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第 1日 10月 13日〈水〉

(9:25・ 9:30)開会の挨拶

(9:30・10:30)

座長島田一夫

第38回NMR討論会プログラム

1L1 TROSYスペクトルのIArtifactとその消去
(CREST1、都立大・理2)0児咽長次郎1、甲斐在正恒1，2

112 二次元高圧NMRによる蛋白貨の圧力菱性中間体の陽造 ・・・ 3 

〈神戸大院自然科学1、神戸大理2、レーゲンスブルク大a、マックス・ブランク研4、スクリブス研5)

0井上匡子1、北原亮1、山田1・l)g2、赤坂一之1、Pe恰rWright5、 ChristianHerrmann4、 WernerKrerne肉、
TiII Maurer3、HansR. Kalbitzer3 

1L3 塩纂修飾を蛋けたDNAを認識する蛋白質の立体憎造解析 ・・・ 5
(奈良先揃大〉三島正規、伊様車B幸、大木出、池上貴久、牧山昌広、真木零治、申別府経作、 0白川畠宏

一休憩ー

(10:50・11:30)

座畏 白川昌宏

1L4 hU2AF65の2つのRNA結合ドメインの立体情造解析 ・・・ 7

〈東大院理1、Universityof Massachusetts Medical Center2) 0伊藤妬宏1、武藤俗1、MichaelR. Greer官、
横山茂之1

1L5 織虫由来抗菌ペプチドASABFの立体制E造解析 ・・・ 9
(北大理人腹水省蚕糸昆虫研2、富山医薬大薬3)0相沢智康1、田谷内政人人鈴木政人人星野宏和人
藤谷直樹1、小金沢望1、松浦篤志1、宮津光1噂2、加藤裕騎2、熊木康裕人出村誠1、沼野敏一3、

引地邦男1、新田勝利1

(11:30-12:40)特別講演

座長神藤平三郎 (H，Shindo， Chair) 

1SL 1 Solution NMR with Very Large Molecules 
(ETH， Switzerland) Gerhard Wider 

座長 阿久津ヲ室経 (H.Akutsu， Chair) 

1 Sl2 Towards Understanding of Calrnodulin Target Recognition Mechanisms 

(University of Toronto， Canada)伊倉光彦

(14:00-16:00) 

ポスターセッシヨン(説明義務ポスター番号 :3の倍叡+1)

(16:00・16:00)

座長赤飯一之

11 

13 

1L6 大腸菌細胞分裂に関与する新規タンパク質YhhPの溶液縄造 ・・・ 14
〈鰻水省生物研1、東薬太2、名太鰻3)01101豪悦子1、八回知久1、神様平三郎2、水野猛3、石芥箔子3、

山田寿美丸山崎俊正1

1L7 超好煎住吉細菌由来TBP蛋白質ーDNA複合体の高混下での内部運劃性の解析 ・・・ 16 

〈工銭院生命研人科妓団2)0山崎利彦1，2.舘野賢1ム鈴木理1，2

1L8 新規ドメインPB1の立体憎造と結合配列の認滋 ・・・ 18
〈都臨床研1、日本女子大理2、CREST3、学習院大院理4、東京大医科研5、九大医6、北大薬7)0寺沢宏明1、
小糠賢治1、戎井悦子1、市川さおり2、織内正隆1，3，湯沢聡1，4、衝地政志1，3、畠中英樹1、伊磁隆司氏

住本美樹S、稲痘冬彦7

座長内藤昌

1L9 蛋白質BPTIにおける個々13C核の加圧による化学シフト ・・・ 20
(神戸太自然科学1、神戸大理2、ラトガーズ太学CABM3)0李義人山田1考昭2、RongXiac泊、

Gaetano Montelione3、赤坂一之1，2

1 



1L10 脂質二重腰作勘性生理活性物質の膜表現分布広岡するNMR解析
〈東大院理)0小格好賞、村田道量産、備和夫

22 

1 L 11 MAS-Multlconformatlonal液IINMR活によるHiVフロテアーゼ阻害剤の備造解析
〈阪大医)0木村毅臣、桜田智省子、藤原英明

24 

第 2810月148  (木〉

(9:20・10:40)

座長田之倉健

2L 1 The Solutlon Str∞ture of Ecteinascidin 729-DNA Adduct us同 NOE-Restrai間 dReflnement Procedures 27 

(Unl帽 rsltyof lIIinois at Urbana・Champaign，USA) 0演目季之、 Xi制。刷 Yang、 KennethL Rine回目、
Andrew H.-J. Wang 

2L2 NMRと無細胞合成系を用いたタンパク質基本婦造の決定 ・・・ 31

〈理研ゲノb.センターヘ理研細胞情報伝遺2、東大院理3)0木川隆則1ム矢吹孝1、山口総未1、関美子1、
松田寅憲市、元田容子1、松田夏子1、償山茂之1，2.3

座長鶴湾淘

213 N M R分光活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綴および170核の
スピンー格子緩和速度におよぽす温度および圧力紛果 ・・・ 33
〈立命館大理工人創価大工2)0文野浩一1、清水昭夫九谷口吉弘1

2L4 Artifactual Attenuation Associated with Large Grad胎ntPulses in PGSE NMR Diffusion Measurements ・ 35
〈傷能水研1、工銭院物質研2)0早水紀久子2、WilllamS. Price 1、井出1事之 1、荒田j掌治1

一体理由一

(11 :00-12:30)特別指演

座長率沖敏文 (T.Hlraoki， C同 ir)

2SL 1 Unusual Proteins and Ur甲commonNMR Nuclei 

(Universlty of Calgary， Canada) Hans J. V，叩el

座長安麗卿(1.Ando， Chair) 

2SL2 NMR Imaging In Soft Ma悦.er

(RVI庁H，Gerrnany) Bernhard B出羽ich

(14:00-16:∞〉

ポスターセッション〈餅明援務ポスター雷号 :3の倍数+2) 

38 

39 

(16: 00・18:∞〉

座長渡部徹子

2L5 新しいアプローチによるNMRmicrosco凹の開発(3) ・・・ 42 
〈筑波大物理工学人筑渡大学臨床医学2)0拝邸智之1、植松孝明1、総田普正1、巨瀬勝美人吉岡大2、
阿武泉2

2L6 マルチスライスHSOC涜を用いた高感度的 vil凶)13C代謝物イメージング第三報 ・・・ 44 

〈東芝医用繊鵠システムセンター人創価大生命科学研2)0渡遡葵宏1、梅田匡朗人石原康利1、
岡本初也九小田正!e2、金松知事2、飯田裕三2

2L7 マンガンイ~ンを用いるl1J物脳機能イメージング滋
〈国立環焼研1、筑渡大医2)0三森文行人熊谷恵1，2、.岡秀劃12

46 

座長寺尾武彦

2L8 1H高留湯国体高分解能NMR滋を用いたペプチド及びポリペプチドの化学シフトと栂造解析
〈日本ブルカ一人東工大院工2)0山内一夫人黒木重樹2、醸井一馬2、安藤勲2

48 

θ
 

マジック角鼠料回転条件で同種核双種子栂E作用により高羽率で磁化移動するための
纏含ラジ才波駆l1Jリカップリングパルス系列
〈繍浜国大工)0藤原敏道、 PurnimaKhandelwal、阿久津秀盛

50 
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2L10 ビタミン03鶴導体の回相合成におけるSR-MAS測定の利用

〈東工大院理工人日本電子2)高傭孝志1、0土黒-1:161、主井隆行人津野久幸2

113810月 15日〈金〉

(9: 20・10: 40) 

座長綜繁~

52 

3L1超臨界流体用の in-situ高庄NMRプローブの開発 ・・・ 55

〈阪大院理1，帝人2，神戸車庫大3)永阪文惣1，2、0江口太郎1、中山8・3、中村亘男1

3L2 129Xe用連続フロー型スピン偏僅装置:I高灘度Rb光ポンピング触煤における最適化されたセルの憎造 ・ 59 
〈電総研)0服部峰之、平賀隆、守谷哲郎

座長早水紀久子

3L3 TIo.No.9HxDy(x+y=0，7)における水素及び重水素のサイトと鉱倣 ・・・ 61

〈工銭院物質研)0綜繁傷、 B.Bandyopadhyay 

3L4 高温的-situN M Rイメージング法による石炭軟化溶融過程の研究 ・・・ 65
〈新日銀先鏑研九日本.子2)0'崎藤公兜1、古紋育男 T、長谷111憲一2

一体重自ー

(11 :00・12: 10)特別講演

座長 恵良田知樹 (T，Erata， Chair) 。SL可 Conformatlonand Oynamics of Extensively Labeled Soild Proteins by Mu刷 imensio闇 IMethods 

γ and Applications ・・・ 69 

(lowa State Universlty， USA) Mei Hong 

座長斉 藤恵 (H.Saito， Chair) 

3SL2 The NMR Angle on Troponin-C: Everything moves， and every movement Is relevant to calcium regulation 70 
(University of Alberta， Canada) Br抱nO. Sykes 

(14:00・16:00)

ポスターセッション(説明豊富務ポスター番号 :3の倍叡〉

(16: 00・18:∞〉

座 長 酒井文敏

3L5 固体NMR/abinitio tight-blnding MO滋による三次元高分子給畠の梅造と竃子状態の研究 ・・・ 71 
〈東工大院理工1、奈良女子大生活環境2、東ソ3)0安護側人藤井一馬人黒木重樹1、黒子弘通2、
内田雅人3

3L6 多核固体NMRによるヘテロポリ酸(H3PW12040)反応燭の解析 ・・・ 75

(東大院工1、広大工2)0内田さやか人犬丸啓2、御園生誠1

座 長 朝倉哲郎

3L7 固体高分解能NMRによる膜蛋白質のllJ的縄造 ・・・ 79

〈姫路工大理人ウェイン州立大2，カリフ方ルニア大3) 0斉穣軍人辻暁1、山口信 1、谷生道一1、
淘瀬靖治1、米称香華1、淘南るり子1、畏谷川潤1、内膜畠1、RichardNeedleman2、JanosK. Lanyi 3 

3L8 固体スピンヱコ-NMRによる高分子の暢造研究 81 
〈東工大院生命理工)0浅111直紀、纏井実、井上鎮夫

座長竹腰清乃理

3L9 129Xe NMR化学シフト値によるガラス状高分子の微細孔サイズの評価 83 

(名工大工)0吉水広明、.宮内実、鈴木智幸、辻田鍍治、木下隆利

3L10 多次元二量子遷移固体NMR法による無秩序な高分子の局所縄造解析 85 
〈京大化研 1、Unlversltyof Massachusetts 2) 0梶弘典 1ム KlausSchmidt-Rohr 2 

m 
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ポスターセッショジ演題(説明徳務ポスター番号 3n+1 ; 10/13， 3n+2; 10/14， 3n; 1Cν15) 

[58措置測定滋の開発]

P1 二面体角ψiこ関連する遠隔スピン結合定数のDCνZQ;:去による決定

〈北大理)0熊木康裕、ヨ|地邦男、新田勝利

P2 Selective J-HMBC 2m去による異種核問ロングレンジカップリング定数の測定 ・・・ 89 

(干護大分析センター1、日本電子2、雪臼事L業3)0徳永遠裕1、周宏子1、内海I事明2、中越雅道丸山口健太郎1

87 

P3 微量続料の測定法
〈日本女子大理〉高樋征三

[溶液応用〈蛋白質・ペプチド) 1 

人e~L 脂質=霊膜に結合したマガイニン2の立体制E造
(群馬大工1、京大叢2)0武田明動、若総動、館知也、松崎勝己2

P5 NMR距厳解析j去を応用したシクロスポリン分解物の光学活性部位の織造解析 ・・・ 96 

(資生堂医薬研)0島田治男、川西総政、八戸昌牧、本山男、吉岡桂子、難波隆二郎

93 

95 

P6 Dodecylphosphocholineミセル申のPACAP27 ・・・ 98 

(奈良先鏑大人武田薬品開箔ー研2、武田薬昂医化研3)0井ノ岡1尊1，3、大;;1徹也2、北原 j齢、
池上貴久人遠藤聡史3、北田千恵子2、大儀和宏2、盲目治夫2、蕗野政彦目、白川昌宏1

P7 蛋白賓の区分安定問位体機援活 ・・・ 99

〈阪大蛋白研)0大震製紙、京極好正、山崎俊夫

P8 ATF・2の転写活性化ドメインの多次元NMRによる備造解析 ・・・ 101

〈横浜市大院総合理人理研LS2)0畏主居有隆1、花岡慎悟1、酒匂干畠1、長井白木子1、前川利男2、
石井俊縞2、西村普文1

P9 太陽菌Dinlタンパク質の立体制E造解析 ・・・ 103

(理研1、東大院理2)0相原案樹1，2、伊藤隆1、償山茂之2、柴田武彦1

P10 コリシンインヒピタータンパク質の立体制E造と分子間栂E作用の解析 ・・・ 104 

〈東大腕農人理研遺伝生化学2、理研細胞情報伝達3、東大院理 4)0板倉健人ヘ伊藤隆2、
大野光宏t、木川隆則3、武藤裕久柴田武彦2、績山茂之3，4，正木善彦1

P11 The three-dimensional energy lands伺 peof Sta，ρ'hylococ伺 INuciease 106 

〈神戸大院自然科学九神戸大理2)OMichael W. Las回lIe1、山田1事昭2、赤坂一之1

(川一
Highiy Ordered Molten GlobuleのNMR解析

〈北大院理1、東大院理2、富山医薬大薬3)0小橋川敏樽1、小柴琢己1、出村誠1、藤谷直樹1、
熊木康裕1、き|地邦男1、桑島邦1事2、苅野敏-3、新田勝利1

P13 アカザラガイトロポニンCの溶液備造解析 ・・・ 109
〈東大院震笠科、、東大生物笠産包2、北大水産3、海洋パイコ昔研4、海洋生物利用セ5、パリアン6)

0湯本史明1、永田宏次2、宮崎わかな1、尾島孝男3、西田清豊富3、足立恭子4、紺野彩5、根本暢明E、回之倉 1憂1

107 

ふ〉 Lysozvme Aggregation and Solution Properties Studled Using PGSE NMR Diffusion Measurements' " 111 

〈繊能水研)William S. Price、0主屋文彦、荒田浮治

P15 プリンリブレッサーDNA結合ドメインの燭造変化 ・・・ 115

〈憤浜市大院総合理人電通大2)0鈴木朕良1、剣待直之1、長主居有隆1、三瓶厳ー2、溝淵潔2、西制審文1

P16 HoxD9i1¥メオドメインとHMG1BoxAの復合体

(CREST1、都立大理2、Univ.of Milano3) 0大木進野1、前田美恵1、MonicaBeltrame3、
Mar∞巳 Bianchi3、甲斐珪正恒1，2

116 
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円 7 ナトリウムチャンネルの不活性化ゲートと111・IVリンカー中のIFMモチーフを機倣レた
/Iリコペプチドとの相E作用 ・・・ 118

(京大薬〉黒田鍵弘、 0前回能壊、宮本和策、中川照iJI

P18 Streρtomyces Metalloproteinase Inhibitor (SMPI)の活性ループ部位のペプチドの備造と活性 ・・・ 120 

〈都立大理1、CREST2、阪大蛋白研3、京都工繊大4)OFeliciano M，I、otホISム GonzalezN人
Tate S，I、TamuraK，3、AimotoS，3、HiragaK，4、OdaK.4， Kainosho M，1，2 

P19 レセブター刺激による活性化に伴うG蛋白質 Q サブユニットの備造菱化 ・・・ 123 

〈群馬大工1、三益化学生命研2)中島勝弥人 O大飯敏1、干困麻裕子1、若総書人田中剛史2、
須貝真理子2、淘野俊之2

P20 HMG2 box8の立体制B造およびDNAとの栂亘作用の解析 ・・・ 124

(都立大理人東理大基礎工2)0江奈武一郎1、楯寅一人吉岡研一2、吉田発鱒2、甲斐荘正恒t

P21 マイクロ波温度ジャンブNMR法によるタンパク質フ方ールデインクの研究 ・・・ 125 

〈神戸大自然科学)OJII..t勝、赤飯一之

P22 ジストロフィンwwドメインとβージストログリカンとの相互作用解析 ・・・ 126 

(東大院農1、東大生物生産セ2、国立精神神経セ神経研3)0加穣奇介1、永田宏次2、野口信3、
吉田幹晴3、小沢銀二郎3、由之倉{憂1

(P23 ) Vesl・lSの立体憎造解析 ・・・ 128

~ / (三萎化学生命研人理研遺伝生化学2)0田中同日史1、須貝真理子入伊麗隆2、持ノロ馨1、沼野俊之1

P24 昨 conotoxlnMVliC野生裂と改蛮体の備造比較 ・・・ 130

〈三菱生命研)0小綜邦子、佐Jマ木亨、佐蔵一紀、苅野俊之
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lLl TROSYスペクトルの Artifactとその消去

(CREST¥都立大理2) 0児嶋長次郎¥甲斐荘正恒1，2

Artifacts in TROSY Spectrum and its Elimination 

Chojiro Kojima 1 and Masatsune Kainosho 1，2 

1 CREST， JST and 20epartment of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

Abstruct In lH.15N TROSY experiments of proteins and nucleic acids， positive 

and negative multiplet components have been observed as artifacts in lH and 15N 

dimension， respectively. Simple product operator calculation indicated the 

shortening of second coherence transfer delay time (τ'2 in Figure 1) which is next to 

t1 period was useful to suppress this artifact. In fact the artifacts in TROSY sp舵 tra

were suppressed by shortening the delay time in three systems， one DNA (8kDa) 

and two proteins (11kDa and 17kDa) (Figure 2). Though the shortening of the delay 

time attenuated both target and artifact signals， this technique will help the 

quantitative analysis of the TROSY spectrum. 

TROSY法は本質的にはデカップルを行わないHSQC法であり、 4つに分裂したピー

クの中で最も鋭い信号 1つだけを観測する。この選択は信号の重なりを減少させる

ために必須であるが、技術的にはまだ不完全であり、目的ピークのt1軸側やt2軸側に

残存ピークが現れる。このArtifactの原因にはCSA項とプロトンープロトンの双極子

項が考えられるが、今回600MHzと800Mhzの二つの磁場を用いる事で、主にプロト

ンープロトン双極子項に由来する事が確認された。直積演算子による計算からこの

Artifact の消去がTROSYパルスの 2番目の磁化移動時間 (Figure1、τ2) を短くする

事で可能である事に気付き、分子量 8干のDNAと分子量 1万 1干および 1万7干の

タンパク質に適用した。サンプルや測定温度の違いによって時間τ2を調整する必要

があったが、試みた全ての系でこの方法が有効であり、実際にArtifactのないTROSY

スペクトルが得られる事が確認された (Figure2)。

溶液高磁場NMR、TROSY、 lH.15NHSQC、Artifactの消去、タンパク質核酸
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lL2 二次元高圧NMRによる蛋白質の圧力変性中間体の構造
(神大院・自然科学1、神大・理2、レーゲンスプルク大3、

マックス・プランク研究所4、スクリプス研究所5)

O井上匡子1、北原亮1、山田博昭2、赤坂一之1、

Peter Wrlght5、ChrlstianHemnann4、

Wemer Kremer3、TIllMaurer3、HansRobert Kalbitzer3 

Intermediate structure of pressure induced unfoJding in protein 
by two dimensional NMR spectroscopy 

(lThe Graduate School of Science and Technology and 2Faculty of Science. Kobe 
University; 3Institute for Biophysics and Physical Biochemistry. University of 

Regensburg; 4Max-Planck-Institute for Molecular Physiology; 
5Scripps Research Institute) 

OKyoko Inouel. Ryo Kitaharal. Hiroaki Yamada2. Kazu抑lkiAkasakal. 
Peter Wright5. Christian Herrmann4、

Werner Kremer3、TillMaurer3、HansRobert Kalbitzer3 

Abstruct: 
The study of the Ras-binding domain of the Ral guanine-nucleotide exchange 
factor(RalGEF-RBD) in 95%IH20 solution using the high resolution and high 

pressure NMR method showed the presence of a unique equilibrium unfolding 
intermediate. At around 1000bar. the peak volume intensities of some amino acid 
residues in the lHI15N HSQC spec佐umwere deαeased and new peak is app伺 redin 
the "random-coil" region. This was idedtified with a locally denatured intermediate 
folding species of白巴 protein.due to selective hydration of血eprotein in regions 
rich with hydrophobic "cavities". It is likely白紙 theselective hydration is a 
general first step for pressure denaturation in proteins. as similar phenomenon 
has been found in apomyoglobin and other proeins. 

序論:

蛋白質は溶液中で天然構造と変性構造の間で平衡が成り立っているが、圧力はこの平衡を支配する熱

力学因子の一つである。 本研究で用いられた高分解能高圧NMR法は、溶液中の蛋白質への圧力効

果を各原子サイトレベルで検出できる唯一の方法である。 当研究室で開発されたオンライン高圧セ

ル1)と高磁場NMR(Bruker750MHz)の組み合わせにより任意の圧力下(1-3500bar)で任意のパ

ルスシーケンスによる測定が可能となった。これまで、我々は乙の方法を用い、圧カによる蛋白質立

体構造変化の詳細を研究、報告してきたM

guanlne-nucleotide exchange factor (侃RalGEF一R昭BD、87残基)6)に対する圧力効果を研究したとこ

ろ、高圧下で部分的構造変化を持つ変性中間体を取ることが解った。同様の現象はアポミオグロビン

でも発見された。このような局所的な三次構造の変化が蛋白質分子全体の個々の残基で検出されたの

は初めてである。 この変性構造のNMR信号を解析し、観察された局所的な変性構造について考察

する。

実験

15Nラベルされた試料の15N/IHHSQCスペクトルを30barから 2000barまで段階的に加圧し、測

定した。 2000barでの測定後圧力を30barとし、再測定を行うことで系の可逆性を確認した。

キーワード:高圧NMR、タンパク質、圧力変性、変性構造、RalGEF

いのうえきょうこ、きたはらりょう、ゃまだひろあき、あかさかかずゆき、ピーター ライト、クリ

スチャンヘルマン、ウェルナー クレマ一、テイルモウラ一、ハンス・ロパート カルピッザー
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結果及び考察

RalGEF-RBDでは、 1000barを越えたところから天然構造由来のアミノ酸残基の信号強度が選択的

に減少し始め、同時に変成構造を示す領域に新しいピークが現れた。 更に高圧では、新たらしいピ

ークの信号強度は増加し、天然構造由来の信号は一部消失した。 また、 2000barでは全体的に天然

構造由来の信号強度は減少した。 しかし、化学シフト値及び体積積分より、この変性は可逆的に進

行していることがわかった。アポミオグロビンでも同様に加圧と共にシグナル強度の減少が認めら

れ、更に、 2000barでは変性状態へ転移していた。 しかし、アポミオグロビンでは可逆性は低く、

2000barでは不可逆変性であった。 各々の蛋白質における信号強度変化の大きい残基を、溶液中、

一気圧で決められた三次元構造上にマッピングすると， RalGEF-RBDでは主に三箇所のループ上

に、アボミオグロビンではB-Hellx後半からCD-l，∞p、G，H-Hellx部位に集中していた。とれらの

部位はそれぞれ、緩和時間 (T2)の特に長い残基とヘムポケット周辺部位に良い一致を見せてい

る。

このような圧力による蛋白質の局所的三次構造変化がどのような機構で生じているのかを考察した。

最近、高圧下では水分子が、蛋白質疎水内部に進入する方がエネルギー的に安定化するという計算結

果が報告された九 もし、このように水分子が蛋白質内部の特定部位に進入するならばRalGEF-
RBDのHSQCスペクトル中で部分的に化学シフトの変化が大きいことを説明できるかもしれない。

蛋白質の疎水性コアに溶媒の水分子が進入した結果局部的な変性が起こり、さらに圧力を加えてい

くと蛋白質全体の変性が進むと考えられる。RalGEF-RBDでは変化の大きい残基の近くにキャピ

ティが存在し、また分子内の局所的な運動性の高い部分と一致するととから、水分子のキャピティへ

の侵入が十分に考えられる。 アポミオグロビンでは加庄とともにシグナルの消失した部位の多くは

疎水性残基であり、部位特異的な構造崩壊の初期段階は疎水部分で生じるととが分かった。アポミオ

グロビンのヘムポケットは周辺残基による再配向が起きるが、不完全パッキング等が生じ水分子の侵

入を可能にするのではないかと考えられる。

RalGEF-RBDのHSQCスペクトル上で見られた天然構造由来の信号とそうでないものはNMRの時間

尺度でslowexchangeである。 つまり、 1000barでは少なくとも天然構造を持つものと局部変性

した構造とが平衡状態にある。 また、 2000barで信号強度の減少(約25%)が天然構造由来の信号

全体にも認められるというととは、蛋白質全体が変性した構造も生じていると考えられる。 従っ

て、加圧にともない、天然構造一局部変性構造ー全体が変性した構造へと推移すると考えられる。

との現象は可逆であるととから、今後、本高庄NMR法により、蛋白質立体構造形成機構のより詳細

な研究が可能になると思われる。

References 
1)Yamada， H.， NMR Basic Principles and Progress 24， 232・263 (1990). 
2)Akasaka， K.， Tezuka， T. & Yamada， H.，よ Mol.Biol. 271， 671・678(1997). 
3)Li， H.， Yamada， H. & Akasaka， K.， Biochemistry S， 1167・1173 (1998). 
4)Inoue， K.， Yamada， H.， Imoto， T. & Akasaka， K.， J. Biomol. NMR 12， 535・541 (1998). 
5)Ak舗法a，K.， Li， H.， Yamada， H.， Li， R吋 Thoresen，T. & Woodward， C.， Protein 
Science， in press (1999). 
6) Geyer， M.， Herrm姐 n，C.， Wohlgemuth， S.， Wittinghofer， A. & Kalbitzer， H. R.， 
Nature Struct. Biol. 4， 694・699(1997). 
7) Hummer， G.， Garde， S.， Garcia， A. E.， Pa叫aitis，M. E. & Pratt， L. R.， Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 95， 1552・1555 (1998). 
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lL3 塩基修飾を受けたDNAを認識する蛋白質の立体構造解析

三島正規¥伊藤紀幸1、大木出1、池上貴久11、秋山昌広
1
、真木寿治

l
、中別府雄作

2、O白川昌宏1e奈良先端大・バイオ、 2九大・生医研、科技団・ CREST)

NMR studies of proteins that recognize modified bases in DNA 

Masaki MIS凹MA， Noriyuki lTO， Iz師団困， Takahisa IK田 AMI， Masahiro A悶YAMA，His勾iMA阻， Yusaku 

N雌 ABFPPU， OMasahiro SHlRAKA WA ('School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology， 

and 2 Med. 1nst. of Bioreg.， Kyushu Univ. & CREST) 

DNA in living cells∞ntains many base modfications. Some of them師向nctionaland regulatory， e.g. those 

caused by site specific DNA methylation. on the oth釘 hand， ultraviolet in軍量ation，悶悶tveoxygen加 dotht;r 

chemical a喜朗tsproduce a broad sp倒 rumof structurally unrelated base modfi倒 ions，i.e. base伽 nages.百lese

曲 nagesare potentially mutagenic or lethal to cells， and thus usually eliminated through DNA repair pro悶 ses.

We have studied two enzymes that眠 responsiblefor repair of oxi制 ivebaseぬmages，human M百Il(hMutη 

and Baillus subtilis MutM by multi-<im飢 sional，heteronuc1ear NMR spectros∞py. Interestingly， the secon曲 y

structure topology of hMTHI is similar to that of E. coli MutT， despite their low s呼 mωsimilarity.

Advantages of NMR tec1miq.脳 thatw問問::entlyintroduced制 W問問ployedin t肱問sentstudy， such as 

protein 伽 t側 ion，τ官'ROωSY，de伽tぽ倒削tion叩n0ぱfh旬yli:勧。g伊enb加on崎也 問 n昭g∞ u叩削pμli均n略g∞伽附s削t刷釦t削s( 3叫h川Iゐ'NC' ) 組刷ds蜘tr加ru削u

re官fin巴me叩n由tωsusing r陀官s凶iduald副ipμ10ぽrcouplings， will also be discussed. 

• DNA塩基の化学修飾

生体中のDNAの塩基はさまざまな化学修飾を受けている。それらの化学修飾は機能の上から 2つ

に大別できる:細胞内の特定な酵素の働きで受ける機能的あるいは調整的な化学修飾と、紫外線や

様々な化学物質によってもたらされる塩基損傷である。

機能的な塩基修飾の代表として塩基のメチル化をあげることができる。原核生物では塩基は様々

なメチル基転移酵素によりメチル化を受け、ファージ等からの感染制限の獲得、ミスマッチ修復機構

における新生鎖認識の役割を担う。一方、高等真核生物ではCpG配列におけるシトシン塩基5位のメ

チル化が唯一の塩基修飾である。このCpGメチル化は転写抑制、クロマチン構造変化など多くの細胞

内の調整機能を担う。

一方、損傷としての境基修飾は紫外線による塩基の開裂、重合などの大きな化学構造変化から、

アルキル化剤や活性酸素等の化学物質による塩基のメチル化、酸化などの局所的な化学変化など多種

多様なものを含む。こういったDNAの化学構造の変化はしばしば複製などの過程を経て変異として固

定化し、細胞死や発癌などを引き起こす。通常、生物はこういったDNA上の損傷をDNA修復と呼ば

れる機構によって取り除く。

key words: DNA repair， 8・oxo・dGTP，CpG Methylation， TROSY， Hydrogen Bond 

みしま まさき、 いとう のりゆき、 おおきいずる、 いけがみたかひさ、 あきやま ま

さひろ、 まき ひさじ、 なかべっぷゅうさく、 しらかわ まさひろ
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-塩基の酸化損傷

様々な極基損傷のうち、蛋白質によるDNAの分子認識といった観点から、我々が特に興味を持っ

たのは、最も微細な損傷である酸化である。塩基の酸化は好気的呼吸や紫外線照射によって生体膜な

どから発生した酸素ラジカルが塩基を攻撃することによって起こる。酸化損傷、特にミトコンドリア

DNAにおけるものは、加齢とともに蓄積し老化現象の一因となっていると考えられている。酸化損傷

のうち特に重要なのはデオキシグアニンの8位が酸化された8-oxodG( 8-oxo-7，8-dihydro-2'-

deoxyguanine )である。これはシトシンだけでなくアデニンとも塩基対を形成するため、 DNA鎖中

に取りこまれるとG:Cー>T:Aトランスパージョン型塩基置換変異を起こし、強力な変異源となる。

MutT、MutM蛋白質は8-oxodG型酸化損傷による遺伝子の変異を抑制する酵素である。 MutT蛋

白質はヌクレオチドプール中に生成した8-oxodGTPを特異的に加水分解し、 8-oxodGMPとすると

とにより、 8-oxodGのDNA鎖中への取り込みを抑制している。一方MutM蛋白質は、 DNA鎖中に取

り込まれシトシンと塩基対を形成した8-oxodGを特異的に認識し、 N-グリコシド結合と3¥5'位の

ホスホジエステル結合を切断することにより、 8-oxodGをDNA鎖中から除去する。我々は駿化塩基

の認識機構、修復機構を明らかにすることを目的として、 MutTのヒトホモログであるhMTH1(156 

残基)と枯草菌MutM(276残基)のNMRによる解析を行った。

• hMTH1 

hMTH1 については、 l~ ラベル体、 1~/13C ラベル体、 1~/l'3C/2H ラベル体を利用した 3D

CBCA(CO)NH、CBCANH、HN(CA)CO、HNCO、3DHCCH-TOCSY、C(CO)NH、H(CCO)NH、

l~-TOCSY HSQC、及び4DHC(CO)NHスベクトルを測定した。これらの解析により現在までに主

鎖及び側鎖の帰属をほぼ完了した。帰属を基に化学シフト・インデクス法により 2次構造推定を行っ

た。その結果、 hMTHlは2つの αヘリックスと 7本ストランドからなる βシートを持つことが判っ

た。これは同様の活性を持つ大腸菌MutTタンパク質の2次構造トポロジーとほぼ同じである。両者

のアミノ酸配列の相向性が17%と低いことを考えると、この立体構造の類似性は興味深い。中別府ら

によってhMTHlには熱安定性の低いV83M変異体が約25%のヒトで見つかっているが、構造解析の

結果、 V83はストランド内に位置しており、構造安定性への寄与が示唆された。おそらくこの残基の

Val→Met置換によって、 βシート部の安定性が損なわれるのであろう。

• MutM 

MutMはNMR濃度では容易に凝集体を形成し、 NMRn¥IJ定に適した条件では十分な溶解度を示さ

なかった。そこでAP-siteを含む17merのDNAと複合体を形成させることでNMR測定可能な条件

(pH 6.8 50 mM  K-phosphate， 1.4 mM  MutM-DNA， 303 K)を設定することができた。 MuM-

DNA複合体は分子量40kDaで、 liiN核に関する予備的な緩和実験から推定した回転相関時間は約20

nsであった。重水素化した蛋白質を用いて、主鎖の連鎖帰属のための各種三次元測定を行った。 3D

HNCA、3DHN(CO)CA、3DHN(CA)CB、3DHNCO、3DHN(CA)CO、3Dl~ NOESY-HSQC、

4D HN(CA)NH実験から部分的に連鎖帰属をすることができた。従来のINEPTタイプのHN(CA)CO

実験では、十分な感度が得られず、実質上帰属には有用でなかったが、 τ'ROSY-HN(CA)COでは顕著

な感度の上昇が得られ、ほとんどの全てのカルポニル基のシグナルを観測することができた。

本討論会では、これら 2つのDNA修復酵素に加えて、 CpGメチル化に結合して転写制御を行うメチ

ル化DNA結合ドメインの構造解析の結果を報告する予定である.特に解析の際に用いた手法←蛋白質

の重水素ラベルとTROSY法、水素結合を介した3hJ NC'結合定数による水素結合の同定、残余双極子

一双極子相互作用の測定などーを中心に議論したい.
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lL4 hU2AF65の2つのRNA結合ドメインの立体構造解析
(東大・院理・生化1，Unlversity of Massachusetts Medical Center2) 

O伊藤拓宏1，武藤裕1，Michael R. Green2，横山茂之1

Structural analysis of two RNA-binding domains of hU2AF65 
(Department of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， 
τ'he University ofTokyol， University of Massachusetts Medica1 Center2) 
Takuhiro Itol， Yutaka Muto1， Michael R. Green2， and ShigeyUki Yokoyama1 

The large subunit of the human U2 snRNP auxiliary factor (hU2AF65) is an 
essential splicing factor reQuired for binding to the polypyrimidine tract immediately 
upstream of the 3' splice site. We determined the solution structures of the first and 
second RNA-binding domains (RBD1釘ldRBD2. respectively)， by NMR. The tertiary 
structure of the RBD2 is similar to those of typical RBDs. In contrast. the RBD1 
structure has uniQue features: the 1∞pbetween α1 and s2 (theα1/s2 loop) is much 
longer and has a defined conformation. Chemical shift perturbation experiments 
showed that the U2AF-binding RNA fragments interact with the four s-strands of 
RBD2. whereas. they interact with s1. s3. and s4. but not with s2 or the αl/s2 I∞P. 
of RBD 1. The characteristic α1-s2 structure of the hU2AF65 RBD1 may interact with 
other proteins. such as UAP56. 

[序論】
スプライシング反応に必須の蛋白質であるhu2AF65は，反応の初期にpre-mRNAの3'ス

プライス部位近傍に存在するピリミジン塩基に富む配列に結合し，スプライソソーム形成
の核となる.hU2AF65はRNA結合ドメイン (RBD)を3つ連続して持っており，これらが
協調して一本鎖RNAを認識していると考えられている.本研究では1番目と2番目のRBD
(RBD 1. RBD2)の立体構造をNMR法により決定し， hU2AF65の標的RNAとの相互作用
を調べた.

【方法1
大腸菌による大量発現系を用いて，非標識と15N標識のRBD1とRBD2を調製した.測定

条件は. 100mMl)ン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.5 (RBDl)あるいはpH6.5(RBD2))中で，
温度は298Kであり，装置はBruker社のDRX600及ひも恥医500を用いた.2D NOESY. 2D 
TOCSY. 2D DQF-COSY. 2D lH-15N HSQC. 3D 15N-edited TOCSY-HSQC. 3D 
15N-edited NOESY-HSQCを用いて，主鎖および側鎖の帰属を行った.NOEによる距離
情報は2DNOESYと3D15N-edited NOESY-HSQCを用いた.3DHNHA及びshort-
mixingの2DTOCSY. 2D NOESY及び.2DROESYから，二面角の情報を収集した.立
体構造はX-PLOR3.1を用いて.968個 (RBDl)あるいは1131個 (RBD2)の距離情報と，
78個(RBDl)あるいは80個 (RBD2)の二面角情報を基に， simulated annealing法により決
定した.また.chemi叩 1shift perturbationの実験は， 0.8mMのRBDに対して，モル比1:0
から1:1まで.0.2刻みでRNAを加え，各段階で2D1 H-15N HSQCを測定した.

【結果と考察】
Fig.に示した20個の構造は，収束の良い領域の主鎖のr.m.s.d.がO.36A(RBDl)及び

0.33A (RBD2)であり，側鎖を含めると0:87A (RBDl)及びO.68A(RBD2)であった.RBD2 
はpα伸αPという典型的なRBDの構造であった一方.RBD1は骨α附αPの構造はとりつつも，
弓ド常に特徴的な構造であった.すなわち.RBD1のα1ヘリックスは通常のRBDよりC末側

スプライシング、立体構造、 RNA、RNA結合タンパク質、 RNA結合ドメイン

いとう たくひろ，むとう ゆたか.Micael R. Green. よこやま しげゆき
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に1ターン長く，更にα11132ループは12残基と長く， 13シートの裏側に突きだした構造を
していた.逆に日2/仰ループは4残基と非常に短く， α2ヘリックスも他のRBDより短かっ
た. RBD1及ひ~D2は他種のU2AFでもアミノ酸配列の保存性が高いため，他種におい
てもhumanと同様の立体構造をとっていると考えられる.
2種類のピリミジン塩基に富むU2AFの標的RNA(U5C3U 5' ACUCU4CACAUAG)と，

ポリA(AlS>を用いて， chemical shift pe此urbationの実験を行ったところ， RBD1と
RBD2の両ドメインともに，標的RNAに特異的に結合した.しかしながら， RBD2が4つの
全てのFストランドでRNAを認識している一方で， RBD1は主に戸1，133，及び1Mストラン
ドでRNAを認識しており， 132ストランドや特徴的なα1/132ループはRNAの認識に関与し
ていなかった.これらはRBD1とRBD2両者のRNA認識機構が部分的に異なることを示し
ている.

これらの結果より， RBD1のα1/132ループ周辺の領域は，スプライシング反応において
RNA結合とは異なる機能，すなわち蛋白質相互作用などに関与していると考えられる.
現在までの生化学的な解析より， UAP56というDEAD-box蛋白質が標的である可能性が
挙げられるため，今後検証を進めていきたい.

C C 

RBDl 

C 

RBD2 

F"agure.百tesolution strutures of the hU2A戸SRBDl and RBD2.百 e20 backbone structures are shown 
ls StereoVlewS. 
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lL5 線虫由来抗菌ペプチドASABFの立体構造解析

(北大院・理1、農水省・蚕糸昆虫研2、富山医薬大・薬3)

0相沢智康1、田谷内政人1、鈴木政人1、星野宏和 1、藤谷直樹1、小金沢望1、

松浦篤志1、宮海光博2、加藤祐輔2、熊木康裕1、出村誠1、河野敬一3、

引地邦男 1、新回勝手1]1

S佐田畑叫analysisof ASABF，組討microbialp句 tidefrom a nematode， AAaI也 BUIDIIJ

Tomoyasu Aizawa1， Masato Tayauchi1， Masahito Suzuki1， Hirokazu Hoshino1， Naoki Fujitani1， 

Nozomi Koganesawa1， Atsushi Matsuura1， Mituhiro Miyazawa2， Yuusuke Kato2， 

Yasuhiro Kumaki1， Makoto Demura1， Keuchi Kawano8， Kunio Hikichi1， and Katsutoshi Nitta1 

lDivision of Biological Sciences， Graduate Sch∞，1 of Science， Hokkaido University， 2National 

Institute of Sericultural and Entomological Science， 3Faculty of Pharmaceutical Sciences， Toyama 

Medical and Pharmaceutical University 

Structural studies of ASABF， antimicrobial peptide consisting of 71 residues and containing 

4 intramolecular disuIfide bridges derived from the body fluid of the nematode Ascaris suum have 

been performed using two-dimensional proωn nuclear magnetic resonance. By use of the 

combination of two dimensional NMR techniques， the proton resonances of 65 residues except for 

the C-terminal region (66・71)were assigned.官leelements of the sec佃 darystructure of ASABF， 

one α・helixand two ~-strands with an antiparallel ~-sheet， were deduced金omthe pattern of NOE 

connectivities， the H-D exchange study and the values of J∞upling constants. Based on thお

solution structure， ASABFお likelyto be categorized into insect defensin family with Cysteine-

Stabilizedα~(CSα防 motif.

多細胞生物に由来する抗菌ペプチドは、見虫を主とする節足動物、脊椎動物、植物などにおい

て、幅広く存在することが知られている。このうち、記憶免疫システムを持たない、無脊椎動物

の生体防御機構においては、レクチンや抗菌ペプチドなどが主要な役割を担っていると考えられ

ており、これらの解明は生物が進化する過程でどのように生体防御機構を獲得してきたか知る上

でも興味深い。また、これらの因子は晴乳動物にも、生体防御の基本的メカエズムとして備わっ

ており、初期防御の中で重要な役割を持つため 臨床的にも注目され始めている。興味深いこと

に、進化的に大きく離れた生物に見いだされ、活性も異なる抗菌ペプチドにおいて、立体構造上

の類似点をもつものがあることが知られており、その構造と機能の関係が注目されている。

このような背景をもとに、我々は進化の過程でかなり初期に昆虫や脊椎動物から分岐したと考

えられる線虫をターゲットとして、生体防御機構について解析し、これらの分子の立体構造と機

キーワード :NMR、立体構造、抗菌ペプチド

あいざわともやす、たやうちまさと、すずきまさひと、ほしのひろかず、ふじたになおき、こが

ねさわのぞみ、まつうらあっし、みやざわみつひろ、かとうゅうすけ、くまきやすひろ、でむら

まこと、かわのけいいち、ひきちくにお、にったかっとし
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能の進化についての解明を試みている。さらに、線虫はモデ、ル生物としても注目されているが、

この生体防御機構についてはほとんど研究が進んでおらず、この意味でも重要な意味を持つ。本

研究では、線虫Ascarissuumから新規に単離された抗菌ペプチド、 ASABFについて、その溶液

中での立体構造をlH二次元 NMR法を用いて解析したので報告するb

ASABFは、全長 71残基からなるペプチドでそのアミノ酸配列 (Fig.)及び cDNA配列が解

析されている。 8個のシステインはすべてジスルフィド結合を作っていることが判明しているが、

その結合様式は化学的には決定されていない。また、昆虫由来の抗菌ペプチドである in鵠 ct

defensinとある程度の一次配列上の相同性があり、 ASABFも Cys32、Cys51を除けぽ、 insect

defensinファミリーに見られる、 C…CXXXC"'C…CXCの配列を保存している。しかしながら、

insect defensinのジスルフィド結合は3組で数が異なること、多くの insectdefensinは、 40残

基程度でASABFと比較してかなり小さいことなどから、その分類は決定されていなかった。

実験はまず、メタノール代謝酵母 P.pastorisを用い、 ASABFを酵母薗体外に分秘する発現系

を構築する事より開始した。通常の培養では発現量が上がらなかったが、培養槽を用い、菌体濃

度を高濃度にすることにより、培地 1リットルあたり数十mgの ASABFを発現することに成功

した。この試料は活性測定の結果、天然の ASABFと同様の活性を持つこと、 CD測定の結果か

ら、熱や酸性条件下でも立体構造を維持していることが解った。さらに、立体構造について検討

するため、 NMR測定をおこなった。試料は、重水及び軽水中に約 2.5mMの濃度で溶解し、 pH

を 5.0に調整し lHNMR測定をおこなった。装置は、日本電子社製 JMN・α5∞ 及 びα600を用

い、 DQF-COSY、TOCSY、NOESYスベクトルを数点の温度で測定し、シグナルの帰属をおこ

なったo Alalから Lys65について連鎖帰属が完了したが、 C末端側の残基については、いくつか

のプロリンが、シスートランスの異性型をとっていることなどから、複数の信号が観測されてい

ると考えられ完全な帰属はできていない。凍結乾燥後の試料を重水に溶解して、アミド交換速度

の遅い残基を同定し、帰属結果から得た NOE情報、スピン結合情報とあわせて、二次構造を同

定した結果、 N末端側にαヘリックスが、 C末端側に逆平行。シートが同定された。さらに、こ

れらの二次構造を持つ残基の位置は、 insectdefensinファミリーと相向性が高かった。 X-PLOR

による構造計算の結果からも、 Cysteine-Stabilizedα~(CS αs)モチーフをもっ立体構造が得られ

ており、 ASABFは同様のモチーフを有する阻鴎ctdefensinファミリーに属すると考えられる。

このことは、線虫と同様に進化の過程で初期に分岐したと考えられる軟体動物のイガイから発見

されin蹴 tdefensinに分類される可能性が指摘される抗菌ペプチド MGD-lが、同様に 4本のジ

スルフィド結合を持つこととあわせて考えると、この抗菌ペプチドファミリーの進化を考える上

で興味深い。

l 10 20 30 40 50 60 70 

ASA AVDFSS甑RMDVPGLS引 rAQGI4工SS滋K-FQN-滋G悶磯部RGGRPT瞥r@:JR騒GRGGGEWPSVPMPKGRSSRG
T町 一-VT-恕DILSV臥即時間DAA怒AAHiL-FRGRSG-GY~KRーベ地id-Ii=一一一一一一一一一
MGD --GFG-酔一一一一一ー悶YQ極限瑚CS工PGRl努G-GY拠GXH-RLR殿博YR諒一一一一一一一一一一

Fig. Alipm岨色。CASABFam血。 acid田珂U8D'閣 withID8I叫 d割f・nci且凱曙回rC.凶ly.ASA， ASABF from the 
nematode AsCIUぜ'ssuum; TEN， 'lenecinl， which is the insect defencin most similar to ASABF， from the larvae 
of the coleopteran 1enebrio moliiω'r， MGD，MGD・1from the mussel1l⑪ulus伊 llopovinCIalis
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1 SL 1 Solution NMR with very large molecules 

.G...lY姐虹，K. Pervushin， M. Salzmann， R. Riek and K. Wuthrich 
Institute of Molecular Biology and Biophysics， ETH Honggerberg， 

CH・8093Zurich， Switzerland 

NMR is a very powerful method for detailed studies of biological macromolecules in 
solution. However， the sensitivity of the method decreases with increasing molecular 
size due to fast transverse relaxation by dipole-dipole coupling and chemical shift 
anisotropy. Interference between these relaxation mechanisms can be used to reduce 
signal losses (1，2)， a technique which is realized in TROSY (Transverse Relaxation-
Optimized Spectroscop Y). At high polarizing magnetic fields the TROSY principle 
benefits divers multidimensional NMR experiments which include the l~_lH fra伊 lent

ofap叩tidebond (3) or the 13C)H moiety in aromatic rings (4)・

TROSY was implemented into a variety of through-bond correlation NMR experiments. 
In such experiments up to a 30・foldsensitivity increase could be achieved for a 110 kDa 
2H1¥3C/15N labeled protein utilizing TROSY. TROSY can also be combined with the 

NOESY experiment which is of utmost importance for detailed structural studies of a 

protein. The combination of NOESY and TROSY offers reduced relaxation in al1 
spectral dimensions and suppression of diagonal peaks (5). 

The application of the TROSY principle opens an avenue for solution NMR studies e.g. 
of large oligomeric proteins， or of isotope-labeled proteins contained in unlabeled large 
particles， such as nucleic acid cqmplexes， detergent micel1es or lipiq vesicles. 

Pb/仁川ゆdA ?ρ〓れん r，ぱ t1.，-1 'l 
i'--" 3 9 tvU

， EJ.'fし村， iitれJ
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lSl2 

Towards Understanding of Calmodulin Target Re∞gnition Mechanisms 

恥1itsuhikolkura 
Division of Molecular and Structural Biology， Ontario Cancer Institute and Department of 
Medical Biophysics， University of Toronto， 610 University Avenue， Toronto， Ontario， 
Canada M5G 2M9 

Calmodulin (C品1)acts田 anintracellular calcium sensor that translates the Ca2+ signal 

into a variety of cellular prl∞esses. Ca
2
+ -CaM recognition of a short polypeptide segment 

(typically 20・30residues) in target proteins induces conformational changes in both CaM 

and the target， enabling the target protein to become functionally active. To date a total of 

about 150 CaM-binding proteins have been identified， and three-dimensional structures 

of ci+ -CaM in three different forms of target-peptide ∞mplex h剖 beendetermined 

previously (iム skeletaland sm∞th muscle inyosin light chain kinases or MLCKs， and 

CaM kinase 11). These structural studies have shown that there are two different classes 

of CaM target recognition: the 1・14class， first discovered in MLCKs， uses key 

interactions involving two bulky hydrophobic residues spaced by 12 amino acid residues 

in the middle; the 1・10class， found in CaM kinase 11， features the spacing of only 8 

residues between two bulky hydrophobic residues. Current questions include: (i) do 

these structures represent all possible modes of CaM target recognition? (ii) can one 

predict， from the amino acid sequence of target， how CaM would bind the target? 

We have recently determined the structure of Ca2+-CaM in complex with a CaM kinase 

kinase (CaMKK) peptide using both N恥1Rspectroscopy and X-ray crystallography. The 

structure revealed a reversed orientation of the CaMKK peptide with two globular 

domains of CaM， as compared to that of CaM・MLCKor CaM-CaM kinase II complex. 

More recently we have been studying the structure of Ca
2
+-CaM in complex with a 

peptide derived from petunia glutamate decarboxylase， which appeared to form a 1:2 

Ca恥1・peptidecomplex. 

From these and previous studies， it is clear白紙 CaMemploys a number of different 

mechanisms f or target 問 cognition，by virtue of (i) a flexible domain linker connecting 
two globular domains and (ii) a methionine-rich hydrophobic J:削chon each domain. The 

diversity of CaM-target interactions is 民 markablein view of protein-protein recognition 

processes essential for叩 llularsignaling， and further studies will reveal a more complete 

picture of CaM s ver回 tility.In order to部 siststructural and functional analyses on CaM-
dependent activation of target proteins， we have developed a web-based database for 

calmodulin binding peptides (huo:llcalcium.oci.utoronto.ca). This database contains 176 

entries of distinct calmodulin binding sequences with a total of 1670 homologous 

sequences， that are harvested from gene and protein databases. Based on structural 

information described'above， four distinct classes have been defined. The database 

offers tools for browse， search and analysis on CaM binding sequences found in 

numerous protems. 

ム
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lL6 大腸菌細胞分裂に関与する
新規タンパク質 YhhPの溶液構造

0加藤悦子 l、八田知久¥神藤平三郎2、水野猛 3、石井祐子 3、山田寿美 3、

山崎俊正 l

1農水省・生物研、 2東薬大、 3名大・農

Three-dimensional solution structure of YhhP， 

a novel Esherichia coli protein implicated in the cell division 

Etsuko Katoh1， Tomohisa Hatta" Heisaburou Shindo2， Takeshi Mixuno3， Yuko Ishii3， 

Hisami Yamada3 and Toshimasa Yamazaki1 

lNational institute of agrobiological resources， 

2Tokyo university of pharmacy and life science， 3Nagoya university 

The 3D structure of YhhP protein has been detelmined by heteronuclear multidimensional 

NMR in combination with simulated annealing and restrained molecular dynamic 

calculation. YhhP holds into a compact two-layered α/βsandwich structure: one layer 
consists of a mixed four-stranded s-sh閃 tand the other compri注目 twoα占elices.The CPxP 

motif， commonly observed for the putative YhhP homologs， is found at the N-termInus of 
helix α1， and plays a significant structural role in stabilizing this helix. Structural homology 

searches using SCOP structural classification of protein database revealed that the two-
layered 凶件sandwichfold similar to that of YhhP is found in a number of functionally 

diverse RNA-binding， DNA-binding and catalytic proteins. Among them， the C-terminal 

ribosome-binding domain of translation initiation factor IF3 displays the greatest similarity. 

[緒言l
YhhPタンパク質 (81残基)は、 H-NS(大腸菌由来のヒストン様タンパク質)変異

株においてストレス誘導シグマ因子げの安定化を促進する因子として同定された。

その後の研究により YhhPタンパク質欠損株は、 LB培地の対数増殖期において極

端に伸張した繊維状細胞を形成し、生育が静止期になると一斉に細胞分裂が起こり

多数の無核細胞を放出することが明らかになった。このことから、 YhhPタンパク
質は細胞分裂や染色体分配に深〈関与していることが示唆されるが、その詳細な分

子機能や作用機構については未だ不明である。また、 YhhPタンパク質はいずれの

機能既知タンパク質とも一次構造上の相同性が低く極めて特異な一次構造を有する

が、ゲノム配列の検索から明らかなように、 YhhP類似タンパク質が様々な微生物

に広く分布していることは興味深い。本研究では機能未知な YhhPタンパク質の高

次構造を NMR法を用いて解析し、その結果をもとに YhhPタンパク質の機能を解

明する糸口を見つけようとするものである。

[実験1
15N標識および 13Cl5N標識した YhhPタンパク質は大腸菌を用いた系により大量合

Keywords : YhhP、溶液構造、大腸菌、細胞分裂

かとうえっこ、はったともひさ、しんどうへいさぷろう、みずのたけし、

いしいゅうこ、ゃまだひさみ、やまざきとしまさ
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成したoNMR潤定は i開 M の YhhPタンパク盤、 NaCl(0.1 、Na民為的、 DTT

を港解した 10m"t¥'l 1)ン酸緩語審議 7.1)について、BrukerDMX750を用いて 2SOC

で行ったoNMRシグナルの帰属は異種競多次元 NMR 去を痛いて定;去に縫い行っ

た。ディスタンスジオメトリー法と分子シミュレーション去をHf思し

遺言十箪は X-PLOR3.1を期いて行った。

NMR測定により簿られた 1，655の東鱒条件に基づき YhhPタンパク

を決定した。収束の悪い N端および C端を除いて、 RMSDは主鎖原子につい

て O.13A、金重原子について O.62Aであった。 YhhPタンパク震はs-α-s-α.-s-sか
らなるコンパクトなα/詳サンドウィッチ講造であることが竿IJ萌した。ヰ本鎖Fシート

と2 のαヘリックスの簡には忠範囲iこ護ってi環水性コアが形成されている O 微生

YhhP類似タンパク繋(いずれも機能や高次構造については不明)におい

されているアミノ離の多くは、この疎水性コア内に笠置している。とのこと

らの YhhP類制タンパク欝も開識のα サンドウィッチ機造をとっているこ

している。さらに、 YhhP類似タンパク買に特徴的な CPxPモチーフ

しており、 2残墓前の Leu残基を含めた LxCPxPが新しいタイプの

boxとして、このαヘリックスの安定牲を向上させていることが示磯さ

た。また、 LxCPxPモチーフの構造上の特徴として、

であることが挙げら

、いくつかの DNA結合タ

している

であ
さらに、

C 

1. Superposition of the backbone 

atoms of the final 20 calculated structures. 

2. Aribbon of the energy-

minimized丘veragestructure of YhhP. 
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lL7 超好熱性古細菌由来TBP蛋白質ーDNA複合体の高温下での内部運

動性の解析

。山崎和彦1，2、舘野賢1， 2、鈴木理1、2、3

1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・戦略的基礎研究推進事業、 3東京大学大学院・総合文化研究科

lnternal Motions of the TATA-box Binding Protein白紙Originatesin a Hyper-thermophilic 

Archaebacterium Upon Binding the Target DNA 

Kazuhiko Yamas北i¥M槌訂uTateno 1， and M出 ashiSuzukil
•
2 

IAIST・NmHTCREST Centre of Structural Biology， 2Graduate School of Human and 

Environmenta1 Sciences， UniveぉityofTokyo 

百leTATA-box binding protein (TBP) is one of the essential住'anscriptionfactors. It is 

composed of appro刻mately200 aI凶noacid residues. This proもeinbinds the TATA・boxDNA

組 dthereby bends the DNA to a large degree. NMR spectra of TBP白紙 originatesin the 

hyper-thermophilic archaebacterium upon binding the target DNA were me錨 uredat 50oC， by 

taking advantage of the high thermal stab泊tyof the protein.百lebackbone amide signals of 

TBP were assigned by a semi‘automated procedure. Internal motions of血eTBP were 

aI1alyzed by I ~ rel出 ationmeasurements削除resultswere discussed. 

【はじめに】

TATA-box結合蛋白質(百P)は，プロモータ上のTATA七oxを認識し、転写の

開始位置および方向を決定する。 τ'BPは、極めて対称性の高いN末端側とC末端側

の2つのドメインからなり、標的DNAに結合してこれを大きく屈曲させる。 TBP

は約200アミノ酸残基からなり、 DNAとの複合体は30kDa程度の分子量となるた

め、溶液NMRによる研究対象としては大きい系である。本研究では、超好熱性古

細菌乃rrococcussp. OT3由来百Pの高い熱安定性を利用し、高温での測定により

主鎖アミド基のシグナルの帰属に成功した。これに基づき、緩和時間測定により

内部運動性を解析した。

【方法】

13Cおよび15Nで標識した乃mωccussp.OT3由来TBPを大腸菌により発現、精

製し、 12塩基対DNA(5・GCfATATAT'AGC3¥TATA-box配列に下線)との複

キーワード:蛋白質ーDNA複合体、内部運動性、緩和時問、 H-D交換速度

やまさきかずひこ、たてのまさる、すずきまさし
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合体を調製した。 Bruker社DMX750および~MX500を用い、試料温度50'Cセ、

同種核および異種核多次元NMRスペクトルを測定した。 HNCA/HN(CO)CA、
NOESY-HMQC/TOCSY-HMQC、HNCA/HNCO/TOCSY-HMQC/HCACO
のスペクトル聞に見られる連結性を用いて半自動的にシグナルを連鎖帰属した。

緩和時間 (Tl>T2 •lH_15N NOE)を測定し、主鎖アミド基の内部運動性を解析した。

【結果および考察】

高温 (50'C)での測定により、常温 (25-40'C)での測定より良好なスペクト

ルが得られた。特に、 HNCAなど異種核の関わる測定において顕著な差がみられ、

高温においてのみ、期待される数のクロスピークが観測された。半自動化連鎖帰

属により、 90%以上の主鎖アミドシグナルを同定した。 [lH-15NJHSQCスペクトル

上で重なりを生じるものを除き、 143個のシグナルについて、 15N核緩和時間を測

定した。

これまでの解析により、ループ領域のみならず、 αヘリックス、 8シートなど

二次構造を形成している残基にも高い運動性を示すものがあることが分かつた。

また、分子形態の極めて高い対称性にもかかわらず、運動性は必ずしも対象的で

はなく、全体的にはN末端側のドメインの方が高い運動性を示す傾向があった。今

後さらに解析を進めるとともに、分子動力学計算の結果との比較・対応を行い、

実際の運動のモードおよひ~BPによるDNA認識機構と内部運動性の関係について

考察する予定である。

-17一



lL8 新規ドメイン PBlの立体構造と結合配列の認識

(東京都臨床研 l、日本女子大・理2、CREST・JST3、学習院大・院理4、

東大医科研・ヒトゲノム 5‘九大院医系・分子病態 6、北海道大学・薬 7)

0寺沢宏明 l、小椋賢治 1、戎井悦子 1、市川さおり 2.堀内正隆 1，3、湯沢聡 1，4、

横地政志 1，3、畠中秀樹 1、伊藤隆司 5、住本英樹6、稲垣冬彦1.3，7 

Structure of the novel domain PBl and identification of its ligand binding surface 

(Department of Molecular Physiology， Tokyo Metropolitan Institute of Medica1 Science 1， Facu1ty of Science， 

Japan Women's University2， CREST' JST3， Institute for Biomolecular Science， Gakushuin Univer討ty4，

Human Genome Center， Institute of Medica1 Science，百leUniversity ofToky05， Dep釘trnentof Molecular and 

Structura1 Biology， Kyushu University， Graduate School of Medica1 SCience6， Dep紅佃lentof S位ucturalBiology， 

Hokk泊doUniversity， Graduate School of Pharrnaceutica1 Sciences 7) 

Hiro紘iTerasawa 1， Kenji 0伊 ra1， Etsuko Ebisui 1， Saori Ic蜘wa2，MasatakaHoriuchi1，3， Satoru yuzawa1.4， 

Masashi Yok∞hi 1，3， Hideki Haぬn依a1，τ8kashi1ω5， Hideki Sumimot06 and Fuyuhiko Inagaki 1ム7

τbe PC motif is an evolutionarily conserved鈴quencefound in various signa1ing proteins， inc1uding 

Cdc24p， indispensable for cell po出izationof the budding yeast， and p40phox， present in白esigna1ing complex 

of白emicrobicida1 phagocyte NADPH oxidase. Sumimoto and Ito have identified a novel domain，必signa鈴d

PBl， in Bemlp (a protein for cell polarization)釦 dp67phox(釦 activatorof the oxidase)， recognizing the PC 

motif to曲 ect1yinteract with Cdc24p and p4Ophox， res戸ctivel子百lethree-dimensiona1 s凶 ctureof the PB 1 

domain ofBemlp has been determined in solution by NMR spectroscopy.百lesurface of the PB 1 domai目白紙

interacts witl1 tl1e PC motif has been identified by monitoring perturbation of chemica1 shifts of 13C 15N・labeled

PB 1 domain resonances upon titration witl1 the unlabeled PC motif containing peptide. 

【はじめに1
PCモチーフ但hoxand♀Oc24)は多くのシグナル伝達タンパク質に存在する、酸性残基に富んだアミ

ノ酸配列で、進化的に保存されている。出芽酵母の細胞極性を調節する Cdc24や、食細胞 NADPHオ

キシダーゼ (Phox)の細胞質内因子であるp40phoxはPCモチーフを含むが、 PCモチーフの機能は最

近まで不明であった。住本・伊藤らは、Cdc24の結合タンパク質である Bemlpと、 p40phoxの結合因

子である p67phoxについて、 PCモチーフとの結合に必要な領域を限定した。結果としてその領域に

新規なアミノ酸相同配列を見出し、 PBl包.hoxand J!em)ドメインと命名した。 PBIドメインは塩基性

残基に富んだアミノ酸配列をもち、保存されたリジン残基に変異を導入するといずれの系においても

PBlドメインと PCモチーフの結合は失われる。シグナル伝達を担う新しいドメインである PBlと

PCモチーフの分子認識機構を明らかにするため、 BemlpPBlドメインの立体構造を NMR法により

決定し、化学シフトの変化に基いて PCモチーフの結合部位を同定した。さらに、ChemicalShift 

Index (CSI)により、 PCモチーフにおける PBIとの結合に重要な領域の 2次構造を推定した。

キーワード:PBIドメイン、 PCモチーフ、 Bemlp、Cdc24、NMR

氏名 :0てらさわひろあき、おぐらけんじ、えびすいえっこ、いちかわさおり、ほりうちまきたか、

ゆざわさとる、ょこちまさし、はたなかひでき、いとうたかし、すみもとひでき、いながきふゆひこ
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Bemlp PBlドメイン (BemlpPBl) ならびに Cdc24の PCモチーフを含む領域 (Cdc24PC) は大腸

菌を用いて発現した。 15Nまたは 13C15Nラベル体は M9培地で取得した。

複数のクロマトグラフイーにより精製した試料について UNTIYplus 600および UNITYINOV A 500 

を用いて多核多次元 NMRの測定をおこなった。 BemlpPBlについては帰属を完了した。得られた

NOEに基づく距離情報は 1269個、 2面角情報は 65個、 21個の水素結合に基づく距離情報は

4 2 f閣であった。 X-PLORを用いて simulatedaneali培法により構造計算をおこない、立体構造を決定

した。 Cdc24PCについては主鎖の帰属を進めている段階である。結合部位の同定には BemlpPBl ~こ

対して Cdc24PCの滴定をおこない、lDスペクトルならぴ、に 2DlHJ5N HSQCスペクトルで検知し

て最終的に 1 の複合体を調製した。

{結果と考察]

BemlpPBlは4本鎖からなる戸シートと 2本の αヘリックスから成っている (Figure1)。

pシートは 1本自の αヘリックスと筒状を成し、 1本自の αヘリックスと直行するf立置にある 2本芭

のαヘリックスが筒の一端をふさぐような形になっている。衝の内部は疎水性残基によりコアが形成

されている。構造がフレキシブルと思われる領土戒を除いた主鎖の root-mean-squaredeviationは0.31A、

側鎖を含めると 0.71Aであった。

アミノ酸 l次配列相向性が極めて抵い PBlドメインにおいて、唯一保存されている Lys482はN末

端から l本自の Fストランド上にあって、変異に基づく実験から Lys482が Cdc24PCの酸性残基と相

互作用すると推測された。 BemlpPBlに対して Cdc24PCの滴定をおこない、 2D HSQCスペ

クトルを解析したところ、化学シフトの変化の大きい領域は Lys482を含み、 1本自と 2本自のpス

トランド上、 l本自の αヘリックスと 3本自のpストランドをつなぐループ上、 2本自の αヘリック

スと 4本自の戸ストランドをつなぐループ上に{立置して、 Figure1の手前の分子表面にマップされた。

Cdc24 PCについては主鎖の帰属を進めており、保存されたアミノ酸配列については主鎖の帰属が

完了したので、 CSIに基づいて 2次構造を推定した (Figure2)0 Cdc24 PC単体と BemlpPBlとの複合

体の 2DlHJ5N HSQCスペクト jレを比較したところ、コンセンサスである DEDGDを含む最初のルー

プと pストランドに大きな化学シフトの変北が見られた。このことから、 Cdc24PCのループ上の

DEDGD配列と BemlpPBlの Lys482を含む塩基性残基の静電相互作用が予想される。

p67phox-p40phoxの結合と Bem1 p-Cdc24の結合は互いに特異的であり、解析を進めることにより特

異性のメカニズムを明らかにするとともに、新規の PBlドメイン探索のあしがかりとしたい。

Figure 1: Ribbon diagram of the three-dimensional 

structur巴ofthe PB 1 domain of Bemlp (Molscript). 

野宮岱

consensus 

Figure 2: Prediction of the secondary structure of the 

PC motif of Cdc24 based on the Chemical Shift Index. 
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lL9 蛋白質 BPTIにおける個々13C核の加圧による化学シフト

(1神戸大自然、 2神戸大理、 3ラトガーズ大CABM)

0李華人山田博昭三RongXiao3、GaetanoMontelione、赤坂一之1，2

Pressure-Induced Chemical shifts of Individual 13C Nuclei in BPTI 

eGraduate School of Science and Technology and 2paculty of Science， Kobe University; 3Center for 

Advanced Biotechnology and Medicine， Rutgers University) 

OHua Li1， Hiroaki Yamada2， RongXiao3、GaetanoMontelione and K但 uyukiAkasaka1，2 

百1e use of th e pressure-∞upledN恥mexperimer吐stoprobe the native ensemble of proteins is now a 

field of burgeoning interest. Following the studies of pressure-indぽ edchemical shifts of main 

chain(l) and side chain protons (2) and amide nitrogens (3)， we have extended our research to those 

of 13C nu:lei. By performir喝HNCA(2D version)， HNCO (2D version)， 1H_1SN HSQC and 1H_!3C 

HSQC measure町町吐son !3C， IsN・labeled加vinepaぽ reatictrypsin inhibitor (BPTI) in a午leOUS

solution at various p陀 ssぽ esbetween 1 and 2∞o bar， we detected fer the first time the chen喧cal

shifts of 13C nuclei induced by pressure. As the chemical shifts of 13C nuclei， especially !3Cαand 13CO， 

is a precise reflectionof a protein stru:ture， the newly detem世間dpressぼ e-indt日 dchemicalshifts 

of !3Cαand !3CO， together with回，meside chain carbon shifts， are expected to characterize the 

pressu陀附伊nseof the structure of BPTI in greater details. 

はじめに)オンライン高圧セルシステムと高分解能NMRを組み合わせた新しい高

圧 NMR法では、高機能の NMR分光器をそのまま使用するため、プロトンから多

核まで多様な測定が、常圧と同じ高い分解能で行うことができる。これまでこの装置

を用いて、プロトン及び15Nで標識した蛋白質 BPTIを対象に、 10、20のlH-NMR

及び lHsNHSQC測定を 1........2000気圧の範囲で行った。その結果、加圧により、水

素結合の短縮(1)、三次構造変化。)、芳香環 flip-flop運動の抑制(2)、主鎖構造変化(3)

などが、化学シフト、線幅、 NOEなどの NMRパラメーターの圧力依存性から明ら

かとなった。今回、初めてこの方法を 13CNMRに適用し、圧力による 13Cの化学シ

フト変化の測定を試みた。

実験)高圧 NMR装置を用いて、 360C、1........2000気圧の範囲で、軽水中

(90%lH20/10%2H20)で、 13Cと15Nで標識した蛋白質 BPTIのE到 CA(2D version)、

E王NCO(20 version)、 lH_1SN HSα:とlH_13CHSQC測定を行った。試料溶液は、

13Cと15Nで標識した BPTIを20mM酢酸緩衝液中(pH4.6)に、 1mMの濃度に溶か

したものである。

Keywords: H捗 p四 ssure，!3C chemical shi貨， structural change， hydrogen bond， BPTI 

0リ カ、ゃまだひろあき、ショー ロン、ガエタノ モンテリオン、あかさかかずゆき
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結果と考察)回収A(2D version)、E王NCO(2D version) (Fig. 1)、 lHsN HSQC 

とlH_13CHSQCスペクトルから、個々のプロトン、炭素及び窒素原子の圧力による

化学シフト変化を追跡した。その結果、まずプロトンと窒素原子の圧力シフトは、こ

れまでの lH、15Nからの結果をよく再現した。次に、主鎖の 13Cα、13COも、側鎖の

13Cも、圧力に対して直線的で、且つ可逆的に変化し、その変化の大きさは部位毎に

異なることがわかった。

(1) 2000気圧で主鎖 13Cα(58個内の 49個)、 13C0(58個内の 50個)、側鎖メチル

基の 13C(20個内の 19個)の圧力によるシフトの平均値はそれぞれ-0.089(士0.151)ppm、

0.068 (土0.146)ppm、0.320(:t0.173)ppmである。側鎖メチル基 13Cの圧力シフト平

均値が主鎖の 13ea、13COのそれに比べずっと大きいことが注目される。従って、側

鎖の方がより大きい揺らぎを持っていると考えられる。

(2) 2000気圧でのヘリックス、ループ及びシート領域の 13Cα圧力シフトの平均

値はそれぞれ・0.188(:t0.200) ppm、ー0.053(:t0.113)ppm、-0.044(:t0.099) ppmである。

13Cα化学シフトインデックスは蛋白質の二次構造を反映する有力な指標である。ヘリ

ックス領域の 13Cα化学シフトインデックスを調べた結果、 1気圧でも 2000気圧でも、

ヘリックス構造は保たれたままであることがわかった。それゆえ、観測された負の圧

力シフトは、 BPTIのフォールドした状態内の種々のヘリックス構造問で、一定の方

向へとポ'ピュレーション変化が起こることに対応する。

(3)加圧により 13COは低磁場シフトの傾向を示す。圧力による 13COの低磁場シ

フト傾向は、プロトンと窒素の低磁場シフトと同じく、水素結合の短縮を意味すると

思われる。水素結合のアックセップターとして分子内の水素結合に貢献するもの、貢

献しないものの 13CO圧力シフトの平均値は、 2000気圧ではそれぞれ 0.017(土

0.143)ppmと0.102(:t0.139)ppmである。従って、 “自由"状態にある 13COは溶媒

水と水素結合してあり、その水素結合は圧力によってより短縮された、つまり水和届

がより圧縮されたことが推定される。

まとめ)蛋白質の 13C化学シフトは圧力に敏感であり、その解析は加庄下の蛋白質

の主鎖及び側鎖の構造変化及びダイナミックスについて、有用な情報源となることが

明らかとなった。

参考文献)1. Li， H.， Yamada， H.， and Akasaka， K. (1998) Biochemistry 3九1167・1173.
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2. Li， H.， Yamada， H.， and Akasaka， K. (1999) Biophys. J.， in press. 

3. Akasaka， K.， Li， H.， Yamada， H.， Li， R.， Thoresen， T.， and Woodward， K. (1999) 

Protein Science， in press. 
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Fig. 1 HNCO (2D version) spectra at 30 bar (filled circles，・)and 2α氾bar(open circles， 0). 
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lLl0 脂質二重蹟作動性生理活性物質の膜表裏分布に闘する NMR解析

(東大院理)0小林好真、村田道雄、橘和夫

NMR analysis on the distrbuition of membrane-targeting 
substances between inner and outer leaftets' of lipid bilayer. 

(School of Scie即 e，The University of Tokyo) 

OKobayashi， Yoshimasa; M町 ata， Michio; Tachibana， Kazuo. 

It has been revealed recently白紙 theinside/，佃tsidetopology of lipid bilayer plays an important 

role when membrane-targeting substances elevate perr加 abilityof cell membrane. We planned to 

estimate the distribution of 13CH3 labeled substances between the two leafIets of the bilayer， 

particularly for small molecules fluorescence-Iabeling to which may alter their molecular 

behaviors. First， we succeeded in introducing an lipid asymmetry to artificial vesicles which 

enough are small to show satisfying conventional 13C NMR sp配 tra.Next， by means of solid state 

NMR techniques， better resoluted spe岨 awere obtained. 

【序】

細胞膜を構成する脂質三重膜は一般に、二重膜の内

葉と外葉で脂質組成が異なっており、この脂質膜非対

称分布が膜作動性生理活性物質の活性発現に際して重

要な役割を果たす例が数多く知られている.ペプチド・

タンパク性活性物質に関してはこれまで、人工脂質二

重膜小胞(リポソーム)における分子の膜表裏分布を

定量する手段として蛍光分光が積極的に用いられてき

たが、蛍光ラベルが活性分子全体の極性に及ぼす影響

が無視できない分子量数百以下の低分子についてはこ

の方法の適用は困難である.我々は、このような系に

おいても、活性物質に13Cラベルを施すことでNMRによ

る膜表裏分布評価が可能と考え、脂質表裏非対称性分

布を有する一枚膜リポソームにおける実験系の構築を

試みてきた。

リポソームに関する従来のNMR研究は、溶液NMR

Table 1. Introduction of lipid asymme町 tounilamellar vesicles 

Size Temp Time PA Entry Composition of Lipids 
(nm) eO(min) tr組 sported

DOPCIDOPA= 10:1 100 45 30 -100% 

2 DOPCJDOPA= 10:1 50 45 60 0% 

3 EggPCAggPA = 10:1 100 45 40 0% 

4 EggPCAggPA = 10:1 100 70 90 -100% 

5 EggPCAggPA = 10:1 50 70 60 -100% 

6EggPCIDOPA = 10:1 100 70 80 0% 

00: dioleoyl; PC: phospha岨dylcholine;PA: phosphatidic acid. 

1 h ~ 
3h 

5h 

A 7h 

A 10h ~ 
判 ThJ判事let

Figure 1. Time change of I3C NMR sp舵凶of
the 13CH3 labeled Chlorpromazine in 
EggPCAggPA (10:1) LUVs (size:50 nm). only 
outside of which J>r3+ was added. (a) Control. 
(b) EggPA was rich in inner leaflet. 

キーワード: 固体13CNMR、脂質二重膜、膜作動性分子、シフト試薬、脂質非対称分布

こばやしょしまさ、むらたみちお、たちばなかずお
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ではSUV(粒径20nm程度の小さなリポソーム)、国体NMRではMLV(流動性の低い巨大な

脂質多重層)を専ら対象として進められてきた。本研究で対象としたのは、脂質表裏非対称

性分布を安定に有する粒径が50-1∞onmの f中程度のj粒径の一枚膜リポソームである。こ

こで我々は、まずこの系で優れたNMRスベクトルを得るためのサンプル調製法及びNMR測

定法の検討を行なったので、その結果を報告する。

【十分な分解能を与える表裏脂質非対称分布リポソームの調製】

[表裏脂質非対称化法]

酸性脂質を合むリポソーム (50・200nm)の内外にpH勾配(外被pH=2，外液.pH= 9)を与

えて昇温し、温度勾配によるH+輸送担体となりうる酸性脂質のみを選択的に二重膜内葉にフ

リップさせることで非対称性の導入に成功した (Table1)。酸性脂質の表裏存在比は、リポ

ソーム表面電位を蛍光プロープを用いて定量することで決定した.En町 5の条件で得た非対

称リポソーム懸濁液は、 13CNMR (125 MHz)において、内外葉のPC分子のコリン残基のメチ

ルシグナルが常磁性シフト試薬 (P?'"，Dy3+， Fe(CN)63-) の添加によって識別可能であった.

隙作動性生理活性物質への応用]

塩基性分子であるクロルプロマジン (Cp)は、内葉に酸性脂質が局在している赤血球脂質

二重膜中において静電相互作用により膜内葉により多く蓄積することが示唆されているもの

の、分光学的には観測されていない。そこで今回、 Table1， entry 5の条件で調製した非対称

リポソーム懸濁液に、 13CH31tcp誘導体およびシフト試薬P?'"を添加し、 Cp誘導体の表裏分布

の時間変化を13CNMRで追跡した。その結果、リボソーム内葉への酸性脂質非対称分布に依

存した本分子の外葉から内葉への移動速度の上昇が観測された (Figure1)。

[DD-MASの利用】

13CNMRを用いて脂質二重膜中の生理活性分子の膜表裏分布を評価するためには、対象と

する生理活性分子のシグナルが脂質分子シグナルから十分に分離している必要がある。そこ

で、溶液NMRでは広幅シグナルとなってしまう脂質メチレン鎖領域 (20・40ppm)での分解

能向上を目的として、 DD-MASの利用を検討した。

[方法と結果1
測定機は主にChemagnetics社製CMX-infinity、日本 (a) 

電子社製SR-MASプロープを用い、粒径50・1∞onm 

のリポソームを13CDD-MAS NMR測定に供した。そ

の結果、特にメチレン鎖領域の飛躍的な分解能向上

が観測された。この分解能向上については高出力プ

ロトンデカップリングの寄与が主で、あった。 一 (b) 
赤血球内方陥没誘発による膜透過性充進活性を示

すヌノサラシ科魚皮膚毒成分リポグラミスチンAの

13αも誘導体を、卵黄脂質二重膜小胞に添加し

DD-MAS (I kHz)条件下で13CNMR測定した。その

結果、溶液NMRではメチレン鎖のシグナルとの重な

りのため観測不可能だった13CH3シグナル (35_5ppm) 

を明瞭に観察できた(*in Figure 2)。

【謝辞1
NMR測定を行なって下さった側日本電子の捧野久

幸氏、側バリアンジャパンの串田克彦氏に深謝しま

す。
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Fi思Jre2. I3C NMR s戸割ctraof EggP<ご LUVs

(7.5 mg， size: 50 nm) con凶ni略 13C~labe1ω
lipogrammistin-A (0.6 mg) in their membrane. 
(a) Liquid NMR (125 MHz， 9175 scans). 
(b) DD-MAS NMR (75 MHz， 1124 scans). 
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lLll MAS-M出 .conformati印刷夜品 NMR法による HIVプロテアーゼ

阻害剤の構造解析

(阪大・医)0木村敦臣、牧田智誉子、藤原英明

Muliticonformational Liquid-Crystal NMR Study on Conformation Diversity of a 

Potent Inhibitor of HIV・1Protease， KNI・272

The conformation diversity of a potent、inhibitorof HIV・1protea鴎， KNI・272，has 

been investigated in a liquid-crystal medium by the multiconformational NMR SpectroBCOPY. 

The NMR structural data were acquired in the ani回 tropicenvironment ba白ingupon the 

vicinal coupling constant ofthe lH_1H ROE fac加，rs. As a result of the energy calculation， we 

found 5 seed conformers for KNI・272which are consideredωpre鴎 ntin the ani回 tropic

environment. These conformers were submitted to the multiconformational analysis of 

NMR structural data. From the analysis， it is revealed that the ∞nformation of KNI・272is 

preorganized inω 也.erigid state which is slightly different 企omthe conformation complexed 

Wl血 HIV.・1protea鴎 Theconformation around the Apns residue， however， shows the 

intrinsic preference for也e∞nformationcomplexed with 1宜V・1protease. The result 

suggest昌也atthe interaction between the bulky side chains and the environments is of 

p町 tic叫町 importanω.

【目的】

HIVプロテアーゼ阻害薬であるトリペプチド誘導体 KNI・272(iQoa・Mta-Apns-Thz・tBu，

iQoa=5・isoquinolyl-oxya，印刷 Mta司 nethylthioalanine， Apns=allophenylnorstatine， 

Thz=thioproline， tBu= tert-butylamine)は、 HIV・1の増殖に対して強力な抗ウイルス作用を

示し、酵素選択性、細胞毒性の点でも優れている(1)。その溶液構造は、ペプチドと同様にフ

レキシプルな構造をとり得るにも関わらず、酵素との複合体における構造と類似であること

が報告されており(2)、このことから KNI・272は酵素との結合の前段階において著しく構造化

されるために高い選択性を示すと考えられている(3)。したがって、その構造多様性を解析し、

構造活性相関解析を行うことは、作用機序に関するより興味深い知見を与えるものと思われ

る。そこで、本研究では Multiconformation解析により、 KNI・272の生体膜モデル中での構

造多様性を解析し、 KNI・272の酵素結合能との相闘を調べることとした。

【実験】

溶媒はリオトロピック液晶である CsPFO~ωsium perfluoro∞tanoate)液晶を用いて、

KNI・272をO.lwt.%溶解させた。 NMR測定はVarianINOVA 4∞'WBを用いて室温にて行

った。 Multi∞nformation解析は自作のプログラムを用いて、文献記載の手順に従って行っ

た(4)。

MAS液品NMR法、 multiconformation解析、 HIVプロテアーゼ阻害剤、 KNI・272

きむらあっおみ、まきたちょこ、ふじわらひであき
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【結果】

CsPFO液品中に溶解した KN!・272のROESYスベクトルより求めた構造パラメー夕、お

よび分子力場計算から得た KN!・272の5個の seed構造をもとに Multiconformation解析を

行った結果を表 1に示す。表中のWinUn、及びWilDM.、 WtVOは、それぞれ最小、最大、平均存

在確率を意味する。表 1から KN!・272はThzψ角、およびMtax角を除いて、概ね複合体構

造に類似の構造をとっていることが分かる。この Thzψ角、および Mtaχ角に見られる差異

は、疎水基と溶媒との相互作用によってもたらされたものと考えられる。また、運動性に関

しては、 iQoa残基は非常に自由度が高いが、他の構造、特に酵素との結合能に大きく関与し

ていると考えられる部位は rigidであった。これらの結果は、疎水性の側鎖が環境との相E作

用によりその構造を変化させるものの、 pharmacophoreを有する残基に関しては、複合体構

造類似の固有の構造に構造化される傾向があることを示唆する。

以上の結果をもとに、 KN!・272の酵素結合能に関する三次元構造活性相関解析を行ったと

ころ、 iQoa残基の周辺に親水場が存在し、カルボキシル基と安定に相E作用することが分か

った。したがって、この部位の構造自由度を保持しつつ、水素受容能を有する官能基を付与

することで、より酵素と高い親和性を有する薬剤の設計が可能であると考えられる。

Table 1: Results of Multiconformational Analysisa 

conformer 
2 3 4 5 cx 

iQ岨 ψ 46.2 43.2 61.4 63.0 105.4 36.0 
iQoaXl -145.5 171.3 -152.2 由154.6 34.0 -169 
Mtaφ -82.1 ー59.0 -82.4 由77.9 -79.1 ー119
Mtaψ 71.6 123.7 73.3 73.2 80.5 74.0 

MtaXl -49.8 179.9 -55.7 52.2 -60.2 ー166
Apnsφ ー79.8 -97.3 -82.0 -84.1 -85.6 -107.1 
Apnsψ 176.7 179.8 175.2 174.8 176.5 164.4 
Apnsψz -87.9 -88.2 -86.8 -96.4 -86.8 -90.6 

ApnsXl -58.1 -49.0 -60.5 -62.0 -58.5 -56.4 
Thpψ ー判.8 -41:1 156.1 -34.9 116.3 146.8 

Wi崎、 o.∞ o.∞ o.∞ o.∞ o.∞ 
w- 0.91 0.58 0.43 0.82 0.48 
wy・ 0.24 0.18 0.15 0.28 0.15 

Energy 
(~伺I/mol) 0.8 1.1 3.4 5.7 6.9 

• CX: complexed with mv・1protease 

〈参考文献〉

1) Kiso，Y. BiopoJymers 19鉛 ，40，235.

2) Ohno， Y. et. al. Bj，ωIJ"g. Med. Chem. 1996， 4， 1565. 

3) David， L. et. al. J. Phys. Chem. 1999， 103， 1031. 

4) Kimura， A.， Takamo加， K.， Fujiwara， H. J. Am.αem. Soc. 1998， 120， 9656. 
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The Solution Structure of Ecteinascidin 729・DNA

using NOE-Restrained Refinement Procedures 

(School of Cell and Structural Biology， University of Illinois at Urbana-Champaign) 

OToshiyuki Hamada， Xi加 g-leiYang， Kenneth L. Rinehart， Andrew H.-J. W加 g

Adduct 211 

Abstract: 官lemarine alkaloid ecteinascidin 729 (Et 729) has shown potent in vivo antitumor 

activities.百lesolution structure ofEt729 bound to [d(TAAGCTTA)h is determined by the 

NOE-restrained SPEDREF refinement procedure.百lesimulated 2D NOE sp配 trumofthe 

refined structure is well agree with the observed spec佐um(R-factor 29.4 %)， and the structure 

retained reasonable chemistIy in the molecule. 百lerefined structure suggests that the A unit of 

Et729 is located on the minor groove perpendicularly， while the B unit is closely ass∞iated 

with the unalkyl脱 dstrand， and the C unit is 1ie on the alkylated strand. 

lntroduction: The ecteinascidins l
•
2 (Ets) are marine alkaloids isolated from extracts of白e

Caribbean tunicate Ecteinωcidiaωrbinata and some of them possess potent antitumor activity. 3 

Ecteinascidin 743 (Et743) is currently undergoing phase 11 c1inical trials as a result of its 

promising efficacy in preclinical antitumor tests. Although the detailed molecular mechanism 

of action still remains unclear， Et 743 has been reported to yield DNA sequence-selective 

alkylation of guanine N2 in the minor groove of duplex DNA. 4 Additionally， bioassays for 

antimetabo1ic activities and enzyme inhibitions revealed Et 743 showed potent inhibition of 

DNA and RNA synthesis and of RNA polymerase activity but much less inhibition of DNA 

polymerase activity.2 

Ecteinascidin 729 (Et729) has been isolated 

from the同 metunicate recently and it has 九H3

significantly stronger antitumor activities 3S点7
0'、、0"0

than Et743. This suggests that the lack 35 t 
of methyl group at the N 12 position of H3

C斗/、P
Etσ74伯3iおsim町m町lp脚lpor卯阿O町r尚蜘も飽antfor d命ruザ』
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51 
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[d(TAAGCTTA)J2 determined by the 

NOE-restrained refinement procedure. 
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Ecteinascidin729， DNA ∞tamer， NOE・restrainedrefinement， 2D-NMR， X・PLOR
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Results and Discussion: Reaction of Et729 with the octamer duplex [d(TAAGCITA)h 

containing an AGC alkylation site yielded a stable 1: 1 drug-DNA adduct. Nonexchangeable 

protonωproton connectivities in the adduct were determined using two-dimensional (2D) 

nuclear Overhauser e質問tspectroscopy (NOESY) and total correlation spectroscopy (TOCSY) 

experiments. Exchangeable protons were studied in an H20-D20 (9:1) mixture via 2D 

NOESY叩 dTOCSY experiments. The resulting sp配 traexhibited well-resolved cross-peaks 

for both Et729 and the oligomer. AlI resonances of 2D NOESY spectra in D20 have been 

assigned sterlωspecifically using a st組 dardsequential assignment. Inte中rotonconnectivities 

were then determined; many NOE cross peaks were identified as Et729 to DNA intermolecular 

contacts. Fig lA shows NOE cross peaks of the aromatic to H 1 '1H5 fingerprint region of the 

Et729・DNAcomplex molecules. 

Analysis of Et729 to DNA NOEs v，ωtwo-dimensional NMR spectroscopy were 

utilized to position Et729 in the minor groove， with the A unit to the 5' side of the alkylated 4G 

and the B unit to the 3' side. Interactions of Et729 with the alkylated oligonucleotide strand 

are evidenced by strong NOEs between DNA and H13組 dH21.、Theunit B is closely 

associated with the DNA strand opposite the alkylation site， showing NOE connectivities 

between All， G12， C13 protons and H33a，b. Only one NOE between the A unit and DNA， 

suggesting that the A unit is located on the minor groove pe叩endicularly. Some NOE 

connectivities between the alkylated strand and protons of the C unit indicate that the C unit was 

lie on that strand. 
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Structural refinement of this molecule was carried out by the pr，∞edure SPEDREF~. 

百leexperimental 2D NOESY data set was analyzed using MYLOR to defme the line shapes and 

chemical shifts for each spin in each fr何回ncydomain. These line shapes were then used to 

determine the volumes of the NOESY cross peaks. The inversion-recovery experiment 

determined the T， relaxation time for every spin. 官lecorrection time 'tc was determined using 

the SPEDREF procedure and found to be 5.5 ns for Et729・DNAadduct.百】estarting model 

of complex built in QUANT A97， was initially relaxed without NOE restraints using the 

program X -PLOR. After 20 cycles of NOE-restrained simulated annealing minimization， 

molecular symmetry was slowly imposed while running an additional40 cycles of NOE-

restrained conjugate gradient minimization. The NMR R-factor (1:1N 0・Ncl/ 1: No' where No and 

Nc are the experimental and calculated NOE integrals， respectively) for the refined Et729・DNA

model is 29.4 %. The agreement between the experimental and calculated NOE data can partly 

be seen in Figure 1. The refined structure can satisfactorily explain all experimen凶 cross

peaks in both the nonexchangeable and exchangeable 2D NOESY sp民 tra.

Figure 2ωStereodrawing of Et729-[d(TAAGCTfAlh adduct. 

The refined model of Et729・DNAadduct are shown in Figure 2. The essential 

structural feature of the adduct appears to be similar to that of Et743・DNAadduct6.7.8 and of 

the earlier model obtained by computer modeling3
•
9

• on the basis of our model of Et729， we 

can propose the antitumor activity is partially dependent upon the number and spatial orientation 

of the hydrogen bond donor/acceptor sites. The detailed biological implication of this structure 

will be addressed. Studies of structures of additional Et analogues will enhance our 

understanding on the biological activities of many DNA-binding antitumor drugs. 
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2L2 NMRと無細抱合成系を用いたタンバク質基本構造の決定
(1理化学研究所・ゲノム科学総合研究セシター 2理化学研究所・

細胞情報伝達研究室 3東京大学大学院・理学系研究科)

0木川隆則1久矢吹孝山口絵 未l，関英子I，松田貴意1 元田容

子松田夏子横山茂之1，2，3

Structure determinationof basic protein folds using the NMR 
spectroscopy and the cell .. fee protein synthesis 
Takanori Kigawa1，2， Takashi Yabuki1， Emi Yamaguchi1， Eiko Seki1， Takayoshi Matsuda1， 

YokoMot叫 a1， Natsuko Matsu白 人 組dShigeyuki Y okoyama 1，2，3 

1 Genomic Sciences Center (GSC) and 2CeIJular SignaJing Laboratory， RIKEN， Saitama， and 

3Graduate School of Science， UniversiηofTo付0，Tokyo， Japan 

Infinite number of protein structures can ac加叫lybe constructed from a finite number 

of basic protein folds (approximately 1α狗).To identify all protein folds and then compile an 

encyclopedia of folds， numbers of protein samples suitable for the structure determination 

should be prepared efficiently and rapidly. For this pu中ose，the cell-free protein synthesis 

system would be suitable. We have improved the cell-free system to produce milligram 

quantities ofproteins by optimization and adopting the new "dialysis method". Recently， we 

developed [13C， 15N]・Trp，and then， preparation ofthe uniformly [13C， 15N]-labeled protein 

by the cell-free system became possible. In白ispresentation， the application of cell-台関

system to NMR analysis of protein folds will be discussed. 

I .序

我々は，タンパク質の高次構造の基本的な構成単位である基本構造を網羅した百

科事典の作成により，タンパク質高次構造の全体像の理解を目指している.この過

程においては，従来のタンパク質の構造解析とは桁違いの，数多くの構造解析試料

の調製が必要となるため，多数のcDNAクローンから構造解析に適した試料を，効率

よく選択し産生することが求められる.PCRにより増幅したDNA断片をそのまま鋳

型として利用可能であること，各種因子の添加が容易であること，多数のタンパク

質発現を同時並行しておこなうための機械化・自動化に適していること，等の理由

により，我々はタンパク質発現系の中核として無細胞系の利用を検討してきた.

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，せきえいこ，まつだたかよし，も

とだようこ，まつだなつこ，よこやましげゆき
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11 .無細胞タンパク質合成系の改良

昨年の本会において発表したように，我々の系では，試験管内で反応をおこなう

場合でlmlの反応液当たりO.4mg程度の目的タンパク質を得られるようなっており，

さらに，透析により基質交換をおこなう方法を用いると， lmlの反応液を用いて6mg

以上のタンパク質が得られるようになっていた.

最近，反応に用いる粗抽出液を調製する大腸菌株について検討をおこなったとこ

ろ，さらに 2倍程度の合成量が得られることがわかり，また， GroEなどのシャベロ

ンタンパク質を反応液に添加すると，合成タンパク質の可溶性や合成量が向上する

ことも判明した.さらに， PCRにより増幅したDNA断片を，クローニングなどの操

作を経ずに，そのまま反応の鋳型として用いることも検討した.多数のcDNAクロー

ンを，可能な限り配列非依存的に処理する手順を設計・構築し，実際にマウスの

cDNAライブラリーに対して適用し，一定の結果を得た.

111.無細胞系を利用したタンパク質の安定同位体標識

無細胞系を利用して，均一[13C，15N]標識タンパク質を調製する場合には，原理的

には，安定同位体標識したアミノ酸を20種類用意する必要があると考えられる.こ

れまで入手可能な[13C，15N]標識アミノ酸は， T叩を除く 19種類であったため，無細

胞系を利用したタンパク質の均一二重標識はほぼ不可能であった.この状況を打開

するために，日本酸素株式会社の協力により [13C，15N]_T中を開発した.この標識

T中を用いて， T中選択的標識Y32W-Rasタンパク質を調製し， NMRスペクトルを測定

して，標識源として無細胞系で利用可能であることを確認した.これにより，無細

胞系を用いた均一[13C，15N]標識タンパク質の調製が実現可能となった.

次に， [13C， 15N]標識した藻類のタンパ

ク質画分の酸加水分解物から調製したア

ミノ酸混合物の利用を検討した.この混

合物には， 20種のアミノ酸のうち， Asn， 

Gln，Cys， T中は含まれていないが，このう

ち， AsnとGlnに関しては，合成反応中

に，アミノ酸代謝系を利用して， Aspおよ

びGluから転換させることにより供給可能

であることがわかった.すなわち，上記

アミノ酸混合物， Cys，およびT叩を用意

することにより，無細胞系を用いて容易

に均一[13C，15N]標識タンパク質の調製が

可能であることがわかった.Figu陀 1に，

この手法を用いて調製した均一[13C，15N] 

標識R槌タンパク質のlH-15NHSQCスベク

トルを示す.
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Figu陀1. lH_15N HSQC spectrum ofthe [13C， 

15N]・Rasprotein prepared by the cell-free system 

with [13C， 15N]・algalamino acid mixtu開，[13C， 

15N]-Cys，叩d[13C， 15N]・Trp.
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2L3 NMR分光法によるアルカリブロマイド水溶披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温度および圧力効果

(立命館大理工創価大工 2)0文野浩一 1・清水昭夫 2.谷口吉弘 1

Temperature and Pressure Effects on the Spin-lattice Relaxation Rates of 0 and 
170 Nuc1ei in D20 Molecule in Alka1i Bromide Aqueous Solutions by NMR Spectroscopy 

Koichi， FUMIN01
; Akio， SHIMIZU2; Yoshihiro， TANIGUCHI1 

IFacul ty of Science and Engineering， Ri tsumeikan Universi ty， Kusatsu， Shiga， 

525-8577 

2Faculty of Engineering， Soka University， Hachioji， Tokyo， 192-0003 

The spin-lattice relaxation rates (R1) of D and 170 nuclei of heavy water (020) 

molecule in alkali bromide (LiBr， NaBr， KBr， CsBr) aqueous solutions were measured 

in the range of O. 1-300 MPa， 0-1. 0 molkg-I and 10-50oC by NMR. The RI value 

decreases wi th increasing temperature and pressure. The rotational correlation 

times (τ) obtained by the RI value decreases with increasing temperature and 

pressure and τis in this order: Li+>Na+>D20>K+>Cs+. This imp1ies that 

the interaction between D20 molecules becomes weaker wi th increasing temperature 

and pressure and that the 020 molecules rotate more remarkably. 

1.はじめに 以前に1)、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核のスピンー格子緩和速度 (R1) を 30"C、1.0 molkg-I、

O. 1-300 MPaにおいて測定した。 RIの値は圧力の増加とともに減少し、アルカリ金属

イオンに配位する水分子における D核および 170核の回転相関時間 (τ)の値は各圧力

において、 Li+ >Na+ >020> K + >CS+の順になり、圧力の増加とともに減少した。そこ

で、高圧力下における水分子の回転運動に関する知見をさらに得るため、上記水溶液

中における水分子の D核および 170核の RIを 10-50"C、 0-1.0 molkg¥0.1-300 MPaに

おいて測定した。

2.実験方法 RIの測定は前報。と同様に Inversion-recovery法を用いて行った。 測

定圧力は 0.1，50:tl， 100:tl， 150:t1， 200:tl， 250土1，300:t2 MPa、測定温度は 10土O.1， 

20:tO.l， 30:t0.1， 40:t0.1， 50:tO.10C、溶液濃度は 0.25，0.5， 0.75， 1. 0 molkg-Iとした。

RIの測定誤差は 3%以内であった。

3.結果および考察 50"C、 300MPaにおけるアルカリブロマイド水溶液中について、水

分子の D核のスピン格子緩和速度比 (R1/ R 10) と溶液濃度m との関係を Fig.1に示

す。 R1/ R 10はm と直線関係にあり、 (1)式により与えられる 2)0 (この傾向は 170核に

ついても同様であった。)

R 1/ R 10 = 1 + B .m 、‘，
F

-
E
A
 

，，‘、

ここで、 Rfは純水における測定核の RI、 Bはイオンー溶媒間相互作用に関するパラ

メーターである。(1)式の Bはイオン分割により、 (2)式が成立する。

NMR、アルカリブロマイド水溶液、水分子、スピンー格子緩和速度、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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B=B++B- (2) 

R1の値は、二状態モデル"を仮定することに

より (3)式として表される。

R
1 
= (1-X+-X-) R

1
0+ x+R/+ X -R

1
- (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 Rl' X土=n久

m/50.0、n企はイオンの配位数である。 (3)式お

よび B+(K+) = B-(C1-)を仮定して (4)式が得られ

る。

B+ = { (R1 + /R1 0) -1}・ (n+/50.0) (4) 

さらに極度尖鋭化条件下では (5)式が成立する

R 1 = (3/40) { (21 +3) /子(21-1)}(e2qQ/n) 2 

x {1 + (η2/3) } τ ( 5)  

ここで Iはスピン量子数、 e2qQ/1iは四極子結合

定数、 ηは非対称性パラメーター、 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測定核の τが得ら

れ、 10"Cおよび 50"Cにおける D核の τについて

Fig. 2および Fig.3に示す。 τの値は、高圧

力下において各温度についてLi+ > Na+ > 020> 
K+>Cs+の順になり、温度の増加とともに減少

することが認められた。(この傾向は 170核に

ついても同様であった。)これは、高圧力下に

おいても温度の増加とともに水分子問の水素

結合が弱くなり、水分子が一層速く回転するこ

とによるものと恩われる。さらに、 τにおよぽ

す温度依存性および圧力依存性は、一般にLi+

> Na + > 020> K + > Cs +の順になることが認め

られた。

4.参考文献

1)文野浩一・清水昭夫・谷口吉弘，第 37回 NMR
討論会要旨集， 611 (1998). 

2)A. Shimizu and Y. Taniguchi， sull. Chem. 
Soc. Jpn.， 主主， 1572 (1990). 

3)H. G. Hertz，“Water，>> P1enum Press， New 

York (1973). 
4) A. Abraham，“ The Princip1es of Nuclear 
Magnetism， >> Oxford University， Oxford 
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2L4 

Artifactual Attenuation Associated with Large Gradient Pulses in 
PGSE NMR DitTusion Measurements 

(物質研、機能水研究所)

早水紀久子、 WilliamS. Pri旬、井出博之、荒田洋治

Kikuko Hayamizu 1 ， yi..illiam S. Pri&c2， Hiroyuki Ide2組 dYoji Arata2 

1 National Institute of Materials and Chemical Research 

Higashi 1・1，Tsukuba， Ibaraki 305・8565，Japan

2Water Research Institute， Sengen 2-1・6
Tsukuba， Ibaraki 305-0047， Japan 

The pulse-gradient spin-帥 o(PGSE) NMR experiment requires the sequential 
generation of two identical gradient pulses. When attempting to measure the translational 
diffusion of an extremely slowly diffusing and/or quickly relaxing molecule or to trying to 
probe the structure of restricted geometries， very high amplitude gradient pulses are required. 
As is well known the imposition of such large gradient pulses with short rise and fall times 
can generate eddy currents which can greatly degrade the spectra. However， equally serious is 
the generation of phase-based artifacts resulting針。mmismatch in the effective area (iふ， the 
time integral of the gradient pulse) between the sequential gradient pulses.百leseappear as 
artifactual attenuation and distortion in the spectra which， in the first instanα， is similar to 
(and commonly mistaken for) the effects of eddy currents (see Figure 1). 

」町品目--'

E 回

nm 

0 -o -2 

3.5 
23 
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Fig. 1 lH PGSE NMR spectra of an 
extremely slowly diffusing Mw 20αmαm 
polystyrene sample using rectangular 
gradient pulses. The experimental parameters 
were d. = 20 ms，δ= 2 ms and g ranging in 
equal increments from 0 to 10.4 T m-1 • 官le
spectra are plotted on the same scale and are 
presented in phase-sensitive mode. Within 
experimental error， the signal shows little 
attenuation or phase distortion up to g = 4 T 
m-1

• Above g 5 T m-1 there was severe 
phase-shifts/distortion and it is not possible 
to phase the spectra into purely absorption 
lineshapes. Above 7 T m・1severe artifactual 
attenuation (iム notdiffusion related) of the 
signal is observed. 

Key words: Pulse-Gradient Spin-Echo， Diffusion， Artifactual attenuation， Mismatch 

はやみずきくこ、ウィリアムシドニー 7。うイス、いでひろゆき、あらたようじ
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Small degrees of mismatch cause 'unphysical' concave downward curvature in PGSE 
attenuation plots. It is interesting to theoretically consider the effects of the gradient pulse 
mismatch and vibration/sample movement. We define 

q-J-g尚 (m-1)
L.1t 

[1] 

and starting from the average propagator representation of the short gradient pulse 

approximation， but including the effects of a phase-shift， 1/>， due to the effects of a gradient 

mismatch， aq， and sample movement， ar， between the first and second gradient pulses in the 
PGSE sequence (NB in企qand ar 'a' denotes differential and is not to be confused with th巴

interval 'a' between the gradient pulses). Thus we have 

E(q，a) = J p{九)J P(R， a )ei
[2nqoR吋ldRd日 [2] 

where p{ro) is the spin density， R is the dynamic displacement defined by rl・ro(the starting 

and finishing positions of a spin with respect to the first and second gradient pulses)， P(R，a) 
is the average propagator (i.e.， the probability that a spin wiIl move by a displacement R 

during the time interval的andthe phase term can be expressed as 

2.nq.R+ゆ=2n[(q +aq)・(九+R+企r)-q.ro]. [3] 

For simplicity the gradient (and therefore q) is taken to be oriented along the z-direction and it 

is assumed that aq is parallel to q (iム amagnitude mismatch). Thus we are only∞ncemed 

with the z-components of ro， R and ar (iム zo，Z and dz， respectively) and so Eq. [3] becomes 

2nq'R+ゆ=2n[qZ +(q +企q)dz+企qzJ

and thus， Eq. [2] can be re-writt巴nas

E(q，a) = J什P門'(Z， a )ei2JrqZ dZ {ドei2
1<ロi21r勾叫x

--.-一---一，ヘ，へ、'-v一崎一一-''-一-一-，、戸-一
E..r，(q.d) φ(oz) Eph幽 (dq)

[4] 

[5] 

百lefirst term (iふ ，Editt{q，a))is the attenuation due to diffusion and it is what is really sought 

in a PGSE measurement. Editt{q，a) is a real valued function. The second term (iムtt(dz))is 
the residual phase-shift due to vibration/sample movement (or flow).百 isterm is a complex 
valued function and produ白 snet-phase-shifts and is likely to produce complicated phase 

behaviour through the series of sp回 train a PGSE measurement since dz is likely to be a 

function of q. Note this term depends on dz and not on z (i.e.， it is position independent).官le

e質問tsof tt(企z)can be removed by individually phase correcting each spectrum or by 

computing t悦hea"油伽bsol仰 va伽 (似o町rma伊g伊似1I削i

although t白hiおsentails a loss 0ぱfs討i伊 a必1resolution and makes all 0ぱft由h巴 noisei泊nt白h巴 s叩pecαtrum
positive. If the degree of sample movement is not constant for a given q and if a number of 
scans are averaged，出isterm has the potential to produce some signal attenuation. 
Nevertheless， this problem can still be removed by individual phasing or computing the 
absolute value spectrum and then adding the sp民 tra.
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The third term (iム Ephase(dq))is the residual phase-twist resulting from the gradient 
pulse mismatch. It is the integral of the position (i.e.， z)-dependent phase-shifts (this has clear 
similarity to k-space encoding in imaging) and is independent of D and the "interval 11. This 

term can result in severe artifactual signal attenuation. Eph蹴(勾)contributes a sample shape 

(relative to the gradient orientation) dependent si伊 atureto E匂，11)and thus Ephase(勾)is 
different for different sample/gradient geometries. For a cylindrical sample of length 1 centred 
in the gradient we obtain 

1:e叫 "dzo
Eph鵬 (Aq)=2l

.. sinc(地 ql).

[6] 

Ephase(勾)term cannot be removed by phase∞rrection or by computing absolute value spectra. 
However， computing absolute value spectra will make negative attenuations positive. From 
the form of Eq. [6] it can be seen that gradient mismatch can result in artifactual di飴action
peaks. Thus， the only real means of avoiding this problem is to have perfectly matched 
gradient pulses. Although‘rectangular' gradient pulses are preferable from a theoretical 
viewpoint， we found that shaped gradient (e.g.， half-sine) pulses with rise and fall times more 
tractable for the αment amplifier and thus are more sequentially r，叩roducible(see Fig. 2). As 
well as geperating fewer phase-based artifacts such shaped pulses also deαease the likelihood 
of vibration problems. 
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Fig. 2 A lH PGSE NMR diffusion 
measurement similar to that shown 
in Fig. 1 except that now sine-
shaped gradient pulses are凶 ed.
The sine-shaped gradient pulses 
were approximated by changing 
the gradient amplitude 伽 ou悼 64
increments.τ'he spectra are plotted 
on the same scale and are 
presented in phase-sensitive mode. 
百lere is much less artifactual 
attenuation th叩 observedfor the 
rectangular gradient pulse， 
nevertheless even using the sine-
shaped gradient pulses there is 

evidence of slight phase distortion at higher g values. Note for the same duration and gradient 
amplitude a sine gradient pulses has an integral of only -0.64 of its rectangular ∞unterpart. 

Reference 

Price， W. S.， K. Hayamizu， H. Ide， and Y. Arata. 1999. Strategies for dia伊 osingand 
alleviating artifactual attl?nuation associated with large gradient pulses in PGSE NMR 
diffusion measurements. J. Magn. Reson. 139， 205・212.
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UNUSUAL PROTEINS AND UNCOMMON NMR NUCLEI 

Hans J. Vogel 
Depar伽 ent01 Biological Sciences，びliver:sity01 Calgary， Calgary， Canada 

Modern molecular biology methods are instrumental in producing the isotope-labeled 
proteins that are required for solution structure determination by NMR. The same 
methodology can also be used to introduce a variety of unnatural amino acids into 
proteins at high yield. While the use of fluorinated aromatic amino acids has been well 
established， our recent work has shown that fluorinated aliphatic amino acids， various 
methionine analogs， and proline analogs伺 nbe incorporated as well into calcium-binding 
proteins expressed in E. coli. Of particular interest is the use of dehydroproline， which 
provides unique insight into cis-trans isomerism ofthe X-Pro peptide bond in proteins， 
which can be studied readily by proton m低 Seleno-and fluoro・methionineare useful 
derivates for multinuclear NMR studies; they provide insight into the role of the sulfur 
atom of Met sidechains in proteins. 

m位tstudies of metal ions bound to proteins have usually relied on the use of spin 1/2 
substitute nuclei， such as cadmium-l13 NMR. We have recent1y demonstrated that 
quadrupolar NMR nuclei， such as Al or Ga have advantageous relaxation prope口iesthat 
facilitates their study. In particular the central quadrupolar transition can be observed 
when such metal ions are bound to relatively large proteins， such as the iron-binding 
transferrins. The N民1Rresonances have field-dependent shifts and linewidth， and 
sharpen WIth decreased temperature and increased viscosity. Unique information about 
metal ion liganding and metal motions can be obtained from the peculiar properties of 
protein-bound quadrupolar nuclei. 
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N時'IR 。fSoftお1att晋F

BeロiliardBlumich 

Resonance Center MARC， Dづ2056Aachen 

Nuclear is best known in medicineラ whereit competes with 

Xωray τhis is so because of its contrast features which allow 

discrimination of different of soft matter. the same cont出 stfeatures 

NMR as a method for chaτacterization of so設

matter in industrial and For the purpose of 

materials rich in are most suitable. Such m呂terialsare 

food stuffs‘and various pastes and fluids. 

a brief introduction to NMR 

ofthe method will be discussed. For 

組 d contrastヲ different

in elastomers an interface 

can be detected NMR when two rubber‘ sh君etswith different forτnulations of 

additives are covulcanized. on th号 contrast

the InterfacεIs found to be narrower than 0.1 mm or 

the lateral extension of 

than 0.2 mm.τhe narrow 

interface is detected with chemical shift contrast and defines the chemical interface. The 

wide interface is detected differences in transverse relaxation and defines the 

interface which is related to the in modulus of the 

Further ofNMR 

and static as well as 

a 

1 mm I 

b 100 

邑 75

O 
O 2 3 4 

distanc邑 [mm]
5 

of elastomers concern cross回 link

mechanical mechanicalload 

Fig. 1: lmag告sfrom the interface between unfilled， 

covulcanized sheets of SBR and NR. a) Photo 
showing the interface (呂rrow). b) lD profiles 
acquired by single-point imaging with the acquisition 
delay日dby tl τhe interface between both materials 
assumes a different width for a chemical-shift 

司 weightedprofile (rugged curv記， right scale) and a 
受r出 xationpara制 erweigi制 profile(smooth叩問ヲ

E le託scale).The correspondi時 tldelays aτe indicated 
~ in the figure. 
0 

ぎ
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Fig. 2: Stress images of rubber bands with a cut after correction for spin density and relaxation effects. 
昌)lH double拘quantumfiltered image of poly(isoprene). b) 2H doub!e-quantum imageat A = 1.3 of 
deuterated butadiene oligomers incorporated into a rubber band by swel!ing. c) FEM calculation of stress 
in a samp!e similar to b 

Contrast in elastorners derives frorn the of residual dipolar interactions arnong 

protons on inter cross-link chains which are averaged because of 

anisotropic rotational rnotion. These couplings can be probed relaxation rnethods as 

well as by 

double-quanturn 

NMR frorn 

and 

encoded 

coherences. As an exarnple， 2 

shows filtered NMR irnages of strained rubber bands with a cut.τhe 

basic features of the proton (a) are cornparable to those of the deuteron irnage (b) 

frorn deuterated spy rnolecules into th居間bbernetwork swelling.τhe 

observed NMR cont悶 streproduces the sirnulated strain distribution (c). 

The of NMR irnaging in chernical is addressed by flow 

analysis of rnatter transport in昌nextruder and by cross-filtration in a hollow-fiber 

dialysis rnodule. In such experirnents the interesting par昌rnetersof translational rnotion 

are position， velocityラ andacceleration. All of thern are accessible by different kinds of 

pulsed field gradient (PFG) the rnost representative of which Is NMR irnaging. 

Velocity irnaging can be understood in terrns of a position exch加 geexperirnent which 

correlates the velocity distribution with the position distribution (irnage). In a sirnilar 

fashion a velocity exch叩 geexperirnent can be shown to correlate the acceleration 

distribution with the velocity distribution [1]. 

For analysis of large objecお theNMR-MOUSEラ amobile universal surface 

εhas  been developed. Its use for quality control丘ndpotential applications in 

process control are illustrated with diverse exarnples frorn studies of steel-belted car 
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Fig. 3: 1 D imaging with the NMR刷 MOUSE.めSch号mati己drawingof the sond号.Coils for pulse field 
gradients are accommodated within the gap betwe邑自由記 twopermanent magnets which provid号級車

inhomogeneous field. b) Imaging sequence. Space information is ac中 iredby spin-echo phase encoding. 
ln the echo maximum the inhomog古neityBz -Bo of th号 magn告ticfield of the NMRゐlOUSEis 
ineffectiνe. c) Drawing of th宮 phantomconsisting of a rubber band wound around a holder from PTFE. 
The signal from th号rubberband and the signal司合記egaps are reproduced within 也君 sensitiv苦 volum告 by
th邑 lDimage目

tiresラ conveyorbeltsラ theAchilles tendon in vivoラ coatingson sheet iron [5]ラ andcross鍋

link density of latIces.τheNMR幽 MOUSEhas been extended to pulsed field 

gradients to obtain 1 D spatial resolutIon. First 

and rubber sheets with textiles. 
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2L5 新しいアプローチによる NMRmicroscopeの開発 (m)
- in vivo MR micros∞peへの応用ー

0拝師智之七植松孝明¥松田普正巨瀬勝提唱，吉岡大 2 阿武泉 2

(筑波大学物理工学系臨床医学系 2)

Developm四 .tof組 MRMic問的peUsing a Por匂.b1eMRI Unit and a-ctinical Whole-Body Magnet 
T. Hais1u. T.出 mat叩， Y. Matsuda， K. KOI棺~ H. Yoshioka.， and 1. Anno. 

I副 知teofA押>liedP，ゆ的andInsti初旬of Qinical Medicine.， Universi勿ザTsukuba，Japan 

Anapproa也 知也.elow field (1・21') MR microscope is proposed for use of MR microscopes in clinical 
si随.百.epro戸肥dsys旬musesamagz槍ticfield of a clinical whoile加dymagnet四 da portable MRI 
unit， which works ir叫句期叫四tlyof the clinical MRI. Experimen包 田 畑ga 1.5 T clinical whole body 
magnetpr，眠ntedclear 2D加 a伊 at(50 mm)2 pixel size and 3D images from (150 mm)2ぬ (21∞mm)2
voxe1 size. It包thusconcluded that the proposed system can .be a useful add-on MRI system to e対sting
or future clinical MRI sc釘mers，.because nei血町 e1ec位ical∞，nnectionto出escan即時 norcost for血e
magnet is required. 

くはじめに>

低磁場 NMRマイクロスコープ(1-2明は，臨床用 MRIで取得された画像と， T1や T2*など

のパラメタを高空間分解能で直接比較できるといった利点を有する.これを，病院等で実現

する場合には，臨床用 MRIを活用することが最も有効であろラ.ハードウェア変更の少ない

方法として，小口径 RFコイルと，高性能勾配磁場システムを使用する手法があるが，勾配

磁場強度が最高でも 25mT/m程度であるので， 100μm程度の空間分解能の撮像において，

T1強調画像(TE"'5ms)や， 3D勾配エコー法などの，臨床で使用されるパルスシーケンスの

使用は困難である.また，臨床機本体を有効に活用する手法として，小口径勾配コイノレと小

口径 RFコイルを使用する方法があるが，勾配コイルを繋ぎかえる事は多くの臨床ユーザー

にとって，困難とリスクを伴うものである.上記の問題を解決するために，我々は，任意の

RFコイルと勾配コイルが接続可能な小型 MRIユニットと，臨床用 MRIの静磁場のみを用

いて， NMRマイクロスコープを実現する手法 (MRMICS)を提案し 1}，これまでの報告で，

MRMICSが摘出サンプルの撮像に極めて有効であることを示してきた 2.4) 二次元画像に関

しては，スライス厚 2mm，面内分解能 100μmの画像を，また，三次元画像に関しては，

画素サイズが(200μm)3程度の画像を，それぞれ実用的な時間で計測することが可能であった.

本研究では，さらに，in百聞における NMRマイクロスコープを実現するために，MRMICS 
のための 3軸サーフェイス勾配磁場コイルを開発し，in vivo撮像の基礎実験を行った.

<装置>

Fig.1に，システムの全体像を示す.Fig.l(左側)の小型 MRIユニットには，サイズが 54

cm仰)x 77 cm(町 x60cm(D)，総重量が 79.5kg，キャスター付きで可搬型のものを使用し

た.特徴としては， 32 bit DSPシステムによるパルスシーケンサ E)，コンパクトで高性能な

DDS (Direct Digital Synthesizer)ユニット， TFT液晶ディスプレイ(磁石の近傍で使用する

には不可欠)などがあげられる.Fig.l(右側)は静磁場を用いるための， 1.5T臨床用 MRI装置

である.Fig.2に，開発を行った 3軸サーフェイス勾配磁場コイル仰を示す.図中の矢印が指

す方向が勾配磁場の軸となっており，また， Gz'方向が静磁場 Bo方向となっている.この 3

軸勾配磁場コイルは，ポリエチエン被服銅線直径(0.5mm)を用いており，アクリル製板(2mm

厚)に瞬間接着剤で固定されている.直流抵抗およびインダクタンスは， Gx: 2.38 n， 790凶t
GY: 1.88 n， 570凶I，Gz: 0.92 n， 310凶王であった.

MRMICS.マイクロスコープ.in vivo.勾E磁禍コイル

はいしともゆき，うえまったかあき，まつだよしまさ，こせかつみ，よしおかひろしあんのいずみ
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と結果>

開発を行った 3軸サーフェイス勾配磁場コイルの効率を誤.lJ定するために，撮像実験を行った

被写体は，内径 9.0mmの NMR用試験管の底部に，硫酸錦水溶液と藍径 6.35mmのナイロ

ン球を入れた水ファントムである.パルスシーケンスは TR/ TE = 100 / 15 msの 2D-SE法

であり， FOVは(25.6 画素サイズは(200μm)2，画素数は 1282，信号積算回数は 1回

であった.また， TR I TE / F A = 200 ms / 5 ms / 60
0 

，画素サイズが μm)3の 3D“GE

法でも譲橡を行った.なお，水ファントムは，コイル平面の中心から約 33mm外側に設置

し， RFコイルとしてソレノイド@コイル(内径 14mm， 3巻)を用いた.

に，本システムで撮像した水ファントムの 2D画像を示す.このように，詣内で 200

μmの空間分解能の画像を，約 13秒で取得する事が出来た.また，開発した勾配コイルの効

率は9 水ファントムのサーフェイス a レンダリング画像であるの元画像および撮像

パラメータより Gx:0.40 Gy: 0.38 G/cmA， Gz: 0.49 G/cmAと計源IJされた.

くまとめ>

封切'VOにおける NMRマイクロスコープを実現するために，MRMICSのための 3軸サーフ

ェイス勾配難場コイノレを開発し lnV1VO掻像の基礎実験を行った結果， ~200μm 程度の空

間分解能を達成した.今後のおもな課題として，開発を行ったシステムとサーフェイス RF

コイルを接続し，in vivoにおける撮橡実験を行うことがあげられる.

coil. Size: 

く参考文献>
1) K. Kose， et al， 6'''ISMRM abs!r畠ct，pp.1924， 1998 
2)主主澱勝義圃他，望者3国 NMRマイクロイメージング草野究会講演要旨主義.pp.40-43τ1998 
3) K. Kose， el al， ?"'ISI¥j型RMabslr昌己1，pp.2036， 1999 
4) H. Yoshiol唱す et量1，?，，'ISMRM畠bstract，pp.2119， 1999 
5) K. Kose， et al，告別ISMRM畠bstract，pp.2021， 1宮98
6) Z. H. Cho， et al， J. Magn. Reson曹4，pp.471-485， 1991 
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2L6 マルチスライスHSQC法を用いた高感度
In Vrvo 13C代謝物イメージング第三報

(1 (株)東芝医用機器・システムセンター 2創価大生命科学研究所〉

O渡鐘英宏九梅田匡朗石原康利岡本和也 1

小田正記2 金松知幸2，.田裕三Z

High Sensitive In Vivo 13C Me旬boliteImaging Using Multislice HSQC 

H. Watanabe t， M. Umeda 1， Y. hhihara 1， K. Okamoto 1， 
M. Oda 1， T. Kanamatsu 1， Y. Tsukada 1 

1 Toshiba Medical Systems R儲組問h& Deveiopment Center， 
1 Institute of Life Science， Soka U niversity 

A multislice HSQC sequence is a 'H[13C] magnetic resonance spectroscopic imaging 

φm.SI) method with good metabolite resolution via the 13C chemical shifts， which enables us to 

foUow the '3C enrichment of metabolites in multi-volumes in a human brain even on a whole-

body scanner. To shorten the preparation period for higher sensitivity， a strong gradient system 

(maximum amplitude = 30 mT/m and ramp time = 200 J..lS) was developed. To ma羽mizethe 

田nsiti吋ty，a new rf∞il system (a QD Bird-Cage. coil doubly tuned both to 'H and 13C for 

transmis話onand a 'H卸命館∞ilfor detection) was developed. Usi曙 a2T whole-body 
田制服rwith白e関 町stems， the 2D 'H_13C HSQC m喝nitude-modesp前回∞叫dbe obta血ed

企'om由ebrains of voluntee四 afterthe oral administration of凪z∞腸 Cl(0.5 g per 1 kg body 

weight). From th回esp館協， the伽 e-courseof glutamate C4∞ 叫dbe foUowed with 20・

minute temporal re釦 lution組 dwith8・mlspatial resolution. 

【tまじめに】 '3C樺揖グルコースを用いた¥3CM唱ncticRes岨aoce荷崩留国U明cIm喝略。低81)では、

脳内のグルコース代雄、すなわちグルコースからグルタミン融やグルタミン等といったアミノ酸

への代謝過程を非橿聾に追うことカ句能であるため、 ISCMRSlは有力な代甜劃定法として期待さ

れている。我々は、この¥3CMRSIの高感度シーケンスとして、これまでに困惑度、マルチポク

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法を橿寮し、人ボラン

ティア賦験にて、 2T全身用M悶華置を用いて観測時間 16分で37mlの後頭部領織から、 2D1H・

¥3C相関HSQCスペクトルを取得でき 0，2)、勾配磁場系の強化により感鹿を向よさせることが

できることを報告してきた (3)。今回この勾配系の他に、衛たに開発した送受信分雌型 nコイ

ル(送信用 IH.¥3C二重同園コイルと受信用 18ザーヲzスコイル〉を上記聾置に組み込むことに

より、 20分の時間分解能で人脳3mlの領織から 1H(13C]グルタミン陳情号を取得することに成功

したので報告する。

キーワード:IH.l3C HSQC.脳代謝.invivo. グルコース.グルタミン司自

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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E方法】標融グルコースを用いた 13じMRSIの重要な観測対象であるグルタミン酪に対しては、

S加の点で、 HMQCよりも I1期でJ聞が展開しない HSQCが有利である。この HSQCを全身用

MRI装置上で実現できるようにしたシーケンスがマルチスライス HSQCシーケンスである (Fig.

1)。 ζのシーケンスでは、準備期内の 13C反転パルスを準備期 1Hのエコー時刻より 1/(4Ja)前に

印加している。この結果、準備期 1Hエコ一時間討を任意に設定でき、全身用MRI蓑置にでもス

ライス用 rfおよび勾配磁場パルスを印加することが可能となる。第2の特徴は、 11に続く逆分毎

移動後に生起される 2I.8.の利用である。この状態では IH、13C共に縦磁化であるため、 non-

ob町 vableでありかつ緩和が畏い。従ってマルチスライスが適用でき‘マルチボクセルスペクト

ロスコピーが可能となる。 Fig.lに示したシーケンスでは、 z方向のマルチスライスにより z方向

に2ヶの 3D局所励起HSQC信号を取得することが可能となる。

このマルチスライス HSQCシーケンスでは、信号濡衰の原因となるJHHは11期以外すなわち準

備期および逆分極移動後に展開する。この準備期間の短縮化のため、立ち上がり時間=200畑、

最大強度=30mT/mの勾配系を開発した (3)。また、均一送信分布および受信感度向上のため、

送受信分雌型dコイル(送信用 JH. 13C二重向調コイルと受信用 IHサーフzスコイル)を開発

した。

ボランティア試験は創価大学生命科学研究所の承認を得て実施し、システムには上記システム

を組み込んだ 2TI3Cスペクトロスコピー研究用全身用 MRI装置(東芝製)を用いた。試験につ

いて文書にて同意を得た成人ボランティアに市販の[1}3C]Dグルコース(ISOTEC社製)を体重 1

kg当たり 0.5g溶かした 30%水港液で経口にて服用してもらい、その後後頭部領域からのマルチ

スライス自SQC信号を取得した。

E結果】得られたHSQC信号を再構成し、時間分解能20分、空間分解能8mlで人脳の 2DIH_13C 

スペクトルおよび、グルタミン醸4位への 13Cの取り込みの時間変化を取得できることを確認し

た。 Fig.2にグルタミン酸4位(GluC4)のι方向プロファイルを示す。

【篇首】マルチスライス HSQC法は人脳のグルコース代謝観測の有力な方法であり、勾配系の強

化および送受信分離型rfコイルによりさらに感度を向上させることカ句能である。

E甜辞】本研究開発は、医癒福祉機器技術研究開発制度の一環として、新エネルギー・産業技術

開発機構(NEDO)からの委託により実施したものである。

E・考文献】l.H. Watanabe， etal.， 5th Annual M即位~IS~， 360， 1998

2.渡遁英宏他.第36固NMR討融会要旨集. P.285， 1997 

3.渡趨英宏他.第37固NMR討論会要旨集. P.271， 1998 
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2L7 マンガンイオンを用いる動物脳機能イメージング法

0三森文行1、熊谷恵川、豊岡秀訓2

(1国立環境研究所、 Z筑波大医) • 

Functional Magnetic Resonance Imaging in Animal Brain Based on T1 shortening by 

Manganese Ion 
F'. Mit~umoriI ， M.kumagMlペ HToyooka2 

CNational Institute for Environmental Studies， ~sukuba Univ. ) 

A functional magnetic resonance imaging method for experimental animals was 

exploited based on the shortening of the T1
担 theactiva飽dneurons in which 

manganese ion intrudes. We modified the method proposed by Lin and Koretsky to 

reduce the required amount of manganese ion up to approximately one tenth of由e
original method by introducing manganese chloride direct1y to the rat brain合om由e

extemal blood circuit placed at the right carotid artery. Some examples of functional 

加 agl田 obtainedwith activation by neuro回 nsmitterchemicals and by sensory 
s由nulation釘edemons住ated.

【はじめに】 ヒトの脳機能マッピングのために、小川らの開発したヘモグ

ロピンの磁性変化を用いるBOLO法が広く行われている。しかし、この方法

では脳機能の発現に伴う信号変化は数%以下と小さく、脳容積の小さな実験

動物での応用は容易ではない。 Koretskyらはマンガンを外因性常磁性試薬と

して用いることにより 100%以上に及ぶ信号変化を得られる方法を提案した功。

この方法は、賦活化した神経細胞によるマンガンイオンの取り込みを観測す

るためBOLO法に比べより直接的な神経活動を見ている等の長所があるが、

最大の難点は外部から投与するマンガンイオンが生体に対して毒性を有する

ことである。今回、我々はKoretskyらの方法を一部改良することにより、必

要とされるマンガンイオン量を約 10分の lに低減することができたo 本法

による化学物質による脳神経細胞の賦活化や、体性感覚野の刺激の例を示す。

【方法】 WlSt訂ラットに薬物投与を行うためにhalotha問麻酔下(1-1.5%，

Np 50%， 0250%)において右総頚動脈、内頚動脈問に外部循環回路を設定し

た。動物の呼吸は人工呼吸器を用い、呼吸数70回/分、 1回換気量12叫/kg体重

に制御した。手術終了後、 halothane麻酔を停止し、 α吋chloralo民 (1伽i?J凶)と

urethaa(10白ng/凶}の混合溶液を α.chloraloaが35m?J均体重となるように腹腔

内投与した。 25%0・mannitol溶液5mllkg体重を外部循環系より約30秒間で投与

NMRイメージング、脳機能、マンガン、T1強調画像、ラット脳

みつもりふみゆき、くまがいめぐみ、とよおかひでのり
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関門を破壊した。さらに、陥1Cl:ti容液をの流速

よる麟賦活のためには、塩化マンガン投与終

よりグルタミン畿、 ドーパミン、ガンマアミノプチル酪酸

(GABA)等を投与し、踏の冠状断面のイメージ測定を行った。体性感覚野の賦

ラット左前肢農下に電撞を設置し、塩化マンガン投与と問時

幅の藍流電気パルスをで分関与え、左前技体性!惑

を行った。イメージ測定には、告作の舟径間関のコイルNrv康

管号検出器を痛いた。この信号検出器を口径 αnの水平ポア議石を右する

して測定を行った。議場勾記コイルは

の自己シールド塑 8を用いた。上記溺定システムを

いて、 T
j強 調冨像バラデータ256X をスピンエコー法によ

り測定したo FOVは5c曲、スライス翠は2mm。

と考察} 留 lにグルタミン駿により右脳を賦活化した場合のラット

頭部強調翻像を示す。右大脳半球で明瞭な信号増大が認められる O 塩北マ

では日高室部位を除いて信号変牝は認められないため、ここ

タミン識による脳の賦活を示すと考えられる。グル

タミン離は以上の麟神経細臨において神経伝達物質として用いられ、そ

の受容体が脳全体に分存している事実と符合している。らの原法で

ンガンを下腿静脈より全身的に投与しており、その総量は

に昇る。これに対して我々の頚動脈外部楯環系からの投与法では約 10分の

lの μ曲。にとどまっている。塩化マンガ、ンは毒性を有し投与量の増大tこ

って心機能抵下等の弊害が見られるため、マンガン投与量の低減は本?去の

実用化のためにきわめて重要である。また、我々の方法では下腿静脈のカニュ

レーションも省略でき、原法に比べて手続侵襲も少なくてすむという利点が

ある。

activated 

献} Y-J Lin匂 AP M呂gn.Reson.Med.，38ヲ 378(1997). 
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2L8 lH高磁場固体高分解能 NMR法を用いた

ペプチド及びポリペプチドの化学シフトと構造解析

。山内一夫¥鳳木重樹皇、藤井一馬車、安藤勲2

日本ブルカー¥東工夫工Z

Chemical Shlfts and Struc加ralAnalysls of Peptld闘 andPolypeptldes 

Using Hlgh Fleld Hlgh Resolution Solid S匂句 1HNMR

Ka却 oYarnauctザ， ShigekiKuroki2， Kazuma F吋jj2，Isao And02 

BrukerJa陣nヘ

Depa市nentof Chemistry and Materials SCiences， Tokyo Institute of Technology2 

High resolution lH NMR spec廿aof回ycine(Gly)-containing peptides and polypeptides in the 

solid state were measured to elucidate廿鳩 relationshipbetween the hydrogen bond length and lH NMR 

chemical shift. In this study， single pulse experiment was performed with the high speed magic-angle-

spinning (MAS) at 30KHz and hith resonance fre叩 ency(8∞MHz for断。ton)for high resolution proton 

spectra. From these high resolution spectra，比 isfound廿鳩tthe GIy amide proton chemical shift move 

downfield with a decrease in愉ー hydr，叫納 bondlength between nitrogen and oxygen atoms (凡。).

Further， theoretical calculations explain weH thes8 experimental results. 

緒言

ペプチド及びポリペプチドの水素結合はその立体構造を決定するための要因の一つになって

いる。裳々は固体状態での水素結合に関する分子(13C，情N，
170)の化学シフトと結合距離について考繋

してきた。今回報告するプロトン(lH)は感度は良いが国体分子中では双極子相互作用が非常に大きい

ため正確な等方的化学シフトを得ることが一般的に難しく、さらに水素結合に関与しているペプチド及び

ポリペプチド中では窒素が化学結合して話妙そ帯聾膏伊耐との績回糧事績舎によ砂蕗報化する.今回、

この篠田極子相互作用の除去を目的にマジッタ婚で繍輔転繊細をおζ安い悼と障時に測

定を高磁場中 (18.8T)で行うことによ司帰属酔結締棟毒事るこ技勝也噂騎持った.

これにより得られた先鋭化されたスペタトル鰍棚倉叡，ているアミドヲ凶ーン覇地特3同国体中で

の水素結合距雌(Rtt...O>について化学シフトの糧箇針算から求められた化学シ3ト邑水嚢輔金庫磁の

結果と比較検討を行った.

~ 

明、国体高磁場 NMR.ペプチド、化学シフト

やまうちかずお、くろきしげき、ふじいかずま、あんどういさお
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実陰・結果・考察

lHNMRスペクトルはBruker社製分光器Avance

800に2.5mmMASプローブを用いて Figure1の脚注に示

すグリシンを含む 9種類のペプチド及びポリペプチドにつ

いて測定を行った。測定条件としてはそれぞれシングルパ

ルス法で MAS回転 30KHz、繰り返し時間 10s郎、積算回

数 16国でスペクトルを得た.

9種類のペプチド及びポリペプチドのスペクトルを

Figure 1に示す。これらのスペクトルは通常のプロトン MAS

スペクトルに比べではるかに先鋭化がなされており高磁場

と高速回転で行う測定極めて有用であることがわかる。こ

れらのスペクトルの各ピークは圏中に示すようにそれぞれ

のピークを帰属することができた。また、水素結合に関与し

ているアミドプロトンのピークも観測されそれぞれ帰属する

ことができた。

これらのスペクトルから得られた水素結合を形成

しているアミドプロトンの化学シフトと X線構造解析から得

られている水素結合距離(凡。)の関係をFigure21こ示す。

これから水素結合距離が短くなることによりプロトンの化学

シフトは低磁場シフトすることがわかる。 ab-initio6-31 G紳

法にによる理輪化学シフト計算の結果も実験結果と同様な

シフト傾向があることがわかった(Figure2)。
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2L9 マジック角試料回転条件で同種核双極子相互作用により

高効率で磁化移動するための複合ラジオ波駆動リカップ

リングパルス系列

(横浜国大・工) 0藤原敏道、 PurnimaKhandelwal、阿久津秀雄

Composite Radio-Frequency Driven Recoupling Pulse Sequence for Efficient 

Magnetization Transfer by Homonuclear Dipolar Interaction under Magic-

Angle Spinning Conditions 

Toshimichi F叫iwara，Purnima Khandelwal， and Hideo Akutsu 

Faculty of Engineeri.ト19， Yokohama National Universi(μ 均'kohama240-8501， Japan 

Magnetization transfer in rotating powdered solids under the radio-frequency driven 

recoupling (RFDR) pulse sequence is enhanced by reducing the orientation dependence of 

the homonuclear dipolar interョctionrecoupled. Composite RFDR (CRFDR) pulse 

sequence for the enhancement consist of RFDR units (匂ーπ一定ーπ-ifj) with different匂，

where 't'R is the sample rotation period， 'ti and ifj (=τR-τi) are delays. The delay匂fmodifies 

血ezero・quantumspin operators and the s創nplerotation-angle dependence of the effective 

dipolar HamiItonian. Numerical simulation for a two-spin system with a dipolar interaction 

and isotropic chemical shifts indicates the maximum transferred magnetization by CRFDR 

is larger than that by the RFDR pulse by about 30% over a broadband. Ex~rimental 

resuIts for 13C-labeled amino acid also confirmed the improvement. 

{はじめに】

固体高分解能NMRで核スピン聞の双極子結合による磁化を移動する方法は、多次元化学

シフト相関分光法、距離測定やニ面角測定を行なう上で基礎となるものである。この約10

年間にそのような測定法のためにマジック角試料回転条件で同種様双極子相互作用が働く

ようにするリカップリングパルス列が多く開発さてきている。それら測定法の感度を高める

には、このリカップリングにより高い効率で磁化を移動させることが必要である。恕極子相

互作用はその角度依存性により大きさに分布が生じるため、磁化移動を行なった場合には2

スピン系では一方のスピンの磁化の約 50%が他方に移る。この角度依存性を減少させるこ

とができれば、磁化移動効率を大きく向上させることができる。私たちは1800パルス列であ

るRFDR法についてこのような考え方を適用し、リカップリングされる同種核沼極子結合の

ゼロ量子成分ついて試料回転により変化する角に対する依存性を減少させ、広い帯域にわた

って磁化移動効率を向上させた。この方法の理論、計算機シュミレーションと13C標識アミ

ノ酸についての実験結果を報告する。

固体NMR、リッカップリング、安定同位体標識、マジック角試料回転、核恕極子相互作用，

ふじわらとしみち、プルニマカンデルワル、あくつひでお
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【理論)CRFDRパルス系列(図 1a)の試料2回転周

期が今までのRFDRにパルス列に対応する。 この

CRFDRnパルス列は n個のRFDRユニットからな

る。しかし各ユニットのπパルスの位置は Tjの

分だけ異なっている。一つのRFDRユニットの有効

双極子相互作用は次のように表せる

C1 {(I1x/2X + 11/2y)costtjー(I1.I2x一IJ2y)Sinttj}
ここで、 。=δ12(2't'j一九 )/2、δ12は共鳴開法

数差である。C1の静磁場に対する角度依存性を異

なるニつの Tjについて図2a.bに示した。上の式

と図2に示すように T jは双極子結合の角度依存

性部分と上の式のゼ口量子演算子の位相をとも

に変調する。このことを利用して異なる τ，を持

つRFDRユニットを連続させることで見かけ上双

極子結合の角度依存性を小さくすることができ

る(図 2C)。このCRFDRによる磁化移動の混合時間依存

性を図 3aに、その帯域が広く移動効率が高いことを図3
bに示す。 2スピン系の計算では、 CRDDRの磁化移動効率

は70旬以上でありRFDRより、約 35"効率が高い。
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2Ll0 ビタミンD3誘導体の固相合成における SR-MAS測定

の利用

東工大院理工 l、日本電子2

高橋孝志 l、O士黒一郎 l、土井隆行 l、津野久幸2

Application of SR・・MASNMR on the solid ph部，esynthesis of the vitanin D3 system 

Graduate School of Science and Engineering， Tokyo Institute of Technology 1， JEOL Ltd. 2 

Takashi Takahashi 1， Ichiro Hijikuro 1， Takayuki Doi 1， Hisayuki Tsuno 2 

Abstracts: Recently， solid phase synthesis has become a powerful tool for the preparation of 

not only oligopeptides and oligonucleotides but also small molecule libraries. In出巴

development of a solid phase syothesis， the characteriz冶.tionof resin bound compouods in each 

reaction is important， esp民 iallyin that of small molecules. We describe the applicatioo of 

SR-MAS (Swollen-Resin Magic Angle Spinoing) NMR for monitoring reactioos and structural 

de町 minatioos00 solid phase. For the solid phase syn曲目isof白evi出血1D3 system， the 

sequeotial coupliog of three components，血epolymer-supported 8・ketoCD-ring at血.e11・

. hydroxy position， A-ring moieties， and the Grignard reageots was perfoロned00 a polystyrene 

resin. The coπ回 poodenceof血.e1 ~C NMR spectra of products on a solid support with血atona 

solution phase synthesis ascertained the utility of SR-MAS NMR for a solid phase synthesis. 

近年、短期間に多種類の低分子量化合物を合成する手法として、コンビナトリアル

ケミストリーを指向した固相合成法が注目を集めている J)。ある化合物の誘導体合成

に際し、多種類用意した各構成要素を組み合わせて化合物群を合成する方法論がコン

ビナトリアルケミストリーであり、国相合成法を適用することにより反応の後処理が

簡便となるため、コンビナトリアル合成の自動化を可能とする。しかしながらこの有

用な固相合成を行うにあたり、固相上に担持した化合物の構造決定 2)には、通常液相

合成において最も汎用的に利用される NMRはそのまま適用することができない。そ

のため、基本的に官能基の有無しか確認できない 1Rにより固相上の化合物を確認す

るか、高分子担体から切り出した後に構造決定することが多く、固相合成ルートの開

発は多大な労力と時間を要した。

そこで、我々は固相上に化合物を担持したまま通常の液相合成と同様に反応のモニ

ターおよび生成物の構造決定を行うために、 SR -M A S (Swolleo-Res泊 M唱icAngle 

Spioning) NMR法 3)を用いることとした。 SR-MAS NMR法とは、化合物を担

持したビーズを溶媒で膨潤させ、静磁場に対してマジックアングル角で回転させ 13C 

の高分解能NMR測定を行う手法である。この手法を適用することにより、多種類の

キーワード :SR-MAS測定、ビタミン D3、固相合成

著者ふりがな:たかはしたかし、ひじくろいちろう、どいたかゆき、つのひさゆき
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ビタミン D3誘導体の固相合成ルート 4~ 5)を容易に確立することに成功したので報告す

る。

具体的には、 11位に水酸基を有するビタミン D3誘導体2の固相合成について検

討した(Scheme1)。はじめにシリルリンカーを有するレジン(PS-DESresin)6)に対し、

1 1位に水酸基を有する CD環 3を導入する。次に固相上に導入したCD環 4に対

し、 22位トシル基を損なうことなく Wittig反応でA環5を導入、続いて生成したト

リエン骨格を損なうことなく側鎖 6を Grignard反応で導入する。最後に、酸による

切り出しを行い、ビタミン D3誘導体を得ょうと考えた。その各反応後のビーズに対

する SR-MAS測定により得た 13CNMRチャートと、液相で同反応を行い合成し

た 11位水酸基のTES基保護体の 13CNMRチャートとの比較を行い、固相反応の

モニターを行った。その結果、それらは非常によい一致を見せ、容易に固相反応のモ

ニターを行えたことにより、 SR-MAS NMR法の有用性を確認した。

slde chain 

ri 'POPh2 

1: Y= H ( 'F 5 

2: y= OH TBSO、、.¥、./可OTBS

(scheme 1) 
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3Ll 超臨界流体用の，"・s胸高圧NMRプローブの開発

(1阪大院理 2帝人 3神戸薬大)永阪文惣円 O江口太郎中山尋量三中村亘男 I

D偶砲声。f伽胡uoゆ-preuureNMR Probe for Supercri白alFlu姐，

Bun却 wNi暗闘紘al/l，Jj町)Epcbi'，Hirokazu Ni紘ayama3，NobωN，枯渇mural

('Grad. Scb. of Science， osaka U凶versity，2TeijinL柑.，ま.obePbarmace叫伺lU国.versity)

Aω，nv，凶entbigb-p!1国sureNMR p!1Obe bas been必si伊 ed.Itωnsi蜘 ofa bigb.・
伊国surezirconia田1Ia臨副cbedto a Be-Cu sange and a solenoid ∞il，andisωm醐蜘d旬 a伊s
band]ing sys旬mby ml伺 nsof Swagelokωm田旬rs.This probe c組 beapplied旬 vario凶
types of heterogeneous sys飽msat 0 -20 MPa， and is伺 sily血錦a11edinlωa wide bore 
側関'Conm刷 ngma伊et(e.g.，伽 Bru町 MSL・.200).High-prl国側問 l~eNMR 司郎国W鵬

m榔国'edunder御 su開抑制伺1c∞dition in ord釘旬 stl.吻蜘柑U肉鵬個d骨namiωof
xcnon ad田市ωinmesoporo田 FSM-16.l~e NMR spe柑 um(vo = 55.6 MHz) consi鈍sof 
two lines.伽 epeak at a bigh field is due旬俗世関xe伊sand ano血釘ata low field旬也e
M田市“Xein旬 FSM-16.Accordingωan empirica1 rel凶onfor l~e cb聞 MωIsh治面白

micro仰向 syst聞 L也.eobserved chemica1 sbi食(62ppm) for a也orbedXe at御 lowpressure 
胞凶1回也知也em倍。'porediame防 of1.0 nm， wbich is much smaller than也at御伽m血d

by XRD (2.7 nm). With incr伺 sein the pr悶suretIぉlinewid白 of悦 adsor恥dXebe∞血筋

very bJ:ひ叫and伺 nnot恥 describedby a single Lorentzian lineshape. 

簡易型高圧NMRプローブ

高圧NMRプローブはこれまでにもいろいろなタイプのものが製作されており[1]，

本討論会においても既にいくつか発表されている.いずれのプローブも一長一短が

あるが，特に固体を含む不均一試料の測定は非常に困難である.

そこで，われわれは，つぎのような簡易型高圧NMRプローブを開発した.

1. 固体を含む不均一試料を，たとえば超臨界CO2雰囲気下(T.... 31.4 'C， P. ... 7.3 MPa， 

P. =0.47 g/凶〉で測定できる[2].

2. 遷移金属触媒を用いた(水素化〉反応などの初si加測定が可能.

3. 圧力範囲:0 '" 20MPa (ガス圧);圧力上昇・下降の両方向の測定が可能.

4. 国体NMR装置 (BrukerMSL2∞など)に簡単に組み込める.

5. 温度範囲:-100 'C --+200 'C (現時点では約Ot--50tまで)

6. 超伝導シムだけで十分な分解能を達成する.

超臨界流体， in-situ NMR.高圧プローブ.FSM-16，国体NMR

ながさかぷんそう，えぐちたろう，なかやまひろかず，なかむらのぷお
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Fig. 2. Pressure dependence of l~e NMR血

FSM-16 

(2) 
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ここで， d.は細孔壁への吸着に固有な化学シフト，aは定数である.

Fig. 1でoMPaに補外した値(62土2ppm)から，式(2)を使って句lin創伺1poreの直

径を見積もると約1.0nmとなり， XRDの実測値 2.7nmの半分以下になる.メソ細

孔の場合は単純な自由行程モデルでは説明できないことがわかる.しかし，上の化

学シフト値をモルデナイトの筒状の細孔(径0.67XO.70nm)内に吸着したXeの値 105

ppmと比較すると[6]，FSM-16のメソ細孔径がモルデナイトの細孔よりずっと大きく

なっていることは明らかである.さらに，吸収線形の圧力依存性に関しでも詳しい

解析を進めている.

なお，本プローブを用いて，高圧 l~e NMR測定により高分子中の自由体積を評

価した.メソ細孔中とはまったく異なる圧力依存性を示し，本討論会の P93で，そ

の結果を報告する.

FSM-16の試料を提供して下さった豊田中央研究所の稲垣伸二氏に感謝いたします.
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1電子技術総合研究所、 2

0服部蜂之¥平賀隆久守谷哲郎 1

CONTINUOUS-FLOW APPARATUS FOR HYPERPOLARlZATION OF 12雪XE
OPTIMIZED SτRUCTURE OF CELL FOR EFFICIENT SPIN EXCHANGE AT A HIGH CONCENTRATION 
OF OPTICALL Y PUMPED RUBIDIUM. 

Min母広L延雄mi¥Takashi and Tetsuo Moriya' 
'Electrotechnic昌1Laboratory， Tsukuba 305-8568; 20saka N晶tionalRese且τ.chInstitute， Ikeda 563-8577 

We propose a specializεd apparatus for hyperpolarization of Xe. The flow-Ihrough type app証ratllsfor the 

polariza臼onof noble gas nuclear spins悶口ghigh-power diode 1ぉer部品ys(7雪4.7nm，12W) was constructed 

The performance for Ihe poiarization of natural abundant Xe gas was evaluated. In order to optimize the 

pumpmg cむ目di臼on，the sh晶peof pllmping cell， flow rate呂田dtemperat盟主eof the ce!l was vぽied

。門
司

M

日
間

N

N

の

劫

h
M

X

の

衡

後

平

壌

鋲
…
僑

上

下

劉

式

る

起

占

の

等

部

が

鴎

β

の

す

励

を

率

e
い
る
原
加
〈

ル

定

た

積

効

X

高

れ

る

口

一

決

れ

体

起

の

窓

い

た

ベ

て

離

の

励

率

消

て

市

川

一

し

が

り

た

効

解

せ

さ

'

化

離

な

し

起

り

櫨

凡

b
適

距

か

う

蹄

よ

凝

べ

円

円

融

織

の

が

こ

で

に

紘

ン

の

に

ら

分

。

っ

と

磯

ラ

で

位

か

部

る

よ

こ

ゆ

内

部

菌

い

な

に

る

で

器

い

射

に

数

い

し

、

容

強

入

と

拡

て

存

い

ス

が

、

こ

が

つ

は

依

従

ラ

光

め

る

子

な

撃

に

に

ガ

起

た

め

分

と

の

ことを思的としている。

キーワード:129Xe、フローセル、スピン犠極、

した[6]。
さちに向上させた備極希ガスの発生方法を

ンピング、ス

はっとりみねゆき、ひらがたかし、もりやてつお

n
w
u
 

R
U
 



{方法}フローセル内に低ffの希ガスと光ポンピング照触媒さらにタエンチャーガスの混合気体を一方

向に流迭させ、フローセル内iこは励起光を照射し、かっ磁場愛知加することで、

安全に製造することが可能である。フロ

配畿し、フローセ)1，.内の気体の流通方向

X母核の備極効率を決める重要素としては、

O2など}濃度が考えられる。

突回数を増大し、 Xe-

X母懸の衝突によるス

ピン系の緩和が係議惑

の低下に効かない条件

下で、

約によ昇させら

Dir開 tionof話曹を時

このときのセルの形状

としては、受光麗を広

くし光路長を短くする

と最も効率が上げられ

ると考えられる。題 2

に示したような、二塁室

内簡管の摺を;毘合力、ス

が流れる設計も可能で

ある。

関 2. 縄戦円筒憩フロ

[~定験E 億機操作に煎いた装置は、

さ

て評価した.4Heバッファ

0.2土0.1%を得ている。

とめ]Xeガスのスピン偏鑓iこ最適化した偏犠照セルの構造を提案した。自

率の高い 129Xeを得ることができる。これを利用した NMR実験、刷、 13C-NMR

を計画している。
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3L3 Tio.lYO.9HXDy (x+y同 0.7)における水素及び重水素のサイトと拡散

(物質研)0林繁信・ BilwadalBandyopadhyay 

Sites and Dynamics ofHydrogen and Deuterium in Tio.lYO.9HxDy (x+y田 0.7)(National Institute 

of Materials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi and Bilwadal Bandyopadhyay 

1itanium-vanadium-hydrogen-deuterium (1i-V-H-D) alloys with (問+[D])ベI百]+[珂)....0.7have been 

studied by rneans of lH and 2H NMR. In the hydride， H atorns 0αupy the 0 sites， and H diffusion takes plaα 

between the ordered 0 sites. In the H-rich san司ples，H and D atorns 0αupy both the 0 and T sites， and the H 

and D atorns in the T sites diffuses faster than those in the 0 sites. The diffusion between the ordered 0 sites 

is∞nfirrned by the 2H qua命upolarline shape. In the D-rich san司ples，H and D atorns 0αupy the T sites. In 

the oo phase H and D atorns diffuse ar即時 theordered T sites， the 2H qua合upolarline shape is preserved， 

and the 2H relaxation is dorninated by the dipolar interaction. In the αD phase the diffusion takes place 

between the disordered T sites， and another motional mode takes place simultaneously.τbe temperature and 

frequency dependenαof T1 of 1H and 2H can be described by modified Bloembergen-Purα11・Pound

equations. Activation energies and臨 anresidenαti臨 :sof H and D atorns have been estimated for each site. 

Intr吋 uction 1itanium (1i) and vanadium (V) rnetals form aωIid solution with a bodチce臨 red.叩 bic

(bcc) structure over wide ranges of∞岬ositionand temperatu鼠百e百-V alloys form stable hy創的 as

well as 1i and V rnetals do. 百le1i-V-H system is expected to be sy凶hesizedat any [V]/[司 ratio，having 

continuously varing properties. 明記 crystalstructure of monohydride官l.zVzHX(.胆1)is bαin the range 

0.2szs0.8， while it is body-centered-tetragonal (bct) for 0.9szs1.0. 明記 crystalstructure changes 合ombα

to bct within the range 0.8<=<0.9. On the other hand， the monodeuteride百l.zVzDX(x..1) has always the bcc 

structure. In the extrerne case of pure vanadium， the isotope effect is expected to be the maximum It is 

known that hydrogen and deuterium atorns occupy the 0 and T sites， respectively， in the mooohydride (or 

monodeuteride) phase of vanadium， leading to the bct and bcc structures， respectively. 百Hand D atorns 

are∞ntained simulta即⑪usly，the crystal structure is expected to depend on the [H]I[D] ratio. Furthermore， 

there may be interaction between diffusing atorns at high concentration of diffusing atorns. 

In the present work， we have studied 1iO.1VO.9-H-D systerns. We report the results of 1H and 2H NMR on 

1iO.1 Vo.9HxDy (x+y圃 0.7)as well as 1iO.IVO.9Ho.75 and 1iO.1VO.9Doル1i0.1VO.9Ho.75and τ¥J.1Vo.9Do.71 have 

different crystal structures， as expected.τbe dependences of the site occupancies and the diffusions of 

hydrogen and deuterium atorns on the [H]I[D] ratio were studied by即 ansofNMR.

Experimental We prepared the samples 1iO.1VO.9Ho.63Do田12，百0.1Vo.9Ho.soDo.20'百0・IVo.9Ho.3SDO.3S and 

金属水素化物、水素、スピンー格子緩和時間、水素拡散、同位体効果

はやし しげのぷ・ビルワダルバンドパダイ

po 



TIo.1 Vo.9Ho.22DO.S2・ τbeHandD∞凶entsin the samples are within %0.02 ofthe quoted fi伊 res.

1be 1H NMR measure臨目tshave been performed by a Bruker CXP卯 spectro臨 :terequipped with a 

Tecmag Real-time NMR Station MiniMacSpect operated by MacNMR5.4 software. Larmor frequencies 

were set at 30.3%0.2 and 59.8%0.4 MHz. 100 2H NMR measurements haye been performed by Bruker 

ASX200， MSlAOO and ASX400 spectro田 ters. Larmor frequencies were 30.7 MHz for ASX400 and 61.4 

MHz for MSlAOO and ASX400. 

Results and Discussion 1H NMR spectra have been measured for TIo.1VO・9H.J)yand 1'io・1Vo.9Ho.1S at 30.3 

MHz and 59.8 MHz in the temperature range between 77 and 420 K. At 77 K， all the samples show a 

Gaussian line sbape with the制 1width at half maximum (FWHM) of 70:10凶 z. Motional narrowing 

takes plaαaround 120 K， and a ∞>Dsiderably narrow line is observed above 140 K. During the narrowing 

pro<コessthe line shape∞凶istsoftwo ∞E脚 nentswith different line widths， suggesting the presence of at 

least two types of hydrogen atoms with different motional properties. 

τhe temperature and frequency depende即 eof T1 of 1H can be described by modified Bl侃 mbergen-

purωll-Pound equations， and the following results are obtained as for hydrogen sites and di飴lSion. For 

百0.IVO.9Ho.1S，the activation energy (EH) is 

0.28 eV/atom. Hydrogen atoms α工upythe 

o sites， and they jump between the 0 sites. 

100re are two types of the 0 sites， which 

血ghtbe assigned to the 0.1 and 0z2 sites. 

100re may be other kinds of motions at low 

temperat町 es.τhe sirnilar results are 

obtained inτ10.1 Vo.9Ho.63DO.12・ h

百O.IVO.JIo.却Do.:zo， the 0 sites show an 

activation energy of 0.245 eV/atom. τk 

inα'ease in the D fraction results in the Calc. 

deα'ease in the activation energy. For the 

shorter T1∞m伊nentascribed to the T sites， 

the EH value is 0.23 eV/atom， which is 

smaller than that of the 0 sites. 

τ10.1 Vo.9Ho.3SDO.3S and τ10.1 Vo.9Ho.22DO.s2' 

show a strange temperature抑 ende蹴 ofTb

caused by the phase transition. Below the 

transition temperature， the EH value is about 

0.23 eV/atom. H atoms di飴lSeamong the T 

sites. Around 240 K， the H 直面白>tion

underg田:sa drastic change following the 

order-disorder transition of the D sublattice. 

Comp.1 

Comp.2 

rー『

50000 
，..... 
o 

(Hz) 

.....-r-ー守
-50000 

FIG. 1. Simulation of 2H NMR spectra of 

官。1Vo.9Ho.63DO田12'measured at 61.4 MHz and 

140 K. 
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The H motion above the ph蹴 transitiontemperature is simulated by assuming that immediately following 

the transition， EH is reduced and that at higher temperatures a new motion is superimposed on the existing 

τbe new motion at the high temperatures mi酔，tinvolve the oontribution of the 0 sites as the motion. 

diffusion pathway. 

In case of TiO.1 Vo.9Ho.63DO.12' 2H spectra confirm the existence of D atorns in two kinds of sites， the 0 and T 

sites， as shown in Fig. 1. With increase in temperature， first the inner doublet (∞mpone凶 1)∞πesponding

to the T sites disappears at about 200 K， and then the narrow central∞mponent grows up.τbe outer 

doublet (00時 onent2)∞rresponding to the 0 sites rernains up to about 240 K. Above 240K， the doublet 

peak disappears， though the asymmetric line shape is observed up to about 380 K. 

demonstrate that the D atorns in the T site have higher mobility than D in the 0 sites. 

atorns in the 0 sites be∞mes isotropic above 380 K， much higher than that in the T sites (about 2∞K). 

the bct structure， the D atorns oc叩，pythe Oz sites. Hopping among the Oz sites preserves the quadrupole 

line shape. The oollapse of the q国企upolepattem su邸側sthat sites other than the Oz sites， i.e.， 0.， Oy 

and/or T sites are also used for the D di飴lsion. The temperature and frequency dependence of 11 of 2H can 

be described also by modified Bloembergen-Purcell-Pound equations， as shown in Fig. 2. 

scattering of the observed 11 data 

and oomplexity of the relaxation 

mecha凶srns，parameters of the D 

diffusion oould not be estirnated 

These results 

h 

Due to the 

τbe diffusion of D 

10 for the T sites. 

In the D-rich san司ples，D atorns 

∞cupy the ordered T sites at low 
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temperatures， and the ordering 

rernains up to about 200 K. τbe 

ordered D sublattice oollapses by 

the phase transition from the oo 

phase to the αD phase， 

ac∞宣明国edby the growth of the 

narrow central line in the 

• • • 

2H spin-Iattice relaxation times caused by dipole-

dipole and/or quadrupole interaction in TiO.IVO.9Ho.63Do.12 

(the 0 site) at 30.7 (・)and 61.4 MHz (口)， and their 

simulated results indicated by chain and solid lines. 
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tra郎 ition， the doublet disappears， 

and only the narrow centralline is 

observed retlecting the isotropic 
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neither average out the 

structured qua命upolarline 1 0 

shape， nor d<悶 itproduα 

effective qua世upolar spin-

lattice relaxation. Above 

240 Kin theαD phase， where 

the deuterium sublattice 

be∞mes di鈎 rdered， there 

凶ght be considerable 

qua伽 .polarrelaxation of 2H， 

since the quadrupolar line 

shape ∞llapses. 官le

deuterium diffusion changes 

around the phase transition 

temperature， and， moreover， 

it 田 ems that there exist 

simultaneously more than 

one type of n削 ionsat high 

temperatures. 

(

ω
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FIG. 3. 2H spin-lattice relaxation times caused by dipole-

dipole and/or quadrupole interaction in τlO.lVo.9Do.69 at 30.7 

(・)and 61.4 MHz (口)， and their simulated results 

indicated by solid lines. The chain and dotted lines 

indicate ∞mponents used for the simulation. Acknowledgements 
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3L4 高温 in-situNMRマイクロイメージング法による
石炭軟化溶融過程の解析

(新日本製織(株)先端技術研究所) 0粛藤公児

(新日本製織(株)鉄鋼研究所) 古牧育男

(日本電子(株)基礎研究部) 長谷川憲一

The Study of Softening Process of Coa1s using High Temperature In-situ NMR Microimaging Meth吋

(a; Nippon S蜘 1Corporation， Advanced Technology Research Labora脚色s， b; JEOL.L低)

01(，句iSaito "政uoKom紘ia姐 dKen-ichi Hasegawa b 

Therma11y induced changes in ∞a1s蹴 interestfrom the standpoints of both fundamenta1 and applied 
research for iron-m紘ingpro∞ss.Fur也ermore，forvery inhomogen田 us∞a1s，血ereis a fascin組onm 

the study about the influen回 oftherma1 dynamica1 changes.To moniωr the dynamica1 changes in 

∞a1s叩自白mperature，anin-situ method must be used，bec拙鈴 itis well-known也at也eproperties of 

coa1s change dramatically in悩ghtempera旬rerange (企om350ぬ 550"C).n悶 'efore，in也isp勾er，we
at frrst are demonstrating 3D-Single-Point-Imaging which has shownぬ besu∞essfi叫 forstudying 

short relaxation time systems and which is free from dis旬rtionsdue ωsusceptibility variations for 

coa1s.And we have carried out也efrrst system出c的4ωhigh-飽mper;蜘 reNMR microimaging 蜘 dy

of coa1s be伽悶125佃 d550 "C叩tho町 newlydeveloped high飽mperaturemicroimaging probe wi也

勾rstemsto clarify the behavior of mobile∞mponent at high temper副 trein coal叩ecimens.

1.はじめに

NMRイメージング法は非破壊で化学構造情報が 3次元的な分布情報として得られることか

ら非常に有効である υ。特に材料を対象に考えた場合、材料自身がダイナミックに変化する姿

を in-situで観測できれば、マテリアルサイエンス分野への当該手法の応用が更に拡がる可能

性が高い。そこで我々は、材料に変化を及ぼす影響が大きく且つ材料の耐久性等の検討の上で

も特に重要な外部因子である温度に着目し、高温t1l度可変 NMRイメージングを行うためのシ

ステムを構築した。対象材料としては、典型的な不均一材料であり産業上有用で且つ温度に応

じて化学構造を変化させる石炭を選んだ。従来のイメ}ジング法では石炭の直接観測が、その

線幅が広いために不可能であり、また 400"C付近で生じる石炭の軟化溶融現象に関する化学的

な知見は全くなかった。そこで本高温 in-siωNMRイメージング法でその軟化溶融現象を初

めて捉えることに成功し、興味深い知見を得たので報告するヘ

2.実験

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

グユニットを付帯した装置で行った。プロープは到達試料温度が約6ω℃で、磁場勾配コイル

と高温加熱部それぞれに 2系統独立の水冷配管を行つである。磁場勾配電源はテクロン 7782

モデルをえY;Z軸用にそれぞれ使用し、電流値 50Aで発生磁場勾配量は約 250g卸 ss/cmであ

った。測定は室温--550 "Cで、昇温速度は実炉と閉じ3"C/ min、測定のパルスシーケンスは

Single-Po凶-1m噂ing法 3)であった。基本となるシーケンスと実験状況を Fig.lに示す。また血-si伽

測定でのー画像の測定時間は約8分であった。主な測定条件は、パルス幅は 7μs、民ho時間

は 80μsで、操り返し時聞は IOms、積算回数は 16回であった。測定条件はXとY平面に対

して 128*128のデータサイズであった。実験に用いた石炭は実炉で使用されている粘結性の高

いグニヱラ炭と粘結性の低いウイットパンク炭で、測定には約3mm程度の石炭粒を使用した。

NMRイメージング、石炭、シングルポイントイメージング、高温イメージング

さいとうこうじ こまきいくお はせがわけんいち
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3.結果と

(1);室温での NMRイメージングによる検討結果

石炭には一般にもの短い成分と長い成分が存在しており、 T2の短い成分を immobile成分、

長い成分を mobile成分と帰属している。しかし、生体に活用されているスピンエコー法では T，

の長い成分でもその T，の長さがせいぜしリ00μs程度のため、 Fi宰.2(a)に示すようにノ全くイメ

ージ像を得ることができなかった。そこで先に報告したように 4)重水素化ピリジン等による溶

媒蒸気膨潤法で石炭を前処理することで、重水素化ピリジンが石炭中に存在する様々な架橋構

造等の構造緩和を助長し、 E盛時ile成分を増加させ、緩和時間を長くすることで、 (b)のよ

うな mobile成分由来のイメージ像を得ていた。しかし、重水素化ピリジンによる溶媒膨潤の

効果が元来の石炭固有情報に加味されているので信頼性や定量性が鑑く、またイメージ像も非

常に不鮮明であり、正確な石炭の物性評価には活用できなかったへ今回開発したプロープと

SPI法の組み合わせによって、溶媒膨、謂処理をすることなく、(c)のような産接鮮明な

mobile成分のイメージ像を得ることができ、臨obile成分の定量やその存在分布やその状態解

析も可能となった。粘結性の高い炭には、 mobile成分が多く存在し立つそのドメイ

ンサイズ(平均 117μ が大きいが、対して粘結性の低い Witbank炭には磁obile成分が少

なく且つそのドメインサイズ(平均 55μ 滋)も小さいことがわかった。

畠ndS時 uenceof in-situ 

coal 昌)non-saturated coal 

(b) satur蜘 dcoポ

(c) non-sa知rat母dcoal 

ハ
b
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(2)広幅高温in-siω法による検討結呆

Fig.3に示すように、浪度上昇に伴い、石炭中の mobile成分の量は僧加し、同時に NMRの

半値幅は低下する。またその基本的な挙動は粘結性の高いグニエラ炭と低いウイットパンク炭

で同じであるが、室温での mobile量や高温で発現する mobile量、半値幅等は大きく異なる。

粘結性の高いグニエラ炭は室温でのmobile量も多く、高温で発現する mobile量も多い。更に、

高温での半値幅も狭くなっており、溶融性が高いことを示している。対して、粘結性の低いウ

イットパンク炭では高温で発現する mobile量も低く、半値幅も広くて溶融性も低いことがわ

かる。これは、元来粘結性の高い石炭はπ・π相互作用が支配的なのに対して、粘結性の低い

石炭には酸素を含む構造が多く、特に水素結合が多く存在することがわかっている。その結果、

室温レベルでの mobile成分が少ない。また温度上昇に伴い、水素結合の切断と同時に副反応

として、再結合が生じて、強固な構造を形成しているためと考えられる。
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(3)高温in・situNMRイメージング法による検討結果

Figure 3 

The rel拍onships beれ~een

the exis飽ntra旬 ortheir half 

width of mobile component 

and various tempera加res

石炭粒内での平均挙動は広幅法で検討したが、実際の粒内を観測するために、構築した本シ

ステムで粘結性の高いグニエラ炭の高温 in-siω イメージングを行った結果を Fig.4(a) --(h)に

示す。観測は同一石炭の同→位置を観測している。元来室温で観測されている mobile成分の

役割が不明確であったが、今回の in-si制高温イメージングの結果から、昇温に伴い mobile成

分が増加し且つそのドメインサイズを拡大して、徐々に粒内全体に均一に広がっていることが

わかった。また石炭の最大軟化溶融温度域である 425"cでは、 mobile成分はほぼ粒内に均一

に存在している。更に 475"c以降では軟化溶融がほぼ終了し、再固化反応の進行に伴い、石炭

の粒内に存在する mobile領域が極端に減少していることがわかった。高温で発現した mobile

成分の半値幅はかなり狭く、通常のスピンエコー法の観測も可能であることから、この温度域

では粒内がほぼ均一に溶融状態にあると推定できる。この結果から、粘結性の高い石炭での軟

化溶融現象のメカニズムは、温度上昇に伴う mobile成分の拡がりの基点が室温での mobile成

分の存在位置から始まっており、基本となる室温レベルでの mobile成分量が重要であり、温

度上昇して 300"c以降で徐々に構造緩和が生じて石炭が軟化し始め、 400"c付近で急激に溶融

が起こっている過程と考えられる。対して、粘結性の低いウイットパンク炭 (Fig.4(i))では

最大の軟化溶融温度域でも、石炭粒内全体には mobile成分は発現しておらず、またその半値

幅もあまり狭くない。粒内の部分的には溶融している所もあるが、粒内全体では溶融していな

い。結局、石炭の軟化溶融現象は、石炭の粒内での mobile成分を中心とした挙動が重要であ

ることが本研究からわかり、高温 in・situNMRマイクロイメージング法がこれらに関して、貴

重且つ有益な情報を与えること、更にこの観測を行うことで、軟化溶融性状などの高温での石

炭の性質を評価できることがわかった。
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4.まとめ

今回確立した高温 in-sI知NMRマイクロイメージング法で、従来不明であったヰoooC付近で

急激に起こる石炭の軟化措融通謹を明らかにでき、粘結性を支配している国子の解明が可能で

あり、更に本法で産業上有用な石炭の高温性質を評価できることがわかった。また石炭以外に

も、本技術が不均一な高分子材料等の耐熱性メカニズムの検討、熱硬化反応の検討、材料の加

熱乾操過程の検討において、外部因子として熱を与えた場合に、材料が受ける影響を in覗ぬ

イメージで観測できることから、今後幅広い分野に活用できると患われる。
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3SLl 

Conformation and Dynamics of Extensively Labeled Solid Proteins: 
Multidimensional Methods and Applications 

Mei Hong 
DepαrtmentザChemistry，Iowa State University， Ames， IA 50011， USA 

We describe 0町 recentadvances in the development of techniques for structure 
determination of proteins in the solid state in an efficient manner and applications of 
these techniques to three proteins. The efficient structure determination of disordered 
proteins by solid-state NMR requires the ability to measure mu1tiple structural 
constraints in each experiment on each sample. To achieve this end， we have developed 
an approach that combines 2D and 3D magic-angle-spinning m依 withselective and 
extensive 13C isotopic labeling. The selective and extensive 13C labeling approach， 
intermediate between uniform labeling and site-specific labeling， facilitates structure 
determination by simpli命ingthe NMR spectra and reducing line broadening. We 
demonstrate this robust biosynthetic labeling approach on a small model protein (Mr 
8.5 kD妙 anda large membrane protein (Mr 22凶 a).Various resonance assignment 
techniques involving homonuclear and heteronuclear coherence transfer have been 
developed and tested. They together yield sequential assignment of 25% of the residues 
and type assignment of 50% of the residues in the model protein. Simu1taneous 
extraction of mu1tiple torsion angles are also demonstrated， not only through 
quantitative measurement ofthe torsion angles but also through qualitative estimates of 
the conformation-dependent Cαchemical shift anisotropies in proteins. The CαCSA 
measurement promises to be a quick diagnostic tool for secondary structure 
identification. 

Molecular dynamics constitutes an integral part of the structure and function of 
proteins. Although fast motions can be investigated with existing 2H NMR relaxation 
and lineshape experiments， methods for efficient examination of slow motions in 
proteins have been lacking due to the demanding sensitivity and limited site resolution 
oftraditional exchange spectroscopy. We have designed a high-resolution lD exchange 
technique for characterizing slow motions in proteins. The technique utilizes 15N 

chemical shift interaction and is suitable under fast MAS. We show its application to a 
22・kDaprotein hydrogel with coiled coil domains. The correlation time and 
reorientation angle of the motion have been measured， and their implications on the 
dissociation and association dynamics ofthe coiled coils will be discussed. These Nお1R
resu1ts provide a molecular basis for the viscoelastic behavior of th 
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The NMR Angle on Troponin・C:Everything moves， and every 
movement is relevant to calcium regulation 

S. M. GagnE， L. Spyracopoulos， R. T. McK町， M.T. Sykes， S. Tsuda， L. E. Kay and 
B. D. Sykes 

Depar仰 ent(ずBiochemistryand MRC Group in Protein SI1・uctureand Function， 

University ~μIberta， 品物onton， AlberωT6G2HスCan“お

Troponin・Cis the calcium regulatory protein in skeletal and cardiac striated muscle. 
This protein is flexible泊 manyways and this governs in part the thermodynamics， 
kinetics and energetics ofthe interaction ofthe protein with calcium and target proteins. 
Specifically， the calcium binding loops are mobile， calcium binding induces a transition 
from a 'closed' to an 'open' state， and the relative orientation of the two domains is 
random. We have studied these motions using 15N NMR rel砿 ationstudies for the 
backbone motions， 2H N勘1Rrelaxation for sidechain motions， lineshape analysis for 
interaction with target peptides， and temperature dependent studies of the 
openinglclosing equilibrium. We have attempted to derive the entropic contributions 
to the equilibria involved from the NMR derived order parameters. We think this 
dynamic beha'泊ouris important to the function of these proteins. 
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3L5 固体 NMRlabinitio tight-binding MO法による三次元高分子結晶の

構造と電子状態の研究

(東工大大理工)0安藤勲、藤井一属、黒木重樹、(奈良女大生活環境)線子弘道、(東ソ鮒)肉

回雅人

A Study of Structure and Electronic State of Three-Dimensional Polymer Crystals 

by Combined Solid State NMRlab initio Tight-binding MO Method 

(Tokyo Institute of Technology) Isao Ando， Kazuma Fujii， Shigeki Kuroki， (Nara 

Women's University) Hiromichi Kurosu， (Toso Co.) Masato Uchida 

Formulae for calculating the NMR chemical shift of a three-dimensional(3D) 

polymer c叩S旬1were derived by a combination of 3D ab initio tight-binding MO 

theory and the NMR chemical shift theory. This formalism was applied to 3D 

polymer crys旬Iswith different crystallographic forms within the STO・3Gminimal 

basis set and other basis sets. The effects of inter-and intra-chain interactions 

on the experimen旬1solid s旬te13C NMR chemical shift and the electronic state， 

that is band structure， of polyethylene with the orthorhombic and monoclinic 

crystallographic forms were elucidated. 

1.はじめに

高分子鎖は無限とも云える電子を有し、電子状態を評価しようとすると大変な困難となる。

また、 NMR化学シフトを通して構造(コンホメーション、結晶構造)の解析するときにどうしても

高い精度での高分子鎖の電子状態の評価とNMR化学シフトの定式化が必要となる。そのよ

うな背景のもとに私どものグループは固体物理で知られているバンド(band)理論、すなわち

tight-binding MO理論を用いてNMR化学シフトの定式化し、半経験的 MOframework 

肉で一本および複数の高分子鎖の13C.15N NMR化学シフトの計算を通して、高分子のN

MR化学シフトの挙動と構造の関係を明らかにしてきた。(1 )本報告では、これらの方法を

さらに発展させて三次元高分子結晶のNMR化学シフト理論を abinitio MO framework 

肉で定式化することを目的とした。また、この方法をポリエチレンなどの高分子結晶に適用し、

NMR化学シフトへの分子間相互作用、すなわち packinge符'ectを解析する。この方法は高

分子結晶に限られず、低分子結晶にも応用でき、 NMR化学シフトの結晶における多形依存

性の理解に強力な方法となることが期待できる。

国体 NMR、tight-bindingMO理論、高分子結晶、 NMR化学シフト
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2.三次元高分子結晶のNMR化学シフト理論の展開

13C. 1SN. "0核の化学シフトは反磁性項(σ.d)と常磁性項(σP)の和として評価でき、相対的

NMR化学シフトの挙動は主として常磁性項(σP)により支配されている。したがって、常磁性

項(ポ)を正しく評価することが重要となる。高分子および低分子は結晶中では規則的な構造

をとるためにMO'Pは電子の波動ベクトル k(= k，. + ky + k. )の関数'P(k)で

表される。

I{/ n(k) = N 山 LLC"，(k)仇(r-R)叫(ik.R) (1) 

v R 

ここで、 Cは展開係数、+はAO、r は電子の位置、 Rは格子定数、 Nは単位セルの総数であ

る。これにより非晶状態に比べて極めて容易に結晶状態におけるMOは定式化できる。この

明k)を用いてabinifio M 0 framework肉で三次元高分子結晶のNMR化学シフト理論

をSOS(sum-over-states)法により定式化した結果を次式で示す。

σゐ(k)=ftZL芝LC:'C〆mL叫 (ik'R)(vR¥r-
3
(山平 -rarp)¥V'II) (2) 

ー'1'1'"， p m vv? 

σ〈ψ俳叩:らμM仰β〆爪刈(体刷k削)ド=一令出元5詳浮宇C件勾

×ぺ{(I{/m(体ω州k耐馴)1トr-3Lαall{/仇削nバ(体ω附k耐刈)功)(I{/仇n(向州k耐刷)川ILpll{/m(休向倒k同叫)功)+(l{/mC匙)ILpl川崎)(れ(k)lr-
3LαII{/m(k))} 

=一会科学件1EOf

X[~~仇叫時 Ir-3LαI V'R) 

xzzc;ん叫(ik.R)(v'
R ILβIv ) 

+ ~LC:'Cvn e 

X~L仏叫 R)(v' R lr-3ψ

。)

ここで、しは角運動量演算子、 Ej-EJは一重項ー-.項励起エネルギーである。これらの遮蔽

定数σω はkの聞教であるために、実測化学シフトと比較するときには第一フリルアン領織肉で

状態密度D(k)で平均を次式のようにしなくてはならない。

σAZ37J{σ~Ck)吋k)}ぬ (4) 
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Qは単位セルの体積である。

これらの化学シフト理論を三次元結晶MOプログラムCRYSTAL88と組み合わせ、三次

元高分子結晶のNMR化学シフトを abinitio MO  framework肉で評価した。針算はWor

kstationおよびCRAYコンビュータにより計算した。幾何パラメータは最適化した値を用い

た。

3.高分子結晶への応用

まず、取り上げた三次元高分子結晶はポリエチレン結晶である。ポリエチレンは適当な条

件下で、 2つの結晶系、すなわち斜方晶および単斜晶をとる。ポリエチレンは結晶中において

all-trans zigzag鎖をとる。園1に示すように、斜方晶では all-transzigzag面がお互いに

垂直、単斜晶では平行となる。この園は all-transzigzag鎖に沿って見たものである。これ

らの結晶系に対応する固体13C化学シフトは33ppmおよび34ppmであり、斜方晶が単斜晶

に比べて約1ppm高磁場に現れる。これは固体叩C化学シフトを通してポリエチレン、直鎖パ

ラフィンの結晶解析の指針となってきた。これらの化学シフト差がポリエチレンの体積磁化率

の差に起因するのか、それとも結品構造の違いに由来する分子閉相互作用の差に起因する

のかを本研究で明らかにしよう。園2に abinitio MO  STO-3G基底で分子間距離の関

数として計算した斜方晶および単斜晶系のポリエチレン結晶のゆC遮蔽定数σである。この図

から分子間距離が短くなるとともに斜方晶が単斜品に比べて高磁場に現れることを示してい

る。 STO-3Gは分子間相互作用の評価において実測の距離よりかなり短めとなることを考

えると、上記の結果はかなりの信頼性が高いものと思われる。このことから観測で得られた

約1ppm高磁場シフトは結晶構造の違いに由来する分子間相互作用の差に起因することが

わかる。もっと近似レベルを上げた abinitio MO法による結果は講演会で紹介する予定で

ある。
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3L6 多核固体NMRによるヘテロポリ酸(H3PW120 40)反応場の解析
(東大院工1・広島大工2.工学院大 3)

0内田さやか 1.犬丸啓2・御園生誠 3

Analysis of the Reaction Field of Heteropolyacid H3PW 120 40 by 

Multi-Nuclear Solid State NMR 
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The states and dynamic behaviors of acidic protons and water molecules in a hydrated 

“pseudoliquid phase" ofH3PW12040・nH20were studied by 31p， 1H， and 170 MAS NMR. At 

173 K， several peaks appeared in the 31p NMR spectra which were assingned to 

polyanions (PWI20403.) having different numbers of acidic proton(s) interacting with them. 

The relative intensity of the peaks obeyed binominal distribution， which reveals that the 

acidic pro旬ns and water molecules (H30+ and H502 +) are distributed randomly 

(uniformly) in the pseudoliquid phase. At 298 K， the 31p NMR peaks coalesced， showing 

that the acidic protons are migrating among the polyanions above this temperature. 

【緒言】 ヘテロポリ酸 H3PW12040(Fig. 1)は、固体「超強酸」として種々の反応を

促進する。国体ヘテロポリ酸触媒を用いた酸反応には、対カチオンの種類や反応分子

の極性の大きさにより、反応が(1 )固体表面で進行する場合、(2 )反応分子を固

体バルクの格子聞に取りこんだ三次元反応場で進行する場合(擬液相挙動)とがある

1。擬液相では高い活性とともに固体表面や液相均一系とは異なる選択性が発現する。

また擬液相には反応分子が均質かつ高濃度に存在するので、分光法による分子レベル

の解析が容易であり、固体 NMRが有力な手段となる。本研究では、ヘテロポリ酸擬

液相中の酸性 H+、水分子の挙動を固体 NMRで解析し、反応場の特徴を分子レベル

で明らかにすることを目的とした。

【実験方法】 試料は、ヘテロポリ酸六水和物 H3PW12040・6H20 を調製後、真空加

熱を行い所定の含水量(H3PW12040・nH20;0壬n三6)とし、外気にさらすことなくガ

ラス細管に移して封じ切った。 NMR測定は、 Chemagnetics-CMX300型を用い、

1H(300 MHz)， 31P(121 MHz)， 170(41 MHz)をMAS= 3-5 kHzで測定した。パルス

幅、待ち時間は、 1H:4.5μs， 20 -200 s ; 31p : 4μs， 2000 s (いずれもπ/2パルス)とし

た。 170は、パルス幅=2.0μs (1fi6パルス)，待ち時間 =lsとした。

Keywords:多核固体NMR、ヘテロボリ酸擬液相、プロトンダイナミックス
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【結果と考察】

(1)H3PWI20ω・nH20(n = 6， 0)の酸性 H+、水分子の状態

H3PWI2040・6H20(以下 n=6と略す)では、ポリアニオン(PW12040
3・)1ま立方晶に配

列し、結晶水は酸性 H+と2:1で結合した H502+として、四つのポリアニオンと等価に

水素結合している 2。このとき 31pNMR(Fig. 2a)は一本のみシャープに現れた。一方、

IH NMR(Fig. 2b)は非常にブロードに現れ、これは、 IH_1H双極子相互作用が強いた

め、または、 H502+が MAS速度と同程度で交換しているため sと考えられる。 170

NMR(Fig. 2c)ではポリアニオンの末端酸素(w= 0， 707 ppm)、二種類の架橋酸素

何人O-W;438， 428 ppm and 397，378 ppm)が比較的高い S/Nで観測された。

n=Oの31pNMR(Fig. 2d)はn=6と比較して低磁場に現れ、脱水によりポリア

ニオン周囲の環境が変化したことを示す。このとき、 IHNMR(Fig. 2e)はSSBを伴う

一本のピークが見られ、これをポリアニオンのみと結合した“孤立酸性 H+"と帰属

した。このとき、ポリアニオン 1個あたり 3個の“孤立酸性 H+"が結合している。

また、 170NMR(Fig. 2f)はブロードになり、 W=Oピークは見かけ上消滅した。これ

は、脱水による結晶性及び結晶構造の対称性の低下 4により、ポリアニオン周囲の電

場勾配が大きくなり、ポリアニオンの最も外側にある W=Oがより大きな影響を受け

たためと推定している。

(2) H3PW 120 40・nH20(0 < n < 6)の酸性 H¥水分子の状態 elPNMRより)

前項の n=6，0の帰属を参考にして、 0<n<6の状態を解析した。この領域では、

Fig.3の(a)，(b)， (c)に示す三つのプロトン種が存在すると考えられるが、定量的な議

論は今までほとんどされていない。

0<n<6の 173Kの31PNMRではピークが分裂し(Fig.4a)、これらを孤立酸性

H+が0，1， 2， 3個ポリアニオンに結合した状態に帰属した。これらのピークの強度比

から、ポリアニオンあたりの孤立酸性 H+の数(mavと略す)が計算できる。さらに、ピ

ークの強度比が二項分布に従うので、孤立酸性 H+がポリアニオンにランダムに分配

されていることになる九また、水分子と結合した酸性 H+(3・maV>と水分子(n)の比よ

り、ポリアニオンあたりの H30+，H502+量が計算され、nに対してプロットした(Fig.5)。

点線は n=6から水分子がランダムに脱離したと仮定したときの H30+，H502+の計算

値であるが、プロットと傾向がよく一致した。よって、 0<n<6では水分子が固体

内にほぼ均質に分布し、それにより H30+， H502+の量と孤立酸性 H+の分布が決定され

ると考えられる。

また、測定温度を 298Kとすると(Fig.4b)、31PNMRのピークが融合した。よっ

て、室温以上では孤立酸性 H+がポリアニオン聞を移動していることになる。 173K 

におけるピークの化学シフトの差より求めた孤立酸性H+の移動速度は約5ms/siteで、

これは擬液相反応の 103倍以上もの速さである 5。ゼオライト等他の固体酸触媒では、
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酸性 H+は酸点のごく近傍に固定されており 6、反応が進行するには反応分子が酸点ま

で移動し吸着する必要がある。一方、擬液相では、酸性 H+が反応分子を取りかこむ

ポリアニオン間(10A以上)を移動しており、かっその運動が反応のタイムスケールよ

り速い。このことが擬液相中での反応分子のプロトン化を容易にしていると考えられ

る。
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Figure 1. Structure OfPW120403. Figure 3. Schematic Illustration of the protonic 

species in HaPWl2040・nH20 (0 < n < 6). (a) 
isolated acidic pro旬n;(b) H30+; (c) H502+ 
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Figure 2. ~Ip， 'H， and 1'10 MAS NMR ofHaPW120.o・nH20(n = 0， 6) at 298 K. MAS rate : 

'H， a1p ; 3 kHz. 170 ; 5kHz. (a) 31p， n = 6 ; (b) 'H， n = 6 ; (c) 170 ; n = 6 ; (d) 31p， n = 0 ; (e) 

lH， n = 0 ; (t) 170， n = O. Asterisks denote spinning side bands. 
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Figure 4. Variable temperature alp MAS NMR of HaPW12040・2.1H20.
(a) 173 K ; (b) 298 K. mav stands for the amount of isolated acidic 
proton per polyanion. 
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3L7 固体高分解能NMRによる膜蛋白質の動的構造

(姫路工大理1、ウェイン州立大人カリホルニア大3.)0斉藤章1、辻暁l、山口悟人

谷生道一¥河瀬婿治人米林香義人河南るり子l、長谷川潤人内藤品l、

Richard Needleman2 Janos K. Lanyi3 

Dynamic Structure of ~embrane Proteins as ~vealed by High-re8Olution SoJid-s凶 NMR(Himeji 
Instiωte of Technology'， W.ayne State University2， Universit)t of Califo~ia， IrvinめH位 imeSaitol， Satoru 
Tuzi'， Satofl:l Yamaguchi". Michikazu Tanio'， Yasuharu J.(awase'， Koka Yon.ebayashi'， Ruriko 
Kawaminamil，Jun HaZegawal， Akira Naito" Richaid Needleman2，佃dJanos K. Lanyi3 

We illustrated here how conformation and dynamics of I3C-lab~Jed bacteriorhodopsin as a typical 
membrane protein can be revealed by high-reωlution ωIid-sta飽 "c NMR spectroscopy. Si批飽te-s叩p即悶i前行c
assignment of peaks has been made by comparing 
wild-type pro 飽悶in.Nevertheless， it turned out that the. presence of induced fast 回 tropic or larg.e-
amplittIde Illotion with correlation times shorter than 10" S or slow motion with correlation time of 10--cs s 
result in suppression of peaks either from CP-MAS NMR alone or both C巳MASand DD・MASNMR
experiments. lt proves that this 80rt of information is very vaIuable to analyze protein dynamics， in 
particular. 

パクテリオロドプシン (bR)は高度好塩菌の紫膜にあり、分子量26000をもつものの3量

体として存在している代表的な膜蛋白質である。光駆動ポンプとしての機能の解明の他に、大量発

現が困難なG蛋白質共役受容体分子の構造の特色を有するモデルとしての観点をふくめ、多くの研

究者の関心を集めている。その3次元構造の研究は、結晶化の困難さから低温電子顕微鏡による研

究に頼らざるを得なかったが、結晶化の進歩により 1. 55Aの分解能のX線回折によるもふくめ、

数か所の研究室から報告されている。これらの結果は、膜貫通部分の構造に関してはいずれも類似

しているものの、 N、C末端やループにある残基の構造に関しては、結晶化ないしは試料作成条件

の違いを反映し、構造が欠落ないしは見えていても必ずしも同様の結果が得られていない。

とれに対して、われわれは固体高分解能NMRによる膜蛋白質構造の解析の可能性を検討してき

た1-10)。回折法に対して相補的な関係にあるNMRの役割は、第ーに上記の細胞膜界面にある残

基の問題が、 disorderによるのか、ダイナミックな揺らぎによるのかを明らかにし、後者の場合に

はその時間尺度を明らかにすること、第二により詳細な情報が得られている主鎖に対して側鎖聞の

相互作用の有無に関する知見を、変異体などの利用を通じて明らかにすることにあると考えられる。

これらまでに、われわれの研究室で得られた成果を、以下の主題により再構成しNMRによるアプ

ローチの意義を明らかにする。

1 分子の揺らぎとNMR信号の欠落

膜蛋白質のようにその高次構造および揺らぎの程度が不均一な系では、固体高分解能NMRの標

準的手法である交差分極マジック角回転 (CP-MAS)法のみでは、試料の全領域からの信号を

得ることは困難であり、高出力デカップリングマジック角回転 (DD-MAS)による信号の検出

も同時に行い、どの程度に信号の欠落があるかを知ることが必要である。実際、図 1に示すように

最下段の周波数の運動がある系においては、空白で示す周波数領域に運動があれば、それによって

NMR信号が欠落し、その結果運動の目安である相関時間(周波数の逆数)に関する知見が得られ

る。実際、 10-8秒よりも短い等方運動があれば、選択的にCP-MASNMRに信号の欠落が

国体高分解能NMR、膜蛋白質、動的構造

さいとうはじめ、つじさとる、やまぐちさとる、たにおみちかず、かわせやすはる、よねばやしこ

うか、かわみなみるりこ、はせがわじゅん、ないとうあきら、りちゃーどにーどるまん、やーのし

ゅらに
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が起こる。この等方伎の問題は、

間的に等方的でなくても

ぎであってもよい。一方、プロト

ング周波数と干渉する 10 
動は、等方、異方性を関わず、 bRからレチナ

-}vを験去したバクテリオーオプシン (b

のように 10)、膜藁i童ヘリックスに

号の欠落がおこる。シッフ撞基と

の有無によって bRの3D

るとすれば、レチナール除去により

CP-MAS 

DD-MAS 

尺度が遅いとはいえ、骨格構造がフレキシブル

になることにより遅い時間尺度の揺らぎが起こ

ることは興味深い。このような現象は、 pH

102 1 03 1 04 105 106 

1 0で生じる D85N変異株の

A160Gなどのような変異の導入において

られ、 3D構造の安定性との関連において

で、 3D

3 アミノ酸翻鎮のクロストークとプロトンポンプ

る問題である。

できない αヘリック

デカップリング賜波数

しているものと考えられる。

レチナールの異性北によって起こる翻臆鷺鈍から翻飽外翻へのプロトンの移動は、その

のプロトン移動に関与する残基の翻銀関士や水との水素結合を通じての相互作用に基づくと

られる。われわれはこれらの残基に関する騒々の変異株のNMRスベクトルピークの変

化によって、基主主状態の蛋白鷺においてもこれらの残基関のクロストーク情報が得られるこ
とを示した8. 9)。

1 S. A. and H. Saito Eur. J. Bioche瓜， 218， 837-844 

2 S. Tuzi， A. Naito， and H. Saitδ J:j1()cn，em.lstly，33， 15046-15052 (1994) 

3 S. Tuzi， S. Yam呂guchi，A. Naito， R. Needleman， J固K.Lanyi， and H. Saito， 35， 

7520-7527 

4 S. A. Naito， and H. Saito， Eur. J. Biochem吋 239，294-301 (1996) 

5 S. Yamaguchi， S. Tuzi， T. Seki， M. Tanio，R.Ne邑dleman，J. K. A. Naito， and H. Saito 

J.Biochem. 123， 78-86 

6 M. Tanio， S. Tuzi， S. Ya狙 H.Konishi， A. Naito多R.N忠告dlem晶n，J. K. Lanyi， and 

H. Saito， Biochim. Acta， 1375， 84-92 (1998). 

7 S. Tuzi， S. Yama富uchi，M. Tanio， H. Konishi， S. A. Naito， R. N記号dleman，J. K. 
and H. J.， 76， 1523-1531 

8 M. Tanio， S. Inou邑， K. T. Selti， S. Tuzi， R. N田 dleman，J. K. Lanyi， A. Naito and 

日.Saitる，Biophys. J.， 77， 431-442 (1999). 

9 M. Tanio， S. Tuzi， S. Yamaguchi， R. Kawa腿 inami，A.Naito， R. N官官dl母 恐an，J. K. 
and H. J.，77， 

10 S. Yama邸主chi，S. Tuzi， M. Tanio， A. Naito， J. K. R. Ne母dleman，and H. Saito， 

J.， submitted. 
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3L8 固体スピンエコー NMRによる高分子の構造研究

(東工大院生命理工)0浅川直紀，襖井実，井上義夫
Structural Study of Polymers by Solid-state Spin-echo NMR 

Naoki Asakaw!!， Minoru Sakurai， Yoshio InOl1e 

Graduate School 0/ Bioscienceαnd Biotechnolog型，Tokyo Institute 0/ Technolo仰 ，Yokohama， K，αnagawa 226・8501，
Japan 

Phone:045-924-5796 FAX:045・924・5827e-mail: na..akawa@bio.titech.ac.jp 1 

Solid state structure and molecular motion of some five-rnembered ring πelectron conjugated polymers with high regio-regularity， 100% 

head. to-head poly( 4-met hyl-t h iazole-2，5-diy 1) (HH・P4MeTz)and 100% head-to-he叫 poly(3-methyl-thiophene-2，5-diyl)(HT-P3MeTh). 

were investigated by the I3C and I H solid-state nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. We performed 13C CPMAS measurements 

of HH-P4MeTz and HT-P3MeTh. Although the previous x-ray crystallography of HH-P3:¥1eTz shows that the backbone ofもhepolymer 

tak制 thes-trans conformation， it appeared from the isotropic chemical shielding for the rnethyl-carbon signal 副 roomtemperature 

that there exist another distinctive structure which would probably be a¥tributed to twist of the backbone torsion angle. In addition. 

an analysis of principal components of chemical shielding tensor for the methyl carhon delerrnined by the tw仕 dimenstionalspin-e仁ho

(2DSE) m国 surementsand ab init叩 MP2chernical shielding calculation show that the b出 :kbonetwist is highly correlated with the 

intrarnolccular rnethyl rotation. The I H spin-spin relaxation time measurements by two pulse Hahn echo(TPHEl and Carト PurcellMeiboom 

Gill(CPMG) sequence8 indicate that with the assumption of di宵usioncoefficient of 10一11-10-13 cm2.s-1 for restricted translational motIon 

of rnodulation wave of mi汀 oscopicmangetic field gradient(MFG) round the methyl-group in HH-P4:¥leTz is loughly estimated as the order 

of 107 _108 Oe.cm- I • The large value of MFG might be relevant to electron-nucleus hyperfine coupling 

はじめに

物質の構造や物性を研究する上で核の磁気遮蔽は重要な物理パラメータの一つであり、計算機の性能の近年の急速な
発展に伴ってその重要性が益々指摘されてきている。特に、核の磁気遮蔽を二階のテンソル量として積極的に捉えよう
とする試みは、電子状態や異方的な分子運動など、物質に関する三次元空間的な情報を与え得るので大変興味深い。国
体状態あるいは液晶状態にある高分子の核磁気遮蔽テンソル主値の情報を引き出すためには試料の静止スペクトルを取
得するか、低速マジックアングル回転 (MAS)を行つのが常套手段である。しかし、電子的環境の異なる核の静止スペク
トル聞の重なりが大きい場合あるいは試料回転によるスピニングサイドバンド (5SB)聞の重なりが避けられない場合や、
化学シフト異方性が小さな核の場合には、これらの方法をそのまま用いて磁気遮蔽テンソル主値の情報を得るのが困難
である場合が多い。

そこで、静止スペクトルの解析や低速MASでは困難とされているような核の磁気遮蔽テンソル主催を決定するための
簡便な方法として我々は二次元スピンエコー法を用いた幾つかの高分子化合物の構造解析を行ってきている。1，2紙面の
都合上、一次構造制御型π電子共役系高分子の構造についてのみ触れるが、これまで、ポリ (L-アラニン)のαおよびp炭
素の化学シフトテンソル主値の決定やポリペプチド/生体膜コンプレックスにおける31p化学シフトテンソルの主軸系の
方向の決定に用いてきている。

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きており、
実験的または理論的研究が盛んに行われてきている。さらに、 π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(ピ3))など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、オプトエレクトロニクス材料として期待されている。近年、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、 regioregularityを制御したいくつかのπ共役系ポリマーの合成が可能となってきている。現在のところ、
UV-vis.PL'X(3)から分子間πーπ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ことを示すいくつかの実験結果が
得られている。しかし、これらの実験結果のみからは高分子の詳細な分子構造や電子状態に関する情報が得られていな
いため、更なる多角的な研究が必要である。本研究では、固体 N M R13C化学シフトテンソルや NMR緩和時間の測定を
通して一次構造を高度に制御したポリ (3・アルキルチオフェン・2ふジイル)(P3RTh)とポリ (4・アルキルチアゾールー2ふジ
イル)(P4RTz)の分子構造・電子構造を調べることを目的として研究を行っている。

結果と考察

Head-to-Head(HH)-P4MeTz、Head-to-Tail(HT)-P3MeTh、Random(rand)-P3MeThの13CCPMAS視a定により、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0

3X 
線回折の結果より、 HH-P4MeTzの結晶格子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
が示唆されているが、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。
硫黄原子を含む複素五員環を有するポリ (3-アルキル・チオフェンー2，5-ジイル)(P3RTh)と硫黄・窒素原子を含む複素五

員環を有するポリ (4・アルキルーチアゾールー2、5-ジイル)(P4RTz)は結晶状態において、主鎖は s-trans構造を形成し、

17r司ledronconjugated polymers， chemical shielding tcnsor. spin-spin rel蹴a.t.iOlltinlf"司 diffusioncoe侃cient，magnetic field 

gradieIlt 
あきかわなおき.さくらいみのる、いのうえよしお
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アルキル鎖が分子聞で end-to-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X線回折から知られている。しかし、側鎖
のアルキル基がメチル基の場合、すなわち P3MeThの場
合には、結晶格子は facecentered latticeとなり、 πスタツ
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。メチル炭素の 5ppmのシ
フト差の原因および HH-P4MeTzにおける共鳴周波数の
異なるメチル炭素の存在の由来を解明するためには化学シ
フトテンソル主値の決定が必要であると考え、二次元スピ
ンエコー実験による化学シフトテンソル主値の決定を行っ
た(Fig.l)oMP2-GIAO法による磁気遮蔽テンソルの計算
から、 HH-P4MeTzの側鎖のメチル基の回転は主鎖のねじ
れと強く相関していて、二種のメチル炭素の信号は主鎖の
ねじれに起因していることが示唆された。このメチル回転
は、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
ると考えられる。さらにメチル基腐りの分子運動や電子構
造を調べるために、 TwoPulse Hahn-echo(TPHE)法およ
びCarr・Purcell-Meiboom-Gill( CPMG)法を用いて1Hス
ピンースピン緩和時間(T2)測定を行った。 Fig.2aにCPMG
法によるエコ一時間 2Tに対する磁化強度変化のプロット
を示す。 Fig.2aに示すように、 TPHEの減衰曲線は二成分
から構成されている。短いエコ一時間の領域 (2T壬150μs)
では、 1H信号の線幅は約 20kHz(TlPHE= 42μs)であり、
エコーの減衰は NMR信号が尖鋭化するほどには分子運
動性が高くない成分Aに主に支配されている。しかしエ
コーの減衰は、 rigidlatticeに見られるガウス関数型の依
存性は観測されず、 exp(ーT)依存性を示した。エコー時間
計三150μsの領域では、信号は尖鋭化され、約 5kHzの線
幅(T:rHE= 180μs)となった。この成分Bもexp(ーT)依
存性を示した。今回行った CPMG測定では、エコ一時間
が長いため、 TPHEの減衰の遅い成分Bの信号に対する
測定となる。 TPHEとCPMGの減衰曲線を比較すると、
TPHE法による減衰速度の方が大きく、かっTPHEの減衰

曲線がほp(-T)依存性をもつことから、今回行った NMR
測定の時間スケールでは、制限的な分子拡散あるいは局所

的な磁場勾配 (MFG)波の拡散(またはスピン拡散)が起
きていることが推測される。 CPMG法でのエコ一時間 (T)
の逆数に対して (TfPMG)-1をプロットしたものを Fig.2b
に示す。 TPHE法による実験はT-1→Oの CPMG実験と
みることができ、 Fig.2bにプロットを加えた。制限拡散
に対する Robertsonの式と Doussa1-Senの式 (a:制限距離
[cm]，G:磁場勾配 [Oe・cm-1]D:拡散係数 [cm2.s-1]"(:磁気
回転比 [rad.ms-1 . G-1]) 
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(Fig.2b中の直線)

となり、プロトンによってっくり出される局所磁場勾配と
しては大きすぎるように思われる O 巨視的な磁場勾配は小
さい場合であっても微視的には大きな磁場勾配をもつこと
が可能であることが指摘されているが、 π共役系高分子で
は、電子スピンとの超微細結合が深く関わっているのでは
ないかと考えられるが今後の更なる検討を要する。

1 Asal品，wa，N. et al叶 Magn.Reson. Chern" 37， 303(1999) 
2 Asakawa， N. et al司 to1，.. accepted. 
3浅川らう第 37回 NMR討論会要旨集， P.404(1998). 
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FIG.2. TPHEとCPMGNMR法によるスピンエコー減衰
曲線 (a)と室温下 (29iiK)における HH-P4MeTzのスピンースピ

， ン緩和時間(む}のエコ一時間7依存性 (b)
により実験結果を解析し、 aGニ3.4Oe， a2 

/ D=0.08 msを
得た。メチル基の内部回転では TPHEとCPMG法の結果
を説明できず、何らかの並進拡散が起きていると考えられ
る。 HH-P4MeTzは国体状態において分子聞πスタッキン
グにより強くパッキングしているため、高分子鎖の並進拡
散を観測しているとは考えにくい。したがって、今回観測
された拡散は局所的な MFG波の拡散に起因していると考
えられる。局所的な MFG波の起源がメチル水素問スピン
拡散であり D"'10-12 cm2.s一l程度と仮定すると、 a"，lA 
、G" ，1080e・cm-1となる。 Gの大きさは非常に大きな値
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129Xe NMR化学シフト値によるガラス状高分子の
微細孔サイズの評価

(名工大・工) 0吉水広明、宮内 実、鈴木智幸、辻田義治、

木下隆利

The Characterization of Size of the Mi町'Ovoidin Glassy Polymers 

by I~e NMR  Chemical Shifts 

(Nagoya Institute ofTechnology) Hirn~"i YOSHIMIZI1， Minoru MIYAUCHI， 
Tomoyuki SUZUKI， Yoshih咽ruTSUJITA， Takaωshi KINOSHIl九

In this study， to characterize the size of the microvoids in glassy polymers by the "'Xe NMR chemical shi仇s， the "'Xe 
NMR spec甘aof the I2'Xe in glassy plymers were measured at various pressu問 s. 羽leXe田中tionisotherms of出e
polymers were町leasu問 dby the quartz crystal microbalance at 25 oC. Since the isotherm of Xe showed the dual-mode 
問中tiontype， we∞uld calculate the dual-mode田中，tionparame胞rs. The 12YXe NMR chemical shifts of Xe in the glassy 
polyme悶 shiftedωlowfield with increasing the問中tionamount of Xe. The good linear 田 lationship between the 四 Xe
NMR chemical shiれ andthe amount of the Xe曲中tioninto Langmuir si飽 calculatedusing the dual-mode田中tion
parame館rswas obtained. From the results obtained he問， itαn be錨 idthat the size of the microvoid in glassy polymer 
wasdet町minedby the 12'Xe NMR chemical shifts. 

3L9 

1. 12.Xe NMR化学シフトはδ=δ(S)+δ(E)+δ(Xe)と分解することができる。ここでδ(S)は Xe原

子と高分子鎖との衝突による項であり間隙が小さいほど大きくなる。 δ(E)は電場による分極あるい

は Xe原子からの電荷移動によって引き起こされる項であるが、通常の有機高分子ではこの項は無視

してよいと考えられる。 δ(Xe)は Xe原子同士の衝突による項で、 Xe密度とともに直線的に増加する。

我々はこれまでにガラス状高分子への Xeガスの収着特性と 129XeNMR化学シフト値の聞には明確な

相闘があり、ガラス状高分子の未緩和体積またはミクロボイド(微細孔)を評価する上で、 129XeNMR 

法が有効な手法であることを示してきた 1)。ここでは今までに得てきた結果をより詳細に考察すると

ともに、 129XeNMR化学シフト値から実際にミクロボイドのサイズを評価し得ることを示す。

2.各試料膜を細かく裁断し、テフロン製パルプの付いた NMR管(Wilmad社製)に約 2g充填した後、

十分乾燥してから所定圧力に相当する Xeを導入して測定に供した。 129XeNMRスペクトルは、日本

電子(株)製の GX400NMR分光計を用い、観測周波数は 110.5MHzにてシングルパルス法で測定した

(待ち時間は 10秒)0129Xe NMR化学シフト値はあらかじめ Xeガス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山Xeのピークを内部基準として補正した(圧力0の時をOppm

とする)0Xe収着等温曲線は QuartzCrystal Microbalance (QCM)法により得た。
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Table1 
DuaJ-mode sorptlon parameters anc:l gl踊 S

transltlon ternerature 

"mple CH' bx10' k.，x1Q2 
PPO 19.1 7.5 1.5 
TMPC 17.4 6.0 1.5 
PC 10.1 6.0 1.5 
PS 4.9 8.6 1.1 

PPO: poJyph町1Y1eneoxl由，

TMPC:制 ramethy¥poly同市開凶e.
PC: poIycarbonate. 
PS: polystyre隅.

五

抑

働

制

1伺

キーワード:129Xe NMR、化学シフト値、ガラス状高分子、ミクロポイド、二元収着モデル

よしみずひろあき、みやうちみのる、すずきともゆき、つじたよしはる、きのしたたかとし
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れぞれに Xeは存在する。 2S0Cにおいて種々の Xe圧力下で各試料に収着した山Xeの NMRスペク

トルを観測したところ、何れの試料に対しても測定圧力範囲全てで対称性の良い単一ピークを示した。

従って、両サイト聞の Xeの交換は速いと思われる。

一方、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 129XeNMR化学シフト

値は低磁場シフトした。この低磁場シフトの原因として試料膜中の Xe密度の培加が挙げられる。 Xe

ガスや、電場効果の無いゼオライト系化合物

及ぴゴム状高分子にそれぞれ吸着・溶解した

場合では、その 129XeNMR化学シフト値が圧

力とともに線形に低磁場シフトする。これら

は Xe密度(或は吸着・溶解量)と圧力が線形関

係にあるからである。これに対し、ガラス状

高分子では圧力とともに線形には低磁場シフ

トしなかった。 Table1の値を使って各圧力

における CHを算出し、これに対して山Xe

NMR化学シフト値をプロットしたところ、

良好な直線関係となった(Fig. 1)。従って、実

測のl2YXeNMR化学シフト値はLangmuir

収着サイトに偏った情報とみるべきである。

Langmuirサイトに偏る理由として、両サイ

トにおける収着置の増加に対応した Xe密度

の増加の度合いがEいに著しく異なるためと

考えられる。実際、 Henry則のみで収着特

性を表現できるゴム状高分子においては、収

着量(=圧力)に対する低磁場シフトは、ガラス

状高分子におけるそれよりかなり小さい。

Fig. 1のプロットを CH= 0に外挿した値は

高分子と Xe との衝突のみがある場合の化学

シフト値すなわち δ(S)であり、これはガラス

状高分子のミクロボイドのサイズと対応づけ

られる。ここで、空孔のサイズが定量されて

いるゼオライト系化合物でのδ(S)値とそのサ

イズの関係 2)に、ガラス状高分子系で得られ

たδ(S)値を当てはめ、ミクロボイドのサイズ

を見積もった。結果を同じ高分子についての

陽電子消滅法から決定されたミクロボイドサ

イズ"とともに Table2に示した。両方法で

評価された値は概ね一致しており、 129XeNMR 

化学シフト値からミクロボイドのサイズを評

価し得ることがわかるo また、ここで得られ

たδ(S)値と CH' との聞に良好な直線関係が

見られた(Fig.2)ので、 CH' はミクロボイド

のサイズを強く反映しているといえる。
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3Ll0 多次元・ニ量子遷移固体NMR法による

無秩序な高分子の局所構造解析

l京大化研・ 2マサチューセッツ大 O梶弘典 1，2・ KlausSchmidt-Rohr・2

Analyses of Local S甘山知reof Disordered Polymers by Multidimensional 

Double-Quantum NMR Method 

Hironori K司jil.2and Klaus Schmidt-Rohr 

IInstitute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，JAPAN and 

2Department ofPolymer Science & Engineering， University ofMassachusetts， Amherst， MA 01003， USA 

We present static two-and three-dimensional (20， 30) double-quantum (DQ) NMR investigations of the 

conformation in a disordered crystalline polymer， atactic poly(acrylonitrile) (a-PAN) and the local packing 

in glassy bisphenol-A-polycarbonate伊C). High-quality OQ spectra even for large chemical-shift 

anisotropies are obtained with radio-frequency jumps， enabling 0貸~resonance evolution with all the pulses 

on-resonance. The backbone conformation in a-PAN， investigated in a 15% 13CH2-labeled PAN sample， 

is predominantly in a 瑚 teclose to trans. The deviation from exact trans torsion angles is qu叩 tifiedby 

measurements on a 100% 13CN-labeled and on a 2H113CN-labeled a-PAN鈎 mple. For orientation and 

distance measurements of the loca¥ packing in PC， 30 OQ technique is applied to 100% 13 CO-Iabeled PC 

byadding尋13C_13Cdipole coupling dimension to the 20 OQ experiment. The ability to detect the trans 

state or p釘 allelsegments is a crucia¥ advantage ofthe OQ approach over 20 exchange NMR. 

1.緒言

ガラス状高分子の局所構造の多くはいまだ明確にはなっていない。また、結晶性高分子の中でも、

結晶構造が明らかになっていないものがある。我々は最近、結晶性・非晶性を問わず国体材料中の局所

的な相対配向を定量的に知ることができる二次元二量子遷移固体 (20OQ/CSA) NMR法を開発した。

この方法は、 13Cスピン拡散を利用した二次元交換固体NMR法と比べ、 tr叩 S状態あるいは平行に配列

した状態を観測できることに加え、それぞれのコンホメーション(あるいは配向)の存在比を定量的に解

析できるという大きな利点がある。本研究では、回折法では明らかになっていない乱れた結晶構造を

もっアタクチックポリアクリロニトリル(a-PAN)のコンホメーション、およびガラス状ピスフェノール

-A・ポリカーボネート(PC)の局所的なパッキングを、 20OQ/CSA NMR法により、またこれに 13C_13C双

極子の軌を加えた三次元 (3DDQ/CC/CSA) NMR法により検討した。

2.実験

a-PAN試料として、 13CHz炭素をラベルしたアクリロニトリル(AN)(l5%)とラベルしていない

AN(85%)から重合した試料(I3CHz-apAN)、13C呈N炭素を 100%ラベルした試料(IlCN_aPAN)、および α

位の引を重水素化したAN(75%)とIlC.. N炭素をラベルしたAN(25%)から重合した試料CZHl日CN-aPAN)

を用いた。 PC試料には、 Max-Planck-InstitutのProf.Spiessに提供して頂いた C=O炭素を 100%ラベル

した試料(IlCO-PC)を用いた。国体NMR測定は、 BrukerDSX・300分光計により室温で行った。

キーワード:二量予選移NMR、ポリアクリロニトリル、ポリカーボネート、

コンホメーション、パッキング

かじひろのり、 KlausSchmidt-Rohr 
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モデ、/レを仮定した場合のシミュレーションスベ

クトノレとは明確に異なっていた。また、完全に Fig. . 20 DQ/CSA NMR spec出

ランダムな分子鎖のパッキングを考えた場 aPAN，and (b) 13C:l'ふ昌PAN. 母nt昌120 2H113C 

合のシミュレーションスベクトノレと比べ、実測 correlation NMR spec飢郡1of2H/13CN-aPAN.

スペクトノレで、は(σi¥O0"22)および(0"33'句会部分

の強震がノj、さかった。詳細なシミュレーショ

ンの結果、情。陶C(=O)ωO舗面は、主としておce回

to仰向ce(面が平行にスタック〉あるいは face-to-

でパッキングしていることが明らかと

なった。

さらに、3DOQ/CCICSA NMR法により、

様々な配向相践をもっ核開の距離をそれぞ

れ分離して測定した。ここでは、二議子成分

のみを選択的に観測することができるため、

日CsC双極子スベクト/レの較から数 Aの距

離を解析することが可能である。得られた結

果から、 faceぺo-faceおよび edge陶to-edgeでパ

ッキングした場合の口C_13C 間の距離は、そ

れぞれ4.2および4.8A と見積られた。

謝辞:PCの研究に協力してくれた J.Rupp， K. 

Saalwachterおよび試料を提供して頂いた

Prof. H. W. Spiessに深く感謝します。

3. 

斗l.a-PAN 毘 I(a)に の実演'120

OQ/CSA NMRスベクトノレを示す。シミュレーショ

ンの結果、 a-PANのコンホメーションは、仕組

gauche =如 :10であることが明らかとなった。し

かし、アタクチック高分子の場合、 meso

とracemodyadのtorsionangleは、必ずしも一致

しなし立期待される。 13CN-aPAN(こ 200Q/CSA

NMR 法を、 2HI口CN-aPAN に 20 2H/13C 

correl昌lionNMR法を用いることにより、これらの

torsion angleを別々に観泌することができる。図

l(b)μ}にその結果を示す。シミュレーションの結

果、 mesodyadおよび racemo に対して、

transの torsionangleがそれぞれ 1800土200およ

び 1800土問。であることが明らかになった。

これら、特に、大きな化学シフト異方性の

OQ測定に対して、 rfJ湾波数ジャンブ。を用いるこ

とにより、すべてのパルスをon柵 reson間切に保っ

たままんの関のみ oかresonanceにすること

が可能となり、 artifactのないスベクトノレを得る

ことができた。

ふ~ε 図 2(こ 13CO-PCの実澱 200Q/CSA

NMRスベクトノレを示す。ガラス状 PCに対し、

Schaeferらは局所的に分子鎖が平行に配列し

た"bundle"モデ、ノレを提唱しているが、 "bundle"

40 30 20 200 100 0 ぺ00ppm 
一一+ω2(CSA);:: ωa (or 

120由

60 -

nu

円臼
f
h
v
 

目

3
4
i
l
j
j

-120 -

kHZ 

200 100 ppm 

一一+向 (CSA):: ωa (orωb)土 ωp

2. 20 OQ/CSA NMR spectrum 13COヂC.
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Pl 二面体角ψに関連する遠隔スピン結合定数の 001Z0法による決定

(北大・理)0熊木康裕、引地邦男、新田勝利

Oetermination of coupling constants 3J(Cs，N) by OO/ZO method 

Yasuhiro Kumaki， Kunio Hikichi， and Katsutoshi Nitta 

(Faculty of Science， Hokkaido University) 

OO/ZO method based on HN(CO)CA for determination of 3J(Cs，N) coupling constants， which are 

supposed to be related with dihedral angle '11， is presented. In the present method the magnitudes and 

absolute signs of 3J(Cs，N) coupling constants can be estimated from the f1 spllitings of cross-peaks. We 

applied this method to human ubiquitin， and investigated the relation between 3J(C~， N) coupling 

constants and its crystal structure-derived '11 angles 

蛋白質主鎖のニ面体角 ψに関連することが期待される 13C_15N遠隔スピン結合定数勺(C~，N)は既に定

量的 J相関法による測定例が報告されている(1).(2)。 これらの報告では 3J(Cs，N)の絶対値が非常に小さ

いことが述べられているものの、ニ面体角ψとの関係については明らかにされていない。

我々はZO/OO法(3)を用いたパルスシーケンスを考案し(図1)、 3J(Cs，N)を符号を含めて決定することで、

これとニ面体角ψとの関係を明らかにすることを試みた。この方法では得られる Cα(j)-N(j+1)のニ量子

(00)及び零量子(ZO)由来の交差ピークはそれぞれ f1軸方向においてj!J(ぴ，Cs)+3J( Cs ，N)I及び

11J(ゲ，Cfl)_3J(Cs，N)1の分裂を示し、これら2つの分裂の差から3J(Cs，N)の絶対値及び符号が求められる。

その他の Jによる分裂はパルスによって抑えられているか、 00、ZOにおいて同等の寄与を示すように

なっており、見積もられる 3J(CB，N)に対して影響を与えないと考えられる。

この測定法をヒト・ユピキチンに応用し、得られた OO/ZOスペクトル(図 2)から 3J(Cs.N)を求めた。 Hu

らの報告(1)では求められた全ての 3J(Cs，N)の絶対値は 0.3Hz以下となっている一方で、今回求められた

3J(Cs，N)はおよそ一1-+3Hzの範囲にわたっていることがわかった。また今回求められた勺(Cs.N)を結晶

構造(引におけるこ面体角 ψに対してプロットした結果(図 3)、勺(C~ ，N)の ψ依存性も見られた。今回求め

られた勺(Cs，N)の誤差、及び Huらの結果との相違の原因については現在考察中である。

参考文献

(1) J.-S. Hu， and A. Bax， J. Biomo/." NMR， 9， 323 (1997). 

(2) R. Konrat. D. R. Muhandiram， N. A. Farrow， and L. E. Kay， J. Biomol NMR. 9， 409 (1997) 

(3) A. Rexroth， P. Schmidt， S. Szalma， T. Geppert， H. Schwalbe， and C. Griesinger， J. Am. Chem. Soc.， 

117，10389 (1995). 

(4) S. Vuay-Kumer， C. E. Bugg， and W. J. Cook. J. Mol Biol， 194，531(1987). 
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P2 Selective J-HMBC 2D法による異種核問ロングレンジカップリング定数の測定

(千葉大分析センター、日本電子NM応研率、雪印乳業生物科学研本*)

0徳永遠裕、関宏子、内海博明*、中越雅道**、山口健太郎

Determination of Heteronuclear long-range scalar coupling constants by selective J・HMBC2D

T. Tokunaga， H. Seki， H. Utsumi*; M. Nakakoshi** and K. Yamaguchi 

Chemical Analysis Center， Chiba University ，ホNMRApplication Lab.， JEOL Ltd.， 

**Research lnstitute ofLife Science， Snow Brand Milk Products Co. Ltd. 

We present a modified J-HMBC 2D method using selective excitation pulse. Selective 

excitation pulse is effective for the removal of 1 H -1 H J-modulation due to 1 H --1 H coupling. This 

method is useful and practicable for the determination of heteronuclear long咽 rangecoupling constants 

for strong-coupled proton of multiple spin system. An accurate coupling constants are obtained in 

comparison with the ordinary J-HMBC 2D method. 

はじめに

J・HMBC2D法は、展開時間企を変化させた 2次元データから解析対象とする相関信号の強度

を求め、その強度変化が sin(πJ，i)に依存する原理を利用して最小二乗法近似によりカップリン

グ定数を求める方法である。 1) しかし、カップリングが複雑な信号においては、 lH_1HJ変調

の影響により信号強度変化が sin関数から外れ、正確な値が得られない場合もあった。 2) そこ

で、今回我々は lH_1HJ変調の影響を排除する目的でプロトン側に選択的励起パルスを利用し

たパルスシーケンスを新たに開発し、その有効性について検討した。その結果、選択的励起パ

ルスは非常に効果的であることが判明した。特にプロトンのケミカルシフト値が接近し、 Jモ

ジュレーションの影響が強く作用するため、選択的励起パルスを用いなし、 J-HMBC2D法では

正確な値が得られにくかった多重スピン系のプロトンに対しでも、正篠な異種核問ロングレン

ジカップリング定数が得られる実用的な測定法として使用できる事を確認したので報告する。

実験

装置および試薬

NMR測定は全て、日本電子 (JEOL)製の Lambda600 (IH・NMR600MHz)装置、プロープはナ

ノラック社製NHX5FGプロープを用いた。測定溶媒は DMSO-<4(99.9ATOM%D， ISOTEC社製)

を用いた。測定サンプノレはナカライテスク社製 Harman，合間 base20mgを0.55mlの DMSO-<I(，

に溶解させて用いた。

キーワード J・HMBC2D 選択的励起パルス 異種核問ロングレンジカップリング

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、やまぐちけんたろう
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実験条件

測定温度は 30
0

Cとし、コンスタントタイム (T)を 300msec に設定し、展開時間企は 10~290

msecまで 20msec間隔で 15点の測定をした。

結果と考察

J-HM8C20法 [Figure2 (a)]により Harman(1)の IH_I3C間ロングレンジカップリング定数を

求めたところ、 7個のプロトンのうち、 6，7，8位のプロトンに関わるロングレンジカップリング

定数については相関係数が低く精度良い結果が得られなかった。この原因としては、 6，7， 8位

のプロトンは 5位のプロトンも含めた 4スピン系の 3プロトンであり、且つケミカルシフト値

が接近しており IH-IH J変調の影響をお互いに強く及ぼしあう環境にあることがわかる

(Figure 1)。

3-H 

3 4-H 6-H 

..... ーτ『周司E

、‘，Fl
 

，，‘、

8.0 7.5 

Figure 1 Aromatic region of IH NMR spectrum ofHarman (1) 

そこで IHー IHJ変調の影響を排除する目的で、プロトン側の 180度ノ，;レスにガウスパルスを用

いてプロトンの選択的励起を行う selectiveJ-HM8C 20法 [Figure2 (b)]をJ考案し、その有効性

について検討した。その結果、ケミカルシフト値が離れた 6位(O 7.22)は相関係数の向上が観

られ、選択的励起パルスの効果が認められた。しかし、近接したケミカルシフト値を持つ、 7

位。 7.53)と 8位 。 7.59)では、選択的励起ノ号ルスの効果が認められなかった。この原因と

しては、 7位(O 7.53)と8位(O 7.59)は、オルトカップリングをしているにもかかわらずケミ

カルシフト値が近いため、ガウスパルスでは一方のプロトンだけを選択的に励起できず、 IH--

IHJ変調の影響を排除できなかったためと考えられる。そこで、更に励起選択性を高めるため、

プロトン側の 90度ノ{;レスにかburp2パルス、 180度ノfルスに 1・bu巾lパルスを用いる double

selective J-HM8C 20法 [Figure2 (c)]を開発し、 7，8位について測定を試みた。その結果、更に

相関係数および精度の向上が観られ、選択的励起ノ《ルスの効果が確認された。それぞれの測定

法で得られた 5~8 位プロトンに対するロングレンジカップリング定数を Table 1に示す。

まとめ

J-HM8C 20 訟においては、 IHー IHJ変調の影響を排除する)j法として、選択的励起ノfノレスの
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利用は非常に効果的であることが確認され、異種核問ロングレンジカップリング定数測定法と

して selectiveJ-HMBC 20 法及びdoubleselective J-HMBC 20法は実用的な測定法として使用で

きることが確かめられた。加えて、特定のプロトンのみを選択励起するため、普通の J-HMBC20 

f去に比較してプロトン側の観測範囲をせばめられることからデータサイズを小さくできるメリ

ットもある。

90 

1H 

T 

(a) 13C 

PFG 

G1 G2 • • G3 • 
H
 

E2-‘ 

Selective 180 

(Gauss) 

• T 
ョ，

(b) 13C 

PFG LI 

H
 

Selective 180 

(l-burp1) 

.~之 T • " 

ト+4τfS乏 'j
G1 G2 

LI 
(c) 13C 

PFG 

90 い八
G3 • 
い〈

G3 • 
Figure 2 Pulse sequences for J-HMBC 20 (a)， selective J-HMBC 20 (b) and double selective 

J-HMBC 20 (c) 
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Table Ia. b The ¥H -¥3C long-range coupling constants (Hz) for 5H， 6H， 7H and 8H of Hannan (1) 

obtained by J・HMBC20 ， selective J-HMBC 20 and double selective J-HMBC 20 

position C-4b C-5 C-6 C・7 C-8 C-8a 

oc=121.1 δc=121.7 oc=119.1 oc=127.7 oc=111.9 oc=140.4 

5H J-HMBC 1.3 (0.988) 1.7 (0.928) 7.2 (0.939) 7.6 (0.989) 

oH=8.19 proton-coupled 13C 1.5 7.8 

6H J-HMBC 8.5 (0.858) .2.3 (0.910) 8.1 (0.778) 

oH=7.22 J-HMBC-sel 8.5 (0.960) 2.3 (0.994) 7.9 (0.989) 

proton-coupled 13C 8.1 2.2 7.8 

7H J-HMBC 8.3 (0.431) 0.6 (0.974) 9.8 (0.978) 

oH=7.53 J・HMBC-sel 5.8 (0.591) 1.5 (0.561) 9.7 (0.993) 

J-HMBC-d-sel 8.2 (0.978) 0.2 (0.976) 9.7 (0部 4)

proton-coupled 13C 8.2 

8H J-HMBC 5.4 (0.956) 6.8 (0.884) 

oH=7.59 J-HMBC-sel 5.7 (0.829) 7.6 (0.829) 

J-HMBC-d-sel 1.2 (0.992) 7.3 (0.994) 

proton-∞upled 13C 7.3 

a) Coupling constants are absolute value 

b) The value in parenthesis is correlation coefficient 

参考文献

1) W.恥fillkerand O. Leibti吋tz，九五agn.Reson. Chem.， 33， 632 (1995). 

2) 佐藤陽子、億永遠裕、関宏子、内海博明、中越雅道、第 37回 NMR討論会要旨、 pl86(1998). 
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P3 微量試料の測定法
(日本女子大学理)

高橋征三

A Method for the NMR Measurement of Micro-Volume without Dedicated Probe 

Dept. Chemistry & Biological Sciences， Japan Women's University 

S. Takahashi 

A novel NMR micro-tube was designed to increase the effective sensitivity， based on a given 

amount of sample. The sample was pushed concen凶cto a 5mm outer tube inserting a glass 

rod at the bottom. The required minimum volume was ca. 20uL佃 dits sensitivity was 25% 

increased from the micro-tube with symmetric geometry， i.e. the so-called Shigemi tube 

(BMS・005). The reduced spectral resolution of its micro-cell was attributed to the 

microscopic inhomogeniety of the magnetic susceptibility in the glass material used. 

NMR測定における感度の向上は永遠の課題である。与えられた装置で実効感度を

上げるには NMRミクロ試料管を使うしかない。実効感度とは，ここでは溶媒の量と

は無関係に溶質の一定量あたりの感度を意味する。ミクロ試料管の利点は，装置と

は独立に、溶媒量を減らし濃度を上げることで感度の向上がはかれることである。

ミクロ試料管にはいろいろあるが、我々は以前，対称形ミクロ試料管を提唱して本

討論会で報告した(1)。これは試料溶液の上下に、試料と磁化率の近い物質を対称的に

配置する方式で、その物質にガラスが使えるようになり実用化した。近年ガラスの

品質が安定してきたので次世代のミクロ試料管への取り組みが可能になった。

現在、実効感度を上げるためにプローブメーカーを中心に，試料管の直径を小さ

くする方向で競争している。しかし直径ごとに専用プロープを用意することは困難

であり、試料管が細くなると試料の充填や回収などの取り扱いが難しくなる傾向が

ある。本研究は、通常の 5mmフロープで，使用する溶媒の量をさらに微量化し、い

ままで以上の感度向上が可能かどうかを探った。

[実験]使用した試料管は(株)シゲミの製品または特注品を使った。装置は Bruker

AMX-400WBに5mm用の HX-probeを装着した。検出コイル長は 10mmである。

[結果J1.市販の対称形ミクロ試料管に O.lMGlucose溶液を入れ、サンプル長を

lmmずつ変えて測定したところ、ピークの高さはサンプル長が 15mmまで，感度は

ほぼ長さに比例した。サンプル長は短いほど分解能が低下する傾向がみられた。し

たがって試料の濃度を上げて，検出コイルの長さ以下の液量にしてもスペクトル的

Key Words: NMR，ミクロ試料管，感度

たかはしせいぞう
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にほとんど得ることはないことが分った。ただし，ここでは測定ごとに Matchingを

取り直し 90度パルスを最適化したが、 Receivergainは一定に保った。したがって軽

水溶液のような ReceiverGainに上限があり，装置の残留ノイズが S/N比に影響する

場合は，液量を少なくし濃度を上げた方が感度は上がる。

2. Z軸上のサイズの変化で顕著な感度向上が見込めないので， XY方向について検

討した。従来ミクロ試料管と言えば直径を小さくして試料の容積を少なくしたが、

対称形ミクロ試料管は反対の方向を目指したところに特徴があった。試料管の内径

を増やして試料を検出コイルに近づける方法については、薄肉形の試料管で、必要

とする液量以上の感度上昇があることを実証積みである。したがってこのアイデア

を今回はミクロ試料管に別の形で適用した。

まず同じ対称形のミクロ試料管で直径が 5mmのものと 2.5mmのものの感度を比

較した.試料は同じ溶液を同じピペットで同一量とり、一方は重水で、 200uLまたは

25伽L に希釈して測定した。 Tune-Matchや測定条件は双方で最適化した。結果は期

待通り 2.5mmの試料管の方が約 5%低下した。これは試料が少なくなったにもかか

わらず 90度パルスが 2%長くなったととで象徴されるように、試料が検出コイルか

ら遠くなり，プローブの Qが低下したためであろう。以前報告したように、試料管

を細くしてもガラスの磁化率がより鋭敏に効いてくるので，スペクトル分解能的に

得るところはない。

次に薄肉タイプの市販の対称形ミクロ試料管に、試料溶液 30uLを入れ，内管を底

まで押し込んで、試料溶液を同心円状に押しゃった。測定結果は期待に反して分解

能が顕著に低下しピーク強度が半分に低下した。そこで内管のガラス部分を 30mm

にしたものを使い同様に測定したところピーク強度は 80%まで回復した。これはス

ペクトル分解能が向上したためで面積強度は変わらない。そしてこのときのデッド

ボリュームが約lOuL程度と評価された。液量が少なくなればなるほと、デッドボリュ

ームの存在は深刻な問題になる。デッドボリュームを少なくする工夫をして試料20uL

で測定した結果では，面積強度で約 25%の感度上昇が見られた。分解能の低下は無

視できないが2次元 NMRを測定する分にはいまの程度でも使えると評価した。

[考察]対称形ミクロ試料管によって，試料管からのアブローチによって実効感度

を大きく稼ぐことは終わったのではなかろうか。フローブメーカーが提唱する，細

い試料管を使う方法は電気的な要因で感度が向上したと考えられる。同じプロープ

を使う場合、試料管の改良で感度が上がるとしても，あと高々 25・30%程度であろう。

しかし，たとえ感度の上昇がわずかであっても長時間積算する試料に対しては，こ

のようなミクロ試料管でも使用する価値があろう。測定時間を 30%以上短縮できる

からである。

分解能の低下は内管に使うガラスの材質の問題である。ガラスが試料と近接して

る場合には微視的な磁化率の分布も分解能に大いに影響する。ガラスの巨視的な磁

化率を溶媒と一致できても、いまの製造法では微視的な不均一性についてはコント

ロールできない。ガラスの不均一性の改善は今後の課題である。

(1)高橋征三，永山国昭:第 26回NMR討論会(大阪)(1987) 
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P4 脂質二重膜に結合したマガイニン 2の立体構造

O武田明美、若松馨、+館知也、+松崎勝巳

(群馬大・工・生物化学工、+京大・薬・薬品物性)

Membrane-bound conformation of magainin2 

A. Takeda， K. Wakamatsu， T. Tachi*， K. Matsuzaki* 

Gunma University， *Kyoto University 

Magainin2 is a basic peptide and kills bacterial cells by forming pores in cell membranes 

containing anionic phospholipids. We analyzed the structure of magainin2 in phospholipid 

bilayers to understand the mechanism whereby the peptide molecules form pores in the bilayers. 

Upon the addition DLPC-d64 vesic1es， the proton resonances of the peptide broadened without any 

detectable changes in their chemical shifts， and a number of strong negative inter-residue NOE peaks 

明 reobserved for a11 residues except for the N-terminal glycine residue. Though many of the 

NOEs suggest an α・helicalconformation of the peptid巴， long司 range(Ii幽 jl> 4) NOEs observed are 

not compatible with a monom巴ricstructure of the peptide. Molecular dynamics-simulated 

annea¥ing caIculations where two peptide molecules are inc1uded gave an antiparallel α-he¥ical dimer 

structure. 

Magainin 2はXenopuslaevisより単離された塩基性の抗菌性ペプチドである。このペプチド

は細菌膜に豊富に存在する酸性脂質と静電相互作用で結合し、両親媒性ヘリックスを形成す

るとともに膜に穴を開ける。 Magainin2はmicelle中でmonomerのα-helixをとることが示さ

れているが、脂質二重膜と結合したときにはdimer等のoligomerの形成を示唆するデータが

ある。脂質二重膜と micelleではペプチドの構造や会合状態が大きく変わる可能性があるので、

脂質二重膜と結合したペプチドの立体構造をプロトン 2次元 TRNOEで解析した。本研究で

はMagainin2と同じ活性を持つアナログ [FI6W]，[F5Y，F16W]を用いた。 τRNOE測定は、ペ

プチドと脂質との結合が適度に弱い必要があるが、 Magainin2と酸性脂質との結合は強すぎ

るので、双イオン性脂質である dilauroylphosphatidylcholineの重水素化物 (DLPC-d64)を用

いた。なお、 Magainin2は双イオン性脂質とも相互作用することが知られている。 DLPC-d64

の二重膜を加えると Magainin2のシグナルはブロードになり、二重膜と結合し分子運動が遅

くなったことを反映して数多くのNOEが観測できた。これらの NOEからペプチド分子全体

がα-he¥ixをとることが分かり、また monomerで存在すると仮定すると説明できない遠く離

れたプロトン問の NOEが数多く観測された。これらを帰属し構造計算を行ったところ、

Magainin 2はDLPCの二重膜に結合した時に α・he¥ixの逆平行dimerを形成していることが分

かった。

キーワード:TRNOE、 膜作動性抗菌ペプチド

著者ふりがな:たけだあけみ、わかまっかおり、たちともや、まつざきかっみ
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P5 NMR 距離解析法を応用したシクロスポリン分解物の

光学活性部位の構造解析

(資生堂・医研) 0 島田治男、川西聡政、本山晃、吉岡桂子、八戸昌秋、

難波隆二郎

Analysis of chiral part of cyclosporin A de∞mposition∞mpounds using the distan四

geometry method 

(pharmaceutical Research Ccenter， Shiseido Co.) 0 H. Shimada， T. Kawanishi， A. 

Motoyama， K. Yoshioka， M. Hachinoe， R. Namba 

The primary structures of CSAPERl and CSAPER2， the decomposition products of 

cyclosporin A (CsA) were analyzed by MS and NMR， whereby the stereo-structures 

including chirality were determined by means of the distance geometry method using 

DADAS90. These compounds were found to be the peroxides of CsA generated due to a 

newly formed asymmetric carbon within the amino acid residue MeBMT. However， it 

was difficult to distinguish between the R and S forms， since no significant difference 

between the environment surrounding the chiral centers of the two forms， appeared to 

exist. To overcome this， we developed a calculation process that would differentiate the 

two forms even under such circumstances. This enabled the unambiguous assignment of 

CSAPERl and CSAPER2 as the Rform and Sform respectively. 

【緒言】

CSAPERl、CSAPER2はシクロスボリン A(CsA)分解物として合成された 11残基の環

状ベプトイドである。 これらの化合物の一次構造を調べるため MSおよび NMRにより解

析を行ったところ、両者ともその残基のひとつである MeBMT((4R)・4[(E)・2・bu胎nyl]・4，N-

dimethyl-L-threonine)が過酸化され、新たに光学活性部位が生じた化合物であることがわ

かった。 これらは互いに鏡像異性体の関係であるが、 R/Sを区別することは困難であった。

また、解析を行うにあたり、試料が貴重であったため非破壊で容易に回収できる測定法が望

まれた。 そこで DADAS90(distance analysis in dihedral angle space)による NMR距離

解析法 1)を応用した。 この方法を用いて天然物などの光学活性部位の立体構造を決定した

例が幾つかあるが 2)、以下の理由により明確な結果が得られない場合がある。

1.不斉炭素に結合したプロトンとその周辺のプロトンとの距離が R/Sでさほど違いがな

い場合、各々で安定構造を作成してしまい、どちらが正しいか判断し難い。

2.分子全体の安定化を行ってしまうと部分構造内での微妙な差は重要でなくなってしまい、

R/Sの判断が不明確になる。

これらの問題点に対して、計算に部分構造を用いる事と、光学活性部位の角度情報を除い

て計算し実験値と比較する事で R/S決定に関して良好な結果を得たため報告する。

キーワード :シクロスポリン、分解物、距離測定法、鏡像異性体、 DADAS90

O しまだはるお、かわにしときまさ、もとやまあきら、よしおかけいこ、はちのえまさあ

き、なんばりゅうじろう
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{方法〕

NMR測定は日本電子製 EX-400を{吏用し、計算には日本霞子製 EZMOLを使用した。

CSAPERl約 15mgおよび CSAPER2約 50mgをそれぞれ重クロロホルム 0.6mL 
に溶かし試料法液とした。 これらの試料について、 FG心QF・COSY、
FG同日間BCの測定を行い一次構造の解析と lH-NMRの帰震を行った。 また、

ROESYにより臨離構報を取得し、 J分解・.2D噂NMR法によるつ聞の測定結果から 2麗函矯

報の取得を行った。 これらの構報をもとに DADAS90によるモデリングを行った。 モデ

リングの方法を以下に示す。

構造解析日的とする部位。の一次構造{部分構造)作成

[c-lのMe日位のsts ROJ場合 と均合の2通りの一次構造を作成 i 
CSAPER2のMeBmt部位のzがRの場合と Sの場合の 2i還りの一次構造を作成 i 

↓ d 

各々の構造に NOE による ~E離情報を入力し安定化計算
↓ 

計算の結果をもとに 2酉圏構報を入力し、安定化計算

{光学活性部位 :ε舗と関のニ面角〈χろの構報のみ除外]
↓ 

計算で得られた安定構造中でのχ5を耳立f辱
↓ 

の曲線にプロットし比較検討
↓ 
の決定

ひき果と考察〕

χ5部分は構造的には自由回転が可能であるが、

NOEによる全体の解析結果から、 OOHが環の内側

に倒れ込んでいる事がわかり、この部分が束縛さ

ている事がわかった。 DADAS90によるモデリング

の結果、 CSAPERlでは χ5は R体の場合 380

、S れ

体の場合940

であった。 これらの推定結合定数は、

それぞれ 5Hz、oHzであり、実験値が 4.5Hzで

あったことから、 R 体と決定した。 また、

CSAPER2では χ5は R体の場合 1060

、S体の場

合 1660

であった。 これらの推定結合定数は、それ

ぞれ 0.5Hz、8.5Hzであり、実験憧が 9Hzで

あったことから、 S体と決定した。 NMRfi!e:離解析 A B 
MeBMT residu号Sof CSAPERl 法で光学活性部位の解析を行う場合、分子量の増大
nd CSAPER2倍〕

に伴っての判新が不明礎になるが、部分舗道

を計算に用いる事で明確な結果を得る事ができた。 また、構造計算の過程で光学活性部位

の角度補報を除いて計算し、最後に実験値と比較する事で明確な結果を得る事ができた。

参考文献

1)震田譲，藤田憲一，賠弓!龍平:化学と生物 319(1995) 
2)金允政，蜂旗一夫，渡謹秀典F 早JlI洋¥瀬戸治男:農北誌， 67，467
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P6 Dodecylph側 phocholineミセル中の PACAP27

(奈良先端大¥武田薬品開拓一研 2、同医化研う O井ノ岡1噂l司、大i龍徹也 2、北原j台2、

池上貴久¥遠藤聡史ヘ北田千恵子 2、大儀和宏九音回治夫 2、藤野政彦 2..1、白川昌宏 l

PACAP27 in the dodecylphosphocholine (DPC) micelles 

Hiroshi In∞ka u， Tetsuya Ohtaki2， Osamu Kitahara2， Takahisa Ikegami'， Satoshi Endo'， 

Chieko Kitada2， Kazuhiro Ogi2， Haruo Onda2， Masahiko Fujino2

へMasahiroShirakawa' 

Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology' 

Discovery Research Laboratories F， Discovery Research Division and 

Medicinal Chemistry Laboratories'. Pharmaceutical Research Division， Takeda Chemical Industries Ltd 

Pituitary adenylate cyc1ase-activating polypeptide (PACAP)， a peptide ligand that belongs to glucagon 

I secretine family， induces secretion of pituitary hormones and mediates a wide variety of physiological function， 

such as inductions of catecholamine in adrenal grand and insulin in pancreas. We describe here the 

conformation of PACAP27 in DPC micell巴sdetermined by NMR spectroscopy. In addition， We observed 

transferred nuc1ear Overhauser effect (TRNOE) signals of a PACAP analogue bound to the PACAP receptor 

Several TRNOE peaks were observed in the spec汀a，which are not expected for the conformation of the micelle-

bound PACAP27， indicating that the conformation of the r巴ceptor-boundPACAP analogue is different from that 

of the micelle-bound form. We also analyzedoff-rates between the peptide and the receptor using 'H T2 values 

of the peptide to judge whether quantitative evaluations of the inter-proton distances are possible or not. 

PACAPは、視床下部ホルモンの分泌を誘起する下垂体ホルモンであり、副腎におけるカテコー

ルアミシ分泌や腕臓におけるインシュリン放出の誘起を行う幅広い機能を有している。その受容体はG

蛋白質共役型受容体のひとつで、グルカゴン・セクレチンファミリーに属する。

我々は、受容体結合状態の PACAPの活性構造を知ることを目的に研究を進めている。その一歩

として、ミセル結合型の PACAP27の立体構造を報告するo さらに、受容体結合状態に関しでも TRNOE

の検出に成功した。この TRNOEピークはミセル結合型と異なる残基問にも観察された。ミセル結合

型の構造とは異なり、受容体との特異的な相互作用により形成される立体構造を反映していると考え

られる。さらに TRNOEから定量的なプロトン間距離の見積もりが可能であるか調べるために、繰り返

し時間を変えながら T2を調べ、解離速度の見積もりをした。その結果充分速い解離速度が得られ、定

量的な解析か可能なことが判明した。さらに比較的大きなペプチドのため、非結合状態でも NOEが観

察される。これを考慮に入れた緩和行列を用いた取り扱いに関しでも議論したい。

Key words PACAP， DPC micelles， off rate 

いのおかひろし、おおたきてつや、きたはらおさむ、いけがみたかひさ、えんどうさとし、きただち

えこ、おおぎかずひろ、おんだはるお、ふじのまさひこ、しらかわまさひろ
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P7 蛋由貿の区分安定同位体標識法

阪大蛋白研 O大友崇紀、京極好正、山崎俊夫

Segmental Isotope Labeling of Protein 
Institute for Protein Research， Osaka University 

OTakanori Otomo， Yoshimasa Kyogoku and Toshio Yamazaki 

Peptide segments in a protein， which can include an active site of 
interest or be a series of parts constituting the entire structure， are 
now selectively observed by NMR stectroscopy using samples prepared 
by the intein-mediated ligation method. Two separate inteins were 
used to ligate NMR-transparent segments to both the ends of an 
NMR-visible segment， producing a part1y visible intact protein 
molecule. The 15N _1 H correlation spectrum of a 370-residue maltose 
binding protein labeled with 15N at a continuous segment comprising 
residues Gly101 to Ser238 showed the essential elimination of signal 
overlapping， the signals being at the same positions as for the uniformly 
labeled sample. 

我々はインテインと呼ばれる自己切断活性を有する蛋白質をもちいること
により、蛋由貿の配列にそって半分のみを安定同位体標識する方法を開発した。
(Ref.l， 2)今回はこれを発展させ、蛋由貿を 3つの区分に分けることにより、

蛋由貿のある区分を標識できる方法を開発することに成功した。これには好熱菌
由来の 2つのインテイン (PI-pfuI， PI -pfuII)を用いた。 Figure1のように

それぞれのインテインを 2箇所で分け、 3つの前駆体断片を大腸菌に作らせる。
発現させるとほとんどが封入体となるのでこれは塩酸グアニジンで溶解し、 3つ
の断片を混ぜる。これを透析でリフォールディングさせることにより、インテイ
ンが構造をもち切断、結合活性を有することができる。反応は 70度でおこなう。

この方法は高分子量の蛋白質の解析において威力を発揮することが期待で
きる。このため我々はMaltoseBinding Protein (MBP， 370残基)を用いて実
験を行った。 MBPの Gly101から Ser238までを15Nで標織したのがFigure2であ

り、きれいにこの部位のみが安定同位体標撤されている。

Reference: 1. Yamazaki， T.， Otomo， T.， Oda， N.， Kyogoku， Y.， Uegaki， K.， 
Ito， N.， Ishino， Y. & Nakamura， H. (1998) J. Am. Chem. Soc. 120， 5591-5592. 
2. Otomo， T.， Teruya， K.， Uegaki， K.， Yamazaki， T. & Kyogoku， Y. (1999) J 

Biomol. NMR 14， 105-114. 

キーワード:区分安定同位体標識、インテイン、高分子量

おおとも たかのりょきょうごく よしまさ、やまざき としお
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P8 ATF・2の転写活性佑ドメインの多次元NMRによる構造解析

。長土居有隆 1、花岡慎悟 1、酒匂千品 1、長井白木子 1、

前川利男 2、石井俊輔 2、西村善文 1

1横浜市大・院・総合理、 2理研・ LS

Structua1 Ana1ysis of the Transactivation Domain of ATF・2

o Aritaka Nagadoi， Singo Hanaoka，百akiSakou， Yukiko Nagai， Toshio Maekawa， 

Shunsuke Ishii and Yoshifumi Nishimura 

1. Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University 

2. Laboratory of Molecular Genetics， Tsukuba Life Science Center， RIKEN 

Activating transcription factor-2 (ATF・2)is a transcription factor that binds to cAMP 

response element (CRE). ATF・2contains two functiona1 domains， an N-termina1 

transactivation domain and a C-terminal DNA-binding domain. Here， the three-

dimensional structure of the transactivation domain of ATF・2has been determined by 

NMR. The transactivation domain consists of two subdomains: the structure of an N-

terminal，half (N-subdomain) is well determined， while a C-terminal half (C-subdomain) 

takes a highly flexible and disordered structure. The architecture of the N-subdomain is 

very similar to that of the well-knownn zinc finger motif found in DNA-binding domains， 

consisting of an antiparallel s-sheet and α-helix. 

ATF・2(Activating Transcription Factor-2 別称、 CRE-BP1)は細胞内の cAMPの増加に

応答する遺伝子が共通に持っている CRE(cAMP response element: 5'-TGACGTCA-3')配

列に結合し、転写を調節する蛋白質として同定された。 ATF-2は細胞の増殖に関与し、その

主な発現場所はサル脳、ラットの再生肝やヒトのガン組織である。又、 ATF・2遺伝子を欠損

したマウスを用いた研究では、 ATF・2は骨格形成や中枢神経系の発達に不可欠であることが

報告されている。 ATF・2は 505アミノ酸残基からなり、 2つの機能ドメインを持つ。その機

能ドメインは転写活性化ドメイン(19-106残基)と DNA結合ドメイン (350-415残基)

である。

Keywords: ATF・2，three-dimensional structure， NMR， transactivation domain， 

zinc finger 

ながどいありたか、はなおか しんご、さこう ちあき、ながいゆきこ、

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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DNA結合ドメインはアミノ酸配列から塩基性ロイシンジッパー構造をとっていることが推

定される。 ATF・2は、ロイシンジッパーを介してホモダイマーを形成し、あるいは核内原が

ん遺伝子産物である c-Jun蛋白質とヘテロダイマーを形成する。さらに、転写活性化ドメイ

ンは 2つのサブドメインに分けることができる。 N 末端約半分 (:N末サブドメイン:19---56

残基)はアミノ酸の一次配列から Cys2-His2型の Zn-フィンガーモチーフの存在が示唆され

てきた。又、 C末端側 (C末サブドメイン:57--106残基)は紫外線照射等のストレスで活性

イじするキナーゼ JNK(c・JunN-terminal kinase)等によりリン酸化される部位 (69と 71

番目のスレオニン残基)を含んでいる。

ATF・2の転写調節機構のモデルとして、現在までに以下のように考えている。

JNKを活性化するような細胞ストレスがないときは、 ATF・2は転写不活性型として存在し、

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よりお互いの機能がマスク

されている。転写活性化ドメインがJNKの結合とともにリン酸イじされると、分子内相互作用

が解除され、フリーとなった DNA結合ドメインは CRE配列に結合する。その結果、 CRE

配列を含む遺伝子の転写が活性化される。

我々 は、ATF・2の転写調節機構の詳細を調べるために、まずATF・2の転写活性化ドメイン(19

--106残基)の立体構造を多次元 NMR法により決定した。 ATF・2の転写活性化ドメインは

2つのサブドメインでそれぞれ特徴的な構造を形成していた。そのうち、 N末サブドメイン

の立体構造は過去に DNA結合モチーフの 1つとして報告されてきた Cys2・His2型の Zn-フ

ィンガーモチーフと非常に類似していた。文、リン酸化部位を含む C末サブドメインの構造

は二次構造 (αヘリックスやβシート構造)の形成は認められず、変性したフレキシプルな

構造となっていた。DNA結合能のない N末サブドメインの Zn-フィンガーと過去に報告され

たDNA結合蛋白質の Zn-フィンガーを構造比較した結果、 DNAと相E作用するアミノ酸残

基は N末サブドメイン中では他のアミノ酸残基(疎水性等)に置換されていた。さらに、 N

末サブドメインのZn-フィンガーには、溶媒に露出したいくつかの疎水性残基(Leu26，Leu42， 

Ala43， Va144， Met51)のパッチが存在していた。このことから、 N末サブドメインの Zn-

フィンガーの機能は蛋白質一蛋白質相互作用に関わる Zn-フィンガーであることが示唆され

た。これに対して C末サブドメインは特定の二次構造を持たないため構造を安定化にする要

素(疎水性相互作用、静電相E作用、水素結合)が少なく、全体的に揺らいでいることが分

かった。 C末サブドメインのアミノ酸配列の検討から、Leu84から Ser90の領域で他の転写

因子と相E作用可能な両親媒性ヘリックスの形成が示唆された。このように N末サブドメイ

ンに存在する疎水性パッチと C末サブドメインに予測される両親媒性ヘリックスの存在が、

JNKとの分子間相互作用あるいは DNA結合ドメインとの分子内相E作用に関わる重要な領

域であると考えられた。
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P9 大腸菌 DinIタンパク質の立体構造解析

(理研・遺伝生化学東大院・理理研・細胞情報伝達 3)

0相原秀樹 Iぺ 伊 藤 隆横山茂之 2ぺ柴田武彦 l

Structure determination of the E.coli DinI protein 
o Hideki Aihara 1ぺYutakaIto1， Shigeyuki YOkoyama2.3， Takehiko Shibata1 

lLaboratory of Cellular and Molecular Biology， RIKEN (The Institute of Physical釦 d

Chemical Research)， 2Department of Biophysics and Biotechnology， Graduate School of 

Science， The University of Tokyo， 3Cellular Signaling Laboratory， RIKEN 

Abstract 

The Dinl protein (81a.a.)企omEscherichia co/i is one of the SOS induced proteins， 

which however negatively regulates th巴 SOSresponse by inhibiting the activity of RecA. 

We are studying the solution structure of Dinl and its interaction with RecA， to understand the 

mechanism of action of Dinl in atomic detail. Preliminary NMR measurements and 

biochemical analyses during sample preparation suggested that Dinl is a symme仕ic

homodimer. So far， we completed the resonance assignment using 13C，15N-labeled protein， 

and found that Dinl monomer consists of three s-strands and two α-helices. Calculation of 

the three dimensional structure is on going. 

大腸菌 Dinlタンパク質(81a.a.)は、 SOS応答によって誘導されるタンパク質のひと

つで， RecAのはたらきを阻害することによって SOS応答を負に制御している. われ

われは Dinlの立体構造および RecAとの相互作用の解析をおこなうことにより， DinI 

の作用機構を明らかにしたいと考えている. サンプル調整の過程で，ゲルろ過，光

散乱，緩和時間測定の結果から， Dinlはホモダイマーであるこ左がわかった. これま

でに各種多次元 NMR測定を用いて，主鎖及び側鎖の lH，13C， 15N核の化学シフトの

帰属を完了した. 化学シフトインデックス， NOEのパターンから， DinIは 3本のβ

strandと 2本のα-helixからなる構造をとっていることが示唆された. 現在，立体構

造解析を進めている.

Dinlタンパク質， DNA組換え，溶液NMR，立体構造解析

あいはらひでき，いとうゆたか，よこやましげゆき，しばたたけひこ
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Pl0 コリシンインヒピタータンパク質の立体構造と

分子間相互作用の解析

(東大院・農1、理研・遺伝生化学2、理研・細胞情報伝達3、東大院・理4)

0板倉健人人伊藤隆2、大野光宏1、木川隆則3、武藤裕4、柴田武彦2、

横山茂之3 4、正木春彦1

Solution structure of the colicin inhibitor protein 
and analysis of molecular interaction. 

OTakehito Itakura1， Yutaka It.r， Mi飽uhiroOhno1， Takanori Kigawa3， Yutaka Muto4， 

Takehiko ShibataZ， Shigeyuki Yokoyama34， Baruhiko Masaki1 

JD叩at岡田tof Biotechnology， The University of Tokyo， 2Lめoraωryof Cellular and Molecular Biology， 

RIKEN (百leJnstitute of Physical and Chemi儲 1Re湖 rch)，3Cell叫釘 SignalingLab倒 tory，RIKEN (百le

h蝋血 ofPhysica1 andαemica1 R錦町h)，‘Depar園田tof Bio悼ysicsand Bi悦echnology，Graぬ雌

Scb∞lofScien回， The University of Tokyo 

ABSTRACT 

Colicin E3氾6RNa掛 hy<合物ze16S-rRNA of colicin-sensitive E. co/i and inactiv蹴 n加回'mes，

resulting in cell death. Spec泊，cinhibi:町 pro缶四(ImmE3and ImmE6) bind colicin E3 and E6， 

r侭pectively，in the colicin pr<αlucing回 lls，白山preventing血e伺 lls企'Omsuicide. Whilst the sequences of 

∞hcin E3 and E6 are VI町 sim品，ar，血ein旬ractionsof∞hcin E31ImmE3組 d∞licinE6ゐnmE6are hi酔ly

specific (no “cross ta1k"). We had repo市 d白紙 amutant (W47C) of ImmE6 showed a1tered specificity 

叫 exhibi凶 inhibitionfor bo血∞licinE3 and E6. In orderωcl釘i今therole of的 residuein the 

ImmE6/colicin E6 in飽raction，we de回τninedthe high・r的。lutionsolution struc伽resofImmE6 and 1mmE6 

(W47C). Since thωe two structures were a1most i伽 ltical，白歯'ectII蜘 actionofW47 side chain wi血

∞licin E6 must be im戸>rtant. 百le甜 出 国e品加minationof the∞licin E6局nmE6∞mplexwill reveal 

祉施detail剖 m民 hanismof也espec凶citydetermination in this sys旬m.

RN卸 e、インヒピター、タンパク質問相互作用、リボソーム、分子認識

いたくらたけひと、いとうゆたか、おおのみつひろ、きがわたかのり、むとうゆたか、しばたた

けひこ、よこやましげゆき、まさきはるひこ
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はじめに

一般的なコリシンは大腸菌を殺すタンパク質性毒素である。この毒素は腸内細菌由来のCoIプ

ラスミドを持つ生産薗が MMC処理などによる SOS応答によって生産する。このうちコリシン

E3、E4、E6は 70Sリボソーム中の 16SrRNAを特異的に切断する RNase活性をもっ。CoIプ

ラスミドはコリシン遺伝子の下流に免疫インヒピター(Imm)をコードしており、コリシンタン

パク質の生産と同時に Immタンパク質も発現し、宿主大腸菌の自殺を防いでいる。

われわれは、コリシン E6と E3の相異アミノ酸すべてが集中する C末端 RNaseドメイン

(CRD) とImmの発現系を構築した。 E3とE6は殺菌活性タンパク (CRD)、活性阻害タンパ

ク (Imm) ともに非常に高い相向性を持つにもかかわらず、 CRD-Imm聞の阻害特異性は非常に

厳密で、たとえば ImmE3は E6の活性を阻害しない。このことは E3とE6で相異の、あるい

くつかのアミノ酸が厳密な特異性を与えていることを意味する。そして分子生物学的、生化学的

実験から、すでに Immタンパク質の 47番目、 5番目のアミノ酸が特異性決定に重要であること

がわかっていた。この分子識別に重要な役割を果たしている残基を特異性決定基と称する。実際、

ImmE6の 47番目のアミノ酸Ttpが ImmE3型の Cysに変異した変異体がとれており

(ImmEV5)、これはコリシン E6とコリシン E3の両方に対して阻害活性を持つ。今回、高解

像度の ImmE6とImmEV5の溶液中の立体構造を決定し、これらの特異性決定基が、立体構造

的にどのように寄与してその阻害特異性を与えているかを検討した。

方法

ImmE6、ImmEV5ともに主鎖のシグナルの帰属には、 18C_15N_二重標識したサンプルを用い

たHNCACB、CBCA(CO)NNHによって行った。側鎖のプロトンの帰属は、 18C_15N・二重標識し

たサンプルを用いた H(CCCO)NNHと、 15N_標識したサンプルを用いた 3DTOCSY-HSQCによ

り行った。側鎖の炭素の帰属は 18C_15N_二重標識したサンプルを用いた CC(CO)NNHにより行

った。 15N標識したサンプルを用いた 3D15N・NOESY・HSQCと、 13C_15N・二重標識したサンプ

ルを用いた 3D13C・NOESY-HSQCによる距離情報をもとに X-PLORで構造計算を行った。

結論

ImmE6と ImmEV5はともに4本の逆8シートと、短い平行な2本のαヘリックスをもって

おり、全く閉じ構造モチーフをしていた。特異性決定基は 47番目も 5番目もともに8・シート上

親水性残基が並ぶ面に位置していた。このことから阻害特異性は Immの遊離の状態での構造が

大きく変化していることに起因するのでは無いと思われる。コリシン E6とImmE6の特異性決

定基同士は、結合する相手の分子を見分けているというよりも複合体を形成したあとの構造安定

化に関わっているのではなし、かと考えている。現在、 E6-CRDとImmE6の複合体の立体構造を

決定すべく研究を行っており、これにより、 Immの複合体中の構造と遊離の状態の構造を比較

することによって、タンパク質分子聞の認識機構に関する新しい知見が得られるだろう。
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Pll The伽嶋-dimensionalenergy 1andscape of Staphylococcal Nucle蹴

。閥eb制 W.La蜘Uel，HirOakI Yamada1， K個別klA凪縄kaJ，l

句克eGraduate School (グScienceand Technology and 2Facu1，砂01Science， Kobe Universiη 

To provide a novel insight inωthe mechanistic and紺 邸 側ralde凶Isof the unfolding and 

refo凶時国nsitions曲em山idimensionalenergy lan也capeof the protein must be explored加

obtain thermo骨namic quantities， such 邸 AO
O，AIf and ASo. 百lerm吋ynamic

m伺 surementsfor Stap砂'IococcalNuclease田 inghigh時間tivitydifferential calorimetry 

allow to d蹴 :rmine也ebell shaped two-dimensional AG: (T) curve (Carra et al.， 1捌， Carra

4G(UI田崎明

IS 

10 

5 

。

-5 

& Privalov， 1鰐括).Pressure is 

another important variable for 

protein stability. Never白eless

∞mpared to tempera加reand 

chemical perturbations， only 

few studies about protein and 

pressure effects are available 

in the literature. Three-

dimensional energy lan，也capes

60 釘'edescribed for proteins such 

T[町 l儲 chymo町psinogen and 

metmyoglobin (Hawley， 1971， 

Zipp & Ka田mann， 1973). In our present research we introduce the on-line high-pressure 

gl踊 S加bemethod originally repo巾 dby Yamada (Yamada et al.， 1明同)加 determinea three-

dimensional energy-I姐也ca戸 byNMR. Utilizing出.eHistidine Peaks at different pressures 

組 dtemperatures， enable us not only加 achievethe thermodynamic qu組 .titiesmentioned 

above but also to determine values for thermal exp組 sionfactor， Aa， and isothermal 

compressibilty， Ap. Our measurements reveals 也atStaphylococcal Nuclease exhibit 

significant deviations from the two state behavior. 

carra， J.H.， Ander庶民E.A.，& Privalov， P.L. (1鋭詞，)Prote初 Science3，倒牛951.
carra， J.H.， & Privalov， P.L. (1S砂町FASEBJ.IO，67-74.
Hawley， S.A. (1971) Bおchemおtry10，2436-2442. 
Yamada， H.， Kubo， K.， K出 hara，1.， &加A.(199，の.砂-pres~~_hi~-reso!u~~~_I!l聞町側側m
liq'凶dsolu幅四s.In High Pressure Liquids and Solutionsσ阻酔ぬi，Y.， Sen，∞，M. & Hara， K.， eds)， pp. 49・66，
Elsevier， Amsterdam. 
Zipp，A.，K細血細n，W. (19乃)Bi∞:hemistry 12， 4217-4228. 
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P12 Highly Ordered Molten GlobuleのNMR解析

1北大・理・生物科学 2富山医薬・薬 3東大・理・物理， 0小橋川敬博小柴琢己出

村誠藤谷直樹L熊 木 康 裕 引 地 邦 男 河野敬一 2桑島邦博史新田勝利 1

NMR study of highly ordered molten globule 

lDivision of Biological scien田 s，Graduate Sch∞，1 of Science， Hokkaido University， 2Division of 

medicine， Graduate Sch∞10fMedicin巴， Toyama pharmacy and medicine University， 3Division of P也ics，

Graduate Sch∞，1 of Science， Tokyo University. OYoshihiro Kobashigawa¥ Takumi ~田hiba¥ Makoto 

Demura¥ Naoki Hujitani¥ Yasuhiro Kumaki¥ Kunio Hikichi¥ Ku凶UfOKuwajima3， Keiichi Kawan02 

and Katsutoshi Nitta1 

Elucidating protein folding， molten globule state (MG) has been studied as a model of fold血g

intermediate. Lys位 ymeand α・lactalbuminis homologous each other. However their equilibrium 

unfolding mechanisms differ each other. Generally， folding mechanism of lys位戸田由eysa two-state 

mann巴r，on the other hand α-lactalbumin (LA) indicates three-state. Ex田ptionally，equ泊emilk 

lysozyme (EML) and白凶nemilk lysozyme (CML) exhibit partiary unfolded state during the equilibrium 

unfolding， which resembl巴toMG of LA except extrem巴stability. Study of MG of LA showed that 

interaction in s-domain is not clusial for stability of MG. On the other hand， our hydrogen exchange 

study of CML showed that protection of s-domain increased compared to LAぽ EML. We show here 

that s-domain also be a stability det巴口ninantof MG in lysoz抑ne.

【緒言】リゾチーム(LZ)・α.ラクトアルブミン(LA)スーパーファミリーの変性機構は一般に

LZでは 2状態モデルで近似され、 LAでは状態変性し、中間体である MoltenGlobule状態(MG)

が変性過程において蓄積することが知られている。イヌリゾチーム(CML)とウマゾチーム

(EML)はヒト及びニワトリ LZと異なり LAと同様の現象が観測される。 CMLの MGはその

中でも比較的安定でかなり構造化していることが熱測定や CD測定などから予想されている

がその変性過程の詳細は明らかではない。本研究では蛋白質の構造形成に関する知見を得る

ことを目的とし、 CMLの MGおよび Native状態(N)を重水素交換によりアミノ酸レベルで

Dynamicsおよび構造特性を調べた。

molten globule、Ca2+ゐindinglysozyme、folding

こぼしがわよしひろ、こしばたくみ、でむらまこと、ふじたになおき、くまきやすひろ、ひ

きちくにお、くわじまくにひろ、かわのけいいち、にったかっとし
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【実験] CMLは大腸菌体内に不溶性頼粒として発現させ、 disulfideisomeraseの 1種である

thioredox泊を用いて refolding を行った{1L 帰属は pH4ム 30"C， 109も重水中において 1~ ラベル

したサンプルを用いて測定した HSQC，3D TOCSY-HSQC及び 3DNOESY剖SQCの一連のス

ペクトル群を用いて行った。 MGにおける重水素交換は pH2.0， 25"Cにおいて一定時間交換さ

せた後に液体窒素で凍結させることにより停止し、 020中において HSQCを測定した。 NMR

スペクトルの測定は JEOLα・400，500及び 600を用いた。 NMRデータの処理には NMRpipe

を用い、帰属およびピーク体積の算出には XEASYを用いた。

【結果と考察】CMLのNative状態には環電流効果により Oppmより高磁場側にシフトしたプ

ロトンのシグナルが存在し、芳香環を含む疎水性コアが存在している。完全に MGである pH

2.0においても高磁場シフトしたシグナルはブロード化されてはL、るものの観測された。これ

はMGにおいても、環電流効果を及ぼすほどの疎水性コアがまだ残っていることを示してお

り、 MGの安定性にかかわっていると考えられる。これらのシグナルを Native構造における

帰属結果を元に残基の同定を行ったところ、 V98及び M105に対応することがわかった。 LA

及び LZのNative状態の構造はA， B， C， 0の4本のα圃ヘリックスよりなる α-ドメインと、 1

本の 310
_ヘリックス及び 3本のβ，シートよりなる β ドメインにより構成されているが、 V98

及び M105はL、ずれも α.ドメイン内の C-ヘリックス上もしくはその周辺残基に由来してい

る。ウシ及びモルモット LAの MGにおいて、 α.ヘリックスの重水素交換からの Protection

Factor(PF)はB>A>C>Oの願になっている。また、 LAよりも安定な MGを形成することが知

られている EMLにおいては B>A>O>Cの順になっていて、0-ヘリックスの保護が LAよりも

かなり強いことが知られている。一方 CMLはEMLの MGよりも安定であり、 Tmが 20't:以

上高いことが知られているがω、α.ヘリックスの保護の傾向は EMLと同様であった。しか

しながら PFは全体的に高くなっていて、揺らぎが小さいことがわかった。立体構造と ch開討伺l

shi負予測プログラム totaI仰を用いて V98周辺に存在し、化学シフトに大きく影響を与えると

思われる芳香環の同定を行ったところ、W108及びW64が特定された。W108についてはM109

と同様に a-ドメイン内の C-ヘリックス近傍に存在していて MGにおいてもコアを形成して

いるが、 W64に関してはβ.ドメイン内のα.ドメインとの界面領域にあり C-ヘリックス近傍

に存在している。 LAの MGの研究においてはβ・ドメインは安定性に寄与しないことが知ら

れていたが CMLのMGではβ-ドメインも安定化に寄与していることがわかった例。

(1) Koshiba et a1.， 1999. Protein Engn. 12:429・435.

(2)K田 hibaet a1.， 1999. to be published. 

(3) Williamson et a1.， 1995. J. Mol. Biol. 247:541・546.

(4) K油 ashiagwaet a1.， 1999. preparing. 
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P13 アカザラガイトロポニン Cの NMRによる構造解析

(1東大院・農生科・応生化、 2東大・生物生産工セ、 3北大・水産、 4海洋バイオ研、

5海洋生物利用セ、 6バリアンジャパン)

0湯本史明 1、永岡宏次 2、岩崎わかな 1、尾島孝男 3、西田清義 3、足立恭子 4、

紺野彩 5、根本暢明 6、岡之倉優 1

NMR study of Akazara scallop troponin C 

lDepar.伽 ents01 Applied Biological Chemistry and Biotechnology， Graduate Sch∞1 01 Agricul.ωral and 

L俳 Sciences，The Universi砂01あわ10，あわ10，2Biotechnology Research Center， The Universi砂01Tokyo， 
あか0，3Department 01 Marine Bioresources Chemistry， Faculty 01 Fisheries， Hok，加idoUniversity， 
Hakodate， Hokkaido， 4Marine Biotechnology I1出 tiωte，Shimizu， Shizuoka， 5Research Center lor the 
Industrial Utilization 01 Marine Organisms， Shimizu， Shizuoka， 6Varian Japan Technologies Ltd.，おかo

Fumiaki Yumoto¥ Koji Nagata2， Wakana Iwasaki¥ Takao Ojima3， Kiyoyoshi Nishita3， Kyoko Adachi4， 

Aya Konno5， Nobuaki Nemoto6， Masaru Tanokura1 

Troponin C σ'nC) is the calcium binding component of the troponin complex. It is responsible for 

triggering the contraction of striated muscle. Vertebrate fast skeletal muscle troponin C bind four Ca2+ ions， 
while Akazara scallop TnC (152 amino acids) binds only one Ca2+ ion at the site IV. In order to reveal the 

conforrnation of Akazara scallop TnC， particularlぁtheunfunctional EF・handmotifs (1 to III)， we are doing 
solution NMR studies of the TnC. 

Firstly， we examined the solution conditions for NMR measurements of Akazara scallop TnC using 

dynamic light scattering. Secondly， we prepared the 15N/13C-Iabeled protein， and measured the 

triple-resonance NMR spectra.τ'hese data， however， did not have sufficient signal intensities for the 
backbone assignments.τ'hirdly， we prepared 15NPcfH (40%)-labeled and ISN/3CfH (90%)・labeledTnCs， 

and measured the triple-resonance NMR spectra. Using the data， we are now assigning the backbone atoms. 

[序論1

アカザラガイの閉殻筋で見出されるトロポニン CσnC)は Ca2+を 1つしか結合しない(脊椎動物骨格

筋速筋や遅筋、または心筋に由来するTnCは、 Ca2+を4つあるいは3つ結合する)にもかかわらず、筋

収縮のスイッチとしての役割を十分に果たしている。また、その Ca2+結合部位は、 N末端から 4番目の

EFハンドモチーフである。脊椎動物 TnCでは N末端側の 2つあるいは 1つの EFハンドモチーフへ

のCa2+結合により機能制御が行われているが、アカザラガイTnCの場合、 C末端側のEFハンドモチー

フで機能制御が行われていることになる。したがって、アカザラガイ TnCは脊椎動物 TnCとは異なるコ

ンフォメーションをとって機能している可能性があり、この違いやCa2+を結合しないEFハンドモチーフの

役割を明らかにするため、 NMRにより溶液構造の解析を進めている。

Ca2+結合タンパク質、トロポニン C、自己会合、多核多次元 NMR、重水素化

ゆもとふみあき、ながたこうじ、いわさきわかな、おじまたかお、にしたきよよし、あだちきょうこ、

こんのあや、ねもとのぶあき、たのくらまさる
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[実験l

大腸菌を用いた発現系により非標識及び安定同位体標識アカザラガイ TnCを発現させ、菌体破砕

後、 TCA処理、イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製を行い、実験用試

料を得た。 NMRスペクトルの測定はVarianUnity INOVA 500及びINOVA750分光計により行い、円

偏光二色性スペクトルの測定はJASCOJ700分光計により行った。

I結果と考察l

最初に、大腸菌を用いた発現系により TnCを調製し、円偏光二色性測定、電気泳動(nativePAGE) 

を行ったところ、TnCがαヘリックスに寓み、ci+結合により 2次構造変化よりもむしろ 3次構造変化を

引き起こすことが示唆された。

また、これまでに脊椎動物骨格筋や心筋に由来する TnCは、 Ca2+を結合することで会合を起こしや

すくなることが報告されているが、アカザラガイ TnCにおいては、 Ca2+非結合状態においても自己会合

を起こしゃすい性質であることが、 lHNMR測定の結果から示唆され、動的光散乱測定により確認され

た。そこで、動的光散乱測定によって溶液中の分子のみかけ分子量を測定し、 Ca2
+非結合型 TnCの

NMR測定における溶液条件の至適化を行った。

次に、 lSN標識したTnCを調製し、 lSN_IHHSQCスペクトルを用いたCa2+滴定実験を行ったととろ、

[Ca2+]![fnq値の増大にともない、一部のシグナルに化学シフト変化が観察され、また同時にシグナル

強度の減少が観られた。このことから、アカザラガイ TnCは Ca2
+結合にともなって、局所的に構造変化

を引き起こし、さらに自己会合を起こしやすくなることがわかった。脊椎動物由来TnC同様に、アカザラ

ガイ TnCにおいても、 Ca2+結合により疎水性残基の分子表面への露出が起こり、その結果として、 TnC

のみしか存在しないサンプル溶液中では、疎水相互作用により自己会合が起きたと考えられる。

溶液条件を至適化したCa2+非結合型TnCの溶液構造解析を行うために lSN/13C標識したTnCを調

製し、 3核 3次元 NMR測定(HN(CO)CA，HNCA， CBCA(CO)NH， HNCACB， HNCO)を行ったところ、

シグナル帰属を行うのに十分な S/Nをもっスペクトルが得られなかった。また、ea2+非結合型 TnCは、

ゲルろ過クロマトグラフィーにおけるピークの半値幅が、 Ca2+結合型 TnCに比較して約 50%大きくなっ

ていることから、複数のコンフォメーションをとる可能性が示唆されている。上記の測定は自己会合を抑

えた溶液条件において行ったことから、シグナル強度の低さは、 ea2
+非結合型のアカザラガイ TnCが

様々なコンフォメーションをとり、それらの聞で交換していることに起因すると考えられる。そこで、

lSN/13cfH( 40%)及び lSN/13CfH('切%輝識した TnCを調製し、 3核 3次元 NMR測定。制(CO)CA，

HNCA， HNCACB， HN(CA)CB， (HCA)CO(CA)NH， HNCO)を行い、タンパク質主鎖のシグナル帰属を

進めている。
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P14 Lysozyme Aggregation and Solution Properties Studied 
UsingPGSEN時IRDiffusion Measurements 

( (株)機能水研究所)

William S. Price、0土屋文彦、荒田洋治

Water Research Institute， Sengen 2・1-6Tsukuba， Ibaraki 305・0047Japan 

William S. Price， rumihiko Tsuchiv~ and Y oji Arata 

The solution behavior of Iysozyme was studied as a function of protein concen釘ation，NaCI 
concentration， pH叩 dtemperature using pulsed-gradient spin-echo NMR diffusion measurements. The Iysozyme 
solutions c1early exhibited non-ideal behavior which was sensitive to both the saIt ∞ncen位ationand pH. 
Lysozyme has an isoelectric point of pH II and it is often overIooked that at normal pH it has a net positive 
charge. Since Iysozyme is a charged species， the changes in the diffusion coefficients were interpreted considering 
the competing effects of salt-mediated changes in protein interactions (e.g.， electrostatic repulsion) and 
aggregation. The behaviour is in agreement with Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)-type modeIling 
accounting for the attractive and repulsive forces present. The diffusion da匂 wasωmparedwiぬvariousselι 
association models. The diffusion coefficients of the higher oligomers were calculated assuming th創 出e
monomers aggregated as hard spheres. Using an isodesmic association model， the equiIibrium constant for the 
self-association oflysozyme at pH 4.6 and 298 K in the presence ofO.5 M NaCI was estimated to be 118:!:: 12 M-1

• 

Pulsed-gradient spin-echo (PGSE) NMR provides a powe品11means for investigating 

the solution behaviour and aggregation of proteins (Price， 1997;Price， 1998;Price et al.， 
1999a;Price et al.， 1999b). However， careful analysis of the experimental也.tais needed if 

correct interpretations are to be made (see Fig. 1). 

Fig. 1. A schematic diagram ofhow protein aggregation is studied using PGSE NMR diffusion measurements. 

Keywords: Pulse-Oradient Spin-Echo， Diffusion， Lysozyme， Aggregation. 

著者ふりがな:ウィリアムシドニープライス、っちゃふみひこ、あらたようじ
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Since aggr官gatingprotein systems are crowded the protein oligomers undergo numerous 
collisions on the timescale of the PGSE measurement (i.e.， the mean-free space is much less 
than the distance diffused in the course of the PGSE measurement). These collisions result in a 
narrower distribution of diffusion coefficients than would be expected for an isolated ensemble 
of molecules of the same mass dis仕ibution.In fact only a single apparent diffusion coefficient 
is observed experimentally in protein diffusion measurements. If the different oligomeric 
species do not provide separate resonances (as in the case of lysozyme) then the PGSE 
measurements yield the weight-average diffusion coefficient of all of the different oligomeric 
specles present， 

ZMwjnjDj 

(D}w =..J~ '" 
LMWjnj 

、.a
・・4

・・EVE--』

where MWj is the molar mass， Dj is the diffusion coefficient and nj is the number of the i-th 
oligomeric species. As a first approximation， the monomer-monomer contact in producing 
oligomers can be regarded as hard-sphere contact. Whilst there is only one possible geometry 
for dimer formation， many possibilities exist for higher oligomers. Consequently， we have 
simplistically taken all oligomers to be hydrodynamically spherical， thus the diffusion 

coefficie肌 relativeto伽 tof the monomer at infinite dilution， D~ ， is propo凶onalto the cube 

root ofthe molecular weight. Thus， we have 

Dz=Dfit. [2] 

Crowding also results in a protein-concentration dependent decrease of the measured diffusion 
coefficient. This is a very complex effect and only simplistic models are available.， We 
consider two models， the first a simple model based on scaled particle theory derived by Han 
and Herzfeld (Han and Herzfeld， 1993)， 

[3] 

In Eq. [3] vp is the volume fraction (ml/g) of the protein and l1r is the step size and R is the 

radius ofthe diffusing particle. From the Smoluchowski equation I1rIR = 2/3 (Han and Herzfeld， 
1993). The second model is that of Tokuyama and Oppenheim (Tokuyama and Oppenheim， 
1994)， 

(l剖
兵(Vp)= 

(Vp/VpO) 
+H(vp)+ 

(I-Vp/Vpof 
(4] 
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H(v
p
)=三ω二一 c(Vp_)  __b(り)C(り)(2+ベサ)…

(l-b(vp)) (1+2C(vp)) 〆

where 

b叫作仇州朴(ヤ仇ω附Vη川ψ'p)止)ト=~阿π可市7声5 Cベ仇州仲仙(ヤ仏ωけ山V勺川ψ引山~)か何)トい)=11斗=11乃/ハμ仇/16，and凶札6ι，

In calculating V勺p we have taken the par吋凶t叫i凶als叩pe即ci凶白cvolume of lysozyme as 0.7乃5mlν/g. As 

neither of these models account for the p戸re郎senceof an aggregation process， both models 
progressively overestimate the reduction in diffusion as the concentration (and degree of 
aggregation) increases. 

Thus， the PGSE experiment yields an estimate of the weight average diffusion 
coefficient that has been decreased by the effects of crowding， 

[5] 

LCj i D?i 

(D)~ = (D)wfc{C)=...l 兵(C)=Laj D?{3 fc{C) C -L' ..... 

where C is the total protein concentration and Cj and a; are the concentration and mole fraction 

oぱft白he児ei-t由hmoleωa訂rs叩pe閃ωi悶e白民s，問res叩pe即削削dωt“iv刊el勿y.T百hem問 e邸制u町rre吋d(D)~ at a勾叩giver叩附inc∞on即蹴centration

is analyzed using Eq. [5] and a model for the self-association process that provides estimates 

for the values of Cj (and a;). 
In the present study the solution behavior of lysozyme was studied as a function of 

protein concentration， NaCl concentration， pH and temperature using PGSE NMR diffusion 
measurements. The lysozyme solutions clearly exhibited non-ideal behavior which was 
sensitive to both the salt concentration and pH. Since lysozyme is a charged species (isoelectric 
point = pH 11)， the changes in the diffusion coefficients were interpreted considering the 
competing effects of salt-mediated changes in protein interactions (e.g.， electrostatic repulsion) 
and aggregation. At low protein and salt concen甘ationsthe measured diffusion coefficient first 
increases with pH. Upon addition of 0.15 M salt the lysozyme diffusion coefficient increases at 
low pH relative to that of the salt free sample due to the charge shielding effects of the salt and 
then decreases at higher pH as the conditions become more favourable for self-association. The 
behaviour is in agreement with Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)却pemodelling 
accounting for the attractive and repulsive forces present. The diffusion data was compared 
with various self-association models. Using the isodesmic association model， the equilibrium 
constant for the self association of lysozyme at pH 4.6 and 298 K in the presence of 0.5 M 

NaCl was estimated to be 118 :t 12 M" (see Fig. 2). 

References 
1. Han， J. and J. Herzfeld. 1993. Macromolecular Diffusion in Crowded Solutions. Biophys. 

J. 65:1155-1161. 

Li， M.， A. Nadarajah， and M. L. Pusey. 1995. Modeling the Growth Rates ofTetragonal 
Lysozyme Crystals.よc，ヲ1St.Growth 156:121・132.

2. 

Nadarajah， A.， M. Li， and M. L. Pusey. 1997. Growth Mechanism ofthe (110) Face of 
Tetragonal Lysozyme Crystals. Acta Cη1St. D53:524・534.

q
O
 

1
A
 

'
a
A
 

3. 



4. Price， W. S. 1997. Pulsed Field Gradient NMR as a Tool for Studying Translational 
Diffusion， Part 1. Basic Theory. Concepts Magn. Reson. 9:299・336.

5. Price， W. S. 1998. Pulsed Field Gradient NMR as a Tool for Studying Translational 
Diffusion， Part 2. Experimental Aspects. Concepts Magn. Reson. 10: 197・237.

6. Price， W. S.， F. Tsuchiya， and Y. Arata. 1999b. Protein Aggregation Studies Using PFG 
NMR Diffusion Measurements. In Advances in Magnetic Resonance in Food Science. P. 
S. Belton， B. P. Hills， and G. A.Webb， editors.Royal Society ofChemistry， London. 35・

42. 

7. Price， W. S.， F. Tsuchiya， C. Suzuki， and Y. Arata. 1999a. Characterization ofthe 
Solution Properties of Pichiafarinosa Killer Toxin Using PGSE NMR Diffusion 
Measurements. J. Biomol. NMR 13: 113-117. 

8. Tokuyama， M. and 1. Oppe叫leim.1994. Dynamics ofHard-Sphere Suspensions. Phys. 
Rev. E 50:R16-R19. 

1.3 r ~I -------， 
|0.5 M NaCl pH 4.6 I 

~、~、.、.、~、‘
 

r
 

司

4
4

・・

eぜ、ωE 恒圃~ 1.1 

。
o 

1.0 マー・

× 

Q G A V EB 
0.9 

0.8 

0.7 
0.0 

m
 

E

蜘

O

L

T

l

 

D

D

 

Dfan， 

D~創'
u 

r.，Tolluyama 

嗣 lesmic

，、Tokuyama

-Li 

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 

Concentration of Iysozyme (mM) 

Fig. 2. Change in lysozyme diffusion coefficients at 298 K and pH 4.6 in the presence ofO.5 M NaCI. The do抗.ed
and dashed Iines represent the monomer diffusion coefficient at infinite dilution corrected using the Han and 
Herzfeld and Tokuyama and Oppenheim co汀ections，respectively. The Iysozyme must undergo a self association 
process as the experimental diffusion coefficient is considerably smaller than the crowding effect corrected (with 
either model) monomer diffusion coefficient. The best fit to the data was obtained using the isodesmic model in 
conjunction with the Tokuyama and Oppenheim correction (solid line). Also shown are simulations based on the 
association constants reported by Li et al.(Li et al.，円95;Nadar勾ahet al.， 1997) (ー)with Han and Herzfeld 
correction (_.._) and Tokuyama and Oppenheim correction (一一).
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P15 プリンリプレツサーDNA結合ドメインの構造変化

(横浜市大大学院総合理1、電通大電子物性2)

O鈴 木咲 良 l、剣持直之 l、長土居有隆 l、三瓶巌一九溝淵潔 2、西村善文 I

Structual Transition of Purine Repressor DNA Binding Domain 
1Graduate School of Integrated Science， Yokoharna City University 
2De開rtment of Applied Physk:;s & Che凶 stry，τbe University of Electro-

Communications 
OSakura Su別組1，Naoyuki Kenm∞hi1， Aritaka Na田 doi1，Gen-k:;hi Sanpei2， Kiyoshi 

Miwbuchi2 

and Yoshifumi Nishimura1 

τbe purine repressor (Pur悶 regulatesexpression of genes that are concerned with 
purine biosynthesis. PurR consists of 341 arnino acids and has two domains 加 th
DNA-binding domain (DBD) at the N-terminus and corepressor-binding domain (CBD) 
at the C-termin us. PurR binds to the DNA s開 cifi田 llyfrom structural transition with 

existence of a corepressor. To understand the DNA七indingability of PurR， we 
purified the mutant protein (V50C) of the DNA-binding domain (56aa). The 

formation of dimerization by disulfide bond of mutant resu1ts in binding to the specific 
DNA with formation of new fourth α-helix. The three-dimensional structure of DNA 

complex of PurR-V50C has been analyzed in prog肥 ss防 multidimensiona1NMR 
spectroscopy. 

プリンリプレッサー(PurR)は大腸菌プリン生合成に関与する遺伝子発現を制御する蛋白質

である。 PurRは341アミノ酸残基からなり、 N末側の約60残基がDNA結合ドメイン (DBD

)そして残る C末側の約 280残基がコリプレッサー結合/二量化ドメイン (CBD)である 2

つのドメインを有している。 PurRの特異的な DNA結合能は、 PurRのコリプレッサーとし

て知られるヒポキサチンあるいはグアニンの CBDへの結合と特異的なDNAの存在下で上昇

する。 DNA複合体中でのPurRの構造は、 4本のa一ヘリックスからなる DBDのN末側第 1

、第 2ヘリックスで形成されるヘリックスーターンーヘリックスモチーフであり、第4ヘリッ

クスがDNAのメジャーグループとマイナーグループをそれぞれ認識していた。それに対して

DBDのみの構造では第4ヘリックス領域が完全にランダムな構造のままで、特異的な DNA
の存在下においてもヘリックス形成は認められなかった。

私達はPurR-DBD単独でDNA複合体を形成させるために、 DBD(56aa.)の点突然変異体

(V50C: 50番目のValをCysに置換した)を作製した。変異体PurR-V50Cは、ジスルフ

ィド結合による二量体形成と、 DNA存在下で第4ヘリックスが誘起されることでDNAとの

複合体を形成した。現在、 DNA複合体中のPurR-V50Cの構造解析を多次元NMR法で行っ

ている。

キーワード:プリンリプレッサ一、 DNA結合ドメイン、多次元NMR法、ダイマー

すずき さくら、けんもち なおゆき、ながどい ありたか、さんぺい げんいち、みぞぶ

ち きよし、にしむら よしふみ
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P16 HoxD9ホメオドメインとト-iMG1BoxAの複合体

0大木進野¥前田美恵1、MonicaBeltrame3、

Marco E. Bianch戸、甲斐荘正恒1.2 

( CREST¥都立大・理人 Univ.of Milano3
) 

NMR study of HoxD9 homeodomain-HMG 1 boxA complex 

S.Ohkil， M.Maedal， M. Beltrame3， M.E. Bianche， and M.Kainoshol.2 

(CREST1， Tokyo Metroporitan Univ. 2， Univ.of恥1ilanoう

NMR study on a complex between HoxD9HD and HMGlboxA is in progress. We 

optimized the NMR sample condition by monitoring a series of IH_1SN HSQC spectra at 

different pH， temperature， sample and salt concentration， and/or addition of some 

detergents. A set of 3D-NMR experiments enabled us to assign signals of HoxD9HD 

in the absence and presence of HMG 1 boxA. Estimated secondary structure of 

HoxD9HD is composed of three helicies and this is not affected by binding of 

HMG 1 boxA. Analysis of chemicalshift perturbation suggests that the first helix of 

HoxD9 is a binding site to HMG 1 boxA. 

(序)Hoxと呼ばれる一群の DNA結合蛋白質は、転写機構に関与することが

良く知られている。これらの蛋白質は互いに相互作用することにより、それぞ

れの機能を抑制あるいは増幅する。また、 Hox蛋白質は他の蛋白質との結合を

介してもその機能を調節している。例えば、 HoxD9の DNA結合能は HoxD8

の結合により低下するが、 HMG1(ト~MG; high mobility group protein)の結合は

DNA結合能を増幅させる。ここで、ト-iMGlはク口マチン内に存在する DNA結

合蛋白質である。この HoxD9とHMGlの複合体については、それぞれの DNA

結合モチーフであるホメオドメインと HMGボックスの結合によって形成され

ることが明らかになっているが、詳細は不明である。本研究の目的は、 NMR

ホメオドメイン、ト-iMGボックス、複合体、 DNA結合

おおきしんや、まえだみえ、 BeltrameMonica、BianchiE. Marco、

かいのしょうまさつね
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を用いてこの複合体形成部分の構造に関する知見を得ることである。

(実験)HoxD9のホメオドメイン (HoxD9HD)とHMGlのN末端側の DNA

結合部位である boxA{HMG1 boxA)の発現系をそれぞれ構築した。非標識、 15N

標識、 13Cおよび 15N標識された HoxD9HDとHMGlboxAをそれぞれ大量培養

し、疎水性クロマトグラフィーと陽イオンクロマトグラフィーを用いて単離精

製した。 HoxD9HD，HMG 1 boxA，およびこれらの複合体について、良好な NMR

スペクトルが得られる条件を検討した。主鎖の帰属のために、 HoxD9HDと

ト-lMGlboxAの複合体について一連の安定同位体利用多次元 NMRスペクトルを

測定した。この異分子2量体と安定な複合体を形成する DNA配列を検索する

ために、いくつかの配列の異なる DNA断片を用いて滴定実験を読みた。

(結果と考察)読料濃度、塩漉度、 pH、温度、デタージェントなどの条件を変

えて lH-15NHSQCを測定した。その結果、良好な lH-15NHSQCスペクトルを

得る条件を見い出した。特に、 HoxD9HD-HMG1 boxA複合体は、グリセロー

ルの添加により安定性が増大した。

一連の安定同位体利用多次元 NMRスペクトルを解析した結果、 HoxD9HD

単体、，複合体中の HoxD9HDの NMRシグナルの帰属をほぼ完了した。 NOEの

解析結果より、 HoxD9HDは3本のヘリックスから成る 2次構造を持つことが

わかった。これは他の蛋白質に見い出されているホメオドメインのそれとよく

一致していた。さらに、この 2次構造は HMGlboxAとの複合体中でもよく保

持されていることが明らかになった。

また、複合体形成に伴う化学シフト変化をプロットした結果、 HoxD9HDの

第 1ヘリックスの N，C両末端部分に他の領域よりも大きな変化が認められた。

このことから、複合体の形成には HoxD9HDの第 1ヘリックスが関与している

ことが示唆された。

蛋白ー蛋白複合体と DNAの相互作用の実験は現在進行中である。

可
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P17 ナトリウムチャンネルの不活性化ゲートとill-Nリンカー中の

IFMモチーフを模倣したオリゴペプチドとの相互作用

(京大薬)黒田義弘、 O前田能崇、宮本和英、中川照轟

Interactions of the Sodium Channel Inactivation Gate Peptides with Peptide Mimetics of the 

Isoleucine， Phenylalanine， and Methionine (IFM) Motif from the Inactivation Gate 

Graduate School of Pharmaceutical、Sciences，Kyoto University 

Yoshi十liroKuroda， OYoshitaka Maeda， Kazuhide Miyamoto， and Terumichi Nakagawa 

The pentapeptide KIFMK， which contains three clustered hydrophobic amino acid residues of 

isoleucine， phenylalanine， and methionine (IFM) in the sodium channel inactivation gate on the 

cytoplasmic linker between domains m and W (m-Wlinker)， is known to restore fast inactivation 

to the mutant sodium channels having a defective inactivation gate or to accelerate the inactivation 

of the wildぺypesodium channels. Previously， we have investigated the interactions between the 

pentapeptide K1FMK and the fragment peptide which includes the IFM motif (MP-1A， 1484-1495， 

Ac-GGQDlFMTEEQK-NH2) by lH-NMR and CD spectroscopies. It has been found that the 

synthetic pentapeptide K1FMK stabilizes an αーhelicalconformation around the IFM motif of the m 

-Wlinker. Presently， in order to ascertain whether the effect of KIFMK on the secondary structure 

of MP-1A is their sequence-specific interaction， we further studied the interaction of MP-1A and 

F1489Q substituted MP-2A with KIQMK， KAFAK， KIFMTK， and RIFMR.lt was found that the relative 

orientation and the side-chain structures of the two positively charged amino acids and the 

phenylalanine residue in the inactivation gate peptide are important in order that the KIFMK 

stabilizes the helical structure of the inactivation gate peptide. 

【緒言】

第37回NMR討論会において、我々は、ナトリウムチャンネルの不活性化ゲートペプチドMP-1A(rat 

brain n A. G 1484-K1495， Ac-GGQDlFMTEEQK -NH2)とペンタペプチド KIFMKとの相互作用につい

て検討した[1]。その結果、 KIFMKが MP-1Aの形成するαヘリッタス構造を安定化することが確認

できた[2]。本研究では、 MP-1AとKIFMKとの相互作用が各々のアミノ酸毘列に関して特異的であ

るかどうかを検討するために、不活性化ゲートペプチド MP-1Aおよび MP-2A(F1489Q)とIFMモチ

ーフおよびそれを模倣したアミノ酸配列を含む各種のオリゴペプチド(KIQMK，KAFAK， KIFMTK， 

RIFMR)との相互作用を lH-NMRおよび CDスペクトルを用いて研究した。

ナトリウムチャンネル、不活性化ゲート、 IFMモチーフ、 KIFMK，NMR 

くろだよしひろ、まえだよしたか、みやもとかずひで、なかがわてるみち

-118-



【実験】

①丁目(CF3CD20H)と水との混合溶媒lこ、不

活性化ゲートペプチド(3mM)、オリゴペプ

チド(3mM)、およびその両方を溶解させ、

pH7.0、300Kで、 brukerAVANCE 600 (こ

より 1D-NMR、COSY、TOCSY(90ms)、

NOESY(350ms)の測定を行い、 NMRpipe

で処理した。

②TFE(CF3CD20H)と水との混合溶媒に、不

活性化ゲートペプチド(50μM)、オリゴペプ

チド(50μM，)、およびその両方を溶解させ、

pH7.0、室温で、日本分光 J-720円二色

性分散計により CDスペクトルを測定し

た。

【結果と考察】

80%TFE中において、 KIFMKの添加により

MP-1A配列中の側鎖末端メチルまたはメチ

レンのプロトンは概ね低磁場シフトを、αプロ

トンおよびアミドプロトンに関しては、高磁場

シフトを示した(Fig.1)。この化学シフト変化を、

sida chains protons. 
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Fig.l Changes in chemical shifts of MP-l A as a result 

我々は MP-1Aの形成するαヘリックス構造 of the interaction with KIFMK in 80弛，TFE

の増加によるものと考えた。 CDスペクトル

からもこの二次構造変化を支持する結果が得られた[2]。同条件下において、以下に示す不活性化

ゲートペプチドとオリゴペプチドとの相互作用を検討した。 KIQMKおよび KAFAKの添加により MP-

1A配列中の各プロトンは KIFMKの場合よりは小さいが同じ方向のシフト変化を示した。一方、

RIFMRの添加では、 KIFMKの場合とは逆のシフト変化を示した。 KIFMTKでは、 MP-1Aの化学シフ

ト変化は悶FMKに比べではるかに小さいものであった。 MP-2AとKIFMKでは MP-1AとKIFMKの

場合とは逆の化学シフト変化を示した。

【結論】

KIFMKによる MP-1Aの形成するαヘリックス構造の安定化には、オリゴペプチド両端の塩基性アミ

ノ酸残基の側鎖の構造および正電荷の相対配置ならびに不活性化ゲートペプチドにおける IFMモ

チーフ中のフエニルアラニン残基が重要である。

【参考文献】

[1 ]黒田義弘、前田能崇、宮本和英、等第 37回 NMR討論会要旨集 p.146-149(1998) 

[2] Y.Kuroda， Y.Maeda， K.Miyamoto， et al.， Biophys. J.， 77(3)， (1999)， in press. 
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P18 S位ucωresand activities 'Of the peptides mimic the active site l'O'Op 'Of 
Strept'Omyces Metall'Oproteinase Inhibit'Or (SMPI) 

(Fac叫ty'Of Science， T'Oky'O. Metr'Op'Olitan Universityl， CREST2， Protein Research 
Institute， Os~a Universi.ty" Faculty 'Of~extíle Scí~nce， Ky'Ot'O In.stitute 'OfTectn'Ol'Ogy勺
Felician'O， M.1

， Ohki， S人G'Onzalez，N.1
， Tate， S.l， Tamuta， K人Aim'Ot'O， S人

Hiraga， K人Oda，K人Kain'Osh'O， M.l.2 

Peptides c'Ontaining the active site l'O'Op 'Of Strept'Omyces Metall'Oproteinase Inhibit'Or (SMPI) have 
been synth回 ized.S'Oluti'On s~cture 'Of these peptides were determined by two-dimensional pr'Ot'On 
nuclear magnetic res'Onance ('H-NMR) experiments namely d'Ouble-quantum c'Oherence c'Orrelated 
S戸C住'Osc'Opy(DQF-COSY)， t'O凶 c'Orrelati'Onspectr'Osc'Opy (TOCSY) and nuclear Overhauser efn配 t
sp配 tr'Oscopy(NOESY). Structural calculati'Ons were perf'Ormed using XPLOR 3.8 pr'Ogram. 
Structures genera凶 werecompared with伽 t'Of the c'Orresponding p紅 tin the intact pr'Ote泊.

Experirnents紅ecurrently being perf'Ormed to determine the inhibit'Ory activities 'Of血目epeptides 
against血etarget metall'Oproteinases in the gluzincins f;創凶ly.

1. Introducti'On: 
Streptomyces metall'Oproteinase inhibit'Or (SMPI) is a pr'Oteinaceous metall'Oproteinase inhibit'Or 

is'Olated from Streptomyces nigrescens TK-23 (剖aetal.， 1979). 百les'Oluti'On structure 'Of SMPI 
was f'Ound t'O have tw'O s-sheets c'Onsisting 'Of four anti-parallel s-s仕組dswhich c'Ould be 
c'Onsidered as tw'O Gl1田kkey m'Otifs (α10'0 et al" 1998).百lescissile bond， C64 and V65， is in白e
middle 'Of an ex蜘 ded1∞p f'Ound between出.efrrst and sec'Ond s-s回 ndsof the sec'Ond Gr，偲kkey 
m'Otif. Since出isl'Oop c'Ontains the scissile b'Ond，江 isc'Onsidered as血eactive site 'Of SMPI. 
Peptides∞ntaining this active si飽 lo'Ophave b田 nsyn血esized(Fig.l). It is exp舵飽d血atthese 
peptides will maintain a sp町出cc'Onf'Orrnati'On in aqueous s'Oluti'On俗 stabilizedby the disulfide 
bridge between C64 and C69， which is s回世l紅 t'O出e'One 'Observed in白.eintact pr'Otein. 

n. Experimental Methods: 
A.m但RS戸ctr'Osc'Opyand Structure Calculati'On 

AcKAI佃 dAcKAI2 were either diss'01ved in 250μ190% H2α10% 2H20 'Or 100% 2H20 at pH 
3.5ωreach a白叫 concentrati'On'Of 5.9 mM組d4.1 mM respective1y， and then transferred int'O 
Shigemi microcells. All h'Omonuclear tw'O-dimensi'Onal lH-NMR experirnents were rec'Orded at 
100C 'On a Bruker DMX800 sp即位'Ome低requipped with a triple res'Onan∞pr'Obe head and a pu1se 
fie1d gradient coil. 

Tw'O dimensi'Onal 1 H NMR sp配凶 f'OrH20 samp1e， NOESY (200 rns血 d300 rns mixing 
山田)血dT'αごSY(45 rns mixing time) were r，配ordedwith the use 'Of excitation scu1pting metl1'Od. 
ForDQF-CωY， gradient pulses t'O sel配 td'Ouble-quantum c'Oheren田 W酪 appliedf'Or血eeffiCIent 
supprl回 Sぬn'Of tl1e water res'Onance. In all tl1e experiments d'One 'On tl1e D20 samp1e， presaturati'On 
was used f'Or tl1e suppressi'On 'Of tl1e residual water res'Onance. 

metalloprotein部 e.active 1'O'Op peptides. inhibit'Ory activity. s住uc加m

Fe1ician'O， M.，おおきしんや， G'Onzalez， N .，たてしんいち，たむらけいこ.

あいもとさぶろう，ひらがかずみ，おだごうへい，かいのしょうまさつね
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AllN恥1Rsp配位awere processed with也eNMRPipe package and p回kintensities were 
measured using the PIPP program. 百les佐uctureswere calculated using simulated annealing 
protocol with the XPLOR 3.8 program. 

SMPINo. 59 63 68 72 

PeptideNo. 5 10 14 

AcKAI A R K V T C v R F P C Y Q Y 

Peptide No. 1 5 8 

AcKAI2 T C V R F P C Y 

Fig. 1. Primary structure of synthesized peptides 

11. Experimental Methods: 
A. NMR Spectroscopy and Structure Calculation 

AcKAI佃 dAcKAI2 were either dissolved in 250μ190% H2α10% 2Hpor 1∞% 2H20at pH 
3.5 to reach a fmal concentration of 5.9 rnM組d4.1~resp配tively， and then transferred into 
Shigemi microcells. All homonuclear two-dimensional lH・NMRexperiments were recorded at 
100C on a Bruker DMX800 sp配 trometerequipped with a出pleresonance probe head and a pulse 
field gradient coil. 

Two dimensional 1 H NMR sp即位afor H20 sample， NOESY (200 ms and 3∞ms mixing 
自国)and TOCSY (45 ms mixing time) were recorded with the use of excitation sculpting method. 
For DQF-COSY， gradient pulses to select double-quanωm coherence was applied for the efficient 
suppression of the water resonance. In all the experime凶 doneon白eD20 sample， presa加問on
was used for the suppression of出eresidual water resonance. 

All NMR sp配位awere processed with the NMRPipe package and peak intensities were 
measured using the PIPP program.τbe structures were calculated using simulated annealing 
protocol with the XPLOR 3.8 program. 

B. Inhibitory Activity Assay of the Peptides: 
Thermolysin， SGMP 11， Pseudomonas elastase or vimelysin were incubated at 250C in 50mM 

PIPES (pH 7.0)， 10 mM CaC12， 0.005% Triton X・100.A f10urescent peptide， M仁lCAc-Pro・Leu-
Gly-Leu-~pr(白lp)-Ala-Arg-NH2(8μおの was added for monitoring the remained enzyme activity. 
dIlmin was observed for 1 minute and initial velocities were calcula飽d.From the initial velocities， 
frl田 enzymeconcentrations were calculated. Non-linear least square analysis of the data was done 
using a computer program. 百leassociation constants (Ka) were determined by plotting fr白
e回 ymeconcentration against inhibitor concentration and Ki was calculated部Ki= 1/Ka. 
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皿. Results and Discussion: 
For the structure determination of AcKAI， calculation of 50 random structures was based on 

235 distance anq 15 dihedral angle restraints. Thirty-two (32) re(ined structures gave a backbone 
r.mふ dof 0.48 A. As for AcKAI2， a backbone r.m.s.d of 0.31 A was obtained for 27 final 
structures out of 50 random1y generated structures using 113 dist阻 ceand 9 dihedral angle 
restqlInts. For both peptides， none of the structures gave distance and angle violations greater than 
0.5 A and 5.0 degrees respectively. One striking feature found between the structures of AcKAl 
組 dAcKAl2 is that the Phe-Pro peptide bond is in cis-conformation. It was clearly shown by the 
presence of strong NOE peak between Phe Hαand Pro Hαfound in the NOE spectrum of each 
peptide. This is contrast with the corresponding part in SMPI. Based on the structure of SMPI 
(PDB accession code: lbhu)， Phe67・Pr068is in the trans-conformation. 

百leconformation along Cys-V al in the structures obtained for both AcKAl叩dAcKAI2is 
sirnilar to that of the conformation along the scissile bond in the intact protein. Superposition of 
陀 siduesCys-V al明Argof AcKAl and AcKAl2 with th~t of corresRQnding three residues in SMPI 
gave a r.m:s. difference for backbone atoms ofO.73 A and 0.57 A respe'ctively. This means that 
these parts show significant sirnilarity between SMPI and the two peptides. Because of this 
finding， it is expected that these peptides will also show comparable inhibitory activities against 
metalloproteinases which SMPI specifically inhibits. Inhibitory assay experiments are now being 
undertaken on these peptides. Other sirnilarities or differences between the two peptides and of 
each peptide with SMPI are still being investigated. 

ワ臼
円

L
噌

E
i



P19 レセプター刺激による活性化に伴う
G蛋白質αサブユニットの構造変化
中島勝弥 1、O大塚敦 1、千田麻祐子 1、 若 松 馨 1、田中剛史 2、

須貝真理子 2、河野俊之 2

(群馬大・工・生物化学工¥三菱化学生命研 2)

Conformation change of G proteinαsubunit upon activation by receptor stimulation 

K. Nakajima. A. Ohtsuka， M. Chida， K. Wakamatsu， T. Tanaka*， M. Sugai*， T. Kohno* 

Gunma University， *Mitsubishikasei Institute 01 L俳 Sciences

G protein plays important roles in signal transduction in cell membranes. Upon ligand binding， G 

protein-coupled receptors promote release of GDP from G proteinαsubunits， but the associated 

conformation change in the αsubunits has not been elucidated. Although the receptor is known to 

interact叫ththe C-terminal region of theαsubunit， the conformation change in that region alone 

cannot acount for the enhanced GDP release because GDP binding sites are not c10se to the C-

terminal region. Wepostulate that conformation change in the C-terminal region is transmitted to the 

GDP binding sites via the ion pair between the C-terminal 凶 helixand the s2/s3 loop (GDP binding 

site is located to the N-terminus of the s2・strand)based on the poor receptor-coupling ability of the 

mutants lacking the ion pair. Analysis using αsubunits amino acid-selectively double-Iabeled with 

13C and 15N confirmed the conformation change near the ion pair. 

G蛋白質は細胞膜情報伝達においてレセプターとエフェクターとを共役し、細胞外

シグナルの細胞内への伝達・増幅を調節する主要な機能を担っている。リガンドの結

合したレセプターは G蛋白質αサブユニットと相互作用して GDPの解離を促進する

と考えられているが、 αサブユニットのどの部分にどの様な構造変化が起きて促進す

るのかは不明である。レセプターと結合する αサプユニットの部位は C末端領域のα
5ヘリックスと考えられているが、 α5ヘリックスは GDPとの結合に直接関与して

いないのでその構造変化は何らかの方法で GDP結合領域へ伝わるはずである。我々

はαサブユニットの C末端の α5ヘリックスがレセプター刺激によって構造変化を

起こし、 α5ヘリックスと β2/83ループとの聞のイオンペアを介して GDP結合領

域に伝えられるという仮説を立てている。実際に、このイオンペアを破壊したミュー

タントではレセプター刺激によってあまり活性化されなくなった。また、アミノ酸選

択的に安定同位体二重標識したG蛋白質αサブユニットを用いて測定したところ、レ

セプターと同様に GDPの解離を促進するレセプター低分子モデルで、実際に α5ヘ

リックスのイオンペア近傍のシグナルが特異的に変化することを見いだした。

キーワード G蛋白質、レセプタ一、アミノ酸選択的ラベル、立体構造変化

著者ふりがな:なかじまかつや、おおつかあっし、ちだまゆこ、わかまっかおり、

たなかたけし、すがいまりこ、こうのとしゆき

内
《

u
q
L
 

唱
B
A



P20 HMG2 box Bの立体構造および DNAとの相互作用の解析

(都立大・理\東京理科大・基礎工~) 0江奈武一郎 l、

楯真一¥吉岡研一三吉田充輝 2、甲斐荘正恒 l

Structure determination of HMG2 box B and its binding studies with DNA 

Buichiro Ena 1， Shin-ichi Tate 1 ， Ken-ichi Yoshioka2， Michiteru Yoshida2， Masatsune Kainosho 1 

Department ofChemistry， Tokyo Metropolitan University 1 

Department of Biological Science and Techno!ogy， Science Uni versity of Toky02 

High mobility group (HMG) 2 is a nonspecific DNA binding protein and is considered to play 

various important biological functions. As some of the HMG pro飽ins，such as SRY or LEF-I bind to 

specific s叫uences，there have been considerable interests to search for the origin of the specificity or 

nonspecificity of the DNA binding property in terms of three-dimensional structures of the HMG 

proteins. As there has so far been no structural studies for HMG2， we solved the solution structure of 

the box B of HMG2 by NMR， and compar吋 itwith the structures of the other HMG pro飽ins. The 

chemical shift perturbation experiments with three di仔erentDNA oligomers were carried out， leading 

us to confirm its sequence nonspecificity in the DNA recognition. 

HMG蛋白質は DNA複製などの生体中の多くの重要な反応に関わり、 HMG-boxと

呼ばれる共通の DNA結合部位をもっ。 HMG-boxには特定の DNA塩基配列を認識するク

ラスと、 DNAの折れ曲がりのような立体構造上の特徴を認識するクラスが存在する。

HMG-boxが、どのようにして異なった分子認識機能を果たし得るかに関しては大きな興味

が持たれてきたものの、未だに詳しい解明がなされていない。本研究は配列非特異的な認識

をする HMG2box B(78残基)の立体構造を決定し、 DNAオリゴマーとの相互作用解析等を

含めて HMG-boxのDNA認識機構に関する知見を得ょうとしたものである。

HMG2 box Bの立体構造は安定同位体核利用多次元 NMR法による 1，840個の距離

情報と 64個の二面角情報をもとに X-PLORによる構造計算を行い、主鎖の重ね合わせの

R.M.S.D.が 0.35Aの精度で決定した。他の HMG-boxと同様に 3本の α一ヘリックスを持

つがその空間配置にわずかではあるが差がみられている。 DNAオリゴマーとの相互作用に

よる立体構造変化を研究するために、 lON均一標識した HMG2boxBを用い、 lH-13NHSQC

スペクトルに及ぼすオリゴマーの添加効果を検討した。 HMG2boxBでは特異的な DNA結

合配列が知られていないために本研究では既知の HMG-box結合配列を参考にし、立体構

造の柔軟性が異なると期待される 3種類の DNAオリゴマーを選んだ。これらのオリゴマー

の添加により boxBの HSQCスペクトル上で広範な化学シフト変化が認められたものの、

各複合体聞に誘起されたシフト変化に大きな違いは見られず、 HMG2が特定の認識配列を

持たないことが確認された。

HMG2boxB、立体構造、 DNAオリゴマー添加効果、 lH_1ユNHSQC

えなぶいちろう、たてしんいち、よしおかけんいち、よしだみちてる、かいのしようま

さつね
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P21 マイクロ波温度ジャンプNMR法によるタンパク質フォールディングの研究

(神戸大自然科学)0)11上勝、赤坂一之

Protein Folding Studied by Microwave Temperature-jump NMR 

Graduate School of Science and Technology， Kobe University 

Masaru Kawakami and Kazuyuki Akasaka 

An efficient microwave TemperatureてjumpNMR technique utilizing a dielectric 

resonator was developed and applied to the unfolding study of bovine alpha-lactalbumin 

(Bし<¥).One-Dimensional temperature寸umpNMR spectra indicated that tertiary structure of 

BlA was largely destroyed within the temperature-jump event. However， some peaks 

showed gradual high-field shift with time after the jump， indicating an existence of further 

conformational changes. From assignments of these peaks made by SC-2D NMR spectroscopy， 

it was found that these signals come from amino acids which form the non-native 

hydrophobic cluster in the unfolded state.τb.ese results indicate a formation of non-native 

structure in the unfolding process of BlA. 

我々は誘電体共振器を導入したマイクロ波温度ジャンプNMR装置の開発を行っ

ている。これまでに、本学会において装置開発の経緯と、本装置によるタンパク質

の熱変性過程への応用例を報告してきた (NMR討論会第34"'37回要旨集参照)。

今回、さらに装置の性能を向上させ、数十ミリ秒という早い反応を追跡することが

可能になった。これにより、 αラクトアルブミンのアンフォールディングに関して

新たな知見を得たのでこれを報告する。

試料撹梓用のスクリュ一部分を改良したことにより、温度ジャンプ後、温度の不

均一が解消されるまでの時間がそれまでの 50"'100ミリ秒から、 1 0ミリ秒に

まで短縮された。今回、 pH7，尿素4M存在下、 αラクトアルブミン (BLA)の、

40度から 60度への温度ジャンプ(15msec)によって引き起こされるアンフォー

ルディング過程を測定した。その結果、ジャンプ直後、そのNMRスペクトルはほ

ぼ熱変性状態のそれと類似しており、すでにBLAの高次構造はほぼ崩壊している

ことが示唆された。しかしジャンプ後の時間経過に伴い、ゆっくりと (τ 毎330ms)

の時間スケールで高磁場にシフトする残基が有ることが分かつた。状態相関 2次元

NMRにより、これらの残基は、変性状態で非天然の疎水クラスターを形成する残

基と帰属された。従って、ジャンプ後のゆっくりとしたシフトは、非天然様の構造

を再構成する過程であると思われる。

キーワード:マイクロ波、温度ジャンプNMR、タンパク質、フォールディング

かわかみまさる、 あかさかかずゆき

-125-



P22 ジストロフィン刊ドメインと 8ージストログリカンとの相互作

用解析

(東大院農 l、東大生物生産セ人国立精神神経セ神経研 3) 0加

藤有介 l、永田宏次ヘ伊藤三恵 l、野口倍 3、.吉田幹晴 3、小沢銀

二郎 3、田之倉優 l

In vitro analysis of the interaction between the dystrophin W W  domain and 

s-dystroglycan PY motif. 

OYusuke Kato1， Koji Nagata2， Mie Ito1， Satoru Noguchi3， Mikiharu Yoshida3， Eトjiro

Ozawa3， Masaru Tanokura1 

lDept. Appl. Bio. Chem. Biotechnol.， 2Biotechnol. Res. Ctr.， Univ. Tokyo， 3 Dept. Cell 

Biol.， Natl. Inst. Neurosci.， NCNP 

We have studied the intermolecular inte悶 ctionわゆ。 bysu巾但 plasmon陪;onan偲 (SPR)and 

NMR to investigate the structural basis of Duchenne and Becker Muscular Dystrophy.官，es開:!<:ific

inter百ction国 tw田 nめed何回phinWW  domain and s-dystroglyl田 nPY motif (RSPPPYVP-NH2) 

waso胎ervl伺 in出eSPRm回剖rements.In the lH・15NHSQC 5院は問，提巾Iaddition of the 

unlabel剖酔dy曲。gly田 nPY motif to the 15N・la国leCIdystrophir、WWdomain cau毘 d肋e

d市emi田 Ishift岡山『加tionsof a同代 ofsignals.刊 eassignmen包 ofthe NMR signals werモ

ob句柄倒的mthe triple-reねnan但 NMRda回 ofthe 13C/15N-labeled dystrophin WW  domain， 

and thus we identified the amino-add 陪 idu田 involvl剖 inthe intermol偲 Jlarinteraction. 

Structure cal印刷onof the dystrophin WW  domain and de回i凶 analysisof the intermoleαJlar 

interactior可a陀 nowin prog陀 SS.

[目的]

ジストロフィンは細胞膜の裏打ちタンパク質でおもに筋細胞に存在し、その

変異・欠失により重篤な筋ジストロフィーが引き起こされる。ジストロフィン

は8ージストログリカン(s-DG) と相互作用することによりその機能を発現

している。この相互作用にはジストロフィンの附ドメインの関与が予想されて

いるが未だ実証されていない。本研究では開ドメインと s-DGとの問での相互

作用解析・立体構造解析を行うことで、 wwドメインのジストロフィン中での機

能を明らかにすることを目的としている。

NMR，ジストロフィン，リフォールディング

かとう ゅうすけ、ながた こうじ、いとう みえ、のぐち さとる、

よしだみきはる、おざわえいじろう、たのくら まさる
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立体構造解析のためには大量の試料が必要であるため、T7プロモータを思いた

糊ドメイン大腸欝発現系を構築した。 N末端にむ註Is-t呈gを持つ発現隅ドメイ

ンを尿素存在下で Ni-NTA昌garose(QI により精製し、ゲルろ過カラムに還

すことでリフォーjレディングさせ、特異的プロテアーゼを舟いて 6xHis-tag

去した。こうして得られた開ドメインは中性では搭解度が抵かったが、

を3，5まで下げることで数 mMまで溶解度が向上し NMRによる構造解析が可能と

なった。そこで出酸性領域における開ドメインの立体構造解析の妥当性を検寵

した。まず、 p註3.5から pH7.5の範盟で CDスペクトル(1 nm)に顕著な変

はなかったので、この領域で間接の二次構造を持つことが示された。さらに表

菌プラズモン共鳴(SRめから、凶3.5および、 oにおいて開ドメインと 8 拠

出来のまSPPPYVPペプチド簡で相互作用が確認された。また、ラベル体を舟い

て HS配による滴定実験を行ったところ、ペプチド添加により特定残基の

シグナルの化学シフト変化が観概されたことからも相互作用が確認された。

ダブルラベル体を調製して開設による立体構造解析を進めている。
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P23 Vesl-lSの立体構造解析

c三菱化学生命研・構造解析、 2理研・遺伝生化学)
0田中剛史1、須貝真理子l、伊藤隆2、井ノ口馨1、河野俊之1

S S鋭tructu町lf叫 Analysis0ぱfVesl-l山

Takeshi Tanakal， Mariko Sug氾t，Yutaka Itd， Kaoru Inokuchit， Toshiyuki Kohnol 

IMitsubishi Kasei Institute 01 L俳 Sciences，2Laboratory 01 Cellular and Molecular 
Biology， The Institute 01 Physical and Chemical Research (RIKEN) 

Vesl・IS(186創出noacids) is one of the post synaptic density pro匂ins，whose expression is 
regulated during long term potentiation (LTP) in出ehippocampus. Vesl-1S may contribute to 
formation of synaptic plasticity by 問 gulatingthe clustering or assembling of group 1 metabot-
oropic glutamate receptors or inositol triphosphate receptors. Vesl-lS contains EVHl domain 
(30% conservation) at N-terminal 113 residues which binds to proline rich motif， PPXXFr， 
found in receptors above. 

In the present study， we determined backbone assignment and predicted the secondary stru-
cture of Vesl・ISusing t榊 resonance3D NMR spectroscopy on uniformly 15N / t3C labeled 
Vesl-1S. We also investigated chemical shift perturbation of uniformly 15N labeled Vesl-lS 
upon binding peptides derived from receptors above. 

Vesl-1S (アミノ酸186残基)は海馬LTPに伴いシナプス後膜で発現誘導され、 I型
代謝型グルタミン酸レセプターやイノシトール3リン酸レセプターのクラスタリング
やアセンブリを制御することでシナプス可塑性に関与していると考えられている。
Vesl-1SのN末端側113残基はEVH1ドメインと約30%のアミノ酸相向性があり、こ
の領域でレセプターのPPXXFr配列と選択的に結合するがその機構はこれまで明らか
となっていない。そこで我々はNMRを用いVesl-1Sの立体構造および選択的リガン
ド認識機構を解明すること目的とした。

<実験>

15Nユニフォームラベルおよび15N;t3cユニフォームラベルしたVesl-1Sを大腸菌を

用いた発現系により調製した。測定は90%H20 -10% D20 100 mMリン酸バッフ
ァー (pH6.5)を用い30・Cで行った。また、 PP氾CFr配列を持つレセプターの部分

ペプチドを化学合成により得た (mGluR:ALTPPSPFRD， IP3R: LNNPPKKFRD， 
RyR: SLRPPHHFSP)。

主鎖シグナルの帰属のために15N/13CユニフォームラベルしたVesl-1Sを用い、 lH-

15NHSQC、HNCA、HN(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NNH、HNCOの測定を

行った。また、 15NユニフォームラベルしたVesl-1Sを用いlH-15NHSQCを測定し、

レセプターの部分ペプチドによるアミドシグナルのChemica1Shift Perturbationを
調べた。

キーワード:VesトlS、多次元NMR、立体構造解析

たなかたけし、すがい まりこ、いとう ゆたか、いのくち かおる、
こうの としゆき
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<結果および考察>

これまでに11個のPro残基を除く 175残基のうち158残基 (90%)の主鎖lHN、
13Cα、15N核の帰属をすることができた。 13Cs核は8個のGly残基と11個のPro残基を

除く 167残基のうち150残基 (90%)が帰属できた。
帰属された13Cα、13Cs核のChemicalShift IndexからVesl-1SのN末端側113残基は

MenaEVH1ドメインとほぼ相同な2次構造を持ち、 C末端側73残基にはランダムコ
イルが多いことが推測された。このことからVesl-1SのN末端領域はEVH1foldを形
成していることが示唆された。

アミドシグナルのChemica1Shift PerturbationからおもにPhe14-I1e16、Thr20
-Trp24、Tyr68がレセプタ一部分ペプチドとの結合に関与していることが示唆され
た。これらの領域は1次構造上MenaEVH1ドメインのペプチド結合領域に相当して
いるがアミノ酸の相同性は低い。このことからVesl-1SとMenaの異なるペプチド選
択性はアミノ酸の相違に起因していることが示唆された。
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P24 ω-conotoxin MVIIC野生型と改変体の

構造比較

(三菱生命研)0小林邦子、佐々木亨、佐藤一紀、河野俊之

Comparison of structures of the wild type and the analog of 

ω-conotoxin MVIIC 

Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

kuniko Kobavash!， Toru Sasaki， Kazuki Sato， and Toshiyuki Kohno 

We have compared the structures ofthe wild type and the analog ofω-conotoxin MVIIC (ω-

CTX MVIIC) by lH-NMR. The peptideωーCTXMVIIC derived from a venom of the fish-

hunting sea snail Conus magus has 26 arnino acids residues including six cysteine residues 

which form three disulfide bonds. This peptide blocks P-and Q-type Ca2
+ currents by binding 

with high affinity to voltage-sensitive Ca2+ channels. It also blocks N-type Ca2+ current but its 

affinity is low. We have made the analog ofω-CTX MVIIC which maintains high affinity to 

P/Q-type channels but loses affinity to N-type channel. According to the 10 spectra of the 

arnide proton region of the wild type and the analog， chemical shifts did not change in five 

residues. All these residues are located in the s-strands which form a triple-stranded s-sheet 

in the wild type. Thus， the analog maintains the core structure of the wild type. 

[序]

ro-conotoxin MVIIC (ω-CTXMVIIC)はイモガイの毒液由来のペプチドで、 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。このペプチ

ドは、カルシウムチャネルのP/Q型に結合してイオンの流入を阻害するが、 N型に対

しても弱い活性を持つ。我々は、ro-CTXMVIICをもとにして、選択性の非常に高い

改変体の作成に成功した。アミノ酸残基を 3個入れ替えた(S17K、S19R、K25R)こ

の改変体は、野生型のP/Q型結合活性はそのまま保持しているが、 N型カルシウム

チャネルに対する活性は大幅に低下した。野生型と改変体の活性の違いが構造の面

キーワード:カルシウムチャネル阻害、ペプチド、改変体、活性、立体構造

。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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ではどうなっているのか。この点から、両者の構造を比較した。

[実験]

野生型および改変体のペプチドを化学合成し、 9mM、 pH4.0でサンプル調製し

た。 NMR測定にはBruker製 DRX・500を使用した。 288K において軽水中の 1次元

'H-NMR測定を行い、野生型と改変体のスベクトルを比較した。さらに、軽水中での

2次元 'H-NMR測定(DQF-COSY、TOCSY、NOESY)を3種の温度 (288K、298

K、310K)で行った。現在、立体構造を解析している。

[結果および考察]

野生型と改変体の 1次元スベクトルの比較から以下の知見が得られた。改変体の

アミドプロトンのケミカルシフト値が野生型と比べて全く移動しなかったものが5

残基あった。下図の*で示した残基、 C8、C20、G21、R22、G24である。特にC20と

G24は、隣接残基を置換したにも関わらず変化していない。図から明らかなように、

これらの 5残基はいずれも、野生型において戸鎖上に存在する。野生型では 3本の

ジスルフイド結合によってペプチドがコンパクトに折り畳まれ、 Fシートを中心に

コアが形成されている。したがって、改変体でも戸シートの骨格部分は野生型とほ

ぼ同ーの構造を保っていると考えられる。野生型と改変体の活性の違いは、ペプチ

ド表面の電荷分布からくる可能性がある。

l
 z

J
 

勾
'e5 -h叶 20 凸

U1
 

analog 

CKGKGApeRKTMYDCCSG2CGRRGEe-NH2 

Ih'̂ sア̂ s3山

CKGKGApeRKTMYDeckGRCGRRGRC-NH2 

wild type 

* *** * 
Figure 1. Primary structure of the wild 'type and the analog ofω-CTX MVIIC. Six Cys 

residues are shown in bold letters， which form three disulfide bonds. It is known that the wild 

type has three s-strands. Underlined residues indicate the substituted residues in analog. 

Asterisks indicate the residues whose the chernical shifts of amide protons are same between 

the wild type and the analog. 
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P25 エラスチンタンパク質のコアセルベーション前後
における分子運動性の解析

(名工大・工) 0吉水広明、杉浦雅紀、藤原美穂、
辻田義治、木下隆利

A Study of Molecular Motions in Coacervation of Elastin Protein 
(Nagoya Institute ofTechnology) HiroakiYO究開MTZTr，Masanori SUGIURA， 

Miho FUJIWARA， Yoshiharu TSUJITA， Takatoshi KINOSHITA 

We discussed the molecular mobility and the self-diffusion of elastin protein in aqu回 ussolution in order to 
c1ari今the∞也伐rvationphenomenon which is due ωthe formation of the dense and dilute phase of elastin in 
aqueous solution and one of the important role on the formation of elぉtinfiber in native systems. The spin-
lattice relaxation time (TI) for the methyl proぬnsof the Ala in elastin (50mg!ml) increased with the temp釘 ature，
and the increase became especially remarkable above 45 .C the ∞acervation comes about. On the other hand， 

T1 for the concentrated elastin aquωus solution (587mg!ml) was short and unchanged at about 45 .C， because 
this concentration is equal ωthe coacervate drops， i.e.， the dense phase. From the measurements of the self-
di仔usionωefficients(0) for the two elastin aqu回 ussolutions， the same results were obtained as well as the 

case ofT1・

1.エラスチンは大動脈壁、靭帯など持続的に強い力を受ける組織で伸展性、弾力性

を示す構造蛋白質である。このエラスチンの水溶液は温度上昇とともに体温付近で

均一溶液から不均一溶液に変わる、いわゆるコアセルベーシヨンと呼ばれる現象を

示す。本研究では、このコアセルベーション前後における、エラスチンの分子運動

性の変化について、 NMR測定より検討した。

2.実験に用いたエラスチンは牛の頚部靭帯を熱シュウ酸処理により可溶化したもの

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測定は測定温度範囲

25......60.Cで、 50及び 587mg/mlのエラスチン水溶液(溶媒:D20)を用いて行った。

装置には varian社製 UNITY400 plus NMR分光計を用いた。本研究ではピークが

明確で帰属が容易な Alaの Cβメチルプロトン由来のピークに着目した。

3.まず、コアセルベーション前後における T1Hの温度依存性を検討した。 T1Hは濃度

依存性が大きく、 587mg/mlの方が短い値であった。コアセルベーションを起こさ

ない濃度(587mg/ml)では温度による大きな変化は見らないのに対し、 50mg/mlで

は温度とともに長くなった。特に 45.C付近から増加の割合が大きくなり、濁度測定

によるコアセルベート液滴の形成温度と一致した。 45.Cからの急激な変化は、 T154の

非常に長い低濃度相と、コアセルベート液滴、即ち T1Hの短い高濃度相との間での

エラスチン分子の速い交換を考えることで説明できる。

次に PFGlH NMR測定を行い、エラスチン分子全体の拡散運動性を検討した。得

られたスベクトルデータより、不均一系であるコアセルベーション後においてもエ

ラスチン分子の拡散成分は一成分であることが分かった。これは、 TIH測定結果と同

様、高濃度相と低濃度相の聞のエラスチン分子の吏換が非常に早いことに起因する

と考えられる。またこれは、本実験で得た自己拡散係数と測定条件として用いた拡

散時間とからエラスチンの平均拡散行程距離を見積もったところ、それは動的光散

乱実験等で報告されているコアセルベート液滴の流体力学半径よりも大きいことか

ら裏付けられる。

キーワード:エラスチン、コアセルぺーション、分子運動性、 PFG-NMR

よしみずひろあき、すぎうらまさのり、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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P26 Ubiquitin Binding Interface Mapping on Yeast Ubiquitin 

Hydrolase (YUH1) by NMR Chemical Shift Perturbation 
(理研遺伝生化学東京医科歯科大歯2 三菱化学生命研3 北里大理4)

o Sundaresan Rajesh 1， 2，伊藤隆坂本泰一3 岩本真理子3 小寺畿男3，4

土田慣夫2 柴田武彦河野俊之3

Ubiquitin Binding Interface Mapping on Yeast Ubiquitin Hydrolase 

(YUH1) by NMR Chemical Shift Perturbation 

oSundaresan Rajesh，1，2 Yutaka Ito，1 Taiichi Sakamoto，3 Mariko Iwamoto，3 Yoshio Kodera，3.4 

Nobuo Tsuchida，2 Takehiko Shibata，1 and Toshiyuki Kohno3 

ILaborョtoryof Cell. & Mo/. Bio/ogy， The Institute of Physical and Chemical Researむh(RIKEN) 

2Laboratory of Mo/. & Cellular Onco/ogy， Faculty of Dentistry， Tokyo Medical and Dental University 

3Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences， 4Department of Physics， Kitasato University 

ABSTRACT 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1， 26kDa) is involved in the processing of Ubiquitin (Ub) 

precursors and Ub-protein fusions. Complete backbone and side chain assignments of YUH1 was 

obtained. The global fold of free YUH1 has been determined. The refined solution structure will be 

presented. Backbone assignments were also obtained for the YUH1-Ub mixture and the YUH1・Ub

covalent complex. The Ub binding interface was mapped onto the secondary structure of free 

YUH1 and extrapolated onto the crystal structure of UCHL3 (human homologue ofYUH1). A model 

for Ub binding to YUH1 (UCHL3) was envisaged. A structural explanation is provided to explain the 

high specificity of Ubiquitin C-terminal hydrolases in recognizing Ub-linked substrates for cleavage. 

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-terminal extensions. YUH1 shares 30% sequence identity with its 

human homologue UCHL3. The reaction mechanism is conserved and involves the formation of a 

thio-ester intermediate with the C-terminal -COOH of Ub. 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.っちだのぶお，

しばたたけひこ，こうのとしゆき
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EXPERIMENTAL METHOD5 

The backbone lHN， lHα13Cα， 13C' and 15N resonance assignments of YUH1 were 

achieved by analysing the 3D HNCA， HN(CO)CA， HNCO， HCA(CO)NNH， CBCANNH and 

CBCA(CO)NNH spectra with deuterium decoupling. The side chain lH and 13C resonance 

assignments were achieved using HBHA(CBCACO)NNH， H(CCCO)NNH and CBCA(CO)NNH， 

CC(CO)NNH spectra respectively. Backbone sequential， intermediate and long range NOEs were 

obtained using the 3D 15N-separat凶 NOESY-HSQCspectra. 50%_2H/usC/15N YUH1 was used 

for the above experiments. Amino acid selectively labelled YUH1 samples eg.， ILV-1H/13Cj15N， 

Fy_1Hj15N_(bg_2H/15N)_YUH1 and ILVFy_1H/15N， u-2H/15N-YUH1 were used to record CC(CO)NNH， 

H(CCCO)NNH，15N-鵠 paratedNOESY-HSQC and 13C-separated NOESY-HSQC spectra 

For YUH1・Ubinteraction analysis， multipoint titrations were performed using U_15N_ 

labelled YUH1 and unlabelled Ub in molar ratios of 1 :0， 1 :0.5， 1 :1， 1 :1.5 and 1 :2. A series of 1H_15N 

HSQC spectra of YUH1 were obtained for each of the steps mentioned above. 3D HNCA， 

HN(CO)CA， HN(COCA)CB spectra were recorded to assign the backbone resonances ofYUH1 in 

a1:3YUH1 ・Ubmixture and in the 35kDa YUH 1.・・Ubcovalent complex. 

RE5UL T5 AND DISCUSSION 

The secondary structu隠 ofYUH1， predicted on the basis of sequential， intermediate and 

long-range NOEs and CSI av of 1HN， 15NH， 13Ca and 13Cs shifts revealed a six strand beta sheet core 

surrounded by six helices and various long and short loop regions. The global fold representation of 

YUH1 is shown in figure 1. The secondary structure was identical to that of UCH-L3 (human 

homologue of YUH1)， figure 1. Refinement of YUH1 solution structure using full distance 

information from 50%_2HJ13C/15N or 50%_2H/15N-YUH1 is in progress. 

Intermediate exchange behaviour for Ub bound YUH1 was construed from the titration 

experiments， evidenced by line broadening and missing crosspeaks. Chemical shift perturbation of 

backbone resonances of YUH1 in a 1:3 YUH1・Ub，mixture delineated the Ub binding interface of 

YUH 1. However the large number of exchange broadened residues hampered a clear picture of the 

Ub binding inte巾偲.

A similar set of experiments as explained above was performed on a chemically 

synthesised YUH1-Ub∞valent complex. Almost 92% of backbone 1H， 15N resonances could be 

assigned for this 35kDa complex. Backbone 1H， 15N， 13Cαcorrelations could not be assigned for 20 

residues due to lack of connectivities in the 13C dimension. A slight conformational f1exibility around 

the active site regions may be responsible for the above phenomenon. Consistent with our earlier 

observation， chemical shift perturbation of YUH1 residues in YUH1・Ubcomplex clearly identified 

the Ub binding surface. Mapping these results onto the X-ray structure of UCHL3 revealed an 

extensive Ub binding su巾 ceon UCH family enzymes， stabilised by both electrostatic and 

hydrophobic forces. A hypothetical model for UCHL3 (YUH1)-Ub binding could be envisaged on 

the basis of the above results. 
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P27 ヌクレオチドプールの浄化に関与する酵素ヒト MTHlの構造解析

伊藤紀幸¥O三島正規 1、池上貴久 l、山県系ゆり子ヘ関口陸夫ヘ中別府雄作 1、白川昌宏 l

p奈良先端大・バイオ、 2阪大・薬、 3福歯大・生物、 4九大・生医研・生化、科技団・ CREST)

Structural studi巴sof human MTH 1， a nuc1eoside triphosphate pyrophosphohydrolase 

INoriyuki 1m， 01Masaki MIS凹MA，'Takahisa IK田 AMI，2y凶 koYAMAGATA， 3M凶sωSE阻GUCI-lI， .YI凶 aku

Nakabeppuand 'Masahiro SI-IIRAKAWA ('School ofBiological Sciences， Nara Instituteof Science and Technology， 

2Dept. ofPharm. Osaka University， 3Dept. ofBiology， Fukuoka Dental College， 'Med. Inst. ofBioreg.， Kyushu Univ. 

&CRESn 

RαICtlve oxygen IS gencrヨtOOduring aerobic cellular metabolism. Oxidi草刈 formof purine制 τ'P， 8-

oxo-<幻TPand 2-0H-dA TP are prod阻対 bythe reactive oxygen and misin∞rpra1ion of the制 τ'Psinto genomic 

DNA is known to be mutagenic.百 ehMτ'HIprotein is a nucleoside triphosphate pyrophosphohy<h>lase which 

hycrolyseふoxo-<むTP加 d2-0H-dATP to nucleoside mono phosphate， thereby preventing misin∞rpora1i on to 

genomic DNA.We aimOO to reveal the recognition mechanizm ofhMτ百1based on tertialy strucuture using solution 

NMR in this study 司巴 subsutitutionof valine for methionine at the resi伽 83of hM加 bygenetic 

polymo叩hismhave been known， and the thermostability ofM83-hMTHI has shown to be d問団sed.We also focus 

on this descripancy in terms of tertialy strucuture. 

停;】生体内で発生する活性酸素は、ゲノム DNAのみでなくヌクレオチドプール中に存在する DNA基質にも酸

化的損傷を与える。酸化損傷を受けた DNA基質は DNA複製に伴いゲノム DNA中に取り込まれ、突然変異を誘

発する。ヒト MTH1蛋白質(以下、 hMTHl)はヌクレオチドプール中に生成した損傷 DNA基質である 8-

oxo-dGTP、2-0H-dATP、などを認識し加水分解することによって突然変異を抑制する修復酵素である。本研

究では溶液 NMRを用いて hMTH1の溶液中での立体構造を決定し、分子認識機構の解明を目指す。また、 hMTH1

には遺伝的な多型があることが確認されおり、体質との相関に興味がもたれている。 83番の ValがMetに変異し

た変異型 Met83-hMTH1は熱安定性が低下することが報告されており、この 2つのサプタイプに構造学的な考察

を加えることも本研究の目的である。

[方法]15N、15N/1"Cラベル体の hMTH1(156アミノ酸残基)は、大腸菌の大量発現系を用いて作成した。 80%

D?OのM9培地を用いてJ5N、13C、2Hトリプルラベル体も作成した。 NMR測定は hMTH1濃度 1-2mM、 50mM

リン酸バッファー(pH7.4 )、 40mMKCI、10mMDTT、303Kで行った。主鎖の帰属には 3DC駅ごA(CO)NH、

CBCANH、HN(CA)CO、HNCOスペクトルを用いた。側鎖の帰属は 3DHCCH-TOCSY、C(CO)NH、H(CCO)NH、

15N TOCSY-HSQC、及び4D HC(CO)NHスペクトルを用いて行った.距雌情報の収集は 4D13CI'5N edlted 

NOESYによりf子った。

【結果】現在までに主鎖及び仮IJ鎖の帰属をほぼ完了した。 CSI法による 2次構造の予測と中距離の NOEを解析か

らhMTH1は2つのαヘリックスと 7つの8シートからなることが判った。これは同様の活性を持つ大腸菌 MutT

タンパク質の2次構造トポロジーとほぼ同じである。両者のアミノ酸配列の相向性が 17%と低いことを考えると、

この立体構造の類似性は興味深い。また遺伝子多型に影響を受ける 83番目の残基はβストランド上に存在する。

この残基がVa1→Met置換によって、 βシート部分の安定性が損なわれると推定される。 hMTH1は比較的βシー

ト含量の多い蛋白質であるので、 βストランド聞の水素結合の情報は構造決定にとって重要な要素であると考え

られる。そこで水素結合を確認する目的で、 3hJNCの展開による HNCO実験を試みている。展開時間の長い測定で

あるので重水素化した hMη引を用いて TROSY法による測定を行った。さらに HD交換実験と比較した結果を

本討論会において発表する予定である。

Key words: DNA repair， 8・oxo・dGTP，NucIeoside triphosphate pyrophosphohydrolase， TROSY， 

Hydrogen bond 

いとう のりゆき、 みしま まさき、 いけがみたかひさ、 やまがたゆりこ、 せきぐち むつお、な

かべっぷゅうさく、 しらかわ まさひろ
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P28 骨形成因子 I型レセプター細胞外ドメインおよびその変異体の溶液構造

(農水省・生物研 i、阪大・薬 2、阪大・蛋白研ワ

。八田知久 1.3、小西博子 2、加藤悦子 1、京極好正 3、小林祐次 2、山崎俊正 l

Solution structures of the extracellular domain of BMP type-I receptor and its mutants 

(National Institute of Agrobiological Resources1， Faculty of Pharmaceutical Science， Osaka 

University2， and Institute for Protein Research， Osaka University3) 

OTomohisa Hatta1

・ヘ Hiroko Konishe， Etsuko Katoh1， Yoshimasa Kyogoku3， Yuji Kobayashe， 
and Toshimasa Yamazaki1 

The 3D structure of the extracel1ular domain of BMP type-IA receptor (sBMPrlA) has been 

determined by NMR spectroscopy. Based on this structure， we designed and synthesized three 

mutant proteins with different binding affinity. One is a chimeric protein in which the nine 

amino acids ゆ168-Q76)of sBMPrlA was substitut巴dby the corresponding sequence of the 

TGF-s type-I receptor， and the other two are site-directed mutant proteins， Y70A and F75A. 

Comparison of 3D structures of these mutants led to the conclusion that F75 in the long， 

flexible loop is critical for the ligand binding of the BMP type-IA receptor. 

【序論】

骨形成因子(BMP)は TGF-sスーパーファミリーに属するサイトカインであり、骨

形成や細胞の初期発生および、アポトーシスなどに関与しているととが知られている。

BMPは細胞表面に存在する I型およびE型レセプターと結合することにより細胞内

へシグナルを伝達する o これら I型、 E型レセプターともに 1回膜貫通型レセプタ

ーであり、 Cysに富んだ 100-150残基の細胞外リガンド結合ドメイン、膜貫通ドメ

イン、および、細胞内 Ser/Thrキナーゼドメインから構成されている。本研究では、

I型レセプターのリガンド認識機構を解明するために、 BMP-IA型レセプターの細

胞外ドメイン(sBMPr1A、119残基)の立体構造を NMRを用いて決定した。さらに、

得られた構造をもとに数種の変異タンパク質を作成しリガンド認識部位を特定した。

[方法}

sBMPrlAおよび、その変異タンパク質はチオレドキシン融合タンパク質として大腸

蘭内で発現させた後、エ〉テロキナーゼで酵素消化して合成した。これらのタンパ

ク質の BMP-4に対するリガンド結合活性は表面プラズモン共鳴センサー(BIAcore)

を用いて測定した。安定同位体標識した sBMPrlAについて各種多次元 NMR測定を

行い、 NOE、水素結合情報および回転角情報をもとに X-'PLOR3.1を用いて立体構

造を決定した。変異タンパク質についても同様に安定同位体標識を行い NMRにより

立体構造を解析した。

骨形成因子、レセプタ一、溶液構造、変異体

はった ともひさ、 こにし ひろこ、かとう えっこ、きょうごく よしまさ、

こばやし ゅうじ、やまざき としまさ
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{結果および、考察}

sBMPrlAについて得られた NMR構造データ 3JHN_H，，)を検討することにより、

sBMPrlAは s-s結合の存在する Phc25-Leu 1 02の領域にのみ安定な立体構造を有し、

N 末端および C 末端領域は運動性の高いランダムコイル状態にあることが明らかに

102の安定構造領域)は、 3本のF鎖で構成される逆平行

手シート{併孔と、 2本のF鎖で構成される

逆平行匝シート :Phe2S-Ser3 およびヘリックス

される平面との二層構造を有し、比較的平坦な構造をとっている。 5本の Sδ 結合

の内 3本はこれら 2つの層の問に観測され、二層構造の安定化に寄与している。ま

た、 sBMPrlAには 2つの柔軟なループが存在する。 1つはがと鮮をつなぐ

で、 1本;の s-s結合と糖鎖結合部位を含む。もう 1つは併と併をつなぐであ

り、ループ中央に位置する Cys77はs5鎖中のと s-s結合を形成している。

とは逆平行巨シートを挟んで反対損iJに位置している O

我々は、①sBMPr1A の糖鎖はリガンド認識に関与していないこと、

レセプターファミリーの一次構造はにおいてアミノ離組成とシー

顕著な相違を示すこと、類似化合物 DPPの i型レセプター

q~j のが欠損した変異レセフターが機能を潟失することを考慮、して、 BMPI

を介してリガンドを認識すると推定した。これを証明するた

めに、 sBM針は の中の 9残基を、これに相当するす 1型レセプ夕、ーのア

ミ ノ酸シーケンスで置換したキメラタ ン パ ク 質 を デ ザ イ ン し 合 成 し

た。 NMRと CDを用いた溶液構造の解析および、 BIAcoreによるリガンド結合活性の

測定から、我々の予想通り、 sBMPrlAlす は sBMPr・]Aと同様の立体構造を有する

が、 BMP-4に対する結合能をほぼ完全に消失していることが証明された。これらの

結果から、 BMP1裂し〆七フターのリガンド認識には中の 9残基のシ ケンス

76残基主要な役割を果たしていることが明らかになった。

さらに詳細に IJガンミ結合部位を特定するために、中のま京71<性残基を Alaに

置換し，た Y70A変異休と F75/.¥変異体を合成したc 再変異体について NMRと CD

による溶液構造の解析および BIAcoreによるリガンド結合活性の瀦定を行ったとこ

ろ、 Y70A変異体は WTと同様の立体構造と間程度のリガンド結合能を保持している

ことを明らかにした。~方、 F75A 変異体も WT と同様の立体構造を保持しているが、

BMP-4に対する 1)ガンド結合能は完全に消失していた。以上のことから、 BMPI型

レセプターの Loo成、特に Phe75が BMP-4との結合に直接に関与していると結論さ

れる。

.B鍛PrlA: FLKCYC宍GP'，-::'PDDT.-':N:;，JTC ITNGHC.FA: 1 EEDDQつETτ'L'l'S，，:;('::鐙KY沼GSDFQ CKDSPKAo.:，RRTIECCR'I'NLCNQYLQPTL 

"15哀1: I..Q CFCH [~ C'".'KDNrT' 円七二LC:C'VS'lrET'I'DKV} riNS1<1 (;I坦工品目問問FVCAFSSKTGSVTTTYCCNQi:)E-{CNKIELPT'::

時間rlA/T日間 FI ， Y'-:YC'~~r 荊('PD;_'.7'.， TNN'I'ゴ ;:".c:--1引 iCl.' ，n.r:::s守口吋ヨr円LTSGCI}，，，EIDLI?RDRPF'lJCKDSPi{}'...QLRRTIECCR叩LCNOYLQP'~~J

ioPV 1 オ静一一一勝 Ii>Op þ~ 盤襲撃
戸l 日;Y~担 1¥汚

Fig. 1_ Amino acid sequences of sBMPτ1 A， TsR-I and [heir仁川mericprotein sBMPrlAJTsR-1 
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P29 HIV-2ヌクレオキヤプシドタンパク質の構造機能相関の研究

北里大理1，北里大医療衛生2，三菱化学生命研3

0小寺義男1，3，永井美佐1，平山幸司1，小松博義2，前田忠計l，

佐藤一紀3，河野俊之3

Study of the structur<←function relationships of the Human Immunodeficiency Virus Type-2 

Nucleocapsid protein 

ISchool of Science， Kitasato University， 2School of Allied Health Sciences， Kitasato 

University， 3Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

Yoshio Kodera 1人MisaNagai 1， Kouji Hirayama 1， Hiroyoshi Komatsu2， Tadakazu Maeda 1， 

Kazuki Sat03， Toshiyuki Kohn03 

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-II (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 N-terminal zinc finger flanked by the basic amino acid cluster， NCp8-f1， and 

that of the C-terminal zinc finger flanked by the basic amino acid cluster， NCp8・f2， have been 

determined. The structure-function relationships wiIl be discussed on the basis of 

comparison of the structures of NCp8・f1and NCp8-f2 with those of HIV -1 NC protein and 

other NC proteins. 

NCp8 

NCp7 

NCp8 

NCp7 

first zinc finger 
1 9 12 17 22 
4QQ R KV l R閤WN閏GKEG図SARQ園

NCp8・n
ふQRGNFRNQRKI I K固FN回GKEG固IAKN園

basic型坦':?acid second zinc fingぽ

hA F330G盆WK盆GKTG晶VMA K盆PERQA包
烹 η引:ζ♂

RAλP戸RIeRG園 WK圏GICEG函QMKD闇TERQA背

HIV-2，ヌクレオキャプシドタンパク質， zinc finger motif，立体構造

こでらよしお，ながいみさ，ひらやまこうじ，こまつひろよし，まえだただか
ず，さとうかずき，こうのとしゆき
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HIVのヌクレオキャプシドタンパク質 (NCタンパク質)はウイルス RNAの二量体

形成を促し，その二量体 RNAを新しいウイルス粒子内にパッケイジングする.ウイ

ルス増殖に必要不可欠なタンパク質である.

図に HIV-2の NCタンパク質 (NCp8)とHIV-lの NCタンパク質 (NCp7)のアミノ

酸配列を示す.一次構造上の相同性は約 65%である.また，両方とも 14残基から

なる zincfinger motif (ZFM)を2つ持ち， 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， NCタンパク質がウイルス RNAを認識して結合するメカニ

ズムは明らかにされていない.当研究ではこの状況を打開するために， HIV・2のヌ

クレオキャプシドタンパク質 (NCp8)に注目して研究を進めている.

NCp8， NCp7の一次構造，二次構造上の相同性は高い.にもかかわらず機能面にお

いて違いがある[4].我々は，この違いを立体構造の観点から説明することが NCp7，

NCp8双方のウイルス RNA認識機構解明につながると考えている.

昨年， NCp8の N端組，IJZFM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)の立体構造と機能の関係につい

て論文に発表した [5]. 現在は， linker領域と C端側 ZFMを含む 27アミノ酸残基の

部分ペプチド (NCp8-f2)の詳細な立体構造と機能の関係について考察している.

NCp8-f2は NCp7の相当領域と機能面において違いがある[4]ため，非常に興味深い

部分である.

討論会では， NCp8-f2とNCp8-flの立体構造を NCp7および他のレトロウイルスの

NCタンパク質の立体構造と比較して， NCタンパク質の構造機能相関について議論

する.

[1] J. L. Darlix， M. Lapadat-Tapolsky， H. De Rocquigny and B. P. Roques (1995)J. Mol. 
Biol. 254， 523-537. 

[2] M. F. Summers， T. L. South， B. Kim and D. R. Hare (1990) Biochemistry 29， 329-340. 

[3] R. N. De Guzman， Z. R. Wu， C. C. Stalling， L. Pappalardo， P. N. Borer， and M. F. 
Summers (1998) Science 279， 384-388. 

[4] H. Komatsu， T. Tsukahara and H. Tozawa (1996) Biochem. Mol. Biol.lnt. 38， 1143-54. 

[5] Y. Kodera， K. Sato， T. Tsukahara， H. Komatsu， T. Maeda and T. Kohno (1998) 
Biochemistry 37， 17704・17713.
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P30 モデルペプチドを用いたプリオン蛋白質(PrP)

タンデムリピートの研究

(北大院・理 l 、札医・保健医療 2 ) 

O吉田均 l、熊木康裕 I、松嶋範男 2、引地邦男 l、中田充夫

Structural study of tand棚 re岡崎ts曜時府間嶋削thinprion protein (PrP) 

4帽司 analysis'of the側Xゐl開iptidE掲

OH. Yoshida1， Y. Kumaki1， N. Matsushima~ ， K. Hikichi 1， M. Nakata1 

Division of Biological Scienc酎 GraduateSchool of Science， Hokkaido University' and School of 

Health Sciences， Sapporo Medical University2 

プリオン蛋白質(PrP)は主に脳・神経繊維で発現する約 200残基からなる蛋白質である。

この蛋白質の構造変化により生じる変異型蛋白質が、クロイツフェルト・ヤコブ病、スクレ

イピ一、牛スポンジ状脳症などの致死性の脳症を引き起こすという仮説が提案され、広く受

け入れられている。 PrP蛋白質の生体内での本来の機能についての研究は遅れていたが、 1997

年に正常な PrPは鋼イオンに結合し脳内での銅イオン濃度調整に関与している可能性が高い

ことが指摘された。 PrPの N末端側には 8残基 PHGGGWGQが 5回繰り返したタンデムリピー

トが存在する。この配列のモデルペプチドに銅イオンが結合することが報告され、この領域

が PrPの生理的機能を発現することが示唆されている。また、このタンデムリピート領域を

含む PrP全長の立体構造が、 1997年に K.Wuthrichらはマウス PrP、P.E. Wrightらはハ

ムスター PrPを用いて NMRi.去により解析されている。しかし、タンデムリピート領域はピー

クの重なりにより距離情報や角度情報が現在まで得られていない。

タンデムリピート領域の構造をより詳細に明らかにすることは、銅イオンとの結合の機構

等を理解する上で重要で・ある。本研究の日的は、このタンデムリビート領域の構造を明らか

にすることである。ピークの重なりによるピークの帰属のあいまきを解消するために、我々

は l回及び 2回単位配列を繰り返したモデルペプチドを作成した。さらに、立体構造の自由

度を減少させることを期待して環状化ペプチドも作成した。鎖状および環状のペプチドを低

温下で測定することにより安定な構造の形成を促進した。

NMR測定は、 ]EOLα500およびa600を用いて行った。 DQF-COSY、TOCSY、NOESYを 278K

で測定した。測定に用いた全ペプチドにおいて、 PHGGGWω 単位配列由来のピークの完全帰

属に成功した。 278から 313Kにかけて TOCSYを測定し、アミド基のケミカルシフトの温度

係数を得た。

ケミカルシフトの温度係数、 NOEなどの構造パラメーターから、 GWIω でターンを形成して

いることが示唆された。モデルペプチドから得られた構造情報をもとにプリオン蛋白質のタ

ンデムリピートの構造を検討中である。

キーワード:プリオン、 tandemrepeat，立体構造

よしだひとし、くまきやすひろ、ひきちくにお、なかたみつお
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P31 小麦臨芽レクチンと糖鎖との相互作用の解析

(工技院生命研 1・バリアンテクノロジーズジャパン 2)

0金津健治¥石塚靖子 1、根本暢明 2、根本直 l、中西洋志 l

Interactions between wheat g'町 mlectin and sugar chains 

(National Institute of Bioscin配 eand Human-Technologyl and Varian Technologies Japan 

L凶乃KenjiKan位 awa，Yasuko Ishizuka， Nobuaki Nemoto， Tadashi Nemoto， and Hiroshi 

Nakanishi 

In order to clarify the interactions between wheat germ lectin (WGA) and N，N'-

diacethylchitobiose (GlcNAc)2 in an aqu∞us solution we measured T lp filtered仕組sferred-

NOE (TRNOE) spectra of solution containing both WGA and (GlcNAc)2・Weobserved some 

1RNOE crosspe誌samong proton pairs of (GlcNAc)2・The田 crosspeaksare too weak旬

observe without WGA， whereas we observed such stronger crosspeaks泊白epresence of 

WGA. These results indicate that (GlcNAc)2 interacts with WGA somehow and is in 

chemical exchange between the states free from WGA and bound加 W GA.

水溶液中での小麦腔芽レクチン(WGA)と糖鎖との相互作用を研究するため、WGA-N，

Nジアセチルキトビオース混合溶液の2次元 T1Pfiltered岡田ferred-NOE(τRNOE)ス

ペクトルを測定した 1)。その結果、次のような N，N'-ジアセチルキトピオース分子

内の1RNOEピークが観測された;(1)同一残基内のアセトアミド基のメチルプロ

トンとピラノース環2位のメチンプロトンとのクロスピーク及び(2 )非還元末端

のアセトアミド基のメチルプロトンと還元末端 6位のメチレンプロトンとのクロス

ピーク。これらのクロスピークは N，N'-ジアセチルキトビオース単独の場合には、

強度が極端に弱く、ほとんど認められない。従って、 WGAと N，N'・ジアセチルキ

トピオースとの混合物において上記の TRNOEクロスピークが観測されることから、

両者は何らかの相互作用をしていることがわかる。 WGA-N，N'ジアセチルキトピオ

ースコンプレックス中の糖鎖の立体構造については、現在、さらに検討を行ってい

る。

1) T. Scherf and J. Anglister， Biophys.人 64，754-761(1993).

キーワード:レクチン、糖鎖、相互作用、1RNOE

かなざわ けんじ、いじずかやすこ、ねもと のぶあき、ねもとただし、なか

にしひろし
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P32 Musashi1タンパク質の 2つの RNA結合ドメインの構造・運動性・相互

作用残基と RNA結合能との関連 (横浜田大・工 1、阪大・医 2)

0小林央典 1、渡遭道直 1、菅野玲介 1、永田崇 1、佐伯純一 1、栗原靖

之 1、今井貴雄2、榊原伸一 Z、岡野栄之 2、上杉晴ー 1、片平正人 1

Structure， dynamics and binding activity of neural RNA-binding protein， Musashi1 

Hisanori Kobayashil， Michinao Watanabel， Reisuke Kanno¥Takashi Nagatal， Jun-ichi Saekil， 

Yasuyuki Kurihara 1， Takao Imai2， Shinichi Sakakibara2， Hideyuki Okano2， Seiichi Uesugi 1 and 

Masato Katahira 1 C Department of Chemistry and Biotechnology， Yokohama National 

University， 20saka University Medical School) 

Musashi 1 is abundantly expressed in the developing mouse central nervous system and its 

involvement in asymmetric cell division is suggested. Musashi1 has two RNP-type RNA-

binding domains (RBD1 and RBD2) and specifically binds to rG/ AUU(U)AGU sequence. 

RBD1 binds to the target RNA much more strongly than RBD2. We have determined the 

structure of both RBDs. Interactions of both RBDs with the target RNA have been examined 

by chemical shift pe代urbationmethod. Dynamics of both RBDs has also been analyzed. On 

the basis of these results， the origin of the difference in affinity to the target RNA is 

discussed in terms of both structural and dynamical aspects. 

(序)Musashi1 は神経系に特異的な RNA結合タンパク質で、細胞の非対称分裂に関与し、神

経細胞の分化を制御していると考えられている。 Musashi1 はタンデムに連なった 2つのリボ核

蛋白質(RNP)型の RNA結合ドメイン(RBD1友び RBD2)を有している。Selex法により、Musashi1

の標的 RNA配列が得られている。ゲルシフトの実験によると、 RBD1 は標的 RNA配列に強く結

合するが、 RBD2は結合しない。また、 2つのドメインを連結すると、結合能は RBD1単独の時

より 100僧上昇する。我々はこれまでに RBD2の立体構造友ぴ標的 RNAとの相互作用様式につ

いて報告してきた 1)。今回は RBD1 の立体構造友ぴ標的 RNAとの相互作用様式について報告す

る。また RBD1及び RBD2の運動性の解析についても報告する。そして RBD1 と RBD2の結合

能の差を、立体精造、相互作用様式及び運動性の面から考察する。

(方法) 15N標識した RBD1友び RBD2は、発現量を増加させるためにビタミン及び金属を加

えた培地を用いて発現させ、各種カラムクロマトグラフィーにより精製して得た。 NMRスペク

トルは Bruker杜 DRX600を用いて測定した。

(結果と考察)RBD2に比べると RBD1 は共鳴線がブロードで、又オーバーラップも激しい為帰

属が困難であったが、様々な温度で測定を行う事でこの点を克服した。距離友ぴ内部回転角旬、

キーワード:RNA結合タンパク質、構造、運動性、相互作用、 Musashi1

こばやしひさのり、わたなべみちなお、かんのれいすけ、ながたたかし、さえきじゅんいち、

くりはらやすゆき、いまいたかお、さかきばらしんいち、おかのひでゆき、うえすぎせいいち、

かたひらまさと
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X 1)情報に基づき、 x-pしORを黒いて RBDl の構造を決定した。 RBDl の構造は RBD2 と

に、ヰ本の鎖からなる震平行βシートを 2つの αヘリックスが裏打ちした、 RNP型 RNA結合ド

メインに特徴的なものであった。鑓し RBD2においては、 βシートのねじれが浅く、シートが平

罰的であった同 1)0RBD1， RBD2共に βシート上には 3つの Phe残基からなる疎水パッチ

が、溶媒慨に突き出るように形成されており、 RNA とのスタッキング相互作用が可能な自己置を

とっていた。

次に商ドメイ ン と 標 的 と の 相 互作用を、ケミカルシフトパー

タベーションにより調べた。今関の NMRの測定条件下(高濃度のタンパ

イ丘イオン強度、界菌活性斉IJ非存在)では、 RBDl のみならず RBD2に関しでも標的 RNAとの相

互作用が検出できた。この様lこ NMRi去は弱い相互作期のキャラクタリゼーションにも有効であ

ると考えられる O パータベーションは主に β シート 1~1jの麗{β シート、ループ浸び C 末)に箆られ

たが、ヘリックスの一部にも見られた。疎水パッチを形成する 3つの Phe残基のパータベーシ

ョンを、荷ドメイン関で比較したところ、差が見られた(図 2)。この差は荷ドメインの結合能

の差を夜映していて、 RBD2においては、 βシートのねじれが、浅い為、疎水パッチ中の Phe

とRNA塩基のスタッキング相互作期に支競をきたしている可能性がある O

時ドメインの 15NT1，了z))zび 1H_1SNNOEの解析より、 RBDlに関しては若子重量の 2

成されていることが示峻された O 今思渇いた標的 RNA，手、配夢Ijctに結合部伎を 2ないし 31固有

している。 2量化した RBDl ，ま RNA と2ヵ所で相互作罵し得るが、主義襲体としてしか存在しな

い RBD2は1ヵ所でしか相互作戸籍できなし、。この事も結合能の薬をもたらしている可能性がある。

3 

ReSldue Number 

山
市
村
山

口
醐
由
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P33 海洋生物ホヤ H-抗原活性糖鎖の立体構造研究

(東和大学 1、福山大学2，日本電子データム 3，日本電子4，広島大学 5)

0加藤祐子¥太田雅也九宗像達夫藤原正子 3 藤井直之 4

重田征子 5 松浦史登2

Study of 3D-structure of the H-antigen Pentasaccharide of the S伺・Sq回目

Tohwa University 1， Fukuyama University 2， JEOL Datum 1td ¥ JEOL 1td 4.， Hiroshima University 5 

Yuko KatQ..I， Masaya Ohta 2， T錨伽oMunak.ata， 1， Masak.o Fujiwara 3， NaoyはiFujii 4， 

Seiko Shigeta ¥ F町田toMatsuur 2 

Repeated inhalation of the sprayed particles from the sea~叫uart， which adheres to oyster 

shells has been shown to凶ggerbronchial asthma. It has also been demonstrated both 

clinically組 dimmunologおallyto be a typical allergen for allergosis. 

In the pre鴎 ntstudy， we attempted to de旬rmine血e30-structure of the antigen 

pentasaccharide， using HOHAHA， TOCSY， HMQC， NOESY-HOHAHA and ROESY . After 

accura旬lydetermining the c加 formationof the free antigen pentasaccharide， the binding 

S伽 ctureof the組 tigento mon∞lonal antibody could be elucidated by methods such鵠 20-

NMR Transferred-NOE， in order ωclarify the pr，白目sof molecular recognition between the 

antigen and antibody. 

カキ殻に着生する海洋生物ホヤは、その体液飛沫を繰り返し吸入することで、気管支鴫息を惹起す

る典型的なアレルギー症のアレルゲンであることが臨床学的、免疫学的に明らかにされている。太田

らはホヤ鴨息の抗原決定基が抗原である糖タンパク質の糖鎖上にあること、更にある特定の糖鎖構造

がエピトープとして機能していると考え、白ホヤの4種の抗原の中の 1つである H-抗原から、アレ

ルゲン活性を持つ 7種類のオリゴ糖鎖を決定した(Ref.1)。

今回我々は、活性槍鎖が抗体と結合してその機能を発現する際に、積鎖の立体構造が抗体と induced

fitするのか、更にエピトープであるオリゴ槍鎖が、抗体をどの様に分子認識してアレルゲンとして

その機能を発現するのかを解明するために、このホヤ H-抗原は絶好のモデル系と考えた。

HPG-p2-N5a : Ga1NAc2α1-2Fuc:Jα1-3 (Ga1NAc4 p1-4) G1cNAc 3 p 1-3Ga1NAc-ol 

この Pentasaccharideの立体構造を明らかにするために、 1D-HOHAHA，TOCSY，HMQCを、更

に分子量が 1000近くなので ROESYから NOE情報を得た結果、 5績の単結の分子聞に F也 1の

様な特徴のある NOE相闘がみられた。なお 3.9-4.0 ppmにプロトン 6個の重なりがあるので、更

に NOESY-HOHAHAから assignmentの補完を行っている (Ref.2)。また、単結分子間の水素結

合を調べる。この積鎖の立体構造は Fig.1に示す様に、任glycosidicli叫{ageが 2個のα結合と 2

個のP結合から成るリンケージであり、更に、かglycosidiclinkageのdihedral釘 19le，中 ，'11が -180

TOCSY，ROESY，TR・NOE，Allergenic Pentasaccharide， OADAS90 calculation 

かとうゅうこ、おおたまさや、むなかたたつお、ふじわらまさこ、ふじいなおゆき、

まつうらふみと、しげたせいこ
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Ga削 Ac2α1-2Fueα1-3
-GluNAc.jsl-3Ga削Ac-ol

"OH P・D・Ga削Ac"i
4 ¥，P"120H 

H 

H 

GaINAc"BIー→ 4

日品GluNAc3

CH20H 
NHAc 

GalNAc-01 

Fig.l Key ROESY (IH←」町 correleationsfor establishing the 3D structure for HPG-s2・N5a

~ 1800 

回転可能である(Ref..3 )ことを考えると，この 5糖鎖の立体構造は積層構造をとってい

ることが示唆された。そこで NOEの距離情報をもとに DADAS90prograrn(EGMol)で NOEの

constrainと vander Waa1s repultionから計算をおこなったところ、 Fig..2の様な、 Fucose と

GalNAc4の 2糖が積層構造をとり、 GalNAc2 と Fuc3 は dihedralangleが約 90
0

異なる 2種類

の構造がみられた。これについては、活性との相関を含めて現在検討中である。

この積層立体構造は抗原が抗体 (2分子の IgE)に架橋して結合する過程において、抗体のポケッ

トと結合しやすい重要な機能をもつものと考え、抗原ー抗体間のエピトープの分子認識状態を解明す

る目的から、作製中のモノクローナル抗体と HPG-s2-N5a抗原との結合状態を Transferred-NOEで

研究していく (Ref..4)。

Fig.2 Superposed 10 structur回 calculatedfrom DADAS 90 
forHPG・s2・N5a

[謝辞]サントリー生物有機科学研究所の岩下孝博士には NMR測定および貴重なご意見をいただきま

したことを、深謝致します。

l..Ohta， M..， Shigeta， S..， Ono， K..， Takao， T..， Shimonishi， Y..， and Oka， S..， 

Arch.. Biochem.. Biophys..， 1989，275，151-165 

2..Uhrfn， D..， Brisson， J.. R..，.et a1.. J.. Magn.. Reson.. 1994， 104，289-293 

3.. Milton， M.. J..， and Bundle， D.. R..， J.. Am.. Chem.. Soc.. ， 1998， 120， 10547-10548 

4.. Poveda， A..， Jimenez-Barbero， J... Chem.. 5<.コc..Rev..， 1998. 27.133-143 
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P34 CystatinA G 4 V変異体の立体構造と機能

(都立大・理1、青学大・理工2) 0狩谷英里l、須田真輔1、

楯真一梶裕之鮫島達也九甲斐荘正恒 1

Solution otructure and function of a cyotatinA variant， G4V 

Department of Chemistry，Faculty of Science 

Tokyo Metropolitan Universityl 

Aoyama Gakuin University2 

Eri Kariya1， Shinsuke Suda1， Shin-ichi Tate1， Hiroyuki Kaji1， 

Tatsuya Samejima2， and Masatsune Kainosho1 

CystatinA has been known for year自ωinhibitcysteine proteinases， such as papain， by forming 

tight but reversible∞mplexes. Although the時 havebeen many structural works on cystatinA 

and related inhibitors， both 会eeand complexed states， by X-ray and NMR， the molecular details 

of the inhibitory activities， however， are st込1very controversial. 1 t is especially true for the role 

ofthe N-terminal segments of these inhibitors. We found a single amino acid variant， G4V， 

∞mpletely lost its inhibitory activity， but there has been no clear explanations for the result. 

Here， we have determined the solution structure of G4V cystatinA by NMR and compared it with 

the wild type cystatinA. Overall structures are similar to each other， yet some notable 

di島 renceshave been observed for the first binding loop of cystatinA. Discussion will be made 

for the possible consequences of the structural change on the inhibitory activity. 

CystatinAはアミノ酸 98残基からなるシステインプロテアーゼ阻害蛋白質で

ある。 cystatinsuperfami1y と呼ばれる 1群のシステインプロテアーゼ阻害蛋白質

のfamilylに属しており、パパインなどのシステインプロテアーゼと可逆的に複合

体を形成することによりその活性を阻害することが知られている。しかしながらそ

の詳しい阻害機構はいまだ分かつておらず、過去に行われた様々な生化学的な実験

データからは統一的な説明ができない状況にある。

G4V CystatinA、システインプロテアーゼインヒピタ一、 NMR、立体構造

かりやえり、すだしんすけ、たて しんいち、かじひろゆき、

さめじま たつや、かいのしょう まさつね
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本研究では、 cystatinAの中でcystatinsuperfamilyにおける保存アミノ酸となっ

ているGly4を Valにアミノ酸置換することにより活性を失わせた G4V変異体

CystatinAの NMRによる立体構造解析を行った。これを野生型 cystatinAの立体

構造と比較することにより、 cystatinAの阻害活性の機構に関するより詳しい知見

が得られるものと期待される。

G4V変異体 cystatinAの立体構造決定は均一同位体標識体を試料とする通常の多

次元 NMR法を用いて行った。最終的に 1803個の距離情報と 93個の 2面角情報

により得られた立体構造を、同様の解析により精密化した野生型の構造と共に下に

示す。これより両者の問で全体的な構造変化はみられなかったが、アミノ酸変異を

導入した N末端の部分、及びその他の保存配列周辺にも細かな違いが見られた。こ

のような立体構造の変化が阻害機構にどのように関わってくるのか、議論を進めて

ゆく予定である。

left; the 22 converged backbone structure of cystatinA wild type. right; the 30∞nverged 

backbone structure of cy自tatiriAvariant， G4V. 
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P35 システインプロテアーゼ阻害蛋白質伽帥凶の目指変異体の立制髄鰯庁

一αヘリックスに存在する pro残基の役割についてー

(都立大・理 l、青学大・理工2) 0榛葉信久 l、楯真一 l、狩谷英里 I、

須田真輔 I、梶裕之 l、鮫島達也 2、甲斐荘正↑亘 1

官官 官dimensional錨uctureofcy錦甜nA variant， P25S. -a role伽血epro residue in the middle of anαhelix-

Nobul出aShim凶，Shin-ichi T:蹴，Eri Kariya， Shinsuke S叫a，回m戸水iK<yi， 

T翻明Samejima佃 d陥 s翻 meKainosho

Dq:四tmentofChemi錨y，Fac'叫町yofScience

TokyoMetr可知l尚nU凶versity

Aoyama Gakuin University 

Abs前回:百le鉛 lution蜘 d町 ofa human cys帥 lAmu凶，tP25S was de佃minedby 2D/3D he回m山 l臨

double-and triple-resonance NMR s戸時。鉛opy. 百le錨uctm宅 isbased on a ω匂1of 1961 e専問加印刷

間凶nts， com戸sing1813 dis国防， 90中田dχ1tosion血.g1ere泊加眠 and58 di蜘∞∞出回in包めr29 

凶ckbonehydro伊 1岡地. A to凶 of42錨uc'仰向swas印刷協同 w抽 X・P WR， and the atomic rmsd 

d如以必叩abo凶泊施meanα)()吋血蹴positionsfor residues 10-90 was 0.36土0.08Aゐr血ebackbone atoms and 

0.79土0.08A伽a11h飽NYatoms. The overa1l鈎uctureofcy富岡nAvari佃t，P25S is∞m問吋with血ewild-

砂pecy咽位1A and reveals出atthe∞n血uoussing1eαhelixwith a slight kink is r拘 inedin spite of the exclusion 

of the pro residue known as a helix br国防.

cy瑚血Aはアミノ酸98残基からなるシステインプロテアーゼ阻害蛋白質である。野生型 cy咽位tA

の立体構造はすでに報告されており、 αヘリックスの真中に位置する pro残基を境にαヘリックスが

緩やかに湾曲していることが明らかiこなっている。 pro残基の糊敷としてヘリックスプレイカーとし

て働くことが知られているが、必ずしも h 残基の存在がヘリックスの折れ曲がりに結びつかず、そ

の役割について統一された見解が得られていない。そこで、本研究では、 αヘリックスに位置してい

るh 残基をserへと置換した変異体の構造解析を行うことにより、句宮凶nAのαヘリックスに存在

する到。残基の役割を明らかlこすることを目的とした。

安定問立体標識したP25S変異体の立体構造を 1871個の距離情報と 90個の 2面角情報をもとに決

定し、野生型と比較した。その結果、 αヘリックスの真中に存在する h 残基をSerへと置換しても

湾曲が折醐lできないことが判明した。 cyat甜nAでは、広範囲にわたる相互作用によってαヘリックス

の湾曲が規定されていることが示された。

キーワード:多次元NMR、蛋白質、立体構造

しんぱのぶひさ、たてしんいち、かりやえり、すだしんすけ、かじひろゆき、さめじまたつや、かいのしようまさつね
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P36 臓を用いた触樹充体の構造生物学的解明

(東大・院薬系)C叛倉正義、榛葉信久、高橋栄夫、(生物工研)藤升有機、。転

大・院藻系)嶋田一夫

NMR楓均of舗前回司i血a1戸sof叫a1yticar凶肢油儲位:>9andC吃10

OMS北地.Jra1)，N.S抽 蜘IJ，Hll紘油油1)，1Fujii2)， andl S凶凶a1
)

白抽JateSchool ofPhann制恥a1Sd倒:es，The Univ悶 tyofTokyol)， B国司

血1倣対ies6D9制9ClOarec翻 lytic組曲対院制組閣eapr抽 ugof antibi，批 (chlor加がJeOicol

monoe蜘)白:)ger副首低血館町伽g(chloran咽teni.col)by c細身誼19ta hydrolysis of ta倒 erbond.

From tare田I岱of田 zym油c制 臥ologi叫如伽伽6D9副9C1O， it加sbeen凶 icat同 制 1)ta 

differen由民加問nta岨nity伽低回lSitI∞鐙配ana1略国(chl<α加引回lI∞IpOO;phooate) ar凶世国of

勧 subs蹴倒1exp凶ntac翻馳ぽ伽itiesfor both制刷邸， 2)師側削c訓吻of6D9is 16 

血路higt町出血制of9C1Oin脚 ofta加脳同1制 bodiese:出bitahigh判期限加凶吻-

Inta伊国側戸lpef，we report a NMR鍬xlyoftali伊 M州国時si回 of6D9制9C1O. Ontaoo邸 of

ta NMR dataob凶I凶，we discuss the differ町田intl回r如肌脂血dc翻取ticactivi臨.

U手】鰍持克体仰および9C1Oは、遷移状態アナログ(百A)である白lor抑加lIcolPhα割問1ate

を抗原として得られた抗体であり、 Chloranphenicol 蜘脱ster(以下基質と呼ぶ)から

Chl oranpheni co 1への捌く分解活性をもっ。これまでの研究により、以下のことカ朔らかにさ

れている。(1)両削樹元体による反応力隠は、 TSAに対する親和力と基質に対する親和力の差

により生じている。 (2)両元体のアミノ酸l次臨リの相向性が高いにもかかわらず、 6即の触

媒活性は9C1Oの創媒活性より 16倍高い。 (3)制立特異変異実験により、 6回，9C10の両抗体に

おいて保存されているHis27d(L)は、仰の制媒活性の発現に重要である。(4)仰-TSA複合体

の結晶構造において、 6聞のHis27d(L)が百Aのリン酸エステル基に近接している。以上の結

果をふまえて、本研究では、より高い活性を持った制蝶抗体をタンパク質工判句に創成するこ

とを目指し、 6関， 9C10の、 TSAと基質の聞の化学構造的および立体構遡湘異に対する認識

機構を則Rにより解析した。

【結果・考察】

[1] 609と9C1Oのリガンド結合様式の解析

609， 9C1Oの主鎖アミド窒素lこ安定剛立体標識を行い、リガンド(団、基質)結合に伴う蹴

シグナルの変化を解析した。この結果、9C1Oのリガンド結合音樹立は6聞と同じ領域であること

例月らかとなった。また、任期， 9C10に結合した状管、の百A，基質の悶情報を解析した結果、
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ω結合状態の1SAで観測される 4-((tri fluoroacetyl)狙ino)p加すl環と nitrq>加yl環の

聞の悶が側一基質， 9C10-1SA， 9C10一基質複合体においても棚Oされた。これらの結果から、

609， 9C1Oのリガンド結合様式は、結長講造により明らかとなった 609~閣の結合様式とほぼ

一致すると考えた。

[II] His27d(L)の活性発現における役割

結晶構造および本則R実験[I]の結果から、9C1OのHis27d(L)も、活性発現部位に存在して

いることが考えられる。そこで、 His幻d(L)とリガンドの相互作用を明らかにするために、百A

およU港質存在下における日玖9C10のHis側鎖阻シグナルの掛測を試みた。 6聞につしては

百A複合体においてのみ His27d(L)の側鎖阻シグナルが観測され、百A存在下において

His27d(L)の側鎖聞と花Aのリン酸基との間で水素結合カ彬成されることカ宣明らかとなった。

一方、9C1Oにおいては、百A存在下においても、側鎖阻シグナルは観測されず、 His幻d(L)に

よる水素結合は確認されなかった。

[III] 1SAと基質の立体構造の差に対する認識側溝の解析

リン酸エステル基のリン原子とエステル基のカルボニル炭素原子は電子執道が異なる。従って、

1SAと基質は抗体結合状態において芳香環の樹す配置カ喫なることが予想される。このような

1SAと基質の立体構造の差に対する仰， 9C10の認識側曹を明らかにするため、抗体結合状態

の百Aの芳香核プロトンに着目して服解析を行った。9C10結合状態において、百Aの 4-

( (triflωr伺 cetyl)狙ino)世町制環由来のシグナルの広中国防事実測されたれ nitrq加1Yl

環由来のシグナルでは観測されなかった。一方、 6閲結合状曹においては百Aの2個の芳香環

由来のシグナルの広岡ヒカ1観測された。芳香環由来のシグナルの広岡ヒは、芳香嘆の回転運動

が周囲の残基との強固な相互作用によって抑制されたことを示す。この結果から、9C10は

nitrq加1Yl基に対する認識何百く、1SAと基質の立体構造の差を詰切りできないと考えられる。

これに対して609はリガンド結合部位に存在する芳香族アミノ酸残基によって百Aの2個の芳

香環を強固に認識することにより、1SAと基質の立体構造の差を翻りすると考えられる。

【まとめ1609はHis27d(L)と百Aのリン酸基問の水素結合によって、酸素原子の数、電荷等、

イ昨構造がEいに異なる1SAと基質を諸問りする。9C1Oにおいてはこのような認識様式は観測さ

れなかったO また、仰はリガンドの2個の芳香環と強固な相互作用を形成することにより、

1SAと基質の立体構造の差を翻リする。9C1Oでは、 nitr叩h仰 l基に対する相E作用瑚いた

め，百Aと基質の立併構造の差を認識できないと考えた。

触樹元休抗原、認識部位、 chloranpheni∞l、flip-fl叩

さかくら まきよし、しんばのぷひき、たかはしひでお、 ふじいいくお、 しまだいちお
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P37 VavのN末端側SH3ドメインは自己のプロリンに富む

領域を結合している
(都臨床研 ¥CREST/JST

2
、学習院大理ヘ北大院藁勺

0小椋賢治
1・4、永田宏次¥堀内正隆1.2、戎井悦子¥湯還聴1へ

畠中秀樹¥稲垣冬彦1・M

N-terminal SH3 domain of Vav binds its own proline-rich region 
Kenji Ogura1

.¥ Koji Nagata¥ Masataka HoriuchPぺEtsukoEbisui¥Satoru Yuzawa1

へ
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An 845 amino acids polypeptide Vav， a product of vavoncogene is 
restrictively expressed in hematopoietic system. Vav comprises a number of domains 
which are characteristically observed in signal transducing proteins. The N-terminal 
SH3 domain of Vav (Vav/nSH3) has a proline-rich region (PRR)， which may be a 
ligand to the C-terminal SH3 domain of Grb2. 

Uniformly isotope-enriched Vav/nSH3 (78 residues) samples were prepared 
using E.coli. We found a cis-trans isomeric equilibrium at Pr033 residue. A [Pr033・〉

Gly] mutant protein (Vav/nSH3/P33G)was also prepared. 
The solution structure of Vav/nSH3/P33G was determined using a series of 

triple resonance NMR experiments and simulated annealing calculation. An overall 
folding of Vav/nSH3/P33G was similar to other SH3 domains. We found that the PRR 
of Vav/nSH3/P33G located in the RT-Ioop was bound to its own PRR-binding sites. 
This result suggests that Vav/nSH3 acts as an switch for intra-or inter-molecular 
recognition. 

Vavは血球系細胞にて発現する845アミノ酸からなる蛋白質であり、細胞内シグナ

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個存在し、そのうちのN末端側SH3ドメイン (Vav/nSH3)は

以下の 2点の特徴を有する。(1)他のSH3ドメインと比較して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蛋白質のC末端側SH3ドメインと結合できるといわれている。今回われ

われはVav/nSH3のNMRによる立体構造決定をおこなったので報告する。

同位体ラベルVav/nSH3(78残基)，は大腸菌の大量発現系により生産した。得ら

れた蛋白質を濃度lmMにて溶解し、 NMR測定試料とした。 VarianUNI1Y INOV A 

500またはUNI1Yplus600分光計を使用し、各種の多次元NMRスペクトルを測定し

Vav、SH3、立体備造
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た。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。

のNMRスベクトルを測定したところ、全アミノ酸残基のうち約1 に

ついて信号が二重に観測された。このことは、この蛋白質が溶液中で構造二形を生

じていることを意味する。 4DNOESYスペクトル解析により、 Pro33残基にシスー

トランス異性化平衡があることがわかった。よって、 Pro33をGlyに置換した変異体

蛋自費を作製し、以後のNMR測定試料とした。

の立体構造を決定した(図1)ところ、この蛋白震は{也のSH3

と同様のフォーjレディングを形成していることがわかった。また、に特

徴的なPRRはRT-loopの前半部に挿入されていることがわかった。さらに、その

の分子表面と相互作用していた。その相互作用部位は、{自のSH3

ドメインにおいては標的蛋自費のPRRを結合するサイトのうち、サイト 2およびサ

イト 3に相当する位置であった(図 2)。 つまりは白己のPRIミを、 PRR

にて認識し、結合していることになる。この珍しい構造は、

必要に応じて自己のPRRを相手に受け渡すことによりシグナルを制僻するスイッテ

の役割を担っている可能性を示唆し、 Vav分子全体の機能を考えるうえで興味深

しミ。

τhe PRR is shown ball圃 and-stick
model. 
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P38 サイトカイン LECf2のリフォールディングと NMRによる高次構造
解析
0伊藤三恵，永田宏次加藤有介，山越智 2 鈴木和男 2 田之倉優
(東大・院農生科・応生化同・生物生産工学研究セ 2国立感染研・
生物活性物質部)

写efoldingand structural analy.sis of the cytokine LECT2 内

UMie ITO， Koji NAGATA¥ Yusuke KATO， Satoshi YAMAGOW， Kazuo SUZU阻，
Masaru TANO時JRA(Dept. of Appl. Biol. Chem. and Biotechnol.， 'Biotechnol. Res. Ctr.， 
Univ. of Tokyo， "Dept. of Bioactive Molecules， NIH) 

LE口 2，leukocyte cell・derivedchemotaxin 2 (133 amino acids)， is a chemot似た factor to 
neutrophils. In order to investigate the structural basis of the chemotactic activity of LECf2， 
we have prepared recombinant LECf2 and analyzed its structure by CD and NMR. 
Recombinant (His)6-LECf2 was produced in E. co/i as insoluble aggregates. It was refo!~ed 
on N←Nも生 agaroseand purified by column chromatographies. Then we overproduced '~N
and '.)C/'~N品beled (His)6・LECf2，measured its double-and triple-resonance NMR spectra 
and analyzed the NMR data. The backbone assignment is in progress. We will present the 
refolding method， CD and NMR spectral analysis， backbone assignment and secondary 
structure analysis. 

[目的l
LECT2は好中球走化性因子であり、ヒト好中球の機能を制御するタンパク質とし

て造血器系腫傷細胞株から単離精製され、遺伝子もクローニングされた。回Cロ は
アミノ酸 133残基、分子量約 16Kの塩基性タンパク質で、肝臓に特異的に発現して
いる。本研究は、 LECT2の立体構造に基づいて、その作用機構を解析することを目
的としている。今回、 (His)6・LECT2の、大腸菌を宿主とする大量発現系の構築、巻
き戻し法の確立、 CDおよび NMRスベクトルの解析を報告する。
[実験]
(His)6-LECT2の大量発現系の検肘

LECT2のN末端に (His)6-tagを付加し、これを T7プロモーターを持つ pET-21(a)

ベクターに挿入して発現プラスミドを作成した。生産された (His)6-LECf2はインク
ルージョンポテeィーを形成し、大部分が不港性となった。可溶性タンパク賀、として
生産させるために、様々な培養条件の検討を行い、さらにチオレドキシンや GroES/L

との共発現、チオレドキシン融合タンパクの発現系の有効性を検討した。
{His)6・LECT2の巻き戻し法の蹟酎
不溶性タンパク質に 8M原棄を添加して可溶化し、透析法、希釈法、例鳩過カ

ラム法、 Ni-NT A-agaroseカラム法による巻き戻しを検討した。巻き戻し後の精製は、
逆相 HPLC、ゲル漉過クロマトグラフィーで行った。
再生(His)6・LECT2の分析
再生 (His)6・LECT2の円ニ色性 (CD)スペクトル及び核磁気共鳴 (NMR)スペクト

ルを、 CHO細胞から発現・精製した LECf2のものと比較した。 CDの測定は JASCO

J・700、多核多次元 NMRの測定は、 UNITYINOVA 5∞分光計 (VARIAN)で測定し

NMR，サイトカイン，リフォールディング
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P39 分子内水素結合をプロープとしたミオグロビンの高次

構造変化の解析

(筑波大 化学系)0竹元賢治、山本泰彦

Effeds of heme-protein interaction on the folding of myoglobin 

kenji Takemoto and Yasuhiko Yamamoto 

Department of Chemistry， University of Tsukuba 

The folding of myoglobin回 nbe studied on the basis of NMR s戸お回1parameters f，町血e

signals arising from His imidazole NH proωnsloca飽dat出einもed出回betw田 nB helix and GH 

∞rner and be抑制1EF∞叩er叩dH helix. The studi回 onr，即onsti刷包dmyoglobins with a 

series of modified hemins have rev伺 ledthat s住uc制reof EF-H interfeK溺 isinfluen伺 dby白e

modifi伺 .tionsof the heme side-chains at 2 ar叫 4positions， whereas血atof B-GH interf:配eis 

essentially unaltered among the reconstitu飽dproteins. The pr，国entstudy suggested the p叩 se邸宅

of a pa血waywhich transmits s加 C制ralal低:rationof the heme active si民 indu田 dupon the 

in∞ 中orationof modified hemins， to EF-H intedace， that is at 1回 st1.5nm away from the heme. 

【序詰】私共の研究室では、ミオグロビン(Mb)のBヘリックスとGHコーナ一、 EFコーナー

とHヘリックスとの接触部分に存在しているHisB5N計七 HisGH1NeH及びHisEF5NeHプ

ロトンに由来するシグナルをプロープとして、 Mbの局所的な高次情遣の研究を行っている 1-3)

これらのNHプロトンは、それぞれのインターフェースの構造を固定している分子内水素結

合のプロトンドナーとなっている(Fig.1)ので、分子内水素結合を通して三次構造変化につ

いての情報を得ることができる.本研究では、い〈つかのヘムとの再構成Mbについて濁定

を行い、得られた結果をMbでの対応する実験結果と比叡倹射することにより、タンパク貨

に対するヘムの配向がこれらのインターフェイスの構造に与える膨響を明らかにした.

" E~ .7 届函
'¥ H w晴 G 刊 W 高F

同一 (H耳目IpHl81ぷ芯..Bond)…叫J
Fig. L Schematic represent/ltion of the AspBI-HisB5-HisGHl and HisEF5-AspH18 hydrogen 
bonds in Mb. The A-H helices are rep問 sentedby thick lines and the comers， non-helical 
問 glOns，副官三 indicatedby zigzag lines. Internal hydrogen bonds副宅 indica飽dby broken lin田ー

c 0 
H 

(A・p目1・H同B5・"幅GHl
H判明開 B四叫 E 

【実験1マッコウクジラMbは、市販のものをそのまま使用した.メト MbはMb紛末を水に

漕解することにより得た.アポMbl志、塩霞-2ープタノン法により調製した.限外遭遇によ

りタンパク賀・温度を約1.0mMに温繍後、溶媒を10%0ρ として、 NMR試料としたo NMR測

定は8ruker社製AC-400Pにより行った.スペクトルは、 Jump& Returnパルスを利用し

て観測した.

ミオグロビン、タンパク質のフォールディング、分子内水集結合、ヒステジン、水豪交換反応

たけもとけんじ、やまもとやすひこ
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【結果・考寝】メトMb及びアポMbのlH-NMRスペク

トルの低磁渇領域には、化学交換性プロトン由来のシ

グナルが観測される(Fig.2)0 NOE相聞の観測から、

これらのシグナルはB-GH、EF-Hインターフェース

の分子内水集結合に関与するHis側鎖NHプロトンに帰

属された.アポMbのHisEF5NeHのシグナルの線帽

はメトMbのものより著しく増大している.この結果

は、ヘムの除去により EF-Hインターフェースの水素

結合が弱くなっていることを示している.アポMbで

はFヘリックスが形成されていないことが示されてい

る川ことから、 Fig.2の結果はヘムの有無がFヘリッ

クスの形成を通してEF-Hインターフェースの摘造に

影響を及ぼしていることを示している.

再構成(Reconstituted)Mbのスペクトル(Fig.3)で

は、タンパク貨に対するヘムの2つの配向(Fig.4)に

由来するシグナルがGluC3NJi及びHisEF5NeHに観

測された.これらのことから、 Cヘリックス及び

EF-Hインターフェイスの構造はヘムの配向によって

変化することが明らかとなったo Cヘリックスの構造

変化は、 GluC3の主舗と Hemeの4-ピニル基の直接

的な相互作用により生じると考えられる.一方‘活性

留位の傭造変化がEF-Hインターフェイスの構造に膨

響を及ぼすということは、 HisEF5とヘム鉄が1.5nm

以上も隠れていることを考慮すると、 Mbにおいても

ヘモグロビンのアロステリック効果に見られるような、

タンパク貨の活性鶴位とその他の部分との聞に構造変

化を介した情報伝達経路が存在することを示唆してい

る.また、ヘミンの2，4-ピニル基がエチル基に置換

されたメゾヘミンと再傭成したMbのスペクトルでは、

ヘムの2つの配向に由来するHisEF5のシグナルの

化学シフトの差が約0.04ppmとなり、再編成Mb

での化学シフト差{約0.10ppm)よりも小さくなった.

さらに、この化学シフト差は、 2，4-位に

プロトンをもっデューテロヘミンと再構成

したMbのスペクトルでは検出されなかっ

た.一方‘ B-GHインターフェイスに存在

するHisのシグナルの分割は、いずれの再

織成Mbにおいても観測されなかった.従っ

て、 Mbの活性部位の構造変化に対して、

EF-Hインターフェイスの情遣はB-GHイ

ンターフェイスよりも大きな彫曹を受ける

ことが明らかとなった.

【参考文献1
1. Yamamoω， Y. J. Biochem (Tokyo). 120， 126-132 (1安泌，).
2. Y祖国mo臥 Y.Eur. J. Biochem. 243， 292-2'兜 (199η.
3. Yamamoω， Y. Biochim. Biophys. Acta 1343，59・66(1997). 
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Fig.2. The downfield portion of lH NMR 
spectra of (A) me晶化.pH9.76岨 d(B) apo-
Mb. pH 9.56 in 90% H20 110% DP  at 5'(; 
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Fig. 3. The downfield po民ionof lH NMR spectra 
ofme仏4b.pH 9.50 (upper) and R，配onstitutedMb. 
pH 9.50 (Iower)皿 90%H20 110% DP  at 5"C. 
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Fig. 4. Two different orientations 
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P40 フッ素置換ヘムをもっミオグロビンの19FNMR 

(筑波大化1、長岡高専2) 0平井佑紀1、山本泰彦l、鈴木秋弘2

ヤNMRS伽司yof 均 oglobinぬ割consti佃飴dwi曲随時・Fluori岡島dl曇mins
Y. Hirai

1 
， Y. Y抑制oto

1
， and A. S田 uki

Z

1Dept. ofChem.， Univ. ofTsukuba 
2Dept. of Materials Eng.， Nagaoka Coll. ofTech. 

19FNMRs}X班aof sperm whale myoglobin reconstitu凶 with2，3-difluoroheme in a variety of 

iron oxidation， spin， and ligation sta蜘 havelx澗 ob嶋 rved. The Cz symme出cnature of the 

el配 tronicstructu陀 ofthe heme is largely distorted in the active site of myoglobin and hen偲肺O

norトdegeneratedsigna1s with the average shifts of ・69.70，・31.79，1.21， and 164.11 ppm are 

observed in血es戸C釘aofCO， CN-， N
3
-， and d回 xyforms of myoglobin， r，白戸ctively.官lUS，

electronic nature of heme iron of myoglobin is sharply reflec低din the shifts of the 19F signa1s. 

【序論】仮IJ鎖にフッ素をもっヘムを合成してアボタンパク質と再構成することにより、ミオグロビン

(Mb)、ヘモグロビン(Hb)などのヘムタンパク質の活性部位の立体構造や電子構造を19FNMRにより

解析することが可能となる1.2)。この手法は、タンパク質における19FNMRの一般的な利点以外に、任

意の構造のヘムをデザインしてタンパク質に組み込むことができる、活性部位であるヘム近傍の化学

的環境を19FNMRで直接的に観測できる、などの特長をもっ。特に後者に関して、ヘム側鎖として導

入したフッ素に由来するシグナルのシフト値が、ヘム鉄の磁気的性質に依存して著しい影響を受ける
ため、 19Fシグナルはヘムタンパク質の活性部位の構造化学的研究において鋭敏なプローブとなる。本

研究では、 Hbにおけるサプユニット間相互作用の19pNMRによる解析を念頭に置き、フッ素置換ヘム

(図の右上参照)で再構成したマッコウクジラMbのNMRスペクトルをヘム鉄の様々な酸化状態、スピ

ン状態、及ひ官己位状態で観測した。

【実験】 apoMbは塩酸-2-butanone法によりマッコウクジラMbより調製した。フッ素置換ヘムは

O.lN NaOHに溶解させた。また、ヘミンとapoMbの当量はUV-VIS滴定により決定した。再構成

反応は氷浴下でヘミン溶液を却oMbに滴下することにより行った。 N3一体、 C~体は、得られたmet型

Mbに各配位子を加えることにより調製した。 deoxy体、 CO体は、それぞれmet型Mbに脱酸素及び

COのパプリングの処理を行ったのち、 N匂Sρ4によりヘム鉄を還元することによって調製した。各

Mbは限外漉過によって約1.5mMに濃縮し、磁場ロック用のD20を加えて測定用試料とした。 19Fの化

学シフトは298Kにおけるトリフルオロ酢酸のシグナルを基準として示してある。

【結果と考察】 apoMbに2，3寸ifluoroheminを加えて得られた再構成Mbについて、さまざまな配位

状態で観測された19FNMRスペクトルをモデル絡体のスペクトルとともに次ページに示す。

モデル錯体:Bis~~体のスペクトル(C)では、分子構造の対称性から2位と 3伎のフッ素に由来する

シグナルは重なって-18.06ppmに観測される。とのシグナルのシフト値を絶対温度(T)の逆数に対し

19FNMR、ミオグロビン、常磁性シフト、フッ素置換ヘム、スピン平衡

ひらいゅうき、やまもとやすひこ、すずきあきひろ
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てプロット(Curieプロット)し、 l/T→Oに外挿することによりy切片(-122.33ppm)が得られた。一般

に、観測シフト(o蜘)=反磁性シフト(o曲)+擬コンタクトシフト(Opc)+コンタクトシフト(oJと表される。

とこで、九と6院は共にl/T→0でOになると考えられていることから、 Od包ー122.33ppmとなる。また、

モデル錯体の不対亀子による双極子磁場を考慮して定式化されている九(=1.04x 10-27 (3∞s26ー11め)
に併900.r=5.64X 1O-1o(m)を代入することによりopc=-5.8ppmが求まる。従って、ヘム鉄の不対電子

の非局在化によるOcは110.07ppmと求められる。なお、 (C)で4.49ppmのシグナルは111生成物に由来

するものと思われる.

フェリ型Mb:CN・体のスペクトル(D)とN3-体のスペクトル(B)では、それぞれ2つのシグナルが観測

された。 (C)で重なっていた2位と3位のフッ素に由来するシグナルが異なる共鳴周波数に観測される

のは、タンパク質との棺E作用によりヘムの電子構造のC~す称性が低下するためである。 (D)のシグ

ナルl帰属は、活性部位近傍に存在するアミノ酸残基プロトンシグナルを照射して観測される

19Fe同NOEをもとに行い、 (D)の低磁場側のシグナルが2位のフッ素、高磁場側のシグナルカ~3位のフッ

素に由来することがわかった。また、 2つのシグナルのシフト差は30.63ppmであり、へムの電子構造

の対称性が大きく低下していることがわかる。 2位と3位のフッ素のOcの差は、日sF8のイミダゾール

環の配向から予想される不対電子密度の分布と一致している。 (D)のそれぞれのシグナルのCurieプロッ

トの結果を下図の左下に示す。安定な低スピン状態であるCN"体のプロットは直線となりC四ie~liJに従っ

たが、 N3-体のプロットは:anU-C四ieの挙動を示した。この結果は、外部配位子の配位子場強度が中程

度であるため、 N3-体がS=1/2と長5/2のスピン平衡の状態として存在することを反映している。

フエロ型Mb:d回 ocy体のスペクトル(j.ゅでは160ppm付近にシフト差約20ppmで2つのシグナルが

観測された。 CO体のスペクトル(日のー70ppm付近に観測される2つのシグナルは、 CN"体のOd包をも
とに低磁場側のシグナルが3位のフッ索、高磁場側のシグナルが2位のフッ素に帰属された。

ム~人削除卿 E F 

CH 

(B) N3 
H， 

(C) Bis-CN-
(model heme) ，3・difluorohemin

4. 48 wm 
(103t包}

-18.08ppm 
(1411Hz) 

-16.47ppm 
(24刷 z)

-47.10p何n
(88Hz) 

(E)CO 

-68.50ppm 
(78他}

180 唱70 160 150 10 0 ・10 ・20 ・鋪 ・40 ・切 ・伺 -70 
Ch副首Ic舗柏町t(ppm from TFA) 

【参考文献1

"F NI¥但lsp町旬官。rMb四回副首tutedwl血2，3-dIOuorohemln.AII F1D were recorded at 298K. 

Valn回 iu(tllepa四 .tbe揖 s)iudica担 E・ewid曲.

1) H. Toi， M. Homma， A. S皿 uki，andH. Ogoshi， J. Chem. Soc.， Chem. Comm. 1791・1792(198.':り.

2)A.S田 uki，T. Tomizawa， T. Hayashi， T. Mizutani， aol H. Ogoshi，Bull. Chem. Soc. Jpn.， 69， 2923-2933 (1996). 
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P41 メチル化DNA特異的リプレツサーPCMlのメチル化DNA結合ドメインの立体構造と

相互作用

(1奈良先端大・バイオサイエンス研究科、 2熊本大・医学部腫錫医学講座)

O大木出l、下竹敦哉I、藤田直之2、中尾光善2、白川昌宏1

Solution structure of t白hemet出hザ刷ylト-CIμK心}-Bi加ndin昭E喝gdomain oft出her町met白hyla斜組tio叩nト-d化ep酔en凶E叫den凶1ttranscriptional rep 陀res鉛so町r 

PCMl 

(IGrad. Sch. of Bio. Sci.， Nara Inst. of Sci.制 Tech.，2Sch. ofM叫，Kumamoto-Univ.)OIzuru OHKI1、
Nobuya SHIMOT AKE1、NaoyukiFUJIT A2， Mitsuyoshi NAKAα、Mぉ油iroSHIRAKA WA  1 

Marnma1ian DNA me町 lationat CpG si回 correlateswi白 genesilencing and alterations in chromatin 

structure. Both effects are白erelsut of an interaction between the methlation sites and pro旬infactors白紙∞>ntain

shared methyl-CpG binding domains. We have studies solution structure of the MBD of MBD 1， a component of 

the methylation-dependent transcriptional repressor MeCPl by means of mutli-dimensional heteronuclear NMR 

spectroscopy. Interaction between the MBD and a methylated DNA was analysed by chemical shift pertuぬ甜on

experiments and site-diぉctedmutagenesis. 

ヒトPCM1/MBDlはジーンサイレンシングに関わるメチル化DNA特異的な転写抑制タンパク質であ

り、メチル化されたDNAを分子内のメチル化DNA結合ドメイン (MBD) によって認識する。 MBDは

他にメチル化特異的転写抑制jタンパク質であるMeCP2、脱メチル化酵素MBD2、ミスマッチ修復に関

与するMED1/MBD4なとーにみつかっており、他のDNA結合ドメインと配列棺向性を持たない。今回、

我々はPCMlMBDの立体構造を多次元NMR法により決定したので報告する。

PCMlのMBDのNMRスペクトルは同種核および異種核多次元NMR法を用いてbruker社のDRX5∞、

DRX800装置で測定した。これらのスペクトルの解析より得られた1H核問の距離情報および角度情報

をもとにXPLOR3.8による徐冷法計算をおこない立体構造を決定した。また得られた立体構造と、メ

チル化DNAの結合による化学シフト値変化の分布をもとに点変異体を作成し、ゲルシフトアッセイを

用いてメチル化DNAとの結合を調べた。

計算により得られたPCMlMBDは4鎖逆平行pシートと αヘリックスからなる α/s sandwich構造

から成り、疎水コアを形成していた残基は全てのMBDファミリー聞で保存されていた。また、 MBD

聞で保存された塩基性の残基の多くはタンパク質の一表面に集まっており、メチル化DNAの結合によ

る化学シフト値変化が大きかった領域と重なっていた。点変異体の実験からはMBDのメチル化DNAの

結合に重要な 5残基を特定することができた。発表では、これらの情報をもとに組み立てたMBDとメ

チル化DNAの相互作用モデルについて議論する予定である。

キーワード:多次元NMR、DNAのメチル化、メチル化DNA結合ドメイン、蛋白質.核酸相E作用、

転写抑制因子

おおきいずる、しもたけのぶや、ふじたなおゆき、なかおみつよし、しらかわまさひろ
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P42 好熱性古細菌由来FKBPの溶液構造

東大・ I~I、東大・生物生花 U!ifセ2、バリアンジャパンヘ ifiiì平バイオテクノロジー

研究所ヘ積水化学工業水無瀬研究所5

0鈴木倫太郎¥永!日宏次2、JI¥ 1-. 将1、根元暢砂p、山谷口弘，.5、足立恭子品、丸山

立子、問之代 {愛1

Solution structure of FKBP from a thermophilic archaeum 

IGraduate School of Agricultural and Life Sciences， University of Tokyo， "Biotechnology Research Center， 

University of Tokyo， 3Varian Technologies Japan LTD.， 'Marine Biotechnology Institute Co. Ltd.， 5Sekisui 

Chemical CO. Ltd.， Minase Research Institute 

R. Suzukil， K. Nagala2， M. Kawakami1， N. Nemoto" M. Furutani"S， K. Adachi'， T. Maruyama'， M. Tanokural 

FK506 binding protein (FKBP)， a member of the peptidyl prolyl CIs-trans isomerase family of proteins， 

catalyzes the isomerization of the Xaa-Pro peptide bonds. A number of crystal and solution structures of FKBPs 

have been solved， but their sources have been restricted 10 mammals. FKBPs from Ihc thermophilic archaea have 

characteristic insertions in amino acid sequences and the functions of these insertions have been unknown. We 

are investigating the solution structure of FKBP from a thermophilic archaeum， MetllOnococcuS 

thermolithotrophicus(MTFK). Multinuclear， multidimensional NMR techniques were applied to ascertain the 

solution structure of MTFK and the effects of temperature on the structure. 

FK506 binding protein (FKBP)はぺプチジルプロリルシストランスイソメラーゼ(PPlase)活性を有してお

り、 Xaa-Proペプチド結合のシスートランス異性化反応を触媒することでタンパク質のフォールディン

グを促進する。 FKBPの立体構造はヒトなど哨乳類由来ーのものが解かれているが、真性細筒、古細菌の

FKBPの精造は知られていない。好熱Iち術111詣ーのFKBPには特徴的な挿入配列があり、耐熱性との関係が

興味を持たれている。我々は好熱古細菌M.thermolitlzotroplzicusのFKBP(MTFK)をmい、 25"Cと50"Cで

NMRによる精造解析および耐熱機構の解析を行っている。 MTFKは154アミノ般からなる約16kDaのタ

ンパク質である。大腸菌で15N-MTFKを大量発現、精製し、 25"Cおよび50"Cでの¥SN-HSQCスペクトル

をVarianINOVA 500で測定したところ、福度による変化はほとんどなく、どちらもよく分離してお

り、高温と低温で構造に大きな変化が起きていないことが示唆された。ついで"C，15N-MTFKを作成

し、 25"Cで主鎖、官llJ~員の l帰属のためのスペクトルをVarian INOVA 750を朋いて測定した。データ処埠

にはNMRPipe/NMRDrawを、主鎖の帰属にはP-ROIをJjJいた。主鎖の化学シフトによる二次構造の予測

(CSIおよびTALOS)および、 NOEパターンから、ヒトのFKBP12と相同性のある部分についてはMTFK

も同様の構造を持つことが確認された。また、 2ヶ所の挿入配列についても二次構造が予測された。 5

0"Cでの測定も行ったところ、測定開始から1週間後にはHSQCスペクトルに大きな変化が見られた。

変化後のスペクトルは分離が悪く、 MTFKは長時間の高温によって大きく立体構造が変化するものと

考えられる。

三重共鳴NMR、タンパク質、構造解析、 Utiダイナミクス

すずきりんたろう、ながたこうじ、かわかみまさる、ねもとのぶあき、ふるたにまさひろ、あだち

きょうこ、まるやまただし、たのくらまさる
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P43 液品 NMR法におけるスペクトルの自動解析の試み

(北大院・理) 0竹内 糖、小中重弘

Automatic analysis of the NMR spectra of molecules dissolved in 
liquid crystals 
Division of Chemistry， Graduate School of Science， Hokkaido U niversity 
Hiroshi Takeuchi and Shigehiro Konaka 

A new method w帥 proposedfor the analysis of NMR spectra of molecules dissolved in 
liquid crystals. The use of integrated curves of NMR spectra reduced the num.ber of 1∞al 
minima found in the analysis. Real-coded genetic algorithm was田 edto optim.ize spectral 
p町 ameters. This method w剖 su∞essfullyapplied to the analysis ofthe spectra ofbenzene 
and biphenyl. 
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表 1 ピフェニルの解析結果

文献[勾解析 1 解析2 解析 3 文献[2] 解析 1 解析2 解析 3

lI! 0.0 -141.4 -17.4 -0.2 Dl.7 -270.0 -273.8 -279.8 -270.5 
δ2 13.0 -117.4 41.6 14.3 D1.8 -188.4 -188.3 -191.5 -187.8 

63 230.8 -41.9 223.2 232.6 D2.7 -101.5 -1∞.2 -101.8 -101.8 

D1.2 -3174.0 -3152.5 -3169.0 -3174.1 D2.8 -76.7 -76.3 -77.1 -74.7 

Dl.3 -404.9 -4∞.4 -413.9 -406.3 D3.8 -60.5 -60.5 -60.8 -59.0 

D1.4 -9.9 7.9 -14.2 -10.2 φ 34.0 33.5 

Dl.l1 178.1 218.4 174.0 180.7 S.. 0.397 0.399 

D2.3 -86.9 62.9 -114.0 -84.5 Sxx一品y 0.134 0.205 

D2.4 177.1 218.4 174.0 180.7 R.M.S. 60.2 6.9 1.0 
D1.6 -1013.7 -999.2 -999.1 -1011.8 

【参考文献1
1) R. W回 8eret al.， Magn. Re80n. Chem.， 21，335(1989). 
2) G. Celebre et al.， J. Chem. Soc. Faraday Trans.， .81， 2623(1991). 
3) R. Wright， Foundations of genetic algorithms， J.E. Rawlins (edよp.205・218，Morgan 

Kau企nann，1991. 
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P44 LC-NMRなどによる化合物の構造解析

(日本電子)0藤本孝子・内海博明

Structural elucidation using LC・NMRand another analytical instrument 

(JEOL LTD.) OTakako Fujimoto， Hiroaki Utsumi 

The recent development of practical， direct coupling of HPLC with NMR has enabled the rapid 

analysis of complex mixtures. Further， LC-MS I NMR will give the scope for the more 

comprehensive structural information and fully automated analysis. We combined a LC-MS 

spectrometer to our LC・NMRsystem. We are now developing a commercial LC-MS I NMR system 

and investigating related issues such as optimization of measurement conditions. 

1.はじめに

LC-NMRは天然物、代謝物、合成物など複雑な混合物の迅速な構造解析を可能とする分析装置とし

て注目されている。そして、さらに MSを接続した LC-MS/NMRはより確実で迅速な構造解析手法

として実用化への期待が高まっている。しかしその報告はまだ少ない。そこで、今回 LC-MSとLC-

NMRを用いて LC・MS/NMRを構成し、実用化に向けた諸問題(システム上の課題、データ取得に

おける検討項目)の検討と応用調査を目的とした実験を行った。

2.装置

質量分析計及び核磁気共鳴装置は、日本電子JMS・LCmate及びJNM-ECP500(Nalorac LCプロ

ープ、サンプルボリューム 60ul)を用いた。液体クロマトグラフは島津lOADvpを使用し、 i容離液を

UV検出器出口で約 1:15に分配させて HPLCと MS、NMRを接続した。カラムには Shim-pack

CLC・NH2(4.6mmIDX 15伽nm)を使用した。移動層にはアイソクラティック条件で D20/MeCNを

用い、流速は O.5mllminとした。 LCmateのイオン源には ESIを用いた。

3.実験と結果

迅速で効率的な測定モードは ON-FLOW法であるが、 NMRの感度を向上させることや応用範囲を

広げる為には STOP&FLOW法を検討する必要がある。例えばUVサイレントな化合物は LC-NMR

でSTOP&FLOW 測定を行うことが容易ではない。しかし、 LC

信号として用いることができる。一例として糖の LC

してグルコ一ス、マルトース、マルトトリオースの混合物を用いた。濃度は各 IOmgI mlである。

Fig.l(a)には MSのTICを示す。糖によつでイオン化量が異なるためこの条件で全ての成分について

明瞭なTICを得られなかったが、PC上のコントロールソフトによって各成分のTICを検出してSTOP

&FLOW測定を行うことができた。

Fig. l(a)の2番目に検出されている成分の MSスペクトル (Fig.l(e))はmlz382[M+5+CI]に相当す

るイオンが、 NMRスペクトル(Fig.l(c))はアノメリックプロトンや糖骨格由来のシグナルが観測され

ている。 MSスペクトルについては糖の水酸基が移動相に使用した重水によって交換されており複雑
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なスペクトルとなったが、他のスペクトルとの比較で2番目の成分はマルトースであることが分かっ

た。

LC.MS INMR はMSとNMRの感度差や使用できる移動相溶媒の種類、各装置の測定条件の最適

佑などに課題はあるものの迅速で確実な精進解析装置として有用である。特に今回、TlCを検出信号

として用いるシステムを構築したことにより応用範囲が広がることが期待される。

今後の課題としては、1)様々なサンプルについて、測定条件の最適他、 2)応用調査、 3)効率的

な各データの処理などが挙げられる。
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P45 ピリジニルアゾリルーパラジウム錯体のNMR解析

(理研奈良先端大2)

(コ越野広雪¥佐竹彰治2 中田忠鵜津淘1

NMR Studies of Palladium Pyridinylazole Complexes 

lRlKEN (The Instituteof Physical and Chemical Research)， 

2Nara Institute of Science andT民 hnology.

Hiroyuki Koshino¥Akiharu Satake2， T副都hiNakaぱ， and Jun Uzawa
1 

Several novel ルallylpalladiumpyridinylazole， such as pyridinylpyrazole， pyridinylimidazole， 

組dpyridinylpyrrole，∞mplexes were synth田 izedand characterized by lH， 13C，組d15N 

NMR. 15N N恥1Rda包 wereobtained by lH_15N PFG-HMBC method at natural abun由n偲.

These Jt-allylpalladium pyridinylazole∞mplexes with bidendate nitrogen ligand are convertible 

from the cationic form into the neutral form under basic ∞nditions. The neutral∞mplexes 

have high伺凶yticactivity for cyclopropanation of ketene silyl a白 凶swith allylic配 etates.15N 

NMR chemical shifts of the ligand moiety and 13C N恥恨 chemicalshifts of the allyl moiety are 

a good indication to distinguish the differen∞betw田 n由ecationic and出eneu回 l∞mplex田.

Relationship of N恥恨 datain a solution却 dsel配制 bonddistan田 sin the solid state structure 

determined by X -ray together with catalytic activity will be discussed. 

有機金属錯体を用いる触媒反応では金属配位子の電子供与能と電荷が反応性を大

きく左右する O 最近我々はカチオン型ルアリルパラジウムピリジニルピラゾールま

たはイミダゾール錯体が塩基存在下に中性型に変換され，これが酢酸アリルとケテ

ンシリルアセタールのシクロプロパン化反応を触媒することを見いだしたの 1，乙3こ

の触媒反応はカチオン型ジピリジル錯体などのカチオン型錯体では進行せず.中性

型錯体に特徴的であるが，これまでカチオン型と中性型錯体の構造の遣いについて

詳しくは分かっていなかった。パラジウム錯体が触媒する反応の反応性や選択性を

理解するために錯体の構造を詳細に解析することは重要であるので.今回シク口プ

ロパン化反応を触媒するピリジニルアゾリル・パラジウム錯体とその関連する化合物

についてlH_15NPFG-HMBCデータを含む詳細なNMR解析を行ったので報告する。

ピリジニルアゾリル部分のアゾールの構造の遣いーあるいはカチオン型と中性型

の違いによりパラジウムに配位しているリガンドの窒棄の15N_N恥仮化学シフトに有

意な差がみられたのルアリルの
13
C
_
NMRデータもトランス位の窒棄の

15
N
_
N恥仮デー

タと関連が認められたのルアリル部分のメチレンプロトンに見られるsyn-H<・>syn-H.

キーワード:15N_NMR• PFG-HMBC. パラジウム錯体，ピリジニルアゾール

こしのひろゆき脅さたけあきはる.なかたただし.うざわじゅん
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組 ti-H<・>anti-Hの化学交換速度とパラジウムに配位している部分の化学シフトとの聞

に興昧ある関係が認められたの lH-NMRおよび13C-NMRで観測されるルアリルの化学

交換はsyn-anti交換が見られないことから a・アリルを中間体とするのではなくリガ

ンドの窒棄とパラジウムの聞の結合が切れてリガンド側が回転する機構であること

が示唆されたのなおルアリル部分の二つのメチレンの帰属は室温あるいは低温での

NOE差スペクトルによって決定した。

本研究で用いたパラジウム錯体の内‘中性型π-アリルパラジウムピリジニルピラ

ゾール錯体は分子聞で複合体を形成するが，分子聞の相互作用を防ぐためにピリジ

ン部分にメチル基を導入した下図の化合物.ルアリ Jレパラジウムピリジニルイミダ

ゾール錯体は非常に安定で，酸一塩基処理によって相互に変換可能であり司 X線解

析も行うことができた。結晶解析で得られた結合角度 結合距離と溶液中でのN恥恨

の化学シフトを比較し‘反応性‘安定性との関連についても考察を行った。

Me Me 
250.9 

Cationic Neutral 

Figure. Structures of cationic and neutral pyridinylimidazole 

:n;-allylpalladium complexes， and lSN_NMR chemical shifts. 

参考文献

1) A. Satake and T. Nakata， J. Am. Chem. Soc.， 120 (1998) 10391・10396.

2) A. Satake， H. Koshino， and T. Nakata， Chem. Lett.， (1999) 49・50.

3) A. Satake， H. Kadohama， H. Koshino， and T. Nakata， TetrahedronLett.， 40 (1999) 

3597-36∞. 
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P46 High order spin系の解析について----J-resolved-HMQC法の応用

東大院農・応生化、*東大・分生研

0降旗一夫、*瀬戸治男

Although the cross peaks in conventional HMQC spectra contain information 

on the H-H J splittings， measurem巴ntof H-H J couplings directly from the cross 

peaks is practically difficult due to th巴 poorresolution in the F2 or F 1 dimension. 

In order to solve this problem， we have prepared a new t怠chnique，J-resolved-HMQC， 

by incorporating the J-resolv巴dmethod into HMQC. This modified technique 

enables to analyze H-H J couplings of complicated molecules and is effecti ve for 

analysis of strongly coupled proton spin syst巴ms. Its advantages are simp le 

op巴ration，high sensitivity and general applicability. 

Heteronuclear 2D・J・分解法はスピン結合と化学シフトを分離観測ができる方法と

して、二次元 NMR導入の初期の段階から紹介されてきた。しかし、天然有機化合物

の構造解析の観点からは、構造情報が少ないために、あまり有効には使用されてい

ない。特に、プロトンと炭素の-J分解法はスベクトルの感度が低く、 f
1
軸のデータ

点を多くとることが出来ない。そのため、 f
1
軸方向から得られる情報は、 1J

CH
の分裂

情報に限られ，構造情報として重要な炭素シグナルの上のプロトンープロトンのfine

structureのJ値を読みとることも不可能である場合が多い。

Heteronuclear 2D-J-分解法のこの問題点を解決する一つの方法として、 J-resolved

HMQC法を検討した。また、その一つの有効利用法として、プロトンープロトンの

high order spin系の解析を試み、良好な結果をえ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-HMQCを示す。

J-resolved-HMQC法はHMQC法とプロトン2D-J分解法を組み合わせた測定法である。 J分解法

(ーnt
1
/2・180(H)-nt1ρー)をHMQC法に結合させる場合、プロトンープロトンのJ分解パラ

メーターを固定することが出来ない。また、 HMQCのt1 (化学シフト)でJ分解スピン

結合 (t1)を同時に展開する場合は、大きなデータ点を必要とする。この問題の解決

のために、 scaling パラメーター (n)を導入し、 J分解時間変調を nt1
で展開する。

HMQC磁化は化学シフトに対してはt1、プロトンープロトンのスピン結合は(n+l)t1、で時間

展開する。観測されるスベクトルは、 HMQCクロスピーク上において、 J分解スベクトルと

同様に傾斜したクロスピークをあたえる。また、名方向の J分裂したスピン結合定数は、実

際の値よりも (n+l)倍の値として観測される。この方法の特徴は、通常の HMQC測定マト

リッックスの大きさで、 f
1
方向において、 J値を観測することが可能となることである。

このJ一分解法パルスシークエンスはHMQC開時間の前後のどちらに導入しでも良い。 HSQCに

導入する場合は展開時間の後にする。 decoupledmodeが必要な場合は、 acquisitionの段階

でdecouplingを行う。プロトンシグナルの重なりが激しく、スピン結合が観測できない場合

には有効な方法となる。

high order spin系について

プロトン HA、H
B
がそれぞれスピン結

合し、その化学シフト差がスピン結合

定数に等しいかあるいは小さい場合を

キーワード J-resolved HMQC 

ふりはた かずお、せと はるお
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考える(国2-A) 。このような場合は
~ ，//J ~ ，~- A) J H • H 注ム ð 1-1.1-1 

HA、H
B
の関のスピン結合はhigh order- nA円 B 円円

HAH8 の関係にあり、 HB
のスピン結合定 限

8

数を読みとることは菌難となる。これ 韓

に対して、 13Cに結合した H
A1と、 H

Bと
一一一一一」量

の関係において、 HA、H
B
が10Hzでスヒ。

- B) J H • Hn< ム ò...叫凶
ン結合し、そして、 HA 1と13Cとは 円A門 B'--"門門

125Hzで結合した場合を考える(図 2

B) 0 H A は 1J CHにより大きく分裂し、

HA 1とHA2分裂する。 HA1とHRの化学

シフト差i土、スピン結合JHA1HRにたいし

大きく広がるため、 1、HR
との関係

は、 first orderのスピン系になる。この

13 Cに結合したプロトン 1を検出することにより HAとH日のスピン結合定数を読み

とることが可能となる o

抗生物質モナゾマイシンへの応用

図3にそナゾマイシンのオレフィン領域J-resolved-HMむCスベクトノレを示す。 28、

29{立のプロトンは化学シフト{直が接近しており、 high orderのスピン系の関誌にあ

る。この一次元NMRスベクトノレから、このプロトンの立体配置シスートランスを決

めることは危険である。 J-resolved HMむCスベクトノレにおいて、 H28、H29は1JCHで

大きく 2本に分裂し、更にその左サイドの finestructur巴において、クロスピークが平

行に 2本に走っている。これはプロトンの 2D-J

分解のクロスピークに対志する。このクロスピー

クは、 f
l
軸において、 25 x 1=375. 77Hzと25

x J= 158. 83Hzでdouble

doubletに分裂していることか

ら、 coupling constant は

15Hz，JHH=6. 4 Hzであり、 附

日28とH29の関係はトランス

書己{立をとることが分かる。 12同

日イ立のプロトンの配霞の関

係も JHH=15Hzからトランス配

置である。通常HMむC法では、

t1maxが20msec位で、あるのに対し

てJ-resolved-出侶C法で、は、観測

するスピン結合定数の大きさに

応じて、 ntjmaxを333msec(3Hz) 

から500msec(2Hz)ぐらいまで時

間展開しなければならない。そ

のため、通常の HMむC法に比べ

て、かなりスベクトノレの SjNが

低下する。実際の測定に当たっ

ては、この SjNの低下を考慮し

て積算時間を設定することが重

要である。

10Hz 

1臼Hz

13CHA1 
i 
喝容る

/一~¥

Hz(7A 7B 
-I " .. I 

1LC一一

125Hz 

函2.high order spin system模式国

U
M
 CHJ 

C付 CH， CHJ CH3 

-JUU」

28 

Ippm) 

図3.monazomicin JィesolvedHMQCスペクトjレ
t1 x t2 = 512 x 1024 point， f 1 X 12 = 23000 x 2900(Hz) 
scans=32， scaling factor(n)=24， nt1 max=555ms 

-168-



P47 Self-Diffusion of Supercooled Water to 238 K Using PGSE NMR  

Diffusion Measurements 

( (株)機能水研究所)

( William S. Price、O井出博之、荒田洋治)

Water Research Institute 

Sengen 2-1-6 Tsukuba， Ibaraki 305-0047 Japan 
William S. Price， Hirovuki Id~， and Yoji Arata 

The translational self-diffusion coefficients of supercooled water at a加 osphericpress町'ewere 
examined using pulsed-gradient spin-echo NMR diffusion measurements down to 238 K. As the tempera制re
decreased， the diffusion behaviour became distinctly non-Arrhenius. It was found that the diffusion behaviour 
when plo悦:edin an Arrhenius form was well-described by a Vogel-Tamman-FuIcher-type relationship in the 
temperature range of 298 to about 242 K. However， a fractional power law type 何回tionwas found to provide a 
better fit that extended over all of the measured temperature range. Below this tempera仰向 rangethe diffusion 
coefficient decreased rather steeply and at 238 K the diffusion coefficient was 1.58 x 10-10 m2s-l， the lowest 
value of the water diffusion coefficient so far determined. At白istemperatureぬeactivation energy for the 
diffusion was found to be of the order of 44.4 kJ mol-I

_ The data presented here should allow theoretical models 
of water to be more stringently tested. 

The anomalous behaviour of supercooled water remains poorly understood. Despite 

its白ndamentalimportance， experimental measurements of the diffusion coefficient of 
supercooled water have attracted surprisingly little 釧 ention(Weingartner， 1982) given the 
number of theoretical studies in the field. In the present study the translational self-diffusion 

coefficients of supercooled water at atmospheric pressure were examined using pulsed-

gradient spin-echo (PGSE) NMR diffusion measurements down to 238 K (Price et a1.， 1999). 
Thus， we have extended the lower limit of the measurement of the diffusion coefficient of 

water much closer to the apparent limit (i.e.， homogeneous nucleation tempera佃re，TH) of 

around 231 K for supercooled water (Angell， 1983). As the tempera佃redecreased， the 
diffusion behaviour became distinctly non-Arrhenius (see Fig. 1). 
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Figure 1 An Arrhenius plot of the 
diffusion coefficient of H20 versus 
temperature. The values obtained in the 
current work are marked by squares 
and those仕omGillen et al (Gillen et 
al.， 1972) are denoted by crosses. 
AIthough the two data sets have 
different offsets (i.e.， at 298.15 K we 
have D = 2.3 X 10-9 m2s-1 and Gillen et 
al. obtain D = 2_23 x 1O-9m2s勺， the 
overall仕'endis similar but diverges 
more at low tempera旬res.The dashed 
verticalline denotes 273 K. The results 
of regressing白eVτ'Fequation onto 
the data is shown by the solid line and 
similarly the results of regressing the 
FPLeq回 tiononto the data are denoted 
by the dashed line. 

Keywords: Pulse-Gradient Spin-Echo， Diffusion， Supercooled water 

著者ふりがな:ウィリアムシドニープライス、いでひろゆき、あらたようじ
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We found that above 242 K， our data was well described by an empirical Vogel-
Tamman-Fulcher (VTF)-type relationship， 

D = Do exp{-B /(T一九)} -
E
E
E」

1
i
 

[
 

where T is temperature，九isoften related to the glass transition temperature and Do and B are 
fitting constants. By regressing Eq. [1] onto the data， the following values were obtained， D，。
= 4.00:!::: 0.87 x 10.8 m2s'l， B = 371 :!::: 4S K and To = 169.7:!::: 6.1 K. The result is plotted in 
Figure 1. A dynamic scaling behaviour (i.e.， fractional power law; FPL) ofthe form 

D =qTl/2(十r [2] 

where r is a fitting p釘 ameterand Ts represents a low temperature limit where D extrapolates 
to zero was also regressed onto the data (see Figure 1) and was found to provide a be“er fit to 
the data at lower tempera佃resthan the VTF equation. This power law behaviour constitutes 
the grounds for the stability limit co吋ec同re，which assuming a true singularity at Ts， predicts 
that there is no continuity of states between the liquid and solid states (Speedy， 1982a;Speedy， 
1982b). The parameters ofbest fit are given by Do = 7.66:!::: 0.24x 10・8m2s七九=219.2:!::: 2.6 

Kandy= 1.74:!:::0.10. 
By taking the derivative of Eqs. [1] and [2] we are able to obtain the apparent 

activation energy for the difi白siveprocess with tempera知re;see Figure 2. 

20 

Figure 2 A plot of the EA for diffusion 
according to the differential of血eVTF
equation (solid line) and由eFPL 
equation (dashed line). The curve 
derived 仕om the VTF equation 
underestimates EA for temperatures 
below 240 K， however the curve 
derived from the FPL equation rapidly 
increases below about 250 K. 
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The activation energy increases with decreasing tempera加reand exceeds 36 kJ mol'l (8.6 
kcal mol.l) if EA is determined from the VTF equation or 41 kJ mol"l (9.8 kcal mol'l) if 
determined from the FPL equation for temperatures below 240 K. In fact， by using the lowest 
two tempera知reswe can calculate that at around 238 K， EA is of the order of 44.4 kJ mol'

l 

(10.6 kcal mol勺.At lower temperatures the values extrapolated for E A from the two different 
equations diverge dramatically since at Ts (i.e.， 219.2 K) the FPL equation implies a 
singularity. 

Our results show that the diffusion of supercooled water follows a smooth trend 
down to at least 238 K with the data， particularly at the lowest temperatures， being better 
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described by a 企actionalpower law than the VTF equation. This further supports the view 
that water is not approaching a glass transition (Prielmeier et al.， 1987) and thus that there is 
no continuity of states between the supercooled liquid and solid phases. 
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P48 パルスフィールドグラジエントを用いたフッ素棋の 2次元NMR法

(旭硝子(株)・中央研究所)0笹倉英史，森揮義富

F1uorine two dimensional NMR methods using pulse field gradient 
OHideshi Sasakura， Morizawa Yositomi 

Research Center， Asahi Glass Co.， Ltd. 

We present new methods which are fluorine 2P-NMRs using pulse field gradient(pFG); 
PFG-HC{F}-HMQC， PFG-FC{H}-HMQC， PFG-FC{H}-HSQC and PFG-F任司-COSY. It is 

possible to reduce the time needed for 2D measurement by adopting PFG to fluorine 2D-NMR 

methods， and perform high sensitivity by detecting the high gyromagnetic ratio nucleus， such 

as fluorine， or proton. We show 2D spectra of 1，1，2，2ふpentafluoropropane(pFP)and 2，2，3，3・

tetrafluoro・1・propanol(TFP)ゐrmodel compounds. 

1.はじめに

我々は、工業材料や医農薬原体・中間体で有用な含フッ素有機化合物の構造解析を、簡便にか

つ迅速に行なうために、 CF柾I}-J分解法， CH{F}-J分解法， CF{H}-COSY法， CH{F}・COSY法

およびF怪奇-COSY法の CIFIHトリプルレゾナンス 2次元法と、それらを組み合わせた構造解析

法を報告してきた。

しかしながら、フェーズサイクリングを行なうパルスシークエンスのため積算時聞が長く、ま

た CF-COSY法のように低周波数核である 13C核をを観測核とする 2次元法は感度が悪い。さら

に 13C核よりも観測周波数が広い 19F核が Fl軸側になるので、分解能を上げるためには Fl軸

側のポイント数増やさなくてはならず、さらに測定時聞が長くなるという問題もあった。

これらの問題を解決するために、必要なコヒーレンス情報を選択的に取り込めるフィールドグ

ラジエント法を 19F核に適用し、異種核測定には 19F核や lH核を観測核とするインパース 2次

元法を検討した。

今回は、 PFGを用いた CIF圧王トリプルレソナンス HMQC法および HSQC法， PFGを用い

たF荘司ー COSY法について報告する。

えι手並
モデル化合物として、 Lancaster社製 1，1，2，2ふペンタフロロプロパン(pFP，純度:98%)およ

びLancaster社製 2，2，3，3・テトラフロロ・1・プロパノール(TFP，純度:97%)を用い、測定には約 30悦

重クロロホルム溶液として使用した。装置は、日本電子社製核磁気共鳴装置 ECP・400，プロー

プは 5mmφサンプル管用 PFG・CFHトリプルレゾナンスプローブを用いた。デカップリングパ

ルスとして、 lH核にはWALTZ，13C核と 19F核にはMPFを用いた.

3.結果および考察

3.1 PFGを用いた HC恒子HMQCスペクトル

フッ原子を含む化合物の PFGを用いた HC-HMQCスペクトルを、 Fig.l(a)のパルスで検討し

Fig.2(a)のスペクトルを得た.水素原子とフッ素原子の両方が結合している炭素原子の相関ピー

クは、 F2軸側に J田で分裂し、 Fl軸側に JCFで分裂する。そこで Fig.l(b)に示す様にトリプル

側で 19F核を完全デカップリングすると、 2つのカップリングが消失したスペクトルが得られた

(Fig.2(b)).解析にカップリング情報が必要な場合、 FIDを取り込む時のみ 19F核をデカップリ

ング(Fig.l(c))すると、 13C核の展開時聞に分裂した CFカップリングの情報を残したスペクトル

が得られた(Fig.2(c))。

キーワード:トリプルレゾナンス、パルスフィールドグラジエント、フッ素化合物、フッ素核

Oささくらひでし、もりざわよしとみ
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3.2 PFGを用いた FC{H}・HMQCスペクトルおよびFC怪奇-HSQCスペクトル

F核観測の異種核2次元NMR法を検討したo Fig.3および4にTFPのFC任司-HMQCスペク

トル， FC荘司-HSQCスペクトルを示す.両スペクトルとも積算回数 :2回、 F2軸側のポイント

数:128、繰り返し待ち時間:1.5秒で、測定時

間は約 8分であった。

PFPの FC{l号-HSQCスペクトルは、 FC任司-

HMQCスペクトル{Fig劫と比較しでかなり SIN

の悪い結果となった.この原因は、 HSQC法が ，由

HMQC法と比較してより複雑なパルスシークエ 州而

ンスを用いるために励起帯域が狭く、 19F核の観 ω 

測幅が 55kHzと広い化合物の測定では、 SINが 【凶

悪くなったことが考えられる.

3.3 PFGを用いたF任l}-COSYスペクトル

積算回数 1回で測定すると、 PFGを用いない

COSYの場合、種々のコヒーレンスの相関ピー

クが現れたが、 PFGを併用すると sJFFによる相

関ピークのみが現れるスペクトルが得られた.

回 '圃
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Fig.1 Pulse sequence ofPFG-HMQC 
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P49 リチウム塩を含む有機電解液の無限希釈付近の自己拡散係数と電

気伝導率の研究

(物質工学工業技術研究所1ユアサコーポレーション(掬機能水研究所3)

早水紀久子¥O杉本恭子，相原雄一人William.S..Price3 

Studies on the Ionic Conductivity and the SelfDiffusion Coe伍cientsat Infinite Dilution for 

Organic Electrolytes Including Lithium Salts 

Kikuko Hayamizu， Kyoko Sugimoto， YuiむhiAihara， and William S. Price 

(National Institute ofMaterials and Chemical Research， Yuasa Corporation) 

The self di仇 sioncoe伍cients(JJ) of the lithium， anion， and solvent in four organic 

electrolyte solutions， which are important in lithium batteries， were measured by the pulsed-

gradient spin-echo (pGSE) NMR method in the dilute region. The sa1t concentration 

dependence of the D values of all the species， the ion transport numbers， and the solvation 

numbers around the ions are discussed. The equivalent conductivities were calculated from 

the ion diffusion coe血cientsusing the Nernst-Einstein equation. The infinite dilution values 

extrapolated from the experimental measurements are in very good agreement with the 

equivalent conductivities measured using the AC impedance method. To our knowledge， this is 

the first experimental verification of the validity of the Nernst-Einstein equation at infinite 

dilution. 

はじめに:リチウム電池に用いられる有機電解液の特性は有機溶媒とリチウム塩の組み合わせに

大きく依存するが、イオン伝導機構等は未だに解明されていない。実用的な濃厚溶液の電気伝導

率は、希薄溶液の電気伝導率解析から得られる極限モル伝導率 (Ao)と電解液のイオン会合定数

(KA)の兼ね合いで決まるともいえる。今回、無限希釈に近い濃度範囲で 4種類の有機電解液中の

リチウム、アニオン、溶媒の自己拡散係数を 7Li，19F， 1H-NMRで PGSE( Pulsed-Gradient 

Spin-Echo)法により測定し、拡散現象より解析を行った。

実験:塩濃度 0.0001から 0.5M の有機電解液 LiN(S02CF3)2 I y・butyrolactone(GBL) ， 

LiN(S02CF3hl propylene carbonate (PC)， LiBF41 GBL， LiBF4IPCを5mmφサンプル管に高

さ5mm入れて測定した。測定温度は 30tである。

結果と考察:リチウム、アニオン、溶媒の自己拡散係数を塩濃度の平方根に対してプロットして

図1に示した。既に我々が報告しているように 1. 2、自己拡散係数は4種の電解液で溶媒が最も

速く、次にアニオン、そして、ファンデルワールス半径の最も小さなリチウムが最も遅かった。

PGSE-NMR，自己拡散係数、有機電解液、リチウム

はやみずきくこ、すぎもときょうこ、あいはらゅういち、ウィリアム プライス
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塩濃度減少につれて全ての拡散係数は速くなるが、その程度は BF4でもっとも大きかった.リチ

ウムとアニオンの Dを溶媒の Dに対してプロットすると、それぞれが良い相闘を示すことより、

イオン移動は溶媒に依存していることが明確である。

図2に示すように、リチウムとアニオンの自己拡散係数を基に Nernst-Einstein(N-E)式より求

めた当量伝導率を塩濃度の平方根に対してプロットすると直線関係が得られた。これを無限希釈

度へ外挿した値は、交流複素インピーダンス法で測定した極限モル伝導率とほぼ一致した。これ

はN-E理論式を実証した数少ない例の一つである。

塩濃度依存を示す自己拡散係数より輸率、溶媒和についても興味深い結果を得た。

数の温度変化についても検討を行った。

また、拡散係

Fig.l Plots of the diffusion 

coefficients versus the square 

root of the salt concentrations 
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Fig. 2 Plots of the equivalent 

conductivities of the GBL and PC 

electrolytes including TFSI versus 

root of the salt 
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P50 アミノ霞 (L-Leu)ーフェナントロリンー混合配位子白金錨体の

構造とオリゴ DNAとの相互作用

中央大・理工 1、東藁大 2.0松木間 1、神藤平三郎 2、佐久間千勢子2、

千喜良鼠 1

NMR Study On Interaction Between Pt Complex [Pt(Phen)(Leu)] 

And Oligomeric DNA 

Inter，卸値∞回tw側、OIi即mericDNA(D01)釘叫 ptcom同制 Cぽ拍ining釘Y世間舵id(国訓憎) and 

同港問n廿... oIi時[Pt(p同百)(Leu)]was i附剖gatl凶 byCD創市dNMR methods. 001 (伺.2mM)w槌枇rat剖 by

s恥 ksolution of拘 com尚 x.CD int朋 sityat 2田 nmslo叫y路加ra士剖 arαJnd001 :Pt=1:4 Cin 

moI).CαTl>釘isonw耐旬開剖 CDsp配 traof canonical Bイorm釘刈 Aイぽm DNA suggest，剖廿l8.tthe 

complex induced toけ、e00 1 a partial tr釦'lSitionfrom B-to A-fol1Tl. The倫凶∞ c岡崎剖防。ωn

NMR signals in加 thchen首c剥slift釘叫 linew柑h 刈1butC3 H2・，H2"sugar proto問，C3H6b踊 eproぬnhave

unar附句頃Iy剥ftedぬ hgherfield. H耐3何eldshift of C. H1 '，H2'，H2"，H3' SL喝arpro匂情，c.H5 base proton， 

G‘H8凶sepr悦:onG1oH8凶sepro蜘 wererel副velyb抱.AS811匂閣epro刷、S釘einm錫orgrは'NeatCslG4

制 Gu/C.s匂p，性S唱 脚t同士αm同猷以ndsin回加腸nthird and fourth base pair釘刈 then caused 

the confol1TlationaJ change tt、ere.

遷移金属はタンパク中に取り込まれて鯨素として働くものを始め，生物の営みに重要な役割を担っている.~

た知的創麓の立婦からタンパクの DNA結合モチーフ中のアミノ霞側鎖が DNAよのある首分を特異的に認mする

メカエズムに大きな関心が寄せられる一方 r小型分子』によって特異的鶴位箆aを行おうとする鼠みも続けら

れている.金属錯体の中でもフェナントロリンなど，大きな疎水平面を持つ配位子を含むものはインターカレー

トという特徴的な仕方で側Aと結合サる事で翻心を集め多くの2闘がなされてきた当研究室でl場移金属を

中心に持つ様々な混合配位子金属錨体について研究し多くの知見を得てきたが，種々のアミノ磁を含むこ舗の銅

鎗体 Cu(11 )(Phen)(訓 noacid)とDNAファイパーの ESR測定では，これらの鋪体が DNAらせん紬に対して強

い配向性をもって結合する，インターカレート型鎗合である事が強く示峨された.

今回このようなフェナントロリンを含む金属鎗体について側Aとの結合様遣の欝細や，結合によって引き起

こされる DNAの傭造の歪み，積環部分のパッカリングの変化などを鮮し〈考寂する目的で，主に NMRのいくつ

かの手法奪用いて研究を行った.ESRから NMRに手法を伝じるに伴って中心金属はこ備の鋼から閉じくこ価の

白金に変更して検討した.平面配位のニ偏の白金錨体ではガンの治領事として有名なシスプラテンがある.シス

プラチンはその強い銅鏑性の一方で，多くの副作用をもたらし治銀法に大きな制限を加えている.シスプラチン

はその鎗合により梶遣を霊められた DNA分子と，それを寵鶴して，ある種のタンパクが作用する車でその効果

を発揮するらしい司Eが量近領告され，鎗体の結合によって側Aに引き起こされる構造の変化も興味あるテーマ

である.

NOE，交換性プロトン， DNA.白金錯体，フヱナントロリン

まっきょう、しんどうへいさぶろう、さくまちせこ、ちきらまこと
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オリゴ削Aの配列に1:.もスタンダードな配列で，以前より良く研究されているd(CGCGAATTCGCG)2(∞1) 

を用いた.白金鋪体にはフェナントロリンの他に必須アミノ磁の一つであるロイシンを渇択した.錨体は以前に

報告された方法に沿って合成し【1)，オリゴDNAIまSawadytechnology Co.， Ltd.より鴎入した

[CDの測定]

∞ 1を2伽 Mリン.:緩衝液 (pH=7.0，3伽 MNaCI)で特釈し，同じ緩衝濠で希釈した鋪休漕液を∞1件 1:5

付近まで順次滴下し， CDスペクトルを観測した.鎗体の CD帯のない 2町、m付近の CD強度の錯体温度による

R動をプロットした結果，∞1利 =1:4-5付近で緩やかに飽和に向かう傾向を見せた.一方、 CD暢の全体の特

徴IまDNAがB-formから A-formに遷移してい〈時に見せる変化によ〈似た推移を見せた.

[NMRの測定1

NMR測定は JEOLA-4∞で行われ，交錬性プロトンからの情報も加味するため、今回はすべて経水中で測定

された 001湾液は量終的に約2mMの湾液にした.(叩%20mM財M瑚 hatebuffer pH=7.0 ， 10% D20 ， 3伽 M

NaCI)錨体溶液は∞1:Pt=5:1から 1:1まで5段階にわけで涜定した各ステップごとに NOESYとTOCSYに

よって独立してシグナルの帰属を行い，塩基の H5，H6，H8，H2，省環の H1'，H2' ，H2"，H3' ，H4'について化学シフト

の賓動を観費量した.スペクトルは漬定各ステップごとに NOESy(1的市-mlx之助市.-mix)，TOCSY(l2Oms-同減、

全て 1024ポイントX256カラム， 30"Cで測定され，データはガウス関数でトランケー卜したのち，シフト値の

決定用には4KX4Kポイント，ピークボリューム針算用には 2KX2Kポイントにゼロフィルした.シフト値の決

定には竹 NMR(free-ware;http://bake.kuchem.ky，ぱo-u.ac..iP/bun/1陪m/i叫ex.htmI)，ピークボリューム計算

にはn附 2(NewMethod臨ResearchInc. NY) ， Sw州 -MR(fr，制t-ware;句 ://Qぬrue.usc局 /nrrr/)を使用した

[結果、考書1]

DNA溶液への pt鋪体湾液の涜下により， DNAのプロトン化学シフト値とシグナルの線帽は共に大き〈変化し

た.線網1:滴定に従ってほぼ直線的に広がるが， CDスペクトルから得た飽和曲線から鋪体の結合悔位Iま徴カ所

以上あると恩われるので，異なった部位に鋪体を鎗合した敏種の化学橿聞の交換によるものと思われる.配列上

どの様車庫も循環の H1・，H2"は全体的に大きくシフト値が震動するが，中でも配列の舗の様車庫竃大倉〈シフトし，

塩事のトi6，H8も閉じ傾向を見せる.これは DNA分子の末幡効果と震われ，通常の二本..遥からの逸脱が原因

と思われる.~た，塩釜対形成に参加するイミノプロトンも G'2/C，ペアでは会〈観測されないので，纏車庫対形

成lま*舗で損なわれている.その他のプロトンで特徴的なシフトを見せたのは Ca •環のH2'，H2"，H4'，.&のト-16

で，どのシグナルも高磁渇シフトする中で Caに関与するこれらのプロトンIま大小の差こそあれ，一致して低俗

渇シフトを見せた.更にCg 積環の H2'，H3'，G.糧事EのH8， G，o.&のH8も，他のプロトンに比厳して大きな

高磁喝シフトを見せた.これら8つのプロトンは共に Ca，G.と，それらと梅基対形成した相手舗の G，ooCgの歯車分

に集中している.この・から錨体1ま∞1の嶋から 3翻 と4番目の温基対間に結合する事が可能で，それによ

り付近の電子環演や二本鎖の構造を変化させることが示峻された.

(1)R.Mital and T.S.創刊誌va.J.lnorg.Bi，∞h開).，40，111，1990.
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P52 糖鎖置換シクロデキストリンの高磁場NMR法による構造解析

(工技院生命研1、東京理科大基礎工2、武庫川女子大薬3)

0堤遊1，2、山垣亮1、石塚靖子1、中西洋志1，2、小泉京子3

Structure ana1ysis of saccharide substituted cyc10dextrins by higher 
field NMR spec位oscopic method 

(National Institute of Bioscience and Human-Technologyl， Science University ofTokyo2， 
，1.2 ....._'-__ "_____1-'1 ，，____'-_ T_，-，__，__1 

Mukogawa Women's University3) YU Tsutsumi~'~， To耐uY amagaki ~， Yasuko Ishizuka ~ ， 
:1.2 Hiroshi N雄副si~'~， Kyoko Koizumi 

Recently，間切haridesubs帥制cycl剖ex住insare increasingly泊teres飽din medical合ugand

food indus句・ lHNMRspec住alanalyses of sa∞haride substituted cyclodex位inswere 

performed by using a 800 MHZ NMR spectrometer.百le1 H NMR spec住aof血reepositional 
1 ，，2 isomers of diglucosyl s -CD were measured組 dcompared with each 0伽 .6~ ， 6~-diglucosyl-

PεD shows relatively well 問 solvedsignals and considerably different signal pattems f旨om
1 ，，3 __-'.::1 ，，4 血oseof 6~ ，6J 

-and 6~ ， 6~-diglucosyl-s -CDs. The results suggest different structures ofω 

rings among those也reepositional isomers. 

シクロデキストリン(CD)は、様々な包接錯体を形成することがよく知られているが、
最近、種々の糖鎖置換∞が天然から分離されたり、合成されたりしており、医薬・
食品材料分野で注目されている。これらの糖鎖置換ω誘導体の同定や構造解析は従
来困難であった。今回、我々はグルコースが2個β∞環に置換した3種類の置換位置

異性体 (61，62_ジグリコシル-s-CD(町、 61，63_ジグリコシル-β-CD但)、及ぴ61，e_ジ
グリコシル-s-CD佃))についてその同定、構造解析を8∞班IzNMR分光器を用いて
行ったのでその結果について報告する。これらのすべてグルコース基で構成されて

いるω 誘導体の5∞IMHzlHNMRスペクトルはシグナルの重複が激しく、解析が困

難であった。 8∞IMHzの高磁場磁石を用いてlHNMRスベクトルを測定すると、シグ

ナルの一部が分かれてくるため解析がやや容易になる。 IのlHNMRスペクトルにお
いて分枝の2個のグルコース残基のシグナルは、∞環のグルコース残基のシグナル
と大きく異なることがわかった。また、 2個のグルコースによって置換されている

∞環中の根元の2個のグルコース残基の対応するlHシグナル(特に1位と6位)が大
きく異なることが見出された。 NMRの詳細な解析からこれらの∞誘導体の構造につ
いて議論を行う。

8∞M抱 NMR、シクロデキストリン、糖鎖置換シクロデキストリン、置換位置異性体

つつみゅう、やまがき とおる、いしづかやすこ、なかにし ひろし、
こいずみ きょうこ
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P53パルスNlvIRを用いた lHT2測定による多糖水溶液の水素結合構造の研究

(東水大) 0松川真吾・渡部徳子

Hydrogen Bonding Structure of Polysacchride Solution Obsen吋 by'HT
2 
Ntv恨 Measurement

Shingo Matsukawa and Tokuko Watanabe 

Dept. ofF∞d Saena arrl Tochndogy， Tdcyo UnivelNity of Fisheries， 

Kαlan， 恥住1atu-ku， Tdcyo108-8477 

'H T2 for water in gellan solutions have been measured in order to elucidate the 

hydrogen bonding structure and structural change of gellan molecule. From the results of the 

temperature dependence， it was found that 'H T
2 
for water significantly changes with the 

confonnational change of gellan， such as random coil-double helix transition or the fonnation 

of aggregates of gellan molecules， which alters the proton exchange rate between water 

molecule and hydroxyl groups of gellan. For the solution with K+， it was suggested that the 

hydrogen bonding between gellan molecules is accelerated by the shielding effect of K+ ions 

and reinforces the double-helix structure and the aggregates of double寸lelices. For the 

solution with Ca2七itwas suggested that ionic bonds are fonned between carboxylic acids of 

gellan and Ca2+， and reinforce the aggrega回 ofdouble-helices. 

(緒言)

ある種の多糖が示す高次構造形成において、高分子一高分子間および高分子一溶媒

(水)間の水素結合が重要な役割を担っている。このような水素結合構造の変化は水

分子と糖鎖水酸基との間での化学交換速度を大きく変えるので、水分子の lHT2に敏感

に反映される。本研究では、 D・グルコース、 D・グルクロン酸、 D・グルコース、 L・ラム

ノースを繰り返し単位とする多糖であるジェランのランダムコイルーヘリックス転

移およびゾルーゲル転移を取り上げる。ジェランは、水素結合による 2分子聞の相互

作用によって 2重螺旋を形成し、さらに、 Kや Caなどのイオンの存在下では、この

2重螺旋同士の相互作用によってゲル構造を形成する。この時のジェランの高次構造

の変化を CD測定によりモニターしながら、水分子の lHT2の変化より、水素結合構

造の変化を詳細に研究する。

(実験)

Na型ジェラン(低金属イオン、三栄源)は 1(w/w)%になるように、蒸留水に懸濁し、

40
0

Cで 20時間、 70
0

Cで 2時間、 90l:で 30分間加熱した後、金属イオンを添加し、

さらに 90'Cで 30分間加熱し、所定の温度、時間で保存後に用いた。金属イオンの添

加濃度は Na，K; O......100ml¥lI、 Ca，Mg; O......8ml¥1Iとした。 NMR緩和時間及びCD

キーワード;パルス NMR、lHT2、プロトン交換速度、ジェラン、コイル-ヘリックス転移

まっかわしんご わたなべとくこ
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のihAJ互依存1'1:は 71t~15t:の範聞で 0.5 1.~/min で降禍し、さらに、昇漏させながら
n"った。 IHT2NMRの測定は br叫cel'tl:製の minispecPC-120を月lいて、共鳴周波
数は 20MHz、2τ=lmsで行った。 CD測定は、日本分光社の J-720を川いて波長
240・195nmの範囲を 20nm/minで測定した。

(結果と考察)

力壬オ二ン濃度{点在住 1師の金属イオン(Na，K)を添加した場合では、濃度増}JIJに伴い、

初め、緩和時!日jがほぼ同じであるが、ある濃度のところで急激に変化した後、また一

定になる傾向が見られた。この急激な変化は、十高分子鎖の構造変化に{，I~って水和構造

や交換速度が変わったことによると考えられる。 2f1l1iの金属イオン(Ca，Mg)を添加し

た場合は、続f[11時間の変化は連続的であり、水素結合構造の変化が連続的に起きてい

ることを示している。

jJ1度依(Itl:Fig. 1にK+を添加した試料の 202nmにおけるモル栴門率[8]202とIHT2の

if，l度依存性を示した。 [K+Jが増えると!時温過程において[8h02に見られるジェラン鎖

の防造転移h~~(TCD)が高祖へと変化している。 [K.]=40mM 以下の試料ではこれは IHT2
の急激な変化点(TNl-IR)と一致しており、水素結合構造の変化を伴っていることを示し

ている。 [K']=80mMの試料については、 TCDよりも高温側に TNMRがみられ、ジェラ

ン鎖の梢iiE変化のがiに水素結合構造変化が起きるととを示している。続く界混過程で

は、 [K+]=40mMにおいては、 IHT2の変化は[8]202の変化に対応した遅れを見せており、

ヘリックス構造の消失と共に IHT2を短くするような水素結合構造が消失していると

考えられる。 [K']=80mMにおいては、 65
0

C以上では[8]202の変化よりジエラン鎖はラ

ンダムコイル状態であると考えられるが、 IHT2は小さな値のままである。従って、

低掘で形成された水素結合情造が残っていると考えられる。 Ca2+を添加した試料につ

いても、温度変化に伴うジェラン鎖の構造変化と水素結合構造の変化を考察した。
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P54 液晶NMR法におけるMAS/NMASC・13スペクトルの利用

2ーピ二ルオキシピリジンについて

(阪大・医)0藤原英明、 木村敦臣、

(阪大・薬)A. V. Vashchenko 

MAS/NMAS C-l 3 Spectra in Liquid Crystal NMR. Observation and 

Analysis of the Spectra in 2-Vinyloxypyridine 

OHideaki F吋iwara，1Atsuomi Kimura， 1 and A. V. Vashchenk02 

School of Allied Health Sciences， Faculty of Medicine， Osaka University 7 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Osaka University2 

A version of the liqid crystal NMR spectroscopy， MAS/NMAS LC-NMR， has been 
applied to 1 3 C spectroscopy to extend the applicability of the MAS/NMAS method. 

The sample used in this study is 2-vinyloxypyridine and the 1 3C NMR data analysis 

suppo代edrigid framework for the pyridine and vinyloxyl group. 

【序】 直接結合定数 (Dij)のNMR分光法における有用性は、最近の低配向性液晶系とし

てディスク形りん脂質希薄溶液であるbicelleの畳場により、広く興味を持たれるように

なった.我々は以前から、通常液晶の高い配向性鼠料について、 MagicAngle Spinning( 

MAS)および MagicAngle近くで角度を変えたNearMagic Angle Spinning(NMAS)の利用

により、配向性をみかけ上小さくしてスペクトル解析を容易とすることを提唱した(J.Am.

Chem. Soc.， 120， 9656-61 (1998) )。 この方法は、これま下 HIこ適用していたが、本

研究では13Cへの応用の有効性を示す.昨年の本討論会では、 2-vinyloxypyridineのlHの

液品NMR解析を行ったが、今回はこの化合物が液晶中に配向した時の13Cスペクトルを取

り上げ、 MAS/NMAS液晶NMRスペクトルの解析を行った.その結果、 C-H直接結合定数

が決定でき、それより分子全体の配向パラメーターも決定することが出来た。

【実験】 用いた液晶はMerck製ZLl1167である.これに2・vinyloxypyridineを3%溶かし

た溶液を試料とした。 NMRの測定はVarianUNITY-400WBにより行い、 MAS実験には固体

CP/MASプローブを利用した。測定温度は26"Cである.

【結果と考察] 1 3 C MAS/NMASスペクトルの測定例を図 1に示す。 MagicAngleから

のずれが小さい時は、 lHスペクトルは 1次の分裂パターンを示し、この場合は、 13Cの各

ピークも 1次の分裂の法則に従い、空間的に近くにあるlHとの相互作用により、 Jij+Dijの

幅で2本に分かれる単純なパターンを示した.実際にスペクトルから読み取れるのはJ+O

の絶対値であるので、 Jが既知(等方溶液の値として、通常溶媒や、液晶でも高湿測定で観

察可能)としても分裂幅からDは一義的には決まらない.しかし、最適化構造を用いて、分

子全体の配向パラメーターを最少二乗プログラムSHAPEで決定する際に、 Dの符号が適切

でないと標準偏差が小さくならないことから、妥当なDの値が決定できた(表1)0

ピリジン環の運動と側鎖のピニル基の運動が一体となっていない場合は、ピリジン環のみ

液品NMR、直接結合定数、 MagicAngle Spinning， 2・Vinyloxypyridine，配向パラメーター

ふじわら ひであき、 きむら あっおみ、 A. V. Vashchenko 

-181-



の炭素のDから得られる配向パラメーターは、ビニル基も含めた全ての炭素のDから求めた

配向パラメーターと異なるはずであるが、今回の解析結果からは両者に大きな遭いはなく、

分子全体として運動し配向していると見なされることが分かった:ピリジン環のみの場合

は、 Sxx=・0.00492，~z= 0.01040， ~= 0.00934( 6個のDCHを使用、 rms=4.0 Hz)、

これに対して、全ての 13個のDCHを使用した場合は、 Sxx = -0.00448， ~z= 0.01046， 
Sxy= 0.00957 (rms= 7.7 Hz) 0 これには、昨年の本討論会で報告(番号P51)したよう

に、 Hxプロトンとピリジン環窒棄の聞の分子内水素結合によるコンホメーションの安定化

効果が大きく寄与していると考えられる。

1 3 C MAS/NMASスベクトルの解析が適正に行われたことは、上で得られた配向パラメー

ターを用いて1Hスペクトルの計算を行い、実測スペクトルと比較することにより確かめら

れる(図2)0 図2では、 13Cからの予測スベクトルは実測と良く対応することが分かる。

Table 1 Observed 0 C H Values{Hz. Magic Angle +2.7" J 
CZ出H6C6H~5 C卦~~ C到H~ C~H~ C企HlC3H4 C3Hl CaHx C社~A CbHB CbHA CbH丘

・71.4 44.9 310.3 13.7 105.9 23.0 47.8・48.9-66.5 22.7 50.3・78.0135.2 

……wl~~N山」 ~\~~~い
T 下一寸「一一I II  i i i I i I ， I I ， i 寸←~寸寸一r-rナ寸寸一，-，-，---rー「アナ"l

170 160 150 140 130 120 110 100 90 ppm 

Fig. 1 NMAS 1 3C spectrum measured at an angle of Magic Angle +2.7" . 

出 j:5j::

Lx 
H， _Cミミc.-出

3787.551 1908.037 28.522 -1850.991 -3730.505 

Fig. 2 1 H spectra predicted from the 1 3C spectra (Iower) and observed(upper}. 
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P55 木材中における各種溶媒の 2H-NMRスペクトル

(理研1、日本女子大2)0鵜津 淘1、柴田俊之1、南津明子2

2H-NMR Spectra of some solvents in Wood 
IunUZAWA

1， Toshiyuki SHIBATN and Akiko MINAMISAWA
2 

RIKEN
1 
and Fac加ltyof Scienc久 JapanWoomen's Universiザ

The main molecule which ∞nstitutes wood is cellulose and what is abounding next is Ii.伊血 ηlOughcellulose has 
many hydrophilic groups， li伊inishydrop加Ibic.We∞nsider吋 thatmuch infonnation on wo叫 mightbe obtained by 
usingnoton司ywater but hy命。phobicsolvents and a1cohols. A c1ear infl倒 ionpoint similar to the助 er純国説ぬn伊国

in wood(Chamaecyparis obtusa Endlicher) /water was observed in a plot ofthe d聞 teriumqu組問.polesplitting A ν。
of oriented CD，OH in wood vs. the methanol concenl回 tion.The ir由民tionpoint wasωmewhat different between a wet 
anda dried鈎mple.In addition， !l. νQofCD，oH in出ewood was definitely dependent on the a1ignment ar叫ebetween

the Longtiudinal direction of the wo叫 andthe static magnetic field. From the anisotropy of !l. νQ the rotation axis of 

the CD， group in me血aool，that is the vector a10ng曲eC心 bond，was found to be a1igned parallel to泊teLo時tiudinal

direction of the wood. The order par粗削.erwas very small(S CD =0.005). 

1.序論

昨年度の本討論会で、木材の物性を調べるには一つの手段としてNMRがあり、広幅N

MR、2H-NMRおよびCP/MASにより種々の情報が得られることを発表した。木材は

成長する軸方向にセルロースが並び、他の様々な化合物と混ざり合っている。この中には

疎水基を多く持つ分子もあり、水ばかりでなく、疎水性の溶媒や両親媒性溶媒との相互作

用やこれらの運動も興味ある。本年はヒノキとアルコールおよびシクロヘキサンとの相互

作用について 2H-NMRにより研究した。その結果、木材がそれぞれの溶媒を吸収する

速度の違い、芯に近い部分と辺材に近い部分の運動状態の違い、配向したメタノールの分

裂幅と木材の方向性の解析からオーダーパラメータも得られたのでこれらを報告する。

2.実験

試料として木曽産のヒノキを用いた。木材は成長方向 (Longitudinaldirection)、接線方

向 (Tangentialdirection)、半径方向(Radialdirection) をもっている。これを吸収速度の

実験には、外径5mmの管に入るように削り長さ約35mm (成長方向)とした。角度依存

性の実験では、外径10mmの管に入り、方向が変えられるように立方体にして用いた。

装置は角度依存性の測定は電磁石のFXI00型装置 C H共鳴は15.24MHz)を使い、その

他はα400型 (61.37MHz) を用いた。

3 .ヒノキが各種溶媒を吸収する速度

試料管底部にそれぞれの溶媒を入れて、試料と溶媒が接触したときからの経過時間によ

るスベクトル変化を調べた。全体の経過の中で、溶媒の吸収速度(6分経過後のそれぞれ

のヒノキが吸収した量である強度変化により算出した)は重水、メタノール、シクロヘキ

サンの順に速くなり、芯より辺が速く、常湿より絶乾の方がいずれも速かった。

重水と重メタノールは配向した 2Hの信号が約20分経過後にはみられるが、重シクロ

ヘキサンでは蒸発過程の最後までみられない。重水と重メタノールでは液体に近い自由な

キーワード:2H-NMR、木材、アルコール、異方性、オーダーパラメータ

著者ふりがな:うざわ じゅん、しばた としゆき、みなみさわ あきこ
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状態の成分(A)、配向した成分(c)、配向してはいないが完全に自由でもない中間的な等方

的に運動する成分(B)の、大きく分けて三種類の状態が観測される。吸収過程では自由な

状態の成分(A)から増加し、次に(B)と(c)が増加する。蒸発過程では最初に(A)が減少し、

次に(B)が減少し、最後に(c)が蒸発することがわかった。

4.メタノールの木材への配向

試料管に入れたヒノキにCD
3
0Hを加えながら、スベクトル変化をみた。核四重極分裂

の値と加えたメタノールの量の関係を絶乾と常湿でプロットすると、水における繊維飽和

点と同様の変曲点が見られた。さらに、メタノールの各濃度におけるスベクトルを内蔵の

波形分離プログラムを使って、配向成分とその他の成分を分離し、各濃度に対する各成分

の強度変化を調べた。配向した成分(c)とは別に等方的に運動する成分(A)と(B)があり、

芯の部分は等方的に運動する成分の比率が多いことがわかった。
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CDpH in wood(Longitudinal to Tangential). 

2000 

次に磁場と成長方向との角度によるスベクトル変化をFig.lに示す。ここで、静磁場方

向と成長方向のなす角をγとし、これが一致したときを O。とした。一般に、分子軸と磁

場の方向を一致させたとき、 2Hスベクトルはダプレツトになる。図より γ=0 0 のと

き、 トリプレットライクになっているが、前項で検討したように真ん中のラインは別の成

分と考えることができる。成分(c)の分裂幅をdV
Q
とおき、オーダーパラメータを SCDと

おくと、 CD
3
基の回転軸 (Cー O結合方向)が木材の成長方向と一致しているとき、

dv
Q
= 3 / 4 (e2qQ/h)(3cos2γ・1)SCD (1) 

となる。ここで実線を I(3cos2γ 圃 1)/2Iの計算曲線とし、測定値は・で示すとFig.2とな

り、良く一致している。ここで、 γ=0。のときの分裂幅は1.25KHzであるから、 4重

極子結合定数を170KHzとおけば、 SCD =0.005となった。エタノールの場合、配向する

量は少なく、分裂幅は約560Hzである。この値はメタノールに比べると約 1/2である

が、 C-Cポンドが一つ増え回転の自由度が大きくなったためと考えられる。
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P56 OMASNMRによる液晶のucれ洋シフトの直接的決定法の開発

。京大院高 O西山裕介、久保厚、寺尾武彦

Direct determination of 13C chemical shift. 間前住叩悶ofliquidcrystals 

by∞mbining OMAS NMR and rotor-synchrono田 p叫ses

Yu剖 keN:凶riyama，A旬ushiKubo， and Takehiko事'rao

Depar回 entofChemお句， Grad'田 .te制1OO1of&混na，KyoωUniversity，Kyo句創>6-8502，Japan 

Abst問.ct:百，echemical sl泊町即位。piesof liquid町嗣lsare directly de旬rmiI恕dbyaro町苛nchronousπ

p叫se廿ainunder off-magic剖叫espinning (OMAS). When a liquid cry:坑alwi位1positive (neg凶 ve)magr凶 c

8U蜘 ptib出tyani鈎出司pyis spun around the axis inclined from the 8凶 cm弔問ticfiledby伽 担 割eE 

inclined larger (smaller)白血血emagic angle， the direcωrs are randOI凶~ distribu飴din a plane 

perpendicl血rω出espinning axis.恒leωientatiOIlde戸ndenaofNMR re80nana金問uer時閉averaged.by 

the spinning over a half-rotρIr cycle. A 1'0句r匂 nchrono四 lrp叫seper a quarter-ro加r-eyclere-in倣姐ua出t

orienぬ.tionde戸ndena，and the re叫也19FID沼田pr輔副均値leO位1Bes副知凶onof出e缶百tki叫

ん(2C2t/ lr)， where C2 is a ooe鐙cientrelatedωthe chemi，叫 slri武山鉛阿川e叫 ueof C2 can be 

detennined企omthespぽ佐umob句inedby出eHankel transfonnation of仕leFID.

はじめに

13CNMR化学シフト異方性は液品分子の部位ごとの運動性を反映し、さらにOMASや静止状態において13C

NMRシグナルは先鋭化されて観測されるため液晶相の解析に便利である。 OMASや静止状態におけるピーク

とMASや等方相におけるピークのシフト差から化学シフト異方性がもとまるため、ピークの対花欄係を得るこ

とが重要である。しかし、筆者の知る限りこのピークの対応関係を得る一般的手法は存在せず、対花‘関係の決定

は困難な仕事であった。そこでOMASのみから化学シフト異方性を決定する手法を開発する。

.n洋シフト粉末パターンの復活

磁化率の異方性~Z が正(負)の液晶を静磁場と試料回転軸のなす角ε がマジックアングルθm より大きい

(小さい)角度で高速回転すると、ディレクターが言排十回転軸に対して垂直に分布することが知られている。この

とき NMR共鳴周波数は試料回転周期の半分τr/2で時間依存するようになる。 NMR共鳴潤波数のディレクタ

ーの配向角。(図 1刈帝性は試料回転により平均化さ札 NMRシグナルは先鋭化したピークとして現れる。こ

こで、 τJ4ごとに1rパルスを照射すると試料回転による平均化が妨げられ観測を'f
r
/2おきに行うことによ

りNMR共鳴周波数のゆ依存性が次のように復活する。

m(ゆ)=すC2cos{2O) [1] 

ここでC
2は次のように化学シフト異方性をあらわす。

C2=す声。(σzー σ，，.)sin2ε I司

キーワード:液晶、化学シフト異方性、オーダーパラメーター、 OMAS

著者ふりがな:にしやまゅうすけ、くぼあっし、てらおたけひこ
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[1]のような共鳴周波数のとき、即は0次の第一種Be鵬l関数Jo{X)を用いて次のように与えられる。

F{t)= Jo(まC2t) 問

これを Fourier変換するとi:2Co 11!で発散する幅広の線形を示す。線形フィットすることにより化学シフト

異方性がもとまるが、やや操作カ顎雑である。

線形解析

[司式より、回Dは弘蹴1関数のみを含む。そこで、 O<tく tmaxの区間で FIDF{t)をBe臨1関駅展

開する。この展開は数学的にはH阻 kel変換とよばれており 2離制怜表記は、

F吟仇)J{合) [4] 

となる。ここで凡ははの第一種h 副関数のゼロ点であり近似的にαm"" (m-1I4)Hとほ時間隔にな

る。展開係数は

(凡)=2rMF(けJolιt1 
tmax 2[J 1 {，α~)了ゐ l tl11JlJ< . J 

[司

で与えられる。問式からスペクトルI(凡)は2C211!の位置のみにピークを持つことが期待される。

実験

実験は 75.56班 fzの13c共鳴周波数、 ε=1!12、33回 zのlHデカップルパワーを用い、試料として

~Z>O のネマティック液晶p-me品。可.benzylide田-p-n-butyIaniline ⑪ffiBA)を用いて行った。パルスシーク

エンスを図 2に示した。実験結果を図3に示す。時間領域の FIDは図 3(a)であり、 Fourier変換したスペクト

ルが図時)である。このように幅広のスペクトルカ報活していることがわかる。図3(c)に図3(目。を Hankel変換

したスペクトルを示す。化学シフト異方性の大きさのところに先鋭化したピークとして現れていることがわかる。

図 1.静鵡場と試料回転軸、ディレクタ

ーの角度関係

(a) 

o 5 10 15 
t肺補7ms

防 m

1...I I 1 11 
HI 

14IIII~ ~一
τrIf‘'‘¥ノ)‘
(=nTJさ ら

図2.実験に用いたパルスシ}ケンス。 t
1次元で粉末

パターンを復活させ2次元展開して観測した。

図3.図2のパルスシーケンスを用い

て観測したMBBAの13cNMRスペ

クトル(却3問。 (a)126.0ppmのピー

クに対するh時間領域スライス。(b)

(a)のFourier変換。 や:)(砂の離散的

Hankel変換。

1τ'ranter， C. J.， Integral Transforms in Mathem油田lPhy白血 2ndEd. London: Methuen， New York: Wiley 
(1951). 
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P57 溶液及びリオ卜口ピック液晶中での

ビュー口マイシンのコンホメーション解析
(神戸薬大阪大・医 2)0杉浦虞喜子木村敦臣藤原英明2

Conformational Analysωof Puromycin in a Solution and a Lyotropic Liquid Crys抱l

M且kikoSUl!iur:a1， Atsuomi Kimura2， and Hid四kiFujiwara2， 

/ Kobe pharmaceutical University， 

2School of Allied Health Science， FaculηofMedicine， Osaka University 

Confonnation of puromycin， a broad-spectrum antibiotic， has been investigated in a CD30D 
solution and a lyotropic liquid crystal.百leselective rel蹴 ationmethod in which the selective non-
inversion relaxation time (T1 SNl) and non-selective relaxation times (T1 NS) are measured has been 

applied to the confonnation in a solution.白1this method， inter-proton distances have been estimated 
for severョ1pairs of protons. For a lyotropic liquid crys凶， the magic angle spinning and ROESY 
experiment (ROESY /MAS) has been used and the information of inter-proton distances has been 
extracted from ROE peak streng出.百leseinformations of inter-proton distances in the different media 
have been analyzed according to the distance gωmetry algori血m.百leresulting confonnations in the 
different media紅 ecompared to each other. 

I はじめに]ピユーロマイシン(I)は，タンパク質合成を阻害することで知られているヌ

クレオシド系抗生物質である。すなわち，その構造がアミノアシル t-RNAの 3・末端と類似

していることから，リボソーム内でアミノアシル t-RNAと置き換わることによりポリペプ

チド鎖の伸張を阻害するとされている。しかしその類縁化合物では，その活性に差があるこ

とから，作用部位でのコンホメーションが活性を議論するカギになっていることが示唆され

る。すでにこのものは，固体での X・線結晶解析及び主に lH化学シフト・結合定数を用い

た水溶液中でのコンホメーション解析が行われているが，作用部位でのコンホメーションを

知る手がかりを得る目的で，水溶液より極性の低い重メタノール (CD30D)中及びリオトロ

ピック液晶中でのコンホメーション解析を試みた。重メタノール中については選択的緩和法

により水素間距離を，液晶中については ROESY/MAS法によって水素問距離情報を得て，

それらの距離情報を用いてディスタン

スジオメトリー計算を行い，最適コン

フォメーションを組み立てた。

[実験]市販のピユーロマイシン・ 2

塩酸塩 u・2HCI)を用い， CD30D溶

液については 13mM濃度に調製し，

脱ガス・密封して NMR測定用サンプ

ルとした。リオトロピック液晶は，パ

ーフルオロオクタン酸セシウム塩

(CsPFO) を重水に溶かして調製し

(40:ωbywt%) ，それに Iを溶解 (0.8

wt%) して測定用サンプルとした。液 n3" 

χ， 

ピユーロマイシン，選択的緩和法， ROESY/MAS，リオトロピック液晶中，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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品の確認は 2DNMRによって行った。

NMRの測定は， Vari卸 VXR・500(1H:5oo MHz， J3C:125.7 MHz， 2D:76.7 MHz)を用い， Non-

sel即凶veT1 (T1NS) 及び 13CT1の測定は通常の IR法で， Selective non-inversion T1 (T1 SNl)の

測定はあらかじめ Gaussian-shapedパルスで選択的に特定の信号を反転させた後 180
0

・ τ・

90。となるパルスシーケンスを用いて行った。 ROESY/MASの測定はナノプロープを用い

た。

【結果と考察1T1 NS， T1
sN1の測定から町を J3CT1の測定から tcを求め，それらから H-

H 間距離を得た。一方， 1を CsPFO液晶に溶解した液晶溶液は， 2DNMRにより， RT~320C 

で異方性の液晶状態を， 330C 以上で等方性のミセル状態をとることを確認し，液晶状態

(260C) ，ミセル状態 (350C) それぞれについて MAS条件下で ROESYスペクトルを測

Table The inter-proton distances estimated by selective 

relaxation method and ROE peak strength on ROESY/MAS 
measurements. 

CD30D Solution Liq. cryst. Micellar 

Hi Hj Tij(A) ROE ROE 

8 2.63~2.70 s s 

8 2' 2.56~2.63 w 

8 3' -3.28 町1 w 

8 S'b w 

8 δ m 
8 E m 
l' 2' 2.43-2.69 

4' 2.70~2.91 w 
l' NH w m 
1・ δ w w 

3' 5・a 2.69 

3' 5'b 2.46 

3' NH w 
3' α -2.83 

4' NH w w 

4' α 2.94 

4' s 3.80-4.14 W 町E

5a NH 

NH α W 町E

α P 2.42 w 
α s' 2.ω 
α δ 2.43-2.56 m m 。s' s 

日 8 2.68 w 

s' 8 3.10 m 
8 E 2.37-2.S4 s s 
E OMe s s 

---L--一

s: str∞19 m: medium w: weak 
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定した。液晶状態で 11個

ミセル状態で 18個の

ROE ピークを得た。これ

ら (Table) の距離情報を

持いて，可変目的関数法

により最適コンホーメー

ションを得る計算を行っ

た。 CDpD溶液について

は，得られた距離情報に

:tO.lAを上限，下限とし，

ROESY/MAS 測定からの

データは， Strong 1.7 ~ 

2.5 A， medium: 1.7 ~3.0 A， 

weak : 2.0~4.5 A とした。

糖のパッカリングについ

ては， S または N に固定

し， χχ7を可変にして計

算を行った。

f尋られたコンホーメ

ーションは，グリコシル

結合の配向はいずれの場

合も synとなり，またペ

プチド部分については，

重メタノール溶液中のも

のは比較的延ぴた形を，

液晶中では折れ曲がった

コンホメーションで存在

することが示唆された。

詳細については現在検討

中である。



P58 磁場配向酸性生体膜閣内に結合したメリチンの
国体高分解能NMRスペクトル解析

〈姫路工大理) 0則定 和志、内藤晶、永尾隆、辻暁、斉藤肇

Analysys of high resolution solid state NMR spectra 
obtained fr側 melittinbound to magnetical Iy 

oriented OMPG acidic lipid bi layer 
Oepartment of Life Science. Himeji Institute of Technology 

OKazushi Norisada. Akira Naito. Takashi Nagao. 
Satoru Tuzi. and Hazime Saito 

Melittin is a major c棚 ponentof bee ven側 . and consists of 26訓 inoacid 
residues. We found that DMPC acidic biom側 braneinteracts削 th鵬 1ittin 
under the acidic condition to show Iytic and fusion action by solid state 
割PNMR. At the temeprature higher than 30

0 
C. 捌 PG-melittinbi layers exibit 

magnetic ordering with the bi layer surface pararel 1 to the magnetic field. 
The structure of melittin bound to membrane. and the effect of negative 
charges were investigated by means of solid state悶CNMR spectroscopy. The 
results indicate that melittin is located at the m側 branesurface. and the 
center part is inserted into the bi layers. We also干oundthat negative 
charges at bi layer surface substantial Iy restrict the motion of melittin. 

く序> メリチンは蜂毒の主成分であり、 26アミノ酸残基から構成されている。メ
リチンの膜結合構造を決定することは溶血活性や電位駆動型イオンチャンネルの機
構を解明する上で重要である。表々はメリチンーDMPC磁場配向膜を用いてOO(dipolar
decoup 1 i ng) 法slowMAS法、 MAS法を適用することで中性リン脂質OMPC中でメリチン
が2本のαーヘリックスがProMで連結された構造をとっていることを明らかにした。
本研究ではこれらの方法を酸性リン脂質DMPG(dimyristoylphosphatidyl glecerol) 
に適用して、メリチンと生体膜表面に存在する特に負電荷との相互作用が膜結合構
造に与える効果を明らかにすることを鼠みた。

く実験> 特定のアミノ酸残基のカルポニル基を13C標践したメリチンを捌PG二重膿
に組み込み、 2伽制酢酸、 10伽制 NaCIを含む pH5.0緩衝液で水和した鼠料を調製して
悶C-NMR測定を行った。カルポニル炭素の磁場配向の状態の化学シフト値δを双極子
デカップリング法(00)で、化学シフトの等方値8isoを双極子デカップリングーマ
ジックアングル角度回転法(0ト輔AS)で、非配向状態の粉末線形をslow-MAS法でそれ
ぞれ測定した。いづれも測定は40

0Cで行った。 (Fig.1)

く結果と考察> メリチンを組み込んだリン脂質二重膜の剖ト附Rスペクトルを測定
したところ、強磁場中ではδょの位置に信号が現れたことから脂質二重膿表面が液晶

相で磁場に平行に配向していることが判明した。さらに光学顕微鏡観察の結果、メ
リチンは膜融合作用によって巨大な』重ないし、数量膜リポソームが形成されるこ
とが分かつた。したがって強磁場中でリン脂質二重膜は巨大な畏楕円形のリポソー
ムを形成し、その長軸を磁場の方向に向けて配向しているものと考えられる。

まず、 N端とC端のαーヘリックスがそれぞれヘリックス軸のまわりに自由回転して
いるモデルで全体構造を求めた (Fig.2)。この時αーヘリックス軸とカルポニル肢

固体高分解能N服、磁場配向、メリチン、酸性生体腰、立体構造決定
のりさだかずし、ないとうあきら、ながおたかし、つじさとる、さいとうはじめ
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棄の0=0軸(822と平行)は平行であるという仮定を用いた。この結果N-端のヘリッ
クスは脂質二重膜面に平行に配向しており、 C-端のヘリックスは膜面に垂直に配向
していることが分かつた。次に、ヘリックス軸回りの異方的な運動を考慮するため
two site jump modelによるスベクトルのシュミレーションを行った。この結果、 90
。程度の振帽の運動により自由回転の場合と同じ程度に線幅が先鋭になることが分
かった。さらにslowMAS NMRスペクトルの特徴的スペクトル線形をシュミレートす
ることが可能であった。この結果はヘリックス軸まわりの異方的な運動の存在を示
唆している。しかし、 slowMASのシュミレーションスペクトルの線幅をtwosite 
jump wobbling modelで解析したところ実測よりも広くなることから、メリチンはヘ
リックス軸まわりの運動に加えて、線形に大きな影響を与える他の運動成分が存在
することを示唆している。またN端のヘリックスとC端のヘリックスでは運動の振幅
が異なっていることがスペクトル解析から分かった。この様に磁場E向二重膜を用
いてカルポニル炭素の化学シフトテンソルを解析することにより膜結合メリチンの
動的構造についての詳細な解析が可能になってきた。
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r砂九fザr-""γ-y---， 、J

pp舗

2∞ 190 180 170 伺 150
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P59 多核種NMRによる高分子電解質中のイオンの拡散と

高分子マトリックスの拡散状態の解析

(物質工学工業技術研究所1、ユアサコーポレション人機能水研究所3)

O早水紀久子1、相原雄一人杉本恭子1、W.s. Price 3， 

The diffusion phenomena of ions and matrix polymers studied by multi-nuc1ei 
PGSE NMR method. 

K. Hayamizu， Y. Aihara， K. Sugimoto， and W. S. Price 
National Institute of Materials and Chemical Research， Yuasa Corporation， and Water Research Institute 

The diffusion coefficients in the lithium polymer electrolytes are measured for the 
lithium， anion， and matrix polymer. The polymer is the cross-linked block polymer of PEO 
and PPO and the salt is LiN(S02CF3) 2. The anions in the electrolytes clearly shows so-
called “anomalous" diffusion where the apparent diffusion coefficients vary systematically 
depending on the interval of the pulsed gradients. Also the diffusion curves of the matrix 
polymers are not straight lines and can be analyzed by two components.τ'he diffusion 
mechanisms of the anion and the lithium are precisely discussed. 

リチウム塩をドープした高分子電解質は次世代の全国体リチウム二次電池への応用のために

活発な研究開発が行われているが、高分子中でのイオン伝導機構はまだ明らかにされていない。

一般的には大きなイオン伝導度をもっ種々の高分子電解質を作製することに主眼が置かれ、リ

チウムイオンとアニオンのどちらが伝導度に寄与しているかも明らかでない。ここでは架橋し

たポリエチレンオキサイド (PEO) とポリプロピレンオキサイド (PPO)のブロックポリマーに

LiN(S02CF3) 2をドープした高分子電解質のリチウムとアニオンの自己拡散係数をパルス磁場

勾配NMR法で 30 'C~80 'Cの範囲で測定した。

パルス磁場勾配法NMRでは 2つの磁場勾配の聞の時間Aを変えても自由拡散であるならば

拡散係数の測定値は変化しない。これは溶液やゲルの系で成り立つことを我々は報告している。

しかしながら固体系で&を変えながらアニオンの拡散を測定すると見かけの拡散係数値が系統

的に変化することが分かった。この実験結果は、均一系の'ordinary'di ffus ionに対してフラ

クタルなネットワーク中を無極性の小さな分子が拡散する 'anomalous' diffusionと呼ばれ

る現象に近く、見かけの自己拡散係数を企でプロットした曲線を < r2(t) >= 6Dd.αf とし

てシミュレーションできるが、定義による Kslは必ずしも成立せず温度が高いうちはK はl

近くなるが、室温付近ではマイナスになる。これは電荷をもっイオンの拡散であること、系全

体では中性が保たれているを考慮すれば、理論式に合わないことは当然であろう。拡散半径が

小さい場合 (dが小さいことに対応)には拡散係数は大きく、小さな領域では激しく位置を変

えているが、 Aが大きくなると平均的にゆっくりと位置を移動しているといえる。測定が容易

であるアニオン拡散と、リチウムやポリマーの拡散と関連づけて討論する。

PGSE NMR、自己拡散係数、・イオンの拡散、架橋高分子の拡散

はやみずきくこ、あいはらゅういち、すぎもときょうこ、 PriceW. S. 
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P60 39K・NMR、固体 13(j_および23Na-NMRによるデキストランゲル中

のアルカリ金属イオンの存在状態の解析

(東水大)0渡部徳子

Structural and Dynamic Behavi~t:. of A1kaJ! Metal Ions in Dextran Sols and Gels by 39K-NMR， 
solid state 13C_佃 d23Na-MAS/N加1RSpec汀oscopy.

TokukoW，瓜組abe
Biomaterial Chemis住y，Dep訂町lentof Food Science and Technology， Tokyo University of 
Fisheries， 4ふ 7，Konan， Minato担 1，Tokyo 108・8477，Japan 

Formation of thr田 dimensionalnetwork s回 ctureof polysaccharide chains in dextran 
solution is enhanced only in the presen∞of K+ ions. The au血orrepo巾 d出atK+ ions are 
cap制redby ionophore-like cages introduced by thr白 dex仕組 chainsvia potassium ion bon~ing 
which is a type of the ion-dipole in飽raction.In血ispaper chemical sh出血dlinewidth of .19K_ 
NMR resonance is組 alyzedby a fast exchange model between白reespecies， i.e.， K+aq (free 
ion in the solution)， K+glu (nonspecifically -bound ωOH group of glucose) and K+cage 
(specifically町appedin the cage) to obtain fraction of each species in出esystems with varying 
K'" ion concen回 tionin dex仕組 T70(30w/w%)叫ueoussolution or with vary~g T70 de.~tran 
concentration in 1. 5 M KCl叫uωussolution. The result by solid state '-'C-加 dl'Na-
MASINMR showed the polysaccharide chain in dextranlK+ gel have an extreme uniform 
conformation and motional freedom of molecule as like as a pl拙，ticpolymer in cubic phase. 

[序] 著者らはデキストランは非イオン性多糖であるにもかかわらず K+イオンを選

択的に捕捉し、水を内包した弾力性のある 3次元網目構造を形成することを示した

(1) 0 K+イオン以外のアルカリ及びアルカリ土類金属イオンに対してはこの様な機能

は認められない。先の NMR討論会において3本の糖鎖によって形成される 6個の酸

素原子がつくるクラウンエーテル様のポケットに K+イオンが取り込まれることおよ

びゲル骨格ドメインの密度やポアサイズを推定し報告した。本報告においては、デキ

ストラン/水/KCl組 dlorNaCl共存系における 3次元網目構造形成過程のダイナミ

ックスと Na+イオンの共存効果について議論する。

[実験] デキストランT70 (Pharmasia、分子量約 70ぽ)())の水溶液(高分子濃度 1""

35w/w%)に80tで塩化カリウムを 0.1""2.5 Mの濃度範囲で加え、よく撹搾する。室

温まで冷却する過程で網目構造が形成され初め、静置する事により徐々に平衡状態に

到達する。 NaClは0.5から 2.5Mまでの範囲で KCl添加時に同時に加えられた。

NMRの測定は MSIA∞(Bruker) により 23tで行った。 39K_.23Na・および l司C-核の

共鳴周波数はそれぞれ 18.7.105.8 および 100.58MHzである。 23Na_および、 13C_核の

NMRには固体MAS法(回転速度 5∞ω'Pm)を用いた。

[結果と考察] Fig.lに1.5MKCl水溶液にデキストランを徐々に加えたときの 39K_

NMRの化学シフトと T2緩和速度及び存在する化学種の組成を示す。化学種の組成は

水和された K+イオン (K+aq，0)、グルコース環中の OH基と非特異的に結合している

K'"イオン (K+glu，<>)、糖鎖のポケットに捕捉された K+イオン (K+cage，国)の 3種の

デキストラン、水、 39K-NMR、23Na-NMR、糖鎖

0わたなべとくこ

-192-



化学種問の早い交換による平均化がおきているとして最小二乗法により解析された

結果である。デキストラン濃度の増加と共に初期状態の (K+aq)だけの状態から徐々

に (K+gll1)が増加し、ポケットを形成するに充分なデキストラン濃度に達すると

は+cage)種が急激に増加し、系において連続的な架橋が形成されて行く様子が明ら

かとなったべ T70(30w/w%)水溶液に KCIを添加した場合には、糖鎖のポケットに捕

促された K+イオン濃度は 1.SM以上には増えず余分の rイオンは他の 2つの化学種

として存在しており、架橋構造に対する推定(1)が証明された。

Fig.2 に"C-MASNMRスペクトルを示す。金属イオンの添加により僅かにコンホ

メーション変化がみられるが、系におけるグルコース環のコンホメーションは極めて

一様なこと、 cl1bicphaseにあるプラスティック結晶様の運動性を示すことなどについ

て T，緩和時間の結果やおNa-MASINMRの結果も合わせて議論する。また、水フ"ロト

ンの T2緩和時間の測定から Na+イオンの共存により K+イオンにより形成される網目

構造の熱安定性が 40"C高くなる理由についても考察する。
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35 

Fig. 1 Int1uence of the T70 dextran conccntration 
on the chemicaI shift (A) and th巴linewidth(B) of 
typica¥ 39K-NMR spectra (23"C) and on the ~a\cu
lated fraction of the coexisting K+ species (C). 

本研究は文部省科学研究費基盤研究C及びFraunhofermMTとの共同研究のもとに行われた。

[文献1(1) T. Watanabe， A. Ohtsuka， N. Murase， P. Barth and K. Gersonde， Magn. Resol1. Med.， 35， 697 (1996)・

(2) T. Watanabe， J. Leisen and K. Gersonde， (to be submitted) 
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P61 自発的磁場配向膜を用いた膜結合生理活性ペプチドの

高分解能構造解析

(姫路工大・理)0内藤晶・永尾隆・小畑真紀・辻暁・斉藤肇

S回 cturedetermination of biologically active peptide bound to magnetically 

onen飽dlipid bilayers 

De伊rtmentof Life Science，出mejiInstitute of Technology 

Akira. Naito， T北部hi.Nagao， Maki. Obata， SatoTU. Tuzi， and Hazime. Saitδ 

Structure and dynamics of dynorphin bound to dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) bilayers 
and t!te property of the magnetic ordering in the lipid bilayers隅 reinvestigated by means of卸 lid
抱 lte"p and "c NMR spectroscopy. It is found that dynorphin-DMPC lipid bilayer systems form 
magnetically oriented bilayer phase with the bilayer surface parallel to the magnetic field. Structure 
and dynamics of membrane bound dynorphin問問 fu地 erdetermined using this magnetically 
oriented lipid bilayer systems. The J3C chemical shift values of dynorphin bound to membrane were 
measured in the f:ぉtMAS， slow MAS組 dstaticconditions and the results indicate thatthe N-terminus 

region forms α，-helix with the axis direction perpendicular to the bilayer surface and the∞nter and 

C-termin田 regionsare located in the bilayer surface. 

【序】 磁場配向脂質二重膜に結合している生体分子においては磁気異方的相互作用の観測

が可能となり、膜結合生体分子の構造に関する高分解能情報を与えることが期待できる。我々

は両親媒性生理活性ペプチドダイノルフィンがリン脂質二重膜に結合することで、自発的に

磁場に配向する新しい磁場配向系を最近見いだした。さらにこの磁場配向脂質二重膜に強く

結合する膜結合生体分子の二次構造や膜配向状態の決定にカルボニル炭素の化学シフトテン

ソルの解析が有用であることを明らかにした。この自発的磁場配向膜を用いて膜結合生体分

子の膜配向構造情報を得るための基礎と応用について報告する。

【実験】 生理活性ペプチドであるダイノルフィンおよび同位体標識ダイノルフィンはペプ

チド合成機により固相法で合成した。モル比 1:5のダイノルフィンと DMPCをメタノールに

溶かし、有機溶媒を完全に除去してから、 pH7.5の20m.MTris緩衝液で水和して.脂質二重

膜小胞体を作成した。 NMR測定はChemagnetics社製固体専用 CMX-400NMR分光器を用

いて、高出力デカップリングパルス照射下、静止試料、低速MAS、高速 MASの条件で測定

を行った。

【結果】 ダイノルフィンIDMPC二重膜系における静止31pNMRスペクトルの温度変化を

観測したところ、 40'Cでは・12ppmの位置に先鋭な信号が現れ、 20'Cでは軸対称粉末線形

を示し、 O'CではOppmの位置に再び先鋭な信号が現れた。温度を再び40'Cに上昇するこ

とによって、より先鋭な信号が・12ppmに現れた。との結果は 40'Cにおいて脂質二重膜が

楕円形小胞体を形成し膜面を磁場に平行に向けて配向していることを示している。さらに一

旦温度を下げてから、上昇させた場合により高い磁場配向状態の形成が観測された。

磁場配向脂質二重膜、楕円形小胞体、固体高分解能m皿、両親媒性ペプチド、化学シフトテンソル

ないとう あきら、ながおたかし、おばたまき、つじさとる、さいとう はじめ
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磁場配向二重膜に結合したダイノルフィンの二次構造および膜配向の状態を解析するた

め、膜結合[1-13C]Gly3-ダイノルフィンの13CNMR測定を行った。

図1に[1-l3C]Gly3-ダイノルフィンIDMPC磁場配

向二重膜の 13CNMRスペクトルを示す。高速

MASで得られた 13C等方化学シフト値から Gly3

近傍で αーヘリックス構造を取っていることが分 Static 

かった。磁場配向状態の13C化学シフト値は等方

化学シフト値から 5.3ppm高磁場に信号が現れた。

また、低速 MASの実験で得られた軸対称粉末線

形の線幅が 15.9ppmと大きく減少していること

から、ダイノルフィンは膜と強く結合しているも

のの、ヘリックス軸まわりで揺らぐ大きな振幅の

運動を持つことを示唆している。

【考察】 [1-l3C]Glyのカルポニル炭素の化学シ

フトテンソルの主値はα一ヘリックスを形成す

る場合(Ol1=243ppm， &2=178 ppm， &3=98 ppm) 

であることが知られており、 &2軸はC=o結合方

向に一致する。さらに C=o結合方向はヘリック

スを形成する場合ヘリックス軸にほぼ平行であ

る。加えて、ヘリックス軸周りで揺らぐ振幅の大

きな運動が存在している場合、ヘリックス軸と磁

場のなす角 θと化学シフト値との聞に

Oobs =弘。+(1I3)(3cos29・1)(払・ oJ (1) 

の関係が成立する。ここで、Oobsは配向状態の化

学シフト値、 &'0は高速MASによって得られる等

方化学シフト値、 OI/・O.Lは低速MASによって観測

される異方的化学シフト値である。 [1-13C]Gly3

の各実測化学シフト値から(1)式を用いて9=900が

得られ、ダイノルフィンのGly3近傍のヘリックス

軸は膜面に対しでほぼ垂直に挿入されているこ

とが判明した。ダイノルフィンの中央部には親水

性アミノ酸残基が多く存在することを合わせて

考慮すると、図2に示す様にダイノルフィンはN

端を膜内に挿入し、中央から C端にかけて膜外に

露出した状態で膜に結合している構造が考えら

れる。
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P62 芳香族アミド化合物のNMR化学シフト値に対する置換基効果
(横浜国大・工I、横浜国大・機器センター2)

0禅知明1、近藤聖子1、末津裕子2、榊原和久1、贋田穣1

Subotituent Effecto of the NMR Chemical Shifts on Aroma'討.cAmideo
Department of Applied Chemistry1 ; Instrumen飽IAna1邦 risCenω・2

Yokohsma Nationa1 University 
79-5 1bkiwadai， Hc出向伊tya・ku，Yokohsma 240.・8501

OTomoaki Yuzuri 1 ， Seiko Kondo 1 ， Hiroko 'Suezawa 2， Kazuhisa Sakakibぽ a1， 
MinoruHiroぬ1

We have been in鴨 stiga旬dthe substituent e笠間旬。，fthe NMR ehemieal shifts on the 
V町加国鴎riesofthe町 omat語camides (ben祖国lides，a回 tanilides，eteふ Especia1ly， amide's 
16N・NMReOOmi伺 1shifts are very嶋田itivefor substituen旬 ontOO aromatie rin伊・ TOO
Hammettplo旬 ofeOOmica1shifts are separa飽血旬 tworegression lines with me担 andpsrs
derivatives血 amid自 16NHand 13C時. The slope of Hammett plot U8ually shows positive 
value， but we found the negative slope in some側関. A1so， we dea1ed with Taft's DSP 
equation and Yukawa-Tsuno's equatio乱Amid伺 16Nehemical shifts are inf1uen国 dby 
時間nan回 e偽 et，的 thatresona臨海 demand泊 veryla曙e. These substituent effee旬町@

伺瑚edby tOO induc討veand resonanee e盛兇tfrom tOO ring substituen旬 andthe π， 

polariza討onfrom tOO di卯 leof tOO substituent. 

【目的】
我々はこれまで様々な系列の芳香族アミド類のNMR化学シフト値に対する置換

基効果について研究してきた。特にアミド窒棄の 15N核の場合には置換基効果に対し

敏感であり、分子内にどの様な双極子構造およびこれに導かれる局所分極構造をとる

かによって説明してきた。 NMRの化学シフトの Hammettプロットは通常正の傾き

を示すが、この化合物系列では負の傾きを示す原子があり、また、メタ体とパラ体で

異なったプロットを与えることがわかった。この電子的置換基効果は、置換基からの

誘導効果、共鳴効果とともに、置換基の双極子による π分極の結果として生じる現象

と説明できる。また化学シフト値を Ha皿mettプロットする他、二元置換パラメ}タ

解析も行い、電子的置換基効果に対する知見を得ることを目的とした。

【実験】

化合物は、全て置換アニリンを適当な溶媒に XJT'一、 甲 j ¥; 

溶解させ、対応する有機酸の酸塩化物(有機酸 小、-c-Nベ づ
に塩化チオニルを作用させ調製する)を滴下す Lfg -xy 
ることにより合成した。

XorY:m・3・15substi卸entsNMR測定は、見OLFX-90Q、JEOLEX-270を r 
用い、室温、捜度0.211:(16防，O. 0511: (l3c， 1H)で、 XorY B倒 nilide

主にジメチルスルホキシド-~で行った。

アニリド、 NMR化学シフト、置換基効果、 Hammettプロット、局所分極

0ゆずり ともあき、こんどう せいこ、すえざわひろこ、さかきばら かずひさ、

ひろたみのる
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【統計処理方法】

(1) Hammettプロットによる解析

d (化学シフト値)=ρ ・o+ d 。
σ: Hammett定数、 ρ:傾き=置換基効果の大きさの尺度

(2) TaftのDSP式(二元置換ノ号ラメータ式)による解析

Hammettプロットにおけるメ夕、パラ体での分離という特異的な置換基効果をさ

らに検討する目的で、化学シフトに対する誘導効果(I効果)と共鳴効果 (R効果)

の寄与を定量的に見積もるために、 TaftのDSP式を用いて、その係数ρI、ρRから

置換基がNMR核に及ぼす I効果とR効果の寄与の割合を定量的に 1(，則、 R(先)とし

て求めた。

DSP式 o (化学シフト値) =ρI ・σ，+ρR'OR+ Oo 
(3)揚)11一都野式による解析

DSP解析の結果を踏まえ、メタ体に対してパラ体がどれだけR効果を受け易いの

かを、化学シフトに対して湯川ト都野プロットを行い、共鳴要求度 rとして定量的に

評価した。(メタ体とパラ体のずれがなければ r=1) 

湯川一都野式 Op = ρm (σpO + rLl σR) + O o. m 

{結果および考察】

化合物系列により異なるが、ここで

はX置換ベンズアニリドについての

データを示した。
方法(1 )よりHammettプロット

の分離は右の ρpとρmから、 15NH核
で大きく、他の化合物系でも同様であ

った。方法 (2)では観測核により多

少異なるが、メタ体では I効果の寄与

が大きい。特にY側の置換基を変化さ

えた場合、パラ体ではR効果がかなり

大きく、窒素原子上の孤立電子対が置

(1)官 5NH
N'H 
市s

(2) 

'3 

ρp = 3.77， ρm= 1.35 
ρp = 0.42， ρm = 0.39 

(3) '5NH r = 7.31 
r = 1.伺N'H 

'3 

換基と芳香環を通して直接共鳴できるためと考えた。方法 (3)から共鳴要求度 rが
15N核の場合、 13C、 lH、核に比べ極めて大きく、パラ体でR効果が非常に大き

いという (2)の結果と一致している。

またX置換ベンズアニリド系では、 13COでHammettプロットの傾きが負になって

いるが、右図のように、 Xが電子吸引基になると

X置換基を含む芳香環に 8一、 O+のように双極

子ができ、これが隣接するアミド結合の共役π電

子系に対して、 X=Hの場合を基準としたときに

O O一、 OO+という向きの局所分極を生じる。
このため、電子吸引基となるほど13CO化学シフ

トが高磁場シフトすると説明される。他の系列で

もこの現象が観測される原子があるが、化学シフ

トの置換基効果は通常は共鳴効果の方が相対的

に大きいため、局所分極の効果は相対的に小さく、

Hammettプロットの傾きは正である。
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P63 核スピン結合定数の理論計算
(北見工大)0馬場雄久、福井洋之

Calculation of nuclear spin-spin coupling constants 
o T. Baba and H. Fukui 
Kitami Institute of Technology 

Ab initio SCF and Moller-Plesset perturbation calculations have been carried out for the 

dihedral angle dependence of the vicinal proton-proton coupling constants， 3JHH， in ethane， 

methylamine， and methanol molecules. The four contributions to 3 JHH have been computed 

with the four different basis sets. The Fermi contact (FC) contribution was largest and the 

spin-dipole (SD) contribution was smallest. The orbital paramagnetic (OP) 乱吋 diamagnetic

(OD) contributions prO¥i吋edcomparable magnitudes of opposite sings. Only the FC contribu-

tion showed basis set dependence and large second-order correlation e宵'ect.The second-order 

correlation in the FC term amounted to a half of its SCF value in magnitude with opposite sign. 

However， the third-and fourth-order correlations in the FC contribution were negligible. The 

calculated SCF values of 3 JHH were higher than the experimental couplings， but the correlated 
3 JHH values were small compared to the experimental ones. 

TABLE 1. Calculated and experimental Fourier coe鉛cients(Hz)for the individual contribution 

to 3 JHH in ethane.3 

Basis set [5s3p1dj4s1p] [7 s4p2dj11s2品
Fourier coe侃cients C。 C1 C2 C3 C。 C1 C2 C3 
SCF values 

FC 9.79 -1.04 7.50 -0.07 10.26 -0.95 7.92 -0.05 

SD 0.08 0.13 0.09 0.00 0.09 0.14 0.09 0.00 

OP 1.18 -1.26 -0.05 -0.01 1.41 -1.50 一0.05 0.00 

OD -1.55 1.62 0.09 0.01 -1.56 1.63 0.09 0.01 

total 9.51 一0.54 7.64 -0.07 10.19 ← 0.68 8.06 -0.04 

Second-order correlation 

in FC -4.14 0.55 -1.37 -0.11 -4.30 0.58 -1.36 -0.11 

Third-order correlation 

in FC -0.13 -0.12 -0.14 0.00 

Fourth-order correlation 

in FC 0.30 -0.04 0.02 0.01 

Total correlated value 5.54 -0.15 6.16 -0.18 6.06 -0.26 6.59 -0.14 

Expritamental value 8.02 -1.20 7.00 

a Used geometry is Rcc = 0.1534nm， RCH = 0.1093mm， and LHCH = 109045'. 

b The third-and fourth-order correlations of [5s3pldj 4s1p]乱reused for [7s4p2djl1s2p]. 

C Taken from J. S乱n-Fabian，J. Guilleme， E. Diez， P. Lazzeretti， M. Malagoli， and R. Zanasi， 

Che肌 Phys.Lett. 206， 253 (1993). 

キーワード:核スピン結合定数、理論計算、電子相関効果

0'まばたけひさ、ふくいひろゆき
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P64 高磁場(1.0T)永久磁石を用いた MRマイクロスコープの開発 金量全

O拝師智之.松田善正植松孝明.巨瀬勝美(筑波大学物理工学系}司F

Development of a compact MR Microscope using a 1.0 T Permanent Magnet 
Tomoyuki Haishi， Yoshimasa Matsuda， Ta陶akiUematsu， Katsumi Kose 

Institute of Applied Physics， Universi勿ofTsukuba，Tsukuba 305-8573， /APAN 

The limit of spatial resolution in NMR microscopy is believed to be ~ (10 micron)3 under a best 
condition: large amount of NMR自ensitivenuclei (protons)， narrow line width， and use of a high 
magnetic field (~1O町. However， there are a lot of useful MR micros∞pe applications in which 
spatial resolution around a hundred micron cube is sufficient. In such ca自es，permanent magne旬
have自everaladvantages over superconducting magnets in cost， maintenance， sample access， 
space， and portability. However， because high field (~1.0 T) permanent magnets usIng high 
performance magnetic material (e.g. NdFeB magnets) have a large temperature coe伍.cient(・
0.1 %/degree )， long term drift of the resonance frequency should be overcome if several hours' 
measuring time is required. In the present study， we have developed a compact MR microscope 
with a 1.0 T permanent magnet by achieving a stable field.仕equencyrelation and acquired MR 
microscopic images at 50 microns in-plane pixel size and 200 microns vo:x:el "volume less than a 
hour. 

くはじめに〉

MRマイクロスコープ(MRM)の空間分解能の限界は，多量の水素原子核，細い線幅，そし

て超伝導磁石を用いた高磁場(-----10 T)を用いた最良の条件下で， -----(10μm)3程度であろう.

いっぽうで， MRマイクロスコープは-----(100μm)3程度の空間分解能でも充分に有益な応用

が数多く存在し，静磁場発生に永久磁石を用いれば，導入コスト，メンテナンス費用，試料

へのアクセス，そして可搬性などの点において超伝導磁石と比較して有利である.ところが，

高磁場永久磁石(1.0-1.5切を MRMで用いる場合の歳差運動周波数の温度ドリフトは，永久

磁石を用いた臨床用 MRI(0.2-0.3切と比較した場合，同一温度変化に対して数倍も大きなも

のとなる.よって，本研究では，静磁場強度と RFユニットの中心周波数との安定な関係を

確立するための技術開発を行い，永久磁石を用いたコンパクトな MRMシステムを構築した.

く装置〉

Fig.lに，本研究で開発を行った MRMの全体像を示す.Fig.l(右側)は，本システムの MRI

ユニット(総重量約 80kg，可般型)であり， 1.5 T臨床用 MRIの静磁場を利用した MRMシ

ステム同のために開発されたものを用いた.各ユニットは 19インチラックに収められてお

り，上段から， (1)パルス系列および画像再構成を制御する PC(Windows95)， (2)高周波変

調・検波ユニット(周波数帯域 35-65MHz)， (3) 3軸勾配磁場電源(::t15 V， ::t5 A)，そして(4)

RFパワーアンプ(50W)である.Fig.l(左側)は，高磁場永久磁石(1.0T at 22 oC，住友特殊金

属製)であり，サイズは 62wcm.x 75H cm x 75n cm，ギャップは 61mm，均一領域は 12ppm

(20 mm  dsv)，総重量は約 1，400kgである.また，鉄・ネオジウム.ボロン系(Nd-Fe-B)の磁

性材料を用いているため，磁場の温度係数は約・0.1%/oCという比較的大きい値となっている.

これは，この磁石での歳差運動周波数が， 1"Cの温度変化で約 40kHzも変動することを示し

ている.また， 3軸勾配磁場プロープとして， (a)外径 10m mおよび(b)外径 20mmのサン

プル用試験管のものを開発した.なお，それらの勾配コイルの効率は，それぞれ， (a) Gx: 2.9 

G/cm/A， Gy: 2.8 G/cm/A， Gz: 2.6 G/cm/A， (b) Gx: 1.2 G/cm/A， Gy: 1.1 G/cm/A， Gz: 1.7 G/cm/A 

であった.

マイクロスコープ，永久磁石， navigator echo 

はいしともゆき，まつだよしまさ，うえまったかあさこせかつみ
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〈共鳴議場-J覇波数コントロール〉

永久磁石の温度ドリフトによって変動する静磁場強度(競差運動周波数〉と， MRIユニットの

中心周波数の筒係を一定に保持するために， (1)温度コントロールユニットと (2)NMRロック

を併用した.(1)温度コントロールユニットは，ポリスチレン板(30mm厚)による磁石全体の

断熱と，ラパー@ヒーター(20X 20 cm2)， Pt抵抗体温度センサー(100Q)，そして温度コント

ローラ電源で構成される.また， NMRロックは，位相敏感検波されたスピン@エコー信号(TE

= 6 ms)によって，歳差運動馬波数と MRIユニットの中心周波数との罵波数シフトんψを計

測し，高周波発按器(FSW01，DST襲)の発援周波数んを更新する“ナビゲーター@ヱコー法"

を用いた.

く;最像実験と結果〉

開発を行った M衣服システムの評価のために，撮像実験を行った.被写体は内径 9.0羽 m の試

験管に挿入したセロリである.パルスシーケンスは TR/ TE = 500 /15 msの 2DδE法で行った.

FOV は(12.8 画素サイズは(50μ スライス厚は 2mm，画素数は 2562，信号積算回数

は4囲，画像取得時間は約 8分であった固また，直径約 19.5mmのサクランボ(山形産〉の撮像も，

3D-GE法を用いておこなった.TR/TE = 100/5 ms， FOVは(25.6 画素サイズは(200μm)3，

画素数は 1283，信号積算回数は l回，画像取得時間は約 27分であった.なお，撮像時聞が比較

的短かったため，ナピゲーター@エコー法は用いなかった

Fig.2 fこ9 本システムで撮像したセロリの断層像を示す.このように， 8分程度で面内で 50

μmの空間分解能の画像を取得する事が出来た.また， Fig.3に，三次元画像として取得され

たのサクランボの断層像 1枚を示す.この諜な画像も容易に敢得する事ができた.

メンテナンスが不要で、設置面積の小さな NMRマイクロスコープを実現するためにヲ高磁場

町の永久離石を用いた MRMシステムを開発した 永久磁石の握度ドリフトを克服する

ために 3 磁石の断熱p 温度コントロール，そしてナピゲーター@エコー法を併用した結果，

RF ユニット発振器の共鳴周波数へのロックの精度は~20 Hz 以下となった.温度係数の大

きな永久磁石を用いても， 3D商f象のような長期間の撮像が可能で、あると結論した，

く参考文善試>

a • 1国・ι.VIV，;;;)，;:).;;'1;凶.....1.1¥.)11(副 1111副羽田 '-'1 十 Crosssectional of 
aceleqstem acquired with a cheffy f「Ljitacquifedwith 30四

2D・SE = 500/15). FOV: GE 庁E= 1001町 内V

mm)"， matriぞmm)2， matrix 
， matrix size: (50μm)'. matrix size: (200トtm)3，NEX: 1 

Slice thickness: 2 mm， NEX: 4 

i) K. Kose， el al， 6"'ISMRM abslracl book， pp.1告24，1998 
2)思議勝重量・偽..第3沼 NMRマイクロイメージング研究会議渓重要旨主義， pp.40-43， 1998 
3) K. Kose， et al， 7"'ISMRMぬstractbook， pp.2036， 1999 
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P65 ガンマキンウワパとタマナギンウワパの蝿のlH核スピンー格子緩和:

低温処理条件と温度の効果

〈北海道農民〉金子順一、〈テクノサイエンスラボ〉下川繁三

IH nuclear spin-lattice relaxation of Autographa gamma and A.nigrisigna pupae: 

effects of chilling conditions and temperat町田.

Hokkaido National Agricultural Experimental S刷 on，lun'ichi Kaneko 

Technoscience Lab.， Shigezo Shimokawa 

Autogr，中'hagamma respondsωa short chilling(hardening) dur泊gthe pupal 

stage wi血 raisedcold-hardiness while the closely related species of A.nigrisigna has 

no such ability (Kaneko， 1996). Nuclear spin-lattice rel血 ationtime (Ti) of wa町

and saturated alkyl group in the pupae of these two species was measured to de旬ct

any change in these substances occur by hardening. TI values of satur蹴 dal防I

group in A.gamma has not of w蹴 rbecame signif印刷lyto d即 'easewith chilling. 

indicating possibly an increase in unsaturated bonds in fatty substances. 

ln A.nigrisigna no change due to chilling was de協同 bothin TI values of 

water and saturated alkyl group. 

ガンマキンウワパ(ガンマ)とタマナギンウワパ(タマナ)は鱗姐目夜蛾科キンウワパ

亜科に属し、キャベツ、ニンジンなど、多種類の野菜の害虫として知られている。特にガ

ンマは長距離移動性害虫としてヨーロッパでは有名である。タマナは日本に土着していた

のに対し、ガンマは 1960年代に大陸から移動してきたと考えられる。現在ガンマは北

海道で越冬しているが、タマナは越冬出来ず、毎年本州から飛来して来ているらしい。

ガンマが短期間の予冷(ハードニング、この場合 10"C1日+5"C5日)によりどのステ

ージでも耐寒性 (0"Cに置いたときの生存率)が大きくなるのに対し、タマナではそれほ

ど大きくならない。今回はこの両種の耐寒性の違いの元になっている分子生理学的メカエ

ズムを明らかにするため、両種の踊のlH核スピンー格子緩和時間 (Tl) を測定した。

20"C、 15L9Dで飼育した個体を、測定前に以下の 3通りの低温度に処理し、室温、

5"C、 0"Cの各温度で測定した。但し予冷温度は 20"Cを対照として、① 10"C1日+

5
0
C 5日②0"C5日③ 10"C1日+5"C5日+0"C5日。 その結果、ガンマは低温処理

により、化学シフト l.3ppm付近にある飽和アルキル基の Tl値は、測定温度に関わらず有

意差を示した。これに対しタマナではその差は観測されなかった。 1.3ppm付近の信号は

主として脂質中の飽和アルキル基(TGA トリアシルグリセロール)を示すと考えられるの

で、ガンマでは短期間の予冷中に TGAの不飽和化が起きている可能性が示唆される。

ガンマキンウワパ、タマナギンウワパ、ハードニング、 lHスピンー格子緩和時聞

かねこ じゅんいち、 しもかわ しげぞう、
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P66 CP-060Sの虚血時 Naoverload抑制作用について

(北大医循内)0福回洋之、佐久間一郎、北畠顕

(中外製薬9鈴木好幸、深津正徳、黒丸修

(テクノサイエンスラポ)下川繁三

τ'he Inhibitρry Effect of CP-060S on Sodium Overload during Myocardial Ischemia 

Hiroyuki Fukudal， Yoshiyuki Suzuki2， Masanori Fukazawa2， Osamu Kuromasu2， 

Shigezo Shimokawas， Ichiro Sakumal， Akira Kitabatake1 

Dept. of Cardiovascular Medicine， School ofMedicine， Hokkaido Universityl， 

Chugai Pharmaceutica12， Technoscience Lab3 

We examined the effects of CP・0608， a newly developed Ca2+ channel blocker， which also 

inhibits non-inactivating Na+ current， on intracellular Na+ and high energy phosphates 

during ischemia using 2sNa and 31p NMR spectroscopy. lsolated rat hearts subjected to 48 min 

of zero-flow ischemia were infused with 3μM CP-060S prior to ischemia. We also used CP-

060R(3μ附，組opticisomer ofCP-060Shaving much less Ca2+ channel blocking activity. The 

intracellular Na+ accumulation at end-ischemia was signi宣cantlyinhibited in CP・0608(208

:t9 %) and CP・060R(221:t 22 %) compared with vehicle(266:t 16 %)(P<0.01). The depletion of 

ATP during ischemia was significantly inhibited in CP心60S.In conclusion， CP・0608

improved sodium homeostasis and energy metabolism during ischemia by inhibiting non-

inactivating Na+ current rather由anCa2+ channels. 

【はじめに】心筋虚血再潅流時の心筋傷害の一因として、虚血時の細胞内ナトリウムの増加が

Na+/Ca2+ exchangeを活性化した結果生じる Caoverloadがあげられている。細胞内ナトリウム

増加の原因として従来考えられてきた主な機序として、 1)心筋細胞内 ATPの減少により Nが広+

ATPaseによる細胞内ナトリウムの細胞外への排出が阻害される事、 2)細胞内アシドーシスの進

行に伴い Na+lH+exchangeが活性化され、細胞外からのナトリウム流入が増加する事、があげ

られている。一方、 Nachannelの関与については、虚血により細胞膜の脱分極が急速に進行し

Nachannelが不活性化されるため Naoverloadの原因とはならないとされてきた。しかし近年、

虚血時、低酸素時にこの不活性化過程が阻害され、持続的ナトリウム流入(non-inactivatingNa+ 

cu目 ent)が引き起こされると報告され、 Nachannelの関与が虚血時 Naoverloadの原因のーっ

として示唆されている。そこで今回われわれは non-inactivatingNa+ current抑制作用を持つ新

しいカルシウム桔抗薬、 CP-060Sが心筋虚血時に細胞内ナトリウム代謝、エネルギー代謝を改

Keywords: CP-060広 non-inactivatingNa+ current、23Na-NMR、31P_NMR、ラット濯流心

ふくだひろゆき、さくまいちろう、きたばたけあきら、すずきよしゆき、ふかざわまさのり、

くろまるおさむ、しもかわしげぞう
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善レ心筋保護作用を発現するかについて検討した。

【方法]雄Wister-Kyotorat (350・450g)の心臓を Langendorff法にて灘流した。濯流液は non-

phosphate Krebs-Henseleit buffer (in mM) (NaCl114， KC14.7， MgS04・7H201.2， NaHC03 24， 

EDTA・2Na0.5， CaC12 1.5， pH 7.4)を用いた。左心室に latexballoonを挿入し心機能を測定し

た。右心室にはpacingleadを挿入し 4

Hzにて pacingを行った。

23Na_NMR 測定時にはおNa-NMRの

シフト薬である 4mM  Thulium(III)・

1，4，7，10・tetraazacyclododecane-

1，4，7，10・tetrakis-(methylene

phosphate) (TmDOTP勺を用いた。

NMR装置は Bruker社製 MSL・200

を用い、 NMRプロープは Morris社製

multinuclear probeを使用した。 23Na_

NMRは測定周波数 52.9MHz、900

pulse、積算回数 548回、繰り返し時間

200μsecで 2分間の測定とした。 31p_

NMRは測定周波数 80.01MHz、600

pul冊、積算回数 120回、繰り返し時間

1.9秒、 4分間で測定した。

CP-06083μMを虚血 16分前より投

与した(CP・0608群、 n=η。虚血時間は

48分間とし、再濯流は行わなかった。

対象として、 vehicle(vehicle群、 n=8)

および non-inactivatingNa+ current 

抑制作用のみを有する CP・060R

3μM(CP・060R群、 n=5)を用いた。

【結果1Fig.1は 23Na・NMRスペクト

ノレ全体像と細胞内 Na+部分の拡大図で

ある。Tm但OTP)6'iこより細胞内外の Na

peakが良好に分離されている。 Fig.2

は各グノレープの細胞内 Na+の変化を示

す。 vehicle群では、虚血開始とともに

細胞内 Na+は急速に増加し虚血 48分で

は 266:t16 %に上昇したのに対し、 CP-

0608群(208:t8%)、 CP-060R群(221:t

Na+。

20 !Y 、 -10 -20 
(ppm) 

jつi
Na+i 

6 4 Z 

(ppm) 

Fig.1 23Na・NMR spectrum of rat heart 

perfused with Tm(DOTP)6. 
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Fig.2 Mean Na+ data for vehicle， CP-

06083J.1M and CP・060R3μM
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かった。

22 %)では有意にその増加が抑制されていた。 CP-0608群と CP-060R群には有意な差は認めな

Fig.3は細胞内 ATPの変化を示す。 vehicle群では虚血開始後 30分で、すでに ATPが観察さ

れなくなっているが CP・0608群では虚血48分後でも ATPは5.5:!:2，7μmole/gdwと有意にその

減少が抑制されていた。

Ischemic contracture はvehicle群で虚血開始後 19.1::!:2.4分より始まったが、 CP-0608群で

は 37.5:!:2.3分、 CP-060R群では 37.5:!:1.2 

分と有意にその出現が遅延していた。

【考察)CP・0608および CP-060Rは虚血中

の細胞内 Na+の増加を有意に抑制した事から

鹿血中にnon-inactivatingNa+ currentがNa

overloadの一因として寄与している可能性が

推測される。また CP・0608は Ca措抗作用

とnon-inactivatingNa+ current限害作用を

併せ持つが、 non・inactivatingNa+ current 

阻害作用のみを有する CP・060Rと細胞内Na+

増加抑制作用がほぼ同程度である事より、

CP-0608の細胞内 Na+に対する作用は主に

non-inactivating Na+ current阻害作用によ

るものと考えられる。また CP・0608は虚血

中の細胞内エネルギ一代謝を改善したが、これは細胞内 Na+の増加が抑制されたために Na+広+

ATP 
60 

50 

40 
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n
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-
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Fig.3 Mean ATP data for vehicle 

and CP-06083μM 

ATPaseによる ATPの消費が減少したためではないかと推測された。

【結論)CP・0608は心筋虚血時の non-inactivatingNa+ current阻害により細胞内 Na+の増加を

抑制し、心筋保護作用を有するものと推測された。
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。服部糟之¥平賀隆¥守谷哲郎¥木下良正2、銀図秀博3、木村教距ヘ藤原英明 4

Xegas為倣1experimen伝

，T:法ぉhiH鉛ga'，Tetsuo Moriya'， Yos悩立羽織K主lOshita'，同deh主ulida3，Ats也omiKim邸，，4arJd山山A.W>..It.!. UJ1VV山 U

Labora島Jry，Tsukuba， 305-8568; 'University of occ日pa語onaland Env即日men凶日出血， Kita勾us加， 807-

8555;3Res総 rchms首脳efor Brain and Blood Vessels， Aki民010-0874;40鈎k且University，S日ita，5る5-0871.

An apparatus for hyperpo財閥.lionof noble gas n桂CI鵠 rspins using high目powerdiode 1蹴 rarrays was∞ns加 c国

百沼健ayfield of詰lehorizontal supercond日ctmgmag百etwas used for首leoptical pumping proお S鑓 s， 百lehigh-power diode 

lお告すおTays(795nm， 20W) w昌sapplied for effec詰veexci髄 onof 勤 V待問， We昌chieved-1 % pol紅国語。罰 of'29Xe for 

悶.ledRb鉛 dXeand N2gぉ mlxture釦 dperformed magnelic reso口組ceima伊 gexp哲也ne略

E序盤1 3He，窃Xeの核スピンが 1/2の希ガスについては、 Hap問 rらが行った光ポンピン夕、したアルカリ

金属原子とのスピン交換による嬬極を行って、 NMR信号を飛躍的に増強できる[可。 MRIへの応用として、勝

ここでは、ガラス管に封入された Xeガスについてスピン嬬纏を

[1] Walker T. G. et. al. (1997) Spin-exchange optical pumping of noble-gas nuclei， Rev. Mod. Phys. 6'曹・ 62'ヲる42

[2J AJbert M. S. et. al. (1998) Development of hyperpolarized nob!e gas孔依1，Nucl. ms甘.and Meth. A402: 441-53 
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{序論}回転摩擦系イメージング奨畿においては、

しながら位相エンコードされた信号を数

ラジオ波

[1] D.1. HOlllt， J.Magn武器so詰 33，183 (1ヲ7め.
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し ト

K. Kose and T. 

A and MRI unit is developed土oextend the of MRI. A note PC 

was used for the controller and console: ISA board units programmer and 

were connected via a PC card -ISA bus unit and a PC card AD 

converter was inserted in the PC card slot. Because the size of the MRI unit except the PC 

was 45 cm (明り x30 cm (耳)x 40 cm 30 in a veηcompact and 

MRI system can be buiIt 

MRIシステムを小型@軽量化し，さらにポータブルとすることにより，さまざまな分野に

おける MRIの広範な応用が期待される.われわれは，このコンセプトに基づき，これまで，

小型ポータブル間関ユニットを開発し臨床用 MRIの静磁場を利用した MR

(MRMICS)Jやヲ「永久離石を用いたコンパクトな MR などを構築した(前回

および今自の発表を参照上本研究では， MRIユニットをさらに小型化することを検討しヲ

その結果，体積が従来の約 113のMRIユニットの開発に成功した.

2. 

MRIユニットとは， MRIのエレクトロニクス部分であ

りヲ これに，対象に合わせた騒石ヲ勾菌己コイノレ， RFコイ

ノレを組み合わせることにより，目的に応じた M問、ンステム

を容易に構築できる 1(こわれわれが開発した，従来

のタイプのポータブノレ MRIユニット(総重量約ヲ上

段より PC，RF 1言号ユニット，勾配コイノレ電源，送信機)

を示す. MRIユニットは9 さらに， RFコイルや勾配コイ

ルに電力を供給するパワーユニット(送信機と勾配コイノレ

龍源)とラそれらを帝Ui卸し， 1言号検出を行う小信号ユニッ

ト (PCとRFユニット)に分けられる.本研究では，この

MRIユニットの基本的性能を維持しつつ小型化を行う上

でヲ特に PCの小型化に重点をおいた.

PCを小型化する場合lこ9 いわゆる「ノート PCJはコス

ト@パフォーマンスの上で最良の選択であると思われるが9

MRIシステムにおいては，以下の二つのシステム講築手

法が考えられる.第一は，パルスプログラマやデー

Portable M只IUnit 

in the 

キーワード NMRイメージングヲ MRmicroscopy， Portable MRI 

こせかつみ，はいし ともゆき

ワ
d

n
U
 

ワ
ω



タ収集系を制調する専用の(リアノレタイム 08を装備する)コンピュータユニットを用い，

それをイーサネットヲ U8BヲSCSIなどのような汎用のインターフェイスを介してノート PC

と接続する手法である.この方法は，システムの負帯が分散されることにより，高い性能を

実現でき，遠隅操作も可能であるが，システムがやや複雑になり，小型化と低価格化という

観点からは不利である.第二は，ノート PCの唯一の拡張パスである PCカードスロットを

利用して計測・制御を行う方法である.この方法は，使用できるカードが制限されるという

不利な点はあるが，システムの単純さ，小型化・低価格化という観点からは有利であり，ま

た， PC本体のネットワーク機能を利用すれば，遠漏操作も可能である.

3.趨小型ポータブル MRIユニット

Fig.2にヲヱド研究で開発した MRIユニットを示す.本

システムでは9 ノート PCから PCカードを経由して 18A

ボードに実装されたパルスプログラマとシンセサイザ、ボ

ードを制御し， AD変換器としては， PCカードに実装さ

れたもの (AD12・8(PM)，コンテック)を使用した.18A 

ボードは， PCカード-I8Aパスブリッジ (UPC-1471Wc，

インタフェース)を経由して制御した.また，ノト信号ユ

ニット(右図上部)とパワーユニット(右図下部ヲ

G:各 50W)はそれぞれ一体化しヲ従来のポータブソレMRI

ユニットに比ベヲ約 1/3の体積(約 30kg)を実現した.

Fig.3に，本システムの PCカードADコンパータを用

いて撮像したファントムの画像を示す. PCカード用の

ADコンパータユニットで 2チャンネノレ以上の同時サ

ンプリングを実現しているものは入

手できなかったがヲ鴎に示すようにラ

サンプリング時間のずれ (8.5同)

は，一次の位相シフトで正確に補正

できるため，同時サンプリングがで

きない本 ADコンパータでも MRI

の信号収集は可能で、あった.なお，

本 ADコンパータは， 16kワ}ドの

FIFOバッファを装備しているためラ

高速の FLA8H シーケンス

(TR=lOms程度)でもヲWindows98

上でリアルタイムに麗犠再構成@表示が可能であった.

4 

過度のシステムの小型化は，逆に使いにくさと高コスト化を招くが， MRIユニットの合理

的な程度の小型化は， MRIの将来の応用を考える上でのキーテクノロジーであり，これによ

り， MRIの応用の可能性が大きく開けてくると期待される.翻
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P71 ウニ受精卵の IH伊 NMRによる経時変化の追跡

(日本女子大学理¥国立精神神経センター神経研三生理研 3)

O高橋征三¥横田真希子¥酒井彦一荻野孝史村上政隆 3

The time-dependent change in IH-NMR of sea urchin eggs after fertilization 

Dept. Chem. & Biol. Sci.， Japan Women's Universityl， Nat. Inst. Neuro-

science， NCNp2， Nat. Inst. Physiol. Sci.3 

S. Tak油ashil，M. Yokotal， H. Sakail， T. Ogin02 & M. Murak創国3

IH帥 NMRof sea urchin eggs were measured and chased their time-dependent changes after 

fertilization. It was found that glycine was substantially decreased in its intensity with time， 

while broad methyl and methylene resonance from membrane lipids were increased. The 

latter result indicates that the mobility of lipid molecules increases after fertilization. The 

present result also suggests that the pool of metabolites v釘 ytheir amount during the course to 

cell division. However， 3Ip_NMR did not show a symptom of increase in pH， which is 

consistent to the previous results of NMR but contradict to other biochemical results. 

微生物や、細胞、組織にいたる種々の生体試料の研究が一時期盛んに行われたが、

その多くは 3Ip_NMRによっていた。 3Ip_NMRでは細胞内 pH以外に他の生化学的方

法をこえる結果を得ることが難しい。他方、 tH-NMRを使って代謝物の変化を追跡

した報告は少ない。本研究では IH-NMRによる代謝研究の可能性を探るために，ウ

ニ卵の受精後の変化を追跡した。ウニ卵は多量に取れるだけでなく受精後におこる

細胞分裂の同調性が高く扱いやすい。

ウニ卵については，受精後の細胞内 pHが変わらないとする報告と低下するという

報告があるが、決着はついていない。他の生化学的方法からは、むしろ上昇すると

されている。 IH-NMRについては、 H20の緩和時間が卵割前後で変化するという報

告があるが、細胞内成分の変化についての報告例はない。

[実験] 5mmの標準 NMR試料管に lmmの PEチュープを挿入した還流系を構築

しリザーパーとの聞を還流した。ポンプは各チャンネルごとに流量が微調できる

ISMATECの4チャンネルペリスタポンプを使った。受精の様子はリザーパーからス

ペクトルの測定時間にあわせて卵を採取しOlympus製光学顕微鏡で 1∞倍に拡大し

て撮影した。 IH-NMRはBrukerAMX-400を使い 20"Cで 7.5分ごとに測定した。

Key Words:ウニ，卵，受精， IH-NMR，経時変化

たかはしせいぞう，よこたまきこ、さかいひこいち、おぎのたかし，

むらかみ まさたか
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[結果]1.受精には種々のストレスが影響した。受精して約 40分後の卵割は最適

状態では 80%以上の確率(受精率)だが測定条件下では 60-70%であった。重水濃

度が報告とちがい受精率に影響した。また十分に通気した状態でも卵の濃度は低い

ほど受精率は上昇した。 pH変化や老廃物の蓄積が原因でないことが確認できたので、

卵同志の衝突または接触がストレスになるらしい。 NMR測定には 100・ 150mg/mL 

濃度で重水濃度 2.5%の海水を使った。

還流速度も受精率に影響した。還流すると一部の卵の受精膜が剥離するので，機

械的ストレスが問題であると判断し 2.5mL/mの流量を採用した。 NMR試料管内にフ

ィルターを挿入して卵をトラップし，海水だけを還流するシステムは、卵がゆっく

りとペリスタポンプを通過するよりもストレスが大きいことが分った。

2. NMR試料管内の液量変化や還流速度がシムに影響したので、酸素を吹き込む流

量を制御し液量が変化しないシステムを考案した。受精卵は測定濃度では 3-5mmHg 

の酸素を消費するが、系の酸素濃度はその 10倍以上を確保した。また受精卵は未受

精卵に比べて酸素消費量が増大した。

3. 得られた IH-NMRスペクトルは Alanineのメチル基の doubletが明瞭に観察た。

そして各スペクトルごとに分解能が多少変動したが、以下の結論を得た.すなわち

(1) Glycineの面積強度が時間と 叫 国

ともに徐々に減少した。しか GI， 

し細胞周期の特定の時期に、

とくに大きな変化がおこる現

象はなかった。 Alanineについ

ても同様の傾向がみられたが、 J

脂質のピークと重なるので、

今回は結論を留保した。これ

は2次元NMR測定が明確を 剛、
結論を与えると期待される。 図 ウニ受構卵の lH-スペクトル

(2)細胞膜の脂質に由来する methylおよび methyleneピークが時間とともにシャープ

になった。しかも幅広い methyl信号の中で高磁場側の成分から変化が始まり，全

体に広がった。これは時間とともに膜の流動性が増大し、しかも飽和脂肪酸が先

に動き始めることを示唆する。

(3) IH-NMRと3Ip_NMRの同時測定を試みたが、細胞内 pHが上昇する傾向は見られ

なかった。 pHに関する明瞭な結論を得るためには，還流系を改良して，卵へ与

えるストレスを少なくし、受精率をあげる工夫が必要であろう。

[考察]卵には脂質含量が多くポリエチレンと磁化率が近いためか、 PEチューブを

挿入した系はガラス管を挿入した場合よりも高分解能でスペクトルを得た。その結

果，明瞭に細胞内成分を IH-NMRで分離測定できた。いままで細胞分裂のときには

細胞内代謝成分に有意の変化はないと考えられてきた。従来の見解に再検討を迫る

ものものであり、 IH・NMRによる細胞内成分の測定が、従来の生化学的方法を補完

する有用な情報を与えうることを示した。受精による酸素消費量の増大は、エネル

ギ一代謝回転の増大を意味し、今後、飽和移動実験で証明して行きたい。
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13C， 15N標職試料の等方化学シフト分解多次元固体高分解能 NMR法

の開発

(横浜田大・工)0戸所泰人、佐々健太郎、藤原敏道、阿久津秀雄

P72 

Multidimensional high-resolution solid-state NMR for isotropic chemicalshift∞rrelation 
of 13C/15N_Iabeled molecules 

Faculty ofEngineering， Yokohama National University 
OY. Todokoro， K. Sasa， T. Fujiwara， H. Akutsu 

We are developing solid-state NMR methods which provide more structural information for 
isotope-labeled biomolecules. However the low resolution and sensitivity are obstacle to the 
application of solid-state NMR experiments. By the combination of iso加Ipe-labeledsamples 
and multidimensional NMR under MAS， we have improved the resolution and sensitivity. ln 
this study 3D pulse sequences were designed to obtain spectra for 13C_13C_13C chemical shift 
correlation and 15N_13Cα.13CO chemical shift∞rrelation. The RFDR 13C.13C mixing sequence 

was used in the former∞rrelation experiment， the APHHCP 15N_13C and RFDR 13C.13C 

mixing sequence were used in the later correlation experiment. Their extensions to 3D 
co町elationenhanced the spectral resolution. 

[序] 固体 NMRにおいて、タンパク質や核酸などの生体高分子の構造を解析するためには、

その分解能と感度が悪いことが障害となっており、今まで用いられてきたものでは不十分である。

そこで我々は安定同位体標識と多次元 NMRを組み合わせることで、分解能と感度を向上させる

測定法の開発を試みた。本研究では生体高分子の共有結合に沿ってシグナルを同定するために、

マジック角回転する試料について 13C.J3C.13Cの相関と 15N.J3Cα.13COの相聞を得るパルス系列(3
次元 13C.l3C_13C双極子相関法と 3次元 15N.13C".13CO双極子相関法)の開発を行った。

ln宣nity核磁気共鳴装置を用いた。測定のポ

[3次元 13C.13C.13C双極子相関法] Fig.1 
は 3次元 13C.13C_13C双極子相関法のパルス

系列である。まず交差分極 (CP)でlHから

13Cに磁化を移動させ、 t1において 13Cの化

学シフトで展開させる。次に RFDRにおい

て試料回転速度に同期した 180度パルスを

繰り返し照射し、 13C同種核双極子結合した

13C聞を磁化移動させ、らにおいて 13Cの化

学シフトで展開させる。再び、 RFDRで 13C

聞を磁化移動させ、そして、%において 13C
を観測する。 lHデカップリングは TPPM

(Two Pulse Phase Modulation)デカップ

リングを用いた。

3次元 13C.13C.I3C双極子相関法 (Fig.l)

をフルラベルパリンに適用した。実験条件は

試料回転速度 9kHz、RFDRの混合時間は始

CMX400 

町同t訂作J??1!?
LτRjqhlq:τ'R)nYv' 

'!: R : sample rotation period 

Fig.1 Pulse Sequence for 3D 13C.13C_13C 

chemical shift correlation 

[実験] 本実験では Chemagnetics

イント数は 16*16* 512とした。
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Fig.3 Pulse Sequence for 3D 15N_13Cに

13CO chemicalshift∞rrelation 
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Fig.4 3D 15N_13Cα_13CO chemical shift 

correlation Spectrum of Alanine 

め (CO→C")が 1.76ms、後 (Cα→C8)

が 2.20msとした。測定時間は約 24時間で

あった。

Fig.2に3次元立体図を示した。この図の

F3軸をそれぞれ CO、C"、Cs、C，1、C，2

の共鳴周波数でスライスした 13C_13C(Fl・

F2)平面を見ると、ポイント数が 16*16と

少ないので、分解能が十分ではなかったが、

CO→ Cα→CO、Cα→ Cs，C'→ C，、 Cs，C
V→C'"→ C，、 CO→ Cs→Csなどのクロス

ピークが観測できた。

[3次元 15N.l3C"，_13CO双極子相関法]

Fig.3は 3次元 N・Cα-CO双極子相関法の

パルス系列である。まず CPで 1Hから 13C

に磁化を移動させ、 t1において 15Nの化学シ

フトで展開させる。次に APHHCP

(Adiabatic-Passage Hartmann-Hahn 

Cross Polarization)でHartmann-Hahn条

件を満たすようなラジオ波を中心として掃

引して、双極子結合した 15Nから 13Cに磁化

移動させ、らにおいて 13Cの化学シフトで展

開させる。RFDRで 13C同種核双極子結合し

た 1
3C聞を磁化移動させる。そして、らにお

いて 13Cを観測する。

APHHCPを用いた 3次元 15N_13Cα_13CO

双極子相関法 (Fig.3)をフノレラベルアラニ

ンに適用した。実験条件は試料回転速度

5kHz、混合時間は APHHCP(N→Cα)が

4.4ms、RFDR(Cα→CO)が1.6msとした。

測定時間は約 24時間であった。

Fig.4に 3次元立体図を示した。アミノ基

の 15Nの化学シフト、 13Cαの化学シフト、

13COの化学シフト聞の相関ピークが観測で

きた。

[まとめ] 本研究において 3次元 13C_
13C_13C双極子相関法と 3次元 15N_13Cι

13CO双極子相関法により、 3次元化するこ

とができ、 13C_13C_13Cと15N_13Cα_13COの相

聞が見られるようになった。このことにより

分解能を向上させることができた。しかし、

今回の実験では F1軸と F2軸はポイント数

が少なく、分解能が十分ではない。短時間で

より高い分解能で生体高分子を測定するた

めには選択励起や測定する周波数を絞るな

どの工夫をして、デジタル分解能をあげる必

要がある。
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P73 ペプチドにおける全てのψ角の

同時決定を可能にする固体NMR法

(京大院理)0溝上潤、竹腰清乃理、寺尾武彦

A new solid-state NMR experiment for determination of all ψangles 

in a fully 13C-labeled peptide by a single 2D-correlation spectrum. 

Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Kyoto University 

o Jun Mizokami， K. Takegoshi， and Takehiko Terao 

We propose a new 2D-correlation experiment in solids enabling us to determine all ψ 

angles in a fully 13C・labeledpeptide. The proposed experiment employs 13C.l3C J couplings to 

create zero-quantum coherence (ZQC). The uses of the J counpling is desirable for high 

selectivity of a residue. The ZQC is evolved under自everalanisotropic interactions to 

determine the ψangle.The method was successfully applied to fully 13C-labeled L-alanine 

to obtain its ψangle within 1 degree to a neutron data. 

ペプチドの主鎖の構造は、 φψωの三つの二面体角(図1)で記述できる。本発表では、主鎖を

13Cでフルラベルしたペプチドにおいて、全てのψ角を一回の2次元NMR実験で決定する方法を開発

し検討した。多くの炭素をラベルした試料で、個々の C=o等のピークを区別してSIN良く観測するため

には、 2次元のうちの1次元は MAS下で lHデカップリングを用いた高分解能測定を行う必要がある。

従って、 ψ角決定に必要な C-H双極子相互作用、および、 C=o・cαの異方的化学シフト相互作用(図

2)は残りの1次元に何らかの形で押し込める必要がある。

我々は、初期磁化としてJ結合を用いて 13C=O_13Cαのゼロ量子コヒーレンス(ZQC)を作成した。

ここで双極子相互作用ではなく、 J結合を用いたことにより、直接結合してしも13C_13C聞のZQCのみが

選択的に励起される。これにより、不必要なピークが入り混じることも無く、容易にスペクトルの解析がで

きる。作成したZQCはt1時間の問、 C-H双極子相互作用と 13Cの化学シフト異方性の下で時間推進さ

せ、 ψ角の情報をエンコードした。その際に、 H-H双極子相互作用を消去しつつC-H双極子相E作用

を残すため、 lH側に FSLG2[l]パルスを照射した。これらの相互作用の大きさと相対配向は、 ZQCの

回転サイドバンド、(SSB)の強度に反映される。

Fig.l. Dihedral angle φ，ψ，andω 

in peptide. 

..... dipal町担飽racti皿
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Fig.2. Spin system and interactions 

to be considered. 

キーワード:二面角ψ、ゼロ量子選移、ペプチド、固体NMR
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実験には炭素を全て13Cで置換したL-alanineを用い、 ChemMagn社の CMX・300にDoty社製

5φMASプローブを用いて測定した。 TPPMの強度は82kHz、FSLG2の強度は 54kHz、MAS速度

は 3.5kHz で実験を行った。 t1 として、 15μ8~jみで 180 点測定した。図3に、 C=o の位置の ZQC のス

ベクトルを示す。既に得られてし、る化学シフトテンソル値[2]や、分子構造[3]を用いて、 ψ角を変えなが

らマルチステップ法によるシミュレーションを行い、図4のような RMSDを得た。得られたψ角は中性子

散乱で得られた角度+1度であり、極めて精度良くψ角が得られることを示すことが出来た。

この手法では、 2次元側に通常の高分解能スペクトルが周いられているため、各ペプチドの C=oや

Cαのうちの一方のピークが分離されてさえいれば、 ZQCのSSBの分離測定、すなわち、 ψ角の決定が

可能になる。また、 ZQCを用いているために、 1次元上で重なっているピークもZQCスペクトルでは分離

することが期待される。従って、この手法により、多重ラベルした大きなペプチドの全てのψ角を1回の実

験で決定できると考えている。

本手法のスペクトルの解析には C=oの化学シフトテンソルの配向が必要である。 C=oの化学シフト

テンソルの分子の局所構造に対する配向は良く確立されている。しかしながら、一般的には、ペプチド

のC=oの化学シフトテンソルの方向は正確にはわかっているわけではない。そこで、 C=oの化学シフト

の代わりに、 C-Nの双極子相互作用を用いることも検討している。このような多重ラベノレ試料を用いたφ，

ψ角の決定は、 3次元以上の高次の NMR法を用いることが出来れば、より直接的な実験で可能になる

と考えられるが、 SINや国体 NMRのもなどを考慮すると、 3次元以上の実験は実用的ではなく、本研

究のような多量子遷移を1次元に用いた2次元法が有効ではないかと考えている。

岨瑚掴珊・・1ω ・.l1II醐棚

由園d画的開

Fig.3. ZQC spinning side band 

pattern of C=O. 
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P74 重水素NMRによる、ガラス性結品ペンタク口口トルエンの

乱れた構造の解析

(京大院理)0市川真史、久保厚、今城文雄、寺尾武彦

Deuterium NMR Study of Disordered Structure in the Glassy Crystal Pentachlorotoluene 
Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University， 

Kyoto ω6-8502， Japan 

OShinji Ichikawa， Atushi Kubo， Fumio Imashiro，佃dTerao Takehiko 
Abslract: 

We have been studying the orientational correlation between neighboring molecules in a glassy crystal 

pentachlorotoluene by using deuterium magic-angle hopping quadrupole-order spin diffusion NMR 

exp叩 ments.In the course of the study， we found it neces鈍 ryto eva1uate出edipolar and quadrupolar Iine-
widths of the single-crystal deuterium NMR spec汀'awhen we determine the orientational correlation 合omthe
cross-peak intensities. The dipolar line-width was calculated from the crystal structure data. We assumed白紙

the molecule possesses a small-angle static orientationaI disorder and calcu1ated its contribution to the 

quadrupo1ar line-width. The angular dependence of the experimental 1ine-width at 135 K was well fitted by 

this model. We determined白巴 rootmean square rotational displacements to be around 1 o. These results wil1 

be emp10yed to analyze the spin diffusion experiments. 

[序論]
我々は、ガラス性結晶ペンタクロロトルエンにおいて、近傍分子聞における配向の相関を調べるた

めに、単結晶重水素NMRにおいて選択的スピン拡散の実験を行ってきた。前々回のNMR討論会で

は、低温135Kでスピン拡散によるクロスピークが観測できたことを報告した[1]。

この結果を解析するには、スピン拡散のシミュレーションが必須であるが、スピン拡散は磁化の交

換を行う相互のスピンの共鳴周波数のオフセットの大きさに敏感である。つまり線幅に依存する。

一方で、単結晶の重水素NMRスペクトルのピークは 135Kにおいて、近傍スピンの双極子相互作用

による影響から見積もられるよりも幅広い。そこで、近傍分子聞の配向の相関を解析するには、こ

の大きな線幅の原因を解明することが必要であった。我々はこの原因が、分子が結晶中で平衡位置

からそれぞれずれた位置にありそのため四極子相E作用の大きさに分布が生じていることにあると

考え、以下に述べるような解析を行い、大きな線帳を説明することが出来た。また、線幅の磁場に

対する角度依存性から、分子を剛体と考えたときの分子の回転変位の大きさを見積もった。このよ

うにして得た双極子による線幅及び四極子による線幅を用いてスピン拡散の解析を行った。

[理論:分子の微小角回転による線幅]
分子が結晶中で平衡位置からそれぞれ微小角回転した状態で存在していると仮定する。このとき、

個々の分子に含まれる重水素核の共鳴周波数に分布が生じ、そのため重水素核のスペクトルの線幅

が広くなる。剛体分子の静的回転による平衡位置からのずれを回転変位と呼ぶとき、回転変位に伴

う重水素核の線幅の増大は、回転変位の周定されている結品の向きと、磁場のなす角度に依存して

変化することになる O この関係は以下のように式に表すことができる O

分子が回転しているとき、その角度が十分小さければ、角速度との類 己デ ω，

似からその回転 ω は、 Fig.1.の x軸y軸z軸まわりの回転 //-/7M3¥ 

ωx ωY ω，の重ね合わせで表せる。 / I 1¥入
I CL/九 Cl¥

ω=ω)+ω，，j+ωzk / !，y~ ，，~~/ 
l ム目 It\-I~_ ・

回転変位の分布を表すために平均二乗変位を用い、回転変位 ω 十 Jt111L;ィJ
テンソル Lを次のように定義する。 x rも〆/ぺ1..'1'λ / ω 

一~主主i\ Cl\~-Cl/' -
L=ωω一¥¥ト¥1

Cl 
Fig. 1. Rotational displacement. 重水素NMR、ガラス性結晶、スピン拡散、線幅、 di回 rder

いちかわしんじ、くぼあっし、いましろふみお、てらおたけひこ

-215-



分子の微小回転に伴う、観測周波数fの変化率 Vfは、

df!. df 司f
Vf=一一i+一一j+一一匙

dllρx dωy dωz 
で表せ、分子が十分に小さい角度 ωだけ回転したとき、観測周波数の変化の大きさ i1fは

L!f= VfT.ω 

'df ，..・ミf 1.' 且々 f 1.' ー--.…--.…一一aω 'dω-y 'dω 

と表すことができる。よって、分子の回転変位による観測周波数の平均二乗変化 (i1f)2は

研=(ま ωx+去ωy+ま:ωzJ

l〆 ，、 ( df 2 
11ωxωx・ωyωx・ω噂 11 石 7

= Tr~1ωyωxωωy ・ωz 1.1最-長
1¥ωzωx ωωy ωfハ去7・ま

= Tr{L，(Vf' VfT)} 

で表すことができる。 (Vf.VfT)=Gと表し、テンソル G を角度変化に由来する勾配テンソルと呼

ぶ。角度変化に由来する勾配テンソル G は、静磁場に対して角度依存性を持つので、分子の回転変

位による観測周波数の平均二乗変化つまりスペクトルの線幅も、磁場に対して角度依存することに

なる。角度依存性の式はオイラ一変換を何度か行うことで導出できるが、結果が長くなるのでここ

では省くことにする。この式を用いたシミュレーションの結果を以下に示す。

者
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[結果漫ぴ考察]

結品の b軸を静磁場の方向からマジック角だけ傾けてセットし、結晶を b軸周りに回転させたそれ

ぞれの位置で四極子エコースペクトルを取り、重水素核の回転パターン得た。この試料でメチル基

のとりうる配向はベンゼン環周りに六つあり、この配向が乱雑に分布している[2]。

Fig. 2.は、それぞれの配向に対応した六つのダプレットのうちの一つのピークにおける、線幅の磁

場に対する角度依存性のグラフである。 Fig.2.中で dV
dD
，dVdαはそれぞれ、近傍の重水素核、塩

素核からの双極子相互作用による線幅への寄与の大きさを表している。これらの値は、結晶構造の

データ[3]から計算して求めた。回転変位テンソル Lの成分ωuω"ωxyをフイツテイングによって

寸 恒 ? 求め、それぞれ 0.30ω9， 0.30伺6，

~ . .. rもexpevment 0.0白56の値(単位lはまde句g2勺)が得らs合0.5イ十 〆F ¥可:1削組o;r¥¥/}、 れ枇た。(味去"，，0ωなのMで肌Mを吋含

主y0 4勺1 ，〆r企U似vγ一 I L ヘ 苅〆〆z ¥ む項は無視した。)戸これよ川り、
i壱壱 0.3 寸 / -¥'q.-".戸刊

同 -L一J ザ .... .. 〆..... 〆〆〆〆，...-'-企 ¥¥¥、 '¥ 1./ Aい.. ¥ .........¥. 'f程の回転変f立があることがわs::@ / 川 、¥ / .J APD . ・ . 、 か恥つた。

;EU.l-午ド一一J」よL工三一工口士之

0.0 -trT=二 γI""T二r"λ.つn叶l'一.IドII I I 1'" 1 I t III  なっている。これは静磁場の方

o 45 90 135 180 225 270 315 向が四極子テンソルの三つの主

crys旬1rotational angle / - 軸のうちの一つの方向を向いて
Fig.2.百lerotational angle dependences of line width. いるため、勾配テンソルの値が

[参考文献] 小さくなっているからである。

[1]市川真史、久保厚、今城文雄、寺尾武彦，第36回NMR討論会要旨集， 312，(1997) 

[2] A. Kubo， A. Yogo， F. Imashiro， and T. Terao， J. Phys. Chem.， 100， 3θ， (1996) 

f31C. P. Br∞k and Y. Fu. Acta Crvst叫 B53.613-619. (1997) 
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P75 胤S下での時相反転FSLG耐による 13Cスピン拡散釧雄

(京大院思竹腰清乃理、 O中村新台、寺尾武彦

13CsC po加国tion臨時rby resα副首量蜘ferencerecoup也事国叫ぽ m噌.c-aI港le 桐nnir耳~ in soli白蹴 N恥依

匹yoto-u)K. Takeg侭hi，S.N紘銅山富， and Takehiko Terao 

A new mechanism (Reso悶悶Inte由百悶 Rωoupling.RIR) for 13CsC伊凶訓on位置芯耐 underm相c・angle
sp出歯19仰AS)is proposed and !班凶吋加血血伺，reti叫 y宿泊叙問担問調lly.By得司plyinga p叫se鰍加iqueωH吋

FSIβ・m2mmto1H，叶首chis based on金四悶lCy-swi帥 .edLee-Goldbulg seq閣lCe，悔やin阿 tof世話 13C_1H

di伊larin従ractionism吋ulatedwith a阿世叫ar貸問問lCyωinte白隠wi白血13CsCdi凹l紅白teraction.

序論

炭素 13のような希釈スピン聞での樹t移動は分子の構造情報を得る方法として用し、ることができるた

めに、これまで理論的にも実験的にも研究されてきている.胤S下で効率の高し蟻化移動を生じるために

は、胤S法により取り除かれた双極子相互作用を復活させること，及び，高分僻包な lセ聞の磁イt瀞動がエ

ネルギ一保存則を守る必要がある.我々は、(1)炭素にラジオ披照射を行わず、 (2)胤S周波数の制限を少

なくして、 (3)高分解能を保ったまま観測を行うことのできる新しい手法を提案する.本方法では 1H-駆動

法と異なり、水素核に 1H-1H双極子相互作用を取り除くための FS凶-m271側 [1]とし、うノ勺レスを照射する.

FSLG-m2mm照射下では、叱:-IH双極子相互作用は空間部分が胤S周波数による変調を、スピン部分が

FSLG-m2mmによる変調を受ける.一方、町一l吃双極子相E作用は空間部分が胤S周波数により、スピ

ン部分が化学シフト等方値差による変調を受けている.この 1H-叱と叱一叱の双極子相互作用の変調周波

数が一致したときに 1~_1~ 双極子相互作用が復活することを理論的に示して、実験により確かめた臼

理論

1H-1H双極子相互作用は FSLG-m2mmにより取り除かれているので無視して、また簡単のために化学シ

フト異方性がないものとして、二つの炭素核(SIとS2)と一つの水素核(I)から成る系を考えた.叱_1セ双

極子相互作用H;;(t)は阻S周波数URと化学シフト等方値差企による変調を受けており、スピン演算子と

変調周波数の成分からの部分は、

H;; (t)=SI+S2_ exp{2Jtit(d + nυR)}+SトS2+exp{-2Jtit(d -nuR)} (n = :tl，:t2) (1) 

と表すことができる.一方、 1H一町双極子相五作用H:;'(t)は回日-m2mmによる変調周波数U
mod

e 雌

周波数URによる変調をうけて、

Hg'(t)=IxSiz exp{21Zit(um吋 +muR)} + 1 XSiZ exp{-21Zit(um吋 -muR)} (m=:!:l，:t2) (2) 

キーワード・スピ〉令撒、脳、 FSLG、固体糊R

たけごしきよのり，なカ吃pらしんじ，てらおたけひこ
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と表せる(i=1，2).Secular average Hamiltonian理論を適用すると，一次の時間平均ハミルトニアンは等

しい周波数を持つHS;(t)とH{;'(t)の非可換な項として与えられる.結局、双極子相互作用の復活条件

(RIR条件)は

|υ'MOD +nυR 1=1企+mvR 1、(n，m= :!::l，:t2) (3) 

と求められる.

実験

実験には、[1，3-13(;]L一アラニンを用いた.磁化移動実験は t1次元での反平行炭素磁化<SIZ -S2Z > 

の時開発展を観調~することにより行った.

結果と考察

[1，3-1セ]L-アラニンにおいて， lH一駆動法、 RIR法、R2法による 3つの磁仕移動実験を行い， RIR条件に

おいて磁倒多動料足進されることを下図に示した.胤S周波数は、 lH-駆動法と RIR法にはυR= 10.85 kHz、

R2法にはυR= 11.79凶zをそれぞれ用いた(9.7Tの磁場において、化学シフト等方値差d= l1.79kHz 

である).lH駆動法は効率が低くなっている.一方， RIR法ではVR- VMOD = d -mVR = 0.94 kHzの

RIR条件を満たすように FSLG-242パルスを lH側に照射することにより， 1H-駆動法に比べて約 2.5倍の

磁化移動効率が観測されて、適切に磁イt移動の効率が促進されていることを確かめることができた.R2で

はVR=企=11.79凶zに調整することにより，最も効率良く磁化移動が行われている. しかしながら，

この条件下では叱の縁形は特徴的な双極子パターンを示すために高分解能とし、う利点が失われている.

ここで用いた[1，3-叱]L-アラニンは，大きな化学シフト等方値差と小さな叱一1H双極子相互作用のた

めに，胞法には適して RIR法と lH駆動法では難しい試料であると言える.にも関わらず RIR法において

磁化瀞動効率が促進したことはRIR法の有効性を示していると考えられる.胞法の適用が難しし、化学シフ

ト差が小さい場合においても RIR法の適用は可能であること，また， R2条件では高分解能広派IJ点を生か

せなくが、 RIR法では阻止m2mmパルスを lHデカップリングに切り替えることにより高分解能で磁化

移動を観測できることなどいくつかιZ利点がある.ポスターはこのような点についての実験例も発表する.

笥 1.01a ♂ x 

::> 1" x 

i0・1¥ 内

x 

<( " 
; 0.61 A 企 企

言。JM ー

参考

• τ1m • . 

F思Mixingtime ck脚蜘悶of1hedi蜘 mωofm噂Ietizati∞betw悶1hec=o 

制 佃3叩もonsin [1，3)3C] L-a取町伽伽-eedi助 ent伊凶訓叩陶磁伽

仰国h舷 IH-driven(X)， R2(ムL釦 dRlR(O). Uo.=1O.85臨め'rIH-driven 制

RIR， and 11.79 kHZ伽R2.ForRlR，批∞nditionof uo.叫制='d.-Uo. =' 0.94回fzis

白血lled.

1. K. 11水湾問hi飢 dT.11田 0，Solid St蹴 N.M.R13(1卯9)203-212

2. A戸-elir凶naryreport of血isWIαセisfound in 

K. Tak曙剖1i，S. N依田1Ura，T.1i釘田，αm乱 Phys.Lett. 307(1卯9)295-302，
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P76 

Abstract: 

固体13C.2H2次元相関 MASNMR法による

常磁性シフトテンソルの決定

(京大院理)0伊藤俊樹、 久保厚、 寺尾武彦

Detennination of the paramagne舗cshift tensor 

by 13C.2H 2D MAS NMR 

(Kyoto Univ.) T. Itoh， A. Kubo， T. Terao 

A new solid-state MAS NMR method to detennine paramagnetic shift tensors is proposed. This pulse 

sequence consists from a nonnal anti-echo sequence and a t)-time reversed echo sequence， and a TEDOR 

(Transfen宅d-EchoDOuble Resonance) sequence is used in the mixing time. By this method， the sidebands 

of 13C and 2H are correlated on the plane of the 2D MAS NMR spectrum and these sidebands should be 

purely absorptive. When the projection is taken on the diagonal line， the zero-quantum coherence transition 

between 13C and 2H can be observed and then the broadening of the spectrum caused by the BMS (bulk 

magnetic susceptibility) e仔巴ctcan be removed. Even if several peaks are overlapping with each other by 

the BMS efti巴ctin a nonnal I D MAS spectrum， this me白odenables the separate detection of peaks. From 

the sideband pattems of the zero・quantumtransition， we can obtain the infonnation on paramagnetic shift 

tensors. The method wil¥ be tested on 13C_2H fully labeled Pr(13C2H3
13COOh' 2H20. 

[序論]
常磁性固体の粉末試料には、微結晶の表面で不連続に変化する磁化率のために、不均一磁場が

生じる(BMS効果)。このため、 MASNMRにおいても化学シフトや常磁性シフトの等方値に分布

が生じ、分解能が悪い。しかし、不均一磁場によるピークの広幅化は、異種核問で 2次元相関

MAS NMRスベクトルを観測したときには、化学シフトを軸にとった 2次元平面上で傾き 1の直

線に平行に生じる。従って、 2次元スペクトルをその直線に対して垂直な直線に投影すれば、広

幅化がキャンセルされた先鋭化したスベクトルが得られる。通常の l次元スペクトルでは複数の

サイトのピークが重なり合っている試料でも、この方法によれば、各サイト毎に分離されたゼロ

量子遷移のサイドバンドパターンを観測することができ、化学シフトや常磁性シフトの異方性に

関する詳細な情報を独立に得ることが可能となる。

著者らは、 )3C及ひ吃Hで完全標識した酢酸プラセオジウム I水和物Pr(I3C2H3I3COO)3.2H20を試料

として用い、炭素ー重水素聞の 2次元相関スペクトルを測定し、昨年のNMR討論会にて報告した

[1]0 2次元相関スペクトルでは、結品学的に非等価な 3つの酢酸基に相当する信号を分離、観測

し、それぞれのピークのシフト等方値を決定することができた。今回は、炭素、重水素のそれぞ

れのサイドバンドを 2次元スペクトルの平面上にて相関づけ、炭素ー重水素聞のゼロ量子遷移の

サイドバンドパターンを 3つのメチル基毎に独立に得ることを試みた。そのためのパルス系列を

新たに考案した。

[パルス系列]

2次元スペクトルにおいて、異種核(今回の実験では13Cと2H) のそれぞれのサイドバンドの

相関をとるために、今回新たにパルス系列を作成した(FIG.l)。このパルス系列は、

.混合期間中のパルス系列としてTEDOR(Transferred-Echo DOuble Resonance)系列[2]を用い、

13C-2H聞の双極子相互作用を復活させ、 13C核と2H核との相関をとっている。

Keywords:常磁性固体、常磁性シフト、異種核問 2次元相関MASNMR、ゼロ量子遷移

いとう としき、 あっし くぼ、 てらおたけひこ

-219-



. 2次元スペクトル上の全てのスピニングサイドバンドを純粋な吸収線形で得るために必要

な、 t/次元時間順行、 t/次元時間逆行2種類のパルス系列からなる[3]0t/次元時間順行のパルス

系列では、 t/発展期間中にIスピンの上昇演算子成分を観測し、 t/次元時間逆行のパルス系列で

は下降演算子成分を観測するよう、位相回しにて選択する。混合時間全体が、順行系列では回

転周期(TR)の整数倍、逆行系列では整数倍・t/となるよう、 rを調節じた。さらに、混合時間中

の平均ハミルトニアンが、それぞれ H耐 (t/)、 H耐 .(-t/) となるよう πパルスの位置を調節し

た。 t/次元時間順行で得られたFIDをあわ次元時間逆行で得られたFIDをg*とすると、 (g+g*)/2

を2次元の実数デー夕、 (g-g*)/2iを虚数データとして 2次元フーリエ変換することにより、 2

次元スペクトルを得る。
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τ= r TR : the nonnal anti -echo sequence 
l....nTR -t/ : the tl-time reversed echo sequence 

("n" is chosen appropriately to restrict τto be 0<τζ TR .) 

τ= rτ:  the nonnal anti毛 chosequence 
人τ'-1i〆2:白etl-time reversed echo sequence 

1+ (the time 陀 versedsequence) 
ーーーーーー幅ーーーー-ーーーー・1

一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーーーートーーーーーーーー'ーーーーー目司ー----ーーーーーーーー--

ー・・ーー圃ーー・・ーーーー __J

1-(the nonnal sequence) 
r-ーーーーー「

S 一一ーーー一一一一ー一一ーーーーー一一ーーーー←一一一ーーー-r--ーー一一一一一一ー-

FIG. 1 Pulse sequence and coherence pathways ~ 
A TEDOR sequence is used in mixing time to recouple ~ -ーーーーー
the diolar coupling between 1 and S spin. S-(obsd.) 

References: 

川伊藤俊樹，久保厚，寺尾武彦，第 37回NMR討論会講演要旨集， 293(¥998) 

[2] A. W. Hing， S. Vega， and J. Schaefer， J. Magn Reson. A 103， 151 (¥993) 

[3] G. J. B明 nderand S. Vega， J. Magn Reson. 133，281 (1995) 
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P77 高速MAS下における 16~_1II113~_11I相関NMR

法によるペプチドのφ角決定法の開発

(京大院理)0今泉孝幸、竹腰清乃理、寺尾武彦

Two-dimensional correlation NMR in solids for determining peptideφangles 

under fast magic-angle spin国ng

(Dep. ofChem.， Kyoto Univ.) OTakayuki Imaizumi， K. Takegoshi， and T. Terao 

TheFSLG・242pulse sequence was used to re∞uple heteronucleardipolar interactions under 

fast MAS in a peptide H-N-C-H spin system to determine its dihedral angle φ. The 15N_IH 

dipolar interaction is correlated 加 the13C_1H dipolar interaction in a two-dimensional 

spectrum. Simulation of the two-dimensional spectra for given φvalues was done by using 

the zeroth-order average Hamiltonian， and it is shown that the pattern is sensitive to the φ 

angle. RMSD between the simulated and the experimented spectra was calculated， and the 

best φangle is in good agreement with that 

obtained by the X-ray study. 

〔序論〕 ベプチドの主鎖の構造決定に重要な H-N-

C-Hの二面体角 φ(Fig.l)を精密に決定する方法とし

てこれまでに主に(1)MAS下で N-Cの多量子 NMR

を N-H、C-H双極子相互作用や化学シフト相E作用

の下で時間推進させ、回転サイド、バンドパターンに
tt angle四P四 sentationwith 

反映させる方法問と (2)C-HとN-Hの双極子相互 Md  z1801; gles t1ht12皿 .N・C・Hsys也m

作用を個別に復活し二次元相関スベクトルを測定す

る方法伊]が提案されている。(1)の方法では、充分な数の回転サイドバンドを生じるためには

lH 市両副 FSLG242 

明 戸l ~ 

13C 己 E .. 
Fig.2. Pulse剛 U曲 目for2D e'時間皿entusing the FSLG-242 pulse 

キーワード:二面角 φ、ベプチド、固体NMR

MASの回転を遅くせねばならない('"

2.5kHz)。また Ishiiの方法[2]でも高速な

MAS回転を行うことは出来なかった。

τR 

Fig.3. The FSlβ.242 pulse ror r制lOUplingbe悟ronucle町出polar

m同国C加国 X.ndv回 P開時叫 apha蝿 .ndan 011同色frequ阻町l

田・pectively.τ 鳳d崎町ib曲。国間旬，rperiod. 

0いまいずみたかゆき、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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MAS回転が遅いと多数の同位体置換を行った試料では同種核双極子相互作用を消去しきれずに

高分解能スベクトルを得ることが困難になる。そこで、我々は近年開発した C-Hや N-H双極子

相E作用を高速 MAS下で復活することの出来る FSLG・242パルス法[3]を (2)の手法に用いる

ことで、高速MAS下で 15N_IHp3C_IH双極子相互作用の相関スベクトノレを測定しφ角を求めたο

〔実験〕 試料には N・アセチノレ・[100%_15N，1，2-13C]DL・パリンを用いた。パルス系列を Fig.2に、

また FSLG・242パルスを Fig.3に示す。実験は Chemagnetics社製 CMX・300分光器に自作の 15N

用 NMR送受信機を組み込み、 DotySci.社製 CP-MAS三重共鳴(5mm)プローブを用いて行っ

た。共鳴周波数は 13Cが75.553MHzで15Nが30.448MHzである。MAS回転周波数は 14.188kHz 

で::t20Hz以内に保った。また lHのFSLG照射強度は 105kHzであった。

〔結果と考察〕 いろんなφ角に対して O次のアベレージハミルトニアンを用いて二次元パター

ンを計算した。角度。 l、B2及び核問距離 C-H、N-Hは X線回折結果[4]を用いた。 Fig.4に代

表的な 4つの角度についての計算スベクトルと実験スベクトルを示す。二次元相関パターンや

F1，F2=0のスライススベクトノレなどがφ角に敏感であることが判った。実測のスベクトルは X

線で決定された値[4]φ......1540
近傍でよく再現されている。

。同地 sim凶凶皿

Referen偲 8

。
0"酬...

E却血血血島

Fig.4. Experi皿 entaland剖皿ulated2D spectra 

with its 10 ap田 traat OkHz for both F 1 and F2 

dime田 10田町'e8hown

[1] For example， M. Hong， J.D. Gross， and R.G. Gri伍n，J. Phys. Chem. B101， (1997) 5869. 

[2] Y. Ishu， K. Hirao， T. Terao， T. Terauchi， M. Oba， K. Nishiyama， and M. Kainosho，品Jid

State NMR 11， (1998) 169. 

[3] K. Takegoshi and T. Terao， Solid State NMR 13， (1999) 203. 

[4] P.J. Carrol， P.L. Stewart， S.J. Opella， Ac.臼 CrystaJJogr.， Sect. C 46， (1996) 243. 
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P78 同位体ラベル絹シーケンスモデル化合物の2次元粉末パターン解析

(東京農工大工)0中津靖元、中井利仁、芦田淳、岩舘満雄、大郷耕輔、朝倉哲郎

Two Dimensional Powder Pattem Analyses of Isotope Labeled Silk Model Peptides 

百lebackbone torsion angles仲 and<p) of alanine residue in鈎quencialmodel戸側desfor 

Bombyx mori silk fibroins wi出 Silk1 form ( before spinning) were determined with 2D spin-

diffusion solid state ¥3C NMR. Esp配 ially.2D spin-diffusion solid state ¥3C N勘fRcoupled 

with stable isotope labeling of the samples is very useful in determination ofゆ組dφvaluesof 

non-oreiented peptide samples. 

盤童
家蚕絹の繊維化前の構造、 Silk1について、無配向系でも原子座標レベルの構造解析

が可能な固体 NMRの研究手法を用いて、解析を進めるために、ここでは、 2次元粉

末パターン固体NMR解析から、 Silk1構造の解析を行った。

荘司らは、家蚕絹フイプロインのオリゴペプチドモデル、 (Ala-GlY)12が、 Silk1型構造

をとることを報告している 1)。そこで、我々は、 Silk1型の(Ala-GlY)12を合成し、 12 

残基目の Glyカルボニル基と 13番目の Alaカルボニル基が¥3C同位体ラベルされた

(Ala.・GlY)12と、 13残基目の Alaカルボニル基と 14番目のGlyカルポニル基が¥3C同

位体ラベルされた(Ala-GlY)12を得、各々、 13残基目の Ala残基の内部回転角と 14残基

自の Gly残基の内部回転角を決定することを試みた。

室墜
合成に用いる安定同位体ラベルアミノ酸の Fmoc基の導入は Fm∞・OSuを用いて塩基

性条件下で反応させ、 90%の収率で得られた。ノンラベル(AG)12及び、 [1-13C-GlYI2'1・

¥3C-Ala¥31 (AG)12はPioneerPeptide Synthesis System (PE Biosystems社製)によって Fm∞
固相合成法により合成した。合成スケールは O.2mmol、合成モードはキャッピングを

用いた。合成後、クリページを 3時間行い、ジエチルエーテルを用いてペプチドを析

出させた。得られた粗ペプチドを 9MLiBrに溶解後、不溶物を吸引漣過により除去し、

分画 1∞0の透析膜を用いて透析を 3日間行った。透析開始後3時間は 3MLiBrを用い、

濃度勾配をかけている。透析膜内に生成した目的物は吸引櫨過により取り出し、減圧

乾燥した。 Silk1型の確認は R スベクトルを KBr錠剤法によって測定し、全ての吸収

が Silk1型の吸収と一致することを確認した。また、粉末 X 線測定を行い、その結果

もSilk1型の回折像と一致していることを確認している。

絹シーケンスモデル化合物、絹の安定同位体ラベリング、 2次元粉末パターンスベクトル、シルク I構造

なかぎわやすもと、なかいとしひと、あしだじゅん、いわだてみつお、おおごうこうすけ、あさくらてつお

qa 
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I3C二次元スピン拡散NMR測定は VarianUnity INOVA 4∞によって O仔 MAS(68.)条

件で行った。積算回数は 1188回、ミキシングタイムはお、試料回転速度は 6KHz、室

温で測定した。シミュレーションは 2・spin系でのスペクトルの理論をもとに作製した

Fo町組プログラムを SGI社製の OCTANEを用い、二面角を 20。間隔で計算した。 1サ

ンプルに要する計算時間は約 30分であった。

結果と考察

化学シフト異方性の大きいカルボニルをダブルラベルした[1-13C-GIYI2'1-13C-Ala131 

(AG)12 (Silk 1型)のI3C二次元スピン拡散 NMRスペクトルパターンは、 13番目の

アラニン残基の内部回転角体制に著しく依存するので、 Silk1型構造中のアラニン残

基の内部回転角を決定できる。測定結果を Figure1に示した。対角成分と共に、特徴

的な非対角成分が観測された。内部回転角を 20。間隔で変化させて行ったシミュレーシ

ヨンと対応させることによって、 13 番目のアラニン残基は、。c::::-400~・80。、"，=1100~150。

をとることがわかる (Figur，芭 2)。この結果は、以前当研究室において、 40個のタンパ

ク質について、 PDB座標とI3C化学シフトのデータベースを基に作成した化学シフト

の等高線マップを用いて計算した Silk1型の化学シフトの範囲ともよく一致すること

がわかった九現在、[1_13じAla13• 1-13C-GIYIJ (AG)12 (Silk 1型)の合成を行い、 14 

番目のグリシン残基の内部回転角についてもスピン拡散 NMRを用いて解析を行って

いる。

131 

140' 

Figure ] J3C 2D spin-d，切'usionNMR spectra 

0/ fl J3C-AlaJ3> ] J3C-GかJJ(AG)12 

13 

Figure 2 J3C 2D spin-diffusion pattem 

simulation /or fl-J3C-AlaJ3， ]J3C-GかJJ
(AG)12 伸 yt)=(・ω，130)

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。

委主主魅
1)第 48回高分子学会予稿集 48巻4号 p785(1999)

2)Tetsuo Asakura • Mitsuo Iwadate • Makoto Demura and Michael P. Williamson; Int. J. Biolog. 

Macromol. 24 167-171(1999) 
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P79 14N Overtone Recoupling under MAS 

(京大院理)0矢野友海、武田和行、竹腰清乃理、寺尾武彦

(Kyoto Univ.) T. Y:組 0，K. Tak，吋a，K.百kegωhi，T. Terao 

A new solid-state NMR technique is proposed to recouple 14N_13C heteronuc1ear dipolar in-

teractions under magic angle spinning (MAS). Cw rf irradiation is applied at the "overtone" 

frequency between the 1-1) and the 11) states of a 14N (I = 1) spin. Under MAS， the tra凶 tion

moment is modulated with a企equencyequa1 to the MAS企equency，because the moment de-
pends on the relative orientation of the principa1-axis system of the 14N quadrupolar interaction 

with r田 pectto the irradiation field[l卜Hence，the modulatory resonance (MORE) reco叩 ling

condition is satisfied， and the 14N_13C dipolar interaction is recovered due to interferen白 ofthe

dipolar interaction and the moment-mod叫atedrf irradiation[2]. 

14NにLarmor周波数の 2倍のラジオ波を照射すると状態 11)とト1)のあいだ、のovertone遷移

が生じる [1]0Overtoneの遷移モーメントの大きさは照射するラジオ波に対する 14Nの四重極相

互作用の主軸系の相対的な向きに依存するため、 MAS下において強度一定のovertone周波数の

ラジオ波を照射したとき、遷移モーメントはMASの回転周波数で周期的に変化する成分を持つ。

これらの成分に対してはmodulatoryresonance (MORE) recouplingの条件[2]が満たされている

ために、 14N_13C双極子相互作用が復活すると考えられる。

実験にはL-alanineとN・舵etyl-D，L-valineを用い、 lHの共鳴周波数は 199.80485MHz、13Cは

50.24533MHz、MAS回転速度は 5.0kHzで、 13Cの高分解能NMR測定を 14Nの overtone照射下

で行った。図 lにシミュレートしたMAS下の 14Novertone NMRスベクトル [3]を示した。実

線は四重極結合定数を1.148MHz、非対称パラメータを 0.276として、破線は四重極結合定数を

3.21MHz、非対称パラメータを 0.41として計算した。これらは各々、 ιalanineおよびN-acetyl-

D，L-va1ineの14Nの値である。スベクトルの横軸はLarmor周波数の 2倍 (28.856MHz)からの

offsetを表している。図 2に 14Novertone (照射周波数 28.876MHz、または28.980MHz)を照射

したときおよび照射していないときのL-alanineの 13Cのスペクトル、図3に14Novertone (照射

周波数 28.876MHz、または28.980MHz) を照射したときおよび照射していないときのN-acetyl-

D，L-va1ineの13Cのスベクトルを示す。 ιa1加ineおよび N-acetyl-D，L-valineのCa-N双極子相E
作用はそれぞれ28.876MHzおよび28.980MHzのラジオ波を照射したときに復活しており、図 1

のシミュレーシヨンから予想される周波数とほぼ一致していることが示された。

照射する周波数を変えて測定を行い、照射する overtoneの周波数と復活する双極子相互作用

の大きさ、たとえば 13Cの線幅との関係を調べることにより間接的に 14Novertone NMRスペ

クトルを得ることができると考えられる。 Overtone遷移の共q~周波数は四重極相E作用の一次の

シフトの影響を受けず、二次のシフトの影響を受ける。したがって四重極相互作用によるピークの線

キーワード 14Novertone、14N_13C双極子相互作用、 MAS、ペプチド

0やのともみ、たけだかずゆき、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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幅は ω'~/崎のオーダーとなるので高分解能のスペクトルが得られるはずである。このようにし

て得られたスペクトルより 14Nの四重極相互作用に関する情報、つまり分子の構造に関する知見

を得ることを現在検討している。
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Figure 1. The simulated 14N overtonc 

NMRsp配 traof L-alanine (sollid) and N-

acetyl-D，ιvaline (broken) under MAS in 

a 4.7I' static field. 

( a ) 

( b ) 

( c ) 

Fi♂lre 2. The 13C NMR spectra of ι 

alanine under the 14N overtone irradia-

tion at 28.876MHz(a)， 28.980MHz(b) and 
without irradiation(c). 

References 

Figure 3. The 13C NMR spectra 

of N-acetyl-D，L-valine under the 14N 

overtone irradiation at 28.876MHz(a)， 
28.980MHz(b) and without irradiation(c). 
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P80 

Study of dynamic nuclear polarization due to photoexcited triplet states 

(京大院理)0武田和行、 竹腰清乃理、 寺尾武彦

Oepartment of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University 

o Kazuyuki Takeda， K. Takegoshi， and Takehiko Teraρ 

In order to achieve drastic enhancement in NMR si伊 als，dynamic nuclear polarization 

(ONP) due to photoexcited triplet stat田 hasbeen carried out in 0.3T at room temperature 

in p-terphenyl which is doped with pentacene. In the experiment， huge electron spin 

polarization of the photoexcited triplet state of pentacene is 仕組sferredto proton spins by 

the integrated solid effect (ISE) . In a p-terphenyl crystal with the pentaιene∞n四 ntration

of O.lmol%， the proton NMR signal amplitude has been enhanced "，700 times as compared 

to that of the same amount of protons in thermal equilibrium. On the other hand， 

analyzing the buildup curve of the proton magnetization， the enhancement factor has been 

obtained as "'70000. This inconsistency may be attributed to that only a small part of the 

sample experiences the polarization enhanc叩 lentjthe laser for the pentacene excitation 

cannot penetrate whole the sample and the photoexcited molecul回 existonly near at 

the surface of the sample. To confirm it， 1-0 imaging of the nuclear spin polarizaiton 

is carried out by applying field gradienもalongthe laser direction. A home-made probe 

is also described for our experiment， which consists of an X-band loop-gap resonator for 

microwave irradiation， a 1 H_13C doubly-tuned circuit， and a magnetic field modulation coil 

both for the field sw田 pin the ISE and for the field gradient in the polarization-imaging 

experiments. 

会 Keywords: photoexcited triplet state， dynamic nuclear polarization (ONP)， signal 

enhancement 

0たけだかずゆき、たけごしきよのり、てらおたけびこ

巧
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P81 Investigating the local structure of [l-13C]Ala labeled si1k 
fibroins of S. c. ricini using solid state N恥仮

(ETH1、北大院理人東京農工大工 3) J.O. van Beek1、L.Beaulieu1、

0出村誠
2、朝倉哲郎 3、B.H. Meier1 

Investigating the local structure of [1-13C]Ala labeled silk fibroins of S. c.ricini 
using solid state NMR 

J.O. van Beek1， L. Beaulieu1， OMakoto Oemura2， Tetsuo A叫mra
3
，B. H. Meier

1 

1 Laboratory for Physical Chemistry， ETH Zurich， CH・8092Zurich， Switzer1and， l Division 

ofBiologica1 Sciences， Graduate School of Science， Hokkaido University， Sapporo， 060・0810

Japan， 3 Oepartment ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， 

Koganei， Tokyo 184-8588， Japan 

Abstract: Torsion angle distribution in a fibrous protein， Sami，αのmthi，αricinisilk fibroin， was 

investi伊.tedusing solid state NM R. 13C uniform labelling at alanine carbony 1 carbon of S.c‘ 

ricini silk fibroin was performed by feeding of [1-13C]Ala in order to analy ze repeating poly-

a1anine domains of (Ala)n， with n= 1 0・14.Two-dimensiona1 (20) double quantum/single 

qu姐 tumcorrelation experiment (OOQSY) was used for the eva1uation of the relative tensor 

orientations of two neighbouring amino acids in the same chain. By calculating basis spectra 

across a grid of (や， ψ)angl.es from -1800 to + 1800
組 dfitting these to the exp erimenta1 

spectrum， the distribution of torsion angles is obtained 

The elucidation of the secondary structure in solid fibrous prot同eins凶ss針凶ti凶11a 

cha叫a必a11er噂n時1喝gt加a総sk.He釘悦r問ewe wiU concentrate on silk pro飢O叫teinswhich form natures higl酔1 

p釘f白or口m賞ma組nc印efibers. These materials are usually semicry stalline and some structural 

information on the microcrystalline domains can be obtained by X-ray diffraction. For the 

non-cry stalline domains， only limited information from sp配 troscopicstud，ies is available. Oue 
to the large molecular weight， the highly repetitive primary structure of the protein， and the 

structura1 heterogeneity of the solid protein (in our case the silk thread)， the signals form the 

individual amino acids an not be resolved in a solid-state NMR spectrum and the classical 

approach to NMR structure determination can not be taken. Here we present an alternative 

NMR-sp民 troscopicapproach that does not require spectral resolution and that is able to 

directly map the probability density function (PDF) of the dihedral angl.es (や， ψ)for each 

amino-acid separately. No long-range order is requested and both crystalline and non‘ 

crysta11ine domains are sampled. The method will be demonstrated on two samples of silk 
from the wild silkworm Sam却のmthiaricini but it should be generally applicable to solid 

samples offibrous proteins. We find that in native fibers， the alanine residues prefer a s-sheet 

structure， in films， the α-helical conformation is favored目

絹フィブロイン、安定同位体ラベル、国体 2DDOQDYNMR、二面角

van Beek J.D 、BeaulieuL 、でむらまこと、あさくらてつお、 MeierB. H. 
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Silks are interesting sy stems to study the structure-function relationship s of as they 

are all composed of a limited number of amino acids. The primary and secondary structure as 
well as a different packing in the solid phase are responsible for the functional differences in 

the materials. For the disωssion of the structure-function relationship， it is a prerequisite to 
know the distribution of secondary structure elements， e.g it is widely assumed that the high 

mechani伺 1perform組問 ofspider dragline silk is connected to the s-sheet conformation of the 
poly-alanine domains which are embedded as small crysta11ites in the fiber matrix 

A1though coming from a silkworm， the primary structure of the silk from the wild 
silkworm Samiaりmthiaricin resembles that of spider silks as it has repeating poly-alanine 
domains of (Ala)n， with n=lO・14，inter1eaved with g1ycine-rich domains. It is a particularly 

interesting material for the study of function-structure relationship as the silk has the same 
function as in the Bomb戸 morisilkworm but the structural characteristics of the dragline silk 
In the present context， the material has been selected because it is has been su径~sted that it 
exists (おra fixed primary structure) in two di能 rentsecond町 structures.Previous solid 

state NMR studi回 haveshown clear differences between cast fums of the liquid silk from the 
g1and and native fibers. Based on isotropic-chemical-shift analyses α-helical and s-sheet ty p e 
conformation have been predicted respectively for the two states. Furthermore αーhelical
structures have been seen when the liquid silk from the gland was dissolved in water. 

Here we evaluate the distribution of secondary structure elements for the alanine 
residues using solid-state NMR techniques目 Theexperiments presented are based on the 

加 isotropyof the chemical-shielding interaction in solid-state NMR which is described by a 
second rank tensor. By feeding the silkworms alanine labelled with 13C at the carbony 1 

position， only these nuclei are observed. The principal axis of the chemical shielding tensor 
(CSA) are known to be oriented， with respect to a molecular-fixed coordinate sy stem， as 

follows: the principal axis associated with the most shielded CSA principal value is 
perpendicular to the peptide plane (spanned by the O=C・Nfragment) and the principal axis 

associated with the intermediate ∞mponent ofthe CSA tensor is， within 00 to 120， colinear 
with the C=O vector. Therefore， the mea 

一229-



P82 固体19F{lH}CP/MAS NMRを用いた含フッ素高分子の

相構造と交差分極のダイナミックス

東工大院理工。安藤慎治、英ダーラム大R.K. Harris， S. A. Reinsberg 

Pbase Structure and Cross Polarizauon Dynamics in岡山ropolymer

as Studied by Solid State 咽'{J町 CPIMASNMR.
畠m.丘A些iQ*，Robin K. Harrist， and StefanA. Reinsbergt 

*D叩t白'g.Polym.Mat..Tokyo Institute of 11民hnology，ω>kayamaMeguro-ku， Tokyo， 152-5882 Ja伊n
tD叩，t.Cb鉱山町， University of Durham. South Rolid， Durham. DHl 3LE. Uni飽dKingdom

Tel・+81ふ抗34-2137，Fax: +81ふ 57外 2889.e-mail: s組 do@polym釘訓ωh.ac.jp
J9}< NMR I JH NMR I CP-MAS I poly(vinylfluoode) I Relaxation parametぽ IPhase柑 uc印rel

The relaxation parameters and cross polarization (CP) dynamics between JH回 dJ9}< in a semicrystalline 

f1uoropolym民 poly(vinylfluoode)(PV町.have been investigated using吋 MAS.'H→'9FCP/MAS.組 dJ9F→JH

CP/MAsm低 PVFshows more∞mplica凶吋MAS組 dJH→吋CP/MAS将棋回白血poly(vinylidenef1uoode).

which is due to the variations in regioregularity and血e∞nformationaleffects in the αystalline悼ase. From the 

variable spin-lω:k time祖 d∞n臨 ttimeex問泊四包，血e吋 si伊 als舗 signedto theαys凶linephase show signifi-

cantly sho町九F¥岨 dlongerT，/姐dTJ∞omp眠 dwi血血 慨 制ign'叫 to批岨O叩ho凶 p凶 e. 四隅副総

from the strong dipolar in防総tionsbetwee温H皿 dF血 d也eres凶ctedmolec叫armotion in the crys阻llinephase. 

In a J9}<→'HCP/MAS 明記trum.two ∞mpon四 tsare observed in血emain signal， 祖d血.eeffective CP戸Ifameters

(T，聞¥T
Jp
")indi倒 E伽，tthe component at也.elowerfr叫 U四 cyponcipa11yωigina回 fromthe crystalline phase. 

1 .はじめに:フッ素化ピニルポリマーには、ポリフッ化ピニリデン(ー(CFz-CHz)n-:PVDF)やポリト

リフルオロヱチレン(ー(CFz-CFH)n-:PTrF芭)のように自発分極を有する結晶相を持つものがあるとと

から、コポリマーも含めとれまで広範な分光学的研究がなされてきた。国体NMRによる分析も、近

年 J9pー高速MASや19pPH}一CP/MASスペクトルが得られ、その緩和時間 (T，.T，)やCPダイナミッ

クスの解析から相構造や分子運動性に関する情報が得られつつある問。現在、我々は天然存在比がと

もに高いlHと19F聞の交差分極について理論と実験の両面から研究を進めているが6へ本発表では

半結晶性高分子であるポリフッ化ピニル(ー(CFH-CHZ>n-:PVF)について得られた結果を示す。

2.測 定 :G∞dfellO¥.V社から購入したPVFフィルムを 120'CでDMFに溶解し、 MeOH中に沈殿

させて得た粉末を測定試料として用いた。 NMR分光器はChemagnetics社製CMX-200仏PEXIH/

19F Dual-tuneプローブ)、測定条件は、観測周波数19p:188.3MHz， lH : 200.1MHz、 π/2パルス :3

μs、スピンロック磁場:83kl-也、繰り返し時間:3.5 s 、MAS回転数:13.5 kHzである。照射磁場

の均一性を保つため、 4mmφのジルコニア製ローター中にスペーサを 2個追加し、試料長を3mm

に限定した。また、測定は室温で行った。

3.結果と考獲:

3-1. PVFの明デカップル四F-MASNMR.

PVFのlHデカップル1すF-MASスペクトルを図 1に示

す。 PVFは一次構造が多様であり(Head-to-head，Taiト

to-tail結合の存在)、複数の結晶成分を含むため、 PVDF

に比べ複雑なスペクトルとなる。また、系中に多くのlH

核を有するため、結晶部の観測には十分な強度のlHデ

カップリングが必要である。スペクトルには、結晶部に由

含フッ業高分子，固体四F-NMR.CP/MAS.相構造，交差分極

あんどうしんじ、R.K.ハリス、 S.んラインズパーグ
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来する 3 つの成分(・，~，・)と非品部に由来する 4つの

成分(0，.6.，口， 0)が観測される。非晶部の信号は溶液 ー
スペクトルとほぼ同じ位置に現れる。各信号は吋スピ 雪

ンロック実験から得られる回転系のスピン格子緩和時間早

: T._Fにより区別され(図 2)、結品部(22--33ms)は非 ! 1 

晶蔀(14--15m机比べて明らかに長いrを示してい i 
るが、両者の差はPVDFに比べて小さい。また、スピ 長
ンロック時間:t

SLが20ms以下では結晶部=非晶部聞に

顕著なスピン拡散の効果は見られない。一方、 lHをス

ピンロックしたのち短時間(0.2ms)のCPで19Fヘ磁化を

移すことにより各成分のT:fをl干の分解能で求めるこ

とができる。結品部(14ms)は非晶部(7--9ms)に比べて

1.8倍のTJを示しており、 TJの結果と符合する。

3-2. PVFのlH→国FCP /MAS NMR. 

PVFのlH→19FCP/MASスペクトルは、図 1と同型

であり、信号強度のコンタクト時間:tcp依存性から得

られる CP曲線(図 3)の2変数によるフィッティング(増

加の時定数 T
HF
*，減衰の時定数 T，p*)から、結晶部 (T

HF
*

=0.04ms， T;/=8.9 --10.lms)は非品部(九F・=0.07--

0.08ms， T;p*=l1.1--13.5ms)に比べて短い Tm.と長い

Tip-を示す。結品部の短い T.__*は、非晶部に比べてH-
HF 

F聞の双極子相互作用が強く、 lH→ 19Fの磁化移動が速

いことを示している。また、コヒーレントな磁化移動に

起因する信号強度の振動が結品部の信号についてのみ見ら

れ、その周波数から H~F間距隙=2.0Á と計算された。

この値は一CHF-結合における HφF間距離と一致する。

3-3. PVFの19F→lHCP/MAS NMR. 

PVF中の 19FはlHの1/3量であるが、 19F→lHのCPが

可能である。 CP測定ではlHチャンネルの BG信号が消去

されるため、 lHの高分解能スペクトルが得られる(図 4)。

図中において中央ピークには2成分が存在し(0，ム)、そ

れぞれ異なる TFH・とT;Jを示す。各成分の線幅、信号強

度と Tm.の値から結晶部の信号はムの信号により多く含

まれていると考えられる。

謝辞)本研究は日本学術振興会の特定国派遣研究者事業の援助

を受けて行ったものです。

1) R. K. Harris， S. A. Carss， R. D. Chambers， P. Holstein，A. 
P. Minoja，四dU. Scheler， Bull. Magn. Reson.， 17.，37-45 
(1995). 2) S. A. Carss， U. Scheler， R. K. Harris， P. holstein， 
組dR. A. Fletton， Mag. Res. Chem.， 34， 63-70 (1996). 3) P 
Holstein， U. Schel民組dR. K. Harris， Mag.Res.Chem.， 35， 
647-649 (1997). 4) P. Holstein， U. Schel釘，岨dR. K. Harris， 
Polyme人 39，4937-4141(1明治). 5) G. Monti組 dR.K
Harris， Magn. Reson. Chem.， 36， 892咲泊 (1卯 8).6) S. Ando， 
R. K. Harris， P. Holstein，組dS. A. Reinsberg， J. Magn. Reson. 
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唱

E
A

q
d
 

qu 

'刷同@

'曲4 却s 唱。 15

'"FS帥肱kU.....(ms)

FIg.2 Spin-lock time depen色 目 印of吋 signal
intensities in the '9J: spin-lωk exp. of PVF. 

'曲。。

'個。 5 10 14 

'H→帽FC冊祖国首町田、p(rr同

FIg.3 Con匂cttime dependen田 of'9J: signal 
intensities in the 'H→'9J: CP exp. of PVF. 

却

.'.13.1 

‘
Hz 

c_舗田幡:・8開削.，....CIII8Y目:u・

a
‘ 

4・'-
FIg.4 'H decoupled吋→'HCP，ふ仏Sspec加 mof
PVF叩 d出eex戸nsionof the center signal 

旬師。

a

o

-

-

企

。

.

.
 

A
品

0

・・

企

0

・

a

0

・

企

0

・・

企

0

・

企

0

・

6

0

・

企

o

a

-

-

。

。

.

a

o

-

-

a

0

・

0

0

 
A-
。

.. 

a

0

・

0

。

.
S

A

M

o

-

-

o

o

-

-

企

。

.

.
 

企

0

・

。。

唱。@
.叩帽却

帽F-'HC輔副圃...tep(聞】

F包.5Co胞はtime dependence of 'H signal 
intensities in the '9J:→'H CP exp. of PVF. 



P83 シリカ表面に成長した PEOグラフト鎮の構造と分子運動

-NMRとESRによる観測ー

(名工大)丸田 陸、山本勝宏、 O嶋田繁隆

Structure and Mo1ecu1ar Motion of PEO chains tethered on a si1ica surface 

Nagoya Institute of Techno1ogY.Atusi Maruta.Katsuhiro Yamamoto，Shu:etaka Sh imada. 

Structure and Molecular Motion of PEO chains tethered on a si1ica surface are 

studied by solid ISC CP/MAS/DD NMR and spin labe1ing methods. Chemica1 shift of 

ISC NMR 1ine corresponding to PEO chains tethered onthe si1ica surface 

increases with an increase of grafting ratio(GR). Molecu1ar mobi1ity of the chai 

ns is a1so found to be an increasing function of GR from temperature 

dependencies of 1ine width of the spectra. These results suggest that the 

tethered PEO chains are adsorbed as . train segments' at low GRs. whereas the 

chains protrude from the surface as' tail' segments at high GRs. The 'train' 

and 'tai1' structures are confirmed by spin 1abe1ing of the chain ends. The 101V 

mo1ecu1ar density of the ' tail' segments gives an exteme1y high mobi1ity. 

序〉 高分子のシリカ表面における吸着、脱着機構、吸着鎖の構造に関する研究は吸着量、

赤外吸収スペクトル、 ESRスペクトルなどを用いて多く研究されてきたっ我々は主に

ESRを用いて多孔質シリカ、無孔質シリカに吸着した高分子鎖の構造と分子運動を調べ

た。又シリカ表面に成長した高分子グラフト鎖のトレイン、テール構造と分子運動の関連

を追求した。今回、シリカ表面に成長したポリエチレンオキサイド(P E 0) グラフト鎖

の末端にスピンラベルし ESR法により末端局部部位の構造を調べたっ又、固体NMR法

により PEOグラフト鎖全体の構造と分子運動を評価した。分子運動の速さは分子内相互

作用(分子自身の屈曲性)と分子間相互作用の二つの因子によって決まる。ここでは後者

としては PEO鎖聞の相互作用及び PEO鎖とシリカ分子との相互作用があげられる。グ

ラフト率(グラフト鎖がシリカ表面を覆う程度)によりそれらの因子が微妙に変化すること

が考えられ PEO鎖の構造と分子運動に与える影響は非常に興味深いっ

実験〉 無孔質シリカ(70-230mesh、比表面積、 376.5m2
，'g、Naca1aiTesque， Inc. )を通

常の方法により不純物を除去し用いた。 PEOとしては主にPE02000(数平均分子量、 M，
=2000、Mw/MN<1.2)を用いた。ガラスアンプルにシリカ、 PEOを入れ真空封入し

100-200'Cでト2時間熱処理し、脱水反応により PEO鎖をグラフ卜化させた。シリカの重さ

に対するグラフト化した PEOの重さいわゆるグラフト率は熱分析により求めた乙グラフ

ト鎖末端に3carboxyPROXYLでスピンラベル化し ESRにより末端部位の構造、分子運動を

評価した。又、 CP/MAS/DD13CNMR法によりグラフト鎖全体の構造と分子運動を評価した。

シリカ表面、グラフト鎖、凝集構造、分子運動、固体NMR、

まるた あっし、やまもと かつひろ、しまだ しげたか
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結果と考察〉ケミカルシフトのグラフト率依存性 71.5

結晶性ポリマーである PEOのは CNMRのケ

ミカルシフト値 (a値)として約72.Oppm (結晶(
巨

領域〉と約71.2ppm (非晶域)が知られている。~ 71ト

今回シリカ表面に PEOをグラフト化させ 霊
回

CpiMAS:DD '3CNMRを測定したところ、グラフ吉

ト率 (GR)が低い場合、感度は悪いがバルク 5705 
u 

の U 値より小さい70.2ppm:が得られた c G Rが高

くなるにつれ感度の増大とともにスペクトルは

低磁場シフトし (σ 値は大きくなり)71. 2ppmに 7常

玄
童
文
V
4

T
A
'
ム

T
E
A
V
1
4
 

T
1

・
T
1
4

存

H
A
w
-
t
-

J

・4工0
1
4

査も歪

o Si・g-PE02k・Si-g-PE06k
d. Si-g-PE020k 
ロSi・.g-PE0300k

20 40 60 
近づいた(図 1)。又、その低い σ値は測定温 Grafting Ratio (wt"IO) 

度の上昇とともに明らかに、ある温度域で高磁 Fig1. Chemical shift of PEO tethered 

場シフトし何らかの構造転移が起きていること onsilica surface vs. grafting ratlO. 

を示す。まず、結晶に相当する吸収72.0ppmは観測されず結晶化は起きていな ~\o 次に低い

σ値は PEO鎖がシリカ表面に吸着しいわゆるトレイン構造をとり、シリカ分子との強い

相互作用をとることによる。 GRが高くなるとグラフト鎖同志が接触を始め表面に吸着す

るPEOセグメントが少なくなる。最終的にはすべてのグラフト鎖がテール構造をとる c

即ち、ポリマーブラッシュの様にシリカ表面から立ち上がった構造となり、 PEOバルク

の非晶構造とは異なるが U値は PEO鎖同志の相E作用によって決まるようになるこ又、

σ値の温度変化はトレインーテール構造転移による。

線帽の温度変化による分子運動性

グラフト PEO鎖のは CNMRスペク

トルの線幅に関する測定温度依存性をう 1500

観測した。図 2に示すようにある温度乞

域で温度とともに増加し最大値をとっ~ 1000 

た後、 Motional Narrowingにより減少~
ω 

する c その増大は分子運動の周波数が 5
13C-'Hのデカップル周波数に近づく

時に起こる。図 2の例でわかるように

線幅の最大値を示す温度は GRが高く

なるとともに低くなった。この事実は

。
200 300 400 

Temperature (k) 

低い GRの場合 PEO鎖はトレイン構 Fig 2. Line width of PEO NMR line vs. 

造をとりシリカに強く吸着している為 temperature. (口;GR=47%.・;GR=5'i)

に分子運動は束縛されているが、 GRが高くなるとともにテール構造をとる為に分子運動

は非常に速くなることを示している。引地・らの提出した理論式でシミュレーションにより

(図の実線は計算)分子運動の活性化エネルギ一、緩和時間などを求めたところ、トレイ

ン鎖は明らかに大きな活性化エネルギーと遅い緩和時間をもつことがわかったコ又、例え

ばグラフト率 47%の場合、その最大を示す温度は高周波数での観測にもかかわらず PE

Oのガラス転移温度より相当に低い。この非常に速い運動はグラフト PEO鎖の密度が低

いために分子間相互作用が極端に弱くなっていることによる。
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P84 2HNMR による常磁性[Fe(H20)6][SiF6]結晶の研究

(金沢大理)0飯島隆広、水野元博、須原正彦

2H NMR Studies 00 Paramagoetic Crystals of [Fe(H20)6][SiF61 
Takahiro Iiiim~， Motohiro Mizuno， and Masahiko Suhara 

Department 01 Chemistη，Facu/.砂01Science， Kanazawa Universi砂，κanazawa，920・1192

The temperature dependence of zH NMR spectrum and the spin-Iattice relaxation time T， 
were measured for [Fe(H20)6][SiF6]. The temperatur巴 variationof the 2H NMR spectrum 

could be explained by the 3 site jump of [Fe(H20)6]2+ around C3 axis. The quadrupole 

interaction parameters (e2Qq/h，η)， the paramagnetic shift parameters (v D 11 'νD.d and the 

rate of the reorientation of [Fe(H20)6]z+ (k) were estimated by the spectral simulation. From 

the temperature dependence of k， the rate at infinite temperature and the activation energy for 

the reorientation of [Fe(HzO)6]2+ were obtained as ko = 6X 1011
; s-' and E. = 89 kJ mor'， 

respectively. The shallow minimum of T， caused by the 180
0 

flip of water molecule was 

observed at ca. 290 K. ko = 2 X 1014 
S-l and E. = 33 kJ mor1 were obtained for the 180

0 

flip of 

water molecule. 

《序》 常磁性 [Fe(H20)6][SiF61結晶は [Fe(H20)6f+イオンや [SiF6fーイオンの

order-disorderによる構造相転移を起こす。この相転移は[Fe(HzO)6]Z+イオンや HzO分

子の運動と関係していると予想される。常磁性化合物における分子やイオンの運動の

研究では 2H NMRスペクトルの解析は有効な手段となる。本研究では粉末試料で 2H

NMRのスペクトル及び:T1を測定し、[Fe(H20)6f+イオンやH20分子の局所構造や運動、

及びFe2+イオンの電子スピンのダイナミックスを調べた。

《実験))zH NMRはChemagn巴tics社製CMX・300分光器を用い、共鳴周波数45.825MHz 

で測定した。 2H.NMRスペクトルの測定には 90/一τ/2- 180y
。

τ/2 - 90，， 0 ー

τ/2 - 180y
。一 τ/2-acqパルス系列を用いた。

《結果と考察))Fig. l(a)に363-433Kにおける 2HNMR実測スペクトルの温度依存性

を示す。スペクトルは共鳴周波数を中心に左右非対称であり、核四極相互作用に加え

常磁性シフトがスペクトルの線形に寄与していると考えられる。 363Kのスペクトル

は水分子の速い 180
0

フリップが起こっていることを示している。温度上昇とともに

スペクトルの線幅が減少していることから更に[Fe(HzO)6f+イオンの運動が起こって

いることが分かる。そこで、[Fe(HzO)6f+イオンの C3軸まわりの再配向運動モデルでス

ペクトルのシミュレーションを行ったところ、 Fig.l(b)に示すように実測スペクトル

zHNMR、核四極相互作用、分子運動

いいじまたかひろ、みずのもとひろ、すはらまさひこ
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e2Qq/h=104kHz 
η=0.9 
VDI=5kHz 
νD.L = 3 kHz 

e2Qq/h=105kHz 
η= 0.9 
νDI=5kHz 
νD.L = 3 kHz 

e2Qq/h=105kHz 
η=0目9
νDI=5kHz 
νDょ=3 kHz 

e2Qq/h=108kHz 
η= 0.9 
νDI=24kHz 
νDよ=5 kHz 

e2Qq/h=108kHz 
η= 0.9 
V DI = 10 kHz 
V D.L = 3 kHz 

?に9X10
5

s-
1 

プヒ
::6X 105s-1 

~4XHJ'S 

403 K 11¥. k=2 X 105 

八

3X 104s-1 

一一ーノ

1 X 104s-1 

」
100 0 -100 100 0 -100 

ν1kHz ν1kHz 
(a) observed (b) simulated 

Fig. 1. Temperature dependence of 2H NMR 
spectrum in [Fe(H20)6][SiF6]. 

をうまく再現できた。シミュレーショ

ンの結果得られた核四極相互作用パラ

メーター (e2Qqlh，η)、常磁性シフトパ

ラメーター (νD11，νDょ)、 [Fe(H20)6f+

イオンの再配向運動の速さ (k)を図中

に示す。 Fig.2に kの温度依存性を示

す。フイツティングから[Fe(H20)6]2+イ

オンの再配向運動の頻度因子、活性化

エネルギーはそれぞれko= 6X10
1品

s・
1、

ι:: 89 kJ morlと見積もられた。 Fig.3

に 103-433Kにおける 2HNMR T1の温

度依存性を示す。約 290K付近の浅い

極小は水分子の 180
0

フリップに伴う

電場勾配の揺動による緩和 (T1mo1)で

説明できる。約 230K以下の低温領域

では Fe2+_2H の磁気双極子相互作用に

よる緩和 (T1mag) が支配的であると考

えられる。理論式を用いてフィッテイ

ングを行った結果、水分子の 180
0

フリ

ップの頻度因子、活性化エネルギーは

それぞれれ =2X 1014 S-I、Ea= 33 kJ 
mor1と見積もられた。
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P85 2HMAS剛 R法による高分子の構造解析

(東工大院 1、(財)化学技術戦略推進機構 2、日本ブルカー 3)

O黒木重樹 1、小野真之介 1、安藤勲 1、木村英昭 2、山内一夫 3

Structura1Ana1ysis ofPolymers Using 2H MAS NMR Methods 

S.Kuroki¥ S.Ono1， LAndo¥ H.Kimura2， and K.Yamauchi3 

1Department of Chemistry and Materials Science， Tokyo Institute of Technology， 

2Advanced Materials Laboratory， Japan Chemical Innovation Institute， 

3Bruker Japan Co.，Ltd. 

High resolution 2H MAS NMR spectra of C32
2H師 wereobserved at various temperatures in 

order to discuss the structural change over a wide range of temperatures. Although a broad 

signal was observed at the crystalline phase， two sharp signals which ∞me from the CH3 groups 

and the CH2 groups at chain-end parts appeared with increasing temperature. 

The spectra of the rotator phase is very similar with that of the noncrysta11ine phase， but the 

chemical shifts of internal CH2 were different. This result comes from that internal CH2 

groups take a11 trans conformation at the rotator phase and there is a fast transition between 

trans and gauche isomers ofinternal CH2 group at the noncrystalline phase. 

緒言

2H核の固体 NMRは通常粉末スベクトルの線形から分子の運動性を解析する手段として

利用されてきた。一方、 lHCRAMPS法は固体状態で 1Hの高分解能スベクトルが得られる

有用な手法であるが、試料中の磁場の不均一性と化学シフトのスケーリングにより、異な

る試料開の微小な化学シフトの変化の議論は困難が伴う。 2H核の MASNMR法も 10kHz

程度の回転により高分解能スベクトルを得ることができ、等方平均化学シフトを求めるこ

とができる。また、比較的安価に特定部位を選択的にラベルできるので、高分子などの局

所的な構造に関する情報を得ることが可能であると考えられる。そこで、本研究では温度

を上げるにしたがって、結晶相→回転相→等方相と相転移する C3/H66を用いその相転移

に伴う 2HMASNMRスベクトルの変化を観測した。

実験

測定は CPfMASアクセサリーを付属した Bruker社製DSX300NMR分光器を用いて、2H

DDfMASNMRスベクトル (46.07MHz)および 13CDDIMAS NMRスベクト/レ(75.48MHz)

を測定した。試料は約 12kHzで回転させた。 2H90
0

パルスは 2.85問、 13C900パルスは

4.0同で、化学シフトは 2H20を外部基準として 4.8ppmとした。

2HMASNMRスベクトル、 C32
2H“、相転移、回転相、コンホメーション

くろきしげき、おのしんのすけ、あんどういさお、きむらひであき、やまうちかずお
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結果と考察

DSC測定の結果、 C32
2H66は 62.75"C.-....-65.07"Cの聞に回転相領域を持っていることがわ

かった。これは C32H66 の回転相領域、 66. 1O"C~69.38"Cと比較すると、低温でかつその温

度範囲が狭いことがわかる。 Fig.l に 23"C~53"Cの C322H66 の 2HMASNMR スベクトルと
13C DDIMAS NMRスベクトルを示した。図中の温度は表示温度で試料の実際の温度とは

異なっている。石川らの 13CNMRの結果 1から、この測定条件では、 49"C~ 51 "cで回転相

をとっていることがわかる。23"Cでは半値幅 5ppm程度の広幅な信号が観測されているが、

温度の上昇にしたがって鋭い 2本の信号が広幅な信号の中に観測されるようになる。その

うち、高磁場側の信号は末端の CH3基の信号で、もう一本は末端に近い CH2基の信号と考

えられる。この結果は温度の上昇とともに結晶領域において CH2鎖が末端から溶解してい

く様子が観測されていると理解できる。

49"C ~51"Cにおける回転相領域のスベクトルの線形は等方相領域におけるスベクトルの

線形と類似している。しかし、拡大してみると、回転相で、主信号の位置は1.17ppm、等

方相では1.27ppmに観測されている。回転相で分子鎖はトランスコンホメーションを保っ

ているのに対し、等方相ではトランスーゴーシュの速い交換をしていると考えられ、この

化学シフトの違いはそこから生じたと考えられる。このような微小な化学シフトの変化は

lHCRAMPSスベクトノレで議論するのは困難である。他の系についても研究が進行中であ

る。

2 13
C H 

53 deq. 

51 deq. 

50 deq. 

49 deq. 

45 

8 6 4 2 0 -2 pprn 35 30 25 20 15 pprn 

Fig.1 2H and 13C DD/MAS NMR spectra of C3/H曲 atvarious temperatures 

文献

l)S.Ishikawa， H.Kurosu， and I.Ando， J.of.Molecular.Struct. 248(1991)361・372.
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P86 19F固体NMRによるパクテリオロドプシン
の構造解析(2)

( (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 Bacteriol加 dopsinusing 19F Solid-State NMR (2) 

OTakashi Iwashita， Noriko Sekiya， Jong Moon Kim， Kazuo Yoshihara， Masaji Ishiguro 

Suntory Institute for Bioorganic Research 

The structural information is very important for understanding the function of the protein， 

and a comparatively new study field of structural biology is being formed. The membrane 

protein has affected with an important vital functions. For instance， many of various 

receptors which play an important role in the biological activity are the type of protein in 

which α-helix penetrates many times through the membrane. The bacteriorhodopsin is a 

photoreceptor in which seven α，-helices exist in the membrane， and has the function of the 

proton pump. The fluorinated bacteriorhodopsin with synthetic chromophore containing CF3 

group is measured by 19p solid-state NMR to estimate the distance between fluorine atoms of 

chromophore and protein. 

【緒言】

タンパク質の機能を理解する上でその構造情報は非常に重要であり、構造生物学

という比較的新しい学問分野を形成しつつある。現在では結晶化が可能なタンパク

質についてはX線結晶解析によって詳細な構造が明かとなり、リガンドとの複合体

のような複雑な系についても解析された例が増えつつある。また、水溶性のタンパ

ク質については分子量が数万ダルトン程度のものでも安定同位体ラベル技術と組み

合わせた多次元NMRの手法によって構造が解かれるようになってきている。膜タン

パク質はある意味ではこの中聞に位置しており、しかも重要な生命現象と深く関わ

りあっている。例えば、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

多くは、 α-ヘリックスが膜を何回も貫通した型の膜タンパク質である。パクテリオ

ロドプシンはαーヘリックス構造を持っている光受容体であり、プロトンポンプの機

能を持っている。またロドプシンなどのGTP結合タンパク質の関与する受容体(G

Protein Coupled Receptor; GPCR)も膜貫通領域は α・ヘリックスが7回膜を貫いたパク

テリオロドプシンとよく似た構造を持っている。即ち、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・ヘリックスが7回膜を

貫通した構造を持っている GPCRと類似のタンパク質である。このタンパク質はパ

キーワード:19F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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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

塩基を介して結合しているクロモフォア(レチナール)を持っており、多くのタン

パク質対リガンド間の相互作用研究のモデルともなる。このクロモフォアを化学的

に外してパクテリオオプシンとし、さらに合成クロモフォアと再構成させることに

より合成バクテリオロドプシンの生成が可能である。昨年に引き続き、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(19F) を導入してその聞の距離を見

積もることを目標に実e験を行った。

【実験】

合成培地に5・F-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パクテリオロドプシンを得た。

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

パクテリオオプシンとした。 Fig.-lに示す2-CF3-alltrans retinal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。 19p固体NMRは

CMX -300 Infinityを用い、フッ素の共鳴周波数282MHz，プロトンの共鳴周波数3∞
MHzで測定した。

O 
、、、』

2-CF]-all trans retinal 

【結果および考察】

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 19F固体NMRで

は・125ppm付近に重なって見える。また、人工クロモフォアのベンゼン環上CF3
グルー

プは約咽60ppmに観測される。人工クロモフォアに近いトリプトファンのイミダゾー

ル環上Fとの聞の磁化移動を 2次元MELODRAMAで観測した。

Fig.-l 
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E P(VDFfI'rFE)/at-PMMAブレンドの相溶性に関する研究.

北大院工 O金 田 嘉 次 、 石井文明、堤耀広
P87 

Study on Miscibility of P(VDFfl'rFE)/at-PMMA Blend. II 

Yoshitsugu Kane句， Fumiaki Ishii and Akihiro Tsutsumi 

D句紅加.entof Applied Physics， Faculty ofEngin開 ing，Hokkaido University， Sapporo 060・8628.

百 emiscibility and the molecular motions of P(VDF73泊四2，)/at-PMMAwith copolymer weight 

perl回 nts(中w)of 40，30，20血 dIOwt% at 135"C were investiga旬d企omlH_13C cross relaxation and DSC 

methods. Two kinds ofthe glass transition for each blend were observed around 50 and 90"C， which were 

a位ibutedto the spinodal phase separation. Each glass transition temperature against恥 wasminimal at 

20w仇. In the oth釘 hand，the 1 H NMR spin・latti田 relaxationtime T 1ρin the rota凶.gframe for each 

gruup of both polymers was maximal企om恥.=20ω30wt%. These findings mean that the molecular 

motion of伺 .chpolymぽ tookplace more largely sin伺 the企白 volumeof仕lesegments is the largest at 

1)強誘電体高分子であるピニリデンフロライド (VDF) とトリフロロエチレン(TrFE)

合体 (P(VDFfl'rFE))はポリメチルメタクリレート (at-PMMA) とのプレンドでキャストフィ

ルムを Tm近傍の 130-140"Cで熱処理すると、共重合体の重量%が 5Owt%以上では巨大単結晶が

生成するが、 5Owt%以下では両ポリマーがよく相溶した無定形プレンドとなると云われている。

1)しかし、これらの無定形相の相溶状態に関する詳しい報告はない。本研究の目的は、 lH_13C

CPIMASNMRとDSC法を用い、共重合体重量分率が 5Owt%以下の P(VDF7afl'rFE27)/at-PMMA 

プレンドのスピノーダル相分離機構やその相溶状態について考察することである。

2)試料は P(VDFfl'rFE)の重量分率が 40、30、20、10のプレンドのキャストフィルムを作成し、

各々のフィルムを 135"Cで熱処理(D-12hr)し、急冷凍結したものである。 NMR測定は、 Bruker

社製 MSL200を用い、 lH_13CCPIMAS NMR法

で行った。 lH と 13C核の共鳴周波数は各々

200MHzと50.288MHz、MASは 3.5kHz、測

定温度 303Kであった。 DSCは、セイコー電子

株式会社製示差走査熱量計(DSC220)を用い、-

20"C-132"Cの聞を走査速度比=5、10、20"C

Iminで昇温と降温を行った。

Fig 1.は 10"C Imin 昇温時の

P(VDFfl'rFE)/at-PMMA プレンド重量分率

40160のDSC曲線である。ガラス転移挙動が二つの温度域で観測され、

の共重

CTw=2Ow併も

g
u
a
-
8
5
 

1∞ 50 
teIql./"C 

。
Fig 1. 百enrogrnmof町四F汀市町at-~品仏
blend40lωobta血edat the heating rate of 10 "C/nin 

3 

P(VDF庁 rFE)、at-PMMA、プレンドの相溶性、ガラス転移温度、回転系スピン格子緩和時間

あきひろ
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それぞれ、ガラス転移温度Tg1=50.8'C、Tg2=92.1'C

である。このことは 135'Cの熱処理でスピノーダ

ル分解により、 Tg1とTg2無定形相に相分離したこ

とを意味している。 2)また、 Tg1がTg2より低温で

あることは、 Tg1の分子鎖セグメントの自由体積

がTg2のものより大きいことによっている。

Fig2.はTgのP(VDFfI'rFE)重量分率九(wt%)

依存性である。 Tgの値は各走査速度Rs→0に外挿

して求めた値であるoTg1とTg2ともにφ，，=2Owt%

で最小となっている。このことは、相分離したTg1

とTg2無定形相の自由体積がφ戸2Owt%で最大と

なっていることを示している。 3)

Fig 3.は、 1庁に対する c=o基 (P勘s1A)の

T1ρ但)の片対数プロットである。 T1ρ仰は 87℃ g 
と 32'Cに 2つの極小化が起きている。ここで、

この極小化をα1、α2過程とする。実線は、 1庁1

ρ但)=M2τ c/(1+4ω2τc句、 τc=τcoexp(d. HIRTヲ

の理論式で最適化したもので、実験値とよく一致

している。求まった活性化エネルギ-d.Hは、 α

1過程では 19.5kcal、α2過程では 19kcalで、 2

次能率 M2は、 α1過程で 1.2XlOBHz2、α2過程

で8.2X1伊HZ2であった。このαIとαz過程の T1

ρの極小温度 32'Cと 87'Cは、 Fig2.の2つのガラ

ス転移温度 Tg1と Tg2とよく一致している。

PMMAや P(VDFπ'rFE)の他の基においても、閉

じ温度域で極小化が見られた。これらのことは、

α1とα2極小過程が Tg1とTg2ブレンドの自由体

積に依存した、無定形相のミクロブラウン運動に

よっていることを意味している。

Fig 4.はat-PMMAにおける CH2基の T1ρ(H)

1∞ 
加

担
ω

fo!'40 
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• • • • 
Fig2. T恥 φwdependence of glass tI百凶m
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at-Iも⑪.fAblend 40/ω.・Tgl;0 Tg2 
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Fig4.φ.. dependence ofTlρfor 
Pの.DF7ゾTrFE27)1at-PMMA40/，ωblend (口12)

のれ依存性である。 T1ρの値はれ=20wt%で最大となっている。これは Fig2.の各 Tgの最小と一

致している。しかし、測定温度である室温が内温度域であることより、この T1ρのれ依存性は

Tg1無定形相のものに対応し、その自由体積が最大となるれ=2Owt%付近で、ポリマーの分子運動

が最も激しくなっていることを意味している。

References 

1) Y. Wen and H. Ohigashi， Polymer Preprints， Japan vol. 44， 3423.(1995) 

2) T. Hideshima and M. Okano， Solid State Physics (Academic Press， New York， 1963) vol. 14，343. 

3) S. Akiyama， Bulletin ofthe Chemical Society of Japan， vol. 45， 1381 (1972) 
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P88 α，砂アルカンジオール結晶多形の構造とダイナミクスに

関する固体NMR解析

(京大化研人熊本大理 2) 0桑原和弘 1、堀井文敬 1、小川芳弘 2

Solid-State NMR Analyses of the Structure and Dynamics for 

the Monoclinic and Hexagonal Crystals of a，砂 alkanediol

(Institute for Chemical Research， Kyoto Universityl， Faculty of Scie即 e，Kumamoto Universitr) 

Kazuhiro Kuwabara 1， Fumitaka Horii 1， and Yoshihiro Ogawa2 

The structure and dynamics for the monoclinic and hexagonal crystals of 1，20-eicosanediol (HO・

(α2)20・OH)have been investigated by solid-state NMR spectros∞py. The calculation of the 13C 

chemical shift in the CP/MAS 13C NMR sp民 trahas revealed that 3 % gauche conformations are 

included in the hexagonal phase of inner α12 sequences for 1，20・eicosanediol. T1C measurements 

show that every CH2 carbon has the same mobility in the monoclinic phase. In contrast， more 
extemal CH2 carbons are much more mobile in the hexagonal phase. However， no remarkable 

change in chemical shift is observed for the hydroxyl groups in the 1H CRAMPS spectra between the 

monoclinic and hexagonal phases. 百leseresults reveal that the two-site exchange proton jump 

motion for the hydroxyl groups， as a result of molecular rotation around the C-O bond， 回 印rsin the 

hexagonal phase together with the overall and p釘ti叫 randomrotation of each chain around the 

molecular axis. 

1.緒言

1，20-ei∞sanediol (HO・(α12)20・OH)は、分子の末端が水素結合で結ぼれたメチレン鎖からな

る。室温においては、結品化条件により、単斜晶あるいは斜方晶の結晶構造をとる。いずれ

も95oc近傍で六方晶へと転移するが、同様な結晶転移挙動を示すかアルカン 1)およびポリ

エチレン 2}と比較することは、水素結合が結晶転移に及ぼす影響を考える上で興味深い。本

研究では、 1，20-ei∞sanediolの各結晶相における構造およびダイナミクスに関して、固体 NMR

法による解析を行った。

2.実験

1，20-ei∞sanediol (純度 99.8%)を 1%トルエン溶液から徐冷して結晶化し単斜晶の試料を

得た。固体 13CNMR測定は、 JEOLJNM-GSX 200分光計により 4.7Tの静磁場下で行った。ま

キーワード:固体 NMR、結晶構造、相転移、分子運動、水素結合

くわばら かずひろ‘ほりいふみたか、おがわよしひろ
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38 "C (monoclinic) 
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90 "C (monoclinic) 

企
た、 1HCRAMPS測定は、 ChemagneticsCMX-400 

分光計により 9.4Tの静磁場下で行った
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Fig. 1. Plot of the T1C values for 1，20・
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3.結果と考察

CP/MAS !3C NMRスペクトルにおける化学シ

フト値より、六方晶における内部メチレン鎖には、

約 3%の gaucheコンホメーシヨンが含まれてい

ることが明らかになった。図 1には、各温度で得

られた各メチレン炭素の T1Cの値を示す。単斜晶

においては各メチレン炭素の T1Cの値は同じであ

るが、六方晶においては OH基に近いメチレン炭

素ほどT1Cの値が小さく分子運動性が大きいこと

が分かる。これらの実験結果より、単斜晶におい

ては OH基の水素結合はよく保たれているが、六

方晶においては末端 OH基から分子運動が誘起

されていると結論できる。

図 2ーには、 1，20-ei∞S組 ediolに対して、各温度

で得られた 1HCRAMPSスペクトルを示す.OH 

基の水素原子の化学シフトに注目すると、単斜晶

から六方晶への転移において変化は認められな

い。すなわち、六方晶において水素結合部分から

分子運動が誘起されていても、 OH基の水素原子

の電子密度は単斜晶と変わらないことが分かる。

T1C測定と 1HCRAMPS測定の結果は、六方品の

OH基において図 3に示すような C-O結合回りの

回転による 2-サイト交換のジャンプ運動が起こ

っていることを示す。

1，20-ei∞S釦 ediolの六方晶においては、OH基の

2-サイト交換ジャンプ運動が起こることにより、

n・アルカン 1)同様の分子鎖全体のランダムな回転

運動が可能になると考えられる。しかし、水素結

合による拘束が強い場合は、ポリエチレンの六方

晶 2)と同様gauche欠陥が導入されることにより、

部分的な分子鎖軸回りの回転運動が可能になる

と考えられる。

1) Kitamaru， R.; Horii， F.; Nakagawa， M.; Takamizawa， k.; Urabe， Y.; Ogawa， Y. J. Mol. Struc. 1995， 
355， 95. 2) Kuwabara， K.; Horii， F. Macromolecules， in press (see ASAP). 
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P89 固体高分解能13CNMRによるパクテリオロドプシン
細胞外側プロトンチャンネル構造の解析
1姫路工大・理、 2ウェイン州立大、 3カリフォルニア大

O谷生道一人辻暁ヘ山口悟1、河南るり子1、内藤晶1、

Richard Needleman2、Janos K. Lanyi3、 斉 藤 肇l

Solid-state 13C NMR studies of 
the extracellular proton channel in bacteriorhodopsin 

JDepartment of Life Science， Himξji lnstitute ofTechnology 

2Depar抑制tof Biochemistη，陥yneState University 

3Depar，加 entof Physiology and Biophysics， University of California， lrvine 

OMichikazu Ta凶0
1，Satoru Tuzit， Satoru Yamaguchi1， Ruriko Kawaminamit， 

Akira Naito1， Richard Needleman2， Janos K. Lanyf and Hazime Saito1 

We have recorded13C NMR s伊 ctraoC[3-13C]Ala-labeled wild-type bacteriorhodopsin(bR) 
and mutants at residu凶 inthe extraceUular proton channel. D8SN， E194Q and E204Q 
exhibited the conCormational changes oC the extraceUular surface at bR as艶 enCrom the 
displacements of Alal26 and Alal96 peaks. Y83F， which lacks the van der Waals contact 
betw舵 nthe side-ch剖nsoCTyr83佃 dAlal26， resulted in the conCormational change at 
Alal26 but not at Alal96. Unexpectedly， no conCormational change at Alal26 w，舗ob関 rved
in R82Q and R82QID8SN. These results indicate that the conCormational change at 
Alal26w舗 inducedby neutr叫izationoC electric charge at Asp8S as a result oCreorientation 
of the side-chain of Arg82 toward that oC Tyr83， where Alal26 is 恥 ated.

[序論] パクテリオロドプシン (bR)は248残基のアミノ酸から構成されるプロトンポン
プ膜蛋白質であり、発色団のレチナールがLys216にシッフ塩基結合している。 bRに光を照
射するとレチナールの異性化が起こり、プロトン化シッフ塩基からAsp85へのプロトン移動

に始まる一連の光サイクルを行う。 bRのプロトンポンプ機構については、部位特異的変異
導入による活性測定および極低温での三次元立体構造解析から多くの知見が得られているが、
その分子機構の詳細は未だ不明である。我々はこれまで、固体高分解能13CNMRを用いて

bRの高次構造とダイナミックスについて解析を行って来た。特にプロトンポンプに重要で
ある残基の変異導入bRの解析から、 Glu204-Asp85-Val49-TIrr46-Asp96間で、水素結合
および電荷依存の相互作用が存在していることを示した[1]。本研究ではこの解析をさらに

進めるため、特に細胞外側プロトンチャンネル領域に焦点を合わせ、プロトン放出に関わる
Asp85、Arg82、Glu204およびGlu194のbR高次構造への寄与について解析をした[2]。

[実験 [3_13C]Ala標識野生株何庁)および変異株bRは、 [3_13C]Alaを含む合成培地で

各高度好塩菌を培養することで得た。精製した標識bRを含む試料は、 5mMHEPES、10
mMNaCl. 0.025 %(w/v)Na1も(PH6または7)の緩衝液に懸濁しNMR測定試料とした。
100.6阻包囲体高分解能13CNMR測定は、交差分極マジック各回転法 (CP-MAS)を用い

た。測定条件は、 MAS回転数;2600 Hz、接触時間;lms、取り込み時間;50ms、繰り
返し時間;4 s 、lHおよび13Cのπ/2パルス;5μs、積算回数;10000-12000回、測定温

固体高分解能13CNMR、パクテリオロドプシン、プロトンポンプ、情報伝達、膜蛋白質

たにおみちかず、つじさとる、やまぐちさとる、かわみなみるりこ、ないとうあきら、
Needleman悶chard、LanyiJ加 os氏、さいとうはじめ
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度は20'cで遮光状態で行った。

[結果と考察 F抱. 1に[3_13C]Ala標識D85N
(pH 7)の13CCP-MAS NMRスベクトルを示す

(点線;Wf、 pH7)。乙れより蛋白質中心部に

位置するAsp85のAsnへの変異は、 bR高次構造に

著しい変化を起こすことが分かる。 D85Nとwfの

NMRスベクトルは、低pH(1-2)においてその

線形がほぼ同じになることから、中性において見
られる構造変化は主にAsp85の電荷の消失による

ことが分かつた。興味深いことに、 D85Nでは細胞

外側膜表面領域に位置するAla126およびA1a196の
信号が、 wfに比べ、それぞれ低磁場および高磁場

シフトしており、構造変化が起こっていることが
分かる。同様の変化はプロトン放出に関与する残

基の変異株、 E194QおよびE204Qでも観測された。

これらの結果は蛋白質中心部の変化が細胞外側膜

表面領域まで伝わっていることを示しており、 [1-
13C]Val標識bRの結果とも一致する[1]。

市 "18" '1γ"1旨 1遍 1海ー
ppm 

13 Fig.J "'c CP・MASNMRsp配凶of

この蛋白質細胞外側チャンネルでの情報伝達に
は、蛋白質中心部と細胞外側膜表面領域の中間に

[3-"'C]Ala Iabeled D85N(ー )andV.引…)
atpH7. 

位置し、Asp85のpl{aおよびプロトン放出機能に関わっているArg82の関与が予想される。
Fig. 2に[3_13C]Ala標識R82Q(A; pH 6)およびR82Q/D85N(B; pH 7)の13CCP-
MASNMRスペクトルを示す(点線;Wf、 pH7) 0 R82QのAsp85は、 pH6ではほぼプロ

B 

'19" '1旨 1γ'16"1福"'1瓦'
ppm 

Fig: J. 13 C CP-MAS NMR 81戸崎'3.of
[3-uC]Ala labeled R82Q(A) at pH 6 
組 dR82QID85N(B) at pH 7，∞m戸red
with血atof wr at pH 7(…う.

トン化しているため(Asp85のpえ=7.8)、85残基

に関してはD85Nとほぼ同じ条件になる。 F抱. 2か
ら各変異株のNMRスペクトルは、 D85Nのそれと類
似していることが分かる。しかしD85Nと異なり、

両変異株ではAla126のNMR信号にほとんど変化し
ていない。 R82QにおけるAla126の信号はpH6-8の
範囲でほとんど変化しないことから、Fig. 1の

D85Nで誘起されたAla126の構造変化にはArg82側
鎖が関わっていることが分かった。これまで報告さ

れているbRの三次元構造モデルではArg82とAla126
の聞にτ'yr83が存在しており、 [3_13C]Ala標識Y83F
の13CNMRスペクトルにおいてもAla126の信号変化

が観測されることから、Ala126の構造変化に百rr83
側鎖の変化が必要であることが示唆された。これら

の結果は、 D85NにおけるAla126の構造変化は
Arg82側鎖カfTyr83側鎖へと向くことで誘起するこ

とを示唆する。このような変化は、光サイクルにお

けるAsp85のプロトン化にも誘起されると考えられ

る。

References 
[l) Tanio et al.， Biophys.よア7(1999) 431-442. 
[2) Tanio et al.， Biophys. J. γ7 (1999) in press. 
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P90 固体高分解能日CNMRによるパクテリオロドプシン膜貫通部位の構造一機

能相聞の解析

(姫路工大・理ヘウェイン州立大ヘカリフォルニア大う O辻 暁¥河南

るり子¥長谷川潤1、内藤晶に町chardN剖 leman2、JanosK. Lanye、

斉藤警3

Structure-Function Relationship in the Transmembrane Region of Bacteriorhodopsin; A Solid-State 
13C NMR Study (Himeji In鮒 uteof Technology1，'柚.yneS匂飽 University2，University of California， 
Irvine3) Saω>fU Tuzi1， Ruriko Kawaminami1， Jun H踊egawa1，Akira Naito1， Richard Needleman2，J組偶

K. Lanye，姐dHazime Saito1 

臼CNMR signals for the伺 chalanine residues in bacteriorhodopsin (bR)， a membrane protein of 
Halobacterium salinarium which has afunction of photo-indu回 dproton pump， have been recorded 
and assignedωindividual residues by observing [3-日qAla-labeled叫ldtype姐 dmu凶 1tbR in 
membrane叩 spension羽白釦lid-state13C NMR In血is蜘 dy，明 focused曲estructure of the 
回 nsmembranehydrophobic region of bR∞n凶凶ng血e舵 tivesite of photcトr伺 ction.Tose開rate
也.esignals from回 nsmembraneregion， the si伊alsfrom hydrophilic moiety of bR were suppressed 
by 30-40μM of Mn2+， NMR rel郎副onr回 gentThe signals of Ala215 next ω也eretinal binding 
residue Lys216，組dAla81 close to血eproton channel wer司eassigned. Changes of el即位icchargeof 
the sidechain of Asp85 cauぉdby point mu飽，tions鴨 refound to indu印加geconformational 
changes of the釘ansmem伽aneα-helices.

本研究室では、固体高分解能日CNMR法の膜蛋白質高次構造と機能の解析への応用を目的

として、高度好塩薗の光プロトンポンプ機能を持つ膜蛋白質、パクテリオロドプシン (bR)

の解析を進めている。これまでに生体膜懸濁液中のbR試料について、アラニン残基側鎖メチ

ル炭素への生合成的 13C標識を行い、特定のアラニン残基由来の信号を分離、帰属しうる分解

能のスベクトルを得ることができることを示してきた。これにより、生理的条件に近い常温、

中性条件を含む種々の溶液条件において膜蛋白質の局所的コンホメーションと運動状態の情

報を得、生体膜中における膜蛋白質の構造と機能の相闘を議論することができる 1，2，にとこで

は、 bRの膜貫通部位に位置する残基の分雌観測と帰属を目的として NMR緩和試薬を利用し

た信号の単純化を行うとともに、得られた信号から膜貫通領域中心部に位置する光反応とプ

ロトン輸送の活性中心の機能に関連した立体構造の解析を行った。

生体膜中のbRは生理条件下において表面部位に二価カチオン(臼缶、 Mg2+)を結合してい

る 1。二価カチオンとして、 NMR緩和試薬である Mn2+を添加し、 caへ M~と置換することに

より、蛋由貿周囲の環境のへの影響を最小限に抑えつつ、蛋白質の親水表面(膜外部分)に

由来する信号を広幅化、消去し、疎水的膜貫通部位の信号を選択的に観測することができる

と期待される。Mn2+処理により単純化されたスペクトルの個々のアラニン残基への帰属は部

位特異的変異導入による残基の置換により行った。

国体高分解能13CNMR、膜蛋白質、パクテリオロドプシン、プロトンポンプ、立体構造

つじさとる、かわみなみるりこ、はせがわじゅん、ないとうあきら、 N悌 dlemanRich釘 d、Lanyi

J姐 倒 K，、さいとうはじめ
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試料となるパクテリオロドプシンは[3・

13qAlaを含む合成培地で高度好塩薗

Halobacterium salinariumを培養することによ

り同位体標識し、生体膜(紫膜)のまま精製、

膜懸濁液として測定した。緩和試薬による処

理は、測定時、紫膜懸濁液(5mM Hepes pH 7.0， 

10 mM  Naa， 0.025 % NaN3) に終温度30-40

μMとなるようMnCl2を添加して行ったe

図 1に示すように、 Mn2+処理により、野生

型bRのCPMASスベクトルから c-末端部位

(15.89 ppm)、Ala19607.75 ppm)を含む

膜の細胞外側および細胞内側両表面由来の信

号が消滅し、新たに 17.26，16.90および16.48

ppm( shoulder)に信号が観測されている。また、

16.39 ppmの信号が消え、 16.15ppmの信号が

強立に観測できる。レチナール結合部位

(Lys216)に隣接し、直接活性部位の構造を

反映すると予測されるAla215の信号は、変異

導入による蛋白質表面の信号変化のために、

未処理のスベクトルでは帰属できないが、

Mn2
+処理により表面部位の信号を除くことで、

wi附W問

ー白 血 -b .品ー -h t. h・ E

16.2 ppmに帰属することができた。 Ala215Fig. 1 CPMAS s阿国ofin臨 twild type bR (ω'p) ，副

は回折法によるほの構造モデルではヘリッ wildtype制 mu凶 tbR's同制刷出処40μMMn2+.

クスのキンク部位に位置するが、基底状態では通常のαーヘリックス構造に対応する化学シ

フトを示すことがわかる。また、細胞外側のプロトン輸送経路に位置し、直接輸送に関与す

るArg82に隣接するAla81は陥戸処理により 16.53ppmに組立の信号として帰属できる。プ

ロトン輸送の活性部位に位置するAsp85をAsnに置換し、側鎖の荷電を消失させた場合、Mn2+

処理のスベクトルにおいて主要な信号である 16.2ppm付近の信号強度が低下し、 15.8ppmに

共鳴をもっ信号に移っている。.同様のシフトは中性において Asp85の一部がプロトン化して

いるミュータント、 Arg82・>Glnでも観測され、プロトン輸送チャネル内の残基の荷電状態が

膜貫通ヘリックスの二面角を変化させていることがわかる。また、 Asp85・>AsnではMn2+結合

状態が野生型と異なり、光反応時、 A甲府の荷電状態変化により膜貫通ヘリックス構造の変

化、膜貫通部位の極性の変化による二価カチオン結合部位の変化が示唆される。

1) T田 i，S.， Yamaguchi， S.， T佃io，M.， Konishi， H.， Inoue， S.， Naiω，A.，N伺dlem佃， R.，J:姐伺，J.K.，and
Saito， H. (1999) Biophys. 1.，76，1523・1531.
2) T姐io，M.， Inoue， S.， Yokota， K.， Seld， T.， Tuzi， S.， N民対leman，R.， Lanyi， J. K.， Naiω，A.，姐dSai臥
H.(1明砂，)Biophys. J.， 7ス431-442.
3) Tanio， M.， Tuzi， S.， Yamaguchi， S.， Kawaminami， R.， Naiω， A. ， N餅~eman， R.， Lanyi， 1. K.，姐d
S泊to，H. (1999) Biophys. J.， 77， in press. 
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P91 固体高分解能NMRによるパパインと複合体を形成した基質類似

ペプチドの高次構造およびダイナミクスの解明

(姫路工大・理)0上平美弥、内藤晶、辻暁、斉藤肇

Determination of conformation and dynamics of peptide inhibitor 
bound加 papainas studied by solid state 13C NMR 

Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 
M. Kamihira， A. Naito， S. Tuzi，組dH. Saiめ

We determined the conformation and dynar凶csof inhibitor peptide (Gly-Gly-Tyr-Arg) 
bound to papain in the crystalline state by 13C high resolution solid state NMR. The secondary 
structure of the peptide bound to papain showed distinct structure from that of unbound state 
as manifested from the chemical shifts observed in the 13C CP-MAS spectra， and assigned旬

<l-helix like structure around Gly2. Spinning side band pa恥 msand T1
C values showed that 

出epeptide backbone is quite rigid in the binding state as sarne as the papain backbone. 
However， weak spin diffusion was observed between papain and the inhibitor peptide as 
revealed from the T lp t1 values. 

く序>

タンパク質と複合体を形成したペプチドの固体高分解能NMRによる観測は、感度や装置

上の制限により、現在それほど多くなされていない。一方で、固体NMR測定では、試料の

状態や分子量に制限がないことから、タンパク質複合体の系に有用である。本研究では、シ

ステインプロテアーゼであるパパインと複合体を形成した4アミノ酸残基からなるインヒビ

ター (Gly-Gly-Tyr-Arg)の高次構造およびダイナミクスを調べることを目的とした。

パパインは212残基からなり、活性部位にCys25_SH基をもっ。活性部位近傍の 1次構造

が他のシステインプロテアーゼと保存されていることから、生体内で働く分解酵素のモデル

としてもよく用いられている。パパイン、およびパパインと数種類のインヒビターの複合体

構進は、 X線回折により数多く報告されているが、本研究で用いられたペプチドとの複合体

構造はまだ決定されていない。このペプチドは低pHでパパインと結合し中性条件で解離す

ることから、活性型パパイン精製のアフィニティーリガンドとして用いられている。

く実験>

インヒピターペプチド(I:[1-13C]Gly-[15N]Gly-Tyr-Arg、II:Gly一[1-13C]Gly-Tyr-

Arg、III:Gly-Gly-Tyr-Arg)は、 ABI431Aペプチド合成機によりFmoc固相法で合成した。

パパインは市販の結品から、アフィニティークロマトグラフィーにより活性型 (Cyg25が

SH基)のみに単離した。活性型パパインは、 0.1M酢酸一酢酸Na緩衝液， 2mMEDTA，5

mM Cys (pH 4.3)に溶かし、同じ緩衝液に溶かした 5倍モル当量のペプチドを添加後、 37

℃で 15分間反応させた。複合体の結晶は、沈澱剤としてlO%v/vエタノール、 O.4M

NaCl、外液としてエタノール:Hp=2 : 1を用い、蒸気拡散法で得た (4't)。

NMR測定は、 Chemagnetics社製CMX400NMR分光器により13Cの共鳴周波数を

100.6MHzとして測定した。測定温度は4'tで行った。主にCP-MAS法とTOSS(l)を併用し、

緩和時間測定は、 Torchiaの方法叫こより行った。

固体高分解能NMR、酵素基質複合体、ダイナミクス、

かみひら みや、ないとう あきら、つじ さとる、さいとう はじめ
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く結果・考察〉

図 lにパパインーインヒピターペプチド O.......IlI)複合体結晶の13CCP-MASスベクトル

を示す。J3C標識ペプチド複合体と非標識ペプチド複合体の差スベクトル(図 10，E)から、

Glyl、Gly2のカルボニル信号がそれぞれ174.6、172.7ppmであることがわかった。また信

号強度からインヒピターがパパインとほぼ 1 1で結合していることがわかった。ペプチド

の凍結乾燥粉末の13CCP-t，仏Sスベクトルで観測された化学シフト値が、それぞれ167.7、

170.9 ppmであることから、酵素に結合することにより非結合状態とは異なる特定の構造を

とっていることがわかる。化学シフト値と 2次構造の相関関係仰よりGly2についてはαーヘ

リックス構造様の 2面体角をもつことが考えられるが、 GlyC=Oの174.6ppmについては

報告されている 2次構造に対応する値に比べて大きく低磁場にシフトしており、酵素との相

互作用により特殊な2次構造を形成し

ている可能性がある。

パパインーインヒビター(I)複合体

結晶について低速のMAS(1500Hz)によ

りサイドバンドパターンを観測すると、

Glyl C=Oの120ppmに及ぶ非常に幅広

い化学シフト異方性が観測された。酵

素の主鎖非標識信号についても同様の

大きな異方性が観測された。また、

Glyl C=Oのスピン格子緩和時間

ぐT1
C
) は86secと非常に長く、酵素主

鎖のT1
C値 (90sec; 172.6 ppm)とほ

ぼ同じであった。これらの結果から、

複合体中のインヒピターペプチドは、

運動の制限された堅い状態であること

がわかる。しかし、プロトンの回転座

標系でのスピン格子緩和時間〈T19H)

は、 GlylC=Oでの観測 (174.5ppm) 

は4.6msであるのに対し、パパイン主

鎖(172.8ppm)が53.8msと非常に大

きな違いが得られた。 GlyC=Oで観測

された値は、アミノ基の運動が緩和過 ， 

程に影響を与えていると考えられるエ 200 150 100 50 
ンケファリンのT，nH値と類似しており Fig.l: 13C CP-MAS s戸C回 d戸伊in胸 (A)I，(B) D，and 

AV (。皿∞mplexin the crys凶linestate and the difference 
仰、酵素とペプチドの聞のスピンの拡 ・ J~spec回 ((0):(A)ー(C)，and (E) : (B) -(C)).百teinsets c:i 
散が制限されていることがわかった。 (0)and (E) show ex阿 lsionc:i the res戸ctivepe誌S.
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1. Di~叩， W.T.(1兜2) よ Chem. Phys. 77， 1800. 
2. Torchia， O. A. (1974)よMagn.Reson. 30，613. 
3. Saito， H.， and Ando， 1. (1989) An即 .Rep. NMR Spectrosc. 21， 209. 
4. Kamihira， M.， Naito， A.， Nishimura， K.， Satl町民T.，and Saito， H. (1998) J. Phys. Chem.， 102，2位6.
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P92 固体高分解能13CNMRによるパクテリ才ロドブシン
のフォールデインクにおける高次構造蛮化の解析
姫路工大・理1、ウェイン州立大2、力リフォルニア大3

0山口悟1、辻暁1、内藤 畠1、RichardNeedleman2、JanosK. 
Lanyr、斉藤議1

Folding of Bacteriorhodopsin: s佃diedby 13C Solid state NMR 
回m吋iII凶 tuteofTechnology， Wayne State U凶versity2，U凶versityof California Irvine，3 

We ∞m問凶日CNMR 81蹴回 of[3_13C]Ala・組d[lYC]Val・labeledbac闘争opsin(凶1)，pr叫前倒 eitherby 

(a)凶eachingbR or (b) from a retinal-deficient 8t凶n， with血倒eof bacteriorl附句)Sin(bR)， in order ω伊in

insightinω恥∞nforrna組onalcbangωof恥加ck加m白紙ωぬ剖ω∞n町 tfolding after re凶nalis剖dedωbO

in vitro. The ob鈴 rveds戸お国 ofbO tur加 dout ωbe different between the two ty戸sof pre伊rations:白e

鉛倒噛rystn肌Jreof the fonner (a) is not s回 nglydeviated from that of bR ell!ωpt for the伊'eSenωof

suppres鈎dpe嘘-intensities，wt町田sthe肢は以鵬 d泊施 latter(b)∞，nsi拘 ofmainly α・hel同 1fonn but very 

bl'(渇d13C NMR signals indi回，te白紙 itstertiary s位協剛志 isdifferent from bR. Nevertheless，出isstructur官 is

ch組供dtot恥 fonnidentiωlto白紙ofbleach剖bOfrom native bR， af加 itwωregenera飴din vitro followed by 

bleaching with hydroxy加凶ne.This m倒 18白紙inser説onof問tinalis indispensable for the∞町民tfolding of bR 

asa旬mplatein vitro. Aα:ordingωα田釦1evaluation of intensity cbanges between CP・MAS佃 dDD・MAS

明記回，the F-G 1∞pand回metransmembrane helices of bleached bOぉq山 岨moti倒鴎1freedom. 

【はじめに】

パクテリオロドプシン(bR)は高度好塩薗の細胞膜中に害在する膜内在住の壷由貿で7本の腰

貫通ヘリックス、それらをつなぐループと発色固であるレチナールによって立体構造が形成

される。bRは指賢二重膜中で三量体を作り、その三量体が六法届系を形成して紫膜となる。

bRのフォールデインクには数多くの反応速度論による解析が行なわれているが、その過程

における立体構造変itP.>データは得られていない。本研究letG:bR、②N同OHIこよってブリー

チレたパクテリオオブシン(bQ)、③レチナール欠損株征1001)から精製レた凶の3種類の壷

由貿を[3}3C1Alaまたは[1-13C]Val標臓を行い、固体高分解能NMRを用いて、 bOとbRの立体

構造およびゆらぎの遣いからbRのフ万一ルデイングに関レて新たな知見を得ることを目的

とした。

【実験1 読料調製】

高度好塩菌S・9株のbRとレチナールを発現しないE1∞1株のbOの{3_13C]Ala、[1-13C1Val標識

館料をそれぞれ調製し定。さらにN同OHによって[3-13C1Ala-bRをフリーチしたbOち調製し
た。これらの鼠料は町nMHEPES、10mMNaCI、pH7緩衝液に懸濁し、遺』邸沈障を行い、ペ

レットをそのままNMR鼠料管に導入した。測定中に水分が漏れることを防ぐだめに、回料

管のキャップは接着剤で封じた。

固体高分解能NMR、パクテリオロドブシン、フォールデインク、膜壷白質

0やまぐちさとる、つじさとる、ないとうあきら、 NeedlemanRichard、Lanyi.JK、

さいとうはじめ
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【実験2;NMR測定】

Chemagnetics CMX・4∞NMRspectrometerを用いて、 CrossPolarization Magic Angle 
Spinning (CP-MAS)法とSinglePulse Excitation with Dipolar Decoupled Magic Angle Spinning 
(00・MAS)法で測定を行った。 lHと13Cの1f./2plus length はそれぞれ5凶、繰り返し時間、

Contact time、スピ二ング周波数はそれぞれ俗、 1ms、2.6kHzとした。-100C "-'判。Cの範囲

で温度菱化を行い、測定は全て暗順応状態で行われた。

【結果と警察】

NHρHIこよってフリーチすると16.19ppm、

16.41ppmのα11・helixの信号と16.88ppmのラ

ンダムコイルの信号強度力~DD-MAS(A)、 CP

MAS但)共に減少レていることが観測された。

(F臥Jre1)この現象は霊白貨の揺らぎが上昇し、

lHのdecoupling周波数程度(1げ"-'105Hz)の運

動成分を獲得レたことによると考えられる。

しかし、信号強度減少の割合力~P-MASスペ

クトル(B)のほうが大きいことから、運動性

が上昇レ、 CrossPolarizationの割合が減少し

た残基の影響力軍なっていることがわかった。

この残基は1供iz程度の運動性の成分を持つ。

同様の信号強度の減少が17.13ppmのループ

部位についても観測された。この結果はレチ

ナール隙去といった霊自質内部に変化が外側

ループにまで影響を及ぼしている事をあ

らわしている。

一方、レチナールを発現しないE1001株

から精製したbOはFigure1Bとは全く異な

り、 αII-helix'領撮にブロードな信号を示し

た。 (Figure2)このbOIこレチナールを再構成

させるとWTと同じスペクトルを示す。さら

にブリーチを行うとFigure1Bと同じスペクト

ルを示す。これらのことからFigure2，のbOIcJ:

不均一な構造をとっていることが容易に想像

出来、いったんレチナールが結合することに

よって均一な構造をとることがわかった。

さらにいったんレチナールが結合する

と、この構造はレチナールを隙去しでも

維持されることがわかった。

16.槌

16.41 

A 
00・MAS

.， 
18 16 14 ppm 

Figure1 13C NMR spectra of [3・13C]Ala・
labe刷 bO(black tra伺 s)and bR (gray 
traω) re∞rded by DD-MAS(A) and CP-
MAS(B) methods. 

官8 16 14 ppm 

Figure21セNMRs問ctrumof [3・13C]Ala-

labeled bO from retinal-deficient E1001 
mu祖nt.
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P93 ~瓦 12'xeNMR ，~よるあ伊予の...体績の研先
(1 院大院誕 2 ;，告人 3 神y華大.44L;え尿j~セ)

O永限丈~ 1，2， C~\"'7 太郎 φ 山尋量 3 命村豆男伊品事，， 4

in situ High-Pressure 12'xe NMR  Study ofFree Volume in Polymers 

Bunsow NaJi!:asak!!1，2， Taro Eguchi1，回rok位 uN球ayama3，Nobuo Nakamura1， and 

Yasuo Ito4 

1De伊rtmentofChemistry， Grad国旬 Schoolof Science， 0調kaU凶w凶ty

2Mat町凶AnalysisResearch Laboratories， Teijin Ltd. 

3Kobe Pha四郎euticalUniversity 

4Re田archCenter for Nuclear Science加 dT田 hnology，百leUniversI句 ofTo旬。

Abstract 

Pressure dependence ofthe 129Xe NMR chemical shifts for xenon adsorbed in polymers 

has been也lvestigatedusing a newly designed in situ high-pressure probe.百leexpe白nent

found白紙 thesupercriti伺 lfl凶dstate is nev'ぽ rea1izedfor the xenon trapped in the企白

volume of po伽nerseven beyond the critical condition of bu1k xenon (Pc=5.8 MPa， 

Tc=289.8 K). The average pore size of企田volume也e邸 hofpo取mers，PC， LDPE， PPO， 

andPTFE， w錨 studiedby 129Xe ch聞配alshi食andpos耐onannihilation measurements. 

A unique correlation that d
l oc r is面'stestablished between the 129Xe NMR cher凶cal

shi貧(め andthe pore size (け whichis deduced from the positronium annihiIation 脱出le

(PAL). 

テフロン<p官E) 命の旬 a体積，~象。込まれた Xe ，~司いマ.室温，~おける

129Xe札孝シフトの瓦カ体存悼シ新規伺楚 tたあ瓦 NMRプロープ1'1flぃマ併l定

局波紋 55.6問主zγ調ペt:..Fig. 1 I~ 示すよう I~ Free Xe g田のピーク/:t尚早F主
<Pc=5.8匙1Pa， Tc=289.8 K}近傍から審庄の急激すよ昇，~伴、、低減場シフトする

の I~ 対l.旬、命体積内の Xe l:t縫やかな孟線的正カ体為位l'示し灼 7MPaア

ゐピークザ丈廷する. lたが司マ， Q ¥11体積内の Xe/:t時.t.ty越えマも企ee

Xe(担防署成体)ぞの丈棋は十分 I~ 記l { (2 ms ，.'J.ム) ，楚尚早ト此体守口其する状

態 I~ めるこぞがわかる.きら I~ i.高正オ/;;Jの訓・lえからも， -，j.~ I} 3とまれた Xe/:t 

容易 I~ Q けすいこぞが雄総アきた.

キーワー r: ;$互 NMR，I29Xe NMR，おそト手， "¥11体積.ボジトロン

すがぎかj:ん守う.ぇ rc， t:.;らう.すかやまかみかず.すかt、らの j:お、いぞうやすお
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また鉄雄のポリマー (PC，LDPE， PPO， PTFE) I~ "ll.~ ~ぜた 129Xe の牝孝シフ

トシ oMPa I~ 柑外 l td.tlt. 守れずれ陽電手持由民はアA績も司たボアサイズせ

の時代良い柑闘がある:ぞがわか 1) (Fig. 2) • ~の 4乙宇シフトザ Xe ぞボアの壁

ぞの術変通報 I~ おける平均" ~b行程ア説刈がアきる:ぞがわか司 t:[1].化学シ

フトの逆款シ Oppm-II~i有外 l t:値[2]r使司マ. ，，~命体積のサイズぞポア部~I~

司いマ考事 l、sphericalcavity model ~ cylindrical tunnel model r比較するぞネ碕

先 アi鳴いたボリマーの場令It前者のオザ有効アめる:ぞがわか司た.
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Pore size dependence of the l~e NMR 

chenIical shift of xen岨 adsorbedin polymers. 

AVI釘 agepore diame畑伽飽chpol戸nerwas 

deduced企omthe P AL exp町inIentson曲ebasis 

of也esphericalω、ritymodel (closed circle) and 
白ecylindriω1 tunnel model (叩田 circle).

10 d/田n

Fig.2 

P/MPa 

Fig. 1 Pressure d句佃denceof chenIiωl 

shift in the 12~e NMR叩ぽtraof XI回叩

adsorbed in PTFE (Tetl佃 )at298K叩 d

re以mance合同uencyof 55.6 MHz. 
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P94 選択的スピン拡散 NMR法による高分子の局所構造解析

京大化研 O増田憲二、堀井文敬，

Selective Spin Diffusion NMR Analyses of the Local Structure of Polymers 

Institute for Chemica1 Research， Kyoto University 

Kenji Mausda and Fumitaka Horii 

We have tried to characterize the local structure of solid polymers by selective 1H spin diffusion NMR 

spectroscopy. To detect the spin diffusion from protons bonded specific carbons to other protons， a new 

spin diffusion NMR experiment is proposed. By employing the DANTE pulse sequen田 afterthe 

conventional cross polarization (CP)， a specific 13C magnetization is spin-locked along a certain axis in 

the rotation frame and the 1H magnetization c¥osely associated with this 13C magnetization is gen巴ratedby 

the selective inverse CP method. After the 1H spin diffusion is aUowed to pro回 edin the laboratory合ame

for a giving time， effects of the spin di飴lsionare recorded as changes in 13C ma伊 etizationsprodu田 dby 

the selective 1H.l3C CP pro回路.

1.緒言

本研究において、選択的 13Cおよび 1Hスピン拡散 NMR法により種々の高分子の局所構造を明

らかにするためのアプローチを行った。ここで、特定の核聞における 1Hスピン拡散を観測する

ため、 αosspolarization (CP)によって得られた 13C磁化を、 DANTEパルス 1)により選択励起した

後、逆CPにより選択的に 1H磁化を励起、この核からの 1Hスピン拡散過程を、再びCPにより

13C磁化として観測するパルス系列を作製し、測定を行った。この測定により、特定の lH核の周

囲の lH核環境に関する情報が得られる。

2.実験

99%13C濃縮 D-グルコースを通常の D・グルコースに対して1/9の割合で添加した Hestrin-

Schramm溶地で、 Acetobacter砂lin酬を培養することにより、 C4炭素を 13C濃縮したバクテリア

セルロースを得た。試料は50wt%含水させ、測定に供した.固体 13CNMR測定は、 Chemagnetics

CMX4∞分光計により、 9.4Tの静磁場下で行った。

3.結果と考察

図1に示すパルス系列を作製し、選択的な 1Hスピン拡散を観測した。図 1のパルス系列では、

選択的スピン拡散、逆CP、選択励起、局所構造

ますだけんじ、ほりいふみたか，
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まず1回目の lH→13Cの … 一
'円 一 工X

CP 後に DANTEのパル

ス系列を採用すること

により、特定のt3C磁化

のみを回転座標系の適

当な軸にスピンロック

する。そして、選択的に

90Jx 90 

" 

13(; 曲土克

I I DANTE田 』

ICP 1 1....門門明

得られたt3C磁化に関し
Figure 1 Pulse sequence for lH spin diffusion measurements， 

てt3C→lHの逆 CPを行 combinedwith the DANTE pulse sequence and the cross polarization. 

うことにより、特定の

t3C核に結合した lH核の磁化を励起することを

可能にする。こうして得られた lH磁化に関して、

適当な時間仇)の間 lHスピン拡散を行う。その

後、再び選択的な引→13CのCPを行い 13C磁化

として IHスピン拡散による寄与を観測する。

図2に示したパルス系列を用いて 3種の tmに

ついて測定したバクテリアセルロースのt3C

NMRスペクトルを示す。 DANTEパルスにより

C4D共鳴線を選択的に励起し、 2，3回目の CPは

CP中における IHスピン拡散による寄与を抑え

るため、それぞれ 32凶とした。ここで、 tmの培

大に伴い、C4D共鳴線の強度が著しく減少してい

る.これは、周囲との IHスピン拡散が tm=O.2ms

という非常に短い時間のオーダーで著しく起こ

C4D 

'"・・・..'.1.........1...，..'..1..，..""1.........1..'....，'I

120 110 100 90 80 70 60 
ppm from Mβ 

っていることを示している。

以上に示したパルス系列を用いることγょ Figure2 IH spin diffusion measurement of 
'-0... bacterial cellulose by the pulse sequenαsh 

り、特定の IH核の局所構造に関する情報を得 Figure1. 

ることが出来ると期待できる。発表においては、

PETなどの非品性高分子に関する結果も合わせて示す。

また、 2，3回目の CPをW1M・24のパルス系列で置き換え、 tmにおける IHスピン拡散を異種核

開の相関により求める方法についても検討中である.

1) Moris， GA. And Freeman， R.，J. Magn. Resd凡29，433(1978). 
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P95 13C_NMRによる GellanGum水溶液のゾノレゲル転移に関する研究

(北大院工) 0泉川大輔、平沖敏文、堤耀広

13C_N恥1RStudy 00 Sol-Gel Traositioo of Gellao Gum Aqueous Solutioo 
oT. Izumikawa， T. Hiraoki， and A. Tsutsumi 

Department of Applied Physics， Graduate Schoo/ ofEngineering Ho枕aidoUniversity， S伊'Poro060-8628 

13C-NMR measurements were made on the aqueous solution of gellan gum in the temperature 
range of the sol-gel transition. It was found也a1'the remarkable decr伺 seof spectraI intensity 
∞curs by the sol-gel transition. Chemi伺 1shift showed various ch組 gesat each阻 rbon.A加ge
down field shi食forthe伺 rbonyl伺 rbonofo・.glucuronic邸 idand a very small down field shift 
for C1 carbons of o-glucose of L-rhamnose were observed with decreasing temperature. On the 
other hand， other signals shifted toward high field side with various qu組 tities.All these 
changes were continuous with variations of temperature， 00 discontinuity being observed by the 
sol-gel transition. Spin-Iattice relaxation time (Tl) showed白紙aIlring carbons have a 
∞rrelation time less 出an2)( 10ーもwhere T 1 shows the minimum. 

Gellangumは微生物の培養により得られる電解質高分子多糖であり、その化学構造は

Fig.lに示すとおりである。その水溶液は、形態の変化をともなうゾノレ司ゲル転移を示す。

このゲノレは他の多糖ゲルに比べて透明で耐熱性のあるゲルを作り、金属カチオン、特に

Ca2+， Mg2+などの 2価カチオンを添加す

るとゲル形成が顕著に促進されること ;竺ι-j主lt三十一」。、 ~Oー
が知られている。本研究では gellangum 漏~'oぷデグボ~ C>Lぷと」λ
のグノレ化に伴なう分子形態や分子運動 1 4 1 4 1 4 ふふ

の変化を調べるために、 2価カチオン含

有量の少ない試料について 13C・NMRの A B C D 

スペクトル強度、化学シフト、スピン-
ical structure of gellan gum 

格子緩和時間T1等の測定を行った。

測定に用いた 3.0wt%gellan gum水溶液は、 gellangum粉末を重水を 10%含む蒸留

水中で添加して 90 "c、 1時間慣枠して作製した。 13C_NMRの測定はその溶液を 5φ 管

に封入したのち、 BrukerDSX・300(共鳴周波数 75.48MHz)を用いて行った。スベクト

ルは completelH de∞uplingで、 T1はinversionrecovery法で測定をした。

Fig.2に278K (ゲル状態)， 363K (ゾル状態)における gellangum水溶液の

(a) tcmp 278K (gcl) 
intensity x 4 

L- 人̂人「
B3C3. __・""rv>(ち)tcmp 363K (sol) 之 '--'~A 口 a回目

一・_.-・ a‘ • _ C51 f一一ー
B6C1(!B1D1?EMB443M1611 m Cl.L- ‘ lo，J I~ R .B2 1. 

I1 I 1 I 1 111 11 nl 010""0 

l1r"i"76i助 1桝 Il¥2助事4 112 駒市 71> 74 i2 7U 凶肋 ~2

chemical shift /ppm 

Fig.2 13C_NMR spectral ofgellan思1msolution (3.0wtJv%). (a) 278K， (b) 363K. 

キーワード:13C-NMR、gellangum、ゾルゲノレ転移

いずみかわたいすけ、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ
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1aC_NMRスベクトルを示す(内部基準

dioxane:69.3ppm)。図のようにゲル化によ

る線幅の広がりと化学シフト変化が見られ

る。

Fig.3に06(CHa) ，A3におけるピーク

強度の温度変化を示す。スベクトル強度は

3 0'"'-'4 0"C付近で急激に減少している。

このようなスベクトル強度の急激な変化は

その他のピークでも同様に起こっている。

これは、ゾルゲ、ル転移によって運動が制限

されて線幅が広がることによるものであり、

この温度域でゾルゲ、ル転移が起こっている

ことを意味し、以前に行われている OSC
等の実験結果とも一致している。

解離性の B6(COO.)の化学シフトは温

度低下とともに大きく低磁場シフトした

(90"Cで約 0.8ppm) 0 A3， A4， A6， B4， C4， 
C6は温度の低下とともに明らかな高磁場

シフトを示すが、各糖を結ぶ炭素 Cl，OI
の化学シフトは逆にやや低磁場シフトする。

一方、 A5，B2，B5，C5， 04， 05， 06などは

わずかに高磁場側にシフトするが、シフト

量は小さい。 Fig.4に A4，A5基の化学シフ

トの温度変化を示す。いずれの場合も化学

シフトは温度変化と共に連続的に変化して

いる。

次に、分子運動の情報を得るためにスピ

ンー格子緩和時間T1の測定を行った。

Fig.5に06(CHJ，A3に対するT1の温度変

化を示す。その他のピークはいずれも A3
と類似の温度変化となったが、ゾルゲル転

移付近での劇的な変化は見られない。多糖

はそれ自身の剛直な構造から分子運動が遅

いことが期待されるが実験結果から相関時

間は 283Kで 2.0x 1O.9sec、363Kで 2.4x
10・10secとかなり速い。一方、 06はその他

の炭素よりさらに長いT1値となった。相関

時間は 10・l1sec程度となり、運動は Ca軸回

転により非常に速いことが示唆される。

以上のことを考察した結果について発表

する予定である。
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P96 優先富化現象を示す化合物の固体NMRによる
結晶構造の比較

(1理研、 2京大院人間環境学)

0高橋弘樹1、仲村高志1、田村類2、鵜津淘1

Comparsion of the crystal structure of the compounds showing P，.，ψren陶 t

Enrichment by solid state NMR method. 

RlKEN. Division of Molecular Characterization: Graduate Sch∞，1 of Human and 

Envlronmental Studles. Kyoto Universlty 

o Hiroki T.北 ahasWl.TakasW Nakamura1. Ru! Tamura2 and Jun Uzawa1 

Comparison of the crystal structure of the compounds of (::t:)-trimethyl and dimethyl 

ammonium p-benzenesulfonate derivatives. NNMe2， NBMe3， NTMe2 and NOMMe3 is 

described. The first two racemates showed the phenomenon of the Preferential Enrichment， 

but the last two failed to do. Crystal structure of three racemates (NNMe2， NBMe3 and 

NTMe2) were determined by X-ray crystallographic analysis. Crystal system of NBMe3 and 

NNMe2 are triclinic， while由atof NTMe2 is monoclinic. We have investigated whether 

these crys包1systems are distinguishable or not by means of solid state NMR. 

1. はじめに

我々は、不斉な二級水酸基を持つアンモニウムスルホン酸塩(NBMe3，NNMe2)

が、単純な再結晶により新しい光学分割現象[優先富化(PreferentialEnrichment) ]を

示すことを見出している。また、ベンゼンスルホン酸のパラ位に電子供与性の置換

基を持つ化合物 (NOMMe3' NTMe2)では優先富化現象が起こらないことが分かつ

ている。これらの化合物のうちい)- -'- Q 

NBMe3， (::t:)州Me2，(::t:)・NTMe2は陣。so~ Av--'1-0勺;oへ
X線結品構造解析により、その結晶構 NBMeaR1= NMe3. R2=Br NNMe:a R1= NMe2. R

2
=N02 

造が明らかになっている。優先富化 NOMM句 R1=NMea. R2=OMe NTMe:a R1= NM~.R2=Me 

現象を示した化合物の結晶は両者と Fig.l 

もほぼ同じ結晶構造であった[三斜晶系(円)]。

キーワード:優先富化、結晶構造、光学異性体、固体NMR

Oたかはしひろき、なかむらたかし、たむらるい、うざわじゅん
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一方、優先富化現象を示さない化合物ではこれとは異なる結晶構造[単斜晶系

(陀1/c)]であった。今回、これら結晶構造の違いを13CCP/MAS NMRによって

区別できるか否かを検討した。

2.結果と考察

13C CP/MAS NMRスペクトルを示す(Fig.2)。すべての化合物でスペクトルは異

なっていた。中でも、 NOMMe3は他の化合物と較べて低磁場側で大きな違いが見ら

れる。トリメチル体のMe3N基はl本のシグナル (53.1ppm).であるのに対し、ジ

メチル体ではMe2N基が2本のシグナルをあたえ二つのメチル基が非等価であった

(NTMe2:41.6， 43.0ppm; NNMe2: 43.0， 48.0ppm) 0 NBMe3とNNMe2の様に結

晶構造が同じであっても固体NMRスペクトルは異なることが分かつた。このことか

らNTMe2とNNMe2のスベクトルの違いは、結晶構造だけではなく分子構造の変化

も影響しているといえる。

溶液中の主鎖の13CNMRの化学シフトは、ベンゼンスルホン酸の置換基の違いに

よる差がほとんどないことから、固体状態ではこの置換基の違いが主鎖の化学シフ

トに顕著な影響を与えることが分かった。この様に、分子構進の微妙な変化で得ら

れるスベクトルが異なるため、結晶構造の違いを固体NMRで区別することは難し

い。しかし、スペクトルを詳細に解析することにより、結晶中での分子聞の相互作

用を検討できると考えられる。

(c) 

1¥ J~\ 
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Fig.2 I3C-CP/MAS spectrum of (a) (:t)-NTMe2， (b) (土)-NNMe2，

(c) (:t)-NOMMe3 and (d) (:t)-NBMe3・
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P97 13C化学シフト分解lH-NMR2次モーメントイメージング
筑波大学物理工学系 野中正幸、松井茂、井上多門

Imaging of the lH NMR Second Moment 
with 13C Chemical Shift Resolution 

M. Nonaka， S. Matsui， and T. Inouye 
Institute of Applied Physics， [Jniversity ofTsukuba， 

Tsukuba，Ibaraki 305・8573，ゐ!pan

We propose a method of 1H.NMR second moment imaging combined with the 
heteronuclear correlation experiment using 1H.13C cross polarization. It is well known that 
many of the multi-component polymer materials possess the so.called nano・heterogeneityin 
their molecular mobili臥 whichcan not be resolved in conventional imaging experiments. 
The combination of the 13C chemical shift resolution with the 1H second moment molecular 
mobility imaging of these materials gives rise to the microscopic resolution (-100 nm) in 
addition to the macroscopic resolution (-100μm) usaually obtained by using the field 

gradients. The method is demonstrated by preliminary experiments on model samples 
comprising mixed adamantane and hexamethylbenzene powders. 

我々は、固体材料における分子運動性の空間分布を測定する方法として、プロトン NMR

の2次モーメントを画像コントラストとするイメージング法を開発してきた(1)。この方法

は、時間領域のスヒ。ンエコー信号から curvefittingにより直接2次モーメントを求めるため、

一般に長大な測定時間を必要とする多次元実験においても，比較的短時間で測定が完了する

という特長を持っている。しかし、通常のイメージング法では、空間分解能が 100μm程度

であるため、この分解能以下のミクロなレベルにおいても分子運動性に分布が存在する場合

には、これを空間的に分解するのは不可能である。実際、多くの高分子材料には、いわゆる

nano. heterogeneityが存在し 100nmレベルで分子運動性が分布している(2)。このような

高分子材料に対しても真に有効な 2次モーメントイメージングを行うには、約 3桁の空間分

解能の向上が必要となる。磁場勾配の強化により、これを実現するのは非常に困難である。

そこで我々は、異種核(1H-13C)相聞を用いれば、 13C化学シフトにより nano・heterogeneity

が分離できること (2)に着目し、 2次モーメントイメージング法に 13C化学シフト分解能

を導入する試みを行った。
図1に 13C化学シフト分解 1H2次モーメントイメージング、法のパルス系列を示す。全ての

測定は、 2次モーメントが変化しないような比較的低速なMASの下で行う。 90
0

パルスによ

り1Hの横磁化を準備した後に、適切な refocusingパルスあるいはパルス系列によりスピン

エコーを発生させる。次にエコーピーク付近の適当な時点、数ヶ所よりスピンロッキングの

ための RFパルスを印可する。これにより、エコーの形の情報を次のCP過程にエンコード

し、 CPで得られる 13Cの信号強度に反映させる。 2次モーメントはエコーの形から curve

fittingにより求める(1 ) 0 13Cの信号は 1Hデカップリング下でサンプリングし 13C化学シ

フト情報を得る。信号のサンプリングに先立ち、本パルス系列で、は、位相エンコード用の磁

場勾配が MAS軸方向に印可されており、 1次元のイメージング情報が得られる。多次元イ

メージングを行うには、 MASを考慮して複数の磁場勾配を印可する必要がある(3 )。

Keywords:固体イメージング、 2次モーメント、分子運動性、 13C化学シフト、異種核相関

のなかまさゆき、まついしげる、いのうえたもん

-260一



今回の実験では、 nano-heterogeneityを有する高分子材料のモデルサンプルとして、

adamantaneと hexamethylhenzeneの粉末を適切な比率で混合したものを用いた。 2次モ
ーメントの値は各々、約 lG2，2G2である。図 1のスヒ。ンエコーとしては、マジックエコー

(1)ではなくソリッドエコーを用いた。マジックエコーは MASに対する感受性が高く、

正確な 2次モーメントを与えない場合があるためである。MAS周波数は、約 800Hzとした。

ベンゼン環 13Cからの信号は、スベクトル上で微弱であるので無視した。他の 13Cは化学シ

フト異方性がゼロあるいは非常に小さいので、今回用いたサンプルでは TOSSの必要はない。

全ての実験は CMX300 Infinityを用いて行った。

References: 

( 1) S. Matsui， M. Nonaka， T. Nakai， and T. Inouye， Solid State NMR 10，39・44(1997). 
野中正幸、松井茂、中井利仁、井上多門 第36回NMR討論会講演要旨集 371・374(1997)

(2) K. Schmidt-Rohr， J. Clauss， and H. W. Spiess Macromolecules 25，3273・3277(1992).
(3) S.Matsui， K.Sekihara， H. Shiono and H.Kohno J. Magn. Reson. 77 182・186(1988) 
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Fig.l Pulse sequence for lH NMR second moment imaging with 13C chemical shift 
resolution. Spatially lD version is shown. The sample undergoes relatively slow MAS. 
A spin echo is produced by the refocusing pulses. The echo shape， which is used to extract the 
second moment， is encoded into the CP process and coロelatedwith the 13C chemical shifts. 

-261一



P98 [1H_13C] 2次元 NMRによるシルクフィブロイン

モデルペプチド [Ala-GlY]12の固体構造解析

(群馬大工¥日本電子2)0岸 哲史1、木村英昭1、尾崎拓男1、

杉沢寿志人出口健三人荘司 願 1

Conformational Analysis of Silk Fibroin Model Peptides [Ala-GlY]12 

In the Solid-State by [1 H-13C] 20 NMR 

htoshi Kishiη， Hideaki Kimura1)， Takuo Ozaki1)， Hisashi Sugisawa2)， Kenzo Deguchi2) 

and Akira Shoji1) ('1 Dept. 8;01勾;calSciences， Gunma Un;v.， K;ryu， Gunma 376・8515;

幻JfOLLtd.， Musash;no， Ak;sh;ma.shi， To匂'0196・∞'21)

Bomb;x mori silk fibroin has a characteristic -Gly'Ala-repeating sequence as p吋marystructure. 

The cryst剖linedomains of B. mori can exist in two different secondary structures (silk 1 and silk 11 

forms). We have obtained in the past the conformation-dependent chemical shifts of the two forms 

of silk fibroin by the lH CRAMPS and 13C and '5N CP・MASNMR measurements. Es問 cially，although ' H 

CRAMPS NMR method is very useful for conformational analysis， it is sometimes difficult to obtain its 

exact 'H chemical shifts， b虻 auseof its p∞r resolution. In this study， we have succeeded in 

separating the Ha chemical shifts of Ala and Gly residues of silk fibroin model peptid白 [Ala-GlY]12by 

two-dimentional heteronuclear-correlation (HeteCo) NMR method in solids. 

[緒雷]

固体蛋白質の立体構造を解明する研究手法は、特に繊維状蛋白質の構造・機能相聞を調べ

る上で大変重要である。このような立場から我々は、そのモデルペプチドの固体高分解能 NMR

による立体構造の研究を行ってきた。そしてこれまでに蛋白質または合成ポリペプチドの二

次構造と 'H、llC、15NNMR化学シフト値との相聞を明らかにしてきた1-3)。 この中で、 'H

CRAMPS (combined rotation and multiple pulse spectroscopy)法は以前よりも分解能が良く

なったとはいえ、 llCや '5N比べるとスペクトルが広幅化しており、ピークの重なりのため正

確な化学シフト値の決定やピーク帰属が困難であることが多い刷。そこで本研究では、こ

の欠点を補いより正確な化学シフト値を得るため['H-llC]二次元異種核開化学シフト相関

NMR6)の測定を行った結果、満足する結果が得られた.またこの方法は蛋由貿の立体構造の

解明に有効な手段になることは言うまでもない。

Keywords: 化学シフト.'H CRAMPS NMR、['H-13C]二次元 NMR、シルクフィブロイン

きしさとし、きむらひであき、おざきたくお、すぎさわひさし、でぐちけんぞう、しょうじあきら
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[実験]

[Ala-GlY]12の試料は PerSeptiveBiosystems社製 9050plus型全自動固相ペプチド合成装置

を用いて合成した.合成して得た鼠料(シルク 11~)を臭化リチウム水溶液で処理すること

によりシルク l形民料を得た。固体高分解能 llC及び 15NCP-MAS NMRスペクトルは JEOL

EX・270WB分光計、 lHCRAMPS NMR. [IH-llC] HeteCo二次元NMRスペクトルは BrukerOSX 300 

分光計を用いて測定した.

[結果・考察]

[Ala-GlY]12の臭化リチウム水溶漉によるシルク l形からシルク 11形への立体構造変化は13C、

15N NMRの化学シフト値から確認したo [IH-llC] HeteCo二次元 NMRスペクトル (Fig.1)を

測定した結果、各アミノ酪残基のαプロトン、 βプロトンを分離して帰属することが可能と

なった.この結果から当初シルク l、H形では Alaのαプロトンの化学シフト値のみが変化

すると考えられていたが Glyのαプロトンも変化していることが明らかとなった。また、天

然の家蚕シルクフィブロインについても[IH-llC]HeteCo二次元NMRスペクトルを測定した。

天然シルクは Ser残基が含むためそのαプロトンピークが観測でき、この化学シフト値がシ

ルク l、11形で非常に興味深い変化を示した.さらに、このことに加えて、これら繊維状蛋

白質に多く含まれる Gly残基に串着目し， [GlY]nホモポリペプチドのCH-llC]HeteCo二次元

NMRスペクトルを測定し，その特性について比較検肘した。
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Fig. 1 [IH-llC] 20 heteronuclear-correlation NMR spectrum of [Ala-GlY]12 (silk I form). 

[参考文献1
1) H. Saito， et al. Macromolecules 1984， 17，1405. 2) A. Shoji， et al. Macromolecules 1984， 17，1472. 

3) A. Shoji， et al. Journal of Molecular 5tructure 1998，441，251. 4) A. Shoji， e aしJ.Am. Chem. 5oc.， 

1996， 118， 7604. 5) H. Kimura， et al. Macromolecules 1998， 31， 7398. 6) D. P. Burum and A. 

Bilecki， Journal of Magnetic Resonance 1991， 94，645. 
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P99 固体重水素 NMRによるポリペプチド主鎖のダイナミクス

北大院工 O森越信之、窪田俊介、平沖敏文、堤耀贋

Dynamics ofPolypeptide Main Chain Studied by Solid State 2H_m低

Department of Applied Physics ， Graduate School ofEngineering ， Hokkaido University 

Sapporo 060・8628，Japan 

ONobuyuki Morikoshi， Shunsuke Kubota， Toshifumi Hiraoki and Akihiro Tsutsumi 

E能ctsof copolymer compositions on the motion of peptide group in the α-helical 

polypeptides were investigated with the solid state 2H_NMR using copolymers of 

methyl glutamate (MG) and stearyl glutamate (STG) that are deuterated at main chain 

amide protons. The temperature dependence of the quadrupolar splitting and T 1 showed 

that the peptide plane oscillates around Cαi ・Cαi+1 bond. The oscillation is most rapid 

for ST compositions 20""'" 40 [mol%]. Such a tendency corresponds well to the 

∞mposition dependence of side chain movement， indicating that the main chain 

movement is strongly affected by the side chain movement. 

[目的]固体中でαヘリックス構造をとるポリペプチド側鎖についての分子運動

の研究はこれまで多くなされてきたが、主鎖に関する研究例は少ない。我々は

最近、ペプチド 1Hを重水素置換したポリ (γ ーベンジル Lーグルタメート)

(pBLG)の 2H・NMR測定により、ペプチド平面が微小振動していることを明ら

かにした。そこで、今回は、比較的短い側鎖を持つメチルグルタメート(MG)と、

長い側鎖を持つステアリルグルタメート(STG)からなるコポリマーを用い、コポ

リマー組成のペプチド微小振動への影響を検討するため、 2H-NMRスベクトル

と、スヒ。ン・格子緩和時問。1)の測定を行った.

[実験] コポリマーには、 MGに対する STGの組成比が 0，25，38，62，90[mol%]

のものを用意した。ペプチド N-Hの重水素化は、コポリマーをクロロホルムと

三フッ化酢酸・dlの割合が 7:3の混合溶媒中に溶解した後、エタノールにより沈

殿、乾燥させて行った。 2H・NMRスベクトルは、 BrukerDSX・300により、温

度範囲・50~140["C]で、四重極エコー法を用い測定した。 T1 測定は・20~110["C]

でInversionRecovery法で行った。

キーワード:主鎖ダイナミクス、固体重水素NMR、ポリグルタメート、四重極緩和、

ペプチド微小振動

Oもりこし のぶゆき、くぽた しゅんすけ、ひらおき としふみ、つつみ あきひろ
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[結果]スベクトルには、 N-2f王内の電場勾配テンソルの主軸系に相当する 3つ

の分裂6.v xx' 6. v YY' 6. v zzが現れた。 PMG(100%MG)に対する分裂幅の温度

依存性は、 Fig・1のように、企 vxxは一定であるのに対し、他の成分は温度とと

もに減少している。このことからペプチド平面はX軸(C"I・Cα1+1方向)周りに微

小振動していることが分かる。この傾向は、他のサンプルについても同様であ

る。分裂幅から見積もった平均振幅角は、測定温度範囲でおよそト14[deg]で

あり、コポリマ}の組成によって変化が見られる(Fig-2)。また、 T1の測定結果

から、室温での微小振動の RATEは、1.0-3.2x 106[Hz](Fig・3)、活性化エネル

ギー(6.E)は、 10.7-12.0[KJ/mol}(Fig・4)と求まった。 MG組成 20-30[mol%] 

の範囲で、 RATEが増加し、企Eが減少していることから、この範囲でペプチ

ド平面の微小振動が一番激しいことが分かつた。この結果は、 ESRスピンプロ

ープ法による、側鎖運動の組成依存性の結果と一致している。この事から、主

鎖の運動は、側鎖の運動と強い相関を持つことが分かつた。
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Pl00 P(VDFfI'rFE)/at-PMMAプレンドの相分離と lH_13C交差緩和.II

北大院工 O越大亮、石井文明、堤耀広

Pha田 separationin P(VDFfI'rFE)/at-PMMA b1ends， studied by 
lH)3C cross relaxation method. II 

D.Koshi， F.Ishii and A.Tsutsumi 
D申 artmentof Appliea PhYSh何 HokkaidoUniversi・t)¥'Sapporo 060-8628. 

The spinodal phase separation and the crystallization process ofP(VDFfI'rFE)/at-PMMA 
blends with copolymer weight percent (φw) of 60 wt.% at 1350C>TLCST( lower critical 
solution temperature) were studied from lH_13C CPIMAS NMR and DSC methods. 
Comparing theory with experiment for the annealing time (t釧 N)dependence of the 
inverse lH spin-lattice relaxation time (lfI¥ρFV ，the grass transition temperature (TJ，the 
Curie temperature (T.，) for each group of both polymers， it was found that the blend 
initially underwent spinodal decomposition between tANN=O and 2min， crystallized 
between tANN=2 and 20min and that both the crystal and amorphous phases were more 
stable by the interfacial growth. 

1)はじめに

強誘電体高分子 poly(vinylidenefluoride/trifluoroethylene)， P(VDF河'rFE)と

無定形高分子 atacticpoly(methylmetacrylate)， at-PMMA とのプレンドは、

Pれ1DFfIを'FE)の融点、より高温では相溶するが、融点以下では相図が下限臨界共溶温

度ιCS'町型で、 LCSTから融点の間でスピノーダル分解を起こし、 LCST以下では

相溶する。大東ら1)はこの P(VDF月旨FE)重量百分率 50wt%以上のブ、レンドのキャ

ストフィルムを 135"Cで熱処理すると、プレンド中に巨大単結晶が生成することを

見つけた。新居ら2)は 135"Cにおける単結晶生成機構を明らかにするために動力学

的研究を行ない、もとのキャストフィルムが不安定な共重合体結晶と無定形相に相

分離していたことから、熱処理の初期では結品と無定形相とも界面成長が起き、中

期では結品の不安定化、後期では結晶分子鎖方向の厚化から、より安定結品になる

ことを明らかにした。本研究は、 lH_13CCPIMAS NMR法と DSC法を用いて、キャ

ストフィルムを相溶状態の 150"Cから 135
0
Cに急冷し、スピノーダル分解及び共重

合体結晶形成機構を明らかにすることを目的とする。

2)実験

試料は VDF73mol%の P(VDF73fI旨FE27)とat・PMMAとの wt%比 60/40のプレン

ドである。測定試料は、各ポリマーを DMF(d.imethylformamide)溶媒に溶かしてブ

レンドキャストフィノレムを作製し、そのフィルムを 150"Cで相溶させ、 1350Cに急冷

し tANN[min]保持した後、 Tg以下の O"Cに急冷凍結させたものである。保持時間は

tANN= 0， 30s， 1， 2， 5， 10， 20， 40， 60， 80， 100， 120， 180nrinである。各試

料の 13CNMRスペクトノレや回転系における lHスピン・格子緩和時間 T1ρHは lH_13C

CPIMASNMR法で、強誘電的相転移温度 Te、ガラス転移温度 Tgと比熱LlCpはDSC

法で測定された。

Keyword: Pの1DF73月旨FE27)/at・PMMAプレンド、スピノーダル分解、結品化、回転

系の lHスピン・格子緩和時間

Oこしだいすけ、 いしいふみあき、 つつみあきひろ
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3)結果と考察

Fig.1は tANN=30sと 5minの昇温時の

DSC曲線である。 30sにおいては 48"Cにガ
ラス転移温度Tgが観測され、 100"C付近で吸

熱、発熱が起きている。 5minでは、 Tgは30s
のものと殆ど変わらないが、高温域に強誘電

的相転移の吸熱ピークが観測されている。

Fig.2は、 tANNに対する Tgおよび Tcの関係

である。 Tgの値は tANN=0-2minまでは殆ど

一定であるが、 tANN=5minを過ぎると Tcは

tANNとともに僅かに増加するのに対し、 Tg

はtANN=20min以降急激に減少している。こ

こで、 tANN=0-2minを A、tANN=2-20min 
をB、tANN=20min以降を C過程とする。 A
過程では Tgは 1つで、その値が PMMAの

Tg=105"Cと P(VDF尽をFE)のTg呈O"Cの中間
域にある。これはプレンドが無定形でよく相

溶していることを示している。B過程ではTc

の出現により無定形相内で P(VDF厄旨'FE)の
分子鎖が結晶化し始め、 C過程では Tcおよ

び Tgの変化は結品相および無定形相がはっ

きりと相分離し、それぞれ安定化したことを

意味している。

観測された 13CNMRスベクトルでは、

PMMAの CH3，>C<， OCH3， CH2， C=O 
基のピークが 16，44，51， 54と177ppmに、

Pれ1DF/l'rFE)の CH2，CHF， CF2基のピー

クが 37，86と119ppmにそれぞれ存在して

いた。 Fig.3は、 PMMAのC=O基の 11T1pH

と tANNとの関係である。ただし、 T1ρHは、

各基のピーク強度の実験値を交差緩和の理

論式で最適化して求めた。 C=O基に対する

1庁1ρHはtANN=2m阻まで増加し、その後減

少、そして tANN=20minから再び増加してい

る。両試料の他の基に対しても同様であった。

これらの変化域はガラス転移温度の A，s， 

C過程とそれぞれ一致している。この一致は、

結晶核形成にプレンドのスピノーダル分解

が関与していることを意味していた。詳細は

発表時に報告する。

文献

1) Y.Wen and H.Ohigasi， R叫ymerPreprints， 
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Pl0l Eu-ドープーYzOzSで、最近接YにEuが置換された

89yシグナルの帰属

(三菱化学横浜総研1・化成オプトニクス2・東京水産大3)

0原園としえ1・安達隆二2・渡部徳子3

A回i伊mentof 89y signa1s subs同胞tedby Eu at血enext n悶悶t

neighbo血gY sites恒 YlJiS
側帥凶ù 伽叫白人胸i 句協~， To旬。 Universityof 脳出、

ordde EMmmI， R州i Ad副首2， T倣蜘 W~出町3

89y MAS~何c angle甲Iinning}NMR hぉ beeninv1倒 伊 凶 ω制 ythe local environment 

ofY盛岡 ina red pl眼科101'， Eu dc側一Y2~ 仰-Y2~). Assignment of the resonancesω 

組問瑚 Ytα沼1m油onm蜘 wasm減価低凶:isof sigr凶帥凶ties， chemi叫血出，制

spin..，凶偲 re1axation出IeSin叫 u脚 onwith勘 α戸凶甜帥nal(凶 whichwasぬ凶削 by

aRietveld metl叫 B倒的 themain 帥泊問 Y2~' 蜘戸抱倒刷 byy・Eu 申叩

and岡戸邸側副 byEuど-Eu甲伺es， w加巴 慨 制 twoof fifteen ne羽田:igbbc油事 Y

a伽 18are回胎帥凶 byEu， 1宙開対ve弘 W眠 d組噌雌凶加励・Y2~. Y翻 m げ (0注

2)) which are伽泊町企om鉱 xmd凶 moreoear四tneigh加由g企omEu were observed at the 

錨 neresαl3IlCe戸国.tionfor all samples inve甜伊加1wi血血atof pure Y2~. 

著者らは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-YzOzS
(Y zOzS: E u)の物性を89Y-MAS NMRを用いて調べている。第36回NMR討論会

で、 Euをドープした時に現れる新たな4本のシグナルは、最近接Y原子を1個伺u原子で

置換した、 Eu(-o-， -o-)Y， Eu(ーS-，-S-)Y， Eu(-o-， -S-)Y， Eu-S-Yに帰属されることを報告

した() 今回、 Euの濃度の濃いサンプルで現れる 10本のシグナルカえ最近接Y原子を2個

のEu原子で置換されえYに帰属されたので、報告する。 89yは天然存在比100%、核スピ

ン、 1= 1/2、であるにもかかわらず、共鳴周波数糾.9阻z(IH: 100聞z)、IHに対する相対

感度が1.18 x l!rと感度の低い低周波数核であり、また、隣日時間が長い(数時間。

試料及て期n定方法: 本研究で用いた試料脱線の方法明宇成した。 2)不純物濃度出eik

o-SPS-1200A ICPとRigaku 3370鈴'eX線で定量した。芥孤物は、すべてlppm以下の濃度で

89y MAS NMR、Eu、Y202S、Euドープ-Y202S、

0はらぞのとしえ・あだち りゅうじ・わたなべとくこ
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あった。 Y202Sの単結晶は、これまでに作られていないため、結晶構造はRIG.網j則前ー150

ox線回折装置を用いたり一トベルト法で決定した 3) 固体NMRの調淀はBr出er社製略，L-

300国体NMR装置に低周波数用CP-MASプローブを装着して行なった。調健条件は以下

の通りである。共鳴周波数:14. 706阻z，90.パルス :11μs、回転激:50仰 rps、oppm: 1. 5 

M Y(NO)3水溶液、デットタイム:150μs、くり返し時間:1000苧 150000so 

結果、及びー考察:

Y202Sは図1に示した様な六方晶系の結晶構造をしている。この中でYはC3vの対称牲を

持ち、 3個のSと4個の0と結合している.リートベルト法により求めたY-Yの距離ー個

数、及び、結合様式を表1に示した 3) ここで、 y1はyoに対して第1値動近接y，y2は

第2近接Yに対応する。 yoをEuで置換した時の結晶図を図2に示した。図の中に示されて

いる数字は表1のyoをEuで置き換えた時のYに対応している。図3はEu濃度が1Omol% 

のサンプルの89y MAS NMRスペクトルである，ピーク①②④⑤はスピンー格

子瞬時問、エの個数、 yo_yの距離より、それぞれど(..().，.o-胸、 Y(-S-，ふ跡、 Y(..().，

ふ湖、及び y1-S・Euと帰属され、③は助から見て第2近接以上のYに帰属された・ 3)

一方、 Eu濃度が高いサンプjレでは図3に示した (a)から(j)の10本のピークカ現

れる。これらのシグナルは、常樹生シフトの加成性(ムをメインピークからのシフト差とす

ると、ム但l{..().，..(). )ど(..().，..().)Eu)= .0.OC(..().，..().:脚)+<<ピ(..().，..().)Eu)とスピンー格子

鱗口速度の加成性(灯1仰(..().，..(). )yl( ..().，.o-同)=町出(..().，..().)Eu)+灯ぽ(..().，..().)Eu) 

)から、高周波数側よりEu(..().，明記(..().，.o-跡、Eu(..().，..().)y(ふ，ふ跡、Eu(ふ，ふ，OC(ふ，
-s-'湖、副(-O-，..().)ど(..().，-s-)Eu、副(..().，品工ピ(ふ，ふ跡、白1ふ.y1( ..().，.o-胸、Eu-S-Y(ふふ)

刷、Eu(..().，-S-)ピ(..().，-S-)Eu、 Eu("()'，ふ)Y-S-Eu、及び" Euふ.ylふ，Euと帰属されえ。なお、

Euが3個置換したず種は観測されなかった。

References 

1)原圏、安達、渡部、第36回NMR討論会要旨集、 p.67，駒場エミナース、 1卯7.

2)飴俳ハンドブック、 p.171、 齢世体同学会編、オーム社、 1兜7.
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Pl02 メソポーラスマテリアル FSM-16の細孔構造の解析

(物質研)Xiulan Xie・O林繁信

Pore Structure Analysis of M回 oporousMaterial (National Institute of Materials and Chemical 

Research) Xiulan Xie and Shigenobu Hayashi 

Surface structure and pore size distribution of a 臨 ωporousmaterial FSM-16 have been studied. 

Concentration of surface hydroxyl groups for FSM-16 is estimated from 29Si and lH MAS NMR， which is 

about 3.2 nm-2. O2 molecules∞utribute to 29Si spin-Iattice relaxation of Q2 and Q3 as well as Q4， 

su毘;estingthin wall thickness. lH MAS NMR spectra indicate the presesiωof isolated and hydrogen-

bonded hydroxyl groups， both of which are silylated A rather homogeneous spatial distribution of surface 

hydroxyl groups is demonstrated by the analysis of the line width in lH static spectra. Pore size and pore 

wall thickness are determined by lH NMR measure即 ntson water saturated FSM-16 samples， which are in 

伊 odagreement with literature values obtained by N2 a'色orptioni釦，thermsand 1EM on a similar san可~Ie.

In benzene saturated samples， a no任命'eezingsurface layer of benzene is much thicker than that of water， 

which indicates a stronger interaction between benzene and the FSM-16 surface. 

Introduction Mes叩orousmaterials such as FSM-16 and MCM・41have highIy-ordered cylindrical 

channels， the diameter of which is of the order of na即 meter. Si瓜渇 nomaterials had the ordered 即鈎'pores

of the above size before the di釦 overyof FSM-16 and MCM-41， those mesoporous materials have attracted 

much attentio且 Detailedstructural knowledge of these materials is limited， because they are non-

crystalli配 inan ato凶cscale， aIthough they have a long-range order. 

In the present work， we have studied surface structures and pore size distributions in FSM -16 by means of 

NMR. 29Si and lH MAS NMR and surfaωsilylation are applied to the surfaαstudies， while pore size 

distributions are determined from the freezingll臨Itingbehavior of∞nfined H20 and C6H6• 

E喝>erimental A FSM-16 sample was supplied by Toyota Central R&D Labs. with a ∞de LSlO・550

(伺lcinedat 823 K， and named FSM-16(1)). Trimethylsilylation of FSMー16(匂 wascarried out using 

chlorotrimethylsilane and hexamethyldisiloxane at r，∞m temperature for 18 h with stirring under N2.τhe 

san司pleafter silylation was named silyl・FSM-16.

NMR measurements were caπied out by Bruker ASX400， MSlAOO and ASX200 spectro即 terswith 

static magnetic field strengths of 9.4， 9.4 and 4.7 T， respectively. ASX400 was used for the measurements 

of 29Si MAS spectra (with Larmor freque配 Yof 79.50 MHz)， MSlAOO for lH MAS spectra (400.14 MHz)， 

and ASX200 for lH static spectra (200.13 MHz)・

lHNMR、Me航中orousMaterial、FSM-16、Confined mole叩 le、Pore size distribution 

しー しゅーらん・はやし しげのぷ
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Results and Discussion 

1. Solid state NMR 

Concentration of surfaωhydroxyl groups for FSM-16 is estirnated from quantitative analyses of 29Si and 

lH MAS NMR spectra， which is about 3.2 nm-2.τbe∞ncentration of surfaαhydroxyl groups obtained 

through 29Si NMR is not affected by surface adsorbed H20， and then more reliable than those extracted from 

the weight loss in the TG analyses and from lH MAS NMR. In siIyl・FSM-16the siIylated 合actionof the 

hy合oxylgroups is 47%， and the concentration ofthe trirnethylsiIyl (τRMS) group is 1.5 nm-2. 

O2 molecules play an important role in 29Si relaxation， si凶 larIyto the relaxation in z伺Iites.

surface protons such as H20 and rnethyl groups also contribute to the relaxation as weII as pararnagnetic 

impurities such as Fe3+ do. The fact that T1 of Q4 be∞rnes shorter with O2 introduction indicates that the 

waII is not very thick， since most of the Q4 sites locate inside the pore waII. 

lH MAS NMR spectra indicate the presenαof isolated and hydrogen-bon必dhydroxyl groups. 

surfaαsiIylation reduces the si伊 alintensity in both the iωlated and hydrogen-bonded hydroxyl groups. 

The analysis ofthe line width in lH 
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Fig. 1. lH Iiquid-state NMR si伊 alintensity of pore H20 

(0，・)and benzene (ム， A) as a function of 

te時 eraturein FSM-16(司 saturatedwith H20 and 

benzene， respectively，即asuredat VL =2∞.13 MHz. 

Open rnarks (0，ム)and solid rnarks (・，企)

correspond toωoIing and re-warrning of the sample， 

respectively. 
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2. 1 H liquid-state NMR 

2.1. H20 adsorption 

Adsorption was carried out by 

seaIing the samples with a ratio of 

0.08 g of H20 to 0.05 g of the original 

san司ple. lH NMR spectra 

recorded before and after freezing the 

outside-pore solvent to estirnate the 

amount of the inside-pore species. 

adsorption capacity is 

approxirnately 0.9飽 forFSM-16(司

and and 0.3 gjg for siIyl・FSM-16.

The relatively low H20 aゐorption

capacity for silyl・FSM-16means its 

hydrophobic surface. 

Fig. 1 shows lH Iiquid-state NMR 

si伊 alinte邸 ityof the H20 saturated 

FSM-16何回岬leas a function of 

ternperature for one cooIing (open 
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』
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circles)-warDUng (solid circles) cycle. 

'The curves show characteristic behavior 

of ∞nfined water， having two 

di説inguishedregions. In the region !， 

th信仰ves加wshysteresis upon c∞ling 

and re-WarDUng. This hysteresis effect 

is typical for a freezing phenomenon in 

which a part of water becomes ice. In 

the region II， the magnetization 

deαeases srr嗣 thly with decreasing 

temperature without hysteresis effects， 

and this region∞'rresponds to the 

terr酔 rat町 eresponse of non-freezing 

surface layer. 百 .edI/dRy， curves for 

pore size distributions are depicted in 

Fig. 2. Filled rr町 ks∞rrespondto the 

<1> 

。一Cコ.
a
L
C
)
a
k
p
¥『
℃

0.5 1.0 1.5 2.0 

RP(nm) 

non・1並eezing surface layer. Open 

marks ∞rrespond to the free pore 

water， and they are used for analysis. 

The pore radii ~ are 1.47 nm for 

FSM-16(司， while the pore wall 

thickness are 1.34 nm. FWHMs of 

the pore size distribution are about 

0.31 nm for FSM-16(司.

τbe pore size distribution in silyl-

FSM-16 is rather broad and凶 ght

contain two peaks at 1.3 and 1.5 nm. 

'The width of the distribution is about 0.5 nm. The pore wall thickness is in the range 1.7 -1.3 nm. The 

silylated fraction is 47%.τbe pore size and the pore wall thickness remains almost unchanged at the place 

where no silylation takes place， whereas the pore radius is reduced to 1.3 nm and the pore wall thickness is 

increased to 1.7 nm for the silylated portion. Surface silylation causes a reduction in the pore radius of 

approximately 0.2 nm. 

Fig. 2. Pore size distributions in FSM-16(1) (0，・)and 

silyl・FSM-16(ム，企)， deterDUned from lH liquid-state 

NMR of the H20 saturated samples. Corresponding 

results deterDUned from lH liquid-state NMR of the 

CoHo saturated sarr司plesare also plotted as a 釦nctionof 

the effective pore radius for FSM-16(司 (0)and silyl-

FSM-16 (マ). Lines are fittings to the data points 

indicated by叩enmarks， while the data points withωlid 

marks ∞rrespond to si伊 .alsof the non-freezing surface 

laver. 

2.2. CJlo adsorption 

CoHo adsorption capacities are about 1.0 and 0.8 gjg for FSM-16(可 andsilyl・FSM-16，respectively. 

τbe lH liq凶d-stateNMR si伊 alintensity is plotted in Fig. 1 for the Có~ saturated FSM-16(宵 samplealso. 

τkαIrves show behavior siDUlar to that of confined water， i.e.， two distinguished regions are observed， 
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where the region 1 has hysteresis effect involving a phase transition at 183 K and the region II represents a 

non-freezing surface layer of C6H6• 100 effective pore size distribution is plotted in Fig. 2. 

A non-freezing surfaαlayer of C6H6 has a thickness of 0.91 nm in FSM-16(司， which is much thicker 

than that of H20. 羽山 factindicates a stronger interaction between benzene molecules and the FSM -16 

surface. We have observed si国 larphenomenon when cyclohexane is used. 

In the case of silyl-FSM-16， the effective pore ra必凶 observedin the freezin~グlnelting pheno町田nof 

∞凶nedC6H6 is 0.59 nm， which agrees well with the value for FSM-16(町 (0.56nm). Silyl-FSM-16 has a 

distribution in its pore size， as described above. The portion without surface 1RMS groups has a non-

freezing surface layer with a thickness of 0.9 nm， similarly to that of FSM-16(司. On the other hand， at the 

portion withτ'RMS groups， the non-freezing surface layer has a thickness of 0.7 nm， or the∞nfined C6~ 

does not freeze because of the small effective pore size. 
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Pl03 抗痩筆薬ジフェニルヒダントイン結晶における

フェニル基の動的挙動と水素結合ネットワーク
(群馬大工) 横山貴司、 O武固 定、丸田倍朗

Dynamic prope町，of phenyl groups and hydrogen-bond network of 
diphenylhydan白血m也.ecrystalline phase拙 studiedby solid-state 2H_組 d
15N-NMR 

Takashi Yokoyama， Sadamu TakedQ， Goro Maruta 
Department 01 Chemistry， F aculty 01 Engineering， Gunma University， Kiryu， Gunma 
3768515， Japan 

Dynamic property of phenyl groups and NHO hydrogen bond structure of diphenylhydantoin 
were investigated by solid-state 2H NMR and 15N CP/MAS NMR in the high and low 

temperature crystalline phases. Simulation of 2H NMR spectrum indicated a quenching of 1800 

f1ip motion of the phenyl groups by increasingもemperaωreatph出 etransition point. The 
activation energy of the motion is three times larger in由ehigh temperature phase th祖 inthe 

low temperature phase. Change of hydrogen-bond network between the two crystalline ph値目

W剖 det民俗dby 15N CP/MAS NMR spectrum. 

ジフェニルヒダントイン (Fほ.1)は抗痘筆薬として広く用いられているが、かさぼった

フェニル基の配向や運動性と水素結合がこの薬としての効力と関係するとも言われている。

本研究では結晶相におけるフェニル基の動的挙動と NHO水素結合構造との関係を重水素核

固体NMRと15N-CP/MAS NMRにより調べた。

フェニル基を重水素化した試料と水素結合を作る窒素を 15Nで 99%エンリッチした試料は、

それぞれ重水素化ベンズアルデヒド、 15N尿素を原料として合成した。NMR測定は122"'375

Kの間でBrukerDSX300を用いて行った。重水素核NMRスペクトルは四極子エコー法に

より測定し、吸収線形のシミュレーションにより運動モードとその速さを決定した。
この結晶は187Kで1次の構造祖転移をおこすが、低温結晶相でも温度上昇とともにフェ

ニル基の運動が一旦速くなる。この運動はフェニル基の結合軸まわりの 180度フリップでほ

ぼ説明でき、その活性化エネルギーは7.4kJ/molと求められた。ところが相転移点を越える

と、この運動は2桁ほど遅くなる。さらに温度を上昇させると、この運動は再び速くなって

いくという特異な挙動をするととが解った。この高温相で

の活性化エネルギーは25.8kJ/molとなり、低温相のそれ ¥ 

に比べると 3倍以上大きくなっている。民N-CP/MAS ~、 j

NMRスペクトルには、高温相では分子内の異なる窒素原 ~べ

子に対応して-235とー275ppm (CH3N02基準)近傍に 2

つの信号が現れるが、低温相ではそれぞれの信号が4ppm

程度分裂し、分裂した一方が明らかに広い線幅を示す。低

温相での水素結合ネットワークの構造は単純ではなさそう

であるが、この水素結合ネットワーク構造の変化とフェニ

ル基の運動性の特異な変化とが連動している。
Fig. 1 Molecular structure of 

ジフェニルヒダントイン、フェニル基の運動、重水素核 diphenylhydantoin 

NMR NHO水素結合、 15N-CP/MAS NMR 

ょこやまたかし、たけださだむ、まるたごろう
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Pl04水溶性チタンオキシカルポン酸錯体の 13C_NMRによる評価
および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-NMR of a water-soluble titanium oxo・carboxylicacid complex 
組 dits application towards the synthesis of functional 

multi-component titanium oxides 

例aterials姐 dS回 cturωLaboratory，Tokyo In副知teofTechnology) 
OM蹴 uTADA姐 dMasato KAKlHANA 

(Research Laboratory of Resour<偲 sUtilization， Tokyo Institute ofTechnology) 
Yoshiyuki NAKAMURA 

The water-soluble Ti oxy-carboxylic acid (1actic acid阜A)ma1ic acid(1仏)citric acid(CA)) 

∞mplexes were successfully prepared.τ'hey were found ωbe highly resistant to hydrolysis. The 

13C・NMRspec回 ofsolids with various ratio of Ti/(LA，MA，CA) indicate formation of Ti-lA， Ti-MA 

and Ti-CA complexes. The13C_NMR spectra of those compounds also let us suggest白紙 those

complexes form with a stoichiometry close to Ti:lA=1:2， Ti:MA=l:l姐 dTi:CA=l:l where alcohol 

group OH-in those acids was fully deprotonated to yield an a1koxide oxygen atom with a strong 

nucleophilic nature. Both Ti・CAandTi-MA∞mplexes were utilized for the synthesis of SrTi03 as姐

example. 

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化

学的プロセスを重視した溶液法の発展が目覚しい。しかし、これらチタンを含む複合酸化物の

合成の際に出発原料として用いられるチタンアルコキシドは、 (1)非常に不安定であり、空気

中の水と容易に反応して加水分解する。さらに (2)値段が非常に高いなど、実用的に難点があ

り工業化への展開を妨げている。近年、我々は水に対して高い溶解度を持ち、かつ加水分解に

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[1].さらに最近、チタンリンゴ

酸錯体及びチタン乳酸錯体の合成にも成功した。

水に対して安定なチタンオキシカルポン酸

錯体を研究するため、クエン酸(CA)、乳酸(lA)、

リンゴ酸(MA)でそれぞれ安定化させたチタ

ンオキシカルポン酸化合物の固体13C_NMR測

定を行った結果を、 fig.1a)心)に示す。すべて

の化合物においておppm付近にピークが見ら

キーワード:固体 13じ削R、オキシカルポン酸錯体首0..aE1;0・aa.1;OEE，.;0.-aa;Pm 
fig.1 a) 13CーNMRspectrum ofTItanium-citrate complex 

ただまさる、かきはなまさと、なかむらよしゆき
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れる.Fig.2のようにこのピークは本来 75ppm

付近に現れる水酸基と結合している炭素に帰

属されるものだが、水酸基から水素が解離す

ることによりこのようなシフトが起きると報

告されている[2].上述の理由より、すべての

チタンオキシカルポン酸化合物の水酸基から

水素が解離していることが判明した.さらに

固体"ιNMR測定を行った結果、水酸基から

水素が解離したことに起因するピーク

(85ppm付近)とそうでないピーク (75ppm

付近)の挙動から、ある特定のチタン晒オキ

シカルボン酸比(百:lA=1:2Ti:MA=1:1 

百:CA=1:1)で合成したサンプルに関しては単

一相の錯体が得られていると予想された.ま

た本研究では、コンデンサーや光触媒として

も用いられている S河i03の合成をこれらの水

溶性チタン錯体を用いて試みた.

参考文献

:fig.2 relation between deprotonation and che.凶ω1shift 

ex. citric acid 

[1]多国大， 垣花~人，中村義之，第 37 回 NMR討論会講演要旨集 pp.382

[2] Mas蜘玄副hana，Ta郎副 Naguro，Makoto Okamoto，姐dHidetake Ka凶組a，Joumal 01 Physical 

Chemis.的1，伊1]6128 (198η 

Masato K広ih岨 a，Momoko Arima，姐dYoshiyuki Nakamura， Chemis位yof Materials， vol. 11， 2 

pp.438-450 

-278-



Pl05 REDOR法による同位体ラベル絹シーケンスモデル

化合物の分子聞配置の決定

(東京農工大工)0亀田恒徳、中井利仁、数原順子、小松耕平、

中津靖元、朝倉哲郎

Structural Analysis of SiIk Fibroio Model Peptid回 UsingREDOR T，舵hnique
T. Kameda， T. N誌泊，J.K也 uh釘a，K. Komatsu， Y. Nak.但awa，

佃 dT. Asak.ura 
Department of Biotechnology， To旬。 Universityof Agriculture and Technology， Koganei， 

To旬。 184・8588，Japan， 

The REDOR technique was applied to 也知nnnationof Silk 1 structure of 13C and 
I~ double labeled silk model peptides， (Gly-Ala)12' 組 d to determination of the 
intennolecular arrangement of the silk model peptides. 

家蚕絹の繊維化前の構造は、 Silk1と名付けられているが、単結晶はもとよ

り、配向させることもできないため、構造解析は十分に進んでいない。 1，2) し

かしながら、 Silk1構造の解明は、繊維化機構の解明と関連して、極めて、重

要である。さらに、絹の優れた物性発現は、絹分子鎖の配列制御と関連してお

り、絹分子鎖の分子間配置を決定することも、また研究の keyとなる。いずれ

も、絹に学ぶ新たな繊維の創成のための基礎となる。そこで、無配向系でも原

子座標レベルの構造解析が可能な研究手法を用いて、解析を進める必要がある。

ここでは、 Silk 1型の 13C，15N同位体ラベル部位をかえた24量体(Ala-Gly)12

を4種、合成(合成の詳細は、当研究室の別発表参照)し、 RE∞Rによる 13C

と15N原子間距離の決定を通してAlaおよびGly残基の内部回転角を決定する

とともに、絹分子鎖間配置の情報を得るために、 GlyAlaGly AlaGlyの 13Cシン

グルラベルペプチドと 15Nシングルラベルペプチドの混合物について、 REDOR

実験を行った。

なお、本研究は一部、生研機構基礎技術推進事業、および文部省科学研究費

補助金によって行われた。

室主率直2
1) T. Asak.山富， M. Iwadate， M. Demura， M. P. Williamson， Int. J. Biol. Macro.， 2，4， 167 
(1999). 
2) SA. Fossey， G. Ne脱出y，KD. Gibson， HA. Scheraga， Biopolymers， Jl， 1529 (1991). 

ペプチド、絹シーケンスモデル化合物、郎DOR、分子間距離

かめだっねのり なかいとしひと かずはらじゅんこ こまっこうへい

なかざわやすもと あさくらてつお
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Pl06 Valinomycin結晶の13CNMR化学シフトテンソル

に関する研究

(東京農工大工)0亀田恒徳

(ユタ大)G. McGeorge， A. M Orendt， and D.M Grant 

Chemical Shift Tensor for Crystalling State of Valinomycin 

Tsunenori Kam吋at，G.勘fcGeorge*，A.悦 Orendt*，組dD.M.Grant矢

tDep釘tmentofBiotechnology， Tokyo U凶versityof Agriculture and Technology， Kog組.ei，

Tokyo 184・8588，Jap組，

*Department of Chemistry， University of Utah， Sa1t Lake City， Utah， USA 

Two different crysta1line system， namely， triclinic and monoclinic， of 
va1inomycin have been studied by 13C CP-MAS N勘mspectroscopy. Although 
the two modifications of the crysta1 are so remarkably similar， there are distinct 
differences in the isotropic chemica1 shift， Oiso， between the two spe心tra. The 
chemica1 shift tensor components; Ol1， O22， and O33 for the triclinic crystal were 
examined by the FIREMAT experiment. From出eobserved spec甘a，it was 
found白紙 thebehavior of Oiso for L-姐 dD-va1ine (Va1) carbonyl carbons are 
predos血atelygoverned by the intermediate component， O22， independent of the 
D and L enantiomers. Moreover， it was found that the sma11est shift component， 
O33， for L-lactic acid (Lac)組 dD・α-hydroxyisovalericacid (Hyi) 
C a -0 carbon was significant1y displaced depending upon the nature of 
individua1 amino acid residues， and the behavior of Oiso for both L-Lac and D-
Hyi C a -0 carbons w槌 predominatelygoverned by the O33 component. 

緒言

これまでの研究から、ペプチドおよびポリペプチド中のアミド基カルボニル炭

素が示す化学シフトテンソルの主値は、水素結合構造およびアミノ酸残基の種類に

関わりなく、 δ11(ペプチド平面に平行で、かつC=O結合方向とほぼ垂直方向を向

いている)と δ33(ペプチド平面に垂直方向を向いている)の和がほぼ一定(a11+ 

a 33 = 337.5ppm )となることがわかっている[1]0その結果、等方平均化学シフト

( a iso)の変化は δ22(c=o結合方向とほぼ平行)によって支配されることが示さ

れたげiso= (1β)Xδ22 + 112.5 ppm )。同様の傾向は、ポリペプチドのアミド15Nに

も見られ、 a11+ a 33の和はPoly(s ・benzylL-asparatate)のコンホメーシヨンに因ら

ずほぽ一定であることが報告されている[2]0 このような関係を詳細に検討するこ

とは、国体NMR化学シフトによる構造解析研究に役立つだけでなく、分子の電子
構造を知る上でも興味がもたれる。そこで本研究では、すでにX線回折法によって
結晶構造が既知であるValinomycin(Fig. 1)を試料として用い、エステルカルポニル

炭素、およびCa炭素の化学シフトテンソルの主値を決定し、 aisoの挙動との関係

を調べた。 ValinomycinはVal，Hyiおよひ~c残基の計12個が環状に結合した化合物
である。そのため、 13CNMRスベクトルは非常に多数のピークが出現し複雑になる

ため、通常の1次元NMRスペクトルでは同位体ラベルやスピニングサイドバンド法

を用いても主値を正確に決定することは困難となる。そこで、近年、 Aldermanらに
よって開発されたFIREMAT法[3]を導入して化学シフトテンソル主値を決定した。

~.........~・---........._-----------_...._----・.._---......_-・-........_---......_--~・4・..._---....-----・・---------・---_......._--.....・--・..._-_........__..._------........ 
化学シフトテンソル、 FIREMAT、ペプチド、 Valinomycin

かめだっねのり G.地白orge A. M Orendt D. M. Grant 
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実験

Valinomycin (Sigma Chemical Co.)をエ
タノール/水混合溶液、およびn・オクタ

シ溶液中から結晶化することによって斜

方晶、および単斜晶型の結晶を得た。こ

れらの結晶粉末試料をCMX-400NMR

(Chemagneuω)を用いて測定した。 13(:等
方平均化学シフトは、 TOSSおよび

TPPMデカップリンプを組み合わせた Fig.l Spectra obtained by Fourier trans-
CP-MAS法によってスピニング速度 1 ~ forming a 13C 2D FIREMAT spectrum of 
kHzで観測した。また斜方晶試料につい Valinomycin forming triclinic. (a) 
て、 13C化学シフトテンソルの主値を

FIREMAT1法を用いることによって決定

した。
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Pl07 llB-MQMAS-NMRによるホウ素化合物の構造解析
(新日本製織(1)、日本電子(2)) 0金構康二(1)、驚藤公児(1)、杉沢寿志ロ]

Structural Analysis of Boron Compounds using 11 B -MQMAS -NMR 

Nippon Steel Corporation(1)， JEOL L凶.(2) OKoji Kanehashil1)， Koji Sai加(1)，

Hi随 shiSugisawa(2) 

The 11B・MQMAS(MultipleQuantum Magic Angle Spinning)-NMR method was appliedω 

the 脚 ucturalanalysis of B4C and BN. Chemical 8tructural information about B4C and BN， 

也ateliminated the館 cond・orderquadrupolar interaction completely， was obtained. The 

chemical shift was calculated by means of the i回 tropicshift and the center of balance on the 

MAS shift. The quadrupolar coupling constant was evaluaωd using the chemical shi氏and

the i回 tropicshift. As a result， the 11B dipole-dipole interaction was concluded ωbe more 

dominant than the quadrupolar interaction for B4C. 

Three peaks were ob鴎 rvedin BN when 11B・MAS・NMRwas u田 d.As a result of 

measurement with MQMAS・NMRin BN， only one peak existed. So it has been found也atBN

is strongly affecωd by the quadrupolar interaction. 

【緒言】

炭化ホウ素(B4C)は高強度、高耐熱性などの特徴を有することから、研磨剤や原子炉の制御材

として用いられており、 11B-NMRおよび 13C-NMRによる構造解析がこれまで盛んに行われ

てきた 1)-励。特に 11B-NMRに関して、 11B核の核四極子結合定数(eZqQ/h)が得られており、線

幅の広がりは核四極子相互作用よりも 11B同核双極子相E作用が支配的であるとの考察がなされ

ている九しかし、それらの結果は 2次の核四極子相E作用を含んでいるため、直接的な証拠で

はなかった。この問題を克服する方法として、 DOR、DASの他に MQMAS-NMRがFrydman

らめにより提案されている。今回我々は弘CおよびBNに対して、通常の MASプロープでの測

定が可能な MQMAS-NMRを適用した。 MQMAS測定条件を最適他し、 2次の核四極子相互作

用を完全に消去することによって、いくつかの興味深い結果が得られたので報告する。

【実験】

一連の 11B-NMRスベクトル測定には、 ChemagneticCMX・3∞(7.0T， 11B観測周波数 96.4

MHz)分光器を使用した。 B4C、BNはそれぞれ電気佑学工業(株)、昭和化学(株)から購入し

た。通常の MAS-NMRでは、シングルパルス法を用いた。 MQMAS-NMRにおいては、

Hyper∞mplexシーケンスを適用し η、純粋吸収スベクトルを得た。 B4CおよびBNのπ12パル

スはそれぞれ1.1凶、1.5凶であり、 MQMASにおいては 3量子励起パルス、 1量子変換パルス

共にπあるいは 2πパルスを用いた。また、 B4Cに関しては、数 1∞kHzに及ぶサイドバンドの

影響を低減するために、回転速度とサンプリング速度の同期をとった。また、 llB-NMRの化学

シフト基準は、 (Cili5)20・BF3をOppmとした。測定後の 2D・FIDは傾いているため、 Shearing

変換を行い、位相補正処理を行った。 B4CのMQMAS測定条件は以下の通りである。

・回転数;17kHz ・データポイント;32 X64(tJ.X tl!)→64X 128にゼロフィル

・パルス繰り返し時間;1 s (罰=0.4s) ・積算回数;60回

11B-MQMAS-NMR、核四極子相互作用、 B4C、BN

かねはしこうじ、さいとうこうじ、すぎさわひさし
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【結果・考察】

Fig.1にB4Cの llB-MAS-NMRスベクトル(回転速度 17kHz)を示す。核四極子相互作用

に起因するサイドバンドが 500kHz以上にわたり出現しており、ほぼ対称な 1本のピークが観測

された。

B4Cの 11B-MQMAS-NMRスペクトルを Fig.2に示す。 B4Cの結晶構造から推察すると、 E
-Bおよびs.-Cの2サイトのホウ素が存在するが、 llBの2次の核四極子相互作用の影響を完

全に排除した結果、 1量子軸と同様に等方軸のスライスピークもほぼ対称な線形であったことか

ら、異なる 2つの Bサイトは化学シフトがほぼ一致した、電子的に非常に似通った環境に存在し

ていると考えられる。また、 1量子軸と等方軸のクロスピークの線帽を比較したところ、等方軸

のピークのほうがわずかにナローイングしていた。スケーリングファクターを考慮すると、等方

軸のピークは 1量子軸のピークに対して 1/2程度の線幅になっていることが分かった。1量子軸

の重心ωgおよび等方軸のシフト値ω3Mから他学シフト値dσを計算すると、 dσ-= -3.35ppm 

であった。この値を用いて四極子結合定数 Cq(=e2qQ/h)を求めた結果(過去の文献に従い、非対

称因子η=0としため)、 Cq=0.11 MHzであ、った。この値はこれまでの文献値と同程度である

以上の結果より、弘CのllB-NMRスペクトルの線幅の広がりは、 llBの核四極子相E作用よ

りもむしろ llB-llBの双極子一双極子相互作用に起因していることが明らかとなった。

さらに発表当日は、 BNについて同手法を適用した結果も併せて報告する。
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Fig.1 llB-MAS spectrum in B4C 
(spinning at 17 kHz) 

Fig.2 llB-MQMAS叩ectrumin B4C 
(spinning at 17 kHz) 
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Pl08 NMR緩和時間によって測定される非品質医薬品の運動性と結晶化速度の関係

(国立医薬品食品衛生研究所)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

Relationship between the Crystallization Rate of Amorphous Drugs and 

Molecular Mobility Measured by the lH-NMR Relaxation Time 

(National Institute of Health Sciences) 

Yukio Aso， Sumie Yoshioka and Shigeo Kojima 

The molecular mobility of amorphous nifedipine， phenobarbital and flopropione was 

assessed by lH nuclear magnetic relaxation measurement. As temperature increased， the 

marked decrease in the spin-lattice rela玄ationtime in rotating企ame(Tlp) of the amorphous 

drugs was observed. The Tlp of nifedipine markedly started to decrease at a temperature 

about 10 oC below the Tg， whereas the Tlp ofphenobarbital started to decrease at a 

temperature 10 oC above the Tg， suggesting that the molecular mobility of nifedipine is higer 

than that of phenobarbital. This speculation was supported by the finding that solid echo 

decay signal of nifedipine was described by a sum of Gaussian decay process and Lorentzian 

decay process even at temperatures below Tg， supproting the speculation. The higher 

molecular mobility of nifedipine indicated by NMR relaxation measurement was consistent 

with the higher crystallization rate ofnifedipine below the Tg• 

はじめに

水に難溶性の医薬品を非晶質化することによりその溶解速度や生物学的利用率を改善する試み

が広く行われている。このような医薬品では化学的な安定性とともに、結晶化のような物理的な

安定性についても考慮しなければならない。非晶質の医薬品や添加剤を含有する医薬品の化学的、

物理的不安定性は結晶に比べ非品質固体が高い分子運動性を有するためと考えられており、分子

運動性を評価することは結晶化などの医薬品の安定性を予測する上で非常に重要と考えられる。

ここでは、非晶質ニブェジピン、フェノパルビタール、フロプロピオンの 3モデル医薬品の

lHNMR緩和時間の温度依存性の違いに基づいて、ガラス転移温度以下の温度において他の 2つ

の医薬品より速やかに結晶化するニフェジピンがより高い運動性を持つことを明らかにし、 NMR

緩和時間によって測定される分子運動性が医薬品の安定性予測に有用であることを明らかにした。

実験

1HNMRによる緩和時聞の測定

結晶ニフェジピン、フェノパルピタール、あるいはフロプロピオン 0.6gを外径lOmmのNMR

試料管に入れ、 180----190"Cに約四分間保ち融解した後、液体窒素に入れ冷却し、非晶質化した。

Tl、TlpおよびT2をJNM・MU25スベクトロメータ(日本電子)を用いて測定した。 Tlの測定は

キーワード:運動性、結晶化、非品質

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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inversion-recovery法、 Tzの測定は solidecho法によって測定した。 Tlpは lOGaussのスピンロ

ッキング強度で測定した。

結晶化速度の測定

非品質医薬品はモデル2920型DSC(TAインスツルメント)のなかで融解急冷することによって

調製した。結晶ニフェジピン、結品フェノパルビタールあるいは結晶フロプロピオン約 5mgを

DSCのサンプルパンにはかり、ピンホールをあけたふたでシールした。サンプルパンを示差走査

熱量計のSC、TA2920、TAInstrument)にセットし、融解した後、約一4O"C/minでー40"Cまで

冷却した後、 20"C/minで室温まで昇温した。サンプルパンを速やかに五酸化リンの入った容器に

移し、一定温度(5~75"C)の恒温槽に入れ保存した。保存した試料について-40"Cまで冷却し 20"C

Imin の昇温速度で DSC サーモグラムを測定した。 120~140"Cに見られる結晶化に基づく発熱ピ

ークから結晶化熱を測定した。 0.1 
結果および考察

非晶質ニフェジピン、フェノパルピタール、フ

ロプロピオンの TlplまFig.1に示すように Tg付近 そ0.01

の温度で急激に変化した。ニフェジピンではTgよ ← 

り約 10"C低い温度から Tlp-TgITプロットの傾きが

変わり始めるのに対し、フェノパルビタールでは
o ∞1 

Tgより 10"C高い温度でプロットの傾きが変わり始 0.8 0.9 

めた。ソリッドエコーパルスシークエンスを用い TgfT 

1.1 1.2 

Fig.1 T10 of amor附ousnifedi附裕(企)，
て測定したフエノパルビ夕刊レやフロプロピオン p愉 0岡市也I(・)制伽捌側(.6.)舗

のエコーの減衰は Tg以下の温度ではガウス型の誠 afu問伽ofsca凶恰m阿蜘re，Tg庁

衰を示し、 Tgより高い温度でガウス型とロレンツ型の減衰の和であらわされたのに対し、ニフェ

ジピンプロトンのソッリドエコーの減衰信号はじ以下の温度であってもガウス型とロレンツ型

の減衰の和であらわされた。これらの結果はニフェジピンが Tg以下の温度においてフェノパルピ

タールやフロプロピオンより大きな分子運動性をもつことを示すものと考えられる。

DSCにおいて観測される結品化熱と保存時間の関係をAvrami-Erofeev式に当てはめて算出し

た非晶質医薬品の結晶化速度の温度依存性はFig. 1 ?555?5年45!5f℃

2に示すように薬物によって異なった。ニフェジ

ピンは Tgより 40"C低い 5"Cにおいても結晶化が o 

観測されたのに対し、フェノパルピタールやフロ '0 _1 

プロピオンの場合、 Tg より 20~30"C低い温度で 玉置

-2 

-3 

企

通常の実験時間スケールでは測定が困難なほど

結晶化速度が小さくなった。%以下の温度領域に

おける医薬品の結晶化速度の違いはNMR緩和時

間の測定から示された分子運動性の差によって

説明することができる考えられ、 NMR緩和時間

によって測定される分子運動性が医薬品の安定

性予測に有用であることが明らかとなった。

O.∞128 O.∞3 O.α132 O.∞34 O.∞36 O.∞38 
1庁 (K.1)

Fig.2 T，側関f制陪侮開ndenceof
crys凶l包舗開問恰

.6.ni制 i例憎.0回、eno同制tal.刈叫沢刑制官
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Pl09 1H， 118， 13C， 29Si NMR法による熱硬化性樹脂カルポラン複合

含ケイ素ポリマーの熱硬化メカニズムの解析

0木村英昭¥沖田晃一¥一谷基邦2、岡田和慶 2、杉本俊哉2

(化学技術戦略推進機構積水化学工業2)

Thermosetting Mechanism Study of Organosilicon Polymer Containing 

Carborane by lH， 11s， 13C， 19Si NMR Spectroscopy 

Hide紘iK血1Ur!!，1，Kouichi Okita1， Motokuni Ic副知泊三

Kazuhiro Okada2 
and Toshiya Su伊nat0

2

(Advanced Materials Lab.， Japan Chemical Innovation Institute1， and Sekisui Chemical Co.， Ltd.) 

Abstract: 百lethermosetting m民 hanismof組 organosili∞npolymer∞ntain卸g伺 rborane

has been studied utilizing the solid-state and high-resolution lH， llB， 13C， and 29Si NMR method. 

百lepolymer having C..C bonds in白emain chain組 dCH=CH2， Si-H bonds， and carborane in 

the bulky side chain， shows a very hi俳句 thermalstability in air by curing. From lH， 13C， and 

29SiNMR sp配 traof白epolymer， it was found血at出eintermolecularαoss-litホ泊greactions of the 

polymer was due to (1)出ediene reaction between Ph-C-C and C-C組 d(2)白eaddition reaction 

between side chain terminal and Ph-C.C and between CH=CH2 and Si-H， and a very highly 

thermal stable structure is formed. 

含ケイ素高分子は 高耐 熱性 を示 すことが知られている。特に、 M S P 

[ー C・c-c・C-Si(Ph)Hーしは実用的応用が検討され、その熱硬化機構は

当研究所において黒木らが固体 NMRを用いて明らかにした 1• 2 )。

我々は、さらに耐熱性に優れた性質をも っ 含 ケ イ 素 高 分 子 材 料 の 開 発 を

めざし、化学式(1 )に示すようなポリマーを合成した 3¥

+色色叫ぴC眠 -dtt〉c・cd
~ ~ 

R.J.':'R 

R~余、B i 
JGl〈 t

+叫ぴ芯

そC勺 C3
R.J.~ 

R.J.-R 

化学式(1 ) 

キーワード 'H，"8， '3C， 2'Si NMR、耐熱・難燃性ポリマ一、架橋構造

きむらひであきおきた こ う い ち いちたにもと〈に お か だ か ず ひ ろ す ぎ も と と し ゃ
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こ のポリマーの硬化反応には主鎖の C・C結合と側鎖のピニル基が重

要であると推定される。しかし、その詳細な架橋反応機構について、

特に 、ビニル基が架橋にどのように関与するかについては全く確証が

なく不明である。

そこで本研究では、カルポラン複合 含 ケ イ 素 ポ リ マ ー の 熱 硬 化 構 造

の 解析を固体高 分 解 能 1H，13C， 29Si NMR法及び 2次元 1H-13 Cシフ

ト相関 NMR法により行った。

Figure 1. 75.6 MHZ 13C CP/MAS spec回 of

organosiH∞n polymer containing carbor冨m

印刷 atvarious飽m戸mωres:(a)before curing; 

(b) 250・C;(c) 3∞・C;(め350・C;(e)450・c

Fig.lにこのポリマーの 13CCP_MAS
NMRスペクトル及び帰属を示した。

C-C結合 の 信 号 が 処 理 温 度 と 共 に 減 少

し、 450'cまでには完全に消失してい

る。それに対して、 C=C結合の信号は

処理温度と共に増大している。また、

2次元 1H-13 Cシフト相関 NMR法によっ

て帰属が 確 認 さ れ た ピ ニ ル 基 の 信 号 も

処理温度 と 共 に 減 少 す る 一 方 で 、 メ チ

レン領域 (19.8ppm)に新たな信号が

出現している。メチレン基の生成は、

1H NMRスペクトルからも確認できる。

これら の 結 果 か ら 、 主 鎖 の C-C結合と

側鎖のピニル基及び側鎖のピニル基同

士の付加反応があると考えられる.こ

の反応では、分子中にシクロヘキセン

環が形成される推定される。

13C CP-MAS+Dipolar Dc司phasingNMRスペクト

ルからは、ナフタレンの 4a， 8 a炭素

の信号が観測された。この結果か

ら、主鎖の C-C結合同士のジエン反.応

が起こり、分子中にナフタレン環が形

成されたと推定される。

この 2つの 硬化反応の結果、高い熱安 定 構 造 が 作 ら れ る と 結 論 し た 。

どちらの反応も、 150'c以下では進行せず、特に 250'C"'450'Cの熱

処理温度で進行し、 45 0 'cまでには完全に終了する。

謝辞 本研究は、産業技術開発制度の一環として、財団法人化学技

術戦略推進機構が新エネルギー産業技術総合開発機構から委託を受け

て実施したものである。
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Pll0 高温イメージングプローブ
O山腰良晃ヘ長谷川憲一九斎藤公児 2

1日本電子、 2新日鉄先端研

High Temperature Imaging Probe 
C!Voshiaki Yamakoshi1，Ken-ichi Hasegawa1，Koji Saito2 

lJEOL Ltd. AKISHIMA-CITY，TOKYO，JAPAN 
2NIPPON STEEL CORPORATION AOVANCEO TECHNOLOGY RESERCH LABORATORIES， 

FUnSU-CITY， CHU3A， JAPAN 

A high temperature micro-imaging probe was developed for material science， in particular 
for poly作ler.It is very interesting subject to observe the morphology of poly打ler円laterials
around the glass transition temperature， TG. 
We have designed a special high temperature micro-image probe for 400 WB Super 
conducting magnet-NMR system to observe the polymer like coal which has TG， more than 
400 "C. 
Its specifications are as follows. 
1. Sample tube size is 5mm 0.0. 
2. Maximum sample temperature is more than 500 "C. 
3. Maximum field gradient strength is 240 G/cm. 
This imaging probe is composed of High Temperature probe and Field Gradient Coil 

l.High Temperature Micro-imaging Probe 
観測核 lH守則、 400WB用試料管筏 φ5mm，tlîiKJ.プローブ許[1である。特に 1~-11 lj凪温度 "J変に特徴をドf

つc 民尚試料到達温度は、 500"Cである。 Fig.lにプロープの外観を示す。

fig.lのごとく、本プロープは FGコイルユニット内に収作し 体として SCMに実装、測定を行う c

温度 "T変用ヒータにはシーズヒータを月]し、ているコ VT~jl)御には、3j'f;#ガスを使fIjしているョ Fig.2
のようにセラミック俸に電熱線(シース線)を螺旋巻きした VT ヒータをガラスt{~手; 2重符よりなる

VT配管に組み込み、高熱交換率を得ている。

高温 VT制御時の断熱対策としては、熱リークはヒータからの車両射熱伝導(ー ar)が文配的になる

ので、 V T配管の外側はアルミフオイルとセラミックファイパーの多隔犠造を取り、低減させている。

さらに向調IriJ路部に対して、内部ボテeイに開設した銅ノ4イプに冷却水を循環させ、温度上昇を抑[1ーし
ている内

温度は、 VT配11内に組み込んだ熱電対によりガスの温度をモニターして、日1)途別立するコントロー

ラにて PID制御が可能である。温度到達テスト結果を fig.3に示す。

2.Field Gradient Coil 
!向温イメージング‘プロープの FGコイルユニット郎である。

t，なft.f'議はトー記の通り。

コイル、n.t
コイル線材

長走大儀場勾両日強度

< 10c沿線形

冷却)j式

設計丁ーr.t

:外?を申 71mm、V-Jf壬φ40mm
:特注平角銅線(尚電流件i度、 rnJ熱伝導性)

: 240 gauss/cm 
-φ20円、m

:水冷式

: Fourier-Bessel反問it[1]， [2]， [3] 

I却益、イメージング、 5mm、勾配綴場、 400WB

やまこしよしあき、はせがわけんいち、さいとうとうじ
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Plll 超臨界流体用 NMRサンプルチューブの開発

(日本電子)0江口嗣IJ史、杉沢寿志、限井智司

Development of NMR Sample Tube for Supercritical Fluid 
(JEOL Ltd.) OTakefumi Eguchi， Hisashi Sugisawa， Satoshi Sakurai 

The research on chemical reaction in supercritical fluid句 'haspromised future to discover new molecular 

catalytic reactions， 10 develop the chemical recycle lechnology in environment science， and etc. In the filed， the 

NMRspectrωcopy is expected to be the most powerful tool to analyze basic molecu1ar reactionprωesses Iike 

as in the Iiquid phase synthesis. But， an ordinary NMR sample tube can not allow the supercritical condition 

which requires high press町-eandhi酔 tePlperature.ln order to overcome the difficuhy， we are developing new 

commercial type NMR sample tube for such purpose. Our final target is water in supercritical fl凶d.

超臨界涜体用 NMRサンプルチューブ、開発の目的

臨界点を超える温度と圧力下に置かれた流体は、超臨界流体となる。超臨界流体は、気体相と液体相

の中間的な物性を持つ。これらの物性(密度、溶解度、粘性、誘電率、自己拡散係数)は、通常状態にお

ける物質とは大きく異なり圧力または温度をパラメータとして、広い範囲で連続的にコントロールできる。こ

れが超臨界流体の応用にとって重要な特徴である。このような物理的な性質を利用した抽出法や分離法

が開発され、既に、食品や化学工業の分野では利用されている。また、この性質を利用した分析手法とし

てSFC(SupercriticalFluid Chromatography)法がある。

最近注目を浴びつつある研究分野として、超臨界流体中での化学反応の研究がある。これは、超臨界

流体が、高い溶解性や高拡散性とともに密度を連続的にコントロールできるという、通常の溶液に無い特

徴を持っているからである。超臨界流体を化学反応場としてとらえるならば、通常の溶液中での化学反応

とは異なる、新しい反応研究の分野が構築される可能性がある。さらに、地球環境保全のための化学リサ

イクル技術に対して、超臨界流体の応用が期待されている。これらの分野の研究は、まさに始まったばか

りであるが、今後の大いなる発展が期待されている。

液体中での化学反応の研究に対して NMRの果たしている役割の大きさは、言うまでもない。これと同じ

役割を、超臨界流体中での化学反応の研究において期待されても当然である。問題は、超臨界流体に

するには、試料を高温高圧下に置かなければならないことである。通常使用している溶液 NMR用の試料

管は、このような状態に耐え得ないし、圧力と温度を自由にコントロールすることもできない。

我々はこの間題を解決し、超臨界流体中での化学反応とし、う今後大きく発展するだろう化学分野に

NMRを適用するために、超臨界流体用 NMRサンプルチューブ、の開発を行った。

蓑々が目標とする超臨界流体

代表的な物質の臨界点(臨界温度と臨界圧力)を Fig.lに示した。

これらを全て扱える NMRサンプルチューブを開発することが目標であるが:我々は、比較的容易に扱え

る超臨界 CO2を最初のターゲットととし、最終的な目標を超臨界水に置いている。

これを達成するために要請されるNMRサンプルチューブ.の仕様としては、高温(400't以上)、高圧(250

気圧以上)に長期間耐えられることである。これに加えて、超臨界水のような非常に強し、溶解力を持つ強
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酸性の流体にも耐えられることである。

開発のポイント

上記の超臨界流体をターゲットとし、その目的を達成するため以下の4点を開発のポイントに置いた。

1. NMRサンプルチューブが強し、溶解性を持った起臨界流体にも耐えられる。

2. 市販の NMR装置に大きな改造を加えずとも使用できる。

3.極力 NMR性能を維持する。

4.シンプルな圧力伝達システムを作る。

今回開発した NMRサンプルチューブ

1.構成:Fig.2に不す様に①圧力伝達チューブ、②配管'接続部品③配管接続部品④ホルダ、⑤NMR

サンプルチューブ、で構成されている。

2.圧力経路:圧力発生器からの圧力媒体を受け①圧力伝達チューブを通し、②③配管接続部

品を経て NMRサンプルチューブを固定している④ホルダを介して予め試料を詰めていた⑤

NMRサンプルチューブ、に伝達する。

3.特徴:

3-1 プロープと独立しているので色々なプロープに取り付けが可能である。

3-2 NMRサンプルチューブは耐酸性に優れ、 NMR測定面から妨害因子の少ないジルコ

ニア及びサファイアを材質とした。

250 

E 
"l;j 200 
¥¥  

由

5150 
回
世
』

c.. 100 
帽
O 
.... 
‘-O 

50 

o 

レ0，
i eNっO

1・・

NH3 • 
CHCIF-， 

i C片 -C州

C#50H 

-CH30H .C6H6 

o 300 

Critical r emperature / "C 

200 100 

H20 • 

400 

Fig.l Distribution ofCriticaI points over 

typicaI compounds. 

① 

⑤ 

NMRProbe 

Fig.2 NMR Sample Tube 

for CriticaI Fluid 
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Pl12 化合物半導体を用いた高感度前置増幅器の超高磁場への応用

(日本電子)0末松浩人、国府田明、栗原範明

Application ofLow Noi鵠 Preamplifiersu鍾ngGa.A.S HEMT民chnology

for High Field NMR 

(JEOL LTD.)OHiroto Suematsu， Akira Kohda， Noriaki Kurihara 

Ultra-low noise preamplifiers using GaAs HEMT technology have been developed to observe 

NMR signals for spectrometers企om300MHz to 800MHz(1)(2). 

This technology has been applied for the detection of lH and 13C signal圃under800MHz field. 

We obtained preamplifiers with noiae figures of O.2dB-0.4dB at those f同quencies.

The sensitivity of lH and 13C at 800MHz are shown in [Fig.1J and [Fig.2]， respectively. 

We also improved on the probe-head at 600MHz. 

This improvement of preamplifier and probe-head resulted in the sensitivity improvement shown 

in [Fig.3J. 

我々は 300MHzから 800MBzまでの NMR装置にて NMR信号を感度良く観測するため、化合物半

導体(GaAsHigh Ele出 onMobility Transistor)を使用した高感度前置増幅器を開発してきた1)2)。

今回はその技術を 800MHzNMRにおける lHおよび18C信号観測に適用した。

前置増幅器自体の雑音指数は常温にて O.2dB-0.4dBである。

800MHz装置における lH感度(O.l%EB)，18C感度(ASTM)をそれぞれ[Fig.l](Fig.21に示す。

また更に前置漕幅様の改良に加え、プローブ本体の改良により、 600MHz装置における明感度

(O.l%EB)も大きく改良出来た。結果を[Fig.31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。

最後に、データの掲織を快諾いただきました工業技術院生命工学工業技術研究所中西洋志先生に

深く感謝いたします.

参考文献

(1)末松，栗原，第36回則R討論会要旨(1997)

(2)末松，栗原，第37回珊R割論会要旨(1998)

高磁場、感度、化合物半導体、前置増幅務

すえまつひろと、こうだあきら、くりはらのりあき
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Pl13 ロックチャンネノレを利用した FG-shimming

(日本電子) 0集団佳喜、藤井直之

RF router for 2H FG-shimming 

(JEOL.Ltd) OYoshiki Kida， Naoyuki Fuju 

A RF router for 2H gradient shimming is developed. This hardware device routes RF 
between the observe channel(transmitter， receiver) and the lock channel of a probe. As a 
result， operators can get excellent magnetic field homogeneity very quick1y and fully 
automatically without any cable re-connection. 

1.目的

水素核で FG-shimmingを行う方法は、分解能の自動調整方法として有効であるが、ノイズ

レスな単一の水素核信号が得られる試料でなければ適用できず汎用的手法となり得ない。一

般の測定試料の溶媒の重水素核信号で FG-shimmingを行う事ができれば、汎用的分解能

自動調整に極めて有効な手段となる。このため NMR分光計の多核観測系を、重水素核専用

のロック系に自動で接続する事ができる RFルーターを開発して、重水素核信号での FG-
shimmingを評価したので報告する。

2.装置の構成と動作

Fig.-lで示すように、プロープ

と多核観測系プリアンプおよびロ

ック系プリアンプの聞に、高周波

切替え用リレーを設置する。これ

らは通常 Fig.-lのように接続さ

れているが、制御コンビュータか

ら2H核 FG-shimmingの実行命

令を受け取ると Fig.-2のように接

続が切り替わる。

3.結果

Fig.-3、Fig.-4に、ロック系を

を用いて行った 2H FG-
shimmingの実行結果を示す。実

験に用いた試料は0.1%エチルベ

ンゼン/CDC13で、 JNM-ECP400
FTNMR装置を用いた。

Fig.-3はシムの ZIから Z6ま

での項を全てゼロに設定した時

のスベクトルで、この状態から

FG-shimmingを開声合した。 Fig.-4
は開始から 100秒後のスベクトノレ

で、実用に十分な分解能が短時

間に得られる事がわかる。

キーワード:NMRロック、シミング、 FG
きだよしき、 ふじいなおゆき
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Pl14 乾燥空気を用いた固体NMRにおける長時間低温測定の試み

(バリアンテクノロジーズ、ジャパン)0芦田淳、串田克彦

The Low Temperature Solid State NMR Experiments with the Dl'y 

Air 

(Varian Technologies Japan) OJun Ashida， Katsuhiko Kushida 

Generally， we use liquid Nitrogen， and Nitl'ogen gas to pel'fol'm low 

temperature NMR experiments. However it is very di伍cultto l'un a low 

temperature MAS NMR experiment for a long time正thel'eis no Nitl'ogen gas 

supplies in your lab.， especially at the industries' site. 

We will report a new technique fol' the low temperatul'e solid state MAS NMR 

using compressed dry air. . We could run a 7mm MAS l'otOl' at 5kHz， and at low 

temperature (，，-， -400C) over continuous 5 days without any damages to the 

system. The advantages of this technique are; (I)Easy. No need to pl'epal'e a 

lot of nitrogen gas cylinders， no need to 児童11liquid nitrogen during the 

experiment. (2)Safety. No worry about suffocation. 

【序】

一般にNMRの低温測定では、液体窒素および窒素ガスを用いることが多い しか

し実験室に窒素ガスが供給されていない場合には、長時間連続測定を行うためには、

窒素ボンベを何本も用意しなければならない さらに同体M AS N M  I~ ではボンベ

1本で 1時間くらいしかもたないため、ボンベ交換などの作業が必要であり、特に

企業においては安全性の問題などもありオーバーナイトなどの長時間の測定は|木|是正

である。今回はエアテック(株)の協力で、大流量のガスを-100C付近まで冷やす『

ことのできる冷却器を用いて、液体窒素や窒素ガスを用し、ずに同体試料の MAS 1'-

での低温長時間連続測定を試みた。

【装置】

NMR分光計は UNITYINO悶400、プロープは Jakobsen7mm HX MASを片j¥，-¥た

冷却器は PolycoldSystems Inc.の PGS・150を用いた P この冷却器自体は熱測Iiヅに

どの分野ではすでに広く用いられており、また溶液 NMRでも最近用いられるよう

になってきている。次ページにコンプレッサーからプロープ支での乾燥空気の流れ

を示す。

固体NMR、低温測定

Oあしだ じゅん、くしだかつて〉こ

-296-



【テスト結果】

7mmφ のローターを用いて、回転速

度 5kHz、設定温度-40
0

Cで連続 120

時間装置を働かせることができた。ま

た、 5mmφ ローターで回転速度 10kHz

では、設定温度を-650CIこ下げること

ができた。

[利点・欠点】

操作性:冷却器のスイッチを入れる

だけなので、液体窒素・窒素ガスボ

ンべなどの準備の手聞がいらない。

安全性:窒素ガスを使用しないので、

換気のあまりよくない測定室でも窒

息の心配がない。

測定温度:冷却器を磁石にあまり近

づけることができないため、 transfer

tubeが長くなってしまい冷却器の出

口では-90UC程度まで下がっていて

もプロープ内では7mmφだと -500C、

5mmφだと -650C前後にまで上昇し

てしまう。

測定時間:途中で液体窒素などの冷

却溶媒がなくなる心配がないため、

これまで以上の長時間測定が可能と

思われる。ただし冷却器内での凍結

には注意が必要。

Oil企eeScroll Compressor 

Hitachi Co.Ltd. : POD-3.7EA 

Air Tank 

Meiji Compressor九IFGCo. Ltd. : STA幽 95C

Bearing 

D.ヲ'er

CKD: SD3050・C05

Chiller 

Fig. The Flowchart of Dry Air 

この技術は、 SINの悪い試料の低温での(CPI)MAS測定や、 T1，T1n測定、 2次元測

定などの長時間測定には非常に有効であり、上に述べたような問題点の改善がはか

られると、今後これらの測定が容易に行われるようになるものと期待される

最後に、今回の実験を行うにあたって、冷却器・乾燥器一式をお貸しいただいた(株)

エアテックの米沢氏に感謝いたします。
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P115 MAS用空気軸受の改良
(日本電子)0樋岡克哉

Improvement of air bearing for magic angle spinning 
Katsuya Hioka， JEOL Ltd. 

We discuss air be掴ngtlぽ肱magic血 gle平m血g.Airbe血 g伽 thehigl町甲剖咽m血g

E問凶z凶釧o明暗白田α凶 itil∞s;l)1he rotor wi血 lowd田町 and也e回 .gbm鍬ヨtial， 2)the air be掴時

制 m 叫血 lowviscous r国蜘lCe， 3沸leairbi溜 ingsy前empreve凶泊g也ew幽が闇lODleOOD.We 

improved the削旧日姐白血回'.Weachiev叫 the婦問中制割削噌wi出御sameair倒 1皿刺佃of

也eα1IlV1:剖∞alairbi粗略

本報告では、 MAS用空気軸受について議論する。固体高分解能NMRにはMASが必須の

手法であるが、測定手法と応用分野の拡大および高磁場化にとってMASの高速化は重要であ

る。空気の摩擦などによる過度な猷料の温度上昇なく、このような高速回転を得るためには、

非常に精密な空気軸受が必要とされる。そこで従来の空気軸受に考察を加え、制授の構造にい

くつかの改良を試みた。実験は、直径6mmの静圧タイプのスピンナーを使用した。

空気軸受で高速回転を達除するために必要な条件は、①ロータの材質は密度が小さくかっ高

強度であること、信綱授の空気粘性括抗が小さいこと、@痛授が指執凪り現象を発生しにくい

構造であること、の3点である。これらのうちで最も悪し喚件が、軸受の最高回転車度を決定

する。

上述の条件を満たすために、ロータとステータに改良を施した。その結果、従来の軸受と同

等の空気消費率を維持しながら、 MAS速度のより高速化を達成することが可能となった。改

良の詳細と実験デ}夕はポスターで紹介する。

キーワード :MAS、空気軸受

ひおかかっや
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Pl16 国体用パルス磁場勾配NMR装置の試作と

固体材料測定への応用

(大阪工研)0赤井智子

Construction of pulsed-field gradient NMR apparatus and its 

application to a measurement of the diffusion coefficients in solid 

materials 

(ONRI， AIST) 0 Tomoko Akai 

An apparatus for the pulsed field gradient NMR has been constructed for the purpose of a 

measurement of diffusional coefficients in solid. A pulse current generator for the gradient field 

generation was designed to produce any intensity of pulsed current up to 50A. It was possible to 

control the intensity of field gradient up to 7 [T/mJ . 

【緒言】パルス磁場勾配NMRは原子の拡散係数を測定する方法として古くから知ら

れている 1) 2)。しかし、拡散の遅い固体材料においては強い磁場勾配を発生させて測

定を行う必要があるためその実験が難しく、ごく一部の研究者によって行われていた

に過ぎなかった。ところが、最近、工業材料中の拡散係数が実用上重要な物性と関連

していることや、ナノレベルの周期構造やイメージングへ応用できる可能性が報告さ

れたことで川川強い磁場勾配を発生できる装置の開発が注目されつつある。現在のN

MR装置には、感度・分解能の観点から均一性の良い高磁場が得られる超伝導マグネ

ットが主に用いられている。しかし強し、磁場勾配を発生することのできる四極コイル

をマグネットボア形状の空間的な制限から用いることができないという欠点、があるた

め、固体材料中の感度の良い 'H九iなどの測定には電磁石を用いた装置のほうが有利

であると言える。本研究においては、市販の電磁石パルスNMR装置に簡便に組み込

むことのできるパルス磁場勾配測定用ユニットを作製し、固体の拡散係数の測定が可

能なパルス磁場勾配NMR装置を作製することを試みたので報告する。

[装置及び結果】

Fig.lに作製したパルス磁場勾配測定システムの概略図を示す。前述の周期構造等

の観察までの拡張を考えた場合、磁場勾配の強さ Gを任意に設定できたほうが有利と

考えられるので、今回、磁場勾配発生用のパルス電流発生装置は任意の電流値が発生

できる定電流制御方式とし (OPアンプ LF356を主に使用)、 IAから 50Aまで任意に

パソコンソフト上で設定できるよう lこ設計した。この電流発生装置はパルスNMR装

パルス磁場勾配NMR，拡散係数，プロトン，リチウム

あかし、ともこ
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置(日本電子製別M-EM)からの口L5Vレベルの信号でトリガーされ、設定された所

定の電流値のパルス電流を設定された時間 d s、間隔t:..sで発生することができる。

磁場勾配測定用のプロープへッドはすでに報告されているデザインのものを参考にし

て作製したへ磁場勾配発生用のコイルは長さ 12cm、内径 12mmの巻き数 10及び 16

の四極コイルを用いた。 RF検出用のコイルはテフロン皮膜導線を用いた。 RF検出

用の回路はプロープ、外に接続されたマッチングボックスを用いて 20MHzに同調した。

拡散係数測定用のエコーは単純な Stejeskal・Tannerらのものを用いた。磁場勾配の

較正は水の 'Hの信号を用いて行った。 Fig.2に設定電流値と得られた磁場勾配の値を

示す。設定された電流値に磁場勾配は比例しており、磁場勾配の値が広範囲で、制御さ

れていることがわかる。現在、他の標準物質等での拡散係数測定を行っているところ

であり当日報告する予定である。

N MR control hD t' _tt''l"(.''，，" iu.l system 

p ulst in 

Fig.l B10ck diagram of the constructed pulsed 

field gradient NMR system. 

10 

8 

1き6
ト..... 司d 

c!> 4 

2 

。。

。16turn 

・10turn 

10 20 30 40 50 

IIA 

Fig. 2 Generated intensity of pulsed 

magnetic field gradient VS. current 

input. 
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Pl17 コンビナトリアル合成における高分解能MAS溶液プローブの応用

(東レリサーチセンター) OJII口謙、木村一雄、三重堀茂樹、丸山季浩

Application ofHigh-Resolution Liquid MAS Probe to Combinatorial Synthesis 

Toray Research Center， Inc.， K. Kawaguchi， K. Kimura， S. Miehori， T. Maruyama 

A high-Resolution Liquid MAS Probe， which is called a Nanoprobe， is used for small amount 

compounds in liquid state normally， but we have used the probe for evaluation of solid-

phase-synthesis because the probe has magic angle spinning ability. We tried to measure lH 

NMR spectra of samples covalently bound to polystyrene-based solid-phase-synthesis resins. 

We found the inversion recovery method is very useful for the analysis ofthe spectra. 

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、固相合成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、ポリスチレン樹脂担体に結合している化合物を、

樹脂から切り離すことなく直接に NMR観測することを試みた。

下図左は上記のナノプローブで測定した lH剛Rスペクトルである.試料は重クロロフォルムに

牒濁し、膨潤した状態になっている。試料を約 2500Hzで回転している。牒濁状態にあるにもか

かわらず、NMRシグナルが比較的高分解能で観測できる.下図右は、左図の状態のものを Inversion

Recovery法で測定したものである。合成溶媒に由来する不純物が区別でき、また、樹脂由来の

シグナルも抑えられる。 InversionRecovery法は、樹脂に共有結合した化合物のシグナルの解

析に有用であり、構造確認に応用できる。

'H NMR spectrum using nano-probe. 

T 

m 

Inversion Recovery spectrum using nano-probe. 

コンピナトリアル合成、高分解能MAS溶液プロープ、面相合成、構造確認、

かわぐちけん、きむらかずお、みえほりしげき、まるやまとしひろ
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Pl18 ホワイトノイズ解析によるNMRの感度向上法

(神奈川大学*、大工研**)0藤原鎮男*、福見俊夫**

1.はじめに

我々の組織する量子コンビュータ研究会(ホームページ http://datakeeper.

ccル tokyo.ac.jp:811)の第 8回研究会において、藤原はフラウンフォーファー

練の考えでNMRの感度を上げられることよ関連してホワイトノイズ解析の利

用可能性を指摘し、福見が既に行ってきたホワイトノイズ解析1.2を適用し得

ると応じた。その後検討を重ね、原理的にNMRの感度を約 106向上させる

ことが可能であることを見出し、理論の構築をすると共に、実験の方策を得た

ので報告する。

2.経緯

NMRはゼーマンレベルのエネルギー差が熱エネルギーに比べて小さいため

磁場と平行なスピンと反平行なスピンの占拠数の比率が約 10-6と小さく、実

効的にシグナルを与える磁化が全スピンの 10-6程度であるために他の分光法

に比べて著しく感度が低い。これまでは S別比を上げるために計算機によって

シグナルを積算する方法がとられて来たが SIN比は積算回数の平方根に比例す

るため大きなシグナルを得るためには長時間を要するという欠点があった。こ

こで、原子吸光のように全てのスピンを下のレベルに下げることができれば著

しい感度の向上が望めるという発想が芽生えた。

2. ホワイトノイズ解析

ブラウン運動は

B(t) = J!.zてd

と定義でき、その相関関数は

く B(/))B(/2)>=凶n(/)，/2)

により与えられる。上式で平方根の中の分母が時間のー乗であるのに対して、

分子が距離の二乗でることに注意して欲しい。

ホワイトノイズはブラワン運動の時間微分として形式的には以下のように与

えられる。

。(1) Df" _ ~ 
-z=B(t)=ω 

デルタ関数の平方根になるのは上に注意したブラウン運動の性質によっている。
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つまり、形式的に言えばデ、ルタ関数が

i!?。去=δ
であるのに対し、ホワイトノイズはブラウン運動の飛行距離が有限であるので

比例項として無視できて

β(t)=24=d 

である。つまり、デルタ関数は無限大であるので、有限な飛行距離を掛け算し

ても無限大は変わらない。

従って、ホワイトノイズはデルタ関数を乱雑に寄せ集めたようなきわめてシ

ンギュラーなものであり、一種の座標軸と見なすことができる。

ここでB(t)が座標軸であると言う立場に立って、ホワイトノイズによる微分

θ 

dB(/) 

を考えると、これはブラウン運動の汎関数に作用させたときに消滅演算子とな

り、その共役作用素

(ネ]*
は積分作用素として生成演算子となる。

ブラワン運動の汎関数を構成することは難しい問題を含んでいるが、文献

(1)では、調和振動子に対してブラウン運動の汎関数としてのエルミート多

項式を発見的に導いている。なお、文献(1)、 (2)では確率過程とその時間

軸を反転させた双対過程として生成・消滅演算子を導いているが、作用素論的

解析が大勢をしめるようになった現状に合わせた。

一般にスピンをプラワン運動の汎関数として定式化することは難しい。スピ

ンは相対論的量子力学により導かれるものであるが、プリンストン大学のエド

ワード・ネルソンによって指摘されたように相対論的ブラウン運動は意味をな

さない。このことはアインシュタインによって再三警告されたように、ブラウ

ン運動をする粒子の速度は測定不可能であることに由来する。

そこで、ブラウン運動の汎関数としての個数演算子を

fθlθ  
N(B(t)) = Iー ァ ー | ー ? ー

~ dB(t))θlB(t) 
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と定義すると

ご:-.-N(B(t)~ ↓J oB(t) ， '''1 ，. I 

により、ホワイトノイズによる微分を作用することができ、これによって全て

のスピンを下の順位に下げることが可能である。ここに、 Nはほぼアボガドロ

数の整数である。ただし、ホワイトノイズはヒノレベルト空間よりも大きな空間

で定義されるので初等的な微分・積分の演算は出来ない。

つまり、

I3(t) E L.， '<;/t E R， 

LcHcL' 

で、演算は双線形な空間Lとどのあいだを行ったり来たりしておこなわなけれ

ばならない。このHはヒyレベルト空間である。しかし、ここではホワイトノイ

ズによる微分が消滅演算子になることで十分であろう。ここで、どんな時間幅

をとってもその中に加算無限個のデルタ関数が存在することを用いている。も

し、時間を固定すると上式は

(本rN(B(t)~ 
と書かねばならない。

ここで以下のことを注意する必要がある。 δ関数のフーリェ変換はそれ自体

でスベクトノレは白色であるが、ここで用いられているホワイトノイズI3(t)は時

系列として与えられることが重要である。つまり、上にも記したようにここで

言うホワイトノイズはδ関数を乱雑に集めたようなものであることによってい

る。即ち、ある時間帯に定義されるホワイトノイズによる微分は加算無限個の

消滅演算子であることが重要なポイントである。これによって全てのスピンを

下の順位に下げることを可能にしているのである。大切なことは、これが常温

で(縦緩和との競合にはなるが)可能であることである。従って、これは高分

解能NMRの感度向上を可能とするものである。

同様に、微分作用素の共役演算子であるホワイトノイズによる積分は全ての

スピンを上の順位に上げることを可能にする。

4. NMRにおけるフラウンフォーファ一線

以上の解析により、スピンをホワイトノイズで時系列的に微分して、全ての

スピンを下のレベルに下げた後、普通のホワイトノイズを照射することにより

NMRでも原子吸光のようなフラウンフォーファ一線を得ることが可能となる。

これにより、 NMRの感度を熱力学的限界を超えて約 106向上させることが
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できる。

当然のことながら、従来のパルス・フーリエ変換の手法はそのまま使用する

ことが出来、その感度は約 106向上する。

5.おわりに

上に見たように、ホワイトノイズ解析による作用素解析に基づいてNMRの

感度を約 106向上させ得ると言う可能性を示した。このことは、単にNMR

で微量分析を可能とするに留まらず、 MR1の感度を常温で非侵襲的に向上さ

せることにもなる。つまり実時間で fMRIを撮ることを可能にするため臨床

下での応用、例えば fMR 1を実時間で見ながら手術を行う、内臓の動きを実

時間で見る、血流を実時間で見る、等臨床医学において革新的応用分野を開く

などその効果は計り知れない。残念ながら、今のところ、プラウン運動の汎関

数としてのスピンをホワイトノイズで微分する電気回路の設計は未解決である。

しかしながら、以上のように、 NMRの感度を大幅に向上させうるという可能

性を示したので、より多くの人々が興味をもってくれるならば具体的装置とし

ての高感度NMR分光計の進展が期待できると考える。

文献
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P59 

P68， P1l0 

P7 

P10 
P71 

エラスチン P25 
オーダーノfラメーター P56 

オキシカルポン酸錯体 P104 

圧力 2L3 

圧力変性 1L2 
安定同位体ラベル P81 
安定同位体標識 2L2，P72，P86 
異種核問 2次元相関MASNMR

P76 
異種核開ロングレンジカップリ

ング定数 P2 
異種核相関 P97 

異方性 P55 
遺伝的アルゴリズム P43 

運動性 P32，P108 

永久磁石 P64 
液晶 P56 

液晶NMR P43， P54 
温度ジャンプNMR P21 

くか行:>

ガラス状高分子 3L9 
ガラス性結晶 P74 

ガラス転移温度 P87 
カルシウムチャネル阻害 P24

グルコース 2L6 
グルタミン酸 2L6 

ゲル P60 
コアセルベーション P25 

コイルーヘリックス転移 P53

コンビナトリアル合成 P1l7 
コンホメーション P57 

化学シフト 2L8，P98 
化学シフトテンソル

3L8，P61，P106 

化学シフト異方性 P56 
化学シフト値 3L9 
化合物半導体 P1l2 

架橋高分子の拡散 P59 
回転系スピン格子緩和時間

P87、P100
回転座標系 P68 
改変体 P24 

拡散係数 P1l6 

核四極子相互作用 P84，P107 

核双極子相互作用 2L9 

活性 P24 
活性ループ・ペプチド P18 

感度 P112 
緩和時間 1L7 

含フッ素高分子 P82 

帰属 1L3 

逆CP P94 
局所構造 P94 
局所磁場分離NMR 3L8 
金属水素化物 3L3 
区分安定同位体標識 P7 

空気軸受 P115 

結晶化 P100，P108 
結晶構造 P88，P96 
絹シーケンスモデル化合物

P78，P105 
絹の安定同位体ラベリング

P78 
絹フイプロイン P81 
面相合成 2LlO 
団体lHNMR P82 

固体13CNMR 1L10， P104 
国体19FNMR P82 
固体23Na-NMR P60 

国体2DDOQDY NMR P81 

固体NMR 2L9， 3L5， 3Ll， 
3L7，3L8，3L10，P72，P75， 

P73，P77，P88，P96，Pl14 
国体イメージング P97 
団体構造解析 P98 

国体高磁場NMR 2L8 
国体高分解能13CNMR

P89， P90，P92 
国体高分解能NMR

P58，P61，P91 
固体重水素NMR P99 
交換性プロトン P50 

交差分極ダイナミクス P82 

光ポンピング 3L2，P67 
光学異性体 P96 
光学活性 P5 
光励起三重項状態 P80 
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勾配磁場 Pll0 
勾配磁場コイル 2L5 

抗菌ペプチド 1L5 
抗原認識部位 P36 

構造 P32 

構造解析 P8，P42，P44，P52，P85
構造確認 P1l7 
酵素ーインヒピター複合体 P91

高圧NMR 1L2， P93 
高圧プロープ 3L1 

高温 P110 

高温イメージング 3L4 

高次構造 的 1

高磁場マグネット P52 
高分解能:MAS溶液フ。ロープ

P117 
高分子

高分子結晶

高分子量蛋白質
国相合成

骨形成因子

3L10，P85，P93 

3L5 
P7 
P117 
P28 

くさ行>

サイトカイン P38 
ジェラン P53 

シクロスポリン P5 
シクロデキストリン P52 

システインプロテアーゼインヒ

ピター P34 
ジフェニルヒダントイン P103

シフト試薬 1L10 
シミング P113 

シリカ表面 P83 
シルクI構造 P78 
シルクフイプロイン P98 
シングルポイントイメージング

スピノーダル分解

スピンー格子緩和時間

スピンー格子緩和速度
スピンエコー

スピンー格子緩和時間

スピン拡散

スピン結合定数

スピン交換

スピン平衡

スピン偏極

スプライシング

ゼロ量子選移

ゾルゲル転移

細胞分裂

三重共鳴NMR
酸性生体膜

3L4 
P100 

3L3 
2L3 
3L8 
P65 

P74，P75 

P1 

3L2 
P40 

3L2， P67 

1L4 

P73，P76 

P95 
1L6 
P42 

P58 



四重極緩和 P99 P27， P35， P41， P72 フ.ロトン P116 

脂質二重膜 lLlO 多次元NMR法 P8，P15 プロトンダイナミックス 3L6

脂質非対称分布 lLlO 楕円形小胞体 P61 プロトンポンプ 3L7，P89，P90
磁化移動 2L9 耐熱・難燃性ポリマー PI09 プロトン交換速度 P53 
磁場配向 P58 代謝変化 P71 ヘテロポリ酸擬液相 3L6 
磁場配向二重膜 P61 大腸菌 lL6 ペプチド 2L8， P24， P73， 

自己拡散係数 P49，P59 蛋白質 P35 P77，P79，PI05，PI06 
自動解析 P43 蛋白質ー核酸相E作用 P41 ペプチド微小振動 P99 
自由体積 P93 蛋白質-DNA複合体 lL7 ポータプル P69 
主鎖ダイナミクス P42.P99 超臨界 Plll ポジトロン P93 
受精卵 P71 超臨界流体 3Ll ホメオドメイン P16 

修復酵素 P27 直接結合定数 P43，P54 ポリグルタメート P99 

重水素NMR P74 低温処理 P65 ポリペプチド 3L8 
重水素化 lL3，P26 低温測定 P114 配向パラメーター P54 
重水素核NMR P103 転写活性化ドメイン P8 白金錯体 P50 
常磁性シフト P40，P76，P10l 転写抑制因子 P41 非品構造 3LlO 
常磁性団体 P76 電子状態 3L5 非晶質 P108 

情報伝達 P89 糖鎖 P31，P60 枇細孔サイズ 3L9 

触媒抗体 P36 糖鎖置換異性体 P52 微量試料 P3 
信号増大化 P80 動的核偏極 P80 不活性化ゲート P17 
水素 3L3 同位体効果 3L3 複合体 P16 

水素拡散 3L3 ナトリウムチャンネル P17 分解物 P5 

水素結合 P88 ヌクレオキャプシドタンl~ク質 分子運動 P83，P84，P88 
水素交換反応、 P39 P29 分子運動性 P25，P97 

石炭 3L4 内部運動性 lL7 分子間距離 PI05 
線帽 P74 二面体角 Pl，P73，P77，P81 分子内水素結合 P39 
選択的スピン拡散 P94 二量子遷移NMR 3LlO 分子認識 PIO 

選択的緩和法 P57 熱架橋構造 PI09 変異体 P28 

選択的励起パルス P2 脳機能 2L7 変性構造 lL2 

選択励起 P94 脳代謝 2L6 
前置増幅器 P1l2 くま行>

阻害活性 P18 くは行> マイクロスコープ 2L5， P64 
相互作用 P31，P32 ノtクテリオロドフ。シン マイクロ波 P21 

相構造 P82 3L7，P86，P89，P90，P92 マジック角試料回転 2L9 
相転移 P88 l~ノ tイン P91 マンガン 2L7 

パラジウム錯体 P45 ミオグロピン P39，P40 
くた行> パルスNMR P53 ミクロ試料管 P3 
ダイナミクス P91 パルスフィールドグラジエント メチル化DNA結合ドメイン

ダイマー P15 P48 P41 

タンデムリピート P30 パルス磁場勾配NMR P1l6 メリチン P58 

タンパク質 lL2，P21，P22，P42 ヒスチジン P39 モデルペプチド P30，P98 

タンパク質タンパク質相互作用 ピタミンD3 2LlO 膜タンパク質 P86 

P26 ピユーロマイシン P57 膜作動性抗菌ペプチド P4 

タンパク質のフォールデイング ピリジニルアゾール P45 膜作動性分子 lLlO 

P39 フェナントロリン P50 膜蛋白質 3L7.P89，P90，P92 

タンパク質の基本構造 2L2 フェニル基の運動 PI03 水分子 2L3 

タンパク質核酸 lLl フォールデイング P21，P92 無細胞タンパク質合成系 2L2

タンパク質問相互作用 PIO フッ素核 P48 材才 P55 

デキストラン P60 フッ素置換へム P40 
トリプルレゾナンス P48 プリオン P30 くや行>

多核固体NMR 3L6 プリンリプレッサー P15 優先富化 P96 

多核多次元NMR P13 プレンドの相溶性 P87 有機電解液 P49 

多次元NMR 2L2， 3LlO， P23， フローセル 3L2 溶液 P22 
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溶液NMR P9 
溶液構造 lL6，P18，P28 
溶液構造解析 P13 
溶液高磁場NMR lLl 

くら行>

ラジオ波磁場勾配 P68 
ラット脳 2L7 
ラット潅流心 P66 
リオトロピック液晶 P57 
リチウム P49， P1l6 

リフォールデイング P38 
リボソーム Pl0 
レクチン P31 
レセプター P19，P28 
立体構造 lL4， lL5， P20， P24， 

P27， P29， P34， P35， P37， P90 
立体構造解析

P9，P22，P23，P58 
立体構造変化 P19 
両親媒性ペプチド P61 
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千喜良誠 P50 中村重量之 PI04 lLll， P54， P57. P67 

千田麻裕子 P19 中山尋量 3Ll. P93 藤原正子 P33 

塚田裕三 2L6 難波隆二郎 P5 藤原美穂 P25 

辻暁 3L7， P58， P61， 西田清義 P13 文野浩一 2L3 

P89， P90， P91， P92 西村善文 P8， P15 降旗一夫 P46 

辻田義治 3L9， P25 西山裕介 P56 古谷昌弘 P42 

土田信夫 P26 新田勝利 Pl， P12 星野宏和 lL5 

土屋文彦 P14 根本直 P31 堀井文敬 P88. P94 

堤耀広 根本暢明 P13， P31， P42 堀内正隆 lL8， P37 

P87， P95， P99， PIOO 野口悟 P22 

堤遊 P52 野中正幸 P97 <ま行>

津野久幸 2LIO 則定和志 P58 前川利男 P8 

出口健三 P98 前回忠言十 P29 

出村誠 lL5， P12， P81 くは行> 前田美恵 P16 

寺尾武彦 P56， P73， P74， 拝師智之 2L5， P64， P69 前回能崇 P17 

P75， P76， P77， P79， P80 長谷川憲一 3L4， PllO 牧田智誉子 lLll 
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真木寿治 lL3 山口健太郎 P2 

正木春彦 PIO 山口悟 3L7， P89， P92 

増田憲二 P94 山越智 P38 

松井茂 P97 山腰良晃 P110 

松浦篤志 lL5 山崎和彦 lL7 

松浦史登 P33 山崎俊夫 P7 

松川真吾 P53 山崎俊正 lL6， P28 

松木陽 P50 山田寿美 lL6 

松崎勝巳 P4 山田博昭 lL2， lL9， Pll 

松嶋範男 P30 山本勝宏 P83 

松田貴意 2L2 山本泰彦 P39， P40 

松田夏子 2L2 湯沢聡 lL8， P37 

松田善正 2L5. P64 湯本史明 P13 

丸田睦 P83 横田真希子 P71 

丸田悟朗 PI03 横地政志 lL8 

丸 山 正 P42 横山茂之 lL4， 2L2， P9， PIO 

丸山季浩 P1l7 横山貴司 PI03 

三重堀茂樹 P1l7 吉岡桂子 P5 

三島正規 lL3， P27 吉岡研一 P20 

水 野猛 lL6 吉岡澄江 PI08 

水野元博 P84 吉岡大 2L5 

溝上潤 P73 吉田均 P30 

御園生誠 3L6 吉田幹晴 P22 

溝調j 潔 P15 吉田充輝 P20 

三森文行 2L7 吉原和維 P86 

南j事明子 P55 吉水広明 3L9， P25 

宮 内 実 3L9 米沢光治 PI09 

宮津光博 lL5 米林香華 3L7 

宮本和英 P17 

武藤裕 lL4， PIO くら行、わ行>

宗像達夫 P33 李華 lL9 

村上政隆 P71 若松馨 P4， P19 

村田道雄 lL10 渡部徳子 P53， P60， PIOl 

元田容子 2L2 渡漫英宏 2L6 

本山晃 P5 渡漫道直 P32 

森越信之 P99 

森i孝義富 P48 

守谷哲郎 3L2， P67， P68 

くや行>

矢野友海 P79 

矢吹孝 2L2 

山内一夫 2L8， P85 

山 垣 亮 P52 

山脈ゆり子 P27 

山口絵未 2L2 
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参加者名簿
氏名

E-mail 
勤務先

住所
TEL FAX 

Bernhard 
Bluemich 

Lehrstuhl fur Makromolekulare Chemie， ITMC， RWTH， 
守 WorringerWeg 1， 0-52056 Aact田n，Germany

+44'ト.241~当日 +綿・241-8888-185

bluemich@erato.mc.rwth-aachen.de 

M. Fellciano 東京都立大学理学部化学科
守1由2.0397 八王子市南太沢tの1

04:26-n・1111 04:格n-4873

ohki@nmr.c同m.metro-u.ac.jp

Mei Hong Departrnent of Chemistrv， lowa State Universlty 
守Arnes，lA蜘10，USA 

515田宮例・3521 515-~牛0105

mhong@lastate.edu 

Sundaresan 理化学研究所遺伝生化学研究室
Rajesh 守 351~198 縄玉県初代市広沢 2・1

ω8-487-9540 0480467-5692 

rajesh@louise.riken.go.jp 

Brian D. Department of Biochemlstrv， University of Alberta 
Sykes 守 Edmonton，刈ber旬，Canada T6G 2H7 

σω1)492・駒ω (7:ω1)492-0886 

brian.sykes@ualberta.ca 

Hans J. Vogel Department of Biological Sclences， University of Calgary 
守 白畑ary，刈ber旬， T2N1N4，Ca闇da

1-40<回初4ゆ06 1-403ド.289-9311

vogel@ucalaarv.ca 

Markus R. 白本ブルカー株式会社
Waelchli 守筑渇.oosl 茨減県つくば市二の宮3-21-5

α198-52-1234 02!路銘.()322

mrw@bruker.co.jp 

Gerhard MOlekularbiologle & Biophysik， ETH Hogaerberg 
Wider 干 CH・8ω3Zu同ch，SwI回rland

相沢智康

相原秀樹

相原雄一

mt坂一之

枚田裕:ft

∞41-1-6333455 ∞41-1-6331073 

gsw@mol.biol.ethz.ch 

北海道大学理学研究科生物科学専攻

守伎lO-O810 札幌市北区北10条西8丁目

011・7Q6.2n1 011・7Q6.2n1

aizaw百@sci.hokudai.ac.jp

理化学研究所、 遺伝生化学研究室
守 351~198 淘玉県和光市広沢2・1

048-467-9臼8 0綿-467.・日限

aihara@louise.riken.go.jp 

〈株〉ユアサコーポレーション研究開発部第5部
〒25()..(間t 神奈川県小田原市扇町牛5・1

0465-32・2245 04品 32.・.2241

yuichi.aihara@nifty.ne.jp 

神戸大学大学院自然科学研究科分子集合科学専攻

守657-11501 神戸市灘区六甲台町1・1

078-803-5687 078-80::凶飽8

akasaka@kobe-u.ac.jp 

筑波大学理工学研究科
〒筑洛~ つくば市天久保2・1・1筑波大学学生宿12・.211

0298-53-5214 なレ

akita@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

阿久津芳鍾 横浜国立大学工学部物質工学科
守2ω.a501 慣浜市保土ケ谷区常盤台79・5

~232 045-33仏4251

akutsu@ynu.ac.jp 

朝倉哲郎 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室
守1併-8588 東京都小金井市申町2・24-16

042-383-7733 042-38:;何万3

asakura@cc.tuat目ac.jp

芦田淳 バリアンテクノロジーズジャパン
〒1ω-0023 東京都港区芝浦牛16・36 住友芝浦ピル

。3-5232・1238 03-5232・1264

jun.ashida@varianinc.com 

阿曽幸男 国立医薬昂食品衛生研究所
守158.a501 東京都世田谷区上用賀1・18-1

安麗勲

安蕗慎治

飯島隆広

伊倉光彦

0::ト37α)，1141 03-3707-691拘

aso@nihs.go.jp 

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻
守152 東京都目黒区穴岡山 2-12-1

。3-573牛2889 03-5734ト2139

lar叫o@polymer.titech.ac.jp

東京工業大学大学院理工学研究科有機高分子物質専攻
守152-8552 目黒区大岡山 2ー12-1 

。3-5734-2137 。3-573牛28ω

sando@polymer.titech.ac.jp 

金沢大学大学院自然科学研究科物質構造科学専攻

刊20-11飽 金沢市角間町

076-26牛5飽6

iijima@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

α、tarioCancer Institute， University of Toronto (416)946-2025 (416淘46-公邸

守 610 Uni時間ityAv.， Toronto， Ontario， ca問 daM5G 2M9 mikura@oci.utoronto.ca 

E
d
 

q
d
 



氏名

池田叡子

泉川AM

板倉健人

市川翼史

井出1・之

動務先
住所

帝人(稼〉憎造解析研究所

守191-8512 東京都日野市旭ケ丘牛3-2

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻
守低10-8位S 札幌市北区北 13条西8丁目

東京太学太学院農学生命科学研究科応用生命工学専攻

守354ー∞14燭玉県富士男市水谷 1-12-27

京都太学太学院理学研究科化学専攻分子縄造化学研究室
守鉱港唱釦2 京都府京都市左京区北白川追分町

(妹〉機能水研究所

守筑)5.0047 ~定繊県つくば市千現2-1-6

射手国佳子 日本ロシコ研究所

伊蕗敏俊

伊穣俊樹

伊蕗伍宏

伊蕗紀幸

伊麗三恵

井上雷績

井上匡子

守247・おお 鎌倉市縄原200

千護大学薬学部製剤工学研究室

;:2飽4毘2 千寮県千票市稲毛区弥生町1・33

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子織造化学分科

守航海・8502 京都府京都市左京区北白川追分町

東京大学理学系研究科生物化学専攻
守113剖 33 東京都文京区本郷7・3・1

奈良先由歯科学技術大学院大学パイ才サイエンス研究科
刊 1伺 101 奈良県生駒市高山町8916・5

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

守113-8657 東京都文京区郵笠1・1・1

北海道大学大学院理学研究科化学専攻備造化学研究室

守悦治剖10 札幌市北区北10条西8丁目

神戸末学末学院自然科学研究科分子集合科学専攻
守657-8501 神戸市灘区六甲台町1・1

持ノ岡 1・武田薬品工業(株)医薬品化学研究所
守広32-8飽8 大阪市淀川区十三本町2丁目17蓄85号

今泉孝幸 京郁夫学大学院理学研究科化学専攻分子僧進化学研究室

;:ωらお02 京都市左京区北白川追分町

芥町美佐子 日本ブル力一抹式会役
守筑応-0051 茨滅県つくば市二のS~ト21・5

宮下 孝 canサントリ一生物有機科学研究所
;:618-8臼3 太阪府三島郡島本町若山台1・1・1

岩重量由紀子 福岡太学薬学部

植鍾隆浩

値本定鑑

上杉碕ー

;:81~180 福岡市減南区七隈8・19・1

三蓄量化学{妹}償浜総合研究所分析物性研究所

;:227.・g迎 横浜市膏護区鴨志田町1∞o

日本ブルカー稼式会社

;:3C路α151 茨滅県つくば市二のS~ト21 ・5

繊浜国立大学工学部
守2他-8501 機浜市俣工守谷区常盤台79-5

-316-

TEL FAX 
E-mail 

042る86-8121

m.ikeda@teijin.co.jp 

042-586-8123 

011・苅お4泌42

talsuke@eng.hokudai目ac.jp

03ト5841・3078 直 0492・5与6243

Itakura@mcb.bt.a.u・tokyo.ac.jp

0 0完sト圃753-4015 07~与ト75与4α3却

Ichi@k如uc出h砲削e創m司1.川 otωo-u.a前c.jpp 

α198-58-6186 02geレ58-6144
ide@wri.co.jp 

0467-47.・2209 0467~15 

yoshiko.itezono@roche.com 

043・2叡)，2938 043-2創)，2939

atutosi@p.chiba-u目ac.jp

075-7~ト4015 075-753-4αm 

tottsu@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

。3-5841-4394 03-5841・8057

Uto@y-sun.biochem.s.u-tokyo.ac.jp 

0743-72-5577 07~ト72.・5579

no・itou@bs.aist-nara.ac.jp

03-5841・5166 O~レ5841-8023

aa67102@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp 

011・7(浴3506 無し

inoue@sci.hokudai.ac.jp 

。苅-881-1212 078~凶ωa

kyokoino@kobe-u.ac.jp 

06-63α)，6401 06-63α)'6306 

Inooka_Hiroshi@takeda.co.jp 

onト753-4015 075-753-4αm 

tak@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-52.・1234 0298-58-0322 

mi@bruker.co.jp 

。汚-962ト3742 075-962.・2115

Iwashita@sunbor.or.jp 

α担.-871・6631 092-86~凶389

wase@fukuoka-u.ac.jp 

045・963-3166 045・963-4261

uechan@rc.m・kagaku.co.jp

0298-52-1234 

su@bruker目CO.1P

045-3ぬ4265

0298-58-0322 

045-339-4お5

uesugi@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 



氏名

上回貴洋

値訟孝明

鶴湾淘

江口剛史

勤務先
住所

大阪大学大学院理学研究科化学専攻傷造物理化学研究室
守反抱-0043 7¥.服府.中市待緑山町市ー 16 

筑波大学物理工学系

守筑洛.a573 茨減傾つくば市天王台1・1・1

理化学研究所分子情造解析室

守351-0198 燭玉県和光市広沢2-1

日本電子綜式会社第一設計妓術本部第二グループ
守1飽 唱 お8 東京都昭島市斌蔵野3-1-2

江口太郎 大阪大学大学院理学研究科

守弱0-0043 .中市待望匠山町1・16

江奈武一郎 東京都立大学大学院理学研究科化学専攻
〒141・α盟東京都6aJII区東五反田3・18・G-202

海老沢na 昧の索(稼〉中央研究所分析研究部

守210-B681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町 1-1 

恵良田知樹 北海道大学工学研究科
守飴0-8628 札幌市北区北 13条西8丁目

大木賞 広島大学大学院理学研究科

守7ぬ4沼8 東広島市鶴山1丁目3・1

大木進野 東京都立大学理学部化学科有機第1研究室
守1自2.()397 八王子市南太沢tの1

太胡雄 東京都立大学大学院理学研究科化学専攻(有機1)
T 192.()397 八王子市南太沢 1-1 

大塚教 群馬大学工学部生物化学工学科

守3為-8515 群馬県桐生市天神町市 -5-1

大津直子 昧の繁(繰〉中央研究所分析研究部

大友製紀

大野錨

小川潔

荻野孝史

守210-B681 JII崎市川崎区鈴木町 1・1

大阪大学蛋白質研究所

守説お-0871 吹田市山田丘3・2

日本たばこ産業(抹〉医薬総合研究所
守ぽ浄1125 大阪府高級市紫町1・1

旭化成工業株式盆社ライフ総研 製剤研究所
守410-2321 静岡県田方郡大仁町三福632・1

国立精拘・神経センター 神経研究所

守187-8!限 東京都小平市小川東町牛1・1

小糠賢治 北海道大学大学院薬学研究科僧造隼物学分野

守ぽ泌{)812 札幌市北区北 12条西8丁目

折戸尚子 (株)科学妓術研究所分析部

守140∞1 東京都品川区北畠JlI3丁目市 0-2

甲斐在正恒 東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守1由2.()397 東京都八王子市南太沢1・1

垣自信吾 協和発醇東京研究所

守1似唱お3 町田市旭町3・6・8

-317-

TEL FAX 
E-mail 

品鍋島5779 06-舘脇5沼5

ueda@ch.wanl.osaka・u.ac.jp

脱却8-53-5214 α湯島s::ル5214

uematsu@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

。綿~7・9361 048462-4627 

uzaw冒@rikennmr目riken.go.jp

042-542.・2239

t・句ωhi@jeol.co.jp

06-68路5778

042・臼6-8冗lO

時 6850-5785

eguchi@ch.wani.osaka・u.ac.jp

04:託5・77-1111

ena@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

04ヰ.24牛7249 04牛210-5872

clm_ebisawa@te10.ajinomoto目co.jp

011-71似ト6段渇 011・7Qt>.65(渇

erata@dove-mc.eng.hokudai.ac.jp 

0824い2牛7419

hohki@sci.hiroshima-u.ac.jp 

0426-77・1111 0428-77-4873 

ohkl@nmr.chem目metro-u.ac.jp

0428-77・1111

oog@nmr.chem.metro叫 ac.jp

0277・30-1439 0277・30-1439

m8b321@edu.cc.gunma・u.ac.jp

044-244-7249 044-210-5872 

clm_ootu@te1 O.ajinomoto.co.jp 

ぽト6879-8598 αト6879-8600

otomo@protein.osaka-u.ac.jp 

0726-81・9冗lO 0花!6-81-9725

yasushi.ono@ims.jti.co.jp 

。お8-76-7085 0558-76-2947 

a9086781@ut.asahi-kasei.co.jp 

042-341・.2711

ogino@ncnp.go.jp 
042-42・7521

011・706-3750 011・706-4979

ogura@pharm.hokudai.ac.jp 

。3-3474-6鋭抱 03-3474-66!拘

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

0428-77・2544 0428-77・2525

kainosho@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

042・725-2555 042・冗a-B330

skakita@kyowa.co.jp 



氏名

梶弘典

加蔵悦子

加厳裕子

金子順一

金田嘉次

金徳康二

上平美弥

.田恒徳

狩谷築霊

川口謙

川崎政人

川島裕之

川柑多聞

本川隆員。

菊池淳

岸哲史

集団佳喜

本将.踊

木材重量臣

本絹一盛

勤務先
住所

京大化研

守叙浴∞11 宇治市五ケ庄京都大学化学研究所

農業生物資源研究所染色体操作研究室

守波路喝鈎2 つくば市観音台2・1・2

東和大学東浮学研究所

守鉱抱d腿 福岡県.前市大淘内312醤地

北海道履業紙敏揚虫曾研究室

守062-8555 札幌市宣車区羊ケ.Ei1醤地

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

守ぽ泊-8628 札幌市北区北 13~西 8丁目

TEL FAX 
E-mail 

077牛38-3152 0770牛38-3148

kajl@mail.pse.umass.edu 

。勾8-31!レ7072 0298-38-8誕減

ekatoh@abr.affrc.go.jp 

ωn;凶牛5∞5 ω~5∞4 

yukato@bronze.ocn.ne.jp 

011-857.・B袋10 01H15~2178 

jkpure47@cryo.affrc.go.jp 

011・7CJ6.6642

kaneta@eng.hokudai.ac.jp 

新日本製鉄(妹〉銭術開発本部先鏑按術研究所解析科学研究部 闘争80-2264 闘争80-2746

守お3-8511 千襲県富津市新宮 20ー kanehasi@re.nsc.co.jp

姫路工業大学理学部生命科学科

守6削 297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2・1

東京.工大学工学部生命工学科朝倉研究室

守司斜毛織8 東京都小金持市申町2・2牛16

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

守忽潟やω3 東京都稲編市向陽台 4-2 みI~らしの家 0-107 

(抹)東レリサーチセンター、備造解析研究室
守2綿毛馬S 鎌倉市手広1111番鳩

北海道大学太学院薬学研究科婦造生物学分野

守060-0812 札幌市北区北12条西8了包

資源環境筏術総合研究所エネルギー資源吉B
'1'3(活毛皮焔 つくば市小野Jl116-3

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻
守似氾-0810 札幌市北区北 10条西8丁目

理化学研究所 ゲノム科学総合研究センター

守35Hl198 1曹玉県和光市広沢2・1

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

守351'()198 鰭玉県和光市広沢2・1

君草馬大学工学部生物化学工学科(荘司研)

守376-8515 I草馬県綱生市天神町1ふ 1

日本電子〈練〉分析機路妓術本琶B
'1'1悌-8558 東京都昭島市武蔵野3・1・2

住友化学工業(株)生物環境科学研究所

守お綿お8 大阪市l民宿区事日出中3い1・98

大阪大学医学部保健学科医用物理学講座

守565剖 71 大阪府吹田市山田.Ei1-7

{妹)東レリサーチセンター、梅造解析研究室

守2綿喝お5 鎌倉市手広1111醤地

0791・58-0182 0791・58-0182

kamihira@sci.himeji-tech.ac.jp 

042-383-7刃3 04♀:-383-7733 

tkameda@cc.tuat.ac.jp 

0426-770・1111

kariya@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0467.・32-ω76 0467叫・0414

Ken_Kawaguchi@trc.toray目co.jp

011・7CJ6.3750 011・7Q6.4979

kawasaki@pharm.hokudai.ac.jp 

0298喝8-8413

hk@nire.go.jp 

0298-58-8408 

011・706-3809 無し

tamon@gogh.sci.hokudai.節目jp

048-467.・9798 048-467.・9785

kigawa@jota.riken.go.jp 

048-467.・9798 048-467.・9795

kikuchi@jota.riken.go.jp 

02770・30-1443 0277・30-1443

m8b310@edu.cc.gunma-u.ac.jp 

042-542.・2236

ykida@jeol.co.jp 

CJ6.6466-5171 

042・臼6-8ω8

CJ6.6466-5459 

kimuram@sumitomo・chem.co.jp

08-879-2577 06-879・.2577

kimura@Sahs.med.osaka-u.ac.jp 

0467・32-1潟76 0467.・32-0414

Kazuo_Kimura@trc.toray.co.jp 

木符由美子 日本大学薬学部分析センター 047・465-7362 047-46~日362

守27.嶋田 子襲県船橋市習志野台7午 1 kimura@pha.nihon-u.ac.jp 

-318-



氏名

串図克彦

熊木康裕

黒木重樹

黒田議弘

桑野晴光

桑原和弘

縛回大輔

勤務先
住所

バリアンテクノロジーズジャパン
守1ω-0023 東京都港区芝浦4・16-36住友芝浦ピル

北海道大学大学院理学研究科高分解能核磁気共嶋装置研究室

'1'060-0810 札幌市北区北10条西8丁目

東京工業大学大学院物質科学専攻

守15会 8弱2東京都目黒区大岡山合 12- 1 

京都大学薬学研究科

守飢渇・8501 京都市左京区吉田下阿達町

自宅
引似品43 東京都町田市成瀬台1・17.・9

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門111
守611剖竹 京都府宇治市主ケ圧

生物分子工学研究所憎造解析研究部門

守5飴 -0874 太阪府吹田市古江台8丁目 2-3

沼野俊之 三菱化学生命科学研究所憎造解析研究室

守1例-8511 東京都町田市南大谷11号

超大亮 花海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

守060-8飽8 札幌市北区北 13条西8丁目

経野広冨 理化学研究所分子情造解析室
守351-C1198 埼玉県和光市広沢2・1

児自信長次郎 東京都立大学理学部化学科

守192・0397 八王子市南大沢1-1

巨瀬鶴美 筑波大学物理工学系

'1'3凶-8573 つくば市天王台 1-1ー 1

小寺援男 北豆大学理学部

守包9-8お5 栂模原市北里1・15-1

小幡川政1噂 北海道大学大学鶴理学研究科生物科学専攻

小林邦子

小林好真

小称央典

小松一男

斉穫量

粛111公児

板倉正聖書

守060-0810 札幌市北区北10条西8丁目

〈稼〉三菱化学生命科学研究所徳造解析研究室
守1斜-8511 東京都町田市南太谷 11号

東京大学大学院理学系研究科化学専攻
守 11~ω3 東京都文京区本郷7・3・1

償浜国立大学工学部物質工学科上杉・片平研究室

守2ω-8501 績浜市保土ヶ谷区常盤台79・5

(株)資生堂研究所基盤研究センター

守包3-8お3 償浜市港北区新羽町 1050 

姫路工業大学理学部生命科学科
'1'6裕 1297 兵庫県上郡町光都3丁目 2-1

新日本製織(株)先端銭術研究所

守293-8511 富津市新富20-1

東京大学大学院薬学系研究科

守113ゃω3 文京区本郷7・3-1

-319-

TEL FAX 
E-mail 

lJ3.包32-1238 0::ト包鎗・1264

katsuhiko.kushida@varianinc.com 

011・706-3572 011・7ω4慎n
kumakl@gogh.sci.hokudai.ac.jp 

03-3万託子 1111 0::ト 5734い2889 

skuroki@polymer.titech目aC.Jp

07E日ぬ-4530 075-7広}'4578

yokuroda@pharm.kyoto-u.ac.jp 

042・72Eト4ω3 042・725-4693

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

077牛38-3152 077牛混ト3148

ku¥帽 bara@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp

06-6872-8218 

kohda@beri.co.jp 

042-72牛臨お5

ぽト6872-8219

042・.72牛6296

tkohno@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

011・7C渇-6642

koshi@er沼田hokudai.ac.jp

048-462-1111 048-462-4827 

koshino@postman.riken.go.jp 

0426-77-・1111 0426-77-4873 

kojima@nmr.chem.metro-u目ac.jp

α羽Eト53-5335 係国9fト53-5205

kose@bk目tsukuba.ac.jp

042・776-9540 042.・778-訓話3

kodera@kitasato・u.ac.jp

011・706-2985 : 011・706-4992

kob@sci.hokudai.ac.jp 

042・724-6285 042・724-(担96

kuniko@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

03-5841-4646 O~ト鑓41・8059

sohta@chem.s.u-tokyo.ac.jp 

045・33ら4264 045-33ら4264

hisanori@mac.bio.bsk.ynu.ac.jp 

045・542・521褐 045-545-2811 

komatsu_kazuo@po.shiseido.co.jp 

0791・58-0181 0791-58-0182 

回世o@sci.himeji-tech.ac.jp

0439-80-2270 

saito@re.nsc田co.jp

0439-8Cト2746

。3-5841-4814 03-3815-6540 

sakakura@mol.f.u-tokyo.ac.jp 



氏名

坂田櫨ー

勤務先
住所

三愛化学稼式会社筑波研究所物性分析研究室
守筑除。お2 茨減県褐蚊郡阿男町中央8-3-1

佐久間千勢子 東京事医科大学中央分析セッター

笹倉実史

佐疎鴫啓

佐猿ー

沢辺紀子

柴田俊之

喝田繁隆

島田治男

下川繁三

証司顕

白川昌宏

篠葉信久

末総浩人

管瀬謙治

守1由2-0舗2 東京都八王子市沼之内1432・1

加硝子{株)ct央研究所

守221・a汚5 繍浜市神奈川区羽沢町1150

E豪沢薬局工業稼式会社基盤銭術研究室
守532.剖 14 太阪市淀川区加島2丁目 1醤 8号

日本ブルカ一線式会社
守訴洛d渇1 茨減県つくlet市二の寄与21・5

東京理科大学薬学部

守162-0826 新宿区市ヶ谷闘原町12番地

理化学研究所生体高分子物理研究室
守351-0198 鯖玉県和光市広沢 2・1

名古屋工業大学〈材料工学科〉

守4ω-8555 名古屋市昭和区御鵠所町

資生堂医薬品研究所分析研究ユニット
日泌鈎43 償浜市金沢区福浦2-12・1

テクノサイエンスラボ
守脱湯舟お4 江89市穴麻中町22・18

群馬大学工学部生物化学工学科

守3渇-8515 群馬県鋼生市天樽町1ふ 1

奈良先鋤科学筏術大学院大学パイコヲサイエンス研究科
守630-0101 生駒市高山町8916-5

昧の素(株)中央研究所分析研究部
守210-磁潟1 JII崎市川崎区鈴木町ト 1

日本電子{株):分析機鑓按術本部

守1随-8558 東京都昭島市武蔵野3・1・2

(財〉サントリ一生物有機科学研究所

守618-8503 穴阪府三島郡島本町若山台1・1・1

杉浦寅喜子 神戸薬科大学中央分析室
守也担4お8 神戸市東灘区本山北町 4・w・1

鈴木製一郎 昧の素(株)中央研究所分析研究部

守210-8681 JII崎市川崎区鈴木町1・1

鈴木崇浮 筑波大学理工学研究科

守270-0101 千寮県流山市東深井449-10-205

鈴木倫太郎 東京大学農学生命科学科応用笠命工学専攻

鴎宏子

高頭茂弘

守113-8657 東京都文京区都笠1・1・1

手襲大学分析センター

守2ω・8522 千雲市稲毛区弥生町1-33

E藁沢薬品工業株式会祉探索研究所合成
守筑b袋削 つくば市東光台 5-2-3

-320ー

TEL FAX 
E-mail 

0宮9Sト87心946 0298-87-3257 

3806479@cc.m-kagaku.co.jp 

0426-76-4041 04ε6-76-4041 

sakumac@ps.toyaku.ac.jp 

045-37.叫 816

sasakura@agc.co.jp 

Q6-639().1326 

045-37.牛8872

06-630牛1192

akihiro_sato@po目fujisawa.co.jp

0298-52.・1234

one@bruker.co目jp

03い沼60-4272

O29fト5sト0322

。3-3268-3045

bunkouns@ps.kagu.sut.ac.jp 

048-467.・93鈎 048-46:iド4647

toshiba@postman.riken.go.jp 

052・7~5263 052・7お・5294

shimada@mse.nitech.ac.jp 

045-788-7276 045-788い7280

shimada_haruo@po.shiseido.co.jp 

011-386-4855 011-386-4855 

sigebo@ma4.seikyou.ne.jp 

0277-・30-1443 0277-・30-1443

shoji@bce.gunma-u.ac.jp 

0743・72・5571 0743ド72・5579

shira@bs.aist-nara.ac.jp 

04ヰ.24牛花~49 044-210-5872 

clm_sinba@te10.ajinomoto.co目jp

042-542-2236 042-546-8068 

suematsu@jeol.co.jp 

075-962・3742 075-962・2115

sugase@sunbor.or.jp 

078-441・7591 078-441・7592

makiko・s@kobepharma-u.ac目jp

04ヰ24牛5832 044-210-5872 

clm_suzuki@te10.ajinomoto.co.jp 

α型98-53-5214

suzuki@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

O~トぬ41・5446 02ト5841・8023

aa77113@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp 

043-290-3810 043-290-3813 

seki@cac.d可iba・u.ac.jp

0298-47.・8611 0298-47-8313 

shigehiro_takase@po.fujisawa.co.jp 



氏名

高傭清太

高橋征三

高橋弘樹

動鶴

北海道大学理学部生物科学科生体高分子解析学第一講座
守脚剖10 ~じ海道札幌市厚別区上野幌1条4丁目5-12

日本女子大学理学部物質生物科学科
守112-8687 東京都文京区自白台2-8-1

理化学研究所分子情造解析室
守35Hl198 燭玉県和光市広沢2・1

高山俊夫 神奈川大学工学部応用化学科
守221-8ωe 横浜市神奈川区六角橋与27.・1

高山陽子 海野犠製薬株式会社創築研究所物理化学部門
守5幻心∞2 夫阪市福島区筒洲5ド12-4

竹内浩 北海道太学木学院理学研究科化学専攻傷造化学研究室
守ω~10 札幌北区兆10条西8丁目

竹腰清乃理 京都大学大学院理学研究科化学
守成海-8502 京都市左京区北白川追分町

武田明美 群馬大学工学部生物化学工学科
'i'376-8515 群馬県禍隼市天神町 1-5ー 1

武田定 群馬大学工学部
守3裕-8515 群馬県桐生市天神町1・5回1

武田和行 京都大学末学院理学研究科
'i'6ω-8502 京都市左京区北白川追分町

竹元賢治 筑波大学大学院化学研究科

多田太

田中剛史

田中彬嗣

谷生道一

'i'3お-8571 茨減県つくば市天王台1・1-1

東京工業大学 応用セラミックス研究所 I亘花研

守226 繍浜市緑区長津田町4259

三菱化学生命科学研究所備造解析研究室
守司斜-8511 東京都町田市南大谷11号

九州大学大学院薬学研究科
守812-8却2 福岡市東区馬出2ト1・1

兵庫県立姫路工業大学理学部生命科学科
守678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3丁目2・1

回之倉 健 東京大学太学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

回総友美

土屋文彦

手塚亮典

出制誠

寺尾武彦

'i' 113-8657 東京都文京区郵生1・1・1

日本ブルカ一株式会社

Tお400副 大阪府吹田市畳津17.・5

機能水研究所研究部

守3凶 舟047 つくば市千現2・1-6 つくば研究支援センター内0-5

バリアンテクノロジーズジャパン
守1ω-0023 東京都港区芝浦4・16・36 住友芝浦ピル

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻
〒oω-a10 札幌市北区北10条西8丁目

京郁夫学大学院理学研究科化学教室
守6ω-8502 京都市左京区北白川追分町

-321-

TEL FAX 
E-mail 

011・706-3809

takahasi@gogh.sci.hokuai.ac.jp 

α3戸筏l4::ト3131 0忌お42-6116

Cseizo@jwu.ac.jp 

。ω-467-9筑渇 048-462-4627 

tah@postman.riken.go.jp 

045-481・筑渇1 0必-413-9770

takayama@cc.kanagawa-u.ac.jp 

06-6458-5861 06-似品0¥l87

yohko.takayama@shionogi.co.jp 

011-706-35(渇 011・706-4924

a10881@hop.hucc.hokudai.ac.jp 

075・75与4015 075-7広~α泊

takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0277-30-1439 0277-30-1439 

m8b321@edu.cc.gunma-u.ac.jp 

0277-30-1382 0277-30-13ω 

stakeda@Chem.gunma・u.ac.jp

07~ト75与4015 075-753-4αlO 

takeda@kuchell).kyoto-u.ac.jp 

α19l:ト53-7389 0舗8-53-7369

takemoto@first.tsukuba.ac.jp 

045-92~ト5310 045-92牛5309

robert1@rlem.titech.ac.jp 

042・72牛6285 042・724-6忽謁

takeshi@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

係沼毛42-6551 092-642-6551 

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

0791・58-0182 0791・5品.Q182

tanio@sci.himeji-tech.ac.jp 

。3-5841・5165 0争犯41・政沼3

amtanok@mail.ecc.u・tokyo.ac.jp

06-633ら7αl8

tot@bruker.co.jp 

021裕58-6186

tsuchiya@wri.co.jp 

。3-5232-1238

併トω3~ド7010

021格段l-6144

03ド.5232.・1264

akinori.tezuka@varianinc.com 

011・706-2771 011・706-2771

demura@sci.hokudai.ac.jp 

07~ト75与4011 075・7広~αm

terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 



氏名
E-mail 

動務先
住所

TEL FAX 

寺北男

寺沢宏明

堂本竹盛

土江松美

徳永遠俗

戸所泰人

内富豪 畠

永持敦子

中井利仁

永井美佐

永阪文惣

中津錆元

中EBJi-

中西洋志

中村鎗之

中村新治

中村亘男

西川紀恵

西崎知子

西山裕介

沼田泰夫

武田薬品分析代謝研究所

守532-8舗8 大阪市淀川区+三本町2・17-85

財団活人東京都臨床医学総合研究所生理活性物質

守113.1削3 東京都文京区本駒込3-18-22

日本ブルカー株式会社

守以降-0051 茨減県つくば市二の宮3-21・5

大阪市立大学理学研究科

守 657~ω1 神戸市灘区大夜間3・2・12-105(自宅〉

山之内製薬株式会祉分析代謝研究所分析研究室

守筑路.a585 つくば市御撃が丘21醤地

償浜国立大学工学部物質工学科阿久津・藤原研究室

守241-8501 繍浜市保主ヶ谷区常盤台79・5

姫 路 工 業大学理学部生命科学科

守678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

理化学研究所分子情造解析室

守351心198 燭玉県和光市広沢2・T

徳島大学工学部共通講座

守7刃-85ω 徳島市南常三島町2ー 1

北里大学理学部

〒228・8お5 相復原市北里1・15-1

帝人〈妹〉憎造解析研究所

守191-8512 東京都日野市1l!Iケ丘牛与2

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

守1斜4お8 東京都小金井市中町2・2牛16

枚目大学工学資源学部環焼物質工学科

守01ふ8502 草山田市手形学園町1・1

工業筏術院生命工学工業銀術研究所生体物質吉E
'1'3058566 茨減県つくば市東1・1

東京工業大学資源化学研究所

守忽型B 繊浜市緑区畏津田町4259

京都大学大学院理学部化学教室分子構造研究室
守伎洛.Q1 京都市左京区北白川追分町

大阪大学大学院理学研究科

守5ω剖 43・0市待兼山町1奮16号共通教育化学棟内

明治製纂〈株〉薬品総合研究所創薬研究所薬物設計G
守222-8567 横浜市港北区師向町760

三共練式会社

守t特-8710 東京都昂川区広町1・2・58

京都大学大学院理学研究科化学毅室分子憎造化学構座

守飢渇-850宮 京都市左京区北白川追分町

帝人(練〉緒造解析研究所

守191-8512 東京都日野市1l!Iヶfi4・2ト2

ワ臼
内

Lqu 

06-6以X凶侃8 06-依300-6(鵬

Terakitaメkira@takeda.co.jp

。3-3823-2101 0::トお23-1247

terasawa@rinshoken.or.jp 

0298-52.・1234 0298-58-0辺2

td@bruker.co.jp 

06-飴05-2597 06-6605-2522 

matsumi@scl.osaka-cu.ac.jp 

。笥Eト5牛1624 O29Sト52-9585

tokunaga@yamanouchi.co田lP

045-33ら4224 045-33ら4251

m99db088@Ynu.ac.jp 

0791・58ト0180 0791・58心182

na比o@sci.himeji-tech.ac.jp

048-462-1111 048-462-4627 

anagal@postman.riken.go.jp 

088-65ら9224 01謁-658-7752

nakai@pm.tokushima-u.ac.jp 

042-778-9541 042・7苅1-95臼

mnagai@walrus.sci目kitasato・u.ac.j

042る86-8121 042-586-8123 

bunsow@kk.hino.teijin.co.jp 

042-38~ト7733 042-383-7733 

yasumoto@cc.tuat.ac.jp 

018-889-2437 018-889-2437 

snakata@ipc.akita・u.ac.jp

0298-54-6136 Q袋路54-6135

nakanisi@nibh.go.jp 

04ふ924-5110 045-92牛5309

ynakamur@res.titech.ac.jp 

07与753-4015 075-753-4∞o 

nakashin@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

06-6850-5791 06-必50-5785

nobuo@Ch.wani.osaka-u.ac.jp 

04!:ト545-3125 045る45-3199

norie_nishikawa@meiji.co.jp 

O~ト3492・3131 O~レ5436-8567

tomonz@shina.sankyo.co.jp 

075-75与4014 0禿5・753-4∞o

nishi@kuchem.kyoto-u目ac.jp

042・.586-8121 042ベ586-8123

y.numata@teljin.co目jp



氏名

根本直

根本暢明

野口滋

野中正幸

制定和志

拝師智之

動言語

工業績術院生命工学工業妓術研究所生体物質部
〒筑路-8566 茨減県つくば市東1・市

バリアンテクノロジーズジャパン
守1ω-0023 東京都港区芝浦牛16・36住友芝浦ピル

第一製薬(繰〉製薬銭術研究所

守134-8ωo 江戸川区北電西1・16・13

筑波大学物理工学系井上松井研究室
守3俗-8573 茨繍吸っくば市天王台 1-1-1

兵庫県立姫路工業大学理学部生命科学科

守678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3丁目2・1

筑波大学物理工学系巨瀬研究室

守滋応・-8573 つくば市天王台 1-1-1

長谷川憲一 日本電子株式会社基礎研究部

守1飴 唱 弱8 東京都昭島市武富鹿野3-1-2

長谷川淳 第一製薬(株)創薬基盤研究所

ハ田知久

服部峰之

馬湯.久

潰島斉

守134-8図。 東京都江戸川区北葛西市・16-13

農水省農業生物資源研究所生物工学部染色体爆作研究室
〒3ω-B602 茨減県つくば市観音台2・1・2

通産省工業技術院電子妓術総合研究所超分子部
守筑巧4お8 茨減県つくば市梅園 1-1-4

北見工業大学

守悦お-8507 北海道北男市公園町165

三和化学研究所創薬研究所

守511・0406 三軍県員弁郡北磨町煙筒 363奮地

TEL FAX 
E-mail 

。袋誕~5牛6126

nemoto@nibh.go.jp 

021泌・54-6135

。3-5232・1238 ~ト5232.・1264

nobuaki.nemoto@varianinc.com 

03-浅沼0-0151 03-~抱~

noguczow@daiichlpharm.co.jp 

021泌~ト臼48 0296-53・筑l48

nonaka@ctlab目bk.tsukuba.ac.jp

0791・58-0182 0791・5制 182

同 risada@sci.himejトtech.ac.jp

。勾Eト53-521 α割自らねー5205

haishl@mrlab目bk目tsukuba.ac.jp

042.・542.・2244 042-54e-以湖

hasegawa@jeol.co.jp 

O~トお80-0151 03-56鋭同お8

haseg71i@daiichipharm.co.jp 

029fレ鍵~7072 0296-31:ト8誕栂

ha@protein.osaka・u.ac.jp

αぉEレ5牛5537α泡8-54-3お4

mhattori@etl.go.jp 

0157-26-0862 0157・26-0862

take@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

0594-72-6221 0鱒4-82-0072

hamajima@mb4.skk-net.com 

演目季之 理化学研究所、ゲノム科学総合研究包ンタ一、蛋白質健造・機能研究G 048-46河798 048-46河785

守35100198 蝿玉県和光市広沢2・ thamada@jota.riken.go.jp

赫繁信 物質工学工業筏術研究所基礎部国体NMRグループ
守305-8565 茨減県つくば市東1・1

早水紀久子 物質工学工業筏術研究所

原盛一

原園としえ

原田治幸

響山英吉宗

樋岡克哉

主祭-IiB

守305-8565 つ<ft帯責 1ー 1

中外製薬(抹〉 製剤筏術研究所

守171-8545 東京都霊島区高田3・41・8

三菱化学績浜総合研究所

守227-8502 償浜市青葉区鴨志田町 10 0 0 

京都大学大学院工学研究科分子工学専攻

〒eω-8501 京都市左京区吉田本町京都大学工学研究科分子工学専攻

三共・パイコヲメデイカル研究所
〒1ω・8710 &BJII区広町 1-2-58

日本電子(株)分析機器銭術本部

守1紛-8お8 東京都昭島市武蔵野 3-1-2

東京工業大学大学院理工学研究科応用化学専攻高橋研
守152-8558 東京都目黒区大岡山2・12・1

-323-

029Eト5牛4515

hayashi@nimc.go.jp 

0298-54-4525 

hayamizu@nimc.go.jp 

。3-3987・1193

α湯島5牛4524

029Eト5牛4525

03-お87.・5169

harayui@chugai-pharm.co.jp 

045-963-3166 045-9634261 

harazono@rc.m-kagaku.co.jp 

075・753-5937 0宍5・751・7611

haruyuki@mds.moleng.kyoto-u.ac.jp 

03(3492)3131 03俳句6)8567

haru@shina.sankyo.co.jp 

042・542-2236 042・546-8ω8

hioka@jeol.co.jp 

。3-5734-2111 O~ト5734-2総4

ihijilωr@o.cc.titech.ac.jp 



氏名

平井佑総

平沖電E文

平山幸司

福持淳之

福田淳之

調見俊夫

蕗持直之

麗倉一繁

藤本孝子

E草原喪咽

篠原敏道

蕗原鶴弘

文野浩一

降服一夫

吉田活箔

星野鉄哉

抱井文敏

鶴田史郎

前回能製

碕崎守

鎗回路彦

勤務先
住所

筑渡大学化学系山本研究室
守筑活-8571 茨減県つくば市天王台1・1・1

北海道大学工学研究科量子物理工学専攻

守低削制 札幌市北区北咽8

~t里大学理学部
守228-8臼5 栂篠原市北里1・15・1

北見工業大学
守似泌-8507 北海道北男市公園町165

油大医学部循環劃態内科学

守 ぽ 糊 制 札幌市北区北15条西7丁目

大阪工業按術研究所菖席研究官

寺563一大阪府池田市緑丘 1-8-31

日本電子(株)分析機鑓技術本部応研センター
寺1鎗-8558 東京税昭島市武直草野3・1・2

パリアンテクノロジーズジャパン
守1ω-<Xl23 東京都港区芝浦牛16-36 住友芝浦ピル

TEL FAX 
E-mail 

{包!98)53・7369 (02¥鴻;)53・7潔淘

hexagram@first.tsukuba.ac.jp 

011-7Q6.6640 011・716-6175

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

042・778-9541 042・n8-9553

hirayama@明 Irus.sci目kitasato・u.ac.jp

0157.・26-940宮 0157・2牛n19

fukui@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

011・716-1161 011-71似3-7874

hirofuku@med.hokudai.ac.jp 

0727-51・9670

fuku@onri.go.jp 

042剖 2・2241

nfujll@jeol.co.jp 

。3-5232-1238

0797.・51・9633

042-546-8ω8 

。3-5232-1264

kazushige.fujikura@varianinc.com 

日本電子〈株〉分析機艶妓術本部応用研究センターNM応用研究グループ 042-542.・.2241 042・-542.・8068

守1ω・8558 東京郡昭島市武蔵野3・1・2 tfujimot@jeol.co.jp 

大阪大学医学部医用工学講座
'1'565-ω;71 吹田市山田丘 1-7

償浜国立大学工学部物質工学科

寺2ω-8501 層圏浜市保主ヶ谷区僧盤台79・5

京都薬科大学術造有機化学毅室

守ω7制 14 京都市山科区御陵中内町 5

立命館大学理工学部化学科(分子物性化学研究室〉
守ω4<l881 兵庫県伊舟市毘陽7-70

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻
守113-8657 東京都文京区弥生1-1・1、

否林製薬〈傑〉中央研究所創薬研究一部

守~114 栃木県下都賀郡野木町野本字御手洗2399・1

日立化成工業昧式会社総合研究所

'1'3∞-4247 茨媛県つくば市初台 48

京大化研

守611剖 11 字治市五ケ庄

福芥夫学工学部生物応用化学科

'1'910-8507 福井市文京与9-1

京大院薬
守叙胤501 京都市左京区吉田下阿達町46剖

バリアンテクノロジーズジャパン
守1ω.α)23 東京鶴港区差浦牛16-36

三重E化学(稼〉医薬開発研究所物性分析A
'1'314-0笥5 茨錫県鹿島郡波崎町砂山 14 

-324-

ぽ3-6879-2573 06-6879-2573 

fujiwara@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

045-33~224 

tfjwr@ynu.ac.jp 

04ふ33ら4251

07~ト59ら4637 07ふ595-4766

fujiwara@mb 

on・566-1111 on-561-2659 

k-fumi@mail.se.ritsumei.ac.jp 

03-5841-54ω 0::ト鑓41・8485

furihata@mcb1.iam.u-tokyo.ac.jp 

似泡0-56-2201 0208-57.・1293

fvbb0981 @mb.infoweb.or.jp 

0298-6牛4∞o 0笈泌6牛4∞a
HCN00727@nifty.ne.jp 

on4ト3fト3150 On4-38-3148 

horii@molmat.kuicr.kyou-u.ac.jp 

On6-27-以主35 。π'6-27・8747
maeda@acbio.acbio.fukui-u.ac.jp 

075汚34臼1

f30W0164@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

O~ト民132-1236 。3-5232-1264

rr旧moru.makizaki@varianinc.com

0479-46-4621 047!ら46-6113

2505186@cc.m-kagaku.co.jp 



氏名
E-mail 動言語 TEL FAX 

旭田富ニ

訟回醤正

三島正規

水野敏

溝上潤

三霧文行

相事事発樹

森輝厳

森越信之

諸橋昭雄

八島費量仁

矢野友海

山内一夫

山口信

山口徹

山口友行

山腹良男

山崎和彦

山崎俊夫

山田英二

山本昭彦

京都大学化学研究所材料物性111
司f611.∞n 字治市五ヶ庄

筑波大学第三学群基礎工学類物理工学専波
守叙~ 茨滅県つくば市天久保2-1・1平砂8・11 8 

奈良先繍科学銭術大学院大学パイ方サイエンス研究科

守630-0101 奈良県生駒市高山町8916・5

京都太学大学院理学研究科化学専攻
守6悌-8502 京都市左京区北白川追分町

京都大学末学院理学研究科化学専攻分子褐造化学研究室

守6ω-8502 京都市左京区北白川追分町

国立環境研究所環境健康部

守3飴や笛3 つくば市小野11116-2

株式会社武田分析研究所
守532-8ωa 大阪市淀川区十三本町2・17-85

三菱化学(妹)償浜総合研究所分析物性研究所

'f227-8502 神奈川県憤浜市青葉区鴨志田町1000番地

北海道火学大学院工学研究科量子物理工学専攻

守ω0-8位8 札幌市北区北 13条西8丁目

麓有製薬(株)つくば研究所持喜造性物NMR
〒3俗 .2611 茨減県つくば市大久保3番勉

日本ブルカー株式会柱
守以おや051 茨減県つくば市二のS3-21・5

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子情造化学研究室

'f606-850♀ 京都市左京区北白川追分町

日本ブルカー株式会社

守3的-0051 茨減県つくば市二のS3-21・5

姫路工業大学理学部生命科学科生体物質術道学11

'f 678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3了目

塩野務製薬株式会社研究所

守553-0∞2 大阪市福島区憶測5-12-4

〈株〉リコー中央研究所基盤妓術研究センター
守224 横浜市都第区新栄町 16ー1

日本電子株式会社第H宣言f妓術本部2グループ

'f1錫唱お8 東京都昭島市武蔵野3・1・2

工業妓術院生命工学工業銀術研究所分子生物部
'f305-8筑泊 つくば市東1・1

太板太学蛋白質研究所

'f 565-0871 吹田市山田丘3・2

北海道大学工学部NMR研究室

守oω-8628 札幌市北区北13西8

日本ブルカー株式会社

守3白-0051 茨減県つくば市二の宮3-21・5

F
H
U
 

内

L
q
d
 

on4-3IJレ3149 On4-3s.3152 
masuda@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

021絡.5:;レ5214 021砂53-5214

matsuda@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

。.74:1い72-5573 074:1ト花・557宮

m-misima@bs.aist-nara.ac.jp 

0汚羽与4015 075ト7路相lO

mizuno@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

07!ト753-4015 無

mizokami@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-5Q.2352 

mitumori@nies目oo.jp

α型98ト思)，2574

Q6.63OO.654O 06-ω品 6047

MurabayashLHideki@takeda.co.jp 

Q45-96::ト3166 045-963-4261 

3707337@cc.m-kaoaku.co.jp 

011-7Q6.6642 

morikosi@eno.hokudai.ac.jp 

似198-77・2αlO 029l!レn・2α目白

morhsiak@banyu.co.jp 

。怨8-52.・1234 0包S・5畠'()322

yas@bruker.co.jp 

07~ト753-4014 07~ト753-4α泊

yano@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-52-1お4

yam@bruker.co.jp 

0298-58-0322 

0刃1・58-0182 0791・58-0182

satoru@sci.himeji-tech.ac.jp 

~58-5861 筋も458-0987

tohru.yamaouchi@shionooi.co.jp 

045・5QO.1651 045-593-1縦渇

toya@rdc.ricoh.co.jp 

042・542・2239 042・548-8760

yamakosi@jeoi.co.jp 

029l!ト5牛6臼6 cr.抱8-54-6臼4

kyamasak@nibh.oo.jp 

06-687ら8598 時 6879-8l削

yamazaki@ρrotein目osaka-u.ac.jp

011羽6-6795 011・757.・1981

eiya@eno.hokudai.ac.jp 

α29fレ52・1236 0笈洛58-0322

aY@bruker.co.jp 



氏名

山本泰彦

樽知明

動務先
住所

筑波大学化学系
干滋洛-8571 茨減県つくば市天王台1丁目1奮1号

繍浜国立大学工学部物質工学科

〒2ω-8501 償浜市保土ケ谷区常盤台79・5

TEL FAX 
E-mail 

0298-53-7369 0298-53-7369 

yamamoto@staff.chem.tsukuba.ac.jp 

045-339-3鋭l4 045-339-3創M

T-YUZURI@synchem.bsk.ynu.ac.jp 

吉田均 北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻生体高分子解析学講座 011・]Q6.3脚

〒悦10-0810 札幌市北区北10条西8丁目 yoshida@gogh.sci.hokudai.ac.jp 

毎回真由美 協和発醇工業(株)東京研究所
干1ω-8533 東京都町田市旭町3-6・8

吉野明広 名古屋工業大学工学部応用化学科

〒468-8お5 名古屋市昭和区御鶴所町

吉水広明 名古屋工業大学材料工学科有機材料コース

〒4船 6お5 名古屋市昭和区御器所町

李主義

若松蕃

和田武

渡遺永治

神戸大学大学院自然科学研究科
干657-8501 神戸市灘区六甲台町1・1

群馬大学工学部生物化学工学科

〒3蒋-8515 群馬県禍生市天神町 1-5ー1

日本ブルカ一線式会社
干305.0051 茨減県つくば市二の宮3-21・5

立教大学理学部化学科牧山研究室
〒171-8501 .島区西池袋3-34ー 1

渡辺てるみ 三共様式会社分析代謝研究所

〒1特-8710 東京都昂JII区広町 1-2-58

渡部徳子 東京水産大学食昂生産学科

〒1ω-8477 東京都港区港南4-5・7

提鯉広 北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻
〒併協-8628 札幌市:l1'A北13西8

-326-

042・725-2555 042-728-8330 

myoshlda@kyow盲目co.jp

052.・735-5241 052・73与5247

yoshino@ach.nitech.ac.jp 

052・735-5272 052・73!:ト5272

yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

078-803-5687 

li@kobe-u.ac.jp 

O2n・3(}.1439

078-803-5688 

02n・3Q.1439

m8b321@edu.cc.gunma・u.ac.jp

αぉ8-52・1234

wad@bruker.co.jp 

0::トお8~ト2368

eiji-jun@umin.ac.jp 

03-3492-3131 

0298ト58-0忽2

0::ト良治2・3434

0::レ5438-8567

terumi@shina.sankyo.co.jp 

03-5483-0643 . 0::ト548与ω43

tokuko@tokyo・u・fish.ac.jp

011・708-6639 011-718-6175 

atsutsu@eng.hokudai.ac.jp 
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