IH用及び町H用)及びパルス磁場発生用パワーアンフ。を接続して行った。

パルス磁場強度の較正にはシゲ、ミスタンダード社製の二重管の内管の中央に正確に5mm

のつつかえ棒をたてた特製のサンフ。ル管を用い、イオン交換水を入れてシグナル観測時に

パルス磁場を照射する方法で、マルチ用プローブを較正した。最大のパルス磁場強度は

8.5T/m (850 gauss/cm)で、あったO 次に水の拡散係数を測定し(2.4xl0-9m2/s)、これを基準

にしてF/H用のプローブを較正した。最大のパルス磁場強度は1O.9T/mで、あった。パルス磁

場強度の安定性は良好で、、繰り返し実験ではデータは実験誤差以内で一致している。測定

は全て室温(230 C)で、行った。

電解質ゲ、ルの作製で、は分子量 4，000のポリエチレンオキサイド(PEO)の末端をアクリノレ化

した前駆体を用いた。分量の塩を秤量して 50mlの PCに加え約30分撹排して完全に溶解

しさらに PEOを加えて30分捜枠した後に SUS3041こキャス卜してから放射線ラジカノレ重合に

よる化学架橋を行い目的とするゲ、ルを作製した。これを集めてシゲミスタンダード製の二重

管に高さ 5mmで挿入し'熔封した。これらの工程は全てド、ライルームで行った。本研究では 6

種類のサンフ。ルの測定を行った。即ちサンフ。ル A: PC(純液体)、 B:PC+IM LiTFSI(電

解質溶液)、 C:PC+20%PEO (ゲノレ)、 D:PC+0.5M LiTFSI + 20%PEO、E:PC+1M LiTFSI + 

20% PEO、F:PC+ 1.5M LiTFSI+20%PEO (D、E、Fは電解質ゲ、ル)。

PFG-NMR 
今回測定に用いたパノレス系列は次の通りであり、最も単純、基本的な方法である。

τ ー τ

いわゆるスピンーエコー法にパルス磁場を2回照射して磁場勾配をつくる方法で、ある。観測

対象物質が位置を変えると最初のπ/2パルスの後 xy平面に広がったスヒ。ンの位相が次の

パルス磁場と πパノレスの後で、再集合しなくなるとし、うのが極く単純な原理である。パルス磁

場を照射した時としない時のシグナル強度の比(E厄。)は自己拡散係数Dとすると

E厄0=exp (ーD(ygO)2(企・る/3)) [1] 

で与えられる。ここで yは磁気回転比、 gはパルス磁場強度、るはパノレス磁場の長さ、企は

パルス磁場の間隔で、ある。式から明らかなように、拡散係数が同じなら yの小さな核種で、は

gは大きくなければならない。また SCMの作る大きな磁場のなかで付加的な磁場を照射す

るので、パルス磁場後に渦電流が残るとシグナルが歪んで正確な強度が得られなくなる。パ

ルス磁場は高周波パルスの直後に照射し、渦電流の効果をなるべく受けないようにしている。

δ(small delta)と企 (largedelta)との関係において自ずと限界があり、測定可能な拡散係

数にも限界がある。実際の測定で、はパルス磁場強度と企を一定に保ってるを変化してシグ

ナノレ強度Eを測定してた。パルス磁場のない時のシグナル強度 Eoで、規格化することにより、

緩和の効果を相殺し、 (ygo)2(D-o/3)で、対数フ。ロットして勾配から拡散係数 Dを得ている。一
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般に 1HNMRと19FNMRでは Aは30""-'3 Omsで、 7LiNMRでは Aは 10""-'20ms測定した。

もし拡散が無限に広い空間で起こる時には、 D の測定値は Aや gによらないことが理論

的にも実験的にも示されている。しかしながら、我々が測定したゲ、ルのサンフ。ルで、はプロット

は必ずしも直線にならなかった。この時には“制限拡散"としづ現象が起きていると考えられ

る。この時の理論的な計算に基づく 7LiNMRに対するプロットは次の通りになる。

。 Simulations of free and restricted diffusion 'Li 
司、、

、 ーー 、

ー1

-2 ~~ミ I!. = 10 ms 
o = 2 

-3 
D = lx 109 ms-1 

~ -4 

.=: -sl ¥、 ¥f-fes:?:2f加 JOn

-6 1- Free Diffusion 

ー7ト¥ '-' R=4μm 

-8 
0 2 3 4 

q (ni
1
) x 10' 

ここでは拡散している物質は半径 Rの空間に限定されていて、この外側へ移動することが

できなしせ仮定している。モデ、ノレを単純にするために q=ygo/2π で、プロットしてある。

結果と考察

実際の測定例をつぎの図に示す。 lHNMRで測定された1Mの塩を含むゲル中の溶媒の

( 

w 

。。 . 、、. 、.
0.5-1 ' .. 

、. 
冒竃 . . 

C -1.5 
値 、

.ー

E・、

'H PFG experiment for Sample E (solvent) .. 
-2.，.j (A=50 ms 9=0.77 T/m) 

200 ・00 600 800 1000 1200 140。
y2g2t.2(A_d!3) x 10

1 sl m2 

拡散は[1]式で、示される現象と一致して直線になっている。拡散係数は1.7xlO-lOm%となり、

純液体状態(サンブ。ルA)の値 5.3x10-lOm%、電解質溶液(サンプ。ルB)の値 2.3xlO-lOm2/sと比べ

て小さくなった。溶媒の拡散はいずれのサンプルのフ。ロットで、も直線となり、自由な拡散して

いるとしづモデ、ルで説明で、きる。溶媒の拡散係数はサンフ。ノレAからFへと構成が変わるにつ

れて、徐々に小さくなる傾向がみられた。またホ。リマーの 1HNMRスベクトノレはブ
e
ロードなシグナル

で測定できるので、拡散係数を測定したところ溶媒よりおよそ2桁小さくなった。

しかしながら次の図で示した O.5Mの塩を含むゲル(サンフ。ルD)の19FNMRで PFG法の測

定ではわずかに上に凸の曲線が得られた。これは陰イオン(-)N(S02CF3)2の拡散を測定し

ていることになる。図での拡散係数はおよそ 1xlO-lOm2/sとなる。電解質溶液(サンブ。ルB)でも

同様な傾向ががみられる。溶液での値4.8x10-10mZ;sと比べるとゲ、ルで、は拡散は約1/5にな
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(
凶
)

F

h . 
ゆ FPFG experiment for Sample 0 

'-1 ("'=30 ms g=0.95 T/m) 

国

6 

500 1000 1500 2000 

y'g'o'("，-oβ) X 10
7 
51m2 

3000 3500 

っている。我々は異なった溶媒と塩で、構成されるゲルの系(γ ーフヲルラクトンGBLとLiBF4)で拡

散係数も同じ測定条件で類似の範囲で測定しているが、 19FNMRではいつも直線になるの

で、曲線が観測されるのはこのゲ、ノレの系の特徴とし、えよう。拡散係数の値はサンプル Bから

Fまであまり大きな変化はみられず、溶媒の拡散係数とは異なった挙動を示している。

一方7LiNMRの PFGの測定で電解質溶液(サンフ。ルB)では直線が得られ、拡散係数は

2.5x10-10 
m

2
js がとなっているが、ゲ、ノレのサンフ。ルで、は下図に示すような回折があるパター

ンが得られた。理論図とは横軸の単位が異なっている。理論にあわせるためにはパルス磁

。+・・ . 

-， . . . 
w 
) 

c 

4寸 v
'Lj PFG experiment for sample F 

("'=20ms g=6.0 T/m) 

1000 2000 3000 4000 

192O
2
(o'_O/3) x 10

7 
s/m

2 

場強度を変えてNMRを測定することになる。実験条件の設定はパルス間隔 A (この間に

スピンが移動する距離に対応しおおよその目安は(2D企)1/2) とるが重要であり、その上

でパルス磁場強度を変えていく。この実験は現在継続中である。

図で示したような 7LiNMRで、回折が明確にみえるパターンは全ての電解質ゲ、ル(サンフ。ル

D、E、F)で観測されているが、サンプル製造後に経時変化があるようにみえるので、ゲルが

安定状態にあることをみきわめなけらばならない。また上記の同じポリマーで、異なった溶媒と

塩からなるゲルの系 (PEO-GBL-LiBF4)の7LiNMRではこのような現象は測定されていなし 10

従って特異なゲ、ノレで、このような現象が起こると考えられる。

制限拡散があるために回折パターンが得られることは理論的に予想され、実験的には多

孔性のガラスの中での拡散や磁場に配向させた赤血球など特殊な場合に測定されている

にすぎない。ゲルの拡散係数を測定したデータは僅かで、あり、しカもこのような明確な回折

パターンは最初の実』験データと考えられる。
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3L8 国体高分解能109AgNMR. 銀(1)錯体の立体構造とAgNMR化学シ

フトの相関

(東京都立大学理学部)0北川進嶋田陽子松坂裕之近藤満

大久保貴志

High Resolution Solid State 109 Ag NMR Spectra of Silver(I) Complexes 

Susumu Kitagawa ，Yoko Shimada， Hiroyuki Matsuzaka ， Mitsuru Kondo ， 

and Takashi Okubo 

( Department of Chemistry， Tokyo Metropolitan University) 

CPMAS 109 Ag N恥恨 spec回 ofsilver(I) complexes have been measured and their chemical 

shifts were examined in relation to the coordination environment of the silver(I) complexes ， 

whose structures were determined X-ray crystallographically . The good correlation is found 

for two-coordinatβsilver(I) complexes of pyridine derivatives ; the chemical shift incr凶 seswith 

the decreas巴inthe bond組 gleof N-Ag-N . 

【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物性により

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、緩和時聞が長いため、観測が困難で、その研究は限られてきた。特に、溶液状

態においては、化学交換、溶媒 400・

との相互作用などにより平均化{制

された値しか得られず、配位構 E
造及び電子状態に関する詳細な 2300

情報を得るには適していない。話

このような特徴を有する銀 im
(1 )錯体のNMR測定手段として gm
固体高分解能109AgNMRを用 一

いた。この手法では、錯体を 叩

団体状態で測定するため、溶 1 

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

l()x 
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Fig.1. Correlation of observed '田AgNMR 

chemical shifts with pKa values of ligands 

銀(I )錯体、鴻泉構造解析、国体109AgNMR 

きたがわすすむ、しまだようこ、まつざかひろゆき、こんどうみつる、おおくぽたかし
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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;去を用いる

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。

現在までに、直線二配位構造を有する乙、文は4位置換ピリジン単核銀錯体につ

いて固体高分解能109AgNMRを測定し、それらの構造と電子状態、化学シフト値の相

関などについて研究を進め、ピリジン錯体の109AgNMRシフト値と、配位子のplくaと

に良い相関のあることを見出した (Fig.1 .)。この結果を受け、本研究では、配位原

子部位の塩基性のみならず、銀の配位数、立体構造と化学シフトとの関連について

も検討を行った。

【実験】

合成は全て、空気中・室温で行った。また、銀への配位を防ぐためアニオンはBF4

またはP九とした。測定に用いた粉末については、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。

[測定] 観測周波数12.5751MHz、観測幅20000Hz，poi nt数8192、delay ti me 

20μs、deadti me 26μs、パルス幅8μsにて測定を行った。サンプルは試料の密

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}く溶液を用いた。

【結果および考察】

2，2'-dipyridylketone(dprk)、dipyridylamine(dpya)、2・benzoylpyridine(bzpy)、

anilinopyridine(anpy)をそれぞれ配位子として有するNドナー二配位型の銀(1)錯体を

合 成し X線構造解析を行ったところ、それぞれ、 {[Ag(dprk)](B九)}n、

{[Ag( dpya)](PF 6n。、 [Ag(bzpY)2](PF6)、[Ag(anpY)2](PF 6)の組成を有し、銀は全てNド

ナー二配位型となっていること 500 I 
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たところ、 0が小さくなる程低磁場シ
I ([AgL](PFJ}n 

フ卜するという相闘が得られた(図1)。

次に、縮合環配位子 (Fig，3，)を用

いた場合についても検討を行うこと

を目的とし、 Nドナー二配位型のポリ

マー及び単核錯体を合成し、構造を

明らかにするとともに固体銀NMRの

比較検討を行った。 acridi ne(acrd)、
phenazine(phz) 及 び

octahydrophenazine(ohphz)錯体

について、良好な単結晶が得られた

ため、 X線構造解析を行ったところ、

acrc韓首体、 phz錯体については、

Nドナーニ配位型の単核錯体が 450

形成されており、 ohphz錯体!こ 2400

ついては、 Nドナー二配位型の芸 350

ポリマー構造を有していること 3300

が明らかとなった。また、何れ E250

の錯体についても、 N-Ag-N角 5

は180度と直線型になっており、

Ag-N距離は同程度の値となっ

ている。今回新たに合成した縮

合環配位子を用いた銀錯体につ

いて、配位子のplくaと化学シフ

ト値との相関をFig.4，1こ示した。

Nを一つ含む配位子を用いた

単核錯体と、 Nを二つ含む配位

[AgL:J(PFJ 

α酬

のqxln 。
py phenth 

Fig.3. Ligands 
500 

• phz 

py 

qn10 0・.
• • qxln • 。

phenth 。acrd

• • • • 
ohphz (polymer) 。

200 
•• qxln (polymer) 

....2._ 
• 
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2 3 

pKa 

Fig.4， Correlation of ObSeNed 'ω'Ag NMR chemical shifts 

4 6 5 。

with pKa values of ligands 

(・:Z -or 4-Substituted pyridine derivatives 

o : Condensed aromatic ring including one N atom donor 

• : Condensed aromatic ring including two N atom donors 

く>: Condensed aromatic ring including two N atom donors 

(polymer) ) 

子を用いたポリマーについては、 2-文は4位置換ピリジン誘導体を配位子とした

錯体と同様な傾向を示したが、 Nを二つ含む配位子を用いた単核錯体については、

phz錯体では462ppm、qxln錯体については342ppmと、これまでに得られた傾

向とは、大きく異なった挙動を示すことが明らかとなり、この要因についての検討

も行った。
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3L9 赤色蛍光体、 Euドープ Y202S、の89y 国体NMR

(三菱化学横兵総研1・化成オプトニクス2・東和k産大3) 0.原園としえl

.安達隆二2・渡部徳子3

8与Y-SolidS阻teNMR of Red Phosphor， Eu-doped Y2UZS 

(Mi回bおhiChe出ca.lCo. ¥ Kasei句tonix2，Tokyo U凶veぉiザぱ Fisheriおう

Oroshie胎 razono1， R州iA也chP，Tokuko Watanabe3 

Solid state 89Y(I=1/2)匂 MASand -static NMR of a red phosphor， Eu doped-Y 202S， 

have been studied. Besides the rnain peak of Y 202S， another 4 peaks appeared in the 

Eu doped-Y202S up to 10 rnol%. The 4 peaks were assigned仕ornthe relative 

intensity of the 4 peaks and the relationship b巴tweenT1 and Y-Eu distance. 

Furthermore，合ornthe ratio of the total area of the 4 peaks to the rnain peak， the arnount 

of inhornogeneously distributed Eu was estimated. 

イットリウムは、超伝導体や飴切釘質の母体等のセラミックスとして広く用いられている。

これらの物質の結品構造や物性を調べる上で、イットリウム-89をプローブとした国体NM

Rの研院は特に重要であると思われる。しかしながら、 89yは又然存在比100%、核スピン、

1 = 1/2、であるにもかかわらず、共鳴周波数が4.9班Iz(IH: 100附z)、'Hに対する相対感度がL

18 X 10-4と感度の低い低周波数核であり、また、緩和時間が長い(数時間)ことから、 89yの

固体NMRはこれまでほとんど曹関されていない。これまで、著者らは、 Y203> Y3AlsO'2' Y202S 

の町制ASと-static NMR')、及び、 Eu-dopedY203. Tb-doped Y3A1sO'2のおY-staticN服2)について

報告した。今回、テレビのブラウン管用赤色蛍光体として用いられているEuドープ Y202Sα2

02S:Eu)の物性を調べるため、 Eu/Y= 0 ~ 10 rnol%のモデ、ル化合物を合成し、 89y_固体NMR

を誤l淀した。得られたデータは、 Y202Sの吋一固体NMRに関する最初のものである。更に、 T，、

T2、及び、シグナルの定量測定から、シグナルの帰属、繍日樹蕎、及び、 Euの分布等について

新たな知見が得られたので報告する。

試料及び測定方法: 本研究で用いた謝斗は従来の方法で作成した九不純物濃度出eiko

-SPS-1200A ICPとRigaku 3370齢 'tx線で定量した。不純物は、すべてlpprn以下の濃度であ

った。結晶構造はPhilipsPW1700 X線回折装置で、解析、確認した。国体NMRの抑皮lはBru

吋-MASNMR、 89y-s tat ic NMR、Y202S、Euドープ Y202S、繍口時間

Oはらぞの としえ・あだち りゅうじ・わたなべとくこ
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ker社製MSL-300固体NMR装置にstatic、及び低周波数用CP-MASプローブを装着して行

なった。摂脆条件は以下の通りである。共鳴周波数:14. 706阻Z，90'パルス:11μs伽AS)、1

5μs (s tat ic)、 回転数:5000 rps、oppm: 1. 5M Y (NO~ 3水溶液、デ、ツトタイム:150μs、

くり返し時間:10 s (s t a t i c)、 1000 -150000 s 0阻S)。

結果、及び、考察:

Y
2
0
2
Sは図1に示したような六方晶系の結晶構造をしている。結晶中のY原子は、らの対称性

を持ち、 4個の0原子と3個のS原子と結合している。今回、 89y_国体NMRを誤l院したモデ

)1イ七合物のサンプルリストを表lに示した。これらのサンプルの89y-s tat ic、及び、-MASNM 

Rスペクトルを図2-(心と一(b)に示した。 Euをドーブするにつれてstaticスペクトルはブロー

ドな1本のシグナルになるが、 MASスベクトルは、③で示したmainpeak (YO)の他に、新たに、

q沼泡⑤で示したピーク仔[)が1:1 : 2: 1の比で現れた。

Euは?の位置に入り、 4f6の電子状態をもっEu3tとして存在する常酸性種である。国体中に常

磁性種カ苛宇在する時のスピンー格子緩和は主にdipole-dipole相互作用に支配され、スピンー

格子緩和時間 (T[)は次式で表わされる九

1/T[ cx N/r6 ， 

ここで、 Nは繍口に寄与するEuの個数、 rはYとEuのE鴎住を表わしている。

Euをドープした時に現れる4本のシグナルの帰属をするために、 saturationrecovery法でT

lを摂l淀した。結果を表2に示した。 Euがドーブpされていない，Y202SのT[は23800s (6. 61 h)と非

常に長い値を示した。このピーク、③のT[はEu濃度が耳勃日するにつれて短くなったが、他の4

本のピークのT[は、 Eu濃度に依存せず一定であった。 Eu濃度が増加するにつれ℃③のT[が短くな

るのは、 Nが糊訂すること、及Zλ 平均の'Y-Eu~鴎Eが短くなることに起因する。これに対して、

q沼泡迩7て示したピークのT[にはEu濃度依存'性がないことから、これらのピークはYとEuのE鴎住

が固定されている種によることが示唆される。 1個のY原子を1個のEu原子で置換すると、 Eu

(-0-， -O-)Y， Eu(-S一， -S-)Y， Eu(-Oー， -S-)y. Eu-S-y結合をしたYが、それぞれ3、3、6、

機 os
Table 1. Sample list of Eu・Y202S

sample EulY (y l-cEuc)z02S 
_，--ーァ、一、

'一.、
， mol!% 1-c C 

KR-1 。 1 。
KR-2 1 0.9901 0.0099 

KR-3 2 0.9804 0.0196 

KR-4 4 0.9616 0.0384 

KR-5 7 0.9346 0.0654 

Fig.1 Crystal strucωre of Y202S， 

KR-6 10 0.9091 0.0909 
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3個(1:1 :2: 1)、計15個生ずる。ピークの面積比から@泊'>]u(-0-， -S-) Yに帰属される。 Eu(-

0-， -O-)Y， Eu(-S一， -S-)Y， Eu (-0一 -S-)y，Eu-S-y結合のYとEuのZ鴎住は、リートベルト法に

よりそれぞれ、 3.61. 4. 31. 3. 78， 5. 73Aと求められた5)0 N=lとして、1/T1，cx 1/r6の関係を

プロットすると図3に示したように、ほほ直線になったo このことより、 q鴻'>]u(-0一， -0→I、
②がEu(-S-，-S-)Y、@泊~]u(-0-， -S-) Y、信治~]u-S-Yに帰属された。 1個のYが l個のEuで置き

変わると 15個のylが生じることから、 Euが均一に分布している時のly1jYVの面積比が計算され

る。実際のスペクトルから求められたylIYOの面積比は計算値よりも小さい。(表2) このこと

は、 Euの分布が均一ではないことを示している。不均一領域(A)に存在するEuの周りの，ylはシグ

ナルが広がって検出されず、均一領域(B)に相生するEuの周りのylのみがシグナルとして検出さ

れると仮定した時の、 A!Bの値を表2に示した。 Eu濃度が増加すると、不均一領域が増えること

がわかる。更に、主軸とy-Euのなす角を0とした時、擬コンタクト項を表わす構造因子、 (1-3

Eu!Y 

mo1% 

KR-6 10 

KR-5 7 

KR-4 4 

KR-3 2 

KR唄 2 1 

KR司 1 0 

(a) 

③ 

100 
PPM 

-Eノ
L
U
 

/.‘、

Fig. 2 89y solid state NMR spectra of EU-Y202S. (a) static (pu1s巴 WI拙 :5μs，

recycl巴 tim巴: 10 s). (b) MAS (pu1se width: 11μs， recycle tim巴: 10∞-15∞∞ s). 
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Table 2. 

sample T1/s ylfYl ylfYl recycle time A厄

① ② ③ ④ ⑤ caIcd. obs. s 

KR司 1 / / 23800 / / / / 150000 / 

KR-2 20 34 2460 36 145 0.176/1 / 1000 / 

KR・3 17 39 1560 36 157 0.428/1 0.25/1 7500 33/67 

KR-4 17 30 890 31 143 1.494/1 0.53/1 5000 42/58 

KR-5 21 42 370 33 164 small YO 0.93/1 1600 54/46 

KR-6 16 46 230 36 133 small YO 1.31/1 1600 62/38 

Ave. 18.2 38.2 / 34.4 148.4 / / / / 

Spin-lattice relaxation times and ylfYl of EU-Y20ZS 

A: the amount of inhomogeneously distributed Eu. 

B: the amount of homogeneously distributed Eu . 

• 
① 

6 

Relationship between 1fT1 

組 d1/r6 
for 4 peaks. 
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cos2 e) /r3と4本のシグナルのシフトとの聞に相関性がないことから、q沼運渇〉のシフトにはコ

ンタクト項が含まれていることが明らかになった。
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3L10 NMR-MOUSE法による高分子皮膜の劣化解析
(新日本製織(株)先端研1)、 I~WTH-Aachen 2)) 0驚藤公児1&2)， 

P.Bluemler 2)， B.Bluemich 2) 

Weathering Investigation of PVC Coatings on lron Sheets by the NMR-MOUSE 

1) Advanced Technology Research Laboratories， Nippon Steel Corporation， 

2) Magnetic Resonance Center RAIAlli{C， RWTH -Aachen， D・52056Aachen， Germany 

o Koji Saito 1&2)， Peter Bluemler 2)， and Bernhard Bluemich 2) 

Composites with ferromagnetic components are usually excluded from NMR investigations due 

to large magnetic field distortions. Several applications of NMR methods appear to be limited by 

this fact. However， a noveI NMR d巴vice，the MOUSE (MObile Universal Surface Explorer)， also 

works in the presence of ferromagnetica， as inhomogeneous magnetic fields are used in the first 

plac巴. It is applied to relaxation measurements of polyvinylchloride (PVC) coatings on iron 

sheets. New and artificiaIIy weathered PVC coatings can b巴 discriminatedby different transverse 

relaxation times. Th巴 MOUSEdesign can be improved for such applications by using large也rea

surface coils with a low penetration depth. The w巴atheringtreatment of the samples leads to 

different chemical changes. The moleじularmobility is thus reduced and dipolar couplings are 

enhanced. This explains th巴 shorterT2 relaxation times in the case of the aged sample. 

1.はじめに

NMRは非常に多くの情報を与え、様々な分野での応用が展開されている。しかし、

どうしても実験室での測定・解析となり、度外で実際に使用されている実材料を直接解

析することはできなかった。例えば重要な鉄鋼商品である鉄板上にコートしである高分

子皮膜の劣化にはNMRが有効 1)であることはわかっていたが、鉄板があるためNMR

は適応できず、屋外では J1 Sの色差法で計測するか、もしくは鉄板から高分子皮膜を

はがして実験室にて、 1 R法やNMR測定をしていた。最近BluemichらによってNMR

-MOUSE(盟，bile!J.ni versal ~urface g_xplorer)法 2)が開発され、屋外でのゴムタイヤ等

の実材料の測定・解析が可能であることがわかってきた。そこで今回我々は、鉄板上に

コートされた高分子皮膜の劣化解析にNMR-MOUSE法を適応し、いくつかの知見を得た
ので報告する 3)。

2. 実験

鉄板上(1.5 mm厚)に 500μm厚のpolyvinylchloride(PVC)がコートされているも

のを試料とし、それらを SW O M  (~unshine !eather Qf M，eter)装置にて、紫外線照射

(280"-'450nm， 370W/m2，約2時間)と水滴噴霧(約 20分)を 1サイクルとする劣化処

理をそれぞれ0，100， 300， 500， 1000， 2000， 3000時間行った。

測定は自作のNMR-MOUSE装置2)で、 T 2の測定は改良型steady-stateCPMG 

シーケンスで、行った。共鳴周波数は、約 17. 5 MH  zであった。基本となる装置構成

をFig.1Iこ示す。鉄板の有無による影響の比較のために行ったT2測定は、上記試料を鉄

板から引き剥がした後、同様にNMR一MOUSEで行い、更に同時にChemagnetic社の

CMX-300でも行った。 NMR-MOUSEでの測定時間は、約 2時間であった。

NMRmouse、表面情報、緩和時間

さし、とうこうじ， Bluemler P.， Bluemich B. 
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Surface Coil 

MARAN 

Fig.1 Setup of the NMR-MOUSE spectrometer品ndExperimental setup of the probe. The B" 

field is produced by th巴 twoperman巴ntmagnets， B， by a solenoid surf.品cecoil. The g丘pwidth 

determines the reson叩 cefrequency and influences a!so the sensitive volume. 

3. 結果
鉄板の存在がNMR-MOUSEに及ぼす影響を検討する目的で、 Boの磁場分布を市

販のソフト (QUICKFIELD:Tera Analysis) で計算したが、特に Boの大きさについての

変化は観測されず、逆にその均一性は改善されていた。実際の実験では、 eddy-current

のためのパノレスゆがみやprobe-ringingが観測されたが、測定上大きな問題にはならなか

った。ちなみに、鉄抜上の試料は鉄板と磁石の関係によって強屈に磁石に密着していた。

測定結果はdouble-exponentialで緩和時間を算出すべきであるが、鉄板が存在する場合、

slow成分の磁化の減衰状況がノイズが高いためにはっきりせず、結局mono-exponential

関数で、の処理を行った。 Fig.2の上段に鉄板上の劣化処理0時間(未処理)と 3000時

間の試料のNMR-MOUSE法で測定した結果を、下設に鉄板を除去した開一試料の

測定結果を示す。明らかにNMR-MOUSE法で、鉄板上の PVCのT2を測定できて

いることがわかる。また 3000時間の劣化処理試料のT2が、未処理の試料のそれと比

較して短くなった。また鉄板の有無にも関わらず、 fast成分のT2の{直はほぼ一致してい

た。更に鉄板の有無に関係なく fast成分のT2について、その変化程度は劣化処理と未処

理でほぼ間様であった。このことは、当初懸念された鉄板の存在に起因する鉄板と磁石

が強酉に密着したために生じる PVCへの影響は、 T2で見る限りでは少ないと考えられ、

鉄板上にコートされた PVCの劣化を本法にて評価可能であること示している。

Fig.3に、各試料の J1 S法による企差測定の結果を示す。 PVCは3000時間での

SWOM劣化処理によって、未劣化試料と比較して色差が大きくなっている。またその

変化が著しいのは、劣化処理時間が 1000時間以上経過してからであり、劣化処理初

期には J1 S法があまり有効でないことがわかる。
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Fig.2 Transverse relaxation measured by CPMG echo trains. Upper: The decay function is about 

mono-exponentiaI with iron sheets. Lower: The decay curves without iron sheets reveaI an 

巴xponentiaIcharacter. 
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Fig.4tこ各劣化処理をした試料について、 NMR-MOUSE法で鉄板有りと無しの場

合、及び鉄板から剥がし通常の固体NMRで測定結果を併せて示す。明らかにT2の絶対
値は異なるが、様々な高分子の劣化について既に報告されているし叫ように、 T2 ;Ò~減少
する傾向は一致している。また、劣化処理が初期の頃に対しても、非常に鋭敏にT2が変

化していることがわかり、 J1 S法よりも本法が PVCの劣化に対する感度が高いと思

われる。この PVCのT2の減少の理由として、紫外線照射に伴うラジカノレ濃度の向上、

それに伴う化学結合の切断、紫外線照射に伴う試料温度の上昇による揮発分の減少等が

考えられ、結果として PVCのmobilityが失われ、 dipolar-coupling強調されたためと

推定される。

( 

にJ
cl) 

的

0.9 

自 0.8
) 

C"J 

←司

0.7 

hours(SWOM test) 

NMR Mouse without iron sheets 

NMR Mouse with iron sheets 

CMX (300 MHz) 

Fig.4 The relationship between SWOM periods and T2 about individual measurement methods 

4. まとめ
NMR一MOUSE法で、鉄板上にコートされた PVC皮膜の劣化程度を簡易的に判

定できることがわかった。 SWOMでの劣化処理は、自然の天候をモデ、ルに作られてお

り、鉄板上の高分子皮膜の劣化試験として広く国際的に使用されている。我々はポリエ
ステル系の高分子皮膜で、も同様の結果を得ており、今後本手法が屋外での鉄板上の高分

子皮膜の劣化判定に活用できる可能性がある。しかしすべての高分子の劣化を本手法で

評価できるか否かは検討が必要である。また本手法は今後更に実験室に持ち込めない、
屋外での様々な実材料の解析に応用できると期待され、現在いくつかの間発が進められ

ている。
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3L11 高速パーソナルコンビュータを用いた
リアルタイム NMR画像再構成システムの開発

0拝師智之，巨瀬勝美

筑波大学物理工学系

Development of a Real-Time NMR Imaging System 

Using a High-Speed Personal Computer 

Tomoyuki HAISHI， tく~atsumi KOSE 

In政均teof Applied P.砂'sics，U niversi汐ザTsukuba，Tsukuba， Ibaraki 305 Japan 

A real-tirne NMR image reconstruc包onsystem have been developed using a high-speed personal 

computer running under Windows95 (CPU: Pentium). The system was operated at various CPU clock 

frequency between 75MHz and 200MHz by changing the base clock frequency (50， 60， 66MHz) and 

the“over drive" factor (1.5， 2.0， 2.5， 3β). When白eCPU clock frequency was 200MHz， the也nefor 

one 128 x 128 pixel釘lagereconstruction was 48 ms， and the位nereq山redfor the image display was 8 

ms. NMR im伊 g叫 erimentsw田 pe伽 medusing this system w出血問 NMRimゆ19pulse 

叫 uences(FLASH， ml耐 shotEPI， single-shot 田町.The obtained results demonstrate great promise 

of the real-凶 eimage recons凶 ctionsystem using a high-speed PC 

くはじめに>

高速な NMR撮像法によるデータ収集と，それに並行して高速に画像を再構成・表示する，いわ

ゆるリアノレタイム MRIJがこれまでに幾例か報告されているりの.世界で最初の報告は， 1989 

年の Riedererらによる勾配エコー法を用いたもの(毎秒 1枚程度)で、あったが，その後，商用のも

のを含め様々なシステムが提案されてきている.

しかし， リアノレタイム NMRイメージングシステムとして報告されたほとんどのものが， UNIX 

ワークステーションや専用のハードウェアを用いているため，他の研究者がそれらの報告を参考に

して構築することは非常に困難である.本研究では，以上の状況をふまえて，それらの欠点を解消

する，高性能パーソナルコンピュータを用いたリアルタイム画像再構成・表示装置を実際に構築し

た.そして，その処理能力などを実験的に解析・評価し，実装上および使用上の問題点などを明ら

かにした.

<リアルタイム画像再構成・表示装置>

本研究で開発したリアノレタイム画像再構成・表示装置のブロック図を Fig.1に示す.このシステ

ムは，高性能マイクロプロセッサ(pentium:lNTEL)を内蔵したパーソナノレコンピュータ(DOSN

キーワード :1)アルタイム、画像再構成、 NMRイメージング

はいしともゆき、こせかつみ
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機)を中心としたもので，その拡張パスである ISA

パスに AD変換ボード(PC・414G:DATEL，FIFOバ

ッファ:32Kbyte)を備えたものである.マイクロ‘プ

ロセッサの動作周波数は，パス・クロック

(50，60，66MHz)の定数倍(1.5，2.0， 2.5， 3.0)であり，

それらを任意に設定することにより 75~200MHz

に選択可能である . な お ， 比 較 の た め ， lSA BUS 

PentiumPro(200MHzクロック)を内蔵したPCも-Fig.1 Block diagram of the real-time NMR image司

部使用した.AD変換ボードには，同時に 2チャン reconstructionsystem using a personal computer 

ネノレの信号を 14bitで最高 lMHzのサンプリングレ (homebuilt) rur:ming under Windows95. 

ートでディジタル化が可能な， DATEL社の PC-

414Gを用いた.また，このボードには AD変換後

のデータを貯えることが出来る 32Kwordの FIFO

バッファが搭載されている.

このシステムは， OS(オベレーティングシステム)

に Windows95を搭載しており，ソフトウェアの開

発 は Microsoft 社 の C/C++コンパイラ

(VisualC++4.0 professional edition)を使用して行

った.そして，プログラムのコンパイルの際には，

処理の高速化を最優先にした最適化オプションを選

択し，命令コードには， Pentiumコード、(32bit)を用

いた.

開発した画像再構成・表示プログラムを Fig.2に

示す.このプログラムは，基本的な Windowsソフ

トウェアで， WinMainO関数と WndProcO関数とで

構成されている.画像再構成は， AD変換ボードか

らのデ}タ収集， DC電圧オフセットの補正，渦電

流による位相シフトの補正(EPIの場合のみ)， 2次元

FFT，そして正規化を，順次行うことにより完了す

る.画像表示は， BITMAPINFO 構造体と

StretchDIBitsO関数を用いて行い， SetPixelO関数

を用いて描画した場合と比較して，処理の簡略化と

高速化を実現している.その際の表示画素マトリク

スは，元データの画素サイズに関わらず， 256X 256 

画素へ拡大し，階調は 7bitのグレースケーノレを用い

ている.画像データの保存は，ハードディスクに対

して非圧縮で速やかに行われるため，計調.IJ後の解析

も容易である.
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Fig.2 The flow chart of the real-time NMR 

image data-acquisition， reconstruction. and 

display program on Windows95. For EPI. 

phase-shift is corrected. While real-time 

measurements. the system control never goes 

back from WndProcO to WinMainO. This 

program was developed with Microsoft 

VisuaIC++ compiler Version 4.0 and performed 

under Windows95 operating system 



<実験と結果>

システムパフォーマンスの測定:

このシステムの画像再構成・表示時間を測定するため， FLASH法を用いて， 128x 128商素の画

像について，並行した処理は行わずに，撮像・画像再構成・表示の一連のくり返し時間の計測を行

った.そして， 画像再構成・表示時間は，測定されたシステムの繰り返し時聞から，既知である

データ収集時間との差を取り，算出した.

Fig.3に， FLASH法を用いた時の， 128x 128画素の画像再構成・表示時間の， CPUの動作周

波数とバスクロックの周波数による変化を示す. CPUの動作周波数が， 200MHzのときの画像

再構成・表示時聞は 56ms，75MHzのときは 119msであった.なお，CPUの動作周波数が 200MHz

のときの，画像再構成と画像表示のそれぞれに要した時間は，他のプログラムの実行結果からそ

れぞれ，約 48ms，8msと推定された.

100MHz (66 X 1.5) 

100MHz (50X2) 

90MHz (60X1.5) 

75MHz (50)く1.5) 1119 

o 50 100 [ms] 150 

Fig.3 Image reconstruction and display time for Fig.4 A water phantom used for the experiment. 

The T1 and T2 were about 100 ms. 128 x 128 pixellmage (FLASH). 

撮像

実験に用いたファントムは Fig.4に示すような，全長約 70cm，外径 20mm，内径 16mmのアク

リノレ製円管の底を塞いで，充分に水を満たしてある底部付近に，外径 14mm，内径 10mm，厚さ

lOmmのリング状アクリル製円管を，全長 10cm，外径 3mmのアクリル製の棒で、貫いたものを挿

入したものである.また，水には，少量の硫酸銅結晶を加えて， Tlともを 100ms程度に調節した.

このファントムを移動させるための手段として，変速機付きモーターとプーリーを用いた.RFコ

イルに鉛直に挿入した水ファントムの上部と，実験室の壁に設置したモーターとを，プーリーを介

してナイロン製の糸で接続し，鉛直下方向に 5.7mm/sの等速運動中の鉛直断層面をスライス厚

4mmで撮像した.

撮像に使用した装置は，静磁場強度 4.74Tの鉛直な開口を持つ超伝導磁石(室温開口径 89mm)と，

能動遮蔽型勾配コイルを備えた，自作の MRIシステムである.使用したパルスシーケンスは，

FLASH法，シングル、ンヨット EPI，そしてマノレチ、ンヨット EPIである. FLASHでは，くり返

し時間(TR)を4.82ms，エコ一時間(TE)を2.70ms，信号読み取り時間(TDAC)を2.56ms，shingle-shot 

EPIでは， TR=80ms， TE=48ms， TDAC=40.96ms， multi-shot EPIでは， TR=100ms， TE=48ms， 
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酉素数は FLASHとTDAC:::40.96msとした.画像視野(FOV)はいずれも 19.2mmx 19.2mmとし，

multi-shot EPI では 128X128画素， shingle-shot EPIでは 64X64画素とした. multi-shot EPI 

励起毎に画像更新を行なうスライ4聞の励起で全 k空間のスキャンを行ない，表示には，ではラ

ディング・ウインドウ画像再構成法を用いた

Fig.4に，鉛直下方向に 5.7mm/sで等速下降する水ファントムを， 3種類のパルスシーケンスで

φ字状に撮{象されたこれらの画像において，撮像スライス面内で，連続的に撮像した画像を示す.

上から下へと等速下降してゆく様子が映像化されている.

Fig.3 Image of a Water phantom moving 

at 5.7 mm/s taken with three pulse 

sequences. Pulse sequence: (a)FLASH， 

(b)multトshotξPI， (c)single-shot EPI， 

Image matrix size (refresh rate): (a) 128 x 

128 (638ms)， (b)128 x 128 (100ms)， (c)64 

x 64 (80ms)， FOV: (19.2mm)2， Slice 

thickness: 4mm， 

水ファントムが，

<結論>

高速なパーソナノレコンピュータと AD変換ボードを組み合わせたラリアノレタイム NMR画像再構

FLASH法における 128X128画素の画像再構成・表成・表示、ンステムを開発しその評価を行った.

また，最も短い画像更新レートは，ハード

ディスクへの保存も含めて1.57枚/秒であった.EPIを用いての再構成。表示@保存については，

128X 128画素の画像を毎秒間枚， 64X斜面素の場合は毎秒 12.5枚のレートで行なうことができ

示を， 56msとしづ実用的に問題のない速度で実行し，

128X 128画素の画像の 256X256画素への拡大表示も， 8msで行なうことに成功し，また，Tこ.

Windows上での表示が遅いという従来の問題点を解決した(7)

以上の結果より， PCを用いた画像再構成・表示システムは，アナログ出力を持つ既存のシステム

に接続してリアルタイム MRIを実現する際には，最良のシステムであるとの結論を得た.

1) 
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3L12 家兎アキレス臆のH-2 DQF Spectroscopic 

lmaging 

京都府立医大・一生理1. 整形2、テルアピブ大・化学3

。瀬尾芳輝i、高宮尚武2、H.Shinar3、Y.Shad、G.Navon3 

H-2 DQF Spectroscopic Imaging of Rabbit Achilles Tendon 

Dept. of Physio1.1 and Dept. of Orthop. Surg.
2
， Kyoto Pref. Univ. of Med.， and 

Schl. of Chem.， Tel Aviv Univ.
3 

。
Y.Seo

1， H. Takamiyピ， H. Shinar
3， Y. Shad and G. Navon3 

Characteristics of water in the rabbit Achilles tendon were studied by H-2 double-

quantum-filter (DQF) NMR and by H-2 double-quantum-filter spectroscopic imaging 

(DQF-SI) NMR. A peace of Achilles tendon was equilibrated with 99% deuteriorated 

saline solution for 60 min， and was placed in a 10 mm NMR tube， and its long axis 

was placed parallel to the external magnetic field (7.05 T). A single compartments of 

2H20 in anisotropic motion condition was detected by H-2 DQF NMR. H-2 DQF SI 

clearly d巴pictedthe tendon (vq =3 kHz) and the skeletal muscle (vq = 0.05 kHz). The 

advantages of this method are as follows: i) S/N ratio of DQF-SI is beUer than that of 

SQ imaging since DQ relaxation time is longer than SQ relaxation time. ii) DQF only 

select the wat巴rin the anisotropic motion condition， and iii) One can select a certain 

compartment of water in the anisotropic motion condition by choosing the creation time. 

[はじめに] 臆組織中の水分子のH-1緩和時間はミリ秒程度で、国体状態に近い分

子環境と考えられてきた。重水置換したアキレス臆組織のー量子重水素核 (SQH-

2) NMRスベクトルは、 3.0kHzの四極子分裂(vq) を示す。 vqの大きさはコラーゲ

ン繊維の走行の乱れに敏感であり、アキレス臆断裂後の変性・修復過程中にvqは著

しく変化する。このように、組織中の水分子はコラーゲン繊維によく配向している

と考えられる。これらの変化をアキレス臆の解剖的部位に対応させて明らかにする

ために、二量子フィルター化学シフト画像 (DQFsI)を試みた。本法は、 i)二量子緩

和時間がー量子緩和時間に比べ長いために画像のS/Nが良く、 ii)二量子フィルタ に

より等方的運動状態の重水素水を完全に除外でき、 iii)creation timeを任意に選ぶこ

とにより、特定の非等方的運動状態にある重水素水を選択的に画像化することがで

きる利点を持っている。

キーワード:水分子、二量子フィルタ一、化学シフト画像、アキレス臆

せおよしてる、たかみやひさたけ、 ShinarH.、SharfY.、NavonG. 
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[方法] 麻酔下の家兎(日本白色種)からアキレス臆を排腹筋とともに摘出し、

99%重水素生理食塩水中で60分間平衡させた。ビニール製の支持具に固定し、 10

mm NMR試料管内に臆の長軸が静磁場と平行になるようにおいた。 AMX-300wb( 

7.05 T) NMR分光計に、 10mm多核種フ。ロープ、または、 10mmMicro5マイクロイ

メージングプロープを用い、室温(24
0

C)で測定を行った。

[結果・考察} 一量子NMRでは、図 1aに示すように一つの四極子分裂 (3.0 土

0.1 kHz) と一つの等方的吸収線からなるスベクトルが測定された。二量子フィル

タ-NMR [90・τ/2-180τ/2-90-t1-90-t2(acq) ]により、重水素核の四恒子相互作用

がゼロに平均化されない場合に生じる 2ndrank SQ coherence (T21)を選択的に測定する

と、図 1bに示すように一つの四極子分裂 (3.0土0.2kHz) のスベクトルが測定され

た。この四極子分裂の大きさは、臆の静磁場に対する角度に依存し、。。において最

大値を取り、 90。で半値、 54.7。で、最小値を示した。よって、重水分子の2H_2H

は、臆のコラーゲン繊維の走行とほぼ平行していることが示された。正常臆、およ

び、骨格筋中の重水分子の緩和時間測定結果を表1に示す。

Fig. 1 H-2 SQ (a) and DQF (b) spectra of rabbit Achilles tendon 

a) b) 

4000 2000 -2000 -4000 4000 2000 -2000 

ch巴micalshift (Hz) 

Table. 1 Relaxation paramet巴rsof 2H20 in rabbit tendon and skeletal muscle. 

Vq 

T2 

T dq 

Tl 

Achilles tendon 

3.0土0.2kHz (n =8) 

2.6 :t 0.2 ms (n = 3) 

8.6土1.2ms (n=8) 

55 土 3.8ms (n=3) 
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Gastrocnemius muscle 

0.05 kHz (n=2) 

47ms (n=l) 

167土 1ms (n=3) 

-4000 



Fig. 2 H -2 DQF Spectroscopic Irnagi ng NMR 
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Fig. 3 H-2 DQF SI NMR of rabbit Achilles tendon and Gastrocnernius rnuscle 

a) H-l Gradient-Echo 1rnaging b) H-2 DQF-SI(τ=0.2 rns) c) H-2 DQF-S!(τ=6 rns) 
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図 2~こ一次元二量子フィルター化学シフト画像 (lD DQF sI)を示す。位相エン

コード勾配パルスは臆束長軸方向(静酪場方向)に、 DQevolution tirn世間に与えた。

国3に、 筋臆移行部のa)H-l磁場反転画像、 b) H-2 DQF SI画像作=0.2 rns)、c) H-2 

DQF S1画像作=6 rns)を示す。 H-l磁場反転画後では、上部の排腹筋はよく描出され

ているが、下部のアキレス躍は殆ど描出されず、健のT，緩和時間が短いことを示し

ている。一方、 lDDQF S1では、鍵および筋中の水分子の緩和に最適なcreationtirne 

を設定することにより、健および¥筋に対応、した画像をうることができた。

iまとめ] 二量子フィルタ -NMR法および二量子フィルター化学シフト菌後NMR

法により、 1建・骨格筋における水分子の分子環境と解剖学的構造との対応を画像化

することができた。今後、組織障害・修複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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P1 水溶液系温度ジャンフNMR装置の開発

神戸大学大学院自然科学研究科 O川上勝、赤坂 一之

A New Design of Temperature Jump NMR Probe for Aqueous Solution 

Masaru Kawakami and KazuyukiAkasaka 

The GraduateSchool of Scienceand Technology， Kobe University 

Through introducing a high power microwave source， we have been developing a new device of 

temperature阿npNMR for aqu印 ussample solution. Immediately after the temperature jump， 

however， existence of temperature gradient across the sample volume was a serious problem for 

kinetic analysis of its spectrum. Very recently， a new instrument for rapid sample mixing have been 

developed and its effectiveness has been examined 

はじめに)我々はマイクロ波を導入した温度ジャンプNMR装置の開発、改良を続

けてきた。これまで、この装置を用いて、 ribonuc1easeAのアンフォールディング過

程の追跡、また「状態相関 2次元NMR法Jにより、 ribonuc1easeAの天然状態と熱

変性状態の相関スペクトルを測定し、本学会で発表を行ってきた。 (NMR討論会

第 34、 3 5回要旨集参照)しかしこの装置では、ジャンプ直後の試料管内に温度

の分布があり、スペクトルの速度論的な解析が困難な点に問題があった。そこで今

回、高速で試料を撹枠する装置を新たに製作し、性能をテストした。

装置について)概要を図lにしめす。温度ジャンプの熱源として大出力のマイクロ

波源を導入し、さらにこのマイクロ波を効率良く照射するため、誘電体共振器をプ

ロープ内に組み込み、マイクロ波の導体としている(図 2)。今回、新たに開発し

た装置を図 3に示す。装置の材質は全て非磁性で、外管は塩化ビニール、ベアリン

グは樹脂とガラスボール、シャフトはアルミを用いている。外管がシゲミ特殊管

(BMS-005)の外管を固定し、内管はシャフトと接続している。内管には重水と同じ

磁化率の撹枠用のガラス棒が接着されており、 SCM上部からモーターで直接シャ

フトを回転させることで試料内の撹枠棒が回転し、試料を撹持する。耐久性におい

ては、 50Hz程度の回転に対しても長時間、充分耐えられることを確認した。ま

た摩擦による熱の発生はわずかで、試料の温度上昇は 1度以内であった。実際に温

度ジャンプNMRを測定した結果、ジャンプ直後、温度分布はかなり存在するが、

以前のスピンによる方式では数百ミリ秒かかっていた均一化が、撹梓により 50ミ

リ秒程度で到達出来ることが分かった。この装置の導入により温度の不均一性がか

なり改善され、速度論的解析が充分可能な所まで装置の開発が進んだと言える。

キーワード:温度ジャンフ NMR、マイクロ波、フローブ、状態相関 2次元法

かわかみ まさる、 あかさかかずゆき



Fig. 1. Microwave TemperatureサumpNMR spectrometer 

Fig. 2. Temperature Jump NMR Probehead 
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P2 酸素 17回リン31分極移動法による化学種特異的31p_NMR観測

(目立基礎研) 0田村充

{170}・31pPolarization Transfer for Chemically Specific 31p_NMR 
M.Tamura， Advanced Research Laboratoη， Hitachi， Ltd. 

ABSTRACT: e70}_3Ip HMQC experiments of synthesized s_170 Adenosine-5'-

diphosphate (ADP) were done for observing chemically specific 3Ip_NMR. Only 

resonances from s-phosphate of ADP were observed from a phosphate mixture with 
inorganic phosphoric acid. 

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ト31PHMQC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 2)3)、大電力の 170照射パルスを入力可能な

NMR検出器を開発して検出時間を約 30分に短縮した 4)。この測定法を生体エネルギ

一代謝系の経時追跡に応用することで、生体のリン酸代謝機能を反映した分光法が可

能であると考え、エネルギ一代謝系に関与するリン酸化合物を 170標識したモデル溶

液試料を測定対象とした実験を開始した。発表では混合リン酸溶液中の s_170標識

ADPの選択観測について述べる。

2.方法

ブルカ一社AMX-500の照射側 Y-ch可変出力

端子に電力増幅器を増設し、 170_31pNMR検出

器 4)を接続した。検出器の入力電力 600W程度
で 170に対する 900

パルス幅として4μsカf得ら

れ、観測パルス系列中の分極移動の展開期間を

93%以上確保した。検出信号受信中は 170を連

続デカップリングした。主な測定条件とパルス

系列を Fig.1に示す。

s_170標識 ADPは、 ATP合成法 5)を参考に

AMPと25.7%170標識 H3P1704(Isotec，hc.)から

室温で合成、精製した[Fig.2]。混合試料の組成

は、 4mMs_170標識 ADP，2mM無標識無機リ

ン酸，120mM KCl， 4mM MgCh， 20mM MOPS緩

衝液(pH7.0)とした。

試料は外径 51>、長さ 20mmガラス管(シゲミ

HS-OOl加工品、内容積 260μL)に充填し、フッ素

ゴムキャップで封じた。

リン 31、酸素 17、分極移動、 ADP

たむら みつる

-84 

( -3s) ド 1.4ms 

Fig.1 C70}・31pHMQC experiment 

日①

回① 1m

¥ 

170.Phosphoric acid 。
作 Butylamine• 

蜘 3N。
/ 

日①。

Fig.2 Scheme of β170 ADP synthesis 



3.結果

測定結果を Fig.3に示す。測定に使用し

たNMR検出器の固有分解能が約 30Hzの

ためスベクトル中の 31p同核Jなど微細構

造が観測されていないが、 (1)の非選択的

ノンデカップリング測定において約-6ppm

のADPのs-リン時基の共鳴線が広幅化し (1 ) 
ており、検出中に υ0をデカップリングし

た(2)では十リン酸基とほぼ等しい線幅に

変化しているので、 ADPのs-リン酸基の
みが 170 と結合していることが明らかで

ある。

{170}_31p HMQC法による(3)では ADP
(2) 

のs-リン酸基由来の共鳴線のみが位相反

転して観測され、他のリン酸基の信号は熱

雑音以下に消去されたO現状の装置および

周辺機器構成では、 (3)の選択観測中の 170
デカップリング電力に制約があり、さらに

装置および測定条件を最適化して実験を

継続したい。 (3)

4.a射辞
170標識リン酸化合物合成に関し、同仁

化学研究所志賀匡宣氏に多大の助力をい

ただきました。この場をお借りして感謝申

し上げます。

ADP 
I I 

Pi 

5 0 ・5 -10 

δ31P [ppm] 

-15 

Fig.3 Chemにa1lyspecific 31 P-NMR 
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P3 CH一、 CH2一、 CH3一選択HETLOC (北大農)川端潤， 0福士江里

CH一， CH2一，and CH3-selected HETLOC 

Jun Kawabata and Eri Fukushi (Fac. Agric.， Hokkaido Univ.) 

Phase-sensitive CH- and CH2- selected HETLOC (E-HETLOC) spectra were 

obtained by modification of E-HSQC. In this sequence， unwanted 12C-1H signals were 

suppressed by gradient selection. The magnitude-mode CH3-selected HETLOC spectrum 

was also obtained by applying a quadruple quantum 刊ter using a pulsed field gradient. 

1.はじめに

近年、 NOEの他にプロトン間(JHH治よび遠隔CH結合(2-3JCH)の値を用いて鎖状の天然

有機化合物の立体構造を解析する方法が提唱され、いくつかの化合物について応用が試

みられている[1].遠隔CH結合定数の測定には HETLOC(ω1 hetero half-filtered TOCSY) 

[2]が有効であるが、ピークの重なりにより結合定数が読み取れないケースも多い.そこで

ピークの重なりを軽減しスペクトルを単純化する方法論として、著者らはすでに10化法であ

る PASS-TOCSY法を提案した[3].今回は editing法を用いて2Dのままスペクトルを簡略

化する目的でC?fTFヂ粁TL02について検討した

Jolo löþoJき~1'1降111さI%is了1除、 (a-c) th.， = x 

"'" 
= V V -¥1 -¥1 

1EElhlhはレ/がわす:
ぬ=X，-x， X， -x， -X， X， x.-x 

制点l過をIt，はつr¥ TZiZL1tT to phm仇

ム《 iふ.->(d) phases fo;: all proton pulses = 

E • I • I • r t之さ;と?と;とが(b) 

M ふhdizS47hti寸1町一〉 品目・IL¥I L¥ I t，ぽ1~
ぺhluhrぺ lhlr  

・2 ハ ハ

主主君 Eミ
fll} 
G， G2 

。
Fig. 1. Pulse sequences for E-HSQC-TOCSY (a) and E-HETLOC (b-d). Narrow， wide， 

and hatched bars represent π12，π， and variable pulses with a f1ip angle of s， 

respectively. The delays RD， BD， .o.， and τrepresent a repetition delay， a， BIRD delay for 
eliminating 12C-bonded proton， 1/21必H'and variable delay， respectively. (b-c) Phase 

sensitive E-HETLOC sequences; ，=1/1化H' 日=π(CH，CH3positive， CH2 negative); 

τ=1/1必H' s =π/2 (CH-selected);τ=1/21 JCH' 日=π(CH2-selected).(d) Magnitude 

mode E-HETLOC sequences; G1:じる:G3=1:ー5:5(CH-selected); 1 :-5:11 (CH2-selected); 
1:一5:17(CH3-selected). 

keywords : HETしOC、editing、long-rangeCH coupling 

かわぱたじゅん、ふくしえり
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2. CH一、 CH2-選択HETしOCスペクトル(位相検波)

昨年の本討論会で報告したE-HSQC-TOCSY法(Fig.1(a))[ 4Jでは、 CH2シグ、ナルを CH、

CH3と逆の位相で得た場合に起こりうるシクナルの相殺の回避IこCH一、 CH2一選択スペクト

ルが有効であったこの向をスピンロックの直前に移した E-HETLOC(Fig.1 (b))でも CH、

C旬、 CH3 シグナル強度のし P 依存性はE-HSQCと同じであり、 τ=1/ 1 JCH• s=π のとき全

相関(CH、CH3由来シグ、ナルがCH2由来シグナルと逆の位相)を、 .=111JCH• s=π12、

.=1/21 JCH' s=π の時にそれぞれ CH-、CH2一選択HETLOCスペクトルを別々に得ることが

できた.モデル化合物として20mg酪酸(1)+80mgリンゴ酸(2)/O.5mlDMSO-d6を用い、

Fig.1 (b)のシーケンスで得た全相関スペクトルをFig.2(a)に示す.

この Fig.1(b)の editing部分では13C核の反位相磁化を経るため、 12C!こ直接結合したプ

ロトンシグナルをグラジエントパルスにより消去することができ(Fig.1(c))、BIRDパルスを使

用せずに天然存在比で良質なHETLOCスペクトルを得ることができた閉じ試料の、 Fig.1(c) 

のシーケンスによる全相関スペクトルをFig.2(b)に、 CHーおよび CH2-選択スペクトルをそれ

ぞれ Fig.2(c)、(d)に示す

3. CH3一選択HETLOCスペクトル(絶対値表示)

editing部分の t、pを変化させる方法ではCH一、 CH2一選択スペクトルは得られるがC尚一

選択スペクトルは得ることができない • Parellaらはグラジエントパルスを用いて多量子コ

ヒーレンス選択を行い CH一、 CH2一、 CH3一選択HMQCスペクトルを得る方法を報告している

[5].ただし、この方法では位相のねじれが強いため絶対値表示スペクトルしか得ることが

できない.次に、 CH3-選択スペクトルを得る目的で、選択絶対値表示HETLOCを作成した

(Fig.1 (d)).本法では G1:G2:G3を変えることでCH一、 CH2-、CH3-それぞれのスペクトルを得

ることができるが、 CH-、CH2-選択スペクトルはFig.1(c)のシーケンスによる位相検波スペク

トルの方が感度、質とも良好であった.上記の誌料をFig.1(d)のシーケンスにより測定した

CH3一選択HETLOCスペクトルをFig.2(e)に示す.

4.天然物の合成セグメント呈の構造解析への応用[6]

化合物3の配座解析にあたり2-3JCHを求めるためにHETLOCスペクトルを測定した.しか

し匂=1.15~1.65 ppmの範囲に多くのC凡 CH2シク、ナルが重なり合っておりこのスペクトル

の解析は困難で、あったそこで CH-(Fig.3(a))、CH2-(Fig.3(b))選択HETLOCスペクトルを別

々に測定することとした.

7位のメチンプロトン (H-7)は5位の非等価メチレンプロトンの高磁場側のシグナル(H-5h)

と如が近接しており、通常の測定では (F1/F2)=(H-5h/H-6)と(F1IF2)=(H-7/H-6)の相関

ピークは重なってしまう.CH-選択HETLOCスペクトルではメチレン(H-5h)由来のピークは

抑えられ (H-7/H-6)の相関ピークから 2u(C-7/H-6)=-1Hzを得ることができた.同様に

CH2一選択卜lETLOCスペクトんで‘は (H-5h/H-6)のみの相関ピークから 2u(C-5/H-6)=-2Hz

を得ることができた.同様に、 (H-3/H-5h)の相関ピークと重なっていた(H-17h/H-16h)の相

関ピークをCH一選択スペクトルで抑え、 3u( C-3/H-5h)=+2Hzの値を得た.

月
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Fig.2. E-HETLOC spectra of a mixture of butyric acid (1 20 mg) and malic acid (b 80mg) / 0.5 
ml DMSO-吟'.(a， b) CH， CH3 positiv~ ， CH2. negative sp~c~rum obtained by the sequence 
Fig.1 (b) and (c)， respectively (τ=3.8 ms (1/1必H)'s=14.4μs (π)). Positive and negative peaks are 

drawn without distinction. (c) CH-selected spectrum obtained by the sequence Fig.1 (c) (τこ3.8

ms (1/'化H)'s=7.2μs (π/2)). (d) CH2-selected spectrum obtained by the sequence Fig.1 (c) 

(τ=1.9 ms (1/2'化H)'s=14.4μs (π)). (e) CH3-selected spectrum obtained by the sequence 

Fig.1(d)， using the gradient strength .0，=.2.5，向=-12瓦 G3=42.5G/ cm. Each of the 128向
increments was accumulated using 4 (a"':'d) and f6 (e) transients: The total measurement time 
were ca. 28 (a-d) and 110 (e) min. 

- 88-

0.8 1.6 2.4 3.2 4.0 



。
c 

ー7/H-6)=-1もz 1J(C-7/H-7) 吋

1.20 

ザ d• I 

1.40 

1.60 

17 Jア oA 
J〆‘、・~

2.20 

3旦宅7~λ川川U町仰恥附ω(ρ件仰附…Cじωω-♂引3/
2.40 

2.60 
1I (a)CH 、

2.80 

:diry-: 命1

1 目立つlJB 十日

1.00 

1.20 

1.40 

ん 1.60
2.20 

2.40 

2.60 

2.80 

Fig.3. Part of the CH(a)-and CH2(b)-selected E-HETLOC spectra of主(10mg/0.5 ml 
chloroform-d) obtained from the sequence Fig.l(c). (a) CH-selected spectrum (，=3.8 ms 
(1/1必H)ド7.2μs(π12)). (b) CH2-selected spectrum (τ=1.9 ms (1/21必H).ド14.4μs(π)). Each 
of the 250 t1 increments was accumulated using 256 transients. The total measurement time 
was ca. 48 h each. 
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P4 化合物半導体を使用した超高感度前置増幅器

(日本電子)0末松浩人、栗原範明

Ultra Low Noise Preamplifiers using GaAs HEMT 

(JEOL LTD.)OHiroto Suematsu， Noriaki Kurihara 

Ultra low noise preamplifiers using GaAs HEMT have been developed to observe lH or 

19F signals for NMR spectrometers from 300MHz up to 1GHz. 

The noise figure of these preamplifiers was reduced to the range between 0.2dB and 

O.4dB at room temperature. 

The signalloss due to T/R switch was also reduced 

The sensitivity of lH has been improved more than 20% comparing with our former 

system. 

300MHzから lGHzまでの NMR装置にて lHおよび 19Fを効率良く観測するため、化合物

半導体(GaAsHigh Electron Mobility Transistor)を使用した超高感度前置増幅器を開発し

た。

前置増幅器自体の雑音指数は常温にて 0.2dB-0.4dBに改善された。

例として 600MHz用前置増幅器単体の雑音指数を[Fig.1]~こ、 1GHz 用を [Fig.2] に示す。

同時に T/Rswitchにおける信号損失も改善した。例として 600MHz用のフロン卜エンド部

(T/R switch +前置増幅器+バッファアンフヲの雑音指数を[Fig.3]に示す。

全体で従来に比べ lH感度は 20%以上改善された。

例として 600MHz装置(Alpha600)における 0.1%エチルベンゼン lH感度の改善を[Fig.4]

に示す。

ポスターでは更に詳しい電気試験デ←タと NMRデータを示す。

感度、化合物半導体、前置増幅器

すえまつひろと、くりはらのりあき
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P5 高磁界プロープの実装法

(日本電子)0長奇川憲一、山腰良晃、 田中良二、末松浩人

Cylindrical ground on high frequency probe 

JEOL.Ltd OKen-ichi Hasegawa，Yoshiaki Yamakoshi，Ryoji Tanaka， Hiroto Suematsu 

For the use of Very High Fr巴quency(VHF)probe such as 600MHz，low impedance ground is very 

important to reduce the power loss in a part of receiver circuit. We have designed a special cylindrical 

ground of low impedance， taking the following 2 items into consideration. 

1. Simple structure. 

2. Easy assembly of electric circuits and mechanical parts. 

As a result of the above design， the 90deg pulse width could be reduced to about 80% of the width in 

the receiver circuit of conventional ground. 

はじめに

高磁界NMRの共鴫周波数はVHF、UHF帯域に属し、電気回路が集中定数回路から分布

定数回路ヘ変わる周波数である。この帯域の電気回路は集中定数回路として設計が可能では

あるが、分布定数回路のようにグランド・インピーダンスを考慮して、部品を配置する必要

がある。プ口ーブの電気回路も同様に UHF帯域としての考慮を行う必要がある。しかし従

来のプローブ設計では、円板と支柱により構成された内部フレームを回路グランドとして使

用していた。グランド電流が複雑な経路を流れる事によりグランド・インピーダンスカ官、大き

くなり、電力損失が大きくなってしまう。そこで、グランド・インピーダンスを小さくおさ

えるために、簡単な構造の円筒形フレームで構成されたプローブを試作した。

1従来構造の問題点

従来構造のプローブの内部フレームの概略図を Fig.1に示す。図に示すような多くの金属製円

板や支柱などで構成されたフレームを高周波回路のアースとして使用している。この複雑な

構造のフレームが電気回路のグランドであるので、そのインピーダンスを小さくするために、

できるだけ太い支柱を使用する事が望まれる。しかし、実際には電気部品の実装スペースの

関係から、あまり太い支柱は使用で、きない。そのため、電気部品のインピーダンスに比較し

て、支柱は無視できないインピーダンスをもってしまう。乙の余分なインピーダンスにより

以下の問題が起こる。

(1)高い共鴫周波数を得にくい

(2)電力損失による感度低下

(3)余分な共振モードの発生による感度低下

高磁界プロープ、グランド、グランド・インピーダンス、パルス幅

はせがわけんいち、やまこしよしあき、たなかりょうじ、すえまつひろと
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2解決策

グランド・インピーダンスを小さくするため、 Fig.2に示すような円筒形フレームに置きか

えた。電気部品は乙の円筒形フレームの内側に、直接半田付けを行う。高周波回路実装で用

いられるグランド・プレーンと伺様に、この円筒形のフレームは表面が広くて高周波電流の

経路が単純なため、グランド・インピーダンスカず小さくなる。そのためグランド・インピー

ダンスに起因する問題が軽減する事が期待できる。

3試作品

仕様 X核照射 lH観測 600MHz 5mmプローブ FG付き

lHパルス幅= 6μs e c 
従来構造のプローブと比較して、 20%程度の改善。

まとめ

従来構造の複雑なフレームを単純な円筒形フレームに置き換えた。パルス幅が短くなった事

により、グランド・インピーダンスが小さくなった事を確認できた。今後より高い周波数で

このフレーム適用すれば、より高い効果が期待できる。

Fig.l inside of conventional probe Fig.2 inside of cylindrical ground frame probe 
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P6 PFGHMBCを利用した異種核問longrange Jの測定法 2

(日本電子(株))0内海博明、鴨修

Determination of Heteronucler long range scalar 

coupling constants using PFG J -HMBC spectram 11 

OHiroaki Utsumi，Osamu Iくamo(JEOL. Ltd) 

abstract 

Heteronuclear long range scalar coupling constants are important parameters for structural 

elucidation of organic molecules . 

Last year， we proposed J-HMBC method in order to measure the long range coupling . 

However this method have week points that 1 H-1 H multiple signal is poor sensitivity and 

F1 resolution， because of 1 H-1 H and 1 H-13C J modulation . This is common week point of 

conventional HMBC . 

We tired to solve this problem to use HSQC-based HMBC and 1 H selective excitation pulse . 

初めに

異種核問の口ングレンジ 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関しては、 13C観測の手法がいろいろ提案されて

きた(1)，(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1Hス

ペクトル)が複雑になるにつれ、 13C観測の手法では解析に足る充分ななデータが

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利用

した方法が近年提案されている(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)1麗に、緩和時聞を考慮にい

れなければならないため、簡単とは言い難い。

我々は、昨年度、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を求める方法を報告した。今回は、前回の結果を踏まえて、

その欠点を分析し改良したものを報告する。

欠点の分析

前回、 J-HMBCのデータにおいて、解析する上で、いろいろな問題点がわかった。

キ「ワード:HMBC， long range scalar bonding constant ，pulsed field grad!ent 

うつみひろあき、かもおさむ

Fhυ 
ハw
d



特に多糖類に関しては‘以下の点が特に問題であった。

(1 )信号がブロードであり多糖類を解析する上での充分な信号の分離を得られ

ない場合が有る。

(2)1 Hが多重線に分離している場合、信号強度の低下が著しい。

これらの、問題点はHMBC固有の欠点と考えられる。一般的に通常のHMBC測定法に

おける固有の欠点は以下のことと言われている。

(1 )Fl軸!こ1H-1 H Jのモジュレーションが生じ、信号がブロードになりFl軸

の分離を悪くする。

(2)tl展開時lこ1JCHのモジュレーションも生じ、 1Hが直接結合している13C

の信号強度を低下させている。

(3)lH-1Hの同種核カップリングによる1H-l HJモジュレーションが観測する

1H信号を分散波形にし感度を低下させている。

これらの問題点は、特に多糖類のように、 1Hも13Cも化学シフトが接近し、かっ

1 H-1 Hカップリングが強いようなサンプルに関して、感度の低下やFl軸の分離の悪

化を生じさせている。

実験

このような欠点を補う対策としてつぎのような提案がされている(11)(12)。

(a)(l )，(3)に関しては、注目すべき1Hの信号を選択励起することによって

1 H-1 Hの同種核カップリングを消去する。

(b)(2)に関しては、展開時間を0.6/JCH"" 1 .4/ JCHの聞に限定するか、もしく

は、 HMQCベースのHMBCではなく HSQCベースのHMBCにする。

今回、我々は多糖類の解析を前提lこHSQCベースのふHMBC作成し測定した。また、

J-HMBCにおける選択パルスの有効性に関しても実験、考察をおこなう。

参考文献

(1 )A.Bax，R.Freeman，J.Am.Chem.Soc， 1 04，1099(1982) 
(2)J.Jippo，O.Kamo，N.Nagayama，J.Magn.Reson.，66，344(1986) 
(3)T.Parella，F.Sanchez-Ferrando，A.Virgili，Magn.Reson.Chem.，30，823(1992) 
(4)M.Kurz，P.Schmieder，H.Kessler.，Angew.Chem.lnt.Ed.Emg1.，30，1329(1991) 
(5)U.woIlBorn，D.Leibfritz.，J.Magn.Reson，98， 142( 1992) 

(6)G. T.Montelione，M.E. Winkler，P.Rauenbuehler，G. Wagner，J .Magn.Reson.，82， 198( 1 989) 

(7)G.Zhu，A.Bax.，J.Magn.Reson.，104A，353(1993) 
(8)G.Zhu，A.Renwick，A.Bax.，J.Magn.Reson.， 11 OA，257(1994) 
(9)G.Zhu，D.しive，A.Bax.，J.Am.Chem.Soc.，116，8370(1994)
(1 O)W. Willker，D.Leibfriz川 agn.Reson.Chem.，33.612(1995) 
(11 )A.Bax，K.A.Farley，G.S.Walker.，J.Magn.Reson，A 119，134(1996) 
(12)W.Iくozminski，D.Nanz.，J.Magn.Reson.，124，383(1997)
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P7 HMBC法の新しい応用測定一ーーーCT-HMBc?去について，

東大|境農・応生化、*東大・分生研

O降旗一夫、*瀬戸治男

CONSTANT HMBC (CT-HMBC)， A NEW TECHNIQUE USEFUL FOR lMPROVING 
SEPARATION OF CROSS PEAKS 

K. Furihata and H. Seto * 
Division of Agriculture and Agricultural Life Sciences， University of Tokyo 
不 lnstituteof Molecular and Cellular Biosciences， University of Tokyo 

We present a new version of the HMBC technique named constant HMBC (CT-
HMBC). This method enables to improve the separation of carbon signals in the F， axis. 

One ofth旦problemsof HMBC is that J-modulation due to H-H coupling causes line 
broadening Qf "'C-signals in the F I axis through coupling to the relevant protons during t I 

period. This undesirable effect together with poor separation of carbon signals may 
sometimes result in the difficulty for analysis of cross peaks. ln order to solve this 
problem， we have developed a new technique， constant HMBC (CT鍋 HMBC).lts
application to complicated molecules proved the usefulness of this new technique. 

はじめに

天然有機化合物の構造解析において、良好なI-IMBC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、プロトンープロトンのJ-coupling

を有するシグナルは、 t1の展開期においてブ
9

ロトンープロトンのJ-modulationを受け、 F
1
軸側

の炭素、ングナノレの上にプロトンープロトンのJ-couplingを検出し、線幅を広げてしまうこと

である。そのため、分離の悪い炭素シグナルが存在するときは、クロスピークの帰属が困

難になることがしばしばある。この問題は、 t
1
i14llのdigital分解能を増加することにより解決

されることもあるが、 digital分解能を増加すればするほど、 J-modulationの効果は増大し、 SI
Nが低下する。この問題はHSQCタイプのパルスモードで、 longrangeのHSQC(HSMBC)を測

定すれば解決されると考えられるが、 立並回起

この測定は複雑なサンプノレではS刑が Wx 

非常に悪くなり実用的ではない。この」ビ:LA2 
; ω 均以;d 1L均; 勾片-

問題を解決するための一つの方法とし 盟申
1ド! 

90 ψ 望包.Qx Iド刊

て、 constanttime method1.2)をHMBC法

に応用し、新しい応用測定(CT-

HMBC)を試みた結果、良好な結果を

得ることができたので報告する。

CT-HMBC法パルス系列と方法

図11こCT-HMBC法のパルス系列を示すt

constant time法のポイントは、 2D

巴volutiontime (t
1
)の展開期において、 J-

modulationの効果を一定にし、スピン

キーワード CT-HMBC 

ふりはたかずお、せと はるお

mI2 
6， = 3.5 msec， 62= 60 ~ 70 msec， 63= 1， maJ'をGl: G2 =2: 1 

Ul:!M昆♀ニZ

x 
6，1 

90み
川い…

62 

。，=3.5 msec， 62= 60 ~ 70 msec ， 63= 1， maJ'全 Gl:G2=2・1

図J.パノレス系列

(a) CT-HMsC-l (b) CT-HMBC-2 
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結合での展開を固定することである。

この目的のために、 l/2(ムーt，)-180-1/2(.6-

t，)ー のパルスを導入する。そして、化学シフト

のみをr巴focusし(符号を反転する)、スピン結合

に対しては時間展開する(符号を反転しな

い)。

化学シフトの展開

t， + 1/2(.6 -t，)一1/2(ム-t，)= t， 

スピン結合の展開

t，十1/2(ムーt，)十 1/2(ムーt，)=ム

-t/時間展開

一定時間

F，('3C) 

Al ・ー-
81-

A2 _ 

82 -

パノレス系列としては、いくつか考えられるが、ここでは、

CT-HMBC田 1とCT目 HMBC-2の二種類の方法を示す。

CT目 HMBC-1では、従来型HMBCパルス系列の基本構成

と同一の最もシンフ。ルなパノレス系列である。このパルス

では、 spin展開時間(ム2)とevolutiontime (t，)の全期間を

constant期間として、プロトンープロトンのJ-modulation

の変化を一定にしている。しかし、このconstant期間にお

いて、 HMBCシグナノレはプロトンと炭素との間で時間変

数 t，の J-modulation受けるため、 f，軸においては炭素シグ

ナルがJ
C
-

H
のcoupling定数によって変調を受けるという問

Portmicin 

A 日 A 日

w u 
.0 
.0 

.0 
ec・0

ec e，]・3・3
ec .0 

ec:'・0.0 

F2('H) F2{'Hl 

HM8C CT-HM8C 

図2.CT-HMBCクロスピーク模式図

1C_H :・o 1"_11:・・
-1lfJ 一一一円T34 3.2 3.0 ppm 

&1 

;日

図3.CT-HMBC-Iスベクトル

'J
C
_
H
のクロスピーク

題が残る。しかし、実際はJ
C
-Hが非常

に小さいために通常測定では検出され

ない。 CT-HMBC-2の場合は、プロト

ンープロトンおよびプロトンー炭素の

J -modulationの時間変化を一定にして

いる。この場合spin展開時間(ムJに続

き、プロトンの180度パルスを導入し

ている。この一l/2(ムーt，)-180。
~州一札J}UI_} _________j札}v

1/2(ムーt，)ー の段階は、 13Cに対して

はd巴coupleするという効果を持ってい

る。どの方法においてもconstantspin 

展開時間(ム3)を設定する。

CT-HMBC-lの方法では、 constant期間

ム3の聞においてもプロトンと炭素との

J-modulationが生じ、 I-IMBCシグナルが

励起される。そのため、 constant期間

(.63)の変化量を考慮してspindclay time 

(.62)を設定すれば、 S/Nの低下を押さ

図4.CT-HMBCスペクトル

ポートミシン23/24Mのクロスピーク

2D-HMBC(左)、 CT-HMBC-I(中)、 CT-HMBC-2(左)

F，x F2=14000 x 2250Hz， poinl=I024 x 256ム2=60ms

Hz/point(F，)=13.67 Hz cOllslanllim巴=36.6 x 2 ms巴と

えることができる。これに対してCT-HMBC-2では、 spindelay tim巴(ム2)とconstant期間(.6
3
)
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の二つの固定パラメーターを設定す

る。 spindelay time (ム2)は通常の

HMBC法と同様、 HMBCシグナルを

励起するための重要なパラメーター

である。 constant期間(ム3)はFl軸の

digital resolutionに依存し、 HMBCシ

グ、ナノレの励起とは無関係である。ム3

を長く設定した場合は、 T
2によるS川

の低下を考慮、しなければならない。

CT-I-IMBC法

図2にHMBCとCT-HMBCのスベクト

ノレ模式図を示す。 HMBCスベクトル

では、 F2軸ではプロトンープロトン

とプロトンー炭素のJ分裂シグナノレが

検出され、 F
1
q4hではプロトンープロ

トンのJ分裂シグナルがフ。ロトンのJ-

分解法と同様に傾斜して観測される。

F
1
q4hの分解能を高めると、 J分裂は鮮

明となるが炭素シグナノレの分離は改

善されない。このJ分裂によるシグナ

ルの重なりにより、炭素シグナルの

帰属が困難となる。これに対してCT-

HMBC法では、図 2に示すように、

Fl軸のプロトンープロトンのJ分裂シ

グナルが消去されて一重線となるた

め、 Fl軸の分離能を高めれば、炭素

シグナルの分離が改善されるため、

シグナルの帰属が容易になる。図3に

Monazomyci円
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図5.モナゾマイシン CT-HMBC
2D-HMBC(左)、 CT-HMBC-1(中)、 CT-HMBC-2(左)

F， X F2= 23000 X 2900Hz， point = 1024 x 512 6， 2 =50ms 
F， lenear prediction 2046 x 512， Hz/poinl(F ，) = 11.3 Hz 
conslanl time= 22.2 x 2 msec scans= 16 

~山Jかしf 一八人心

::4114MkmjlJihl 
図6ーモナゾマイシン CT-HMBCスベクトル拡大図

C-12 ( 130.41 ppm)、C-17( 103.37 pmm) 
ムo= 4.6 Hz 

CT-HMBC-lパノレス系列で測定した場合のスベクトルにおいて、 Fl軸の炭素シグナルがJ
C
.
Hに

よってどのように観測されるかを示す。しかし、実際のHMBCスペクトルにおいてはJ
C
_
llが

非常に小さいために、このようなシグナノレパターンとして観測されることはほとんどない。

図4にI-IMBCとCT-HMBC-l、CT-HMBC-2のスベクトルを示す。サンプルとしτportmicin使

用した。明らかに、 23/24-Mとのクロスピークにおいて、 HMBCでは45度傾いたプロトンー

プロトンのカップリングパターンが認められる。これに対してCT-HMBC-lとー2では、 Fl軸

においてはJH.Hは消去されるためF1軸の分離能が改善されている。しかし、 CT崎 I-IMBC-2と比

較するとクロスピークの山の形は膨らみを持っている。これは、 longrange JC_ll~こよる分裂が
寄与しているためと考えられる。 CTHMBC-2ではJC_Hも消去されるために、 トリプレットの

形が鮮明に観測されている。
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モナゾマイシンへの応用

図5はモナゾマイシンのFGHMBCとCT-

HMBCのスベクトノレを示す。 CT-HMBC法で.

はconstanttimeを44.4l11s巴cに設定して測定し

た。このconstanttimeはF1~qbのデータポイン

トに依存している。 t3C-NMRスベクトノレで

は、 28，29，13位の三個の炭素シグナノレ

134.5ppm、134.7ppm、134.8ppmが重なって

いる。その化学シフト差はム a28.29= 

15.7Hz、6a 29.13=16.7Hzであった。通常の

HMBC測定において、 digitalresolutionが低い

場合はこれらのシグナノレを区別することは

困難である。また、 12，17位の炭素は

CT-HMBC-2 13 12 

CT-HMBC-1 

jι~A_~ __ J~~_ 
oom 

守「寸~〒守寸~~γ寸マ~守一r-マ守."，.--γ寸『戸~;~~-;~守--r-守寸寸寸~-ーτ?マ~ー

130 136 131¥ 132 130 pprn 

図7.モナゾマイシン CT-HMBC

H-14 F，スライススベクトル

2D-HMBC(下)、 CT-HMsC-l(中)、 CT-HMsC-2(上)

130.41ppmと130.37ppmと重なっており、実際のHMBC法ではこのシグナルを区別すること

は極めて困難である。データはdigitalr巴solution22.6Hzで測定し、データ処理において、

linear prediction法を使用し、 digitalresolutionを11.3Hzに高めている。図6は12，17位の炭素領

域の拡大図である。 12位と 17位の化学シフト差はム a=4.6Hzであるが、このスベクトノレに

示されるように、 digitalresolutionをl1.3Hzまで高めることによりこのシグナルの区別が可能

で、あった。これにはJ
I1
_
H
の分裂が押さえられていることが大きく貢献している。図7にはCT-

HMBCスベクトノレのH-14からのFtqqUスライススベクトルを示す。小さなスピン結合を対象に

したconstanttime法では、基本的にはS川が低下する傾向にあるが、 CT-HMBC-1ではHMBC

スベクトノレと比較してほとんどS川が低下していない。 CT-HMBC-2ではHMBC，CT-HMBC-1

と比べS刑が低下し、長いconstanttimeを使用した場合はこのS川の低下は避けられない。そ

の意味では、複雑な化合物ではCT-HMBC-1を使用する方が得策である。

まとめ

HMBC法の問題点の一つは、プロトンープロトンのJ-couplingを有するシグナルでは、 FtilidJ

側の炭素シグナルにフ。ロトンープロトンのJ-couplingが検出されるため、線幅が広がってし

まうことである。この問題を解決するための一つの方法として、 constant-HMBC(CT-HMBC)

法の新しい応用測定を試み、良好な結果を得ることができた。 CT-HMBC法の問題点は従来

型HMBC法に対してS(Nが低下すると考えられることである。そのため、 cOI1stanttimeを知何

に設定するかが重要な問題となってくる。 constanttimcを長く設定した場合はS川が低下す

るが、 CT-HMBC法(CT-HMBC-1)は、 constanttimcを長く設定しても、目的とするシグサール

を感度よく測定することが可能であり、実用に耐え得る方法である。

1) A. Bax， R. Freeman，よ Magn.Resol1. 44， 542 (1981). 

2) M. Ranc巴，G.Wagncr， O. W. Sorenscn， K. Wuthrich ，R. R. Ernst，よ Magl1.Resol1. 59， 250 

((1984). 
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P8 拡散係数測定用磁場勾配パルス電源装置の改良及ぴ製作
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

Construction of a current generator for field gradient pulses for the measurement of self-

diffusion coefficient 
by Osamu Oishl and Seiichi Miyajima 
(Institute for Molecular Scienc怠， Myodaiji， Okazaki， 444， Japan) 

Pulse current driver for pulsed field gradient NMR self-diffusion me部 urementwas 
improved. Use of high power MOS-FET and a newly col)structed driving circuit enabled a 

・1well司 balancedfield gradient pulses as intense as 11.3 Tm -~. Automated measurement of self-

diffusion coefficient has been made possible. 

[はじめに】

パルス磁場勾配(PFG)NMRl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T"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ロ能である。一方液晶やプラスチック結晶などはじが短いため

に出来るだけ短い時間に可能な限り強い磁場勾配パルスを打つ事が要ポされる。磁
場勾配を強くするためには効率的な磁場勾配コイルの形状を設計すると同時に、出

来るだけ大きな電流を磁場勾配コイルに流せるようにしなければならない。一方電
流を大きくしていくと、要求される電流の精度も厳しくなっていく。今回報告する
改良型のパルス電源により 1∞v入力で10.5Tm・1までの磁場勾配を安定的に出力でき

るようになり、コンビュータ制御による拡散係数の自動測定が可能になった。

【パルス電源装置】

パルス電源の概要を図 lに示す。

100V、10Aの安定化電源に菊水を用い
ているが、通常の安定化電源では大電
流を高速にスイッチしながら出力する

事はできないため、出力された電荷は
一旦コンデンサに蓄えられる。目的の

パルス電源の電圧安定度を上げるには
コンデンサの容量はできる限り大きい

ほうが良いが、現段階では50Aの電流
を5ms流した場合に電圧降下を全体の
2%以下に抑える容量としてアルミ電解

コンデンサ0.125FC125V)を用いている。

蓄えられた電荷は高速大容量MOS-匝 T
可変3端子叫.，v-l-TL317LP 
フォトカプラーTLP2631
電庄可変仰が』ト DS0026

1&ホパルス電圧(MOS-FEWー}ド?イハ.-) 

(目立 2SK1527)を用いてスイッチング

出力される。パルス幅とタイミングの
制御は時間分解能0.1μsecのパルスジ、エ
ネレータ1)を用いて行う。 図 I磁場勾配用パルス電源

SELF-DIFFUSION-COEFFICIENT， PULSED-FIELD-GRADIENT 

おおいしおさむ・みやじませいいち
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前述の電圧降下分を補うために通常は第2のパルス長を0.1μsec刻みで、変えて第1パル
スより長くする。著しく強い磁場勾配下において要求される磁場勾配パルスの面積

強度の精度がこれでは間に合わない場合にはトリマー回路を入れてパルス長をアナ

ログに微調整する。パルスジェネレーターより送られるTILレベル信号はフォトカ

ブラ ~TLP2631 (東芝)を介して、 DS0026(National Semiconductors)で増幅され、

MOS-FETをドライブする。ドライプ電圧はT口17LP(1exas Instruments) で設定され
る。またコンデンサの電圧降下が大きい場合や磁場勾配パルスの形状が基準パルス
と大きく異なる場合には、基準抵抗による電圧降下と設定電圧とを比較して高速オ

ベアンプによりフィードパックをかける。またMOS-FET出力の振動防止及び保護夕晴

イオードとして東芝20GL2C41Aを入れている。またトリマ一回路、ゲートドライバ

ー、 MOSFET等はそれぞれモジ、ユールとして作っているので故障時の修理、電源特

性の規格変更が容易である。
現在の最大定格はコンデンサと電源を除けば、 500V、MOS-FET1個あたり 45A)で
ある。一方、プロ}プを冷却しない場合、 100V、45Aの磁場勾配電流を2.5msec2発
づっ 2秒繰り返しで打っと、プロープヘッドは23

0Cから68.5
0C (5秒繰り返しで48.5

OC)まで上昇した。強力な磁場勾配を用いる場合、強制冷却が必要である。

{磁場勾配NMR装置】
上記のパルス電源とプロ}プ中の四極コイルの他の装置は本討論会で発表した

60MHzの電磁石を用いた装置2，3)を用いた。磁場勾配発生用の四極コイルの線材には

内径0.46mm併のテフロン被膜銅線を用い、コイル径と長さは以前と同じままで、直

径15mm、長さ15cmの物を使用した。このコイルの抵抗は測定値で2.20 (23
0

C)で
ありコイルインダクタンスは0.2μHであった。また磁場勾配コイルのコイル定数は
NMR試験管内のグリセリン(内径4.2mm)のイメージングから求めた値で0.25Tm-
1A

司 1であった。

【磁場勾配強度及びその安定性】

ポリジメチルシロキサンに強力な磁場勾配パ

ルスをかけた時のスピンエコーを図2に示す。

-この物質は室温で殆ど並進拡散しない。しかし、~ ~ 
スピンエコー強度は l発目と 2発目の磁場勾配言 t
パルスの面積強度に差がある場合その不均衡に さ日
よって減衰する。このためこの物質を使ってパ ー H
ルス不均衡のチェックが出来る。今囲の実験で

1Jh 
は、時間分解能0.1υμ 邸蹴cのパルスジエネレ-タ 5軌O札Lι l 

一を使つてパルス長を微調整した。その結果不:<( tγtf一~ r一一一寸 j 
均衡によるスピンエコ-の減衰は、最適条件か言 2お5~ I I I ~ 
ら 0.1μs民外した条件下で最大磁場勾配をかけ 5 ハ~ I I I 1 
た時、 2%程度であつた。ほぼ自動測定を可能 ~ Vt よ τI 

U 2 4 6 8 10 
にする結果である。またパルスが最大電圧の半 u ー

分まで立ち上がる時間は磁場勾配コイルのコイ Time/ms 

ルインダクタンスにより 10μsec程度であったO

(パjレス電源自体のパルスの立ち上がりは1μ
sec以下であることを確認している)

図2ボリジメチルシロキサンの

FG-NMRスベクトル及ぴ、パルス電源特'性

1)T. Toyoda， Yoshida， O. Oishi and S. Miyajima， Rev. Sci. Instrum.， 68， 3140-3142 (1997) 
2)0. Oishi and S. Miyajima， J. Magn. Reson. A 123 (1996) 64・71
3)大石修、宮島清一，第34回NMR討論会講演要旨集 (1995)，69
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P9 ダイオードレーザーアレイを用いた希ガス偏極装置の設計・試作

電子技術総合研究所超分子部磁気スペクトロスコピーラボ

0服部峰之、平賀隆、守谷哲郎

Design and prototype of apparatus for polarization of noble gas 

nuclear spin using high-power diode laser紅 rays

Mineyuki Hattori， Takashi Hiraga， and Tetsuo Moriya 
Electrotechnical Laboratory， Tsukuba， Ibaraki 305， JAPAN 

An apparatus for the polarization of noble gas nuclear spins using high-power diode 
laser arrays was designed. The high-power diode laser arrays (794.7nm， 12W) was applied 
for effective excitation of the higher density Rb vapor. The prototype of this apparatus was 
constructed and the performance for the polarization of natural abundant Xe gas was 
evaluated. 

<序論> 近年、同e，'29Xeといった、核スピンが1/2の希ガスについて、 NMR信号を飛躍的に増強し

た実験が、盛んに行われるようになっている。 AlbertらによるMRIへの応用では、肺などの生体内の

空洞の画像が得られている[1]0Pinesのグループは、 NMR.MRIの一般的な感度増強法として、多く

の基礎的実験を報告している[2]。いずれも、 Happerらが行った、光ポンピングしたアルカリ金属原

子とのスピン交換による、希ガスの偏極実験[3]を採用して行われている。ここでは、高い比率で偏極

した希ガスのスピン偏極を、試料の観測核スピン系へ移動し、高感度でマイクロイメージング実験を

行うことを目的として、この原理に基づいた希ガススピン偏極装置の設計を行った。

<原理> Fig.1 IこRbのD，線(5
2
S'/2_52p，/)の光ポンピン夕、を行って、 Xe核を偏極させ、 Xe核を担体

として、観測核スピン系のNMR信号の増強する過程の概略図を示す。 Rbの電子スピンのXe核への移

動は、 Xe，Rbの衝突時に起こる[3]0Xe核のスピンを観測核へ移動する実験は、 Pinesらにより示され

ている[2]0Xe核の偏榎効率を決める要素としては、励起光強度、希ガス濃度、クエンチャー(N)濃

度、不純物(HP，02など)濃度などが考えられる。励起光強度を高くできれば、 Rb濃度を高めることが

でき、 Xe核との衝突回数も増大させられ、偏極効率を効果的に上昇させられる。出力数十Wの

GaAlAsダイオードレーザーを励起源とした装置としては、 3Heの偏極実験[4，5]、4Heをバッファーガ

スに用いて129Xeを運び偏極させ液体窒素でトラップして貯蔵する装置[6]の報告がある。

回
J

!偏極状態観測j核

Fig.1 NMR信号のRbの光ポンピングによる増強法の過程図

希ガス、 129Xe、光ポンピング、回転偏光

はっとりみねゆき、ひらがたかし、もりやてつお
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<装置> Fig.2に今回試作した希ガス偏極装置の概略を示す。 Xe，N2ガス(日本酸素:99.995%高純度

ガス)は、マスフローコントローラー(MKS:M-310-01 C，M-1 00-11 C)で、流量(Xe:-1sccm，N2: 

-0.1sccm)を制御した。その後、ラインで混合され、ベーキングしたモレキュラーシーブ(3A)の乾燥

器と精製器(millipore:WPRV200-S1)を通し、 Rb気化器から放出されるRb金属(フルウチ化学:99.99%)

の蒸気を加え、ヘルムホルツコイル(-160G)中に置かれた、石英またはパイレックス製の励起用セル

(-5mmx10mmx40mm)ヘ導入される。気化器からセルにかけては、 100-180
0

C程度の温度に保っ

た。混合ガスのセル中の滞在時間は、 2分程度と見積もられる。励起光には、 GaAlAsダイオードレー

ザー(Optopower:OPC-D012-795-HBHS;794.7nm，12W)を使用した。 5mmx5mm角の平行光ビームを

λ/4波長板(CVI:QWPO-795-1 0-4-R 15)を通して回転偏光にした後、シリンドリカルレンズで一軸方

向だけ10倍に拡大し(5mmx50mm)、セルの10mm厚の方向から入射した。セルを出た後の混合ガス

は、冷却されRb蒸気は除かれる。こうして、生成した偏極Xeの偏極率を電磁石(O.3T)を利用した、自

作のAFP型NMR装置を使って、時間をおってモニターした。

l00-180'C 
へルムホルツコイル
(ー160G)

Fig. 2 12.Xe核スピンを偏僅するための装置の概略図

くまとめ> 高出力のダイオードを利用した、高効率の希ガス偏極装置の基本的な設計を行った。

この装置を用いて、希ガスの偏極実験における基礎過程の研究、条件・材質の最適化、そして、高感

度な希ガスのNMR実験、プロトン、 13C-NMRの高感度化等々、多くの基礎実験を行うことができる

と期待される。

<参考文献>

[1] M. S. Albert， G. D. Cates， B. Driehuys， W. Happer， B. Saam， C. S. Springer Jr.， and A. Wishnia， 
Nature 370，199 (1994). 
[2] G. Navon， Y.-Q. Song， T.附ちm，S. Appelt， R. E. Taylor， and A. Pines， Science 271，1848 (1994). 
[3] W. Happer， E. Miron， S. Schaefer， D. Schreiber， W. A. van Wijngaarden， and X. Zeng， Phys. Rev. 
A29， 3092 (1984). 
[4] M. E. Wagshul and T. E. Chupp， Phys. Rev. A40， 4447 (1989). 
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P10 軽水溶媒中でのタンパク質のアミドプロトン交換反応速度の決定法

(都臨床研l，明大理工2)0横地政志1，2、楠 正美人稲垣冬彦l

Measurement of amide proton exchange rat巴withwater in 13CIl5N labeled Protein 

OMa蹴 hiY okochi 1 ，2 ， Masami Kusunoki2 and Fuyuhiko Inagaki 

TokyoM巴tropolitanInstitut巴ofMedical Science 1， Department of Physics， Meiji Univ.2 

[Abstruct] 
It is generally difficult to seperate magnetization transfer caus巴dby exchange and cross-relaxation processes. We 

propose here a nov巴1m巴thodto determine the巴xchang巴ratesand relaxation rates of amide protones in H20 

solution using various isotope filterings and radiation damping phenom巴non.This method was applied to the 

analysis of the amide proton巴xchangewith water and relaxation process巴sin the 13CIl5N labeled human ubiquitin 

at 2YC and pH7.93. Some arithmetic models can explain the time dependency of relaxation of whole exp巴nments.

[序論]
重水素交換で、は測定できない速やかに消失するアミドプロトンの交換速度を定量的に見積もる測定法

を検討した。これまでに開発されていた軽水中で交換速度を見積る測定法は、スピン拡散に阻まれて測
定の精度は十分にあがらなかった。特に生体高分子を高磁場NMRで観測する持にスピン拡散が起きやす
いため、実際には交換していないアミドプロトンまで検出してしまう可能性が高く、混合時間は短く限

定されてきた。そこで同位体フィルターを駆使し、出来るだけいろいろな初期条件、緩和条件のもとで

様々な実験を統合することで、混合時間の限界をこえて、交換過程、緩和過程を精度高く検出する方法

の開発を目指した。

[方法:同位体フィルター]
この実験で使用した同位体フィルター付きHMQCは合計 10種類である。全ての同位体フィルターは

混合時間の始まりにアミドプロトンの磁化を消去するように設計する。またIH-13CのJ結合を利用し

て13Cに結合したプロトンの磁化を制御するパルス列を必要に応じて挿入する。これで水の信号と重な

りあう αプロトンを磁化の方向を選別できる。 ra' r bはそれぞれ1f4J(NH)=2.5[ms]、1f2J(CH)=3[ms]に

設定する。以下に 2つの例を示す。

WFB_CH+ Filter (Fig.la) 

Fal" allτal-Z:aド何回lSeii

t一』

H
 E与

ISN 
弓EP

‘ ‘ 
ιJ 血

WFB_CH-Filter (Fig.lb) 

IH 1" al-z: al 1 I 11τataiZ何回lSeii
1SN Iτbτb  I 

Gz 血

l I
r2p

II 
E与

13C 
弓EP

‘ 
血 • • 血

Fig.1aのWFB_CH+実験は、混合時間の直前で、水の磁化を静磁場方向、同じく 13Cに結合したプロトンを

静磁場方向に向ける働きがある。 2重にアミドプロトンにフィルターをかけるのはアミドプロトンの消

磁の効率を上げるためである。
Fig.1bのWFB_CH-実験は混合時間の直前で水の磁化を静磁場方向、 13Cに結合したプロトンを反静磁

場に向ける働きがある。

※キーワード:アミドプロトン， H-H交換，同位体フィルター

※ょこちまさし、くすのきまさみ、いながきふゆひこ
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このようなフィルターの組み合わせで、水の初期磁化、 13Cに結合したプロトンの初期磁化の状態を
決定する。また弱い飽和パルスを混合時間中に入れて、その間の水の磁化を Oに保つ実験も可能にな
る。さらに水の磁化を反静磁場方向に倒した後で弱い磁場勾配をかけることにより、混合時間中に
Radiation dampingを制御できる。フィルターの機能を以下にまとめる。

Effect of Isotope Filtering (Table 1) 

Filter H20 Saturation CH Radiation Damping 

WFB CH+ +Z +Z 

WFB CH- +Z' -Z' 

SAT_CH+ 。 actlve +Z" 

SAT CH- 。 actJve ヨア

INV CH+ -Z' +Z' 

INV CH- -Z -Z 

ERC CHO 。 。
ERS CHO 。 actlve 。
RAD CH+ -Z' +Z' actJve 

RAD CH- -Z -Z aCtJve 

'または"は初期磁化の大きさが熱平衡状態を基準にして、やや強度が落ちることを意味する。

{結果:水のフィルター実験]
同位体フィルター、混合時間ののち、 90パルスをかけて、フィルターを通ったあとの水の磁化の時

間変化を測定した。

Isotope Filter Effect of H20 Signal (Fig.2) 
100 

50 

h=国
口
叫
】
口
同
【
司
ロ
凶
双
山

-50 

『島-WFBCH+ -・-WFB_CH-
SAT CH+ 
SAT CH-

ー壬トINVCH+ 
-+-INV CH-
ー毛トERC_CH+

ERS CH-

→←RAD CH+ 
→-RAD_CH-

-100 
0.001 0.01 0.1 

mixing time [s] 

10 

複雑な双極子一双極子聞のネットワークの緩和現象は多重指数関数で記述されるだけであるが、
Radiation dampingを起こしている水の磁化は非指数関数的な回復を示している。理論上、比較的長い縦
緩和 (3.2[s])を無視すればRadiationdampingを起こしている水の磁化の時間変化は双曲線正接関数に従う

ことが知られている。この特徴的な水の磁化の反転は、交換しているアミドプロトンの磁化に強く反映
されるため、 Radiationdampingを起こした実験とそうでない実験との差は価値ある情報である。

[解析モデル]
フィルター付きHMQCでアミドプロトンの磁化の時間変化を測定し、そのデータを解析するには上記

の実験を統合するモデル計算が必要になる。 Fig.3のようにアミドプロトンは、その周りを主に13Cに結
合したプロトンに囲まれている。スピン拡散によってアミドプロトンに影響するプロトンは限定され
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る。そこでアミドプロトンの磁化の時間変化を記述するには、 Fig.4に示すように観測しているアミドプ
ロトンの磁化、実験的に得られた水の磁化、フィルターによって制御された主に13Cに結合したプロト
ンから構成されるスピン群の磁化の間の交換や緩和現象を取り入れた微分方程式を解くことが必要であ
る。

Magnetization transfer model (Fig.3) 

Solvent 

Dipolar Int. 

Arithmetic model (Fig.4) 

Auto-relaxation 
as the spin group 

Effective spin group ¥.. ~ 
(averaged through ...... tl7>. -:::: 

@ X n 
spin diffusion) '<P 

仰仰捌仰Dipolar仰伽lω卸山ar

伽 e倒r円v吋 H剛Ne母一一 OH円1
2
0 (ωalre陀悶a叫dyk加tαω叩n∞…lω。W川n的) 

Dipolar Int. /Exchange 

[結果:アミドプロトンのフィルター実験]
Fig.4の図式で示したモデルを使ってデータをフイツティング解析した例を示す。 Fig.5aに示す Gln2

はユピキチンでは比較的交換速度が速い。また Fig.5bに示す Leul5は交換速度が遅い。

Time Dependency of Gln2 

Human Ubiquitin 25・C，pH7.93 (Fig.5a) 
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Time Dependency of LeulS 

Human Ubiquitin 2S
o

C， pH7.93 (Fig.5b) 

。 WFB CH+ 
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-50 

0.01 
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同じ初期磁化の状態から出発する実験の組み合わせであるINVCHとRADCH自の実験を比較すると、
交換速度の違いによる変化が最も顕著に現れる。 01n2の場合 50 [ms]を境にして、 Radiationdampingを
起こした急激な水の磁化の変化を、交換しているアミドプロトンの磁化が水の磁化を追いかけるように
増加している。一方、交換が起こらない Leu15のアミドプロトンは外界で起きている水の磁化の変化に
は無関心であるように振る舞ーうのが良くわかる。
同様な比較がINV_CH+とRAD_CH+の実験の組み合わせで、も説明できる。
Fig.6に66個の残基について交換速度を示す。(全残基 76、そのうちプロリンは 3残基)

Fitting Parameter (Exchange Rate) 

Human Ubiquitin 2S
o

C， pH7.93 (Fig.6) 
40 

[
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4
8吋
出
U
M
W
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Residue Number 

・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・ ・圃・・・・・・・・・・・・・圃・ ・・・・・・圃・ ・・・ ・・・・・ ・・・・・・・・・・・・
β1 s 2 α1β3β4  310β5  

Secondary structure 

64 54 24 14 

。

***** : Not observed becaus巴01'rapid exchange 

今回検討した同位体フィルターを用いた実験の他に、重水素交換実験、 OffResonanse ROESY実験か
らも、交換速度を求めた。その結果、本実験の交換速度と良い相聞があることが示されている。しかし
pH7.93という条件下において、ほほ全ての残基について統一的に交換過程を解析できるのは、この同位
体フィルターを用いた実験だけである。
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P11 大腸菌RNAポリメラーゼalphaサブユニットの
N末端ドメインの構造解析

(阪大蛋白研l、国立遺伝研2)

O大友崇紀i、山崎俊夫l、村上勝彦2、石浜明2、京極好正l

Structural analysis of the amino terminal domain of the alpha subunit 

of E.coli RNA polymerase 

OTakanori Otomol，Toshio Yamazaki1 ，Katsuhiko Murakami2， 

Akira Ishihama2，Yoshimasa Kyougoku1 

Clnstitute for Protein Reserch，Osaka University， 

2National Institute of Genetics) 

The amino terminal domain of the alpha subunit of E.coli RNA polymerase 

(αNTD)plays a key role in assembly of the core enzyme.αNTD is 26kDa 

protein， and forms a dimer. But this protein aggregates at an NMR 

concentration. We  examined the solution condition using 1H_15N HSQC 

spectra， PFG NMRdiffusion measurements and analytical ultracentrifuge， 

and determined the optimal solution condition. We have performed NMR 

signal assignment of the protein backbone nuclei using 2Hlabelled sample. 

αNTDはRNAポリメラーゼの各サブユニットを集結させる機能を持つ分子量26kDa，

アミノ酸239残基の蛋白質であり、 2量体を形成することがわかっている。この蛋白

質はNMR濃度にすると非特異的に自己会合する性質があり、この会合をほどくことが
重要であった。我々は溶媒条件の検討を行い会合をほどく溶媒条件を決定した。こ
の際 IH-15NHSQCスペクトルを用いて大まかな条件を求めた。その結果胆汁酸を骨格

に持つ界面活性剤が有効であることがわかった。そのうち有効性の高かったものは

コール酸ナトリウム、デオキシコール酸ナトリウム、 CHAPS などである。さらにそ
れらの界面活性剤を用いて、 NMRによって蛋白質の拡散係数を求める実験を行った。

界面活性剤の濃度を振り拡散係数をプロットをとった。そのプロットから拡散係数
の最大値をあたえる界面活性剤の種類、及びその時の濃度を最終的にN阻条件とした。

蛋白質の濃度及びpHはサンプルの安定性から最も良い条件を求めた。 (20mM Tri s 
pH8. 5、 O. lmM EDTA、 7mM デオキシコール酸ナトリウム、 O. 6mMαNTD)この条件

で超遠心分析を行ったところ、 αNTDは2量体であることが確認された。

決定した条件でシグナルの帰属をするため、 13C，15N ラベル体を作製し、各種3D実

験を行った。さらにこの蛋白質は2量体であることから分子量が52kDaと非常に大き

くなるために80%の別じを行い、 Csのデータをとるのに用いた。実験はDRX600で行い、
一部DRX800も用いた。 HNCA， HN (CO) CA， 15N-ed i t ed NOESY， をダブルラベル体で、

CT-HNCA， CT-HN (CO) CA， HN (CA) CB， HN (COCA) CB， 15N-ed i t ed NOESYをトリプルラベル

体で測定し、非常に良いスペクトルが得られた。とれらのデータからシグナルの帰

属を行い、主鎖原子の80犯の帰属を完了した。

keywords:RNAポリメラーゼ、界面活性剤、並進拡散、重水素化

0おおともたかのり、やまざきとしお、むらかみかつひこ、いしはまあきら、

きょうごくよしまさ
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P12 大腸菌RNAポリメラーゼの alphaサプユニット活性化ドメインと

DNAの相互作用解析
(阪大蛋白研人国立遺伝研2)

0安野和浩1、山崎俊夫人柄尾豪人1、田栄浩1，石浜明仁京極好正1

Analysis of the interaction between the activator contact domain of 
Esherichia coJi RNA polymerase αsubunit and the UP element DNA 

o Kazuhiro Yasuno¥ Toshio Yamazaki¥ Hidehito Tochio¥ Yong Ho Jeon1， 

Akira Ishihama2， Yoshimasa Kyogoku1 

lInstitute for Protein Research， 2National Institute of Genetics 
The C-terminal domain of the Escherichia coli RNA polymerase αsubunit (αCTD)plays a 

key role in transcription regulation by a group of protein transcription factors and DNA 
enhancer elements (UP element DNA). We investigated the interaction between αCTD and 
the UP element DNA. The UP element DNA is an AT rich sequence of about 25 base pairs. 
We designed DNA sequences and investigated their interaction with αCTD by monitoring the 
15N-HSQC signals of αCTD. The interaction surface onαCTD monitored by NMR coincided 
with the data企ommutagenesis. The strength of their interaction depended on the length of 
the AT region， longer AT sequence exhibited stronger interaction， but did not depend on their 
sequence. We observed intermolecular NOE on the interaction between 13C labeled αCTD 
and a designed DNA by isotope filtering method. We found many NOEs， showing contacts 
between some side chains ofαCTD and the DNA sugar protons. 

大腸菌RNAポリメラーゼ (RNAP)のalphaサプユニット C端ドメイン (αCTD)は、様々

な転写因子やプロモーター上流にある ATrichなDNA配列 (UPelement DNA) と結合する

ことにより、目的遺伝子の転写を活性化していると報告されている九このαCTDとUPelement
DNAの結合様式を調べた。

αCTDの構造はすでに NMRにより決定されている九そして、 15NラベルされたαCTD溶液

にUPelement DNA 25bpを混合したと乙ろ、残基特異的に 15N-HSQCシグナルのブロードニ

ングが観測され、相互作用の確認とともにブロードニングを受けた残基は mutation実験めから

予想されていた相互作用部位と同じ表面に位置していた。

さらに詳細な情報を得るため、特に AT配列の長さに着目して DNA配列を操作し、 DNAと

αCTDとの相互作用の様子を、 15N-HSQC上で調べたととろ、 AT塩基が長く続くほどシグナル

のブロードニングが激しくなり、逆に短くするとαCTDのシグナルがふたたび現れ、 freeのと

きとは異なった位置にシフトしたスベクトルが得られた。しかし、そのシフトの大きさはAT配

列を短くして行くほど小さくなり結合力が弱くなっているようであった。また、シフトの様子

はAT部位の長さには依存していたが、 ATの並びによる変化はなかった。連続した AT塩基対

7bpを含むDNAをαCTDに対して滴定したところ、一分子の DNAに独立で等価な2個のαCTD
結合箇所があるとして解析した場合、解離定数が1O-4M程度の滴定曲線が得られた。

次に UPelement DNAのような ATrichな配列にαCTDがどのように結合しているか探るた

め、 13C，15NラベルされたαCTDをS・CGCGAAATTTCGCG-3'というこ重鎖 DNA配列と 2: 1 

の割合で混合した溶液で種々の 3D、2DNMR測定により蛋白質、 DNAのプロトンシグナルの

帰属を行い、さらに同位体フィルタ一法により蛋白質-DNA聞の NOEを測定したところ、 αCTD

の側鎖プロトンの幾っかから、 DNAの糖部分へ多くの NOEが観測された。現在、解析を進め

ているところである。

1) Ross，W. et al. Science， 262， 1407-1413 (1993) 
2) Jeon， Y. H. et al. Science， 270， 1495-1497 (1995) 
3) Murakami， K. et al. EMBO J. 15，4358-4367 (1996) 

RNA polymerase、DNA-Proteininteraction 

やすのかずひろ、やまざき としお、とちおひでひと、じえおんよんほう、

いしはま あきら、きょうごく よしまさ
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P13 メタロプロテアーゼ阻害蛋白質SMPIの構造決定と相互作用様式の解析

(都立大・理l、京都工繊大・応用生物2)0大野綾子l、 楯 真 一l、

Sail司jaS.Seeram 2、平賀和三2、小田耕平2、甲斐荘正恒 1

The Structure and Inhibition Mechanism of Metalloproteinase Inhibitor ，SMPI 

(Faculty of Science，Tokyo Metropolitan Univ 1， Faculty Textile Science，Kyoto Institute of 

Technology 2) AvakoOhno 1 Shi凶n任1ト-叩hiT百aぜ， S泊l司aS閃 ram2， K但 urniHiraga 2， 

Kohei Oda2， and Masatsune Kainosho1 

Abstract 

The solution s仕ucωreof Streptomyces metallopro飽inaseinhibitor， Sお1PI，which is a potent 

inhibitor of thermolysin， is deterrnined by NMR spectroscopy. SMPI is essentially composed of 

two s-sh閃弘田chconsisting of four antiparallel s明 strands.The stn肌 lrecan be considered as 

two Greek key motifs， with two-fold internal symme句人 Inthe absence of sequence sirnilarity 

the SMPI strucωre showed the clear s加ularityto the both domain of an eye lens crys凶lins，

both domains of the calcium sensor protein-S， as well as the single domain yeast killer 

toxin.Sお1PIhas the protωlytic cleavage si飽 on血epro佐udingloop from the grobular core. In 

modeling the docking s仕uc加reof Sお1PIwith thermolysin， we found this loop of S民1PIis 

complimentary in shape and surface charge to the active cleft of thermolysin simultaneously 

fulfi1ling出erequired interaction between P 1 '(Sお1PI)加 dSl'(血ermolysin)sites and the 

coordination of P 1 carbonyl oxgen to catalytic zinc in thermolysin. 

[序jSMPIは、アミノ酸残基 102からなり、 2つのジスルフィド結合を持つ蛋白質性インヒピターであ

り、小田らにより初めて分取された。この蛋白質は、サーモリシンなどのメタロプロテアーゼを広く

阻害する。しかし、このような基質類似型のメタロプロテアーゼインヒビターの構造および匝害様式

は、これまで解かれた例はなく、他の阻害蛋白質ともアミノ酸配列相同性がなかった。近年になって、

小田らによる切断実験により C64-V65であると同定された。また、変性実験により、このインヒピタ

ーのpi'サイト CV65)が疎水性残基であることが、明らかとなった。そこで、本研究ではNMRによる

溶液中の立体構造を決定し、その構造よりサーモリシンとの相互作用様式について検討することを目

的とした。

[構造決定jNMRによる立体構造決定は、定法にのっとり約 1500個の距離及び角度情報を用いて

DYANAl.l' X-PLOR3.8を併用して行った。

Keywords 安定問位体、蛋白質構造、プロテアーゼインヒピタ一、緩和時間

おおのあやこ、たて しんいち、 Sa i 1 a j a S. S e e r am、ひらがかずみ、おだこうへい、

かいのしようまさつね
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[結果と考察}構造決定の結果、 SMPIは、 N末端側に 3本、 C末端側に4本の逆平行。シート構造を持

ち、さらに活性部位近傍に l対の小さなβシートが存在している。これらの0シートはGn己記kkyeモチ

ーフを持っている。また、 N-，C-末端構造部の間には、 l本のαヘリックス構造がある。既に小田らに

より同定されている陸害活性部位は、大きくコア部分より突出したループ領域に存在しており、立体

構造側から見てもプロテアーゼとの相互作用が容易な部分に存在していることがわかる。また、この

活性ループは緩和時間解析により運動性が抵いことが分かつた。次に、 SMPIとプロテアーゼとの相互

作用様式を検討するために Matthewsらにより 19的年に発表されているサーモ 1)シンとV-Kジペプチド

との緩合体の結晶構造を用いて、サーモリシンへの SMPIの活性ループ接近様式について検討した。こ

の複合体のジペプチドの V-Kに対応するペプチドユニットが、SMPIの活性部位近傍の V65-R66に見ら

れるため、計算機上で SMPIの V65-R66が、結晶構造中のジペプチドに最も重なり合うように接近さ

せたところ、大きな立体障害なく SMPI活性部位がサーモリシンの活性クレフトにうまく入り込むこと

が分かつた。(Fig))さらに、切断活性部位とサーモリシンとの相互作用様式を詳細に調べたところ、

SMPIのP1サイトのカルボニルが、サーモ 1)シンの活性部位内の亜鉛イオンへ正四面体の配向性を保っ

て接近することが可能であることが、明らかとなった。このサーモリシンの亜鉛イオンへの配向性は、

プロテアーゼの切断機構において重要な役割を果たしているととが既に知られている。また、この

SMPIのP1'サイト(V65)の側鎖が、サーモ 1)シンのポケットにうまく入り込んでいることが分かった。

これにより、 SMPIの活性ループが、うまくサーモリシンの活性部位に入り込む要因となっているこ

とが示唆される。さらに、構造以外の相互作用を調べるために 2つの蛋白質の表面電荷分布について

調べたところ、 SMPIの活性ループ領域は正電荷、サーモリシンの活性部位は負電荷を帯びていること

が分かつた。よって、 2つの蛋白質は静電的相互作用を通して、接近することが分かつた。以上によ

り、 SMPIの活性ループは、静電的相互作用を通して立体障害なくうまくサーモリシンの活性クレフト

に入り込むことにより、活性ループ内の P1サイトのカルボニルが亜鉛イオンに正四面体型の配向性を

保ちながら接近し、複合体を形成することにより基質類似裂の阻害を行っていると複合体モデル構造

より推測された。
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P14 オスモセンサーEnvZのHiskinaseドメインのNMR構造解析

(筑波大TARAセl、 トロント大ocr2
、農水省生物折、 UMDNt)

0田中俊之l、友森チエリ l、伊島理枝子2、KitTong2
、Din副iangLiu2

、

山崎俊正3、井上正JII~4、伊倉光彦2

NMR Structural Study of the His Kinase Domain of EnvZ 

Center for Tsukuba Advanced Research Alliance and Institute of Applied Biochemistry， 
University ofTsukubaI， Division of Molecular and Structural Biology， Ontario Cancer Institute 
and Department of Medical Biophysics， University of Toront02， National Institute of 
Agrobiological Resources3， and Department ofBiochemistry， Robert Wood Johnson Medical 
School4 

Toshiyuki TanakaI， Chieri TomomoriI， Rieko Ishima2， Kit Tong2， Dingjiang Liu2， Toshimasa 
Yamazaki3， Masayori Inouye4 &為1itsuhikoIkura2 

EnvZ， a 49・kDatransmembrane protein， serves as an osmosensor in Escherichia coli. The 
secondary structure of its His kinase domain (290-450) has been determined by 
multidimensional heteronuclear magnetic resonance spectroscopy. It consists offourα-helices， 
sevenβstrands， and also a long loop region 佐川'eenthe C-terminal two helices. 

EnvZ is a transmembrane osmosensor which regulates the production of two major outer 

membrane porin proteins， OmpF and OmpC in Escherichia cofiI. EnvZ is an autokinase that 

becomes phosphorylated at His243 by A TP through a transphosphorylation reaction between 

two EnvZ molecules， and thus is called a histidine kinase. The phosphate group is 

subsequently transferred to OmpR， which activates this transcription factor to allow regulation 

of the ompF and ompC genes. In addition to its autokinase and phosphotransferase activities， 

EnvZ can also act as a phosphatase which dephosphorylates phosphorylated OmpR， and thus 

inactivates OmpR. 

EnvZ consists of 450 amino acid residues， and its topology is typical of a transmembrane 

histidine kinase protein: a periplasmic sensor domain (residues 47 to 162)， two transmembrane 

regions (16-46 and 163-179)， a linker region (180-222)， and a cytoplasmic catalytic domain 

(223・450)2.We have started the NMR structural analysis of the catalytic domain to elucidate 

the molecular mechanism of signal transduction by EnvZ， and already revealed that its N嶋

terminal region (223-289) is responsible for the homodimer formation of EnvZ3. Here， we 

present the secondary structure of the C-terminal kinase domain (290-450) obtained by 

multidimensional heteronuclear NMR spectroscopy. 

Uniformly 15N_ or I3C/I5N-Iabeled， or unlabeled protein was dissolved to 1.5 mM in 

either 95% H20/5% 2H20 or 99.996% 2H20 containing 20 mM sodium phosphate， 50 mM 

KCl， 0.5 mM  AEBSF， 50μM sodium azide， 5 m M  MgC12， and 5 mM  ATP (pH 7.0). NMR 

ヒスチジンキナーゼ、 EnvZ、多次元NMR

たな治、 としゆき、とももり ちえり、いしま りえこ、キット トング、テrィンジャン リウ、

やまざき としまさ、いのうえ まさより、いくら みつひこ
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spectra were recorded at 25 oc on a four-channel UNITY -plus 500， UNITY拘 600，or DMX-750 

spec位ometer.All data were processed using the software nrnrPipe and nrnrDraw， and the data 

analysis was assisted by the software Capp and Pipp. The backbone assignments have been 

made by analyzing four triple resonance experiments， (HB)CBCA(CO)NNH， HNCACB， 

(HB)CBCACO(CA)HA， and HNCO. Assignment of the side-chain resonances was carried out 

using the 3D HCCH-TOCSY and 13C-edited NOESY-H恥1QCspectra. NOEs were assigned 

from 2D homonuclear and 3D J3C-and 15N-edited NOE spectra， and 3JNHαcoupling constants 

were measured from lH/15N HMQC-J spectrum. Slowly exchanging amide protons were 

identified by recording a series of gradient-enhanced lH_15N HSQC experiments at different 

time points immediately after exchanging H20 for D20 by an ion-exchange colurnn at 4 oc. 

The secondary structure elucidated from Cαand Cs chernical shifts according to Venters et 

al.4 is shown in Figure 1. The His kinase domain of EnvZ consists of four α-helices and seven 

s-strands. This secondary structure is consistent with the other NMR parameters， such as 

medium-and long-range backbone NOEs， 3JNHαcoupling constants， and amide hydrogen 

exchange data. It is noted that there is a long loop region between the C-terminal two helices. 

This region contains one of the glycine-rich boxes (G2)， which are thought to be involved in the 

nucleotide binding. Another box， called G 1， exists at the end of the strand E. Preliminary 

three-dimensional structure reveals that these boxes is closed in space to Asn347， which is 

responsible for the kinase activity of EnvZ. 
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Fig. 1 Secondary structure of the His kinase domain of EnvZ elucidated from the Cα 叩 dCs

(Hoch， J.A. and 
References 
1. Pratt， L.A. and Silhavy， T.J. In Two-Component Signal Transduction 

Silhavy， T.J.， eds)， pp. 105-127， ASM Press (1995). 
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Tomomori， C. et al.， unpublished results. 
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P15 安定同位体標識ペプチドを用いたペフ。チドと蛋白質との相互

作用の解析

(三菱化学生命研l，群大工2)

O楠英樹1，2，若松馨2，佐藤一紀1，河野俊之1

Analysis of Peptide-Protein Interactions Using a Peptide Uniformly Enriched with Stable 

Isotopes 
0 ・1.2 TT___' H'_1_________2 Hideki Kusunoh1， "'， Kaori Wakamatsu"'， Kazuki Sato1， Toshiyuki Kohno 

(Mitsubishi kasei Institute of Life SCiences1， Faculty of Engineering， Gunma University2) 

Transferred nuclear Overhauser effect (TRNOE) has been used to analyze conformations of 

peptides bound to large proteins. However， this method often suffers from poor signal 

dispersion of peptide proton resonances since peptide molecules in a free state， through which 

the information about peptide's bound conformation is monitored，紅eprimarily in a random 

coil state. To overcome such a drawback， we analyzed peptide-protein interaction by 

15"'1 __.J/__ 13 heteronuclear TRNOE experiments of peptides uniformly enriched with lJN and/or lJC. In 

the present study， we analyzed the Gilα-bound conformation of mastoparan-X (MP-X)， 

which can activate Gilα. We could determine precisely the structure of MP-X bound to Gi-

protein by solving the overlapping problem. 

[序論]

大きな蛋白質に結合したペプチドの構造を解析する有用な方法の 1つに

Transferred NOE (TRNOE)法がある.しかしながらこの方法を用いた場合，観測

されるペプチドシグナルはランダムコイル状態の化学シフトに現れるので，シグナ

ルの分離が悪いことがある.本研究ではこの問題を解決するため，安定同位体ラベ

ルしたペプチドを調製し，ペプチドと蛋白質との相互作用を多核多次元のTRNOE

法で解析した.蛋白質はG蛋白質を，ペプチドにはG蛋白質を直接活性化できるマス

トパランXをそれぞれ用いた.

[実験]

(a) マストパランXの調製.我々は 15NH4Cl，13C-Glucoseを含んだ最小培

地で大腸菌を培養し，以下に示す方法で安定同位体ラベルしたマストパランXを調製

した.マストパランX をユビキチン (N末端に Histidine-tagを付けてある)との

融合蛋白質として大腸菌内に安定かつ大量に発現させた.その融合蛋白質を Niーカ

ラムで精製した後，酵母ユビキチン切断酵素でマストパランX を切り出した.アミ
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ド化酵素でこのペプチドの C末端をアミド化した後，逆相カラムで精製した.

(b) NMR測定と構造計算. NMR測定は BrukerMα-500またはARX-400

を用いて 20
0

Cでおこなった.シグナルを帰属するため， 2D 1H-TOCSY， HSQC， 

3D CBCA(CO)NH， HNCACB， HNCO， TOCSY-HSQCをそれぞれ測定した.距

離情報を得るため，混合時間 100msの 2D1H-T貯 -JOESY，15N-T貯 -JOESY-

HSQC， 1 H， 15N-HMQC-T応 JOESY-HMQC，13C-T応 JOESY-HMQCをそれぞ

れ測定した.スペクトルの processing と解析には UXNMR software または

NMRPipeを用いた.NOESYのクロスピーク強度は Trp3の 4H-5H(2.5 A)を基

準として強，中，弱の三段階に分け，それぞれの距離の上限を 2.7，3.6， 4.5 Aとし

た.構造計算はX-PLOR3.1 Programを用いておこなった.

[結果・考察]

短いペプチドは水溶液中でランダムコイル状態にあるためプロトンシグナルが重

なり，帰属の困難な場合がある.本研究で用いたマストパランX (Fig. 1)も水溶液

中でランダムコイル状態にあるため，そのアミドフロトンシグナルは 1H-NMRス

ベクトルの中で著しく重なり，帰属が困難であった.そこで，我々は安定同位体ラ

ベルしたマストパランXの多核多次元 T貯~OE を用いて，このペプチドと G蛋白質

との相互作用の解析を試みた.最初に，我々は 15Nで一様にラベルしたマストパラ

ンXの 15N-HSQCスペクトルを測定した.その結果， 15Nの化学シフトでそのア

ミドシグナルを完全に分離することができた (Fig. 2). また， G蛋白質存在下で

15N-TRNOESY を測定したところ， 2D 1H-TRNOESY において重なりが著し

かったシグナルを分離することができ，多くの NOEを新たに帰属することができ

た. 1H-TRNOESYのa1iphatic領域もまた，プロトンシグナルが重なっているた

め， 13C， 15NでダブルラベルしたマストパランXを調製し，13C-TRNOESYを用

いて解析をおこなった.すると， 2D 1H-TRNOESYの中で重なっていたため帰属で

きなかったTRNOEクロスピークを容易に帰属できるようになった.これらの

TRNOEYから得られた 151個の距離制限をもとに G蛋白質に結合したマストパラ

ンXの構造を X-PLOR3.1 Programで計算した.その構造は Trp3から C末端の

Leu14 まで両親媒性の αヘリックスを形成していた.αヘリックスを形成する領域

での主鎖原子の r.m.s.d.は 0.27A，全重原子のr.m.s.d.は 0.93Aであった.一方，

1H-T貯-JOESYだけから得られた距離制限(全部で 116個)をもとに上と同じ方法

で構造計算をおこない，上で得られた構造と比較した.その結果，ここで計算され

た構造の収束は悪く，その r.m.s.d.は主鎖原子について1.70A，全重原子で 2.84

Aであった.それぞれの制限を基に計算された構造を Fig.3に示す.以上より，ペ

プチドー蛋白質相互作用の解析において，短いペプチドを安定同位体ラベルして多
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核多次元T陪-JOEの解析をおこなうことは非常に有用であることが示された

1 NWKGIAAMAKKLL-NH 2 

Fig. 1. Amino acid sequence of mastoparan-X (MP-X). 
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Fig. 2. [lH， 15NJ HSQC spectrum of MP-X uniformly enriched with 15N. 
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(A) (B) 

N N 

C C 

Fig. 3. Comparison of the calculated G protein-bound structures of MP-X， (A) 

isotope-enriched and (B) non-enriched. 

キーワード: 安定同位体標識ペフチド，多核多次元TRNOE法，構造決定，蛋白質

小分子相互作用

くすのきひでき，わかまっかおり，さとう かずき，こうの としゆき
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P16 HIV・2ヌクレオキャプシドタンパク質の機能構造相関の解明

(北里大理人北里大医療衛生2，三菱化学生命研3)

。小寺義男1久塚原智典2，小松博義2，戸津秀樹2，金載-3，

佐藤一紀3，前田忠計l，河野俊之3

Structural characterization of the minimum active region of the HIV -2 Nucleocapsid 
protein NCp8 studied by 'H NMR 

OYoshio Kodera， Tomonori Tsukahara， Hiroyoshi Komatsu， Hideki Tozawa， Jae-Il 
Kim， Kazuki Sato， Tadakazu Maeda， Toshiyuki Kohno 

Retroviral nucleocapsid protein， NCp8， of the human immunodeficiency viruses type 

11 (HIV-2) is essential for RNA genome packaging and infectivity ofthe viruses， and includes 

two zinc fingers of the type C-X2-C-X4-H-X4-C. The derived synthetic peptide NCp8-f1， 

which includes the first zinc finger， is the minimum active region to recognize the viral RNA. 

In this study， the three-dimensional structure of NCp8-fl was determined by two-dimensional 

'H NMR spectroscopy with simulated annealing calculations. Interestingly， four Arg residues 

in the C唱 terminalpart expose to solvent and locate in the same side of the peptide. We will 

discuss the mechanism of viral RNA recognition by NCpふf1from the structuraI point of 

view， comparing the determined structure with those of the nucleocapsid proteins of HIV-l 

and other retroviruses. 

1. 序

HIV (HIV-l， HIV-2)のヌクレオキャプシドタンパク質 (NCタンパク質)は， 2つの

C-X2-C-X4-H-X4-C (CCHC)タイプの zincfinger motif (ZFM)と，その間をつなぐ塩基

性アミノ酸残基に富む 7残基のアミノ酸 (linker領域)から構成されている (Fig.

1) .このタンパク質は，ウイルス RNAの二量体形成， RNAのウイルス粒子内へ

のパッケイジングをはじめ，ウイルス増殖に重要な様々な働きを担っていることが

報告されている [1]. しかし， HIV-lの NCタンパク質 (NCp7)は立体構造解析が行わ

れているが [2]，その機能発現機構についてはほとんど解明されていない. HIV-2の

NCタンパク質 (NCp8)は，アミノ酸配列，機能において NCp7に非常によく似た特

徴を持っている.しかし， NCp8の立体構造解析は， N端側の ZFM領域について二

次構造解析を行った 1つの報告 [3]以外に研究例が無い.

当研究では NCp8の立体構造解析を行い， NCp7の立体構造と比較して両タンパ

ク質の機能発現機構を解明することを目的としている.その第一段階として，ウイ

ルス RNAを認識するための最小単位の部分ペプチド (NCp8-f1: N端側の ZFMと

linker領域を含む 29アミノ酸残基のペプチド)の立体構造を決定した.

11.実験方法

試料)NCp8-f1は Fmoc法により化学合成し， TOF-MSによる質量分析で分子量の確認を行った.

キ}ワード:HIV-2、ヌクレオキャプシドタンパク質、 NMR

。こでら よしお，っかはら とものり，こまつ ひろよし，とぎわ 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
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Fig.l Primary structures of NCp8 and NCp7 

NCp8-flへの Zn2+の配位は， NCp8-flの水溶液(pH3.0以下)に相当量の ZnC12を添加後， pHを5.7ま
で、上昇させて行った. CDスベクトルおよび 1次元N恥1R測定によって Zn'+の配位の確認を行った.

NMR測定)NMR測定は，濃度約 5mM，pH 5.7で行った.溶媒は 99.65%'胞Oまたは90% 

H20/1O% 'H20を用いた.全てのNMRスベクトルは(1次元測定，DQF-COSY， PE-COSY， TOCSY， 
NOESY)はBruker製DMX-500NMR装置を用いて温度278K， 288 Kおよび 298Kで測定した.

立体構造計算)常法に従って NMR信号の帰属を行った.構造計算に必要な距離制限情報は主に 288
K (mixing time : 100 ms， 200 ms)のNOESYスベクトルから求めた.Zn2+とCys残基の SY核， His残基
のN'核との結合距離は， Arsenievらの方法 [4]に従ってそれぞ、れ2.3A， 2.0 Aとした.立体構造計算
はsimulatedaImealing法 (X-PLOR3.1 [5]使用)によって行った.

川.結果と考察

距離制限情報 (331個)と角度制限情報 (12個)をもとに計算した NCp8-f1の立

体構造を Fig.2に示す.これは 100個の計算結果の中から最も収束した 16個の構造

をZFM領域 (Cys9 ~Cys 22)の主鎖で重ね合せたものである.主鎖のN，C"，C核と

Zn2+に結合しているCys9， Cys 12， His 17， Cys 22の側鎖を表示した.Ala 1からVal6

までは距離制限情報が少なく，構造が収束しなかったために除いている. 16個の構

造の平均構造に対する RMSD(root mean square difference)をIle7 ~ Gly 29について

求めた結果，主鎖のN，C"，C核に対して 0.36:t 0.08 A，全ての重原子に対して1.36

士0.14Aとなった.また， Lennard-Jones van der Waals energyの平均値は・ 55

kcal/molであった.

この結果より， NCp8とNCp7のZFM領域はほぼ同じ立体構造を持っていること

がわかった.また， C端側の linker領域は loop様の構造を持っていることがわかっ

た.同領域がrigidな立体構造を持っていることは今までに報告されていない.

NCp8， NCp7ともに linker領域が活性発現に非常に重要であることは多くの研究で

明らかにされている[1]. ウイルス RNA認識およびその他の機能発現機構を解明す

るために，今回得た linker領域の loop様の構造が重要な手がかりを与えると考えら

れる.Fig.3にFig.2に示した 16個の立体構造の平均構造を示した.C端側の 4つ
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: Zn2+ I1e 7 

Fig.2 Stereopair of backbone heavy atoms for the 16 converged structures 

ofNCp8-f1. 

_ 2+ 
。:乙n

Fig. 3 Mean structure of NCp8-f1 

のArg残基 (Arg20， Arg 23， Arg 26， Arg 27)の側鎖も同時に表示している.全ての Arg

残基が溶媒に露出しており，その立体配置は他のレトロウイルスの NCタンパク質

の塩基性アミノ酸残基の立体配置と非常によく似ている.

発表では，ウイルス RNA認識に必要な NCタンパク質の立体構造要素について，

NCp8とNCp7およびその他のレトロウイルスの NCタンパク質とを比較して議論す

る.

[1] Darlix， J. L.， Lapadat-Tapolsky， M. Rocquigny， H. D. and Roques， B. P. (1995) J. Mol. Biol. 254，523-537 
[2] Morellet， N.， Rocquigny， H. D.， Mely， Y.， Jullian， N.， Demene， H.， Ottmann， M.， Gerard， D.， Darlix， J. L.， 

Fourinie-Zaluski， M. C. and Roques， B. P. (1994) J. Mol. Biol. 235，287-301 
[3] Laussac， J. P.， Peyrou， G. Mazarguil， H.， Erard， M.，Bourdonneau， M. andCung， M. T. (1993) 

New. J. Chem. 17， 607-612 
[4] Arseniev， A.， Schultze， P.， Worgりtter，T.， Braun， W.， Wagner， G.， Vasak， M.，脳gi，J. H. R. and 

Wuthrich， K. (1988) J. Mol. Biol. 201，637-657 
[5] Brunger， A. T. (1993) X-plor Manual， Version 3.1， Yale University， New Haven， CT. 
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P17 糖鎖結合がウナギカノレシトニンの立体構造および

ダイナミクスに与える影響

(旭化成・基盤技術センター)0橋本康博、錦戸線二

(野口研)山本敬三、羽田勝二

(ペンシルパニア大)S.Opella、K.Valentine 

Effects of Glycosylation on the S旬以ureand血eD戸lamicsof eel Calcitonin 

(Asahi Chemical Analytical Research Laboratories) Yasuhiro Hashimoto， J，句iNishikido 

(The Noguchi Insti旬t芯)Keizo Yamamoto， Katuji Haneda 

(University of Pennsylvania) S.Opella， K.Valentine 

The 3D s回 cturesof eel calcitonin(CT)， CT -GlcNAc権問dCT-M伊 havebeen determined under 

sodium dodecyl sulfate(SDS) using 750MHz NMR in order to obtain the information about effects of the 

glycosylation on the peptide conformation. Each peptide has been found to have the same conformation 

characterized by阻 amphipathicαhelixranging from 刊 r6to Leul9 followed by an extended random 

region at C・terminaldecapeptide. Detailed analysis of NOE data showed that the overall conformation of 

peptide moiety is not affected by glycosylation. Nevertheless，∞mparison of th巴 relativeexchange rates 

of amide protons shows that the fluctuation of αhelix is reduced by glycosylation. Some NOEs， which 

have been observed between sugar and peptide moiety of CT・GlcNAc卸 dCT-M6， and chemical shift 

data suggest that血esugar moiety has interactions with the peptide chain， which may con加 buteto 

conformational stabilization of αhelix 

ホCT-GlcNAc ; N-acetylglucosaminyl calcitonin 

CT・M6; calcitonin containing high-mannose句rpeoligosaccaride 

と盤豆
糖タンパクにおいて、糖鎖が重要な役割を果たしていることが知られている。そのーっ

として、糖鎖がペプチドの立体構造の安定化に寄与していることが示唆されている。近年、

NMRによる糖タンパクの立体構造解析がなされはじめ、その結果、糖鎖部分がペプチド

鎖と相互作用するようなコンフォメーションをとる例や、また、アミドプロトンの交換速

度から、糖鎖の結合がペプチドのコンブオメーションの安定化に関与している例が示され

ている (1. 2. 3)。しかし、これらのように糖タンパクの立体構造が、糖鎖の役割との観点

から解析された例はまだ少なく、詳細が明らかではない。そこで我々は、モデルペプチド

・糖鎖を用いて、糖鎖のペプチド立体構造安定化メカニズムに関する知見を得ることを試

みた。モデルペプチドとして、 32アミノ酸残基からなりカルシウム調節ホルモンである

ウナギカ/レシトニンを選んだ。その Asn3に GlcNAcを結合させたもの、およびM6糖鎖

を結合させたものを合成し、それぞれの立体構造(ペプチド立体構造、糖鎖配向性)およ

びダイナミクスを NMRで詳細に比較し、糖鎖の結合がペプチド鎖におよぽす影響を解析

した。

キーワード;ウナギカルシトニン、 GlcNAc、M6、重水素交換

Oはしもとやすひろ、にしきどじょうじ、やまもとけいぞう、はねだかつじ、K.Valentine、

S.Opella 
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2. 試料

① CT (ウナギカルシトニン)

② CT -GlcNAc (CTのAsn3に GlcNAcが結合)

③ CT-M6本 (CTの Asn3に M6が結合)

立ι室監

*M6 6 
~.__ _/Man 

1 2 3 /Man:::' 7 
-GlcNAひGlcNAc-Man( 5 ........Man 

"'Man -Man 

サンプノレは SDS(SodiumDodecyl Sulfate)とモル比1:100で混合し、 10%020を含む軽水に

溶解させた。 2D'H-'H・DQFCOSY、TOCSY、NOESY解析により全ペプチドプロトンの帰属

を行った。糖鎖の一部プロトンは、シグナノレの重なりにより未帰属に終わった。距離情報

は NOESYから得た。糖鎖残基聞で得られた NOE距離情報も立体構造計算に取り入れた。

立体構造計算は X・PLORあるいは InsightIl-Discoverでヂィス9ンスγォミトトーシミュレイティッド7ニ寸ング

法を用いて行った。重水素交換実験は、サンプルを重水素に溶解させた後、 NOESY(1 

測定約 7時間)を連続して 4測定行い、その時のピーク強度を見た。

4. 結果と考察

①ペプチド部分立体構造

図 1に CT、CT・GlcNAc、CT-M6の SDS溶液中での計算結果を示した。 3サンプノレとも

に中央部σhr6・Leu19)が αヘリックス、 C末端側がランダム構造で特徴づけられる構造で

ある。 NOEパターンを詳細に比較しでも相違は見られず、 GlcNAc、M6糖鎖が結合するこ

とによって、ペプチドの立体構造に影響を与えていないことが分かった。

②糖鎖の配向

(a)CT・GlcNAc

GlcNAc残基プロトン(1ム3，5位)と百凶メチルプロトンとの聞に NOEが観測された。Thr6

は αヘリックスの導入部分に相当し、 GlcNAcがヘリックスにキャップをしたようなコン

ブオメーションをとることがわかった。このことは、 GlcNAcの付加によるアミドプロト

ンの化学シフト変化が Thr6付近で大きいことからも支持される(図 2)。

(b)CT-M6 

CT-M6についても、 CT・GlcNAcと伺様に、 GlcNAclと Thr6メチルとの聞に NOEが観測

された。その他の糖鎖残基とペプチド鎖との聞には、 NOEが観測されず、ペプチド鎖と

の強い相互作用が無いことがわかった。しかし、図 2に示すように、化学シフト変化が起

きているアミドプロトンの領域が CT-GlcNAcよりも広く、 αヘリックスの中央部まで影

CT-M6 CT・GlcNAc CT 

Fig.1 Superimposed structures of CT， CT・GlcNAcand CT・M6
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響がある。このことは、糖鎖がペプチド (α ヘリックス)と比較的近接するようなコンフ

ォメーションとることによるものと考えられる。

10 15 20 25 30 

0.10 

CT・GJcNAc(NH)

15 20 15 10 10 

CT-M6(NH) 
0.15 
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Fig.2 Amide proton chemical shift differences between CT， CT-GlcNAc and CT・M6

③ペプチド立体構造の安定性

糖鎖がペプチド立体構造安定性にどのような影響を及ぼすかを解析するために、重水素

交換実験を行った。サンプノレを重水素に溶解させた後の、時間とともに減少する NOEピ

ーク強度をプロットした(函 3)。左がすべての NHプロトンの NOEピーク強度の合計、

そして右がスペクトノレ上で分離のよい Leu12のαH剛NHの NOE強度をそれぞれプロット

したものである。減表する速度は、 CT、CT-M6、CT-GlcNAcの順に遅くなっており、糖鎖

が結合している方が遅い。この速度差は、とくに αヘリックスの中央部に位置する Leu12

のピークで顕著であり、 αヘリックスのフレキシピリティーが、糖鎖が結合することによ

り抑制されていると推測される。このことは、糖鎖がペプチド鎖と相互作用するようなコ

ンフォメーションをとるこ ξ と関係があると考えられる。ただし、 C下GlcNAcの方が CT・M6

よりも、重水素交換速度が遅いことについては理由は明らかではない。
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Fig.3 NOE intensity decay in D20 with passage of time 
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P18 C阻結合蛋白質 (CRE-BPlI.A:官必の転割舌性化ドメインの

構造角勃斤

O長土居有隆 1、中沢賢一 1、宇田広子 1、前)11利男 2、石井被輔2、

西村善文 1

(横浜市大・大判完総合理1、理研・筑波LS2)

sτ'RUCTURAL ANALYSIS OFτ'RANSCRIPTIONAL AC官V.A:官ON

DOMAIN OF CRE-BPlI.A:τF圃 2

A.Nagadoi¥ KNakazawa¥ H.Uda1， T.Maekawa2， S.Ishu2 and 

Y.Nishimura1 

1. Yokohama City Univ.， Graduate Sch∞1 oflntegrated Science， 22・2Se句，

Kanazawa-ku， Yokohama 236 Japan 

2. The Institute ofPhysical and Chemical Research， Tsukuba Life Sciena 

Center， 3-1-1 Koyadai， Tsukuba 305 Japan 

CRE-BPlIATF・2isatr副首位iptionalactivatρr that bind白血ecyclic M即時spon田

element， which is an inducible enhancer of the genes in respon節句 increa艶 sin the 

intraωH叫町CAMPlevel The CRE-BPI/ATF・2has two functional domains : DNA binding 

and仕組scriptionalactivation domains in血eC and N termini，詑S伊倒vely.The 

tran配 riptionalactivation domain requires Zn2f-ion fur maintaining a白 出 町ystructure. 

We have studied血e回 lutionstructure of the transcriptional activation domain (88 amino 

acids) by NMR. Structual calculationおnowin progress白 pre艶 ntthe te此iarys位uc加re.

【序論I
CRE結合蛋白質 (CRE-BPl/ATF2)は細胞内 cAMPの増加に応答する遺伝子 CRE(cAMP 

response element)配列に結合し、転写調節を行う蛋白質として同定された。 CRE-

BPl/ATF-2は細胞の成長や増殖に関わり、その主な発現場所として、サル脳、ラット

の再生肝やヒトのガン組織などにその存在が確認されている。そして、最近 CRE-

BPl/ATF-2欠損マウスによる研究が報告され、 C阻ーBPl/ATF-2は骨格形成や中枢神経

系の発達に対して不可欠であることや、紫外線照射等による DNA損傷のストレスによ

り核内原がん遺伝子産物のc-Junとともに活性化されることも判ってきた。

CRE-BP1/ATF-2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、 C末端側には塩基性ロイシンジッパー(b-Zip)構造の DNA結合ドメインを持って

いる。 CRE-BPl/ATF-2は、 b-Zipを介して自分自身とホモダイマーを形成したり、 c-Jun

とヘテロダイマーを形成する。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、そのドメインの N末側約半分はアミノ酸の一次配列

より C2H2型の Znフィンガー様モチ}フを持っている。又、転写活性化ドメインの C
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末側には、 ]NK(c-]unN-terminal kinase)でリン酸化されるトレオニンがあり、転写

活性化ドメインと DNA結合ドメインが分子内で直接結合してお互いの機能をマスクし

ていると考えられている。我々は CRE-BPl/ATF-2の転写制御の詳細を調べるために、

CRE-BP1/ATF-2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-BP1N88)

についての立体構造解析を始めた。

【実験1
CRE-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又は

13cjl5Nで均一ラベルしたCRE-BP1N88は、窒素源及び、炭素源として 15NH4Cl(1. 5g/L)、

13C-glucose(2.0g/L)を含む M9培地で培養した。超音波破砕処理で菌体破砕した後、

各種イオン交換クロマトグラフィーにより精製して、 2.0"'5.0mMの NMRサンプルを得

た。多次元服測定には、分光計Bruker1到底制Oを使用し、条件は抑制リン酸緩衝液pH6.3，

2仙11MNaCl， 5nM dーDTT，30jM ZnCl2> O. 4mM NaN3で、温度は3∞Kで行った。 15Nでラベルし

たサンプルに関して、官邸，y-~(旬n=1仙ns) 、間酪Yー出舵(匂n=50， 1∞，15伽s)の3次元2重共

鳴の測定を行い、 13Cjl5Nで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

削C配AとCBCA(CO)畑、アミノ酸残基のスピン系の同定にはHBHA(，ω)問、 Hmt-11α'Syなど

の3次元 3重共鳴測定を行い、その服スベクトルを帰属し丸現在、順スベクトルの

解析より得られた情報をもとに蛋白質構造計算ディスタンス・ジオメトリ}を行っている。

【結果と考察】

円偏光2色性(ω)の実験と lH/15肘fSOCの二次元憾の実験より、側一即1N88の構造安定化に

Zr?イオンが必要であることカ洋Ijった。構造計算デ、イスタンス・ジオメトリーの結果、 C阻-

BP1N88のN末側の Znブインガー様の立体構造は他の蛋白質の DNA結合ドメイン中に見出さ

れたC2H2型のZnフィンガーの立体構造とほとんど同じであった。 DNA結合ドメイン中の Zn

フィンガ}ではDNA主鎖と相互作用する塩基性アミノ酸がαE-BP1N88では系統的に他のアミ

ノ酸に置換されていた。 C肥:-BPIN88中のリン醐己刺立を含んだC末側は特定の構造を取って

いないようで、この部位は他の蛋白質と相互作用して始めて特定の構造をとるように変化す

ると考えられる。

【キーワード1
CRE結合蛋白質、転写副生化ドメイン、多次元服、立体構造解析

ながどいありたか、なかざわけんいち、うだひろこ、まえかわとしお、

いしいしゅんすけ、にしむらよしふみ
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P19 NMRによるhU2AF65の構造解析
0伊藤拓宏、武藤裕、横山茂之
東大・院-理

Structural analysis of hU2AF65 by NMR spectroscopuy 
Takuhiro Ito， Yutaka Muto， and Shigeyuki Yokoyama 
Department ofBiophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， 
University of Tokyo 

The hU2AF65 (the large subunit of human U2 snRNP auxiliary factor) is one of the 
essential splicing factors. It binds to pyrimidine rich sequences near the 3' splice site in 
pre-mRNA and makes a core for the assembly of spliceosome. hU2AF65 has three RNA-
binding domains (RBDs) and we constructed a fragment consisting of the N-terminal two 
RBDs. We performed NMR measurements and determined the secondary structure of 

both RBD 1 and RBD2， which have the typical foldi時 patternof RBD， sαs-sαβBoth 

RBDl and RBD2 have two aromatic amino acid residues side by side on the s-sheet 

surface， sl and s3. Interestingly， RBDl has a long loop， which consists of about 20 

amino acid residues between s2 and s3， while RBD2 has a normal-Iength loop. 

【序論】
hU2AF65はスプライシングの際にpre-mRNAの3'スプライス部位の近傍に結合

し、スプライソソーム形成の核となる分子量約54kDaの蛋白質である。 hU2AF65
はRNA結合ドメイン (RBD)を連続して3つもち、約10残基ほどのピリミジン塩基
に富んだ一本鎖RNA配列を特異的に認識し、結合する。我々はN末端側の2つの
RBDをつながった状態で大量に発現し、 iin容化する事に成功た。また、この
RBDI-RBD2のみで標的RNAに結合する事を確認した。我々はつながった複数の
RBDによる一本鎖RNAの認識機構を明らかにし、 Sxl蛋白質などの他のRNA結合
蛋白質とRNAの結合様式を比較するため、 hU2AF65RBDI-RBD2のNMRによる構
造解析を試みた。

[実験】
解析のためにI3C、ISN二重安定同位体標識をした試料を作成した。測定は90%

H20-10% D20 100mMリン酸パッフプー (ph6.5) 中、測定温度25
0

Cで、行った。
主鎖の帰属はHNCA，HNCOCA， HNCACB， CBCA(CO)NH， HNCO， HNCACO， 15N-
edited NOESYを用いて行った。側鎖の帰属はHBHA(CO)NHとHCCH-TOCSY， 
HCCH同 COSYを用いて、二次構造の決定は15N-editedNOESY，13C-edited NOESYを
用いて行った。 RBDlの部分の側鎖の帰属を助けるために、非標識のRBDlの試料
も作成し、同様の条件で2D-NOESY，2D四 TOCSYを測定した。

【結果及び考察]
主鎖については、 RBD2の領域については完全に帰属することができたが、

RBDlについては全体的にシグナルがブ口ードであり、数残基について帰属する
ことができなかった。また約30アミノ酸残基からなるドメイン聞のリンカ一部分
については、ほとんど帰属することができなかった。側鎖については、現在まで

に、 RBDlに関してはCα、Cs、 Hαを、 RBD2に関してはCα、 Cs、Hα、 Hsを1需
属し、現在も解析中である。二次構造については、帰属されたアミノ酸残基につ

いてHN，Hαに関してシグナルを解析したところ、現在までにRBDlとRBD2とも
に図のような βシート構造を確認した (Figure)。また隣接残基のHN間のNOEな

どから、 RBDlとRBD2の両ドメインともに、 slとs2の間と仰と s4の聞にそれぞ
れ αヘリックスを形成していることが示唆された。

Key Words : Splicing， hU2AF65， RNA binding domain 

いとう たくひろ、むとう ゆたか、よこやま しげゆき
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RBDI、RBD2ともに、 Fシート上のsIと仰に芳昏族アミノ酸が並んで存在し
ている。この領域はそれぞれRNP2、およびRNPI (RBDに見られる保存配列)
の一部にあたり、このような構造は、今までに三次構造が報告されている他の
RBDにも見いだされている o hU2AF65の場合にも、このように芳香族アミノ酸が
隣接する戸シート構造がRNAの認識に重裂な役割を果たしていることが予想で
きる。

また、図のような戸シートが確認されたことにより、 RBDIのs2と仰の間には
約20アミノ酸残基から成る長いループ構造が存在することが推測される。 RBDI
において帰属することのできなかったアミノ酸はこのループ領域に集中してい
ることや、一般的にRBDによるRNAの認識にはこの領域が重要であることが
数々の実験から示唆されていることから、このループはhU2AF65RBDIのRNA認
識機構を解明するうえで重要であると考えられる。

一一方RBD2については典型的なRBDの配列及び二次構造を保存していることが
示唆された。

RBD 1 

RBD2 

防ノ》に
t ，/t/' 

γLNYlyji人iJシい3

/_，~，，，/- ~ 

ßl~ .. )yJ人〈fVL〈f
/f/_'-/t/_， 

Jkp}刊JLtpL1NV¥対 4

Figure The s-sheet structure of RBD 1 and RBD 2 of hU2AF65 
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NMRによる AptotoxinVIIの構造解析P20 
(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 VII by NMR 

Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 
OKuniko Kobayashi， Jae-Il Kim， Kazuki Sato， and Toshiyuki Kohno 

Aptotoxins are insecticidal peptides derived from a venom of出etrap-door spider. Seven of 
nine toxins isolated from the venom cause t1accid paralysis of insects. But， the modes of action 
for these peptides are not known. 
Aptotoxin VII (Aps VII) is one of these toxins. It has 32 a. a. residues including six Cys 

residues which form three disulfide bonds. In this study， we have analyzed conformation of 
Aps VII in aqueous solution. 
We have found that Aps VII has a three-stranded佃 .tiparallel s-sheet. The conformation is 

similar to that of ω-Conotoxin MVIIA determined in our previous study. 

[序]
Aptotox加 VII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。このクモ毒からは9種類のペプチドが単離されている。このうちの7種類は昆虫
に筋肉麻痔を起こす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。この7種類のペプチドのうちの一つがAptotoxinVII (Aps VII)である。 ApsVIIは
32アミノ酸残基から成り、 6個のCysが分子内で3本のジスルフイド結合を形成してい
る。このCysのトポロジーは、我々がこれまでに構造決定したイモ貝の毒液由来のペ
プチド、 ω-ConotoxinMVIIA (ω-CTXMVIIA) と共通している。このことに注目して
Aps VIIの立体構造解析を行った。

I 
WLG♀ARVKEA♀GPWEWP♀♀SGLK♀DGSE♀.HPQ-OH Aps VII 

30 25 20 15 n
u
 

t
z
 

5 

CKGKGAKCSRLMYDCCTG-SCRSGKC-NH2 。トCTXMVIIA

25 

Fig. 1. Primary structures of Aps VII andω-CTXMVIIA. 
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[実験]
ペプチドを化学合成し、重水および軽水中での2次元N恥侭測定を行った。 DQF-

COSY、TOCSY、NOESYを、各々288K、298K、310Kの温度で測定した。併せて、
288 Kにおいて、 13C-PFG司 HSQCの測定と、重水素置換の実験も行った。

[結果と考察]
X-PLORでの計算の結果、最終構造17個を得た。 RMSDは、主鎖原子で0.68土 0.11

A、全重原子で1.48土 0.15Aであった。 ApsVIIには3本のFストランドから成る F
シート構造が存在することがわかった。これと同様の戸シートがω-CTXMVlIAにも

存在し、位置も共通している。また、全体の立体構造もよく似ていた。
Aps VIIでは、まだ活性部位がどこであるかわかっていない。一方、 25残基から成

るωーCTXMVlIAでは、活性残基が同定済みであり、それはループ上に位置するTyr13
である。 ApsVIIにおいても同様のループが存在し、 ωーCTXMVlIAの活'性残基Tyr13
に相当する位置に、同様の芳香環を持つT叩16が存在している。このことから、
Trp16はApsVIIの活性残基である可能性がある。

FigユStereopairsof backbone heavy atoms for the 17 converged structures of Aps VII. 

N 

(A) (B) 

Fig.3. Comparison of the Molscript diagrams of (A) Aps VII and (B)ωーCTXMVIIA.
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P21 NMR化学シフト変化の情報を用いた分子複合体モデリング

(生物工研l、都臨床研2)0中村春木l、寺沢宏明2、A.Hegcrl、

肥後順一1、稲垣冬彦2

Complex structure modeling using NMR chemical shift change information 

(BERl1 and Tokyo Metropolitan Inst. Med. Sci.
2
) OHaruki Nakamura¥ Hiroaki， Terasawa2， 

Andreas Heger¥ lunichi Higo¥ and Fuyuhiko Inagaki
2 

Upon tight binding of two molecules， it is企equentlyobserved出atNMR chemical shifts 

change significantly. We propose a novel method that inco中oratesthis information in仕lemodel 

building procedure， so出atthe atomic model of the complex s甘uctureis built without human 

manipulation. When the chemical shift of an atom is changed significantly， we call it an active 

atom. Then， we have added a heuristic restraint in the simulated annealing procedure. It gives 

no penalty when the active atom of a molecule is n回 rat least one of active atoms in the other 

molecule， but it imposes a large penalty when the active atom is far from the other molecule. 

The struct町田 ofthe individual molecules are formed and maintained by the in回 molecular

distance res仕aints.Results are shown for a model system and the actual Grb2-N SH3 domain 

with l-Sos peptide， in which the complex s住ucturl白 canbe rebuilt. 

タンパク質ータンパク質あるいはタンパク質ー核酸の相互作用における特異的分

子認識機構の理解は、分子生物学における重要な課題であり、 X線結晶解析法およ

びNMR-distan田 g叩臨句法によって、分子複合体の立体構造が決定されつつある。

しかし、 NMR-distance geome旬、法においては、複合体界面が親水性の場合、多くの

分子関距離情報を得るのが困難であるという本質的な問題がある。一方、複数の分

子が複合体を形成する場合、界面およびその近隣の原子のNMR化学シフトには、し

ばしば大きな変化が観測される。この情報は、 distan∞geome句法と異なり相手原子

が特定されないため、従来のdista盛田 gωmetry法における 2つの原子関の距離制限に

換えて、複合体形成のための制限である新たな恥αという制限関数を導入した。

見。αは、化学シフト変化が観測された片方の分子内の原子には、別の分子内のやは

り化学シフト変化が観測された原子の少なくともどれか一つが、近隣にあるという

制約を課す。また、それぞれの分子には、分子内距離制限を設け、立体構造を維持

しておく。

このアルゴリズムの有効性を調べるため、立体構造が精度よく決定されているSH3

とポリプロリン・ペプチドの複合体において、化学シフト変化が期待される界面お

よびその近隣の水素原子を拾い出し、モデル計算を行った。その結果、適宜なパラ

メータの選択によって、もとの複合体構造を再現することができた。この手法によっ

て、 Grb2-NSH3 -lSos複合体に対し、分子間NOE'情報を使わずに、分子内NOEと主

鎖/側鎖原子の化学シフト変化の観測値のみを用いた複合体構造の再構築を試みた

ので、その結果を報告する。
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P22 蛋白質の重水素化による TRNOE法の改善

(群馬大学工学部 l、三菱化学生命研 2)

0平野利好 l、田中剛史 l、楠英樹 1，2、河野俊之 2、若松馨 l

Use of deuterated proteins in TRNOE experiments 

(Faculty of Engineering， Gunma Universit/ ， Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences
2
) 

1 TY' 1 1 • T T  _ 1 .1，2 
ORiko Hirano 

1
， Takeshi T加 aka'，Hideki Kusunoki'-， Toshiyuki Kohno-， 

Kaori Wakamatsu 
1 

Transferred nuclear Overhauser effect (TRNOE) has been used to ana1yze conformations of 

peptides bound to large proteins. However，出ismethod is suspected to show indirect NOEs 

relayed via protein protons. In addition， leakage of peptide proton magnetiz刻ionωproteins

decreases intensity of (dir配 t)TRNOE cross peaks. Since deuteration of proteins is 

considered to solve these problems， we prepared a deuterated pro飽inand ana1yzed the effect of 

protein deuteration on TRNOE spectra. Comparison of TRNOE spectra of masωp紅an-Xin 

the presence of deuterated and non-deuterated Gi1αdemonstrated that the protein deuteration 

can elimina犯indirectTRNOE via protein and increase (direct) TRNOE cross peak intensities. 

<序論>

蛋白質に結合したペフチドの構造を解析する方法の 1つにTRNOEがある。しかし

この方法には蛋白質のプロトンを経由した間接的な NOEが生じる可能性がる。また

ペプチドの磁化が蛋白質に流れて NOE強度が低下することが予想される。これらの

問題は蛋白質を重水素化することで解決できると考えられる。そこで本研究では重水

素化した G蛋白質を調製し、 G蛋白質を直接活性化できるマストパラン X (:1¥伊岨X)

を用いて、 MP-Xの冗NOEに及ぼす蛋白質の重水素化の効果を調べた。

<実験>

重水素化蛋白質の調製:Gilα(Histidine-tag付き)は大腸菌を用いて大量発現した。

蛋白質の重水素化にはグルコース (10gIL)を炭素源とした 100%重水の M9最小培地

を用いた。培養後の精製はすべて軽水Buffer中で行った。 TOF-MSで分子量を決定し

たところ交換不可能な水素原子のうち 69%が重水素化されていることがわかった。

N:1¥仮調.Ij定 :NMRの測定は Bruker社 ARX・400を用いて 20"Cで行った。重水素化

Gilα と重水素化していない Gilα の存在下で MP-Xの2DlH-TRNOESYを測定した

(混合時間 100"""300ms)。サンプル条件は6.4mMMP-X、0.125mM Gilα、lOmM

酢酸ナトリウム、 0.1mMDTT、pH6.0である。

133一



く結果・考察>

重水素化していない Gi1α 存在下、混合時間 300msのTRNOEスペクトルには 7A

以上離れたプロトン間の間接的な NOEが観測されたが (Fig.1B、矢印)、重水素化

Gi1α 存在下でのスペクトルにはこのシグナルは観測されなかった (Fig. 1A)。そこ

で蛋白質の重水素化は間接的な NOEを除去するために有効であることが確認された。

また混合時間 100msのTRNOEスペクトルを比較すると重水素化 Gi1α を用いたほう

が 1.5"-'2倍ほど NOE強度が増加していた。これらのことから、蛋白質の重水素化は

TRNOE実験において間接的な NOEを除去するだけでなく、直接的な NOEの強度を

増大させるためにも効果的であると考えられる。

Fig. 1. 1H-TRNOESY spectra of MP-X in the presence of deuterated (A) 

and non-deuterated (8) G i 1α(1m = 300 ms) 

T貯 WE法、重水素化蛋白質、蛋白質小分子相互作用

ひらの りこう、たなかたけし、くすのき ひでき、こうの としゆき

わかまっかおり
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P23 NM健Rによる Yea制s剖tUl肋b岬i

(1理研.遺伝生化学， 2三菱化学生命研・構造解析， 3東京医科歯科

大・歯， 4北里大・理・物理・分子動力学)

0伊藤隆 l，坂本泰一 2，Sundaresan Rajesh 1ぺ岩本真理子
2
，小寺

義男 2A，土田信夫乙柴田武彦 l，河野俊之 2

NMR studies of Yeast Ubiquitin Hydr叫 ase

Yutaka Itol， Taiichi Sakamot02， Sundares印 刷eshlぺMarikoIwamot02， Yoshio Kodera2ぺ

Nobuo Tsuchida3， Takehiko Shibata
l 
and Toshiyuki Kohn0

2 
lLaboratoηofCellular and Molecular Biology， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 

3 2 Mitsubishi Kasei Institute of L俳 Sciences，J Faculηof Dentistry， Tokyo Medical and Dental Universiη， 
守

Departmentof Physics， Kitasato University 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH， 236 amino acid residues， 27kDa) is involved both in白e
processing of ubiquitin precursors and ubiquitin-protein fusions. YUH recognizes and 
hydrolyses a peptide bond at the C-terminal glycine of ubiquitin. The amino acid sequence of 
YUH lacks significant similarities to other known proteins， including other ubiquitin“specific 
processmg proteases. 

羽Te present here the backbone/sidechain assignment of YUH， obtained from triple-
resonance three dimensional NMR experiments with deuterium decoupling on a 50%ー

"H/1JC/lJN-labelled sample. The seconday structure of YUH has also been examined by the 
Chemical Shift Index method and the analysis of sequential NOEs obtained from three 
dimensional NOE experiments on a 50%2HJI5N-labelled YUH. 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH，アミノ酸 236残基)は， polyubiquitinとして発現さ

れる ubiquitin前駆体や ubiquitinとの fusionタンパク質を認識し， ubiquitinドメイン C

末端の Gly残基の後ろでペプチド、結合を切断する活性を持つ.YUHは，酵母において

同様の活性を有する UBPファミリーを含め，既知の proteaseと一次構造上の相向性が

低いことから，ペプチド鎖切断のメカニズムは不明である.われわれは YUHの高次

構造を NMR法で解析し， ubiquitinドメインとの相互作用のメカニズム，および酵素

活性発現のメカニズ、ムを解明することを目指している.

試料の調製およびNMR測定 分子量約 27kの YUHについて解析を行うために，

YUHを 13C/15Nでユニフォーム標識するのに加えて，さらに 2Hで 50%標識を行った.

また 15N-separatedNOESY等の測定のために， 50%-2HJI5N標識 YUHも調製した.

主鎖および、側鎖シグトナルの帰属のために， 50%-2HJ13CJI5N
_ 
YUHについて， HNCA， 

HN(CO)CA， CBCANNH， CBCA(CO)NNH， CC(CO)NNH， HBHA(CBCACO)NNH， 
H(CCCO)NNH， HA(CACO)NNHの測定を行った.NOE情報の収集のためには， 50%・

2HJI5N-YUHについて 3D15N-separatedNOESY-HSQC， 3D IH-15NHSQC-NOE-HSQCの

測定を行った.

Keywords:ランダム重水素標識，選択的プロトン標識， triple-resonance NMR 

いとう ゆたか，さかもと たいいち， Sundaresan Rajesh，いわもと まりこ，

こでら よしお，っちだ、のぶお，しばた たけひこ，こうの としゆき

戸、υq
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結果および考察 現在までに， N末端の Met残基と 11個の Pro残基を除く 224残

基のうち， 215残基 (96%) について，主鎖 lHN，13Cα，15N核の帰属を完了した.図に

はCBCANNH，CBCA(CO)NNHを用いた帰属の一部を示した.主鎖 IHαについては約

85%について帰属した.側鎖については，約 87%のI3C核，約 75%の非交換性 IH核

について(芳香環の IH，13C核を除く)帰属を行うことができた.50%_2H標識を導入す

ることによって，27kDaのYUHにおいても感度良く (H)CC(CO)NNH，H(CCCO)NNH 

の測定を行うことができ，分離のよい主鎖 15N核の化学シフトを用いることによって，

容易に帰属を行うことができた.

帰属された 13Cω 13Cs，IHα核についての ChemicalShift Index，および NOE(Hα(ト1)-

HN(i))， NOE(HN(トl)-HN(;))のパターンから YUHの2次構造を推定した.この結果， YUH 

にはランダムコイルになっている領域が比較的多いと考えられる.

YUHの3次構造解析については，選択的 IH標識試料を用いて，global foldの決定

を試みている. YUH-ubiquitin複合体については， YUH側と ubiquitin側の結合インタ

ーフェイスの同定を行っており，最終的には 35kDaの複合体の構造解析を目指す.
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P24 S 4ペプチドの構造解析

(東レリサーチセンター)0木村一雄、川口 謙

High resolution lH NMR study of the micelle-bound structure of 

the S4 segment of the sodium channel protein. 

Kazuo Kimura and Ken Kawaguchi 

Toray Research Center， 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出eS4 sequence have been 

analyzed by 2D NMR. A considerable number of αj-NHi+2 NOEs were 

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""'S 6) 

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、ユールのセグメントに対応

する S4AはProを含むため (P18)、ヘリックス構造が不安定になる。今回は、

ProをLysまたはSer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

、キーワード:ペプチド、 S4、ナトリウムチャネル、ミセル、ヘリックス

0きむら かずお、かわぐち けん
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21 

チドを合成し、それぞれ S4KおよびS4Sと名づけて解析した。

18 15 12 9 6 3 

ALRTFRVLRALKTISVIP GLK S4A: 

Ac-A L R T F R V L R A L K T 1 S V 1 K G L K -NHz S4K 

Ac-A L R T F R V L R A L K T 1 S V 1 S G L K -NHz 

【方法】

ミセルとして全重水素化ドデシルホスホコリン

S4S : 

(d 38) を用いた。ペプチドとミセ

ルのモル比を 1: 5 0として、 25"C、 90%HzO、lO%DzO中において測定した。

NMR装置はvarianUNITY INOVA 600を用いた。 NOESYスペクトルはジャンプ&リ

ターン法またはwet法を用い、 25""""'200msの混合時間で測定した。なお、ジャンプ

&リターン法では、 ShapedPulseとPFGによって水ピークを選択的に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。 wet-NOESYはLC-NMRで用いられて

いるシークエンスを使用した。

{結果と考察】

S4ペプチドはすべて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， S4S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。 Pro18からLys18また

はSer18に変異しているため、 Lys18/Serl8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のアミドフロトンの化学シフト値

の変化が大きいことから、 Lys18/Ser18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示唆される。今後、

HETLOCによる 2面角の解析を進めていく予定である。

B掴 S4K-S4A 

EコS4S-S4K 

-0.6 
L2 R3 T4 F5 R6 V7 L8 R9 A10L市守 K12T唱3114S唱5V唱6117G19L20K2唱

amino acids 

The amide chemical shift differrences between S4A and S4K or S4S 
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P25 lH-NMRによる異常ヘモグロビン赤血球内・水性状の研
勾h
プL

(1日本医大・生理， 2岐阜大， 3岐車大・医・生理， 4藤田保衛大・衛生)

上坂伸宏1，O曽我美勝2，恵良聖-1加藤一夫4，永井直樹3

Magnetization Transfer Characteristics in Red B100d Cell with 

Normal or Abnormal Hemoglobin 

(lDept. of Physiol.， Nippon Med. Sch.， 2Gifu Univ.， 3Dept. of Physiol.， Sch. of 

Med.， Gifu Univ.， 4Sch. of Hea1th Sci.， Fujita Health Univ. ) N. Uyesaka1， oM. 

Sogami2， S. Era3， K. Kato4， N. Nagai3 

Hemoglobin (Hb)-water interaction in red blood cells (RBC) with norma1 or 
unstable Hb， such as Hb Yokohama (Hb-Y) ， Hb Koeln (Hb-K)， has been 

studied using intermolecular cross-relaxation times (九(H20))from irradiated 

protein protons to observed water protons (A -irradiation from -100 to 100 
ppm; yH2 /2.1t' ~250 Hz). (1) Cross-relaxation spectra (l/r;s (H20) vs A (ppm)) 
showed that 1/耳S(H20) va1ues increase in the following order: norma1 RBC ~ 
RBC (Hb-K)く RBC(Hb-Y) ， indicating the presence of Hb aggregates， 

inc1uding Heinz bodies ， in RBC (Hb-y). (2) Light， middle and dense fractions 

(L-， M-and D-fr.) of RBC (Hb-Y) and/or RBC (Hb-K) were prep訂 edusing a 

discontinuous Percoll density gradient. Plots of r;s (H20)[L-fr.]/九(H20)[D-

fr.] or r;s (H20)[M-fr.]/九(H20)[D-fr.]vs A (ppm ) were parallel to the abscissa 

except the trough from -10 to 15 ptm. Parallel and trough regions may 

mainely reflect differences in Hb aggregation出ldbound water， respectively， 

between two subfractions. 

[はじめに]水と高分子の相互作用を高分子のA照射部位より水への分子間交差緩

和時間(九(H20)，以下の文中では単に九と略す)を用いて研究を進めてきた.最

近，各種の親水性合成高分子ゲル(ソフトコンのタクト・レンズ、)の1/九 vs Dry 

Weight (W(%))に於いて， 20 ppm<五<-20ppmのとき，モノマー組成に関係なく

1/九 vsW(%)は，ほぼ直線になるが， 20 ppm>A>ー20ppmではモノマー組成に

依存し，即ちOH基数が多いほど同じW(%)でも1/九が大きくなるととを見い出した

(恵良ら(1)).この結果を用い，-100.......100ppmを五照射し，正常及び異常ヘモグロビ

ン(HbYokohama (Hb-Y)， Hb Koeln (Hb-K))赤血球内・水性状を九を用いて研究

した.

キーワード:異常ヘモグロビン，分子間交差緩和，結合水，分子集合状態

うえさか のぶひろ，そがみ まさる，えら せいいち，かとう かずお，ながい

なおき
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[実験材料と方法]ヘマトクッリト管にパックした正常赤血球 (NormalRBC)， 

異常ヘモグロビン赤血球 (RBC(Hb-Y) " RBC (Hb-K))及び、Percoll不連続密度勾配

法を用いてRBC(Hb-Y)， RBC (Hb-K)をlight，middle， high density fraction (L-
fr.， M-fr.， D-fr.)に分画した試料及びラット肝組織， Hela細胞等を測定した.また，

ウシ血柴アルブミン(BPA)溶液， BPAゲ、ル(BPA*gel)をモデ、ル系(5mmゆ)として用

いた. ~s はAkasakaの方法 (2) を用い， Bruker社AM500を用いて測定した.S，I 
2スピン系を仮定し， Sスピン系プロトンをラジオ波で五照射し， 1スピン系の磁化

変化を観測すると， [lJ，[2J式のように変化する(飽和移動法).

dI Idt =ーυ-ι)/r;-1 I~s [lJ 

1=ι+(ん-ι)exp(一τ1r;*) [2J 

ιιは長時間fz照射する前，後のIスピン系の磁化，l/r; =1Ir;+11九である.ま

た， ι11。は[3J式のようになる.

ι110 =ぐ1r; [3J 
[3J式を用い飽和移動の作用スペクトル， [1一(ι/ι)]vs fz (ppm) (Action Spectra) 

及び交差緩和スペクトル， lI ~s vs fz(ppm) (Cross-relax:ation Spectra)を-100"-'

100 ppmにわたって，yH2 12.7r-250又は350Hzのfz照射を用いて測定した.

[結果と考察] BPA溶液， BPA*gelの作用スペクトル，交差緩和スペクトルを，

それぞれ図1A， 1Bに示した(五照射:yH2/2.7r-350Hz). 図1Aの作用スペクトル，

[1-(ιIlo)J vs fz (ppm)はBPA溶液 (0)とBPA本gel(.， 0)の聞に大きな差を示し

たが， 4.83%(.)， 12.39%(0)のBPA*gel聞にはあまり差が無かった.然しながら，

交差緩和スペクトル， 1/ ~s vs fz (ppm)は図1Bに示すように4.83%(.)，12.39%(0) 

BPA本gel及び12.0%BPA溶液(0)の何れの聞にも大きな差が観測された. BPA*gel 

交差緩和スペクトルのブロード成分は，ゲル内の高分子集合体(凝集体)の寄与により，

0"-'10 ppmに於ける急峻なピークはタンパク質の周囲の結合水文は構造化した水に

よるのだろう(恵良ら(1，3)). 中性領域， 8.23 M尿素中では観測されなかったが，

卵白アルブミン(OVA;1.50%， 5.32M尿素， pD3.64;αヘリックス"-'0%)に於いて，

0-10 ppmに於ける急峻な，しかも， 12.39%BPA*gel (図1B)より大きなl/~s ピーク

が報告されている(3).

1/九文はT;svs fz (ppm)の何れを用いても九値全プロフィルを比較し，高分子

集合体の寄与(図1Bのブロード成分)と0-10ppmの結合水の寄与を同時に区別して表

示することが困難なため図1B(ム;五照射，350Hz)に示すように，!JL値の比 vs fz 

(ppm)プロットを試みた. ~s (4.83% BPA*gel) /~s (12.39% BPA*gel) vs fz (ppm) 

(図1B，ム)は，ほぼ横軸に平行になり，ゲル性状，即ち高分子集合状態及び結合水の

類似性を示唆した. 図2A(fz照射， 250政)に， S期(0)，M期(.)，無処置(ム)Hela

細胞の1/九 vsfz(ppm)及び、~s(.)/九 (0) vs fz(ppm) (口)， ~宮(ム)/九 (0) vs fz 

(ppm) (0)を示した. Hela細胞各期の~s 値比は横軸に平行になり，互いに性状の類

似していることを示唆している(東海大・短期大学部・福崎 稔らとの共同研

究).図2B(五照射，250Hz)に， RBC(Hb-y)のD-fr.(く>)，正常RBC(N#l(ム)， N#2 

(0)， N#3(企))の交差緩和スペクトル及び九(N#l)/:ら(N#3)vs fz (ppm) (口)を示

した. ~s (N#l)/九(N#3)もHela細胞の結果と同様にほぼ横軸に平行であった.
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RBC(Hb-Y)のL一仕.(マ)， M-fr. (企)， D-fr. (ム)の交差緩和スペクトル及び~s 値

比， ~s (L) /~s (D) (<))，九 (M)/~s (D) (0)を図3A(五照射，250Hz)に示した序文に

述べたソフトコンタタト・レンズ(1)の高分子サイズの寄与の大きし~20 ppm <h <-
20 ppm では九値比は，ほぼ横軸に平行になり，例えば九 (M)/九 (D)~2.5(0) とな

り， RBC(Hb-Y)のD-fr.内には，九を短縮する大きなHb集合体の存在を示唆した

(2). ソフトコンタクト・レンズのモノマー組成，即ちOH基数の寄与の大きい20

ppm>五>-20ppmでは，図3Aに示すような谷になったこの領域のh照射では，

RBC内水性状(結合水量)の変化が少ないことを示唆している.RBC(Hb-K)のL-fr.

(マ)， M-fr.(企)及び未分画RBC(<))の交差緩和スペクトル及び~s 値の比， ~s (マ)/:九

(企)(0)， ~s (<))/~s (A) (口)を図3B(h照射，250Hz)に示した.未分画RBC(HB-K)

とそのM-fr.の九値比(口)は"'1で，ほぼ横軸に平行になり，図2A， 2Bに類似してお

り， RBC(Hb-K)の九(マ)/九(企)プロット(0)はRBC(Hb-Y)の対応したプロットに

良く似ていた.

前述アンダーラインの実験結果(1)を用い，赤血球内に於ける水への磁化(飽和)移

動において， -100~100W仰のh照射を用いて高分子サイズの寄与及び結合水量の寄

与のグローバルな分離を試みた.

[文献] (1)恵良聖一，曽我美勝，紀ノ定保臣等，第36回NMR討論会ポスター

#50 (2) K. Akasaka (1981) J. Magn. Reson. 45， 337-343 ; K. Akasaka(1983) 

ibid. 51， 14-25 ; K. Akasaka， R. Ishima， S. Shibata(1990) Physica B 164， 163-

179 (3) M. Sogami， S. Era (1997) Int. J. Peptide Res. (in press) 

[図説明]
Figs. 1A & 1B Action spectra (1A) and cross-relaxation spectra (lB) for BPA 

solution (14.39%， 0.10 M NaCl， pD 7.1; <)) and BPA*gel (0.10 M NaCl， pD 4.0; 

0， 14.39%; .， 4.83%)， obtained by h -irradiation at yH2 /2Jt' ~350 Hz at 25 t. 
(ム)shown in Fig. 1B(r-ordinate scale)， ~s (4.83% gel) /~s (14.39% gel). 

Fig. 2A Cross-relaxation spectra (l-ordinate scale) and ratios of ~s va1ues 

仕-ordinatesa1e) for S(O)， M(.) and random (A) phases， obtained by h-
irradiation at r馬 /2Jt' ~250 Hz at 25 t . (口)， ~，官(.)/~宮 (0); (<))， ~s (A)/九(0).

Fig. 2B Cross-relaxation spectra (1-ordnate scale) for norma1 RBC(ム， N#1; 

0， N #2; A， N #3) and D-fr. of RBC(Hb-Y) (<))， and ratios of ~s va1ues (r-

ordinate sca1e) for normal RBC (口，~苫 (N #1)/:ら(N#3))， obtained by h-
irradiation at 同~ /2Jt' ~250 Hz at 25 t . 

Fig. 3A Cross-relaxation spectra (1-ordinate sca1e) for L(マ)， M(企)and D(ム)

fr. of RBC (Hb-Y)， and ratios of ~古 values (r-ordinate scale; <)， ~s (L-fr，)/~百

(D-fr.); 0，九(M-fr.)/九(D-fr.))， obtained by h -irradiation at yH2 /2Jt' ~250 Hz 

at 25 oc. 
日g.3B Cross-relaxation spectra (1-ordinate scale) for L(マ)， M(企)and 

unfractionated (<)) RBC(Hb-K)， and ratios of ~s va1ues (r-ordinate sca1e; 0， 

九(L-fr.)/九(M-fr.);口，九(unfr.)/九 (M-fr.))， obtained by 五-

irradiation at yH2/2Jt'''''''250 Hz at 25 t. 
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P26 ヒト好中球 NADPHオキシダーゼ p47PB2 domainの

NMR解析
(生物分子工学研究所 1、九州大学医学部 2、東京大学医科学研究所ヒ

トゲノムセンタ一号 O慶明秀一 1、住本英樹 2、伊藤隆司 3、神田大
輔 1

NMR study of PB2 domain of human neutrophilic lymphocyte 

NADPH oxidase， p47phox• 
(Dept. ofStructural Biology， Biomolecular Engineering Research Institute 1; Dept. of Biochemistry， 

Kyushu University， School of Medicine2; Human Geriome Center， Institute of Medical Scienω， 
University ofTokyo 3) Hidekazu HIROAKI 1， Hideki SUMIMOTO 2， Takashi I.TO 3， and Daisuke 
KOHDAl 

NMR study of PB2 domain (phox and Bem homology 2) of p47phox NADPH 
oxidase is ongoing. PB2， also called PX domain， is newly found homologous 
sequence of unknown function， which is widely spread in p47phox， p40phox， Yeast 
Bem1p， and many other proteins. In NADPH oxidase， PB2 is important for 
reguration of its enzymatic activity. NMR analysis of 13C/15N labelled p47-PB2 

and its structure determination willlead us to understand the biological role and 
mechanism of action ofPB2 domains. 

[序論]

PB2 (phox and Bem homology 2) ドメインは、近年新たに発見されたドメインであ

る。 PB2ドメインは、ヒト好中球の捕食作用に関わる NADPHオキシダーゼの可溶

性サブユニット p47phox、p40Phox及び、酵母の出芽部位と細胞極性決定の制御因子

BEM1で配列上相向性のある領域として知られていた(1)。これはその後、 PXドメイ

ンとして TypeIIIPI3キナーゼを始めとする様々な蛋白質に、種を超えて出現するモ

ジュールとして報告され(2)、その保存されているプロリンに富む領域がSH3ドメイ

ンの結合部位ではないかと推測されているが、構造を含め未知の点が多い。 p47phox

PB2ドメインは、 NADPHオキシダーゼの活性の制御に重要であるが(3)、その具体

的な機能はまだ明らかにされていない。今回、我々は、 NMRによる解析と溶液中の

PB2ドメインの構造が、その未知の機能の解明に有力な手がかりを与えることを期待

して、種々の実験を行った。

[実験]
1. 犬量非現系の検討

NMR実験に適した PB2ドメインを調製するため、ヒト p47ph叫 ，p40Phoxおよびs.
cerevisiae Bem 1のPB2ドメインについて、 GST融合タンパク発現系と Hisタグ

発現系について発現、可溶化および精製条件を検討した。また p47phoxについてはN
末端 17残基を欠失したものについても検討した。

キーワード:PB2ドメイン、多次元 NMR、分子認識、 SH3ドメイン

ふりがな:ひろあきひでかず、すみもとひでき、いとうたかし、こうだだいすけ
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2.溶液中の会合状態の検討と NMR測官条件の雫滴化

動的光散乱装置DynaPro801 TC (Protein Solutions)を利用して、溶液中の見かけ

の分子量を測定し、塩濃度と pHについて検討した。また、 CDによりサンプルの熱

安定性についても検討した。それに基づいて、多核 NMR実験を行う条件を決定し

た。

3. NMR測官

NMR測定は、 BrukerDMX600およびDMX750を用いて行った。 lH-15NHSQC， 

15N edited TOCSY， 15N edited NOESY， HNCA， HNCO， HN(CO)CA， 

CBCA(CO)NH， 13C・CT-HSQCをそれぞれ測定した。

[結果と考察]

我々はp47幽 PB2(1 3 0アミノ酸、 MW15kDa)を、 GST融合発現系を用いて大腸

菌から約 4mgllの平均収量でサンプルを調製する系を確立した。他の PB2ドメイン

の発現系は、いずれも蛋白質が不溶性となり、大量発現は困難であった。以後の実験

はp47-PB2について行うことにし、定法により非標識、 15N標識および、15N/13C二重

標識したサンプルを得た。

p47・PB2はCDでα-s蛋白のパターンを示し、 500Cまで安定な構造を保っている

ことがわかった。 pH6.5でlH_15NHSQCを測定したところ、分離のよい良好なス

ペクトルを得たが、同じ条件で lH_13Cconstant time (26ms) HSQCを測定したとこ

ろS/Nの悪いスペクトルしか得られなかった。このことから p47・PB2は溶液中で多

量体を形成していて、 13Cおよび 15Nの緩和時間が短いととが予想された。ゲルろ過

による実験ではp47-PB2は単量体の位置で溶出されていたため、この現象は NMR

測定条件のような濃厚溶液(0.5-1.0mM)で特徴的であると予想された。動的光散乱に

より、 p47・PB2の見かけの分子量が、 20Kから 45Kまで濃度依存的に増加すること

が確認された。また同様の分子量増加は温度を 200Cから 450Cまで上昇させること

でも見られた。このことから、 p47・PB2は濃厚溶液中で非特異的に自分自身で弱く

会合して、アグリゲーションを形成していることがわかった。またその会合は疎水的

な相互作用によるものである。

動的光散乱を用いたスクリーニングを行った結果、 50mMリン酸緩衝液ωH5.5)， 

5-10%グリセロール存在下で、見かけの分子量が 18Kまで小さくなることがわかっ

た。この条件での NMRを測定したところ、 lH_15NHSQCのシグナルの位置はほと

んど変化しないものの HNCAスペクトルの感度に著しい改善を見た。

[文献]
(1) Sumimoto， H.， et a1.， International Symposium Membrane Proteins， 
Structure， Function and Expression Control， Kyushu University Press (Japan)， 
1997， p235・244.

(2) Ponting， C. P.， Protein Science ，5 (1996) 2353・2357

(3)第70回 日本生化学会大会(1997，金沢)
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P27 大腸菌Ada蛋白質N端 16K部分の構造と DNA認識

(生物工研) 0秋友由子、神田大輔、慶明秀一、武藤隆則、森川

歌右

Structure and DNA recognition of E. coli Ada protein 

N-terminal 16K fragment 

(Biomolecular Engineering Reseach Institute) 

OYoshiko Akitomo， Daisuke Kohda， Hidekazu Hiroaki， Takanori Muto， Kosuke 

Morikawa 

The Eschelゴchiacoli Ada protein repairs methylated DNA by direct methyl 

transfer from DNA to its Cys69. After the Cys69 methylation， Ada binds the 

promoter regions of ada and alkA genes with high affinity. We have been 

examining the structure and DNA-recognition of N-terminal16kDa fragment (N-

Ada16K) and its Cys69 methylated form (Me-Ada16K) by NMR spectroscopy. 

The 15N-{lH}-NOE measurements and comparison ofthe 15N-SQC spectra showed 

two-domain structure of N-Ada16K. By analysing the NMR spectra of the 

complex of Me・Ada16Kand 18mer-DNA containing the ada promoter sequence， 

we concluded that Me-.Ada16K bound to the ada promoter with a HTH motif in 

the C-terminal domain irrespective of Cys69 methylation and the second DNA-

binding site around Cys69 in the N-terminal domain in Csy69 methylation 

dependant manner . 

大腸菌Ada蛋白質(39kDa)は、メチル化損傷を受けた DNAからメチル基を自身の

Cys残基に転移して DNAを修復する機能と、 DNA修復酵素の遺伝子(ada，alkA他)

の転写を活性化する機能を持つ。 DNA修復では、 Cys321は 06メチルグアニンか

ら、 Cys69は Spメチルリン酸トリエステルからメチル基を受け取る。 また、

DNA(ada，alkAプロモータ領域)への結合は、 Adaの N端 20kDaドメイン(Ml'" K178) 

で起こる。 Cys69がメチル化されると、この結合の特異性が大幅に強まり、 Ada自

身をはじめとする DNA修復酵素の遺伝子の転写が促進される。 Adaは一個の亜鉛原

子を持ち、 Cys69と Cys38、Cys42、Cys72が配位している。 N端 10kDa(Metl

"'Arg92、N-Adal0K)はメチル基受容活性のみ持ち DNAには結合しないが、 Myers

らにより立体構造が決定されている 1)。 我々 は、 DNAに結合できる最小フラグメ

ントである AdaのN端 16kDa(Met1'" Lys146、N-Ada16K)部分と、その Cys69を

メチル化した Me-Ada16Kの構造と DNA認識の機構を調べている。

我々は、大腸菌大量発現系を用いて、 15Nand/orl 3Cラベルした N-Ada16KとN-

Ada蛋白質、 DNA認識、メチル基転移

あきともよしこ、こうだだいすけ、ひろあきひでかず、むとうたかのり、もりかわこ

うすけ
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Ada10K、更にこれらを酵素化学的な手法で Cys69のみ 100%メチル化した Me-

Ada16KとMe・Ada16Kを調製した 2)。種々の NMR測定を用いて、 N岨Ada16Kと

Me-Ada16Kの主鎖原子の帰属を完了した。

N-Ada16KのGln81 ----Lys 146部分は、構造についての情報が殆ど得られていなか

ったが、今回の帰属をもとに二次構造を調べ、四本のヘリックス(Asp85----Arg92、

Leu102----Va1109、Pro113----Thr124、Arg136"""'Glu142)で構成される事を見い出し

た。

次に、 15N-{11I}-N()~ 測定を行い、 N-Ada16K と Me-Ada16K の主鎖の運動性を見

ると、共に Asn78----Gln80 の N()~ が 0.4 """'0.5 と、運動性が高いことがわかった

(fig1) 0 N-Ada16KとMe-Ada16Kの 15N-SQCスベクトルを比べると、ピークの

化学シフトの変化は Phe29----Glu75の範囲、特に亜鉛に配位している Cys38、Cys42、

Cys69、Cys72近傍に集中し、 Asn78以降はまったく変化がなかった。 N-Ada10K

とN-Ada16K、又 Me-Ada10KとMかAda16Kの比較では、 N末端からGln80まで

変化しない。これらの結果は、 N-Ada16K、Me-Ada16Kが、 Asn78----Gln80をヒ

ンジとして繋がった、独立したこつのドメイン、 Met1"""'Ala77、Gln81"""'Lys146、

で構成されていると解釈される。

次に我々 は、 Adaの DNA認識の機構を調べるため、 Adaが結合する adaプロモ

ータ領域配列の 18merDNAとN-Ada16K又は Me-Ada16K複合体を調製、主鎖ア

ミドプロトンの NMRシグナルの帰属をほぼ完了することが出来た。これに基づき、

DNAとの相互作用による 15N-SQCスペクトルの化学シフトの変化を調べた。まず、

N-Ada16K心NA複合体で、 Leu102"""'Va1109、Pro113"""'百lr124の二本のヘリッ

クス上のアミノ酸のピークが大きくシフト変化した。 adaフロモータ領域と無関係

な配列の 18merDNAを加えても変化はない。これは Leu102"""'Thr124がヘリックス

ーターンーヘリックス(IITII)配列特異的 DNA結合モチーフであることを示す。

Cys69をメチル化していない Adaでも、ある程度配列特異的に DNAに結合するこ

とが報告されており、この IITIIモチーフによると考えられる。 Lys86"""'Pro128は、

原核生物の転写因子である AraCファミリーモチーフに合致するところで、 Adaの

Leu 1 02 """' Thr 124および他のAraCファミリー蛋白質でこれに相当する部分は、IITII

モチーフと予想されていた。今回の結果は、 AraCファミリーの蛋白質として初めて

この HTHモチーフを実証した。認識ヘリックスの N端には、 Phel14、lIis115が

あり、特にピークの変化が大きく、これらが DNA塩基を認識していると思われる。

Me-Ada16K-DNA複合体では、 IITII部分で同様の変化が見られたのに加えて、

上記の Cys69メチル化で変化した領域と、 Cys42"""'Leu48間のループ部分のピーク

に顕著なシフト変化が見られた(fig2)。この部分は、 N-Ada16K-DNA複合体ではわ

ずかしか変化しない。つまり、 Cys69のメチル化により Cys69を中心とした領域に、

adaプロモータを認識するための構造が誘起され、 Me-Ada16Kでは、これと先の

IITHモチーフの二つのサイトで adaフロモータ領域に、強い配列特異性で結合する。

また、 Me-Ada16K-DNA複合体では、 Asn78"""'Gln80のヒンジ部分のピークも大

きく変化していた。現在、 DNA結合におけるこのヒンジ部分の役割を調べるため、

Asn 78----Gln80を削った N・Ada16Kと、 Asn78"""'Gln80を三つの Glyに置き換えた
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N-Ada16K、更に N・Ada16Kの後半ドメイン(Ala77--Lys146)の大量発現系を構築

して、 NMRスペクトルを調べている。Invivoでこれらの転写活性を調べる方法も検

討中である。

Cys69のメチル化により誘起される DNA認識の構造が後半ドメインとは独立だ

ったので、我々は Adaの N端 10kDaのフラグメントで、この構造変化を詳細に調

べている。 13Cでユニフォームにラベルし Cys69に付いたメチル基のみ 12Cである

Me-Ada10Kの、 3D 13C・filteredNOESYスペクトル 3)から、 Phe29、Va131、Ile36、

Ala44の側鎖が Cys69についたメチル基に近づくような構造変化が起こることがわ

かった。現在、 Me-Ada10KとN-Ada10Kの立体構造解析を進めている。

1) Myers， C.D.， et a1 . Biochemistry， 31，4541・4547(1993) 

2) Sakashita，H.， et a1 FEBS Let.ム323，252-256 (1993) 

3) 0郡rra，K， et a1. J.Magn.Reson.， B112， 63・68 (1996) 
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P28 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 I，横浜市大・医2，KAST3，都臨床研4，理研・筑波

LS5
) 0佐々木元子 I，緒方一博 2，3，畠中秀樹 4，皿井明倫z，

石井俊輔 5，西村善文 1

Backbone Dynamics of Myb-DNA Complex 

(lGraduate Schoo1 of Integrated Science， Yokohama Ci ty Universi ty， 2Department 

of Structural Biology， Yokohama City University School of Medicine， 3Kanagawa 

Academy of Science and Technology， 4Tokyo Metropolitan Institute of Medical 

Science， 5Tukuba Life Science Center， Insti tute of Physical and Chemical 

Research) OMotoko Sasaki1， Kazuhiro Ogata2.3， Hideki Hatanaka4， Akinori Sarai5， 

Shunsuke Ishii5， Yoshifumi Nishimura1 

A protooncogene product， c-Myb ，which is a transcription regulator in the 

mye10id 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 sol ved. Interesting1y， only R2 in the free state is fluctuating. 

Here， we have examined the backbone dynamics of R2R3-DNA comp1ex(T1， T2， T1 ρ 

and 1H-15N steady-state NOE). The reduction of the conformationa1 fluctuation 

of R2 was observed on specific DNA binding. For the stabili ty-function 

re1ationship， it is concluded that the packing of hydrophobic side-chains of 

R2 is optimized not in the free state， but in the DNA-comp1exed form. 

[はじめに]

原がん遺伝子C官 ryb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-Myb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。そのDNA

結合領域は3つのリピート (Rl，R2， R3)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)引。しかし熱力学的には R2がRl，R3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九

立体構造解析の結果から、この構造的な揺らぎは、 R2の疎水性コア内に存在する

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，はたなかひでき，さらいあきのり，いしい

しゅんすけ，にしむらよしふみ
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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R2R3(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(V103υ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倍増加していたへまた、 c-Myb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、サンプル

濃度 2.3mMとし、 T1 • T2• T1ρ • NOEの測定を行った。

[結果・考察]

タンパク質単体で見られたN端部分の速い揺らぎは、DNAとの結合によるタンパク

質 DNAリン酸骨格との相互作用によって、抑えられていた。また、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も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も DNAのリン酸骨格と結合し、速い揺らぎが抑えられて

いた。

マイクロ秒からミリ秒程度の遅い揺らぎに関しては、単体の R2ではリピート全体

(特に第3ヘリックス部分)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密になることにより、キャピティが埋まること

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。

[文献]
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2) Ogata， K. 

3) Ogata， K. 

4) Sarai， A. 

5) Ogata， K. 
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P29 芳香環シグナルをプローブとした

H+-ATP合成酵素pサブユニットの研究

(横浜国大・工、 1東工大・資源研)

0八木宏昌、久松久美子、戸津加江子、吉田賢右1、阿久津秀雄

A NMR study on the H七ATPsynthase s subunit as probed by the aromatic signals 

Depar加lentof Bioengine閣 ng，Yokohama National University. 'Research Labora加ryof 

Resources Utilization， Tokyo Institute of Technology. 

o Hiromasa Yagi， Kumiko Hisamatsu， Kaeko Tozawa，恥1asasukeY oshida' ，組dHideo 

Akutsu 

The WーtranslocatingATP syn血ases subunit is a large protein and the moleculor size is 

52k助.It has a nucleotide binding site. A conformational change in血es subunit on binding of 
nucleotide w拙 observedby monitoring血巴N恥1Rsignals of Tyr and His residues. The spec回 m

of Tyr residues in the aromatic region was simplified by the selective deuteration. A significant 

narrowing of the Tyr reson組 ceswas also achieved by the elimination of the dipole-dipole 

interaction between the vicinal protons in the ring. Some of the C2 pro旬nreson祖 cesof 

imidazole rings of His residues can be observed separately because of the sharpness of the 

signals.百leresults on出esubstrate ti位組onsof these signals釘 ediscussed in connection with 

the conformational change of the s subunit. 

【緒言】

W-ATP合成酵素は分子量50数万の巨大な膜酵素で、触媒部位を持つ膜表在性のF，部

分と、 H+チャンネルを形成する膜内在性のF。部分で構成されている。 F，は分子量の異

なる5種のサブユニットからなり、その組成は、 α3s3ydeであり、触媒部位はαとpの境

界面の戸サブユニット側にある。 J.P. Abrahamsらによって報告されたウシ心臓ミトコ

ンドリアF，のX線結晶構造解析は、基質結合によって戸サブユニットの構造が変化する

ことを示している。また吉田、木下のグループによりATPの分解に伴いF，が回転する

ことが明らかにされた。つまり、回転とpサフユニットの構造変化は密接な関係があ

ると考えられる。そこで我々はTF，-A TPasesサブユニットに注目し、単離pサブユニッ

トにおける基質結合と構造変化の関係を明らかにしていくことを目指している。 pサ

key words: H+ -ATP合成酵素、戸サブユニット、選択的重水素化、 Tyr、His

0ゃぎひろまさ、ひさまつ くみこ、とざわかえと、よしだまさすけ、あくつ

ひでお
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ブユニットは分子量が5万と大きいため、 Tyr、Hisの芳香環シグナルをプローブとし

て用いた。両者とも一次配列上に12個づっ、ほぼ均等に分布し、構造変化のプローブ

として用いることが可能である。可rについては、選択的重水素によりプロトン聞の

双極子相互作用をおさえシグナルをシャープにした。 Hisについてはシグナルが低磁

場側に分離して現れることを利用した。

【実験】

l】選択的重水素化TF，βサブユニットの発現

lH-NMRスペクトルの芳香環領域を単純化しTyrシグナルの解析を容易にするため、

大腸菌による大量発現系を利用して芳香環プロトンを重水素化したPhe、His、2，6位の

プロトンが重水素化されたTyrをpサブユニットに取り込ませた。

21部位特異的突然変異を用いたアミノ酸置換

部位特異的突然変異によってpサブユニット中に存在する 12個のTyr残基をPheに、

また12個のHis残基をGlnにそれぞれ置換し、変異体pサブユニットを24個全て作製し

た。このとき乃r→Phe変異体は選択的重水素化を行った。

3] lH-NMR 測定

(1) Tyr残基について

選択的に重水素化された戸サブユニットにMg-ATP、ATP、Mg-ADP、Mg-AMP、アデノ

シンを順次加えて測定を行った。変異体pサブユニットをそれぞれ400

Cで測定し、野

生型pと比較しTyr残基のシグナルの帰属を行った。

ω His残基について

野生型pサブユニットにMg-ATP、Mg-AMP-PNPを順次加えて測定を行った。シグナル

の帰属は乃rと同様に野生型と比較して行ったが、 HisシグナルはpHの変化で大きな影

響を受けるため様々なpHで帰属を行った。

なお、全ての測定はBrukerAM400，DRX400を用いた。

【結果および考察】

(1) 選択的重水素化によるスペクトルの簡単化

F包H:芳香族領域のlH-NMRスペクトルのを示した。分子量が大きいため普通の試料

ではHis由来のシグナル以外では分離したシグナルが観測されない。しかし、選択的

重水素化によってTyrのみのシグナルに簡単化され、 40"Cにおいて10本のシグナルが

観測された。また、プロトン聞の双極子相互作用も抑えられているため、そのシグナ

ルはシャープpなものとなった。

ω基質滴定によるシグナルの変化

Fig.2にMg-ATPの滴定スペクトルを示した。これから化学シフト値を変化させるシグ

ナルが3本観測された。それらは、 Tyr-148，199，341のシグナルと帰属された。このう

ち乃は41のシグナルは特に変化が大きかった。結晶構造との比較から、 Ty子341は基

質のアデニン環近傍にあり実際に基質と結合していると考えられている。よって、こ

の化学シフトの解析から解離定数を求めることが出来る。滴定を行った基質について
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解析を進めている。 Tyr-148，199は基質結合により構造変化を起こす領域にあることが

確認された。従ってF，の結品で見られる基質結合による構造変化はpサブユニット単

体でも起こることが明らかになった。さらに、 ATP、Mg-ADPの滴定によってもMg-ATP

でシフトした3本のシグナルが同様な変化を見せた。しかしMg-AMP、アデノシンでは

この変化は起きなかった。つまりAMPとADPの聞に構造変化を引き起こす要因がある

ことが解った。またMgの存在下でシフトするシグナルも観測された。このことはMg

の存在が基質の結合様式に変化を与えていることを示すもので、あった。

Mg-ATP、Mg目AMP-PNPを滴定した結果、 His-179，His-200， His-324のシグナルの化学シ

フト値が変化した。これらの残基はTyr-148，199と同様に基質結合により構造変化を起

こす領域にある。以上の結果は111体で、も基質結合によって結品構造と似たような構造

変化が起こっていることを示す。

ω まとめ

本研究により分子量5万のタンパク質においても選択的重水素化の手法を取り入れ

ることにより、構造変化の様子をlH-NMRで観測できることが明らかとなった。
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P30 加圧によるタンパク質BPTIの構造変化

神戸大学大学院自然科学研究科1、神戸大学理学部2

0李華l、山田博昭2、赤坂一之1

Structural Changes in BITI Induced by High Pressure 

QHua Li， Hiroaki Yamada and Kazuyuki Akas北a

The Graduate School of Science and Technologyl and Faculty of Sdence2， Kobe U niversity 

By performing two-dimensional lH-NMR m自 surementsat 750MHz at varying hydrostatic 

pressure ( 1 ~ 2000 bar ) in aqueous environment (90%lH20/10%2H20)， we found that the 

chemical shifts of the amino protons of basic pancreatic trypsin inhibitor (BPTl) change 

sensitively with pressure within the folded manifold. The strong tendency for low field shifts 

observed for the amino protons suggests the compression of both internal hydrogen bonds for 

amino protons with carbonyls and ex:ternal 0l1!田 forthose with solvent water. For amino 

groups foロ凶nginternal hydrogen bonds with carbonyls， pressure-indu白 dshortenings are 

estimated for individualhydrogenbond based on an empirical shift-distance correlation. 

はじめに)圧力は、温度、変性剤、溶媒なと、の外部因子と違って、直接原子聞の距

離を変えることにより、タンパク質の構造を変化させると思われる。本研究では、

圧力によるタンパク質BITIのフォールドした状態での構造変化を調べた。

実験)高圧装置は、オンライン石英製高圧セルシステムと高感度、高分解能の

Bruker DMX750と組み合わせ、 2000barまでの任意の圧力で測定することが可能で

ある。この装置を用いて、我々は360Cで、さまざまな圧力で、軽水中

(90%lHzO/10%zHzO)でタンパク質BPTIの1Dと2DのlH-NMR測定を行った。試料溶

液は、 10mMBPTIを200mM酢酸緩衝液に溶かして、 pH4.6に調整した。

結果と考察)2次元日OHAHAとNOESY(Fig.1)スペクトルから、個々のアミノプ

ロトンとCαプロトンの圧力によるケミカルシフト変化を追究した。その結果、 52個

のほとんどのアミノフロトンのケミカルシフトは圧力に対してリニアに低磁場にシ

フトすることが明らかになった(Fig.2)。このことから、タンパク質分子内の水素結

合だけではなく、タンパク質分子とその周辺の溶媒としての水との水素結合も圧力

によって、強くなる、すなわち距離が短縮されたと考えられる。分子内の水素結合

については、圧力による水素結合距離の短縮の程度を推定した(Fig.3)。

キーワード:圧力、タンパク質構造、水素結合

り か、ゃまだひろあき、あかさかかずゆき
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その結果、短縮された距離はo-O.llAの聞に収まり、平均値O.02Aで、ほぽ水素

結合距離の1%に達することがわかった。また、溶媒水と水素結合しているアミノプ

ロトンのケミカルシフトは圧力によってもっと敏感に変化する。それゆえ、圧力は

タンパク質と溶媒水とのミクロな相互作用を研究する間接的なプローブとなること

が期待される。
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P31 
ヒト MBFIのNMRによる構造解析

0=:1詰正規l尾崎淳l竹丸憲一2 池上貴久l 上田均2

広瀬進2 半旧宏、 白川昌宏1

l奈良先端科学技術大学院大学 2国立遺伝学研究所

有東京工業大学

NMR study of the human MBFI 

OM.Mishima'， J.Ozaki'， K.Takemaru2， T.Ikegami'， H.Ueda
2
， S.Hirose

2
， 

H.H制対a'，M.Shirakawal 

'Nara Institute of Science and Tecnology 2National Institute of Genetics 

'Tokyo Institute of Tecnology 

The human MBFI (multi protein bridging factor 1) is a紅anscrptionalmediator、whichbinds to both 

transcriptional activator A TFI初 dbasic transcription正actorTBP，加dis necessary for transcriptionaI activation of 

severaI genes. In order to understand the mechanism of transcriptionaI regulation in the term of structural biology， 

we have anaIyzed由ethree dimensionaI sturucture of the co陀 domainof human MBFI by me如 sof NMR. We 

pelfomed 3D/4D heteronuclear reson加 ceexperiments，組dhave made assignments of the most of the signals in 

出estructured part of the protein. Based on medium range NOEs and chemical shift index (CSI)， the se∞ndary 

sturucture of human MBFI has been determined，加dit was found that the domain is consis凶 of4 helices. The 

structure determination of the tertiary structure is under the way， and will be discussed together with its 

interaction with TBP and A TF 1. 

目的

最近、真校生物の転写調節研究においてメデイエーターと呼ばれる因子の働きが注目されてきてい

る。メデイエーターは、シスエレメントに結合する転写調節因子と、基本転写因子の両者に結合して

その僑波しをする悶子である。 MBFIはカイコ転写調節因子BmFTZ-FIによる転写活性化に必要なメデイ

エーターとして1)同定された。酵母からヒトにいたるまで真核生物で広く保存されており、 BmFTZ・FI

のDNA結合ドメイン内にある円"Z-Flboxと呼ばれるアミノ酸配列に直接結合し円"Z-FIのDNAへの結

合を促進すること、 TBPと結合することが明らかになっている。 FTZ司Flboxとよく似た配列はATF転写

j調節因子ファミリーやGCN4のDNA結合ドメインにも存在する。転写調節因子のDNA結合ドメインと

結合するメデイエーターは他にほとんど知られていない。

ヒトMBFIコアドメインはAキナーゼによって活性が制御されるATFIと基本転写因子TBPの双方と

相互作用することが確かめられている。今回我々は、ヒトMBFIのコアドメインの立体構造と、他の

蛋内質との相互作用を調べ、転写調節のメカニズムを構造学的な立場から解明するために異種核多次

点NMRによる構造解析を行った。

実験

ATFI、TBPとの結合活性を有する57番以降の92残基を大腸菌を用いてM9最小培地で大量発現させ、

精製した。この方法で“Nラベル、円札口CラベルされたヒトMBFIを効率よく得ることができた。

mediator ATFI TBP 転写調節 異種核多次元NMR

みしままさき、おさやきじゅん、たけまるけんいち、いけがみたかひさ、うえだひとし、ひろせすす

む、はんだひろし、しらかわまさひろ
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測定はBrukerHのOMX500、ORX500、ORX800を使用し、 50mMKCl、10%020を含むpH6.5の

50mMリン限緩衝溶液中で310Kで行った。 CBCANH、CBCA(CO)NH、HNCACO、HNCOから主鎖の

帰属、 CCONH、H(CCO)NH、I5N-TOCSY-HSQC、30-HCCH-TOCSYから側鎖の帰属を行ったoNOEの

収集は15N_NOESY-HSQC、40Yclc，HMQC・NOESY-HSQC、40_13C/5N，HMQC-NOESY-HSQCから行っ

た。またHMQC-Jスベクトルから 2面i角情報の収集を行った。

結果および考察

安定な立体構造を取っていないと思われるN末端部分以外の主鎖、側鎖のIH、15N、I)C核のシグナ

ルのほぼ全ての帰属をすることができた。帰属を基に近・中距離NOEの解析と化学シフトインデック

スの結果からN末約20残基のフレキシブルな部分と 4本の 0・helixからなる二次構造を持つ事が分かっ

た。このフレキシブルなN末端はATFIと相互作用すると考えられている部位に対応している。これは

ヒトMBFIのコアドメインが当研究室で決定されたカイコMBFlと相同の立体構造を持つことを示唆す

る。現花さらにNOEを収集し構造解析を進めつつある。またヒトMBFlのコアドメインの立体構造と、

ATFI， TBPとの蛋白質司蛋白質相互作用も議論したい。

Fig.1 Sequential NOEs and Chemical shifts deviation of human恥ffiFl・core
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P32 'Hおよび 13CNMR化学シフト評価による

ペプチド・タンパク質の構造解析

東京農工大工学部

University of Sheffield 

0岩 舘 満 雄 、 出 村 誠 、 朝 倉 哲 郎

M. P. Williamson 

Structure Analyses of Peptides組 dProteins 

using IH and i3C NMR Chernical Shift Evaluation Method 

Mitsuo Iwadatel， Makoto Demm-al， Tets叩uoAs錨akura1a釦ndM.P

l.De句pa紅r伽加1路en胤to.ぱfB回io叫t巴民chno叫010噌gy，Tokyo Univeぽ，rsl幻副lt旬Yof Agricα叩u叫Utωm-e組 dT巴ωchnolo噌gy、Koganei， Tokyo 

2. Krebs Institute， Department of Molecular Biology and Biotechnology， 

University of Sheffield， Sheffield， UK 

The NMR chernical shifts can be used to detcr加 ne血es住uct町 esof peptides組 dproteins along wi血

the NMR parameters such as Nuclear Overhauser Effect. In this study， the 1 H NMR chernical shift 

calc叫拍onwas applied to studychangein theintermolec叫ararrang四 lentso.f aggregated amphipathic 

peptide， melittin moleαues with incrl聞 ingtcrrr阿 ature.S econd<町，血巴 13CNMRιhemical shift 

∞ntom-maps were prepm吋 asa function of torsion狙 gles，φandIJI based on血echcrnical shift 

values and PDB data of 40 proteins. Thesemaps were凶 edfor deterrnination of protein stmctm-es 

on the basis of the 13C chernical shifts 

これまで当研究グループは、タンパク質やペプチドのα、βならびに NHプロトンについて、原子座

標に基づく lHNMR化学シフトの評価式を提案してきた(1)。又、タンパク質の 13C化学シフトについて

は、内部回転角(φ、ψ)と化学シフトを定量的に関連づける等高線図を報告し、タンパク質やペプチ

ドの構造解析に等高線図を用いることができることを示してきた問。

本研究では、 lHNMR化学シフト評価式(特に環電流効果の式)を、温度上昇に伴う凝集メリチンの

分子閉会合の破壊に伴う分子間配置の変化を検討するために用いた。すなわち、会合状態(四量体)で

のメリチンの lHNMRスペクトルの帰属を DQI下COSY，NOESY等により行った後、温度上昇に伴う高

磁場域のピークの化学シフト変化を測定した。その化学シフト変化を、 lHNMR化学シフトの評価式を

用い、分子閣の距離の関数として定量的に評価すると共に、分子間 NOEを採取することによって、分

子閣の空間配置を定量的に検討した。

さらに、 13CNMR化学シフトの定量的利用に関しては、 (φ、ψ)の関数としての化学シフトのデー

タベースを増やし、精度の高い化学シフトの等高線図を作成すると共に、その利用について検討した。

室主主盤

(1) M.P.Williamson and T.Asakura，‘'3. Protein Chernical Shift" Metho.ds in Molecular Biology， 6 0，53-69 

; Protein NMR Techniques Edited by : D. G. Reid Humana Press Inc. Totowa， NJ 1997 

(2) T. Asakm-a， M Demura， T. Date， N. Miyashita， K. Ogawaand M. P. Williamson， Biopolymers 

(1997)，41，193 

キーワード:13C化学シフトマップペプチド タンパク質構造解析

いわだてみつおでむらまこと あさくらてつお M P Williamson 
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P33 大腸菌転写因子PhoBのDNA結合ドメインの立体構造解析

(横浜市大大学院総合理1、大阪大微生物病研2)

0岡村英保 1、花岡慎悟 1、長土居有隆 1、牧野耕三 2、西村善文 1

Structural analysis of DNA-binding domain of 

Escherichia coli transcriptional factor PhoB 

uHideyasu Okamura1， Shingo Hanaoka1， Aritaka Nagadoi1， 

Kozo Makino2， Yoshihumi Nishimura 1 

Graduate School of Integrated Science， Yokohama City Universityl 

Research Institute for Microbial Diseases， Osaka University2 

PhoB is a bacterial transcriptional activator that regulates the transcription 

of over 30 genes which are responsible for transport and assimilation of 

phosphate and phosphrous compound. PhoB pro旬incontains a DNA-binding 

domain， consisting of 104 amino acids， which binds specifically旬 aDNA 

sequence， named pho box. Here， we have examined the structure of the PhoB 

DNA-binding domain by using two and three dimensional NMR spectroscopy 

in its bound and unbound states with a specific DNA. 

<序論>

大腸菌では培地中のリン酸が不足オると少ないリン酸を有効に利用するために

少なくとも 31個ものリン酸レギュロンと呼ばれる遺伝子群が発現される。こ

れらの遺伝子群の発現は転写因子 PhoBにより調節されており、プロモータ}

領域にはリン酸ボックスと呼ばれる 18塩基対からなる共通配列が存在してい

る。リン酸欠乏下では大腸菌はまず内膜に存在している PhoRタンパク質が ATP

により自己リン酸化し、 PhoBに対してキナ}ゼとして働き PhoBをリン酸化し、

リン酸化されたPhoBはリン酸ボックスに対しての結合能が上昇し、 σ70サブ

則R、PhoB、DNA結合ドメイン、二次構造、立体構造

おかむらひでやす、はなおかしんご、ながどいありたか、まきのこうぞう、

にしむらよしふみ
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ユニットを含む RNAポリメラ}ゼ・ホロ酵素による転写誘導が起こる。原核生

物の刺激応答系では PhoR/PhoBのようなタンパク質ベアは、多数見つかってお

り、これらは総称して 2成分制御系と呼ばれている。 PhoB(229残基)は、 N末

端側にリン酸受容ドメイン、 C末端側に DNA結合/転写活性化ドメインの 2つの

ドメインから構成されている。そこで我々は PhoBの DNA結合/転写活性化ドメ

インを含むC末端側 104残基(126-229)について、 NMRによる溶液中の立体構造

解析を行っている。また、 PhoBのDNA結合ドメインと DNAの複合体についても

NMR測定を行っている。

<実験>

l明， 13C安定同位体ラベルされたサンプルは大腸菌大量発現系を用いて、窒素

及び炭素源として 15N1収1，13C-g1ucoseを含む M9培地で産生した。超音波処理

により菌体破砕後、各種クロマトグラフイ}により精製した。 NMRサンプルと

して 1-2mMのサンプルを得た。剛R測定については、主鎖の連鎖帰属を削CACB、

CBCA(CO)聞を用いて行い、側鎖の帰属を 3DHCCH-TOCSY、HBHA(CO)畑、 2DTOCSY、

2D NOESY測定を用いて行った。距離制限については、 2DNOESY、3D15N-NOESY-

HSQC、4D13C/13C-HMQC-NOESY一則QC測定、 φ角度制限にっていは聞HA測定から

得た。水素結合の同定にはバッファー中の H20を2H20へ交換後の 15N-HSQC測

定により行った。15N-PhoBのDNA結合ドメインと DNAの複合体については15N-HSQC

測定を行った。

<結果>

得られた情報により、隣接残基間 NOE，13C化学シフトインデ、ツクス法，重水

素交換測定などから、 2次構造を決定した。さらに詳細な立体構造に向けて、

距離制限、角度制限の収集を行ない、ディスタンスジオメトリ}計算による構

造精密化を進めている。得られた構造は、同じ2成分制御系に属する大腸菌転

写因子伽pRの DNA結合ドメインのX線結品構造と同様に、 3本のαヘリック

スと 2つの逆平行。シ}トから成っていることが分かつた。また、 15N-PhoBの

DNA結合ドメインに特異的な DNAを加えて 15N-HSQC測定を行った結果、シグナ

ルの変化が見られた。
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P34 ヒトテロメア結合タンパク質TRF1の立体構造解析

(横浜市大総合理l、対坂大蛋白研2)0西川忠濁l、長土居有隆l、吉村祥子2、相本三

郎2、西村善文1

Solution structure ofDNA-binding domain仕oma telomeric protein， TRFl 

OTadateru Nishikawa1，Aritaka Nagadoi1， Shoko Yoshimura2， Saburo Aimoto 2 

and Yoshifumi Nishimura1 

1. Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University 

2. Protein Research Institute， Osaka University 

TRFl is a mammalian telomeric protein that， as a dimer， binds to the duplex of 

TTAGGG repeats at chromosomal ends. Recently， it has been found that the telomeric 

protein， like TRFl， binds to telomeric DNA and control the telomere length by regulating 

the function of telomerase， telomeric elongation enzyme. Here， we have examined the 

solution structure of the DNA-binding domain仕omhuman TRFl， hTRFl by NMR. 

hTRFl DNA-binding domain consists of 53 amino acids whose sequence is very 

homologous to that of each Myb binding repeat. It contains three helices which are 

maintained by a hydrophobic core formed by three tryptophans， corresponding to the 

Myb conserved tryptophans. And also the architecture of three helices is very similar to 

that of each repeat in the Myb DNA-binding domain. 

くはじめに>

真核生物の染色体末端には、特悌旬な数塩基対の配列が数十へ数百恒繰り返し並んでおり、

そこに相互作用するタンパク質とともに複合体を形成しテロメアを構成している。近年の研

究からテロメアの長さが、染色体の完全な複製のためや染色体の安定に重要であることが

わかってきた。

このテロメアDNAの伸長反庇4まテロメラーゼという酵素が担っているが、その酵素子ロ

メラーゼの活性がテロメア結合タンパク質であるTRFlなどにより調節されているとい

う事が最近報告され、 TRFlのテロメア長の調節への関与が指摘され注目されている。

ヒトテロメア結合タンパク質hTRFlはヒト染色体末端TTAGGGリピート領域に

<キーワード> TRFl、 DNA結合ドメイン、テロメアタンパク質、立体構造

にしかわただてる、ながどいありたか、 よしむらしょうこ、あいもとさぶろう、にしなら

よしふみ
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2量体で結合するタンパク質である。全長で439残基からなりN末端側より酸性アミノ酸

残基に富む領域、 TRF特賄ヲドメイン、そしてC末端側にDNA結合ドメインをもっ。こ

のTRFlのDNA認識機構を詳しく調べるために、今回私たちはhTRF1C末端、 53

アミノ酸残基からなるDNA結合ドメインの立体構造を 2次元NMR法により決定した。

く実験〉

化学合成により約1.6mMのTRF1DNA結合ドメイン(5 3 a. a. )試料を得た。

Bruker社製DMX-600およびAMX-500を用いて、 2DNOESY、2D

TOCSY、2DCOSYなと‘の測定を行った。次にスベクトルの解事?から距離

制限、角度制限を得て、 EMBOSSにより構造計算を行った。

<結果と考察>

hTRF1DNA結合ドメインはヘリックスーターンーヘリックスモチーフを含む3本

のαヘリックスからなり、それらは3つのTrpとlつのPheがつくる疎水的コアにより

安定化されていた。 アミノ酸配列上相向性がある転写因子MybのDNA結合ドメイン各

リピート構造と立体構造的に大変よく似ていた。またその際、よく保存されていて疎水的コ

アを形成しているTrp残基の配向もほぼ同じでPあった。 ただし第2ヘリックスと第3ヘ

リックスを結ぶループは7つのアミノ酸残基からなりMyb及び通常のヘリックスーター

ンーヘリックスモチーフよりも長いループをつくっている。

一方、酵母のテロメア結合タンパク質で・あるRaplは2つのヘリックスーターンーヘ

リックスモチーフがタンデムにつながったDNA結合ドメインを持つ。 そしてそれぞれは

アミノ酸配列上の相向性カ泣いにもかかわらずMybDNA結合ドメインと立体構造上高

い類似性がある事が分かっている。そこで・、今回得られた結果とあわせると、酵母と高等生

物の聞のテロメア結合タンパク質では配列上相向性は無いものの、構造上同じモチーフを用

いてテロメアDNAに結合するということがわかった。 ただし、 TRFは2量体で、 Ra

p 1はタンデムにつながったヘリックスーターンーヘリックスモチーフ2つを用いてDN

Aに結合することから、全体のDNA結合様式は遣うものになると考えられ興味深い。
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P35 アカムシユスリカヘモグロビンの活性部位の構造

(筑波大化学系、東北大院理*)
O越川城大、山本泰彦、松岡有樹*、四釜慶治*

Active Site Structure in a Monomeric Hemoglobin from a Midge Larva 
(Tokun誕現yusurikaa初musi)
K. Koshikawa， Y. Yarnarnoto， A. Matsuoka* andK. Shikarna‘ 

Department of Chernistry， U niversity of Tsukuba 

百io1ogicalInstitute， GraduateSchoo1 of Scien白，TohokuUniversity 

NMR study of met-cyano form of monomeric hemog1obin from Tokun招渇TlJsurikaakamusI 

h部 rev倒 edthat the ∞I百 lationtime for internal motion of heme 2-vinyl group is relative1y 

i釘ge(τc = 5.2 ns) and that the 2-viny1 p1ane is oriented almost orthogonal to the heme p1ane. 

Theser，白ultsstrong1y suggest the p陀senceof a 1m宮esteric hindrョncebetwet到 theviny1 group 

and the surrounding runino acid residues. The analysis of heme methy1 proton shifts indicated 

the bonding interaction betwetヨ1heme iron and axial ligands in this protein is re1ativery 

strong. The formation of a strong Fe一日sbond deffia11ds the proximal His irnidazo1e p1ane with 

its orientation intersected between the two N-Fe-N広田 ofthe heme and such a imidazo1e 

orientation is consistent with small in-plane asymmetry of heme electronic structure in this 

protein， as reflected in the span of heme methyl proton signals. 

【序論】

節足動物のアカムシユスリカ (Tokw砲のぺlsurikaak翻 usI)の四齢幼虫に存在する単量体ヘモグ

ロビン(Hb)成分の一つであるHbコンポーネントV(TAHbV)は、アミノ酸残基152個から成る酸素

結合ヘムタンパク質である。その一次構造は、晴乳類のミオグロビン(Mb)のものとは、ヘム鉄の第五

配位子である近位団s(団sF8)と、とれまでに報告されているあらゆる酸素結合ヘムタンパク質で保

存されているPheCD1以外は全く異なっている。とのHbの機能に関しては酸素親和性は哨乳類Mb等

とほぼ同じであり、それがpHに依存するというBohr効果を示すこと(四釜ら、未発表データ)などが

わかっている。一方、このタンパク質の構造に関しては、一次構造以外にはヘリックス含量がMbよ

りもかなり少ないことがわかっているだけである。私どもぽrAHbVの比較的高い酸素親和性とBohr

効果の分子機構を解明するために、 NMRによりこのタンパク質の活性部位の構造解析を進めている。

一般的に、 NMRによりへムタンパク質の活性部位の構造を解析する場合、ヘム鉄の不対電子に起因

するヘム側鎖及びへム近傍のアミノ酸残基に由来するシグナルの常磁性シフトや常磁性緩和を括性部

位の分子構造や電子構造についての知見を得るための有効なプローブとして用いることができる。本

研究では、鉄三価低スピン状態であるメトシアノ体でのTAHbVのヘム鉄の配位構造、ヘムの電子構

造及びヘム側鎖のコンフォメーションと内部運動を常磁性シフトや、 NOEの照射時間依存性の観掛か

ら得られる交差緩和速度の解析から決定した。その結果、 TAHbVでのヘムの2ピニル基とコンタク

トしているタンパク質部分との聞に比較的大きな立体障害が存在することが明らかになった。

アカムシユスリカ、単量体ヘモグロビン、ヘム、常磁性シフト、 NOE

としかわくにひろ、やまもとやすひこ、まつおかありき、しかまけいじ
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[実験】

アカムシユスリカの四齢幼虫から分離精製されたTAHb Vを限外ろ過によりタンパク質濃度1~

3mMに濃縮後、溶媒をD20に交換してから、外部配位子として10当量のCNを加え、メトシアノ体を

調製した。 NMR測定はBruker社製AC-400Pで行った。シグナル帰属にはCOSY、NOESY及び一次元

NOEを用いた。

【結果と考察]

lH NMRスペクトル:メトシアノTAHbVのlHNMRスペクトルをマッコウクジラMbのものと比較し

てFig.1にシグナル帰属(帰属の詳細については、ポスターで報告予定)とともに示す。 TAHbVのス

ペクトルの特徴は、 (1)ヘム側鎖メチルプロトンシグナルの常磁性シフトが小さい、 (2)ヘムメチル

プロトンのシフトパターンがクジラMbのものと大きく異なる、 (3)最も低磁場にシフトしているシグ

ナルと最も高磁場にシフトしているシグナルが、ともに同じへム側鎖ビニル基のプロトンに由来する、

などがある。ヘムメチルプロトンシグナルの常磁性シフトでは、メチル基が直接共有結合するピロー

ル環炭素原子のP:d軌道に存在する不対電子が超共役により、メチルプロトンのs軌道にしみ出すことに

より生じるコンタクトシフトが支配的である。それぞれのピロール環の炭素原子のPJi}L道に存在する

不対電子は、ヘム鉄からポルフィリン環のπ共役系にしみ出る不対電子密度に依存するため、 (1)の

結果は、メトシアノTAHbVではヘム鉄からポルフィリン環平面方向への不対電子のしみ出しは少な

いことを示してしている。軸方向の配位子とヘム鉄との結合が強くなればなるほどポルフィリン環へ

の不対電子のしみ出しが抑制されることが予想され、 TAHbVではへム鉄と軸配位子との結合がクジ

ラMbのものより強いことが考えられる。また、ヘムメチルプロトンのシフトパターンは、軸配位子

の一つである近位Hisのイミダゾール環平面のヘムに対する配向(Fig.2参照)と密接な関係があるこ

とがわかっている。立方対称場中の3d軌道は、エネルギーに関して2つの軌道群に分かれる。そのう

ちのよりエネルギーが低い軌道群はdxy'dy.o' dロから成り、メトシアノ体での不対電子は、これらの3

つの軌道の中で最もエネルギーが高い軌道に入る。 d担とd坦のエネルギー準位はヘム鉄に直接配位す

るイミダゾール環の窒素原子のPz軌道との相互作用により高められるが、その程度はイミダゾール環

のヘムに対する配向に依存する。 TAHbVの場合、ヘムメチルプロトンシグナルの広がりは約10ppm

であり、クジラMbの約22ppmよりかなり小さく、ポルフィリン環の電子構造の対称性が高いことが

わかる。したがって、 Fig.2の角度φばrAHbVでは土45。に近いものと推測される。とのタンパク

質ではproがF7に存在するためHisF8付近のヘリックスの構造がひずんでいると予想され、そのこと

がφに影響を及ぼしているものと考えられる。

8-Me ...._ー

4:-sc 

TAHb V(CN-) 
pH9.14 

Whale Mb(CW}...... 

pH7.86 

30 25 20 15 10 

Chemical shift (ppm) 

Fig.1 400MHz lH NMR spectra (in D20 at 250C ) 
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ヘム側鎮の内部運動:双極子相互作用するlH核の緩和は、次式で示される。

Mz=RムM. (1) 

ここで、ムMzはM.の熱平衡状態からのずれ、 Rは緩和行列である。 Rの対角要素 (ρ1)及び非対角要

素 (σ5)は、それぞれ対応する核固有のスピンー格子緩和速度(intrinsicspin-lattice relaxation rate) 

及び1-]，核問の交差緩和速度 (cross-relaxationrate)であり、エネルギー準位間の遷移確率に関して

次のように表現される。

X 

ρfi = 2: (日ザ+3W1
5 + 611ず)+ρ‘ (2) 

d、
H '" l'判

Oij = 6れず-WO
U (3) 

同，U= {Hy4HI (2π)2101
5 
}・ J(nω) (4) 

J(nω) =τc 1 {1 +(nωτJ守 (5) 

ρ'は、双極子相互作用以外の緩和機構からの

寄与を示す。注目しているシグナルの ρは、そ

のうグナルに対して選択的にスピンー格子緩和時

間を求めることにより得られる。 2スピン近似に

より、 time-dependentNOEは次式のように表

現できる。

NOE
1
=(σ51ρn ){1-e却(一ρuTooJ} (6) 

、
，
.
内

4

内

4

H

一unoι
C-pvc 

Fig.2 Molecular structure of heme.φis defined 
as the angle between the projection of the HisF8 
imidazole plan巴ontothe heme plane and the 
NII-Fe-Nlvaxis. 

TIRRはスピンjを照射している時間を示す。式(6)より、 TIRRを変化させてNOEを測定するととにより、

G、ρを同時に決定することができる (ρ は独立した実験からも決定可能)0 0を求めれば式(3)"，-，(5)

より、てcを計算するととができる。

2-ビニル基の scフ。ロトンを照射して 2-αプロトンにNOEを観測した結果をFig.3に示す。 βcプロ

ん」μ
2-sc 

u，._ 
「ーr-r一一

2-α1命 Me

3-Me 

一人一一_j______J__}60ms 

200ms 

Table I 
Result of NOE study for the selected proton 
pairs ofTAHb V， pH9.14 at 25

0

C 

ρNOE  (J τc 
(S-I) (%) (S-I) (ns) 

2-1¥-2-α11.0 
4-sc-4-st 11.6 
2-α-2ベヱI 15.6 

-17.3 -1.9 
-49.0 -5.7 
-61.0 -9.5 

5.2 
3.2 
5.5 

Fig.3 NOE differ巴ncespectra recorded 
with saturation of 2-sc for the indicated 

time. NOE observed for 1-Me and 3-M巴
signals are secondary. 
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60ms 

Y-Gain 

Jふ品川いhzoms

F
h
d
 

ハh
u

唱
E
A



トンの緩和速度 (ρ)は11.0s-1であり、定常状態NOEから2-βc-2-α聞の交差緩和速度 (σ)は、

-1.9s-1と求められ、この核問ベクトルの相関時間(てc)は5.2nsと求められた。同様にして4ーピニル

基の4-sc-4-st、6プロピオン酸基の6-α-6ーα'のτcを求めた (Table1)。これらの側鎖の内部運

動の τcが、タンパク質全体の運動の τc(約10ns)より小さいことは、これらの側鎖がタンパク質に固

定されているのではなくそれぞれ動的にゆらいでいることがわかる。ただし、 2ーピニル基の τcはこ

れまでに報告されているMbでのものより大きく、ピニル基とタンパク質とのコンタクトの立体的障

害により、ピニル基の運動が抑えられているものと考えられる。また、 6-プロピオン酸基のα-CH2
基の τcは、このプロピオン酸基のカルボキシル基はタンパク質部分のアミノ酸残基とsaltbtidgeを

形成していないとをを示している。

ヘム側鎖のコンフォメーション:2-ビニル基 2-αシグナルと2一βcあるいは2-βtシグナルの

シフト差は、 TAHbVでは約24ppmであり、クジラMbの約20ppmより20%程度大きい。両タンパク

質での2-sc、2-stシグナルのシフト値にそれほど差はなく、 TAHbVでの 2一αシグナルの低磁場シ

フトがクジラMbのものより顕著である。 2-αシグナルでは、メチルプロトンと同様にピロール環の

炭素原子のPz軌道からの不対電子のしみ出しによる正のコンタクトシフト (δJが生じるが、その大

きさはF1g.4Aで定義される角度。と dc∞cos2eの関係がある。 2-ビニル基と同じピロール環に結合

している1-Meのシフト値ばrAHbV、クジラMbでそれぞれ、 13.76、18.62ppmであり、このピロー

ル環にしみ出している不対電子密度はT却 bVでの方が小さいことになる。したがって、 2-α シグ

ナルの常磁性シフトでT必IbVの方が大きいのはOが小さい(つまりビニル平面とヘム平面がお互い

に直交に近い配向をとる)からであると解釈できる。ただし、 1-Meシグナルは 2-αシグナルとより

大きなNOEを示すことから、 2-αプロトンがわずかに1-Meの方に向いていると推測される。このよ

うなピニル基のコンフォメーションと、との側鎖の内部運動の τcが比較的大きいととを考え合わせ

ると、 TAHbVの2ーピニル基とタンパク質部分とのコンタクトには、晴乳類のMbなどには無い大き

な立体障害が存在するものと推測される。

4-ピニル基 4-stシグナルは3-Meシグナルと強いNOE相闘を示すことから、このビニル基のヘム

平面に対する配向はF1g.4Bのようになっていることがわかる。との配向は、クジラMbなどの結晶構

造で見られるものと本質的に同じである。

6-プロピオン酸基 5-Meシグナルの照射により、 6-αシグナル (12.43ppm)よりも6-α'シグナ

ル (8.77ppm)により大きなNOEが観測される。プロピオン酸基の αプロトンシグナル聞のシフト値

の違いは、両シグナルのコンタクトシフトの差に由来すると考えられるので、コンタクトシフトの解

釈と5-MeシグナルとのNOE相関から、 6-プロピオン酸基のαーメチレン基のヘム平面に対する配向

はFig.4Cの様になっているものと推測される。

pHの影響 :pHによる酸素親和性の変化には、タンパク質の三次構造変化が伴うと考えられている。

酸素親和性が大きく変わるpH6からpH9までの問でヘム側鎖のシフト値に大きな変化は見られなかっ

た。このタンパク質では、三次構造の変化がヘム側鎖のシフト値に及ぼす影響は小さいととがわかった。
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Fig.4 (A)The angle e is defined as the dihedral angle between the CH vector and the nomal to 
the heme plane. Orientation of the 4-vinyl (B) and 6-propionate仕 CH2(C) group with respect 
to heme in TAHb V. 
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P36 Arthromyces ramosus PeroxidaseのIおよび第 2基質

結合部位の解析

細谷東一郎 1、0高橋征三人福山恵一人板倉寛之久佐藤康_4

( 1東理大基礎工、 2日女大理、 3阪大理、 4熊大医)

Studies of the Binding Site of Iodide and Second Substrates to Arthromyces ramosus 

Peroxidase. 

T. Hosoyal， S. Takahashe， K. Fukuyamal， H. ltakura3， and K. Sat04 

1. Fac. Ind. Sci & Tech.， Science Univ. Tokyo 2. Fac. Sci.， Japan Women's Univ. 

3. Fac. Sci.， Osaka Univ. 4. Sch. Med.， Kumamoto Univ. 

The site and characteristics of iodide and aromatic donors to Arthomyces ramousus peroxidase 

were examined by x-ray crystallographic analysis， IH and 1271 NMR， and kinetic studies. It was found 

that iodide ion located at the distal side of the heme and Iies between the two peptide segments. The 

distance from peripheral methyl groups were more than lOA. The aromatic donors are also located at 

the same side and oriented parallel to the heme. The distance between iodide ion and aromatic 

donors were found more than 10A apart. These resu)ts suggested that the electron transfer 

mechanism in peroxidase. 

ペルオキシダーゼは過酸化水素を基質とし種々の化合物を酸化する酵素である.有機化合

物の酸化反応は Compound1や Compound11と呼ばれる中問状態をともなう 2段階の電子移動

反応が関与するが，ょう素のような無機化合物の酸化反応は 1段階で進行することが知られ

ている.しかしその反応の詳細は知られていない.これらの反応の詳細を明らかにするため

に，ベルオキシダーゼの中の結合位置を確定し，相互作用する残基を同定することを試みた.

[実験1ARPは天知博士より恵与された粉末を使用した. A403/A28Q=2.63である.その他の試

薬は市販品を用いた.x-線結晶解析は ARP結晶に阻または BHAを soakし差フーリ工法で解

析した .IHおよび 127I_NMRは BrukerAMX-400WBを用い 5mmの HX-プロープを用いた.

127I_NMRは 41.6kHzのバンド幅で 200，000-800，000回積算した. IHの化学シフトは HDOの共

鳴位置を 4.82ppmとして求めた.反応速度は目立 UV司 3000を用い差スペクトルの変イじを用い

非線形最小自乗法で解析した.

キーワード:ベルオキシダーゼ， ARP， X一線結晶解析， NMR，差スペクトル

ほそや とういちろう、たかはし せいぞう、ふくやま けいいち、いたくら ひろ

ゆき、さとう こラいち
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[結果1x-線結品解析の結果，ょう

素イオンはへムの distalsideに位置

し2本のペプチド鎖 Phe90_Pr091_Ala92

と Ser151_Leu152_ Ile153の近傍にあり，

へム鉄から 12.8A離れて存在するこ

とが分かった.この結果は hyperfine

regionのスベクトル変化が他のペル

オキシダーゼと比べてきわめて小さ

いことからも支持された.また

hyp巴rfineregionの 1H-NMRによる滴

定実験から pH=5.5で Kd=50mMであ

ることが分かった.これは他のベル

オキシダーゼと比べてかなり結合が

弱い.また 1271・NMRによる滴定実験

と反応速度の解析から pKa:5.3付近

の残基が結合に強く関与することが

分かった.これらの結果を総合する

と，ょう素イオンから distalhistidine 

への電子移動が最初ののステップと

して起こることが示唆される.しか

し，ょう素イオンは 8A程度 His56か

ら離れた位置にあり，ペプチド鎖で

隔てられている.したがって直接結

合するのではなく，長距離の電子移

動が起こってるものと考えられる.

ベルオキシダーゼは，多種類のフ

エノール誘導体と結合し反応するこ

とが知られている.しかしその結合

位置は NMRによる実験から 8位の

peripheral methyl残基の近傍にあると

いう以外あまりよく分かつてなかっ

た.今回， x-線結品解析により， BHA

は図に示すようにへム面に平行かっ

8-メチル近傍に位置することが分か

った.差スベクトルの研究から ARP

は種々の芳香族基質に対して結合力

10 

Fig. 1 The vicinity of iodide binding site 

to ARP. The peptides， Phe90_Pr091_Ala92 

and SerI51_LeuI52_IleI53， are shown. The 

interatomic distances to the iodide are: F90 

Cs; 3.8A， P91 CO 3.8A， S151 N; 4.0A. 

Fig. 2 Environment of BHA molecul巴.

Hydrogen bonds are shown by broken lines. 

The lower side of the figure is the surface 

of ARP molecule. The distance between 

BHA Cl and heme methyl C18 is 3.9A， and 

b巴tweenFe and 08 is 4.4A. 
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がきわめて弱いことが分かった.したがって BHA以外の化合物については X・線結品

解析で結合位置を求めることはできなかった.しかし NMRや差スベクトルの結果か

ら，ほほ同じ位置に結合することが示唆された.

以上の結果から，ょう素イオンと芳香族化合物の結合位置は離れていることが明ら

かになった.差スベクトルの解析から，ょう素イオンの存在は種々の芳香族イじ合物の

結合に影響を及ぼさないという知見と一致する.結晶解析から示唆された水素結合の

ネットワークが基質結合の駆動力として一般的に成り立っかどうかはまだ明らかで

ない.p-cresolなどのモデルを同じ位置に挿入してみると，かなり無理があるように思

われる.一般的には distalHistidineと直接水素結合するとは限らないのではなかろう

か.つまり芳香族化合物の過酸化水素による酸化は，ょう素イオンの場合と同様， distal 

Histidineを介して電荷リレーが起こるが，直接でなく長距離の電荷リレーが関与して

いる可能性が高い.

分子動力学の計算から x-線結晶解析は芳香族イじ合物の結合位置がややへムに近い

位置に評価される傾向があることが示唆された.また ARPはへムポケットの構造が

やや聞く，それが結合力の違いとなっている可能性が計算から示唆された. NMRの

緩和時間の解析から，へム鉄と芳香族化合物との聞の距離を見積もることができるが，

X司線結晶解析の結果と比べて 2A近く距離が遠く評価された.この結果は分子動力学

の計算結果とも矛盾する.反磁性たんぱく質との結合による基質の緩和速度の増大を

補正すると距離の違いはさらに大きくなった. この距離の食い違いは従来の常磁性

たんぱく質についての緩和の解析に，何か本質的な因子が抜けている可能性がある.

詳細は本討論会で討論したい.
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P37 無細胞タンパク質合成系による部位特異的安定同位体標識

タンパク質の大量合成法の開発

(理研・細胞情報伝達人東大・院理2)

0矢吹孝l久木川隆則l，横山茂之1，2

Site-directed stable-isotope labeling of a protein by cell-free protein synthesis 

Takashi Yabuki12， Takanori Kigawa1， Shigeyuki Yokoyama1，2 

1Cellular Signaling Laboratory， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 

2Department of Biophysics and Biochemistry， School of Science， University of Tokyo 

We have established a method for producing a milligram quantity of site-specifically 

stable-isotope labeled protein by highly efficient cell-free protein synthesis involving amber 

suppression. The Escherichia coli amber suppressor tRNATyrCUA (25 mg) prepared by in vitro 

transcription with T7 RNA polymerase was aminoacylated with purified E. coli tyrosyl・tRNA

synthetase， using 2 mg ofレ[l5N]tyrosine.In the gene encoding the human c・Ha-Rasprotein，出e

codon for Tyρ2 was changed to an amber codon (TAG). This template DNA and the [l5N]Tyr-

tRNATyrCUA were reacted in a coupled transcription-translation system containing T7 RNA 

polymerase and E. coli cell extract. The subsequent purification yielded 2.2 mg of [l5N]Tyρ2_ 

Ras protein. In the 1H-15N HSQC spectrum of the labeled Ras protein， only one cross peak was 

observed， which was unambiguously assigned to Tyr32. 

[序]

分子量30kDaを越えるタンパク質のNMRによる解析は，激しいシグナルのオーバー

ラップのために困難となる.このような系において部位特異的に安定同位体標識を導入

したタンパク質を用いれば大幅なスベクトルの簡素化が可能となり，標識部位近傍の構

造情報を選択的に得ることができる.

部位特異的に安定同位体標識されたタンパク質の調製法として固相化学合成法があげ

られるが，分子量の大きなタンパク質への適用は困難であった.また，無細胞タンパク

質合成系とサプレッサーtRNAを組み合わせた系を用いた方法が報告されている1).しか

し，この方法ではタンパク質合成量が少なく， NMR測定で必要とされるmgオーダーの

標識タンパク質を得ることは困難であった.今回，高効率の大腸菌由来無細胞タンパク

質合成系2)を用いてNMR測定が可能となる量の部位特異的標識されたRasタンパク質を

生化学的に合成し15N_1HHSQCスベクトルを測定することに成功したので報告する.

キーワード: 安定同位体標識 部位特異的標識 Ras 無細胞タンパク質合成系

やぶき たかし，きがわ たかのり，よこやま しげゆき
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[方法]

T7 RNA polymeraseを用いたinvitro transcriptionにより大腸菌tyrosineambぽ

suppressor tRNATyrCUAを合成した.これに大腸菌tyrosyl-tRNAsynthetaseを用いてL_[15

N]tyrosineをプレチャージすることにより[l5N]Tyr-tRNA TyrCUAを得た.

TyrCUAを加えた無細胞タンパク質合成系にて，RasのTyr32のコドンがamber(TAG)に変

更されたテンプレートDNAを用いて合成反応を行うことにより， Tyr32のみが選択的

に15N標識されたRasタンパク質を得た.

[15N]Tyr-tRNA 

[結果・考察]

Tyrosine amber suppressor tRNA (25 mg)， L-['5N]tyrosine (2 mg)および無細胞タンパ

ク質合成系(反応スケール30ml) を用いて反応を行い2.2mgの[15N]Tyr32-Rasタンパ

ク質精製標品を得た. 15N-IH HSQCスペクトルにより Tyr32のみが選択的に標識され

ていること ，Tyr32以外のTyr残基ならびに他のアミノ酸残基への標識の漏れが見られ

ないことを確認した.

この標識法は分子量の大きなタンパク質およびタンパク質問相互作用の解析な

ど，分子量の大きな系の解析に有効である.
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P38 GTP結合型 Ras(P34G)変異体の立体構造解析

。森田哲史 lぺ寺田透 l，h 伊藤隆 2，山崎和彦ヘ白水美香子 l，木川隆則 l，
横山茂之 1，4

(理研・細胞情報伝達 l，理研・遺伝生化学 2，理研・生体分子解析九東大・院

理4)

NMR structural analysis of GTP-bound form of mutant Ras (P34G) 

OTetsuhito Morita1ぺTo胎uTerada1ムペ Yutaka It02， Kazuhiko Y創nasaki4，Mikako 

Shirouzu1， Takanori Kigawa1 and Shigeyuki Yokoyama1，4 

1Cellular Signaling Laboratory， 2Laboratory of Cellular and Molecular Biology， 3Division 

of Biomolecular Characterization， The Institute of Physical and Chemical Research 

(RIKEN)， 4Dep紅tmentof Biophysics and Biochemis町， Graduate School of Science， 

University of Tokyo 

The wild type Ras bound with GMPPNP showed the "regional polys町 ism"， which 

was observed as ex悦 meline broadening of 1H_15N∞rrelation p伺 ks，for biologically 

important loop regions (L1， L2組 dL4). A mutantofRas， Ras(P34G)， showed however 

no polysteric phenomena though it still has the activity to bind ωRaf-l， which is one of 

the downstream匂rgetsof Ras. 

We presented here the backbone and sidechain assignments ofRas(P34G).GMPPNP， 

obtained from triple-resonance N恥眼 目 perimentswith deuterium decoupling on 50%-

2H/13CrN・・labelledsample. The solution s刷 ctureofRas(P34G).GMPPNP has also been 

calculated from NOE and dihedral如 glerestraints. 

野生型 Rasは活性型である GτP結合型において 下流のターゲットの活性化

やGAPとの結合に重要なル}プL1， L2， L4に"局所的構造多形性"が存在し，

この領域では主鎖アミド基由来のピークに著しいブロードニングが観測される

1) これに対し， L2の変異体Ras(P34G)で、は"局所的構造多形性"が見られないこ

とから， NMRによって構造決定を行うことが可能であると思われる.Ras(P34G) 

は下流のターゲットのひとつである Rafと結合する活性を保持していることか

ら， Ras(P34G).GMPPNPの高次構造を決定することで， Rafとの相互作用が可能

な構造を同定し，さらには R部の機能発現のメカニズムの理解につながること

が期待される.

Ras(P34G)，コンフォメーションの多形性，主鎖の帰属，側鎖の帰属，立体構造

決定

もりた てつひと，てらだ とおる，いとう ゆたか，やまさき かずひこ，

しろうずみかこ，きがわ たかのり，よこやま しげゆき.
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{方法}
Nietlispachらの研究により，HBHACBCA(CO)NNHや(H)CC(CO)NNHのように，

側鎖のプロトンを励起し，アミドプロトンに磁化を移動するタイプの実験では

50%の割合でランダムに 2Hを導入したときに感度が最も上昇することが示さ

れているわ.-50%2H， -100%13C， 15N標識した c・Ha-Ras(P34G)・GMPPNP(1-171) 

を調製し， 3D HNCACB， 3D HBHA(CBCACO)NNH， 3D HCC(CO)NNH， 3D HCCH 

TOCSYを測定し，主鎖，側鎖の帰属を行った.このサンプルを重水溶媒に置換

し， 3D 13C-Separated NOESY-HSQC， 3D 13C-aromatic 13C-aliphatic NOESYを測定し

た.さらに lSN標識のサンプルを調製し， 1SN-SeparatedNOESY-HSQC， 20 HMQC-J 

を測定した.NMRの測定は BrukerDRX600を用いた.現在，これらのスペクト

ルを解析し構造解析を進めている.

[結果・考察]

3D HNCACBによって全ての残基の配列特異的な帰属を行うことができた

(Fig.a) . 3D HBHA(CBCACO)NNH， 3D (H)CC(CO)NNH， 3D HCCH TOCSYの

時析によって主鎖，側鎖の帰属を行った (Fig.b，c).芳香環のプロトンの化学シ

フトについては 3D13C-Separated NOESY -HSQCの解析から帰属した.全ての残基

について lH-'SNのクロスピ}クが観測されたが， L2に属する G34，T35につい

ては線形が著しくブロードになっていた.また， L2の残基にはロングレンジの

NOEがほとんど観測されなかった.そこでL2の運動性が他の領域と異なってい

るかどうか調べるために， 15Nの緩和パラメータ}を測定し，検討を行っている.
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P39 コリシンE6のRNaseドメインとインヒピタ--ImmE6の

タンパク質問相互作用の解析

(東大応生工1、理研遺伝生イピ、東大院理生イピ、理研生体分子解析4、理研

細胞情報伝達5)0大野光宏1、伊藤隆2、寺田透3，4、武藤裕3、岩原淳二日、

木川|隆員1j5、柴田武彦2、横山茂之3，5、正木春彦1、魚住武司1

NMR study of the protein-protein interaction between colicin E6 and ImmE6 

(lDepartment of Biot巴chnology，The University of Tokyo， 2Laboratory of Cellular and Molecular Biology， The 
lnstitute ofPhysical and Chemical Research (RIKEN)， 3Department ofBiophysics and Biochemistry， Schoolof 
Science， The University ofTokyo， 4Division ofBiomolecular Chartacterization， 5Cellular Signaling Laboratory， 

The lnstitute of Physical and Chemical Research (RIKEN)) 
lMitsuhiro Ohno， 2Yutaka Ito， 3.4Tohru Terada， 3Yutaka Muto， 3点Jyu吋iIwahara， 5Takanori Kigawa， 2Takehiko 
Shibata， 3.5Shigeyuki Yokoyarna， lHaruhiko Masaki， lTakeshi Uozurni 

Abstract 

Colicin E6 and its cognate inhibitor ImmE6 form a tightly bound complex. We 

have found that C-terminal ribonuclease domain of colicin E6， E6-CRD， is the binding 
interface to ImmE6， and have determined solution structures ofE6ーCRDand ImmE6 by NMR 

spectroscopy. 

In the present study we reconstructed the small complex， E6-CRD/lmmE6， and 
investigated the recognition mechanism of the protein-protein interaction system. We 

prepared a hetero-labeled complex， 13C，15N-E6-CRDj15N-ImmE6， and measured a 13C_ 

filteredj!5N-separated 3D HMQC-NOE-HSQC spectrum aiming at observing 

intermolecular NOEs. Relatively strong intermolecular NOEs were found only合ombackbone 

amide and sidechain E-protons ofW47 (ImmE6) to E6-CRD， suggesting an important role of 
W47 in the E6-CRD/lmmE6 recognition. 

【緒言】

コリシンE6は感受性大腸菌に殺菌活性を示すタンパク質性毒素である。コリシン

生産菌はRNaseドメインに強く結合するインヒピターを共発現して、自殺を免れている。

コリシンE6とコリシンE3はアミノ酸の相向性が98%と非常に高いが、それぞれのインヒ

ビターは他方のコリシン活性を阻害する事は出来ない。特定のアミノ酸残基をもう一

方のコリシンタイプに変換した時に阻害活'性を示す残基を特異性決定基と呼んで、い

るが、この特異性決定基はコリシン、インヒビターともに高々 2残基程度である。我々

はこうした特異性を分子レベルで、解明するために、コリシンE6のRNaseドメイン(E6-CRD)と

コリシン、タンパク質問相互作用、分子間NOE

おおのみつひろ、いとうゆたか、てらだとおる、むとうゆたか、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

174一



ImmE6の共発現系を構築し、 E6-CRD、ImmE6それぞ、れのサブユニット、及びコンプ

レックスの立体構造の解析を行っている。 E6-CRDにはE6とE3とで異なるアミノ酸を全

て含むが、それでも相向性は87%と非常に高い。

それぞ、れのサブ、ユニットについては、立体構造がほぼ解明できたため、それぞれの

分子の接触部分を分子間NOEにより直接観測する事を試みた。ケミカルシフト変化

により間接的な情報は得られていたが、直接観測には今回初めて成功し、興味深い

知見を得る事ができたので報告する。

【方法と結果】

E6-CRD/lmmE6コンプレックスは、非常に強固なコンプレックスを形成するため、サブ

ユニットに解離するには尿素変性を行っている。こうして尿素変性を経た後リフォール

デ、イングさせたサブ、ユニットから再構成したコンプレックスが、ネイティブ、なコンプレック

スとまったく同じ構造をとることは我々がNMRにより既に明らかにしている。この構造

の可逆性を利用して、分子間NOEを測定するために、 13C，15N-E6-CRD/lmmE6コン

プレックスから13C，15N-E6-CRDを、 15N-E6-CRD/lmmE6コンプレックスから

15N-ImmE6を調製し、 13C/5N-E6-CRD/15N-ImmE6を再構成した。この試料につい

て、 13C-filtered/15N-separated3D HMQC-NOE-HSQCスペクトルを測定することによ

り、 13C/5N-E6-CRDの分子内NOEに加えて、 15N-ImmE6の15Nに結合したプロトンか

ら13C，15N-E6-CRDの13Cに結合したプロトンへの分子間NOEを直接観測することを

試みた。

結果はインヒピターの特異性決定基として最重要と同定されていたW47のアミドプロト

ンと側鎖の ENHからのみ強い分子間NOEが観測された。このことから、特異性決定

基が相互作用面の構造の安定化といった二次的な効果ではなく、直接的な接触によ

り、相互作用の調節に大きく関与している事が初めて明らかになった。コンプレックス

の形成前後でケミカルシフトが動いていた他の残基や、もう一方の特異性決定基に

ついては、側鎖聞の分子聞の接触についてまだ解析が及んでいないため、直接的な

接触の有無について明言は出来ない。が、今回の様な様々な組み合わせの再構成

コンブ。レックスの利用により近々 解析で、きるものと期待される。
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P 40 hDLG PDZ2ドメインー APCCぶペプチ ド船 体の NMRによる州i日解析

0 大本山l、池上 YI久l、秋1111故人 1'1川昌宏l

I~U~先端利子'技術大学院大学、 2大阪大学:

NMR Study of the hDLG PDZ2 Domain and the APC C-terminal Peptide Complex 

o I.Ohki1、T.lkegami1、T.Akiyama2、M.Shirakawa1 

1 Nara lnstitute of Science却 dTechnology、20sakaUniversity 

PDZ domains are陀 peat巴dstructure motifs， each of which is comprised of about 100 amino acid resiclu巴s，found in a 

number of cytosolic signal tran恥juctionproteins localized near cell membrane. PDZ dom出nsrecogmze a consensus 

carboxy-terminal sequence， and mediate protein-protein interaction. Human homolog of DrosophiJa tumor suppresor 

protein， hDLG， has three PDZ clomains， and the second one (PDZ2) binds to the C-terminal pepticle of APC， which is 

cocled by the causative gene of genetic clisease ， Familial adenomatous polyposis (FAP). Thereby， hDLG may play a 

role in the Wnt剖gnalt.ranscluction，which is organizecl by /1 catenine， APC， Tcf/Lef. ln orせerto understancl the 

molecular mechanizm， W巴haveanalyzed the three dimensional s加 ctureof the complex formecl by hDLG PDZ2 and the 

C-terminal pepticle of APC by m巴ansof NMR. We founcl that hDLG PDZ2 consists of 6 beta-strancls and 2 sheets. 

The tertiary structure of the complex，加clthe mechanism of the molecular recognition will be discussed 

(はじめに)

党'1二分化や、細胞ir'dWJのiliU佐11には、隣娘細胞からのシグナル伝達が非常にl1t'ttーである。カドヘリンや

Wnt/Wntレセプターからの隣銭高111胞IIIJシグナルは朝11胞内でグカテニンに収*し核に伝えられるが、この伝達

粁路は栴jfPit，UタンパクnAPCが (5カテニンと結合することによって抑制的に調節されている。最近、阪

大の秋山らによりショウジョウパエの裕JiIJitJlJタンパク質 Dlg(Discs Large) のヒトホモログである hDLGが

APCと車内介することがぶされた1)0hDLGは、この APCとの結合を介してこの{ムj主系のシグナル閃J-とし

ても仰U'-'、ている IIJ能'1"1:.がある。

hDLGは分 fl付に PDZと111'.ばれる、!OO残必ほどのドメインを 3つ持っており、このうちの二寄目の

PDZドメイン (PDZ2) が、 APCの C*部分と結合する。 PDZドメインは細胞眼目uj互に見つかるシグナル

(正、述内 fに多く見られ、シナプスでNMDRレセプターと結合している PSD-95、タイトジヤンクションを構

成しているZO-l、ZO-2、アボトーシスに|対与するFASレセプターに結合するFAP-lなどにイf在している。そ

こで本1iJI:究て、は、このシグナル伝達の分子メカニスムを解明するため、 NMRをJlJいて hDLGPDZ2ドメイ

ンと APCC ~~ 7'&応分のペプチドとの線合体の溶液中での立体構造解析を行なった。

Key words: Heteronuclear NMR、Three-DimensionalStructure、hDLG、PDZDomain、APC、Complex

おおきいずる、いけがみたかひき、あきやまとおる、しらかわまさひろ
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hDLGPDZ2は、大腸i省内で GST融合タンパク質として発現させ、精製後 FactorXaでhDLGのみを切り

出し、 lH/15N、lH/13C、lH/15N/13Cラベル体を作成した。 APCC末ペプチドは、化学合成により調製し

た。 NMR測定は hDLGPDZ2に3倍モル量の APCペプチドを加え、透析で余分なペプチドを除いたもの

を使用した。

(方法)

試料は 1.5mMに調整し、 KCI25mM、90%H20/1O% D20、pH7.0、満度 310Kの条件で測定を行なっ

た。 j二鎖、側j:J'!の帰属のために→ー速の 3次元 NMRスベクトル (CBCA(CO)HN、CBCANH、HNCO、

HN(CA)CO、TOCSY-HSQC、H(CCO)NH、CCONH、HCCH町TOCSY) を測定した。また、構造情報を得るた

め 3次元、 4次元の NOESYスペクトル (3DNOESY-HSQC、4DCC HMQC-NOESY-HSQC、4DCNHMQC-

NOESY四HSQC) の測定、 15NHSQCによるH-D交換実験を行った。なお NMRスペクトルの測定には、

Brucker社 DRX500、DMX500および DRX800を用いて行なった。

f降造決定には DYANAおよび X-PLORを用い、 simulated釦 nealing法によるdis凶 cegeome町計算を行なっ

て条件を満たす構造を求めた。

(結果)

hDLG PDZ2のほとんどの主鎖、 1WJ鎖の帰属を完了し、それを元に NOESYスペクトルを解析し、 493個

の NOE(隣般残基問 184、中距離 108、遠距離 243) を得た。また、 H-D交換実験も合わせて解析し 21個

の水素結合ペアを推測した。これらの構造情報を元に Dyanaで構造計算を行なった。 500個のランダムな初

期情iをより始め、最終的に得られた構造のうち、最も目的関数の値の小さな構造を 10 個、重ね合わせたも

のが Fig.lである。 13られた構造は、 6つの pシートと、 2本のヘリックスを持ち、 s1-s2、 s2・，'33の問

のループ部分を除いて比較的良く収束している。ループ部分を除く平均構造に対するr.m.s.d.は主鎖重原子

で1.55Aであった。現fEさらーに精荷化を進めており、複合体全体の構造とペプチドータンパク質相互作用に

ついて議論する予定である。

Fig. 1 Superposition of th巴 10calculated structures and ribbon diagram of hDLG PDZ2 

1) A. Matsumine， K. Toyoshima， T. Akiyama， et al.， SCIENCE，272，pI020-1023，1996 
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P41 酸化型および還元型フェレドキシンの構造
(広大・総合科学¥農水省生物研2、金沢大・理3)

0手島圭三¥加藤N子人山崎俊正 2、和田敬四郎 3、赤堀興造 1

Structur巴sof the Oxidized and Reduced E. arvense ferr巴doxins

(Hiroshima Univ.'， NIAR'， Kanazawa Univ.J
) 

Keizo Teshima'， Etsuko Kato'， Toshimasa Yamazaki'， K巴ishiroWada
J
， 

Kozo Akabori' 

The solution structures of the oxidized and r巴ducedE. arvense ferredoxins were elucidated by two 

-dimentional 'H-NMR spectroscopy. Th巴 'I-I-ch巴micalshifts and the secondary structures of the reduc巴d

ferredoxin were verγsimilar to those of th巴 oxidizedone. However， th巴 chemicalshifts of amide orα 

protons of 025， E29， K49， 064， H89， E92， E93 and L94 in the reduc巴dstate wer巴 differedmore than 

0.1 ppm from those in the oxidized stat巴.These amino acid residues were almost consist巴ntwith those 

which were suggest巴dto be involved in th巴 int巴ractionsof the ferredoxin with the Photosystem 1 

complex or ferredoxin-NAOP ， r巴ductase.It was very inter巴stingthat th巴 aminoacid residues away合om

the r巴dox-centershowed large chemical shift differences in th巴oxidizedand reduced states. 

[序論] 高等横物やラン藻の電子伝達タンパク質、フェレドキシンは、光合成電子伝達

系の光化学系 I複合体から電子を受け取り、フェレドキシンNAD  p+還元酵素 (FN R) 

等の還元酵素に電子を渡す働きをしている。このような生体内電子伝達反応は高い反応効

率と特異性をもっている。その要因として酸化還元中心の電位が重要であることは言うま

でもないが、それだけでなく、反応に関与するタンパク質問の相互作用が重要であると考

えられる。光化学系 I複合体の複合体モデノレの研究ぺ化学修飾や化学架橋剤による研究

2 4)、遺伝子操作による改変休を用いた研究 5・引から、ブエレドキシンと光化学系 I複合

体および FNRとの相互作用において、フェレドキシンの酸性アミノ酸残基の重要性が指

摘されている。また、フェレドキシンと F NRの解離定数が酸化還元に伴って変動すると

いう興味ある報告がなされている 7)。フェレドキシンの電子伝達反応機構をより詳細に明

らかにするためには酸化型と還元型フェレドキシンの構造の比較が必要である。酸化型フ

エレドキシンの構造は結晶解析により明らかにされているが 8，的、酸化還元電位が低いた

めに還元状態での結晶化が困難である。しかし、 NMR法を用いれば試料を密封する事に

よって還元型の構造解析が比較的容易である。そこで、我々は、スギナ (8.arvense) フ

エレドキシンの酸化型と還元型構造の比較を NMR法を用いて行い、タンパク質との相互

作用部位の構造変化ついて考察した。

キーワード:フェレドキシン、電子伝達タンパク質

てしま けいぞう、かとう えっこ、やまざき としまさ、わだ けいしろう、

あかぼり こうぞう
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[実験] 般化型フェレドキシンの， H-NMR測定は 2mMフェレドキシン、 75mMリン酸緩

衝溶液 (pIl8.0) を用いて 25
0

Cで行った。 IIOHAHAおよびNOESY測定の混合時間は、それぞ

れ、 60~85ms 巴C と 50~150rnsecである。 'Hシグナルの帰属は二次元NMRデータを用いて

定法i湿りに行った。

還元型フェレドキシンの調製は次のように行った。アルゴンガスで置換した密封セル内

で、脱気水で調製した300mMジチオナイト溶液をフェレドキシンの 2倍モル量加え、試料

を還元し、ステンレス管とアルゴンガスを用いて、空気に触れさせることなく NMR試料

管に還元型試料を封入した。二次元NMR測定は酸化型の場合と同様の条件で行った。

MR装置は日本電子 α-400とBruker DMX-750を用いた。 NOEの距離情報に基づく構造

N 

計算は X-PLOR3.1を用いて行った。

{結果と考察] スギナブエレドキシンの 95個のアミノ酸残基のうち、 80個の残基に

ついて、 'Hシグナノレの帰属を酸化型および還元型で行った。ただし、鉄一硫黄クラスタ

ー近傍の S37~G48 、 L75~ 1 77の'.HシグPナルは酸化型、還元型のどちらの場合でも鉄

の常磁性効果により検出できなかった。酸化型フェレドキシンについて約500点の NOE

情報からジスタンスジオメトリーと sirnulatedannealing法で立体構造を構築した。その

結果は結晶解析の結果 9)とほとんど同じであった。二次構造は、 α ヘリックスが 123~ 

A30 、 D64~ E 70、E91~ L 91の部分であり、。構造が Y2~T8、

S 52、D83~ E 87の部分である。還元型の二次構造も酸化型と同様であった。

次に、還元型と酸化型フェレドキシンの化学シフトの差をアミド、 αおよびHプロトン

についてそれぞれ調べた。アミドと αプロトンの結果をFig.1と2に示す。

K49~ Gll~V17 、
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還元型フエレドキシンの 'Hの化学シフトの値はほとんど酸化型と同じであったが、

025、E29、K49、064、H89、E92、E93および L94のアミドまたは αプロトンの化学

シフトは、還元されることによってO.lppm以上の変化を示した。。プロトンについても同

様の傾向が見られた。変化を示したアミノ酸残基はすべて穫を越えて一次構造上高く保存

されていることがわかった。また、これらの残基は、 FNRまたは光化学系 I複合体と相

互作用することが示唆されているアミノ酸残基 (025、E28、E29、033、064、065、

E91、E92、E93、残基番号はスギナの一次構造に合わせた)と一致することがわかった。

化学シフト変化の大きいアミノ酸残基の立体構造上の位置関係を NMRtぎから構築した

酸化型主鎖構造の模式図に示したのがPig. 3である。一電子還元される鉄←硫黄クラスタ

ーから離れたところにあるアミノ酸残基のプロトンの化学シフトが特異的に変動を受ける

ことは大変興味深い。 C末端{JlIJにある αーヘリックス上に E92とE93がある。 NH-NHOコN

OEパターンの比較から、酸化型と還元型でC末端ポリペプチドは同様のヘリックス構造

をとっていると思われる。 E92、E93、 L94の大きな化学シフトの変動から、

クスと他のループ聞との相対的位置関係の変化が示唆される。また、 H89はそのヘリック

スのN端側にあり、 K49は立体構造上そのヘリックスの近くに存在するので、 E92、E93、

L94の化学シフトの変動にH89とK49が深く関わっていることが示唆される。

今後は、酸化還元に連動した、フェレドキシンと電子の授受を行うタンパク質との相互

作用の変化の仕組みを、フエレドキシンの局所構造の運動性と構造変化に基づいて具体的

このへリッ
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Fig. 3. Schematic repr巴sentationof th巴conformationof the oxidiz巴dE. arvel1se 

f巴rr巴【loxin. The clos巴dcircles show th巴aminoacid residu巴sof which th巴ch巴mical

shifts of amid巴orαprotonsin th巴redllc巴dstate w巴r巴differedmor巴Ihan0.1 ppm 

from 111巴 oxidizedslate. Thc dOllble circles show C38， C43， C46 and C76 which form 

Ih巴 iron-slllfllrclllsler. 
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P42 大腸菌R仙タンパク質に結合した単鎖DNAのtrar時 rredNOE解析

。西中太郎1，3、伊藤 隆l、横山茂之2，3、柴田武彦i

(理化学研究所・ l遺伝生化学， 2細胞情報伝達， 3東大・院・理)

Tansferred NOE analysis of single司 strandedDNA Bound to Escherichia coli RecA Protein 

OTaro Nishinaka1ムYutakaIto1， Shigeyuki Yokoyama2ベTakehikoSl曲 ata1

lCeUular & Molecular Biology Laboratory， 2CeU Signaling Laboratory， 

The Institute ofPhysical and Chemical Research (RlKEN)， Wako-City， Saitama 351-01， Japan 

3Department ofBiophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， 

The University ofTokyo， Tokyo 113， Japan 

NMR studies of the DNA oligonucleotides in the presence of Escherichia coli RecA 

Protein have been carried out in order to characterize the conformation of DNA bound to RecA 

protein. Transferred NOE analysis for RecA-bound DNA oligomers indicated that this structure 

includes novel deoxyribose-to-base stacking interaction. This structure agrees with the 1.5-fold 

extension of DNA strands in RecA filaments， previously observed by electron microscopic 

studies. Moreover， the extended structure includes little steric hindrance between adjacent 

residues， suggesting that RecA-bound DNA has the advantage of the free motion of the bases 

that should be required during the process of the base pair switching. A molecular model of the 

triplex DNA structure for the mechanism of homology search and strand exchange wiU be 

presented. 

大腸菌recA遺伝子産物 (RecA) は，相同組換えにおいて中心的役割を果たすタ

ンパク質であり，そのホモログは広く晴乳類まで存在している.ホモログ間のアミ

ノ酸配列相向性は20-30%と低いにも関わらず それらが形成するフィラメント状の

DNA複合体の構造は互いに非常に類似している.複合体フィラメント内のDNAは通

常のDNAに比して1.5倍に引き延ばされ， 18.6 bp/turn~こ巻き戻されて観察されるが，

原子配置レベルでの知見は未だ得られていなかった.

我々 は， RecAタンパク質に結合したDNAの構造について解析する目的でRecA

タンパク質に結合したDNAオリゴヌクレオチドのtransferredNOE (TRNOE)測定を

行った. DNAオリゴヌクレオチド (3-6bases)とATP非加水分解アナログATPySを含む

transferred NOE、RecA、DNA、相同組換え

にしなかたろう，いとう ゆたか，よこやま しげゆき，しばた たけひこ
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溶液にRecAタンパク質を加えると lDNOE差スベクトル上にTRNOE由来のシグナル

が観察された.このシグナルはATP-ySをADPに置換することにより顕著に減少した.

また， DNAオリゴヌクレオチドを塩基の配列がそれに対応するRNAオリゴヌクレオ

チドに置換することによってもシグナルが顕著に減少した.

また，T1P値のスピンロックパワー依存性を測定することにより， DNAオリゴ

ヌクレオチドのRecAタンパク質からの解離速度を求めた.その結果， DNAオリゴヌ

クレオチドd(TGACAT)においては30
0

Cで40000(士4000)S-I，DNAオリゴヌクレオチド

d(TAG)においては30
0

Cで54000(:t5000)s-l，との値を得た.

得られたT悶ぜOEデータを用い， simulated annealingによる構造計算を施し，良く

収束した構造を得た.我々は3merから6merまでのDNAオリゴヌクレオチドを用い，

同様の実験を行ったが，得られたTRNOEスベクトルのパターンはほとんど全ての残

基について同様であった.従って我々は，今回得られた構造は， RecAに結合した

DNAについて共通に観察されるものであると結論した.

得られた構造の最も顕著な特徴はそのスタッキング様式にある.典型的なDNA

構造では塩基聞がファン・デル・ワールス接触しているのに対し， RecA結合型では

デオキシリボースのC2'，H2'， H2"部位が次に続く残基の塩基部位の上方に位置す

る.塩基聞の距離は約5.1Aに離されており，これはB型DNAの1.5倍に相当する.さ

らに，この構造は隣り合う残基間での立体障害が少なく，塩基対の交換時に要求さ

れる塩基の自由な運動に有利であるという利点がある.

得られた構造はTRNOEデータを定性的に良く説明しているが，シュガーのパッ

カリング、の型は純粋なN-typeでもS-typeで、もなく，その中間の型を示している

(Fig. 1) .これは残基内H3'-H8庁-I6NOEおよび残基内Hl'-H8/H6NOEの強度は，残基

内H2'-H8周6NOEの強度に比して期待されるよりも強いことが原因である.このこ

とは， RecAタンパク質に結合したDNAが実際に中途半端なシュガーパッカリングを

取っている可能性を示しているが， RecAタンパク質がN-typeとS-typeのシュガーパッ

カリングの平衡状態にあるという可能性を否定できない.このN-typeからS-typeある

いはS句 peからN-typeへのシュガーパッカリングの変換によって， DNA分子の塩基部

分がほぼ水平に，顕著な立体障害無く回転する.実際，我々は緩和行列解析によ

り，得られたTRNOEがN-typeとS-typeのシュガーパッカリングの混合状態であるとし

ても矛盾無く解釈できることを確認した.

このNMR解析の結果得られた構造の特徴および生化学的，生物物理学的な実験

により今まで得られている知見に基づき， RecAフィラメント内の二重鎖DNAの分子

構造模型を構築した.その結果， 2つの型のDNA分子構造を得た (Fig.2) .その-つ

n
ぺ
υ。。
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はN句peのシュガーパッカリングを持つ構造で， RecAタンパク質のATP型フィラメ

ントに対応する約95A(18.6 bp/turn)のらせんピッチを持っている.もう一つはS-type

のシュガーパッカリングを持つ構造で， RecAタンパク質のADP型フィラメントに対

応する約64A(12.5 bp/turn)のらせんピッチを持っている.

y 

Fig. 1. Side view of the S-type (left) and the N-type (center) structure of 
RecA-bound DNA. Calculated structure determined by NMR is shown in right. 

FigユMolecularmodels of DNA within RecA filaments. The N-type 
structure (left)， the S-type structure (center). B-form DNA is shown in right. 
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以上，今回のNMR解析により， RecAタンパク質に結合したDNAの特異な構造

上の特徴 (deoxyribose-basestacking)が明らかになった.また，それが非常に柔軟性

に富む構造である可能性が示唆された.この柔軟に運動しやすい性質が単鎖DNAと

二重鎖DNAとの問の塩基対を交換するという動的な反応を可能にさせる要因となっ

ていると想定される.我々は，シュガーパッカリング、のN-typeとS匂 peとの聞のコン

ブオメーション変化が，塩基配列の相向性の探索およびDNA鎖交換反応の際に必要

な塩基の回転に深い関連があると考えている.我々は今回，このシュガーパッカリ

ングの相互変換による相同探索，鎖交換反応の三重鎖DNA分子構造模型を提出す

る.

Fig. 3 (up). Base rotation by inter-converion 
of sugar puckers. The sugar puckers of the 
N-terminal residue (T; up) is the S-type (1eft) 
and the N-type (right). The C-terminal reidue 
(A; bottom) is in the S-type. Arrows indicate 
the orientation of base pairing. 

Fig. 4 (right). A molecular model of triplex 
DNA structure in strand exchange reaction. 

REFERENCE: T. Nishinaka et a1. Proc. Nat1. Acad. Sci. USA. 94， 6623-6628 (1997). 
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P43 ミトコンドリア膜透過装置 ratTom20pのcytoplasmic

domainのNMR解析

(生物分子工学研究所 1、名古屋大学理学部 2) 0阿部義人 l、小代俊浩 2、

遠藤斗志也 2、神田大輔 l

NMR study of cytoplasmic domain of rat Tom20p in mitochondria outer 

membrane tran日location system. 

(Biomolecular Engineering Research Institute1; Faculty of Science， Nagoya University 2) 

Yoshito ABE 1， Toshihiro SHODAI 2， Toshiya ENDO 2， Daisuke KOHDA 1 

Tom20p is an outer mitochondrial membrane protein and functions as a∞mponent of the 

import receptor complex for the cytoplasmically synthesized mitochondial precursor proteins. 

We overexpressed the cytoplasmic domain of ra t Tom20p in E. coli cells， and analyzed it using 

N恥1Rspectros∞py and limited proteolysis. The results suggested that N-terminal 27 

residues of the cytoplasmic domain were flexible. Upon addition of mitochondrial presequence， 

the cross peaks of 1H_15N HSQC moved， suggesting that Tom20p is a primaηbinding site of 

mitochondrial presequences. The analysis of the cytoplasmic domain of Tom20p wi1l give us 

the more information on membrane translocation system in mitochondria. 

[序論]

ミトコンドリアを構成する多くのタンパク質は核の DNAにコードされており、それらはミトコ

ンドリア中に送り込まれ、機能を発揮する、その時に必要な膜透過装置はTom(transmembrane 

outer membrane) -Tim (translocation inner membrane)∞mplexと呼ばれる約 10種類の膜

タンパク質により構成されている。その中でTom20p-Tom22p∞mplexはシグナル配列認識レ

セプターとしての機能を持っており膜透過装置の中でプレタンパク質のシグナル配列を最初に

認識し、ミトコンドリア内への輸送を開始すると考えられている。今回我々は、ラット Tom20p

の細胞内ドメインの大腸菌による大量発現系を構築し、 NMR及びプロテアーゼによる限定分解

を用いて解析を行った。 これらの解析はミトコンドリアの膜透過装置の解明に有力な情報を与

えると期待される。

キーワード:ミトコンドリア、 Tom2旬、多次元NMR、

ふりがな:あべよしと、しようだいとしひろ、えんどうとしや、こうだだいすけ
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{実験]

1、ラット Tom20p細胞外ドメインの調製

全長 145残基のラット Tom20pから膜貫通部分の N末端24残基を欠失させた細胞外ドメイン

(Tom20pd(1・24))は大腸菌により、 pETプラスミドを用いて発現させ、精製した。また、プ

ロテアーゼによる限定分解を行い、さらに N末端から 27残基を削除したもの(Tom20pd(1・51))

を調製した。 lH-15NNOE実験をもちいて得られた各コンストラクトの動的挙動を解析した。

2、プレ配列ペプチドとの相互作用の解析

プレ配列pALDH(rat liver aldehyde dehydrogenaseのプレ配列20残基)と OTC38(ornithine 

transcarbamylaseプレ配列38残基)をペプチド合成し、 15Nラベルした Tom20pの細胞外ド

メインとの相互作用を lH-15NHSQCのスベクトルを比較することにより調べた。さらに、

Tom20pとプレ配列との相互作用をプロテアーゼ分解を用いて調べた。

[結果と考察]

我々は Tom20pd(1-24)を大腸菌を用いて、約lOmg/Lの平均収量で発現させた。得られた

Tom20pd(1・24)をV8プロテアーゼ (5000:1 w/w) 及びトリプシン (10000・1w/w)によりプ

ロテアーゼによる限定分解を行うとさらにN末端から 27残基及び28残基が優先的に分解を受

けることが確認された。また、 Tom20pd(1・24)のlH-15NNOE測定を行うと、 lHの化学シフト

において 7.9ppm~8 .4ppm、 15N の化学シフトにおいて 120ppm-125ppm の部分に非常に運動

性の高い部分(1H-15NNOE<0.5)が存在していた。しかし、プロテアーゼによる限定分解を用い

てN末端 27残基を削除した Tom20pd(1・51)においては、これらの大部分が消失する事がわか

った。このことから、 Tom20pd(1・24)のN末端部分には非常にflexibleな部位が存在している

ことが判明した。

プレ配列ペプチド pALDHとOTC38をそれぞれTom20pd(1・24)に添加し、 lH-15NHSQCのス

ペクトルの変化を調べた。双方のペプチドで共通のシグナルが変化しており、 これはTom20p

の上にプレ配列の認識ポケットの存在を示しているものと考えている。また、化学シフトの変化

量は OTC38の方が大きく、 2つのペプチドの結合力に差異があるものと考えられる。更に

Tom20pd(1・51)にOTC38を添加したところ、 Tom20pd (1-24)と同様の部位のシグナルが変化

していることを見いだした。このことは、 Tom20pの52・145残基にプレ配列の認識ポケットが

存在していることを示す。

また、 Tom20pd(1・24)のV8プロテアーゼによるプロテアーゼ分解をペプチド存在下及び非存

在下でおとなった。 N末端27残基の切断速度はペプチド存在下及び非存在下では同じであった。

しかし、長時間の反応の結果、ペプチド存在下での Tom20pd(1・51)の更なる分解がペプチド非

存在下に比べて遅くなっている事が見いだされた。さらにマススベクトルによる解析をおこなう

と、 Tom20pd(1・51)の73番目のグルタミン酸の C末端側の分解がペプチドにより抑制されて

いた。このことから、 Tom20pの細胞外ドメインはミトコンドリアのプレ配列と 73番目付近の

部分と部位特異的に相互作用をしているのではないかと予想している。さらにこれらの結果を確

かめるため、現在Tom20pの細胞外ドメインの帰属を行っている。
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P45 GrbZ SHZドメインとShc由来ペプチド複合体の溶液

構造

(都臨床研1，慶大理工2，学習院大3，ニューヨーク大4)

0小椋賢治¥土屋滋夫1J，寺沢宏明¥湯沢聡11 畠中秀樹¥

V. Mandiyan
4
， J. Schlessinger

4
，稲垣冬彦1

Solution Structure of the Grb2 SH2 Domain Complexed with the 

Phosphotyrosine Containing Peptide Derived from Shc 

Ke吋iOgural， Shigeo Tsuchiya' 2， Hiroaki Terasawa'， Satoru Yuzawal.3， Hideki Hatanaka 1， 

Valsan Mandiyan 4， Joseph Schlessinger¥ and Fuyuhiko lnagaki 1 

1 Department of Molecular Physiology， Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science. 2 

Department ofChemistry， Faculty of Science and Technology， Keio University. 3 Institute for 
Biomolecular Science， Gakushuin University. 4 Department of Pharmacology， New York 
University Medical Center. 

Src homology 2 (SH2) domains are protein modules found within a wide variety of 

cytoplasmic signaling molecules that bind with high affinity to phosphotyrosine (pTyr)ー

containing protein sequences. The solution structure of Growth Factor Receptor-Bound 

protein 2 (Grb2) SH2 domain complexed with Shc-derived pTyr-containing peptide was 

determined by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. lH， 13c， and 15N 

resonances of the SH2 domain of Grb2 were assigned by analysis of multi-dimensional， 

double-and triple-resonance NMR experiments. Twenty structures of the Grb2 SH2 domain 

were calculated using with X-PLOR on the basis of 1649 experimentally derived 

conformational restraints containing 89 intermolecular NOEs. The structures converged to a 

root-mean-squared distance deviation (rmsd) of 0.66 and 1.11 A for the backbone atoms and 

for the norトhydrogenheavy atom日， respectively. The pTyr binding site of the Grb2 SH2 

domain was similar to that of other SH2 domains. The C幽 terminalregion following to pTyr 

did not form an extended structure due to blocking by a bulky sidechain of Trp-121 of the 

Grb2 SH2 domain. As a result， thc peptide formed a turn-structure on the surface of the Grb2 

SH2 domain. Asparagine residue at pTyr +2 position of the bound peptide， which is the 

specific residue for protein-binding from peptide library screening experiments， interacted 

with Lys-l09 and Leu-120 of the Grb2 SH2 domain. In comparison with the peptide-仕ee

structure of the Grb2 SH2 domain， the conformation of BC loop changes upon peptide 

binding. This suggest that ， like the lck and blk SH2 domains， the BC loop may have a gated 

phosphotyrosine binding site. 

Grb2， SH2， Shc 

おぐらけんじ，っちゃしげお，てらさわひろあき，ゆざわさとる，
はたなかひでき， Mandiyan， Y.， Schlessinger， J.，いながきふゆひこ
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P46 コアクティベータCBPのCREB結合ドメイン(KIX)の

3核3次元NMR法による立体構造解析

(1東京都臨床研、 113東京都文京区本駒込3・18・22、

2理研筑波ライフサイエンス、茨城県つくば市高野台)

O永田宏次1、小椋賢治1、畠中秀樹1、高橋知巳2、

秋丸裕司2、戎井悦子1、石井俊輔2、稲垣冬彦1

Three-dimensional structure analysis of the CREB-binding domain 

(KIX) of the transcription coactivator CBP by triple-resonance three-

dimensional NMR 

(1 The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 3-18-22， Honkomagome， 

Bunkyo・ku，Tokyo 113， Japan， 2 RIKEN Tsukuba Life Science Research Center， 

Koyadai， Tsukuba， Ibaraki， Japan) 

Koji Nagata1， Kenji Ogura1， Hideki Hatanaka1， Tomomi Takahashi2， Hiroshi 

Akimaru2， Etsuko Ebisui1， Shunsuke Ishii2， Fuyuhiko Inagaki1 

The transactivation by the transcription factor CREB depends on the 

phosphorylation of its Ser (position 133 in mouse; 202 in Drosophila)， because only 

the phosphorylated CREB associates with the coactivator CBP. CBP bridges 

between CREB and a component of basal trascription machinery TFIIB. In order to 

investigate the strucutral basis of the phosphorylation-dependent interaction of 

CREB and CBP， we have determined the three-dimensional structure of the CREB-

binding domain of Drosophila CBP (KIX) based on the NOE data. KIX consists of 

three α副 helices. The formation of KIX・KIDcomplex induced chemical shift 

perturbations of some main-chain atoms of KIX， indicating that these atoms are 

located at or near the intermolecular interaction surface. Assignment of 

intermolecular NOEs is now in progress. 

転写活性化因子CREBはふだんからDNAに結合しているがそれだけでは転写活性

化能はない。 Aキナーゼ等によりCREBのSer残基(マウスの場合113位、ショウジョ

ウパ工202位)がリン酸化されることで、 CREBはコアクティベータCBPに結合し、

CBPを介して基本転写因子群に作用し転写を活性化する.このSerのリン酸化に依存

するCREB心BP複合体形成の分子機構を明らかにするために、まずCBPのCREB結

合ドメイン(KIX、85残基)の立体構造をNMRにより解析した.13C，15N均一標識体の調

製、各種3核3次元NMRの測定・帰属、 3次構造決定をおこなった. KIXは3つのαヘ
リックスを有していた.次にCREB由来のリン酸化Ser含有ぺプチド(KID)添加による

化学シフト変化からKIXのKID結合残基を特定した.現在、 KIX・KID複合体について分

子間NOEの帰属を進めており、相互作用の詳細な解析をおこなう予定である.

コアクティベー夕、転写因子、 CBP、CREB、立体構造

ながたこうじ、おぐらけんじ、はたなかひでき、たかはしともみ、

あきまるひろし、えびすいえっこ、いしいしゅんすけ、いながきふゆひこ
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P47 ヘパリン結合性成長因子ミッドカインのヘパリン結合様式

(都臨床研 l、ペプチド研 2、名大医 3、生化学工業4、東大理 5)

O岩崎わかな 1，5、永田宏次 l、畠中秀樹 l、乾達也 2、木村陪俊 2、

村松喬 3、吉田圭一 4、田隅三生 5、稲垣冬彦 l

The Structural Model for Heparin-Binding of Midkine， a New Heparin-Binding Growth 

Factor. 

(Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 1， Peptide Institute lri.c. 2， Nagoya 

University School of Medicine 3， Seikagaku Corporation 4， University of Tokyo 5) 

Wakana Iwasaki 1， 5， K吋iNagata 1， Hideki Hatanaka 1， Tatsuya Inui 2， Terutoshi Kimura 

2， Takashi Muramatsu 3， Keiichi Yoshida 4， Mitsuo Tasurni 5， Fuyuhiko Inagaki 1 

Midkine (恥依)is a 13kDa new heparin-binding growth factor.間三 isstructurally divided 

into two domains and most of the biological activities are located on the C-terrninal domain. 

百}esolution structures of the two domains were deterrnined by NMR. Both domains consist 

of thr印加tip紅 allels-strands but the C-terrninal domain has a long flexible hairpin loop 

where heparin-binding consensus sequence is located. The heparin-binding affinity was 

enhanced upon formation of a恥1Kdimer. This is due to a new heparin binding site formed 

at the interface of the head-to-head dimer interface of the C-terrninal domain. The head-to-

head dimer model is consistent with the results of cross-linking experiments by 

transglutarninase. The MK dimer on heparan sulfate may be presented to the r田 eptorto 

induce receptor dimerization. 

[序]ミッドカイン(恥1K)は、アミノ酸 121残基からなるヘパリン結合性の成長因

子で、神経突起伸長、神経細胞生存維持、プラスミノーゲン活性化酵素の活性促進

などの働きを示す。その一次構造は既知の成長因子とは相向性が認められず、新し

いファミリーを形成しており、高次構造に興味が持たれていた。 MKによる神経突

起伸長作用は、細胞外のお低と神経細胞表面のヘパラン硫酸プロテオグリカンと

の相互作用によって開始されると考えられている。本研究では、 NMRにより MK

の立体構造を決定するとともに、ヘパラン硫酸のモデルとしてヘパリンを用い、ヘ

パリンとの結合様式について明らかにすることを目的としたO なお、ヘパリン結合

を始めとする MKの機能は、主に C末端側 (62-104)によって担われている。

[方法・結果]聞相法により合成した MKI-59，恥1K62-104について、 N恥1R測定・

分子動力学計算により立体構造を決定した。 NOESYスベクトルの比較から、これ

らドメインの構造は、 MK全長においてもほぼ完全に保たれていることが確認され

た。 MKト59，MK62-104共に 3本の戸鎖からなる逆平行pシート構造を持つ。しか

し、 2本目と 3本自の戸鎖を結ぶループが、 MK62-104では顕著に長いのが特徴的

であった。この長いループ上には、ヘパリン結合コンセンサス配列が存在しており、
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ル プが柔軟に動くことによって、へパリンに対するより精密な結合部栓が形成さ

れると考えられる。さらに、このコンセンサス配列と同じ鮒に塩基性残基からなる

クラスターが存在しており、これら 2笛所によってヘパリンと結合すると考えられ

る。実際、ヘパリン 12糖の共存・非共存下における悶(62-104の NI¥駅スベクト

ルを比較したところ、側鎖プロトンの化学シフトの変化が観測された残基は全て、

塩基性クラスタ の存在する面上に局在し、裏面上には全く存在していなかった。

MKのヘパ 1)ン結合活性は、 h在K2量体の形成によって促進されることが知られ

ている。これは、 MKの C末端ドメインが head-to-head状の 2量体を形成すると、

2量体界面上に新たな塩基性クラスターが形成されるためだと考えられる(下図)。

この head-to-head2量体モデルは、小島らによるトランスグルタミナーゼによる架

橋実験の結果を説明することができる o head-ιo-head 2量体上では、アミンアクセ

プターである Gln95は、もう lつの問主分子の Lys63と近い位置に露出されてい

るからである o MKは、ヘパラン硫酸上で 2量体の形で為低受容体に提示され、さ

らに MK受容体の 2量化を介してシグナルが伝達されると考えられる。

the heparin-binding str図ct日r官
(Dotted drdes im:licate晶cidicor basic dusters) 

成長因子

いわさきわかな、ながたこうじ、はたなかひでき、いぬいたつや、きむらでるとし、

むらまったかし、よしだけいいち、たすみみつお、いながきふゆひこ
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P48 GlcNAc (Nーアセチルグルコサミン)基を含む糖質分子で

観測された糖の構造異性体

(工技院生命研) 0石塚靖子、 M.M. Bill油、中西洋志

Stereoisomers Observed in Saccharide Molecules Containing N-acetylgulcos釘凶neGroup 

(AIST， National Institute of Bioscience and Human-Technology.) 

OYasuko ISHIZUKA， Mohanunad M. BILL組， and Hiroshi NAKANISHI 

In the analysis of 750 ~位Iz lH NMR spec回 ofoligosaccharides with N-acetylglucosamine 

group(LNT， LNnT叩 dLNH)，出eseparate two peaks for the anomeric proton signal in血e

N-acetylglucosar凶negroup were observbed at room tempera加re.At higher temperature， the peaks 

fused into one signal.官lesame phenomena were also found in the signal of the N-methyl protons 

of出eN-acetylglucosamine group.百leseresults s仕onglyindicatβthe existence of the conformers 

around the N-acetylglucosamine in the special oligosacch紅 ides.

序:s-D-グルコースは水溶液においてピラノース環の

2つのいす形のうち 'IC1構造(略してC1) をとると

考えられ、アノメリック水素は 7-8胞の分裂をした

ダブレットとして観測される。この分裂は 3J 12による

もので、 l位の水素と 2位の水素の 2面角はほぼ180

度である。 βD-グルコースが糖鎖の中に組み込まれて

いる場合でもアノメリック水素の分裂は変わらず、殆

どの場合、それ以外の 2-6位の水素に比べて低磁場

に遊離して観測されるために、糖鎖のシグナル帰属の

基礎となっている。

アノメリック水素が単純なダブレットではなく、ダブ

ルダブレットになる場合のあることが知られている。

ラクトースの場合、非還元糖であるガラクトースのア

ノメリック水素はダブルダブレットである。これはラ

クトースのαーアノマーとF一アノマーでは化学シフト

が0.002ppmだけ異なるために起こる。 500恥田zの分光

器ではこの化学シフトの違いは日-Izで、 3J 1 2に因る分

裂に比べ小さいため、 αーアノマーとpーアノマーの存

在比に依存した強度のダブルダブレットとなる。ラク

トースではガラクトースのアノメリック水素のみなら

ず、 2位、 3位、 5位もαーアノマーと日一アノマーの

違いが見られた。本研究ではこのようなαーアノマー

とRーアノマーの化学シフトの違いによらない他のダブ

ルダブレットの例を示し、その原因がN-アセチルアミノ

キーワード:GlcNAc (N-アセチルグルコサミン)、事層、

lHNMR 

いしづかやすこ、もはめど・ぴら一、なかにしひろし

192-

LNnT 

LNH 

、J

4，7 

Fig. 1. Anomeric proton of N-Ac町19lucos祖国民

each includes one of s-D-glucose. 



基に由来する構造異性であることを突き止めたので、その結果を報告する。

実験:糖鎖として市販(生化学工業)のラクト品テトラオース (GalsI-3GlcNAcsI-3GaIsl-4GIc: LNT)、

ラクト N-neo-テトラオース (GalsI-4GIcNAcsl-3Gals-4Glc : LNnT)、ラクト -Nヘキサオース (Galsl-3

GlcNAcsl-3(GaIsI-4GlcNAcsI-6)Galsl-4Glc : LNH) を主に用いた。糖鎖 1-5mgを重水溶液0.4mlに溶

かし、 DMX750(Bruker製)を用いてNMRスペクトルを測定した。

結果:Fig. 1に298KにおけるLNT.LNnT，及び LNHのN-アセチルグルコサミンのアノメリック水素のシ

グナルを示す。この分裂はN-アセチルグルコサミンが還元末端から 3糖目であることから、還元末端のαー

アノマーと戸一アノマーの違いによるものとは考えられない。また分裂はTableに示すように数Hz程度の小

さなものであった。 TableにはN-アセチルのメチル水素の分裂も示したが、 N-アセチルグルコサミンのア

ノメリック水素とN-アセチルのメチル水素に明らかな分裂が見られた。 N-アセチルグルコサミンの 2位か

ら6位の水素核の分裂は残念ながら、確認されていなし、。これらN-アセチルグルコサミンのアノメリック

水素とNアセチルのメチル水素は昇混すると融合してそれぞれ lつのシグナルになる。 Fig.2にLNHのN

-アセチルグルコサミン基のアノメリック水素のスペクトルの温度変化を示す。このスペクトルでは還元

利制唐がαーアノマーのアノメリック水素の298Kにおけるシグナルを化学シフトの基準として用いているo

LNHの298Kにおける日CNMRスペクトルではN-アセチルグルコサミン基のアノメリ yク炭素が他の炭素

シグナルに比べ、ブロードになっており、 2つのN-アセチルのメチル炭素の内の lつは明らかに分裂が見

られた。これらの結果から、 N-アセチルグルコサミンのアノメリック水素とN-アセチルのメチル水素の分

裂はN-アセチルアミノ基が関与した構造異性体の存在を示唆する。

このようなアノメリック水素の分裂は還元末端にGlcNAcを含む、 N-アセチルラクトサミンや還元糖で

あるN-アセチルガラクトサミンやN-アセチルグルコサミンでは観測されていなし、。このような小さな分裂

は高磁場の分光器によって初めて明らかになったものであるが、わずかなエネルギー差の異性体が糖鎖に

存在し、生体の微妙な分子認識に寄与しているのではないかと考えられる。

j ~ 

Table Signal Splittings observed in GlcNAc of 

oligosaccharides at 298K. 

Signal Splitting ( Hz ) 

anomeric proton methyl proton 

M

M

問

L

L

L

 

3.28 

2.83 

3.50， 4.95 

0.91 

0.85 

0.86 1.75 

pp悶 4.8 4.7 

Fig. 2 Anomeric protons of GlcNAc C and E in Lacto-N.hexaose 
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P49 選択的緩和法を用いた

Protoberberine型アルカロイドの立体化学の考察

(神戸薬大)0杉浦虞喜子， 察東玲， 岩佐衣子

Stereochemical Considerations of Protoberberine Type Alkaloids 
using the Selective Relaxation Methods 

Makiko Su!!iurg， Tourei Sai， Kinuko Iwasa 

Kobe Pharmaceutical University 

The modified selective relaxation method in which the selective non-inversion relaxation times (T1
S問)加dnon-

selective relaxation times (T1
国

)are measured has been applied to several berberine ( 1 -V ) and palmatine derivatives 

(Vト VIII). On this method， cross relaxation values (σリ)加dinter-proton distances (r;j) have been estimated for 

several pairs of protons for these alkaloids. The conformations of these alkaloids are discussed using the f;j values 

conceming with those bioactivities. 

【はじめに】 Berberine，Palmatineなど Protoberberine型アルカロイドには，抗菌活性，

抗腫蕩活性などの生物活性をもつものが多く，またその活性は，置換基の有無，種類

等によっても微妙に差が出てくる。 1) それらの活性の差は置換基そのものの種類・

大きさの変化と共に，その置換基の差によって引き起こされる作用部位におけるわず

かなコンホメーションの変化にも依存している可能性が考えられる。そのことを考慮

に入れた上で， Berberine， Palmatineおよびそれらのいくつかの誘導体について，改

良選択的緩和法を適用し，得られた水素間距離からコンホメーションの変化について

考察を試みた。

Flow Chartザ
the Modified Selective Relaxation Method 

今回用いたのは上に示すような 5種の Berberine誘導体および 3種の Palmatine

キーワード:選択的緩和法 Berberine Palmatine 交差緩和 立体化ヴt

すぎうらまきこ さい とうれい いわさきぬこ
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誘導体である。これらにより，主に 13位置換基の有無・種類によるコンホメーショ

ンの変化と 2，3位の置換基の違いによるコンホメーションの変化について考察を加

える。

選択的緩和法は，上記フローチャートのように， Selective Non-inversion T
j 

(T
1 
SNI) 

と通常の Non-selectiveT1 (Tj NS)の測定から交差緩和 (σJ を，さらにそれから水素

間距離 (r;) を得る方法である。

{実験】各アルカロイドを重メタノールに溶解し，それぞれ脱ガス，溶封して測定サ

ンフ。ルとした。

それぞれのサンプルについて上記フローチャートに従い， TINS，TISNI，13CTIの測

定を行った。 NMRの測定は VarianVXR-500 (1H : 500 MHz， 13C: 125MHz)を用い，

TINS及び 13CT
1
の測定は通常の IR法を， TlSNIの測定はあらかじめ Gaussian-

shapedパルスで選択的に特定の信号を反転させた後 180
0

田 't -90
0

となるパルスシ

ーケンス 2)を用いて行った。

[結果と考察】 Table 1にそれぞれのアルカロイドの TINSの値を， Table 2に13CT
j 

の値をそれぞれまとめた。また Table3， 4にIおよび VIIIを例として，議論の対象

となる水素の TINSおよび TlwIの測定値を示した。(他のアルカロイドについても

同様にそれぞれの値が得られている。)

Tablel. Tts values (s) for alkaloids 1 ~ VIII. 
R， 

H1 H4 H5 H6 H8 H11 H12 H13 H1・H2・H3・H4・OCH，O 20Me 30Me 90Me 100Me 

1.662 4.348 O.従氾 0.618 1制3 1.6回 1位 9 1.171 1.684 3.807 1.745 

11 3.138 4.895 0.730 0.746 1.71∞ 1.627 1.627 0.679 1.846 4.434 1.883 

111 1お8 4.118 0.604 1.361 1.650 0.96。 0.438 0.603 1.118 1.499 3.715 1.648 

IV 1.253 4.177 口氏氾 1.句3 1.618 0.9臼 0.4岳2 0.538 1.058 1ぽ泡 1.407 3.7印 1.622

v 1.463 3.697 0.583 1.569 1.545 1.661 1ω7 1.454 1.523 

W 0.838 1.435 0.519 0.444 0.949 1必3 1.093 0.797 1.176 1.157 2.874 1.540 

VII 1.470 1.594 0.589 1お4 1.378 1.351 O.回8 1.515 1.257 3.518 1.610 

VIII 0.817 1.5臼 0.561 1.475 1.281 1α沼 0.391 0.482 1.026 1必~7 1.190 3.754 1.540 

これら TINSおよび T1SNiの測定値より， フローチャートに従って特定の水素聞の

σlJ値を求め Table5に示した。さらにその q値と Table2の 13CT1
値から得られ

るtの値と rijを求め，その値を Table6にまとめた。

Table 5の σlJ値と Table6の rljの値を各アルカロイド間で比較すると， 13位置

換基が入ることにより， A 環と C 環との立体反発がむしろ緩和されるということが

分かる。また Berberine誘導体と Palmatine誘導体とでは， 4位と 5位の水素間距離

がわずかながら異なっていることが分かる。このことは 2，3位の置換基の違いによ

り B 環のコンホメーションに微妙な差が生じることを示唆する結果である。

以上の結果を考慮しつつ， 13位置換基の効果と活性の関係， Berberine誘導体と
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Palmatine誘導体の活性の違いなどについて議論したい。

Table 2. 13C T
j 
values (s) for alkaloids 1 ~ VIII. 

C1 C4 C5 C6 C8 C11 ・C12 C13 C1' C2・ C3' C4' 

1.220 1.228 0.687 0.672 1.088 1.108 1.228 1.179 

11 1.220 1.265 0.716 0.694 1.150 1.083 1.222 0.938 
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0.473 0.693 1.540 

0.484 0.709 1.278 2.174 

VIII 0.834 0.812 0.455 0.401 0.828 0.735 0.771 0.413 0.528 1.489 

Table.3. 
Observed TINS and T15Nl 

values for 1. 

observed(i) H1 H4 H8 H11 H12 H13 

T1
NS/s 1.662 4.348 1.443 1.650 1.629 1.171 

seelected(j) 

T1
SN1/s H1 4.4151.4411.6411.6171.438 

T1
SN1/s H4 1.657 1.440 1.645 1.631 1.171 

T，SNI/S H5 1.649 4.792 1.437 1 .630 1.620 1.162 
T，SN1/s H6 1.651 4.298 1.626 1.645 1.629 1.168 

T1
SN1/s H8 1.646 4.405 1.635 1.621 1.165 

T1
SN1/s H11 1.640 4.297 1.431 1.764 1.173 

T1
SN1/s H12 1.655 4.394 1.449 1.704 1.250 

T1
SN1/S H13 2.105 4.283 1.437 1.637 1.771 

T1
SN1/S 90Me 1.657 4.348 1.460 1.667 1.626 1.169 

T1
SN1/s 100Me 1.650 4.310 1.441 1.857 1.629 1.163 

Table.4. observed(i) H1 H4 H8 H12 H 11 
Observed T， NS and T， SNI I ~..~. I 

values for VIII. T1
NS/s 0.817 1.563 1.475 1.002 1.281 

selected(j) 

T1
SN1/S H1 1.563 1.464 0.998 1.257 

T1
SN1/S H4 0.813 1.468 1.005 1.253 

T1
SN1/s H5 0.817 1.694 1.464 0.998 1.270 

T1
SN1/S H6 0.817 1.581 1.731 1.006 1.266 

T1
SN1/S H8 0.806 1.562 0.994 1.258 

T1
SN1/S H11/12 0.802 1.555 1.458 

T1
SN1/S H1・ 0.871 1.565 1.475 1.067 1.283 

T1
SN1/S H2・ 0.883 1.566 1.463 1.037 1.286 

T1
SN1/s H3・ 0.822 1.562 1.477 1.012 1.267 

T1
SN1/s 20Me 0.889 1.787 1.464 1.002 1.264 

T1
SN1/S 30Me 0.873 1.825 1.458 0.995 1.264 

T1
SN1/s 90Me 0.812 1.567 1.490 1.006 1.296 

T1
SN1/S 100Me 0.816 1.563 1.468 1.034 1.389 
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Table 5. The estimated O"ij values of 

several pairs of protons for alkaloids 1 ~ VIII. 

H 11 111 IV v VI VII VIII 

αjx10-3 ojixw-3 αjx10-3 <Jijx10-3 
σijx10-3 <Jijx103σjix10-3 。ijx103ojix103

σijx10-3 
σijx10-3 

H1 H13 126.8 158.6 149.2 183.3 158.3 146.0 
H1 H1' 12.6 48.4 61.9 25.4 75.6 
H1 H2・ 59.2 68.1 91.5 
H1 20Me 25.1 27.2 32.8 
H4 H5 21.3 21.1 21.7 26.4 23.0 34.2 44.2 49.2 
H4 30Me 26.4 28.4 30.6 
H8 H6 78.0 78.8 81.4 81.9 74.3 89.6 83.3 100.1 
H11 H12 19.0 47.2 82.7 62.9 
H11 100Me 22.5 15.5 18.9 22.3 27.7 22.1 16.2 20.2 
H12 H13 49.2 53.7 56.1 81.5 44.9 35.7 
H12 H1' 12.6 69.2 78.6 16.8 60.5 
H12 H2' 36.9 45.1 33.2 

Table 6. The estimated rij values (A) of 

several pairs of protons for alkaloids 1 ~ VIII. 

11 111 IV v VI VII VIII 

H1 -H13 2.01 -2.08 2.03同 2.09 2.09 -2.12 
H1-H1・ 3.05 2.50 2.42 2.82 2.38 
H1-H2・ 2.42 2.38 2.31 

H12 -H13 2.41 -2.43 2.33 -2.47 2.57 -2.68 
H12 -H1・ 3.10 2.36 2.35 3_02 2.50 
H12司 H2・ 2.63 2.58 2.76 

H4-H5 2.79 2.79 2.87 2.79 2.83 2.69 2.58 2.57 

H6-H8 2.29 2.27 2.30 2.33 2.36 2.32 2.26 2.28 

H11 -H12 2.45 2.35 -2.43 

20Me -H1 2.84 2.79 2.74 
30Me -H4 2.81 2.78 2.78 
100Me -H11 2.81 3.00 2.94 2.91 2.82 2.93 3.05 3.01 

1) K.Iwasa et.al.， Eur.J.凡led.Chem.31， 469 (1995); K.Iwasa et.al.， Planta Medic・a63， 
196 (1997) 

2) 杉浦ら， i第 35回 NMR討論会要旨集 Jp20 
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P50 合成高分子ゲル内・水性状の研究一一一水への磁化移動

機序

P岐車大・医・生理， 2岐車大， 3京都府立医大・放射線医学， 4藤田保

衛大・衛生， 5愛知がんセンター・放射線治療部)0恵良聖ーヘ曽我

美勝三紀ノ定保臣3，加藤一夫4，松島 秀5，内山幸男5，永井直樹1

Magnetization Transfer Characteristics in Polymer Gels 

(1Dept. of Physiol.， Sch. of Med.， Gifu Univ.， 2Gifu UniV.， 3Dept. of Radiol.， 

Kyoto Prefect. Univ. of Med.， 4Sch. of Health Sci.， Fujita Hea1th Univ.， 5Dept. 

of Rad. Oncol.， Aichi Cancer Center Hosp.) S. Era1， M. Sogami2， y. Kinosada3， 

K. Kato4， S. Matsushima5， Y. Uchiy剖na5，N. Nagai1 

Water-protein or -polymer interactions were studied using intermolecular 

cross-relaxation times (T1S(H20)， T1s(HDO)) from irradiated protein or polymer 

protons (f2-irradiation from -100 to 100 ppm atγH2/2πof 69~350 Hz) to 

observed water protons. The obtained results on protein gel (BPA *geD and 

hydrophi1ic soft contact lenses (SCLs) were as follows: (1) Plots of 1/T1s(HDO) 

vsγH2/2 7t (Hz) for BPA * gel were approximately linear except f 2 -irradiation 

of -10~0.9 and 8.6~14 ppm (Figs. 1A & 1B). Those for SCLs were a1so linear 

except f2-irradiation of -10~2 and 1O~ 16 ppm (Figs. 2A & 2B). The detailed 

mechanism on this phenomenon wi11 not be c1ear until more information is 
available. (2) Plots of l!T1S(H20) vs Dry Weight (W(%)) for SCLs were neary 
linear for f2-irradiation of 20 ppm<f2< -20 ppm and were independent of 

monomer composition. However， those for f2-irradiation of 20 ppm>f2>-20 

ppm were strongly depend on monomer composition， that is， 1/T1S(H20) 

va1ues increased with increasing number of OH group(Figs. 3A， 3B & 3C). 

[はじめに] ウシ血柴アルブミン(BPA)溶液，ゲル(BPA*geD及び、各種の親水性合

成高分子ゲル(softcontact lenses(SCLs);含水量， 23"'-"83%)を用いて， ι照射部位

より水への飽和移動(磁化移動)の機序について研究した.

[実験材料と方法]BPA溶液， BPA牢gel(D20，0.10 M NaCl)はEraら(1)の方法に

より作製した.含水量変化域の異なるSCLs(HEMA， GMA)， SCLs (HEMA， N-VP)， 

SCLs (GMA， MMA， N-VP) ， SCLs (MMA，N-VP)を用いた.HEMA， GMA， MMA， 

N-VPは，それぞ、れhydroxyethylmethacrylate， glyceryl methacrylate， methyl 

methacrylate， N -vinyl-2-pyrrolidoneの略で， SCLsの主たるモノマーである.

キーワード:高分子ゲル，水性状，磁化移動，分子間交差緩和

えらせいいち，そがみまさる，きのさだやすとみ，かとう かずお，まつし

ま しげる，うちゃまゆきお，ながいなおき
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分子間交差緩和時間 (T1S(H20)， T1S(HDO); 以下の式では単にT1Sと略す)は

Akasakaの方法 (2)を用い， Bruker AM 500を用いて測定した.S， 1 2スピン系

を仮定し， Sスピン系プロトンをラジオ波でf2照射し，1スピン系の磁化変化を観測

すると， [1]， [2]式のようになる(飽和移動法).

dl/ dt = -(1 -10) /T 1 -I/T]お山

1 = 100 + (I。一 1
(0

) exp( -τ/T1* ) [2] 

10， 1∞は長時間f2照射する前，後のIスピン系の磁化，T1はスピン格子緩和時間，1/

ti*=1汀1+ 1/T1Sである.また，1∞/10 =TγT1となり，この関係式を用い，飽和移

動・作用スペクトル，[1-(I∞/10)] vs f 2 (ppm) (Action Spectra)及び交差緩和スペク

トル， 1/T1S vs f2(ppm) (Cross-relaxation Spectra)を-100'"'-'100ppmにわたって

測定した.f2照射は69'"'-'350Hz (γH/2π単位)を使用した.

[結果と考察]BPA*gel(12.39%， 4.83%; pD 4.0， 0.10 M NaCl)及びBPA溶液

(12.0%; pD 7.1， 0.10 M NaCl)の-100~1 00 ppmにわたる飽和移動・作用スペクト

ル，交差緩和スペクトルを69，107，150，200，250，350Hz(γH2/2π単位)のf2照射

を用いて求めた(参照:ポスター#25，図1A， 1B). 1/T1S(HDO) VS f2照射強度(γ

H2/2π(Hz))ブpロットに於いて，図1Aの-10.00(+)， -2.00 (口)， 0.90 ppm (園)，図

1Bの8.65(.)， 14.00 ppm (.A)に於けるち照射を除いて， 20 ppm<f2< -20 ppm及

び2.98，7.23 ppmのι照射では，ほぼ直線であった.とれらの結果は，タンパク質

のeCH2 '芳香族プロトン等をf2照射する場合と20ppm<f2<-20 ppmをf2照射(オ

フ・レゾナンス照射)する場合では，水への磁化移動の機序に差のあることを示唆す

る結果であろう.全く同様の結果がSCLs(GMA， MMA， N-VP;含水量， 45.0%)の

1/T1S(H20) vsγH/2π(Hz)プロットに於いても観測された.図2Aの-10.00(・)，

0.00 ppm (口)，図2Bの2.00(0)， 10.00 (企)， 16.00 ppm (+)に於けるf2照射を除い

て，20 ppm<f2<ー20ppm及び6.00ppmのι照射では，ほぼ1/T1S(H20)vsγH2/2 

π(Hz)プロットは直線であった.これらの結果は， SCLsに於ける水への磁化移動

もBPA*gelと全く同一の機序によることを示唆している.

前述のように， SCLs (GMA， MMA， N-VP;含水量， 45.0%)の1/T1S(H20)vs 

γH2/2π(Hz)プロットに於ける土20 ppmを境にした興味ある事実を見い出した.

また，材料で述べた全てのSCLsを用い， 7.13， -4.00及び-8.79 ppmをγH2/2π

~69 Hzでf2照射し，1/T1S(H20) vs乾燥重量(%)を求めると， 7.13 ppmではSCLsの

種類に依る顕著な差が観測されたが， -8.79 ppmのf2照射ではその差が減少するこ

とを見い出した.このため，材料で述べた殆ど全てのSCLsについて γH/2π~250

又は350Hzのち照射を用い， -100~ 100ppmにわたる交差緩和スペクトルを測定し，

ついで1/T1S(H20)vs乾燥重量(%)を求めた.20 ppmくち<-20ppmのf2照射では，

図3A， 3Cに示すようにモノマー組成による差は，殆ど観測されなかったが， 20 

ppm>f2>-20 ppm，例えば2.00，6.00，8.00ppmのf2照射では，図3Bに示すように，

モノマー組成の差，即ちOH基の個数の差が顕著に観測された.図3A，3B， 3Cの結

果も::1:20ppmを境にして， ι照射プロトンより水への磁化移動機序の異なることを

示唆している. 20 ppm>f2>-20 ppmのち照射では，おそらく結合水の量の寄与が

大きいことを示唆しているのだろう.

-199ー



[文献](1) M. Sogami， S. Nagaoka， S. Era et al (1986) Int. J. Peptide Protein 

Res. 28， 130-140; S. Era， M. Sogami， K. Kuwata et al (1989) ibid. 33， 214-222 

(2) K. Akasaka (1981) J. Magn. Reson. 45， 337-343; K. Akasaka (1983) ibid. 51， 

14-25; K. Akasaka， R Ishima， S. Shibata (1990) Physica B 164，163-179 (3)上

坂伸宏，曽我美勝，恵良聖一等，第36回NMR討論会ポスター#25

[図説明]Figs. 1A & 1B 1/T1S(HDO) values， obtained by the saturation 

transfer method of Akasaka (2) with f
2
-irradiation at desired frequency (ppm) 

at 25 'C， as a function of f2-power (十H/2π(Hz))for BPA*gel (14.39%， pD 

4.0，0.10 M NaCl). 

Figs. 2A & 2B 1/T1S(H20) values， obtained by the saturation transfer 

method of Akasaka (2) with f2-irradiation at desired frequency (ppm) at 25 'C， 

as a function of f2 -power (γH/2π(Hz)) for SCl.s (GMA， MMA & N-VP; water 

content， 45.0%). 

Figs. 3A， 3B & 3C 1/T1S(H20) values， obtained by the saturation transfer 

method of Akasaka (2) with f2 -irradiation at desired frequency (ppm) and γ 

H/2 71>350 Hz at 25 'C， as a function of dry weight (%) for SCl.s (GMA， MMA 

& N-VP) ， SCl.s (HEMA & N-VP) and SCl.s (GMA & HEMA). Except f2-

irradiation at 2.00， 6.00 or 8.00 ppm (Fig. 3B)， plots of 1/T1S(H20) values， 

obtained by f2-irradiation of 20 ppm<f2< -20 ppm， were near1y lineal 

function of dry weight (%). 
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P51 lHNMRと13CNMRスペクトルデータベースの

インターネットにおける公開
(物質研)0早水紀久子柳沢勝

1 H and 13 C NMR Spectral Databases on Web 

Kikuko Havamizl! and Masaru Yanagisawa 

National Institut巴ofMaterials and Chemical Research， E-mail: hayamizu@nimc.go.jp 

Recently we have opened the home page of our lH and 13C NMR spectral databases of 

organic compounds， SDBS-NMR， which can be accessed freely on the Web. At present， about 

10，100 lH and 9，700 13C NMR spectra can be accessed. Each NMR spectrum consists of a 

spectral pattern， one or two chemical structures with the spectra assignments ( two structures 

for the chemical equilibrium such as keto-enol tautomers )， chemical shifts and peak data (for 

lH NMR) and peak data for (for 13C NMR). The lH NMR database is made from two files， 

one is spectral patterns measured at 90 and 400 MHz， and another is parameters where the 

chemical shifts， coupling constants and the line width (if necessary of broad peaks such as OH， 

NH or NH2) are included. The spectral patterns at any resonance frequency can be generated 

from the NMR parameters， and we set it at 300 MHz on the Web， because the most popular 

NMR spectrometers are 200 to 300 MHz for the lH resonance. The spectral patterns and the 

chemical structures are converted to image format so that the functions of the expansion of the 

lH spectral patterns or peak picking are not included. But the digital data of the peak position 

and the relative intensities are included， therefore the users can extract the couplings. 

After we opened SDBS-NMR on the Web and asked about ten NMR sites to 

introduce our NMR spectral database and to make the link to our home page at the middle of 

May 1997， about 1，000 accesses per day on average have been obtained. The domestic 

a∞esses are about 30 % ， about 30% US Educational (total access from US was 38% during 

June and July)， and the remaining is from the whole word. Probably the number of the access 

depending on the country is roughly proportional to the number of the NMR spectrometers. 

Our home page address is the following. http: www.aist.go.jp/RIODB/SDBS/ 

lH NMR 13C NMR Database Internet Home page 

はやみずきくこ、ゃなぎわさまさる
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P52 アラニン誘導体の構造変換機構のNMR研究

( 味の素(株) 中央研究所 ) 

0大竹亮子、島圭吾、井津邦輔、鈴木栄一郎

Structure transformation mechanism of an alanine derivative as revealed by NMR 

Cen紅alResearch Labora住ies，Ajinomoto Co.， Inc. 

ORyoko Ohtake， Keigo Shima， Kunisuke Izawa and Ei-ichiro Sl阻止i

百1esolution structures of an alanine derivative (N-(1-methyl-4却 droxy-3-担idazolin-2，

2-ylidene) ~lanine ; shortened as MEHIYA ) were found out by NMR to be syn-anti and D， 

L-racemic isomers. Consequently， under different conditions of solvent and temperature， we 

measured the structure transformation rates (Fig.l; the remarkable increase in 80%MeOD at 

the higer temperature>303K) and the thermodynamical parameters (ムG=-6.2kJ/mol，-8.9 

kJ/mol， and 14.2kJ/mol， in aq.soln， salted aq.soln， and 80%MeOD， respectively) between 

syn and anti forms in MEHIY A. The methine proton disappeared with H-D exchange， 

suggesting interconversion between the racemic isomers. Additionally， the mechanism of 

structure transformation in MEHIY A was investigated. 

{序】

我々は、各種アミノ酸誘導体の合成とその構造研究を行う中から、本研究で取り上げるアラ

ニンの誘導体 (N-(1-';チlレ斗ヒドロキシふイミダゾリン4ムイリデン)アラニン:略して

MEHIYAとする)が、溶液中で、 syn-antiの異性体として、しかも、それぞれがD，L-ラセミ体

として、交換しながら存在する事を見つけた。更に、このNMR研究の対象としての好材料を

用いて、溶媒、温度条件を変化させた速度論的及び、熱力学的解析を行ったので、その結果を含

めここに報告する。

【結果と考察]

(1) syn-anti変換の熱力学的パラメーター

まず、 NOESYにより、 anti体:syn体が約3:2の量比で存在する(水溶媒系;298K，D20)事を確

認した後、これらの関係が平衡か否かを調べる為に、 IH-NMRによる温度可変測定(D20)を行い、

Arrheniusフ。ロットを作成した。その結果、温度の変化に伴いanti/ synの比率が変化しており、こ

れらの異性体は平衡関係にあることが判明した。更に、食塩を添加した水溶媒系や80%MeOD 

溶媒系についても同様に調べた結果、以下の事が分かつた。

水溶媒系では、塩の添加の有無に拘わらず、 278~293K付近を境に、それ以下の温度ではanti/ 

synの比率がほぼ不変であるのに対し、温度が上昇するとanti体が増加する。これは、温度の上昇

に伴い、平衡がエネルギーのより高いantI体へと移行する為と考えられる。一方、 80%MeOD溶

媒系では、水溶媒系とは逆に、温度が上昇するに従ってsyn体が増加する事が分かつた。更に、

全体を通じて水溶媒系と比べて anti/ synの値は小さい。この事から、 80%MeOD溶媒系では、水

溶媒系とは異なる環境下にあり、分子内水素結合などにより syn体の安定化が図られていると考
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えられる。なお、水溶媒系、塩添加|系、及び80%McOD溶媒系でのi.lG値は、各々、 -6.2kJ / 11101 

(293~ 328K) 、-8.9kJ /11101 (298 -328K) 、14.2kJ / 11101で、ある。

(2) syn-anti 変換の速度論的解析

次に、 MEHIYAの各官能基の環境を調べる為に、前述した各溶媒系における温度可変条件で

の各官能基別のTl首!IJ定を行ったのそして、更に、 synとillIIIが完全に独立して観測できるN-C民基

について、文献0'に記載されている交換速度の式を基に、 'H-NMR(照射の有無による)の差ス

ペクトルとTI値をJfjv'て、 anll~ syn変換速度 (k)を求め、その混1支と変換速度との関係をグラフ

にすると図lのようになった。

司NCH3基lこ注目して変換速度を溶媒別に捉えると、 80%MeOD溶媒系の方が水溶媒系よりも303

Kを境に速度が急激に増大、即ち、 Sylピ ilnli変換が非常に感んになるということが分かつた。こ

のことからも、 80%MeOD溶媒系と水溶媒系ではMEHIYAの環境が非常に異なっていることが

示唆される。

(3) D，L相互変換

また、 HPLCの結果と重水素交換に着

目した実験により、溶液構造はラセミ休

として存在し、容易に相互変換している

様子を捉える事に成功した。f!1lち、 D20

に溶解、経時したサンフ。ルについて、

'H-NMRを測定した結果、他のシグナル

には全〈変化が見られなかったが、メチ

ン基由来のシグナルのみが消失している

ことが判明した。更に、I3C-NMRをifllJ定

した結果、他の官能基については'H-NMR

と同様に全く変化が見られなかったが、

-CH基はトリプレット (t) に分裂して非

常に弱く観測された。この事から、水溶

媒中では、メチンプロトンが周囲の水

(Dp)のDと交換している事が分かった。

なお、メチンプロトンが周囲の水の水素

と容易に交換することは、 syn休とanll休

の変換機構を考える上で重要な匁l見である。

200 

150 r 080%MeOD 

口Dp+NaCI

100 
。Dp

50 

0 

275 28U 285 29U 295 3UU 3U5 31U 315 
T (K) 

Fig.l:百lestructure transformation rates between syn 

and antiforms in MEHIYA， under different 

conditions of soIvent and temperature 

参考文献*1 :泰地，横山，宮j翠(1982)第91ill生休分子の構造に関する討論会講演要旨集.p.4-5 

キ}ワード:アラニン、 syn-illllI異伯休、緩和時間

0おおたけりょうこ、しまけいご、いざわくにすけ、すずきえいいちろう
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P53 安定同位体標識法の合成高分子への応用 -PPEと相溶化剤との反応一

t住友化学工業}

0岡田明彦、横田絵美子、藤井丈志、大橋一俊

Molecular Structure ofPolymer Alloy: 
Structure Determination of Reaction Product of PPE and 

Compatibilizer using 13C labeling 
(Sumitomo Chemical Co. Ltd) 0 Akihiko Okada， Emiko Fukuyo-Yokota， Takeshi Fujii 

and Kazutoshi Ohashi 

Molecular structure of compatibilizer derivatives of PPE(polyphenylene 

ether)/P A(polyamide) alloy which are bound to the PPE polymer chain was determined by the 

use ofhigh field nuclear magnetic resonance and 13C labeling technique. PPE samples 

reacted with maleic anhydride in extruder(l)， in stainless reaction tube under high temperat町 e

and pressure(2) were prepared for structure analysis. TOCSY， HMQC and HMBC spectra 

were measured with eliminating peaks of polymer main chain. Two PPE -acid adduct 

struct町 eswere determined in Sample (2) and identical structures were identified in S但nple

(1). 13C labeled PPE-acid adduct structures were obtained by the use of 13C labeled maleic 

anhydride. This confirmed that these adduct structures determined in the present study were 

produced exactly企ommaleic anhydride. 

{はじめに] ポリフェニレンエーテル (PPE) とポリアミド (PA) とは非相溶であるが、

この系に無水マレイン酸などの不飽和カルボン酸を添加して溶融混練することにより、対衝

撃性の優れたポリマーアロイの得られることはよく知られている。本研究の目的は、ポリマ

ーアロイ生成の機構を調べるため、まず PPEと相溶化剤である無水マレイン酸 (MAH)が反

応してどのような化合物を生成するか、有機化合物の構造解析の手法を用いて実験的に明ら

かにすることである。

PPEとPAが混練機内で、不飽和カノレボン酸とどのような反応を起こして、どのように変化

するか実験した報告はまだほとんどない。 A地 apeddi[l]らは、 13C化した無水マレイン酸を用

い PPEとアロイ化剤の結合反応を NMRで解析したが、 PPE側の情報が得られなかったため、

無水マレイン酸が PPEにどのような形で結合しているか詳細に明らかにすることはできなか

った。

そこで本研究では、 lH_1Hや 13C_ lHのスピン結合の情報から MAH(誘導体)と PPEとの

結合に関する情報を得ることができないか検討した。 lH_1Hや 13C_ lHのスピン結合の情報

を得る手段としては、高磁場による 2次元NMR(TOCSY[2]、HMQC、HMBC[3])を用いた

キーワード:二次元NMR、13Cラベル、合成高分子、ポリマーアロイ

0おかだあきひこ、よこたえみこ、ふじいたけし、おおはしかずとし
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が、ポリマーに極少量 (PPEに対して約 O.x%)結合した MAH由来の NMRピークを感度よ

く取り込むために、次の検討を行った。

1.NMR測定手法の改良

2.13C化 MAHの導入

【実験1PPEは日本ボリエーテル(株)より入手し、 MAHは和光純薬より購入した。また

13Cラベル化 MAHについては、 α・(
13C2)・MAH(> 99 % 13C) 、すなわち、

*__CO 

11 T 
*-co 

をISOTECInc. (US)より購入した。

PPEとMAHの結合体 (PPE・MAHAdduct)の試料としては、 PPEとMAHを二軸混練機に

より慨した試料(叫 ト- sample v…( 市

MAH Adduct[l])、PPEと

MAHを混合し SUS管に封

入し N2で40kg/cm
2に加圧

し270
0

Cで 1hr加熱した試

料(PPE-MAH 

PPE・MAHAdduct[1] 
PPE-MAH Adduct[2] 
PPE-(13C)MAH Aclduct[3] 

100 2.2 
100 10 
100 10 

自gure1. Samples prepared in this study. 

Adduct[2]) 、 PPE-MAH Adduct[2]と同ーの条件で 13C化した MAHを用いて調製した試料

( PPιMAH Adduct[3])の3つを用いた。組成、反応条件をfigure1に示す。

NMR測定は、 Bruker製 AMX・600spectrometer eH: 600 MHz)を用い、重クロロホノレム溶

液、 313Kで行った。 TOCSY、回.fQC、Hl¥侶Cの測定においては、 2本あるポリマー主鎖の

ピークを電磁波により照射して消去する手法を用いた。ピークの消去は、観測中心を 2本の

ピークの中点におき、照射する電磁波の位相をすばやく切り替えることにより行った。一方、

13C化 MAHを用いた実験では、 13Cのデカップルを行いながら測定し、パルスシーケンスの

中で 13Cデカップルの on/offのタイミングを変えることにより、 F21F1軸両方、 F2軸のみ 13C

デカップノレされたスベクトルを得た。また、 E島町Cのかわりにパルス磁場勾配法を用いて

HSQC[4]スベクトノレを測定した。

[結果と考察1 figure 2にPPE-MAHAdduct[lト [2]、[3]のTOCSYスベクトルを比較した。

PPE-MAH Adduct[3]については、 FIIF2軸を 13Cデカップρルしたもの(C)に加えて F2軸のみ

を 13Cデカップルしたものも(D)比較した。 figure2(A)、(B)、(C)のスベクトルが一致したこと

で、加圧下での SUS反応容器による加熱と、混練機での溶融混練とで、 PPEとMAHとの聞

に起こる反応は同じことが確認された。

-206 



{'町P戸R
「マー~一可

:;: )f~ 

"・.

。t

， .・，

、、
• 

嘩.~ y"  ~; 

ff#.J毎・ 1

." 

8.4<0噛<Il ~. 

J 

;1 
.斜里

(A) PPE・MAHAdduct made by extruder[1]. 

['H}ppm 

市 74
， ， 

』。

， ，、

e 

， ， 

• 
〆f

!ifi r-t! 
• 自

H 
i": 

(C) F1/F2・decoupledTOCSY of PPE・

C
3
C)MAH Adduct[3). 

r崎ω.m)

. 
4 

;干，
， ， 

II 

/ 
/ 

『時間明。

(8) PPE司 MAHAdduct made by reaction 

('H}ppra 

庁~

， ， 

II 

' 

tube[2). 

3 ~瞬P

o '"伸ソグ也 c・'"・1 ・骨

fO 骨

〆

， 
"・ a ‘2・
• • 0 

a 

' 
.. 
4 . 

q 

(0) F2・.decoupledTOCSY of PPE-C
3
C)MAH 

Adduct[3). 

figure 2. TOCSY spectra ofPPE-MAH Adducts， 

MAH由来のピークの同定

figure 2の(c)と(D)の比較によって、 lHのうち、 13Cによる分裂を示すものがあり、これに

よりfigure2に見られるピークのいくつかは MAH由来であることが確認された。またこれら

Toesyの結果と出向C、出1BC、HSQCなどの結果を総合することにより、 PPEに結合した

MAHの構造として、 fig川re3のような 2つの構造"A"および"B"が解析された。 MAHは二重
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結合が PPE部分と反 "̂ 
応し、酸無水物の不部 門

は変化せずそのまま

残っていることがわ

かった。構造噌"は以

前から PPEとMAH

の反応生成物として

予想されていて、文献

lで、もモデ、/レ化合物と

の比較から解析がな

されていたが、構

2.45 
H3C 

6.57H 

O 

Polymer' 

H3.34 

H3.40 

。

H3C 

H 

。
Polymer' X = H or Polymer 

斜体はプロトン化学シフト(ppm)

それ以外は 13c化学シフト(ppm)

を示す。造"A"については、構

造を詳細に決定した

のは本研究がはじめ

てである。

figure 3. PPE-MAH adduct Structure determined by NMR. 

【まとめ】 本研究で、我々は高磁場による 2次元 NMRと安定同位体標識の導入が、ポリマ

ー末端の微少な構造変化を明らかにする上で非常に有効であることを示した。このような手

法は、他のポリマーの末端の改質や、加工による構造変化に広く応用されることが期待され

る。ただ、安定同位体標識の導入を行う上で重要なのは、実際に溶融混練機などで起こって

いる反応をいかに小スケールで再現できるかである。本研究において用いた加圧下における

SUS反応管を用いた加熱反応は、溶融混練機内の化学反応をよくシミュレーションしている

ことが示された。このような実験室系での加圧・加熱によるポリマーのキャラクタリゼーシ

ヨンは、他のポリマーの溶融混練による変化の追跡にも一般に応用できる可能性がある。

11. H.G1ans and M. K. Akkapeddi， Macromolecules， 24，383 (1991). 

2 TOCSY: Ad Bax and D. G. Davis， J. Magn. Reson.， 65， 393(1985). 

3 HMQC and HMBC: M. F. Summers and Ad Bax， J. Am. Chem. Soc.， 108，2093(1986). 

4 HSQC: G. Bodenhausen， D. J. Ruben， Chem. Phys. Lett.， 69， 185(1980). 
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P54 キシロースイソメラーゼ(EC5.3.1.5)による [2泊 ]-D町グルコースの

分子内重水素転移反応の解析について

〔農水省・食総研l，日本ブJレカー(株)2) 

0小野裕嗣 I， 佐 藤 一 人 春見隆文 1

Analysis of Intramolecular Deuterium Transfer in [2_20]・o-glucose

Catalyzed by Xylose Isomerase (EC5.3.1.5) 

(National Food Research Insti，仰向 Ministry01 Agriculture， Forestηand Fisheries1 

Bruker Japan Co.， Ltd.2) 

o Hiroshi Ono1， Hajime Sat02， Takafumi Kasumi1 

The isomerization reaction between D-glucose and o-fructose catalyzed by xylose isomerase 

(o-Xylose ketol-isomerase EC 5.3.1.5) was蜘 di吋 withNMR by employing d印刷umlabeled [2-2D]-

o-glucose as a substrate. When the reaction was caηied out in D20， o-glucose isomerized to 0-

fructose without introduction of deuterium from the solvent. The same reaction using [2-2D]-o-

glucose in H20 afforded [1-2D]-o-fructose as a single diastereomer.百leNOESYsI蹴 trumwi血 1，2:5，6-

di-O・isopropylidene配 e匂lderived企omthe [1-2D]-o-fructose revealed白e油IsoluteconfigmヨtionofC-l

as R. These results shoWed伽 tthe H-2 ofo-glucose tr山 ferredto the neigh加，ringcarbonyl carbon from 

血.ere plane side. From the above， we conclude that the intermediate in this enzyme reaction should 

have a specific conformation during the 1，2-hydride佐沼1Sfer，in which the two oxygen atoms at the 1 

and 2-positions are oriented in血eのm∞nforrnation.

【緒論】キシロースイソメラーゼ(D-Xyloseketol-isomerase EC 5.3.1.5)によるかグルコース

の0-フルクトースへの異性化反応は酵素反応の中でも最も単純な部類に属し，関環型

グルコースの 2位ヒドロキシメチレンがカルボニル基へ， 1位アルデヒド基がヒドロ

キシメチル基に変換される。すなわち本反応では生成した0-フルクトースの l位ヒド

ロキシメチル基上に新たな水素が導入されるが，その由来と導入時の立体化学は十分

に明らかにされていない.この問題の解決に当たっては，同一炭素上のジアステレオ

トピックな水素を区別する必要があり， NMRが最も有力な手段である.

【実験】基質としてかグルコース数mgを5mMのMg2+をむリン酸緩衝溶液(50mM，pH 7.5) 

に溶解し，キシロースイソメラーゼ(Streptomycesgriseofuscus S-41由来)を加えて60"Cで

反応、を行った.反応、は5mm径のNMR試料管内で行い，必要に応じてlHNMRスベクト

ルで追跡した.測定には， Bruker社製AV ANCE DRX-600，インパース四重共鳴 5mm

QXI crH_13C/15NPlp) XYZ-gradientブρロープを用いた.

【結果]0-フルクトースのlHNMRスベクトルをFigurel(c)に示した.水溶液中， 0-フル

【キーワード】キシロースイソメラーゼ，ヒドリド転移， [2-2H]-D-グルコース

おのひろし，さとうはじめ，かすみたかふみ
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Figure l1H NMR spectra ofthe equibrium mixture. (a) [2-2H]母国glucoseand [1-2H]ーD-fructose

in出epresence of xylose isomerase in D20 at 333K. The H-1s signals of both [1-2H]-D-fructose 

anomers were assigned as broad singlets due to deuterium coupling while the H -1 R signals were 

not observed. (b) The same equibrium mixture in 95% H20ID20 at 303K.τ'wo H-1s signals 

overlapped. (c) Dイiuctosestandard solution at 303 K in 95 %H20ID20. H-IR and H-1s of the 

two anomers s-D-fructopyranose and α-D-fructofranose w町eassigned as two pairs of doublets. 

クトースは 6員環構造のαーo-fructopyranoseと5員環構造のs-o-fructofuranoseを主な成分

とする平衡混合物になることが知られており，これら両アノマーのジアステレオト

ピックな 2つの l位水素(H-IR，H-1s)のそれぞれが区別して観測されている.重水中で

非重水素標識のかグルコースを異性化させたところ，生じたD-フルクトースは非重水素

標識体D・フルクトースと同一のスベクトルパターンを示し，溶媒から基質への重水素

の移動は観測されなかった.一方，同じ条件で、[2-2D]-o岨グルコースを異性化したとこ

ろ， 1位水素のH司 lRが消失し，H-1sが重水素とのJ-カップリングによると見られるブ

ロードな一重線として観測された(Figure1 (a)) .軽水中でも同様の結果が得られ(Figure
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Figure 2 lH NMR spectra of diacetal derivatives. (a) lR・I・deuterio“1，2:4，5-di-O-isopropylidene-

s-o-fn則 opyranosein CDC13• The H-1s signal was assigned as a broad singlet due to deuterium 

coupling while the H-IR signal was not observed. (b) 1，2:4，5-di-O・isopropylidene-s-o-

fructopyranose (standard) in CDC13• Both H-IR and H-1s were assigned. 

l(b))， lR-[1-2D]-o-フルクトースの生成が確認された.なお，H-IRとH-1sそれぞ、れの帰

属は， [1-2D]-o-フルクトースをdi-0-isopropylidene誘導体へと導いて決定した.すなわ

ち，異性化反応混合物を凍結乾燥し，硫酸存在下，アセトンと縮合させ，田LCで精製

して純粋なlR-l・deuterio・1，2:4，5-di-O-isopropylidene-s-o-fructopyranoseを得た.このもの

のlHNMRスベクトル(Figure2(a))を，標品として合成した非重水素標識体のもの(Figure

2(b))と比較すると 1位以外は同一のスペクトルを与えた.NOESYスペクトルの結果か

ら1位の絶対配置を図示したように

Rと決定した (Figure3). 

【考察】溶媒(軽水または重水)を変え

た基質(o-glucose，[2-2D]-o-glucose)の

実験では，生成するかフルクトース

へ溶媒からの(重)水素の移動は認め

られなかった.また基質中の2位の

重水素が生成したフルクトースの 1

位に移動したことが明らかとなり，

キシロースイソメラーゼによるグル

コースの異性化が，分子内1，2-水素 Figure3 Molecular s凶 ctureoflR幽 l-deuterio-l，2:4，テ

移動によって起こることが実験的に diーかisopropylidene-s-o-fructopyranose.The arrows 
represent NOEs observed in NOESY experiment. 
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証明された.

フルクトースのH-IRとH-1sが異なる化学シフトをもつことから，本異性化反応で一方

のジアステレオマーのみが選択的に生成したことは直ちに明らかになった. しかし 1

位ヒドロキシメチル基は自由回転が可能なため，フルクトース自身のスベクトルによ

る帰属には暖昧さが避けられない.そこで，コンホメーションを固定したジ-0-イソプ

ロピリデン誘導体へと導き， NOE実験から l位の立体化学を決定した.その結果，生

成したフルクト}スのH-IRが転移水素で、あることが明らかとなった(Figure4). 

命うJ「ζ;Xylose isomerase 町山BH

[1-2H]ーo-glucose lR-[1ユH]-o-fructose

Figure 4 Deuterium correlation via enzymatic isomerization. [1-2D]-o-glucose and lR-[1-2D]-
o-fructose are represented by an open-ring structure. The deuterium atom in lR-[1-2D]ーo-fruc-

tose occupys the H同 lRposition of non-labeled o-fructose. 

起源の異なるキシロースイソメラーゼの阻害剤共存下におけるX線結晶解析の結果等

から，本タイプの酵素反応機構として開環型グルコースを経由した1，2-ヒドリド転移が

示唆されている.本実験結果を説明するためには， 2位のヒドリドがプロキラルな隣

接アルデヒド基のm面へ転移する必要がある.従って，酵素の活性中心における基質分

子の反応部位のコンホメーションは，開環型グルコース分子の 2位水酸基と l位アル

デヒドの酸素原子が同一方向へsyn配向しているものと考えられる(Figure5). 

zおり syn R=H〉うも
Figure 5 Proposed conformation of [2幽 2D]-o-glucoseduring the 1，2-hydride (deuteride) transfer 

catalyzed by xylose isomerase. 

【結論】キシロースイソメラーゼ(EC5.3.l.S)によるDーグルコースからかフルクトースへの

異性化反応機構を，同位体ラベルされたグルコースを基質としたNMR実験から検討し

た.酵素による本異性化反応は， 0-グルコースの 2位の水素が l位のカルボニル炭素

のre面へ転移して起こり，重水素が転移して生成した[1-2D]-o-フルクトースの l位がR

の絶対配置であることが明らかとなった.本異性化の反応機構として，活性中心にお

いて基質分子の1，2凶位の酸素原子がsyn配向した分子内1，2-ヒドリド転移が強く示唆され

た.現在， 2D-NMRによる直接的な解析を検討中である.

【謝辞】キシロースイソメラーゼを御供与くださいました合同酒精(株)に感謝いたします.

[参考文献】C.A. Collyer and D. M. Blow (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 87， 1362-1366. 
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P55 PFGを用いたセミミクロ LCJ1H-NMR法の構造解析への応用

0福原忠雄、小松一男、阪本興彦、高松翼

(資生堂安全性・分析センター)

Application of semimicro LC/H-NMR experiment using PFG to structural analysis 

T'adao Fukllhara， Kazuo Komatu， Okihiko Sakamoto，組dTasuku Takamatu 

( Safety & Analyti凶 1Research Cent怠r，SHISEIDO Co.， Ltd.) 

An on-line combination system of semimicro liquid chromatography (LC) and 'H-NMR with a 
micro LC小~MR probe (3mm i.d.) was constructed. As LC condition， an ODS s巴mimicrocolumn， 
CAPCELL PAK C'8 (1.5mm i.d. X250mm) and the mobile phase consisting of deuterium oxide 

(D20)/acetonitrile-d3 (CD3CN)=25:75 (v/v) and a flow rate of 100μl/min were used. This system 
required only 6mllhr of expensive deuterated solvents， and showed significantIy improved cost-
efficiency. By the use of a deuterated organic solvent， residual solvent signals could be easily 
minimized and the detectable windows for NMR signals of sample were further expanded. Application 
of the system to structural analysis by PFG 2D-spectra measurement was described. 

[はじめに]

液体クロマトグラフィー (LC) とNMRのオンライン結合は古くから検討されているが、

汎用的な測定装置としては定着していない。その理由としては、 N恥伎の感度が、紫外・可

視分光光度計はもとより質量分析計などの他の検出機器に比較して極端に低いということも

あるが、移動相溶媒に高価な重水素化溶媒を大量に用いる必要があるというコスト面の問題

も大きい。感度面の問題は、磁石の高磁場化やプローブの改良などにより改善されつつある

が、移動相については、 LCで汎用される逆相モードを用いた場合、水とアセトニトリルや

メタノーノレなどの有機溶媒の混液を、毎分 0.5"-'lmlの流量で用いる必要があり、測定に多

量の重水素化溶媒を必要とするという制約がある。最近、上市された LC/'H・NMR装置の例

では、比較的安価な重水をロック溶媒とし、有機溶媒には軽溶媒を使用して、 WET法1)な

ど、の特殊なパルステクニックで巨大な溶媒信号を消去する方法が用いられている。しかしな

がら、この方法では、巨大な溶媒信号の近傍のシグ、ナルは全く観測することができず、構造

解析に用いる試料の信号の観測領域が狭くなるし、溶媒信号の消去に高度な技術を要する。

我々は、本技術の汎用性の向上を目的とし、 LCの移動相流量を通常の約 1110で操作し得る

セミミクロ LCを用いることにより、 1時間当たりの溶媒使用量が 6ml程度であるコストパ

フォーマンスに優れたセミミクロ LC/'H-NMR装置を組み立て、種々の検討を行ってきたが 2)

3)、水・有機溶媒ともに重水素化溶媒を用いることで、溶媒信号の消去が容易で、かつ、試

料の信号の観測可能領域を広くすることができ、コスト面においても汎用性のある手法にな

り得ることを確認した。本報では、構造解析への応用として、 PFGを使った種々の2次元ス

ベクトル測定の検討結果を報告する。

[装置1
セミミクロ LC装置には、資生堂製NANOSPACESI-lを用い、逆相モードのセミミクロカ

ラムには資生堂製 CAPCELLPAK C18 UG120 (内径 1.5mm，長さ 250mm，粒径 5μm)を用

いた。 NMR装置には、日本電子製 Lambda-400に内径 3mmの LC川MR用プロープ NM-

N40H3X1FGLCを組み込んで用いた。 LCとNMRは内径 O.13mm、長さ 1.8mの PEEKチュー

ブで接続した。NMRスベクトノレ測定のタイミングは、 NMRの直前に接続した紫外検出器を

LC/'H-NMR， PFG，セミミクロ LC

ふくはらただお、こまつかずお、さかもとおきひこ、たかまったすく
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モニタリングすることにより調節した。移動相には Isotec製の重水 (99.9atom%D)とAldrich
製の重アセトニトリル (95+atom%D)の混液を 100μUmin(6mUhr)の流量で用いた。測定

方法としては、移動相を流したまま連続してスベクトルを測定する on-flow法と、 2次元NMR
などのために、試料が検出部に到達した時点で移動相を停止して順次スベ‘クトルを測定する

stop-flow法の 2種類を使い分けて行った。

[実験及び結果]

LCなどでの単離が難しい異性体の例として、ケトーエノール互変異性体の存在が知られ

ている、 4-te件 butyl-4'ーmethoxydibenzoylmethane(BMDBM)を試料として、 LCj1H-NMRの測

定を行った。 BMDBMの構造式を Fig-lfこ示す。

(a) LC条件

移動相に、 D20:CD3CN=25:75(1%りん酸)を用い、カラム温度を 400Cとした。紫外検出器

の検出波長を 280nm、注入量を lmgとした時の uvクロマトグラムを Fig-2に示した。ケト

体またはエノール体に由来すると思われる主ピークが、保持時間約 15分に検出され、互変

異体のもう一方に由来するピークが保持時間約 7分に出現した。因みにその直後に溶出する

ピークは 4，4'-dimethoxydibenzoylmethane (DMDBM)によるものであることが既に確認され

ている。 mm 

CH占口-4-CH2-H〉 om 10 

Fig-l The structure ofBMDBM 。
(b) on-flowスベクトルの測定

Fig-2 UV chromatogram of BMDBM 

on-flowスベクトルは、観測幅 4000Hz、データポイント 4Kで、 450

パルスを用いて、く

り返し時間 1.25秒で、 1回の積算回数を 16回 (1つのスベクトルの測定時間を 20秒)とし、

約 30分間連続測定した。アセトニトリルの信号は、プレサチュレーションをせず、 HDO信

号は、 DANTEパルスで、プレサチュレーションした。上記 LC条件で注入量を lmgとした時

のon-flowスベクトルを Fig・3aに、その contourplotをFig・3bに示したが、 Fig-2のクロマト

グラムと同様に、 2種類の成分のスベクトルが確認で、きた。成分 B直後の DMDBMのシグ

~ 1 Ai proJect.lon HDO 

8 6 
一τ4 ， ppm 

ヨ 百

コ もー。圃、• 
にhna 。。r+ 

g 

~ ~ I 
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ζ刀

e5 

-I 1
1 
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Fig・3aStacking plot of on-flow spectrum Fig-3b Contour plot of on-f1ow spectrum 
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ナノレも分離良く観測された。約 17分(成分 A)

と7.5分(成分 B)におけるスベクトルを取り出

し(スライスし)Fig-4に示した。成分 A の

スベクトノレには約 6.8ppmに鍵となるシグ、ナル

が認められたのに対し、成分 Bでは約 4.5ppm

にシグ、ナルが認められた。

( C )stop-flowによるスペクトルの測定

試料を 5mg注入して、約 17分後に移動相

を停止し、 PFG-DQFCOSY (積算時間;約 1

時間)， PFG-目的C (積算時間;約 1時間)， 
PFG-HMBC(積算時間;約 5時間)を測定した。

スベクトル解析の結果、成分 A は Fig-5に示

した構造のうちエノール体であることが支持

された。 Fig・6，7には PFG司HMQC，HMBCスベ

クトルを示したが、約 6.8ppmのシグナルはエ

ノール体由来のメチンシグ、ナルであることが

確認された。このこと及び Fig-4(B)のスベク

トルから、残りの成分 B はケト体であり、ケ

ト体由来のシグ、ナノレは約 4.5ppmのものである

と予測されたが、量的に約 1%と少ないこと

と、速やかにエノーノレ型へと変化し、また、

その平衡がエノール型に偏っていることから

解析可能な 2次元 NMRスペクトルは得られ

なかった。そこで、約 7.5分後に移動相を停

止し、成分 Bを検出部に閉じ込めたまま、 on-

flowスベクトノレと同様の測定法により横軸が

時間軸となる lH閉NMRスベクトノレを測定した。

スベクトノレは、観測幅 5500Hz、データポイン

ト4Kで、 45
0

パルスを用いて、くり返し時

。

。
，p 。

Fig.6 Expanded PFG-HMQC spectrum; 

mobile phase stopped at 17 min. 
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Fig-4 On-flow slice spectra of BMDBM 

(A) Slice spectrum of 17min. 

(B) Slice spectrum of 7.5min. 
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Fig・5Keto-enol tautomer of BMDBM 
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Fig.7 Expanded PFG-HMBC spectrum; 

mobile phase stopped at 17 min. 



間6秒で、 l回の積算回数を 128回 (1つのスベクトルの測定時間を約 13分)とし、約 4時

間連続測定した。その contourplotの拡大図を Fig・8に示したが、約 4.5ppmのケト体由来の

シグ、ルナルの減少に伴い、約 6.8ppmのエノール体由来のシグ、ナルが増大していることが確

認できた。そして、約 3時間後にはほぼエノール体に変化し、エノール体のスベクトルと一

致することが確認できた。 Fig-9には、約 6.8ppmと約 4.5ppmのシグ、ナルの Fl方向(時間軸)

でのスライススベクトルを並べて示したが、ケト型由来のシグ、ルナルの減少と、エノーノレ型

由来の、ングナノレの増大する様子がよく示された。成分 Bは、量的に少なく 2D-スベクトルが

測定できなかったが、各種の stop-f1ow法によりケト体を確認できた。

(A) enol 

(日)keto

一
同
区
同
日
』
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Fig・9Time-course spectra of component B 
(A) Fl slice spectrum of ca. 6.8ppm. (B) Fl 
slice spectrum of ca.4.5ppm. 

3.2 2.1 1.1 

Fig-8 Spectrum of keto-enol tautomerism 

vs. tIme. 

{まとめ]

セミミクロ LC/1H・NMRを用いて、 PFGを用いた 2次元 NMRスベクトルを測定し、構造

解析への応用の可能性を示すことができた。また、通常の分取によっては捕らえることがで

きないケトーエノール互変異性体の NMRスベクトル測定と、その変化の様子を観測するこ

とができ、セミミクロ LclH-NMRの有用性が示された。

[文献]
1) P.， Harold and H.， Wolf， M匂cromolecules，29， 6556-6559 (1996) 
2)福原忠雄ら SeparationSciences '94講演要旨集 105頁

3) T. Fukuhara et al BUNSEKl脳 GAKU，45， 421-426 (1996) 
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P56 Bis(qua色町ammoniumbromid吋surfacta.nts姶合併脇謝する概

(名工大工) 服部憲和、 O吉野明広、岡林博文

百lestudy of micellar structure in Bis(quaternary ammonium bromide) surfac岡山

De戸出nentof Applied Chemistry， Nagoya Insti加もeof Technology 

Norikatsu Hatωri， OAkihiro Y oshino， Hirofumi Okabay描 hi

Bipol紅 typesurfac回 ts，in which two quatern町 ammoniumspeci回(CRHZR+1N+(CH3)Z) 

釘 e∞nnectedby a spacer， were synthesized. 

Wem伺 seuredthe lH-NMR sp民国 anddiscuss about the 1 H chemical shif:ωand signal 

pattern d叩endingon concentration. The aggregation numbers in mi田 Uarsolution are analysed 

by血em制 actionlaw using raw and ∞紅白凶 data.They are rela1凶 10the∞nformational 

struc町田 ofthe molecular aggregation. We discuss about the validity of ∞ITection組 d血e

eff，民tof the sapcer concerning micellar aggregation in the gemini type surfacta.nt molecule. 

【はじめに】

我々はこれまで界面活性分子の分子構造とその物性に関する研究を行い、表題化合

物の無水物および水和物における固体構造[1]、溶液構造[2]について検討を行ってきた。

特に昨年の本討論会ではピシナル結合定数 3J皿と 3JCHから、ミセル化に伴う分子内の

構造変化を明らかにした。アルキル鎖は伸びているコンホメーションが優位に存在し

ていること、ミセル化にともないベンゼン環はアルキル鎖に対する立体配置が変化す

ることを明らかにした。今回は fH-N恥依および 13C凶 N恥恨を用いて、化学シフトとシ

グナルパターンの濃度依存性から、水溶液中における単量体ーミセル平衡過程につい

て会合数とベンゼン環の異方性効果の検討を行った。ジェミニ型界面活性剤の会合数

と会合体構宣に却ます spa田 rの効果について報告する。また、会合数を求めるために用

いる化学シフトの値は、体積磁化率を考慮して補正を行った。補正の効果についても

報告する。

【実験}

金盛一化合物は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い

lH-NMR、ミセル、会合数、ジェミニ型界面活性剤の s戸田rの効果、体積磁化率

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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3種の叩acerをもっ分子を合成した(Fig.1 )。オク(佃3)A-Spacerj(CH3伊 f

チル鎖の水素はN原子に近い方から Hl，H2と記号 とHl今 CHl今

をつけ、 N原子に結合しているメチル基の水素は 1 ・ I -
H2勾 CH2令

N-C~、ベンゼン環と N 原子の聞のメチレン水素 i 4-:Z 14

- :Z 

はHsp、ベンゼン環部分の水素はHphとする。 CR_2H2R_4 CR_2H2R・4

劃定一重水溶液中における lH・N恥恨測定の試料管 R=8 C:;sp 

には体積磁化率の補正を行うためSHIG臥，fl社製2 Spacer JA¥ ノ
bづニぐ、〆 oxy8 

重管(SCOO聞を用いた。外部標準には凶S(0.2M) cl _U J 
を用いた。測定は日立製作所製 R-90(永久磁石. .......，，-

磁場は試料管の長軸に対して垂直方向)及びVarian

社製相oUni勿 plus(超伝導磁石:磁場は試料管長

軸に対して水平方向)を用いてそれぞれ測定温度

30・Cで行った。 13C_N:f¥.低測定は Varian社製 4∞
Unity pl，ω を測定温度30・Cで用いた。

【結果と考察】

会合教の椎信一-Fig. 2にoxy8の永久磁石および

超伝導磁石を用いた lH-NMRスペクトルを示す。

?P 
C|合吋

、， Csp 

CtP 

bφ pxy8 

Csp 
ミセル溶液中において、モノマーsと会合数nの会 Fig.l Gemini削除凶ts

合体Snには式 (1)、式 (2)で表される平衡が成り立っていると仮定し、質量作用

の法則を用いて、直線近似で線形的にミセルの会合数、平衡定数を推算した[4]0また、

式 (3)と式 (4)から、はじめに n、Kを仮定して、最適な~を決定し δの計算値

HDO N-CH3 
H3・H7 準permanent 

Hsp * 
Hph H8 

務DSS

superconducting 

• • 7 & 5 4 :1 E 1 ， .. 
Fig.2 'H-NMR spectra for oxy8 at 6wt% using pennanent and superconducting ma伊et.
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nS三品 (1) 

K...[ Sn]l[司n (2) 

600 

!OO 

[S] = CD(ijm -δ)j(dM -dm) (3) も 400

log( C D -[S]) =-log nK + nlog[S] (4) ';; 
L 300 

K : Kinetic Constant弘、九 :Chemicdsm g 
of monomer and micelle CD : Concentration 00 100 

100 

0 

をもとめ式 (5)の oerrが最小のものを

σ氾3)直接探索法により非線形的に求め

[5]，線形的に求めた値と比較検討した。

den・富玄(δ吻 -6cT):_ (5) 
5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 

m 

(δobs )'" 

体積磁化率の捕直一体積磁化率の補正

は試料管長軸方向に対して磁場を垂直

Fig.3 The即 foroxy8 at N-CH3 part vs. 

aggregation number 

3.08 

(永久磁石)および水平方向(超伝導磁

石)にかけて測定をして行った。真の化学 3.06 

シフト δ。は式 (6)から算出した[4]0 3.04 

h→(d
S 
+2d

P
) (6) ! 

ここで δP、内永久磁石、超伝導磁石をと3.02

用いた場合の観測された化学シフトであ

る。 補正値はミセル溶液濃度に対して単

3 

調な増減とならなかった(Fig.4)。化学シフ 2・"
トはミセル形成前では超伝導磁石の方が 2・96

低磁場に観測されたが、ミセル形成と共に 0 

0: permanent 
ム:superconducting 
.: corrected 

-: calculated 

0.01 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 
C[molll] 

逆転した。したがって、各測定濃度で補正

を行う必要が生じた。Table1に示したよう

に磁化率を補正した場合n、Kの値は永久

Fig. 4 The plot ofδvs.∞n偲 ntrationfor 
oxy8/N・C同開rt

， 

liner 

n K n* K* 

P 21 7.6xl02S 6 9.0xl0S 

s 50 8.3xl065 8 3.8xl09 

c 26 3.9xl032 7 2.0xl07 

p: permanent s: supercoducting c: correction data 

* considering solvent effect 

nonliner 

n* K* 

6 8.3xl04 

26 4.2xld2 

7 5.5xl06 
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磁石を用いたものと超

伝導磁石のそれの中間

となった。

溶媒効果の補Eー溶媒

効果がない場合、臨界ミ

セル濃度以下では化学

シフト値は一定値をと

ると考えられるが、実際

の化学シフトの測定値

は濃度に対し一定の傾

きを持った直線となっ



た(Fig.4)。そこで、この効果を補正するため

に CMC以下の濃度領域に対して近似直線を

引き、 Fig.4の矢印部分の化学シフトとした。

oxy8では溶媒効果は Hsp>N-C同>Hph>H8と

なっている(順に 0.71、0.49、0.19、0.05[ppm 

mol・1・1])。これはこの順に強い相互作用を受

けていることを示す。ところで H8ではミセ

ル形成によって水素結合が弱まることにより

説明されるが他の部分は H8よりはるかに大

きな値をとり、むしろ分子聞におけるベンゼ

ン環の環電流効果が支配的である。 Hphに着

目すると溶媒効果は mxy8>pxy8>oxy8となっ

ている。 mxy8とpxy8では濃度増加に対し高

'‘ 

e 

抑 制 31却 31帥 3080 IHzl 

磁場シフトしており、一方oxy8では低磁場シ Fig.5 'H-NMR Spectra for oxy8・D20

フトをしているため、ベンゼン環の異方性効 S戸temat 30・C(a=5.0wt%; b=4.0wt%， 
c=3.0wt%， d=2.0wt%， e=l.Owt%). 

果が逆に作用していると考えられる。

会舎体構造一oxy8では補正を行った値に対して会合数nの値はそれぞれの値が一致

しなかった (Hph>N・CJ九回Hsp>H8)。これはミセル会合したときの分子間相互作用を

反映している。つまり、 Hphの部分がスタックしている会合構造が考えられる。 Fig.5

にH悼の濃度変化を示す。このスペクトルパターンは Cb、Ccが 13C_Nl¥.恨で区別さ

れて観測されているので、濃度増加に伴い 2種の水素の化学シフト差が大きくなって

いくものと説明される。 oxy8のベンゼン環の炭素は CMC前後で (lwt%・>5wt%)濃

度が高くなるにつれて、すべて低磁場シフトしており、 Cb>Ca>Cc(化学シフト差の

差は順に 0.212、、 0.137、0.061[ppm] )となった。 3J佃の結果とあわせて、会合体構

造はベンゼン環が2本の平行なアルキル鎖の側に向いている構造と示唆された。

【結論】

ミセル溶液では体積磁化率が単調変化せず、各濃度ごとに補正が必要である。 oxy8

では会合数がmxy8とpxy8にくらべて大きく、より大きなミセルを作る。一方 mxy8

とpxy8は小さな会合体しか形成しない。会合数n、溶媒効果の値は分子の各部位に対

して異なり、分子問相互作用による会合構造を反映したものとなった。また、この不

一致は構造推定する上で重要なプローブとなり得る。
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P57 NMRによるオクチルホスホエタノールアミン塩酸塩のミセル形成による

コンホメーション変化

(名工大工)吉野明広、 0岩崎智浩、服部憲和、多賀圭次郎、岡林博文

Conformational change of n-octylphosphoethano加ninehydrochloride in aqueous solution 

studied by NMR Spectroscopy 

Akihiro Yoshino， OTomohiro Iwasaki， Norikatsu Ha仕ori，Keijirou Taga and Hirofumi Okabayashi 

De，伊 r初lentof Applied Chemistry， Mα~oy，α Institute ofTechnology 

百letitle surfac凶.tis synthesized for mimetic studies of phosphol中ids. 百leconformations 

ofseverョ1sites ofthe title surfactant are determined. 百lecritical micelle concentration (CMC) 

for concentrated solutions (more白an12 wt%) is obtained by means of electrical conductivity. 

For higher concentrations， the concentration dependence ofNMR shi食datac組 notbe田 edto 

ex回 .ctmicellar aggregation number since the solvent effects and volume magnetic 

S凶 ceptibilitydo not cancel each other and the law of m邸 saction can not be applied at these 

concentrations. The ability of IH and 13C N恥1Rchemical shifts to determine CMC and 

micellar s佐ucturehas been investigated. 

【緒言】

従来、界面活性分子の水溶液ミセルの会合数は、 N恥1R化学シフトから求められてきた 1，2)。

しかしながら、臨界ミセル濃度(以下CMCとする)の高い化合物に対しては溶媒効果や体積

磁化率の補正など薄い濃度では無視された要因が会合数を小さくすることが報告されてい

る 3)。一方、我々は表題化合物を合成して電気伝導度および NMR化学シフトから CMCを

求めたところ、 12wt%以上の高濃度を観測したの。本研究では、このような高濃度での化学シ

フト変化に対する溶媒効果と体積磁化率の効果について検討を試みた。また、ミセル化によ

る化学シフト差の違いから水溶液中の立体構造についても検討する。 Scheme1に OPEA-

HClの分子構造を示す。

H十時 p

2345678  

O--CHαI 仁HαI 仁左王 O王仁::H~ -CH  2~~ ~2~~ ~2~~ ~2~~ ~2~~ ~2~~ ~2 ~ ~3 

O-CHαE ト目-:: cC 
2~~~2 • -~3 

9 10 

Scheme 1 S飢lctureand Numbering of OPEA • HCl 

キーワード:11酎 MR、13CNMR、ミセル、ピシナル結合定数、コンホメーション変化

よしのあさひろ、 Oいわさきともひろ、はっとりのりかっ、たがけいじろう、おかばやしひろふみ
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【実験】

OPEAは塩化ホスホリルにn-オクチルアノレコーノレを反応させ、次いで2-アミノエタノールを

作用させた後、酢酸で加水分解することにより合成した。 OPEA.HClは OPEAに等モルの

塩酸を加えて反応させ、再結晶により精製したものを用いた。

オクチル鎖の炭素は、 P原子に近い方から C1'C2品、うように記号を付け、エチル鎖の炭

素は、 P原子に近い方から C9，C10と記号を付けることにする。重水素中における lH-NMR

および 13C_NMRスペクトルは、 VarianUNITY 400 plus分光計(400MHz)， R・90分光計

(90MHz)を用いて、 30
0

Cで測定した。また、電気伝導度の測定器には東亜電波工業

MODELCM・2Aを使用し、臨界ミセル濃度(CMC)を求めた。

【結果と考察】

(1 )コンホメーションの決定

OPEA'HClの P原子寄りの1，2， 9， 10位の lH，13C_NMR吸収線に 31pとの結合定数に

よる分裂がみられたので、それぞ、れの位置でのコンホメーションを解析した。また、デカップリ

ングを行うことにより PO-C1H，PO・C9H ，HC2・C3H軸まわりのコンホメーションも解析した。

NMRスペクトルで、観測される三結合間の結合定数は二面体角に依存しており、 Karplus

の関係式に従いtrans，gauche， gauche'型の各々の3Jの荷重平均、 3J=pt.34+Pg.34+P6.34

で表される。ここで、 P
t
，Pg， Pg，はそれぞ、れ仕組s，gauche， gauche'型の比率、 3~ ，3Jg ， 

34・は仕組s，gauche， gauche'型の回転異性体の三結合間の結合定数である。 OPEA'HClは

gaucheとgauche'が同じ形態であるので、次のように表される。

γ=pt • 3J，. +(1-Pt)・34

それぞれの結合定数 3~ ， 3Jg は、 PO・CH 軸回転では 3~ →0.6Hz、 3Jg =1.5Hz、 PO・CC軸回

転では 3J，.=8Hz、 344Hzを使用した。しかし、 H2水素はH1をデカップノレしたところ4本観測

された。そこで、観測したスペクトノレを AA'XX'系と近似し、 trans，gauche， gauche'型の比率

を次のように表したo Jax= Pg.3Jg + Pg，.3Jg +円・3J，.， Jbx= Pg.3Jg十九・3J，.+ p t •3Jg, Pt + Pg + 

Pg，=1 .ところで、 OPEA'HClは gaucheとgauche'が同じ形態であるので、次のように表され

る。

J蹴 =2PE.34+pt.34

Jbx=九(34+34)+pt.34，pt+2Pg=1

これをもとに、それぞれの回転異性体の割合を求めた。各々の炭素に対するスペクトルの

帰属は、 lH_1Hおよび lH_13CCOSYスペクトルにより行った。

結合定数と骨格炭素についてのトランス配座の割合(/)との関係をTable1に示す。これか

ら、それぞれオクチル鎖とエチル鎖の根元の PO・CHとPO-CCのtは、どれもほぼ同じ値で

あり、コンホメーションに差がなく二つの O-Cまわりはトランスの比率が大きいことが分かる。

一方、 HC1心2HとHC9・C10Hの 3Jはオクチル鎖とエチル鎖で、異なる。すなわち、コンホメー

ションに違いがあり、オクチノレ鎖の方がエチル鎖より束縛回転している。一方、 HC2・C3H と

HC1-C2Hを比較すると HC2・C3Hの二種類の水素が区別されていることからトランスの比率が

大きく、束縛回転していることが分かった。
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Table 1 Coupling co明stante J， Hz) and trans conformation ratio (1) against backbone carbon 

concentration 12wt%(0.5M) 15.5wt%(0.7M) 

bond 勺 t 3J t bond 勺阻 3Jbx 

PO-C，H 6.77 64 'ーー 'ー HC，-C1H 8.50 5.90 10 o.I1 o4 1"1L2・し31"1
PO・C9H 6.59 65 6.59 

PO-C1C2 7.10 85 7.25 

PO・C9CIO 6.94 82 7.24 

HC1-C2H 6.59 6.68 

HC9・CIOH 5.31 

(2) 13C Chemical shift 

CMC以下の化学シフトが一定値

であるとして溶媒効果は直線近似

で差し引し、た。主鎖の C3・Cgでの

溶媒効果は 1σ'2ppmVmol以下で

あった。一方、 Cp C2， C9ではそれ

ぞれ 0.3138，ー0.0583，0.3564 

P戸:u/molであり、 ClOは補正できな

かった。しかしながら、全体的に溶

媒効果は少ない。

Fig.lに溶媒効果補正後の 13C化

学シフトの濃度依存性を示す。ど

の部位でも同じ濃度で変化がみら

5.4 

65 

88 

87 

0.01 

o.∞ 
-0.01 

Ea但

a・0回
勺

<l心04

4回

-0.00 

-0.07 

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 

旬開制00[mOIII] 

Fig.l Cαrect剖 13Ccher刈cast1ft笥戸市tωlCer古話回

れ、すべての部位で単量体領域に比べて高磁場シフトしている。これはミセル形成による疎

水場でぬ立体圧縮効果である。 C9での化学シフト変化が最も大きく、それ以外の部位にお

いてはほぼ同一である。図からも分かるように測定の誤差が大きいため、会合数の決定は行

わなかった。

電気伝導度の測定から求めた CMCは、 0.535[moV円であり、 NMRと比較すると電気伝導

度の方が CMC濃度が低く鋭敏であった。

(3) lH Chemical shift 

溶媒効果は(2)と同じく直線近似

で差し引いた。主鎖の H2・Hgでの

溶媒効果は・0.0634-・0.0524

ppmVmolで、あった。一方、 Hp HIO 

は 0.001 程度と小さく H9では

0.0217 ppmVmolであった。

Fig.2に補正後の 400MHzでの

'H化学シフトの濃度依存性を示

す。 13C・N恥伎とは異なり、測定の

部位によって単量体領域に比べ

o.α)6 

o.∞5 

o.α泌

o.∞2 

句 o.∞1

<l o.α)() 

ーo.∞1

-0.∞2 

-0.∞3 

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

Cα花町tration[mo明

Fig.2 Coπ'ect剖 lHchem同 Ishift勾ainstcon僧 ntratioo
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て高磁場や低磁場にシフトしている。すなわち、 Hp H9' HIOは高磁場シフトしてしもが、主鎖

の H2-Hgでは低磁場シフトしている。このシフト変化のうち前者は電荷移動で説明され、後者

は溶媒の水との水素結合で説明される。単量体領域では水との水素結合のため高磁場シフ

トしているが、ミセルを形成すると主鎖の部分から水が排除されて低磁場シフトする。主な化

学シフト変化は主鎖でみられることから、この変化はミセル形成に直接関連している。また、ミ

セル形成における変化も部位により異なり、 Hp H9' HIOでは 13Cとほぼ等しく、 H2・Hgではそ

れより鋭敏であった。これは、水素が分子骨格である炭素より外側にあるためと考えられる。

(4)体積磁化率の補正

体積磁化率は外部における二重管基準法で 4001¥但zと90MHzの 1H-NMRスペクトルの

比較から補正を行った。補正式は、ん=(♂+2 dう/3のように表される。ここで、んは体積

磁化率が補正された真の化学シフト、♂は超伝導磁石装置(400MHz)により観測される化

学シフト、 rは永久磁石装置(90MHz)により観測される化学シフトである。

Fig.3に 4001¥位-Izと 90MHzの 1H-NMRス

ベクトルから体積磁化率の補正を行った結

果を示す。上から)1慎に90MHzの測定値(IR)、

磁化率の補正値(¥市の、 400MHzの測定値

(SC)である。 400MHzの化学シフトに変化が

みられず解析が困難であるが、体積磁化率

の補正後の値では滑らかである。また、

90MHzの化学シフトには変化がみられるが、

高濃度において単調増加でないためこのこ

とカもも体積磁化率の補正が必要である。

(5)会合数と生成定数

んに対して質量作用員IJ1，2)を適用して会合

数を求めた。まず、1/Cから平衡ミセルシフト

4.22 

{E EQL • 421 
• •• 

4.2 • 
さ 4.19 .・'
音. .... 
-g 4 . 1 8 • A 一企A品

i。εω = 4.17a 
4.16 

4.15 ~ • .ω，… ー
4.14 

0.4 0.6 0.8 1.0 

Concentration [mol/l] 

Fig.3 1 H NMR chem ical shifts 

and corrected chemical shifts 

for Hg against concentration 
dMを求め、ミセル濃度[S]=C(dM-dO) / dM 

を計算し log(C-[S])をプロットして傾きから会合数n、切片から lognK(Kは平衡定数)を算出

した。~の結果が最も誤差が少なく計算され、 n=39、 K=4.9X 106を得た。

【結論】

結合定数からオクチル鎖とエチル鎖では、ミセル形成時のコンホメーションが異なり、オクチ

ノレ鎖の方が束縛回転していることが分かった。また、化学シフトの濃度変化から CMCに対

する鋭敏さは、 13Cよりも 1Hの方が鋭敏であり、特に主鎖が鋭敏であった。 1H-NMRの

400阻王zと901¥1任-Izで、磁化率の補正を行なうことにより真の値が得られることが分かった。
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P58 NMRによる3-ヒドロキシブタン酸のオリゴマーの

溶液構造の解析

(理化学研究研)0李俊、鵜沢 j旬、土肥義治

Conformational Analysis of Oligomers of (R)・3・HydroxybutanoicAcid 

in Solutions by NMR Spectroscopy 

Jun Li， Jun Uzawa， and Yoshiharu Doi 

刀leInstitute 01 Physical and Chemical Research (RIKEN)， Horosawa 2-1， Wako， Saitama 351-01 

As model compounds of poly[(R)-3-hydroxybutanoate] [P(3HB)]. oligomers of (R)-3-hydroxybutanoic acid 

(3HB) wer巴studiedin terms of their conformational b巴haviorin solutions by means of lH NMR spectroscopy. 

百1巴NMRassignments of the oligomers we防 madeby using two-dimensional pulsed field gradient lH_1H COSY 

and lH_13C HMBC (heteronuclear multipl巴四bondcorrelation) spectroscopy. The conformational behaviors of 

3HB oligomers generated by rotation about the CH2-CH bonds were investigated in various solvents by analysis 

of vicinal coupling in the 500-MHz lH NMR spectra.τbe effects of the polarity of solvents and temperature on 

th巴conformationalstructures we陀 discussed.

[はじめに]

ポリ (R)ー3-ヒドロキシブタン酸[P(3HB)]は多くの微生物が作る立体規則性のバイオポリエステルで

あり.その生分解性と生体適合性に多くの関心が寄せられ，いろいろと研究されてきた.そこで司完

全に均一な化学矯造と分子量をもっ(R)-3-ヒドロキシフタン酸(3HB)のオリゴマーを化学合成し、

P(3HB)のモデル化合物としてその性質を調べ、より詳細な情報を得ることは重要な課題である.

先に，私たちは P(3HB)のOH末端のモデル化合物として3HBの夕、イマーのメチルエステルである

methyl (3R)"3・{[(3・R)-3にhydroxybutanoyl]oxy}butanoate[M(3HB)2]を合成し，そのCDCI3とD20中のコ

ンフォーメーション構造につい

て報告したり.今回ーさらに

3HBのトリマーのメチルエステ

ル[M(3HBI3].i.iZび3HBのダイマ

ー [A(3HB)3]を加え， NMR'こよ

りこれらのオリコマーのコンフォ

ーメーションについて，溶媒や

温度効果を検討したので報告す

る. Cha内 1には P(3HB)友び

3HBのオリゴマーの化学構造を

示す.
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Chart 1. Structures ofP(3HB) and 3HB oligomers 

[方法】

(R)-3・ヒドロキシブタン酸(3HB)のオリゴマーはmethyl(R)-3-hydroxybutanoateから合成し， NM円、

MASS、友び元素分析などによって同定した. 3HBのオリゴマーのNMR帰属は磁場勾配パルス法

(PFG)を用いた二次元HMBC忍びCOSYスペクトルによって行った.種々の温度と溶媒中での1H-NMR

スペクトルを測定しーメチレンプロトンのカップリング定数を求め、そのカップリング定数から

CH2-CH結合に関してそれぞれのモノマーユニットの各コンフォーマーの分率を見積もった.

[結果と考察]

まず守磁場勾配パルス法を用いた二次元HMBC.i.iZびCOSYスペクトルによって3HBのオリゴマーの

NMR帰属を行った. Figure 1にM(3HB)2の1H_13CPFG-HBMCスペクトルを示す.二つのcarbonyl炭素
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(C1， C1')のうち司メトキシ基の'Hとlong-range相聞を示したのはC1であることがわかった. したが.っ

て電メチレンプロトン(H2，H2')の帰属はC1及びC1'との相聞から決めることカ、できた.更にM(3HB)2

の'H_'HPFG-COSYスペクトルを測定した. H3とH2司H3とH4司そしてH3・と H2'，H3'とH4'の相関ピ

ークが見られた.

Figure 2に3HBモノマーユニットのCH2-CH結合に関して可能な 3つのコンフォーマー，即ちtrans

(T)司 gauche(G)，友ひーanothergauche (G)を示す.二つのメチレンプロトン(CH2)とメチンプロトン

(CH)はABXカップリング系を形成し，スペクトル上で現れるみかけのカップリンク定数、JAXとJBXはそ

れぞれのコンフォーマーのビシナルカップリング定数とそれらの分率から決める.Gaucheとtransの

どシナルカップリング定数はそれぞれ約2.1Hzと11.0Hzとして， JAXとJBXからCH2-CH結合に関して

それぞれのモノマーユニットの各コンフォーマーの分家を見積もることができる.

Table 1にCDCI3中での3HBオリゴマーの各モノマーユニットのメチレンプロトンのカップリング定

数とCH2-CH結合に関してのコンフォーマーの分布を示す.三つのオリゴマーに対して，いずれの場

合にもOH末端と隣接していない3HBユニットのCH2-CH結合に関しては主にtransconformerであり，

次はgaucheconformerで‘あり， another gauche conformerは3%以内に止る.このコンフォーメーショ

ン構造はP(3HB)の骨格のものとほ

ぼ同様である.一方， OH末端と

隣接する3HBユニットのα-l2-CH結

合に関してはかなり違ったコンフォ

ーメーション僑造を示す.この場

合、メインが'gaucheconformerに

なり， trans conformerと 並 び

another gauche conformerも10%

程度を示す.それは Fig.3に示す

ように， gaucheと another

gauche conformersには OHと

-C=Oが分子内水素結合を形成でき

るためと考えられる.これらの分

子内水素結合の形成によって

gaucheと another gauche 

conformersが安定化されたため、

この二つのコンフォーマーの分率

か、上がったのである.

H-OCH3 

Fig. 1. Expansion of IH_I3C PFG司 HMBCspectrum ofM(3HB)2 
in CDCI3 at 25 oC. 

Table 1. Coupling Constants of M巴thyleneProntons and Conformer Distributions of CH2-CH Bonds 
in Oligomers of (R)・3HydroxybutanoicAcid in CDCI3 at 27 oC. 

Coupling cons句nt/Hz Comformer fraction 

Oligomer Bond Probe H JAX JBX PT PO P(j 

A(3HB)2 C2-C3 H2 8.2 4.9 0.68 0.31 0.01 

C2'-C3' H2' 5.2 7.3 0.34 0.58 0.08 

M(3HB)2 C2・C3 H2 7.6 5.2 0.63 0.35 0.02 

C2'-C3' H2・ 3.7 8.5 0.18 0.73 0.09 

M(3HB)3 C2-C3 H2 7.6 5.5 0.61 0.38 0.01 

C2'-C3' H2' 7.8 5.2 0.63 0.34 0.03 

C2"-C3" H2" 3.7 8.7 0.17 0.73 0.10 
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Fig. 2. Newman pr句ectionsof possible conformers of a 3HB monomer 
unit about CHz-CH bond 
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Fig. 3. Conformational structures about CHz-CH bond of 3HB unit 
adjacent to OH terminal in 3HB oligomers. In both gauche and another 
gauche confo口nersthe hydroxy and carbonyl groups form an 
intramolecular hydrogen bond 

Table 2. Coupling Constants of Methyl巴neProntons and Conforrner Distributions of CH2-CH 
Bonds in Oligom巴rsof (R)-3-Hydroxybutanoic Acid in D20 at 27 oC. 

Coupling constant / Hz Comforrner fraction 

Oligomer Bond Probe H JAX. JBX pr PG P{j 

A(3HB)2 C2-C3 H2 6.7 6.7 0.50 0.50 0.00 

C2'-C3' H2' 5.5 7.3 0.38 0.58 0.00 

M(3HB)2 C2-C3 H2 6.4 6.4 0.49 0.49 0.02 

C2'-C3' H2' 5.2 7.8 0.35 0.64 0.00 

M(3HB)3 C2-C3 H2 

C2'-C3' H2' 

C2・'-C3" H2" 5.2 7.9 0.34 0.65 0.01 
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Table 3. Coupling Constants ofMethylen巴Prontonsand Conform巴rDistributions of CH2・CHBonds in 
M(3HB)2 in Various Organic Solvents at 27 oc. 

六
UP

 

ゴ一

G

m
一P

C
一町

Coupling constant / Hz 

JAX JBX Probe H Bond Solvent 

0.00 0.37 0.64 5.4 7.8 H2 C2-C3 CD2C12 

0.14 0.72 0.14 8.5 3.4 H2' C2'-C3' 

0.02 0.41 0.57 5.8 7.2 H2 C2-C3 C6D12 

0.18 0.72 0.10 8.6 3.2 H2' C2'-C3' 

0.01 0.41 0.58 5.8 7.3 H2 C2-C3 C6D14 

0.14 0.75 0.11 

0.57 

8.8 3.0 H2' C2'-C3' 

0.43 C2-C3 THF-d8 ハUnリハU

l
 

nu 
nu 

0.41 0.58 

6.1 

5.8 

7.3 

7.3 

H2 

H2' C2'-C3・
0.01 0.38 0.61 5.5 7.6 H2 C2-C3 Acetone-d6 

0.01 0.41 

0.50 

0.58 5.8 7.3 H2' C2'-C3' 

0.00 0.50 6.6 6.6 H2 C2-C3 D恥1F-d7

さらに司温度による3HBオリゴマーのコンフォーメー

ション分布の影響について検討した. Fig.4にCDCI3中

での温度によるM(3HB)2の二つの3HBユニットのコンフォ

ーメーション分布の影響を示す. C2-C3結合に関しては

温度の上昇につれて，三つのコンフォーマーの分率が徐々

に平均化される.一方， C2'-C3・結合に関しては温度の

上昇につれて、三つのコンフォーマーの分率の変化はか

なり異なり、 gaucheとanothergauche conformersの分

率は徐々に下がると共に， trans conformerの分率は上が

る.これは高温において， gaucheとanothergauche 

conformersの水素結合が弱くなるためと考えられる.特

に温度が低い時、 anothergauche conformerがtrans

conformerより高い分率を示すことがわかった。これは

温度が低い場合、その水素結合はより効果的に形成でき、

gauche conformerだけでなく anothergauche conformer 

のエネルギーをも大きく下げたことを示唆する。

今後.更に(8)体の3HBのオリゴマーや(R)と(8)体3HB

ユニット両方を含むオリゴマーのコンフォーメーション

構造について検討し，それらのコンフォーメーション4誇
造と酵素分解性との関連を謂べる予定である.
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Fig.4. Conformer fractions for Ihe C2-C3 bond (a) 
and Ihe C2'-C3・bond(b) of M(3HB)2 as a function 
of lemperalure in CDCI1. 

.30 0 30 

Temperature I.C 

[Reference] 1) J. Li， J. Uzawa，印dY. Doi， Bull. Chem. Soc. Jpn.， 70， 1887 (1997) 
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P59 細孔内拡散におけるobstruction効果と温度依存性

(東水大)0福岡美香、五味雄一郎、渡辺尚彦

Two compoment obstruction model of water diffusion in food maicrostruc加re

(Tokyo university of fisheri巴s)OMika Fukuoka， Yu-Ichiro Gomi， Hisahiko Wa伽 abe

The diffusion properties of water in beads suspensions have been studied using pulsed field 

gradient nuclear magnetic resonance(PFG-NMR). The diffusion decays tendωbe 

non-exponential. A model which considered two physically distingushable water phases， 

namely bulk and hydrated shell water h出 beenused的自tthe data. The diffusion rates has been 

measured at diffusion time varing. The results clearly showed diffusion time dependent In this 

work two dimensional random walk simulation of transient obstruction effect on moisture 

diffusion which consist of two phases water was conducted via numerical calculation. 

I盛roduction

本研究の目的は単純な系例えばガラスビーズを充填した際にできる間隙における水分子の拡散挙動

をモデル化することにより，より複雑な構造を有する食品素材や生体組織中の水の拡散挙動への遊応

を検討することである.溶液の分子自己拡散係数をパルス磁場勾配 (PFG)NMR法で測定する手法は

1965年にTann剖とより提出されて以来有力な方法となっている. PFG-NMR法では拡散時間を数十ミリ

秒から数秒まで変化させることが可能であり，拡散時間を適切に選べば、分子は拡散している周りの

構造の影響を受け，その結果が拡散係数の値に現れる.このようなrestriはeddiffusi onを解析して生体組

織や食品の構造に関する情報を得ることも可能である.しかしながら適切なモデルを設定し、境界条

件を与えて拡散方程式を解いて解析解を得ることは難しい.

近年我々は.transientな拡散係数の時間依存性を示すm凶は凶 diffusionについてランダムウオークシュ

ミレーションによる解析をおこなった. モデルでは2次元の座表上に多数の粒子を配列した001を設定

した.粒子が自由に拡散できる部分と壁により制限される部分を作り，開孔比で表した.開孔比を変

化させるとinfiniteな拡散係数値が異なることがわかった.この結果を実際の食品素材に適応させると

ともに，構造がしっかりわかったモデルサンプルで検証する必要がある.そこで我々はモデルサンプ

ルとしてガラスビーズを充填させて水はその間隙を拡散するような系を設定し，解析を試みた.

N/'vfR measur四 E官邸ofwater dHtusion in beads su璽r>ension

ガラスビーズはBaO・Ti02・Si02系ガラス、粒径80μmを用いた。これを蒸留水に懸濁させ，直径

5mmのNMR試験管に充填した.その後懸濁液上部の上澄み液を取り除きNMR測定試料とした.

PFG-NMR法はstimu1a凶叫10 パルスシークェンスで行なった。磁場勾配の大きさg=6~37.5gauss/an、

d町岨ontime O=2ms、拡散時間A=19~209ms、測定温度: 20
0

Cで実験した。測定パラメータに対するエ

コーシグナルの減衰は.doped wa:eJ:の場合は直線性を示し、傾きから計算した拡散係数値は2x10-
5
an

2
/s

となった。これに対しガラスビーズを充填した場合は直線性は示さない。また傾きもdopedwa:eJ:の場

合に比べかなり減少していることがわかった。拡散係数を2x10-
5
an

2
/sとすると拡散時聞が109msにおけ

る拡散距離は車担0μmとなる。粒径80μmのピーズを充填しその間隙の水を観測しているとすれば、

この拡散距離ではビーズによるobstructioneffl闘を受けていると考えられる。拡散時聞が十分短い19ms

PFG-NMR. water diffusion. Obstruction effect 

ふくおかみか，ごみゅういちろう，わたなべひさひこ
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においてはほぼ直線性を示した.拡散時間の増大とともに傾きが小さくなり直線性も示さなくなる

tran町 ntな挙動を示した.

Simul副 on01' wllter diJ1'usion也 b偲 !dssu.郡 ension

PFG酬NMRの測定結果を解析するために次のような仮定をたてた。 1)ビーズ間隙に存在する水に、拡

散係数の異なる 2成分があるとする。ピーズ表面に吸着している水分子と，その水とさらに弱く結合

し、動きにくくなっている水が形成する層をAとする。拡散係数をDAとする。このA層より外の連続相

をBとする。 B棺はバルクな溶液からなり，この場合は蒸留水の拡散係数値に等しい拡散係数DBを有す

る.A層にある水のpopu1ati.onをPaとすると，バルクな水のpopu1ation，PbはPb=1-Paとなる.

2)!広散時聞を長くしていくとB相の水はピーズとA層からなる部分に衝突し自由な拡散が制限される

と考える。その結果帥自の水の見かけの拡散係数DBは拡散時間が大きくなるとともに減少していき最

終的にはある一定値に収束すると予想される。これに対しDA，はほとんど変化しないとする。 population、

PaとPbは拡散時聞が変化しても一定であるとする。 仮定1)、2)に基ずき， PFG-NMRのエコーシグナ

ル強度の減衰は以下のように表せる.

AIAO=Paexp(ーDAx)+(1-Pa)exp(-DBx) (*)ただしX=y
2o

2
g
2
(企ゐ13)

上式を測定値にfitさせた.A層の水の拡散係数値Da4まKimmchet all. ( 1993)勺による債を採用した.

拡散時間企の変化に対してDaは常に一定， pop叫出onも一定.バルクの水の拡散係数値Dbのみ変化させ

て企が19msから259msまでのNMRの測定値をシュミレーションすることができた.拡散時聞が19msの

場合においては，シュミレーションに用いたパラメータはDa=1.2x10-
6畑、，Db=2.2xlO-

s
cm

2
Is，Pa=O.26 

である.拡散時間が.209msの場合には用いたパラメータはDIl=1.2xlO-6cm2Is，Db=7.3xl0-6cm2Is， Pa=O.26 

である.

シュミレーションの結果得られたDbの時間変化についてobstructionmo剖による解析をおこなった.

obs闘はionmo似のRandomwalk simu1ationによる解析の詳細は別報によった'2) 本報ではそのうち二つ

の結果を用いた.一つは拡散係数値の時間依存性のマスターカーブである.もう一つはobs闘は:ion

mo耐における開孔比gと，解析解としてもとめた拡散時聞が十分長いところにおけるinfinit咋拡散係

数値(定常備)との関係である.マスターカーブにfittingさせた結果obstacleのcel1サイズは25.6μm，

freeな拡散係数値は2.ox 1 0-scm
2
/s，infiniteな拡散係数値は4.3xlO-

6
cm

2
/sとなった.

infiniteな拡散係数値はfreeな拡散係数値の約0.22になった.この結果よりobstru出 onmodelにおける開

孔比はg=O.21となった.

WIIter ditTusion in smlUl b飽食suspension

粒径16μmのガラスピース・を充填した試験管内の水について同様の実験を試みた粒径80μmの場合と

明らかに異なる結果そ示した.拡散時間は19msから209msまで変化させたが，拡散時間の変化に対す

るエコーシグナルの減衰は，ほほ一つの曲線を示した.この結果を粒径80μmの場合と同様に2成分系

obs回 ctionm時 lで解釈してみると粒径16仰のピーズを用いた場合はバルクな水のtr盟国.entなob町 uction

d闘はほとんど観測されなかったことになる.すなわち本実験の拡散時間内でバルクの水の拡散に対

するビーズによるobs回 ctioneff，闘が定常状態に達していると考えられる.ビーズと相互作用するB層の

厚みは粒径によらず一定と考えられるのでAJ曹の水の拡散係数値は粒径80μmのピーズを用いた場合と

等しい.一方粒径が小さい方が大きい方に比べ粒子表函積が大きくなるのでA層の水のpopulation(体

積分率)が大きくなると考えられる.以上の仮定を踏まえてシュミレ ションを行った結果，得られ

たパラメータはDa=1.2x10-6cm2/s，Db=1.1x10-
S
cm

2
/s，伊.=0.40であった.

* 1 )R. Kimmich et aJ. App1. Magn. Reson.4， 425-4咽(1993)ー

勺)Y.Gomi，T.Mihori， I.T，田shimaand H. W:嗣 nabe，Engineeri棺 & Food at ICEF7(R.Jowitt，叫)，

A53(1997)ー

-230 



P60 化学シフトにおける相対性効果

(北見工大) 0馬場雄久・福井洋之

Relativitic E町'ectson Nuclear Magnetic Shieldings. 

Kitarni Institute of Technology 
o T. Baba， H.Fukui 

A Schrodinger-Pauli type two-component perturbation theory has been presented 

for the relativistic effect calculation of nuclear magnetic shieldings. The expression for 

the relativistic nuclear magnetic shieldings are der甘edfrom the use of Douglasl-Kroll 

transformation of the no-pair equation for a molecule which bears a nuclear magnetic 

dipolar moment， and which is placed in an external magnetic field. The exact form 

of the relativistic kinetic energy is included in七heeigenvalue equation which is solved 

variationally. We calculated the relativistic mass correction effect on the nuclear magnetic 

shieldings in the four hydrogen halide molecules， HF， HCl， HBr， and HI， at the coupled 

Hartree-Fock (CHF) level. It was shown that the mass correction effect increases the 

nuclear magnetic shieldings of the halogen nuclei. The increments in the shielding are 

proportional to about third power of the atomic numbers. This increase in the shielding 

means that the mass correction effect tends to concentrate the electrons in a molecule to 

the vicinity of the heavy nuclei. 

The results for our relativistic and nonrelativistic calculations for the magnetic 

shielding constants are presented in Table 1 and Figure 1. 
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ln(σ22- 吋~la) = -20.74 + 3.49 1n Z 
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Figure 1. Linear plotting of ln (0::誌-d.t~ふrela.) VS. ln Z for the isotropic shielding constants 

ofthe halogen nuclei in hydrogen halides. Z is the atomic number ofthe halogen atom. Gauge 

origins are placed at the halogen nuclei. 

Keyword: Relativistic effect， Chemical Shift， Coupled Hartree-Fod王
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TABLE 1. Relativistic and no町 elativisticnuclear magnetic shieldings (in ppm) in hydro-

en halides. 

Molecule Basis set Gauge Origin Nonrela. Rela. Rela. -N onrela. 

HF (13s8p3dj7s2p) F σ d 
よ 482.4 485.9 3.5 

σ P 
よ

-106.5 -108.4 -1.9 

σム 375.9 377.5 1.6 

σ11 481.9 485.5 3.5 

σiso 411.3 413.5 2.3 

H σ d 
よ 467.1 470.6 3.5 

σ P 
よ

-77.7 -79.4 -1.7 

σょ 389.4 391.2 1.8 

σ11 481.9 485.5 3.5 

σiso 420.3 422.6 2.4 

HCl (15s12p6dj7 s2p) Cl σ d 
上 1151.4 1179.5 28.1 

σ p 
上 -307.5 -321.4 -14.0 

σ上 843.9 858.0 14.1 

σ11 1149.1 1177.2 28.1 

σiso 945.6 964.4 18.8 

H σ d 
上 1140.4 1168.5 28.2 

σ p 
よ

-279.2 -292.2 -12.9 

σi 861.1 876.4 15.2 

σ11 1149.1 1177.2 28.1 

σiso 957.1 976.6 19.5 

HBr (17s13p8d4fj7s2p) Br σ d 
上 3129.2 3465.2 336.0 

σ P 
上

-765.8 -943.7 -178.0 

σょ 2363.5 2521.5 158.0 

σ11 3126.2 3462.3 336.1 

σiso 2617.7 2835.1 217.4 

H σ d 
よ 3119.3 3456.0 336.7 

σ P 
上 -687.2 -864.7 -177.5 

σ上 2432.2 2591.4 159.2 

σ11 3126.2 3462.3 336.1 

σ1S0 2663.5 2881.7 218.2 

HI (19s15p10d6万7s2p) σ d 
上 5508.0 7478.0 1969.9 

σ P 
よ

-1469.5 -2674.2 -1204.7 

σょ 4038.5 4803.8 765.3 

σ11 5504.6 7474.9 1970.3 

σiso 4527.2 5694.1 1166.9 

H σ d 
上 5499.3 7471.8 1972.4 

σ P 
よ

-1438.7 2613.0 -1174.3 

σょ 4060.6 4858.8 798.1 

σ11 5504.6 7474.9 1970.3 

σiso 4542.0 5730.8 1188.8 
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P61 2次元NMRによる DNA-C-1027ク口モフォア複合体

の構造解析

(京大化研)0奥野恭史、杉浦幸雄

(サントリー生有研)岩下孝

(大鵬薬品製薬セ)大谷敏夫

Interaction of C-I027 Chromophore with d(TGCCATC)/d(GATGGCA): 

A Binding Model Based on NMR Experiments 

Yasushi Okuno，t Takashi Iwashita，* Toshio Otani，g and Yukio Sugiura*t 

tInstitute for Chernical Research， Kyoto University 

*Suntory Institute for Bioorganic Research 

gTokushima Research Center， Taiho Pharmaceutical Co.， Ltd. 

C-l 027， a new macromolecular antitumor antibiotic， is believed to exeロitsbiological actions 

through the induction of cellular DNA cleavage. The identified C-1027 chromophore comprises 

9-membered enediyne， benzoxazolinate， macrocyclic 16-membered ring， and aminosugar 

moieties. The chromophore of C-I027 also induces sequence-specific double-strand DNA 

cleavage. Here， interaction between its cycloaromatized analog (Chr) and DNA oligomer 

d(T1G2C3C4A5T6C7){d(GsA9Tl0GllGI2C13AI4) has been deterrnined by 2D-NMR 

experiments. The NMR evidences clearly indicate intercalative and minor-groove bindings of 

benzoxazolinate and arninosugar moieties， respectively. The intermolecular NOE cross peaks 

also predict that Chr-H6 is closely situated in A5-H5'. The above-mentioned study presents the 

structural insight into the basis of C-1027 chromophore binding to DNA oligomer. 

(序)ι1027は放線菌StreptomycesglobisporusC-l 027の培養漉液より単離された薬

物で、グラム陽性菌に対して抗菌活性があり、癌細胞に対して強力な細胞毒性がみ

られる抗腫傷性抗生物質である。その構造は、分子量約 1万のアボタンパクとクロ

モフォアと呼ばれるエンジイン型低分子化合物から構成され、このクロモフォアに

よるDNA切断が抗腫傷作用に大きな役割をはたしていることが知られている。

C-I027クロモフォアの作用機構は、他のエンジイン系抗生物質問様、エンジイン環

のパーグマン反応により発生した1，4-デヒドロベンゼンピラジカルが、 DNAの水素を

引き抜き切断するというものである(Fig.l)。ここで特筆すべき点は、ネオカルチノス

タチンなどの従来のエンジイン系化合物のDNA切断には還元剤が必要であるのに対

し、 C-I027では還元剤非存在下においてもDNA切断が起こることである。

(キーワード) C-I027、エンジイン、 DNA、2次元NMR、分子認識

おくのやすし、すぎうらゆきお、いわしたたかし、おおたにとしお

qo 

今
ベ

Uつω



そこで今回演者らは、 2次元NMR法に基づいて、 C-I027クロモフォアとDNAとの

相互作用を解析し、クロモフォアによるDNA切断の分子レベルでの解明を行った。

(実験) NMR実験は、 BrukerDMX-750および、 JEOLLambda-600を用いて測定し

た。測定試料として、 C-I027クロモフォアは還元剤非存在下でもバーグマン反応が

進み不安定であるので、芳香環化されたクロモフォア(Fig.2)を使用し、 DNAオリゴ

マーには d(TGCCATC)/d(GATGGCA) を用いた(Fig.3)o 1 . 1 _DNA -クロモフォア

複合体の形成は、 l次元定量測定を行うことにより、 DNA-イミノプロトンの化学シ

フト変化から確認し、この複合体試料、 1.5mM溶液 (HzO及び、020、pH7.0)を、 288-

298Kで測定したo 2次元測定には、 lH-NOESY、DQF-COSY、およびTOCSYを用い、

得られた種々の 2次元チャートからDNA-クロモフォア複合体のlH_スベクトル帰属

を行った。そしてNOESYスベクトルのDNA-クロモフォア分子間NOEsピークから、

2分子聞の相互作用を解析した。

(Fig.l) Activation Mechanism 
of C-I027 Chromophore 

5' -T1 G2 C3 C4 A5 T6 C7・3'
3' -A14C13G12G11T10A9 Ga・5'
(Fig. 3) DNA Oligomer 

(Fig.2) Structure and 
Chemical Shift Changes (8bound-8free) 
of C-I027 Chromophore 

(結果及び考察) C-I027クロモフォアのベンゾキサジン環部分のH8"，H6"および

OMeと、 G12のHl'，2"，3¥およびGllのHl'，2"との聞の分子間NOEピークがみられ

たこと、さらに、 Gll，G12のイミノプロトンやクロモフォアのベンゾキサジン環部

分のlHが複合体形成により、高磁場シフトしたこと(Fig.3)から、 C-I027クロモフォ

アのベンゾキサジン環部分はDNAの(C3・G12)ー(C4・Gll)間でインターカレートして

いることが明らかとなった。また、アミノ糖部分はDNA糖鎖の 1'，2"，4'のlHとの

NOEsが見られたため、マイナーグループ側からDNAに結合していることが明らかに

なった。さらに、 C-I027クロモフォアの 61:立のlHとDNAのlHとのNOEsピークの存

在によって、クロモフォアー 6位のラジカルはDNAのA5-5'位から、水素を引き抜い

ていることが示唆され、これはゲル電気泳動法を用いたDNA切断実験の結果と一致

した。一方、クロモフォア幽 3位のlHとDNAとの分子間NOEsは観測されなかったが、

これについては、モデリングの際に予測する予定である。

現在は、 DNA-クロモフォア複合体の分子内NOEsや分子間NOEsのピーク強度から

距離情報を得て、それに基づく、立体構造の計算に着手している。

(参考) Y.Okuno， T.Iwashita， T.Otani and Y.Sugiura，よ Am.Chem. Soc.， 118，4729. 
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P62 Structural Peculiarity of Compounds With Intramolecular 
Hydrogen Bonding 

(阪大・薬)0 Alexander Vashchenko， (阪大・遺伝情報)高木達也，

(阪大・医)Andrei Afonin ，藤原英明

Structural Peculiarity of Compounds With Intramolecular 

Hydrogen Bonding 

OAlexander Vashchenko，1 Tatsuya Takagi，2 Andrei Afonin，3 and 

Hideaki Fujiwara
3 

Faculty ofPharmaceutical Sciences，1 Genome Information Research Center，2 Faculty of 
Medicine，3 Osaka University， Yamadaoka， Suita 565. 

Abstract: An αb initio DFT calculation of 2-vinyloxy-and 2-vinylthiopyridine is presented. 

The calculation ofN恥1Rshielding tensors was carried out by Gauge Independent Atomic Or-

bital (GIAO) method. Some theoretical evidence ofintramolecular hydrogen bonding in these 
compounds is discussed 

1. Introduction. 
Modern multipulse N恥1Rspectroscopy has proven to be a powerful technique for solution 

of many types of problems in chemistry and biochemistry. However， the problem of correct 
signal assignment as well as the understanding of the relationship between the chemical shi丘
and molecular structure can be quite difficult. Ab initio calculations are now becoming afford-

able and accurate enough to be useful in the solution of many problems. To obtain insight into 
all kinds of molecular properties for which experimental data are not amenable the methods of 

quantum chemistry is most suitable. A comparison of the experimental and theoretical data can 
be very useful in making correct assignments and understanding the basic chemical shi食・

structure relationships. 
Calculations of magnetic shielding tensors have been performed by different methods and 

at various theoretical levels. Semiempirical methods1 provide a correct qualitative understand-

ing but are not accurate quantitatively. Almost all ab initio results are at the SCF level， and are 

based on the coupled Hartree-Fock perturbation theory.2 A common di伍cultyin the calcula-

tion of magnetic properties is that the usual wave functions do not guarantee gauge invari-

ance，3 i.e. the results may depend on position of the atoms in the Cartesian frame. Ditchfield 

was the first who implemented gauge invariant atomic orbital (GIAO) method for magnetic 

shielding calculation.4 Following Ditchfield's work， the GIAO method has been also imple-

mented by Ribas Prado et al.5 and by Fukui et al.6 Friedrich et al.7 were the first to combine the 

GIAO method with density functional theory (DFT). We chose the GIAO method since it is 

known to yield very accurate results.8 

2. Results and Discussion. 

It has been established by spectral and crystallographic data that polar C咽 Hgroups can 

Keywords:αb initio calculatiol1， del1sity fWlctiol1al th巴ory，hydrogel1 bOl1ds， chemical shift calculatiol1 

0アレキサンダーヴァシェンコ、たかぎたつや、アンドレイエイホニン、ふじわらひであき
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form the weak hydrogen bonds with heteroatom. The nonbonded interaction of this type be-
tween different pa此sof the same molecule is ordinary cited as intramolecular hydrogen bond-
ing interaction. There were investigated some of pyridine molecules with anomalous chemical 
shift ofHx proton. Possible explanation ofthis phenomena is presented 

There are three possible conformations of the 2・vinyloxy-(2・VOP)and 2-vinylthio pyri-
dine (2-VTP) as shown in Figure 1. The A and B forms of these molecules are planar. Struc-

ture C is non-planar. The angle (j> takes values 230 and 180， andゆtakes250and 360 in 2・

VOP and 2・VTP，respectively. In planar conformations short distance between nitrogen atom 
and hydrogen atom of vinyl group is observed. In A form the distance N.. .Hx is 2.29A (2・

VOP) and 2.31A (2・VTP)and N…HB distance in form B is 2.32A (2・VOP)and 2.31A (2・

VTP). In all these cases the distance between nitrogen and hydrogen atoms is smaller than the 
sum of their van der Waals radii (::，;2.5A). A1so the low field chemical shift is observed for Hx 
proton in conformer A when ca!culations are compared between the three conformers A，B， 
and C. This is also the case for HB proton in conformer B when ca!culations are compared 
between three conformers. Therefore， that the short distances ca!culated between N and H 
atoms are indicative of the presence of intramolecular hydrogen bonding. The calculation of 
this nitrogen chemical shift is also very characteristic of the hydrogen bonding. That is， the cal-
culated shift changes from low field to high field in the order of C<B<A in Tables 2 and 3. A1-
so the amount of change is smaller for 2-VTP than that for 2-VOP. A11 these tendencies are 
interpreted to show that nitrogen chemical shift changes to high field when it is engaged in 
stronger hydrogen bonding. This high field change was observed experimentally in our previ-
ous report.9 

X
 

U
H
 

HA 
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H
 

A
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H
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Figure 1. Three possible conformations of2・vinyloxy-and 2・vinylthiopyridines

The experimental NMR data of2-vinyloxy-and 2・viny1thiopyridineare presented in Table 
1 together with those oftheir 3-substituent analogues. The chemical shift ofHx proton in 

Table 1. The 'H and 13C N恥低ParametersofPyridines Obtained from Experiment 

Compounds ~'!1 J 1Hz 
HA HB Hx Cα Cp 'JcsHA 'JcsHB 'JcαHX 

2-VOP 4.49 4.87 7.55 144.17 95.21 162.1 157.9 188.3 

3-VOP 4.51 4.81 6.62 147.48 96.72 162.5 158.5 184.1 

2-VTP 5.49 5.56 7.11 128.17 116.33 162.3 159.1 178.7 

3-VTP 5.43 5.37 6.50 130.42 117.07 162.2 159.6 174.9 
一 一 一 一 一 一 一
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2・VOPand 2・VTPis shifted to lower field compared to the corresponding 3-substitueted pyri-

dines. The indirect coupling constant 1JcαHX in these compounds is increased considerably， 

compared to that in the 3・analogue.

To look deeper into the nature of these anomaly from the theoretical view point we 

provided investigation of quantum chemical characteristics of these compounds. An ab initio 

calculation were carried out by GAUSSIAN 94 in D95++(D，P) basis set at B3L YP level of 

density functional theory (DFT). The calculation of magnetic shielding tensors (MST) was 

performed by GIAO method. In the Tables 2 and 3 the quantum chemical characteristics of 2・

VOP and 2・VTP，respectively，are presented 

Table 2. Charge distributions and GIAO Magnetic Shielding Tensors in 2-VOP. 

~o~ 
Hs C 

Charge MST/ppm Charge MST/ppm Charge MST/ppm 

N -0.196513 -25.9458 -0.177092 -38.0022 -0.l92752 -50.5568 
C2 -0.291796 22.4828 -0.247670 19.3162 -0.043446 19.9580 
C3 0.612949 75.2430 0.500694 73.3967 ー0.293805 80.0438 
C4 -0.424618 49.3446 -0.506834 50.5678 0.159297 49.3536 
Cs 0.010803 70.5542 0.058705 70.6628 -0.355308 69.9094 
C6 -0.286212 38.6000 -0.290648 38.5881 -0.028975 35.9520 。 -0.276260 131.2765 -0.228737 136.0866 -0.162784 120.3567 
C12 0.002177 42.1650 -0.030960 40.2745 -0.079965 39.3044 
C13 -0.511270 94.3620 幽0.422230 87.3652 -0.298886 90.7679 
Hx 0.240272 22.7020 0.176192 24.7604 0.174915 24.7571 
HB 0.181409 26.5278 0.237050 24.7128 0.l96842 26.2600 
HA 0.l66965 27.0540 0.170891 26.7661 0.165283 26.8970 

Table 3. Charge distributions and GIAO Magnetic Shielding Tensors in 2・VTP.

OL「
Hs C 

Charge MST/ppm Charge MST/ppm Charge MST/ppm 

N 0.023533 帽57.0607 -0.012187 -65.1778 0.019395 -73.5413 

C2 -0.059621 21.8927 0.145502 16.3006 0.122435 16.5687 

C3 0.006347 65.9743 ー0.436959 65.5428 -0.451540 68.4456 

C4 -0.291315 52.7675 -0.088334 54.0215 -0.124957 52.5621 

Cs 0.066273 69.5322 -0.108154 69.4906 -0.183963 69.5256 

C6 
幽0.171469 35.9862 -0.001957 38.3876 圃0.008035 36.1650 
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Table 3 (continued). Charge distributions and GIAO Magnetic Shielding Tensors in 2・VTP

Charge MST/ppm Charge 恥1ST/ppm Charge MST/ppm 

S -0.481145 378.9448 -0.534361 391.8559 -0.299137 367.1601 

CJ2 0.081627 51.9992 0.046179 56.3385 0.010095 50.2380 

C13 -0.595396 79.4191 -0.354897 71.2620 -0.452603 68.8086 

Hx 0.306128 23.1003 0.192839 25.2034 0.233540 24.6710 

HB 0.185781 26.0073 0.228676 23.7428 0.219587 25.5717 

HA 0.184052 26.0925 0.171290 25.7803 。‘176199 25.8919 

In both cases of 2・VOP(Table 2) and 2・VTP(Table 3) nitrogen atom chemical shift of A 
moved to the high field and Hx proton chemical shift to the low field when compared with tho-
se ofB and C. In N恥1Rexperiments Hx proton of 2・VOPis observed at the lower field com-
pared to that of 2-VTP. The calculation of shielding tensors gave the result agreeable to this 
observation. The interaction between atoms has attractive character， which predominate over 
the repulsive forces which occurs owing to nucleus-nucleus interaction. Attractive nature of 
the intramolecular hydrogen bonding stabilizes planar conformation of the 2-pyridines. The 
lower field shift of Hx proton in 2・VOPcompared to 2・VTPis possibly explained by redis-
tribution of the charges in the ring. In 2・VTPnucleus-nucleus interaction has repulsive char-
acter because of the positive charges on atoms N and Hx (0.0235 and 0.3061， respectively) 
whereas in 2-VOP it is attractive (-0.1965 and 0.2403) 

Table 4. NMR 15N Chemical shifts9 ofR・O-CH=CH2

δN/ppm 267.7 251.1 312.2 304.1 

R 〔:ス α::エな〉 平;〉
山一

d ぱλdx
Experimental NMR data of 15N chemical shift are in a good agreement with calculated one. In 
all compounds (Table 4) where vinyloxyl group is c10se to the nitrogen atom and hydrogen 
bonding is realized the high field shift of nitrogen atom is observed. The calculation by GIAO 
method gave increasing magnetic shielding tensor of 2・VOPand 2・VTP(Tables 2 and 3)， i.e. 
the chemical shi食 ofnitrogen atom shifts to the high field in A form compared to B and C 
form， suggesting a decreasing of strength of the hydrogen bonding in this order. 
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P63 NMR分光法によるアルカリ金属臭化物水溶液中における水分子の

スピンー格子緩和速度におよぼす濃度・温度効果

(立命館大理工1・創価大工2)0文野 浩一1、清水昭夫2、谷口 吉弘1

Concentration and Temperature Effects on the Spin-Lattice Relaxation Rates of D20 

Molecule in Alkali Bromide Aqueous Solutions Studied by NMR Spectroscopy 

1Faculty of Science and Engineering， Ritsumeikan University， Kusatsu， Shiga 525-77 

2Faculty of Engineering， Soka University， Hachioji， Tokyo 192 

Koichi， Fu四ino1;Akio Shimizu2; Yoshihiro Taniguchi1 

The spin-lattice relaxation times (T1) of D and 170 nuclei of heavy water (D20) 

molecules for Li+， Na+， K+ and Cs+ in alkali bromide dilute aqueous solutions were 

measured in the range of 5-500C by means of NMR. The spin-lattice relaxation rates 

(R1=1/T1) varied linearly with the concentration up to 1 molkg-1 at a given tem-

perature. 

The D and 170 rotational correlation times of coordinated D20 molecules for 

these cations were d巴termined.The ratio of rotational correlation times was prac-

tically independent of temperature， and the rotational anisotropies of the coordi-

nated D20 molecules were almost temperature-independ巴nt.

1.はじめに 最近のNMR分光法の発展によって、溶液中のイオンまたは水分子の回転運

動に関して 1molkg-1以下の低濃度領域において精度のよい測定が可能になり、この謹度領

域における研究は、一連のアニオンおよび水分子について行われている。我々は250Cにおい

てアルカリ金属臭化物水諮液中における水分子の D核と 170核のスピン一格子緩和速度(

RJ)を測定し、 アルカリ金属イオンに配位される水分子の回転運動に異方性が生じること

を見いだした 1)。水の構造は温度によって顕著に変化するので、この水分子の回転運動の温

度依存性を研究することによって、電解質水溶液の構造とイオンー水間相互作用による水和

に関する知見が得られ、水和水の動的構造が解明されるものと思われる。本研究においては、

アルカリ金属臭化物水溶液中における水分子の D核と 17 0核の R1 を 5~500Cの温度範囲で測

定し、アルカリ金属イオンに配位した水分子の動的挙動について考察する。

2. 実験方法 測定は JEOLJNM-GX 270 FT-NMR (基準磁場:6.34 T、基準振動数 D:41.5 

MHz、170: 36.6 MHz)を用いて行われた。スピン一格子緩和時間(T1)は Inversion-

Recovery (180。一τ-900)法によって測定した。測定温度はエアコンプレッサーおよび液体

窒素によって、 5，10，15，20，25，30，40，50(土0.1)oCに保たれた。 T1の測定精度は土 1%

であった。測定振動数は、 D: 2701.2 Hz、170:30120.5 MHzであった。またDおよび170

核の測定においては optical-lock方式を用いた。

3. 結果および考察 Fig. 1に臭化リチウム水溶液における D20分子の170核のRJ/R10

(R 1 0は純水における R1)と溶液濃度mとの関係を示す。 RdR1。はmと直線関係にあり、

NMR分光法，アルカリ金属臭化物水溶液，スピンー格子緩和速度，回転相関時間

ふみのこういち， しみずあきお，たにぐちよしひろ
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(1)式によって与えられる。(この傾向はD核に

ついてもまた他のアルカリ金属臭化物水溶液の場

合も同様であった。)

RdR10=1+Bx.m (x: D、170) (1) 

Bxの値は個々のイオンからの寄与に分けることが

できるので、 (2)式が成立する。

Bx=Bx++Bx- (2) 

(2)式で得られたBx +から、 IBD+I>IBo+1である

ので、 Li+およびNa+の構造形成効果およびK+およ

びCs+の構造破壊効果は、 D核の回転運動に一層反

映されるものと思われる。

また、 R1の値は(3)式として表される。

1.1 0~ D2~ 

日

ι~-E

，Z町、
L
D
 

ハ
U

ハUハU1
 

ml molkg" 

fig..1 Plols of the relative "0 relaKation rates RI/R¥・
。ra D~ 0回 leculeInl.l8rsolulions 

0: 50"C，口 40"C.0: 30て.6..:25で.

企 20"C.・ :15・C，・:10で，・ 6・r

R1= (l-x+-x-) R10+x+Rい+X-R1 (3) 

ここで、 R1+およびR1ーはカチオンおよびアニオンに配位した水分子の R1、x+ニ n+'m/50.0、

n+はイオンの配位数である。 (3)式および Bx+(K+)=Bx-(Cl-)により、 (4)式が得られる。

( R 1 +) Bx+ = {)~lo< x -1} ・_n_ー( R 1 0) X .L. J 50.0 (4) 

D核および170核は四極子相互作用によって緩和されるので、極度尖鋭化条件下では(5)式が

成立する。

R1 ずも I21;:21) (斗♀ー)2'(1+ギ)τ (5) 

(5)式から得られたアルカリ金属イオンに配位

した D20分子の170核の回転相関時間 τと温

度との関係を Fig.2に示す。これによると、

一般に名温度において以下の関係が認められた。

L i + > Na + > D 2 0 > K + > Cs + 

この傾向はD核についても同様であった。

さらに、 D核と 170核の回転相関時間の比の

値は各温度においてほとんど一定で、アルカリ

金属イオンに依存しており、以下の関係が認め

られた。

Li+ >Na+ > D20 > K+ >Cs+ 

参考文献

1) A. Shimizu and Y. Taniguchi， Bull. Chem. 

Soc. Jpn.， 63， 1572 (1990). 
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P64 ナトリウムチャンネルブロッカージブカインとナトリウム

チャンネルの不活性化ゲートペプチドとの相互作用

(京大薬)0黒田義弘、石川順也、田中陽子、田中一二三、

大高章、藤井信孝、中川照員

Interact“ions between Na+-cl品lan凹mel blocker dibucaine and N a + 

inactivation gat旬epeptides as studied by lH-NMR spectroscopy 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University， Kyoto， 606・01

OYos}曲 iroKuroda， Junya Ishikawa， Yoko Tanaka， Kazufumi Tanaka， 

Akira Otaka， Nobutaka Fuju， Terumichi Nakagawa 

Thl'ee hydrophobic amino acid residues (isoleucine-phenylalanine-methionine， 

IFM) in the intracellular linker between domains 1lI and N of the Na+-channel 

α-subunit are known to work as inactivation particles for occluding the 

intracellular mouth of the cllannel pore in the fast inactivation process. The 

Na+-channel blocker dibucaine prolongs the inactivated state and thus is 

expected， more or less， to interact with the intracellular linker. Presently， we 

have synthesized the企agmentpeptide which includes the IFM residues 

(GGQDIEM.TEEQK) and some related peptides which are mutated at the acidic 
amino acid residues (D， E) into the corresponding neutral amino acid residues 

(N， Q) and investigated the interactions with dibucaine in sonicated 

phosphatidylserine (PS) liposome solutions by lH-NMR spectroscopy. 

【緒言】

Na+チャンネルαサブユニットのドメインEのセグメント 6(IIIS6)とドメイン IV

のセグメント 1σVS1)を結ぶリンカ一部分(llI-Nli此 er)は、不活性化ゲートと

して機能することが知られている。llI-Nlinker中の三つの疎水性アミノ酸 IFM

(lle， Phe， Met)は、疎水性相互作用により Na+チャンネルのイオン透過孔を塞い

でNa+イオンの細胞内への流入を抑制し、特に Pheがその重要な役割を担う。本研

究では IFMを含むペプチド MP・1A(Fig.1， rat brain ITA， Gly1484・Lys1495)を合

成し、疎水性環境を模倣する系として TFE中での二次構造および Na+チャンネル

ブロッカージプカインσig.2)との相互作用をIH-NMRを用いて検討した。また、

Phe・1489をGlnに置換したペプチド MP-2Aσ1489Q)および、約 50残基からな

るllI-Nlinkerの中で IFMの前後にしか酸性アミノ酸が存在しないことに着目し、

置換ペプチド MP-1QEA但1492Q)，MP-1EQA但1493Q)，MP・1QQA但E1492

ナトリウムチャンネル、不活性化ゲート、ジブカイン、静電相互作用、 NMR

。くろだよしひろ、いしかわじゅんや、たなかようこ、たなかかずふみ、

おおたかあきら、ふじいのぶたか、なかがわてるみち

241 



-1493QQ)， MP・1NAの1487N)，MP-1NQQA(D1487N， EE1492・1493QQ)を合成し

て (Fig.1)リン酸緩衝液中およびPSリポソーム溶液中におけるジブカインとの相

互作用を lH-NMRを用いて検討した。

【実験】

( 1) IIT-IVlinker中の IFMを含む各種のペプチド (Fig.1)はF-moc回相法にて

合成し、 ODSカラム逆相 HPLCにて精製し、大気圧イオン化法マススベクトルに

て分子量の確認を行った。

(2) TFE(CF3・CD2・OH)に 3mMのMP・1Aおよび 15mMのジブカインを溶解さ

せ、 1次元、 2次元 lH-NMRスペクトルの測定を BrukerAM・600にて行った。

(3) 310mOsmリン酸緩衝液(pH=7.0，H201D20=9/1)あるいは重水中で超音波処

理した 15mMPS(phosphatidylserine)リボソーム溶液に 3mMジブカインおよび

ペプチド 3mMを溶解させ、 1次元 lH・NMRスペクトルの測定を BrukerAM・600

にて行った。

Fig.l) Amino acid sequences of the synthesized peptides 

MP-IA 

Ac-Gly-Gly-Gln-Asp-lle-Phe・Met-Thr-Glu・Glu-Gln-Lys-NH2

MP-2A 

Ac-Gly-Gly-Gln-Asp-lle-Q且ーMet-切lr-Glu-Glu・Gln-Lys・NH2

MP・lQEA

Ac-Gly-Gly-Gln -Asp-lle-Phe・Met-Thr-Qln-Glu・Gln-Lys・NH2

MP-IEQA 

Ac-Gly-Gly-Gln -Asp-lle-Phe・Met-唄lr-Glu-Gln-Gln-Lys-NH2 
MP・lQQA

Ac-Gly-Gly-Gln-Asp-lle-Phe-Met・司lr-昌弘二品旦ーGln-Lys-NH2

MP-INA 

Ac-Gly・Gly-Gln-~-lle-Phe-Met羽lr-Glu-Glu-Gln-Lys・NH2

MP・lNQQA

Ac-Gly-Gly-Gln-担且-Ile-Phe-Met-Thr司盟主旦U-Gln-Lys-NH2

【結果と考察〕

Fig. 2) Chemical structure of dibucaine 

d c b.  

5 ç側HCH~HzN(CHzCH3)2 . HCI 
， ...... 炉、i 、、s

[ [ 11 h 11 t ・
7守、ハωH~附HzCHa

TFE中での MP・lAの2次元 lH-NMRスペクトルの解析より、疎水性環境下での

MP-1Aはジブカインの有無に関わらず大部分がαヘリックス構造をとることが分

かった。 CDスペクトルからもこれを支持する結果を得た。さらに、 MP・1A中に存

在する 3つの酸性アミノ酸それぞれについて、側鎖末端のカルボキシル基に最も近

いCH2プロトンの化学シフトのジブカイン添加による変化を見ると、Glu1492のγ

CH2が際だつて高磁場シフトした (Fig.3) ことから、この残基のカルボキシル基

とジブカインの三級アミンが静電相互作用していると考えられる。

リン酸緩衝液において、 MP・1AおよびMP・2Aは共にジブカインのキノリン環のプ

ロトンを高磁場シフトさせるが、 MP・1Aを添加した場合のキノリン環プロトンの

シフトがより高磁場側に変化した。この結果は、 MP-1AのPheのベンゼン環とジ

ブカインのキノリン環がπ・πスタッキング相互作用をすることによる環電流効果

の影響によるものと考えられる。PSリポソーム溶液中のジブカインにペプチドを加

えた場合、ジブカインのキノリン環は MP-IAの場合は高磁場側に、 MP・2Aの場
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合は低磁場側に変化した(Fig.4)。シフト変化の度合いは、リン酸緩衝液中の場合

に比べ 5~10 倍程度大きい。この結果はジブカインが PS 膜の極性基部分に結合す

ることにより膜表面仁近寄ったペプチドの Phe1489とのπ.πスタッキング相互作

用が増強していることを示している。MP・lEQAとMP・lQEAについて同様のシフ

ト変化を見ると、 MP・lEQAはMP-IAの場合よりも 2倍程度より大きくキノリン

環プロトンを高磁場シフトさせ、 MP・lQEAはMP-IAと同程度に高磁場シフトさ

せた。このことは、Glu1492がGlu1493よりもジプカインの三級アミンと相互作

用しやすい事を示しており、先の TFEでの結果を支持している。

【結論】

ジプカインは、 Na+チャンネルのE・N linkerにおける Phe1489とπ.πスタッキ

ング相互作用をし、三級アミン部分は Glu1492の持つ負電荷と静電相互作用をして

Na+チャンネルの不活性化状態を安定化させていると考えられる (Fig.5)。

Fig. 3) Changes in chemical shifts of MP-1A as a result of the interaction with dibucaine 
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Fig. 4 ) Changes in chemical shifts of dibucaine as a result of the interaction with MP-1 A and MP-2A 
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P65 ナトリウムチャンネル不活性化ゲートペプチドの溶液構造

および局所麻酔薬ジブカインとの相互作用

(京大薬)黒田義弘、 O松本大、守田理恵、那須裕郷、

藤井信孝、中川照員

Solution structures ofthe inactivation gate peptide of sodium channel 

and interaction between the peptide and local anesthetic dibucaine 

Graduate School of Pharmaceutial Sciences， Kyoto University 

Yoshihiro Kuroda， 0 Masaru Matsumoto， Rie Morita， Hirosato Nasu， 

Nobutaka Fuju and Terumichi Nakagawa 

Sodium ion ( Na+ ) channels， which initiate the action potentials in 

electrically excitable cells， are the molecular targets oflocal anesthetic drugs. 

lnactivation of sodium channels terminates the回 diumchannel current 

responsible for initiation of action potentials. The local anesthetic drugs 

stabilize the inactivated state and block the inward sodium current. 

Also， it has been reported that a hydrophobic sequence ( Ile-Phe-Met )， 

located in the inactivation gate segment connecting homologous domains ill 

and N of the sodium channel ( ill-N linker)，お requiredfor fast inactivation. 

Taking thお criticalreport into consideration， we synthesized peptides which 

correspond初出eregion of the ill-N linker ofthe channel. The purpose ofthis 

study is to explore the secondary structure of this region and the structural 

binding site of local anesthetic drugs. 

【序論】

電気的興奮性細胞において活動電位を引き起こす Na+チャンネルは、局所麻酔

薬分子のターゲットとされている。現在のところ、不活性化状態にある Na+チャ

ンネルに対して細胞の内側から局所麻酔薬が作用し Na+イオンの流入を抑制する

ことにより、伝導を阻害すると考えられているが、その分子レベルでの作用機序

については未だ明らかにされていない。

電位依存性 Na+チャンネルは、活動電位発生時、脱分極を引き起こし、その際

のNa+イオンの流入は不活性化によって終了する。 Na+チャンネルの不活性化機

キーワード:ナトリウムチャンネル、不活性化ゲート、ジブカイン、

溶液構造、 NMR

くろだよしひろ、 Oまつもとまさる、もりたりえ、なすひろさと、

ふじいのぶたか、なかがわてるみち
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構に関して、 αサブユニットのドメイン皿とドメインNの聞のリンカ一部分 (III

-Nリンカー)が不活性化ゲートとして機能し、その中の疎水性アミノ酸Ile-

Phe-Metが Na+イオンの通過する孔をブロックすることにより、ゲートが閉じ

て不活性化が起こると報告されている (1992年)。また Tangらは、この不活

性化状態において、 ドメインNのセグメント 4 (S4) とセグメント 5 (S5)の聞

のリンカ一部分が、不活性化ゲートである皿-Nリンカーのレセプターの一部と

なりうると報告した (1996年)。彼らは、この結合において、疎水性相互作用

が重要な役割を果たしていると考えている。

これらの背景をもとに、我々は皿 -Nリンカー領域に対応するペプチドを

Fmoc回相法により合成し、その溶液構造について検討した。今回はその溶媒と

して、 Phosphatebuffer、Tri.fluoroethanol-d2、Sodiumdodecyl s叫fate-d25

solu泊onを用いた。また、それぞれの溶液において、局所麻酔薬ジブカインとの

相互作用についても検討した。

【方法】

. Na+チャンネル不活性化ゲート領域の配列をもっ以下に示す2種類のペプチド

をFmoc固相法で合成し、逆相 HPLC(ODSカラム)にて精製した。得られたペ

プチドを大気圧イオン化マススペクトルにより、分子量の確認を行った。

Fig.l ) Amino acid sequences of the synthesized peptides 

MP-3A : Ac-Lys-Lys-Lys-Phe聞 Gly-Gly-Gln-Asp-Ile聞 Phe-Met-Thr-Glu-Glu-Gln-Lys-Lys-NHz

MP-4A : Ac-Lys-Lys-Lys-Phe-Gly-Gly-Gln-Asp-Ile-旦n-Met-Thr-Glu-Glu-Gln-Lys-Lys-NHz

. MP-3A、MP・4AをPhosphatebuffer、Tri.fluoroethanol-d2Sodium dodecyl 

sulfate-d25 solutionにそれぞれ 3mMとなるように溶解し、 Br叫王erAM・600に

て1D、COSY、NOESY、TOCSYを測定した。その後、 SiliconGraphics Indigo 

において NIHNMRpipeで conversionおよびprocessingを行った。

• MP-3A、E在P-4AをPhosphateb uffer、Tri.fluoroethanol-d2、Sodiumdodecyl 

sulfate-d25 solutionにそれぞれ 50μMとなるように溶解し、日本分光 J・720円

二色性分散計により CDスペクトルを測定した。

【結果・考察】

1. Phosphate bu宜er中の溶液構造

測定温度 293K、pH4.5にて行った。全体的に残基間NOEがあまり観測され

ず、運動性が高く不安定な構造をもつことが示唆された。また、 CDスベクトルか

らもランダム構造を示す波形が得られた。
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2. Tri宣uoroethanol-d2中の溶液構造

測定温度 300K にて行った。疎水

性アミノ酸Ile-Phe-Metを中心とし

て、 αN(i， i+3 )、 αN(i， i+4 )、

αβ( i， i +3 )などの残基間NOEが観

測され、 α-helixが形成されている

ことが示された。また、 CDスペクト

ルもこれを支持する結果となった。

3. Sodium dodecyl sulfate-d25 

solution中の溶液構造

測定温度 293K、pH4.5、SDSの

濃度 200mMとして測定した。現

在、 2次元スペクトルを解析中であ

るが、多くの残基間NOEが観測され

@ 晶~画

@ @ 
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@ 
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u 

ている。また、 CDスベクトルは TFE中での波形に類似した α-helixを示す波形

が得られている。

4.各溶媒における局所麻酔薬ジブカインとの相互作用

上記の 3種類の異なる溶液において、それぞれペプチドの有無によるジブカイ

ンの化学シフトの変化を調べた。いずれも化学シフトの変化は 10Hz未満とな

り、相互作用はあまり大きくないことが示唆された。

【参考文献〕

J 

L.Tang et a1. / J.Gen.Physiol. Vo1.108 89・104(1996) 

G.D.Henry et a1. /Methods In Enzymology Vo1.239 515-535 (1994) 

y'Kuroda et a1. /Biophysical Journal Vol.71 1191-1207 (1996) 
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P66 MAS/NMAS液晶NMR法を用いたオピオイド受容体選択的鎮痛薬の設計
(阪大・医) 0木村敦臣、高本研二、月城聖一、藤原英明

Design of Opioid Receptor Selective Agonist Based on MAS/NMAS and Multiconfoffimtional 
NMR Spectroscopy 

Atsunmi Kimura ， Kenji Tukamoto， Seiichi Tukishiro and Hideaki Fujiwarat 

School of Allied Health Sciences， Faculty of Medicine，Osaka University，l-7 Yamadaoka， 

Sui ta， Osaka 5o5， Japan 

The preferred confonnation of a neuropeptide， kyotorphin(H拘Tyr1-Arg2-OH)，has been 
studied by the MAS/NMAS liquid-crystal and the muliticonformational NMR spectroscopy. 

The lH-lH ROE factors and the corresponding interproton distances obtained by the 
ROESY IMAS experiment are elucidated by a weighted sum of multiconformation. Among 5 
seed conformers obtained by Monte Carlo minimization-method， we could find that the 3 
confOflners are existing significantly in the liquid crystal. E'>pecially， the conformer， which 
has the highest population， is similar to the bioactive conformation of the pharmacophore of 

enkephalin. Therefore， it is possible to relate the obtained conformation to the 01μreceptor 
selectiYitv. 

【序] これまでに我々は、マジック角試料回転(MAS)法を利用したMAS/NMAS液

晶二次元NMR法を開発し、一連のエンケファリンの液晶中における構造と配向を

決定することによって構造活性に関する検討を行ってきた。 1) この手法はMAS

条件下で得られるROEからの距離情報、およびNMAS条件下で得られる直接結合定

数という配向情報を利用することにもとづくものである。このため、これまでは構

造多形(Di¥'ersity)を考慮せず、分子の平均の構造および配向を決定していた。しか

し、 MolecularDiversityは医薬品設計においても重要な概念であるため、これを考察

するために我々の開発した手法にNMRパラメ タ を利用したMulticonfo rmatio n解

析2)を導入することとした。 そこで本研究において、オピオイド受容体選択的鎮痛

薬の設計を目的に、エンケファリンと同様に鎮痛作用を有するkyotorphin(H-Tyr1_ 

Arg2-OH)を対象溶質として、液晶中における構造のDiversityの解析を行った。

【実験] 溶媒はリオトロピック液晶であるCsPFO液晶(CsPFO:H"OD"仕 40:48:12)

を用い、 Kyotorphinを1.5%溶解させた。液晶相の確認は2H-N恥恨スペクトルによっ

て行った。 ROESY/MAS実験はVarianVXR-200国体プローブを用いて行った。

(キーワード)MAS/NMAS液晶NMR、Kyotorphin、ROESY/MAS、

Mul ticonfoffilatio!1解析

0きむらあっおみ、たかもとけんじ、っきしろせいいち、ふじわらひであき

巧，
a4
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Simulation及び、Mlllticonfonnation解析は全て自作のまた、構造計算、 Monte

F()rtranフログラムにより行った。

Carlo 

[方法J Mlllticonformation解析は、 NMRパラメーターと力場計算の組み合わせに

よって行うことができる。 3) 力場計算から得られる数個の局所安定構造をもとに

Monte Carlo Simulationを行うことによって、様々な局所構造からNMRパラメーター

の平均値(A山 IC)およびその標準偏差(Dcaic)を計算し、それらの計算値の加重平均値と

実験値(Aexp及びD目 p)とが次の条件を満たすならば、各々のコンホーマーの重み

(即ち、モル分率)を採択する。

li ¥¥'i< A""lc)ik-< AexP¥1 じ¥¥'i<A叫 )ik-< A叫 ¥1
c<t 

N 

(L (\\'iD~:勺 2+ (D~:P)2) 1 12 

ここで、 1は各々のコンホーマーを指し、

る。 tkはstuJcntのl値であり、本研究では

)
 

1
i
 

J'
目、、

kはN恥1Rパラメーターのインデックスであ

Table 1: NMR data of kyotorphin 
in the CsPFO liquid crys匂|また、重みmはL;Wj=l及びtk= 1. 96とした。

interprotα1 
distance 

¥¥'j>Oを常に満たす。
vector 

Tyr1αH 

Tyr1αH 

Tyr1αH - Arg2NH 

Tyr 1 ArH3，5 -Arg2fH 

2.34(0.67) 

3.24(0.44) 

2.83(0.77) 

Tyr1sH 

Tyr1ArH2，6 

4.14(0.59) 

2.23(0.57) Arg2αH 

Arg2sH 

Arg28H 

2.68(0.12) 

2.85(0.75) 

2.61 (0.78) 

2.38(0.42) 

2.65(0.85) 

2.84(0.75) 

Arg2sH 

Aり畑

Arg28H 

Arg2fH 

Arg2NH 

Arg2NH 

Arg2NH 

Arg2αH 

Arg2αH 

Arg2αH 

Arg28H 

[結果と考察]

ROESY/MAS実験による距離情報の導出

液晶中に溶解したkyotorphinのROESY/MAS

スヘクトルをFig.lに、このスベクトルより

得た1仮想'核問距離とその標準偏差をTable1 

に示す。

F1 

(ppm 

4

5

6

7

8

 
Figure 1. ROESY IMAS spectrum of kyotorphin 

dissolved in the CsPFO liquid crystal 

tm= 1 OOms; spinning speed=2.5kHz. 

1 
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confonnational Seard1 NMR情報からConformational Diversity解析を行うに当たっ

て、 Nikiforovichらの開発したMetroplisMonte Carlo Sampling法を応用することとした

が、そのためにはseedとなる構

造を探索する必要がある。 Table2: Dihedral angles for the five seed conformers 

そこで温度300Kにおいて、

ECCEPI2力場を用いて1500 step 

のMonteCarlo Minimization(MCM) 

計算4)を行ったところ、 5個の

seed構造を首尾良く決定するこ "'1 

とができた。各々のseed構造お ど
よびパラメーターをそれぞれ ん1

No. (energy) 

1 2 3 45  

(6.2kcal) (6.6kcal) (7.3kcal) (8.0kcal) (9.3kcal) 

-22.6 

-178.8 

176.7 

-12.5 

179.4 

64.7 

-24.4 

-178.0 

174.1 

-23.2 

-177.0 

174.7 

33.5 

179.4 

・55.4
2 

Fig.2及ぴrable2に示す。 χ1 -101.7 ・85.1 73.0 イ03.4 99.8 

M蜘)伽matlon解析 上述の χ? 1800 1796 1795 1乃 7 仰 9

5 個の~日-比;eed構造に対して各々 ゆ恒2 

4(判o印)(州(

S臼a削叩am甲p刊lingを行つて得た統計サン γJ 2 

フルから弘、それぞれの核間距離 :三; 
(ドくAιca此lc>円Iはωkυ)およびび、標準偏差の計 hプそ
算{値直(伽仰p伽伽例al川C勺川川1はωkυ)を決定した。 次に、 χ! 

χ-
2 重み{Wj}(i=ト5)をランダムに発

生させ、(1)式を満たす100000組

の{Wj}を決定した。それらから

求めたい汁の平均値、最小値お

よび最大値を Table3に示す。

5{固のseed構造はいずれも単独

で、はTable 1に示した距離条件の

全てを満たすことはできなかっ

たのに対して、 Multiconfomlation

解析によって全ての距離条件を

満たす結果を得ることができ

た。したがって、 Table 3に示し

た結果から、液晶中において

-165.3 

-143.6 ・143.7

177.8 

179.1 

-80.4 

179.2 

7

s

7
・

n

u

n
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γん

γん

-166.7 

177.2 

179.0 

・80.2

179.2 

-179.7 

179.7 

-145.1 

・166.3

173.9 

65.3 

73.6 

-177.3 

179.0 

ぺ79.8

-159.8 

-141.8 ・143.0

82.0 

174.2 

-81.5 

179.4 

179.8 

180.0 

-165.7 

178.5 

179.0 

・80.5

179.4 

圃 180.0

179.5 

Table 3: Statistical weight values for 

seed conformers 1.....5 

1 2 3 4 5 

w 0.05 0.28 0.17 0.49 0.01 

wmin O.∞ 0.00 0.00 0.27 0.00 

wmax 0.21 0.69 0.45 0.92 0.04 

kyoto中hinは最安定構造である

l、あるいはseed構造の中で最も不安定な構造である5としては殆ど存在せず、準安

定構造2~4として主に存在することが明らかとなった。
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特に存在割合が高いと考えられる4の構造は、当研究室において決定したエンケ

ファリンのオビオイドレセプタ一選択性に関する 3次元レセプターマップ5)と最も

良く fitするためkyotorphinの活性構造と推定される。

今後、この 3次元レセプターマップを用いて構造活性相関解析を行い、

匂川0中hinのオピオイドレセプター選択性に関する考察を加える予定である。

1 2 3 

4 5 

Figure 2， The five seed conforrners of kyotorphin obtained bythe MCMmethod. 

(参考文献〉

1) Kimura， A.; Kuni， N.; F吋iwara，H.よAm.Chem. Soc. 1997， 119，4719. 

2) Vasquez， M.; Nemethy， G.; Scheraga， H. A. Chem. Rev. 1994， 94，2183. 

3引)N凶ikif()川()汀r

x抗oχ("仁.. 1993，115ラ， 33明主.

4) Li， Z.; Scheraga， H. A. Proc. Natl. Acad. .¥'ci. USA 1987， 84，白五11.

5) Kimura el (/1. submitted. 
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P67 H削 ASとグラジェント分光による膨潤状態の高分子の異核種二次元NMR

でR本プfレカー(偽、 1住友化学工業気偽筑波研}

0佐藤 - l， 山内一夫 l，岡田明彦 2

Heteronuclear 2D-NMR of Swollen Synthetic Polymers using Pulsed 
Field Gradient and HRMAS method 

eBrukerJapan， 2Sumitomo Chemical Co. Ltd.) 0 Hajime Satol， Kazuo Yamauchil and 

Akihiko Okada2 

We demonstrate the use ofhigh resolution magic angle sample spinning (HRMAS) 

spectroscopy for applying two句 dimensionalhigh resolution solution NMR experiments to 

syn血eticpolymers which are only swollen but not soluble. Combination of magic釦 gle

spinning and 2H lock enabled us to obtain 13C-NMR spectra ofD20帽 swollensynthetic 

po恥nergel with 2H lock. Resolution of IH-NMR spectra w出 increasedand artificial peaks 

were disappeared by the use of HRMAS probehead and spherical spacer which are specially 

designed for HRMAS experiments. We also showed that well resolved [I3C_lH]HSQC 

spectrum of D20-swollen synthetic polymer gel can be obtained by the incorporation of 

pulsed field gradient to MAS condition. 

[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、マジックアングルスピニング(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、溶液状態に近い高分解能スペクトノレが得られな

いか検討した。前回は、一般的な CP-MASプロープヘッドを用いて MASにより分解能が劇

的に向上することを示したが、今回はトリプルチューン eH/H，13C) コイルを持つ HRMAS

専用プロープを用いて異種核2次元NMRを測定する検討を行ったので報告する。

[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。高分子は室温で重水(99.75%)に膨潤させた。また、測定は 1次元 NMRについ

ては室温、 2次元NMRについては 400
Cで行った。

すべての NMRスベクトルは BrukerDRX-400上で4mm  HRMASCH / 13C / 2H)プロープを用

いて測定した。サンブρルは、内部の形状が球形のスベーサを入れた HRMAS専用ローターに

詰めた。サンプルの回転数は 1.9kHzに設定した。

HRMAふZプロープヘッドについて

最近開発された HRMAS用プロープは 1H/ 2H / 13Cにトリプルチューン可能なコイノレを用

キーワード:HRMAS、合成高分子、膨潤状態、重水素ロック、 2次元NMR

0さとう はじめ、やまうちかずお、おかだあきひこ
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いており、重水素をロックシグナル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。さらにこの HRMASプロ←ブには一軸グラ

ジェ、ントが導入されている。一般の溶液プロープとは異なり、 HRMASプロープは Z。磁場の

方向とサンプル回転軸(=マジックアングソレ)の方向は平行で、ない。このプロープでは、磁

場勾配の勾配ベクトルはサンフ。ル回転軸に平行となるように設計されている。すなわち、磁

場勾配コイルにより誘起される磁場は、サンプルの回転軸に直交する平面では均ーとなり、

サンプノレ回転軸に沿って増減する 10

maglc 

angle" 

〆-----一一

Sample 

rotor (4mm中)

Gradient 
coil 

1 H for obs ./dec. 

13C for obs./dec. 

2H for lock 

figure 1. Schematic representation ofHRMAS probehead. 

[結果と考察]1.HRMAS専用プロープ/ローターの効果 前回の CP-MASプロープを流用

した測定では、試料のロータへの詰めかたによっては HDOのピークの高磁場側にアーティ

ファクトのピークが見られる場合があった (figure2Bの i*J )。しかし、今回 HRMAS専

用プローブ、と球形のスベーサをいれた専用のローターを用いた測定では、そのようなアーテ

イファクトは全く見られず、非常に良好な線形が得られた (figure2)。

2.13C-N.l¥偲測定 前回は分解能調整を行ったあとにロックをはずしてJ3C羽 MRの測定を行

ったが、今回は 2HをロックしたままJ3C-NMRの測定を行った。通常の溶液の測定と同様の

容易さでスベクトルが測定できた。今回用いた吸水性ゲ、ルで、は、ロックをかけた測定とはず

した測定ではスベクトルの質に目立った差は見られなかった。
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伊例明。

figure 2. IH輔 NMRspectra of swollen polymer with and 

without MAS 

川tIindicates an artifact peak. Sample volume was 50μI in 

(B) and 20μI in (C). 
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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。

【苗拍手]吸水性ゲル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。

一J I - --U)(ppm)

a
-
e
B
1
4
E
E

，、
.
4
R
-
e
d

，d、zr.
a
V
2

， 44 

48 

52 

56 

一-r~十

(ωppm) 5.β6 4.8 4.οo 3.2 2.4 1.β6 0.8 0.0 

自gure3. GRASP-HSQC spectrum of swollen polymer with MAS. 

Sinusoidal-shaped pulsed field gradient was applied. The duration of gradient pulse and recovery 

delay were set to 800μs and 30μs， respectively. 

I W.， E.， Maars， F.， H.， Laukin & D.， G.， Cory， (1996) J. Am. Chem. Soc.， 118， 13085. 
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P68 溶液および国体 NMR法を併用した光捕獲アンテナ複合体の構造解析

東京農工大学工学部 菊地淳、鶴田千夏、朝倉 j1f郎

農水省生物研 山崎{是正

都立大学理学部 嶋田敬三

Northwestern University P.A Loach、P.SParkes.Loach 

University 01 Sheffield C.N Hunter 、M.JConroy、M.PWilliamson 

Structural Analysis 01 a Light-harvesting Antenna Complex by Both Solution and Solid State NMR Spectroscopy 

Ju円 Kikuchi" Chinatsu Tsuruta " Tetsuo Asakura " Toshimasa Yamazaki2， Keizo Shimada 3， P.A. Loach' 

P.S.Parkes-Loach4， C.N Hunter 5， M.J. Conroy 5 and M.P Williamson 5 

1. Department 01 Biotechnology， Tokyo University 01 Agriculture and Technology， Koganei， Tokyo 184 

2. National Institute 01 Agrobiological Resources， Tsukuba， Ibaraki 305 

3. Department 01 Biology， Tokyo Metropolitan University， Hachioji， Tokyo 191 

4. Department 01 Biochemistry， Molecular Bioliogy and Celi Biology， Northwestern University， USA 

5. Krebs Inslilute， Department 01 Molecular Biology and Biolechnology， Universily 01 Sheffield. LJK 

The photosynthetic apparatus of purple bacteria conlains two different kinds of antenna complexes 

(LH1 and LH2)， which consist of two small inlegral membrane proteinsぽ andβ，each of approximalely 6 

kDa， and bacl er iochlor ophyll and car olenoid pigmenl s. We have pur if ied 1 he anl enna poly pept ide LH1 s 

from Rhodobacter sphaeroides， and have recorded circular dichroism (CD) speclra and a series of 

2D-NMR spectra. An analysis 01 the amide proton chemical shilts 01 Ihe residues surrollnding Ihe 

hislidine chlorophyll ligand suggesls Ihat Ihe local slructure is well ordered even in 1M absence 01 

pr otei n-I ipi d and pr ot ei n司 pigmentinteraclions. In order 10 invesligale Ihe dynamical lealllre 01 the 

complex slale， we have perlormed isolope labeling 01 deulerium amino acids inlo photosynthetic 

membrane. Analysis 01 Ihe 2H-solid sale NMR SpeClral patlern 01 amino acid side chains has discussed 

〈緒言〉

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， β鎖:約 6kDa)と色素分子(BChl)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

エネルギー捕獲を行う (Fig.1)。近年、 2種類の紅色光合成

細菌の LH2の結晶構造が決定されたものの 1，2)、膜タンパ

ク質複合体の結晶化の難しさから、 LH1 に関しては低分

解能の 2次元電子線回析像が得られているに過ぎなL¥3)。

本研究では、まず、溶液多次元 NMR法によりアンテナタ

ンパク単体(LH1β鎖)の構造情報を、さらに団体 2H_NMR 

にて光合成内膜における複合体のダイナミクスを検討し、 Figure 1 Model structure of an LH1 

幾つかの知見を得たので報告する。 α(3 minimum structural subunit. 

キーワード・光捕獲アンテナ復合体、安定同位体ラベリング、多次元 NMR法、国体重水素 NMFl;去

きくちじゅん、あさくらてつお、つるたちなつ、しまだけいぞう P.ALoach、P.SParkes-Loach、CNHunter、
M.J. Conroy、M.PWilliamson 
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〈実験〉

LH1 s鎖の単離は、 LH1 のみの変異株より作成した膜小胞から、有機溶媒抽出

CCHCI3/ CH3α背後、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

1m M、COCI3/COOH溶媒を用いて、 OQF-COSY，TOCSY，NOESY等の測定を行った。

NMR装置は、 BrukerAMX-500， JEOLα-500， JEOLGX-400を用いた。重水素安定

同位体ラベリングについては、 LH1 のみを有する変異株(PUC705BA)、ならびに

LH1，LH2を有する野生株(2.4.1)をアミノ酸も含んだ培地組成で光合成条件下で培養

することにより行った。これらの菌体から超音波処理、超遠心処理により内膜小胞を

作成し、固体 NMR測定サンプルとした。固体重水素 NMRスペク卜ルは、四極子エコ

ー法により JEOLEX・400を用いて得た。

〈結果および考察〉

まず有機溶媒(TFE)、界面活性

剤(SOS，α3)中に可溶化した

LH1 s鎖のCOスペクトルを比較

すると、いずれの条件下同様な

α-hel i xに特徴的なパターンが

得られた。二次構造の類似性に

ついては COCI3/C03OH下、なら

びに 2H25・ SOS下での 1H_NMR 

スペクトルパターンからも支持

された。さらに詳細な構造解析

を進めていくと、C末端膜貫通領

域については特にアミドプ口卜

ンの化学シフ卜の分離が良く、

a-hel i xに特徴的な高磁場シフ

トばかりでなく、低磁場側にも

多くの残基が観測されているこ Figure 2 NOESY spectrum of LH1βLow-field region 

とがわかった。これらの中には、 of the NOESY spectrum in CDCI3/CD30H. Sequential 

色素分子とのリガンドである dNN NOEs are indicated the transmembrane region目

His残基に隣接した Ala34等が

含まれていた。

ここで、種々の紅色光合成細菌の光捕獲アンテナタンパクについて配列比較

を行うと、特徴的な二次シフ卜を示すアミノ酸残基に種間の保存度が高いこと

から、アンテナタンパクは色素分子との配位のために α-helix構造を歪めてお

り、これが単離された有機溶媒中でも保存されていると考えたぺ今後さらに詳

細な構造情報を得るために、 15N均一ラベルした LH1[3鎖を用いた 3D-

NOESY-HMQC等により連鎖帰属を行う予定としている。
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次に、色素分子やリン脂質との複合体につ

いての構造ならびにダイナミクス情報を得る

ために、固体重水素 NMR測定を行った。Fig.3
は2H3 -m e t h Y 1-A 1 a ， 2 H4 -r i n 9 -T Y rラベルし

た内膜小胞についての国体重水素 NMRスペ

クトルである。これらのアミノ酸については、

菌体内でのアミノ基転移反応が起こらず、ア

ミノ鎖特異的にラベルする条件を見出すこと

ができた。また得られたスペク卜ルは各アミ

ノ酸側鎖の運動モードに特異的なシグナルで

あり、 Alaについては 2成分、 Tyrについて

は3成分に分離することができた。

さらに、 2H3-m ethyl-M etのラベリングに

より、菌体内での代謝を利用して Met、なら

びにバクテリオク口口フィル(BChl)のメチ

ル部位両方を同時に観測することができた。

菌体や内膜小胞が示すスペクトルパターンは、

アミノ酸自身のそれと大きく異なり、等方運

動成分が圧倒的に多いことがわかった

(Fig.4)。閉じ内膜小胞で比較しても、内膜に

おける LHの含量が高い野生株についてはさ

らに等方運動成分が多い(Fig.4(a)，(b)。この

内膜小胞から、有機溶媒

(CHCI3/ CH3OH/ NH4C弧 c)を用いて LHタン

パクを選択的に可溶化し、さらに色素やりン

脂質等をゲルろ過により分離すると、極めて

シャープなシグナルが得られた(Fig.4(d))。

一方で他の膜タンパク等が存在する不溶画分

については、異方性の成分がより多く観測さ

れた(Fig.4(c))。このことから LH複合体につ

いては Metサイトならびに Bchlのメチルサ

イトいずれも等方的な運動をしているものと

考えた。

150 100 50 0 -50 -100 -150 
klh: 

Figure 3. 2H qu剖 rupoleecho solid state NMR 

spectra of the photosynthetic membrane of 

Rb.sphaeroidesPUC705BA. Top: 2H3-methyl 

Ala labeled sample， Bottom: 2H
4
-ring-Tyr 

labeled sample. 

(a) 

(d) 

(e) 

80 40 0 -40 目。
kHz 

Figure 4. Comparison of the various 2H-NMR 

spectra of 2H3-methyl Met陥beledsamples : (a) 

Rb.sphaeroides 2.4.1 membrane， (b) 

Rb.sphaeroides PUC705BA membrane， (c) 

CHq/CH30H insoluble fraction， (d) Antenna 

proteins， (e) Met. 室主主盤

1) Mc Dermott et al.， Nature (1995) 374，517-521 

2) Koepke，J.， Hu， X.， Muenke， C.， SChulter， K.， & Michel， H. Structure (1996) 4、581-597

3) Karrasch， S.， Bollough， P. & Ghosh， R. EMBO J. (1995) 14， 631-638 

4) Kikuchi，J目， Asakura，T.，Loach.P.A.， Parkes-Loach，P.A.， Shimada，K.. Hunter.C.N.. Conroy‘M.J. & 

Williamson，M.P. Biochem.J. submitted 
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P69 天然存在重水素NMRによる液品研究。混合液晶系。

(神戸大院・自然) 0田林一晃、 赤坂一之

Natural Abundance zH N恥恨 forLiquid Crys匂1S匂di回.Appli回 .tionゎ Microscopic Orders of 

4OCB/60CB Mixtures. 

Kazut回 1TABAYAS.HI 1， Kazt中止iAKASAKA 2 Division of Material Scien，∞ 1.組 dDi vision of Maolω:ul紅

Scienlω2， The gradJate School of Science and Technology， Kob巴 University，1-1 Rokko-Dai tyo， Nada-ku， Kobe 

657， Japan 

Information on白 microsc叩icoraring of molecules in licpidαystalline mixtures is import組 tfrom both 

aca.cbnic and practical viewpoints. By naturaI abun必nceaut白 U血 N乱1R， we∞，ulda畑 minemicros∞'picorars 

of each constituent in the Iiquid crystalline Inixture of 40CB and 60CB. 

1 はじめに。 通常、液晶材料は数種類の単体材料を混合して用いられる。この

ことにより、目的とする物性、例えば液晶相の安定化、自発分極、誘電率異方性の

増大、粘性の低下、キラノレピッチの制御等の物性向上を行っている。しかし、混合

液晶中での各成分分子のミクロな挙動までは良く解っておらず、混合中での配向秩

序の変化は興味のあるところである。液晶分子のミクロな配向秩序を求める為に、

古くから重水素NMRが一般的な手法として用いられてきた。しかしながら、重水

素は自然界での存在比が低く、測定対象は化学的な重水素標識をされた試料に限ら

れていた。我々は、最近、液体仕様の高感度NMR装置を用いることによって、重

水素標識をすることなく、天然存在比のままでの重水素NMR測定に成功した。こ

の手法により、高額の重水素化試料を用いる事無く、分子内各サイトでのミクロ配

向度を得ることができたことを昨年発表した(1)。本研究ではさらなる応用を目指し、

一般的な液晶であるシアノピフェニノレ液晶の中から、 4'-butylo:xy-4-cyanibiphenyl

(40CB)と4'-he:xylo:xy-4-cyanobiphenyl(60CB)の2種を混合し、混合による、各分子の

ミクロ配向度の変化を天然存在比での重水素NMRで追跡した。

2 実験。 混合する液晶はメルク製60aと40aの二種類を用いた。特に精製は

行わなかった。試料は、加熱融解して均一に混合し、その混合比はそれぞれ、 1:2 

と1: 4混合の4種類の混合液晶を作成した。それぞれの混合液晶についてDSCを

用いて相転移温度を測定した。 NMR測定はプノレカ一社DMX-750(重水素共鳴周波

数1151任IZ) を用いた。試料は等方相温度まで加熱して、液体相で分解能を調整した

後、測定温度まで冷却した。

3 結果。 プロトンデカップリングして約20，000回の積算で天然存在比の重水素N

液晶、天然存在出-NMR

たばやしかずてる・あかさかかずゆき
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MRシグナルが観測された。混合液晶の場合、少ない成分を十分な S/Nで検出する

ためにはさらに積算回数を増やす必要があり、約8'""10万回の積算を要した。各単体

液晶のシグナノレ同定は各々の四極子分裂の中心が化学シフト値に対応していること

を利用することにより、容易にできる。この方法についての詳細は以前の発表内容

に記す(1，2)。

混合比に対応するシグ、ナノレ強度比から、混合液晶中でも60αと40CBのそれぞれ

の同定は簡単にできた。しかし、各単品液晶聞で四極子分裂に差が無い場合、主成

分液晶の信号の影に隠れてしまう(特に芳香環コア部)為の観測できないが、側鎖

の大部分はそれぞれ分離しており、全ての混合比において観測できた (Figure1)。

液晶/等方相転移温度は40a，60αとも殆ど同じであり、両者の混合を行っても、

転移温度は殆ど変化しなかった。にもかかわらず、配向度は混合比によって大きく

変化した。混合による四極子分裂の変化は60αと40αとも、 1: 2と2:1の混合比

のときが、 1: 4と4:1の混合比の時よりも四極子分裂の減少が大きくなっていた。

しかも、 60CBの場合は、 1: 4と4:1の混合ではむしろ、純粋な60CBよりも四極子

分裂が大きくなっている場合があった。全ての混合比で完全に分離して観測できる

60CBのγ、。、 Eメチレンとメチル基、 40aのH、。メチレンとメチル基の配向

度の変化を純粋な60CB、40αを基準にとって比べてみた。両者とも、 1: 2混合比

が最も配向度が小さくなった。特に60aの場合、 1:4混合比において、純粋な

60CBよりも配向度が向上する結果が得られた (Figure2)。

40αでモニタすると、 60aが20%の時、 40αは「不純物j である60CBの影響

で配向が乱されると考えられる。 33%まで60αを増やすとより配向が乱れてくる。

さなに増やして66%や80%にすると、主成分は60αとなり、 60CBの配向の影響で

配向秩序度が回復していると考えられる。

それに対して、 60句で、モニタすると、比較的配向秩序のたかい40αの影響で、

全体的に、純粋な時よりも配向が高くなっている。ただし、 66%まで60CBの比率を

減らすと配向が大きく乱れてくる。逆に、 60aが20%では40CBが主成分となり、

40CBの配向の影響を受けて配向が向上していると考えられる。

結果的には60αにとって、 40CBは配向向上剤として働いていると考えられるが、

これが機能するには、混合割合が、一方の成分に偏っているときであり、等量に近

いと逆に配向を乱してしまった。

液晶を混合したときの物性変化はミクロ配向の変化と密接な関係があるはずであ

り、液晶混合の重要な指針を与えるものと期待される。本研究は今後、これらの研

究に有用な手法であると考える。

参考文献

1田林，赤坂，第35回NMR討論会予稿集，48，(1996) 

2 K. Tabayashi and K. Akasaka， J. Phys. Chem.， 101(26)，5108(1997) 
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P70 汎用DSPボードを用いたMRI用パルスプロ夕、ラマの開発

(筑波大学物理工学系) 0巨瀬勝美，拝師智之

Development of a Flexible Pulse Programmer for MRI 

Using a Commercial Digital Signal Processor Board 

Katsumi KOSE and Tomoyuki HAISHI 

Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 

A flexible pulse programmer for NMR imaging experiments has been developed using a 

commercial DSP (digital signal processor) board. The DSP is the 32・bitword floating-

point DSP (TMS320C31， Texas Instruments) running at the 40 MHz clock frequency 

with the instruction cycle of 50 ns. The DSP program for the pulse sequences is 

developed using the interrupt function of the internal timer with the 100 ns clock cycle. 

As a result， the time resolution of 100 ns and minimum time interval of 2.7μs are 
achieved without any additional hardware devices. 

くはじめに>

最近の撮像手法の高速化・高機能化に伴って，ますます複雑なパルスシーケンス

が使用されてきている.このようなパルスシーケンスを開発したり，実行するため

には， RF系や勾配磁場系の性能は言うまでもなく，それらを制御するパルスプログ

ラマに高い性能が要求される.ところが， MRIでは， 3チャンネルの勾配磁場を，高

い精度で高速に制御する必要があるため，たとえ簡単なパルスシーケンスを実行す

る場合でも，市販のパルス発生器などで対応するととは難しい.このように，パル

スプログラマは， MRI装置を自作する場合においても，最も大きな障害となってい

る.そこで，我々は，高速で，しかも正確な時間制御が可能な市販のDSP(Digital 

Signal Processor)ボードを用いて， MRI用の高性能なパルスプログラマを開発した.

くなぜDSPボードか7>
Table.1に， MRI用のパルスプログラマ(観測核種は 1種類のみ)に要求される出力

の仕様の例を示す.このように， MRIにおいては， 80"-' 128ピット程度の語長で，

時間的に正確な制御が要求される.これを実現する方法として，たとえば語長+時刻

データ+制御コードを並列に保存したメモリ (128"-'160ピット)と， 32ピット幅程度

のタイマー，そしてコンパレータ一回路を利用し，ハードロジックで実現する手法

がある.しかしながら，多次元のMRI計測では，何重もの時閉ループを必要とする

ため，回路構成も複雑となり，また，配線の規模も膨大なものとなる.

そこで，古くから知られているように， ある種のコンビュータを利用することが

考えられる. しかしながら，パーソナルコンビュータはもちろん，多くのボードコ

キーワード:MRI， NMRイメージング，パノレスプログラマ， DSP，高速イメージング

こせかつみ，はいしともゆき
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outputs word length (bits) 

gradients (x，y，z) 48 

RFphase 12 

RF shape， trigger 12 

RF amplitude 8 

RF frequency offset 12 

signal sampling 4 

total 96 

Table.1 Word lengths for outputs required for an M問 pulseprogrammer (only for one 
channel RF). RF shape means a selection of a waveform stored in some extemal memol)I 
(ROM or RAM). 

ンヒoュータにおいては， D-RAMのリフレッシュ回路や，システム内の様々な割り込

みにより，正確な時間パルス列を発生することができず，また，外部タイマーによ

る割り込みを使用したとしても，その割り込み処理において，正確な時間が再現で

きるという保証はない.いっぽう，時間的にcriticalな制御を目的として製作された

DSPボードは，このような目的には最適である.すなわち，メモリにはすべてS-

RAMが使用されており，また，ほとんどの場合，システムクロックに同期したタイ

マーがDSPに内蔵されている.しかも，アーキテクチャは， 1命令 1固定語長と非

常にシンプルな構造をしており，通常のマイクロプロセッサに比べ，プログラミン

グが遥かに容易で， しかも高速な処理が可能である.

以上のようなDSPボードとして，ロボットや精密機械(ステッパなど)の制御に利

用されるものが，最近，安価に供給されるようになってきた.しかも，そのような

ボードは，複数のチャンネルのDAコンパータやADコンパータを備えているので，

そのままで， MRI用のパルスプログラマとして利用できる可能性を持っている.

<ハードウェアの構成と機能>

DSPボードとして， mtt社のDSP6031を使用した.このボードは， Texas In-

struments社のDSP(TMS320C31，クロック周波数40MHz)， 128Kword(32 bit 

word)のS-RAM，4チャンネルの12ピットAD変換器， 4チャンネノレの12ピットDA変

換器， 8ピットのディジタノレI10を，フルサイズ、のISAパスカード1枚に実装したもの

である.また，拡張パスによって， 32ピットのディジタル出力ポートを接続した.

TMS320C31は， 1語長が32ピットの浮動小数点DSPであり， 40MHzのクロック

で、は，命令サイクルが50ns，浮動小数点演算のピーク速度は40MFLOPS(同時2命

令実行)である.また， CPUクロックに同期した内蔵タイマーのクロックサイクルは

100 nsであり，このタイマーの割り込みを利用することにより， 100 nsの時間分解

能のパルスの発生が可能である.このDSPボードと1枚の拡張モジュールを，パーソ

つ白nhu
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ナルコンピュータ (IBM-PC互換機， CPU: Pentium133， DOS6.2とWindows95の共

存インストール)のATパスに実装した.

<プログラムの構成と動作>

プログラム開発は， Windows3.l/DOS6.2上のPC用Cコンパイラ (VisualC++1.5) 

と， DOS Extender上のDSP用Cコンパイラとアセンプラを使用して行った.

パルサーのプログラムの動作の概要を， Fig.1に示す.すなわち，まず，パルス発

生のタイムテーブルをPC上のテキストエディタで作成する.このファイルには，パ

ルス(イベント)の発生時刻 (100ns分解能)，イベント(勾配磁場， RFなど)名，そし

てその大きさ(種類など)が，時刻の順に並べて書かれてある.

パノレサーを駆動するためのPC上のプログラムは，そのファイルを読み込み，時刻

データを，イベント間の時間差から一定のオーバーヘッドを差し引いた時間に書き

換え，また，イベント名とその強度データを，その動作を実現するための， DSP 

ボード上の出力のアドレスと，出力データに変換する.このプログラムは，との

データテープルと，このデータに従ってパルサーを動作させるDSPプログラムを，

DSPボード上にのメモリに直接転送し，そのプログラムを起動する.

DSP上で起動したプログラムは，データテーブルから時間データを読み込んで，

DSPiこ内蔵のタイマー(100nsクロック)に書き込み，それがカウントされてゼロに

なって割り込みが発生するまで待機する.そして割り込みが発生したら，データ

テーブルに保持されている出力アドレスと出力データに従って，パルスなどを出力

する.このような操作を，すべてのイベントが終了するまで繰り返すことによって，

1つのパルスシーケンス発生する.このように，連続するパルスの聞には，データ

を出力するためのオーバーヘッドが存在するが，本プログラムでは2.7凶で、あった.

cross 
compiler 

and 
assembler 

time 
table 

converslon 
& 

DSP 
program 
download 

pulse 
generation 
according to 
the time table 

gradient wavefom暗
RF controllines 

text 
editor 

HOST PC DSP BOARD 

Fig.1. Overview of the program. 
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<結畏と帯襲警>

Fig.21こ，繰り返し時間が胆s(!)のシーケンスの勾配磁場の波形を示す.

実擦には，勾配コイ/レや電源の能力などから実施は不可能に近いが9 波形としては9

100 nsの精度で?パルスジッタもなくヲ設定通りに発生できることが確認された.

本パルスプログラマで註，ピット幅の制約(最大32ピット)からヲ開時に多項目の

出力を制御することは不可能である.ただし 9 勾配磁場開士であればヲラッチが共

通であるため9 同時に変化させることは可能である.しかしながら?勾配磁場開

以外の項呂を同時刻に変化させなければならない応用はヲ実際には非常に少ないと

患われる.なお，勾配議場の大きさをステップ毎に変化させながら計測する 9 二次

元や三次元の撮録シーケンスも， DSPのプログラムを書き換えることによって，容

易に作成することができる.

Fig.2. Gradient waveforms in aトLASHsequence 

訴事nalsis deiermined by the DA converters' conversion time 

axis is 100 flS/div. 

くおす1J.>

of the 

汎用のDSPボードを使用し 9 プログラムを開発するだけでヲ MRI用のパルスプロ

グラマを開発することに成功した.このプログラマは， nsの時開設定精疫をも

ちヲしかも非常に汎用性に富むため， MRIにおける将来の先端的なパルスシーケン

スにも充分に対応できるものと思われる.またヲ本DSPボードは，パルスシーケン

スの繰り返しの開に?データテープ、/レをホストむからダイナミック iこ受け敢るこ

とも可能であるため 9 リア/レタイム麗{象再構成装量と組み合わせることにより 9

real-time & interactive システムを構築することも可能と思われる.
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P71 MR画像における並進運動する物体の
偽像の研究

筑波大学物理工学系 0安立直剛，拝師智之，巨瀬勝美

Study of motion artifacts observed in MR  images 
of objects undergoing a translational motion 

Naotaka ADACHI， Tomoyuki HAISHI， Katsumi KOSE 
Institute of Applied Physics， U niversity of Tsukuba， Tsukuba 305 JAP AN 

Moving objects produce various artifacts in their MR images. For the first step to 
understand their properties， we performed computer simulations and experiments 
for two systems. The first is a particle sinking at a constant velocity in a stationary 
liquid. The second is a water phantom translating at a constant velocity. The 
computer simulations reproduced the experimental results very well; the pattern of 
the motion artifacts were understood by the superposition of stripe spin 
distribution with various length along the moving direction. 

くはじめに〉

液体中に多数の固体粒子が分散した系(固液混相系)は，自然界にも工学的応用におい

ても広く存在し，その流れの性質の解明や制御は，大きな課題となっている. また，この

ような系は，その応用的側面ばかりでなく，多数の固体粒子が流体を介して相E作用する，

自由度の大きな複雑な力学系として，物理学的にも大変興味のある系である.

本研究では，固液混相系の流動特性を明らかにする第 1歩として， FLASHにおける「静

止流体中を沈降する 1個の球体J，および multi-shotEPIにおける「一定速度で並進移動

するリング状ファントム」が発生する偽像(アーチファクト)を，計算機シミュレーシヨ

ンと実験によって研究した.

く方法>

O計算機シミュレーシヨンの方法

NMR画像を計算機シミュレーションで再現するためには，その撮像シーケンスにお

ける核磁化の運動をすべて追跡する必要がある.しかしながら，そのためには，流体の

流速分布が既知でなければならず，しかも膨大な計算時間が必要である.そこで，本研

究では，流体は静止し，球体のみが移動するというモデルを使用した.すなわち，流れ

による位相変化は無視できるものと仮定した.このため， NMR信号は，断層面の核磁

化分布の 2次元フーリエ変換で表わすことができる.

本研究で行った計算機シミュレーションの方法は，実空間で画像データを作成し，そ

れを 2次元フーリエ変換してk空間でスキャンするという作業を，球体を沈降させなが

ら行うというものである.撮像シーケンス全体の時間(実験では 616.96ms)に比べて， 1 

本のラインをスキャンする時間(2.56ms)は短いので，球体は 1本のラインをスキャンし

ている聞は静止していると仮定した.スキャンして取得したデータはフーリエ空間のデ

キーワード :NMRイメージング，偽像，アーチファクト，ダイナミック MR
あだちなおたか，はいしともゆき，こせかつみ
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ータであり，そのデータを 2次元逆フーリエ変換して絶対値を計算することにより，再

構成画像を得た.実験では物体の移動方向を信号の読み取り方向にとっており， FLASH 

ではシーケンシヤノレオーダーで、データを収集している.そこで， FLASHについては，

実験に対応した場合のほかに，信号の読み取り方向を変えた場合とセントリックオーダ

ーを用いた場合のシミュレーションも行った.また， multi-shot EPIについては 4shot

で行い，こちらも 1本のラインをスキャンする聞の球体の移動は無視した.

0実験方法

この研究では静止流体中を落下する球体の実験と，一定速度で並進運動するリング状

ファントムの実験の 2つの実験を行った.

球体の実験では，鉛直においた円管内の静止流体を球体が沈降する系を用いた.円管

はアクリル製で、底部はふさがれており，内径は 16mm，外径は 20mm，全長は約 600mm

である.作業流体としては，スクロース(砂糖)を硫酸銅水溶液に溶かしたものを用いた.

なお，以下の NMR計測において作業流体の温度は，ほぼ250Cに保持した.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 19.2mm

x 19.2mmの領域を 128X128の画像サイズで撮像した.よって， 1画素は 0.15mm四

方となる.ナイロン球を，この試料ガイドの中に， 10"""-'20秒の間関で静かに投入し，作

業流体表面かち約 30cm下の，管軸を含む鉛直断層面(スライス厚 4mm)において撮像を

行った.また今回の実験ではスクロース濃度の異なる 3種類の流体を用いた (Table1) . 

リング状ファントムによる実験では，内部を硫酸銅水溶液で満たし，内径 10mm外径

14mm高さ 10mmの円管を直径 3mm高さ 100mmの円柱で貫いたリング状ファントム

を入れたアクリルパイプを，変速機付きモーターで一定速度で移動させながら撮像を行

った.移動速度としては， 0.4， 0.8， 1.6， 2.4(cm/s)の4通りで、実験を行った.

working fluids A B C 

sucrose density(Mol/l) 1.1 1.0 0.9 

sinking speed of a sphere (cm/s) 1.35 2.63 3.40 
moved distance of a sphere 

58.5 113.75 149.5 
during imaging time (pixel) 

Table 1 Working fluids used in the experiment.(25
0

C) 

<結果>

Fig.lに示すものが実験によって得た画像(a)"""-'(c)とそれに対応したシミュレーシヨンに

よる画像(d)"""-'のである.流体はそれぞれ Table1で示したものである Fig.2は読み取り

方向を球体の落下方向に垂直に取った場合のシミュレーション画像である.撮像時間中の

球体の移動距離を画素数でそれぞれ示した Fig.3はスキャンのラインの取り方をセント

リックオーダーにした場合のシミュレーション画像である. また，流れによる位相変化を

調べるために実験データから作成した位相画像を Fig.4に示す.位相のずれはほとんど見

られない.従ってシミュレーションの仮定が有効であることが確認された. Fig.5は

multi-shot EPIによる並進運動するリング状ファントムの実験画像およびシミュレーシヨ

ン画像である.ゴーストが読み取り方向と位相エンコード方向に現れている.
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(d) 

Fig.l images(upper) and simulated 

(a) 
Fig.2 Simulated images of a sphere when the read句 out

to the sinking direction 

Fig.3 Si盟 ulatedimages of a centric-order 

Fig. 4 Phase of data. 
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(a)O.4 (b)0.8 (c)1.6 (d)2.4 (cm/s) 

(e)O.4 〈時0.8 (g)1.6 (cm/s) 

Fig.5 Experimental images(upper) and simulated images(lower) ofthe ring shaped 

water phantom. (multi-shot 

<考察>

FLASHについては， Fig.lの実験画{象から球体の移動に伴う偽像が球体の斜め方向に強

く現れ，球体が方形状に見えていることがわかる.シミュレーションはこの現象をよく再

現している.Fig.lと2の比較から，信号読み取り方向の取り方によって明らかにアーチフ

ァクトの形状が異なることがわかる.また， Fig.3の画像と Fig.lのシミュレーション画{換

を比較すると，それほど大きな違いは見られなかった.

multi-shot EPIについては9 物体の移動速度が遅くてもゴーストが著しく現れるため，

移動する物体の計測には不適当であるといえる.よって，移動する物体を EPIで計概する

場合は，画素数は少なくなるものの single-shotEPIを箆吊すべきであると患われる.

<むすび>

静止流体中を落下する隷体を FLAS豆で撮像した場合，および並進運動するリング状フ

ァントムを multi-shotEPIで撮犠した場合に現われる偽橡について実験及び計算機シミュ

レーションを行い，実験画像に現れる偽換をシミュレーションによって再現することに成

功した.その結果から，並進運動する物体を譲慢する場合にヲどのようなシーケンスをど

のように使うかについていくつかの知見が得られた.

今後の課題としてすべての核磁化の挙動と流速を考慮、したシミュレーションと，他のパ

/レスシーケンスを用いたシミュレーションを行うこと，アーチファクト発生のメカニズム

の解明，鵠錬のより小さい計親方法の開発などがあげられる.

References 
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P72 脳活動電流イメージング

(1東大大院医医用生体工学， 2東大医科研)

O亀井裕孟i，伊良皆啓治l，吉川宏起2，上野照剛l

Magnetic Resonance Imaging of the Neuronal Active Currents 

in the Human Brain 

Hii'otake Kamep， Keiji Iramina1， Koki Yoshikawa2 and Shoogo Ueno1 

(lDepartment of Biomedical Engineering， Graduate SchoolofMedicine， 

2Institute ofMedical Science， University ofTokyo) 

A new functional magnetic resonance imaging technique to visualize the 

distribution of neuronal active currents in the human brain was developed. This 

technique was used to obtain the maps of the human brain activity by using 

motor stimulus paradigms. 

1.はじめに

NMRを利用した脳機能計測法のうち差分NMR法， fMRI (機能MRI)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の信号が得難く 高い空間および時間

分解能が得られない難点がある.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.しかし， MEGには

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.

磁場源(電流双極子)の空間分布が確かな位置情報の得られるMRIによって画像

化できれば，より直接的に脳機能計測を行うことができる.われわれは，既に，フ

ァントムを用いた予備実験でMEGで観測されているのと同程度の大きさの電流双極

子を空間分解能の高いMRイメージング法によって画像化できることを示した(1).

今回はこの手法をヒトの脳機能イメージンゲに適用し，脳活動電流分布を検出す

ることができたので，その結果について報告する.

2.方法

長さ21の直線導体上を電流Iが流れているとき， 21の中心0から垂直方向に距離rの

点における磁束密度B(r)は B(r) =μ。Il/2πr(r2十]2)112 で与えられる.

脳機能イメージング，活動電流， fMRI， MEG 

かめいひろたけ，いらみなけいじ，よしかわこうき，うえのしょうごう
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いま， 0を原点とするr方向の線形磁場勾配(;1'を加えると，実効的な磁場勾配は

G(r) = Grt +μoIl/27τr(r2+戸)li2 となる，

均質な物費の中に電気伝導度以外の物理的性賓が周囲の物襲と同じ誼線の導体が

あると仮定する.導体に電流を流し，像を撮{象すると，導体を含む詣のMR{象は

導体を中心に対称的な信号強度変化を示す.しかし，導体と周閣の物質との間に磁

化率の違いがあったりすると，信号強震変化の対称性は央われる.何らかの方法で

非対称的信号強度変化をもたらす原因を克かけ t取り除くことができれば，現実の

諜.IJ定対象においても微弱電流の変化を像として観測することが可能である.ここ

では誤IJ定条件の異なる4撞の頭像を処理することによって非対称的信号強度変化をも

たらす原因を取り験いた.また，電流011，off によって得られた画像の差分画像から

は電流の大きさを知ることも可能である.測定にはGE社のSignaを梗用し， EPIを適

した.マトリックスサイズ:256x 256， TR:4000， TE:40msでミある.

3.結果と考察

右手のfinger tappingを行ったときの活動電流像をFig.lに示す.通常のfMRI

と問機な手法で電流掠を表示したもので，活動部位が良く描出されている.差分画

像における活動部位のprofileをFig.2に示す.電流源を中心に対称的に信号強度が変

化するprofileが得られている.

fMRIでBOLD効果を検出するためには出来るだけ高い盛場での測定が望ましいが，

活動電流MRIではS/Nが許す限り鮭磁場を用いた方がよいという利点がある.

Pixel 

Fig.1. MRI Fi広.2. of 

image at current 

source. 

(1)亀井裕孟的:第:35[ IlJN\II~討論会、 å待 iiii'~ \i1Jふい 17ri( ，;( 1i1¥号 1~j~ri). 
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P73 NMRイメージングにおける RF磁場不均一性補償法

0三原啓明、入口紀男*、佐々木康人、上野照剛

東京大学大学院医学系研究科生体物理医学専攻

シーメンス旭メディテック(株)* 

A Method fot RF Inhomogeneity Correction in MR Imaging 

Hiroaki Mihara， Norio Iri郡lchi*，Yasuhito Sasaki， Shoogo Ueno 

University 01 Tokyo， Graduate 8ch∞>] 01 Medicine 

8iemens-Asahi Medical Technologies Ltd. * 

Abstract: A method for RF inhomogeity correction in MR imaging is 

proposed. First， two images with different flip-angles and one image with a 

very small flip-angle are obtained. Then， spatial distribution maps of 

functions， flip-angle e and sin e， are produced by employing those images. 

Finally， the correction is achieved by dividing one original image by those 

maps of functions. 

目的 :MR画像は、 RFコイルのデザインに起因する RF磁場の不均一性、及

び、被検査体内部組織の導電率の分布に起因する励起の不均一性等によって、

信号強度は、不均一なものであることが多く、特にサーフェイスコイル等を用

いた撮像においては、 RF磁場の不均一性は画像への深刻な影響が避けられな

い。本研究は、。画像及び si n e画像を作成することによって、 RF磁場の

不均一性を原理的に補正することを目的とするものである。

原理:一般にMRイメージング信号は、測定対象物質がスピン密度、 Tl、T

2等の緩和時間について均一な物質で、あっても、 RF磁場の不均一性が原因と

なり、測定対象内の位置により、磁化の倒されるフリップ角度(e )が様々に

異なるため、 si n eの項が含まれる信号強度は、構成する物質の情報以外に、

位置の情報が含まれたものとなってしまう。この不均一性は、外部から与えら

れる RF磁場の不均一性及び測定対象自体の磁気遮蔽効果が主な原因であると

考えられる。この影響のため、例えば、フィーノレドエコーにより磁化ベクトル

の発する信号強度 I。は、次のような式で表される。

10 = psin8(1_e-TrlTl)e-TelT2* 

キーワード:MR  1， RF磁場、不均一性補償

みはらひろあき、いりぐちのりお、ささきやすひと、うえのしょうごう
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更に同一のサーフェイスコイル等によって励起と検出が行われる場合には、

信号の検出の際にも、検出される信号強度 Iは、位置によって減衰の大きさが

異なる山ため、次のように表される。
"1"'_'''1'''' "1"'_'''1'''吋ポ

1 = p8" sin8(1-e-1fI1I)e -1<11.< 

ここで、ザは、励起の際のフリップ角度。と比例関係にある (8'α8)。 ま

た、 Oとザは、場所の関数になっている。

そこで、ある小さなフリップ角度。lで、得られた画像のピクセル強度picl(81)は、

picl(81) = k8" sin81
・x

(x = (1_e-rrlTl)e-reIT2) 

任意のフリップ角度。で得られたpic2(8)は、

pic2(8) = k8' sin8・x

フリップ角度28で得られたがc3(81)は、

pic3(28) = k8' sin28・x= 2k8' sin8cos8・x

ここで、 81= m8 m 5!! 0， 8' = n8 とおくと、

picl(8) = nk8sinm8・X5!! mnk82.X 

pic2(8) = nk8 sin 8・x
pic3(8) = 2nk8sin8cos8・x

したがって、 sin8分布画像、。分布画像は次式で与えられる。

一 J (1) 
2'pic2(8) 

1 picl(8) 1， ( pic3(仙)
'111-1-E.一一一 1 (2) 

m pic2(8) V ~ 2・pic2(8)) 

更に、原画像 (pic2(8)画像)は、次式によって補正画像となる。

(pic2(8))2 
x=で・ / 、2¥ (3) 

臥 1，( pic3(8) ) 1 
icl(8)11-1一一一一一 11 

I ¥2'pic2(8)) J 

フリップ角がme (m 5!! 0)、。、 2eとなる 3枚の画像を撮る(例えば、 R Fパ

ルスを与える時間をmt、t、2tとする)。この時、他の撮像パラメータは、

すべて等しくする。
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この操作により得られた 0分布画像、及び B分布画像で、フリップ角。の

画像を割り算すれば、 RF磁場の不均一を累理的にキャンセノレした商橡が得ら

れる。また、スヒ。ンエコー法においては、検出される信号強度目立、

1弘鐙r詰叩イp帥〆凶θぜ仇向牟Vs

となり i悶2勾]、。2岩崎とすることにより、フィールドエコー法の場合と間様の手法

によって、。分布画鏡、 sinB分布画像、捕正画像を求めることができる。

実験方法、材料:直径 3.5c盟の球形ファントム(Tl=300盟坊を直径 2.4c盟の単

巻円形コイノレに載せ、磁界密度 7.0T、口径 18.3c臨の MRI装置にて測定を行っ

た。フリップ角 10
0

，45
0 

，90
0
の商畿を盟s，Te=5盟Sのフィーノレドエ

コー (FE)法にて取得した。
一一、 、

! spherical phantom ¥ 

¥ 
¥ 

slice position 

( 三 ふ 一 一 ノて)one-turn，one-inch 
~-一~ circular coil 

Fig.l 

実験結果:原画畿を Fig.2に示す(フリップ角 45
0

)。また、フリップ角。

の空関的な分布菌橡を Fig.3にsinBの空間的分布画畿を Fig.4に示す。また、

環画犠を 0およびsineで除した補正酉像を Fig.5iこ示す。

Fig.2 Original image 

η
ぺUi々

Q
〆
μ



Fig.4 sin e i臨 age Corrected image 

考察:撮像の実験においてはTl緩和による影響を最小眼とするため、 Trを

十分に長くとることが必要で、あった。

一d i ア。の空間分布画像は、 1一一一'_I ~-=よって、より正確に求められる。
¥2・pic2(θ))

また、信号強度が櫨めて小さいら0) ピクセノレ関の除算iこは、誤差を伴うこ

とがある。しかし、本研究は、 MRイメージングにおいて、外部から与えたR

F磁場の不均一性及び、 RFコイルによって信号を検出する上での空間的な不

均一性を原理的に補犠するものである。これにより MR1画像の信号強度の定

量的な扱いが可能となるものと考える。

結論;本研究によってRF犠場の不地ーを原理的に補正することが可能となっ

た。また、フリップ角。及びsineの空間的分布も画像として可視化された。本

研究i土、更に、臨床馬MRイメージング問、マイクロイメージング等における

広い分野での誌用が期待される。

重量考文献: D.LHou1t and R.E.Richar品s， "The Signal-to-Noise Ratio 

the Nuclear Magnetic Resonance Experimentプ J.01 Magn. Reson. 24，71-

86，(1976) 

[2] Willa盟 H.Pe宮man，Matt 

method for Correctly Setting 

Medicine 9，16-24， (1988) 

Bernstein， and John C. Sandstrom，“A 

Flip Angle." Magnetic Resonance in 

[3] Sco:杭 明.A也鵠，Magnetic Resonance Imaging the Spine， 

Lippincott-Raven， (1996) 
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P74 ラット大脳皮質における水分子の異方的拡散

(国立環境研究所)0三森文行、山根ー祐

Anisotropic diffusion of water molecule in the cor胞xof rat brain 

F'.Mitsumori. K. Yamane 
(Nationa1 Institute for Environmenta1 Studies) 

We measured the anisotropic diffusion of water molecule面白ecor也X of rat brain 

by a diffusion-weighted imaging method.百leapp訂'entdiffusion coefficient (ADC) 
for the diffusion para1lel to the column structure of the cortex was significant1y larger 

由加 thatforpe中endicul訂 tothe column.官邸 anisotropywas dissolved白血ebrain 

intoxicated with methyl me民団y，suggesting the effect of methyl mercury to出e

integrity of the column structure. Wi血 higherb-factor up to 7.21xl0-9 rrrs-t出e

signa1 intensity at the cortex was biexponentia11y attenuated， demonstrating曲e

presence oftwo water components which are diffe児 ntin the diffusion ra臼.

【はじめに】 磁場勾配パルスを用いる拡散強調イメージング法は水の運動

を通じて、生体の機能に関する情報を与える可能性がある。すでに、脳の白

質において水分子の拡散が異方性を有し、これから神経線維の走行方向に関

する情報を得ることができることが知られている。しかし、主として細胞体

よりなる皮質での拡散異方性を観測した例はあまり報告されていない。我々

はラット大脳皮質において、皮質の機能単位とされるカラムの方向と相関し

た拡散異方性を観測した。また、メチル水銀中毒ラットの脳皮質においては

この異方性が解消する方向に拡散速度が変化していることを見いだした。さ

らに、拡散強調のb値をあげると、もはや信号強度の変化は単一の指数曲線で

近似することは不可能となり、 2成分に分離されることがわかった。これら

の事実より、脳で観測される水分子の拡散の意味について論じたい。

【方法】 ラット脳のイメージ測定のために内径50mm、長さ52mmの変形

Alarman-Grant型のNMR信号検出器を作製した。またこの信号検出器に適合

するラット頭部の固定器具をアクリル樹脂を用いて作製した。上記の信号検

出器をbruk:erBiaJl'c24/30 NMR分光計に接続して測定を行ったo 磁場勾配コ

イルはMagrex社の自己シールド型AGRAD255/178を用いた。拡散強調画像は

頭部冠状断においてGR方向にdiffmion磁場勾配パルスを加えた!timulaededlO 

法により、主として d=3ms、ム=56ms、GD=O~80mTfmで勾配パルス強度を
8段階に変えて測定した。 FOV=5cm，スライス厚 3mm，TR!fE= 1α泊If20.24ms

拡散、異方性、 NMRイメージング、ラット、大脳皮質

みつもりふみゆき，やまね かずすけ
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である。 G
Rを考慮したb値はo.幻2.-_.4.11X108m岳sである。 b値を変えて測定し

た拡散強調画像での信号強度の滅衰過程より見かけの拡散係数(ADC)を算出

したo より大きな信号滅衰を得るためには、 d=111m， D.= 112m;とし、最大b

値=7.2X 109m九まで測定を行った。メチル水銀中毒ラットは12週齢の雄W1Star

ラットに5mgHwkg体重の塩化メチル水銀を12日間毎日経口投与することに

より作製した。給餌量を投与動物の摂食量と合わせたラットを対照群とした。

ラットはl%halo由加e(50% 0.}50% NP)麻酔下においてN乱1R測定を行った。

{結果と考察】 ラット大脳の冠状断で、直交する 2方向の拡散強調画像を

測定すると脳梁や海馬釆等の白質部分では神経線維の走行方向に沿った明ら

かな異方的拡散が認められる。主として神経細胞体よりなる皮質部位におい

ても、白質ほど明確ではないもののカラムの方向と相関した異方的拡散が認

められることがわかった(図1)0b値が比較的小さな4.11X 10
8
m九までの測定で

はb値の増大に伴う信号強度の減衰は単一指数関数に従い、頭頂部皮質のカラ

ム方向に平行方向の拡散のADCは0.78+0.10 X 10-9m2
s-1(n=5)と、直交方向の

ADC 0.63 +0.06 X 1O-9m2s-1(n=5)に比べて有意に大きい(図2)。

ところが、メチル水銀中毒ラットを対照群と比較すると、カラムに平行す

る方向のADCに変化はないものの、直交方向のADCが有意に延長し、上記の

拡散の異方性が解消される方向に変化した(図3)。この傾向は頭頂部、側頭部

の皮質で共通に認められたが、視床部位や小脳皮質、三叉神経束等では認め

られなかった。大脳皮質での変化はメチル水銀によるカラム構造の何らかの

傷害を反映するものと考えられる。

正常ラットの測定において拡散強調を増大し最大b値を7.21X 109m-2sとする

と、もはや大脳各部位の拡散強調画像の信号強度の減衰は単一の指数曲線で

近似することは困難となった。 bi既 porentialでのフイツティングを行うと良い

近似が得られ、大脳皮質のカラムに平行な拡散のADCは速い拡散Df=O.幻×

10-9m2s-1を示す成分(相対強度名=0.85)と遅い拡散D.= 0.14 X 10-9nrs-lを示す成分

(相対強度f.=0.15)の2成分に分離された(図4)。さらに、カラムに直交する

方向の拡散では、速い成分のDf
が減少する傾向を示した。この結果は、大脳

皮質における水分子の拡散異方性は速い成分に由来することを示唆する。

上記の結果は、これまで信じられてきた、神経細胞内外の水分子が速い交

換状態にあるという仮説と相反する。ここで得られた結果から細胞内外の水

の遅い交換を仮定できるとすれば、 Df、D.はそれぞれ細胞外、細胞内の拡散

に対応すると考えられる。したがって、脳皮質で認められた異方性は細胞外

の水分子のカラム構造まわりでのめ抗U部並yの違いに由来すると解釈できる。

しかし、観測された遅い成分と速い成分の比率 (0.15: 0.85) は、脳において

0.8 : 0.2とされる細胞内外の比率とは逆転しているため、これらを直ちに細胞

内外のコンパートメントに帰属できるか否かは更なる検討を要する。
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P75 電場処理したアサガオ種子の水の制限拡散測定

( 1生物研・ 2農工研・ 3食総研・ 4 Baylor College) 0小泉美香 1 ・

狩野広美 1 ・五十部誠一郎2.石田信昭 3 ・C.F.Hazlewood4 

Restricted Diffusion of Cell-associated Water in Germinating Mornig Gloηr 

Seeds Exposed to Electric Field 

Mika KOIZUMP， Hiromi KANOl， Seiichiro ISOBE2， Nobuaki ISHIDN & 

Carlton F. HAZLEWOOD4 

IN.α'fional Institute 01 Agrobiological Resources， 2National Research Institute 01 
Agricultural Engineering， 3 N.α'fional Food ReseαTCh Institute， TsukubαScience Cii砂，

Ibarαki 305， .];αpαn& -1Bαylor College 01 Medicine， Houston， TX 77030， USA 

Morning glory seeds in dry condition were exposed to el即位icfield. Effects of the treatment 

on physical states of cell-associated water in the germinating seeds were observed by 'H-NMR 

imaging and restricted diffusion measurements. 

Diffusion-weighted images of both treated and untreated seeds were measured by the pulse 

gradient stimulated-echo method. Water movement is considered to occur through partly 

permeable cell membrane in untreated seeds. Maximum of water仕組sportrate in the seed 

reached that of pure water. The treatment is considered to perturb membrane systems and cell 

functions. 

私たちを取り巻く環境には電場が溢れている。この電場は生体に様々な影響

を与えると考えられ、診断や治療など医療の場にも用いられているが、その作

用の実態については明らかとは言えない。これは電場が生体に与える影響が多

岐にわたるとともに、通常の状態ではその変化が微小で検出し難いことが一因

であると思われる。一方、生体において細胞中の自由水は、生命活動を支える

各種の反応に必要な物質や熱を移動させるための媒体であると同時に、細胞膜

やその他の細胞構成物質によってその動きを規制されている。このことから、

自由水の状態は、細胞の生理状態をよく反映していると考えられる。

本研究では、乾燥状態で電場処理を行うと発芽率が低下することが知られて

いるアサガオ種子を材料として、その吸水、発芽過程における制限拡散測定に

より細胞中の水の動態を調べ、乾燥種子に与えられた電場処理の影響を検討し

た。

<材料及び方法>

アサガオの乾燥種子に、発芽率が 50%に低下する強さの電場処理 (15kV/3 cm， 

60 min) を施した。これを湿ったろ紙上にまき、 25
0
Cで 48時間培養し、サン

プルとした。

キーワード:アサガオ、電場、水、制限拡散、 'H-NMRイメージング

こいずみみか、かのひろみ、いそベせいいちろう、いしだのぶあき、 HazlewoodC.F. 
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測定は 270MHz超伝導 NMRスベクトロメーター(JEOL GSX-270WB)に装着

可能なミクロイメージング装置と自作の磁場勾配発生装置を用いて行った。

!日刊MRイメージは 2D-FT法により、拡散イメージは Pulsegradient spin-echo法

(磁場勾配の強度は 278 担 T/mで 3ms、拡散時間は 12ms) により澱定した。

制限拡散は、 Pulsegradient stimulated-echo法により拡散時間を変えて測定した。

更に、 Y軸に 89 出 τ1mの磁場勾配を与えて選択励起を行い、画像の Y軸中央

部の X軸に平行な線に沿った巾 1mmの部位における制限拡散の一次元プロフ

ァイルを測定した。このデーターをミクロコンビューターに転送し、 Tannerの

モデル(1978)を Meerwall& Ferguson (1981)が変形した式に非線形最小自乗法を

用いて当てはめ、水の移動速度 (Do)、コンパートメントサイズ (a)及び膜透過

性 (D/Do)を求めた。

く結果及び考察>

拡散時間を 13ヲ 61ラ 111msと変えて測定した電場処理(左)および未処理(右)

のアサガオ種子の lH-NMRイメージ(上)、 Pulse gradient stimulated-echo法で測

定した拡散イメージ(中)、そして Stejskal& Tannerの式により計算した拡散係

数イメージ(下)を Fig. 1 ~こ示すo IH四 NMRイメージを見ると、未処理の種子

13 ms 61 ms 111 ms 

Diff窃sio路 P牢riod

Fig. 1 lH伺 NMRimages (top)ラ diffusion-weightedimages (middle) and diffusion coefficient 

images (bo託om) of the genninating moming glory seeds m曲 suredby the pulse gradi邑nt

stimu!ated-echo method with diffusion times of 61 and 111 ms. The !eft seed of each image 

is treated with 自己記lectricfield of 15 kV/3 cm for 60 min and the right one is untreated 
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Fig. 2 An IH-NMR im昌ge(a) 

昌nd a diffusion coefficient 

image (b) of the住吉ated(Ie食)

関 d untreated (right) seeds 

measured by the pulse gradi阜nt

spin-echo method (top)， and 

curve fitting analysis of 

one-dimensional profiles at po-

sitions indicated by arrows Aラ

B， C and D on the IH_N恥1R

image (boitom) . Restricted 

diffusion measurement was car-

ried out by the pulse gradient 

stimulated-echo method com-

bined with selective excitation 

using various diffusion times. 

The horizontal n昌rrow area 

between the arrows (left side 

of images) was selectively ex-

cited. 

、‘，ノhu
 

編曲嗣静

田園国酔

iDi出 S吋討od

200 0 100 

(ム:ms) 

200 

C 

。¥
O

O

oe 

n
H
g
 

0

0

0

 

。。

8 

員
1.0 

ー1.01-

(
。
〈
¥
〈
口

{
)
h
H
Z
E
g
g
-吋
口
凶
目
的
』
O
口
0
3
U
2甘
U
M凶 B 1- D -2.0 

自画-
恒国惨炉

Fig. 3 An IH欄NMR image 

(1告会) and a di担lsioncoeffi-

cient image (right) of an un-

tre昌tedse邑dwith distilled water 

in a capillary tube (top)， and 
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では子葉が折り畳まれている構造がよくわかるが、電場処理した種子では全体

にシグ、ナル強度が弱く、部分的に子葉や葉脈が見える程度であった。どちらの

発芽種子も含水率は 73%と同じであるので、電場処理した種子では水の存在状

態が変化し、自由水が減少しているものと思われる。

拡散係数イメージを見ると、どちらのサンプルにおいても拡散時間 13msの

時にイメージ強度が最も強く、拡散時聞が長くなるに従って低下した。このこ

とは、水の動きが細胞構造によって制限されていることを示している。そこで

膜構造によって仕切られたコンパートメントのサイズと膜透過率を知るため

に、拡散時間を 16段階に変えて制限拡散の一次元プロファイルの測定を行っ

た。

lH-NMRイメージ(Fig. 2a)の左に示す矢印の聞を選択励起し、 Pulse gradient 

stimulated-echo法で拡散時間を変えて測定した時のシグナル減衰 ln(AlAo)を拡

散時間に対してプロットすると、未処理種子では緩くカーブした曲線 (Fig. 2C， 

D)となり部分的透過性を持つ膜を通して細胞の水が移動していることを示し

た。一方、電場処理した種子ではプロットがぱらつき、 Meerwall& Fergusonの

式にフィッティングする事が出来なかった (Fig. 2A， B)。未処理種子と閉じ水

分含量であるにもかかわらず lH-NMRイメージで局所的にしかシグナノレが出な

いことを考え合わせると、以下のように考えることが出来る。健全な種子では

膜構造の存在によって一定秩序のもとで吸水が進むが、電場処理されると部分

的に膜が壊され、そこに侵入した水が露出した貯蔵物質にランダムに吸着し貯

蔵物質の膨張をまねく。このため大部分の水は吸着水となり、イメージ強度は

低下する。また、貯蔵物質の膨張により更に膜の破壊が拡大され、組織の構造

がヘテロになる。こうして磁場が不均ーとなり、制限拡散測定においてシグナ

ル減衰が著しく変動するようになるのではないかと思われる。

次に、未処理種子の制限拡散を純水を入れたキャピラリーとともに測定し、

水の移動速度 (Do)、コンパートメントサイズ(a)及び細胞膜の透過性 (DlDo)を

求めた (Fig.3)。コンパートメントサイズはおよそ 50μm前後、膜の透過性は

35%程度で、組織による大きな変動は見られなかった。水の移動速度は 0.3~ 2.3 
X 10-5 cm2/sと場所により大きく変動し、特に主脈や表皮の部分では純水と同程

度の高い移動速度を示した。高濃度の溶質を含む細胞内においてこのように高

い移動速度を示すのは、代謝によって生じた熱や、膜などの運動によって水の

動きが高められているためと思われる。

<文献>

Tanner J.E. (1978) J. Chem. Phys_ 69: 1748ぺ754.

Meerwall E. & Ferguson R.D. (1981) J. Chem. Phys. 74: 6956・6959.
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P76 検出位相を掃引する回転座標系イメージング法
電子技術総合研究所超分子部生体核磁気計測ラボ

0服部峰之、清水秀明、守谷哲郎

Rotating-frame imaging method with phase-sweep detection 

Mineyuki Hattori， Hideaki Shimizu， and Tetsuo Moriya 
Electrotechnical Laboratory， Tsukuba， Ibaraki 305， JAPAN 

A new faster rotating国 frameimaging method with sweeping a phase of the reference 

signal during the detection period is proposed. The schematic and theoretical descriptions of 

this method are presented. The spectrometer system induding the probe with a saddle coil 

and a surface coil and the variable phase synthesizer was constructed. 

<序論> 回転座標系イメージング実験においては、表面コイルからの距離(ベ， X2)

に依存した、ラジオ波磁場強度の勾配を位置情報のエンコードに利用する。 Houltに

よる回転座標系ズーグマ卜グラフィ[1]は、 x軸方向のラジオ波磁場勾配とz軸方向の

静磁場勾配を用いた二次元イメージングであるが、ラジオ波磁場勾配パルスの長さ

を段階的に変えた、多数回の励起を繰り返している。この振幅変調を基本とした、

高速型の回転座標系イメージング法は、繰り返し待ち時間をとらないで断続的にラ

ジオ波磁場勾配パルスを印加し、 nutation信号を擬FIDとして得る実験として、提案

されている[2ふ4]。位相変調回転座標系イメージングは、一軸方向に勾配をもったx'

軸0度パルスにより〆-z軸上にフリップ角分布として展開した後、 y軸90度パjレスに

よりx'-y宙上に倒し(位相変調)、。を段階的に変えた一連のこのシーケンスを行

い、一次元の化学シフ卜分布を得ている[4，5]。この従来法では、検出器の位相が、

固定されているため、複数回の励起を繰り返さざるを得なかったわけである。ここ

では、検出器の位相を連続的に掃引しながら、この位相エンコードされた信号を一

回の励起で高速に取り出す方法を検討し、検出位相が掃引できる分光計を製作し

た。 Fig.lにこの方法における、磁化の運動を模式図で表す。

z' 

x' x' 

回圃

〉

X1 

z' 

y' 

Fig.l検出位相を掃引する回転座標系イメージング法の概略図
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<装置> Fig.2に分光計の概要を示す。プロープは、日本電子のプロトン・ '3C二

重共鳴用 (W/B，5mm径用)を、均一ラジオ波磁場照射用・検出用の鞍型コイルと

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表面コイル

を、プロトン用照射・検出コイルと直交配置になるように配置した。表面コイルと

鞍型コイルの 2チャンネルと位相検波用の 1チャンネルのRFを発生するため、発振

器(アンリツMG3633A，-2.7GHz)からのRFを分配器で3系統に分け、それぞれに位相

可変のシンセサイザー(Wavetek650，-2MHz， 4ch.)からのRFを混合した。 1，2ch.の

位相を国定しておいて、第3ch.の信号をJEOL分光計からのデータ取り込み開始トリ

ガーと同期して、掃引させた。 x軸方向の位置エンコード(x，ベ)1こ位相変調を採用し

たシーケンスをFig.31こ示す。

90・y

φ-sweep (O-9CJo ) 

Fig.2検出位相を掃引する回転座標系イメージング用 Fig.3実験に用いたパルスシーケンス

分光計のブロック図

く結言>ラジオ波磁場勾配は、静磁場勾配に比べると、立ち上がり、立ち下がりに

要する時間が格段に短いというの特徴がある。ラジオ波磁場勾配を生体のような不

均一な対象中に、系統だって発生することができれば、静磁場勾配の利用を基盤と

している現状の高速イメージング法を越える高速な方法へ発展し得る。

<参考文献>

[1] D. 1. Hoult， J. Magn. Reson. 33， 183 (1979). 

[2] P. Maffei， P. Mutzenhardt， A. Retournard， B. Diter， R. Raulet， J. Brondeau， and 

D. Canet， J. Magn. Reson. A107， 40 (1994). 

[3] K. R. Metz， J. P. Boehmer， J. L. Bowers， and J. R. Moore， J. Magn. Reson. 8103， 

152 (1994). 

[4] R. Raulet， D. Grandclaude， F. Humbert， and D. Canet， J. Magn. Reson. 127，259 

(1997). 

[5] M. J. Blackledge， B. Rajagopalan， R. D. Oberhaensli， N. M. Bolas， P. Styles， and 

G. K. Radda， Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84， 4283 (1987). 

[6] P. Styles， M. B. Smith， R. W. Briggs， and G. K. Radda， J. Magn. Reson. 62， 397 
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P77 マルチスライス HSQC法を用いた高感度
In Vivo 13C代謝物イメージング

0渡遁英宏 I，梅田匡朗 l，石原康利 I，岡本和也 I，

小田正記2，押尾晃一z，金松知幸 2，塚田裕三 2

l(株)東芝研究開発センター， 2創価大生命科学研究所

High Sensitive In Vivo 13C Metabolite Imaging 
Using Multislice HSQC 

H. Watanabe I，M. Umeda I， Y. Ishihara 1， K. Okamoto I， 

M. Oda 2， K. Oshio 2， T. Kanamatsu 2， Y. Tsukada 2 

1 Toshiba R&D Center， 2 Institute of Life Science， Soka University 

lTT _li _...f__ _..L_..1I 13 Multislice HSQC sequence is proposed. This sequence is a multivoxel 'H detected '.C spectroscopy 

13 sequence with good peak separation and no increase of the scan time. A human volunteer brain '.C 

spectra with proton sensitivity were obtained， using this method. After drinking glucose C・1，

glutamate C-3，4 could be detected. Glutamate C-4 appeared， the appearance of Glutamate C・3

following. 

1.はじめに

13じMRS(Magnetic Resonance Spectroscopy)は、例えばI3C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。この

I3C-MRSシーケンスには、高 S刷、局所励起、良好な代謝物ピークの分離が必要であり、昨年の

NMR討論会にて、我々は、これらを満足するシーケンスとして局所励起 HSQCシーケンスを発

表した(1， 2)。このシーケンスの特長は、準備期の 13C反転パルスの印加時刻の工夫により、準

備期の IHパルスを選択励起パルスとすることが可能となる点にあり、これにより局所励起が可能

となる。

本研究では、上記特長に加えて、スキャン時間を増加させること無く、複数の領域の HSQC信

号を取得することが可能な、マルチスライス HSQCシーケンスを提案した。そして、ファントム

実験によりその基本性能を確認し、人ボランティア試験により本方法の有用性を実証した。

2.理論

マルチスライス HSQCシーケンス

マルチスライス HSQCシーケンスには2つの特長がある (Fig.1)。第 1の特長は、局所励起

HSQCシーケンスと同様、準備期にあり、第 2の特長は、検出期にある。

準備期の特長は、 I3C反転パルスを IHエコー時刻および第 3の IHパルスの 1/(4J)前に印加す

戸
内

υ。。つ白



ることにより、 1/(2J)よりも長い任意の lHのエコ一時間でも、分極移動を生起させることが可能

となることである。 lHのエコ一時間TEを(τ+1I4J)とした時、すなわち 90
0

(H)ーτ+1/(4J)ー180。

(H)一τ-180
0

(13C)-I/(4J)-90
0 

(H)のシーケンスにおける IS系 eH，13Cの2スピン系)の直

積演算子展開は以下の様になる。

Iz--90
0 

x('H) 〉ーか

I 。('H) ， T ， 1 T..， 1 .， T_ 0_ 180
0 

(
13C) ， 1 T.. 1 〉ーム→-ーか+一一2IxSz 'dU ¥'-C) ーーか一一一2IxSz -J2'_' • -J2 _..._- ， -J2 'J -J2 

_____iL→-2IxSz-90" v('H)~ 2IzSz [1] 

すなわち、 Fig.1のシーケンスでは、準備期にてx，yの空間2次元で局所励起化された領域

内で 2IzSzのコヒーレンスが生成される。続いて印加される 13Cパルスにより 13Cのl量子コヒー

レンスが生起され、 13C化学シフトが展開する。引き続き 13
Cパルス、

l
Hパルスを印加して l

Hに

分極を戻して l
H感度で観測を行う。

第2の特長は、検出期のマルチスライスである。展開期後の 13Cパルス印加により、空間 2次

元局所領域内で 2IzSzのコヒーレンスが生成される。これは、 lH，13C共に縦磁化の状態であるた

め、緩和時間が長く観測不可の状態である。すなわち、マルチスライスが可能となる。まず、検

出期の第 1の lH選択励起パルスの印加により、第 1の局所領域 Vlからの HSQC信号が観測さ

れる。この信号をディフェーズした後、第 2の lH選択励起パルスを印加して第2の局所領域 V2

からの HSQC信号が観測される (Fig.1)。

(a) 90. x 
rri0・9γK:-¥90.~lZ2 f::_¥ 

rゃι~X' ~， v--
IH 

13C 

Gx 止
u
A 巳Gv 

Gz GIハ Gh~ Lt 
Gsel 

Gadd a 
f1=1/(4J) 

ι 
.'，一.

白一‘(b) 

文~，~"':

Fig. 1. Pulse sequence for 
multivoxel HSQC (a). Two 3-ι 010ω糊叫C伺ωal耐 V刈O叫lun鵬n
V引1and V2， are obtained 
using this sequence (b). 

3.方法

ファントム実験および人ボランティア実験は、 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。

286-



ファントム実験

RFコイルには、それぞれ 85MHz (1H) と21MHz (13C)に同調をとった 2つの直交配置した

鞍型コイル(直径 140mm)を用いた。この RFコイル内に、 [2-13C]酢酸 (1g)と[1-13C]エタノー

ル (1g)をZ方向に並べて配置した。 [2-13C]酢酸および[1-13C]エタノールはそれぞれ Fig.1で示

した Vl、V2領域内に配置した。

マルチスライス HSQCシーケンスの条件は、 128X128X2 (Fl XF2XSlice)、TR500msとした。

人ボランティア試験

本試験は創価大学生命科学研究所倫理委員会の承認を得て実施した。対象は健康成人ボランテ

ィアで、試験について文書にて同意を得た。本試験に先立ち事前検査として、問診、血圧検査、

血液検査、尿検査、糖負荷試験、心電図計測、 MRI撮像を実施し、糖尿病などの異常がないこと

を確認した後、 1ヶ月以内に本試験を実施した。また、本試験後 1ヶ月以内に事後検査として、

MRI撮像を除いて事前検査と同様の検査を実施し、異常が無いことを確認した。

本試験で用いた試薬は、市販の[1-13C]Dグルコース(アイソテツク社製)を体重 1kg当たり 1

8溶かした 30%水溶液で、経口にて服用してもらい、その後後頭部領域からのマルチスライス

HSQC信号の取得を行った。

RFコイルには、 RF分布に起因する信号損を防ぐため、送信用プローブには互いに直交配置さ

れた 1H用と 13C用の鞍型コイルeH:直径 300mm、13C:直径 250mm)を用い、感度向上のため、

受信用プローブには 1H用サーフェスコイル(直径 100mm)を用いた。

マルチスライス HSQCシーケンス条件は、局所領域サイズが 35X30X35 mm3、観測時間 15分、

TR 0.9 sとした。空間2次元の分布を求めるため、 1方向にエンコード勾配磁場パルスを加え，マ

トリックスサイズを 128X 128 X4 X2 (tl Xt2XkxXslice) とした。データ収集後、 Fl、F2方向に

0フィリングを行い、 256X256X4X2とした。コヒーレンス選択のための勾配磁場パルスの比率

は、 o: 4 : 1 (G1: G2 : G3) とし、勾配磁場強度は 0.85G/cm、G2印加時間は 20msとした。

4.結果

ファントム実験

Vlスペクトルには[2-13C]酢酸 (1g)のピークが、 V2スベクトルには[1-13C]エタノールのみの

ピークが得られた (Fig.2)。この結果、マルチスライス HSQCシーケンスにより、複数領域の

1H_13C相関スペクトルが得られることが確認できた。

13C 

Fig.2.恥1ultisliceHSQC spectra. 

Only Acet-2 peaks were shown in 

13C the Vl spectrum (a) and only Eth-

1 peaks were shown in the V2 

spectrum (b). 

-287-



人ボランティア試験

人後頭部の4領域からの HS守Cスペクトルを得ることができた。グルコース投与後、まず4位

のグルタミン酸が増加した。これに続き、 31立のグルタミン酸のピークが認められた (Fig.3)。

この結果、マルチスライス HSQCシーケンスにより人脳内のグルコース代謝の観輔が可能である

ことが実証できた。

(a) 一一一一一~一一ご (b) 

100 

Tim母

volunteer 3画 Dimage (a) and Glutamate C剛 3，4labeling timecourses (b). 

Glu-4 

な
明
由
意
富
岡

。 200 

Fig. 3. The 

一時ゆ一一VI
-一畿一一 V2

一一愈四一V3
---41←-V4 

--<> --VI 
・圃 0 ・・ V2

一企画 -V3
・・ 0 臨画 V4

5.結論

マルチスライス HSQCシーケンスは、スキャン時間を増加すること無くマルチボクセル 13Cス

ペクトロスコピーが可能な方法であり‘高感度、員好な代謝物ピークの分離という特長を有する。

本方法は、 invivo 13Cスペクトロスコピーの有力な方法となり得る。

議書革

本訴究開発は、底壊福祉機器技術研究開発制震の一環として、新エネルギー@産業技能開発機

構(NEDO)からの委託により実施したものである。
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P78 高磁場における化学シフト画像のための各種パルス系列の比較検討

九大薬 O栗林秀人、金沢洋子

A Search for an Optimal Pulse Sequence of Chemical Shift Imaging 

for Weak Signals in Biological Systems at High Field 

Hideto Kuribayashi， Yoko Kanazawa 

Facu!ty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 

We have improved the method of chemical shift imaging and compared the sensitivity and 

quality of images acquired from spin echo(SE)， fast spin echo(FSE)， gradient 

echo(FLASI力andspectroscopic imaging(PRESS). Experiment with the phantom and 5・

FU administered mice has shown that FSE is the most high sensitive method. 

くはじめに>

小動物体内に存在する低濃度薬品や標識化合物の動態をモニタするために、高磁場(9.4句

装置による化学シフト画像を試みてきた.高磁場であることにより、シグナルの分離による

化学シフト選択が容易になり、測定の高感度化が可能であるため測定の時間的分解能が期待

できる.しかし、磁化率アーティファクトの問題が深刻になる.また、高い共鳴周波数によ

る RF出力は、測定対象物の発熱をまねく可能性もある.化学シフト画像を薬物代謝の研究

に応用するならば、代謝過程を追跡できる時間分解能が特に要求される.また、実験動物は

個体差を少なからず持つために、一検体につき代謝物全ての情報を経時的に得ることが実験

誤差の低減につながる.本研究ではフッ素化合物化学シフト測定法の比較検討を、高磁場装

置で測定可能なマウスの 5・FU代謝追跡を用いて行った.

く実験方法>

0.025Mトリフルオロアセトアミドを生理食塩水と n-フ。ロパノール(混合比6:4)の混合溶

媒に加えた 16mlの溶液ファントムを用いて、測定条件の最適化を行った.溶媒と混合比は

生体組織の水分の比率より決定した.

臓器ファントムとしては、 5・フルオロウラシル(5・FU)投与マウスの摘出臓器を用いた.内

径28mmのプラスチックチューブに上記の混合溶媒をいれ、その中に内径9mmのプラスチ

ックチューブに入れた臓器を固定した(F-s-アラニン(FBAL)6mmoνkg). 

In Vivo測定としては、開-Il34腫蕩細胞を右脇下に移植した9-10週齢のメス C3Hマウス

に4時間の絶食後、 0.5%CMC溶液に懸濁させた2mmol/kg5・FUを経口投与した.エーテ

ル麻酔下NMRプロープ内にマウスを固定し、測定中は0.5%Halothaneで麻酔を維持した.

lHSE法でプロトン形態画像を得、 19Fスペクトルにより化学シフトを決定した後、 19F画像

測定を行った.測定後直ちに腫療あるいは臓器を摘出し、加熱により酵素失活させ、 19Fスペ

クトルを用いて摘出臓器中の 19F化合物の定量を行った.また、測定後の臓器は画像の臓器

化学シフト画像、マウス、磁化率、フッ素化合物

くりばやしひでと、かなぎわ ようと
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ファントムとして使用した.

NMR測定には、 V世 ian社製UNITYINOVA400と縦型で9.4Tボア径89mmの超電導磁

石を用いた.画像測定には外径40mm高さ 35mmの19F/lH tunable volume coilと自己遮蔽

型勾配コイルを使用した.

くパルス系列>

画像測定の基本的なパルス系列はスピンエコー法とグラジエントエコー法に大別されるが、

化学シフト選択画像には、それらに加えて磁場勾配を利用した局所スペクトルから画像を構

成する方法が用いられている.生体内の微量化合物を対象として、高速測定の可能なfastspin

echo法およびFLASH法と、短い T2シグナル用に工夫した PRESS法を用いた.また、 spm

echo法を画質の比較のため用いた.画像測定でのスライス選択は、低濃度化合物を対象とし

ているために行わなかった.

1. Fast Spin Echo法(FSE)

最初の90
0

パルスで化学シフト選択を行い、パルスサイクルごとに選択周波数を変え、 4

つの化学シフトに対応する画像(FU，FUPA+FBAL，Fnuc，Halothane)の同時計測の能力を上

げた.実働パルス系列でのTRは0.25sであるが、特定の周波数でのTRは1.0sである.位相

エンコードステップは、 k-spaceの中心から外側へ磁場勾配の符号を交互に変えたものであ

る.esp=6ms.データ 64x16.スライスなし.etl=16. 

2. Gradient Echo法(FLASH)

ファントム実験では通常の FLASH法でパルス幅2.5msのgaussianパルスを用い化学シフ

ト選択を行った.プレサチュレーションパルスで不要シグナルを飽和させ、その縦磁化が回

復しない聞に短い τ'R(=15ms)で位相エンコードステップを全てサンプリングする方法も試

みた.この場合、励起されたシグナルの縦磁化が回復するまで 3T1かかると見積り、選択周

波数の切り替えは4sごとに行い、その順番は化学シフト位置の関係でシグナルが飽和される

必要のない FUPA+FBALとHalothaneをひとつおきにはさみ飽和されたシグナルの縦磁化

の回復を図った.TE=1.5ms. フリップ角 15
0

.データ 64x16.

3.局所スペクトル法(PRESS)

磁場勾配を利用した局所スペクトルの中で、 PRESSは比較的長い引をもっシグナルを対

象とした測定法として知られている.しかし上記のパルス系列と測定条件をそろえるならば

三次元スライスは必要でないため、 90
0

-1800

の単純なスピンエコーを使用し、 TEを3.2ms

まで短縮できた(パルス幅 1ms).一方、 STEAM法は3つの 90。パルスを必要とするため

にTEは4.5ms以上となる(パルス幅 1ms).その結果、ファントム実験でSTEAM法に比べ

高感度測定が可能になった.19FNMRの化学シフト分布領域はlHや 31pのそれよりも大きく

(19F:80Oppm， 1 H:20ppm)、今回の系においては5000Hz以上離れた信号が存在するために 1ms

のsincパルス(選択幅 6000Hz)では観測が困難であり、中心周波数を変える方法を必要とし

た.動物実験では19F薬物の全身分布を得るために、 5mmx5mm，5x9 voxelのサンプリング

を行った.サンプリングの順番はマルチスライス法で用いられるスライス面を一つおきにサ

ンプリングする方法を二次元に応用し、 一 つ の voxel毎に中心周波数を

FU+Fnuc， FUPA+ FBAL，Halothaneの位置に変えて行った.実働パルス系列でのTRは0.17s

である.
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<結果と考察>

臓器ファントムの結果を Fig.lに示す.肝臓の臓器ファントム(Fig.l2本のlOmm管の左)

で各パルス系列により得られる画鎮の質を比較した.SE法(Fig.la)とFSE法(Fig.lb)は同じ

讃算匝数であり、 FSE法の積算時間目立SE法の 16分の lである.データの主空間表示

を比較すると、 FSE法の位和エンコード軸のエコーはも減哀が認められ、また FSE麗畿で

は若干S加がSE法にくらべ劣るが、画質に差はみられなかった a なおSE法においても 19F

画像に濃度分帯があるのは、この臓器は摘出後そのままサンプル管に入れたため、臓器内で

FBALの分布があるものと考えられる。 FLASH法(Fig.1c)は SE法と開じ覆算時間(45min)

である.F凶画像拡法に比べて明らかにS肘が劣っている. 4つの voxelのPRESS

法も SE法と問じ 顛 算 特 間 で あ る.4点での PRESS法では十分なS加が得られてい

るが、 1のPRESSスベクトルのS却は6であり SE函犠のS肘が 15であるので、 SE直

後のほうが高感度である.また動物測定では、薬物の全身分布を見るために 5x9voxelのサ

ンプリングを行うため、同じ S加比を得るためには約 10倍の時閣が必要である. Fig.ldの

PRESSスペクトルのS加 は8以下であり、 45分で 5x9voxelサンプリングではS加が3以

下になりシグナルの識J}IJが躍難となる.

動物実験の結果を Fig.2，3tご示す.投与後 17分より 10分間 FSE法で 19F酉録制定を行い、

胃の位置に日j、肝臓の位置に貝原Aまたは の画換が(Fig.2c)、Halothaneの信号は

体のほぼ全領域から得られた.その後FLASH法で 12分積算した.FUPA+FBAL は画儀測

定前後のスペクトんからみて濃度が上昇しているが、画犠のS肘はFSE画像のもの

より低く、臓器ファントムの結果と」致する.

投与後 55分より 62分間法で19Fスペルトル測定を行い、日j領域では信号とみ

なせるものはなく、 FBAL領域ではに示した 3領域においてシグナルが得られ、肝臓

の位置にが存在することを確認できた.しかしそのS加は飽く (S/N=品、シグナルの

識別がi翠難であった.

FSE法が化学シフト画像法に適していることが示された.特に小動物体内における薬物代

諜追跡のような時間分解能を要求する制定に有用であり、その応用が期待される.
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P79 N M R顕微鏡による発芽大麦における糖の消

長の追跡

0石田信昭(食総研)、小川秀次郎(日本電子データム)、

小泉美香、狩野広美(生物研)

Location of su伊 rsin barley seeds during germination by NMR microscopy. 

Nobuaki Ishida 1
• Hidejiro Ogawa 2

• llika Koizumi 3 and Hiromi Kano3 

INational Food Research lnstitute. Tsukuba Science City， lbaraki 305， Japan 

2 JEOL Datum Co. Ltd.， Akishima， Tokyo 196， Japan. s National lnsti tute of 

Agrobiological Resources， Tsukuba Science City， lbaraki 305， Japan 

1 H-Nl¥但 localizedspectral imaging method combined with 1 H -NMR imaging and 1 3 C-NMR 

spec仕oscopywas a仕emptedto use as a means for tracing the distribution and f1uctuation of sugars in 

germinating barley seeds， malts. This is impo巾 ntfor cultivation of the crop and on the use of major 

material of beers and spirits. Maltose， sucrose，仕uctoseand oils were detected in imbibed seeds by 1 3 C 

-NMR spec加.During the first 6 day of germination， the maItose content increased. Sugars were 10-

αted by 1 H -NMR images and 1 H -NMR localized spectral images in the vascular bundle of the seeds 

as well as in the solubi!ized endosperm. They were aIso detected in the vascuIar bundles but not in也e

mesophyll cells of the coleoptile in the shoots. The sugars were present in the basal part of the shoot， 

but not above 7 mm from scuteIIum. The da匂 suggestthat the sugars are primarilyむ-ansportedthrough 

the vascular bundles and， at the same time， rapidly in∞rporated inωmesophyIl cells in the Ieaves. 

NMR顕微鏡は光学顕微鏡等が組織の光透過性や散乱といった固体の構造を基に画像を

作るのに対し、組織中の溶液の分布をイメージ化するといった特徴がある。また、シグナ

ルは本質的にスペクトル情報をもっているため、単に溶液のシグナル強度によるイメージ

だけでなく、スペクトル情報に由来する溶媒や溶質といった化学物質の分布のイメージ

(化学シフトイメージ)を得ることもできる。選択励起による化学シフトイメージは、化

合物の化学シフト差を利用して単一の物質の情報を得るため、生体中の糖のように大きな

水のシグナルの近くにある弱L、シグナルをイメージ化することは難しく、 3D -F T法によ

る方法も測定時聞が長くなる上、試料の不均一性による影響もあり利用が限られてくる。

ここではもう一つの方法として、イメージ上の X軸の中央における狭い領域をY軸に沿っ

て選択的に励起し、切り出したラインに沿ってスペクトルをとる局所スペクトル法を取り

上げた。

キーワード:発芽大麦、糖、 NMRイメージング、局所スペクトル、転流

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. 2 Changes of sucrose， maltose， fructose 
and oils during the germination of barley seeds. 
• maltose， X sucrose，ム企ucω閣， Ooils 

Fig. 1 Pulse sequences used for measurement of (a) 
I H-NMR images and (b) I H-NMR localized 
spectral image. 

発芽大麦では貯蔵されていたデンプンがアミラーゼにより分解されて糖が生成し、これ

が発育初期の根や幼芽の生長に利用される。また、発芽大麦は食品においては「モルト」

として酒の発酵原料として古くより利用され、そのデンプンの分解状況は品質に重要な影

響を与える。この大麦の発芽過程における、デンプンの分解と糖の生成及び分布をNMR

イメージとそれに対応した局所スペクトルイメージにより追跡した。

【材料及び方法】

発芽大麦: 大麦種子(ニューゴールデン)を湿らせたろ紙の上で発芽させ、吸水後経目的

に測定を行った。

NMR測定:270M.Hz超伝導NMRスペクトロメーター(JEOLGSX-270WB)に装着可能なミクロイ

メージング装置と自作の磁場勾配発生装置を用いて測定を行った。 IH-NMRイメージは2D-

FTi法(Fig.1a)によって、局所スペクトルイメージはイメージング用2D-FT法のシークエンス

において 180・パルスと同時にX軸に磁場勾配を与え Y軸に沿って X軸中央部1mmの範囲を選

択励起するとともに、シグナル取り込み時のX軸磁場勾配を取り除いてシグナルを取り込

み、一連のデータを 2次元フーリエ変換する事により求めた。また、大きな水のシグナル

を抑制するため90・パルスの前に 180・パルスを入れたシークエンス (Fig.1b)により測定を行

った。 90'及び180'ソフトパルスは3msのsincパルスを用い、エコ一時間(TE)21ms、繰り返

し時間 (TR)5s、128エンコードにより 4回積算で、 256x 256マトリックスで画像を再構成し

た。 13C-NMRは同じNMRスペクトロメーターを用い径5mmの試料管により測定した。
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【結果及び考察】

発芽大麦においては 13C-NMRによりマルトース、シュークロース、フラクトースと油脂

のシグナルが観察された。 NMRシグナル強度を基にそれぞれの化合物の量の変化を示したの

がFig.2である。主要な糖であるマルトースは吸水後急激に増加し、 6日後に最大に達した

後、急激に減少した。

発芽過程における大麦の lH-NMRイメージ(a)と局所スペクトルイメージ(b)の変化をFig.

3に示した。局所スペクトルイメージは lH-N!lRイメージ上の矢印 αに沿って 1mmの範囲につ

いて測定したもので、縦軸が対応するイメージのY軸位置、検輸が化学シフトとなってい

る。また、イメージ強度はシグナルの強度を表す。局所スペクトルイメージ上の Sは水、

7は糖のシグナルである。

吸水 2日後で幼芽のイメージが観察され、同時に幼芽の第 1葉に糖のシグナルが観測さ

れた。 3日後になると匹乳が溶けて匪乳部のN!lRイメージが観測されるようになり、そこに

糖の強いシグナルが観測されるようになった。 6日目には匪乳はほとんど溶けて強いN!lRイ

メージと匪乳全体に大きな糖のシグナルが観測された。この時点で匪乳の大部分が可溶化

され糖の生成も最大になった。さらにステージが進むとNMRイメージに大きな変化は認めら

れないが、局所スペクトルイメージの糖のシグナルは急激に少なくなり、 9日後には!IE乳

部にはほとんど糖が認められなくなった。

Fig. 3では幼芽の糖は第 1葉で観測され、子葉鞘からは観測されなかった。糖は葉や茎の

中を水とともに移動すると考えられる。局所スペクトルイメージのY軸のスライス幅は 1m

mのため、種子の中心を測定したFig.3では子葉鞘の左右に分かれて存在する維管束が測定

にかからなかったことが考えられた。そこで、子葉鞘の維管束を通る方向の測定を行い、

糖の分布と転流の様子を調べた(Fig.4)。その結果、子葉鞘では維管束の部分からのみ糖の

シグナルが観測された。

このような生きたままの生体試料を扱う場合、生理的状態を保ちながら測定するため、

測定時間の短縮は非常に重要な要素となる。本報告で述べた選択励起法を利用した局所ス

ペクトル法は、選択幅1mmと化学シフトイメージに比べX軸方向の分解能は良くないが、測

定時間は短縮でき実用的に有効な方法と考えられる。

【文献】

N. Ishida et al. (1994) Abstract of the second intemational conference on applications of magnetic res-

onance in food science. P.34. 

N. Ishida et al. (1996) Plant CelJ Environ.， 19， 1415-1422. 
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P80 13 Cグルコースを用いた人頭部13C-MRS&I
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13C -l¥1RS & 1 ofHuman Brain by Oral Administration of [1_13C] Glucose 
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We report a primitive study ofbrain metabolism measurements by human brain 13C-MRS following 

to oral administration of [1-13C] Glc. The study protocol was reviewed and approved by the Ethical 

Board Committee of Institute of Life Science， Soka University. Healthy volunteers were chosen and gave 

their written consent after being informed about the procedure and the potential risks of the study.τ'he 

S旬dywas performed using a 2T whole body MRS research system equipped by 13C-dire氾tiH-indirect

observation pulse sequences and RF probes specialized for each sequence. Volunteers lay across the bed 

of the system and put their back of the head on the surface coil after oral administration of 99% enriched 

[1-13C] Glc (g/kg) in a 30% weight /volume water solution. We could obs巴rved13C spectra in both cases 

of direct/indirect observations and obtained time courses of the signals of [1-13C] Glc， [4-13C] Glu， and 

etc. 

【背景および目的1
13C-MRSでは、生体で重要な働きをする代謝基質を 13C標識化合物として投与し、そ

の代謝産物の信号を動的・経時的に観測することにより、直接生体内物質代謝の様子を調べ

ることができる。 13C-MRSの生体応用は、培養細胞、摘出臓器から始まり、 19 8 0年

はじめにAlger1)らにより動物およびヒトの初めての invivoスベクトル (naturalabundance) 

が得られた後、Ya!e大や Bぉel大等を中心として動物および人で invivo 1 3 C -M R Sを用い

た種々の代謝研究が進められ、 19 9 1年には Beckman2)ら、 19 9 2年にはGruetter3)ら

により、[ト13C]グルコースを投与したヒト脳からスペクトルが得られるまでになった。しか

し、 13C-MRSを用いた invivo特にヒトでの代謝研究・臨床応用は、(1)検出感度が低い、

(2)局所化が困難、 (3)試薬が高価、という問題のため、十分行われてきているとは言えない。

我々は上記問題の解決のため、局所励起可能な高感度検出法4)やデカップリングパルス印

加時のMRI温度計測法5)の開発を進め、カニクイサル等の動物を用いてそれらの技術評価

や13C-MRSによる脳代謝データの計測を行ってきた。今回、[ト13C]グルコースを用いて

健常人ボランティアの頭部13C-MRSデータを取得する機会を得ることができ、今まで開

発してきた技術の評価およびヒト脳内グルコース代謝に関するデータ取得を行ったので報告

する。
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【方法】

本試験は創価大学生命科学研究所倫理委員会の承認を得て実施した。対象は健康成人ボラ

ンティアで、試験について文書にて同意を得た。本試験に先立ち事前検査として、問診、血

圧検査、血液検査、原検査、糖負荷試験、心電図計測、 MRI撮像を実施し、糖原病などの

異常がないことを確認した後、 1ヶ月以内に本試験を実施した。また、本試験後 1ヶ月以内

に事後検査として、 MRI撮像を除いて事前検査と同様の検査を実施し、異常がないことを

確認した。本試験で用いたシステムは、東芝製 2T 13 Cスベクトロスコピー研究用システム

で、 13C直接観測法eHデカップリング 13C胸 MRS、局所励起別EPT13C-MRS)/局所励起1H観

測法(マルチスライス HSQC13C-MRS)の各シーケンスと、 13C直接観測用コイル系eH(150mm

円形)&13C (lOOmm円形)送受信兼用表面コイル)/IH観測用コイル系eH&13C送信用鞍型コイ

ルと IH受信用表面コイル(lOOmm円形))を組み込んだ。13C観測法で印加する 1Hデカップリ

ングパルスは頭部全体及び局所SARを越えないように設定し、さらに被検者頭表および脳

内で温度上昇がないことを、コイルに最も近接した頭表に設置した光ファイパー温度計と位

相法による MRI温度計測法より確認できるようにした。本試験で用いた試薬は、市販の

[1_13C]グルコース(アイソテツク社製)を体重 1k 9 当たり 0.25g~1g溶かした 30%水

溶液で、経口にて服用してもらった。服用後 2 時間~3. 5時間の問、 13C直接観測法また

は1H観測法での計測を実施すると共に、服用前・ 30分 .60分・ 120分・ 240分の

時点、で採血をして、血糖値・インシュリン量・血中グルコースのC2 C/1 
3 C 比](合action)を求

めた。得られたスペクトルについては[l_I3C]グルコース、 [4-13C]グルタミン酷、[3_13C]グルタ

ミン酸、 [2-13C]グルタミン酸等のピークを同定し、それらの時間変化をグラフ化した。

【結果]

被検者は全 12例(男性9例・女性3例、年齢20歳.......75歳)で事前・事後検査で異常

は見られなかった。データ収集は13C直接観測法で 5例、 1H観測法で 7例行い、以下にそ

の結果をまとめる。
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(1)各パルスシーケンスで得られたスペクトル

スペクトルを図 1~3 に示す。 lH デカップリング 13C-MRS では、頭皮や骨髄部の脂肪信号

を除くため、試薬服用前に予め脂肪パックグランド信号を取得して服用後得られたスペク卜

)[.，から引き算することにより、 [1-13C]グルコース代謝物の信号を観測するが、被検者の動き

の影響を受けやすく、うまく脂肪信号を除去できなかった。しかし、 [1-13C]グルコース、 [4・

13C]グルタミン酸、 [3-13C]グルタミン酸、 [2-13C]グルタミン酸等のピークは5分積算のスペク

トルで十分観測できた。局所励起分極移動法では、脳内 15 0 m 1 (7cm*3cm*7cm)の領域を選

択励起することにより、引き算処理無しに脂肪信号をかなり抑えたスベクトルを得ることが

できた。但し、高周波の送信を表面コイルから行っているため、有効な観測容積が小さく分

極移動による S/N向上効果は見られていなし1。上記2つのシーケンスでは、 lHデカップ

リングパルスを使用していたが、印加による温度上昇は光ファイパ一温度計でも MRIによ

る温度計測法でも確認されず、安全に検査できたことを確認できた。マルチスライス HSQC

法では、 16分で4ポクセル(1ポクセル 37m1 (35*30*35mm))からそれぞれlHー13C 2次

元スペクトルを取得でき、 [4-13C]グルタミン酸、 [3-13C]グルタミン酸、 [2-13C]グルタミン酸等

のピークを同定できた。これにより、本法の高感度特性、局所化能(画像化の可能性)、高い

化合物判別能を評価できた。

(2)血糖値・合action値とスペクトル

19/体重 lkg投与の場合、[1-13C]グルコースの服用後、血糖値が最大 12 0 ~ 2 4 0 mg/dl、

インシュリン値が最大 30~80μU/ml になりかなり個人差があったが、それに連れて上昇

する血中グルコースの 13 C fraction は 70~90%の範囲に収まった。これは、スペクトル

においては、[l_13C]グルコースピークの最大値が人によりかなり差が大きかったのに対し、

[4-13C]グルタミン酸ピークの最大値にあまり差がなかったことと対応しており、[1-13C]グルコ

ースピークは[血糖値*1 3 C fractionJを、 [4-13C]グルタミン酸ピークは 13C企actionを反映し

ていると考えられる。

(3)投与量とスペクトル

[1-13C]グルコース投与量を[O.25g/体重 lkg]、[O.5g/体重 lkg]、[lg/体重 lkg]とした場合、各々

30 h

u

n

u

n

u

n

u

 

q
d

内

ζ

4

1

制
組
酔
・
哩

n
u
n
U

内

U

《

U

q

u

n

L

4

B

 

州
問
題
砂
哩

n
u
n
u
 

内

ζ

e

t

倒
謡
曲
叩
眼 。

o 100 200 

時間(分)

(a) l.Og/体重 lkg

o 200 

時間(分)

(b) O..5g/体重 lkg

o 100 200 

時間(分)

(c) O.2.5g/体重 lkg

図4経口投与量と[4_13C)グルタミン酸信号強度の時間変化

(後頭部4カ所からの信号を表示)

299一



HSQCスペクトルから計測した[4-13C]グルタミン酸ピーク(図 4)を比較すると、 [0.25g/体重

Ikg]投与でも[lgI体重 Ikg]投与の場合に比べ信号強度の劣化は 30%程度であり、 [0.5g/体重

Ikg]投与では殆ど差がなかった。 13 C fractionのデータもこれを裏付ける同様の変化を示した。

これは、経口投与の場合、従来考えられていた投与量(Ig/体重 Ikg)の半分以下の投与量で良

いことを示しており、また低濃縮(65%程度)試薬の利用可能性をも示唆するものであった。

【まとめ]

本臨床試験により、 (1)1 H観測法の一つであるマルチスライス HSQC法、 MRI温度計測

法の有用性を評価でき、一方、 (2)グルコースの脳内代謝に関する豊富なデータを収集する

と共に、[ト13C]グルコース投与量を大幅に削減(1 /2以下)できる見通しを得た。今後、代謝

モデルを構築し代謝パラーメータの算出法を検討すると共に、更に高感度化・高分解能化の

検討を進めていく。
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P81 ラット脳内代謝変化の 2次元NMR測定
O高橋征三九荻野孝史 2

(1 日本女子大理学部， 2国立精神神経センター神経研究所)

Chase of Metabolites in Rat Brain Tissue by 2D-NMR 

S. Takahashi1 and T. Ogin02 

(1 Fac. Sci.， Japan Women's Univ.， 2 National Institute of Neuroscience， NCNP) 

Rapid measurement method for 2D-NMR was devise for rat brain tissues. Rat brain 

was dissected and packed in 5mm NMR tube to allow measurement. Major metabolites 

were successfully picked up by super COSY， setting the delay time to 70ms. Sensitivity 

in a give time was dramatically improved by rapid repetition， miminum saturation of 

water resonance， and limit the size of F1 to 28 points. Total time for spectral 

measurement became ca. 5 min for each spectra. The time course of metabolites were 

chased for m吋orcomponents at the interval of 7.5 min. It was found that the present 

method detects over 159るchangewhich is still to be improved. 

In vivo NMRは画像診断法として広く普及しているが，スベクトル分析による応用

はまだ一般的でない。 1次元NMRを使っているために，信号の分離が困難で，定量

分析に使えるピークが少ないからである。ピークの分離には 2次元NMRが有利なこ

とは自明だが，一般的には測定時間がかかり実用的でないとされている.そこで 2次

元NMRの測定時間を短縮する方法を検討した。

生体組織は不均一構造であり種々の分子量の代謝物が混在している。したがって Tj

は長いが T2本は極端に短いという特徴がある。また昨年度の本討論会で報告したよう

に，ほとんどすべての代謝分子は，水の信号を飽和すると磁気飽和移動により信号強

度が低下する。この 2つの特徴を利用して単位時間あたりの感度を最大にする条件を

求めた。

[実験] 装置は BrukerAMX-400WBを用い 300Kで測定した。試料は 7週齢の Wist巴r

Ratの脳を摘出し， 5mm試料管に詰め，ロック用に重水素化生理食塩水を微量添加し

た。

キーワード:2次元NMR，ラット，脳，代謝物質，時間変化

たかはしせいぞう，おぎのたかし
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[結果] super COSY は COSYにdelayを入れ，対角信号を抑制し非対角信号を増大

する方法である.ピークごとに delay時閣の影響は異なる.この方法は taurinや

NAA(N-Acetyl Aspartate)などの対角項の近くに出る信号を検出するのに適する.今回

は delaytimeを70msに固定して測定した.この条件は Glutamate，GABA， NAAなど，

脳内に存在する主要神経伝達物質の検出にもっとも有利な条件である。図 1に示す

S/N比を得るには一般に 3-4時間の測定時聞がかかる。これをいかに短縮するかが本

研究の課題である。

F2領域のデータサイズは，スベ

クトル幅を 10ppmにしたとき，512

点より大きくしてもピークの分離

は改善されなかった。 256点では

明らかに分離が劣化した。 T2*が短

いためデータ点数は少ないほど

S/Nの点では有利であった.図 1

から，信号の折り返しを許し， ピ

ークの重なりが許容できる F1の

最小のスペクトル幅は 2ppm前後

であると判断された。そしてピー

クの分離能を損なわない最小のデ

ータサイズは 28点前後であるこ

とがわかった。 また offsetを変え

て F2のスベクトル幅を 5ppmにし

ても感度は上昇しなかった.

昨年度， 71<を飽和すると磁気飽

和移動により，ほとんどすべての

代謝物質の信号強度が減少するこ

とが分かった。しかし飽和しない

と receiverの残留ノイズのために

感度が低下することが分かった。

その妥協点として 100ms照射時間

で最小限のパワーを探った。

その結果得られたスペクトルを

図2に示す。積算時間は約 30分で

ある。図 1の結果を参照すれば，

信号の折り返しがあってもピーク

の帰属の暖昧さは全くない。 また

1.' 

2.5 

3. ~ 

Fig.l sCOSY Spectrum of Rat Brain Tissu巴

2.' 

2.2 

2.< 

2.' 

2.' 

，.， 

'.2 

十前一丁一一「一一

Fig.2 Optimized sCOSY pectrum. 
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Effect of Acquisition Time on S/N Ratios. 

NS=24 (total 3'48") 

NS=48 (total 7'29") 

Left. 

Fig.3 

Right 
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ピークの重なりは 1つを除けば，

ほとんど無視できた.

この条件下で目的の感度を得る

ために，どの程度の積算時間が必

要かを図 3に示した.左が 3分 48

秒の結果で右は 7分 29秒の結果で

この結果から 5分程度の積

このようにして得られたスベク

ある.
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トルの再現性を求めるために，時

間変化を追跡しどの程度の変化を

検出できるか調べた.強度はもっ

とも単純な体積強度を使った.

の結果を図 4に示す.現時点で約

15%以上の変イじを捉えられること

そ

が分かった.
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の向上が見込める.
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P82 Adiabatic Ramped Spin-Locking法を用いた小さな化学シフト異方性の測定
(東工大・生命理工)0浅川直紀，(MIT-FBML)B.-Q.Sun，R.G.Griffi'n 

Determination of Small Chemical Shi此Anisotropyby Adiabatic Ramped Spin-Iocking 
NMR 

N aoki Asakawat， Boqin Sun， and Rρbert G. Griffin 

f可トαncisBitter N.αtional Mαgnet Lαboratory and Depαrtment 01 Chemistry， Massachusetts Institute 01 Technology， Cambridge， 
MA 02139 U.S.A. 

t Depαrtment 01 Biomolecular Engineering， F，αculty 01 Bioscience and Biotechnology， Tokyo Institute 01 Technology， 
Yokohαma， [(αnαgα即α226Jαpαn 

A novel method for accurate determination of small chemical shielding anisotropy(CSA) of the 

solid state nuclear magnetic reso削 lce(NMR)is described.The method is based on the adiabatic 
ramped spin-locking of transverse magnetization. The equation for the time evolution of the spin 

dynamics for a system on the presence of chemical shielding and the ramped spin-locking rf員eldis 

analogous to that for the c踊 eof homonuclear magnetic dipolar coupling. The time course of signal 

intensity with respect to the即時edspin-locking time is悶 lsitiveto magnitude of CSA(span:O) 

The asymmetrical paramete巾kew:κ)modulates the intensity pro五lea little. By ca町 ingout the 

experiments under the on-resonance condition， the (0，侃)values were determined for the L-alanine 

Cβ-carbon. 

I. INTRODUCTION 

It is known that chemical shift obtained by the solid state NMR has information about the local 

electronic山 teround a nucleus.1 The principal values of chemical shift tensor( CST) are particularIy 

an interesting fingerprint for studies of the three dimensional electronic structure， as well回 isotropic

chemical sh出 obt剖nedby the cros 

NMR.2 

In t位仙出hiおsp問悶s町ent凶ta“山t“i白lOn凹叩n民1，wep 町 ose a novel methodology for determination of the anisot 町 ic(span:O) 

and the asymmetrical pararr同 e巾kew:κ)of chemical shift tensor， which is based on the adiabatic 
process in the rotating frame of rf spin-locking. 

II.THEORY 

In a frame rotating at near the resonance frequency， the Hamiltonian for a system involving both 
chemical shielding and the spin-locking rf field is preser凶edas the following， 

冗=1{.c..+冗1， )
 

噌

Z
A(
 

where千{c..and 冗1are the Zeeman and the rf field Hamiltonian， respectively. In order to comprehend 
the dynamics of the spin system， one h回 tosolve the following equation derived from Liouville-von 

Neumann equation for the density matrix，3 

dp(t) 
-d~'J = W(t)ρ(t) 

( -rl ーωム(t) 0 ¥ 

W(t) = I山 (t) -r2 一ω1(t) I 
¥ 0・ ωI(t) 0 / 

(2) 

)
 

符
合
リ(

 

whe陪er町eTI is t位仙he悶elon時噌g♂i比tu吋din旧al叫 a砿x四a抗叫tionra凶t伐削e1凶nthe悶erotatin略gfr日叩ameofthe 日rarr叫I

R丸iLロユ~;n and r乃2iおsthe t紅ra組ns肝ve白rs配er叫ela砿xa“山tio叩nr則a“t民吋e吋ψ(ヤr2= T2-1り).Eqs. 2 and 3 are exactly the same 酪 the 

キーワード・chemicalshift， CSA， spin-lock 
あさかわなおき，B.-Q.サン，R.G.グリフイン
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equation of motion for the c踊 eof homonuclear dipolar coupling described by Levitt et aV except 
for taking account of both T1ρand 九

where r~q and ωB( t) are the same mea且ingsdesc出 edin the literatl町 .4For the case of homonuclear 

dipolar coupling， one needsもoconsider 0吻 onetransverse relaxation time in the {12}， 13}} subspace， 
onもheother hand， for the case of CSA recoupling， both np and T2 should be considered 

The formal solution for Eq.2 is， 

ρ(t) =乙(t，O)ρ(0)

with 

C(t，O) = t吋tW(1)dt，

where t is the Dyso山 timeorderi時 parameter.One needsもocalculate the time course ofρ(t) 
during the entire ramped spin-locking time. In order to perform the spectrum simulation， we divide 
sp世 lock明 timedurationもoma町 smalltime steps， and then build W(t) matrix for each time step. 
For the sake of saving the co叫 utation time， the diagonalization ofι(t， 0) mat山 waspe出 rmedonly 
once， insもeadof performing many diagonalization procedur田 foreach W(tn).ι(t，O) is expressed 
拙 thefollows， 

ι(t， 0) = W(tームt)W(t-2ムt)・..W(ムt)W(O).

"Then， p( t) c岨 beeasily calculated by Eq. 5. Signal intensity profile simulated拙 afunction 
of the spin-locking time indicates the oscillatory character if the simulation is performed without 

the consideration of rf inhomogeneity. This is because the adiabatic condition during the ramped 

spin-locking is not strictly valid. 

111. SPECTRUM SIMULATION 

Figs.1 and 2 show the spin-locking time dependence of a magnetization intensity with re-
spect to chemical shift anisotropy parameter :span(O) and with. respect to the asymmetrical 

parameter:skew(κ)， respectively. We found that the magr附 izationinter同typrofile is dominated 
by 0 value， and slightly modulated by theκvalue. 
The longitudinal relaxation time(T1ρ)皿 therotating frame of rf field and the tra田 verserelaxation 

ti皿e(お)would affect the signal intensity profiles， which is to damp the signal to the zero. For 
simplicity， we assumed T，p = T2 • For the c幽 eof a large chemical shift anisotropy such制。=
6.8kH z， the effect of the rel砿叫iontimes cannot be ignored for larger spin司lockingもimethan 2 

msec. On the contrary， the T1ρand T2 for the small anisotropies do not largely modify the intensity 
profile over the range of the relaxation rate， 10-30 Hz. This means that， although it is still di伍cultto 

experimentally determine the np in the rotating frame with the ramped rf field， this novel ramped 
spin-locking experiment provides one to determine small CSA parameters under the high-resolution 

MAS condition. 

IV. EXPERIMENTAL 

A. Sample 

For all the experiments performed in this study， we used 100% 13C methyl-carbon labelled L-
alanine([3-13C]L-alanine). The s畑 plewas recrystallized by slow evaporation of the L，alanine aque-
ous solution.5 
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B. Solid State NMR measurements 

The pulse sequence for the ramped spin-locking experiment developed here is shown in Fig.3. In 

order to establish the 1日3Cm帥ag附 i也za机叫t“iぬ。叩n九1，the rarr伊 d cros砕 P抑o叫la町r由a“叫tiぬ。n叫(RCP)fl台ro問omlH tωo 13C W 回

employed， which is a specific version of variable印刷山deCP(VACP) and which sweeps over the 
range includi時 thematched Hartmann-Hahn cross-polarization(HHCP) condition.6 The rf intensity 

during the RCP w拙 setat 35 kHz for lH(constant) and the ramping range， 28 ~ 39 kHz for 13C 
channel. The RCP contact time w回 2msec. By applying the high-speed digital attenuation of the rf 

intensity， the ramping w回 carriedout with 100 stepsj each time step has 20μsec time d uration and 

the shape of the rf intensity curve was STANH-5. The RCP is followed by the ramped spin-locking 
of the 13C channel. The spin-locking rf field was ramped over the range of intensities， 20 ~ 12kHz so 
that the ramping range should correspond to the日 ngefrom 5/211r to 3/2叫(叫jMASspeed). The 
rampingw掛 carriedout with 200叫epsjfor each steps， the rf intensity w回 setas constant. The MAS 
speed was set at about 8.00士0.03kHz. The ramping technique eliminates the necessity of precise 

control of MAS speed. During acquisition， the two p由 ephase modulation(TPPM) decoupling7 was 

carried out in order to improve resolution and sensitivity. 

V. RESULTS AND DISCUSSION 

Fig.4 shows the s叩 alintensity pro抗lesof 100% 13C methyl-carbon labelled L-alanine([3-13C]L-
alanine) under the various offset conditions回 afunction of the spin-locking time and the spectrum 

simulations with the回 sumptionof adiabatic process and with 10% rf inhomogeneity during the 

ramped spin-locking. From Fig.4， we can pronounce that at the condition of on-resonance， the spin 
system precesses adiabatically in the rotating frame of the spin-locking. At the presence of offset， the 

experimental results were deviated from the simulationsj that means， the adiabatic condition is no 
longer valid. By c町 ryingout the on-resonance experiments and the specもrumsimulation， we were 
able to de総rminethe accurate chemical shiflもanisotropy(span:O)for L-alanine powder sample， 0 = 
1.1 kHz. Fig.5 demonstrates that the accuracy of the 0 determined byもhismethod is estimated回

0.1 kHz. Although the intensity pro員leis much less dependent onκthan on 0， the iterative fitting 
between the experimental and the simulated， provides rO)lgh estimation ofκ. The κfor the Cs-

carbon was determined as 0.2. However， at this moment， we have to wait for further improvements 
on the method in order to obtain the accurateκvalue. 

The κvalue is responsible for the position of the mid五eldprincipal component of chemical shift 

tensor(o叫 ina whole speetral range of the chemical shift powder pattern. Unfortunately， we could 
not obtain the sign of κ， because ir凶ensitypro員lesfor +κandーκarethe same each other. 

1 H.Saito and I.Ando， Annu. Rept. NMR Spectroscopy.， 21， 209(1989) 
2 E.O.Stejskal， J.Schaefer， and J.S.Waugh， J.Magn.Reson.， 28， 105(1977) 
3 B.C.Gerstein and C.R.Dybowski， "Tra即日ntTechniques in NMR of Solids"， Academic Press， London(1985). 
4 M.H.Levitt， D.P.Raleψ， F.Creuzet， and R.G.Griffin， J.Chem.Phys.， 92，6347(1990). 
5 M.S.Lehm姐 n，T.F.Koetzle， W.C.Hamilton， J.Am.Chem.Soc.， 94， 2657(1972). 
6 S.R.Hartmann and E.L.Hahn， Phys.Rev.， 128， 2042(1962). 
7 A.E.Bennett， C.M.Ri印刷a，M.Auger， K.V.Lal叫
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P83国体31pおよび刊 NMR化学シフトを用いた生体膜モデルと塩基性ホモポリペプチドとの
相互作用に関する研究

(東工大・生命理工)0濃川直紀，佐藤大輔，棲井実，井上義夫

A Structural Study of Acidic Phospholipid-Basic Homopolypeptide Complex by 31p 

and 13C Solid State NMR Chemical Shifts 

Naβki Asakawa ， Daisuke Sato， Minoru Sakurai， and Yoshio Inoue 
(Depαrtment 01 Biomolecular Engineering， F，αculity 01 Bioscience and Biotechnology， Tok官。 Institute01 Technology， 

Yokohama， [( anag日間α226Japan) 

A simple mean to detect the complex formation of biomembrane with basic polypeptides on 
powder sample is presented. Cross polarization magic angle spinning (CP jMAS) exteri即 時 by
solid-state NMR on rotating powders produce‘chemical shift' information.correlated with structures. 
The correlation of 'structure' and 'chemical shift'， which is called SjC correlation， w踊 examinedon 
poly(L-lysine)jdipalmitoylphosphatidic acid (DPPA) complex and p卯oly(Lι司-ar略耶gl伊I!凶I
by 31 P CP jMAS experiments. These examinations suggest that the least shielded component of a 

chemical shift tensor， dll， is shifted toward about 10ppm lower frequencies when the membrane-
polypeptide complex is produced. The secondary structures of poly(L-lysine) and poly(L-arginII吋
in the presence of DPPA， which would be di伍cultto determine by X司raydiffraction， were also 
determined by 13C CP jMAS experiments. 

1. INTRODUCTION 

The interactions of membrane with proteins play an important role in living ceIls. Particularly， 
since some membrane proteins require specific phospholipid in order to activate themselvω[1-3]， we 
need to understand the function of the membrane-protein interaction as weIl as that of a protein. As 
one of the typical model systems to exa.mine this interaction， a system composed of acidic phospho-
lipid and b悶cpolypeptide has been used. Poly(L-lysine) and poly(L-arginine) are時 間entaもive
basic polypeptides， and each residue of these polypeptides hωa positive charge in their sidechains 
at physiological pH. Therefore， these polypeptides are expected to bind electrostatically to nega-
tively charged phospholipid. Currentl匂y，i比tiおsc∞on 五rmed that such a binding a旺e閃Cも臼stωo a change of 
4仕恥he悶eも仕ぬh叩e
c∞0凶n略gtωo the result， additions of poly(L勾sine)and poly(L-arginine) to dipalmitoylphosphatidic 
acid(DPPA) cause the phase transition temperature from gel to liquid c~ys凶 to move to about 
90C higher temperatures and about 180C lower temperatures， respectively， thanもhetransition tem-
perature of DPPA without these polypeptides， 500C， where， however， we must note that these 
temperatures vary with dependi時 onthe amount and molecuiar w咋htof polypeptide， and pH. [6] 
Theもhermotropicbehavior in the c蹴 ofthe poly(L勾sine)jDPPAcomplex has been interpreted 
by X-町 diff即 tionand been concluded that this is due to the fact that poly(L勾si吋 adopta 
s-sheet conformation on the surface of the DPPA bilayers and strengthenもhepacking structure 
of the membrane [7]， whereas the phenomenon inもhecase of the poly(L-arginine)jDPPA complex 
has never been interpreted in terms of the structure for山iscomplex， which would be. difficult to 
determine by X-ray diffraction. 
In this presentation， we shall correlate chemical shift ob同inedby 31 P cross polarization magic 

angle spinning (CP jMAS) NMR experi即時 [8ー10]with the m即 embral
mation. Further， the secondary耐 ucturesof poly(L勾Sl!吋 andpoly(L-arginine) in the presence of 
DPPA will be also determined by 13C CPjMAS experiments. These results wilI give an expl晶nation
on the changes of the phase transition temperature caused by addition of polypeptides 

キーワ』ド・31p，13C，CSA，ポリペプチド，生体膜

あきかわなおき，さとうだいすけ，さくらいみのる?いのうえよしお
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11. MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Desired amount 0“f DPPA w卸 d必IS叩persedin a 200mM HEPES bu旺e町r(pH 7.3吟)c∞onta凶a泊ini凹u山II時 5mM

E印DTA.T川hi山is吋di町叩恥e叩E
sion after incubated a叫t80グ。Cf，お"Or2hours wa酪ss曲onicatedfor 20min to form a unilamellar structure， 

using an ultrasonic disruptor (UR-200P， TOMY SEIKO Co.， Tokyo， Japan). Apart from the disper-

sion， poly(L-lysine) hydrochloride was di田olvedin HEPES buffer， the amount of which was剖 much

as that of HEPES buffer in the dispersion of the DPPA vesicles. The solution w回 preparedso that 

the ratio of a叩mmo

t恥helipid 聞附凶山帥E悶凶ation叩ns蜘ho叩u耐ldbe市wt%.N ext， the dispersion 附 incubatedat 900C for 10 min 

and then cooled down to room temperature. This cycle of heating and cooling w回 repeatedthree 

times to get homogeneous samples. The produced p民 cip山 teof the DPPA/poly(L勾sir吋complex

was collected by centrifugation at 9000 xg for 15min. The precipitates thus obtained were stored at 

40C for 4 days and then lyophilized. The exactly same procedure w出 employedfor the complex of 

DPPA with poly(L-arginine). A non-complex sample of DPPA w槌 prepared幽 follows.A desired 

amount of DPPA w踊 dispersedin water so that the lipid concentration should be古川%.The 

dispersion was incubated at 800C for 2hrs and then cooled downもoroom temperature. The sample 

thus obtained w酪 storedat 40C for 4days and then lyophilized. 

Experimental 

The experiments were performed on a JEOL GSX270 FT NMR spectrometer equipped with the 

MAS accessory at a proton frequency of 270MHz. The typical1 H， 31 P and 13C 900 pulse widths 

were 5.0μs， 4.7μs and 5.3μs， respectively. A CP contact time was 2.0ms. The principal values of 

chemical shift tensors were obtained by the method by D. Fenzke et. al. [11]， which is an extension 

of He凶eJdand Berger analysis [12]. 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

The spectra obtained from 31 P CP /MAS experiments of dipalmitoylphosphatidic acid (DPPA)， 
the poly(L-lysine)/DPPA complex， and the poly(L-argini吋/DPPAcomplex are shown in Fig.l(a)ー

(c)， respectively. Here， we must note that since lyophilized sample forms rigid lattice at room 
temperature， the averaging of chemical shift anisotropy caused by f1exibility of phospholipid is not 
observed on these spectra. These spectra show apparent differences in each spinning sideband 

pattern. Therefore， it is expected that a comparison of principal values of chemical shift tensors 

allow us to obtain the information about complex formation. On these samples， the principal values 

were determined by Herzfeld-Berger analysis [12]， and are shown in Table 1， where the isotropic 
chemical shift of DPPA is defined出 Oppm.Comparison of the principal values obtained from these 

samples suggests that the membrane-polypeptide complex formation causes .511， which is the least 
shielded component of the principal values， to be shiftted toward about 10ppm lower frequencies. In 

addition to this， we found that the isotropic chemical shifts were also shiftted toward 2N 3ppm lower 

frequencies when the membraneトpolypeptidecomplex was produced. Ifwe atもemptto correlate these 

principal values with structure， one h拙 tomake the assumption that the orientation of the chemical 

shift tensor be the sameωthat of the phosphodiester model shown in Fig.2 [13]， since no information 
about the orientation of the chemical shift with respect to the molecular frame of the phosphate group 

is obtained from powder sample. As for this， it w酪 reportedthat the chemical shift of a phosphorus 

nucleus on a phosphorylated compound depends on the geometry of the phosphate group moiety 

[14，15]. In other words， the change in the principal values means that in the geometry. Therefore， 

This "11 shift seems to be due to the fact that the membrane-polypeptide complex formation causes 

the oxygen nuclei bound to a phosphorus nucleus to move to a direction facing to "11， resulting in 
the increasing of a shielding effect in the direction of .511・Hereafter，the analysis with "11 as the 
probe will permit a simple detection of the membrane-polypeptide complex formation on powder 

sample. Further， the differences between the princ明 1values of poly(L-lysi吋 andpoly(L-arginine)， 
that is， differences of "22組 dthat of .533 may suggest that poly(L勾町e)and poly(L引 ginir吋make

a difference in the manner of binding to DPPA. As far as this case is concerned， we must note， 
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however， that the principal values were determined from inhomogeneous broadening peaks， which 
willlead to principal values averaged by superposition of various homogeneous signals. In order 

to accurately evaluate the effect due to binding of polypeptide， we need to separate homogeneous 
peaks derived from DPPA with polypeptide by selective excitation such as DANTE pulseもrainand 

SELDOM pulse train. 

Next we will describe the results obtained from 13C CP jMAS experiments. The spectrum ob-
tained from DPPA is shown in Fig判a).Fig判b)shows the structure of DPPA with nu帥 erscorre-

spondi時 toSl耐criptat the叩
6“4.5ppm，7η2勾pmand 173勾pmin Fig刈a)correspond to the isotropic chemical shifts， wl日reas

ones at -27.6ppm and 95.2ppm correspond to the sideband signals， respectively. On the other hand， 
the spectra obtained from the poly(L勾sine)jDPPAcomplex and the poly(L引 ginine)fDPPAcom-

plex are shown in Fig.4(a) and (b)， respectively. These spectra make a difference from the spectrum 

for DPPA at 50 ~ 60ppm， where only signals ofthe Cαcarbon derived from the polypeptides appear. 
We can elucidate the structu吋chemicalshift correlation (SjC correlation) [16，17] for the Cα 

carbon in polypeptide， a.nd ca.n ma.ke determination of the secondary structure of polypeptide since 

chemical shift of the Cαcarbon is very sensitive to secondary structure of polypeptide， and the 
chemical shift does not overlap any signals from the lipid as described above. In addition to this 

adva.ntage， t仙heS幻jCc∞o叩E訂悶rela.叫山t“10叩nofp卯01勾刷y(仏L-I匂y戸s叩 e)川andp卯01匂刷y(L-一a 喝叩inin
reported by A. Shoりjiet al. [ド18句]and H.R. Kricheldoωrf etι. al. [19句]From these results， the isotropic 
chemical shift of the Cαcarbon for poly(L勾sine)is 51勾 pmfor s-sheet structure， and is 58.2ppm 
for α-helix structure， and that for poly(L-arginir吋 is58.0ppm for α-helix structure. The s-sheet 

伽附Irefor poly(L引 ginir吋inthe solid state have 1附 erbeen found out. In order to determine the 

secondary structure of these polypeptides， we identified signals which emerged at the chemical shift 
region for Cαcarbon by thおSjCcorrelation. As a result， for the poly(L勾sir吋jDPPAco叫 lex，we 
found the speci自cpeaks for s-sheet structure at 52.1ppm and α-helix structure at 58.3ppm and an 

unidentified peak at 54.8ppm， respectively(Figι( a)). This sugge蜘 thatnot only the existence of a 

s-sheet region， but also anα-helix region is confirmed， where the former has been found out by the 
X-ray diffraction and circular dichroism (CD) measurement while the latter量制 neverbeen found 

out. The existence of short α-helix regions seems to have prevented the X-ray diffraction and CD 

measurement from finding out this小 helixregion， since NMR measurement makes use of chemical 

shift for the Cαcarbon which significantly depends on dihedral angle o and世， whereas the X-ray 

diffraction and CD measurement require substantial degree of geometrical repetition. 

On the other hand， the poly(L引 ginine)jDPPAcomplex gave an inhomogeneous broad signal for 

theCαcarbon over tl削 ar伊 ofchemical shift of 50~60ppm(Fig .4 (b)). This s略geststhat the main-

chain of poly(L-arginine) in the poly(L-arginir吋jDPPAcomplex forms an irregular confo口nation.

This irregular conformation might cause the relaxation of the packing structure of the membrane， 
resulting in the decrease of the phase transition temperature from gel to liquid crystal. 

(1) S叩 dermann，H.; Mcintyre， J. 0.; Fleischer， S. J. Biol. Chem. 1986， 261，6201. 
(2) Nishizuka， Y. Nature 1984， 308， 693. 
(3) Bell， R. M. Ce1l1986， 45， 631. 
(4) Ohki， K. et. al.， personal communication. 
(5) Takah踊 hi，H. et. al.， personal communication. 

(6) Takahashi， H.; y，踊ue，T.; Ohki， K.; Hatta， 1. Molecular Membrane Biology 1996， 13， 233. 
(7) Takahashi; H.; Matuoka， S.; Kato， S.; Ohki， K.; Hatta， 1. B邸g附 hi叩n肌7
(伊例8吋)Scha凶aefer，J.; St句同e匂:jskal，E. O. J. Am. Chem. Soc. 1975， 98， 1031. 
(9) Stejskal， E. 0.; ScI蹴fer，J.; Waugh， J. S. J. Magn. Reson. 1977，28， 105. 
(10) Stejskal， E. 0.; Memory， J. D. Hゆ ResolutionNMR in the Solid State: Fundαme仰 Is01 CPjMAS Oxford Univ. Press: 

New York 1994. 

(11) Fenzke， 0.; Maes， B.; Pfeifer， H. J. Magn. Reson. 1990， 88， 172. 
(12) Herzfeld， J.; Berger， A. E. J. Chem. Phys. 1980， 73， 6021. 
(13) Kohler， S. J.; Klein， M. P. B附 hemi附 y1976， 15， 967 
(14) Olivieri， A. J. Magn. Reson. 1990， 88， 1. 
(15) Turner， G. L.; Smith， K. A.; Kirkpa.trick， R. J.; Old員eld，E. J. Magn. Reson. 1986， 70， 408. 
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ハU1
i
 

勺、

υ



(17) Kurosu， H.; Ando， S.; Yoshimizu， H.; Ando， I. Annu， Rep. NMR Spectrosc. 1994， 28， 189. 
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FIG. 2. The expected orientation of 
31 P chemical shift tensor with respect 

to the molecular frame of the phosphate 
group. The least shielded component of 
a chemical shift tensor， dl1， is perpen-

dicular to the membrane surface， and b 
and d33紅 eparalleled to one， as is shown 
in this五gure.

FIG.4. (a)The 13C CPMAS恥 ctrumofthe 

poly(L匂sine)/DPPAcomplex. The spinning 
speed wωωr/2宵=4.223kHz. (b)The 13C CP-

MAS恥 ctrumof the poly(L-arginine)/DPPA 
complex. The spinning speed wωωr/2官=

4.329kHz. The poly(L也昭inine)/DPPAcom-
plex gave a broad peak for the Cαcarbon. 
These spectra make a difference仕omthe spec-
trum for DPPA at 50 N 60ppm region， where 
the peaks of the Cαcarbon derived from 

polypeptides appear. 
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FIG. 3. (a)The 13C CPMAS spectrum of 
dipalmitoylphosphatidic acid (DPPA). The 
spinning speed wasωr/2π= 4.l70kHz. 
(b )The structure of dipalmitoylphosphatidic 
acid (DPPA) with numbers corresponding to 

subscript at the peaks in (a). The isotropic 
chemical shifts correspond to methyl carbon at 
15.2ppm， to methylene carbon with i effect at 
25.3ppm， to methylene carbon without i effect 
at 33.8ppm， to H2-C-O carbon at 64.5ppm， 
to H-C-O carbon at 72.3ppm and to carbonyl 
carbon at 173.3ppm， respectively. 

TABLE I. The principal values of the 
31 P chemical shift tensor by parts p位 mil-

lion(ppm). The i削 ropicchemical shift of 
DPPA is defined as Oppm. 

Compound diso dl1 d22 d33 

DPPA 0.0 66.7 12.6 -79.3 
poly(L-Lys)/DPPA -2.7 57.3 9.5 -74.9 
poly(L-A略)/DPPA -2.4 56.3 13.5 -77.0 
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P84 化学シフト異方性復活パルス系列を利用した

異種核問双極子相互作用の測定

(分子研、筑波大物理工)0桑原大介、宮島清一、中井利仁

The measurement of heteronuclear dipole-dipole interactions using Tycko's 

pulse sequence 

(Institute for Molecular Science， Institute of Applied Physiω， University of Tsukuba) 

Daisuke Kuwahara， Seiichi Miぅ吋ima，Toshihito Nakai 

We showed a new two-dimensional(2D) NMR method to measure heteronuclear dipole-

dipole interactions under magic-angle sample spinning(MAS); the present method utilizes 

Tycko's pulse sequence originally exploited to obtain chemical-shift powder spectra. The 

present method makes it possible to get the powder patterns for the dipole-dipole interactions 

between 13C and quadrupolar nuclei having 1=1. 

〈目的〉マジック角試料回転(MAS)は13C、31pなどのスピン1/2の核種に対して高分解

能NMRスペクトルを与えるが、一方で分子構造に関する情報をもたらす重要な相互

作用を消去してしまう。失われた相互作用を復活させるためにいろいろな手法が開

発されたが、中でもREDOR、TEDORは蛋白質中のペプチド結合距離(CN間距離)を

測定するために幅広く用いられている。

近年マジック角試料回転のもとで化学シフト粉末スペクトルを測定できるパルス

系列が開発され (Tyckoet al. [1])、それを使用して13C_15N双極子相互作用粉末スペク

トルを1次元NMRで測定すること[2]が行われた。本研究で、は上記パルス系列をあえ

て2次元NMRの枠組みのなかで利用することにより、様々な異種核問双極子相互作

用の粉末スペクトルを測定することを試みた。本研究で提案する手法は、 Tyckoのパ

ルス系列を観測する核種(13C)にのみ照射するために、 13C_15Nスピン系だけでなく

13C-{lH}nスピン系に対しても使うことができる。さらに、これまであまり行われて

こなかった13Cと四極子核との双極子相互作用を観測する実験に道をひらくことにな

る。

キーワード:異種核問双極子相互作用、マジック角試料回転、 2次元NMR

著者ふりがな:くわはらだし、すけ、みやじませいいち、なかいとしひと
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〈方法〉最初に13C_15N双極子相互作用粉末スペクトルを測定する方法を述べる。

Tyckoの手法は、 2次元NMRのtl時間を試料回転周期で・インクリメントし、 1回転周

期に4つの πパルスを13Cにかけることにより、 13C化学シフト異方性を復活させるも

のである。本研究では、 2倍の試料回転周期を単位としてtl時間をインクリメントす

る。そして、 tl時間の中間に13Cπパルスを照射する。 tl時間の前半で・はlHデ、カップ

リングのみを行い、後半はlHデカップリングと15Nデカップリングを同時に行う。こ

のようにするとtl時間の終わりには13C化学シフト異方性はrefocusするが、 13C磁化は

前半部分で13C_15N双極子相互作用により時間推進されているため、 13C_15N双極子相

互作用に関する情報がtl時間の終わりに13C磁化の推進位相中に残る。 t2時間はlHデ、

カップリングのもとで13C磁化のFIDを観測し、得られたFIDを2次元フーリエ変換す

れば、 Fl軸上には13C-15N双極子相互作用粉末ノfターンが現れる。

また、 tl時間の前半で、lH-lHデ、カップリングを行い後半の15Nデカップリングをやめ

ると、 13C_IH双極子相互作用粉末スペクトルを測定するためのパルス系列となる。

〈実験および、考察〉右図は、全ての13Cと lSNをラベルしたL-alanine~こ、本研究の手法

を適用して得られた2次元スペクトル上で、 α炭素に対してFl軸方向summationを

行った結果である。 13C_15N双極子

相互作用による分裂がはっきりと

現れている。しかし構造的には、

はっきりしたPakedoublets粉末ノf

ターンが見られない。これは分子

内の13C_13C双極子相互作用が原因

と考えられる。会場では15Nとα

炭素のみラベルした試料の実験結

果および13C-IH双極子相互作用粉

末スペクトルを発表するとともに、

本手法がその他の異種核問双極子

相互作用測定に応用できることに

ついて議論したい。

Hz 

〈参考文献>[1] J. Magn. Reson.， 85 (1989) 265 

1000 

[2]第35回NMR討論会講演要旨集1P6
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P85 REDORによるLeu-enkep halin結晶多形の識別

と立体構造構築法の開発

(姫路工大理、慈恵会医大ヘ国立がんセンタ-~)
0西村勝之、 内藤晶、 橋元親夫士、 相田美砂子人 辻暁、 斉藤肇

Three Dimesional Structure of Leu-enkephalin in Different Crystalline Polymorph Based 
on Accurate Interatornic Distances by REDOR 

OKatsuyuki Nishimura， Akira Naito， Chikao Hashimoto*， Misako Aida~ ， Satoru Tuzi， and 
Hazime Saito 

Department of Life Science， HimりiInstitute ofTechnology， Harima Science Garden City， 
Karnigori， Hyogo 678-12， Japan， 

:j:DepartmentofChemistry， TheJikei University School ofMedicine， Kokuryo-cho， Chofu-shi， 
Tokyo 182， Japan， and 
~Biophysics Division， National Cancer Center Research Institute， Tukiji 5-chome， Chuo-ku， 
Tokyo 104， Japan 

Conformational transitions of Leu引 lkephalincrystals grown from both MeOH/同Oand
~O were observed at characteristic temperatu陀.Interatornic distances for the I3C，ISN doubly 
labeled Leu-enkephalins (Tyr-[1・13C]Gly-Gly-[ISN]Phe-Leu) crystallized from MeOH/Hp 
組 d~O were measured by me佃 sof REDOR. It turned out that three-dimensional structures 
of Leu-enkephalin were altered toge出erwith these phase transitions based on the interatornic 
distances thus obtained. It is emphasized that distinguishment of crystalline polymo叩hsis 
also feasible as viewed from interatornic distances. 

序論

我々はこれまで、 REDOR法を系統的に白C、ISNで二重標識したLeu-enkephalinに

適用し、 C-N原子間距離を土O.IAの精度で決定できることを示したゆ。さらに精密

原子間距離を満たす二面角の領域を求め、次にこの中から臼C化学シフト値の二次

構造情報均に基づき可能なニ面角を選択し、主鎖の立体構造を一義的に決定した。

その過程でLeu引 lkephalin結晶における温度依存性構造転移現象を観測した九今回

Leu-enkephalin (MeOH/同0)および(HP)結晶の双方で最も構造変化に敏感な部位を

臼Cおよび1切で二重標識した試料の原子間距離測定を構造転移前後の各温度で行い、

各相でのLeu-enkephalinの構造をREDORによって決定することを試みた。

実験

[l-13C]Gly、[15N]Pheを標識したFmocアミノ酸をFmoc-OSuから合成し、これらを

用いで3C，IsN二重標識試料Tyr-[1-13C]Gly-Gly-esN]Phe-LeuをAB耽ペプチド合成機

固体高分解能NMR、原子間距離測定、 Enkephalin、3次元構造決定法、結晶多形

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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により固相法で合成し、逆相HPLCで精製した。非標識試料を用いて標準率 30%に

希釈した試料も調製した。最終的にMeOHlHpおよび~pにより結品化を行い、各々

微結晶を得た。

白C-REDOR測定は三重共鳴プローブを用いて Chemagnetics社製CMX-4∞型NMR

スペクトロメータにより行った。 lH，13C，15Nの共鳴周波数はそれぞれ 400.16MHz， ' 

1∞.64MHz， 4O.55MHzであった。 15N核の照射には0仔 resonace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。パルス長は

13C，15N核についてそれぞれ10.8μs，11.8μであった。試料はそれぞれおよそ30mgを内

径5mmゅのジルコニア製試料管中央部 6mmの幅に詰めた九試料管の回転は回転周

波数コントローラーにより 4000::!::3Hzに調節して行った。 NMR測定はREDORと

Full echoの実験を行い、データはT2の寄与を削除するため(Full echo - REDOR)/ 

REOOR = f1S/S。としてREDOR効果を回転周期の整数倍(NcTr)を変化させて求め、

理論曲線との比較から原子間距離を解析した。全空間の寄与を考慮するため、セ

ンターバンドと全てのSSBの和をとり、 REDORの解析を行った。

13C-CPMAS 15N-CPMAS 

20"C 

O"C 

I~' . . '，10' . . 'I~O' . . 'I~' .. I~' . . 'I~O '.~ i."，lo i¥o' 'IW" to 晶 ~o' .~. 50 

Figure 1 13C_， 15N_CPMAS spectra of Tyr-[1-13C}Gly-GlY-r5N]Phe-Leu(~O) at 20組 dO
。C.

結果と考察

等方的化学シフト値の一致から、 100%、30%標識試料が同一のコンホメーショ

ンをとっていることを確認したに図1にLeu-enkephalin(Hp)結晶のO"C、 20"Cの各

温度でのおC，15N-CPMASスペクトルを示す。また表 1に各温度で Leu-enkephalin

(MeOH圧も，0)および、(HP)結晶のGlY3C=OとPheNの化学シフト値を示す。

図1からLeu-enkephal in (HP)結晶では室温から温度を下げていくと化学シフト値

の異なる信号が、新たに生じることが分かる。2O"Cで観測された化学シフト値は、

0"Cで観測されたこつの化学シフト値の中間ではないため、この変化は 2種類の異

なる分子間の化学交換速度の低下に起因する信号変化ではないことが結論できた。

「
h
u--

q
u
 



転移点はiO'C付近にあることがCPMASスベクトルの温度変化から示唆された。ま

た、一方の15N化学シフト値は20'Cの値に近いが、もう一方の値は大きく異なるこ

とから、この標識15N核の周辺は少なくとも立体構造に変化が生じていることが分

かった。すなわち 20'Cではほぼ2つの等価な構造が、 0'Cでは非等価な二つの構造

に転移していることが分かつた。さらに原子問距離を測定することにより、明確

にその違いが確認できた。この構造変化は温度に依存するが、可逆的な変化であ

り、溶媒分子であるH20との水素結合状態や数が変化することが原因であると考え

られる。

図2にNcTf::;: 16msでのLeu~enkephalin(Hp)結晶の13C-REDORとFull echoスペクトル

を示す。同位体二重標識試料の微結晶環境に起因する、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を、同位体標識率 100%、30%の試料実験値を外

挿することにより削除し、精密な原子問距離を求めた問。表2に決定した原子間距

離を示す。

Table 113C and 15N chemical shift values ofTyr-[I_I3C]Gly-GIY-C5N]Phe-Leu(MeOHlHp) 

叩 d(HzO) crystals. 

N
 

5
 

m一「
U

9
3
 N

 …一
一

C
temperature 

20・C
0・

167.3 
166.3 

94.7 
94.7，100.2 

170.7 
* 

92.8，94.2 
* 

* Not determined 

Table 2 13CJ'N interatomic distances of Tyr-[I-13C]Gly唱 GlY-C5N]Phe-Leu(MeOHlHp)

and(同0)crystals. 

temperature 
200C 
・50C

interatomic distanc怠
H20 MeOHJH20 

4.35 A 
4.10λ 

3.79A 

* 

*Not determined 

表2の原子間距離測定結果から、Leu叩 kephali n(H20)においては構造転移後の立

体構造は転移前の構造に比べより曲がった構造になっていることがわかった。ま

たこの立体構造はLeu-enkephalin(MeOHlHp)に比べると、より伸びた構造であるこ

とも判明した。またLeu-enkephalin(H20)結晶はX線回折法によりその立体構造が報

告されているが母、標識位置の原子間距離を比較する限り、 lA以上異なるため、本

研究で測定した結晶はこの報告されている結晶とは立体構造の異なる別の多形構

造であることが示唆された。この構造転移の潜熱を定量的に観測するため、 DSC 
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一方Leu-enkephalin (MeOH 

厄 20)結品では上述のLeu-enkephalin

(同0)結品とは異なり、構造転移は

温度変化に対して不可逆的であった。

すなわちこの結晶においても室温か

ら温度を下げていくと新たに臼Cおよ

び15N幽 CPMAS信号が生じてくるが、

一度低温まで温度を下げてしまうと

温度を上げ直しでも元の状態には戻

らなかった。また DSC測定からも、

不可逆的な構造転移を生じることが

確認でき、転移点は 5--5'Cの間にあ

ることが分かつた。これは結晶水の

凍結に基づくペプチド骨格の変化を

直接観測しており。タンパク質モデ

ルとしても極めて興味深い。 Leu-

enkephalinのX線回折において、デー

タの再現性に関する問題が指摘され

ているが、今回観測した構造転移現

象がこのX線回折データの解析を困難にしている原因であると考えられる。転移

前のLeu-Enkephalin (MeOHlHzU)は、系統的な精密原子間距離に基づいて求めた結

果、主鎖の立体構造は、 C、N末端ともに完全に伸び切った構造であるのに対して、

GIY3周辺ではわずかに曲がった構造をしていることをすでに報告した九構造転移

後の原子間距離が決定できれば、より明確に違いを示すことができる。この試料

は現在測定中である。

このように効果的な原子間距離を測定することによっても、各結晶多形中の

enkephalin分子の立体構造の違いを有意に決定できることが示された。

また昨年報告したLeu石nkephalin(MeOHlHp)結晶主鎖の三次元構造の構築法の精

密化の結果とともに最終報告についても示す。

REDOR 

full echo 

ロp・
360・目・・240...，2』0.. -A0・・冒・A0... do ..， 

Figure 2 13C-REDOR and full echo spectra 

of 100% dubly labeled Tyr-[1-13C]Gly-Gly 

-[15N]Phe-Leu(同0)atNcTr= 16ms. 

測定を行っている。

1) A. Naito， K. Nishimura， S. Kimura， S.Tuzi， N.Yasuoka、M.A4da， H. Saito.; J. Phys. 

Chem.， 1∞，14995 (1996). 

2) A. Naito， K. Nishimura， S.Tuzi， H. Saito.， Chem.Phys.Letters召2，506(1994). 
3) H. Saito and 1. Ando， Ann. Rep. NMR Spectroscopy， 21，2ω(1989). 

4) R. Wiest， V. Pichon-Pesme， M.Benard， and C. Lecomte， J. Phys. Chem.， 98，1351 

(1994). 

5) K.Nishimura， A. Naito， T. Hashimoto， M. Aida， S. Tuzi， and H. Saito，Proceeding of 

35rd NMR sympos1um Kyoto 1996). 
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P86 国体における重水素交換NMRによるガラス性結晶の構造解析

(京大院理)0市川真史、久保厚、今城文雄、寺尾武彦

Structural Analysis of a Glassy Crystal by Deuterium Quadrupole-Order Exchange NMR 

Department of Chernistry， Graduate School of Science， Kyoto University， 

Kyoto 606-01， Japan 

OShi吋iIchikawa， Atsushi Kubo， Furnio Imashiro， and Takehik:o Terao 

Abstract: Deuterium selective quadrupole-order exchange Ni¥偲 experime山 were

performed on a glassy crys凶 pentachlorotoluene C6ClsCD3 using a homemade 

magic-angle hopping probe， which enables us to switch the single crystal orientarion 

during a mixing time.百lequadrupole-order exchange takes place selectively between the 

two doublets血equadrupole splittings of which coincide with each other during the 

miximg time. The cross-peak evolutions during the mixing time were mesured. 

[序論]

ペンタクロロトルエン分子は、結晶中で室温においてベンゼン環の疑六回軸の

周りに回転再配向運動を行っている。 150K以下においてはこの運動が凍結し、

メチル基の配向が乱れたまま、系はガラス結晶状態へ移行する[1]。メチル基の

それぞれの配向の占有率は、重水素化したペンタクロロトルエンの重水素 NMR

スペクトルにおいて観測されるダブレットの面積強度から決定された。本研究

では、着目しているメチル基の配向とその近傍にある他のメチル基の配向が、

相関を持つのか調べることを目的として、単結晶重水素NMRのスピン拡散の

実験を行った。低温において、配向の乱れに対応して異なる四重極分裂を示す

信号のうちの一つを選択的に励起し、交換時間の前にサンプルを回転させて、

相関を観測したいサイトの四極子分裂を交換時間の聞のみ一致させて選択的に

スピン拡散を行い、元の位置に戻して観測した。

F里論]

スピン 1 = 1である 2スピン系のハミルトニアン H が、

H = HQI + HQ2 + Hd 

HQ=千何一1.1) 同=今(3九 12z-I1 .12) 

重水素NMR、マジックアングルホッピング、スピン拡散

いちかわしんじ、くぽあつし、いましろふみお、てらお たけひこ
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と表されるとき、四極子オーダーを Qz=3L2-IIと表すと、

四極子オーダー Qzの交換は、

Aω/ (ω2  i I 1 1 ¥ 

(QJZ(t))-(Q2z(t)) = • _:--;~ __ 2 +1 • __ V;d. __ 2 ICOS(~ðωQ2 +ω/ .t) 
企ωQ2+ω/ . ~ð(J)Q2+ ω/ r--' ¥I--!l • -0  -/ 

、‘，，，，
'
E
E
A
 

/

E

‘、

AωQ-ωQI一ωQ2
と表せる o dωQ=Oのとき、 (Q1Z(t))-(Q2z(t)) = COS((J)d t)となり 2スピン間で交換

が起こることがわかる。

[実験]

試料として、メチル基を重水素化した pentachlorotolueneC6C15CD3 の単結晶を用

いた。試料は単結晶の b軸が、自作した magicangle hoppingプロープの

goniometerの回転軸と一致するようにとりつけたogoniometerの回転軸は静磁場

と54.70の角度をなすようにセットした。 goniomet町を回転させるために取り付

けられたプーリーはステッピングモーターに取り付けたプーリーと糸でつなぎ、

ステッピングモーターをノ¥)レスシーケンスと同期して制御することにより、パ

ルスシーケンスに応じて、試料の配向を変えられるようにした[2]。サンプルを

11 0 回転させたときは、糸のあそびに対応して始め 3msのブランクタイムが

ありその後 9msで回転し、移動を始めてから完全に静止するまで、プランクタ

イムを含めて回転に要する時間として、 15msを必要とした。スピン拡散の測定

は、 ChemagneticsIn伽 ity300スベクトロメーターを用い、 46MHzの共鳴周波数

で 138Kにおいて行った。図 lに示すパルスシーケンスを使って測定した。選

択励起ソフトパルスとして幅が400μsのガウシアンソフトパルスを用いた。表

1に示す phaseand frequency cyclesを用いると、四極子オーダーのみを位相のゆ

がみなく観測することができた。

a 

Fig. 1 PuIse s伺uencefor a 

selective quadrupole-order 

exchange exper出lent

(SEQURE). P is a Gaussian π 

pulse applied at one peak of a 

selected doublet with an offset 

frequncy f. Phase and 

P (π/4) (π/2) 

pulse 

sequence 

onentatlOn 咽・4・，
t m 

仕equencycycles are shown in 

table. A stepping motor switches the single crystaI orientation from a to b between the 

preparation and the mixing (ωtimes and from b to a between the mixing (~) and出e

ditection times， respectively. 
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図 1の検出時間と交換時間の結晶の

配向で測定した四極子エコースベク

トルをそれぞれ図 2の(a)、(b)に示し

た。 (c)、(d)、(e)は、選択励起交換ス

ベクトルであり、交換時問。Jの増加

に従い、ダプレット lの四極子オー

ダーが、ダブレット 2に移動してい

るのが観測されている。ダブレット

1、2の面積強度を 11，12とし、そ

の交換時間(t.n)による変化をプロッ

トしたものを図 3に示す。図4にお

いて、ダブレット 1と2の四極子分

裂の大きさの差に対する面積強度の

変化を示した。ここで、

~VQ = VQ1 -VQ2である。ピークの半値

幅が、約 500Hzあるので、ピークの

重なる範囲においてのみ、交換が起

こっていることがわかる。

Fig.2官lemixing time dependence of 

SEQURE spec仕a(c -e). (a) and (b)訂e

quadrupole echo spec回 recordedat the orientations during the detection and the mixing 

times of SEQURE experiments (c -e)， respectively. 

frequency of 

selective pulse (π/4) 

f x 

f x 

-f -x 

-f -x 

phase 

(π/2) receiver 

x x 

-x x 

-x x 

x x 

[結果友ぴ考察]

(e) 

t m = Is 

30 20 10 0 -10 ・20 ・30

kHz 

Table 1 Phase and frequency cycles for 

the pulse sequence shown in fig. 1.百lese

cycles are further increased by a factor of 

four by changing the ph酪 esof出e(π/4) 

and (π/2) puIses and the receiver ph部 e

simultaneously by 90 0， 180 0， and 270 0， 

tespectively. 
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OVQ = vQ1 -vQ2 

3→ t m = Is [参考文献]

[1] A Kubo， A Yogo， F. 1m出 hiro，

2斗 戸¥ ト and T. Terao， J. Phys. Chem.， 100， 

39， (1996) 

[2] J. Z. Hu， A M.臼endt，D. W. 。」[!"'" 司EL
A1derman， C. Ye， R. J. Pugmire， and 

1.0 0.0 -1.0 D. M. Grant， Solid State Nucl. Magn. 
OVQ/kHz 

Reson.， 2，235“243， (1993) 
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P87 固体NMR法による 13C、 町多重ラベルをした

粉末ペプチド試料の立体構造解析法

京大院理 O野村薫、竹腰清乃理、寺尾武彦

Structural Analysis of the 13C， 15N multiple labeled powder peptide sample 

by Solid State NMR  Experiments 

kaρru Nomur!!" K. Takegoshi， and T. Terao 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto U niversity， 

Kyoto 606-01， Japan 

企並並盟主:Several solid state NMR techniques including the R2TR [1] and the Rotational 

Resonance [2] methods and their 2D variants have been applied to obtain the tertiary struc-

ture of the 13C， 15N multiple labeled powder peptide sample. We examine the limitation and 

the applicability of the solid-state NMR approach to determine the structure of a peptide. 

我々はこれまでに、多スピン系において、特定の同種核スピン聞の双極子相互作用のみ

をMAS下で選択的に復活させる方法 (R2TR法)を開発し核開距離の測定を行った。また、

この方法を固体多次元相関NMR法に応用することにより、結合角や二面角を測定する手法な

どを開発した。本研究では、既存の測定手法や上記の手法を用いて、 13C，15Nで均一に多重ラ

ベルしたペプチドの粉末試料の立体構造の決定を試み、これまでの手法の適応限界や難点など

について検討した。モデルサンプルとしては、 1分子中に13Cを8個，15Nを2個含むグリシル

イソロイシン(CSN2H1603 )を選んだ。

行った解析のプロセスは以王の通りである。まず、 13C_13C同種核COSY法により、 13C_

NMRスベクトルの帰属を行った。次に、 13C_15N双極子相関 2次元NMR法により、 13C_15N

核スピン聞の距離を求めた。さらに、 R2TR法またはR2法により、いろいろなベアの核問

距離を求めた。最後に、 R2TR法を用いた国体多次元相関NMR法により得られた双極子/

双極子相互作用相関NMR粉末ノぐターンにより、二面角などを決定した。

Reference 

1. K.Takegoshi， K.Nomura， and T.Terao， Chem. Phys. Lett. 232，424 (1995). 

2. E.R.Andrew， A. Bradbury， R.G.Eades， and V.T.Wynn， Phys.Lett. 4，99 (1963). 

多次元固体NMR法 /R2TR法/多重ラベル/固体粉末試料/立体構造解析
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P88 半整数スピン核の固体高分解能NMRを得るための

ニつの測定法(DOR..MQ-MAS)の比較

(日本電子)0杉沢寿志・樋岡克哉

The comparison between MQ-MAS and DOR NMR spectroscopy for half integer quadrupolar nuclei 

OHisashi Sugisawa， Katsuya Hioka 

Analytical Instrument Division， JEOL Ltd. 

After the discovery of Multiple-Quantum Magic-Angle Spinning(MQ幽 MAS)method by L. Frydman 

and 1. S. Harwood in 1995， the half integer quadrupolar nucleus are becoming to the target of material 

researchers. In this research area， the DOR and DAS techniques are commonly used. But both method 

demand special probes and have serious mechanical limitations. The MQ司 MASmethod demands the 

MAS-probe only. Therefor the MQ-MAS is promising method. We compared between the DOR and 

MQ司 MASspectroscopy on the ability of site resolution 

はじめに

固体高分解能 NMR法が高分子材料/触媒等の固体材料のキャラクタリゼーション、分子レベルで

の構造解析に有用な情報を与えることは、これまで、の研究成果によって実証されている。さらに近年、

多様なプローブの開発と測定法の開発/発見によって、その可能性が大幅に広がってきたように見

える。しかし、その多くの手法の中から、現実の材料解析に有効な手法を選び出し、実際に適用し、

真に有用な情報を引き出すことは、必ずしも容易ではない。我々は、各種測定法における解析能力

を示す最も重要な指標は、サイトの分離能力であると考えている。現実の材料は、未知の複雑な成

分/サイトを持っており、このような材料を解析するには、それらのサイトが十分に信頼できるだけ、ス

ベクトノレ上で分離されなくてはならないからで、ある。このような観点から見た場合、ハイパワーIHデカ

ッフ。リング、を併用したスピン1/2の希スピン系の MAS法(いわゆる CP/MAS法)が、幅広い応用分野

を持つに至ったことは当然で、あったと言える。この方法は、化学シフト以外の全ての相互作用を取り

除くことができ、その結果、信頼性の高いサイト情報が得られるからである。

一方、同じスピン1/2の核でありながら、 IH核および 19F核は、強し、同種核双極子相互作用による

線幅の広がりを抑えることが技術的に困難であったため、適用分野が限られていた。とはいえ、安定

した IH-C恥<¥MPSスベクトノレが得られる分光計とその測定手順の確立、あるいは、高感度 IH-MAS

測定技術の確立による希薄 IH系への適用のような有用な系の探索により、 IH観測の固体 NMRも

一定の応用分野を獲得しつつある。 19F核に関しては、高速 MASプローブが開発されるにつれ 1)、

適用分野が広がりつつある。

キーワード:国体 NMR、半整数スピン核、 DOR、MQ-MAS，

すぎさわひさし、ひおかかっや
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このような流れに立って考えると、次なる目標は、スピンが 1/2以外の核の詳細なサイト情報を得る

ことである。スピン1/2以外の核のうち、スピン数が 3/2、5/2のような半整数スピン核の中央遷移に

相当するピークは、 1次の核四極子相互作用を受けないため、 MASによってある程度先鋭化される。

しカも残された2次の相互作用は、磁場強度に反比例するため、高磁場になるほど、線幅の広がり

が抑えられ、サイトの分離能力が高まる。高磁場 NMRを用いることで、 27Alのような核で、あっても、あ

る程度のサイト分離が可能となり、限られた試料系ながら、材料解析の道具たり得たのである。しかし

ながら、残余の 2次の核四極子相互作用による線幅の広がりは、多くの試料に対して、サイトの分離

を妨げてきた。

この相互作用を取り除き、詳細なサイト情報を得る手法として、 DOR(DoubleRotation)法および

DAS(Dynamic Angle Spinning)法が提案されている。これらの手法は、機械的に特殊なプローブを利

用するため、現実の材料に適応することは容易ではなかった。 1995年に Frydmanよって MQ-MAS

法切t提案された。これは、 MASプローブ、品、う確立され普及した技術を用い、半整数スピン核の高

分解能化を達成できるので、広範な応用を持つと期待された。 Frydmanによって提案された最初の

方法の問題点は、感度の損失が激しいことと、純粋吸収スペクトルが得られないことにあった。その

後、多量子コヒーレンスの励起効率を上げるためのパルス列の工夫と純粋吸収スベクトノレを得るため

の位相回しの提案によって、実用的な時間で、高分解能スペクトルが得られるようになってきた。本

報告では、現在確立されつつある MQ-MAS法とようやく安定して稼動するようになってきた DOR法

の長短を比較し、現実の試料系における実用性を検討する。

実験

使用した分光計は、 ChemagneticsCMX -Infinity型である。 DORプローブは、 Chemagnetics14mm 

DORプローブを使用した。 90度パルス幅は、 7'"'-'8μ 秒。 OuterRotorの回転速度は 700Hz程度、

Inner Rotorの回転速度は 5kHz程度であった。静磁場強度は、 300MHzまたは 400MHzで、あった。

MQ-MASの測定には、 4mmφAPEX型 CP/MASプローブ、を使用した。典型的な MAS速度は

15kHz程度である。 90度ノfノレス幅は1.5μ 秒'"'-'2μ 秒で、あった。パルスの繰り返しによる干渉を避け

るために、飽和回復法により T1緩和時間を測定し、パルス繰り返し時間はその3倍以上に設定した。

MQ-MAS法は、 D.Massiot3
)の提案したパノレス、ンーケンスを用いた。スピニング、サイドバンド、を減らし、

S/Nを向上させるために、回転向期サンプリングを行っている。 3量子励起パルスとその検出パルス

の幅は、得られるスベクトノレの感度とアーティファクト信号に影響する。 1量子遷移の影響を極力抑え

るために、これらのパルス幅は実試料で伊、リ定した2πまたは、 4πパルス幅に設定した。等方シフト軸

に関しては、 shearing変換を用いて、通常の2次元表示を行えるようにした。

適用例(AIP04-11) 

27Al核は、 Tl緩和時間が短い(数十ミリ秒程度)ため、 DAS法の適用が困難で、あった。し

たがって、 MQ-MAS法以前は、この核の固体高分解能 NMRスベクトルを得るには DOR法

を用いる必要があった。そこで、 DOR法と MQ-MAS法の適用性を検討するための試料とし

て、アルミノフォスフェート系モレキュラーシーブの 27Alスベクトルを比較することにした。

以下、AlP04-11のMAS、DOR、MQ-MASスベクトノレを比較する。AlP04・11は焼成等の処

理を施していない。リファレンスとして、 1規定のAlCla水溶液を Oppmとした。
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Fig.l 27 AI-DOR and MAS spectra of A1P04・11
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Fig.227Al・MQ-MASspectrum of A1P04・11

at 300MHz SCM 

MAS speed is 16kHz.PW1=9.8usec， PW2=5.0usec， 

Pulse Delay=0.3sec， Scan#= 128，Exp. 

Time=42min 

この試料の場合、 MASスベクトルと DOR

スベクトノレでは、 4配位ピーク (37ppm)

の線形にほとんど変化が見られない。それに

対して、 MQ-MAS法では、 18ppmを頂点と

する鋭い等方ピークと、 55ppm付近のブロ

ードな等方ピークの二つのピークが観測さ

れた。実験の都合上、今のところ、 DORス

ベクトルが 400MHzでの、MQ-MASスベク

トルが 300MHzでの測定となっている。当

日は、両スベクトノレの磁場依存性に基づき、

サイト分離能についてより詳細な議論をす

る。

まとめ

DOR法は、 OuterRotorの回転速度の限界

(600Hzへ~1kHz)により、サイトの分離が不十分

となるケースがある。この点、 MQ-MAS法の方

が、サイト分離能力が高いケースが多いと考え

られる。今回の AIPOoj-llがその例のーっとな

る。しかし、 MQ-MAS法は、多量子コヒーレンス

の励起効率の悪さと、 2次元展開が必要なこと

から、測定時聞が長いという欠点を持つ。さらに、

多量子コヒーレンスの励起効率とその1量子遷

移への移動効率が、四極子パラメータに依存

するため、定量性に問題がある。

MQ-MAS法、 DOR法とも、未だ適用例が少

ないため、それらを特徴づけるには至っていな

い。ポスター発表当日、多くの方との議論の中

でより理解を深めてゆきたい。
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試料をご提供いただいた東工大工馬場俊

秀先生に感謝し、たします。
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P89 'H NMR (CRAMPS)による

ポリペプチドの固体構造解析 (6)
(群馬大工l、日本電子2) 0木村英昭¥尾崎拓男l、杉沢寿志Z、出口健三2、 荘司額1

Structual Analysis of Solid Polypeptides by lH NMR (CRAMPS) (6) 

( 1 Dept. Biological Sciences， Gunma University， and 2NMR Application Lab.， JEOL Ltd.) 

Hideaki Kimura¥ Takuo Oz誌i
1，Hisashi Sugisawa

2
， 

Kenzo Deguchi
2 
and Akira Sh吋i

1

Abstract: A relation between the紅凶deproton chemical shift and the conformation of 

homopolypeptides in the solid state has been studied using the lH CRAMPS NMR method. 

The ar凶deproton signals are considerably broad and poor due to the dipolar couplings by 

qua<合upolarinteraction. 1n order to eliminate the quadrupolar interaction， we have synthesized 

some fully 15N-1abeled homopolypeptides and measured their lH CRAMPS NMR spectra， 

however， the signal of the但凶deproton in the 15N-1abeled polypeptides was not very sharp and 

rich， suggesting that the cause of NH signal broadening and poomess is not only by the 

quadrupolar interaction but also mainly the heteronuclear dipolar interaction. Thus， the arnide 

proton chemical shifts of homopolypeptides have been successfully determined (α-helix; 

8.0-8.1 ppm， s-sheet; 8.6-9.1 ppm) by fast sarnple spinning (3.5凶 z).

1 .緒言

13C， 1sN CP四 MASNMRは、ポリペプチドやタンパク質の固体構造解析に有用であ

ることは良く知られている。それに加え、最近、我々は、 1H CRAMPS法をポリペ

プチドやタンパク質の固体構造解析に適用し、主鎖のメチンプロトン(代)化学シフ

ト値が主鎖のコンホメーション解析に有効であることを見い出した13)。Hα化学シフ

トが主鎖のコンホメーションに依存することを利用して、 1H CRAMPS法をポリペ

プチドやタンパク質のコンホメーション解析に応用できることは、画期的な発見で

あったが、アミドプロトン (NH)シグナルが、四極子核 C4N)との双極子相互作用の

せいでブロードになり、その化学シフト値を決定できなかった。

今回、我々は、アミドプロトン (NH)シグナルのブロードニングの原因を明らかに

し、どのように、シャープな NHシグナルを得られるかを調べた。そこで、四極子

相互作用を消去するために、 1sN完全標識ポリ (L-アラニン)、ポリ (L-口イシ

ン)を合成し、測定した。しかし、四極子相互作用の NHシグナルのブロードニン

グに対する寄与はそれほど大きくはなかった。さらに、 NHシグナルのブロードニン

キーワード:固体高分解能1HNMR、CRAMPS、化学シフト、コンホメーション、ポリペプチド

0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、しようじあきら
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グの原因を明らかにするために、 QD-CRAMPS法により、スピニング・サイド・バ

ンド (SSB)の観測を行った。通常のCRAMPS測定では、ピークの折り返しがある

ので、 SSBの観測はできないが、 QD-CRAMPS法ではそれが可能になる。

その結果、四極子相E作用よりは、むしろ、 N-H聞の双極子相互作用が NHシグ

ナルのブロードニング及び低強度の主な原因であることが分かつた。このことから、

1SN完全標識ポリペプチドを高速 (3.5kHz)でマジック角回転したところ、 1SN_H

双極子相互作用が平均化され、 NH化学シフトを得ることができた。

2 .実験

1 H CRAMPS NMRスペクトルの測定はChemagnetic8社製 CMX300分光計により

300 MHzで測定した。シリコンゴム(00.12ppm)を内部基準とした。

パルス列としてBR・24を用いた場合、 90度パルス幅:1.3μs、τ:3μs、回転周波

数:2.0 kHz 、待ち時間:108とし、スケーリングファクターは0.40を用いた。

MREV-8を用いた場合、 90度パルス幅:1.1μs、τ:2.4μs、回転周波数:2.0・3.5

kHz、待ち時間:108とし、スケーリングファクターは0.51を用いた。

3.結果及び考察

Fig.1 に固体状態のポリ (L-アラニン) (αーhelix，s-sheet )のlHCRAMPS 

スペクトルを示す。驚くべきことに、四極子相互作用を消去したはずの1SNHシグ

ナルでさえ、それほど先鋭化されず、強度も低い。それでも、半値幅を比較すると、

14NHシグナルよりは1SNHシグナルの方がやや先鋭化されてはいるので、四極子相

互作用もNHシグナルのブロードニングに寄与している。しかしながら、 NHシグ

ナルのブロードニング及び低強度の原因は、四極子相互作用だけではないことがわ

かる。

NHシグナルのブロードニング及び低強度の主要な原因を明らかにするために、

1SN完全標識ポリ(しアラニン) (α-helix )のlHQD-CRAMPSを測定し、 NH

シグナルのSSBを観測した (Fig.2)0 NHシグナルの SSBが、 Hα，Hsシグナルの

それに比べ、強い強度で広い範囲に存在しているのが分かる。これは、 N-H聞の

双極子相互作用が非常に大きいことを意味している。このことから、 NHシグナル

のブロードニング及び低強度の原因は、四極子相互作用より、むしろ、 N-H聞の

双極子相互作用が主な原因になっていると考えられる。

四極子相互作用とN-H聞の双極子相互作用が NHシグナルのブロードニングの原

因ならば、 1SN完全標識ポリペプチド・サンプルを高速回転させれば、 NH化学シ

フト値が得られるはずである。 Fig.3に1SN完全標識ポリ(しアラニン)のlH

CRAMPS (高速回転)スペクトルを示す。 1SN完全標識ポリペプチド・サンプルを

高速回転することにより、 NH化学シフト値、 8.0 ppmが得られる。 BR-24パル

ス列では、 2.0kHz以下の回転に抑えなければならないので、高速回転 (3.5kHz) 

では、よりサイクル時間の短い MREV-8パルス列を用いた。異なるスケーリング・
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ファクターを用いているが、化学シフト値はよく一致している。

このようにして得た、 NH化学シフト値を Table1にまとめた。

Table 1. Synthetic condition and their characteristics of homopolypeptide sarnples . 

Sarnple NI
a Conformation b 同， ~ H，s' 凡d NIr 

H-[Ala]cNHBu s-sheet 1.2 5.0 8.4 

[Alal.-5 65 α-helix 1.4 3.9 8.2 

[Ala*l.-l 4 s-sheet 1.2 5.2 8.6 

[Ala勺パ 100 α-helix 1.4 4.0 8.0 

[Leul.・i 5 s-sheet( 0.9， 1.5 5.5 

[Leul.-2 100 α-helix 0.8， 1.7 4.0 8.2 

匹..eu*lパ 5 α-hel以+s-sheet' 0.9， 1.6 5.4(4.0) (9.1，8.2) 

[Leu*l.- 100 α-helix 0.8， 1.6 4.0 8.1 

A刷b凶b陀削v羽la御U加on庇sι:必仇丸μL

捌 d仇，e;αル肘帥-1占h恥M刷1潟叫叫eli以x，right h胸釦dωωα唱4占批制h恥刷E碍Jelix以x;s-sheet， 組 6・戸rallels-sheet. 市ぉmolarratio of the monomer (A) ω 恥 凶tiator(1)， whlch 

corre甲山tothe thω削叫number-averageddegr問。fpol:戸砥白紙ion(DP.). bConformations of自己記sampleswe陀 determinedby 

出eI JC andlor IlN CP-MAS NMR， IR and far-IR s阿国間picm抽 ωs. 'ChesUcal s組員 valuesof side chain proton signals (ppm) al 

2.0 kHz. dChe凶叫shiftvalue of m抽 yneproton signal (ppm) at 2.0 k.Hz. 'ChesUω1 shl白valueof飢首deproton signal (ppm) al 

3.5凶z. fcon凶ningonly a little amounts ofα・helix.'con凶ningsmall amounts ofα-helix 

4.結論

我々は、 15N完全標識ポリペプチド・サンプルを高速回転することにより、 NH化

学シフト値 (α-helix;8.0・8.1ppm， s・sheet;8.6・9.1ppm)を得た。これらの値

は、溶液の lHNMRにより得られたそれらの値と非常に興味深い対応を示し、水素

結合距離とNH化学シフト値との関係にも矛盾がないことがわかった。

5.参考文献

(1 )荘司頼、尾崎拓男、杉沢寿志、出口健三、第3418lNMR討論会講演要旨集、

1・2頁、 1995.

(2)木村英昭、尾崎拓男、杉沢寿志、出口健三、荘司額、第35回NMR討論会講演

要旨集、 13ぺ5真、 1996.

(3) Sh吋i，A.; Kimura， H.; Ozaki， T.; Sugisawa， H.; Deguchi， K.， J. Am. 

Chem. Soc.， 1996， 778，7604-7607. 

Q
d
 

ワ
u

q
ぺ
υ



P90 パクテリオロドフ。シンのヘリックスフラグメントの脂質二重層中で

の構造:REDORによる解析

(姫路工大理)0木村成輝、内藤品、辻暁、斉藤肇

Conformational study on heli回 1fragment.s ofbacteriorhodopsin in lipid bilayers based on 
REDOR measurements 

Department ofLife Science， Himeji Institute ofTechnology 
S. Kimura， A. Naito， S. Tuzi and H. Sait合

[13C，15N]-labeled three kinds of fragments of bacteriorhodopsin were chemically 
synthesized to gain insight into relative orientation， conformation and dynamics of these 
fragments incorporated into lipid bilayers. The 13C…15N interatomic distances between 
four amino acid residues were also measured by REDOR experiments and the result 
indicates thatα-helix is， indeed， formed at the labeled site. 

[序}パクテリオロドプシン(bR)は高度高塩菌の紫膜中に存在する膜タンパク質であり、光

駆動型プロトンポンプとしての機能を有する。このタンパク質の 7本の膜貫通ヘリックスは

膜面に対して垂直に並び補欠分子族としてのレチナーノレを囲んでいる。我々はこれまで[3・

13C]Alaを標識した bRの固体高分解能 13CNMRによる研究から、 bR中のヘリックスには

αEヘリックスと帰属した通常のヘリックスと性質の異なるヘリックスの存在を報告した。

しかしこの αEヘリックスの帰属は測定手段により異なり、その性質を明らかにする必要が

ある。本研究では、 bRの膜貫通ヘリックスを化学合成し、リン脂質二重層に再構成させた

系を用いて bRの膜貫通ヘリックスの構造と運動性について詳細な情報を得ることを試みた。

ヘリックスの運動性については主鎖カルボニル炭素の化学シフト異方性を解析することで情

報を得た。ヘリックス構造は水素結合を形成する位置の 13C…15N原子間距離を REDOR法

を用いて決定した。さらに、膜中のヘリックスの配向に関する情報を得るため、オピオイド

ペプチドの存在による磁場配向膜に再構成することにより、膜中での bRヘリックスの配向

についての知見も得た。

[実験] 7 本鎖(A~G)の膜貫通ヘリックスからなる bR の A 鎖(シークエンス 6 ~42) bR-
A <long) と、それより C端が 7残基短い (6~35) bR-A <short) 、さらに B 鎖 (36~71)
を Fmoc固相法で合成した。これらのフラグメントをそれぞれ DMPCと共にメタノール/

クロロホルム混合溶媒に溶解後、ロータリーエパポーレーターにより溶媒を減圧除去した。

さらに、真空ポンプを用いて完全に溶媒を取り除いた脂質フィルムに過剰の水を加え、凍結

融解を繰返し膜への再構成試料を調製した。これらの試料を 5mmφ のジルコニア製ロータ

ーに詰め、接着剤を用いて完全に密封した後、 Chemagnetics社製 CMX-400NMR分光器

により測定した。

{結果と考察1
1) MAS/静止/配向条件下における主鎖カルボニル炭素の具方性

図1に、 [1_13C]Ala14標識 bR-A<short)の MAS、静止状態、さらにダイノルフィンを

加えた磁場配向脂質二重層における 13CNMRスベクトルとそのシミュレーションを示す。

静止条件下の 13CNMRスペクトルにおいて、 DMPCが液品相である温度(40"C)では、フ

ラグメントがヘリックス軸周りの速い回転運動をするためにゲル相(O"C)では現れていた化学

固体高分解能 NMR・膜タンパク質・ REDOR・構造解析・脂質二重層

きむらしげき・ないとうあきら・つじさとる・さいとうはじめ
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Fig.l 13C NMR spectra of [1.13C]Ala14 bR.A <short> incorporated in DMPC bilayers at 
liquid crystalline phase (left panel) and gel phase (right panel) under 
MAS[(a)， (b)]，static[(c)， (d)] and magnetically oriented[(e)，(f)] conditions. Simulated 
spectra were also accompanied under the experimental ones. 
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シフトの主値である 011と633が平均化され、ゲル相(O"C)のスペクトル(d)よりも異方性の小

さいパウダーパターン(c)が得られた。また、液晶棺における配向スベクトル(e)で、は、 MAS

スベクトル(a)の等方値よりも高磁場の共鳴線が観測された。これは、静磁場に対してヘリッ

クス軸が垂直でかつヘリックス軸周りの速い回転運動が存在するときのシミュレーションの

結果と一致した。 31pの NMR信号から、脂質平面は静磁場に平行に配向していることが分

かっているので、このフラグメントは脂質平面に垂直に挿入され、液晶温度ではヘリックス

軸周りで回転運動をしていることが分かつた。ゲル相(f)では、ヘリックス軸周りの回転が止

まることから 611と633の平均化が起こらず異方性の広がりが観測されたが、 622のピーク
が現れなかったことから、ヘリックスはこの温度でも磁場に配向していることが分かつた。

30
0
C 

200C 

100C 

o"C 

[V3C]Ala 14 bR・A (short) 

山
一
閃nu ∞

 
。“Au 

oa 

[V3C]Ala14 bR・A (long) 

向山川~仇V吋判爪

~吋判川~州川

~叩刷川イい川州川吋"(

250 200 150 100 

[V3C]Ala51 bR-B 

pm ppm 

250 200 150 100 

Fig.2 Temperatureマariationsof 13C NMR spectra of [1_13C]Ala14 bR-A <short) and 

(long)企agmentsincorporated in DMPC bilayers. 

2) フラグメントの運動性

図2に、 [1_13C]Ala14標識 bR-Aの <short) と (long)、さらに[1_13C]Ala51標識 bR-Bの

3つのフラグメントについての 13CCP-MASスベクトルの温度可変を示す。脂質が液晶の温

度で bR-A(short)は、ヘリックス軸周りの速い回転運動のために異方性が減少している。

それに対し bR-A(long)では、 lO"C以上の混度で信号が観測されなかった。 bR-A(long) 

は、 bR-A(sho此〉より C端に極性アミノ酸が多いために、その部位が脂質の親水部と相互
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作用し、ヘリックス軸周りの回転が制限されると同時に、 13C=Oの化学シフト異方性の程

度、すなわち 100KHz程度の別の運動成分を持つことになり、化学シフト相互作用との干

渉により信号が消失しているものと考えられる。また、 B鎖では、ヘリックス軸周りの回転

が止まっているために、 30tにおいても大きな異方性を示すスベクトルが得られた。

3) REDORによる 13C…15N原子間距離測定

十分に運動が止まっていると考えられる-30tにおいて、膜再構成フラグメントの分子

内水素結合を形成する C-Nの原子間距離を REDOR法を用いて測定した(図 3)0 REDOR 

法では、速い分子運動が存在すると双極子相互作用が部分平均を受けて弱められ、実際より

も長い距離が得られる。 bR-A<long) フラグメントは bR-A<short)に比べて C端部位の

極性アミノ酸が多いためにリン脂質の極性基と強く相互作用し、ヘリックス軸周りの回転運

動が制限されていることが分かつたので、 [1_13C]Ala14、p5N]Ala18二重標識 bR-A<long) 

フラグメントを膜に再構成させ、その C-N原子間距離を測定した。その結果、その 4アミ

ノ酸残基離れた C-N原子間距離を 4.5::!:O.lAと決定できた。この結果は、Alal4の 13C=Oと

Alal8の 15N_H聞で水素結合を形成して α・ヘリックス構造をとる場合の距離と一致する。こ

のように比較的長いフラグメントを用いることにより、運動による双極子相互作用の平均化

を受けることなく、高い精度で膜中フラグメントの原子間距離を測定できることが判明した。

13C-REDOR 

13C-Full echo 

KH' 

20 1， 10 5 司。 5 -10 -15 

1.0 r C-N= 4.5A 。
的
¥
の
A
V

6.4 12.8 19.2 

N c T r (ms) 

Fig.3 13C -REDOR and Full echo 

spectra of [1_13C]Ala14 p5N]Ala18 bR・A

< long )企agments incorporated in 

DMPC bilayers at NcTr=19.2ms 
(recorded at -30t). And fitting curve 
for d.S/SO values. 

[まとめ}ペプチドの主鎖カノレボニル炭素の信号を解析することによって膜貫通ヘリックス

の構造および運動性に関する情報が得られた。膜貫通フラグメントにおいて、膜外部分のア

ミノ酸残基の数が増えることで、ヘリックスの運動性が大きく制限されることが判明した。

また、アミノ酸配列の違いがヘリックスの運動性に影響を与えていることも判明した。この

ようにヘリックスの運動性を下げることができたことにより、 REDOR法を用いて高い精度

で原子間距離を測定することが可能になった。従来、膜ペプチドの原子間距離の決定には運

動による補正を考慮しなければならなかったが、本研究でその必要のないことを示すことが

できた。本研究で示したように、磁場配向膜を調製することが可能になったことから、膜貫

通フラグメントが膜面に対して垂直に配向している直接の情報を得ることができた。これら

の方法は、膜タンパク質の運動性と構造を調べる上で重要な情報を与えることが分かつた。
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P91 E宜ectsof 1 H decounpling on 1 H-driven 13C spin diffusion 

(京大院理)0竹腰清乃理、 D.Rβichert、寺尾武彦

(Kyoto Univ.) K. T.叫時oshi，D. Reichert， T. Terao 

The dependence of the 1 H-driven 13C-spin diffusion on 1 H decoupling during the 

spin-diffusion time w出 examinedunder MAS. We show tha七thereis a maximum spin-

diffusion rate at a finete decoupling strength and discuss the result qualitatively using 

existing theories. 

コール酸はチvalerolactone(V a 1 )のR体と S体を見分けて包接化合物を作ること

が知られている。その構造は今城らにより国体NMR法を用いて研究され[1 J、包接さ

れたR体と S体の比率はR:S=2:3であることが示されている。我々はR体と S体が

どのように空間的に並んでいるかに興味を持った。果たしてR体と S体は各々で集合して

ドメインを形成しているのか?R体と S体は混ざって存在しているのか?それならばその

分布はどうなっているのか?このような固体中の不均一構造を研究するアプローチとして

13C _13C聞のスピン拡散に注目した。実際に、今城らはMAS下でS体と R体のメチル

基 (99%13C化)間のスピン拡散を観測している。つまり、ドメインの形成は否定され

ている。

さて、 13C_13C間のスピン拡散を隣のVa1からさらに隣のVa1へとつなげていく

必要がある。スピン拡散速度は速ければ速いほどT1以内に伝えることの出来る範囲が広

がって、より詳細な分布を得ることが可能になる。従って、最高のスピン拡散速度を得る

ための方法・条件を、まず検討した。

MAS下で13C間のスピン拡散を生じさせる機構として、 rotationalresonance法 [2J

が考えられるが、 ValのR体と S体のメチル基の化学シフト差はわずか70 H z (7 T) 

であるので、この系には適用出来ない。 13CにCWラジオ波を照射するR2TR法 [3J

は、 H1下でのスピン格子緩和時聞が短くなるために、スピン拡散速度の増大のメリット

が打ち消されてしまう場合があり、この系に適用することは難しい。他のパルス法も同様

の難点がある。そこで、 1H駆動 (1H-driven)と呼ばれる手法を採用した。今回は1H駆動

機構のスピン拡散における1Hのデカッフ。ルの最適条件について発表する。

[1] F. Imashiro， D. Kuwahara， and T. 11白紙よ Chem.Soc. Perkin Trans. 1759 (1993). 

[2] E.R. Andew， A. Bradbury， R.G. Eades， and V.T. Wynn， Phys. Lett. 4， 99 (1963). 

[3] K. Takegoshi， K. Nomura， and T. Terao， Chem. Phys. Lett. 232424 (1995). 

KeyWords:固体NMR、スピン拡散
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P92 固体高分解能 l~CNMRによるバクテリオロドプシンの

脂質および界面活性剤との相互作用の解析

(姫路工大) 0谷生道一、辻暁、内藤晶、斉藤肇

A High-Resolution Solid-State 13C NMR Study on Lipid町 Protein組 dDetergent-
Protein interactions in Purple Membrane 

OMchikazuT創lIo，Tuzi Satoru， Akira Naito and Hazime S泊to

Depertment of Life Science， Him吋iInstitute of Technology 

We mesured 13C NMR spec回 ofpartially delipidated or solubilized [3-13C]Ala labeled 
bacteriorhodopsin by solid-state NMR methods. In partial delipidation without 
disruption of trimeric s凶 cture，we found that 1ωal conformational change was induced 

from αn-helix (16.4 ppm) to ~-helix (14.5 ppm) together with increased flexibility of 
loops regions. It was also demonstrated that disrupted trimeric structure of bRω 
monomer by Triton X-l∞resulted in additional peaks at 18.1， 15.5 and 14.5 ppm for 
l∞ps， transmembraneαn-' ~-helices， respectively. In addition， appreciably increased 
helical peaks wereassociated with solubilization by SDS and ascribed to a conversion 

from the peak resonated at血eposition of random coil toα-helical chains訂isingfrom 

Ala residues at the interface of membrane surface. 

【序論】

膜蛋白質は周囲を脂質で固まれた環境で機能している。膜蛋白質は疎水性である

ため精製や結晶化は界面活性剤を用いた可溶化によって行われるが、可溶化処理によ

り多くの脂質は蛋白質との相互作用を失う。したがって、脂質の膜蛋白質の構造と機

能に対する影響についての知識を得ることは、膜蛋白質一般の研究においても重要で

ある。高度好塩菌の紫膜 (PM)に含まれるパクテリオロドプシン (bR:分子量

26000)は、 PM中で三量体を形成し、光駆動プロトンポンプとして働く膜蛋白質であ

る。 bRは界面活性剤を用いずに脂質と複合体を形成した膜断片 (PM)として精製可

能であり、また固体高分解能NMRを用いることで、膜の状態で、常温での構造とダイ

ナミクスの情報を得ることができる。特に[3_13CJA1a標識bRの13CNMRスペクトルは、

Fig， 1、2に示すように、コンホメーション依存化学シフトにより αIーヘリックス、

αn-ヘリックス、ループ部位、ランダムコイル構造の各二次構造に帰属されたか久我々

はこれらの帰属をもとに、脂質を部分的除去したbR(三量体)および可溶化したbR

(単量体〉の高次構造とダイナミクスを、 PM中のbRと比較、検討した。またbRでは、

固体高分解能NMR、パクテリオロドプシン、脂質一蛋白質問相互作用、蛋白質一蛋白質問相互作用、

界面活性剤一蛋白質問相互作用

たにおみちかず、つじさとる、ないとうあきら、さいとうはじめ
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NMR、IR、CDなどにより、通常の α一ヘリックスとは異なるヘリックス、 αn-ヘリッ

クスの存在が確認されているが、低温電子顕微鏡により得られた立体構造モデルでは

確認されていない。今回の結果から αn-ヘリックスに関する新しい知見も得ることが

出来た。

【実験】

[3_13C]アラニン標識bRを含むPMは、 [3_13C]アラニンを含む合成培地で培養した

高度好塩菌より遠心分離により精製した。

脱脂処理は界面活性剤CHAPS、ドデシルマルトシド (DM)、デオキシコール酸

(DOC)を用いて行った。可溶化ばfritonX-100('τXI00)、τ'ritonN-10l

(百U01)、DM、SDSを用いて行った。 bRはこれらの脱脂処理では三量体、可溶化

処理では単量体であることが分かつている。

NMR測定は、脱脂試料は遠心沈澱させたものを、可溶化試料は限外櫨過により濃縮

したものを試料とし、 20'C、遮光状態で行った。測定方法はCP-MAS法、 DD-MAS

(双極子デカップルドMAS)法を用いた。

【結果と考察】

1)脱脂PM(三量体)

F'lg. 1にintactPM 

とCHAPS/DM脱脂[3-

13C]Ala標識PMのDD-

MASスベクトル (a-b)

とそのデコンポリューショ

ンスペクトル (c-d)、

Fig. 2に加tactPM、

DOC、CHAPS、

CHAPS/DM脱脂処理

[3_13C]Ala標識PMの

CP-MASスペクトル(a-

d)とそのデコンボ

リューションスベクトル

(e-h)を示す。各脱脂

PMはDD-MAS、CP-

MASスベクトルともに、

PMと類似した線形を示

20 1'5 ppm 

Fi抱g.l1臼3CQt

C-terminus 

¥ 

C 
lipid 

d 

立。 15 

t悦r問ea剖te“d[β3-UC]Ala-PM(b) ， and (c) and (d) are obtained by 
deconvolution of (a) and (b)， respective与

← 336 



した。これは、これらの脱脂

処理がbRの二次構造に著しい

変化を与えないことを示して

おり、特にDOC処理PMは低温

電子顕微鏡によるデータと一

致する5)。ただし、 DD-MAS

スペクトルでは、各脱脂処理

PMに共通して α1-ヘリックス

に帰属される14.5ppmに新た

な信号が観測された

(Fig. 1)。さらにCP-MAS

スペクトルではα11-ヘリック

スに帰属される16.4ppmの信

号強度の減少と14.5ppm付近

の信号の出現、およびループ

部位の信号強度の減少が観測

された (F泡. 2)。これはbR

が脂質の除去により、 α11ーヘ

リックス (16.4ppm)から α

Iーヘリックス (14.5ppm)へ
の構造変化とループ部位に揺

らぎによる交差分極 (CP)効

率の減少が起こることを示し

ており、脂質がbRの膜貫通ヘ

リックスの構造とループ部位

の運動性に影響を与えている

ことが分かつた。

αn-he1ix 
「寸

16.4 

e 

f 

g 

h 

20 15 ppm 

Fig.2 13C CP・島置ASspectra of intact(a)， DOC-
treated(b)， CHAPS-treated(c) and CHAPSI 
DMtr回 tω[3_13C]Ala-PM(d)， and (e)・(h)are 
obtained by deconvolution of (a)・(d)，respectively. 

2)可溶化bR(単量体)

F福. 3にTritonX -100 (TX100; a)、τntonN-101(廿n01; b)、DM可溶化

( c) [3_13C]Ala標識bR(UV吸収極大波長はそれぞれ550nm)のDD-MASスペク

トルを示す。 F培. 3より、各可溶化bRのDD-MASスペクトルはPMと類似した線形

であるが、 PMに比べ共通して、 15.5ppm付近の信号強度がやや上昇している。これ

は、界面活性剤の種類によらない変化であることから、可溶化によって単量体に変化

したことによる共通の変化と考えられる。界面活性剤と信号の重複がないτX100可溶

化bRでは(Fig. 3 a)、14.5ppm (αcヘリックス)、 18.1ppm (ループ部位)に
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新たに信号が生じていることが分かる。こればIX100

による可溶化により、 bRの二次構造に著しい変化は

ないが、ヘリックスおよびループ部位が一部変化し

ていることを示している。

Fig. 4にSOS可溶化[3_13C]AIa標識bR(UV吸収

極大波長.437nm)のOD-MASスベクトル (a)と

そのデコンボリューションスベクトル (b)を示す。

これよりSOS可溶化bRでは16.0-16.4ppm付近のα

ICヘリックス領域の信号強度が上昇しており、 PMに

比べ、著しくヘリックス含量が増えていることが分か

た。この変化は、パパイン処理によるC-末端切除の

実験から、 16.9ppmのヘリックス末端部位に帰属さ

れる信号が、 αICヘリックスへと安定化するためであ

ることが分かつた。これは、 αfヘリックス構造が通

常のαーヘリックスよりも安定であることを示唆して

いる。

20 15 ppm 

fig.413C DD-MAS s阿国mof SDS solubilized [3-13C]AJa-
bR(a) and the deconvoluted s阿 trum(助.

* detergent 

ν、， 

* 

1iν 

a 

v、，
一

20 13 pp皿

Fig.313C DD-MAS s戸仰aofTXl∞(a)，
TN101 (b)組dDM(c) solubilized [3JlC]Ala-
bR. 

1) Tuzi， S.， Naito， A.， & Saito， H. (1996) Eur. J. Biochem. 239， 294-301. 
2) Tuzi， S.， Yamaguchi， S.， Naito， A.， Needl抑制.，R.，Lanyi， J.K.， & Saiめ，H.(1卯6)

Biωhemis句，35，7520・7527.
3)T田i，S.， Naiω， A.， & Saito， H. (1仰のBiochemis句，33，15似6-15052.
4) Tuzi， S.， Naito， A.， & Saito， H. (1993) Eur. J. Biochem. 218， 837・844.

5) Grigorieff， N.， Beckm組 n，E.，&'h凶in，F. (1995) 1. Mol. Biol. 254，幼4-415.
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国体高分解能113Cd-NMRによるパクテリオロドプシン中

の金属結合部位の構造解析

(姫工大・理)0山口悟、辻暁、内藤晶、斉藤肇

A High-resolution Solid-State l13Cd-NMR Study of the 
Structure of Metal Binding Site of Bacteriorhodopsin 

o Satoru Yamaguchi， Satoru Tuzi， Akira Naito and Hazime Saita 
Department of Life Science， Him司iInstitute of Technology， 

Harima Science Garden City， Kamigori， Hyogo， Japan 678~12 

We have recorded l13Cd-NMR spectra of l13Cd-reconstituted bacteriorhodopsin C13Cd-bR) 
in order to clarify the manner of metal binding. ll.iCd signal. was visible by DD-MAS but 
not visible by CP-恥1ASNMR. 00ーお1ASspectra of the five times equivalents reconstituted 
h宇野ve.broa~ signals at . high field. This means that rapid chernical exchange among 
ll.1CdL+， lipid， bR and water is dorninant and no strong specific binding site is identified. 

P93 

[1序論】

パクテリオロドプシン(bR)は高度好塩菌 (HalobacteriumSalinarium)の紫膜に内

在する光プロトンポンプ蛋白質で、中央に発色団であるレチナ}ルが存在する。ま

たCaやMgなどの2価の陽イオンが蛋白質中に存在し、これらを除去すると、吸収最

大波長が568nmから604nmにシフトし、プロトンポンプ機能を持たない青膜となる。

2価カチオンは蛋白質中で構造と機能に関与していることが示唆されているが、明

確な結合位置や周辺構造の情報は与えられていなし」

本研究はパクテリオロドプシンの全ての二価カチオンをl13Cdに置換し、 113Cd

NMRの観測により、 bRの2価カチオン結合部位の構造情報を得ることを目的とする。

[2実験】

高度好塩菌 (HalobacleriumSalinarium) を天然培地で培養し、遠心分離容で精製

することにより紫膜を得た。この紫膜をイオン交換樹脂(Dowex-50w-X8)で処理し、

陽イオンを除去することで青膜を作成した。金属状の113CdからCdC~ を作成し、青

膜に対して1倍当量、 2倍当量、 5倍当量のCdC~を加えて1sCd-bR再構成試料を作成

した。凍結乾燥試料については再構成試料を少なくとも 15時間凍結乾燥させた後、

相対湿度0%、100%の試料についてはそれぞれグロープバッグ中の相対湿度を0%、

100%に保ち、その条件下でサンプルチューブに封入した。 NMR測定はCMX-4∞ス

ベクトルメ}ターを用いて、基準物質としてCdC~5/2同0 を用い、 200C、遮光条件

下でCP-MAS法、 DD-MAS(single pulse exitation with Dipolar Decoupled-MAS)法を用
いた。

【3結果、考察}

図 lに2倍当量のCd2
+を加えた0%水和、 100%水和、ベレットの各々の試料と5倍

当量のCd2
+のDD-MASスベクトルを示す。 100%水和、ベレットの試料について

固体高分解能NMR、パクテリオロドプシン、化学交換、運動性

。やまぐちさとる、つじさとる、ないとうあきら、さいとうはじめ
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はー175ppm付近に信号が観測されるが、 0%水和試料では信号が観測されなかった。

5倍当量加えると、 -178ppmから-191ppm付近に広幅の信号が観測された。五倍当量

加えた場合、信号は全体的にやや高磁場にシフトし、線幅のブロ}ド化が観測され

た。仮に強い結合部位が存在するなら分離された信号が観測されるはずである。こ

の結果はNMRのタイムスケ}ルからはCdμはパクテリオロドプシンと強く結合して

いるのでないことを示している。 1MCdC~ 水溶液の信号はCd-bRの信号よりさらに

約800ppm高磁場側に観1~1jされるこ
とから、水溶液中:脂質の極性頭

部:タンパク質表面:タンパク ""n 
x 2 113Cd 

質内部の速い化学交換をしており、
dihydrated 

1(f-10'Hz程度の交換速度を持つ

ていると考えられる。我々は昨年

の本討論会でパクテリオロドプシ

ンから二価カチオンを除去すると、

タンパク質表面近傍のル}プ部位、

ランダムコイルに主な高次構造変

化が起こっているとすでに報告し x 2113Cd 
ており(1)、結合部位が膜表面部位 rh. 100% hydrated 

にも存在することをしている。ま

た、 CP-MAS法からは信号は観測

することはできなかったことも

Cd2+はbR中ではCP-MASで観測さ

れるほど強い結合を作っているの

ではないことを示している。

現在までXAFSのデ}タなどか

らパクテリオロドプシンと金属イ

オンの結合に関する研究よりHigh

affinity binding siteの存在が示唆さ

れていが、本研究結果はこの強い

結合部位の存在を否定する結果で

あり、 bR中に二価陽イオンの結合

部位が存在はするが、二価陽イオン

は化学交換していることを示している。

113Cd NMR Spectra 

-150 -170 ppm -190 

図 12倍当量の1l3Cdμを加えた0%水和、 100%水和、

ベレットの各々の試料と五倍当量の113Cd2+を加えた

ベレットの試料の113CdDD-MAS NMRスベクトル

1) P. D. Ellis， The Mutinuclear Approach to NMR Spectroscopy， Chapter 22， NATO 

Scientific Affairs Division， 1983. 

2)辻暁，内藤品，斉藤肇，第35回NMR討論会講演要旨集423-426(1996)，京都
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P94 国体状態におけるイミダゾール類の水素結合と 15N化学シフト
(物質研 1、阪大院理2)

0上回貴洋 1、 林 繁 信 1、長友重紀人増井大二人中村亘男 1

15N NMR Chemical Shifts and I王ydrogenBonding 

in Imidazole derivatives in the Solid State 

日 kahiroUeda~， Shigenobu Hayashil， Shigenori Nagatomo2， H廿otsu♂1Masui2， and 

Nobuo Nakamura2 

I National Institute ofMaterials and Chemical Research， Tsukuba， Ibar叫a305

2 Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Osaka University， 

τbyonaka， Osaka 560 

Abstract Intermolecular hydrogen bonds (N-H...N) in the crystals ofimidazole and its deriva-

tives (4-substituted and 4，5-substituted imidazoles) were studied by 1D and 2D 15N CP瓜1AS

NMR as wel1 as by an ab InItIo molecular orbital (MO) calculations. The difference of 15N 

chemical shi丘valuesbetween amino and imino nitrogen atoms is linearly related to the hydro-

gen bond distance. According to the ab InItIo MO calculations比wasfound that the hydrogen 

bond influences 15N chemical shift much dominantly than the electronic state ofthe substituents. 

In 2D 15N exchange NMR spectrum of imidazole crystal， the cross peaks were observed when 

the mixing period is longer than 100 ms， indicating that very slow motion of proton in the hy-

drogen bond takes place in the compound. 

Introduction 

Imidazole∞nstit¥ltes a functional group ofbiological1y active molecules such as histamine 

and histidine， and plays an important role in the biological1y active processes， vIz. a proton do-

nor andJor acceptor in those substances. Imidazole and its derivatives have been known to 

form intermolecular N -H…N hydrogen bond， and to construct one-dimensional hydrogen-

bonded molecular networks in the crystals [1-3]. The ab出tyof imidazole to act as a proton 

donor andJor proton acceptor is closely related to the structure and the dynamics of the hydro-

gen bonds. However， the structure and the properties of the hydrogen bonds in imidazole and 

Rl 

》JJiutず ~1 
la :Rl=H 2a : R 1 =CI， R2=CI 
lb :Rl=CI 2b :Rl=CN， R2=CN 
lc :Rl=Br 
ld :Rl=N02 

H H CH
3 

le :Rl=CH3 

1 2 3 

Scheme 

キーワード:イミダゾール誘導体、 15NCP品仏SNMR、15N化学シフト、水素結合、

分子軌道計算

うえだたかひろ、はやししげのぶ、ながともしげのり、ますいひろつく¥なかむらのぶお
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its derivatives in the solid state have rarely been studied so far. In the present work imidawle 

and its six 4-substituted derivatives (see Scheme) have been investigated by 1D and 2D I"N 
CP瓜1ASNMR spectra as well as by an ab initio molecular orbital calculations. 

Experimental 

4-Chloroimidawle (lb) and 4七romoimidawle(lc) were synthesized and pur姐edaccording 

to the literatures [4]. The other substances (commercial grade reagents) were p旧 姐edby re-

C巧Tstallizationandlor vacuum sublimation. The 1D and 2D I月NCPゐ1ASNMR spectra we陀

measured at room temperature by Bruker MSL200， DSX300， and MSL400 NMR spectrometers 

operating at the Larmor frequencies of 20.3， 30.4， and 40.6 MHz， respectively. Powdered sam‘ 

ples of l;'N-glycine (-347.5 ppm仕omnitromethane) and I月NHICl(‘341.2 ppm) were used as the 

external standards for the I"N chemical shift [5]. The principal values of li'iN chemical shift 

tensor σwere calculated by using GAUSSIAN94 MO calculation program [6] package with the 

6-311G(d王p)basis set under the GIAO condition [7]. Each computation was carried out on the 

molecular geometηwhich was determined by the structural analysIlき Thevalues of the cal-

culated chemical shiftsδwere refeロ-edto that ofthe isolated nitromethane molecule. 

Results and discussion 

15NCR瓜仏SNMR spectra and chemical shift vaJues of Imidazoles 

Figure 1 shows If>N CP瓜1ASNMR spectra of 4引 lbstitutedimidawle derivatives at room 

temperature. Two peaks due to the amino and imino nitrogen atoms are observed at ca. -200 

and ca.・135ppm， respectively. The isotropic 15N chemical shift values δdetermined企'Omthe 

spectra together with the hydrogen bonded intermolecular N…N distances RN.N a問 listedin 

Table 1. The absolute values of δin 4-substituted derivatives (0.2834壬品LN壬 0.2882mri) 

depend on the substituents. However， the ob配 rvedvariations inδto those of imidawle we問

less than 5.7 ppmゐr-NH-and 6.6 ppmゐr=N・， except for ld， in which the large shifts (7.047 

ppm for -NH-and 7.1 ppmあr=N-) were observed. On the other hand， the e島 ctof the hydro-

gen bond on the 15Nδvalues was elucidated by referring to the value of δin 1-methyl-imidawle 

∞
 

-150 -200 

8 Ippm 

四 250

120ト 守、ー、ーーーーー一三ヨー -1140 

5100 
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ld 120匂
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Fig. 1 15N CPIMAS NMR spectra of 4・substituted Fig.2 liiN chemical-shill difference between -NH-. 
imidazoles at r∞m temperature. Asterisk indi- and =N-vs目 hydrogenbond distance ; experimental 
cate the spinning side band. (0) and calculated values (ムdimer，口:trimer)
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(3)， in wluch the formation of the hydrogen bond is inlubited. Fig. 2 shows the plot of the I!¥N 

chemical-shift difference dδbetween the amino and imino nitrogens against必LN，indicating 

that the experimental dO varies almost linearly with必LN，exceptゐrld. As品LNdecreases， 

the slueldingあramino nitrogen decreases while that for imino nitrogen increases. Thisぬ.ct

implies that the formation of the hydrogen bond between two molecules causes加 mixor to 

resonate the two extreme electronic structures，画NH-and =N-. The extent ofthe mixing de-

pends on the st陀 ngthof thE! hydrogen bond. Large shifts ofδfor each nitrogen in ld from that 

of the imidawle may be originated企oma strong electron-attractive property of the N02 group. 

15 N NMR chemical shifts忽 ldab initio MO  calculations 

15N chemical shifts in the present substances are also examined by ab initio MO calc吐a-

tions. The e島ctof the hydrogen bond on the molecular electronic state is extracted by com-

paring the 15N chemical-shift in the hydrogen-bonded molecular dimer(or trimer) with that in 

the 仕eemolecule. The calculated isotropic values of l"N chemical shifts are listed in Table 1. 

When the hydrogen bonds are formed the sluelding of the amino nitrogen decreases and that of 

the imino nitrogen increases， resulting in the decrease in dO. Tlus trend holds in all the com-

poundsあrwluch the computation was performed. Among them， dO in imidawle shows the 

most remarkable effect : the calculationあrthe trimer results in the decrease in dδ企'Om148 

ppm in the 合eemolecule to 99 ppm (changed by 49 ppm). The calculated dδare plotted in Fig. 

2 against品川・Althoughthe absolute experimental dO values do not agree with the theoretical 

Table 1. 15N chemical shifts for amino and imino nitrogens and the hydrogen bonded distances in the 
crystals of substituted imidawles目

Substance 司rpe rJ (Exp.) / p.p.m. 

Imidazole (la) -NH- -207.167 
=N- -135.64 

4・Chloro・(lb) -NH- -204.55 
=N- -133.44 

4-Bromo-(lc) -NH- -201.54 
=N幽 -130.50 

4-Nitro・(ld) -NH- -200.12 
=N- -142.74 

4・Methyl-(le) -NH- -204.17 
=N- 明 129.05

4，5・Dichloro・(2a) -NH- -200.02 
=N- -133.34 

4，5・Dicyano・(2b) -NH- -210.5 
=N- -118.0 

1-Methyl-(3) -NH- -219.2 
=N- -119.1 

δ(Calc.) / p.p.m. 昂-1...N/nm
Free H.B.") 

-344.57 -323. 39b) 0.286c) 

-196.66 -224.06b) 

-358.74 -343.44 0.2847， 0.2882<1) 

-186.67 -208.97 

-353.37 -335.41 0.2834(り
-182.78 -201.74 

-351.62 -337.38 0.2871e) 

ー191.97 -213.07 

-352.96 -339.11 0.28000 

-189目52 -211.34 

-342.31 0.3051Q 
-189目60

a) H.B. means hydrogen bonded molecules. 
b) This value is伺 lculatedfor the trimer. 
c) Ref [1]. 
d) S. Nagatomo， unpublished result. 
e) Ref [勾.
f) Ref [3]. 
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ones， the trend of the variation of /).8 with昂N..Nis similar to each other. This result implies that 

the experimental /).8 values for I乃Nare mainly governed by the intermolecular hydrogen bond 

but much insensitive to the sort ofthe substituent. MO calculations did not interpret the large 

shifts observed in ld. 

Proton dynamics in imidazol，θC1YS臼l

In I"N 2D exchange NMR [8] spectrum of imidawle， the cross peaks between two main 

diagonal peaks corresponding to amino and imino nitrogens a四 observedat room temperature 

with long mixing tillles (> 100 lllS)， indicating that a some kind of a slow dynamic pro田 sstakes 

place in the imidawle crystal. It is noted that a simple instantaneous pro加njulllp企om-NH明

to =N-does not cause the cOlllplete chelllical exchange between the imino and the amino nitro-

gens; the appearance of the cross peaks in the 2D exchange spectrum is hence inte叩retedby a 

“collective" excitation of the hydrogen-transfer in the lD hydrogen-bonded molecular network 

which is accompanied by an effective chelllical exchange ofimidawle lllolecule， i.e.， 

ぷ " /、
N〆 NH 一一一_HN 、N¥=.J 司ー ¥=.J 

The most probable one of such a collective excitation may be肥 alizedby dynamic soli旬nlllecha-

nism in 1D molecular chain [9]. 
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P95 1 3C N M R化学シフトとピフエニル化合物の

結品中のコンホメーションの相関

東工大工 O虞中俊也、安藤慎治、黒子弘道、安藤勲

Relationship between 13C NMR Chemical Shifts and Confomations 

of Biphenyl Derivatives in the Crystalline State 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

Toshiya Hironaka， Shi吋iAndo， Hiromichi Kurosu， Isao Ando 

We measured 13C NMR spectra of biphenyl derivatives and estimated a relationship between 

the chemical shifts and the dihedral angles at biphenyI linkage in the crystaIline state. The 

tendency of the measured chemicaI shifts toward the dihedraI釦glesagreed with that of the 

calculated shielding constants. 

はじめに

高分子化合物(とりわけ液品性高分子)にはビフェニル構造を有するものが数多く

存在する。フェニル環同士のなす二面角 ω(下図)に規定されるコンホメーション

一一一 αJ 一ーーー
〆¥乙j-¥
¥_1工、〆

は分子間パッキングと密接な関係があり、その決定は分子構造と物性の閉係を明ら

かにする上で必要不可欠である。しかしながら従来のX線回折法では単結品を得に

くいため高分子化合物の結晶構造を解析するのは難しく、時間もかかってしまうと

いう欠点もある。一方、固体高分解能 NMRでは近距離の情報が得られるので局所

的なコンホメーションを見積もることが・可能となる。そこで今回は国体高分解能13 

CNMRを用いて結品中の二面角を決定する手始めとして、 13CNMR化学シフト

とピフェニル構造の二面角の関係について検討を行った。

測定

国体高分解能13CNMRスペクトルは日本電子製GSX-270NMR分光器 (67.8MHz) を

用い、化学シフトの基準はアダマンタン (29.5PPMfrom TMS) を外部基準とし、パ

ルスシーケンスはfI ipback法(コンタクトタイム5ms、繰り返し時間5-100s) で行

い、また帰属のためにdipolardephasing法 (コンタクトタイム5ms、待ち時間20

μs) を併用した。

ピフヱニル、二面角、 13CNMR化学シフト

ひろなかとしや、あんどうしんじ、くろすひろみち、あんどういさお
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サンプル

X線回折法により既に結品構造が分かっている以下の低分子のビフェニルモデル化

合物を用い、ニ面角が満遍なく分布するように選定した。

(1)ピフェニル (ω=0・1) 

(2) 4-4'ージヒドロキシピフェニル (ω=0.3'2) 

(3) 4-フェニルフェノール(2つの異なる結晶形態有り、 ω=1.6・3)

(4) 4ーフェニルフェノール(2つの異なる結品形態有り、 ω=2.2・3)

(5) 4-4'ービフェニルジカルポン酸ジエチルエステル(以下2BP2) (ω=26.0・4)

(6) 0-トリジン (ω=40.8・5.6)

(7) 2-フェニルフェノーjレ(ω=56.6・7)

(8) 2-2'ージニトロピフェニル (ω=61.8・8)

(9)トトリジン (ω=84.4・9)

ビフェニルの遮蔽定数計算

化学シフトと二酉角の相聞を計算と実測を比較するべく、ビフェニルの遮蔽定数計

算を行った。

計算方法:Gauss i an 94 

HF-GIAO-CHFにより全エネルギー友び遮蔽定数を計算

計算機:Cray C90 (東京工業大)

基底関数:6-31G 
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60 

場へシフトする傾向を示している。

皆 65

結果はFig.1の通りになり、 C1とC2の苦言
恒常 70

の遮蔽定数が二酉角の増加に対し低磁万吉
Tコロ
苦号 75

5-d -80 
結果と考察

サンプルの測定結果はTable1の様に

なり、化学シフトにおける置換基の効

バ
U"、doo 

果10を除去した値 (C1
eftと印刷)と二面

角において、 C1炭素について (C1 ) Fig.I Calcuiatdshielding Constants of 
eff' single biphenyl_ depend on dih(~dral angles 

は計算結果の傾向とは一致しなかった ω:Cl(")，C2(O)，e3(口)，C4(.).

が、 C6炭素の化学シフト (C6eff) が二面角の増大に伴い低磁場シフトする傾向が見ら

れる (Fig. 2)。これはサンプルにはC4の位置に置換基がついている物が多く、 C1に

炭素に対しての置換基の効果(パラ位)が大きいことによるものと考えられる。

Dihedral angleω(deg.) 

また、二酉角が小さいところでの化学シフトの大きな変化については置換基の問題
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かパッキングの問題か現在検討中である。

Table 1 Measured the C 1 ， C6 chemical shifts， and the 

C IdJ， C6d! excep匂dthe substituent effects from C 1， C6. 

C1(ppm) CI <f~ppm) C6(ppm) C6，rt<ppm) 

(1 )biphenyl(ro=Oo ) 138.4 138.4 127.5 127.5 

(2外-4'dihydroxy biphenyl(ω=0.3
0 

) 132.3 139.6 127.6 126.2 

(3)4-phenyl phenol(ω=1.6
0 

) 131.3 138.6 127.8 126.4 

(4)牛phenylphenol(ω=2.2
0 

) 131.2 138.5 127.4 126.0 

(5)2BP2(白:>=26.0
0

) 142.9 139.0 127.4 127.9 

(6)o-tol idine(白戸40.8
0

) 133.1 143.0 125.9 127.9 

(7)2・phenylphenol(自主=56.6
0

) 129.8 142.5 132.4 131.0 

(8)2・2・dinitrobiphenyl(白戸61.8
0

) 133.8 138.6 131.6 130.7 

(9 )m-tolidine(白戸84.4
0

) 131.6 140.7 131.6 130.8 
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Fig. 2 Relationships between dehedral anglesω 
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P96 吋 CPIMAS附 R法によるPHEMAlPMAAの脱水反応

(防大化学) 0浅野敦志、 江口 勝、 黒津卓三

13C Cp，瓜.fASNMR study on dehydration of PHEMAlPMAA  blends 

Atsushi Asano， Masaru Eguchi， and Takuzo Kurotu 

Department ofChemistry， National Defense Academy， Yokosuka 239， Japan. 

Miscibility and dehydration of poly(2・hydroxyethylmethacrylate )/poly( methacrylic 

acid) (PHEMAlPMAA) blends were studied by 13C CPIMAS NMR. IH-TI and -Tlp， which 

were observed indirectly through resolved 13C signals， and dynamic DSC measurements 

revealed the miscibility ofthe PHEMAlPMAA b'lends. The values of IH_T1 ofPHEMA in the 

PHEMAlPMAA blends gradually increase with PHEMA composition increases. Furthermore， 

the single Tg is observed in each PHEMAlPMAA blend， and the changing of the value 

depends on the composition. These results indicate that the PHEMAlPMAA blends are 

homogeneous on a scale of 20・・50nm.

TGA and 13C CP/MAS NMR measurements show that PMAA is dehydrated and 

becomes intramolecular cyclic anhydrides in a few tens minutes at around 523K. On the other 

hand， PHEMA， which has OH in side-chain end as well as PMAA， does not undergo such 

dehydration even at 573K， but undergoes decomposition from around 573K. In the 

PHEMAlPMAA blends， however， 13C CPぶ1ASNMR spectra indicate血atPHEMA is 

dehydrated and forms intermolecular anhydrides with PMAA. 2D-WISE spectra and 13C_ TI 

measurements show the molecular motion ofthe heat-treated blends becomes slower. 

[緒言] ポリマーブ、レンドの物理的性質は、相溶性やポリマ一間の相互作用などに

依存する。熱処理した際に化学反応がともなう場合においては、その構造変化を知ることは

材料設計・開発に重要である。われわれは 13CNMRシグ、ナルに観測される化学シフト変化や

lH緩和時聞からポリマーブレンドの相溶性と脱水反応について検討した。ここでは熱処理す

ると脱水反応を起こすことが知られている PMAAと側鎖末端に水酸基(OH)をもっPHEMAと

のブレンドについて検討した。

Key Words: 13C CPIMAS NMR， poly(2・hydroxyethylmethacrylate)， 
poly(methacrylic acid)， polymer blend， dehydration 

あさのあっし、えぐちまさる、くろったくぞう
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[実験] 13C CPぶ1ASNMRは BrukerDMX 500分光計を用いて測定された。ダイナミ

ック DSCとTGAはPerkin-Elmer7 seriesを用いて測定した。

[結果と考察] Fig.l(a)に 13CCPIMAS NMRの C=Oピークの拡大図を示した。 PMAAのカ

ノレボ、キシル基(HOC=O)がプレンドしたことにより低磁場シフトする。これは、 PMAAの

HOC=O基と PHEMAの側鎖末端にある OH基が分子間水素結合を形成したためである。 IH

緩和時間とダイナミック DSCから 20nmで均一にブレンドされていることが示唆された。

Figl(b)に 573Kで 10分間熱処理したブレンドの PHEMAの側鎖 C民基の NMRスベクトルを

示した。熱処理する前のブレンドと PHEMAだけを熱処理したスベクトルには化学シフト変

化は観測されない。しかしブレンドを熱処理すると PHEMAの側鎖 CH2基に化学シフト変化

が観測された。この変化は PMAAとPHEMAが分子間脱水反応を起こしたと考えることによ

り説明される。 13C_九と 2D品弓SEスベクトルを測定して運動性について考察した。 Fig.2に

C=O領域の 2D輔 WISEスベクトルの FI軸をプロットした。熱処理した後の方が半値幅が広く、

分子運動が遅くなったことを示している。

(b) 
ーOCH，-

195 190 185 180 175 170 165 N n M U ~ M D ~ H M 

Chernical shift I ppm 

Fig.l 13C CPルfASNMR spectra ofPHEMAIPMAA 

blends. (a):CO region before heating; (b): PHEMA 

CH2 regionafter heating. 

Fig.2 2D-WISE 13C spectra in the FI dimension. 

a) before heat-treatment， b) after heat値treatment

at 573K for 10min. 
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P97 国体NMR法による工チレン・ピ、ニールアルコール共重合体のゲル状態の

構造とダイナミックスの研究

東工大工 O兼清真人・小林将俊・安藤勲

奈良女生環 黒子弘道

クラレ物性研石井孝浩・網屋繁俊

Structural and Dynamical Studies of (Ethylene-Vinyl Alcohol) Copolymer Gels by Sol id State 

NMR Spectroscopy 

M. Kanek i yo， M. Kobayash i， 1. Ando (Department of PO I ymer Chem i stry， T okyo I nst i tute of 

Technology， Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152) 

H.Kurosu(Department of Human Life and Environment， Nara Women's University， Kita-Uoya 

Nishimachi， Nara 630) 

T.lshii， S.Amiya(Material Science Research Laboratory， Kuraray Co.， Ltd.， Kurashiki， 

Okayama 710) 

The structure and dynamics of (ethylene-vinyl alcohol) copolymer gel prepared by the 

freez i ng-thaw i ng method have been stud i ed by h i gh-reso I ut i on so I i d-state 13C NMR and lH 

pu I se NMR. F rom these exper i menta I resu I ts， i t was found that the ge I i s ma i n I y composed 

of three different components in molecular motion. These components were assigned to 

the crossl inked region， the non-crossl inked region and the intermediate region. 

一-'1'1:1ロ

我々 は既iこPVAゲルの構造とダイナミックスについて研究し、そのゲルが3つの運動性の異

なった領域から構成されていることを報告した。本研究の対象である反復凍結融解法によっ

て調整した工チレンーピ、ニルアルコール(EVA)共重合体ゲルはPVAゲルと同様に分子間相互作用

によって形成される高分子ゲルであり、鎖間での水素結合がゲルの生成機構に大きく関係し

ている。一方でEVA共重合体のエチレン鎖部分では水素結合による架橋は存在しないという特

徴を持っている。

このため、本研究において、 EVA共重合体ゲルの作成を試み、分子レベルでの構造と運動の

情報が得られる国体高分解能13CNMR法 lHパルスNMR法jJ{IJ定を行なうことによりゲルの構造

と運動性の相関関係について検討を行ない、 EVAゲルの生成、構造、ダイナミックスを解明す

ることを目的とする。

エチレン・ビニールアルコ~Jレ、ゲノレ、固体 NMR、水素結合、ダイナミックス

かねきよまさひと、こばやしまさとし、あんどういさお、くろすひろみち、いしいたかひろ、あ

みやしげとし
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実験
重合度及びエチレン含有率の異なったEVAをジメチルスルホオキシド(DMSO)に溶解させた。

これを凍結融解を繰り返し(ー20̂"20
0
C)、ゲルを生成させた。団体13CCP /MAS NMRスペクトル

および13CPST /MAS NMRスペクトルは、日本電子製GSX-270NMR分光器(測定周波数67.8MHz)で

測定した。測定中にゲル中の溶媒の蒸発を防ぐために0-リング付き口ーターを使用した。ま

た、 BRUKER社製のMini5pecPC20パルスNMR(測定周波数20.0MHz)を用いて、 CPMG(Carr-

PurcelトMeiboom-Gi11)法及びソリッドエコー法により、 lHT2の測定を行なった。

結果

図1はlHT2測定をソリッドエコー法により行なった結果であり、 EVAゲルには運動性の異な

るポリマーの3つの成分が存在することがわかった。これらの三つの成分は、架橋領域(T2= 17 
μ5，成分比=7覧)架橋領域によって運動が束縛された領域(T2= 123μ5，成分比=21出)及び運

動が束縛されていない領域(T2= 325μ5 ，成分比=72覧)と帰属される。図2は固体状態にお

けるEVAにおけるCP/MAS法を用いた固体高分解能13CNMR測定によるCH炭素のピーク強度比であ

り(Peak1， 11， 111各々 78，71， 64ppm)、EVAエチレン含量が増えるにつれてPeak1が増加してい

くことがわかった。

これらの結果を基に、エチレン分率の異なるサンフルの信号の比較から帰属を行い、 EVAゲ

ルの構造とダイナミックスに及ぼす工チレン鎖の影響について考察する予定である。
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NMRで測定される分子タンパク質凍結乾燥製剤のガラス転移温度と、

運動性との関係

国立医薬品食品衛生研究所

P98 
0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

Molecular Mobility of Lyophilized Protein Formulations as Measured by NMR， Related to Glass 

Transition Temperature 

National Institute of Health Sciences， S. Yoshioka， Y. Aso， S. Kojirna 

We investigated the usefulness of the spin-spin relaxation time of protein or巴xcipientprotons as a 

probe for evaluating the rnolecular mobility of lyophilized protein formulations. A critical temperature 

at which a Lorentzian relaxaion process due to liquid polymer protons app回 rs，T mc， was d巴terrninedfor 

protein formulations containing dextran and poly(vinyl alcohol)， and compared with the glass transition 

temperature of the formulations deterrnined by differential scanning calorim巴try. Bovine serum y-

globulin and alburnin w巴reused as model proteins. Protein denaturation was enhanced in a 

rnicroscopically liquidized state at temp巴raturesabove T mc that is lower than T g. 

[目的]タンパク質凍結乾燥製剤の品質評価法のーっとして、製剤の安定性に密接に関係す

る物理的状態の変化を、プロトンのスピンースピン緩和時間(T2)を指標として検出する方法を

確立することを目的とする。デキストランやポリピニルアルコール(PVA)などの高分子を添加

剤として含有するタンパク質凍結乾燥製剤について、温度変化に伴うタンパク質プロトンお

よび添加剤プロトンの T2の変化から、分子の運動性の限界温度(Tmc)を測定し、熱分析によっ

て測定されるガラス転移温度(Tg)と

比較することによって、製剤の物理的

状態の変化を表すパラメータとして

のT臨の有用性を検討した。さらに、

分子の運動性と製剤の安定性との関

係についても考察した。
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[実験]牛血清アルブミン(BSA)およ

びγ-グロブリン(BGG)の凍結乾燥品

について、タンパク質プロトンの T2

を10"'-'90"Cにおいて solidecho法で測

定した CJNM-MU25，JEOL)。デキス

トラン(40k)および PVA(18kおよび

120k)を添加剤とする BGG凍結乾燥

製剤についても同様に添加剤プロト

ンの T2を測定した。同時にタンパク

質の経時的な変性をサイズ排除クロ



マトグラフィー(SEC)で測定した。 0.5

DSCは 10
0

C/minの昇温速度で測

定した。

[結果および考察]

タンパク質プロトンの T2を指標

として測定した凍結乾燥品の運

塾生
BSAおよび BGGの凍結乾燥品

は、水分子のプロトンおよびタン

パク質分子のプロトンによる自

由誘導衰退シグナル (FIDシグナ

ル)を示した。 Fig.lに示す BGG凍

結乾燥品の FIDシグナルから明ら

かなように、水分子プロトンはロレ

ンツ型減衰を示すのに対して

(Fig.l-A、D)、タンパク質分子プ

ロトンは 10
0

Cでは一つのガウス型

減衰 (Fig.l-E)、90
0

Cではガウス型

とロレンツ型の二相性の減衰

(Fig.l-B、C) を示した。すなわち、

凍結乾燥品中のタンパク質プロト

ンは、低温領域では運動性の低い国

日SA BGG 

0.4 

~ 0.3 
ヒ
O 
a. 
O 
』

a. 0.2 

0.1 

。。
o 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 

Temperature (oC) Temperature ('C) 

Fig.2. Proportion of High Mobility Relaxation Process 
T"，，: criticaltemperature of molecular mobility 

1.0 

日SA I BGG 

0.8 

a

u

A

値寸

n

υ

n

u

 

c
o
z
o伺
k
c
o
Z
M
W』コ
-
ω
c
e
Q

0.2 

0.2g/g 
0.0 

20 40 60 80 0 20 40 60 

Temperature (oC) Temperature ('C) 
80 

Fig.3. Critical Temperature of Molecular Mobility (T mc) 
and Protein Stability 

体状態での緩和過程を示すのに対して、高温では低い運動性に起因する緩和過程に加えて、

一部液体プロトンのような高い運動性に起因する緩和過程を示すことが明らかになった。

高い運動性に起因する緩和過程が現れる温度は、製剤中の分子の運動性が大きく変化する

温度であることから、 NMRの緩和過程からみた分子の運動性の限界温度(Tmc)と定義した。

Fig.2に、高い運動性に起因する緩和過程を示すタンパク質プロトンの比率(Phm)を示す。 BGG

および BSAのいずれの凍結乾燥品についても、高い運動性に起因する緩和過程が現れる温度

は水分含量に依存し、水分含量が高くなるにしたがって低い温度で観察された。

BSAおよびBGG凍結乾燥品は高温保存によって変性および凝集することが知られている。

Fig.3に示すように、タンパク質の変性量は温度に大きく依在した。温度が Tmc以上になると

変性が急激に起こりはじめることが明らかになった。すなわち、 BSAおよび BGGいずれの

凍結乾燥品についても、水分含量が約 0.3および O.2g/gsolidではそれぞれTmcは30'Cおよび

40
0

Cであるが (Fig.2)、変性はその温度付近から有意に観察された。これらの結果から、 Tmc

以上で微視的な液体化が起こり、分子の運動性が急激に増大するとタンパク質の安定性が著

しく低下すること、また水分含量の上昇はTmcを低下させ、 Phmを上昇させるために、安定性

の低下につながることが明らかになった。
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これらの凍結乾燥品の Tgは、ガラス転移による比熱の変化が DSCのチャートにおいて明

瞭に示されず検出できなかった。 NMRによって測定される Tmcは、 Tgが測定できない凍結乾

燥品について、物理的状態変化に関する情報を与える重要なパラメータであると考えられる。

デキストランを添加剤とするタンパク質凍結乾燥製剤の分子運動性

デキストランを含有する BGG凍結乾燥製剤は、低温領域では水分子プロトンによるロレン

ツ型減衰とデキストランプロトンによるガウス型CAbragam式)減哀を示したが、高温領域で

はデキストランプロトンによるガウス型減衰に加えてロレンツ型減衰も示し、 NMRの緩和過

程からみた分子の運動性の限界温度(Tmc)

が存在することが分かつた (Fig.4)0 lO
o

C 

間隔の測定によって求めた Tmcは、 Fig.5

に示すように、分子量 40kおよび510kの

デキストランの製剤ともに、 40
0

Cであっ

たが、ロレンツ型緩和過程を示すプロト

ンの比率は、 40kのデキストラン製剤の

方が高く、デキストランの分子量が低い

ほどデキストラン分子の運動性が大きく

なることが分かつた。

一方、デキストランプロトンの低い運

動牲に起因するガウス型緩和のもは、デ

キストランの分子量による差が見られず、

Tmc以下の温度領域では、分子の運動性が

著しく小さく、その差は NMRの時間軸

では観察できないものと考えられる。

デキストランを含有する BGG凍結乾

燥製剤の安定性は、デキストランの分子

量に大きく依存した。 Fig.6に示すように、

分子量40kのデキストラン製剤は510kの

製剤より高い変性量を示した。いずれの

製剤も変性速度のアレニウスプロットは

高温側と低温側で断線がみられ、その温

度はNMRから求めたTmcとほぼ一致する

ことが分かつた。すなわち、 Tmcを境に製

剤の物理的状態が変化し、タンパク質の

変性は、 Tmc以下では運動性の低いリジッ

ドな国体状態で起こるのに対し、 Tmc以上

では微視的に液体化した状態で起こると

考えられる。
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デキストランを含有する製剤の Tgは、 NMRから求めた Tmcより高温側で観察された。

分子量40kのデキストラン製剤は、 35"CのTmcに対し、 Tgは5S"Cであった。これらの結果か

ら、製剤中の分子はTgよりもかなり低い温度領域においてすでに運動性が有意に上昇し、一

部が液体化していることが明らかになった。すなわち、 Tg以下のガラス状態においても、製

剤のフレキシピリティが高まり、タンパク質の不安定化に繋がると考えることができる。
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PVAを添加剤とするタンパク質凍結乾

燥製剤の分子運動性

PVAを含有する BGG凍結乾燥製剤

は、デキストラン製剤と同様に PVAプ

ロトンによるガウス型とロレンツ型の

緩和を示すが、そのロレンツ型緩和は

水分子プロトンのロレンツ型緩和の T2

に近い値のもを示すため、 H20存在下

ではPVAプロトンと水分子プロトンの

T2の分離測定は不可能であった σig.7)。

重水を用いて調製した凍結乾燥製剤に

ついて、 PVAプロトンのガウス型とロ

レンツ型の緩和の T2を測定した結果、 PVA

製剤はデキストラン製剤に比較して低い Tmc

を示し、製剤中の分子の運動性が高いことが

分かつた。また、高い分子の運動性から予測

されるように、 BGG変性の度合はデキスト

ラン製剤に比較して高いことが明かになっ
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した、タンパク質プ回トンおよび添加剤プロ

トンの T2の変化に基づく分子運動性の限界

温度(Tmc)は、 Tgよりも低い温度領域で起こる

物理的状態変化を的確に表すパラメータで
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P99 パルス磁場勾配 NMRによるハイドロゲル製剤中のインスリン分子拡散の測

定と放出速度との関係

(国立医薬品食品衛生研究所)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

Determination ofinsulin diffusivity in dextran hydrogels by pulsed-field-gradient NMR 

(National Institute ofHealth Sciences) OYukio Aso， Sumie Yoshioka， Shigeo Kojima 

The diffusion coefficient of insulin in dextran hydrogels was determined by pulsed-

field-gradient NMR. Aromatic proton signals were separated企omdextran proton signals 

and utilized to extract insulin diffusivity. The degree of cross-linking of the hydrogels had 

no effect on the diffusion coefficient of insulin. The release rate of insulin from the 

hydrogels was not affected by the degree of cross-linking. These results suggest that the 

mesh size of the hydrogels is much larger than insulin molecule size. Pulsed-field-gradient 

NMR is useful to evaluate drug release characteristics of hydrogels containing polypeptide. 

はじめに

ハイドロゲルはタンパク質、ペプチドなどの高分子医薬品の放出制御製剤の基剤として注目さ

れており、そのようなハイドロゲル製剤の薬物放出特性を評価するための指標が望まれている。

低分子量の医薬品についてはゲル形成性高分子製剤からの薬物放出速度をパルス磁場勾配 NMR

によって得られる自己拡散係数から予測する試みが行われており 1)、パルス磁場勾配 NMRによ

って得られる薬物の自己拡散係数は、ハイドロゲル製剤の放出特性を評価するための指標として

有用と考えられる。そこでパルス磁場勾配 NMRがハイドロゲル製剤中での高分子医薬品の自己

拡散係数測定にどの程度適用可能なのかを検討することを目的として、インスリンをモデル医薬

品としてハイドロゲル中の自己拡散係数の測定を行い、薬物放出実験から得られるインスリンの

拡散係数との比較を行った。

実験

デキストランハイドロゲルの調製

メタクリル酸グリシジル(GMA、和光純薬)を修飾したデキストラン(分子量 40，000、和光純薬)

とインスリン(牛醇臓由来、和光純薬)を 2%の重水素化酢酸 (99%、Aldrich)を含む重水 (99.75%、

和光純薬)に溶解した。この溶液を 5mmのNMR試料管に入れ、 1kGyのy線を照射し、 NMR

測定用のゲルを得た。また、この溶液をシリル化処理した 2枚のガラス板 (76X52mm)と厚さ

2mmのシリコンゴムスペーサーを用いて作った容器に入れ、 1kGyのy線を照射し、インスリン

の放出実験用のゲルを得た。ゲルの調製に用いたデキストランは GMAの修飾率 (100個のグルコ

ースモノマーあたりの GMA分子の数)が7、17、21%のものを用いた。

キーワード:分子拡散、ハイドロゲル、インスリン、タンパク質

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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拡散係数の測定

拡散係数の測定はStimulatedecho法により行った。図 1にパルスシークエンスを示す。 900パ

ルス 9山、磁場勾配パルス巾 O 4"" 9 ms、拡散時間 s 10""300 ms、磁場勾配強度 3""30

Gauss/cm、繰り返し時間 5s、積算回数 4""32回で行った。測定は 37
0

Cで行った。
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Fig.1 

インスリンの放出実験

y線照射して得られたゲルを切り、直

径lOmm、厚さ 2mmのディスクを得

た。このディスクを 10mlの 2%酢酸

水溶液に入れ、 37
0Cで振とうし、放出

" 

A 

されたインスリンの量を経時的に高速

液体クロマトグラフィーにより測定し
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結果および考察

拡散係数の測定は Stimulatedecho 

法により行った。エコー強度と拡散係

数 Dの関係は 1式で表される。

Ln (AlAo) =・(yoG)2(s-o/3)D (1) 

ここで Aおよび Aoはそれぞれ磁場勾

配の強度がGおよび0の時のエコー強

度を表す。 g、る、 A はそれぞれプロト

ン核の磁気回転比、磁場勾配パルスの

持続時間、拡散時間を表す。図 2に2%

酢酸水溶液中で測定したインスリンの

芳香環水素のエコー強度の磁場勾配強

度依存性を示す。磁場勾配強度の 2乗

とエコー強度の対数との間には直線関

係が得られ、直線の勾配は拡散時間が

大きいほど大きかった。芳香環水素の

た。
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シグナルはデキストランのプロトンシグナ

ルとの分離が良好であったことから、インス

リンの拡散係数の測定に用いるシグナルと

して適当と考えられた。拡散時間、磁場勾配

パルスの持続時間および磁場勾配強度を変

えて測定したときのエコー強度と (oG)2 

(Oo-o/3)の関係は図 3に示されるように

一つの直線であらわされた。インスリンの拡

散係数に及ぼすインスリン濃度およびデキ

ストランの濃度の影響を検討したところ、

0.5"'--'3%の濃度範囲ではインスリン濃度が

高いほど、拡散係数は小さくなる傾向がみら

れたが、変化は小さかった。それに対し、デ

キストランはインスリンの拡散係数を大き

く減少させ、図 4に示すように 20%のデキ

ストラン存在下では拡散係数は約 10分の l

に減少した。デキストラン共存下においても

インスリンの拡散係数の測定が Stimulated

echo法により可能であることが示された。

図 5はインスリン 2%を含有するデキスト

ランハイドロゲル(デキストラン濃度 20%)

中のインスリンの拡散係数におよぼすゲル

架橋度の影響を示す。架橋度とインスリンの

拡散係数との聞には明確な傾向がみられな

かった。これは今回検討したデキストランゲ

ルの架橋度低いため、ゲルの網目がインスリ

ンに比べ大きく、インスリンの拡散に影響し

ないためと考えられる。このことはインスリ

ンの放出実験のデータからも裏付けられ、図

6に示すようにデキストランゲルからのイン

スリンの放出速度は架橋度の影響がほとん

ど見られなかった。

デキストランゲルからのインスリンの放

出率と時間の平方根の問には直線関係が得

られ、インスリンの放出が拡散律速であるこ

とが示された。ゲルからの薬物放出が拡散に

よって支配される場合、薬物の初期放出率

と時間 (t)の関係は 2式で表さ
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.:hる 2)。

MtlMo=4(Dtlπ12) lI2 (2) 

ここで Dは拡散係数、 tは時間、 1はゲルディスクの厚さを表す。図 6に示した放出実験のデー

タをもとに 2式に従いインスリンの拡散係数を算出したところ 4.8X 107 ~5.9 X 107 cm2/sであ

り、 Stimulatedecho法により得られた拡散係数1.6X 107 ~2.3 X 107 cm2/sより大きな値が得ら

れた。この違いが何によるのかは不明であるが、 NMRの実験に用いたゲルと放出実験に!日いた

ゲルの y線照射条件の違いが原因のーっと考えられる。

まとめ

ゲル高分子プロトンと良く分離したインスリンの芳香環水素のシグナルを測定することによ

り、デキストランゲル中のインスリンの拡散係数が測定できた。インスリンなどの分子量数千の

ポリペプチドであれば、パルス磁場勾配 NMRによりハイドロゲル中の拡散係数の測定ができる

と考えられる D 高分子医薬品を含有するハイドロゲル製剤の薬物放出特性を評価するうえで、パ

ルス磁場勾配 NMRによって測定される拡散係数は有用な指標であると考えられる。

参考文献

1. P. Gao， P. R. Nixon and J. W. Skoug， Pharm. Res.， 12，965 (1995). 

2. P. L. Ritger and N. A. Peppas， J. Controlled Release， 5， 23 (1987). 
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P100 高分子の Xe収着特性と 129XeNMR 

(名工大・工) 0宮内実、竹川政克、吉水広明、

辻田義治、木下隆利

Xe Sorption Properties and 129Xe NMR of the Polymers 

Department ofMaterials Science and Engi_neering， Nagoya Institute ofTechnology 

Minoru Miyauchi， Masakatsu Takekawa， Hiroaki Yoshimizu， 

Yoshiharu Tsujita， Takatoshi Kinoshita 

In this study， to clarify the relationships between the 129Xe NMR parameters 

and Xe sorption prope此iesofthe polymers， the 129Xe NMR spectra of the 129Xe in 

polyphenyleneoxide， PPO， polycarbonate， PC， and polystyrene， PS. The Xe 

sorption isotherms of these polymers were measured by the quartz c巧Tstal

microbalance at 25 oC. The good relationship between the amount of Xe into 
the polymer and the 129Xe NMR chemical shift was obtained as well as the case of 
the Langmuir sorption capacity which was determined by the dual-mode sorption 
model from the isotherm. Furthermore， the C02・pressuretreatment (the 
sample conditioned with C02 at 60 atm and r.t.) was carried out for PPO and PC， 

129Xe NMR chemical shifts ofthese conditioned samples showed up-field shift and 

their peak widths became narrow. On the other hand， there was no obvious 
relationship between the peak widths and Xe sorption properties. These 
findings suggest that the 129Xe NMR chemical shift and peak width are 

corresponding to the size ofthe microvoid and its distribution， respectively. 

[緒言] 1 Z9Xeはスピン量子数 1/2、天然存在比 26.4%で、その磁気回転比は 13

Cの約1.1倍であるので、数気圧程度でも比較的容易に NMRスペク卜ルが得られる。

129Xeの化学シフ卜はδ=o(5)+δ(E)+ o (Xe)と分解することができる。ここでδ(5)

は Xe原子と高分子鎖との衝突による項であり間隙が小さいほど大きくなる。 δ(E)

は電場による分極あるいは Xe原子からの電荷移動によって引き起こされる項である。

文、 δ(Xe)はXe原子同士の衝突による項で、 Xe密度が上がるにしたがって増加する。

本研究では、種々の高分子に溶解や収着した 1Z9Xeの NMRスペクトルを観測し、化

学シフト値や線幅の変化と高分子の構造の関連性を検討した。

keyword : 1 Z9Xe NMR、気体収着特性、ミクロボイド

みやうちみのる、たけかわまさかっ、よしみずひろあき、つじたよしはる、

きのしたたかとし
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[実験] Xeは名古屋興産(株)社製のものを用いた。各種高分子試料を、テフ口ン

製パルプの付いた NMR管(Wilmad社製)に約 2g充填した後、十分乾燥してから所定

圧力に相当する Xeを導入した。 129XeNMRスペクトルは、日本電子(株)製の

GX400NMR分光計を用い、観測周波数は 110.5MHz rこてシングルパルス法で測定し

た。又、積算は十分な S/N比が得られるまで(概ね 500"'2000回)行い、待ち時間

は 10秒にした。 129XeNMR化学シフト値はあらかじめ気体 129Xeについて化学シフ

トの圧力依存性を調べておき、同時に観測される気体 129Xeのピークを内部基準とし

て補正した(圧力 Oの時を Oppmとする)0129Xe NMR測定は Xe導入後室温で少なく

とも 16時間放置後に行った。 Xe収着等温曲線は QuartzCrystal Microbalance 

(QCM)法により水晶発振子の発振周波数変化から重量変化を算出することにより得

た。

[結果と考察] Fig.1 rこガラス状高分子試料(PPO及びPC、PS)の 250Cにおける

Xe収着等温曲線を示す。 Xeの収着量は PPO>PC>PSの順で多いが、これは他の気

体における結果と一致する。これらの等温曲線に二元収着モデルを適用して解析した

結果を Table1 に示す。 Langmuir サイトの飽和定数 C~及び Henry 則に従う溶解度

係数 k。ともに収着量の多少に寄与していることがわかる。これらの結果を踏まえ、以

下に 129XeNMRパラメーターとの相聞を議論する。

Tablel Dual-mode sorption parameters 

之ε、30
ofXe for PPO， PC， and PS 

。
c. _____./・ |くoX102 bx 1 03 

(y') sample CH' 

E 

A正uJ、20 I 戸 ............... PPO 19.1 1.5 7.5 

モ10~ .1 .，/'・ ~ PC 9.0 1.3 6.8 
u 、・.... 

11〆..v- PS 4.9 1.1 8.6 仁J

。
o 200 400 600 800 1 000 CH' : In cm3 STP/cm3 polym. 

pressure (cmHg) 

Fig.l Xe sorption isotherms 

at 25
0

C. 

~361 

ko: In cm3 STP/cm3 polym. cmHg 

b : In cmHg-1 



PPO及びPC、PSについてXe圧力が約 10気圧の下、室温における 129XeNMRの

スペクトルを観測した。各試料に溶解や収着した 129Xeの NMRピークは何れも対称

性の良い単一ピークであったことから、 Langmuir収着及び Henry員IJに従う溶解サ

イトそれぞれのサイト間での交換は速いと思われる。得られた 129XeNMR化学シフト

値(ピークトップの値)を各試料の Xe収着量(10気圧下)に対しプロットした(Fig・2)

が、これには強い相関(収着量の増加と共に高磁場シフトする)が見られる。また、ガ

ラス状高分子のミクロポイドの量と対応つけられる CH'との聞にも同様な良い相聞が

見られた(Fig.3)。同じ試料(PC)でXe圧力を変化させた場合、試料中の Xe密度を反

映して低磁場シフトが観察されたが、このシフト量に比べ、異なる試料間でのシフト

差の方が大きい。これらの結果は各試料の分子鎖間隙或いはミクロボイドのサイズや

量の差から生じる現象と考察される。一方、ピーク線幅は PC>PPO>PSの順で狭く

なり、収着置との聞に明確な相間があるとはいえない。また、同じ試料でありながら、

異なるガラス状態を作り出す方法のーっとして、 PCとPPOに対し CO2圧処理(60気

圧の CO2に12時間さらした後に解放した)を行い、 129XeNMRスペクトルを観測した

ところ、各々の徐冷試料に比べ、高磁場シフトし線幅は細くなった。以上の結果より、

129Xe NMR化学シフト値が高分子鎖間隙或いはミクロボイドのサイズ及びその分布を

知るプロープと成り得ることが示された。
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Fig.3 The plot of 129Xe NMR 

chemical shift vs.Langmuir 

sorption capacity of Xe for the 

polymers at 760 cmHg. 
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P101 高圧lHパルス NMR5:去による PVA/水系の

分子運動に関する研究

東京工業大学工学部高分子工学科 O小林将俊・兼清真人・安藤 勲

A Study ofMolecular Motion ofPVA / Water System 

by High-Pressure 'H Pulse-NMR Method 

Masatoshi KOBAYASHI， Masahito KANEKIYO and Isao ANDO 

lt is known that poly(vinyl alcohol) (PVA) in aqueous solution forms a gel by undergoing 

freeze“thaw cycles. The formation of hydrogen bonds between PVA chains plays an important role 

From this， it can be expected that gel formation is greatly influenced by the application of pressure. 

From such a situation， we aim to elllcidate the effect of pr巴SSll山r巴onthe g巴elfoωrm 

IHpll川Is臼巴僻N恥MRwher印巴 pr向es釘sllr印eis changed fi合rom1 tω0500 kg/化cm2
• . 

The 'H spin-spin relaxation times (T2) of aqlleolls PVA Sollltion and PVA gel wer巴obtained

by CPMG and solid-echo methods. From these experiments， it was fOllnd that the T2 signal is 

composed of some components which are assigned to the mobile， immobile and intermediate regions. 

[目的]

圧力は温度とならんで自然現象を支配する重要なパラメーターである。圧力を加えること

は巨視的には体積減少をもたらし、微視的には分子間距離を減少させる。これにともない分

子の集合状態や分子間相互作用の強さが変化する。高分子ゲル、特に物理架橋ゲルのゲル化

過程において圧力を加えると分子間相互作用の強さが変化し、ゲルの生成過程に大きな影響

をもたらすことが期待される。当研究室では既に lHパルス NMR法を用いてポリ (Nーイソプロ

ピルアクリルアミド)水溶液のゲル化は庄力を加えることにより抑制されると報告した1)。

本研究ではポリピ、ニルアルコール (PVA)水溶液が凍結融解を繰り返すと分子間水素結合の形

成によりゲル化することに着目し、 PVA水溶液中での分子関水素結合の形成におよぼす圧力

効果を lHパルス NMR法により明らかにすること、さらにこれをもとに PVAゲルの生成機構

を明らかにすることを目的とする。

[実験]

用いた試料は重合度 300および 1700のアタクチック PVAである。この試料を重水に溶解、

沈殿を 3回繰り返し、 PVAの水酸基の lHを重水素置換した PVA(PVOO)を作成した。これ

を重水に溶解させ(濃度 10wt%)、耐圧 NMRサンプル管に封入した (Fi g. 1)。高圧パルス NMR

測定に用いた加圧装置はハンドポンプ、圧力計、耐圧ステンレス管、ステンレスジョイント

で構成され(Fig. 1)、圧力媒体には油を使用した。測定可能な圧力は最大 500kg/cm2程度で

PVA /パルス NMR/1HT2/ 高圧 NMR/ゲル

こばやしまさとし、かねきょまさひと、あんどういさお

qo 
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ある。 NMR装置は 8rukerminispec PC-20 (旧共鳴周波数 20MHz)パルス NMR分光器を用い、

lHスピンースピン緩和時間 (T2)をCPMG法およびソリッドエコー法により求めた。

※圧力単位の換算 1 kg/cm2ヰ latm与105Pa

[結果・考察]

Fig. 2に示したのは 50atm， 30
0

Cにおける

CPMG法による PVA重水溶液の高分子鎖の川

シグナルである。この減衰曲線より 2成分の

lH T
2を求めた。 T2の短い成分は溶液中で高分

子鎖の凝集が起こり、これにより分子運動の

束縛された成分、 T2の長い成分は運動性の良

い高分子鎖の成分であると帰属した。 Fig. 3 

にこの 2成分の lHT2の圧力に対する変化を示

した。分子運動の束縛された成分の T2はト

500kg/cm2の範囲で 20-40ms程度でほぼ一定で

ある。一方、運動性の良い成分のじはト

100kg/cm2では 600-700msであるのに対し、

200kg/cm2以上の高圧を印加すると九値は

100ms程度に減少する。
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Pressぽ e(k巴/cm2) 
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0 

0 

0.25 

by IHNルロミ CPMGmethod at 50kglcm2. 

0.2 

Fig.2 

1H signal of PVOD/D20 solution 

0.15 

time(s) 

0.1 0.05 

これは PVA水溶液中の凝集部分の運動性は圧力を印加しでも変化しないのに対し、自由に運

動している高分子鎖の分子運動性は 200kg/cm2以上の高圧下で束縛を受けることを示してい

る。

次に、ソリッドエコー法により NMRプロープ内で凍結融解を繰り返しゲル化させたサン

プルの FID信号と lHT2の圧力依存性の結果を Fig. 4， 5に示した。一般にソリッドエコー
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法は固体状態のような分子運動が大きく束縛されている系 (T2値が 1ms程度以下)の FID信

号を精度良く求めることができる。ここで示された T2はゲル状態における高分子鎖の信号

であり、運動性の異なる 3つの領域(架橋領域・非架橋領域・中間領域)が存在することを

示している。 Fig. 5に示したように得られた T2値は圧力に対してあまり変化は見られずほ

ぽ一定である。
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obtained bylH NMR solid echo pulse sequence. 

以上の結果より、 PVA水溶液中の高分子鎖の分子運動は溶液状態においては圧力を印加す

ることにより大きく束縛される。これに対し凍結融解を繰り返し高分子鎖が3次元網目を形

成すると、圧力を印加しても分子運動はそれほど大きな影響を受けないことがわかった。ま

たPVA水溶液の2成分の信号の成分比は圧力変化に対してはほぼ一定で、あった。さらに圧力

印加状態下での経時変化の実験から、圧力印加により水溶液中で PVA鎖の凝集が進むかどう

かについて検討を行う予定である。

このように高圧 lHパルス NMR法により高分子鎖聞の相互作用の変化を明らかにすることが

できる。これらからゲルの生成に及ぼす分子間相互作用について、発表当日述べる予定であ

る。

1) H. Ohta， 1. Ando， S. Fujishige， K. Kut下ota，1. Polym. Science: Part B: Polymer Physics， Vol. 29， 

963 (1991) 

365-



P102 合成粘土鉱物層間でのテトラメチルアンモニウムイオンの挙動

筑波大化 O石丸臣ー・山内美穂・池田龍一

Dynamic Properties of Tetramethylammonium in Synthetic Clay Mineral 

Department of Chemistry， Univ巴rsityof Tsukuba 

Shin'ichi Ishimaru， Miho Yamauchi， Ryuichi Ikeda 

D戸lamicsof Tetramethylammonium(TMA) cation in the interlayer-space of saponite was investigated 

by lH and 2H NMR spectra and spin-lattice relaxation tim巴(T1) measurements. Four deuterated 

specimens: D20 saturated TMA-saponite， anhydrous TMA-saponite， H20 saturated TMA-d12・saponite，

and anhydrous TMA-d12・saponite，were prepared for the measurements. Both lH and 2H sp∞tra of the 

H20 saturated TMA-d12・saponiteand the anhydrous TMA-d12-saponite showed sharp and structureless 

line-shapes at c.a. 250 K suggesting the cationic isotropic reorientation. The lH T1 of D20 saturated 

TMA-saponite showed a large distribution of the correlation time of the cationic motion. 

(序)

スメクタイトや雲母などの層状粘土鉱物は負電荷を帯びたケイ酸層と層間に存在する陽イオ

ンから構成される。層聞の陽イオンは容易にイオン交換される性質を持つ。また、粘土層聞

には陽イオンとの相E作用により、様々な分子が吸収され、層間化合物を形成する。粘土層

聞に束縛された陽イオンや極性分子はバルクの液体や固体とは異なる性質を示すと予測され

興味深い。本研究では層状粘土鉱物の一種であるサポナイトの陽イオンをテトラメチルアン

モニウムに交換し、層間水の有無による陽イオンの動的挙動の変化を lHのスピンー格子緩和

時間(T1)および 2Hスペクトル測定により調べた。

(実験〉

合成 Na-サポナイト(日本粘土学会参考試料 JCSS-3501クニミネ工業)を出発物質として塩

化テトラメチルアンモニウム水溶液によるイオン交換を行いテトラメチルアンモニウムーサ

ポナイト (TMA幽サボナイト)を得た。得られた TMA-サボナイトを 2本のガラス製試料管に

入れ、-s_、両者を真空脱水した後、一方はそのまま少量のヘリウムガスとともに封じ、も

う一方は飽和水蒸気圧のDzO蒸気に終日晒した後同様にヘリウムガスとともに封じた。塩化

テトラメチルアンモニウム・d12を用い、同様な手順により H20飽和 TMA-d12・サポナイト、無

水TMA-d12・サポナイトを作製し計4種類の試料用意した。

D20飽和 TMA-サポナイトについては 200
0

Cで恒量とし、室温からの減量より水和量をカチ

オンあたり 14.0:1:0.5分子と決定した。また同じ試料について示差熱分析(DTA)を行い、相転

キーワード:サボナイト、層間化合物、粘土鉱物

著者ふりがな:し、しまるしんいち・やまうちみほ・いけだりゅういち
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cu 
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移の有無を調べた。

lHT1測定は当研究室自作のパルス NMRにより、スペクトル測定は BrukerMSL-300システ

ムにより行った。

(結果および考察)

DTA測定により D20飽和TMAーサポナイトが217K， 241 K， 292 Kで相転移を起こすことを

見出した。また、 310K付近から D20の脱離によるものと思われる大きな吸熱を観測した。

D20飽和 TMA-サポナイトの lHNMRスペクトルは 250K付近まで線幅がほぼ 1kHzの鋭い

吸収線を示し、それ以下の温度では冷却に伴って徐々に線幅が増大した。また、 H20飽和

TMA叫2・サポナイトおよび無水 TMA-d12・サポナイトの 2HNMRスペクトルはいずれも 120K 

付近で構造のない幅の狭い吸収線形を示しており、カチオンの全体回転がこの温度で既に活

性化されていることを示している。図 1は両化合物の吸収線の半値全幅の温度変化である。

図中に示した破線は DTA測定により観測された相転移温度を示している。どちらの化合物も

200K付近で線幅が減少しており、さらに別の運動が活性化されている様子が窺える。

図2はD20飽和 TMAーサポナイトの lHT1温度変化および周波数変化測定の結果である。

最低温相で観測されたれ極小はカチオンの運動の活性化によるものであるが、極小より低温

側での T1の周波数依存性は通常の熱活性化過程である BPP理論式から予想される T10C (j}よ

りかなり小さい。これは粘土層格子中の電荷分布によるカチオン環境の不均一によるものと

考えられる。そこで、カチオンの運動の相関時間に Cole-Davidson型の分布を導入した理論式

を用いて最適化を行った結果、実験結果をよく再現することができた。各運動の詳細につい

ては現在検討中である。
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P103 ゴムの劣化挙動に対する評価法への固体高分解能 NMRの応用

(愛知工大¥東洋ゴム 2) 井上翼_1、O杉江隆徳、 1、鎌田恒夫 2、牛尾正弘 2、

岡本弘 1

The Application of High Resolution Solid State NMR for the Appliciation 

of Rubber Aging Process 

S. Inouel， OT. Sugie1， T. Kam必l，M. Ushio2 and H. Okamoto1 

(Aichi Institute of Technologyl， Toyo Rubber Co.， Lω.2) 

ABST:τ'he appliciation of high resolution solid state NMR for rubber aging process has 

never reported. Therefore， we measured T 2c using CP / MAS me仕lodand appliciated aging 

process from layer s廿ucture.There are interesting correlations between T 2c and physical 

properties. The results indicated出at血eappliciation of rubber aging process at molecular 

level is possible. 

緒言

これまで熱、振動、オゾンおよび紫外線などの外部の影響によるゴムの劣化挙動に対する評価とし

ては、硬さ試験、引張試験、伸び試験、架橋密度などの物理的な試験が行われてきた。最近ではパル

スNMRを用いた評価も報告されるようになったが、高分解能固体 NMRを用いた評価はほとんど報

告されていないのが現状である。

そこで今回は、物質の結品状態、あるいは層構造など分子レベルでの知見が得られることから注目さ

れている高分解能固体 NMRを用いて T2cを測定することにより、任意の温度および時間で熱劣化し

たゴムサンプルの劣化挙動に対する応用について検討を行った。

実験

実験は東洋ゴム工業(株)から提供された 80， 1∞および 1200C の各温度にて 70~従軍3 時間加熱

したゴムサンプJレを Varian社製300阻IzNMR UNI1Y plusを用いてT2cの測定を行った。

結果

結果は加熱時間が長くなるにつれて 80，1∞， 1200Cの)1僚に T2cは減少し (Fig.1)、パルス法に相

当する T2hについても同様の傾向を示した。
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また従~と通りの物理的な試験法についても検討を行ったところ、硬さの増大、引張強度の低下、イ申

び率の滅少および架橋密度の増大といった一連のゴムの劣化を示す傾向がみられた (Fig.2)。
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結論

加熱溢度および加熱時間の増大に伴う T2cの減少は、サンプル中の分子が二次元的な網目構造を形

成することにより、隣接する炭素一炭素関でのスピン拡散が生じているためと考えられる。このこと

は物性値における架橋密度の増大と一致する。この二次元的な網目構造が層をなすことにより、層と

層との関ですべりが生じ一連の物性値の低下を招いていると考えられる (Fig.3)。
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The transformation of rubber layer structure by aging 

また、現在同様の測定方法を用いて実際に工業的に利用されているゴムパーツについても検討を

行っており、実際の使用により生じた劣化の実験室レベルでの再現、工業用ゴム製品(例えば自動車

用部品など)の寿命の予測などに対して極めて有用であると考えられる。
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P104 結晶中でのNHO水素結合中のプロトントンネリング
1H-NMRと極低温15N-CP/MASNMR 

(群馬大工1、ベルリン自由大学2)0武固 定1、C. Benedict2、

U. Langer2、H.H. L i mbach2 

Proton tmmeling in NHO hydrogen bonds in solid. lH-NMR and ultra-Iow temperature 15N_CP瓜1AS
NMR 

Sαdamu r:αkedα 
Depαrtment ofChemistη，F.αculty of Engineering， Gunma University， KiηIU， Gunmα376αnd 
lnstitute for Molecular Science， Myodα'iji，O知zαki444， J.αpαn 
C. Benedict， U. Lαnger，αnd H.H. Limbαch 
lnstitut‘fi1r Organische Chemie Freie Universitat Berlin， F.αchbereich Chemie， r:αkustr，αsse 3， 
D-14195 Berlin， Germαny 

Proton-transfer quantum tunneling in NHO hydrogen bonds ofN，N'-di(2・hydroxy-l-naphthylidene)-p-

phenylenediamin~ (abbreviated by DNP) was investigated by lH-NMR relaxation and 15N-CP/MAS 
NMR spectrum which was measured down to 26 K for 15N・enrichedDNP. DNP has two NHO 
hydrogen bonds and combination oftwo possitle forms， OH and NH forms， may lead to four 
tauto~eric forms. Temperature variation of 15N chemical shift indicates fast exchange between -NH-
and =N-even at 26 K. Tl of lH and 15N chemical shi丘wereanalyzed by four-site exchange model 
with tunneling巴ffi∞ts.The r巴sultsuggests that the form of one hydrogen bondラ OHor NH form， affects 
the potential energy function hindering the proton transfer motion in th巴oth巴rhydrogen bond of DNP 

molecule 

水素結合中の量子刻果によるプロトントランスフアートンネリングの研究は化学反応や

生体系での様尽なプロセスを理解する上で重要と思われる。特に複室長の水素結合が相E作用

しあうような系でのプロトントランスファーダイナミクスは、分子骨格を通じだ情報伝達な

どにとって重要と思われる。
N，N'-di (2-hydroxy-1-naphthyl idene)-p-phenylenediamine (略号:DNP)は1分子中に

2つのNHO水素結合を持ち、各/マの水素結合でOH型とNH型が司能あり、これらの組み合わせ

により、 4種類のE蛮異性体が奇在しうる。これら4種類の互蛮異性体、 [OH， OH]， 

[OH， NH] ， [NH， OH] ， [NH， NH]、のうち[OH，NH]と[NH，OH]は結晶中でち分子の中山に対称11)¥が

あることから等価なエネルギー状態にあると思われる。

1Hの緩和速度は約25Kと200Kに極大を示す。 15Nの信号は1本だけ観測され、その化学シ

フトはNH4C1の15Nを基準(Oppm)として338Kで180.6ppmであり、温度降下とともに次第に大き

くなり26Kでは233.1ppmとなる。室温以下での15N-CP/MAS-NMRの測定にはDoty社のPenguin

Probeを用いたが、前回報告レだこのPenguinProbe によるシフト刻果 (439.9fT ppm)は補

正している。
1Hの緩和速度と15N化学シフト両者の温度依害性を、 4サイト交換モデルを用いて解析

した。その結果、 [OH，OH]と[OH，NH] ([NH. OH] )とのエネルギー差がO.75kJ/mol、
[OH， NH] ([NH， OH] )と[NH，NH]のエネルギー差が1.55kJ/molで、 1Hの緩和速度と15N化学シフト

両者の温度依惇性をほぼ再現できた。ちレ、 DNP分子中の2つの水素結合が独立であれば、

これらの値は等レいはすである。この値の遣いは2つの水素結合間の椙E作用の現れと考え

られる。まだ活性化エネルギーやトンネリングの速さも、 [OH，NH]日 [OH.NH] ([NH， OH] )と
[OH， NH] ([NH， OH] )日[NH，NH]で異なることち、 2つの水素結合間の相互作用を示唆している。

プロトントンネリング、極恒温15N“ CP/MAS-NMR、1H-NMR、NHO水素結合

たけださだむ、 C.ベねでいくと、 U. らんが一、 H. H. りんばっは
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P105 2次モーメントのイメージングE

筑波大学物理工学系

O野中正幸、松井茂、中井利仁、井上多門

IMAG.町GOF THE SECOND-MOMENT n 
Institute of Applied Physics， University ofTsukuba 

M.Nonaka， S.Matsui， T.Nakai and T.lnouye 

Approaches are discussed to imaging of the second moment of proton NMR dipolar spectra. Two 
methods are proposed using the peak shapes of the magic ωho trains for evaluation of the second moment: 
One is a quasi-multidimensional Ff approach where the peak shapes of the magic echoes are spatially re-
solved， and the other is the fast version of the former approach， collecting the same data in a much shorter 
measurement time. Preliminary results of spatially lD and 2D experiments are reported. 

[はじめに]

固体材料の NMRイメージングを行う上で、分解能の向上とともに重要な研究課題の一つに、

イメージコントラストをより多彩にすることがあげられる。特に、 NMRスベクトロスコピーの

情報をコントラストに取り込むことは、 NMRイメージング法の有用性を高める上で必要不可欠

である。前回、我々は、新たな分子運動性のコントラストとして 2次モーメントを取り上げ、マ

ジックエコートレインを用いたイメージング方式を提案した[1]。今回は、この空間 l次元の実験

を改良した結果、さらに空間 2次元に拡張した実験結果について発表する。

(M2イメージングl
n次モーメント(叫，)は、通常、スベクトルの線形 f(ω)により、次式のように定義される。

f(ω-ω川 (ω)d，ω

Adn=ヱ国

ff(ω)d，ω 

(ω。:共鳴周波数) )
 

咽

E
A(
 

ー国

M2イメージング法としてまず考えられるのは、スベクトルの測定とイメージング法を多次元Ff

法により結び付け[2]、空間的に分解されたスペクトルから(1)式により M2の空間分布を求める

方法である。しかし、この方法には一般的な多次元 Ff法のように測定時聞が長いという欠点が

ある。

これに対して、我々は時間領域の信号である FIDあるいはエコ}信号を直接利用する方法を考

案した。 FID信号S(t)は、 VanV1eckのmomentを用いて次式のように展開することができる。

は，2 . M4 A A生，
S(t) = 1--':，' t

L +一一t一一:!!...t"+… (2) 
2! 4! 6! 

この式より、t=0近傍の FIDの形に対して c町vefittingを行なうことによって M2を求めることが

できる[3]。よって、例えば Fig.laに示すような空間 1次元のマジックエコー[4，5]イメ}ジングシ

ーケンス[6，7]により、 tlを数回インクリメントして測定し、マジックエコーの peak付近の形を計

測することにより、 M2イメージングが可能となる(quasi-2DFf approach)。この方法では、数回で

キーワード:固体イメージング、 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、まついしげる、なかいとしひと、いのうえたもん
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測定が完了するので、上で述べた通常の2D-Ff法に比べてかなり測定時間を短くすることがで

きる。

さらに、我々は空間 1次元の実験の場合には、 1回の測定のみでら計測が完了する高速な方法(fast

approach)も考案した(Fig.lb)。この方法では、 quasi-2DFf approach(Fig.la)に比ベ t1のインクリメ

ントの必要がなく、多重エコーが一度に測定される。得られた多重エコーは、適切なデータ処理

によって quasi-2DFT approach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。
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Fig.l Pulse sequences for spatially lD 
second moment imaging using the 
magic echo technique. The hatched 
magic-sandwich RF irradiation repre-
sents a pulse cycle consisting of four 
magic-sandwich irradiations 
(a) Quasi-2D FT approach where t1 is 
incremented several times and then 
during t2 the echo peaks are sampled 
once for an echo in the presence of the 
pulsed gradient Gz for imaging. Fourier 
transformation is made along t2 only， 
producing z resolution. 
(b) Fast approach where the magic 
echoes are sampled several times for an 
echo in the absence of the pulsed gradi-
entGz 

【実験条件1
すべての実験は、 1H共鳴周波数 60恥倒zの自作の装置を用いて行った。 RF磁場の強度は 100kHz、

magic echo sequenceの時間間隔 τは50μs(Fig.l)、磁場勾配の強度 GzはFig.laの場合 16mT/mで、

Fig.lbの場合は、 Fig.laと同ーの視野幅(9mm)を得るため、 32mT/mとした。

空間 1次元の実験において、 quasi-2DFf approach (Fig.la)では 128のmagicechoを発生させ、

偶数番のエコーが測定された。 t[のインクリメントは 10μs間隔で6囲おこなった。 fastapproach 

では、各エコーを 10μs間隔で7点サンプリングした(Fig.lb)oM2を求めるための curve伽 ing

には、 (2)式を tに関する 4次関数としたものを用いた。

また、 fastapproachでは、この方法の高速性を生かして空間 2次元に拡張した実験も行なった。

2次元画像は、テストサンプルを1.8
0

きざみで回転することによって得られた 100projectionか

ら再構成した。 SINを向上させるために積算を 8回行い、測定時間は約 50min.であった。

[結果と考察I
quasi-2D Ff approachによる空間 I次元の実験結果を Fig.2に示す。テストサンプルは 2本の試

験管(内径 3mm)にそれぞれ adamantane、hexamethylbenzeneを入れたものである。得られた 2次

元データはt2に関してのみ Ffされ、 t1方向にはmagicechoの形が、 z軸方向には projectionが示

されている (Fig.2a)0(2)式に基づく t1方向の C町 vefittingにより、M2の空間分布が得られた(Fig.2b)。

fast approachによる実験結果(Fig.3)も Fig.2と同様の結果が得られ、本方法の有用性が示された。

M2の値は、スベクトノレ実験より求めた M2値(ad組問tane0.94 G2， hexamethylbenzene 2.01 G2
)に良

く一致している。
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fast approachにより測定された、テストサンプルの 2次モーメントの空間 2次元分布を Fig.4b

に示す。これは、 Fig.4aに示される 7枚の 2次元画像について curvefi倒ngすることによって得

られた。テストサンプノレは、 adamantane、hexamethylbenzene粉末を内径 7皿の試験管に入れたも

ので、粉末は厚さ 1皿のテアロンシートにより分けられている。各粉末の M2値が精度良く得ら

れている。 FIDがl/eに減衰するところを Tzと仮定すると、両試料の Tzは共に 50μs程度であ

り、 M2は、 Tzよりも分子運動性に対してより感度のよいパラメータであることが確認できる。

固体の NMRイメージングにおいて、このような EchoPlanar法に類似の原理に基づく高速法が実

現されたのは本実験が初めてである。
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Fig.2 Spatially 1D experimental results obtained 
by the quasi-2D FT approach shown Fig.la. 
Seven measurements(l6 accumulations for each 
measurement to improve the S必J)with different t1 

were made and corr巴spondingseven projections 
were recorded (a). Curve fittings along the t1 axis 
produce the localized values of the second moment 
as shown in(b) 

Fig.3 Spatially lD experimental results obtained 
by the fast approach shown in Fig.lb. Qnly a 

single measurement(l6 accumulations for S/N 
improvement) was made with seven points sam-
pling for each echo. The corresponding seven pro-
jections are shown in (a). Curve fittings along the 
t1蹴 isproduce the localized values of the second 
moment as shown in(b). 
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P106 固体13C、15N-NMRを用いた芳香族イミド化合物のコンホメーション解析

東工大工 O石井張愛、安藤慎治、安藤勲

Solid State 13C、15N_NMR Studies on Polyimide Conformation in Solid 

Polyimide is an excellent thermostable polymer_ However we do not have sufficient 

information about the relation between their conformation and property， because 

Polyimides are difficult to be analyzed by X-ray diffraction because it needs a single 

crystal and polymer has a lot of amorphous region_ 

Then we made an attempt to develop a new structural investigation method by using 

solid state 13C、15N-NMRchemical shift 

We synthesized several kinds of substituted aromatic imides which have diferent dihedral 

angles(ω) between imide ring and phenyl ring. And we recorded high-resolution solid-state 

and solution 13C，15N-NMR spectra. We found a relation between their chemical shifts and 

dihedral angles. 

OHaruchika Ishii， Shinji Ando and Isao Ando 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

1.序論及び目的

機能性高分子材料研究の始まった1940年代から現在までに芳香族ポリアミドや芳香族

ポリイミドなど様々な耐熱性高分子の研究がなされており、またこれまで実用化され、

多種多様な用途に用いられている。しかしながらその機能と構造の関係が未だ明らかに

なっていない例も数多い。

このような機能性高分子の中でも耐熱性をはじめとする多くの有用な性質(倒として

は難燃性、高い機械強度など)を持つ芳香族ポリイミドの、国体中での芳香環とイミド

環の聞の二面角 ωに注目した。本研究では、現在広く行われているようなX線回折を用

いた構造決定法を行うには難しい高分子量のポリイミドのコンホメーションを、国体
13C、15N-NMR化学シフトを用いて決定する方法を開発することを目的とする。

キーワード(コンホメーション、ポリイミド)
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2.実験

X線によって構造解析がなされている低分子量の芳香族イミド化合物を5種合成を行っ

た。これらのサンプルは置換基と結晶系の違いによってそれぞれのイミド環と芳香環の

聞のこ面角 ωは変化している。これらの間体CP/MAS及ぴDipolarJ;>ephasing 13C、

15N.NMR、溶液13C、15N-NMRスベクトルをそれぞれ観測し、各核の化学シフトと二面

角ωとの相関を調べた。

2.1.NMRの測定条件について

2.1.1.溶液NMRについて

溶液13C -NMRスベクトルはいずれも日本電子製GSX.500NMRスベクトロメータ~(観

測周波数125.7MHz、基準にはTMS) を用い、溶媒にはCDC13を使用し、また溶液

15N.NMRスベクトルには8ruker社製MSL.400NMRスベクトロメ}ター(観測周波数

40.5MHz、基準にはCH3N02を使ったがNH4N03基準に補正)を用い、溶媒はCDC13を用い

た。

2.1.2.固体NMRについて

国体NMR測定にはすべて8ruker社製DSX-300スベクトロメーターを用い、 13C (観測周

波数75.5MHz基準はTMS)、15N (観測周波数30.4MHz、基準にはグリシンを用いたが

NH
4
N03基準に補正)のスベクトルを固体13CCP/MAS及び国体13CCP/MAS+Dipolar 

Dephasing (コンタクトタイムは40μsec)、15NCP/MAS法で観測した(スベクトル例、

Figure 2、3)。

3.結果・考察

3.1.固体13C.NMR化学シフトについて

観測された化学シフトには置換基の効果が含まれているため、それが障害となって二

面角の違いによる化学シフトの有為な変化を見ることが出来なかった。そこで置換基の

効果を取り除く方法として、溶液中ではこの結合同りに自由回転が起こっていると仮定

し、国体13C-NMR化学シフトから同じ核の港液13C.NMR化学シフトを引くことを考え

た。この方法で算出した値と二面角 ωをプロットしたところ、 C2部 (Figure1参照)の

化学シフトの差に二面角との相関が得られた (Figure4)。またその他の位置の

13C.NMR化学シフトに関しては有為な相関はえられなかった。 C2位置の13C-NMR化学

シフトに二面角の影響がでるのは、イミド環のカルボニル基との距離の変化によるもの

と思われる。

3.2.国体15N-NMR化学シフトについて

上記の3.1.国体13C-NMR化学シフトと同様に置換基の化学シフトに対する効果を排除

するため、溶液5N.NMR化学シフトをヲ|いた値と二面角ωとの相闘を調べた (Figure5)。

しかしながら、二面角 ωとの聞に相関は見られなかった。
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P107 国体ポリペプチドの13CNMR化学シフトテンソルと

立体構造との相関 (2)

(群馬大工)松還義治、 O芦川幹也、尾崎拓男、荘司 額

(東工大工)安藤勲

Correlation between 13C NMR Chemical Shi白TensorComponents 

and Conformation of Polypeptides in the Solid State (2) 

Y. Matsuzawa
1， M. Ashikaw~\ T. Ozaki¥ 1. Ando

2 
and A. Shoji

1 

lDep創官nentof Biological Sciences， Gunma University， and 2Department of 

Polymer Chemistry， Tokyo Institute of T民加ology

百leconformations of some polypeptides and oligopeptides containing (1-13 C)-labeled 

L-amino acid residue in the solid state has been studied by 13 C NMR method in order to clarify 

conformational effects on the 13C chemical shift tensor components (Oll' 022， (33) of (1_13C) 

labeled L-amino acid residue adopting right-handed α-helix (α-helix)， left占andedα-helix

(αchelix)， and anti-p訂 allels-sheet forms. It was found that the 13C chemical shift tensor 

components of C=O， 022， depends mainly on conformation. In addition， it was found that the 

022 depends on the nature of the amino acid residues in copolypeptides. 

1 緒言

カルボニル炭素の13C等方性化学シフト (OiSO)は、ポリペプチドの固体コンホメーショ

ンに依存して変化し、国体構造解析の有効な手段として確立されている 1.2。一方、

13C化学シフトテンソル主値 (011，022， (33)は、より詳細な情報を含むことが期待され

ており、オリゴペプチドについて水素結合との相関が報告されている340 しかしなふ

がら、ポリペプチドの13C化学シフトテンソルに関する研究は殆ど行われていない。

そこで本研究では、 1_13C標識アミノ酸残基を含む種々のボリペプチド及びオリゴ

ペプチドを合成し、カルボニル炭素の13C化学シフトテンソル主値とコンホメーショ

ン・アミノ酸組成(アミノ酸配列)との関係について調べた。

2 実験

1_
13
C標識アミノ酸を含むポリペプチド ([Ala*，X1n'[Leu*，X1n' [Val*，X1n)は、 N・カル

ボキシアミノ酸無水物(NCA)法により合成した。ヘプタ(7量体)ペプチド

(H-[AlakA1a*-[Ala13・OH，H-[LeukLeu*-[Leu13・OH) は、 Fmoc・法により固相合成

した。 13CCP-MASおよtfCP-Staticスペクトルは、 JEOLEX・270WBNMR分光計

により67.8MHzで測定した。 13C化学シフトテンソル主値は、 13CCP-Staticスペク

トルより決定した。

キーワード:13C化学シフトテンソル、ポリペプチド、コンホメーション

まつざわよしはる，あしかわみきや，おざきたくお，しょうじあきら，あんどういさお
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3 結果・考察

1)試料のコンホメーション解析

各試料のコンホメーションは、 13C等方性化学シフトデータに基づいて決定した

(Table 1)。

2) ホモポリペプチドの 022
とコンホメーションとの相関

α----̂-リックスホモポリペプチドの022 (Ala*; 191.4， Leu*; 193.0 ppm) は、 s-シー

トの0
22

(AIゲ; 180.2、Leu*;177.7 ppm)に比べ10・15ppm低磁場側に観測された。

また、 α「ヘリックスの022 (Ala*; 182.5 ppm、Leu*;180.7 ppm) はPーシートの022

よりわずかに低磁場側に観測された。以上のことから、 022
はコンホメーションに大

きく依存し、各コンホメーション聞のシフト差は等方性化学シフトの場合よりも大

きいことが確認された。さらに、同じコンホメーションでのアミノ酸残基の種類に

よるシフト差は最大で3ppm観測され、 δ22がアミノ酸残基の種類を敏感に反映する

ことも明らかになった。

3) コポリペプチドの 022
とコンホメーション・アミノ酸組成との相関

アミノ酸組成の変化に伴うシフト差は、 [Ala*，Leu]n'[Leu*，Ala]nで2ppm以内で、あり、

アミノ酸組成の影響が小さいことが示峻された。また、 [Ala*，Val]n'[Val*，Ala]nでは、

αーヘリックスと Pーシート聞のシフト差が5~10 ppm程度で、 022はコンホメーション

の違いにより大きく変化し、わずかにアミノ酸残基の組成・配列の影響を反映する

ことが明らかになった。このようなアミノ酸組成によるシフト差は等方性化学シフ

トではほとんど観測されていないことから、この結果は022がコンホメーション解析

だけでなくアミノ酸配列の解析に利用できる可能性を示唆するものであるといえる。

4 結論

1 )ポリペプチドのカルボニル炭素の13C化学シフトテンソル主値 0
22は、低磁場側j

からα-ヘリックス (188-194ppm)、α「ヘリックス (180・183ppm)、s-シート

(177・184ppm)となり、コンホメーション依存化学シフト値が得られた。

2)同一コンホメーションをとる各試料開の022のシフト差を調べると、 αーヘリック

スで 6ppm、s-シートで7ppmと大きい。このことから、 022からアミノ酸の種

類および配列に関する情報が得られることがわかった。
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Table 1 Observed 13C chemical shift values (Oiso' O22) of some l_
13
C labeled peptides. 

sample composition conformation 13C cheri1ical shifts 

(ppm from TMS) 

0;叩 022 

[AIゲ]10。 100 α-helix 176.7 191.4 

H-[Alah-[AIゲ]-[Alah-OH s-sheet 172.4 180.2 

[Ala*， D-Alal1oo 20: 80 αじhelix 173.4 182.5 

[AlaヘLeu]100 25 : 75 α-helix 176.7 192.4 

[AlaヘLeullOo 50: 50 α-helix 176.7 192.5 

[AlaヘLeu]100 75 : 25 α-helix 176.7 191.9 

[AlaヘVal]100 20: 80 s-sheet 173.0 181.2 

[AlaぺVall1∞ 30: 70 s-sheet(+α) 173.1 (176.6) 183.5 

[Ala*， Val]l∞ 40: 60 α-helix (+ s) 176.6 (172.1) 188.2 
一ーー』ーー』ー四ーーーーーーーー--一一『ーーーー圃--ー唱-----一『ーーーーーーー----ーーー--一 一『帽ーーー』ーー一帯ーーー一一ーーーー晶ー『司ーーー』ーー『ーーーーーー『ーーーーーーーー---ーーーー

[LeuぺLeu]100 100 α-helix 176.3 193.0 

H-[Leu]s-[Leu千[Leu13・OH s-sheet 171.5 177.7 

[Leu*， D-Leu]100 20: 80 αL-helix 173.5 180.7 

[LeuぺAla]100 25 : 75 α-helix 176.2 192.1 

[Leu*， AlallOo 50: 50 α白helix 176.1 193.7 

[LeuぺAlallOo 75 : 25 α-helix 176.2 193.7 
ー - - -白ーー』ーーーーーーーーー--ーー ー ー ー ー ー ー 』 ー ー 自 由 『 一 ー ー ー ー ー ー - - ー ー ー ー ー ー - - ・ ー 園 田 一ー一司ーーー“一一ーーーーー』 ーーーーー，ーーーー申ーーーー日

[Val*]100 100 s-sheet 172.3 177.9 

[Val*， Ala]100 80: 20 s-sheet 172.2 181.2 

[Val*， AlallOo 70: 30 s-sheet( +α) 172.3 (174.9) 181.0 

[Val*， AlallOo 60: 40 α-helix( + s) 174.9 (172.3) 189.2 
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P108 白金ジオキシム錯体を用いた一次元超格子の作製と固体 NMR法による構

造評価

(物質研1・東大理2)0金久保光央 1山本薫2・牛島洋史 l・上田貴洋 1鎌

田俊英 1 水上富士夫 1 太田俊明 2

Preparation and Solid State NMR Evaluation of One-dimensional Superlattice of Platinum 

Dionedioximates 

(National Institute of Material and Chemical Research，1 School of Science， Univ. of Tokyo2) 

OMitsuhiro Kanakubo，1 Kaoru Yamamoto，z Hirobumi Ushijima，1 Takahiro Ueda，1 Toshihide 

Kamata，1 F吋ioMizukami，1 and Toshiaki Ohta2 

A Mixed crystal of bis(dimethylglyoximato)platinum(II) (Pt(dmg)2) and bis(diethylglyoximato)-

platinum(II) (Pt(deg)2) was prepared by coevaporation. 13C CP MAS NMR spectra of Pt(dmg)2' 

Pt(deg)2' the mixture， and the coevaporated film have been measured. The peaks observed for the 

coevaporated film are relatively broad. This fact suggests the one-dimensional structure where the 

two complexes are randomly stacked. 

[序]cf金属イオンのジオンジオキシム錯体は平面

四配位型の構造をもち、固体結晶中では中心金属が

直線上に連なった一次元分子カラムを形成するこ

とが知られている。それらの物質は、その一次元金

属鎖構造により、電気伝導性、三次非線形光学特性

など種々の興味深い物性を示すことが分かってい

る。そこで我々は、その金属鎖構造に注目し、一次

元電子系の人工的制御を試みてきた。その過程で、

O.H--......-Q 

R¥- N( んつ ~ /R 
yr "'"一/日ヤ

R/br〆t¥td1n、
Nっ N1-::::-'-'I'n  

b Hd 
n 

Fig. 1 Structure of Pt(dmg)2 (R = CH3) 

and Pt( deg)2 (R = C2H，) 

異なる金属間距離をもっ二種類の白金ジオンジオキシム錯体 (F培.1)が分子線蒸着法によ

り混晶化でき、一次元超格子を作製しうることを見出した。これまで、混晶の構造評価につ

いては可視 紫外吸収スベクトルならびにX線回折により行ってきた。本研究では、分子線

蒸着法により作製した混晶の構造評価に固体 NMR法を適用し、より分子論的な描象を得る

ことを目的とした。

【実験】混品は分子線蒸着装置 (ULVAC) を用い、 2X10"6 ~4X 10"7 torrの真空下で、

pt(dmg)2， Pt(deg)2をそれぞれ380
0

C，150
0

Cで加熱し(蒸着速度=約 0.3nms"l)、スライ

ドグラスに共蒸着させることにより作製した。共蒸着膜の厚さが0.2μm以下で可視部の最

一次元超格子・白金ジオンジオキシム錯体・分子線蒸着・混晶・固体NMR

かなくぼみつひろ・やまもとかおる・うしじまひろぶみ・うえだたかひろ・かまたとしひで-

みずかみふじお・おおたとしあき

-381一



ハリnU
 

Aυ ---A 
800 600 400 

0 
200 

(・
2
・sh吋

)
8
5
f
g
A〈

大吸収波長が 500~600 nmの範囲のもの

(Fig. 2)をスライドグラスからはがしと

り固体NMRの試料とした。 l:lCCPMAS 

NMRは、 BrukerAMX -500を用い、 298K、

接触時間4ms、遅延時間4sの条件で測定

[結果] Pt(dmg)2 および Pt(deg)~ の l:lC

CPMASNMRの測定結果を Fig.3a， bに示

す。1O ~20 ppmにアルキル基のピークが、

150~ 160 ppmに5員環を形成している炭

した。

λ(nm) 

Fig. 2 UV -vis spectra 

a. Pt(omg)2 

b. Pt(deg)2 

勾..... ~' 

素 (C1およびfC2)のピークが観測された。

後者のピークは Pt(dmg)~ で 4.3 ppm、

Pt(deg)2で0.8ppm分裂した。この分裂は

錯体分子の構造が C2対称であることに起

因している。分裂の程度がPt(deg)2で小さ

かったのは、より C~ 対称に近かったため

と推測される(Pt(dmg)~ けでは Pt-

N，=197(2) pm， Pt-N 2=195(2) 

Pt(deg)2では Pt-N1=197(1) pm， 

N2=196(1) pm)。

上記二種類の錯体を乳鉢を用いて物理的

に混合した試料のスベクトルを Fig.3cに

Pt-

pm 

c. mlxlurc 示す。混合物のスベクトルは非常に鋭い吸

収線を与え、 F氾.3aとbの単なる重ね合わ

せであることが分かる。一方、共蒸着によ

り作製した混晶のスベクトル (Fig.3 d) 

州山~ーん

は、非常にブロードな吸収線を与えること

が分かつた。これは、二種類の錯体が混晶

化し、隣接した分子の影響を受けたためと

考えられる。すなわち、二種類の錯体がラ

ンダムにスタックして一次元白金鎖を形成

したための効果が現れたものと考えられる。

-50 。50 ハUnu 
l
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Fig.3日CCP MAS NMR spectra 

1) M.S.Hussain， B.E.V.Salinas， and 

E.O.Schlemper， Acta Cη1St. 835，633 (1979). 
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P109 2H-MAS-NMRによる

有機磁性結晶における電子スピン密度分布の研究
(群馬大工 1、阪大院理 2、電通大電子物性 3)

武田定 l、O丸田↑吾朗人山口兆 2、井街論 3、石田尚行 3、野上隆3

2H-MAS-NMR study of electron spin density distribution in organic magnetic c可stals
宣空白五larutaand Kizashi Yamaguchi 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560， Japan 

Sadamu Takeda 

Department ofChemistry， Faculty of Engineering， Gunma University， Kiryu， Gunma 376 and 

lnstitutefor Molecular Science， Myodaiji， Okazaki 444， Japan 

Ron lmachi， Takayuki lshida and Takashi Nogami 

Department of Applied Physics and Chemistry， The University of Electro-Communications， Chofu， 

Tokyo 182， Japan 

Electron spin densities on hydrogen atoms of 4-(hydroxyimino)-TE恥1PO，which has been 
recently found to be a molecular ferromagnet at low temperature， were determined in the crystal 
phasefrom血etempera旬redependence of the Fermi contact shift measured by 2H司 MAS-NMR.

Large negative hyperfine coupling∞nstant， AD (AD= .... :0. 551征-Iz)， observed for the NOD group 
impli出 thatspin polarization mechanism works via intermolecular hydrogen bond. Positive 
hyperfine coupling constant (AD

二十0.121任-Iz)f or axial CD3 groups indicates白atsingle 
occupied MO spr回 dsout toward the direction ofaxial methyl groups by hyperconjugation， 

while the equatrial methyl groups show negative coupling cons匂ntCAD= -0.241任-Iz).MAS 
heating problem and the calibration of the thermometer which we employed are also presented. 

ニトロキシド基をスピン源とする有機磁性結晶における分子間磁気相互作用は、ラジカル

サイト間の直接の相互作用と、 C原子や H原子を介する間接的な相互作用に大別される。前

者は不対電子軌道(SOMO)の形状と配向、後者は隣接分子のラジカルサイトと接する水素原

子上の電子スピン密度が重要である。

4-hydro:xyimino .... TEMPO は、低温(Tc~0.25K)で強磁性相に転移する有機磁性結晶であり、

ニトロキシド基は隣接する分子のヒドロキシイミノ基と分子間水素結合を形成している。本

研究では、選択的に重水素置換を行った試料について、高速マジック角回転法を用いた D

NMRスペクトルを室温から 170Kの温度領域で測定し、コンタクトシフトの温度変化から結

晶中における水素原子のスピン密度を実験的に決定した。

NOD基の重水素核スピンー電子スピン結合定数ADCAo=-0.55MHz)が大きな負の値である

ことから、分子間水素結合を介したスピン分極機構が働いていることがわかる。 CD3基の結

合定数は、エクアトリアルイ立で負 (Ao=-0.24MHz)、アキシャル位で正 CAo=+0. 12MHz)で

ある。これは、超共役により SOMOがアキシャルメチル基の方向に広がっていることを意味

しており、分子軌道計算の結果もこれを支持している。

MAS測定では、高速回転による試料温度の上昇が起こるため温度校正が必要である。今回、

硝酸鉛(Jl)の 207Pb化学シフトの温度依存性と柔粘性結晶の転移点を用いて温度校正を行った

ので、あわせて報告する。

2H-MAS・NMR、有機強磁性体、水素結合、コンタクトシフト、温度校正

たけださだむ、まるたごろう、やまぐちきざし、いまちろん、いしだたかゆき、のがみたかし
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P110 15 N選択標識 αへリソクス形オリゴペプチドの溶液中での

隣接アミノ酸残基効果の研究

(群大工)0秦野賢一-木口英幸・若松馨・荘司願、

A Study of Neighboring Amino-acid Sequence Effect ofα-helical 

Oligopeptides Containing 15N Labeled Residues in Solution 

Ken-ichi Hatano， Hideyuki Kiguchi， Kaori Wakamatsu， and Akira Sh吋i

Faculty of Engineering， Gunma University 

Recently， we reported the correlation between the solid-state 15N chemical shifts of the 

labeled residue and th巴 neighboringamino-acid sequence in selectively isotope-labeled α幽

helical octadeca peptides. In that report， it revealed that δ回 inthe polypeptides depends 

mainly on the preceding residue of labeled residues and sequence effects at other positions are 

small. In this study， the 15N chemical shifts in the sameα-helical peptides have been measured 

using two-dimensional heteronuclear multi-quantum coherence experiments. As a result， 

backbone peptide 15N chemical shifts for a given residu巴 typeare strongly affected by the 

neighboring residue typ巴sin th巴sequence.Thus， in solution state as well as in the solid state， 

the 15N ch巴micalshifts are very sensitive to sequence-effects of the preceding residue as well 

as conformational effects and residue type. 

1 .はじめに

固体状態における多分散系ポリペプチドの主鎖カルボニル炭素の等方

性化学シフトはアミノ酸残基の種類にはあまり依存せず、主にコンホメ

ーションに大きく依存することがわかっている。また主鎖アミド窒素の

等方性化学シフトはコンホメーション依存性、アミノ酸残基の種類、そ

して隣接アミノ酸残基の効果による影響を受けるということがわかって

いる。本研究室でのこれまでの研究によって、単分散系ポリペプチドを

用いこれらのことを確認した 1)。

溶液状態においては、ランダムコイル状態でのアミド窒素の化学シフ

トの隣接アミノ酸残基効果の研究が行なわれている 2)。本研究では、固

体状態と同じ規則的二次構造をとったポリペプチドを溶液状態で測定し、

15 N化学シフトに対するアミノ酸配列効果が果たして固体状態と同様に

観測されるかどうかを調べ議論していきたい。

キーワード:15 N -N M R、ポリペプチド、化学シフト、コンホメーション

はたのけんいち、きぐちひでゆき、わかまっかおり、しょうじあきら
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2. 実験

実験試料は、 Phe，Leu， Alaから構成された 18量体のポリペプチドで、

N末端から 8位のカルボニル炭素を 13cで、 12位のアミド窒素を 15Nで

ラベル化したものである。そのアミノ酸配列を図 1に示す。以下、本試

料を FLAシリーズと略す。

1 2 3 4 5 6 7:i:! 9 10 11 11 ~ 13 14 15 16 17 18 

孔 Al : FーしA・F-L・A・F・除首C司漏j 隊長6・Lぬ-AlaN
-隙みL・A-トレA

FLA2 : F -L-A・F-L -A -F -Leu
C 

-Ala -Phe-A.la -AlaN
陶 Phe-L-A-F-L-A

乱 A3 : FーしA・F-L・A・F・Leu
c
・Ala-Phe- 隊長選・ Ala~- Phe-し A-F-L-A

FLA4 : F-し A・F-しんF-Leu
C 

-Ala -除や Leu聞 Ala
N
-Phe-L -A・F-L-A

乱 A5 : F-し A・F-L・A・F-Leu
C 

-Ala ・:灘ふ Leu-AlaN
-Phe-し A・F-L-A

見 A6 : Fーしん F・しA・F-Leu
C 

-L泌-Phe-Leu -AlaN
欄 Phe-L-A-F-L圃 A

乱 A7 : F-し A-F-しんF-Leu
C

-務総-Phe-Leu -AlaN
-Phe -L ・A・F-L-A

FLA8 : F-L-A・F-L-A-F-議iif・Ala-Phe-Leu噸 AlaN
-Phe-L・A-F-L-A

FLA9 : F -L・A・F-L・A・F-断ザ-Ala -Phe-Leu ..; AlaN-Phe-L -A・F-L-A

FLAI0 : F斗 L・A-F-し A・F-Leu
C 

-Ala -Phe-Leu幽 AlaN-:t泌-L・A・F-レA

見 All: F-しんF-L-A-F-Leu
c
-Ala-Phe-Leu -AlaN

-綴議 4 ・A・FーしA

Figl江主_L Amino acid sequences of α-helical octadeca-peptides containing 

AlaN (12th) and Leuc， Alac， Phe (8th) residue. 

FLAシリーズの各試料が溶液中で αヘリックスをとる溶媒系を様々な

溶媒からスクリーニングして見いだした。 αヘリックス形の確認には旋

光分散 (ORD)の測定(日本分光製 ORD/CDJ-20A型:波長は 300から

400nm)で行った 3)。

溶液 1H、13C、15N -N M R化学シフトの測定は、 Bruker社製 ARX400
で行った。 13c標識したカルボニル炭素は一次元法、 15N標識したアミド

窒素とそこに結合したアミドプロトンは HMQC法で測定し、 lH化学シ

フトはテトラメチルシランを基準とし 13cと 15N化学シフトにおいては

1Hの化学シフト値から補正したの，5)。

3.結果および考察

ORD測定の結果より、 αヘリックス形の含量が高くかつよく溶ける溶

媒は、トリプルオロエタノール:ヘキサフルオロイソプロパノール (3: 

7)混合溶媒であることがわかった。このときの αヘリックス含量は 59%

と見積ることができた。この結果は、 NMRの化学シフト値からも支持
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され、 αヘリックス形をとっていることが確認できた 6)。

図 2に、溶液中での各試料の 12位の 15N標識アラニン残基の 15N化学

シフトを示す。比較のため、回イ本で得られた 15N化学シフトも図 2に示

してある。また、図 3には溶液中の 12位のアミドプロトンの化学シフト

を示した。

，園、
g 
a 

101 

1∞ 

99 

S 98 

== z 
ω 

8 
5m 
z 
o 
z 
担 1ω

99 

~@)ßIYIiìD@)凶

必民;少を
自-0- Ala 
-・・4・.. Ph・…0 山 L・u

8 9 10 11 唱2 13 

ー-0ー司 AI・
981 ..・-，4..・ Ph・

."0.'.' L・u
8 9 10 11 12 13 

Resldue number 

8.2 

s( E a s.0 

主Z

』ω= 

7.6 

ヨヱE 

7.4 
8 

~@)ßll!IilD@)ぬ

--0- Ala 
....06.... Ph・
....0・・・ L・u

9 10 11 12 13 

Residue number 

← Figu旦2. Plots of 15N chemical shift 

of AlaN (12th)in the oligopeptides 

against the、， position of amino acid 

sequence. The upper panel indicates 

that measured in solution， and the lower 
one in the solid state. 

↑Figl江主主 Plots of the NH chemical 

shift of amide proton coupled to AlaN 

(12th) in the peptides against the 

position of amino acid residue. 

主鎖アミド窒素:図 2の 15N化学シフトをみると、 11位のアミノ酸残基

の影響が他の残基に比べて大きく 12位の 15 N標識アラニン残基の化学

シフトに反映されていることがわかる。このことから、 15 N化学シフト

は、隣接した 11位の残基によって大きく影響を受けるということが結論

できた。以上の結果は固体状態の結果とほぼ同様な傾向を示すことから、

溶液中でも隣接アミノ酸残基効果が存在しているという事が明らかにな

った。また、Ala，Pheにおける化学シフトの挙動は、固体 NMRでの化

学シフトテンソル 022のそれと大変よく似ている事がわかった 1)。

主鎖アミドプロトン:図 3に示すように各試料での 1H化学シフトをみ

ると、 8位にAla残基または Phe残基、そして 11位が Ala残基のとき高
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磁場側へ大きくシフトしている。この原因としては、 8位の残基のカル

ボニル炭素は 12位の残基のアミドプロトンと水素結合を形成すること

によって 8位の残基の影響を受けているものた、と考えられる。 11位の残

基については、アミド窒素同様に隣接アミノ酸残基効果の影響を最も受

けているためだと考えられる。また図 2と図 3を比較してみると、 12位

の 15N化学シフトは 8位の残基の影響を殆ど受けないのに対し、 1H化学

シフトがかなり影響を受けている理由としては、アミド窒素よりもアミ

ドプロトンの方が 8位の残基の側鎖により近いためその影響を受けやす

¥¥事が考えられる。

主鎖カルボニル炭素:FLA1， 2， 3のJ3c化学シフト値は、これらの 3つ

の試料が溶媒に非常に溶けにくいサンプルであったため積算回数を重ね

ても観測できなかった。その他のサンプルについても、 Fしψ 以外は隣

接アミノ酸残基効果の影響をあまり受けていないという結果が得られた。

FLA9だけが他のアミノ酸残基と異なり大きく高磁場側へシフトしてい

るが、これは国体状態の場合と同様、 Phe残基側鎖の環電流シフト効果

によるものだと考えられる。
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P111 分子内水素結合を有する 9ーヒドロキシフェナレノン類結晶

における水素/重水素秩序の解析

(東邦大理1 分子研2 東大院総合3)

0持田智行1.2 .桑原大介2 宮島清一2 菅原 正3

Phase Transitions and Hydrogen/Deuterium Ordering in 9-Hydroxyphena1 enone 

Derivatives in the Solid State. 

Tomoyuki MOCH IDA 1.2 ， Daisuke KUWM四 A2，Sei ichi M1YAJ1MA2 and Tadashi SUGAW血A3

(Toho Universityl， 1nstitute for Molecular Science2， The University of Tokyo3) 

Phase transitions and hydrogen/deuterium dynamics in 9-hydroxyphenalenone 

derivatives are investigated by means of 2H NMR spectroscopy. Temperature 

dependence of the spectra for 5-methyl derivative shows that the phase transition 

atた=44 K is shown to accompany an antiferroelectric deuteron ordering. 1n the 

case of 5-Bromo derivative， which shows deuteriUIIl-Induced phase transitions， 2H 

N限 spectrashow that the deuteriums are antiferroelectrically ordered below Tr = 

34 K. The incommensurate feature between Tr = 34 K and Tc = 22 K probably 

or iginates from an incommensurate t i 1 t ing of the molecules. In the commensurate 

phase， the 2H spectrum consists of four distinguishable deuteriums having 
different quadrupole coupl ing constants. 

l. 緒言

われわれは水素結合系分子の結品内互変異性に基づ‘く誘電性発現に着目し、 9ーヒドロキ

シフェナレノン誘導体(図 1)における相転移挙動について検討を行ってきた[1 ]。この系

の誘電応答の起源は、プロトン移動と連動した互変異'性に伴って分極反転が生じる点にある。

また、分子内で閉じた孤立水素結合系とみなせることから、水素結合型誘電体の本質を探る

のに格好の系と考えられる[1 ]。ここで取り上げる 5ーメチル体 (1)、および5ープロモ

体 (2) はほぼ同形結晶であるが、それぞれ以下のような相転移系列を持つ[1、2]。メチ

ル体(1)は 41 Kに、その重水素置換体(1-d)は 44Kに相転移を有する。一方、ブロモ

体 (2) においては、重水素誘起相転移が観測される。すなわち、軽水素体 (2) は低温まで

相転移を示さないものの、重水素置換体 (2-cのでは 36Kおよび22Kに逐次相転移が出

現する。 X線回折[3 ]、および比熱[4]の測定から、前者は整合一不整合相転移(2次転

移)、一方後者は b軸方向に倍周期が生じるロックイン転移(l次転移)であることが判明

している。

(Q) (p) 
o HO 0 も oHO 0 HO 0 も o'b引o 

G、r、G、γ〆司、 G、γr、、 G、r、、/、ず/、、 G、r、、グ'、r、。11 ] U 11 ] [1 11 ] [1 1[ ] n iT ~l [1 11 ]ー___[ 11 1[ 
............... ヘグ ~グ ............... ヘグ ~グ ，..;ヘグ ¥ノ¥グ『司「一、ノ¥ノ

lJ lJ lJ lJ ILJ lJ lJ 
CH3 CH3 CD3 Br Br X X 

1 l-d l-Cdj 2 2-d 

図 1 9ーヒドロキシフェナレノン誘導体とその互変異性

ヒドロキシフェナレノン誘導体、重水素誘起相転移、整合一不整合相転移、重水素NMR

もちだともゆき、くわはらだいすけ、みやじませいいち、すがわらただし
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我々は、この重水素誘起相転移の起源を、プロトンのトンネル運動により抑えられていた

双極子相互作用の復活に帰せられると考えている。今回、これらの相転移と水素結合系の秩

序構造との関連を明らかにする目的で、重水素化試料 (1-d，1-C~ 、 2-á) に対して固体

2H NMR測定を行った。

2. 実験

試料(1、 2)の合成は文献に従って行った[1 ]。重水素化メチル体(1-C~) の合成は、重

ょう化メチルを出発原料に用いて合成した。ヒドロキシル水素の重水素置換体 (l-d、2-a)

は、封管中で重水を少量加えた1または2のベンゼン熱飽和溶液の徐冷法により作成した。測

定にはこうして得られた単結晶試料(典型的なサイズ:約0.3x 0.3 x 4.0阻 3)を用いた。

重水素NMR測定は、 BrukerDSX-400にBruker社製極低温プロープを装着し、室温から 5K

の温度範囲で、行った(測定周波数61.25附z)。測定の際は、重水素系の秩序化に伴う e2Qq変

化を検出するため、分子長軸を磁場に対して適当に傾けて固定した。

3. 結果と考察

1 )メチル体 (l-~ における水素結合系の動的挙動

メチル体(l-~単結晶の重水素スベクトルの温度依存性を図2に示す。室温相においては、

一対の共鳴線が認められた。これは、互変異性による動的平均化によって、結晶学的に独立

な分子数がI個となっていることに対応している。 Tc=4 4 K以下の低温相では、これら

が2組に分裂するのが認められた。これは低温

相で重水素に関する秩序化が起こり、2種類の互

変異性体が区別されて観測されていることを示

す。これより、低温相が重水素に関する反強誘

電的秩序相であることが明確に結論できる。

一方、メチル基の運動が相転移に及ぼす影響

を調べる目的で、メチル基の部分のみを重水素

化した試料(1-C~) の重水素粉末スベクトル

を測定した。その結果、メチル基は低温まで速

い回転を起こしており (e
2Qq/h= 52凶z，η=

0) 、相転移前後でその椋形が変化しないこと

が判明した。これより、相転移がメチル基の運

動とは相関を持たない事がわかる。

2 )ブロモ体 (2-~ における水素結合系の動的挙動

Rい川内川ム仰川ゆ

一一一一-kHz 150 J凹 珂 o 却・1佃一ー150

図2 メチル体 (l-d)の単結晶
2Hスベクトルの温度変化

ブロモ体 (2-~ における重水素単結晶スベクトルの温度変化を図3に示す。メチル体 (1-

d と同様に、室温相では一組の共鳴椋が観測されるが、 Trで、 2組に分裂しはじめる。四

極子分裂の温度依存性を図4に示す。 Tr以下での分裂の様子が秩序パラメーター的に振る

舞っていることより、この相転移は、本質的には重水素の反強誘電的秩序化に基づく相転移

と考えられる。すなわち、互変異性系の双極子相互作用が相転移の起源と考えられる。この

相の不整合性について以下に考察する。

Tr以下での共鳴線の様子を詳しく見てみると、不整合相 (Tr>T>Tc)では、温度

低下とともに線幅に広がりが認められる。さらに整合相(Tc以下)に入ると、それぞれの

共鳴線がわずかに分裂する。
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図3 ブロモ体 (2-d)単結晶における 図4 プロモ体 (2-d)の重水素スペクトル

重水素スペクトルの温度変化 における四極子分裂の温度依存性

X線回折の実験から、不整合性は b軸方向に生じ、その波数qは降温に伴い0.6一台.5と変

化し、 Tc以下で、 2倍周期 (q= 0.5) となることがわかっている[3 ]。しかし、この不整

合性の実態、特に重水素の反強誘電的秩序化との関係は明らかでなかった。我々の2H N 

MRの実験において、 Tr以下での共鳴線の広がり及び Tcで生じる 2次的な分裂が小さい

ことから、不整合性の起源はかなり鮮明になった。それは重水素の秩序化に関するものでは

なく、他の自由度、おそらく分子配向の自由度に関するものだということである。

実験結果(図3)から、整合相では結晶学的に独立な4個の分子が存在し、その分裂の様子

から、これは反強誘電的に秩序化した 2種類の分子が、各々2通りのわずかに異なる配向を

持つことにより生じたものと推定できる。従って、整合相と室温相の間に現れる不整合相の

起源は、分子配向の不整合性に帰せられる。不整合相で生じる共鳴線幅の広がりは、分子配

向の不整合性、およびその配向変位が低温ほど大きくなる傾向を反映したものである。

これよりさらに、 Tr以下で生じる重水素系の反強誘電的秩序に関しては、その基本格子

は (2bではなく)周期bであると帰結できる。なお結晶学的にも、室温の単位格子におい

てすでに b軸方向に 2分子が存在し (2= 4)、反強誘電的秩序化に際し重水素系が倍格子

を形成する必然性はない。

以上、ブロモ体で見出されている重水素誘起相転移は、整合一不整合相転移の性格を持つ

ものの、本質的には重水素系の誘電的秩序化に基づくことが示された。ここで、重水素誘起

相転移の起源に対する我々の予想、すなわち、 “水素体ではトンネル運動が双極子相互作用

に打ち勝つて相転移が消失しているのに対し、重水素化によってトンネリングが抑えられ、

隠れていた双極子相互作用が相転移を引き起こす"、というシナリオが裏付けられたことと

なる。

4. 文献

1) T. Mochida， A. Izuoka， T. Sugawara， Y. Moritomo and Y. Tokura， ]. Ch四• Phys. ， 

101(9)， 7971 (1994).2) Y. Moritomo， Y. Tokura， T. Mocnida， A. Izuoka and T. Sugawara， ]. 

Phys. Soc_ ]pfl_， 64， 1892 (1995). 3) Y_ Noda， 1. Tamura， Y_ Kuroiwa， T. Mochida and T. 

Sugawara， 1-Phys_ Soc. ]pfl_， 63， 4286 (1994). 4) M. Ichikawa and T. Matsuo， ]. Mol. 

Struct_ (1996). 

390 



P112 アルカリー水素-C60三元系化合物の畑

分子研 O緒方啓典、宮島清一、今枝健一、井口洋夫

N岨~ Study in alkal i -Hydrogen-C60 Ternary Compounds. 

lnst. for Afol.Sci.: ()H.Ogata， S.Miyajima， K.1maeda， H.1nokuchi 

23Na， lH and 13C N阻 studieshave been carried out for the Na-H-C60 superconductor (Tc=15K). 

The peak position of the 23Na spectrum exhibits discontinuous upfield shift of about 

30 ppm at about 260 K， which is indicating a first order phase transition. From the 

1 ine shape of the 23Na spectrum obtained at 23 K， the quadrupole coupl ing constant tensor 

is evaluated to be e2()q/h=3.7阻 zwi th the asymmetry parameter η=0. 95. The lH陥侭

spectrum obtained at room temperature suggests anionic hydrogen state. Temperature 

dependence of 13C spin-lattice relaxa.tion time below about 150K shows the Korringa 

like behavior(7;XT=280(sec.K)). A slightly less value of (T1X刀-0・5for this system 

compared wi th K3C60 and Rb3C60 suggest that Hl s and/or Na3s orbi tal contri bute to the 

electronic state on the Fermi surface. 

L はじめに

種々のアルカリ -C60化合物は、水素吸蔵を起こし、 Fermi面近傍の電子物性に影響

を及ぼすことが次第に明らかになりつつある。アルカリーC60化合物中における水素の

存在状態、インターカレートの構造および電子状態、特に水素が Fermi面近傍の電

子状態に及ぼす影響を系統的に理解することは新物質開発の点においても大変興味

深い。 Na-H-C60三元系化合物はえ=15Kの超伝導相を持つ事が知られている 1)。Fig.l

に粉末 X線回折データの Rietveld解析により求めたこの系の室温における分子配列

(fcc，空間群均三九 a=14'.356 (A) )を示すへ Naイオンは C60分子が作る 2種類の隙間

COctahedral-site、Tetrahedral-site) の中心からずれた安定位置に分布した平均

構造をとっていることがわかっている。今回我々は、 Na-H-C60超伝導体におけるイン

ターカレートの存在状態、構造および系の電子状態を明らかにすることを目的とし

ておNa，lH，13C NMRのスベクトルおよびえの温度依存性の測定を行った。

11.実験

一連の測定に用いた試料は市販の NaHと昇華精製したら。を化学量論比 4:1で混合

したものを加熱 (350
0

C，100 時間)することによって得た。 13C(測定周波数

100MHz)， 23Na (105MHz)および lHNMR (400MHz)の測定は、 8ruker社製 DSX400を用いた。

キーワード C60、超伝導、水素

0おがたひろのり、みやじませいいち、いまえだけんいち、いのくちひろお
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III.結果および、考察

23Na NMR 

Fig.2に23NaNMRスベクトルの温度依存性を示す。室温付近のスベクトルの線幅(約

10kHz)は、円は約 100μsec.であることから、主に不確定性幅に起因するものと考え

られる。室温におけるスベクトノレの中心位置は1.OM NaCl水溶液を基準として約 80ppm

で、結晶中で Naは陽イオンに近い形で存在している事が分かるが、このシフトの原

因としては化学シフトの他に、 Knightshiftが考えられる。 NMRスベクトノレの中心

位置は約 260Kを境に低温側にかけて 30ppmほど高磁場シフトし、この温度での一次

相転移を示している。又、約 200K以下の温度で粉末ノξターンが観測される。このこ

とは 200K以上の温度領域では C60分子、水素および Naイオンの運動により Na核周

りの電場勾配テンソノレの異方性が平均化されているためと考えられる。化学シフト

の異方性が無視できるほどに小さいと仮定すると、 23Kにおけるスペクトルの線形か

ら、 Na核周りの電場勾配テンソルの大きさは、 flQq/免=3.7附 z，η=0.95 と見積もる

ことができる。第一原理に基づく局所密度汎関数法によるとの系の電場勾配の計算

結果 3)からは、 Octahedral-siteには Naイオン 2個、 Hイオン l個、 Tetrahedral-site

に Naイオン l個存在するときに低温のスペクトルをほぼ再現することが分かつた。

このことからこの超伝導を示す相の化学組成は Na出C60であることが示唆される。

。

。 otq二O
EIMPi川 10O.一

T-site 
A-<> 

一叫 Ll.dl=O.75 λ 

。

Figure 1. Possible positions for Na+ ions in 

NaxHyC60 crystal structure at room temperature 

Open circles show C60 molecules， full circles Na + 

ions in Octahedral-site and slashed-marked circles 

in Tetrahedral-site. 
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Figure 2. Temperature dependence of2
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IH NMR 

室温における IHNMRスベクトルは、 TMSから見た中心のシフト値約一3.5ppm，二次モ

ーメント約 5.5kHz2の線幅をもっ単一成分からなるように見える。このシフトの要因

としては、化学シフト、主に C60分子上の常磁性スピンによる常磁性シフト、そして

Knight shiftが考えられる。これらの寄与を考慮、してもシフト値がマイナスである

ことから水素は結晶中でH-Ii的に存在していることを示している。 Fig.3に IHNMR 

二次モーメントの温度依存性を示す。低温にいくにつれ、スベクトルは広がる。こ

のことは、室温付近では C60が作る隙間中で Naイオンおよび(又は)Wliが運動して

いることを示している。
30 

.・.・• • 20 • 
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Figure 3. Temperature dependence of second moment of IH 

NMR spectra (4001¥狂-Iz) in NaxHyCso superconductor. 

13C NMR 

室温における吋 NMRスベクトルは、 TMSを基準にして 184ppmにら分子の回転運

動により先鋭化された sharpなシグナルが観測される。低温にゆくにつれて、 Cω 分

子の運動が化学シフトテンソノレおよび Knightシフトテンソルの異方性の大きさに比

べて遅くなるにつれて粉末ノfターンが現れてくる。 Fig.4に飽和回復法によって測定

したスピンー格子緩和率(1/T1)の温度依存性を示す。測定を行った全温度領域で、磁化

回復曲線は単一指数関数で fitすることができる。約 150K以下の温度で，得られた

1/T
1は Korringa則を満足するような温度依存性を示す(九 XT=280(sec. K))o Fig.5 

にこの(円×乃-0.5の値(炭素原子上の局所状態密度 N(Ef)carbonに比例する値)を

K
3
C
60
， Rb

3
C6。について報告されている値 4)とともにえの値に対してプロットした結果

を示す。点線は K3C60，Rb3C60の値を用いて弱結合 BCS理論から外挿した予測される値

である。この結果は、 Na-H-C60超伝導体のえの値を説明するに足りるほとんどの状

態密度は炭素上にあるものの、若干不足していることを示しており、水素の 1s軌道
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あるいは Naのお軌道(あるいはその両方)が Fermi準位近傍のバンド形成に寄与

していることを強く示唆している。約 260Kで1/7;の大きな跳びが観測される。この

跳びはこの温度における C60分子の回転状態の変化に伴う一次相転移によってこの温

度以上で Fermi準位近傍の状態密度(N(ヰ))が増加することに起因している。 ESRに

よる spin磁化率が 260Kを境にそれ以下の温度で半減していることから 260K以上の

温度で期待される Korring則の寄与は九×作70(sec. K)となる (Fig.4中の点線)。観

測された 1/7;のデータには Korringa項の他に付加的な1/7;の寄与が存在すること

が分かる。 200K近傍にピークをもっ1/7;は C60分子の運動によって生じる shiftの

異方性の揺らぎに起因する緩和、 310K近傍にピークをもつものは WOおよび C60の運

動による lH-13C双極子相互作用の揺らぎに起因する緩和と考えることができる。
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Figure 4. Temperature dependence of 13C spin.1attice Figure 5. Re1ationship between (1; Xη0.5 and 1'.， 

re1axation rates (1/1;) in NaxHyCso superconductor. for K3C60， Rb3CSO and NaxHyCso superconductors. 

Reference: 

1) K. lmaeda et a1. ， Synth. Afeta1sf35 (1997) 1575. 

2)C.Nakano et a1.，印θ'm.Lθtt.(1997) 343. 

3)S.Suzuki， prIvate co脚 U刀Ication.

4) R. Tycko et a1. 1よPhys.ωem.，95 (1991) 518. 
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P113 Si(OEt)4-RSi(OEt)3系から得られる有機修飾セ

ラミックスの構造に与える官能基Rの影響
(早大理工人物質研2)菅原義之人中島寛I，O林繁信2，

黒田一幸1

Effect of R Groups on the Structures of Organically悶 modifiedCeramics 

Prepared from Si(OEt)4 -RSi(OEt)3. Systems， Department of Applied Chemistry， 

School of Science and Engineering， Waseda University，l N ational Institute of Materials 

and Chemical Research，2 Y oshiyuki Sugahara，l Hiroshi N akashima， 1 OShigenobu 

Hayashi，2 and Kazuyuki Kuroda.1 
[Abstract】Thestructures and dynamics of organically-modified ceramics prepared by 

co-hydrolysis of tetraethoxysilane (Si(OC2H5)4)ーorganotriethoxysilane(RSi(OC2H5)3' R= 

CH3， C5Hll' C8~F) mixtures were studied based on rela?:ation ti~:. (T1 p H and TSiH) 

measurements of 29Si CP/MAS NMR. The values of T， _ H for all 29Si si"tes were 1 p 
decreased as the organic groups introduced in the matrix became more flexible， 

indicating the siloxane network structures became more mobile. With an increase in the 

amount of water in the sol-gel reaction， the apparent values of TSiH for Q4 units in 

TEOS-C5H11 Si(OEt)3 and TEOS-C8H17Si(OEt)3 systems were increased， indicating both 

the T units (derived from (RSi(OC2H5)3)and Q units (derived from TEOS) in these 

systems tended to be aggregated in the matrix. 

【緒言}ゾルゲル法とは，アルコキシドの加水分解とそれに引き続いて起こる縮重

合によって低温でネットワーク形成を行って酸化物を合成する手法である.代表的

アルコキシドであるアルコキシシランの反応は以下の通りである.

〔加水分解〕三Si-OR+ H20→三Si-OH+ ROH 

〔重縮合〕 三Si-OH+ HO-Si三 → =Si-O-Si三十 H20

三Si-OH+ RO舗Si三→三Si-O-Si三+ROH 

近年，無機ー有機複合材料に対する関心が高まり，有機基が直接結合したオルガノア

ルコキシシラン (RSi(OR')3;R2Si(OR')2) を用いたゾルーゲル法により得られる有機修

飾セラミックスが注目を集めている.この材料の物性は，最終的な生成物の構造に

依存するため，望ましい物性・機能を有する材料設計を行う上でゲルの構造を解明

することが重要な課題である.そこで本研究では，テトラエトキシシラン (TEOS)

と様々な有機基を有する三官能性オルガノアルコキシシラン (RSi(OEt)3) を用い共

加水分解・重縮合反応を行った.得られたゲルについて固体29SiCP IMAS NMRでの

緩和時間測定を行い， TEOSから得られるユニット (Si(()H)4_y(OSi)y: QYユニット)

とRSi(OEt)3から得られるユニット (RSi(OH)3_z(OSi)z: Tzユニット)の分散状態に着

目して，ゲルの原子レベルでの内部骨格構造及び運動性の変化について検討した.

有機修飾セラミックス，ゾルーゲル反応，29 S i C P /MA S NMR，クロスポー

ラリゼーション，固体NMR
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[実験方法}ゲルの作製は，アルコキシシランーエタノール水ー硝酸系で行った.出

発溶液の組成はSi(OEt)4:RSi(OR)3:EtOH:H20:HN03=1:1:10:x:0.3 (mo!比)とした.

RSi(OR)3にはメチルトリエトキシシラン，パンチルトリエトキシシラン，オクチル

トリエトキシシラン(以下それぞれMTES， C5TES， C8TESと略す)を用い，マトリ

ックス内に導入する有機基を変化させた.さらにゾルーゲル反応時に添加する水の量

(x)をx=2，5， 10， 20と変化させた.まずアルコキシシランとEtOHを混合した後，

H20とHN03を、滴下し室温で24時間撹枠した.その後密閉して60"Cに保ち，ゲル化熟

成後，溶媒を取り除いて引き続き 60"Cで3日間乾燥させた.さらに生成したキセロ

ゲルの減圧乾燥を行った後，粉砕して国体NMRの試料とした.測定は国体29Si

CP/MAS NMRを用いて79.5MHzで行い，繰り返し時間5sとしてコンタクト時間を0.1

~50msの範囲で、変化させて行った.

[結果と考察]四官能性アルコキシシラン (TEOS)及び三官能性オルガノアルコキ

シシラン (RSi(OR)3)の共加水分解・重縮合反応により得られたキセロゲルの代表

的固体29SiCP IMAS NMスペクトルをFig.1 (TEOS戸MTES)及びFig.2 (TEOS-

C5 TES) に示し，シグナル強度のコンタクト時間依存性 (x=2， 20) をFig.3

(TEOS-MTES)及び、Fig.4(TEOS-C5 TES) に示す.ゲル骨格中に導入するTユニッ

トの有機基を比較的小さなCH3基からバルキーなC5Hl1基やC8H17基へ変化させると，

全ての29Siサイト(T2， T3， Q3， Q4ユニット)のカーブフィットから得られる回転

系でのlHスピンー格子緩和時間(T1n H)の値が減少した.これは導入する有機基の構造
iρ 

が柔軟になると伴に，シロキサン骨格自体の運動性もかなり大きくなることと対応

すると考えられる.また同一試料における各サイトの値を比較すると， Q4ユニット

の値が他に比べ大きい傾向が認められた.

一方同様に算出される29Si-1Hスピン間の交差緩和時間(TSiH)に関しては，ゾルーゲ

ル反応時に添加する水の量(x)をx=2， 5， 10， 20と増加した場合， TEOS-C5 TES 

及びTEOS-C8TES系においてQ4ユニットの値が増加する傾向が見られた.Q4ユニッ

ト (Si(OSi)4)はlHを持たないので，検出されたQ4ユニットはQ3ユニットあるいは

TユニットのlHとカップリングする必要がある. Q3ユニットの相対量がTユニット

に比べて少ないこと (Figs.1&2) を考慮に入れると，この結果はTユニットのlHと

容易に双極子カップリングをする位置に存在するがユニットの数が減少し， Tユニ

ットと距離が離れたところに存在するQ4ユニット(これらはより大きなTSiHを示す)

の数が増加したことを示唆していると考えられる.このことから，TEOS-C5 TES及

び、TEOS-C
8
TES系で、は，水の量(x)を増加させるにつれ，有機基の疎水性相互作用に

より加水分解・重縮合反応の初期段階でTユニットがより集合したオリゴマーを生成

するようになり，その結果として最終的なゲル骨格中でもTユニット， Qユニットが

各々でより凝集した構造を形成していることが考えられる.

上述の凝集状態を想定すると， T
SiHの値は分布を持つものと考えられ，従ってQ4

ユニットのT1ρHの値は，TSiHの大きな成分のためにみかけ上大きくなったものと考

えることができる.そこで，Q4ューットのT， Hの値が他のサイトと同じであるとc -IR  
仮定し， T

SiHの値の分布を変化させることでQ'4ユニットのシグナル強度のコンタク

ト時間依存性をシミュレーションすることを試みている.シミュレーションの結果

の詳細については，当日報告する.
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P114 絹フィブ口イン側鎖の2Hラベリングと固体2HNMRによる

ダイナミクス解析

東京農工大工 O大川陽平、出村誠、朝倉哲郎

北大工平沖敏文、堤耀広

2H labeling of side chain of silk fibroin and dynamics analysis studied on 2H solid state NMR 

Youhei Ohkawa¥ Makoto Demura1 and Tetsuo Asakura1 Toshifumi日raoki2

and Akihiro Tsutsume 

lDepartment ofBiotechnology， Tokyo University of Agricultureωd Technology， Koganei， Tokyo 184， Japan 
2Department of Applied Physics， Facul勿ofEngin巴enng，日okkaidoUniversity， Sapporo 060， Japan 

Bomb戸 morisilk 勘ifoinwith a higher deuterium-labelingratio was obtained by oral administration of [3，3-2H21Serwith 
natural abun伽n∞Glythan by the simple admini凱ration.The powdersamples having silkI and silkU s凶 c旬resandthe 
uniaxially oriented fiber samples were prepared from the 2H labeled silk fibroin and analyzed by solid-state 2H圃NMR.From
the spectra ofboth powder samples， the side chain of Ser residue was found to be composed oftwo motional fractions. B y 
assuminga 3・.foldjumpmotion， one motional fraction would be slow component of 10'Bz and the other wouJd be fast 
∞mponent of 10~. However， the silk 1 and silk 11 samples have different characters， namely the libration angle and 
contents ofthese motional fractions. Based on the quadrupole splitting ofthe oriented sample， theχ1 angle ofSer side chain 
was d，巴tennined.

[緒言)

我々は、これまで絹繊維の構造とダイナミクスを詳細に解明することを目的とし、カイコ(Bombyxmon) 

絹フィブロインの合わせて92%を占めるアミノ酸組成を占める Gly、Ala、 Ser、Tyr、Val残基について、同

位体ラベル法と 15N，13C，2H固体NMRを用いて研究を進めてきた口-41。

本研究では、絹フィプロイン繊維の結品部に主に存在する S巴r残基について、カイコ絹フィブロインのSer

側鎖のメチレン基について， 2Hラベルを行い、二つの結晶形、 SilkIとSilkIIの試料について、固体協-NMR

を用いてダイナミクス解析を行うことを目的とした。合わせて、 Ser側鎖のCα-Cs軸まわりの内部回転角χ1

についても検討した。

[実験]

カイコ (B.mori)の五令三日目から四日間、 [3，3-2H21Serを人工飼料と共に経口投与することによって、

[3，3-2H21Serラベル絹試料を得た。固体2HNMR測定は、四極子エコー法を用い、重水素ラベル試料のパウ

ダースペクトルと繊維軸を揃えた配向試料の角度依存スペクトルを測定した。 NMR装置はJEOLEX400ス

ペクトロメータを用いた。ダイナミクスの解析にはVoldらのプログラム、 MXQETを用いた。

絹フィブロイン、固体2HNMR、セリン、ダイナミクス、逆平行。シート構造

おおかわょうへい、でむらまこと、あさくらてつお、ぴらおきとしふみ、つつみあきひろ
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[結果と考察]

Fig.1に、[3，3-2H2]Serラベル絹フィブロインのSilk1とS!lkIIのパウダー試料の固体2HNMRスペク

トルを示す。絹フィブロインの[3，3，3-2HJAlaの場合、単一の速い3sitejumpの運動様式でそのダイナ

ミクスが説明できたが、 Ser仮，IJ鎖の場合、単一の3s!tejump運動様式では再現されなかった。しかし、 2

種類の運動様式を仮定することによって、 S!lk1とS!lkII共にほぼ、スペクトルパターンが再現されるこ

とがわかった。すなわち、 3sitejumpの運動様式では、 104Hzの遅い運動(成分1)と106Hzのより速

い運動(成分2)である。最終的な運動パラメータをTable1に、シミュレーションをFig.2に示す。 Silk

IIにおいて遅い運動に対応する成分1の割合は75.5%、速い運動に対応する成分2は22.6%であり、中央

のHDO由来のピークは1.9%であった。絹フイブロイン中のSer残基の一次構造上の分布と、固体NMR

から決定された Ser側鎖の運動成分の割合を比較した結果、 SilkII型を形成する一次シークエンス

(AlaGlyAlaGlySerGly) (75%)とそれ以外(25%)の比率とほぼ一致していた。従って、成分1は結晶領域由

来、成分2は非晶領域由来であると結論した。 Silk1では遅い運動に対応する成分1の割合が80.0%であ

り、速い成分に対応する成分2の割合が16.6%であり、 HDO由来のピークは3.4%となった。 Silk1の方

が外側の運動の遅い成分の割合が増え、しかもHDO由来であると思われるピークの割合も増加している。

このことは、 Ser側鎖がS!lk1構造の安定化に寄与しているものと予想される。

Obsd Calcd. 

一」L-
~ilkli__f2主-

寸 ，ぷー→ー‘-一 +ー土 ・一・^→ 寸内内

2同問 1・g 刊也一四一回.-目。-..・ 闘 z -

Fig. 1 Observed and Calculated 2H solid state NMR spec回 of
[3，3-2H21Ser labeled silk fibroins， silk 1組 dsilk 11 

Table 1 P町amet悶 forthedymanics sim山 tionof[3，3一司1Ser
labeled silk且broi田， silkl岨 dsilkIl

Silk 1 Fraction-l FJ日ction-2 HDO 

Content (%) 80.0 16.6 3.4 
Frequecy of ro旬tion(Hz) 10' !()S 

F四quencyoflib同.tion(Hz) 10' 10' 
Ampli加deoflir油on(deg) 18 10 

SilkIl F:回ction-lFraction-2 HDO 

Content (%) 75，5 22.6 1.9 
Frequecy of ro旬tionσiz) 10' 10' 
Frequcncy of libra匝on(Hz) 10' 10' 
Ampli阻deoflir叫 on(deg) 20 10 

繊維軸をそろえた配向ブロック試料の固体2HNMRスペクトルを測定した結果、スペクトルパターンは

繊維軸と磁場とのなす角度に依存してスペクトルパターンが若干変化することがわかった。このような角

度依存性は運動の比較的遅い成分由来と推察される。配向フロック試料の固体2HNMRスペクトルの四極

子分裂幅から得られる s-sheet構造(silkII)中の Ser側鎖の配向角川についても発表する。

文献

L M. Demura et al.， J. Molecure S紅ucture，in press. 

2. T. Asakura et al.， Annual Reports on N恥個R.Spectroscopy， 34， 301・346，1997. 

3. T. As紘uraet al.， Biopolymers， 41， 193-203， 1997 

4. T. Asakura et al.， Macromolecules， 30，2429・2435，1997.
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P115 NMR法を用いたジエランの 2重螺旋構造のダイナミックスに関する研究

(東水大) 0松川真吾・渡部徳子 (東工大工) 安藤勲

A Study on Dynamics of Double Helix Structure of Gellan Using lHNMR Method 

Shingo Matsukawa1， Tokuko Watanabe1 and Isao And02 

lDept. ofF∞d Sciencεand Tochnology，T改yoUniversi1y ofFisheries， K∞an，恥住lato-ku，T改yo108

2Dept.ofPo防merChemistry，To防oInstitute ofTedmol喝y，仁k)kay銅色 Meguro・ku，To防0152

We have measured the T
2 
values of gellan molecule and self-diffusion coefficients of 

water(Dw) in 49もsolutionof gellan， which is known to have a double-helix structure and to 

form a gel by aggregation of helices under the existence of cations. It was found that the 

component of T2 shorter than 8 ms increases with decreasing tempera旬reand that Dw in gellan 

solution w部 almostsame in whole temperature range with that in neat water. From these 

results， it w拙 sugg回 tedthat double-helix s仕ucturesof gellan molecules increase with 

decreasing temperature and that the mobility of solvent is not restrained by gellan molecules 

(緒言)

ポリヌクレオチド、ポリペプチド、多糖などの天然由来の高分子は特異的な高分子

一高分子間相互作用を示し、生命現象において重要な役割を担っている。すなわち、

水素結合、疎水結合、イオン結合などに基づく構造形成が、 DNA、酵素、糖タンパ

ク質などの生体高分子の機能の発現機構を支配している。 NMR法は、このような高

分子一高分子間の相互作用による構造形成に伴う運動性の変化を検討する上で有力

な手段である~緩和時間測定では、セグメントスケールの分子運動に関する知見が

得られ、磁場勾配を用いる実験では、分子全体の拡散係数が得られる。

本研究では、 D-グルコース、 D-グルクロン酸、 D-グルコース、 L-ラムノースを繰

り返し単位とする多糖類であるジェランの 2重螺旋構造形成を取り上げ、 NMR法に

より構造形成のダイナミックスを詳細に研究する。ジェランは、水素結合による 2分

子聞の相互作用によって 2重螺旋を形成し、さらに、カリウムなどのイオンの存在下

では、この 2重螺旋同士の相互作用によってゲル構造を形成する。したがって、この

ゲル化機構を分子レベルで理解するためには、 2重螺旋形成課程を詳細に研究するこ

キ十ド;拡散係数、緩和時間、 2重螺旋構造、ジヱランゲル、高う汗間相互作用

まっかわしんごわたなべとくこ あんどういさお
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とが有効である。そこで、 2重螺旋形成のダイナミックスを NMR法によって測定し、

糖鎖聞の相互作用について考察するとともに、ジェランのゲル化機構解明のための基

礎的知見を得ることを目的とする。

(実験)

誌盤調製重水に O.4wt%のナトリウム型ジェラン侭elco社)を溶解し、 80
0

Cで 12時

間撹枠した後、凍結乾燥した。この試料に重水を加え、 90'Cに 12時間加熱して完全

に溶解し、 4wt%のジェラン溶液を調製した。

NMR測)E 900Cで溶解した試料を 700Cに1時間保った後、 10分に 1oCの割合で温

度を下げながら NMR測定を行った。自己拡散係数は、試作した高磁場勾配発生装置

を接続した GSX270NMR分光器(270Mz，日本電子製)を用い、 650C_ 250Cにおいて、

パルス磁場勾配スピンエコーlH-NMR法により、磁場勾配を 13.4Tm-1、磁場勾配パ

ルスの間隔を 10ms、磁場勾配パルスの幅を O.OOlms-0.9msまで変えて測定した。

lHT2緩和時間は CPMG法によりて =2ms、エコー観測時間 t=Sms-72msにて測

定した。

(結果と考察)

Fellanの運動件 Fig.1に各温度において CPMG法により測定した t=8msにおけ

るエコー信号から得られたスペクトルを示した。1.5ppmにL-ラムノースのメチル基、

4.7ppmにHDO、3.8-4.9ppm及び5.5ppmに糖鎖環上のプロトンに基づくピーク

が見られる。

温度が低くなると HDOのピークに比べ、 gellanのピークが小さくなる。このことは

8msの聞にむ緩和によって減衰する成分が増えることを示している。測定した試料

は250Cにおいても流動性のある溶液状態であり、ゲル化は見られなかったので、こ

の短いもを持つ成分は2重螺旋形成によって生じたと考えられる。 HDOのピークに

対するメチル基のピーク強度比の温度依存性を Fig.2(a)に示した。この図より、 2重

螺旋形成によって生じる短い T2を持つ成分は40'Cまで徐々 に増え、 40
0

C以下で

はほぼ一定となると考えられる。この時、 t>8msにおいて観測されるエコー信号強

度より求めたもは Fig.2(b)に示したように、ほとんど変化しない。 t>Smsにおいて

観測されるのは、 2重螺旋形成に関与していない成分であると考えられるが、温度低

下にともない、この成分の運動性はほとんど変わらずに、成分比が減少していくと考

えられる。

-401一



盗盤型連盟l盤 Fig.3にHDOの拡散係数の温度依存性を示した。 HDOは重水中に微

量含まれるものであるが、 D20と物理的性質がほぼ問じなので、 この拡散係数より溶

媒の拡散挙動を議論できる。 gellan溶液中の HDOに対するプロッドは測定温度範囲

重水中 HDOの値とほぼ同じである。 4wt%溶液中におまた、において直線となり、

いては、 gellanの高分子鎖による抑制を受けず、また、 gellanの2重螺旋構造形成の

影響も受けないと考えられる。

Reference 

高分子討論会要旨集， 45(12)， (1996)， 3268. 1)松川真吾、安藤勲、

2) H.Grasdalen， O.Smidsrod， Carbohydl・.Polym.， 7， (1987)， 371. 
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Fig. 2 Temperature dependence of (a) the ratio of the intensity of 
methyl group of gellan(1 CH.) to the intensity of HDO(I H吠oand 
(b) T2 values for methyl group of g叫 an.
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P116 国体高分解能 l!)FNMRよる電子線照射 PTFEの構造解析

農水省生物研 :0加藤悦子・山崎俊正

東海大工:大島明博・田畑米穂

日本電子応研:杉沢寿志

原研高崎;瀬口忠男

8tructures of Radiation Crosslinked Polytetraf1uoroethylene as 

8tudied by High-Resolution 801id-State ]!)F MAS NMR 

E. Katoh， T. Yamazaki (Natl. Inst. of Agrobiological Resourses)， H. Sugisawa 
(JEOL)，A. Oshima， Y. Tabata (Tokai Univ.)， T. Seguchi (JAERI Takasaki) 

The irradiation effect on chemical structures of radiation crosslinked 
polytetrafluoroethylene (PTFE) was studied by high-resolution solid-state IDF 
magic angle spinning (MAS) NMR at high temperature. It was demonstrated that 
high speed MAS 19F NMR measurement at high temperature was a powerful tool 
t.o analyze structures of insoluble fluorine compounds. For the electron beam 
irradiated PTFE， NMR signals corresponding to CF3， CF2， CF and internal 
double-bond group were newly observed， and their intensities increased with an 
increase of irradiation dose. The existence of CF signals strongly indicated 
that network with the closslinking of PTFE was formed by the irradiation in the 
molten state. 

1.緒言

高分子材料へ電子線を照射すると、分子構造に架橋(架橋型)や分子鎖解裂(分

解型)などの変化が生じ、物性が変化することが知られている。ホ・りテト771レオロエTレン

(PTFE)は電子線照射により分子鎖の切断が生じ、強度等が低下してしまう分解型の

高分子である。このため、優れた物性を持つにも関らず、原子力施設や宇宙環境等の

放射線場での使用が著しく制限されてきた。近年、酸素非存在下融点近傍の高温で

PTFEに電子線照射を行うと力学特性等の物性が向上する事から、照射により PTFE

が架橋する可能性が強く示唆されている。しかし、 PTFEは溶媒に不溶であり、溶液

NMRによる構造解析が不可能であること、またふっ素原子の5齢、双極子相互作用に

より通常の固体高分解能 NMR法では構造情報が得られないため、架橋構造を直接支

持する結果は報告されていない。我々は、高速MAS19FNMR法が含ふっ素高分子の

構造解析に有効な手法であることを報告してきた(1)。本研究では、 19F固体高分解能

NMRにより、特に従来の高速 MAS法に加え高温での測定を行うことにより、スベ

クトノレの先鋭化を実現し、 PTFEの放射線架橋による構造変化を詳細に検討した。

2. 実験

サンフ。ル:PTFE(Mn"'8.7x10G)を酸素非存在下 3400C(溶融状態)に加熱し電子線照

キーワード PTFE・電子線H

かとうえっこ やまざきとしまさ すぎさわひさし たばたよねほ おおしまあきひろ

せぐちただお
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射を行った。照射の線量は 100kGy，2MGy， 5MGy， 10MGyとした。

室温高速 MASw1" NMR測定:日本電子製α・400装置に、 Doty社製 Ultrasonic

CP品!{AS7'ロー]"と WF用ハ。ワーアン}'を装着し¥室温にて行った。約 20mgのサン}'1レをシリ

コンナイト 7イド製のロートに詰めて測定に用いた。 λへ.クト jレ幅、デ-~*'ィントおよび積算回数は

各々 100kHz、4kおよび 48回とした。 1D1"化学シ7トは、外部基準として

perfluoroeicosaneの内部 C1"2ジrナルー123.7ppm(対1"reon働 110ppm) を用いた。

温度可変高速 MASwF NMR測定:Chemagnetics社製 CMX300-InfinityにAPEX

型1"/H二重共鳴アロー]"(4mm中)を装着し測定を行った。スヘ。クトlレIV耳、データホ。イントおよび積

算回数は各々200kHz、8kおよび 32回とした。

n-

3. 結果と考察

a:室温における高速 MAS

19F NMR測定結果

スピニングサイドバン

ド(SSB:1"ig中では求で示

す)のシクゃナルは測定の回

転数によりシフトするが、

真のシグナルはシフトし

ない。そこで、本研究で

は正確な情報を得るため

に、 12kHzと15kHzの回

転数で、測定を行った。 照

射線量の異なる PT1"Eの

19F MAS NMRの測定結

果を Fig.1 (回転数

12kHz)および1"ig.2 (回

転数 15kHz)に示した。

Fig.2には-40""-'-80ppm 

の拡大スベクトノレと -100

~・130ppmの波形解析結

果を合わせて示した。放

射線の線量が増大するに

つれ新たなシクゃナノレが 9

種類現れ、その強度が増

加することがわかった。

それぞれのシグナ ル は

トリ }Iけロメチル基(CF3) 、 }IV~ ロメチレン基(CF2)そして}Iけりチン基(CF)に帰属することができた

(Fig， 3)。
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GF3 CF2は数種類のシグナル

が観測されたことから、分岐鎖

長や化学環境の異なる CF3

CF'2が共存していることが分か

った。室温での測定では、化学

構造の変化があること、特に CF

の存在が明らかになったことか

ら電子線照射により架橋構造が

生成することが分かった。しか

し、より詳細な構造解析を行う

ためには、スベクトノレの先鋭化

とSSBの消去が必要である。

GF3-
司喝同一ー一ー一ー... 

CF2 

ノ
-CF-

Fig.3 High-Resolution Sol id-Slatc "F MAS NMR $pectra of 
IOMGy Irradlaled PTFE 

b:温度可変高速 MASJ!)F NMRによる測定結果

Fig.4に 10MGyH日射による PTFEの温度可変高速 MASI!lFNMRの測定結果を示

す。 温度が上昇するにつれ、スベクトノレは先鋭化し、さらに SSBの強度が低下して

いくことが分かった。これは、温度が上昇することにより、 PTFEの運動性が向上し、

高速回転によっても取り除け'ずに残っている化学シフトの異方性や双極子相互作用

が弱くなるためと考えられる。 10MGy照射による PTFEの場合 1500Cで高速 MAS

の速度 15kHzで測定することにより、完全に SSBがなくなり解析可能なスベクトノレ

が得られた。その結果、室温測定での結果に力uえて、多くの積類の CFa基、 CF2基が

生成していることが分かった。 10MGy照射 PTFEの 1500Cにおける高速

MAS(15kHz) IDF NMRスベクトノレと帰属結果を Fig.5に示す。

(e) sot (η60t 

(g) 10Qt (h) lS0-C 

Fig.4 Solid引 ate19F NMR Spectra of 1 OMGy Irradlated PTFE at Various Temperature 
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a: (CF3h・C-
(CF3)z-Cく

(CF3hC=C-

b: CF3-CFく
CF3-CF=C c 

c: CF3-CFz向

-1・・S曙畑‘

Int・CEz

-1・・ -・2・・
Fig. 5 High Resolution Solid-State 19F MAS NMR Spectrum of 
1 OMGy Irradiated PTFE at 1 50 't and a Splnning Rate of 15kHz. 

帰属は、種々の含ふっ素化合物の溶液I9FNMRのデータを参考にして行った。 CFa

基は Fig.5に示すように、 a.b，cで示す 3領域に、ング、ナノレが分かれて現れることが分か

った。それぞれの領域は a:4級炭素に結合した CFab:3級炭素に結合した CFa c:2 

級炭素に結合した CF:Jである。 CF2は架橋点に隣接する CF2および Cれに隣接する

CF2(α心F2)に帰属で、きた。 プルオロアルキノレ鎖が短く運動性の良い場合には α・CF2

が観測できることから、電子線照射 PTFEには分子鎖長の短い枝分かれが存在してい

ることが示唆される。

一般に架橋が起きたときには、 T幽 typeと H-typeが生成することが知られている。

つまり、 CFは架橋点の構造を反映すると考えられ、このシク、づーノレ強度が架橋の密度

に相当すると仮定できる。このことから、 10MGyの電子線照射で架橋した場合の架

橋数は約 24CF2ユニットあたり 1個と算出できた。

4.結言

高温における高速 MAS法は国体状態における 19FNMRシグナルを先鋭化する事

が可能であり、従来化学構造を解析することが難しいとされてきた溶媒に不溶な含ふ

素化合物の構造解析に非常に有効な手法であることが分かつた。国体高分解能 19F

NMRによる電子線照射 PTFEの構造解析の結果から、融点付近の温度で PTFEに電

子線照射を行うことにより架橋反応が起こっており、分岐鎖には化学環境の異なる

種々の鎖長が存在することを明らかにした。また、 CFシグナルの定量値から架橋密

度を算出し、架橋密度と電子線照射量の相関を解明した。

参考文献 (J )Katoh， E.，Sugimoto， H.， Kita， Y. and Ando， I. (1995) J Mol. Sfruc. 355， 21 
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P117 123Xe-，T1嗣NMRによるポリカーボネートのダイナミクスの研究

(阪大院理 1，帝人(株)構造解析センタ-2，神戸薬科大 3，物質研 4)

0永阪丈惣 1，2、中山尋量 1，3、上田貴洋ヘ江口太郎 I、中村亘男 l

129_Xe-and官・NMRS側面倒。fthe均namicsof Molecules and 岨 croporesin Po]y-

伺 rbona飴.

Bunsow Nae:asaka 1:， Hirokazu Nakayamal.a， Takahiro Ueda~， Taro Eguchi¥ and Nobuo Nakamural 

IDepartment ofChemistry， Graduate School ofScience， 0閣 kaUnivers吻;Toyonaka， Osaka 560 

:叩aterialAnalysis Rβsearch Center，τ凶inLtd.， Hino，τbkyo 191 

3Kobe Pharmaceutical University， Kobe， Hyogo 658 

4National 1nstitute ofMaterials and Chemical Rβsearch， Tsukuba， Ibaraki 305 

Abstract Dynamics of molecules and micropores in amorphous polycarbonate (PC) 

has been investigated by I~HXe- and ~H -NMR spectra. The NMR signal of 12DXe adsorbed in 

PC broadens out inhomogeneously with decreasing temperature企om298 to 200 K . The 

line broadening implies that Xe molecules are distributed over rooms or micropores with 

di飴 rentsizes formed in the polymer. From 2H-NMR spectrum ofpartially deuterated PC 

in which xenon was dissolved， it was indicated that the phenyl-ring 180
0 

flip motion 

became slow drastically in the similar temperature region to the case of the broadening of 

the 129Xe resonance. 

Introduction. 

1n addition to the success of 12flXe_ NMR spectroscopy as a probe for the study of the void 

space in microporous solids such as zeolites and clathrates[l]， its applications to the 

characterization of amorphous phase of polymer has recently been an increasingly inter-

ested subject[2]. The xenon dissolved in polymers gives us the microstructural and dy-

namical information associated with the “free volume" of such micropores occupied by 

xenon. 

o H H 0 

十o oU+n 

o H H 0 

Fig. 1 Repeat unit of partially deuterated polycarbonate. 

Keywords: 129Xe_NMR， ~H司NMR，ダイナミクス，ポリカーボネート

ながきかぶんそう、なかやまひろかず、うえだたかひろ、えぐちたろう、なかむらのぶお
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There have been reported， for example， some studies of the heterogeneous structure in 

a blend polymer[3]， and of the probable dynamical correlation between the polymer mo・

tion and the mobility of xenon distributed over various micropores with different sizes 

near the glass transition temperature[4， 5]. 

In the present study， we investigated the dynamic behavior of xenon in micropores and 

ofthe phenyl-ring in polycarbonate below room temperature by 1~!lXe- and ~H-NMR spec-

tra to understand the whole nature of polymer， i.e.， containing molecular segments and 

e立lptyspace. 

Experimental 

Amorphous bisphenol-A polycarbonate， PC (Mw=28000) and phenylene-deuterated(97拡)

PC-dl [Fig. 1] (Mw=49300) were used in the present NMR experiments. Each polymer / 

Xe gas system was prepared by sealing off the pyrex N恥1:Rtube w hich contains the 

polymer and the appropriate amount of Xe gas at liq. N~ temperature. The xenon pres-

sures at room temperature were ca. 10 and ca. 14 atm for PC and PC-dl> respectively. 

l~l)Xe-DD/MAS NMR spectrum was measured by a Bruker DSX200 spectrometer at 55.3 

MHz with the magic angle spinning at 3.0 kHz between 298 and 200 K. The signal offree 

xenon gas in the sample tube at room temperature was used as the reference for the 

12HXe_NMR chemical shift. For 2H-NMR spectra， the measurements were carried out us-

ing a Bruker DSX300 spectrometer， operating at the Larmor frequency of 46.0 MHz. 

16()(I(I 12()(l() 
(H z) 

8(1(1() 

200 K 

220 K 

240 K 

260 K 

298 K 

Fig. 2 Temperature dependence of 12HXe_ 
DD瓜iJASNMR spectrum of xenon in PC at 
4.7 T. 
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298 K 
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Fig. 3 ~H-NMR spectra at 7.0 T of the 
phenyl deuteriums of xenon-dissolved 
PC. 



Re8叫 旬阻ddisc四8Ion.

As can be seen in Fig. 2， the I山Xeresonance peak of xenon adsorbed in PC broadens out 

inhomogeneously with decreasing temperature from 298 to 200 K. Under the condition of 

the MAS and the proton dipolar decoupling， the fact that the line is asymmetric at low 

temperature suggests that Xe molecules are distributed over rooms with different sizes 

and I or shapes which exist randomly in the bulk polymer. The line-narrowing on heating 

may be brought about by the interpore exchange ofXe molecules. 

According to ~H司NMR spectrum of partially deuterated PC in which xenon was dis-

solved， shown in Fig. 3， it was indicated that the rate of the 180
0 

flip of the phenyl ring 

becomes low drastically on cooling in the similar temperature region to the case of 12DXe 

NMR. In comparison with the data at 1 atm[6]， this result suggests that the xenon ad-

sorbed in PC does not affect phenyl-ring motion significantly at the pressures less than 15 

atm. We are planning to clarify whether any correlation between the broadening of the 

129Xe resonance and the phenyl-ring motion in PC exists or not. 
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P118 二次元 SASS法および二次元 MATr:去によるフエノキシ樹脂の

ガラス状態における分子運動解析

京大化研 O白井利弘・梶弘典・堀井文敬

2D SASS and 2D MA  T NMR Analyses of Molecular Motion of 
Phenoxy Resins in the Glassy State 

Toshihiro Tai， Hironori K勾i，and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611， JAPAN 

The phenylene ring motion of phenoxy resins has been characterized by analyzing 13C 

chemical shift anisotropy(CSA). The CSA spectra have been obtained by 2D switching angle 

sample spinning (2D SASS) and 2D magic angle turning (2D MAT). The CSA spectra of the 

phenylene ring CH carbons are found to be almost axially symmetric， suggesting the enhanced 

1800 jump motion of the phenylene group at room temperature. The CSA spectra of quaternary 

carbons in th巴 phenylenering show almost rigid lineshapes below 800C and become narrower at 

1000C. This narrowing may indicate the onset of the fluctuation of the phenylene ring axis with 

the order of 104 Hz. 

[緒言]

高分子のガラス状態における耐衝撃性、気体透過性などの巨視的な性質は、 104~105Hz の分

子運動に関係していると考えられ、その解析は極めて重要である。 13C化学シフト異方性(CSA)

の解析は、この周波数領域の分子運動を解明するのに有用な方法である。これまで我々は、ピス

フェノールAボリカーボネート、ポリアリレートなどのピスフェノールA残基を含むガラス状高

分子について、そのフエニレン環の分子運動を明らかにしてきた 1)。 本研究では、ビスフェノー

ル A 残基を含むフエノキシ樹脂の CSAスペクトルを二次元 SwitchingAngle Sample 

Spinning(2D SASS)法め、二次元 MagicAngle Turning(2D MAT)法 3)により測定し分子運動解析

を行った。

[実験]

試料はフエノキシ樹脂(ユニオンカーバイド社製)

を 160
0

Cで融解し液体窒素中で急冷したものである。

DSC測定による Tgは 87
0

Cであった。 NMR測定は

Chemagnetics CMX・400分光計(9.4T)および JEOL

JNM-GSX200分光計(4.7T)により行った。二次元

イ子炉。LHi:-cH 

SASS測定には DotyScientific製 SASSフロープを用いた。二次元 SASS測定は室温、80、100"C

で、二次元 MAT測定は室温で行った。

キーワード: フエノキシ樹脂、高分子のガラス状態、 13C化学シフト異方性、固体構造

たいとしひろ、かじひろのり、ほりいふみたか
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[結果および考察]

1) 2D SASS測定

室温で C4，C5炭素の CSAはσ11、σ22の平均化した軸対称スペクトルであった。これより、室

温で既にフェニレン環が結合軸周りのジャンプ運動を起こしていることがわかった。 100"Cでの

測定ではこれらの CSAスペクトルは高磁場側のショルダーが減少し、スペクトル全体も狭幅化

した。高磁場側のショルターは σ33に対応しており、 σ11、022にくわえて σ33が平均化しているこ

とからフェニレン環のジャンプ運動に加えフェニレン環軸の揺動運動が開始したことが示され

た。フェニレン環の軸炭素 C3，C6の80"Cのスペクトル形状は室温とほぼ同一であった。しかし、

1000Cの形状は C3、C6ともに狭幅化しており，Tg+10
0Cでフェニレン環軸の振幅の大きい揺動運

動が始まっていることが示さ

れた。

2) 2D MAT測定

CSA共鳴線のシミュレーシ

ョン解析を行うためには剛直

状態における各炭素の CSAを

測定し化学シフトテンソルの

主値を決定することが必要で

ある。しかし、 SASSフロープ

は測定温度範囲が狭い。 そこ

でより広い温度範囲の測定が

可能な CP&仏 Sプローブで2D

MAT測定を行った。図 1に室

温の 2DMATスベクトルを示

す。 2DMAT法は CSAの形状

に影響を及ぼさない超低速(今

回57Hz)でMagicAngleで回

転させれ軸にはそれによって
Fig. 1. 
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100MHz 2D MAT 13C spectra for ph巴noxyresins 
得られた CSAスペクトルを、

at room temperature. 
F1軸では 113回転ずつ時間展開

させることにより高分解能スベクトルを得て CSAを分離する方法である。図に示されるように

各 CSAが分離して測定できていることがわかる。今後は低温測定をおこなって主値を決定し、

フェニレン環の運動の周波数、および振幅を定量的に解析する予定である。
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P119 高分子溶液に関する凍結状態 CPIMAS13C NMR解析

一水素結合および、コンホメーションの解析一

京大化研 O増田憲二 1梶弘典・堀井文敬

Frozen-State CP瓜tlAS13C NMR Analyses of the Polymer solutions 

-Analyses of the Hydrogen bond and the Conformation一

K. Masuda， H. Kaji， and F. Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611 

CP瓜!lAS13C NMR measurements and analyses have been performed for the frozen DMSO-ぬ and

aqueous solutions of poly(vinyl alcohol)(PVA) samples with different tacticities. Each PVA solution was 

packed into a MAS rotor with an 0・ringseal and frozen in the rotating state at a rate of 1kHz in a 

CP瓜!lASprobe by cooling down to・50"C.As a result， it is found that the CH resonance lines of the 

frozen PVA solutions， which are quite different in line splitting from those of PVA films， significantly 

depend on the solvents and the tacticities. These difference in CH resonance lines are well explained by 

evaluating the upfield shifts due to the so-called y-gauche effect and the downfield shifts induced by the 

formation of the intramolecular hydrogen bond. In addition， the measurements and analyses about the 

quenched frozen PVA solutions are in progress and the results will be reported at the symposium. 

1.緒言

固体ポリビニルアルコール(PVA)のCP爪!lAS13C NMRスペクトルの CH共鳴線は分子内水素結合の形成

に基づ、いて3本(共鳴線 I、E、lli)に分裂する。すなわち、共鳴線 I、E、Eは分子内水素結合をそれぞれ

2、1、0個形成した OH基に結合した CH炭素に帰属される。そして、これらの CH共鳴線の強度は、立

体規則性、温度、含水率、製膜溶媒、熱処理などにより、分子内および分子間水素結合の違いを反映して

著しく変化することなどが明らかとなっている九このように、 PVAの分子内および分子間水素結合に関

する情報を得るのに国体 13CNMR解析は非常に有効である。しかし、固体状態での水素結合の形成は前段

階である溶液状態に大きく依存していると考えられ、溶液状態における水素結合の解析法を開発すること

は重要である。ここで、溶液では分子運動性が高いため、水素結合、コンホメーションなどが高速で平均

化されるため、溶液状態での NMR解析は必ずしも有効ではない。

そこで、本研究では、種々の PVA溶液について、これらを凍結することにより CP瓜!lAS13C NMR測定並

びに解析する方法を考案した凡その結果、 CH共鳴線が溶媒および立体規則性の違いにより大きく変化し、

このような CH共鳴線の変化は y-gauche効果に基づく高磁場シフトおよび、分子内水素結合の形成によ

る低磁場シフトを考慮することで説明できることを明らかにした.また、 mm分率の精力日に伴い凍結溶液

中である特定のコンホメーションが優先的に生成することなどを見出した。

キーワード:ポリピニルアルコール、水素結合、凍結状態 13CNMR、y-gauche効果、冷却速度

ますだけんじ、 かじ ひろのり、 ほりいふみたか
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2.実験

琵*4:立体規則性の異なる 4種の PVAを用いた。分率比 mm:mr.rrはそれぞれ A.PVA(0.23:0.50:0.2η，

LI-PVA(0.50:0.39:0.10)， MI~PVA(0.66:0.28:0.06) ， HI-PVA(0.79:0.19:0.02)である。 3wt%のPVA水溶液ま

たは DMSO-ぬ溶液を 0-リング付き MASロータに充填し、約 1kHzの低速で回転させながら-50"Cまで冷

却することにより凍結させた。

国体 13CNMR測定:測定は JEOLJNM・GSX200分光計により、 4.7Tの静磁場下で行った。固体高分解能

スペクトルは CP爪!1AS法により、 13Cスピンー格子緩和時

間71.cは CPTlパルス系列により測定した。測定1温度は-

50"Cである。

3.結果および考察

凍結 PVA溶液の CP瓜!1AS13C NMRスペクトル

図 1に、種々の立体規則性 PVAの凍結 DMSO-必溶液

の CPIMAS13C NMRスペクトルを示す。ここで、

referenceとして水から製膜した A-PVAフィルムのスペ

クトルを図 l(e)に示した。図 l(a)では、 CH共鳴線は固体

PVAの共鳴線E、直に相当する 2本のピークに分裂する。

しかし、 mm分率が増大するにつれ、共鳴線Eに対応する に一一
共鳴線は強度の減少とともに低磁場側にシフトする。 (c)、 100 80 60 40 20 

(d)では、固体の共鳴線E、Eの中間の化学シフトに単一の

ピークを示す。図 2に凍結 PVA水溶液の CPIMAS13C 

NMRスペクトルを示す。 referenceとして DMSOから製

膜した A-PVAフィルムのスペクトルを図 2(e)に示した。

凍結 PVA水溶液の CH共鳴線の形状はフィルムの場合と

大きく異なる。また、凍結 DMSO-ぬ溶液の場合と同様に

mm分率の増大とともにCH共鳴線は低磁場側にシフトす

る。

このように凍結 PVA溶液の CH共鳴線が立体規則性、

溶媒の違いに大きく依存することは、従来の分子内水素結

合の形成による低磁場シフトだけではなく、 gaucheコン

ホメーションによる高磁場シフト(r-gauche効果)につい

ても考慮する必要があることを示している。

分子内水素結合および Y-If8uche効果に基づ、く統計計算

種々の凍結溶液での CH共鳴線の分裂の違いを説明す

るため、分子内水素結合の形成による低磁場シフトと r-

gauch効果に基づく高磁場シフトを考慮した統計計算を

行った。

413 
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Fig. 1 CP瓜![.'¥_S13C NMR spectra of frozen 
DMSO-ぬsolutionsof PV A samples with 
different ~tacticities ， measure(f~t ~-~50t 

CH CH2 

100 80 60 40 20 

ppm from M巴4Si

Fig.2 CP瓜!1AS13C NMR spectra of frozen 
aqueous solutions of PVA samples with 
different tacticities， measured~at -50"C 



凍結溶液では個々の分子鎖についてあらゆるコンホメーションをとることから、分子内水素結合だけで

なくコンホメーションの変化による CH共鳴線への影響についても考慮する必要がある。ここで、分子内

水素結合の形成による低磁場シフトを+5.9ppm、また y位の OH基または CH2基が gauche位の場合の高

磁場シフト(r-gauche効果)をそれぞれ・7.2ppm，-5.9ppmと仮定した。その結果、 CH炭素については分子内

水素結合の形成およびコンホメーションの違いにより 9つの化学シフトの異なる状態が可能であることが

明らかになった。

この 9つの状態に相当する化学シフトを用いて、それぞれの試

料の CH共鳴線について波形解析を行った。図 3に凍結 A-PVA溶

液についての波形解析の結果を示す。実測スペクトルと合成スペ

クトル(破線)はよい一致を示した。その他の凍結溶液についても同

様な波形解析が可能であった。したがって、上記の水素結合およ

びコンホメーションに関する仮定は妥当なものと考えられる。

次に、解析から得られた CH共鳴線の相対強度を説明するため

に、 C-C結合の transの確率を五および隣接 OH基と分子内水素

ω 

μ 
結合を形成する確率を f.とし、上記の 9つの状態に対応する存在 80 

磯率の式を導いた。この式を用いて、上記解析の結果得られた相

70 60 

ppm from Me4Si 

対強度と一致する計算強度を最小 2乗法により求めた。図 4に凍

結A-PVA溶液に関する波形解析および統計計算より得られた共鳴

線の相対強度を示す。ここで、黒い縦棒は波形解析、中空の縦棒

は計算による分率を示している。ここで、計算値と実測値は非常

に良い一致を示す瓦および f.値を求めることができた。よって、

統計的取り扱いが妥当であり、凍結溶液中での分子内水素結合お

よびコンホメーションの解析方法として非常に有効であることを

明らかにした。

イソタクチック PVAの凍結 DMSO-ぬ溶液および凍結水溶液に

関して同様に解析を行った。 LI.PVAに関しては計算値と実誤1]値は

ある程度の一致を示した。しかし、 mm分率の高い MI-PVA、

HI-PVAに関して両凍結溶液について良い一致は得られなかった。

凍結 DMSO-ぬ溶液の場合、共鳴線 5，6の強度が HI-PVA、MI-PVA

で著しく大きく、凍結水溶液の場合には共鳴線 2，3，4，5の強度が強

くHI-PVAで現われた。これより、凍結溶液中で上記の共鳴線に

対応するコンホメーションが優先的に形成されるためと考えられ

る。したがって、統計的取り扱いが適用できない系と推測される。

また発表では、急冷凍結 PVA溶液に関する測定および解析結果

についても報告する予定である。

参考文献

Figure 3 Lineshape analysis of the CH 
lin巴sof frozen A:PVA solutions (a) 
DMSO-d6 and (b) H20. The brok巴nlin巴
indicates thc composite curve of alllines 
shown by solid lines 

H20 

!t=0.96 

ん=0.69

!t=0.82 

!a=0.41 

12345 6 7 8 9 

Line 

Fig. 4 The histograms for the observed 
and calculated mass fractions for CH 
resonacne line in the frozen A-PV A 
solutions 

1) Horii， F.， Hu， S.， Ito， T.， Odani， H.， Kitamaru， R.， Matsuzawa， S. and Yamamura， K.， Polymer 1992， 33， 

2299 

2) Horii， F.， Masuda， K. and K勾i，H.， Macromolecules 1996， 30， 2519 
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P120 ニトロアニリン類の 13 C C P /M  A S N M R 

スベクトルにおける 14Nの影響

(物質研) 林繁信

14N effects on 13C CP瓜l1ASNMR spectra of nitroanilines 

(N ational Institute of Materials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi 

The signal of 13C adjacent to amono and nitro groups is splitted in加 twopeaks with an 

intensity ratio of 1:2 theoretically. However， the apparent signal intensities of 1:1 were 

often observed. The signal patterns were simulated successfully， assuming different line 

shapes and widths for the two peaks. 

ニトロアニリン類の 13C CP /MAS NMRスペクトルを測定すると、アミノ基およびニト

ロ基の根元の炭素のシグナルが2つに分裂することはよく知られている。これは、 14Nが四極核

であるため13C_14N閣の双極子相互作用がマジック角回転によって完全には平均イじされない

ためである。理論的には、相手核が 1=1の場合 1: 2の強度を持つ2つのピークに分裂する。

ところが、種々のニトロアニリン類の 13Cスペクトルの中に、 1: 2の強度では説明できないよ

うなパターンがあることを前回報告したlh前回は、置換基の種類や温度によってパターンが変

化することを報告したが、今回は、パターンのシミュレーシヨンを行い、何が原因となっている

のかについて考察を加えた。

実験 13 C C P /MA S N M R測定には、ブルカ-ASX 200 (測定周波数 50. 32 

MHz)を用いた。スペクトルパターンのシミュレーションは、自作のプログラムを用いてNE

C PC9801パソコンで行った。

結果及び考察 F i g. 1の左半分に、 50. 3 2 MH  zで測定した 2-メチル-4-ニトロ

アニリンのスベクトルのアミノ基のシグナルを示した。 1=1の核種と結合した13Cのシグナル

が2つに分裂するのは、 ms=Oと:!:1との2つに分裂するためであり、理論強度比は 1: 2と

なるはずである。ところが、図に示したように、室温以下では見かけ上ほぽ 1: 1の強度比を持

つ2つのピークに分裂している。室温以上では、しだいに 1: 2の理論強度比を持つパターンへ

と変化していった。

シグナル強度のコンタクト時間依存性及ぴ13Cスピンー格子緩和時閣の測定を行ったが、分裂

した各成分において、 CPの効率や T1に違いは見られなかった。

スペクトルパターンを詳細に検討すると、 2つの成分の線幅に違いがあることがわかる。そこ

ニトロアニリン、 13 C C P /M  A S N M R、核四極相互作用、固体NMR

はやし しげのぷ

Fhυ 
T
4
 

4
 



で、各成分に別々のブロードニングファクターを

設定してスペクトルシミュレーションを行った。

ブロードニングファクターとしては、ガウス型と

ローレンツ型を仮定した。ところが、単一の線形

では実測スペクトルを再現することができず、ガ

ウス型とローレンツ型を混在させ、各成分に異な

った混在率と線幅を与えることによって実測ス

ペクトルを再現できた。なお、 ms=+1とー l

37.0K 

については同じ線形と線帽を持つと仮定した。シ 320K 

ミュレーションスペクトルを Fi g. 1の右半分

に示した。 1: 1の強度比を持つように見えるス

ペクトルでも、本当は 1: 2の強度比を持ってお

り、線幅や線形が異なるために見かけ上 1: 1に 220K 

なっていることがわかった。

F i g. 2に、各成分の線幅の温度依存性を示

した。 14Nの状態、ひいてはアミノ基の運動に

。bsd. Calcd. 

160 156 1:52 160 156 1.5:2 
PP'_ ". 

関係した温度依存性だと考えられる。 Fig.1. 13C CP瓜I1ASNMR spectra of 2・

アミノ基ほど顕著ではないが、ニトロ基の根元 methyl-4・nitroanilineat 50.32 MHz and 

の炭素も各成分の線形や線幅が異なっていた。 theirsimulated spectra. 

当日は他のニトロアニリン類についてもシミ

ユレーション結果を報告する予定である。

文献: 1)林、 1996年分子構造総合討論会予稿集
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P121 ジアミド配位子 (ppda)を有する金属鉛体の国体NMR法による
ダイナミックス研究

(神奈川大工1、愛媛大理2)0高山俊夫l、田村将銘Z、梶川裕治2、
東長尾2

A Dynamic Study of Diamido-Rigand (ppda)-Containning Pd and Ni complexcs 

by Solid Statc NMR 

OToshio Takayama 1， Masana Tamura 2， Yuji Kajikawa 2， and Nagao Azuma 2 
(1 Department of Appli民edCαh 巴mi討st仕ry，Ka叩nagawaUn凶iルV巴釘rs凶S討itザy，Yokohama何;2 Dcpartmcnt () 

Material Cαhe児巴mi副s針tr庁y，Ehime University， Matuyama) 
The solid state NMR巴xp巴rimentshavc succcssfully providcd vcry uscful information about 

structur巴 anddynamics of m巴taliccomplexes. In this work， we study structural and dynamic 

analyses of Diamido-Rigand (ppda)-Containning Pd and Ni Compl巴xcsin the solid statc by 

m巴ansof 13 C CP /MAS NMR sp巴ctroscopy.[Pd(ppda)]. H20 and [Ni(ppda)]・H20consist of 

square planar forms.τ'he molecular叩 otionalratc of the bridged propyl巴ne(-CH2-CH2-CH2-) 

carbones for [Pd(ppda)] . H20 at 250C is about 10内 wherecan bc decidcd from the thcory 

describing th巴linebroadening introduced when the rat巴ofmol巴cularmotion is equal to th巴

proton d 巴coupling field strength， but [Ni(ppda)] . H20 does not display th 巴 lin 巴bro伐仰a汎刈Idcn巾m

at saロ1巴te口lp巴rature.

1) 緒論
[Pd(ppda) ](ppda:N .N'-bis(picolinoyl)-1.3・propandiamine)錯体 (Fig.1)は平面性の高い

PdN4型構造をとっているが、架橋プロパン鎖の中央の炭素原子はディスオーダ-してい

ることが単結晶のX線構造解析の結果から分かった。このディスオーダーがどの温度範
囲で示すのかを解明することは大変興味深い。また、同じdR電子配置を有しPd(II)より

イオン半径の小さいNi(II)からなる[Ni(ppda)]錯体との比較も興味深い。しかし、広い
温度範囲での単結晶X線測定は多大いなる困難を伴う。そこで、本錯体のダイナミッ

クスを固体NMR法を用いて明らかにすることは大変有用であると考えられる。
2) 実験
2-1 錯体合成:[Pd(ppda)] . H20は

H2ppdaとPdC12の水溶液から風解性の

細い針状結品として得られた。
溶液のpHを0.5から13まで変化さ

せても同じ錯体が得られた。
[Ni(ppda)]・H20もNiC12から同様に

合成した。
2-2 固体高分解能NMR測定.

JEOLEX270装置を用いて 13C，15N

(natural)核観測周波数 67.8，27.25 

MHz，基準物質としてTMS，

NH4N03(δ==0.0)を用いた。
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250 200 150 100 50 0 -50 
13 FiQ.2 Temperature dependence l~C CP/門ASN門R

spectra of [Ni(ppda)]H20. 

3)結果と考察
[Ni(ppda)] . HzOの温度可変BC/CPMASNMRスペクトルを Fig.2に示す。ピ単クの

帰属(一部)とその化学シフト値を250Cのスペクトルに記した。 -60
0

Cで・はプロープか
らのパックグランド(B.G.)が大きくなったが、ピークは確認された。低い温度での線

i隔の増大を除けば25~-60OCの温度範囲でシグナルの化学シフトに変化がなかった。
このことは [Ni(ppda)] ・ HzOはこの温度範聞で}ji_M~性体で構造に変化がないことを示
している。また、 15N化学シフト (250C)はNlδ=101.3， N2δ= 196.0であった。

次に、 [Pd(ppda)]• HzOについて述べる。 15N化学シフト.(lOOOC)はN1δ=109.7，
N2δ=199.1であった。この値は温度の違いを考慮、しても[Ni(ppda)]・HzOとほぼ同じで

あり、同じ配位構造をしていることを示している。次に、温度可変13C/CPMASNMR 

スペクトルο50C13C without CP共)をFig.3に示す。ピ"クの帰属(一部)と化学シフト値
をlOOOCと250C(withoutCP)のスペクトルに記した。その結果、 2SOC(withoutCP)と
[Ni(ppda)] . Hz0250Cの化学シフトの値はほぼ同じであった。これはNi(II)とPd(Il)の

イオン半径の違いによる配位子炭素の化学シフトに相違がないことを示している。
また、ピリジン環部分C2~C5炭素の化学シフトが[Ni(ppda)] . HzOとは異なっていた。

。。
守
1
1ム

必パ
τ



これは各錯体のピリジン環の結合距離や角度が典なっていることを示している。次
に、 100

0
Cでは[Pd(ppda)]• HzOのC1，C6，C7，CX炭素の化学シフトが低磁場シフトした。

これは熱振動によって結合距離や角度が変ったことが起因していると思われる。
50と25

0
CのCP/MASスペクトルに注目すると、プロパン鎖のC7，CH炭素のスペクトルの

S川が極端に悪くなっている。これは、①13Cwithout CP 25
0
CNMRスペクトルが|明瞭

なピクを示したこと、②25
0
CCP/

MASスペクトルで不明瞭であった
プロパン鎖のピークが再びOOCのCP/

MASスペクトルでは明瞭になった
ことから、プロパン鎖C7，C8炭素
の分子運動による C-H双極子ー
双極子相互作用の変調速度
俳句10-吋 がlHデカップリング磁場

強度と同じ程度になったことを示
している。このことはX線回折法
による架橋プロパン鎖の中央の炭
素原子がディスオーダー構造 (Fig.4)
を取っていることを暗示している
もと思われる。

[Pd(ppda)] • HzOのプロパン鎖が

室温近くで約10内の運動をしてい

るのに対し [Ni(ppda)]・HzOの室温

でーのプロパン鎖は同じ運動速度を

1000c 

示さなかった。これはNi(II)とPd(II) ~ ~VV ó=16ã~9 

の特性の違い、即ち(1)電子拡大系列
wlthout CP 

によればNi(II)はPd(II)よりd殻の広 問。c

がりが小さく共有結合性が弱まって F 

し、る、 (2)HSAB (Hard and Soft Acids 

and Bas巴s)からは Pd-Nは結合性が

弱いのに対して Ni-Nは結合性が強い、。OC
等の理由からM-N-C-C-C-N6員環

の結合角や距離に違いを生じさせて
いることによると思われる。

o=43.6 

詳しくは緩和時間(Tl)測定を行

なって明らかにする。

250 200 15U 100 50 0 
13 C o/ppm 

13 Flg，3 Temperature dependence 1JC CP/門ASNMR 

-50 

13 spectra of [Pd(ppda)JH20(wlth 1JC wlthout 

Flg，句 Perspectlvevlew of [Pd(ppda)]H20 Includlng 

the otαn-n凶nberlngsch剖le，

CP spectrum at 250C. 
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P122 AgxCu1-x'のイオン伝導相および超イオン伝導相にお
ける Cu核の国体 NMR

金 沢 大 理

東工大工

0木村潤子、水野元博、遠藤一央、須原正彦

黒木重樹

lonic and Superior】icConduct Phases of AgxCu1-) by Solid Cu 

NMR 

Junko Kimura 1， Motohiro Mizuno 1， Kazunaka Endo 1， Masahiko Suhara 1 and 

Shigeki Kuroki2 

1Department of Chemistry， Faculty of Science， Kanazawa University and 

2T okyo Institute of T echnology 

Abstract 

63CU NMR and X-ray diffraction have been used to perform a structure analysis 

of mixed crystal Ag，pu1_) in the temperature range of -100 to 250o
C. We 

observed two sites of signals of 63CU nuclei which correspond to the tetrahedral 

and octahedral centers in the temperature range of r -to-αphase transition. 

序
Aglは室温で閃亜鉛鉱構造の y相であり、 146

0

C以上でイ本心立方構造の超イ

オン伝導状態α相に相転移することが知られているが、 Ag核の固体 NMRは

低感度で緩和時聞が長いため観測されていない。そこで、我々は CulとAglの

完全国溶体を作製し、結晶相の相転移を 63CU核の NMR観測から試みた。室

温における Ag，pu1_)の構造は、正図面体の中心に Cuまたは Agが存在し、 4

個の lが頂点に存在する(4配位)。これに対し超イオン伝導状態では、立方体

の中心に Cuまたは Agが存在し、各側面の中心に iが6個配位した(6配位)

α相に転移する。この相転移による構造の変化をNMRで分離する事ができた。

また X線回折より、 AιCu1_)の格子定数とケミカルシフトの関係を考察した。

完全国溶体、ケミカルシフト、相転移、結晶構造、 AιCu1_)

きむらじゅんこ、みずのもとひろ、えんどうかづなか、すはらまさひこ、くろきしげき

-420ー



実験
①試料の作成
Aglと Culをそれぞれ規定(x=0.75"'0.99)のモル比で混合し、電気炉により

6500Cで加熱した。生成した試料を乳鉢で、すりつぶし、パウダー状にした。

② 63CU-NMR 

Chemagnetics社製 CMX-300スペクト口メータを用い、観測周波数 79.12MHz

で測定した。

ケミカルシフトは Culを基準とした。

③粉末 X線回折

理学 RINT1200を用いた。
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結果および考察
①粉末X線回折

Fig.1 rこ室温における AιCu1_)

(x=0.75，0.85，0.99)の粉末X線回

折パターンを示す。これらのパ

ターンは試料の構造が閃E鉛

鉱構造であることを示している

[1]。これらの回折パターンから

求めた格子定数と Agl濃度に

対してのプロットを Fig.2に示

す。格子定数が Agl濃度に

対し Vegard則に従っているこ

とから、これらの試料が完全国

溶体であるといえる[2]。

同

X-ray diffraction patterns of AιCu1_) 

(x =0.75， 0.85， 0.99). 
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10QOC 

50 0 -50 -100-150-200-250-300 50 0 -50 -100-150-200-250-300 
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Fig.3 63CU NMR spectra of A&.95CU0051 . 

②63CU-NMRスペクトル

Fi-g.3にA&.95CUO.051の63CUNMRスペクトルの測定温度 (a)-50""' 250
0

C および

(b)170""' 175
0
Cを示した。 Fig.3(a)のスペクトルは温度の上昇と共に高磁場側

にシフトしている。この結果は、 Olsenらによる(Agl)0.6(AgPO) 0.4における 109Ag

NMRの-85""'500Cで、観測された高磁場シフトに対応している[3]0 Fig.3 (b)では、

相転移温度における 2種のシグナルを観測できた。低磁場側のシグナルは Td

の中心に存在する Cu核に対応するもので、温度 170""'1 75
0
Cの変化に対し、

ピーク強度が極端に小さくなることがわかる。これに対し高磁場側のシグ、ナル

はOhの中心にある Cu核に対応し、同じ温度範囲で強度が増大する結果が得
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られた。この結果は AιCu1_)の導電率の研究[4]から得られた y相から α相に

相転移する構造と対応するもので、 63CUNMRでは 2種の構造を明確に観測で

きたわけである。 AιCu1_)C0.75~玉 x く 1.00)の超イオン伝導体の α 相における
63CUのシグナル[Fig.3(a)の200および 250

0
Cのスペクトル]は線形解析の結果

Lorentz型が支配的で、あった。これは超イオン伝導体では、 Cuサイトが液体状

態に近い挙動をしていると考えられ、緩和時間の解析からも T1および T2が等

しいことを確かめた。 Fig.4に 63CUのケミカルシフト測定から得た AgxCu1_)

(0.75豆xく1.00)の相図を示した。これはれloltingによるX線回折から得られた相

図とかなりよく一致している[5)。

③63CU-NMRケミカルシフト

Fig.5に、 x= 0.95及び x= 0.75試料の 63CU-NMRスペクトルにおけるケミカル

シフトの温度依存性を示す。どの試料も温度上昇に従い、ケミカルシフトは高

磁場側にシフトすることがわかった。このケミカルシフトの原因として、|の 5p軌

道から Cuの 4sと4pの空軌道に電子の寄与があり、それに対して Cuの3d

軌道から lの 5p軌道にバックドネーションが生ずる。このために Cuの 3d軌道

にholeができる[6)。これが高磁場シフトの主たる原因である。
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P123 回イ本19F-MAS-NMRを用いた

合フッ素芳香族化合物の解析

(東工大工) 0中村邦彦・安藤慎治・安藤勲

(日本電子) 杉沢寿志

Analysis of Fluoroaromatic Compounds by 19F MAS NMR in Solid 

OKunihiko Nakamura"， Shinji Ando"， Isao Ando'!， Hisashi Sugisawa2) 

'Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology. "JEOL 

19F MAS NMR measurements were carri吋 outfor the polycrystalline samples of 

octaf1uoronaphthalene and tetraf1uoro-l ，4-benzoquinon巴.Octaf1uoronaphthalene showed four 

different peaks. It indicated that there are two diffl巴rentmolecules in a unit lattice. Variable 

temperature measurements were also carried out and th巴principalvalues of '9F cheuucal shift 

tensor were deteruuned using the method of Herzfeld and Berger. Molecular motion was 

discussed from the behavior of the chemical shift tensor. 

【緒言】

ポリテトラフルオロエチレン(テフロン[ーCF2-CFz-]n) に代表されるように、含

フッ素高分子は、低吸水性・低誘電率・援水援油'性・化学的安定性・熱的安定

性・難燃性などの優れた特性を示す。また、耐熱性高分子であるポリイミドに

フッ素を導入したフッ素化ポリイミドは、既存のポリイミドに比べて、可視領域

における透明性や非晶性が高く、耐熱性工学材料として優れた特性を示す。含

フッ素高分子は、きわめて有用な高分子にも関わらず、一部のものを除いて不溶

不融であるため、高温での分子構造の変化や固体状態、におけるコンホメーショ

シ、及び、その電子状態については未だに明らかになっていない。

本研究では、上記の含フッ素高分子の立体構造解析への掛け橋として、含フッ

素芳香族化合物を高速回転国体円F-MAS-NMRを用いて測定し、そのスピニングサ

イドバンド解析により、このフッ素核の化学シフトテンソルの値を正確に決定

し、ここから、含フッ素化芳香族化合物の分子運動の解明を行うことを目的とす

る。

19F-NMR/MAS/国体/フッ素

なかむらくにひこ・あんどうしんじ・あんどういさお・すぎさわひさし
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【実験】

本研究では、含フッ素芳香族化合物として、 Aldrich社製のオクタフルオロナフ

タレン・テトラフルオロー1，4-ベンゾキノンを、昇華精製して用いた。測定は、

Chemagnetics社製のCNM-CMX 300MHzを用い、 170K~370Kの範囲で温度を変え

て行った。外部基準として、ヘキサフルオロベンゼン (-164.9ppm) を用い、

CFCb (Oppm) に換算した。得られたスベクトルからの化学シフトテンソルの主

値の算出には、日erzfeldとBergerによって発表された方法(1)を用いた。

【結果】

-300 -200 -100 

ppm 

Figure 1.'ヤMASNMR spectra of 

OctatluoronaphthaJene 

。

(Spinning speed 15kHz. 300K) 

Figure 2. Projection of the low phase s佐uctureon 

on to the (010) plane. Molecules drawn 

with open circles are displaced by 1I2b 

towards the observe (Ref. 4) 

オクタフルオロナフタレンは、溶液のNMRでは 2本のピークが見られるが、固

体のNMRではピークが4本見られる。これは、結晶格子中に環境の異なる 2つの

分子が存在するためである。 (Figure.l，Figure.2) 
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Figure 3. 19F MAS NMR spectra of 

Octafluoronaphthalene 

(Spinning speed 15kHz. 200K) 
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Figure 5山Fchemical shift tensor as a function of 

temperature for Tetrafluorobenzoquinone 

温度を変えて、オクタフルオロナフタレン・テトラフルオロベンゾキノンを測

定したところ、オクタフルオロナフタレンは200K付近でスペクトルが急激に変化

(Figure 3) し、テトラフルオロベンゾキノンの化学シフトテンソルは、以前に測

られた 2次モーメント (Figure4) から予想される振る舞いと異なった振る舞いを

示した。 (Figure5) 

また、当日は、オクタフルオロナフタレン・テトラフルオロベンゾキノンの運

動性についても発表する予定である。
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P124 固体NMRの光反応過程の研究への応用

(京大理)0中村新治、竹腰清乃理、寺尾武彦

Solid -state Photodimerization of 9-Methylanthracene 

As Studied by Solid-State 13C NMR 

Shinji Nakamura， Kiyonori Takegoshi， Takehiko Terao 

Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Kyoto University， 

Kyoto 606-01，Japan 

To specify the locus of reaction in the solid-state phot旬od副lme目rlロza抗tiぬon札1，a microscopic domain 

structure of So叫li姐d9仏-me叫thy同rlant出hrac白ene児e(9

solid-state NMR. The pho叫tod出lme目rl白za叫tiωonof9 

crystal lattice， however， the spin-di伍lsiondata shows that 9・MAdimer forms a domain 

structure on the order of 100nm. 

1.はじめに

反応が溶液で起きる場合と固体で起きる場合とでは反応生成物が異なる場合があることが知ら

れている。それは、溶液反応の場合、分子はランダムに衝突して、反応生成物は反応分子自身の

静電的性質により決るのに対して、固体反応では格子構造中の分子の相対配向により反応生成物

が決るからと説明されている。そのような例として、ジアセチレン置換体における結晶相重合反

応がX線回折法を用いて研究されている。それによると反応する二重結合が O.4nm以内にあり、

結合が平行に近い場合に高重合性となることが示され、結晶格子中の配向が反応の大きな要因で

あることが示された。ジアセチレン置換体の重合反応は結晶構造を保ったまま進むためにX線回

折法が適用できたが、他の多くの固相反応においては、反応途中で結晶構造が破壊されるために

X線回折法の適用は難しい。

結晶には理想的な繰り返しを持つ構造ばかりでなく、結晶表面、格子欠陥、反応物生成による

結晶の査みなどがある。光による二量化反応の場合に、これらの部位は吸収した光エネノレギーの

トラップとして働く可能性があるので、反応がこれらの場所で起きれば単量体の配列から予想さ

れた生成物とは違うものができることもある。従来は、反応生成物が結晶構造からの予想したも

のと一致しない場合には格子欠陥で反応が進むと説明されてきた。しかし、反応生成物が予想さ

れたものと一致したとしても、もちろん、格子欠陥で反応が起こったのではない、ということに

はならない。反応生成物の予想/制御という立場から考えると、反応の場所が (1)結晶の特異点、

キーワード :9・メチルアントラセン・光化学反応・二量化・スピン拡散・ 13CNMR 

なかむらしんじ・たけごしきよのり・てらおたけひこ
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例えば、格子欠陥で起こるのか、 (2)光を吸収したランダムな部位で起こるのかを明らかにする

ことは重要である。

そこで上記の問題を解明することを目的として、 9ーメチルアントラセン(9・MA)の二量化反

応(図 1)におけるこ量体の微視的分布構造を、国体NMRを用いて研究した。 9.MAは結晶の単

量体の配向から予想、されるこ量体の構造と実際の生成物が一致している上に、分子聞の距離が 0.4

nm以内にあり、単量体の配向も二量体の構造に近いために、反応は結晶中のランダムな部位で

起きていると思われていた。しかしながら、はっきりした分光学的な根拠はない。そこで lHの

スピン拡散を測定して二量体のドメイン構造を調べた。

a) 一、‘，ノLU
 

ー惨

Fig. 1 Stl'ucture of a) monomer(M) and b) trans.dimer(D) 

2.実験

9・MAの固相反応はヘキサンから再結晶化したものを乳鉢で粉末にして、水に懸濁させて激

しく撹梓しながら高圧水銀ランプの光を照射して行った。

NMR測定は Chemagnetic自社製 CMX300分光計により行った。 T1はinversionrecovery法(I

R法)で測定した。

3結果と考察

図2は下から照射時聞が a)0、b)30分、 c)240分の 9・MAの13Cスペクトルを示す。

a)は純粋な単量体のスベクトル。 b)では単量体と二量体が半々位の混合物になっている。二量

体のピークとして 25.5ppm、51.2ppm、64.9ppmにメチル基、四級炭素、メチン基が観測され

た。メチル基の線幅はかなり広いがこれは水素橋頭位により回転運動が束縛されているためと考

えられる。 c)ではほぼ 100%二量体になっていると思われる。

図3に IR法により得られた磁化の減表を示す。異なる分子聞のスピン拡散を考慮にいれたT1

曲線の計算を行うのにいろいろなモデルがあるが、ここでは最も単純な二相モデルを採用した。

単量体をM，二量体を Dとしたときの各々の lH磁化の IR法下での緩和曲線は

A(t) = a+ef+t + a_er_t 

B(t) = b+ef+t + b_eu 
、、.ノ

冒

I，，.‘、

と、得られる。

ここで、

fr = 1/ 2[一(KD+KM 十人)土R]

ar = Ao[l:tR-I(KM +kc -KD)] 
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b:t =Bo[liW1(Ko +kc -KM)] 

R = {[(Ko一KM)+(fo-fM)kc1
2 +4fofMkc2}1I2 (2) 

A。、 B。は t=Oにおける信号強度。 KD、KMとι、fMはそれぞれ成分 D、M の緩和速度、スピン

濃度分率、そして kcは交差緩和速度である。 KD、KMは単量体および 240分照射した二量体よ

り測定したもの(KD=0.09036S -1、KM=0.00655S -1)を用いた。

a) 

CHofD 

、，y
'hu 

CH30fM 

200 150 100 

Chemical Shift/ppm 

50 。

Fig. 2 13C solid-state NMR spectra for 9・MA. a) pure monomer， b) 9・MA

irradiated for 30 minutes， c) 9-MA for 4 hour. M and D written in the Fig. stand for 

monomer and dimer， respectively. 

図 3の直線は反応前の単量体の緩和曲線を、点線および破線は 10分、 240分照射のときに，

k c> f D， f Mを変数として式(1)でフィットした曲線をあらわしている。観測値と計算値は良い

一致をしている。

10分照射した後のDの緩和曲線では、約 15秒で曲線の傾きが変わっており、二量体ドメイン

の存在を示している。拡散定数を D=8X 10-16 m2/sと仮定してドメインサイズを見積もると、約

100nmであった。さらに、いろいろな照射時間での緩和曲線の解析からドメインが大きくなっ

ていく様子が観測された。これは二量化反応が結晶の格子欠陥部位で起こり、さらに二量体生成

に伴って形成された周辺の格子欠陥部位で反応が起こり、 ドメインが成長していることを示して

いる。 9-MAにおいて固体の二量化反応における上記の準経験則が「一見」成立しているように

みえるのは、単にトランス型がシス型よりも安定だからであるからと考えられ、固体反応におい

て結晶構造により反応生成物の構造を制御/予想することは難しいことが示された。
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Fig. 3 The lH T 1 Relaxation curve for 9・MA(M)and the photodimerized 9・MA(D).P(t) 

denotes the normalized intensity. The solid line， the dotted lines and the broken line 

represent the best-fit curve using eqs.(l) and (2) for pure 9-MA， the photo-irradiated 

solid for 10 minutes and those for 4 fours， respectively， 
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P125 Ag-Yゼオライトにおけるプロトンの動的挙動と触媒作用
(東工大・工)0馬場俊秀、小松法仁、森川有紀、小野嘉夫
(日本電子〉杉沢寿志 (ジャパンエナジー)高橋俊朗)

Dynamic and Catalytic Property of protons in Ag-Y Zeolite， 
(Tokyo Institute of Technology) Toshihide Baba， N orito K omatsu， Yuki Morikawa叩 dYoshio 
Ono， (JEOL) Hisashi Sugisawa， (Japan En時 y)Toshiro Takahashi. 
A temperaωre dependent ~ine-shape of protons in Ag-Y and Ag3PW12040 w描 examineda t a 

tempera印rerange between 25組 d200oC. Ag-Y generated two kinds of protons when Ag-Y 
was reduced with hydrogen. The line widths of白etwo kinds of protons broadened and the 
peak approached each other upon rasing temperature.百leymerged into one peak around 180"C 
. These result show白ata proton exchange reaction proceeds between two kinds of protons. 

Ag3PW12040 also generated two kinds of protons by reducing it with hydrogen. The proωn 

exchange reaction between two kinds of protons proceeded描 well泊Ag-Y，while tempera加re

dependen∞of the line width was not observed for parent acid H3PW12040・

1 )緒言

講演者らはプロトン交換ZSM・5ゼオライトのプロトンの運動性が触媒活性に影響を及ぼす
ことを既に報告している。プロトン交換 ZSM-5ゼオライトばかりでなく任Yゼオライトや
H3PW12040の固体酸性は酸性 OH基に帰国する。これらの触媒は nヘキサンをはじめ種々

の反応に固体酸触媒として高い活性を示す。 一方、 H+がAg+イオンであるAg-Yゼオライ
トやAg3PW1Z04Qの酸性は、Ag+イオンが水素で還元されることによって発現する。

Ag+ + 1/2 ~→ AgO + H+ 

このとき、触媒活性は水素が共存することによって飛躍的に増大し、 H-Yゼオライトや
H3PW1204Qの活性よりも高い活性を示す。そこで本研究ではこれらの固体酸中のプロトンの

性質、特にプロトンの運動性を温度可変 lHMASNMRによって調べた。

2)実験

Ag-YゼオライトはNa-YゼオライトをAgN03溶液を用いて、イオン交換法によって

調製した。Ag3PW12 040はH3PW12040とAg2C03との中和反応によって調製した。

lH MAS NMR測定は、 ChemagneticsCMX -Infmityを用い、試料をガラスアンプル中

に封管することによって行った。測定温度は室温から100
0

Cまたは200
0

Cである。

3)実験結果

Ag-Yのプロトンの性質

Ag-Yを水素で還元した後、水素共存下でlHMASNMRを測定した。室温では酸性プロト
ンに帰国したプロトンが 4.6ppmと4.0ppmに観測される(図 1)。 前者は図2に示したソー
ダライトケージに、後者はスーパーケージに存在するプロトンである。こうしたプロトンの

ケミカルシフトは、 H-Y型ゼオライトのプロトンも同じケミカルシフトを示す為に殆ど区別
がつかない。水素共存下で測定温度を上げて測定したところ、室温付近で観測されていた2
本のピークは180"C付近では 1本のピークに変化した。このことは二種類のプロトン間で交
換を起こしていることを示している。こうした現象に対して、 H-Y型ゼ、オライトの酸性プロ

ゼオライト、 lHMASNMR、運動性、水素還元

ばばとしひで、こまつのりと、もりかわゆき、おのよしお、すぎさわひさし、たかはしとしろう
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図2 S仕印刷reof Y-zeolite 

図 1 lH MAS NMR spectra of Ag-Y 

reduced with hydrogen 

トンに帰国するピークの線形には、温度を変化させても大きな変化が観測されない。従っ
て、 Ag-Yに発現したプロトンはH-Yのプロトンの性質と異なることを示している。先に述べ
たH-ZSMδ の結果を考えると、 Ag-Yに発現したプロトンはおそらく運動性が高く、容易に
交換反応をおこすものと思われる。

部分的に還元したAg3PW12040のプロトンの性質

Ag3PW12040のプロトンも Ag-Yゼオライトの場合と同じ様に、銀イオンが水素によって

還元されることによって発現する。 lHMAS NMRで測定すると、発現したプロトンのピー
クが 9.2ppmと6.4ppmに観測される。ここで6.4ppmに観測されるプロトンは水素が共存する

ときにだけ観測され、その量は水素の圧力の変化によって可逆的に変化する。言い換える
と、水素が共存すると6.4ppmのプロトンが観測される。測定温度を上げてlHMAS NMRを
測定したときのスペクトル変化を図 3に示した。水素共存下で‘昇温すると 2種類のプロトン
の聞で交換がおこる。
一方水素が共存しない場合には、 9.2ppmのプロトンだけが

観測される。この時、温度を高くしてlHMAS NMRを測定し

でもそのピークの線形は殆ど変化しない。これはプロトン同
士の交換が起こるときには、 6.4ppmのプロトンが 9.2ppmの

プロトンの所に移動することによって交換を起こしているこ
とを示している。
H3PW12040のプロトンのケミカルシフトは 9.0ppmで、あっ

た。このピークの線形は、温度を上げて測定しても線形は100
OCでは室温と同じであった。これはH3PW12040のプロトンの

運動性は Ag3PW12040のそれに比べ低いことを示してL喝。

水素で還元した Ag3PW12040を用いて、ヘキサンの異性化

反応には 9.2ppmのプロトンは触媒活性を示さず、 6.4ppmの セ竺竺
プロトンだけが活性を示す。 H3PW12040自身の活性よりも水 2. 日 間山

素で還元した Ag3PW12 040の活性は高いものであった。こう

した触媒系においても運動性の高いプロトンは高い活性を示
している。
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吉岡澄江 P98 Schlessinger J. P45 
吉岡澄江 P99 Sharf Y. 3Ll2 
古川宏起 P72 Shinar H. 3Ll2 
吉田圭一 P47 Sun B.-Q. P82 
吉田賢右 P29 Tong K. PI4 
吉野明広 P56 Valentine K. PI7 
吉野明広 P57 Vashcher】koA. P62 
吉水広明 PIOO Williamson M.P. P32 
吉村祥子 P34 Williamson M.P. P68 

(わ)

若松馨 PIIO 
若松馨 PI5 
若松馨 P22 
和田敬四郎 P41 
渡部徳子 3L9 
渡部徳、子 PII5 
渡辺尚彦 P59 
渡遁英宏 P77 
j度;金英宏 P80 

(A-Z) 
Afonin A. P62 
Batt C.A. IL3 
Benedict C. PI04 
Billah M.M. P48 
Bluemich B. 3L10 
Blu巴mlerP. 3L10 
Conroy M.J. P68 
Dubovskii P. lL1 
Griffin R.G. P82 
Hazlewood C.F. P75 
Heger A. P21 
Hunter C.N. P68 
回 栄浩 P12 
Kalbitzer H.R. ILl 
Langer U. PI04 
李奉振 lL9 
李俊 P58 
李華 ILI 
李華 P30 
Limbach H. H. PI04 
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キーワード索引 c-Myb P28 
C60 P112 

βサブユニット P29 CBP P46 
βーシート lL6 Chemical Shift P60 
βラクトグロプリン lL3 chemical shift P82 
y-gauche効果 P119 chemical shift perturbation P21 
χ1角 lL4 chloramphenicol lL7 
[1-13C]グルコース P80 Coupled Hartree-Fock P60 

[2-2H]-Dグルコース P54 CRAMPS P89 
2次モーメント P105 CRE結合蛋由貿 P18 
2次元NMR P61 CREB P46 
2次元NMR P67 CRP lL9 
2次元NMR P81 CSA P82 
2次元NMR P84 CSA P83 
2重螺旋構造 P115 CT-HMBC P7 
3ーヒドロキシブタン酸のオリゴマー P58 
3次元構造決定法 P85 (D) 
9ーメチルアントラセン P124 Database P51 

Dehydration P96 
(A) Der f 2 lL12 

ab initio P62 DFT P62 
Ada蛋白質 P27 Diffusion lL2 
ADP P2 Diffusion Coefficient 3L7 
AgxCUI_) P122 DNA P42 
Aggregation lL2 DNA P61 
APC P40 DNA結合タンパク質 1L10 
Aptotoxin VII P20 DNA結合ドメイン P33 
ARP P36 DNA結合ドメイン P34 
ATFl P31 DNA結合領域 P28 

DNA認識 P27 
(B) DNA-Protein interaction P12 

Berberine P49 DOR P88 
DSP P70 

(C) 
J3C P83 (E) 
日CCP/MASNMR P96 editing P3 
13C CP/MASNMR P120 enkephalin P85 
"c NMR P57 EnvZ P14 
J3Cスピン拡散 3L6 Eu f 3L9 
J3C化学シフトマップ P32 
J3C化学シフト異方性 P118 (F) 
J3CNMR P51 '9FNMR P116 
J3CNMR化学シフト P95 '9F-NMR P123 
13C 3L5 19F and 7Li NMR 3L7 
13C P80 fMRI P72 
13C NMR P124 
13Cラベル P53 (G) 
13C化学シフトテンソル 3L3 Gel electrolyte 3L7 
13C化学シフトテンソル PI07 GlcNAc P17 
13C-MRS&I P77 GlcNAc(Nーアセチルグルコサミン) P48 
C-I027 P61 Gradient lL2 



Grb2 P45 molecular docking P21 
MQ-MAS P88 

(H) MRスペクトロスコピー P80 
'HMASNMR P125 MRl P70 
'HNMR P56 MRI P73 
'HNMR P57 Multiconformation解析 P66 
'H-NMR lL6 
'H-NMR P104 (N) 
'H-NMRイメージング P75 '5N CPMAS NMR P94 
'HNMR P51 '5N化学シフト P94 
'HT.， P101 15N-NMR Pll0 
lH 3L7 NHO水素結合 P104 
lHNMR P48 NMR lL8 
lH観測法 P77 NMR 3L9 
“H-MAS-NMR P109 NMR P16 
"H-NMR P1l7 NMR P33 
H+-ATP合成酵素 P29 NMR P36 
H-H交換 PlO NMR P6 
hDLG P40 NMR P64 
Heteronuclear NMR P40 NMR P65 
HETLOC P3 NMRイメージング 3Lll 
His P29 NMRイメージング P70 
HIV-2 P16 NMRイメージング P71 
HMBC P58 NMRイメージング P74 
hnRNP lUヨ NMRイメージング P79 
Home page P51 NMR分光法 P63 
HRMAS P67 NMRmouse 3LlO 
HSQC P77 NOE P35 
HSQC P80 
hU2AF65 P19 (0) 
hydrogen bond P62 obstruciton effect P59 

(I) (P) 

in vivo P77 :l'p P83 

Internat P51 Palmatine P49 
PB2ドメイン P26 

(K) PDZ Domain P40 

Kyotorphin P66 PFG P55 
PFG P58 

(L) PFG-NMR P59 

LC/'H-NMR P55 PhoB P33 

long range scalar bonding constant P6 Po!y(2-hydroxyethyl metacrylate) P96 

long-range CH coup!ing P3 poly(methacry!ic acid) P96 
polymer blend P96 

(M) Protein lL2 

M6 P17 PTFE P116 

恥ι'¥S P123 Pulse Field Gradient 3L7 

MAS/NMAS液晶NMR法 P66 pulsed field gradient P6 

mediator P31 PULSED-FIELD-GRADIENY P8 

MEG P72 PVA PIOl 

model building P21 

2 



(R) X線構造解析 3lβ 

R 2 TRi去 P87 
Ras lL11 (Y) 

Ras P37 89y恥も'¥S 3L9 

Ras(P34G) P38 Y，OZS 3L9 

RecA P42 
REDOR P90 (あ)

Relativistic effect P60 アーチファクト P71 

RF磁場 P73 アカムシユスリカ P35 

RGL lL11 アキレス腿 3L12 

RNA Polymerase P12 アサガオ P75 

RNA polymerase lL9 アトピー性疾患 lL12 

RNAポリメラーゼ Pll アミドプロトン PlO 

RNA結合蛋白質 lL8 アラニン P52 

RNAbinding domain P19 アルカリ金属臭化物水溶液 P63 

ROESY/MAS P66 圧力 lL1 
圧力 P30 

(S) 安定同位体 lL4 
Z9S i CP/MAS NMR P1l3 安定同位体ラベリング P68 
29SiNMR 3L5 安定同位体間 P13 
S4 P24 安定同位体標識 3L2 
SELF-DIFFUSION-COEFFICIENT P8 安定同イ立体標識 P37 
SH2 P45 安定同位体標識ペプチド P15 
SH3 P21 
SH3ドメイン P26 (い)

Shc P45 イミダゾール誘導体 P94 
simulated annealing P21 イメージング P76 
spin-lock P82 インスリン P99 
Splicing P19 異種核問双極子相互作用 P84 
Syn-anti異性体 P52 異種核多次元NMR P31 

異常ヘモグロビン P25 
(T) 異方性 P74 

T2c P103 遺伝子修復 lL10 
TBP P31 一次元超格子 PI08 
Three-Dimensional Structure P40 
Tom20p P43 (う)

transferred NOE P42 ウナギカルシトニン P17 
TRFl P34 運動性 P125 
triple resonance spectroscopy lL9 運動性 P93 
triple-resonance NMR P23 
TRNOE法 P22 (え)

Tyr P29 エチレン・ビニールアルコール P97 
エンジイン P61 

(W) 液晶 P69 
water diffusion P59 

(お)
(X) オフレゾナンス照射 lL3 

1'''Xe P9 温度ジャンプNMR Pl 
1'''Xe NMR PI00 温度校正 PI09 
lZ"Xe-NMR P1l7 
X 線結晶解析 P36 (か)
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ガラス転移温度 P98 ゲル P97 

化学シフト P1l0 結合水 P25 

化学シフト P89 結晶構造 P122 

化学シフト異方性 3L4 結晶多形 P85 

化学シフト異方性 3L6 原がん遺伝子産物 P28 

化学シフト画像 3L12 原子間距離測定 P85 

化学シフト画像 P78 

化学交換 P93 (こ)

化合物半導体 P4 コアクティベータ P46 

画像再構成 3L11 コリシン P39 

会合数 P56 コンタクトシフト PI09 

回転座標系 P76 コンフォーメーション P58 

回転相関時間 P63 コンブオメーションの多形性 P38 

回転偏光 P9 コンホメーション 3L3 

界面活性剤 Pll コンホメーション PI06 

界面活性剤一蛋白質問相互作用 P92 コンホメーション PI07 

拡散 P74 コンホメーション PIlO 

拡散係数 P115 コンホメーション P89 

核四極相互作用 P120 コンホメーション変化 P57 
核双極子相互作用 3L2 国体 P123 

活動J電流 P72 国t本109AgNMR 3L8 
完全国溶体 P122 固体"HNMR P114 
感度 P4 固体2次元NMR 3L4 

緩和時間 3L10 固手本NMR 3L2 

緩和時間 P115 固体NMR P108 
緩和時間 P13 固体NMR P113 
緩和時間 P52 国体NMR P116 

固体NMR P120 
(き) 固t本NMR P121 

キシロースイソメラーゼ P54 固体NMR P88 

希ガス P9 固体NMR P91 

気体収着特性 PI00 固体NMR P97 

{為{象 P71 固体イメージング PI05 

逆平行βシート構造 3L4 固体構造 P118 

逆平行βシート構造 P114 国体高分解能!1!日 NMR P89 
距離測定 3L1 固体高分解能NMR PI03 

局所スペクトル P79 固体高分解能NMR P85 

極低温!15!N-CP/MASNMR PI04 固体高分解能NMR P90 

金属錯体 P121 固体高分解能NMR P92 

銀(1)錯体 3L8 国体高分解能NMR P93 

絹フィブロイン 3L4 固体重水素NMR法 P68 

絹フィブロイン P114 固体粉末試料 P87 
交差緩和 P49 

(く) 光化学反応 P124 

グランド P5 抗菌活性 lL6 

グランド・インピーダンス P5 抗原認識部位 lL7 

クロスポーラリゼション P113 構造 P20 

構造解析 lL6 

(け) 構造解析 P32 

ケミカルシフト P122 構造解析 P90 

ゲル PI0l 構造決定 P15 

4 



高圧NMR P101 水性状 P50 

高次構造 1L11 水素 P112 

高磁界プローブ P5 水素還元 P125 

高速イメージング P70 水素結合 1L1 

高分子ゲル P50 水素結合 P109 

高分子のガラス状態 P118 水素結合 P119 

高分子間相互作用 P115 水素結合 P30 

合成高分子 P53 水素結合 P58 

合成高分子 P67 水素結合 P94 

混品 P108 水素結合 P97 

(さ) (せ)

サボナイト P102 ゼオライト P125 

差スペクトル P36 セミミクロLC P55 

三重共鳴三次元NMR 1L12 ー!:リン P114 

酸素17 P2 制限拡散 P75 

成長因子 P47 

(し) 整合一不整合相転移 P111 

ジアミド配位子 P121 ヨミ4本目莫 P83 

ジェミニ界面活性剤のspacer一効果 P56 生理活性ペプチド 1L5 

ジェランゲル P115 静電相互作用 P64 

ジスルフィド結合 1L6 赤色蛍光体 3L9 

ジスルフィド結合 P20 選択的プロトン標識 P23 

ジブカイン P64 選択的緩和法 P49 

ジブカイン P65 選択的垂水素化 P29 
脂質一蛋白質問相互作用 P92 前置増幅2E P4 
脂質二重層 P90 
時間変化 P81 (そ)

磁化移動 P50 ゾルゲル反応 Pl13 

磁イヒ率 P78 疎水コア lL1 
磁場配向 1L5 双極子相互作用 3L1 
主鎖の1帰属 P38 層間化合物 P102 

重水素NMR P111 層構造 P103 
重水素NMR 1"86 相転移 P122 

重水素ロック P67 相同組換え P42 

重水素化 Pll 側鎖の帰属 P38 
重水素化蛋白質 P22 

重水素交換 P17 (た)

重水素誘起相転移 P111 ダイナミクス 1L3 

常磁性シフト P35 ダイナミクス P114 

状態相関2次元法 P1 ダイナミクス P117 

触媒抗体 1L7 ダイナミックMR 1"71 

ダイナミックス 3L5 
(す) ダイナミックス P121 

スピンー格子緩和速度 P63 ダイナミックス 1"97 
スピン拡散 3L4 ダニアレルゲン lL12 

スピン拡散 P103 タンパク質 lL11 
スピン拡散 P124 タンパク質 P32 
スピン拡散 P86 タンパク質 P98 

スピン拡散 P91 タンパク質 P99 
スピン結合定数 1L4 タンパク質ータンパク質相互作用 lL10 
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タンパク質問相互作用 1L11 (に)

タンパク質問相互作用 P39 ニトロアニリン P120 
タンパク質構造 1L1 二次元NMR P53 
タンパク質構造 P30 二次元交換スペクトル 3L6 
多核多次元TRNOE法 P15 二次構造 P33 
多次元NMR P14 二面角 3L2 
多次元NMR P18 二面角 P95 
多次元NMR P26 二量化 P124 
多次元NMR P43 二量子フィルタ 3L12 
多次元NMRr去 P68 

多次元国体NMR法 P87 (ぬ)

多重ラベル P87 ヌクレオキャプシドタンパク質 P16 
多重共鳴多次元NMR 1L10 ヌクレオチド除去修復 1L10 
体積磁化率 P56 

代謝物質 P81 (ね)

大脳皮質 P74 粘土鉱物 P102 
単量体ヘモグロビン P35 
蛋白質一蛋白質問相互作用 P92 (の)

蜜白質構造 1L4 fli通 P81 
蛋白質構造 P13 脳機能イメージング P72 
蛋白質小分子相互作用 P15 
蛋白質小分子相互作用 P22 (は)

ハイドロゲル P99 
(ち) パクテリオロドプシン P92 

超伝導 P1l2 パクテリオロドプシン P93 

パルスNMR P101 
(て) パルスプログラマ P70 

テロメアタンパク質 P34 パルス幅 1"5 
天然存在2H-NMR P69 白金ジオンジオキシム鈴体 P108 
転写因子 P46 発芽大麦 P79 
転写活性化ドメイン P18 半整数スピン核 P88 
転写調節 P31 

転流 P79 (ひ)

電子線照射 P116 ピシナル結合定数 P57 
電子伝達タンパク質 P41 ヒスチジンキナーゼ P14 
電場 P75 ヒドリド転移 1"54 

ヒドロキシフェナレノン誘導体 P111 
(と) ピフェニル P95 

凍結乾燥製剤 P98 光ポンピング P9 
凍結状態13CNMR P119 光捕獲アンテナ複合体 P68 
糖 P48 非品構造 3L6 
糖 P79 表面情報 3L10 
動的構造 P28 
動的立体構造解析 1L7 (ふ)

同位体フィルター P10 フエノキシ樹脂 P118 

フェレドキシン P41 
(な) フッ素 P123 

ナトリウムチャネル P24 フッ素化合物 P78 
ナトリウムチャンネル P64 プロープ 1"1 
ナトリウムチャンネル P65 プロテアーゼインヒビター P13 

プロトントンネリング P104 
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不活性化ゲート P64 膜タンパク質 P90 

不活性化ゲート P65 膜分断 1L5 

不均一性補償 P73 膜融合 lL5 

部位特異的標識 P37 

複合体 1L8 (み)

複合体 P28 ミクロボイド PI00 

分極移動 P2 ミセル P24 

分子運動 3L1 ミセル P56 

分子拡散 P99 ミセル P57 

分子間NOE P39 ミトコンドリア P43 

分子間交差緩和 P25 7.l< P75 

分子間交差緩和 P50 水分子 3L12 

分子軌道計算 P94 

分子構造 3L5 (む)

分子集会状態 P25 無細胞タンパク質合成系 P37 

分子線蒸着 P108 

分子認識 P26 (め)

分子認識 P61 メチル基転移 P27 

(へ) (ゆ)

ペプチド P20 有機強磁性体 P109 

ペプチド P24 有機修飾セラミックス P113 

ペプチド P32 

ヘム P35 (よ)

ヘリックス P24 溶液構造 P65 

ペルオキシダーゼ P36 

並進拡散 Pll (ら)

ラジオ波磁場勾配 P76 

(ほ) ラット P74 

ボランティア P80 ラット P81 

ポリイミド PI06 ランダム重水素標識 P23 

ポリエチレンテレフタレート 3L6 

ポリカーボネート P117 (り)

ポリシルメチレン 3L5 リアルタイム 3Lll 

ポリビニルアルコール P119 リン31 P2 

ポリペプチド 3L3 リン脂質二重膜 lL5 

ポリペプチド PI07 立体化学 P49 

ポリペプチド Pll0 立体構造 1L12 

ポリペプチド P83 立体構造 lL3 

ポリペプチド P89 立体構造 11β 

ポリマーアロイ P53 立体構造 P33 

膨潤状態 P67 立体構造 P34 

立体構造 P46 

(ま) 立体構造解析 P18 

マイクロ波 P1 立体構造解析 P87 

マウス P78 立体構造決定 P38 

マジックアングルホッピング P86 隣接アミノ酸配列効果 3L3 

マジックエコートレイン P105 

マジック角試料回転 3L2 (れ)

マジック角試料回転 P84 冷却速度 P119 

マルチスライス P77 劣化挙動 PI03 
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氏名 勤務先
住所

8andoyopadh 物質工学工業技術研究所基礎部閤体NMRグループ

yay 8i1wadal 干305 茨城県つくば市東1-1

8i11ah M. M. 生命工学工業技術研究所生体物質部
〒305 つくば市東 1・1

Farmer 11 

8ennett 

BristoトMyersSquibb Pharmaceutical Research Institute 

〒 P.P.Box 4000 Princeton， NJ 08543-4000 USA 

胡梅 生命工学工業技術研究所生体物質部
干305 つくば市東1・1

Griesinger Institut fur Organische Chemie Universitat Frankfurt 

Christian l' Marie-Curie-Str.II， D-60439 Frankfurt， Germany 

Kupte Eriks Varian NMR Instruments 

干 28Manor Road Walton-on-Thames Surrey KTl2 2QF UK 

李華 神戸大学大学院自然科学研究科物質科学専攻

〒657 神戸市灘区六甲台町1-1

李俊 理化学研究所高分子化学研究室

〒351-01埼玉県和光市広沢2ー 1

Montelione CABM-Rutgers Univ. 

Gaetano T. l' 679 Ho回 LanePiscataway NJ 08854， USA 

Price W. P. 機能水研究所
守305 つくば市干現2-1-6

Vashchenko 大阪大学医学部保健学科医用工学講座

Alexander V. 〒565 大阪府吹回市山田丘 1-7

Waelchli 日本ブルカー株式会社アプリケーション部

Markus 〒305 茨城県つくば市二の宮3・21-5

Xiulan Xie 物質工学工業技術研究所基礎部恩休NMRグループ

〒305 茨城県つくは市東1-1

秋友由子 生物工学研究所構造解析部門

〒565 大阪府吹田市古江台6・2・3

阿久津秀雄 被浜国立大学工学部

l' 240 横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

浅川直紀 東京工業大学生命理工学部生体分子工学科

干226 神奈川県横浜市緑区長津田町4259

輯倉克夫 千葉大学分析センター

l' 263 千葉市稲毛区弥生町1-33

朝倉哲郎 東京農工大学工学部

〒184 東京都小金井市中町会24-16

浅野敦志 防衛大学校化学教室

〒239 横須賀市走水1・10-20

芦川幹也 群馬大学工学部生物化学工学科荘司研究室
〒376 群馬県桐生市天神町1-5・1
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TEL FAX 
E-mail 

0298-54・4515 0298-54-4524 

bilwa@nimc.go.jp 

0298・54-6125 0298-54-6135 

billah@nibh.go.jp 

609-252・3485 609-252-6012 

sanly@atlas.bms.com 

0298-54・6136 0298-54-6135 

hu@nibh.go.jp 

69-5800・9130 69-5800-9128 

cigr@krypton.org.chemie.unトfrankfurt.de

44司 1932-898000 44・1865・200579

Eriks.Kupce@nmr.varian.com 

078-803-0145 078-803・0145

li@kobe-u.ac.jp 

048-462-1111 048-462-4667 

lijun@postman.riken.go.jp 

908・235-5321 908-235-4850 

guy@nmrlab.cabm.rutgers.edu 

0298-58町 6186 0298-58-6144 

wprice@wri.co.jp 

06・879-2577 06国 879-2577

sasha@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

0298開 52・1235 0298-58-0322 

mrw@bruker.co.jp 

0298-54-4515 0298-54-4524 

xiulan@nimc.go.jp 

06-872・8218 06-872-8219 

akitomo@beri.co 

045-339・4232 045-339-4251 

akutsu@bio.bsk.ynu.ac.jp 

045-924-5796 045-924-5827 

nasalくawa@bio.titech.ac.jp

043-290-3810 043・290・3813

casakura@nature.s.chiba-u.ac.jp 

0423-83司 7733 0423-83-7733 

asakura@cc.tuat.ac.jp 

0468・41・3810 0468-44-5901 

asanoa@cc.nda.ac.jp 

0277-30-1443 0277・30・1443

d4b010@edu.cc.gunma-u.ac.jp 



氏名

芦田淳

阿曽幸男

安立直剛

阿部義人

荒木通啓

荒木通啓

安藤勲

安藤慎治

池田博

石井張愛

石井佳誉

石田信昭

石塚錆子

石丸臣一

市川真史

射手園佳子

伊藤俊樹

稲垣冬彦

井上匡子

井上員一

勤務先
住所

バリアンジャパン
〒108 東京都港区芝浦4・16幽 36住友芝浦ビル

国立医薬品食品衛生研究所

〒158 東京都世田谷区上用賀1-18-1

筑波大学物理工学系巨瀬研究室

守305 茨城県つくば市天王台1・1・1

(株)生物分子工学研究所一構造解析研究部門

干565 大阪府吹田市古江台 6之-3

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

京都大学化学研究所生体反応設計研究部門2
〒611 京都府宇治市五ヶ庄

東京工業大学工学部

〒152 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

〒152 東京都目黒区大岡山2-12-1

東京工業大学生命理工学部生物工学科

干226 横浜市緑区長津田町4259

東京工業大学工学部高分子工学科安藤慎治研究室

〒152 東京都目黒区大岡山2-12-1

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学
9606司 01京都市左京区北白川追分町

食品総合研究所

〒305 茨城県つくば市観音台2-1-2

生命工学工業技術研究所生体物質部

〒305 つくば市東 1-1

筑波大学化学系

〒305 茨城県つくは、市天王台1ペペ

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

〒606-01京都府京都市左京区北白川追分町

日本口シュ研究所

9247 神奈川県鎌倉市梶原200

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学研究室

〒606・01京都市左京区北白川追分町

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

神戸大学大学院自然科学研究科分子集合科学専攻
〒657 兵庫県神戸市灘区六甲台町1-1

愛知工業大学応用化学科

干470・03愛知県豊田市八草町八千草1247

(2) 

TEL FAX 
E-mail 

03-5232・1238 03-5232・1264

jun.ashida@jp.varian.com 

03・3700-1141 03・3707-6950

aso@nihs.go.jp 

0298・53・5214 無

adachi@fourier.bk.tsukuba.ac.jp 

06-872-8218 06・872-8219

abe@beri.co.jp 

0774-38-3219 0774-32-3038 

okuno@scl.kyoto-u.ac目jp

0774・38・3219 0774-32-3038 

okuno@scl.kyoto-u.ac.jp 

03-5734動 2139 03-5734・2889

iando@polymer.titech.ac.jp 

03-5734司 2137 03-5734-2889 

sando@polymer.titech.ac.jp 

045-924-5758 045-923・0374

hikeda@bio.titech.ac.jp 

03・3726・1111 03・5734-2889

hishiix@polymer.titech.ac.jp 

075-753-4014 075-751・2085

ishii@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298司 38・8057 0298-38・7996

nobu@nfri.affrc.go.jp 

0298-54-6125 0298-54-6135 

ishizuka@nibh.go.jp 

0298-53・4487 0298-53-6503 

ishimaru@staff.chem.tsukuba.ac.jp 

075-753-4014 075-751-2085 

ichi@kuchem.kyoto-u.ac目jp

0467・47-2209 0467・45-6815

yoshiko.itezono@roche.com 

075-753-4015 075-753・4000

tottsu@kuchem.kyotoべl.ac.Jp

03-3823・2101 03-3823-1247 

inagaki@rinshoken.or.jp 

078・803-0145 078司803・0145

kyokoino@kobe-u.ac.jp 

0565-48・8121 0565-48-0076 

sh-inoue@ac.aitech.ac.jp 



氏名

井ノ岡博

猪原武男

今泉孝幸

井町美佐子

岩崎智浩

岩崎わかな

岩 下孝

岩瀬由紀子

岩館満男

植木定雄

勤務先
住所

武自薬品工業(株)開拓第一研究所
守300-42つくば市和台10

小野薬品工業(株)水無瀬総合研究所構造解析室
i'618 大阪府三島郡島本町桜井3・1司 1

京都大学理学部化学系
i'606・01京都市左京区北白川追分町

日本ブルカー株式会社アプリケーション部
守305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

名古屋工業大学応用科学科

'1'466 名古屋市昭和区御器所町

東京大学生物生産工学研究センタ一生物構造工学研究室
〒113 東京都文京区弥生1ペベ

(財)サントリ一生物有機科学研究所

〒618 大阪府三島郡島本町若山台1-1-1

福岡大学薬学部
'1' 814-80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

日本ブルカ一株式会社マーケッティング部
守305 茨城県つくば市この宮3-21-5

上回貴洋 大阪大学大学院理学研究科化学専攻構造物理化学研究室

〒560 大阪府豊中市待兼山町1-16

鵜j華 j旬 理化学研究所分子構造解析室

〒351・01*奇玉県和光市広沢2・1

江口太郎 大阪大学大学院理学研究科化学専攻(北ブ口ック)

i'560 豊中市待兼山町1-16

海老沢計慶 昧の素中央研究所分析研究所

戎井悦子

恵良妻ー

遠藤一央

大川陽平

大木出

大島曜子

守210 JlI崎市川崎区鈴木町 1-1

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

岐阜大学医学部第二生理学教室

〒500 岐阜市司町40

金沢大学理学部化学科

〒920-11石川県金沢市角関町

東京農工大学工学部

守184 東京都小金井市中町2・24司 16

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

守630-01奈良県生駒市高山町8916-5

東邦大学薬学部中央機器室NMR
〒274 千葉県船橋市三山2-2・1

(3) 

TEL FAX 
E-mail 

0298-64-5025 0298-64-5000 

Inooka_Hiroshi@takeda.co.jp 

075・961・1151 075・962・9314

inohara@magical.egg.or.jp 

075-753-4015 無

tak@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-52-1235 0298-58-0322 

imachi@bruker.co.jp 

052・732・2111 無

r02ach05@edsys.center.nitech.ac.jp 

03・3812-2111 03-5449-5422 

ss67172@hongo.ecc.uーtokyo.ac.jp

075-962-3742 075-962・2115

takashi@minase.suntory.co.jp 

092-871-6631 092-863-0389 

iwase@psat.fukuoka-u.ac.jp 

0423司 88-7025 0423-83-7733 

iwadate@cc.tuat.ac.j 

0298-52-1234 0298-58-0322 

ueki@bruker.co.jp 

06・850-5779 06-850-5785 

ueda@ch.wani目osaka-u.ac.jp

048・467・9361 048・462・4627

uzawa@rikennmr.riken.go.jp 

06・850・5778 06-850-5785 

eguchi@ch.wani.osaka・u.ac.jp

044・244・7145 044・211・7609

Im_ebisawa@te10.ajinomoto.co.jp 

03・3823-2101 03-3823-1247 

無

058-267-2225 058-267-2962 

era@cc.gifu-u.ac.j 

072-264・5924 072・264-5742

endo@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

0423・88-7025 0423-83-7733 

ohkawa@cc.tuat.ac.jp 

0743・72-5576 0743・72・5579

i-ooki@bs.aist-nara.ac.j 

0474・72・1282 0747・72・1282

sakamoto@phar.toho-u.ac.jp 



氏名

大竹亮子

大津直子

大友崇紀

大野靖

岡田明彦

小川潔

荻野孝史

奥野恭史

奥野恭史

小椋賢治

小野裕樹

帯田孝之

甲斐荘正恒

垣岡信吾

梶弘典

片 岡弘

片平正人

片平律子

加膝悦子

加藤晃一

勤務先
住所

昧の素中央研究所分析研究所
〒210 川崎市川崎区鈴木町1・1

昧の索中央研究所分析研究所

〒210 川崎市川崎区鈴木町1-1

大阪大学蛋白質研究所物性部門

〒565 大阪府吹国市山田丘3-2

日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所

守569・11大阪府高槻市紫町1・1

住友化学(株)筑波研究所

守3∞・32茨城県つくば市北原6番

旭化成工業(株)ライフ総研 創薬研究所

〒410-23静岡県田方郡大仁町三福632・1

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

京都大学化学研究所生体反応設計研究部門2
〒611 京都府宇治市五ヶ庄

京都大学化学研究所生体反応設計研究部門 2
〒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

干113 東京都文京区本駒込3・18・22

農林水産省食品総合研究所

〒305 茨城県つくば市観音台2・1・2

九州大学大学院薬学研究科免疫薬品学講座

;:812 福岡市東区馬出3-1-1

東京都立大学理学部化学科

守192・03東京都八王子市南大沢1・1

協和醗酵工業株式会社東京研究所
〒194 東京都町田市旭町3-6-6

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

財団法人地球環境産業技術研究機構環境触媒研究室

〒619-02京都府相楽郡木津町木津川台与2

横浜国立大学工学部物質工学科
干240 機浜市保土ヶ谷区常盤台79・5

協和醗酵工業株式会社東京研究所
〒194 東京都町田市旭町3-6-6

農水省農業生物資源研究所生物工学部染色体操作研究室

〒305 茨城県つくば市観音台2-1司2

東京大学大学院薬学系研究科

〒113 東京都文京区本郷7-3・1

(4) 

TEL FAX 
E帽 mail

044・244・7145 044・211・7609

Im_ootake@te10.ajinomoto.co.jp 

044-244・7145 044-211-7609 

Im_ootu@te10司inomoto.co.jp

06-879-8598 06-879-8599 

otomo@protein.osaka-u.ac.jp 

0726-81・9700 0726-81・9725

ohno@isrl.jti目co.jp

0298-64・4182 0298-64-4746 

okadak@tuc.sumitomo司 chem.co.jp

0558-76・7085 0558-76-2947 

a9086781 @ut.asahトkasei.co.jp

0423-41・2711 0423・42-7521

ogino@ncnpja.ncnp.go.jp 

0774-38-3219 0774-32-3038 

okuno@scl.kyoto-u.ac.jp 

0774-38・3219 0774・32-3038

okuno@scl.kyoto-u.ac.jp 

03-3823・2101 03・3823-1247

kogura@rinshoken.or.jp 

0298・38・7148 0298・38-7996

ono@nfri.affrc.go.jp 

092・642・6664 無

obita@imm1.phar.kyushu-u.ac.jp 

0426・77幽 2544 0426・77-2525

kainosho@raphael.chem.metro-u.ac.jp 

0427-25・2555 0427・26且8330

skakita@kyowa.co.jp 

0774・38・3152 0774・33・1164

kaji@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0774・75-2305 0774・75・2318

orb@rite.or.jp 

045・339・4264 045-339-4264 

katahira@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 

0427・25-2555 無

rkatahira@kyowa.co.jp 

0298-38・8399 0298-38-8399 

ekatoh@abr.affrc.go.jp 

03・3812・2111 03-3815-6540 

kkato@iw-nmr.f.u・tokyo.ac.jp



氏名

加 藤筆

勤務先
住所

富士写真フィルム富士宮研究所
〒418 富士宮市大中里 20 0 

金久保光央 物質工学工業技術研究所基礎部
9305 茨城県つくば市東1・1

金沢洋子 九州大学薬学部
守812・82福岡市東区馬出3・1・1

兼清真人 東京工業大学工学部高分子工学科安藤研究室

9152 東京都目黒区大岡山2丁目12番1号

狩野広美 農業生物資源研究所

9305 茨城県つくば市観音台2-1-2

TEL FAX 
E-mail 

0544-26-7643 0544-26-7691 

kato@tomiken.fujifilm.co.jp 

0298噂 54-4536 0298-54-4487 

kanakubo@nimc.go.jp 

092-642-6622 092-642-6545 

kanazawa@pch.phar.kyushu-u.ac.jp 

03-3726・1111 03-5734・2889

mkanekiy@polymer.titech.ac.jp 

0298-38-8378 0298-38-7408 

無

亀井裕孟 東京大学大学院医学系研究科生体物理医学専攻医用生体工学講座 03-3812・2111 03-5689-7215 

川口謙

川口哲郎

川崎政人

川端潤

河原郁子

木川隆則

菊 地淳

菊池純子

北 川進

北村健司

木村敦臣

木村一雄

木村成輝

木村潟子

〒113 東京都文京区本郷7-3-1 kamei@medes.m.u-tokyo目ac.jp

(株)東レリサーチセンター有機構造化学研究部

守248 鎌倉市手広1111

日本ブルカー株式会社大阪営業所
〒564 大阪府吹田市豊津町17-5

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門
9113 東京都文京区本駒込3-18・22

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丁目

日本口シュ(株)研究所機器分析グループ

9247 神奈川県鎌倉市梶原200

理化学研究所細胞情報伝達研究室
〒351・01埼玉県和光市広沢2-1

東京農工大学工学部

〒184 東京都小金井市中町2・24-16

塩野義製薬株式会社創薬第一研究所物理化学研究部門

9553 大阪市福島区鷺洲5・12-4

東京都立大学理学部化学科無機化学第一研究室
9192-03東京都八王子市南大沢1-1

武田薬品医薬開発本部分析代謝研究所
守532 大阪市淀川区十三本町会17-85

大阪大学医学部保健学科医用工学講座
〒565 大阪府吹田市山田丘 1-7

(株)東レリサーチセンター有機構造化学研究部

守248 鎌倉市手広1111

姫路工業大学理学研究科生命科学専攻

〒678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

金沢大学大学院自然科学研究科物質科学専攻
〒920・11石川県金沢市角間町

(5) 

0467-32-9974 0467-32-0414 

kimura@blab.toray.co.jp 

06-339-7008 06-339-7010 

kawaguchi@bruker.co.jp 

03-3823・2101 03-3823・1247

mkawasak@rinshoken.or.jp 

011・706・4140 011-716唾0879

junk@chem.agr.hokudai.ac.jp 

0467-47-2209 0467-45-6815 

fumiko.kawahara@roche目com

048-467-9428 048-462-4675 

tkigawa@postman.riken.go.jp 

0423-88-7025 0423・83・7733

kikuchij@cc.tuat.ac.jp 

06・458-5861 06・458-0987

junko.kikuchi@shionogi.co.jp 

0426-77司 2550 0426-77-2525 

kitagawa-susumu@c.metro-u.ac.jp 

06-300-6002 06-300-6086 

Kitamura_Kenji@takeda.co.jp 

06-879・2577 06-879-2577 

kimura@sahs.med.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 

072・264-5686 072-264-5742 

kimura@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 



氏名 勤務先
住所 E-mail 

TEL FAX 

木村英昭 群馬大学工学部生物化学工学科荘司研究室 0277-30・1443 0277・30-1443

〒376 群馬県桐生市天神町1るー1 d5b012@pop.edu.cc.gunma-u.ac.jp 

木村雅晴 住友化学工業株式会社生物環境科学研究所分析物性グループ 06-466-5172 06-466-5459 

守554 大阪市此花区春日出中3・1・98 kimuram@sumitomo・chem.co・IP

木村由美子 日本大学薬学部分析センター 0474・65・7362 0474司 65・7362

〒274 千葉県船橋市習志野台7-7-1 EZH02437@ni代yserve.or.jp

串田克彦 バリアンジャパン 03-5232・1238 03・5232・1264

干108 東京都港区芝浦4-16-36住友芝浦ピル katsuhiko.kushida@jp.varian.com 

楠英樹 群馬大学工学部生物化学工学科生物機能第三研究室 0277-30・1439 0277-30-1439 

〒376 群馬県桐生市天神町1-5・1 kusunoki@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

久保 厚 京都大学大学院理学研究科化学教室 075-753-4014 無

T606・ 京都市左京区北白川追分町 a.kubo@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

熊沢茂則 静岡県立大学食品栄養科学部 054・264-5525 054-264・5522

栗林秀人

黒木重樹

黒子弘道

黒田幸夫

黒田義弘

桑野晴光

桑原大介

小泉美香

神田大輔

河野俊之

越川城大

越野広雪

巨瀬勝美

干442 静岡市谷田52・1 kumazawa@lns1.u-shizuoka-ken.ac.jp 

九州大学薬学部

〒812-82福岡市東区馬出3・1・1

東京工業大学工学部高分子工学科

〒152 東京都目黒区大岡山2-12-1

奈良女子大学生活環境学部生活環境学科

T630 奈良県奈良市北魚屋西町

日本ブルカー株式会社技術サービス部

〒305 茨城県つくば市二の宮与21・5

京都大学大学院薬学研究科製剤機能解析学分野

干606・01京都市左京区吉田下阿達町

(株)科学技術研究所分析部

守140 東京都品川区北品川3司 10・2

分子科学研究所

〒444 愛知県岡崎市明大寺町字西郷中38

農業生物資源研究所

〒305 茨城県つくば市観音台2-1-2

(株)生物分子工学研究所一構造解析研究部門

守565 大阪府吹田市古江台 6-2-3 

三菱化学生命科学研究所 構造解析研究室

干194 東京都町田市南大谷 11号

筑波大学化学系

T305 つくば市天王台1・1-1

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

筑波大学物理工学系

守305 つくば市天王台1-1-1

(6) 

092・642-6624 無

kurihide@pch.phar.kyushu-u.ac.jp 

03・3726・1111 03-5734・2889

skuroki@polymer.titech.ac.jp 

0742-20-3461 0742-20-3461 

kurosu@cc.nara-wu.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・3474・6662 03・3474-6650

無

0564・55・7471 無

kuwahara@ims1.ims.ac.jp 

0298-38-7014 0298-38-7408 

無

06-872-8218 06・872咽 8219

kohda@beri.co.jp 

0427-24-6285 0427・24-6317

tkohno@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

0298幽 53・6925 0298-53・6925

無

048・462・1111 048司 462-4627

koshino@postman.riken.go.jp 

0298・53-5335 0298幽53・5205

kose@bukko.bk.tsukuba.ac.jp 



氏名

小林邦子

小林信昭

小林将俊

小松一男

斉 田理

斉 藤肇

斉藤彰良

斎藤公児

斎藤茂治

坂本泰一

佐々木雅人

佐 藤一

沢辺紀子

嶋田一夫

島田光伸

嶋田陽子

清水直樹

下川繁三

荘司頼

白石美紀

勤務先
住所

(株)三菱化学生命科学研究所精進解析研究室

〒194 東京都町田市南大谷11

電気通信大学化学教室

〒182 東京都調布市調布ケ丘1・5-1

東京工業大学工学部高分子工学科安藤勲研究室

守152 東京都目黒区大岡山2-12-1

資生堂安全性・分析センタ一分析研究グループ

〒223 神奈川県繍浜市港北区新羽町1050

東京農工大学工学部

〒184 東京都小金井市中町2・24-16

姫路工業大学理学部生命科科

〒678・12兵庫県赤穂郡上郡町金出地 14 7 9ー 1

東亜合成株式会社つくば研究所応用研究部

〒300-26茨城県つくば市大久保2番

新日本製銭(株)先端技術研究所

干211 川崎市中原区井田3-35-1

筑波大学先端学際領域研究センターリサーチアソシ工イト

〒305 つくば市天王会1-1-1

三菱化学生命科学研究所構造解析研究室

9194 東京都町田市南大谷11号

日本ブルカ一株式会社マーケッティング部

守305 茨城県つくば市二の宮3-21-5

日本ブルカ一株式会社アプリケーション部

〒305 茨城県つくば市二の宮3-21・5

東京理科大学薬学部

守162 東京都新宿区市ヶ谷船河原町12

東京大学大学院薬学系研究科

TEL FAX 
E-mail 

0427・24・6285 0427・24-6317

kuniko@libra.ls.rrトkagaku.co.jp

0424-83-2161 無

nkoba@dust.pc.uec.ac.jp 

03・3726・1111 03-5734・2889

mkobayas@polymer.titech.ac.jp 

045-542-5296 045司 545・2811

kazuo_komatsu@po.shiseido.co.jp 

0423-88-7025 0423-83-7733 

saita@cc.tuat.ac.jp 

07915-8-0181 07915・8・0182

saito@sci.himejトtech.ac.jp

0298-65・2605 0298-65・2610

saitoh@tsukuba.toagosei.co.jp 

044-777 -4111 044-752-6341 

saito@lab1.nsc.co.jp 

0298-53-6045 0298・53-6065

shige@tara.tsukuba.ac.jp 

0427・24・6285 0427・24-6317

taichi@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

0298-52-1234 0298田 58-0322

sas@bruker.co.jp 

0298-52-1235 0298-58-0322 

one@bruker.co.jp 

03-3260-4272 03-3268-3045 

無

03-3812-2111 03-3815-6540 

守113 東京都文京区本郷7-3・1 shimada@iw-nmr.f.u-tokyo.ac目jp

三菱化学株式会社鹿島事業所医薬開発研究所物性分析Aグループ 0479-46・4621 0479-46-6113 

〒314司 02茨城県鹿島郡波崎町砂山14 1600450@cc.m-1くagaku.co.jp

東京都立大学理学部化学科無機化学第一研究室 0426司 77-1111 無

9192-03東京都八王子市南大沢1・1 yshimada@comp.metro-u.ac.jp 

三菱化学株式会社筑波研究所 0298-87-0946 0298・87・3257

守300・03茨城県稲敷郡阿見町中央ふら1 3806935@cc.m・kagaku.c.o.jp

テクノサイエンスラボ 011司 386・4855 011・386-4855

〒069 北海道江別市大麻中町22・18 無

群馬大学工学部生物化学工学科 0277-30・1443 0277・30・1443

〒376 群馬県桐生市天神町1-5-1 shQji@bce目gunma-u.ac.jp

資生堂安全性・分析センタ一分析研究グループ 045-542・5296 045-545・2811

〒223 神奈川県機浜市港北区新羽町1050 shiraishi_miki@po.shiseido.co.jp 

(7) 



氏名

白川昌宏

様葉信久

菅瀬謙治

杉浦員喜子

杉江隆徳

杉江隆徳

鈴木策一郎

鈴木浩崇

須原正彦

瀬尾芳輝

関宏子

曽我美勝

国井利弘

高津敏夫

高橋憲助

高橋栄夫

高山俊夫

高山陽子

滝野 1導

竹腰清乃理

勤務先
住所

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

守630・01奈良県生駒市高山町8916-5

東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室
〒113 東京都文京区本郷7-3・1

(財)サントリ一生物有機科学研究所
1'618 大阪府三島郡島本町若山台1司 1・1

神戸薬科大学中央分析室

〒658 神戸市東灘区本山北町4-19-1

愛知工業大学応用化学科
〒470-03愛知県豊田市八草町八千草1247

愛知工業大学応用化学科
守470・03愛知県豊田市八草町八千草1247

昧の素中央研究所分析研究所

l' 210 }II~崎市川崎区鈴木町1 ー 1

(株)ブリヂストン研究部分析研究ユニット

1'187 東京都小平市小川東町3-1寸

金沢大学理学部化学科

'1'920-11石川県金沢市角間町

京都府立医科大学第一生理学教室
〒602 京都市上京区河原町広小路上ル梶井町465

千葉大学分析センター

〒263 千葉市稲毛区弥生町1-33

岐阜大学医学部生理学教室

'1'500 般阜市司町40

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
干611 宇治市五ヶ庄

三共株式会社バイオメデイカル研究所

〒140 東京都品川区広町1-2-58

TEL FAX 
E町 mail

0743-72・5571 0743-72-5579 

shira@bs.aist-nara.ac.jp 

03・3812-2111 03・3815-6540

shimba@iw・nmr.f.u-tokyo.ac.jp 

075-962-3742 075・962-2115

sugase@minase.suntory.co.jp 

078-441・7591 078-441・7592

makiko・s@kobepharma-u.ac.jp

0565-48・8121 0565-48-0076 

無

0565-48-8121 0565-48-0076 

無

044-244・7145 044-211-7609 

LM_suzuki@te10.ajinomoto.co.jp 

0423-42・6252 0423-41-9252 

suzuki-h@bridgestone.co.jp 

072-264-5688 072・264・5742

su hara@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

075-251-5311 075-251-0295 

yseo@phys.kpu-m.ac.j 

043・290・3810 043-290・3813

seki@crystal.cac.chiba-u.ac.jp 

058-267・2227 058-267 -2962 

無

0774・38-3152 077 4-33・1164

tai@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

03-3492-3131 03-5436-8565 

無

052-782-7273 052・782-7273

〒465 名古屋市名東区植園町 1丁目 50番地(自宅) 無

東京大学大学院薬学系研究科 03-3812-2111 03-3815-6540 

'1'113 東京都文京区本郷7・3-1 hid@mol.f.u-tokyo.ac.jp 

神奈川大学工学部応用化学科 045-481-5661 045-413・9770

守221 繍浜市神奈川区六角僑3・27・1 takayama@cc.kanagawa-u.ac.jp 

塩野義製薬株式会社創薬第一研究所物理化学研究部門 06-458-5861 06“458-0987 

干553 大阪市福島区鷺洲5・12-4 yohko.takayama@shionogi.co.jp 

(株)シーアイ工ルジャパン 03・3416・8200 03・3416-8200

〒157 世田谷区砧8-33・1 無

京都大学大学院理学研究科化学 075-753咽 4015 075-753-4000 

〒606-01京都市左京区北白川追分町 takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

(8) 



氏名

武貞啓子

武田和行

武田定

田中鍛

田中俊之

田中彬嗣

谷生道一

回之倉優

田林一晃

田村友美

田村泰盛

忠回吉弘

手島圭三

手塚亮典

出村誠

寺尾武彦

寺沢宏明

寺田秀夫

照井彬弘

堂本竹雄

勤務先
住所

昧の素中央研究所分析研究所

〒210 JlI崎市川崎区鈴木町1-1

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学研究室

〒606-01京都市左京区北白川追分町

群馬大学工学部材料工学科材料設計化学講座第4研究室

守:376 群馬県桐生市天神町1-5-1

帝人(株)東京研究センター犠造解析センター

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 茨城県つくば市天王台1-1・1

九州大学薬学部

〒812-82福岡市東区馬出3・1・1

姫路工業大学理学部生体物質情造学H講座

〒678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479番地1

東京大学生物生産工学研究センター

〒113 東京都文京区弥生1・1-1

神戸大学大学院自然科学研究科
〒657 神戸市灘区六甲台町1-1

日本ブルカー株式会社大阪営業所

〒564 大阪府吹田市豊津町17-5

TEL FAX 
E-mail 

044・244・7145 044-211-7609 

Im_takesada@te10.ajinomoto.co.jp 

075-753・4015 075-753・4000

takeda@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0277・30・1382 0277・30・1380

stakeda@chem.gunma-u.ac.jp 

0425-86・8121 0425-86-8123 

tnk53379@token1.teijin.co.jp 

0298-53司 6065 0298-53・6065

ttanaka@tara.tsukuba.ac.jp 

092司 642・6551 092・642・6545

無

07915-8-0182 07915-8・0182

tanio@sci.himeji-tech.ac.jp 

03-3812・2111 03・5689・7225

utanok@hongo.ecc.u・tokyo.ac.jp

078-881-1212 078-803・0839

tabayasi@kobe-u.ac.jp 

06-339司 7008 06-339・7010

tot@bruker.co.jp 

農林水産省 蚕糸・昆虫農業技術研究所 生産技術部製糸技術研究チーム 0266-22・3664 0266・22・3094

干394 長野県岡谷市郷田1・4-8 yasumori@nises-ok.affrc.go.jp 

農林水産省食品総合研究所状態分析研究室
〒305 茨城県っくは市観音台 2-1ー2

広島大学総合科学部物質生命科学コース

〒739 東広島市鏡山 1-7-1

バリアンジャパン

〒108 東京都港区芝浦4-16向 36住友芝浦ビル

東京農工大学工学部

〒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

〒606・01京都市左京区北白川追分町

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門
干113 東京都文京区本駒込3-18・22

日本ブルカ一株式会社大阪営業所

〒564 大阪府吹田市豊津町17・5

塩野義製薬株式会社創薬第一研究所物理化学研究部門

〒553 大阪市福島区鷺洲5・12-4

日本ブルカ一株式会社マーケッテイング部
1'305 茨城県つくば市二の宮小21司5

(9) 

0298-38-8033 0298・38-8033

Chuda@nfri.affrc.go.jp 

0824-24-6529 0824-24-0757 

t恰es凶hi@iゆpc.hi可羽川1げroshima-u.ac.j如p 

03・5232-1238 03-5232-1264 

akinori.tezuka@jp.varian.com 

0423-88-7188 0423-88-2041 

demura@cc.tuat.ac.jp 

075-753-4011 075・753-4000

terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

03・3823-2101 03・3823・1247

terasawa@rinshoken.or.jp 

06幽 339-7008 06-339-7010 

ht@bruker.co.jp 

06-458-5861 06-458-0987 

無

0298-52-1234 0298-58・0322

td@bruker.co.jp 



氏名
E-mail 

勤務先
住所

TEL FAX 

土江松美

友森チエリ

内藤 晶

永尾 隆

永阪文惣

中島 茂

中島善人

永田宏次

永田崇

永田親清

中西洋志

中村邦彦

中村新治

中村春木

中村美希子

中村好邦

中村義之

中山登

中山尋量

名川吉信

大阪市立大学理学部分析室&生物化学研究室
〒558 大阪市住吉区杉本3-3・138

06・605-2597 無

matsumi@cubane.sci.osaka-cu.ac.jp 

筑波大学大学院農学研究科応用生物化学専攻 0298-53・6045 0298・53・6065

〒305 茨城県つくば市天王台1-1-1TARAセン歩一共同研究棟A306 ctomomor@tara.tsukuba.ac.jp 

姫路工業大学理学部生命科学科
干678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

07915-8・0180 07915-8・0182

naito@sci.himejトtech.ac.jp

姫路工業大学理学部生体物質情進学11講座
〒678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479番地1

07915-8・0182 07915-8・0182

takashi@sci.himeji-tech.ac.jp 

大阪大学大学院理学研究科中村(亘)研
〒560 大阪府豊中市待兼山町1-16

06-850-5779 06-850・5785

bunsow@pochi.ch.wani.osaka-u.ac.jp 

高有製薬(株)創薬研究所
〒300-26茨城県つくば市大久保3番地

0298-77-2000 0298・77-2029

strcchem@banyu.co.jp 

地質調査所地殻物理部
干305 茨城県つくば市東1・1-3

0298-54-3615 0298・54-3618

yoshito@gsj.go.jp 

東京大学生物生産工学研究センタ一生物構造工学研究室 03-3812-2111 03-5689凶 7225

干113 東京都文京区弥生1・1-1 unagata@hongo.ecc.u-tokyo.ac.jp 

機浜国立大学工学部物質工学科生物工学大講座上杉.片平研究室 045-339-4271 045-339・4264

〒240 横浜市保土ヶ谷区常盤台79舗 5 nagata@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 

芝浦工業大学工学部工業化学科 03-5476-2432 03-5476・3162

〒113 東京都港区芝浦3-9・14 nagata@sic. shibaura-it.ac.jp 

生命工学工業技術研究所生体物質部
干305 つくば市東1・1

0298-54-6136 0298・54-6135

nakanisi@nibh.go.jp 

東京工業大学工学部高分子工学科安藤慎治研究室
〒152 東京都目黒区大岡山2-12・1

03司 3726-1111 03-5734・2889

knakamur@polymer.titech.ac.jp 

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河追分町

075-753・4015 075-753-4000 

nakashin@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

生物分子工学研究所情報解析研究部門
〒565 大阪府吹田市古江台6-2・3

06-872-8212 06-872・8219

nakamura@beri.co.jp 

近畿大学理工学部化学科分析化学研究室
〒557 大阪府東大阪市小若江3-4-1

06-730・5880 無

me95c01@cced.kindai.ac.jp 

大正製薬(株)創薬研究所分子科学研究室

〒330 埼玉県大宮市吉野町1-403

048-663-1111 048-652・7254

s13219@ccm.taisho.co.jp 

東京工業大学資源化学研究所NMR. ESR室
干226 織浜市緑区長津田町4259 

045-924・5110 045-924-5109 

ynakamur@res.titech.ac.jp 

日本口シュ研究所
守247 神奈川県鎌倉市梶原200

0467司 47-2209 0467・45-6815

noboru.nakayama@roche.com 

神戸薬科大学一般化学研究室
〒658 神戸市東灘区本山北町4-19ー 1

078-441・7552 078-441・7553

hiro@kobepharma-u.ac.jp 

生命工学工業技術研究所生体物質部

〒305 つくば市東1・1

0298-54-6125 0298・54・6135

nagawa@nibh.go.jp 
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氏名
E-mail 

勤務先
住所

TEL FAX 

新村奈美

西村勝之

西村重徳

西山裕介

仁木園雄

丹羽浩

根本暢明

野口滋

野中正幸

野村謙

野呂{憂規美

拝師智之

長谷川憲一

畠中秀樹

秦野賢一

服部憲和

服部峰之

馬場雄久

漬 島斉

林 繁信

山之内製薬(株)分子化学研究室
〒305 茨城県つくば市御幸が丘21

0298-54-1623 0298-52・9585

niimura@yamanouchi.co.jp 

姫路工業大学理学部生命科学科生体物質情造学H講座
守678-12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479-1

07915-8・0182 07915-8-0182 

nisimura@sci.himejトtech.ac.jp

大阪府立大学農学部食品素材化学研究室
〒591 大阪府堺市学園町1-1

0722・52・1161 0722-52・0341

tigers@biochem.osakafu-u.ac.jp 

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学講座

i'606・01京都市左京区北白川追分町

075-753-4015 075-751-2085 

nishi@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

電気通信大学化学教室
i'182 東京都調布市調布ケ丘1・5-1

0424-83-2161 無

nikki@e-one.uec.ac.jp 

東ソ一株式会社四日市研究所

守510 三重県四日市市震1-8

0593司 63・1622 0593-65-5205 

niwa@tosoh.co.jp 

バリアンジャパン

〒108 東京都港区芝浦4・16-36住友芝浦ビル

03胴 5232-1238 03-5232-1264 

nobuaki.nemoto@jp.varian.com 

第一製薬株式会社製薬技術研究所

〒134 東京都江戸川区北葛西1-16-13

03-3680-0151 03-5696-8339 

無

筑波大学物理工学系

〒305 茨械県つくば市天王台1-1・1

0298開 53・5421 0298-53-5048 

nonaka@ctlab.bk.tsukuba.ac.jp 

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

075-753・4014 075-753-4000 

nomura@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

ファルマシア・アップジョン株式会社筑波総合研究所化学・製剤研究部 0298-64-5815 0298・M・3833

i' 300-42茨城県つくば市和台23 yukimi.noro@ap.pnu.com 

筑波大学理工学研究科

〒305 つくば市天王台1-1・1

0298-53-5214 0298-53-5205 

haishi@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

日本電子株式会社基礎研究部 95 9 6プロジ、工クト

〒196 東京都昭島市武蔵野 3-1-2

0425-42-2244 0425-46-8068 

hasegawa@jeol.co.jp 

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門

1'113 東京都文京区本駒込3・18・22

03-3823-2101 03-3823-1247 

hatanaka@rinshoken.or.jp 

群馬大学工学部生物化学工学科

〒376 群馬県桐生市天神町1-5-1

0277・30-1437 0277 -30-1437 

hatano@bce.gunma-u.ac.jp 

名古屋工業大学応用化学科向林研究室
〒466 名古屋市昭和区御器所町

052・732・2111 052-735・5247

r02ach03@edsys目center.nitech.ac.jp

工業技術院電子技術総合研究所超分子部生体核磁気計測ラボ 0298-54-5537 0298・54・5540

守305 茨城県つくば市梅園1・1-4 mhattori@etl.go.jp 

北見工業大学

〒090 北海道北見市公園町165

0157・26-9414 0157・26・0862

take@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

三和化学研究所創薬研究所

〒511-04三重県員弁郡北勢町塩崎363番地

0594-72・6221 0594司 82-0072

skkddr@mkn.ilc.or.jp 

物質工学工業技術研究所基礎部固体NMRグループ

i'305 茨城県つくば市東1-1

0298-54-4515 0298-54・4524

hayashi@nimc.go.jp 
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氏名

林文晶

早水紀久子

原因としえ

原因治幸

久留正雄

尾藤良孝

槍山行雄

平沖敏文

平野利好

平松宗大郎

康明秀一

広田豊彦

廃中俊也

福岡美香

福士江里

福原忠雄

藤井茂

藤川昭彦

藤倉一繁

藤田春雄

勤務先
住所

塩野義製薬株式会社創薬第一研究所物理化学研究部門
〒553 大阪市福島区鷺洲5-12-4

物質工学工業技術研究所

〒305 つくば市東1ー1

三菱化学(株)横浜総合研究所分析物性研究所
〒227 横浜市青葉区鴨志田町1000

京都大学大学院工学研究科分子工学専攻分子設計学講座

〒606・01京都府京都市左京区吉田本町

東京理科大学薬学部
干162 東京都新宿区市ヶ谷船河原町12

日立製作所基礎研究所バイオモレキュラー研究プログラム
〒350・03埼玉県比企郡鳩山町赤沼2520

TEL FAX 
E-mail 

06・458-5861 06-458・0987

fumiaki.hayashi@shionogi.co.jp 

0298-54-4525 0298-54・4525

hayamizu@nimc.go.jp 

045-963-3130 045-963・4261

harazono@rc.m-kagaku.co.jp 

075・753-5937 075-751・7611

haruyuki@mds.moleng.kyoto-u.ac.jp 

03-3260・4272 03-3268-3045 

hisatome@ps.kagu.sut.ac.jp 

0492・96・6111 0492-96・6006

bito@harl.hitachi.co目jp

ファルマシア・アップジ、ョン株式会社筑波総合研究所化学・製剤研究部 0298・64・3815 0298-64・3833

守300-42茨城県つくば市和台23 yukio.hiyama@ap.pnu.com 

北海道大学大学競工学研究科量子物理工学研究科
〒oω 札幌市北区北13条西8丁目

群馬大学工学部生物化学工学科生物機能第3研究室
守376 群馬県桐生市天神町1・5・1

東京工業大学工学部高分子工学科安藤慎治研究室
干152 東京都目黒区大岡山2・12・1

(株)生物分子工学研究所一構造解析研究部門
〒565 大阪府吹田市古江台 6・2・3

第一製薬株式会社試験研究センター
干134 東京都江戸川区北葛西1・Hi-13

東京工業大学工学部高分子工学科安藤慎治研究室
〒152 東京都目黒区大岡山2・12・1

東京水産大学食品生産学科

〒108 東京都港区港南4-5-7

北海道大学農学部GC-MS&NMR室
守060 札幌市北区北9条西9丁目

資生堂安全性・分析センタ一分析研究グループ
〒223 神奈川県横浜市港北区新羽町1050

関西医科大学化学教室
守573 枚方市宇山東町18必9

藤沢薬品工業(株)基盤技術研究室

〒532 大阪市淀川区加島2・1-6

I 'Íリアンジャ I~ン

〒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

(12) 

011-706-6640 011-716・6175

hiraoki@sun2.huap.hokudai.ac.jp 

0277・30・1439 0277-30-1439 

m6b337@edu.cc.gunma・u.ac.JP

03-3726・1111 03-5734-2889 

shiramat@polymer.titech.ac.jp 

06-872・8218 06-872-8219 

hiroakih@beri.co.jp 

03・3680・0151 03-5696-8347 

無

03・5734・2889 03-5734・2889

thironak@polymer.titech.ac.jp 

03-5463・0624 03-5463・0497

fukuoka@tokyo・u・fish.ac.jp

011司 706・4134 011-716-0879 

JAH02422@niftyserve.or.j 

045-542・5296 045-545-2811 

fukuhara_tadao@po.shiseido目cO.JP

0720・56・2121 0720-50・0733

fujii@makino.kmu.ac.jp 

06-390・1326 06-304・1192

akihiko_fujikawa@rnd.fujisawa.co.jp 

03・5232・1238 03-5232-1264 

kazushige.fujikura@jp.varian.com 

075・753-5643 無

fujita@sbchem.kyoto-u.ac.jp 



氏名

目事森裕基

藤原英明

藤原敏道

藤原正子

藤原靖弘

文野浩一

降旗一夫

古井淳一

古国j告祐

逸 見光

星野鉄哉

堀井文敬

堀内正隆

増田憲二

松川真吾

松国弘喜

松田裕生

松林久一

松原康史

松村志保

勤務先
住所

日本大学文理学部化学科
〒156 東京都世田谷区桜上水3・25司 40

大阪大学医学部保健学科医用工学講座
〒565 大阪府吹田市山田丘 1-7

横浜国立大学工学部物質工学科
干240 機浜市保土ヶ奇区常盤台79-5

日本電子データム(株)AM技術部

〒196 東京都昭島市武蔵野3・1・2

京都薬科大学NMR室
〒607 京都市山科区御陵中内町5

立命館大学理工学部化学科分子物性化学研究室

守525・77滋賀県草津市野路東1-1-1

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻
干113 東京都文京区弥生1・1・1

大阪大学蛋白質研究所物性部門

〒565 吹田市山田丘3-2

杏林製薬株式会社中央研所
〒329・01栃木県下都賀郡野木町御手洗2399-1

農林水産省食品総合研究所応用微生物部
〒305 つくば市観音台2-1-2

日立化成工業(株)

守300-42茨城県つくば市和台48

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
干611 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

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

東京水産大学食品生産学科生物資源化学講座渡部研究室

〒108 東京都港区港商4-5・7

北見工業大学

〒090 北海道北見市公園町165

帝人(株)東京研究センター構造解析センター
〒191 東京都日野市旭が丘4・3・2

第一製薬株式会社試験研究センター

〒134 東京都江戸川区北葛西1-16-13

三菱化学筑波研究所物性分析研究室

〒300・03茨城県椛敷郡阿見町中央8-3-1

ゼリア新薬工業株式会社中央研究所研究技術部

〒360・01締玉県大里郡江南町大字押切2512-1

(13) 

TEL FAX 
E-mail 

03・3329・1151 03-5317・9433

fujimori@chs.nihon-u.ac.jp 

06・879・2573 06-879-2573 

fujiwara@sahs.med.osaka・u.ac.jp

045-339・4224 045-339-4251 

g00888@sinet.ad.jp 

0425・42・1182 0425-42-4059 

masako@jeol.co.jp 

075・595-4637 075-595-4766 

無

0775-66・1111 0775・61・2659

無

03・3812・2111 03・3816・0453

furihata@mcb1.iam.u・tokyo目ac.jp

06-879-8598 06-879-8599 

furui@protein.osaka-u.ac.jp 

0280-56-2201 0280・57・1293

fvbb0981@mb.infoweb.or.jp 

0298-38-8096 0298-38-7996 

hemmi@nfri.affrc.go.jp 

0298-64・4000 0298・64-4008

HCN00727@niftyserve.or.jp 

0774-38-3150 0774-33・1164

hori i@modych.kuicr.kyotoべJ.ac.jp

03-3823-2101 03-3823・1247

horiuchi@rinshoken.or.jp 

0774・38-3152 0774-33-1164 

masuda@modych.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

03-5463-0403 03-5463-0403 

matsukaw@cc.tokyo-u-fish.ac.jp 

0157・26咽 0862 0157・26-0862

hiro@gaea 

0425・86・8121 0425開 86-8123

mtd30217@token1.teijin.co.jp 

03・3680・0151 03-5696-8347 

無

0298-87・0946 0298-87 -3257 

3709437@cc.m・kagaku.co.jp

0485・36帽 3456 0485-39-1072 

無



氏名

松本大

丸田悟剣

三浦宏一

三島正規

水越利巴

水野敬

水野元博

溝上潤

三森文行

水戸潤

宮内康次

三宅洋子

宮島清一

三好利一

勤務先
住所

京都大学大学院薬学研究科薬品機能解析学分野

〒606 京都市左京区吉田下阿達町

群馬大学工学部材料工学科材料設計化学講座第4研究室

〒376 群馬県桐生市天神町1・5・1

北見工業大学

〒090 北海道北見市公園町165

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科
守630・01奈良県生駒市高山町8916-5

生物分子工学研究所機能創製プロジェクト部門
〒565 大阪府吹田市古江台6・2-3

京都大学理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

9606 京都市左京区白川追分町

金沢大学理学部化学科

干920-11石川県金沢市角間町

京都大学理学部化学系

〒606・01京都市左京区北白川追分町

国立環境研究所環境健康部
干305 茨城県つくば市小野川16-2

千葉大学分析センター

〒263 千葉市稲毛区弥生町1-33

(株)UBE科学分析センター高分子分析第一研究室
〒290 千葉県市原市五井南海岸8-1

東京都立大学理学部化学科有機化学第一研究室

9192-03東京都八王子市南大沢1ぺ

分子科学研究所分子集団系

〒444 愛知県岡崎市明大寺町字西郷中38

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学講座

9606・01京都市左京区北白川追分町

武藤隆則 (株)生物分子工学研究所一構造解析研究部門

〒565 大阪府吹田市古江台 6-2・3

村林秀樹 株式会社武田分析研究所試験第2部
〒532 大阪府大阪市淀川区十三本町会17・85

森田徹一郎 理化学研究所分子構造解析室

森田哲史

八木宏昌

八島秀仁

干351・01埼玉県和光市広沢2・1

理化学研究所細胞情報伝達研究室

〒351-01!奇玉県和光市広沢2-1

機浜国立大学工学部

守240 機浜市保土ヶ谷区常盤台79・5

日本ブ。ルカ一株式会社マーケッティング部

9305 茨城県つくば市二の宮3・21・5

(14) 

TEL FAX 
E-mail 

075幽 753-4530 075-753-4578 

masaru@pharm.kyoto-u.ac.jp 

0277-30-1382 0277-30-1380 

stakeda@chem.gunma-u.ac.jp 

0157-26-0862 0157・26-0862

miura@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

0743・72・5576 0743-72・5579

m-misima@bs.aist引 ara.ac.jp

06-872・8203 06-872-8219 

toshimi@beri.co.jp 

075-753-4015 075-753-4000 

mizuno@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

072-264-5686 072-264-5742 

mizuno@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

075-753-4015 無

mizokami@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-50-2532 0298-50-2574 

mitumori@nies.go.jp 

043・290・3810 043-290幽 3813

mito@pchem2.s.chiba-u.ac.jp 

0436-23-5997 0436-23-5449 

29687u@ube-ind.co.jp 

0426-77-1111 0426・77・2525

ymiyake@comp.metro-u.ac.jp 

0564-55-7423 0564-54・2254

miyajima@ims.ac.jp 

075咽 753-4015 075-751・205

miyoshi@kuchem目kyoto-u.ac.jp

06-872・8218 06-872・8219

tmuto@beri.co.jp 

06-300-6537 無

himura@sun-inet.or.jp 

048-462-1111 048-462・4627

tmorita@postman.riken.go.jp 

048-467-9428 048-462-4675 

morita@jota.riken.go.jp 

045-339-4231 045-339-4251 

yagi@bio.bsk.ynu.ac.jp 

0298-52・1234 0298-58-0322 

yas@bruker.co.jp 



氏名

安野和浩

矢吹孝

山内一夫

山口憎

山口 {散

山本昭彦

山本博幸

山本泰彦

山本至臣

湯還聴

余川隆

横田信三

横地政志

吉岡澄江

好田真由美

吉野明広

吉水広明

若松馨

渡辺剛

渡部徳子

勤務先
住所

大阪大学蛋白質研究所物性部門
〒565 大阪府吹田市山田丘3・2

濃化学研究所細胞情報伝達研究室
〒351-01埼玉県和光市広沢2・1

日本ブルカー株式会社アプリケーション部
〒305 茨城県つくば市二の宮3・21-5

姫路工業大学理学部生体物質構造学日講座

守678・12兵庫県赤穂郡上郡町金出地1479番地1

塩野義製薬株式会社創薬第一研究所物理化学研究部門

守553 大阪市福島区鷺洲5・12・4

日本ブルカ一株式会社技術サービス部

〒305 茨減県つくば市二の宮3・21-5

富山化学工業株式会社綜合研究所開発第一研究部

干930 富山県富山市下奥井2-4・1

筑波大学化学系

守305 つくば市天王台1-1・1

富山化学工業株式会社綜合研究所開発第一研究部
'1'930 富山県富山市下奥井2-4・1

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門
干113 東京都文京区本駒込3-18・22

バリアンジャパン

'1'108 東京都港区芝浦4-16・36住友芝浦ピル

宇都宮大学農学部森林科学科

〒321 宇都宮市峰町350

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門

干113 東京都文京区本駒込3-18・22

国立医薬品食品衛生研究所

T 158 東京都世田谷区上用賀1-18・1

協和醗務工業株式会社東京研究所
〒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町

TEL FAX 
E-mail 

06・879-8598 06-879-8599 

kazu@protein.osaka-u.ac目jp

048・467-9428 048-462・4675

yabuki@jota.riken.go.jp 

0298-52・1235 0298-58・0322

yam@bruker.co.jp 

07915-8-0182 07915-8・0182

無

06-458-5861 06-458-0987 

tohru.yamaguchi@shionogi.co.jp 

0298-52-1236 0298・58・0322

ay@bruker.co.jp 

0764-31-8269 0764-31-8208 

無

0298-53-6925 0298-53-6925 

yash@sakura.cc.tsukuba.ac.jp 

0764-31-8269 0764-31・8208

yamamotoy@labo.toyama-

03・3823・2101 03・3823・1247

yuzawa@rinshoken.or.jp 

03・5232-1238 03-5232・1264

takashi.yokawa@jp.varian.com 

028-649-5538 028-649-5545 

yokotas@cc.utsunomiya-u.ac.jp 

03-3823-2101 03-3823・1247

yokochi@rinshoken.or.jp 

03-3700-1141 03-3707・6950

yoshioka@nihs.go.jp 

0427-25司 2555 0427・26-8330

myoshida@kyowa目co.jp

052-735司 5241 052・735-5247

yoshino@ach.nitech.ac.jp 

名古屋工業大学工学部材料工学科有機材料コース辻田研究室 052-735・5272 052-735-5294 

〒466 名古屋市昭和区御器所町 yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

群馬大学工学部生物化学工学科 0277-30・1439 0277 -30-1439 

守376 桐生市天神町1-5・1 wakamats@bce.gunma-u.ac.jp 

メニコン総合研究所研究開発部材料開発室 0568司 95-3349 0568・95-3318

〒487 愛知県春日井市高森台5-1-10 XLH05136@niftyserve.or.jp 

東京水産大学食品生産学科生物資源化学講座 03-5463・0643 03-5463・0643

〒108 東京都港区港南4-5-7 tokuko@s4201.tokyo-u-fish.ac.jp 

(15) 



氏名

渡辺尚彦

勤務先
住所

東京水産大学食品生産学科
守108 東京都港区港南4-5-7

(16) 

TEL FAX 
E幽 mail

03-5463・0618 03・5463・0497

hw@tokyo-u-fish.ac.jp 



Jハ弘 主主i

7)Aしj

1しフ(Jj) 

第36回 NMR討論会講演要旨集

発行日 1 997年 10月9日

発行者第36回 NMR討論会

世話人稲垣冬彦

財団法人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

TEL: 03-3823-2101 (内線5261)

FAX: 03-3823-1247 

E-mail:inagaki@rinshoken.or.jp 

印刷株式会社日出島

代表日出島清司

干113東京都文京区本郷2-16-8

TEL: 03-3818-5581 

FAX: 03-3818-5587 
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