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~1 日 11 月 17日(火)

10:00-10:05) 

守会の挨拶

10:05-11:25) 

E長 嶋田一夫

第37回NMR討論会プログラム
fNMRの方法論の応用と新展開j

L1 立体特異的同位体標識を用いた蛋白質内部の二面角解析 ・・・ 1

(都立大理1、東海大開発工2) 0循真一1、寺内勉1、土屋征司¥松井裕人西山幸三郎2、甲斐荘正恒1

L2 芳香族アミノ酸側鎖シグナル帰属のためのパルスシークエンスの開発 ・・・ 5

(理研遺伝生化学1、ケンブリ yジ大生化学2、東大応用生命工学3) 0伊藤隆1、D.Nietlispach2、大野光宏3、

正木春彦3、E.D. Laue2、柴田武彦1

E長斉藤肇

L3 'H、7Liおよび'9F-NMRスピンーエコー磁場勾配法で測定した有機電解液の全構成成分の自己拡散係数とイオ

ン伝導度・溶媒和とイオン対形成 ・・・ 9

(物質研 1、ユアサコーポレション2) 0早水紀久子¥相原雄一2、新井盛勝2、CiriloGarcia-Martinez' 

L4 MAS-Multiconformational液晶NMRi去による環状エンケフ?リンの構造解析

(阪大医)木村敦臣、月城聖一、藤原英明

』休憩一

11:45-12:25) 

E長 堀井文敬

13 

L5 固体重水素NMRによるポリ (yーベンジル L-グルタメート)の配向挙動と主鎖ダイナミクスの検討 ・・・ 17

(北大院工)0堤耀広、窪田俊介、泉川大輔、平沖敏文

L6 Stray Field Imaging法による国体高分子材料解析

(新日銭開先端研1、サリ一大理2) O~寄藤公児人 B. Newling2、P.J. McDonald2 

-昼食-

4:00-16:00) 

fスタ セッション(説明義務ポスタ一番号:3の倍数+1)

，6:00-17:20) 

E長早水紀久子

L7 木材中の水分挙動と各種NMRスペクトル

(日本女子大¥理研2)0商運明子¥鵜沢淘2、柴田俊之

L8 ランタノイド元素ドーフ。YP2SのB9y・MASNMR 

(三菱化学績浜総研1、東京水産大2)0原圏としえ¥下村康夫¥渡辺徳子2

5長三森文行

L9 2H NMRによるzeoliteKL細孔内のベンゼン友ぴシクロヘキサンの運動

(筑波大物質工人物質研2) 0佐藤孝幸人国森公夫1、林繁信2

20 

24 

28 

32 

L10 家兎アキレス腿のinvivo H・1DQF Imaging • •. 35 
(京都府立医大一生理1・整形2、テルアビフ大化学3、生理研分子生理4)0瀬尾芳輝1、生駒和也2、高宮尚武2、

L. Tsoref3、H.Shinar3、G.Navon3、村上政隆4

ー休憩ー

17:40-18:20) 

5長恵良聖一

L11 NMRイメージンクによるLECラット肝病変の 1年間にわたる経時観察 ・・・ 39

(国立環境研¥筑波大医2、筑波メデイカルセンター3) 0三森文行1、吉岡大1.2、女屋博昭'.2、板井悠二人

土井幹雄3



1 L 12 新しいアプローチによるMRmicroscopeの開発(1)一臨床用マグネットと独立したMRIを用いたMR

microscope の開発一 ・・・ 42
(筑波大物理工人筑波大臨床医2)0巨瀬勝美1司拝師智之1、安立直剛1、吉岡大2、阿武泉2

第2日 11月18日(水)

(9:20~ 11 :20) 

特別講演 1

座長稲痘冬彦

2L 1 NMR 01 Very Weakly Aligned Macromolecules 
(National Institutes 01 Health. USA) Ad Bax 

特別講演2
座長寺尾武彦

2L2 Solid State NMR and Optically Pumped NMR lor Biological Purposes 
(National Institutes 01 Health. USA) Robert Tycko 

一休憩ー

(11 :40~12:40) 

特別講演 3
座長阿久津秀雄

-・・ 46 

-・・ 47 

2L3 Generating and Exploiting Intermolecular Multiple-Quantum Coherences in Solution NMR and MRI 

(Department 01 Chemist旬、 PrincetonUniversity) Warren S. Warren 

一昼食ー

(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+2)

(16:00~ 18:00) 

特別講i寅4
座長堤耀広

2L4 高分子の NMR

(北大理)引地邦男

特別講演 5
座 長荒田洋治

2L5 N M Rによる蛋白質、核駿の構造と相互作用の研究

(阪大蛋白研)京極好正

(18:30~20:30) 

懇親会 重度飯后別館(電話 045-64ト8386)

第 3日 11月19日(木)

(9:20-10:40) 

座長安藤動

・・・ 48 

51 

52 

3L1 液体窒素蒸発量の少ないNMR超電導マグネット ・・・ 56
(神戸製鋼開発推進センター\ジャパンマクネ y トテクノ口ジ _2) 伊藤II.~'、 0斉藤一功1、林征治1 、

西漫節1、井上康彦2

3L2 ゼロ量子13CMAS法による常極性固体の固体高分解能NMR -・・ 59 
(京大理1、マインツ大2)0久保厚1、T.P.Spanio¥2、寺尾武彦1

座長鵜還淘

3L3 109Ag_107Ag二重共鳴NMR測定法の開発及びその測定結果 ・・・ 63
(無機材研、 UBC化学科カナダ) 丹所正孝、和田弘昭、 Colin A. Fyle、HiltrudGrondey、TomMarkus 

2 



3L4 家蚕および聖子蚕絹フィブロインの主鎖情造に関する角度依存国体'5Nおよび'3CNMRによる研究 ・・・ 65

(東京農工大工) 0朝倉管郎、亀田恒徳、出村誠

一休憩ー

(11 :00-12:00) 

座長赤坂一之

3L5 催場配向リン脂質二重腹中生理活性ぺプチドの立体情造解析

(姫路工大理)0内藤晶、木村成輝、永尾隆、則定和志、辻腕、斉蕨肇

68 

3L6 天然物化学におけるLC-NMRの応用測定とその実際 ・・・ 72

(日本ロシュ研1、東大院農2、東大分生研3)0射手圏佳子¥河原郁子1、唐津藤¥青木雅弘1、中山登3、

降旗一夫2、瀬戸治男3

座長 白川昌安

3L7 機能性RNAの構造及びタンパク質との相互作用の解析 ・・・ 76

(償浜国大工1、工技院生命研2、工技院産融研3、筑波大応用生化4) 0片平正人1、小林伸一郎1、上杉日青ー¥

山本利香2.3.4、多比良和誠2.3.4、西川諭2、P.K. R. Kumar2.3 

(12:10-13:00) 

特別講演6
座長 甲斐荘正恒

3L8 NMR in Structural Biology -Belore and Alter NMR Structural Determination 

(Eidgen凸ssischeTechnische Hochshule、 Switzerland)Kurt Wuthrich 

一昼食ー

(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)

(16:00-17:40) 

座長 白川昌宏

3L9 無細胞タンパク質合成系を周いたタンパク質の安定問f立体標識法

(理研細胞情報伝達¥東大院理2)0木川隆買Ij'、矢吹孝人山口絵未人繍山茂之口

座長西村善文

3L10 温度ジャンプNMR;去によるタンパク質フォールデインクの研究

(神戸大自然科学1、神戸大理2) O}II上勝人赤坂一之'.2

78 

79 

83 

3L 11 植物ホルモン応答に関与する転写因子のDNA結合ドメインと標的DNAの複合体の立体情造 ・・・ 85

(生命工研槽造生物1、生命工研植物分子生物2)0山崎和彦1、MarkD. Allen'、高木 112、舘野賢1、鈴木理1

座長横山茂之

3L12 転写因子の蛋白質問相互作用 立体情造、安定性と運動性 ・・・ 87

(奈良先端大バイオ)0白川昌宏、池上貴久、佐藤滋夫、山口秀幸、尾崎111目、三島正規、岡田輝政

3L13 抗体による紫外線婦傷 DNA認識機備のNMR解析 ・・・ 89

(東大院薬1、北大院薬2、金沢大薬3、機能水研4) 0嶋田一夫?、加藤晃一1、鳥濠妬也1、山本展裕1、丸木理世1、

森岡弘志2、小松康雄2、二階堂修3、大塚栄子2、荒岡洋治4

ポスターセッション，寅題

【溶液測定j去の開発】

P1 Pulse-Gradi巴ntSpin-Echo NMR Studies 01 Protein Solution Behaviour 

(機能水研)OWilliam S. Price、FumihikoTsuchiya and Yoji Arata 

P2 蛋白質，容液多核測定における 3執PFGを用いた洛媒信号消去

(1 ¥リアンジャパン) Ot良本暢明、串田克彦

P3 PFG 'H-NMRによる分子内運動の解析

(サントリ一生有研)り菅瀬謙治、岩下孝

3 

91 

93 

97 



P4 インテインを利用した蛋白質の部分標識 ・・・ 99

(阪大蛋白研¥大阪工業技術研2、生体分子工研3) 0山崎俊夫1、大友崇紀¥京極好正1、上垣浩一人

伊藤暢聡3、中村春木3

P5 HMBC;去の新しい応用測定一ーJ分解-HMBC法について ・・・ 100

(東大院農1 東大分生研2) 0降旗一夫1、瀬戸治男2

P6 四級炭素の遠隔'H_'3Cスピン結合定数の符号の決定 ・・・ 104

(北大理) 0熊木康裕、引地邦男

P7 gs-PASS-TOCSYとその応用 ・・・ 108

(北大農)0福士江室、川端 i閏

【溶液応用(蛋白質、ペプチド)】

P8 小脳形成に関与する蛋白質Vlの立体情造決定 ・・・ 112

(都立大理)0大里子綾子、楯真一、田岡万悟、久保田英俊、松井裕、磯辺俊明、甲斐荘正恒

P9 hDLG PDZ2-APC C末ペプチド複合体の楕造解析 ・・・ 114

(奈良先端大人阪大2) 0大木出¥池上貴久¥秋山徹2、白川昌安1

P10 Grb2 C末綿SH3ドメインと基質ぺプチドの複合体の溶液構造 ・・・ 116

(都臨床研'、学習院大2、ニューヨーク大3) 0川崎政人1、小綜賢治1、寺沢宏明¥湯沢総1.2、畠中秀樹1、

V. Mandiyan3、J.Schlessinger3、稲垣冬彦1

P11 cre結合蛋白質CRE-BP1/ATF2の転写活性化ドメインの溶液構造 ・・・ 117

(織浜市大院総合理1、理研筑波LS2)0長土居有隆1、中沢賢一人字国広子1、前川利男2、石井俊輔2、西村善文1

P12 ミトコンドリア膜透過装置 ratTom20pのcytoplasmicdomainの溶液情造 119 
(生物分子工研1、名古屋大理2) 0阿部義人¥小代俊浩2、遠藤斗志也2、神田大輔1

P13 イネのシステインプロテイナーセ阻害剤、オリザシスタチン・1のNMRによる情造解析 ・・・ 121

(東大生物生産工研センタ一人東大院績2) 0永田宏次?、工藤紀雄人阿部啓子2、荒井綜_2、田之倉イ憂1

P14 RalBP1結合タンパク質POB1のEHドメインの情造解析 ・・・ 123

(理研細胞情報伝達1、東大理2、広島大医3)0小柴生造1.2、木川隆買1J1、岩原j享二¥菊池章3、繍山茂之1.2

P15 出芽醇母Zinc-linger蛋白質Rme1pのDNA結合ドメインの情造解析 ・・・ 125

(東京薬大薬¥コロンヒア大仁明星大理工3) 0神藤平三自s'司村瀬敦司ヘA.Mitchel12司清水光弘3

P16 NMR Studies 01 a 35kDa Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1)・UbiquitinComplex .•. 127 

(J里研遺伝生化学¥東京医歯大歯2、三菱化学生命研3、北里大理4) OSundaresan Rajesh'.2、伊藤隆人

坂本泰一人岩本真理子3、小寺義男3，4、土田信夫人柴田武彦1、河野俊之3

P17 Yeast Ubiquitin Hydrolase 1による Ubiquitinの認識機織の NMR解析 ・・・ 130

(三菱化学生命研1、理研分子遺伝2、東京医歯大歯3、北里大理4)0坂本泰一¥伊藤隆2、RajeshSundaresan23、

岩本真理子¥小寺義男1.4、坂本泰一、河野俊之1

P18 大腸菌嫌気性センサーキナーゼArcBのC末端リン厳転移ドメインの情造解析 132 

(奈良先端大1、名大2) 0岡田輝政¥平山順也人池上貴久人水里子猛2、白川昌宏1

P19 ヒ卜NADPHオキシダーゼp47PB2 domainのNMRによる立体情造解析 ・・・ 134

(生物分子工研1、九大医2、東大医科研ヒトゲノムセンタ _3)0康明秀一人住本英樹2、伊藤隆司3、神田大輔1

P20 ヒトテロメア結合タンパクhTRFlのDNA結合ドメインの立体惰造 ・・・ 136

(織浜市大院総合理1、阪大蛋白研2、UCSF")0西川崎輝1、長土居有隆人吉村祥子2、相本三郎2、PeterKonig3、

西村善文1

P21 局所的な楕造変化を誘起したcystatinAの構造解析 ・・・ 138

(都立大理¥青学大理工2) 0須田真輔1、楯真一人大野綾子1、梶裕之1、松井裕1、鮫島達也2、甲斐荘正恒t

P22 翻訳開始因子elF4Eの情造と運動性 ・・・ 141

(Harvard Medical School， Dept. 01 BCMP) 0松尾浩、A.M. McGui旬、 G.Wagner 

P23 大腸菌転写因子PhoBのDNA結合ドメインの立体摘造解析 ・・・ 142

(償浜市大院総合理1、阪大微生物病研2)0岡村英保1、花岡慎f宏、長土居有隆1、牧野耕三2、西村善文1

P24 Vav のN末端側SH3ドメインのNMRによる立体情造解析 145 

(都臨床研)0小梅賢治、永田宏次、戎井悦子、畠中秀樹、稲垣冬彦

4 



P25 ナトリウムチャンネルの不活性化ゲートペプチドとぺンタペプチド KIFMKとの相互作用 ・・・ 146

(京大薬)黒田義弘、 0前田能崇、宮本和英、田中一二三、大高章、藤井信孝、中川R官民

P26 発育問害ペプチド'growth-blockingpeptide (GBP)の立体構造解析 ・・・ 150

(北大理1、北大低温研2、富山医薬大薬3)0相沢智康¥藤谷直樹?、早川洋一2、河野敬一3、引地邦男1、

新聞勝利'

P27 HIV-2ヌクレオキャプシドタンパク質 C 端側部分ペプチドの立体情造解析 153 

(北里大理¥三菱化学生命研2) 小寺義男1.'、前田忠言十1、佐藤一紀2、河野俊之2

P28 ω-conotoxin TXVIIの立体格造解析 155 

(三菱化学生命研)0小林邦子、佐々木亨、佐藤一紀、河野俊之

P29 OコノトキシンTxVIAの立体情造解析 157 

(三菱化学生命研)0河野俊之、佐々木亨、佐藤一紀

P30 アミド基を側鎖にもつアミノ酸残基によるミオグロビンの機能調節の分子機情 159 

(筑波大化学1、慶応大医')0山本泰彦1、栗原徳正1、江川教2、島田秀夫2、石村巽2

P31 チトクロムC3へム軸配f立子イミダソールNHプロトンの交差緩和 ・・・ 163

(償浜国大工1、三菱重工基盤研2、千葉工大3、東大院工4) 0原田英里砂人大村友章2、蕨原敏道1、河合剛太3、

渡辺公綱4、阿久津秀雄1

P32 ペプチドと蛋白質の相互作用のTRNOE解析 ・・・ 166

(三菱化学生命研¥群大工2) 0楠英樹'.2、若松事喜久平野利好2、田中剛史1、中島勝弥2、立木あゆ美2、

佐藤一紀1、河野俊之1

P33βラクトグロプリンのa→ β転移の研究 ・・・ 167

(岐阜大医人阪大たんぱく研2、コーネル大学3)0桑田一夫1、星野大人後藤佑児2、恵良聖一人 CarA.Batt3

P34 'H-NMRによるヒト血清アルブミン情造転移友ぴ尿素変性の研究 ・・・ 169

(岐阜大医生理1、岐阜大2) 恵良聖一'0曽我美勝2、中村浩二1

P35 NMR化学シフト計算と化学シフトマップに基づくペプチド、タンパク質の婿造解析 ・・・ 173

(東京農工大工， University 01 Shellield2
) 0岩館満雄1、朝倉哲郎1、M.P. Williamson2 

P36 工ラスチンタンパク質のコアセルベーション現象における自己拡散 ・・・ 176

(名工大工)0吉水広明、早川喜子、藤原美穂、辻田義j台、木下隆利

【溶液応用(蛋白賞、ペプチド以外)1 
P37 GNRA tetraloopの3'pスピン緩和による内部運動解析 179 

(都立大理)0小野晶、宮下新、小野日月、楯真一、甲斐荘正恒

P38 大腸菌 4.5SRNAのタンパク質結合部位の構造解析 ・・・ 180

(千葉工大工¥筑波大生物科学2) 坂本泰一¥鈴問聡E、山崎高生2、中村幸治人山根圏男2、O河合同l太?

P39 分岐シクロデキストリン類の溶液における立体僑造 ・・・ 182

(工技院生命研1、日本電子データム2)0石塚靖子1、線本直1、厳原正子2、藤田憲一人中西洋志1

P40 Pyridine環上置換基の'5Nとa友びβ'Hlongrange coupling constantへの影響 ・・・ 186

(雪印乳業、日本電子、千葉大)0佐藤陽子、内海博明、関宏子、徳永遠俗、中越雅道

P41 拡散係数測定に基づくハイドロゲル高分子と医薬品の相互作用の評価 ・・・ 190

(国立後i研)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

P42 二本鎖型界面活性剤の反応に及ぼすミセル表面電荷の効果 ・・・ 193

(名工大工)0駒田陽三、吉野明広、岡林博文

P43 多核NMR法による水洛液中におけるイオン間相互作用の研究 ・・・ 197

(績浜田大機器分析センタ一人償浜国大工2)末還俗子人虞田穣2

P44 ポリプロピレンの'3C-NMRにおけるサイクリング・サイドバンドイ也の問題点 ・・・ 201

(三菱化学績浜総研)0森輝雄

P45 コンビナトリアル・ケミストリーにおける情造決定の新技術 iSR-MAS法j ‘・・ 205

(日本電子1、東大院薬2、東京理科大理2)0津野久幸1、樋向克哉1、小林修2

【液晶、模、不均一系】
P46 [1-'3C]Val標識ハクテリオロドプシン:固体高分解能'3CNMRによる水素結合ネットワークの探索 ・・・ 207

(姫路工大JJ.'、ウェイン州立大2、カリフォルニア大3) 0谷生道一人井上さゆり T、辻 p;'t'、検田恭宣1、

Richard Needleman2、JanosK. Lanyi3、内藤晶?、斉藤肇1
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P47 催場l!ie向膜における腹貫通Q'-ヘリックスの備造 ・・・ 211
(姫路工大理)0木村成輝、内藤晶、辻焼、斉藤量産

P48 リン脂質膜中のマストパラン配向惰造に関する3'P，15N固体NMR解析 ・・・ 215
(東京農工大工人長崎大工2)0出村誠1、堀由美子1、朝倉哲郎1、新留I率直s2、青柳東彦2

P49 n翼蛋白質における金属イオン結合の解析 ・・・ 217
(姫路工大理1、ウェイン州立大人カリフォルニア大3)0辻腕人山口 tg'、谷生道一人小西英正1、

井上さゆり 1、内藤晶人 RichardNeedleman2、JanosK. Lanyi3、斉藤量産1

P50 固体高分解能NMRによる磁場面己向二重腹中アラメシチンの膜に対する配向の決定 ・・・ 221
(姫路工大)0永尾隆、内藤晶、辻晩、斉藤 肇

P51 Liquid-Crystal NMR Study 01 2-Vinyloxypyridine ... 225 
(阪大医)A. V. Vashchenko、A.Kimura、A.V. Alonin and H. Fujiwara. 

P52 ~三分解能MAS溶液プローフを用いたリン脂質膜に結合したペプチドの繕造解析 ・・・ 22B
(東レリサーチセンター)0川口謙、木村一雄

P53 リオトロピ yク液品中での硫酸キニジンのコンホメーションー溶液構造と比較してー ・・・ 229
(神戸薬大¥阪大医2)0杉満員喜子¥木村敦臣2 藤原英明2

【計算、シミュレーション、データ処理】

P54 分子動力学計算による AgxCu，.xIの緩和時間シミュレーショ、ノ ・・・ 233
(金沢大理¥岩手大工2) 0井田朋智¥平井篤樹¥木村潤子1、函館数芽2、水里子元1尊1、遠藤一央1、須原正彦1

P55 計算機支援に基づくパルス系列の開発の効率化 ・・・ 237
(都臨床研1、明大理工2)0織地政志¥楠正美2、稲垣冬彦1

P56 NMR化学シフトにおける相対性効果 ・・・ 23B
(北見工大)0馬場雄久、福井洋之

P57 C13・NMR、Vamp及びMOPACによるCre及びCrnの変換機情の解明とその応用 ・・・ 240
(昧の素中央研)0大竹亮子、島圭吾、海老沢計慶、高橋三雄、鈴木策一郎、井運邦輔

【医用/invivo NMRとイメージング}

P58 合成高分子ゲルによる俗化移動コントラスト法の基礎的検討 ・・・ 242
(岐阜大医生理1、岐阜大人京都府立医大放射線医学3、愛知県がんセンター放射線治療4、藤田保衛大衛生5)

O恵良聖ー¥曽我美勝2、紀ノ定保臣3、松島秀4、内山幸男4、加藤和夫5、永井直樹1

P59 誘電共振の画像信号に汲ぽす影響 ・・・ 246
(東大医)0湯川泰宏、入口紀男、上野照同1I

P60 リアルタイム30-MRIシステムの開発 ・・・ 250
(筑波大物理工)0拝師智之、巨瀬勝美

P61 新しいアプローチによるMRmicroscope の開発(11)-30画像の処理法と表示法の開発ー ・・・ 254
(筑波大物理工人筑波大臨床医2) 0持師智之人安立直同11'、巨瀬勝美人吉岡大2、阿武泉2

P62 30-MR画像からの泡多面体の自動抽出i去の開発 ・・・ 258
(筑波大物理工学系)0安立直同IJ.拝師智之.巨瀬勝美

P63 回転座標系イメージング;去による13Cの空間分布計ill.U ・・・ 262
(電総研)0服部峰之、清水秀明、守谷哲郎

P64 N M Rマイクロイメージングによる植物組織の凍結制御機構の解析 ・・・ 264
(織首E水研1、生物資源研2) 0井出博之1、石川雅也2、WilliamS. Price'、荒田洋治1

P65 拡散測定によるインゲンの生育に伴う組織借造の変化の解析 ・・・ 267
(食品総合研1、日本電子テータム2、農業生物資源研3)0石田信昭1、小川秀次郎2、小泉美香3、狩里子広美3

P66 マルチスライスHSQC法を用いた高感度 invivo 13C代謝物イメージンタ第二報 ・・・ 271
(東芝研究開発センタ一人創価大生命科学研2) 0渡遷英宏人梅田匡朗1、石原康利1、岡本和也¥小田正記2、

金松知幸2、塚田裕三2

P67 マウス脳内高エネルギーリン酸化合物の化学交換MRI 275 
(九大薬)0粟林秀人、金沢洋子

P68 光学活性シフト試薬による脳内代謝物質の分析 279 
(日女大理1、国立精神神経センター神経研2) 0高橋征三人荻野孝史2
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P69 リボゾーム造影剤の'9F-NMRイメージングへの応用 282 
(阪大医1、九大薬2)0月城霊ー1、木村敦臣1、金沢洋子2、蔵原英明1

【固体;~II定;去の開発】
P70 隣接分子の相対配置決定のための多スピンREDOR解析 286 

(姫路工大)0西村勝之、内藤晶、辻晩、斉藤量産

P71 170高磁場国体高分解能NMRi去を用いたペプチドおよびポリペプチドの備造解析 ・・・ 290
(日本ブルカ-'、東工大工2、群馬大工3)0山内一夫問、黒木重樹2、安藤勲2、荘司願3、尾崎拓男3

P72 固体'3C_2H2次元相関MASNMR法による常磁性物質の分解能向上 ・・・ 293
(京大理)伊藤俊樹、久保厚、寺尾武彦

P73 MAS下での口C-'H双極子粉末パターンの復活法の開発とその応用 ・・・ 297
(京大理) 0竹腰清乃理、寺尾武彦

P74 回転試料中の同種核2スピン系に対するスピンエコーパルス系列の効果 ・・・ 299
(分子研?、筑波大物理工2) 0桑原大介?、中井利仁2、宮島清一1

P75 重水素核の 1次元交換NMR法の開発 ・・・ 300
(京大理) 0水里子敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

P76 'H CRAMPS NMRによる r アミノ般の結品情造の研究 ・・・ 303
(群馬大工¥日本電子2、昧の素3)0木村英昭'、中村かおり'、江口暁子¥杉沢寿志2、出口健三2、
海老j霊言十慶3、鈴木豊能一郎3、荘司顛1

P77 同位体標識生体高分子の槍造解析のための多次元国体高分解能NMR法の開発 ・・・ 307
(横浜国大工)0佐々健太郎、目事原敏道、阿久津秀雄

P78 固体NMRによるアデノシン二面角の決定法の開発 ・・・ 311
(横浜国大工)0鈴木栄一、藤原敏道、阿久津秀雄

P79 光励起三重I頁状態を用いた動的核偏極NMRの応用をめざして ・・・ 315
(京大理)0武田和行、今泉孝幸、溝上i問、竹腰清乃理、寺尾武彦

【固体物性、高分子、国体イメージング】

P80 棒状分子のゾルーゲル転移

(北大院工)平沖敏文、磯田由美、谷知広、武川雅英、堤耀広

P81 'H CRAMPS法による高分子の水素結合に関する情造解析

(京大化研)0増田憲二、梶弘典、堀井文敬

318 

319 

P82 固体二次元スピンエコーMASi去によるポリ・L-アラニン a ・β炭素の化学シフトテンソルと二次情造 ・・.322 
(東工大生命理工)浅川直紀、竹里子入正利、 4嬰井実、井上義夫

P83 固体2次元交換13C-NMRi去によるPMAAの脱水反応過程 ・・・ 324
(防大化)0浅野敦志、黒津卓三

P84 高圧固体高分解能NMR;去によるXeガス存在下における高分子混合体の分子運動の研究 ・・・ 326
(京大院理)0三好利一、清水弘之、竹腰清之理、寺尾武彦

P85 高分子の過冷却液晶状態の婿造とダイナミックスに関する国体NMR解析 ・・・ 329
(京大化研)0石田宏之、森本英敏、堀井文敬

P86 固体13C、'SN-NMR化学シフトを用いた芳香族イミド化合物のコンホメーション解析 ・・・ 332
(東工大工)0石井張愛、安藤勲、安藤慎;台

P87 13CNMR化学シフトを用いたビフェニル化合物の結晶中のコンホメーション解析 ・・・ 336
(東工大工)O~中俊也.黒子弘道.安藤勲.安藤慎i台

P88 固体 2次元13Cスピン拡散NMRによる絹フィフロインの情造解析 ・・・ 340
(東京農工大工人 NatickRD&E Center2) 0亀回恒徳1、出村誠1、朝倉哲郎1、F.A.Fossey2

P89 高分子へのXe収着挙動と129XeNMR化学シフト ・・・ 342
(名工大工)0宮内実、鈴木智幸、吉水広明、辻田義治、木下隆利

P90 拘束した超延伸ポリエチレン繊維の結晶転移およびダイナミクスに関する固体13CNMR解析 ・・・ 345
(京大化研)0桑原和弘、梶弘典、堀井文敬

P91 国体高分解能13CNMRによる凍結乾燥製剤中のタンパク質および高分子添加斉1)の分子運動性の測定 ・・・ 349
(国立後i研1、償浜田大工2)O~吉岡澄j工 1 、阿曽幸男1、小嶋茂雄1、捜井智司2、藤原敏道2、阿久津秀雄2
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P92 高分子の結晶化過程のinsitu固体13CNMR解析 -・・ 352 
(京大化研1、龍谷大理工2) 0大平康正1、堀井文敬1、中沖隆彦2

P93 高分子中に吸着されたXenonの動的挙動と高分子鎖の分子運動 ・・・ 355
(阪大院理(帝人構造解析センタ _2 神戸薬大3)0永版文惣'.2、上回貴洋人中山尋量a 江口太郎1、中村亘男1

P94 '9Fおよび13C国体NMRによるパクテリオロドプシンの惰造解析 ・・・ 358
(サントリ一生有研)0岩下孝、関谷紀子、金鍾文、吉原和雄、石黒正路

P95 結合多環化合物と鎖状炭化水素の混合物の固体NMR ・・・ 361
(電通大1、工学院大工2) 0小林信昭1、安達久彰1、仁木園雄人鈴木)午、矢ケ崎隆義2

P96 イミタソール結品中における水素結合の'SN団体NMRによる研究 ・・・ 365
(阪大院理1、分子研2) 0上田貴洋1、増井大二人長友重紀2、中村E男1

P97 アルカリー水素・C60三元系化合物のNMR(11) ・・・ 367
(分子研)0緒方啓典、宮島清一

P98 V20S層聞に取り込まれたD20の動的挙動の固体制-NMRによる研究 ・・・ 370
(群馬大工¥阪大院理2、岡山大理3)0武固定1、後藤裕子1、丸田悟朗2、高原周一3、橋高茂治3

P99 [Cu(H，o)6][PtCI61結晶における情造相転移と水素結合 ・・・ 371
(金沢大理) 0水野元博、飯島隆広、折井謙吾、須原正彦

P100 優先富化現象を示す化合物の固体NMR ・・・ 373
(理研分子情造解析室1、京大院人間環境学2)0仲村高志、高僑弘樹、田村類、濃運淘

P101 水素結合型有機強磁性体HQNNの極低温団体制ーNMRによる研究 ・・・ 377
(群馬大工¥阪大院理2、東大院総合3、都立大院工4) 0丸田悟朗2、武固定1、松下未知雄4、泉岡明3、

菅原正3、山口兆2

P102 高速スイッチンク磁場勾配系を用いないマジックエコー固体イメージング 378 
(筑波大物理工)0野中正幸、松井茂、中井利仁、井上多門

【団体化学におけるNMR】
P103 水に溶ける新規チタンクエン酸錯体の口C-NMRおよび機能性チタン複合酸化物合成への展開 ・・・ 382

(東工大応セラ研¥東工大資源研2)0多国大人垣花園証人人中村義之2

P104 'H_31p SEDOR NMRi去による12タングストリン酸無水物 (H3PW，，040)のプロトンサイトの研究 ・・・ 386
(阪大院理)0上田貴洋、辰巳奉正、中村亘男

P105 ニトロアニリン類の13CCP/MAS NMRスペクトルにおける Nに結合した Cのシグナルのパターンについて

の検討 ・・・ 388
(物質研)0林繁信

P106 7Li NMRによるイオン伝導性ガラスのイオンタイナミクスの検討 ・・・ 391
(大工研'、分子研2)0赤井智子1、大石 il~2、宮島清_2

P107 Spin-Lattice Relaxations and Dynamics in Kaolinite Intercalation Compounds ... 393 
(物質研)OXiulan Xie、林繁{言

P108 AgxCu，)(O手x孟0.5)の63CuNMR及ひX線回折 ・・・ 397
(金沢大理)0木村潤子、水野元博、遠藤一央、須原正彦

P109 'H NMR Studies 01 Hydrogen Sites and Mobility in V-H・DAlloys ... 400 
(物質研)OB. Bandyopadhyay、林繁信

P110 固体NMRi去によるいくつかの複素環π共役系高分子の固体情造に関する研究 ・・・ 404
(東工大生命理工人東工大資源化学研2) 浅川直紀1、樫井実'、井上義夫¥山本隆一2

P111 多次元相関NMR法による包接ゲスト分子の配列の研究 ・・・ 406
(京大院) 0中村新治、竹腰清乃理、今城文峰、寺尾武彦

Pl12 固体高分解能NMRによるヒトカルシトニン繊維形成機備の解明 ・・・ 408
(姫路工大理1、日本チハガイギ国際研2) 0上平美弥'、内藤晶1、大城由紀1、 辻 暁1、里子坂篤子2、斉藤肇1

Pl13 固体2DNMRによるペプチドおよびポリペプチドの水素結合の研究 412 
(東工大工)0小野真之介、黒木重樹、安藤黙
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【1¥ードウェア】

Pl14 化学種特異的31P_NMRイメージング装置の開発 414 

(目立基礎研)0田村充、尾藤良孝

Pl15 高磁場高圧高分解能NMR測定装置の開発とシクロファンのNMRスペクトルに対する圧力効果 ・・・ 417

(神戸大理1、神戸大院自然2)0山田博昭1、酉川和義1、室文人1、i度漫愛子T、百中清寿子¥赤坂一之2

Pl16 団体NMR用高速テジタル任意波形発生装置の試作 ・・・ 421

(京大理)0久保厚、高岡一馬、寺尾武彦

Pl17 13C周高感度前置増幅器の開発 ・・・ 425

(日本電子)0末松浩人、栗原範日月

Pl18 硝酸鉛の四7PbMAS NMR測定による高温VTMASの温度較正 ・・・ 427

(ジャパンエナジ一分析センタ一人日本電子2、東工大工3) 0高橋俊朗1、杉沢寿志2、馬場俊秀3

【その他]

Pl19 光ポンピンクによるスピン偏傾Xeガス発生法の最適化 430 

(電総研)0服部峰之、平賀隆、守谷哲郎

P120 NMR Prediction Software and Tubeless NMR -an Analytical Tool for Screening of Combinatorial 
Libraries . .. 432 

(Advanced Chemistry Development) OAntony Williams、DmitryMityushev、VladimirShilay、SergeyBakulin 

P121 NMR分光;去によるアルカリブロマイド水溶液中における水分子の D核および170核のスピンー格子緩和速度

【付録】

におよ tiす圧力効果 ・・・ 433

(立命館大理工1、重i1J価大工2) 0文野浩一人清水昭夫2、谷口吉弘'

キーワード索ヨ|
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9 

435 

441 

447 



takai
鉛筆



第 1日 ( 11月 17日火曜日)

講演要旨



takai
鉛筆



1L1 立体特異的同位体標識を用いた蛋白質の二面角解析

(都立大・理 l、東海大開発工 2)0楯真一 l、寺内勉 l、土屋征司 l、松井裕 I、

西山幸三郎2、甲斐荘正恒l

Application of the stereoselective deuteration to elucidate the accurate 

torsion angles in a protein 

Shin-ichi司ate，Tsutomu Terauchi， Seiji Tsuchiya， Yutaka Matsui， Kouzaburo Nishiyama， 

and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science， 
Tokyo恥letropolitanUniversity 

Tokai University 

Abstract: The 'accurate' measurement of spin coupling constants is not trivial even with the recently 

devised NMR techniques. The spin coupling constants involving the protons in CH2 moieties intrinsically 

suffer from the interference caused by the spin relaxation of the coupled spins， leading to the systematic 

under estimation of the J-values. In the past a few years， we have been focusing on the experimental 

strategies to overcome this problems in measuring spin coupling constants from the sample preparation and 

NMR experim巴ntalsides. In this presentation， we will repo口 ourrecent extended applications of the 

stereoselective deuteration to refine the NMR derived torsion angle information in a protein. 

lntroduction : The CH2 moieties in a protein are preferable to give us a set of 1200 shifted vicinal spin 

couplings enabling us to uniquely determine torsion angles. However， the large dipolar interaction among 

these spatially neighboring protons limits the accuracy of the observed J-coupling constants. We have 

shown t出h巴 st旬巴r閃巴os臼凶巴elecαti竹V巴 deut匂町er削 onat Cs site can much improve thc accu即 yof the experimentally 

derived J-coupling constants and based on those values we analyzed the rotameric state of χI side chain in 

a protein. The deuteration at Cs site can not only eliminate the dipolar interference effect on the observed 

lH_1H homonuclear coupling constants， but also can expand the lowest observable J-values in the 

het巴ronuclearspin echo differenc巴 spectroscopydue to the r巴ductionof the transverse spin relaxation rate 

of the protons at Cs sites. As extended application of the above strateg払 wewill show you the torsion angle 

analysis of χ1 using much extensive deuteration and also <!> torsion angle analysis on Gly residues with the 

stereoselective deuteration on lJCαsite. 

Keywords: stable isotope labeling， deuteration， torsion angle analysis. spin coupling constants 

たでしんいち、てらうちっとむ、っちゃせいじ、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



%1 torsion angle aflalysis using the stereoselectiveかdeuteratedPhe with perdeuteration at riflg 

In the prcv剛 sapplication we have shown， ~H was introduced only on thc Cs site. In considering 

the long rangc home-and heteronuclcr scalar couplings and also IH-1H dipolar int巴印tionbetween Hs 

protons and ring protons in Phe residue， we can recognize those would contribute to the systematic errors in 

the measured couplings. To make clear this contribution， w巴labeleda protein with the Phe ster巴oselectivly

deuterated at Cs sit巴 andalso simultaneously perdeuterated at ring portion. In this Phe， thc all spins 

essentially used for theχ1 analysis can be treated as isolated spin syst巴mfrom the neighboring protons in 

the same residuc， giving us the ideal situation for the accurate J-analysis. We applied this labeling to a 

protein， cystatin A (11 kDa). 

As shown in Fig 1， two types 01' stereos巴lectivelydeuterated Phe， (2R， 3S)-Phe and (2S， 3S)-Phe， 

were directly incorporated into a protein using standard culturc of E.co/i. Cystatin A has overall rotational 

correlation time of 4.7 ns evaluated on the 15N spin relaxation analysis. In this size of protein， we did nol 

measure any significant differences in J-couplings between the resulls oblained with Phe with perdeutcrated 

and non-deuterated at ring‘Table 1. 

Table 1. Comparison of lhe observed Jhαhs coupling constants in cyslatin A 

perdeuterated non-deuterated 

F70 
F98 

11.1 :t 0.3 Hz 
5.6:t 0.7 Hz 

12.0:t 1.0 Hz 
5.5:t 0.7 Hz 

The listed couplings around χ1 were measured according to the previously rcported experiments， Table 2. 

And the rotameric state of each χ1 side chain torsion was analyzed based on the simple motion models we 

used in the previous analysis as shown in Table 3. 
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Fig. 1 : Stereoselcctive dcuteration at Cs site of Phc rcsiducs in cystatin A 
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Table2・Thecollected spin coupling constants in Phe residues in cystatin A ( pH 4.0， :noC) 

appr.χl 。
円
ドnH 

Y
E
J
 

F70 Hs2 6.1 :t 0.2 くー1.2 9.1 :t 0.1 

Hs3 11.1 :t 0.3 ー1.5:t 0.3 2.2 :t 0.8 

F98 Hs2 5.0士0.2 -4.0:t 0.2 2.0:t 1.1 

Hs3 5.6 :t 0.7 〈ーJ.3 8.9 :t 0.2 

1800 

600 

Table 3 : Results of χ1-torsion angles with different motional models. Cystatin A (pH 4.0， 3iOC) 

residue model result 

F70 Rigid rotamer χ1=161.5 

Staggered χ1 (600
) 0.0% 

conformation χ1 ( 1800
) 86.1 % 

χ1 ( -600 
) 13.9 % 

τ'wo site jump χ1(162.10
) 98.2% 

model χ1 (・121.90
) 1.8 % 

Gaussian angle χ1 = 162.2土 7.1。
distribution 

F98 Rigid rotamer χ1=72.3。

Staggered χ1 ( 600 
) 85.8 % 

conformation χ1 ( 1800 
) 0.0% 

χ1 (・600
) 14.2 % 

Two site jump χ1 (68.50
) 85.7 % 

model χ1 (-6.00
) 14.3% 

Gaussian angle χ1 = 67.2土 22.1・
distribution 

3 

r.m.s.d. 

0.87 

0.75 

0.82 

0.82 

1.60 

1.02 

0.98 

0.97 

Q 

69.5% 

72.8% 

33.4 % 

67.4 % 

50.1 % 

75.4 % 

47.2 % 

78.3 % 



;.torsωn angle 0/ Gly residues using the stereoselective deuteration on Cαsite 

The same problems in J analysis is encountered in J (HN， Hα) of Oly residues. We have shown a 

metabolic way of stereoselective deuteration on Cαsite in Oly， a couple of years ago. By applying this 

labeling， we can obtain the proteins labeled with [R-2H]0Iy or [S-2H]0Iy. Using these stereoselectivly 

deuterated proteins， we can accurately measure both 3J(NH， H'α) and 3J(NH， HSα)， giving the unique 

determination ofφtorsion angles of these glycines. Table 4 summarize the collected J-values and the 

evaluated <t-torsion angles of Oly residues in cystatin A. 

Table4: Th巴collectedspin coupling constants， J(HN， Ha)， in glycine residues in cystatin A (pH 4.0， 370C) 

residue 3JHN，H'α[Hz] 3JHN，Hsα[Hz] <t・torsion[deg.] 

04 5.1 :t0.1 5.0:t0.1 -176.1 
05 5.2 :t 0.1 4.7土 0.1 60.2 
036 6.1 :t 0.1 4.2 :t 0.4 -86.3 
050 2.0:t1.0 7.5:t0.1 153.0 
060 4.4:t 0.1 5.0:t 0.1 176.2 
075 4.9:t 0.1 5.6:t 0.1 71.0 
084 3.1 :t 0.4 2.7 :t 0.4 4.4 
097 3.1 :t 0.5 4.5 :t 0.2 -31.5 

In the accurateφtorsion analysis， the collected two experimental input are not enough. To collect 

further complementary structure information， we are cu町entlyworking on the torsion angle analyses using 

the dipole-dipole cross-correlated r巴laxationby ZQIDQ spectroscopy using this sample， Fig. 2. The d巴tails

of the experiments will be shown in our presentation. 
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1L2 
芳香族アミノ酸側鎖シグナル帰属のためのパルスシークェンスの開発
(理研遺伝生化学 1 ケンブリッジ大生化学 2 東大応用生命工学 3)

0伊勝隆 1，D. Nietlispach2，大野光宏 1，3正木春彦 3，E. D. Laue2，柴田武彦 1

Novel pulse sequences for the resonance assignment of aromatic side-chains in 

conjunction with α:jJ3-selective deuteration 
Yutaka Ito1， Daniel Nietlispach2， Mitsuhiro Ohno1.3， Haruhiko Masaki3， Ernest D. Laue2 and 

Takehiko Shibata1 

I Laboratory of仁el/u/arand Mo/ecu/ar Bi%gy， Institute of Physica/ and仁hemica/Research (RIKEN)， JAPAN; 
e Cambridge仁entrefor Mo/ecu/ar Recognition， Department of Biochemistry， University of仁ambridge，u.K.; 

3Department of Biotechnology， The University of Tokyo， JAPAN 

A combination of simulation and experiment is used to demonstrate novel triple-resonance 

NMR experiments， Ho(仁oCyCflCαCO)NNHand H，/Ho(Cε/CoCyCflCαCO)NNH. These experiments 

仁orrelatethe amide 1H and 15N resonances of one residue with aromatic 1H and 13C resonances of its 

preceding residue. By incorporating 13Cj15N-labelled phenylalanine in whichα/βposltions are 

selectively deuterated into uniformly 2Hj15N-labelled proteins， the sensitivity of these experiments is 

significantly improved. These experiments provide an efficient approach for the unambiguous 

assignment of aromatic side-chains. 

Introduction 

Distance restraints around aliphatic and aromatic amino acid residues are important for the 

global fold determination， since hydrophobic interactions of these residues construct the protein core. 
In recent years， amino acid selective labelling of aliphatic side-chains in a completely deuterated 

ba仁kgroundhas been reported as an approach for the global fold determination (1，2，3). For the 

assignment of methyl groups of these aliphatic residues， a couple of pulse sequences have been 

proposed in which the methyl proton magnetization is finally transferred to backbone amide protons 

by using one-bond homonulcear/heteronuclear J couplings， thus providing unambiguous assignments 
(4，5). In contrast， for the aromatic side-chains， intraresidue NOEs are usually used for the 

assignment of 1 H and 13仁 resonances. This NOE-based approach may cause ambiguity in 

assignments， in particular for the regions of aromatic clusters. Some pulse sequences have been 

proposed aiming at unambiguous assignments of aromatic 1 H and 13C resonances by correlating the 

chemical shifts of Cs and of aromatic protons via J couplings (6，7，8). However， these pulse 

sequences still cause ambiguity when the仁hemicalshifts of Cfl overlap each other， espe仁ially，in 

larger proteins. 

In this study we present two new pulse sequences， Ho(CoC(CflCαCO)NNH and 

Hε/Ho(Cε/CoCyCsCα仁O)NNH，for the assignment of side-chain 1H and 13仁 resonancesof aromatic 

residues by a combination of triple-resonance NMR and selective 1Hj2Hj13Cj15N-labelling for 

aromatic residues. These pulse sequences correlate the side-chain 1 H/13C resonances of one 

aromatic residue with amide 1 H and 15N resonances of the following residue， thus providing 

unambiguous assignment due to well-separated 15N chemical shifts. 

Experimental Methods 

To demonstrate the pulse sequences and the contribution of regio-selectiveα/s 

deuteration， E. co/i ImmE6 protein (84 residues) was produced in an E. co/i expr陀es鉛siωonsy刊st匂ema抗t 

37 。仁in M9 minimal media containing α/s-deut匂er悶at旬edand unifo伽O町rml片y13仁j15N-labelled pheny刊lalan川川In巴
(α/sβ_2H/日3仁/5N-Phe針)with D-ぢgluc∞ose
respe仁tively. This Phe-selectively labelled protein will be described asα/β2H/3cj15N_Phe_(bg 

2HrN)-lmmE6 henceforth. Completely protonated and uniformly 13Cj1SN_labelled ImmE6 (13仁/雪N-

ImmE6) was also prepared. 

タンパク質位置特異的重水素化，芳香族アミノ酸， triple-resonance NMR 

いとうゆたか， Nietlispach 0.，おおのみつひろ，まさきはるひこ， Laue E. 0.，しばたたけひこ
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The method described by Tenenbaum et al. (9)， and LeMaster and Richards (10) was 

applied to prepareα/β2H/13C/5N-Phe starting from 13仁/門N-Iabelled phenylalanine. The 

deuteration efficiency was checked by measuring lH-NMR of the final product and found to be more 

than 95%. 
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Figure 1. Pulse schemes for the (a) Ho(Co仁yCpCαCO)tサNHand (b) Hε/Ho(C，/CoCyCp仁αCO)NNH. AII narrow and 
wide pulses have flip angles of 900 and 1800， respectively， and unless indicated otherwise are applied along the x axis 

Half height filled boxes represent water selective 900 'H pulses. The 'H， 'H， (]Cα/p， and "N carriers are centered at 
4.7 (water)， 4.7， 44.9， and 118.2 ppm， respectively. Pulses for aromatic and carbonyl carbons are applied from one 
channel by switching the carrier from 130.9 to 176.3 ppm at the points indicated by arrowheads. Field strengths for 
all IJC 900 rectangular pulses are set avoiding excitation of other unwanted (]C magnetizations. Q3 1800 pulses are 

applied for α/p， aromatic and carbonyl carbons with durations of 320， 427 and 427μs， respect附 Iy. Four phase-

shifted rSNOB pulses (367μs) are applied for αcarbons (indicated byつ Typicalvalues for the delays are 0，，=1.5ms， 

~，=1.55ms， d，=2.1ms， d，F2.1ms， d，.=6.2ms， dF6.9ms， d.=4.5ms， dj，=4.4ms，高=12.4ms，bj=5.4ms， d，=2.25ms， TN=12.0ms 

The following phase cycling is employed: ljI，=x; ljIJ'~x; ljI，=4x， 4(-x);ゆ，=y，-y;O，=8x， 8(-x);札=2x，2 (-x);・rt4=8凡 8(刈;rec司

2(-x)， x， -x， 2x， 2 (-x)， 2x，久 x，2千x)，x. Gradient pulses are applied with durations and strengths as follows: Gl=O.4ms 
(10.0 Gcm"); G2=0.6m (6.1 Gcm"); G3=0.8ms (6.1 Gcnr'); G4=1.3m (6.1G cm"); G5=2.3m (9.2 Gcnr'); and 
G6=0.4ms (18.3 Gcm ') 

Figures 1 a and 1 b illustrate the pulse sequences that have been developed to provide 

lHo/13CO - lHN and lHd13仁ε一lHN correlations for proteins in which α/βposition of aromatic 

residues are deuterated， respectively. For completely protonated samples，市o 2H-de仁oupling

6 



versions" of the pulse sequences 1 a and 1 b were performed with additional 1 H CPD and optimised 

delays. The basic "architecture" of these pulse sequences is CBCA(CO)NNH pulse sequence 

following the lH(aromatic)_13C(aromatic) INEPT， one/two step(s) 13e-l3C COSY and 13Cy(aromatic) -
13Cp INEPT transfers. 

The 2H-decoupling versions of HoCo(仁yCpCαCO)NNH and HεC，HoCo( CyCpCαCO)NNH 
experiments were recorded in the 2D CH-1HN or 13C-1HN) mode on a 0.8mM sample of the α/s-
2H/3仁/5N-Phe-(bg_2H/5N)ーImmE6in 90% lH20 / 10% 2H20， 20 mM  Na-phosphate (pH 6.0) and 
with the probe temperature of 30 oc. The "no 2H-decoupling version" experiments were recorded 

in a similar manner on a 0.8mM sample of the 13C/5N-lmmE6 in the same NMR buffer and at the 

same probe temperature. AII the experiments were performed on a Bruker DRX 600. 
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Figure 2. Two dimensional ('H-'HN) spectra recorded using the Ho(CoCyCsCαCO)NNH (a and b) and 

H，jHo( C，jC"CyCsCα仁O}NNH(c and d) pulse sequences. Two spectra on the left were measured onαilVHjl3仁!"N-
Phe-(bg-'Hj15N)-lmmE6. Two spectra on the right were measured on "Cj15N-lmmE6. AII of the spectra were 
recorded on a Bruker DRX600 spectrometer using samples of -0.9 mM concentration and at the probe temperature 
of 303K. Each 2D data set was recorded with a total of 32 x 1024 complex points and maximum acquisition times of 
24.2 and 102.Sms in t，('H) and tlHN)， respectively， and processed using Azara software (Boucher， unpublished) 
applying the 1 D maximum entropy method for t， dimension. AII possible cross peaks due to seven Phe residues 
were observed in the Ho(Co仁yCs仁α仁O}NNHspectrum of α/s-'Hj"C!"N-Phe-(bg-'H!"N)-lmmE6， while some of the 
peaks were missing for "Cj15N-lmmE6. Assignments are indicated in the H"(C，，CyCsCαCO}NNH spectra. Additional 
cross peaks corresponding to H，→HN transfer are indicated by boxes in the H，jHo(CεjCoCyCsCαCO}NNH spectra 
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Figure 3. Two small regions in the two dimensional ('H-'HN) H，，(CoCyCsCαCO)NNH spectra of (a and c)α/s-
'Hj"仁j15N-Phe-(bg-'Hj15N)ーImmE6and (b and d) "Cj15N-lmmE6. 仁rosspeaks corresponding to the Ho(F2S) 

→HN(G26) and Ho(F77)→HN(D78) transfers are shown. Intensity of cross peaks were scaled according to the 
number of s仁 川 forea仁hspectrum 

10.2 

Figure 2 shows the spectra of the 2D CH-1HN) versions of HoCo(CyCpCαCO)NNH and 
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卜HE仁ε卜Hó正Cδó(CyよC~CαCO)NサNH measured onα/s 

and 1日3Cj15N_lmmE6(Figures 2b and 2dめ). In Figure 2a， all of possible cross peaks corresponding to 
six phenylalanine residues in ImmE6 were clearly observed. Additional six cross peaks 

corresponding to 1 Hε-lHN correlations were observed for the HECεHóCó(CyC~CαCO)NNH spectrum 

(Figure 2c). 

The sensitivity enhancement in the Hó(CóCyC~CαCO)NNH experiment due to the α/s-
selective deuteration of Phe residues was estimated to be -6 to 7 fold by comparing the intensity of 

cross peaks in the spectr悶ameasured for α/s 

(Figure 3) 

Results and Discussion 

The results show that these new experiments should provide a useful means for assigning 

the 1 H and 13C resonances of aromatic side-仁hainsunambiguously. In addition， regio-selective 
deuteration at α/s positions of aromatic residues provides significant improvements in sensitivity of 

these experiments (the sensitivity enhan仁ementobserved in this study might be partially due to the 

longer transverse relaxation time of lHN inα/β2HjBC;tsN-Phe-(bg-2Hj15N)-lmmE6). The procedure 

we used for the pr陀epa訂ra討tiぬonof α/s 

of aliphatic and aromatic ones (10叫)， thus this approach can be also available for other aromatic 

residues. In this study， we demonstrated the above approach using a small protein. For larger 

proteins， the contribution of α/s-deuteration to the sensitivity might be much more significant， since 
the rapid relaxation of protonated 13C~ and 13Cαnuclei should reduce the sensitivity drastically. 

We also tried different versions of the pulse sequences that have 13C-TOCSY periods 

instead of the COSY-type transfers within aromatic carbons， which has not been so much successful 
so far. Further improvement in sensitivity might be possible by applying， e.g.， heteronuclear cross 
polarization techniques into Cy→C~， Cα→CO， and CO→N transfer steps. 

In our previous study (2)， we showed that a reasonable structure model of a relatively larger 

protein can be determined from limited NOE restraints， even though the assignments of aromatic 
side-chains are ambiguous. The unambiguous assignments of aromatic side-chains obtained by the 

approach presented here should be very useful for accelerating the process of global fold 

determination and improving the resolution of the structure models. 
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1L3 旬、 7Li および 19F-NMRスピンーエコー磁場勾配法

で測定した有機電解液の全構成成分の自己拡散係数

とイオン伝導度・溶媒和とイオン対形成

(物質研)0早水紀久子、 CiriloGarcia-Martinez 

(ユアサコーホ。レーション) 相原雄一、新井盛勝

PGSE 7Li， 19F and lH Diffusion Measurements for Organic Electrolytes 

including LiN(S02CF3)2 

K. Havamizy_， C. Garcia Martinez， Y. Aiharat， and S. Arai1 

National Institute of Materials and Chemical Research and lYuasa Corporation 

The self diffusion coefficients (D) of the Li， anion， and solvent in LiN(S02CF3h 
solvent s戸temswere measured by the pulse-gradient spin-echo (PGSE) NMR method. 
Fourteen different organic solvents that are commonly used as electrolytes in lithium 
batteries were studied. The D of the corresponding pure solvents were also measured. Since 
a good correlation between the D of the pure solvents and the inverse of the viscosity was 
obtained， the results are discussed in terms of the Stokes-Einstein equation. Comparisons of 
the D of the solvent， the Li and the anion illustrate the solvation behavior for each sοlvent. 
The relationship of the ionic conductivity between the sum of the D of the lithium ion and 
the anion gives the degree of ion-pair formation and enables the roles of the solvents in the 
electrolytes to be clearly explained. 

自己拡散係数は物質移動と付随する機能を研究するうえで、基本的かつ重要な物理量である。

パルス磁場勾配スピンーエコー法が開発され自己拡散係数の測定が精度よく測定できるようにな

った。無侵擾な測定法で、 NMR核種を含む成分が個別に観測できることが大きな利点、である。

我々はリチウム塩を含む14種の有機電解液のカチオン、アニオン、溶媒の自己拡散係数を全て測

定し、溶媒和について明確な結果合得た。またイオン伝導度と比較することによりイオン対の形成を

明らかにした。また純溶媒の自己拡散係数と粘度との間の関係を実験的に明確にした。

はじめに

電解溶液の研究には長い摩史があり、イオンと溶媒の相互作用(溶媒和)、イオン聞の相互作用

(イオン対形成)を中心にして、様々な理論式に基づいて、パラメータが導出されている。電解液は

電池やコンデンサーなど、実用的に重要で、あるために電気化学的な視点の種々の研究が既に報告

されている。しかし理論式の適用はイオン濃度の小さい領域であることが望ましく、実用的な濃度領

域で、の研究では経験的なパラメーターの導入が必要で、ある。電解液での重要な現象であるイオン

PGSENMR、自己拡散係数、リチウムイオン、溶媒和、イオン対形成

はやみずきくこ、あいはらゅうし、ち、あらいしげまさ、 Garcia-MartinezCirilo 
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伝導度はカチオンとアニオンの自己拡散係数と深く相関していると考えられる。

パルス磁場勾配法スピンーエコーNMR(PGSE-NMR)による自己拡散係数(D)の測定は既に提

案されてから時間がたつているが、最近は装置的に改良されて、実用的にデ-t;の取得ができるよう

になっている。我々はこの方法をリチウム電池の電解液として重要な14種類の純粋な有機溶媒およ

びリチウム塩(LiN(SU2CF3)2，LiTFSIと省略)を含む有機電解液の即〉測定に適用した。電解液構

成成分は全て NMRの対象になる核種を含むので、液(lH)、リチウムイオンCLi)、アニオンC9F)で

個別にDを測定すると同時にイオン伝導度を測定した。その結果従来の電気化学や溶液論では得

られなかったイオンの挙動を明確に記述で、きたので、発表するここで用いた有機溶媒の化学構造

と略号を下図に示す。

♀ EC Go GBL 

。ノ"
I ¥ Df' l l."、ー GVL 
0， .0 r，-， "ー/-号。Y八百 w

iγb BC Co DOX 

。

CH30(CH2CH20)nCH3 
n=l DME， n=2 DG， n=3 TG 

CH30・CO・OCH3
DMC 

CH3CH2COOCH2CH3 

EP 。THF

CH3CH20-CH2CH2-0CH2CH3 仏、 NMP

DEE 

拡散現象の理論式は古典的な Stokes-Einsteinの式が重要であり、粘性ηの媒体中を半径九

の剛体が拡散するときには

D= kT =---
6:rrη'rs 

D= kT ----
cnηrs 

で表される。ここでは6の代わりに実験パラメータ c を導入する。またカチオンとアニオンの拡散

係数(D+とD_)とイオン伝導度Oとの関連式 Nernst-Einsteinの式にイオンの会合度とを導入した

式は次の通りである。

σD =竺:(D++Dj(14)
kT 

実験

14種類の有機溶媒で、はバッテリー用(水分含量

の少なしもの)の試薬を用いた。塩は十分乾燥し、

溶媒と塩のモル比が20:1になるように調製し、

5mmゅの NMRサンプル管に高さ 5mmに入れて

測定した。一般的な測定温度は300Cである。イ

オン伝導度は 30oCで交流インピーダンス法で

測定した。 ECの融点は 390Cであるので、全ての

測定を 400Cで‘行った。

結果

35 

30 • 
• OME 
THF 

25 

OMC. 

00.-

四

百
{-♂
E
2
0
 

34w 
:eCTG 

。叩

。5 2.0 2.5 
1.01/η(cP) 

Figure 1. The self diffusion coeffici巴ntsat 30 oc are 

plotted versus the inverse of the viscosity at 25 oc for the 
pure liquids， except for ethylene carbonate for which data 
was obtained at 40 oc. 

10 



25 

Figure 2. A plot of the self diffusion coefficients of the lithium ion 
and the anion (TFSI) versus the self diffusion coefficient of the 
solvent. The solid circles and open squares indicate the self 

diffusion co巴fficientsof lithium and TFSI， respectively. 

T't1 
白昼..G臥ロ・.GVL
eECNMP 

10 内，1;
D50同(10.'"m"s)

ロ

-DME 

|ロ田町('・fNM町・ U('L

20 

x
 

p
'

ハ
u

E

0

 

・
ロ
・
ロ

c-醐
巨
』

既・
z' ・刊
ロ

1.純液体のDと粘度ηとの相関

純液体の自己拡散係数は密度、粘

度などと同様に物理定数であるので、

今回測定し14種の溶媒の中で、粘

度の文献値が見つかった12種につ

いてDとη との関係を図l'こプロットし

た。図1から(1)式が広範囲の有機溶

媒に対して成立することが分かる。こ

こでGBLとPCについて提案されたフ

ァンテツレワールス半径 0.268と0.276nmを

代入するとcはそれぞれ3.2と3.3にな

る。四塩化炭素とベンゼンに対して提

案されているCの値は 3.6と3.8である

ので、実験ノfラメーターCを導入すれ

ぱ Stokes-Einsteinの式は自己拡散現象を十分に説明しているとし、える。

2.電解液における DLhDanion および D川~enl

ロ
・
凶

10 

7

6

5

4

3

2

 

{
m
E
'
D
F
}
a
t
q
u
c
a
w
コG

F
j

向
。

電解液において測定した DLiと

Dan;onの値を D.50lventで、プロットし

た結果を図2に示す。イオンの

拡散は溶媒の拡散によって支配

されていることが明瞭に示されて

いる。多くの場合にアニオンの

拡散の方がリチウムより速く拡散

していることがわかる。 Stokes-

Einsteinの式の有効性が示され

ているので、 R=D帥 'ent/Dionは溶

媒の拡散半径とイオンの拡散半

径の比になると仮定してよい。こ

のように計算したリチウムとアニ

オンのRの値を D叫酬に対して

プロットしたのが図3である。溶

媒の種類によって相違はあるが、

リチウムの拡散半径の方がアニ

オンの拡散半径より大きくなる。

リチウムイオンそのものはアニオンよりも半径は明らかに小さいので、リチウムイオンは溶媒和した状

態が拡散半径として計算されたとし、えるcBC，GBLなどでは平均して2分子が溶媒和し、 DMC，EC

では溶媒和よりもイオン対形成効果の方が大きい。 NMRの時間尺度からいえば、溶媒和している

るか、バルクの溶媒の中にいるかを見分けることはできず、 D.'iOlventも両者の交換平均の値で、ある。

• 
ロ
DME 

ーDOx

DMC ・ロロ・EP

• DEE 

• 
ロ
THF 

-a白
凶

NMP 
PC ~ 

BC・ ~C・GBL
.:白VL

tG: • 
占ロJB

3，0 

2，5 

2，0 

0: 

1.5 

25 

~ 
20 

lロ anlo

10 15 
DSOMnt(10-10m2S4) 

1.0 

Figure 3. The experimental ratios of the Stokes radius of the lithium， 
Ru and the anion RTFs1 relative to the solvent are plotted against the self 

diffusion coefficient of the solvent. The R va1lles were calculated as the 
ratio of the diffusion coefficient of the solvent relative to that of th巴

ions， i.e.， RLj=DsolvcnJDu (solid circle) and RTFS1=D回 Ivcn1/DTFs1 (open 
square). The dotted lines are guides for the eyes. 
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3.イオン伝導度

イオン伝導度をアニオンとリチウムの自己拡散係数の和で、プロットして図41こ示す。一見イオン伝

導度とイオンの拡散速度には相聞がないように見えるが、溶媒の種類に着目して補助的な線を引

いてみると図に示したような関係が成立する。バッテリー用電解溶液の経験から溶媒は主溶媒(環

状炭酸エーテル EC，PC， BCと環状エステル GBL，GVL)と副溶媒に分けて考えられている。また

グライム系 (TG，DG，DME)溶媒で、の相闘をプロットすると両者が分類で、きる。同族列で

プロットすれば、イオン伝導度とイオンの

自己拡散係数との聞には良好な相関が

みられる。グライム系の溶媒は高分子電

解質で最も重要ながリエチレンオキサイド

(PEO)のモデルとしての研究対象にな

っている。ここで Nernst-Einsteinの関係

式を適用してみる。実験ノ《ラメータ己は

イオン対の形成に関連する。イオン伝導

度とリチウムイオンとカチオンの拡散係

数の和とから実験的に求まる己をもち

いて、イオンの解離度 α=1・Eを

Dsolventに対してフ。ロッ卜して図5に示した。

主溶媒と言われる PCや GBLでは解離

度が大きく 0.65付近の値を示してい

る。またグライム系列では解離度は分子の

大きさに関係なく 0.3~0.35 の値をとるこ

とがわかる。溶媒におけるリチウムの溶

媒との相互作用を考察する上で重要で

ある。また副溶媒てして使われている

DMC，DEEなどではイオンの解離能は

低いが溶媒自身の拡散が大きいために

混合して用いれば、イオン伝導度に寄

与することを明確に示唆している。

-THF -DME 
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Figure 4. A plot of the ionic conductivity versus the sum of the 
diffusion coefficients of the lithium (DLi) and the TFSI (DTFS1). 
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1 L4 MAS-Multiconformational液晶NMR法による環状エンケファリンの構造解析

(阪大・医) 0木村敦臣、月城聖一、藤原英明

「一一τー一一一一一ー寸

Conformational Diversity of [D-P en2
， D-Pe' n5]enkephalin部 Studiedby Magic-Angle 

Spinning Liquid-crystal NMR spectros∞py組 dMulticonformational Analysis 

At'luomi Kimura， Sei-ichi Tukishiro and Hideaki Ftljiwara 

School of Allied Health Sciences， Faculty of Medicine，Osaka University，l・7Yamadaoka， 

Suita， Osaka 565， Japan 

「ー一--，
The conformation of biologicaIIy active [D-Pen2， D-Pen5]enkephalin(DPDPE) has been 

studied by Iiquid・crystalNMR sp配 troscopyemploying magic値制glespinning(MAS) t¥'，:o-

dimensional methαjology and by computer-assis民dmulticonformational analysis. The NMR 

structural parameters of DPDPE were obtained in a CsPFO(cesium perfluorooctanoate) Iiquid-
cηIstal. The NMR structural information w描 acquiredin the anisotropic environment basing 

upon the vicinal coupling constant of 3J(HNCαH) and the lH-IH ROE factors obtained under 

the MAS condition. These data were submitted to multiconformational analysis based on the 

ECEPP/2 potential energy function and the Metropolis Monte Carlo simulation. As a result of 

the energy caIculation， 4 conformers are obtained for DPDPE which are considered to exist in 

the anisotropic environment. The m勾orcontribution is determined among these probable 

conformers in the Iiquid-cηstal medium. Moreover， it is suggested from the NMR 

multiconformational analysis出at出eD-Pen5 residue， the C-terminal "address" segment， is 

responsible for the conformation of the "message" segment(N-terminal tetra戸ptidesequ印刷.

The conformational l1exibility is discussed for the spatial arrangement of the Tyr1 and Phe~ 

aromatic rings in the message segment of the bi倒 ctive∞nformationin relation to the activity 

ofDPDPE. 

【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一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(Diverslty)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

するために我々はMulticonformation解析を導入したMAS-Multi∞nformational液晶N恥侭

法の開発を行ってきた。 2)

(キーワード)MAS/NMAS液晶NMR、環状エンケファリン、 ROESY/MAS、

Multiconformation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
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そこで本研究では、環状エンケファリン (Tyr-D-pen-Gly-Phe-D-Pen: DPDPE)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:H20[h仕組48:12)

を用いて、 DPDPEを1.5wt%溶解させた。液晶相の確認は2H-NMRスペクトルに

よって行った。 ROESY/MAS実験はVarianVXR司 2∞固体プロープを用いて行った。

また、構造計算、 Monte Carlo Simulation及び、Multi∞nformation解析は全て自作の

Fortranプログラムにより行った。

【方法】 M ultico nformation解析は、 N恥恨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(Acalc)およびその標準偏差(Dca1c)を計算し、それらの計算値の加重平均値と

実験値(.A.exp及びDexp)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。

¥W i < A calc > iJ， - < A exp > k I lJI 
(L (wiD~:lc)2+(D~XP)2)1/2 

1= I 

く t
k

(1) 

ここで、 iは各々のコンホーマーを指し、 k

はNMRパラメーターのインデックスであ

る。 tkはstudentのt値であり、本研究では

4.=1. 9oとした。また、重みWjはLWj=1及び

¥¥'j>Oを常に満たす。

【結果と考察】

ROES工M企S実験による距離情報の導出

液晶中に溶解したDPDPEのROESY/MAS

スベクトルより求めた構造パラメータとそ

の標準偏差をTable1に示す。 Table1におい

てROEupp=く ROE>exp+Oexp、及びROBow=

<ROE>exp-Dexpと仮定することにより、

<ROE>exp、及びOexpを求めた。

また、D-Pen5NH-D-Pen5CαHにおいて観

測された3J(HNCa.H)値(6.8::!::O.5)Hzより、

14 

Table 1. NMR data for DPDPE Observed in the 
CsPFO Liquid Crystal 

vector ROE 

Tyr 1αH Tyr 1日HproS + 

Tyr1αH Tyr1ArH2.6 +++ 

Tyr 1αH - D-pen2NH +++ 

D-Pen2yHpros _ D・pen2NH + 

GIy3αHproS - GIy3NH +++ 

Gly3ぽ-tproR一 Gly3NH ++ 

Gly3αHproS - Phe4NH ++ 

Phe4αH Phe4日HproS ++ 

Phe4αH Pha4ArH2.6 +++ 

Phe4sHproR Phe4NH ++ 

Phe4αH - D-pen5NH + 

Pha4NH - D-pen5NH ++ 

D-pen5aH - D-pen5NH + 

D-P聞 5サ4 _ D-pen5NH ++ 

Note. Qualitative evaluation; Strong(+++)、20-2.7A;
Mediwn(++)， 2.0-3.3A; W位以+)， 2.0--1-OA 



<J>exp、及びその Dexpを求め、

Mu lticonformation解析に際して

Karplus式を用いてくJ>伺 lc、及びI)calc

を算出した。

Conformational Search NMR情報か

らConformationalDiversity解析を行う

に当たって、 Nikiforovichらの開発し

たMetroplisMonte Carlo Sampling法3)

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。そこで、温度300Kにおい

て、溶媒和を考慮したECCEP/2力

場4)を用いて15ωstepのMonte Carlo 

Mini mization(M C開計算5)を行ったと

ころ、 4個の seed構造を首尾良く決

定することができた。各々のs田 d構

造およびパラメーターをそれぞれ

Fig.l及び:Table2に示す。

M叫tlωnf，叫matlOn解析 上述の4個の

seed構造に対して各々400∞ stepの

Metropolis MC  Samplingを行って得た

統計サンプルから、それぞれNMRパ

ラメ タ(<Acalc>ik)および標準偏差

の計算値(Dcalcωを決定した。次に、

重み{wi}(i=I-4)をランダムに発生さ

せ、(1)式を満たすω∞∞組の{Wi}を

決定した。それらから求めた{Wi}の

平均値、最小値および最大値をTable

3に示す。

4f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 2 

満たすことはできなかったのに対し

て、 Multi∞nformation解析によって 4 

全ての距離条件を満たす結果を得る

Table 2. Dihedral Angles for the Four Energy-
Minimized Conformers 

model 

2 s 4 

Tyr
1 

'" 

E i (陥l)a)E?ve(同 I)b)

-6.32 

3 

-9.46 

・10.33

D-pen2 CI> 

Gly3 申

Phe4 中

v 
tβ 

χ1 

2 χ 

D-pen5 CI> 

χ1 

χ2.1 

χ2.2 

どCSSC

energy， 

(k伺 IImol)

(J) 

138 

・178

178 

-105 

180 

88 

20 

164 143 143 

179 ・178 -178 

58 179 179 

・94 ・103 ・105

180 180 ・179

83 79 80 

33 31 29 

4

，
η
ζ
a
u
 

ザ

ん

旬

a

h

v

ん

v 

‘，円
ζ

'

1

2

2

 

u
u
χ
x
χ
 

170 168 165 175 

-65 ・62 ・61 ・63

46 45 42 41 

79 71 72 70 

・42 -66 -63 ・67

-69 -115 ・115 -102 

・175 -173 ・171 -171 

-114 ・103 ・103 -105 

v 
柚

-60 。4 -5 

177 177 179 司 177

168 58 ・175 ・57

・120 -99 ・100 -81 

66 138 139 137 

-56 ・85 -83 ・85

22 67 70 67 

77 59 60 60 

96 116 115 116 

-6.3 ・9.5 ・10.3 -12.5 

-12.42 
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Table 3. Energies and Statistical Weights for the Conformers 
1-4 Obtained from the Multiconformational Analysis 

nv 
nv 

H
U
I
E
 

W
 

W
 

0

・lw
 

ave 
w 

1.03 0.26 0.71 0.40 

0.52 

2.80 

0.00 0.43 0.15 

0.00 0.62 0.19 

-1.82 0.00 0.70 0.26 



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DPDPEは

最安定構造である4、あるいは準安定構造2"'3としては殆ど存在せず、 S民 d構造の

中で最も不安定な構造である1として主に存在することが明らかとなった。

ここで、構造1と4を比較すると、 Table 2よりその差異は主にD-Pen5<tに基づく

事が分かる。また、モンテカルロシミュレーションにおいても、 D-Pen5<tはフレ

キシブルなランダムコイル構造を示すことが明らかとなった。現在、エンケファリ

ンのN末端 4残基が活性を示すのに必要なmessage部位であり、 C末端残基は

aclre ss部位と呼ばれ、 message部位のコンホメーションを安定化すると考えられ

ている。したがってDPDPEの構造変化はC末端adress部位の構造変化に起因する

ものと考えられる。

conformer 1 conformer 2 

con10rmer 3 con10rmer 4 

Figure 1. Four seed con10rmers 01 DPDPE. 
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1L5 固体重水素 NMRによる Poly(γ-benzylL-glutamate) 

の配向挙動と主鎖ダイナミクスの検討

(北大院工) 0堤耀広・窪田俊介・泉川大輔・平沖敏文

Main Chain Orientation and Dynamics of Poly( y -benzyl L-glutamate) 
Studied by Solid Statc 2H-NMR 

Graduate School of Engineering， Department of Applied Physics， 

Hokkaido University， Sapporo 060・8628，Japan 
A.Tsutsumi， S.Kubota， T.Izumikawa and T.Hiraoki 

Solid state 2H-NMR measurements were made on films ofpoly(γ 

-benzyl L-glutamate)(PBLG) cast from the chloroform solution in 
order to investigate the molecular orientation and the local motion of 
backbone. Spectra were found to considerably depend on alignment 
angles. Spectral simulations were performed fairly well assuming 
essentially the planar orientation of the α-helical backbones in the 

fIlm. Temperature dependence of quadrupole splittings indicated that 
the peptide plane undergoes a small amplitude libration around the 
axis connecting neighboring C (i atoms. This motional model well 

explained the T 1 anisotropy. 

1)序論

Poly (γ-benzy 1 L-glutamate) (以下 PBLG) はクロロフォルムなど

のα-helix溶媒の溶液からキャストした膜中で αhelix構造をとり、

分子軸は膜面と平行な面配向状態をとることが知られている。 α-helix

は主鎖内ペプチド聞の水素結合によって保持されており、 N-H結合の向

きは分子軸 (helix軸)とほぼ平行である。 N← H基を選択的に重水素化

した PBLG(PBLG-Nd) の場合も同様のことが期待され、重水素 NMRスペ

クトルから、 helix軸配向に関する情報が得られると考えられる。本研

究では、この方法により PBLG膜中での配向状態を評価すると共に、四

重極分裂幅，スピンー格子緩和時間の温度変化から、主鎖内の微小揺ら

キーワード:Poly (γbenzyl L-glutamate)，面配向膜，主鎖夕、、イナ

ミクス，重水素 NMR

Oつつみあきひろ、くぼたしゅんすけ いずみかわたいすけ、

ひらおきとしふみ
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ぎ、についても詳細な検討を行った。

2)実験

PBLGをクロロブオルムと三フッ化酢酸(TFA-dj) との混合溶媒中 (7: 

3wt. %)に溶かし、室温で約 3時間撹枠後、エタノールで、沈澱させ PBLG

Ndを得た。重水素化率は IRスベクトルより 83%と見積もられた。 PBLG

Ndのクロロブオルム溶液から、ガラス板上で2種類の配向膜を作製した。

1つはガラス板状にキャストし乾燥させた面配向膜であり、もう 1つは

ガラス板上で溶液を乾燥するまで一方向にストロークして配向させた 2

重配向膜であるわこれらの配向膜を短冊形に切り、 2重配向膜ではスト

ローク方向を揃え、約 100枚重ねて直径 5mmの NMRサンプル管に封入し

た。重水素 NMRスベクトルは、 BrukerMSL-200を用い 30.7MHzで測定し

た。また、膜面に垂直な面内で、膜面あるいはストローク方向と外部磁

場との傾斜角。を 15度おきに 0から 90度まで変化させた。測定温度は

-50
0

Cから 90
0

Cである。

3)結果と考察

2つの配向膜に対する 2H-NMRスベクトルは、傾斜角。と共に線形が

大きく変化した。 Fig.1-(a)に 343Kでの 2重配向膜に対する結果を示す0

0二O度では v=+ 140kHz，士60kHzに合計 4本のピークが観測された。

このうち外側ピー

ク (v口)の強度

は Oの変化と共に

次第に減少し、。

=90度では内側ピ

ーク(v xx) のみ

となる。また、 v=

+ 80kHz には明瞭

な 肩 (v yy) が観

測される。これら

のピーク位置は、

ペプチド基におけ

る電場勾配テンソ

ルの主値に良く対

応している (Z11 N 

D， X 11ペプチド面，

Y上ペプチド面)。

スベクトルの角度

依存から配向状態

を評価するために、

(a) 、、.a
S
F
'

L
U
 

/，.‘、

。=00

川。=90o ，M
Frequency[kHz] 

-200 200 

Fig.l (a)2H-NMR spectra (343K) 
(b)simulated spectra( aα=48

0 

， aβ= 15
0 

) 
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helix軸配向に分布を

考慮、した計算機シミ

ュレーションを行っ

た。 helix軸は、面配

向膜では、面内での

等方分布と膜面に対

して垂直方向へのガ

ウス分布(分布幅

σ日)、 2重配向膜で

は、更にストローク

方向周りの膜面内ガ

ウス分布(分布幅

ーーーーーーーーーー吋コ』ー-... ムー口ー~ ^ 

首240
お
辺司

山一......，_，..L). V 
- • zz 

。<180 
Vコ トーー血ーーーーー心喧-6-ー-"-ーイ¥ーーと』八引

- • yy 

120トー-(J-ーーーー-<コー -0--"-:::>・-'U--O-ム V 以

200 250 300 350 

Temperature (K) 

Fig.2 Temperature dependence of quadrupolar 
splittings. 

σa>を仮定した。即ち、配向状態はガウス分布幅 (σα，σ。)を用い

て評価した。その結果、 2重配向膜では σ"， =48度，a s=15度の配向状

態であると見積もられ、この配向状態は実験スベクトルの角度依存性を

よく再現する (Fig.1一(b))。また、面配向膜ではσJ∞， σ日二 15度と

なった。

それぞれの角度のスベクトル線形はほとんど温度変化しないが、ピ

ーク分裂幅は特徴的な変化を示した (Fig.2)口電場勾配主軸系の y，z 

成分(ム Vyy' ム Vz) は温度と共に直線的に変化するのに対し、 x成分

ム Vxxは一定であった。これは、 Cαcα ボンドにほぼ平行な軸周りにぺ

プチド、面が高速の微小振幅振動を行っていることを示唆する。このモデ

ルに基づくと、振動の振幅角 χは、 363Kで 14度、ねじれの力の定数は

8.8 X 10-13 (erg) と算出さ

れた。

X成分(士60kHz)と z成分

( + 140kHz) のスピン-格

子緩和時間 (T1) の温度変化

を Fig.3に示す。 T1は温度

と共に減少するが、常に z

成分の方が長く、その比は

約 1.4であった。上述の高

速微小振動モデ、ルによる計

算値は 2.5 となり、いくら

か大きいが T1の異方性の傾

向を説明することができる。

υヮ

E 

600 

』τ400
ト『

200 

300 

¥、
、、
、、、、
、、、
、司
、 、

.ム Vxx
企:ム Vzz

、、-、、 4正、
、、、、・F、、
\、~、a晶、，、

叶

ームニ己--..::.

320 340 360 380 

Temperature(K) 

Fig.3 Temperature dependence of 
spin-lattice relaxation time Tj・
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1L6 Stray Field Imaging法による固体高分子材料解析
新日本製錨(株)先端技術研究所 1)、 University of Surrey 2) 

0斎藤公児 1)， B.Newling 2)， P.J.McDonald 2) 

Structural Analysis of Solid State Materials Using S佐町 Field Imaging 

Nippon S協 1Corporation Advanced Technology Research Laboratories 1)， University of Surrey 2) 

o Koji Saito 1)， B.Newling 2).， P.1.McDonald 2) 

Stray field Imaging exploits the veη 加gemagnetic field gradient outside the cen卸 11field region of 

a large super∞nducting m姥net.This gradient， typically 50 T/m for 89 mm， 9.4T magnet， is orders of 

magni旬dethan obtainable from也esmall current windings used in∞nventional gradients sets. We have 

demonstrated that s位ucturalanalysis of real solid ma匂rials，PVC， Polyester血 dCoals， which ar芭 used

widely are studied using血isStray field imaging technique. PVC and Polyester samples were町adiated

防 UVradi拍onfrom just surface side and Coals were回 at，吋w1白 rapidor slow heating at 380 oc. 
The results of PVC and Polyester s翻 plesshows that the degradation from the s凶faceoccurred and 

there is significant differ四回 aboutthe degradation degr田 amongthese samples. And the effects of 

hea仙沼田a皿 entin∞als， which have very short T2， are cl釘 ified.S仕ayfield imaging is undoubtedly a 

powerful tool with many poぬntialapplications to solid state materials. 

1.はじめに

NMRイメージングは非破壊測定であるため、材料解析への応用にも期待されているが、実材

料に応用する場合、試料の線幅が重要な問題となる。それは以下に示すような式で勾配磁場と分

解能の関係が表されるからである 1〉0

o =Llfs/γG 

o ; spatial resolution Ll fs; natural line width of sampleγ; gyromagnetic ratio G; applied gradient 

例えば石炭を材料として取り上げた場合、Llfs=50KHz程度で、目標分解能を 100μmとしても

必要なG=12T/m以上となり、せいぜい磁場勾配量が 5T/m程度の市販NMRイメージング装置

では有益な情報を得ることは困難である。この問題点を克服するアプローチとして、マジックエ

コー法2)、Single-Point-Imaging法3)等が提案されているとともに、大きな磁場勾配を持つSCM

の漏洩磁場を利用する STRAFI(STRAy Field lmaging)法が 1988年に Samoilenkoらから提唱さ

れている 4)0 STRAFI法では 9.4Tの 89mmボア径の SCMで約 50T/m程度の磁場勾配が得られる

ため、線幅の非常に広い試料に対しでも有効である 5)。今回、 STRAFI法を実材料に応用し、い

くつか興味深い結果を得たので報告する日

2.実験

(1)試料の調整

PVCは約 500μmの厚さの一般鉄線材被覆に使用されているもので、外側から人工気象劣

化促進試験のひとつである SWOM (~unshine Weather Qf担e町;片面処理時間 48分・・紫外線照

射 (280~ 45仇m、370W/m2
) + 12分・・降雨=計 1時間処理)を 0，100，200，300，500，1000，2000，3000

hour百実施した試験材から線材を取り除き、 lcm*lcm程度にカットしたものを測定試料とした。

またポリエステル系樹脂は住宅建材用塗膜材、屋外家電塗膜材として使用されているもので、モ

Str勾， field Imaging、NMRイメージング、固体高分子

さいとうこうじ、 NewlingBen， McDonald J.Peter 
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デル的に 500μm厚に調整し、 PVCの場合と同様の劣化試験を 0，100，200，300，500，1000，2000，3000

hours処理した試験材から、 5mm吋mm程度にカットしたものを測定試料とした。石炭は鉄鋼業

に広く用いられている約 3mm程度の大きさの Wittbank炭を選び、次世代コークス開発プロジェ

クト装置にて、急速加熱処理 (380Ocまで 10000oC/minで急速昇tlii)、低速加熱処理 (380Ocま
で 100

o
C/minで低速昇1且)、無処理された石炭をそれぞれ測定試料とした。

(2)実験

‘・， 
o φ 

~ e 

測定は 9.4Tの SCMで 58T/mの磁場勾配

下で、 Chemagnetic( V ARIAN) CMX-400 

Infmity及び自製のプロープ (Fig町 1)で

行われた。 1次元のイメージング測定を共

鳴周波数は 236.82 MHz、パルスシーケン

スは qu詞r錦町e echo sequen回を使用し、

〆
~ 

-官18υnlve叫tyofSurrey 
Depa耐nentof Physlcs 

lOcm I τ時間は 25- 60μsecで実施した。代表

←岨圃ムem岨雌 的な積算回数は 400回程度であった。磁場

制蜘'IIDCpla品目勾配量が一定であるため、試料を機械的に
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動かす事で位置情報を得た。このプローブ

では、 rfコイルと独立にサンプル設置面が

動くように設計されている。また B，に水

平に於かれたサドル型コイノレを使用してい

る。

Figure 1 

A schematic di匂ramof a one dimensiona1 

S住町 field profiling probe 

Figure 2に典型的な STRAFIの測定結果を

示す。 2つの試料の測定結果を併記しであ

る。ひと固まりの測定結果の中は FID信号

の集団であることが容易にわかり、それぞ

れが測定に際して試料位置を動かした結果

に対応しており、横軸は位置情報を反映し

てい る 。 こ の 各 FID信号に

double副exponentia1曲線を耐させ、もの long

成分と short成分を得て、各位置における T，

値や成分比をつなぎあわせる事でイメージ

ングprofileを作り出すことができる。

Figure 2 

百leecho profile of two PVC films 500μm 

thick sandwiched betw巴en cover slips and 

separated by a 100μm glass spacer. At each 

location a甘包nof 40 echoes is shown acqu廿吋

a pulse length of 6μsec. The問釘宮 25steps 

covering 500μm so白atthe spatia1 step is 20 

μm. 400 averages were acquired. 



3.結果

(l)PVC系について

Figure 3に PVCでの long成

分の profueを測定の際の τ時

聞が 25及び 60μsecの場合

について示す。

τ時聞が 25及び 60μsecの

結果とも、 SWOM処理時聞が

長くなるにつれて、 T2が短く

なり、それが SWOM処理を

受けた表面倒lから生じている

ことが明らかにわかる。

SWOM処理が0時間の試料で

も表面側で若干 T2が低下して

いるが、これは自然劣化のた

めと思われる。 3000時間の処

理では、ほとんど表面側と裏

側でもの差がなくなってお

り、ほぽ全面的な劣化となっ

ていることが推定でき、実際

の試料でも変色し固くなって

いた。 PVCが SWOM処理で

の劣化によって T2が低下して

いる理由としては、紫外線照

射に伴うラジカ/レ濃度の増

加、 2重結合の増加、揮発分

の減少に伴う mobilityの低下

等が考えられる。 quadrat町 e

echo seq'田 n田 sでの τ時聞が

長い場合には、 T2のlong成分

のみが強調される傾向にあ

り、対して τ時間を短くする

とスピンロックのシーケンス

に近くなる。よって T2よりも

むしろも ρでの信号減衰とな

ると考えられており、測定条件

を変えることで、異なるコント
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Figure 3 

|τ=60μ~ 

SWOM 0 hours 

S W 0 M 1 0 0 hours 

SWOM300hours 

SWOM500hours 

S W 0 M 1 0 0 0 hours 

SWOM 2000 hours 

SWOM 3000 hours 

|τ 叫 sイ

SWOM 0 hours 

SWOM 100 hours 

S W 0 M 3 0 0 hours 

S W 0 M 5 0 0 hours 

S W 0 M 1 0 0 0 hours 

SWOM 2000 hours 

SWOM 3000 hours 

Profiles of PVC films from surface to bottom 

(quadrature echo sequences ; 90xτ(9Oyτechoτ)n 

τ=60μsec or 25μsec and n=40) 

ラストを得ることができる。今回の PVCの場合、 τ=25μsecでは SWOM処理時聞が 1000時

間を超えた試料で profile変化が τ=60μsecの場合と具なることから、両者の結果を比較するこ

とは、 PVCのSWOM処理による劣化メカニズムを考える上で興味深い。

(ポリエステノレ系の結果については、紙面の都合上発表当日に示す)

(2)石炭について

Figure 4に急速加熱、低速加熱処理した石炭の測定結果を無処理炭の結果と併せて示す。石炭

は一般に mobile成分と immobile成分が存在しており、特に immobile成分の T2は 50μsec以下

のため、イメージングすることはできなかった。しかし STRAFI法はこのような T2の短い材料

22 



50 
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司
ゐ4
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原炭(ウイットパンク)

低速加熱炭

急速加熱処理炭

にも非常に有効で、加熱による

石炭の構造変化を検出できてい

ることがわかる。本結果から、

急速加熱することにより、石炭

中の分子問相互作用を弱める構

造緩和が生じて 、 そ の 結 果

mobile成分の増加が確認でき、

その現象は粒子周辺ほど顕著な

ことがわかる。またもも上昇し

ており、運動性も増加している。

対して、低速加熱では mobile成

分の多少の増加は見られるもの

の、 T2では周辺部で逆に減少し

ていることから、構造緩和とと

もに再熱反応が起きているので

はないかと推定できた。

Distance (1 step= 100μm) 

Figure 4 

The profiles of the rate of mobile 

component and T2 of short 

component in three kinds of coal 

(rapid・出a凶 ent，slow 帥 a回 ent，

no・田a回 ent)
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4. まとめ

STRAFI法は従来法ではイメージングできなかった T2の 50μsec以下の固体高分子材料の解

析にも有効であることがわかった。得られる情報としては、一次元Projectionの場合が多いので、

それに合わせた試料作成が必要であるが、現在では 2次元や3次元測定のためのプローブが開発

中である。 STRAFI法では多核のイメージングも可能なことから、今後 STRAFI法は材料解析を

行う上で広く活用される可能性が高い。
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1L7 木材中の水分挙動t各種NMRスベクトル

(日本女子大¥理研 2) 

0南海明子¥鵜湾淘 2、小沢あつみ¥柴田俊之 2

NMR Study on the Oynamic Behaviour of Water in Wood 

Faculty of Science. Japan Woomen's Universityl 

The Institute of physical and Chemical Research2 

Akiko Minamisawa 1
• Jun Uzawa2 

• Atumi Ozawa 1
• Toshiyuki Shibata2 

We have hither to studied the dynamical behaviour of water contained in woods. 

particularlyabout the relation between water contents and the wood direction 

and about the water transfer during a hydration or dehydration process. In the 

COurse of our previous studies we were able to determine the fiber saturation 

point definitely from the relation between ultrasonic velocities and water 

contents. In the present study we performed an experiment to determine the 

fiber saturation point using a more microscopic method.i.e. .wide-Line NMR and 

deuterium NMR. and found it certainly possible. Hydrogen in firmly tied water 

molecules or in hydroxyl groups of cellulose could be replaced with deuterium 

by repeating the process of 020 adsorption after complete dehydration of 

woods. AIso. a difference in moleculer motions between 020 molecules in the 

central and the peripheral parts of woods was detected using deuterium NMR 

for wood specimens. 

1.緒言

我々は従来、木材の含水率と方向性の関係、吸湿脱湿過程における水分移動といった

面から、木材中水分の動的挙動に関する研究を進めてきた。これらの研究の過程で超音

波の音速と含水率の関係から繊維飽和点を明確に決定できた。我々は今回、広幅NMR

と重水素NMRにより、分子レベルでこの繊維飽和点を決定できないか実験を試みた結

果、それが十分に可能であることが実証された。 NMRの結果から理解されることは、

木材中の結合水には三つの状態がある。完全な乾燥をしてから重水を吸着させるという

過程を繰り返すことによって、固く結合した結合水やセルロース自身の水酸基について

も水素と重水素が交換される。また、 3種類の溶媒を吸着さぜた重水素NMRにより、

木材の{;、材部と辺材部における水の運動状態の違いが検出された。

木材は、大は住宅などの建築物、中は箪笥などの家具、小は木彫左か小物入れに至る

まで、特に私達日本人にとって身近で重宝な材料として使用されてきた。これからも木

材に対する私達の愛着は衰えることがないように思われる。我々はこのように人間の生

[キーワード] 木材、水、繊維飽和点、広幅 NMR、重水素 NMR、

[著者]みなみさわあきこ¥うざわじゅん 2、おざわあつみ¥しばたとしゆき 2
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活と密接な関係にある木材について、その構造と物理的性質の関係を調べるために、長

年に渡り研究を続けてきた。金属やセラミックスなどの無機材料と比較するとき、木材

の大きな特徴として、構造があまり機密でなく、多孔質 (poro国)であって、そのため

内部に多量の気体や水分を蓄えうることが挙げられる。乾燥状態の木材に水分が取り込

まれていくと、最初は繊維部分(cellulose)に吸着して運動を抑制されてしまうが、

ある程度以上に浸入してきた水分は、もはや束縛されず比較的自由な状態にあると考え

られる。この境界値を示すために繊維飽和点 (fibersat四ヨtionpoint)という量が用

いられる。我々は過去の研究において、木材中の超音波の音速と木材の含水率の関係を

調べ、木材の繊維飽和点で急激な音速変化が生じることを見出した。一般に含水率が低

ぐなるほど音速は増加する(木材が硬くなる)傾向にあるが 1) 含水率がかなり低いと

ころで、逆に急に音速が減少する。(木材が急に軟らかくなる)と考えられるところが

あることがわかった。

この繊維飽和点と含水率0%付近の状態変化に着目し、分子構造レベルでの木材と水

の関係を調べるためNMRによる実験を試みた。広幅NMR、プロトンのFT-NMR
、重水素NMR.さらに固体高分解能 (CP/MAS)NMRの測定によって、結合水

と自由水の関係、ヒノキ木材の，c.. 、材・辺材部の相違など、ヒノキ木材と水の関係を明ち

かにすることが本研究の直接の目的である。

2. 実験方法

2.1 NMR装置 NMR装置としては、広幅NMRはJM310(1964年)型電磁石

と自作検出器およびJNMα400T型 FT-NMR装置に溶液用プロープまたは

CP/MASユニットを付属さぜて測定した。

2.2 木材試料 試料は木曽産のヒノキを用い、長さ30llDsで8mmφ(広幅)

と長さ40mmで3sD1lφと4sIDφ (広幅 ZH) の3種類をそれぞれ用いた。

Fig. 1に試料の切削状況を示す。その他に粉体試料(広幅:CP/MAS)も用いた。

L 成長方向

2.3 試料含水率の決定法

木材試料の含水率はU[%]は、
Umass= {(mh-mo)/mo}X100 (1) 

で与えられる。測定する試料を ffih[g]と

し、デシケータ中で乾燥した試料を1050Cの

乾燥器にいれて乾燥し重量に変化のなくなっ

た時点を完全乾燥(絶乾状態)と定義する。

今回は、試料を真空乾燥器を用いてほぼ含ホ

率を 0%の状態にし、軽水中または、重水を

入れたデシケータ中に放置し、吸収時聞を変

化させ含水率を調整した。試料はNMR試験

管に速やかに封入して、それぞれ用いた。

また、試料管の底に一定量の D20などを入

れ、試料木片と接触さぜてからの2H-NM
Rスベクトルの経時変化を測定した。

T 
接線方向

R
向方径

y
半

中心

Fig.1. Shapes of w∞d specimen. 
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3. 実験結果
"INOKI (R.H.l00'lb) 

1800 I 

2.1 超音波測定

パルスオーパラップ法による超音波の音速と含水率

の測定結果の中の一例をFig.2に示す。(1)の屈曲点は、

繊維飽和点であり、②は、低含水率側の屈曲点で、ある。

試料は軽水中に放置し、その試料を空気中でゆっくり

自然乾燥させてしぺ。乾燥に{軌道試料の質量は徐々に

減少していくため、時間間隔をおいて質量を測り、並

行して超音波速度の測定を行う。最後に(1)により含水

率を求めた結果である。

3.2 各種NMRスベくトル

Fig.3に二次モーメントと含水率の関係を示す.

的、
E 

1650 

主1600
U 
0 ・3〉

1550 

1500 

H20およびD20を含ませた場合、低含水率域において 14.50 

ピーク点が現れること、および含水率 20%から 25 1400 

%付近で繊維飽和点③、④があることを認めること u 

ピータ.~玖

Veloclly(R) 

ができた。 Fig.2.Relationships between ultrasonic 
Fig.4に絶乾質量から求めた含水 mlocitiesand moisture contents. 

率の関係Umassと、重水素NMRの __I 
8. 

面積強度比から求めた自由水の割合 v ・

Uf の関係を示した。 Uma.. 30 % 
付近に繊維飽和点があることが認め
られこの結果からも音速から求め宮 7.0

た結果と一致することが理解された。 S
<H20> 

Fig.5に広幅NMRのスベクトルさ

曲線を示す。重水置換と乾燥を 3回 56 
繰り返した試料のスベクトルを重ねミ

合わせた結果は、明瞭に広幅成分が 5 
減少している。~ 5.0 

100 

コ80 4.0
0 

10 20 30 40 50 4.00 ~-1""0::--2-:f0=---'!3口百言。
Moisture Content (%) Moisture Content (%) 

Vi Fig.3 Conparison betweem secondary mo舵 nts
u 1 and moisture contents (for H20 and D20). 。

常

Fig.4 Freewater percentage for 
various moisture contents. 

これは固く結合した水およびセルロース自身

の水酸基の水素まで重水と交換したものと考え

られる。 Fig.6に、木材の中心から lαnおき

に、 7αnまで切り出した試料の 2H-NMR
スベクトルを示す。木材の中心から lαnの心

材部分の試料では、束縛された等方的運動をし

ている自由な状態の水が多く含まれており、 7

cmの位置の辺材部分の試料では束縛された非
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広幅NMRとFT-NMR(重水素NM17 cm 

R)の両方の測定方法ともに繊維飽和点
を認めることができト その値約20~30b 2000 1000 0 4000 ・2000{HZ 

』。ニ Fig.6.Spectrun pattern obtained bγ 
%は超音波測定値と一致している。超日 ι .~. 2H一隅R

波による音速測定の場合は、含水率を変

えて音速を測定することになるが、重水

素NMRでは吸収曲線から繊維飽和点を

特定することができる。したがって、 N

MRを使用することは木材の繊維飽和点

を測定するうえで、有効な測定方法であ

ることが理解された。木材の中心部分心

材と辺材の違いは、 2H-NMRから判

別することができることがわかった。重

水以外にも重シキロヘキサンや重メタノ

ールについて実験を行ない、心材と辺材

の違いを見ることができた。木材中には

結合水と自由水の2種類あることがすで
に知られているが、 NMR実験の結果か. 160. 120 
ちその中間の状態の水が存在する vu-FIg.7.D1立町飢白 betweenhearts and 

'-C. 7)) - sa問∞ds出 detectedby CP/N郎.
示峻されるの今回用いた木材はヒノキで r "  

あったが、広葉樹材についても興味ある課題である。

文献: 1 )南海明子、小沢あつみ:木材学会誌40(10)、1052-1058(1994)

等方的な運動をしている結

水が多く含まれていることを示して

いる。また、内側の心材から外側の

辺材にかけて、自由な状態の水から

結合状態の水に変化し、結合状態の

水が増えていることがわかる。これ

は心材よりも辺材の方が木材の構造

が密に成っているためだと考えられーによ~ー=土
::_ .; . .; ，--~ -Fig. 5. Wide range帥RSpectra represent 

るが、構成成分の違いLよる」とも intensi ty changes ca国 edby repeating-
考えられる。同一試料を lH-NM dehydration and D-substitution. 
Rも用いて測定を行ったが、心材と |叩一四川岨 ー

辺材の違いは得られなかった。木材の心 11cm 

材左辺材で 2H-NMRスベクトルが違 1叩一日山町一

う理由を明確にするため、心材と辺材を 12cm 
それぞれ粉末にし、 CP/MASで
13Cスベクトルを測定した。その結果、 |了;二 Y崎

Fig.7 に示す通り{，，~オと辺材に大きな違
いがみられない。従って、構造の違いと|叫H山町 ~G1H5咽

考えられる。 15cm 

叫 .. 川崎初陣喝欄'"崎・∞

6 cm 4.考察とまとめ

心材
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1L8 
ランタノイド元素ドープ Y202Sの89Y-MAS NMR  

(三菱化学横浜総研1.東京水産大2)0.原園としえ1.下村康夫1・渡部徳子2

89y-MAS NMR of Lan由加oidIon-Do戸dY2~S 
M回 b凶 ichen削白.， 1.1d¥ To旬。 Universityof Fishぽiめ

or叫 eHarazono¥ Y:ぉωShimomural， Tokuko Wa蜘 be2

89Y(I=1/2)・MASNMR of various lanthanoid ion-doped Y202S with 4 mol% 

∞>ntent of LrνY have been studied. Besides the main peak at 292 ppm of pure Y 202S， 

another several peaks appeared for Ce， Pr， Nd， Sm， Eu， Yb， Tm-doped samples. For 

Gd， Th， Dy， Ho， Er-doped samples， only a main peak with broader linewidth observed. 

百lespectrum pattems were a百ectedby the z∞mponent of the lanthanoid electron spin， 

a relative pseudωontact term， and ion radius of the ion. 139La(I=7/2)-MAS and ・static

NMR spectra also measured for La-Y 202S. 

著者らは、ランタノイド元素をドープした一連の蛍光体の物性を、イットリウムー 89を

プローブとした固体NMRを用いて調べており、これまでに、赤色蛍光倣U-Y2031)，緑色蛍

光体Tb-Y3Al.OI2
2)、赤色蛍光体担U-Y202S

3)について報告した。吋は天然存在比 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: 100MHz)、IHに対する相

対感度が1.18 X 10-4と低感度、低周波数核であり、また、隣日時間が長い(数時間)ことか

ら、 89yの固体NMRの研究例は少ない。著者らは昨年のNMR討論会で、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 Y202Sの吋-MASNMRについて報告した。 3)

EU-Y202Sの物性をさらに詳細に検討するため、今回、 14種類のランタノイド元素をドープ

したY202Sを合成し、 SSY、叫a、及び、 175Lu固伽慣を前提し、吋シグナルの線幅やシフト、

及び、ランタノイド元素の分布について新たな知見を得たので報告する。

試料及び測定方法: 本研究で用いた試料 Oanthanoidion /Y=4 mol%)は従来の方法で

作成した。 4)不純物濃度はSeiko-SPS-1200AICPとRigaku 3370蛍光X線で定量したが、す

べて100ppm以下であった。国体NMRの測定はBruker社 蜘SL-300固体NMR装置に低周波数

用CP-MASプローブを装着して行なった。視l提条件は以下の通りである。町の共鳴周波

数:14. 706岨Iz. 90。パルス :1111$ 伽AS)、回転数:5000 rps、oppm: 1. 5M Y (N03) 3水溶液、

デットタイム:150μs、くり返し時間:100 -3200 s。積算岡敬:22 -5530 139Laの共鳴周

SSY-MAS NMR、13ta-MASNMR、ランタノイド元素、 Y202S

0はらぞの としえ・しもむらやすお・わたなべとくこ

28 



波数:42. 436阻z、1: 7/2、oppm: 1M LaCl3水溶液、 90.パルス:7μs (LaC13水溶粉、 4.5

μs (La-Y20tS)、誤IJ定パルス幅:1. 5-4. 5μs、回転数:5000 rps、デットタイム:50μs、エ

コータイム:200μs伽AS)、30μs(s tat ic)、くり返し時間:1-5 s。積算回数:3万一 10万。

175Luの共鳴周波数:34. 236阻z、1: 7/2。

結果、及び、考察:

Y202Sは図1に示したような六方晶系の結晶構造をしており、 Y原子は、 C3Vの対称性を持ち、

4個のO原子と3個のS原子と結合している。ランタノイド元素はYサイトを置換する。

89y:ランタノイド元素をドープしたサンプルの吋-MASNMRスペクトルを図2に示した。町

一胤Sシグナルは、いずれも292ppmにメインピークが現れた。

①: Euをドープした時に現れる4本のシグナルは、 Yα1)のT1値とリートベルト法によるY

-Eu距離との関係、及び、シグナルの面積の定量規健から、低磁場側よりEu(-0-， -0-) yl， Eu (-

0-， -S-)yl， Eu(-S一， -S-) yl、及び、 Eu-S-ylに帰属された。3)ylはEuから見てひ、または、 Sを経

由して第1近接に存在するYである。 Eu(-O-，-o-)yl， Eu(-O-， -S-)yl， Eu ←S-， -S-)ylのylのシ

フトは主に擬コンタクト項で、 Eu-S-ylのylのシフトは主にコンタクト項で説明できた。@

②: Sz (電子スピンのz方向の成分)と relative PCS (理論から求められた相対的な擬コ

ンタクトシフト値)の符号カ屯uと反対であるNd-Y202Sの，ylのピークはメインピークをはさんで

EU-Y202Sの場合と高磁場側と低磁場側が反転している。

③ : PrとCe-Y202Sのylのピークは、メインピークの低磁場側に2、3本現われる。 Pr-Y202Sの

ylのシフトはCeドープ-Y202Sのylのシフトに比べて約2倍大きいが、これは、 Prのrel. PCSが

Ceの1.7倍であることから説明できる。 Szに関しては、 Pr/Ce=3であるが、両者のメインピー

クの線幅はほぼ同じ位である。これは、 Ceのイオン半径がPrIこ比べて大きいので、 Ce-Y202S

の結晶構造が歪み、これがylシグナルの線幅の増加に反映されているものと思Jつれる。 4本

のピークが現れない理由については考察中である。

④: SmはSzとrel. PCSの値が小さいため、 Sm-Y202Sのylのシグナルのシフトと線幅は小さい。

⑤: GdはSzがOであるので、シフト試薬としては働かす品事務隔式薬として働くといわれている。

⑥: TbからTmまでは、 Sz、及び、 rel. PCS共に大きいのでメインピークの線幅が広がり、ま

たシフトしたピークも観測されない。 σmでは、数本の小さいピークが観測された。)

⑦: Ybのrel. PCSは大きいが、メインピークのすそに4本のピークが現れる。シフトの大き

さがrel. PCSと対応しないので、これについては考察中である。一方、メインピークの線幅

はSzに比例している。

⑧: LaとLuは反磁性であるためシグナルは1本である。線幅はLU-Y202Sの方が小さいが、こ

れは、 Luのイオン半径カ，¥'yに近く、結晶構造の歪みが少ないからであると考えられる。

以上のようにLn-Y202Sの吋-MASNMR シグナルは、 Szとre1. PCSの他にLnのイオン半径の

違いに基づく結晶構造の歪みに大きく依存していることが明らかになった。

盟主図3はLa-Y202Sの139La-st a t i c (a)と-MAS(b)順スペクトルである。 staticシグナル
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には、ブロードなピークと四極子核特有の線形を持ったピークが観測された。 MASシグナルに

は0.37sと1.3 sの2種類のスピン一格子緩和時間を持つメインピークが 920ppm に現れた。

2ιLU-Y202Sの175Lu剛Rシグナルは、 175Luが大きな四極子モーメント (5.7 x 10-24cm2)を持

つため検出されなかった。

Table 1.τ'he calculated relative magnitudes of 
the contact and pseudocontact terms， and 
effective ion radii with coordination number 
7 for the lanthanoid ions. 

Ln3+ Eca) SZb)5) Rel Effective 

PCSc)6) ion radii / A 
La3+ 4f 0.000 0.0 1.24 

Ce3+ 4e 0.979 -6.3 1.21 

Pr3+ 4r 2.972 -11.0 1.20 

Nd3+ 4r 4.487 -4.2 1.19 

Pm3+ 4f 4.014 2.0 1.17 

Sm3+ 4f -0.063 -0.7 1.16 

Eu3+ 4f' -10.682 4.0 1.15 

Gd3+ 4e -31.500 0.0 1.14 
Tb3+ 4f'1 -31.818 -86.0 1.12 
Dy3+ 4t -28.545 -100.。1.11 
Ho3+ 4e

O 
-22.629 -39.0 1.10 

Er3+ 4f
H 

-15.374 33.0 1.09 

Tm3+ 4e2 -8.208 53.0 1.08 

Yb3+ 4f
13 

-2.587 22.0 1.07 

Os 

一一ーー._0ヲーー‘~
ーー・/' -~-

0-， ， 

μ13+ 4e4 0.000 0.0 1.06 Fig. 1 Crystal structure of Y 202S. 

y3+ 1.10 
吋Electron山 C∞:onぱf日igu則 ion
b) The average z component of the lanthanoid ion spin. 
c) The calculated relative pseudo∞ntact shift. 

-sign indicates downfield. 
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1L9 2HNMRによる zeoliteKL細孔内の

ベンゼンおよびシクロヘキサンの運動

〔筑波大物質工 1、物質研勺 O佐藤孝幸¥国森公夫 1、林繁信 2

Molecular Motions of Benzene and Cyclohexane in Zeolite l歪L

Studied by Deuterium N MR  

(Tsukuba univ.1， National Institute of Materials and Chemical Researchう OTakayukiSato1， 
Kimio Kunimori1， and Shigenobu Hayashi2 

Molecular motions of perdeuterated benzene and cyclohexane sorbed at loading levels of 
1 molecule per channel lobe in zeolite KL have been examined by 2H NMR in the 

temperature range from 123K to 373K. For the analysis of the motions， the spectrum 

simulation has been done by using MXETl program. The motion of benzene is jumping 
around the six equivalent potassium cation sites on the walls of the zeolite cannel 
combined with ring rotation. From the temperature dependence of the residence time， we 
infer an 'activation energy of 8.1kcal/mol. The cyclohexane spectra consist of two types of 
signals， axial deuterium and equatorial one. The motion of cyclohexane is similar to that 

of benzene， whose activation energies are 1.9 and 1O.7kcal/mol at low and high 
temperatures， respectively. 

1.緒言

2HNMRは運動によりスベクトル形状が変化することや、広い周波数範囲の運動を

解析できるという点で分子運動を解析する強力な手段となる。今回我々はホストに

ゼオライト KL、ゲストに重水素化したベンゼン、シクロヘキサンを用い、ホスト

内でのゲスト分子の運動について 2HNMRを用いて解析を行った。ホストへのゲス

ト分子導入量はゼオライト KL単位格子当たり一分子とした。実視IJの NMRスベク

トルパターンから得られた情報をもとにシミュレーションすることで運動モードを

決定し、その運動サイトに滞在する時聞から活性化エネルギーを求めた。今回の解

析ではゲスト分子が運動サイト聞をジャンプするのに要する時間も考慮、してシュミ

レーションを行った。

2.実験方法

.2HNMR測定

ホストとしてゼオライト KL(単位格子組成:N aO.31~ 24Al9.55Si26.45U72)、ゲストとし

てベンゼン・ds(99.6atom %D)、シクロヘキサン-dI2(99.6atom %D)を用いた。真空脱

気処理を施し細孔内の水を完全に除去したゼオライト KLをN2条件下でパイアル瓶

に移した後、単位格子当たり一分子の計算量のゲスト分子をマイクロシリンジでパ

イアル瓶に注入し lOOOCで24時間保持した。導入量はベンゼン:35μlJg、シクロへ

2HNMR、ゼオライト KL、ベンゼン、シクロヘキサン

さとうたかゆき、くにもりきみお、はやししげのぷ
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キサン:43μl/gである。サンプルはその後常温に戻し、 N2条件下で Pyrex製のガ

ラスチュープに詰め低温減圧下で封じ切った。 2HNMR測定は BRUKERMSL

400(61.4MHz)を用い、 124K--373Kの温度範囲にて行った。

-スベクトルシミュレーション

IBM SP2上で MXETlプログラム 1)を用いてシミュレーションを行い、得られた

スベクトルを実測のスベクトルと比較することで運動の解析を行った。実測のスベ

クトルから得られた核四極結合定数と非対称定数を用い、運動サイト、運動頻度な

どを変化させることでシュミレーションを行った。シクロヘキサンにおいてはアキ

シャルとエクアトリアルの重水素の運動を別々にシュミレーションし、それらを合

成することで実測との比較を行った。

3.結果と考察

・べンゼ.ン

Fig.lに今回の実験から考えられる細孔内での

ベンゼンの運動モデルを示す。細孔内の等価な

6つの K+サイトとベンゼンのπ電子雲の相互作

用により、ベンゼンは C6軸回りの運動を行いな

がら K+サイトをジャンプしているということが

考えられる。また Fig.2に実測の NMRスベク

トルとシミュレーションの比較を示す。 240K

までの低温領域では Fig.lの K+サイトにて G
軸回りの運動を行っていることを示すスベクト

ル形状が見られた。そこでこの温度領域では C6

軸回りの運動を 6つのサイトで行っている場合

のパラメータでシミュレーションした結果、実

測と程よい一致が見られた。しかし 273K以上

の温度領域においてこの運動モードでのシミュ

レーションでは実測と一致せず、シミュレーシ

ヨンパラメータにジャンプに要する時間の寄与

も加えた。結果、滞在時間とジャンプに要する

時間の割合を 4: 1にしたとき実測との一致が

見られた。この温度領域におけるスベクトル形

状はサイトだの運動とジャンプ中の運動(細孔空

間での等方的な運動)の平均値を示すパターンと

なった。

また実測のスベクトルとシミュレーションのス

ベクトルとの比較により決定した運動の速度の

温度依存性から活性化エネルギーは 8.1kcal/mol

であることが分った。
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-シクロヘキサン

Fig.3にシクロヘキサンの守王 NMRスベク 160K 
トルを示す。シクロヘキサンには環の炭素と

同一面上にあるエクアトリアル水素と環の

G軸に平行なアキシャル水素があり、スベ

クトルもこれら二種類の水素の運動を足し合

わせたようなスベクトル形状を示した。低温

のスベクトルからアキシャル水素の QCC=

173.3kHz、エクアトリアル水素 の

QCC=53.3kHzと見積もられ、シクロヘキサ

ン環が G軸回りで早い回転をしていること

が分った。シクロヘキサンの低温側のスベク

トルにおいてもベンゼン同様ゼオライト細孔

壁の K大サイトをジャンプする運動を行って

いるスベクトル形状が見られた。しかし温度

を上昇するに伴い、細孔空間での等方的な運

動をする時間が長くなっていることを示すス

ベクトル形状が現れた。これはベンゼンと異

なり π電子雲と K+の静電的な相互作用が無 〔

いため、ベンゼンに比べてシクロヘキサンの

サイト滞在時間が短いことを表している。シ

ミュレーションから 260K以下の温度領域で

はサイト滞在時間の方が細孔空間滞在時間よ

り長いが 280K付近でほぼ同ーとなり、それ

より高温領域においては細孔空間滞在時間の

方が長くなることが分った。 373Kではサイ

ト滞在時間と細孔空間滞在時間の比は 3:11 

であった。

Fig.4に温度に対する K+サイト滞在時間の

アレニウスプロットを示す。 260K付近で傾

きが変化し、活性化エネルギーが変化するこ

とが分る。高温領域における活性化エネルギ

ーは 10.7kcal/mol、低温領域においては

1.9kcal/molであった。これは先に示したサ

イト滞在時間と細孔空間滞在時闘がほぼ等し

くなるときの温度とほぼ一致しており、この

温度付近において運動モードに何らかの変化

が起きたと考えられる。

l)M.S.Greenfield et al.，J.Mag.Reson.72.89(1987) 
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1L10 家兎アキレス臆のinvivo H-l DQF lmaging 

京都府立医大・一生理1. 整形ヘテルアピプ大・化学3、

生理研・分子生理4

0瀬尾芳輝l、生駒和也2、高宮尚武2、LiatTsoree、HaddashShinar3、

Gil Navon3、村上政隆4

ln vivo H-l DQF lmaging of Rabbit Achilles Tendon 

Departments of Physiology' and Orthopaedic Surgery2， Kyoto Prefectural University of 

Medicine; School of Chemistry， Tel Aviv University3; and Department of Molecular 

Physiology， National 1nstitute for Physiological Sciences' 

。Y.Seo'， K. 1koma2， H. Takamiya2， L. Tsoree， H. Shinar3
， G. Navon3

， M. Murakami' 

1n order to image water molecules interacting with ordered structures， in vivo 'H 

double quantum filtered (DQF) NMR imaging was applied to the rabbit Achilles tendon. 

The collagen fibers in the tendon are well oriented in the longitudinal direction of the 

tendon. The water molecules in tendon interact with colIagen fibers. This interaction 

was observed as the residual dipolar splitting of 'H20 using DQF NMR. 1n in vivo 

experiments， a rabbit was anesthetized and the right lower limb was inserted in a 35 

mm 'H RF coil. Then， the rabbit was set in an NMR spectrometer (ABX-4.7/ 40) at 4.7 

T， and was measured by the DQF imaging sequence， 90。ーtau'90'-t，-90'-(acquisition)，

where tau is the double quantum creation time. The phase and frequency encoding 

gradients for imaging were applied during the acquisition time. The Achilles tendon as 

well as other tendons were depicted as areas as highlighted intensity at the creation 

time of 0.5 ms. 1n preliminary experiments， we found that 'H DQF images change 

dramatically during healing processes of injured Achilles tendon. Therefore， 'H DQF 

imaging is very promising technique for examining structural disorders of tendon in 

VIVO. 

【はじめに】 臆組織中の水分子のH-l緩和時間はミリ秒程度で、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ている。我々は、重水置換したアキ

レス臆組織について、重水素核NMRスベクトルの四極子分裂 (vq) の大きさが、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・修復過程に著

しく変化する事を示した。さらに、これらの変化の解剖的分布を二量子フィルター

化学シフト画像 (DQFSI) により画像化できることを報告してきた。

最近、生体組織においても、巨大分子に配向した水分子内のH-l核問の双極子相互

作用により、軽水素核 (H-l) 二量子フィルタ NMRスベクトルを測定できることが

明らかになった。軽水素核においては、その緩和機構は重水素に比べて著しく複雑

キーワード:水分子、二量子フィルタ一、 invivo MR1、アキレス腫

せおよしてる、いこまかずや、たかみやひさたけ、 Tsoref.L.、 ShinarH.、NavonG. 
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であるが、生体中にもっとも多量に存在する核であり、 invivoでの画像計測が行え

れば、従来のNMR画像法では殆どタッチできなかった「構造化した水jを調べるこ

とができる。今回、家兎アキレス臆のinvivo計測を試みるとともに、アキレス臆断

裂修復モデルを用い、病態解析への可能性を検討した。

【方法】 in vivo測定は、麻酔下の家兎(日本白色種)右下腿部を35mm H-1 RFコ

イル内に固定し、アキレス臆の長軸を静磁場と平行とし、 ABX4.7/40 NMR分光計

(4.7 T) にBGA260自己シールド型磁場勾配コイルを用い、室温(24'C)で行った。

in vitro計測は、麻酔下にアキレス臆、又は下腿部をー塊に摘出し、直径10mm又は

25mm NMR試料管内に臆の長軸を静磁場と平行に固定し、 AMX-300wbNMR分光計

(7.05 T)に、直径10mm又は25mmH-l RFコイル、 Micro2.5マイクロイメージング

プロープを用い、室温(24'C)で測定を行った。

【結果・考察} アキレス臆のー量子NMRでは、図 1aに示すように幅広い吸収線

からなるスペクトルが測定された。二量子フィルタ -NMR [90-τ12-180τ12-90-t1-

90・t2(acq) ]により、水分子の軽水素核問の双極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

な逆位相のローレンツ型吸収線が重なった形のスベクトルが測定された。重水素核

では四極子分裂として測定できたが、軽水素核では緩和時間の差として測定されて

いる。図 2に、アキレス臆・皮膚組織・皮下組織・骨皮質・骨格筋の二量子フィル

タ-NMR信号強度の展開時間依存性を示す。軽水素核では縦緩和時聞が長いので、

化学交換による緩和の平均化が大きく寄与し、緩和機構の解析は複雑である。二量

子フィルターNMR信号強度が最大になる展開時間 (τmax) を、便宜的なパラメー

ターとした。

図3に二量子フィルター画像 (DQFImaging) の代表的なパルス系列を示す。最初

の90'パルスを周波数選択パルスとしスライス選択磁場勾配パルスとともに与える。

位相エンコード勾配パルスと周波数エンコード勾配パルスは最後の90。パルス後に与

えた。 16ステップのRFパルスの位相で積算を行い、 T21のコヒーレンスを選択的に測

定した。図4に、アキレス臆部のa)H-1磁場反転エコー(GE)画像、 b)c) H-1 DQF画像

Fig. 1 H-1 SQ (a) and DQF (b) spectra of rabbit Achilles tendon at 7.05 T. 

~ ~ 
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1L11 NMRイメージングによる LECラット肝病変の

1年間にわたる経時観察

0三森文行1、吉岡 大1，2、女屋博昭1，2、板井悠二2、土井幹雄3

(1国立環境研究所、 2筑波大医、 3筑波メデイカルセンター)

Longitudinal study of hepatic lesions developed in LEC rats for one year 

by NMR imaging 
F. Mitsumori:， H. Yoshioka1

ぺH.Onaya1
，2， Y.ltae， M. Dol 

CNational Institute for Environmental Studies， 2Tsukuba Univ. ，3Tsukuba Medical 
Center) 

百leLong-Evans Cinnamon (LEC) rat is a new mutant s汀ainwhich abnormally 
accumulates copper in the liver and spontaneously develops hepatic lesions 
including hepatocellular carcinoma (HCC). 百lerefore，it could be a good model 

animal for hepatic lesions. In order to observe the developmental process of hepatic 
lesions in LEC rats we rep伺 tedlymeasure NMR images of the same 12 rats at 60， 75， 

90 and 100 weeks old. The result demonstrates that either cancerous or 

non-cancerous lesion in LEC rats kept its imaging charac旬risticsfrom the early stage 
to 100 weeks old. Growth rate of individuallesions was evaluated企omthe repeated 

observation in the same rats. 

[はじめに] LECラットはATPaseの異常から肝に多量の銅を蓄積し、この

ため肝細胞癌をはじめとする肝疾患を自然に発症する肝疾患モデル動物であ

る。我々はこれまでLECラット肝のNMRイメージングと病理診断の対応から、

LECラット肝の多彩な病変がNMR画像上で識別できることを示した(1)0今回、

これらの病変、特に肝細胞癌 (aC)が知何に発症、成長してくるかを明らか

にするために、 N乱1Rイメージング法の無侵襲性を生かして同ーの動物の肝イ

メージを 1年間にわたって繰り返し測定し、疾患の経時変化を明らかにした。

【方法] 当研究所で繁殖をしたLECラット 12匹を対象として、同一動物

をω、75、如、 100週齢で繰り返しイメージ測定を行った。ラット肝イメージ

の測定には、自作の内径85mmのsineコイルを用いたNMR信号検出器を用いた。

この信号検出器を口径30cmの水平ボア磁石を有するBrukerBiospec24βONMR 

分光計に接続して測定を行った。磁場勾配コイルはMagnex社の自己シールド

型 AGRAD255/178を用いた。上記測定システムを用いて、 T
1
強調画像

σR/TE= 30 6/ 13ms ，データ256x 128)、T2強調画像(CPMG、法， 6エコ-， TR庁E=

2082ms/15・90ms) を測定した。 FOVは8cm、スライス厚は3mmo60、75、90週

NMRイメージング、造影剤、 LECラット、肝臓、肝細胞癌

みつもりふみゆき，よしおかひろし，おなやひろあき，いたいゅうじ，どいみきお

39 



齢では腹腔内に置いた留置針より Gd(DTPA)を0.6mmol/kg体重投与し、造影後

T)強調画像を測定した。 100週齢の測定では下腿静脈より Gd(DTPA)を

0.3mmole/kg体重投与し、スピンエコー法(TRlTE=156/13 ms，データ256X64)

を用いて、造影初期の動的過程をGd(DTPA)静注後2秒より 310秒まで5画像に

わたって追跡した(ダイナミックスタディ)。またこの後、造影後のT)強調

画像を測定した。 100週齢での測定後に動物を屠殺し、肝をhematoxylin-eosin

(HE)染色、 periodic-acidmethenamine silver (PAM)染色し、病理診断を行った。

また、 12匹中2匹はω週齢測定後、 1匹は77週齢で死亡したので、この時点で

病理診断を実施した。

【結果と考察】 画像と病理診断の対応から、 12匹のLECラットで肝細胞癌

但α::)1例、異形成結節 (dysplasticnodule) 3例(この 2病変を合わせて、

neoplastic/dysplastic noduleと呼ぶ)、肝紫斑症(peliosishepatis)24例、胆管線維

症 (cholangiofibrosis)7例、胆管拡張(bileduct dilatation}4例、嚢胞腺腫

(cystadenoma)3例を同定した。 HCCIま前癌状態ともいえるdysplasticnoduleを合

わせても4例とこれまでに報告されたよりも発症率が小さかった。これに対し

て、肝紫斑症がきわめて多く、 LECラットの代表的肝病変と言える。

ω-1∞週齢の画像上ではこれらの病変の位置や、画像特性はよく保たれて

おり、各病変の経時的な対応付 けは比較的容易であった。図 1に

neoplastic/dysplastic nod uleの75・1∞週のT2強調画像の推移を示す。画像より、

各病変のTJ愛和時間、 T)強調画像における肝臓または病変部位/正常肝の信号

強度比を定量的に評価した。また、画像上の病変の長径、短径の積より病変

体積を算出し、その成長速度について考察した。この結果、嚢胞腺腫のT
2
緩

和時間が病変の増大に伴って延長する他は、各病変の画像特性は発症から100

週齢まで良く維持されることがわかった。たとえば、 neoplastic/dysplastic

noduleはやや長めのT2緩和時問、 T1強調画像において肝実質に比べわずかに低

いか同程度の病変/肝の信号強度比を示し、 Gd(DTPA)投与10分後のT)強調画像

ではほとんど信号強度の増強はみられなかった(図2)。これに対して、肝紫

斑症ではT津和時間の延長はさらに大きく、 T
1
強調画像では低い病変/正常肝

の信号強度比を示す。造影後T1
強調画像では大きな信号の増強がみられた

(図2)。この結果はLECラット肝に発症する癌、非癌病変はいずれも発症当

初より特異的な画像特性を示し、病変相互の関連は認められないことを意味

する。また、病変体積の経時変化(図3) より、単一指数関数を仮定して求め

た病変のダプリングタイム (TD)はneoplastic/dysplasticnoduleでは4.1週と最も短

かく、肝紫斑症5.8週、胆管拡張8.7週、嚢胞腺腫4.6週、胆管線維症では203週

と最長であった。このような個々の病変の特徴的な成長速度はNMRイメージ

ング法の無侵襲性を生かしてはじめて得られたものである。

【文献}

(1) H.Yoshioka，Y.ltai， H.Onaya，M.Doy，F.Mitsumori 
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2L1 

NMR of weakly aligned macromolecules. 

Ad Bax， Marcel Ottiger， John Marquardt， Gabriel Comilescu， Ben Ramirez and Frank Delaglio 

Laboratory of Chemical Physics， NIDDK， NIH， Bethesda， Maryland 20892， USA 

Biomolecular s住uc佃redetermination by NMR to date has been based almost exclusively on 
very local parameters such as NOEs and J couplings. In contrast， dipolar couplings for 
macromolecules weakly aligned with the magnetic field provide information on individual bond 
vectors relative to the molecular alignment tensor and therefore have an intrinsic long-range 
character. They therefore constrain the relative orientation of parts of a struc佃rethat are not 
connected by NOEs. 

In order to陀 tain由esirnplicity of the higq-resolution NMR s戸ctrumit is essential白紙血e
degree of ~igI].ment is sufficiently weak (:5; 10・3). At higher degrees of alignment broadening 
caused by 1 Jf-.l H dipolar couplings make tbe spee回 generallyin住actable.Such weak degrees of 
alignment can be obtained either as a result of the macromolecules magnetic susceptibility 
anisotropy， or by using a very dilute liquid crystalline phase consisting of large， disc-shaped 
phospholipid P訂 ticles，commonly referred to部 bicelles.Modified bicelles permit me邸 urementof
dipolar couplings over a wide range of pH， from 1 to 12， and temperatures (20・50・C).

It will be shown血atboth the magnitude and orientation of the alignment tensor are under 
experimental control. Measurement of dipolar couplings for two different orientations of the solute 
relative to the liquid crystal director yields unique orientations of the co町田pondingintemuclear 
vector relative加出emolecular企ame.Dipol紅 couplingsobtained in出ismanner are shown ω 
contain highly precise information on the macromolecular s加 C加reand also carηinformation on 
its dynamic properties. Furthermore， such me邸 urementsyield the relative magni加desof the 
various types of dipolar and chemical shift anisotropy interactions .. 
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2L2 

Solid State NMR Methods for Structural Investigations of Peptides and Proteins 

Robert Tycko， David P. Welikyl， Andrew E. Bennetr， Oleg N. Antzutkin3， 
Carl A. Michal， Francisco Blanco，組dYoshi旬kaIshii 

Laboratory of Chemical Physics， NIDDK 
National Institutes of Health 

Bethesda， Maryland 20892・0520，USA 

lC町 rentaddre~s: Dep紅白lentof Chemis町，Michigan State University 
"current address: Harvard Medical School 

30n leave企om:Division of Inorganic Chemis町，LuleaUniversity ofTechnology， L叫ea，Sweden 

Overthe p儲 tseveral years， we have developed several new solid state NMR techniques for 
detennining certain邸 pectsof the conformations of peptides and proteins， in particular the 
backbone conformations， in environments such出合ozensolutions， m~mbrane-bound forms， 
noncrysta1line solids， and fibers. The techr判uesinclude two-dimensional magic-angle叩 inning
(2D MAS) exchange sp邸!roscopy且， constant-time double-quantum-filtered dipolar evolution 
(CTDQFDE) me部 mements2，ancl high-order 13C multiple -q剛 tum(HOMQ)-NMR3. The 
techniques will be described， along with our approach to analyzing the NMR data in terms of 
backbone conformations. The utility of these solid state NMR measurements will be i1lustrated by 
experimenta1 results on a number of systems白 紙釘eofc町rentinterest， including an HIV・1gp120 
V3 loop peptide/antibody complex"組 da synthetic helix品rmingpeptide [MB(i+4)EK]伽 tserves 
出 modelfor the role of 310・helicesin helix-coil transitionsへResultson these systems demonstrate 
the unique con凶butionsto biophysical chemis句組ds加 C加 albiology that c佃 bemade by solid 
state NMR me白山ementsof /oca/ structural features. Other topics白紙 maybe covered include 
new approaches t~ g/oba/ structure determination6 by solid state -NMR組 defforts to adapt optical 
pumping methods' to biomolecular solid state NMR. 

1. D.P. Weliky and R. Tycko， J. Am. Chem. Soc. 118， 8487 (1996); R. Tycko， D.P. Weliky， and 
A.E. Berger， J. Chem. Phys. 105，7915 (1996). 

2. A.E. Bennett， D.P. Weliky， and R. Tycko， J. Am. Chem. Soc. 120，4897 (1998). 
3. O.N. Antzutk血血dR. Tycko， submitted for publication. 
4. D.P. Weliky， A.E. Bennett， A. Zvi， J. Anglister， P.J. Steinbach，組dR. Tycko， submitted for 

publication. 
5. H.W. Long and R. Tycko， J. Am. Chem. Soc.120， 7039 (1998). 
6. R. Tycko， J. Biomolec. NMR 8，239 (1996). 
7. R. Tycko， Solid State Nucl. Magn. Reson. 11， 1 (1998).; R. Tycko and J.A. Reimer， J. Phys. 

Chem. 100， 13240 (1996); C.A. Michal and R. Tycko， Phys. Rev. Lett.， in press. 
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2L3 GENERATING AND EXPLOITING INTERMOLECULAR MUL TIPLE-
QUANTUM COHERENCES IN SOLUTION NMR AND IN VIVO MRI 

Warren S. Warren， Princeton University， Princeton， NJ 08544 

In the last few years we have discovered (much to our surprise) that samples 

with at least one concentrated component can grossly violate the predictions of 

conventional NMR theory in a wide variety of solution NMR experiments[l-lO]. 

Slightly modified conventional sequences， which should give absolutely no signal， 

instead give strong intermolecular cross-peaks (with amplitudes typically as large as 

10・15%of the full magnetization) and new transitions in the indirectly detected 

dimension. For example， the n-quantum CRAZED sequence (π/2-t1
・{gradient，length 

T}-n/2・{gradient，length nT}-t2) [1] generates resonances in the indirectly detected 

dimension with all of the experimental properties of intermolecular multiple-quantum 

coherences (iMQCs). Demonstrated applications include improving contrast in 

magnetic resonance imaging [2，7，8]， and removing inhomogeneities without removing 

chemical shifts [3，4]. 1 will discuss these applications， and present a wide range of 

new results from our laboratory. 

The theoretical picture of these effects shows that the additional peaks come 

from dipolar interactions between distant spins in solution. The dipolar interaction 

between nuclei is proportional to (3 cos2 e -1)/r3 where e is the angle between the 
intemuclear vectors and the applied magnetic field and r is the separation between the 

spins. In a solid， each nucleus interacts with all other nuclei， giving a highly 

broadened line. In a liquid， Bloembergen pointed out in 1948 that diffusion averages 

the value of e on an NMR time scale (milliseconds)， and since (3 cos2 e・1)=0the 

couplings are expected to disappeaL In fact， however， this argument is only valid for 

couplings between pairs of spins which diffuse significantly more than their 

separation before spin evolution occurs (in water， this means r<<lQμm). This might 

seem quite sufficient， since the dipolar interaction falls as r-3; but the number of spins 

at a distance r is proportional to r2 dr. Thus， the net magnetic field at any site from all 

the spins at a distance r only falls as 1fr， and the integral divergeト thespins between 1 

48 



and 3 mm from any given molecule a回 justas important as the ones between 1 and 3 

A! The real reason these couplings are not usually observed is more subtle: if the 

sample is nearly spherical and the magnetization points in the same direction 

everywhere， the sum of all of the couplings vanishes. By breaking the uniform 

direction of the magnetization (usually gradient pulses) we reintroduce effects of the 

dipole-dipole coupling. The magnitude of the reintroduced couplings is comparable 

to a J coupling (2-3 Hertz)， hence is large enough to dramatically alter two-

dimensional spectra， but not so large as to degrade resolution. 

Intermolecular dipole岨 dipoleinteractions can be handled in two superficially 

vastly di百'erentways. The first approach we used employed Bloch equations modified 

to include the dipolar demagnetizing field [11 ]-a framework origina11y developed to 

explain the observation of multiple echoes (at times nτ) after the sequence 90-"[・90.

The dipolar demagnetizing field Bd(r) at each position is the overa11 sum of the local 

fields generated by a11 the spins in the sample， which is then used to modify the 

normal form of the Bloch equations， giving an additional contribution (M x yBd(r)) to 

dM/dt. Unfortunately these modified Bloch equations are inherently nonlinear， so 

many of the properties normally associated with the theoretical framework of two-

dimension NMR (for example， evolution in the indirectly detected dimension 

reflecting energy differenc邸 betweeneigenstates) no longer hold. In addition， this 

approach cannot be applied to a spin system which has purely quantum mechanical 

effects such as J-couplings. We later developed a白11quantum treatment using density 

matrix theory， which retains the individual intermolecular dipolar couplings and 

discards the high temperature approximation. In this treatment the peaks come from 

iMQCs which are created from multiple-spin terms in the equilibrium density matrix 

peq and are detected by dipolar couplings during the final time interval tz [1，12]. In 

practice， the classical and quantum pictures virtua11y always give the same predictions. 

The classical picture is much better for numerical simulations; the quantum approach 

gives a better understanding of the physical origin of dipolar effect， and provides 

better intuition for pulse sequences design. 

Both methods will be used in this presentation. We have recently developed， 

for the first time， the ability to calculate evolution in systems with both dipolar and J 

49 



couplings， and the ability to handle three-dimensional structure (tissues with tumors; 

inhomogeneous broadening in very high field magnets). 1 will show how 

intermolecular zero-quantum coherences (simultaneously flipping spins separated by 

10μm-10 mm  in opposite directions) permits contrast enhancement for in vivo 

magnetic resonance imaging. In addition， 1 will discuss work beginning at the 

National High Magnetic Field Laboratory using such coherences to produce sharp 

spectra in highly inhomogeneous and drifting electromagnets. 

Eεfi<s<皿錨

1. W. S. Warren， W. Richter， A. H. Andreotti叩 dB. T. Farmer， "Generation of 
impossible correlation peaks between bulk water and biomolecules in solution NMR，" 
Science 262， 2005 (1993) 
2. Wolfgang Richter， Sanghyuk Lee， Warren S. Warren， and Qiuhong He，“lmaging 
with lntermolecular Multiple-Quantum Coherences in Solution NMR"， Science 267， 
654(1995) 
3. S. Vathyam， S. Lee and W. S. Warren，“Homogeneous NMR Spectra in 
lnhomogeneous Fields"，Science 272， 5258 (1996) 
4. Sangdoo Ahn， Natalia Lisitza and Warren S. Warren，“lntermolecular Zero-Quantum 
Coherences of Multi-Component Spin Systems in Solution NMR，" J. Mag. Reson. 1.3.3.， 
266(1998). 
5. Sangdoo Ahn and Warren S. Warren，“Effects of intermolecular dipolar couplings in 
solution NMR in separated time intervals:・thecompetition for coherence transfer pathways "， 
Chem. Phys. Lett. 221， 121 (1998) 
6. Sangdoo Ahn， Sanghyuk Lee， and Warren S. Warren， "The competition between 
intramolecular J couplings and intermolecular dipolar couplings in two-dimensional solution 
NMR，" Molecular Physics (invited paper， Ernst commemorative issue; in press) 
7. R. R. Rizi， S. A加， J. Hopkins， J. S. Leigh， W. S. Warren，“Contrast Enhancement 
Based on lntermolecular Zero Quantum Coherences for Magnetic Resonance lmaging and 
Microscopy"， in Magnetic Resonance Microscopy (P. Blumler， B. Blumich， E. Fukushima， 
editors; VCH publishing， 1998) in press 
8. Warren S. Warren， Sangdoo Ahn，Rahim R. Rizi， Jeff Hopkins， John S. Leigh， 
Marlene Mescher， Wolfgang Richter， Michael Garwood， and Kamil Ugurbil，“MRlmaging 
Contrast Based on lntermolecular Zero-Quantum Coherences， " Science 2盆1，247(1998) 
9. Sangdoo Ahn， Warren S. Warren and Sanghyuk Lee，“Quantum treatment of 
intermolecular multiple-quantum coherences with intramolecular J-coupling in solution 
NMR "， Journal of Magnetic Resonance 12.8， 114 (1997) 
10. Warren S. Warren and Sangdoo Ahn，“The boundary between liquid-like and solid-
like behavior in magnetic resonance， " J. Chem. Phys.l.O.量， 1313 (1998). 
11. Q. He， W. Richtcr， S. Vathyam and W. S. Warren， "lntermolecular multiple司 quanωm
coherences and cross-correlation in solution "， J. Chem. Phys..2.8， 6779(1993). 
12. S. Lee， W. Richter， S. Vathyam and W. S. Warren， "Quantum treatment ofthe e.酔cts
of dipole-dipole interactions in liquid NMR"， Journal of Chemical Physics辺.5..874 (1996). 
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2L4 
高分子のNMR

北大理引地邦男

N限 ofPolYl1lers 
Hokkaido Universi ty. Kunio Hikichi 

1 wi 11 talk about appl icat ion of NMR to polYl1lers. in part icular. NMR methods 
to study motional and structural aspects of polYl1lers. 

1 950年代から 60年代にかけては、いわゆるブロードラインNMRが中心であっ

て、高分解能NMRがやっと出始めたころである。そのブロードラインNMRで高分

子固体の分子運動を調べたのが私のNMRの始まりである。その時の周波数は 12M

Hzであった。現在はその 60倍以上にもなっている。数量的な変化ばかりではない。

測定の方法も変化した。現在は、パルスフーリエ変換によって吸収曲線が観測される

が、当時は吸収曲線を微分したものが観測された。

つい最近、ブロードラインNMRのお世話になることになった。振り出しに戻ったこ

とになるが、この間のNMRとの関わりについてお話したい。

高分子、分子運動、相互作用、構造

ひきちくにお
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2L5 NMRによる蛋白質、核酸の構造と相互作用の研究

(阪大蛋白研) 京極好正

NMR Studies on the Structure and Interaction of Proteins and Nucleic Acids (Institute for Protein 

Research， Osaka University， Suita， Osaka 565・0871)Yoshimasa Kyogoku 

Since 1970 1 have been involved in the NMR works on proteins and nucleic acids. 

Especially 1 paid attention to solve the mechanism of the molecular re∞伊itionof nucleic acids 

and proteins. To pursuit the aim， 1 introduced and applied several NMR techniques， iふ， the use 

of the resonances of stable isotope nuclei， photochemi回 llyinduced dynamic nuclear polarization， 

distance geometry algorithm for structure determination and heteronuclear multidimensional 

NMR. Starting from the work on the base pairing of nucleic acid base derivatives， recently we 

could determine the solution structure of a nucleic acid-protein ∞mplex of MW  25 K 

1 970年来NMRを用いた蛋白質、核酸の構造研究に従事してきた。それ以前は赤外、ラマン

分光法によって核酸の研究を行っており、特に塩基対形成の機構、構造変換の要因を探っていた。さ

らに遺伝情報発現の段階で、蛋白質と核酸がどのようにかかわっているかを原子レベルで見ることに

興味を抱いており、そのような研究を行うのには振動分光に比べてNMRは次のような利，~があると

思えた。1.原子レベルの分解能が高い、 2.水溶液が対象に出来る、 3.量的、時間的変動が追跡

しやすい。こういった特徴を生かし、上記の目的を達成するためには以下の手法を積極的に導入、適

用してきた。

1.安定同位体利用NMR法による分子認識部位の同定

生体高分子のNMR情報は膨大であり、今でこそそれらをすべて利用できる方向にきているが、

研究開始当初は何らかの方法で特定の部位に関する情報を選別する必要があった。また相互作用の研

究ではプロトンのアクセプターである原子団の情報も欲しい。そこで積極的に天然存在比および特定

部位を特異的に標識した化合物の 13C、15Nのシグナルを利用した。その結果懸案であった溶液中で

の核酸、塩基対の構造分布 (WatsonCrick型と Hoogsteen型の比)を明らかにし l、 tRNAにお

けるアンチコドンーコドンの塩基対形成の証明等2が行えた。蛋白質や補酵素関係はヒスチジン側鎖

の水素原子解離はπ (a1)位のNからかτ(E2)位のNからかを明らかにしたことがこの種の研

究の最初で3、これは最近のカーボニックアンヒドラーゼの 12個のヒスチジンの解離の挙動をすべ

て明らかにしたことに連なるヘ酸化還元系ではポルフィリン環中の lHがN核の聞を動きまわる様

子 5、フラピンの酸化、還元状態の構造比較等6が安定同位体標識を生かして行えた。これらの標識

化合物はまた並行して行っていた振動分光解析にも利用できるという平IJ)点もあった7。安定同位体標

識化合物の利用は甲斐荘氏ら高い合成技術を持つ研究室の協力があってこそ可能になったことである。

安定同位体標識NMR、光CIDNP法、ディスタンスジオメトリー、異核種多次元NMR

きょうごく よしまさ
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2.光CIDNP法による分子認識部位の検出

巨大な分子量を持つ生体高分子の中で機能的に重要な部分の構造や認識の情報を得る手段を持つ

ことの意味は大きい。Kapteinらがフラビン色素を用いた光CIDNP法によって酵素蛋白質の活性

中心への研究に用いていることを知り、この手法を研究室でも使えるようにした。それを用いて核酸

一蛋白質相互作用系に用い、 Croリプレッサーの認識ヘリックスが、 DNAと直接相互作用をしてい

ることを示した九その後この手法は抗体の抗原認識表面の状態 9や巨大蛋白質の表面露出度の検出 10

に用いられた。また核酸のCIDNPの測定にも初めて成功し、 DNAのA、B、Z型の同定、薬物

の結合部位の検出に用いられた 110
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Fig. 1. pH dependence of 15N chemical shift of 
histidine3 

Fig. 2. One-dimensional (upper) and photo-CIDNP 
difference (1ow巴r)spectra of r(CGCGCG)2 in A 
formll 

3. Distance geometry法の導入と小蛋白質の構造決定

Wuthrichらが2次元NMRを蛋白質や核酸に適用できるようにし、さらに得られた核問距離情報

とディスタンスジオメトリー法とを組み合わせて生理活性ペプチドや小さい蛋白質の溶液中の立体構

造を決定できるようにしたという情報は、 NMRでX線解析法に対抗するように溶液中の立体構造が

決められないかを考えていた者にとっては衝撃的であった。 2次元NMRの手法を導入するとともに、

またディスタンスジオメトリーのプログラムを開発していた郷、ブラウン氏の協力で、我が国で初め

て生理活性ペプチドコノトキシンGIの溶液構造が小林らによって決定された 12。

4.核酸塩基対、鎖のダイナミックス一生体膜構造研究とのつながり

装置、技術が進んでくるとNMRの技術を生かした研究も可能になってくる。従来手がけてきた

塩基対の研究でも、飽和移動法による塩基聞の直接的なプロトン移動 13、 1 7塩基対を持つDNAオ

リゴマーでの各イミノプロトンの交換速度から 2重らせん開裂のダイナミックス 14、蛋白質の相互作

用によって誘起される曲りの検出 15、Aトラクトを持つDNA鎖の曲がった構造問、 IH濃度の低い
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系の核磁気共鳴法はそういった要求に答えながら発展をしてきた。
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3L1 
液体窒素蒸発量の少ない NMR超電導マグネット

(神戸製鋼所)0斉藤一功、伊藤聡、林征治、西津節

(ジャパンマグネットテクノロジー)井上康彦

A low liquid nitrogen consumption superconducting magnet for NMR 

主主到担¥S.比0
1
，S. Hayashi¥ T. Nishizawa1 and Y. Inoue

2 

1Kobe Steel， LTD，九JapanMagnet T echnology Inc. 

NMR system has hi酔 noisesensitivity， i.e. mechanical and magnetic vibration， making比di何cult

to apply a cryocooler to reduce boil off of cryogen. However a low vibration cryocooler， i.e. a 

pulse tube cryocooler (PTC)， has recently become available. The PTC was tested on a 

superconducting magnet for NMR as a liquid nitrogen shield cooler， and the spectra of standa吋

sample -Si(CH3)4-were acquired on PTC operating and non-operating condition. No special 

peak on the spectrum was observed， and liquid nitrogen boil 0仔 ratewas reduced from 150cc/h 

to 15cc/h -a 90% reduction. 

宜量

現在、高分解能NMR装置には超電導マグネットが用いられている。このタイプの超電導マグ

ネットは、真空容器の中に液体ヘリウムに漫された超電導コイルが入れられ、その周囲を液体

窒素で取り囲んだ構造になっている。液体窒棄の主な役割は、室温から液体ヘリウムへの帽

射熱をカットすることにある。液体窒素槽には多くの幅射熱が侵入し、渡体窒棄を蒸発させてい

る。現在使用されている NMR用超電導マグネットでは、 1週間から 10日に一度の割合で液体

窒素の補充を必要とするものが多い。装置の使用者にとって、この作業は NMR測定の中断を

余儀なくされるだけでなく煩雑でもある。

このため液体窒棄を自動的に供給する装置も存在するが、コストがかさむ欠点がある。また、

別の方法として、最近の MRI用超電導マグネットと同様に、 GM冷濠機を搭載する事も考えられ

るが、 GM冷濠機の振動により NMR測定にノイズが入るという問題がある。

パルスチューフ冷濯機

パルスチューブ冷漉機は、近年その性能が飛躍的に向上している冷濠様であり、低温部に

可動部が無いという特長がある。低温都では冷媒ガス(ヘリウムガス)が撮動しており、このガ

スの振動によって熱の輸送が起こっている。このため他の方式の冷凍機とは異なり振動が極

キーワード:マグネット、蒸発量、冷凍機、ノイズ、パルスチューフ

さいとうかずよし、いとうさとし、はやしせいじ、にしざわたかし、いのうえやすひこ
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めて小さく、 NMR用超電導マグネットの冷却に適している。

豊監亙蓬
パルスチューブ冷凍機の有効性を確恕するため、パルスチューブ冷凍機を NMR用超電導マ

グネットに装着し、窒素燕発量および標準賦料の NMRスペクトルの観察を行った。

実験では NMR用超電導マグネット(発生磁場 11.7T;JMT製)を改造し、冷凍機先端が超電

導マグネットの窒素槽に措触するようにパルスチューブ冷漉機を取り付けた。冷濠機の効果を

調べるためパルスチューブ冷漉機を取り付ける前後で漉体重棄の蕪発量を測定した。

NMR信号の観測は、超電導マグネット!こパルスチューブ冷濠機を取り付けた後に行い、高分

解能NMR分光計(日本電子製)および漕連用プローブ(日本電子製)を用いた。スペクトル観察

の鼠料には Si(CH3)4を用い、測定対象核はプロトンとした。測定はパルスチューブ冷濠機を動

かしている状態と、一時的に停止させた状態とで行い、それぞれの NMR信号を取得した。

鐘墨

Fig.1 IこパJレスチューブ冷漉機を取り付ける前後での漉体窒素の蒸発量の変化を示す。パル

スチューブ冷濠機の効果によって液体窒棄の蒸発量が1/10に減っていることが分かる。これ

は漉体窒素槽へ侵入した熱をパルスチューブ冷凍機で吸血していることを示している。パルス

チューブ冷濠機による蒸発量の低滅で、改造した超電導マグネットの液体窒素の補充間隔は

従来より 10倍延びて 90日となった。

Fig.2は得られたSi(CH3)4の'Hスペクトルである。 Fig.2(A)は冷凍機の動作中に得られたもの、

Fig.2(B)は冷藻機を停止させた状態で得られたものである。これらを比べるとほとんど違いが

無〈、パルスチューブ冷濠機がNMR測定に悪影響を与えていないことが分かる。

パルスチューブ冷濠機は現在も発展中の冷濠機であり、今後の技術開発によって更なる性

能向上が期待できる。
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3L2 ゼロ量子 13CMAS法による常磁性固体の高分解能 NMR

(京大理 l、マインツ大 2) 

0久保厚 l、ThomasP. Spaniol 2、寺尾武彦 l

Resolution Enhancement ofMaigic-Angle Spinning NMR spectra for 
Paramagnetic Solids by Zero-Quantum NMR. 
Kyoto University 1， University ofMainz 2， 
Atsushi Kubo 1， Thomas P. Spaniol 2， and Takehiko Terao 1 

13C zero-qu如何m(ZQ) magic-angle spinning (MAS) NMR spectroscopy for paramagnetic 
solids is proposed to obtain both highly resolved isotropic peaks and accurate values of shift 
anisotropies by removing line broadening due to bulk magnetic susceptibility (BMS) shift. 
Several pulse sequences for ZQ NMR experiments under白stMAS are presented which are 
based on homonuclear J couplings between a 13C pair. These pulse sequences were applied on 
Pr(I3CD，I3COO)3.DP. The line width along the ZQ dimension was much smaller (l20Hz) 
than that of a 1 D spectrum (1 kHz). For determining paramagnetic shift anisotropies， a ZQ 
spinning sideband (ssb) pattem was observed by inserting a 1800 pulse during tj period to 
enhance the ssb intensities. Two spin order which disturb the observation of ZQ coherence 
can be removed either by a selective excitation scheme or by a spin-locking pulse. 

<序論>

粉末試料の NMRスペクトルを測定すると微結晶の表面で磁化率が不連続に変化する

ために試料内に磁場の分布が生ずる。常磁性団体ではこの効果は大きく、結晶の磁化

率に異方性がある場合には MASNMRスペクトルの等方値に分布をもたらし分解能

を悪くしてしまう。また磁化率異方性の有無に関係なく、粉末スベクトルまたは ssb

パターンはこの効果でゆがめられてしまうので、スペクトルより正確に常磁性シフト

の異方値を決定するのは困難である。[1，2] この様な問題は spinpairに対してゼロ量

子 NMRスペクトルを測定することにより回避できる。ゼロ量子選移は二つのスピン

のシフトの差が観測される。磁化事による不均一磁場は原子問距離のスケールでは一

定なので、ゼロ量子選移を観測すればうまくキャンセルされ取り除ける。ここでは試

料として PrC3CD3!3COO)3.DP を用い、幾つかのパルス・シーケンスで測定がうまく行

えるかを検討した。

<実験>

CMX300とDoty社製 3重共鳴プローブを用い、 13Cおよび 2Hの共鳴周波数 75.5およ

び46.1MHz、スピニング周波数 15.6kHzで実験を行った。 13Cおよび2Hの強度はそれ

ぞれ 67および56kHzであった。また待ち時間 3秒で積算をした。

<結果>

図lにphase-sensitivemodeのゼロ量子 NMRの測定に用いたパルス・シーケンスとそ

の coherencepathwayを示した。 PlとDlは溶液のゼロ量子 NMRの測定でも使用され

ているシーケンスである。 13C間の Jcouplingのみを考慮した場合、パルスの間隔が

r = I/(2J)を満足する条件で、 PlはIfZ+I，z を (ZQC)~ -2I;zfJZにDlは (ZQC)~ を

常磁性、固体、 13C、MAS、ゼロ量子遷移

くぽあっし、 Thomas Paul Spaniol、てらお たけひこ
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Figure 1. Pulse sequences and coherence transfer pathways for ZQ MAS NMR experiments. 

P 1 and P2 are employed for the preparation of ZQ coherences (ZQC)~ = 1 (21λX +21ザIjJ

and (ZQC)~ =士(2/，yljX- 21λJ，問spec町 ely.01 and 02 are employed to convert (ZQC)~ 

and (ZQC)~ to observable transverse magnetizations 1(1，=一IJand +(1，= + IJ， 

respectively. Sequence E is employed during the tl period for the observation of ZQ spinning 

sidebands. The parameters n and 角 a氏側 to k-2int(k/N) and TR (kmodN)/N， 

respective1y， in the k-th tl experiment. 

+(/，= -I ，J~こそれぞれ変換することが期待される。 Pl-t l-Ol というシーケンスで tl=TR
という条件で'1/2をTRの整数倍になるようにしながら変化させた。 (TRは同転周期で

64.1降、このシーケンスは sme信号を生じるので tl=TRで信号が極大となった。)信号

は't=8ms付近で最大となり、酢酸の 13c問の Jcouplingの値約 50Hzでうまく説明でき

た。スピニング周波数が 15.6kHzとrotationalresonanceの条件よりかなり高いので 13c
聞の磁気双極子相互作用は平均化されていると考えられる。ここでは分解能をあげる

ことおよびシフトの異方性を正確に測定することが目的であるから、 MASで磁気双

極子相互作用を消して方向依存性のない Jcouplingのみを残しておくほうが都合が

良い。ただし常磁性電子の影響で九が短い時はより短時間で磁化移動が可能な磁気双

極子相互作用を使ったほうが有利かもしれない。
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Figure 2 13C Zero-quantum MAS NMR spectrum of Pr(13CD3
13COO)3・Dp.The sine and the 

cosine pulse sequences P l-t)一{Dl，D2} were employed. The period t) was incremented from 

0.2μs to 26.7 ms by a rotor period TR. 32 and 16 transients were accumulated for the cosine 
and the sine experiments. 

P2とD2は今回新たに考案した。まず P2は DANTE1800パルスで選択反転さ

せん -11=という状態を生成し Dl の逆の経路で 2(ZQC)~ に変換する。 τd は DANTE パ

ルスの不完全性より生じた横磁化を消去するために挿入した。 DANTEパルスが完全

であれば Pl の 2 倍の信号が得られる。また D2 は (ZQC)~ を士仏 +IJJtこ変換する。

Dlに比べ変換の効率は 112である。 2スピンオーダー 21，JJZを取り除くためにスピン

ロックパルスを加えた。スピンロックパルスを加えると静磁場およびラジオ波磁場の

不均一性により有効磁場に垂直な成分が dephaseすることがわかっている。 [3]今の

サンプルでは Pl-tl-D2のシケーンスで実験を行ったところτSLを5TR以上にしてやる

と信号の大きさがほぼ一定になった。 τSLが正確に TRの整数倍とならないでも信号強

度の減衰が起きないことがわかった。例えば 180
0

パルスを使用したパルスシーケン

スで、はパルスのタイミングと試料回転のより厳密な同期が必要なる。

次に Pl-t)一D1及び、Plーt)-D2をそれぞれsineとcosineのシーケンスとして用い、

phase sensitive modeの2次元ゼロ量子 MASNMRスベクトルを測定した。(図 2) V1 

方向の線幅は 120Hzで、V2方向の線幅 1kHzに比べ 118程度になっている。このため l

次元スベクトルでは重なっていた 57ppmのメチルのピークと 205ppmのカルボニルの

ピークが2本に分かれた。結晶中に非等価な酢酸基は 3つあるのでこのすべての信号

が分離できたことになる。 V)方向の線幅の原因としては 13C聞の磁気双極子相互作用
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observe~ by' sequences P2-Eー{D2，
Dl} (a，b) and by PI-E-{Dl， D2} (c). 
The seven pulse DANTE spequence 
inverts a carbonyl signal at 205 ppm 
(a) or 128 ppm (b)， respectively. td and 

tSL were 8T R and 1 OT R・Atotal 252 t) 

data were obtained by using τ)= 

(kmodI4)TR/14andn = k -int(k/14) 
for k=0，1，.・・，252.64 and 128 transients 
were accumulated for the cosine and 
the sine experiments of (a，b) and for 
the sine and the cosine experiments of 

(c). In the sequence E 1800 pulses were 
applied to both the 13C and the D 
channels. * shows center band 
positions. Note that two center bands 
of (a) are folded from the lower 
frequency side. In spectrum (c) the 
spinning sidebands ansmg from two 
spin order appears at integer multiples 
of a virtual spinning 仕equency

(1.3kHz). 

よりもサンプル内の温度分布や 2

次元実験中の温度の変動がきいていると考えられる。

次に Eのシーケンスを t)periodで使用し、ゼロ量子シフトの異方性の決定を試み

た。 PIを Preparationシーケンスとして用いた場合、中心周波数からスピニング周波

数(計算値I.3kHz) の整数倍離れた位置に非常に鋭いピークが現れた。(図 3(c)) こ

れは 2スピンオーダーの一部が 180。パルスの不完全性のためにゼロ量子コヒーレン

スに変換されたことにより生じたと考えられる。2スピンオーダーは時間依存しない。

180。パルスの後のゼロ量子コヒーレンスの時間依存性のみを考えるとv)=Oの両側に

鋭いスピニング・サイドバンドを生ずることが予測できる。 P2のパルスシーケンス

を用いると 2スピンオーダーは生成されないので測定したいゼロ量子コヒーレンスの

サイドバンドのみを含む信号が得られたo (図 3(a，b)) また SINも(c)に比べ 2倍とな

った。スピニング・サイドバンドは図 2及び簡単な計算で予測される位置に現れた。

同じ 57ppmのメチル基に属する信号で(図 3(a))サイドバンドパターンは大きく異

なっている。信号の帰属に有用な情報を与えると考えられる。

[1] T. P. Spaniol， A. Kubo， and T. Terao， J. Chem. Phys. 106，5393 (1997). 
[2] A. Kubo， T. P. Spaniol， and T. Terao， J. Magn. Reson. 133， in press. 
[3] A. L. Davis， G. Estcourt， J. Keeler， E. D. Laue， and J. J. Titman， J. Magn. Reson. A 105， 

167(1993). 
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3L3 109 A g -107 A g二重共鳴NMR測定法の開発及ひ'その測定結果

無機材研 l、UBC化学科(カナダ)2

。丹所正孝 1.2、和田弘昭 l、C.A. Fyfe2、H.Grondey2、T.Markus2 

First Observation of 109Ag-107Ag Doub1e Resonance of a Si1ver Ion Conductor 
by Dipo1ar-Dephasing Difference NIR Experiment on Ag9GaSe6 

lIasataka Tanshol•2, Hiroaki la也1，Colin A. Fyfe2， Hiltrud Gronder and Tom larkus2 

1. Nationa1 Institute for Research in Inorganic Materia1s (NIRIM)， 
1-1 Namiki， Tsukuba， lbaraki 305-0044， Japan 

2. Department of Chemistry， University of British Co1umbia， 
2036 Main Ma11， Vancouver， B.C.， V6T 1Zl， Canada 

109Ag-107Ag doub1e resonance of a si1ver ∞mpound has been measured for the 
first time. It is known that because of the qui te small gyromagnetic ratios 
of si1ver nuc1ei， usua11y quite 10ng ア1va1ues of the order of 1000s are 

expected for si1ver compounds. However， in many si1ver ion ∞nductors， the 
ア1minimum was actually found to be of the order of 100ms， and a 1arge sca1ar 

coupling between si1ver nuc1ei has been suggested for the re1axation 
mechanism in these systems. To detect interactions between neighboured 

si1ver nuc1ei， we have carried out a 109Ag-107Ag doub1e resonance measurement. 
Using the dipo1ar-dephasing difference N町 method， the signa1 from 

109Ag-107Ag resonance is observed for Ag9GaSe6・

【緒言】多くの銀イオン導電体において測定されるAgの T1は、双極子相互作

用から予測される 1000s程度の値よりはるかに短く、その極小において 200ms程

度の値になる場合もあることが知られている。 Brinkmannらは、高温極限におい

て緩和速度(ア1-1)が磁場の二乗に比例することから、この緩和メカニズ、ムをケ

ミカルシフトの異方性で説明した。しかしながら、その一方でChungらの実験は

緩和速度の磁場依存性がぜロに近いことを示していた。近年無機材研でも同様の

実験を行ったところ、緩和速度は磁場依存性を示さなかった。そこで、我々は、

この緩和はAg核問のスカラー結合の揺らぎ〈第 1種スカラー緩和)によるとし

て説明した 1)， 2)0 T1極小から推定されるスカラー結合の値が非常に大きい1)

ことから、この相互作用の観測を期待して、 109A g -107 A g二重共鳴NMR
法による測定を試みた。測定対象として、 Ag9GaSe6の室温相を選んだ。

二重共鳴、 AgNMR、イオン導電体

たんしょまさたか、わだひろあき、 C.A. Fyfe、H.Grondey、T.Markus
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【装置】市販の Bruker社量SL-400(9.4T)にX核用の高出力アンプをもう一台付
け足し、 X核用のチャンネルをひとつ多くしたものを用いた。プローブは低磁場

用の MASProbeを用いた。 109A g (18.6阻z)及ひ・ 107A g (16. 2阻z)の共鳴周波

数は 15%しか差がないことを考慮して、 Fig.1の様な装置を組んだ。要点とし
て、以下の 2点があげられる。[1 ]両周波数で共にlIatching及びTuningをとれ
る様にした。[2 ] High Pass Fi 1 terとLowPass Fil terにより、他の共鳴周波数

によるノイズを減らした。
【パlレス系列】二重共鳴法に用いたパルス系列は、 vanEckらがSEDOR法を元に
して作った DipolarDephasing法にさらに改良を加えた DipolarDephasing 

Difference法である 3)。この測定の特徴として、以下の二点があげられる。

[ 1 ] off-resonanceのlongpulseを用いた場合と on-resonanceのlongpulseを

用いた場合の差スペクトルを測ることにより、二種の核問の正味の相関を測定で
きる。 [2]ふたつの longpulseを共に off-resonanceにした場合に、シグナル

が消えるころが確認できれば、ふたつの照射周波数の分離がうまくいっているこ

とを確認できる。

【結果】 109A g -107 A g 二重共鳴スペクトルが初めて銀イオン導電体につい

て観測された。 Ag9GaSe6の室温相について得られたシグナルを、 Fig.2に示す。

【考察】イオンの並進運動がきわめて速い銀イオン導電体(0-0.1S寸)において
も二種の銀核聞の相互作用が消えないで残っていることが明らかになった。

.. T 

Fig. 1 Setting of 109Ag-107Ag 

doub1e resonance NIIR measurement 

Reference 
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Fig. 2 109Ag-107 Ag伽uble

resonance spectrwa on 
Ag9GaSe6 by 2kHz spinning 

1)且 Tansho.H. lada.且 Ishii.and Y.命制a.Solid State Ionics 86-88. 155 (1996). 
2)且 Tansho.H. la也，且 Ishii.and Y.α凶 a.J. Phys. Che凪 B102. 5047 (1998). 
3) C. A. Fyfe. K. T. lueller.且Grondey.叩 dK. C. long-I∞In. J. Phys. Che凪 97.13484(1993). 
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3L4 
家蚕および野蚕絹フィブロインの主鎖構造に関する

角度依存固体 1SNおよび 13CNMRによる研究

東京農工大工学部。朝倉哲郎、亀田恒徳、出村誠

Angular Dependent Solid-State N and C NMR Analyses ofBackborn Structures of 
Bombyx mori and Samia cynthia ricini Silk Fibroins 

Tetsuo Asakura， Tsunenori Karneda and Makoto Demura 
Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， 

Koganei， Tokyo 184・8588，Japan 

The solid state I ~ NMR spec回 ofI ~ Ala and I ~ Gly Samia cynthia ricini silk fibroin fibers 
were observed as a function ofthe angle between the oriented蹴 isof the block silk sample and 
the magnetic field. 75% ofthe Ala residue and 40% ofthe Gly residues take s-sheet structure 
and other fraction of these arnino acids random coil structure. The difference in the stress-
strain curves of Bombyx mori and S.c.ricini was interpreted with the difference in the amounts 
of s-sheet and non-crystalline domains between two silk fibers. 

1) 緒言

シルク研究の歴史は長い。その研究の流れの中で、シルク研究から得られた情報は、絶えず、合

成高分子の開発にフィードパックされてきた。 例えば、近年、繊維の分野で新たに開発され、

一世を風廃してきた新合織は、もともとシルクの不均一形状を模倣したポリエステル素材の開発

が出発点となってきた。 現在、さらに、着心地や快適さ等を追求した新しい観点からの合織の

開発が望まれているが、新たな観点からのシルクを含む天然繊維の研究は、その開発にあたって、

大きなヒントを与えることになろう 1)。 また、シルクは、常温、常圧下、しかも水溶液から得

られる。その優れた物性は、高次構造や配列制御の妙に基づいており、原子レベルでのそれらの

解明は、自然に優しい繊維を分子設計するための基礎となりうる。

本研究では、繊維特性の大きく異なる家蚕と野蚕の一種のエリ蚕(インド原産種)の絹繊維につ

いて、その構造の詳細を固体NMRの手法を用いて得、各々、比較した。尚、家蚕絹の構造解析

結果については、既に報告済み 2.3)であるので、実験は、エリ蚕絹について行った。

2)実験

エリ蚕絹の配向試料の作成は、以下のように行った。

15Nラベルアラニンならびにグリシンをエリ蚕5齢期に各々、経口投与後、絹が蓄積された絹糸

腺を取り出し、延伸をさせながら、繊維状に巻きとった。その繊維の軸方向を揃えながら、接着

剤を用いて平板状とし、それを積層して、配向ブロック試料とした 2.3)。

15N固体NMR測定は、 JEOLEX-4∞およびCMX-4∞NMR装置を用い、スピニイングをさせず

に、配向軸と静磁場の角度を任意に変えて行った。

絹フィプロイン、結晶・非晶構造、安定同位体ラベル、化学シフト異方性、固体 NMR

あさくらてつお、かめだっねのり、でむらまこと
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3)結果と考察

1.エリ番組配向試料の 15NNMRスペクトル

エリ蚕絹フイブロインの 48.4%をしめるアラニン残基の 759もは、アラニン連鎖を形成しており、

蚕絹糸腺中では、 NMRタイムスケールで見ると、 αーヘリックスとランダムコイルの早い交換状

態として存在する 430 一方、残りの 25%は、孤立しており、ランダムコイルとして存在する。

g，1に、 15NAlaおよび 15NGI)

エリ蚕絹の一軸配向ブロック試料

の角度依存固体日NNMRスペクト

ルを示した。一連の配向軸と磁場と

の角度を変えた配向試料のアラニ

ンラベル絹のスペクトルから、アラ

ニン連鎖部分がβ構造をとってお

り、パウダーパターンを、 25%含む

ことがわかる。これは、その 13c
CP爪!lAS NMR において、 AlaC~

ピークの解析 6)から得られた結果

とも一致する。すなわち、水溶液か

らの繊維化の過程において、アラニ

ン連鎖からなるヘリックス部分が、

定量的に、すべて p構造にかわった
2圃 . .同 2・ 2・・

ことを意味する。しかしながら、- ppm ppm 

口に9構造といっても、構造のとり Fig，1 Angular句 enant15N solid sta1e NMR sp回 raof15N Gly 

うる領域は広く、さらに、アラニン 15 
and '.JN Ala labeled S，c，ricini silk fibroins as a function ofth巴anl!:le

連鎖部分の内部回転角(中，引を決定 betweenthe orien飽daxis of silk fiber and magnetic field. ν 

するために、配向系の NMR解析を

すすめた。

一方、エリ蚕絹フイプロインの 33.29もをしめるグリシン残基は、ランダムコイルとして存在し、

例えば、アラニン連鎖部分が、ヘリックスーコイル転移をおこしても、その溶液の 13CNMRス

ペクトルにおいて、グリシンピークは、変化しない的。しかしながら、 15NGlyエリ蚕繰の一軸

配向ブロック試料の角度依存固体 15NNMRスペクトルは、予想されるように、パウダーパター

ン成分が多いものの、角度に依存してスペクトルパターンは変化し、一部、 β構造が生じている

ことがわかる。これは、配向処理によってアラニン連鎖部分がβ構造を形成するに伴い、アラニ

ン連鎖近傍に存在する一部のグリシン残基が、巻き込まれたものと推察される。その割合は、グ

リシン残基の 40%であり、巻き込まれたグリシン残基の構造解析をさらに進めた。

2.エリ番組配向構造の解析

粉末試料のパウダーパターンから、 15NAlaおよび 15NGly部位の化学シフトテンソル値を決定す

るとともに、配向系のスベクトル解析から繊維軸の分布を考慮したシミュレーションによって、

主軸座標系(PAS)を繊維軸座標系(FAS)へ変換する時のオイラ一角を各サイト毎に決定できる 230

さらに、主軸座標系(PAS)を分子軸座標系(MAS)へ変換する時のオイラ一角の値は、既に、モデ

ル化合物について報告済みのものを用いた 7)。

Fig.lにおいて、パウダーパターンとの差スペクトルから得られた 15NNMR配向成分の解析か

ら、繊維軸に対する N-H方向のなす角度は、 Ala860， Gly 830，繊維軸に対する N-C'方向のなす角
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度は、 Ala40 0， Gly 340と決定した。今後、カルボニル部位を llCラベルしたエリ蚕絹の角度依

存固体llCNMRスペクトルの解析結果を加えて、アラニンおよびグリシンの配向部位について、

内部回転角(~， φ)を決定する予定である。

Fig.2に示したように、二種類の絹繊維の応力.ひず

み曲線 (Stress-StrainCurve)は、著しく異なる 8)。

家蚕絹の場合は、立ち上がりが急で、比較的直線的

に変化するが、エリ蚕絹の場合は、按部を有する、 ー

s 

4 

よりなだらかな曲線となる。家蚕絹フイプロインで 雪 3

は、切%以上を占める Gly，Ala， Ser， Tyr， Val 残基が、轟

殆ど、繰り返し領域に存在し、発達した β構造領域

を形成している死したがって、 NMRでみた非品領

域は、少ない。一方、エリ蚕絹の場合、 β構造は、

アラニンの 75%を占めるアラニン連鎖部分が、主で

あり、グリシン残基の約40%が、 s-構造に寄与す

20 
Straln ("Ko) 

るものの、圧倒的に非品構造が多いことがわかる。 同 .2Stress-Srtain curves of B.mori and 

これが、二種類の絹繊維聞の Stress-Straincurveの違 S.c.ricini silk fibroin fibers. 

今後、さらに非晶領域のアミノ酸を同位体ラベルし、アミノ酸残基レベルでの構造一物性相関を

解明していく予定である。

本研究は一部、生研機構基礎技術推進事業により行われた。
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磁場配向リン脂質二重膜中生理活性ペプチドの
3L5 立体構造解析

(姫路工大理)0内藤晶、木村成輝、永尾隆、則定和志、

辻暁、斉藤肇

Structural elucidation of biologically active peptides 

in the magnetically oriented lipid bilayers 

Department of Life Science， 1五皿司iInstitute ofTec:主nology，

Akira N aito， Shige恒 阻mura，Takashi Nagao， Kazushi Norisada， 

Satoru Tuzi， and HazIme S担to

:Magnetically orien飽dlipid bilayer systems have a償却ぬdmuch attention槌 apowerful 

n闘 nsto provide de加 ledinformation on the s刷 .ctureand dynamics of membrane bound 

peptid田 utili:ringsolid state N恥1Rs戸光tros∞py.We demonstrate here that dynorphin and 

間 littinin∞rpora凶 in句 modelmentbran回 exhibita new c1ass of magnetic ord即時 oflipid 

bilayers which form a elongated liposome. We also show伽 t自国emagnetically orient凶 lipid

bilayers伺 nbe used to inv田 tigate曲es田 ondarys制御reand血eorien凶 onof血e戸開d回

boundωmembran田 inview of the 13C NMR s戸犯:traAs an example， it旬medout白紙白eN・

組 dC抱 rminalsof the α-helices of melittin are 1目測edin the surface of the magneti伺 lly

oriented lipid bilayers， whereas the田 ntra1part such部 Glyllis inserted into the hydrophobic 

region of lipid bilayers. 

【序】配向二重膜に生体分子が結合した系では異方的相互作用が観測できるので、膜

生体分子の構造に関する詳細な情報を与える。昨年メリチンやダイノルフィン等の両

親媒性生理活性ペプチドを含むリン脂質二重膜は31PNMRスペクトルの解析から、脂

質二重膜面を磁場に平行に向けて自発的に磁場配向することを報告した九自発的に

磁場配向を示す二重膜として bi，閃Ue1)が報告されているが、本研究で示す磁場配向二

重膜は楕円形のリポソームを形成することで大きな磁気異方性を示す新しいタイプ

の磁場配向二重膜であることが判明した。この様な磁場配向膜に取り込まれた生理活

性ペプチドの構造情報を得るため、磁場配向膜に取り込まれたカルポニル炭素の 13C

化学シフト値を解析した。この結果、膜ペプチドがヘリックス軸にそって大きな振幅

運動を持つ場合、ペプチドの配向に関する詳細な情報を与えることを見いだした。本

講演では磁場配向二重膜を用いた膜結合ペプチドの構造を決定する新しい方法の基

礎と応用について報告する。

リン脂質二重膜、磁場配向、メリチン、ダイノルフィン、 13C化学シフト値

ないとう あきら、きむら しげき、ながおたかし、のりさだかずし、つじさ

とる、さいとう はじめ
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【実験】メリチンあるいはダイノルフィンとリン脂質(DMPC)を 1:10のモル比でメタ

ノールに溶かし、完全に溶媒を取り除いてから、 pH7.4トリス緩衝液を用いて水和

した。さらに凍結融解を繰り返して、脂質二重膜を調製した。この脂質二重膜

が小胞体を形成しているかどうかを検証するため、

カリウムイオンを小胞体に取り込み、小胞体外部

のカリウム濃度変化をカリウムイオン選択性電極

を用いて測定した。 31pおよび13CNMR測定はす

べて DD-NMR(one pulse exci匂，tion with proton 

deooupling)法によって測定した。磁場配向状態の

化学シフト値待。以は静止状態で測定し、等方化学

シフト値(Õi•o)は MAS 条件下で測定した。また磁場

配向試料の異方的化学シフト値(OI/・ O1.)は 110Hz

のSlow-MAS条件下で測定した。

【結果と考察】

磁場西日向二重膜の件質 図 1にメリチンIDMPC

二重膜の 31PNMRスペクトルの温度変化を示す。

4O'Cに保って磁場中に試料を挿入した場合は粉末

パターンを示しているが、温度を1O'Cまで下げる

ことで、等方化学シフト値に 1本線の信号が現れ

た。この結果は比較的大きな小胞体を液晶・ゲル転

移点σm)以上では形成しているが、 Tm以下では

二重膜の分断が起こっていることを示している。

さらに 10'Cから温度を上昇させた場合には、 20陀

付近で一旦粉末線形を示したが、さらに温度を上

昇させると-l3ppmの位置に 1本線が現れた。この

b/a = 0.0 
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Fig.l. Tempera加陀 variationof 31p 

NMR spectra of DMPC/meli凶n(10/1)

bilayers. 

b/a = 4.0 

」 ~L 
Fig. 2. 31p NMR lineshape of elonga凶 liposome.
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結果は温度を Tm以上に上昇させること

によって、膜融合が起こり再び大きな小胞

体を形成すると同時に磁場に対して二重.

膜面を平行に配向したことを示している。

この磁場配向状態の二重膜が小胞体を形

成していることを確かめるため、カリウム

イオンを小胞体に取り込み、界面活性剤の

町旬n-Xを添加して小胞体を分断し、放出

されるカリウムイオンをカリウムイオン

選択性電極によって、測定した。この結果、

4O'Cではカリウムイオンの放出が観測さ

れたことから、小胞体の形成が明らかとな

った。この様な小胞体が自発的に磁場配向

を起こすためには小胞体は楕円体を形成

していると考え、 31PNMRスペクトルの解

析を行った。この結果、図 2に示すように、

磁場に配向しているとき長軸が短軸に対

して 5倍以上長い楕円形リポソームを形

成していることが判明した。
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Fig. 3. Relation between orientation of helix 

and 13C chemicals shifts in magnetically oriented 

lipid bilayers. 

牛理活性ペプチドの膜中での構浩決定 楕円形小胞体に結合した両親媒性生理活性

ペプチドであるメリチンの膜中の構造を決定するため、カルボニル炭素の 13C化学シ

フト値に注目した。 α・ヘリックスでは C=o軸がヘリックス軸にほぼ平行であり、ヘ

リックスは軸の周りを大きな振幅で運動していることを考慮すると、図 3に示すよう

に磁場配向が起こらない場合は、ヘリックス軸に軸対称な粉末パターンを示すが、磁

場に平行に配向した場合は、等方化学シフト値から低磁場にシフトし、磁場に垂直に

配向した場合は高磁場にシフトする。さらに、ヘリックス軸が静磁場に対してθ句頃い

ているときの磁場配向試料の化学シフト値(OobJは(1)式で表される。

OOb8 = Oi80 + (1s)(3c倒 2()・ 1)(O/I・ Ol.) (1) 

ここで δ。b. 、札。、 δ11・8ょはそれぞれ実験によって決定することができるので、それ

らの値を用いて0を決定することができる。実際メリチンIDMPC磁場配向膜において

[1-13C]Glf， [1-13C]Val5 ， [1_13C]Glyl勺1-13C]Leu1勺1_13C]Ile10を標識したメリチンの化学

シフト値の測定結果を図 4および表 1に示す。図 4で得られた値を式(1)に代入して

Val5近傍のヘリックス軸が膜面となす角をお。と決定した。同様に各標識部位付近のヘ

リックス軸の膜面に対する角度が決定できた。この結果、図 5に示すように膜に結

合したメリチンは N端と C端が膜表面近傍に存在し、ヘリックス軸は N端から 35。
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の角度で膜内に挿入され、 N 端からは 720

の角度で膜面に挿入されていることが分か

った。さらにヘリックスの折れ曲がり角は

7300であり、膜に挿入された中央部分は異方

性が小さいことから、運動性が非常に高い

ことが判明した。
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Fig.4. !3C NMR spectra of [1_13C]Vals-melittin 

inma伊etl伺 llyori印 刷lipidbilayers. 

Fig.5.臼ientationof melittin in magneti伺 lly

onenもedlipid bilayers. 

【まとめ】 メリチンやダイノルフィン等の両親媒性生理活性ペプチドがリン脂質二

重膜に作用する結果、 elonga凶 liposoneが形成され、この長軸が自発的に磁場に平行

に配向する性質のあることが分かつた。この磁場配向膜に結合したペプチドの 13C化

学シフト値は膜に対するペプチドの配向に関する詳細な情報を与えることから、膜ペ

プチドや膜蛋白質の構造決定に自発的磁場配向膜は有効であると考えられる。

Table1. 13C chemical shifts， s凶 ctureand orientation of melittin in ma伊etl伺Jlyoriented 

lipid bilayers 

O
Obl 札。 OII・Oj_ Structure 。

[1-13C]Gly3 179.8ppm 171.8 ppm 20.7 ppm α-helix 32。土10。

[1-13C]Val5 177.Oppm 175.2 ppm 5.4 ppm α-helix 35。土5。

[1-13C]GlyI2 170.9ppm 171.6 ppm Oppm α-helix 

[3-13C]AlaI5 15.9ppm 16.1 ppm α-helix 

[1・13C]Leu16 177.2ppm 175.6 ppm 8.0 ppm α-helix 43。土5。

[1・13C]Ile20 170.2ppm 174.7ppm 15.1ppm α-helix 72。土5。

【文献】

1)内藤 晶、等 第 36回 NMR討論会要旨集 p.16・19(199η. 

2)C.R. Sander百 IIand J.H. Prestegard， Biophys. J. 58，447・460(1990); C. R. Sanders 11叩 d

J.P. Schwonek， Bi∞恥mistry，31， 8臨港8905(1992). 

71 



3L6 
天然物化学におけるLC-NMRの応用とその実際

0射手園佳子、河原郁子、唐沢薫、青木雅弘、中山登、*降旗一夫、**瀬戸治男

(日本ロシュ研、*東大院農・応生化、州東大・分生研)

Application of LC-NMR in N atural Products Screening 

In order to avoid isolating known substances during natural product screening (dereplication)， 
we investigated the use of LC-NMR for identification or structural elucidation of microbial 
metabolites contained in fermentation broths or in crude extracts. The sensitivity of our LC・

N恥低 instrumentequipped with a flow cell (3mm diameter) was sufficient to identi命thetarget 

compound without purification or after a simple solvent extraction procedure. In addition， the 
WET pulse sequence enabled satisfactory suppression of multiple signals due to mixed non-
deuterated solvents， which were used for gradient elution. Thus LC-Nお1Rexperiments can be 
done without using costly deuterated NMR solvents and with rather high sensitivity， and this 
technique is expected to increase the productivity in natural product screening 

Y. Itezono， F. Kawahara， K. Karasawa， M. Aoki， N. Nakayama， K. Furihata* and 
H. Seto州

Nippon Roche Research Center 
*Division of Agriculture and Agn.cultural Life Sciences， University of Tokyo 
**Institute ofMolecular and Cellular Biosciences， University ofTokyo 

はじめに

近年コンビナトリアルケミストリーを利用した生理活性物質のスクリーニングが活発に行われ

ているが、微生物を主体とする天然物は依然として重要な生理活性物質のソースである。し

かしながら、種々様々なスクリーニング方法が用いられているにも拘わらず、ヒットする活性

化合物の大部分は既知物質であり、新規化合物の発見を効率良く行うには、早期の段階で

(できれば培養液、あるいは簡単な精製操作後)、活性物質本体を同定し、既知物質を排除

する (dereplication)ことが重要である。この目的には、情報量の多いLC-NMRが最適と考えら

れる。しかしLC-NMRは開発されてから久しくなるが、従来まであまり有効に使われてき

たとは言い難い。その理由は数mg程度のサンプル量を必要とするという感度の悪さ

と、重水素化溶媒を使用することに伴う経済的な問題があったためである。しかしな

がら、最近の問R技術の進歩により感度が大幅に改善され、更に溶媒消去を確実に行

なえるWET1
)，2)が開発されたことにより、この二点の問題が解決され幅広い応用が期待

されるようになってきた。そこで、 dereplicationの手段としてLC-NMRの応用を検討し

たところ、極めて迅速に結論が得られるのみならず、構造未知の化合物の場合にも

種々の2D測定による構造決定が可能であることが判明した。本報告ではこれらの結果

について報告する。

キーワード LC-NMR，WET 

いてぞのよしこ、かわはらふみこ、からさわかおる、あおきまさひろ、なかやま、のぼる、ふり

はたかずお、せとはるお
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装置

LCにはバリアンモデル9012即 LCポンプと9065DAD検出器を用い、 NMRはバリアン

1 NOVA500 (500嗣 z)と内径3mmのフロープロープ(アクティプボリューム=60μ 1)を使

用した。カラムはSenshupak PEGASIL ODS (column-1)或いはDevelosilODS-HG-3 

(column-2)のセミミクロカラム(内径 2φ，長さ 150mm) を用いた。移動層には0.01%

TFAを含むCH3CNとD20の混液を用い、 250μ l/minの流速で展開した。

実験と結果

1)オンフロー測定の条件検討と検出限界

効率的な実験を行なうにはオンフローにての測定が望ましいが、感度の問題があるため、

まず測定可能限界を検討した。測定には90度パルスを用い、繰り返し時間2秒とし、 1スベク

トルは16回積算した。試料として2mglr叫の純品indomethacinの溶液を調製し、その5μ1

をカラムに注入したところ(10μg)、解析可能な良好なスベクトノレが得られた。しかしその2分

の1量では、ピークの存在がわかる程度であり、オンフロー測定での検出限界は5-10μgで

あると判断した。

2)培養液に含まれる化合物のオンフロー測定

微生物の培養液中には様々な培地成分や代謝産物が混在して

いる。この状態、或いは培養液を粗精製した段階でサンプル中の

既知化合物を検出できるか否かを、モデルサンプルとして純品の

chlorotlavonin (CLF)を用いて検討した。活性化合物が水溶性 CHρ

の場合と脂溶性の場合を想定し、 CLF非生産菌の培養液を凍結

乾燥後、メタノールにて抽出したA溶液と、培養液を直接酢酸エチ

ルにて抽出したB溶液でCLFを

溶解し(A，Bサンプノレ 1mg/ml)

その10μ1をカラムに注入しオン

フロー測定を行なった。水溶性

の画分となるAサンプルでは、 3

'""4 ppm付近に糖由来と思わ

れる大きなピークが観測された

ためメトキシ基の存在は確認で

きなかったが、芳香族プロトン領時

域には不純物に由来する顕著

なピークは存在せず、 CLFのク

ロモフォア由来のピークを容易

に識別することができた (Fig.

1)。一方脂溶性の画分となるB

サンプルでは、 Aサンプルに存

在していた3'""4ppm付近の大

OH 0 

CI 
Chloroflavonin 

きなピークは消失し、芳香族プ 8 

Fig.l 
7 6 5 4 3 2 I 1 ""'" 

ロトン領域に多数のピークが認
on t10w  experiment of CLF in solution A 

められる(Fig.2) 0 A、Bサンプ ( column-l， 45" CH3CN ) 

73 



ノレともに、 CLFと一致するuv吸収を

示すLCの画分でスライスすると(図

の矢印)、同定目的に十分使用し得 刷叫W

るスベクトルが得られた。

dereplicationに際しては、まずuv
吸収スペクトルの比較による既知化

合物の検索を行なうが、特徴的な時嚇叫叫_"..，.J.州

uv吸収を示さない場合、あるいは

英雑物の影響で既知化合物のuv
吸収に一致しない場合には、 LC-
NMRが有効であることが判明し

た。

3) ストップフロー測定 9 ー 8γ-z-7一つ一つ eP 1 内閣

LC-NMRで感度を上げる最も簡単 Fig.2 on刊owexperiment of CLF in solution B 

な方法は、ストツプフロ一測定で ( c∞01ωurr附r
あるが、測定時間としては30分から 1時間程度が実用的な範囲と考えられる。 CLFの

DMSO溶液 (200μg/ml) を10μlインジェクトしてオンフロー測定した場合、メトキシ

基のみが辛うじて観測出来たに過ぎFなかったが (16回積算)、ストップフローで15分

測定した場合 (400回)、極めて良好なスペクトノレを得ることができた。また培養液

に含まれる化合物を想定し、 A溶液でCLFを溶解し (400μg/ml)、その10μlをストッ

プフロー測定にてl時間積算を行なった結果、 CLFを容易に同定し得るスベクトノレが得

られた。

4) scout scan2) 

天然物の分析において、 gradient溶出がしばしば用いられる。しかしgradient条件

下では溶媒ピークがシフトするため、 LC-NMR測定に際しては溶媒消去が困難となる。

この場合、信号取得前に 1回測定して溶媒の位置を決定し、溶媒ピークを照射しなが

15 

10 
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100 
90 ・o

h 刊

巴 60

350 
40 

30 
2。
10 

0 。 10 

t師、.(""叫

Fig.3 Scout scan experiment ( column-2 ) 
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らスペクトノレを測定する scoutscanが有効である。テスト試料として市販の

tunicamycins(TNMS)混合物を用いた。 isocratic条件下でのTNMSのuvクロマトグラム

は、ピークがブロードとなり良い分離が得られなかった。一方gradientの採用により

ピークがシャープになることによって感度が上昇したため、 LCの保持時間の異なる3

つの画分に同一クロモフォア由来のピークがオンフロー測定により観測できた。この結果本

サンプノレが同族体の混合物であることが確認できた(Fig.3)。また溶出時間と共にシフトす

る溶媒ピークが消去されており、 scoutscanが溶媒消去に威力を発揮することが判明した。

本方法を使用すれば、複数の溶媒からなるLC展開液の使用も可能である。
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Fig.4 on f10w  experiment of AF3836 (column-l ， 40% CH3CN ) 

まとめ

天然物のスクリーニングの効率化を目指して、早い段階で、のdereplicationを行うために

LC・NMRの使用を検討した。その結果、 crudeな段階でのサンプルの分析に極めて威力を

発揮し、実験の迅速化、時間短縮、労力の大幅な削減が可能になることが判明した。 LC-
NMRによる試料の検出限界はμgオーダーであり、 dereplicationには極めて有効な方法

であると考えられる。更に、ストップフロー測定を使用すると、種々の測定が可能であり、単離

すると不安定な化合物の構造決定に有効な手段であると考えられる。

謝辞

本研究を行なうにあたり、技術面でのご協力をいただきましたバリアン社の串田克彦氏にお

礼申し上げます。
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3L7 
欄副主RNAの構造配慮由貿との相互作用の解析

{横浜国大・エヘ工技院生命研z、工技院融合研九筑皮大応用生化勺

O片平正人1、小林伸一町、上杉晴ー1、山科l屠制、

多比良和誠2，3，4、西川諭z、P.KR.柏町四2，3

S佃岡山eandin細菌ctioowi出 peptides.of an RNAap包mer

OM翻 t.oK蜘him¥Shin-icl市.0KDbayashi1， Senchi U悶 .gi¥Rika Yamamoω抑， Kazunari 11誼a2，3.4，Sat.o泊i

Ni曲ikaw.r， and P瓦R.ぬm盟主3， lFa叫町y.of&頃n悶 hも Yok.ohamaN岨.onalUniversity，別組onalht副知te.of

Bi田 cienα 血 dHuman Technology組 d3Nati.onal Ins蜘.tef.or Adv血αdht飽rdi珂p1inaryR筒拙由， Ml11，釦d

4hts伽 te.ofApplied Bi叫 lemis町，U:凶versity.ofTs此曲a

百lein飽:racti.oowith a Tat peptide .of an RNA a凶mぽ加吋曙伽.o1ARm.o他hasbeen investi伊凶.百leap凶m

was bound t.o by tw.o peptide m.ol悶蜘.百lef.om凶.ooof伽.0U:A:Ub蹴・凶plesin the ap加nぽwas甜.oogly

su昆脳同 u伊obinding .of批戸判des.M叫elb凶ldi略面叩，lies也atpt司ptide-pt司ptideinteracti.oo戸:rf.ormedmay 

facilitat何回ogbind均.ofthe peptideも.othe8J組問.

(序)凹V の Tat(!回邸-activati.oo)蛋白質は、ウィルスのmRNAの転写開始直後に形成される

TAR(国邸叫vati.ooregi.oo)と呼ばれるパJレジを含むステム=Jj，-プ構造の RNA(図 1(a))に結合し、

転写の伸長を促進する.我々は SEIEX法により、 Tat蛋白質に対し高い親和性を有する RNAアプタ

マー(図 1(b))を得た 1}. このアプタマーは1ARに比べ 50-1∞倍強く Tat蛋白質に結合し、デコイ

法への応用が期待されている.アプタマーは1AR樺のモチーフを 2個有している.今回 Tat蛋白質

の1AR結合領域に対応する36残基のTatペプチドとアプタマーの相互作用を解析した.

(対去)臼C， 1手N2置標識した RNAアプタマーは、 17RNAポリメラーゼを用いた仇ば的転写系によ

り合成し、ゲルにより精製した.Tatペプチドはペプチド合成機により合成し、精製した.各種NMR

スペクトルはBrukerDRXi“犯を用いて測定した.

(結果と考察)RNAアプタマーと Tatペプチドの複合体形成を、イミノプロトン領域のスペクトル

を用いてモニターした.Tatペプチドの添加に伴い、 13.8ppm付近に新たなピークが出現してきた(図

2).このピークはアプタマー:ペプチド=i: 2まで噌大し続けるが、それ.ruペプチドを加えてもほ

とんど変化しなかった.これより、問Aアプタマー1分子当たり、 Tatペプチドは2分子結合する事

Tat、1AR、 田V、アプタマ一、 RNA

かたひらまさと、こばやししんいちろう、うえすぎせいいち、やまもとりか、たいらかずなり、にし

かわさとし、 P.KRクマーJレ
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がわかった.

HSQCスペクトルより、 13.8ppm付涯には実際には 2本のシグナルがあり、 lH及び15Nのケミカル

シフト値から、水素結合に関与したU境基のイミノプロトンのシグナルである事がわかった.

イミノプロトン領域のピークの帰属を NOFSYに基づき行った.NOEによる連結を図 3(a)に示し

である.Tatペプチドの添加によって新たに出現したピークは、 U6と U22のシグナルである事がわ

かった.さらに続則された他の NOEも合わせて考えると、 Tatペプチドの結合に伴い RNAアプタマ

ーには構造変化が生じ、 2つのベーストリプル U6:A9:U26及びU10:A25:U22が形成される車が強く

示唆された.ペーストリプルの形成は Tatペプチドが TARに結合した時にも見られ2)、これにより A

型RNA構造においては元来挟い主溝が広げられ偽塩基へのペプチドのアクセスを可能にしていた.

RNAアプタマーは 2つの TARモチーフを軸対勃の配置で有している.そこで TAR-Tatペプチド

複合体の構造に基づき RNAアプタマー・ペプチド複合体のモデルを構築した.モデルにおいて 2つの

ペプチド分子はペプチド聞の相互作用が可育協距離に近損して存在していた.この相互作用で 2つの

ペプチド分子がRNAに協同的に結合する事によって、高い親和性がもたらされている可制生がある.

ペプチドの代わりにアルギニンアミドを用いた複合体の解析もあわせて行い、アルギニンによる

RNA塩基の認識に閲する解析を衝守させてL喝.

1) Yamamo旬，R，M町池辺凶，K， Taira， K，組dぬm四，P.K.R.Gene官町.Mol. Biol. 14514“(1998) 

2)Pt輔副，JD句<lIm，L，四and凶，S.，andfi阻tkel，AD.， Science， 270， 12叫 1203.
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3L8 
NMR in Structural Biology -Before and After NMR 

Structure Determination 

Kurt W也白rich，Institut伺rMolekularbiologie und Biophysik， Eidgenossische Technische 
Hochschule Honggerberg， CH・8093ZUrich， Switzerland 

For rny scientific life the 5-year period 198ι84 had a very special irnpact. During白isperiod，
20 NOESY of proteins w田 in加 du四 d(1)， s∞n followed by the sequential酪 si伊 rnentrne白，
od forpro飽ins(2) and the cornplete NMR s伽 C佃redeterrnination of a globular protein (3). In 
this lecture 1 shall focus on spec位。scopy踊 pectsof biornolecular NMR before (4) and after 
(5，6) the advent of NMR s住町制redeterrnination of proteins， and conclude with sorne corn・

rnents on solution NMR with very big rnolecular sizes using τ'ROSY (7，8). 

匙島盟臨鑓

(1) Anil-Kurnar， Emst， R.R. and WUthrich， K. (1980) Biochem. Biophys. Res. Comm. 95， 
1-6: A two-dirnensional nuclear Overhauser enhancernent (20 NOE) experirnent for the 
elucidation of cornplete proton-proton cross-relaxation networks in biological 
rnacrornolecules. 

(2) Wagner， G. and Wuthrich， K. (1982) J. Mol. Biol. 155，347-366: Sequential resonance 
assignrnents in protein 1 H nuclear rnagnetic resonance spectra: basic pancreatic trypsin 

inhibitor. 

(3) Williarnson， M.P.， Havel， T.F. and WUthrich， K. (1985) J. Mol. Biol. 182，29ι315: 
Solution conforrnation of proteinase inhibitor IIA frorn加IIserninal plasrna by 1 H 
nuclear rnagnetic resonance and distance g回 rne句.

(4) WUthrich， K. (1976) NMR初BiologicalResealでh:Peptides and Proteins. No吋1
Holland， Arnst色rdarn.(JapaneseTranslation: Tokyo， 1979). 

生体物質のNMRーペプチド・タンパク質を中心に〈荒田・甲斐荘釈〉東京化学同人(979)

(5) WU白rich，K. (1986) NMR ofProteins and Nucleic Acids， Wiley， New York. (Japanese 
translation: Kagaku Oozin， Tokyo， 1991) 

タンパク質と核酸のNMR-二次元NMRによる構造解析ー(京極・小林釈)東京化学同人(991)

(6) Wu出rich，K. (1995) NMR in Struc加ralBiology， World Scientific， Singapore. 

(7)Pervushin，K，Riek，R，WIder，G.andWiithrich，K.(1997)Proc.Natl.Acad-Sci.94， 
12366-12371: Attenuated T2 relaxation by rnutual cancellation of dipole-dipole 
coupling and chernica1 shift anisotropy indicates an avenue to NMR struc旬開sofvery 

large biological rnacrornolecules in solution. 

(8) Pervushin， K.， Riek， R.， Wider， G. and WUthrich， K. (1998)よAm.Chem Soc. 120， 
6394-6400: Transverse relaxation-σ戸irnizedspecωscopyσROSY) for NMR studies 
of arornatic spin systerns in 13C・labeledproteins. 
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3L9 
無細胞タンパク質合成系を用いたタンパク質の安定同位体
標識法

(1理化学研究所・細胞情報伝達研究室， 2東京大学大学院・理学系

研究科)

0木川隆則l，矢吹孝l，山口絵未l，横山茂之1，2

Stable-isotope labeling of proteins by the cell-fee protein synthesis 
Takanori Kigawa1， Takashi Yabuki1， Emi Yamaguchi1， and Shigeyuki YOkoyama1，2 

1 Cellular Signaling Laboratory， 1nstitute 01 Physical and Chemical Research (R1KEN)， 

Saitama 351・0198，and 2Graduate School 01 Science， University 01 Toか0，ToかolJ3・0033，

Japan 

We developed methods for stable-isotope labeling of proteins using the cell-free 

protein synthesis. First， an improved cell-free system， which could produce about 0.5 mg of 

proteins per 1 m1 reaction mixture， was used for amino acid selective stable-isotope labeling 

of the Ras protein. We have succeeded in six types (Asp， Phe， Pro， Ser， Thr， and Tyr-

selective) of selective labeling with no isotope scrambling problem. Second， we have 

established a method for producing a milligram quantity of site-specifically stable-isotope 

labeled protein by cell-free system involving amber suppression. This method was used for 

specific labeliog at Tyr32 of the Ras protein. In addition， we recently developed a dialysis 

cell-free system， which could produce about 6 mg of protein per 1 ml reaction mixture. This 

method is suitable for uniform labeling of proteins. 

1.序

無細胞タンパク質合成系は，生細胞の発現系においてしばしば問題となる生体維

持機構の制約を受けにくく，さらに，系を人為的に改変することが容易であること

から，タンパク質の発現手法として有望であると期待されてきた.従来の無細胞系

では合成量の低さが最大の欠点であったが，我々は，大腸菌抽出液を用いた系に関

して系の改良や反応条件の最適化をおこない， lmlの反応液当たり0.5mg程度の目的

タンパク質を得られるようにした (1-3) .これにより，タンパク質の構造解析をお

こなうために必要なmgオーダーのタンパク質を，無細胞系を用いて調製することが

可能になった.そこで我々は 無細胞系を利用した安定同位体標識タンパク質調製

法を開発・応用してきた.

キーワード:安定同位体，アミノ酸選択的標識，部位特異的標識，多次元NMR，無

細胞タンパク質合成系

きがわたかのり，やぶきたかし，やまぐちえみ，よこやましげゆき.
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11. アミノ酸選択的安定同位体標識への応用

生細胞による発現系を用いてアミノ酸選択的な安定同位体標識をおこなう場合，

標識アミノ酸が代謝されてしまうため，目的アミノ酸の標識効率が低くなり，しか

も他のアミノ酸へも標識が及んでしまう.無細胞系においてはアミノ酸代謝系が機

能している必要はなく，積極的に代謝系を抑制することが可能であることから，こ

の種の標識に特に有効であると期待された.

我々はまず，生細胞による発現系では極めて困難な，アスパラギン酸選択的な安

定同位体標識を試みた(1 ) .標識の対象としてはRasタンパク質を選んだ.反応は

15mlスケールでおこない，その際用いた[15N]_アスパラギン酸はlmgと極めて少量で

あった.無細胞系を用いてアスパラギン酸選択的に標識したRasタンパク質のHSQC

スベクトルが図laで、ある.大腸菌による発現系を用いて[15N]アスパラギン酸により

標識したRasタンパク質のスベクトル(図lb) と比較すると明らかなように，無細胞

系を用いると，アスパラギン酸のみが選択的に標識されており，アスパラギン等の

他のアミノ酸への標識の漏れは a 

全く検出されなかった.

現在までに我々は，上述の例

も含めて 6種類 (Asp，Phe， Pro， 

Ser， Thr， Tyr) のアミノ酸選択

的標識を無細胞系を用いておこ

なっており，いずれの場合にも

他のアミノ酸への標識の漏れは

検出されず，標識アミノ酸の使

用量も極めて少ない(一試料あ

たり数mg).このように，ア

ミノ酸選択的な安定同位体標識

への無細胞系の利用は極めて有

効であると考えられる.
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図 1. lH_15N HSQCスベクトル. (a) [15N)ーアスパラギン酸

を用いて無細胞系により調製したRasタンパク質.

(b) [15N)ーアスパラギン酸を用いて大腸菌により調製

したRasタンパク質.

111.部位特異的安定同位体標識法の開発

無細胞系では，コドンとtRNAの対応関係を巧妙に利用することにより，タンパク

質上の特定の残基のみに任意のアミメ酸を導入することが可能である.大きなタン

パク質分子(分子量50kDa以上)の動的な性質をNMRにより解析する場合に，ユニ

フォームな安定同位体標識をおこなうと，シグナルの重なりが激しく帰属は難しい

が，この方法でタンパク質の特定残基のみを安定同位体標識することができれば，

シグナルの帰属が容易となり，目的部位の構造情報を迅速に引き出すことが可能と

なるため， NMR構造生物学においては画期的な手法になることが期待される.

しかし，従来この手法で得られるタンパク質量は極めて少量であり (μgオーダ

ー) ，タンパク質の構造解析に必要なmgオーダーのタンパク質を得るのは困難で、あ
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実際には， Rasタンパク質の32位チロシン残基のみ

に安定同位体標識(15N)を導入することを試みた

(3) .図2に実験のスキームを示す. Rasタンパク質

の鋳型プラスミド上の32位チロシン残基のコドンを

アンバーコドン(TAG)に置換し， in vitro転写系を用い

て調製したチロシンのアンバーサプレッサーtRNA

(10mlスケールにより 25mg得られた)に，大量発現

したチロシンtRNA合成酵素を用いて[15N]チロシン

をチャージした ([15N]Tyr-tRNATyrcUA).この鋳図2. 無細胞タンパク質合成系を用

型プラスミドと [15N]Tyr-tRNATyrCUAを用いて無細 いたタンパク質の部位特異的

胞反応をおこなった.mRNA上のアンバーコドンは 安定同位体標識方法

[15N]Tyr-tRNA Tyr CUAにより認識されて， [15N]チロシンは特異的にRasタンパク質

の32位に導入される.しかし実際には，アンバーコドンは翻訳終結因子1(RF1) に

も競合的に認識されるため，翻訳が32位で終結したRasタンパク質断片も生成されて

しまう.このような，目的タンパク質以外のタンパク質生成を極力抑えるために，

詳細な条件検討が必要であった.反応は30mlスケールでおこない，最終的に約2mg

の精製されたタンパク質が得られた. 32位チロシン残基への15N標識の導入率は，質

量分析を用いて解析した結果， 50%以上であることがわかった. HSQCスベクトルを

測定した結果， 32位チロシン残基のピークのみが観測され，他のピークは全く観測

されず， 32位チロシン残基に特異的に15N標識が導入

されていることが確認された(図3) . 

同様の手法を用いることにより，すでに特異的な

アンバーサプレッサーtRNAが報告されている 14種類

(Ala， Arg， Cys， Glu， Gln， Gly， His， Leu， Lys， Met， Phe， 

Pro， Ser， Tyr)のアミノ酸残基に関しては，部位特異

的に安定同位体標識が可能であると考えられる.そ

れに対して，他の6種類のアミノ酸残基に関しては，

現在まで特異的なアンバーサプレッサーtRNAの存在

ると考えられていた.前述の様に，我々の改良して

きた無細胞系ではmgオーダーのタンパク質を調製す

ることが可能であることから，我々の系とtRNAのin

vitro大量調製技術を組み合わせることにより， mgオ

ーダーの部位特異的安定同位体標識タンパク質を調

製することが可能になると考えられた.
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異的な標識を可能にするためには， tRNAや酵素の特図3. [15N]Tyr32-RasのlH_15N

異性の人為的な改変が必要となると思われる. HSQCスペクトル.Tyr32の
シグナルのみが観測されて
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IV. 透析を用いた大量合成系の開発と応用

無細胞のタンパク質合成反応は 通常はエツベンドルフチューブやファルコン

チューブのような試験管内でおこなわれる(パッチ法)が，簡便な市販の使い捨て

透析ユニットを用いて，タンパク質合成の基質となる低分子成分 (ATP等の核酸や

アミノ酸)を含む溶液(基質液)に対して反応液 6..， 

を透析すること(透析法)により，合成量が飛躍

的に増えることがわかってきた.我々の反応系を
5 

用いて透析法をおこなうと，確かに，タンパク質主4

合成は 6時間以上持続して， CATタンパク質の場 23
0:2 

合には， 1mlの反応液を用いて3mg程度のタンパ

ク質が得られた(図4) .更に，反応開始 6時間

後に基質液を新しい物と交換すると，タンパク質

合成は20時間程度持続して，最終的には6mg程度

のタンパク質が得られることがわかった.そこ

で，この透析法を用いて，均一標識したタンパク

質の調製を試みた.その際， 13c， 15N標識した

Algaeの加水分解物から調製したアミノ酸混合物

を主な標識源として利用し，不足するアミノ酸に

ついては，二重標識された単離アミノ酸を補うこ

とにした.図5に透析法を用いて調製した 13C，

15N均一標識Rasタンパク質のHSQCスベクトルを

示す.タンパク質を調製した時点で二重標識され

た物が無かったため，非標識の物を用いたAsn，

Cys， Glnj:).タ'}の残基が標識されていることが確認

された.

5 10 15 20 25 

以上のように，我々の開発・改良してきた無細

胞タンパク質合成系は 様々な種類の安定同位体

標識に有効である.

参考文献

図4.

Time (hr) 

CATの合成.掴;通常法(パッ

チ法)，・;透析法， A;基質液交

換をおこなった透析法.
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3L10 温度ジャンプNMR法による
タンパク質フォールデイングの研究

(神戸大自然科学) 0川上勝、赤坂一之

Protein Folding Studied by Temperature-jump NMR 

Masaru Kawakami and Kazuyuki Ak部aka
Graduate School of Science and Technology， Kobe University 

Arniαowave Temperature・jumpNMR恥 hniquew出 developedand applied to出e
unfolding study of ribonuclease A， lysozyme and alpha-lactalbumin in millise∞ndωse∞nd 
r叩 ge.Nearly ∞mplete signal assignments of血earomatic protons of the unfolded sp民 ies
伽 tappear upon the蜘 lperaturejump were performed by State・CorrelatedTwo-Dimensional 
NMRsp即位os∞py.Unusual deviations of chemical shifts of some aromatic protons from 
random ∞il values indicated residual structures in the unfolding species. 
A transient unfolding speci回 wasdetec飽dfor ribonuclease A，泊 whichthe Tyr92-Pro93 
peptide bond existed in恥 cisconformer. 

われわれは、マイクロ波をNMRプロープ内において水溶液試料に照射し、

20ミリ秒以内に 2OOC程度の温度ジャンプを起こす事が可能な「温度ジャンプ

NMR装置」の開発に成功した。

(Kawakami & Akasaka， Rev. Sci. Instrum. 69， 9 (1998) in press) 

この開発により、温度ジャンプに伴うタンパク質の構造転移の過程をNMRに

よって直接観測することが初めて可能となった。これまでにいくつかのタンパク質

に対して「温度ジャンプ 1次元NMRJ r状態相関 2次元NMRJの測定を行った

結果、タンパク質のアンフォールディング過程に関して、以下に述べるいくつかの

興味ある知見を得た。

( 1) リゾチームのアンフォールデイング過程と水和

ニワトリ卵白リゾチームでは、 pH2，500Cから 2OOCの温度ジャンプに伴う

1次元NMRを測定し、残基ごとの天然状態由来のシグナルの消失速度を測定する

ことに成功した。さらに「状態相関 2次元NMR法」によってジャンプ後 100

ミリ秒での変性状態のほぼ全ての芳香環プロトン信号の帰属に成功した。それらの

化学シフトの値は、ジャンプ後 100ミリ秒以内に、タンパク質の鎖が既に水和を

完了していることを示唆している。

タンパク質、フオールディング、温度ジャンプNMR、状態相関 2次元NMR

かわかみまさる、あかさかかずゆき
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(2) ラクトアルブミンの変性状態における残存構造

ラクトアルブミンにおいては、 pH7，400Cから 200Cの温度ジャンプ直後の

スベクトルは、すでに熱平衡状態における変性スペクトルと一致していた。しかし、

Tyrl03、Hisl07の信号が著しく高磁場シフトしており、熱変性状態で

この部分に残存構造が存在する事を示している。

(3) モルテングロビュール構造におけるプロトン信号の分離

タンパク質の変性状態の一つであるモルテングロビュール状態では、一般に

プロトン信号は幅広く重なり合い、これまで個々のプロトンの信号を、直接分離し

て観測されたことはない。ラクトアルブミンにおいて、モルテングロビュール状態

と熱変性状態聞での「状態相関2次元スベクトル」の測定によって、モルテン

グロビュール状態の個々のプロトン信号の分離観測に成功した。この分離された

各信号の線幅は、モルテングロビュール状態における個々の環境のゆらぎに関する

知見を与える。

(4) リボヌクレアーゼAのアンフォールディングに伴う過渡的分子種の検出

pH3. 5，5 OOCから 200Cの温度ジャンプに伴うリボヌクレアーゼAの状態

相関スベクトルの解析の結果、ジャンプ直後にその高次構造はほぼ崩壊している

が、 Tyr92-Pro93のペプチド結合が天然状態と同じシス配位を保って

いる事がわかった。これは、状態相関 2次元NMRによって、タンパク質の

アンフォールディングの過渡的分子種の検出に成功したことを意味している。
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植物ホルモン応答に関与する転写因子のDNA結合ドメインと標的

3L11 DNAの複合体立体構造の決定と三鎖βシートによる塩基配列認識

0山崎和彦1.2、MarkD.Alle宵1.2、高木優3、舘野賢1.2、鈴木理1.2.4

l生命工学工業技術研究所・構造生物学研究施設、 2科学技術振興事

業団・戦略的基礎研究、 3生命工学工業技術研究所・植物分子生物学、 4東大・総合文

化研究科

AnewDNAr回 ognitionmode by a three-stranded s-sheet revealed by the solution struc旬reof the 

DNA-binding domain of a transcription factor of plant origin in the complex with the target DNA 

Kazuhiko Y amasaki 1へMarkD. Allen1

へMasaruOhme-Takagi3， Masaru Tateno1

へ
and Masashi Suzuki1

•
2

,4 

IAIST-NIBHT CREST Centre of Structural Biology， 2Core Research for Evolutional Science and 

Technology (CREST) Project， JST， 3AIST-NIBHT Plant Molecular Biology Laboratory， 4Graduate 

School of Human and Environmental Sciences， University of Tokyo 

The 3D solution strucωre of the GCC-box binding domain (GBD) of a transcription factor 

from Arabidopsis thaliana in the complex with its target DNA fragment has been determined by 

heteronuclear multidimensional NMR in combination with simulated annealing and restrained 

molecular dynamic calculation. The GBD domain consists of a three-stranded anti-p紅 allels-sh田 t

andanルhelixpacked approximately p釘 allelto the s-sheet. Arginine and tryptophan residues in 

the s-sheet are identified to contact eight of the nine consecutive basepairs in the m吋orgroove， 

and at the same time bind to the sugar-phosphate backbones. The target DNA bends slightly at the 

central CG step thereby allowing the DNA to follow the curvaωre of the s-sheet. 

【はじめに】ストレス応答性植物ホルモン、エチレンにより、キチナーゼやグル

カナーゼなどの生体防御遺伝子の発現が誘導される。シロイヌナズナ由来AtERF1は、

その転写を制御する特異的転写因子である。昨年度はAtERF1のDNA結合ドメイン

(GCCボックス結合ドメイン， GBD) の立体構造をNMR分光法により決定し、 αヘ
リックスと三鎖逆平行 8シートからなることを発表した(第 2回構造生物学シンポ

ジウム)。今回、 GBDとその認識配列であるGCCボックスを含むDNA分子の複合体

の立体構造決定を行い、これに基づき蛋白質による 8シートを用いた新しいDNA認

識機構を報告する。

【方法】 GBDと13塩基対DNA(5'GCTAGCCGCCAGC 3'， 5'GCTGGCGGCTAGC3'-

GCCボックス配列に下線)の複合体の同種核および異種核多次元NMRスペクトルを、

Bruker社DMX750およびDMX5∞の装置を用いて測定した。得られたlH核問の距離制

キーワード:蛋白質-DNA複合体、多次元NMR、分子動力学、転写因子、植物ホル

モン応答

やまさきかずひこ、マークアッレン、たかぎまさる、たてのまさる、すずきまさし
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約を用いてX-PLOR3.1による徐冷法計算およびAMBER4.1による水分子を含めた分子

動力学計算を行い、複合体の立体構造を決定した。

【結果および考察】 GBD単量体は、三鎖からなる pシートを介してDNAの主溝

(7塩基対のGCCボックス配列全体を含む9塩基対)に結合する(図) 0 GBDの12

アミノ酸残基とDNAの12ヌクレオチドは水素結合、疎水性結合、静電的結合などに

より接触する。 4つのアルギニン残基がGCCボックスの 5つのグアニン塩基と水素

結合し、配列特異的認識において重要である。そのうち 3残基は、 DNAのピリミジ

ン塩基との疎水性結合、さらに、リン酸基との静電的結合を同時に行っていてドメ

インのDNAへの結合の角度をも決定する。 2つのトリプトファン残基は、塩基と疎

水性結合を行うと同時にリン酸基と水素結合を形成していた。 DNAのらせん軸は

GBDのβシートにより良く沿うために、中央のCGステップにおいて約20度屈曲して

いた。

蛋白質の戸シートが

DNAの主溝に結合する例

としてMetJやArcRなどの

報告があるが、いずれも

二量体の会合面上に形成

された 8シートの二鎖は

等価で、標的DNA6塩基

対もほぼ対称である。こ

れに対して、 GBD三鎖。

シートは転写方向の下流

(図中下方)でこれに近

い様式を用い、 HUやIHF

に見られる副溝へのβシー

ト結合様式に近い形で上

流へとさらに延長してお

り、認識するDNAの長さ

が延びている。以上の点

で新規なDNA認識を明ら

かにするものである。

図 GBD-DNA複合体の立体構造 :sシート中下方やや濃く表示された領域がMetJや

A誠に近い認識モード、黒く表示された領域はHUやIHFに近い認識モーに

【参考文献】 Allen，M.D.， Yamas誌i，K.， Ohme-Takagi， M.， Tateno， M.， & Suzuki， M. 

(1998) EMBO J.， in press. 
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3L12 
転写因子の蛋白質問相互作用 ー立体構造、安定性と運動性

(奈良先端大・バイオ，l阪大・蛋白研)0白川昌宏、池上貴久、岡田

輝政、佐藤滋夫、山口秀幸、尾崎}II買、三島正規、 l京極好正

Structures and dynamics of transcription factors 

(Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology，lInstitute 

for 針。teinResearch， Osak:a University) 

Masahiro Shirak:awa， Tak:ahisa Ikegarni， Terumasa Okada， Shigeo Sato， Hideyuki Yamaguchi， 

Jun Ozak:i， Masak:i Mishima， 1 Yoshimasa Kyogoku 

Gene transcription in eukaryo回 areachieved and reg叫atedby so-called仕組scription

factors， which are general transcription factors and regulatoηfactors. Responding to由e

intracellular signals， the action of白etr加 scriptionfactors are regulated by other pro飽infactors， 

by chemical modifications， physical interactions， regulation of their tr佃 sportation，etc. In 

addition， tr.釦scriptionis often coupled with other cellular events in nuclei， i.e. replication， gene 

repair and recombination. This phenomenon is recently named部 "tr組 saction".

The solution s汀ucωreof different classes of proteins which regulate the action of 

tr加 scriptionfactors will be presented. They includes the回 nscriptionalco-activator MBFl 

from Bombyx mori and human， the E. Coli sensor kinase ArcB組 d由eVal55・>Cysmutant 

of みphageCro protein. In addition to the solution s住uctures，their interactions with other 

proteins and their dynamic properties will also be discussed. 

遺伝子転写は細胞内シグナル伝達に関わる蛋白質を含む様々な蛋白質問相互作

用、蛋白質・DNA相互作用によって精密に制御されている。それらはDNA鎖上の制御

配列に結合するDNA結合蛋白質、 DNA結合蛋白質と基本転写因子にDNA鎖上で相互

作用して転写活性化を仲介する転写メデイエータ一、そしてこれらの蛋白質をリン

酸化する蛋白質などが含まれる。また核内では"DNAトランスアクション"と呼ば

れる、遺伝子の複製・修復と転写とのカップリングが見られ、転写制御のー要素と

なっている。

大腸菌ArcBc，ヒト MBFI、カイコMBFlの溶液中での立体構造を決定したので報

告する。大腸菌ArcBIま外界の嫌気的条件を検出し細胞内へシグナルを伝えるセン

サー蛋白質であり、原核生物に多く見られる 2ーコンポーネントシステムの一つで

ある。そのC末端ドメイン (ArcBc)は外界からのシグナルに応答してキナーゼドメイ

ンから受け取ったリン酸基を、 DNA結合性の転写調節因子へと受け渡すトランス

ミッターとして機能する。解析の結果ArcBcは溶液中で 5本のヘリックスからなる α

遺伝子転写、タンパク質ータンパク質相互作用、タンパク質の動的構造、緩和時

間、立体構造決定

しらかわ まさひろ、いけがみ たかひき、おかだ てるまさ、さとう しげお、

やまぐち ひでゆき、おざき じゅん、みしま まさき、きょうごく よしまさ
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ドメイン構造を持ち、リン酸基転移に必要な活性ヒスチジンは蛋白表面に位置する

ヘリックスの上に位置し、溶媒に露出していることが判った。

ヒト及びカイコMBFlはFfZ-Fl，ATF・1などのDNA結合性の転写因子と基本転写

因子TBPの双方とDNA上で結合することにより転写活性化を行う 150残基程度の転写

メデイエーターである。酵母からヒトまで広く真核生物に保存されていることから

その重要性が指摘されている。ヒト及びカイコMBFlともDNA結合性の転写制御因

子であるFTZ-Fl，ATF-lなどと結合する部分は溶液中で安定な構造を取らず、 TBP結

合ドメインは安定な共通したフォールデイングを持つ事が判った。また両者は共通

して特徴的な正に荷電したQ状のループ構造を持つ。

Aファージ;Cro蛋白質は 2量体で特定の回文配列を持つDNAに特異的に結合す

るリプレッサー蛋白質である。その野生型の溶液構造は以前の本会で発表したが、

今回そのVa155幽 >Cys変異体(CroV55C)の立体構造を決定した。 CroV55Cでは水溶液中

で自発的に 2量体中のサブユニット聞でジスルフィド結合が形成され、野生型に比

べて著しく熱安定性が向上している。興味深いことにNMRで決定されたCroV55Cの

溶液中での立体構造は野生型のそれと殆ど同じであった。サブユニット聞の相対的

な配向も似通っている。にもかかわらずCroV55Cの特異的DNA結合能は野生型の数

分の一程度に減少している。

これらの蛋白質は蛋白質ー蛋白質相互作用、蛋白質-DNA相互作用を介して機能

する。複合体のNMR測定による化学シフト・パータベーション法、変異体を用いた

解析、立体構造を基にした結合モデルなどにより相互作用部位の解析を行った。ま

たこういった生体高分子聞の相互作用には蛋白質の動的構造が大きな役割を果た

す。蛋白質については、 15N核緩和時間等をもとにしたモデルフリー・フォーマリズ

ムによる解析やスペクトル密度マッピングによるピコ秒一ナノ秒の時間領域の解

析、見かけのJ(O)解析によるマイクロ秒 ミリ秒領域の解析、さらに遅い時間領域の

解析としてアミドプロトン交換速度の精密な測定によるProtectionfactorの算出によ

り、広い時間領域の運動性の解析を行うことが出来る。

CroV55Cは立体構造が野生型Croと同一であるのみならず、モデルフリー法によ

る解析によりピコ秒一ナノ秒の時間領域での運動性も似通っている。しかしアミド

プロトン交換速度測定によるProtectionfactor は両者で、顕著な相違をしめした。これは

遅い時間領域での運動性、或いは安定性に重要な差異が見られることをしめす。ま

た5本のヘリックスを持つ α構造ドメインタンパク質であるArcBcにおいても、ピコ

秒一ナノ秒の時間領域での運動性は個々のヘリックス聞で系統的な差異が見いださ

れないが、アミドプロトン交換速度の精密な測定によるProtectionfactorの解析はリン

酸転移を行う活性ヒスチジンを持つヘリックスのみが有意に低い安定性を示した。

これは活性ヒスチジンのリン酸化、脱リン酸化といった機能を説明すると考えられ

る。これらの蛋白質の動的構造解析を見かけのJ(O)解析によるマイクロ秒一ミリ秒領

域の運動性を含めて議論する。

こういった動的構造解析はタンパク質の内部運動のみならず回転拡散の異方性

といった外部運動に関する知見をも与える。また外部運動解析によるタンパク質立

体構造決定における精密化の手法も考案されている。タンパク質外部運動の解析と

構造精密化についても議論する。
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3L13 
抗体による紫外線損傷DNA認識機構のNMR解析

0嶋田一夫 1加 藤 晃 ー に 烏 津 拓 也 l，山本展裕 l，丸木理世 l，森岡弘志 2，

小松康雄 2，二階堂修 3，大塚栄子 2，荒田洋治4， (東大・院薬系 l，北大，院薬

2，金沢大，薬 3，機能水研 4)

DNA damage， which is caused by ultraviolet light (UV)， leads to cell killing， mutation， 
and neopl錨 tictransformation. At adjacent pyrimidine sites， two m柳 ty附 of
photoproducts， iム cyclobutanepyrimidine dimers and pyrimidine (6・4)pyrimidone 
photoproducts， ar芭 formed. Mon∞lonal antibodies白紙bindto (6・4)pyrimidine dimers 
S戸cifically(64M・3，64M-5) have been established. These mon∞lonal antibodies have 
been widely utilized for detection and quantitation of the DNA lesions and proved to be 
powe巾 1tools for investigating∞Ilul紅 rep創rsystems. A detailed understanding of the 
mechanisms of antigen recognition of these monoclonal antibodies is required for their 
further applications， especially as targets for antibody engin田 ringaimed to improve their 
affinities and s戸うcificitiesand to endow them with catalytic activities as DNA repair. Here 
we report multinuclear NMR study of interactions between the UV -induced damaged DNA 
and the Fab fragments of the antibodies against them. 

l.序

紫外線の照射によって生じる DNA損傷は，細胞死，突然変異，形質転換を引き起こす.

代表的な DNAの紫外線損傷としては，隣接するピリミジン部位で形成される cyclobutane

pyrimidine dime rおよび(6-4)photoproductが挙げられる.これらの損傷DNAに対する

マウスモノクローナル抗体が樹立され，現在では損傷DNAの検出試薬として用いられてい

る.これらの抗体と紫外線損傷DNAの相互作用を高次構造の観点から解明し，それに基づ

いて抗体の改変を行えば，より親和性，特異性の高い抗体を作製することが可能であり，

更には DNA修復機能を備えた触媒抗体を創製することへと発展することが期待される.本

研究では(6-4)photoproductと，それに特異的に結合するマウスモノクローナル抗体

64M-5を対象とし， NMRを用いて抗体の紫外線損傷DNA認識メカニズムを解析した.

2.結果および考察

(6-4)photoprod uctの高次構造に関して現在までに盛んに研究が行われてきたがデオキ

シリボースリン酸骨格のコンフォメーションに関する知見は乏しい.そこで， (6-

4)photoproductのデオキシリボースリン酸の31pシグナルを指標として， 64M-5との相互

作用解析を行った.そのために，損傷部位のみから形成される d(T[6-4yf)と，その両端に

ヌクレオチドを付加した d(σfATI6-4YrATG)の 3Ip-NMR測定を行った. d(σfATI6-

4YrATG)由来の 7個の31Pシグナルの帰属は DQF-COSY，TOCSY， ROESY， I H-3IP HSQC 

および IH_3IpHMBC 測定により行った.その結果， d(官6-4JT)由来の 31pシグナルと，

d(σfATI6-4YrATG)の損傷部位由来の 31pシグナルは異なる化学シフトを示すことが明ら

かとなった.31pの化学シフトはデオキシリボースリン酸骨格の構造を敏感に反映すること

が知られている.このことから，損傷部位のリン酸骨格のコンフォメーションは，隣接す

るヌクレオチドの存在によって変化することが判明した.次に(6-4)凶 otoproductと

64M-5との相互作用を検討した. 64M-5 Fabに結合したd(τ16-4Yr)に由来する 31pシグナ

損傷DNA，抗原認識機構，抗体

しまだいちお，かとうこういち，とりさわたくや，やまもとのぶひろ，まるきりよ，もりおかひろし

こまつやすお，にかいどうおさむ，おおつかえいこ，あらたようじ
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ルは-2.97ppmに観測されたが， d(G1r1¥1l6-4Jr1¥1rG)と64M-5Fabの複合体のスベクト jレ

中の対応する位置には P4由来のシグナルは観測されなかった.この結果から， 64M-5と

結合した状態においても d(1r[6-4Jr)と d(G1r1¥ 1l6-4Jr1¥ 1rG)との間で損傷部位のリン酸骨

格のコンフオメーションが異なっていることが判明した.したがって 64M-5の抗原結合部

位はリン酸骨格が異なる(6-4)photoprcxiuctに対して異なった様式で適合していることが
明らかとなった.

さらに， 64M-5との結合状態においては， d(G1r1¥1r[6-4Jr1¥1rG)の PlとP7以外の:Ilpシ

グナルが化学シフト変化と広幅化を示した.これは 5'，3'末端を除くヌクレオチド全体が，

64M-5との結合に関与していることを示している.表面プラズモン共鳴法により.損傷部

位を含む鎖長の異なるオリゴデオキシヌクレオチドと 64M-5Fabとの解離速度定数(koff)

を求めたところ， d2merから d6merまではkoffが順次小さくなり d6merとd8merでは

変化がなかった.この結果は先の 3Ip-NMRの結果と良く一致する.また， d8merと64M-5

との結合定数の NaCl濃度依存性を調べた結果，低イオン強度条件下では結合定数が有意に

高くなることが分かつた.この結果から， 64M-5の(6-4)photoprcxiuctの認識には， DNA. 

のリン酸基と 64M-5の塩基性アミノ酸残基の側鎖との静電相互作用が寄与していることが
示唆された.

次に，これらの相E作用における 64M-5側の構造情報を得るために， 64M-5上の抗原結

合部位を決定し，その認識機構の解析を行った.アミノ酸選択的に主鎖アミド基を 15N標

識した IgGを調製し，パパイン消化により Fabフラグメントを得た.こうした試料を用い

て残基タイプ別に lH-
15
NHSQCスペクトルを測定し，ダブルラベル法と，標識Fabと非標

識Fabとの間で L鎖と H鎖を組み換えることによって個々のシグナルを位置特異的に帰属

した.化学シフト摂動実験の結果， L1， L3， HlおよびH3ループがd(σf1¥1l6-4]1r1¥苧G)

との結合に関与していることが明らかとなった.こうして同定した結合部位の近傍には，

顕著な Lys残基クラスターが存在しており，これらが先に述べた DNA.のリン酸基と静電相
互作用していると考えた.
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P1 

Pulse-Gradient Spin-Echo NMR Studies of Protein Solution 
Behaviour 

William S. Pric~， Fumihiko Tsuchiya and Y吋iArata 
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Pulse-gradient spin-echo (PGSE) NMR diffusion measurements (1; 2) are becoming a 
popular means of studying the aggregation behaviour of proteins (e.g.， (3; 4)). In interpreting 
the diffusion data it is often， albeit simplistically， assumed that the proteins are hard spheres 
and the diffusion coefficient is related to the effective hydrodynamic radius， RD， via the 
Stokes-Einstein equation， 

D= kT =--

f 
、‘.，
F

'
I
 

〆
a

・、

where k is the Boltzmann coefficient， T is temperature and the friction coefficient， J， is given 
by 

J = 6:n:RD. (2) 

Typically RD is larger than the molecular radius and the concept of a hydration layer is often 
invoked to account for this discrepancy. In Eq. (1) it is implicitly assumed that the diffusing 
species are present at infinite dilution， that is apart from interacting with the solvent， they do 
not interact with each other. This assumption is not strictly true in concentrated protein 
solutions since the mean square displacement of the protein molecules in the time scale of 
the PGSE NMR experiment is larger than the average separation between protein molecules. 
Another complicating factor is that proteins are charged species and thus have colloidal 
propertles. 

In the present study we have probed the aggregation behaviour of two similarly sized 
proteins， lysozyme and a salt-mediated killer toxin (SMKT)， under various conditions (e.g.， 
pH， salt) using PGSE NMR diffusion measurements. In its native state lysozyme is a 
monomer with a molecular weight of 14320， whereas as SMKT is a heterodimer which 

under neutral or basic conditions easily separates into its two subunits，α(MW: 6344) and s 

(MW: 7874)， with the α-subunit precipitating and the s-subunit remaining in solution. At 
low pH these two proteins exhibit quite similar diffusion behaviour but at higher pH their 
behaviour differs dramatically. The lysozyme diffusion was sensitive to both the salt 
concentration and pH. As the pH increased the observed diffusion coefficient decreased 
indicating aggregation. However， the killer toxin had completely different diffusion 

Keywords: Aggregation， Crowding， Diffusion， Electrostatic Interactions， Protein 
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behaviour and the diffusion of the s-subunit was insensitive to the pH (see Fig. 1). The 
behaviour of the two proteins is contrasted and attempts are made to explain the differences 
in behaviour between the two proteins. 

1.4 

• • 
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o 
~‘ x 
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L 
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-ャ

• 

4 

ー
• 

5 

pH 

f3-subur由
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Figure 1. Diffusion coefficient versus pH for the intact SMKT (・)and s-subunit (・).In both 
cases the samples w巴redissolved in 2 mM phosphate buffer to give a final concentration of 1 
mM. The diffusion coefficient of the SMKT could not be measured above pH 5 due to 
dissociation of the heterodimer. The very small scatter of the data in the pH ranges where 
there was no structural change shows the high reproducibility of the diffusion measurements. 
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P2 蛋白質溶液多核測定における 3軸 PFGを用いた、溶媒信号消去

Abstract 

バリアンジャパン(株)NMR応用部根本暢明O、串田克彦

Solvent Signal Suppression in Multinuclear Solution Nお依

Experiments ofProteins Accomplished by Triple Axis PFG 

Nobuaki Nemoto and Katsuhiko Kushida 

(Application Laboratory， Varian Japan K.K.， Tokyo， Japan) 

We used a triple axis PFG unit and measured several multinuclear N恥低 spectraof 
uniformly isotope-labeled prqteins in solution distributing PFG axis. In the most pulse 
sequences we tested such as 15N_1H HSQC， 15N edited NOESY or HCCH-TOCSY， the 

distributed PFG experiments showed better solvent signal suppression than those by 
conventional Z single axis PFG. This method takes an advantage especially in the experiments 

that directly-observe Hαprotons that is closed to the water resonance. In addition， we discuss 
another example ofsolvent signal suppression accomplished by WET-ID with triple axis PFG. 

Introduction 
In the past years， it is getting popular to equip a triple axis PFG unit with a N恥低

spectrometer designated to solution NMR experiments. Roughly speaking， spectrometers 
equipped with triple axes PFG with some waveform generators is equivalent to恥偲Ior恥依S
spectrometer， therefore， one can use the triple axis PFG unit for the sake of imaging shimming 
Actually， such a spectrometer for solution N恥低 equippedwith triple axis PFG retains perfect 
compatibility to the pulse sequence designed for Z single axis PFG and does not have any 

serious spectroscopic disadvantages. In other words， it rather may often sound that the imaging 
shimming would be the most important usage of triple axis PFG unit for paying some extra 
costs for the three channel D.C. amplifier and the probe. On the other hand， Mattiello et al 
showed that triple axis PFG e宜ectivelysuppresses intermolecular multi quantum (MQ) 
coherence in MQ filtered COSY (MQF-COSY) experiments1 In their article1， they wrote that 
there was little progress in water suppression in the pulse sequences except for MQF-COSY 
experiments. We here report applications of triple axis PFG technique to multinuclear 

experiments， distributing the axis for PFG applied. There are some improvement in solvent 
signal suppression目

Results and Discussion 
We modified following triple resonance pulse sequences designed to isotopic labeled 

proteins; 15N・lHHSQC， 13C_ lH HSQC; HNCO， HNCA， HN(CO)CA， HNCACB， C(CO)NH， 

HC(CO)NH， 15N edited NOESY (NOESY -HSQC) and HCCH-TOCSY with and without 
COS-FT technique (not all the pulse sequences are shown here) in addition to WET-ID. We 
used Varian's UNITY INOVA 500 spectrometers with triple resonance CH， 13C and 15N) triple 

axis PFG probe. For the labeled test proteins， we used ubiquitin and calmodulin complex. The 
original pulse sequences for Z-axis PFG are taken from ProteinPack user-library that is 
available from the Internet worldwide web page ofVarian， http://www.nmr.varian.comIn the 
Figure 1.， the pulse sequence of 15N・lHHSQC is shown. 
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y y 

uH 

15N 

Gradient 

gl g2 g2 g3 g4g5 g5 g6 g6 g7 

Fig1ぽ巴 1.Pulse sequence for I~-IH heteronuclear single quanωm coherence (HSQC) spectroscopy. All 
mπow pulses have a flip angle of 90 degree， while wider pulses have an angle of 180 degree. Pulses for 
which the phases are not indicated are applied along the x axis. The field strengths employed are as follows; 
all IH pulses = 21.0kHz; 15N rectangular pulses = 6.76kHz; 15N garp decoupling 3.6kHz. To suppress血e

water signal， 1.7ms of sinc shaped flipback pulse is applied. The delays used are 企=2.47ms.δ= 2.5ms阻 d

8' =250usηle duration and s甘engthsofthe gradients are gl = (500us， 15.9G/cm)， g2 = (lms， 21.8G/cm)， 
g3 = (lms， 15.9G/cm)， g4 = (2.5ms， 25.8G/cm)， g5 = (500us， 4.0G/cm)， g6 = (500us， 6.0G/cm) and g7 = 
(250us， 25.8G/cm). All gradients are rectangular shape. For a triple axis PFG experiment， gradients are 
applied along with Z(gl，g4 and g7)， X(g6)， Y(g2 and g5) and magic angle (g3)， respectively百lephase 

cycle is中1=X，"'X;恥=2x，2y，2( -x)，2( -y); ~3 = x; receiver = x，2( -x)，x. Quadrature in tl is obtained by States -

TPPlof中3・

Almost all the parameters are same to the original sequence except for the direction of 

PFG that we applied. In the 15N・ lHHSQC experiment， the water magnetization is to be 

aligned by Z axis through the sequence accomplished by the flip back pulse (1. 7ms of sinc-

pulse) in the middle ofthe sequence. As shown in Figure 2， there is very littIe improvement in 

the 15N -lH HSQC， however， on the other hand， in 15N edited NOESY (NOESY・HSQC)

experiments， there was a significant difference probably due to the signals from the solute is 

weaker than those in the HSQC spectrum (cf. Figure 3) 
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Figure 2. I~-IH HSQC spec回 ofcalmodulin complex.百lespec回 mmeasured with Z single axis PFG is 
shown in tbe !eft， whereas that measured with triple axis PFG is shown in the right. 
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Figure 3. One dimensional spec回 of15N edited NOESY (NOESY -HSQC) of calmodulin complex. The 
spec仕切nmeasured with Z single PFG is shown in the left， whereas that measured with triple axis PFG is 
shown in the right. 

In Figure 4， two dimensional ('H-'H) version ofHCCH-TOCSY with COS-FT (doubly 
enhanced) technique is shown. A1though we did not used any shaped pulse for water resonance， 

water signal was clearly suppressed by an application oftriple axis PFG. As shown in Figure 2 

or Figure 3， for the sequences that directly-observe amide protons， this technique is not so 

useful， however， this method takes an advantage especially in the experiments that directly-

observe Hαprotons that is closed to the water resonance. 

In Figure 6， WET -lD spectra are shown. Changes gradient type from Z single axis PFG 

to triple axis PFG causes almost 40% reduction ofthe residual water signal. 

"(-. 

Figure 4. Two dimensional version eH-1H) ofHCCH・TOCSYof ubiquitin.ηle spectrum measured with Z 
single PFG is shown in the left， whereas that measured with加pleaxis PFG is shown in the right 

SummaηF 

As shown here， distributing PFG axis on not only multinuclear experiments but one dimensional 

experiments like WET-ID may cause some improvement in solvent signal suppression. This 

method t事kesan advantage especially in the experiments that directly-observe Hαprotons that 

is closed to the water resonance 
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Figure 5. Pulse sequence WET-ID. AII naηow pulses have a flip angle of 90 degree， while water selective 
pulses are shown in half-sine shape with the power in degree. The field strengths employed are as follows; 
rectangular JH pulses = 21.0kHz. For water selective pulses， seduce-l shaped pulse with 8ms duration are 
used.百leduration and s甘'engthsofthe gradients are gl = (2ms， 15.9G/cm)， g2 = (2ms， 7.9G/cm)， g3 = (2ms， 
3.9G/cm) and g4 = (2ms， 1.9G/cm). AII gradients are rectangular shape. For the triple axis PFG experimentす

gradients are applied along with Z(gland g4)， X(g3) and Y(g2)， respectively. 

Fig町 e6. WET lD spectra. Ten spectrum measured with Z single PFG is shown in the left half， whereas 
those measured with出pleaxis PFG is shown in the right half. These spectra were measured by the 
absorption mode. 
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P3 
PFG lH-NMRによる分子内運動の解析

(サントリー生有研)0菅瀬謙治、岩下孝

Local mobility analysis by PFG lH・NMR

OKenji Sugase， Tak酪 hiIwashita 

SUNTORY Institu鈴 forBi∞rganicResearch 

The determination of diffusion c侃 fficientsby means of the pulsed field-gradient (PFG) NMR 

is a very versatile type of experiment. Diffusion coefficients have been used to monitor 

mol，民凶ar住組spo託 inbiological systems， to s旬dymoIω叫arin町 actionssuch as ion exchange 

and drug-protein binding， and ωsimplify出ecomplex NMR spec住aof biofluids. Diffusion 

coefficients are reg紅 dedto be出esame ma伊iωdeanywhere with in the sample. Here we 

applied PFG lH_NMRωhen egg white lysozyme (HEWL) and found白紙 allof the diffusion 

coefficients obtained仕omHEWL weren't the same， which suggests that PFG lH_NMR can 

analyze the local mob出tyinas創nple.

【緒言】

PFG
1
H・NMRは、分子の動的情報を得ることのできる極めて有力な手法である。

PFG lH-NMRにより得られる拡散係数は、直接的な動的情報であるので、モデルを組

み立てる必要のある緩和時間よりも解釈が容易である。また、複数の物質を含む混

合溶液では、個々の物質の拡散定数を測定することができるうえに、拡散定数の違

いを利用することによりシグナルの分離を行うこともできる。すなわち、生体から

抽出した溶液を分離・精製することなしに、生体内に非常に近い条件で測定を行う

ことが可能である。これまで拡散係数は、 lつの物質であればどのシグナルから求め

ても同じ値になると考えられてきた。しかし、今回、我々はニワトリ卵白リゾチー

ムにPFGlH_N恥Rを適用し、拡散係数が局所的に異なることを明らかにした。

【実験】

拡散係数を測定するために用いたパルスプログラム(Fig.lb)は、 BPP-STE(Bipolar 

Pulse Pair STimulated Echo)にWATERGATEを組み込んだものである。 BPP-STEはST芭

(Fig.l司におけるパルス磁場勾配1回照射分を、 πパルスを挟んだ+，ーのパルス磁場勾

配のペアに置き換えたものである。 BPP-STEでは、初めの+，・のペアにより磁化の位

相を乱してコヒーレンスを消去し、 Aだけ分子を拡散させた後、次の+，ーのペアで再

PFG lH-NMR、拡散係数、分子内運動

すがせけんじ、いわしたたかし
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びコヒーレンスを復活させる。パ

ルス磁場勾配を+，-に照射するの

は、パルス磁場勾配照射により発

生する渦電流を、互いに打ち消し

あうようにするためである。また、

πパJレスを入れることにより、ス

ピンエコーを形成して化学シフト

の展開も消去される。

a f z z 
2 2 

トτ1十 η4lAlli凸
i6~ 

~VVV' 
A 

G G 

b山 1nF四

aιτつjo'4- L1'→1siτR、.Jv
G -G G -G 

測定は、 BrukerDMX・750を用

いて308・Kで行った。各種待ち時

間はS=lms，T-=520μs， L1'=50.52ms 

とした。測定試料のニワトリ卵白

リゾチームは、 400凶 (90%HzUI 

10% DzU)で濃度が7.0mM，pH3.8 

の溶液を用いた1)。

Fig.l Pulse sequence for the measurement of 
diffusion coefficients: (a) STE and (b) BPP-STE 
incorporated with W A TERGA TE 

【結果および考察】

Fig.2 (黒色， G=100%;灰色， G=I%)は、ニワトリ卵白リゾチームのBPP-STEスペク

トルの拡大図である。 1%のスペクトルを0.385倍すると、 2つのスペクトルが0.4'"" 

0.6ppm付近ではちょうど重なり合う。 Fig.2以外の領域でも易動性のシグナル以外は

ほぼ重なる。しかし、 0.8'""1.3ppm付近 (Leu，百lr，Ile， ValのCH3シグナルなど1)) では

明らかに異なっている。ニワトリ卵白リゾチームの拡散係数が分子全体で一定であ

れば、スペクトルは完全に重なり合うはずである。しかし、このような違いが現れ

たのは、分子内の運動性の違いが拡散係数の違いとしてスペクトル上に現れたもの

と考えられる。現在、より詳細を明らかにするために解析中である。

1.3 

一一一 G=I%
一一一 G= 1009も

1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 

Fig.2 Expansion of BPP-Sτ'E spectra obtained from HE羽'L

1) Christina Redfield and Christopher M. Dobson， Biochemistry， 1988， 27， 122・136
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P4 
インテインを利用した蛋白質の部分標識

(阪大蛋白研 1、大阪工業技術研人生体分子工研 3)

0山崎俊夫人大友崇紀 l、京極好正 l、上垣浩一人伊藤暢聡 3、中村春木 3

Segmental Labeling of Protein using Intein (Institute for Protein Research， Osaka 

Universityl， Osaka National Research Institute2， Biomolecular Engineering Research 

Institute3
) Toshio Yamazak;i1， Takanori Otomol， Yoshimasa Kyogokul， Koichi. Uegaki2， 

Nobutoshi Ito3， Haruki Nakamura3 

Partial isotope labeling of protein is achieved by ligation of labeled and unlabeled 

peptide segments. Intein， which naturally causes self-splicing of peptide， was divided into 

two fragments and mixed in vitro. After refolding， the two-piece intein recovered its activity. 

The preceding (the N-terminal half of the target protein) and succeeding (the C-terminal half 

of the target protein) peptide fragments were ligated by the splicing reaction. We applied 

this techinique to a small protein consisting of 90 amino acids and a large protein consisting 

of 370 amino acids and successfully obtained segmentally labeled protein samples. Because 

continuous residues are labeled， all kinds of triple resonance spectroscopies for assignment of 

resonances and NOE spectroscopies for structure determination can be applied without heavy 

signal overlapping. 

蛋白質のペプチド鎖にそった区分の標識法を開発した。標識した部分ペプチドと無標識の残りの

ペプチドをペプチド結合でつないだ。このライゲーションには、インテインと呼ばれる自己スプ

ライシングを行う蛋白質を用いた。スプライシングの結果、インテインより N 端側のペプチド

鎖と C端側のペプチド鎖がつながる。また、インテインを途中で 2つに分け別々に発現し、試

験管内で混ぜることによってスプライシング機能が回復することができた。インテインの両端に

目的蛋白質の部分ペプチドを遺伝子上で組み入れ、独立に発現して、試験管内で目的蛋白質の前

半ぺぷちどと後半ペプチドをつなぐことに成功した。発現時に前半(後半)のみを標識すると前

半(後半)が標識された蛋白質ができる。 90アミノ酸からなる E.coli RNA polymerase αsubunit 

のC末端ドメインと、 370アミノ酸からなる maltosebinding proteinで部分標識に成功した。

現時点での技術では、接続部は突き出たループであることと、 Gly-Thrの余分なアミノ酸が挿入

されることが必要条件であるようだ。この部分標識法は、ペプチド鎖上連続した部分が標識され

ているので、 3重共鳴法による帰属などがそのまま適用できる。また重なりが最も深刻な NOESY

に用いれば、蛋白質の構造を部分的に求めながら全体を組み立てることができると期待される。

インテイン、ペプチドスプライシング、ペプチドライゲーション

やまざき としお、おおとも たかのり、きょうごく よしまさ、うえがき こういち、いとう の

ぶとし、なかむら はるき
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HMBC法の新しい応用測定一一一J-resolved-剛BC法について

P5 
東大院農・応生化、*東大・分生研

O降旗一夫、*瀬戸治男

We present a new HMBC technique named J-resolved H阻Cwhich enables to 

measure easily the long-range C-H J couplings.. In the conventional HMBC 

spectra， the HMBC cross peaks contain information on the long-range C-H J 

splittings and/or H-H J splittings. However， due to the poor resolution in the 

F2 or F) dimension， it is difficult to measure directly the long-range C-H J 

couplings from HMBC cross peaks. 

In order to solve this problem， we have incorporated the J-scaling method 

into HMBC and developed a new technique， J-resolved-H阻C. This modification 

enables to detect long range C-H J couplings of complicated compounds. 

Advantages of this method are simple operation， high sensitivity and general 

applicability. This technique does not require any requirements on the 

character of the particular NMR spectrum. 

天然有機化合物の構造解析において、 long-rangeJαを如何にして効率良く測定する

かが重要な課題の一つである。 H阻C法は、 long-rangeJαを利用した相関ピークを検出す

るために、広範に利用されている測定法であるが、そのクロスピークから直接long

range Jαを読みとることは困難である。この問題を解決するため、 inverse法によるlong

range Jaの測定法が多数提案されているが、条件設定が困難、観測領域が制限される、

あるいは解析が困難である等の欠点を有している。

H回C法では、 f2軸方向にはおやJ
CH
のスピン結合によるJ-分裂が観測されるが、実際の

測定では、 f
2
軸方向のJ-分裂クロスピークから直接スピン結合定数を検出することは困難

である。この問題を解決する一つの方法として、 J-scaling法J)叫を応用し、 f)方向の見

かけ上の分解能を高めてJαを測定する、 J-resolved-剛BC法を検討し良好な結果を得るこ

とができたので報告する。

パルス系列

図11こパルス系列J-resolved-HMBC-l，

-2を示す。 H回C法の磁化は、炭素の化

学シフトと、プロトンープロトンのス

ピン結合で展開するが、プロトンと炭

素のスピン結合では時間展開していな

い。しかも、ムt)は短く設定されるた

め、 f)方向において、プロトンのスピ

ン結合が検出できるほどにはt)maxを

展開していない。スピン結合定数が測

定できるまで分解能をあげるためには、

t)maxが300msから500ms{立までになる

ょう時間展開する必要があるが、実際

にはこのような大きな値になるまで展

開することは現実的ではない。そ

キーワード J-resolved-H阻C

ふりはたかずお、せと はるお

d，・3.5msec， n・20・40 G1目 G2&2:1 

d，=3.5 msec ， n・20.40 d2= m1， mBJ'2 G1: G2 &2 : 1 

a) m-n+' JHH・o b) m孟 n JHH・scaleddown 

図1.パルス系列
(a) J-resolved-H阻C-l (b) J-resolved-H阻C-2
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P6 
四級炭素の遠隔 lH_13Cスピン結合定数の符号の決定

(北大・理)0熊木康裕引地邦男

Determination of sign oflong-range lH_13C scalar 
coupling constantfor non-protonated carbon 

OYasuhiro Kumaki* and Kunio Hikichi** 

High-Resolution NMR Laboratory* and Division of Biological Sciences帥，

Graduate School of Science， Hokkaido University， Sapporo 

The sign of scalar coupling between carbonyl carbon and αproton (Jc・Ha)relative to those 
between amide proton and αproton eJHNH.J are determined by an E.COSY-type HSQC 
experiment for cyclic dipeptide cyclo(Leu-Gly). The pulse sequence used in this experiment 
gives cross-peaks of amide protons and carbonyl carbons which show E.COSY-type tilt due 
toαprotons. The determination of the sign of JC'Ha makes it possible to distinguish between 
two-bond (intra-residue) and three-bond (inter-residue) Jl"Ha' We assign carbonyl carbons of 
cYclic dipeptide cyclo(Leu-Gly) by this sign information 

<序論>

HMBC法は四級炭素の帰属を行う上で有力な手法であるが、ニ(の/りJ手法で"は士 2つLの/りJ共有結合を隔て

た IH_13Cスヒン結合(2Jよ('、H)による相関と 3つの共有結合を隔てた IH_1:1Cスヒンt寺結吉吉吉J合(3Jよtγ守百Hρ)に上る宇相目

関を区別するニとが困難であるとし、づう問題点がある一般に ~Jよtド什、H と:JJじH Cのつ絶対値に大きな差がfな立いこ
とがその原因であるしカか為叱しレ1な云がら一般に ~Jよc、日及。( "JCHω符号はそれぞれ負、正であることが知られ

ており(111211加、符号を決定することによってこれらを区別することが可能である

水素原子と結合している炭素に関しては、 IH_J:JC遠隔スヒン、結合 (nJCH)の符号は HETLOC(X・

half-filtered TOCSY)法で知ることが可能であるが、 1つの共有結合を隔てた IH_I:JC スヒン結合

(lJCH)を持たない四級炭素に関してはこの方法は利用できなし、 Ottingらは IH_!:lC遠隔スヒン結合

の IH同種核スヒン結合に対する相対符号を決定するしてつかの方法を提案したは}これらの方法は

13Cとスカラー結合してしも IHが他の IHとスカラー結合している場合に適応可能である

ここで、はこれらの手法のうち HSQCを基本としたE.COSY法を環状へフチド cyclo(Leu-Gly)に応

用した例を報告するこのへフチドの2つのアミドプロトン(H1，_，)は2つのカルボニル炭素(C')と2つ(残

基問)ないしは 3つ(残基内)の結合を隔てており、 Hl¥-C'の相聞のみで、これらを区別することは困難で

ある HSQCを基本とした E.COSY法で、得られる Hl¥-C'の交差信号l士、 C'とαプロトン(H，，)聞のスヒ

ン結合(nJC'Ha)の Hα-HN聞のビシナルスヒン結合(3JHNHα)に対する相対符号の情報を与える 2つ

の結合を隔てた JC'Ha(2JC'Ha)と3つの結合を隔てた JC'Ha(3JC'Ha)の符号の違いに注呂することで、

HN・C'の交差信号が残基内、及び残基聞のどちらの連結に由来しているのかを決定した ν

<パルスシーケンス>

本研究で使用したハルスシーケンスを図 1に示すュ最後の選択的rr/2ハルスで励起された IHは最

終的に相関信号として観測されるが、この相関信号は最後の選択的rr/2ハルスによって励起されない

他の IHとの受動スヒン結合によってE.COSYタイフに分裂するこのハルスシーケンスの展開時聞

は、 Fl軸において符号の決定に関係のない不要な nJCHを選択的 lHハルスによって消去し、それ以

外の lHとのスヒン結合を 13Cの化学シフトに対してスケーリングするように設計されているこれによっ

て Fl軸方向の微細構造は簡略化され、支た Fl軸方向のテーシ、タル分解能が遠隔 lH_l:JCスヒン結合

定数と間程度の場合においても E.COSYタイフの微細構造を観測することが可能となる

四級炭素、 スヒン結合定数の符号

。く支きやすひろ、 ひきちくにお
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1H !?円?lt1
a H t1b 

φ， • 13C 

Gz 

Fig.l. Pulse sequence for sign determination of long-range lH_13C scalar coupling constant 
for non-protonated carbon. Filled thick bar and thin one represent rrJ2 and πpulses， 
respectively. Open long bar and short one represent， respectively，πand rrJ2 pulses， which 
are applied to selective protons. All pulses are applied along the x axis unless indicated. d is 
the duration of evolution of long-range lH_1:JC coupling. Durations of pulsed field gradient 
and subsequent recovery time are t. Quadrature detection in t1 is obtained by Rance 
method， in which signs of g3 and g4 are reversed. The amplitude ratio of gradients gl. 
g2 ，g3， and g4 is given by YH:-YH: k-Yc・Phasesare cycled as follows:φ1 :X，-X;φュ:8x.8y.8(-
x).8(-y);φJ :2x，2(-x);φ4 :4x，4(-x);φre< :x，2(-x).x，2(-x，2x，-x)， x.2(-x)，x: The eγolution time is as 

follows: I~ = +/]. tt =今1]. I]C =ギ1] λisa scaling factor of pas町 ecoupling splitting 

evolution (λ>1). 

<試料と方法>

試料として 92mMの環状ジヘフチド cyclo(Gly-Leu)の DMSO-d(iに溶液を使用した

測定温度は 32Cである使用した装置は日本電子製‘岨.PR生600とナロヲ、ノク製 HCN三重共鳴

磁場勾配フロープである lHの選択及び非選択ハルス及び I:JCの RFハルスのキャリア一周波数は

それぞれ選択ノ¥ルスの照射中心はそれぞれ 2つの H!'¥及び C'信号の中間領域とした ]H選択的rrJ2
ハルス及び1tハルスとして磁場強度がそれぞれ 0.68kHz、及び1.5kHzlT)矩形波ノリLスを使用した

Aは i4.6msec、スケーリング、因子は 3、積算回数は 64固とした

スヘクトルはれ軸に関して純分散、 Fl軸に関して沌吸収波形となるように位相補正を行い、正の信

号のみを等高線表示させた

<結果>

図 1のバルスシーケンスで、測定された cyclo(Leu-Gly)のスヘクトルの HN・C'領域を図 2aに示すに

それぞれの HNは 1つの C'のみと相関を示しており、このことはこれらの相聞が残基問あるいは残基

内のどちらか一方のみの連結によるものであることが分かるc図 3a、3bはそれぞれ HN(Leu)・C's，H!¥， 

(Gly) -C'Aの相関信号の拡大図であるそれぞれの相関信号は受動スヒン結合によって生じた微細

構造を示しているc

DQF-COSY及び HMBCの結果から Hl¥'(Leu)とC'Bの両方と及び Ht¥(Gly)とC'Aの両方とスヒ

ン結合をしている lHはそれぞれ Hα(Leu)及び Hα](Gly) 、 H(l~ (Gly)で、あることがが確かめられた

よって図 3a、3bの微細構造に含支れている E.COSYタイフの分裂を与える受動スヒン結合はそれぞ

れ Hα(Leu)及びHα(Gly)との受動分裂によるものである

図 3a及び 3bにおいて Fj軸方向に E.COSYタイプの分裂を与えてしも 3つのよH(JC1印刷I刈

JCHIHαl(Gly)' JC'(A)H凶 Gly，}の絶対値は 5"-iHzの範囲にあることが long-rangeHSQC実験151'こよりわ
かっており、この場合これらがすであれば負は¥3Jであれば正山山由となる支た Karplusの関係式に

よりすH悶 αの符号は.iE1q
)(]。川 1，であるから、図 2の 2つの Ht¥-C'U)相関が残基聞の連結によるものであ

れば、E.COSYタイフの分裂は正の傾き(図 4)、残基内の連結によるもので、あれば負の傾き(図 5)を
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示すことになるc なお図 4、5の模式スペクトルに現れている全ての受動スピン結合による分裂は、

DQF-COSY及び long-rangeHSQC実験の結果に基づいている図 3の実測スヘクトルと図 4、5

の模式図と比較により、 2つの HwC'の相関は残基内の連結によることが明らかとなったF
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Fig.2 : The HwC' region of 2D spectrum of cyclo(Leu-Gly) measured by the pulse sequence 
shown in Fig.1. 
Fig.3 (upper in next page): Enlarged spectrum of the cross-peak shown in Fig.2. Fig.3a 

corresponds to the cross-peak of H;.-:(Leu) and carbonyl carbon B(C'B)' Fig.3b to that of 
HN(Gly) and carbonyl carbon A(C¥) 
Fig.4 (middle in next page): Schematic spectra in cases where active couplings are inter-
residue ones. 
Fig.5 (lower in next page): Schematic spectra in cases where active couplings are intra-
residue ones. 
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P7 gs-PASS-TOCSYとその応用
(北大農)0福士江里、川端潤

gs-PASS-TOCSY and its application 
(Fac. Agric. Hokkaido Univ.) Eri Fukushi and Jun Kawabata 

A resolution enhanced and time-saving 1D version of HETLOC spectrum; PASS (Paired 
satellite selection)・TOCSYwas improved to gs-PASS・TOCSYusing coherence selection by 
pulsed field gradient. The gs-PASS-TOCSY can eliminate unwanted coherence signals more 
effectively than normal PASS-TOCSY and thus results in better quality spectra in a 
reasonable measuring time. 

1.はじめに

天然有機化合物の立体構造解析には NOE法が一般的に用いられるが、最近鎖状分子

の立体構造解析に lH_1H(J田)および遠隔日C_1Hスヒ。ン結合定数(L且'.I
CH

)を併用した解析が行

われるようになり[1]今後広範な応用が期待されている。この LRJCHの測定には簡便で感度の

良い HETLOC桂三(determinationof heteronucIear long-range couplings; w1・heterohalf-

filtered TOCSY)[2]が主に用いられている。 HETLOCスペクトルは lH;tHTOCSYスペクトル

と似ているが、 Fl方向に 13Cに直接結合した lHシグナルのみが選択されており、相関ピーク

はFl方向に lJCHで、大きく分裂し、 F2方向iこLRJCHだけずれて現れる(Fig.1a)。

二日 H-b九と
_13C_ 

H-b 

時'…〆
1 J(C-alH-a) LRJ(C_a州ーb)

(a) HETLOC 
(b) PASS-TOCSY 

Fig.1 Schematic drawing of 2D HETLOC and 1D PASS・TOCSYspectra. 

私たちは HETLOC法をより簡便に測定し応用範囲をさらに広げるためすでに 1D化を検

討し、 HETLOCスペクトルからLRJCHを求めるときに必要な 2本のF2スライスに相当する 2つ

の一次元スペクトルだけを測定するPASS-TOCSY法(Fig.1b)を提案している[3]0この方法は、

アンチフェイズ、でJ 値を観測する 1D法で、問題となるシグナルの相殺がおきず、また LRJCHを

時間展開していないのでJ回展開とシグ、ナル減衰が少ないとしづ利点がある。今回は本法に

グ、ラジエントパルスによるコヒーレンス選択を用いる gs-PASS-TOCSY法(Fig.2b)を作成した

ので報告する。これにより BIRDパルスを用いずに非ラベル化合物でもより良質な PASS・

TOCSYスペクトルを得ることがで、きた。

Key words: HETLOC， PASS-TOCSY， E-HETLOC， gs-PASS-TOCSY， LRJCH 

ふくしえり、かわばたじゅん
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Fig.2 Pulse sequences of PASS・TOCSY(a)and gs-PASS-TOCSY(b). Narrow， 

wide and open bars represent花/2，π，and selective 1t/2 pulses， respectively. The 

delays RD， d.， BD， and τm represent a repetition delay， 1/21JCH' a BIRD delay for 
eliminating 12C-bonded proton signals， and a mixing time for TOCSY， respectively. 
1H pulse offset should be positioned at each satellite signal or ::!:2n1JCH (n=1，2，3 

…). Phase cycling used were (a)仇=x，供=-y，仇 =X4，・X4，仇=X， -x，仇 =X2，

-X2，仇=x， -x， -x， x， (b) O1 = X，私=y，仇 =X2，-X2，仇=y2， _j，ゆ'5= y4， -y¥仇=

・ぁ科=y， -y， Itp_ = x， -x， X， -x， -x， X， -x， x 

2.PASS i去による HETLOCの 1Dイヒ
HETLOCスペクトルで LRJCHを求めるときに必要な 2本の Fzスライスは一つのシク守ナルが

F1方向に 1JCHにより分裂したダ‘ブ、レット(サテライト)のそれぞ、れ由来で、ある。通常 2D法の 1D

化は選択パルスを使用してん=0に固定しておこなうが、 HETLOC法の場合はこの手順では

2つのスライスの重ねあわせに相当する 1DHMQC・TOCSYスペクトルが得られるだ、けであるC

PASS法ではこの 1DHMQC-TOCSY法の refocusingdelayを 1/41JCHと設定し (Fig.2a)さら

に 1Hの周波数中心vを 1Hサテライト、ンクーナルの一方に置くことにより、そのサテライトを通る

スライスに相当するサブスペクトルを得る[2]0モデ‘ル化合物として l-butanol(1， 60 mglO.5ml 

DMSO-d6)を用い C-lを選択励起しVを H-1の高磁場側のサテライト、ンク守ナルに置いた

PASS-TOCSYスペクトルを Fig.3bに示す。

3.gs-PASS 法

元の PASS法には 13C核の反位相磁化が展開する待ち時間が無く、このままでは 12Cに直

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はで、きない3 そこで、全

体の磁化移動を E-HSQCタイプにした E-HETLOC[ 4]から同様の手順で PASS法を作成し

た(Fig.2b)oFig.3bと同じ条件で測定した Lの gs-PASS・TOCSYスペクトルを Fig.3dに、 Vを

H・1の低磁場側のサテライト、ンク、、ナルに置いて得たスペクトルを Fig.3cに示す。グラジエント

パルスによるコヒーレンス選択を用いることで 12Cに結合したプロトンの残存ヒ。ークが少なくな

りスペクトルの質が向上していることがわかる。
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Fig.3 Comparison of PASS・TOCSYand gs-PASS・TOCSYspectra of 1・butanol(1， 
60 mglO.5ml DMSO-d6). Normal lH spectrum (a)， PASS-TOCSY spectrum (b)， 
and gs-PASS・TOCSYspectra (c and d). Sequences u凶se吋dare民eF均i泡g怠.2aa副nd2劫bti伽O町r 

(φb) and (c and d)， respecti討vely.Delays RD， /1， BD， and τm are 2.0 s， 3.6 ms， 1.2 s， 
and 108 ms. lH pulse offset (v) was set on higher (b and d) or lower (c) field signal 
of 13C satellite of C・1.Each spectrum was accumulated using 32 transients. The 
total measuring times were 135 and 95 sec for (b) and (c and d)， respectively. 

4.応用

cholesterol (2， 65mglO.5ml chloroform-d)の 1位および2位の非等価メチレンの低磁場側

のプロトン(H-2a、H-111)のケミカルシフトはほぼ同じであるため、 2DHETLOCでは γ(C・

3/H・2a)と γ(C・3/H-111)を区別して得ることはで、きなかった。 TOCSYのミキシングタイム(τm)を

徐々に長くして測定すれば初めはH・2αへの相関ピークが主で、後にH・111への相関ピークが

大きくなることが予想されたので、 C-3を選択励起した gs-PASS-TOCSYスペクトルをτmを変

化させて測定した。その結果、 vをH-3の低磁場側のサテライトシグナルにおいて得たスベク

トル (Fig.4b，d)において、 τm=57ms(b)よりもτm=186ms (d)において大きくなるピークがH-111、

九=57msにも認められるピークがH・2αと帰属した。 vをH・3の高磁場側のサテライトシクーナル

に置いて得たスペクトル (c，e)ではτmを変化させても、ンク守ナルの形に変化が見られないが、

HSQCのデータからoH-111はるH-2aよりやや低磁場側に位置することと予想される斗JCHの符号

から c，eでは H・111、H-2aがほぼ閉じ位置に現れているためと考えられた。以上の結果

γ(C・3/H-2α)=-5Hz， J_J(C・3/H・111)=+8Hzのそれぞれを求めることができた。
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(c) 

(b) 

τm=57ms > 186ms 
1L.2L.16 

21 24 26 

1.90 1.80 1.70 HO 
4 6 
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Fig.4 gs-PASS-TOCSY spectra of cholesterol (2， 65mg!0.5ml chloroform-d). 
Normal1H spectrum (a) and gs-PASS-TOCSY spectra (b -斗 Sequencesused are 

Fig.2b for (b -e). Delays RD and A are 1.5 s and 3.52 ms， respectivelぁwhereasτm 
are 57 ms and 186 ms for (b and c) and (d and e)， respectively. lH pulse offset (v) 
was set on lower (b and d) or higher (c and e)臼eldsignal of 13C satellite of C-3. 
Each spectrum was accumulated using 512 transients. The total measuring time 
was ca. 21 min for each satellite selection. 

5.おわりに

今回ミキシングタイムを変化させて複数の gs-PASS-TOCSYスベクトルを測定することで、ほ

ぼ同じ位置に重なっている相関ピークを区別して帰属できた。二次元スペクトルを複数測定

することはデ、イスクスペースと測定時間の点から効率的で、はないばかりか、今回のような解析

には高分解能が必要で、あり一次元スペクトルで、測定することで、始めて可能になったものであ

る。またグラジエントパルスによるコヒーレンス選択を用いることで BIRDパルスを用いずに非

ラベル化合物で、良質なスペクトルを測定できるようになった。
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P8 小脳形成に関与する蛋白質 Vlの立体構造決定

(都立大・理)0大野綾子、楯真一、田岡万悟、久保田英俊、松井裕、

磯辺俊明、甲斐荘E恒

Structure analysis of a newly found cerebellar protein， Vl， by heteronuclear NMR spectroscopy 

AvakoOhn 0， Shin-ichi Tate， Masato Taoka， Hidetoshi Kubota， Yutaka Matsui， 

Toshiaki， lsobe， and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science， 

Tokyo Metropolitan University 

Abstract: The Vl protein was identified as a transiently expressed protein in the early stage of cerebellar 

morphogenesis. The Vl protein consists 118 amino acid residues， 12.8 kDa， and it shows 2.5 times repeat 

of the similar sequence. This found repeating unit is the ankylin motif which is fr，叫uentlyfound in the 

protein-protein interaction site in some proteins involved signal transduction. The ankylin repeat motif is 

commonly found as a part of a large protein， but the V 1 protein consists of only 2.5 time repeats of this 

motif as its notable feature. We solved the V 1 protein structure with the conventional heteronuclear muti-

dimensional NMR methods. Currently， the backbone r.m.s.d. of the temporally obtained 10 final structure is 

0.6 A， based on around 1，8∞NMR derived restraints with no distance and angle violations g陀 aterthan 

0.5 A and 5 degrees. The obtained structure shows that each anlylin repeat consists one 31O-helix -Ioop-

two α-helices and 2.5 time repeats of this structural unit were also found in the spatial structure. Comparing 

with the known ankylin motif structures， the presently found structure uniquely has 310 helix. 

小脳形成期に特異的に発現する細胞質蛋白質として田岡、磯辺らによって単離・同定された Vl

蛋白質は、 118残基からなる 13kDaの蛋白質である。アミノ酸配列から Vlにはアンキリンリピ

ートという特徴的なモチーフが、 2. 5回繰り返されることがわかっている。アンキリンリピー

トは、 33アミノ酸からなり、細胞の分化や細胞周期に関わる一連の蛋白質中に多く見つかって

おり蛋白質問の相E作用に直接関与する部位であることがわかってきている。既に、最近の X

線結晶構造解析の結果から、 p53binding proteinや cyclindependent kinase inhibitor p 19の溶液構造

により、アンキリンモチーフの立体構造は、 V字型の配置をもっ 2本のα・helixとs-hairpin構造

を持っていることがわかってきている。本研究では、このようなアンキリンモチーフのみからな

っている蛋白質 Vlの立体構造を決定し、これまで見つかっているアンキリンモチーフ構造との

構造上の比較を行うことを目的とした。

Key words: solution structure， NMR， ankylin motif， anisotropic reorientation 

おおのあやこ、たてしんいち、たおかまさと、くぼたひでとし、まついゆたか、いそべとし

あき、かいのしようまさつね
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安定同位体核利用 NMRを用いることで、定法に基づいて V1の立体構造解析を行った。現在は、

さらに立体構造の精密化を進めている段階であるが、約 17∞個の NMR構造定法に基づいて、 10

個の最終構造の主鎖の重なりが 0.6Aとなるまでに構造決定が完了している。得られた V1の立

体構造は、アミノ酸配列から示唆されたように 2.5回のモチーフ構造の繰り返しを持っていた。

興味深い点は、配列上は 0.5ユニットとして同定されていた部分が、立体構造上も確かにモチー

フ構造の半分の立体構造を持っている点である。今回の解析の結果明らかとされた V1蛋白質の

2次構造の模式図を図 lに示す。図に示すように、各モチーフは、 31 0 helix -100p α-helixーα-he1ix

という構造をもっている。これまでに見つかっているアンキリンモチーフの構造単位には、最初

のループ部に短い逆平行s-sheetを持つという例が知られているが310
・helixを持つという構造は、

今回の V1の構造解析で、初めて見つかった特徴的な構造である。図 2には、 NMRで決定された

V1の最終構造のうちの 1つを示すが、図に示すように、既に知られている他のアンキリンリピ

ート部の構造と同様に、 V1でも繰り返すリピート構造はお互い同士横並びとなり、全体では楕

円状の立体構造を形成している。

現在は、 V1の持つ長球状の構造から期待される、分子運動の異方性の解析や、さらに磁気的異

方性を利用した、立体構造の精密化を行いつつある。

D3 ~.岨.1 LIO 

N・1町田

K2A a皿1ix2

310b回ix.a

L39 <<肱1ix3

KS7 ~b岨.4

L72 (lt植民.， y71 

K冊

310beliI-c Vl protein 

ubelix7 
AI刷 AI07

Q1I8 ahelix8 

図2.Vlの立体構造

図 1.Vlの2次構造
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P9 
hDLG PDZ2ドメインーAPCC末ペプチド複合体の

構造解析
0大木出 I、池上貴久1、秋山徹 2、白川昌宏1

1奈良先端科学技術大学院大学、 2大阪大学

NMR Study ofめehDLG PDZ2 Domain加 d由eAPCC北 rminalPeptide Complex 

OI.Ohki 1、T.Ikegami1、T.Akiy創na2、M.Shirakawa1 

1 Nara Institute of Science and Technology、2Osaka University 

Human homolog of Drosophila tumor suppresor protein ， hDLG has 3 PDZ domains and the second domain 

(PDZ2) binds to the C-terminal関quenceof APC， which is cα取iby the causative gene of familial 必enomatous

polyosis (FAP). hDLG may play a role in the ceIl cycling signal transduction， which is orgar喧zedby APC， 

cyclin/Cdk and so on. In α-der to understand the molecular mechanizm of the signal transduction， we have 

analyzed出e3D structure of the complex， hDLG PDZ2 domain -APC C-term. peptide by me叩 sofNMR.We 

found that hDLG PDZ2 domain consists of six b-strands ar叫 twohelices. APC C-terminal peptide binds in a 

groove between白esecond helix and the second b-償却dand formes組 antiparallelb-sheet with b-B 百聡

binding site on the. hDLG PDZ2 has a large hydrophobic pωket which the pep泊devaline and threonine side 

chain is inserted and白eupper regionwith positive potential nωr the GLGF loop may陀cognizepeptide C-

tenninal carboxylate 

(序論)

PDZドメインは細胞膜周辺に見つかるシグナル伝達因子に多く見られる 100残基ほ

どの機能ドメインであり、タンパク質の C末の特異的な配列を認識して結合してタ

ンパク質問士の相互作用を取り持つ。最近、ショウジョウパエの癌抑制タンパク質

Dlg (Discs Large)のヒトホモログである hDLGは分子内に三つの PDZドメインを持ち、

このうちの二番目の PDZドメイン (PDZ2)のみが、癌抑制タンパク質 APCの C末部

分と結合することが阪大の秋山らによって示された1)0 hDLGとAPCの複合体形成は、

細胞周期抑制のシグナル伝達に重要な役割を果たしており、このシグナル伝達の分

子メカニズ、ムとPDZドメインの特異的な分子認識機構を解明することを目的として、

NMRを用いてhDLGPDZ2ドメインとAPCC末ペプチド複合体の溶液中での立体構造

解析を行なった。

Keywords: PDZドメイン、凶LG、APC、複合体、多次元NMR

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

114 



ドメ

( 

';、 話紙記戎

めTこへ

、2
41JY 

;ま 、
%、J 1 

、

討に し、 く相手NMIミス トjレび〉

s之

;三

とペ ド

イ

ものでき3

;三

ぐ pモド討議を

Y訟 を $ 主 主 捻 封 泌 総 尋 £ 品 舗 を ず 主 主 むをE量 的 呂 議 室 お る 的 感

む蕊む官官E謀機器締結

) A， とおむε3ア

1 



Grb2 C末端SH3ドメインと基質ペプチドの複合体の溶液構造

P10 ('都臨床研、 2学習院大、 3ニューヨーク大)

0川崎政人¥小椋賢治l、寺沢宏明l、湯沢聡'.2、畠中秀樹l、

V. Mandiyan3、J.Schlessinger、稲垣冬彦1

Solution structure of the carboxy-tenninal SH3 domain of Grb2 complexed with the ligand 

peptide 

('Tokyo Met. Inst. of Med. Sci.， 2Gakushuin Univ.， 3New York Univ.) 

OMasato Kawasaki'， Ke町iOgura'， Hiroaki Terasawa'， Satoru Yuzawa"¥ 

Hideki Hatanaka'， V. Mandiyan3， J. Schlessinger， Fuyuhiko Inagaki' 

Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) is an adapter protein with a domain 

structure of SH3-SH2・SH3.We have detennined the solution structure of the complex 

between the carboxy-tenninal SH3 domain of Grb2 and the peptide (RHYRPLPPLP) by 

NMR. The bound peptide adopts a left-handed polyproline type II helix. The orientation 

of the bound peptide is found to be opposite to that of the peptide (VPPPVPPRRR) bound 

to the amino-tenninal SH3 domain of Grb2. 

Grb2は、 SH3・SH2・SH3のドメインからなり、シグナル伝達経路におけるアダプ

ター蛋白質の中で、最もよく研究されているものの一つである。しかしこれま

で、 Grb2のC末端側SH3ドメイン (Grb2cSH3) と強く結合するアミノ酸配列は報

告されておらず、 cSH3のリガンド結合様式は不明であった。今回、 cSH3と特異的

に結合することが見つかったペプチド (RHYRPLPPLP) を用いて、 cSH3との複合

体の立体構造を、 NMRにより解析した。 '5Nラベルおよび'3C'SNダブルラベルした

Grb2 cSH3を用い、ペプチドとの複合体についての各種多次元NMRの測定を行っ

た。 cSH3ドメインとの聞にNOEを生じるペプチドのアミノ酸残基は、 Y3、R4、

L6、P7、L9、PIOであった。 Simulatedannealingによる構造計算の結果、ペプチド

は、これまで立体構造が報告されているSH3ドメインのリガンドと同様に、ポリ

プロリンII型ヘリックス様の構造を取っていた。ペプチドの結合の向きは、 Grb2

N末端SH3ドメインと基質ペプチド (VPPPVPPRRR) の結合の場合とは反対方向

であった。今回用いたペプチドの配列 (RHYRPLPPLP) の中で、 RPLPPLPの部分

はSrcSH3ドメインのコンセンサス配列としてよく知られているものである。

RPLPPLP配列だ、けではGrb2との強い結合は見られないという報告とも考え合わせ

ると、 N末端側のY3残基が、 Grb2cSH3との結合親和性を高めるのに寄与している

可能性が考えられる。

Grb2、SH3ドメイン

かわさきまさと、おぐらけんじ、てらさわひろあき、ゆざわさとる、

はたなかひでき、 MandiyanV.、SchlessingerJ.、いながきふゆひこ
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P11 
cre結合蛋白質 CRE-BPlIATF2の転写活性化ドメインの溶液構造
(横浜市大院総合理 l、理研筑波LS2

)

0長土居有隆 1、中沢賢一 1、宇田広子 1、前川利男 2、石井俊輔 2、
西村善文 I

STRUCTURAL ANALYSIS OF TRANSACTIVATION DOlV凶N OF CRE-
BPlIATF-2 
lYokohama City Univ.， Gradua胞 Schoolof Integrated Science， 22・2 Se旬，
Kanazawa-ku， Yokohama 236 Japan 
~he Institute of Physical and Chemical Research， Tsukuba Life Science Center， 
3-1-1 Koyadai， Tsukuba 305 Japan 
A.Nagadoi1， K.Nakazawa1， H.Uda， T 

Activating transcription factor-2 (ATF・2) (also designated CRE・BP1) is a 
transcription factor that binds to cAMP response element (CRE). ATF・2contains 
two functional domains， an N-terminal transactivation domain and C-terminal 
DNA-binding domain. The DNA-binding domain consists of two subdomains: an 
N-terminal half (N-subdomain) which shows amino acids sequence homology to 
the TF m A type zinc finger motif found in DNA-binding domains of many 
transcription factors， and a C-terminal half (C・subdomain)which contains two 
threonine residues that the stress-activated protein kinases phosphorylate. Here， 
we have examined the structure of the transactivation domain to understand the 
mechanism of the transcriptional activation of ATF・2.

【序論】
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の 1っとして同定された。
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欠損マウスによる研究が報告され、 CRE-BPl
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-BPlは 505個のアミノ酸残基から成り、その N末端側には転写活性

化ドメイン、 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 (N-subdomain) はアミノ酸の一次配列より
C2H2型の Znフィンガ一様モチーフを持っている。又、転写活性化ドメイ
ンの C末側 (C-subdomain) には、]NK(c-JunN-terminal kinase)でリン
酸化される 2つのスレオニンがある。

【キーワード】
cre結合蛋白質、 ATF-2、転写活性化ドメイン、 NMR、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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さらに、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-BP1の
転写制御の詳細を調べるために、 CRE-BP1のN末端側の転写活性化ドメイ
ン (88アミノ酸残基:CRE-BP1N88)の立体構造を解析した。現在、転写
活性化ドメインがリン酸化された合成ペプチドを作製し、その構造解析
を行っている。さらに、非リン酸化転写活性化ドメインと DNA結合ドメ
インとの分子内相互作用についても言及する。

【実験】
CRE-BP1N88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文は 13C/15N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. Og/L)を含む M9培地で培養し
た。各種イオン交換クロマトグラフィーで精製後、 2.0""5.0mMの NMRサ
ンプルを得た。 NMR測定は BrukerDMX -600を使用し、 Buffer条件は 20mM
リン酸緩衝液 pH6.3，200mM NaCl， 5mM d-DTT， 30μM ZnC12， O. 4mM NaN~ 
で、温度 300Kで行った。15Nでラベルしたサンプルに関して、HSQC，{lH} _15N 
NOE， TOCSY -HSQC (τm=100ms)，NOESY-HSQC(τm=50， 100， 150ms)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CBCAとCBCA(CO)問、アミノ酸残基のスピン系の同定には HBHA(CO)畑、
HCCH-TOCSYなどの測定を行い、川Rスペクトルを帰属した。構造計算は
EMBOSSを使用し、 4D-SA法で計算した。

【結果と考察】
構造計算ディスタンス・ジオメトリーの結果、 CRE-BP1N88のN-subdomain
の構造は他の転写調節因子の DNA結合ドメイン中に見出された C2H2型
の Znフインガー構造とほとんど同じであった (FIG.1)。それは機能に
関係なく、 Znフィンガーモチーフは DNAの認識に特有な構造でないこと
が示された。しかし、 DNAのリン酸骨格と相互作用するアミノ酸が CRE-
BP1N88では系統的に他のアミノ酸に置換されていた。一方、リン酸化部
位を有する C-subdomainの構造は明らかな 2次構造エレメントは見られ
ず、変性した構造となっていた (FIG.2)。この領域はリン酸化部位を機
能的にマスクするために DNA結合ドメインと分子内相互作用することで
構造変化の可能性が考えられる。

0.' 

ー'

ー"

，~~~~~tJ>- -:-φ~<>j ro~ roO:Jやペ~ ~ <fl句、<f>♂

FIG.l FIG.2 
Diagrammatic representation ofthe Histogram ofthe {1H}_15N NOE data 
N -subdomain企omCRE・BPIN88. shows the backbone flexibility of the 

CRE-BPIN88. 
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P12 
ミトコンドリア膜透過装置 ratTom20p 

cytoplasmic domainの溶液構造
(生物分子工研究所・構造解析 1、名古屋大学・理学部 2)

O阿部義人¥小代俊浩 2、遠藤斗志也 2、神田大輔 1

Solution structure of cytoplasmic domain of rat Tom20p in 
mitochondria outer membrane translocation system. 

(Biomolecular Engineering Research Institute1， Faculty of Science，Nagoya Universuty2) 

Yoshito. Abel， Toshihiro. Shodai2， Toshiya. End02， Daisuke. Kohda1 

Tom20p is an outer mitochondrial membrane protein that functions as a 

component of the impo同receptorcomplex for mitochondial precursor proteins 

synthesized in cytoplasm. It is unknown how the receptor complex recognizes 

precursor proteins. We determined the solution structure of the cytoplasmic 

domain of rat Tom20p (95 residues). The Tom20p protein consists of four α-

helices with a long flexible C-terminal tail. We identified the specific site in this 

domain which binds to the signal peptide using intermolecular NOEs， 

chemical shift pe同u巾ationand spin-Iabeling technique. 

[序論]

ミトコンドリアを構成する多くの蛋白質は核の DNAにコードされており、それ

らはミトコンドリア中におくりこまれ、その機能を発揮する。その時に必要な

膜透過装置は Tom(translocation outer membrane)・Tim(translocation inner 

membrane) complexとよばれる約 15種類の膜蛋白質によって構成されてい

る。そのなかで、 Tom20p-Tom22pcomplex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蛋白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。今回わ

れわれは、 ratTom20pのcytoplasmicdomainの溶液中の立体構造を決定した。

また、シグナル配列ペプチドを合成し、 ratTom20pのcytoplasmicdomainとの

相互作用を化学シフト変化、およびスピンラベル法を用いて調べた。これらの

結果は、 ratTom20pがシグナル配列ペプチドを特異的に認識していることを示

している。

キーワード:ミトコンドリア、 Tom20p、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. ratT om20pのcytoplasmicdomainの立体構造決定

ratTom20pのcytoplasmicdomainは全長145残基の膜貫通部分のN末端1-24
残基を欠失させたものを大腸菌から発現させ、さらに flexibleな部位の N末端

25-50残基を V8プロテアーゼにより限定分解したものを用いた。測定時の溶液

条件は Dynamiclight scatteringを用いて最適化し、その条件下で構造決定に必

要な種々の NMR測定を行った。 NMR測定終了後、ほぼすべてのシグナルの帰

属を完了した。そして 2047個の NO巳 127個の二面角情報、また H-D交換実

験から得られた水素結合情報を用いて構造計算を行った。立体構造計算は

DY ANA ver 1 .4 (ETH)を用いて行った。

2.シグナル配列ペプチドとの相互作用

シグナル配列ペプチド sALDH(ratliver aldehide dehydrogenaseのシグナル配

列22残基)、 sOTC(ratornithine transcarbamylaseのシグナル配列38残基)、

sCOX4 (cytochrome oxidase subunit4のシグナル配列25残基)はペプチド合

成及びgene10とのfusionproteinとして大腸菌に発現させることにより得た。

シグナル配列ペプチドとの相互作用は 1)シグナル配列ペプチド添加前後の 15N
ラベルした Tom20pのcytoplasmicdomainのlH_15NHSQCスペクトルを比較

すること、 2)N末端に特異的にスピンラベル試薬を結合させた sALDHを化学

修飾で作製し、その添加前後の NMRスペクトルの変化を比較することにより解

析した。

[結果・考察]

NMRにより決定したTom20pのcytoplasmicdomainの構造は、 5つの α・ヘリ
ックスからなる構造であり、 C末端に長い flexibleな部分があった。 Tom20pの

69-103番目の残基はその一次構造上の情報から TPR(Tetratrico Peptide 
Repeat)モチーフであると考えられていた。最近、 X線結晶解析により protein
phosphatase5に含まれる 3つの TPRモチーフの立体構造が解かれた(1)。今回

得られたTom20pのTPRモチーフと proteinphosphatase5のTPRモチーフの

構造を比較すると主鎖だけでなく側鎖の向きも非常によく似ており、 TPRモチ

ーフは構造的によく保存されたモチーフであると考えている。シグナル配列ペ

プチド添加前後の 15NラベルしたTom20pのcytoplasmicdomainのlH_15N
HSQCスペクトルを比較すると、 3種類のペプチドともに共通のシグナルが変

化し、これはTom20pにシグナル配列認識ポケットが存在していることを示し

ている。また、 N末端に特異的にスピンラベル試薬を結合させた sALDHを添

加したところ、特定の部位のシグナルがブロードニングし、シグナル配列ペプ

チドはある一定の向きでのみ、 Tom20pと結合することがわかった。

Reference 

1) Das AK et al. EMBO J 1998 Mar 2;17(5):1192・1199
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P13 イネのシステインプロテアーゼ阻害剤、オリザシスタチン-1
のNMRによる構造解析
C東京大学・生物生産工学研究センタ一、 Z東京大学・農生科・応生化)
O永田宏次1、工藤紀雄、阿部啓子2、荒井綜_2、田之倉優'.2

NMR structural studies of a rice cysteine proteinase inhibitor， oryzacystatin-I 
CBiotechnology Research Center and 2Department of Applied Biological Chemistry， The 
University of Tokyo) 
K吋iNagata'， Norio Kudo'， Keiko Abe2， Soichi Arae， Masaru Tanokura'.2 

Cystatins are a group of proteins which bind to cysteine proteinases and inhibit their 
activities. Oryzacystatin-I (OC-I， 11 kDa) is a phytocystatin from s田 dsof a rice Oryza sativa， 

which has potential for insect resistance in rice and for cancer therapeutics. Unlike other 
cystatins， it is reported that OC-I does not require the N-terminal part for the inhibitory 
activity. To understand the structural basis of the inhibitory activity of OC-I， we have 
determined the solution structure of OC-I with several 2D and 3D homo-and heteronuclear 
NMR experiments and torsion angle dynamics (T AD) caluculations， and identified putative 
papain binding site with chemical shift perturbation data. 

[序論]
シスタチンは、パパイン群のシステインプロテアーゼを特異的に阻害するタンパ

ク質の総称である。アミノ酸配列の類似性やジスルフイド結合の有無により、 4群
に区分される。植物シスタチンは、立体構造既知の動物シスタチン 3群とは異なる
4つめの群を構成しており、その殺虫活性(害虫は、植物シスタチンを摂食すること
により消化不良を起こし、成長が阻害され、死にいたる)を利用して、安全な耐虫性
穀物の開発が進められている。

本研究は、イネのシスタチン、オリザシスタチン-1(OC-I、分子量 11k)の立体構
造を決定し、植物シスタチンのシステインプロテアーゼ阻害剤としての活性発現機
構を立体構造に基づいて明らかにすることを目的とした。

[方法]
'5N標識 OC-Iは '5N標識 NH4CIとアミノ酸混合物(昭光通商)を含む M9最小培地

中で大腸菌 BL21(DE3)を宿主として T7プロモータ制御下に発現させた後、カラム
クロマトグラフイで精製した。 NMR測定試料は、 OC-I濃度 2-3mM、溶媒 50mM
Na phosphate/loo mM  NaCI/0.02% NaN3， pH 6.8。パパインは Sigmaから購入した。

NMR 測定は VarianUnity INOVA 500分光計と z軸 PFGプローブ (Varian、Nalorac)

を用いた。 3D'H-'5N TOCSY-HSQC (49 msτm)、NOESY-HSQC(150 ms 1m)、および20

DQF-COSY、TOCSY(45 ms 1m)、NOESY(150 ms 1m)をNMRシグナルの帰属に用い

た。 3D'H-円NNOESY-HSQC (75 ms 1m)および 20NOESY (75 ms 1m)の交差ピーク強

度から 'H間距離制限を得た。 30HNHA、 'H_'5NTOCSY-HSQC (33 ms 1m)、NOESY-

HSQC (75 msτm)、2D'H-'H NOESY (75 msτm)のデータに基づいてゆ、 χl角の二面角

制限を得た。 'H_2H交換実験の結果から水素結合制限を得た。

構造計算は OYANA ver. 1.4を用いて torsionangle dynamics (T AO)により行った。

植物シスタチン、システインプロテアーゼ阻害剤、タンパク質立体構造解析

ながたこうじ、くどうのりお、あべけいこ、あらいそういち、たのくらまさる
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[結果・考察]
立体構造の決定
大腸菌を宿主として発現、精製した OC-IのIH-'H 2D NMR (DQドCOSY、TOCSY、
NOESY)および 15Nで標識した OC-Iの IH_15N 3D NMR (TOCSY-HSQC、NOESY-
HSQC)を測定し、 'Hおよび 15Nの NMRシグナルの帰属を完了した。 1111個の 'H間
距離制限、 85個の二面角制限に基づき、 TADによる構造計算を行い、 OC-Iの溶液
構造を得た。収束度が悪い N、C末端部を除いて(残基番号 20θ5)、RMSDは主鎖原
子について 0.69::1::0.16 A、全重原子について1.39:t 0.16 Aであった。 OC-Iは基本的

に他群のシスタチンと同様に l本の αヘリックスと 1枚の逆平行βシート (4本のβ
ストランドを含む)からなる二次構造を有するが、他のシスタチンに見られる N末
端部のβストランドを欠失していた(図1)0 DALIデータベース検索から、 OC-Iの立
体構造は、他のシスタチン分子のほか、植物由来の甘味タンパク質モネリンにもよ
く似ていることが明らかになった。現在、両分子の構造と機能の関係を調べてい
る。
分子内運動の解析
('H}_'SNNOEスベクトルを測定した結果、 OC-IのN末端 13残基固までは負のシグ
ナルを持つことが示され、 15残基日のシグナルは NOE存在下で消失した。 C末端は
5残基(残基番号 98・102)が負のシグナルを有した。この結果から、 N末端部 15残基
とC末端部5残基がきわめて大きな内部運動をしていることが明らかになった。立
体構造解析の結果、 N末端部約 20残基には長距離 NOEが観測されなかったが、
('H}_'SN NOEスペクトルを用いた分子内運動の解析結果は OC-IのN末端部少なく
とも 15残基が rigidな特定の立体構造をとらないことを裏付けている。
化学シフト変化によるパパイン結合部位の特定
15N標識OC-Iと非標識パパインの複合体(各0.1mM)のIH-'5NHSQCを測定し、パパ
イン添加による 'H、15Nの化学シフト変化量を調べた。その結果、 N末端部 Va18・

His22および中央部 Val50 -Va1 55に顕著な化学シフト変化が生じた。これらの残基
はすべて OC-Iの 1つの分子表面に集中しており、この部位がパパイン結合部位であ
ると強く示唆された。また同時に、 rigidな立体構造をとらない N末端部もパパイン
認識に関与していると示唆された。

図1. OC-Iの NMR構造。(左)主鎖原子の重ね合わせ。(右)リボン表示。
MOLMOLを使って表示した。
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P14 
RalBPl結合タンパク質POBlのEHドメインの構造解析

(理研細胞情報伝達1、東大理2、広島大医3)

0小柴生造1，2、木川隆則1、岩原淳二1、菊池章3、横山茂之1，2 

Solution structure of the Eps15 homology domain of a Human RalBPl-interacting 

protein. 

Seizo Koshiba1，2， Takanori Kigawa1， Junji Iw油 訂a1， Akira Kikuchi3， and Shigeyuki 

Y okoyama 1，2 

lCellular Signaling Laboratory， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN); 

20epartment of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， University of 

Tokyo; 30epartment of Biochemistry， Hiroshima University School of Medicine， Japan 

The Eps 15 homology (EH) domain is a motif found in many proteins and has been reported 

to bind to proteins involved in sorting within the cell. This domain consists of about 100 

amino acid residues and has sequence similarity with EF-hand calcium-binding domains， but 

the structural relationship of the EH domain with the EF・handdomains has not been 

investigated. In this report， we have determined the structure of the EH domain of human 

RalBP1-interacting protein (POB 1) by multidimensional NMR spectroscopy. POB 1 contains 

one EH domain and two proline-rich motifs， and interacts with RalBP 1， a putative effector 

protein of a low-molecular weight GTP・bindingprotein， Ral. We found that the POB 1 EH 

domain binds calcium ion and the s凶 ctureconsists of a pair of EF-hand motifs. These 

results indicate that the EH domain is one of the EF-hand domains. 

<序論>

EH (Epsl5 homology)ドメインは， EGFレセプターの基質であるEps15の分子内相同

配列として同定されたもので¥これまでに真核生物の多くの細胞内タンパク質に存

在することが報告されている.このドメインを含むタンパク質は主にエンドサイト

ーシスに関係し， Asn-Pro-Phe (NPF)配列を含むタンパク質と分子間相互作用するこ

とが報告されている.このドメインはアミノ酸約100残基からなり，カルシウム結合

ドメインであるEFハンドと一次配列上の相向性が存在するが，高次構造上の関係は

これまで調べられていなかった.本研究で我々はRalBPl結合タンパク質であるPOBl

(partner of RalBP 1)タンパク質のEHドメインの高次構造を多次元NMR法を用いて決

定した. POBlタンパク質は. 1つのEHドメインと 2つのPro-rich配列，そしてC末端

多次元NMR、構造解析、タンパク質、カルシウム

こしぼせいぞう、きがわたかのり、いわはらじゅんじ、きくちあきら、よこやまし

げゆき
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にコイルドコイル領域をもち，この領域で低分子量Gタンパク質RaHこ結合する

RalBPlタンパク質と相互作用することが報告されている.

<方法>

humanPOBlのEHドメイン(103残基)を， GST融合タンパク質として大腸菌で発現

させ，精製する系を確立した.次に，安定同位体標識した試料を用いて，各種多次

元NMRスペクトルを測定した.測定試料は，約 2mMのPOBIEHを使用し，バッフ

アーは20m M  Tris-HCIノfッファー (pH7.5)， 50 mM  KCI， 10 mM  CaCI2， 5 m M  DTT， 

0.1 %アジ化ナトリウムを用いた.測定はBruker社のDRX600を用いて， 300Cで、行っ

た.データの処理はNMRPipeを用い，解析はNMRViewを用いた.主鎖の帰属は，

3D HNCA， HN(CO)CA， HNCO， HCACO， CBCANH， CBCA(CO)NH， 15N-edited 

NOESY及び、15N-editedTOCSYスペクトルを用いて行い，側鎖の帰属は， 主に3D

HCCH-TOCSY， HCCH・COSY及び 15N-editedTOCSYスペクトルを用いた.距離情報

は， 3D 15N-及びJ3C-edited NOESYスペクトルから得た.構造計算はX・PLORVer. 

3.1を用い， simulated annealing法で計算した.またカルシウムイオンの結合の有無を

調べるために， EDTAの添加に伴う EHドメインの主鎖アミドプロトンの化学シフト

の変化を調べた.

<結果及び考察>

POBlのEHドメインは4本のαヘリックスが， EFハンド構造に特徴的な1対のヘリッ

クスループヘリックス(HLH)構造を形成し，隣り合った2つのHLH構造のループ聞が

短いpシートを構成する.N端側のHLHはC端側のそれに比較してヘリックス聞の角

度が開いており， 1番目のヘリックスは残りの 3本のヘリックスに比較して直角に近

い向きにある. 2番目と 4番目のヘリックスは平行に近い向きを取り， 3番目のヘ

リックスはそれに対してやや傾いた向きで結合し，中心に疎水性のコアを形成する

ヘリックスパンドル構造を取っている. EHドメインの構造を他のEFハンドドメイン

と比較すると，カルシウム依存的に構造が変化するカルモジュリン等より，カルピ

ンデインにより類似しているが，カルピンデインに比べて， 4番目のヘリックスが

2， 3番目のヘリックスにより近接している.一方EDTAの添加に伴う 15N-HSQCスペ

クトルの変化を調べたところ，ほとんどのピークが消滅した.このことはPOBlの

EHドメインがカルシウムイオンを強固に結合し，他の幾つかのEFハンドタンパク質

のように活性の制御のためではなく，カルシウムイオンが構造上の安定性に必要で

あることを示唆している. 1次配列の比較から2番目のEFハンドにカルシウムイオン

の結合に必要な残基が保存されていることが分かつており，このことからEHドメイ

ンは2番目のEFハンドで1個のカルシウムイオンを結合していると考えられる.これ

らの結果はEHドメインがEFハンドタンパク質ファミリーの中で，独立したlグルー

プを形成していることを示している.
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P15 
出芽酵母Zincfinger蛋白質 RmelpのDNA結合ドメインの

構造解析

(東京薬大l，明星大2，コロンピア大乙農林省資源研4) 0神藤平三郎l，村瀬敦司l，

清水光弘2，A. P. Mitchele，加藤悦子ヘ山崎俊正4

Structural Study of the DNA Binding Domain of Zinc-finger Protein Rmelp from Saccharo-

myces cereV1Slae 

(Tokyo Univ.of Pharmacy & Life Science¥ Meisei Univ2
•, Columbia Univ人NIAR

4
)，

H. Shindo¥ A. Murase¥ M. Shimizu
2， A. P. Mitchele， E. Katoh

4
， T. Yam位法i4

Rmelp acts as a negative regulator of meiosis which blocks the transcription of IMEl. 

Rmelp (300 a.a.) is Zn-finger protein which consists of three regions similar to C2-H2 Zn-finger 

motif. Notably， none of the putative Rmelp Zrトfingermatched with the consensus sequence of 

C2-H2 motif. Thus， Rmelp may provide new insight to mechnisms of diversity of DNA 

recognition by Zn-finger proteins. Herein， we constructed， purified a series of deletion-and 

point-mutants of Rmelp， and characterized interaction of DNA with Rmelp mutants by gel 

retardation assay. The DNA binding domain was found to consist of the C-terminal region (16 

a.a.) as well as all three Zn-fingers. 百lestructur叫 studyby NMR is underway and will be 

presented in the poster. 

Rmelp蛋白質は出芽酵母の減数分裂を開始するマスター遺伝子品1El(inducermeiosis) 

の転写を抑制する. Rmelpは300アミノ酸残基からなる Zn-finger蛋白質であり， 3 

つの C2
・H2型 Zn-fingerモチーフを持つ.しかし，いずれのモチーフも典型的な C2-H2

型 Zn-fingerに共通した配列とマッチしていない.したがって， RmelpはZn-fingerに

よるDNAの認識機構の多様性に関して新しい知見を提供するものと期待される.

今回，われわれは，一連のRmelpの欠失変異体ならびに点変異体のマルトース結

合蛋白質融合体の発現系を構築し，胎nelpのDNA結合ドメインをゲルシフト法を用

いて決定した.NMR測定に供するために， His-tagまたはnonHis-tag融合体を作成し，

それらの溶解性について検討し， NMRによる予備的実験を行った.

[試料と方法I

Rmelp遺伝子およびその欠失体とmaltose結合蛋白質(MBP)との融合体を pMAL-c2

(New England Biolabs)にクローンし，一連の MBP-Rmelp蛋白質を発現させ，アミロ

Keywords: Rmelp， DNA結合ドメイン， Zinc Finger， N恥恨

しんどう へいさぶろう，むらせあっし，しみずみつひろ，アーロン ミッチェ

ル，かとう えっこ，やまざき としまさ
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ーズ樹脂クロマトグラフィーを用いて精製した.これらの融合蛋白質のDNA結合能

を調べるために， 2つの町田lp結合部位を含むDNA断片(404bp)を用いてゲルシフト

アツセイを行った (Tris-HCl(pH 8.0)， 50 mM KCl， 0.5 mM MgC12， 1.5 mM DDT， 8% 

glycerol， 0.25吋札BSA). 

NMR測定用試料を得るために，同様のRrnelp欠失変異体を pET-21a(000 His-tag) 

および pET-21b(His-tag)にクローンし，後者については Nickelcolurnnを用いて精製

した.

[結果および考察] われわれは最近， bmlpがゲノム中の品1El遺伝子の上流・2030

と・1950に2つの結合部位を持つことを血 vivofootprinting法により実証した日.この

結合部位は 13塩基対， 5'-G(A庁)ACCTCAAAA(G/C)G-3'，からなる共通配列を有する

ことが分かつた.これらの部位を含む404bpのDNA断片を調製し，一連のRmelp変異

体に対してゲルシフトアッセイを行った結果， bne1pの結合には 3つのZo-fiogerとC

末端領域の16残基が必須であることを見い出した(図 lを参照) .このC末端領域に

ある残基の点変異の実験から K190，R191がDNA結合に必須であることがわかった.

もしこのC末残基がα・helixであるとすると， α-helixは叩photericな性質を示すことが

示唆され，Zn・figerモチーフの安定性にも寄与しているもと推察された. したがって，

RmelpのDNA結合ドメインはC末端領域を含む 3つのZo-fiogerであることが結論でき

る.それゆえ， hmlp蛋白質は新規の DNA結合モチーフを提供すると期待される.

マルトース融合蛋白質はその大きな分子サイズのためにN恥偲測定には不適切であ

るので， bnelpの000His-tagおよびHis-tag付き断片を調製した.しかし，不運にも

上述のDNA結合ドメインはいずれの調製法においても不溶性であった.そこで，溶

解性の高いものを得る目的で，種々の欠質変異体を調製した結果， C末端領域を含む

2つのZn-fioger変異体 ('ZF2rz;F3/C-TR)が比較的高い溶解度を与えることがわかった

(約 0.5mM濃度).現在， NMR測定中であり，予備的なN島1R測定結果をポスター

において発表できるであろう.

ZF1 ZF2 ZF3C・TR

H2Ni 圃園圃園圃園凶COOH

178199206234256281300 

図 1 RmelpのDNA結合ドメイン

文献:

1) M. Shimizu et al.，丹'Oc.Natl. Acad. Sci. USA， 94， 790・795(1997). 

2) M. Shimizu et al.， NucJ. Acids Res.， 26， 2329・2336(1998). 
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P16 
NMR Studies of a 35kDa Yeast Ubiquitin Hydrolase 

(YUH1)・UbiquitinComplex 
(理研遺伝生化学1.東京医科歯科大歯2，三菱化学生命研3 北里大理4)

o Sundaresan Rajesh'・2 伊藤隆1，坂本泰一3 岩本真理子3 小寺麓男3，4 

土田信夫2 柴田武彦，河野俊之3

NMR Studies of a 35kDa Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1)・

Ubiquitin Complex 
oSundaresan Rajesh，1，2 Yutaka Ito，1 Taiichi Sakamoto，3 Mariko lwamoto，3 Yoshio KOdera，3，4 

Nobuo Tsuchlda，2 Takehlko Shlbata，1 and Toshiyuki Kohn03 

1 Laboratory of Cell. & Mol. Bωlogy， The Insti・'tuteof Physical and Chemical Research (RIKEN) 

2Laboratory of Mol. & Cellular OncologぁFacultyof Dentistry， Tokyo Medical and Dental University 

3Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences， 4Department of Physics， Kitasato University 

ABSTRACT 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1， 27kDa) is involved in the processing of Ubiqu耐n(Ub) 

precursors and Ub-protein fusions. Partial backbone assignments were obtained for YUH-Ub 

complex. The Ub binding interface was mapped onto the secondary structure of free YUH1 and 

extrapolated onto the crystal structure of UCHL3 (human homologue of YUH1). Further results 

from a chemically coupled YUH・Ubwill be presented. 

INTRODUCTION 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1， 236 residues)， is a member of the Ubiquitin C-terminal 

Hydrolase family of deubiquitinating enzymes. It functions to maintain the free Ub pool in cells， 

through hydrolysis of Ub C・terminalextensions， cleaving both α-NH and e-NH linked peptide 

bonds (extensions of up to 72 residues can be cleaved). YUH1 exhibits high specificity for the C・

terminal residues of Ub and a narrow P site (Gly76 of Ub) specificity. YUH1 shares 30% sequence 

identity with its human homologue UCHL3. However at secondary structure level the NMR 

structure differs slightly from the crystal structure of UCHL3. The reaction mechanism is 

conserved and involves the formation of a thio・esterintermediate with the C-terminal -COOH of 

Ub. Ub binds with micromolar binding constant and Ub・aldehydemaybe a tightly bound inhibitor. 

We have undertaken heteronuclear 3D NMR studies to delineate the structural basis for such a 

high specificity towards Ub and to identify the Ub binding interface on YUH1. 

タンパク質タンパク質相互作用.重水素化.triple-resonance NMR 

Rajesh S..いとうゆたか，さかもとたいいち，いわもとまりこ，こでらよしお，っちだのぷお，

しばたたけひこ，こうのとしゆき
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assignment， as shown in Figure 1， was performed on a 1 :3， YUH1・Ubmixture to get further 

information on the binding interface. Though the sensitivity was enhanced due to deuteration yet 

the intermediate exchange resulted in -60 missing lH_15N correlations. These residues， lacking 

lH_15N correlations may be involved in direct or indirect interaction with Ub and might constitute 

the binding interface for Ub. This information when mapped onto the secondary structure of YUH1， 

shows an extensive area of contact for Ub on YUH1. Missing residues include those around active 

site regions， few acidic and hydrophobic patches. 

20∞ 

215∞ 

主
g 
gtm 
皐
o 
g 

ω 

is∞ 

。 20 40 伺 80 100 120 140 160 180 2∞ 220 240 
Residue 

Figure 2: Chemical shift difference for backbone 'HN， 15N， 13Ca between free YUH1 and YUH1・Ub
covalent complex. Unassigned residues due to missing connectivities are indicated by asterisk. Mean 
shift difference， aave = [ (a'HN)2 + (a1SN)2 + (a'3Ca)2 r12， where a lHN， a，sN， a 13Ca are the chemical shift 
differences (Hz) between YUH1 and YUH1・Ubcovalent complex. 

In order to obtain more precise information on the binding interface we performed a 

similar set of experiments as explained above on an equimolar -80%2H，13C，15N-labelled YUH1・

unlabelled Ub covalent complex. Almost 92% of backbone lH， 15N resonances could be assigned 

for this complex. Backbone lH，15N 13Cαcorrelations could not be assigned for 20 residues due to 

lack of connectivities in the 13C dimension， though we could observe corresponding crosspeaks in 

the lH_15N HSQC spectrum. Chemical shift pertu巾ationof residues in YUH1・Ubcomplex from that 

of free YUH1， shown in fig.， 2， identified the Ub interacting domains in YUH1， consistent with our 

earlier observations for the 1:3 mixture. These results when mapped onto the X-ray structure of 

YUH1 homologue， UCHL3 favour a lateral binding for Ub on UCH family enzymes involving both 

electrostatic and hydrophobic interactions. A hypothetical model for UCHL3 Ub binding could be 

envisaged on the basis of the above results. 
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P17 
Yeast Ubiquitin Hydrolase 1による Ubiquitin の

認識機構の NMR解析

(三菱化学生命研 I，理研・分子遺伝 z，東京医科歯科大・歯 3，

北里大・理 4)0坂本泰一人伊藤隆 2，R司自hSundaresan2，3， 

岩本真理子 I，小寺義男 1ぺ河野俊之 1

An NMR analysis of the recognition of ubiquitin by ubiquitin hydrolase 1 

Taiichi Sakamoto1， Yutaka It02， Sundares叩 Rajesh2ぺM紅 ikoIwamoto1， Yoshio Kodera1

ぺ
and Toshiyuki Kohno1 

1 Mitsubishi Kasei Institute of L俳 Sciences，2LaboratoηI of Cellular and Molecular Biology， 

The Institute of Physical and Chemical ResearchぽIKEN)，3Facul，ηof Dentistry， Tokyo 

Medical and Dental Universiη， and 4Department of Physics， School of Science， Kitasato 

University 

Yeast ubiquitin hydrolase 1 (YUHl) is a cysteine protease， which catalyzes白e

removal of adducts from the C-terminus of ubiquitin加 dis important for the generation of 

monomeric ubiquitin. Heteronuclear N恥1Rspectroscopy has been utilized to map the binding 

surface on ubiquitin for YUH 1. With titrating YUH 1 to ubiquitin， the arnide resonan印 softhe 

basic residues were highly perturbed. 百lepositively charged basic residues are possibly 

involved in direct interaction with negatively charged acidic residues on YUH 1. In addition to 

electrostatic surface， hydrophobic surfaces on ubiquitin and YUH 1 also likely contribute to出e

binding interaction. These large chang回 wereobserved for residues located extensively on 

the five-s仕組deds-sheet加 dC-terminus in ubiquitin， suggesting that刊 H1 recognizes a wide 

area of ubiquitin. 

[序] yeぉtubiquitin hydrolase 1 (刊Hl，アミノ酸 236残基)は， ubiquitin (76 

残基)のC末端の Gly残基の後ろでペプチド結合を特異的に切断するシステインプロ

テアーゼであり， ubiquitin前駆体のプロセッシングを行っている.また， YUHlは

polyubiquitin化したポリペプチドからポリペプチド断片を切り放す活性を持つ.

polyubiquitin化したタンパク質が 26Sプロテアソームにより分解された後に， YUHl 

は 26Sプロテアソーム上に polyubiquitin化したポリペプチドが蓄積するのを防ぎ，

ubiquitinをリサイクルしていると考えられている.我々は， YUHlによる ubiquitinの

認識機構を明らかにすることを目的とし， NMRによる解析を行った.

Keywords: ubiquitin， yeast ubiquitin hydrolase 1， chernical shift perturbation 

さかもと たいいち，いとう ゆたか， Sundaresan Rajesh，いわもと まりこ，

こでら よしお，こうの としゆき
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[方法] 15N標識した ubiquitin，13C/15N標識した ubiquitinおよび 50%心V13C/15N

標識した ubiquitinを大腸菌を用いた系により大量調製した. ubiquitinのアミドシグ

ナルの帰属のため， 15N標識 ub叩itinを用いて 2D lH_15N HSQC， 3D l~_edi凶

TOCSY-HSQC， 3D 15N-edited NOESY-HSQCの測定およびi3C/5N標識 ubiquitinを用

いて 3DCBCACONH， 3D HNCACBの測定を行った.次に， 15N標識 ubiquitin を

YUHlで滴定しながら 2DHSQCの測定をすることにより，アミドシグナルの変化を

調べた. YUHl と複合体を形成した 50%ーD/i3C/5N 標識 ubiquitinのアミドシグナル

の帰属のため， 3D HNCA， 3D HN(CO)CAを測定した.

[結果および考察] 15N標識した

ubiquitinを YUHlで滴定したところ，

YUHl との結合により， ubiquitinの主

鎖のアミドシグナルの約半分が大きく変

化した (Figure1) .特に，塩基性のアミ

ノ酸残基(Arg42，Lys48， Arg72， Lys74) 

のシグナルが大きく変化していた.よっ

て，正電荷を帯ぴた ubiquitinの塩基性残

基が負電荷を帯びた YUHlの酸性残基

と相互作用している可能性が示唆された.

さらに， ubiquitinの疎水性残基(Leu8，

Ile44， Phe45， Val70， Leu71 ， Leu73)のシグ

ナルが変化したことから，これらの残基

が YUHl と疎水的な相互作用をしてい

ることが示唆された.シグナルが大きく

変化した残基を ubiquitinの立体構造上

でマッピングすると，変化した残基は 5

つの s仕組d からなる s-sheet表面およ

びC末端の広範囲に分布することがわか

った. よって， YUHlは ubiquitinの非2

常に広い範囲を認識しており，このこと

が YUHlの基質特異性の高さに寄与し

ていることが示唆された.
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P18 大腸菌嫌気性センサーキナーゼArcBのC末端1)ン酸転移ドメインの

構造解析

(1奈良先端科学技術大学院大学、 2名古屋大学)

O岡田輝政l、平山順也l、池上貴久I、水野猛2、白川昌宏l

NMR study of the C-tenninal phosphotransfer domain of ArcB 

(1 Nara Institute of Science and Technology， 2Nagoya University) 

OTerumasa Okadal， Junya Hirayamal， Takahisa Ikegamil， Takeshi Mizuno2， Masahiro 

Shirakawal 

Two-component systems are widespread signaling functions not only in bacteria but also in 

some eukaryotes like ye制 sand plants. The phosphotransfer reactions are carried out by 

characteristic transmitter and receiver domains of signaling proteins. An anaerobic sensor 

kinase ArcB of Escherichia co/i was identified as a new module of two-component systems. 

We have detennined the solution structu陀 ofa C-tenninal phosphotransfer domain of ArcB 

(ArcBc， 125 a.aふArcBccontains five helices arranged in an anti岨 parallelmanner. The 

flexibility of ArcBc w槌 shownby the result of the analysis of the hydrogen exchange rate and 

the result of the model-fr，民組alysisof the relaxation data. The relaxation data showed the 

presence of an凱 iallysymmetric rotational diffusion character. The pKa value for the active 

His717 was determined. 

細菌は2成分系(His-Aspホスホリレー)と呼ばれる情報伝達系を持ち、環境情報を感

知するセンサー蛋白質から遺伝子発現を制御するレギュレーター蛋白質へのリン酸

転移反応によって情報伝達を行っている。環境変化が検知されると、センサー蛋白

質のトランスミッター領域のヒスチジン残基が自己リン酸化され、このリン酸基が

レギュレーター蛋白質のレシーパー領域のアスパラギン酸残基に転移されることに

よってレギュレーター蛋白質が活性化され、転写調節等によって環境に適応する。

このような情報伝達機構は、酵母や植物などの真核生物でも発見されている。

ArcB'ま大腸菌のセンサー蛋白質のひとつであり、嫌気的環境をセンサーとして感

知し、レギ、ュレーター蛋白質ArcAにリン酸基を転移する。 ArcBは2つのトランスミッ

ター領域と 1つのレシーバー領域を持ち、リン酸基はN末端トランスミッター領域か

ら中央のレシーパー領域、 C末端トランスミッター領域へと分子内を移動し、さらに

ArcAのレシーパー領域へと転移される。

His-Aspホスホリレー、 ArcB、多次元NMR、緩和解析、活性ヒスチジン

おかだてるまさ、ひらやまじゅんや、いけがみたかひさ、みずのたけし、しらかわ

まさひろ
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P19 ヒト NADPHオキシダーゼ p47PB2 domainのNMRによ
る立体構造解析
(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司 O慶明秀一人住本英樹 2、伊藤峰司 3、神田

大輔 1

Solution structure of PB2 domain of human NADPH oxidase， 
p47pho.r. 

(Dept. ofStructural Biology， Biomolecular Engineering Research Institute 1; Dept. of Biochemistry， 

Kyushu University， School of Medicine2; Human Genome Center， Institute of Medi伺 1Sciena， 

University ofTokyo 3) Hidekazu HIROAKI 1， Hideki SUMIMOTO 2， Takashi ITO 3， and Daisuke 
KOHDA1 

Solution structure of PB2 domain (phox and Bem homology 2) of p47phox 

NADPHo氾dasehas been determined by NMR. PB2， also called PX domain， is 
newly found homologous sequenωof unknown function， which is widely spread in 
p47phox， p40Phox， Yeast Bem1p， and many other proteins. p47・PB2comprises one 

three-stranded s-sheet follwed by 4 a-heliωs with a long flexible loop. This loop 

contains a PXPXXP sequenω， which is putative binding site of the C-terminal 
SH3 domain of p4 7phox. 

[序論]

PB2 (phox and Bem homology 2) ドメインは、近年発見された、 120アミノ酸前後

のドメインである。 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プユニット p47phox，p40phox及び、酵母の出芽部位決定制御因子

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

ンとして司rpe皿 PI3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た(2)0p47phoxの PB2ドメインは、その保存されているプ

ロリンに富む領域と SH3ドメインの相互作用が、 NADPHオキシダーゼの活性の制

御に重要であると予想されているが、その具体的な機構には不明な点が多い。我々

は、 NMRを用いて溶液中の PB2ドメインの構造を明らかにすることが、生理的機

能の解明につながることを期待している。

[実験]

1. NMR測宗と帰属

NMR試料は、ヒト p47phほの 1"'128番目の残基を、 GST融合タンパク発現系を

用いて、大腸菌より発現、精製して得た。路N，13C， 13C/15N標識p47・PB2を定法に従

いそれぞれ調製した。また、主鎖の帰属の確認のために、(14N]-Argまたは(14N]-Lys

を15N培地中に添加して培養したArg/匂s・inverselabel体を併用した。

キーワード: PB2ドメイン、多次元 NMR、分子認識、溶液構造

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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パリン、ロイシンのメチル基の立体特異的帰属には、 13C-fractionallylabel体を 14%

[I3C6]-glucose-86%[12C6]-glucoseを含む培地から調製して、実験に用いた。

主鎖の帰属は、 HNCA，HN(CO)CA， HNCACB， CBCA(CO)NHを用いて定法に従い

行った。また側鎖のフロトンは、 HC(C)H-TOCSY，(H)CCH!fOCSY， HC(C)H-COSY 

を組み合わせて行った。 aromatic領域の帰属は ct-TROSY-[13C， 1 H] -COSYと[I3C]-

NOESY-HSQCを組み合わせて行った。 HD交換実験より、約 40個の溶媒との交換

が遅いアミドプロトンを同定した。

2. 立体構造計算

p47・PB2の立体構造は、 DYANAver 1.5但TH)を用いて SGIワークステーション上

で、二面角空間での simulatedannealing法により計算した。計算には、約 1800個

の NOE情報、約 100個の二面角情報、及び34個の水素結合情報を用いた。

[結果と考察]

p47・PB2(130アミノ酸、 MW15kD)は、動的光散乱による解析から、 0.1""0.5mM

の濃度範囲で、見かけの分子量が 17kDから 45kDまで濃度に依存して増加する傾向

を示した。これは、 p47・PB2が溶液中で自己会合して、アグリゲーションを形成し

ているためである。我々はタンパク質濃度 0.6""0.8mMで、 3D-NMRの測定を行い、

全体の約 90%の帰属を完了した。

NMRにより決定したp47-PB2の構造

は、N末端側に 3本の strandからなる

s-sheetと、片面に4本の α-helixが集

まった、特徴的な扇平な形状をしてい

る。 2本の α-helixの間にある長いル

ープは、構造計算の収束が悪いが、

[IH，15N] heteronuclear-NOEの結果か

らこの領域が他よりも flexibleである

ことが示された。 SH3の結合配列では

ないかと予想されているプロリン残基

に富んだ配列(pxPxxP)はちょうどこ

のループに位置しており、 PB2ドメイ

ンの機能を考察する上で非常に興味深

〆皿'"

Figure 1. Aribbon diagram ofp47-PB2. 

[文献]

(1) Sumimoto， H.， et a1.， International Symposium Membrane Proteins， 
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P20 

ヒトテロメア結合タンパク質hTRF1D NA結合ドメインの

立体構造解析

P横浜市大・院・総合理、 2阪大・蛋白研、 3UCSF)

。西川忠揮1、長土居有隆l、吉村祥子2、相本.-=.M2、KONIG，Peter、西村善文l

Solution s位uctureofthe DNA-binding domain ofhuman telomeric pro旬in，

hTRFl 

lGraduate Sch∞1 ofIntegrated Scien民 YokohamaCity University， Yokohama ，Japan 

2ProteinRe民自由Institute，Osaka University， Suita， Osaka，Japan 

3Depatment ofBi∞:hemistry and Biophysics， SchoolofMedicine， University of Califurnia 

SanFranc由::0， S釦F~， Califu~USA

。Ta也teruNishikawa1，Aritaka Nagadoi 1， Shoko Yoshimura2， Sab回。Aimo加2

Peter Konig3叩dYoshi五mriNishimura1 

百lehuman TRFl(telome即時peatbinding fac旬r1)おamain ∞mponent on human 

telomlere槌 wellas hTRF2， which binds旬 doublestrand TTAGGG repeats as a dimer 

and should be one of the key factor of telomere length regulatio孔 hTRFl∞m邸tsof439

amino acids，∞ntaining three presumed functional domains， an acidic domain at the N-

tenninus，官F 叩ecifiddimerization domain at the antral and DNA-binding 

domainのBD)which has田 quentialhomology to each ofthe three repeats of c-Myb DBD 

atthe C・terminus.In order to gain structural information about human telomere， we had 

determined the回 lution試ructureof Hτ'RFl DBD which ∞nsisted of three heliωs and 

田∞ndand third heli田 sfurm a helix-turn-helix valiant motif恒learchitecture of the 3 

heliωsw槌 veryclo田 toMyb repeats and Rap 1 subdomains. 

hTRFlは hTRF2 と並んでヒトの染色体末端二本鎖テロメア DNAに

結合するタンパク質であり、テロメアの構成因子となるほか、テロメ

ラーゼの負の調節因子としても働くことが知られている。全長で 439

アミノ酸残基からなるこのタンパク質は、 N末端より酸性アミノ酸残

基に富む領域、中央に TRF特異的/二量化ドメイン、そして C末端に転

写因子 Mybタンパク質の DNA結合ドメイン各リピートと配列相向性を

テロメア、 TRF，DNA結合ドメイン、

にしかわただてる、 ながどいありたか、 よしむらしょうこ、

ピーターコーニック、 にしむらよしふみ
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持つ DNA結合ドメインを持っている。 この Myb様配列は、 hTRFlをは

じめ、その他多くのテロメア結合タン パク質でも確認されていること

から、テロメア DNAの認識には Myb 様の構造が重要だと考えられて

いる。 私達はこの DNA結合ドメインの 立 体 構 造 を 決 定 し 、 そ れ に 基

づし、てテロメアにおけるタンパク質 -DNAの分子認識機構を明らか

にしたいと考えている。

化学合成によ っ て hTRFlの DNA結合ドメイン (53a.a.)のペプチド

フラグメントを得、それに対し二次元 NMRの測定、スベクトルの解

析、 3次元構造の決定を行った。 hTRFlDNA結合ドメインは 3つの α

ヘリックスからなる構造を有しており、それらの相対配置は、 Mybの各

リピ トや酵母のテロメア結合タンパク質 Rapl の DN A結合ドメイン

中に含まれる 2 個のサブドメインの各々に良く似ていた。テロメアに

おけるさらなる構造情報を得るため、 現在 TRF1-DNA複合体での構造解

析を進めている。

N 
N 

(b) 

C C 

Solution sturucture 01 hTRF1 DNA-blnding domaln(TRF Myb homology reglon. 53a a) (a)Best-fit super-

pOSI甘onロl!tIe185飢Jctures.(b)Refined ave悶 gestructure derived Irom ti1e 18 5甘uctures.Residues 

which lorms the hydrophobic core are indicated in bo!tl 
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P21 
局所的な構造変化を誘起した cystatinAの構造解析

(都立大・理I、青学大・理工2) 0須田真輔 I、楯真一 l、大野綾子 1、

梶裕之 I、松井裕 l、鮫島達也 2、甲斐荘正恒 I

NMR structural analysis of the heat induced topoisomer of cystatin A 

Shinsuke Suda， Shin-ichi Tate， Ayako Ohno， Hiroyuki Kaji， Yutaka Matsui， 

Tatsuya Samejima， and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science 

Tokyo Metropolitan University 

Aoyama Gakuin University 

Abstract: Cystatin A is a kind of thiol proteinase inhibitor. Cystatin A does not have any S-S bridges but its 

structure is highly stable against the temperature. Its heat denaturing point is 930C and its structure can be 

reversibly re-fold after cooling down. During several purification of cystatin A， we sometimes found 

unexpected fraction in DEAE chromatography. After the several analysis of the fraction， we found the 

involved protein is also cystatin A in the partly denatured state. The spectral comparison of the lH_15N 

HSQC of the native cystatin A and that of the protein in this fraction shows only th巴 limitedpart of the 

cross peaks have changed their locations. To characterize this partly denatured cystatin A， we started to 

explore the generation mechanisrns of this protein. Several sorts of denaturing pr凹 esseswere applied to 

get， but finally we found out that heat denaturing prl回目scan induce this partly denatured state. In this 

presentation， we show the character this partly denatured cystatin A with this production process and this 

structural features analyzed by NMR spectroscopy. 

Cystatin A はチオールプロテアーゼ阻害蛋白質の 1つであり、極めて熱に安定な構造を持つこ

とが知られている。その熱変成温度は 93度であり、熱変性後も冷却することで元の構造に戻る

ことがわかっている。我々は、これまでに何度も cyst抑制Aの精製を繰り返すうちに、時々 DEAE

の溶出に通常では現れないフラクション(B・fraction)が出ることに気がついていた。この、フラク

シヨンの蛋白質を単離して NMRスベクトルを調べてみると、その蛋白質は cystatianAそのもの

であり、しかも NMRスペクトルから見る限り完全に変成したものではなく、極めて局所的な構

造変化のみを持つものであることがわかった。図 lには、 lH_15NHSQCの比較を示す。

Key words: protein folding， heat denaturing， NMR， protein structure 

すだしんすけ、たでしんいち、おおのあやこ、かじひろゆき、まついゆたか、さめじまたつや、

かいのしょうまさつね
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(a) native cystatin A， (b) B-フラクションから単離された cystatinA。このスベクトルの比較から

わかるように、両者には極一部にシグナル変化が見られているのみで、全体的には極めて良く似

たスベクトルを与えていることがわかる。

この B・フラクシヨン cystatinAの性質を詳しく調べるために、様々な変成条件を用いて B-フラク

ション cystatinAの生成条件を検討した。その結果、 l∞度で蛋白質を変成させその後、序冷す

ることで、 B-フラクション cystatinA を作り出すことが可能であることを見出した。図 2には、

陰イオン交換 HPLCの溶出パターンを示すが、 nativecystatin Aをこのような熱処理をすることで、

native蛋白質よりも溶出の遅れる B-fractionに相当する cystatinAが生成することを示している。

また、逆に精製した B-fractionのcystatinAを同様の熱処理にかけると、今度は逆に nativecystatin 

A を生成することが可能である、図3。このことは、 cystatinA が熱による変成過程を経て行き

来する 2つの安定な構造状態を持つことを示唆している。

現在我々は、同位体利用 NMR法を用いて B-fractionのcystatinAの立体構造解析を行っている

が、発表では、構造解析の結果を基にして cystatinAの持つもう一つの安定な立体構造の性質と

その生成の機構に関して議論する予定である。

図1.Native cystatin A(a)とB・fractionから
単離された cystatinA(b)の lH_15N

HSQCスペクトルの比較
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図2.Native cystatin AのHPLC
溶出パターン(a)と、熱処理後に
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図3.B-仕action蛋白を熱処理した時の

HPLC洛出パターンの変化。
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P22 

翻訳開始因子 eIF4Eの構造と運動性

%Harvard Medical School， Dept. of BCMP. '大阪大学蛋白質研究所

o Matsuo HiroshiぺA.M. McGuire%， G. Wagner'. 

Structure and Dynamics of translation Initiation Factor: eIF4E 

%Harvard Medical School， Dept. of BCMP. 'Institute for protein research， Osaka univ. 

o Matsuo HiroshiてA.M. McGuire'， G. Wagner%. 

The mRNA cap-binding protein is the limiting factor in the eIF4F translation initiation 

complex， which mediates the binding of 40S ribosomal subunit to the mRNA. I'N relaxation 

studies have been used to characterize the back bone dynamics of deuterated eIF4E in a CHAPS 

micelle for th巴 apoprotein，the m'Gpp bound form， and the m'GpppA bound for， as well as for 

CHAPS-free eIF4E. Larg巴 diffl巴rencesin overall correlation time between the CHAPS (15.9 

-19.4 ns) and CHAPS-free (11.8 ns) forms indicates that eIF4E is embedded in a large micelle 

in the presenc巴 ofCHAPS， with a total molecular weight in the range of 40・60kD. The 

concentration of CHAPS has a large effect on the overall correlation time of eIF4E within the 

CHAPS micelle. CHAPS seems to restrict the mobility of two loop regions thought to be 

embedded in th巴 micelle.Amide hydrogen exchange data indicates the presence of slowly 

exchanging amides protected by the CHAPS micelle. No significant changes in overall mobility 

were seen between the m'Gpp-bound form， the m'GpppA-bound form， and the apoprotein 

mRNAの CAP構造に結合する翻訳開始因子 eIF4Eは eIF4F複合体を機成する蛋白質の 1

部として mRNAを ribosomeに結合させる役割を担う翻訳開始に不可欠な分子である。我

々は eIF4E蛋白質と CAP構造のアナログである m'Gppとの複合体の構造を決定した。資

料の溶解度と安定性をあげるために両性イオンをもっ非変性デタージェント CHAPSを

25mM用いた。アポ蛋白質、 m'Gpp複合体 m'GpppA複合体、 CHAPSフリーの巳IF4E蛋白

質について主査のアミド窒素核の緩和測定を行い運動性を比較した。 CHAPSのミセルに

取り込まれた eIF4Eの等方的な回転運動の相関時間は 15.9-19.4nsであり、 CHAPSを含ま

ないサンプルでは 11.8nsであった。これは巴IF4E蛋白質が CHAPSのミセルに取り込まれ

全体の分子量が 40-60 kDになっていることを示している。また CHAPSのミセルに取り

込まれることで溶媒との交換から保護されたアミド窒素核が重水素交換実験で観測され

た。

翻訳開始因子、 CHAPS、I'N緩和測定

まつおひろ し
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P23 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 l、大阪大微生物病研 2)

0嗣村英保 1、花嗣慎悟 l、長土居有隆 l、牧野耕三 2、西村善文 1

Structural analysis of DNA-binding domain of E.coli tran配 riptionalfactor PhoB 

uHideyasu Okamura1， Shingo H組 aoka¥Aritaka Nagadoi¥ 

Kozo Makino2， Yoshihumi Nishimura1 

Graduate School of Integrated Science， Yokohama City Universityl 

Resea陀:hInstitute for Microbial Diseases， Osaka University2 

PhoB is a bacterial transcriptional activa加，rthatre伊uates出etran配 riptionof over 30 genes 

that町 eresponsible for tran昭防d and assimilation of phosphate and pho叩 hrouscompound. 

The DNA-binding domains of PhoB at least have two functions， DNA-binding and interaction 

with RNApolymerase. PhoB・likeproteins consist of a large family of tranariptional fac加rin

bacterial叩ecies.The crystal structure of DNA.binding domain of OmpR， one of PhoB・like

proteins， already has been de飽rmined.PhoB and OmpR dir町 tlyinteract with RNA 

polymera田， but interact with different subunit of RNA polymera腸;the σ・subunitfor PhoB 

and the α-subunit for OmpR. Here， We have de飴rminedthe回 lutionstructure of PhoB DNA. 

binding domain and ∞mpared it with the crystal structure of OmpR DNA.binding domain. 

The structures of RNA polymera田 contactsite represent significant di島 ren，田sbetween 

PhoB阻 dOmpR.

<序論>

大腸菌では、培地中のリン酸が不足すると、少ないリン酸を有効に利用するために 30個以上のリ

ン酸レギュロンと呼ばれる遺伝子群が発現され、単ーの転写因子 PhoBにより調節されている。

リン酸欠乏下では内膜に存在している PhoRがATPにより自己リン酸化され、 PhoBに対してキ

ナーゼとして働き PhoBをリン酸化する。リン酸化された PhoBはリン酸レギュロン遺伝子群の

プロモーター領域に共通に存企する phoboxと呼ばれる共通配列への結合能が上昇し、 RNAポリ

メラーゼによる転写が誘導される。 PhoBは分子量26kDa，229残基からなる蛋白質であり、 N

末端側にリン酸受容ドメイン、 C末端側に DNA結合ドメインの二つのドメインから構成されて

いる。C末端側の DNA結合ドメインはDNA結合と転写活性化の2つの機能を持っと考えられて

N服、 PhoB、UllpR、DNA結合ドメイン、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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いる。 PhoB様の転写因子は原核生物において、大きなファミリーを形成しており、 C末端側の

DNA結合ドメインについて、 OmpR蛋白質で、 X線結晶構造解析が行われており、その構造は

ヘリックスターンヘリックス変異モチーフである Wingedヘリックスターンモチーフに属するも

のであった。さらに、転写活性化の際に RNAポリメラーゼとの相互作用すると考えられる部位

はヘリックスターンヘリックスモチーフのいわゆるターン領域に当たり、ここは、 11残基という

非常に長いループを形成していた。また、 PhoBのRNAポリメラーゼ相互作崩部位も OmpRの

構造上でループ部分に当たっていた。しかし、 OmpRとPhoBは、転写活性化の際に、 OmpRは

αサプユニットと PhoBはσ70サブユニットとそれぞれ相互作胤をするなどの機能の違いが存仕

し、また、このループ部分の相向性も低いものであった。そこで、これらの機能の違いを理解す

るために、われわれは、PhoBのDNA結合ドメインをNMRにより溶液中の構造を決定し、OmpR

の X線結品構造との比較を行った。さらに、 PhoBの転写活性化のメカニズムを明らかにするた

めに、 DNAとの複合体の構造解析についても行っている。

<実験>

PhoBωDNA結合ドメインは大腸菌大量発現系により、 lGN，18C安定同位体ラベルについて、

lONH4CI，13C_gluco田を含む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

ラフィーにより精製した。 NMR測定は 5伽 M リン酸緩衝被，似加M NaCI中で，温度 3ωK

で行った。主鎖の帰属には CBCA(CO)NH，CBCANH、側鎖の帰胤には HBHA(CO)NH， 

HCCH・TOCSY，HNHB， NOESY， TOCSYを用いた。距離制限は 2DNOESY， 3D 15N・edited

NOESY， 3D 13C・editedNOESY， 4D 13Cp3C -edited NOESY、角度制限は HNHAから得た。こ

れらの制限を使い、構造計算を行った。また、 PhoBとDNAフラグメントとの複合体についても

NMR測定を行った。

<結果と考察>

構造計算の結果から得た 20個の構造のその平均構造からの主鎖 rmsdはN末 C末を除いた全体

で0.63:t0.08A、一次構造要素で 0.39:t0.05Aであった。得られた構造は、 N末から 4っω8ス

Fig 1. Left: Back加>nesuper卯 sitionofthe 20 m四-derived柑 uctures

Right: Ribbon開 presentationof the average structure 
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トランドからなる 8シート、 3本のヘリックス、 C米にβへアピンというものであった。これら

の一次構造はUmpRのDNA結合ドメインと一致するものであり，特に 8本のヘリックスと C末

の8へアピンの配向は非常によく重なるものであった。しかしながら， DNAとの複合体の NMR

測定から認識ヘリックスと考えられる 3本目のヘリックスの長さがPhoBの方がUmpRに比べて

長くなっており，さらに、それに伴いRNAポリメラーゼの相互作用部位と考えられる 2本固と 3

本目のヘリックスの附のループの構造は大きく異なっていた。これらの構造の違いには PhoB，

UmpRそれぞれでループ中に存仕している変異により RNAボリメラーゼとの相互作用が失われ

るとしづ報告がなされている疎水性残基が大きな役割をしていることが明らかになった。また、

これらの精造の違b、はPhoBとOmpRの相互作用する RNAポリメラーゼのサプユニットの違い

を表しているのかもしれない。

Fig2. Left: PhoB DNA-binding domain. Right: UmpR DNA-binding domain. 
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P24 Vav のN末端1JUJSH3ドメインのNMRによる立体構造解析

(都臨床研)0小椋賢治，永田宏次，戎井悦子，畠中秀樹，稲垣冬彦

Structural study 01 the N-terminal SH3 domain 01 Vav 
Kenji Ogura， Koji Nagata， Etsuko Ebisui， Hideki Hatanaka， and Fuyuhiko Inagaki 

Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 

The N-terminal SH3 domain of Vav (Vav/nSH3) has a proline-rich region， 
which is known to be a ligand to the C-terminal SH3 domain of G巾2protein. 

Uniformly 13CJ1sN_ and叩N-IabeledVav/nSH3 (78 residues) samples were 
prepared by overexpression system using E.coli. The solution structure of 
Vav/nSH3 was determined using a series of the triple resonance multi-dimensional 
NMR experiments and simulated annealing calculations. 

Although an overall folding of Vav/nSH3 was similar to other SH3 domains， 
the proline-rich region was inserted in the RT-src loop. Further structural details will 
be discussed 

Vavは血球系細胞に発現する845アミノ酸からなるタンパク質であり，シグナル

伝達系因子に特徴的なドメインを多く含んでいる.そのなかにはSrchomology-3 

(SH3)ドメインが2個存在する.そのうちN末端側のSH3ドメイン (Vav/nSH3)

は以下の2点の特徴を有する. (1)他のSH3ドメインとアミノ酸相向性が低い. (2) 

自分自身にプロリンに富む領域 (proline-richregion; PRR) を持ち，このPRR領

域がGrb2タンパク質のC末端側SH3ドメイン (Grb2/cSH3) と結合できる.この

ことはVav/nSH3においてのみ見られる特徴である.今回われわれは， SH3同士

の結合を介したVav-Grb2問の相互作用様式を解明するための第一段階として，

Vav/nSH3単独でのNMRによる立体構造解析をおこなったので報告する.

ノンラベルー， 15N均一ラベルヘ 13C.15N均一ラベル-Vav/nSH3ドメイン (78残

基)は大腸菌の大量発現系により生産した.得られたタンパク質を

90%H
2
0/10%D

2
0またはD

2
0に濃度1mMにて溶解し， NMR測定試料とした.

Varian UN口Yplus600またはUNI1YINOV A500分光計を使用し，各種の多次元

NMRスペクトルを測定した. NMRデータ処理には， NMRPipe， Felix95.0および、

自家製ピークピック/相関検出プログラムを使用した.立体構造計算には

XPLOR3.1を使用した.

Vav/nSH3は，他のSH3ドメインとアミノ酸相同性が低いにもかかわらず，

SH3ドメインとしての立体構造上の特徴を保持していた.また， PRR領域はRT-

loop部位に存在していることがわかった.

Vav， SH3ドメイン

おぐらけんじ，ながたこうじ，えびすいえっこ，はたなかひでき，いながきふゆひこ
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P25 

ナトリウムチャンネルの不活性化ゲートペプチドと

ペンタペプチド阻FMKとの相互作用

(京大薬)黒田義弘、 0前田能崇、宮本和英、田中一二三、

大高章、藤井信孝、中川照虞

Interactions between the sodium channel inactivation gate peptides and 

the pentapeptide KIFMK as studied by lH・NMRspectroscopy 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University 

Yoshihiro Kuroda， OYoshitaka Maeda， Kazuhide Miyamoto， 

K但 ufumiTanaka， Akira Otaka， Nobutaka Fuju，組dTerumichi N akagawa 

The pentapeptide， KIFMK， which cont出nsthree clustered hydrophobic 
amino acid residues of isoleucine， phenylalanine， and methionine但'M)in 
the sodium channel inactivation gate on the cytoplasmic linker between 
domains III and N， is known to restore the fast inactivation and to block 
open sodium channels. In order to investigate the docking site of this 
pentapeptide to the sodium channel and the resulting molecular 
mechanisms of the action of the pentapeptide on the sodium channel fast 
inactivation process， we have studied the interactions between the 
pentapeptide and the企a伊 lentpeptide which includes the IFM residues 
(GGQDIFMTEEQK; MP-IA (1484・1495))by lH-NMR spectroscopy. Some 
related peptides which are mutated at the acidic amino acid residues (D， E) 
into the corresponding neutral amino acid residues (N， Q) in MP-1A and also 
the pentapeptide synthesized by using d・Lysinstead of f-Lys， d-KIFMd-K， 
have also been studied. It was concluded that both D1487 and E1492， but 
not E1493， are situated in a favorable position for the electrostatic binding 
to the lysine residues of KIFMK . 

【緒言】

ナトリウムチャンネルは、電気的興奮性細胞において活動電位を生じるナト

リウムイオンの急速な流入を媒介している。電位依存性ナトリウムチャンネル

は、活動電位発生時、脱分極を引き起こし、その際のナトリウムイオンの流入

は不活性化によって終了する。ナトリウムチャンネルの不活性化機構に関して、

αサプユニットのドメイン田のセグメント 6とドメインNのセグメント 1とを

ナトリウムチャンネル、不活性化ゲート、 KIFMK、静電相互作用、 NMR

くろだよしひろ、 Oまえだょしたか、みやもとかずひで、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
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細胞質側で結ぶIll-N linkerが不活性化ゲートとして機能し、その中の疎水性ア

ミノ酸残基 IFM但e1488，Phe1489， Met1490)がナトリウムイオンの通過する

孔を閉塞することにより、ゲートが閉じて不活性化が起こると報告されている

(1992)。また、疎水性アミノ酸IFMを含むベンタペプチド KIFMKが薬物や変

異によって不活性化の阻害されたナトリウムチャンネルに作用して不活性化を

回復し、正常なナトリウムチャンネルに対しては不活性化を速めるという報告

がある(1994)0

これらの報告から、我々はナトリウムチャンネルの不活性化ゲートに阻FMK

が重要な影響を及ぼしていると考え、Ill-N linker領域に対応する1FM を含む

ペプチド MP-IA(Fig.l，rat brain n A， Gly1484・Lys1495)を合成し、疎水性環

境を模倣する系として TFE(CF3CD20H):H心=80:20中での阻同区との相互作

用を lH-NMRを用いて検討した。また、約 50残基からなる皿-N-linker中で

1FM の前後にしか酸性アミノ酸が存在しないことに着目して、置換ペプチド

MP・lNAの1487N)、 MP・1姻 A但1492ω、MP・lEQA但1493Q)を合成し、

E但 'MKとの相互作用を調べた。また、 MP・lAとK1FMKとの相互作用に対し

てKIFMKの両端の i-Lysをd体に置き換えることによる影響を、 80%τ'FE中

で lH-NMRを用いて検討した。

Fig.l Amino acid sequences of the synthesized peptides 

MP.IA 

Ac・Gly.Gly.G1n.Asp-I1e-Phe-Met-Thr・G1u-G1u-G1n-Lys・NH2
MP-INA 

Ac-Gly-Gly-Gln-Asn-I1e-Phe-Met・Thr・Glu-Glu・Gln-Lys・NH2
MP-IEQA 
Ac-G1y・Gly-Gln-Asp-I1e-Phe・Met・Thr・G1u司Gln-Gln-Lys-NH2

MP-IQEA 

Ac・G1y-Gly-Gln-Asp-I1e-Phe・Met-Thr-G1旦-G1u-G1n-Lys-NH2
KIFMK 

Ac-Lys・I1e-Phe・Met・Lys-NH2

d-KIFMd-K 

Ac-盆~-I1e-Phe-Met・盆~-NH2

【実験】

(1)皿-Nlinker中の IFMを含む各種ペプチドはF・moc固相法によって合成し、

ODSカラムを用いる逆相 HPLCによって精製し、大気圧イオン化法マススペク

トルによって分子量を確認した。

(2)溶媒(T阻 :H心=80:20)にモデルペプチド(50μM)を溶解させ、pH7.0に調整

して、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。

(3)溶媒(TFE:H2U=80:20)に 12残基のペプチド(3mM)、5残基のペプチド(3

mM)、及びその両方を溶解させ、 pH7.0に調整して、 300Kで bruk.erAM-
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600(600 MHz)を用いて lD-NMR、COSY、TOCSY(90ms)、ROESY(200ms) 

の測定を行った。その後、 SiliconGraphics Indigoにおいて NMRpipeで

Conversion及びProcessingを行った。

(4)得られた 2D・NMRスベクトルから連鎖帰属法に従い、各プロトンの帰属を

行ったσig.2)。

【結果と考察】

80% TFE中のペプチドの構造については、 CDスベクトルから MP・lA、

MP・lNA、MP・lEQA、MP・lQEAの全てがαヘリックス構造をとり、阻FMK

も不完全ながら αヘリックス構造をとっていることが分かった。しかしながら、

d-阻FMd-KのCDスペクトルは明瞭な二次構造を示さなかった。

80% TFE中における MP・lAの側鎖末端のメチレンまたはメチルの各プロト

ンの化学シフトは E但 'MKの添加により Lys12を除いて全て低磁場シフトして

観測されたσig.3)oMP・lEQAの場合は Lys12を含めた全てのプロトンについ

て低磁場シフトがみられた。一方 MP・lNAおよび MP・lQEAの場合、反対に

Lys12を除いて高磁場シフトが観測されたが、それらの化学シフト変化の絶対

量は MP-IAおよびMP-IEQAの場合に比べて少なかった。さらに MP-IAに

d・阻FMd-Kを作用させた場合には、Lys12を除いてMP-INAおよびMP-IQEA

の場合よりも大きな高磁場シフトが観測された。ここで、 80%τ'FE中に存在す

るペプチドの化学シフトは主にペプチドと溶媒との水素結合、ペプチド聞の水

素結合および、それらの二次構造に依存していると考えられる。さらにペプチ

ドと溶媒との水素結合はペプチド間の相互作用により影響を受ける。 MP・lAお

よびMP-IEQAとKIFMKとの相互作用においては KIFMKの両端の塩基性ア

ミノ酸Lysと12残基中の酸性アミノ酸Asp4およびGlu9とがそれぞれ静電相

互作用をすることにより、ペプチド単独で溶媒中に存在するときの溶媒との水

素結合よりも強い水素結合がペプチド間に形成されるため、低磁場シフトして

観測されたと考えられる。逆に、 MP-INAおよびMP・lQEAと阻FMKとの相

互作用の場合や、 MP・lAとd-l但'Md・Kとの相互作用ではペプチド間の相互作

用は弱くペプチド聞に強い水素結合は形成されない。さらにペプチドと溶媒と

の水素結合はペプチドが単独で溶媒中に存在する場合よりも弱まるので高磁場

シフトして観測されたと考えられる。

【結論】

疎水性環境下で、 KIFMKは、その両端の塩基性アミノ酸Lysがナトリウムチ

ャンネルの皿-Nlinkerにおける酸性アミノ酸Asp1487および、Glu1492と静電

相互作用により結合した状態で、 ill-Nlinker中の・IFM・の疎水性レセプターに

結合することによりナトリウム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。
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Fig.2 The fingerprint regions of (a)COSY， (b)TOCSY (90 ms mixing time)， and (c)ROESY (200 ms 

mixing time) spectra of MP-IA in 80% TFE at 300 K recorded at 600 MHz 
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P26 発育阻害ペプチド grow出-blocking peptide(GBP)の

立体構造解析

(北大・理1、北大・低温研2、富山医薬大・薬3)

0相沢智康1、藤谷直樹1、早川洋一三河野敬ーへ引地邦男l、

新田勝利I

Three-dimensional structural analysis of growth-blocking peptide (GBP) 

OTomoyasu Aizawa
l
， Naoki F吋i加温1，Yoichi Hayakawa2， Keiichi Kaw組 0

3，Kunio回kichi
l
，

Katsutoshi Nitta
l 

1 Division of Biological Sciences， Gn似ゐωteSchool of Science， 2Institute of Low Tenψerature 

Science， Hokkaido Universiη， 3Facul，砂 ofP，陶m配 euticalSciences， Toyama Medical and 

P加rmace.ωicalUniversiη 

Growth-blocking peptide (GBP) is佃 insectgrowth factor consisting of 25 amino acid 

residues白泌 氏tardsthe development of lepidopteran larvae at high concentration， while it 

stimulates larval growth at low concentration. In this study， we determined the solution 

struc同reof GBP by twcトdimensionalI H NMR spectroscopy. The s釘ucturecontains a short 

segment of double-stranded b-sheet involving residues 11-13組 d19-21 and a type-IT βtumin 

the 1∞p region (8-11)， while the N-terminus and C-terminus紅.edisordered. The well-defined 

region of GBP was found to share similarity with白紙ofthe C-terminal domain of the epidermal 

growth factor (EGF). 

【序】 宿主体内に卵を産みつけ寄生する内部寄生バチは、寄生後、その宿主の発

育を制御し、自らの生育に適した環境を整えることが知られている。 growth-blocking

peptide (GB刊は、寄生パチであるカリヤコマユパチの宿主であるアワヨトウ幼虫から

単離された 25残基から成るペプチドであり、寄生された宿主幼虫体内でその濃度

が上昇し、成長、蛸化を妨げる活性を持つことが知られている。最近の研究から、

このGBPは、未寄生の幼虫内でも発現している幼虫の遺伝子由来の産物で、低濃度

では昆虫の培養細胞の増殖を促進し、高濃度で阻害する、成長因子であることが明

らかになった。 GBPは、見虫において初めて同定された成長因子であり、その構造、

機能の解明は重要な意義を持つ。また、数多くの研究例のある、晴乳類由来の成長

因子との比較も興味深い。我々は、このGBPの溶液構造をNMRにより決定した。

キーワード: 2次元IH-NMR、growth-blockingpeptide (GBP)、上皮成長因子 (EG町

あいざわともやす、ふじたになおき、はやかわょういち、かわのけいいち、

ひきちくにお、にったかっとし
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【方法】 試料のGBPは、ペプチド合成機を用いてBoc法により化学合成し、 2個の

システイン残基問 (Cys7.Cys19)をジスルフィド結合で架橋した。精製した試料を、

重水及び軽水中に1.5-3.0mMの濃度で溶解し、 pHを4.4に調整して、 2次元IHNMR測

定をおこなった。装置は、日本電子社製 jNM-α600分光計を用い、 DQF-COSY、

TOCSY (mixing time. 50-100ms)、NOESY(m凶 ng出ne.100-5ooms)スペクトルを数点の

温度 (4'C、 10'C、 30'C)で測定し、 NMRシグナルの帰属を行った。また、凍結乾燥

後の試料を重水に溶解することで、アミド交換速度の遅い残基を同定した。

構造計算に必要な距離制限情報は、 NOESY(mixing他ne30白ns)スペクトルから、

二面体角情報はDQF-COSYスペクトルから求め、立体構造計算は、 X-PLOR3.1を用
いて行った。

【結果と考察】 N末端2残基を除くほとんどすべての残基について、そのNMRシグ

ナルの帰属を完了した(図 1)。また、ごれらの情報に基づいて、同定した二次構

造を図 2に示す。 2本鎖逆平行βシート (Tyr11-Arg13.Cys19-Pro21)および、 Type11 

βターン (Val8-T戸11)が同定され、 25残基とかなり分子量の小さい成長因子であり

ながら、二次構造を有していることが判明した。
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# # 一一一圃・・*. ーー-ー
• -• ・.

dαN (i片1)

dNN (しi+1)

dsN (i，i+1) 

3JNH-CUH 
一
t t 

-圃・・・
t t t 

• 
-
? 

--
t t 

•• 
? 

-
H-D Exchange 

Fig.l. Diagram of NOE connectivities between protons of neighboring (dαN， dsN.必払nj-coupling const釦 ts

f.JHN-Hα) and slowly exch釦 gingarriide protons in DzO刀lestrength ofthe observed NOE is repr四 ntedby 臨

thickness of bars. Residues with 3.JHN_Hα>8抱 areindicated by町'Ows. 百】ebackbone arnide protons， which 

exchange slowly with DzO， are indicated by circles.ηle dαN of Metl2 is not identified because the alpha proton of 

Metl2 is not assigned (*). Glul and Asn2眠 not制 igned(均百Jedisulfide connectivity is shown by a solid line 

Fig. 2. Identification of白e加 ltiparallels-sheet and 

山 typen s-仙百百肥 NOEconnectivities 舵

indicated by arrows. The broken line indicates 

hydrogen bonds for which slowed arnide-proton 

exchange was observed. 
¥

/

 

O

H

C

N

l

H

 

川/
?
H
4
1ーへ川

上
/
+
/
1
0

¥
E川
口
i
U
H
J
J
/
H

，

jIIHniヘ骨

¥lH

ぺ/
?
r
H
l
v

一

J
u
n
o
-
s
H
l
k
m
/
i
 

H

ーへー、ァ
γ。
¥

広川刊し
J

。

151 



X-PLORでの構造計算は、 NOESYスペクトルに基づく 117個の距離制限情報、同定

された 3個の水素結合に基づく距離制限情報、 7個の二面体角情報を用いて行われた。

合計100個の計算結果から、エネルギー値が最少で、距離情報に対するバイオレーショ

ンがO.lA以下の20個を選択した(図 3) 0 N末端及びC末端の残基 (Glul-Gly6.

Phe23-Gln2S) は、距離制限情報が少なく、構造が収束しなかった。これらの領域を

除いた部分の、平均構造に対する20個の構造のRMSDは、主鎖のN.Cα.C核に対して

0.89A、すべての重原子に対してl.72Aであった。

最近の我々の研究から、 GBPは、昆虫由来の培養細胞 (SF-9)に対してだけでなく、

ヒト上皮由来培養細胞に対しても増殖促進活性を持ち、その活性の強さは、ヒト上

皮成長因子 (epdermalgrow出 factor.EGF) と同程度であることが明らかになった。ま

た、興味深いことにEGFのC末端ドメインに対して、 GBPは一次構造上の弱い相同性

を持つ。図4は、 GBPとマウスEGFの立体構造の比較であり、立体構造上も相同性を

持つことが明らかになった。高い相同性を持つ 8シートおよび βターン領域の、

GBPとEGFの主鎖間のRMSDは、1.98Aであった。

Fig.3. Ster回 viewof the ensemble of 20 NMR struct町 esof GBP superimposed for best fit over the backbone atoms 

ofresidues 7-22 ofthe me釦 coordinatestruct町 e.

N 

(8) ~N 
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Fig. 4. Comparison of the 3-D structures of (A) 

mouse EGF and (B) GBPηle disulfide bonds. 

Cys33-Cys42加 EGF釦 dCys7-Cys19 in GBP. arモ

shown with balls and sticks 



P27 HIV-2ヌクレオキャプシドタンパク質 C端側部分

ペプチドの立体構造解析

北里大理I，三菱化学生命研2

0小寺義男 1・2，前田忠計九佐藤一紀2，河野俊之2

Three-dimensional structure of a peptide fragment containing the C-terminal zinc finger 

domain of HIV -2 nucleocapsid protein 

ISchool of Science， Kitasato University， 2Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

Yoshio Koderal
•
2 , Tadakazu Maeda¥ Kazuki Satol 

and Toshiyuki Kohno
l 

The retroviral nucleocapsid (NC) protein is a multifunctional protein essential for 

RNA genome packaging and viral infectivity. The NC protein， NCp8， of the human 

immunodeficiency virus type司 11(HIV・2)is a 49 amino acid peptide containing two zinc 

fingers (C-X2-C-X4-H-X4-C) connected by seven amino acid residues， called the “basic 

amino acid cluster". It has been shown that the basic amino acid cluster is important for the 

specific binding to viral RNA and other functions. In this study， the three-dimensional 

structure of the C-terminal zinc finger t1anked by the basic amino acid cluster， NCp8-f2， has 

been determined. The structure-function relationships will be discussed based on the 

comparison of the structure of NCp8・f2with those of other NC proteins. 

HIVを初めとするレトロウイルスのヌクレオキヤプシドタンパク質 (NC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ージング

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.このタンパク質は HIV・1

では NCp7，HIV-2では NCp8と呼ばれている.両方とも C-X2-C-X4-H-X4-Cの 14残

NCp8 

NCp7 

first zinc :finger 
1 9 U n n 
A QQRKVI R閏 WN箇 G K E G国 SARQ閏

NCp8・n

MQRGNFRNQRKI I K園 F N園 GKEG囲 IA KN園

b飴 ic~呼均郁id second zinc fingぽ
¥.i.lUd悶 3οD Y ~ ~ 

NCp8 R APRRQG回 W K園 GKT  G囲 VM A  K闇 PERQAG

NCp8-f2 

NCp7 R A P R K R G 闇 WK固GK E G [H]Q M K 0箇TERQAN

HIV-2，ヌクレオキヤプシドタンパク質， zinc finger motif，立体構造

こでらよしお，まえだただかず，さとうかずき，こうのとしゆき
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基からなる zincfinger motif (ZFM)を2つ含み， N端側の ZFMとC端側の ZFMは塩

基性アミノ酸に富む 7残基のアミノ酸(linker領域)でつながれている.この linker領

域は NCタンパク質の機能発現にとって重要であることが様々な生化学的な研究に

よって明らかにされている[1]. NCp7およびその部分ペプチドの立体構造は既に

NMRによって決定されて，今までに約 10件の論文で構造機能相関について議論さ

れている[2，3]. にもかかわらず， NCp8の立体構造と機能の関係はほとんど研究され

ていない.当研究では， NCp8の立体構造を決定し， HIVのNC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.

昨年度，我々は NCp8のN端側の ZFMとlinker領域を含む 29アミノ酸残基

の部分ペプチド (NCp8-fl:ウイルス RNAを認識する最小の構造単位)の立体構造を

決定した.本年度はこれに引き続き， linker領域と C端側の ZFMを含む 27アミノ

酸残基のペプチド (NCp8-口)の構造を決定した.討論会では， NCp8-口の立体構造と

NCp8-flおよび他のレトロウイルスの NCタンパク質の立体構造を比較して NCタン

パク質の構造機能相関について議論する.

[1] Darlix， J. L.， Lapadat-Tapolsky， M.， De Rocquigny， H. & Roques， B. P. (1995). 
よMol.Biol. 254， 523-537. 

[2] Summers， M. F.， South， T. L.， Kim， B. & Hare， D. R. (1990). Biochemistlγ29，329-340. 

[3] De Guzman， R. N.， Wu， Z. R.， Stalling， C. C.， Pappalardo， L.， Borer， P. N. & Summers， 
M. F. (1998). Science 279， 384・388.
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P28 ω-conotoxin TxVIIの立体構造解析

(三菱化学生命科学研究所)

0小林邦子、佐々木亨、佐藤一紀、河野俊之

Three-dimensional structure ofω-conotoxin Tx VII 

Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

kuniko Kobavashi， Toru Sasaki， Kazuki Sato， and Toshiyuki Kohno 

The three巴 dimensionalstructure of ω-conotoxin Tx VII (ω-CTX Tx VII) in 

aqueous solution has been analysed by lH NMR.百lIspeptide is a calcium ion 

channel blocker derived from a venom of the molluscivorous snail Conus textile. 

It has 26 amino acids residues inc1uding six cysteine residues which form three 

disulfide bonds.官邸 cystineframework is as same as those of other calcium 

ion channel blockers，ω-CTX MVIIA and ω-AgaIVA. 

We have found thatω-CTX Tx VII has a triple-stranded s-sheet. Its three-

dimensional struc旬reis under ca1curation. 

[序]

ωーconotoxinTxVII (ωーCTXTxVII)はイモガイの毒液由来のペプチドであり、カ

ルシウムイオンチャンネルを阻害することがわかっている。 ωーCTXTxVIIは26ア

ミノ酸残基から成り、分子内で 3本のジスルフィド結合を形成している。このジス

ルフイド結合を構成するシステイン残基の配置は、以前に我々が構造決定したカル

シウムイオンチャンネル阻害剤である ωーCTXMVIIAやω-AgaIVAと同様で、ある。

しかし、 ω-CTXTxVIIがL型のカルシウムイオンチャンネルを阻害するのに対し、

キーワード :ω-CTXTxVII、イオンチャンネル、ペプチド、》立体構造、

ジスルフイド結合

。こばやしくにこ、ささきとおる、さとうかずき、こうのとしゆき
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ωーCTXMVIIAはN型、 ω-AgaNAはP型で、ターゲットのチャンネルサブタイプ

が互いに異なっている。また、 ω-CTXTxVIIは分子全体としては負に帯電してお

り、疎水性残基に富んでいるのが特徴である。これらのことをふまえ、 NMRを用い

て溶液中のωーC1χTxVIIの立体構造解析を行った。

[実験]

ペプチドを化学合成し、 5mM、pH5.5 でサンプル調製した。 NMR測定には

Bruker製AMX・500 を使用した。軽水および重水中での 2次元NMR測定(DQF-

COSY、TOCSY、NOESY、P.E. -COSY)を3種の温度 (288K、298K、31OK)

で行った。 288Kにおいては、重水素交換測定も行った。得られた情報から、まず

2次構造を決定した。現在さらに、 X-PLORを用いた 3次構造解析を進めている。

[結果]

現在までの解析の結果、 ωーCTXTxVIIは3本のβストランドから成る pシート

構造をとることがわかった。この構造はω-CTXMVIIAやω-AgaIVAにも共通に

存在している。

仙 CTXTxVII CKQADEPCDVFSLDCCTG工C-LGVCMW

ω-CTXMVIIA CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC -NH2 

Primary strucωre of ro-CTX Tx VII and ro-CTX MVIIA. 
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P29 δコノトキシン TxVIAの立体構造解析

(三菱化学生命研)

O河野俊之、佐々木亨、佐藤一紀

Three-dimensional Structure of ふconotoxinTx VIA 

OToshiyuki Kohno， Toru Sasaki， and Kazuki Sato 

Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

The three-dimensional solution structure of ro-conotoxin TxVIA (俳CTXTx VIA) has 

been determined by lH NMR. This peptide is a sodium ion channel blocker derived from a 

venom of the molluscivorous snail Conus textile. It has 27 amino acids residues including six 

cysteine residues which form three disulfide bonds. This cysteine framework is as same as 

those of other calcium ion channel blockers， ro-CTX MVIIA and 俳 AgaIVA.

We have found thatωーCTXTxVIA has a triple-stranded ~-sheet. The three-

dimensional strucutre and structure-function relationships of 俳 CTXTx VIA will be 

discussed. 

[序l
sコノトキシン TxVIA(δ-CTX TxVIA)はイモ貝から単離されたトキシンであり

アミノ酸27残基からなり、他のコノトキシンと同様に 3本の SS結合を持ってい

る。しかし、他のコノトキシンがカルシウムチャンネルを阻害することが多いのに

対し、 δ-CTXTxVIAはナトリウムチャンネルを阻害する。また、 δ-CTXTxVIA

は、他のコノトキシンとは異なり疎水性残基と酸性残基に富んでいる。本研究で

は、この δ-CTXTxVIAについて NMRを用いた立体構造解析を行った。

[実験]

δ-CTXTxVIA は化学合成したものを用い、 4mM、pH7.0でサンプル調製し

た。 NMR測定には Bruker AMX-5∞を用いた。軽水および重水中での 2次元NMR

測定 (DQF-COSY，TOCSY， NOESY， P.E.-COSY) を3種の温度 (288K， 298 K， 310 K) 

で行った。さらに、重水素交換測定を 288Kで、行った。常法にしたがって、シグナ

ルの帰属を行い、得られた情報から、まず2次構造を決定した。さらに、 X-PLORを

用いた 3次構造計算を行い、 1∞個の初期構造から20個の最終構造を決定した。

プロトン NMR、コノトキシン、イオンチャンネル阻害、 ss結合、立体構造

こうのとしゆき、ささきとおる、さとうかずき
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[結果]

計算の結果得られた 20個の最終構造の RMSDは、主鎖 (Cα，C，N)で0.52土 0.11

A、全重原子で1.19:t 0.10 Aであった。また、ro-ClχTxVIAは3本の戸ストランド

から成る Fシート構造を基本構造に持つことがわかった。この基本構造は、我々が

以前に立体構造決定したro-Cl文 MVIIAや ω-AgaIVAにも共通に存在している。

。}-CTXTxVIA WCKQSGEMCNVLDQNCCDGYC工VLVCT

Primarys汀uctureof俳 CTXTxVIA

Stereopairs of backbone heavy atoms for the 20 converged structures of 仙 CτχTxVIA
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P30 アミド基を側鎖にもつアミノ暖残基によるミオグロビンの機能

調節の分子機構

(筑波大化学1、慶膳大医2) 0山本泰彦1、栗原徳正1、江川毅2、

島田秀夫2、石村巽2

Hydrogen Bonding Interaction of an Amide Group of Asn and Gln at Distal E7 of Bovine 

Myoglobin with Bound-Ligand and Its Functional Consequences 

Y. Yam創noto'，N. K町 ih創a'，T. Egawa2， H. Shimada2， andY. Ishimura
2 

'Dept. of Chem.， Univ. of Tsukuba， TsukUba 305・8571

2Dept. ofBi∞hem.， School of Med.， Keio Univ.， Shinjuku-ku， Tokyo 160・8582

Asp and Gln were substitu凶 fordis凶 HisE7of bovine myoglobin組 dhydrogen-bonding 

interaction of E7 side-chain with Fe-bound ligand in mu凶 tsh個以ヨencharacterized by 

paramagnetic NMR. From出eanalysis of observed param喝neticshぬ fornon-c∞rdina凶

担ninoacid proton signals， the orientation of the princi伊1magnetic ax回 with11白戸羽ωhemein 

met-cy組 oform ofpro飽inshas been伺 lculat凶 usingthe 1伺 stsquares倒 chmeth吋.The tiltof 

血ez制 srelativeめ血eheme normal w田 foundto be similar among bovine native組 dmutant 

Mbs. But the azimuthal angle for the z axis in血emutants is different from白紙 inthe native 

島1b. Sin白 紙 zaxis is ex戸況低dto align a10ng the Fe・CN-α)()rdination，血epr回 entresults 

dictate that E7 residue does not∞n回buteto血elig;剖dtilt but 1釘 gelyinfluences血edirection of 

the tilt. 

日まじめに]筋肉中に存在する酸素貯蔵タンパク質であるミオグロビン (Mb)の機

能調節において、ヘム鉄の外部配位子結合部位近傍に存在するヒスチジン (HisE7，
またはHis64)が大きな役割を担っている。ヘム鉄に結合した配位子はHisE7側鎖

と水素結合を形成することにより、その配位状態が安定化される。水素結合がMbの

配位子親和性に与える影響を解析するために、 HisE7が他のアミノ酸残基に置換さ

れた一連の部位特異的変異体が調製され、それらについて水素結合と親和性との関

係が研究されている。ただし、ここで考慮しなければならないことは、この水素結

合以外に、活性部位の構造、 E7残基の極性や側鎖の嵩高さ、活性部位における静電

的相互作用なども、 Mbの配位子親和性に影響を及ぼすということである。したがっ

て、 E7残基の置換に伴い、複数の構造化学的因子が同時に変化する場合、個々の因

子の機能への寄与を評価することは困難である。 部位特異的変異体を利用しである

常磁性NMR、水素結合、水素交換反応速度、電子構造、ミオグロビン

やまもとやすひこ、くりはらのりまさ、えがわつよし、しまだひでお、

いしむら ゆずる
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のヘム鉄からの距離を緩

和時間の解析より求め、

三つのMbで比較した結

果を Fig.3に示す。

Fig.3からわかるように、

ヘム鉄からの距離に関す

る限り、アミノ酸置換の

活性部位の構造への影響

はまったく無いと言える。
羽 お 初 旬 句 5 0 ・5 したがって、三つのMb

28 24 20 16 12 28 

での対応するシグナル

シフト値の違いは

造変化に由来するもので

はないことがわかる。メ

トシアノ体は、鉄三価低

スピン錯体であるため、

磁気的異方性が大きく、

撮コンタクトシフトによ
ChemicalsNn{PPT} Chemicals附 (ppm) りヘム鉄近傍のアミノ酸

g. 2. (A)4∞MHz唄 NMRspec回 d 加 vinenative何棋の，

HωQ(血 ddle)，血dH64N (lower) Mb(CNヴsin 2H20， p2H 7.∞， atお℃残基のプロトンに由来す
(8) in 2H20. (C) in 9O%H20/10%2H20. Si伊 alassign白山aregiven るシグナルに比較的大き
Wl白血E国間岨dthe correspondi昭 signa1sare∞皿倒.edby broken li脚・な常制空シフトが生じる。
Exchangeable proωnsi伊 als，peaks a -j， areωsigned as indi泊 ted.

磁化率テンソルの主軸の

分子軸に対する配向は、

アミノ酸残基のプロトン

シグナルで観測されるシ

フト値から求めることが

可能である。天然Mbで

行った計算の結果を

Fig.4に示す。変異体で

も同様な計算を行った結

果、主軸のz軸とヘム平

面の法線とのなす角は三

つのMbでほとんど差が

無く約17。であった。一

方、天然Mbと変異体と

Fig. 3. Iron-pro回 dis国民s(RFe) for selected arnino acid proto幽， ではz軸の傾く方向が異
determi副 食omthe analysis of p岨細咽凶crelaxation rate・ なる (Fig.4の角度αが
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Fig. 4. Calculation of白戸nci戸lma，伊etic
axes from the analysis of non-cα>rdi回路damino
acidpr'ひも叩 shifts.Since the X -ray structure of 
加 vineMb is not avail抽 le，the aぬImiC
αx>rdinates問畑氏.edforcrys凶 s位協tureof sperm 
whaleMbw官 eused. In adc:温tion，the pro旬n
shiftsrepo雌dfors阿mwhaleαI1'bonm佃0口~y
Mb were used as diamagnetic reference shif包.

Orientation of the Axes with respect to Heme変化することに対応する)こと

HisE7 G1nE7 AsnE7 がわかった。 z軸はFe-CN-配位

8.20 35.6・ 34.7。 結合に沿うと考えられることか

17.0・ 16.50 16.40 ら、 得られた結果はヘム平面
25.0・ 24.2

0 

18r の法線に対するC附の傾きはこ

れらのMbで同じであるが、傾き

の方向が異なることを示してい

る。変異体での角度αは、

GlnE7、AsnE7のプロトンドナー

である側鎖アミドNHプロトンの

へム鉄への接近する方向とよく

Analysis of paramagnetic shift 

8 pc(obs) 8 pc..x(c.'c) 8 pc.而(c.lc)8 pc(c.'c) 

Phe心D1C.H 12.18 13.60 ・1.33 12.27 
ThrEl0C，H -1.03 -0.88 -0.71 -1.59 

C.H， -2.97 -2.41 ・0.81 ・3.23
AI.EI4C.H -1.20 -0.92 -0.26 -1.18 

C，H -2.65 -2.20 -0.61 -2.81 
lIeFG5C.H -1.81 -1.43 -0.55 -1.98 

C， H -1.07 -0.26 -0.80 ・1.06
C.H -2.65 ・1.52 ・0.94 -2.46 
C.H' -8.72 -6.12 -2.88 -9.01 
C .H， -4.58 -2.72 -1.03 -3.74 
C.H， -5.10 -3.82 -1.04 -4.86 

6仰向1・0胸刊剖P伺 udo-∞n匂clshift. (Shifl in ppm) 

8院刷出向:Cal∞latedaxial pseudo-∞nlact shift 
op::.r隔制:Calculated rhombic pseud。・∞n泊Iclshift 
ôJX~岡崎 Cal∞la畑d pseudo-∞n也ctshift 

α 

β 

Y 

Heme normal z 

I s / 

HemeD恒ne /1 
一一一一一千e一一一一一一

/ 

官
邑
&
【

a
g官
ahw

1/ 
1/ 

[/' 
日; 10 1 

1/ 
e岡山】匂割nl

一致している。

飽和移動法により水素交換速度を決定した結果、 H64NでのAsnE7NδHプロトン

の交換反応速度は、 H64QでのGlnE7NEHのものより少なくても100倍以上大きいこ

とがわかった。モデル化合物でのAsnE7NOHとGlnE7NEHの水素交換速度は同じ

であるので、変異体での交換速度の差は両者での水素結合強度の差を反映している

と考えることができる。したがって、 H64NのC付解離反応速度がH64Qのものより

5叫音以上大きいことは、両者での水素結合強度の差に関して解釈することができる。

また、 Asn側鎖がGln側鎖よりメチレン基の数が一つ少なく、外部配位子の侵入経路

の立体障害の程度に両者の聞で差があることは、 H64NのCN-結合反応速度がH64Q

の約2倍になっていることに反映されている。このように、 H64Q，とH64Nの活性部

位の構造とC付結合反応の動力学的パラメータの関係から、 E7残基の側鎖と配位子

との水素結合とE7側鎖の嵩高さはそれぞれ解離反応速度、結合反応速度を通してMb

のCN-親和性を調節することが明らかとなった。
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P31 チトクロム qのヘム輔配位子NHプロトンの交差緩和

(横浜国大・工1，三菱重工基盤研Z，千葉工大・工1東大・院工4)

O原田英里砂 I，対抜章2，藤原敏道 1，河合同I比 s，総E公剛4，

阿久津秀雄1

In飴，rferena∞n凶bution加出e回 nsverserelaxation of imido pro蜘 sof
世田 hemecoo:凶na飴dimi也zol白血thecy加主rome~

lFac叫tyofEngi盟国自由19，Yokobama Na:勘ælU国versi:旬~ 2Adv削減'{凶z叫暗yR鋭問地

仁ÆnteI;MiJ回蜘hi Heavylnd国出回， LTD，空剛式mentoflnd閣制αlemis句~chiba 

h副 知teofτ凶 mol唱y，匂radua:飴SchoolofEngineering， U回附図.tyof1b旬。

lE. Hara也，守~Ohmura， ~. Fujiw町民句.Kawai，哩ζWa'旬nabe，lH.Aln取u

Weha鴨8¥限 期誠edinぬ回ining笥'N1abおdcy加:mome(3 from政湯叫fovibriovul伊m
M.iyazak:i F. In位leHSQC時即tnun， the re1ative 1ine明剖lSof the doub】etJ)E泊ksof位le

随N叩 upledimido pro旬凶 oftheα凶 inatedimidaale group were reversed on the 

o泊也tion百 isinversion is回 p1au凶 bythe in飴地renabetw腸 a伽 relaxation

prooese飽 due加 theeL叫 ron-pro加n品polerand 15N_1H dipoler in飴m細胞.In伽

redUl制御飽"all the艶 pro加m ∞叫dbe aseigr臨 i官le岱 Aoftlv:賜pro加nsa:re1ar炉・

白血1tho艶 ofpeptide pn駒田.It飢19ge蜘吐leexis飴naoftheh対R伊 nbonds血明uving

imidopro胎is8of the 000叫 na飴dimidaaJe group. 

【緒雷】硫酸還元菌加yaza恒F株のチトクロムqは1分子中に4つのへムを持つ、分子量

約 14000のc型へムタンパク質であり、全てのへムは低スピン吠態である。この蛋白質は酸

イり量元商立が-27OmV と非常に飽ハという特徴を示す。我々は、この蛋白質の験俗翫に

関わる構造的要因を解明するために、溶液NMRで構造解析を行っている。

【実験】通常の培地戚分にN源として 15NH，.Clを用い培養を行い、この菌体を既に確立さ

れてしも方法で精製し、踊N標識チトクロム(3を得た。民泊M抱，600MHzの分光器を用い、

lH_崎'NHSQC， NOESY-HSQC， TOCSY-HSQCを測定し、連鎖帰属法により主鎖のアミド

プロトンの帰属を行ったその後、ヘム輔画並立子イミダゾ}ノレNHプロトンの帰属を行った。

また、還元型において、肱時@随員らによる方法で化学シフト異方性の調淀を行った。

チトクロムD.J，常樹生俗学ンフト異対生

はらだえりさ，おおむらともあき，ふじわらとしみち，かわいごうたわたなべきみつなあくつひでお
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以上の測定は全て軽水中(鎖)%~0/1伊んD20 )、 pH7、割泡KマTい、還元型では水素

雰囲気中で硫酸還元菌M取azakiF株ヒドロゲす」ゼによりサンプルを還元させた。ただし、

酸侶型においては全てのイミダゾールNHプロトンを観謝するため、 pH5明子った。

【結果及て拷察)HSQCスペクトルにおいて、酸仕型・還元型共にN末.Proを除く観測可

能な主鎖のアミドプロトン全てを帰属できた。ただし、 Gly73のアミドプロトンカ糠仕型で

は観測出来なカミった。これはX線結晶構造から蛋白質の外側に位置していることが分かって

いるので、溶液中においても非常に交換が早いからと考えられる。また、へム輔配位子イミ

ダゾールNHプロトンについて、還元遡では8個の全てが帰属でき、酸化型では3個の帰属

が出来た。同.1)このとき、劇団では緩和が早いため側iMHZで曽陀すると全てのイミ

ダゾーノレNHプロトンカ滑調jできないので、民)()M!訟で糠院したスベクトJレを(A)に載せる。

N
 

m
圃

同

国

国

園

田

園

蝿

蝿

掴

咽

同

園

• 

・可

J

噌‘、、.，

...，1匝

/く←聞匝

..~闘，.. 
寸~明同相同7守

'‘ 

・.
・. . --・，・__- ・一一一.._・ . ー ー• .. I .....ー・--今、.'.・4 ・.... -<i!..，.・....."..-. ~・・・.

-~ ・.-... ... 
d・:， ..・

.一. . . 

田...

--------、'.
"田園→・J ・

出 2匝 r 刷価回

宇一.....，...守相同守~

u • • 

{鴎

(A) 

J 'H'" 

Figlω沼MQCsp回 rumofwufim:吋1明・.1abe1edcy紬l'Ome正面(制J.v姐di創成脚)細胞阻z)，
但)潤即時閣制mof¥Ul溢ll'ID1Y~-labeled cy回金rome~(ぬ11y reduæd晦旬H側M臨)

また、それらのlIiNによって分裂した2本のピーク広瀬輔おま、還元型では低磁場側が高磁場

側よりも広がっているが、酸仕型では高磁場側の方が広がっており、酸{閣と還元型におい

て逆転することが見出された。佃ig.2)これは共に民泊iMf訟で測定したスペクトルである。

2 

1 

(B) 1 (A) 

13.5 
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Goldmanによると、lIiN_lHのスピンにおいて、分裂した2本のシグナルの線幅は、化学

シフト異方性CSAfH)と双極子一双極子相互作用D町山'N_1H)の寄与でJ<oのとき、以下の

ように与えられる。

R/)(=先)=λ+η

R/2)(=合)=λ-11

ここで、 λがlIiN_lHの双極子緩和で、 ηがlHの岱AとlIiN_lHの双極子相互作用の

交差緩和である。

しかしながら、酸化型においては、岱Aと双極子相互作用の交差綴和に鉄とプロトンと

の常酸性の交差総和が加わり、ハミルトニアンは以下のように表される。

，，;r =，，;r ~N_lH dipc:血)+，，;rfHα弘~+，，;r (Fe_lH di抑制

ここでFe-lHの項はF訓告udooon:回成功過テンソノレなので、 lHCSAと足し合わせ、新た

にCSA'と定義する。第2項のプロトンのCSAの符号と第3項の岱Aの符号は逆転してお

り、後者の方がはる州こ大きいので、酸仕型の岱Aの符号は還元型の場合に比べて逆転す

る。

また、還元型における化学シフト異方性の測定から、イミダゾール NHプロトンはタン

パク質の主鎖のアミドプロトンと違って、 15，..，_，a:勾司pmといった比鍛的大きな化学シフト異

方性の値をもつことが分かった。M.Ths回ri らやN.τ~andra らにより、化学シフト異方性

はNHプロトンの水素結合に依存していて、その距灘が短くなるほど大きな値になるとし、う

ことが報告されている。このことから羽蹄けると、イミダゾーノレNHプロトンが明ら糾こタ

ンパク質の主鎖のアミドプロトンに比べて、強い水素結合をしていることを示している。

【参考文献1
l)M 'Th個出，:E王羽s，R盈油'ns，RK叩凶1and G. W. vui錦町，(199'乃，Quantita:勘em鍋田町田叫αf
re1axa伽1m飽rarenceefh抱 betw田:n1HN偲 Aand喧_I6Ndi凶arin飽raction:corre1a也lIlW弛

園田泊町百回副lI'e.，J.A凪 α抱血Ek119，鵬時間

司N.τPmdraandAB皿，(1留乃，制団io:nNMRm朗鳳lI'emeJ詑αfam姐e戸'OteiIlchemical shift 
aniSI:泡喝司riIl16N-en自主edpn雌UlI弘Correla卸 nw油均也事，nbond1e碍也，J.Am. Chem. Ek 119， 
朗76-8c:渇2
31Mτ回闘語，F.AAMu地割巳R肢 油 田andG.w.Vi.泊臨'r，(199'乃i，Dearmina也lIlofam怯 prc脂血

岱AiIl~-1abe凶戸oteinsusing lH aA.l ~_lH d草刈arand ~ CSA/l宇N_lH必伊，larcra;砂

αn-rela勘nral臥 ，J.~移n. BA閣n 127，~品133

4) M Goldman， (1似~，Inl飯盛，renceefh抱iIlthe re1axa飽mofa凹irαru出kespiIl-1f2 n1.l(量ei，J.M伊・

昂蝿n何倍7-452
11) T. Ohmura， E. Ha脂血，'IFujiw町民G.Kawai， K Wal匂nabeand lLA1D.血u，(協調B)，Paramagnetic 
凶四，rsionof伽 団 伊d伽泊飽盛期盟Dαm凶 u凶 Eω俗図即時陣地盟国noftheim蜘 p蹴糊d
hαm也m鈎dim姐87J(加iIlthew雌:nm1yl明Jabe凶q阻まll'OlI膨ら，J.Magn..&設:m.131，滋)7.・372.
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P32 ペプチドと蛋白質の相互作用の TRNOE解析

(三菱化学生命研l，群大工2)

0楠英樹13，若松馨2，平野利好2，田中剛史I，2，

中島勝弥2，立木あゆ美2，佐藤一紀I，河野俊之1

TRNOE Analyses of Peptide-Protein Interactions 

OHideki Kusunokil人 KaoriWakamatsu2， Rikou Hiran02， Takeshi Tanaka1人 Katsuya

Nak司ima2，Ayumi Tachiki2， Kazuki Sato1 and Toshiyuki Kohno1 (Mitsubishi Kasei 

Institute ofLife Sciences1 and Faculty ofEngineering， Gunma University2) 

Transferred nuclear Overhauser effect (TRNOE) has been used to analyze conformations of 

peptides bound to large proteins. This method， however， has a few drawbacks: (i) Peptide 

proton resonances are poorly dispersed and (ii) Indirect NOEs relayed via protein protons 

may be observed between remote peptide protons. To solve these problems， we uniformly 

enriched peptides and proteins with 13C/15N and 2H， respectively. As an example， analyses 

ofmastoparan-X (MP-X) bound to Gilαare presented. 

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。しかしこの方法を用いた場合，以下に示すような問題

が生じる可能性がある: (i)観測されるペプチドシグナルの分離が悪い. (ii)蛋

白質のプロトンを介した間接的な NOE が生じる.本研究ではこれらの問題を解決

するため， (i)安定同位体標識したペプチドと， (ii)重水素化した蛋白質をそれ

ぞれ調製した.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. その結果， (i)安定同位体標識したペプチドの

多核多次元 TRNOE 解析を行うことによって，マストパランX の T貯~OE クロスピ

ークの分離は大いに向上し，その構造を詳細に決定することができた.また， (ii) 

重水素化した蛋白質を用いることによって，蛋白質のプロトンを介した間接的な

NOEを除去することができた.これらのことから，ペプチドの安定同位体標識と蛋

白質の重水素化はペプチドと蛋白質の相互作用を解析するのに大変有用であること

が示された.

安定同位体標識ペプチド，多核多次元 TRNOE法，重水素化蛋白質，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、ひらのりこう、たなかたけし、なかじまかつ

や、たちきあゆみ、さとうかずき、こうのとしゆき
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P33 

βラクトグロプリンのα→β転移の研究
(1岐阜大医学部第二生理， 2阪大たんぱく研， 3コーネル大学)

O桑田一夫 I，星野大勺後藤祐児2，恵良聖ー 1，Carl A. Batt3 

α→βtransition in p-Lactoglobulin A 

Kazuo Kuwata1， Masaru Hoshin02， Yuji Got02， Seuchi Era1， Carl A. Batt3 

1Dept. ofPhysiology， School ofMedicine， Gi五1University， 2Institute for Protein 
Rsearch， Osaka University， 3Dept. ofFood Science， Cornell University 

Abstract: Whereas bovine s-lactoglobulin is a predominantly s-sheet protein， it 
has a marked α-helical preference， and can be considered to be a useful model of 
the α→s transition， a key issue for understanding the folding and biological 
function of a number of proteins. In order to understand the mechanism of the α 
→s transition， the backbone structures ofthe recombinant bovine s-lactoglobulin 
A in the native state and in the highly helical state induced by 2，2，2・

trifluoroethanol (TFE) were characterized by 1H， 13C， and 15N multidimensional 
NMR spectroscopy. Overall secondary structures in the native state were similar 
to those of the crystal structure. On the other hand， s-lactoglobulin in the TFE 
state was composed of manyα-helical segments， but order parameters were 
signi直cantlyreduced， indicating the enhanced internal mobility. The presence of 
the persistent α-helices in the helical state and the core s-sheet in the native 
state suggested that， during folding， native-like core s-sheet and several non-
native helices are formed first and， subsequently， remaining s-sheet is‘induced' 
through interaction with the preexisting s-sheet. 

近年，プリオン病やアルツハイマー病を総称した‘ConformationalDisease'とい

う疾病概念が提案されている。その特徴は，蛋白質の立体構造が-8は正常に形成さ

れるが，何らかの環境要因により，立体構造が徐々に壊れてゆく，特にその過程に，

蛋白質内部或いは蛋白質問のα→β転移が，多かれ少なかれ関与していることである。

その中核を形成する神経変性疾患においては，不溶性の蛋白質集合体の沈着が見られ

る。

βラクトグロプリンは，立体構造形成過程で， αヘリックスの多い中間体を形成し，

分子内で α→β転移を行って天然構造に到達することが知られている。我々は， α→
β転移のメカニズムを，βラクトグロプリンのフォールディング過程をモデルとして，

原子レベルで明らかにするため，多次元多核NMRを用い，ウシβラクトグロプリン

Aの天然立体構造形成過程を研究している。

βラクトグロプリン，フォールディング， NMR 

くわたかずお、ほしのまさる、ごとうゅうじ、えらせいいち、かあるぱっと
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我々はまず， 15N， 13Cで均一に二重ラベルしたβラクトグロプリンを， Pichia 

Pastoris (酵母)を用いて大量発現し，種々の溶媒環境下における 3次元 NMRスベ

クトルを測定した。天然状態における 2次構造， 3次元立体構造，及び溶液中におけ

るダイナミクス (p--n秒)を求めた。 NMR測定では酸性 (pH2.0)で単量体，

X線解析では中性で二量体という違いにも拘わらず，両者の二次構造は， βシートの

端で数残基異なるものの，かなり良く一致していた。ダイナミクス解析からは， N端

半分に存在するβシートは相対的に不安定で， C端半分に存在するβシートは安定で

あることが示され，これは疎水性プロフィールと比較的良く対応、していた。オフ・レ

ゾナンス・スピン・ロックを用いた 3次元緩和スベクトルから，ゆっくりした (msec
オーダー)構造の揺らぎについて，現在，観測を行っているので，その結果について

も発表する予定である。

更に， TFE50%中におけるβラクトグロプリンの二次構造，及びダイナミクス (p

--n秒)を求めた。 TFE50%中では， 61%の残基がヘリックス構造をとっていた。

これと，二次構造予測の結果とを比較した結果，実際にヘリックスを形成し易い領域

を特徴づける事が出来， βラクトグロプリンのフォールディング中間体でも，その部

分が一時的にヘリックス構造を取っているのではないかと考えられた。また実際，そ

の領域のヘリックス含量は 38%と，ストップドフローCD測定による中間体のヘリ

ックス含量， 37%，と極めて近い値を示した。ヘリックス構造をとりやすい領域は，

N端側の A--Dシート領域及び C端側のαヘリックス領域に存在した。逆に， C端

側の E--Hシートは安定で，中間体においても疎水性のコアを形成しているのでは

ないかと考えられた。

この仮説を検証するために， α→β転移の中点である TFEI5%中でのスペクトル

を詳細に観測した結果， N端側の A--Dシートはかなり壊れているが， C端側の E
--Hシートは安定であることが分かった。以上の実験事実から， βラクトグロプリ

ンの中間状態では、 N端側の A--Dシート領域がヘリックス， C端側の E--Hシー

ト領域はβシート構造をとっており，天然構造は、 N端側のヘリックスが C端側の

βシートと相互作用することにより，βシートへと誘導されることにより出来上がる

可能性が高い事が分かった。これは，分子内部で起こる α→β転移であるが，プリオ

ン等に見られる α→β転移のメカニズムと類似している。この点から，ウシβラクト

グロプリン Aの天然立体構造形成過程が， ‘Conformational Disease'のよいモデ

ルになるのではないかと考えられる。α→β転移の原子レベルでの機構を解明するこ

とが， ‘Conformational Disease'の治療につながる可能性もあるだろう。

参考文献

1) Tae-Rak. Kim， Yuji Goto， Nami Hirota， Kazuo Kuwata， Helen Denton， Su-
Ying Wu， Lidsay Sawyer and Carl A. Batt， High-level expression ofbovine 13-
lactoglobulin in Pichia pastoris姐 dcharacterization ofits physical properties， 
Protein Eng. 10， 1339・1345(1997) 

2) Kazuo Kuwata， Masaru Hoshino， Yuji Goto， Seuchi Era and Carl A. Batt，α 
→βtransition of s-lactoglobulin as evidenced by the heteronuclear NMR， J. 
Mol. Biol. in press 
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P34 lH-NMRによるヒト血清アルブミン構造転移及び

尿素変性の研究
(1岐阜大・医・生理， 2岐阜大)恵良聖一九 0曽我美 勝2，中村浩二

lH-NMR and CD studies on the structural transition of serum albumin in the 

acidic region (lDept. of Physiol.， Sch. of Med.， Gifu Univ.， 2Gifu Univ. ) 

S. Era¥ M. Sog出nF，K. Nakamura1 

(1) Human serum albumin (HSA) showed the characteristic two-step 

transition， one corresponding to the N→F (pH 4.6→3.4) and the other to the F 

→E transitions ( below pH 3.0) . (2) lH-NMR spectra and cross-relaxation 

times (Trs) from irradiated to observed protein protons， which reflect the 

structural f1uctuation in proteins， were measured on the N-， F一， E-forms of 

HSA and the N仁 fom(8.23 M urea， neutral pD) of iodoacetamide-blocked 

HSA (IA-HSA). lH-NMR spectra and elongations of Trs values for the F-and 

E-forms of HSA were Quite similar to those for the Nた formof IA-HSA， 

indicating the liberation of the intramolecular motion in the F一目ldE-fo口ns.

(3)τbe repoted data on hydrodynamic radii and D-H exchange reaction in 

the N→F transition， and the results obtained might indicate that the F-form 

of HSA has a native-like globule form with highly helical state and with 

f1uctuating tertiary structure. All of the present findings on the F-form seem 

to be in accord with the structural features of the F -form suggested by 

Foster's group (1961-1965) and the molten globule state recently depicted by 

Dolghikh et al (1981) and Ohgushi et al (1983). 

ヒト血清アルブミン(HSA)， ウシ血清アルブミン(BSA)， ウシ・メルカプトア

ルブミン(BMA)は酸性側において， N→F， F→E転移と呼ばれる2段階構造転移を示

す.このN→F転移に於ける物理化学的性状変化(1，2)，即ち，固有粘度，分子直径，

Trp蛍光変化， Trp回転緩和時間， ESRによるSH基(Cys 34)にラベルしたスピンプ

ロープの回転緩和時間，疎水性蛍光色素仏NS)との相互作用， D-H交換反応，二次

構造変化，レーザーラマン分光， solvent perturbation difference spectra， 1 H-

NMR等による研究が系統的に進められている.N→F転移について， Foster グルー

プは， 「N→F転移では，分子容の増加は殆ど観測されず， αヘリックス含量の若干

の減少，大きな三次構造(tertiarystructure)変化及び、ペプチド鎖の「ゆらぎJ(D-H 

交換反応)がN→F転移に於いて増加する」と報告した (1).最近， HSA結晶の立体構

キーワード:交差緩和時間，ヒト血清アルブミン， Molten Globule State，二次構

造，三次構造

えらせいいち，そがみまさる，なかむら こうじ
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造がCarterらにより報告された(1992，1994).著者らはHSA， BMAを用い， N→F，F 

→E転移に於ける二次構造， iゆらぎ」変化を尿素変性(Urea Unfolding)と比較研

究した.

[材料と方法]活生炭脱脂したHSA，BSA， BMA(脱脂BSAよりSE-Sephadexを

用いて精製)を使用した.原素変性実験では， SH基をiodoace旬mideを用いてブロッ

クしたIA-HSA， IA-BSAを用いた.1H-NMR測定はD20中で行った.

CD測定はJascoJ-40円二色計， lH-NMR測定はBruker社AM500型スペクト

ロメータを使用した(25"C).

Cross-relaxation time (T1S'交差緩和時間):Akas品切(3)のInversionRecovery 

法を用いた.ところが， iαCHは，その近傍にある緩和の遅いHOOシグナルが重

なり， 正確にTl' T1S を測定することが困難であったJ. AkasakaのInversion
Recovery法の1800 pulseの代わりに900 pulseを用い， T 2 (spin-spin relaxation 

世me)の5倍後よりacquisitionを開始した.著者らはこの方法をHalf-inversion

Recovery法と名付けた(心.HDO (4.75 ppm)より離れたCH
3
，CH

2
，εCH

2
，芳香

族プロトン， His(C2H)のT1Sは何れの方法によっても同じであった (4).

[結果と考察] HSAの二次構造変化:Fig. 1に示すように， HSAN型(0.10M 

NaCl)のfa，fβはそれぞれ0.69""'0.70，0.14で， fα値はCarter等のX線結晶解析より

求めた""'0.67に近い値であった.これらの構造転移に於けるこ次構造変化は下記の

とうりであった:(N→F)，九， 0.70→0.55; fs' 0.15→0.23; (F→E)，九， 0.55→0.53;

九， 0.23→0.25. BMAの二次構造変化pH-pofileはHSAよりも急峻であった.これ

は，ミクロ不均一性の指標となるheterogeneity∞nstant (h，等電点に於ける電気

泳動移動度の標準偏差)が， BMA， HSAで，それぞれ， 0.45 X 10-5， 1.25 X 10-5 

αn:V-lsecペ1)であるため， pH-profileに顕著な差が観測されるのだろう.

1H-NMRスペクトル---Fig.2に， 0.10 M cnこ於けるN型 (pD5.02)， F型 (pD

3.74)， E型(pD2.97)及び尿素変性状態(N背型， pD 7.93)のlH-NMRスペクトルを示

した.分子量の小さいネイテイプ状態のタンパク質，例えば， cytochrome c (11. 7 

kDa)， ovalbumin (45 kDa)等は良く分散した，多数のシャープな吸収線を示すが，

N型のlH-NMRスペクトルは， Fig.2に示すように，ブロードで少数の吸収線を示す

のみであった.N→F転移に於いて顕著なスペクトル変化が観測され， F→E転移で

は殆ど変化が無かった.しかもF型 E型のスペクトルはNこ型(IA-HSAの尿素変性状

態， pD 7.93)(女， urea中の不純物)のスペクトルと， ureaによる吸収線のわずかな低

磁場シフトを除いて殆ど差が無かった.これらの結果は， HSAのF，E型構造では，

主鎖，側鎖の可動性(mobi1ity)が増加していることを示唆している.

交差緩和時間(Tゅ cross-relaxation time) : 主鎖(αCH)，側鎖(ECH2， 

CH3など)の可動性の定量的指標となる交差緩和時間σIJを， -2.45， 0.40， 7.13， 8.65 

ppmを39""'107 Hz (γH2/2π単位)でf2照射して求めた.Fig. 3A， 3Bに8.65ppm 

(-107 Hz)ち照射時のN，F，E型の主鎖，側鎖のT1Svs chemical shift (ppm)を示し

た.また， Fig.4に-2.45ppm(-107 Hz)ι照射時のN，F型及びN世型(8.23M urea， 

pD 7.93)のT1Svs chemical shift (ppm)を示した.

N→F転移でT1S値は""'2倍以上延長し，対応したN世型(8.23M urea， pD 7.93)と

170 



ほぽ同じであった与値も， N→F転移に於いてF型の主鎖，側鎖の可動性が大幅に

増加していることを示陵している.E型のTJS値もF型と同様に大幅に延長していた.

BMAのN→F転移も，ほぽHSAと同じであった.

上述の結果は，演者等も含めたFosterグループ(1957-1965)が， 『N→F転移に

於いて， F型分子容の大きな増加はなく ヘリクッス量の若干の減少，主とし

て三次構造変化で，分子の「ゆらぎJ (D-H交換反応)が増加する』と言う報

告の再確認である.然も，約20年後に報告されたα-lactalbumin(Dolgikh et al ， 

1981(5))， cytochrome c (Ohgush et al， 1983 (6))の酸性溶液に於けるMolten

Globule Stateと全く同等の状態であろう.

[文献J: (1) J. F. Foster (1975) inAlbumin， Structure， Functions and Uses 

(V. M. Rosenoer， M. Oratz， M. A. Rothshild edsよpp.58-84， Pergamon Press， 

Oxford (2) T. Peters， Jr. (1996). All about Albumin: Biochemistry， Genetics， 

and Medical Applications， pp. 1-75. Academic Press， New York (3) K. 

Akasaka (1981) J. Magn. Reson. 45， 337-343; K. Akasaka (1983) ibid. 51， 14-

25; K. Akasaka， R. Ishima田ldS. Shibata (1990) Physica B 164， 163-179 (4) 

M. Sogami， S. Era， T. Koseki et al (1997) J. Peptide Res. 50， 465-474 (5) D. 

A. Dolgikh， R.1. Gilamanshin， E. V. Brazhnikov et al (1981) FEBS Lett. 136， 

311-315 (6) M. Ohgush and A. Wada (1983) FEBS Lett. 164， 21-24 

[図説明]: Fig. 1 pH-profile of fα(0， l-ordinate scale) ， fβ(・r-

ordinate scale) and fR (の r-ordinatescale) of HSA in 0.10 M ~、JaCl at 25 "C. N-

F訂 ldEXPANSION indicate the N→F andF→E transitions， respectively. 

Fig.2 lH-NMR spectra of the N-(pD 5.02)， F-(pD 3.74)， E-forms (pD 2.97) 

of HSA (4.84%) and IA-HSA (8.23 M urea， pD 7.93， 1.50%) in 0.10 M cr at 25 
"C. *-marked signals indicate impurities in deutrated urea and protons due 

to excess iodoacetamide. 

Figs. 3A and 3B Plots of T1S values for each spectral line (main and side 

chains protons) of the N-(0， pD 5.02)， Fー(<>， pD 3.74) and E-forms (e， pD 

2.97) of HSA (4.84%) in 0.10 M cr at 25 "C， obtained by the inversion recovery 

and/or half-inversion recovery methods with f2-irradiation at 8.65 ppm and 

γH2/2π-107 Hz， versus chemical shift of each spectralline (ppm). 

Abscissa scales : A， 0.5 -5.0 ppm; B， 6.5 -7.5 ppm. 

Fig. 4 Plots of T1S values for each spectral line (main and side chains 

protons) of the N-(0， pD 5.02)， F-(<>， pD 3.74) of HSA (4.84%) and N*-

forms (+， 8.23 M urea， pD 7.93) of IA-HSA (1.50%) in 0.10 M cr at 25 "C， 
obtained by the inversion and/or half-inversion recovery methods with f2-

irradiation at -2.45 ppm and γH2/2π-107 Hz， versus chemical shift of each 

line (ppm). 

( J. Peptide Res.， in press (1998) ) 
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P35 NMR化学シフト計算と化学シフトマップに基づく

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、朝倉哲郎

M.P.Williamson 

Structure Analyses of P.巴ptidesand Proteins 

Ba説対 onNMR Chemical Shi白Calculationand Chemical Shift Coutour Plots 

Mitsuo Iw剖a飽" Tetsuo Asak山百， and M.P.Williamson2 

I.Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， 

Koganei， Tokyo 

2. Krebs Institute， Department of Molecular Biology and Biotechnology， 

University of Sheffield， Sheffield， UK 

The NMR chemical shifts involve a lots ofstructural infortnation andcan be usedas akey p国溜neter

in detertninations of peptide and protein structures as well as the p訂 ameterssuch as NOE. In this 

study， 'H NMR chemiω1 shi負 calculationwぉ appli吋 toevaluate the pres削除inducedshifts of 

BPTI and melittin. And the 13C NMR ch巴miω1shi負contourmaps are prepar吋 asa function of 

torsion angles，φand '1' based on the chemical shift values and PDB命laof 40 proteins. The 

relationship between sωn伽ystruct眠組dthe secon曲yshifts of the CαandCsc抽 oneswぉ

analyzed using Fourier series treatment of these data. 

盤童 これまで当研究グループでは、タンパク質やペプチドのα、βならびに NHプロトンについて、

その原子座標に基づく 1HNMR化学シフトの定量的評価法を提案してきており(1)、その評価法を様々な

系に適用することを試みてきた(2)(3)。一方 13CNMR化学シフトに関しでは、タンパク質の 13CNMR化

学シフトの実測データと PDB情造データを組み合わせて化学シフトの(世， ψ)等高線マップを作成し、

権造解析への化学シフトの利用について検討してきた。

本研究では 1HNMR化学シフトに闘して提案してきた評価法をより多くの系に利用すると共に、 13C

NMR化学シフトマップについてはより使いやすい形にすると共に、各アミノ酸残基毎の(世， ψ)等高

線マップを定量的に比較できるようにした。すなわち、圧力変化に伴う BasicPancreasTrypsin 

Inhibitor (BPTI) およびmelittinについて、その 1HNMR化学シフトの変化に基づいて、情造の変化を

検討すること、環状ペプチド vasopresslnのジスルフィド結合間にメチレンを導入した誘導体ペプチ

ドについて導入前後の構造変化を化学シフト評価に基づいて検討すること、 13CNMR化学シフトの(世，

ψ)等高線マップについて、そのサーフェスを Fourier級数解析等である。

方法と結果

1HNMR化掌シフト計算による圧力変化の解析

圧力変化に伴う BPTI漫ぴmelittinの 1HNMR化学シフトは神戸大学赤坂研究室で測定されたデータ

で赤坂先生との共同研究の一環である。 α-helix梅造を有する melittinについて NH友ぴαプロト

キーワード: 1HNMR化学シフト計算、 13CNMR化学シフトマップ、 BPTI、melittin、vasopressin

いわだてみつお あさくらでつお M P Williamson 
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ンの化学シフト変化の量とシフト方向を再現するように、内部回転角を変化させて検討した。

2000回rの圧力がかかることによって生ずる化学シフトの変化量は、各残基で一様に内部回転

角が変化すると仮定すると内部回転角の平均の変化量として、 2-50に相当し、シフト変化の方向を

満足する内部回転角の変化は、圧力変化に伴い併が増加、。bが減少となった。さらに圧力変化に伴

うこのような微少な 'H剛 R化学シフト変化を、主に磁気異方性効果の変化としてとらえ詳細に解

析するとともに化学シフト計算を導入した X-PLORでの解析を進めつつある。

2 vasooressinの纏造変化の解析

本研究は東京理科大学植木研究室との共同研究であり、脳下垂体から分泌される下垂体後葉ホル

モン[ArgB]vasopressin(9残基の環状ペプチド)のジスルフィド結合にメチレンを導入した agonJst

の構造解析を 'H刷 R化学シフトとI¥U:を組み合わせて解析した。導入前の化合物である[ArgB]

vas甲信sinの溶液構造は Sctmdt等(4)によって報告されている。 'H剛 R測定は BrukerAMX500 

を用いI¥U:SY，日)=-Ca;yを測定し各プロトンについて立体特異帰属を行った。メチレン基の導入

によって川剛R化学シフト値およびば王が大きく異なっている部位を中心に化学シフト計算を導

入した構造解析を進めている。

3 13C NMR化学シフトの{品.ψ}等高線マップサーフェスの Fourier級数解析

40個のタンパク質のデータベースからアミノ酸毎に作成した(併， ψ)等高線マップを作成した。

基本的に Bax等(5)の方法に従いランダムコイルシフト値との差から二次シフト値を算出、補正を行

ったあとその二次シフト値が内部回転角、水素結合の影響をその程度受けているか定量化した。ま

た各アミノ酸毎に内部回転角依存性を定量化し、18種のアミノ酸残基を五つのカテゴリーに分けた。

これまでアミノ酸残基毎に内部回転角依存性を等高線マップ表示しでもその特徴を定量的に捕ら

えることは困厳であった。そこで各カテゴリー毎に Fωrter級数解析を行うことにより内部回転角

依存性を三角関数による周期間数を用いて特徴付けを行った。主鎖の内部回転角に依存するシフト

8(併， ψ)はFourier級数Q"m(n=1-2N+1， m=1-2N+ 1)で以下のようにで表される。

8(川)= acA CT)/2 + t a2n(ψ) cω(n，)+21弘仲)州n tt) 

an(ψ) =仇，o/2+21a，2mC05(m砂)+21bn，2m+15m(mψ)

各cluster毎に N=5(第 5調波まで)として Fourier級数を計算した。その結果、 8(併， ψ)は、

併、 ψの正弦友ぴ余弦の(2N+1)2=121項の多項式から再現された。そして、 Fourier級数の余弦

成分b，.2m(m= 1-5)にcluster毎に以下のような特徴が見られた(Figure1)。

• clust1 (芳香族アミノ酸、 Leu，Met残基)漫ぴclust5(Gly残基)では第一調波(m=1)の強度が他の

clusterに比べて特に低くなっているのが見られた。第一調波は()(-同lix憎造の低磁場シフトお

よびか s十四t情造の高磁場シフトを示す成分であり、 Gly残基の Cα 化学シフトは二次構造の依

存性が小さいことを示している。

・水溶性残基が多数を占める clust2では第二調波(1'11=2)の絶対値が他に比べて有為に低く、ほぽ

第一調波のみで説明される。

.CI国 t3(β位がCHの残基、 Pro)とclust4(刈a，Ser)は第ーから第四謂波(1'11=1-4)に全体的に大

きな強度があり、起伏の激しい内部回転角依存性となっている。

・いずれの clusterにおいても併友ぴψ側両次元において第五以上の調波(m>4)は正弦項、余弦項
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の両方で有為な強度は見られず N=5で内部回転角依存性は記述される。

E 
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Figure 1 The Fourier series of 日CαChemicalShift Surface in 'P dimension， c1usted into c1usters of aminoぽ姐

types with similar surfaces. (c1ust 1 Trp， Leu， Met， Phe， Tyr) (c1ust 2 Glu， Gln， Lys， Arg， Asp， Asn) (clust 

3 Val， I1e， Thr， Pro) (clust 4 Ala， Ser) (clust 5 Gly). 

最終的に PDB座標から α位と β位の 13CNMR化学シフトを計算するプログラムを作成(6)しweb上に

公開した(http://www.tuat.ac.jp/-asakura/researcIY.13CI)。また、 15NNMR化学シフトについて

も内部回転角友ひ'水素結合の依存性について検討しつつある。
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P36 ェラスチンタンパク質のコアセルベーション現象における自己拡散

(名工大・工)0吉水広明、早川喜子、藤原美穂、辻田義治、木下隆利

Self-diffusion and the Coacervation Properties of Elastin Protein 
in Aqueous Solution 

oHiroaki Yoshimizu， Yoshiko Hayakawa， Miho Fujiwara， .Yoshiharu Tsujita， and Takatoshi Kinoshita 
Department of Materials Science and Engineering， Nagoya Institute of Technology 

We discussed the partial molecular mobility and the self-diffusion of water and elastin protein in 

aquωus solution in order to clari旬thecoacervation phenomenone which is one of the impo巾 ntrole 

on the formation of elastin fiber in native systems. The spin-Iattice relaxation time (T，) for the methyl 

protons of the Val in elastin and water increased with the temperature， and the increase became 

especially remarkable above 40-45 oC the coacervation comes about. On the other hand， the self-

diffusion coefficients (D) for elastin and water were the回 meresults as T， and the diffusion of water in 
elastin was close to that of pure water at high temperature. From the facts that the coacervation was 

endothermic and in that process the turbidity of the solution increased， the result in this study was due 

to the formation of dense and dilute phase of elastin in aqueous solution. 

7.はじめに

高等生物において弾性力を求められる組織(大動脈、

靭帯、肺など)に広く分布している構造蛋白質エラスチ

ンは、アミノ酸組成1) (Table 1)の80%以上がAla、

Val、Pro、Glyであり、側鎖の性質を見る限り疎水性であ

るが、組織から分離抽出する過程で、水溶性の画分が容

易に得られる。エラスチンにはテトラ(Val-Pro-Gly-

Gly)、ぺンタ(Val-Pro-Gly-Val-Gly)、ヘキサ(Ala-

Pro-Gly-Val-Gly-Val)アミノ酪配列の繰り返しが多く

見られ2に βーターンの繰り返し構造の形成が考えられて

いる3¥エラスチンの高次構造モデルはFig. 1に示し

たようにランダムコイル情造の中に部分的に αーヘ

リックスやβーターンの繰り返し構造が点在するよう

な備造と提案される4¥本研究ではエラスチン水溶液

中における熱的挙動(コアセルベーション:低温にお

いては透明な均一溶液であるが、加熱すると白濁し二

相に分商量する)を、エラスチン及び水の両分子に着目

し、温度可変によるそれらの局所的分子運動性および

自己拡散性について'HNMR法を用い議論した。

2.実験

試料は牛の頚部靭帯より中性抽出した不溶性エラス

チンを熱シュウ酸処理し、水溶性断片とした可溶化エ

ラスチンをエラスチンプロダクツ社より購入し、その

まま用いた。 NMR測定は Varian社製 Unity 400 

plus NMR分光計を用いた。 'Hのスピンー格子緩和時

Tablel 
Amino acid composition of elastin 

Aminoacid Aminoacid 

Gly 30.6 Phe 3.3 
Ala 23.0 Tyr 0.9 
Val 14.8 Glu 1.6 
Pro 12.5 Asp 0.5 
Hyp 1.1 Ser 0.8 
Leu 6.5 Thr 0.8 
lIe 2.6 Lys 0.4 

~ 0.5 

Values are num出 rof residues per 
100陪 siduesof the protein. 

Key Words:エラスチン、コアセルベーション、自己鉱散係数、 PFGNMR、液・液相分離
よしみずひろあき、はやかわよしこ、ふじわらみほ、つじたよしはる、きのしたたかとし
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間 (T，")測定には反復回転法を用いた。測定温度範囲は15-60"Cであった。パルス磁噂勾配

(PFG) 'H NMR法を用いて自己拡散係数 (0)を算出した。
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3.結果と考案:エラスチン水溶液の熱的挙動を

検討するため、 OSC及び濁度測定を行った。 Fig.

2に濁度の結果を示す。 20"C付近より増加し始

め、 50"C以降変化が見られない。これは可逆的

であった。濁度が噌加する温度範囲はosc測定

で観測された吸熱ピークにほぼ一致した。 35-

50"Cにかけて観測される吸熱ピークはエラスチ

ンの水溶液にのみ見られ、含水系を含むエラス

チン固体では観測されなかった。これはコアセ

ルベーションがエラスチン分子同士の規則的配

列というよりはむしろ水和していたエラスチン

分子と水が解離することを示唆している。

次にコアセルベーションの過程における二次

構造の変化について確認するため、 co及び13c
NMR測定を行った。得られたcoスペクトルは197nmlこ負のピークを有し、主コンホメーションはラ

ンダム構造であるが、 222nmのモル楕円率より見積もられる αーヘリックス含率は17.5%であり、

完全に無秩序ではなく部分的に秩序構造を有していることがわかった。各温度において得られたαー

ヘリックス含率は、ほぽ一定であったことから、コアセルベーションの過程における二次構造の変化

はほとんどないといえる。 13C NMRスペクトルの温度変化もほとんど見られないこと、また基準物質

のピーク強度に対する各ピーク強度の比も温度に依らず1まぽ一定であることから、コアセルベーショ

ン前後でエラスチンの活発な分子運動性が極端に低下するとは考えられず、かつそのコンホメーショ

ンの量も保持されていると考えられる。温度によってゾルーゲル転移を示すポリ (Nーイソプロピルア

クリルアミド)においてその13C NMRスペクトルは著しい線幅の広がりやピークの消失が報告されて

いる5¥従って、仮にコアセルベーションに

よりミセル様のものが形成されるとすればス

ペクトルはブロードになるはずである。本研

究において60"Cまで温度を上昇させたが、

各ピークの線幅はむしろ狭くなる傾向であっ

たことから、コアセルベーションによって綴

密な凝集構造が形成されているとは考えにく

い。
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40 50 
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円g.3 Temperature dependence of T，H for the 

methyl protons of Val in elastin. 
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水溶液状態におけるエラスチンの局所分子

運動の温度依存性についてより詳細に検討す

るため、 T，";.I!IJ定を行った。 Fig.31こエラスチ

ン020溶液中のValのメチルプロトン由来の

ピークから求めたT1Hの温度依存性を示す。

温度上昇とともにT1"は長くなるが、 40-45

℃付近を境にその増加が顕著になった。これ

はコアセルベーションを反映していると考え



られ、その過程でエラスチンの局所分子運動性の向上はより大きくなることが明らかとなった。水分

子すなわちDHOのピークに関しでも同織の検討を行った。比較のためにエラスチンの存在しないDHO

即ちバルクのD20についても測定した。 DHOのTfはエラスチン存在下の方が、そうでないものに比べ

短くなった。これはエラスチンの存在により水の運動性が束縛されているためと恩われる。また、温

度依存性に関しでもエラスチンの有無で顕著な差が現れた。いずれの場合も過度上昇とともにDHOの

T1Hは長くなるが、バルクは単調増加である

のに対し、エラスチン存在下では40......45

℃を境に唱え方が顕著になった。従って、

コアセルベーションによって共存している

水分子の運動性もより高まると言える。

次にコアセルベーション前後におけるエ

ラスチンおよび水の両分子の鉱散性につい

て磁場勾配パルス (PFG) 'H NMR~去を用

いて検討した。エラスチンのValメチルプロ

トン由来のピークから求めた自己鉱散係数

曲、、

主

-6.5 

-7.5 

主主 -8.5 
0 

E 

-10.5 
3.0 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 

1000.庁 (K.'

(D)の温度依存性をFig.4に示す。温度上

昇とともに拡散性は高くなり、特lこ40'tか

らその変化は顕著になった。さらにDHO由

来のピークにも着目し、同様の検討を行っ

た。結果をFig. 51こ示す。エラスチン存在

下での値が小さいのは、水の動きがヱラス

チンにより抑制されているためである。一

方、エラスチンの有無に関わらず水の鉱散

係数は温度ととも大きくなるが、エラスチ

ン存在下における水の拡散係数は、徐々に

バルクのそれに近づいていく。これはコア

セルベーションの結果、水溶液中でエラス

チン同士および水同士が多く存在する場が

できたためと考えられる。ここで“エラス

チン同士が多く存在する場"とは凝集情造

のような綴密な構造を意味するのではな

く、単にエラスチン濃度の高い部分と捕ら

えるべきであろう。

Fig. 4 Arrhenius plot of self-diffusion coefficlent 
of elastin in 020. 
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i三 OHO 

8 
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• 。• 。

-11.0 
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以上、水の拡散性を検討することによっ

てコアセルペーションが液一液二相分援で

あることが明らかとなった。 Fig. 5 Arrhenius plots of self-diffusion coefflclent 
for two kinds of OHO. 
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P37 GNRA teraloopの31pスピン緩和による内部運動解析

(東京都立大学理学研究科， CRESr) 

0小野晶¥宮下新l、小 野 明2、 楯 真 一1、甲斐荘正恒l

The analysis of the local confonnational dynamics in the GNRA tetraloop 

by the ]'p NMR relaxation rates. 

o Akira Ono'， Shin Miyashita'， Akira (Mei) On0
2
， Shin-ichi Tate'， Masatsune Kainosho' 

Th巴 localmotion of the sugar-phosphate backbone of a GNRA tetraloop， 5'ー(GGCGAAGCC)-3'，has 

been investigated by the ]'p NMR relaxation rates. The anomalous T，rr2 ratios found for the loop region， 

consisiting of the C3， G4， A5， indicated that the confonnational fluctuation was localized in this region. 

[序]GNRA型tetraloop は天然のRNA構造に頻出する安定なsmallloo~践の一つであり、 NMR~去 l やx
線結晶構造解析法2により三次元立体得造が解析されている。我々はGNRA型tetraloopを形成するRNA

デカマー、 5・ー(GGCGAAAGCC)-3'(Fig. 1)、の各ヌクレオシド残基を一つ一つ選択的lこI.lC/'5Nで標識

A? した10種のIsotopomaersを化学合成し、 NMR測定に用いることにより、 'H，']e， ]'p 

G全ArA-fp の全てのシグナルの帰属を完了したが、 A6残基の5'1iLメチレンプロトの内のproS-

9 ~ プロトンに帰属されるシグナルだけがブロードである、という特異な現象が観測

C3ptfc・G-':-~A7P されたう測定温度や測定磁場強度を変化させて解析を行った結果、ループ部位に

G2tG-C〈蜘 内部運動が存在することが推測された。本報告では、 J'p NMR緩和実験を行うこ
Glp'--G -C-も9p

とによりループ部位の内部運動性に聞してより詳細な解析を行ったので報告する。
5' 3' 

Fig.l 

[結果]Table 1にJ'pNMRの緩和解析の結果、 T，、 T2、夏ぴT，rr2比を示した。内部運動はT，rr2比にお

いて顕著に示さた。 G4p (5'から 4番目のホスホジ工ステル結合)のT，IT2比カ'13月らかにステム部位の

ホスホジエスエル結合のT，IT
2
比に比較して大きな値を示した。これは、 G4残基と A5残基周辺に内部

運動が存在することを示峻するものである。報告では、本結果に聞して三次元構造1.2やA6残基の 5'位

メチレンプロトシグナルの挙動3との関連から更に詳細に議論したい。

TI [sl T2 [msl Tlrr2 

residue 283K 293K 303K 283K 293K 303K 283K 293K 303K 

Glp 1.58 :!: 0.04 0.915:!: 0.010 N.D. 37.9主 0.3 65.8:!: 3.8 N.D. 41.8 13.9 

G2p 1.48 :!: 0.09 0.863土 0.007 N.D. 38.6:!: 2.0 62.5:!: 2.6 N.D 38.3 13.8 

C3p 1.55士0.09 0.835:!: 0.002 0.608:!: 0.009 24.1:!: 3.5 37.4:!: 0.8 62.8:!: 0.1 64.6 22.3 9.69 

G4p 2.07:!: 1.23 1.02:!: 0.05 0.745:!: 0.069 15.1:!: 5.6 13.6:!: 4.0 30.2:!: 13 138 74.5 24.6 

A5p 0.99 :!: 0.06 0.670:!: 0.018 0.516土 0.001 19.0:!: 2.0 29.4:!: 2.3 53.2土 3.0 52 22.8 9.71 

A6p 1.38 :!: 0.24 0.808土 0.018 N.D. 35.6:!: 0.9 55.0:!: 2.8 N.D 38.7 14.7 

A7p 1.25 :!: 0.16 0.868:!: 0.030 0.694:!: 0.052 39.8:!: 1.5 53.7土 3.7 79.1 :!:4.3 31.4 16.2 8.77 

G8p 1.54 :!: 0.21 0.871:!: 0.030 N.D. 46.3土 4.1 68.5:!: 3.9 N.D 33.2 12.7 

C9p 1.64:!: 0.06 0.915:!: 0.010 N.D. 41.3:!: 0.0 65.8:!: 3.8 N.D 39.7 13.9 

Table 1. "p relaxalion paramelers. T，. T，. and T，fT" measured al 202.5 MHz， al 283， 293， and 303K. N.D. ~ Nol 
delermined due 10 signal overlap 

Refcrences 
1) Jucker et al.， (1996) J. Mol. Biol.， 264， 968. 2) Pley et al.， (1994) Nature， 372， 11I 

3) Kataoka et al.， (1996) Nucleic Acids Symp. Ser. 35，93. 

キーワード:GNRA tetraloop、動的情造、安定同位体、 RNAstructure、緩和時間

おのあきら、みやした しん、おの あきら、たて しんいち、かいのしよう まさつね
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P38 大腸菌 4.58RNAのタンパク質結合部位の構造解析

(千葉工大・工九筑波大・生物科学 2)坂本泰-L鈴問聡2，山崎高生 2，

中村幸治 Z，山根園男 2，0河合剛太 1

8tructural analY8i8 ofprotein binding region of E.coli 4.58 RNA. 

Tauchi 8akamotol， 8atoshi 8uzuma2， Takao Yamazaki2， Kouji Nakamura2， Kunio Yamane2， 

OGotaKawaP 

1Department ofIndustrial Chemistry， Chiba Institute ofTechnology， 

2Institute ofBiological 8ciences， University ofTsukuba 

E.coli signal recognition particle (8RP) is a ribonucleoprotein which consists of 4.58 RNA (144 

nt) and Ffb protein， and mediates the protein translocation across the membrane. 4.58 RNA 

also binds to Elongation factor G (EF・G)and is supposed to promote the release of EF-G・GDP

仕omribosome. These two proteins bind to the same region of 4.58 RNA but with different 

manner; some mutation decrease a伍nityfor only EF・G. To investigate the interaction of 

4.58 RNA with Ffb and EF・G，the protein binding region (8RP49， 49nt) of 4.58 RNA and two 

mutants of 8RP49 are studied by using NMR. One of the mutants binds to F血 butnot to 

EF-G(M17，A17→U) and another one do not bind to both F血 andEF・G(M30，A30→C). By 

the analysis of imino proton signals of 8RP49 and its mutants suggests that the manner of 

base 'pairings is different between these three RNAs. 

[序】 大腸菌 4.58RNA (114残基)はシグナル認識粒子 (8RP)のもう一つの構成要素であ

るFfbタンパク質と複合体を形成し，タンパク質の膜透過過程に関与している.一方 4.58RNA 

はタンパク質伸長因子 (EF-G) とも結合し， GDP結合型 EF・Gがリボソーム上から解離する過

程に関与することが予想されている.変異体の解析により FfbおよびEF-Gはいずれも 4.58RNA

のほぼ同ーの領域に結合するが，結合様式には違いが見られる. Figure 1に， 49残基からなる

タンパク質結合部位 (8RP49)を示したが，例えば 17番目の AをUに置換した変異体 (M17)

は FfbおよびEF・Gとの結合活性が非常に低く， 30番目の AをCに置換した変異体 (M30)は

Ffbと結合するが EF・Gどの結合活性は非常に低い(中村ら unpublisheddata). 4.58 RNAの

NMR解析については，すでに報告されているが，その構造およびタンパク質との複合体の構造

は明らかになっていない (1).本研究では， 4.58 RNAと二種類のタンパク質との結合様式につ

いて明らかにすることを目的とし， 8RP49およびその変異体について NMRによる解析を行っ

ている.

キーワード:シグナル認識粒子，安定同位体標識，タンパク質-RNA相互作用

さかもとたいいち，すずまさとる，やまざきたかお，なかむらこうじ，やまねくにお，

かわいごうた
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U(M唱7)

1 
CC  回路

A--A__..C--G..__G 

5・?????VVV??日 V??G
3・CCCAeeCeeGGA CCG_ ~GG_A -------. . A ~ --A，.，.VY 

CG、
C (M30) 

Figure 1. Secondary structure of SRP49. 

【実験) T7 RNA polymeraseを用いた転写系により SRP49を調製した. 15N標識した SRP49

も同様に調製した. SRP49の変具体 M17およびM30については， RNA合成機を用いて調製し

た. NMRについては BurukerDRX.500を用いて 298Kの温度で測定した.軽水中において

NOESYおよび HMQCの実験により， SRP49のイミノプロトンのシグナルを帰属した. SRP49 

と M17および M30のイミノプロトンシグナノレを比較した.以上の測定には jump.and.return

法を用いた.

【結果および考察) SRP49および M17のイミノプロトン‘ングナルを比較すると， A17を U

に置換することにより G(34):U(15)塩基対由来のシグナノレ (T)が減少し，新たに 3つのシグナ

/レ(・)が観測された(Figure2). M17では，U(15)がbulgeoutし，新たにG(34):C(16)，A(33):U(l7) 

および G(18):C(32)の塩基対が形成されていると考えられる.また， SRP49および M30のイミ

ノプロトンシグナルを比較す

ると， A30をCに置換するこ

とにより新たに 2つのシグナ

ル(女)が観測された (Figure

2). M30では， G(19):C(30) 

塩基対が新たに形成されるこ

とにより， A(29):U(20)塩基対

が安定化していると考えられ

る.これらの変異導入により，

内部ループおよびその近傍の

塩基対の形成様式が変わった

ことによって， M17および

M30はタンパク質と相互作用

できなくなった可能性が示唆

された. Figure 2. 

* 

13 12 11 10 
Chemical shift (ppm) 

Imino proton signals of SRP49 and the mutants. 

参考文献1.SCIlmitz， U. et aJ. (1996) RNA， 2， 1213・1277.
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P39 
分岐シクロデキストリン類の溶液における立体構造
(工技院・生命研1、日本電子データム 2) 0石塚靖子l、根本直 1、

藤原正子2、藤田憲一人中西洋志1

Three Dimensional Structur e of Branched α・Cyclodex往ins in Solution 

(AIST . NIBH， JEOL DA:百JM*)QYasuko IS田ZUKA，Tadashi NEMOTO， M槌 ako

FUllW ARA， * Ken-ichi FUJ汀A，* and Hiroshi NAKANISHI 

lHN加fRsp即位aof glucosyl.α-CD， mal加syl-α-CD，malω出osyl・α-CDand panosyl-α-CD 

were obsぽvedand NOE∞rrelations wぽeanalyzed. 官 官 回 dimensionalstructures of these 

substi旬飽dcyclodex住insw釘eeffi配 tivelysimula句dusing DADAS method with dis凶 lce

constrai蹴 estima凶 by白 stren帥 ofNOE∞rrelationalpeaks. 

「序j

水溶液における溶解度改善のために、シクロデキストリン(∞)に代わって分岐ωが

用いられることが多い。この場合、分岐部分の糖鎖は CDを構成する lつの glucose

残基の 6位の水酸基に結合しているが、分岐部分の糖鎖がω に対してどの様な配置

をとるかは非常に興味がもたれる。

そこで、 glu∞syl-α_CD1，malωsyl・α・CD1、mal加出osyl・α_CD1 および panosyl・α・CDの

4つの分岐ωの水溶液における立体構造を明らかにするために、 NMRスペクトル

を解析し、さらに NOEを検出し、その強度から、 NOEを示す水素核問距離を推定し、

立体構造の可視化を行ったのでその結果を報告する。用いた分岐 CDはすべて α-0-

glu∞seから成り、 NMRシグナル帰属のために、各 glu∞se残基を分岐部分ではシク

ロデキストリンに近い方から、A.B， Cと名付け、シクロデキストリン部分では分岐

のついた残基を lDとし、 lDの4位に結合する glucose残基を 2D，という方向で順に

ωまで名付けた。

「実験」

NMRスベクトルの測定は水溶液で、 Bruker社製 DMX750及び DMX500を用いて、

298Kで行った。外部基準として、 sodium-2，2-dime白yl-2-silapentonate-d4(DMSめを用い

た。

「結果と考察」

glucosyl-a-CDの 1位のシグナルは分岐Aと∞の化学シフトが大きく異なり、それ

キーワード:分岐シクロデキストリン・立体構造・ p組 osyl-α-CD. maltotriosyl-α-CD 

いしづかやすこ、ねもとただし、ふじわらまさこ、ふじたけんいち、なかにしひろし
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Malto凶osyl-α-CD Panosyl-αーCD

ぞれ 4.95ppmと5.07ppm付近に現われる。 CDの5.07ppm付近のシグナルはさらに

3つのダブレットピークに分けることができ、最も低磁場側 5.072ppmにl個、 5.067

ppmにl個、そしてさらに 5.057ppmに4個の水素に対応した強度を持つ。分岐のな

いω では 1位のシグナルは幾分幅広くなったダブレットとして観測されるが、分岐

がつくことで、 CDを構成する 6個の glu∞se残基の等価性が崩れ、 3つのピークに

分裂したと考えられる。一方、分岐部分をもっ lD残基の 6位の水素 (106) は水酸

基が置換しているため、シグナルは低磁場シフトし、分岐を持たない残基 (2D-6D)

の6位のシグナルと明確に区別できる。 1位シグナルと 6位の水素の相関スベクトル

(TOCSY)から、 5.067ppmのシグナルが分岐を持つ残基の 1位の水素 (IDl)のシグ

ナルに相当することがわかった。分岐による影響は 6Dよりも 2Dの方が大きいと考

えられることから、 5.072ppmに現われたωの1位のシグナルは 2Dlと帰属される。

このような CDの1位の分裂は他の 3つの分岐 CDでも同じように観測され、

glu∞syl-α-CDと同じように帰属を行った。このように帰属した 1位のシグナルとの

相関スペクトル (IDHOHAHA，並びに 2DTOCSY)から 4つの分岐 CDの lHシグナ

ルの帰属を行った。 malto回osyl-α・CDについての結果を Table1に示す。

4つの分岐∞の NOEを混合時間および、スピンロックの条件を変えた合計6種類

の条件での 2DNOESY及び ROESYスペクトルで検出した。得られた NOEをTable2 

にまとめた。 すべての Gグリコシル結合位の水素聞に NOEが観測され、特に強い

NOEがのD1とD4の聞にみられ、またD1と凶の聞にも比較的に強い NOEが観測

された。また malto住iosyl・α-CDでは Alと1前の聞に、 panosyl・α・CDではD1と B6

の聞に強い NOEが観測された。

Table 2に示した NOEの内、太字で示した NOEを用い、立体構造の可視化を

DADAS90プログラム 2を用いて行った。強い (s)NOE、及び比較的に強い (m)NOE 

を示す水素核問距離をそれぞれ 3.0・3.5A、及ぴ 4.0・4.5Aとして、弱い(w)について
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αlemical Shifts of Malto凶osyl-α-CD(ppm企omDMSP)Table 

5.043， 5.054 

3.625 

3.982 

3D-6D 

3.584 

3.832 

5.059 

3.616 

3.989 

3.553 

2D 

3.852 

3.905-3.960 

3.810-3.866 

1D 

5.048 

3.658 

4.008 

3.610 

3.832 

3.905-3.950 

4.015 

A 

4.904 

3.578 

3.996 

3.644 

3.852 

B 

5.305 

3.614 

3.941 

3.649 
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P40 Pyridine環上置換基の 15N_IH longrange coupling constant 

への影響

O佐藤陽子 1) ，徳永達裕 Z) ，関 宏子 Z) ，内海博明 3) ，

中越雅道 1)

1) 雪印乳業(株)生科研， 2) 千葉大学分析センター， 3) 日本電子(株)応研

Effect of the functional group on 15N _1 H longrange scalar coupling constant of 

pyridine skeltone. 

Yoko Satohl)， Tatsuhiro Tokunaga2
)， Hiroko Seki2

)， Hiroaki Utsumj3)， 

Masamichi Nakakoshi1) 

1) Snow Brand Milk Product， 2) Chiba Univ.， 3) JEOL 

Recentry， heteronuclear longrange scalar coupling constants are available for 

structural elucidation of oganic compounds. In order to study the effect of the 

functional groups to 15N_IH longrange scalar coupling constant， we were 

measured 15N_IH longrange scalar coupling constants of the several pyridine 

compounds with natural abundance 15N nuclear by J -HMBC method. 15N _1 H 

longrange scalar coupling constant was effected by the substituted funstional 

groups on pyridine. We present the functional group effects to the 15N_IH 

longrange scalar coupling constants of the several pyridine derivatives. 

1) はじめに

異種核問の longrangescalar coupling constant (以下ロングレンジ Jと略

す)は、有機化合物の立体構造解 析に古くから応用されてきた。特に最

近 2Dによる 13C_lHのロングレンジ Jを求める方法として、 13C観測の測

定法が提案されている 1)。しかしながら、解析する化合物の分子量が大

Keyword : longrange scalar coupling constant、磁場勾配、 15N核

著者ふりがな.さとうようこ，とくながたつひろ，せきひろこ，

うつみひろあき，なかこしまさみち
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きくなるにつれて lHのスペクトルが複雑となるうえ、特に微量サンプル

の測定は、 13C観測による測定では十分な感度が得られない。そこで近年、

lH観測による HMBC測定を応用した J-HMBC・20及び HETELOC測定等で

ロングレンジJが測定されており、オリゴヌクレオチド、オリゴ糖並びにオリゴペプ

チドの構造解析に応用されている 2)，3)ぺ一方、 lSN核はその天然存在比が 0.37%であ

り、測定が困難なことから現在まで天然存在比でのロングレンジJの測定は行なわれ

ていない。しかし、 lSNエンリッチピリジン類での lSN_1Hロングレンジ Jは、Lichter

らのにより、置換基が lSN_1HロングレンジJに与える影響について電気陰性度が高い

隣接基関与により 2J聞が増大することが報告されており、また Wi加t匂anowskiら

解析への応用を報告している。しかし、様々な置換基を有するピリジン環での測定は

未だ不十分であり、また全てのサンプルで lSNエンリッチ化合物を得ることは極めて

困難である。近年磁場勾配パルスを応用することにより天然存在比での lSN_1Hロン

グレンジ Jの測定が可能となった。更に、化合物の薬理活性や代謝において重要であ

るN核周辺の化学構造の情報を得る事は意味があると考え、天然存在比の lSN_1Hの

ロングレンジJを測定することにし、まず数種の置換基をもっピリジン誘導体を測定

し、その置換基の影響を調べることとした。

2.測定方法

測定は 5mmのサンプルチューブを用い、 OMSO-d6にサンプル 50・100mgを溶解し、

装置は JEOLECP500、Alpha500及びLambda600で測定した。測定は J-HMBC・20法

(Fig.)、T=12Omsec、ム=20・110msec、 AQMTM=0.45・0.55sec、温度は 30"Cで測定し

た。なお、 J値の算出についてはAに関する信号強度変化に対して A Sin(πJ .d.)を

MαosoftExelのソルパー機能を用いて最小二乗法で適合し求めた。また、 J値の計算

は説明分散相関係数 R2=0.65以上を採用した。 2，3，4位に各置換基を有するピリジン

誘導体、ピリジン及びピリジン塩酸塩のロングレンジJを測定し、その結果を表に示

した(Table1， 2)。

187 



lH 

lSN 

PFG 

3.結果及び考察

4. T _ 
司 F

E_6_ j~. _J~I_ は E
E司F 司"".司"".'" ..-. 

a a五
Fig. PFG-J・HMBC-2D

ピリジン及びその誘導体の測定において T=200，160， 120ms∞で検討した結果、

T=200msecと160msecでの測定では lH_1HJモジュレーションの影響によりクロスピ

ークの S/Nが低下すると共に緩和の影響も受け、クロスピークのすそが広がるためピ

ーク強度にばらつきが見られ、精度の高い J値が算出されなかった。 T=12白nsecの場

合 lH_1HJモジュレーションが小さく、十分なピーク強度が得られた。このことから

T=120msecとして測定を実施した。更にパルスの繰り返し時間をを約 2secにし、緩和

の影響も少なくする事とした。

J値が小さい場合にはそのシグナル強度が低いために正確な値は求められないと判断

されたが、 0.5Hz程度のカップリングでも比較的精度の高い値が測定された。この事

から天然存在比での 15N核と lHのロングレンジ Jは、本方法で測定可能であると共

に15N核の化学構造についての情報が得られることも判明した。 N核に直接結合した

電子吸引基、すなわち 0核が結合した N-oxideでは、孤立電子対が0核の結合により

消失した結果、 α-lHとN核のカップリング定数が減少した(Table1ふ

Table 1. 15N-1H longrange scalar ∞upling constants of norトsubstitutedpyridines. 

position H HCl N-oxide 

2，6 10.691 0.597 <O.5Hz 

(R2) (0.卯 8) (0.975) 

3，5 3.875 0.596 4.192 

(R2) (0.946) (0.988) (0.990) 
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種々のピリジン誘導体を測定した結果、電子吸引基並びに電子供与基の聞における

J値は N核の α、。位の Hで差があることが判明した。このことからロングレンジJ

値は N核の孤立電子対と置換基の影響を受けて変化するものと確認された(Table2)。

これらの結果より、 PFG-J-HMBC-2D法により、 15N・1HロングレンジJ値を測定す

ることが司能であると判断されるとともに、ある程度のサンプル量が確保されれば構

造決定に有用な情報を与えると推察された。

尚、仙の誘導体についても測定を進めている。

Table 2. 15N-1H longrange sωlar∞upling∞nstants of 3-substituted pyridines. 

posltlOn 3-Cl 3-COOH 3-0H 

2 10.63 11.44 9.18 

R2 (0.99) (0.88) (0.96) 

5 0.79 3.36 6.29 

R2 (1.00) (0.91) (0.92) 

6 11.38 11.36 11.06 

R2 (0.96) (0.67) (0.93) 

文献:1) K. E. Kover etal.， .J.Magnetic Resornance， 130， 155-161(1998) 

2) A. Bax et al.， .J.Am. Chem.Sοc. 116， 8370(1994) 

3) A. Bax etal.， J.Magnetic Resornance， series A， 110，257 (1994) 

4) D. Leibfritz et al.， Magnetic Resornance in Chemistry， 33， 632・638(1995)

5) R. L. Lichteretal.， J.Am.Chem.Soc. 93， 5218(1971) 

6) J. Witanowski et al.， Prog. NMR Spectrosc.， 7， 117(1977) 

189 



P41 
拡散係数測定に基づくハイドロゲル高分子と医薬品の相互作用の評価

(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 of the Diffusion Coefficient of 5・Fluorouracilin Amphiphilic Hydrogels 

Prepared by Different Initiation Method by 19F-NMR 

Yukio. Aso， Sumie. Yoshioka and Shigeo. Kojima 

National Institute ofHealth Sciences 

Amphiphilic hydrogels were prepared by redox initiation u漬ngammonlum 

persufate (chemical gel) and by y irradiation initiation (y irradiation gel). The release 

of5・fluorouracil(5-FU) from the chemical gel was faster than that the y irradiation gel. 

Spin-lattice relaxation time and the diffusion coefficient of 5・FUmeasured by 19F-NMR 

suggest that swelling ofy irradiation gel proceeds gradually from surface， whereas the 

swelling of chemical gels seems to take place homogeneously. The difference in drug 

release rates may be ascribed to this different swelling behavior of the gels， as well as 

the different swelling rate. 

はじめに

ゲルネットワーク内に親水性のアクリル酸残基と疎水性のドデシルアクリルアミド残基

を有する両親媒性ハイドロゲルは親水性および疎水性の薬物の放出制御製剤に適用できる

汎用性の高い素材である。我々は重合反応を開始する方法を変えることにより、モノマー

組成が同一であるにもかかわらず、薬物放出速度が異なる両親媒性ハイドロゲルが得られ

ることを明らかにした。このゲルからの薬物放出速度はゲルの膨潤速度に大きく依存する

が、薬物放出速度の差は膨潤速度の差のみでは説明することはできず、ゲル高分子と薬物

の相E作用がゲルの調製法で異なる可能性が考えられた。ケソレ高分子と薬物の相互作用は

薬物の運動性に影響を与え、薬物の拡散係数(D)やスピン.格子緩和時間(Tl)'こ影響すると考

えられる。そこで、 5・フルオロウラシル(5・FU)をモデル薬物とし 19F-NMRを用い、放出過

程における薬物の Dや Tlを測定し、薬物の運動性の変化を明らかにし、両親媒性ハイド

ロゲルの放出速度に影響を及ぼす因子について考察した。

実験

両親媒性ハイドロゲルの調製

モノマーおよび架橋剤(イソプロピルアクリルアミド(91.5mol%)、 ドデシルアクリルアミ

ド(2mol%)、アクリル酸(5mol%)、ピスメチレンアクリルアミド(2.5mol%)、全量 2g)およ

キーワード:拡散係数、パルス磁場勾配、ハイドロゲル

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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ぴ5・フルオロウラシル(5・FU)を4mlのエタノールに溶解した。化学重合法の場合は0.5ml

の過硫酸アンモニウム水溶液を加え、窒素を通気して溶存酸素を除去した後、 0.125mlの

テトラメチルエチレンジアミンを加え撹枠した後、厚さ 2mmのシリコンゴムスペーサー

で隔てられたシリル化したガラス容器に移し、室温で 4時間反応させた。 y線照射法の場

合はモノマーと 5・FUのエタノール溶液に水 0.625mlを加え除酸素した後、ガラス容器に

移し、 5kGyのy線を照射した。ゲルは直径 9mmの円板に切り、減圧乾燥した。

膨潤率、薬物放出プロファイル

pH7.4のリン酸緩衝液を用い、 37
0

Cにおいてゲルの膨潤率および薬物放出量の時間変化

を測定した。膨潤率 Sはゲルの重量を測定し、次式に従い算出した。

S=(Wt-Wo)fWo 

Woおよび Wtはそれぞれキセロゲルの重量、 pH7.4の緩衝液で膨潤させたゲルの重量を表

す。緩衝液中に放出された 5・FUを高速液体クロマトグラフィーにより定量した。

国MR

19Fを観測核とし、膨潤率の異なるゲル中の 5・FUのスピン.格子緩和時間(Tl)および拡散

係数(D)を測定した。 Tlの測定は inversion-re∞very法により行った。 D の測定は

stimulated spin-echo法により行った。拡散時間は0.4秒、磁場勾配パルス幅は1.5msと

し、磁場勾配強度を 3'"'-'30Gauss/cmの範囲で変化させ、エコー強度の測定を行った。ゲ

ルの膨潤にはpH7.4のリン酸緩衝液(5mg/mlの5・FUを含む)を凍結乾燥し重水に再溶解

した溶液を用いた。

結果および考察

化学重合法およびγ線照射法によって調製した両親媒性ハイドロゲルからの 5・FUの放

出曲線を Fig.1に示す。モノマー組成が同一であるにもかかわらず、化学重合法で調製し

たゲ、ルはγ線照射法によって調製したゲルに比べ速やかな薬物放出を示し(Fig.lA)、膨潤

率も大きかった(Fig.lB)。両者のゲルの放出速度は2倍の差がみられたが、膨潤速度は1.3

倍の差であった。薬物放出速度はゲルの膨潤速度に大きく依存するが、膨潤速度の他に薬

物放出速度に影響する因子が存在することを示唆する。 Fig.2に放出過程におけるゲル中

の5・FUのTlおよび Dの変化を示す。 5-FUのTlおよび Dは時間とともに増加し、膨潤

することにより 5-FUの動きが良くなっていることがわかる。 Tlは重合法によって差が見

られず、 D の値は放出の遅いγ線照射ゲルの方が大きい傾向を示したことから、合成法に

よってゲル高分子と 5・FUの相互作用に大きな差はないことが示された。

化学重合ゲルではゲル全体がほぼ均一に膨潤するのに対し、 y線照射ゲルの場合には

膨潤がゲルの表面から徐々に進行し、膨潤が不均一に起きていることが示された。すなわ

ち、 3時間膨潤させたγ線照射ゲルの円板の円周部分を試料とした場合は拡散係数の測定

が可能であったが、ゲル円板の中央部分ではシングルパルスでシグナルが観測されたにも

かかわらず、 stimulated-echo法ではまったくシグナルが消失してしまった。これはゲルの

中央部分に存在する 5-FUの動きが円周部分に比べ非常に遅いためと思われる。化学重合
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ゲルでは均一に膨潤するため薬物がゲル全体から放出されるのに対し、 y線照射ゲルにお

いては膨潤した部分と膨潤していない部分があり、薬物は膨潤した部分から放出されるた

め、膨潤率から予測されるより放出速度が小さいものと考えられる。化学重合法と γ線照

射法の開始ラジカルの生成速度に差があるため、高分子の構造の異なるゲルネットワーク

が形成され、その結果、膨潤の仕方の違うゲルが形成されたものと考えられる。
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まとめ

stimulated spin-echo法による拡散係数測定の結果から、異なる合成法で調製したゲル

高分子と 5・FUの相互作用に差が無いことが明らかとなった。 stimulatedspin-echo法に

よって得られるエコー強度は動きが速く T2の大きな分子のシグナルが強調されため、不均

一な試料に適用する場合、注意が必要と考えられる。
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P42 二本鎖型界面活性剤の反応に及ぼすミセル表面電荷の効果

(名工大工)0駒田陽三、吉野明広、岡林博文

The hydrolysis and the exchange reaction ofthe bi-tailed surfactants in the 
aqueous micellar state組 d血eirhindrance by phase-boundary potential e庄町t

OYozo Komada， Akihiro Y oshino， and Hirofumi Okabayashi 
De.阿 .tment01 Applied Chemistry， F;αω1砂01Engineering， Mαrgoy，αInstitute 01 Technology 

Sodium dihexylsulfosuccinate佃 d 1， 4-Dihexyloxy-l， 4・oxo・2-butanammoniumchloride 
were synthesized to_ offer the cationic姐 danionic micellar solutions.官lebase-∞n田 ntration
dependence of the l-'C Nl¥-依spectrum for th田 esurf節句nt・D20sys.~ms has been inv回 tiga飽d
m也esurfactant-concentration range 10・100mM.In particulai， the 13C chemical shift variation 
of carbon atoms close to the hydrophilic region has been examined， and the interaction between 
the 00-anions and charges formed at the interface has been disωssed for anionic micellar 
solution. The base-catalyzed H・Dexchange reaction between也esurfactant proton and D20 
deuterium has also been 町田句碑din the temperaωre range 333K-353K.lt has been found 
血atthe hydrolysis and the H・D exchange r回 ctionwere hindered by the phase-boundary 
potential. However， for the組 ionicmicellar solution， addition of 4・methylphenolpromoted the 
H・Dexchange reaction ∞mpared with the reaction system without 4・methylphenol

【緒言】 本研究の二本鎖型界面活性剤は、重水素交換可能な反応部位が疎水基と親

水基の結合部にある点で非常に興味深い。これまで我々は、逆ミセル系での水素一重

水素交換反応から界面反応と可溶化水の相互作用について明らかにしてきた九また、

塩基触媒では ODーが反応試薬となるためにアニオン性界面活性剤の水溶性ミセル表

面でのイオンバリアーによる電荷反発の存在を明らかにした九今回用いた極性の異

なるミセルの物性は cmc、会合数、及びミセル半径がほぼ等しいものと確認されて

いるので 2)、これ等の結果を利用してミセル表面電荷の極性のみの効果を求めること

ができる。本研究ではこれらの二種の水溶性ミセルを用いて、界面付近でのエステル

加水分解反応及び水素一重水素交換反応の反応機構を明らかにすることを目的とした。

1 2 3 456 78  

(Head) -CH -COO -CH2CH2CH2CH2CH2CH3 (H回 d): Na+-03S(=SDHSS) 

Cl一+H3N(=DHBAC)

CH2-COO-CH2CH2CH2CH2CH2CH3 
1・ 2' 3' 4' 5' 6' 7' 8・

【実験】 今回用いた Sodiumdihexyl sulfosuccinate(SDHSS)と 1，4-Dih既 yloxy-l，4・oxo・

2・butanammoniumchloride(DHBAC)は、既報に従い合成した 2)。試料は NaOH濃度を変

化させた SDHSS及びDHBAC重水溶液を手製パイレックス製アンプル管に封かんし、

精密恒温器DF-42中で 60.......80"Cで塩基触媒H・D交換反応を行ったものを開封し、 5

mmNMR管につめて調整した。また、触媒としてF クレゾールを用いた場合につい

ても同様に行った。 13C・N恥1R及び lH-Nl¥-低スペクトルは V紅i組 UNITY400 

plus(400MHz)と GE阻 NI2000(300MHz)を用いて室温(25"C)で操作した。

ミセル構造、塩基触媒水素一重水素交換反応、反応速度、熱力学的パラメー夕、化学

シフト変化

こまだようぞう、よしのあきひろ、おかばやしひろふみ
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【結果と考察】

エステル加水分解反応に及ぼすミセル化効果

塩基触媒が作用する反応部位には電 Table 1 

荷移動による 13C化学シフトの変化が期

待される。T油le1に極性基付近での塩基

効果を示す。 Cl，Cl'と C2，C2'を比較す

ると C2，C2'の変化が優勢である。この

事実から H・D交換反応の反応部位は Cl

であるので、 Clの水素が引き抜かれる

確率は少ないものと考えられる。 C2，C2'

はエステル加水分解の反応機構での電

荷移動の影響を受けるので、この変化は

加水分解のメカニズムに関連している。

アニオン性の SDHSSにおいては cmc前

(10mM)はNaOHの添加によってC2，C2'
が低磁場シフトする。そして、塩基濃度

が高いほど低磁場シフト量が大きい。し

かしながら、 cmc後の 40、70、100mM

においては塩基濃度に影響されない。一

方、カチオン性の DHBACでは cmc後で

も低磁場シフトしている。従って、

C2，C2'の化学シフトに及ぼすミセル化

効果は、アニオン性の SDHSSに特有で

あるといえる。このメカニズムは ODー

がC2，C2'を攻撃すると、電気陰性度の

10mM 
C1 
C1' 

C2 
C2・

40ロ削

C1 
C1' 

C2 
C2・

70mM 

C1 
C1' 

C2 

C2' 

100mM 

C1 

Cl' 

C2 
C2' 

OD-amon effect for C-1，1'，2，2・on
the 13C chemical shifts for SDHSS 

micellar solution 

NaOHOmM 5mM 10mM 

6 Aδ 6.0 

64.58 ー0.04 ー0.06
36.08 ー0.08 -0.09 

171.81 0.89 3.37 

175.25 0.00 1.82 

6 6.0 6.0 

64.52 0.01 0.06 

36.06 0.00 0.01 

171.43 ー0.01 ー0.01
174.55 -0.02 -0.03 

δ Aδ 6.0 

64.5 ー0.02 0.00 

36.04 ー0.02 0.02 

171.34 ー0.03 -0.03 

174.37 -0.03 ー0.01
6 ム6 6.0 

64.49 0.00 0.01 

36.04 ー0.01 0.00 

171.3 0.00 -0.04 

174.3 0.00 -0.04 

高い酸素原子が二分子結合するため、 C2C2'の電子密度が減少しこれが低磁場シフト

の原因となると考えられる。このように、 SDHSSにおけるミセル化によるエステル

加水分解反応の抑制がうまく説明できる。従って、アニオン性ミセルの界面付近の環

境は∞ーにとって近つきにくいと考えられる。

塩基触媒 H-D交換反応速度式の決定 凹水素のシグナルは 3.1ppm付近

に表れる。 Hl水素が D に交換されると、 Hl水素のシグナルは ABXパターンから

ABパターンへと変化する。 Fig.lにSDHSSのスベクトルを示す。 ABXパターンによ

って8つに分裂したピークはABパターンの4つの分裂へと徐々に変化しながら両者
+ 
制院

市 ABX

+AB 
噛巴 温事 場事
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が重なって現れる。この積分強度の経時変化をもとに反応速度を求めた。また、 Fig.2

にSOHSS10mMにおいて NaOH濃度を変化させたときの H-O交換反応速度を示す。

反応速度は触媒濃度に対して直線関係を示している。これより反応速度は触媒濃度に

対して一次であることが分かつた。ここで、界面活性剤濃度は触媒濃度に対して 20

倍の濃度であるため、事実上一定とみなすことができる。このため反応速度式は v=

k [00-]で表すことができる。 H-O交換反応においては正逆両方の反応速度定数があ

るため k/2を反応速度定数んとした。

熱力学的パラメータと反応機構 H・D交換反応について熱力学的に解釈す

るため、温度依存性について検討した。アレニウスの式は速度定数の温度依存性を表

す実験式であり、次式で表される。

Ink.2i+Ind (1) 
RT 

Eaは活性化エネルギー、lnAは頻度因子 ヒ -可3 -
であり、それぞれ反応障壁の高さ、反応 f-H 

0・"・AC'D附. -・. ..・.c ・・~.. 
" IDH・.・・m"

物の衝突頻度を示す。一方、活性錯体理

論よりアイリングの式が導かれる。これ

は、次式で表される。
l k 企H- d，S- . k 
n四ー・-ーーーー+ーーーー+ln 
T RT R h 

(2) 

-・0"・・・・w曲a

-句S
.... 

.1' 
0002・0回2目。002・0.00295 0曲 3 000305 

1庁 11<"'1
Fig.3 Ey同ngplO也 fo，帆・e翼ch・nge"Iction r.t・CDnlt.・nl

ここで、んはポルツマン定数、 hはプランク定数である。よって 1fTに対し、 lnk、及

びln(klT)をプロッ卜すれば、各熱力学的パラメータが求められる。 Fig.3にアイリン

グプロットのみを示す。全て直線関係が成り立っている。しかしながら、個c後の

SOHSS(40mM)のみがその他の直線から大きく外れている。また、求めた熱力学的パ

ラメータを Table2に示す。アニオン性の SDHSSでは、活性化エネルギー(Ea)及び活

Table 2 Thermodynarnic pararneters for the H-D 

自 changereaction rate constants 

Ea logA sHキ sSキ

kJmot1 dm-3mot1s-1 kJmot1 JK"lmot1 

SDHSS 10mM 65.2 6.99 62.3 -121 

SDHSS40mM 96.2 10.76 93.3 -48.5 

DHBAC 10mM 69.2 7.68 66.3 ー107

DHBAC40mM 62.9 6.68 60.1 ー127

性化エンタルビー(ムHヰ)が cmc後においてそれぞれ 31kJmol-1増加しているのに対

し、カチオン性の OHBACではそれほど変化していない。これは SOHSSでは、ミセ

ル形成により H・D交換反応も抑制されていることを示す。また、エントロビー変化(ム

S勺が全て負であることから、 H・D交換反応機構は活性錯体を形成しているものと推

察される 1)。ところで、カチオン性の OHBACではミセル化によりムSヰが減少して

いるのに対し、アニオン性の SOHSSでは大きく増加している。先に示したようにア

ニオン性ミセルの界面付近は ODーが近つきにくくなっている。そのため反応後に生

じる OHーを反応に必要な∞ーにするためには電荷反発を受けない 020がミセル界面

で移動する必要がある。この過程があるためムSヰが大きくなると推察される。一方、
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カチオン性ミセルでは電荷反発がないため ODーはミセル内に取り込まれやすく、ミ

セル化による界面凝集効果 1)によってムS半がより減少すると思われる。このことは

ムH牛にも反映されている。

反応試薬の構造因子の決定 ミセル界面における反応試薬の構造因子の決

定のために、界面活性剤濃度に対して 1/15モルの p-クレゾールを加え、 70"Cにお
いて H・D交換反応を行った。フェノール類は、 t塩基触媒の共存下でフエノキシドイ

オンになり、反応試薬としては中性のジエノン中間体を形成する 3)。このため立体効

果、中性効果(反応試薬が中性ジエノン中間体である)、疎水性効果が考えられる。得

られた反応速度定数を Table3に示す。これによると、ミセル形成によって速度定数

は小さくなっている。また、クレゾールを加えた場合はNaOHのみのときより速度定

数は大きくなる。この傾向

は DHBACにおいて約 1.4 T，'able 3 Reaction rate constants ko [dm-3ruotls-l] 

倍であるのに対し、 SDHSS 1OmM (below cmc) 40mM (a凶 vecmc) 

においては約 3倍になって SDHSS 1.07X10一1 3.13x10-3 

おり SDHSSの方が著しい。 SDHSS(cresol) 1.17x10-l 9.76x10-3 

このため、立体効果は反応 DHBAC 1.32x10-l 3.11x10-2 

に影響せず、反応促進は中 DHBAC (cresol) 9.04x10-2 4.26x10-2 

性効果と疎水性効果の相乗作用に起因すると思われる。

lH_NMRにより、反応試薬の存在領域について調べた。クレゾールは 7ppm付近に

4本のピークが現れる。これらの化学シフト OA'δBをTable4に示した。クレゾー

ルは疎水的環境におかれると高磁場シフトする。 δA、δBはいずれも高磁場シフトし

ているが、メチル基に近い δA

が約 3倍変化している。すなわ

ちクレゾールはメチル基をミ

セル中心に向けた配置をとっ

ている。これより上記の疎水性

効果が確認された。

Table 4 1 H NMR chemical shift for p-Cresol 

【結論】

SDHSS 10mM 

SDHSS40mM 

DHBAC 10mM 

DHBAC40mM 

δA 

6.269 

6.206 
6.272 

6.200 

A :::....e. 
5.950 

5.922 
5.951 

5.924 

エステル加水分解において、アニオン性ミセルの界面付近は ODーに対しミセル表

面電荷の効果が表れる。塩基触媒 H-D交換反応は触媒濃度に対して一次反応であり、

活性錯体を形成する反応機構をとる。ミセル表面電荷はアニオン性ミセルと OD-の

組み合わせで H-D交換反応を 1/3に抑制する。ミセル界面の反応では立体効果より

もミセル表面電荷に影響しない中性試薬を用いることと疎水性効果の相乗作用によ

って反応が促進される。この効果は主に界面付近への反応試薬の濃縮効果で説明され

る。このような効果は環境ホルモン等の微量物質の生体内への濃縮作用に対応してい

る。

I)A.Yoshino，H.Okabayashi，T.Uchida，T.Ogasawara，T.Yoshida，J.Phys.Chem.， 1 00， 8418 
(1996) 

2)駒田陽三，堀田英偉，吉野明広，岡林博文，上原敏之，第 51回コロイド及び界面化学討

論会 2P62，251(1998)

3)吉野，中島，高橋，日本化学会誌，(6)，921(1989) 
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P43 
多核 MR法による水溶液中におけるイオン間相互作用の研究

( 横 浜 国 大 ・ 機 分 セ 、 横浜田大・工>0末湾裕子・贋回 穣

M叫値目.ucl凶 rN恥但RSpectroscopic Studies 00 lonic 10teraclIoos io Aqu悶凶 SolulIoos.

(Instrumental Analysis Ce胞に F狐 ofEngn.. Yokohama NatI.Univ.) 0回rokoSuezaw!. Minoru Hiro包

τ'he NMR lioe width of 1 4 N ouclei io calIoos and a 6 Cl. 8 1 Br ouclei of halide iODS of mooo _ and 

dibasic azabeozeoes血 dazanaph也aleoewere mωm吋 ioaqu回 ωsolutioDS. In the W. defioed by W = 

Il IJ 1/' . T /布 川.∞nωotralIooplots. a characteristic plateau was observed io the ∞nω血回.tioo

range from 1.5mω3.0m.τ'he height of曲epla回 ucould be∞rrelated wi血 thevolume (a a ) of the catioos 

of血esebases. exccpt for the cases of diazanaphthaleoes. These fmdings suggerst血eprese且.ccof ∞，otact ioo 

戸irsio血is∞occotratioorange. The factor冨 of∞otactioo formalIoo釘 E也epKa value and the size (volume) 

of the catiODS. 

く序>

1、 2価のアニリニウム、ピリジニウム系のハロゲン化物の水溶液においてカチオ

ン側を 14N、 16N桜、アニオン側をハロゲン 核 ( “ Cl. 81Br)のN M Rを用いて

イオン問相互作用について研究してきた。 1価の塩基においては接触イオン対を形成

している濃度領域では有機カチオンの大きさが対イオンの線帽を決めることを見出し

た 。この方法を、多酸塩基(2価温基)の塩におけるイオン間相互作用にも応用し検

討した。また、 2種類の塩基共存下でのイオン対形成における競争反応を行い、塩基

のpKaとカチオン分子の大きさの影響について詳しく検討した。

四極子核 (1)1/2) のNMRスペクトルの線舗は次のように表される。

ムルー π 21+3 le
2
qQpI  ε~) η ，AT  

z一一一一 l一一一ーI 11 +一一l.a3
;:" w=ムν山一1 0 k 1 2 (2 1 -1) ¥ h I ¥ ~. 3 I.~ T .. -.... .， V<η 

この値を粘度(司)と温度(T )で繍正した値を補正線幅(W) と定義した。 W値か

ら測定核を含むイオン近傍の体積(a a )と測定核上の電場勾配(e Q Q )の情報が得

られる。一連の研究では主にこのハロゲン核の W 値を用いて水溶液中におけるイオン

間相互作用を検討した。また、競争反応の検討には 16N核の化学シフトも用いた。

く実験〉

試料溶液の調製: 濃 度 o.5 -4 .0 m (.ol/kg) ( H a 0、 20%D.O添 加 )

測定温度 :30-80・c

測定機器: JEOL-FX90Q N M R、 粘度測定:ウベローデ粘度計

<結果と考察〉

l価、 2価の合室紫芳香族系陽イオンのハロゲン化物の水溶液中におけるイオン間

相互作用について主にハロゲン核の線幅を用いて研究してきた。測定した核の補正線

幅(w )を濃度に対してプロットすると、ほとんどの塩で濃度が 1.5-3.0mの

多核 NMR、イオン間相互作用、補正線網、接触イオン対、 pK a 

すえざわ ひろこ、ひろた みのる
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濃度範囲で W値が一定となり、ここでは一定組成の会合体である接触イオン対が生成

していると考えられる(図 1. a、 b)。 この領域では陽イオンの体積と電場勾配の

情報が対イオンであるハロゲンイオンに伝わると考えられる。従ってハロゲン核の補

正銀帽を決める因子としてはイオンの体 積 (v )と核上の電場勾配とがあるが、イオ

ンの体積が主因であると考えられる。実際ハロゲン核のW値と陽イオンの体積とは良

い相関があった(表 1)。置換ピリジニウム臭化水素酸塩の例を示す(図 2)。ピリ

ジニウム系より大きい分子であるキノリン、キノキサリン、ピピリジル、フェナント

レンでもその体積と対イオンの W値とは良い相関がみられた。しかし、ジアザナフタ

レン系はプロットからはずれる結果となった(図 3)。

ジアザナフタレン系(キノキサリン、フタラジン、ナフチリジン)では分子の大き

さが同じと考えられるキノリン、イソキノリンより W 値は小さ Po これらは弱い塩基

でありイオン対形成が完全に行われないと考えられる。水和しているアニオン上の電

場勾配はイオン対を生成しているアニオン k比べてちいさくなり、その W値は平均的

に小さくなっていると推測される。ここで、これらの塩基の pKa とアニオン側の W

値とはある程度相関があった(表 2)。

ジアジン(ピラジン、ピリミジン、ピリダジン)はいずれも弱い塩基であり、ジア

ザナフタレンに関する理論的考察からするとイオン対を形成している確立は少なく、

アニオン側の W 値も小さくなるはずである。しかし、三種の塩基ともピリジンとほぼ

等しい W値となり接触イオン対は形成されていると考えられる。これはカチオン分子

の大きさに関係があると恩われる。 pKaが同じように小さいピラジンとキノキサリ

ンを比べた場合、キノキサリンは分子がかなり大きくイオン問題緩が長くなりイオン

問相互作用が弱くなりイオン対の形成が困難になると考えられる。これに対してジア

ジンは分子が小さいためイオン対の形成が容易になり、水溶液中では接触イオン対や

多イオン会合体として存在していると考えられる。分子を少し大きくしたメチルジア

ジンはw/vプロットからは少し外れるものの分子が大きくなった分W値も大きくな

っており、この程度の大きさの分子でもイオン対の形成は十分可能と思われる。アミ

ノピリジンでは比較的大きな pKa値であり水溶液中では完全にイオン対を形成して

いると考えられる。

多種類の塩基を含む系でのイオン問相互作用および選択的イオン対の生成について

検討した。多価塩基とハロゲン化物イオンとの競争反応の結果、イオン対の生成のし

やすさの順序はトリアジン>ピりジン>>キノキン>ピピリジル、フェナントレン〉

ジアジン、ジアザナフタレンとなった。イオン対の形成はイオンの電荷が大きいほど、

イオンの体積が小さいほど容易になることがわかっている。イオンの電荷とは塩基の

塩基性(p K a )と相関があり、カチオンになり易さと関係している。 2種類の塩基

の共存溶液では、塩基過剰jの場合、ピリリジン、アニリン、キノリンなどの塩基性の

強い塩基同士ではアニオンは一方のカチオンとのみ選択的にイオン対を形成するので

なく、両塩基がアニオンに配位した状態である。塩基性に差がある場合にはアニオン

はより強い方の塩基と選択的にイオン対を形成する。また、弱い塩基同士では塩基の

分子大きさが関与する。いずれの場合の共存状態でもアニオンとカチオンが等モルの

水溶液中ではアニオンはそれそれのカチオンと個別に援触イオン対を形成しているこ

とがはN化学シフトを用いた方法で明らかになった。
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Fig 1.(a) Concentration dependence of the 14N and 削 Br
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TABLE 1.: Tbe C.libraled Une Widlbs (W V川崎5).1 lbe PI.I四u
Region of Pyridinium H.lid目、

nitrogen cation W('・N). W(HaJ)， W("O)， 

{"N) V"k' Al Hz K cP-' anion Hz K cP" Hz K cP-' 

(a) pyridinium Chlorid回

20.4 2.93 llCI 7.47 
30.0 7.73 13.1 
30.0 4.41 8.77 
30.0 4.01 9.23 
34.8 8.45 14.8 
34.8 5.78 10.6 
42.8 10.9 17.0 
42.8 8.15 15.7 
53.6 9.21 17.5 

27.6 24.2 
23.0 19.4 

H 
2・Mc
3・Mc
4・Mc
2-Et 
4.Et 
2-Pr 
4-Pr 

12.4 
14.3 
10.7 
13.6 
12.5 
12.4 
13.5 
14.1 

4・Bu'
2-Ph 
4・Ph 1

 
1
 

1
 

(c) Pyridinium Bromidcs 
H 20.4 3.22 "Br 378 15.4 
2・Mc 30.0 8.15 551 
4.Mc 30.0 4.70 573 18.4 
4-Et 34.8 5.79 676 
4・Pr 42.8 8.31 837 18.5 
4-Bu' 53.6 10.1 1117 13.5 

H 
(c) Pyridinium 1ωidcs 

20.4 3.15 1171 1683 16.1 2・Mc 30.0 7.31 2115 13.4 4・Mc 30.0 4.53 2488 16.0 2，6・Mc! 12.3 2790 14.8 2・Pr 42.8 10.9 3830 11.3 
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Fig 1.(b) Concentaration depend町田 ofthe 引 BrNMR 

line width(W) of halide of pyridine， 
pyrazme， quinoline， and quinoxaline. 
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TABLE 2.国

曹(吋の andPk・valueaof br曲目id・ofdiaz・b・nzene・nddiaz・naphthaleneain 岡 山 側aaolution 
Zm 胃(・18ゆ Pka

pyridine 448.5 5.23 

pyrazlne 430. 7 0.6 

pyridazine 439.3 2.33 

pyrimidine 401. 4 1. 30 

2-Methylpyrazine 639.0 1.5 

3-Methylpyridazine 747.6 

4-Methylpyrimidine 589.9 2.0 

Qunoxal ine 406. 7 O. 72 

1.5-Naphthyridine 674.8 2.91 

1.8-Naphthyridine 707.1 3.39 

phthalazine 739.5 3.47 

Quinol ine 956.4 4.94 

Isoqunoline 1044 5.14 

WX 10・3/RzKcP-1

TABlE 3(a) pKa， V， WesCり， and d C sN) of chlorides of bases in aqueous solution 

Base pKa V/P WesCI) d CSN)/ppm 企 6γSN)/ppm

Aniline(A) 4.7 95.38 9.98 52.7 -7.0 

Pyridine(P) 5.2 79.23 11.06 205.0 -112.3 
Pyra剖ne(R) 0.7 74.47 9.99 298.5 -68.2 

Pyridazine(D) 2.3 74.69 10.00 303.6 -76.8 

Quinoline(Q) 4.9 123.38 21.62 195.4 -120.8 

t:. d'= d (ion pair)・d(base/aq.) 

TABlE 3(b) d. d CSN) and WeSCI) of chlorides of mixed 2 different bases in aqueous solution 

base 1 : base 2 : HCl/aq. [mol/Kg] 

Ratio of mixture 1.5:1.5:1.5 1.5 : 1.5 : 2.3 1.5 : 1.5 : 3.0 

Base o. ，， (1 SN)/ppm wesCI) o. " (日N)/ppm WesCI) o. "CSN)/ppm WesCI) 

P/A -75.1/23.5 27.74 -101.71+1.2 19.78 -112.41・7.2 16.43 

P/R -112.2/---- 19.73 -112.21・59.0 18.89 -112.41・68.3 14.38 

O/R -69.41一一 21.58 -71.71・63.1 -19.87 -78.21・69.5 16.13 

P/Q 
」

61.71・84.1 25.76 -96.11・104.9 24.72 -112.41・121.1 23.92 

W(吉正面山手Kザ 1
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P44 ポリプロピレンのけC-NMRにおけるサイクリング・サイドバンド他の問題点

三菱化学(株)横浜総合研究所分析物性研究所 O森輝雄

Cycling side bands and other problems on 13C-NMR of polypropyrene 
Teruo Mori 

Analytical Sciences Laboratory. Yokohama Research Center. 
Mitsubishi Chemical Co. 

In the recent high field NMR instruments over 500MHz. co皿positepulses are 
used to decouple protons. These decoupling sequences can decouple wider frequency 
range， but some cycling side bands became serious problem to observe 13C-NMR of 

synthetic polymers with small signals adjacent to main signals. We report these 
problems in the 13C-NMR of polypropyrene. 

【序論】 ポリプロピレン (pp)を始めとするポリオレフィンの分子構造解析には 13C_
NMRが有力な手段である。剛性の高いポリプロピレンの解析では、微量の立体欠陥や異種

構造や末端の解析を行うために高感度測定が必要であり高磁場装置が必要とされる。だがそ

の測定には、実験上のいくつかの困難がある。すなわちプロトンデカップリングに伴うサイ

クリング・サイドバンド (CS B)、 13Cーサテライト、スピニングサイドバンド (SS B) 
というあらゆる高分子の微量構造解析に共通の問題がある。また高分子量ポリオレフィンで

は 100'C以上の溶液でも粘度が高く分解能が低下し勝ちだが、いかに均一で低粘度の溶液

を作るかという問題がある。最後にシム調整の問題がある。

{実験】 NMR 測定はバリアン社製Inova500を使った。デカップリング系列はメーカ一作

成のWALTZ16とGARP、MLEV16、および自作のWaughを使った。各デカップリング系列の実験的

比較は、バリアン社作成のAS T M (d i oxane/benzene-d6=40/60)を使用した.ポリオレフィ

ンのNMR測定用試料は次のように調製した。 NMR用 10mm径試料管中にボリマー 10 
0""200mgを取り、高沸点非極性のオルトジクロロベンゼンとロック用の重ベンゼン O.
2""0. 3mLを混合し、溶液高を 50mm  (全容積約 3. OmL) とした。窒素雰囲気下

130'Cで境枠溶解し均一化した後 O'Cに急冷し、バーナーで封管した。

【サイクリング・サイドバンド】 けC-NMR測定ではH核とのスピン結合による信号の

分裂をうち消してスペクトルを簡単にするために、 H核を照射して完全デカップリングを行

う。近年の装置の高磁場化に伴い、より広範囲の周波数をより低出力でデカップルするため

に、照射周波数を疑ランダムに変調するノイズデカップリングに替わって各種コンポジット
パルスによる照射が主流となっている 1引。例えば、 Waugh3) . 4)、WALTZ 5. 6)、GARp7

)， MP 
F5引などである。

これらのコンポジットパルスによる照射で生じる CSBは9. 1 0)、高分子の微量構造解析

のように巨大信号と共存する微小信号を観測する場合は妨害となりうるので、 GARP、WALTZ
16、MLEVl6、Waughによるデカップルスペクトルを実験的に比較した(図 1、 2. 3) 0 GA 
RPは同一出力で最も広範囲をデカップルできるがCSBは最も大きい。 MLEV16は照射範囲が

狭い点でも CSBが大きい点でもWALTZl6に劣る。 Waughは全くと言えるほどに CSBがない

が、照射中心がずれたときの強度変化が大きく、水素核周波数範簡が広い時は信号聞の定量

性が悪い恐れがある。強度変化しでも積分値は変化しないはずだが、キニンで測定すると照

射中心による変化が観測された(図 4) 。線幅の広がりで積分範囲が不適切となる乙とや S

/N低下が原因と推定される。結論として高分子の微量構造解析のための 13C-NMR測定

ではWALTZ16の使用が良いが、それでも中心信号の O. 1 %程度の CSBは観測されるので

観測したい信号との重なりを避ける必要がある。

ポリプロピレン、lJC-NMR、サイクリング・サイドバンド、高分子微量構造

もり てるお
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CSB中心信号からのシフト周波数はコンポジットパルスシーケンス中の周期で決まるが、

これは周期の最小単位である照射 90度パルス幅とシーケンス中のその組み合わせにより決
まる.正確にはシミュレーションで計算できるが川田川¥実験的には照射 90度パルス幅の

n倍 (nはある倍数)の逆数がシフト周波数となることが多い.WALTZI6では、 n= 1 6， 
19.5.32.48などとなり、照射 90度パルス幅の設定により観測したい信号との重

なりを避けることができる.図 5にポリプロピレンのけC-NMRスベクトルを示すが、 C
SBはかなり広範囲に観測されるのでその帰属は解析上重裏である.ポリオレフィンのNM
R測定は、パルス幅の長くなりがちな太いプロープを用いた 100'C以上での測定なので、

5mm径プロープを用いた室温測定よりも CSBが出やすい.またデカップラーオフセット

の効果も大きい.

【けCーサテライトとスピニングサイドバンド】前者は JCHの値から後者はスピン速度から

帰属する.スピンしなければSSBは抑制できるが、ポリオレフィンでは不均一化しやすい
高粘度溶液の 100'C以上での測定なのでスピンによる均一化が必要である.
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【測定試料調製] 高分子量のポリマーは溶液粘度を低くするために試料濃度を低くしなく

てはならない。メルトインデックス (M1 )く 10のppでは約 100-150mg、MI
<1のppでは 100mg以下の試料量でないと線幅が広〈なる。 MI=0.02のppで

8Hzの線幅であり解析に耐えられた。溶液からできるだけ酸素を除き封管すれば、測定中

の酸化や溶媒組成変化が避けられる。重ベンゼンの沸点は 80"Cだが 10 %以下ならば 13 

O"Cでも沸騰はせず、封管すれば蒸発もしない。高温で溶解後に放冷するとポリマーが析出

する時点で粘性が低いため比重差で分離し不均ーとなる。急冷により全体がゲル化し均ーと

なる。

【シム調整、チューニング】 プロープ温度を 130"Cにした直後はチューニングが経時変

化するので、 1 -2時開放置してからチューニングするのが良い。シム調整は Z方向の 7軸

自動シムで約 10分で良好になるが、積算開始直前に行うのが良い。

[結論】 CSB、試料調製、シム調整、チューニングなどに適切な注意を払うことにより、

500MHz装置によるポリプロピレンの良質な 13C-NMRスペクトルを得ることができ

る。特に CSBについては、磁場が高くなるほど広範囲のデカップルが必要となるために注

意を払う必要がある。
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P45 コンビナトリアル・ケミストリーにおける構造決定の新技術

rSR-MAS法」

(日本電子)0津野久幸、樋岡克哉

(東京大学大学院薬学系研究科)小林修

‘SR-MAS Method' as a New Technology for the Structure Determination in 
Combinatorial Chemistry 
JEOL Ltd. OHisayuki Tsuno， Katsuya Hioka 

The University of Tokyo Shu Kobayashi 

It was shown that the SR-MAS(Swollen-Resin Magic Angle Spinning) method enabled us to 

determine the structure of solid-phase organic products without cleavage from solid supports. 

Consequently， characterization of resins containing products was successfully carried out in 

very short time compared with the conventional methods such as IR or MS. Usefulness of the 

13C SR-MAS spectrum has been demonstrated throughout the useful carbon-carbon bond-

forming reactions on the solid-phase. 

1. はじめに

固相反応の開発において、 Swollen-ResinMagic Angle Spinning (SR・MAS)法が、生成物を含む樹脂

の直接的な構造決定に極めて有用であることがわかった。固相有機合成においては、生成物の

構造決定はしばしば困難であり、液相有機合成で用いられる通常の NMR法は多くの場合適用す

ることはできない。その結果、構造決定は、 IR，MSなどの NMR以外の分光学的手法を用いるか、

あるいは固相から切り出した後、液相有機合成の通常の分析法 (NMR，IR，MSなど)をもって行

われているが、これには非常な手間と時間を必要としている。我々は、固相から切り出さずに

溶媒で膨潤させて MAS-NMR法で特殊サンプル管を用い 13ιNMR調IJ定をすることにより、短時

間で構造決定が可能であることを明らかにした。

2. 実験

実験は日本電子製JNM-LA400分光計に SR-MASプロープを装着して行った。サンプル官には外

径 6φ、容量 166μlのものを用いた。高速で回転させてもサンプルが漏れないようにサンプ

ルキャップにはダイフロン製の密着タイプのものを用いている。サンプリング手順はサンプル

をlOmg程度直接サンプル管に入れて、溶媒を注入し膨潤することを確認後、キャップを締める

というごく簡単な手法で行っている。

3. 結果

日g.1(a)，(b)，(c)に一連の固相合成の過程の樹脂の 13C-NMRスペクトルを示す。測定シーケンスに

はパルスサチュレーションシングルパルスを用い、 MAS回転速度は 4kHzである。膨潤溶媒と

してい)恥)のサンプルには CDCI3，(b)のサンプルには Py-dsとCDCl3の混合溶媒を用いた。膨潤

溶媒に関して特筆すべきこととして、例えば(b)のサンプルでは、 CDCl3、DMSO，dioxaneを使

キーワード SR-MAS法、固相合成、コンビナ卜リアル・ケミストリー

つのひさゆき、ひおかかっや、こばやししゅう
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用した場合は 13C-NMRの信号が出にくかったという経緯があり、サンプルと溶媒の聞に相性が

あることがわかっている。 (b)では 167.5ppmにカルボキシル基の 13C-NMRのピークが明瞭に観

測されており、 (a)のサンプルから合成が原料の残存や副生物を伴うことなく行われたことが明

らかである。さらに(c)には 51.7ppmにメチルエステル基の 13C-NMRのピークが明瞭に観測され

ており、 (b)のサンプルから合成が正確に行われたことが明らかである。

。~吋コ。

(a) 

HOOC~ひ。
(b) 

Meooc~ひ。
(c) 

国

.
h
m
w
」同

'0 

4. 考察

一般に合成のスキームを最終的に確立するまでには、それぞれのステップでの反応条件の最適

化が必要とされる。SR-MAS法を用いれば、通常の液相反応と同様に一つ一つの反応を直接NMR

を用いて解析することができる。従って各ステップの最適イじに要する時聞が大幅に短縮される

わけであり、最終的なスキームの確立に要する手間と時間も大幅に短縮されることがわかる。

ただし、結果でも触れたように、サンプルと溶媒の聞には信号の出やすさに関して相性がある

ことがわかつてはいるが、これが何に起因するのかは特定できていない。今後はさらに実験を

重ねてこの点を明らかにしていく必要がある。

参考文献

125 

13C SR-MAS NMR Spectra 

75 100 

Fig.1 

150 175 

Molecules Oniine， 1998，2，35・39.
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P46 [1-13C]Val標識パクテリオロドプシン:固体高分解能
13C NMRによる水素結合ネットワークの探索

(姫路工大・理、ウェイン州立大l、カリフォルニア大2) 0谷生道一、

井上さゆり、辻暁、横田恭宜、Richard Needlernan1、JanosK. 
Lanyi2、 内 藤 晶 、 斉 藤 肇

[1_l3C]Val-labeled baderiorhodopsin : 

A study of hydrogen-bonded network by 13C solid-state NMR 

Department 01 Life Science， Himeji lnstitute olTechnology 

IDepartment 01 Biochemistry， Wayne State Universi砂

句epartment01 Physiology and Biophysics， University 01 California， lrvine 

OMichikazu Tanio， Sayuri Inoue， Satoru Tuzi，脳yonobuYokota， Richard Needlemanl， 
Janos K. Lanyf， Akira Naito， Hazime Saito 

We have recorded 13C NMR sp舵 traof [1-I3C]Val・labeledbacteriorhodopsin and its 
mutants by solid-state NMR methods. The 13C signal of Val49 was shifted down白eldby 
Thr46→.y al substitution， suggesting that Thr46 hydroxyl group is hydrogen bonded 
with Va149. In Asp96→Asn mutant， however， such a displacement ofVal49 peak did not 
occur， although its dynamic feature was changed. Inte問 stingly，the問 placementof Asp85 
with Asn induced substantial conformational changes in protein backbone including 
Val49 and Vall99. These同 sultssu箆:estthat there is a chain of interacting residues 
between Asp96 and extracellular surface in bR. 

[序論]

高度好塩菌、 Ha10bacteriumsa1加ari山 ηの紫膜に存在するパクテリオロドプシン (bR)

は光駆動プロトンポンプとして働く膜蛋白質で、 248残基のアミノ酸とLys216にシッフ塩

基結合したレチナールから構成される。 bRは光を照射されるとレチナールが異性化を起こ

し、シッフ塩基のプロトンがbR細胞外側に位置するプロトンaccepterのAsp85に移動し、

このAsp85の電荷の消失が細胞外側膜表面部位のGlu204またはその近傍の水分子からプロ

トンが放出されると考えられておる。その後、シッフ塩基はプロトンdonorのAsp96からプ

ロトンを受け取るが、シッフ塩基とAsp96の空間的な距離は離れているため[1]、何らかの

手段で'Asp85のプロトン化の情報をAsp96まで伝えられなくてはならない。 Maedaらは、

Asp85-Va149-Thr46-Asp96聞に水分子を介した水素結合ネットワークが存在することを示

唆している[2]。そこで我々は、 [1_13C]Va1標識bRにおいてこの領域に存在するVa149、お

固体高分解能NMR、膜蛋白質、プロトンポンプ、パクテリオロドプシン、コンフォメーション

たにおみちかず、いのうえ さゆり、つじ さとる、よとたきよのぷ、Richard Needleman、
Janos K. Lanyi、ないとう あきら、さいとう はじめ
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よび細胞外側膜表面部位に位置するVa1199の主鎖カルポニルの帰属を行い、特にVa149の信

号が、 τbr46、Asp85および96の側鎖の変化によってどのように影響されるかを固体高分解

能NMRを用いて解析した。

【実験】

[1_13C]Va1標識野生株 (Wf)および変異株bRは、非標識'Va1を[1_13C]Va11こ置換した合

成培地で各高度好塩菌を培養することで得た。精製した標識bRを含む紫膜は、 5mM

HEPES、 10mMf、~aCl、 0.025 % (w /v) NaN3、pH7の緩衝液に懸濁し、 NMR担，IJ定試料

とした。

100.6 MHZ 13C NMR測定は、交差分

極マジック各回転法 (CP-MAS/

TOSS)を用いた。測定条件は、 MAS回

転数;2600-4000 Hz、接触時間;1 ms、

取り込み時間;25msまたは50ms、繰

り返し時間;4 s， lHおよび13Cのπ/

2パルス;5-6μs、積算回数;3000-

10000回、測定温度は20'cで遮光状態

で行った。

{結果と考察]

Fig. 1に、 [1_13C]Va1標識，Wf、

Va149→A1a (V49A)およびVa1199→

A1a (V199A)変異株bRのCP-MASス

ベクトルを示す。 Fig. 1からwfと各変

異株bRでは、得られた化学シフト値に

大きな変化はなく、 Va149および199の

A1aへの置換はbR主鎖構造を大きく変え

ないことがわかる。各変異株をwfと比

較することで、 Va149は172.1ppm、

Va1199は171.1ppmであることがわか

る。これらの残基は、 C一端側にProがあ

るため置換基効果により、最大2.5ppm 

の高磁場シフトが予想される。それらを

考慮すると、コンフォメーション依存化

学シフトより、 Va149はα一ヘリックス

にVa1199はループに帰属され、 X楳[1]

および電子顕微鏡[3]によるbR構造モデ

WT 

V199A 

180 175 
ppm 

172.1 

~ 171.1 

170 

Fig.113C CP-MAS庁OSSNMR spectra of 
[1_13C]Vallabeled WT， V49A and Vl99A. 
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Asp96とThr46は、Ff-IR[2Jおよ

びX線構造解析[lJから、側鎖間で相

互作用があることが示唆されている。

したがってAsp96の側鎖の変化は

τ11r46を介してVal49に影響すること

が予想され、高次構造に影響しない

のであれば、その運動性を変えてい Fig.2 13C CP-MAS庁 OSSNMR spectra of 

る可能性がある。そこでwrと各変異 [1_13 C]Vallabeled WT， T46V and D96N. 

株bRの交差緩和時間 (TCH) を測定した (Table1)。その結果wrではVal49のTCHの値は

他の信号のそれとほとんど変わらなかったのに対し、 D96NではVal49のTCHが大きいこと

がわかった。これはAsp96の側鎖の変化がVal49の主鎖構造を変えないが、その揺らぎを大

きくすることを示している。このようにD96NにおいてVal49の化学シフト値が変化しない

ルとも一致する。

Fig. 2に[1_13C]Val標識.wr、

Thr46→Val (T46V)変異株および

Asp96→Asn (D96N)変異株のCP-

MASスペクトルを示す。これらの変

異株においても得られた信号の化学

シフト値には著しい変化はなく、

ThY46とAsp85の側鎖の変化はbR三

次構造に著しい変化を起こないこと

がわかった。しかしVal49の信号が

T46Vではやや低磁場側にシフトして

いるのに対し、 D96Nではそのような

変化は見られない。これは官官46の

方が:Asp96よりもVal49の主鎖構造へ

の寄与が大きいこと、また官官46の

側鎖OH基とVal49との聞に水素結合

を介した相互作用があることを示し

ている。

WT 

T46V 

D96N 

Va149 

180 170 175 
ppm 

Table 1. TCHof [1_13 C]Vallabeled WT， T46V and D96N (ms). 

wr 

T必V

D96N 

171.1 

0.42 

0.34 

0.29 

問
一

ω
問
州
一

174.0 

0.33 

0.30 

0.41 

174.6 

0.34 

0.34 

0.35 
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のはAsnの側鎖も水素結合が可能であるためと考えられる。

F福. 3に[1_13C]Val標識wr、
Asp85→Asn変異株 (D85N)および

Glu204→Gln変異株 (E204Q)の

CP-MASスベクトルを示す。 D96N

と異なり、 D85Nではスペクトル線

形に大きな違いがある。これは

Asp96が中性においてプロトン化し

ているのに対し、 Asp85はイオン化

しているためと考えられ、Asp85の

電荷の消失はbRの主鎖構造を大きく

変えることを示している。興味深い

ことに、 D85NではVal49の構造変化

のみならず、細胞外側膜表面部位の

Val199の化学シフト値も変化してい

る。このVal199の変化はE204Qに

おいても観測され、 D85Nにおける

Val199主鎖構造の変化はAsp85と

Glu204聞の相互作用の変化によるも

のであることが示唆される。また

E204QでもVal49の信号が高磁場シ

フトしていることから、 Glu204の側

鎖の変化もVal49の主鎖構造を変化

させることを示唆した。

これらの結果は、 Glu204-Asp85-

Val49-!百lr46-Asp96間で、水素結

WT 

D85N 

E204Q 

1画面「
F一ー寸

175 
ppm 

~ I 

了一一一『

170 

合および、電荷依存の相互作用が存在 Fig.3. 13C CP-MAS江、OSSNMR spectra of 
していることを示しており、光サイ [1-13 C]Vallabeled WT， D85N and E204Q. 

クルにおいてAsp85のプロトン化がこの相互作用を介してGlu204の側鎖環境の変化(細胞

外へのプロトン放出)およびAsp96の側鎖環境の変化(Asp96の脱プロトン化の促進)を誘

起すると考えられる。

REFERENCES 

[1] Luecke et al.， Science 280 (1998) 1934・1937.

[2] Maeda et al.，J. B白chem.(Tokyo) 121(1997) 399-406. 

[3] Grigorie宵etal.，J. MoL Biol. 259 (1996) 393-421. 

210 



匂ヘワックス命り

んし し、とうあき人 じさどる

1 

v鎚j

良穆n

.託金

し、どう itじめ

主れ鈴

ケ、

エ



圧除去した後、 dimyristoylphosphatidylcholine(DMPC)を加え、水和させたパイセ

ル膜試料を調製した。 bR・C: DMPC : DHPC=1 : 50 : 15 (molar ratio)の試料と 1: 

200: 60の試料の2種類について、水和量が 25%w/vになるようにパイセル膜試料

を調製し、 0.5NHClあるいは NaOHにより、 pH5.0あるいは 7.4に調製した。こ

れらの試料を試料管に詰め、 Chemagnetics社製 CMX-400NMR分光器により 31p
および 13CNMRスベクトルを測定した。

【結果と考察】

2社主Q 2旦Z全

(a) (b) 

40 20 0 -20 -40 40 20 0 -20 -40 

ppm ppm 

Fig. 2 31p NMR spectra of fragment bR-C incorporated into bicelles. recorded at 300C 
(a)pH5.0 and (b)pH7.4. 

図2にフラグメント bR-Cをパイセル膜に再構成させた試料の 30'Cにおける静止

状態での 31pNMRスペクトルを示す。 (a)pH5.0、(b)pH7.4ともにリン脂質二重膜

の膜面が磁場に対し平行に配向した結果、 31pの化学シフトテンソノレの 6ょの成分の

みが観測されていることが分かる 3)。このことより、フラグメント bR-Cが存在して

も、リン脂質二重膜は磁場に配向していることが確認された。

図 3に、安定同位体標識したフラグメント bR-Cをパイセル膜に再構成させた試

料の 30'Cにおける静止状態での 13CDD-Static NMRスベクトルと、試料を MAS

角で高速回転させた 13CDD・MASNMRスベクトルを示す。(ゆ pH5.0と(d)pH7.4 

のスペクトノレは、 bR-C: DMPC : DHPC=1 : 200 : 60(molar ratio)の試料であるこ

とから、 [1_13C]Ala84の信号は、ほとんど観測されず DMPCIDHPCのカルボニル炭

素の信号が主に観測されている。それに対し、 bR・C:DMPC : DHPC=1 : 50 : 15 
の試料である(a)pH5.0と(b)pH7.4のスベクトルでは、 (a)172ppm付近と、(b)174 
ppm付近に[1_13C]Ala84由来の NMR信号が観測されていることが分かる。より詳細

に [1_13C]Ala84の化学シフト値を調べるために、 pH5.0とpH7.4についてそれぞれ、

(e) =(a)一(ゆおよび(f)= (b)一(d)を実行し差スベクトルを求めた。その結果、 [1・

13C] Ala84の信号が、 (e)pH 5.0では 171.9ppmに、(f)pH 7.4では 173.9ppmに現

れていることが明らかになった。また、 DMPCIDHPCのカルボニル炭素の信号が(e)

pH5.0で167.0ppm、173.5ppm付近に、(f)pH 7.4で168.0ppm付近に互いに 180
0

位相のずれた分散形として現れている。 DMPCIDHPCに対しフラグメント bR・Cの

割合が多い試料の方が、 (a)pH 5.0では膜全体の配向が良くなり、 (b) pH 7.4では
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pH7.生QtiユQ

.Oriented 
'!' ( 173.9 ppm) 

(l 
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(1 75.3 ppm)↓ 
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'
'
a
k
 

(c) 

(e) 

(g) 

165 170 175 180 165 170 175 180 

ppm 

Fig. 3 13C DD-Static [(a)""'(d)] and DD-MAS [(g)，(h)] spectra of [l-13C]Ala84 labeled 

fragment bR-C incorporated into bicelles. (a)，(b)，(g)，{h); bR-C : DMPC : DHPC = 1 : 
50 : 15 (molar ratio). (c)，(d); bR-C : DMPC : DHPC = 1 : 200 : 60 (molar ratio). (e) 

=(a)ー(C)，(の=(b)ベd)are difference spectra. 13C DD-MAS spectra were measured at 

45"C. The chemical shi代valuesat 45"C were出esame as those at 30"C. 
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その逆の傾向にあることが分かった。
次に、 13CDD-MAS NMRスベクトルの[1_13C]Ala84の化学シフト値が(g)pH 5.0 

で 175.3ppm、(h)pH 7.4で 175.2ppmであることから、Ala84付近ではともにα・

ヘリックスを形成していることが分かつたの。 13CDD-MAS NMRスベクトルの[1・

13C] Ala84の化学シフト値が pH5.0と pH7.4でほとんど変化しなかったことから、

13C DD-Static NMRスベクトルの pH変化に伴う約 2.0ppmの化学シフトとのずれ

は、二次構造の変化ではなく、リン脂質二重膜に対する相対方向の変化により生じ

たものと考えられる。 pH5.0の磁場配向した試料では、 [l_l3C]Ala84の信号は等方化

学シフト値から低磁場側に 3.4ppmシフトしているのに対して、 pH7.4では、等方

化学シフト値に1.3ppmまで近くなっている。この結果から、 pH5.0のフラグメン

トbR-Cが pH7.4に比べてより膜貫通型になっていることが示された 5)。主鎖カル

ボニノレ炭素よりも化学シフト異方性が小さいAlaの側鎖メチル炭素でも同様の変化

が見られた(表 1)0Ala98付近でも構造変化の伴わない、リン脂質平面膜に対する相

対方向の変化が観測された。

Table 1 The chemical shift values of [1_13C]Ala84 and [3-13C]Ala98 in 
13C DD-Static and13C DD-MAS NMR spectra (ppm from TMS) 

Static 
MAS 

【まとめ】

[1_13C]Ala84 

pH5.0 pH7.4 
171.9 173.9 

175.3 175.2 

[3_13C]Ala98 

pH5.0 pH7.4 
15.2 16.2 

15.9 16.1 

フラグメント bR-Cをパイセノレ膜に再構成させた pH5.0とpH7.4の試料は、リ

ン脂質二重膜の膜面を外部磁場と平行になるようにして配向していることが 31p

NMRスペクトルから分かつた。磁場配向したリン脂質二重膜でフラグメント bR・C
のAla84 とAlaω付近は、二次構造の変化はなく、脂質平面に対する相対方向の変化

が、化学シフト値の変化として観測された。すなわち、 pH5.0のときの方が pH7.4 
のときよりも、よりリン脂質二重膜に垂直にフラグメント bR-Cが挿入されている

ことが明らかになった。このような pH依存膜挿入は、このフラグメントに多数存

在するAspの電離状態に関わると考えられる。このように、パイセル膜を用いた研

究は、 pHに依存して変化するペプチドのリン脂質二重膜の膜面に対する方向と構造

の情報を得ることができる有効な手法であることを示した。

参考文献
1) J. F. Hunt， P. Rath， K. J. Rothschild and D. M. Engelman， Biochemistry， 36， 15177 -

15192 (199η 
2) C. R. Sanders， II， and G. C. Lan曲， Bi，∞hemistry， 34， 4030 -4040 (1995) 
3)内藤品，岡本真名武，水野敬，永尾隆，新藤由利子，辻暁，斉藤肇，第 36回 NMR討論会講演要

旨集，16-19(199η 
4) H.Saito and 1. Ando， Ann.Rep.NMRSpectr伺 c.，21，209-290(1989) 
5)木村成輝，内藤晶，辻暁，斉藤肇，第 36回 NMR討論会講演要旨集，330・333(199η 
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P48 リン脂質膜中のマストパラン配向構造に関する 31p、15N固体 NMR解析

(東京農工大工 l、長崎大工 2) 0出村誠 1、堀由美子 1、朝倉哲郎 l、

新留琢郎 2、青柳東彦 2

31p and 15N Solid State NMR Analyses of Molecular Orientation of Mastop創加 inPhospholipids Bilayers 

MakotoDem町al，Yumiko Hori'， Tetsuo A鎗 kura'，Takuro Niidome and Haruhiko Aoyagi
2 

I.De仰はmentof Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， 

Koganei， Tokyo 184-8588， Japan 

2. Department of Applied Chemistry， Nagasaki University， Bunkyo-machi， 

Nagasaki 852-8521， Japan 

Solid state 31p釦 d15N NMR s伊詑tros∞pi邸 we陀 usedto study orientational behavior of mastop祖国

(MP)， 14-residues toxin from wasp venom， in malt卜lamellarvesicles and oriented bilayers of phospholipid. 

The solid state 31p chemiω] shift anisotropy制 ashow MP mol民 ulesint即応twith <imyristoyl-

phosphatidylgly∞1'01 (DMPG) strongly. The solid state31p sp回 raof MP -phospholipid mixture oriented 

between glass plates were observed as a function of the angle between bilayer normal and magnetic field. The 

several components which depend on the angles weredetected in the spectra， indicating the p陀 senceof several 

kinds of oriented phospholipids perturbed by MP molecules. In低温tion，the MP molecules which we児

introdJced in the DMPC/DMPG system we陀 foundto be in two orientational states from 15N angular-

dependent solid state NMR spectra of [15N]_AlalO labeled MP in the p陀senceof lipid bilayer. 

[緒言] 14残基のペプチドからなるスズメバチ毒、マストパランは、生体膜中でいくつかの生理活性

を有することが報告されている。これまでにマストパランの有無による色素の透過速度の変化 1)、脂質

存在下での CD，'H NMR測定から、マストパランは両親媒性ヘリックス構造を形成しているととが分

かっている 2) が、膜結合や膜貫通中間状態の配向構造については分かつていない。

本研究では、二種類のマストパラン含有脂質膜を作製し、配向構造に敏感な角度依存固体NMR法を

用い、リン脂質および含有されたマストパランの配向構造に関する知見を得ることを目的とした。リ

ン脂質膜の配向については固体31pNMR 測定、また、リン脂質膜中に存在するペプチドの配向は国体

15N NMR 測定を行い、マストパランの脂質膜への吸着、浸入、透過のメカニズムについて考察した。

[実験] 【マストパランの合成]マストパラン(MP)及びその[日N]Ala'oラベル物は固相法により合成し、

HPLCにより精製した。 [NMR試料作製】①多重リボソーム系:MPとジミリストイルホスファチジ

ルコリン(DMPC)、及び MP，DMPC，ジミリストイルホスファチジルグリセロール(DMPG)混合物を

Tris/HCIバッファーに溶かし、 259もw/vに調整したものを多重リポソーム系試料とした。②配向脂質二

重層系 :MPとDMPC、及びMP，DMPC， DMPG混合物をガラスプレート上に展開し、水和率60%に調

整したものを配向脂質二重層系試料とした。

[固体NMR測定] 脂質極性部分の配向構造の検出には固体31pNMRを用い、ペプチドの構造解析

は固体 15NNMRを用いて行った(JEOLEX400NMR装置 角度可変固体NMRユニット付き)。

マストパラン、リン脂質膜、安定同位体ラベル、化学シフト異方性、配向構造

でむらまこと、ほりゆみこ、あさくらてつお、にいどめたくろう、あおやぎはるひこ
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[結果と考察]

多重リポソーム系の固体31pNMR測定から、 MPはDMPCのみ

より DMPGを含むリボソームとより強く相互作用するととが分か

った。一方、 DMPGを含む配向脂質二重層系の角度依存固体 31p

NMR測定の結果は、複数のピークが観測された(Fig.l)。脂質配向

方向と磁場方向とのなす角度。を変えて測定した結果、各々のピ

ークは角度に依存して、その位置が変化しており、脂質極性部は

複数の配向成分からなることが分かつた。これは MPが脂質二重

層の配向変化を伴って、膜貫通状態を形成していることを示唆す

る。

MPの 10残基目の Alaを15Nラベルした試料を用い、同様にガラ

スプレート聞に配向させた試料の固体 15NNMRスペクトルを測定

した。ガラスプレートを磁場に平行と垂直に設置した場合、 15N

NMRスペクトルは角度に依存して線形が変化した。ガラスプレー

トを磁場に垂直に設置した場合(Fig.2)、162ppmにマイナーピーク

(A)、68ppmにメインピーク(B)が観測された。これらのピークは、

化学シフト異方性によるスペクトルシミュレーションから、成分

比AIB=1I9、ヘリックス軸の平均の配向方向とその分布幅はA:膜

貫通方向:!:10"、 B:膜表面方向土300と得られた。

以上の結果をまとめると、

(1) MPとリン脂質極性頭部との相互作用は DMPCのみより

DMPGを共存させた方が強い。

(2) DMPCIDMPGリン脂質膜の極性頭部の配向秩序は MPによっ

て大きく影響を受ける。また、リン脂質膜の極性頭部の配向方向

は3状態を示す。

(3) MPはリン脂質膜中でヘリックス配向軸が膜貫通方向と膜表

面方向の 2状態をとる。ただしその配向分布は膜表面方向が広く、

膜貫通方向では狭い。

~ 
l淘...・0.0 0.0 -伺 o -110.0-1初。

押mfromH3P04

Fig. 1 Angular dependent 31p solid 

state N恥依spectraof恥1P/DMPC/

D阻むorientedbilayer which was 

prepared between glass plates 

Ob剖

Sum 

発表では、これらの結果に基づいた MPのリン脂質膜への結合 Fig.2 加 gμ叫山ar必pen企伽nt15N so凶lid山st凶a瓜t
NMR s叩pe配氾tra0ぱf 且"Nサ-A刈la正品μ山u labeled MP 

モデルを提案する。 /DMPC/DMPGoriented bilayer which 

文献

1) K. Matsuzaki， S. Yoneyama， O. Murase， K. Miy吋ima，

Biochemistη， 35， 8450， 1996 

2) Regitze R. Vold， R. Scott Prosser and Alan J. Deese， 

J ournal of Biomolecular N M R.， 9， 329， 1997 
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P49 膜蛋白質における金属イオン結合の解析
(姫工大・理l、ウェイン州立大丈カリフォルニア大3) 0辻 暁l、

山口 信1、谷生道一1、小西英正1、井上さゆり1、 内 藤 晶1、
Richard Needlernan2、JanosK. Lanyi3、斉藤肇1

Analysis of Metal Ion Binding to Mernbrane Protein (Hirneji 
Institute of TechnologyヘWayneState University2， University of Ca1ifornia3) 
OSatoru Tuzi¥ Satoru YarnaguchP， Michikazu T:出ud，Hidernasa Ko凶shi1，
Sayuri Inoue1， Akira Naitd，悶ch訂 dNeedlernan2， J出10SK. Lanyi 3， Hazirne 

Saito1 

High affinity cation binding sites of bacteriorhodopsin， one of the typical 
intrinsic rnernbrane proteins， were exarnined with solid-state 13C NMR using 
sarnples labeled叫 th[3J3CJAla and [1_13CJVal. As a result， high-affi凶ty
伺 tionbinding sites in bacteriorhodopsin were observed by solid-state 13C 
NMR，釦done of the preferred cation binding sites was located at the loop 
between helix F and G near Ala196， in view of the 3D structure of 
bacteriorhodopsin仕ornX-ray di飴 action.The cation binding was found to 
induce conformational alteration of the F-G loop structrn・e.A rather rapid 
exchange of bound cations arnong theαtion binding sites with lifetime 
shorter than 3 ms was also observed. 

[はじめに]

これまでに本研究室では生合成的に膜蛋白質中の特定の種類のアミノ酸を13C標識

し、固体高分解能13C NMRを用いて観測することで、生体膜懸濁液中における膜蛋

白質の構造情報を得ることができることを示してきた1)-3)。ここでは高度好塩菌の細

胞膜に存在する光プロトンポンプ蛋白質であるパクテリオロドプシン(bR)を対象と

して、膜蛋白質と金属イオンの相互作用に注目し、金属イオン結合の膜蛋白質立体

構造への寄与、蛋白質中の金属イオン結合部位、膜蛋白質を含む生体膜上での金属

イオンの動的挙動などの情報を固体NMRにより解析した。パクテリオロドプシンは

生理的条件下で1分子あたり 2個以上の二価カチオン(カルシウムイオンまたはマグ

ネシウムイオン)を結合していると考えられており、脱イオンにより活性部位に結

合したレチナールの吸収波長の変化 (568nm→603 nm)、活性の喪失などの変化

が起きる。しかしながら、蛋白質中でのカチオン結合サイトは特定されておらず、

蛋白質立体構造に対するカチオンの寄与は明らかになっていない。今回、固体NMR

固体高分解能NMR、膜蛋白質、金属イオン、パクテリオロドプシン、コンフォメー

ション

つじさとる、 やまぐちさとる、 たにおみちかず、 こにしひでまさ、 いのう

えさゆり、 ないとうあきら、 Needleman Rich訂 d、 Lanyi Janos 氏、 さい
とうはじめ
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により、カチオン結合サイトの一つを特定し、その構造モデルを与えることができ

た。また、結合サイト間の交換を含む結合イオンの動的な挙動、カチオンの結合に

より誘起される蛋白質の立体構造変化を見出した。パクテリオロドプシンに関して

得られる膜蛋白質一金属イオン問の相互作用の特徴は、膜蛋白質一般における金属イ

オンとの相互作用のモデルを与えると考えられる。

[実験]

試料: [3-13CJAla-および[1-13CJVal-標識パクテリオロドプシンは[3-1

3CJa1anineまたは[1-13CJvalineを対応する非標識アミノ酸と置換した完全合成培地

中で培養したHa10bacteriumsalinari山nから紫膜として調製した。菌株として野生

型 (S9)、部位特異的アミノ酸変異株:A1a126→Gly (A126G)， A1a196→Gly 

(A196G)， Va1199→Ala (V199A)を使用した。紫膜を陽イオン交換樹脂 (Dowex

50W-X8)により処理することで脱イオン膜(青膜)を調製し、 NaOH、 CaC~、

MnC~を添加することで結合カチオンの置換をおこなった。

測定: Chemagnetics CMX -400スペクトロメーター(1H: 400 MHz)を用い、

CPMASおよびDDMAS(single-pu1se excitation dipolar-decoupled MAS)により

測定をおこなった。測定試料として、紫膜または青膜を緩衝液 (5 mM  HEPES 

pH7.0， 10 mM  NaCl， 0.025 % N必J3)または純水中に懸濁し、濃縮した懸濁液をジ

ルコニア製サンプルローターに導入後、樹脂により密閉したものを使用した。

[結果と考察]

[3_13CJ Ala標識パクテリオロドプシン

のアラニンCp炭素のスペクトルはFig.1の

ように主にアミノ酸残基の二面角に依存

して12本の分離したピークを与える。蛋

白質の二次構造と信号の対応をF1g.1上部

に示した。これらの信号のうち、 15.39

ppmおよび17.78 ppmのピークは各々

A126GおよびA196G変異体で消えること

からA1a126およびA1a196の個々の残基

に帰属できた。

紫膜中のカチオンを除去した場合、

Fig.2のように主に陽イオン除去に由来す

る生体膜の表面pH低下によりパクテリオ

ロドプシンの立体構造が大きく変化する

ととがスペクトル線形の変化から観測さ

れる。このとき、蛋白質の可視領域にお

ける吸収波長変化、活性の喪失が起こり、
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蛋白質がnativeな構造をとっていない

ことがわかる。脱イオンしたパクテリ

オロドプシン懸濁液 (pH 4)のpHを

NaOH (終濃度400-650μM)でpH

7.0とすると、 Fig.3のようにnativeなバ

クテリオロドプシンに近いスペクトル

が回復し、蛋白質の大部分がnativeな

立体構造を再生することがわかるが、

intactのパクテリオロドプシンと比較す

ると、ループおよびヘリックス構造に

矢印で示す4個所のスペクトル変化が残

る。これらは本来蛋白質に結合してい

た二価カチオンをNa+イオンにより置換

したことによって生じた変化と考えら

れ、金属イオン結合が複数のサイトで

膜蛋白質の局所的な立体構造に影響を

与えることを示している。特にAla196

に帰属された17.78 ppmの信号の低磁

場側へのシフトはこの残基近傍の蛋白

質構造(膜の細胞外側に位置するルー

プ部位)がカチオン結合により影響さ

れることを示し、残基近傍へのカチオ

ン結合を示唆している。

[1_13C] Val標識パクテリオロドプシ

ンのスペクトルではPro残基のイミド窒

素に隣接するVa149、Va169および

Va1199の信号は高磁場側に分離して観

測される。 V199A変異体によって帰属

された199位パリンに対応する171.11

ppmの信号は上述のような二価カチオ

ンのNa+イオンによる置換で影響を受け

ないことが見出され、 196位近傍のカチ 19 18 17 16 15 14 13 

オンによる立体構造への影響は非常に Fig. 3 13C-CPMAS NMR spectra of 
局所的であることが示された。 intactand Na+ regenerated bR. 

脱イオンの後Na+によって再生したパクテリオロドプシンにCa2七 Mn2+を加えるこ

とで、蛋白質に結合したNa+をこれらの二価カチオンに置換することができる。

Mn2+の結合による[3-13C]Ala信号の広幅化から、カチオン結合部位近傍の残基を直

接に特定した。 Fig.4に示すように、少量のMn2+(蛋白質に対し、 1/10モル当量)
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の添加によりヘリックスおよびループ部

位の5個所の信号(矢印)に相対的に大

きい信号強度の減少が見られる。これら

は2個所以上の結合サイトへのMn2+結合

による影響を示しており、特にAla196

に対応するピークには強い影響が観測さ

れる。この結果から、Ala196を含むパ

クテリオロドプシンの膜貫通ヘリックス

FのC-末端と細胞外側のループ部位の境

界部分にカチオン結合サイトの一つがあ

ると結論し、 X線構造解析による立体構

造6を考慮し結合部位のモデルを提案し八へ

た (F培.5)。
また、蛋白質に対し非常に少ないモル

Ala・196 Ala・126

1hat凶 bR

15.41 

~+甘'9at凶 bR

比(1/10モル当量)のMn2+により複数 19 18 17 16 15 14 13 

のサイトに対応すると考えられる信号 Fig.4 13C-CPMAS NMR spectra of 

印m

の高さに減少が見られ、さらにAla196 [3-13CJA1a-labeled deionized bR treated 
with Ca2+ (top出 lddotted line of bottom) 

に対応する17.80ppmの信号の70%以 2 and Mn 2+ (solid line of bottom) 
上が広幅化により見かけ上消 一拍柵制附明。n

滅している点を考慮すると、 向調‘ E ‘喝.，-一一一

Mn2+は3ms以下の寿命で結合

サイト問、および蛋白質問を

移動していると考えられる。

このことから、パクテリオロ

ドプシンとカチオンの結合は

親水的表面近傍で起きており、

結合はサイト問の交換を含む

動的な性質を持っていること

がわかった。 Al1I・1吉晴 melhjle・fbon
Fig. 5 A proposed cation binding site at 

1) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito the F-G loop of bR. 

(1994) Biochemis町，33，15046-15052. 

2) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito (1S開拓)Eur. J. Biochem.， 239， 294-30l. 

3) S. Yamaguchi， S. Tuzi， T. Selci， M. Tanio， R. Needleman， J. K. Lanyi， A. Naito and H. 

Saito (1998) J. Biochem.σokyo)， 123，78-86. 

4) H. Luecke， H. T. Richter組 dJ. K. Lanyi (1998) Science， 280， 193~1937. 
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P50 固体高分解能NMRによる磁場配向二重膜中アラメシチンの膜に

対する配向の決定

(姫路工大・理)0永 尾降、内藤晶、辻暁、斉藤肇

Orientation of Rlamethicin in附agneticallyOriented Lipid Bilayers 
by High-Resolution Solid-State N同RSpectroscopy 

Department of life Science， Himeji Institute of Technology 。fakashiNagao， Akira Naito ， Sator日 uziand Hazime Sai凶

Alamethicin is an antibiotic peptide consisting of 20 amino acid residues and exhibits 
voltage-dependent ion channel gating in lipid bilyers. The structure and dynamics of 
membranes bound alamethicin were investigated using magnetically oriented lipid bilayer 
S円vstems.
日Cchemical shifts of carbonyl carbon in the magnetically oriented system_e対libitthe 
orientation of alamethicin to be normal to the surface of lipid. bilaye~s. Furthe~，_"C isotropic 
chemical shift values indicate that the backbone near Ala4， Glyll and Val15

陀 siduesof 
alamethicin form α-helix structure. These results indicate that alamethicin has entirely α 
-helix structure in the lipid bilyers and is inserted into membranes in the absence of 
membrane potential. 

アラメシチンは菌類であるTrichodermavirideから得られる抗生物質で、 20アミ

ノ酸残基から成る生理活性ペプチドである。アラメシチンは生体膜中で6から 11 

量体を形成し、電位依存性イオンチャンネル機構を示すことが知られている。アラ

メシチンは膜タンパク質の電位依存性構造変化や脂質膜との相互作用を研究する上

で重要なモデルとして、その活性は電気生理学的手法等でよく研究されている。ま

たX線回折1)や溶液NMR分光法勺こより結晶構造や溶液中での構造が報告されてい

る。しかしアラメシチンの脂質二重膜中での立体構造や脂質膜表面との相対配向に

関してはまだ不明な点が多い。

本研究では磁場配向脂質二重膜(パイセル) 3)中に部位特異的に13C標識したアラ

メシチン類似体を再構成し、固体高分解NMR分光法を用いてアラメシチンの膜中

での配向を決定することを試みた。特にカルボニル炭素の13C化学シフトテンソル

に注目して、その解析からアラメシチンの脂質二重膜に対する相対配向を決定する

ことに成功した。同時にその等方化学シフト値から脂質膜中でのアラメシチンの二

次構造を決定したので報告する。

固体高分解能NMR、アラメシチン、磁場配向膜、安定同位体標識、イオンチャン

ネル

。ながおたかし、ないとう あきら、つじ さとる、さいとう はじめ
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‘、

[実験]

アラメシチン、および[3-13CJAla4，[1-13CJGlyll，[1-13CJVaI15
-アラメシチンは、活性化

試薬HATUを用いてABIペプチド合成機により固相法で合成し、その後HPLCによ

り精製した。これらの試料はDMPC単独成分のマルチラメラベシクル、および

DMPCIDHK:混合成分から成るパイセル膜中にそれぞれ再構成させて国体高分解能

NMR測定を行った。アラメシチンに含まれる[3-13CJAIピの信号の帰属のため、 αー

ヘリックスおよび310・へリツ

クス構造のモデル化合物も同

様に合成し、凍結乾燥状態で (a) 

NMR測定を行った。測定は

Chemagnetics社製CMX400

NMR分光器を用い、 CP-MAS

法、 DD・MAS法、 DD法によ

りNMRスペクトルを得た。

試料はジルコニア製5φロー (b)
ターに詰め、アラルダイトで

完全に密封した状態で測定し

た。 NMR測定において繰り

返し時間は4sec、臼Cの接触時

聞はlmsecに設定し、測定温 (c)
度は1O"'45'Cの問で変化させ

た。

σよ
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[結果と考察]

脂質膜中アラメシチンの

二次構造

脂質膜中でのアラメシチン

の13CDD-恥1ASNMR測定の結

果、 [l_13C]Glyllおよび[1・

13CJVal15の信号はそれぞれ

172.5ppm、175.3ppmの位置に

観測され、これらの部位が 引

αーヘリックス構造をとって Fig.l .:Slp NMR spectra of magnetically 
oriented lipid bilayer 

いることを示した。 [3・

日CJAla4はAib残基に挟まれた特殊な環境にあり、その信号は16.6ppmと通常の αーヘ

リックス構造のものより lppm以上低磁場側に観測された。そこでAib残基に挟まれ

たAla残基を含むモデル化合物との信号の比較を行った結果、Ala4においても小ヘ

リックス構造をとっていることが分かった。以上の結果より、アラメシチンが脂質

二重膜環境で分子全体にわたってα.ヘリックス構造をとることが分かつた。

(d) 
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アラメシチンを含むパイセルの磁場配向挙動

パイセルを用いた磁場配向膜の

測定において、まず31p NMRによ

り脂質二重膜の配向を確かめた。

DD法によりリン脂質二重膜を観

測した場合、もし脂質が等方運動

をしていればFig.l (d)の様に化学

シフトの等方値の位置に信号が観

測される。一方大きなリポソーム

を形成している場合や、脂質膜間

相互作用が存在することで運動が

制限されるとFig.l (a)の様なパウ

ダーパターンを生じる。リン脂質

は二重膜を形成しながら脂質分子

軸周りの速い回転運動を持つので、

そのパウダーパターンは典型的な

軸対称パターンを示し、その化学

シフトテンソルの主値はoムと 0 11

で表わされる。このため脂質膜表

面が静磁場に対して平行に配向し

た場合、その信号はFig.l (b)の様

に化学シフトの等方値より高磁場

側の Oj_の位置に現われる。逆に

膜表面が静磁場に対して垂直に配

向した場合、その信号はFig.l (c) 

の様に化学シフトの等方値より低

磁場側の 011の位置に現われる。

アラメシチンを再構成したパイセ

50 -0 

450C 

300C 

100C 

-50 
ル膜の31p NMRスペクトルをFig.2

に示す。 45'CでDMPCとDHPCの

31p NMR 信号が0ょの位置に現わ

れたことにからパイセル膜が膜

表面を静磁場に対して平行に向

けて配向していることが分かった。

Fig.2 31p DD NMR spectra of bicelles 
containing alamethicin 

バイセルに再構成したアラメシチンの配向

次に磁場配向した試料の13CNMRスペクトルをFig3に示す。 αーヘリックス構造を

とったペプチド中のカルボニル炭素のC=u軸は、それぞれ4残基離れたアミドプロ

トンと水素結合を形成するためヘリックス軸に平行にそろう。アラメシチンは膜中
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臼C]Glyllで9.2ppm、[1-13C]Val15で

5.8ppmと信号が大きく高磁場シ

フトすることがわかった。この

結果より Glyll、Val15部位ではヘ

リックス軸が静磁場に対しでほ

ぼ垂直に配向していることがわ

かった。

[まとめ l
磁場配向パイセル膜に再構成

したアラメシチンのカルボニル

炭素の化学シフト値を解析した

結果、アラメシチンは α-ヘリッ

クス構造をとり、そのヘリック

ス軸は脂質膜表面にほぼ垂直に

挿入されていることが判明した。

この結果はアラメシチンがイオ

ンチャンネルゲートが閉じた状

態においても α.ヘリックス軸

は膜表面に横たわるのではなく

て膜に垂直に配向することを示

唆している。

Bicelle 

Bicelle 
+ Alamethicin 

MAS 

(c) 
Val'岨

¥ 
Bicelle 
+ Alamethicin 

180 170 160 

Fig.3 13 C DD NMR spectra 
(a) bicelles (b) bicelles containing alamethicin 
(c) bicelles containing alamethicin taken with 

MAS condition 

1) Robert O. Fox Jr.， Frederic M. Richards， Nature， (1982)， 3∞，325-330 

2) Adelinda A. Yee， Randal Babiuk， Joe D. J. 0、Neil，Biopolymers， (1995)， 36， 781-792 

3) Charles R. Sanders， II， Geoffrey C. Landis， Biochernistry， (1995)，34，4030-4例。
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P51 

Liquid -Crystal NMR Study of 2-Vinyloxypyridine. 

(阪大・薬1阪大・医2)0 Alexander VVashchenko'， Atsuomi Kimura2， 

Andrei A.Afonin2， and日deakiFuiiwara2 

Abstract: N恥1Rspectrum of the title compound has been measured in nematic phase 

ZLIl167 and analyzed to obtain the direct couplings The purpose ofthis investigation 

is to advocatively conclude the presence of intramolecular hydrogen bonding between 

the olefinic CH proton and pyridine nitrogen， which we have suggested according to 

the discussion ofN孔低 chemicalshift and quantum chemical calculation 

Introduction. 

We have measured 'H N恥低 spectraof 2-vinyloxypyridine in nematic liquid crystal 

ZLIl167. High resolution spectra were obtained. The spectra were analyzed with the 

use of established programs SHAPE and LAOCOON modified in some respects in our 

laboratory The compound makes up a 7・spinsystem with seven di妊erentchemical 

shifts， but the ground state conformation is already obtained as a planar one in our pre-

vious calculation based on ab initio method. Therefore， the order parameters to be 

determined independently are three Almost good fit is obtained just now between the 

calculated and observed spectra 

Experimental. 

2・Vinyloxypyridinewas dissolved in nematic solvent ZLIl167 by 2.6 wt % 'H 

N恥依 spectrumwas measured on Varian VXR・200N恥低 spectrometeroperatmg at 

200恥位-1z.The temperature of measurements was 260C. Normal solution spectrum of 

2-vinyloxypyridine in CDCh was taken on the same spectrometer at the same tem-

perature 

Keywords: liquid crystal， direct couplings， 2・vinyloxypyridine，conformation， order 

parameter 

アレキサンダーヴァシェンコ、きむらあっおみ、アンドレイエイホニン、ふじわらひであき
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Analysis of N恥低 spectraobtained in the nematic phase was made by the pro-

gram LA03D9D. This is a modified version of LAOCN3 applicable in double preci-

sion mode with a damping route as reported by the authors [1]. The resulting direct 

couplings were analyzed by the program SHAPE [2] to obtain structural and order pa-

rameters. A11 calculations were made on a work station F叫~itsu S4-IP 

Results. 

2・Vinyloxypiridineexhibits spectra of 7 spin system. It includes seven chemical 

shifts (OI・O7)and twenty one direct couplings (012， 013， 014， 015， 016， 017， 023， 024， 

025， 026; 027， 034， 035、036，037， 045， 046， 047， 056， 057， 067) besides twenty one indi-

rect couplings 1ij as independent variables. Indirect couplings were fixed at the values 

observed in isotropic medium as usually done [3] when the indirect couplings show no 

discernible solvent dependency The values used amount: 112=5.79 Hz， 113=204 Hz， 

114=077 Hz、123=693Hz， b=1.07 Hz， 134=876 Hz， 145=021 Hz， 156=13 83 Hz， 

157=6 24 Hz， and 167=・1.84Hz， other indirect couplings being small and negligible 

:立;
片

Scheme 1 

Table 1. N恥低 Parametersof 2-Vinyloxypyridine 

Dissolved in Nematic Phase ZLI1167 

Oirect couplings / Hz 

012=571.1， 0J3=・24.45， 014=3348， 015=174.8、

016=193.1， 017=42.5， 023=849.63， 024=15255， 

025=107.28， 026=32.31， 027=・19.80，034=1070.94， 

035=94.14， 036=・22.11， 037=5.25， 045=9051， 

046=126.67， 047=211.42， 056=276.89， 0571430.90， 

067=111331 

Relative Chemical shifts / Hz at 200恥畳Iz

vI=415 58， v2=100.61， v3=452.42， v4=159 30， 

v5=563.69， V6=・417.60，v7=-337.82 

A11 the chemical shifts are different from each other， and also all the direct couplings 

are di鉦erentfrom each other. And hence totally 28 par加netersare regarded to be 

independent variables Therefore， it is very much interested if the spectrum is solved 

fully and conformation is determined. The LAOCOON iteration calculation has now 
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given RMS error of 158Hz for the sixty nine observed and simulated transition fre-

quencies. The simulated and observed spectra are shown in Fig.l. This calculation has 

to be improved more so that the final RMS error reduces as small as a few Hz. The 

spin system includes 28 independent parameters and this makes the final solution very 

intricate to be reached. Further efforts are underway to establish the final solution In 

the Poster Session overall discussion is applied to the molecule 2-vinyloxypyridine to 

give proofs to its planar structure and intramolecular specific interaction from the ex-

perimental point ofview. 

i
叫
刷

仙
川
川

Fig.l Simulated (upper) and experimental (lower) IH NMR spectra of 2・vinyloxy-pyridinedis-

solved in nematic solvent ZLIl167 

References: 

[1] HFujiw畑、 IYamanaka，and YSa地 i，NipponK，管制Kaishi，1566 (1986) 

[2] P Diehl， P M Henrichs、andW Niederberger， Mol.Phys.， 20， 139 (1971) 

[3] HFujiwara and YSasaki， J(、'hem.Soc.，Chem.C'ommun， 35 (1981) 
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P52高分解能MAS溶液プローブを用いたリン脂質膜に結合したペプチドの構造解析

(東レリサーチセンター) 0川口謙、木村一雄

Structural Analysis of Peptide bound to Phospholipid Membrane using High-

Resolution Liquid MAS Probe 

Toray Research Center， Inc.， Ken Kawaguchi， Kazuo Kimura 

High-Resolution Liquid MAS Probe， which is called nanoprobe， is used for small amount 

compounds in liquid state normally， but we have used the probe for phospholipid membrane 

because the probe has magic angle spinning ab辻ity. We tried to measure lH NMR ofpeptide 

bound to liposome. We also tried to make more sensitive pulse sequence of HOESY due to 

structural analysis of peptide. 

高分解能 MAS溶液プローブ(ナノプローブ)は本来、微量溶液試料用に開発されたプローブで

あるが、マジック角回転を用いているため、生体膜のような不均一系でも比較的、高分解能スペ

クトルが測定できる。このことを利用して、水溶液中のリン脂質膜(リボソーム)に結合したペ

プチドを直接に NMR観測することを試みた。下図左はジミリストイルホスファチジルコリン

(DMPC)のリポソーム(マルチラメラベシクル:MLV)にパリノマイシンを取り込ませた状態の lHNMR

スペクトルである。 90%H20、10%D20で測定している。 MLVの状態にあるにもかかわらず、 NMR

シグナルが比較的高分解能で観測できる。また、ペプチド(パリノマイシン)のシグナルも一部

観測できている。現在NOESYの解析と、重水素化DMPCを用いた測定を検討している。

また、ペプチドの立体構造を解析する目的で H-CNOESY(HOESY)の改良を試みた。.HOESYは感度

の低い測定法であるが、 InverseMode、PhaseSensitive Modeにするなど改良し、 30mgのパリ

ノマイシンで HOESYを観測できるようにした(下図右)。今後、水素結合の観測に適用していき

たい。

0; ~ 5 0 I ~ 5 ・， ~ ; ~ .a ~ 2 C. . 5 1 C 

'HN勘依specuumofm叫tilamellarv聞 clein側協H，O.ゆ% D20

国 U喝出岨<>-probe

In.s 17'.1 171.1 17t・ 171.1 111・111.1 111.' I・・ s ‘・・・ ‘".1 円【-，

HOESY: valinomycin， 30mg/170ul， 86hr， correlation peaks 

to carbonvl carboa! -・・・圃

リン脂質膜、ペプチド、水溶液、 HOESY、高分解能MAS溶液プロー7"

かわぐちけん、きむらかずお
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P53 リオトロピック液晶中での硫酸キニジンの
コンホメーションー溶渡構造と比較してー

(神戸薬大 l}，阪大・医 2)) 0杉浦虞喜子11木村敦臣 2}，藤原英明 2)

Coザ'ormation0/ Quinidine Sulfate Dissolved的 aLyotropic Liquid Crystal 
-CO"伊a前週~with that初 solution・

Makiko SUl!iura~， Atsuomi Kimura2l， Hi<k渇kiFt羽iwara2l

1 Kol吃 Rルumaceu政沼1University， 2 School ザAlliedHealth Science， Faculty 0/ Medicine， 0.田知 University

The ∞nformati∞of a quinidine sulfate，組凶吋明hmicagent， has been delennined in a lyotro戸cliquidα抑 al

bym伺 nsof magic angle spinning (MAS) and ROESY ex戸羽ment. The infonnation of H-H dstance extr剖 d

from ROESY/MAS spectra was analyzed底油，tdngto the dstan∞g田 metIyalgorithm. ηle resul ti ng 

conformati叩 ofquinidine sulfate has以mαlffiparedwi th thωe in a organic solution ar叫forcrys凶.

【はじめに】リオトロピック液晶を用いた液晶 NMRは，生体膜中での配向した分子の構造

を知る上で有用な方法である。特に MAS条件下での ROESYスベクトル (ROESY/MAS) 
と組み合わせた方法は，スピン数の多い複雑な化合物にも応用出来，薬物と生体膜との相互

作用，生体膜中での薬物のコンホメーシヨン等を知る手がかりを得ることが出来る。。今回こ

こでは，硫酸キニジン(I)にこの方法を適用した。

硫酸キニジン(I)は，抗不整脈薬として常用されており，その作用機序については，細胞

膜リポプロテインとの結合によって，金属イオンの膜透過性を変化させることなどが知られ

ている。その作用機序に関するより詳細な情報を得ることを期待して，このリオトロピック

液晶中でのコンホメーション解析を行った。さらに以前に我々が選択的緩和法を用いて決定

したキニジン塩基の重クロロホルム中でのコンホメーション 2)との違いも併せて検討するこ

とを目的とした。

【実験】パーフルオロオクタン酸セシウム塩 (CsPFO)は常法により調製し，重水にとかし

て (40:60by wt%) リオトロピック液晶とした。

その CsPFO液晶に Iを溶解し(0.5wt%) ，測定

.H:zSO. 

8' 

Fig. I 

サンプルとした。液晶の確認は， 2D NMRによっ

て行った。

斑)ESY/MASスベクトルの測定は， Varian 
VXR-500 (1 H: 500MHz)により，ナノプローブを

用いて行った。

【結果と考察】 Iを CsPFO液晶に溶解した液晶

溶液は， 2DNMRにより， 27-39'Cで，異方性の

液晶状態を， 40'C以上で，等方性のミセル状態をと

ることが分かつた(Fig.2，3) 0 液晶状態 (33'C)， 

ミセル状態 (42'C)それぞれについて， MAS条件

下で斑〉邸Yスベクトルを測定した。液晶状態で

32個，ミセル状態で 28個の ROEピークを得

た。F"tg.4に液晶状態での ROESYスベクトルを，

キーワード:硫酸キニジン， リオトロピック液晶， ROESY /MAS，コンホメーション

すぎうらまきこ きむらあっおみふじわらひであき
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Fig. 2 20 Spectra of the soIution 

ofIdi鑓oIvedin血eCsPFO/010， 

(a) at RT， (b) at 33OC， and 
(c) at 42OC. 

F2 
(ppm) 

1 

E 

3 

4 

5 

6 

?寸

• 

(b) 

Fig.3 筑)()恥rnzlHNMRs戸剛志m~樋山"ed ur凶町 MASofI di鑓olved
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Fig. 4 ROESY IMAS s戸沼町umof 1 dissolved in the CsPFO l....iquid-crys凶.
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Table 1にそれぞれの ROE
の結果をまとめた。ミセル状

態と液晶状態の庶)Eピー

クを見比べると，キノリン環

部分とキヌクリジン環部分

の聞に関係する庶)Eの値

にはほとんど大きな差は見

られないが，ピニル基部分と

キヌクリジン環部分のプロ

トン間では，いくらか ROE
の強さに差が見られる。

キニジンのコンホメーシ

ョンを議論する場合，主に

FIg.lに示すような 3つの

結合周りの回転が問題にな

る。これらの 3つの結合の

回転を可変にして， Table 1 
の距離情報を満足するよう

なコンホメーションをディ

スタンス・ジオメトリー法で計算した。

それぞれ得られたコンホメーションをFig.5に，また 3つの二面角の値をTable2に示

した。この Table2には，以前に我々が行った有機溶媒中でのキニジン塩基での結果 2)と，

X 線結晶解析による結晶構造からの結果 3)も併せて示した。

これらの結果を見比べると， α，flについては，いずれの状態でもあまり大きな差は見られ

ない。これは，これらのコンホメーションを決定する因子が，主に分子内の水素同士の反発

によっていることに起因する。すなわちキノリン環部分の水素とキヌクリジン環部分の水素，

それにそれらに挟まれた 9位の水素同士の立体反発が一番小さくなるようなコンホメーシ

ョンをとるものと思われる。

一方ピニル基のコンホメーション (χ)については，それぞれに差が見られ，特に液晶中で

は，他と大きく異なっている。この液晶中のコンホメーションは，他のものに比べ，わずか

ではあるが，より長く延びた構造になっており，液晶中では，溶液状態，あるいは，結晶状

態よりも，より長く延びた構造で安定に存在していることが分かつた。

ROE Effects of I 
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Table 1 

Table 2. Dihedral anglω門fぽ the∞，nfonnatiα18ofsome s句協

ー一 一一-一一-ー

IUqI刷 αystal M陥訓ar inCDCI3 Cry銃剣

α <C9'-C4・-C9・C8 79 79 70 79 I 。<C4'・c9・c8・C7 89 52 50 72 

L <C11・C10・c3・c4 -n -144 150 L ・130
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(a) (b) 

Fig.5 pro戸JSedconformations for (1)， (a) in the micellar state， 
叩 d(b) in白eIiquid-crystal state. 

{参考文献】

l)A， Kim町a，et al.， J. Magn. Res. B. 112，44 (1996) 
木村，他， 第 36回 NMR討論会講読要旨集 P247 (1997) 

2) T. Sai， et al.， Magn. Resn. Chem. 30， 1041 (1992) 

3) S. Kashino， et al.， Acta C!ys臼l1ogr.，Sect.C 39， 310 (1983) 
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P54 
分子動力学計算による AgXCUI_XIの

緩和時間シミュレーション

0井田朋智 I、平井篤樹 1、木村潤子 1、西館数芽 2、水野元博 1、遠藤一央 I、須原正彦 l

(金沢大学・理 l、岩手大学・工 2) 

Relaxation Time Simulation of AgxCul_xI 

from Molecular Dynamics Calculation 

o T.lda 1人， A.Hira心i1ペ， J .Kimura 1， K.Nishiほda以.te2久， M

( Fa挺£印u凶tlt句yoぱfScience， Kanazawa University 1 and Faculty of Engineering， Iwate University 2 ) 

The nature of ionic motions in AgxCuI_XI has been studied with the cal-

culation of the molecular dynamics using a soft-core potential function. By 

considering that a mobile ion ( Ag+ or doped Cu+ ) hops among octahe-

dral lattices， The activation energy in αphase was estimated剖 8此 Jjmol，
which was a good agreement with the value obta.ined from the 63Cu -NMR 

measurement ( about 7kJjmol ). 

[序]

超イオン導電体 (SuperlonicConductor、以

下 SIC)は、融点より準かに低温で高いイオン

伝導率を示す物質である。近年、工業的にも SIC

を用いたバッテリーやセンサーが重要視されて

おり、実験的に、また理論的に様々なアプロー

チが試みられている。

代表的な SICには AgIやCuIがあり、以前か

ら分子動力学計算による取り扱いが盛んに行われ

ている。 AgIについては京大の上回ら (1)によっ

て数多くなされており、 SIC相転移機構や転移

前後の構造的変化が理論的に研究されている。

AgとCuの混晶について X線構造解析 (2)か

ら、図 1に示すような相図が報告されている。

AgIは420KにSIC相転移点があり、閃亜鉛鉱

型結晶構造を持つ 7相から 1次転移後、 SIC相

において不動イオンである Iーが、平均構造と

して体心立方構造を示す α 相へ転移する。

SIC相においては、この I一格子内を移動イオ

ンである Ag+が、固体内で拡散することによっ

て高いイオン伝導率を示す。さらに高温側にあ

る融点は 828Kである。

CuIは7相から不動イオンが面心立方構造を

示す α'相 (SIC相)に 1次転移する。融点は

878Kである。 AgとCuの混品にはそれぞれの

構造が混合状態にある i+α 、α'や α+α'相の

存在が混品の電気伝導率 (3)等の平均的物性面、

言い換えば、静的な構造から研究されている。

最近になって我々は AgxCuI_XIの 63Cu-

NMRによるスピンー格子緩和時間測定を行っ

ており (Fig.2参照)、混品におけるローカルサ

イトの動的な構造についても明らかになりつつ

ある。そこで、本研究の目的は、分子動力学計

算を AgIとCuIの混晶にまで発展させ、イオン

の運動をシミュレートすることにより、 NMRよ

り得られた結果を理論的に解析することである。

分子動力学計算、緩和時間、シミュレーション、超イオン導電体、相転移

いだとものり、ひらいあっき、きむらじゅんこ、にしだてかずめ、みずのもとひろ、えんどうかづ

なか、すはらまさひこ
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I分子動力学計算]

今回用いた分子動力学計算(以下 MD計算)

には速度ベルレアルゴリズムを採用した。ポテ

ンシャルはソフトコアポテンシャル (4)を基礎と

して、

/町内γ ZiZj(fe)2
<Tij(r) =正\~) +一-7-(I)

を用いた。ここで、 けまソフトコアの寄与の大

きさで0.05とした。 σ1，] は各イオンのソフトコ

ア半径で、各々σ1= 2.2、σAg= 0.63、σCu二

0.50とした。 Zはイオンの電荷で、 fは共有結

合性を考慮した有効電荷係数であり 0.6とした。

初期設定として、格子定数はAgIα相の5.08λ と

し、単位セル当たり 4イオンを 5x 5 x 5 = 125 

セル、計500粒子を設定し、周期的境界条件で

つないだ。計算は lstepを9.28fsecとして 10万

step行い、各stepごとに注目粒子の位置を決定

した。

Fig.l Phase diagram of Tde AgI-CuI system. (2) (Tetrahedral(Td)格子間ホツピングモデル]

Fig.3にX線構造解析より得られた AgIの α

相における結品構造を模式的に示す。

• x=0.99 
o x=0.90 

0.5 

• 
U53 0.4 
、、、 • • ←司 。。 I Cage ion 

S 503  . 。 I :obile ion 

民私包H 司』
。

1.95 2 2.05 2.1 2.15 

Temperature 10
3 
/ T / K 

Fig.2 Temperature dependence of Tde 63 Cu -

NMR relaxation time， for x = 0.99 and 0.90 in 
AgXCuI-XI. Fig.3 Hopping model among Td or Oh lattices・

不動イオン(1一)が bcc構造を成し、移動イ

オン(Ag+またはドープされた CU+)が bcc

面上の 4点に安定位置を占めており、この内の
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され相関時間のみの関数になる。従って、相関

関数f(r)を以下のように表すことが出来る。

(2) 

ここで、 Rm(r，t)は配向・時間部分の平均でG(T)

は相関時間部分である。

多相関時間の場合においても個々の粒子が感

じる相聞は指数関数によって特徴付けられると

考えると、

、、s
，，，
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一η

〆
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f
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(3) 

となる。ここで、 g(r)は相関時間の分布関数で

あり、単一相関時間 rcの場合、 g(r)= d(T -TC) 

となり、通常の相関関数と等しくなる。

緩和時間の逆数は相関関数のフーリエ変換に

比例するので、

f drf(r)州叩r)

=f介drR翫石fμdri州η

頁翫吋高可fρdη的)叶5zF

f(r) = Rm(r， t)G(r) 

cx: 
1 

T1 

いずれかに存在している。この存在位置はどこ

も不動イオンが作る 4面体の中心にあり、高温

になると隣接する 4面体格子 (Td格子)聞を跳

び移ることで拡散していると考えられている。

ここで、移動イオンが拡散する途中において

Td格子内に滞在している間エネルギーのやり取

りを行い緩和していくモデルを仮定する。よっ

て、各移動イオンの Td格子内滞在時間を相関

時間に相当するとして、 MD計算結果から相関

時間を見積もった。

Fig.4に500Kにおける Ag+イオンの相関時間

(Td格子内滞在時間)の分布を示す。相関時間

は単一の値に集中するわけではなく、ある程度

の範囲を持って緩やかに分布していることが分

かる。このことから通常単一相関時聞から得ら

れる B.P.P.の式にはあてはまらず、相関時間分

布を持つ多相関時間による緩和時間シミュレー

ションが必要となる。

(4) 

と表すことが出来る。この関係を用いて MD計

算より得た相関関数の分布から緩和時間をシミュ

レートした。

一一

‘
K
4
h胃

‘t
d‘
ぽ

ι
4
1

ι
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品川‘

[Td格子モデルによる計算結果】

多相関時間の緩和時間シミュレーションから得

られた緩和時間の温度変化をFig.5に示す。この

図より計算による緩和時間には温度変化がない

ことが分かる。しかし、 Fig.2に示したように、

NMRの緩和時間の温度変化はアレニウスの活

性化プロセスとして理解でき、約7kJjmolと得

られており計算結果とは一致ない。この結果に

ついて移動イオンの平均二乗変位から考察する

と、 α相における隣接Td格子間距離がすでに格

子振動的範囲に入っており、相内の格子振動と

拡散の寄与が分離できていないためだと考えら

れる。

以上のような結果より、隣接する Td格子中心

問の距離が短いために、パックグラウンドとし

てある格子援動の寄与が分離できないので、よ

り大きな格子聞の跳び移りモデルを考える必要

がある。
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2 

Fig.4 Distribution of a calculated correlation 

time at 500K from Td lattice hopping model. 

[多相関時間による緩和時間}

移動イオンは Td格子内の中心から十分速い

速度で隣接する Td格子に眺び移るとし、また、

スピンは格子内でランダムに配向しているとす

ると、相関関数は配向部分と時間部分が平均化
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Fig.6 Temperature dependence of a simulated 
Fig.5 Temperature dependence of a simulated 

laxation time by Oh lattice model， without 
relaxation time by Td lattice model， without .:;;一一一一
considering Rr叫r，t). 

【Octahedral(Oh)格子問ホッピングモデル1
4つの隣接する Td格子中心はいずれも等価な

サイトであるため、格子娠動的規模により十分

速い跳び移りの存在が拡散との差を見せないこ

とが分かった。従って、この 4サイトを平均化

して一つの格子と見なすことによって、拡散の

寄与を見いだせるのではなし、かと考えた。そこ

で、 Fig.3に戻ってみると、移動イオンは4つの

サイト眺び移りから他の 4サイトへジャンプす

るモデル、つまり、 4つの Td格子が作る Oh格

子聞を跳び移っているモデルを仮定する。

計算方法はTd格子聞のときと同様に行い、相

関時間の分布を見積もり、緩和時間をシミュレー

トした。

結果を Fig.6に示す。図より、緩和時間の温

度変化を活性化エネルギーとして見積もると、

8.3kJjmolとなった。これは実験結果と良く一

致しており、緩和時間の熱的挙動を十分うまく

再現できていると考えられる。

[参考文献]

Rm(r， t). 

[考察】

Td格子問ホッピングモデルでは相内でパック

グラウンドとして存在する格子振動と、緩和時間

の温度変化に寄与している拡散が十分に分離で

きないことが分かった。そこで、 Oh格子間ホッ

ピングモデルを導入することで、 α相における

AgXCuI_XIの緩和時聞がうまくシミュレートで

きた。この結果から α相における緩和時間は、

Td格子聞の跳ひ移りをベースとして、より離れ

たサイトへの跳び移りが多くなることで温度変

化を示すことが分かる。

モデノレとして NMR測定が困難なAg+の緩和

を、濃度 19i(の混晶中の Cu+を通じて考察した

が、同様な計算方法を用いてより高濃度の Cu+

をドープした系についても計算を行った。

(1 )上回顕、金子豊 日本物理学会誌 40(1985) 866 

(2) J .Nolting: Ber.Bunse時四.Phys. Chem. 68 (1964) 932. 

(3) M.Kusakabe， Y.Shirakawa， S.Tamaki and Y.lto. J. Phys. Soc. Jpn. 64 (1995) 170 
(4) P.Vashishta and A.Rahman. Fjαst Ion Transport in Solids (1979) 527 
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P55 計算機支援に基づくパルス開発の効率化

都臨床研1、明大理工2 0撞挫盛主人楠正美2、稲垣冬彦1

SIMnD : A pulse sequence simulation system for education and development of NMR 

Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 1， Department of Physics， M吋iUniv.2 

Masashi Y okochi1， Masami Kusunoki2， Fuyuhiko Inagaki1 

Abstract 
The SIMnD is a software library written in C language which allows to calculate time 
evolution of the density matrix according to a pulse sequence written by user. The pulse 
sequence program is composed of functions which紅 eprovided by the library. The user is 
free from actual preparation of calculation and just code a desired pulse sequence， which is 
then linked to the SIMnD library. The system includes complex relaxation processes such as 
TROSY and cross-correlation effect as well as ordinary NMR pulse t怠chniquesof phase 
cycling and pulse field gradient. The SIMnD syst怠mis a helpful tool for beginner's education， 
occasional trouble shooting of a pulse sequence and efficient design of new experiments of 
NMR. 

恥1ethods
私たちはSIMnDと呼ばれるパルス系列を模擬するシステムを開発した。このシステムの特徴はパル

ス系列と煩雑な密度演算子の計算の準備及び実行領域を完全に分けたことにある。パルス系列はライ

ブラリの用意する関数で組み立てられるため、実際の分光器のパルス系列によく似ている。パルス系

列プログラムは単純な構造をもちながら、ライブラリの選択により様々な計算に対応できる。

現在SIMnDは、 2.3，4スピン系にそれぞれ対応している。システムの用意する計算はlD，2D.3Dの
FIDを取得するための時間領域(TIme-Domain)実験とパルス系列の励起プロファイルを取得するため

の周波数領域(FreQuency-Domain)実験である。またパルス系列の任意の時刻における密度行列を

Cartesian. Multi-Quantum. Polarizationのそれぞれの基底に分けて表示することが出きる。

用意されるライブラリ関数は基本的なパルス技術である位相回し、磁場勾配パルスに対応してい

る。ハミルトニアンは自由に設定できるため J結合の強弱を問わない。また緩和行列を生成して緩和

現象を扱えるようにした。得られたFID及びFFT処理デー夕、励起プロファイルデータはシステムの

提供するviewerプログラムで表示可能である。 (Xlib及びOpenLook[*Jを使用する)

プログラムの公開予定はポスター会場にて掲示する。

[判 XlibはX端末上で、 OpenlρokはSunのワークステーション上で表示可能

【Available ca1culation in the SIMnD system】

・ Spin sys七em fbJ 2， 3， 4 spin system (Hetero， Hi叩0)
・OutputFonn も TirneD::Irain 1D/2D/3D F工D

~ Frec:忍lE担 cy以X阻む1 1D/2D/3D excitir羽 profile

【Basicprofile of the SIMnD system】

. Ba..se of ~粧ator 〆Cartesian，〆 M.llti也uantum，〆Polarizaヒion

• Phase Cyclir唱 〆PulsePhase，〆 Q泊 drature[胤配ヒion

• J-couplむ19'〆 u問 k， 〆 stror習

• PFGz 

• Relaxation 

key word : density matrix 

〆selection， 〆 el主凶工混乱α1

〆DipolarCOt亭lな羽， 〆αlanical泣riftAnisotrqザ，

〆cross-correlaヒionbet.¥嶋田担ヒeractiα15

ふりがな: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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P56 化学シフトにおけるゲージ不変な相対性効果

(北見工大) 0馬場雄久・福井洋之

Gauge-origin Independent Relativitic E:ffects on N uclear 
Magnetic S hieldings 

Kitami Institute of Technology 
o T. Baba， H.Fukui 

The gauge-origin independent expression for the relativistic nuclear magnetic shield-

ings was derived from the Douglas-Kroll transformation of the no-pair equation and the 

use of the gauge including atomic orbitals (GIAOs) proposed by London. Using our ex-

pression the relativistic spin free effect on the nuclear magnetic shieldings was evaluated 

for the four hydrogen halide molecules， HF， HCl， HBr， and HI， with uncontracted Carte-

sian Gaussian-type basis sets at the coupled Hartree-Fock (CHF) level. It was found 

that the GIAO-CHF results are very similar to the shielding values calculated with the 

fixed gauge origins at the halogen nuclei. The calculated results showed that the spin 

independent relativistic effect produces high-field shifts in the hydrogen halide protons. 

However， the computed spin free effect was too small to interpret the very large upshield 

shifts observed in HBr and HI molecules. 

The results of our relatvistic and nonrelativistic calculations for the nuclear mag-

netic shielding constants are presented in Tables 1 and 11. 

TABLE 11. The proton chemical shifts (in ppm) of hydrogen halides relative to the HF 

proton shielding constant. The positive sign of the chemical shifts indicates a high-field 

shift. 

HCl HBr HI 

Nonrela. calc. 2.08 2.39 2.62 

Rela. calc. 2.17 3.06 4.95 
Observedα 2.95 6.85 15.75 

a Reference [2]. 

References 
[1] H. Fukui and T. Baba， J. Chem. Phys. 108，3854 (1998). 

[2] W. G. Schneider， H. J. Bernstein， and J. A. Pople，よ Chem.Phys. 28， 601 (1958). 

Keyword: nuclear magnetic resonance， chemical shift， relativistic effects， gauge-origin 

independence， GIAO 
0ばばたけひさ，ふくいひろゆき
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TABLE 1. Relativistic and nonrelativistic nuclear magnetic shieldings (in ppm) in the 

four hydrogen halides of HF， HCI， HBr， and HI. 

Moleculeα Basis setb Nucleus Nonrela. Rela. Rela. -Nonrela. 

HF (13s8p3d/7 s2p) F σ d 
上

461.1 464.5 3.4 
σp よ -81.7 -83.5 -1.7 

σょ 379.3 381.0 1.7 

σ11 481.9 485.5 3.5 

口Uiso 413.5 415.8 2.3 
H σ d 

上
18.94 18.97 0.02 

σp 上 1.96 2.06 0.10 

σょ 20.91 21.03 0.13 

内| 44.08 44.08 0.00 

σiso 28.63 28.72 0.08 

HCI (15s12p6d/7 s2p) CI σ d 
よ 1144.2 1172.3 28.1 

σ P 
よ -293.6 -307.2 -13.7 

σょ 850.6 865.0 14.4 

σ11 1149.1 1177.2 28.1 

Uiso 950.1 969.1 19.0 
H σ d 

よ 22.28 22.32 0.04 
σP 上 1.01 1.23 0.22 

σょ 23.30 23.56 0.26 

σ11 45.56 45.53 -0.02 

一Uiso 30.72 :30.88 0.17 

HBr (17 s13p8d4f/7 s2p) Br σ d 
よ 3119.5 34.55.1 335.6 

σp 上 -717.7 -890.6 -172.9 

σょ 2401.8 2564.5 162.7 

σ11 3126.2 3462.3 336.1 

Uiso 2643.2 2863.8 220.5 
H σ d 

上
18.03 18.20 0.17 

σp ム 3.83 4.87 1.04 

σ上 21.86 23.07 1.21 

σ11 49.36 49.20 -0.16 

σ2・50 31.03 31.78 0.75 

HI (19s15p12d8f/7s2p) σ d 
よ 5502.2 7479.0 1976.7 

σ P 
よ -1447.3 -2648.6 -1201.3 

σ.l 4055.0 4830.4 775.5 

σ11 5504.6 7481.8 1977.1 

σiso 4538.2 5714.2 1176.0 
H σ d 

上
16.68 17.09 0.41 

σP ム 4.13 7.43 3.30 

σょ 20.81 24.53 3.71 

σH 52.14 51.94 -0.19 

Uiso 31.25 33.66 2.41 

a Used bond lengths are given in Ref. [1]. 

b U町 ontractedbases are used. The Gaussian exponents are presented in Ref. [1]. 
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P57 C13・NMR、Vamp、MOPACによる Cre、Crn

及び関連化合物の変換機構の解明

(味の素(株)中央研究所)0大竹亮子、島圭吾、海老沢計慶、高橋三雄、

鈴木栄一郎、井j宰邦輔

C13・NMRstudy on Structure transformation mechanism between Cre and Crn 

with theore“cal calcs.(Vamp&MOPAC)， and its application to their derivatives 
R. Ohtake， K. Shima， K. Ebisawa， M. Takahashi， E. Suzuki*， and K. Izawa 

Central Research Laboratories， Ajinomoto Co.， Inc. 

It is well known白紙 the陀 existsequilibrium between Cre and Crn in aq.soln. and the ratio 

of [Cre] to [Crn] is influenced by pH. However， the further explanation can not be found. In 

出isstudy， the mechanism of the structure transformation between Cre and Crn was 

investigated. Additionally， on the basis of this investigation， it was found出atMEHIY A， in 

aq.soln.， is less stable than MOIMYS. The details are described as follows; 1) It was c1early 

found出at出eequilbrium of Cre・Cmwas influenced not only by pH， but also by temperature. 

2) During出epH titration under room temperature，出eCI3-NMR cheimcal shift of the Cre 

N-CH3 signal (ca.39ppm) was constantly different from that of Crn (ca.32ppm) . This finding 

was useful for structure discrimination of MOIMYS or MEHIY A. 3) By using Vamp and 

MOPAC， the calcula飽dvalues were obtained， which well correspond to the experimental 

results， except for quatemary carbons. 

【序]

クレアチンとクレアチニンは、共に自然界に存在する良く知られたアミノ酸類で

ある。理化学辞典*1における記載では、両者は互いに平衡関係にあり、存在比は、主

として、酸'性下ではCrnに、そして、アルカリ性下ではCreに偏ると記されているが、

その詳細については触れられていない。そこで、今回、 1) Cre，Crnの相互変換の仕組

みをより詳細に解明し、 2) その結果を同種の骨格を有する MOIMYS、恥1EH町 Aの構

造変換機構の解明に役立てる事ができた。更に、これら一連の化合物群に関し、

C13・NMR化学シフト値予測プログラム(Vamp)やエネルギ一計算(MOPAC) を用

いて実測値の傾向を考察したので、その結果を含め、ここに報告する。

[方法]

l. Cre及びCrnのC13・NMRを、 pHを変えた種々の条件下で測定する。

2. Vampにより、 C問、 Crn及びMOIMYS、お伍H町AのC13-NMR化学シフトイ直を計算

し、各々の実測値と比較評価する。

3. MOPACにより、エネルギ一計算を行い、実測値のムH値と比較検討する。

【結果と考察】

1.oH滴定実験、加熱実験
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Cre及びCrnについて、 pH滴定実験、加熱実験を行ったところ、 25
0

Cでは広いpH

領域において安定、且つ、 60"C以上で相互変換を生じる事が分かった。また、 .25

℃で、pHを変えたC13・NMR測定を行った結果、互いに異なる特徴的な滴定曲線を示

す事が分かつた。更に、これらの結果に基づき、 MOIMYS、MEHIYAに関する

C13・NMRによるpH滴定曲線の特徴を説明する事ができ、更に、それにより 2つの

異性体の構造を確認する事が出来た。

100 200 
2加 I巳金./"_百五<<.→二五

1 5 0 J } q Z芯fプ
C仁川JH

円。ト N-C(=N)-N .....，.... ......1 150~ N-C(=N)ーN

島田} 、 •••••.. i ~凹ト・・
"-=ヰ===-=

N-CH3 N-CH3 

'0 '0 
四十F---F Z 

吃ヨιー
凶， 10 

C日

15 5 凶 10

Cm 

15 15 ，。
肘4

MOIMYS 

The pH titration of Cre，Crn and MOIMYS by C 13・NMR

2.C13・NMR化学シフト値予測 プログラム: Vampによる化学シフト計算

これら一連の化合物について、 C13-NMR

化学シフト値予測を行った結果、四級炭素

を除き、大略、各々の実測値の傾向をよく

説明出来た。

3.MOPACによるエネルギ一極小化計算

MOIMYS、ME阻YAの各種コンフォマー

について、エネルギ一極小化計算を行い、

各々の実測結果をよくJ説明する事が出来た。

ζnW.且lIaIbd'0剛・....tft曲.， 白血J1l.k由加耐

~H2 

2mωt詰;NTず17.Aム "岬!官，阿同問64

HN' N' 'COOH 

l:;1?rW 
CH] 

~.~，~..(P.I;I!.~.~~，~!._. 

〕ハ一

γ叩

MmMY血血幽剖~('nNII&nl.. 岨... MEH・YA"I.9晶四回.圃.....・4
何回ゆ闘U.CONII.NII帽畑.......剛剛・}旬開.....1..・1....叫.1'1:1....・..田・・3

H.C" to 0l0I，] ，011 
、一-f'伊1I1.jd.'町 J〆

N、NH H]C-N.... ，;N 
百 1 ._lIlJl、( c 
且品

H問O 》V:ff、均一.._...-…一…一 H…………….-…一一-一一一.一一一……….一一一….一………..…….日….一. γ〈ヘ、H

。院岨7.'6，岬 l 
CH. 

The comparison of the experimentai results (pH7) 

されるという実験事実を説明する事ができた。 withthe caicul枕 dvalues 句 usingVamp 

更に、それにより、 NMR上、 MOIMYSでは

2種類 (syn-anti) の、そして、 MEHIYAで

は 1種類のみのコンブオメーションが観測

* ( ) shows the experilllentai results 
注(略語表)

MOIMYS : N-(4-lIlethyl-5-oxo-1・illlidazolin・2-yl) sarcosine 

MEHIYA : N-(1-methyl-4・ hydroxy-3・illliぬzolilト 2，2-ylidene) alanine 

参考文献*1 : p372，理化学辞典(第3版増補版).岩波書店

キーワード:クレアチニン、クレアチン、エネルギ一計算、化学シフト値予測、

化学平衡

0おおたけりょうこ、しまけいご、えびさわかずよし、たかはしみつお、すずきえいいちろう、いざ

わくにすけ

241 



P58 

合成高分子ゲルによる磁化移動コントラスト法の基礎的研究

(1岐阜大・医・生理， 2破阜大， 3京都府立医大・放射線医学， 4愛知

県ガンセンター・放射線治療部， 5藤田保衛大・衛生)

0恵良聖一九曽我美勝人紀〆定保臣3，松島秀ペ内山幸男ペ

加藤一夫ペ永井直樹1

Magnetization Transfer Characteristics in Synthetic Copolymer Gels 

(1Dept. ofPhysiol.， Gifu Univ. Sch. ofMed.， 2Gifu Univ.， 3Dept. ofRadiol.， Kyoto Prefect. 

Univ. of Med.， 4Dept. of Radiation Oncol.， Aichi Canωr Center Hosp.， 6Dept. of Health 

Sci.， Fujita Health Univ.) 

OS. Era1， M. Sogami2， Y. Kinosada3， S. Matsushima4， Y. Uchiyama4， K. Kato6， N. Nagai1 

We have found that the cross-relaxation times (Tls但20))企omirradiated proteinω 

observed water proωns are greatly reduced on protein solution→gel transition. To study 

the effects of bound water on T1S(H20) values， we measured T1s但20)values for 

synthetic copolymer gels (回ftcontact lenses， SCLs)， such as SCL但EMA，GMA)， 

SCL(HEMA， N-VP) ， SCL(GMA， N-VP， MMA) and SCL(N-VP， MMA)， where HEMA， 

GMA， N-VP and MMA are hydroxyethyl methacrylate， glyceryl methacrylate， N-vinyl-

2・pyrrolidoneand methyl methacrylate， respectively. 

Plo匂 oflfrls(H20) values vs. dry weight (W(%)) for SCL(HEMA， GMA) (⑨)， 

SCL但EMA，N-VP) (⑥)， SCL(GMA， N-VP， MMA) (口)and SCL(N-VP， MMA) (0)， shown 

in Fig. 2A (f2， 2.40 ppm)， indicated significant differences in the steepness among them 

compared with small differences shown in Fig. 2C (f2， -13.52 ppm). It is worth ωnote 

that the order of the steepness in plots of 1庁IS但20)vs. W(%) is SCL(HEMA， GMA) = 
SCL但EMA，N・VP)> SCL(GMA， N・VP，MMA) > SCL(N-VP， MMA). The above evidences 

may suggest that the results in Figs. 2A and C are probably attributed ωthe underlying 

magnetization transfer mechanism，出atis， bound water-weighted and molecular size-

weighted magnetization transfer phenomena， respectively. 

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，まつしましげる，うちゃまゆき

お，かとうかずお，ながいなおき
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日まじめに] hydroxyethyl methacrylate (HEMA) ， glyceryl methacrylate (GMA) ， N-

vinyl-2・pyrrolidone(N-VP) ， methyl methacrylate (r<r晶fA)などのモノマーは通常ソフト

コンタクトレンズ (SCL)を製造する際の素材として使われている。これらモノマーのブ

ロックコポリマーで，モノマー組成及び含水率の異なった4種類の合成高分子ゲル，即ち

SCL但EMA，GMA)， SCL但EMA，N-VP) ， SCL(GMA， N-Vp， MMA)， SCL(N-vp' MMA)を

用いて，それらゲル内の水分子の T1但20)及び分子間交差緩和時問。18但20))[1]を測定し，

種々のι照射部位より水分子への飽和移動(磁化移動)の機序について研究した(500MHz

lH-NMR)。さらに，それら合成高分子ゲルの磁佑移動比(magnetizationtransfer ratio， 

MTR)による MR画像を1.5TのMRI装置 (GE社製， Signa Advantage)によって撮像し，

上述の NMRによる結果と比較検討した。

[材料と方法] 今回の研究に使用した合成高分子ゲル(SCLs)(日本メニコン社より供与)

を構成するモノマーの構造式を図 1に，また合成した各種高分子ゲルのモノマー組成およ

び含水率を表 1に示す。これらの SCLsを円柱状に加工し，内径1.1mmのNMR用ガラ

ス細管に入れ，ロック用溶媒として DMSO-dsを入れた 5mmφのNMR試料管に挿入し，

測定に供した。 lH-NMRはBruker社製AM5001H・NMRスベクトトメーターを用い，そ

れぞれの試料の T1但20)，TI8但20)を測定した。 TJS但20)は水シグナルより 2.40，・8.73，

-13.52 ppmをγH2/2π ー69Hzでら照射し， inversion recovery法により測定した [1]。

一方 MTRによる MR画像の撮像には，直径約 15mmの円柱状に加工した各種 SCLs(そ

れぞれの SCLsの組成および含水率を図 3Aに示す)を用い，マトリックス=256x 192， 

積算回数= 2， MT計測用 SPGRとして MTパルス=18 msec， offset = -94.0-
94.0ppmの撮像条件にて行った。

Tabl・3
W 副ghl P・，<・nts 01 mo刊om.ra and wat.r con国 nt("-) In ・ynlJ¥.tic b同dc cOp剖ym.. 9制軍

HEMA G"" N.VP 
""" Wat.rc阿国nl(町SCL(HE""" G""l 23.7 75.9 7・2.5.3 s・4 '7.2 85.0 

3'‘' 59.2 83.1 16.8 50.6 99.7 40・
SCL(HE""" N-V内 19.9 79.8 '3.1 39.9 59，8 78。59.8 39.V 82.7 

79・ 18.9 4・7
SCL(G"". N-VP. """1 .1.7 52.3 5.5 80.1 

37.0 ‘・3 16.3 89.7 
32.3 40.4 28.9 57，5 
27.7 34.8 37.3 4・5.021。 28.2 52.5 22.6 

SCL(N.VP. """1 '7.9 4.1 79.2 
7・9 13.1 73.2 
U.9 22.1 “.7 80・ 31.1 53.3 
51.1 40.1 40.0 
4・2・ 49.1 2・533.9 s・.1 11." 
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図1 HEMA GMA N.YP MMA  
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CH.08 CHOM 

C".OH 

[結果と考察] それぞれの SCLの含水率は，モノマー組成の組み合わせとその比率を変

えることによって変イじさせ得る(表 1)が，その結果個々の SCL内の高分子と水分子と

の相互作用も種々異なることが容易に予想される。図 lの構造式からも明らかのように，

SCLの素材のモノマーである HEMA，GMAは分子内に OH基を有し，また N-VPは溶

液中で開環し， OH基が生じる。従って SCL(HEMA，GMA)や SCL但EMA，N-VP)は親水

性コポリマーゲルであり，ゲル内の水分子との相互作用も他の SCLより強い。一方 MMA

の分子内に OH基は存在せず，疎水性の-CH3基が多数存在している。従って SCL(N-VP，

MMA)は疎水性コポリマーゲルの性質を有し， SCL(GMA， N-VP， MMA)はそれらの中間で

あろうと考えられる。

交差緩和時間測定，即ち 1庁IS但20)YS. 乾燥重量 (W(%))プロットでは，比較的水シ

グナルに近い 2.40ppmをι照射した場合，図2Aに示すように， 1庁IS(H20)値のプロッ

トは SCLの種類によって大きく異なった挙動を示す結果が得られた。即ち含水率が同じ

ゲルでも， SCLの種類によってその 1庁IS但20)値には大きな相違があり， 2.40 ppmをι
照射して得られた 1rrIs(H20)値は，親水性コポリマーゲルと疎水性コポリマーゲルとの相

違，即ち両ゲル内の水分子の挙動の相違を大きく反映していると考えられる。ところがこ

のような傾向は， ι照射部位がー8.73ppm (図 2B)， -13.52 ppm(図2C)というように，

水シグナルから遠ざかるにしたがって小さくなり，約一20ppm以降は SCLのモノマー組

成の相違によらず，同一直線上にのるようになった(図は示さず)。
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また図3に示すように， 1.5 Tの MRI装置による MTR-MR画像でも，組成は異なるが

含水率がほぼ同様の 4種類の SCL(SCL但EMA，GMA) (含水率， 58.0%); SCL但EMA，N-

VP) (61.0%); SCL(GMA， N-VP， MMA) (59.0%); SCL(N・VP，MMA) (55.0%);図中の黒枠の

SCL)の場合，水シグナルより 4.70ppmでのι照射(図 3B)では，含水率がほぼ同様で

あるにもかかわらず，それぞれの SCLの画像コントラストには明らかな差がみられるが，

水シグナルよりかなり離れた 47.0ppmでのι照射(図 3C)による画像コントラストにはほ

とんど差が認められなかった。

以上のような NMR及び MRIの結果から，水シグナルに比較的近い部位での ι照射に

よる飽和移動は主に結合水の寄与を反映し，一方それよりかなり離れた部位での ι照射に

よる飽和移動は主に高分子などの分子サイズの寄与を反映した磁化移動機序であることが

示唆された。

図3A モノマー組成と含水量(自)

図3B 図3C

offset = 47.0 oom 

参考文献

[1] Akasaka， K. (1981) J. Magn. Reson. 45， 337・343;Akasaka， K. (1983) ibid. 51， 14・25;

Akasaka， K.， Ishima， R. and Shibata， S. (1990) Physica B 164， 163-179 
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P59 
誘電共振の画像信号に及ぼす影響

O湯川泰宏、入口紀男、上野照剛

東京大学大学院医学系研究科医用生体工学講座

The effects of dielectric resonance on signal intensities 

in Magnetic Resonance Imaging 
Yasuhiro Yukawa， Norio lriguchi， and Shogo Ueno 

University 01 Tokyo， Graduate Sch∞J 01 Medicine 

Abstract: Dielectric resonance causes specific inhomogeneities in magnetic resonance 

imaging (MRI). It has been considered that the characteristics of dielectric resonance 

are directly linked to the permittivity f r of the object. However， we assume that the 

effects of dielectric resonance on image signal intensities appear to be related to the 

rotatab姐ityof electrical dipoles rather than to the permittivity E r' Using spherical 

phantoms of distilled water， saline solution， glycerin， and mineral oil， we carried out 

experiments with a 7.05-T， 18.3・cmsystem. Water exhibits dielectric resonance 

inhomogeneities. Glycerin and mineral oil doesn't exhibit inhomogeneities. 

1 :はじめに

磁気共鳴イメージング (MRI)において、画像の不均一は重要な問題の一つである。

信号強度の不均一の主な原因としては、静磁場 (B。磁場)の不均一性、 RF (Radio 

Frequency)磁場 (B1磁場)の不均一性、被検査体の磁化率 (susceptibility)の分布によ

るアーチファクトなど種々存在する。特に高磁場においては、誘電共振(dielectric 

resonance)を原因とする画像の不均一性が見られる[1].(2)。誘電共振は、被検査体の寸法

が RFパルスの波長の 1/4に近づくときに生じると考えられ、 volume resonanceと呼ば

れていた。物質内の波長は誘電率 Eの平方根に反比例する。生体を構成する重要な物質で

ある水は比誘電率が高く(約 80)、生体を対象とする MRIにおいて誘電共振を原因とする

画像の不均ーは無視できなし、。そこで我々は、比誘電率の異なる水、食坂水、グリセリン、

およびミネラルオイルについて、 7.05・T、口径 18.3・cmの装置を用いて実験を行い、誘電

共振を原因とする画像の不均一性について検討した。

キーワード: MRI， dielectric resonance， electrical dipole 

ゆかわやすひろ、いりぐちのりお、うえのしようごう
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2:誘電共振を原因とする画像の不均一性

被検査体を均一な Bl磁場が貫くとき、被検査体内には誘導電界 Eが発生する。

たとえば、球形の被検査体では、電界 Eは Bl磁場に対して垂直かつ同心円状に発生

し、被検査体の中心部でゼロ、周縁部で最大の大きさをもっ。また、電界Eは、 Bl磁

場と閉じ、ラーモア (Larmor)周波数に近い周波数をもっ高周波振動電界である。水

分子は、正と負の微小な電荷をもっ電気双極子 (electricaldipole)であるので、この

振動電界Eによって電気的に回転・振動する。水分子の振動電界 Eによる回転・振動

は、被検査体の中心部では磁気スピン (1H) に対して励起エネルギーとなり、周縁部

では水分子の回転・振動エネルギーとなるために、励起の不均ーが同心円状に生じる

ことになり、画像の不均一性となって現れるものと考えられる。

3:実験方法

7-T・18.3cmMRIシステムを用いて、純水、食塩水 (5.0%、20%)、グリセリン、

ミネラルオイルの球形ファントム(直径各 36mm)の撮像を行った。撮像シーケンス

は、スピンエコー法 (τ旨=6000ms、τ'e=6ms)を用いた。撮像断面は、 RFパルスに対

して垂直方向とした。

4:実験結果

図 1は純水の MRI画像である。中心部に比べて周縁部の信号強度が低いことが

わかる。

図 2は、純水の MRI画像である。 RFパルス強度を左上から右下方向に、順次大

きくして撮像したものである。励起角 αが 1800

であるとき画像は低信号となる。図

2では、 180
0

を超えて順次大きな励起角を与えたものである。周縁部においては、中

心部よりも常に励起角が小さく、誘電共振によるエネルギーロスが起きているものと

考えられる。

20%食塩水では、 Bl磁場に対して導電性による遮蔽効果がみられ、誘電共振によ

る周縁部の励起抑制と導電性による中心部の励起抑制とは、球形ファントムのこの寸

法 (φ=36mm)では、食塩濃度としておよそ 5.0%で平衡した[310

グリセリンおよびミネラルオイルでは、誘電共振による画像の不均一は見られなか

った(図 3)。

図 4はエネルギーの損失を示すものである1410 図 5は誘導電界 Eの分布を表すも

のである。誘電共振によるエネルギー損失は中心からの距離の 2乗に比例するものと

考えられる。
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5:考察

誘電共振による画像の不均一に関しては、分子レベルでの物質の動態が、非常に

重要な役割を果たすと考えられる。双極子モーメントをもっている物質(生体高分子

や水)に外部電界を作用すると、双極子は電界の方向に配列し分極が起こる。外部電

界が振動していれば、その周波数に応じて分子は回転・振動する。分極の大きさは、

誘電率の実数部と虚数部によって決定され、この誘電率は外部電界の周波数に依存す

る。

Bl磁場が均一であるとき、球状被検査体内に誘導される電界 Eは、 Bl磁場に対

して垂直かつ同心円状に生じ、中心からの距離に比例し大きくなる。この振動電界 E

によって極性をもっ水分子は電気的に回転し、 RFパルスのエネルギーは最終的に熱

になると考えられる。その結果、フリップ角が減少すると考えられる。また、極性分

子め回転運動によって、巨視的には大きな誘導電流 (dielectriccurrents)が流れると

考えられる1510誘電率が高く、電気的極性をもっ水分子は、回転振動をおこしやすい

と考えられる。一方、ミネラルオイルは誘電率が低く (ε<3)、また、グリセリンは

低周波において誘電率が高いが、本実験においては 300MHzにおいて誘導共振による

不均ーを示さなかった。この理由として、分子量が大きい(分子半径 rが大きし、)こ

とと、分子レベルでの粘度 ηが大きいことにより、誘電緩和時間 τが長いために、双

極子の回転が 300MHzの振動電界 Eの変化に十分応答できなかったことが考えられ

る1610
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P60 リアルタイム 3D-MRI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 3D NMR Imaging System 

Institute of Applied町lYsics，University of Tsukuba， Tsukuba， Ibaraki 305 Japan 

Tomo卯 kiHAISHI， Ka匂u凶 KOSE

A real-time 3D NMR image reconstruction system was developed using two 

personal computers connected each other via 10 BASE-T ether-net. One is a reconstructor 

having a Pentium CPU (clock frequency 166 MHz) and the other is a image-processor 

with a Pentium II CPU (clock frequency 300 MHz). NMR imaging experiments were 

performed using this system with a 3D gradient echo sequence. The obtained results 

demonstrated a great promise of the real-time 3D・MRIsystem. 

くはじめに〉

これまで，データ収集と並行して画像再構成・表示する，いわゆる「リアルタイム MRIJ

は，いくつも報告されている(1.4) しかし，それらは，二次元断層面の撮像に限られており，

三次元構造の実時間計測を達成したシステムは報告されていない.その原因は， 3Dデータの

収集時間の短縮が難しいこと， 3D画像処理専用システムの計測システムへの接続法および高

速なボリューム可視化法が，確立されていない事などによるものと考えられる.以上の状況

をふまえて，ピア・ツー・ピア・ネットワーク方式による相互接続が容易な， Windows95搭載

の PCを2台用いて，撮像および画像再構成と並行してボリューム・レンダリング法による

表示を分散処理で行う，リアルタイム 3D-MRI画像再構成・表示装置の構築を試みた.

Polyethylene Glass 
bottle test加be

Fig.1. Reaトtime3D-MRI system and its data flow Fig.2. Water phantom 

リアノレタイム、 3D、PC、レンダリング

はいしともゆき，こせかつみ
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くリアルタイム 3D画像再構成・表示装置〉

Fig.lに，開発したリアルタイム 3D画像再構成・表示装置のブロック図とデータの流れを

示す.システムは，ネットワーク・カードを搭載した 2台の PC(PC・1: Pentium 166MHz 

搭載， PC-11: Pentium 11 300MHz搭載)によって構成され，それぞれは，ピア・ツー・ピア方

式で接続されている.lOBASE-Tハブを介したデータ転送レートは，最大約 1MBytel秒で、あ

り， PC・Iのハードディスクを， PC-11から高速にアクセスすることが可能である.また， PC-

Iに搭載されたAD変換ボード、のATEL:PC・414G，32 Kword FIFO)は，同時に 2チャンネ

ルの信号を，最高 lMHzのサンプリングレートで 14bitのディジタル化が可能である.

このシステムのソフトウェアの開発は， Windows95上で， C/C++コンパイラ(Microsoft:

VisualC++4.0)を使用して行った.また，コンパイルの際には， Pentiumコード生成と処理

速度を優先する最適化オプションを選択した.

PC-I上で動作するプログラムは， Fig.lの①~④に相当し， NMR信号の収集，画像再構

成，表示，共有ハードディスクへの保存を行う.①トリガ一信号に同期して AD変換ボード

でサンプリングされた NMR信号は，② ISAパスを介して PC-Iのメイン・メモリに読み込

まれる.③ 3Dデータは直ちに画像再構成され，④ 1画素あたり 16bitで 512KByteの絶

対値画像として共有ハード、ディスクに保存される.また，計測中のデータ確認のために，直

前に再構成された 3D画像の 64枚の断面像を， CRTへ順次表示した.

PC-IIに搭載されたプログラムは， Fig.lの⑤~⑩であり，ハードディスクからのデータ読

込， 3D画像作成・表示を繰り返して行う.起動後は，⑤ PC-1上の指定された保存ファイ

ルを監視する.この際に，新たな再構成画像の保存が確認されれば，⑥⑦③ネットワーク経

由でデータを読み込む.そして，⑨ボリュームレンダリング法での画像作成を行ない，⑩直

ちに表示する.また，計測データが更新されるまでの間， 2軸の座標変換による 3D画像を作

成・表示する事が可能である.

く撮像実験〉

水ファントム，装置およびパルスシーケンス

被写体に用いた水ファントムは， Fig.2に示すように，ガラス製試験管(I.D.27 mm)に約 15

mM/lの硫酸銅水溶液を満たし，その底部付近に，100mM/lの硫酸銅水溶液を充填したポリ

エチレン製容器を挿入したものである.そして，手動で移動・回転する被写体の撮像を行っ

た.実験は，静磁場強度 4.74Tの鉛直な開口をもっ超伝導磁石(室温開口径 89mm)と，アク

ティブ・シールド型グラディエント・プロープ (Doty:I.D. 40 mm)を備えた，自作の MRI

システムを用いた.パルス・プログラマーは DPSボード使用しておりめ， 100 nsの時間分解
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画像視野TR / TE / t1ip = 1.5ms / 0.7 ms / 10 deg， 能で動作する.パルス・シーケンスには，

そしてサンプリング.データ収集時間 6.24秒，が(32.0mm?，画素数 643，信号積算 1回，

3D gradient echo法を用いた.レートは 10μsの，

ボリューム・レンダリング法のパラメタ決定 7)

ポリエチレン製容器の表面と試験管内部の水の輪郭を同時に 3D撮像に用いた被写体の，

不透明度(opacity)と色情報(color)のパラメタを以下のように決定した.表示をするために，

画素値のヒストグラムを用いたクラスタリングを前処理として画像全体を平滑化し，まず，

行う.Fig.3は，上述の水ファントム撮像実験で得られた，画素値のヒストグラムの概略図で

あり， (A) 100 mM/Iの硫酸銅水溶液， (B) 15 mM/Iの硫酸針司水溶液，そして(C)ホワイト・ノ

不透明度と色これらのしきい値により，3つのグ、ループにクラスタリングされる.イズの，

情報は Table1に示すように与えた.

Opacity 

(user defined) 

Color Group of voxels 

High (100%) 

Low(5%) 

(user defined) 

white 

gray 

口

議議

A: Water 

(CuS04・100mMI/) 

B: Water 

(CuS04: ~15 mM勿

C: Noise 

コC
ヨ
σ@『
0
7
3
x
@
一ω Clear(O%) 

Table 1. Parameters for Volume Rendering 

transparent 

Fig.3. Histogram of the phantom 

く結果〉

ソフトウェアの処理時間

それぞれストップ・ウォッチで測定した値を2つのソフトウェアの処理時間を，以下に，

データ収集 6.24秒， 3D画像再構成・保存1.8PC・I搭載のプログラムの処理時間は，示す.

秒であり，繰り返し時間は 8.04秒であった.PC-IIのプログラムの場合は， PC・PC聞のデー

2軸回転を含めた 3D画像の作成・表示1.6秒，総処理時間は 2.1秒で、あった.タ転送 0.5秒，

また，実際に 2台の PCを連動させた場合の繰り返し時間は 8.04秒であった.

塞墜E盤

8.04秒間隔でリアルタイムに撮像・更Fig.4は，手動で下降・回転する水ファントムを，

これらは，被写体の三次元的形状と動きを充4枚の連続した 3D-MRI画像である.新した，

ポリエチレン製容器に充填された水の表

面と試験管内の水の輪郭が，同時に可視化されている.
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P61 新しいアプローチによる NMRmicroscopeの開発 (ll)

-3D画像の処理法と表示法の開発一

0拝師智之 1 安立直剛 1. 巨瀬勝美 1 吉岡大三阿武泉 2 筑波大学物理工学系 1 臨床医学系 2

A Novel Approach初出eMR Microscope (11) 

ーDevelopmentof 3D image processing and display me血ods・

Institute of lApplied Physics， 2(:linical Medicine， University of Tsukuba， Ibaraki 305-8573 Japan 

Tomoyuki HAISHl1， Naotaka ADACHl1， Ka匂umiKOSEI， Hiroshi YOSHIOKN， Izumi ANN02 

Image processing and display methods for 3D data obtained with an MR 

microscope using a 1.5 Tesla whole body magnet (MRMICS) have been developed.百le

sample used面白isstudy is a piece of a human femur inserted into a grass test tube (I.D. 9 

mm).百le3D出lagedata were obtained with a 3D gradient echo sequence ( TR / TE /白p=

100 ms / 5 ms / 60 deg， FOV : (12.8 mm)3， Ma仕ix: 643 ).百le廿abecularstructure of the 

human femur was clearly detected as a set of low intensity signals surrounded by fat tissue 

(bone m訂 row).The su由 cerendered volume images of the仕abeculars凶 ctu児 visualized

出espatial s位ucture.

くはじめに〉

MRMICS 1) ( MR microscope with an independent console system )は，臨床 MRI装置

の超伝導磁石に発生する均一な静磁場空間を利用し，可搬型の MRI専用コンソールを用いて，

NMRマイクロスコープを実現する手法である.本研究では，MRMICSを用いて1.5Tの臨

床用 MRIの静磁場で撮像された，高空間分解能の三次元画像の有効性を確立するため，その

処理法および表示法の開発を行った.

く装置〉

撮像に用いた装置は，超伝導磁石，イメージング・システム，そしてプロープ・ヘッドの 3

つの部分で構成される.Fig.lに示すように，磁石は， 1.5Tの静磁場強度を持つ臨床 MRI装

置 (GyroscanACS 11: Philips)のホールボデ?ィ・マグネットであり，イメージング・システ

ムは， PCをディジタル処理系の中心とした自作の可搬型 MRI(総重量 79.5kg)である.ま

た，寝台に設置されたプロープ・ヘッドは RFプローブ(ソレノイド・コイノレ)と 3軸勾配コイ

ノレ(Anderson型 2)) が一体となった自作のものである.

MRMICS、三次元、骨、 trabec叫ar

はいしともゆき、あだちなおたか、こせかつみ、よしおかひろし、あんのいずみ

254 



1，のである るメ Jレシウム

;~司 び) ふる。ま

ドヰ に/ ヰミ

しノ いるの

ぷ〉

片言tlJが塞がった

! 

ヲi
 

i
 !
 

れ v

kjJ3 ノ¥、… j、。ブイL， れ



く結果〉

断層像表示による 3D画像の評価

Fig.3は， (a)(b)96回の加算により平均化されたヒト大腿骨頭のデータ，および， (c)(d)加

算回数20回のヒト虫垂のデータである.それぞれ共に，画素数 128X128，画素サイズ(100

μm)3であり， (a)(c)垂直断層像および(b)(d)水平断層像である.

まず，ヒト大腿骨頭に関して， (a)(b)に共通して高い画素強度をもっ部分が，試料の脂肪成

分であり，その内部を網目状に低い画素値として描出されているのが，カルシウムを主成分

とする骨梁構造である.次にヒト虫垂のサンプルに関して， (c)は試験管の底部付近であり，

図上方で尖形構造をしているのが虫垂の先端である.試験管の内壁に密着している高輝度の

部分は虫垂に付着した脂肪である.また(d)より，高い画素強度を持つ脂肪が，虫垂の内部に

環状に存在しているのがわかる.

骨建構造の 3D表示

Fig.4は前述のヒト大腿骨頭の 3Dデータより，骨全体を抽出し，画素値を反転して表面表

示を行ったものであり，右図は左図の後方から見た表面を表示したものである.これより，

断層像表示では不充分であった三次元的な仕abec叫ar構造の可視化が，明瞭になされている

ことがわかる.

く考察>

計測時間と画像 S/N

ヒト大腿骨頭の撮像実験では， SINが非常に乏しい状況であったため，加算によってこれ

を補う必要があった. 3D画像一枚の計測時間は約 7分/枚であり， 96枚の連続した計測の所

要時間は約 8時間であった.いっぽう，実験後，実用的な計測時間を算出するために，少な

い加算回数の画像に現れる変化に注目した.その結果，ハードディスクに保存された連続し

た 16枚の画像データ，つまり実際の計測時間が 2時間程のものからでも，骨梁構造をほぼ構

築できる事を確認した.

画像抽出の必要性

大腿骨頭のサンプルに関して，しきい値選択のみによる骨梁構造の表面表示は不可能であ

った.つまり，関心領域である骨梁と，非関心領域であるノイズおよび生理食塩水の画素強

度がほぼ同一であったためである.しかし，画像上で， Region Growing法を用いて骨全体の

抽出を前処理としておこなった結果， Fig.5のような attractiveな画像が得られた.ただし，

抽出の精度向上をさらに高めていくためには，今後，様々なサンプルでの実験を重ねる必要

がある.他方，新たな抽出法を開拓していくことも重要である.
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くむすび〉

本研究では， 1.5Tの静磁場において，MRMICSによって取得された 3D画像の有効性を

確立するため，その処理法と表示法の開発を行った.被写体は，内径 9 m mの試験管に入れ

らたヒト大腿骨頭の一部であり， 643画素の三次元画像データを，画素サイズ(200μm)3の 3D

勾配エコー法で取得した.Fourier内挿で 1283画素に拡大された画素サイズ(100μm)3の画像

データの断層面には，骨の trabecular構造が低い画素強度としてはっきりと描出された.ま

た，骨の全体を抽出し，画素値を反転して表面表示を行った結果，三次元的な trabecular構

造が明瞭に可視化された.以上より， 1.5Tの静磁場を用いた MRMICSの 3Dマイクロイメ

ージング酉橡は，非常に有望で、あり，今後さらに普及していくもの期待される.

(a) (b) (c) (d) 

Fig.4. Cross sectional images of two samples in grass test tubes ( 1.0. 9 mm ). (a)(b) a piece of human 

femur and (c)(d) a human appendix surrounded with fat. These images are obtained with 3D gradient 

echo sequences (TR 1 TE 1 flip:: 100 ms(a)(b) and 200 ms(c)(d) 15 ms 160 deg， FOV: (12.8 mm?， Matrix: 

643 )， and expanded to 1283 voxels with Fourier interpolation 

Fig.5. Surface rendered volume images of the trabecular structure created from a piece of human 

femur 

く参考文献〉

1)巨瀬勝美他:第 37回 NMR討論会講演要旨集.1L12(1998)

2) W. A. Anderson. Rev. Sci. Instrum. 32. 241-250 (1961) 
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P62 
3D田醐隈間程震からの海多面体の自動抽出j去の開発

筑波大学物理工学系

O安立直剛，拝師智之，巨瀬勝美

The development ofbubble polyhedra auto圃 extractingalgorithm 
from 3D-MR image data 

NaotakaADACHI， Tomoyuki HAISHI， Katsumi KOSE 
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 

To obtain geometrical information of characteristic structure of bubble polyhedra， we 
need to develop a polyhedra auto-extracting algorithm from 3D・MRimage data. For the 
first step， we have developed a method using smoothing process and gradient 
calculation of 3D-image data to extract vertices of polyhedra. For the second step， we 
have developed a method using integral value on the line connecting two verteces to 
extract edges. As a result， we have partly scceeded in extracting polygons automatically 
合omthe 3D data. 

くはじめに>

二つの異なった物質が混合した系の一つの代表例である泡構造は，極めて特徴的な空

間的構造を持っており，その構造の計測は非常に大きな関心を集めている.すなわち，

工業的にはポリウレタンフォームを始めとした発泡体の力学的性質と製造フ。ロセスの

関連において，また，学問的には Kelvin問題(三次元空間を同じ体積に分割する時に，

境界面の面積が最小となるのはどのような分割であるか 7)との関連において，泡構造

の計測が大きな注目を集めている.

そこで，本研究の元となったプロジェクトは， NMRイメージングを用いて泡の三次

元構造を計測し，その三次元的形態がどのようなメカニズムで決定されているかを，実

験的に検証(考察)することを目標として始められた.

く翼験と瞳犠結果>
試料として，ポリウレタンフォームを試験管(内径 30mm)に入れ，硫酸銅水溶液を注

入したものを用いた.この試料の三次元 NMR画像(画像視野:32 mmX32 mmX32 

mm，画素数:128 X 128 X 128，画素サイズ・ (250μm)3を，静磁場強度 4.74Tの超伝

導磁石を用いた NMRイメージング装置で取得した.パルスシーケンスとしては，繰り

返し時間(TR)25 ms，エコ一時間(TE)3 msの三次元グラデイエント。エコーシーケン

Fig.l slice image 

キーワード:多面体，自動抽出， 3D，イメージング
あだちなおたか，はいしともゆき，こせかつみ
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スを使用した.

この画像では，硫酸銅水溶液の水のブOロトンが高い画素濃度で描出され(Fig.l)，泡多面

体の稜(辺)は，低画素濃度で描出される.

く三次元圏犠ヂー脅からの泡多面体の抽出方法>

これまで、の研究によって，泡多面体群を構成する辺のデータから，泡多面体を構築す

る方法が開発されている.この方法は，まず，二つの方向への最小値投影画像を用いて，

多面体の辺を無作為に抽出していく (Fig.3).

亡今

ιi 

Fig.3 edge extracting program Fig.4 partial volume sweeping 

次に，これらの辺の集合から，多面体の面を辺の組み合わせとして計算機で検索し，

さらに多面体を面の組み合わせとして計算機で検索する.検索のアルゴ、リズムとしては，

単純な組み合わせによる方法を用いているが，検索領域を制限し，その領域を三次元画

像内で少しずつ動かしていくことにより (Fig.4)，実用的な時間で抽出を行うことを可能

としている.以上より，辺が自動抽出されれば多面体の自動抽出が完成される.

辺の自動抽出を行うために，まず多面体の頂点、を抽出する方法を考えた.頂点の位置を

限定するために，三次元的に平滑処理を行い，ある闘値より画素値の低い点を取り出すこ

とで，頂点のおおよその位置を求めることができる.

そして，平滑処理を行った画像の画素勾配の絶対値を取り，その植がある関値より小

さい部分(画素分布が極大，極小，鞍点、となる部分)を取りだし，先に求めた座標との論

理積を取ることで9 さらに頂点の位置を絞り込んだ.

このようにして，ある程度頂点の位置を絞り込んだ後，次に，その頂点、どうしを結ん

で辺の構築を行う。イ壬意に取り出した二つの頂点を結んだ、直線上で，画素値の線積分を

求め9 その値から，その誼線が多面体の辺であるかどうかを判断する.線積分は置線上

のすべての点で行う方法とヲ直線の中点付近のみで行う方法を検討した.しかし，頂点

が一つに定まっていないため，実際は 1本であるはずの辺が複数の辺として抽出される.

その対処法として，辺どうしの中点の距離・内績・辺の長さから同ーの辺であると判断で

きれば，それらなまとめて 1本にする処理を行い，ある領域内の頂点は 1つにまとめる

アルゴリズムを導入した.
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く結果>

Fig.5に，三次元的平滑処理と商素勾配によって限定された頂点を示した画像を示す.

闘値を変えることにより，限定される頂点の領域が増減する.

Fig.6に抽出された頂点を結んで、線積分した値から求めた辺の画像を示す.こちらも，関

値を変えることにより，辺が構築される場合とされない場合が生じる.また，関値が高

すぎると，辺のないところでも辺を構築してしまう (Fig6胴 C).

Fig.7は複数の辺を一つにまとめる処理を行った結果である.

除J

驚

増桝事

ミ

(A) smoothing processed thresholding (B) gradient value thresholding 

Fig.5 limited position of verteces 

from smoothing process and gradient value thresholding 

w ~ ~ 

Fig.6 polyhedra's edges obtained from line幽integralvalue 

(threshold : Aく Bく C)
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(A) original data (B) (C) 

く考察>

Fig.7 results from getting edges extracted as plural together 

(threshold : B > C) 

磁場の不均一性やRFコイノレとのカップリングによって，画素値が局所的に不均一で

あるため，平滑処理画像から頂点座標を限定する際に頂点、をすべて検出できるように闘

値を設定すると，辺の中ほどの点までが検出されてしまったり，同様に，辺の抽出にお

いても，実際には辺がないところに辺を構築してしまうことが起こった.これらの問題

は，画像の補正により，均一性を上げることや局所的に関値を設定したりすることで改

善でき，余分な辺は9 面の構築@多面体の構築の過程で取り除くことができるものと考

えられる.線積分を行う領域の違いについては，どちらもほぼ同じような結果が得られ

たので9 中点付近だけで綜積分を行う方が計算時間などの点で有利である.

また，複数の辺を一本の辺にまとめ，離れた辺をつなげるアルゴリズムは，複数のパ

ラメータ(中点の距離。内積・辺の長さ@頂点の位置)を用いて処理を行っているので最適

化が難しく，うまくいっている領域といっていない領域があった.こちらのパラメータ

も局所的に決定することで改善しなければならない.

くむすび>

泡多面体の三次元画像から多面体の辺を抽出する方法について検討した。まず，多

面体の頂点を抽出し，その頂点同士を結んで辺を構築する方法を考えたが，まだまだた

くさんの問題が残っており，更なる改良が必要で、ある.

いずれにしても，三次元画像データからの三次元の幾何学的オブジェクトの抽出に関

しては，これまでほとんど研究例がないため，確立された手法は存在せず，さまざまな

アイデアを試して見る必要がある.
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P63 回転座標系イメージング法による13Cの空間分布計測

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

Measurements of the spatial distribution of 13C nucleus by Phase-encoded 

rotating-frame imaging method with incremented phase detection 

Mineyuki Hattori， Hideaki Shirnizu，組dTetsuo Moriya 

日ectrotechnicalLaboratory， Tsuk:uba， Ibar北i305・8568，JAPAN

Phase-encoded rotating-frame imaging method with incrementing a phase of the 

reference signal during the detection period is applied to the measurements of the spatial 

distribution of 13C nucleus. The schematic and theoretical descriptions of the measurements 

紅'epresented. The spectrometer syst怠mincluding the probe with a saddle coil and a surface 

coil and the additional synthesizer were constructed. Demonstration experiments using a 

phantom sample of containing 13C nucleus are performed. 

【序酋】 13Cは、生体内の穂などの代謝過程を研究する上で重要なNMR核種である

[1，2，3]0従来のMRI計測においては、位置情報を得るために静磁場勾配を利用し

ている.しかし、静磁場勾配の反転時に導体に生ずる渦電流は、高速に計測を行お

うとすればするほど、激しさを増して行く。例えば、脳の機能を高速に測ろうとす

ればするほど、導体である神経回路網に激しい渦電流を誘導することになってしま

う.磁場強度が変動するときに発生する渦電流は、ラジオ波磁場の方が静磁場に比

べ、測定対象に与えるの影響が少ないと考えられ、位置情報を得る方法として、高

周波磁場強度の勾配を利用することが、この問題を解決する手段の一つである

[4，5，6]0回転座標系イメージング法による13Cの空間分布計測は、脳内の神経の活動

と代謝の関連性を問うというレベルでの、高次脳機能計測法としての発展が期待さ

れる。

【課題】位相変調回転座標系イメージング法では、一軸方向に勾配をもったが軸0

度パルスによりy'-z軸上にフリップ角分布として展開した後、 y軸90
0

パルスにより

xιy宙上に倒し(位相変調)、 0を段階的に変えた一連のこのシーケンスを行い、一次

元の化学シフト分布を得ている[4，5]0我々は、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た

[6]。この高速な実験を行うには、サンプリング速度を阜くしなければならず、分析

用装置で運動性の低いT2の短い鉱料では難しい。ここでは、フリップ角(めを固定し

て、検出器の位相を順次変化させて複数回の励起で収集したデータから、
l
H間接検

出法により13C空間分布を得る方法を検討した。

回転座標系、イメージング、高周波磁場勾配、 13C

はっとりみねゆき、しみずひであき、もりやてつお
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P64 
NMRマイクロイメージングによる植物組織の凍結制御機構の解析

( (株)機能水研究所1、農水省生物資源研究所2)

0井出博之 1、石川雅也2、ウィリアムシドニープライス 1、荒田洋治 l

Visualization ofFreezing Behaviors in Wintering Flower Buds by Magnetic 
Resonance Imaging 

(Water Research Institute 1， Sengen 2・1る TsukubaIbarヨki305・0047，Japan and National Institute of 

Agrobiological Resources2， Kannon白i2・1・2，Tsukuba Ibar紘i305-0856， Jap加)

lfinl)3広iJ.del，勘fa鈎 yaIshikawa 2， William S. Price 1 加 dYoji Arata 1 

Most temperate perennial pl加 tsform flower and leaf buds during血esummer and autumn in order to 
sUIVlve血esubfreezing temperat町 esof winter. Flower buds are made of complex tissues and their 
freezing behaviors are勾x:cies叩ecific.Generally flower buds are more sensitive to cold compared to 
other or伊ns(eg.， stem， leafbud， r，∞t etc.)， however， little is known about their freezing behaviors. So far 
most studies of f悶 zIDginjury have been performed by measuring exotherms wi山 differentialthermal 
analysis (DTA). Wi白 tna伊 eticreωnance itnaging (MRI) it is possible to non-invasively obseIVe tissue 
structures and to distinguish whether the (water in the) tissues are frozen or super∞oled. lH NMR itnages 
of wintering flower buds of aZ31ea， full m∞n maple and conifers were acquired at differing subfreezing 
temperatures and the results were compared with DTA results. 

Introduction 

Wintering tissues of temperate woody plant species are known to display diverse合eezmg

behaviours under sub合eezingtemperatures， such as extracelluar合問zing(e.g. bark)， deep 

supercooling (e.g. xylem ray parenchyma) and extra-organ freezing (e.g. flower buds and leaf 

buds).百lese合eezingbehaviours are species and tissue specific and are important determinants 

of cold hardiness; they are sometimes referred to as‘freezing strategies'. Traditionally， the 

freezing behaviours of tissues have been determined using differential thermal analysis (DTA) 

and visual observation of bulk frozen tissue， NMR spectros∞'PY，合eeze合actureelectron 

microscopy and scanning electron microscopy of small frozen tissue specimens. However， none 

of these methods allows the organized合eezingbehaviours of various tissues in a single sample 

to be followed at differing temperatures. In the present work， lH NMR images of some buds 

were taken at differing subfreezing temperatures. From the images it was possible to visualize 

the organized合eezingbehaviours ofvarious tissues in the buds. These freezing behaviours were 

compared with that extrapolated合omconventional DTA data. From the results obtained， it can 

be seen出atNMR microscopy is a power白1tool for locating合問zingevents and supercooling 

in complex tissues 

マイクロイメージング、凍結、 lH、植物

いでひろゆき、いしかわまさや、ういりあむしどにーぷらいす、あらたようじ
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Materials and Methods 

M辺白血

Buds attached to twigs were collected in Tochigi Prefecture (azalea)， the Tsukuba Experimental 

Botanical Garden (maple) and the Botanical Garden of Hokkaido University (conifer) and 

stored at 5 oC before use. 

NMR micro-imal!inl! 

lH Nuclear magnetic reson閣 cemicro-imaging was conducted on a Bruker DRX・300NMR 

spectrometer operating at 300 MHz. For the freezing studies， cold nitrogen 伊 sw出 usedfor 

cooling and a cooling rate of 5 oC/h was used between the tempぽa制resat which the buds were 

imaged. Normally a field ofview (FOV) of 10 mm by 10 mm digitized into 128 pixels in each 

direction (i.e. the in-plane resolution was typically 78μm and slice thickness of 500μm was 

used. Typical image acquisition parameters were a recycle delay of 1.2 s， an echo time of 7 ms 

and the number ofaverages set to 8. 

Di任erentialth巴rmalanalvsis (DTA) 

Excised buds on町 igswith a length of about 1 cm were cooled at 5 oC/h from 20 to -40 oC 

in a programmable合eezer(Model FPR・1200S，Fujikawa Sangyo Co. Ltd.， Tsukuba， Japan) 

Exothermic events w巳問 detectedwith a coppeトconstantanthermocouple. 

Results and Discussion 

NMR microscopy can be used to visualize freezing behaviors in plant tissues. Basically the 

contrast in a density image taken at a subf記ezingtemperature reveals the localization of 

unfrozen water in the sample. By comparing NMR images taken at various subfreezing 

tempera知res，we could visualize contrasting freezing behaviors in various tissues (Fig. 1). 

Whilst the source of HTE or tissues in which ice spontaneously nucleates at high subfreezing 

temperatures (most probably extracellular合eezingprocess) and LTE or tissues which deep 

supercool can be identified by comparing images taken at various subfreezing temperatures (Fig. 

2). Tissues which are either dehydrated or partially合ozenare also identifiable with this method 

It is expected that NMR microscopy may elucidate the relationship between合eezingbehaviors 

and buds mo中hologyand also the localization of barriers against ice propagation. In 

contradistinction to traditional methods， it may also allow the units of deep supercooling in the 

xylem and other tissues of cold-hardy woody plants to be identified. Exotherms from tissues not 

otherwise identifiable can be determined with NMR microscopy. 

References 

l. Price， W S.， Ide， H.， Arata， Y.， and Ishikawa， M. (1997) Visualization of合eezingbehaviours 

in flower bud tissues of cold hardy Rhododendron japoniωm by nuclear magnetic resonance 

micro-imaging. Aust. J Plant Physiol. 24， 599・605.

2. Ishikawa， M.， Price， W S.， Ide， H.， and Arata， Y. (1997) Visualization of合間zingbehaviors 

in leaf and flower buds of Acer japonicum by nuclear magnetic resonance microscopy. Plant 

Physiol. 115，1515・1524.

3. Ide， H.， Price， W S.， Arata， Y.，組dIshikawaヲ M.(1998) Freezing behaviors in leaf buds of 
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P65 拡散測定によるインゲンの生育に伴う組織構

造の変化の解析

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)

Changes of textural organizations in growing kidney beans 

studied by diffusion measurements of cell-associated water 

using an NMR microscope. 

Nobuaki 1 shida 1. HideHro Ogawa 2
• lIika Koizumi 3 and Hiromi Kano3 

lNational Food Research Institute. Tsukuba Science City. Ibaraki 305-8642. 

Japan 

2 JEOL Datum CO. Ltd.. Akishima. Tokyo 196. Japan. 

SNational Institute of Agrobiological Resources. Tsukuba Science City. 

Ibaraki 305-8602. Japan 

Di血lsionof cell-associated water in growing kidney beans were studied. 

Di血lsioncoe伍.cientimages show di宜erentcontrast of tissue organizations企omthat of 

1 H -NMR images. Two types of barrier spacing were detected in kidney b回 ns，one 

has 50μms戸cingand constant penn伺 bility，and another has 25μm spacing and 

widely ranging penn伺 bility. Number of the smaller spacing increased with the growth 

of the seed and reduced with maturation 

ビタミン、ミネラル、繊維等栄養価に富んだ初夏の野菜であるインゲンの食味(口触り)

と強い関係のある組織構造の、生育に伴う変化を調べることを目的として、拡散強調イメ

ージ、及び制限拡散強調イメージを測定した。それらのデータを基に、各組織毎の細胞の

水の運動性(拡散係数)の変化、細胞を構成しているコンパートメントの大きさの変化、

水の存在するコンパートメントを作っているしきりの透過性の生育ステージの伴う変化を

解析した。

キーワード:インゲン、 NMRイメージング、拡散イメージ、パルスグラディエントスピ

ンエコー法、パルスグラディエントスティミュレイテッドエコー法

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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【材料及び方法】

インゲン: インゲン(Phaseolusvulgaris)は自然光の温室において、ポットで土耕栽培

しfこ。

NMRイメージング測定:j包伝導NIIRスペクトロメーター(270IlHz.JEOL GSX-270fB)及びミ

クロイメージング装置を用いて測定を行った。

〈パノレスグラディエントスピンエコー(PGSE)法〉エコ一時間(TE)27ms、拡散時間U.)12ms、

拡散用パルス幅(δ)3ms、拡散測定用パルス磁場勾配(G)278mT/m、エンコード 128回

〈パルスグラディエントスティミュレイテッドエコー(PGSTE)法〉エコ一時間(TE)27ms、

拡散時間 (t:.)variable、拡散用パルス幅(δ)3ms、拡散測定用パルス磁場勾配(G)68mT/m、

エンコード32回

【結果及び考察1

1) 'H-NIIRによれば生育の初期stage4までは爽に多量の水が認められた。種子の形成後は

種子にも多量の水が認められた。その後のstageでは種子には水のシグナルは認められず、

生育に伴って爽の水も消失した。最後のstageではそれまで水の少なかった爽の外側に水

のシグナルが認められた。食べ頃のインゲンはstage3-stage4と思われる。

2) Fig. 1に'H-NIIRイメージ及びPGSE法による拡散強調イメージとそれを基にStejskal& 

Tannerの式により求めた拡散係数イメージを示す。 PGSE法による拡散強調イメージ(Fig.1 

中段)ではすべての組織でシグナルが弱くなり、 'H-NIIRイメージを越える情報を得ること

はできなかった。拡散係数イメージ (Fig.1下段)は通常の 'H-NIIRイメージ (Fig.1上段)

とは異なったコントラストを与えた。すなわち、水の少ない組織についても明瞭な形態的

イメージを与えた。

3) PGSTE法による制限拡散強調イメージを解析して得られた、コンパートメントの大き

さ(a)のイメージとヒストグラムをFig.2に、コンパートメントのしきりの透過性(0/00)の

イメージとヒストグラムをFig.3に示す。インゲンの中に二つの異なったサイズのコンパ

ートメントが存在した。一方は50μm程度、もう一つは25μm程度の大きさであった。サイ

ズの小さなコンパートメントはstage4まで増加し、その後stageが進むとともに減少した。

サイズの大きなコンパートメントはstage4まで増加し、その後一定の数を保っていた。サ

イズの小さなコンパートメントは爽の内側の組織に当たると考えられる。その部分ではst

age4以降、貯蔵物質がたまり、水のコンパートメントが少なくなると思われる。

4) 0/0。イメージにおいても透過性の異なった二種類のしきりに固まれたコンパートメン

トが存在することが明らかとなった。一つは25~程度の透過性を持ち、もう一つはきわめ

て広い透過性の変化を示すコンパートメントであった。ヒストグラム変化を対応させてみ

ると、小さなサイズのコンパートメントが広い範囲の透過性を持つコンパートメントに対

応すると推定される。

これらのパラメーターイメージによって、】H-NIIRイメージでは得られない組織毎の水の

コンパートメントのしきりに関する情報が得られる。
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P66 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第二報

O渡遁英宏 I，梅田匡朗 l，石原康利 I，岡本和也 l，

小田正記 2，金松知幸z，塚田裕三z

1(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 1， Y. Ishihara 1， K. Okamoto 1， 

M. Oda 2， T. Kanamatsu 2， Y. Tsukada 2 

1 Toshiba R&D Center， 2 Institute of Life Science， Soka U niversity 

In the multislice HSQC sequence， the relaxation during the preparation and 

evolution periods causes sensitivity loss. Using a gradient system with greater gradient 

amplitude and faster slew rate， these periods can be shortened and SNR improves. In 

the glutamate phantom experiment， the SNR improvement was verified. JC-H coupling is 

the other source of sensitivity loss. In this sequence， 13C decoupling pulse is not applied 

during the detection period to prevent body heating. Curve fitting using the 2D 

Lorentzian model can improve accuracy of quantitation. After a 2D HSQC spectrum of 

a human brain was curve-fitted， the residual value became almost equal to noise value. 

1 .はじめに

I3C標識グルコースを用いた 13CMagnetic Resonance Spectroscopic Imaging (MRSI)では、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

代謝過程を非侵襲に追うことが可能であるため、 13CMRSIは有力な代謝測定法として期待され

ている。我々は、この 13CMRSIの高感度シーケンスとして、これまでに lH感度、マルチボク

セルスペクトロスコピー、代謝物の高分離が可能なマルチポクセル HSQC法を提案し、人ボラ

ンティア試験にて、 2T全身用 MRI装置を用いて観測時間 16分で 37mlの後頭部領域から、 2D

lH_13C相関 HSQCスペクトルを取得できることを報告してきた (1，2)。

本研究では、I3CMRSIをさらに高分解能化するため、勾配磁場系の強化による緩和の影響低

減、およびスペクトル処理による定量精度向上について検討した。

キーワード TnVIVO、I3C-MRSI、HSQC、緩和、スベクトル処理

わたなべひでひろ、うめだまさあき、いしはらやすとし、おかもとかずや、おだまさのり、か

なまっともゆき、っかだやすぞう
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2.方法

図 1にマルチスライス HSQCシーケンスを示す。本シーケンスでは、準備期の長さが任意に

設定可能であり、これにより lHパルスを用いた 3D局所励起が可能となっている。このシーケ

ンスにおける信号劣化原因として、緩和による信号減衰(準備期、展開期)およびJC-Hカップリ

ングによるスペクトル分裂が挙げれられる。前者は、臨床用 MRl機の勾配磁場系の性能に依存

する。ボランティア試験は、通常の臨床機と同等の仕様である最大勾配磁場強度 10mT/m、立ち

上がり時間 1msの勾配磁場系を用いて行い、準備期、最小の展開期の長さをそれぞれ20ms、

47msとする必要があった。これに対し、今回、 S/N向上のため、勾配磁場系の強化(最大勾配

磁場強度 30mT/m、立ち上がり時間 200μs)を行った。この結果、準備期、最小の展開期の長

さをそれぞれ 12ms、15msとすることが可能となり、 S別評価として以下の実験を行った。実

験には、 2T I3Cスペクトロスコピー研究用全身用 MRl(東芝製)を用いた。まず、I3C2mM相

当のグルタミン酸の緩和時間(準備期、展開期)を測定し、勾西日磁場系の強化による S/N向上

効果について検討した。次に、ボランティア試験時と今回のシーケンス条件でそれぞれ HSQC

スペクトルを取得し、 S/Nを比較した。
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13(; 
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。。 。。
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Fig. 1. Multislice HSQC sequence 

後者に関しては、本シーケンスでは生体の発熱の影響を避けるために 13Cデカップリングパル

ス(検出期)が非印加であり、この結果スペク卜ル分裂が生ずる。分裂したスペクトルの解析

法として、 2Dローレンチアンをモデル式とした非線型最小二乗法によるカーブフィッティング

ツールを作成した。このモデル式 Fは位相をめ、 13C、lHの吸収、分散、位相をそれぞれ Al、

A2、Dl、D2とした時、以下の様に記述できる。

F = exp(iゆ)[A1+iD1
][A2 +iD2] l

 

'
E
i
 

r--t 

非線型最小二乗法には、修正 Marquardt法 (3)を用いた。また、推定精度を求めるため、誤差

272 



伝播式を用いて誤差解析を行った。誤差伝播式は、ヤコビアン行列を A、スペクトルデータの

誤差を σ円推定パラメータの誤差を σXjとした時、以下の様に記述できる (3)。

二両i;IσF [2] 

3.結果

グルタミン酸2位、 3位、 4位の緩和時間計測結果を図 2に示す。 2位、 3位、 4位の準備

期の緩和時間は 53ms、31ms、33ms、展開期の緩和時間は 100ms、130ms、150msであった。

この結果、勾配磁場系の強化に伴い、準備期を 20msから 12msに、展開期の最小時間を 47ms

から 15msにすることにより、約1.6倍の感度向上が期待できることがわかった。実際に上記条

件にて HSQCスベクトルを取得し S/N比較を行った結果、約1.5倍の S川向上が認められた(図

3 )。
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Fig. 2. Signal attenuation during the preparation period (a) and the evolution period 

(b) 
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Fig. 3. HSQC spectra of glutamate phantom using the conventional gradient system (a) 

and the new gradient system (b) 
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P67 マウス脳内高エネルギーリン酸化合物の化学交換 MRI

(九大薬)0栗林秀人、金沢洋子

Chemical exchange MRI and its application to the creatine kinase study 

Hideto Kuribayashi and Yoko Kanazawa 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 

In vivo chemical exchange加1RIwith 2D chemical sh正'timaging(CSI) sequence佃 d

saturation仕ansfermethod w剖 proposedfor the purpose of construction of saturation 

transfer ratio map to evaluate the chemical exchange rate constant. This technique was 

applied旬 31pNMR for the creatine kinase study in the mouse brain using surface coil 

and 9.4T system. 

くはじめに〉

in vivo 31p NMRは生体内における高エネルギーリン酸化合物の代謝情報を無侵襲で追跡

する方法として、医学・薬学の分野で活用されている.また、化学交換NMRを利用するこ

とにより、定常状態の酵素活性を反応速度定数として示すことも行われている.従来の化

学交換 inViV031PNMRにおいては、臓器特異性を持たせる目的で表皮の切除や心臓の濯流

といったような外科的手術を必要とし、無侵襲測定とは言えなかった.特定の領場におけ

る交換速度情報を得るための化学交換画像も猷みられているが、交換速度定数を得るまで

には至っておらず(1，2)、その後の報告も見当たらない.

本研究ではマウス脳でのクレアチンリン酸(PCr)から ATPへのクレアチンキナーゼを介

した交換反応を測定対象とし、二次元の位置情報を持たせた化学シフト画像(CSI法)に飽和

移動法を組み合わせた化学交換画像から交換速度の算出を試みた.

〈方法〉

31PNMR測定にはすべてDoty社製 16mmsingle tum lHj31P/13Cサーフヱスコイルを用

いた.測定条件はヘキサメチルホスホリツクトリアミド(HMPA)を生理食塩水と n-プ口パノ

ール(混合比6:4，v/v)の混合溶媒に加えた溶液ファントムを用いて求めた.画像測定には内

径37mmの19FPHプローブと自己遮弊型勾配コイルを用いた.すべてのNMR測定には、

Varian社製UNITYINOVA400と縦型で9.4Tボア径 89mmの超電導磁石を用いた.

雄性ddYマウスの頭部の毛を刈り、自家製の固定具を用いてサーフェスコイルを頭部に

装着し、磁石中に設定した.実験中はぺントパルビタールで麻酔を維持した.磁石中での

位置設定とシミングの後、 31p化学交換測定(n=3)または PCrのT1測定(n=3)を行った.終

了後、サーフェスコイルを外して lH形態画像を撮像した.

化学交換、化学シフト画像、飽和移動、マウス、クレアチンキナーゼ

くりばやしひでと、かなざわょうこ
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化学交換測定には飽和移動法を用いた.y-ATPシグナルは、約 100Hzの半値幅を持つた

めに、その飽和には共鳴周波数と:t50Hzの3箇所を順にCWパルスで励起した.飽和時間

は測定時間短縮のため、予想される PCrのT，の 2倍(=6s)とした(3). また、 PCrシグナル

を中心に低磁場側でy-ATPシグナルと対称となる位置を照射し、参照スペクトルとした.

化学交換 MRI測定は飽和移動法と二次元の位置情報を持たせた CSI法を組み合わせて行

った(スライスなし).FOV=2cmx2cmのコロナル画像.位置情報の取得には、 2x2回の位

相エンコードで測定し、フーリ工変換は 4x4点で・行った.CSIデータ処理は Varian社製

CSltool上で行った.

PCrのT，測定は反転回復法を用いた.反転パルスには sechを用い、サーフェスコイルか

ら深さ 5mmの位置にある磁化を反転しうる最小のパワー設定にした.待ち時間中は化学交

換測定同様lこy-ATPシグナルを飽和した.

クレアチンリン酸から ATPへの交換速度定数(k)は、化学交換測定において得られたy-

ATPシグナル飽和 PCrスペクトル強度(Ms)、参照スペクトル強度(Mo)、y-ATPシグナル飽

和下の PCrのT，を[1]式(4)に代入し求めた.

k={1 IT，){1 -Ms/Mo)/{Ms/Mo) 
スペクトル強度には、ピーク面積を使用した.

司・・』----
F
E

・E

・-

く結果と考察>

図 1に位置情報を持たない化学交換 3'pMRS{Fig.la，b)と二次元の位置情報を持たせた

CSI法を用いた化学交換 3'pMRI{Figl .d，e)を示す.MRSとMRIどちらにおいても、 y-ATP

シグナルを飽和させた PCrシグナル強度は参照スペクトルにくらべて減少しており、化学

交換3'pMRIにおいても化学交換過程を追跡することが可能であった.MRSとMRIより得

られた強度比(Ms/Mo)と交換速度定数(k)を表 1と2に示した.PCrのT，値は、1.8:t0.9s

であり、この値を計算に用いた.MRSからの kは既報のデータ(0.32:サル脳(5)、0.53:

ウサギ脳(5)、0.22:ラット脳(6)など)と比較して高い値を示した.MRIからの kは、 MRS

の値とは必ずしも良い一致とは言えず、 voxel間によって値に幅が見られた.

今回はkを求める目的で、定常状態達成のために飽和時聞を PCrのT，の 3信以上に設定

した.MRS. MRIどちらもy-ATPシグナルが消去できていることと、 kが高い値を示したこ

とから飽和移動の定常状態にほぼ達していたと言える.MRSとMRIの結果の違いは、計算

に全て同じT，を用いていることから、 MRIスペクトルの質によるものと恩われる.MRSが

20分の積算で得られたのに対し、 MRI測定には 65分必要であった.位相エンコード数の

小ささによる voxel内シグナル強度の定量性と信号積算効率の悪さに関して今後の検討が

必要である.

9.4Tの装置を使用して、測定感度が上がり、 PCrのT，値が低磁場装置に比べ短くなった

ため(3)、繰り返し時間の点で化学交換測定と T，測定共に有利であった.シグナルの分離も

よく (PCrとy-ATPの周波数差、約 400Hz)、化学交換とは無関係のオフレゾナンス照射に

よる観測シグナル強度の減少を抑えることができた.しかし現段階では、測定時間の関係

から位置情報を持たないT，値を化学交換MRIでの kの計算に使用せざるを得なかった.
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Table.1 ResuHsofchemical exch飢 geMRS using saturation transfer. The T， value of 1.8 sfor PCr 
was used. 

mouse Ms/Mo k(s.') 

1 0.45 0.7 
2 0.47 0.6 
3 0.67 0.2 

Table.2 ResuHs of chemical exch釦 geMRI using 2D CSI and saturation transfer. The T， value of 
1.8 s for PCr was used. 

町louse Ms/Mo k(s.') 

voxel AB 0.56 0.44 0.4 0.7 
voxel CD 0.52 0.47 0.5 0.6 

2 voxel AB 0.69 0.56 0.3 0.4 
voxel CD 0.62 0.59 0.3 0.4 

3 voxel A B 0.44 0.52 0.7 0.5 
voxel CD 0.52 0.56 0.5 0.4 
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P68 
光学活性シフト賦薬による脳内代謝物質の分析

。高橋征三 1、荻野孝史2

(日本女子大理 1、国立精神神経センター神経研2)

8tudies of Metabolites in Brain by a Chiral NMR 8hift Reagent 

(Fac. 8ci.， Japan Women:s Univ.1， Intitute ofNeurosciences， NCNP2) 

Chiral NMR shift reagents europium(lII)-N，N，N'，N'・tetrakis(2・pyridylmethyl)・

(R)-and (8)-propylenediamine were synthesized. They were stable at neutral 

pH in aquesous media. They resolved the enatiomer signals of D，L-valine and 

D，L-serine. However， the signals not only overlap to those of reagent but 

become broadened by addition of shift reagent. Further studies are under 

progress to apply to the extracts from rat brain tissues. 

高等動物の生体中では、アミノ酸は、グリシンを除いて、 L・体しか存在しないと

されてきたが、近年ヒトの脳内に D-アミノ酸がかなり多量に存在することが発見さ

れたロそして加齢とともに D-アミノ酸の含量が増大することが分かつてきた。しか

し脳内における D・アミノ酸の代謝経路や生理的な意義はほとんど不明で、現在さか

んに研究されている。

現在 D-アミノ酸の研究は、脳組織から目的成分を抽出して、光学活性樹脂を担体

にした液体クロマトグラフィーで分離するとし、う方法がとられている。この生化学

的方法は、破壊分析であり、操作の繁雑性のために定量的再現性に乏しいという問

題がある。本研究は、その生化学的方法の限界を克服するために、 NMRを用いて、

スベクトノレ的に D，L・アミノ酸の光学分離を試みた。

[実験] (8)ーや)・または (R)-(+)・1，2・propanediaminehydr配 hloride と 2・(chloro-

methyl)-pyridine hydrochlorideをMandelらの方法にしたがってカップリングし、

N，N，N'，N'-Tetrabis(2・pyridylmethy 1)・(R)・および(8)-1，2・propanediamine(tppn)を

合成した 1)。光学活性ランタノイドシフト試薬の合成は Hazamaらの方法にしたが

い、 tppnとEuCbを等モル混ぜ、メタノール中で還流して得た 2)0 NMRの測定は

BrukerAMX・400WBを用い 298Kで測定したロ

[結果] tppnは、ほとんどの溶媒にたいして溶解度などの挙動が反応副生物と一致

するため、完全な精製はできなかったロしたがって得られたスベクトルはまだ微量

の不純物によるものを含んでいると思われる。

キーワード:光学活性、シフト試薬、アミノ酸、代謝物、脳

たかはしせいぞう、おぎのたかし
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シフト試薬のランタノイドイオンの種類としては、シフト能に比べて broadening

が強いので Eu以外は実用的でないことがわかった。シフト試薬 Eu(tppn)は中性水

溶液で安定に溶解し、 Eu錯体添加によって系の pHは有意の変化を示さなかった。

シフト試薬の構造は図 1に示す通

りである。 Eu3+は8配位構造をして

いて、 pyridine環の N原子4個とイ

ミノ基の N原子 2個ならびに Cl原

子2個と配位しているロ図のように

比較的複雑な構造をしているので、

配位子を押しのけてアミノ酸がこの

シフト試薬に配位する能力はそれほ

ど大きくないだろうと想像される。 Fig.1 The structure of NMR shift reagent 

事実、シフト能はきわめて小さく、 Eu (tppn). Four nitrogen atoms from 

アミノ酸とシフト試薬の量比を変え pyridine are co.planer to one another. 

て、シフトの大きさをしらべた滴定実験の結果からは、測定条件下でシフト試薬はお

よそ 111000しかアミノ酸に結合してないと見積もれた。そして少なくとも量比が 12

倍になるまでは、誘起シフトの大きさは量比にほぼ比例することが分かつた。

以上の知見のもとに D，L.パリン

でテストした結果、量比4: 1で、

y位のメチノレ基フ。ロトンを明瞭に

D-，L・に分離できたロ broadening

が激しいのでy位のメチノレ基ほど

明瞭ではないが α位も D.，L.分離

して観測された。他方 p位置は

broadeningのために分離できな

かったロ

D，L・セリンの場合は、 broa-

deningのために α・位は分離で、き

なかったが、モル比 1: 1.2 ~ 1.5 

でp・位のプロトンを分離できた。

またシフト試薬を入れた状態で

24時間安定に系が存在し得るこ
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Fig. 2 Induced chemical shift VS. molar ratio 

of Eu (tppn) I Valine 

とが分かつたロしかしシフト試薬

からの信号の重なりのために、このままの条件では実用に適さないことが分かつた。

tppnはメチノレ基やメチレン基を持っていて、Eu(tppn)からの信号はセリンのトプロ

トンの信号と重なる。とくに freeの tppnが系に混在するとかなりシャープなピー

クが重なる。さらに、シフト試薬の一部がこわれて、ランタノイドイオンが露出し

て直接アミノ酸に配位すると思われる現象が見られたロこれが broadeningの大きな

原因になっていると思われる。したがってシフト試薬をより安定に存在させる条件

を検討する必要があることが分かつた。
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シフト試薬とアミノ酸のピークの重なりの問題については、 J-resolve 2次元

NMRを導入すれば解決できる見通しがある。しかし、いまの測定条件ではシフト

試薬が不安定なためにおこると思われるピークのブロードニングがあるので、アミ

ノ酸の種類によってシフト試薬の最適モノレ比が異なる。したがって直ちに組織抽出

液へ適用することは極めて難しいロシフト試薬のもっと安定な測定条件や別の構造

の配位子については今後の検討課題であり、詳細については本討論会で報告する予

定である。

1) J. B. Mandel， C. Maricondi and B. E. Douglas， Inorg. Chem.， (1998)， 27， 2990 

2) R. Hirayama et. al.， Chem. Commun.， (1996)， 15 

Y 

3.' 3.0 2.5 2.0 ..， 1.0 0.5 

Fig.3 lH NMR spectrum ofD，L・valine.

Molar ratio of Eu(tppn) against valine 

is 4: 1. 
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D，L-serine. Molar ratio 
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P69 リポソーム造影剤の 19F_NMRイメージングへの応用

(1阪大・医、 2九大・薬)

01月城聖一、 l木村教臣、立金沢洋子、 2楢崎美智子、 l藤原英明

Application ofliposome as a contrast agent in 19F_NMR imaging 

lSei・ichiTsukishiro， lA.tsuomi Kimura， "Yoko Kanazawa， "Michiko Narazaki， lHideaki， Fujiwara 

lSehool of且liedH伺 lthScience向， Faculty of Medicine，。同kaUniversity， 1・7Ymadaoka、Suita.

()同ka:'js:'j・OH71..Japan 辺Facultyof Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 

l!JF containing hposome has been tested as a novel MRI contrast agent to improve 

the contrast of images and to target speci五corgans. The 19F・NMRimaging using 

the 1υF containing hposome will be able to enhance the contrast of images and the 

ability of diagnosis， since 19F is not an element organizing a hving body. We chose 

PFOA (perFluoroOctanoic Acid) as a compound of 19F. The PFOA containing 

hposome is shown to be useful for the study of distribution and metabolism in vivo. 

But it is also recognized that T1 and T2 values of the 19F signal in hposome are 

short and spatial resolution is not high enough when compared with the results of 

1H imaging. 

[序】 MRI診断において重要な画像のコントラストを高めるために、現在、(i(I'Hや Fp"+

などの金属イオンやそれらのキレート錯体が造影剤として用いられているが、特定の疾患あ

るいは機能を担う部位;こ集積するような造影剤が次世代型として望まれている。そこで薬物

キャリヤーとしての応用が期待されているリポソームに注目し、そのような造影剤の開発を

試みることとした リボゾームは、脂質二重層からなる閉鎖小胞である。リポソームl士、生

体膜モデルとして基礎的な研究に用いられ、また薬剤カプセルなどとして応用的な研究に用

いられてきた 1) 一方、 MRIはlH、13C、31pなどの生体構成成分を画像化しているが、生

体構成成分ではない元素である 19Fを含んだフッ素化合物を用いることにより 19Fの集積部

分のみを画像化し、コントラストを効果的に高める事が期待されるの

I!JF 11磁気回転比 γがlHに次いで大きく、スピン一個当たりの MRIの検出感度はlHと

匹敵するくらい;こ高く、 lHに比べ化学シフトの分布領域は広いがピークの線幅は特に広く

はないという利点を備えており、物質識別に適した核であるへそこで筆者らはリボソーム

にフッ素化合物を導入したフ、ソ素化リボソーム造影剤の開発を試みることとしたり

キーワード:リポソーム、 I~JF-NMR イメージング、 MRI 、 PFOA

0っきしろせいいち、きむらあっおみ、かなざわ上うこ、ならざきみちこ、ふじわらひて、あき
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【実験方法】

使用するフ、ソ素化合物には、リポソームへの取り込まれやすさや含まれるフッ素原子の数

が多いほうが SIN比の上で有利であることなどを考慮し、パーフノレオロオクタン酸

(Pぃrf1uorυod訓 loicAcid : PFOA)を選んだ。

1. in vitroの実験

PFOAを溶解させた卵黄レシチンからなる SUV(Small Unilamellar V白icle) リボソー

ム(以下 PFOAリポソーム)を常法により作製した(レシチン濃度65mM、PFOA濃度 10mM); 

PFOAリボソームのフ、ソ素の緩和時間 T1、もをそれぞれ、 InversionRecovery法、じPMn

法を用いて、 pH2、7、12のもとで 19F_NMR(188MHz Varian VXR・200)により測定したf

2. in VIVO の実験

上記で作製した試料を凍結乾燥して、必要に応じて通常水で溶液に戻し使用した。試料金

体重約 80gのマウスに 1.5ml経口投与し、 VarianUnity 400 WB  NMR分光計に上り、マ

ウスの H'F・NMRイメージングを測定した (376MHz)。使用したパルス系列は高速撮像法九)

である《 主た、投与 2.5時間後にマウスの肝・胃・腎・腸を摘出し、それぞれの臓器で、のフ

ッ素の定量を行ったりこの定量には、 19F-NMRを利用した。

[結果と考察1

1. in vitroにおける PFOAリボソームのフッ素の緩和時間 T1、T2の測定結果を Table1 

に、 PFOAの構造とそのフッ素のスベクトルを Figure1に示した。これ会みると、 T;!

はTlの 11100の程度で非常に短いことが分かる。ある物質がリボソームに封入されると

その物質の運動性が束縛され、 Tlにくらべて T2が短くなることが知られており、この実

験結果から PFOAはリボゾーム内に効率的に封入されていることが分かる。

CF:j・.cE2.:.CE2-CEd:æ~2・CF2・COOH
A C D C B 

A 

90 80 50 20 

Fi宮urel. Strueture of PFOA and 19F -NMR speetrum of PFOA hposome (in vitro) 
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Table 1. T 1 and T 2 values of 18F in PFOA lipo回 me

(a): T1 values 

pH2 pH7 

:370(2:3) 381(25) 

330(28) 280(:37) 

:320( 5) 302( 8) 

D 360(20) 347(19) 

(b): T2 values 

pH2 pH7 

2.60(0.28) 3.20(0.3η 

1.50(0.40) 1.60(0.29) 

1.00(0.06) 1.30(0.16) 

D 2.90(0.71) 3.80(0.72) 

Standard deviations are given in the parenthesis 

pH12 

790(71) 

680(49) 

650(14) 

710( 3) 

pH12 

2.80(0.20) 

2.20(0.32) 

1.20(0.33) 

3.50(0.65) 

2. PFOAリボゾームをマウスに経口投与し、ファーストスピンエコー法で lHのイメー

ジグと l"FのイメージングPを行った結果を Figure2に示した。 19Fイメージングの経時

変化上り投与直後は胃に見られたフッ素の集積が、経時的に肝臓へ移動している様子が

認められるり投与 2.5時間後の臓器の PFOAリボソームのフッ素量について相対的な割

合を示すと Tahle2の通りである。この Tableで、 DPPC

一ルを含有する DPPCリポソ一ム)の値は [3H]Ara-Cを封入させたリボソ一ムを用い、

マウスに静注し、 1時間後の各臓器中の分布を放射性薬品を用いた実験から求めたもの

である?両者を比較するとオーダーの違いはあるが各臓器中におけるリポソームの分

布の割合は同様の傾向となっていることが分かる。

今支で経口投与後のリボソームの体内動態はよく知られていなかったが、この結果か

ら体内動態が明らかとなり、今後リボゾームの体内動態の研究に 19Fイメージングが有

効となることが示唆された。

T'able 2. Ratio of liposome in organs 

liposome liver stomach kidney intestine 

PFOA 
SUV liposome 

DPPC-chol(1:1) 
REV lipo臼ome8

)

41.2% 

4.82% 

49.8% 4.8% 

0.68% 

a) These values are cited from reference 4) 
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F2 

( cm) 

4二

3.0 105 0.0 

Fl (cm) 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

4.0 2.5 100 

2 2 

3 3 

4 

5 

6 

4.0 2.5 1.0 4.0 2.5 100 

a) lH imaging b) 19F imaging just after c) 19F imaging after 8min d) 19F imaging after 280min 

administration 

Pi宗ure2. 19p and lH imaging of a mouse after oral admini自trationof PPOA lipo自ome

(Pl and P2 express physical dimensions inside the probe coil) 

[結論l

PPOAを含有したリボゾームを用いての 19p及び 1日明NMRイメージングを測定し、リボ

ソーム研究における 19p司NMRの特徴や有用性を調べた。マウスを用いた実験では、 PPOA

は顕著な代謝を受けないこと、及びリボソームの体内動態を調べる上で 19pイメージングは

貴重なデータを提供できることが確かめられた。しかし、 19pイメージングは lHイメージ

ングに比べ空間分解能がかなり低下することが認められ、その原因は短いれによることが

分かった 3

(引用文献)

1)奥直人、 7リボゾームの作成と実験法j、震川書j苫 (1994)

2) 日本磁気共鳴医学会編、 iNMR医学」、丸善株式会社 (H191)

:3)栗林秀人、金沢洋子.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.

第浦田 NMR討論会要旨集. p289四292(1997) 

4) Mayhew， E 、Papahadjopoulos，D “Therapeutic Applications of Liposomes" in Liposome向、 The

Lipo針。mecompany守 Princeton，NJ (1983) 
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P70 

隣接分子の相対配置決定のための多スピン REDOR解析

(姫路工大理)0西村勝之、内藤晶、辻暁、斉藤肇

トSn Multispin Analysis of REDOR Expe巾ncnta for thc Dctennination of RcJative 

cor而gurationof Neighbo市19Mol偶ulca.

o Katsuyuki Nishimura， Akira Na比.0，Satoru Tuzi， and Hazime Saito 

Department of Life Scien回， Himeji Inst削除 ofT echnology 

In order to obtain accurate intIョmolecularinteratomic distances by means of solid s匂teNMR

REDORmeth叫 intermoleculardipolar interactions should be removl吋 byex回 .polationof REDOR 

fac回 toinfmite dilution of labeled鎗mples.However， we f01md that也eslope of出ee油 apola凶

line th凶 ob加E制 refl岡 .edthe mar官官rof intennolecular dipolar∞upling I司3).Th総eresults su錦町t

that geom自問1arran伊 m倒 ofthesi町 .estneighbor mol配由 canbe obtained from the REOOR 

也ta.Here， we attemp匂dto estimate血.eis1旬rmolec叫arcontribution合omぬeadjacent molecules in 

the crystal on the basis of the REDOR factors， analyzed for 1・S23 spin systeml
) of N-Acetyl-Pro-

Gly-Phe. 

<概要>同位体二重標識試料では、分子内の原子間距離測定において、隣接分子中の標

識同位体からの磁気双極子相互作用が目的とする分子内磁気双極子相E作用を変調するこ

とをすでに報告している叱本研究ではこれまで分子内原子間距離測定のために削除して

きた分子間磁気双極子相互作用を解析することにより、隣接分子聞の幾何情報を得ること

を試みた。まず X線回折結果のある N-A四 tyl・pro心iy-Phe2)において、 I-S23スピン系によ

る分子間磁気双極子相互作用の解析を行い、分子間二重標識標識同位体問距離および分子

内、分子間距離ベクトルのなす角度を決定し、得られた変数の確度と精度を検討した。

Fig. 1 13C_J'N in館mωmぉ di鈍ances~f 13CsN Fig. 2 Schematic repre抑湘白血ofdi卯加

mωraω叩 icdoubly labeled N-Acetyl-所 0・Gly c叩出butionsincluded企叩1白oseoffrom白e

.Phe molecules measur凶 byREOOR method neigh以>ringmoleα.ues.

キーワード:多スピン REDOR、原子間距離、相対配置決定、分子間双極子相互作用、オピオ

イドペプチド，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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<結果>図 lに REDOR法で

測定した原子間距離を示す。図

2に示すように同位体二重標識

試料では、隣接分子からの分子

間磁気双極子相互作用が存在し、

観測している分子内磁気双優子

相E作用は変調される。この現

象の S，-I-S2の 3スピン系で解

析法はすでに報告しており、観

測される磁気双極子相互作用は

分子内、分子問磁気双極子相互

作用とそれらベクトルのなす角

度の 3つの変数に依存するG 分

子内の磁気双極子相互作用(原

子間距離)を決定するには、ま

ず系統的に希釈した試料の

REDOR実験値を外挿し、無限

希釈したI1SIS。値を得る。この

値に対して I・S2スピン系の理

論曲線をフィッティングして分

子内原子間距離を決定する。得

られた分子内原子間距離を代入

し、残りの 2つの変数、分子間

磁気双極子相互作用および 2つ

の原子間ベクトルのなす角度の

可能な組み合わせを決定するc

函 3に各試料の実験値に対す

rCN1 = 3:243 A 

rCN2= 4.685 A 

λロ=155.0。ァー
L 
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Fig. 3 Plot of I1S/So values ag創nstNcTr企omItoID

10. 15 
NcTr(ms) 

S3 
Ho 

るI-S2スピン、 S，-I-S23スピン

系の理論曲線を示す。得られた

分子間同位体二重標識原子間距

離および双極子ベクトルのなす

角度を、 X線画折実験から得ら

れた値とともに表 1に示す。各

変数の定義を図4に示す。

S2 
F

J

~

 

，

¥

 

/

d

 

d

，

¥

 ，

、

〆

/

t

¥

Fig.4白 ien飽包onofintera島omicdiatance vectors 

and the mutual angles betw聞 1thent 

287 



Table 1 Geomelrical parameters for N-Acetyl-Pro- <考察〉表 1から、得ら

Gly-Phe in the orthorhombic crystal obtained by X-ray れた分子内原子間距離のは

di汀ractionand REDOR. 

Interatomic distances and angles 

I 11 111 

Distance(A) 

rCN1 X-ray 3.193 3.346 3.984 
REOOR ベ3.243) *(3.446) *(4.084) 

本*(3.259) **(3.397) 料 (4.029)

rCN2 4.685 5.506 5.839 

rCN3 5.474 6.830 6.495 

Angle(deg) 

入12 X-ray 141.44 138.38 139.09 

REOOR ホ(155.0) ベ165.0) *(155.0) 

入13 70.37 104.21 102.27 

λ23 128.98 115.48 74.13 

X 線回折実験から得られた

値より長いことが分かる。

また角度も 15<0程度大きい

ことが分かるc とのずれの

原因を 2つの要素に分解し

て考察した。

まず分子内原子間距離の

長化は、 X 線回折実験で得

られた熱振動テンソルで表

わされる微小振幅の分子運

動が存在することが原因で

あると考えられる。 X 線回

*Obtained by performing theoretical curve fitting旬折法では電子の密度を観測

REDOR data using 8(・I(・823spin system. するのに対し、 NMRでは

“Corrected values based on the equation <r>RE回 R= ro 原子閑距離の 3乗分の lに

+ {<U>2+<V>2_4<w>守 比例する磁気双極子相互作

用を直接観測している。 NMRで得られる原ー子間距離はq士〉阻拘置=<1/r> .(/3 = ro + (1/2roH匂 >2

+ <vメ・ 4<wメ}で表わされる勾。<u>、くやおよび<w>は各々距離ベクトルに垂直な成分

と平行な微小振幅成分で、 roは X線から得られる原子間距離である。この熱振動テンソル

に基づく補正を行った値I士、表 lに示したように X線回折で得られた値はよくー致してい

ることが分かる。

さらに角度のずれは、原子関距離ベクト

ルの相対配向にのみ依存するため、 3スピ

ン目以上の磁気双極子相互作用の寄与が存

在していることを示している。実際表 1に

示したように、この試料は4スピン自の寄

与が無視できないことが分かる。このずれ

が4つ自のスピンの影響であることを証明

1.2 

5。:
ー一 一一:ア1十

I 2spin 

/ 

↑↑↑ヘ
30% 60% 90% 100%(AS/So=1.0) 

するために 8(-1-82，-83 4スピン系の理論曲 NcTr 

線を計算した。 Fig.5 Defmition ofNcTr，倒閣寸 0)

さらに 8(-1・82，3スピン系理論曲線のフィッティングにより得られた分子問幾何変数の精

度を定量的に評価するために、各NcTrでの 3スピン系理論曲線の&8/S030pinを D11D1および

λ(2を軸とした等高線マップを計算した。眠、 D2Iま各々分子内、分子問磁気双極子相互作

用、 λ12はこれら原子間ベクトルのなす角度である。
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図 5に示すように、し、かなる実験にも適用

可能であるようなー般性のある NcTr値を

以下のように定義した。 NcTr(必勝同}は 2

スピン系理論曲線で!J.SIS。値が1.0を与え

る NcTrとし、 10010-1α肌まで 10の時間領

域に分割し、各 10個の NcTrに対して上

述の等高線マップを計算した。図6には各

NcTrでの 3スピン系理論曲線の必，fSo抽「

dS/S02刷の等高糠マップを示す。国6から

分かるように6.Sf:ら3甲田-dS/So 2騨の変数に

対する依存性が各 NcTrによって異なる。

実験の精度に基づいて、可能な変数の領域

を決定し、 10個すべての等高練マップを

重ねると可能な変数領域を求めることがで

きるc 得られた領域は試料 Eにおいて最高

で D2は DIの5%、角度λ11は土2.5
0

の精度であることが分かった。

さらにオピオイドペプチド Leu-enk叩halinの(MeOHlH20)結晶における、隣接分子の相対配

置決定についても発表する予定である。

1) A.Naiω， K.Nishimura， S. Tuzi，and H. Saito. Chem.Phys. Le位m ♀22，506(1使対)

2) A.Naito， K.Nishimura， S.Kimura， M. Aida， N. Yasuoka， S. Tuzi， and H 

Chem.J金Q，14'卯 5(1如 6)
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P71 170高磁場固体高分解能NMR法を用いた

ペプチドおよびポリペプチドの構造解析

0山内一夫九黒木重樹九安藤勲三荘司顧九尾崎拓男 3

日本ブルカーに東工大・工え群馬大・工 3

S佃 lcturalAnalysis of Peptides and Polypeptic胸

U8血gHigh-Field High・R創拘，lutionSolid S阻旬 170NMR

Kazuo YamauchiI， Shigeki Kuro恒2，IsaoAndo2， A恒raShoji3， Takuo Ozaki3 

Bruker JapanI， 

Department of Chemistry and Materials Science， 1bkyo Institute ofTechnology2， 

Department of Biological Scien凹 s，Gunma University3 

The 170 NMR spectra of peptides in the solid state were successfully measured at 

high :field (9.4T， 11.7T， and 18.8'町 andhigh speed MAS (25KHz). Three kinds of NMR  

parameters such as chemical shi氏， quadrupolar coupling constant and 剖 ymmetric

parameters a四 obtainedby theoretical simulation of these spectra. The relationship 

between three NMR p町 ame旬rsand the hydrogen-bonding structure w剖 disc田 sed.

緒雷

酸素原子はペプチドおよびポリペプチド中で水素結合を形成するために重要な役割を果たして

いる。しかしながら、固体状態でのペプチド中での 170 の測定は簡単ではなかった [1]。これまでにポリ

ペプチドの 170スペクトルは粉末鼠料を静止状態で比較的低磁場下で行ってきた。このような状態で測

定したスペクトルは NMRパラメータである核四極子結合定数(e2qQIh)，電場勾配の非対称パラメータ

(T)) ，化学シフトテンソル(011， 022，δ33)，ニつの相互作用聞のオイラー角(α，s，χ)という情報が得られる。

しかしながら実際には核四極子相互作用が数阻fzあり化学シフトの奥方性も太きいためにスペクトル

幅が 1000ppm以上となりこのようなスペクトルでは正確な解析は難しかった。そこで、今回の測定では

高速のマジック角で回転させ高磁場で測定を行った。十分高速なマジック角回転をすれば化学シフトの

異方性と1次の核四極子相互作用を消去でき等方的化学シフト(Oiso)，核四極子結合定数(e2qQ/h)，電

場勾配の非対称パラメータ(η)の三つのパラメータが決定できる単純な線形になる。更に綾田極子相互

作用による練幅は共鳴周波数に反比例するので高磁場での測定により線幅を狭くさせること行った。こ

の二つの組み合わせによりスペクトルの主ピークとスピニングサイド，'¥ンドを完全に分離することができ

た。このスペクトルから等方的化学シフト(Oiso)、核四極子結合定数(e2qQIh)、電場勾配の非対称パラメ

ータ(η)が得られ、構造の遣うポリペプチドについて NMRのパラメータの遣いが構造の遣いに起因して

いることがわかった。

170、国体高分解能 NMR、固体高磁場NMR、ペプチド、化学シフト

やまうちかずお、くろきしげき、あんどういさお、しようじあきら、おざきたくお
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実厳

170 NMRスペクトルの測定は Bruker社製 Avance4∞(磁場強度 9.4T，1H共鳴周波数

400MHz)， Avance500 (-磁場強度 11.7T，IH共鳴周波数 500MHz)，Avance800 (磁場強度 18.8T， IH

共鳴周波数 800MHz)分光器を用いそれぞれ 170の周波数 54.2MHz，67.8MHz， 108.5MHzで測

定を行った。ポリペプチドのサンプルとしてα・helixを形成している江.rAla)n[AII=1∞1とs-sheetを形成

している(L-Ala)n[AII=5Jをもちいた。NMRスペクトルは 54.2MHz，67.8MHzでは 15KHzのマジック

角回転、では 25KHzのマジック角回転下で測定を行った。いずれの場合もゲートっきデカップリング法

を用いた。スペクトルの解析には Bruker社製 WIN回Tを用い等方的化学シフト(o回)，核四極子結合

定数(e2qQ!h)，電場勾配の非対称パラメータ(η)を求めた。

結果・考察

Figure 1 Iこ(L-Ala)n[AII= 100]の 54.2MHz，67.8MHzでのスペクトル、 Figure2にはr

Ala)n[AII=5]の 54.2MHz，67.8MHzでのスペクトルを示す。この程度の磁場及び回転数でサンプル

の信号は観測されているがスピニングサイドバンドが主ピークと重なり特に主ピークのベースライン近辺

の正確な線形を解析するには十分でないことがわかる。 Figure3に 108.5MHzでのニつのサンプル

のスペクトルを示す。高磁場中で高速回転を行うことによってスピニングサイドバンドとの重なりもなく十

分解析できる線形をえることができた。このことからシミュレーションにより正確な等方的化学シフト、核

四極子結合定数、電場勾配の非対称パラメータを求めるために高磁場(67.8MHz)での測定と高速回

転(25KHz)での MASを行うことが有効な手段であることがわかった。

300 lCl{ 

(b) 

11.7T 
(5ωMHzfOr'H) 

.，:0‘ -31)') -1::1(' PPIT' 

9.4T 
(4ωMHzfor'1i) 

一 一一4->( 令、よ o -l:;G -<:';2 -~CJ -40!' PP' 

FIg園町 1

"0 MAS NMR speclra of solid (L-A刷"肺n・100]wllhanα-helix 
fonn・I67.8MHz(a) and 54.2MHZ(b) splin・115KHz.
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この 108.5MHzで測定を行ったスペ

クトルを基に NMRのパラメータ(等方

的化学シフト、核四極子結合定数、電

場勾配の非対称パラメータ)をシミュレ

ーションにより得ることができた(Table

1)。静止鼠料に対して行った以前の研

究より水素結合距離が短くなると核四

極子結合定数は減少し化学シフトは高

磁場シフトするということがわかってい

る [1]。今回の結果もそれらの傾向と

一致し高磁場、高速回転下でより信頼

性の高い値実験結果を得ることに成

功した。

さらに発表においては構造

による NMRパラメータの変化と水素

結合距離についての知見を理論計算

結果と合わせて紹介する[2]。

(8) 

(b) 

55!) 51JI] _;'::(1 -<:V: 35つ 3~)F ， :::.G 之Il(_1 15勺

Table 1 The determined NMR parameters of(L-A1a). 

Referen伐淘

e2qQ/h (MHz) 

η 

丸。(ppm)

RN. o(A) 

α-helix s-sheet 

8.59 8.04 

0.28 0.28 

319 286 

2.87 2.83 

.:_()O ';:_' f'r勾

~;) PP'r 

[1] 

[勾

S. Kuro恒， A Takahashi， 1. Ando， A Shoji， T. Ozaki， J.Mol.Struct. 323 (1994) 197 

S. Kuroki， K. Yamauchi， H. Kurosu， S. Ando， 1. Ando， A Shoji， T. Oza恒，

ACS Series (1999) to be submitted. 
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固体13Cー02次元相関MASNMR法による
常磁性物質の先解能向上
(京大院理) 0伊藤俊樹、久保

P72 

厚、寺尾武彦

Re鈎lution1町1)rover鴨川 of蜘gic-Ar唱leSpimir羽
陥嗣魯淘ctrain Solid Para闘gnetic~s

Usir喝 T眠トDimensional 13じ-0Transfer r凶-Echo肱丸JbleResα1anc渇
Departn旭川 of Ch<側 istry，Graduate Sch∞I of Science，Kyoto University， 

Kyoto 606-8502，Japan 
1 toh司 AtsushiKubo司 andTakehiko Terao OToshiki 

Abstract: In powder samples of paramagnetic cαnpound s， t he 
discontinuous change of bulk magnetic susceptibility at the crystal， lit~ 
surfaces causes broadening in one-dimensiona'l magic"":angle spinnfng (MAS) 
NMR spectra and often yields spl ittings due to small ch側 ical or 
paramagnetic. shift differences unobservable.Here司 we performed tWO-

dimenslonal 13C-D transferred-echo double resonance(TEDOR) N'MR experiments 
on Pr (1 3CD3 1 3COO) 3・D20.

[序論] 常磁性物質の粉末試料は試料中にBM S (bulk magnet ic suscept ibi I i ty) 
による反磁場が生じるためMASNMRシグナルの線幅が広くなり、化学シフトに
よるピークの分裂が観測されない。そこで結晶学的に非等価な 3つの酢酸基をもっ
酢酸プラセオジウム 1水和物Pr(1 3CD11 3COO) 1 • D?Oを試料として、 2次元TEDOR
法および2次元異種核問多量子NM内法にで13CまたはDのシグナルを観測した。

[理論] (Fig.1)のようなパルス系列を用いてメチル基の重水素の NMRスベクト
ルを観測する。 t1時間はTr(rotor ~!:.iod) の整数倍にとった。メチル碁 (C-D3) の
ハミルトニアンは、 (Fig.1) の t1時間と acquis i t ion per iodでは[1 ]式で与え
られ、 mixingper iodでほ [2]式で与えられる。

Hz=ωIヱ庁+ωA

Hn = 2mn Y 1αs 
U U7ια=  1，2，3 [2] 

ただし、言。(averagedipolar frequency)は次式で与えられる。

百ρ=:t叫2..fisin2βsinlα+ωr芋ì~
l ¥斗)J [3] 

ωr. スピニングスピード (rad/s) (ωr Tr=2π) 

α，β: 口ータ一軸に対する|ーS核問ベクトルの方位角、極角の初期値

D:双極子結合定数 (Hz) 

このパルス系列のcosineの実験における 11-S系の直積演算子展開は以下のように
なる。 (観測される信号に関連する項のみを示した。)

/ _，S {n ¥ 

SzよとL→Sx Hz X t， ~ Sx cOS(t)st， 
HD x 2mTr 

(rad) 

『・・・4

.••• P
E
E

・
h

2次元常磁性物質、

2cosωst， . sin 2面DmTr. COS 
2 
2m DmTr . L 1; S 

α 

fE15 
」乙:x_歩2cosω t.. sin 2mnmTr. cos2 2mnmTrす laSD....... I .....'-'...::0 --......，D......_ 1. L.こ....J-7_ -Z_ 

Keywo r d s.;固体13C-D2次元相関 MASNMR法、
TEDOR 法

たけひこ
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， -，，/ 

lすJ ー や一一./X→-2cosωstl.sin2ωDmTr.COS
2 2mDmTr. L /~ Sz 

cosωst
l
・sin2m

D
mTr. COS

2 2m
D
mTr. sin 2m

D
nTr. )， /α D".~' ~，，， _wD'.~' ~ 

α 

弘三2nTr

[4] 

式の係数がある配向(α，β)にたいするシグナルの大きさを意昧する。[4] 

[5] S(mTr，nTrαβ) = sin 2mnmTr. COS
2 2mnmTr. sin 2mnnTr ，..........，.......，........，1"'， .......-""'D 

とおけば、粉末試料でのシグナルの大きさは α，βについての平均で与えられる。

伊(mTMTr))=tfi。伽Tr，nT同 s)sin仰向α
[6 ] 

nに依存するので、 2次元の実験を最適化するためにシグ
(m司 n) をE里論的にもとめる。

シグナルの大きさはm，
ナルが最大となるような

(~)~2 (%):1 (~):o 
-x r:弘ij

× ltーマナー1-un ... 1'" X n ・-t-

n T r -司 nTr i 
.. 
" m I X 1 n g ， 

c y c 1 e 11 

(π)~，S 

Tr 

-1 

(π)~S 

L-L-
li/2T:i同ii| 

民主::.・ Xm  ..ム.. Xm  己
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、一
一¥一一」ー

二i。S 
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+ 1 

一「一一、-
-¥"---
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[実験] 試料として13(;およびDで標識した酢酸プラセオジウム 1水和物の粉末試料
を用い、 Ch倒閣gnetics社製CMX400NMR分光器とDoty社製 3重共鳴プローブ(5nmφ ロー
ター)を用いて、スピニング周波数10000Hz(口ータ一周期100μs)で、実験を仔っ
た。共鳴周波数13C:100MHz、0:61MHzであった。 13(;の基準にはアダマンタン(29.T)、Dの基準には TK S (附山 sila附((印対i)4S i (0. 27ppm)を用い

[結果友ぴ考察] [ 6 ]式をコンビューターシミュレーションにより計算した結
果が(Fig.2)である。 mの増加にたいしてシグナルはほぼ単調減少するが、 n'こつい
てはシグナルはn=3で最大値をとる。したがって、 (m司n)=(1司3)でシグナルが最大に
なるはずである。しかし実験により確認したところ、シグナルが最大になるのは(m司

n)=(1.4)のときであったのでこの値を用いて 2次元スペク卜ルを観測した。
1次元NMR法では重なって見えなかった 3つのメチル基のピークがはっきりと分

離、観測できた。 (Fig.3). 2次元スベクトルはケミカルシフトを軸にとると、周
波数の単位では傾き 1の方向にのびており、この試料の13CおよびDのMASNMR
シグナルのブロードニングがBMSによる不均一幅によることを示している。カル
ボニル基のピークは観測されなかったことにより、カルボニル基の13Cとメチル基の
Dとの双極子結合はきわめて弱いことがわかる。 (F!ø_.~) のピークの中心の位置か
ら、酢酸プラセオジウムの 3つのメチル基の13CおよひDのケミカルシフトを、

(13. 63ppm司94.73ppm)司 (8.86ppm司79.23ppm). 
(ー8.63ppm司30.15pPm) 

(σ(13C) .σ(0)) 

と決定した。
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P73 MAS下での13C-1H双極子粉末パターンの復活法の開発とその応用

(京大院理)0竹腰清乃理、寺尾武彦

R怠couplingof 13C_1 H heteronuclear dipolar interactions under magic angle 

spinning based on仕equency-switchedLee-Goldburg sequences 

(Kyoto Univ.) K. Takeg<ωhi組 dT. Terω 

(Abstract) We propose a new 13C-1H recoupling method under MAS b出 edon rotor-

synchronized企equencyswitched Lee-Goldburg irradiation， which is d田 ignedto work even 

at a very high spinning speed upto 30kHz. 

τ τ 

X I -X 
sv I-sv 

τ C 

τ τ 

-X I X 

s v I-s v 

Figure 1. The proposed pulse sか

quence for 13C_1 H recoupling un-

der MAS. 

Fig.1 shows七heproposed recoupling pulse cy-

cle applied七olH. The intensity組 dthe duration 

time for all four puls田町eVl and 7， r田 pectively，

and the total cycle time 7c is 47. The ph部 eand the 

frequency for the four puls田町egiven槌 (ph出 e，

o島e色合equency)= (X，ムν)，(-X，ームν)，(-X， 

-D.V)， and (X，ームν)，respectively. The offset組 d

the intensity for each p叫田町ech部 entosatisちrthe

L骨 Goldburg(LG) conditions[l] as V2D.v = Vl， 

and the duration time邸 7= fii3/ν1. Ap阿-

ently， the first two LG pulsesぽ ethe pulse cycle 

called FSLG-2 (仕equency-switchedL骨 Goldburg)

[2]， which is designed to remove homonucle町 dipolarcouplings among 1 H spins叫 the

zeroth and all odd orders of the average H釦 liltonians.The proposed sequen民 hence，

consists of two FSLG-2 cycl田 whωeeffective fields lie either along (X，O，Z) or (-X，O，Z) in 
the rotating fr叩 le，and we shall call this sequence槌 FSLG-22.

The modulation of the spatial p町 tcaused by MAS can be interferred by the modulation 

of the spin p町 tcaused by FSLG-22 when the following condition 7;1 =的 =nvr(n = 

1 or 2) is satisfied. The re∞upled heteronucle町 dipolarinteraction at the zeroth-order 

approximation may be given出

可=ぞsin()MA∞s()凶 n叫 (1) 

To achieve su血cienthomonuclear decoupling，ν1 larger th組 50kHzmay be required. 

Practically， therefore， the modulation仕equencyVc for Vl of 50 '" 100kHz is ca. 15 f'V 

30kHz. Therefore， the spinning speed， which satis自由出erecoupling condition， is ranging 

KeyWords:固体NMR、MAS、双極子相互作用、 FSLG

たけごしきよのり、てらおたけひこ
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仕omca. 15 '" 30kHz for the n = 1 condition， and ca. 7.5 '" 15kHz for the n = 2 

condition. The n = 1 condition for a spinning speed of less than 15kHz can also be 

realized by doubling出ecycle time of the basic FSLG-22 sequence by either using 4πLG 

pulses instead of 2πLGp叫田eor田inga new 8-p叫sesequence defined部 (X，ムν)，(ーX，

-~V) ， (X， ~v) ， (-X， -~ν) ， (ーX，~v) ， (X， -~ν) ， (ーX，~v) ， and (X， -.6.り.We 

refer出elatter sequence to FSLG-44. Similarly one c仰向rtherextend the cycle time to 

find recoupling conditions for slower spinning conditions. In general， the sequence may 

be represented酪 FSLG-m而 withm = 2，4，6・…

自

10 8 o -2 -4 -6 -8 

Offset/kHz 

Figure 2. The experimantal (solid) 

組 dsimuleted (dash-dotted) FSLG-44 

spectra for the C"，H carbon of ιValine. 

Figure 2 shows the experimantal (the 

solid line) and the simulated (the dashed 

.line) lineshapes for the CH carbon of [2-

13C，15N]-labeledιvaline (l3C '" 99%)， which 
was kindly provided by Prof. M. Kainosho 

at Tokyo Metropolitan University. The rf in-

tensity Vl for the LG pulse was 70.88kHz， 
and its corresponding T is 11.5μs. With 1μs 

for frequency /ph部 ejump，九 becomes50μs. 

The n = 1 condition w槌 fulfilledby using 

仕leFSLG-44 sequence with the MAS spin-

ning speed of 1O.00kHz， whish was stabilized 
to within土10Hz.

Since the intensiti田 ofunlabeled carbons are small， the FID under FSLG-44 de-
coupling were collected directly in one dimension. Further， s組 lplingw，出 donewithout 

synchronization to the spinnig. This produc田 spinningside-b組 dsat土10kHz.However， 
since a maximum breadth of a directly bonded 13C_l H pair is normally in the r叩 geof 

6-8kHz， the sid令 bandsappear at the out-side of the dipolar powder p叫tern.The simu-

lated lin田 hape(Fig.2; the d槌 h-dottedline) obtained from Eq.(l) (r=0.115nm) with 15Hz 

Gaussian broadening is compared favorably with the experimental lineshape (Fig.2; the 

solid line). Several applications of the FSLG-m而 sequence町 eenvisaged， for example， 
correlation of two dipol町 vectorsもodetermine angels， and will be presented. 

R怠ference

[1] M. Lee and W.I. Goldburg， Phys. Rev. A 140， 1261 (1965). 
[2] A. Bielecki， A.C. Kolbert，叩dM.H. Levitt， Chem. Phys. Lett. 155， 341 (1989); 

A. Bielecki， A.C. Kolbert， H.J.M. de Groot， R.G. Griffin， and M.H. Levitt， 
Adv. M，αgn. Reson. 14， 111 (1990). 
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P74 回転試料中の同種核2スピン系に対するスピンエコー

パルス系列の効果

扮子研1、筑波大・物理工2)0桑原大介1、中井利仁2、宮島清一1

Spin-echo experiments for homonuclear coupled spins under magic-angle 

sample spinning 

Additional resonance lines emerged along the Fl砿 ison a two-dim巴nsional(2D) 

NMRspec仕umwhen the 2D spin-echo pulse sequence was applied to a 13 C -13 C spin system 

under magic-angle sample spinning. We found that the intensities of the additionallines are 

closely related to the homonuclear dipolar interaction and血atthe positions of the lines are 

determined by a sample spinning企equencyand the difference of the isotropic chemical 

shifts. 

マジック角で回転している 2，3-13C-L-alanineの13Cー 13C2スピン系に 2次元スピ

ンエコーノ勺レス系列を適用すると、日軸上のスペクトルは乃=OHzの中心線のみな

らず、何らかの付加的な共鳴線を示すことが実験的に明らかになった。過去には、

マジック角で回転している 31f---31p2スピン系に同じパルス系列を使った実験がい

くつかのグループで行われている1，2，3。それらの実験結果に現れた付加的な共鳴線

はすべて J-couplingによるものであった。

本研究では、参考文献1に示された2次元日Dの表式を利用して、 13C_13C2ス

ピン系に対して生じた付加的な共鳴線の由来を明らかにすることを試みた。その結

果、それらの共鳴線の強度は 13C_13C双極子相互作用を大きく反映していることが

わかった。また共鳴線の位置は、試料の回転周波数と 13C_13Cの化学シフト等方値

の差で決まることを見いだした。さらにFloquet理論を基にしたシミュレーションプ

ロクeラムと multiple-time-step法を使ったプログラムを作成した。そして実験的に得

られたスペクトルを計算機シミュレーションにより再現することを行った。

会場では、シミュレーションスペクトルと実験結果を比較することで系の相互作

用に関する情報を求めることについて議論したい。

〈参考文献〉

1. J. Chem. Phys. 92， 7156 (1990) 

3. J. Chem. Phys. 98， 6138 (1993) 

2. J. Chem. Phys. 94， 7038 (1991) 

キーワード:同種核2スピン系、マジック角試料回転、スピンエコー、Floquet理論

くわはらだL、すけ、なかいとしひと、みやじませいいち
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P75 重水素核の一次元交換NMR法の開発

(京大院理、マルチン・ルタ一大1)0水野敬、 D.Reichert 1、竹腰清乃理、寺尾武彦

Deutron One-Dimensional Exchange NMR in Solids 

(Kyoto Univ.，Martin Luther Univ.1) T. Mizuno， D. Reichert1， K. Takegoshi， T. Terao 

企h旦盟主主
A 1D spin-exchange method for obtaining structural information in selectively 

deuterated organic solids is proposed on the basis of a recently developed 

2D-experiment. It utiliz田 1H→2Dcross polarization， a narrowband excitation of the 

2Dゃowder pattern 出 well as polarization transfer (spin d品if宜fu山悶s討sio∞n吋1)between deu凶teron

stimu叫lla叫te吋dby sample turning during the mixing tim町me.The method was demonstrated 

for the determination of bond angl田 mαーGlycine-[2，2・d2]

近年、我々は、スピン拡散により生じた2つの重水素聞の2次元交換パターンを解析

することで、結合間角度を測定できることを示した[1]。一般に2つの異なる重水素聞の

2次元交換スベクトノレは、 Fig.1に見られるようなリサージュ型のリッジを示す。我々

は、このリサージュのあるω1周波数における 1次元スベクトルには2次元と全く同じ情

報が含まれていることに着目し、選択励起を用いることにより、重水素 1次元交換NM

R法を開発した。

実験は、以下の手順で、行った。パルス系列はFig.2に示されている。

1 )選択励起:二次元スベクトルにおけるωl軸の周波数を一意的に選択する目的で選択

励起を行う。まず、 lH→2Dの交差分極 (CP)により、 2Dのon-resonance付近の横磁

化を選択的に分極する。励起幅は2DのRF強度によるために、 CPを保ちつつRF強度

を下げることで選択性を上げることが出来る。我々はCP-TAPF法[2]により、 lH(照射

周波数:300.455359MHz)に60kHzのRFを、 2D(照射周波数:46.1216MHz)に10kHz

以下の弱いRFパルスを照射して線幅""，，:t7kHz程度の選択性を得た。さらにCPで生じ

た横磁化をZ方向に戻す際に、単一の強い900パルスの代わりに、 DANTEパルス [3]を

用いることで、さらなる選択を行い:t2kHzの選択励起を実現できた。

2)スピン拡散:混合時間における磁化交換はスピン拡散により行われる。ところが、

2Dの場合、四極子による共鳴周波数の差の方が2D-2D双極子相互作用よりも大きいた

KeyWords:スピン拡散、選択励起

みずのたかし、でとれふらいへると、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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め、そのままではスピン拡散が遅い、または起こらない。そこでスピン拡散を促進する

ため、磁場に垂直な軸廻りの試料回転を行った。試料回転下の四極子相互作用ωψは

ωQs=iχ{ -~(3COS2βi-1)+~sin2βicos[2曽(r)+2'ì'i]) (iニ 1，2)

と表される。ここで、 (O，si川)は、四極子結合テンソルの主軸系から試料回転系へのオイ

ラ一角で、金(7)は混合時間中の試料の回転角である。 i=1，2間のスピン拡散は、 ωQl=ωQ2

のとき生じる。今回の実験では、混合時間中に+1800 、 ~1800半回転を 1 回づっ行った。

3)観測:2DのFIDを四極子エコーで観測した。エコーの条件は900パルス幅が2μs、

パルス間隔が20μsである。

試料として、 αグ、リシンのメチレン基を重水素化した、 α-Glycine-[2，2・d2l(NH2C D2 

COOH)を用いた。
110 

10 

得られた 1次元交換スベクトノレをFig.3

に示す。混合時間は500msである。我々

は先に測定した2次元スベクトルより、

CD聞の結合間角度108.6。と求めた。こ

れに対応する 1次元交換スベクトルにおゑ

ける磁化交換によるピークは、 民門孟

100 

:t 69kHz， :t 63kHz， :t 58kHz， 
.10 

:t 3kHz， :t 105kHz， :t 111kHz ・IJlO
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に現れると計算された。測定で得られた

:t 57.2kHz、:t62.0kHz、:t67.9kHz、

土 103.0kHz、:t109.8kHzのピークはそ

れぞれ計算値とよい一致を示している。

ところが実験で得られた:t46kHzのピー

クは分子内では説明できず、これは結晶

のデータ [4，5]より、重水素聞の距離2.75

A、二つのCD聞の角度69.60の分子聞の

磁化交換によるものであると思われる。

このピークが分子聞の磁化交換によるも

のであることは、混合時間を200msにし

た1次元交換スベクトル(Fig.4)をとった

時に、このピークの強度が減少したこと

からも示される。

2次元交換スベクトルでは、この:t46

kHzのピークは他の信号に埋もれて判別

出来なかったが、 1次元交換スベクトル

をとることによって初めて判別すること

が出来た。また、今回の実験では混合時

間500msで距離約3Aのスピン拡散を達

成することが出来たが、 2Dは一般にT1

が長いものが多いためもっと混合時間を

長く設定できるために、さらに遠し，2D
間のスピン拡散を観測する(つまり 10A

程度の遠い所にあるC-D聞の角度を測

定する)ことも可能である。

Figure.4:(a)Deuteron lD-exchange 
NMR spectrum (mixing time 500 ms 
ec)， (b) Deuteron lD-exchange NMR 
spectrum (mixing time 200 msec) ， 
where without a selective pulse 
of exitation by DANTE. 

References 

f1] K.Takegoshi， M.Ito， T民 r悶aω飢仏， Cααhem
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P76 1 H NMR (CRAMPS)による

ポリペプチドの固体構造解析 (7)
(群馬大工¥日本電子三味の素3)0木村英昭l、杉沢寿志z、出口健三三

海老沢計慶3、鈴木集一郎人荘司頼I

Structural Study ofα-Amino-Acid Crystals by 'H NMR (CRAMPS) (7) 

( J Dept. Biological Sciences， Gunma Universiη， 2 NMR Application Lab.， JEOL Ltd.， 

and 3 Central Researchμ:boratories， Ajino明 otoComp頃ny，Inc. ) 

Hide北iKimur~l ， Hisashi Sugisawa2， Kenzo Deguche， 

Kazuyoshi Ebisawa
3， Ei-ichiro Suzuki

3 
and Akira Sh吋i

1

Abstract: lH CRAMPS NMR method was applied to s住uc刷ralanalysis of polymo中hicforms 

ofα-amino acid crystals， in order to test出epower of lH CRAMPS NMR compared with the 13C 

and 15N methods. We have studied two different stages of α-arnino acid cηstals:α-glycine and 

y-glycine， and A-histidine and B-histidine. As a result， it was found that theα-methylene proton 

(Hα) signal ofα-glycine splits into two peaks (4.4 and 3.4 ppm)， but白紙 ofy-glycine gives a 

singlet peak (3.3 ppm) ， which was re部 onablyexplained by血elH electrostatic potential (ESP) 

charge calculation for this glycine system. Futhermore， it was found that the 1 H chemical shift 

difference between H2 and H5 peaks from the imidazole ring of A-histidine (0.4 ppm) could easily 

be distinguished from that of B-histidine (0.9 ppm). Thus， the lH chemical shifts of α-arnino 

acids are very sensitive to a slight difference in magnetic su汀oundingsof protons as well as to 

difference of the hydrogen bond network. Therefore， the 1 H CRAMPS NMR spec住aare very 

useful for the structural analysis of α-arnino acid crystals. 

1 .緒言

これまで我々は、 lHCRAMPS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 (H勺化学シフト値及びアミドプロトン (NH)化学シフト値が

主鎖のコンホメーション解析や水素結合の研究に有効であることを見い出した1-2)。今後

lHCRAMPS法はポリペプチドの固体構造解析に強力な武器となるであろう。

キーワード:lH CRAMPS NMR、化学シフト、結晶構造、グリシン、 Lーヒスチジン

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

えびさわかずよし、すずき えいいちろう、しようじ あきら
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今回我々は、 lHCRAMPS法を α一アミノ酸結晶構造解析に応用した3)。アミノ酸には

結晶多形を持つものがあり、その結晶形態を決定する要因はアミノ基とカルボキシル基

聞の水素結合が分子間に作るネットワークであると考えられている。それなら、 lH核

は水素結合に直接関与しているので、 lH化学シフトは13Cや15N化学シフト以上にその

結晶構造の違いを敏感に反映すると予想される。そこで本研究では、分子のコンホメー

ションはほぼ同じく、水素結合様式が異なる結晶多形として知られるグリシンの α形と

y形、ヒスチジンのA形と B形について、結晶構造の違いとlH，13C， 15N化学シフト値

との相関を調べた。 NMR法はこれらのアミノ酸の結晶構造解折、すなわち、異なる結

晶多形を NMRスペクトルで識別できるどうか、について議論する。特に、グリシンは

固体高分解能 lH，13C， 15N NMRの標準物質として用いられており、結晶構造の違いに

よりそれらのスペクトルに重大な違いが生じるのであれば、グリシンを標準物質として

用いるには注意が必要であることを喚起しなければならない。

2.実験

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

300 MHzで測定した。シリコンコム (o0.12)を内部基準とした。パルス列としてBR-24

を使用し、 90度パルス幅:1.3μs、τ:3μs、回転周波数:1.5-2.0 kHz、待ち時間:

10 sとし、スケーリングファクターは 0.40を用いた。

3.結果及び考察

Figure 1にグリシンの75MHz 13C CP-MAS NMRスペクトル:(A)グリシン α形、

(B)グリシン y形を示す。これらのスペクトルでは、ピークが2つの領域 (C=o，CH2) 

に現れ、それぞれの13C化学シフトは、 C=oピーク (α:176.4 ppm; y. 174.6 ppm)、

CH2ピーク (α:44.0 ppm， 43.6 ppm; y. 42.9 ppm， 42.5 ppm)で、両結晶形の違いに

より 1ppmより大きい差が観測される。したがって 13CCP-MAS NMRスペクトル

からこれらの結晶多形を識別することが可能である。一方、 15N化学シフト値は、

Figure2に示すように両者は非常に近い値(α:11.6 ppm ; y. 12.3 ppm)をとるので、

15N化学シフトの誤差が::!::0.3ppm程度であることを考えると、 15NCP-MAS NMR 

スペクトルからグリシン α形と y形を識別することは困難である。

Figure3にグリシンの 300MHz lH CRAMPS NMRスペクトル:(A)グリシン α形，

(B)グリシン y形を示す。これらのスペクトルは2つの領域(低磁場から NH，CH2) 

に分かれる。注目すべきは、メチレンプロトン (Hα)シグナルがα形ではダブレット
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Figure 1. 75.49 MHz '3C CP-MAS NMR spectra Figure 2. 27.25 MHz恒NCP-MAS NMR spectra 

of glycine crystals; (A)α-glycine， (8) y -glycine. of glycine crystals; (A)α-glycine， (8) y -glycine. 
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Figure 3. 300 MHz 'H CRAMPS NMR spectra of Qlycine crystals; (A)α-glycine， (8) y -glycine. 
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(4.4， 3.4 ppm)なのに対して、 y形ではシングレット (3.3ppm)になっていることであ

る。このグリシンにおける Hα シグナルの本数は、この両形を識別する上で大きな特徴

となる。この Hα シグナルの本数の違いは、結晶形態の違いによって Hαが置かれる磁

気的環境が異なるために生ずるもので、 α形ではHαが非等価な 2本にわかれ、 y形では

等価な 1本になることを示している。これは、 ESP(electrostatic potentiaD電荷計算

によっても定性的に確認することができる。これまで、グリシンはlHCRAMPS NMR 

スペクトルを得るデモンストレーションの物質として使用されてきたが、 Hα シグナル

が2本に分裂する α形を使用した物が全てであり、 y形グリシンのlHCRAMPS NMR 

スペクトルを示したのは本研究が初めてである。

4.結論

我々 は、 13C，15N CP-MAS NMR及び lHCRAMPS NMR法により α一アミノ酸結晶

構造の違いとlH，13C， 15N化学シフト値との相関を調べた。その結果、 αーアミノ酸の結

晶構造は13Cや15N化学シフトよりもむしろ、 lH化学シフト値から明確に識別できるこ

とが分かつた。また、グリシンはしばしば、国体高分解能 lH，13C， 15N NMR測定の標

準物質として用いられるが、化学シフトの基準として用いる場合には、注意を払わなけ

ればならない。
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P77 同位体標糠生体高分子の構造解析のための

多次元国体高分解能 NMR法の開発

(横浜国大工)0佐々健太郎、藤原敏道、阿久津秀雄

Multidimensional Solid-State NMR  for 
the Strudural Analysis of Isotope-Labeled Biomacromolecules 

o K. Sasa， T. Fujiwara， H.Akutsu 
Fac凶tyof Engineering， Yokohama National University 

We are developing solid~state NMR methods which provide more s凶 cωralinformation about 
isotope labeled biomacromol配 ules.In也isstudy we _l!av~_ designed 20 NMR pulse sequen回 S

fors句uentialassignment of peptides on the basis of 13C_13C di}>olar∞uplings∞m配 tivity.In 
solid-ぬ teNMR for fully labeled sample， high r国 olution姐 dsensititvity釘er司uiredω
sep釘脱出esigna1s by isotropic cb佃li_ca1shifts. In these pulse s句uences，白eresolution is 
enhan田 dby d配 oupunghomonuc1ear I~C J∞uplings with a sel配 tivepulse and decoupling 
I~C_I H heteronuclear dipolar couplings with the TPPM method. 

私遣は、安定同位体標織と多次元NMRを組み合わせることにより、国体状態の生

体高分子の構造情報を一度に多く得ることのできる測定法の開発を鼠みている.本研

究において、私遣は、 13C_13C双極子結合からペプチドの連鎖帰属を行うための2次元

パルス系列を開発した.完全標織した賦料の固体NMRでの測定においてはその 13C_

13C結合により分解能と感度が悪くなることが応用研究への障害となっている.これ

らパルス系列では、選択パルスによる同種核 13CJ結合のデカップリングと TPPM法

による 13C_1H異種核双極子結合のデカップリングにより、分解能が改善された.

異種核問デカップリングの改良 、--1+φ121・φ12~ ct 12 ~ ct 12 I-.~ 
¥ 同τ剖喝τ川 ノー

本研究ではTPPMデカップリングを用い 、
.lI: ‘ 一"ることで異種核問デカップリングの改良川←→ TPPM I 

-n 11 CP I 恥 couDlina I を行ったo TPPM法ではデカップリングの lI '-'， I IJt:~UUUIIIIM I 

際、デカップリングする側の位棺を交互に

一定の時間ごとに変えていく.こうするこ

とでデカップリングの位相が平均化し、

MAS実験法による不十分なプロトンデカ

ップリングから生じた部分に相当する線

幅を大きく減少させることができる.パル

ス幅と位相を量適化することで高磁場に

13C日目¥八八̂ ~ v v v • 

φ:円laseM吋 ulati叩Angle

τP: Pulse Aip Angle 

CP : Cross Polarization 
1) TPPM: Two Pulse Phase Modulation 
Fig.l. P叫se鍵 qu個 ceforCPMAS
experiment with the TPPM decoup泊Ig

国体NMR、多次元NMR、立体構造決定、マジック角館料回転、安定同位体標職

ささけんたろう、ふじわらとしみち、あくつひでお
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おいて、広い範囲の回転速度での ( 

分解能と感度が向上する. 令

パルス系列は図 1に示した.実

験は 1:JCフルラベルグリシンを用

いて行った.回転速度は5kHz、

1HのTPPMデカップリング強度

は63kHzにした.

図2は線帽の、フリップ角(τp

に相当)と位相角(φ)に対する依

存性を示している.線幅が最も狭

くなるのは位相角が 10-15
0 、

X40  

舗

柏

柑

続

初

日

開

。
)
単
一
虫
記

g寝司
a
u
O
E
a
s
t

HI6 110 17事 1110 1舗 190 1鈍 2∞ 206

Pulse Flip Angle (0 ) 

フリップ角が 165-185。のとき Fig. 2. 
Con佃町plotof曲eli即 wid比hofthelJCαsignal of 

であった.また、 13C，15 Nフルラ
組lefully lJC labeled glydne 

ベルパリンにおいても、ほぽ同じ

結果が得られた.

図3は従来の CWデカップリングと τ'PPMデカップリングを比べた図である.日C

フルラベルグリシンのctlシグナルを示しているo TPPMデカップリングでは図 2で

示した最適な位相角とフリップ角を用いた.線幅は約 12Hz改善された.

TPPMDe∞upling 

咽..  

I∞1Hz 

100.5Hz 

... 
l∞Hz 

Fig. 3. The 1吃 osignalof曲efuDyla恥ledglycine
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2)同種核問デカップリングの改良

2次元の実験において、パ ー TPPMDe∞upling 

ンド選択的なπパルス(ガウ 乞_j;1 141 
シアンパルス)を展開期(t1)0)IH IIcpl 1 'tl 1. 
中央に打つ(選択励起)ことで、 cwr泌coupling

その前後において、選択され 宥眠 、空
_"!. ~!t !t ~ι 

た核と他の犠との聞の同種核 IJC 何n_，a_ン(¥lltρ11n n II\A~:A 
聞の J傭の符号が反転する・ ~R吋骨τR・， v' Y' 

こうすることで同種核問 J結
ig. 4. Pulse sequenc:e for 13C J dec:oupling with 

合を取り除くことができるo 7 L.&d  唱

a seledive Dulse ミノ酸においては J13C CI_13CO -g_...._...._ 1" 

結合は約 50Hz、他の脂肪族 13C_13C結合は 30-40kHzの線帽に相当する.よってその

線帽の分、分解能が向上する.

パルス系列は図4に示した.実験は却%13C， 15 Nフルラベルパリン(フルラベルパリ

ン:ノンラベルパリン=1:1)を用いて行った.回転速度は9kHzで行った.

図5，6，7でその結果を示したー図5は従来の RFDRを使用したときの実験結果で、

図6と図7は選択励起を含むパルス系列での実験結果である.図6ではカルポニル13c

を選択励起し、カルポニル IlCか

ら C aに移った磁化のシグナル

(クロスピーク)について SIN比

と線帽を記した.問機に図7では

C aを選択励起し Csに移った磁

化のシグナル(クロスピーク)に

ついて記した.

t1方向はCひ→ ca 約50Hz、

ca→ C sで約 40Hz改善した.

S/N比はco→caで0.72倍!こ、

ca→csで0.42倍と、悪くなっ

た.これは選択パルスの幅が長〈

横磁化が緩和したためである.選

択パルスの帽は co→ C aでは

0.17ms、ca→csで3.2msとし

た.特にC勺まcsと共鳴周波数
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Fig. 5. 2D 13C RFDR spec:白羽mof 50 % fully 
パルスの幅は畏くなった。その結 13C，uN labeled valine 
果S/N比も悪くなった.
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図 6のパルス系列は充分な S/N比が得られる条件について適用できる.また 13Cの

緩和速度の遅い館料ほど、 S/N比が悪くならないので、図 6のパルス系列が有効であ

る.

Fig.6. 

2D spectrum of 50% 

fully 13C， l!N labeled 

valine obtained with 

a
2
7
 

α-13C 

the pulse sequence 

shown in Fig. 6. The 

cross peak from 

carbonyl13C to 

is indicated by an 

arrow. 
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valine obtained with the 

掴
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守
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from α-13C toβ 国 13C
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P78 
国体NMRによる

アデノシンニ面角の決定法の開発

(横浜国大・工) 0鈴木栄一、藤原敏道、阿久津秀雄

Multidi鵬 nsionalsolid-state NM  R for determining the 

dihedral angle for the N9-C l' bond in adenosine 

Department of Chemistry and Biotechnology， Yokohama National University 

OEiichi Suzuki， Toshimichi Fujiwara，Hideo Akutsu 

A method to determine the dihedral angle for the N9-C l' bond in powdered 

adenosine labeled with 13C and 15N nuclei is developed.2D spectra for the 

correlation between the chemical shift anisotropy and the dipolar interaction 

was investigated using numerical calculations. The correlation between C 1'-

rI dipolar interaction and N9 chemical shift anisotropy can be obtained from 

multidimensional solid-state N~vt under magic-angle spinning conditions. As 

the results of the simulation， the correlation spectr咽 wassensitive to the 

dihedral angle. To determine the dihedral angle， N9 chemical shift anisotropy 

was measured by 15N solid-state N~vt. 

[緒言]

核酸などの全体構造を知るためには、核開距離

や二面角を求める必要がある。最近、固体高分解

能剛Rでは、同位体標識した粉末試料についての

核問距離を決められるようになってきた。勿論、

X線回折や溶液N~vtによっても、二面角を決定

することができる。しかし、 X線回

折を用いた場合、測定試料が単結品

である必要があるので、限られた試

料でしか測定を行うことが出来ない。

また、自然界には適当な溶媒がない

ために、ほとんど溶解しない化合物

HO 

HO OH 
Fig 1 Dihedral Angle χof Adenosine 

園体高分解能N~vt、アデノシン、二面角、化学シフト異方性、双極子相E作用

0すずき えいいち、ふじわら としみち、あくつひでお
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が多く存在し、このような物質を溶液NMRで測定するのは非常に困難である。一方、

固体NMRでは、試料は多結晶でも良く、これにより構造や運動性など溶液状態では

得られない固体状態の情報を得ることが出来る。当研究室では、既にいくつかの二面

角決定法を報告してきたが、今回は固体NMRによるアデノシン二面角の決定法の開

発について報告する。

本研究では二面角の決定に、 CH双極子相互作用と化学シフト異方性、という相互

作用を用いる。これらの相互作用を高分解能スベクトルが得られるマジック角試料回

転のもとで求める。そして、ある核の化学シフト異方性の主軸と別の核が関与する双

極子相互作用との相対的な向きを相関させ、二面角を決定する(1)(2)。今回の二面角決

定法の開発の試料としては、アデノシンを用いた(Fig.1)。この二面角の決定にあた

って、本研究では、化学シフト異方性と CH双極子相互作用の相関スベクトルによる

二面角決定法を計算機シミュレーションで検討した。また、 15N9の化学シフト異方

性についての測定も行った。

[実験]

すべての固体NMR測定には、静磁場強度 9.4TでCh朋 lagneti cs CMX400核磁気共

鳴装置を使用した。また、 NMRの計算機シミュレーションは、予備的研究として、

以前ペプチドに適用したパラメーターに基づいて行った。検討した 2次元NMRパル

ス系列は、第1次元が化学シフト異方性による展開期で、第2次元はCH双極子相互

作用による展開期である。第1次元では位相敏感法を用いている。

[結果と考察]

・シミュレーション

本研究でのシミュレーションの

目的は、アデノシンのN9化学シフ

ト異方性と C H双極子相互作用の相

関スベクトルによる二面角決定法の

検討にあるわけだが、現在の段階で

はアデノシンのN9化学シフト異方

性のパラメーターが報告されていな

いので、アデノシンではシミュレー

ションが行えない。そこで、今回は、

アデノシンN9の代わりに、核のま

わりの面の対称性が似ていて、すで

に化学シフト異方性のパラメーター

011 

の報告のあるペプチドのカルボニル Fig 2 Principal axes of a chemical 

炭素についてシミュレーションを行 shift tensor for carbonyl carbon 

うことにした(Fig2)。そのシミュレ
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Fig3 2D spectra for the correlation 

between the 13C chemical shift 

anisotropy and the CO-Ha 

dipolar coupling for glycine 

ーションの二面角とは、カノレボニルCー Cαを軸として、 CO-H結合をまわした時

の回転角Vである。

このシミュレーションでは、二面角の変化がCα-H双極子相互作用とカルボニ

ル炭素の化学シフト異方性の相関スベクトルに鋭敏に反映するかどうかを調べた。

そのために、シミュレーションはオフレゾナンスなどのない理想的な条件から、

徐々に現実の測定の環境に近づくように数種類行った。その一例を Fig3に示す。

この場合、 Caについての化学シフト異方性の影響をなくし、マジック角試料回転

数を 5kHzとした。この条件では、二面角Vの変化に対してスペクトルは大きく変

化した。 Fig3のスベクトル聞の違いを定量

的に評価するためにスペクトル聞のRMSD

(r∞t鵬 ansquare deviation)を計算し、'1'1、

'1'2の二次元上にマップした(Fig4)。この図

で、 RMSDの最小は、 Vが0。から 1800

の範囲で帆='1' 2の場合しかないことから二

面角がその範囲で一義的に求められるという

ことがわかる。

.NMR測定

アデノシンについてのシミュレーション

を行うためには、 N9の化学シフトテンソ

ルの主値を求める必要がある。このために、

固体 15N-NMRを測定し、得られたスベク

トルのメインピークの強度とサイドバンド

の強度の比から化学シフトテンソルの主値

を算出した。今回はマジック角試料回転数

を3.2kHzと1.5kHzという低速の条件で、

サイドバンドが出やすいようにして測定を

行った。 13C、15Nフルラベルアデノシンの

15N9の化学シフトテンソルの主値は、

(ow σ22'σ33) = (104， 174， 239) ppm 
天然存在比アデノシンの化学シフトテンソ

ルの主値は、

(σ w 022， 033) = (102， 180， 235) ppm 

となった。これらの値は、 Grantらの報告

している窒素複素環における 15Nの化学シ

フトテンソルの主値とほぼ一致したω。

ここで、 13C、15Nフルラベルアデノシン

の化学シフトテンソルの主値には、 13C15N

双極子相互作用の影響が含まれてしまう。
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P79光励起三重項状態を用いた動的核偏極NMRの応用をめざして

(京大院理) 0武田和行、 今泉孝幸、溝上潤、竹腰清乃理、 寺尾武彦

Towards the application of dynamic nuclear polarization 

of a photoexcited triplet state 
Department of Chernistry， Graduate School of Science， KyoもoU ni versi ty 

o Kazuyuki Takeda， T，北ay叫ciImaizumi， Jun Mizokami， 
K. Takegωhi， and Takehiko Terω 

Abstract 

In order to perform dynamic nucle町 polarization(DNP)of a photoexcited triplet state， 
a probe has been developed which can c紅 ryout 1 H_13C double resonance experiments 

together with laser irradiation， microwave irradiation， and magnetic field sweep. The 13C 

magnetization of p-terphenyl has been enhanced at O.32Tj田 laby transferring the spin 

polarization仕omphotoexcited triplet pentacene via protons by the combination of the 

integrated solid efIect(ISE) and the crωs polarization(CP) techniqu田

I ntrod uction 

To overcome the low sensitivity in NMR due to the small magnetic moment of nuclear 

spins， dynamic nuclear polarization(DNP) has been used to transfer the polarization of 
electron spins to nuclear spins. Two types of electron spins in a matter may be invokedj 

(l)a free radical， (2)a photoexcited triplet state. The latter has certain advantages， such 
as 

• Some triplet stat田 canrealize much higher electron spin polarization出 compared

to仕eeradicals. 

• After the DNP process， the triplet state decays to the ground state， which may 
otherwise disturb the NMR observation. 

Up to present， rOJ 105 enhancement of 1 H spin polarization can be achieved at liquid 

nitrogen temperature by means of DNP of a photoexcited triplet state[lJ. We are stim-

ulated to exploit the high spin polarization for NMR of chemically and/or biologically 

interesting systems. 

Key words:光励起三重項状態、動的核偏極 (DNP)、超低磁場NMR

Oたけだかずゆき、いまいずみたかゆき、みぞかみじゅん、

たけごしきよのり、てらおたけひこ
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Experimental setup 

Among several DNP techniques， the integrated solid e旺ect(ISE)efficiently builds up pro-

ton magnetization[1-3]. This requests microwave irradiation of a few Gauss at the electron 

Larmor仕equencyof the triplet state together with magnetic field sweep of rv土15Gauss.

The enhanced proton magnetiz瓜ionmay further be transferred to dilute spins such出

13C by the conventional cross polarizatio叫CP)technique. 

In order to c町 ryout ISE arid CP succeedingly， we have developed a probe(Fig.l)， 

which consists of a TE102 mode X-band microwave cavity，日eld-sweeprods， and a NMR 

coil. The r田 onancefrequency of the cavity is rv9.6GHz and the Q-factor is rv500. We 

found that the power of a few hundreds milliwatts is sufficient to produce a few Gauss 

microwave field inside the cavity. The field sweep current is drived by a power operational 

amplifier(Apex microtechnology， PA-05) with土30A，which can realize土20Gausssweep 

The NMR coil is wound with 0.5ct enamelled copper wire with 5mm diameter and 20mm 

length， and its inductance is rv 0.8I-LH. The coil is doubly-tuned at rv 13.5 and rv 3.4 MHz， 
which corr田 pondto 1 H and 13C r田 onancesat rv 0.32Tesla. 

Results 

The pulse sequence shown in Fig.2 is employed to transfer the polarization from a photoex-

cited triplet state to 13C spins via proton spins. Fig.3 shows the enhanced 13C spectrum 

of a single crystal p-terphenyl in which rv O.lmol% pentacene is dissolved as the triplet 

polarization source. In the conventional CP spectrum of the same sample， the 13C signal 

was too weak to appreciate. 

Further applications of this method such出

• nuclear magnetization buildup in a powder sample 

• low field NMR(at rvO.05TI田 la)

will be presented at the poster session. 

Fig.l. The schematic of a probe-

head for DNP of a photoexcited 

triplet state. The cavity and the 

sweep rods have been gold-plated. 
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microwave 
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13C 

Fig.3. The enhanced 13C spec-

trum of a single crystal p-

terphenyl doped with pentancene 

at 0.319Tesla， accumulated over 
225 times by the pulse sequence 

in Fig.2. The 13C r田 onance仕e

quency w回 3.415MHz.ISE have 

been carried out in 30sec with the 

repetition rate of 50Hz， and the 
CP contact time was 5msec. 

同¥a史uisition

Fig.2. Pulse sequence to en・

hance 13C magnetization by 

the combination of ISE and 

CP. Successive repetition of 

ISE builds up 1 H magnetiza-

tion， which is then transferred 
to 13C by CP. After the acqui-

sition， transverse 1 H magneti-

zation is flip-backed by aπ/2 

pulse for the next scan. 

8 4 。-4 ー8

kHz 
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P80 棒状分子のゾルーゲル転移

(北大院工)。平沖敏文、磯田由美、谷知広、武川雅英、堤耀慶

Sol-Gel Transition of rod-like molecule 

T. Hiraoki， Y. Isoda， T. T佃 i，M. Takekawa， and A. Tsutsumi 

Department 0/ Applied Physics， Hoklmido Universi砂，Sapporo 060-8628 

An α-helical rigid-rod poly(y-ben可1L-glutamate) (PBIβ) forms白ethermoreversible gel in 

benzyl al∞hol (BzOH). 2H-N恥1Rrelaxation times of BzOH were m伺 suredto investigate血e

dynamics of BzOH in the PBlβsolution. T2 of BzOH d配 reaseswith PBlβconcentration in 

the gel. As increasing the temperaωre， T 2 increas田， rises s陥 plyfrom 40 to 5O'C， and 

approaching the solvent value， showing the gel-to-sol 回 nsition.And T2 indicates the hysteresis 

at the transition temperature region. Two ph部 emodel of BzOH in the gel will be discussed. 

poly(y-benzyl L-glutamate) (PBlβ)はベンジルアルコール (BzOH)中で αーヘリックス

のコンフォメーションをとり、低温ではこの棒状分子が互いに物理的に架橋して、熱

可逆性ゲルを形成する。ゲルからゾルへの転移点は約5O'Cである。本研究では、

PBLG-BzOH溶液の BzOHのダイナミックスを通して、ゾルーゲル転移を調べるため、

溶媒の 2Hの緩和時間を測定した。 PBLG濃度は 0.5-9.3%(v/v)で、準稀薄等方溶液で

ある。

ゲル状態では、 Bz'佃の T2はPBLG濃度に依存して減少し、しかも T1よりもかな

り小さいので、ゲル中の溶媒には遅い運動状態が存在する。温度上昇に伴い、 4O~50'C

で T2
は急に増加し、溶媒のみの値に接近し、この温度以上でゾルになり、溶媒の T2

がゲル・ゾル転移を反映する事を示している。一方、ゾルからゲルへの転移温度は 35

~27'Cであり、転移はヒステリシスを示す。

溶媒が PBLGにboundした状態と freeな状態の聞で化学交換する二相モデルを仮定

して、溶媒のダイナミックスを求めた。 20'Cのゲル状態では、 PBLGに boundした

BzOH の相関時間は~1Oちであり、 frl田な場合の 7xlO.1os と較べて、著しく遅い。こ

れは、ゲルでは架橋のため PBlβ 分子の回転運動が抑えられるためである。 bound

した溶媒の相関時間は、 PB凶の側鎖末端のフェニル基のそれに近く、 PBlβ 分子表

面のダイナミックスを反映することを示唆している。化学交換時間は 1ms以下であ

る。高温のゾル状態では、架橋がはずれ PBLG分子自身の運動も速くなるため、溶媒

のT2には PB凶の存否による明確な差が表れない。発表時には PBlβ 自身のダイナ

ミックスについても議論する。

poly(y・be皿 ylL-glu阻mate) ベンジルアルコ ルゾルーゲル転移重水素NMR

ひらおきとしふみ、 いそだゆみ、 たにともひろ、 たけかわまさひで、 つつみあきひろ
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lHCRAMPS法による高分子の水素結合に関する構造解析

P81 
京大化研 O増田憲二・梶弘典・堀井文敬

lH CRAMPS Analyses ofHydrogen Bonding ofPolymers 

Kenji Masuda， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University，切i，Kyoto 611・0011，Japan 

The characterization of di能 rent7pesofOH goups hぉ beenpe巾 rmedfor poly(vinyl a1cohol) (PV A) 
films with different tacticities by lH combined rotation and multiple pulse spectroscopy (CRAMPS). lH 
CRAMPS spectra of different PV A films can be well resólv~d into 5 constituent lines by the least squ紅白

method by assuming the three OH resonance 1ines; these OH 1ines has been attributed to出ein仕amolecular
hydrogen bonded OH proton， intermolecular hydrogen bonded hydrogen boned OH proton，加d合'eeOH 
proton， respectively. 'H CRAMPS meぉurementshave a1so been made for main-chain deuterated atactic 
PV A films at different tempera加res.It is found白紙 anotherreson如何1inefor OH groups appears at 4.3 

ppm above about 80 'C. This OH line should be assigned to OH groups that undergo the enhanced 

molecular motion in the noncrystalline region abo，:e九.On the basis of these results， it is concJuded that 
four types of OH groups can be characterized by 'H CRAMPS measurements; intramolecular hydrogen-
bonded OH groups， intermolecular hydrogen-bonded OH groups， OH groups free from hydrogen bonding， 

which preferentially exist in the crystalline region， and highly mobile OH groups in the .noncrystalline 
region observed above Tg・

[緒言] これまで我々は、ポリピニルアルコール(PVA)の種々の状態における水素結合に関して国体

13C NMR法により解析を行ってきた 1.3)。その結果、結晶、非晶および凍結溶液状態における PVAの

分子内水素結合およびコンホメーションを明らかにした。本研究では、ポリビニルアルコール (PVA)

フィルムにおける OH基の水素結合状態に関して、水素結合を形成する OH、NHプロトンなどを国体

状態において直接観測できることから水素結合の解析に有効であると考えられる IHcombined rotation 

and multiple pulse spec甘oscopy(CRAMPS)り)法により解析を行った。

[実験] クラレ(株)から提供された 5種類の立体規則性の異なる PVAを用いた。表 1に立体規則性およ

び重合度を示す。PVAフィルムは水溶液から casting法により製膜した。 IHCRAMPS測定は、Chema伊 etics

CMX-400分光計によ

り、 9.4T の静磁場下

で行った。多重パル

スとして BR・246)を用

い、 90。パルス幅お

よびパルス間隔はそ

れぞれ1.3、 3.0msと

した。 MASの回転数

は 1.5kHzとした。 IH

Table !. Degree ofPolymerization (DP) and Tacticities for Di能rentPV A Samples 

Triad tacticity Dyad tacticitya 

Sample DP mm mr rr m r 

S-PVA 1590 0.19 0.48 0.33 0.43 0.57 

A-PVA 1700 0.23 0.50 0.27 0.48 0.52 

LI-PVA b 0.50 0.39 0.11 0.70 0.30 

MI-PVA 1130 0.66 0.28 0.06 0.81 0.19 

HI-PVA 9100 0.79 0.19 0.02 0.88 0.12 

• Calculated by the least.squares method田sumingBemoullian抗aticsIt not measured 

lHCRAMPS，水素結合、ポリピニルアルコール

ますだけんじ、かじひろのり、ほりいふみ子か
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化学シフトは、 poly(dimethylsiloxane)のCH3炭素のピーク(0

ppm)を内部基準として決定した。

[結果及び考察] 図 lに、 A・PVAおよび側鎖の OH基を重

水素化した A・PVA・4フィルムの室温における IHCRAMPS

スペクトルを示す。図 I(a)、(b)において CHおよび CH2共

鳴線は明瞭に現れている。一方、 A-PVAと A-PVA・dlフィ

ルムの共鳴線を比較すると、 OH基の重水素化により、

図 l(b)において約 8ppmから 2ppmの広範囲にわたって共鳴

線の強度の減少が観測される。ここで、より詳細に OH共

鳴線の形状を検討するため、図(a)より図(b)の共鳴線を差し

k〆三さコ」ー
10 

ppm 

Fig. 1. 'H CRAMPS sp田町a:(a) A-PVA films， 
A-PVA 

引き、図 I(c)に表された OH プロトンに帰属される共鳴線を得た。 OH 共鳴線は、 8~2ppm にわたって

広く分布している、これは OH基による水素結合に分布があるためと考えられる。

図2に、立体規則性の異なる PVAの室温における IHCRAMPSスペクトルを示す。各共鳴線に関し

て波形解析を行った。ここで、低磁場側から分子内および分子間水素結合を形成したプロトンに帰属

される OHh共鳴線、水素結合フリーのプロトンに帰属される OHf共鳴線を仮定した。この解析に基づ

いた種々の温度における研究開}より、 OHf基は結品領域中に存在することを明らかにした。しかし、

図2の波形解析より得られた OHf基の分率は 0.11・0.27と非常に大きい値となった。この結果は、上記

波形解析のように OHhおよび OHf共鳴線の導入を仮定した解析では十分でないことを示している。そ

こで、これまでの固体 13CNMR解析 1)により明らかにされたように HI・PVAでは分子内水素結合が、

S-PVAでは分子問水素結合が主として形成されることに着目する。特に、 HI-PVAにおける OHh共鳴

線は、分子内水素結合に帰属される OHプロトンをほぼ反映していると考えられる。したがって、こ

の共鳴線の形状をもとに、 5.7ppm付近に分子内水素結合に帰属される共鳴線 OH町田を導入する。また、

図2の場合と同様に、 2.9ppm付近に水素結

合フリーの OHf共鳴線を導入する。さらに、

分子問水素結合に帰属される OHjnter共鳴線

をこれらの中聞に導入する。このような考

えを基に、図 2に示した各スペクトルを、

3種類の OH共鳴線により解析した結果を

図3に示す。いずれの試料でも実験曲線と

合成曲線の一致はかなり良いことがわか

る。この結果によれば、 OH同Is蜘B

幅はかなり広いが、このことは、分子問水

素結合の多様性を表していると考えられ

る。図 4に、図 3の波形解析の結果得られ

た、 OHjn蜘智岡a、OHj王Is耐B

mm分率に対してプロツトした。 mm分率

の減少とともに、 OHjn回基のモル分率が減

少し、 OHj蜘基のモル分率が増大する。固

体 13CNMR解析からも、 mm分率の増加に

伴う分子内水素結合を形成した OH基の増

加および、分子問水素結合を形成した OH基

CH， 

ヴλA
…メ山i …~
(c) LIPVA-A人 (c)Ll-l'¥IA ~人

….__A人…sl
(e)山_Mし (.)S-PVAム人

10 5 0 10 5 0 

Fig~ 2~_ __ 4田岨剖CRAMPS叩 削r.of A-PVA FÎ~;_ 3~ ，j曲 MHz IH C.RAMPS spectr・ofA-PVA
号%hdd1町蜘e笥酎z問e曲酬n皿刷tt岡副i耐醐白民.m幅副『叫"Cda副， room 刷 t聞阿a山加問 聞 t臥hd“'町晶e聞酬t臨刷't訟とt指E財 t拙首悶t慌EzEb加世聞醐官n叫3叫叫eb旬y酷副m醐 n曙8血 包拡Z士品官抗官3E昆L同刷叫e句山臨剛n噌g由e
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の減少が、共鳴線に関

する統計計算の結果
1 

明らかになっている問。 0.8

このように、 IH .~ 
告 0.6

CRAMPS解析の結果号

OH， 

0"岡田 0"同四 (a) 140 't: 

ち 0.4
は、固体I3CNMR解析 2 

より得られた結果と 0.2 

一致する。一方、 OHf

基の分率は立体規則

性によらず一定であ

0 

O--tJ  

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

mm  fraction 

ることも明らかにな Fig.4. Plots of the mole fractions of different 08 groups. 

JL~ 
(c)以ふ~

~ for PV A films with diff，町enttacticities田 afunction of the 
つlこ。 mmfraction 

図5に種々の温度で

測定した、主鎖を重水素化した A-PVA・4フィルムの IHCRAMPS 

スペクトルを示す。図 3と同様な波形解析の結果、九 (80'C付近)

以上では、新たに OHr共鳴線を導入する必要がある。ここで、 OHr

共鳴線の化学シフト(o= 4.38 ppm)は、溶液 IHNMRにおける OH共

鳴線の平均の化学シフトと良く一致する。このことより、 OHr共鳴

(C)21 't:~~J( 
(d) -60ム」

ppm 

10 5 。
線を、九以上において分子運動性が増大することにより水素結合が

高速で交換する OH基に帰属する。
Fi~. 5. 4∞MHZ 'H CRAMPS spec回 of
A.PVA-d.、films，m国劉lfed副 di官官曲2

図6には、図 5の波形解析の結果得られた各 OH基のモル分率を

温度に対してプロットした。九付近では、 OHin回および 1.0 

0.8 
OHint町基のモル分率が大きく減少し、 OHr基のモル分率が

増大する。しかし、 140"C以上では、 OHin回、 OHint町、 OHr

基のモル分率はほとんど変化しない。これより、九以上
g ._.- .Q 0.6 

での OHr共鳴線は非晶領域に、 OHin回およびOHint町共鳴 宮
線は結晶領域に存在する OH基と考えられる。一方、 OHf 苦0.4

基のモル分率は温度によらずほぽ一定である。 OHf基が 2 

非晶領域に存在するならば、温度の上昇に伴い OHf基の 0.2 

モル分率の減少が見られるはずである。これより、水素 。

t町 lpe四回唱E

OH四

結合を形成していない OH基は結晶領域に存在すること -50 0 50 1∞ 150 

がわかる。以上の結果より、 140"C以上における OHintra • Temperature I "C 

OHinter• OHf共鳴線の分率の和は結晶化度を表わしている Fig. 6. Plols of Ihe mole fractions of different 08 groups 
ことが明らかになった。 forA-PVA-dJ filrns as a function of tempe回ture.

NH基を有するナイロンに関する IHCRAMPS解析の結果についても報告する予定である。
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(2) Masuda， K.; K司ji，H.; Horii， F. Macromolecules， 1997， 30， 2519. 

(3) Masuda， K.; Horii， F. Macromolecules， 1998， 31， 5810. 
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国体二次元スピン工コ一法によるポリ-L-アラニンα・9炭素の化学シフトテンソルと

P82 
二次構造

東工大.生命理工 O浅川直紀，竹野入正利，棲弁実，井上義夫

13C Chemical Shift Tensors and Secondary Structure of Poly-L-alanine 
by Solid-state Two dimensional Spin-echo NMR and Ab initio Chemical 
Shielding Calculation 

Naoki Asakawa 1， Masatoshi Takenoiri， Minoru Sakurai， Yoshio Inoue， Takakazu Yamamoto 
Department of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology 
4259 Nagatsuta-cho， Midori-ku， Yokohama， Kanagawa 226-8501， Japan 
phone:045-924-5796， FAX:045-924-5827， email:nasakawa@bio.titech.ac.jp 

Abstract: Analyses of 13C chemical shielding tensor for a-helix rich poly-L-alanine(pALA) and the 
powdered sample of mechanically stretched β-sheet pALA were performed by solid-state two dimensional 
sp叶 echo(2DSE)nuclear magnetic resonance(NMR) spectroscopy. From the iterative五ttingof 2DSE spec-
tra with spectrum simulations， we were able to obtain the information about principal values of chemical 
shift tensors(CST) for nuclei with small chemical shift anisotropy(CSA) such as CH-and CH3-carbons. 
The experimental results show that the lowest shielding component， 611， of L-alanine(ALA) residue a-and 
s-carbons are sensitive to the conformational changes and responsible for behavior of the conformational 
dependent isotropic chemical shift. Ab initio gauge-invariant atomic orbital(GIAO) chemical shielding cal-
culations were carried out in order to understand the correlation between the CST and the polypeptide 
conformation 

I.緒言

化学シフトテンソルの観測を通して分子の立体構

造に関する情報を得る試みが近年なされてきている。

しかし、ポリペプチドやタンパク質中の α炭素や仰l鎖
の CH2・CH3炭素はもともと化学シフト異方性が小

さいために、化学シフトテンソル主値の決定が困難で

あった。そこで我々は二次元スピンエコー法1により、

ポリーL-アラニンの二次構造と化学シフトテンソル主

値との関係を明らかにし、化学シフトテンソルに影響

を与える要因を明らかにすることを目的として研究を

行った。

11.実験と理論計算

SIGMA社 (St.Louis，U.S.A.)製のポリーLアラニン
をジクロロ酢酸に溶解し、水で抽出した後、室温でプレ

ス乾燥しフィルムを得た (a-helixリッチサンプル (1))。
さらにフィルムを 80.....900Cの水中で延伸し、ジクロ

ロ酢酸に溶解させ、残査を洗浄乾燥させることにより

s-sheetサンプル (11)を得た。間体二次元 NMR測定

は VarianUNITY+ 400およびJEOLJNM-GSX270 
を用いて行った。化学シフトテンソル主値の決定は、
2Dスピンエコー法のスペクトルシミュレーションプ

ログラムを作成し、 SGIlndigo2にて行った。

111.結果考察

Fig.a，bに二種類のサンプル中の Lアラニン残基グ

炭素の 2Dスピンエコー法によるスペクトルを示す。
スペクトルシミュレーションの結果と比較すること

により、各々の化学シフトテンソル主催を6"h=(25.3、
19.5， 0.6ppm)、がS二 (37.7，16.1， 5.3ppm)と決定し、
611に大きな差が生じていることがわかった。 abinitio 
MO法による磁気遮蔽定数の計算から R← 3の距離の
効果を見積もったが、 Rαーβの影響は小さく、主鎖の

二面角の違いによるステリックな効果が支配的である
ことが明らかとなった。 2詳細はポスターにて述べる。

1
H向 DD 

π 
13
C |CPlt1/2.n t1hω?)  . 
FIG. 1. The pulse sequence for two dimensional 

spin-echo NMR. 

1二次元スピンエコー法、ポリペプチド、化学シフトテンソル、固体NMR
あさかわなおき、たけのいりまさとし、さくらいみのる、いのうえよしお
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FIG. 2. 100.579 MHz 13C 20 spin-echo NMR spectra for poly-L-alanineβ-carbon with白ーhelixform in sample 

I(a)， with s-sheet form in sample II(c). Parts b) and d) are the best品ttedsimulations for a) and c)， respectively 
The spinni時 ratewas set at ω，/2π= 1.025 kHz for both a) and c). 128 tl values were collected， with 640 
acqu凶 tionsper tl value for a) and with 1600 acquisitions for c). Time increment in the t1-dimension w回 119.0

/ts. 

TABLE 1. Principal values of experimental chemical shift teso四 andtheoretical chemical shielding tensors for 

L-alanine residue carbonyl-，自ー， and s-carbons in poly-L-alanine by solid state two dimensional spin-echo NMR 

and ab initio CHF-GIAO method 

sample structure diso 611 b22 633 

carbonyl-carbon 

I 自E 177.8 247.1 192.5 93.8 

11 sA 171.3 245.4 173.2 95.3 

自-carbon

I QR  52.7 72.1 54.3 31.7 

I sA 48.6 59.7 54.6 31.6 

11 βA 48.1 57.1 54.1 33.1 

かcarbon

I 。R 15.1 25.3 19.5 0.6 

11 sA 19.7 37.7 16.1 5.3 

basis set structure σ"。 σ11 σ22 σ33 

carbonyl-carbon 

6-31G・ 。R+HB 34.43 -41.07 24.42 119.95 

6-31G・ sA+HB 32.81 -41.37 17.54 122.27 

6-31G' 。R 36.45 -48.49 38.52 119.31 

6-31G・ sA 33.55 -48.57 27.23 121.99 

。-carbon
6-31G・ 自R+HB 155.69 138.40 159.16 169.52 

ふ31G・ sA+HB 156.58 143.68 152.33 173.73 

6-31G・ 自R 155.73 138.03 160.14 169.03 

6-31G・ sA 156，84 143.88 152.79 173.86 

s-carbon 

6-31G・ 自R+HB 184.35 173.43 178.52 201.09 
6-31G・ sA+HB 181.16 164.31 178.59 200.57 

6-31G・ 白R 184.12 173.09 178.34 200.93 

6-31G・ sA 181.04 164.18 178.54 200.41 

1 A.C.Kolbert et al.， J.Chem.Phys.， 90， 679(1987). 323 
I N.Asakawa et al.， Mαgn.Reson.Chem.， in press. 



P83 国体2次元交換13C_NMR法によるPMAAの脱水反応過程

(防大化学) 0浅野敦志、黒津車三

Solid-State 2D Exchange 13C_NMR study on dehydration of PMAA 

OAtsushi Asano and Takuzo Kurotu 
Department of Chemistry， National Defense Academy， Yokosuka 239， Japan. 

Dehydration of poly(methacrylic acid) (PMAA) was studied by solid-state 1D 

CP/MAS and 2D exchange 13C-NMR. We observed three apparent 13C resonances at 172， 178， 

and 186ppm for a heat-treated PMAA at 423K for 20hr.百lepeak at 172ppm has been 

attributed to intramolecular six-membered cyclic anhydrides.百lepeak is observed in the 13C 

NMR spectra of further heat-treated film at 513K after heat-treatment at 423K/20hr， and the 

other peaks are disappeared. This implies that the two peaks at 178 and 186ppm is not 

ascribed to any anhydrides. To assign the two peaks， we observed 2D-exchange 13C-NMR at 

various temperatures. We attributed the two peaks at 172叩 d178ppm to f詑ecarboxyl 

carbons and hydrogen-bonded acid dimers， respectively. 

[緒言] PMAAは250-3000Cにおいて側鎖のカルボキシル基同士が脱水反応

をおこし、分子内 6員環構造を有する無水物を形成することが知られているに脱水

反応過程を 13CCP/MAS NMRと2次元交換NMRを用いて考察した。

[実験] 13C CP/MAS NMRの測定は BrukerDMX 500分光計を用いて行った。

2D司 ExchangeNMR測定は lH側の CPに Rampパルス 2を用い、デカップリングには

TPPM法3を用いた。用いたパルス系列を図 lに示す。

'TPPM 
90 90 

13c 

Figure 1. Pulse sequence for solid-state 2D-Exchange 13C NMR. Ramped-Amplitude CP 
method2 and a two pulse phase modulation ('胃PM)1 H decoupling3 are used. Two πpuls巴sof 
00 and 150 phases are used for TPPM.τrepresents a mixing time. 

Key Words: 2D Exchange 13C-NMR， poly(methacrylic acid)， dehydration 

あさのあっし、くろったくぞう
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[結果と考察] PMAAを300'Cで 10分間熱処理したフィルムの 13CCP/MAS NMR 

スベクトルは、 PMAA無水物由来のスペクトルを示し、特にカルポキシル基のピークの線幅

ならびに化学シフト変化に現れる。熱処理する前のカルポキシル基は 183ppmにブロードな

ピーク(1200Hz)として観測されるが、無水物になったカルボニル基は 172ppmにシフトして、

よりシャープなピーク(6∞抱)として観測される 1. 1/ベ，，¥
PMAAを 150'Cで長時間ゆっくり脱水させたフィル J グ "---/ ~ "-. 

ムのカルポキシル領域のピークは、見た目上 186、

178、172ppmの3つのピークに分裂して観測された。

このスペクトルは4つのガウス波形によって最小

二乗フィットでき、その化学シフトは 187、183、178、

172ppmである。このうち、 183と172ppmのピーク

はそれぞれ熱処理する前と後のピークと一致する。

187と 178ppmのピークを帰属するため固体2次元

交換 NMRを測定した。図 2に 27'C(A)と 0.7'C(B)

で測定した固体2次元交換 NMRスベクトルを示す。

図2Aに187と178ppmのピーク聞に交差ピークが観

測された。温度を 0.7'Cにするとこの交差ピークが

消えていることがわかる。また、 -14'C、 62'Cで測定

すると、弱い交差ピークが観測された。このことは、

この交差ピークが距離的に近いために観測されて

いるわけではなく、化学交換によるものであること

陣・ 2帽 ‘" 舗. ，陶 175 170 1田

レ/
-B 

/ 
f'¥ / 

I. い/子
q日~~ シ/〆¥

係I(fc ~~ l¥J 
~ 以内 ヘ/や

レ/
を示している。 187ppmはPMANPEOコンプレック 」

pp. I・. ，栂 1圃 t前 1苅 170 1田

165 

'7。

m 

180 

，.. 

1剖

195 
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65 

70 

7li 

回

8s 
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1由

". 

スにおいて観測された PMAAの酸ニ量体の化学シ Figure2. 2D-Exchange 13C NMR spectra of 
PMAA after heat-treatment at 3000C for 

フト値と一致している七このことから、 178ppmの 10min:A; observed at 270C and B: at 0.70C. 

ピークは水素結合していないフリーな PMAA分子由来であると考えられる。
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P84 
高圧固体高分解能 NMR法による Xeガス存在下における

高分子混合体の分子運動の研究

京大院理 O三好利一、清水弘之、竹腰清乃理、寺尾武彦

Molecular motion in a po伽nerblend
under high Xe gas pressures: 

1 3C high-pressure MAS and 12 9Xe N島rfRstudy of 
polystyrenelpoly( vinyl methyl ether) 

Toshikazu Miyoshi， Hiroyuki Shimizu， K. Takegoshi， and Takehiko Terao 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University， 

So far， a great interest has been attracted in gas-polytrer interactions 
because of the industrial and scientific irnportancel

. Pertreation， dilation， and 
so中tiontreasuretrents have been used to study the translation of gas molecules， 
the volutre of a polytrer dilated by gas， and the amount of sorbed gas molecules， 
respectively.百leobtained data have been interpreted by the dual-mode model. 
官lismodel assutres the existence of two gas binding sites which have different 
affmities with gas molecules independent of gas pressure. Under high gas 
pressures， however， this model becotres inadequate， because the polytrer 
structu陀 ISa百ectedby dissolved gas molecules; they swell the polytrer to 
increase the interchain distance (the plasticization e百ect)，leading to 
enhancetrent of the mobility of polytrer.百 eenhancetrent of motion by the 
plastic包ation e百ecthas been detected as decrease of glass transition 
temperature (Tg) for several glassy polymers. 

Magic angle spinning (MAS) NMR is a widely used and very powe品Il
treans for studies of static and dynarr首cstructures of solid materials2

• Recently， 

we have developed a sirnple trethod for high-pressure MAS(HPMAS) NMRヘ
and applied to study molecular motion of poly(styrene) (PS) under high CO2 gas 
pressures of 7MPa.4 百leobtained results showed that the dissolved CO2 

molecules expand the interchain distance both in the densely and loosely 
packing regions homogeneously， and enhance mobility of the PS chain in both 
regions simultaneously. This result was explained by fast diffusion of the 
dissolved CO2 molecules in PS. 

PS forms a single phase mixture with poly(vinyl methyl ether)(PVME). So far， 

the dynamic and static microstructures of this blend has been investigated by 
various solid-state NMR trethods5

• We are interested how dissolved gas 
molecules affect dynarr首c and structure of each polytrer in the 

(Keywords) High pressu陀， MAS ， Xe gas， plasticization， polytrer blend 
みよしとしかず、しみずひろゆき、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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thermodynamically homogeneous PSIPVME blend. We used Xe gas as a 
pressure medium， because 129Xe NMR of the dissolved Xe molecules can not 

only be used to probe the microstructure ofpolyrr忘れbut also be used as internal 
pressure reference6

• 

Fig. 1 shows that 129Xe MAS NMR spectra of Xe dissolved in the PSIPVME 

(50/50 wt ratio) blend under two typical Xe gas pressures studied(0.8 and 

4.0MPa). We observed two peaks for the blend in these pressure ranges.百le

low-(220ppm) and high-field (4-20ppm) side peaks are assigned to ones of 
129Xe dissolved in the blend and 129Xe gas， respectively. The single resonance for 

129Xe dissolved in the blend indicates that PS and PVME are well mixed in the 

pressure range of 0.8-4.0MPa.百lelinewidth for 129Xe peak decreases with 

increasing Xe gas pressures.百lisis explained by fast diffusion of Xe molecules. 

官官 diffusionof Xe molecules highly depends on the main chain motion of 
polymer at temperature above Tg.百lerefore，the observed line-narrowing for 

129Xe in the blend shows that the molecular motions of PS and PV恥1Eare 

enhanced by Xe molecules dissolved in the blend (the plasticization effect). 

(b) 

250 200 150 100 50 。
chemical shift / ppm 

Fig.1 il<JX巴MASNMR spectra of th巳PS/PVME(50/50wt ratio) at room temperatures und巴rXe 

gas pressures of (a) O.8MPa and (b)4.0MPa . Chemical shifts we陀 referencedto the 
resonance of a fre巴 i2'JXegas which is巴xtrapolat巴dto O.OMPa. 

To investigate the molecular dynamics of each polymer in the blend under 
high Xe gas pressu陀 s，we have measured 13C HPMAS NMR spectra of the 

blend. Fig. 2 shows that 13C HPMAS NMR spectra of the PSIPVME (50/50 wt 
ratio) blend under (a) atmospheric and (b) Xe gas pressure of 4MPa.百le

different linewidths of PS and PVME found in Fig. 2(a) have been explained by 

considering the motional heterogeneity between PS and PVME in the miscible 
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blend7
. With increasing Xe gas pressure， it was observed that 13C signals for PS 

is broadened， while the signals of PVME get na汀ower(Fig. 2(b )). This result 

shows that molecular motion of both polymers is affected by the dissolved Xe 

molecules. Further details will be discussed in our presentation. 

PS PVME 

2α) 150 100 50 。
chemical shift / ppm 

Fig 2. "c HPMAS NMR spectra of the PSIPVME blend (50/50 wt) under (a) atmospheric 

pressure and (b) Xe gas pressure of 4MPa. * denotes the spinning sidebands of the aromatic 
carbons of PS. MAS frequency was set to 4.5kHz. 
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P85 
高分子の過冷却液晶状態の構造とダイナミックスに

関する固体 NMR解析

京大化研 O石田宏之、森本英敏、堀井文敬

Solid-state NMR Analyses of the Structure and Dynamics of the Supercooled Liquid 

Crystalline State of Polymers 

Hiroyuki Ishida， Hidetoshi Morimoto， and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，Japan 

The structure and molecular motion of the supercooled liquid crystalline component included in 
liquid crystalline polyurethane (PDBDl¥在)have been investigated by CPIMAS 13C and 15N NMR 
spectroscopies. PDBD・m with different methylene numbers (m) were prepared by polymerizing 
3，3' -dimethyl-4，4'・biphenyldiyldiisocyanate，α，ro-alkanediol自 withvarious numbers m of carbons， 
and 1・hexanol. Polarizing optical microscopy has confrrmed that the liquid crystallization occurs 
in all the domains for each sample on cooling， while subsequent crystallization does not proceed in 
some domains. The latter domains should contribute to the supercooled liquid crystalline 
component. Moreover， lH spin-lattice relaxation measurements have revealed that a large 
amount of the supercooled liquid crystalline component also exists in the crystallized domains in 
the microphase-separated state of the order of 20 -30 nm. 13C spin-lattice relaxation decay 
analyses have confirmed the existence of three components with different n values， crystalline， 
medium， and supercooled liquid crystalline component， suggesting prominent differences in their 
molecular mobilities. The evaluation of their 13C chemical shifts has concluded that the spacer 
methylene sequence has a charac飴ristic∞nformation described by ttx(t吟ltt(f = m12 -3) for the 
supercooled liquid crystalline component， whereas the corresponding conformation is the planar 
zigzag for crystalline and medium components. Further characterization of molecular motion of 
the mesogen group and hydrogen bonding of the isocyanate bond is in progress. 

1.緒言

最近、我々はサーモトロピック液晶性ポリウレタンを等方相からネマチック液品相を経て結晶化

させた場合、かなり大量の非品成分が生成することを見出した。偏光顕微鏡で観察する限り、冷

却に伴って系全体が液晶化するが、結晶化は必ずしも系全体にわたって起こるようには見えない。

従って、この系の非晶成分は過冷却液晶成分とみなすことができるが、この成分がどのように系

内に分布しているのかについては明らかでない。そこで本報告では、過冷却液品成分の存在状態

をはじめ、構造およびダイナミックスについて固体 NMR法により検討した結果を述べる。

2.実験

液晶性ポリウレタン PDBD・m は、炭素数 m が異なる種々の α，ω-alkanediolと 3，3'-dimethyl-

4，4' -biphenyldiyl diisocyanate、および 1・hexanolを重合することにより得た。そして等方相よ

り液晶相を経て lOC/minで冷却して結晶化させた試料を作製した。 13Cおよび 15NNMR測定は、

それぞれ JEOLJNM-GSX200および ChemagneticsCMX・400分光計により行った。

液晶性高分子、過冷却液晶状態、固体高分解能 NMR、固体構造、分子運動

いしだひろゆき、もりもとひでとし、ほりいふみたか
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3.結果と考察

3.1固体 13CNMR 測定と 13Cスピンー格子緩和過程解析

図 1に等方相より IOC/minで徐冷した PDBD-8の室温で測定した CPIMAS13C NMRスベク

トルを示す。得られた共鳴線の帰属は溶液測定の結果に基づいて行った。分子運動性の違いによ

り試料の結品 非品構造を明らかにし、そして各成分の存在分率を決定するため、飽和回復法に

よる 13Cスピンー格子緩和過程を室温で測定した。図 2には、 C9炭素の結果を示す。最小二乗

法による解析の結果、 TICの異なる三つの成分

が存在することが明らかになり、 TICの短い成

分から順に、過冷却液晶、中間および結晶成分

に帰属した。この結果に基づけば、過冷却液晶

成分のモル分率は 0.62であり、かなり高いこと

が注目される。一方、カルボニル炭素やフエニ

レン炭素についても同様の解析を行った結果、

TICが 12-248と150-2508の二成分のみが観測

された。このような成分数の違いの原因は明ら

かではないが、過冷却液晶成分に帰属できる

TICの短い成分の存在分率は約 0.4である。

3.2過冷却液晶成分の存在状態

偏光顕微鏡により PDBD-mの粉末を溶融状

ioibd:いぶんi

(a) 

(b) 

態から冷却する過程を観察したところ、液品化刷 帥 同 印 刷 帥 曲 PJLhJhSi
は特定の部分から始まり、それらの部分から液 Figure1. 13C NMR spec仕umof PDBD-8: (a) in the 

晶領域が広がっていくことが分かつた。そして solidsta旬以 roomtemperature; (b) in the solution 

結晶化も主として液晶化が始った部分から開 stateat 100 oc. 

始し、液品化の後を追うように進行するが、通

常の条件下では全体には広がらないで停止す

る。したがって、結晶化しない領域が過冷却液

晶成分に相当する。次に、過冷却液品成分が結

晶化しない領域のみに存在するのか、結品化し

た領域にも存在するのかを明らかにするため ぎ
に、結晶成分と lHスピンを交換する成分の有

無を lHスピンー格子緩和時間(TIH)測定により

検討した。図 3 には IOC/minで冷却した

PDBD・8について反転回復法と CP瓜1AS法を

結合したパルス系列により室温で測定した lH

スピンー格子緩和過程を示す。 TlHの異なる二

2叫， T1c=0.55s 62.4% 

1 

一.5ろc=号竺?一2竺4.9竺:.一.日.=戸

ιん---
100 200 

成分が存在しており、上述の TIC測定の結果の ー

Time/ s 

Figure 2. 口 C T1 relaxation process measured for 
ように過冷却液晶成分のモル分率がかなり高

PDBD・8by the saturation recovery method. 

330 



いことを考え合わせると、過冷却液晶のみのド

メイン(TlH=1.7ms)および結晶と過冷却液晶が

共存するドメイン(TlH=1.29s)が存在すること、

後者のドメインでは結晶領域と過冷却液晶領

域が 20-30nm以下のオーダーでミクロ相分離

状態にあることなどが結論できる。

3.3コンホメーションとダイナミクス

スペーサーのメチレン炭素の化学シフトに

ついてy-gauche効果を考慮して解析した結果、

結晶および中間成分のスペーサーは平面ジグ

ザグ構造をとるが、過冷却液晶成分は、 trans・

gauche聞の高速選移を起こしている結合(x)と

ま
TIH=1.29s 90.7% 

TIH=O.0017s 9.3% 

5 

Time/ s 

10 

trans の結合(t)が交互に入る ttx(tx)~tt (f.=m/2-Figure 3. lH spin-lattice relaxation process measured 

3)で表される特異なコンホメーションをもっ atroom temnerature for PDRD・3

ことが明らかになった。図 4 に一例として
(a) t t t t t t t 

PDBD・8の各成分のコンホメーションを示す。
-0一同一αも~-O七一々も-0七 -0も-(}もーOー

先述したように、過冷却液品成分のメチレン炭

素の TlCは数 100msであるので、trans-gauche (b) t t x t x t t 

聞の遷移は室温で 108Hz程度であると推定さ ー0一同一例一例J も一例」も一例4 もー0ー

れる。一方、メソゲン炭素の目cは 12-24sと Figure4. Conformation of the methylene sequence of 

長く、分子運動はかなり拘束されている。メソ PDBD-8:(的thecrystalline and medium components; 

ー (b)the supercooled component. 
ゲンの詳細な分子運動状態を明らかにするた

めに町化学シフトの異方性を解析する予定で | 
ある。~
図 5に示すように室温で測定した CPIMAS '1 

15NNMRスペクトルには59ppm付近に単一の

共鳴線が現われる。従って、過冷却液晶成分と

結晶成分の水素結合状態に著しい差異はない

と考えられる。しかし、 15Nスピン 格子緩和

過程を CPT1パルス系列により測定したとこ

ろ、少なくとも二成分が存在することから、過

冷却液晶成分の水素結合はかなり運動性の高

1¥ 

， 
い状態にあると考えられる。
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参考文献 Figure 5. CPふ1AS15N NMR spectrum 01' PDBD・8.

1) Ishida， H.; Kaji， H.; Horii， F. Macromolecules， 30， 5799 (997). 

1) Ishida， H.; K勾i，H.; Horii， F. Polym. Prepr.， 30. 991 (l 9~)δ). 
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国体13C、1SN-NMRを用いたポリイミドのコンホメーション解析

P86 東工大工 O石井張愛、安藤勲、安藤慎治

Conformational Analysis of Polyimides in the Solid State 

by Solid State 13C and 1SN NMR 

lDepa吋mentof Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

2Department of Chemistry and Material Science， Tokyo Institute of Technology 

OHaruchika Ishii
1
， Isao And0

2 
and Shinji Ando 1 

The dihedral angles (ω) between the imide ring and the N-substituted phenyl ring in several kinds 01 solid 

polyimides were analyzed through the observation 01 13C NMR chemical shilts in 0同ho・position01 the carbon， in 

order to elucidate their structure-prope同yrelationships. This method is based α1 the relationship betweenωs 

and 13C NMR chemical shift， as obtained in low weight aromatic imides previously. From the experimental results， 

it was lound that the dihedral anglesω5 01 Pyromellitic Dianhydridel p-Phenylenediamine imide， Pyromellitic 

Dianhydride/4，4'・Diaminodiphenyl Ether imide，4，4'-Biphthalic Dianhydridelp-Phenylenediamine imide and 

Biphthalic Dianhydride/4，4'・DiaminodiphenylEther imide are obtained to be 80~90o ，60~70" ，50~60o and 50~ 

60' ， respectively.On the basis 01 these dihedral angles， the relationship between the wS and glass transition 

temperatures Tgs was discussed. 

1.緒言

ポリイミドは非常に高い耐熱性を持つ高分子化合物である。そのため、現在では大

変広範囲に利用されている。しかし、その分子構造を高い精度で明らかにした研究

例は多くない。今後、ポリイミドを改良して新しい機能を持たせ、性質に変化を加

える上で、ポリイミドの分子構造は非常に有用な情報になると思われる。しかしな

がらX線による高分子量ポリイミドの分子構造解析は、その単結品の作りにくさから

比較的困難である。そこで我々はNMR化学シフトを用いて、芳香族ポリイミドのイ

ミド環とフェニル環の聞の二面角 ωを比較的容易に解析する手法を開発した。

前回行った研究発表では、二面角 ωがX線構造解析で知られている低分子芳香族イ

ミド化合物を用いて、二面角 ωと特定位置(Fig.1の*C)の13CNMR化学シフト値の

問の相関関係を見出し、 13CNMR化学シフト値を利用して二面角 ωの決定ができる

ことを示した。
。

ノペ、，..___iI. 合C=¥.

l;L;N筑ノ
O 

Figure 1 Structure of aromatic imide as model ∞mpound of aromatic 

imide，where the dihedral angleωis defined. 

The 13C NMR chemial shift of the *C arbon is concemed in this work. 

キーワード:ポリイミド、化学シフト、コンホメーション

いしいはるちか、あんどういさお、あんどうしんじ
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以上のことから本研究では、前回示した固体13CNMR化学シフト値と二面角 ωの関

係を用いて、 X線構造解析では決定することが困難な芳香族ポリイミドの二面角 ω

の解析をした。また、その二面角 ωとポリイミドのガラス転移温度の関係を議論し

た。

2.実験

2.1.試料の合成

ポリイミドの原料には酸無水物二種 (Pyromellitic Dianhydride[PMDA]、

4，4にBiphthalicDianhydride[BPDA]) とジアミン二種 (p-Phenylenediamine[PDA]、

4，4'-Diaminodiphenyl Ether[ODA]) を用い、 4種のポリイミド試料を合成した

(Fig. 2)。

ー す

。

~-O-

ー くグ

。
|、

〆
BPDAlODA 

Figure 2 The s机.JCtu陪 ofaromatic polyimides prepared in this work. 

高結晶性のポリイミドを得るために以下の合成法を用いた (1)。

脱水N-methyl-2-pyrrolidinone(NMP)を溶媒としてN2下でサンプル濃度が10%にな

るようにジアミン、酸無水物の順で投入し、一日撹梓しポリアミド酸を作成した。

その後、 NMPを足して2%までサンフル濃度を低下させたのち、 N2下にて180
0

Cで5

時間ほど加熱し、そこから析出したポリイミドを遠心分離器にて取り出した。この

試料をアセトンと水で、数回洗浄を繰り返して、測定試料とした。

2.2.NMR測定

合成した固体サンプルの測定にはJEOL社 GSX-270NMR分光器 (67MHz) を用い

て、 CP-MAS法に加えてTOSS法、 Dipolardephasing法を使用して固体13CNMRス

ペクトルを観測したo 13C NMR化学シフトはアダマンタン (29.5ppm) を基準とし

た。

3.結果・考察

Fig. 3，4に示すように非常に分解の良いNMRスベクトルが得られたため、帰属は

比較的容易だった。
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，j~L~JJl~~\~旬、よ
t3C-CP/MAS+DDph sp配加m

d PMDAlPDA imide 

t担

Figure 4 t3C-CP/MAS spect山m

d PMDAlPDA imide 

s。'0。

Figure 3 

2帽
」

二面角 ωと固体t3CNMR化学シフト (o )の相聞を明確にするには、置換基の効果

を化学シフトから取り除く必要があることが、前回の低分子芳香族イミド化合物の

研究によって明らかになっている。そこで前回と同梯に、置換基効果を取り除くた

めに加成則 (2) を使って予想される化学シフト (os) を計算し、固体t3CNMR化学

シフトとこの計算値の差 (o-o s) を使って、二面角 ωを決定した。モデル化合物

の研究によって得られた化学シフトと二面角 ωの相関をFig.5に示す (3)。
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in model compounds 

以上の相聞を用いて得られた各ポリマーの二面角 ωをTable(こ示す。同時に各ポリ

イミドのガラス転移温度も載せた。ただし、 PMDNPDAのTgは、観測する前に分解

が先に起こってしまい、観測ができなし、。このために予想される計算値を示した (4，5)。
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Table Observed *C 13C chemical shifts，and Dihedral anglesωd 

PMDAlPDA，PMDAlODA;BPDAlPDA and BPDAlODA as predicted frαn each NMR 

chemial shifts and their Tgs. 

Chemical Chemical shift 8-8s Dihedral Tg /'C 

Sample shift (substituent /ppm angleω 4.5‘ 

(solid)， 8/ppm effect)， 8 s/ppm ! degree 

.一一一一一一一一守E

PMDAlPDA 130.2 127.2 +3 80-90 (702) 

PMDAlODA 126.7 126.3 +0.4 60-70 410-377 

BPDAlPDA 126.1 127.2 -1 .1 50-60 355 

BPDAlODA 125.5 126.3 ー0.8 50-60 285 

低分子芳香族イミド化合物では、二面角 ωカ，r50'以下のものがほとんど見つかつ

ておらず、大多数が'50-70'であった。今回用いた4種のポリイミド試料の結果も

低分子芳香族イミド化合物とほぼ同様の結果が得られた。

またTgとニ面角 ωを比較すると、二面角 ωの値が大きくなればなるほど、 Tgが高

くなっていることがわかった。これについての詳しい分子論的な考察に関しては、

現在検討中である。

4.結論

低分子芳香族イミド化合物によって得られたイミド環・フェニル環間の二面角 ωと、

団体13C化学シフトから置換基の効果を取り除いた値の相聞を用いて、芳香族ポリイ

ミドの二面角 ωを求めた。その結果、 PMDNPDA、PMDNODA、BPDNPDA、

BPDNODAの二面角 ωはそれぞれ80-90' 、60-70' 、50-60' 、50-60' と決

定した。また、そのこ面角 ωとポリイミドのガラス転移温度の関係を議論した。
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P87 

13 C N M R化学シフトを用いたビフェニル化合物の

結品中のコンホメーション解析
(東工大工)0贋中俊也、黒子弘道、安藤勲、安藤慎治

Conformational Analysis of Biphenyl Derivatives in the 
Crystalline State by 13C NMR Chemical Shifts 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

Toshiya Hironaka， Hiromichi Kurosu， Isao Ando， Shinji Ando 

Dihedral angles between two benzene-rings at biphenyl linkages were姐 alyzedusing 13C NMR 

chemical shifts in the crystalline state for several∞mpounds and polymers whose crystal 

S加はureshave not been姐 alyzed. 4・Methoxybiphe凶yhas a∞planar structure， and 4・

句 anobiphenylhas a twisted structure. All the biphenyl linkages in main-chain liquid 

αys凶 linepolymers (P7MB，PDτ'EB叩 dPTEB)姐 alyzedin this study have∞pl姐紅 stru伽 res.

1 .はじめに
われわれは!3CNMR化学シフトと結品中におけるピフェニル構造のベンゼン環同

士のなす二面角 ω(Fig.l)の相聞を見いだした 1.それは二面角の増加とともに C6elf

(Cn.ffは Cn炭素の化学シフトを置換基補正した値)が低磁場にシフトするというも

のであった.そこで今回は、測定試料数を増やすとともに、磁気遮蔽定数の計算をよ

り詳細に行い、結品構造が未知の化合物

(高分子化合物、低分子化合物)にその

結果を適用して、結晶中のピフェニル構

造のニ面角の推定を試みた.

R1 _R2 

.Cs'・Cs' / C2:C3 
l'  r I • l' .， I I 

R3'ー C4・ -.C1f'C1. ，~4-R3 、，、、，
.C3・:C2'、Cs・Cs
' ・ mR2' R1' ー

2. 測 定 :忠己記J出ニ♂ごf巴mi凶C叫d山山sはstru加刊cωtωur氏eoぱωf向b附叩

固体高分解能 13吃CNMRスベクト村ルレは日本電子製 GSX-2幻70NMR分光器(“67.8MHz吟)を用

いて;測則定を行つた。化学シフトの基準はアダマンタン(29.5ppmfrom τ'MS)を外部基準

とし、パルスシークエンスは flipback法(コンタクトタイム(ct)5ms、繰り返し時間 5s)

で、帰属のために dipolardephasing法 (ct=5ms、dephasing時間 20凶)を併用した。

溶液の 13CNMRスペクトルは日本電子製 GSX・500NMR分光器(125.7MHz)を用い、化

学シフトの基準TMSを基準とし、溶媒は重クロロホルムに統ーした。

13CNMR化学シフト、ピフェニル、コンホメーション

ひろなかとしや、くろすひろみち、あんどういさお、あんどうしんじ
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3.サンプル
今回解析に用いた低分子化合物は 4-メトキシピフェニルと 4・シアノピフェニル、高

分子化合物は高分子液晶を形成する P7MB，PDTEB及びPTEB(Fig.2)である.4-メトキ

シピフェニルはアセトン溶液から、 4・ ムJXf21.∞印刷斗
シアノビフェニルはクロロホルム溶 ¥ '=.1 ''L.!I - • _. /dP 

液からそれぞれ漕媒を蒸発させるこ ， 一 戸内)

とにより結晶試料を調製し、粉砕して

測定に用いた。 3種の高分子化合物に

ついては文献 2.3の固体NMRデータ

を参考にしてニ面角の解析を行った。

J∞-f~♂ 12rC阿川訓叫ん
l 、=:/ヒ...!I - I 

(b) I勾

十-Q-c ひ.:ナ;;ごごケ:了?ケo(叩{ρc

4.結果 Fig.2日emlω1s岡山resof (a) P7MB (b)PDTMB仲間B.

4.1 13C NMR化学シフトとニ薗角の関係

前回より詰料数を増やし、磁気遮蔽定数計算を詳細に行った結果、 Cleff、C2eff'C6.ff 

に2面角との相聞が見られ、また Cl・C2・C6炭素の国体と溶渡の化学シフトの差(L¥Cn)

にも相聞が見られた(Fig.3)。中でも C6.ffは計算結果と良い一致を示している。 2位

(Fig.l)に置換基がついていない化合物については、ニ面角の増加とともに化学シフ

トが低磁場側にシフトしていた。しかしながら、 Cl.ffはこ面角が0・のところでバラ

ツキが大きく、 2位に置懐基がついていない化合物については C2とC6の化学シフト

が同じであることから、結果としてコンホメーション解析に使用できるパラメータは

C6.小 企Cl，L¥C2となる。

4.2 13CNMR化学シフトを用いたコンホメーション解析

3で述べた化合物の C6.宜、L¥CLL¥C2をTable1に示した。その結果、 4・メトキシピ

フェニルはベンゼン環同士の二面角が0・の共平面構造であると推定される.一方、

4・シアノピフェニルは L\Cl と C6.ff • L¥C2で得られる結果に違いが生じたが、共平面で

はなく槍れた構造であると推定される。また、 3種の高分子化合物ではいずれもピフ

エニル構造が共平面構造であると推定される.

5.まとめ

今回解析を行った化合物はいずれも溶媒に可溶であり、置慢基がピフェニル構造の

4位のみに結合している。このため C6.置、L¥CLL¥C2のいずれでもコンホメーション

の推定が可能となった。一般にビフェニル構造の 2位に置換基を有しない化合物の二

面角は 50・以下であることが結晶構造解析から知られている.したがって、これら

の化合物においては、ピフェニル構造が共平面構造であるか(0・)それとも 20・~

40・にねじれているのかを知ることが重要である.われわれの方法はこの両者を見

分けるのに有効である。一方、溶媒に不要なものや 2位に置換基が存在するものは、
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AClとaαが解析に利用できず、特に 2位に置観基を有する化合物のニ薗角はほとん

どの場合50・以上であり、 13CNMR化学シフトに差が生じないことから解析は容易

でない.
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Table 1 13C chemical shift p紅氾netersof biphenyl derivatives. 

C6.fI(ppm) AC2'(ppm) 

4・met加耳ybipheoyl 125.7 124.9 -4.1 -3.0 -1.5 -1.9 

4-cyaoobipheoyl 126.9 127.5 -0.7 -0.3 -0.3 0.2 

p7島田 125.5 -4.3 -2.2 

PDTEB 125.8 -4.2 -1.9 

PTEB 125.7 -4.1 -2.0 

参考文献
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P88 
固体2次元13Cスピン拡散NMRによる

絹フィブロインの構造解析

農工大工 O亀田恒徳、出村誠、朝倉哲郎 Natick RD&E Center S.A.Fossey 

Structural Analysis of Silk Fibroin Fiber by 13C Solid State Two-Dimensional 
Spin Diffusion NMR 

Tsunenori Kameda t， Makoto Oemura t， Tetsuo Asakura t and S.A.Fossey:j: 

tOepartment of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei， 

Tokyo 184-8588， Japan，宇NatickRO&E Center， Natick， Massachuse仕s，USA 

緒言

The spacial 1Jc spin distribution of silk fibroins obtained from Bombyx mori 
組 dSamia cynthia ricini silkworms has been investigated. For the pu中ose，13じ
labeled model polypeptides; [}-lJc]Ala labeled (AG)n and [}-l3C]Gly labeled 
(AG)n， and 1JC-enriched S. c. ricini silk fibroin were prepared and observed 
using 1JC solid state two-dimensional spin diffusion NMR technique. The 20 
spin diffusion spectra of 13C labeled (AG)n with silk 1 form (the form before 
spinning) were clearly changed between before and after dilution with non-

labeled (AG)n， indicating the information on the intermolecular structure 
訂 r加 gement. In addition， the structure ofαーhelicalform of S. c. ricini silk 
before spinning has been calculated from the Solid State 20-spin diffusion NMR 
spectral simulation. 

カイコ(Bombyxmon)絹フイブロインはAla-Glyが交互に繰り返されるシークエン

スをもち、その構造は逆平行戸シート構造(Silk11型構造)である。一方、絹フイプ

ロインの繊維化は、繊維化以前のSilk1型からSilk11型への構造転移を意味するが、
Silk 1型構造については未だ決定的な構造が明らかにされていない。

固体NMR構造解析手法の一つである 13C固体2次元スピン拡散NMR法は空間的な

13C核問の磁気的相互作用を検出する。特に化学シフト異方性の大きいカルボニル

13Cでは、カルボニル基同士の配向角度によってその異方性相互作用パターンが大

きく変化する。そのため、原子座標レベルの構造解析には欠かせない分子内、分子
間の局所的なカルボニル基の配置とその配向角度が得られる利点がある。

本研究では、絹フイブロインの繊維化に伴う構造転移に着目し、繊維化前後の安
定構造の原子座標レベルの構築を目的とし、 13Cラベル絹およびそのラベル化合物

を用いた固体2次元スピン拡散NMRによるカイコ絹フイプロインのsilk11型および

silk 1型構造の解明を行った。

実験

家蚕およびエリ蚕絹繊維試料は、 [l-13C]Gly，[l-13C]Alaのエリ蚕への経口投与に
より得られた。 13Cラベル家蚕絹フィブロインモデルペプチド (([1_13C]Ala-Gly)n，
(Ala-[1_13C]Gly)nは信州大学の英先生により活性エステル法で合成された。これら

の化合物を透析によってsilk1型に調製した。 13C20スピン拡散NMR測定は、 JEOL

絹フイブロイン、結晶・非品構造、安定同位体ラベル、化学シフト異方性、 13Cスピン拡散

かめだっねのり でむらまこと あさくらてつお ステファン・フォスセー
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EX400Nl¥1RおよびCMX-400でstatic測定用プロープを用いて行った。ミキシング
タイムはlOs、室温で測定した。スベクトルシミュレーションにはGAMMAプログ
ラム2を、分子動力学計算には、 Insightn 950/Discover (MSI)を用い、力場には
cvff2.3を用いた

結果と考察

13Cラベル家蚕絹フイブロインモデル化合物の透析により得られた試料の13C

CP /MAS Nl¥1Rスペクトルからsilk1型と同定した。この試料の2Dスピン拡散NMR測
定を行ったところ、ラベル率の高い13Cラベル([l_13C]Ala回Gly)n試料(A)と、ノンラ

ベル(Ala-Gly)nで希釈した低濃度13CラベルPoly([1-13C]Ala-Gly)n試料(A*)では異なる
スベクトルパターンとなることが観測された(Fig.1)。このパターンの変化はFossey
らが考えているSilk1型モデルの原子座標に基づくシミュレーション(Fig.2)と概ね一
致していることがわかる O また同時に、 Silkn型およびエリ蚕フイブロインのコン
ブオメーションに関する検討も2Dスピン拡散NMRスベクトルとそのシミュレー
ションを用いて行っている O

Fig. 1 13C Solid State 2D-spin diffusion NMR spectra of ([ 1-13C]Ala包 Gly)n(A) and 

the diluted (A *; 20 % dilution by norトlabeledsample) samples . 

Fi留聞 2 Inter -sheet (B) and intra-sheet (B *) 2D-spin diffusion pattem simulation for . 

Ala sIte of (Ala-Gly)n. 

なお、本研究は一部、生研機構基礎技術推進事業により行われた。また、 N恥1R

構造計算の一部は、 MSI(サンジエゴ)のソフトを用いて行われた。
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P89 高分子への Xe収着挙動と 129XeNMR化学シフト

(名工大・工) 0宮内実・鈴木智幸・吉水広明

辻田義治・木下隆利

Xe sorption behavior and 129Xe NMR chemical shift 

Minoru Miyauchi， Tomoyuki Suzuki， Hiroaki Yoshimizu， 

Y oshiharu Tsujita and Takatoshi Kinoshita 

Department ofMaterial Science and Technology， Nagoya Institute ofTechnology 

In this study， to clari命therelationships between the 129Xe NMR parameters 

and Xe sorption properties of the glassy polymers， the 129Xe NMR spectra of the 

129Xe in polyphenyleneoxide， PPO， tetramethylpolycarbonate， TMPC， and 

polystyrene， PS. The Xe sorption isotherms of these polymers were measured 

by the quartz crystal microbalance at 25 oC. For example， the 12lXe NMR 

chemical shift of Xe in PS shifted to low field with increasing the sorption amount 

of Xe. Since the isotherm of Xe for PS showed the dual mode sorption type， we 

can calculated the dual mode sorption parameters. The good linear 

relationship between the 12lXe NMR chemical shift and the Xe sorption into 

Langmuir site of PS calculated using the dual mode sorption parameters was 

obtained The similar results for TMPC and PPO were obtained. 

findings suggest that the 12lXe NMR spectroscopy is a good method for 

characterizing the microvoid of glassy polymers. 

These 

[緒言] 12~e は数気圧程度でも比較的容易に NMR スペクトルが得られるので、高

分子に収着や溶解した 12~e の NMR スペクトルもまた観測可能である。 一方、ガラ

ス状高分子への気体の収着特性をその未緩和体積(またはミクロボイド)と関連付け

る試みが多くの研究者によってなされている。ここでは、 12町XeNMR化学シフト値と

ガラス状高分子のミクロボイドとの関連性を検討した。

keyword: 12lXe NMR、気体収着挙動、ミクロボイド

みやうちみのる、すずきともゆき、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] 本研究で用いた高分子キャスト膜試料はポリフェニレンオキシド(PPO)、

テトラメチルポリカーボネート(TMPC)、ポリスチレン(PS)である。各高分子膜試料

を、テフロン製パルプの付いた NMR管(Wihnad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。 12なeNMR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に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。 129)(eNMR化学シフト値はあらかじめ気体 129)(e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 129)(e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)0Xe収着等温曲線は QuartzCrystal 

Microbalance (QCM)法により得た。

[結果と考察] F包.1に各試料の 25'Cにおける Xe収着等温曲線を示す。 Xeの収

着量は PPO>TMPC>PSの順で多く、他の気体における結果と符号する。これらの

等温線はガラス状高分子に典型的な曲線であり、二元収着モデルを適用して解析可能

である。非線形最小二乗法により決定した二元収着パラメーターを Table1に示す。

Langmuirサイトの飽和定数 CH'及び

Henry則に従う溶解度係数 kDともに収

着量の多少に寄与している。

各試料について種々の Xe圧力の下、室

温における 12なeNMRのスペクトルを観

測した。各試料中の 12なeのNMRピーク

は何れも対称性の良い単一ピークを示し

たことから、Langmuir収着及び Henry

則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(もし両サイ

トにある各々のXeのNMR化学シフト値

が異なり、且つ両サイト間の交換速度が

NMRスペクトル観測のタイムスケール

より遅ければ、各々のサイトにある Xeの

量に対応した強度をもっ 2本のピークが

観測される)。何れの試料膜においても

高圧、すなわち収着量が増加するととも

に 12なeNMR化学シフト値は低磁場シフ

トした(Fig.2)。この低磁場シフトの原因

として高分子中の Xe密度の増加が挙げ

られるが、バルクの Xeではその NMR化

学シフト値が圧力とともに線形に低磁場

40 
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a 
トー
ω 

E10  
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。。

Flg.1 

400 800 1200 

p (cmHg) 

Xe sorptlon Isotherms at 25・C.

Table 1 

Dual-mode sorptlon parameters and glass 
transltlon temerature 

sample eH' kDx 10' bx 10' Tg 
PPO 19.1 1.5 7.5 219 
TMPC 17.4 1.5 8.8 196 
P S 4.9 1.1 8.6 100 

CH': in cm'STP/cm'polym. 
kD: in cm'STP/cm'polym. cmHg 
b: in cmHg" Tg: in .C. 
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シフトすることを考慮すると、高分子中の

XeのNMR化学シフト値は収着量に対し

線形に変化すると期待される。 Fig.3は

Table 1の値を使って各圧力における

Langmuirサイトの収着量(CH)を算出し、

これに対して 12~e NMR化学シフト値を

プロットし直したものである。 Fig.2より

Fig.3の方が良好な直線関係となってい

ることから、ここでみている 12なe NMR 

化学シフト値はLangmuir収着サイトに

偏った情報を提供しているとみるべきで

ある。すなわち、透過データに部分不動化

モデルを適用してLangmuir収着及び

Henry則に従う溶解サイトそれぞれの拡

散係数を求めると、Langmuir収着サイト

の方が約一桁小さいので、 129XeNMR化

学シフトの実測値が両サイトの拡散係数

を反映した重み平均値を意味するとすれ

ば、Langmuir収着サイト』こ偏っている事

実はうまく説明できる。

一方、 Fig.3のプロットを C
H
= 0に外

挿した値は高分子と Xeとの相互作用の

みがある場合の NMR化学シフト値であ

り、ガラス状高分子のミクロボイドの量と

対応づけられる Cイとの間に良好な直線関

係が見られた(Fig.4)。これらの結果は高
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分子の未緩和体積或いはミクロボイド、分

子鎖間隙等を評価する上で、 12~e NMR 

法が有効な手法であることを示している。
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Fig. 4 
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shlft vs. Langmuir sorptlon 
capaclty of Xe for the polymers. 
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P90 
拘束した超延伸ポリエチレン繊維の

結晶転移およびダイナミクスに関する固体 13CNMR解析

京大化研 O桑原和弘・梶弘典・堀井文敬

Solid-State 13C NMR Analyses of the Crystalline Phase Transition and 

Molecular Motion for白 nstrainedUltradrawn Polyethylene Fibers 

Kaz凶iroKuwabara， Hironori Kaji， and Furnitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611心011，JAPAN

The orthorhombic-to-hexagonal phase transition for constrained polyethylene fibers has been 

investigated by solid-state 13C NMR spectros∞py. In accord with the endotherrnic peak at 151 'c 

due to the phase transition in DSC， a new 13C resonance line assignable to the CH2 carbons appears in 

the hexagonal phase in the CP/MAS 13C NMR spectra. The calculation of the 13C chernical shift has 

revealed that 7 % gauche defects are included in the hexagonal phase of constrained polyethylene 

fibers. In the CP/DD 13C NMR spectra obtained by setting the orientation axis of fibers 

perpendicular to the static magnetic field Bo， two resonan田 linesassignable toσ11 and σ22 for the 

crystalline methylene carbons are remarkably observed at temperatures from 120 to 145 'C. In 

contrast， these two lines merge to a single resonance at 152 'C. On the other hand， no remarkable 

change in chemical shift even in the hexagonal phase are observed for a single resonance line 

appearing at 033 for the crystalline methylene回 rbons，when the CP/DD 13C spectra are measured by 

setting the orientation axis of fibers parallel to Bo. '1'hese experimental results suggest that gauche 

defects may rapidly rnigrate along the molecular chain axis， holding the overall chain axis unchanged， 

to fulfill the cylindrical symmetry in the hexagonal phase. 

1.緒言

拘束下のポリエチレン繊維では、大気圧においても、融点よりやや低い温度で斜方品から

六方晶への転移が出現することが知られている。固体 NMR法は、このよう相転移現象にお

ける動的な情報を得る上で有効であると考えられるが、これまで研究はなされていなかった。

本研究では、固体 13CNMR法により、拘束下のポリエチレン繊維における結晶転移、および

キーワード:固体 13CNMR、ポリエチレン繊維、相転移、ゴーシュコンホメーション、

分子運動

くわばら かずひろ、かじ ひろのり、ほりいふみたか
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六方晶の構造と分子運動について解析を行った。

2.実験

試料のポリエチレン繊維、 Dyneemaは東洋紡(株)に提供して頂いた。各測定において、

繊維はホルダーに堅く巻付け、両端を束縛、固定した。 DSC測定は TA Instruments DSC 2920 

により、 1"C/minの昇温速度で行った。 CP/MAS13C NMR測定は、 ChemagneticsCMX・400分

光計により 9.4Tの静磁場下で行った。繊維の延

伸方向を静磁場に平行、あるいは垂直にセットし

た状態での CP/dipolardecoupling (DD) 13C NMR 

測定は、 JEOLJNM-GSX 200分光計により 4.7T 

の静磁場下でE行った。
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Fig. 2. CP，江)D 13C NMR spectra of 
constrained polyethylene fibers obtained by 
setting the orientation axis perpendicular to 

Bo・
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3.結果と考察

DSC測定の結果、 145"C近傍から始まり、約

151"Cにピークトップをもっ斜方晶一六方晶転移

に帰属される吸熱が認められた。図 1には、

CP/MAS 13C NMRスペクトルを示す。 145"Cまで

は、斜方晶に帰属される 32.9ppmの共鳴線のみ

が見られるが、 145"C以上で、斜方晶の共鳴線よ

りも高磁場側に、より線幅の狭い六方晶の共鳴線

が出現することが分かる。 n-アルカンの六方晶 1)

のように、斜方晶より低磁場側に共鳴線が現れな

いのは、ポリエチレン繊維の六方晶では gauche

コンホメーションが含まれ、各メチレン鎖におい

て高速の位ans-gauche選移が起こっていることを

示す。 y-gauche効果に基づいて化学シフト値から

算出した gauche分率は約 7%である。したがって、

約 14CH2あたり一個の gaucheが含まれているこ

とになる。

図2には、繊維の延伸方向を静磁場に垂直にセ

ットして得られた CP/DD13C NMRスベクトルの

温度変化を示す。 38.8ppmのピークおよび 49.0

ppmのショルダーはそれぞれ結晶成分の CH2炭

素の 022および σ11に対応する。室温から 145"Cま

では結晶成分の共鳴線の形状に大きな変化は見

られない。これに対して、斜方晶一六方晶転移領

域の 147"'151"Cでは、。11のショルダーが小さく

なり、 022のピークが低磁場シフトする、すなわ

.咽

M
由
£
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ち 011 と022の平均化が起こっていることが分か

る。 152"Cにおいては、 40.2ppmに単一の共鳴線

が認められる。 σ22とσ11に対応する 2本の共鳴線

が単一になるという結果は、 n-アルカンの六方

晶においても認められ、分子鎖軸回りのランダム

な回転運動が起こると結論されている九図 2に

示した 150"Cにおける結晶成分の単一の共鳴線

の化学シフトは、室温における剛直状態での 011

と022の平均値 43.9ppmと比較して、高磁場シフ

トしている。拘束状態のポリエチレンの六方晶に

おいては gaucheコンホメーションが存在して分

子鎖方向に高速で並進運動するため、平均の y-

gauche効果により高磁場シフトしているものと

考えられる。

図3には、繊維の配向方向を静磁場に平行にセ

ットして得られた CP/DD13C NMRスベクトルを

示す。結晶成分の CH2炭素の 033の共鳴線が温度

上昇に伴ってわずかながら低磁場シフトしてい

る。この場合も gaucheコンホメーションが存在

して高速で並進運動することにより、化学シフト

の値が変化したものと考えられるが、 y-gauche効

果は 033についてはかなり小さいと考えられる。

以上より考えられる、拘束下のポリエチレン繊

維における六方晶の分子運動のモデル図を、 n-

アルカンの六方晶と比較して図 4に示す。 n-アル

カンの六方晶では、結晶中のメチレン鎖が短いた

め、平面ジグザグ構造をもっ分子鎖全体が分子鎖

軸回りにランダムな回転運動をしている九一方、

拘束下のポリエチレン繊維の六方晶では、 7%程度の gaucheコンホメーションが含まれ、

れらが分子鎖方向に高速で並進運動することにより円筒対称が成立していると考えられる。

次に、斜方晶と六方晶の分子運動性を、 13Cスピンー格子緩和 (T1C) 挙動により比較した。

図5には、斜方晶と六方晶が共存する温度、 150"Cにおける MAS状態での部分 T1C緩和スベ

クトルを示す。斜方晶と六方晶の磁化の減衰は同程度である。すなわち、 T1Cに反映される、

数メチレン単位が関与するポテンシャルミニマムの速い揺動運動に関しては、斜方晶と六方

晶の分子運動性は大差がないと考えられる。

分子鎖軸回りの分子運動の比較については、高分解能 13Cスペクトルの線幅により検討し

た。図 6には、斜方晶一六方晶転移が顕著には起こっていない 145"Cにおける CP/MAS13C 

NMRスペクトルを、 24"Cにおけるスペクトルと共に示す。 145"Cでの斜方晶の線幅は、 24"C
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の斜方晶と比較して明らかに増大している。線幅

の増大は 105Hz程度の分子運動が起こっている

ことを示すが、運動モードは分子鎖軸回りの 2・

サイト交換の 180
0

ジャンプ運動と考えられる。

その根拠は、ポリエチレン単結晶と線状低密度ポ

リエチレンについても温度上昇に伴い線幅が増

大したこと、およびその温度範囲で 13CCSAスペ

クトルに変化が見られなかったことより明らか

にされている九一方、図 1において六方晶の線

幅が温度上昇に伴い小さくなっているのは、 105

Hzと比較して十分速い分子運動が起こっている

ことを示す。

以上より考えられる、斜方晶一六方晶転移近傍

での、斜方晶と六方晶の分子運動のモデル図を図

7に示す。斜方晶においては分子鎖軸回りの

180
0

ジャンプ運動が105Hz程度で起こっている。

一方、六方晶では gaucheコンホメーションが分

子鎖軸方向に並進運動することにより円筒対称

が保たれるような分子運動が 105Hzより十分速

くで起こっている。 T1Cに反映されるポテンシヤ

ルミニマムの揺動運動に関しては、斜方晶と六方

晶とで大差はない。

1) Kitamaru， R.; Horii， F.; Nakagawa， M.; 

Takamizawa， K.; Urabe， Y.; Ogawa， Y. J. Mol. Struct. 

1995，355，95. 

2) Kuwabara， K.; K司i，H.; Horii， F. Polym. Prep. 

Jpn.1997，46，3565. 
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P91 固体高分解能 '3C-NMRによる凍結乾燥製剤中のタンパク質および高分子

添加剤の分子運動性の測定

(国立衛研 l、横浜国大工 2) 0吉岡澄江¥阿曽幸男 l、小嶋茂雄 l、

棲井智司 2、藤原敏道 2、阿久津秀雄 Z

Determination of Molecular Mobility of Protein and Excipients in Lyophilized Formulations Using 

'3 C Solid-State NMR 

S. Yoshioka'， Y. Aso'， S. Kojima'， S. Sakurae， T. Fujiwara2， H. Akutsu2 

National Institute ofHealth Sciences'， Yokohama National Universitl 

The molecular mobility of lyophilized formulations was determined by solid state high 

resolution '3C-NMR and discussed in relation to protein stability in the formulations. The spin-

lattice relaxation time (T ，) of carbonyl carbon of bovine serum y-globulin (BGG)， a model protein， 

was determined as well as the T， of methin carbon of dextran， a model polymer excipient. The 

correlation time，τc， of each carbon was calculated仕omthe observed T， ・ Thetemperature 

dependence of theてccalculated for BGG carbonyl carbon was nonlinear and consistent with that for 

dextran methin carbon. The results suggest that the molecular mobility of dextran affected the 

molecular mobility of protein， and consequently protein stability. 

[目的]前回、タンパク質凍結乾燥製剤の安定性が、高分子添加剤プロトンのスピンースピン

緩和時間(T2)の変化から測定される分子運動性の限界温度(Tmc)によって支配されることを明

らかにした。今回、凍結乾燥製剤中のタンパク質の安定性と分子運動性の関係をさらに詳細

に検討することを目的として、国体広幅 NMRにかえて国体高分解能 '3C-NMRを用い、タン

パク質および高分子添加剤の運動性を分離して測定し、それぞれの分子運動性の温度依存性

を明らかにした。同時に、製剤中のタンパク質の保存安定性を測定し、その温度依存性を分

子運動性の温度依存性と比較することによって両者の関係を考察した。モデルタンパク質と

して牛血清γーグロプリン(BGG)、モデル添加剤としてデキストランを用いた。

[実験]タンパク質凍結乾燥製剤はデキストラン(40k)および BGGの混合溶液 (1: 1)から

凍結乾燥して調製した。製剤中のデキストランのメチン炭素および BGGのカルボニル炭素の

それぞれについて、固体高分解能 '3C-NMR(Varian) を用いてスピンー格子緩和時間(T，)を測

定した。測定には Torchiaのパルス系列を用いた。同様に、デキストラン単独の凍結乾燥製

剤および BGG単独の凍結乾燥製剤についても T，の測定を行った。さらに、タンパク質を

タンパク質、凍結乾燥製剤、分子運動性

よしおかすみえ、あそゆきお、こじましげお、さくらいさとし、ふじわらとしみち、あくつ

ひでお
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含有する凍結乾燥製剤を一定温度(20
0

C'"'-'45
0

C)に55時間保存後、サイズ排除クロマトグラフ

イーによって BGGの経時的な凝集量を測定し、製剤の保存安定性を検討した。

[結果および考察]

デキストランのメチン炭素の運動性

BGG凍結乾燥製剤中のデキストラン炭素について測定した T，は、 Fig.lAに示すような温

度依存性を示した。相関関数が一つの相関時間 τcで減衰していると仮定し、またその緩和機

構において炭素と水素の双極子ー双極子相互作用が支配的であると仮定して、デキストラン炭

素のしを T，の観測値から(1)式に従って算出した (Fig.lA)。同様に、 BGGを含有しないデ

キストラン単独の凍結乾燥製剤について測定したデキストラン炭素の T，およびτcの計算値

をFig.lBに示す。
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1 IT，=(l 11 O)Yc2yih2(2π)今C-H吋1I(ωcーωH)2+31ω/+ 61 (ωC+ωH)2 ]hc (1) 

デキストラン単独の凍結乾燥製剤および BGGとデキストランを含有した凍結乾燥製剤の

いずれの場合も、デキストラン炭素の τcは非線形の温度依存性を示し、 35
0

C付近で温度依存

性が変化した。また、いずれの製剤も 20
0

C付近では 200~300ns のて c が得られた。

BGGのカルボニル炭素の運動性

BGG凍結乾燥製剤中の BGGのカルボニル炭素は、 Fig.2に示すような T1の温度依存性を示

した。 BGGのカルボニル炭素の τcは、相関関数が一つの相関時間 τcで減衰していると仮定

し、また化学シフトの異方性による緩和機構が支配的であると仮定して T1の観測値から (2)

式を用いて算出した。ここで、 (σ「σム)2はアミノ酸について報告されている値(1.43x 1 0-8
)を

用いた。

1 IT，=(l 115) y2Ho2(σ11-σょ)2(21ω02T) (2) 

デキストランを含有しない BGG単独の凍結乾燥製剤においては、 BGGのカルボニル炭素

のτcは温度依存性が小さく、ほとんど直線的であるのに対して(Fig.2A)、デキストランを含

有した BGG凍結乾燥製剤においては、 35
0C付近で温度依存性が不連続になり、高温領域では

温度依存性が大きくなった(Fig.2B)。デキストランを含有した BGG凍結乾燥製剤では、 BGG

カルボニル炭素のしはデキストランメチン炭素のしと同様のパターンの温度依存性を示す

ことが分かつた。以上の結果から、デキストランが存在する BGG凍結乾燥製剤中では、 BGG

はデキストランの動きに連動し、 35
0C付近を境に高温領域で運動性が急激に高まることが明

らかになった。

凍結乾燥製剤中の BGGの安定性

BGGの凝集速度の温度依存性は、 32
0Cを基準温度とした Williams-Landel-Ferry式によって

表すことができた。すなわち、凝集速度は 32
0

Cでその温度依存性が変化するが、その温度は

デキストランおよび BGGの T，の温度依存性が不連続となる温度とほぼ一致した。なお、今

回観察された T，の温度依存性が不連続となる点は、前報でデキストランプロトンのスピンー

スピン緩和時間(T2)の変化から測定された分子運動性の限界温度(T叫とほぼ一致することが

分かつた。

まとめ

BGG凍結乾燥製剤中の BGGのカルボニル炭素の Tいおよび添加剤であるデキストランの

メチン炭素の T，を、固体高分解能 '3C-NMRを用いて測定することによって、タンパク質の

安定性を密接に反映するタンパク質および高分子添加剤の運動性を測定できることが明らか

になった。
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P92 高分子の結晶化過程の的 situ固体 13CNMR解析

京大化研 0大平康正，堀井文敬，龍谷大理工 中沖隆彦

In situ analyses of solid-state 13C NMR for the crystallization process in polym巴r

Y. Ohira， F. Horii組 dT. Nakaoki t 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，Japan 
t Department of Materials Chemistry， Ryukoku University， Seta， Otsu 520-2194， Japan 

The spont組巴ouscrystallization process of the planar zigzag form (Form III) for highly syndiotactic 
polypropylene (sPP) has b巴巴ninvestigated at 0 'C mainly by high-resolution solid-state 13C NMR spectroscopy 
and wide angle X-ray diffractometry. In the line shape analysis of the fully relaxed dipolar decoupling (DD) / 
MAS 13C NMR spectrum， the CH3 resonance line has cl巴arlybeen resolved into two 1.ρrentzian curves， lines 1 
組 d11，αn飽陀dat 21.7飢 d18.9 ppm， respectively. It has been found that the integrated 合actionof line 11 is 
remarkably inαeased within about 10 h and then further inα'eased slowly. The 13C spin-lattice relaxation time 
(TIC) analysis for the CH line has revealed that the T1C values asαibed to the crystalline component is also 
increased within about 10 h， indicating the growth of the Form III crystallites.τ'he wide angle X -ray 
diffraction profile has also∞nfined the chang<巴fromthe amorphous pattem to the pro組巴 identifiedwith Form III 
at 0 'C within about 10 h. Accordingly， it is∞ncluded that th巴spontaneouscrystallization of Form田 really
prα::eeds mainly as a result of the crystalline growth of the Form III crystallites.τ'he existence of Form III in 
samples kept at 0 'C has also been∞nfirmed by the observation of an endothermic peak at around 38 'C due to 
the ph邸 etransition from Form III to another crystal form with t怨gconformation. 

緒言) シンジオタクチックポリプロピレン (spp)の全トランス連鎖結品 (FormIII)は試料を延伸

した場合に生成することが知られている1)。しかし、最近我々はこの FormIIIが、メルトから O'C近

傍に急冷・保持することで自発的に結晶化することを見出した2)。

本研究では、結晶化に対し動力学的な知見を得ること、結晶のサイズや完全性について解析を行う

ため、固体高分解能13CNMR、広角 X線回折、および熱分析により FormIIIの O'Cにおける自発的

な結品化過程を詳細に検討した。

実験) 試料は住友化学より提供された sPP(π= 0.96， Mz= 820，000 )を 170'Cで融解後、 O'C近傍

で急冷・保持し作製した。固体高分解能!3CNMRの測定は、 JEOL JNM-GSX200分光計により磁場

強度 4.7Tで行い、 MAS周波数は 3.0kHZとした。試料を急冷状態で測定するため、 sPPをメルトか

らガラス転移点(約ー 10'C)以下の温度に急冷し、この状態に保ちながら小片として、 MASロー

ターに充填した。このローターを約-20 'Cに保ったプローブにすばやくセットした後、 O'Cに昇温

して NMR測定を行った。 広角 X線回折測定についても、ほぽ同様な取り扱いにより、R1GAKU自

動回折計により行った。

キーワード;シンジオタクチックポリプロピレン、結品化、全トランス連鎖結晶

おおひらやすまさ、ほりいふみたか、なかおきたかひこ
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結果と考察) 図 1には、 O"Cに保持した試料の、

O"Cでの DipolarDecoupling (DD) / MAS 13C NMR 

スペクトルの経時変化を示す。ここで、パルス繰

り返し時間を、 CH3の最長の 13Cスピンー格子

緩和時間 T1Cの 5倍 (5 s )にセットしたため、

CH3 については熱平衡状態のスペクトルとなって

いる。 図には CH，CH3の波形解析結果も示した。

CH3は 18.9および 21.7ppmの 2つの Iρrentz曲

線により波形解析が可能である。時間の経過とと

もに、 FormIIIの化学シフトと一致する 18.9ppm 

の共鳴線の強度が明瞭に堵加するロこの共鳴線の

積分分率の時間変化を図 2に示した。 時間の経

過とともにこの分率は急激に増加するが、約 10h 

を境にして、その後は緩やかに増加するようにな

る。このような時間変化は FormIIIの結品化を表

すと考えられ、同一条件下で T1Cの測定も行った。

図 3には CHの T1Cの時間変化を示す。尚、いず

れの時間においてもCHの T1Cには 2成分存在し

たが、ここでは結品成分に帰属される最長の T1C

を示した。時間の経過とともに、 T1Cは約 10hま

では直線的に糟加し、その後ほぽ一定となる。こ

の T1Cの治大は結品サイズの増大によると考えら

れる。したがって、 O'Cへの急冷によって結品核

がすばやく生成し、これらが約 10hまでは成長

するが、その後は T
1Cに影響するほどのサイズの

増大が起こらないといえる。この急冷直後の試料

中の構造については現在検討中である。

図 4には、同一条件で測定した広角 X 線回折

図の時間変化を示す。図中の実線は FormIIIに特

CH3 

34 24 14 
ppm from Me4Si 

Figure 1. Time changeof fully relaxl吋 DD/MAS
13C NMR spec回 atO 'C for sPP samples quenched 
from the melt to 0 'C. 
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Figure 2. The relation between holding times ar吋 the
mole fraction of the line at 18.9 ppm obぬinedby 
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における測定中に生成する氷によるものである。 lineat 27.3 ppm. 
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急冷直後では、メルトが示す形状と類似すること

から、ほぼ非晶状態にあると考えられる。時間の

経過とともに、 最初約 16.3。に認められたメイ

ンピークは次第に広角側へシフトし、数時間以内

に FormIl1の回折角である 17。付近にピークをも

っ特有の形状が認められるようになる。さらに時

間が経過すると、回折は僅かにシャープとなるが、

約 10h以降ではほとんど変化は認められなくな

る。メインピークの回折角の時間変化を図 5に示

す。約 10hまでは回折角は著しく精加するが、

その後は FormIl1の回折角である17。付近で一定

となる。以上の結果より、 O"C近傍において Form

Il1の結晶化がほぼ急冷直後から約 10hまでの聞

に起こること、この結晶化は主として結品の成長

に基づくことなどが結論される。

Form Il1の形成をさらに確認するため、 O"Cで

保持した試料の DSC測定を行った。図 6は O"C

に 1500h保持した試料の DSC曲線である。 矢印

で示した 38"C付近にブロードな吸熱ピークが観

Form III 
Ice 

5 10 15 20 25 30 35 
Di飴actionang1e / degree 

Figure 4. Time change of wide angle X-ray di鉛 action
profiles at 0 "C for sPP samples quenched from the 
melt to 0 "C. 
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測される。 FormIl1は 50"C付近で ttgg連鎖の結 Fig~re_ 5.. Time change of 2 e angle for the main 
peak obtained from Figure 4. 

品(Form 1 )に相転移することが明らかにされて

いる3)。 したがって、このピークは FormIl1→ I 

の結晶相転移に基ずくといえ、試料中に Form Il1 

が形成されていると結論できる。この結果を基に、

この試料を転移点直下の 32"Cで 1200h熱処理

した結果、転移点は 45"Cまで上昇することを確

認した。しかし、転移ピークや X 線回折図の形 ー20

/ 
1ot /mi型

180 

状にはほとんど変化が認められなかった。これら ~igure_~. DSC curve of the sPP sampl巴 heldat 0 "C 
for 1500 h. 

の原因については現在検討中である。
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P93 高分子中に吸着されたXenonの動的挙動と高分子鎖のう3I子運動

(阪大院理 1，帝人(株)構造解析センター 2，神戸薬科大 3)

O永阪文惣1，2、上田貴洋¥中山尋量ヘ江口太郎 l、中村亘男 l

Dynamic Behavior of Adsorbed Xenon and Molecular Motion of Polymer 

as Studied by Solid State NMR 

RunMwN:沼田拍hllz，τ'akahiroUeda 1， Hirokazu Nakayama:l，百roEguchi 1， and Nob叩 Nakamura'

IDepartment of Chemistry， Graduate Sch∞1 of Science， Osaka UniversitぁTo卯 naka，Osaka 560・∞43

~aterial Analysis Re鉛:archCenter，τ凶inLtd.， Hino， Thkyo 191・8512

3Kobe Pharma田 uticalUniversity， Kobe， Hyogo 658・飢渇3

Abstract Dynamic behavior of the adsorbed xenon and molecular motion in polycar-

bonate， PC have been studied by 129Xe_， 13C_， and 2H・NMRspectra. It was found that the 

e伍ciencyof the polarization transfer from lH to 13C of phenyl ring of PC is decreased in 

several months after the sample preparation， suggesting that the phenyl-ring 180。血p

motion is prevented probably due to the adsorbed xenon. The favorable micropores for 

xenon to be trapped is discussed in detail. 

The application of I誕'Xe-NMRto characterize the structure of amorphous polymer in 

which so-called，“free volume" exists， has been one of the recent attractive subjects. In our 

last report， the inhomogeneous broadening of the NMR signal of 129Xe adsorbed in poly-

carbonate， PC with decreasing temperature suggested that the dissolved xenon guests 

exchange among different micropores in the polymer at room temperature[I]. This 

mechanism is confirmed by the observation of a nearly round contour plot in 2D exchange 

q号
制川町o "・酬"・ ~Ol PPII 

Fig.l 2D-Exchange NMR sp巴ctrum
of 129Xe in PC at room temperature. 
Mixing time is 1 s. 

NMR experiment (fig.l). 

Here we present some more results企omthe in-

vestigation on the dynamic behavior ofthe adsorbed 

xenon in long time scale and molecular motion of PC. 

As can be seen in 13C-CPIMAS NMR spectra ofPClXe 

(fig.2)， after several months from the adsorption of 

Xe into PC， the intensities of the phenyl ring peaks 

(120， 128 ppm) are reduced. According to its contact 

time dependence as shown in fig.3， this phenomenon 

can be ascribed to the decrea田 ofthe e伍ciencyof 

the polarization transfer from IH to 13C ofthe phenyl 

Keywords: '2'iJXe_NMR，高分子，ダイナミクス，ミクロポアー

ながきかぶんそう、うえだたかひろ、なかやまひろかず、えぐちたろう、なかむらのぶお

355 



ring of PC due to both the steric hindrance e飴 ctof the adsorbed Xe and probable polari-

zation transfer between l:lC and nearby l:l9Xe. Thus it is suggested that during such a long 

time， some of xenon atoms occupied all kind of micropores would move to a part of micro-

pores which have a favorable environment， e.g.， radius for the xenon to be trapped in[2]， 

resulting in approaching to the phenyl ring of PC. 

、‘，
F

・I・-

ppm 

Fig. 2 13C-CP/MAS NMR spectra of i) the xenon dissolved PC after the passage of 
several months and ii) PC without xenon， at room temperature. Spinning side bands are 
indicated by asterisk. 
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In addition to the above remarkable e艶 ctof the adsorbed xenon on 13C CP intensity， 

fig.4 shows that 180
0 

flip motion of the phenyl ring of PC is also suppressed in the aged 

sample. 

The correlation between the dynamic behavior of xenon in micropores and the phenyl 

ring motion of PC will be discussed in a quantitative manner based on the result of 2D-

I2!lXe exchange experiment. 

a) 

b) 

100 o 
kHz 

-100 

Fig. 4 2H-NMR spectra for the phenyl groups of出epartially deuterated PC in 
which xenon dissolved. a) after several months， b) freshly prepared sample. 
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1. B. Nagasaka et al.， to be published. 
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P94 
1'14および 13C固体NMRによるバクテリオロドプシン

の構造解析

( (財)サントリー生有研)0岩下 孝、関谷紀子、金鍾文、

吉原和雄、石黒正路

Structure Analysis of Bacteriorhodopsin using 19F and 13C Solid-State NMR 

OTakashi Iwashita， Noriko Sekiya， Jong Moon Kim， Kazuo Yoshihara， Masaji Ishiguro 

Suntory Institute for Bioorganic Research 

Membrane proteins like receptors which contain α-helices play an important role in the 

biological system. Bacteriorodopsin is a kind of photor，目eptorswhich has 7α-helices and it 

is thought to be the model of GTP-binding protein coupled receptors. Tryptophan residues of 

bacteriorodopsin were labeled by 19p or 13C on their imidazole ring to obtain strucural 

informations using the solid-state NMR. Synthetic chromophor which had an aromatic ring 

was incorporated to the labeled bacterioopsin. The upper field shift was observed on a part of 

13C signal from tryptophans in the opsin p紅 t，which was thought to be an aromatic ring effect. 

【緒言】

生物活動において重要な役割を担っている様々な受容体の中でも Gタンパクを介

し情報伝達を行っているGPCR(G-protein coupled receptor)はαーヘリックスが膜を何回

も貫通した構造を持つ膜蛋白質である。パクテリオロドプシンは情報伝達ではなく

プロトンポンプ活性という生理機能を有しαーヘリックスが7回膜を貫通した構造を

持っている GPCRと類似の蛋白である。この蛋白はバクテリアの培養が容易であり、

試料の大量調製が出来ることと構造の類似性から、 GPCR構造研究のモデルとなりう

る。また、パクテリオロドプシンはその分子中にシッフ塩基により結合しているク

ロモフォア(レチナール)を持っており、このクロモフォアは化学的に外してパク

テリオオプシンとすることが出来る。パクテリオオプシンは合成クロモフォアとの

再構成により合成パクテリオロドプシンの生成が可能である。このことは様々なラ

ベル化合物の導入が可能なことを意味しており、固体NMRによる研究もいくつか報

告されている。今回、パクテリオオプシン部分とクロモフォアの両者に標識原子(

19pまたは13C) を導入してその聞の距離を見積もることを目標に実験を行った。

【実験】

合成培地に4干、 5・F、6-F、4_13C-トリプトファンを加えてバクテリアを培養し、膜

画分をショ糖勾配遠心法を用いて精製してラベル化バクテリオロドプシンを得た。

キーワード:19p固体NMR、13C固体NMR、膜タンパク質、パクテリオロドプシン、

安定同位体標識

いわした たかし、せきやのりこ、きむ じょんむん、よしはら かずお、いし

ぐろまさじ
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@ : 4 or 5 or 6F-Tryptophan， 4-13C-Trypto凶an

、:Natural or synthetic 伽。mophorsbind he問 tomake 5chiff b蹴 ・

Fig.-l Bacteriorhodopsin amino acid sequence 

(a) 
H 

、，.~、./'、 。

(b) 
F H 

(c) 
H 

、J〆、::..~、 。 F3C 、，../々、/喝、~、 。

Fig.-2 (a) Natural chromophore; (b)&(c) Synthetic fluorinated chromophores 
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ラベル化パクテリオロドプシンはヒドロキシアンモニウム存在下、光照射によって

バクテリオオプシンとした。 Fig.-2に示すようなクロモフォアを化学合成し、パクテ

リオオプシンと再構成して合成パクテリオロドプシンを得た。 19Fおよび13C固体

NMRはCMX・300Infinityを用い、それぞれ282MHz，75MHzで測定した。

【結果および考察】

Fig.-lに示すようにパクテリオロドプシンには 8個のトリプトファンが含まれてお

り13C固体NMRでは115・125ppmの聞に重なって見える。このうち低磁場側のピークは

シクロヘキセン環の代わりにベンゼン環とした人工クロモフォアを入れると Fig.-3に

示すように高磁場側へシフトすることが分かつた。他のシクロヘキセン環を持つ人

工クロモフォアとの再構成ではこのようなシフトは観測されないことからベンゼン

環による影響と考えられる。原子間距離についてはREDORおよびRFDRタイプの実

験について検討中である。

(a) 

「寸一寸

ppm 

(b) 

I I I I I I I I I I I I I 
130 125 120 115 110 

ppm 

Fig.-3 CP-MAS Spectra of Bacteriorhodopsin containing 4-13C labeled tryptophanes. 

The chromophore is (a) wild type; (b) the syn白eticone which had an aromatic ring. 
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P95 縮合多環芳香族化合物と鎖状炭化水素の混合物の固体NMR
(電通大 1、工学院大 2)

0小林信昭¥安達久彰¥仁木園雄¥鈴木 沖¥矢ケ崎隆義 2

Solid State NMR of n-Alkanes in the Mixture of the n-Alkanes 

and Condensed Polycyclic Aromatic Compounds 

ONobuaki Iくobayashi'，Hisaaki Adachi'， IくunioNikki¥ 

Noboru Suzuki' and Takayoshi Yagasaki2 

(The Univrsity of Electro-Communications 1 ，Kogakuin University2) 

13C CP/MAS solid state NMR chemical shifts of long-chain n-alkanes 

(CnH2n+2' n=19 -24) i n the mi xture of the n-al kanes and condensed 

polycyclic aromatic compounds (ring numbers are 2-7) were obtained 

and those spi n I atti ce rel axati on ti mes (T，) were determi ned. The 

spectra of the mixture of n-alkanes and carbon fiber (PAN) were also 

discussed. 

1.はじめに

直鎖アルカンの 13CCP/MAS固体 NMRスペクトルは、その炭素数により化学シ

フト値が少し異なることが知られている.1}そして、アルカンの結品構造は炭素数

が 20....，24では偶数個の場合に三斜品で、奇数個のときに斜方晶であることがわか

っている.したがって化学シフト値と結晶構造の聞には密接な関係がありそうであ

るが、化学シフトの偶奇性のメカニズムはまだ明らかにされていない.一方、スピ

ンー格子緩和時間(T，)についても、炭素数が偶数個の場合に奇数個の場合に比べ

て長いことが報告されている.2)これは偶数個のカーボン数のアルカンの結品構造

が奇数個の場合に比ベタイトであることによる、と説明されている.

今回は、 C19-C24のn-アルカンをベンゼン環の数が 2-7の何種類かの縮合多

環化合物 (1)およびPAN系のカーボン・ファイパー (2)に混合して、

'3C CP/MAS国体 NMRの化学シフトやスピンー格子緩和時間、あるいは線幅の検

討を行った。

Key words: '3C CP/MAS固体 NMR.n-アルカン、

縮合多環芳香族化合物、カーボン・ファイパー

こばやしのぶあき、あだちひさあき、につきくにお、すずきのぼる、

やがさきたかよし
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2.実験

測定詰料は 140"Cに加熱したパラフィンに、縮合多環芳香族化合物およびカーボ

ン・ファイバーを投入し、 1時間程度撹搾後冷却し乳鉢で粉末にして測定した。カ

ーボン・ファイパーの場合はさらに KCIで希釈して測定した.

13C CP/MAS固体 NMRスペクトルは、周波数 75MHzで、 90度パルス幅 5.2μ

s、コンタクトタイム 500μs、待ち時間 35.MAS3000Hzの条件で， Unity300 

型分光計 (Varian社製、プロープは Doty社製)を用いて測定した.

3.結果と考察

(1) n-アルカンを縮合多環芳香族化合物と混合した場合
Fig.1 に直鎖アルカン (C19、20、21)を、種々の芳香族化合物 (Np: 

Naphthalene ， An : Anthracene ， Py : Pyrene ， Bp : Benzophenanthrene ， Nc : 

Naphthacene， Co : Coronene )に重量比 1:1で溶融した系のアルカンの化学シ

フトを示す.また、単体での化学シフトについて、

C19は一一一一 、C20--ー'四国・ 、C21一一一 で示す.

この場合、全てのメチル基、メチレン基の化学シフトは、アルカン単体の場合に

比べて、低磁場シフトを示す.また、メチル基に注目すると、芳香環の環数の増加

に伴い、低磁場シフトを示す傾向があることがわかった.

次に Fig.2は、 Fig.1と同様の系における T1をあらわすo C20のメチレン基につ

いては、芳香族との溶融により、ピレンの場合を除いて T1が長くなり、 C21の場

合はベンゾフェナントレンとの溶融を除き、 T1が短くなった.

36 

535 
喜34

岬

.g 
E33 
u 

32 

図的

1 2 3  4 S 6 7 
Number of aromatic rings 

17 

を16

2 
~ 
官 lS

13 

困 pv Co 
ロN手

口ロ自 Bp

念33L
Py 

Np An 

123  4 S 6 7 
Number of aromatic rings 

Fig.1 Chemical shifts of a-alkane (C19，20，21) soaked in condensed polycyclic aromatic compωnds 

( Cx : aromatic compounds = 1 : 1 ) 

また、アルカン単体の場合と問機に、化学シフトにも T1にもアルカンの炭素数の

偶奇性があらわれていることから、芳香族化合物との混合状態は、分子レベルで十
分であるとは言えないと恩われる。ただし、 T1には混合による変化が見られること

から、混合による分子運動性あるいは、混合状態の情報が得られると考えて検討中

である.
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，S園屯、b 8 0 

ト Np An NBp EL Co ト 40 PNBy P c 
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-A-d.--会Py一一 Np An c。。 。
N1um2ber 3of ar4oma5tic 6ring7 s 1Num2i--r3of a4roma5tic 6rmg7 s 

Fig.2 T1 for n-alkanes (C19，20，21 )釦akedin conde悶 edpolycyclic aromatic cαn似則n由

( Cx : aromatic cαnpαJnds=l:l) 

(2) n-アルカンをカーボンファイパーと混合した場合
Fig.3に (C19、20)を PAN系カーボンファイパー (CF)に溶融したときの、

メチレン基の半値幅を示す.この試料については得られる S/N比が十分でなく、 T1

測定が困難なため、線幅の比較を行ったo C19について、 CFとの混合比によらず

メチレン基の線幅に大きな変化は見られない.一方 C20については混合比が 1:1 

付近で、極大となり顕著な変化が見られた.以上の結果より C20について、メチレ

ン基の周りのスピンがより不均一な状態にあることを示すと考えられる.つまり、

CFとの相互作用が C19の場合より大きいと考えた.

2500 2500 

CF + C19 
2000 ト←CH2| 2000 

き1500
，5園M、1500 

4喝可EM=3 ， 1 00 0 45Z 1000 

コ-cb 500 
3500 

|一←CH21。 。。
Mi1xtur2e rat3eof 4 C19 

5 。
12of  3 

Mixture rate of C20 

Fig.3 Half height line width ofn-alkanes (C19，20) soaked in carbon fiber (CF) 

( CF : Cx : KCI = 1 : x : 2 ) 
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CH2 -1晶一CF+ n-alkane 

4毛》= 2000 

--主-EF v 呈 1500 
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、ーz 咽ー 500 

。
19 20 21 22 23 24 

Number of C atoms 

Fig.4 Half height line width of n-alkanes soaked in carbon fiber (CF) 

( CF : Cx : KCI = 1 : 1 : 2 ) 

Fig.4は CFに導入した、一連のアルカンメチレン基の半値幅をあらわす.共通し

た傾向は、アルカンを CFに溶融することにより、線幅の拡がりが見られることで

ある.また、アルカンの炭素数の偶奇により、線幅の変化量が異なる.また、偶奇

による線幅の変化を比較すると、偶数アルカンにおけるメチレン基の半値幅の変化

量がより大きくなった。

参考文献

1. 安藤勲編、高分子の国体 NMR、講談社サイエンティフィク、 (1994)
2. M. Okazaki and K. Toriyama， J. Phys. Chem.， 93，2883 (1989) 
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P96 
イミダゾール結晶中における水素結合の

l市固体NMRによる研究

(阪大院・理 l、分子研 2)

0上田貴洋 l、増井大二 l、長友重紀ヘ中村亘男 l

15N Solid State NMR study of hydrogen bonding in the Imidazole crystal 

Takahiro Uedal， Hirotsugu Masuil， Shigenori Nagaωmo2， and Nobuo Nakamural 

I Department of Chemistry， Graduate Schoo[ of Science， Osaka University， 

Toyonak仏 Osaka560・0043

2 Institute for Mo/ecu/ar Science， Myodaiji， Okazaki 444-0867 

The intermolecular hydrogen bond of the type N・H...N in imidazole crystal was studied 

by static 15N NMR spectrum， lD and 2D exchange CPIMAS NMR spectra， and ab initio 

molecular orbital calculation. The observed 15N chemical shift anisotropies for -N= and -

NH-were consistent with the calculated ones. The ab initio MO calculation for some of 

imidazole derivatives predicted that the magnitude of the 15N chemical shift anisotropy of -

NH-is related linearly to the hydrogen bond distance. The 20 exchange CPIMAS NMR 

spectrum showed that the exchange of the spins between the -N= and -NH-takes place. The 

spin exchange rate was determined to be 1.4 Hz at room temperature by the measurement of 

1 D exchange CP.爪1ASNMR spectrum. 

N-H…N型の分子間水素結合は生理活性や情報伝達機能をつかさどる相互作用と

して生体中において特に重要である。イミダゾール分子は結晶中においてこのタイプ

の 1次元分子間水素結合鎖を形成することが知られている。この化合物における分子

間水素結合の構造とダイナミクスについての詳しい研究は、生体における種々の機能

発現を分子レベルで理解する上で重要な・情報を提供してくれる。昨年の本討論会では、

イミダゾール環の4位の位置に置換基を導入したいくつかの化合物について実験と量

子化学計算の両面から 15N化学シフト値と水素結合との関係を調べた [1]。その結果、

=N-と-NHーの 15N化学シフト値の差と水素結合距離との聞に相聞があることを見出し

た。本研究では、化学シフトの異方性と水素結合距離との関係に注目し、粉末スペク

トルの測定とめinit;o分子軌道計算を行った。また、水素結合のダイナミクスを詳細

に調べるために l次元及び2次元 15NCP/MAS exchange NMRの測定を行った。

l弓N をエンリッチした試料について静止状態での粉末スベクトルを測定したとこ

ろ、 Fig.l に示すような化学シフトの異方性による特徴的なパターンが得られた。こ

のスベクトルでは=Nーと・NH・の 2つの窒素原子の信号が重なっている。そこで、シミュ

レーションにより、これらの分離を行って各窒素原子の化学シフトテンソルの主値、

キーワード:交換 NMR.水素結合・化学シフト異方性・イミダゾール

うえだたかひろ・ますいひろつくや・ながともしげのり・なかむらのぶお
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Simulation 

Experimental 

100 0 -100 -200 -300 -400 -500 

(ppm) 

Fig. 1 15N powder spectrum for 15N-enriched 

imidazole crystal; the simulation (above) and 

the experimental (below). 

異方性及び非対称パラメータを得

た。その結果を Table1にまとめたo

ab initio MO計算で得られた化学シ

フトの異方性は実験値と非常に良

し、一致を示す。イミダゾール環の 4

位に置換基を持つ化合物について

同様の計算を行ったところ、 -NH-

の窒素の化学シフトの異方性と分

子間水素結合距離との聞に良い直

線関係が成り立つことがわかった。

これより、水素結合を評価する指

標として化学シフトの異方性が有

効であるといえる。

分子間水素結合の動的な側面

については、水素のダイナミクスを調べるために 2次元日N CPIMAS exchange NMR 

スペクトルの測定を行ったO その結果、 =N-と-NH-の信号にクロスピークが観測され、

2つの窒素原子の間で磁化の交換が起こっていることがわかった。この磁化交換の機

構を明らかにするために、 l次元 Cp，爪rlASexchangeスベクトル測定を行ったところ、

室温における交換速度として I.4Hzを得た。磁化の交換が lH_15N双極子相互作用によ

るスピン拡散で起こる場合、最近接の lH_15N双極子相互作用を考慮して交換速度を見

積もると O.IHz程度となる。これは実測値に比べはるかに小さく、磁化の交換がスピ

ン拡散による可能性は極めて低いことがわかったO さらに詳細に調べるために、交換

速度の温度依存性、交差緩和時間やスピンー格子緩和時間の測定も行ったので合わせ

て報告する。

Table 1. Principal values， the anisotropies， and the isotropic values of 1弓Nchemical shift 

tensor for =N-and -NH-in imidazole crystal. 

15N chemical shi白tensorand anisotropy / ppm from CH3N02 

Experimental Calculated* 
Atom 

dj，w δ11 δヲ今 δ33 ldl δ'.';0 ldl 
=N- -130.2 22.96 -57.91 -355.5 338. 1 -224.1 397.1 

-NH- -218.6 -132.3 -189.8 -333.6 172.5 -323.4 175.5 

* The calculation is carried out for the trimer molecule by the use of GAUSSIAN94 

program package with the basis set 6-3IG(d， p). 

[1]上回貴洋、林 繁信、長友重紀、増井大二、中村亘男、第 36回NMR討論会講演

要旨集， p.34ト344，(1997)，東京
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P97 
アルカリー水素-cω三元系化合物の NMR(11.) 

分子科学研究所 O緒方啓典、宮島清一

NMR Study in Alkali-Hydrogen..CωTernary Compounds (町

Insti. for Mole. Sci. OH.OGATA and S.MIYAJ日仏

百leeffect of hyl企ogenabsorption on the s甘ucturaland electronic properties of K3C曲 superconducωr

was investigated by mear凶 ofpowder X-ray di借 action，magnetic susceptibility， and solid s旬.teNMR. No 

lattice expansion as well as no s飢Jcturalchange were observed in powder X-ray diffraction by hydrogen 

abso中位on.Superconductivity was preserved and the Tc was not affected by hydrogen absorption. Peak 

position and line shape of I3C NMR 耶お加mdid not change by hydrogen absorption. Peak position of 1 H 

NMR Spec回 su鴎 estedthat hydrogoo was almost neutral in the crystal. 23Na NMR spectra suggest that 

absorbed hydrogen does not∞cupy octalledral or tetrahedral sites in由ehost f.C.C. lattice. Nuclear Curie-

like behavior was observed in the temperature dependen田 ofthe 1 H NMR intensity. An a恥 mptat 

detecting and controlling the reaction pr∞ess of potassium hydride with C曲 byin・situlH NMR 

measurements is also reported. 

はじめに

アルカリー炭素化合物は、様々な条件下で水素を吸蔵(物理、化学吸着)することが知ら

れている。特に水素が化学吸着した場合、水素はアクセプターとして働き、新たなキャリア

数制御、新しい電子状態形成の可能性を与える。我々は、アルカリーCoo化合物中に取り込

まれた水素の存在状態、インター力レートの局所構造、水素の電子状態を系統的に理解す

ることを目的として研究を行っている。 K3COO超伝導体の水素ガス吸蔵効果については、い

くつかの報告例がある 1)-3)が、水素を取り込んだ化合物形成の有無、水素の存在状態、構

造と電子状態の相聞に関する明確な知見が得られていない。今回我々は、この系の構造

および電子状態の相闘を明らかにすることを目的として、(1 )いくつかの条件で K3COO超伝

導体に水素ガスを吸蔵させた試料を合成し、 SQUID磁束計を用いた静磁化率測定による

超伝導特性の評価、及び 39K，13C、lHNMRの測定を行った。また、 (2)~C60 への水素吸

蔵話料の作成法として、水素化カリウムと Cooの直接反応法を取り上げ、 in-situlH NMRに

より反応過程の観察及び制御を行い、この方法による水素吸蔵の可能性についても検討

Ltこ。
実験及び結果

( 1 )出発試料となる ~Cøo超伝導体は、昇華精製した Cøo 粉末を原料として固相拡散により
得た KoCωと、等量の Cooとの混合物を反応させるいわゆる希釈法により得た。得られた誤

水素吸蔵、 Coo、in-situNMR 

おがたひろのり、みやじませいいち
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料は粉末 X線回折および 13C固体高分解能 NMRにより単相の K3C60であることを確認し

た。静磁化率測定(2K，zerofield cooling)により、この諒料の超伝導体積分率は 60-65%と

見積もることができた。目的説料は、この試料に水素ガスを反応させて得た。表1に作成し

た試料の水素ガス反応条件、超伝導体積分率および組成を示す。水素の組成はlHNMR 

スペクトルの積分強度により求めた。いずれの試料においても超伝導転移温度の変化は

認められなかった。高温で長時間反応させた鼠料ほど吸蔵した水素量が多いものの、水素

量と超伝導体積分率との聞には、有意な相闘を見出すことができなかった。 Figure 1に誤

料 No.5(民CooHO.5o)の室温における lHNMRスペクトル(測定周波数 400.1MHz)を示す。 TMS

から約 3.2ppm低磁場側にピークをもっシグナルが観測された。このことは、水素はハイド

ライドではなく、中性水素であることを示している。文、 lHNMRスペクトル強度の温度依存

性は、 30Kまで Curie則に従い、オルトーパラ水素転換によって生じる様な異常は観測され

なかった。 Figure2(b)に同じ話料の 13CNMRスペクトル(100.6MHz)を示す。比較のために、

出発誌料である ~CØOの 13C NMRスペクトルを(a)に示す。水素吸蔵により、スペクトルの位

置及び線幅に顕著な変化は認められない。このことは、水素吸蔵に伴い Fermi準位近傍

の電子状態に変化を与えるような反応は起こっていないことを示唆している。これは、静磁

化率の結果とも一致する。 Figure 31こ室温における(a)~CØO 及び(b) 鼠料 No.5(K3CøoHo.56)

の 39KNMRスペクトル(18.7MHz)を示す。室温から 200Kの温度領域で、両者のスペクトル

に有意な差異は認められなかった。このことは、水素は Octahedral、Tetrahedral両サイト

共に占有していないことを示唆している。以上の結果は、水素は結晶粒界の C60分子に共

有結合していることを示唆している。

(2)モル比 3:1の割合で、水素化カリウムと C6。粉末の混合物を減圧下でパイレックス管中

に封管し、 NMRプローブ中で加熱し、その反応過程を in-situlH NMRにより観察した。

Figure 4に 457Kに加熱した誤料の lHNMRスペクトルの時間依存性を示す。反応開始

後、約8時間で、 -6ppm付近に分解したハイドライドイオンと考えられるシグナルが現れ始

める。このピーク強度が最大に達した直後に、反応を止める為に鼠料を室温まで急冷した。

急冷後、シグナルのピーク位置は徐々に低磁場シフトし、水素の状態は、アニオンから中

性に変化していくのが確認された。粉末×線回折により、最終生成物の結品構造は K3C60と

同じであることが確認された。

以上の結果は、 K3COOの格子中では、水素はハイドライドイオンとしては安定に存在しにく

いことを示唆している。

Reference 

l)T.Enoki et al.，砂n.Met.64(l994)329・333

2)薩摩林他、 1996年分子構造総合討論会講演要旨集 p.138

3)米原由華子、熊本大学理学研究科修士論文(1996)

4)H.Ogata and S.Miyajima，砂n.Met.in press 

5)H.O抑制 S.Miyajima，初.脆t.to be publishea 
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Table 1. The conditions of Hl .8as reaction， chemical compositions， the superconducting transition temperatures(T
c
) and 

shielding fractions (九(%))ofhydrogen absorbωK，C曲・

SampleNo・~ gas pressure(Torr) reaction temperaturぜ'C) reaction time(hrs) chemical composition T， V" (%) 

650 -690 25 

200 

2 700 220 

3 700 210 

4 760 250 -300 

5 720 

Figure 1. I H NMR spec位umofK3CωHo.S6

at r∞m tempera知re.

f 

ヨ・
T 
2・ T 

S・

3.2pp皿

:];一一~

(ppm fro皿 TMS)

250 

Figure 2. 13C NMR spec回 of(a)K3C印 and

(b)K3C由民話atr，∞mtemperature. 

(a) 

K3Cω凡56

(b) 

.. ・ 2由 ，.。

186.7 ppm 

186.7 ppm 

I!姐 ，.・

24 

24 K，C剖H".II 19目4 40 

30 K，C副f:I..1I 19.4 49 

110 K，C~.日 19.4 50 

70 K，C~..，‘ 19.4 56 

230 K，C曲f:I." 19.4 37 

Figure 3. 39K NMR sp∞tra of(a)K3C曲組d

(b)K3C曲Ho.S6at room temperature. 

(a)t T 
(b) 

100 0 ・100 100 0 -100 
ppm pp圃

( fro皿 1.0MKClaq.閥均

Figure 4. Time dependence of in-situ IH NMR spec仕a

in the mixture of KH組 dC曲

'同仔円踊 T臨〉 回 ，。 -10 -20 
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P98 V20S層間に取り込まれた DPの動的挙動の
固体 2H-NMRによる研究
(群馬大工 l、阪大院理 2、岡山大理 3)

後藤裕子 1、丸田悟朗人 O武固定 l、高原周一 3、橘高茂治 3

Solid state 2H-NMR study of dynamic property of D20 intercala低:din V 2 Os layer 
Yulw Goto1， Goro Maruta2， :i.;'adamu Takedg/， Shuichi Takahara3， Sigeharu Kittaka3 

1 Department ofChemistry， FaculかofEngineering， Gunma University， Kiryu， Gunma 376， J，叩 an，

2Department ofC・hemistry，FaculηofScience， Osaka University， Toyψnaka，Osa知 560，Japan， 

3Dぽ'partmentofChemistry， FaculηofScience， Okayama University ofScience， 1-1 Ridaicho， Okayama 

700， Japan 

Vanadium penわxideexhibits a layer吋 structure.Water molecules ωn be intercalated between 
出eV20S layers and the intercalation is a∞omp組 iedwi出 increasingof叩 interlayerdis回lce:
11.4A for monolayer and 14.7 A for bilayer adso中位onof waもermolecules. In this paper， 

dynamic property of the intercala舵dheavy water molecules was investigated by solid state 
deuterium N恥1Rsp即位umfor different amount of intercalated D20 molecules ∞rresponding to 
the monolayer and bilayer s佐ucture.Spectral simulation revealed two motional modes: 180。
flipping around a two fold axis of the molecule and a rotation about the axis that lies on血e

molecular plane and mak.es組組glee with the two fold回 is.The angle e apparently depends 
on the amount of adsorption. 

五酸化パナジウム V205は層状構造を持ち、 V205層の層聞に水分子が取り込まれる。こ

の水の吸着状態はその蒸気圧により変化し、水分子 1層の吠態から 2層の状態まで可能であ

る。このとき層状構造の繰り返し周期は水分子 1層では 11.4Aで、水2層では 14.7Aとなり、

層間隔の増大を伴って水分子が取り込まれていることがわかっている。この吸着水の動的挙

動およびその吸着量依存性を重水素核国体NMRスペクトルの温度依存性から調べた。

V205(D20)xについて、吸着量の異なる X=1.3、1.4，、1.6、2.2の試料について 130K 

から 360Kの温度範囲で、 Bruker DSX300を用いて四極子エコー法により NMRスペクト

ルの測定をおこなった。この吸着量は、水分子が 1層の状態から 2層の状態までをカバーし

ている。観測されたスペクトルは 150Kから 230Kの問で顕著な温度変化を示した。

スペクトル線形のシミュレーションによる解析から、いずれの吸着量でも、水分子は二つ

の軸の周りに回転運動をしていると考えることにより、スペクトルの温度依存性を説明でき

ることがわかった。一つは、水分子の 2回軸周りの 180度フリップ(フリップ運動)で、も

う一つはこの2回軸と角度。をなし水分子を含む平面内にある軸周りの回転(回転運動)で

ある。フリップ運動の活性化エネルギーはほぼ 28k.J/molで、この値の吸着量依存性は顕著

ではない。回転運動の活性化エネルギーは誤差は大きいが、 35~ 40 k.J /molと僅かに吸着量

に依存するように見える。明確に吸着量に依存するのは、二つの回転軸のなす角度 θであり、

吸着量が増すに連れてこの角度は30度から 18度へと減少していくことがわかった。また、

360Kでも水分子の運動は等方的にはならない。

2H.m皿、 V205層間化合物、吸着水、分子運動

ごとうゅうと、まるたごろう、たけださだむ、たかはらしゅういち、きったかしげはる
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P99 [Cu (H20 )6][PtC16]結品における構造相転移と水素結合

(金沢大理) 0水野元博・飯島隆広.折井謙吾・須原正彦

Structural Phase Transition and Hydrogen bond in [Cu(H20)6][PtCI6) 

Motohiro MizunQ， Takahiro Iijima.， Kengo Orii and Masahiko Suhara 

Department of Chemistry， Faιulty of Science， Ka.na.zawa. University， Ka.na.za.wa.，920-1l92 

For the phase tra.nsition of [C叫H20)6][PtCI6)caused by the cooperative Jahn-Teller 

e汀'ect，it is known that the transition temperature shifts from 135 K to 129 K on deutera.tion. 

This phenomenon is considered to be related closely to the local structure around H site. To 

obtain the information about the environment of the H site and the motion of the water 

molecule， 2D NMR investigations on the single crysta.l [Cu(lhO)6][PtCI6) were car山 dout. 

From the a.ngular dependence of the quadrupole splitting for 2D NMR， the principal values 

a.nd the direction cosine of the nuclear quadrupole interaction were obta.ined at 293 and 133 K. 

The direction of IhO was determined and the Cト..Hhydrogen bond was discussed. The 

simulation of the spectra for the direction of Ho / / [111) was performed and the日 teof the 

1800 flip (k) for H20 w回 estimated.

I序][Cu (H20)6)[PtCI6)はTc=135Kで協同的 Ja.hn-Teller効果による構造相転移を起こす。転

移温度は重水素化にともない 6K低温にシフトする。この低温シフトは重水素化による質量変化

では説明できず、水分子の局所構造と密接な関係があると考えられる。本研究では単結晶 2D

NMRの角度変化の測定を行い、室温と相転移付近での水分子の環境を調べた。また、スペクト

ノレの温度変化から水分子の 1800 フリップの速さを見積もった。これらの結果をもとに、相転移と

水素結合の関係を考察した。

[実験]2D NMRの測定はCMX-300スペ

クトロメーターを用い、共鳴周波数45.825

MHzで行った。パルス系列には核四樋相互

作用と常磁性シフトによる横磁化の減衰を

リフォーカスさせる 90xO-T-180yO-T-90yO-

T-180百O-T-a.Cqパルス系列を用いた。

【結果と考察]Fig.1に Ho//[111)における

2D NMRの四極子分裂 (2ムν)の温度変化

を示す。高温相では [Cu(H20 )6)[PtCI6)の

空間群は R3で、 Ho//[111)のとき 6つの水

分子は等価である。 140K以下では水分子

キーワード:2D NMR，核四極相互作用

、、、

、、国〆
r、』

:・・.

: : .・
1 . . . . . . . . 

200 300 
T/K 

Fig.1 Temperature dependence of 2D 

quadrupole splitting of [Cu(H20)6][PtCI6) for 

Ho/ /[111). 

みずのもとひろ，いいじまたかひろ，おりいけんご，すはらまさひと
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の非等価な Dにより 2つの 2dvが観測

されたが、 200K以上では，水分子の速い

1800 フリップに伴う平均化により ，1つの

2dvとなった。相転移温度 (Tc=129K)以

下では 4つの 2dvが観測され、低温相で

は結品の 3回対称性が失われ水分子が非

等価になったことがわかる。 2DNMRの

2dvの角度変化の測定から、核四極相互

作用定数 e2Qq/hと非対称パラメーター

ηを見手責もった。 293Kでは e2Qq/h=132

kHz，η=0.72， 133Kでは水分子の 2つの D

に対してそれぞれ Dl(e2Qq/h=245kHz， 

η=0.06)， D2(e2Qq/h=236 kHz， 77=0.10) 
となった。 Fig.2 に Ho//[111]における

2D NMRスペクトノレの温度変化及び水

分子の 180。フリップを仮定したシミュ

レーションを示す。シミュレーションによ

って得られた水分子の 1800 フリップの

速さ kの温度変化を Fig.3 に示す。フ

ィッティングから水分子の 1800 フリップ

の活性化エネルギー Ea= 24kJmol-1頻

度因子 ko= 1.4 X 1013
8-

1 が得られた。

[Cu (H20 )6]2+イオンは高温相では Jahn-

Teller効果による三つの等価な歪みの方向

を熱励起により飛ぴ移っている。我々がこ

れまでに行ってきた 195ptNMRのスピンー

格子緩和時間の結果から、 Jahn-Teller状態

問の飛ぴ移りの速さは相転移温度で 1098-1

のオーダーであると考えられる。
これに対し、相転移温度での水分子の 1800

フリップの速さは 1038-1のオーダーであ

り、 Jahn-Teller状態聞の飛び移りは，水分

子の 1800フリップに比べ，非常に速く起こっ

ていることがわかる。この結果は、 Jahn噌

Teller状態聞の飛ぴ移りに D-Cl聞の水素

結合が影響していることを示唆しており、

重水素化に伴う相転移の低温シフトは重水

素化によって水素結合が弱まり，より低温

まで Ja.hn-Teller状態問の飛び移りが起こ

るためと考えられる。

2~而o 0 -而百つ200
v 1kHz 

Fig.2 Temperature dependence of the ob 

8erved and the 8imulated 2D NMR 8pectra. for 

Ho/ /[111]. 

T/K 150 

k(J=1.4 X 1013 
5.

1 

E.=24 kJmorl 

H

∞106 

・記

105 

104 

104 

• 
1
1
1
1
1
1巾
曹
'

c
 

T
 

5 6 
-

I 
10

3 
K/T 

8 

Fig.3 Temperature dependence of the jumping 

rate (k) for the 1800 flip of H20. 
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P100 
優先富化現象を示す化合物の

固体NMR

(1理研 分子構造解析室、 2京大・院人間環境学)

0仲村高志1、高橋弘樹1、田村類2、 鵜 津 淘1

Solid state NMR of the compounds showing Pr，ψrentia印刷chment.

OTakashi Nakamura1， Hiroki Takahashi1， Rui Tamura2 and Jun Uzawa1 

The Institute of Physcal & Chemcal Reseach (RIKEN)， Division of Molecular Characterization; 

Graduate School of Human & Environmental Studies， Kyoto University 

Recently we have found the first c路 eof accomplishment of an enantiomeric resolution by 

simple recrystallization of a racemic compound. We designate this new enantiomeric 

resolution phenomenon as Preferential Enrichment. Here we report the intermolecular 

interactions of enantiomers in racemates and enantiomers， which undergo Pr宅ferential

Enrichment in the solid state by me如 sof X-ray crystallographic analysis and 13C and 15N 

CP/MAS NMR， respectively. 

1. はじめに

ラセミ体の再結品による光学分割は、
Q -

ラセミ混合物[一つの結品は(+)または(・)分 酔<J.-SO二 百戸、、イ-}-Oへr。へ
~ - H '-' OH 

子から構成される不斉結晶の混合物]の優
'=SMe2，~=剖3 NC蜘 3R

1
= NMe3， R

2
=a 

先品出法に限られ、ラセミ化合物結晶[-SC R' =SMe;，' R2=a NBM・3R1= NMe3， R2=Br 

つの結品は(+)分子と(・)分子が対をなす結 SNR'= SMe2， R2=N02 NNMe3 R
1= NMe3， R2=N02 

晶]は再結晶による光学分割は不可能であ

ると考えられていた。しかし、この例外
Fig，l 

として、ある一群の2級アルコール(Fig.1)のラセミ結晶[(:!:)結晶]の単純な再結品を行

うことにより、母液中で一方のエナンチオマーが大きく光学富化(最高100%ee)する

現象を見出し、優先富化(Preferential Enrichment) と命名した。 1-3) 本現象ではさ

らに、析出する低光学純度の結晶の再結品を行うと、母液は結晶と同じキラリティ

ーに光学富化し、新たに析出する結品のキラリティーは、再結晶前とは逆になる(析

出結晶におけるキラリティーの逆転現象)ことも見出した。

キーワード:優先富化、ラセミ化合物結晶、光学異性体、固体NMR

0なかむらたかし、たかはしひろき、たむらるい、うざわじゅん
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この現象を利用して、ラセミ体を高光学

純度で光学分割する方法を確立した。す

なわち、ラセミ体結晶と析出結晶の再結

晶を順次繰り返し、同じキラリティーを

持つ母液を回収することにより、両エナ

ンチオマーを高光学純度で分割すること

ができる光学分割法である(Fig.2)。

優先富化現象を示す化合物の光学活性 降型22
{・)， up to 

体は一般に単結晶が得られ難い。そのた

め、ラセミ体と光学活性体の固体高分解
Fig.2 

能NMRの測定を行った。今回、 NCMe3とNBMe3の光学活性体の単結晶が得られX線

結品構造解析を行い、ラセミ体と光学活性体の結晶構造の比較を行った。単結晶が

得られない化合物のラセミ体結晶と光学活性体結晶の結品構造の相関関係を検討す

るため、固体高分解能NMRスベクトルとX線結品構造解析の結果を比較した。

2. ラセミ体と光学活性体の結晶構造

優先富化を起こしたNCMe3とNBMe3のラセミ体と光学活性体のX線結晶構造解析

の結果、両者ともに、ほぽ同じ格子定数を持つことが判明した (Table1)。ラセミ

体では対称心を持つ空間群 (P1)であり、一方、光学活性体は、反転対称を持たな

い空間群 (P1)であった。

Table 1 Space group and Lattice parameter 

Spaα Z a(A) b(.A) c(A) α(0) s (0) y(O) V(A3) R Rw 

Grou 

(:!:)NCMe3 Pl 2 9.848 14.823 9.147 97.81 92.69 105.92 1267 0.056 0.097 

(S)NCMe3 P1 2 9.890 14.969 9.142 97.46 92.37 106.78 1285 0.124 0.119 

(:!:)NBM句 P1 2 9.907 15.034 9.137 97.41 92.69 106.78 1287 0.135 0.168 

(S)NBMes P1 2 9.918 15.060 9.188 97.34 92.45 106.58 1299 0.055 0.039 

ラセミ体では、 RとSエナンチオマ一間の水酸基と末端エトキシ酸素聞で分子間水素

結合による環状二量化構造が見られた (Fig3.a) [O....HO: NCMe3 2.82A， NBMe3 

2.89A]。光学活性体結品では、ラセミ体にみられる水素結合は存在せず、一方の水

酸基とアミドカルポニル酸素聞に水素結合が見られた[OH・H ・O=C:NCMe3，2.64A; 

NBMe3，2.77A] (Fig3. b)。
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(a) /=¥ 9ー

x-、dト令0

9 

(b) 
心 35

蜘 sしfloσγぐ
胸 sしF10σγσ、、

q ~ o V I 

Ji001LaM・3 ~01003LaM・3

X=CI， Br ぜベ}-x
X=CI， Br ずパ}-x

Fig.3 Interrnolecular Hydorogen bonds of (a) Racemic compound crystals 

and (b) Enantiomer crystals. 

ラセミ体と光学活性体に共通して、スルホニウム酸素のーっとアミド窒素聞に水素

結合が見られた [S-O・...H-N:(:!:)-NCMe3， 2.91A; (S)-NCMe3， 2.90， 2.94; (:!:)-NBMe3， 

2.91A; (S)-NBMe3， 2.91， 2.92A]。

3. 固体NMRの測定

固体NMRはCP/MAS法を用い、 13Cと15Nについて測定を行った。 13Cのスベクト

ルを比較するとNCMe3とNBMe3両者ともに、ラセミ体ではカルポニルのシグナルが

1本 (NCMe3，166.0ppm; NBMe3， 165.7ppm)であるのに対し(Fig.4b， 5b)、光学活性

体では、 2本 (NCMe3，165.2ppm，167.7ppm; NBMe3， 165.2Ppm， 167.9ppm)であっ

た(日g.4a， 5a)。この結果は、 X線結品構造解析の結果と一致する。また、 NBMe3に

ついては、非ラセミ体 (ca.39もee)の結品についても固体NMRを測定したところ、

ラセミ体と光学活性体の中間のシグナルが得られた(Fig.5c)。
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Fig.413C・CP瓜仏Sspectrum of (a) (S)-NCMe3 and (b) (:!:)-NCMe3・
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Fig. S13C・CP/MASspectrum of (a) (S)-NBMe3 ，(b) (~)-NBMe3 
and (c) non-racemate (ca. 3% ee). 
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Fig. 6 lSN-CPル1ASsp即位umof (a) (S)-NBMe3 and (b) (:t)-NBMe3・

NBMe3の15Nのスベクトルでは、低磁場(ラセミ体， 111-1l6ppm;光学活性体， 111・

117ppm)のシグナル(アミド窒素)が、ラセミ体と光学活性体で異なっていた

(Fig. 6)。この結果もX線結晶構造解析の結果を支持している。

4. まとめ

優先富化現象を示す化合物のラセミ体と光学活性体の固体NMRをX線結晶構造解

析の結果と比較を行った。固体NMRでも、ラセミ体と光学活性体の結晶の違いが明

らかとなった。また構造の異なる宮能基も同定することができた。このことから、

単結晶が得られたいない他の化合物の光学活性体についても固体NMRを用いること

により、ラセミ体との結晶構造の比較が可能であることが判明した。
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P101 
水素結合型有機強磁性体 HQNNの極低温国体2H-NMRによる研究

(群馬大工¥阪大院理 2、東大院総合 3、都立大院工 4)

0丸田悟朗 2、武固定 1、松下未知雄 4、泉岡明 3、菅原正夫山口兆 2

V町 lo~ temp~r~ture !~li~ ~~~~~ 2~~~~ ~fhì'~~~g俳句ded 0培制chmma伊 etHQ附 2

立or立主色ruta'，Sadamu Takeda'， Michio M. Matsushita.， Akira lzuokιTadashi Sugawara'， Kizashi Yamaguchi' 
lDepartment ofChemistry， Facu/砂ofEngineering，Gunma Universi砂

2Department ofChemistry， Graduate Schoo/ ofScie町 e，Osaka Universi秒
3Department ofBasic Science， Graduate Schoo/ ~μrts and Sciences， The Univers砂 ofTokyo

4Department of lndustria/ Chemistry， Graduate Schoo/ ofEngineering， Tokyo Metropo/itan Universi砂

Solid state 2H -N恥1Rspectra were measured for polycrystalline samples of organic magnetic 

crystals with deuterated hydrogen-bonds，α-HQNN， s-HQNN and RSNN between 290K組 d

2K. The electron spin density at the radical sites and the hydrogen atoms in the c可stalline

phase were found from the electron-nuclear dipolar and hyperfine coupling constants. 

Relationship between the microscopic and macroscopic susceptibilities was discussed. 

【序】 HQNNのα型結晶、。型結晶およびこの分子の異性体である RSNNの分子結

晶は、いずれも分子間水素結合をもっ有機磁性結晶であり、 α-HQNNは Tc"-'O.5K
で強磁性相に転移し、他は低温で反強磁性的である。これらの結晶内では、スピン源

となる NO基が隣接分子と水素結合しているため、水素結合が強磁性発現に重要な寄

与をしていると考えられている。これまでに我々は、選択的に水素結合を重水素化し

た試料について、高速マジック角回転(MAS)法を用いた国体高分解能 2H-NMRスペ

クトルに現れる等方性シフトを測定することにより、これらの水素結合中の水素原子

上の電子スピン密度を明らかにし、分子間の磁気的相互作用のメカニズムを議論して

きている。本研究では、磁気相転移温度に近付いたときに有機磁性結晶内に発達する

磁気秩序を、原子レベルで局所的に観測することを目的として、固体広幅 2H-NMR

スベクトルの測定を極低温で行った。

【実験】水素結合を重水素化した、 α-HQNN、白-HQNNおよび RSNNの粉末試料

について、 Br叫日r社の DSX-300国体 NMR測定装置に自作の NMRプローブを組み

合わせて、室温"-'2Kの温度領域で 2H-NMRスベクトルをソリッドエコー法を用いて

測定した。測定磁場は 7Tである。低温領域では、スベクトルの線幅は極めて広いが、

共鳴周波数を 50"-'200KHzきざみで変化させることで、全体のスベクトルをえた。

【結果】スペクトルのシミュレーションを行い、スペクトルの形状および中心の位置

から、それぞれ磁気双極子相互作用 νDおよび、フェルミ接触相互作用 νFを各温度に

おいて求めた。詳しい解析は現在進行中であるが、 νDからはラジカルサイトにおけ

る電子スピンの分布の様子、 νFからは水素原子の位置における電子スピン密度がわ

かる。また、 νD、νFの温度依存性から決定した磁化率は、いわば局所的な磁化率

であり、これを巨視的測定により求められている磁化率と比較検討する。

固体2H-NMR、有機強磁性体、水素結合、電子スピン密度、核スピンー電子スピン相互作用

まるたごろう、たけださだむ、まつしたみちお、いずおかあきら、すがわらただし、やまぐちきざし
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高速スイッチング磁場主昭、を用し沿いマジックエコー国体イメージング
P102 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

M棺i:Ecln&曲凶包:teNMRlmagingwi勘凶aR司副司yS叩困曲】eFI岨Gra:主ent

M. Nonaka. S. Matsui， T. Nakai， and T. Inouye 
fnstitute of App]ied Physicω¥ University of1Sukuba，τsukuba， Ibaraki部ら8573

To relax the high・speedrequirement imposed on the gradient system used in solid-state proton 
imaging， we propose two simple modifications of the magic echo imaging sequence， TREV-16TS: In the 
first modification， the applied gradient is inverted in the middle of the RF町 adiationand the second 
modification utilizes a sinusoidal gradient synchronized with the RF sequence. It is estimated by 
experiments that as far as the RF amplitude is at least about ten times stronger than the resonance ofIset 
induced by the gradient， the spatial resolution is not degraded significantly by the line narrowing 
deterioration due to the gradient applied during the on-resonance RF irradiation. The modifications allow 
commercially available standard gradients to be used for the magic echo imaging of solids. 

INTRODUCTION 

Solid-state NMR imaging generally requires hardware of high performance (1，2). In particular， 
for the imaging methods employing the line n訂 rowingtechniques， the requirements imposed on the field 
gradient system are so stringent that they can hamper the widespread use. In the multiple pulse imaging 
experiments (3)， for instance， the gradient must be switched faster than one microsecond. This is because 
the multiple pulse line na町owingis based on the solid echo and therefore the length of the RF-free 
windows for pulsed application of the gradient must be much shorter than the transverse relaxation time of 
the solid sample. This requirement can be relaxed to some extent by the use of multiple magic echoes for 
line narrowing (4・7)，where the RF・freewindows can be made as long as the transverse relaxation time (Fig 
la). Nevertheless， standard gradient switching times commercially available are currently about the same as 
the transverse relaxation time unless any specially designed gradient driver and/or specially wound gradient 
coilsw叫1a small inductance (a few microHenry) are used 

In this paper， to relax this requirement of fast gradient switching， we modify the gradient portion 
of the magic echo imaging sequence. We assume to employ a standard gradient system which is 
commercially available for liquid-state imaging and can achieve a switching time of about 30μs. In the 
modified sequences， the gradient is inverted during the RF irradiation or altematively a sinusoidal gradient 
is employed instead of the pulsed one. Experimental results are presented which indicate what conditions 
are necessary to be satisfied to obtain high-resolution images with the gradient-modified magic ωho 
sequen∞s. 

MODIFICATION OF THE GRADIENT SEQUENCE 

When the gradient is unswitchable rapidly， we must resort to a continuous gradient combined 
with the original magic echo sequence， TREV・8(8).百lesequence TRE平 8refocuses the homonuclear 
(proton-proton) dipolar interaction only and scales down inhomogeneous interactions like chemical shifts 
and heteronuclear dipolar interactions， exhibiting a relatively limited degr関 ofline narrowing. Since the 
spatial resolution is proportional to the line narrowing efficiencyラ betterresolutions can be obtained by 
using the sequenceヲ TREV-16TS，modified for improved line narrowing (4，5). Consequently， we have tried 
to devise imaging sequences using the TREV・16TSas shown in Fig.l 

Figure 1 a shows the ideal gradient pulse sequence we proposed previously (4). Here， the gradient 
pulses are applied only during the RF・freewindows for avoiding gradient interference with the RF line 

Key Words :固体イメージング、マジックエコー、高速スイッチング磁場勾配、正弦的磁場勾配

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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narrowmg百lepolarity of the gradient is inverted in synchronism with the RF pulse sequence刀lIsis 

because spins are inverted successively by 180
0 

pulse喧 virtuallyinserted in the TREV・16TSsequence for 
additional refocusing of inhomogeneous interactions.百legradient switchings must be made rapidly 
enough to assure that gradient pulses can achieve maximal frequency encoding 

For attaining the same frequency encoding by using a relatively slow gradient with a switching 
time of about 30μs， which is equal to the time interval τ(Fig. 1)， frrstly conceivable is the use of gradient 
sequence shown as Fig. 1 b， where the gradient inversion is made at each center of the RF irra也atlOn
sandwiched by the 90

0 

y pulses. This modification is useful when a gradient switching time is equal to or 

shorter than the time interval 2τofthe TREV・16TSsequence. Generally， as far as the RF field is s佐ong
compared to出egradient-induced resonance offset， the resonance offset can be neglected during the RF 
irradiation. The resonan回 offsetis averaged out by the fast nutation about the RF field direction. Thus， the 
gradient sequence modified as Fig. lb has the same effect as that of Fig. la. However， to what extent the 
RF field should be stronger for avoiding the possible interference between the gradient and the RF 
irradiation remains to be examined. 

Another point to be noted in considering such in加 ferenceis the gradient effect on the 
sandwiching 90

0 

y pulses applied for血einterconversion between the rotating (R) and til句drotating (TR) 
frames (8). The gradient effect on the frame interconversion complicates the theoretical description of the 
interference effects， because the resultant spin flipping around the effective field deviates from the ideal 
90

0 

flipping about the y axis， not only in the flip angle but also in the flip axis direction. If the flip axis 
deviation can be ignored， the flip angle deviation remains， resulting in a spatial distribution of the tilted 
angle of the TR frame along the gradient direction. Although the tilted angle distribution matches with the 
distribution of the nutation a刻 sduring the sandwiched RF irradiation under the presence of the gradient， 
the spatial distribution leads to incomplete refocusing of the homonuclear dipolar intぽ action.This is 
because for complete refocusing， the tilted angle must be 900 

uniformly in space. The time intervals in the 
TREV-16TS sequence are set by assuming that the homonuclear dipolar interaction is scaled uniformly by 
the factor of -1/2 in the TR frame. 

The use of the sinusoidal gradient waveform， shown in Fig. lc avoids this 他国butioneffect on 
the frame interconversion， being expected to provide a better resolution. The gradient叩 ducedresonan回
offset will again be averaged out by the fast RF nutation. The sinusoidal time dependence of the gradient 
can be neglected as far as its frequency is much slower than the RF nutation frequency. 

For the RF nutation averaging of the gradient-induced resonan田 offset，the average Hamiltonian 
(AH) theory (9) tells us that due to the symme紅yofthe TREV-16TS sequence， all the odd-order AH's are 
zero in addition to the zero-th order AH. Thus， the first non-zero term is the se∞nd-order AH.百l1S

suggests that the RF amplitude can be somewhat smaller than anticipated in both modifications. 
An additional technical advantage in the use of sinusoidal gradient is that while the frequency 

components of the rectangular gradient pulses spread over a wide bandwidth including much higher 
frequency components than the frequency determined by the pulse width， the highest frequency component 
of the sinusoidal gradient waveform is simply the oscillation frequency. This significantly relaxes the high-
speed requirement on the gradient system. 

EXPERIMENTAL 

Experiments were carried out on a home-built NMR imager and a Chemagnetics CMX300 
Infinity， operating for protons at 60 and 300 MHz， respectively. The RF ampli旬dewas variable between 
100 and 21 kHz， depending on the experiment. The time interval τof the magic echo pulse sequen∞ 
(Fig. 1) was fixed at 30μs. Suitably shaped adamantane powders， which exhibit a linewidth of about 14 
kHz， were the test sample for all the experiments 

The gradient system in the home-built imager comprises a small coil with an inductance of a few 
microHenry and a high-speed driver with a bandwidth of about 1 MHz， achieving a high efficiency of 4.5 
G/cml A and a switching speed as fast as 3μs. On the other hand， the inductance of the active-shielded 
gradient coils in the CMX300 was about 40μH and the efficiency of the coils was c.a. 1 G/cml A. The 
bandwidth of the driver， Techron 7570， was 20 kHz. The sinusoidal waveforms were obtained by simply 
inserting a phase-linear Bessellow-pass filter (24dB/oct) prior to the final driver. By setting the filter cut-
off frequency to the inversion rate， 1/4τ(Fig. 1)， successively inverting rectangular waveforms were 
converted to corresponding sinusoidal waves. 

379 



RESULTS AND DISCUSSION 

Experiments with a rapid gr，αdient system 
To examine the gradient interference effects on the TRE'ん16TSline narrowing efficiency， it is 

necessary to vary the gradient amplitude relative to the RF amplitude. Since the imaging parameters are 
changed if the gradient is varied， we chose in the following experiments to vary the RF amplitude while 
keeping the gradient amplitude constant. Using the sequences shown in Figs. la， lb， and lc， we have 
measured pr句ectionsof the one-dimensional test sample which was aligned precisely to about :t 10 using a 
stepping motor. The results obtained by running the sequences on the home-built imager are shown in Figs. 
2，3， and 4. 

Projections obtained at an RF amplitude of 100 kHz釘 eshown in Fig. 2， where pr句ections2a， 2b， 
and 2c were measured by employing the ideally pulsed， nonideally pulsed， and sinusoidal gradients as 
shown in Figs. la， lb， and lc， respectively. It can be seen immediately that a high resolution of 100 !Lsl or a 
better is achieved and no significant difference is observed in resolution among the three projections. This 
is reasonable because the RF amplitude of 100 kHz was much s仕ongerthan the maximum resonance offset 
主4.2kHz at both ends of the projections， as calculated by the applied gradient of about 4.4 G/cm. The RF 
nutation averaging of the gradient-induced resonance 0位 etand the interconversion between the R and TR 
frames are almost perfect in this experimental condition. 

Figure 3 shows pr句ectionsmeasured in the same manner as in Fig. 2; the RF ampli旬dewas 
however reduced to 51 kHz. Overall resolution is deteriorated by the somehow reduced line narrowing 
efficiency as a result of the weaker RF amplitude. This c佃 beconfirmed by the experimental results shown 
in Fig.久wherethe line narrowing efficiency is plotted as a function of the RF amplitude. Only slight or 
essentially no difference is observable in resolution among the three projections in Fig. 3. However， the 
difference becomes much more pronounced in the similarly obtained projections shown in Fig.4， where the 
RF amplitude was reduced even more to 36 kHz and the overall resolution becomes worse due to the 
lowered narrowing efficiency (Fig. 5). In particular， while the highest resolution is obtained in projection 4a， 
projection 4b exhibits the lowest resolution. Qualitativelyヲ thedifference between projections 4a and 4b can 
be ascribed to the two gradient interference effects mentioned above. On the other hand， the difference 
between projections 4b and 4c may be due to the gradient effect on the frame interconversion. 

These experimental results indicate that for avoiding the resolution loss due to the gradient 
effects， the RF amplitude should be at least about ten times stronger血anthe gradient-induced resonance 
offset and that the second modification of using the sinusoidal gradient is more tolerable to such resolution 
loss as expected.. 

Experiments with a slow gradient system have been conducted using the CMX300 Infinity. 
The results will be reported in the presentation. 
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FIG.2 

一一::::-+
U 

FIG.3 

一一一市砂
U 

FIG.4 

一一::::-+
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FIG. 2，3，4 : Projections ofthe one-dimensional test sample obtained with the TREV-16TS sequence (τ 

=30凶)combined with ideally pulsed (a)， nonideally pulsed (b)， and sinusoidal (c) gradients illustrated 
in Fig. 1. The RF amplitude was set at 100 kHz in Fig.2， 51kHz in Fig.3 and 36kHz in Fig.4. One-
dimensional test sample of adamantane powder was measured on the home-built imager. 
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FIG. 5 TREV-16TS line narrowing 
efficiency plottedωa function of the RF 
amplitude. The square r∞t of the second 
moment，/抵 ofthe narrowed proton line of 
the adamimt細胞旬stsample was measured on 
the home-built imager. lt can be seen血atthe 
line na町owingis quite efIective when the RF 
field is stronger than about 36 kHz while if 
weaker it is deteriorated rather rapidly. 
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P103 
水に溶ける新規チタンクエン酸錯体の 13C・NMRおよび

機能性チタン複合酸化物合成への展開

(東工大・応セラ研) 0多国大、垣花異人

(東工大・資源研) 中村義之

13C・NMRof a novel water-soluble titanium citric acid complex 

and its application towards the synthesis of functional 

multi-component titanium oxides 

(Materials and Structures Laboratory， Tokyo Institute of Technology) 

OMasaru TADA and Masato KAKIHANA 

侭e鴎 archLaboratory of Resources Utilization， Tokyo Institute of Technology) 

Yoshiyuki NAKAMURA 

A novel water-soluble Ti citric acid (CA) complex， which was i>und旬 behighly 

resistant to water， was successfully prepared. The 13C-NMR spectra of solids precipitated 

from "TilCAiII20" mixtures with various ratios of Ti/CA indicated formation of a Ti-CA 

complex with a sωichiometry clo鴎 toTi:CA = 1:1. The solid-sta旬 13C-NMRspectrum of the 

1:1 complex evidenced that the alcohol OH in CA was fully deprotonated臼 forman alkoxide 

oxygen atom with a strong nucleophilic nature. This alkoxide oxygen atom旬getherwith the 

two terminal・COOHgroups played a major role in stabilizing the Ti-CA complex， in which a 

fused 6-membered chelate ring may exist. The Ti・CAcomplex was utilized for the synthesis 

of SrTi03 as an example. Heating and condensing of a H20 .solution of Ti・andSr-CA 

complexes produced a yellowish puff-like solid mass， which af14 pyrolysis at 200・Cwas 

converted加 aprecur回 rfor SrTi03・Theformation of pure SrTi03 occurred when the 

precur回 rwas heat treated in air at 500・Cfor 12 h. 

(1)はじめに

BaTi03やPbTi03に代表されるチタンを含む複合酸化物は、強誘電性など電気的性質におい

て種々の特性をもっ重要な工業材料として知られる。優れた電気的特性を得るためには、組織や

組成を分子レベルで制御しなければならないので、近年いわゆるゾルーゲル法に代表される佑学

的プロセスを重視した溶液法の発展が目覚ましい。例えば、最も先進的とされるゾルゲル法で

BaTi03を作製する場合には、バリウムおよびチタンのアルコキシドをアルコールなど非水系溶

媒に溶解し、ここに適当量の水を添加しアルコキシドの加水分解を促進させて得られるゲルを

キーワード:チタンクエン酸錯体、 13CNMR、水溶性錯体、機能性チタン複合酸化物

ただまさる、かきはなまさと、なかむらよしゆき
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600から 7000Cで熱処理す:ることにより単相の BaTi03を得ることが可能である[1 ]。しかし

ながら、金属アルコキシドを出発原料とするプロセスでは、 (1)金属アルコキシドは不安定であ

り、空気中の水と容易に反応して加水分解する、このため、 (2)使用に際してはすべての操作を

窒素または二酸化炭素気流中で行わなければならず、また保存に際しては空気との接触を避けね

ばならない、さらに (3)値段が非常に高いなど、実用的に難点があり工業佑への展開を妨げてい

る。最近、我々は水に対して高い溶解度をもち、かっ加水分解に対して安定である新しいチタ

ンクエン酸錯体の開発に成功した [2]。チタンに対してクエン酸がどのように配位しているか

を調べることは、この特異な錯体がなぜ水に対して安定であるかを知る上で極めて重要である。

そこで本研究では、チタンとクエン酸の比率の異なる種々の固体析出物の 13CNMRの測定を実施

し、クエン酸の配位数および配位様式を推定したので、その結果を報告する。また、この水に安

定な新しいチタンクエン酸錯体を用いて、我々は水を酸素と水素とに分解する BaTi409型光触媒

の作製にすでに成功している [3]。そこで本研究では、コンデンサーや光触媒に用いられてい

る SrTi03の合成にこの水溶性チタンクエン酸錯体を適用したので、その結果についても報告す

る [2]。

(2)実験

金属チタン粉末を過酸化水素水のアルカリ性溶液に溶解させ、ここに Ti:CA=1:0.1，1:0.5， 1:1， 

1:3， 1:5となるように無水クエン酸 (CA)を添加した。この溶液を 80・Cで乾燥し、溶媒を除去

して得られた残誼の固体 13C-NMRの測定は、日本電子株式会社製超伝導 FT-NMR分光光度計

(NMR-GSX・270)を用いて 13C周波数67.9MHzで交差分極マジック角回転(CrossPolarization 

・MagicAngle Spinning : CP-MAS)法により行った。ケミカルシフトは、外部標準としてアダ

マンタン (ClOH16)を用い、最も高磁場のピークを TMS標準換算で 29.5ppmとして決定した。

チタン酸ストロンチウム (SrTi03)を作製する手順は以下の通りである。まず上述のように金属

チタンを溶解させた後、 CAをチタンに対して 15倍モル量添加し、ここに必要量の炭酸ストロン

チウムを加え完全に溶解させた。この溶液をホットプレート上 200・Cで加熱し、溶媒を除去して

得られた残溢をチタン酸ストロンチウム (SrTi03)の前駆体とした。この前駆体を 2500Cから

6500Cで熱処理して得られた粉体のX線回折スベクトルを測定し、生成物の同定を行った。

(3 )結果

図1に色々な Ti:CA比で単離した固体析出物の固体 13C-NMRの結果を示す。参照スベクト

ルとしてチタンを含まない無水クエン酸 (CA)の固体 13C-NMRを図 1(a)に合わせて示した。

CAのNMRで観測されている a，b， c， dのピークは、次の図で

マークした炭素にそれぞれ帰属される。 Tiに対して CAを大過

剰に含む Ti:CA=1:5および 1:3の固体の NMRには(図 1(b)， 

(c))、金属に配位していないと考えられるフリーの CAに対応

する 75ppmピーク (b)が観測されている。この 75ppmピー

ク (b)の強度は CA量の減少と共に弱くなり、 Ti:CA=1:1のと

きに消失した。これはチタンクエン酸錯体の TiとCAモル比が
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1:1であることを示唆している。 Tiを含む

固体の NMRには、 75ppmピーク (b)と

対の形で、クエン酸のアルコール性OH基

のプロトンが解離し、一種のクエン酸アル

コキシドの形で金属に強〈配位した錯体

種に固有の共鳴ピーク (b':85ppm)が観

測されている。この b'ピークの相対強度は

CAの減少と共に大きくなり、 Ti:CA=1:1

以下の溝度で相対強度はほぼ一定となっ

ている。 Tiに対して CAが不足している

Ti:CA=1:0.5および 1:0.1の固体析出物は、

1:1型 Ti・CA錯体と無機チタン化合物(水

酸化物など)の混合物であると考えられる。

低磁場側 190ppm付近に観測されている

d'ピークは、 b'ピークと同様の挙動を示す

ことから、 1:1型Ti・CA錯体に固有とみな

すことができ、したがって bちカーボンに直

接結合している-COOH基に帰属される。

1:1型 Ti-CA錯体において、 b切ーボンに

結合しているアルコキシド酸素はクエン

酸の両端の・COOH基の酸素と協同的にチ

タンに配位し、安定な縮合6員環を形成し

ているものと考えられる。

図2に SrTi03用前駆体 (Ti-CA、Sr-CA

および大過剰 CA) を種々の温度で熱処理

して得られた粉体のX線回折図形を示す。

400 .Cまでは、ピークは観測されず試料が

c' 

(0 1 : 0.1 

(e) 1 : 0.5 

(d) 1 : 1 

(c) 1 : 3 

1 : 5 

pure CA 

2S0 200 150 100 SO 0 

chemical shift (ppm) 

Fig.l Solid-state 13C-NMR spectra of (a) anhydrous 
citric acid (CA) and soliゐ precipitated 合叩

"Ti/CAlH10" mixtures with Ti:CA = (b) 1:5， (c) 1:3， 
(d) 1:1， (e) 1:0.5 and (f) 1:0.1. 

アモルファスであることがわかる。結品化(
p 

は 450・Cから始まり、 500・Cで単相の三

SrTi03が得られた。従来からのゾルゲル言

法 [4，5]や共沈法 [6，7]で単相の SrTi03.s 
を得るためには、 700・Cから 900・Cの熱

(.)650'(; 

(1) 500 '(; 

(.)450'(; 

(d) 400て

(c) 300 '(; 

(b)250'(; 

処理が必要であったのに比べ、本法では安

価な原料を用い、しかも湿気を遮断するた

めのグロープボックスなど特別な設備を

使うことなくより低温で高純度の SrTi03

が合成できた。

(a) precursor 

10 20 30 40 50 60 70 80 

2 e / degree CuKα 
Fig.2 XRD patterns of (a) pr.釘 U目 orderived from a 
"Sr/Ti/CAlH10" mixture with Sr:Ti:CA=1:1:15 and of 
the calcined戸wdersin air for 12 h at (b) 250・C，(c) 
3∞・C，(d) 4∞・C，(e) 450・C，(f) 5∞・C，and for 2 h 
ωat 650・C.
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P104 
lH_31p SEDOR NMR法による 12タングストリン酸無水物

(H3PWI2040)のフ。ロトンサイトの研究

(阪大院・理) 0上田貴洋、辰巳奉正、中村亘男

Proton position in Dodecatungstophosphoric Acid Anhydrous， H3PWI2040 

as studied by IH_3Ip SEDOR NMR 

Takahiro Ueda， Tomomasa Tatsumi， and Nobuo Nakamura 

Department (ゲ Chemistη~ Graduate School of Science. Osaka University. 

Toyo仰 ka.Osaka 560・0043

Proton position in dode印刷ngstophosphoricacid anhydrous， H3PW1204Q， which was pre曙

pared by evacuation at temperature above 488 K， was studied by means of lH_31p spin echo 

double resonance (SEDOR) NMR. A remarkable decay of SEDOR signal was observed due 

to the protons strongly bound to the heteropolyanion， PW120403-. In order to assign the pro-

ton position，出eintensity of SEDOR signal was simulated for possible proton sites， i.e.， 

positions attached to comer-shared， edge-shared， and terrninal oxygen atoms of WOo unit in 

PW1204Q3-. The model structure in which the proton is bound to the edge-shared oxygen 

atom reproduce satisfactorily the observed decay. 

近年、固体NMRによる核問距離の定量

的な測定は、たんぱく質やアミノ酸などの

生体分子において盛んにおこなわれている。

しかしながら、無機材料や触媒化学の分野

においては強力な研究手段になり得るにも

かかわらず、その応用はまだほとんどなさ

れていない。本研究では、固体酸触媒とし

て知られる H3PW12040無水物中のプロトンに

対して核開距離測定法の 1つである Spin

Echo Double Resonance(SEDOR)法を応用し、

プロトンサイトの同定を試みた。

この化合物の触媒反応では、プロトン

サイトは酸点として働き触媒機構を理解す

る上で非常に重要な要素となる o Fig. 1に

Keggin構造と呼ばれるこの化合物のポリア

ニオンの構造を示す。ポリアニオン上のプ

ロトンは、 WOo八面体の 3種類の酸素原子

.0 巴吋dg酔e令“吋4叶-sh即ared

~ Oc∞or口r悶 -shar凶e吋d 

③ Ot巴rmi】叫ina叫l la凶a泊

Fig.l Keggin structure of heteropoly-

anion， PW120403-

キーワード :SEDOR・lH_11p双極子相互作用・ヘテロポリ酸・ distancegeometry 

うえだたかひろ・たつみともまさ・なかむらのぶお
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1800 

Pulse sequence of IH_'lp SEDOR 

600 

Fig. 3 The decay of IH_1Ip SEDOR signal for 

H，PW12040 evacuated at 623 K (.) and 488 K 

(0)， and for H3PWIP4I).29Hp (口).The broken 

lines are the calculated decays when protons are 10-

cated at the specified site on PWIP403
-. 
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P105 
ニトロアニリン類の13C C P /M A S N M Rスペクトルに

おけるNに結合したCのシグナルのパターンについての検討

(物質研) 林繁信

Differential broadening between the signals splitted by the residual dipolar 

interaction with 14N in 13C CPIMAS NMR spectra of nitroanilines 

(National Institute ofMaterials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi 

13C CP/MAS NMR spectra of various nitroanilines have been measured， and the origin 

of the differential broadening observed between the signals splitted by the residual dipolar 

interaction with 14N has been c1arified experimentally. The dipolar interaction between IH 

and 14N is responsible for the 13C differential broadening， while the direct dipoar interaction 

with IH is neglected. A kind of motion can eliminate the differential broadening， which is 

presumably the 1800 f1ip of the NH2 group around the C・Naxis. Therefore， the diffrential 

broadenin1i is highly correlated to the molecular motion and the hydrogen bonding. 

ニトロアニリン類の 13CCPIMAS NMRスベ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聞の双極子相E作用がマジック角回転によって完全には平均化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の強度比を持つ 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スベクトルの中に見かけ上 1: 1の強度比のようなパターンを示すも

のがあり、そのパターンが2つのピークの線幅の違いに起因することを前固までに報告した 1，2)。

今回は、線幅の違いの原因を実験的に明らかにした。また、この現象の化合物による違いや温度

による変化から、分子運動や水素結合の状態との関連について検討した。

実験 試料は市販のものを用いた。 13CCPIMAS NMR 測定には、ブルカー ASX200(測定周波

数 50.32MHz)を用いた。クロスポーラリゼーションには通常の矩形パルスを用い、 1Hデカッ

プリングには CW及びTPPMデカップリングを用いた。

結果及び考察 Fig.1に、 50.32MHz、室温で測定した 2・メチル・4・ニトロアニリンの C・NH2

のシグナルを示した。 1Hデカップリングを強くすると理論的な 1: 2のパターンに近づくこと

がわかった。 1HCWデカップリングを 40kHzより弱くすると 2つのピークとも線幅が広がり

始める。 50kHzより強い場合、高周波数側のピーク (ms= 0)の線幅はそれ以上変化しないが、

低周波数側のピーク (ms=:t1)は 1Hデカップリングを強くするにつれて線幅が減少する。見か

ニトロアニリン、 13C CP/MAS NMR、核四極相E作用、固体NMR

はやし しげのぷ
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け上 1: 1の強度比のパターンは、 Fig.lBや

1Cのように、 ms=oのピークは充分デカップ

ルされているが、 ms=:!::lのピークのデカップ

リングが不完全な状態で観測された。

もし、 13C_IH聞の双極子相E作用で線幅が

広がるとすると、 2つのピークとも同じように

広がると考えられる。また、 lHスペクトルが B 

14Nとの双極子相互作用によって広がってい

るため、デカップリングに用いる lH周波数か

らのoff-resonance効果によって線幅の違いが

生じた可能性もある。そこで、 lH周波数を変

えて測定を行ったが、スベクトルのパターンは

変化しなかった。このことは、 13C_IH双極子

C 

相互作用が原因ではないことを示している。即 D 

ち、 14N_IH双極子相互作用が間接的に 13Cの

スベクトルに影響を及ぼしていることを示し

ている。

前回、 2・メチル・4・ニトロアニリンでは温

度を上げると 1: 2パターンになることを報

告した。このことは、分子運動が線幅の違い

を解消させることを示している。この化合物

は、アミノ基とニトロ基がパラ位にあり、分

子間水素結合を形成している。温度を上げる

ことによりアミノ基の 180。回転運動が起こ

り、この運動が線幅の違いを解消していると

考えられる。

Fig.2に、アミノ基とニトロ基がオルト位

160 156 
(ppm) 

152 

Fig. 1. lH decoupling field dependence of 

the C-NH2 signal in!3C CP/MAS NMR 

spectra of 2-methy-4-nitroaniline， 

measured at 50.32 MHz and 298K. 

The spinning rates were 4.00 kHz. lH 

decouplings were (A) TPPM and (B-D) 

CW， whose fields were (A) 51 kHz， (B) 

67， (c) 51 and (D) 40 kHz. 

Intensities are normalized. 

にある、 2-メチルー6・ニトロアニリンの C-NH2シグナルを示した。通常の CWデカップリング

で測定すると Fig.2Bに示したように ms=:!::lのピークの方が低くなるようなスペクトルが得ら

れ、パラ化合物より大きな線幅の違いが観測された。 TPPMデカップリングをすることにより、

1 : 2パターンに近いシグナルが得られた (Fig.2A)。この化合物では、融点近くまで温度を上

げてもシグナルパターンはほとんど変化しなかった。オルト化合物ではアミノ基とニトロ基が分

子内で水素結合を作っており、アミノ基の 180。回転運動が起こるよりも分子全体の運動が起きて

しまうのかもしれない。

アミノ基とニトロ基がメタ位にある化合物、 6・ニトロ・2・アミノトルエンでは、 C-NH2シグナ

ルは通常の CWデカップリングで理論的な強度比 1: 2に近いパターンを示した。 TPPMデカッ

プリングを用いてもパターンは変化しなかった。オルト及びパラ化合物ではアミノ基とニトロ基

がベンゼン環と共鴫効果を示しアミノ基の 1800回転運動が起こりにくいが、メタ化合物では共鳴
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A 

B 

152 150 148 146 144 142 140 
(ppm) 

Fig. 2. lH decoupling dependence of the C-

NH2 signal in 13C CP/MAS NMR 

sp民 traof 2-methy-6・nitroaniline，

measured at 50.32 MHz and 298K. 

The spinning rates were 4.00 kHz. lH 

decouplings were (A) TPPM and (B) 

CW， in which the fields were 51 kHz. 

Intensities are normalized. 

効果がないためアミノ基の 180。回転運動が起こ

りやすいと考えられる。

パラ化合物でも、アミノ基の Hをメチル基で

置換していくと線幅の違いが解消された (Fig.

3)。メチル基の置換によって、 1つ目は lH_14N

A 

B 

160 156 152 
(ppm) 

Fig.3. The C-NH2 signal in 13C CP/MAS 

NMR spectra of (A) p-nitroaniline， 

(B) N-methyl-p-nitroaniline and (C) 

N，N -dimethyl-p-nitroaniline， measured 

at 50.32 MHz and 298K. The 

spinning rates were (A) 4.00 kHz and 

(B，C) 7.00 kHz. lH decoupling was 

CW with a field of 68 kHz. 

聞の双極子相互作用が弱くなること、 2つ目は分子間水素結合がなくなりアミノ基の 180。回転運

動が起こりやすくなることのためと考えられる。

文献: 1)林、分子構造総合討論会要旨集(1996)p. 558. 

2)林、第 36回NMR討論会要旨集 (199ηp.415.
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P106 7 L i N M Rによるイオン伝導性ガラスのイオン

ダイ ナ ミ ク ス の 検 討

(大阪工業技術研究所) 0赤井智子

(分子科学研究所)大石修・宮島清一

Inve組側ionof 紬 ium・iondynamics in ion conducting glasses by 7 Li NMR 

(0鈎kaNational Research 1郎姐加te，Institute of Molecular Science) 

o Tomoko Akai， Osamu Ohishi血 dSeuchi Miyajima 

Dynamics of Iithium ions in Ii白ium-白iobomteg1ass is inve凶 .gatedby using 7 Li NMR. To determine位E

rate of 10ω1 hopping of ions， temperature d叩endenceof spirトIatticerelaxation也neand line width are 

mea釦redand analyzed by凶 .ingKohlrauch-Williams-Watt (KWW)釦I凶 on.Diffusion coefficient of 1油ium

ism切畑吋 byP叫sed-fieldgradient spin echo method. Bぉedon these re叫 ts，diffusion mechanism in由.ese

dぉsesis discussed. 

【緒言】

リチウムを多量に含む硫化物系のガラスは室温で 10-3Scm-1程度の高い導電率を

示し
l
】固体電解質材料としての応用が期待されており、そのイオンのダイナミク

スを N MRを用いて検討する試みが行われつつある 2)。非品質のイオン伝導体に

おいては、構造分布やイオン間相互作用に起因する複雑なイオンの挙動が電気伝

導特性を支配しているため、様々な N MRパラメーターを測定しイオンの挙動を

多面的にとらえる必要がある。各種の緩和時聞からイオンの局所ホッピング速度

を求め、パルス磁場勾配法 (PFG法)により測定した拡散係数と比較することは一つ

の良い方法である。 T2の長い高分子系の電解質材料についてはかなり PF Gによ

る拡散係数の測定が行われているが、無機系の材料は一般的に T2が数mS以下と短

いため報告例は非常に少ない。

本研究では Li2S-B2S3系のガラスを合成し緩和時間の測定を行い、非デパイ型関

数 (KU式)を用いた解析を行うことによりイオンの局所ホッピング速度を求めた。

また、最近開発された PFG-NIIR義 置 3)を用いて拡散係数を観測した。それらの結果

からイオンの拡散挙動について考察を行った。

【実験】

試料のガラスは Li2SとB2S3の原料粉末をグロープボックス中で混合し、内面に

カーボンをコーテイングした石英管に封入した後、 1000"Cで溶融し、その後石英

管ごと水中に投入することによって急冷しガラスを作製した。

スピン格子緩和時間と線幅の測定は、 ChemagneticsCIIX-200を用いて共鳴周波

数 7811Hzで測定を行った。また PFG-NIIRによる拡散係数の測定は共鳴周波数 2011Hz、

磁場勾配4.3T/mで 180"Cで測定を行った。

あかいともこ おおいしおさむ みやじませいいち

キーワード: 7Li NIIR、イオンダイナミクス、パルス磁場勾配法、緩和時間
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【結果及び考察】

Fig. 1に70Li2S-30B2Saガラスの 7Liのれの温度依存性を示す。国からわかるよう

に Lの温度依存性は非常に小さい。類似の現象がAgイオン超イオン伝導体 a)の場

合に観察されており、非品質に特有の非デパイ型緩和が原因であると考えられる。

このような非デパイ型の緩和を表す関数として日曹関数 exp(ー(t/T c)6)(0<β(1) 

が一般によく用いられる。相関関数がK官官関数になる場合のれの相関時間依存性は

厳密には解くことが不可能であるが、

exp(ー(t/T c)6)=L C;exp(-t/r ;) (1) 

のように和の形に近似展開することで S】、

T，-'=L Ci[ T ;/(1+ω。2r i 2)+4 T ;/(1+4ω02τ ，2)] (2) 

で計算することができる。 rcは τ。exp(E./RT)のアレーニウスの活性化過程に従

うと考え、 E.が伝導度の活性化エネルギ一、 38kJ/molにほぼ等しいと仮定して (2)

式によってれの温度依存性を計算した。 To=4xl0-"s.β=0.26として計算した結

果を図中実線で示す。

また、同じ試料の線幅の温度変化を Fig.2に示す。現在まで非品質伝導体におい

ては、線幅の温度変化はあまり定量的に取り扱われてこなかったが、今回、 Kn式

を用いて数値計算を行った結果(図中実線で示す)、 Lと同じ活性化パラメータで

実験値を説明することができた。

このガラスについて、 PFG-NIIR法により 180"Cでの拡散係数の測定に成功した。

その値は 5.5xl0-"m2 /sであった。当日はこれらの結果をもとにイオンのホッピン

グと拡散、電気緩和、電気伝導との関連について詳しく報告する予定である。

【参考文献】

1) A. Pradel and M.阻bes，Mat. Chem. Phys.， 23， 121 (1989) 

2) 1. Svar右 etal， ， Phys. Rev. B， 48， 9336 (1993). 

3) O. Ohiぬi佃 dS. Miy勾ima， 1. Magn. Reson.， 123A， 64 (1996) 

4) S. H. Chung et al， Phys. Rev. B.， 41， 6154 (1990) 

5) C. T. Moynihan et al， Phys. Chem. Glasses.， 14， 122 (1973) 
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P107 
Spin-LaUice Relaxations and Dynamics in Kaolinite 

Intercalation Compounds 

(物質研)OXiulan Xie，林繁信

Xiulan Xie and Shigenobu Hayashi 

(Nationallnstitute of Materials and Chemical Research) 

Abslract 2H NMR spectra of kaoli凶te/forma凶 de-N，N-d2(FA・d2)were recorded in 200-350 K: a narrow 

∞ntral∞mponent corresponds to the outer-surface molecules; a resolved Pake doublet RD1 for host 0・D

formed by H-D exchange between host hydroxyl and deuterated annde of the guest molecules血巾g

synthesis; and a distribution of Pake doublets for interlayer molecules. Temperature dependenαof 

quadrupole∞upling∞nstant revealed librational motions of the host O-D groups and the interlayer guest 

molecules. 2H spi邸 relaxthrough combination of paramagnetic impurities and suctuation of the qua命upole

interaction caused by librational motion. 13C spins in kaolinite/F A relax through dipole-dipole ( dd) 

interaction with either proton or 14N by librational motion of the moleαJles. 29Si spins of kaolinite and the 

intercalates relax山 oughdirect dd interaction with electron spi邸 onparamagnetic in司purities，while 

relaxation of lH spins caused by paramagnetic in司puritiesis linnted by spin diffusion. 

Inlroduction 

In our previous study，l we investigated lc悶 1structures and orientations of the 伊 estmolecules in kaolinite 

intercalation co岬 oundswith formannde (FA) and its derivativ民 formannde-N，N-d2(FA・d2)，N-

methylformannde (NMF)， and N，N-di臨 thylformannde(DM町 mainlythrough lH， 13C and 29Si NMR 

spectra: Guest molecules are regularly arranged in the interlayer spa田 witha molecular guest/host ratio of 

1.0， i.e. one伊 estmolecule per each Al2Si20S(OH)4 unit; 13C and lH NMR spectra indicates that the 

伊 est/hostinteraction are in the order of FA > NMF > DMF， and also su邸側sthat the mobility of the guest 

molecules are in the inverse order. 

In the present work， we have investigated dynanncs of the guest molecules in these san司plesmainly through 

2H and 13C NMR studies. Spin-lattice relaxation times T1 and spectra were measured under variable 

temperature conditions. The obtained resuJts. demonstrate the interlayer guest I即 leculesundergoing fast 

librational motions with small amplitude. 29Si and lH relaxation studies are also presented. 

Experimenlal 

Spin-Lattice Relaxation， Kaolinite Intercalation， Paramagnetic Impurities， Dynanncs 

シー シューラン、はやししげのぷ

393 



τbe kaolinite (岡田dsa叫 leI) used was Georgia kaolinite KGa-l with a∞nte則 ofparama伊 etic

in司puritiesof about 0.46 wt %. Kaolinite/FA was obtained by a two-step displacement method with 

kaolinite/NMF as intermediate， kaoli凶te/FA-d2and kaolinite/NMF by a vaporizing method， and 

kaolinite/DMF by the two-step displaω臨 ntmethod with kaolinite/NMF as intermediate as well， and they 

are referred to as samples n， m， N， and V， respectively. 

The NMR measurements were carried out by Bruker MSLAOO， ASX200， and ASX400 spectrometers with 

static magnetic field strengths of 9.4， 4.7 and 9.4 T， respectively. 2H static spectra were r民間dedwith the 

qua企upoleecho pulse sequence. 2H T) was measured with the saturation reω，very method combined with 

the qua命upoleecho pulse sequenωfor signal detection. 13C spin-Iattiαrelaxation time T) was measured 

with the inversion reω，very method and Torchia's method，2 29Si T) with Torchia's method， and)H T) with the 

inversion re∞，very method. 

Results and Discussion 

2H NMR Spectra 

Line shape of 2H NMR spectra reveals motions in the molecules. 2H NMR spectra of kaolinite/FA-d2 

were recorded in 200 -350 K， as shown in Figure 1.τbe pattern is ∞mprised of a narrow田 ntml(NC) 

peak， a resolved doublet (RD))， and a distribution of Pake doublets. Although the resolved doublet 

indicates a rigid state of the gt詑stmolecules， a distribution of Pake doublets already shows amount of 

molecules which experience som巴kindof motion. Figure 2 shows temperature dependence of contribution 

ratio of the∞岬onents，and temperature dependenαof qua伽 .pole∞upling∞邸tant(QCC) is depicted in 

Figure 3. RD) has QCC value of 259 -248 kHz in the temperature range of 200 -350 K， while for the 

distributed doublets the weighted average value is 232 -174 kHz in the s閲覧 temperaturerange. The 

distributed doublets have QCC values reasonable for a ND2 group， whereas the value for RD) su邸 eststhe 

formation of OD group: during synthesis H-D exchange between guest ND2 and the surface OH groups of 

the host t∞k plaα， and ∞mponent RD) is therefore due to host 0・Dgroups. NC∞mponent is due to 

outer-surface guest molecules. Three lines parallel to the temperature axis within experimental error as 

shown in Figure 2 indicate constant∞ntribution of each ∞mponent throughout the temperature range. RD) 

has a∞ntribution of 30:1::2 %; and NC and distributed doublets have contributions of 25% and 45%， 

respectively. Fraction of intercalation of the guest molecules is estimated to be 0.64， which is∞mparable 

to 13C NMR results where the value was deduαd to be 0.57. The reωlved doublet RD) has weak 

temperature dependenαof QCC which can be fitted into a linear regression: QCC=266.1-0.05T， where 

QCC is in kHz and T stands for temperature in K. Librational motion of the O-D groups， where D moved 

rando凶 yon the bottom surface of a cone， causes the QCC temperature dependenαwith an asymmetry factor 

of 0.0. The circles with error bars stand for weighted average QCC values of the distributed Pake doublets 

which obey a linear regression: QCC=312.8-0.41T. Librational motions with small an司plitudein the 
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molecules resulted in the temperature dependence of the line shape. Distribution in the motional amplitude 

causes the distributed doublet pattern. Temperature dependence of QCC ref1ects mobility of the molecules. 

2H Relaxation 

Figure 4 shows 2H relaxation curv巴sof kaolinite/F A・d2• Distribution of the relaxation tirne as revealed by 

the nonexponentiality su邸側sthat the relaxation is caused by pararnagnetic irr司puritiesand f1uctuation of the 

qua合upoleinteraction due to librational motion of the molecules. 

13C Relaxation 

Figure 5 shows rnagnetization recovery curves for FA (sample 11) at different temperatures. The 

temperature dependence su毘:ests that the relaxation rnechanism is of rr削 ional origin， and the 

nonexponentiality rneans a distribution of the relaxation tirne. The tirne in which the rnagnetization be∞rnes 

l/e of its initial value， T]帥 isac∞rdingly chosen to be a representative value for T]. In the temperature 

range studied T]咽 decreaseswith increasing temperature for all the intercalates. T]岨 increasesat the higher 

m伊 eticfield in the order FA (sample 11) > FA-d2 (sample皿)> NMF (sample IV)， with DMF (sample V) 

almost field independent. Fast librational n剛 ionswith srnall an司plitudeof the guest molecules contribute to 

the relaxation in ]3C spins. For librational motion， activation energy is nearly zero; ∞rrelation tirne is 

almost temperature independent; and the temperature dependence in relaxation rate results from change in 

libration amplitude with temperature. 

29Si and IH Relaxations 

29Si rnagnetization recovery curves were plotted as a function of square r'∞t of tirne. All the叩 rvesare 

linear， which rnea邸 directrelaxation through the dipole-dipole interaction with electron spins on 

pararnagnetic in司purities. The relaxation rate decreases upon expansion of the interlayer distanαby 

intercalation.τbe relaxation tirne and the basal spacing d show the following relation: T] = 31.22 + 

57.47J2 with T] in se∞nd and d in nanorneter.τbe relatioIl is∞nsistent with the relaxation model applied 

where T] is in inverse proportion toN/. Np is inver鈴 lyproportional to the basal spacing. 

Proton relaxation curves of kaolinite and kaolinite/F A・d2are depicted in Figure 6. Relaxation of protons 

in hydroxyl groups of the host kaolinite andも.he伊 estmolecules are both due to pararnagnetic in司purities

under diffusion-lirnited case. 

1. Xiulan Xie， Shigenobu Hayashi，分子構造総合討論会(松山， 1998)，4A01. 

2. D. A. Torchia，J. Magn. Reson. 1978，30，613. 
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P108 
Ag，.Cu1_"I(O<x<O.5)の63CUNMR及び X 線回折

金沢大理O木村潤子、水野元博、遠藤一央、須原正彦

Structural Analysis of Ag，.Cu1_)(0壬x孟0.5)by 63CU NMR 

and X-ray Diffraction Methods 

Junko Kimura， Motohiro Mizuno， Kazunaka Endo， and Masahiko Suhara 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kanazawa University 

Abstract 

63CU NMR and X-ray diffraction have been used to perform a structural analysis of mixed crystal 

AgxCu1-xI(O孟x豆0.5).The lattice constants of AιCu1-xl have been analyzed as a function of temperature 

by X-ray diffraction. We， thus， observed that lattice constants change discontinuously in the temperature 

range of phase transition. On the other hand， we examined the temperature dependence of 63CU chemical 

shifts and spin-Iattice relaxation time of AgxCu1-xl from 63CU NMR measurements. The chemical shifts of 

these mixed crystals were seen to have di仔.erenttemperature dependences in a border line around about 

500C: The shift changes linear in the low temperature， while it shows cu刊 elines in the high temperature 

range. In the case of nuclear relaxation， the spin-Iattice relaxation rates depend on the lattice vibrations 

in the lower temperature. On the other hand the rates in the high temperature are governed with the 

diffusion of the cation Cu+. The results of the shifts seems to correspond to those of the relaxation rates. 

序

前回 AιCu1_.1(0.99孟x孟0.75)のイオン伝導相から超イオン伝導相転移について NMR及び

X線回折の研究から報告した[1]。この相転移領域における2つの NMRスペクトルはイオン

伝導相と超イオン伝導相の構造に対応していた。今回は Ag.cu1_.1(0豆x豆0.5)の相転移に

ついて構造の変化を X線回折から解析する。また、 y相で、の電子構造及び分子運動につ

いて“CuNMRケミカルシフト及びスピン格子緩和時聞から考察する。

実験

①試料の作成

AglとCulをそれぞれ規定(0孟x孟0.5)のモル

比で混合し、電気炉により 650
0
C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。

<..> 。、、

6聞

200 

印 I 20 .0 倒的向l

Ag I concent，. at i on 

Fig.l Phase diagram of Agl-Cul system 

完全固溶体、ケミカルシフト、結晶構造、 AgxCu1_)、拡散

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
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②粉末 X線回折

理学 RINT1200を用い、窒素雰囲気下で室温から 450
0
Cの温度範囲で、行った。

③ 63CU-NMR 

Chemagnetics社製 CMX-300スベクトロメータを用い、観測周波数 79.12MHz、-100
0
Cから

2500Cの温度範囲で測定した。なお、ケミカルシフトは Culを基準とした。

結果および考察

①粉末X線回折

Fig.2 に A~.3CU071 の粉末×線回折パターンの y相から α相の温度変化を示す。これらの

回折パターンは Ag.cu1_.l(0.75~玉 x 孟 0.99)で観測された相転移領域での結果と異なる。

260
0
Cの回折強度の結果は閃亜鉛鉱構造を示し、 350

0
C以上では、ピーク強度が急激に小

さくなっている。つまり 350
0
C以上で 200面のピークが相対的に大きくなり、これは Cu、Agの

熱振動が lと比較して大きくなることと考えられる。
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これらの回折パターンから求めた格子定数の

温度依存性を Fig.3に示す。低温、高温で格子

の膨張している温度領域をそれぞれ y、α相と

し、格子の縮小している温度領域を r+α'相と

帰属した。これは Noltingの比熱により求められ

た棺囲内Fig.1)とよく対応しており、 Fig.2のα'相

の温度領域における各ピークの強度も、日下部

らの報告[幻によるα'相とよく一致した。

Fig.3 

②63CU-NMR 

Fig.4に A~. ， Cuωl における 63CU スピンー格子緩和時間(T，)の温度依存性を示す。室温

以下の低温領域では、格子緩和速度はT2に比例するので、その緩和は格子振動に依存す

ると考えられる。室温からは徐々に T，が T すからずれ、 150
0
C以上で T，が急に短くなる。こ

の緩和はCu+の拡散によるものと考えられ、その活性化エネルギーは40kJ/molと概算した。

また 100
0
C付近で minimumが観測された。

Fig.5にAg.cu，_.I(O孟x豆0.5)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。各試料は温度上昇に伴い、ケミカルシフトが高磁場側にシフトすることがわかっ

た。これは、温度上昇とともに格子振動あるいは格子の膨張が原因である。これについて

は 8eckerらの model[41とともに、筆者らの考え方によって解析する。また、室温付近から約

125
0
Cの温度範囲でのケミカルシフトの急激な増加は、 63CUの緩和機構の変化(線幅の減

少、スピン格子緩和速度の温度依存性の違い)に対応している。
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P109 
1 H NMR Studies on Hydrogen Sites and Mobility 

in V-H-D Alloys 

(N ational Institute of Materials and Chemical Research) 

OB. Bandyopadhyay and S. Hayashi 

Abstract: Vanadium-hydrogen-deuterium (V-H・D) alloys VHO.6Do.2 and 
VHO.2Do.6 have been prepared from the hydride VHO.8 and the deuteride VDO.8・lH
spin-lattice relaxation time (Tl) measurements reveal that H atoms occupy only 
the octahedral sites in VHO.8， both the octahedral and tetrahedral sites in VHO.6Do.2， 
and predominantly the tetrahedral sites in VHO.2Do.6. The temperature and 
frequency dependences of proton Tl can be described by a modi五edform of BPP 
equation. The results suggest that in vanadium， H atoms undergo some kind of 
correlated motion. The mean residence times (τ。)and the activation energies (Ea ) 

of H diffusion under different host lattice conditions have been determined. 

Introduction: Vanadium hydrides and vanadium deuterides have been 
extensively studied in the past [1]. It is known that hydrogen and deuterium 
occupy different sites in vanadium， leading to different phase diagrams. When the 
concentration of solute atoms is very low， hydrogen in vanadium diffuses faster 
than deuterium. Fukai and Kazama [2] studied hydrogen diffusion in β-VHx 

samples by NMR. The observed anomalous temperature dependence of lH spin-
lattice relaxation time (Tl) was explained as a consequence of temperature 
dependent activation energy (Ea) of hydrogen diffusion. The diffusion of 

interstitial atoms depends on the condition of the host metallattice which in case 
of vanadium can be modified in various ways by the presence of H and D atoms at 
different concentrations. Presently， we have been investigating V-H・Dalloys by 
lH and 2H NMR in order to know how hydrogen and deuterium a宜ecteach other 
in regard to their site occupancy and mobility in vanadium. Here we report mostly 
the results of lH NMR measurements. 

Sample preparation and characterisation: Vanadium pure hydride (VHO.8) 
and pure deuterideれTD08)were mixed at different ratios and homogenised at an 
elevated temperature to obtain the VHxDy alloys as VH06Do.2 (hydrogen-rich)， 
VH02Do6 (deuterium-rich)， and VHO.4Do.4 (equal amounts of hydrogen and 
deuterium). In the temperature range of our interest， VHO.8 has a bct structure 
with hydrogen occupying the octahedral (0) sites， while VDO.8 has a bcc structure 
in which deuterium mostly occupy the tetrahedral (T) sites. In the deuteride， 

below about 240 K， the interstitial D atoms form an ordered orthorhombic 
sublattice [1]. The x-ray powder di宜ractionstudies on the VHxDy alloys show that 
at room temperature the hydrogen-rich alloy is bct as the pure hydride， and the 

Keywords: Metal hydride， hydrogen， spin-lattice relaxation time， isotope effect， diffusion 

びるわだる ばんどぱだい・はやし しげのぶ

400 



deuterium-rich alloy is bcc as the pure deuteride. VHo.4Do.4 contains both bct and 
bcc phases and we will not discuss the results of this sample. 

lH NMR measurements: lH NMR measurements have been performed in 
V-H-D and VHo.8 alloys at 30 MHz and 60 MHz in between 120・420K. For a 
nucleus with spin 1 = 112， the spin-lattice relaxation rate can be expressed as， 

(円r=(九r;+(町ぶ+(九r (1) 

where (九)~/ and (I;dr; are the contributions from the modulation of nuclear 

dipolar interactions between like spins (1・1)and unlike spins (1-8)， respectively， 

and (I;ef' arises from the fluctuation ofhype泊 neinteraction between spin 1 and 

conduction electrons. At low temperatures where di宜usionis sufficiently slowed 

down，only (九r'is sign温cant.We have determined I;e at 77 K and made use of 

the Korringa relation， I;e T = constant， in Eq. (1) to separate out the dipolar 

contribution， 

(九)一'=(九)~' +(九)J (2) 

The BPP equations which is often used to describe H di宜usionin metal hydrides， 
is of the form 

(ら)一l夜九/(1 +ω2，~) (3) 

τc being the correlation time. For a thermally activated H diffusion process， 'c 

follows the Arrhenius' relation，τc = '0 exp(Ea / kT)， where '0 is known as the 

mean residence time at infinite temperature and Ea is the activation ener白人 The

BPP equations predict that the plot of九 versusinverse of temperature will have 

a minimum where ω'c '" 1， and will be symmetric over the minimum. Moreover， 

these equations also predictω2 dependence of九 atlow temperatures where 

ω'c >> 1. 

Fig. 1 shows the observed proton 1i at 30 MHz in VHO.8 and V-H-D 
samples. It is readily observed that 1i behaviour and therefore the hydrogen 
motion in deuterium-rich VH02Do.6 is different from that in VHO.8 in which H 
atoms occupy 0 sites. In hydrogen-rich VHO.6Do2， below about 200 K the decay of 
lH magnetisation can be expressed as a sum of two components showing the 
presence of H atoms in two types of environments. It would be justified to suggest 
that in VH02Do.6， which is bcc， H atoms occupy mainly the tetrahedral (T) sites as 
do the D atoms. In VHO.6Do.2 ， H l;ltoms occupy octahedral (0) sites mainly， but 
below 200 K， a small fraction of H atoms occupy T sites where their mobility gives 
l'ise to the short component of 1i. 

However， it is readily observed that in no case， 1i curves are symmetric 
over the minimum， and also in every case there is a pronounced deviation from 

the low temperature ω2 proportionality. In order to describe our T1 data， we have 
rewl'itten the BPP equations by modifying the spectral density function as [3]， 

J(ω)xτc / (1 +ωrCY+α (4) 
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The equation for (Z;d)一Ithen becomes， 

(Z;dt = (Z;d)~H +(九)ヰ
2.， I 0.5，c 2，c I 

_l3""HH!1+(0.5ω'cY+α， 1 +(ω'cY+α| 

= Cr~ 
.， I 05τ15L  3τ 

I • + + レ
ーHVl1+ {(1-r s I r j)ωにrα1+(ω'cY+α1+ {(1 +ん Irj)oJτcf

(5) 

Since only lH spins are mobile， we have put 'HV =τc' so thatτHH = 0.5τc・ MHH

and MHV  are the second moment contributions from lH-lH and 51V_51V 

interaction respectively. 
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The 7ld data have been fi.tted by 
3 4 5 6 7 8 9 Eq. (5). The parameters obtained from 

10∞庁 the五ttingprocedure are listed in Table 
1. The factor C which can be seen as a 

multiplication factor to the theoretical second moment was adjusted in order to 
make the minimum of the simulated curve coincide with the experimental 7ld 

minimum. Thus， the value of C in a particular simulation might signify the 
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Fig. 1. The dipolar contribution to 
lH spin-lattice relaxation time (71d) and 
the simulations by Eq. (5) for (a) VHO.8， 
(b) VHO.6Do.2， and (c) VHO.2Do.6. In (c)， the 
broken lines denote the simulations 
following the order-disorder transition 
as described in the text. 
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fraction of total H atoms participating in the corresponding motion at any instant. 
C is between 0.35 to 0.45 for the motion in octahedral (0) sites. But in case of the 
short component of 1i in VHO.6Do.2， C is only 0.15， indicating that only a small 
fraction of H atoms occupy the tetrahedral (T) sites. The values of α，between 0.38 
and 0.55， indicate a significant departure from isotropic diffusion. Alternatively， a 
kind of correlated motion， in which a jump of one H atom is simultaneous with a 
jump of another neighbouring H atom， may be envisaged. The activation energy 
(ι) for VHO.8 is 0.33eVand '0 is 5 x 10・14S. These values may be compared 

with 0.29 eV and 5 x 10-14 s for E，. and τo respectively， found in VHO.736 by Fukai 

and Kazama [2]， though they adopted a treatment very different from the present 
one to analyse their data. For the H motion in T sites at low temperature， both 
Eaand τ。yieldsmaller values than those in 0 sites. 

In VHO.2Do.6， the H motion underwent a drastic change following the 
order-disorder transition of orthorhombic D sublattice. The qualitative behaviour 
of the motion that arose in this situation was simulated by assuming that 
following the transition，τ。ofthe existing motion was reduced to only about 20 % 

ofits original value， and a new motion with a much longer τ。andsmaller Ea was 
superimposed on it. The observed relaxation rate was the weighted sum of the 
relaxation rates caused by these two motions. 

Table 1. Parameters of H atom diffusion in the specified sites in VHO.8 and 
V-H・Dalloys obtained by直tting1id with the Eq. (5). Also given are 
the values ofKorringa constant (T1eT) measured at 77 K. 

Sample H site 1ieT τ 。 Ea α C 
(sK) (s) (eV/atom) 

VHO.8 Oct. 150 5 X 10-14 0.33 0.38 0.35 
VHO.6Do.2 Oct. 174 6 X 10-14 0.29 0.55 0.4 

Tetr. 2 X 10.14 0.21 0.43 0.15 
VHO.2Do.6 Tetr. 192 10・14 0.25 0.5 0.45 

Tetr. 10・11 0.188 0.58 0.458 

8 parameters of the newly appearing H motion which at high temperature is 
superimposed on the existing one， as described in the text. 

We have also performed 2H NMR measurements on the same V-H・D
samples and on VDO.8 to study deuteron site occupancy and mobility. A detail 
description will be published later. 

References: 

[1] Topics in Applied Physics， Vol. 28 and 29， ed. G. Alefeld and J. Volkl， 

Springer-verlag 1978. 

[2] Y. Fukai and S. Kazama， Acta Metallurgica 25 (1977) 59. 

[3] Cl. Ritter and W. Muller-Warmuth， J. Chem. Phys 83 (1985) 6130. 
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P110 
固体 NMR法によるいくつかの複素環π共役系高分子の固体構造に関する研究

東工大.生命理工 O浅川直紀，棲井実，井上義夫，東工大・資源、研山本隆一

Solid State NMR study of Regio-regulated 7r-Conjugated Polymers 

Naoki Asakawa 1， Minoru Sakurai， Yoshio Inoue， Takakazu Yamamoto 
Department of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology 
4259 Nagatsuta-cho， Midori-ku， Yokohama， Kanagawa 226-8501， Japan 
phone:045-924-5796， FAX:045-924-5827， email:nasakawa⑥bio.titech.ac.jp 

Abstract: 13C solid state NMR measurements of 1["~wnjugated polymers， regicトregulatedpoly(3-
alkylthiophene久 5-diyl)(P3RTh)and poly( 4-alkylthiazole久 5-diyl)(P4RTz)were performed. It was found 
that the powdered poly( 4-methylthiazole-2，5-diyl)(P4MeTz)日1minvolves two electronically distinct methyl-
groups while the x-ray crystallographic study indicates thatもhereexists only one conformer in the unit 
cell. The two compositions would be attributable to the signal from the crystalline phase and disordered 
phase，respectively. Chemical shift anisotropy parameters and molecular mobility of the methyl-groups in 
P3MeTh and P4MeTz were investigated as well， by the two dimensional spin-echo (2DSE) technique. 

I.はじめに

π共役系高分子は機能性高分子材料として、また擬
一次元金属を扱う物性物理学の分野において注目され
ており、実験的または理論的研究が行われてきている。
さらに、宵共役系高分子はレドックス挙動や導電性の
みならず、フォトルミネセンス (PL)や三次高調波の非
線形光感受率(χ(3))の測定から興味深い光学的性質を
もつことが近年わかってきており、高速オプトエレク
トロニクス材料としても期待されている。しかし、電
子的-光学的物性の物理化学的あるいは電子構造学的解
明は不十分であり、機能発現機構の解明が望まれてい
る。 Su-Schrie仔er-Heegerがポリアセチレンのソリト
ンモデル (SSHモデル)を発表して以来、宵共役系の物
性理論は急速に発展し、 poly(p-phenylene)(PPP)や
poly(pyrrole )(PPr)やpoly(thiophene )(PTh)のよう
なキノイド構造を形成することができる物質ではドー
ピングによりポーラロンバイポーラロンを形成するこ
とが明らかになっている。さらに最近では、 π共役系高
分子の非線形光学的性質が明らかになるにつれてが3)

の理論計算の試みもなされつつある。特に、 Abeと
Suら1.Harigayaら2のソリトン・ポーラロン.J{イポー

ラロン格子状態におけるエキシトン(励起電子とホー
ルの対)の概念の導入による光吸収スペクトルの解釈
は興味深い。その理論計算によると、ポリ (p-フェニ
レンピニレン)(PPV)において、共役系高分子の鎖長
とソリトン濃度が非線形光学応答特性を決める重要な
因子であるとしている。

山本らは、有機金属錯体モノマーを用いた脱ハロ
ゲン化重縮合法により、 regicトregularityを制御した
いくつかの複素環を有する宵共役系ポリマーの合成を
行ってきている。ポリ (3アルキルーチオフェンー2，5-ジ
イル)(P3RTh)やポリ (4-アルキルーチアゾールー2，5ージ
イル)(P4RTz)(Fig.I参照)は UV-vis.PL'X(3)測定から
分子問1["-1["相互作用が光学的物性を決定している重要
な要因であると考えられる実験結果が得られている。
3 このように、共役系高分子の鎖長やソリトン濃度の

みでなく、分子間相E作用も重要な因子であることが
明らかになりつつある。

もつ
nnt 

R

叫
Mn

P3RTh P4RTz 
FIG. 1. Molecular structures of poly( 3-alkyl thiか

phene -2，5-diyl) and poly( 4-alkylth四 ole-2，5-diyl). 

P3RThとP4RTzは結晶状態において、主鎖は s-
trans構造を形成し、アルキル鎖が分子関で end-tcト
endパッキングすることにより、複素環同士の face-
to-faceπスタッキングが形成されていることがオリゴ
マーの単結品を用いた X線回折からわかっている。高
分子量のものにおいても face-tか face1["スタッキングを
していることが示唆されている。しかし、領IJ鎖のアル
キル基がメチル基の場合、すなわち P3MeThの場合

には、結品格子は Face-CenteredLatticeとなり、 π
スタッキングは staggered構造をとることが示されて
きている。この staggered構造は HT-P3MeTh.rand-
P3MeTh共に形成されていると考えられている。

分子関子宵相互作用の強さは固体中における高分子
鎖聞のパッキングと密接な関係にあり、高分子園体
薄膜の電子状態に関する情報が物性解明には必要不
可欠である。固体 NMR法はこのような分子問相互
作用を調べる上で有用な知見を与える可能性をもっ
ている。そこで、 reglか regularity(HH:head to head， 
HT:Head to tail， rand:random)を制御した P3RTh
や P4RTzなと守の宵共役系高分子の電子構造や分子構
造を固体NMRにより調べ、分子間相互作用に関する
知見を得ることを目的として研究を行っている。

11.実験と理論計算

国体13CCPMAS NMR測定は二重共鳴 MASプ
ローブを装着した JEOLJNM-GSX270にて行った。
rf強度はlH.13Cチャンネル共に 50kHzであった。

1π共役系高分子、ポリ (3-アルキルチオフェン)、ポリ (4アルキルチアゾール)、固体NMR
あさかわなおき、さくらいみのる、いのうえよしお、やまもとたかかず
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MAS回転は 3.0kHzで行った。磁気遮蔽定数計算は
GIAO(ga時 el肝 ar凶 ltatomic orbital)-CHF( coupled 
Hartree Fock)法により行った。計算には分子研の
NEC SX-3上で Gaussian94を用いた。

111.結果と考察

FIG. IIIに HH-P4MeTz、HT-P3MeTh、rand-
P3MeThの13CCPMAS NMRスペクトルを示す。ス
ペクトルよりメチル炭素の等方平均化学シフトがそれ
ぞれ、 20.1ppm(肩ピーク 17ppm)，15.0ppm，15.0ppm
であることがわかった。 X線回折の結果より、 HH-
P4MeTzの単位胞には単一の構造をもっモノマーユ
ニットのみが存在していることが示唆されていたが、
今回我々は国体 NMR測定により電子環境の異なる
二種類のメチル炭素が存在していることを見出した。
今回新たに観測された構造は X線回折でははっきり
とした回折パターンを示していないことから非晶成
分である可能性が高い。 P4MeTzなどの宵共役系高分
子は主鎖構造がs-transとなり剛直な平面構造を形成
した高分子が層状秩序構造を形成する傾向があること
が知られているが、非品成分は平面構造からねじれた
構造となり、乱れた層状構造を形成している可能性が
ある。複素環同士のコンホメーションのねじれ角は近
傍の復素環同士の立体障害のポテンシヤルとの競合に
よって決まってくるので、サーモクロミック効果が観
測されると考えられる。この点については現在検討中
である。

HTおよびrand-P3MeThは13CCPMASスベクト
ルからそれぞれメチル炭素がそれぞれ一種類の化学
シフト値をもつことがわかる。しかし信号の半値幅
から、 rand体は HT体に比べ半値幅が大きく Chem-
ical Shift Dispertion(CSD)がより大きいことがわか
る (rand体 264Hz(FWHM)，HT体 106Hz)。

当初、 P4MeTzとP3MeThのメチル炭素の化学シ
フト差(約 5ppm)はメチル炭素と複素環との結晶中
での相対的な配置の違いから生じる反磁性電流の効果
のためであると考えた。しかし、 P4MeTzと類似の
face-tcトfaceπスタッキングを形成するポリ (3ヘキシ
ルーチオフェンー2，5-ジイル)(P3HexTh)の13CCPMAS 
浪IJ定から側鎖のα炭素(メチレン炭素)の化学シフトが
他のメチレン炭素のものと比べ低磁場側へ大きくはシ
フトしていない(約 2ppm)ことから、メチル炭素の化
学シフトを環電流の効果のみによって説明することは
難しいのではないかと考えられる。この 5ppmのシフ
ト差の原因を解明するためには化学シフトテンソル主
値の決定し、三次元的な結晶場と関連付けて考える必

1 S.Abe et al.， Phys.Rev.， 45， 9432(1992)など
2 K.Harigaya， J.Phys.・Condens.Matter， 7， 7529(1995)など.
3 T.Yamamoto et al.， J.Am.Chem.Soc.， 120， 2047(1998) 
‘Kolbert et al.， J.Chem.Phys.， 90， 679(1987) 
5 N .Asakawa et al.， Magn.Reson. Chem.， in press. 
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要がある。そこで、 13CCP-static 測定や二次元スピ
ンエコー測定4を行った。その結果から、 HH-P4MeTz
の方が HT-P3MeThや rand-P3MeThよりもメチル
炭素の CSAが小さくなった。現段階では、メチル基
の回転運動が凍結しているかどうかはわからないが、
これまでの他の系での研究から判断すると室温条件下
でメチル基回転運動が凍結しているとは考え難い。し
かし、回転拡散の場合に起こる化学シフトテンソルの
平均化による軸対称化がみられなかったので、この系
のメチル基の回転は 3サイトジャンプのようなホッピ
ング運動である可能性が高い。この現象は、ポリ (L-
アラニン)の粉末サンプルにおいて、 CH3基の13C化
学シフトテンソルがC3v軸に関する 3サイトジャンプ

運動を行っているにもかかわらず、化学シフトテンソ
ルが平均化されないという我々の結呆5に似ている。

c) rand-P3MeTh 

b) HT -P3Me Th 

200 咽50 100 50 0 
Chemical Shift (ppm from TMS) 

FIG. 2. 67.94MHz 13C CPMAS NMR Spectra for 
HH-Poly(4-methyl-thiazole-2，5-diyl) [HH-P4MeTz] (a)， 
HT-Poly(3-methyl-thiophene-2，5-diyl) [HT-P3MeTh) 
(b)， and mn品P3MeTh，respectively. 



P111 
多次元相関 NMR法による包接ゲスト分子の配列の研究

(京大院理)0中村新治、竹腰清乃理、今城文雄、寺尾武彦

Mu1ti-dimesiona1 corre1ation NMR study of mo1ecu1ar sequentia1 a1ignment of 

γ-va1ero1actone enatiomers enc1athrated in the cho1ic acid host 

(Kyoto Univ.)S. Nakamura，K. Takegoshi，F. Imashiro， T. Terao 

The a1ignment of guest mo1ecu1es in solid one-dimensiona1 inclusion compounds 

of the cholic acid/y-va1ero1actone was studied by 13C solid-state NMR methods. 

A high-reso1ution sol id-state 13C CPMAS NMR spectrum exhibi ts four 13CH3 peaks 

of γ-va1ero1actone. By examining 13C 20 exchange NMR spectra， we assigned 

these to four enantiomers， R-axia1， R-equatoria1， S-axia1 and S-equatoria1， 

enclathrated in the host. Further， these enantiomers coexisted 

microscopically in the cholic acid channe1s. The sequencia1 a1ignment of four 

enantiomers in host channe1 was performed by 13C mu1 tidimesiona1 spin diffusion 

experlments. 

コール酸 (CA)は γーパレロラクトン (γ-Yal)の R体と S体を見分けて包接化合物

(CA/γ-Ya1)を作り、包接された R体と S体の比率は R:S=2:1であることが

示されている。また、今城ら [1]は CA/γ-Ya1の固体高分解能 13C-NMRスベク

:長 4:
cholic acid(CA) S R 

トルを測定し、 2 : 1の面積比を持つ二本のメチルピークを得た。彼らは SASS法

を用いて二つのメチル基の化学シフト異方性は異なっている、つまり、コンフオメ

ーションに違いがあることを示した。さらに、 abintio GIAO法による計算を行い、

この化学シフト異方性の違いは axia1と equatoria1のコンフォメーションに由来

するものであり、 axia1のコンフォメーションの方がより安定で、 equatoria1より

も高磁場の化学シフト等方値を持つことを示した。したがって、 2本のメチルピー

クの内、高磁場側の面積の大きい方が R-axia1で、低磁場側の小さいピークは S

-equatoria1と帰属された。この結果は γ-Ya1の光学分割はRとSのコンブオメ

ーションの違いによって起こっていることを示唆している。

CA/γ-Ya1は CAチャンネル中に一次元的に並んでいることが分かっている。我々

は、 R体と S体の一次元的配列を分子聞の 13C_13Cスピン拡散を用いて決定でき

るのではないかと考えた。図 1に 400MHz磁場中で測定した CPMASスベクトルを示

した。以前は二本に見えていたピークが実際には 4本あることが示された。これら

のピークを帰属するために 13C_13C双極子相関二次元 NMRスベクトルを測定し

たところ、すべてのピーク聞でスピン拡散によるクロスピークが観測された。この

key word:多次元相関 NMR法、光学分割，スピン拡散、配列、包接化合物

なかむらしんじ、たけごしきよのり、いましろふみお、てらおたけひこ
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ことはこれらのメチル基ピークが包接された γ-Yal に属していること示している。

そこで、我々は新たに観測された二本のピークを包接されないと思われていた S

axial とR-equatorialであると考えた。同じコンフォメーションの化学シフトが

僅かに違っているのは S体と R体ではホスト CA との相互作用が異なり、構造が異

なっているためではないかと考えている。また、 4種類の γ-Yal間で生じたクロ

スピーク強度はそれぞれ異なる交換時間依存性を持っていることが分かった。この

ことは 4種類の γ一valの一次元的な配列がランダムではないことを示唆している

と思われたので、スピン拡散実験を行った。結果を図 2， 3に示す。図 2のような

初期磁化を作り、ある交換時間だけ待った後に観測されたそれぞれのピークの面積

をプロットしたのが図 3である。交換速度を見積もるために単一指数関数でフィッ

トしたところ高磁場側から速度として、 O.37 S-I、0.47S-I、O.56 S-I、0.72S-Iと

得られ、それぞれが異なる交換速度を持っており、この結果もランダムな配列を否

定している。これらのデータのさらに具体的な配列モデルに基づいた解析は当日報

告する。また、一次元的な配列は時間次元を区切った 13C多次元交換NMR法によ

り測定可能であると考えられ、現在測定を行い、一次元実験の結果と合せて検討を

行っている。
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Fig.2 (Left) Observed lD-exchange spectra for 13CH3 of γ-valerolactone 
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reference 

1. F. Imashiro，D.Kuwahara and T. Terao，J.Chem.Soc.Perl王inTrans. 2 (1993) 
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P112 固体高分解能NMRによるヒトカルシトニン繊維形成

機構の解明

(1姫路工大理、 2日本チパガイギ国際研究所)

OJ:平美弥1・内藤晶1・大城由紀1・辻暁1• 

野坂篤子2・斉藤肇1

Mechanism of Fibrillation Process of Human Calcito凶nby High Resolution Solid State 

NMR 
lDepartment of Life Science， Himeji Institute of Technology 
2Intemational Research Laboratories， Ciba-Geigy Japan Ltd. 

OMiya Kamihiral， Akira Naitol， Yuki Oshirol， Satoru Tuzi t， Atsuko Nosaka2 and 

Hazime Saitol 

Conformational changes during fibril formation were investigated by 13C high 

resolution solid state NMR spectroscopy. In the fibril formation， a conformational 

change from α:-helix toβsheet was observed at the vicinity of Gly 10 in acetic acid 

solution (pH3.3) as viewed from 13C chemica1 shift of the carbonyl carbons in the 00-

and CP-MAS spectra. At the same time， the conformational changes from random coil 

ωs-sheet were observed at Phe22， Al♂ and Ala31， respectively. The conformation of 

the fibril prepared at pH7.5 exhibited s-sheet at the central region and random coil at 

the C-terminus region. It was suggested that not only the hydrophobic interaction but 

also an electrostatic one plays an important role to cause the association of hCT 

molecules. 

序

カルシトニン(Cf)は、 32残基からなるペプチドホルモンで、 Cysl-CYS7聞の

s-s結合と、 C端のアミド構造をもっ(図 1)。生体中では主に、ミネラルの

骨細胞からの流出を防く働きをもっ。しかし、ヒトカルシトニン(hCf)は水溶

液中で容易にフィブリルを形成し沈殿するために、臨床上の欠点となる。こう

したフィブリル形成による沈殿現象は、アルツハイマー病におけるアミロイド

斑にもみられることから、 hCfのフィブリル化機構を明らかにすることにより、

アミロイド化の解明に対しても知見を与えると考えられる。本実験では、部位

特異的に13C標識したhCfを合成し、酢酸水溶液中(PH3.3)、および酢酸ナトリ

ウム水溶液中(PH7.5)での繊維形成にともなう局所的な2次構造変化を解析し、

pHの違いによるフィプリル形成機構、および構造の違いを明らかにした。

ヒトカルシトニン、アミロイド化、構造転移、固体高分解能NMR

かみひら みや、ないとう あきら、おおしろ ゆき、つじ さとる、のさか

あっこ、さいとう はじめ
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1 5 10 15 

Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr・Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn・

20 25 30 

Lys-Phe-His-Thr -Phe-Pro-G In-Thr -Ala-Ile-G Iy-V al-Gly-Ala-Pro-N H2 

Fig. 1 Amino Acid Sequence of hCf. 

実験

[1-13C]GlylO、 Phe22、および[3-13C]Ala26、Ala31標識hCfは、 ABI社製ペプ

チド合成機により、 Fmoc固相法で合成した。粗製試料は、 HPLCで精製した

後、酸化反応によりCYSl-Cys1聞のS-S結合を形成し、さらに精製した。酢酸

水溶液中(PH3.3)での繊維形成経時変化NMR測定は、 80mg/m1の濃度で行つ

た。 pH7.5でのフィブリルは、 O.lM酢酸ナトリウム水溶液中で低濃度で撹枠す

ることで生成した。

DD-MAS (1パルス励起)、 CP-

MAS (交差分極)13C NMR測定は、

Chemagnetics社製C1α400FfNMR分

光器により、 5mm<j>ジルコニアローター

を用いて行った。

結果・考察

1.酢酸水溶液中(pH3.3)でのフィプリル

形成過程の観測

13C DD-MASスペクトル測定の結果、

酢酸水溶液中(80mg/m1， pH3.3)では、

GlylOのカルボニル信号が171.8ppmを示

し、コンフォメーション依存13C化学シ

フト値1)からGlylO近傍はα一ヘリックス構

造であることがわかった。一方、 Phe22

のカルボニル信号、 Ala26、Ala31のメチ

ル信号の13C化学シフト値から、 C端側は

ランダムコイルであることがわかった(図

2A)。溶液がゲル化し白濁することに

より、 13CCP-MASスペクトルが観測さ

れるようになり、信号の強度が徐々に上

昇する様子が観察された。その結果、

GlylO、Phe22のカルボニル信号がそれぞ

Glyl0C=O Ala26 CH3 

~A~… 
…九JB)L一川~、~へ"\.~ι斗;C人」

Phe22C=O Ala31 CH3 

~~ 
J人JBL1川~νいW、、V、v
〆 ~;fC)人W
180 170 160 30 20 10 

Fig. 2 (A)13C DD-MAS spectra of hCf in 
acetic acid solution (pH3・3)，(B)13C 
CP-MAS spectra of fibril grown form 
acetic acid solution (pH3.3) and (C)13C 
CP-MAS spectra of fibril grown form 
sodium acetate solution (pH7.5). 
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れ高磁場側に1.9，1.3ppm

ずつシフトし、 s-シート構

造へ構造変化したことが明

らかになった(図 2B)。

Ala26、Ala31のメチル信号

については、溶液中に近い

ランダムコイルの状態と、

戸ーシート構造の両方が共存

することが明らかになった。

13C化学シフト値とその帰

属を表 lにまとめる。

13CCP-MASスペクトル

Table 1: 13C chemical shifts (ppm from TMS) and 
the assignments. 

pH3.3 
solution fibril 

Gly 10 c=o 171.8 a-holix 169.9 Il-sheet 

Phe22C=(コ 171.4randαn 170.1 Il-sheet 
倒 l

Ala26CH3 

Ala31 CH3 

16.9 r町、dom
倒 l

17.2 random 
回 l

16.9 random 
倒 l

19.3 Il-sheet 
21.3 Il-sheet 

17.3 random 
α耳l

19.7 Il-sheet 

pH 7.5 
fibril 

169.1 Il-sheet 

168.8 Il-sheet 
171.5・random

α:lil 

18.7 Il-sheet 

17.0 random 
倒|

18.8" Il-sheet 

で観測された信号強度の変 ・minor問 ks

化を時間に対してプロットすると、 2段階反応の様式を示した(図 3)。その

反応は、一段階目の均一な分子反応による核形成過程 (A→B) と、自己触媒

反応である第二段階 (A+B→2B)からなる。ここで、 DD-MASスペクトルで

観測されたモノマーのhCTの信号を"A"、CP-MASスペクトルで観測されたフィ

プリル化hCTの信号を、 "B"と帰属し反応速度の解析を行った。この結果、

GlylO、 Phe22の二種類のカルボニル信号強度の変化から求めた第一段階(k1)、

および、第二段階(k
2
)の反応速度は、最小二乗フイツティングにより、それぞれ

k
1
=2.71xlOて 3.28xlO-6，kz=1.05xlOーへ 2.0住 10-3/8-1と求められた。溶液がゲ

ル化しはじめCP-MASスペクトルが観測されるまでに要した時間 (k1に依存)

は、それぞれの標識試料で大きく異なったが、核形成後のフィプリル化過程で

は反応速度はほぼ同じであることが判明した。

(A) (8) 

dp P O G ， Eb つ
..J:>-_0.σ。

9':: 。
6 0 。，

0.5卜
P qo O m r 

0.5 
， 

σ ， ， 
〆 〆 ノO。 。

。 50 100 150 。10 20 30 40 50 

time (h) time (h) 

Fig.3 Plots of (A) [l_13C]GlylO， (B) [1_13C] Phe22 peaks in the 13C CP-MAS spectra. 

The verticalline indicates fraction of fonned fibril after nonnalizing the 

resp配 tiveintensi，ties observed at 118h and 45.5h after dissolution. 
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2. pH7.5で生成したフィプリルの観測

酢酸ナトリウム水溶液(PH7.5)中で生成したフィブリルの沈殿について、 13C

CP-MASスペクトル測定を行ったところ、 GlylO、 Phe22のカルボニル信号が

169.1、168.8ppm、Ala26、Ala31のメチル信号についてはそれぞれ18.7、17.0

ppmに得られた(図 2C、表 1) 0 GlylO、Phe22についてはやシート構造に帰

属されるが、 Ala26、Ala31についてはランダムコイルとs-シート構造の中間の

値を示した。これらの13C化学シフト値は、 pH3.3で生成したフィブリルで観測

された値と大きく異なり、またPhe22以外の共鳴線の線形が先鋭であることか

ら、いづれの位置においてもフィブリルの二次構造がpH3.3で生成したものと

大きく異なることが明らかになった。

3. hCTのフィブリル化機構

水溶液中ではhCT中央部がαーヘリックスを形成し2)、それが両親媒性となる

ことが報告されている3)。また、 pH7.5ではpH3.3よりフィプリルの形成速度

が速いことが報告されている九以上の報告、および本研究の結果をもとに

hCTのフィプリル化機構について考察する。 pH7.5では、Asp15銅IJ鎖が負に、

Lys18側鎖が正に荷電するので、 hCTは中央ヘリックス部位の分子間静電相互

作用により引き合い、その後中央部がαーヘリックス→βシート転移を起こすこ

とで逆平行βシートが成長してフィブリルが形成される。一方pH3.3では、

LYS18、His20が正に荷電するので、静電相互作用はむしろ斥力として働き、中

央部の両親媒性ヘリックスの疎水性部分どうしが疎水的相互作用で会合するこ

とでα-ヘリックス→βシート転移が起こりフィブリルが形成されると考えられ

る。このため、 pH7.5ではpH3.3よりフィプリル形成速度が大きく、また得ら

れたフィプリルの構造が均ーとなるため先鋭なNMR信号を与えることが考え

られる。

1) Saitδ， H. and Ando， I. (1兜9)Annu. Rev. NMR Spectrosc. 21，2ω-290. 

2) Jeon， Y.H.， Kanaori， K.， Takashima， H.， Kosiba， T. and Nosaka， Y.A.第18回

ICMRBS 講演予稿集 pp.61(1卯8)東京

3) Epand， R. M.， Epand， R. F.， Orlowski， R.， Schlueter， R. J.， Boni， L. T. and Hui， S.W. 

(1咲百)Biochemistry 22， 5074-5084. 

4) Kanaori， K. and Nosaka， Y. A. (1995) Biochemistry 34， 12138-12143. 
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P113 固体 ~ONMR によるペプチドおよびポリペプチドの水素結合の研究

(東工大工) 0小野真之介、黒木重樹、安藤勲

Solid State ~O NMR Study on Hydrogen-Bonding of Peptides and Polypeptides. 

(Department of material science，Tokyo Institute of Technology) 

S.o旦Q，S.Kuroki，andI.Ando 

Static Solid. State 20 NMR spectra of glycine residue containing peptides were measured. 

By computer simulations of these spectra，出eN恥tRparameters such as quadrupole coupling 

constant (e"qQlh) an'a electric field gradient asymmet町 parameter(η) we陀 determined

From these results， it was found that an increase in由eN-H bond length leads to a hnear 

deα回 seof nuclear quadrupole couphng constant. This result implies白鉱山equadrupole 

coupling constant (e~qQlh) values gives useful information about出eN-H bond length in血e

hydrogen bond of peptides and polypeptides. 

l緒言

これまでに、私共は NMR化学シフトを通して固体状態のペプチドおよびポリペプ

チドの水素結合周りの構造が理解できることを示してきた。例えば、カルボニル炭素

の 13C化学シフトおよびアミド窒素の 15N化学シフトと N…0水素結合距離の聞に相

関関係があることがわかった。また、カルポニル酸素の 170NMRスペクトルから得

られる核四極子結合定数(e"qQ/h)が水素結合距離と相関関係があることがわかった。

本研究では、アミド水素を垂水素置換したグリシン残基を含んだペプチドを調製し、

その固体粉末 "0NMRスペクトルを測定した。そのスペクトルをコンビューターシミ

ュレーションすることにより、核四極子結合定数(e~qQlh)および、電場勾配の非対称パ

ラメータ(η)を求め、永素結合周りの構造との相関関係を調べた。

2.実験

固体 20Nお1Rスペクトルの測定は、 Bruker社製 OSX・300分光器を用い、 46.1MHz、

室温で行った。繰り返し時間は 20s配、データポイントは 8K、スペクトル幅は

1052kHzである。積算回数は 40-200回である。パルスシーケンスは、 solidecho法を

用いた。

3.結果と考察

Fig.l に重水素化した GlyGly、A1aGly、GlyGly.HCI、GlyGly• HN03の固体 20N恥眼

スペクトルを示す。これらのスペクトルをそれぞれスベクトルシュミレーションを行

い、核四極子結合定数を求めた。核四極子結合定数(e"qQ/h)は、 GlyGlyでは 30.7kHz、

A1aGlyでは 32.0kHz、GlyGlyHClでは 33.8kHz、GlyGlyHN03では 35.0kHzと求めら

固体 "0NMR、四極子核、ペプチド、水素結合

おのしんのすけ、くろきしげき、あんどういさお
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れた。この核四極子結合定数を N-H結合距離に対してプロットしたものを Fig.2に示

す。 Fig.2に示されるように、 N-H結合距離が増加するにつれて核四極子結合定数

(e2qQIh)は、直線的に減少した。なお、グリシン残)~を含んだポリペプチドに関して

は、現在、実験が進行中であり講演で

紹介する。

ilyGly . HNO] 

GlyGly. HCl 

(b)AlaGly 

川ー

(a)G巴ノ に一
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Aι 

533 
σ 

ーむ

32 

31 

30 

0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 

N-H bond length (A) 

Fig.2 Plots of e2qQIh for amide N-D 

of peptides against N-H bond length . 

• ，z 

Fig.l Deuterium spec住aof GlyGly (a) ， AlaGly (b) 

GlyGly • Hcl (c) ， GlyGly • HNO) (d) 
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P114 
化学種特異的引P-NMRイメージング装置の開発

(日立基礎研) 0田村充、尾藤良孝

An apparatus for Chemically Specific 31p_NMR Imaging 

M.Tamura and Y.Bito， Advanced Research Laboratory， Hitachi， Ltd. 

ABSTRACT: An appara加sfor chemically s戸ciK31p.NMRimaging w出 developed.

υ0・decoupled31p gradient-echo signals showed imaging of 170・labeledphosphoric acid 

W部 feasibleunder conditions of (1) approximately 3rns TE組 d(2) a read-out gradient of 

0.029 T/m for lmm spatial resolution. 

1.目的
生理条件での化学種特異的 3Ip_NMR観測が可能になれば、代謝物濃度が定常状態

にある生体エネルギ一代謝系において特定化学種リン酸化合物の経時変化を選択観

測することで、代謝機能や情報伝達に関わる生体情報を計測できる可能性がある。

そこで、我々は化学種特異的 3Ip_NMR観測およびイメージングを目的として、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川、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 4)、モデル溶液試料を測定対象と
する選択的 3Ip_NMR観測を開始し 5)、Z軸傾斜磁場コイル内蔵の高分解能 31p_l70プ

ロープ(NaloracG-5ooB特注品)を使用して 170標識3Ip_NMRイメージングに着手した。

今回は 170標識リン酸化合物を測定対象として3Ip_NMRイメージングが実験可能で

あることを確認したので報告する。

2.方法
ブルカ一社 AMX・500の観測側 X・chを31p観

測に、照射側 Y-chを170励起に使用し、ASPECT

3∞oから外部トリガを取り出して任意波形発

生器(HP33120A)で傾斜磁場パルス波形を発生

し、定電流増幅器(NF4510、DC-20kHz、 ::!:::7.5A)

で増幅してプロープ内Z軸傾斜磁場コイルに印

加した。傾斜磁場波形はあらかじめパソコンで

定義して転送した。傾斜磁場発生の評価には、

5%v/v 25.7atom% H3pI70JH2170 (Isotec， Inc.)を

対称形ミクロ試料管(シゲミ BMS-005)に充填し

た試料を用いた。試料管の内管を移動して溶液

のZ軸方向の厚さを 10mrnまたは lmrnに調節

した。 Fig.1に試料管の断面図を、 Fig.2(1)に信

号観測に用いたグラジエントエコー法のパル

ス系列を示す。

リン 31、酸素 17、イメージング

たむら みつる、 ぴとう ょしたか
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Glass Tube 
(Shigemi BMS-∞5， 

0.4mm出ick)

以ヰ|

Fig.1 Cross section of the 

Sample Specimen 

1=10 [mm] for experiments shown in Fig.2 
and Fig.3， 1=1[mm] in Fig.4， respective1y. 



3.結果
試料厚さを 10mmに設定し、傾斜磁 GI.G2をいずれもゼロとして FIDを観測した後、

Gl=+O.046 [T/m]， G2=・0.023[T/m] (G1:G2 = +2:(-1))に設定してグラジエントエコーを

観測した。 H3p1704のFIDおよびエコーの時間領域信号を Fig.2(2)(3)に示す。 G2を可

変して取り込んだエコーの絶対値スベクトルを Fig.3に示す。

次に試料厚さを 1mmに設定し、磁石中心に対して試料管を Z軸方向に-1，0，+1mm 

だけ移動してグラジエントエコーを観測した。周波数スペクトルを Fig.4に示す。ス

ベクトルの「すそjの立ち上がりから周波数分解能は 500Hz程度と見積もられ、

Fig.3(3)における 170標識 31p_NMRイメージングの空間分解能は約 0.25mmだった。

再結像時間 TE=3msの条件で、空間分解能 1mm相当の read-out傾斜磁場強度は

0.029T/mであり、 0.05T/m程度の傾斜磁場を発生可能な lH-NMRマイクロイメージン

グ用傾斜磁場コイルを用いて、 1mmオーダーのe70ト31PNMRイメージングが可能で

あることが分かつた。

Acquisition 

+ 

L ー~1ms 2ms 
河ト.-ーー一匹

(3) 

』31p 
、‘，，，

d
E
g
 

，，.‘、

170 

G 
Z 

G2 

8ms 

Fig.2 31p Gradient Echo experiments 

(1) Pulse sequence (2) FID (3) Gradient-echo 

Sample: 5%vlv 25.7atom% H3P170JH2170 

References 

1)田村，原田，第 33回NMR討論会要旨(1994)

2)田村，原田，第 34回NMR討論会要旨(1995)

3) M. Tamura叩 dY. Harada， J.Magn.Reson. Ser. B， 109，97・99(1995) 

4)田村，清水，第 35回NMR討論会要旨(1996)

5)田村，第 36回NMR討論会要旨(1997)
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20KHz 

Fig.3 G2・dependence

(1) G2=O.02328 [T/m] (2) G2=O.04656 [T/m] (3) ~=O.1164 [T/m] 

Sample: 5%v/v 25.7atom% H3P170iH2170 

、‘.，，
a司
E(
 
ぃl
州

(Magnet Center) 

(2) 

(3) 

10KHz 

Fig.4 Gradient Field Profiles along Z-axis 

G2=O.1164 [T/m]， l = 1 [mm]. The Sample tube was traveled at 

(1 )・1mm (2) Omm (3) +1 mm， respectively， along z・猷is.
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P115 
高磁場高圧高分解能NMR測定装置の開発と

シクロファンのNMRスペクトルに対する圧力効果

(神戸大理、神戸大院自然科学つ 0山田博昭、西川和義、室文人、

渡遺愛子、西中満寿子、赤坂一之・

High Prossuro High Rosolution NMR at Vory High Magnotic Fiold. 

Etfoct ot High Prossuro on NMR Spoctra ot Paracyclophano. 

Fac. Sci.. Kobe University. The Graduate School of Sci. and Technol.. 

Kobe University本.

Hiroaki Yamada. Kazuyoshi Nishika曹a. Fumihito Muro. 

Aiko Watanabe. Masuko Nishinaka. Kazuyuki Akasaka*. 

We report here an improved version of the high pressure quartz cell assembly曹hich

has been designed for the experiments under very high magnetic fields (400 -750 MHz 

spectrometers). An explosion test (a proof test) at 600 MPa (ca. 6000 atm) has been 

done for a typically made quartz cell settled in a PTFE safety jacket. The jacket 

proved to withstand the explosion. Employing this high pressure technique. the pres-

sure dependence of cis-1. 12-dimethoxy[12]paracyclophane spectra has been studied up 

to 450 MPa. 

1.高圧N服装置l(Fig. 1参照のこと〉

合成石英が極めて高い引っ張り強度(>210kg mm-りを有することに注目し、従来のパイレック

スガラス(強度=30~40 kg m皿 2 )にかわる高圧セルの新材料として用いることを試みた。まず

o. d. /i. d. (外径/内径)= 15凹 /10mmの合成石英管から酸水素炎を用いてo.d. /i. d. ニ 3.5mm/

1 mmのセル管体(13)をつくる。この本体から引きのばした毛細管(10)をSUS-316ノズル(9)にエ

ポキシ((8). Araldite AT-l)接着し、ノズルをベリリウム銅製セパレーター(6)に接続する。セ

パレーター内部にはテフロン(PTFE)製の試料チュープ(5)があり、このチュープは上端近くに二

つのフリーピストン(2)を持ち下端はPTFEコネクタ(7)を介して石英毛細管(10)に結合している。

実際上はこれらのフリーピストンが試料溶液(4)と灯油((1)、圧伝達媒)の混合を防ぐセパレータ

ーの役をはたしている。漏れを防ぐために二つのフリーピストンの聞にパーフルオロポリエーテ

ル(3)をいれる。ベリリウム銅セパレーター(6)は常法により、高圧パlレプ、圧力計、場圧機、オ

イルポンプよりなる昇圧装置に結合する。

キーワード:高圧N眠、高圧セル、石英高圧セル、シクロファン

ゃまだひろあき、にしかわかずよし、むろふみひと、わたなべあいこ、にしなかますこ、

あかさかかずゆき
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(1) KEROSENE 

(2) PTFE FREE PISTON 

(3) PERFLUOROPOLYETHER 

(Daikin-Demnu刷)， I nso I ub I e i n 

water and most of organic solvents. 

(4) SAIIPLE 

(5) PTFE SAIIPLE TUBE 

o.d./i.d. = 1.6 mm/1.1 mm， length = 130 mm 
(6) Be-Cu SEPARATOR CYLINDER 

o.d./i.d. = 14 m闘/2m凧 length= 150 mm 

(7) PTFE CONNECTOR TUBE 

(8) EPOXY ADHESIVE 

(9) SUS-316 NOZZLE 

o. d. /i. d. = 4.7 mm/0.6聞m，I ength = 30 mm 

(10) FLEXIBLE OUARTZ CAPILLARY 

o. d. / i. d. = O. 3-0. 5 mm/O. 08-0. 15 mm 

length = 400-600剛

(11) FLEXIBLE PTFE GUARD TUBE 

(12) PTFE SAFETY JACKET 

o.d./i.d. = 5.0 mm/4.0 mm 

(4) SAIIPLE 

(13) QUARTZ CELL BODY 

o. d. /i. d. = 3-3.5 mm/0.8-1 mm 
length = 30-40 mm 

Fig. 1. Schematic drawing of the high pressure cell assembly for high resolution 

NMR measurements at very high magnetic field. 

Resolution is better than 3xl0-9(up to 200 MPa. Bruker DMX-750 spectromer). 
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2.試料の導入・セルの洗浄

セルを不活性ガスで満たした後、試料の入ったガスタイト注射器(HamiltonGastight Syringe) 

をPTFEコネクタ(7)に結合し、 10-30atmに加圧すると試料がセル内に入って行く。セル内にあ

った不活性ガスは小さい気泡に圧縮されて浮上、ピストンをひくと外部に排出される。適当な溶

媒を同様の方法又はSUS製小型ポンプH を使ってセルに圧入することにより内部を洗浄し、くり

返し使用することができる。 200MPaまでの実験で18回目をむかえたものもある。 試料液の必要

量は約200Jllである。

3.使用最高圧力・分解能

合成石英の引っ張り強度から見てセル自体の耐圧強度は相当高いところにあると推定される

(弾性円筒近似による計算からは10000atm以上になるのだが!!)。今回は、セルが破裂したとき

にPTFEジャケット(12)がこれに耐えうるかどうかを見るテストをおこなった。セルをPTFEヅャケ

ットに入れ、 610IIPa(約 6000 atm)まで加圧したが破裂しなかったので外部からセル本体に傷

をつけることによって強制的に破嬢した。その結果PTFEジャケットに績傷は見られなかった。現

在のところ、この高圧N服装置を使い、 6000atmまでの実験は安全に行い得るだろうと考えてい

る。 分解能は3xl0-9 (Bruker DMX-750、 -200 MPa、TIISin viscous CDaOH soln.)よりも良好

である。 1c 

4.パラシクロファンの圧力挙動2の測定

シスー1.12-ジメトキシ日2]パラシクロファン(CDCI2CDCI2溶液)の環プロトン波形を9011Hz、

Tc付近(133• C)、において400MPaまで追跡測定した。各圧力における波形をAA'BB'の4-スピン

系としてQCPE-DNMR5プログラムにより解析し、ベンゼン環の内部回転速度を求めた。解析に必

要な各圧力での化学シフト差はNMRタイムスケール上、環の回転をほぼ止めてみることのできる

400阻z高圧NMRの測定による波形から求めた。加圧によって回転速度は増加するが(このことは

負の活性化体積により説明されるつ高圧になるにしたがいその増加率は減少し、 lnk vs. pプ

ロットは上にややふくらんだ右上がりのカーブを描く。

なお、 40011Hz NMRによりメチレンブリッジの化学シフトを450IIPaまで測定したところブリッ

ジ頂上のメチレンプロトンの高磁場圧力シフトが額著であることが分かった。 Johnson-Boveyの

ベンゼン環磁気異方性contourを利用して計算すると、 450MPaまでの加圧によってメチレンブ

リッジは約0.5Aベンゼン環面の方向に縮むと推定される。上述の高圧領域における回転速度盟

担歪の減少は、一般に加圧による溶媒粘度の増加、負の活性化圧縮率(As"'"< 0)等により説明さ

れるが、ブリッジの縮小によってシクロファン分子はメチレン数12個から、たとえばメチレン数

11. 5個を有する分子に圧力変形しているのであり、それによって内部ポテンシャルが変化する為

に回転の圧力担連が少し阻害されると考えることもできる。
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P116 固体NMR用高速デジタル任意波形発生装置の試作

(京大理)0久保厚、高岡一馬、寺尾武彦

Fast Digital Wave-Form Generator for Solid State NMR 

Depa此mentof Chemistry， Kyoto University 

Atsushi Kubo， Kazuma Takaoka， and Takehiko Terao 

A design of a digital wave-form generator is presented. 

溶液の NMRでは断熱パルスを利用することにより広帯域のデカップリング

行ったり、また帯域選択励起を行っている。 [1]固体でもパルス振幅および位相をよ

り高速に変調できれば、このような実験が可能である。断熱パルスのラジオ波強度

v，{max)、周波数掃引の幅M'、掃引時間Tの聞には、企F~ 2nT{九{max)fの関係があ

るからv，(max) = 100凶 z、T= O.lmsの断熱パルスを用いれば0.5M':==3MHzの帯域を

反転させることが可能である。常磁性固体や核四極子相互作用を持つ系では不均一幅

が非常に大きくこのように広帯域でスピンを反転させるパルスが利用できると便利

である。

図に任意波形発生装置の 3つのブロックを示した。 (a)は cyp問 ss社の高速

SRAM (15ns read cycle time) を使用したメモーリー・ボード・ユニットである。出力

モードでは左上のカウンタ(AS161)を使用しクロック信号(CLK)に同期してメモリー

のアドレスを一定量ずつ変化させ、メモリーの内容を右下のバッフア(HC541)に出力

する。一方入力モードではパソコンのインターフェース・ボード[2]からアドレス

(PAO-PAl1)を指定し、データー(PBQ-PB7)を読み書きする。 A ポートにアドレスを出

力してから Bポートにデーターを入出力すればよい。

(b)はモード選択ユニットである。スウイツチ(SW)でメモリーから DA変換

器に信号を出力するモード及びメモリーを読み書きするモードを切り替える。またイ

ンターフェース・ボードの Aポートの信号(PA13-PA15) を用いてデータを読み込み/

書込みと 2つのメモーリー・ボードの選択ができるようになっている。

(c)はパルスのタイミング・コントロール・ユニットである。外部からクロッ

ク信号(例えばシンセサイザーの出力)を入れ、ひとつのメモリー・アドレスの実行

時間を決定する。また NMRスベクトロメーターのコンソールより TGとCWGのパル

スを入力する。 TG=L→Hでパルスの出力が開始しCWG=L→Hとなったのちメモ

リー・アドレスより最後のデーターが出力された時点でパルスの照射を終了する。

任意波形発生装置、固体NMR

くぼあっし、たかおかかずま、てらおたけひこ
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(a) Memory Board (no. 1) 

また DIPスウイツチで照射終了時のカウント数をnx28_nx212に設定できるようにし

た。メモリーには28_212周期で同じデーターを書き込んでおく。

参考文献

[1] E. Kupce and R. Freeman， J. Magn. Reson.， A117， 246 (1995). 

[2]横山直隆、パソコン機械制御と製作実習入門、技術評論社(1990)。
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(b) Mode Selection Unit 
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(c) Pulse Timing Control Unit 
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P117 13C用高感度前置増幅器の開発

(日本電子)0末松浩人、栗原範明

illtra Low Noise Preamplifiers for the detection of 13C 

(JEOL LTD.)OHiroto Suematsu， Noriaki Kurihara 

Ultra-Iow noise preamplifiers using GaAs HEMT technology have been developed to 

observe 13C NMR signals for spectrometers from 300MHz加 800MHz.

Use of this type of preamplifier in NMR ，especially for the detection of 1H，has been 

reported previously(1)(2)(3). 

We obtained a noise figure ofO.17dB at 150MHz (noi田 temperature12K)， for example. 

These preamplifiers add very little noise to the noise from probe coil(about 300K， if not 

cooled). 

In practice， the new GaAs HEMT preamplifiers result in a 13C sensitivity improvement of 

around 20% compared with earlier designs. 

300MHzから 800MHzまでの NMR装置にて 13C信号を感度良く観測するため、化合物半導

体(GaAsHigh Electron Mobility Transistor)を使用した高感度前置増幅器を開発した。

この種の前置増幅器の lH信号観測への利用は既に報告されているが 1)2)3)、今回はその技術を

13C信号観測に拡張した。

前置増幅器自体の雑音指数は常温にて 0.2dB前後に改善された。

例として 150MHz用(600MHz装置 13C観測用)前置増幅器単体の雑音指数を[Fig.1]に示す。

本前置増幅器を使用することにより、従来に比べ 13C感度は 600MHz装置において 20%以

上改善された。

600MHz装置における 13C感度(AST附の改善結果を[Fig.2]に示す。

ポスターでは更に詳しい電気試験データと NMRデータを示す。

参考文献

(1) Fuks et.al.，38th ENC，1997 

(2) Koscielniak et.al.38th ENC，1997 

(3)末松，栗原パ包合物半導体を使用した超高感度前置増幅器ヘ第 36回 NMR討論会要旨(1997)

13C、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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P118 硝酸鉛の207Pb MAS NMR測定による

高温 MASの温度較正
(ジャパンエナジー分析センター 1，日本電子 2，東工大工 3)

0高橋俊朗 1，川島弘江1，杉沢寿志 2，馬場俊秀 3

Temperature calibration using 207Pb MAS N勘1Rof lead nitrate for high temperature 

OToshiro Takahashia， Hiroe Kawashimaa， Hisashi Sugisawab， Toshihide Babac 

aJapan Energy Analytical Research Center Co.， Ltd. 

b Analytical Instrument Division， JEOL Ltd. 

CDepartment of Chemical Engineering， Tokyo Institute of Technology 

We report a method for high temperature calibration of magic-angle spinning NMR spectroscopy. 

The method is an extension of that developed by Anthony Bielecki and Douglas P. Buram，and 

consists of measuring the chemical shi食in207Pb MAS NMR spectrum oflead nitrate. 207Pb chemical 

shi合wasextremely sensitive to temperature andぬetempera旬 redependence was observed from 

30 to 41 0"C • These results indicate 207Pb MAS N勘1Rspectrum of lead nitrate would be a 

therrnometer for high tempera札lre.

はじめに

固体高分解能 NMR法における温度可変測定は、温度変化にともなう固体材料の構造、物

性、分子運動に関する有用な情報が得られる測定手法であり、多分野で利用されている。固

体高分解能 NMR法では、試料管を高速回転させるという特異的な機械システムを利用する

ため、試料管内の温度を直接測定することは困難である。通常、測定時のドライブ及びベア

リング温度が試料温度として検出される。しかし、この温度は種々の原因により実際の試料

温度とは異なることから、正確に温度を把握するために様々な温度較正法が提案されている。

今まで報告されている温度較正法が適用できる温度範囲は、 -130"-'150"C程度であり、それ

より高温での温度較正は行われていない。500"C以上の MAS測定が可能になった現在、 150"C

以上の高温でも正確に温度較正を行うことは、測定データを解析する上で必要不可欠である。

そこで Bilelecki1l らによって提案されている硝酸鉛を用いた温度較正法 (，，-，150"C)を拡

張し、高温での温度較正が可能か検討を行った。

実験

プローブの温度較正

硝酸鉛の化学シフト値と温度の関係を正確に求めるため、 Table1に示した化合物の相転移

温度及び融点から、プローブの温度較正を行った。相転移温度及び融点は熱分析測定により

キーワード:温度較正、硝酸鉛、 VTMAS

たかはしとしろう、かわしまひろえ、すぎさわひさし、ばばとしひで
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求めた。下記に示した硝酸鉛の測定と同じ分光計、プローブ、試料管回転速度にて NMR測

定を行った。

to calibrate temperature 

Melting point or Phase transition temperature* 

Samples 1 Table 

。…?

Sample 

75 

130* 

4-cyano・4'・7・alkoxybiphenyls

4・cyano・4"・5・alky帽 p-terphenyls

Citric acid 148 

305 Na1ぜ03

LiI 

NMR 

461 

硝酸鉛の207Pb MAS 

硝酸鉛はA1drich社製 5Nを使用し、分光計はJNM-CMX400、プローブには Doty社製

High Temperature MAS Probeを用いた。 90度パルス幅6.5μs、試料管回転速度2500

土50Hz、待ち時間は 10s、積算回数 40回の条件でシングルパルスにより測定を行った。試

料は材質が窒化ホウ素である高温測定用試料管に入れ、測定温度において平衡状態に達する

ように 10分以上放置した後、測定を行った。

結果及び考察

Fig.1にはNMR測定で観測された上記試料の融解、相転移時のコントローラー表示温度と

実際の相転移温度及び融点の関係を示した。 NMRの測定結果から、 80"C以下では試料温度

が表示温度より高いが、約80"Cを境に低くなり、試料温度が461"cでは表示温度は475"Cを

示し温度差が 14"Cあることが分かつた。プローブの温度較正を行うためコントローラー表示

温度と試料温度の関係式をFig.1から求めた。式は 1""'3次について検討し AlC2
)を考虚した

うえで2次式に決定した。その結果、(1)式を得た。

T=1.3X 1Q-4TD
2+0.9TD+7.3 

ここでTは試料温度、 Toは温度コントローラーの表示温度を示している。
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硝酸鉛の熱分析測定から分解開始温度は 450"Cであり、 390"Cで 3時間ホールドした実験

では 4wt%以下の重量減少しか確認されず、硝酸鉛は 400"C付近でかなり安定であることが

分かった。よってNMR測定は約410"Cまで行った。 Fig.2には386"Cでの 207PbMAS NMR 

スベクトルを、 Fig.3には測定結果から得られた化学シフト値と温度の関係を示した。温度

は(1)式で補正した値を用いた。化学シフト値基準にテトラエチル鉛を用いると観測周波数が

広くなりすぎるため、便宜上30"Cでの化学シフト値を Oppmに設定した。

Fig.2に示した 386"CでのスペクトルはS/N=35であり高温でも高感度であった。また、

Fig.3に示すように 200"C以上の高温においても温度上昇に伴い化学シフト値は低磁場シフ

トした。このように硝酸鉛の207Pb MAS NMRは高感度で、その化学シフト値は低磁場シ

フトする温度依存性が見られたことから、 400"C程度の高温まで温度較正に用いることが可

能であることが分かつた。 Bileleckiらは試料温度と化学シフト値の関係は-130"-'150"Cの温

度範囲では 1次式で表すことができると報告している。しかし、Fig.3からわかるように150"C

以下に比べ 200"C以上の高温では、化学シフト値あたりの温度変化が小さくなっているため

200"C以上に Bileleckiらの式を用いると誤差が大きくなる。そこで Fig.3から試料温度と化

学シフト値の関係を求めた。フィッティングに用いる式は 1"-'4次式について検討し AICを

考慮して(2)に示す 2次式を得た。

T=-5.1 X 10-4δ 2+1.29δ+31.0 (2) 

ここでTは試料温度、 δは化学シフト値を示している。この式を用いることで比較的容易

に3"C以内の誤差範囲で 400"C程度の高温まで温度較正を行えることが分かつた。また(2)式

を用い Fig2.のピーク半値幅から 386"Cでの試料管内の温度分布を見積もったところ 1"C以内

と推測された。今後、適切な化学シフト値基準になる化合物を見つけることができれば、よ

り容易に-130"C"-'400"Cの幅広い温度範囲での温度較正が可能になる。
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Fig.2 207Pb MAS NMR spectrum 

of lead nitrate at 386"C. 

参照文献
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Fig.3 Plot of207Pb chemical shift Vs 
Calibrated tempera同re.

1) Antony Bielecki and Dougllas P.Burum， J.Magn. Reson. A 116，215(1995) 

2) 鈴木義一郎著 情報量基準による統計解析入門
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P119 
光ポンピングによるスピン偏極Xeガス発生法の最適化

電子技術総合研究所超分子部磁気スベクトロスコピーラボ

0服部峰之、平賀隆、守谷哲郎

Optimization of the efficiency of nuclear spin polarization processes 

for Xe gas by optical pumping 

Mineyuki Hattori， Takashi Hiraga，組dTetsuo Moriya 

Electrotechnical Laboratory， Tsukuba， Ibaraki 305・8568，JAPAN 

The flow-through type apparatus for the polarization of noble gas nuclear spins using 

high-power diode laser arrays (794.7nm， 12W) was constructed[l]. The performance for the 

polarization of natural abundant Xe gas was evaluated. In order to optimize the pumping 

condition， the shape of pumping cell， flow rate and tempera佃reof the cell was varied. 

【原理}核スピンが偏極した希ガスは、 12~e. 3He等のスピン量子数1/2の核スピン

を有する単原子分子を含む希ガスおよびRb，Cs等のアルカリ金属蒸気を混合した気

体に、円偏光された励起光を照射することによって、 Rb等の基底状態準位にある電

子が光吸収により励起されて励起状態準位を経由した後に基底状態準位に戻るとき

に、外部から印加された磁場によって磁気的に縮退が解かれた基底状態準位の内の

電子準位の一方の準位に高い確率で遷移させ、 Rb分子等の電子スピン偏極度が高い

状態を作成し、この偏極状態のRb等がXe等の希ガス分子と衝突して、この過程で

Rb等の偏極状態がXe等の希ガスの核スピン系に移動することによって得られる

[2J。この過程は、一般に光ポンピングと呼ばれている。[図1参照]

【課題】これまでの円筒状ガラス容器を採用した偏極装置[3，4Jでは、励起光強度は

入射方向の入射面からの距離に依存して指数関数で減少する。円筒状ガラス容器内

でのRb等の濃度は、励起光が強い部位に最適化して決定するため、入射面からの距

離が離れた励起光強度が弱い部分がかなりの体積を占めることになる。こうした励

起効率の低い部位での偏極率の低下は、 Xe等分子が拡散によって効率の高い部位に

移動することにより解消されるが、全体の励起効率を低下させている原因となって

いる(実際に偏極された12宝eの量は5%程度)。我々は、フローセルを用いて常圧付

近で安全にガスを流しながら偏極希ガスを製造し、後方に核磁気共鳴装置を配置す

ることで連続的に偏極希ガスを発生させた後、偏極率を減少させずに短時間でNMR

測定を行える偏極装置を報告した[lJ。ここでは、この装置のセル形状を改良するこ

とで、安全にガスを流しながら、偏極率をさらに向上させた偏極希ガスの発生方法

を最適化することを目的としている。

希ガス、 12!Jce、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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図2.偏極希ガス製造装置のフローセルと
励起光と磁力線の配置図

【方法】フローセル内に低圧の希ガスと光ポンピング用触媒さらにクエンチャーガ

スの混合気体を一方向に流通させ、フローセル内には励起光を照射し、かつ磁場を

印加することで、連続的に偏極希ガスを安全に製造することが可能である。そし

て、フローセルの励起光照射面に垂直に磁力線が通過するように磁石を配置し、フ

ローセルに励起光を拡大して照射面全面に平行に照射させ、フローセル内の気体の

流通方向に垂直に励起光を照射する[図 2参照]ことで、偏極率を飛躍的に向上が期待

される。また、偏極希ガス製造装置を核磁気共鳴検出装置の前方に配置すること

で、連続的に発生した偏極希ガスを、別容器への移送による偏極率の減少を起こさ

ずに短時間で核磁気共鳴検出装置に導入し核磁気共鳴測定することが可能となる。

Xe核の偏極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(H20，02など)濃度などが考えられる。励起光強度が高い条件で

は、 Rb濃度を高めて、 Xe核との衝突回数を増大し、 Xe-Xe問の衝突によるスピン系

の緩和が偏極率の低下に効かない条件下で、偏極効率を効果的に上昇させられる。

このときのセルの形状としては、受光面を広くし光路長を短くするともっとも効率

が上げられると考えられる。

受光面5cmX5cm、光路長1mmと10mmのセルを製作し、高出力ダイオードレー

ザーアレイ (794.7nm， 12W)を励起源に用いてRbの光ポンピングを行い、 12宝eの核ス

ピンを偏極させるフロー型の光ポンピング装置において、フロー速度、 Rb濃度(セ

ルの温度)を変化させ、 NMR測定を行って偏極率を評価した。

【参考文献】

[lJ服部峰之、平賀隆、守谷哲郎，第36回NMR討論会講演要旨集， P9， 103 (1997). 

[2J W. Happer， E. Miron， S. Schaefer， D. Schreiber， W. A. van Wijngaarden， and X. Zeng， 

Phys. Rev. A29， 3092 (1984). 

[3J B. Driehuys， G. D. Cates， E. Miron， K. Sauer， and W. Happer， Appl. Phys. Lett. 69， 1668 

(1996). 

[4J M. Haake， A. Pines， J. A. Reimer， and R. Seydoux， J. Am. Chem. Soc. 119， 11711 

(1997). 
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P120 

NMR Prediction Software and Tubeless NMR -an Analytical 
Tool for Screening of Combinatoriaf Libraries 

Antony Wil1iams， Dmitry Mityushev， Vladimir Shilay and Sergey Bakulin 

Advanct:d Chemistry Development， 133 Richmond Street West， Suite 605， Toronto， Ontario， 

M5H 2L5， Canada. 

Tubeless NMR is quickly becoming the method of choice for the application of the 

Nuclear Magnetic Resonance technique to the analysis of combinatorial libraries. Coupling 

automation with flow NMR technology now allows NMR spectra to be acquired on materials 

populating a combinatorial plate in only a few hours. This routine acquisition of large 

amounts of sp配 traldata can indeed increase the rate of throughput for such analyses but the 

technology can lead to an inordinate amount of data with no appropriate manner to track and 

database the information in a facile manner. Since the chemist can often offer suggestions for 

the structures expected for each vial on the plate it would be appropriate to attempt to relate the 

experimental spectra to those predicted for the structure. The development of software to 

allow the databasing of NMR spectral curves associated with molecular structures， and the 

application of NMR prediction algorithms to allow comparison of experimental and predicted 

spectra has been attempted. Software is now available which allows the user to access and 

process NMR data directly from the spectrometer and display in a 96 well plate format. The 

sp配 tralcurves generated can be stored directly in a database and associated with chemical 

structures and user definable textual data fields. Hl NMR prediction algorithms allow predicted 

sp配 trato be generated for each of the suggested strucωres and displayed on scre四 fordirect 

visual comparison with the experimental spectra. An analysis for matching experimental and 

predicted sp倒 racan be performed based on the differences in shifts between the spectra. The 

obtained values are then displayed using color coding to display ranges for the match factors. 
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P121 
NMR分光法によるアルカリプロマイド水溶液中における水分子の

D核および 170核のスピンー格子緩和速度におよぽす圧力効果

{立命館大理工・創価大工つ0文野浩一・清水昭夫・・谷口吉弘

Pressure Effects on the Spin-lattice Relaxation Rates of 0 and 170 Nuclei in 020 

Molecule in Alkali Bromide Aqueous Solutions by NMR Spectroscopy 

Koichi， FUMINO; Akio， SHIMIZU・;Yoshihiro， TANIGUCHI 

Faculty of Science and Engineering， Ritsumeikan University， Kusatsu， Shiga， 525-8577 

・Facultyof Engineering， Soka University， Hachioji， Tokyo， 192-0003 

The spin-lattice relaxation rates (R1) of 0 and 170 nuclei of heavy water (020)皿olecule

in alkali bromide (LiBr， NaBr， KBr， CsBr) aqueous solutions were measured in the 

range of O. 1-300 MPa at 1. 0 molkg-1 and 300C by NMR. The R1 value decreases wi th 

increasing pressure. The rotational correlation times (τ) obtained by the R1 value 

decreases with increasing pressure and τis in this order: Li + > Na + > pure 020 

>K+>Cs+. This implies that the interaction bet曹een020 molecules becomes weaker 

with increasing pressure and that the 020 molecules rotate more remarkably. 

1.はじめに 電解質水溶液中における水分子の再配向運動に関する研究は、イオンの水和

を理解する上で基本的かっ重要な問題である。これまで実験は1.0 molkg-1以上の高濃度

領域において行われてきたが、近年のNMR分光法の発展により、水分子のD核と 170核

のスピンー格子緩和速度(R1)が1.0皿olkg-1以下の低濃度領域において精度よく測定でき

るようになった。アルカリブロマイド (LiBr，NaBr， KBr， CsBr)水溶液中における水分子の

D核および 170核のR1を 25"Cにおいて測定したところ、 R1は溶液濃度mと(1)式の関係

にあることが認められた九

R1/R1
0=I+B.m 、‘.，

唱

E
A

，，a
、

ここで、 RJは純水における測定核のR1、Bはイオンー溶媒問相互作用に関するパラメー

ターである。また、これらの核の R1を 5-50"Cにおいて測定したところ、アルカリ金属イ

オンに配位する水分子の回転運動は水の構造性にも依存することが明らかになった 2叫。

水の構造は圧力によっても顕著に変化するので、水分子の回転運動におよぽす圧力効果の

研究から、高圧力下における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るも

のと恩われる。ところでこの濃度領域における水分子の回転運動に関する圧力効果の研究

は Ueno らによって tープチルアルコール水溶液および尿素水溶液について行われている

のみであるへそこで、アルカリブロマイド (LiBr，NaBr， KBr， CsBr)水溶液中における水

分子のD核および 170核のR1を 30"C、1.0皿olkg-1、0.1-300MPaにおいて測定した。

2.実験方法 アルカリブロマイド(LiBr，NaBr， KBr， CsBr)は、予め P205入りのデシケー

ター中にて 7日間以上減圧乾燥させた。ロック溶媒には 020(CEA製、重水素化率 99.8%以

上)を用いた。試料中の溶存酸素を除去するために、試料溶液を測定直前に窒素ガスを用い

て 10分間パプリングし、試料溶液をガラス管とテフロン製チュープに入れて両者をつなぎ

合わせて測定試料とした。 R1の測定は JEOLJNM GX-270 FT-NMR(基準磁場:6. 34T、基準

NMR、アルカリブロマイド水溶液、水分子、スピンー格子経和時間、圧力

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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振動数 D:41. 5刷 z、170:36. 6刷 z)を用いて Inversion-recovery法(1800-τ-900パルス

法)によって行い、測定誤差は土2%であった。測定圧力は側光高圧機器製 KP-5-A型圧力ポ

ンプを用いて、 O.1， 50tl， 100tl， 150土1，200t1， 250土1，300t2 MPaとした。積算回数

はD核および 170核についてそれぞれ 8および 1600固とした。測定温度は JEOLMVT/HT温

度ユニットを用いて 30tO.l"Cに保たれた。溶液の濃度は1.0皿olkg-1であった。

3.結果および考察 アルカリブロマイド水溶液中における水分子のD核と 170核の R1の

値は圧力の増加とともに減少した。 (1)式のBはカチオンとアニオンからの寄与に分割でき

るので、 (2)式が成立する。

B=B++B- (2) 

また、 R1の値は、二状態モデルにより (3)式として表される。

Rl=(1-X+-X一)R1o+ X +R1++ X -R1- (3) 

ここで、 RJおよびR1-はそれぞれカチオンおよびアニオンに配位する水分子のRぃ x企

=n企.m/50.0、50.0は重水 1000g中に含まれる D20のそル数、 nまはイオンの配位数であ

る。 (3)式およびB+ (K+) = B -(Cl-)を仮定して (4)式が得られる。

B+={(R1+/R10)ー 1}・(n+ /50.0) (4) 

D核および 110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)

式が成立する則。

R1= (3/40) {(2I+3)/I2(2I-l)} (eJqQ/1I)2{1+(η2/3) }τ (5) 

ここで Iはスピン量子数、 eJqQ/lIは四極子結合定数、 ηは非対称性パラメータ}、 τは測

定核の回転相関時間である。これよりアルカリ金属イオンに配位する水分子のD核および

170核の τが得られ、 170核について Fig.1に示す。 τの値は各圧力において、 Li+>Na+ 

>pure D20> K + >Cs+の順になることが認められた。また、 τの値は圧力の増加とともに

減少することが認められ、圧力の増加とともに水分子聞の水素結合が弱くなり、水分子が

一層速く回転することによるものと思われる。
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キーワード習慣引 7Li P106 HSQC P66 

町-MASN服 l凶 hydrogen P109 

(数字・アルファベット) AgN服 3L3 1D VlVO P66 

129Xe P119 aggregatlon P1 isotope effect P109 

129Xe-N服 P93 Ag.Cu1.1 P108 J reso-HMBC P5 

139La刷SNMR 118 alpha-アミノ酸 P76 Kaol ini te 

13C P117 APC P9 1ntercalation P107 

13-C P63 ArcB P18 K1FMK P25 

13C白刈ASN服 P105 ATF2 Pll 1ιN蹴 3凶

13C-MRS1 P66 C出PS P22 LECラット 1L11 

13C_NMR P44 chemical shift Liquid crystal P51 

13C_NMR P103 perturbation P17 lon grange coupling 

13CNMR化学シフト P87 CH双極子相互作用 P73 constant P40 

13C化学シフト P42 conformation P51 L-ヒスチジン P76 

13C固体NMR P94 cre結合蛋白質 Pll 回 Itosyl-a-CD P39 

吋スピン拡散N服 P88 diffusion P1 maltotriosyl-a-CD P39 

15N P40 diffusion P109 MAS液晶N服 114 

15N緩和測定 P22 direct coupli噌 P51 Metal hydride P109 

170 P71 DNA結合ドメイン P15 Molten Globule State P34 

19F -N服イメージング P69 DNA結合ドメイン P20 眠 microscope 1L12 

19F国体NMR P94 DNA結合ドメイン P23 服I 1Ll2 

lH CRAMPS N眠 P76 DNA複合体 P23 眠M1岱 P61 

lH C貼MPS法 P81 Dynamics P107 Multiconformation解析1L4

lH_31p双極子相互作用 P104 E.COSY P6 Mybリピート P20 

lH-NMR P3 Floquet理論 P74 N服 P11 

1次元交換NMR P75 glucosyl-a-CD P39 N服 P15 

2D N阻 P99 GNRA tetralooP P37 NMR P23 

2H NMR 1L9 Grb2 P10 N服 P25 

2-Vinyloxypyridine P51 growth-blocking N服 P121 

2次元 lH-NMR P26 peptide (GBP) P26 NMRイメージング 1L11 

2次元Tτ∞R法 P72 凶LG P 9 N服構造決定 P8 

2面角情報 1L1 H-D交換 3Ll2 order par担 eter P51 

31p N服 3Ll3 国TLCに P7 panosyl-a-CD P39 

3D P61 His-Aspホスホリレー P18 Paramagnet ic 

3D P62 H1V 3L7 1mpurities P107 

3軸PFG P2 H1V-2 P27 PASS P7 

435 



PB2ドメイン P19 Vav P24 安定同位体標識 3L13 

PC P61 円'MAS P1l8 安定同位体標識 P4 

PDZドメイン P9 WET 3L6 安定同位体標識 P38 

PFOA P69 Xe P84 安定同位体標識 P50 

PGSE N服 lL3 Y202S lL8 安定同位体標識 P77 

PhoB P23 yeast ubiquitin 安定同位体標識 P94 

planari ty P51 hydrolase 1 P17 安定同位体標識

P胤A P83 Zinc finger P15 ペプチド P32 

protem Pl zinc finger motif P27 安定同位体ラベル 3L4 

pulse-gradient u→ p転移 P33 安定同位体ラベル P48 

spin-echo Pl αーヘリックス P47 安定同位体ラベル P88 

REOOR P47 。ラクトグロプリン P33 アンフォールデイング 3LlO

ribonucleaseA 3LIO π共役系高分子 PllO イオンダイナミクス PI06 

RmelP P15 ωl-hetero hal f- イオンチャンネル P28 

RNA 3L7 filtered 1配SY P 7 イオンチャンネル P50 

ROESY!MAS P53 ωー口、XTxVII P28 イオンチャンネル阻害 P61

SE∞R PI04 イオン間相互作用 P43 

SH3ドメイン PIO (あ行) イオン対 lL3 

SH3ドメイン P24 アキレス挺 lLlO イオン導電体 3L3 

Spin-Latt ice 圧力 P121 異種核問多量子N眠法 P72

Relaxat ion P107 アデノシン P78 位置特異的重水素化 lL2 

spin-lattice アニオン P43 イミダソ.ール P96 

relaxation time PI09 アプタマー 3L7 イメージング P62 

SR-MAS 法 P45 アミド水素 P1l3 イメージング P63 

ss結合 P61 アミノ酸選択的標識 3L9 イメージング P1l4 

Stray Field lmaging法L6 アミロイド化 P1l2 インゲン P65 

T1 P 3 アラメシチン P50 インテイン P 4 

tar 3L7 アルカリー水素-Cω 液晶性高分子 P85 

tat 3L7 三元系化合物 P97 エネルギー計算 P57 

宵主 P33 アルカリブロマイド オピオイドペプチド P70 

Tom20P P12 水溶液 P121 オリザシスタチン P13 

trabecular P61 安定同位体 3L9 温度較正 P1l8 

百F P20 安定同位体核 lLl 温度ジャンプNMR 3LIO 

triple-resonance N阻 lL2 安定同位体核 P8 

triple-resonance N服 P16 安定同位体核 P21 (か行)

ubiquitin P17 安定同位体核 P37 回転座標系 P63 

436 



回転偏光 P1l9 肝臓 lLll 交換N服 P96 

化学シフト P56 感度 P1l7 交差緩和時間 P34 

化学シフト P71 緩和 P66 構造解析 P14 

化学シフト P86 緩和解析 P18 構造解析 P35 

化学シフト異方性 3L4 緩和時間 P54 構造決定 P32 

化学シフト異方性 P31 緩和時間 P80 構造多形性 3Ll3 

化学シフト異方性 P48 緩和時間 PI06 構造転移 P1l2 

化学シフト異方性 P78 緩和時間の異方性 lL5 高速スイッチング

化学シフト異方性 P88 過冷却 P64 磁場勾配 PI02 

化学シフト異方性 P96 過冷却液晶状態 P85 高分解能胤S溶液

化学シフト画像 lLlO 希ガス P1l9 プロープ P52 

化学シフト画像 P67 絹フイプロイン 3L4 高分解能スペクトル P52 

化学シフト計算 P35 絹フィプロイン P88 高分子 P93 

化学シフト値予測 P57 機能性チタン複合 高分子ゲル P58 

化学シフトテンソル 3L5 酸化物 PI03 高分子混合体 P84 

化学シフトテンソル P82 金属イオン P49 高分子微量f構造 P44 

化学シフトテンソル PllO グラジエントエコー P3 光励起三重項状態 P79 

化学シフトマップ P35 グリシン P76 ゴーシュ

化学交換 P67 クレアチニン P57 コンホメーション P90 

化学平衡 P57 クレアチン P57 固相合成 P45 

拡散 PI08 クレアチンキナーゼ P67 固体13CN服 P90 

拡散係数 P41 傾斜磁場 P1l4 国体13C_2H2次元

拡散測定 P65 ケギン構造 PI04 相関胤SNMR法 P72 

拡散定数 P3 結晶化 P92 国体ZONMR P1l3 

核スピンー電子スピン 結晶構造 PI08 固体2H-NMR P98 

相互作用 PIOl 結晶構造 P76 固体2H-NMR PIOl 

角度依存重水素N眠 lL5 結晶・非晶機造 3L4 国体2次元交換

核四極相互作用 P99 結晶・非品構造 P88 13C_NMR P83 

核四極相互作用 PI05 ケミカルシフト PI08 固体N服 3L4 

化合物半導体 P1l7 原子問距離 P70 国体NMR P73 

カチオン P43 高圧 P84 固体NMR P77 

活性ヒスチジン P18 高圧NMR P1l5 国体NMR PlOO 

カルシウム P14 高圧セル P1l5 国体N服 PI05 

肝細胞癌 lLll 光学異性体 PIOO 国体NMR PllO 

環状エンケファリン lL4 光学活性 P68 固体N服 P1l6 

完全国溶体 PI08 光学分割 Plll 団体NMR P95 
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固体イメージング 1L6 四極子核 P1l3 水素一重水素

国体イメージング P102 シグナル認識粒子 P38 交換反応機構 P42 

固体高磁場NMR P71 シクロファン P1l5 水分挙動 1L7 

固体高分解能NMR P46 シクロヘキサン 1L9 水溶液 P52 

固体高分解能NMR P47 自己拡散係数 1L3 水溶性錯体 P103 

固体高分解能NMR P49 システイン スピンエコー P74 

国体高分解能 N眠 P50 プロテイナーゼ阻害剤P13 スピンエコー P82 

固体高分解能NMR P71 ジスルフイド結合 P28 スピン拡散 Pll1 

間体高分解能NMR P78 自動抽出 P62 スピン結合定数の符号 P6

固体高分解能NMR P84 磁場配向膜 3L5 スピンー格子緩和速度 P121 

国体高分解能 N服 P85 磁場配向膜 P47 スペクトル処理 P66 

国体高分解能NMR P1l2 磁場配向膜 P50 正弦的磁場勾配 P102 

固f本構造 P85 磁場勾配パルス P40 静電相互作用 P25 

コノトキシン P61 シフト試薬 P68 生理活性ペプチド 3L5 

コヒーレンス P55 シミュレーション P54 ゼオライト KL 1L9 

コンピナトリアル 重水素NMR 1L7 石英高圧セル P1l5 

ケミストー P45 重水素化 P16 接触イオン対 P43 

コンフォメーション P46 重水素化蛋白質 P32 ゼロ量子N服 3L2 

コンフォメーション P49 縮合多環化合物 P95 選択励起 P75 

コンホメーション P53 主鎖微小揺らぎ 1L5 前置増幅器 P1l7 

コンホメーション P86 硝酸鉛 P1l8 全トランス連鎖結晶 P92 

コンホメーション P87 常磁性 P31 造影剤 1Lll 

常磁性NMR P30 双極子相互作用 P78 

(さ行) 常磁性物質 P72 層状化合物V20S P98 

サイクリング 蒸発量 3Ll 相対性効果 P56 

サイドバンド P44 上皮成長因子 EGF P26 相対配置決定 P70 

細胞の水 P65 植物 P64 相転移 P54 

鎖状炭化水素 P95 植物ホルモン応答 3Lll 相転移 P90 

三次元 P61 シンジオタクチック ゾルーゲル転移 P80 

三次構造 P34 ポリプロピレ P92 

酸素 17 P1l4 水素結合 P30 (た行)

繁外線損傷DNA 3L13 水素結合 P81 代謝物質 P68 

磁化移動 水素結合 P96 ダイナミクス P33 

コントラスト法 P58 水素結合 P101 ダイナミクス P93 

磁気異方性 3L5 水素結合 P1l3 多核NMR P43 

磁気緩和 3L12 水素交換反応速度 P30 多核多次元叩NOE法 P32 
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多核実験 P2 転写因子 3Lll スティミュレイテッド

多次元N眠 3L9 転写因子 3L12 エコー法 P65 

多次元NMR 3Lll 転写活性化ドメイン Pll パルスグラデイエント

多次元NMR P9 凍結 P64 スピンエコー法 P65 

多次元NMR P12 凍結乾燥製剤 P91 パルスチュープ 3Ll 

多次元NMR P14 同種核2スピン系 P74 パルス磁場勾配 P41 

多次元NMR P18 動的核偏極 P79 パルス磁場勾配法 PI06 

多次元NMR P19 動的構造 lLl 光ポンピング P1l9 

多次元NMR P77 動的構造 P37 ヒトカルシトニン P1l2 

多次元固体NMR 3L2 ヒト血清アルブミン P34 

多次元相関NMR法 Plll (な行) ピフェニル P87 

多スピン RE凶R P70 ナトリウムチャンネル P25 広幅NMR lL7 

脱水反応 P83 二次元固体NMR P82 部位特異的標識 3L9 

多面体 P62 二次構造 P34 不活性化ゲート P25 

タンパク質 lL2 二重共鳴 3L3 複合体 P9 

タンパク質 P14 二相モデル P80 物性 lL7 

タンパク質 P35 ニトロアニリン PI05 プロトンNMR P61 

タンパク質 P91 二本鎖型界面活性剤 P42 プロトンポンプ P46 

蛋白質-DNA複合体 3Lll 二面角 P78 分岐シクロ

タンパク質-RNA 二量子フィルター lLlO デキストリン P39 

相互作用 P38 ヌクレオキャプシド 分子運動 P85 

蛋白質問相E作用 3L12 タンパク質 P27 分子運動 P90 

蛋白質情造 3Ll2 熱力学的パラメータ P42 分子運動性 P91 

蛋白質小分子相互作用 P32 ノイズ 3Ll 分子間交差緩和 P58 

タンパク質 脳 P68 分子問双極子相互作用 P70

タンパク質相互作用 P16 脳内蛋白質 P8 分子動力学 3Lll 

蛋白質変性 P21 分子動力学計算 P54 

チタンクエン酸錯 PI03 (は行) 分子内運動 P3 

チトクロム C3 P31 配向構造 P48 分子認識 P19 

超イオン導電体 P54 配向分布 lL5 分析 P68 

超低磁場NMR P79 ハイドロゲル P41 ヘテロポリ酸 PI04 

デジタル任意波形 配列 Plll ペプチド P35 

発生装置 P1l6 J;;クテリオロドプシン P46 ペプチド P71 

テロメア P20 J;;クテリオロドプシン P49 ペプチド P82 

電子構造 P30 ノfクテリオロドプシン P94 ペプチド Pl13 

電子スピン密度 PIOl パルスグラディエント ペプチド P28 
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ペプチド P52 ミトコンドリア P12 立体構造解析 Pll 

ベンゼン 1L9 無細胞タンパク質 立体構造解析 P13 

芳香族アミノ酸 1L2 合成系 3L9 立体構造決定 P77 

包接化合物 P111 木材 1L7 リポソーム P69 

飽和移動 P67 モノクローナル抗体 3Ll3 硫酸キニジン P53 

ポータプル眠I 1Ll2 リン 31 P1l4 
F円. P61 (や行) リン脂質二重膜 3L5 

ポリイミド P86 有機強磁性体 P101 リン脂質二重膜 P47 

ポリエチレン繊維 P90 優先富化 P100 リン脂質膜 P48 

ポリピニルアルコール P81 誘電共振 P59 リン脂質膜 P52 

ポリプロピレン P44 誘電損失 P59 冷凍機 3Ll 

ポリペプチド 1L5 誘電率 P59 レンダリング P60 

ポリペプチド P80 i答i夜構造 P19 

翻訳開始因子 P22 溶媒消去 P2 

溶媒のダイナミックス P80

(ま行) 溶媒和 1L3 

マイクロイメージング P64 四級炭素 P6 

マウス P67 

膜蛋白質 P46 (ら行)

膜蛋白質 P49 ラクトアルブミン 3LlO 

膜タンパク質 P94 ラジオ波磁場勾配 P63 

マグネット 3Ll ラセミ化合物結晶 P100 

マジックエコー P102 ランタノイド l凶

マジック角回転 3L2 リアルタイム P61 

マジック角試料回転 P73 リオトロピックi夜品 P53 

マジック角試科回転 P74 リゾチーム 3LlO 

マジック角試料回転 P77 リチウム PI06 

マジック角試料回転 P82 リチウムイオン 1L3 

マジック角試料回転 PllO 立体構造 lL1 

マストパラン P48 立体構造 P21 

ミオグロビン P30 立体構造 P23 

ミクロポアー P93 立体構造 P27 

水の運動 P98 立体構造 P28 

水分子 1LlO 立体構造 P29 

水分子 P121 立体構造の

ミセル表面電荷 P42 シミュレーション P39 
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Ad B砿 2Ll 加 tonyWi 11 i細 P120 荒田洋治 3Ll3 

F. A. Fossey P88 M. P. Wi11iamson P35 荒田洋治 P64 

Co1 in A. Fyfe 3L3 Kurt Wuthrich 3L8 Yoji Arata Pl 

Ciri10 lL3 Xiu1an Xie PI07 安藤勲 P1l3 

Garcia-Martinez 安藤勲 P86 

Hi1trud Grondey 3L3 (あ行) 安 藤 勲 P87 

Peter Konig P20 相沢智康 P26 安藤慎治 P86 

P. K. R. Kumar 3L7 相原雄一 lL3 安藤↑真治 P87 

Janos K. Lanyi P49 相本三郎 P20 阿武泉 lLl2 

Janos K. Lanyi P46 青木雅弘 3L6 阿武泉 P61 

E. D. Laue lL2 青柳東彦 P48 飯島隆広 P99 

V. Mandiyan PIO 赤井智子 PI06 池上貴久 P18 

Tom Markus 3L3 赤坂一之 3LlO 池上貴久 P9 

P. J. McDona1d lL6 赤坂一之 P1l5 池上貴久 3Ll2 

A. M. McGuire P22 秋山徹 P9 生駒和也 lLlO 

A. Mi tche11 P15 阿久津秀雄 P31 井淳邦輔 P57 

Dmitry Mityushev P120 阿久津秀雄 P78 石井俊輔 Pll 

G. Navon lLlO 阿久津秀雄 P77 石井張愛 P86 

Richard Need1eman P49 阿久津秀雄 P91 石川雅也 P64 

Richard Need1eman P46 浅川直紀 P82 石黒正路 P94 

B. New1ing lL6 浅川直紀 PllO 石田信昭 P65 

D. Niet1ispach lL2 朝倉哲郎 P35 石田宏之 P85 

Wi11iam S. Price Pl 朝倉哲郎 3L4 石塚靖子 P39 

Wi11iam S. Price P64 朝倉哲郎 P88 石原康利 P66 

Sundaresan Rajesh P16 朝倉哲郎 P48 石村巽 P30 

Det1ef Reichert P75 浅野敦志 P83 泉岡明 PIOl 

J. Sch1essinger PIO 阿曽幸男 P41 泉川大輔 lL5 

V1adimir Shi 1ay P120 阿曽幸男 P91 磯田由美 P80 
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磯辺俊明 P8 潟淳淘 PI00 小川秀次郎 P65 

板井悠二 lLll 鵜沢淘 lL7 小椋賢治 P24 

井田朋智 P54 字国広子 Pll 小椋賢治 PI0 

射手園佳子 3L6 内山幸男 P58 尾崎拓男 P71 

井出博之 P64 内海博明 P40 尾崎順 3L12 

伊 藤聡 3Ll 梅田匡朗 P66 小田正記 P66 

伊藤隆司 P19 江 川 毅 P30 女屋博昭 lLll 

伊藤俊樹 P72 江口暁子 P76 小 野 晶 P37 

伊藤暢聡 P4 江口太郎 P93 小 野 明 P37 

伊藤隆 P16 海老浮計慶 P76 小野真之介 P113 

伊藤隆 P17 海老沢計慶 P57 折井謙吾 P99 

伊藤隆 lL2 戎井悦子 P24 

稲垣冬彦 P55 恵良聖一 P34 (か行)

稲垣冬彦 P24 恵良聖一 P58 甲斐荘正恒 P37 

稲垣冬彦 PI0 恵良聖一 P33 甲斐荘正恒 lL1 

井上さゆり P49 遠藤一央 PI08 甲斐荘正恒 P21 

井上さゆり P46 遠藤ー央 P54 甲斐荘正恒 P8 

井上多門 PI02 遠藤斗志也 P12 垣花異人 PI03 

井上康彦 3L1 大石修 PI06 梶弘典 P81 

井上義夫 P82 大木出 P9 梶 弘 典 P90 

井上義夫 Pll0 大城由紀 P112 梶裕之 P21 

今泉孝幸 P79 大高章 P25 片平正人 3L7 

今城文雄 Pl11 大竹亮子 P57 加藤和夫 P58 

入口紀男 P59 大塚栄子 3L13 加藤晃一 3L13 

岩下孝 P94 大友崇紀 P4 金沢洋子 P67 

岩下孝 P3 大野綾子 P21 金沢洋子 P69 

岩館満雄 P35 大野綾子 P8 金松知幸 P66 

岩原淳二 P14 大野光宏 lL2 狩野広美 P65 

岩本真理子 P16 大平康正 P92 上平美弥 P112 

岩本真理子 P17 大村友章 P31 亀田恒徳 3L4 

上垣浩一 P4 岡田輝政 P18 亀田恒徳 P88 

上杉晴ー 3L7 岡田輝政 3L12 唐津薫 3L6 

上田貴洋 P93 緒方啓典 P97 河合剛太 P31 

上田貴洋 P96 岡林博文 P42 河合剛太 P38 

上回貴洋 PI04 岡村英保 P23 川上勝 3L10 

上野照剛 P59 岡本和也 P66 川口謙 P52 
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川崎政人 PI0 栗林秀人 P67 駒田陽三 P42 

河野敬一 P26 栗原範明 P117 小松康雄 3L13 

川端 潤 P7 栗原徳正 P30 

河原郁子 3L6 黒木重樹 P113 (さ行)

木川隆則 3L9 黒子弘道 P87 斉藤一功 3L1 

木川隆則 P14 黒田義弘 P25 斎藤公児 lL6 

菊池章 P14 黒津卓コ P83 斉藤肇 P49 

橘高茂治 P98 桑田一夫 P33 斉藤肇 P46 

紀ノ定保臣 P58 桑原和弘 P90 斉藤肇 3L5 

木下隆利 P36 桑原大介 P74 斉 藤 肇 P70 

木下隆利 P89 小泉美香 P65 斉 藤 肇 P50 

金鍾文 P94 神田大輔 P19 斉 藤 肇 P112 

A. Kimura P51 神田大輔 P12 斉 藤 肇 P47 

木村敦臣 P69 河野俊之 P32 坂本泰一 P16 

木村敦臣 P53 河野俊之 P16 坂本泰一 P17 

木村敦臣 lL4 河野俊之 P17 坂本泰一 P38 

木村一雄 P52 河野俊之 P28 棲井智司 P91 

木村成輝 3L5 河野俊之 P27 棲井実 P82 

木村成輝 P47 河野俊之 P29 棲井実 Pll0 

木村潤子 PI08 小柴生造 P14 佐々木亨 P28 

水野元博 PI08 小嶋茂雄 P41 佐々木亨 P29 

木村潤子 P54 小嶋茂雄 P91 佐々健太郎 P77 

木村英昭 P76 巨瀬勝美 P62 佐藤一紀 P32 

京極好正 2L5 巨瀬勝美 lL12 佐藤一紀 P28 

京極好正 P4 巨瀬勝美 P60 佐藤一紀 P27 

串田克彦 P2 巨瀬勝美 P61 佐藤一紀 P29 

楠英樹 P32 小寺義男 P16 佐藤議夫 3L12 

楠正美 P55 小寺義男 P17 佐藤孝幸 lL9 

工藤紀雄 P13 小寺義男 P27 佐藤陽子 P40 

国森公夫 lL9 後藤裕子 P98 鮫島達也 P21 

久保厚 P116 後藤祐児 P33 柴田武彦 P16 

久保厚 3L2 小西英正 P49 柴田武彦 lL2 

久保厚 P72 小林邦子 P28 烏圭吾 P57 

窪田俊介 lL5 小林修 P45 嶋田一夫 3L13 

久保田英俊 P8 小林伸一郎 3L7 島田秀夫 P30 

熊木康裕 P6 小林信昭 P95 清水昭夫 P121 
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清水光弘 P15 多比良和誠 3L7 

清水秀明 P63 (た行) 田村充 P1l4 

清水弘之 P84 田岡万悟 P8 田村類 PIOO 

下村康夫 lL8 高岡一馬 P1l6 丹所正孝 3L3 

荘司顛 P76 高木優 3Lll 塚田裕三 P66 

小代俊浩 P12 高橋征三 P68 月城聖一 P69 

白川昌宏 P18 高橋俊朗 P1l8 月域聖一 lL4 

白川昌宏 P9 高橋弘樹 PIOO 辻暁 P49 

白川昌宏 3L12 高橋三雄 P57 辻暁 P46 

神藤平三郎 P15 高原周一 P98 辻暁 3L5 

末浮裕子 P43 高宮尚武 lLlO 辻暁 P70 

末松浩人 P1l7 武川雅英 P80 辻暁 P50 

菅瀬謙治 P3 竹腰i青乃理 P79 辻暁 P1l2 

菅原正 PIOl 竹腰清之理 P84 辻暁 P47 

杉浦虞喜子 P53 竹腰清乃理 Plll 辻田義治 P36 

杉沢寿志 P76 竹腰清乃理 P75 辻田義治 P89 

杉沢寿志 P1l8 竹腰清乃理 P73 土田信夫 P16 

鈴木栄一 P78 武田和行 P79 土屋征司 lLl 

鈴木栄一郎 P76 武固定 PIOl Fumihiko Tsuchiya Pl 

鈴木築一郎 P57 武田定 P98 堤耀広 P80 

鈴木智幸 P89 竹野入正利 P82 堤耀広 lL5 

鈴木神 P95 多国大 PI03 津野久幸 P45 

鈴木理 3Lll 立木あゆ美 P32 出口健三 P76 

鈴間聡 P38 辰巳奉正 PI04 出村誠 3L4 

須田真輔 P21 楯真一 P37 出村誠 P88 

須原正彦 P99 楯真一 lLl 出村誠 P48 

須原正彦 PI08 楯真一 P21 寺内勉 lLl 

須原正彦 P54 楯真一 P8 寺尾武彦 P79 

住本英樹 P19 舘野賢 3Lll 寺尾武彦 P84 

瀬尾芳輝 lLlO 田中一二三 P25 寺尾武彦 Plll 

関 宏子 P40 田中剛史 P32 寺尾武彦 P1l6 

関谷紀子 P94 谷生道一 P49 寺尾武彦 3L2 

瀬戸治男 P5 谷生道一 P46 寺尾武彦 P72 

瀬戸治男 3L6 谷口吉弘 P121 寺尾武彦 P75 

曽我美勝 P34 谷知広 P80 寺尾武彦 P73 

曽我美勝 P58 田之倉優 P13 寺沢宏明 PIO 
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土井幹雄 lLll 中村亘男 P96 花岡僕悟 P23 

徳永達裕 P40 中村E男 PI04 馬場雄久 P56 

鳥淳拓也 3Ll3 中村春木 P4 馬場俊秀 P1l8 

中村義之 PI03 早川洋一 P26 

(な行) 中山登 3L6 早川喜子 P36 

内 藤 品 P49 中山尋量 P93 林繁信 PI09 

内 藤 品 P46 新留琢郎 P48 林繁信 PI07 

内藤品 3L5 二階堂修 3Ll3 林繁信 lL9 

内 藤 品 P70 西川忠輝 P20 林繁信 PI05 

内 藤 品 P50 西川和義 P1l5 林征治 3Ll 

内 藤 晶 P1l2 西川諭 3L7 早水紀久子 lL3 

内 藤 品 P47 西j季節 3Ll 原因としえ lL8 

中井利仁 PI02 西館数芽 P54 原田英里砂 P31 

中井利仁 P74 酉中清寿子 P1l5 樋岡克哉 P45 

永井直樹 P58 西村善文 P20 引地邦男 2L4 

中沖隆彦 P92 西村勝之 P70 引地邦男 P26 

永尾隆 3L5 西村善文 Pll 引地邦男 P6 

永尾隆 P50 西村善文 P23 尾藤良孝 P1l4 

中川照異 P25 西山幸三郎 lLl 柴田俊之 lL7 

中越雅道 P40 仁木国雄 P95 平井篤樹 P54 

永阪文惣 P93 新田勝利 P26 平沖敏文 P80 

中沢賢一 Pll 根本直 P39 平沖敏文 lL5 

中島勝弥 P32 根本暢明 P2 平賀隆 P1l9 

永田宏次 P13 野坂篤子 P1l2 平野利好 P32 

永田宏次 P24 野中正幸 PI02 平山順也 P18 

長土居有隆 P20 則定和志 3L5 贋明秀一 P19 

長土居有隆 Pll 贋田穣 P43 

長土居有隆 P23 (は行) 庚中俊也 P87 

長友重紀 P96 拝師智之 P62 福井洋之 P56 

中西洋志 P39 拝師智之 lLl2 福士江里 P7 

中村かおり P76 拝師智之 P60 藤井信孝 P25 

中村浩二 P34 拝師智之 P61 藤田憲一 P39 

中村幸治 P38 畠中秀樹 P24 藤谷直樹 P26 

中村新治 Plll 畠中秀樹 PIO 藤原敏道 P31 

仲村高志 PIOO 服部峰之 P63 藤原敏道 P78 

中村亘男 P93 服部峰之 P1l9 藤原敏道 P77 
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藤原敏道 P91 水野敬 P75 山本展裕 3Ll3 

H. Fuj iwara P51 水野猛 P18 山本泰彦 P30 

藤原英明 P69 水野元博 P99 山本利香 3L7 

藤原英明 P53 水野元博 十P54 湯川泰宏 P59 

藤原英明 lL4 溝上潤 P79 湯沢聡 PIO 

藤原正子 P39 三森文行 lLll 横田恭宣 P46 

藤原美穂 P36 南津明子 lL7 横地政志 P55 

文野浩一 P121 宮内実 P89 横山茂之 3L9 

降旗一夫 P5 宮下新 P37 横山茂之 P14 

降旗一夫 3L6 宮島清一 P97 吉岡澄江 P41 

星野大 P33 宮島清一 PI06 吉岡澄江 P91 

堀井文敬 P85 宮島清一 P74 吉岡大 lLll 

堀井丈敬 P92 宮本和英 P25 吉岡大 lLl2 

堀井丈敬 P81 三好利一 P84 吉 岡 大 P61 

場井文敬 P90 村上政隆 lLlO 吉野明広 P42 

堀由美子 P48 村瀬敦司 P15 吉原和雄 P94 

室文人 P1l5 吉水広明 P36 

(ま行) 森岡弘志 3Ll3 吉水広明 P89 

前川利男 Pll 森輝雄 P44 吉村祥子 P20 

前田忠計 P27 森本英敏 P85 

前田能崇 P25 守谷哲郎 P63 (わ行)

牧野耕三 P23 守谷哲郎 P1l9 若 松 馨 P32 

正木春彦 lL2 渡漫愛子 P1l5 

増井大二 P96 (や行) 渡辺公綱 P31 

増田憲二 P81 矢ケ崎隆義 P95 渡辺徳子 lL8 

松井茂 PI02 矢吹孝 3L9 渡逼英宏 P66 

松井裕 lLl 山口絵未 3L9 和田弘昭 3L3 

松井裕 P21 山口兆 PIOl 

松井裕 P8 山口悟 P49 

松尾浩 P22 山口秀幸 3Ll2 

松下未知雄 PIOl 山崎和彦 3Lll 

松島秀 P58 山崎高生 P38 

丸木理世 3L13 山崎俊夫 P4 

丸田悟朋 PIOl 山田博昭 P1l5 

丸田悟朗 P98 山根園男 P38 

三島正規 3Ll2 山本隆一 PllO 
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参加者名簿
氏名 所属

郵便番号住所

8ilwadal 物質工学工業後術研究所基礎部固体NMRグループ

8andoy叩 adhyay305-8565 ~械県つくば市東 1-1

Ad 8ax L・b.of Chem. Phys.， NIDDK， NIH 

2ω92-05 Bethesd・， MD， USA 
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北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

060-0810札幌市北区北10条西8T目

大阪工業技術研究所

563-8577池国市緑ケ丘 1-8-31

赤 路健佐子 京都大学薬学鶴NMR室

606-01 京都市左京区吉国下阿達町 46-29

阿久津秀雄 横浜国立大学工学部物質工学科

浅川直紀

朝倉克夫

朝倉哲郎

浅野敦志

浅野教志

芦田淳

240-8501繍浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

東京工業大学生命理工学部生体分子工学科

226-8501横浜市録区長津田町4259

手業大学理学部化学科

263-8522千葉市稲毛区弥生町 1-33

東京農工大学工学部

184-8588小金井市中町 2-24-16

防衛大学校化学教室

239-8686機須賀市走水 1-10-20

防衛大学校化学教室

239-8686横須賀市走水 1-1e--20

バリアンジャパン
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0468-41-3810 3596 0468-44-5901 

as・noa@Cc.nda.acjp
03-5232-1238 直通 03-5232-1264

Jun・shida@jp.v・rian.∞m



氏名 所属
郵便番号住所

阿曽幸男 国立医薬品食品衛生研究所

158-8501東京都世田谷区上用賀 1-18-1

足立恭子 海洋バイオテクノロジー研究所

424-∞37清水市袖師町 19∞
安立直剛 筑波大学物理工学系巨灘研究室

305-8573つくば市天王台1-1-1

穴井孝弘 日本電子株式会社分析務機緩衝本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

岡郡真之 飽和発醇工業(株)医薬研究所開発研究所

411-8731静岡県駿東群長泉町下土狩 1188

荒田洋治 機能水研究所

305-∞47つくば市千現 2-1-6

安藤勲 東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

152-8552白黒区大岡山 2-12-1

安中雅彦 千葉大学工学齢物質工学科高分子化学講座

263-8522千葉市稲毛区弥生町 1-33

飯島隆広 金沢大学理学部化学科

920-1192石川県金沢市角間町

池田健一 筑波大学化学系

305-8571つくば市天王台1-1-1

石井張愛 東京工業大学工学部高分子工学科安藤慎治研究室

152-8552東京観目黒区大岡山 2-12-1

石田信回 食品総合研究所分析評価部品質情報解析研究室

305-8642茨媛県つくば市観音台 2-1-2

石田宏之 京都大学化学研究所材料物性基礎111

611-∞11宇治市五ヶ庄

石塚婿子 生命工学工業銭術研究所

305-8566つくば市東 1-1

井田朋智 金沢大学理学郵化学科

920-1192石川県金沢市角間町

射手園佳子 日本ロシュ研究所後線分析グループ

247-8530鎌倉市縄原 2∞

井出博之 (株)繊能氷研究所

305-0047つくば市千現 2-1-6研究支媛センター内

稲垣冬彦 東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門

113-8613東京都文京区本駒込 3-18-22

猪原武男 小野薬品工業(練)水無瀬総合研究所

618-8585大阪府三島郡島本町桜井 3-1-1

448 

電話 内線 FAX
E-Mail 

03-3700--1141 227 03-3707--6950 

・so@nihs.iojp
0543--66-9213 直通 ω43--66-9255

k・d・chi@shimizu.mbio.cojp
0298-53-5214 直通 0298-53-5205

・d・chi邸側巾r.bk.tsukuba.acjp

042-542-2236 直通 042-546-8068

anai句。ol.cojp

0559-89-2020 直通 0559-86-7430

無

0298-58--6183 直通 0298-58--6166

arata@wri∞jp 

03-5734-2139 

iando@polymer.titech.acjp 

043-290-3409 直通 043-290-3401

annaka@planet.tc.chiba-u.acjp 

076-26←5686 直通 076-264-5742

iUim・@w吋ron1.s.kanazawa-u.acjp 

0298-53-4250 直通 0298-53-6切3

iked・@staff.chem.tsukuba.acjp
03-3726-1111 4250 03-5734-2889 

hisl、iix@Polym・r.titech.acjp
0298-38-ω57 直通 0298-38-7996

nobu@n作i.a伶 c.eojp

0774-38-3152 直通 0774-38-3148

hiro@modych.kuicr.kyoto-u.acjp 

0298-54--6125 直通 0298-54-6135

ishizuk・@nibh.eojp
076-264-5686 直通 076-264-5742

ida_t@W吋ron1.s.kanazawa-u.acjp 

0467-47-2209 直通 0467-45--6815

yoshiko.itezono@roche.com 

0298-58--6186 直通 0298-58-6144

ide@W付。oJP

03-3823-1ぬ9 直通 03-3823-1247

ina&・ki@吋nshoken.orjp 

075-961-1151 5607 075-962-9314 

inohara@m叩叫I.eu.orjp



氏名 所属
郵便番号住所

今泉.幸 京都大学文学院理学研究科化学専攻

606 京都市左京区北白川追分町

今城文雄 京都大学大学院理学研究科

606-8502京都市左京区北白川追分町

井町美佐子 日本ブルカ一株式会社

305-∞51茨域県つくば市ニの宮 3-21-5

岩下孝 (財)サントリー生物有償科学研究所

618-8503大阪府三島郡島本町若山台 1-1-1

岩瀬由紀子 福岡大学薬学部

岩舘満雄

植木定雄

上杉晴ー

上回貴洋

上埜正夫

肉固さやか

内田宗吉

814-0180福岡市城南区七隈 8-19-1

東京農工大学工学研究科物質生物工学専攻

184-8588小金井市中町 2-24-16

日本ブルカ一線式会社

305-∞51茨減県つくば市二の宮 3-21-5

横浜国立大学工学部物質工学科

240--8501繍浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

大阪大学大学院理学研究科化学専攻

560-∞43大阪府豊中市待兼山町1-16

出光石油化学株式会社樹脂研究所

299-0193市原市姉崎海岸1-1

東京大学工学系研究科応用化学専攻御園生研究室

113-8696東京都文京区本郷 7-3-1

日本電子株式会社分析器磁鏡術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

電話
E-Mail 

内線 FAX

075-753--4015 直通無

tak@kuchem.kyto-u・cJP
075-753--4033 直通 075-753--4033

im・shiro@kuchem.kyoto-u.acjp
0298-52-1235 20 0298-58-0322 

mi@bruker.cojp 

07号・962-3742 直通 075-962-2115

iw・shita@sunbor.orjp
092-871-6631 6651 092・863-0389

i糊同@psat.印刷。ka-u.齢 jp

042-388-7025 直通 042-383-7733

iwadate@Cc.tu・t.acjp
0298-52-1234 43 0298-58-0322 

su@bruker∞jp 

045-339-4265 直通 045-339-4265

uesu&i@mac.bio.bsk.ynu.acjp 

06-8民ト5779 直通 06-8邸ト5785

ued・@Ch.糊 ni.osaka--u.acjp

0436-60-1837 直通 0436-60-1033

BXS03466@ni代:y.nejp

03・3812-2111 7273 03-5802-2949 

tt767は)@honeo.ecc.u-tokyo.acjp

042-542-2236 直通 042-546-8068

uchida@jeol∞JP 

内海1尊明 日本電子側分析磁器綾術本部応用研究センターNM芯用研究グループ 042-542-2241 直通 ω2-546-蹴 8

梅本公子

江口太郎

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

国際基督教大学理学科

181-8585三鷹市大沢 3-10-2

大阪大学大学院理学研究科

560-∞43豊中市待兼山町 1-16

海老沢計慶 味の索中央研究所分術研究郁

恵良聖一

遠藤一央

大胡雄

210-8681川鱒市川陽区鈴木町 1-1

厳阜大学医学部生理学教室

5∞-8705岐阜市司町 40

金沢大学理学部化学科

920-1192石川県金沢市角間町

東京都立大学理学研究科化学

192-0397八王子市南大沢 1-1

utumi街。01.∞jp

0422-33-3256 直通 0422-33-1449

umemoto@icu.acjp 

06-8駅ト5778 直通 06-850-5785

eeuchi@Ch.w・ni.osaka-u.acjp
044-24←7145 直通 044-211-7604

clm_ebisawa@tel0句inomoto.cojp

058-267-2225 直通 058-267-2962

町時∞eifu--u.acjp

076-264-5686 直通 076-264-5742

endo@wrironl.s.kanazawa-u.acjp 

0426-77-1111 3527 0426-77-2525 

。oe@raphael.chem.metro-u.acjp

449 



氏名 所属
郵便番号住所

電話
E-Mail 

内線 FAX

大島(坂本)種子東邦大学薬学部中央機器室NMR 0474-72-1282 直通 0474-72-1282

大竹亮子

大津直子

大平康正

緒方一博

岡本和也

小川潔

荻野孝史

小椋賢治

小野晶

274-8510船橋市三山会会1

味の素(繰)中央研究所

210-8681川崎市川崎区鈴木町 1ー1

味の索(繰)中央研究所

210-8681川崎市川崎区鈴木町 1-1

京鋼大学化学研究所材料物性基礎3

611-∞11京郵府宇治市五ヶ庄

sakamoto@phar.toho-u.acjp 

044-244-7145 直通 044-21ト7609

clm_ootake@tel0町inomoto.cojp

044-244-7145 直通 044-21ト7609

clm_ootu@tel0.何inomoto.cojp

0774-31-3154 3154 0774-33-3148 

ohira@molmat.kuicr.kyoto-u.acjp 

機浜市大医学節調層進生物学.KAST緒方プロジェクト 045-781-6761 直通 045-781-6763

236-∞04横浜市金沢区福浦 3-9 opt・@med.yokohama-cu.acjp
側東芝研究開発センター情報・通信システム研究所研究第6担当 州ー549-2289 直通 044-520ー1308

210-8582川崎市幸区小向東芝町 1

旭化成工業(練)創業研究所

410-2321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

187-8502東京都小平市小川東町 4-1-1

東京都臨床医学総合研究所生理活性物質研究部門

113-8613東京都文京区本駒込 3-18-22

東京都立大学理学研究科化学

192-0397八王子市南太沢 1-1

k・zuya@eel.rdc.toshiba.cojp
0558司 76-7085 直通 0558-76-2947

・9086781@ut・sahi-kasei.cojp
042-341-2711 5254 042-342-7521 

。&Ino@ncnp.aojp

03-3823-2101 5264 03-3823-1247 

k。思Jra@吋nshoken。にjp

0426-77-1111 35380426-77-2525 

・kira@惜 phael.chem.metro-u.acjp

小野真之介 東京工業大学大学院物質科学専攻 03-3726-1111 42回 03-5734-2889

152-8552東京都目黒区大岡山 2-12-1

甲斐荘E恒 東京都立大学理学研究科化学

垣国信吾

宣原文子

片岡弘

片平律子

加藤晃一

192-0397八王子市南大沢 1-1

協和発酔工業東京研究所

194-8533町国市旭町 3ーか8

武田薬品工業(株)創業研究本部医薬品化学研究所

532-8686大阪市淀川区十三本町2T目 17-85

(財)地琢環境産業銭術研究織構環境触媒研究室

619-0292京都府相楽郡木津町木湯川台9-2

協和酸酵工業徐式会社東京研究所

194-∞23町田市旭町 3-6-6

東京大学大学院薬学系研究科

113-∞33文京区本郷 7-3-1

却問@titpoly-l.polymer.titech.acjp

0426-77-2544 直通 0426-77-2525

kainosho@raphael.chem.metro-u.acjp 

0427-25-2555 2220 0427-26-8330 

skakita@kyowa.cojp 

06-300-6618 直通 06-3∞-6306

k・sah・r・_Fumiko@takeda.cojp
0774-75-2鈎5 直通 0774-75-2318

。巾@吋te.orjp

0427-25-2555 2220 0427-26-8330 

rkatahira@kyowa.cojp 

03-3812-2111 4812 03-3815-6540 

kkato@iw-nmr.f.u-tokyo.acjp 

加藤有介 東京大学院腹学生命科学研究科応用生命化学食品工学(回之倉研) 03-3812-2111 3072 03-5802-3326 

113-8657文京区弥生 1-1-1 ss 77183@honao.ecc.u-tokyo.acjp 

狩野広美 虚業生物資環研究所 0298-38-8378 直通 0298-38-7408

305-8602茨城県つくば市観音台 2-1-2 調眠

450 



氏名 所属
郵便番号住所

上平美弥 姫路工業大学理学部生命科学科

678-1297兵庫県赤砲都上郡町金出地 1479-1

電話
E-Mail 

内線 FAX

07915-8-0182 直通 07915-8-0182

kamihira@sci目him句i-tech.acjp

鴨 修 日本電子側分析機器銭術本節応用研究センターNM応用研究グループ ω2-542-2241 直通 042-546-ω68

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2 kam。剣eol.cojp

川口哲朗

川崎政人

川島裕之

河野敬一

川端潤

木田惇

気回佳喜

絹巻明生

木村教臣

木村成輝

木村潤子

木村雅晴

日本ブルカー株式会社

305司∞51茨城県つくば市二の宮 3-21-5

東京都臨床医学総合研究所生理活性物貿研究部門

113-8613東京都文京区本駒込ト18-22

資源環境妓術総合研究所エネルギー資源部

305-8569・つくば市小野川 16-3

富山医科薬科大学薬学部

930-0194富山市杉谷 2630

北海道大学農学部生物機能化学科

060-8589札幌市北区北9条西9丁目

日本電子(株)分析健線技術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

日本電子側般針抜術本鶴第三段E十都電気後術グループ

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

田辺製薬株式会社.1薬研究所

335-8505戸図市川岸 2-2-50

大阪大学医学鶴保健学科

565-0871大阪府吹田市山田丘 1-7

姫路工業大学理学研究科生命科学専攻生体物質術進学講座

678-1297兵庫県赤穂郡よ郡町金出地 1475-2

金沢大学大学院自然科学研究科物質科学専攻

920-1192石川県金沢市角間町

住友化学工業(株)生物環境科学研究所

554-∞22大阪市此花区春日出中 3-1-98

木村由美子 日本大学薬学節分析センター

木山泰範

京極好正

串田克彦

楠美樹

274-8555船幡市習志野台 7-7-1

日本新薬株式会社薬剤l研究部

60ト8550京都市南区西大路通り八条下がる

大阪大学蛋白質研究所

565-0871大阪府吹田市山田丘 3-2

バリアンジャパン

108-∞84東京都港区芝浦 4-16-36住友芝浦ピル

三蔓化学生命科学研究所構造解析研究室

194-∞131町田市南大谷 11

451 

06-339-7∞8 直通 06・339-7010

twk@bruker.cojp 

03-3823-2101 5263 03-3823-1247 

mkawasak@吋nshoken.orjp 

0298-58-8413 直通 0298-58-似08

hk@nire.車。JP

0764-34-印 刷 直通 0764-34-印刷

kawano@ms.toyama-mpu.acjp 

011-706--4140 直通 011-706-2496

junk@Chem.aer.hokuai.acjp 

042-542-2236 直通 042-542-8068

kida@jeol.cojp 

042-542-2240 

ykida@jeol.cojp 

042-546-8760 

048--433-2631 直通 048-433-2610

a-kinmki@tanabe.cojp 

06-879-2577 直通 06-879-2577

Kimura@sahs.med.osaka-u.acjp 

07915-8-0182 直通 07915-8-0182

shia:・ki@sci.himeji-tech.acjp

076-264-5686 直通 076-264-5742

kimura@wrironl.s.kanazawa-u.acjp 

06--466-5172 直通 06--466-5459

kimuram@sumitomo-chem.cojp 

04 74-ii5-7362 直通 0474-ii5-7362 

EZH02437@nejp 

075-32Hll0l 直通 075-321-9038

ykiyama@mb.infoweb.nejp 

06-879-8597 直通 06-879-8599

kyoa:oku@protein.osaka-u.acjp 

03-5232-1238 直通 03-5232-1264

katsuhiko.kushida@jp.varian.com 

0427-24-ii285 直通 0427-24-6296

kusunoki@libr.・Is.m-kaa:aku.cojp



氏名 所属
郵便番号住所

久保厚 京都大学理学郵化学教室

606-8502京都市左京区北白川追分町

久保田高明 北海道大学大学院業学研究科

060-0812札幌市北区北12条西6丁目

熊沢茂則 静岡県立大学食品栄養科学部食品学科

422-8526静岡市谷回 52-1

栗林秀人 九州大学薬学郷

812-8582福岡市東区馬出 3-1-1

栗原範明 日本電子(株)分析器機妓術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

黒木重樹 東京工業大学大学院物質科学専攻

152-8552目黒区大岡山 2-12-1

黒子弘道 奈良女子大学生活環境学部アパレル科学績座

630-8506奈良市北魚屋西町

黒田幸夫 日本ブルカー株式会社

305-∞51茨城県つくば市二の宮 3-21-5

黒田猿弘 京都大学薬学研究科

606-8501京都市左京区吉田下阿達町

桑野晴光 (株)科学銭術研究所分析部

140ーはね1品川区北品川 3-10-2

桑原和弘 京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111

611-∞11字治市五ヶ庄

小泉美香 農業生物資源研究所

305-8602茨媛県つくば市観音台 2-1-2

河野俊之 三菱化学生命科学研究所構造解析研究室

194-8511町田市南大谷11号

小島畳貴子 燭玉県工業後術センター北部研究所

360-∞31熊谷市末広 2-133

小寺議男 北里大学理学部物理学科

228-8555相模原市北里 1-15-1

小林邦子 (線)三重化学生命科学研究所楠造解析研究室

194-8511東京錦町田市商大谷11号

小林好真 東京大学大学続理学系研究科化学専攻天然物化学

133-∞33東京郵文京区本郷 7-3-1

駒田陽三 名古屋工業文学工学部応用化学科

紛争8555愛知県名古屋市昭和区御器所町

粛藤公児 新日本製織(縁)先鑓銭術研究所

211-∞35川働市中原区弁回 3-35-1

452 

電話 内線 FAX
E-Mail 

075-753-4014 直通 075-753-4似lO

・.kubo@kuchem.kyoto-u.acjp
011-706-3922 直通 01ト706-4989

無

054-264-5525 直通防4-264-5551

kumazawa@smail.u-討、izuoka-ken.acjp

092-642-6624 直通 092-642-6545

kurihide@pch目phar.kyushu-u.acjp

042-542-2236 直通 042-546-8068

kurihara匂eol.∞jp

03-5734-2889 直通 03-5734-2889

skuroki@polymer.titech.acjp 

0742-20-3461 直通 0742-20-3461

kurosu@∞.nara-附 aCJp

0298-52-1236 33 0298-58-Q322 

yk@b剛 ker.∞jp

075-753-4530 直通 075-753-4578

yokuroda@pharm.kyoto-u.acjp 

03-3474-6662 513 03-3474-6650 

• 
0774-38-3152 直通 0774-38-3148

kuw・b・@modych.kuicr.kyoto-u.acjp
0298-38-7014 直通 0298-38-7408

無

0427-24-6285 直通 0427-24-6296

tkohno@libra.ls.m-kagaku.cojp 

0485-21-9172 直通 0485-25-6052

tkojima@tech-I・b.pref.saitamajp
0427-78-9臼0 直通 0427-78-9953

kodera@medcc.kitasato-u ・cJP
0427-24-6285 直通 0427-24-6296

kuniko@libra.ls.m-kagaku.cojp 

03-3812-2111 4358 03-5800-6898 

sohta@chem.s.u-tokyo.acjp 

052-732-2111 5904 052-735-5247 

r03ach08@edsys.center.nitech.acjp 

044-797-1274 直通 044-752-6341

saito@labl.nsc.cojp 



氏名

薬東玲

坂本泰一

所属
郵便番号住所

神戸灘科大学中央分析室

658-8558神戸市東灘区本山北町 4-19--1

千葉工業大学工学部工業化学科河合研究室

275-∞16千葉県習志野市津田沼会17-1

電話
E-Mail 

内線 FAX

078-441-7591 直通 078-441-7592

t-.ai@kobeph・rma-u.・cjp
0474-78-0425 直通 0474-78-0425

aichi@ic.it-chiba.acjp 

機井智司 日本電子側分析鎗織銭術本郁応用研究センターNM応用研究グループ 042ー抑-2241 直通問ー抑ー蜘8

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2 sa..kur.・剣eol.∞jp

佐々木元子 横浜市大医学部構造生物学.KAST緒方プロジェクト

236-α氾4繍浜市金沢区福浦 3-9

佐々健太郎 繍浜田立大学工学郵物質工学科

佐藤浩三

佐臓孝幸

佐藤一

沢辺紀子

志野英雄

島一嘉

嶋田一夫

島田E十雄

下川繁三

240--8501横浜市保土ケ谷区常盤台 79--5

日本電子(練)分続磁器技術本節 5501P

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

物質工学工業後術研究所基礎部国体NMRG

305-8565つくば市東 1-1

日本ブルカー株式会社

305-∞51茨減県つくば市ニの宮 3-21-5

東京理科大学薬学部

106-0826東京都新宿区市ヶ谷船河原町 12

日本電子(練}般富十銭術本部第三段E十都電気技術グループ

196-8558昭島市武蔵野 3-1-2

三協化学縁式会社合成化学研究所

254-∞16神奈川県平塚市八幡 5-2-3

東京大学大学院薬学系研究科

113-∞33文京区本郷 7-3-1

日本電子(線)分析縫犠技術本部応用研究センター

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

069--0854 江~IJ市大麻中町 22-18

神藤平三郎 東京集科大学薬学部

192-0392八王子市繍之内 1432-1

機業信久 味の棄(綜)中央研究所

210-8681川崎市川崎区鈴木町 1-1

末滞裕子 償浜国立大学後犠分析センター

240-8501繊浜市保土ヶ谷区常盤台 79--5

末松浩人 日本電子(株)分析線機妓術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

菅瀬隙j台 (財)サントリ一生物有償科学研究所

618-8503大阪府三島郡島本町若山台 1-1-1

453 

045-781~761 直通 045-781~763

motoko@yokoham.-cu・cjp
045-339-4224 直通 045-339-4251

s・s・@m・c.bio.bsk.ynu.acjp

0425-42-2236 

satoh@jeol.∞jp 

0425-46-ω68 

0298-54-4515 直通 0298-54-4524

t.sato@nimc.eojp 

0298-52-1235 11 0298-58-0322 

。ne@bruker.cojp

03-3260-4272 5050 03-3268-ぬ45

鏑

042-542-2240 042-546-8760 

shin。倒的1.∞jp

0463-21-1560 455 無

k_shima@q・2.so-net.nejp

03-3815~540 直通 03-381H540

shimada@iw-nmr.f.u-toky。齢jp

042-542-2242 直通 042-546-ω68

shimad・剣eol∞jp 

011-386-4855 011-386-4855 

副 pbo@ma4鵠 ikyou.nejp

0426-76-4542 直通 0426-76-4542

shindo@ps.toy・ku.acjp
044-244-7145 直通 044-211-7609

clm_sinba@te10.句inorr同to.cojp

... 045-339-4401 直通 045-339-4401

suezawa@ynu.acjp 

042-542-2236 直通 042-546-8068

suem・tsu@jeol.cojp
075-962-3742 直通 075-962-2115

supse@sunbor.orjp 



氏名 所属
郵便番号住所

杉浦健喜子 神戸張科大学中央分析

658-8558神戸市東灘区本山北町 4-19ー1

電話
E-Mail 

内線 FAX

078-441-7591 直通 078-44ト7592

makiko-s@kobepharma-u.acjp 

杉沢蘇志 日本電子側分析槍器緩衝本音E応用研究センターNM応用研究グループ 042-542-2241 直通 042-546ー蜘8

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2 suiIsaw，・倒的l∞jp

杉本恭子

鈴木栄一

物質工学工業鎌術研究所

305-8565つくば市東 1-1

繍浜国立大学工学部物質工学科

240-8501横浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

鈴木鍍一郎 牒の集(株)中央研究所

須原正彦

瀬尾芳輝

関宏子

曽我美勝

高橋健一

高橋憲助

高橋俊朗

高橋 栄夫

高橋弘樹

高橋光政

高山 俊夫

高山 知子

高 山陽子

武固定

210-8681川崎市川略区鈴木町 1-1

金沢大学理学郵化学科

920-1192石川県金沢市角関町

京都府立医科大学第一生理学教室

ω2 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

263-8522千業市稲毛区弥生町 1-33

厳阜大学医学部生理学教室

5∞-8705厳阜市司町 40

千葉工業大学工学部工業化学科

275-858千葉県習志野市湯田沼 2-17-1

465-∞77名古屋市名東区植園町ト50

ジャパンエナジー分析センター

335-8503戸田市新曽筒 3-17-35

東京大学大学院薬学系研究科

113-∞33文京区本郷 7-3-1

理化学研究所分子構造解析室

351-0198和光市広沢 2-1

日本たばこ産業(株)医薬総合研究所品質管理センター

569-1125大阪府高槻市紫町 1-1

神奈川大学工学部応用化学科

221-8686繍浜市神奈川区大角福 3-27-1

三共椋式会社分析代謝研究所

140-8710品川区広町 1-2-58

塩野.製薬株式会社創薬研究所物理化学研究部門

553-∞02大阪市徳島区鷲洲5-12-4

書草鳥文学工学郵材料工学科

376-8518桐生市天神町 1-5-1

454 

0298-54-4525 直通 0298-54-4525

ksuiImoto@nimcι:OJP 

045-339-4224 直通 045-339-4251

suzuki@m・c.bio.bsk.ynu.acjp
044-244-7145 直通 044-211-7609

clm_suzuki@tel0叩inomoto.cojp

076-264-5686 直通 076-264-5742

su川崎@wrironl.s.kan・zawa-u.acjp
075-25ト5311 直通 075-251-0295

yseo@phys.kpu-m.acjp 

043-290-3810 直通 043-290-3813

seki@Crystal.c・c.chiba-u.acjp
058-267-2227 直通 058-267-2962

無

0474-78-0425 直通 0474-78-0425

t・k・has@ic比-chiba・cj

048-433-2143 直通 048-433-2150

t.takaha@labj-ener&y ∞JP 

03-3812-2111 4814 03-3815-6540 

hid@mol.f.u四 tokyo.acjp

048-467-9363 048-462-4627 

tah@postman.riken.i(ljp 

0726-81-97∞ 1534 0726-81-9731 

無

045-481-5661 3206 045-413-9770 

takayama@Cc.kanaeawa-u.acjp 

03-0492-3131 4110 03-5436-8567 

tytomo@shina.sankyo.∞jp 

06-458-5861 278 06-458-0987 

yohko.t・kayama@shionoei.cojp
0277-30-1382 直通 0277-30-1380

stakeda@chem.eunma-u.acjp 



氏名

田中鍛

田中俊之

田中彬嗣

谷生道一

田之倉優

田村友美

丹所正孝

月城聖一

辻暁

蔦川宰

土屋文彦

堤纏広

津野慎治

津野久幸

手塚亮典

寺尾武彦

寺沢宏明

堂本竹雄

土江松美

所鳳
郵便番号住所

帯人(練)構造解析センター

191-8512東京都日野市胞が丘 4-3-2

筑波大学先鋪学際領減研究センター

305-8577つくば市天王台 1-1-1

九州大学B医学部

812-8582福岡市東区馬出会1-1

姫路工業大学理学部生命科学科

678-1297赤穂郡よ郡町金出地 1475-2

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

113-8657東京都文京区弥生 1-1-1

日本ブルカ一線式会社

305-∞51茨城県つくば市ニの宮 3-21-5

科学綾術庁無償材質研究所

305-∞44茨城県つくば市並木 1-1

大阪大学医学部保健学科

565-0871大阪府吹国市山田丘 1-7

姫路工業大学理学部生命科学科

678-1297兵庫県赤穂郡上郡町金出地 1479-1

武田薬品工業(練)製薬研究所

532-∞24大阪市淀川区十三本町 2-17-85

機能水研究所

305-∞47つくば市千現 2-1-6筑波研究支援センター内0-5

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

06!r8628札幌市北区北13条西8T目

富士写真フィルム(株)富士宮研究所

418-8666静岡県富士宮市大中息 200

電話
E-Mail 

内線 FAX

042-586-8121 直通 042-586-8123

tnk53379@tokenl.teuin.cojp 

0298-53~065 直通 0298-53~65

ttanaka@tara.tsukuba.acjp 

092~42~551 直通 092~42~551

無

07915-8-0182 直通 07915-8-0182

tanio@sci.him喧ji-tech.acjp

03-3812-2111 307403-5689-7225 

utanok@honiO.ecc.u-tokyo.acjp 

06-339-7∞a 直通 06-339-7010

tot@bruker.cojp 

0298-51-3218 直通 0298-52-7449

mtansho@chem.ubc.c・
06-879-2577 直通 06-879-2577

tukisiro@sahs.med.osaka-u.acjp 

07915-8-0182 直通 07915-8-0182

tuzi@sci.him哩jトtech.acjp

06-3∞~539 直通 06-30(ト吋6251

Tsutapwa_ Osamu@takeda.cojp 

0298-58~ 186 直通 0298-58~144

tsuchiya@wri.cojp 

011-706~639 

atsutsu@eng.hokudai.acjp 

。悦4-26-7642 直通 ω44-26-7691

tuno@tomiken.flliifilm.cojp 

日本電子側分析機器技術本部応用研究センターNM応用研究グループ例2-542-2241 直通 042-546-8068

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

バリアンジャパン

108-∞84東京都港区芝浦 4-16-36住友芝浦ピル

京都大学文学院理学研究科化学教室

606-8502京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

113-8613東京都文京区本駒込 3-18-22

日本ブルカ一線式会社

305-0051茨減県つくば市ニの宮 3-21-5

大阪市立大学理学部化学科生物化学研究室

558-8585大阪市住吉区杉本 3-3-138

455 

htsuno@jeol.cojp 

03-5232-1238 直通 03-5232-1264

akinori.tezuka@jp.varian.com 

075-753-4011 直通 075-753-40∞
terao@kuchem.kyoto-u.acjp 

03-3823-1309 直通 03-3823-1247

terasawa@巾 shoken.orjp 

0298-52-1234 42 0~98-58-O322 

td@bruker.cojp 

06~05-2564 直通 06-605-2522

matsumi@sci.osaka-cu.acjp 



氏名

内線晶

中弁利仁

永井美佐

永尾隆

永田宏次

中田真一

永田観清

長縄博

中村昭正

仲村高志

中村E男

中村好邦

中山霊

新村奈美

西川紀恵

酉山裕介

根本暢明

野口滋

野口朋

所属
郵便番号住所

姫路工業大学理学部生命科学科

678-1297兵庫県赤穂郡上郡町金出地1475-2

筑波大学物理工学系

305-8573茨城県つくば市天王台 1-1-1

北里大学理学部物理学科

228-8555神奈川県相模原市北里 1-15-1

姫路工業大学理学部生命科学科

678-1297赤穂郡上郡町金出地 1475-2

東京大学生物生産工学研究センター生物構造工学研究実

113-8657東京都文京区弥生 1-1-1

千代田化工建飯(株)総合研究所

221-∞22横浜市神奈川区守屋町長13

芝浦工業大学工学部工業化学科

108-8548東京都港区芝浦 3-9-14

微生物化学研究所化学部

141-∞21東京都品川区上大崎 3-14-23

協和発酵工業(稼)医薬研究所開発研究所

411-8731静岡県敏東務長泉町下土狩 1188

理化学研究所分子精進解析室

351-0198和光市広沢 2-1

大阪大学大学院理学研究科

560-∞43豊中市待兼山町1番16号

大正製薬株式会社創薬研究所分子科学研究室

330-8530鳩玉県大宮市吉野町 1-403

日本ロシュ研究所後器分析グループ

247-8530鎌倉市提原 200

山之肉製薬(株)化学研究所構造解析研究室

305-8585つくば市御幸が丘 21

明治製菓(橡)薬品総合研究所創業研究所薬物設計G

222-8567横浜市港北区師岡町 760

京都大学理学部化学教室分子構造化学講座

606-8502京郵市左京区北白川追分町

バリアンジャパン

1ω-∞84東京都港区芝浦 4-16-36住友芝浦ピル

第一製薬徐式会社製薬技術研究所

134-8630東京都江戸川区北葛西 1-16-13

三菱化学側鹿島事業所医薬開発研究所物性分析Aグループ

314-0255茨城県鹿島郡波織町砂山 14

456 

電話
E-Mail 

内線 FAX

07915-8-0180 直通 07915-8-0182

naito@sci.himeji-tech.acjp 

0298-53-5048 直通 0298-53-5048

nakai@bukko.bk.tsukuba.acjp 

0427-78-9541 直通 0427-78-9953

mnagai@Walrus.sci.kitasato-u.acjp 

07915-8-0182 直通 07915-8-0182

t・kashi@sci.him句i-tech.acjp

03-3812-2111 3072 03-5689-7225 

unagata@honao・cC.u-tokyo.acjp
045-441-1288 直通 045-44ト 1281

snakata@ykh.chiyoda.cojp 

03-5476-2432 直通 03-5476-3162

nagata@副 c.shibaura-it.acjp

03-3441-4173 03-3441-7589 

naganawah@bikaken.orjp 

0559-89-2020 直通 0559-86-7430

無

048-467-9362 直通 048-462-4627

nakamura@rikennmr同ken.aojp

06-850-5791 直通 06-8ω-5785

nobuo@ch.wani.osaka-u.acjp 

048-663-1111 3139 048-652-7254 

s 13219@ccm.taisho.cojp 

0467-47-2209 直通 0467-45-6815

noboru.nakayama@roche.com 

0298-54-1623 直通 0298-52-9585

niimu帽@yamanouchi.cojp

045-545-3125 直通 045-545-3199

無

075-753-4014 直通 075-753-4∞o

nishi@kuchem.kyoto-u.acjp 

03-5232-1238 直通 03-5232-1264

nobuaki.nemot。匂p.va吋an.com

03-3680-0151 3423 03-5696-8339 

問即位。W@daiichipharm.cojp

0479-46-4621 直通 0479-46-6113

2ooo301@Cc.m-kagaku.cojp 



氏名 所属
郵便番号住所

野 中正幸 筑波大学物理工学系

305-8573茨城県つくば市天王台1-1-1

野間弘昭 九州工業妓術研究所ファイン素材部

841-∞52佐賀県鳥栖市宿町 807-1

拝師智 之 筑波大学物理工学系巨瀬研究室

305-8573つくば市天王台 1-1-1

服部峰之 工業技術院電子篠術総合研究所超分子部

305-8568茨城県つくば市梅園 1-1-4

潰島斉 三和化学研究所創薬研究所

511-0406三重県員弁郡北努町塩崎363番地

林繁信 物質工学工業妓術研究所基礎部固体NMRグループ

305-8565茨城県つくば市東 1-1

早水紀久子 物質工学工業技術研究所

305-8565つくば市東 1-1

原園としえ 三菱化学(繰)績浜総研分析研

227-8502績浜市青葉区鴨志田町 1000

原田美里砂 横浜国立大学工学部物質工学科

240-8501機浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

原因治幸 京都大学大学院工学研究科分子工学専攻

606-8501京都市左京区吉田本町

原雄 一 製剤妓術研究所

17ト8545東京都豊島区高田 3-41-8

春山美 幸 三共分析代謝研究所

140-8710品川区広町トト58

引地邦男 北海道大学大学院理学研究科

060-0810札幌市北区北10条西8丁目

百名一男 日本電子株式会社システム妓術本部2G

196 東京都昭島市武蔵野 3-1-2

平沖敏文 北海道大学工学研究科量子物理工学専攻

060-8628札幌市北区北13西8

鹿田 洋 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

35ト0198和光市広沢 2-1

贋中俊也 株式会社東レリサーチセンター構造化学研究部

520-8567大津市園山 3-3-7

禰 沢世傑 科学枝術娠興事業団横山情報分子プロジェクト

35ト0198和光市広沢 2-1理化学研究所内

福士江里 北海道大学農学部GC-MS&NMR室

060-8589札幌市北9菌9

457 

電話 内線 FAX
E-Mail 

0298-53-5421 直通 0298-53-切48

non・ka@Ctlab.bk.tsukuba.acjp
0942-82-5161 262 0942-83-0850 

noma@kniri.a:ojp 

0298-53-5214 直通 0298-53-5205

haishi@mrlab.bk.tsukuba.acjp 

0298-54-5537 直通 0298-54-3364

mhattori@etl.a:ojp 

0594-72-6221 370 0594-82-0072 

skkddr@mkn.ilc.orjp 

0298-54-4515 直通 0298-54-4524

hayashi@nimc.iojp 

0298-54-4525 直通 0298-54-4525

hayamizu@nimc.a:ojp 

045-963-3167 直通 045-963-4261

2309373@Cc.m-kaa:aku.cojp 

045-339-4224 直通 045-339-4251

harada@mac.bio.bsk.ynu.acjp 

075-753-5937 直通 075-751-7611

haruyuki@mds.molena:.kyoto-u.acjp 

03-3987-2096 直通 03-3987-3477 

harayui@chugai-pharm.cojp 

03-3492明 3131 4110 03-5436-8567 

haru@shina.sanky。∞JP

011-706-2770 直通 011-706-4993

hikichi@a:oa:h.sci.hokudai.acjp 

0425-42-2235 直通 042-546-7225

hyakuna倒的l∞jp 

011-706-6640 直通 060-716-6175

hiraoki@ena:.hokudai.acjp 

048-469-3184 直通 048-469-3184

hirota@Cytolo&:ic.同ken.a:ojp

077-533-8609 直通 077-533-8696

Toshiya_Hironaka@trc.toray.cojp 

048-469-3184 直通 048-469-3184

seketsu侮 cytolo&:ic.riken.a:ojp

011-706-4134 直通 011-716-0879

fe付a@Cen.av.hokudai.acjp



氏名

福島裕

藤井直之

藤川昭彦

藤倉一繁

藤田春雄

藤戸輝昭

藤原敏道

藤原正子

藤原晴弘

降旗一夫

吉井淳一

古木隆生

吉田浩祐

星野鉄哉

堀井文敬

堀由美子

前回史郎

前回能嬢

増田憲ニ

所属
郵便番号住所

日本電子検式会社分析器機筏術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

電話
E-Mail 

内線 FAX

042-542-2236 直通 042-546-8068

yfukusim句。ol.cojp

日本電子側分析後寝技術本部応用研究センターNM応用研究グループ 042-542-2241 直通 042-546-8068

196-8558東京都昭島市武蔵野 3-1-2

藤沢薬品工業(株)基盤銭術研究室

532-8514大阪市淀川区加島 2-1-6

バリアンジャパン

108-∞84東京都港区芝浦 4-16-36住友芝浦ピル

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻

606-8501京都市左京区吉田本町

日本電子データム分析槍器銭術部

196-∞22東京都昭島市武蔵野 3-1-2

横浜国立大学工学部物質工学科

240--8501績浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

日本電子データム繰式会社AI筏術部

196-∞22東京都昭島市中神町1156番地

京都議科大学構造有償化学教室

607-8414京都市山科区御陵中内町 5

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

113 東京都文京区弥生ト1-1

大阪大学蛋白質研究所

565-0871吹田市山田丘 3-2

神奈川県産業銀術総合研究所基盤妓術部

243-0435海老名市下今泉 705-1

杏林製薬椋式会社中央研究所創薬研究一部

329-0114栃木県下都賀郡野木町御手洗 2399-1

目立化成工業株式会社筑波開発研究所

300-4247茨城県つくば市和台 48

京都大学化学研究所

611-∞11宇治市五ケ庄

東京農工大学工学研究科物質生物工学専攻

184-8588小金井市中町 2-24-16

福井文学工学部生物化学工学科

910-8507福井市文京 3-9-1

京都大学薬学部製剤縫能解析学分野

606-8501京都市左京区吉田下阿達町 46-29

京都大学化学研究所

611-∞11字j台市五ヶ庄
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nfl叫jii@jeol.cojp

06-390-1 326 直通 06-304-1192 

akihikoJI同jika咽@po.fttjisawa.cojp

03-5232-1 238 直通 03-5232-1264 

kazushige.f4iikura@jp.varian.com 

075-753-5643 直通 075-753-5917

f4iit・@sbchem.kyouto-u.acjp
042-542-11 82 直通 042-542-4059

f叩ito句。ol.cojp

045-339-4224 直通 045-339-4251

tfjwr@ynu.acjp 

042-542-11 82 直通 042-542-4059

masako@jeol.cojp 

075-595-4637 直通 075-595-4766

f4iiwara@mb.kyoto-phu.acj 

03-3812-2111 5460 03-3816-Q453 

furihata@mcbl泊m.u-tokyo.acjp

06-879-8598 直通 06-879-8599

furui@protein.osaka-u.acjp 

0462-36-1邸lO 3106 0462-36-1525 

無

0280-56-2201 303 0280-57-1293 

fvbb0981@mb.infoweb.orjp 

0298-64-4000 609 0298-64-4008 

HCNOO727@ni代yserve.orJP 

0774-38-3148 直通 0774-38-3148

horii@modYci.kuicr.kyoto-u.acjp 

042-388-7025 直通 042-383-7733

yhori@cc.tuat.acjp 

0776-2ト8635 直通 0776-27-8747

maeda@acbio.acbio.fukui-u.acjp 

075-753-4530 直通 075-753-4578

無

0774-32-1611 直通 0774-38-3148

masuda@molmat.kuicr.kyoto-u.acjp 



氏名

松尾浩

松田裕生

松村志保

丸田悟朗

所属
郵便番号住所

大阪大学蛋白質研究所物性郁門

565-0871大阪府吹田市山田丘3の2

帝人(徐}構造解析センター

191-8512東京都日野市旭が丘 4-3-2

ゼリア新薬工業(徐)中央研究所研究技術部

360-0111燭玉県大里郡江南町大字押切 2512-1

君事属大学工学部材料工学科材料股針化学務座第四研究室

376-8518桐生市天神町 1-5-1

水口千代子 (株)帝人システムテクノロジーサイエンスシステム事業部

113-∞33東京都文京区本郷 2-38-16本郷TSピル

水野元1尊 金沢大学理学部化学科

溝上潤

三森文行

南国邦夫

三原知浩

三宅洋子

村瀬敦司

飯塚舜介

森緑雄

八島秀仁

山内一夫

山口芳樹

山崎和彦

山本間彦

920-1192石川県金沢市角間町

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

606-8502京鶴市左京区北白川追分町

国立環境研究所環境健康部

305司∞53つくば市小野川 16-2

帝人(株)構造解析センター

19ト8512東京梅田野市旭が丘 4-3-2

武困薬品工業線式会社医薬開発本部分析代謝研究所第1飾

532-8686大阪市淀川区十三本町 2-17-85

東京都立大学理学研究科化学

192-0397八王子市南大沢1-1

東京薬科大学薬学部

192-0392八王子市編之内 1432-1

鳥取大学医学部医学科医療システム学

683-8503米子市西町 86

三蓑化学(徐)横浜総合研究所分析物性研究所

227-8502神奈川県績浜市青葉区鴨志田町 1∞o番地

日本ブルカ一株式会社

305-∞51茨減県つくば市この宮 3-21-5

日本ブルカ一線式会社

305-∞51茨滅県つくば市この宮 3-21-5

東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室

113-∞33東京都文京区本郷 7-3-1

生命工学工業後術研究所

305-8566つくば市東 1-1

日本ブルカ一線式会社

305-0051茨城県つくば市二の宮 3-12-5

459 

電話 内線 FAX
E-Mail 

06-879-8598 直通 ω-879-8599

hm・tauoOprotein.osaka-u..cjp

042-586-8121 直通 042-586-8123

mtd30217@tokenl.teuin.cojp 

0485-36-3456 2405 0485-39-1072 

費量

0277-30-1382 直通 0277-30-1380

m・ruta@Chem.sci.osaka-u.acjp
03-3818-3170 直通 03-3818-3234

mizukuchi@ijnsys.cojp 

076-264-5688 直通 076-264-5742

mizuno@wrironl.s.kanaz・w・-u.・cjp
075-753-4015 直通費量

mizokami@kuch・m.kyoto-u齢 jp

0298-訳ト2532 直通 0298-日ト2574

mitumori@nies.eojp 

042-586-8121 直通 042-588-刷 23

mnm31194@tokenl.teuin.cojp 

06-300-吋6632 直通 06-:割X同 086

Mihara_Tomohiro@takeda.cojp 

0426-77-1111 3526 0426-77-2525 

ymiyake@Comp.metro-u.acjp 

0426-76-4542 直通 0426-76-4542

shindo@ps.toyaku・cjp
0859-34-8286 直通 0859-34-8285

m・sh@V・p・med.tottori-u.acjp
04号-963-3167 直通 045-963-4261

3707337@Cc.m-k・s・ku∞jp

0298-52-1234 49 0298-58-0322 

y・s@bruker.cojp
0298-52-1235 21 0298-58-0322 

y・m@bruker.cojp
03-3812-2111 4814 03-381島岡6540

yyoshiki@mol.f.u-tokyo.acjp 

0298-54-11536 直通

kyamas・h蜘 ibh.eojp

0298-52-1236 38 0298-58-0322 

ay@b山 ker.cojp



氏名 所属 電話 内線 FAX
郵便番号住所 E-Mail 

山本泰彦 筑波大学化学系 0298-53-7369 直通 0298-53白 7369

305-8571つくば市天王台1-1-1 y.sh@s・kur..cc.tsukub...cjp
樽知明 繊浜国立文学工学部物質工学科 似5-339-3965 直通 045-339-3965

240-8501繍浜市保土ケ谷区常盤台 79-5 T -YUZURI@synchem.bsk.ynu・cjp
湯本史明 東京大学生物生産ヱ学研究センター国之倉研究室 03-3812-2111 3072 03-5802-3326 

113-8657文京区弥生 1-1-1 -・86231@honao.ecc.u-tokyo..cjp 

横井貴子 山之内製薬側化学研究所構造解析研究室 0298-52-5111 2907 0298-52-9585 

305-8585茨減県つくば市御幸が丘 21 yokoit@y.m.nouchi.cojp 

好田真由美 悔和発酵工業繰式会社東京研究所 0427-25-2555 2220 0427-26-8330 

194-∞23東京都町田市旭町 3-6-6 myoshid.@kyow..cojp 

吉野明広 名古屋工業文学工学部応用化学科 052-735-5241 直通 052-735-5247

466-8555名古屋市昭和区御器所町 yoshino@・ch.nitech・cjp
和田武 日本ブルカ一線式会社 0298-52-1234 48 0298-58-0322 

305-∞51茨城県つくば市二の宮 3-21-5 w・d@bruker.cojp
渡郁徳子 東京水産大学水産学部食品生産学科 03-5463-0&43 直通 03-5463-0643

108-8477東京都港区港南 4ーか7 tokuko@ttokyo-u-自sh..cjp

濠遁英宏 側東芝研究開発センター情報・通信システム研究所研究第6担当 044-549-2289 直通 044-520-1308

210-8582川崎市幸区小向東芝町 1 hidehiro 1.w・tan.be@toshib..cojp

460 
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