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1 B 1 1月8臼(水)

10:00-10:10) 
会の挨拶

10: 1 0-10:50) 
長白 川昌宏

第 39回NMR討論会プログラム

1 マイクロ秒領域での超高速パルスラベルによる蛋白質の非ヒエラルキー的構造形成過程の研究
(岐阜大医1、フォックス・チェイス癌センタ ~_T 阪大蛋白研3)

桑田一夫人 RamachandraShastry 2、HeinrichRode~、後藤祐児3

2 タンパク質複合体の界面残基を同定するNMR測定法の開発
(東大院薬)0嶋田一夫

休憩一

11:10-12:30)特別講演
長阿久津秀雄
:U Resolution of structural details of membrane-embedded proteins using solid state NMR methods 
Oxford University， UK) Anthony Watts 

長横山茂之
:L2 Structural Proteomics of an Archaeon 

(University ofToronto， Canada) Cheryl H. Arrowsmith 

14:00-16:(0) 
'スターセッション(説明義務ポスタ一番号:奇数)

)6:∞-17:20)特別講演
:長: 荒田洋治
，L3 BMRB: the Biomolecular Magnelic Resonance Dala Bank 

(University ofWisconsin-Madison， USA) John L. Markley 

;長西村善文

，L4 Structural biological characterization using NMR relaxation approaches 
(The Rockefeller University， USA) David Cowburn 

休憩 一

:17:件 18:20)
i長嶋田一夫
~3 スカラー結合を利用した水素結合の直接観察法と残余双極子相互作用を利用した新しい測定法

(奈良先境大バイオ仁理研2、日本プルカー3)三島正規l、伊藤紀之1、Jun-GooJee 1 、池上貴久1、
畑中稔Z、横山茂之2、伊藤隆2、M.Waelchli 3、0自111昌宏l

A 溶液マジック角試料回転を利用した溶液中蛋白質のCSA・残余双極子効果の定量的観測
(北陸先端大新素材センター)0楯真一、栗田順一、天谷哲康、島原秀登

~ 2日 11月9日(木)

(9:40-10:40) 
l長巨瀬勝美

~1 二琵臨誌習室i25F世間努:?型)0瀬尾芳輝 l、生駒和也l 、
G.Navon3 

~2 実験動物における薬理学的単機能イメージング法
(国立環境研1、筑波大医2)0三森文行1、熊谷恵1，2

日下義章2、 H.Shin~、
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2L3 超偏極129Xeガスを用いた器壁による緩和効果の研究
(阪大医1、国立循環器病セ放射線2、工技院大工研3、工技院電総研4) 

0藤原英明 I、木村敦巨人柳川康洋 l、飯田秀博2、平賀隆3、服部峰之4

-休憩ー

(11:叫 12:∞)
座長赤坂一之
2lA超並列型MRマイクロスコ」プの開発 システムコンセプトとシステム設計一

(筑波大物理工)0巨瀬勝美，拝師智之，松田善正

2L5 NMRによるリボソーム再生因子の構造解析 2 r-h1Bi.-liltRR 1 

(E2FJ弔主主協望号為法明治2誌h寝室主1時空i政lk交拐、Li:
小林祐次I

2 

2 

3: 

2L6 フイプロネクチンコラー宍ン結合ドメイン6F11日モジュールペアのモジュール問相対配向の決定:15N緩和時間、 3.

およびパイセル存在下でのIH)5N双極子カップリングの応用

(オックスフォマド大l、旭化成工業2、生物分子工学研3)0橋本康博1，2、StevenP. Smith l 、 AmaudA.Bo叫凶e~、
Andy P. Pickford'、lainD. CampbelI'、 JoemM.Wen聡rJ

(14:30-15:50) 
座長甲斐荘正恒

2L7 N鴻222223苦諮恐晶玉江百世論Zi?瀧昭1、橘秀樹2、四一I

2L8 NMRデータとJAMモデルによるscTCRの溶液構造精密化
(京大院理1、ハーバード医2)0北尾彰朗1、BrianHare2、GerhardWagne~ 

座長寺 尾 武 彦

31 

41 

2L9 グライム化合物CH30-(CH2CH20)n-CH3(n=2~ 50)およびリチウム塩をドープした電解液における溶媒、リチウム 4: 
イオンとアニオンの自己拡散係数
(工技院物質研l、ユアサコーポレーシヨン 2)0早水紀久子l、杉本恭子l、驚藤 剛 l、相原雄一2、

坂東寿則=

2L1O NMR量子コンピュータによる蛋白質・核畿の高次構造予測序論
(大工研、阪大院理)0福見俊夫

一休憩一

(16:20-18:∞) 
座長斉藤肇
2L11 光・マイクロ波誘導秒偏極

(CREST 1、京大院理2)0武田和行1、竹腰清乃理2、寺尾武彦 2

2L12 マ22喪主-tiE委長官禁謀FEZZEFLi華計慶2、鈴木栄一郎3、斉藤肇l、O内藤晶1

座長神藤平三郎
2L13 システインテトラペプチドー鉄錯体の溶液構造

(山口大医療短大)0右田たい子

4 

4: 

51 

5. 

2L14 高圧NMRが明らかlこする葉酸積合型四hydro(olateReduc凶 eの活性型構造 51 
(神戸大自然科学人広島大理2)0北原亮i、Sare白 Sina1 、山田博昭 1、大前英司2、月向邦彦2、赤坂一之 l

2L15 古細菌由来転写延長因子NusA蛋白質の二量体構造
(生命工研構造生物l、科技団CREST2)OuJ崎和彦1，2、MarkD. Allen2、鈴木理1，2

(18:30-20:30) 
懇親会(こまばエミナース 3陪鳳風の問)

第3日 11月10日(金)

(9:30-10:50) 
座 長安藤勲

a 



L1 I3C.15N多次元国体NMRによる完全標識ペプチド・マストパランXのシグナル帰属と構造解析 4 

(横浜国大工1、三菱生命研2、群馬大工3、阪大蛋白研4)0藤原敏道l、柳下元1、福島径l、俵山みどり l、
戸所泰人l、佐々健太郎l、松木陽I、河野俊之2 若松馨3、阿久津秀雄1，4

L2 国体NMRによる熱硬化性樹脂シリルカルボラン複合ジエチニルベンゼンシリレンポリマーの熱硬化メカニズム

の解析[3]
(化学技術戦略推進機構1、積水化学工業2)0木村英昭1、i中田晃一l、ー谷基邦2、岡田和贋2、杉本俊哉2

5長堀 井 文 敬
L3 国体NMRによる家蚕絹の繊維化前の構造と繊維化機構の解明

(東京農工大工l、バリアンテクノロジーズジャパ:;2，生研機構3)0芦田淳1.2，亀田恒徳川、山根努1.3、
中i事靖元1、大郷耕輔l、朝倉哲郎l

L4 膜タンパク質活性部位変化による広領域構造変化の13CNMRによる検出
(姫路工大理)河瀬靖治、谷生道一、吉良敦史、山口悟、辻晩、内藤晶、 0斉藤肇

休憩一

(11:¥0-12:30) 
E長内藤品
L5 カルモジュリンのメチオニン側鎖のダイナミクスと水和

(北大院工1、Univ.ofCalgary2)0村井亮平l、平沖敏文l、H.J. Vogell人堤耀贋l

L6 核酸 金属イオン相互作用の多次元NMR分光法による解析
(愛媛大理l、工技院融合研Z、筑波大応生3)0森田勇人1、田中好幸2、田中俊之3、多比良和誠2、林秀則l

E長河合剛太

64 

66 

70 

74 

76 

78 

L7 HIV-Tatタンパク質に対するRNAアプタマーの分子認識における水素結合と構造の役割 80 
(横浜国大工 1、工技院生命研2、東大院工3) 0片平正人九松上明正 l、大橋粛 1、小林伸一郎 l、上杉晴一人
山本利香2 A西川諭2、多比良和誠3、Pe目立letchaKumar ~ 

L8 98eNMRピーク分離法による環状イミド三リン酸イオンの微視的錯平衡解析_8e2+イオンの窒素原子への直接的 82 

相互作用一
(神戸大工l、神戸大院自然科学2)0牧秀志l、辻戸正彦2、成相裕之2

(14:∞・16:∞)
fスターセッション(説明義務ポスター番号:偶数)

(16:00司 17:∞)
E長神田大輔
L9 NMRによるフェレドキシン溶液構造の決定とFNR分子認識機構の解明

(農水省生物研 l、広島大2、阪大蛋白研3)0加藤悦子l、手島圭三人栗栖源嗣3、楠木正巳3、長谷俊治3、
山崎俊正l

L10 多次元NMR法による2量体型不凍タンパク質の機能解析
(北工研l、富山医薬大2)三浦和紀2、扇谷悟1、星野保1、三浦愛l、近藤英昌i、O津田栄1

86 

88 

L11 Grb2の構造と機能 92 
(北大薬 l、CREST2、都臨床研3)0稲垣冬彦 1.2、小椋賢治 l、湯i事聡2、西国元彦2、川崎政人2、畠中秀樹3

fスターセッション演題

溶液測定法の開発]
， 1 高圧NMR法による超臨界二酸化炭素中の溶質一溶媒相互作用 96 

(東北工研、 CREST)0金久保光央，相i事崇史， J1J子敬，生島豊

'2 T2測定における温度上昇 98 
(北大院工)0平沖敏文、堤耀広



[溶液応用(蛋白質、ペプチド)1 
P 3 Drosophila Sex-Iethalタンパク質の 2タイプのRNA認識

(東大院理l、千葉工大工2、神戸大理人生体分子工学研4)金仁実 l、武藤裕 1、伊藤拓宏l、井上真 l、 10 

P4 

P 5 

P6 

P7 

北村彩l、Seung-WookChi 1 、武田佳宏l、河合剛太2、坂本1導入志村令朗4、横山茂之l

G蛋白質共役型受容体(GPCR)と結合するペプチドリガンドの立体構造解析
(奈良先端大1、武田薬品開拓一研2、武田薬品医化研3) 0井ノ岡博1，3、大瀧哲也2、北原 治2、池上貴久l、

遠藤聡史3、北田千恵子2、大儀和宏2、音田治夫人藤野政彦2，3、白川昌宏1

メチル化DNA特異的リプレッサーhMBDlのメチル化DNA結合ドメインの立体構造と相互作用
(奈良先端大バイオI、熊本大医2) 0大木出I、下竹敦哉I、藤田直之2、JeeJun-Goo 1、池上貴久l、中

尾光善2、白川昌宏l

Human Lyso~ymeの構造と事動に与える低温効果の解析
(北大院理人富山医薬大久千葉県工試3、北海道工研4、バリアンジャパン5) 0久米田博之1、三浦和紀2、

小橋川敬博1、岡千寿人三浦愛4、根本暢明5、新田勝利l、津田栄4

遠位相互作用を利用したAbpllDNA複合体の立体構造解析
(理研GScI，理研細胞情報伝達人京大ウイルス研3 藤田保衛大4 東大院理5)0菊地i享l、岩原i享二人

木川隆則l人村上i羊太3、岡崎恒子4、横山茂之1，2，5

10 

10 

10 

10 

P8 タンパク質基本構造の解明研究 IJ 
(理研GScI、理研細胞情報伝達人東大院理31D木川隆則1，2、矢吹孝l、山口絵未l、関英子1、松田貴意1、

P9 

元田容子l、松田夏子l、沈新春l、横山茂之1ム3

Interaction of Yeast Ybiquitin Hydrolase Fith UbiquitilF An NMR Study of the 3S kDa CovaJ~nt Complex 

(理研遺伝生化学I、三菱化学生命研2、北里大理3)_OSundare~~ Rajesh1、坂本泰一2、田中剛史2、

須員真理子2、小寺義男2，3、柴田武彦1、河野俊之2、伊藤隆l

11 

P 1 0 残余双極子結合φ測定によるgaJectin-3の構造とリガンド結合 11 

(国際基督教大人 LundUniv~rsity， Sweden 2、Universityof Georgia， USA3) 0梅本公子1、Leffer，H人

P 1 1 

P 1 2 

Prestegard， J. H. 3 

ラン藻 Anabaenavariabilis M3 のRNA 績合タンパク質 ~bpAl の溶液構造解析
(愛媛大理人阪大蛋白研2、埼玉大理人福井工大工4)O村上智英l、森田勇人l、山崎俊夫2、佐藤直樹3、
京極好正ム4、林秀則I

硫酸還元菌チトクロムC3の酸化型および還元型におけるISN緩和解析

(横浜田大工1、阪大蛋白研2)-0福岡由記1、原田英里砂l、藤原敏道I、阿久津秀雄1，2

P 1 3 テロメア蛋白質hRap}のMyb様ドメインの構造解析
(横浜市大院総合理l、阪大蛋白研2)0花岡慎悟1、長土居有隆l、相本三郎2、西村善文l

P 1 4 ナトリウムチャンネルのIII-IVIinker領域中におけるIFMmotifの構造解析
(京大院薬 1、京都工繊大2)0宮本和英1、金折賢二人中川照虞l、黒田義弘l

P 1 5 ペプチドーペプチド相互作用による二次構造変化に関する研究
(京大院薬)黒田義弘、 0前回能崇、中川照虞

P16 プロメラインインヒピターのpH滴定曲線の構造的解析と静電物性相関
(群大工1、東薬大生命科学2、東大農3)0秦野賢一I、小島正樹2、回之倉優3、高橋健治2

P 1 7 ペプチド・蛋白質のbicelIeへの組み込みとNMR測定
(群大工1、三菱化学生命研2)0落合研次1、森川友仁1、野口真路l、林和彦l、楠英樹1、窪田健二l、

須貝真理子4、河野俊之久若松馨i

P 1 8 NMR法によるSDSミセルとインフルエンザヘマグルチニン由来の膜融合ペプチドの相互作用解析
(工技院生命研l、バリアンジャパン 2)0千葉かおり l、根本暢明2、中西洋志 l

P 1 9 Vesl/Hoffil町タンパク質、 VesトISの溶液構造解析
(三菱化学生命研1、理研遺伝生化学2)0田中剛史l、須貝真理子1、伊藤隆2、井ノ口馨l、河野俊之 1

P 2 0 SSIの低温変性状態に対する圧力効果
(神戸大自然科学l、神戸大理2)0笹川拡明 l、田村厚夫人神村耕二 l、山田博昭2、赤坂一之 l

P 2 1 残基間3hJNC'，スカラカップリング観測によるプロテインG水素結合への「力効果
(神戸大面最科学1、神戸大理2、N1H3)0李華1、山田博昭2、赤坂一之1.2、AngelaM. Gronenbom3 

111 

11: 

121 

12: 

12. 

121 

12: 

131 

13: 

13， 

131 



P 22 溶解度の限られている蛋白質の主鎖シグナルの効率的帰属 ー

(生物分子工学研l、CREST堀田プロジェクト2)0贋明秀一l、清水真人入武藤隆則 l、森川欧右l、
堀田凱樹2、神田大輔l

142 

P 23 抗腫蕩性抗生物質C-1027の三次元構造 144 
(筑波大応生庁ARAセl、東北大院理人大鵬薬品3)0田中俊之 l、石塚みどり l、福田純子2、平間正博2、
大谷敏夫3

P 24 EII残基の置換がウシミオグロビンの活性部位構造に及ぼす影響の解析
(筑波大化1、慶嬢大医2)0桑原愛l、山本泰彦l、島田秀夫2、石村巽2

P 2 5 位置特異的I3C標識グルコースを用いたNMRスベクトル解析法
(都立大理)0江奈武一郎、甲斐荘E恒

P 2 6 Streptomyce~ metalloproteinase inhibito! (SMPI)の活性ループ部位ペプチドの阻害活性と立体構造
(都立大理l、CREST2、阪大蛋白研3、京都工繊大4)Tashiro， M. 1、Feliciano，M. 1、Ohki，S. 2、Gonzales，N.1、
Tate， S. 1、Tamura，K. 3， Aimoto， S. 3、Hiraga，K. 4、Oda，K. 4，、 Kainosho，M. 1.2 

P 2 7 hU2Ap;5のRNA結合ドメインと標的RNAの相互作用
(東大院理l、HHl¥1I，Program in Molecular Medicine" University of Massachusetts Medical Cente~) 伊藤拓宏l 、
武藤裕1、金仁実1、Michael.R.Green2、横山茂之l

P 2 8 立体選択的2H/13C化芳香族アミノ酸の蛋白質NMRへの応用
(CREST1、東京都立大学2、理研GSC3)0大木進野1、寺内勉1，2、土屋征司2、早野俊哉1，3、甲斐荘正恒1，2

P 29 新規タンパク質SKLPの立体構造決定
(東京都立大理l、CREST2、京都工繊大3)0狩谷英里l、大木進野2、磯辺俊明 l、平賀和三3、小田耕平3、
甲斐荘正恒1，3

146 

150 

152 

154 

156 

158 

P 30 ヒトシスタチンA二量体の立体構造解析 160 
(東京都立大浬1、CREST2)0大野綾子l、田代充1、児嶋長次郎2、楯真一l、須田真輔l、梶裕之1、
甲斐荘正恒1，2

P 3 1 細胞分裂に関与するYhhp蛋白質の構造と性質:CPXPモチーフにおける点変異の効果について 164 
(東薬大l、名大農2、農水省生物資源研3)Oi自輝久l、神藤平三郎1、田代桜子l、水野猛2、加藤悦子3、
山崎俊正3

コ32 二次元NMR法によるリボヌクレアーゼTlの熱変性過程の解析 166 
(東薬大中央分析センター2)0松浦瓦恵1、佐久間千勢子2、前田正洋1、小島正樹l、高橋健治1

? 33 ダニアレルゲンDerf2の立体構造と抗体認識 168 
(日本女子大理1、都臨床研2、アサヒビール食薬研3、北大院薬4)0市川さおり 1，2、畠中秀樹2、高井敏朗3、
西山千春3、結城敏文3、小椋賢治4、奥村康3、稲垣冬彦4

ロ34 高等植物のHis-Aspリン酸転移慣報伝達系B型レスポンスレギュレータDNA結合ドメインの立体機造
(農水省生物資源研1、名大農.l)0細田和男1、八田知久l、加藤悦子l、水野猛入山崎俊正l

P 35 GABAA受容体相関タンパク質-GABARAP-の立体構造解析
(富山医薬大薬1、北大院理2、九大院歯3) 0河野隆英1、三浦和紀l、藤谷直樹1，2，兼松隆三平田雅人3、
新田勝利へ河野敬_1

P 36 イヌミルクリゾチームの折り畳み中間体の重水素交換反応による解析
はヒ大院理l、北工研2、バリアンジ‘ヤパン3)0小橋川敬博1之、水口峰之l、出村 誠l、小柴琢己1、久米田

博之1，2、根本暢明3、津田栄2、新田勝利1

P 3 7 

? 38 

RecAのDNA結合部位の解析
(理研遺伝生化学l、科技団CREST2)0美JI!務1，2、伊藤隆1，2、八森由貴子l、驚藤雅子1、柴田武彦1，2

15N緩和測定によるGTP結合型Rasの動的構造の解析
(理研GSC1，理研遺伝生化学2、理研細胞情報伝達人東大院理4)0畑中稔 l、伊藤隆lム高杉憲司 2、
横山茂之lム.4

? 39 大腸菌Dinlの高次構造とRecAとの相互作用
(理研遺伝生化学，科技団CREST2、東大院理3眠、理研細胞情報伝達4、理研GSC5勺)相原秀樹l仁口'ヱ2，3
O伊藤隆1，ヱ2、美川務l之、横山茂之3人5、柴田武彦1，2

170 

172 

174 

178 

180 

182 



P 4 0 epsinのENTHドメインのNMRによる構造解析
1理研GSC1、広島大医2、東大院理3)0小柴生造1、木JlI隆則1、菊池章2、横山茂之1，3

P 4 1 緩和時筒測定によるYeastUbiquitin Hydrolase(YUHl)の動的構造解析
(理研遺伝生化学三菱化学生命研'2)0高杉憲司1、SundaresanRajesh1、須貝真理子2、河野俊之2、

柴田武彦人伊藤隆l

[溶液応用(核酸)1 
P 42 大腸菌加RNAにおける甘飢s-translationに必須なシュードノットの立体構造

(千葉工大工1、弘前大農学生命科学2)0行木信一1、白倉裕美人藤井倫子l、姫野俵太2、武藤あきら2、
河合剛太l

P 4 3 パルジアウト残基を含むRNAのresidualdipolar couplingを利用した構造解析 . 
(千葉工大工I、Dept.of Chem.組 dBiochem.， University of Colorado2) 0染谷龍彦l、坂本泰一I、森村香織l、
冨士原和也l、Paul-Hanson2、ArthurPardi2、河合剛太l

[溶液応用(蛋白質、ペプチド、核酸以外)1 
P44 問 SE-NMRを用いたイオン性液体の拡散挙動解析

(横浜国大1、工技院物質研2)0野田明宏1、早水紀久子2、渡遁正義1

P 4 5 i-hmbc法によるフロリジン勺接体における0・グリコシル結合の解析
工技院生命研l、日本電戸)0石塚靖子1、根本直I、金津健治I、中西洋志l、内海博明2、鴨修2

P 46 15N NMR法による環状イミドリン酸イオンの分子内水素結合挙動研究
(神戸大工l、神戸大院自然科学2) 0牧秀志l、植回佳樹2、成相裕之2

P 4 7 1ムテTri-alkyl-置換ベンゼンの立体障害一溶媒シフトと緩和時間による検討一
(電通大)0前田真悟、丸森俊男、丸山勝也、仁木図雄、鈴木神

P 4 8 LC-NMR-DOSYの応用
(東レリサーチセンター)OJlI口謙、木村一雄

P49 生体高分子水溶液の緩和時間測定における化学交換の影響
(東京水産大学)0松川真吾、渡部徳子

P 5 0 種々の非対称スルフィルイミンの不斉S原子に隣接するメチレンプロトンのNMR的非等価性に関する検討
(東工大資源研1、関東学院大工2)中村義之1、O卯辰直也2、池田勝也2、岡村敦史2、尾辻雅之山本保2

1~ 

I~ 

18 

19 

19 

19 

19 

19 

2C 

2C 

2C 

P 5 1 TRNOE法によるムスカリン性アセチルコリン受容体に結合したメタコリンの構、解析研究 2C 
(理研GSC1、科技団CREST2、東大院医3、東大院理4)0浅田季之l、贋回i羊 f;2~ 古Jl I 浩康3、芳賀達也2，3、
武藤裕4、横山茂之1，4

P 5 2 塩化マグネシウムおよび塩化カルシウム水溶液中における水分子の回転運動におよぼす圧力効果 21 

(立命館大理工) 0文野浩一、谷口吉弘

[液品、膜、不均一系]
P53 NMR緩和時間測定によるハイドロゲル網目サイズの予測 21 

(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

P 5 4 スピンエコーおよびπパルス列を用いた13COMASNMRによるコレステリック液晶の異方的分子 21 

拡散係数の測定
(分子研1、京大院理2)0西山裕介1、久保厚1、寺尾武彦2

P55 液品NMR自動解析法における遺伝アルゴリズムとスベクトルの積分変換の利用
(北大院理)0竹内浩、井上香織、安藤タ太、小中重弘

[計算、シミュレーション、データ処理]
P56 時間依存型非断熱遷移理論によるINSスピン系の分極移動制御

(分子研)0三嶋謙二、中村宏樹

P57 試料二重回転下でのREDOR
(分子研) 0桑原大介

P58 化学シフトに対する相対性効果
(北見工大)0馬場雄久、福井洋之

22 

22 

22 

22 



P 5 9 核双極子線幅シミュレーターの試作
(理研l、金材技研2、科技団CREsr3)0端健二郎l、清水禎2，3，後藤教2人北i宰英明2，3

[医用/i n V V 0 NMRとイメージング]
P60 ディジタルシグナルプロセッサを用いたMRI信号発生器の開発

(エム・アール・テクノロジーl、筑波大物理工2) 0宇津津慎I、拝師智之Z、巨瀬勝美Z

P 6 1 in vivo13C-MRSによる脳内代謝の定量化に関する基礎的検討(1)
(東芝医用機器・システム開発センター1、国立精神・神経センター武蔵病陛2、創価大生命研3)
0岡本和也l、渡遺英宏l、梅田匡朗1、大槻泰介2、小田正記3、金松知幸3、塚田裕三3

P62 lHDQ下NMR法を用いたコラーゲン線維己向の定量化と動的粘弾性の関係:家兎stress寸lieldingモデルを
用いて(京府医大第l生理1、整形外科円 0生駒和也1，2、瀬尾芳輝l、日下義章2、山崎隆仁Z、

高宮尚武2、平i宰泰介入丸中良典1

ハルバッハ型永久磁石を用いたコンパクト MRマイクロスコープの開発
(筑波大物理工1、エム・アール・テクノロジー2、住友特殊金属3)0拝師智之l、松田善正l、宇津沢慎2、
山崎由香子l、巨瀬勝美人中西昭男3、岡田重益3、津崎捌3

P 6 4 超偏極129Xeガス発生と多孔質微粒子共存r-で、の129Xe_NMRスペクトル ー

(工技院電総研 l、阪大医、工技院大工研J)0服部峰之l、木村敦巨人平賀隆3、藤原英明」

P 63 

P 6 5 楠物細胞における本の移動速度と温度の関係 ー

(食総研人生物研.l) 0小泉美香i、石田信昭人狩野広美4
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P 6 7 MRI用ポリゴン表示Viewerの開発 252 
(筑波大物工)0佐々木英典、橋本誠太郎、拝師智之、巨瀬勝美

P 68 MRマイクロスコープ用勾配磁場プロープの開発 254 
(筑波大物工)0山崎由香子、拝師智之、松田善正、巨瀬勝美

P 6 9 産業用MRIの開発 256 
(筑波大物工)0秋田裕介、拝師智之、松田善正、巨瀬勝美

P 70 超並列型MRマイクロスコ}プの開発 (n)一勾配コイルシステムの設計一 258 
(筑波大物工) 0松田善正、拝師智之、巨瀬勝美

P 7 1 3 Dポインタデバイスと専用グラフイツクボードを用いたリアルタイムVolumeRenderingシステムの開発 262 
(筑波大物工)0鈴木崇洋、橋本征太郎、拝師智之、植松孝明、松田善正、巨瀬勝美

P 7 2 Windows2∞0・PCを用いたRealtime3D-MRIの開発

(筑波大物工)0植松孝明、拝師智之、宇津i軒真、巨瀬勝美

P 7 3 HMQC法によるアストログリア細胞r12代謝物の観測
(鳥取大医l、鳥取大遺伝子実験施設Z、鳥取大教育地域科学3)0疋回純1，3、冨永里香l、井上仁1、

難波栄二2、大塚譲3、飯塚舜介l

P 7 4 脳内代謝物質の細胞内における動的ふるまい
(日本女子大理I、国立精神神経センター神経研2)0高橋征三荻野孝史2

264 

266 

268 

P 7 5 NMRマイクロイメージング法による炊飯米内部に形成された空洞の解析
(農水省食総研1、農水省畜試2)0堀金明美I、豊島英親1、逸見光l、永田忠博l人吉田充1

[固体測定法の開発]

P76 MAS条件下での同種核二量子双極子相互作用をリカップルするパルス列を用いた、高い効率の帯域選択的 274 
磁化移動

(横国大工阪大蛋白研2)0松木陽1、藤原敏道1、阿久津秀雄1，2

P 77 F陀 quencySwitch.ed Lee-Goldl?urg法を用いた国体高分解能プロトンスペクトルの測定とペプチドへの応用
(日本ブルカーl、東工大工2)-0山内一夫人黒木重樹、安藤勲2

272 

278 



P78 

P79 

P80 

14N overtone NMR間接測定法のペプチドへの応用
(京大院理)0矢野友海、竹腰i青乃理、寺尾武彦

1 H decoupling with third averaging in solid NMR 
(京大院理)竹腰清乃塁、 0溝上i問、寺尾武彦

Magic Angle Spinningモジ、ユールのタ}ピン形状の最適設計
(理研)0仲村高志

[固体物性、高分子、国体イメージング]
P 8 1 高温in-situ T l-SPRITEイメージングによる石炭軟化溶融過程解析

P82 

P 8 3 

P84 

P 85 

P86 

P87 

P88 

P89 

P90 

P 9 1 

P92 

P93 

P94 

P 95 

P96 

P 9 7 

P98 

(新日銭先端研l、日本電子基礎研究部2)0斎藤公児 l、古牧育男 1、長谷川憲一2

Stray-Field-Imagi~g 法による高分子への溶媒浸透メカニズムの解析
(新日銭先端研l、Unversity~f-S~TTey 2) 0帝藤公児 1 、 J.God~~d 2、P.J.McDonald 2 

国体高分解能I3CNMRによるバクテリオロドプシンの電荷依存構造変化の解析
(姫路工大l、ウェイン州立大2、カリフォルニア大3)0谷生道一、 辻暁l、RichardNeedleman2、
J加 osK. Lanyi3、内藤品l、斉藤肇I

周体NMR法を用いたナイロン 6/クレイの構造解析
(NIST) 0浅野敦志、 D.L.VanderH制、 J.W.Gilman

89yー固体NMRによる、 Eu-Y空02S中のEu拡散の焼成温度依存性
(シーエーシーズ横浜分析1、USRオプトニクス 2、化成オプトニクス 3、東京水産大4) 

O原固としえ l、安達隆二人下村康夫人渡部徳子4

29Si， 13C NMR法による6員環および直鎖シランの構造とダイナミクス
(京大化研)0梶弘典、山田周作、堀井文敬

6・π共役系ポリマーの固体構造に関する13C，29Si NMR解析
(京大化研)0山田周作、梶弘典、堀井文敬

固体2次元IH_13CHETCOR法によるポリピニルアルコ}ル(PVA)の水素結合に関する研究
(京大化研)0増田憲二、梶弘典、堀井文敬

α，ωーアルカンジオ-Jレおよびn・アルカンチオールの各結晶相iにおける構造とダイナミックス
(京大化研l、熊本大理~) 0桑原和弘人堀井文敬I、小川芳弘4

I3CNMRによるサーモトロピック液晶の研究

(金沢大理1、TheUniversity of Akron2) 0松津英和l、平井篤樹l、水野元博l、遠藤一央1、須原正彦1、
ChangDaeH組 2

単結晶2HNMRによる[Mg(H20)6](SiF61の構造棺転移の研究
(金沢大理)0飯島隆広、水野元博、須原正彦

ナイロン 46結晶化物の構造と分子運動性
(群馬大工)0栗原良仁、上原宏樹、山延健、甲本忠史

アイソタクチックポリプロピレン重合パウダ}の構造と分子運動
(群馬大工)0植木克典、上原宏樹、山延健、甲本忠史

I3CおよびIHのTlおよびT[ρからみた凍結乾燥製剤の分子運動性
(国立衛研)0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

雲母及びオクトシリケート層聞におけるドデシルトリメチルアンモニウムイオンの構造と運動
(筑波大化)0篠原絵美、山内美穂、石丸庄一、池田龍一

エコーフーリエ変換を可能にした国体NMRイメージング
(筑波大物工)0斉藤誠治、松井茂

高気体透過性ポリマー円MSPにおけるXenonのダイナミクスの研究
(帝人l、阪大院理2、東大原総セ3)0永阪文惣1，3、尾身洋典2、江口太郎2、中村亘男2、伊藤泰男3

国体NMRにおけるパックグラウンド消去法の定量性について
(東レリサーチセンターl、石炭利用総合センター2)0三輪優子1、片桐元1、原田道昭2
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P99 固体NMRによる絹繊維の不均一構造の解明
(東京農工大)0亀田恒徳、山根努、 YaoJuming、中i事靖元、朝倉哲郎

P 1 0 0 国体高分解能 13C判 MRi去によるポリペプチドの高次構造の安定性
(東工大)0村田勝義、中野治朗、黒木重樹、安藤勲

P 1 0 1 閤体13CCP/MAS NMRと量子化学計算を用いた全芳香族高分子のコンホメーシヨン解析

(東工大院理工)0相見敬太郎、安藤慎治

P 1 02 NMR緩和時間測定による高分子国体の局所磁場勾配と拡散
(東工大院生命理工)0浅111直紀、梶川達朗、佐藤耕平、棲井実、井上義夫

P 1 03 固体高分解能NMRによる膜蛋白質疎水領域の立体構造の解析
(姫路工大理1、ウェイン州立大、カリフォルニア大3)0辻暁1、長谷川潤1、河南るり子1、
Richard Needleman2、JanosK. Lanyi3、内藤品1、斉藤肇1

P 1 04 ヒトカルシトニンのアミロイド繊維:原子間距離測定に基づく高次構造ζ反応機構. ‘ 

(姫路工大理l、新潟綬営大2)0上平美弥1、土肥輝美I、辻暁l、野坂篤子三、斉藤肇l、内藤 品I

P 1 0 5 PFG-NMRによる柔粘性結晶の拡散係数測定
(分子研)0大石修

P 1 06 国体重水素NMRによるコポリ (y-アルキルグルタメート)主鎖のダイナミクス研究
(北大院工)0堤耀広、森越信之、平沖敏文
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(名工大工)0山本裕輔、吉水広明、辻田義治、木下隆利
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(名工大工)0杉浦寿史、吉水広明、辻田義治、木下隆利
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(名工大工)0鈴木智幸、吉水広明、辻田義治、木下隆利
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マイクロ秒領域での超高速パルスラベルによる蛋白質の

非ヒエラルキー的構造形成過程の研究

('岐阜大学医学部 2フォックス・チェイス癌センター 3阪大蛋白研)

0桑田一夫， Ramachandra Shastry2， Heinrich Roder2，後藤祐児 8

Non-hierarchical folding process of protein uncovered by 
ultra-rapid pulse labeling on microsecond time scale. 

Kazuo Kuwata'， Ramachandra Shastry2， Heinrich Roder2， Yuji Goω3 

'Department of Physiology， School of Medicine， Gifu University， Gifu 500・8705，
Japan; 2Institute for Can田 rResearch， Fox Chase Cancer Center， Philadelphia， 
PeIinsylvania 19111， USA; 3Institute for Protein R息search，Osaka University， 3・2
Yamadaoka， Suita， Osaka 565・0871，Japan 

We clarified the kinetic and structural characteristics on the non-native α-

helical intermediate formation during refolding of bovine s・lactoglobulin.Continuous-
flow method showed that the fluorescence increases after refolding with a time constant 

of several hundred μs， suggesting the non-native α-helical intermediate formation. The 
kinetic analysis using the continuous-and the quenched-flow pulse labeling shows that 
the stable hydrogen bond formation occurred at the hydrophobic core sheets (sF， sG & 

sH) at a time constant of ~1O ms. While H-bonds at the N-terminal region (sA) 
formed quite slowly. The burst phase labeling experiment showed that the amide 

protons at sA were already protected by a factor of -10 at -2 ms after refolding， 
indicating the marginally stable conformation corresponding to the non-native α-helix. 

The folding of s-lactoglobulin contains both the non-hierarchic (sA) and the hierarchic 

(sF， sG & sH) aspects， showing the interplay between the local and non-local 
interactions during protein folding. 

現在，世界的規模で，プロテオームの重要性が認識され，蛋白構造解析プロジェクトが

進行しているが，蛋白質立体構造と蛋白質機能発現機構との関連は，必ずしも明白なわけ

ではない。それには幾つかの理由が考えられる。ひとつには，蛋白質が溶液中で安定に存

在するためには，限られたコンフォーメイションしか許されないということである。実際，

アミロイドを形成するようでは，生体に不利に働く。立体構造としては沈殿やアミロイ

ドを生じない'ということが重要であり，機能を考える以前にまず考察されなければなら

ない事柄である。しかし，この拘束条件は未だ不明な点が多く，このことが，立体構造を

解釈する上で，問題を一層複雑にしている。

ふたつには，その機能は，エネルギー散逸を伴う動的過程と常にカップルしており，ダ

イナミクスと切り離して論じることは出来ない，ということである。ではどのくらいのタ

イム・スケールの運動が，機能に直接関係しているのであろうか?多くの蛋白質では酵素

反応等のタイム・スケールはミリ秒のオーダーである。実際，量子力学的な現象である電

子伝達反応においても，各残基が特定の配置をとるための運動のモードは極めて遅い。こ

のゆっくりした運動は，非常に低い確率の熱力学的揺らぎなのだろうか，あるいは，位相

2 



量の変化を伴う‘本当に遅い'モードの運動なのだろうか?これは，単に運動の解釈上の

問題ではなし蛋白質ダイナミクスの本質に起因する問題である。

この遅いモードの運動を溶液中の NMRで観測するために，少なくとも二つの方法がある。

1つは化学シフトの揺らぎを観測するオフ・レゾナンス照射法 (0・ROESY法)であり，も

うひとつは水素・重水素交換法である。前者に関しては，既に前回報告した。 βラクトグ

ロプリンでは， βAのN端側に，数百マイクロ秒のタイム・スケールの運動が，かなりの

ポピユレーションで存在することが分かった。

βラクトグロプリンは，構造形成途中で，天然構造には存在しないαヘリックスを形成
することで知られている。連続フロー法(蛍光検出)を用いることにより，この非天然ヘ

リックスが数百マイクロ秒で形成されることが分かつた。その強度の TFE依存性は，デッ

ドタイムが数ミリ秒の CDストップドフローの解析結果と基本的に合致していた。その後，

βラクトグロプリンは 800ミリ秒で， α→β転移を行い，極めてゆっくりと(分のオーダ

ーで)天然のβバレル構造に到達した。

超高速パルスラベル法では，連続フロー型のセルを用い， 240μ秒の時間分解能を得るこ

とが出来た。パルス強度-50での通常のパルスラベル法では，疎水性コア (βF，βG，
βH)では-10ミリ秒の段階で，プロテクションが始まった。これに対しβAのプロテク

ションは有意に遅れた。従って，プロテクションファクターが 50以上の安定な構造は，数

ミリ秒のオーダーでは N端では，未だ出来ていない，と考えられる。

然し，パルス強度を下げて，プロテクションファクターの低いアミドプロトンを検出す

ることが出来るパーストフェイズラベル法を行ってみると， N端のβAに相当するセグメ

ントが， 2ミリ秒で 10前後の protectionfactorを有することが明らかとなった。上のカイ
ネティックスと合わせて考えると， βAに相当する領域が，非天然αヘリックス形成の主

たる場と考えられた。またこの非ヒエラルキー的なヘリックスは，辺縁的に安定な構造と

考えられる。
βラクトグロプリンの天然構造を見ると，疎水性コアシート部分 (βF，βG，βH)

をC端の主ヘリックスが覆っているのに対し，非コア部分 (βB，βC，βD)にはヘリ

ックスがない。然し，上述のような構造形成過程も含めて考えると， N端の非天然ヘリッ

クスセグメントが，構造形成途中で一時的に，非コア部分を覆っていた可能性が考えられ

るのである。私は，これは水素結合ドナーやアクセプターが表面に露出するのを防ぎ，一

時的にアミロイド形成から保護するためではないだろうか，と考えている。即ち，これら

のヘリックスはアミロイド形成を防ぐために存在しており，本来，蛋白の機能とは直接関

係がない可能性が高い，と考えられるのである。

Heteronuclear Off-resonance ROESYの結果では， βAの前半部分はかなりミリ秒オー

ダーの運動のポピユレーションが高い。これは同部位が，溶液中で非常にゆっくりではあ

るが， α→β転移を行っているためではないだろうか?蛋白の機能に関しても，ダイナミ

クスの観点から，興味深い結果が得られている。天然状態におけるプロテクションファク

ターの分布は， N端半分(非コア部分)と C端半分(コア部分)で大きく巽なる。プロテ

クションファクターは，蛋白質のミリ秒以上の遅い揺らぎを反映していると考えられる。

そのN端半分とC端半分の境界に位置するのが， EFループである。このEFループが，

Tanford転移と呼ばれる，機能的に重要な構造転移を起こすらしいことが最近明らかになっ
た。何故，機能的に重要な部分がコアと非コアの境界に位置するのであろうか?

ここで最初に述べた問題に回帰する。遅い運動モードは，単なる稀な熱揺らぎなのか，

それとも，ピコ秒からナノ秒の速い運動から'力学的'に生成されたある種のオーダーを

有する，位相量の変イじを伴う，本当の'遅い'運動として考えられるのであろうか?

少なくとも， βラクトグロプリンに関しては，私は後者の可能性があってもよいと考え

ている。何故なら，それはコアと非コアの境界に位置するからである。ホワイトなスベク

トルを有する単なる確率的な稀な運動でなく，遅い運動モードを持つ少数のパラメーター

が系を支配しているのではないだろうか?
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Resolution of structural details of membrane-embedded 

proteins using solid state NMR methods 

Anthony Watts， Biomembrane Structure Unit， Biochernistry Department， 
Oxford University， Oxford， OXl 3QU， UK. 

Using solid state NMR approaches， it is now possible to define the structure and dynamics of 
binding for a small， isotopically (2H， 13C， 19F， 15N) labelled ligand， prosthetic group， or solute in its 
binding site of a membrane bound protein at near physiological conditions in natural membrane 
fragments or in reconstituted complexes [1，2]. Studies of oriented membranes perr国tthe 
orientational bond vectors of labelled groups to be deterrnined to good precision before the crystal 
structure of the receptor is resolved， and to sirnilar resolution， as shown for retinal in 
bact町 iorhodopsin[3，4，5] and bovine rhodopsin [6].百lepotential for resolving sirnilar details for 
ligands and drugs bound to their target receptots， is now being realised using the agonist， acetyl 
choline when intercalated into its binding site in the membrane bound， fully functional nicotinic 
acetyl choline receptor [7]. 

Novel magic angle spinning (MAS) NMR methods on membrane dispersions perr凶thigh 
resolution-like NMR spectra to be obtained for isotopically labelled ligands at their binding site in 
functional，白llyhydrated membrane proteins [1， 2]. To yield structural inforrnation， dipolar 
couplings can be reintroduced into the sp配汀umof labelled ligands in their bindi!1g sites of 
membrane-bound proteins to give interatornic distances to high precision (:t 0.5 A). In addition， 
relaxation and cross-polarization data gives estimates for the kinetics for on-off rates for binding. 
百leseapproaches have been used to identify sugars， and their s加 cturalrequirements for binding， in 
transporters expressed to amplified levels in E. coli plasma membranes at high sensitivity 
(250nmoles of ligand binding sites are detected) [8， 9]. By exploiting triple resonance MAS NMR 
methods with uniforrnly 15N-}abelled protein in membranes， it is now possible to define the residues 
in the binding site withln -7 A of the I1gands， to be resolved. As an example of drug binding， 
analogues (imidazole-pyridines) of the K+ーc<}mpetitiveinhibitors of the gastric-ATPase， have been 
structurally defined to high resolution (:tO.3A) at their binding site in functional membrane bound 
protein [10， 11]. Such inforrnation confirrns that the most potent inhibitors are the ones in which the 
ring moieties are constrained chernically， as revealed for bound but unrestrained ana10gue studied 
here. when bound. In addition， chernical shifts can be measured directly to help provi 

乙仏f Pでιで
6 

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆



1SL2 

Structural Proteomics of an Archaeon 

Cheryl H. Arrowsmith 

Struc回ralGenomics Project in Toronto Ontario Cancer Institute and Department of 

Medical Biophysics University ofToronto 610 University Avenue， Toronto Ontario， 

Canada M5G 2M9 

The goal of structural proteomics is to generate 3D structures of proteins on a genome-

wide scale. To explore the feasibility of a comprehensive structural proteomics project， 

424 non-membrane proteins of unknown structure from Methanobacterium 

thermoautotrophicum were cloned， expressed in E.coli and purified for structural 

studies. About 20% of these were suitable for x-ray crystallography or NMR 

spectroscopy without fi江thermanipulation， providing an estimate of the number of 

readily accessible structural targets in a proteome. A retrospective analysis of the 

experimental behavior of these proteins suggested some simple relations between 

sequence and solubility， implying that a comprehensive database of protein properties 

wi11 be use白1 in optimizing high-throughput strategies. 

Ten three-dimensional structures were determined using NMR spectroscopy or X-ray 

crystallography， in several cases revealing biochemical functions that were not 

detectable from sequence analysis. 

This study suggests that a large-scale structural proteomics effort is feasible， and 

identifies many of the experimental hurdles that need to be overcome in order to 

optimize such an effort. 
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BMRB: the Biomolecular Magnetic Resonance Data Bank 

aUlrich， E.L.， aDoreleijers， J.F.， aChae， S.， aMading， S.， aMunoz， A.， aSchnoes， A.M.， bWenger， 
R.K.， a Zhao， Q.， cIoannidis， Y.E.， bLivny， M.， and aMarkleγ.1.L 

a University 01 Wisconsin-Madison， Department 01 Biochemistry， 53706， Madison， 
WI， USA 
b University 01 Wisconsin-Madison， Department 01 Computer Sciences， 53706， 
Madison， WI， USA 
C University 01 Athens， Athens， Greece 

BioMagResBank (BMRB -URL: y:i.WW. hmrh. wisc.edl，1) is a repository fi凹 informationderived 
from biological macromolecules by NMR spec仕oscopy.BMRB is designed to provide accessω 
quantitative NMR data in forms that are useful for computational and comparative studies of 
macromolecular structure-function relationships.百lecurrent archive has over 1600 entries 
representing a large collection of assigned lH， I3C， and 15N chemical shifts for proteins and several 
en仕iesfor DNA and RNA molecules. Also available are smaller， but growing， collections of other 
classes of data (coupling constants， relaxation paramete民 andH-exchange rates). Newer feat町田

available台。mthe BMRB web site will be discussed here: (1) A query grid system allows users to 
retrieve sets of BMRB entries for proteins， DNA， or RNA that have defined characteristics and 
content (chemical shifts， relaxation values， coupling constants， etcふ(2)A list has been developed 
of BMRB entries that match NMR entries in血.ePDB . Each BMRB and PDB entry in this list has 
been reviewed to confirm白 紙 出βauthorsand/or the citation are consistent and白atthe 
biomolecular systems studied are equivalent， including the presence of ligands. Discrepancies 
be何回nthe BMRB and PDB entries are noted in a comment section. This list of matched entries 
will be extended continually as new B恥偲BandPDB en住iesare released. (3)百le97 PDB en仕ies
investigated previously (Doreleijers et al.) for the quality of coordina総sand NOE distance 
constraints has been transformed into ST AR files that follow for most data types the latest released 
version ofthe NMR-STAR dictionary (2.1). In collaboration with the PDB， the BMRB intends to 
provide NMR constraint and coordinate information in NMR-STAR file format for new structures. 
(4) A web-based data visualization sys旬m (DEVise) provides plots of various kinds of 
experimental data in BMRB en仕ies.A development version of this so丘waresupports interactive 
displays ofNMR experimental data from NMR-STAR files together with three-dimensional views 
of the molecule studied. 

We are pleased to acknowledge productive collaborations with the Protein Data Bank and the 
European Bioinformatics Institute. BMRB is supported by NIH grant LM05799 from the National 
Library of Medicine. 
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Structural biological characterization using NMR relaxation approaches 

David Cowburn， New York Structural Biology Center， C/O Box 163， The Rockefeller 

University， 1230 YorkAvenue， New York， NY， 10021・6399，USA 

Measurements of nuclear magnetic relaxation can provide insights into motions on the 

pico-nano second time scale. These motions may be macromolecular (hydrodynamic) 

or atomic-scale. Longer time scales also contribute to transverse relaxation and can be 

detected by measurements at multiple fields. Improved precision and development of 

analytical methods now permit direct measurement in solution of 15N chemical shift 

aniso住opy(CSA) of individual arnide nitrogens. The variability of observed CSA's 

makes for some complexity in analysing relaxation data. 

These improved analyses will be presented in their applications to 

a) the hydrodynarnic characterisation and structure determination of subdomains 

in multidomain systems 

b) the effects of circularization (i. e. head噂 to・tailcyclization) on protein stability 

and flexibility 

c) comparison to long time scale molecular dynamics simulations of proteins of 

significant flexibility. 
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スカラー結合を利用した水素結合の直接観察法と残余双極子相互作用

を利用した新しい測定法

(奈良先端大・バイオ、理研・バイオデザイン /GSC¥ 日本ブルカー t)三島

正規、伊藤紀之、 Jun-GooJ ee、池上貴久、畑中 稔ヘ 横 山 茂 之 ¥ 伊 藤 隆 ¥

M.阿 lchli t、O白川昌宏

Direct observation of hydrogen bonds in proteins and protein-ligand. 

(Nara Inst. Sci. Tech， RIKEN.， Bruker Japant) Masaki 島1.ishima，Noriyuki Ito， 

Jung-Goo Jee， Takahisa lkegami， Minoru Hatanaka¥Shigeyuki Yokoyama.， Yutaka 

Ito.， Markus W五Ichlit， Masahiro Shirakawa 

Hydogen bonds (H-bonds) are of central importance for maintenance of 

three-dimensional conformations of proteins and often play essential roles in 

recognition of ligand molecules. Intermolecular H-bonds formed between the Iigand 

phosphates and protein amide groups are often crucial for the interactions between 

proteins and phosphate-containing Iigands. We report the detection of intermolecular 

three-bond 3lp_15N and two-bond 3lp_1H J couplings across N-H""O"-P H-bonds. We 

also designed a new pulse scheme， 3hJNP HNPO， to observe correlations between IHN， 

15N and 31p of the H-bond donor and acceptor groups. The resultant spectra clearly 

show the correlation across the H-bond. 

水素結合は蛋白質、核酸などの生体高分子において、立体構造の保持、リガ

ンドの認識と結合、触媒反応の制御などに中心的な役割を果たす。しかし、

その重要性にかかわらず、従来は生体高分子の水素結合は、直接観測するこ

とは出来ず、 X線や NMRで決定した立体構 造や、化学シフトや H-D交換な

どの NMR実験から間接的に推定されてきた。

最近になって Grzesiekらは DNA、RNAなどの核酸の塩基対に見ら

れる N-H---N型水素結合や蛋白質の主鎖聞に見られる N-H---O=C型 水 素 結

合の供 与基 、受 容基の原子聞にスカラー結合が存在することを示した。これ

は生体高分子における初めての実用的な水素結合同定法といえる。

蛋白質の構造決定の初期過程での水素結合ネットワークの情報は、

水素結合、スカラー結合、蛋白質-リガンド相互作用、立体構造決定

みしままさき、いとうのりゆき、いけがみたかひさ、はなたなみのる、よこ

やましげゆき、いとうゆたか、しらかわまさひろ
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構造決定の迅速 化に大きく寄与すると期待される。このような効果は水素結

合がポリペプチド鎖上の遠隔的な構造情報をより多くもつ 3シートに富ん

だ蛋白質で顕著であろう。我々はスカラー結合を利用した水素結合直接観測

法を、 2つの β シートに富む蛋白質の構造解析に適用した。その構造解析の

迅速化における有 効 性 を 議 論 す る 。 ま た その過程で、いくつかの不規則的な

水素 結 合 パ タ ーンを見出した。これは NMRによる構造決定での誤りを効果

的に除くと考えられる o

蛋白質のリガンドには、ヌクレオチド、りん脂質、 NAD、補酵素 A

(CoA) ，DNA、RNAなどリン酸基を持つものが多い。ほとんどの場合、こ

う いったリガンド の 認 識 に は リ ン 酸 基 を受容基とする水素結合が決定的な

役割を果たす。また水素結合はしばしば酵素触媒にも関与する。しかしリン

酸基 は水素原子を持たないため、溶液 NMRにおいては水素結合を同定する

のは困難である。

我々は蛋白質とリン酸基の聞に形 成 さ れ る 分 子 間 水 素 結 合 を 検 出 す

る新しい手法を開発することを目的にして、 31pと水素結合供与基の 15p、lH

聞 のスカラー結合 (3hJNP，2hJHP)を測定した。得られた 3hJNPは大きく、リン

酸 基とアミド基聞に形成される水素 結合の新しい検出法である、

TROSY-HNPOの測定を可能にした。

【蛋白質主鎖聞の水素結合の同定と構造決定の迅速化]

TROSY-HNCO実験により蛋白質主鎖聞に観測されるアミド基とカル

ボキシル基間の水素結合の同定を行った。対象は 8構造を持つキチナーゼ Al

の FnIII様ドメイン、 αIs構造を持つヌクレオチド加水分解酵素ヒト MTHl

(hMTH1) である。

158残基からなる hMTHlについ て多くの主鎖聞の水素結合を同定す

ることができた。これらの水素結合は 8ストランド聞のトポロジーを同定し、

大まかなフォール デ ィ ン グ に 関 す る 有 用 な情報を与えた。構造決定の初期過

程における HNCOによる水素結合の同定は 8シートに富む蛋白質の構造決

定に大変有効であることを示した。

[リン酸基を含む分子間水素結合の同定]

GTP分解酵素ヒト H-Rasの変異体 Ras(Q61L)と GDPの複合体につ

いて、 {31P}spin-echo difference lpN constant-time TROSYにより、 3hJNP 

を測定した。さらに quantitativeJHP [15N， lH] HSQCにより 2hJHPを測定

した。その結果、 Ras(Q61L)・GDPに存在する 5つの N-H…O--p水 素 結 合

のうち、 Alal8-α リン酸基間にのみ非常に大きな J値を観測した。また新し

いパルス系列 TROSY-HNPOを利用し、 3hJNPを介した Ala18主鎖アミド 15N

と GDPの 31pα の相聞を得ることに成功した。
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溶液マジック角試料回転を利用した溶液中蛋白質の

CSA・残余双極子効果の定量的観測

(北陸先端大・新素材センター)

0楯真一、栗田順一、天谷哲康、島原秀登

Application of high-resolution MAS NMR to quantitatively elucidate 

15N chemical shift anisotropy and residual dipolar couplings in dilute bicelle media 

shin-ichi Tate.， Jun-ichi Kurita， TetsuyasuAmaya and Hideto Shimahara 

J apan Advanced Institute of Science and Technology (JAIST) 
Center for New Materials 

1-1 Asahidai， Tatsunokuchi， Ishikawa 923・1292

Japan 

Abs位act: The measurement of residual dipolar coupling自 inpartially ordered solutions can 

provide valuable global structural restraints in determining biomolecular structure. In addition 

to the residual dipolar couplings， the residual CSAs are also treasure to get another set of global 

structural information. They can further provide profound means to assess the length of the 

hydrogen bond. Because of high sensitivity of chemical shifts to minute changes in sample 

temperature and co-existing solutes in a protein solution， the residual CSAs are hard to measure 

quantitatively. In this paper， we describe a novel approach to gain the accurate residual CSAs 

with the high-resolution magic angle spinning (MAS) NMR technique. The application of the 

MAS to a protein dissolved in dilute liquid crystalline medium can eliminate anisotropic spin 

interactions. Thus， we can measure the isotropic chemical shifts of a protein in ordered medium 

under the MAS without changing sample temperature and solutes. This prompts us to collect 

the residual CSAs quantitatively. In the presentation， we will show the details in measuring 

residual 15N CSAs of ubiquitin and the possible applications of this parameter to protein 

structure analysis by NMR. 

Introduction: Dilute.liquid crystalline media have been widely used to measure anisotropic 

spin interactions， such asresidual dipolar couplings and chemical shift anisotropies (CSA). 

Residual dipolar couplings provide unique re自trainsin protein structure determination 1.3. The 

dipolar ∞uplings can provide the direct information on the orientations of the corresponding 

bond vectors relative to the magnetic field. These restraints compensate for the strict1y local 

NOE and J coupling restraints and improve the accuracy of NMR-derived structures 4. The 

change in chemical shift observed for a nucleus like 15N when shifting from an isotropic medium 

to an oriented liquid crystalline phase results 合omit自 CSA.This contains analogous information 

with that of the residual dipolar coupling to自howthe orientation of its CSA tensor relative to 

the magnetic field 5.7. Careful analysis of change自 to15N chemical shifts appearing in ordered 

state can give the magnitude of 15N CSA， dσ， and the orientation of the principle component of 

the 15N CSA with re自pectto the NH bond vector，α. Becau自e15N CSA values， dσand α， are 

shown to sensitive to backbone conformation and hydrogen bond strength 8， the quantitative 

analysis of 15N CSA values will give us invaluable structural information of a protein. 

K忌'J'Words: chemical shift anisotropy， magic angle spinning， residual dipolar coupling， protein 
structure， NMR 

たて しんいち、くりた じゅんいち、あまや てつやす、しまはら ひでと

12 



As chemical shifts are extremely sensitive to sample conditions， such as temperature and 

co・existingsolutes， the measurement of orientation-dependent changes to 15N chemical shift or 

the residual CSA requires more careful experiment than that for the residual dipolar couplings. 

In recently published reports， those values were measured 仕omthe chemical shifts differences 

between those measured under isotropic and ordered states by changing自ampleぬmperature

with subtracting the contributions from intrinsic temperature inducing chemical shift changes 

6，7. Those observed results have shown good correlation between the observed values and the 

calculated residual CSAs from a high-resolution crystal structure， but they do not seem to be 

accurate enough ωevaluate residue speci五cCSA. In the present study， we will show the useful 

application of the high-resolution magic angle (MAS) NMR techniques to quantitatively measure 

the residual 15N CSAs. This method would open Up the direct way to utilize the CSA values to 

elucidate the local backbone structure and hydrogen bond strength. 

1. Effect of magic angle sample spinning to dilute liquidぽystallinemedium 

The dynamics of the liquid crystal director during high-speed sample spinning have been 

extensively investigated 9. When a liquid crystal is spun around the tilt恐daxis against the 

magnetic field with high spin rate， the director does not have time to re-align itself ωthe 

magnetic field. Under this high-spinning condition around the tilted axis， the director 

reorients in such away that the time average of the potential energy is minimum. In 

general， for liquid crystals with negative diamagnetic anisotropy， O:χ< 0， director is 

distributed in a plane perpendicular to the rotation axis when 0
0 

< 9 < 54.7
0 

where 9 is the 

angle between the rotation axis and the magnetic field. Consequent1y the anisotropic 

interactions are scaled down by: 

Dobs = (-1I4)Ds(3cos29・1) 、‘，
J'・4

，SE
、

where Ds represents the static anisotropic interaction. When 54.7
0 

< 9 < 90.0
0 

， the 

directors tend to align along the rotating axis， and the anisotropic interactions are scaled 

down by: 

Dobs = (・1I2)Ds(3cos29・1) (2) 

From above consideration， the MAS rotation of a dilute liquid crystalline medium can be 

expected to diminish anisotropic spin interaction in a protein caused by weak molecular 

ordering when spinning ra旬 islarger than that of the liquid crystal director re-orientation. 

In the present study， we used 7.5% (w/v) DMPCIDHPC/CTAB bicelle to achieve weak 

ordering of a protein. Figure 1 shows the solvent 2H spectra measured under the MAS with 

2.6kHz sample spinning (b) and in the static state (a) at 30'C. As clearly seen from those 

spectra， anisotropic interaction seen on the residual quadruple coupling of 2H， the MAS 

with 2.6kHz can be effective to even this dilute liquid crystalline medium. 

2. Application of the MAS to measure the residual dipolar couplings 

In the present study， we used human ubiquitin as a target protein for devising this 

technique. Figure 2 shows the comparison of the IPAP spectra of 15N ubiquitin in7.5% bicelle 

medium ωdemonstrate the effect of the MAS to the observed lJnh values. The observed 

lJnh values of ubiquitin in 7.5% bicelle medium under 2.6kHz MAS were consistent with 

those collected for the protein in the solution without bicelle; the pair wise r.m.s.d. value was 

13 



0.59 Hz corresponding to the experimental reading error range. Thus the data show the 

MAS can surely decouple the residual dipolar interactions for the protein in bicelle medium. 

Figure 1. Influence ofmagic angle 
sample spinning on the solvent 
2Hquadrupole splitting. wlthoutMAS 

wlth MAS ( 2.6匙Hz)

10.9Hz 

〈一一一一歩
(a) 

ぬ
W

Figure 2. Comparison of the IPAP 
spectra of 15N labeled ubiquitin 
measured in the static state and under 
the MAS condition. 
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3. Measuring the residual CSAs for ubiquitin 

The above data clearly demonstrate that the MAS can diminish the anisotropic spin 

interaction caused by weak molecular assignment in dilute bicelle medium. Thus， the 

changes to 15N chemical shifts of the weakly ordered protein caused by the MAS application 

directly correspond to the residual CSAs. Figure 3 shows the representative parts of lH・15N

HSQC spectra of the same 15N ubiquitin sample dissolved in the 7.5% bicelle medium 

observed in static (a) and under MAS (b) conditions. After applying the MAS， we observed 

significant changes to 15N chemical shifts from those in the static spectrum. As indicated 

with black triangles in Figure 3， L15 shows quite large 15N chemical shift al飴rationunder 

the MAS. It is noted here that in the present experiment all sample conditions are exactly 

the same in both自pectra(a) and (b) except for the application of the MAS. Thus， we do not 

have to consider unexpected effects on the chemical shifts from the minute differences in the 

sample condition. Further analysis on the 15N CSA values based on the present observation 

will be given in the presentation. 

(a) 2.6 kHz MAS (b) withoutMAS . 120.0 120.0 
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Figure 3. lH.15N HSQC spectra of 15N labeled ubiquitin measured in static 
state and under the島1AScondition. 
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二量子四極子分裂画像による

関節軟骨応力変形の解析
(京都府立医大・一生理1・整形2、テルアピブ大・化学3)

。瀬尾芳輝生駒和也日下義章2，H. Shinar3， G. Navon3 

Deformation of Articular Cartilage Analyzed by 2H DQF Spectroscopic 

Imaging. 

JDepar仰 entof Physiology， 2Department of Orthopaedic Surgery， K.戸 toPrefectural 

Universityof Medicine， Kamigyo・ku，Kyoto 602・0841，Japan， 

JSchool ofChemistry ， Tel Aviv University， Ramat Aviv， Tel Aviv 69978， 1srael. 

Y. Seo1， K. Ikoma1， Y. Ku泊 ka2，H. Shinaf and G. Navon3 

We have maeasured the order of the collagen fibers in articular cartilage by using 2H double-
quantum-filtered (DQF) spectroscopic imaging白紙 depictsexcIusively water interacting with 

oriented structures. In the absence of load， a large splitting is observed in upper area of血e

calcified layer and a smaller splitting in the deep layer. The splitting disappears in the middle 

layer組 dreappears at白esurface. When the cartilage was rotated and was set its surface 

parallel to the static field， the splitting of the calcified and deep layers is halved while the 

splitting of the surface layer is increased. This is an indication白紙出efibers align 

pe中endicularto the bone at the deep layer and parallel at血esurface. Under static loads， 

while the increase of the splitting at the surface and the thickening of this zone continues， the 
splitting at the deep layer completely collapses. The marked collapse of the splitting near the 

bone rnay be a result of the crimping of the collagen fibers in this layer. 

【はじめに】 関節軟骨は、図1に示す様に数層の層構造を持っている。コラーゲン

繊維は、石灰化層から垂直に立ち上がり、中間層で緩やかに曲がり、表層では、表

面に平行に走っている。荷重負荷に最適化した構造を有していると考えられてい

る。非荷重時の構造については電子顕微鏡などによって研究が進められてきたが、

荷重下の関節軟骨については、極めて限られた知見しか得られていない。我々は、

重水置換したアキレス臆組織について、重水素核NMRスベクトルの四極子分裂の大

きさが、コラーゲン繊維の走行の方向や乱れに敏感であり、アキレス臆断裂後の変

性・修復過程に著しく変化する事を示した。今回、二量子四極子分裂画像法を用い

ることにより、コラーゲン繊維に配向した重水素水分子の四極子分裂をマーカーと

して、非荷重時・荷重時の関節軟骨のコラーゲン繊維の構造変化を可視化した。さ

らに、荷重強度を変化させたときに生じる連続的変化について新たな知見を得るこ

とができた。

キーワード:水分子、二量子フィルタ -NMR、四極子分裂画像、関節軟骨

せおよしてる、いこまかずや、くさかよしあき、 ShinarH.、NavonG. 
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【結果・考察1
1. H-1 T2緩和時間とH-1MRI 荷重部と非荷重部の関節軟骨のT2・強調gradient-echo

画像(非荷重状態、 TR/TE= 300/4 ms、Flipangle = 450
) を図2に示す。いずれも

軟骨表層直下の信号強度が高く、深層に行くに従って低下しているが、信号強度の

減少は、荷重部で顕著であった。 Multi-spin-echo法によりT2緩和時間を測定してみる

と、荷重部軟骨のT緩和時間は、二峰性を示した。軟骨最表層で最長(40:f:3ms)中

間層にかけて急激に短縮し中間部のやや骨よりの部位で最小値(8土 0.4ms)をとり、

深層で再び延長し最深部で39土 9msをとったd非荷重部においては、二峰性は示す

ものの深部でのも緩和時間の延長は顕著ではなかった。また、 T2緩和時間は、静磁

場と軟骨とのなす角度により変化し、深部の緩和時間の変化が大きい。よって、 H-1

NMRにおいても、軟骨内の水分子の緩和時聞が部位によって異なり、構造タンパク

質であるコラーゲン繊維の走行構造を反映しているものと考えられてきた。

2. H-2二量子四極子分裂画像 図3に二量子四極子分裂画像のパルス系列を示す。

二量子フィルターにより、水分子の重水素酸素核問の四極子相互作用がゼロに平均

化きれない場合に生じる 2ndrank SQ coherence (T2.1)を選択的に測定した。軟骨の深

さ方向の位相エンコード磁場勾配パルスを、二量子緩和時間内(tnQ)に与えた。スライ

ス選択は、最初の90.パルスを周波数選択パルスとしスライス選択磁場勾配パルスと

ともに与えればよいが、今回は省いた。

図4に典型的な荷重部軟骨の二量子四極子分裂画像を示す。石灰化層から最深部に

かけて、もっとも大きな四極子分裂(約1500Hz)が測定され、深層から中間層に

かけてより小さなの四極子分裂(約500Hz)‘が測定され、表層に向けて次第に分裂

幅を小さくする。表層直下の部分で四極子分裂は無くなるが、最表層部では小さい

分裂が認められた。静磁場内で軟骨を90度回転させると、中間層以下の四極子分裂

は1/2に、最表層は、 2倍弱に増大した。よって、コラーゲン繊維は、深部では骨に

対して垂直方向に、最表層では骨に対して平行に、中間層では様々な方向に、走行

しているものと考えられる(図1)。

Fig. 3. Pulse sequence and coherence-trans1er pathway 01 double-quantum 1i1tered 
10 spectroscopic imaging. 
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Fig. 4 a) Scheme 01 compression device 01 cartilag. b) H-2 OOF spectroscopic 

images 01 a bone-cartilage plug without load and with static loads (0.1・1.0MPa). 

Scale indicates thickness 01 cartilage 1rom subchondral bone. (TRlτ= 1鵠 c/100us， 

FOV = 12.8 mm x 20 kHz ， data matrix = 64 x 2048) 
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3.荷重による二量子四極子分裂画像の変化 図4に荷重負荷時の二量子四極子分

裂画像の変化を示す。 0.1~1.0 MPaの荷重を順次加えていくと、軟骨の厚みはだん

だんと薄くなる。軽荷重(0.1~0.3 MPa)では、中間層から深部にかけての小さい四極

子分裂が完全に無くなり、最表層部の分裂が大きくなった。高荷重(0.5~ 1. 0 MPa)で

は、最表層部の分裂はさらに大きくなり、その領域の厚さも増していく。同時に最

深部の大きな四極子分裂が消滅した。脱加重し、生理食塩水内にしばらくおいてお

くと、非荷重時とほとんど同ーの二量子四極子分裂画像が得られた。以上の結果よ

り、荷重負荷時には、まず、中間層のコラーゲン繊維が大きく変形し、荷重を受け

止める。高荷重時には、深層部のコラーゲン繊維にまで、変形がおよぶ事が明らか

となヮた。

【まとめ】 二量子四極子分裂画像により、関節軟骨の荷重負荷によるコラーゲン

繊維の変形を可視化する事が出来た。高荷重時の最表層部および中間層のコラーゲ

ン繊維の再配向については、荷重を掛けつつ静磁場に対する角度を変化させた測定

が必要である。現在、角度可変荷重プロープを製作中である。
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実験動物における薬理学的脳機能イメージング法

(国立環境研筑波大医2) 0三森文行¥熊谷恵1，2 

Pharmacological brain functional imaging method in偲 perimentalanimals 

(Natl.Inst.Environ.Studies 1 ， Tsukuba Univ2
) E'.Mitsumori 1， M.Kumagai 1，2 

We studied a functional magnetic resonance imaging method for experimental animals ω 

investigaωthe phannacological activation or modulation of the brain白nction. The method 

was based on the T I shortening of water in the activated neurons by加 intrusionof manganese 

ion through the calcium channel. Image subtration between after and before the activation 

伊vea reliable functional mapping ofthe brain with eliminating the signal change due to non-

specific activation. 

【はじめに】ヒトを対象とする NMR脳機能マッピング法(fMRIlが広汎に行われている

が、薬物や毒物の脳機能に及ぼす影響を解明するためには、薬物投与が自在に行える

動物における脳機能イメージング法の確立が望まれる。このためには、動物の麻酔下

における機能発現を高感度でとらえられる方法が必要である。前回、このような要請

のもとに我々はマンガンイオンをコントラスト試剤として用いる高感度脳機能イメ

ージング法を報告した。今回、動物へのマンガン投与法を改善し、また、標的薬物投

与の前後で連続的に測定を行い、投与前後の差分イメージを作製することにより、薬

物投与による特異的な脳機能賦活を選択的に、再現性よく測定できる方法を検討した。

【方 法】雄の Wistarラットを halothane麻酔下(I%)で右総頚、内頚動脈聞に外部

循環回路を設定し、これよりMnC12水溶液(60m閥、 D-mannitol (25%. 5-7.5皿1/kg体重)、

脳賦活化のための化学物質等を投与した。 MnC12水溶液は、 D-mannitolによって右側

の血液脳関門(BBB)を破壊後1.4m1/hで 10分間連続投与する方法と、予め 6分間投与

し、 BBB破壊後、再度 6分間投与する 2つの投与法を用いた。麻酔は脳賦活を行う約

40分前にα-chloralose(30mg/kg)+urethane(300mg/kg)に切り替えた。測定は、Bruker

Biospec24/30分光計に、自作の内径 50mmの sineコイル検出器を用いて行った。 T1

強調画像 (TRlTE=306/13ms)をスピンエコー法で測定した。位相エンコードを 64段と

し、積算 2回で 1画像を約 40秒で取得した。これにより、化学物質(主としてグル

タミン酸)投与の前後で連続して画像を測定し、投与前後の差分画像を作製した。

【結果と考察】神経細胞の賦活に伴うカルシウムチャンネルの活性化により、細胞外

のマンガンイオンが細胞内に取り込まれ、これによる活動神経細胞内の水の縦緩和時

間の短縮を T1強調画像において信号強度の増強として観測するのが本法の趣旨であ

る。この方法は、血流動態の変化を観測する BOLD法に比べ、より神経活動に直接的

NMRイメージング、脳機能、マンガン、 T1強調画像、神経伝達物質

みつもりふみゆき、くまがいめぐみ
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超偏極129Xeガスを用いた器壁による緩和効果の研究

(阪大・医)0藤原英明、木村敦臣、柳川康洋、 (国立循環器
病セ・放射線)飯田秀博、 (工技院・大阪工業技術研究所)
平賀 隆、 (工技院・電子技術総合研究所)服部峰之

Relaxation Behavior of Laser-Polarized 129Xe Gas: Size Dependency and 

WallE仔ectof the T1 Relaxation Time in Glas~ and Gelatin Bulbs 

Hideaki Fuiiwara. Atsuomi Iくimura，Yasuhiro Yanagawa， Hidehiro lida， 1 

Takashi Hiraga，2 and Mineyuki Hattori3 

School of Allied Health Sciences， Faculty of Medicine， Osaka University 
1 Dept. of Biomed. Radiology， National Cardiovascular Center Research Institute 
2 Dept. of Material Physics， Osaka National Research Institute 
3 Supermolecular Science Division， Electrotechnical Laboratory 

Size dependency of the relaxation time Tl was measured for the laser-polarized 

129Xe gas encapsulated in different sizes of cavity made by glass bulbs or gelatin 

capsules. The dependency is analyzed on the basis of the kinetic theory of gases and 

a relationship is derived in which relaxation rate is connected with the square inverse 

of the diameter of cavity. Such analysis provides a novel parameter which denotes 

wall effect on the relaxation rate when gas molecule collides with the surface once in a 

second. Dependency of the relaxation time on the materials comprising glass bulbs 

or gelatin capsules is also discussed. 

序. 超偏橿希ガスNMRIま物理から化学、医学まで応用可能な最新測定法として注目され

るようになったo 超偏橿希ガスの製法は、半導体レーザー景子が開発され高出力で安定

した波長のものが得られるようになり以前に比べ容易となった。またRbのようなアルカリ

金属の使用にもかかわらず、ガラスの加工などによりかなり自由に生成装置を組み上げるこ

とが出来るようになった(生成装置については、本討論会の講演番号P64参照)。我々は、

自作の超偏橿希ガス生成装置を使って129XeのNMR緩和時間 (T1)を測定し、この緩和時

間における器壁の効果を調べたので以下に報告する.

実験.

1)レーザ傭極詰置:半導体レーザとしてOptoPower社製OPC-A020・795・CSPSを用い、

(1/4)λ板を通して円偏光とした。この型は光出力がグラスファイパー接続ではない

ので円偏光を得るのは簡単である。磁石は縦型の分析用NMR装置の漏れ磁場を利用し

超偏橿希ガスNMR， Xe・129.緩和時間、サイズ依存性、壁による緩和効果

ふじわら ひであき、きむらあっおみ、ゃながわやすひろ、

いいだひでひろ、ひらがたかし、はっとり みねゆき
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たので、垂直方向の12mT程度の磁場の位置に偏極セルを置いた。偏橿セルは120"Cの

恒温槽内に置いた。セルはシリンダー状で外径6cm長さは10cmである(一部長さ20cm

のセルも用いた)。装置全体の設計については本討論会の講演番号P64を参照された

い。 Rbは約0.29を高真空(106Torr)下で封入した。ガラスはパイレックスガラスを用

いたが、今回は特に表面コーティングは考慮しなかった。

用いたXeガスは天然存在そのままの組成で高純度晶を用いた。数気圧以上に加圧した

方が偏極度は上がるはずであるが、ガラス装置の使用上の安全を優先して1気圧で実験

を行った。

2)ガラス球とゼラチンカプセル:ガラス球はそれぞれの材質のガラス管を購入し自作した

(一部石英ガラスなどは阪大ガラス工作センターに依頼)。実験に使用したガラス球の

材質は以下のものである:石英(東芝製)、パイレックス(lWAKI丁目0)、硬質ガラス

(赤川製)、並ガラス(日本電気製)、北海スーパー(日本電気製)。

日本薬局方によるゼラチンカプセルは市販晶をそのまま用いた.これはシリンダーの上

下に半球のふたが付いた形である。球形ゼラチンカプセルは特注晶として入手した。

3)球の内径の測定:ガラス球やゼラチン球の内径は、中に水を注入しその重さから決定し

た.局方ゼラチンカプセルのサイズはカタログ上の値を引用した。

4) NMR測定:X e-NMRの測定はVarian社製INOVA400WB装置で行った。測定周波数

は110MHz、温度は室温 (25"C)である.

ガラスやゼラチン球は10φ試料管に入れて測定した.これらの球は自作のものは細い

枝管を付け、市販晶などには針で乱を聞け、真空ラインを利用して偏極ガスを導入し、

粘着テープで密封した.

結果と考察.

1)超偏極129XeのTl測定.

超偏極の磁化は熱平衡の磁化に戻るプロセスが(縦磁化について)Tlで決まることか

らTlを求める式が知られている:

In(5n)= {In(cosα) -TR/T1Hn-1) + In(51) (1) 

ここでは、 α。パルスがTRの時間間隅で繰り返し(全部でn回)照射され信号強度Sが

測定される。 51と5nは1番目とn番目の信号強度を表す.この式より、 In(払)をn-1に対

してプロットすると、勾配が In(cosα)-TR/Tlで切片がIn(51)となることが分かる。

2) 90。パルスの測定法.

超偏橿実験でパルス角を測定する場合、従来の試行錯誤的な方法は適用できない。測定

対象の試料についてパルス角を正確に評価するため、本研究では以下の方法を採用し

た。式1に基づくTl測定を、同じ館料について、パルス照射時聞を 2倍にして繰り返す

とする。 α。と2α。パルスに対する式1の差をとると:

傾斜の差=slope(2α)-slope(α)= In{ (2cos 2α ・1)/cosα(2)  

となり、これからcosαが求められ、 αが決まる。ここでの実験ではαは16.5μsecと

なった.

3)種々のガラス球についてのTl値.

Tlの測定値を表1に掲げた(次ページ)。
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Table 1. Relaxation Data of the Laser-Polarized ， 29Xe Gas Encapsulated in Glass Bulbs 

and Gelatin Capsules * 

Glass Bulb Gelatin Capsule 

Iwaki TE30 Hokkai-Super Pharmacy Grade Gelatin Bulb 

d 1 d 1 d 1 d 1L 
7.8 94.1 :t9.8 8.1 27.6土2.8 8.8 (#00) 105.4土8.5 6.3 179.9:t 15.0 
6.6 66.9士9.3 6.1 20.3土0.1 7.8 (#0) 84.1 :t4.7 5.7 150.0士20.8

5.8 25.3:t4.5 5.5 17.1 :t0.7 6.8 (#1) 78.8土5.8 4.3 89.8:t 1 0.3 

4.2 18.7:t2.8 4.9 14.7:t0.7 6.3 (#2) 59.2:t3.7 4.1 79.9:t9.4 
4.0 13.9土3.4 5.8 (#3) 52.7土3.8

5.1 (#4) 45.5土4.0
ーーーー・・ーーーーーーーー・・ーー圃・・咽ーーーーー圃ーーーーーーーーーーーー・，ーー圃ーー圃ーー曲圃ーーーーー・，ーー曲ーー圃ーーー

Glass Bulb 

Quartz Iwaki TE30 AkaQawa Ordinarv・Class
d T，一一一一 一旦一一一五一一一 d T，一一一一 d T，一一
6.4 172.8土16.1 6.6 65.0:t5.1 6.8 126.8:t15.3 6.4 97.2土13.4

*d is the inside diameter of the spherical volume in mm and T， is the longitudinal 

relaxation time in sec. Standard errors are estimated in the repeated measurements. 

4) T，のサイズ依存性の解析.

簡単な気体分子運動論的な考察から、以下の式を導くことが出来た:

11T， = (1 5D/t'，wall )( 1 I d2) + 1/T"inf (3) 

ここで、 Dは自己拡散係数、 t，糊11は1秒に1回の速度で器壁に衝突が起こる場合の1回

当たりの緩和時間への寄与、 dは空孔の直径、 T"infは無限大サイズ中での緩和時間であ

る.局方ゼラチンカプセルについては、この式は以下のようになった(図1)

11T，= 0.504(:t0.049)(l Id 2) + 0.00321 (土0.00126)， r=0.981 (4) 

ここで、土の値は標準誤差、 rは重相関係数を表す.自己拡散係数として、 1気圧で室温

のXeガスについての値、 0=5.7mn手Isecを利用すると、 t'，wall= 170土17が得られ

る(駐:これは無次元量となる)0 内径9.2mmの場合に器壁への衝突回数が1回/秒

となることから、このサイズで1気圧、室温のXeのT，Iこ及ぼす器壁の緩和効果は170

秒となる.あるいは緩和速度に1/170secの寄与があることとなる.

このようにt"附 11は空孔サイズを標準化した上で器壁の緩和効果を表すパラメーターと

して用いることが出来る.

上記カプセルは正確には球形でなく球形近似をしたわけであるが、球形のゼラチンカプ

セルについて同様の実験を行うと:

11T，= 0.199(:t0.005)1 l(d2) + 0.00052(土0.00023)， r=0.999. (5) 

が得られた.傾斜の若干の遣いは、形の違いの他、ゼラチンの表面状態の違いを反映し

ていると思われる(正確な比較は局方カプセルの形状効果をコンビューターシミュレー

ションすることにより得られるはずである)0 

パイレックスガラスに対しては以下の式カ鳴られた:
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1 /T1= 0.968(士0.163)(1/d 2) + 0.00003(土0.00847)， r=0.948 (6) 

この式から、 tl.wall= 88:1: 15が得られる。即ち、パイレックスガラスはゼラチンカプセル

より緩和効果が大きい (5式と比べると 5倍程度大きい)。

同じガラスでも北海スーパーでは:

1 /T1 = 1.218(:1:0.045)(1 /d 2) + 0.017 4(土0.0014)， r=0.999 (7) 

となった。パイレックスガラスより緩和効果は若干大きいが大差はない.

種々のガラスの種類と緩和効果の違いを簡単に比較した結果も表1に掲げてある。

やはり石英ガラスが一番良いデータを与える。

ガラスの器壁の緩和効果は微量に含まれる鉄分(パイレックスで0.3%の酸化第二鉄が含ま

れる)により大きく増強されるが、ガラス加工中のこのような金属成分の混入などにも影響

される。ガラスの表面処理(シラン系化合物による化学処理)が緩和効果を抑えることが知

られており、長い緩和時間の実現にはこのような処理が不可欠であろう。

上の4-6式で、切片の値からT1.infを見積もると100-1000秒程度にかなりの幅が見られ

た。本来は無限大空孔中の緩和時間として10000秒程度の値が期待されるが、これより短

いことは、 Xeガスへの空気など不純物の混入によると考えられる。これは、超偏極セルか

らの発生(微量の水分はアルカり金属と反応して水素ガスを発生する}、あるいは、偏極ガ

スを取り出してサンプルに充填中に空気が混入することによると恩われる。 T1 •infの正確な
評価には、今回より大きな容器を用い、真空ライン!こ直結したXeガス充墳が£、要であろ

つ。
今回の結果は、 Xeの緩和効果が表面の材質や状態を反映して大きく変化することを示し

ている。 XeのNMRが、生体を含めて、表面の物理化学的状態あるいは生体表面の病態解

析に利用出来る可能性が示唆される。

1.藤原英明、 「超偏極希ガスを用いた医用磁気共鳴技術の発展」、技衛予測シリーズ:

21世紀に期待される技術~その将来展望、日本ビジネスレポート社、 p.69-75(2000). 
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Fig.1 Plots of 11T 1 against l/d 2 for the gelatin capsules (eq.4) . 
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超並列型 MRマイクロスコープの開発
ーシステムコンセプトとシステム設計一

(筑波大学物理工学系)0巨瀬勝美.拝師智之.松田善正

Development of a Super-Parallel MR Microscope: Concept and System Design 

Katsumi Kose， Tomoyuki Haishi， Yoshimasa Matsuda 

The super-parallel MR microscope， in which a large number of samples can be measured at 

the same time， has been proposed. The system has a specially designed gradient probe 
system composed of a large number of gradient probes， each of which is essentially the 
same independent gradient probe and cooperatively works. By operating the probe system 
in a homogeneous magnetic field at the same企equency，a number of MR microscope 
images can be obtained using a single transmitter and multiple receiver sys総m.

1 はじめに

短期間に多量のサンプルの MRIIMRM(MRMicroscopy)撮像を行う応用が，し、くつか考

えられている.また逆に，このような撮像が可能となれば， MRIIMRMの応用分野が飛躍

的に広まるものと期待される.

上記の計測を可能とするために，一つのアプローチとして，サンプルを撮像領域へ次々

と自動的かつ高速に供給し，高速，もしくは超高速イメージング法を用いて撮像する手法

が考えられる. しかしながら，この方法では，同時に 1個のサンプノレしか計測できないた

め，処理速度に限界があり，飛躍的に処理速度を高めるためには，同時に複数のサンプル

を撮像する手法，すなわち計測の「並列化」が必要である.本研究では， MRマイクロスコ

ープ計測を並列化するシステムを検討し，設計したので，その結果を報告する(1).

2.並列化 MRMにおける問題点と解決法一超並列型 MRM-

<並列化 MRMに対する要求>

最も簡単な並列化手法は，多数のサンプルを一つの RFコイルの中に設置し，同時に撮像

する方法である.しかしながら，画素あたりの充分なSNRを確保して信号加算を不要とし，

さらに高速化を達成するためには，サンプルの大きさに適合した RFコイルを使用すること

が不可欠である.よって，複数の RFコイルを，互いに干渉しないように RFシールドボッ

クス内に配置し，各サンプルを各コイルで独立に励起し，各コイルから独立した NMR信

号を受信する必要がある.また，勾配磁場としては，必要な強度とスイッチング速度を確

保して，各サンプルに同時，もしくは別々に印加するものが要求される.

MRマイクロスコープに必要な勾配磁場強度は，実用的な空間分解能(画素サイズ)の目

安である 50μmを実現するために，プロトンを測定対象として，約1O"-'20G/cmの強度を

必要とする.そして，高速撮像法を実施するためには，最大勾配磁場まで lms以下，さら

に， EPIなどの超高速撮像法を行うためには，最大勾配磁場まで O.lms以下というスイッ

チング速度が必要とされる.

MRI， MRマイクロスコープ，勾配磁場プロープ，超並列型MRI

こせかつみ，はいしともゆき，まつだよしまさ

28 



<並列化 MRMにおける勾配コイル>

このような性能の勾配磁場をサンプルに印加する手法として，すべてのサンプルに対し

て「単一の大きな勾配コイルを用いる方法』と， r各サンプル毎に個別の勾配コイルを用い

る方法Jが考えられる.以下，これらの利害得失を議論する.

勾配磁場を短い時間で立ち上げる場合に，その技術的限界を決定するのは，立ち上げ時

に供給する電力である.すなわち，勾配コイルのインダクタンスを L，電流を1，立ち上げ

時間を此とすると，コイルに蓄えられる磁気エネルギーは U=(LI今12であるので，立ち上

げ時に必要とされる電力 Pは， P=U/(.:lt)=(LP)1包企Oとなる.現在のハイエンド人体用 MRI

では， L----lmH， I----300A， ~t----O.lms であり，これらを用いて計算すると 450kW となる.

ところで，一定の勾配コイル形状で，そのサイズ(直径 a)を変化させた場合，勾配磁場

発生効率(単位電流あたりの勾配磁場)ηは， a"2で変化し，インダクタンス Lは aに比例

して変化する.すなわち，勾配磁場強度を一定に保つためには， a2に比例して電流 Iを増

加させる必要がある.よって，立ち上げ時間企tも一定とすれば，勾配磁場の立ち上げ時に

必要な電力 Pは，a5で増加する.なお，直径 aの変化とともに，コイルの巻き数nを変え

る可能性もあるが， ηはnに比例し，Lはn2に比例するため，Pはnには依存しない.

さて，勾配コイルの中に，均一な勾配磁場が発生する領域の体積は， a3に比例して増加

するため，その領域の中に配置できるサンプル数 (RFシールドボックスの数) Nは， a3 

に比例して増加する.すなわち，サンプル数 Nに対して，勾配磁場のスイッチングに必要

な電力 Pは N5/3で変化する.一方.各サンプル毎に個別の勾配コイルを用いる場合には.

サンプル数Nを増やしても，電力は勾配コイルの数Nに比例して増えるだけである.もち

ろん，個別に勾配コイルを巻いた場合には，スペースの効率が悪く(約 113程度)なるが，

N が大きい場合には影響は少ない.このように，個別の勾配コイルを使用する場合は，広

い均一な静磁場空間が利用できる限り，非常に多数のサンプルの同時計測が可能であり，

いわば「超並列Jともいうべきシステムの構築が可能である.実際，人体用 MRIで使用さ

れている磁石の静磁場空間を活用する並列化 MRMは，超並列型システムでなければ構築

不可能である.

以上のように，個別の勾配コイルを使用する方法が有利であるが，サンプル毎の勾配コ

イルは，どのように作成すればよいであろうか?一つのアプローチとして，アクティブシ

ールドされた勾配コイルを近接して配置するという方法が考えられる.しかしながら構造

が複雑となるため，大量に製作する場合には，簡単な構造を有する以下に述べるコイル配

置が有用であると思われる.すなわち，独立した通常の勾配コイノレを，コイル外の磁場も

考慮して最適に配置するシステムである(2).次節にその配置を述べる.

3.超並列型 MRM用勾配磁場プローブの構成

Fig.lに勾配コイル配置の見取り図を示し， Fig.2とFig.3に，コイルに流れる電流の向

きを示す.このように 1個の勾配コイルユニットは， Gzコイルが Maxwell型， Gxと

GyコイルがAnderson型であるような，単体として勾配磁場コイルとして使用できるもの

である.しかしながら， Fig.2とFig.3にGzコイルと Gxコイル (Gyも同様)の配置を示

すように，隣接するコイルに流れる電流を閉じ方向とすることにより，一つの勾配コイル
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4.システム構成

4個のプロープに対するシス

テム構成の例を Fig.5に示す.

このように，送信高周波パル

スは，同ーのパルスプログラマ，

RF変調器を使用して生成し，送

信機には，個別のものを使用し

ている.また，図には示してい

ないが，勾配コイル用電源は，

共通のものを使用する.このよ

うに，同ーの共鳴周波数，同一

のパルスシーケンスを使用する

ので，送信系は，ほとんど共通

化することができる.

一方，受信系は，独立した

NMR信号を受信する必要があ

るため，プリアンプ，検波器は，

サンプルの個数だけ独立したも

のが必要である.しかしながら Fig.5Block diagram of the super-parallel MRM. 

多チャンネルで高速の ADCを使用すれば 1台の PCでNMR信号を収集し，複数サンプ

ルの NMR信号から，それぞれ画像再構成することができるため，データ処理などの部分

は共通化が可能である.

P冊-ampllfler

power ampllfler 

x gradient coil 

y gradlent coll 

z gradient coll 

5.考察

超並列化 MRMは万能ではなく，限られた条件の下で，非常に有用なシステムである.

すなわち，信号積算が不要な程度に SNRが高く，超高速撮像法を適用すると画像コントラ

ストの確保が困難な場合である.このため，低磁場 (lT以下)でシステムを構築して 100μm

以下の空間分解能をめざしても，信号積算が必要なため，高磁場(lOT以上)を使用した

「直列型JMRMに対する優位性はない.また，緩和時間情報などの画像コントラストが不

要であれば，直列型MRMで，超高速撮像を使用した方が処理効率は高い.

よって，一つの典型的なシステムとしては， 3""'7Tの磁場強度で口径 40""'90cmの超伝

導磁石を用いたシステム(サンプル数，数 10個程度)であり，適した撮像対象としては，

画像コントラストを優先して， Tl強調画像やT2強調画像などを取得するケースである.こ

のような場合，どうしても位相エンコードのための繰り返し時間を確保する必要があるの

で，並列化による時間短縮の効果は極めて大きい.このような撮像例を，我々は計画中で

あるが，今後，他にも必要なケースが増えてくると予想される.

References 
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2L5 

NMRによるリボソーム再生因子の構造解析

(大阪大学1、RRF研究所2)

0吉田卓也1、内山進人中野博明1、樫森啓真1、木島広知1、

大嶋民子1、松原正1、岡伸一郎 1、島原秀登1、祭原ゆかり 1、

石野哲也2、吉田稔夫人横瀬一輝人大久保忠恭1、小林祐次 1

Structural analysis of Ribosome recycling factor 

Takuya Yoshida1， Susumu Uchiyama2， Hiroaki Nakano1， 1五romasa

Kashimori 1， 1五royukiKijima1， Tamiko Ohsima1， Tadashi Matsubara1， 

Shinichiro Oka 1， 1五detoShimahara1， Yukari S出hara1， Tetsuya Ishin02， 

Toshio Yoshida2， Kazuteru Yokose2， Tadayasu Ohkubo1 and Yuji Kobayashil 

lGraduate School of r古armaceuticalSciences， Osaka Universi，収 2RRF

Research Inc. 

The solution structure of ribosome recycling factor (RRF) from hyperthermophilic 

bacterium was determined by heteronuclear multidimensional NMR spectroscopy. 

Fifteen structures were calculated using restraints of NOE.derived interproton 

distances， torsion angles and Tdr2 anisotropies. The resulting structure has an 

overall L.shaped conformation with two domains and is similar to that of tRNA 

molecule. Domain 1 is a rigid three α.helix bundle. Domain 11 is a three.layer als/α 

sandwich. The backbone rmsd values ofboth domains were O.7A when calculated 

separately， which is smaller than that ofthe molecule as a whole (1.4 A). 

翻訳終結後合成したタンパク質を遊離したリボソームはリボソーム-

mRNA. tRNAの複合体となる。この複合体を解体し再利用する過程は、効率

のよいタンパク質生合成のために重要であると考えられる。リボソーム再生因

子(RRF)は、原核生物においてこの複合体を解離させるために不可欠な分子量

22kDaのタンパク質因子である。 RRFはその活性発現に EF-Gおよび GTPを

多核多次元NMR、立体構造、運動性、リボソーム再生因子

よしだたくや、うちゃますすむ、なかのひろあき、かしもりひろまさ、きじまひろゆ

き、おおしまたみこ、まつばらただし、おかしんいちろう、しまはらひでと、さいはら

ゆかり、いしのてつや、よしだとしお、よこせかずてる、おおくぼただやす、こばやし

ゅうじ
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必要とすることは知られているが、詳細な作用機構については限られた理解し

か得られていない。我々はRRFのリボソーム再生機構について知見を得るため、

さらに RRFをターゲットとした新規抗生物質の開発に寄与するため、 NMRを

用いた解析をおこなってきた。本研究ではRRFの溶液中での立体構造および運

動性を解析した結果を報告する。

大腸菌を用いた超好熱菌由来RRFの大量発現系を構築し、重水素化を含む各

種の安定同位体標識をした RRFを調製した。 VarianINOVA500，600を用いて

各種の多核多次元 NMRスベクトルを測定し、ほぼ全ての lH，13C，15N核の帰属

を行った。また、NOEの収集およびχ1角情報のためのJ値の測定をおこなった。

予備的な構造解析の結果RRFは2ドメイン構造をとっており、特に一方のドメ

インは異方性の高いヘリックスパンドルを形成していることが明らかとなった。

そこで、 15N核の緩和時間測定を行ったところ、 T1/T2はドメイン構造を反

映した 2峰性の分布を示した。 TI/T 2のヒストグラムから回転拡散テンソル

を見積もり、 H-N核問ベクトルの配向に関する拘束条件を得た。立体構造計

算には CNSを用いた。

得られた構造のRMSDは、主鎖について分子全体で1.4Aと比較的大きな値

を示したが、各ドメインでは O.7Aであり良好な収束を示した。 RRF分子は特

徴的なL字型をしており、 Lの縦線に相当するドメイン Iは3本のαヘリックス

からなる逆並行ヘリックスパンドル構造からなっていた。通常のコイルドコイ

ル構造とは異なり、各ヘリックスは直線状でそのねじれは小さかった。またL

の横線に相当するドメイン 11は1本のαヘリックス及びそれぞれ2および4ス

トランドからなる 2つの逆並行βシートによって形成されていた。分子全体の

形・大きさはtRNAと非常によく似ており、これはRRFがtRNAと同様なかた

ちでリボソームと相E作用する可能性を示唆している。さらに分子表面に RNA
等の認識・結合に関与していることを示唆するいくつかの特徴的な領域が明ら

かとなった。ドメイン Iとドメイン 11とはほぼ直角に配向しており、 TI/T 2 
から得られた回転拡散テンソルの主軸の一つはほぼドメイン Iのヘリックスパ

ンドルの中心軸と並行で、あった。また得られた構造は、 TI/T2の観測データ

をよく再現するものであった。ドメイン聞のヒンジ部分は比較的小さな 15N-{lH}
NOEの値を示し、ヒンジ部分は 2次構造領域に比べてフレキシプルであること

が示唆された。現在構造の精密化とともに、 ドメイン聞の揺らぎについてさら

に解析を進めている。
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フィプロネクチンコラーゲン結合ドメイン6F11F2モジュールぺアのモジュー

ル間相対配向の決定:15N緩和時間、およびノ《イセル存在下での lH-15N双極

子カップリングの応用

(オックスフォード大 1、旭化成工業 2、生物分子工学研 3)0橋本康博 1，2，

S. Smith1、A.Bocquier3、A.Pickford1、1.Campbell1、 J.Werner1 

The 6FI1F2 module pair forms part of the collagen binding region of fibronectin. The 

characterization of the spatial arrangement of the individual modules is essential for better 

understandings of the collagen-fibronectin interaction. However， a lack of sufficient inter-module 

NOEs led to an ill-defined module-module orientation in the structure calculation. 

Here we present the application of long-range order restraints to the precise determination of the 

module-module orientation. These make use of rotational diffusion anisotropy in an isotropic 

solution and alignment of a molecule， e.g. in liquid crystalline media. 15N 11./12 and lH_15N 

residual dipolar coupling restraints yielded significant improvements of the defmition of the 

structure. 

1.はじめに 6FI1F2モジュールペア(1)はフィブロネクチンのコラーゲン結合ドメイン (6FI-1F2・

2F2-7Fl・8F1-9FI)の一部である。両分子の結合メカニズムの解明には、個々のモジュール相対配向の

情報が不可欠である。しかし6FI1F2はモジュール間 NOEが少ないため、精度良い決定が困難である。

我々はモジュール間 NOEに加えて、 15N11./12および、パイセル存在下での lH_15N双極子カップリ

ング (RDC)を構造計算時の拘束条件として用いた。これらは NHボンドベクトルのディフュージョ

ンあるいはアライメントテンソルに関する角度依存性を示す(2，3)。したがって分子中の各NHボンド

ベクトルの配向の決定が、空間的に離れた複数のドメインの相対配向性に関する知見を与える。

しかしこれらの拘束条件は、 z軸に関して対称的な角度情報であるため、各 NHボンドの配向を精

度良く決定することはできない。そこで我々はパイセルのチャージを変えて(CTAB添加)、 2種類の

RDCのデータセットを得た。そして、これら RDCおよび 15N11./12を同時に構造計算に組み込んだ。

2.実験 NOE、3.maHN、11./12、RDC-A(*bicelle A)、および RDC-B(*bicelle B)の拘束条件のさ

まざまな組み合わせで構造計算を行った (Table1参照〉。計算には X-PLOR(のを用いた。

[*bicelle A: DTDPCIDHOPC = 3/1， bicelle B: DTDPCIDHOPC = 3/1 + CTAB] (DTDPC: 1，2・0・

ditridecanyl・sn-glycero-3・phosphpocholine，DHOPC: 1，2・0・dihexyl-sn-glycero-3・phosphocholine，

CTAB: cetyltrimethylammonium bromide). DIIID.. = 0.85， IJa = 7.0， R= 0.5 (RDC-A)， 0.4 (RDC・B)。

3.結果 Table1に結果を示したほ命。11.庁2やRDC拘束条件の追加により、 NOEと3ゐαHNの

みで計算した構造よりもモジュール間配向性の構造精度が向上した (TablelA-D)。さらに、これら

15N緩和時間、パイセル、双極子相互作用、フィブ、ロネクチン、コラーゲン

Oはしもとやすひろ
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の拘束条件を同時に組み込むことにより、飛躍的な精度の向上が得られた (TablelE-H)。とくに

すべての拘束条件を同時に用いた場合、 3倍の精度が得られた (TabellH)0 Figure 1に(A)および(H)

の構造を比較した。得られたディフュージョンテンソル、および2つのアライメントテンソルが示す

ように、それぞれのお互いに異なる配向が NHボンドの、さらにはモジュール間配向性決定の精度向

上につながったと考えられる。なお、両テンソルの配向が一致しないこと、また高いロンビシィティ

ー (bicelleA: 0.5、bicelleB: 0.4)は、パイセルと 6FllF2分子との聞の静電相互作用を示唆する。

Table 1. Quality ofrefined structures with or wit.hout 11/12 and RDC restraint.s 

(A) NOE + 3JH .. 凹 + (B)NOE+3JH..聞+ (C) NOE +3JH..町 +但 )NOE + 3JHa.即+

T11T2 RDC・A RDC・B

(a) 8.4:1: 3.6 6.1土2.5 5.8士3.2 5.0土3.5

(b) 7.3 :1:3.1 5.2ま2.0 4.5士2.1 4.7土3.1

や) 55.8 + 36.0 59.5 + 33.1 60.0 + 32.2 63.5 + 29.2 

但)NOE + 3JH .. 即 + σ) NOE + 3JH .. 即+ (G)NOE+3JHoJ到+ 但)NOE + 3JH..町+

RDC-A + T11T2 RDC司B+ T11T2 RDC-A + RDC-B RDC-A + RDC-B +T11T2 

ん
明

A
W
川
W

4.9土 2.7

3.8土1.8

61.9 + 29.9 

3.7 x 2.3 3.3:1: 1.3 

3.2:1: 1.2 

63.2+ 30.0 

2.7土1.1

2.6土0.9

63.1 + 29.3 

3.3土 2.1

65.6 + 26.0 

Backbone RMSD (A) of (a): the lF2 module when overlaid with 6Fl， (b): t.he 6Fl module when 

superimposed with lF2. (c) Ramachandran core & allowed region (%) 

NOE + 3tAfa.HN 

7.3:1:3.1λ(6Fl) 

NOE + 3tAfa.HN + RDC-A + RDC・B+ Tl庁 2

di.ffu.ion阻齢r

加しh

Ayy AKX 

~A 物〆\、-AKK 

Azz Azz 

alignmmt凶町 alignmau岡町

2.6:t 0.9 A (6Fl) 和icd.leA)φicdle B) 

Figure 1. Impact of 11/12 and RDC restraints in structure refmement. Families of 15 structures 

refined with (a): NOE and 3tAfa.HN restraints， (b): NOE， 3tAf..HN， 11/12， RDC-A and RDC・B.Each 

family is overlaid on lF2. Orientations ofthe diffusion and the alignment tensors are also shown. 

文献 (1)Bocquier， A.A. et a1. (1999) Structure， 7， 1451・1460. (2)司andra，N. et a1. (1997) Nat. 

Struct. Biol.， 4， 44:3・449. (:3)司andra，N. et a1. (1997) Science， 278， 1111・1114. (4) Clore G.M. et 

al. (1998) J. Magn. Reson.， 1:31， 159・162. (5) Hashimoto， Y. et a1. (2000) J. Biomol. NMR， 17， 

20:3-214. (6) Hashimoto， Y. et a1. (2000) J. Am. Chem. Soc.， submit.ted 

35 
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NMR分光法を用いた SS結合が欠損したりゾチーム変異体の

構造変化の研究

関西学院大学・理学部、神戸大学・理学部2

0野田康夫、横田篤、富 永剛史、谷阪喜昭、橘秀樹2、

瀬川新 一

Structure analysis of lysozyme variants lacking a disulfide bridge by means of 

NMR spectroscopy. 

School of Science， Kwansei Gakuin Univ. and Faculty of Science， Kobe Univ.2• 

o Yasuo Noda， Atushi Yokota， Takeshi Tominaga， Yoshiaki Tanisaka， 

Hideki Tachibana2， Shin-ichi Segawa. 
Lysozyme has four intramo1ecu1ar disu1fide bridges. Protein fo1ding proceeds via 

regenerating the native disu1fide bridges. In order to investigate the detai1ed structure 
of 1ysozyme in an intermediate state of fo1ding， we constructed three'disu1fide variants 
of 1ysozyme by rep1acing two Cys with A1a. NOESY-HSQC spectra of these variants 
were measured with referring to intact four-disu1fide 1ysozyme. Chemica1 shift va1ues 
for NH and C αH protons of these variants were determined， and those for many side 
chain protons cou1d be determined. They were simi1ar to those for the reference 
four-disu1fide 1ysozyme， except for the residues in the immediate vicinity of the disu1fide 
bridge removed. For examp1e， in C30AlC1l5A variant， the resonance frequencies of 
main chain protons shifted 1arge， and many NOESY cross'peaks disappeared against the 
residues invo1ved in the interface between B-and D-he1ices connected by C30・C1l5
disu1fide bridge. Simi1ar1y， the residues invo1ved in the β'domain of 1ysozyme 10st 
many NOESY cross-peaks among specific pairs ofprotons in C64A/C80A. Furthermore， 
hydrogen exchange rates were measured for the amides of three'disu1fide variants. 
These resu1ts clearly indicates that a part of mo1ecu1e is disordered in the hydrogen 
bonded structure and the other part is tightly fo1ded as well as in the intact. 

【序論】 タンパク質の SS結合再生中間体は折りたたみ過程の中間体をトラッ

プしたものとしてこれまでよく研究されてきた。我々は部位特異的アミノ酸置換

によってニワトリ・リゾチームの 3SS中間体 4種を作製し、その折りたたみ反

応の速度論的研究を行ってきた(参考文献)。天然リゾチームには SSl(C6-C127)、

SS2(C30・C115)、SS3(C64・C80)、SS4(C76・C94)という 4本の SS結合が存在す

る。リゾチーム分子が折りたたまれる律速段階が 3SS体形成過程の付近にあると

思われる。この段階では、すでに立体構造はかなり天然構造に近いと考えられる

実験データ(CDスペクトル、熱変性の DSC測定など)が多数存在する。しかし、

立体構造の詳細を知るためには NMRによる構造情報が不可欠であった。 2SS体

になると立体構造はかなり天然構造とは異なってくる。 2SS体から 3SS体への

リゾチーム、水素交換反応速度、構造のゆらぎ、 SS結合

のだやすお、よこた あつし、とみながたけし、たにさか よしあき、

たちばなひでき、せがわ しんいち
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Fig. 2: Chemical shift differences along the amino acid sequenceδ3SS・O4SS. 
(a)C30A/C115A， (b)C64A1C80A， (c)C76A1C94A， (d)2SS[6・127，30・1151. Top panel: 
Chemical shift differences of backbone C" H resonances. Bottom panel: Chemical shift 
differences of backbone NH resonances. The long bars indicate that the resonances of 
main chain protons could not be identified， that is， probably shifted large. 

ている。特に、残基 30の前後と D ヘリックス近傍は変化が顕著である。

C64A1C80A変異体においても SS3結合の近傍である 8シート領域から C-ヘリ

ックスにかけて主鎖プロトンピークの位置が大きく変移しており、現時点でピー

ク位置を同定出来ていないものがいくつか存在している。また、 C76A1C94A変異
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体でもループ領域(残基62-80)とCヘリックスの中央付近で化学シフト値の変化

量が顕著に大きい事がわかった。αドメインには 4個のTrp残基が存在するため、

どのような構造変化があったかをさらに詳しく知るために側鎖プロトン

<Cfl，Cy，Coプロトン、インドール NH)問の NOESY交差ピークを探した。まず.

C30A/C115Aに関して出来る限り多数の NOESY交差ピークの帰属を行った結果、

1000個を越す NOESY交差ピークを同定することが出来た。 3SS変異体におい

ては、側鎖問(側鎖一主鎖間も含め)の NOESY交差ピークはその強度が一般に弱

く、いくつかの明瞭なピークが消失していた。 C30A/C1l5A変異体において典型

的な消失ピークをリストアップすると、つぎの側鎖間プロトンの NOESY交差ピ

ークが消失ないしは極端に弱くなっていた。

W28C4、W28C5 L56側鎖、 A95C戸、 MI05側鎖、 L17C品、

WI08C5 - MI05側鎖、 AI07Cf3、 V99側鎖、 I98Cy、A95Cf3

Wl1INE - N27C匹、 A30Cf3、 V120Cy、A115Cf3、 K116側鎖、

Wll1C2 - A3ICa，Cf3、 N27Cα

W123NE - AU5C匹、 F34側鎖、 A30Cf3

I98Cy - AI07NH、WI08NE.DI01NH、NI03NH

L17Co - L25C品、 A95NH

K33Cy - F34側鎖.F38側鎖、 W123C5，C6

MI05とK116は全面的に交差ピークが消失。

すべての交差ピークに対して系統的に探し尽くしたわけではないが、上記のデー

タは 4本のヘリックスに包まれるTrp残基の集中したいわゆる疎水コア領域で残

基の側鎖間のパッキングが顕著に緩んでいることを示唆している。どの程度まで

かは明瞭でないが、無定形状態に近いと想像される。

構造の柔らかさを知るために、水素交換反応速度を metLYZと C30A/C1l5A

変異体に対して観測した。 pH3.8、250Cで重水素交換反応速度を測定し、アミノ

酸ごとに交換反応の時定数 τを決定した。分子全体の立体構造の安定性が約

300Cも減少しているので.3SS体においてはいわゆる GlobalUnfoldingによる交

換反応が主となっている。しかし、比較的分子表面に近く、速く交換するアミド

プロトンの部分は LocalU nfoldingが交換反応の律速過程であるためアミノ酸残

基による違いが観測される。 4SS体と 3SS体での顕著な相違は Dヘリックスの

領域に見られる。この領域は LocalU nfoldingで交換していると思われるが、 3

SS体の C30AlC1l5Aでは瞬時に重水素交換してピークは全く観測されない。ま

た Bヘリックス領域の、 N27、A30、A31、E35、N37も D20溶解直後から消失

している。これらの結果は、 Dヘリックスと Bヘリックスの領域の水素結合ネッ

トワークの消失を強く示唆しており‘前述のような疎水コア領域の無定形化を支

持する結果と考えることが出来る。

【参考文献]: A. Yokota， K. Izutani， M. Takai， Y. Kubo， Y. Noda， Y. Koumoto， 

H. Tachibana & S. Segawa. J. Mol. Biol. (2000)295， 1275・1288.
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NMRデータと JAMモデルによる scTCRの溶液構造精密化

(1京大院理、 2ハーバード医)

0北尾彰朗 1、BrianHare2、GerhardWagner2 

NMR structural refinement to study structure and dynamics of scTCR based on 

JAMmodel 

lKyoto Universityl， 2Harvard Medical Scool， 

Akio Kitao1， Brian Hare2， Gerhard Wagner2 

Structure and dynamics of single chain T cell receptor (scTCR) was 

determined by using the structure refinement method that we have developed 

recently. The method is capable of determining populations of conformational 

substates， and amplitudes and directions of internal protein motions. This is 

achieved by fitting static and dynamic nuclear magnetic resonance (NMR) data. 

The approach is based on the Jumping-Among-Minima (JAM) concept. We found 

that the free scTCR undergoes inter-domain motions in which opening and closing 

of the binding site to the MHC-peptide complex take place. These binding modes 

would be essential to the MHC-peptide complex binding. 

【序I
NMRからは蛋白質の構造やダイナミクスに関する豊富な情報を得ることができる。

しかし、これまでの溶液 NMRによる蛋白質の構造決定は十分な精度でおこなうこと

ができず、蛋白質がとりうる構造の複数の候補を求めることしかできなかった。ここ

で問題であったのは、 (1)NMRの幾何的拘束条件 (NOEによる距離情報や J

couplingによる二面角の情報)は、通常は「不等式」として与えるので蛋白質の存

在しうる構造空間内での範囲を大まかに決めることしかできないこと、 (2)それに

も関わらず構造決定は静的な 1つの構造を決めようとしてなされてきたことである。

特に (2)は、溶液中でゆらいでいる蛋白質の状態を記述するには適当でないという

ことが近年認識されつつあり、蛋白質の構造を多数の構造のアンサンプルとして、ゆ

らぎを取り入れた動的構造決定の方法が必要となってきた。

【方法】

これらを踏まえ、我々はこれまでに溶液 NMRデータを用いた新しい構造精密化法

の提案をおこなってきた。分子シミュレーションの解析から、蛋白質のダイナミック

スは、 JAM(Jumping-Among-Minima)モデルと呼ばれる方法で記述することでき

構造精密化ダイナミクス JAMモデル TCRCDRループ

きたおあきお、 Hare Brian、Wagner Gerhard 
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ることが明らかになってきた[1]。蛋白質は天然状態においても、エネルギー的には区

別しづらいが構造的な違し、からは区別できる多数の準安定な状態、いわゆる CS

(Conformational Substates)をとることがわかっている。溶液中でのゆらぎは、 CS

内での比較的速いゆらぎと CS聞のジャンプ (JAM)という 2つの運動から構成され

ていると考えることができる。 CS内での比較的速いゆらぎは、振動的なゆらぎであ

る蛋白質の大多数の自由度が関わっている。 CS聞のジャンプは確率的な大きな振幅

を持つゆらぎであり、ごく少数の自由度しか関わっていない。このモテツレに基づいて

考えると、それぞれの CS内でのゆらぎは分子シミュレーションからもとめ、 CS間

のジャンプを記述するパラメータすなわち各 CSの統計重率は実験データ(今回は

NMRオーダーパラメータ)を再現するようにもとめるという考え方が可能となる。

具体的には、(1)まず幾何的拘束条件を満たす立体構造を多数用意する。 (2)それ

ぞれの構造について短い分子シミュレーションをおこないゆらぎを決定する。 (3) 

オーダーパラメータを再現するように各構造の統計重率を決定する。この段階でほと

んど CSは重みはOとなり、小数の CSの重みだ、けでオーダーパラメータが再現され

る。我々は既にこの方法を細胞接着をつかさどる蛋白質 CD2の構造精密化に用い、

その有用性を示した.[2]。

本研究はこの方法を更に細部で改良して、 scTCR (the V module of the single 

chain AKRlJ (H-2k
) mouse T cell clone DlO.G4、28 kDa)の構造精密化にもちい

たものである。この蛋白質については既に通常の構造決定[3]・ARIAを用いた構造精

密化[4]がおこなわれている。また、 MHC-ペプチドとの結合構造もX線結晶解析によ

って解かれている[5]。本研究の目的は、 scTCRの動的構造を精密化し、 MHC-ペプチ

ドとの特異的結合に関わるゆらぎを抽出することである。

【結果I
CD2の場合と同様に、 scTCRの場合も十分な精度で動的構造の精密化をおこなう

ことができた。また、構造問の遷移も極少数の CSの聞で起こっていることが明らか

になった。特に大きなゆらぎはドメイン聞のゆらぎによる MHC結合部位の開閉モー

ドである。これが複合体形成における重要な「結合モーわであると考えている。

【文献1
[1] A. Kitao， S. Hayward， and N. Go. Proteins 33， 496(1998). 

[2] A. Kitao， and G. Wagner. Proc. Natl. Acad. Sci. 97， 2064(2000). 

[3] B.J. Hare， D.F. Wyss， M.S. Osburne， P.S. Kern， E.L. Reinherz， and G. Wagner. 

Nat Struct Bio16， 574(1999). 

[4] B.J. Hare， and G. Wagner. J Biomol NMR 15， 103(1999). 

[5] E.L. Reinherz， K. Tan， L. Tang， P. Kern， J. Liu， Y. Xiong， R.E. Hussey， A. 

Smolyar， B. Hare， R. Zhang， A. Joachimiak， H.C. Chang， G. Wagner ， and J. Wang. 

Science 286， 1913(1999). 
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グライム化合物 CH30・(CH2CH20)n-CH3(n=2"-'50)およびリチウム塩

をドープした電解液における溶媒、リチウムイオンとアニオンの自

己拡散係数

(物質研)0早水紀久子、杉本恭子、斎藤 剛

(ユアサコーポレーション)相原雄一、坂東寿則

Self Diffusion Coefficients of the Ions and .solvents of Electrolytes composed 
of Glyme Family of CH30・(CHzCHzO)n-CHin=2.......S0)and LiN(S02CF 3)2 

K. Hayamizu， K. Sugimoto， T. Saito (National Institute of Materials and Chernical Research) 

Y. Aihara， T. Bando (Yuasa Corporation) 

The diffusion measurements for the ions and the solvents were made for the electrolytes doped by 

lithium salt.百lesolvents are the glyme family which are important because of the basic compounds for the 

polyethhylene oxide (PEO). When the solvent molecules are small， the solvent diffuses the fastest and next 

the anion followed by the lithium. The solvent diffusion is the slowest and the lithium followed by the 

anion for the larger solvent. The interactions between the solvent and lithium are discussed. 

はじめに: 現在リチウム電池の電解液は有機溶媒が使われ、電池を大型化して二次電池(バ

ッテリー)を実用化するためには安全性の観点から高分子電解質、高分子ゲル電解質の開発

が急務である。現段階ではポリエチレンオキサイド (PEO)系高分子が有力視されているが、

イオン伝導機構は十分に解明されていない。 CH30・(CH2CH20)n-CH3(n=2，3，4，5)および分子

量 400，1000，2500のポリエチレンオキサイド (PEO)のメチル化物は、 PEO系の高分子電

解質の重要な系列化合物である。本報告ではグライム化合物とメチル化 PEOにリチウム塩

(LiN(SO 2 CF 3) 2、LiTFSI)をドープして作成した電解液・電解質の溶媒 (lHNMR)、リチ

ウム塩 (7LiNMR) とアニオン(19FNMR)の自己拡散係数を測定した。これらのデータ

はPEO系高分子電解質におけるイオン伝導の機構解明に重要である。

実験:サンプル:CH30・(CH2CH20)n-CH3系列のサンプルで n=2(diglyme，DG)，3(triglyme，

TG)，4(tetraglyme， TeG)，5(pentaglyme， PG)は純物質である。メチル化 PEOは分子量分布

がある。各々の溶媒にリチウム塩(LiN(S02CF3) 2、LiTFSI)を溶媒の O:Liの割合で 20:1、

10:1の異なった濃度でドープして電解質を作成した。サンプル管はシゲミ製の外径 5mmの

二重管を用い、 DG，TG，TeG，PG系ではサンプル高さ 3mm以内とした。

NMR測定:自己拡散係数と緩和時間の測定は JEOL-GX200を Galaxy・MacNMRで置

き換え，JEOL製の拡散測定ユニットを付属した装置で行った。拡散係数の測定はHahn-Echo

のパルス系列に 2つの磁場勾配パルスを挿入した最も簡単なものを用いた。本研究で用いた

最大の磁場勾配強度は約 5T/mである。

自己拡散係数、電解液、リチウムイオン、アニオン、溶媒和

はやみずきくこ、すぎもときょうこ、さいとうたけし、あいはらゅういち、ばんどうとしのり
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結果と考察:

拡散定数を Dとすると有名な Einstein.Stokesの式は次のとおりになる。

D=kT/C1切rs
この式によれば拡散する粒子の拡散半径(ストーカス半径九)が小さいと自己拡散係数は大

きくなり、同時に媒体の粘性(ゆが大きいと拡散は遅くなると関連付けられる。電解液のカ

チオン、アニオン、溶媒の拡散係数を考慮する時には、同一サンプルでは粘性は同じと仮定

できる。粒子の大きさはリチウムイオン、カチオン、溶媒の順番で大きくなる。

分子量 400，1000，2500の PEOをメチル化したサンプルのうち、分子量 1000，2500は室温

で液体でないので、温度を上げて自己拡散定数を測定した。溶媒聞のデータの比較は6U"Cで

行った。図 1に600C、濃度が O:Li=20:1のサンプルの溶媒、アニオン、リチウムの自己拡散

係数をグライム CH30・(CH2CH20)n.CH3のnでプロットした。メチル化 PEOでは分子量

の分布の中心分子量を n=l1，24，56とした。 nが小さい時には溶媒、アニオン、リチウムの順

番に自己拡散係数が大きくなり、ストーカス半径の順番とは一致しない。すでに我々が報告

しているようにし 2、この現象はリチウムイオンへの溶媒和でほぼ説明できる。即ち

DG，TG，TeG，PG，メチル化 PEO(400)では 1ヶのリチウムに平均 1.......2個の溶媒分子が溶媒和

した状態で拡散している。一方溶媒分子が大きくなるとリチウムは溶媒より大きい自己拡散

係数を持つことがわかる。溶媒とリチウ

ムイオンの拡散係数が同じになる付近で

は溶媒の (CH2CH20)n鎖とリチウムが

1:1で相E作用していると考えられ、

600Cでn.......15である。

一方アニオンは常にリチウムよりも

自己拡散係数は大きく、溶媒の拡散とは

異なった挙動をしていることがわかる。

特に溶媒分子が大きい時にはアニオンの

拡散が際立つて大きくなる.モデ‘ル的に

考えるとリチウムイオンは溶媒と密な

相互作用をしているが、アニオンは独

立して拡散していると考えられる。
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を担っていることがわかっているので、溶媒の分子量とイオン伝導機構の相関についても検

討している。

文献

1. K.Hayamizu et al，J. Phys. Chem. B 103， 519・524(1999). 

2. Y. Aihara et a1， J. Chem. Phys.， 113， 1981・1991(2000). 
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NMR量子コンピュータによる蛋白質・核酸の高次構造予測序論

(大工研1 阪大院理2) 福見俊夫1，2 

Prediction of secondary structure of RNA and related biopolymers by an Nl¥但主

quantum computer: A preliminary report 

Toshio FUKUMI 

Osaka National Research Institute & 

Graduate school of Science， Osaka University 

Prediction of higher order structure of biopolymers is a typical NP-Complete 

problem which is intractable by conventional computers. Recently， it was recognized 

that quan加mcomputers enables to solve certain NP-problem exponentially faster than 

conventional computers. In this report， 1 would like to present my preliminary 

algorithm to predict secondary structure of RNA employing an NMR quan加m

computer. 

ヒトゲノムの解析が順調に推移し、ゲノム配列が全て解き明かされようとし

ている現在、ポスト・ゲノムプロジェクトとして蛋白質・核酸の構造・機能の

解析は極めて重要な課題となった。蛋白質・核酸の構造決定の手法としてX線

回折やNMRが有力であるが、一つの蛋白に数ヶ月を要することや、全ての蛋

白がこれらの手法によることができるほど安定ではなくまた単離可能ではない

こともあることを考慮すると、構造解析の新しい手法の抜本的プレイクスルー

が望まれる。

In Silico で高次構造を予測するコードとしては Vienna RNA 

(http://www.tbi.univie.ac.at)があまりにも有名である。このコードはC言語で書か

れており多くの UNIXツールも備えていて強力である。(ちなみに、ソースの

リスティングをしたら、 A4の2段組で 30cmにもなった。)しかしながら、

蛋白質・核酸の高次構造の予測はNP一完全問題であって計算量理論による限

界があり、現在のノイマン型コンビュータで解くことはできない。とこにPは

多項式を意味し、 P一問題とは多項式時間でチューリングマシーンがホルトし

NMRQuan旬m: Computer Secondary Structure : RNA : Algorithm 

ふくみ としお
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て解を出せるような問題である。これに対して、量子コンビュータはある種の

NP一問題を従来型のコンビュータに比べて指数関数的に速く解くことができ

るとされている O ここに、 NPとは非多項式を意味し、計算量理論ではNP-

問題は従来型のコンピュータでは解けないとされている。

このように、強力な量子コンピュータのリソースとしては

1. 波動関数の重ね合わせ

2. 波動関数の干渉

3. 波動関数のエンタングルメント

4. 量子テレポーテーション

がある。これらは、量子超並列演算を担うものである。ここで、誤解を恐れず

何故量子計算が指数的に速いかを記しておく。従来型のコンビュータはトラン

ジスタに量子力学を用いているものの演算自体は電圧のオン・オフによる古典

力学に依っている。しかし量子力学ではオンとオフの状態を同時にとることが

出来る。 Nスピン系は古典的にはN ビットであるが、量子力学では 2~N ピッ

トになる。これをキューピット (Qubit) と言う。これらを有効に使うために

は量子力学に基づくアルゴリズムが必要である O そのためには量子性を生かし

たアルゴリズムの開発が不可欠である。現在までのところ、

1.大きな整数の素因数分解(ショア) 1 

2データベースサーチ(グローパー) 2 

が知られている。これらは必ずしも問題を指数関数的に速く解くものではない

し上の4つのリソースを十分に駆使しているものでもないが、ショアは素因数

分解のアルゴリズムを開発する過程において量子フーリエ変換という重要な発

明をした。このショアのアルゴリズムが量子コンビュータの研究に火をつけた。

特に、このアルゴリズムがRSAという暗号の解読を可能とする点で衝撃的で

あった。量子コンピュータは最近広く注目を集めていて若干の混乱が見られる

ようである。筆者の立場は、古典論よりも少ない手続きで問題を解くことがで

きるものを量子コンビュータとする穏健派である。実際、筆者等はNMR量子

コンピュータを用いてドイツチュの命題を解くことにより、量子並列演算が可

能であることを実証している。

近年、量子コンビュータの研究は世界中で火事場の騒ぎのような活況を呈し

ている。しかし残念ながら、量子アルゴリズムはショアのものとグローパーの

ものの 2つしかなく、実際に役に立つアルゴリズムの開発は焦眉の急である。
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特にポスト・ゲノムが指向される現状では有効なアルゴリズムの開発が強く

求めれている。既に、この方向を目指すものとしてホーレンベルグ3によるグ

ロパーの方法を用いた蛋白質のアミノ酸配列を比較するアルゴリズムの提案が

ある。

そこで、本研究では、第3のアルゴリズムとして

3. 蛋白質・核酸の高次構造予測のアルゴ、リズム

を提案したい。このため、全てのコンブオーメーションの量子力学的重ねあわ

せを用いればよさそうに思えるが、これでは量子コンビュータの特性を生かし

ていない。何故ならこれではキューピット (Qubit)を有効に利用していず、ビ

ット数は指数関数的に大きくなるとはいえ現在のコンピュータと同じ困難に陥

る。そのため、エネルギーミニマムを探す過程に量子性を用いるこιとしたい。

結論から先に述べると、 RNAの二次構造予測の問題はケーリーグラフ上のス

ペクトル解析に帰せられる。さらに、グラフの固有値問題はリーマン多様体上

のラプラシアンの固有値問題と等価である。そこで、エネルギーミニマムを探

すために次の写像を導入する。

日nso{~) →日nsor(む)
この写像は多様体上の計量を定義し、多様体上の運動はこの計量に対して測度

可遷性をもっ、つまりエルゴード的である。 Pをあるベクトノレ場とすると、任

意の点Aから任意の点BへPを動かすことができる。これは新しいベクトル場

P(A→B)=e却レ:V]P

を誘導する。このμは距離である。この過程を繰り返すことによって全ての構

造を調べあげることができる。重要なのは、これがユニタリー表現になってい

ることである。このため、上記の繰り返しはユーグリッド空間におけるフーリ

エ変換に帰着できることである。このことによって、高次構造の予測に量子フ

ーリエ変換が有効になる。従って、とこに述べた手法はショアの素因数分解の

アルゴリズムに極めてよく似ているといえる O ショアは大きな整数の素因数分

解をフーリエ変換に帰着させたのである。しかし、本研究ではリーマン幾何学

という高等数学を使っている点で異なると言えば異なる。ここで、フーリエ変

換とは何かを振り返って見たい (NMRはフーリエ変換抜きでは語れないが)0

全ての(線形)微分方程式の解はフーリエ級数に展開できる。問題は、この級
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数が収束するか否かである。つまり、どう言う空間に入るかである。ユニタリ

ー表現はフーリエ級数が収束することを保証する。リーマン多様体まで持ち出

したのはこのためである。本アルゴリズムの要点は次のようにまとめられる

「膨大な数の水素結合の組み合わせから最適解を探す過程を量子フーリエ

変換に帰着するJ。

量子コンピュータのハードに関しては多くの提案があるが、この中でNMR

が最も多くのピット数を実現している。しかし、 NMR量子コンピュータにつ

いては色々の批判があるととも事実である。典型的なものはスピン系は混合状

態にあってNMR量子コンビュータでは擬純粋状態しか用いていると言うもの

である。これについては暫くおきたい。

量子力学の系はユニタリ一作用素により時開発展するが、任意のユニタリ一

行列をNMRのパルス列に変換する方法は、坂口、小津、福見4によって発見

されているので量子アルゴリズムを高分解能NMRのR Fパルス及ひ守パルス磁

場勾配にプログラムすることは可能であるので、とれにより現在でも到達可能

なNMR量子コンビュータでも多重共鳴を用いればかなり大きな分子量のR N

Aの二次構造予測が可能になると期待される。このためには量子計算に適した

スピン系が必要である。このための要件は

1.スピン結合が大きい

2.化学シフトによりスベクトルが十分に分離している

3. 化学シフトの異方性やスピン・回転相互作用による速い横緩和が無い

である。量子計算では 1/2Jで展開するとしづ操作を繰り返すので Jが大きい

ことが必須である O なお、直接スピン結合していることが望ましいが必須では

ない。また、ホモとヘテロではパルスのかけ方もスペクトルも異なる O 現状で

は以上の要件を満たす分子の探索が急務で、ある。

1. P.Shor， Proc. 35tl1 IEEE， p1l6 (1994) 

2.L.K.Grover， Phys. Rev. Lett， 78，' 325 (1997). 

3..L. C.L.Hollenberg， anXiv:quant-ph/0002076 

4.U.Sakaguchi， H.Ozawa， and T.Fukumi， "NMR Quantum Computing" in "Large 

Scale Coherence and Statistics of Photons and Atoms"， ed. J.Perina， J.Wily & Sons 

(in press). 
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2L11 

光・マイクロ波誘導核偏極

(CRESTt・京都大学大学院理学研究科 t)0武田和行人竹腰清乃理人寺尾武彦 I

Photcト加dmicrowav，かinducednuclear polarization 

(CRESTt， Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto Unive凶 tyt)

OK. Takedat， K. Takegoshit， and T. Teraot 

Applications of dynamic nuclear polarization (DNP) which use huge electron spin polarization 

of photo低.citedtriplet stat田 arepresented. Firstly， it is shown that DNP by photoexcited 

triplet states is possible even in polycrystalline samples. An attempt is introduced to transfer 

nuclear polarization among crystals in a mixed powder sample. The e鉦ectof the scattering of 

the excitation laser in polycrystalline samples is also discussed. Secondly， an application to a 

dilute spin system is demonstrated. For a pair of hyperpolarized like spins， small tip angle of a 

r田 onantpulse causes spectral asymmetry in the dipolar splitting， from which the absolute sign 

of the dipolar interaction剖 wellas the nuclear polarization can be obtained. 

電子スピン偏極を核スピンに移動させる動的核偏極 (DynamicNuclear Polarization: DNP)によ

りNMR信号を飛躍的に増大させることができる。 DNPを行うには、試料中にフリーラジカル

もしくは光励起により三重項状態に移行する分子をゲストとしてド}プする必要がある。後者の

方が以下の点で有望である。 (a)光励起三重項状態の中にはフリーラジカルよりもはるかに大きい

電子スピン偏極を持つものがある。 (b)三重項状態は光励起を止めれば基底状態に戻り消滅するた

めにNMR線形に影響を与えることはない。しかし、これまでに光励起三重項状態を用いたD N

Pは、単結晶を用いた lHの偏極増大というごく限られた系でしか行われていない。我々は化学的

あるいは生物学的に興味ある系での光励起三重項状態を用いたDNPを可能にするためにその適

用範囲を広げることを目指している。

[粉末試料での光励起三重項状態を用いたDNPJ

従来、光励起三重項状態を用いたDNPは単結晶試料でしか行われていなかったが、我々はベン

タセンをドープしたナフタレンの粉末試料を用いて、ベンタセンの光励起三重項状態を用いたD

NPを行うことに成功している [lJ。その応用として、混合粉末における微結晶聞のスピン拡散を

利用した偏極移動の試みについて紹介する。また、粉末試料における励起レーザー光の試料中の

透過についても議論する。

[希薄スピン系への適用]

Key words:高偏極核スピン、光励起三重項状態、動的核偏極 (DNP)

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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13C等の存在比の低い希薄なスピン系でもDNPが可能であることを示すために、我々は 98%重

水素化したナフタレン単結晶にベンタセンをドープした試料を用いて存在比 2%の「希薄なJlH 

スピン系のDNPを試みた。 3187G、150KでDNPを行った結果、 lHスピン偏極"，0.27を得

た (Fig. 1)。この偏極値は熱平衡時の値の'"1.3 x 105倍に相当する。偏極した lHスベクトル

をFig.2に示す。孤立した lHに相当するセンターピークの他に、 lH_1H双極子相互作用により分

裂したピークが現れている (Fig.2(a)*印)。スピン偏極が大きいとき、同種核スピン対に対して

ティップ角の小さい励起パルスを用いると、分裂ピーク強度が非対称になる (Fig.2(d) )[2]。この

強度比から双極子相互作用の符号およびスピン偏極が得られる。

ロ
O ... 

0.3 

~ 0.2 
N ... 
H 

'" F寸

8. 0.1 
国

H 

1000 2000 
DNP time / sec 

Fig.l Buildup of lH polarization of a single crystal 

of98%-deuterated naphthalene doped with pentacene 

at 150 K and in 3187 G. 

References 

90 d巴g. pulse 7.5 deg. pulse 

:JL二L

~~い ~L
20 10 0 -10 -20 20 10 0 -10 -20 

kHz kHz 

Fig.2 Enhanced lH spectra of a single crystal of 

98o/o-deuterated naphthalene doped with pentacene 

(a) with a 900 pulse， and (b) with a 7.50 pulse. (c) 

却 d(d) are the magnifications of (a) and (b)， r，田pec-

tively. 

[1] K. Takeda， K. Takegoshi and T. Terao，第 37回N MR討論会 P79(1998) 

[2] J.S.Waugh， O.Gonen and P.Kuhns， J. Chem. Phys.， 86， 3816 (1987). 
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2L12 

天然存在比 13C-REDORによる複数原子間距離の同時測定
(姫路工大理人北里大薬 2、味の素中研 3)

西村勝之 1、海老揮計慶 2、鈴木栄一郎 3、 斉藤 肇 1、O内藤晶 l

Natural Abundance 13C REDOR Coupled to a Singly lSN-Labeled 
Nucleus: Simultaneous Determination of Interatomic Distances 

Katsuyuki Nishimura1， Kazuyoshi Ebisawaz，日-ichiroSuzuぜ， Hazime Saito¥ 

加 dAkira Naitd 

J DepartmentザLifeScie町 e，Himeji Institute ofTechnology， 2Pharmaceutical Department， 

Kitasato Universiη， 3Central Research Laboratoη， Ajinomoto Co.， Inc. 

REIX)R technique was applied to natural abundance 13C-nuclei coupled to a singly labeled I~ 

nucleus to determi即 the13C_I~ interatomic distances simultaneously in crystalline ammonium [I~] 

L-glutamate monohydrate(l) 白 nsequently，the interatomic C-N distances be~en I~ 姐d
13C=O，13c..，13，ら 13c，and 134 carbon nuclei for 1鴨 redetermined明白 precisionnf胡 .15A. 13C_ 

REDOR factors for three spin system， and the sum of t¥¥Q isolated 2-spin systems were fur也er

evaluated by the REIX)R measurements on isotopically diluted 1 in a con位olledmanner. 

Subsequently， the intra-and intermolecular C-N distances wereseparated by searching the minima in 

the contour map of root mean square deviation (RMSD) bet問問由etheoretically 組 d

experimentally obtained (AS/So) values against two interatomic distances， rC.N1姐 drc羽 2・

【序】 固体試料において、同種核および異種核の双極子相互作用をマジック角回転下で復

活させて、原子間距離を精密に求める方法が数多く開発され、との原子間距離情報から分子

の三次元構造を決定することが可能になってきた(1，2)。原子間距離を精密に測定するために

は、孤立した原子聞の距離を測定するととが必要であるが、二重標識試料では多くの原子間

距離を同時に測定することはできない。そこで全標識試料を用いる試みがなされているが、

強いスピン相互作用のために、特定の原子間距離を精密に決定することは必ずしも容易では

ない。異種核原子間距離の精密決定に有用な回転エコー二重共鳴法(RE∞R)においても、多

スピン系の場合は精密な距離情報を求めるととが難しくなる。一方、分子内と分子聞の双極

子寄与を分離することができれば分子のパッキングに関する情報を得ることも可能である

(3刈。本研究では単原子を I~ 核で同位体標識した試料を用いて天然存在比 13C_REIX)R の観

測を試みた。さらに、この試料を用いて全ての種類の天然存在比炭素核と単標識窒素核の原

子間距離を同時に決定する方法を検討したので、この点について報告する。

【実験】 単原子を同位体標識した[I~]L-グルタミン酸は I∞NServices Inc. (USA)から購入

した。 Lグルタミン酸アンモニウムー水和物結晶は、飽和アンモニア水溶液から再結晶する

ことで同位体標識率 100%仰と 60%(11)の試料を調製した。

REDOR，原子間距離、双極子結合、 RMSD，同位体標識

にしむら かつゆき、えぴさわかずよし、すずき えいいちろう、さいとう はじめ、

ないとう あきら
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天然存在比13C_RE∞ RスペクトルはCMX-400NMR分光器を用いて測定したolH.¥3C.1切共

鳴周波数はそれぞれ400.16.100.64.および40.55MHzに設定し、 13CおよびlSN核のπパルス

長はそれぞれ 10.8 および 1 1.8仰に設定した。 l~照射にはxy-4補償パルス系列を用いてoff-set

効果を最小にした。ラジオ波の均一度を上げるため 20mgの結晶試料をコイルの中央部に位

置するように 5mmローターに詰めて RE以)R測定を行った。ロータ一周波数は5000:l:2Hzに

設定した。

【結果と考察】

天然存布比¥3C-RE以)Rスペクトル

図 1に試料(めの NcTr=8msで測定した天然

存在比 13CFull-echoおよびREOORスベクトル

を示す。ここで Ncはローターの回転数、 Tr

はロータ一周期である。 5本の信号は高磁場

からCo.~ c... e--G. 4炭素核に帰属するととが

できた。これらの帰属はREOOR効果の程度か

らも確認することができる。例えば、仕0 と

G炭素は互いに接近した位置に現れているが、

高磁場の信号の郎∞R効果が格段に大きい

ことから、 lSNとの距離の近いc=o炭素が高

磁場側の信号であると帰属できる。またアル

キル炭素の信号も REOOR効果の程度から、高

磁場から順にCø.~. C..炭素の信号であると帰

属できた。炭素核の照射周波数をカルポニル

炭素に設定した場合とアルキル炭素に設定し

た場合では全く RE∞ R効果に違いはなかっ

た(図 1矢印)。

図 2に天然存在比

ðSlSo=(何Soか-S鳥勾~f) lSo の NcTr に対するプロツトを

示す。とこで Sfは REDOR信号強度、 Soは

Full-echo信号強度を表す。それぞれの炭素に

対する曲線は大きく異なっていることが分か

る。実線は2スピン系として計算した REOOR

曲線であるが、実現l値と大きなずれのあるこ

とが判明した。この大きなずれは分子間双極

子相互作用の寄与によるものと考えられる。

↓ REDOR 

Col，C=o 

α
 

C
 

o
 

h
H
 c
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u
 

E
'
 

REDOR ↓ 

Full echo 

200 

Figure 1. Natural abundance 13C-REOOR and 

full echo spectra at NcTr=8ms with t附

different carrier frequencies for crystalline 

ammonium ['~] L-glutamate monohydrate 

分子内および分子間双極子相互作用の分離

天然存在比¥3C-REOORを観測したことで、同種核の双極子相互作用やスピンスピン相互作

用の寄与は無視できるが、異種核分子間相互作用の寄与は除くことができていない。二重標

識試料の場合は段階的希釈によって分子間双極子相互作用の寄与が除けるととを示したが、

一重標識試料では希釈によって分子間相互作用を容易に取り除くことができないことが分か

った。即ち標識率がf(O<f<1)の場合観測される REOOR強度は
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Figure 2. Plots of 仏S/So)values against NcTr values and the best fit theoretical curves using 2spin 

sy耐 mfor the c..(a)， C=O(b)， q，(c)， qd)姐 dG!(e) resonances. 

s，=fsαICN2+f(1・f)S叩 1+(1・f)fSCN2+(l-f)
2
So 1

 
・・aI
 

と表せる。ここでSα1叩はN1およびN2核と結合をもっc核の REDOR強度であり、 SCNIおよび

S叩はN1核あるいはN2核とのみ結合をもっc核のREDOR強度である。さらにSoはN核と結

合をもたないC核のR回)()R強度である。ここで(sS/So)，=(SrSo)/Soとf斗f(1-f)+(1-f)f+(1・f)2=1 

の関係を[1]式に適用すると

(sS/8o)rf(.企S/8o)f=-1= f(1ーの[(sS/8o)011+(企S/8o)~ [2] 

の関係が得られる。この式は(sS/8o)CNIと(sS/8o)∞の和のみが実験で決定できることを意味し

ている。従って、 f=lとf=0.6の試料でRE∞R測定を行い、 (sS/8o)CNI+(sS/So )012侭E∞R和)

を求めた。実験で求めたREl刃R和に最もよくフィットする REDOR和を求めるため、実測値

と理論値のRMSDをrCN1とr叩を変数として計算した結果を図 3に示す。これから分子内距離

。剖)と分子間距離(r叩)を分離して求めることができた。これらの値をX線回折から得られた

結果と共に表 1に示す。分子内距離が分子間距離よりも小さい場合には非常に正確な分子内

距離が得られるが、分子内距離が分子間距離よりも長い場合には正確な分子内距離を求める

ことが困難であることが判明した。

【まとめ】 単原子の窒素を I~で同位体標識した試料における天然存在比 13C_R日刃Rを観

測することによって、複数C-N原子問距離を同時に測定することが判明した。この場合、定
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量希釈試料を用いることにより、分子内と分子聞の C-N距離を分離できることが分かつた。

分子内原子間距離が分子間原子間距離より短い場合は精度の高い原子間距離が決定できるが、

長い場合には原子間距離精度の減少が生じた。

Table 1. 13C_15N interatomic distances (A) of ammonium C5N)L-glutam蹴 monohydra飽 crystals

d!etermined by REDOR and X-ray diffraction methods. 

REDOR X-ray 

intermolecular 

3.687，6.113 

3.857，4.722 

3.700，4.739 

4.017，4.133 

3.432，3.796 

intrarnolecular 

2.492 

1.497 

2.448 

3.835 

rCN2 

3.725:士0.085

3.360:曲目010

3目665:的.085

3.800:凶 180

， 
!.9!!. 

2.545封U05

1.465土0.010

2.510士0.050

3.525封1.175

3目340土0.070

o
 

G
G
Q
Q
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システインテトラペプチドー鉄錯体の溶液構造

(山口大医療短大)0右田たい子

“百les'Oluti'On structure 'Of ir'On-cysteine tetrapeptide c'Omplexes"; Oepartment 'Of Bi'Ol'Ogical 

Chemis句~Yamaguchi University; Cath紅白aT. Migita 

Cystaine c'Ontaining tetra-peptides 'Of structures XCCX and XCXC were syn出esized

and their c'Omplex f'Ormati'On wi由 ir'On(lII)in 020 soluti'Ons were evaluated出r'Ough400 MHz 

lHNMRspec住'Osc'Opy. 百levalues 'Of chemical shift f'Or (l-and j3-H 'Of cysteine and f'Or α-Hs 

'Ofthe C・terr凶nal'Or N-terrninal amin'O acids varied reflecting the fixed structure due t'O也e

c'O'Ordinati'On. Nitr'Ocylati'On 'Of these ir'On-peptide c'Omplexes showed characteristic EPR 

spectra and g-values of these paramagnetic complexes were c'Orrelated with the s'Olution 

structure obtained 会omthe lH NMR results. 

酵素タンパクや生理活性ペプチド中のシステイン残基は金属イオンのターゲツ

トとなり，生理作用発現に決定的な役割を担う場合が多い。特に XCCX型の部分構造

は，メタロチオネイン，ONA-bindingZinc finger peptide， vanadium peptideなどに共通し

てみられる。また，非へム鉄ーイオウタンパク質においても，ニトロシル化によって

いわゆるg=2.03signalを与えるものは、 4システイン残基が配位した構造をとってい

ると考えられている。しかし EPRでは XCCX-鉄錯体と XCXC-鉄錯体の判別は可能で

あるが， g値がX残基で異ならないためタンパク質中の鉄イオンの結合部位や周辺の

構造についての情報は得られない。本研究では，鉄(III)イオンがシステインのチオー

ル基を配位することによって ferr'Ouslow-spin状態となり lHNMRの観測が可能になる

ことを期待し，数種類の XCCX，XCXC-peptideを合成 [ABI432A peptide synthesizerJ 

しこれらの鉄錯体の lHNMR[BRUKER AVANCE 400S]を測定した。

NMR測定用試料は 020溶液(acidic)で， OSSを内部標準として化学シフト値を

求めた。

【結果と考察】

XCCX型テトラペプチドは，非配位状態(Table1， fee)では多くの場合隣り合う

Cysteineのα-Hとj3-Hはそれぞれ4.6ppm，3.0ppm付近に multipletsignalを与え磁気的

に等価である事がわかる。しかしこれらの値は N-端， C-端残基によって明らかに異

なり chemicalshift値から逆にCys結合残基を帰属できる可能性があることがわかる。

また，予想されたように Xのα-H Cj3-Hも)はN・端， C-端で異なる shi食値を示す。

得られたC・端のα-Hの値はWu自白hによる deprotonatedamino acidの値fよりすべて大

きく，カルポキシル基はプロトン化した状態にあることがわかる。 Freepeptide試料

システインテトラペプチド 鉄錯体 lHNMR 水溶液構造

みぎたたいこ
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溶液に Fe3+溶液を加えてゆくと， GCCGおよび SCCSでは Cysj3-Hの信号強度が順次

減少し 3.3， 3.0ppm付近に新たな信号が現れる。これらの信号強度は peptide:Fe
3
+が等

モルあたりまでは増加するが，それ以上ではジスルヒドとみられる白色沈殿が生成し、

NMR信号の広幅化・強度の減少が起こってしまう。 Cysj3-Hの信号がが二組に分離さ

れることから，二組の Cys-SH.......Cys-SHがFe3+に配位し ferrouslow-spin complexを生

成したと考えられる。陽電荷をもっ Lys(K)が末端にくる場合は鉄錯体の形成がきわめ

て起こりにくく，また陰電荷をもっ Asp(D)が末端にくる場合はじ端のカルポキシル

基と隣接する Cys-SHとで鉄イオンに配位するものと考えられる。

Table 1 lH Chemical schifts* (ppm vs DSS) of cystaine・containingpeptides and iron-peptide complexes. 

Peptide Cys 
condition α・H(2H)かH(4H)

GCCG 
Free 
+Fe3+ 

SCCS 
free 

+Fe3+ 

KCCK 
企ee

+Fe+ 

X (G， S， K， D)) 
α-H (N)α-H (C) s-H (N) s・H(C) y-， 5， 8-H 

4.62m 2.96m 3.948 
4.62m 2.96m 4.025 

3.28q (2H) ...， 
3.03q (2H)....r 

4.65m 2.97m 

4.65m 2.97m 
3.29q 1.. 
2.97q ..J 

4.605q 2.9針n

::;5〉

171〉

4.419q 4.224q 4.010q 3.91d， 
3.885d 

4.518q 4.224q 4.012t 3.975d 
3.91d _ 
3.66d ....r 

4.31q 4.08q 1.92q (N， C) 1.45q (y) 
1.69q (5) 
2.956q (8， N) 

2.939q (8， C) 
1.46q(y) 
1.70q (5) 
2.95q (8， N) 
2.93q (8， C) 

4.38q 4.08q 1.93q (N， C) 

DCCD 
企'ee 4.612 2955〉 4.56q 4.40q 3.05d 3.00d 

2.940 
+Fe3+ r--4.744 2973〉 4.56q 4.40q 3.08d 3M6〉〈4614 2.959 3.027 
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tK町 t Wut祉ich，“NMR in Biological Research: Peptides and Proteins"， North-

HollandlAmerican Elsevier， 1976. 
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高圧 NMRが明らかにする葉酸結合型 DihydrofolateReductaseの活性型構造

(神戸大学・自然科学¥広島大学・理学2)0北原亮1、SarethSina 1、山田博昭1、

大前英司2、月向邦彦2、赤坂一之1

High Pressure NMR reveals Active-Site Hinge Motion of Folate-Bound Eschrichia co/i 

Dihydrofolate Reductase 

Kitahara R.~， Sareth S.l， Yamada H.1， Ohmae E人GekkoKλand Akasaka K.1 

Graduate School o[ Science and Technology， Kobe Universiりん Depar仰 ento[ Mathematical 

andL俳 Science，Graduate School o[ Science， Hiroshima University 

High pressure (ー2000bar)15NI'H two-dimensional NMR study has been carried out on folate-

bound DHFR from E-co/i. Several cross peaks in the 15NI'H HSQC spectrum are split into 

two with increasing pressure， showing the presence of a second native conformer with a 

smaller partial volume than the first one (A V = -25ml/mol at 150C). The split signals arise 

from hinge regions of the M20 loop and the C-and F-helices crucial for the binding of the 

cofactor NADPH， showing that the two conformers di庄町 in the orientation of the NADPH 

binding segments.官】enegative volume change and negative changes in enthalpy and entropy 

associated with the transition from the first to the second conformer suggest that the second 

conformer has an “open" structure in the NADPH binding site with a larger exposure of the 

polypeptide segments to water. At 1 bar， the free energy level of the open conformer is 

estimated to be 5.2 kJ/mol above the closed conformer， giving a population of the open 

conformer of about 10%. The open conformer is considered important for the binding of 

NADPH. 

く序論>

蛋白質の機能と構造の揺らぎ。アミノ酸が連なっただけの高分子が機能するために

は特定の立体構造を持つことが必須と考えられ、構造生物学においてX線回折や

NMR法による構造決定(原子座標の決定)がその機能を理解する道と考えられてき

た。しかし蛋白質がその固定された座標に止まっていては機能することができず、

蛋白質のもつ“構造の揺らぎ"がその機能発現に大切と考えられる。

キーワード:高圧 NMR、DHFR、活性構造

きたはら りょう、サレス シーナ、ゃまだひろあき、おおまえ えいじ、

げっこう くにひこ、あかさかかずゆき
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蛋白質の揺らぎを見る。蛋白質の揺らぎを観測する方法として、 NMRではスピン緩

和によるピコ秒~ナノ秒の速い揺らぎの観測がある。しかしこの方法は蛋白質の天

然構造周辺の揺らぎだけを見ているに過ぎない。忘れてはならないのはミリ秒~秒

の遅い揺らぎである。溶液中では蛋白質は様々な構造聞の平衡状態にあるため、い

わゆる天然構造の他にも“稀な構造"が共存している。つまり NMRにより決定され

た構造では、 NMRの時間スケールよりも十分遅く交換している“稀な構造"は無視

されている。我々は蛋白質の機能を理解するためには、その構造の全体像を理解し、

“稀な構造"に目を向ける必要があると考えている。

体積軸から“稀な構造"を見る。溶液中での蛋白質は天然構造から完全変性構造ま

での様々な構造聞の平衡状態にあり、その平衡を支配するギプスエネルギー差(dG) 

は等温条件下では企G=企Go+企V(P-Po)で近似される。つまり構造閣の体積差が存在す

れば加圧によりその存在割合が変化する。通常天然状態が最も部分モル体積が大き

く、完全変性状態が最も小さい事から、圧力を変えることにより天然状態から完全

変性状態の聞に含まれる様々な状態を安定化させ、観測する事が可能になる[1]。

Dihvdrofolate Reductaseの機能と“稀な構造"。 DihydrofolateReductase (DHFR)は補酵

素 NADPHとともに基質 Dihydrofolate(DH町を Tetrahydrofolate(TH町に還元する酵素

であり、基質や補酵素との結合に伴い様々に構造を変化させる事がX線結品構造解

析から明らかにされている[2]。その構造のバラエティーは、基質・補酵素の結合を

制御していると考えられるループ (M20ループ)部分に集中している。また溶液中

でも、種や基質アナログの種類によっては 2つの天然構造をもつことが NMRにより

明らかにされており、それらの構造のバラエティーも M20ループを含む基質・補酵

素結合部位に見られる[3，4]。ここで報告する大腸菌葉酸(基質アナログ)結合型 DHFR

は単位格子内に M20ループにより NADPH結合部位が“開いた構造"と“閉じた構

造"の 2つの分子を持つ一方で[2]、溶液中では“閉じた構造"しか観測されていな

い[5]。我々は高圧 NMR法により溶液条件下でも葉酸結合型 DHFRには二つの天然

構造があることを発見した[6]。

<実験方法>

On-1ine高圧セル法口高圧 NMR測定は神戸大学で開発された高圧セル法により行っ

た[7]。市販の分光器 (DMX・750)、プロープを用いるため、あらゆるパルステクニ

ックが適応でき高分解能の測定が可能である。耐圧セルは石英性で圧力範囲は~

4000barである。
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実験条件。圧力 30・2000bar、温度 15・350Cの範囲で lH-NMR、15N/HHSQCを測定し

た。試料条件はE.coliDHFR:1.2mM、folate(substrate引 laIogue):4.5mM、TrisbutIer :20mM、

pH7.0 (at 250C)、95%HP/5%2HP。

<結果と考察>

我々は高圧 NMR法により溶液条件下で大腸菌葉酸結合型 DHFRには二つの天然

構造があることを発見した。それは 15N/HHSQCスペクトルの特定残基(Arg12，Va113， 

T中22，Gly51， Gly95)由来のピークが高圧下で二つのピークへと分裂することに基づ

いている。この現象は対応する部分が、二つの異なる磁場環境中を NMRの時間ス

ケールよりも十分遅く交換していることを意味する。これら二つに分裂したピーク

の 15N化学シフト差はー1ppmであること、またそれらは補酵素結合部位 M20ループ、

C，D ヘリックスの “hinge" 部分に集中していることから、それら hinge部分で主

鎖二面角(中，ψ)が異なる二つのコンフォメーションが存在することが分かった。さら

に各部位でみられたコンフォメーション平衡が圧力・温度により協同的に変化して

いることから、葉酸結合型 DHFRは2つの構造問の平衡であることが分かった

(Fig.1 )。見積もられた常圧下での二つの構造閣の自由エネルギー差(企Go}は 5.2

kJ/molで、第二の構造は常圧下でさえ 10%ぼど存在していることを意味する。また

第二の構造は第一の構造に比べ部分モル体積が 25ml/mol小さい。さらにこの二つ

の分子種閣の平衡の温度依存性から、第二の構造は低温ほど安定に存在しエンタル

ビー、エントロビー的に第一の構造に比べ小さいことが分かった(企H=ー43kJ/mol， 

企S=ー0.15kJ/mol at 1，000・2，000bar)。一般的にエンタルビー、エントロビーの減少に

は疎水基の水和が大きな寄与をしていると考えられるため[句、第二の構造の部分モ

ル体積の減少はタンパク質内部の疎水性キャピティーの水和、特に補酵素結合サイ

トの水和が原因と判断できる。この第二の構造の特徴は、補酵素の結合サイトが水

和したつまり揺らぎの大きな状態をとっている点で、補酵素との結合・解離により

適した“開いた構造"と考えられる。この“開いた構造"は常圧下ではその分布量

が少なく分光学的に観測されないもので、圧力はその平衡をシフトさせることによ

り観測可能とした。

15N/H HSQCスペクトルの特定残基由来の信号が 2つに分裂する現象は DHFR-

methotrexate錯体でも観測され、その 2つの構造問の平衡は圧力・温度によりシフト

した。基質(アナログ)結合型 DHFRが2つの天然構造を持つことは種や基質アナロ

グによらない一般的な性質であり、“開いた構造"が補酵素との結合に大切と考えら

れる。このような他の分子と結合可能な“Activeform"と不可能な“Inactiveform" 

の平衡は、 DHFRに限らず酵素が基質や補酵素と結合する際に必要と考えられる。
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古細菌由来転写延長因子Nu凶蛋白質の二量体構造

0山崎和彦1.2、MarkD. Allen 1、2、鈴木理1、2

1生命工研・構造生物、 2科技団・戦略基礎

Solution structure of a transcriptional elongation factor NusA of archaeal origin in a dimeric 

forrn 

Kazuhiko Yamasaki， Mark D. Allen， and Masashi Suzuki 

AIST・NffiHTCREST Centre of Structural Biology 

The NusA protein is a transcriptional elongation factor originally found in a bacterial 

system. NusA homologues紅芭 identifiedin all of the deterrnined archaeal genome sequences， 

although the mechanism of the transcriptional elongation in archaea is essentially unknown. 

In the present study， the solution structure of a NusA homologue of the archaeon 

Zちermoplasmavolcanium， which exists in a dimeric forrn of 33 kDa， was deterrnined. The 

s住uc佃reis a tandem repeat of two sirnilar structural domains consisting of three α-helices 

and three s-strands. A two-fold s旬ymrr町鵬I

oぱf組 interrno此，lecα叫u叫ua紅r佃刷tip阿紅d此刷elリPβh州-s岨s泊h恥蹴刷e閃倒et0ぱft悦h恥1児eC-t飽errnina凶叫l胤凶a叫1domains. Residues probably 

involved in DNA-binding were identified in the C-terrninal domain by a chernical-shift 

perturbation experiment. 

{はじめに】 NusA蛋白質は、 λファージN蛋白質による坑転写終結に必要な因

子として真正細菌より発見された転写延長因子である。 RNAポリメラーゼや転写

終結因子Rhoと相互作用して、転写の延長や終結において重要な役割を果たす。真

核生物、真正細菌についで第 3の生物群である古細菌の転写延長・終結機構はほ

とんど未解明であるが、近年多数決定された古細菌ゲノムDNA配列の全てより

NusAホモログが見いだされており、転写に関連する必須機能をもつことが考えら

れる。本研究では、好熱性古細菌Thermoplasmavolcanium由来のNusAホモログ二量

体(分子量33kDa)の立体構造をNMR分光法を用いて決定し、 DNAとの結合部位の

同定を行った。

【方法】 PCR法によりゲノムDNAからNusA遺伝子を単離し、大腸菌を用いて蛋

白質を大量発現した。必要に応じて、 13Cおよび15Nの安定同位体標識を行った。

Bruker社DMX750およびDMX500を用い、試料温度50'Cで、同種核および異種核

多次元NMRスペクトルを測定した。得られた距離情報および角度情報をもとに、

キーワード:転写延長因子、二量体、立体構造、 DNA結合

やまさきかずひと、マークアッレン、すずきまさし
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Nilges (1993)の方法を用いてsimulatedannealing計算を行い、対称な二量体の立体

構造を決定した。 DNA13mer(5' -GCT AGCCGCCAGC-3')および 18mer(5に

GCACGTGCTTTATATAGC-3')のそれぞれ一本鎖および二重鎖を用いて、 BiacoreX

(ファルマシア)を用いた表面プラズモン共鳴法によって結合を解析し、そのう

ち13merの一本鎖をNusAの溶液に添加して、化学シフトの変化を解析した。

【結果および考察】単量体の構造は、 3本の αへリックスと 1枚の 3鎖。シー

トからなる構造ドメインが、 2つ繰り返して構成されており、 N末端側ドメイン

のβシートとC末端側ドメインの αヘリックス 2本が疎水性相互作用によりパッ

キングしていた(図)。分子間接合面では、 C末端側ドメインの 3鎖βシートど

うしが逆平行に繋がって6鎖。シートを形成することにより、回転対称な二量体

となっていた。

一本鎖DNAとNusAの結合は速い交換の系であり、 NusA主鎖アミド基のlH、15N

化学シフトのDNA結合に伴う変化を追うことが可能であった。大きく変化した残

基(図で黒く表示)のうち、 4つ(二量体で8つ)がLys残基であり、いずれもC末

端側ドメインの特定の領域に存在することから、それらの残基が直接DNA結合に

関与すると考えられる。

Figure: Solution structure of T. volcanium NusA dimer. Residues with large chernical shift 

change (イ扇JZ五五三>50 Hz、lH=750 M肱)upon DNA binding are shown in black 

colour， among which Lys residues are highlighted by indication of their sidechains. 

【文献】 Nilges(1993) Proteins: Struct. Funct. Genet. 17，297-309. 
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3L1 

13C.15N多次元固体 NMRによる完全標識ペプチド・マストパランXのシ
グナル帰属と構造解析

(横浜国大・工 1、三菱生命研 2、群大・エ 3、阪大・蛋白研 4)

O藤原敏道¥柳下元¥福島径¥俵山みどり¥戸所泰人 1、

佐々健太郎に松木陽¥河野俊之ヘ若松馨九阿久津秀雄 M

Signal assignment and structural_ ana!ysis of !l uniformly isotope-labeled peptide， 
m鎚 tparanX by multidimensional13C， 1~ solid-state NMR 

Department of Chemistry and Biotechnology， Yokohama National University1; Mitsubishi 
Kasei Insti加teof Life Sciences2; Department of Biochemical Sciences， Gunma University3; 
Institute for Protein Research， Osaka University勾

Toshimichi F吋iwara¥Hajime Yanagishita1， Kei Fukushima1， Midori Tawarayama1， Yasuto 
Todokoro1， Kentaro S出 a1，Yoh Matsuki1， Toshiyuki Kohno2

， Kaori Wakamatsu3， and Hideo 
AkutsU1.4 

Carbon-13 and nitrogl~n-15 NMR signals of uniformly enriched mastparan X were 
部 signedin the solid state. Intra-residue correlations of backbone and sidechain signals are 
acquired with 2・and3・DNMR experiments that have dipolar mixing periods for direct1y 
bonded spins. Inter・residuecorrelations of CCX and cP signals were obtained with a newly 
developed 2・D experiment that have a triple magnetization-transfer period. These 
experiments enabled the sequence specific assignments of the most signals. The chemical 
shifts ofthe錨 signedCO， CCX

組 dcP signals indicate伽 tmastparan X forms an α・helix.

日まじめに] 13Cや15Nで完全標擁したペプチド・タンパク質を対象として標蹄核スピンの固体NMR信
号を多次元NMR法で分離して解街することにより，少数の実験で分子全体にわたる多くの構造情報を

得ることができる.すでに.1次元国体高分解能NMRで信号が分離できるような同位体標擁した小さな

分子について固体NMRで帰属を行い距離測定やニ面角測定を行えることが明らかになっている.この

方法をより大きな分子に適用するために.まずこの方法の出発点である，シグナル帰属法について検討

した.モデルとして対象にしたのは， 15アミノ酸残基からなる完全標擁したペプチド.マストパランxである.

13Cと15Nの等方化学シフトによる展開期と双極子結合による混合期を持つ数種類の多次元固体NMR
実験を行って効率的な信号帰属の方法を調べ，帰属を行ったので報告する.

[舘料と実験] 用いたマストパランXは， C末端がアミド化されている本来のものではなく，グリシンが付

加しているものを用いたアミノ酸1211JはIle-Asn-Trp-Lys-Gly-lle-Ala-Ala-Met-Ala-Lys-Lys-:Leu-
Leu-Glyである.マストパランXIま.ユピキチンとの融合タンパク質として大腸菌で大量発現させて，酵素

反応で切り取った[1]培養は同位体標擁したグルコースと塩化アンモニウムを含む最小培地を用いて行

った.固体状態のマストパランX(7mg)はメタノール溶液から溶媒を気化させることによって聞製した.

NMR実験はChemagneticsCMX Infinity 400で行い，磁場強度は 13C共鳴周波数で 100MHzであった.

プローブは4mm径スピナー用の広帯域三重共鳴プローブと二重共鳴プローブを用いて行った.

多次元国体NMR，同位体標蹄.マストパランX，信号帰属，マジック角鼠料回転

ふじわらとしみち、ゃなぎしたはじめ、ふくしまけい、たわらやまみどり，とどころやすと、ささlすんたろう、

まっきょう、こうのとしゆき、わかまっかおり、あくつひでお
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[帰属法と結果] アミノ酸への帰属は，次のような方法で行った.カルポニル炭素とα炭素.s炭素の

炭素間双極子結合による相関スペクトルを作る2次元RFDR.ニ量子双極子結合により側鎖炭素聞の

相聞を作る2次元SPC5[幻，窒素15と炭素13の相関スペクトルを作る2次元CPを用いた.これらの2

次元測定を組み合わせ.CQ-Ca_Cdの3次元相関法も高い分解能を持ち有効であったこの中で2

次元RFDRスペクトルを図1に示す.特徴的なα炭素化学シフトを持つグリシン.s炭素がメチル基であ

るアラニン.1分子中!こ3残基あり強い信号強度をもっリジンなどは容易に帰属することができる.

さらに，アミノ酸配列へ帰属を進めるためには，残基聞のスピンの相聞を間ベる必要がある.図

2 rこ残基間炭素の相聞を明らかにするための2次元パルス系列を示す.この方法では.t1期にi+1番目

残基のαと8炭素が化学シフトで展開する.次の混合期でその磁化は共有結合に沿ってi+1番目残基

の窒素.i番目残基のカルポニル炭素.i番目のα炭素へと移動する.この結果，検出期にはi番目残基

のカルボニルとα炭素の磁化として観測される.この一連の磁化移動のために3つの方法を連結して混

合期を作った.またこの混合期ではi+1番目のα炭素からi+2番目のα炭素への磁化移動は生じない.

この方法によって初めて，アラニンなど分子中に複数ある残基についても化学シフトを配列特異的に求

めることができた.

マストパランについてアミノ酸残基肉と残基聞の相聞を組み合わせて，ほぼすべての信号を帰

属することができた.得られた cacdCoの信号の化学シフト値はαヘリックス構造であることを示してい

た.この固体状態でマストパランXは.水溶液中で取るランダム構造でなく，リン脂質膜に結合した時に

取る2次構造を取っているといえる.

[考察] この方法で，帰属できるタンパク質の大きさは，アミノ酸の種類や二次構造の多様性，線幅によ

る用いたマストパランxrま8種類のアミノ酸残基からなる15残基のペプチドでαヘリックスのシフト値に

集中した共鳴周波数を持ち，必ずしも化学シフトによる分散が大きいものではない.この実験では線幅は

約2ppmであったが.固体状態の完全標惜した球状タンパク買では鼠料調製法やさらに大きい静磁場

やデカップリング磁場，鼠料回転数などを用いることにより0.5ppm以下にできることが報告されている

[3].従って，分子量のさらに大きなタンパク質についても多次元等方化学シフト法を適用してシグナルを

分解することができるだろう.

[文献] 1. T. Kohno et al. J. 8iomol. NMR. 12. 109 (1998). 2. M. Hohmy et al. J. Chem. Phys.. 110. 

7983 (1999). 3. J. Pauli et al. J. Magn. Reson. 143. 411 (2000). 
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3L2 

固体NMRによる熱硬化性樹脂シリルカルボラン複合ジエチニル

ベンゼンシリレンポリマーの熱硬化メカニズムの解析[3]

0木村英昭¥沖田晃一¥ー谷基邦2、岡田和鹿 2、杉本俊哉2

(化学技術戦略推進機構積水化学工業2)

Thermosetting Structural Study of Silyl-Carborane Hybridized 

Diethynylbenzene-Silylene Polymers by Solid-State NMR Spectroscopy[3] 

Hide北iKimur~ 1， Kouichi Okita 
1
， Motokuni Ichitani

2
， 

Kazuhiro Okaぽ andToshiya Su伊nato
2

{シ4dvancedMaterials Lab.， Japan αemical Innovation Institut/， and Sekisui Chemical Co.， Lt，刈

Abs tract: The thermosetting s加 cture of silyl・伺rborane hybrid包d

diethynylbenzene-silylene polymer has been studied utilizing high-r国 olutionsolid-state lH， 

13C，佃d29Si NMR and two-dimensional lH_13C he卸 onuclear∞rrelationNMR. 百le

poゆner which has C.C bonds in 也e m必n ch必n 佃 d h路一CH=CH2 and 

ーCBlOH 10ιSi(CH3)(CH3トHbonds，組d回 rboranein the bulky side chain shows a very high 

thermal stability byω血19above 200 oC. As a r回 ult， it was found血at1)血enaphthalene 

rings were formed due ω血ediene reaction between Ph-C-C and C-C 叩 d 2) a 

three-dimensional networking s仕ucturewould be formed due to some addition reactions 

∞ncerning the C-C bonds， the -CH=CH2 groups， and ・CBI0HI0C~i(CH3)(CH3トHgroups at 

2α)...450.C. 

緒言

シ リルカルポラ ン 複 合 ジ エ チ ニ ル ベ ンゼンシリレンポリマーは高耐熱

性 の高分子材料である(図 1)。酸素指数は優に 40を越え(空気中では

不燃) 、 空 気 中での 5%重量減少温度は 780.Cという高い値を示す。し

かし、実用的に応用するには強度に問題があり、分子レベルでの構造解

析が必要である 。 こ の ポ リ マ ー は 、 熱 処理により不溶の非晶体となるの

で 、その構造解 析 に は 国 体 NMRを 用 いるのが唯一の方法と言ってよい。

構造は図 1に示 す も の を 狙 っ て 作られてはいるものの、仮u鎖が

(1)ー CH=CH2になっているもの、 (2 )一 CH(CH3)ーと枝分かれしたも

の、(3 )シリルカルポランが主鎖にリンクせず、ペンダント状になって

しまったもの、などが含まれてかなり 複 雑 で あ る 。 NMRを測定すると

い う視点からは、 lH. llB. 13C. 29S1の 4種の核が含まれており、

CP-MASで十分なものから四極子核まで含まれており興味深い。本研

究で は、 この 複雑な構造をもっポリマ ーを 4種の核全てで測定、解析を

行い、その架橋構造及び酸化の過程を検討した。

キーワード:ケイ素，固体 NMR.熱硬化性樹 脂 ， 耐 熱 性 ボ リ マ ー ， 熱 架 補 構 造

きむらひであきおき た と う い ち い ち た に も と くにおかだかずひろすぎもととしゃ
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Fig. 1 Structure of Silyl-Carborane Hybridized 

Diethynylbenzene-Silylene Polymer Structure 

実験 固体 NMR測定は Bruker

DSX・300分光計を用いて、 4 m m 

CP-MAS プロープで行った。

lH CRAMPS NMRliJ定 lHの

共 鳴周波数は、 300 MHzで行った。

1 H _ 1 H双 極 子 相 互 作 用 を デ カ ッ プ ル す

る多重パルスとして BR・24を使用し、

π/2パルス幅は 1. 8μS 、 τを3μsとし

た。マジック角回転 (MA S)の回転周波

数は、 1.8・2.0kHzにコントロールし

た。スケーリング・ファクター 0.40

で全てのスペクトルを補正し、それに

よる lH 化学シフトの誤差は 0・10

p p m の範囲で士 0.1 ppm 以内であ

る。シリコンゴム (0.12 ppm)を内部

基準として使用した。繰り返し時間は

1 0 s で、 32 回の積算を行ったので、

1 つ のサンプル測定に要する時間は、

5分程である。

13C， Z9S CP-MAS NMR測定 13 C及び 29S iの共鳴周波数は、

それぞれ 75.6， 59.6 MHzであった。 lHの π/2パル ス 幅 は 13C 、 29S 

共に 2.8μSであり、交差分極実験にお け る 接 触 時 間 は 13Cで 4 ms 、

29 S iで 8 m sであった。マジック角回転 (MA S)の回転周波数は、 13Cで

7.0 kHz 、 29 S iで 5.0 kHzにコントロールし、全てのサンプルを測定

し た。遅延時間 は 6・8 sとし、 800・16000回の積算を行ったので、 1

つ のサンプル測定に要する時間は、 2・26時間程であった。データポイン

トは 1-2 kで、スペクトル幅は 13Cで 30.1 kHz 、 29S iで 35.7 kHzと

した。 lHのデカップリングは tP P mで行い、中は 10・とした。 13C化学シ

フトはアダマンタンの高磁場側の信号を 29.5 ppm、 29S i化学シフトは

ポリジメチルシランを -33.8 ppmとして TMS基準に換算した。

2 次元 1H _ 13 C シフト相関 NMR NMR測定 lH-13C 

HETCOR測定は、 Bu r u m らによっ て 提 案 さ れ た 方 法 で 行 っ た (D. P. 

Burum and A. Bielecki， J. Magn. Reson. 94， 645， (1991)) 。 パ ル ス 系 列 を 図 2に示した。 lH

の π/2 パルス幅を 2.8μs とし、 MAS の回転周波数は、 5.0 kHz 

にコントロールした。 lH 軸はスケーリング・ファクター 0.29 で補正

した。繰り返し時間は 4 s で、 352 回の積算を行い、 lH 軸のポイン

ト数を 64としたので 1 つのサンプル測定に要する時間は、 25時間程で

あった。
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1 H Evolution Mixing 13C Detection 

1H  JLG酬 24同副 WIM・24 HDecoupling| 

相C斗 88・24 WIM・24市>
Fig. 2 Pulse diagram of 2D heteronuc1ear-∞rrelation experiment. 

考察 図 3に(a )未処理及び熱処理温度を (b)200'C、 (c)250'C、

(d)300'C、 (e)350'C、(f)450'Cに変化させて調整したシリルカル

ボ ラン複合ジエチニルベンゼンシリ レ ン ポ リ マ ー の 13C CP-MAS 

NMRスペクトルを示す。熱処理温度とと も に c-cに帰属されるピーク

は熱処理温度が 上昇するに従って減少し 、 450'cでは完全に消失してい

る。このことから 250'c以上の熱処理で c-c結合が架橋反応に関与して

いることは明らかである。

Fig.3 "c CP-MAS NMR spectra of silyl-carborane 

hybridized diethynylbenzene-silylene polymerωred 

at various temperatures: a) before curing; b) 200'C; 

c)250'C; d)300'C; e) 350'C; f)450'C. 

百lepeaks marked with an asterisk are due to spinning 

side bands of the phenyl carbons and the C.C carbons. 
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Fig.4 'H CRAMPS NMR spectra of silyl-carboram 

hybridized diethynylbenzene-silylene polymer ωm  

at various temperatures: a) before curing; b) 200'C; 

c) 250'C; d) 300'C; e) 350'C; f) 450'C. 



図 4に同様の 試 料 の IH CRAMPS  N M Rスペクトルを示す。ここで、

ピ ニル基とフ ェ ニ ル 基 の IHシグナルが重なっているため、 1H _ 1  3 C 

H ETCOR  測定を行った(図 5 )。図 5から 13Cの 135.0 pprnのピー

ク とクロスピー クを持つ lHの 6ppm付近のピークがピニル基のプロトン

の 信号であるとわかる。図 4での 6 P P rn付近のピニル基の信号による肩

は 熱 処 理 温 度 とともに減少している。この結果から、 250'c以上熱処理

で ピニル基が架 橋 反 応 に 関 与 す る と とが分かる。
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Fig.5 2D'.ι13C heteronuclear-correlation spectrum ofsily 1-ωぬoranehybridized diethynylbenzene-silylene polymer. 

以 上 を あ わせて考えると、側鎖のピニル基が主鎖の c-c結合に付

加 する架橋反応 が存在し、 3次元的なネットワークが形成されると考え

られる(図 6( b ) )。この付加反応には側鎖のピニル基だけではなく、

ベンダント状になった側鎖も 200'cの比較的低温から関与しているこ

とが、 29Si N MR スペクトルから 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 13C 

CP/Dipolar Dephasing-MAS NM Rスペクトルからナフタレンの

生成も確認され、図 6( a)に示すような架橋反応が存在することも分かっ

た。

今ご}
百 crmo-se凶ng回 ech組 ism:
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Fig.6 
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また 当 日 は、軍事関係をはじめさまざまな分野で注目されているシリ

ルカルボラン部分の llB MQ-MAS  N M Rによる酸化機構の解析も予定

して おり 、よ りホットなデータを提供 す る 予 定 で あ る 。
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固体 NMRによる家蚕絹の繊維化前の構造と繊維化機構

の解明

東京農工大工 1、バリアンテクノロジーズジャパンヘ生研機構 3

0芦田淳 1，2 ・亀田恒徳 1，3 ・山根努 1，3 .中津靖元 1 .大郷耕輔 1 .朝倉哲郎 1

The Solid State NMR Study of the Structure of Bombyx mori Silk Fibroin before 

Spinning and the Mechanism of Spinning. 

1un Ashida1、2Tsunenori Kameda1、3Tsutomu Yamanel， 3， Yasumoto Nakazawa 1， 

Kosuke Ohgo 1 ， and Tetsuo Asakura 1 

1 Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology; 

2Yarian Technologies Japan Ltd.; 3Bio-oriented Technology Research Advancement 

Institution 

The structure of Bombyx mori silk fibroin before spinning -known as silk 1・ is

determined by two-dimensional spin-diffusion NMR and REDOR. Instead of B. mori 

silk fibroin， we used the stable isotope labeled sequential model peptides， (Ala-Gly) 15 

The backbone torsional angles (φand ψ.) of the Ala and Gly residues were 

determined by 2-D spin-diffusion NMR as (_60
0 

， 13 0 0 ) and (70
0 

， 30
0 

)， 

respectively. The distance of the intra-molecular hydrogen bond along the chain was 

determined from REDOR as 4.0::t: 0.1 A， which is in agreement with the predicted 

distance， 3.9::t: 0.1 A according to the structural model determined here. Also the 

mechanism of spinning of B. mori silk fibroin will be discussed by the structure change 

from silk 1 to silk 11. 

【緒言】

家蚕 (Bombyxmori)絹フィプロインの繊維化前の構造は Silk1と呼ばれており、

繊維化後の構造である Silk11と区別される。 Silk1の構造を決定することは、繊

維化後の構造である Silk11への転移機構、すなわち家蚕絹の繊維化過程を分子

レベルで解明するために重要である。これまでにX線結晶回折や電子線回折、

CP/MAS NMRなどによる構造解析が行われているが、配向させようとすると

Silk 11型に容易に変化してしまうため Silk1の解析が難しく、決定的な構造は明

らかにされてこなかった。本研究では、 2次元スピン拡散 NMR法[1・3]や REDOR

法などの配向しない系にも適用できる固体 NMRの手法を駆使して Silk1型構造

の解明を試みた。

絹フィプロイン、固体 2次元スピン拡散 NMR、REDOR、繰り返し 0ターン構造

あしだ じゅん、かめだっねのり、やまねっとむ、なかざわやすもと、

おおごう こうすけ、あさくら てつお
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また、さらに、本研究で得られた分子構造モデルに基づいて、絹の逆平行。シ

ート構造(SilkII)への構造転移の機構、いわゆる繊維化機構について検討した。

{試料作成】

以下に、本研究での NMR測定に供与した Ala，Glyのカルボニル炭素を二重ラベ

ノレ、あるいはカルボニル炭素とアミド窒素を二重ラベルした(Ala-Gly)15試料を

示した。

(1) (AG) oA[IsC]GI4[1sC]AI5G (AG) 7 

(2) (AG) 7[1-13C]AI5[1-13C]GI6G(AG) 7 

(3) (AG) 6A[IsC]GI4A[I-13C]GI6G(AG) 7 

(4) (AG) 6A[I-13C]GI4AG[15N]A17G(AG) 6 

これらの試料は、 PioneerPeptide Synthesis System (PE Biosystems社製)を用いて

Fmoc固相合成法により合成した。得られた粗ペプチドを 9MLiBrに溶解後、不

溶物を吸引漏過により除去し 3日間透析を行い、 NMR測定に供与する試料を得

た。得られた試料が Silk1構造をとることは、 IRおよび 13CCP/MAS NMRによ

り確認した。

[NMR測定】

固体 NMRは、 VarianUnitYINOVA400および ChemagneticsInfinity400を用いて測

定した。

2次元スピン拡散 NMRでは、試料回転速度は 6kHz、試料回転角度はマジック

角十70
、ミキシングタイムは 2秒、あるいは 5秒と設定した。ミキシングタイ

ムは、分子内でのスピン拡散がおこるが、分子間でのスピン拡散がほとんど無

視できる条件で最適化を行った。シミュレーションスペクトルは、 SGIの

OCT ANE W orkstation上で自作の FORTRANプログラム[1，2]を使用して求めた。

REDORNMRでは、試料回転速度は 5kHz、REDORパルス系列には XY-8を用い、

I3Cおよび 15Nの 90度ノ〈ルスをそれぞれ 5μs.、7μs.と設定した。

【結果および考察】

①Ala残基の内部回転角(φ 、 ψ)の決定

Fig.l(a)に、試料 1のカルボニル炭素領域の固体 2次元スピン拡散 NMRスペク

トルを示した。計算スペクトル(b)との比較に加え、絹フィブロイン中の Ala残

基の Cα、Cβ化学シフト等高線マップの結果[4，5]を考慮して、 Alaの内部回転角

は(・60:1::5
0

，130:1::5
0 

)と決定した。
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Fig.l 

(a) Experimental 2D spin diffusion sp巴ctrumof (AG) 6A[}I3C]GI4[1-IJC]AISG(AG) 7 

(b) Calculated 2D spin diffusion spectrum of the Ala residue with torsional angle of 

(-60i:50 
，130i:5

0 

) 

②Glv残基の内部回転角川、 φ)の決定

①と同様に、試料 2の固体 2次元スピン拡散 NMRスベクトノレを測定し、計算ス

ペクトノレとの比較を行った。この場合には、スベクトノレが一致する(φ 、ψ)の解

は(φ 、ψ)マップ上で 4ヶ所得られた。 (φ 、ψ)の値を絞り込むために、試料 3

の固体 2次元スピン拡散 NMRスベクトノレを測定し、 Alaの内部回転角を(-60， 

130)とした時の Glyのけ、 φ)マップを検討した。さらに X線結晶回折による C

軸長 (8.9A) の値も考慮、して、 Glyの内部回転角を(70i:50

， 30i:50 )と決定し

た。

以上、①②の実験で決定された Ala，

Gly残基の内部回転角 (φ 、 φ) に

基づいて WAXSのシミュレーショ

ンパターンを計算したところ、 Fig.2

のように絹フィプロインモデノレ化

合物の実測 WAXSパターン[6]と非

常によい一致を示した。

丘一同
E
2
2
M
W
F一有一申
E

10 !5 >t> 賞。

Dlffraci:lon Angle (~(I) 
③分子内水素結合間の距聞f決定

本研究で決定された Ala，Gly残基

の内部回転角(φ 、 φ)に基づく Silk

I構造を Fig.3に示した。これはこれ

までに提唱された構造とは全く呉っ

た新しい構造で、 “繰り返し Hター

ン構造"と名づけた。この構造では、分子内・分子問水素結合が交互に形成さ

れ安定化している。例えば、 i番目の Glyのカノレボニル酸素と i+3番目の Alaの

アミド水素の聞に分子内水素結合が存在し、この時のカノレボニノレ炭素とアミド

窒素の核問距離は 3.9i:0.lAとなる。

Fig.2 

WAXS pattern spectra of (AGSGAG)168 (a)， 

and calculat巴dW AXS pattern with our silk I 

model (b，c) 
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この分子内水素結合の存在を確認するために、試料 4のカルボニル炭素とアミ

ド窒素の聞の距離を REDOR法により測定した。 Fig.4に試料4の REDOR測定

結果を示した。同位体ラベルしたカルボ、ニル炭素とアミド窒素の核問距離は 4.0

:l:O.IAと求められ、我々の提唱したモデ、ルから予想された結果、と一致した。

Fig.3 Repeated s -turn structure 
of silk fibroin 

④絹の繊維化の機構
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Fig.4 REDOR plot，ムS/Sovs Nc Tp of 

(AG)6A[I13C]GI4AGC5N]A17G(AG) 6 

with silk 1 form. Experiments (企)

and simulated lines by assuming the 

distance between J3C and 15N as 4.0A 

(solid line)， and 3.9， and 4.1A 

(dashed lines). 

本研究で得られた Silk1構造によって、繊維化の機構が以下のように説明できる O

すなわち、紡糸の際にカイコの首振り運動によって、繊維軸方向への延伸がか

かり、分子内水素結合が切れて分子間水素結合に移行することによって、全て

の水素結合が分子間水素結合に変わる。との分子問水素結合の方向は、繊維軸

に垂直であり、繊維軸に対する横方向からの力に抗する分子間水素結合のネッ

トワークが瞬時に作成される。

なお、本研究は一部、生研機構基礎研究推進事業により行われた。
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3L4 

膜タンパク質活性部位変化による広領域構造変化の13CNMRによる検出

(姫路工大理) 河瀬靖治、谷生道一、吉良敦史、山口悟、辻暁、内藤晶、

0斉藤肇

Global Confonn31ional Changes of Membrane Proteins of Site-direc凶 Mutationat出巴ActiveSite as Det∞凶

by 13CNMR， 臥司partmentofLife Sci叩∞，回mejiInsti制民ofTechnology，

。五mejiInst. ofTechnol.) Y. Kawase， M. T.加 io，A，K並a，S.Yam毎回hi，S. Tuzi，A. Naito and H. Saito 

We have recorded 13C N恥1Rspectra of [3-13C]Ala-組 d[1-I3C]Val-Iabd叫 D85N掴 dD85N1D96N mutants of 

bacteriorhodopsin (bR)， in ord釘 toeXaJ司nehow confonnation and dynamics of仕ぉ proteinbackbones are 

altered when the Schiff base is protona飽d(31 pH 7)加 dd叩mωnated(31 pH 10). G民31ぽ changes，including 

a叫uisitionof motions of in国首覧diate合-equ四 cy(-<コa.1ぴ to1ぴHz)， were no飽d，which indicates 

confonn拍onalchanges as well as large-amplitude motions of回 nsmemb悶 leheli<∞s upon deprotonation of 

Schi仔base加 d恥 formationof卸 M-likestate in the abs四 ceofphoto・illurnination.

パクテリオロドプシン (bR)は高度好塩菌の紫膜中にあって、レチナールの光吸収によるオー

ルトランスから 13cis型への異性化による光駆動プロトンポンプとしての機能をもっ。 bRがも

っプロトタイプのプロトンポンプの活性を、タンパク骨格の構造とダイナミックスの視点からとら

える研究に加え、これを膜タンパク質の典型的な例としてとらえることも重要である。これは、バ

クテリア由来の膜タンパク質として、発現系が容易でありかつ多様なGタンパク質共役受容体 (G
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図1[3-13C]Ala-D85N変異株の13CCP_MAS(左)およびDD-M

AS (右)NMRスペクトルのpH変化。 PH:7(A)，8但)， IO(C)1白 m~~ー←~ヲo

11のL図2 (1)3C]Va1-bR，D85NおよびD85N1印刷変異株の13CCP_MASNMRスペクトル。

15 16 17 18 19 ppm 15 16 17 

PCR)分子群に共通の7本の膜貫通αヘリックスからなる。これまでに調べられたbRの三次元

構造は、膜貫通αヘリックス部位はいずれも類似しているが、膜表面にあるループまたは末端部分

の構造は完全に欠落、ないしは著しく異なった結果が得られている。

固体高分解能NMRによるアプローチは、回折法からは測定が困難な揺らぎとそのダイナミック

スに関する知見、および生理的条件における実験データを与えるという利点がある。 1-3 図1，

2はそれぞれ[3-13C]Al・， [l_13C]Va1・標識(標識位置は前ページ模式図参照) b R、D85N，または

D85N!D96N変異株の13CNMRスベクトルを示す。これらは活性部位のシッフ塩基近傍残基の変

異体で、光照射がなくても pH10付近でM様中間体構造に変換する。第ーに、野生株にくらべて明

らかに 16.34-16.62ppm付近のD85N変異株の信号強度の減少は、 M 様中間体の生成により B，G

ヘリックスに位置するAla39，51， 53， 215の揺らぎが起こり、その周波数がプロトンデカップリング

周波数との干渉のためにスペクトルの先鋭化が成功せず、その結果信号が欠落している。図2にお

いては、 Va149(ヘリックスB)、69(Bε ルーフヲおよび矢印のピークの低磁場側シフトと、信号

の欠落が生じる。これらの結果は、 M様中間体生成にともない、 10-4_10.5の揺らぎがヘリックス、

ループに誘起され、それらが関与する部位は、 B、Gヘリックスと E-Fまたは F-Gループである

ことがわかった。

I H. Saiω 釦 d1. Ando， Annu. Rep. N加IRSpectrosc.， 21， 209・290(1989). 2 H. Saito， S. Tuzi組 dA Naito， 

Annu. ibid.， 36， 79-21 (1998)， 3 H. Saito， et a1.， Biochim. Biophys. Acta， 44884，39-47 (20∞) 
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カルモジュリンのメチオニン側鎖のダイナミクスと水和

(北大院工. *Univ.ofCalgary) 

0村井亮平、平沖敏文、 H.J. Vogelヘ堤躍鹿

Dynamics and Hydration of Methionine residues on Calmodulin 

OR. Murai， T. Hiraoki， H. J. VQgel*， A. Tsutsumi 

D司partmentof Applied Physics， Graduate schωrlofEng.必伺ring， Hokkaido Unversity 

.. Department of BioJog加 JSciences， University of Ca1gary， ぬJgary， 白 nada

The dynamics of the methionine side chains on Calmodulin and their hydration effect were 

investigated by a solid'state deuterium NMR. The methyl groups of the methionines show a 

Pake powder pattern， characterized by the fast three-fold jump at below 213K in bo也

lyophilized and hydrated apo・CaM.With increasing a temperature， the line shape changes 

and the spectral intensity decreases. A singlet and a rectangular line shapes are ob鴎 rvedat 

296K in the hydrated and lyophilized， respectively， indicating the pre随 nceof the additional 

large-amplitude motions of the Ca axis of the methyl. Motionally averaged rectan伊 1町

line-shapes are observed for the bo出 statesof holo・CaMat 296K. The dynamics of也e

me也ioninesdeuteratβdinβand 7 positions will be discus鴎 d.

【はじめに】

カルモジュリン CCaM)は細胞内情報伝達物質である Ca2+受容体であり、他のタンノfク質に比

べメチオニン残基の存在比が大きい。また、メチオニン残基は標的酵素との結合部位に多く存在

し、メチオニン側鎖の柔軟性が分子認識に寄与していると考えられている。そこで本研究では、

apo状態と holo状態の CaMにおいて、メチオニン側鎖のダイナミクスとその水和量依存性を調

べる為に、固体重水素NMR測定を行なった。

【実験】

固体重水素 NMR測定は、共鳴周披数 46MHzで行った。試料はメチオニン側鎖末端のメチル

基を重水素化したものと、 β，7位を重水素化した試料を用いた。水和量は凍結乾燥試料を相対湿

度95%下に放置し調整した。分子表面積を考慮すると、この水和量ではタンパク質表面はほぼ完

全に水分子に覆われている。

【結果・考察】

Fig.lにapo・CaMのスペクトル温度依存性を示す。凍結乾燥試料、水和試料とも、 -60"C以下

の低温域では四重極分裂幅が約40kHzのPakepowder patωrnの線形が得られた。これは、メ

Keyword:カルモジュリン、メチオニン側鎖、固体重水素NMR、水和、ゆらぎ

むらいりょうへい、ひらおきとしふみ、 H.J. Vogel、つつみあきひろ
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チル基が速い Ca回転運動をしている事を示している。温度上昇とともに線形が変化し、スペクト

ル強度も滅衰した。室温の凍結乾燥試料では台形の線形が得られ、水和試料は鋭い l本のピーク

となり、水和による影響がみられた。これらの結果は、 Ca軸自身がkHzオーダーの大振幅な運動

をしていることを示している。この運動モデルとして、 kHz程度の C3軸自体の大振幅な運動を

考慮して線形シミュレーションを行い、実測スペクトルを再現できた。

スピン格子緩和時間T1測定を行い (Fig.2)、メチル基の回転運動の速さを調べた。水和による

T1の変化は観測できなかった。また、 apoとholoのT1の値もほとんど同じであった。活性化エ

ネルギーは 5.5kJ/molと求まり、モノマーでの値8.8kJ/molよりかなり小さな値を示している。 1)

holo-CaMの凍結乾燥試料、水和試料ともに 0"C以下の温度域では、 apo状態と同様のスペクト

ル温度依存性を示した。しかし、 apo状態の室温でみられた水和による線形の平均化は観測でき

なかった。 β，7位を重水素化した試料のスペクトルは rigidな線形ではなく、 apo状態、 holo状

態ともに、室温でkHz程度の大振幅な運動の存在を示すスペクトルが得られた。

以上の結果から、メチル基の C3回転に加え、 -20"C付近から Ca-Cβ一Cγ部位の大振幅な運

動が始まり、側鎖全体がゆらいでいると考えられる。室温付近では、 apo・CaMのメチル基に水和

による効果が現れ、側鎖の多重内部回転の自由度がholo・CaMより大きいことがわかった。

lyophilized 

-100 。

hydrated 

100 -100 
kHz 

。 100 
kHz 

Fig.l The temperature dependent spectra of 

lyophilized and hydrated apo・CaM
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Fig.2 Temperature dependence ofTl 

1) L. S. Batchelder， et.al.， J. Am. Chem. &.フ'C.， 1983， 105， 2228・2231.
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核酸ー金属イオン相互作用の多次元NMR分光法による解析

(愛媛大・理学部l、工技院・融合研2、筑波大・応生3)

0森田勇人1、田中好幸2、田中俊之3、多比良和誠2、林秀則l

Functional analysis of the metal-ion-binding motif in biologically active RNA 
molecules with multi-dimensional NMR spectroscopy 
(Fac. Sci.， Ehime Univ.1， NAlR， AlST 2， Inst. Appl. Biochem.， Univ. Tsukuba3) 
OEugene H. Morita1， Yoshiyuki Tanaka2， TQshiyuki Tanaka3， Kazunari Taira2， 
Hidenori HayashP 
An出portantmetal ion in reactions catalyzed by hammerhead ribozymes is called as 
p9 metal ion (血emetal ion captured by the phosphorus atom of A9 and N7 of GI0.1 
[P9・GI0.1motif]). Hammerhead ribozymes have catalytically important tandem G-A 
pairs in the core region. 官官 P9metal ion is most probably a M~+ under 
physiological condi位ons.In this study， with heteronuclear multi-dimensional NMR 
spec仕oscopy，we have studied whether仕usmotif by iteself is sufficient to capture 
structurally and catalytically impor恒ntmetal ions in solution. We have found血at
血eP9・GI0.lmotif with several flanking base-pairs is sufficient to capture divalent 
metal・cations.

多くの機能性RNA分子は金属イオンを補因子として用いており、金属イオンとの

相互作用様式を解析することは、 RNAの機能発現のメカニズムを解明するために不

可欠である。本研究ではハンマーヘッド型リボザイムの二価金属イオン結合モチー

フを例として、多次元NMRスペクトルを測定することによるRNA分子と二価金属イ

オンの相互作用様式の解析を試みた。

これまでの核酸分子と金属イオンの相互作用の研究は、金属イオン添加に伴うlH-

NMRスペクトル、或いは31p-NMRスベクトルの変化から結合部位を推定することが

行われてきた。また近年では、ヘキサアミンコバルトのアミノプロトンと核酸のプ

ロトンの聞のNOEから結合部位を推定する方法も試みられている。しかしながら前

者の方法を用いた場合、プロトンとリンは核酸分子全体の構造変化にも敏感に反応

するため、化学シフト値の変化が、金属イオンとの結合の影響を反映しているの

か、金属イオンとの結合に伴う核酸分子全体の構造変化を反映しているのかが明確

で無い。後者の方法を用いた方法の場合、ヘキサアミンコバルトは完全水和型の金

属イオンのモデルであり、金属イオンが直接配位(inner-spherecoordination)す

る可能性がある結合部位の同定には用いることができない。従って、汎用性のある

金属結合部位同定法としては、金属イオンとの結合に伴う影響は結合部位付近に限

局されているが、分子全体の構造変化が伴う場合はその化学シフト値が広範囲にわ

たり大きく変化する核種の化学シフト値を同時に観測することが必要になる。

研究対象のハンマーヘッド型リボザイムの二価金属イオン結合モチーフはG-Aミ

スマッチと隣接するC-G塩基対からなる。結晶構造中では、 G-Aミスマッチは

キーワード:二価金属イオン、ハンマーヘッド型リポザイム、金属イオン結合

モチーフ
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sheared型のG-A塩基対を組んでおり、このアデニン残基のリン酸基とアデニン残

基の3'側に存在するグアニン塩基の7位の窒素 (N7)を介して金属イオンと結合して

いる。一方、ハンマーヘッド型リポザイムの金属結合モチーフと同様の配列を持つ

RNAオリゴマーのX線結晶構造解析の結果でも同様の様式で金属イオンが結合する

ことが明らかになっており、この配列モチーフのみを取り出したモデルRNAにおい

て、ハンマーヘッドリボザイムにおけるのと同様の金属結合様式が観測されると期

待される。従ってこのモチーフを用いて核酸塩基の8位の窒素 (N8)、8位の炭素

(C8)、8位の水素 (H8)、リン (P)の化学シフト値を観測した場合、金属イオ

ンに結合する残基のC8、H8、Pの化学シフトのみが変化すると考えられる。

本研究では、 2DlH_31p HMQC-NOESY、lH-13CHSQCスペクトルを測定し、各

塩基のC8、H8、Pのシグナルの帰属を行うことで、金属イオンとの結合に伴い化学

シフトの変化するC8、H8、Pの同定を試みた。 2DlH_31p HMQC-NOESYスペクト

ルはリンとH8/H6プロトンの連鎖帰属が可能な点が特徴的である。

また、このモチーフがハンマーヘッド型リボザイムの他の保存配列無しに独立し

て金属結合能を有してるかが明らかになるという点で、生化学的な見地からも本研

究は重要な意義を持つ。

まず、二価金属イオン結合モチーフを含むRNAオリゴマ一、 GAI0:r(GGACGAG 

UCC)を化学合成した。また、 GAI0の 2DlH_31p HMQC-NOESYを測定した結

果、連鎖的にリンとH8/H6プロトンのシグナルの帰属が可能であり、二重らせん分

子中のリンの帰属に有効であることがわかった。次に同様のスペクトルを種々の濃

度のMgC1
2
存在下で測定したところ、金属イオンの結合部位であるA6残基のリン

(P/A6)が他のシグナルよりも大きく高磁場シフトした。同時に各MgC1
2
濃度で、

lH_13C HSQCスペクトルを測定したところ、金属イオン結合部位のG7のC8カーボ

ン (C8/G7)およびH8プロトン (H8/G7)に有意な低磁場シフトが観測された。

この時、金属イオン添加に伴うプロトンの化学シフト変化はほぼすべての残基にみ

られ、プロトンの化学シフト変化のみから核酸塩基内の結合部位を同定することは

困難であったが、 C8カーボンの化学シフト変化と組み合わせることにより、金属結

合部位を同定することができた。また、これまでのDNAオリゴマーのNMRによる滴

定実験の結果より、金属が核酸塩基に結合した場合、 C8カーボンとH8プロトンが同

時に大きく低磁場シフトすることが判っており、今回の結果は、そのデータと一致

した。

以上の結果から、複数の核種のNMRシグナルを同時に観測することにより、金属

イオンとの結合に伴う結合部位周辺の構造変化をより詳細に解析できることを明ら

かにした。また、ハンマーヘッド型リボザイムの金属イオン結合モチーフは他の保

存配列無しに金属イオンと結合できる独立した機能モジュールであることを明らか

にした。

「参考文献J
1. "Well-conserved tandem G-A pairs and the flanking C-G pair in hammerhead ribozymes are 

sufficient for capture of structurally and catalytically important metal ions." 
Yoshiyuki Tanaka， Eugene H. Morita， Hidenori Hayashi， Yasuhiro Kasai1， Toshiyuki Tanaka， and 
Kazunari Taira J. Am. Chem. Soc. in press. 
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HIV-Tatタンパク質に対する RNAアプタマーの分子認識における

水素結合と構造の役割

(横国大工1、工技院生命研2、東大院工3) 0片平正人 1、松上明正 1、

大橋粛1、小林伸一郎 1、上杉晴一¥山本利香2、西川諭2、多比良和誠3、

Penmetcha Kumar2 

Molecular recognition of RNA aptamer for HIV・Tatprotein -Hydrogen bond and structure-

(Fac. ofEng.， Yokohama Natl. Univ.1， Natl. Inst. ofBioscience and Human Tech.， MITI2 and Grad. Sch. of 

Eng.， Tokyo Univ.3) Masato Katahira1， Akimasa Matsugami1， Kiyosi Ohashi1， Shin-ichiro Kobayashi1， 

Seiichi Uesugi1， Rika Yamamoto2， Satoshi Nishikawa2， Kazunari Taira3 and Penmetcha Kumar2 

The structure of the RNA aptamer for HIV -Tat protein complexed with two argininamide molecules has 

been determined. Upon complex formation， two U:A:U base triples are induced at the central portion ofthe 

aptamer， which causes widening up of an originally narrow m司orgroove and makes the room to 

accommodate the argininamide molecules. Although the imino proton signal of Hoogsteen-paired U of the 

base triple is not observed， observation of the AN7-UN3 coupling through the Hoogsteen-type hydrogen 
bond by the use of the recently reported method， which utilizes AH8・AN7coupling， diredly confirmed the 

formation of the base triple. Each argininamide binds to G located both sides of the base triples. The 

stacking between Hoogsteen-paired U and argininamide further stabilizes this arrangement. Structural 

analysis ofthe aptamer・Tatpeptide complex will also be presented. 

(序) HIV-Tatタンパク質を結合する RNAアプタマーが、試験管内分子進化法により得られた。

このアプタマーは、天然のTARRNAに比べ、 100倍も強く Tatタンパク質を結合する(Kd-lO-lOM)。

Tatタンパク質のモデル化合物として、アルギニンアミド分子(Kd-10-4_10-5 M)及びTatタンパク

質の部分ペプチド(Kd-1O・9M)を用いて、複合体の構造解析を行い、高い親和性がもたらされてい

るメカニズムを解明する事を目指した。

(方法) T7RNAポリメラーゼの系を用いた試験官内転写反応により、 13C，15N標識した RNAアプ

タマー (34mer) を得、ゲル電気泳動によりこれを精製した。アルギニンアミド及び部分ペプチ

ドは購入したものを用いた。 NMRスベクトルは、 BrukerDRX600を用いて測定した。

(結果と考察)

①アルギニンアミドとの複合体の構造決定

アプタマーはアノレギニンアミドを 2分子結合する事が、滴定実験よりわかった。この複合体の

構造を決定した(結合部位に関して r.mふ d.-0.8A)。アルギニンアミドの結合に伴い、アプタマー

には大きな構造変化が生じる。特に中心部に 2つの U:A:Uのベーストリプルが形成される (Fig.1)。

ベーストリプル中、フーグスティン型の水素結合で結合している U(U7，U23)に関しては、そのイ

ミノプロトンが水との交換の為観測されず、水素結合の形成を HNN-COSY法で直接的に証明する

事ができなかった。しかしこの様な場合でも、 AH8・AN7のカップリングを利用する事により、

HNN-COSY法で、水素結合を介した N・N のカップリングが観測できる事が報告された。そこで

本系にもこの方法を適用してみたところ、 AN7・UN3のカップリングが AIO・U7とA26・U23の聞で

観測され、 2つのベーストリプルの形成を直接的に証明する事ができた(Fig.1)。

連続した 2つのベーストリプルの形成により、本来狭い RNAの主溝が、押し広げられる。こう

して、アルギニンアミド分子が結合するスペースが作り出される。そして、各アルギニンアミド

RNAアプタマ一、 HIV-Tatタンパク質、タンパク質-RNA相互作用、水素結合、立体構造

かたひらまさと、まつがみあきまさ、おおはしきよし、こばやししんいちろう、

うえすぎせいいち、やまもとりか、にしかわさとし、たいらかずなり、くまーる
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分子は、ベーストリプルの両側に隣接して位置する G と各々水素結合により結合する。そしてフ

ーグスティン型で結合した U とアルギニンアミド分子とのスタッキングにより、この配置はさら

に安定化される(Fig.2)。

②部分ペプチドとの複合体の構造解析

アルギニンアミド分子の時とは異なり、アプタマ は、部分ペプチドを 1分子だけ結合する事

が、滴定実験よりわかった。しかし複合体形成に伴いアプタマーに誘起される構造変化は、アル

ギニンアミドが 2分子結合した時と、基本的には同じである事が、 HNN-COSYの実験等によって

分かつた。また同定された分子間 NOEからは、アプタマー上の 2つの結合部位において、アルギ

ニン残基が、先と同様な相互作用を行っている事が示された。以上の事は、部分ペプチド中の異

なる 2つのアルギニン残基が、アプタマー上の 2つの結合部位において、各々相互作用している

事を強く示唆する。これが高い親和性が生じる原因だと思われる。そしてこの際、 2個連続した

ベーストリプルの形成によって主溝を押し広げる事で、かさ高いペプチド鎖を受け入れるスペー

スが確保されているのだと考えられる。

。rgininamide-for町、
。 A10H8(H.

A10H2， A26H2(W.C. 

A26H8(H.) 
A4H2(W.C.) 160 

Z
E
 

ム↓ 165 

UN3 

GN3'E 

AN9 
GN9 

170 

……
C

一
Figure 1 Aptamer sequence， 

U:A:U base triple， 

and HNN-COSY spectrum. 

Figure 2 Structure ofthe aptamer 

complexed with two argininamide 

molecules (Top view). 
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9BeNMRピーク分離法による環状イミド三リン酸イオンの微視的

錯平衡解析 ""Be2+イオンの窒素原子への直接的相互作用~

(神戸大学工学部、神戸大学大学院自然科学研究科*)

0牧秀志、辻戸正彦*、成相裕之*

9se NMR Study on the Microscopic Complexation Behavior of cyclo-伊lmidotriphosphate

Anions 

""Oirect Coordination of Be2+ ion for Imino Nitrogen Atom"" 

aHideshi Maki， bMasahiko Tsujito， and bHiroyuki Nariai 

aOepartment of Chemical Science and Engineering， Faculty of Engineering， Kobe University， 

1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

bOepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 

University， 1・1Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

Microscopic complexation behavior of Be2+ ion with cyclic imidotriphosphate ligands， 

involving P-O-P andlor P-NH-P linkages has been investigated by a 9Be NMR technique. 

These ligands form monodentate and bidentate complexes， where monodentate complexes 

consist of O-coordination and N-coordination complexes. For these complexation systems， the 

formation constants of monodentate and bidentate complexes， as well as those of 0-

coordination and N-coordination complexes have been determined by the peak arl伺 ratio

calculation of the 9Be NMR spectra. For the Be2+-cP3(NHh system， the fact that N-

coordination is much favored than O-coordination found in出isstudy is unexpected because 

hard Be2+ ions usually favor harder oxygen atom than nitrogen atom to coordinate. The present 

result shows the crowded donor N atoms in cP3(NHh ligand form a specific binding site of a 

ring structure. 
e e e 

【緒言】本研究で用いた環状イミドコ ~/O 、l ~O 
~p.、 P、 ~P.... 

リン酸イオン、 cP3(NH)~噂 (n=l""3)は3 HV V HNr WH  HW  、加
~ 1 1 _8  I _8 I 

個のリン酸基が酸素原子またはイミノ O~許 長司 o~p..... /p.司 r..... /fFO d¥ぴ/'¥..8~ /I¥ぴ/・¥よグ¥N"'"・¥ζ
基によって架橋された環状ポリリン酸 o 0- 0 0- 0 H 0 

である(Fig.l)。これらは分子内に2種類 CP3(NH) cP3(NHh cP3(NHh 

の配位原子すなわち非架橋酸素原子と Fig.l Structure of cyclo-!l-imido釘iphosphateanions 

架橋窒素原子を持つため多様な配位構造が期待される。単純なHSAB理論による予測

では、ハードなBe2+イオンは非架橋酸素原子のみに配位すると予想されるが、

cP3(NHh3・および cP3(NH)z3-においては分子中央部に窒素原子が密集しているた

め、架橋窒素原子も配位に関与する可能性がある。特に、 cP3(NHh3ーのAl錯体生成に

おいて単純なHSAB理論による予測に反してAI-N配位構造が存在し、さらに分子内多

座配位錯体を形成し三座錯体ではA13+イオンが3個の架橋窒素原子と結合してクラウ

ン状錯体を形成していることが明らかとなっている。そこで今回は、荷電/半径の

MULT町 UCLEARNMR・COMPLEX• DECONVOLUTION・BERYLLIUM・PHOSPHATE

まきひでし・つじと まさひこ・なりあいひろゆき
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値が"'6.5でありA13+イオンと近い値("'6.0) 

を持ち、かっ同じくハードな酸に分類され

る等、化学的類似性が期待されるBe2+イオ

ンについて9BeNMR法による微視的錯平衡

解析を行った。

Free ion， 

回e(H20)~2+

¥ 
ロ;A，._f-~f-....このような「微視的な」溶液内平衡につい

にr ML2Ju--，ては A.E. Martellらによるアミノ酸の酸解

離反応の研究例があるが、錯生成反応に関

しては殆ど例がない。通常の熱力学的手法
o -1 -2 -3 

δ'Be Ippm 

Fig. 2 9se NMR spectrum of 8e2+ -cP3(NHぽーと比べて時間分解能が良く、高い周波数分

rnixture solution (pH 2ふ -2:tl
O

C). 解能を持つパルスNMR法は微視的錯生成

反応の追跡に適している。本研究においては、 9Be NMRピーク分離法を用いて配位

原子の違いを反映した微視的錯体安定度定数の決定を行い、錯体の配位構造の詳細

を検討した。

2 

【実験】 9BeNMRスベクトルは Brukerf土製 OPX-250NMR測定装置 (Ref.0.1 mol dm-3 

BeCi2 + 10% 020)を用い、配位子交換速度を遅くするために _20

Cで測定を行った。試

料溶液は CBe2+=0.∞6，0.01 mol dm-3の各BeCl2水溶液に cP3(NH)，?・ (n=1"'3)各水溶液

を添加することにより調整した。またBe2+イオンの加水分解防止のため HCIまたは

NaOHでpH2.5に調製した。

【結果と考察】ピーク分離解析 低温においてはBe2+イオンの配位子交換速度は

NMRタイムスケールに対して充分小さいため、配位数の異なる錯体の各シグナルを

観測可能である。一方、 9Be核は四極子核で、あるためNMRシグナルの線幅は増大し、

スベクトルは数本のシグナルの重なりとして現れる。そこで各々のシグ、ナル強度を

算出するためローレンツ型曲線を用いた非線形最小二乗法によるピーク分離解析を

行った。
350 1.0 

巨視的錯体安定度定数決定分子中のイ 刈::t:コ:23
ミノ基数が最も多く、 Be2+-N原子間相互作 250~ 

用が最も期待される、 Be2+-cP3(NHh3-錯生三?200 

成系の代表的な 9BeNMRスペクトルをFig.2rJl- 150 

に示す。化学シフトの配位数に対する加成

0.8 

則に基づき、低磁場側から遊離のBe2+イオ

ン、単座錯体、二座錯体のシグナルと同定

した。それぞ、れのシグ、ナル強度をSo，Sl， S2 

とすると、分子間i座錯体の巨視的安定度定

0.6ω 
トJ、、

0.4 y' 

0.2 

0 
o 0.01 0.02 0ω0.04  

[L]I mol dm-3 

Fig.3 Peak area ratios as a function of [L] 
(close; S/So' open; S/Sl) 

数 Kiはシグナノレ強度比を用いて以下のように表現できる。種々の要因により、シグ

ナル強度と分子種の濃度間の直線性は一般的に誤差の大きいものとされている1)

が、本解析法では「強度比Jを用いることで定量的精度が改善される。
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BeLi+L 
Ki+l 

-BeLi+1 
[BeLi+d._l_ _ Si+l.~ 

一一一一一一一一ー一一一一 (i = 0， 1) 
[BeL;l [L] Sj [L] 

1 ヲS'I

但し、 [L]=丸一 [BeL]-2[BeL2J = CL - i~j←訴CL

すなわち、 SlISo， Sν'Slを遊離の配位子濃度、 [L]に対してプロットすると傾きがそれ

ぞれ Kl，んである直線が得られる。実際に各プロットは概ね直線上に位置し(Fig.3)

、その傾きからlogKt=3.9および logKF1.2が算出された。本錯生成系において分子

間錯体(ML2)の生成が明らかとなり、 A13+イオンよりも分子内錯体を形成しにくいこ

とが明らかになった。荷電/半径の値が近い両者で異なる挙動を示したことにより、

この系の多座配位錯生成挙動は主にイオン半径に支配される、すなわち金属イオン.

配位子閣の立体的適合性に大きく依存すると考えられる。また、 Be2+ーcP3(NH)n3-

(n=1，2)錯生成系においても同様の解析を行い、分子間二座錯体の生成を確認した

(Table)。

微視的錯体安定度定数決定 上述の解析の

結果、単座錯体のシグナルに関して、半値幅

が全シグナル中最大であり、また化学シフト [Be(Hp)J2+ 

値が金属イオンおよび配位子濃度に依存する

現象が見出された。これは、単座錯体のシグ

ナルが複数の微視的錯体のシグナルからなる

可能性を示唆している。慎重なピーク分離解 2 0 ー -2 -3 

析の結果、今回得られた単座錯体のシグナルFig.49 一国 Ip
spectrum of Be2+ -CP 3(NH)l 

は、 2本の微細なシグナルの和として表現す mixture sol凶.on(pH 2.5，主IOC)

ることが可能であった。各シグナルは化学シフトの配位数に対する加成則に基づ

き、 -0.65ppm付近のシグナルを単座O錯体と同定した。 -0.55ppm付近のシグナルは

配位子分子中に配位原子として非架橋酸素原子以外には架橋窒素原子しか存在しな

いため、単座N錯体のシグナルである(Fig.4)。さらに二座錯体は0，0錯体であること

が確認された。

O錯体およびN錯体のシグナル強度をSl.O.SLNとすると、各微視的錯体の安定度定数

Kl.o. KLNはシグナル強度比を用いて以下のように表現できる。

K1.x 
Be2+ + L3ーさ BeL一(X--c∞吋ination) Kは=生主・上 (X;OorN) So [L] C' ~ ~~ ~'J 

Sl，O/SO， Sl，N/SOを[L]に対してプロットし、直線の傾きから0錯体およびN錯体の微視

的安定度定数を決定した(Table)。さらにこれらの錯体安定度定数値と配位子中のイ

ミノ基数の関係をFig.5に示す。イミノ基数の増加の影響をあまり受けていないK2お

よびKLOに対してKlおよびKl.Nではその影響は大きい。前者は架橋酸素原子の塩基

性の増大のため錯生成定数は微増するにとどまっているが、後者では配位原子で
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T枇 Logari幽 cmlcrosω卵期bility畑 S帥 fωthei蹴則。岨あるイミノ窒素原子そのものが増加す

dcP3(NH). (n:=1-3) anions wi也Be
2
+m るために、錯生成定数が大きく増大す

L，igand log K， log K2 log K"o log K"N ると考えられる。以上の結果から、本
cP3(NH) 2.8 2.7 2.0 錯生成系におけるN錯体および分子間
cP3(N刊2 33 1.1 3.1 3.0 0，0錯体の存在を定量的にも明らかに

CP3(NH)3 3.9 1.2 3.1 3.9 することができた。

【総括】本研究におけるBe2+・cP3(NH)，?-(n=1 "'3) 

錯生成系において、化学的類似性が期待される

A13+イオンと同様、 HSAB理論による単純な予測

に反し、 Be-N配位構造が確認された。一方、多座ー 3.0 

錯生成挙動においては分子内錯体を形成しないな斗 2.5

ど相違点が多く、環状イミド三リン酸イオンの多 2-
座錯生成挙動は配位子ー金属イオン聞の立体的適 “ 

合性が支配的である。すなわち分子中央部に架橋 1.5 

窒素原子が密集しているため、小さなイオン半径
1.0 

を持つ本質的にハードなカチオンのみ架橋窒素原 1 2 3 

子に配位し、逆に選移金属イオン等のソフトなカ number of imino group 

チオンは非架橋酸素原子のみに配位すると考えらFig.5 Plots of log K vs. number of iminc 
roups(O; log K， ()， A.; log K'l¥I 

れる。また、 Be2+イオンは半径が小さいため、 ・;log Kl'口;losb w 

cP3(NHh分子中の3個の等価な非架橋窒素原子に

同時に配位せず、 A13+ーcP3(NHh3-錯生成系で見出されたクラウン状の分子内三座錯

体は形成しないと考えられる

1) Andrew E. Derome， Modern NMR Techniques for Chemistry Research， 1st edn， Chap. 

7.6， Pergamon Press Ltd.， Oxford (1労2).

Andrew E. Derome，化学者のための最新NMR概説第一版， 7.6章，化学同人， 1991
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NMRによるフェレドキシン溶液構造の決定と

FNR分子認識機構の解明

加藤悦子 1、手島圭三2、栗栖源嗣3、楠木正巳3、長谷俊治3、山崎俊正 1

(農水省・生物研 1，広大 2，阪大・蛋白研 3)

Identi1ication 01 the FNR Binding Surface 01 Ferredoxin 

by Heteronuclear NMR Spectroscopy 

Etsuko Katoh 1， Keizo Teshima2， Genji Kurisu3， Masami Kusunoki3， 

Toshiharu Hase3 and Toshimasa Yamazaki1 

1National institute of agrobiological Resources， 

2Hiroshima Unive陪 ity，30saka Unive陪 ity

Three-dimensional solution structure of ferredoxin (Fd) from maize leaf was determined by NMR 

spectrj凶∞py.The structure consists of four-stranded mixed s-sheet， two-stranded antipa削 lels-

sheet and three α-helices. The structure retains a similar folding to other structurally characterized 

plant-type [2Fe・2S)ferredoxins. The interacting sites of Fd in solution were analyzed by NMR 

chemical shift perturbation upon complex formation with ferredoxin-NADPW reductase (FNR). 

Examination of chemical shift changes in the course of titration with FNR revealed that the 

stoichiometry of the FdlFNR complex is 1 :1. Large chemical shifts change occurred in the regions 

near Asp65 and the C-terminus when FNR was titrated into Fd. Our experimental results are 

indicated that both electros旬ticand hydrophobic force are impo同antfor complex formation of 

FdlFNR. 

[緒言]

高等植物やらん藻の電子伝達タンパク賀フェレドキシン(Fd)は、光合成電子伝達系の光化学系l複

合体から電子を受け取り、フェレドキシンNADP+還元酵素(FNR)等の還元酵素に電子を受け渡す

働きをしているこのような生体内電子伝違反応は高い反応効率と特異性を持つ.その要因とし

て強化還元中心の電位とともに、反応に関与する蛋白質問の相互作用が重要であると考えられる.

タンパク貧相互作用に闘して多くの研究が行われているが、 FdlFNR複合体形成機備を直接的に観

測するFdlFNR複合体の高次構造に関しての報告はない.本研究では、とうもろこしFd2の溶液摘

造を解明するとともに、 NMm去を用いて、 FdのFNRによる滴定実験を行い、 FdのFNR認自腹部位

の特定を行った.

キーワード:フェレドキシン、フェレドキシン NADP+還元酵素(FNR)、NMR、複合体

かとう えっこ、てしま けいぞう、くりす げんじ、くすのき まさみ、はせ としはる、

やまざき としまさ
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311時

多次元NMR法による2量体型不凍タンパク質の機能解析

(北海道工業技術研究所、*富山医科薬科大学)

三浦和紀牢、扇谷悟、星野保、三浦愛、近藤英昌、 0津田栄

封醐時Analysisof Antifree:ze Protein Intramo/ecular Dimer: 
Structural Basis for the Improved Activity (Hokkaido National Industrial 

Research Instituie， AIST， MITI) Kazunori Miura， Satoru Ohgiya， Ta開 otSI.lHoshino， 

Ai Miura， Hidemasa Kondo， and OSakae Tsuda 

The structure of a new antifreeze protein variant RD3 from antarctic eel pout 

(Rhigophila dearborm) with enhanced activity has been determined for the first time 

by nuclear magnetic resonance spectroscopy血 RD3comprises a unique lranslational 

topology of two homologous type 111 AFP globular domains， each containing one flat 

ice binding plane.τhe two ice困 bindingplanes are located laterally with the N-domain 

plane located about 3.5 A "behind" that of the C-domain， and with an angie of 320 

+1-12
0 

between the planes. These results can be interpreted by a mechanism that 

the C但 domainplane of RD3 binds first to the ice れか10}prism plane in the <0001> 

direction， which induces successive ice bindin留 ofthe N-domain in the <0101:> 

direction. The cooperative ice binding of the two domains of RD3 is thought to be 

crucial for the significant enhancement of antifreeze activity. 

[序]不凍タンパク質による氷結晶成長阻害は、低温環境下に生息する動植物が凍

結から身を守るために備えている極めて特異な生体防御機能である O 近年、アミノ

酸組成の異なる様々なタイプの不凍タンパク質が我々の身近にある魚類、越冬中の

昆虫(幼虫)、冬野菜等の組織液から続々と発見されているが、その一方でそれら

不凍タンパク質が有する氷結晶成長阻害機構の解明は進んでいなしミ。その理由は、

零度C以下で生成する氷の濃度や不凍タンパク質 l分子当たりに結合する氷結晶濃

度の定義が困難なこと、氷生成に関する結晶学的理解が不充分であることから、例

えば不凍タンパク質がもたらす非直線的な水の凝固点降下を酵素反応速度論等によ

り解釈できないためである O 我々は、天然の不凍タンパク質の構造と機能の相関解

明とその結果に基づく高機能型不凍バイオ物質の工業利用を目指して、これに必要

なNMR'X線研究を展開しようとしている O 本講演では、 1995年に南極魚の体液か

ら発見された2量体型タイプIII不凍タンパク質(RD3)[1]のNMR解析結果について報

告する O

[実験]遺伝子大量発現システムを構築してRD3の

非ラベルイ本、 15N噂ラベルイ本、及び13C/15N_ラベル体を

発現・精製した[2]0 1)微量浸透圧計， 2)温度制御機能

(低温域)付き偏光顕微鏡， 3)ベルチェ型凝固点、観測

モニターにより、精製RD3の不凍活性を測定した。 図1.Bipyramidal ice crysal w凶 RD3

キーワード:多次元NMR、不凍タンパク質、 3次元構造、同位体ラベル、遺伝子発現， 研究者名:みうらかず

のり(生研機構派遣研究員)、おおぎやさとる、ほしのたもつ、みうらあい、こんどうひでまさ、つださかえ
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NMR実験は 40Cで行い(一部常温)、測定装置にはバリアン社製UNITY-Inova500

スベクトルメーター(4channel，x小zPFG ProbeHead)を用いた。主として異種核相関3

次元NMRの実験手法 (HNCACB、CBCACONNH、HC(CO)NH、HCCH-TOCSY、

15N同 editedTOCSY jNOESY、HNHA) により RD3の全てのlH，13C， !5N-NMR信号の帰属

を行った[2]0また主鎖HN結合ベクトルのNMR緩和時間(T!，T2， NOE)を測定Lた。こ

れら取得データの解析は SGI02ワークステーション上で行い、数値演算処理には

NMRPipe[3]およびin-houseプログラム群をNMR信号データベース作成には主として

PIPP[4]プログラム群を用いた。構造計算にはX-PLOR3.851とin-houseフ。ログラム群を

用い構造評価には主としてvadar[5]とProcheck[6]を用いた。 1気圧下に生成する六方

品型氷結晶(1h)1ま東京工業大学大学院特別研究員の伊藤英之助博士より頂いた単位格

子座標を基に必要な大きさの結晶面の座標を作成した O 分子の描画と氷結晶面-

RD3間ice-matching解析はInsightI(MolecularSimulations Inc.)を用いて行った。

[結果]図 2にラ RD3の不凍活性(凝固点降下度)を -0.8 
-0.7 

タイプIII不凍タンパク質の単量体(monomer)のもの P1.i

と比較した結果を示す。 RD3はmonomerが連結部位す:;-;

を経て 2個結合しただけの不凍タンパク質である。 守
従ってその不凍活性はmonomerの2倍になると単純

に予想された。しかしながら、特に低濃度域のタン窒 6

パク質濃度 (0-0.5mM) においてRD3の不凍活性は主:

monomer に比べて 6倍にもなることが見出された。 5; 
RD3の不凍機能を詳細に調べるために、その 5: 

氷温付近(40c)で、のNMR構造の決定を行った。 、 o O5c-むよ:巾M)

RD31はま二つの球状ドメイン(例N末端側とC末端側)が 図2.F悶 ZlT時I

9残基の短い連結部位により繋がつた立体構造を :目:;:Z:立おlロ:;出:z::芯:詑tIJ止J:;巴g毘g 

N N 

C C 

図3.Superpositions of 40 structures of 

RD3. When th巴yare superposed for one 

domain， the counter domain are dispersed. 

89 

lysozyme. 

形成することが見出された(図 3)。

Nドメイン(res.ト64)とCドメイン(res.74-

131)の各々の原子座標間RMSDは0.49と

0.43であり Phi/Psi角度はRamachandran

Plotの良好な範囲にあった。連結部位

(res.65四 73)のRMSDは0.66'であり特定の

立体配置を有しこれが繋ぐ二つの球状ド

メインの相対配置を特定の範囲内で変化

させるよう働くことが示された。このよ

うな性質はカルモデユリン [7]等に見出さ

れるものと似ていると考えられた。



図4~こ RD3の立体構造を示す。 N ドメ

インとCドメインは短い8本のs-sheet

(戸)と l本のα-helixを含む相同なドメイ 悦

ン構造を形成することが明らかになっ'

たo Nドメインのs2-s3、s6-s7を含む P 

領域とCドメインのslふ戸11、s14-s15

を含む領域は分子内対称階層構造あ

るいは"pretzelfold"と呼ばれるタイプ

III不凍タンパク質に典型的に見られ

る構造モチーフである O このモチー

フの表面に配置されるアミノ酸残基

s2 

の極性基が、氷結晶との水素結合に図4.The ribbon model of the average minimized 
structure of RD3. 

関与すると考えられた。

上記の極性基のpretzelfold上での配置を示したのが図 5である O 図中の四角は、

これら極性基を含む平面を表す。つまり、 RD3は、分子表面上に極めて平らな面

を形成する極性基を有すると言える O これら極性基の空間配置はちょうど6方晶

型の氷結晶 (Ih:c-axis=7.361、a-axis=4.507)のプリズム面(例 110-101 面)上

の酸素原子の配置と一致するため、これら 2つの面がRD3の氷結晶結合面である

と結論付けられた。 CドメインとNドメインに形成された 2つの氷結晶結合面の相

対配置を調べると前者は後者よりも約3.5前方に位置していることが分かった。

このことは、前者が先に氷結晶面に結合し、これに続いて後者の面の氷結品結合

が起こることを示唆している O 一方、 40個のNMR構造について、 2つの氷結晶結

区15.Shown on the ice-binding planes are 
all polar atoms involved in ice】 binding.
The two planes located laterally. 

90 

合面のなす角度を見積もると 320+/_120

であることが見出された。 cドメイン

の氷結晶結合面中に l列に並んでいる

Thr88、Ala86(C旬、 Gln1l4の酸素原子

が氷結晶 110-101 面のく0001>方向の酸

素原子と水素結合するようなドッキン

グをコンピュータ上で行った場合、 320

の角度をなすNドメインは同じ氷結晶

110-101 面の<0101>方向の酸素原子と

ドッキングすることが見出された。即

ち320の角度をなすCドメインの氷結晶

結合はNドメインを氷結晶表面に近づ

け結合を誘発する協同的効果をもたら

すものと考えられた。



図6.Superpositions of the 40 structures of 
RD3 on the C白 domain.Solid lines of 

the N-domain show allowed range of 

this domain's movement by flex. linker. 

RD3が氷結晶と結合する際に、 N ドメ

インとCドメインの氷結晶結合面が同

一平面上に配置する性質を有するか

否かを40個の算出構造の中の間ドメイ

ンの相対位置とNH結合ベクトルの

15N-NMR緩和時間を調べることにより

検討した。図 6に示す通り、 2つの氷

結晶結合面が同一平面上に並ぶ構造が

算出されていることが見出された。

また、両ドメインはほぼ同一の

order parameter (S2:平均値は0.84+/ー

0.08 (N)と0.87+/ー 0.08(c))を有し連結

部位はこれよりも高い運動性を有する

(S2:平均値0.60+/-0.15)ことが示された。

本研究は、不凍タンパク質RD3が極性

残基を適正に配置した 2枚の平面を有

し、それらが一つの氷結晶プリズム面

と特異的に結合する能力を有すること

を明らかにした。不凍タンパク質によ

る水の凝固点降下は、氷結晶面に結合

した不凍タンパク質問のすきまに湾由

氷結品面が生成されることにより起こ

ると考えられている(ケルビン効果関])

。RD3の2枚の氷結晶結合はこの湾曲

氷結晶面の効率的な発生をもたらすも

のと我々は推察している [9Jo

告。

。均台。九%

も
も
も
8
9
0

%
Q
a
h
も
も
9
9母

由九
W
A
v
q俗《
MRV品
時
間
》
昏
内
闘

のぬ
G

も
J
1串
串

山
岳
供
時
時
@
品
W
母
@
偽
哲
診
骨

v
o
h
w母
語
句
hvAW
骨

v

、。母

会

両

日

程

母

。のむ九
W
O
O
A
W

母。九時
φ

岱
州
首

九

M
g
o
h
w
o
c
h
W
A
M
6
0

ト。占。
9

5

0
丸
、
む

。。

図7.The ice-docking model of RD3. 
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3L11 

Grb2の構造と機能
(北大・薬1，CREST2，都臨床研3) 1， 20稲垣冬彦小椋賢治，

2湯揮聡 2西国元彦 2川崎政人 3畠中秀樹

Structure and function ofGrb2 (Hokkaido Universityl， CREST2， TMIMS3) 

1. 20F. Inagaki， IK. Ogura， 2S. Yuzawa， 2M. Nishida， 2M. Kawasaki 

3H. Hatanaka 

Grb2 is an adaptor protein consisting of a SH2 domain flanked by two SH3 domains， 

which mediates signal transduction from growth factor receptors to Ras. We determined the 

structures of individual domains complexed with the target peptides by NMR and elucidated 

the molecular mechanism for specific and general recognition ofthe target peptides. We also 

studied the solution structure of Grb2 by NMR and small angle X-ray scattering， which 

clearly shows that Grb2 in solution is flexible around a linker connecting SH2 and cSH3 

domains. Using bivalent consolidated SH3 binding peptides， we showed that flexibility is 

important for exerting its biological functions. In addition， we determined the structure of 

Vav nSH3 and its complex with Grb2 cSH3 by NMR and X-ray crystallography， 
respectively. In the complex， proline rich region in Vav nSH3 is bound to its PRR binding 

region and is simultaneously recognized by Grb2 cSH3 in canonical manner. 

はじめに

Grb2はSH3-SH2-SH3のドメイン構造を持つ.細胞質内でSosと結合することに

より，細胞成長因子レセプターよリRasへのシグナルを仲介するアダプター蛋白質で

ある.このシグナル伝達経路は細胞増殖の主要な経路として認められている. Sos~ 

外にもGrb2は多くの標的蛋白質を持ち，多様なシグナル伝達を仲介する.例えば，

Grb2は血球系の細胞に特異的に発現しているVavと結合する.この結合はGrb2の

cSH3とVavのnSH3同士の結合という点でユニークである. Grb2はミクロドメイン

に存在するLATとSH2を介して結合することによりGrb2-Vav複合体をミクロドメ

インに局在化させる.ミクロドメインへの局在化は血球細胞の増殖や分化に必要な

Vavのチロシンリン酸化に必須な過程と考えられている.

Grb2 SH2によるチロシンリン酸化ペプチドの認識

Grb2のSH2とShc由来のリン酸化ペプチド(DDPSpYVNVQNLDK)の複合体の立

体構造をNMRを用いて解析し，特異的認識機構について明らかにした. Grb2の

SH2はリン酸化チロシンC末端側2番目の残基にAsnを要求する点でSrc等とは異な

る認識が期待される. Grb2SH2は塩基性残基で裏打ちされた深いポケットを持ち，

このポケットにリン酸基は結合している.この様なリン酸化チロシンの認識はSH2

に共通している.一方， SrcやPLCyではリン酸化チロシンC末端側の配列は伸び

きった構造を取ってSH2上に結合しているのに対し， Grb2SH2では， Shcペプチド

はpYVNVのコア構造部分でターン構造を取っている. Grb2SH2のみに存在する

Trp121とShcペプチドとの立体障害のため，ペプチドは伸びた構造をとって結合で

きずにターン構造を取る.このターン構造はペフチド 2番目のAsn側鎖とGrb2SH2

主鎖との間の水素結合形成によりさらに安定化される.

Grb2 SH3によるプロリンに富むペプチドの基質認識

Grb2のnSH3，cSH3を対象とし， SH3によるプロリンに富むペプチドの基質認識
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を明らかにする事を目的とした.SosのC末端に含まれるプロリンに富んだ配列のう

ち， VPPペプチド (VPEPVEPRRR)はnSH3に，またファージディスプレーより見

いだされたRHYペプチド (RHYRPLEPLE)はcSH3に強く結合する.そこで，

nSH3とVPPペプチド， cSH3とRHYペプチドの複合体について， NMRを用いて立

体構造を決定し，結合基質認識の機構について検討した.VPPおよびRHYペプチド

はいずれも 3回ラセン軸を持つ左巻きのポリプロリンヘリックス構造を取り， SH3 
上の保存された芳香族残基とループにより形成される浅い溝に結合し，非プ口リン

残基が特異的にSH3上の残基と相互作用していた.

以上， SH2， SH3いずれの例も.結合ペプチドは一般的な結合モチーフと結合の

特異性を与える制御部位から構成されていることを示している.

Grb2の動的構造と機能

Grb2のnSH3とcSH3はそれぞ、れ比較的短いリンカーでSH2と結ぼれている.x線
結晶構造解析の結果によれば，二つのSH3は空間的に近接し， Grb2全体はコンパク

トな構造を取っている.Grb2はSos以外にもダイナミン， N-WASP，シナプシン等

多くの標的タンパク質と結合する.二つのSH3が標的タンパク質のプロリンに富む

領域を如伺に認識するか興味深い.我々はインタクトなGrb2を用い，動的挙動につ

いて検討した.全重水素化Grb2を調製し，三重共鳴三次元NMRの測定を行ない，

リンカ一部分も含め 95%以上の残基について主鎖アミドグループ(lH，15N)の帰

属を確立した.この帰属に従い， 15N核の緩和時間及びNOEの測定を行い， Grb2の

運動性について調べた結果， SH2とcSH3の間のリンカーの運動性は高いことが明ら

かとなった.溶液中で、Grb2のSH2とcSH3の聞のリンカーは運動性に富み， Grb2分

子内でnSH3とcSH3は種々の相対配置を取りうることを示している.実際， Sosと
RHYペプチドを 1-9残基の長さのリンカーでつなげたペプチドはnMオーダーで

Grb2に結合することを明らかにした.それぞれのペプチドはμMオーダーの結合を

示すことより，二価でGrb2はペブpチドに結合することは明らかである.さらにリン

カーの長さの異なるペプチドでも二価で結合することが可能なことより， Grb2は二

つのSH3の相対配置をかえてペフチドに結合することがわかる.

Vav nSH3の構造とGrb2cSH3との結合

Vav nSH3は配列内にフロリンに富んだ配列 (PPPPG)を持つ.NMRにより溶液

内の構造を検討した結果， PRR以外に存在するプロリンのシス， トランス異性に基

づく構造多型を取ることを明らかにした.このProをGlyに置換した変異体を作製

し、 トランス型に固定したVavを調製した.変異体について構造を決定した結果，

PRRはRTループに存在しVav nSH3自身にくわえ込まれていた.さらに， Grb2 
cSH3との複合体について結晶構造解析をおこなった. PPPPGはポリプロリンヘ

リックス構造を取り，単体同様、ヘリックスの頂点をVavの疎水性ポケットに結合

するとともに，底面をGrb2cSH3に提示していた.Grb2 cSH3によるPRRの認識は

Sem5によるPRR認識と類似していた.Vav nSH3はGrb2cSH3を結合するために

特化したSH3と考えられる。

Grb2， Src homology， Vav， SAXS 

いながきふゆひこ，おぐらけんじ，ゆざわさとる，にしだもとひこ，かわさきまさと，はたなかひでき
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P1 

高圧NMR~去による超臨界二酸化炭素中の溶質一溶媒相互作用

(東北エ研・ CREST)0金久保光央・相違崇史・蜜IJ 子敬・生島 豊

Solute-Solvent Interactions in Supercritical Carbon Dioxide by High-Pressure NMR Spectroscopy 

(Tohoku National Industrial Research Institute and CRES1) 

o Mitsuhiro Kanakubo， Takafumi Aizawa， Chee C. Liew， and Yutaka Ikushima 

We have recently developed a temperature-controllable high-pressure cell for the precise 

measurements of supercritical solutions. By using the high-pressure cell， IH and 19F chemical shifts 

of some simple molecules were precisely determined in sub-and supercritical carbon dioxide at 

several temperatures up to 30 MPa. The chemical shi食sat infinite dilution， where the bulk magnetic 

susceptibility contribution was subtracted， were shifted to higher frequency with increasing density of 

carbon dioxide. 

【序】近年、水や二酸化炭素をはじめとした超臨界流体は環境調和型プロセスの媒体として注目

を集めている。超臨界流体の特徴的な性質は、温度、圧力といったマクロ的な外部操作により、

溶媒機能を制御できることである。しかし、超臨界涜体のミクロ的な描像は未だ十分に明らかと

なっていない。本研究では、超臨界二酸化炭素中に溶解した溶質分子の化学シフトの溶媒密度依

存性を正確に測定し、溶質分子周りの溶媒和構造に闘して検討を行った。

【実験】高圧NMR分光システムおよび流

通式高圧セルの模式図を Fig.1および Fig.

2にそれぞれ示す。試料溶液は、磁石外部

の溶解セルで調製後、高圧セル肉に流入さ

せた。試料濃度は調製後、観測されたピー

ク面積から、あらかじめ作成しておいた検

量線を用いて決定した。高圧セルはセラミ

クスチューブ(外径 10mm φ，内径 5mm 

φ)を用い、スペーサーを挿入して詰料溶

液(約 0.3cm3) を観測領域にのみ設置した。

分光器 (VarianInova 500)既存のプローブ

下部からの乾燥空気による温度制御に加え、

高圧セル上部にヒータ一線を非誘導的に巻

き付け、セル内の温度を:t0.2Oc以内で制

御した。

d 

Figure 1. Schematic diagram of the high-pressure NMR 
system. (a) CO2 cy¥inder， (b) syringe pump， (c) high-
pressure va¥ve， (d) mixing vesse¥ for preparing the 
solutions， (e) oven， (のback-pressureregu¥ator， (g) 
pressure gauge， (h) insu¥ation jacket， (i) high-pressure 
cel1， (j) dc power supp¥y， (k) indicator of therrnocoup¥e， 
(¥) superconducting magnet， and (m) recorder 

キーワード:超臨界二酸化炭素・高圧NMR・溶質一溶媒相互作用

かなくぼみつひろ・あいざわたかふみ・りゅうちいちん・いくしまゆたか
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Figure 2. Side cut-away view of 
high-pressure on-line NMR cell. 
(a) 1116 in. Swagelok fittings， (b) 
Ti-Al valve stem， (c) TトAlvalve 
seat， (d) thermocouple， (e) 1116 in. 
stainless steel outlet tube， (0 Hyker 
O-rings， (g) Teflon cushion. (h) 
Teflon ring， (i) l/16 in. Ti inlet 
tube， (j) ceramic tube， (k) TMS-C6 
D6 reference， and (1) Teflon 
spacers. 

k 

m 叫 t

.... ・・，阿1m
H 

IOmm 

【結果と考察】典型的な例として、 H~O とかじHJ4 の JH

化学シフトdCH)および CF4のJ9F化学シフトδC9F)の密

度依存性を Fig.3に示す。溶質濃度は無限希釈値とみな

せるので、溶液の密度は純粋な二酸化炭素密度とした。

また、化学シフトは二酸化炭素のモル磁化率 (20.8X 10-6 

cm3 mol.J)を用いて磁化率の補正を行い、密度がゼロの

外挿値を基準として表わした。

Fig.3から化学シフトは溶媒効果により密度増加にと

もない3次曲線的に高周波数側へと移行することが明

らかとなった。 H20では、化学シフトがρ<0.3 g cm.3 

で急激に憎加し、臨界密度 (0.466g cm.3)近傍の中間密

度領域でなだらかとなり、再び、 0.65g cm・3<pで増加

し始めることが確認された。一方、相互作用が比較的弱

いと考えられる CF4では、H20の場合ほど顕著な傾向は

見られなかったが、 0.80g cm.3く pで立ち上がりが観測

された。

高密度領域での動径分布関数が密度に依存しないと

仮定して、化学シフトから溶質分子周りの溶媒の過剰局

所密度(向田)を算出した結果を Fig.41こ示す。]) 約 0.3

gcm'3 を中心として、溶質分子周りに過剰の溶媒分子が

集合していることが明らかとなった。

発表では、溶媒和構造の温度依存性ならびに異方性効

果についても検討を行う。

C2HPH(ーOH)
¥、/CH)OH (.OH) 

ff/¥./  H20 

j三一/¥c.H.
l 〆ー、\~り。

iι1 '，;;>(' / CH匂CI.

J/iバボ " . 

O.O~ー.L........l与こL
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 

p/ gcm.3 

0.3 

寸80.2 
u 。。
、、
M 

"<:r 0.1 

(hfw 

1.0 

Figure 4. Density dependence of ptX around 

various solule molecules in CO
2 
a140.1 oc 

p/gcm.3 

Figure 3. Density dependence of chemical 

shifts of HP， n・C6HI4'and CF4 in CO2 

M. Kanal-ubo， 1. Aizawa， T. Kawakami， O. Sato， Y. Ikushima， K. Hatakeda， and N. Saitoラ J.Phys 

Chem. B， 104， 2757 (2000). 
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T2測定時における温度上昇

北大院工。平沖敏文、堤耀広

RF Heating in CPMG experiments 

T. Hiraoki and A. Tsutsumi 

Department of Applied Physics， Hokkaido University， Sapporo 

We have investigated the relationship between the temperat町'echange and thepulse power，1t 

pulse interval， and the number of loop in CPMG method at a constant tem戸ra悦 The

sample tempera加redirectly measured by a thermocouple was found to increase wi白 the

number of loop under the hard pulse， and the display tempera旬開 of白espectrometer also 

less increases. This results in deducing a incorrect 1i. Such heating e宜ectcould be 

minimized by the reduced pulse power and血eaccurate T2 was obtained. 

RFパルス照射による試料温度の上昇は、異種核デカップル、 TOCSY/ROESY、交差分極等で

観測され、これを低減するため多くの複合パルス系列が考案されている。溶液用プロープで

は、表示温度は試料管の直下の熱電対により検出された試料管を流れる気体の温度であり、

試料温度そのものではない。パルス強度が大きい場合DANTEのようなRFパルス照射下で

は、温度制御された気体を流しても、誘電加熱により試料温度は上がるであろう。 CPMG法

はT2測定のため広く用いられており、指パルス間隔 (PI* 2)は電力増幅器のduty-cycle等を

考慮して、 PIをπパルスの50倍以上とるように奨められている。ハードパルス(π12=-20μ坊

を用いてPIを10ms以下にして、数百ms以下のT2をCPMG法で測定する場合、 πパルスのルー

プ数が増えると表示温度が上昇し、正確なT2を求めることが出来ないことが分かった。本研

究ではCPMG法による試料自体の温度上昇量を測定し、これとパルス幅、 πパルス間摘、ル

ープ数との関係を調べ、温度上昇を軽減する方法を検討した。

実験

測定は主にFX270(41MHz)101t多核プロープ(コイル長2.Ocm)を用い2Hを観測した。プロープ

の空気流量は約15L/分である。他に、 DSX300(46MHz)、 5ゆ多核プロープも用いた。試料は

2%重水素化ベンジルアルコールを用い、 5中管の試料高は2.2cmである。 2Hスベクトルは

si.ngletであり、測定はすべてonresonanceで行った。試料温度は上記試料に直接熱電対(T)を

さし込み測定し、分光計の表示温度はそのまま読んだ。熱電対の位置はRFコイル中央に調

整した。空気は温度安定化装置を通して安定化し、試料の温度変化量はRFパルス非照射時

キーワード:CPMG. T2. RF照射加熱、パルス強度

ひらおき としふみ、つつみあきひろ
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には0.1K以下である。

結果と考察

Fig.1にCPMG測定時における試料の温度変化量と表示温度をloop数に対して示す(π12=

18凶 160W)，PI=2ms、loop数=2-300，積算回数=16、ダミー=1、acq.delay=l.Os， T1= 0.12 

s at 21.40C)o loop数=50から温度が上がり始め、 loop数=300で約 lK上昇した。さらに、

1∞p数=300の測定時間内(45s)に蓄熱効果のため約0.2K上昇した。一方、表示温度の上昇は

O.4Kであった。 PIを10msに長くすると、試料温度上昇は0.5Kに減少した。パルス強度を下

げ、 π12=84~yB/2π=3凶z， 10W)の場合、他の測定条件は上と同じで、 loop数=300で0.2K

上昇し、表示温度は0.1K上がった。 PI=10msでは温度上昇は観測されなかった。

CPMG法により求めたT2プロフィールを(a)π/2=18仰と(b)84開場合についてFig.2に示す。

PI=2ms、loop数=2-124である。最終loop時でそれぞれの温度上昇量は0.2KとOKである。

loop数が多くなると、 (a)の強度が(b)の場合よりも徐々に増える。これは試料温度が上がり

T2が長くなり信号強度が増加するためである。この場合データ点は単一の緩和曲線で合わ

せることが出来ず、二個のT2(664ms、116ms)が必要である。一方(b)のパルス幅が長い場

合、単一のT2(121ms)で表される。これはHahn-echo法で求めた値と一致する。 Hahn-echo法で

は、パルスカ宝ハードパルスでも温度上昇は観測されなかった。

以上の結果は、比較的短いじをCPMG法で測定する場合、パルス強度、 PI、ループ数をう

まく選択しなければ、測定中に試料温度が上がりスベクトル強度が変化するので、誤ったT2

が得られる可能性があることを示している。正確なじを求めるにはパルスパワーを下げて測

定するかHahn-ぽ ho法を用いるのが良い。発表時には、塩を含む水溶液系や他の核(lH，13c)の

結果も示す予定である。

+ 何回皿p10胸囲p.
・ (a)cli叩1・y岡np.。(b)oample tomp. 
・(b)clisplay岡 p.
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Fig.l Temperature change against the number of 
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Fig. 2 Intensity profile in CPMG 

21.4"C、 tau=PIx loop. 
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Drosophila Sex-lethalタンパク質の 2タイプの RNA認識

(東京大学大学院理学系研究科 1、千葉工業大学工学部 2、神戸大学理学部人生体分子工学研究
所 4)

O金 仁実武藤裕伊藤拓宏井上真北村彩， Seung-Wook Chi 1，武田佳宏河合
剛太 2，坂本博人志村令朗 4 横山茂之 l

TWO TYPES OF RNA RECOGNITION BY SXL RBDI-RBD2 

(Dept. of Biophys. & Biochem.， Univ. of Tokyo 1， Dept. of Ind. Chem.， Chiba Inst. 

of Tech. 2， Dept. of Bio.， Kobe Univ.3， Biomol. Eng. Res. Inst.4) 
OKIM， 1. 1， MUTO， Y. 1， ITO T. 1， INOUE， M. 1， KITAMURA， A. 1， CHI， S.-W. 1， 

TAKEDA， y.l ， KAWAI， G.2， SAKAMOTO， H.3， SHIMURA， y.4 AND 

YOKOY AMA， S. 1 

The Drosophila Sex-Iethal (Sxl) protein plays key roles in the regulation of gene expression， such as the female-

specific altemative splicing not only of the transformer (tra) pre-mRNA but also of its own pre-mRNA and白e

dosage compensation. The Sxl protein contains two RNA binding domains， RBDI-RBD2， which binds to the 

target RNAs for altemative splicing. Intriguingly， except for the Sxl binding site of tra， those of Sxl and ms[.・2

contain an adenosine instead of a guanosine just prior to the polyuridine tract and we showed that the adenosine 

of the target RNA was specifically recognized by the Sxl RBDI-RBD2. Recently， we reported the crystal 

structure of Sxl RBDI-RBD2 complexed with tra・deriveddodecamer (OU20U8). In the present study， we 

determined the NMR structure of the complex between the Sxl RBDI-RBD2 and白esingle-柑 andedRNA 

decamer， UAU8， derived from its own mRNA precursor. Compared with the crystal and the NMR s甘uctures，we 

showed that the Sxl RBDI-RBD2 used the different residues for the recognition of the adenosine and the 

guanosine， which were just prior to the polyuridine s甘etchin the target RNAs， OU2GU8 and UAU8， 

respectively. It is noteworthy that the Sxl RBDI-RBD2 recognize not the common sites of purine moiety but 

the specific sites， which are di仔erentbetween the adenosine and the guanosine moieties. 

Drosophila melanゅgasterの Sex-Iethal(Sxl)タンパク質は、 transformer(tra) p児ーmRNAの選択的

スプライシング，自分自身の Sxlpre・mRNAの自己制御、 dosagecompensationなどに重要な役割

を担っている。 Sxlタンパク質は， RNA結合ドメイン(RNAbinding domain; RBD)を2つもち、

キーワード:Sex-lethal. Polyuridine. Complex. Conformational change 

著者ふりがな:きむいんしる。むとうゆたか。いとうたくひろ。いのうえまこと。きたむらあや。

ちすんうく。たけだよしひろ。かわいごうた。さかもとひろし。しむらよしろう。よこやましげゆき。
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特有の uridine-richpolypyrimidinetract (PPT)に直接結合することにより、遺伝子の発現を調整し

ていることが知られているoSxlタンパク質が結合する PPT配列においては、 PPTの5'側の purine

が結合の安定化に寄与しているotraの結合配列では guanosineが、 tra以外では adenosineが存在

する O したがって， Sxl蛋白質が、この 2typeの pu巾巴をどのような機構により pyrimidineと区

別して認識しているかを調べることは大変興味深いことである。 我々は、核礎気共鳴法 (NMR)

を用いて、 SxlRBDトRBD2とその標的 RNAの一つの (UAU8) との複合体の高次構造解析を行

い、複合体の構造を決定した (Figure1) 0 

Figure 1 

NMR structure ofSxl RBDI-RBD2.UAU8 

二つの RBDは一本鎖 RNAを挟むような形で認識し、 RBD2は 5'の UAUを、 RBDlは U2か

ら U8までを主に認識し、また、u5と U6の認識には RBD1と RBD2がともに認識に関与して

いた。もっとも興味深いことは purineの認識である oSxlタンパク質と tra由来の RNA(GU2GU8)

の結品構造解析では、 guanosineの 2-amInoprotonが Ala168の主鎖の carbonylgroupによって認識

されていた (Figure2)。しかし、今回得られた UAU8と Sxlタンパク質との複合体の NMR構造

では Ala168はその向きを変え、 Tyr93の側鎖とともに methylgroupによる hydrophobicpocketを

つくり、 adenosineの2-protonを認識していることが示唆された。

R翻宮nitionof 
Guar糊 ne

Arg16o 

Rぽ治容nition01 
Ad窃losine

A!a 

Figure 2 Two types of RNA recognition by Sxl RBD l-RBD2 

Glu169 

Ala168 

Guanosine recognition in Sxl RBDI-RBD2.UGU8 complex (left) and adenosine recognition in Sxl RBDl-

RBDジUAU8complex (right) 
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G蛋由貿共役型受容体(GPCR)と結合するペプチドリガンドの立体構造解析

(奈良先端大 t、武田薬品開拓一研 2、同医化研うO井ノ岡博 u、大瀧哲也 2、北原 治 2、

池上貴久¥遠麗聡史ヘ北田千恵子九大儀和宏 2、音国治夫九藤野政彦口、白川昌宏 t

Conforma'伽 nof a peptide Iigand bound ωa  G-protein coupled 即時ptor

Hiroshi In剖虫a".Tetsuya Ohtaki'. 0岨muKi阻hara'.TI紘ahi岨Ikegami'.Satoshi Endo'. 

Chie加Ki凶ぽ.Kaz油iroOgi'.H山 oOnda'.M副首koFl町inol.l， M部組iroShirakawa' 

G四d岨臨Sch∞，¥ofB旧¥ogi姐¥Scien国語.N町宮 Insti同胞ofScience皿 dTc配hno¥ogy'

Di邸前町yRe時a町hLaboratories 1.脱却overyRe田町油断ivision2
阻 dMedicina1 Chemistry Labora回nes，

Phann起 euti伺 IRe瞳 archDivision'. 1akedaαlemi伺 1Industrles Ltd. 

Peptide honnones in the glucagon I鈴 cretinfarnily elicit a wide array of physiological effects by binding 

to G-protein coupled recepω，rs (GPCRs). Much work on出e∞nfonnations of these peptide were direc飽d

towards studying the mechanism of their physiological effects and rational drug design by virtue of their 

specificity血 dhigh biopotency. Never由eless.曲eactive conformations of曲epeptides bound to the re崎 ptors

have not been reported. We describe he問 theconfonnation of piωitary adenyla旬 cyc1ase・，activating

polypeptide PACAP( 1・21)NH， bound to白ePACAP receptor using the NMR method of transferred nuc1ear 

Overh副総reffect (TRNOE) s戸ctroscopy. Its N-tenninal region (residues 3・7)fonns a novel s coil structure， 

釦 dα'eatea c1uster of hydrophobic residues白紙 areessential for the receptor binding. In ∞n釘'ast，仕le

C-飽nninalregion (residues 8・21)adopts an αhelix in resemblance ωPACAP27 bound ω白emicelle. 

GPCRのメンバーは数百種類以上を数え、それらはモノアミン類、グルタメート、プロスタグランジン、ペ

プチド、タンパク質のように多様なリガンドに対する受容体を含み、細胞内に種々の信号を伝達する。この中で

グルカゴン・セクレチン受容体ファミリーに属するものは、 PACAP、VIP、グルカゴン、セクレチンのようなペプ

チドホルモンに対して選択的な受容体である.これらのペプチドの立体構造は水溶液中ではみだれているが、疎

水溶媒やミセル中で部分的に安定な立体構造を形成すると報告されている。この中で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、面j腎皮質におけるカテコールアミン分泌や豚臓におけるインシュリン

放出の誘起をおこなう幅広い機能を有している。

我々はTRNOE測定により C末アミド化された 27残基の天然のペプチドホルモンPACAP27のかわりにC末

を切り絡めた PACAP(1-21 )NH， (pACAP2I)の立体構造を PACAP受容体に結合状態で決定した。 TRNOEは巨大な

Key words : GPCR，臥CAP.TRNOE， IRMA. s coil 

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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タンパク質に結合した小さなリガンドの構造解析に広く用いられており、定量的な立体構造解析には速い講離速

度を必要とする。 PACAP27はあまりに小さい kぷ0.02s')と高親和性(K.'" 3.1 nM at pH 6.3)を示すけれども、 PACAP21

はTRNOE実験に適する大きな Korr{1直(5.側土 15∞s')と中庸の期日性(K.'"18μM at pH 6.3)を有する。

図l且は受容体と結合したPACAP21において、 Fig.l Original(a) / reference(b) / differencial(c) TRNOE spectra 

近接した水素ペアに対して見いだされた TRNOEク
号P勺}司令車5車 ffi 昌吉

N N  

ロスピークを示している。親和性の強い PACAP27 e11b 圃 dT 
を追加すると、これらのクロスピークは図 lbに示す

ように受容体への競合的阻害により消失したが、こ
" ，同 d G' <H 

:. 。。 ， -!-R12抑I

れはTRNOEピークが受容体に結合したPACAP21の 。ι@ 

立体構造を反映していることを示している。他方で
ヨ、晶ぜ ー;時 ぬ @斗ー印刷{

z 

いくつかのクロスピークは PACAP27の添加後にも
。!

" ゐ 11 闘e b斗ー持11<耳目

認められるが、それらは PACAP21がフリーな状態

hjr 
で近接する水素ペアに生じる定常的な(stedy-stat巴)

?。。
D8sCll， 

NOEである。したがって図 lcに示す両者の差スペ
ぬω 

~ @?i 

クトルが結合状態の立体構造を定量的に反映する真 ~1 00 
a 

のTRNOEクロスピークを与えることになる。
7.3 7.1 6.9 7.3 7.1 6.9 7.3 7.1 6.9 

'H (ppm) 

我々は TRNOE実験から 387倒の距離制限を取り出し、受容体結合 PACAP21の立体構造を XヂLORの

similated annealing protocolを用いて IRMA最適化を行い決定した。 IRMAを用いるにあたり、受容体結合状態と非

結合状態に相当する緩和行列の積に当たる項を補正項として追加した。実験から得た距離制限に対する計算構造

のRファクター(0.39)は立体構造決定の信頼性を示している。図 2aに示すように受容体結合の PACAP21の立体構

造は N末C末 1残基ずつを除いて良く定まっている。 PACAP21の立体構造はN端の extended構造(1-3位)、 type-II

Gターン(3-6位)と typ巴ーIsターン(4ヴ位)からなるN末の scoil、及びC末のαヘリックス(8-21位)という 3つの 2

次構造から構成されている。構造比較のため DPC-mic巴lle結合の PACAP27の立体構造も決定した(図 2b)。

Fig. 2 The receptor-bollnd PACAP21(a) and the micell←bOllnd PACAP27(b) 

議} hi 

今回初めて明らかになった PACAPの受容体結合構造では、ミセルや他の溶液系ではf1exibleなN末部位が

特徴的なscoilを形成する点が興味深い。さらに、ペプチドリガンドが膜受容体への輸送される際、溶液E膜ー受容

体の 2steptransitionが提唱されているが、立体構造的にこの考えが妥当かどうか議論してみたい。
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メチル化 DNA特異的リプレッサー hMBDl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、 2熊本大・医) 0大木出 l、下竹敦哉¥藤田直之 2、

Jee Jun-Goo1、池上貴久 l、中尾光善2、白川昌宏 1

Structure of the methyl-CpG・bindingdomain of hMBDl and its interaction 

with methylated DNA 

OIzuru OhkiI， Nobuya ShimotakeI， Naoyuki Fujita2， Jee Jun-GooI， Takashi IkegamiI， 

Mitsuyoshi Naka02 and Masahiro ShirakawaI 

(IGraduate School of Biological Science， Nara Institute of Science and Technology， 2School 

ofMedicine， Kumamoto University.) 

ABSTRACT 

Human MBDl is a methylation-dependent transcriptional repressor which correlates with 

alterations in chromatin structure and gene silencing and binds specifically to methylated 

DNA via a methyl-CpG-binding domain (民自D)..We have determined the solution structure 

of the MBD of hMBDl by multi-dimensional heteronuclear NMR spectroscopy. The tern訂y

structure of the MBD of凶佃D1 has a novel α/ s sandwich structure. It consists of a four 

stranded anti parallel s-sheet and anα-helix packed approximately parallel to the s-sheet. 

Basic residues conserved in the MBD family are largely confined to one face of this fold and 

a flexible loop， which together form a large positively charged surface. DNA binding assay of 

the site-directed mutants and chemical shift changes that occur upon binding with a 

methylated DNA allowed us to identify this surface as the DNA interaction site. 

多次元 NMR、構造解析、転写因子、メチル化 DNA、DNA結合ドメイン、 DNA認識

おおきいずる、しもたけのぶや、ふじたなおゆき、ジージュング一、いけがみたかひさ、

なかおみつよし、しらかわまさひろ
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脊椎動物の DNAには CpG配列のシトシンの 5位がメチル化修飾を受けた mOCpG配列があり、そ

の配列は近傍遺伝子の発現抑制、クロマチン構造の安定化や不活性化等、様々な働きに関与する。こ

の m"CpG配列は、約 70アミノ酸残基から成る mOCpG結合ドメイン(MBD)により特異的に認識さ

れる。現在までにこのドメインはMBDファミリーとして 5種類のタンパク質 (MBD1， MBD2， MBD3， 

MBD4， MeCP2) 中に見つかっており、最近、 MBDを持つリブレッサータンパク質 MeCP2が進行

性神経発達障害を主症状とする Rett症候群の責任遺伝子産物であること、多くの変異がその MBD

部分にあることがわかり、 DNAメチル化は臨床的な注目も集めている。

本研究で扱った humanMBDlは、体締胞中に広く存在する転写リプレッサータンパク質であり、

N 末端側にある MBDを介し、 invivo、invitroのどちらでもメチル化されたプロモーターに対し結

合能を持ち、転写抑制を行う。我々は昨年度の NMR討論会において、溶液NMRの手法により MBD1

MBDの立体構造を決定したことを報告したが、今回は更に NMRを用いた DNAとの複合体の解析と

部位特異的変異体解析を行うことで、 MBDとメチル化 DNAの結合様式に対する詳細なモデルを立

てることができた。発表では、この MBDの DNA認識機構について、更には MeCP2の MBDの変

異と Rett症候群との関係について議論する予定である。

MBD1 

Residues important lor Structure maintenance Residues important lor DNA binding 

Figurel Positions of Rett syndrome mutations. 

Rett症候群にみられる変異を構造上に示したもの。
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Human Lysozymeの構造と運動に与える低温効果の解析

(北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻1、富山医科薬科大学2、

千葉工業試験場3、北海道工業技術研究所4、バリアンジャパン5)

0久米田博之1、三浦和紀2、小橋川敬博1、岡 千寿3、

三浦愛4、根本暢明5、新田勝利1、 津 田 栄4

Low-temperature-induced effects in human Iysozyme elucidated by three-dimentional 

NMR spectroscopy. 

(Division of Biologicalsciences， Graduate School of Science， Hokkaido University， 

Faculty of Pharmaceutical Science， Toyama Medical and Pharmaceutical University， 

Industrial Research Institute of Chiba Prefecture， Hokkaido National Industrial 

Research Institute (HNIRI)) 

A variety of 2D and 3D・NMRexperiments has been carried out to clarify the low-

temperature effect on the structure and the dynamics of a human Iysozyme， for which 

three-dimensional structure was determined by only X-ray crystallography. The full 

assignment of 1 H-and 15N-resonance of human Iysozyme was completed at 4・C.lt

appeared that the α-proton chemical shifts of Asn66， Asn75， Leu85 are remarkably 

changed with decreasing temperature. The former two residues are located closer to 

the active site and Leu85 involved in the loop connecting the α-domain and s-
domain. The data suggests that the lowering of the temperature specifically influence 

upon the structure of the deep cleft in the active site of the molecule. 

【序】低温活性酵素は常温型酵素に比べて低温度域での比活性が高く活性化エネル

ギーが低いといった特徴を有している。このことは、低温活性酵素が常温型酵素よ

りも柔軟な構造を有することに起因すると考えられている。しかしながら、この仮

定を証明し高機能型低温活性酵素を人工デザインするためのタンパク質高次構造解

析に基づく研究は充分に行われていない。本研究では、ヒトリゾチームをモデルタ

ンパク質として、その高次構造と運動が温度低下に伴いどのように変化するのかを

多次元NMR法を用いて解析した。

【実験】ヒトリゾチームはメタノール酵母を用いた発現系を用いた[Oka C. et al. 

Biosci. Biotechnol. Biochem. (1999) Nov;63(11):1977-83]o 15Nラベル体と

13C/15Nダブルラベル体は、 15Nラベル(NH3)2S04、13CラベルCH30Hを用いて得

た。各種NMR測定は試料 2mM、pH3.6、35
0

Cまたは 40

C、10%重水中にて、

VarianUnitylnova500を用いて行った。多次元NMR信号処理はNMRPipeにより行

い、シグナルの帰属はPIPPソフト群により行った。

キーワード・多次元NMR、ヒトリゾチーム、低温効果;研究者名:くめたひろゆき、みうらかずの

り、とばしがわとしひろ、おかちとし、みうらあい、ねもとのぶあき、にったかっとし、つださかえ
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{結果と考察]三次元NMRの

手法であるCBCACONN目、

HNCACB 、 15N-edited

TOCSY /NOESYを用いて、 4

℃について130残基すべての、

35
0

Cについて105残基の1日、

15N一、 13C-NMRスペクトルの

帰属に成功した。これらの結果

を用いて温度の低下に伴う化学

シフトの変化を解析した。図 1

に 4 oCと 35 oCの{1 H -

15N}HSQCを比較する。ほぼす
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132 

べてのピークは低磁場側にシフ Fig.1Overview of {1 H-15N}HSQC at 4
0

C and 35
0

C 

トしている。これは温度低下に bold IineAC， thin line:35
0

C 

伴い、注目してい 0.1 

るNH基の水素結

合が影響を受けるピ 0.05

ためである。各ピ 2
ークの移動度の違詰 O 

いは、各々のアミ 2
ノ酸残基が受ける gω5 

温度の影響が異な
-0.1 

ることを示唆して 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 
いる。図 2は各残 Residue Number 

基の αプロトンの Fig.2 1 H NMR chemical shift difference of theα・.protonresonances 

ケミカルシフトの b巴tween3S'C and 4'C目

35
0Cと40Cの差をプロットしたものである。こ

の図から、 35
0Cから 40Cへの温度低下に伴い、

Leu85、Asn66、Asn75のαプロトンのケミカ

ルシフトが大きく変化したことが示される o こ

れらの残基は、いずれも 3ドメインのループ領 Leuお

域に存在する残基であり、 Asn66とAsn75は活

性部位近傍のループ領域に、 Leu85はαドメイ

ンと βドメインを結ぶループ領域に存在する(図

3)。従って、温度降下に伴う構造変化は活性に

直接的に大きな影響を与えると考えられる部位

に局在すると考えられる。現在、より詳細な構

造変化を調べるため 4
0

Cおよび35
0

Cでの立体構

造の解析を行っている。
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霊童位相互作用を朝関したAbpl/DNA接合体の立体構造解析
。菊地 淳 岩 麗 津 ニ 2 木川陸期1，2，村上洋太3 同時笹子4 横山麓之1，2，5

1理研GSC，2理研細臆情報告達 3京大ウイルス研 4藤田穣構大 5東大院理

Use oflong聞 rangest:ructure information in the st:ructure analysis of AbpllDNA  complex 

OJuilKi蜘 chl1，Junji Iwahara2， Takanori Kigawa1，2， Yota Muraka田ρ，Tsuneko Okazakr'， Shigeyuki Yokoya田 a1ム5

(lGe目。冊icSciences Ceilter，lRIKEN， 2CelluHar Signalailg Laboraiory， lRIKEN， 3Institute of Virns lResearch， Kyoto University， 

41田stituteof Comprehensive Medical Science， Fujita Health University，:; Graduate School of Science， The Unive問 ityofTokyo)

Thr開閉dimensionalstrlUctlUre analysRs of macromolec泊larcompl四 beyond20kDa is stiU risky 
work in th巴NMRstudies. Since current solution NMR methodology strongly relies on interproton dis-
tance restraints， the most rngorous problem to tackle la暗記 molecularcomplex is low proton density due 
to its deuterium labeling. We show how the long-range stmcture information is effectively worked for 
30kDa AbpllDNA complex. Abpl was found in the centromere region in the釘ssionyeast S. pombe， and 
its N-ierminal region comprised two DNA-binding domains consisied helix-tum-heiix motif. Signifkant 
improvement defining inierdomain orientation was accomplished by a combination of residual dipolar 
cOlUplings and mtational diffusion anisotropy restraints(T/T2) In its structure calculations. In addition to 

this， we observed paramagnetk effect from Co2+/Chromomydn A3 complex of which spedficaliy interact 
GC minor groove of B困 DNAstructu問 。 Theseeffeds were used as IntermoK巴cularrestraInts between 
Abpl and DNA slUpplemented for small number of iniermolecular NOEs. 

く緒雷〉 分子量の低いタンパク質のNMR構造解析については方法論が整備されてきたものの、
20kDaを越える対象については未だに多くの難問を抱えている。その大きな問題iま重水素化iこ伴う
NOE観測の難しさにあり，水素闇距離構報に大きく鍛存した瀧液NMR;去にとって，分子量の上限を
大きくするためには他の構造情報を讃極的に活用する試みが望まれる.我々は染色体セントロメ
ア領域に存在するAbp1とその認識DNA謹合体(30kDゅの立体構造解析に挑戦し， Abp1の連鎖帰属と
各ドメインの立体構造計算， DNAのシグナル帰属iこ関しては定;去を用いて成し遂げることができ
た.しかしAbp1部桂は立体構造的!こ独立な 2つのheli.x-turn-heli.xモチーフと呼ばれるDNA結合
ドメインで購成されており， ドメイン閣の椙対配置を決定するためには連世椙草作用を立体構造
計算に組み込む必要があった.さらにAbp1/DNA関の相互作用についても， DNAに特異的に相互作用
する CoZ+/Chromomyci.nA3(仁hrめ謹合体を用いて分子聞に思ぽす常磁性効果を抽出することがで
きたので，これらの成果について報告する.

く立体構造計算> Abp1/DNA権合体についてはそ
の分子量によるシグナルの拡幅化のため、 50%の
重水素化を施した。 Abp1部佳について、 1650の距
離構報、 244の13Cニ次シフト情報、 104のニ面角情
報、乃/Tzに基づく 71の緩和異方性構報、 lJNHに基
づく64の残余双櫨子力ップリング構報を用いてブ
口夕、ラムCNSによるニ覇角系における分子動力学
計算を行った。なお、各艶向傑数iまパウダーパ
ターン分布より初期設定を行った。 Z000艇での高
逼MD計算から鎗冷し、配I句f育報に対する重みを
檎々に大きくすることによって帯られた再費定ヱ
ネルギー構造について、拡散テンソルの計算をブ
口グラムTENSORで、伊丹 phage液晶中の)配向テ
ンソルの計算をプ口グラムSSIAを用いて行った。
これらの操作により配向額数を最適化した後得ら
れた8髄の収束構造により、 Abp1部位のドメイン
配向を決定した。つづいて、 GC配列の副溝にのみ
特異的相互作用を麗I;!すChrAを仁02+，Mg2+それぞ、れ
を用いて結合させ、各金属体におけるlH化学シフ
ト変化、強度変化を観測することによりAbp1/DNA
聞に設lます分子間相互作用を抽出した。

NOEs 1650 
Ca&Cb shifts 244 
Dihedrals 104 
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Fig.l Scheme of stmcture analysis of 
AbpllDNA complex using long-range order 
NMR restraints 

lく芭ywords:タンパク質・ DNA相互作用，緩和解析，残余双犠子カップリング，常磁性効果，異方性

きくちじゅん，いわはらじゅんじ，きがわたかのり，むらかみようた，おかざきつねこ，よこやましげゆき
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タンパク質基本構造の解明研究

(1理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター 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 絵未関英子松田貴意元田容

子松田夏子沈新春l，横山茂之1，2，3

Structure determination 01 protein 10lds 

Takanori Kigawa1，2， Takashi Yabuki1， Emi Yamaguchi1， Eiko Seki1， Takayoshi Matsuda1， 

Yoko Motoda1， Natsuko Matsuda1， Xinchun Shen1， and Shigeyuki Yokoyama1，2，3 

1 Genomic Sciences Center (GSC)， RIKEN， Kanagawa， 2Cellular Signaling Laboratory， 

RIKEN， Hyogo， and 3Graduate School of Science， Universiり10fTo付0，Toか0，Japan 

Infinite number of protein structures can actual1y be constructed from a finite number 

of basic protein folds (approximately 1(00). To identify al1 protein folds and then compile an 

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

should be prepared efficient1y and rapidly. For this pu中ose，the cel1-free protein synthesis 

system would be much more suitable th叩 theconventional in vivo expression system. First， 

we developed the high-throughput system to produce a large number of proteins and protein 

domains at the same time. By using this system， proteins suitable for the structure 

determination could be screened from hundreds of cDNA clones within a day. Second， the 

system have been improved to produce mil1igram quantities of proteins by optimization and 

adopting the new "dialysis method". 

1.序

我々は，タンパク質の基本構造と分子機能の関係を網羅した「百科事典jの作成

により，タンパク質の高次構造と機能の関係を明らかにすることを目指している.

この目的のためには，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.そのため，我々は無細胞タンパク質合成系を主たるタンパク発現方法として利

用することとして，構造解析用試料の調製に用いるための，改良・開発をおこなっ

た.

キーワード:安定同位体標識，多次元NMR，無細胞タンパク質合成系，構造ゲノム

科学

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，ちんしんしゅん，ょこやましげゆき
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11. 無細胞タンパク質合成系による多品種同時発現

系の流れとしては，各々のcDNA断片に固有のプライマーセットを用いた 1段階目

のPCR反応と，発現調節配列(プロモーター，ターミネーター， SD配列など)やTag

配列(His-tagやGST-tagなど)を持つ共通プライマーセットによる 2段階目のPCR反

応を，引き続きおこない，発現用の鋳型DNA断片を作成する.次に，この鋳型を用

いた無細胞タンパク質合成により， DNA断片にコードされたタンパク質を発現して

解析する.すべての反応は， 96穴マイクロプレート上で行い，多数試料の同時処理

を可能とする.

実際に，無作為に選んだマウスのcDNA87クローンを， His-tag fusionの形で、発現し

た際の合成量を図に示す. O.lmg/ml以上の比較的高い合成量が， 24クローンについ

て得られ，また，クローン中で最も大きな分子量214kDaのタンパク質の合成も確認

できた.さらに，発現量や可溶性の解析までに必要な時間は約12時間と，極めて短

時間であった.この結果から，ゲノムにコードされた多数のタンパク質を，同時並

行的に，迅速に発現調製する系を確立できたと考えられる.

300 

o 
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o> 
~ 200 

b 
〉

g 1 

B 
0.. 

Figure CeII-free protein synthesis from PCR-derived template DNAs on a 96・

seII plate. His圃 taggedmouse cDNA cIones and controls. Soluble fraction (open) 

and presipitated fraction (fiIIed). 

111.無細胞系を利用したタンパク質の安定同位体標識

我々の研究成果により，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(透析法)を用いると， Iml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る. 20種類の均一[13C，15N]標識アミノ酸，ないしは，

[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

物と， [13C， 15N]標識Cys，および[13C，15N]標識Trpを用いることにより，無細胞透

析法を用いて，容易に均一[13C，15N]標識タンパク質の調製が可能となった.

1
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Interaction of Yeast Ubiquitin Hydrolase with Ubiquitin: An NMR 

Study of the 35 kDa Covalent Complex 

(理研遺伝生化学三菱化学生命研北里大理 3)

o Sundaresan Rajesh 1，坂本泰_2問中剛史須貝真理子小寺義男 2.3

柴 田武彦河野俊之伊藤隆 1

Interaction of Yeast Ubiquitin Hydrolase with Ubiquitin: An NMR Study of the 

35 kDa Covalent Complex 

oSundaresan Rajesh，1 Taiichi Sakamoto，2 Takeshi Tanaka，2 Mariko Sugai，2 Yoshio Kodera，2，3 

Takehiko Shibata，1 and Toshiyuki KOhno，2 Yutaka It01 

1 Laboratory of Cell. & Mol. Biology， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN) 

2Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences， 30epartment of Physics， Kitasato University 

ABSTRACT 

YUH1 (26kDa) is involved in maintaining the monomeric Ub pool in cells. We recently repo同edthe 

assignment 01 backbone chemical shifts lor Iree YUH1 and in the 35kDa complex with Ub. As the next step， we 

report the lull backbone and side-chain 13C resonance assignment 01 Ub in the YUH1・Ubcovalent complex. 

INTRODUCTION 

Yeast Ubiquitin Hydrolase (YUH1， 236 residues)， is a member of the Ubiquitin 

C-terminal Hydrolase family of deubiquitinating enzymes. We have been investigating the 

structural basis behind the high specificity of YUH1 for Ub-fusion proteins， using multidimensional 

NMR. We recently repo同edthe NMR assignment of backbone chemical shifts for (1) YUH1 on its 

own， (2) yeast Ub on its own， (3) YUH1 in the presence of Ub， (4) Ub in the presence of YUH1 ，(5) 

YUH1 in the covalent complex with Ub， which was prepared by reducing the YUH1・Ubthiol-ester 

intermediate. Chemical shift pe同u巾ationanalysis indicated the importance of hydrophobic 

stacking forces in Ub binding by YUH1， for the first time. As the next step， we initiated NMR 

studies from the Ub side of the covalent complex with YUH1. 

EXPERIMENTAL METHODS 

The backbone 1HN， 13Cα， 13C'， 15N and side-chain 13Cs resonance assignments of Ub in 

the 80%_2H/u_13C/15N-Ub and unlabelled-YUH1 covalent complex were achieved by analysing the 

3D HNCA， HN(CO)CA， HNCO， HN(CA)CO， HN(CA)CB， HN(COCA)CB spectra with deuterium 

decoupling. The side chain 13C resonance assignments for Ub in the 35 kDa complex was 

achieved using 3D CC(CO)NNH and CCNNH experiments with magnetization originating from 

side-chain 13C nuclei. 

YUH1， Side-chain resonances， Multidimensional NMR， Chemical Shift Perturbation 

Rajesh S..さかもとたいいち，たなかたけし.すがいまりこ.こでらよしお.しlまたたけひこ.こうのとしゆき，いとうゆたか
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RESULTS AND DISCUSSION 

Complete backbone resonance assignment for Ub in the 35 kDa Ub-YUH1 complex was 

obtained， including those residues that were exchange broadened from our earlier studies on the 

Ub-YUH1 mixture. In addition complete side-chain 13C resonance assignment for Ub in the 

covalent complex was achieved using the 3D CC(CO)NNH and CCNNH experiments. Chemical 

shift perturbation analysis enabled the clear mapping of YUH1-binding regions on Ub. Recently 

the crystal structure of YUH1・Ubaldehyde was reported. Mapping the NMR chemical shift 

perturbation data onto the crystal structure suggested that YUH1 recognizes a region around 

T7・L8as well as the C-terminal cleavage site (L73・G75)，which were within 2 A from hydrophobic 

stretches on YUH1. Thus the X-ray structure and the NMR chemical shift pertu巾ationdata 

collectively corroborate our hypothesis that hydrophobic interactions form the major driving force 

behind the tight recognition of Ub by YUH1， a step necessary for the subsequent hydrolysis of Ub 

C-terminal fusions. 

REFERENCES 

1. Rajesh S， Sakamoto T， Iwamoto-Sugai M， Shibata T， Kohno T， Ito Y.， Biochem俗t肌 38(29)， 

9242・53(1999). 

2. Sakamoto T， Tanaka T， Ito Y， Rajesh S， Iwamoto-Sugai M， Kodera Y， Tsuchida N， Shibata T 

and Kohno T.， Biochemistry， 38 (36)， 11634・11642(1999). 

3. Johnston SC， Riddle SM， Cohen RE， Hill CP.， EMBOJ.， 18 (14)， 3877・3887(1999). 
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残余双極子結合の測定によるgalectin-3の構造とリガンド結合

(国際基督教大¥LundUniversity， Sweden2， University ofGeorgia， USA3
) 

O梅本公子 Leffler，H.2， Prt:stegard， J.H. 3 

Residual dipolar coupling analysis ofthe structure and ligand binding of galectin-3 

K. Umemotol， Leffler， H.2 and J.H. Prestegard3 

(lnternational Christian Universiti， Lund University2， University of Georgia3
) 

Residual dipolar coupling (RDC) analysis was applied in a structural and ligand binding 

investigation of human galectin-3， a lectin which has a selective affinity for certain s-

galactose-containing oligosaccharides. Uniformly '5N-labeled intact galectin-3 and its C・

terminal carbohydrate re心ognitiondomain (CRD)， galectin-3C， were p問 paredand used in 

this experiment. N-acetyllactosamine (LacNAc)， double labeled at selective sites， was used 

as the ligand. RDC was measured for IDNH of the protein， as well as 'DNH and 'DCH of the 

disaccharide. The results are used to discuss structural variations of the protein upon ligand-

binding and allowed ligand binding geometries. 

Introduction 

Dipolar couplings D between nuclear spins are usually averaged to zero in solutions due 

to the isotropic tumbling of molecules. If the molecular tumbling is anisotropic such as in 

partially aligned bicelles， the dipolar interaction remains to be observed. Residual dipolar 

couplings have the same dimension as scaler coupling， J， and can be measured as the sum of 

scaler and dipolar couplings， 1+D Hz. Since the dipolar coupling depends on the average of 

the angular term (3cos2e-l )/2， where e is the angle betw田 nthe bond and the magnetic field， 

it offers information on relative bond orientations . 

The study of biomolecular structures in solution by NMR has traditionally been based on 

distance constraints obtained from NOEs. The same approach to the study of protein-ligand 

m匂ractions，however， often fails due to insufficient number of NOEs available between 

protein・ligandinterfaces. Similarly， the structures of the amino-acid residues that are key to 

the binding ar官 oftenpoorly defined， because of the flexibility of the binding site， especially 

when the binding is weak. Residual dipolar couplings， on the other hand， provide information 

on the relative orientation of individual bonds， the information that can be used as constraints 

in combination with the NOE data. 

In the present study， residual dipolar∞upling analysis was applied to study the struc何回

and ligand binding of gale氾tin-3，a human carbohydrate binding lectin. While galectin-3 is 

widely distributed in many tissues， high expression is seen in macrophages and epithelial 

cells， especially under inflammatory conditions and in cancer cells. Its biological function， 

however， is still largely unknown. Galectin-3， 250札 selectivelybinds with s-galactoside-

containing 0 
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labeled at selective sites， were dissolved in a bicelle medium. To prepare the medium， DMPC 

and DHPC were mixed in a molar ratio 2.8:1 at concentration in totallipid weight of 5 % in 

20 mM phosphate buffer， pH6.5. 

Amide one-bond coupling data IDNH of galectin・3Cwere collected in two types of 

experiments， J-HSQC， an intensity-based experiment [1]， and SCE-HSQC， where the scalar 

couplings are enhanced by two-fold [2]. It was important to run both experiments for each 

sample under the same conditions， especially for aligned protein samples， to obtain the 

unambiguous IDNH couplings. Three sets of J-HSQC data were collected for each galectin-3C 

sample using different constant time delays for more accuracy. The coupling data for the 15N_ 

'H bond of the labeled LacNAc were obtained similarly by SCE-HSQC experiments. The 

IDcH couplings of the labeled LacNAc were also measured using a modified SCE-HSQC 

experiment. The measurements were done both at 25 oC and 38 OC on a Varian INOVA 600. 

Residual dipolar couplings were calculated as the difference between the couplings 

measured in the aligned state (J+D) and those measured in the isotropic state (J). For the 

dipolar couplings of LacNAc bound to galectin-3C were scaled to take into account the 

unbound LacNAc. 

Using the experimental residual dipolar couplings of galectin-3C， the order matrix was 

determined by a singular value decomposition approach [3]， and structural variations on 

galectin-3C upon binding was investigated by simulated annealing using CNS protocol[4]. 

The X-ray crystallographic data of the human galectin-3C complexed with LacNAc[5] were 

used as the initial coordinates. 

Results and Discussion 

Measured amide NH residual dipolar couplings， IDNH， of galectin-3C ranged from ・30Hz

to + 17Hz and were consistent with the secondary structure of the molecule， with large 

negative IDNH appearing for the residues in the s-sheets. Some discrepancies were noticed at 

one s-strand consisting the binding site and another one of its neighbors. In the magnetic 

日eld，galectin-3C is oriented with its long axis parallel to the magnetic field， and the N-H 

bonds in the s-sheets perpendicular to the field. The orientation of bound LacNAc could not 

be defined independently because of the degeneracy between two of the bond vectors for 

which D was measured， but found to be consistent with the orientation suggested by X-ray 

analysis[ 5]. 

Structures of both complexed and free galectin-3C were refined by simulated annealing 

(CNS) using NOE and residual dipolar couplings as constraint. Preliminary results indicated 

subtle structural variations of galectin-3 around the binding site upon binding. Further 

refinement is in progress. 

References 
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ラン藻Anabaenavariabilis M3のRNA結合タンパク質 RbpAl

の溶液構造解析

(愛媛大・理学部 l、阪大・蛋白研2、埼玉大・理学部3、

福井工業大・工学部4)

O村上智英l、森田勇人 l、山崎俊夫2、佐藤直樹3、

京極好正2，4、林秀則l

Solution s仕uctureof RNA-binding protein， RbpAl， in cyanobacterium Anabaena 
variabilis M3 
(Faculty of Science， Ehime Universitt， Protein Research Ins位加te，Osaka University2， 
Fac叫tyof Science， Saitama Universitr， Fukui Institute of Technologt) 
OToshideM山 akamP，Eugene Hayato Morita1， Toshio Yam位 akF，Naoki Satd， 
Yoshimasa Kyogoku2

.4， Hidenori Hayashi1 

RbpAl is a low-temperature induced protein in cyanobacterium Anabaena variabilis 
M3. RbpAl recogr泊zesthe local1y double-s仕組dedRNA， and unfolds the locally 
double-s仕組dedregion， which inhibits血e仕anslationof genetic information to 
prote恒， to s恒gle-s仕組dedRNA. RbpAl is thought to be an evolutionary 
fundamental RNA-binding protein because of containing two functional domains， an 
RNA-recognition motif (RRM) and a glycine-rich domain， found in eukaηrotes. To 
understand the structure-function relationships， we have analyzed the solution 
s仕uctureof each domain担 RbpAlwith the heteronuclear multi-dimensional NMR 
spec仕oscopy.

生物は環境の変化に伴い、細胞内でその影響を打ち消す物質の発現を誘導するこ

とで新たな環境に適応する。温度は重要な環境因子の 1つであり、高温環境下、低

温環境下においてそれぞれ幾つかの遺伝子発現が誘導される。しかし、低温環境下

では高温環境下と異なり、 m貯~A上に部分的に存在する相補的領域が二本鎖が生じ

ることにより、遺伝情報の翻訳効率の低下が生じる。これは原核、真核生物共通の

問題である。ラン藻AnabaenavarゴrabilisM3のRbpAl~ま、低温環境下で発現が誘導

され、 mRNA上に生じた二本鎖を解きほぐし、一本鎖のランダムコイル状に戻すこ

とで、 mRNAの翻訳を促進するRNA結合蛋白質である。 RbpAlは、真核生物に多

く見られるRNArecognition motif (RRM) 1つとグリシンリッチドメイン 1つとか

ら構成される。他のラン藻などの原核生物や数種の高等植物で見つかっているグリ

シンリッチ蛋白質などの岡崎A結合蛋白質もRbpAlと同様の一次構造上の特徴を持つ

ことから、これらのRNA結合タンパク質の一般的特徴を備えた、進化的に最も基本

的なタンパク質であると考えられる。従って、 RbpAlによるmRNAの構造転移誘導

の分子機構を解明することで、原核生物であるラン藻から真核生物である高等植物

まで普遍的に存在する低温環境適応機構を解明できると期待される。本研究では、

RbpAlを構成する 2つの機能単位RRMとグリシンリッチドメインが二本鎖を形成し

た悶'JAの認識やそのときほぐしの過程において果たす役割を解明するために、安定

キーワード:低温耐性、 RNA-recognitionmotif、グリシンリッチドメイン
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同位体標識法を併用した多次元NMR分光法により、 RbpA1の溶液構造を決定するこ

とを目的とした。

15Nのみ、あるいは15Nおよび、13Cで安定同位体標識したRbpA1を大腸菌による大量

発現系を用いて作製し、 lH-15NHSQC、CBCA(CO)NH、HNCACB、lH_15Nおよび

lH_13C HSQC-NOESY，ならびにHCCH-TOCSYスペクトルを測定した。得られた

スペクトルをもとに、主鎖、側鎖のlH、15N、13Cの化学シフト値を決定し、主鎖、

側鎖まわりのNOEシグナルの帰属を行った。これらの情報をもとに、 RbpA1の溶液

構造計算をX-PLORにより行った。その結果、 RRMは二本のαヘリックスと 1枚のp
シートから構成されるが、グリシンリッチドメインは、 RbpA1が溶液中で単独で存

在する条件下では明確な構造をとらないことを明らかにした。

近年、グリシンリッチドメインを持たないRNAi結合蛋白質も同定されてきている

ことから、グリシンリッチドメインが二本鎖を形成したRNAとの結合に中心的役割

を果たしているのではなく、 RRMによる二本鎖を形成したRNAの認識の効率を上昇

させたり、ときほぐしの過程を効率的に進行させる機能を持つ可能性が高い。

現在、 RbpA1ならびにグリシンリッチドメインを取り除いたRbpAlの二本鎖を形

成したモデルRNAに対する反応性を比較することで、グリシンリッチドメインの構

造のフレキシピリティが二本鎖を形成したRNAの認識やそのときほぐしの過程で果

たす役割の解明を試みている。

「参考文献」

[1] "NMR backbone assignments of the cold-regulated RNA-binding protein， 

RbpAl， in血ecyanobacterium， Anabaena variabilis M3." 
Eugene Hayato Morita， Toshihide Murakami， Koichi Uegaki， Toshio Yamazaki， 
Naoki Sato， Yoshimasa Kyogoku， and Hidenori Hayashi. 
J. Biomol. NMR in press. 

[2] "Solution s仕uctureof cold-regulated RNA-binding protein， RbpAl，担

cyanobacterium Anabaena variabilis M3." 
Eugene H. Morita， Tosh血ideMurakami， Koichi Uegaki， Toshio Yamazaki， 
Naoki Sato， Yoshimasa Kyogoku， and Hidenori Hayashi. 
Protein Sci. Submittted 

117 



P12 

硫酸還元菌チトクロムぬの酸化型および

還元型における 15N緩和解析

(横浜国大・工 1、阪大・蛋白研2)0福岡由記 1、原田英里砂 1、藤原敏道 1、阿久津秀雄 12

Analysis ofBackbone Dynamics in Oxidized and Reduced Cytochromeぬ Using

15N -NMR Relaxation Measurements 

Q1y' Fukuoka， 1E. Harada， 1T. Fujiwara and 12H. Akutsu 

(1Dept. Chem. Biotech. Yokohama Natl. Univ. 2Institute of Protein Rβsearch 

Osaka Univ.) 

Cytochromeぬ企omDesulfovibrio vulgaris Miyazaki F. is an electron carrier 

protein， contains four c-type heme groups per molecule and a molecular weight of 

14000. To examine the relationship between dynamic properties and redox 

potentials， heteronuclear {lH}・15N-NMRNOE and 15N NMR of oxidized and 

reduced forms were measured. Model企eeanalysis reveals that there is little 

correlation with secondary structure in oxidized form， although the mobility 

changed around each heme. By comparing the order parameter 82 of two forms， 

we examined change of mobility in two forms. Furthermore， the relationship 

between structure and reduction kinetics was examined. 

チトクロム C3は 1分子中に 4つへムを持ち、分子量は約 14000の電子伝達タンパク質である。本

研究ではNMRを用いて緩和時間、 NOEを測定し、 NMRシグナルを解析し、酸化型および還元

型の動的構造を明らかにすることを目指した。 model企eeanalysisに基づく解析の結果、酸化型

の運動性は 2次構造との強い相関は見られなかったが、各へム間で揺らぎの大きい部分と小さい

部分があることがわかった。これは電子移動速度に影響を与えている可能性があると考えられ、

構造と電子移動速度について検討を行った。また、揺らぎのパラメータである S2を比較するとと

により両状態のタンパク質の運動性の変化を検討した。

【緒言}

絶対嫌気性菌である硫酸還元菌は硫酸塩を最終電子受容体として乳酸などを酸化することにより

エネルギーを得ている。チトクロム C3はこの過程において電子伝達体として機能しており、 1分子

中に 4つへムを持ち、分子量は約 14000である。細胞内においてはベリプラズムあるいは細胞膜に

付着した形で存在している電子伝達タンパク質です。

[Key words]チトクロム C;t 酸化還元 15N緩和解析， modeトfree解析，電子移動速度

ふくおかゆき、はらだえりさ、ふじわらとしみち、あくつひでお
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チトクロム C3は他の C型チトクロムに比べて標準酸化還元電位が低い性質や電子伝達経路を明らか

にするためには、その機能や特性を構造と関連づけて議論することが重要となります。 本研究で

はチトクロム C3が水溶液中で分子のどの部分がどのくらいの速さで運動しているかといった動的構

造に注目した。そこで、分子の動的構造解析に有用であり、また温度、 pH、塩濃度などの測定条件

を広範囲にわたり選ぶことが可能である NMRを用いて緩和時間、 NOEを測定し、それを解析すること

により動的構造を明らかにすることを目指し実験をした。

[実験1
15N でフルラベルしたチトクロム C3は 15N~Cl のみをN源とした培地で培養した硫酸還元菌宮崎

F株の菌体から精製した。精製した[uー15N]チトクロム匂を脱塩し軽水溶液サンプル (30mMリン

酸緩衝溶液、 pH7.O. 90%H20/10%D~) とした。[uー15N] チトクロム C3の濃度は 1-2酬であるの酸

化状態のサンプルはこのようにして得られたが、還元状態のサンプルは痕跡量のヒドロゲナーゼ

(40-60μ 1)を共存させ、 NMRサンプル管内を H2ガスで置換することによって還元させて得た。

以上のようにして得られた酸化状態、還元状態のサンプルについて NMRスペクトルを測定した。

測定は 303Kで行い、用いた装置は BrukerDRX600である。 lH_15N異種核 2次元NMRにより分離観

測された 15N シグナルについて緩和時間である T1 • T2とlHとの間で生じる NOEを測定し、モデル

フリー解析に基づく解析を行ったo

[結果と考察】

酸化型、還元型サンプルそれぞれについて NMRスペクトル測定で得られた NMRシグナルを用いて

緩和時間である T1 • T2とlHと15Nの間で生じる NOEをモデルフリー解析に基づく解析を行った結

果、これまでのところ酸化型についてはへム Iと2の間及び、ヘム 3と4の聞には比較的硬い構

造の部分があり、ヘム 1と3の間及びヘム 2と4の間には揺らぎの大きい部分があることがわか

った。運動性の 2次構造との強い相聞は見られなかった。これはヘム 4における電子移動速度に

影響を与えている可能性があると考えられる。また、揺らぎのパラメータである S2を酸化型と還

元型とを比較すると、全体の S2は還元型のほうが酸化型よりもそろっていて酸化型では揺らぎの

変化が見られた。これ

らを X線結晶構造上で

見てみると、酸化型に

おいてヘム 4の上下が

揺らいでいてそれを結

ぶループが rigidであ

ると考えられ、還元型

においてはヘム 3まわ

りの揺らぎが小さいと

考えられます。これら

のことから構造と酸化

還元電位について検討

を行った。

4 

s' Small 

ferr¥cy加.h岡田ec3 rerroc:yt，目hromec3 

Figl SZ mapping to crystal structure 
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テロメア蛋白質 hRaplのMyb様ドメインの構造解析

(横浜市大・院総合理 1，大阪大・蛋白研 2)

0花岡慎惜 I，長土居有隆 I，相本三郎 2，西村善文 1

801ution structure of Myb-like domain of human telomeric protein， Rapl 

UGraduate 8chool of Integrated 8cience， Yokohama City University， 2Protein 

Resarch Institute， Osaka University) 

OHanaoka 81， Nagadoi Al， Aimoto 82， Nishimura yl 

Telomeric protein are essential for the protection and maintenance of chromosome 

ends. Although several telomeric proteins， including TRF1， TRF2 and TIN2 are known 

in mammals， it has been puzzling that none have orthologs in budding yeast. But It is 

reported a newly identified human protein， hRapl that is the orholog of the budding 
yeast telomeric DNA binding protein scRaplp. hRapl has an N-terminal BRCT domain， 

central Myb domain， and a C-terminal protein interaction domain in common with 

scRaplp and affects telomere length. However scRapl binds telomeric DNA directly， 

hRapl can not bind telomere DNA. hRapl is located at telomeres through interaction 

with the telomeric binding protein， TRF2. scRaplp has two Myb domains and binds to 

telomeres through a direct interaction with the telomeric DNA， while hRapl has a single 

Myb domain and does not appear to have duplex telomeric DNA binding activity. Here 

we report that the solution structure of Myb-like domain of hRapl has been determined 

byNMR. 

【序論】

晴乳類では、テロメア結合因子として TRFl、TRF2が見つかっている[1]0TRF2のテロ

メア DNAへの阻害は染色体末端の保護機能の急激な低下を引き起こす[2]。最近ヒトで、こ

のTRF2ヘ結合し、テロメアに存在するタンパク質が見つかった[3]。このタンパク質は出芽

酵母のテロメア結合タンパク質 scRaplp[4]とホモロジーが高いことから hRapl(human 

Rapl)とされた。 hRaplは 399アミノ酸残基をもち、その 1次配列から scRaplp同様に中

央部位に Mybドメインをもっていることが推定された。しかし、 scRaplpは2つの Myb様

ドメインをもち DNAに結合するが hRaplは1つしか Myb様ドメインをもっておらず、ま

た、テロメア DNAへの結合活性がないことが報告された[3]0hRapはC末が hTRF2と相互

作用し、テロメアに存在する。しかし Mybドメインの機能はわかっていない。そこで、 Myb

様ドメインの溶液中での構造を NMRを用いて決定した。

Key words:テロメア、 Myb様ドメイン、 NMR

はなおか しんご、 ながどい ありたか、 あいもと さぶろう、 にしむら よしふみ
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【実験】

hRap1のMyb様ドメイン 59残基は合成ペプチドを使用した。 2D NOESY， TOCSY， 

DQF-COSYを測定し、解析した。構造計算は X-PLOR ver. 3.851で行った。

【結果・考察】

hRap1の構造は scRap1pのドメイン 1との 1次配列的相向性から予想されたように 3本

のヘリックスからなる Myb様ドメインであり、 1番目のヘリックスと 2番目のヘリックスの

聞のループがヒトのほうが長い以外はそれほど違いはなかった。また、 ドメイン同士での静

電分布の違いも見受けられなかった。しかし、 scRap1pのDNA結合ドメインは 2つの Myb

様ドメインをもち、 2つの Myb様ドメインとその聞のループ全体でみると DNAを認識する

側が明らかに正の静電ポテンシャルをもち、 DNAに結合することがわかる。しかし、 hRap1

のMyb様ドメインは単独にしかなく、その前後の配列から正に荷電する領域も見受けられな

いことから DNAに単独では結合できないと思われる。

また、 scRap1pがDNAの塩基を特異的に認識するアミノ酸は hRap1においてもその性質

はほとんど保存されているが、ヒトのテロメア DNAに結合するタンパク質、 TRF1、TRF2

と比べた場合、 DNAを特異的に認識するであろうと予想されるアミノ酸とは 181Lys、

182Aspを除けば明らかに性質が異なることからヒトのテロメアDNAを特異的に認識するこ

とはできないと思われる。

Myb様ドメインは DNAを認識するモチーフとして考えるのが一般的であり、 scRap1pと

のその相向性から hRap1のMyb様ドメインはDNAに結合すると考えられた。しかし、hRap1

は DNAにはそれ単独では結合できないこと[3]から、 hRap1の Myb様ドメインの役割はお

そらく scRap1pのとは違うことが予想される。

【Reference】

[1] Chong， L.， van Steensel， B.， Broccoli， D.， Erdjument -Bromage， H.， Hanish， 

J.， Tempst， P.， and de Lange， T. (1995) Science 270， 1663ー1667

[2] van Steensel， B.， Smogorzewska， A.， and de Lange， T. (1998) 

Cell 92， 401 -413 

[3] Bibo Li， Stephanie Oestreich， and de Lange， T (2000) Cell 101， 471-483 

[4] Shore， D.， andNasmyth， K. (1987) Cell 51，721-732 
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P14 

ナトリウムチャンネルの III-IV linker領域中における IFMmo凶の構造解析

(京大院薬1、京都工芸繊維2}0宮本和英 1、金折賢二2、中川照翼 1、黒田義弘 1

S加 lcturalS加 dyofthe Fragment Peptides Correspond函g加 them -IV linker lncluding 
the Isoleucine-Phenylalanine-Methionine (IFM) Motif祖晶画umChanneJo. 

lGraduate 8ch∞lofPharma田 utical8cien僧 s，Kyo旬 University

2Department ofPolymer Scien冊 andEngineering" Kyo句 Instituteof'島chnol暗 Y

OKazuhide Miyamo似， Kenji Kanaori2， Terumichi Nakagawa 1， and Yo&hihiro Kuroda 1 

The IFM aIe-Phe-Met} motifin the III-IV linker， which tethers between dom.ains III and 

IV ofthe舶 diumchannel α-subunit， is known to interact with its recep旬r∞田，istingof 

domain III 84-85 1ωp and domain IV 84-85 1∞'p， and 似:cludesthe inner mouth of the 

sodium channel. This is called a fast inactivation proce飽The previous 

electrophysiological experiments revealed that the lle→G1nmu句切nat po回.tion1488 

a1488Q) in the IFM motif s1ightly degraded the inactivation， while Thr1491Met 

mutation (T1491M) la噌 'ely. Pre鴎 ntly，in order to investigate出.eg祖国gmechanisms of 

the sodium channel 加 tinactivation， we studied the structures of the sodium channel 

inactivation gate rela旬dpeptides (I7 residues) tha主includesthe IFM aIe-Phe-Met;} 
motif in the rat brain type・lIAand human heart sodium channels by circular dichroおm

(CD) and NMR sp回 t1"(熔∞，pies. It was ∞ncluded that the hydrogen bon出ngw槌 formed

be何 回nthe hydroxyl oxygen of Thr1491 and the backbone amide pro加，nat pωItion 

1488. This hydrogen bonding was ∞nsidered加 playan important role in ∞ntrolling 

the inactivation mechanisms in sodium channels. 

Na+チャンネルの III-IVリンカー領域中にある疎水性アミノ酸lle-Phe-MetaFM motif)は、

疎水性相互作用により Na+チャンネルのイオン透過孔を細胞質側から塞ぐと考えられている

(不活性化)。最近、我々はratbrain type・lIANダチャンネルの IFMmotifを含む 17残基

から成るペプチドMP-3A(Fig. 1)において、l1el488の主鎖 NHとThr1491の側鎖OHが

水素結合し得る距離にあることを見出した[1]0IFM motifのlleから G1nへの置換(IIelG1n)

は不活性化に殆ど影響を与えないが、 τ'hr1491から Metへの置換(ThrlMet;)は不活性化に対

して大きく影響を与えることが電気生理学的実験により知られている。我々は、この電気生

理学的実験で得られた結果が lleとThr聞の水素結合と関係があるのではないかと考えた。

そこで、 MP-3Aを!le/G1n置換した MP(rb)-3QFMTおよび ThrlMet置換した

MP(由)-3IF・MM

NMR、CDスベクトル、ナトリウムチャンネル、不活性化ゲート

みやもとかずひで、かなおりけんじ、なかがわてるみち、くろだよしひろ
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さらに、 humanheart Na+チャンネルの IFMmotifを含むペプチド MP(h凶・3Aおよび

ThrlMet置換した MP(hh)-3IFMMを合成した (Fig.1)。不活性化はIFMmotifとそのレセ

プター(ドメイン111およびIVのS4・S5ループ)との疎水性相互作用により生ずることから、

疎水性環境を模倣したSDSミセル溶液に各ペプチドを溶かしてペプチドの立体構造をCDス

ベクトルおよびNMRを用いて研究した。

各ペプチドの NOESYおよびDQF-COSY

スベクトルから、距離と二面角匂)の拘束ファ

イルを作成した。このファイルに基づく分子

動力学計算 (sIm叫a胞dannealing) を

InsightIIlDis∞，verで行うことにより各ペプ

チドの立体構造を決定した。MP(rb)-3QFMT

における IFMmotifの構造はMP(h帥・3Aの

それと似ていた。これはlle/GlnがIFMmotif

の構造に影響を与えないことを示すもので
N 

Fig. 2 Schet回 ticRepresentation for 
ある。 IFMmotifの構造は、その隣接残基 theinactivation of the Sodi咽 αlannel
Thrの側鎖OHとlle(Gln)の主鎖の NHとの

水素結合により形成されていることが分かつた(Fig.2)。また、 MP出，)-3IFMMの構造は

MP(hh)-3IFMMのそれと良く似ていたが、この 2種のペプチドの構造はMP仙，)-3QFMTや

MP(hh)-3Aとは異なっていた。これはMP(rb)-3IFMMおよびMP(凶)-3IFMMにおける Thr

がMetに置換されているために、上で述べた水素結合が形成されないことに起因すると考え

られる。 Ratbrain type lIAおよびhumanheart Na+チャンネルにおける IFMmotifのThr

が、不活性化機構に重要な役割を担っていると恩われる。疎水性相互作用によるペプチドの

安定性を示すギプズ自由エネルギー仏G)をIFMmotifの表面積から単位面積あたり 20伺lIA2

として算出した。その値 (-3.9kcal/moDは電気生理学的実験による開状態と不活性化状態

との間の平衡定数から算出された値 (-4.1k，位lImoDと良く一致した。 IFMmotifの表面積

と、 Na+イオンの不活性化ゲートからの遺漏率とに相関関係があることを見出した。

[rat brain卸pe-lIA]

MP-3A (Ac-KKKFGGQDIFMTEEQKK-NH0 

MP(rb)・3QFMT(Ac-KK旺・GGQDQFMTEEQKK-NH0

MP(rb)-3IF・MM(Ac-KKKFGGQDIFMMEEQKK-NH0 

[human heart] 

MP(hh)-3A (Ac-KKKLGGQDIFMTEEQKK-NH0 

MP(hh)-IFMM (Ac-KKKLGGQDIFMMEEQ阻むNH0

Fig. 1 Peptide Sequen偲 8

[参考文樹

(1) Y. Kuroda， K. Miyamoto， et a1， J Peptide Res <m pre槌:).
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ペプチド司ペプチド相互作用による二次構造変化に関する研究

(京大院薬)黒田義弘、 O前田能崇、中川照昆

Helix-Stablizing E仔'ectsof an Oligopeptide on Another Peptide Containing Similar 

Amino Acid Sequences with Each Other 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University 

Yoshihiro Kuroda， OYoshitaka Maeqa， and Terumichi Nakagawa 

We have previously shown by NMR and CO spectroscopies that the helical content of the sodium 

channel inactivation gate related peptide (Ac-GGODlFMTEEOK-NH2;MP-1A) solutions was increased 

by adding the pentapeptide KIFMK. The pentapeptide consists of the IFM motif which is included in 

MP-1A and the basic amino acids at its N-and C-termini which may be interacting with the acidic 

amino acids residing on both sides of the IFM motif in MP-1A. In order to study more thoroughly 

whether or not the presence of the IFM motif and the two Iysine residues are prerequisites for 

stabilizing a helical conformation of MP-1A， we have studied interactions between some other 

oligopeptides and MP-1A or MP-1A analogues by NMR and CO spectroscopies. It was concluded that 

the exact IFM sequence and the presence of the two Lys residues exert most effectively the 

helix-stabilizing e仔'ectson the secondary structure of MP-1A. An idea emerged from these results 

has been applied to a fragment peptide of the Syrian hamster prion protein (SHaPrP) to study 

whether or not an oligopeptide which includes the same amino acid sequence of the SHaPrP can 

stabilize the helical conformation of the fragment peptide which locates at the first putative helical 

region in SHaPrP. 

【緒言】

第 38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， G1484-K1495， Ac-GGODlFM丁目OK-NH2)とペンタペプチド KIFMKとの相互作用の配列特

異性に関して検討した[1]。その結果、 KIFMKによるMP-1Aの αヘリックス構造の安定化には、オリゴ

ペプチド両端の正電荷および IFMmotifが重要な役割を果たしていることが確認できた[2]。本研究で

は、 MP-1AとKIFMKとの相互作用における更なる詳細な配列特異性を検討するために、不活性化ゲ

ートペプチド MP-1MMA (T1491 M)、MP-1TA(T1491 deletion)、MP-1A'(F1489F (0体))とオリゴペプチ

ドKIFMKとの相互作用を lH-NMRおよび COスペクトルを用いて研究した。この結果をふまえて、次

にプリオンタンパク中のアミノ酸配列を持つモデルペプチドへの応用を試みた。モデルペプチドとして

PrP(129-154)を用い、その部位の一部のアミノ酸配列を含み、両端に酸性もしくは塩基性アミノ酸を

有するオリゴペプチドを作用させることによる PrP(129-154)の二次構造変化の検討を行った。

ahelix、オリゴペプチド、 NMR

くろだよしひろ、まえだよしたか、なかがわてるみち
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【実験】

①TFE( CF 3CD20H)と水との混合溶媒lこ、モデル

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、 bruker

AVANCE 600 により 1D-NMR、COSY、

TOCSY(90ms)、NOESY(350ms)の測定を行い、

NMRpipeで処理した。
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【結果と考察】

80%TFE 中において、 KIFMK の添加により

MP-1MMAの形成する αヘリックス構造が不安定

化される方向性の化学シフト変化が確認された。

また、 MP-lTA および MP-1A'の場合においても

同様にKIFMKIこより αヘリックス構造が不安定化

されるという結果が得られた。 CDスペクトルから

もこれらの二次構造変化を支持する結果が得ら

れた(Fig.1，Fig.2)o KIFMKが MP-1Aの形成する α

ヘリックス構造を最も効果的に安定化したことより、 司与与さ-El
IEYYEK 

モデルペプチドおよびオリゴペプチドがともに同配 Fig.3) The Amino Acid Sequencesr言すす言五

列の IFMmotifを有していることが αヘリックス構造の安定化には不可欠であると結論できる。ここで、

IFM motifはモデルペプチドとオリゴペプチド聞の疎水性相互作用を引き起すことにより両者の接近を

促し、塩基性アミノ酸と酸性アミノ酸との静電相互作用によりモデルペプチドの形成する αヘリックス

びその両方を溶解させ、 pH7.0、室温で、日本

分光 J-720円ニ色性分散計により CDスペクト

ルを測定した。

-20 -15 ・10 -5 10 15 20 

Ch・".・・ inH・lic.1Cont・"'・(‘}
Fig.2) Changes in Helical Contents obtained from 

NMR and CD Spectra 

構造を安定化していると考えられる。

次に、 PrP(129-154)の形成する αヘリックス構造を安定化すると考えられるオリゴペプチドを選択し

(Fig.3)、それらの相互作用を検討した結果、 PrP(129-154)の αヘリックス構造を安定化するのに有効

なオリゴペプチドは EFGNKと EYVEKであった。これらのオリゴペプチドはモデルペプチド

PrP(129-154)との疎水性相E作用により接近し、静電相互作用による分子聞の Salt8ridgeを形成す

るとともに、側鎖の電荷と PrP(129-154)の HelixDipoleとの相互作用により、 PrP(129-154)の形成す

るゲ¥リックス構造を安定化しているものと考えられる。

【参考文献】

[1]黒田義弘、前田能崇、宮本和英、等第 38回NMR討論会要旨集 p.118-119(1999) 

[2] Y.Kuroda， Y.Maeda， K.Miyamoto， et al.， 8iophys. J.， 77(3)， 1363-1373 (1999) 
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P16 

ブロメラインインヒビターの pH滴定曲線の
構造的解析と静電物性相関

群大・工 1、東薬大・生命科学 2、東大・農 3

0秦野賢一 1、小島正樹 2、田之倉優 3、高橋健治 2

pH Titration Studies of Bromelain Inhibitor VI 

Department of Biological Sciences， Gunma Universityl 
School of Life Science， Tokyo University of Pharmacy and Life Science2 

Graduate School of Agricultural and Life Scienc巴s，University of Tokyo3 

Ken-ichi Hatanol， Masaki Kojima2， Masaru Tanokura3， and Kenji Takahashi2 

The pH titration experiments were performed by lH NMR for bromelain inhibitor VI 

(BI羽)， cysteine-proteinase inhibitor from pineapple stem¥ in the pH-range 1.5-9.9.τ百'he
results showed t出ha瓜tabove pH 4 the resonances of amid 巴 protωons of S 巴釘r4lig抑ht首tch削a剖制'町in(ωυ and 
Lys19h加le闘e帥即.v可ych祖削a創制11川g

which i加ndi記ca剖t巴dt白ha剖tthese residues might form hydrogen bonds with the side chains of Asp9H 

and Asp32H， respectively at that pH. The pK. values of backbone amino and carboxyl groups 
for terminal residues， and side-chain carboxyl ones were calculated from the titration curves. 
In addition， based on the Tanford-Kirkwood theory， theoretical pK. values for these ionizable 
groups were calculated from the three-dimensional structures previously determined by NMR2

• 

Experimental pK. values of Glul H， Glu2H and Asp38H were especially different from the 
calculated ones. From the analyses for NMR conformation ensemble， the carboxyl groups of 
GlulH組 dGlu2H should have coulombic interaction with its amino-end group and the 
guanidium group of Argll L， respectively in real aqueous environment. 

【はじめに】
蛋白質分子の機能や物性は、その静電的性質つまりタ卜界のpHに大きく依存している。そうい

った意昧でpH滴定実験は重要で、種々の測定手段により昔から行われてきた。近年では、多次元

NMRを用いた滴定や分子の立体構造を基に静電場の方程式を解くことにより各解離基のpfCを理論
的に計算することが可能となってきた。本研究ではパイナップル地下茎由来ブロメラインインヒ

ピタ-6(Bl -VI)を用いて二次元'HNMRにより主に酸性解離基のpH滴定実験を行い、その詳細な
静電物性相関を明らかにすることを目的とする。 BI-Vlは軽鎖11残基，重鎖41残基の二本鎖から成
り、両鎖(etS-S結合により一体化している1。本阻害剤の立体構造は， pH 3.9において既に決定さ

れている2。至適pHは酸性側に偏っているがpH1. 7-10. 7ではCOスベクトル上で特に大きな構造

変化はなく、従って静電環境の影響のみを純粋に解析するには適した分子であると考えられる。

【実験】
NMR測定はBrukerAM400分光計を用いて、 40'cで行った。 pH1. 5-9. 9聞の計17点でTOCSYスベ

クトルを測定し、既に行われている帰属'(こ従って各プロトンの滴定曲線を作成した。解離基のpfC

は、当該解離基に最も近い原子の滴定曲線からプログラムPKA-13(こより決定した。
立体構造に基づく各解離基のpfCは、ブロク喝ラムMEA04を用いて行った。既にNMR(こより決定され

た18個の構造(POBファイル2B16)を鋳型として、さらに化学シフト情報も組み入れてAMBERの
SANOERモジュールを用いて再計算を行った。そして得られた各構造(3BI6)に対応するpl("の平均値
を求めた。計算法の骨子は，各原子の電荷を解離により変化する通常のformalchargeと原子聞の

分極に基づく partialchargeとに分け、各解離基のpfC(こ影響を及lます因子としてd，pK，伽rn' 企pK
baCkgr叫附d，pKinteractの3種を、 Poisson-Boltzmann方程式により見積もることである。d，pK Born (et解離

キーワード:解離定数、構造、静電物性、 pl("の理論計算、 pH滴定

はたのけんいち、こじま まさき、たのくら まさる、たかはしけんじ
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基の電荷が周囲に誘起した分極とその電荷自身との相互作用による項、l1PKb配 kgr山 ndは解離基の電
荷と解離基以外のpartialchargeとの相互作用による項、d，pKinter副は解離基の電荷と当該解離基
~)タ卜のformal chargeとの相E作用による項である。これら3因子の総和を、アミノ酸モデル化合
物(またはランダムコイル状態)のp相官からのずれとして評価した。

【結果と考察】
ー一、 T'able.Ionizatio明 Constantsofthe Ionizable Groups in BI-V1 at 40 "c in H~ 

pH 滴定実験により明bか1;::弘 知山{伽叩d.凶Bom d.両副凶int叫 pK岨Jc 点xJ

ったB1-V1の各解離基のpK"を右表
に示す。各モデルペプチドのpH;値

'8'= Thr1 (α-NH，)・ 0.9
と比べると、そのほヰんどが同しで Gl向 -COOH) 0.8 
あった。しかしGluいとGlu2Hならび Arg11 (α-COOH) 0.8 
にAsp9“そしてAsp32Hの側鎖力ルボ
ニル基の実;HUpK，，(pιp)は、約1unit 
以上もモデルペプチドのそれらよ
り小さい値をとっていた。また
Ser4LとLys19Hのアミドプロトン
(NH)の化学シフトがpH4以上で急

激に低磁場にシフトしており、水素
結合に関与していることが示唆さ
れた。 3B16の構造から考察すると、
Asp9Hの側鎖力ルボキシル基は、
Se岬のNHと水素結合している可能 ttzJZjRM酪 the成山hesi阻州enall 0伽 ion岡山i回 inthe protein are 

性が示唆された(18構造中13個で距
離2.2:tO.2A，二面角16:tr)。一方、 Asp32HのそれはLys19HのNHと水素結合している可能性が示唆
された(18構造中7個で距離2.4:tO.2A，二面角26:t50

)。

一方、 B1-V1の立体構造に基づき計算したpK"(pKωc)及びその内訳を右表に示した。実測値
と計算値との比較により、1)Glu1H主鎖アミノ基の計算値が実測値と比較して極めて高い、2)Glu2H，
Asp38Hの側鎖pK"の計算値が実測値よりも高い、ことがわかった。この原因を、 NMRコンフォメーシ
ヨンアンサンブルの多形性に基づいて以下のように解析した。

pK"の計算に鋳型として用いた18個の構造はGlu1HとAsp38Hの位置関係により、2群即ち、A)Glu1H 
アミノ基とAsp38H力ルボキシル基が近距離にあり直接クーロン相互作用できうる構造，B)上記官

能基が直接相E作用できない構造，に分類できる。 A群には11個の構造が該当し、 B群に1cl:7個が該
当する。各ク白ループ内のpK"の平均値は、 Glu1Hアミノ基に関してA群11.85， B群9.84、Asp38H力ル
ボキシル基に関しては各々0.63，3.62となり、 B群の方が実測値によく対応していることがわかっ
た。このことはNMRの距離情報から得られた各構造の中で、実際にはGlu1Hアミノ基とAsp38H力ルボ
キシル基とが直接相互作用していないものが、溶液中における真の構造であることを示唆してい
る。同様なアンサンブルの解析によりGlu1Hの側鎖力ルポキシル基が自身の主鎖アミノ基と、 Glu2H

の側鎖がArg11Lの側鎖と直接クーロン相互作用していることが示唆された。
以上のように多次元NMRを用いたpH滴定実験と立体構造に基づく pK"の理論計算を組合わせる

と、蛋白質分子の静電的性質を網羅的に解析することができる。発表では、上記以外の解析や本
研究により明らかになったB1-V1分子全体の静電相互作用ネットワークそしてその阻害活性との
相関についても提示する。
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・1.5 3.5 
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Glu1 (α-NH，) 
Glu1 (y・COOH)
Glu2 (y-COOH) 
Asp9(1l・COO町

Asp13(11・COOH)
Glu24什COOH)

Asp32 (Il-COOH) 2.4 
Asp38 (Il-COOH) 1.7 
Lys41 (a-COOH) 0.4 

7.5 :t 1.0 
5.4 :t 1.3 
4.0:t 0.9 

11.1 :t 1.8 
3.4 :t 1.8 
4.8:t 1.4 
2.9:t 0.6 
3.6:t 0.3 
5.3 :t 1.3 
2.6:t 2.6 
2.1 :t 1.9 
3.7:t 1.0 

7.5 :t 0.1 
4.0:t 0.1 
3.2:t 0.1 

7.7:t 0.1 
3.3:t 0.1 
3.3 :t 0.1 
3.0土0.2
3.8 :t 0.1 
4.2 :t 0.1 
3.1 :t 0.2 
3.6:t 0.2 
3.5 :t 0.2 

1. Hatano， K. et al. (1995) Eur. J. Biochem.， 232， 335-343. 
2. Hatano， K. et al. (1996) Biochemistry， 72， 104・107.
3. Tanokura， M. et al. (1976) Biopolymers， 15， 393-401. 
4. Bashford， D. and Gerwert， K. (1992)J. Mol. Biol.， 224， 473・486.
5. Nozaki， Y.， and Tanford， C. (1967) Methods Enzymol.， 11，715・734.
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ペプチド・蛋白質のbicel1eへの組み込みとNMR測定

0落合研次1、森川友仁1、野口真路1、林 和彦1、楠 英樹1、窪田健二1、

須貝真理子2、河野俊之2、若松馨1

(群大工1、三菱化学生命研2)

Reconstitution of peptides and proteins into bicelle and NMR measurement 

K. Oc凶ai，T. Morikawa， S. Noguchi， K. Hay;出凶， H. Kusunoki， K. Kubota， M. Sugai *， T. 

Kohno*， K. Wakamatsu 

Gunma University，本Mitsubishikasei Institute of Ufe Sciences 

As a basis to employ isotropic bicelles as membrane-mimic， we first analyzed dependences of 

mean hydrodynamic radius of DMPC/CHAPSO bicelles on DMPC/CHAPSO ratio (q)， to凶 lipid

concentration， and temperature. Temperature-and q value-dependences of sp配 trumwere also 

analyzed of a uniformly 15N-labeled short peptide reconstituted in DMPC/CHAPSO bicelles. 

[序論]

bi白 lleはリン脂質とdetergentの混合物が形成するdisk状の会合体で、中央部分は脂質二重膜、縁の

部分はミセル状の構造をとる。近年、溶液中の蛋白質を配向させるために頻用されている。

膜と相互作用するペプチド・タンパク質に関する従来の NMR研究は、主にガラス板に積層した二

重膜・リボソーム・ミセルを用いて解析されてきた。ここで、用いる脂質の形態によって測定法や得

られる情報の種類が異なる。 bicelleは二重膜構造の部分を有していること・会合体が小さいことから、

これにペプチドや蛋白質を組み込めればより生理的な環境に近い有用な情報が得られると期待される。

本研究では光散乱法を用いたbicelleのcharacterization及び、ペプチドを組み込んだサンプルのNMR

測定を行った。

[実験]

bicelleを形成するためにリン脂質としてDMPCを、 detergentとしてCHAPSOを用いた。 bicelleの

平均流体力学半径の組成比(q=[phospholipid] / [detergent] )・濃度・温度依存性を調べるために、

水溶液の動的光散乱測定を行った。試料はポアサイズ0.2μmのナイロンフィルターを通すことによ

り光学的に精製した。相関計はALV-5000/E(ALV社)を用い、波長488.0nmのArイオンレーザーを

光源とした自作の光散乱装置を使用した。散乱角30
0

，45
0 で測定した散乱光強度の自己相関関数か

らStokes-Einsteinの関係式を用いて平均流体力学半径を算出した。

15Nで一様にラベルした15残基のペプチド、 [u15N]m田 toparan-X-Gly([15N] MPX-G) は

ubiquitin fusionとして大腸菌で発現し、切断・精製した。 bicelle(q = 0.5 or 1.0) に組み込んだ

[15N] MPX-GのHSQCスペクトルはBrukerARX -400で測定した。 bicelleのシグナルは磁場勾配によ

るcoherenceselectionで消去した。なお、今回の測定条件下では、 bicelleは磁場中で配向していない

isotropicな状態である。

[結果・考察]

Fig.1に光散乱の測定結果を示す。 bicelleの平均流体力学半径は組成比に大きく依存していること

が分かつた (Fig.1A)。特にq= 1.0を越える組成で顕著に大きくなることが分かつた。また、濃度

キーワード:bicelle、ペプチド、蛋白質、安定同位体ラベル

おちあい けんじ、もりかわ ともひと、のぐち しんじ、はやし かずひこ、くすのき ひでき、

くぽたけんじ、すがい まりこ、こうの としゆき、わかまっかおり
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(Fig. 1B)および温度(Fig.1C) を変えても、浪IJ定を行った範囲内で半径はほぼ変わらないことが

分かつた。しかし、低濃度では温度を高くすると水溶液の白濁が見られた。これらのことから、 NMR

測定に用いるときはq=0.5 ~1.0の組成で高濃度のものが適していると考えられる。
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Flg.l Llght scatterlng of blcelle 

Fig.2にDMPC/CHAPSO(q = 0.5)のbicelleに組み込んだ [15N]MPX-GのHSQCスペクトルを示

す。 bicelleの大きさは温度によってあまり変化しないにもかかわらず、シグナルの線幅は大きな温度

依存性を示した (Fig.2A)。また、線幅はq{1直にも大きく依存した (Fig.2B) 0 Fig 2Cにq= 0.5，40 

℃での 2次元HSQCスペクトルを示す。
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Flg.2 HSQC spectra of [15N] MPX-G ln DMPC/CHAPSO blcelle 

今後、 13Cと15Nでラベルしたサンプルについてbicelle中の構造を解析する予定である。また、蛋

白質を温和な条件でbicelleに組み込む条件も検討中である。
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NMR法による SDSミセルとインフルエンザヘマ

グルチニン由来の膜融合ペプチドの相互作用解析

工業技術院 生命工学工業技術研究所

0千葉かおり 1、根本暢明 2、中西洋志 1

1工技院 生命研、 2バリアンテクノロジーズジャパン(株)

Interaction Ana1ysis between SDS Micelle and Fusion Peptide from Influenza 
Hemagglutinin by NMR 

Kaori Chiba-Kamoshidal， 2Nobuaki Nemoto2， Hiroshi N剖王紅1Ishil

Influenza Hemagglutinin exists on the surface of influenza virus 

particles. It is one of the most well-examined molecule playing 

important roles in virus-infection process. Following the binding 

between receptor saccharides on a target cell membrane and the 

pocket-like structure of hemagglutinin， N-terロlinalof one subunit 

of hemagglutinin is inserted into the target membrane as the first 

step of membrane fusion process. We observed the membrane-

bound structure of the fusion peptide using wild-type 20mer 

peptide without any modification on the peptide sequence. The 

NMR result showed that the peptide binds the SDS micelles keeping 

its N-terminal14 amino acids inside the SDS micelle. 

インフルエンザウイルスを構成するタンパク質のアミノ酸は突然変異

をおこしやすい易いという特徴を持っているため、毎年膨大な数の新種

のインフルエンザウイルスが出現し、流行をくり返している。しかし、

抗原性の変化を伴う多くの変異体が存在する主要表面タンパク質ヘマグ

ルチニンでも、膜融合ペプチド部分のアミノ酸配列は多くの型のウイル

スで非常によく保存されている。我々はインフルエンザウイルスの感染

過程を解明する上で重要な膜融合過程を分子論的に明らかにすることを

目的として、このように高度に保存されたアミノ酸配列を持つ膜融合

キーワード SDSインフルエンザヘマグルチニンウイルス膜融合

ちばかおり ねもとのぶあき ちばかおり
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ペプチドが膜とどのように相互作用しているかを調べた。実験には、

Aichi/68型インフルエンザウイルスのヘマグルチニン(H3型)由来の膜

融合ペプチドである H2サブユニットの N末端の 20アミノ酸を使用し

た。これを 300mMのドデシル硫酸ナトリウム(SDS)と混合してペプチ

ド-SDSミセル複合体を作り、膜融合が起こるといわれている pH5で、

膜融合ペプチドが SDSとどのように相互作用しているのかを NMR法

で調べた。 NMRでは、まず DQF-COSY、TOCSY、NOESYの二次元

スペクトルを用いてペプチドのプロトンのピークのアサイメントを行っ

た。その後、ペプチドが SDSミセルに対してどのように突き刺さって

いるかを調べるために、 5-ドキシルステアリン酸または 12ードキシルス

テアリン酸を加えてスペクトルの変化を観測した。 5-ドキシルステアリ

ン酸を加えた実験からは、 20残基の膜融合ペプチドのうち、 C末端の 6

アミノ酸以外のアミノ酸からのプロトンのシグナルが消失したことから、

N末端側の 14アミノ酸残基は SDSミセルの中に埋め込まれており、 C

末端側の6残基は膜の外に突き出しているという結果を得た。また、 12ー

ドキシルステアリン酸を加えた実験では、 N末端側から 2番目と 3番目

付近のアミノ酸残基からのシグナルの強度が弱くなっている事から、 12ー

ドキシルステアリン酸のドデシル基が存在する SDSミセルの中心付近

にこれらのアミノ酸残基が存在する事が示唆された。
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Vesl/Homerタンパク質、 Vesl-lSの

溶液構造解析

c三菱化学生命研、 2理研・遺伝生化学)

0田中剛史l、須貝真理子l、伊藤隆2、井ノ口馨1、河野俊之l

Solution Structural Analysis of VesllHomer Family 
Protein， V esl-l S 

Takeshi Tanakal， Mariko Sugail， Yutaka 1t02， Kaoru Inokuchil， Toshiyuki Kohnol 

lMitsubishi Kasei Institute 01 Life Sciences， 2Laboratory 01 Cellular and Molecular 
Biology， The Institute 01 Physical and Chemical Research (RIKEN) 

Vesl-1S (186 residues， 21 kDa)， whose expression is upregulated during long term 
potentiation in the hippocampus neurons， is thought to participate in the formation of synaptic 
plasticity by negatively regulating the clustering and the assembling of group I metabotropic 
glutamate receptors and inositol triphosphate receptors. The N-terminal 110 residues of Vesl司

IS contains EVHl domain which binds to proline rich motif， PPXXF， found in the receptors. 

Here we report the nearly complete 日Cα，IHα，13Cs， IHs and 13CO NMR assignments of 
Vesl-1S using triple resonance 3D NMR spectroscopy on uniformly日N/13Clabeled Vesl-1S. 
Furthermore， we investigated the chemical shift perturbation of uniformly ISN labeled Vesl-1 S 
upon binding to the peptides derived from the receptors. We also investigated the interaction 
of C-terminal region with N -terminal region using the C-terminal 61 residues deleted Vesl-l S. 

Vesl/Homerファミリータンパク質(""394残基)はシナプス後肥厚においてタン

パク質・タンパク質問相互作用のアダプタータンパク質として機能し、 I型代謝型グル

タミン酸レセプター (mGluR1!5) ・IP3レセプター(IP3R) ・リアノジンレセプ

ター (RyR) のクラスタリング・アセンフリ・トラフイックを制御している。

Vesl/Homerタンパク質はN末端110残基にEVH1ドメインを持ちレセプター細胞内

領域のPPXXF配列と選択的に結合する。また、 C末端領域にはロイシンジッパーモ

チーフ配列を持ちcoiled-coil相互作用によって2量体を形成する。

Vesl-1S/Homer 1a (186残基、 21kDa)はロイシンジッパーモチーフ配列を持

たないためdominant-negativeとして機能し、慣常的に発現する他のVesl/Homer

タンパク質とは異なりシナプスの長期増強に伴い海馬ニューロンにおいて発現誘導

されることからシナフス可塑性の形成に関与し、記憶・学習の分子機構に関与して

いると考えられている。我々はNMRを用いVesl-1Sの溶液構造を明らかにし、選択

的リガンド認識機構および~esトlSに特徴的なC末端領域の機能を解明することを目

指している。

キーワード:Vesl/Homer、Vesl-1S、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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く実験〉

15Nユニフォームラベルおよび、15N/3C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お(F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15Nj13CユニフォームラベルしたVesl-1Sを用い

HNCA、HN(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NNH、HNCO、HN(CA)COを測定

し、側鎖シグナルの帰属のためにHBHA(CBCACO)NNH、HCA(CO)NNH、

HCCH-TOCSY、CC(CO)NNH、HにCCO)NNHを測定した。また、 15Nユニフォー

ムラベルしたVesl-1Sを用いlH_15N HSQC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chemicalshift perturbationを調べた。さらに、 Vesl-1Sに

特徴的なC末端領域とEVH1ドメインとの相互作用を末端領域欠損ミュータントを用

い検討した。

く結果および考察〉

現在までに!3Cj15NラベルしたVesl-1Sの90%のlHα、97%の13Cα、76%のlHs、

96%の13Cβおよび93%の13COシグナルを帰属した。また、 lH_15N HSQCスペクトル

上でPro残基を除く 176残基中165残基を帰属した (94%)。帰属されたlHα、

l:lCα、13Cs、13COシグナルのchemicalshift indexからVesl-1SのN末端領域は水溶

液中で2個の αヘリックスと8個の 3ストランドからなるEVH1ドメインを形成して

いることが示唆された。一方、 C末端領域は典型的な2次構造を持っていなかった。

レセプターの部分ペプチドによるアミドシグナルのchemicalshift perturbation 

からArg10-Asp17、Thr20-Thr27、Va132-Va134、Thr68-Gln76および、Gly87-

Ser97の各領域がVesl-1Sとレセプターとの結合に関与していることが示唆された。

また、 Vesl-1Sに特徴的なC末端領域を欠損したミュータントとワイルドタイプの

lH_15N HSQCスペクトルを比較したところ、レセプター結合領域の一部とC末端領

域との聞に相互作用があることが示唆された。このことはVesトlSのC末端領域がレ

セプターとの選択的な結合に関与している可能性を示している。
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SSIの低温変性状態に対する圧力効果

Pressure effects on the cold denatured state of SSI. 

0笹川拡明1、田村厚夫1、神村耕二1、山田博明2、赤坂一之1

o Hiroaki Sasakawal， Atsuo Tamura1， Koji Kamimural， Hiroaki Yamada2， 

Kazuyuki Akasaka 1 

1神戸大・自然科学、 2神戸大・理

lGraduate School of Science and Technology，Kobe University， 2Department 

of Science， Kobe University 

Streptomyces subtilisin inhibitor (SSI) is a dimeric 23kDa serine protease inhibitor isolated from 

Streptomyces albogriseolus. SSI gives rise to the heat denaturation at high temperature and the 

cold denaturaion at lower pH and around freezing temperature. The tertiary structure of the cold 

denatured SSI is partially structured and differs completely from the tertiary structure in the 

native state. NMR measurements were performed at various pressures and temperatures on a 

Bruker DMX-750 spectrometer operating at proton frequency of750.13MHz to investigatβvolu-

metric characterizations of the denatured state. Volumetic parameters (企s，!:J. V 0> were obtained 

from the experimetntal data. The phase diagram of the cold denatured SSI on temperature and 

pressure was drawn from the estimated volumetric parameters. The compressibility change !:J.s 
for the cold denatured(D') to the more highly denatured(D) state turned out to be very large(O.llml/ 

mol bar)， which suggests the D state has a structure with ample volume fluctuation. 

圧力をパラメータとする研究は蛋白質の構造転移に伴う体積及び圧縮率の変化と

いった新しい情報をもたらす。しかしこれまで蛋白質の変性構造に対する圧力効果の

研究は、ほとんど報告例がない。放線菌Streptomycesalbogriseolus s・3253の生産する二

量体タンパク質 Streptomycessubtilisin inhibitor(SSI)(文献1)の低温変性状態 (D'状

態)は単量体でEつ特異な三次構造をもつことがこれまでの研究により明らかにされ

キーワード:高圧NMR、圧力変性、圧縮率、変性状態構造

著者ふりがな:ささかわひろあき、たむら あっお、かみむら こうじ、ゃまだ

ひろあき、あかさかかずゆき
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ている(文献2、3、4)。このSSIのD'状態に対して30barから2000barの範囲を、神

戸大学において開発されたオンラインセル高圧NMR法(1H共鳴周波数750MHz)に

より lH-NMRスベクトルの変化を測定した。

加圧により D'構造は極めて容易により高度の変性構造(D)に転移した(Fig.1)oHisの環

プロトン及び低磁場シフトしたαプロトン信号の積分強度から得られた転移中点の圧

力は、 60Cで524bar、40Cで644bar、20Cで688barと、天然構造の蛋白質の場合(多く

は数千bar)と比べてはるかに低い。またlOOC以下におけるD'構造の存在比は、 30bar

から加圧とともに増加し、一旦200barから300barの閣で最大となり、さらに加圧する

と減少する(Fig.2)。そこで温度、圧力の関数としてタンパク質の安定性を記述する式

(1)に対して最小二乗法の計算を行うことにより、種々の熱力学的ノtラメーターの導出

を試み、相図を作製した(Fig.3)。それによると体積変化量である企V。は-1O.44mol/mol

と比較的小さいが圧縮率変化Aβ の値がO.l1ml/molbarと他の天然状態のタンパク質

(約O.02ml/molbar)に比べて非常に大きな値を持つことが分かった。つまりこれはD'構

造より D構造の方が非常に圧縮されやすい状態であり、 D状態が非常に体積ゆらぎの

大きい構造を持つことを示唆している。

さらに SSIの構造転移に伴う圧縮率変化の大きい原因を明らかにするために、 15N同

位体標識資料を大腸菌より作製し、様々な温度、圧力でlH・15NHSQCの測定を行い、

この結果を併せて報告する予定である。
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残基間 3hJNC・スカラカップリング観測によるプロテイン G

水素結合への圧力効果

c神戸大院・自然、 2神戸大・理、 3NIH)

0李華人山田博昭三赤坂一之口、 AngelaM. Gronenborn 

Pressure Effect on Hydrogen Bonds in Protein G Studied through Interresidue 

3hJNC' Scalar Couplings 

eCraduate School of Science and technology and 2Faculty of Science， Kobe University; 

3National Institute of Health， USA) 

o Hua Lil， Hiroaki Yamada2， KazuyukiT kasaka1.2， and Angela M. Gronenborn3 

Pressure-induced changes in 3hJNC" scalar couplings出roughhydrogen bonds were investigated in the 

immunoglobulin binding domain of streptococcal protein G. lH， 15N and 13C仕iple-resonanceNMR 

spec仕oscopycoupled with the on-line high pressure cell te出niquewas used to monitor eleven 3hJNC" 

scalar couplings at 30 and 2000 bar in uniformly labeled 15N and 13C protein isotopes. Both inαeased 

and decreased 3hJNC" scalar couplings were observed at high pressure. No correlation with secondary 

structure was apparent. The difference in coupling constants as well as pressure-induced chernical 

shift data suggests a compaction of the helix ends and an inαease of the helix pitch at its center in 

response to pressure. Our data provides the first direct evidence that the electronic orbital overlap in 

protein backbone hydrogen bonds is a1tぽedby pressure. 

【序論} 水素結合は蛋白質や核酸の構造安定化に寄与し、酵素反応の調節、水と

の相互作用などの生命活動に欠かせない働きをする。水素結合の存在は、普通、蛋

白質や核酸の立体構造がx線や NMRで決定された後、原子間距離から間接的に推

定される。近年、水素結合を介したスカラカップリングの存在が、核酸と蛋白質を

対象とする研究から次々と検出され、水素結合ぺアの同定や核酸と蛋白質の構造決

定の有力の手段となった。また、水素結合を介したスカラカップリングの存在は、

水素結合ドナーとアクセフター原子の聞に電子雲が重なり、水素結合が共有結合の

性質を持つ直接的な証拠である。そこで、我々は常圧と加圧下で、蛋白質の水素結

合を介したスカラカップリング定数を測定し、水素結合への圧力効果を調べた。

Keywords: high pressure， hydrogen bond， 3hJNC' scalar coupling， protein G 

り か、ゃまだひろあき、あかさかかずゆき、 AngelaM. Gronenborn 
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[実験 13C、15N均一標識した lmmunoglobulin結合ドメインのプロテイン Gを

100 mM  MESバッファー(90%H20/10%D20)に溶かし、 10mM蛋白質試料溶液を得

られ、 pH5.6に調節した。神戸大で開発したオンライン高圧 NMR装置を用い、遅

延時間 2Tをそれぞれ 1/(21JNd、3/(21JNd、4/(21JNdに合わせた HNCO測定を、 250C、

30 barと 2kbarでそれぞれ行い、水素結合を介したスカラカップリング定数ehJNd

を求めた。

[結果と考察】 遅延時間 2Tをそれぞれ 1/(21JNd、3/(21JNd、4/(21JNdに合わせ

た HNCOスペクトルから、文献の計算方法に従い、 30barと2kbarとでプロテイ

ンGの水素結合を介したスカラカップリング定数ehJNdを求めた(九図 1には、 30bar

と2kbarでの参考 HNCOスペクトル [2T= 3/(21JNdJと長距離 HNCOスペクトル

[2T = 4/(21JNdJの代表的領域を示す。プロテイン Gは2kbarで変性しないこと

がわかる。
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Fig.l Representative regions of 2D CT-HNCO spec仕aobtained with di丘町entdephasing tirne. 100 rns 

(left) and 132 rns (right)， at 30 bar (uppぽ panel)and 2000 bar (lower panel). Each cross peak is 

labeled by the residue nurnber of the arnide proton and the carbonyl carbon involv加gthe H-bond. 

高圧セルの小さい試料容積(-20μ1)のため、今回プロテイン Gの水素結合対のうち、

0.5 Hzより大きい 11個 3hJNC'についてのみ測定可能であった。この 11個の 3hJNC'は蛋

白質の二次構造とループ領域に遍在し、加圧下で 3hJNC'の絶対値は増加する(水素結

合が強くなる)のもあれば、減少する(水素結合が弱くなる)のもある。圧力によ

る可NC'絶対値の変化を、プロテイン Gのトポロジー上にマッピングしたのは図 2で
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ある。図 2で示すように、水素結合の圧力応答は非均一であり、ループ領域の水素

結合の強まり、二次構造、特にヘリックス真ん中あたりの水素結合の弱まりが起こ

る。圧力による 3hJNC'の変化は+0.08Hz -ー0.12Hzの範囲に収まり、これは見かけ上

の水素結合距離 N…Oの変化+0.045A'"'-'-0.037 Aに相当する。

Helix s3 s4 sl s2 

Fig. 2 Schematic drawing of the secondary structure of 

protein G with hydrogen bond networks marked by 

arrows. Increased寄り couplings induced by pressure 
NC' 

are indicated by thick solid arrows， decreased 3hJ 

couplings mindicatedby thickdashedarrowsJ品d3hJ"C' 

with no change are indicated by thin dotted arrows. 

3hJNC'から得られた結果は、圧力によるアミドプロトンの化学シフト変化の結果と

一致している(2，3)。図 3では、アミドプロトンの圧力シフトのヒストグラムを示した。

図 3でわかるように、ほとんどのアミドプロトンが圧力による低磁場シフト傾向を

示すが、ヘリックス真ん中あたりの Val29、Gln32、Asn35のアミドプロトンが高磁

場シフトしている、つまり、 3hJNC'からの結果と同じく、ヘリックス真ん中あたりの

分子内水素結合が弱まることを意味する。さらに、図 4では、圧力による 3hJNC'の変

化(図 4A)と、それらとアミドプロトンの化学シフト変化との相関(図 4B)を示した。

0.2 

~lLHN '--，0.0 
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.0.2 
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Fig. 3 Pressure-induced chemical 
shift changes for individual amide 
protons.百lepositions of仕les-
sheets and the helix of protein G 
are indicated by solid and open 
rectangulars， respectively. 
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Fig.4A 3hJNC' for 11 H-bond 
pairs rneasured at 30 bar 
(light dashed colurnns) and 
2 kbar (dark dashed 
colurnns)， respectively. 

-• Fig. 4B Correlation plot 
between the pressure-
induced changes of 3hJ NC 
and those of chernical 
shifts of arnide protons. 
The correlation coefficient 

between thern is 0.64. 

本実験は、加圧により水素結合のドナー及びアクセプター原子の間で、電子雲の

重なりが変化することを、はじめて実験的に証明したもので、今後加圧下での電子

伝達反応なと、の経路及びその予測に役立つと期待される。
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溶解度の限られている蛋白質の主鎖シグナルの

効率的帰属
(生物分子工学研 1、CREST堀田プロジェク卜 2)0康明秀一¥

清水真人久武藤隆則¥森川歌右 1、堀田凱樹 2、神田大輔 1

An Efficient Assignment Strategy of Backbone Signals of Protein of 

Limited Solubility 

(Biomolecular Engineering Research Institute1， CREST2) OHidekazu Hiroaki1， Masato 

Shimizu2， Takanori Muto1， Kousuke Morikawa1， Shigeki Hotta2 & Daisuke Kohda1 

Abstract In a protein solution of high concentration such as a NMR sample， apparent 
molecular weight of the sample increases because of self-association in a non-specific 

manner. It causes severe loss of signal-to-noise ratio in some 3D triple resonance 
experiments， so that assignment of the backbone signals becomes difficult. We found that 
a systematic use of inverse 14N labeling of the protein may overcome this shortage of the 
NMR information necessary for the assignment. In the inverse labeling protocol， 14N 
amino acids are supplemented to minimal media of 15N background， and the NH signals of 
the corresponding amino acids are vanished from the 15N/IH-HSQC spectra. A 

combination of the inverse 14N labeling and our in-house assignment program facilitates 
the assignment of the backbone signals from 3D-NMR data sets of limited signal・to-noise

ratio. 

【序】 蛋白質の主鎖の信号の帰属は、 NMRによる蛋白質解析の重要なステップ

の一つである。分子量 15kD程度までの「性質のよい」蛋白質試料は、 13C/15Nの安

定同位体標識を導入することで、最少では CBCA(CO)NHとHNCACBの2セット

の 3D-NMRの解析により、主鎖の連鎖帰属が得られる。しかし実際には、試料とな

る蛋白質の溶解度が限られているため、良好なスペクトルが得られないことが多い。

特に CBCA(CO)NHとHNCACBの測定法は、試料の非特異的自己会合(アグリゲ

ーション)による感度低下が著しい。この場合、残基内/残基問の 13Cs相関の一方

または両方が得られないため、アミノ酸タイプの情報が得られず連鎖帰属に困難をき

たす。

そこでわれわれはアミノ酸選択的逆ラベル法を多用することで、 13Cs に

よって得られる帰属に必要な情報の一部を補完することを試みた。この方法は、 15N

標識の最小培地中に、 14Nアミノ酸を添加することにより当該するアミノ酸のシグナ

ルを lH/15N・HSQC上で消去することで、アミノ酸タイフの情報を得るものである。

この方法を開発中の帰属支援プログラム ASAPと併用することで、限られた SINの

3次元スペクトルからでも、主鎖シグナルの帰属が可能になった。

【実験】 われわれは、すでに得られている p47・SH3C(66aa)およびp47・PX(130aa)

安定同位体標識、逆ラベル、蛋白質、多次元 NMR、自動帰属

ひろあきひでかず、しみずまさと、むとうたかのり、もりかわこうすけ、

ほったよしき、こうだだいすけ

142 



のNMRデータと帰属結果をモデルとして用いて、 ASAPの開発を行った。帰属の対

象となる蛋白質試料 (E.coliVsr (Vsri¥20，20-155， 137aa)、Drosophi1agcm DNA 
binding domain (159aa))は、大腸菌の発現系を用いて、 15N標識、 13Cjl5N標識お

よびいくつかのアミノ酸選択的逆ラベルの試料を調製し、 2D/3D-NMRの測定を行

った。これらの試料はいずれも溶解度に限りがあり、試料濃度はp47-PXとVsri¥20

で0.6mM、gcm-DBDで 0.5mMであった。

アミノ酸選択的逆ラベルは、 15N標識 M9培地に、蛋白質発現誘導の 30分"-'1時間

前に非標識(14N)アミノ酸 100mg/lを添加することにより行った。大腸菌宿主はBL21

または BL21(DE3)を使用し、特別なアミノ酸要求株は用いなかった。

コンビュータープログラムは SGIOctane (IRIX 6.3)上で C言語を用いて開発した。

【結果と考察】

1. アミノ酸選択的損ラベル法 本法には、 (1)特殊な宿主大腸菌を用いなくとも逆

ラベルが可能であること、 (2)感度のよい lH/15N-HSQCを測定できる十分量(，，-，

0.1mM)の試料しか必要としないこと、 (3)培地が安価なこと、といった利点がある。

ただし欠点として、 (4)複数の組み合わせで逆ラベルを行わなければいけないアミノ

酸があり(例えば FN、IIV/Lなど)、得られた情報を直感的に帰属に活用しにくい

とと、が挙げられる。この組み合わせ逆ラベルによるアミノ酸タイプの情報を容易に

扱えるようにすることが、帰属支援プログラムの開発目的の一つであった。

2. 帰属支援プログラム ASAP("Assumment Stratel!V for A!!!!re四 tion-Drone

proteins") 3D-NMRの情報を利用した蛋白質のシグナルの帰属は、 lH/15N-HSQC

スペクトル上の NH相関ピークを一つ一つの都市に見たてた場合に、組み合わせ最適

化問題の一つである「巡回セールスマン問題」の特殊な例として考えることができる。

ASAPはこの「巡回セールスマン問題」の最適解を検索するプログラムである。入力

には、帰属する蛋白質の配列、 3D-NMR(HNCA、HN(CO)CA、HNCO、HN(CA)CO、

CBCA(CO)NH、HNCACB)の相関ピークと、逆ラベルによるアミノ酸タイプの情

報を用いる。特に、一部のデータ(例えばCsの情報の過半数)が欠損していても、

得られている情報だけで帰属最適解の検索を行えるようにアルゴリズムを工夫しで

ある。小さな蛋白質の場合にはすべての残基を考慮して最適解を複数出力する。帰属

すべき残基数が多い場合は、 20残基程度のセグメントに分割して、部分最適解を複

数出力する。出力は 3D-NMR解析ソフトウェアのストリップ列として視覚化される。

解析者は、画面に表示される 15N-edited NOESYのストリップ列を見て、帰属の妥当

なものだけを確定し、帰属されていない残りの残基を再度 ASAPで検索する。この

サイクルを数回くりかえすことで、最終的に主鎖の帰属が完成する。

3.帰属の実際 われわれはArg選択的逆ラベル、 Lys選択的逆ラベルと ASAPを

併用して、 gcm-DBDの帰属を行い、 Phe!ryr選択的逆ラベルの結果を利用して帰属

を検証した。 gcm・DBDはとりわけ CBCA(CO)NHI HNCACBの感度が低く、観測

された Csの相関ピークは残基問で全体の 5割程度、残基内は 1割以下であったが、

95%以上の残基を矛盾なく帰属できた。また Vsr企20の帰属も現在進行中である。ア

ミノ酸選択的逆ラベル法と帰属支援プログラムの組み合わせは、限られた溶解度や自

己会合により 3D-NMRの感度の悪い蛋白質を、2H標識を行わずに帰属するときに適

用可能な方法であることがわかった。
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抗腫蕩性抗生物質c-，027の三次元構造

(筑波大・応生/T成 Aセ1、東北大・院理2、大鵬薬品3)

0田中俊之I、石塚みどり I、福田純子2、平間正博2、大谷敏夫3

Three-Dimensional Structure of C~1027， A Chromoprotein Antitumor 

Antibiotic 

Institute of Applied Bi∞hernistry and Center for Tsukuba Advanced Research Alliance， 

University of Tsukuba
1
， Graduate School of Science， Tohoku University2， Taiho 

Phannaceutical Co.， Ltd.
3 

Toshiyuki T.佃 aka
1
，Midori O. Ishitsuka

1
， Surniko Fukuda

2
， Masahiro Hirama

2
， Toshio otaぜ

The three-dimensional structures of C-I027 apoprotein and its complex with the aromatized 
chromophore have been determined by homonuclear two-dimensional NMR spectroscopy. The 
apoproteinおmainかcomposedof three anti，戸rallels-sheets. A hydrophobic pocket is formed 
by t.舵 four-strandeds-sheet and two loops. The aromatized chromophore is bound ωthe 
hydrophobic pocket with its core benzodihydropentalene moieηcentered in the pocket and 
other substituents arranged around the core. The hydrophobic interactions between the core of 
the chromophore and the pocket is most likely the main interactions between the apoprotein and 
its chromophore. 

C-1027 is a potent antitumor antibiotic， in which a nonprotein chromophore (1 in Fig. 1) is 

tightly and specifically bound to組 apoprotein(110 residues). The chromophore， which has組

endiyne structure and is responsible for ONA cleavage， is very labile when isolated， but greatly 

stabilized through binding to出eapoprotein. Their binding structure and stabilizing interactions 

are very interesting problems in terms of molecular recognition and protein transport. Here， we 

present the three-dimensional structures of C・1027apoprotein and its complex with the 

aromatized chromophore deterrnined by homonuclear two-dimensional NMR spectroscopy. 

Lyophilized C-1027 apoprotein was dissolved at a concentration of 6.6 to 7.6 mM in either 

99.996% 020 or 90% H20/1O% 020. For the complex form (holoprotein)， both lyophilized 

protein and aromatized chromophore (2 in Fig. 1) were dissolved in the same solution， and the 

final concentration of白eholoprotein were between 8.3 to 8.6 mM. The pH of the NMR 

samples was adjusted to 5.0 by addition of rnicroliter amounts of 0.1 M NaOO. 

Two・dimensionalCOSY， HOHAHA， and NOESY spectra were recorded at 30 oC on a Bruker 

AM6∞spectrometer. Structure calculations were performed using X-PLOR. 

百le出r田 -dimensionalstructure of C-1027 apoprotein was deterrnined on the basis of 1533 

experimental restrains derived from NMR spectroscopy. The apoprotein is mainly composed 

of thr田 antiparallels-sh閃 ts:four-stranded s-sheet (43-45， 52-54; 30-38; 92-94; 104-106)， 

three-stranded s-sheet (residu回 4-6;17-22; 61-66)， and two-stranded s-sheet (70・72，83-85) 

(Fig.2).百lesesecondary structure regions are well defined with the atornic r.m.s. deviation 

C-1027、クロモプロテイン、溶液構造、芳香環化クロモフォア

たなか としゆき、いしっかみどり、ふくだすみこ、ひらま まさひろ、おおたに としお
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ofO.57(士0.12)A for backbone heavy atoms and 0.98(:l:0.1O) A for all heavy atoms about the 

averaged minimized coordinate positions. A hydrophobic pocket is fonned by the 

four-stranded s-sheet and two loops (residues 75・79;97-100). The overa11 shape of the 

apoprotein is very similar with those of other chromoprotein apoproteins， such as 

neocarzinostatin， auromomycin，組dactinoxanthin. 

The binding structure of C-1027 complex was ca1culated based on 1533 NMR-derived 

constraints which include 38 intennolecular restraints between the aromatized chromophore and 

the apoprotein. The aromatized chromophore is bound to the hydrophobic pocket of出c

apoprotein (Fig. 3). The benzodihydropenta1ene core 1∞ates in the center of the pocket with its 

molecular plane a1most perpendicular to the bottom of the pocket. The s-tyrosine unit 1∞榔

on the left side of the core， and both benzoxazine祖 daminosugar moieties on the right side. 

The hydrophobic interaction is most likely the major binding interaction betw田 n出eapoprotein 

組 d出earomatized chromophore. Moreover， the 18-arnino group of the chromophore locates 

in the proximity of either the carboxylate of AsplOl or the imidazole ring of His104， which 

indicates there could be a sa1t-bridge or a hydrogen bond type interaction between the 

aromatized chromophore and these side chains. 

NH. 

1 2 

Fig. 1 Chemica1 structures of C-l 027 chromophore (1) and its aromatized product (2). 

Fig. 2 Ribbon diagram of C・1027

apoprotem. 
Fig. 3 The binding-site structure of chromophore-

apoprotein complex. 
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Ell残基の置換がウシミオグロビンの活性部位構造に

及ぼす影響の解析

筑波大化1、慶臆大医2)0桑原愛1、山本泰彦1、島田秀夫2、石村巽2

Function-Structure Relationship in V68A and V68L Mutants of 

Bovine Myoglobin 

A.Kuwahara¥Y. Yamamoto
1 
， H. Shimada

2
， and Y. Ishimura

2 

10ept. of Chem.， Univ. of Tsukuba 
20ept. ofBi∞hem.， Sch∞1 ofMed.， Keio Univ. 

Valine Ell in bovine myoglobin has been repla∞d by alanine or leucine using a site-directed 

mutagenesis包chniqueand the eff ects of these amino aαd replacements on the active site 

S加 ctureof the protein have b倒 1inv回目gatedby paramagnetic N恥仮Theorientation of 

Fe-bound ligand with r，白戸別伯尚eheme has shown to be influecned by the replacement at血e

Ell position， suggesting血atthe contact among the El1 residue， the bound-ligand， and/or 

histidine E7 side chain modulates functional properties of the protein. 

【序論】酸素貯蔵ヘムタンパク質であるミオグロビン(Mb)では、酸素などの外部配位予が結合するヘ

ムはEヘリックスとFヘリックスから作られた疎水的空間に挿入されている。本研究では、Mbの外部配

位子結合部位近傍に存在し、配位子親和性の調節に重要であると考えられるValEllを、タンパク質工

学的手法によりAla、Leuに置換したウシMbの部位特異的変異体(V68A、V68υを調製し、アミノ酸置

換が活性部位の立体構造に及ぼす影響をNMRにより解析することにより、 Mbの機能調節における疎

水的なEll残基の役割を明らかにする。 MbのX線結品構造では、 Ell側鎖はヘム鉄に結合した外部配

位子及び団sE7側鎖とコンタクトすることが示されている(F1g.1)。したがって、 Ell残基の置換は直

接的にあるいは日sE7とのコンタクトを介して、外部配位子のヘム鉄への結合に影響を及ぼす、すな

わち、Mbの機能が影響を受ける、と考えられる。そこで、 Ell残基と外部配位子との相互作用につい

て詳細な構造化学的情報を得るため、 O
2
のモデルとなる二原子分子 CO、CN-、直線三原子分子 N3-、

そしてかさ高く近傍のアミノ酸側鎖との立体反発が予想されるh註dazoleを用いて解析を行った。 Mb

の外部配位子を系統的に変えてNMR測定を行い、それぞれの配位状態でのヘムの電子構造と活性部位

の立体構造の解析を通して、 Ell残基が外部配位子とヘム鉄との結合に与える影響を明らかにした。

【実験】Mb変異体は、組換え遺伝子を含むプラスミドを導入した大腸菌を培養、抽出、分離、精製

して得た。 CN"体、 N3体、並並也role(加)体は、溶媒をリン酸 bufferに置換した metMb(H20)にそ

れぞれ KCN、NaN3、h姐dazoleを加えることにより調製した。 CO体は、 metMb(H20)に脱酸素及び

CO吹き込み処理後、 Na2S204によるヘム鉄の還元により調製した。それぞれのMb水溶液は限外漉過

によって約1.5mMに濃縮し、磁場ロック用に10%D20を添加、または溶媒をD20に置換し、 NMR

測定用試料とした。

ミオグロビン、部位特異的変異体、ヘムの電子構造、 NMR、常磁性シフト

くわはらあい、やまもとやすひこ、しまだひでお、いしむらゆずる
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【結果と考察】盟主包♀L:native MbのCO体の lH

NMRスペクトルでは、 ValEll C)-Ia-C)-I3・シグナルカ丈

ポルフィリン環の環電流効果によりそれぞれ -2.29、

-{).66ppm(298K、pH6.91)に分離して観測される(Fig.

2)。変異体では ValEllシグナルは観測されず、 V68Lで

はLeuEll CdH3'・シグナルが一1.18ppm(298K、pH6.96

Heme (Fig. 3))に、 V68AではAlaEll C~H3 シグナルが

一O.88ppm(298K、pH6.88)に観測された。とれらの結果

より、アミノ酸置換が確認される。また、シグナルのシフ

ト値を、ポルフィリン環の環電流効果。をもとに解析した

結果、 native、V68A、V68LMbのEll側鎖のコンフォメー

ションが、クジラMbX線結品構造解析の結果と矛盾しな
Fig. 1 Structun: of Heme. HisE7 am Va1Ell いことが示された(Table1) 0 CO体のスペクトルの比較

in the active site of Mb 
では、 Ell残基に由来するシグナル以外にシフト値が大

T油，le1 Chemica1 shifts of Ell of bovine きく変化するシグナルは検出されず、アミノ酸置換がMb

10 

Mb(CO) in Dp. at 250
C.品目lc: の立体構造に及ぼす影響は置換部位近傍に限定されるこ

Ca1c叫atedshift.o幅 :α溜別edshift

Ocalclppm) oobs(ppm) 

Val Ell CαH 4.27 

C~H 1.37 

CyH3 0.81 (0.78) 

CyH3' ー2.90(ー2.94)

Leu EllCαH 4.09 

C~H 0.68 

C~H・ .0.68 

CyH (A) 1.16 

CyH (8) 1.05 

CるH3(A) O.OO(ー0.04)

CoH3(8) 0.68 (0.64) 

CるH3'(A) ・2.13(ー2.17)

CoH3'(日)ー1.31(ー1.35)

AlaEll CαH 

C~H3 -0.48 

3.24 
0.74 

-0.66 

-2.29 

3.22 

0.85(η 

-0.61 

0.44 

-0.21 

ー1.18

3.95 

-0.88 

とを示唆している。したがって、 Ell残基の置換が外部

配位子とヘム鉄との配位結合に及ぼす影響についての知

見は、常磁性MbのNMRスペクトルの解析より得た。

metMb(CNl:CN"体のlHNMRスペクトルでは、常

磁性シフトして観測されるシグナルの解析を基に、アミ

ノ酸置換が活性部位の構造に与える影響を調べた。まず、

それらのシグナルの常磁性緩和時間の解析から、アミノ

酸置換が活性部位の立体構造に与える影響は、Fig.4に

示すように変異部位近傍に限定されていることが示され

leu 810 CdH3' 

-1 

D →ιCoH:l 。

8 6 4 2 0 ・2
Che叩 IcalShlft(ppm) 

-2 

Fig. 2 400MHz lH NMR spectrum of V68L Mb(∞) am the曜ield C同耐alShilt(ppm) 

Pぽ tionsof 400阻 1z且HNMRs1町出d加 vineMb(CO) in Fig. 3 The ¥刷ieldpo岨onsof the COSY 

D20. at 25
0C. UPI町 田 ∞(native.pH6.91). middle am NOESY s伊ctraof V儲L

国民(V68L.pH6.96)副 low町岡崎れf倍A.pH6.88). Mb(CO) in Dp. at pH6.96. 25't::. 

147 
』

takai
鉛筆



た。しかしながら、Flg.5にあるように、常磁性

シフトして観測されるシグナルのシフト値(O也.)は

Ell残基の置換の影響を受けて変化している。一

般に、 Oo加は次のように表される。

品。bsδd包 +O問

品目血 =Oc+ O 

ここで Od包は反磁性シフトであり、不対電子が存

在しない場合のシフト値を示す。また常磁性シフ

ト(O;"，)は鉄からの化学結合を介した不対電子の

非局在化によるコンタクトシフト (OC>及び不対電

子スピンと核スピンの双極子一双極子相互作用に

よる擬コンタクトシフト (O.dの和で表されるo

Flg. 5にあるように、 Ellから遠く、ヘム鉄に配

位していないneFG5に由来するシグナルが、 Ell

残基の置換の影響を受けてシフトするのは、 Opcの

変化に起因すると考えられる。 δ院はヘム鉄を原点

とするある座標系(不対電子による磁化率テンソ

Fig.4 Di.s凶 倒 < Iamino担 d田inthe vicinity <I ルの主軸)に関して定式化されるが、分子の座標

heme from heme iron.σtlb file: H.四0) 系に対する磁化率テンソルの主軸の配向の変

化に伴って九は変わる。 CN"体での磁化率テンソルの湘はCN"の配位する方向と一致すると考えら

れておりへFlg.5のスペクトルでの対応するシグナルのシフト変化は、 Ell残基の置換により外部配

位子のヘムに対する配向が変化することに起因すると考えることができる。また、飽和移動法を利用

した日sF8NdH、日sE7N.Hの水素交換反応速度の解析では、 proxlmal側の日sFちにはアミノ酸置換

の影響は見られなかったが、日sE7N.Hはアミノ酸置換により約3倍に増大することが示された。こ

の結果は、 dlstal倶IJに存在するEll残基の置換はproxlmal側の構造には影響を及ぼさないという他の

変異体の研究で得られている結果aと一致している。

metMb(N~-) : MbのN3-体、Im体、 01-[体の系は、 lowspln(S=1/2)とhlghspln(~同12)のスピン平

衡の状態として存在する。また、 N:i体では、 CN"体の場合とは異なり、磁気的異方性は小さいため、

V68L 
{凶 7~

T 

25 20 15 10 5 
Chemlc副 Sh剛P開時

タンパク質由来のシグナルにはア

ミノ酸置換の影響が反映されてい

ない。しかしながら、ヘム側鎖プ

ロトンシグナルのシフト変化から、

ヘムの電子構造、 N3-の配位構造が

Ell残基の置換により変化したこ

とがわかる。 V68Lのスペクトルで

は、 natlveMbと民撤して、 5-Me.
2凡、 6凡シグナルが約 4ppm、

団 sF8N~シグナルが約2.5ppm

低磁場シフトする。このシフト変

化は、 x及てお結合を介したFeから

Fig.5 400島田z'HNMR勾配回 dbovine Mb(CN-) in Dρ. a1250C. 

.10 の不対電子の非局在化の変化に起

因するコンタクトシフト変化によ

ると考えられる。一方V68Aのスペ

クトルでは， natlveMbと比較して、

V68Lほどの低磁場シフトは観測さ

Upper回 ω(native.pH6.99. mi<k量e回 ω(V68L.pH7.08) am 
low町制渇W儲 A.pH7.05).τbeαm珂JOIldingsi伊alsare 
αmnectedbybr叫偲nlines. 
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れなかった。 4つのヘムメチルプロトンシグナルのシフト値の平均値を基にスピン平衡を解析した結果、

High spin成分はV68L>V68A> native Mbであることが明らかとなり、クジラMbにおける機能の結

果剖を参考にすると、外部配位子とヘム鉄との配位結合が弱くHighspin成分がより多い1Mbで、 N3-の解

離反応速度がより大きくなるという、錯体イ昨的観点からも当然の結論カ噂きだされた。この結果から、

Ell残基の置換がN3-の配位結合強度及び日isE7との水素結合強度に影響を及ぼすことが示唆された。

metMbOmk変具体のh 体のlHNMRスペクトルでは、HisF8 NJ-:Iと推測される化学交換性プロ

トンと8-Meシグナルが nativeMbより約 3ppm高磁場シフトが観測された。これはコンタクトシフ

ト変化によるものであり、外部配位子のImまたはHisF8のイミダゾール環のヘムに対する配向が変

化したことに起因すると推測される。ヘム鉄に配位するイミダゾール環NのPz軌道とFeのd軌道との

反発により不対電子の非局在化の様式が変化し、ヘム側鎖のコンタクトシフトに影響が及ぶと考えら

れる。外部配位子Imの配向が変化したとすると、 Ell残基の置換による立体反発とHisE7を介した

水素結合様式の変化が原因として考えられる。 nativeMbのIm親和性は変異体より低いことを考慮す

ると、 Ell残基の置換により、 Ell側鎖と外部配位子Imの立体反発が小さくなり、ImはE7側鎖と、

より安定な水素結合形成を可能にする配向をとると考えられる。

metMb(H.O、OH): native metMb(同0)のlHNMRスペクトルではValEll C)-I3シグナルが観

測されるが、変異体では見られなかった。ヘム側鎖プロトンシグナルの化学シフトの変化は主に外部

配位子H20とE7側鎖との水素結合様式の変化の影響によると考えられる。また、 PK..値決定の結果、

nativeMbでは.8.6、V68A、V68L'では8.8であった(F1gs.6 & 7)0 V68Aの01-[体のスペクトルでは、

nativeと比較してヘム側鎖シグナルが約2ppm低磁場シフトしていることから、 01-[の配位結合がや

や不安定化していると考えられる。

【結論】 Ell残基におけるValからAla、Leuへの置換は、配位子結合部位での疎水性側鎖のわずかな体

積の違いによる立体障害の変化を引き起こすだけではなく、叫鉄に結合した外部配位子との直接的コ

ンタクトや、外部配位子の配位状態の安定化に寄与する水素結合に関与するHisE7とのコンタクトの変

化を通して間接的に外部配位子の配位構造に影響を及ぼすことが明らかとなった。したがって、 Ell残

基の置換がMbの機能に及ぼす影響を解釈する際には、これらの構造化学的要因を考慮する必要がある。

【参考文献】 1)Ch袖 aty，C. et d. (1兜 4)仇宮.Magn. Rιson. 22，3946. 2) Emerson， S. D.& La Mar， G. N. 
(1990) Biochemistry 29， 1556-1566. 3) Yamamoto， Y.， Kurihar百， N. et d. (1999) Biochim. Biophys. Acta 
1433， 27-44. 4) Brancaccio，A. et al. (1知 4)J. Biol. Chem. 269， 13制3-13853.
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位置特異的13C標識グルコースを用いた NMRスペクトル解析法

(都立大・理)0江奈武一郎、甲斐荘正恒

New applications of site-sp舵 ific13C-labeled g1uco健 sfor protein NMR analyses 

Graduate School of Science， Tokyo Metroporitan University 

Buichiro Ena and Masatsune Kainosho 

Uniformly 13C/15N-double or 13CFNI宮H-triplelabeled proteins， for different types of 

multi-dimensional NMR experiments， are usually prepared by in vivo expression systems with 

various E. coli strains， which can produce labeled proteins in M9 medium supplemented with 

[ul-13C]-glucose， 15N-ammonium salt， and H20 or 2H20. Therefore， it would be possible to 

make good use of the site-and stereo-selective isotopic distributions by using culture media 

consisting of site・selectively 13C・labeled glucoses in 2H20， to provide supplemental 

information for NMR spectral analyses. This possibility has been extensively studied for the E. 

coli expression system producing cystatin A. 

【序論】

NMR構造解析に用いる蛋白質試料は、通常、大腸菌を用いた高発現系により生産される。

これまでに行われた代謝系の研究より、最小培地中の炭素源として位置特異的に 13C標識し

たグルコース類を用いれば、グルコースからアミノ酸への代謝経路を基に、各アミノ酸残基

が位置特異的に 13C標識されることが期待される。更に、同経路からメチレンプロトンの一

方がグルコース由来で他方が溶媒由来である部位が予想されたため、この 13C標識法と重水

素標識法を組み合わせることにより、蛋白質のNMR解析に有用な位置・立体選択的標識体

を簡便に調製することができると考えられる。そこで本研究では、大腸菌より得られた蛋白

質からアミノ酸各部位における 13C標識率の偏りを明らかにするとともに、メチレンプロト

ンの重水素導入率の差を用いた立体選択的プロトン帰属について検討した。

【実験】

システインプロテアーゼインヒビタ-Cystatin A (98残基)を試料とし、 BrukerDRX・

600により測定を行った。グルコースは解糖系内で C1と C6、C2とC5、C3とC4がそれぞれ

等価となるため(Fig.l)、試料調製は C1から C3が各々 13C標識されたグルコースを炭素源

とした 3試料において行った。C(CO)NH等の測定によりほぼすべての lH，13Cの帰属を

行い、同条件において測定した lH_13C HSQC並びに HNCOスベクトル上で対応付けた。

この 2種類の 2・Dスベクトル上で各アミノ酸ごとに分離の良いピークを複数抽出し、酢酸

のメチル基を内部標準とした相対強度より標識率を決定した。また、立体選択的プロトン帰

位置特異的13C標識グルコース、アミノ酸残基代謝標識、位置・立体選択的同位体標識、

蛋白質NMRシグナルの帰属

0えなぷいちろう、かいのしよう まさつね
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属のために 50勿重水中で培養した試料を調製し、 IH_13C HSQCスペクトルでメチレンの

シグナル強度を比較した。

【結果・考察】

最終的に 17種類のアミノ酸について 13C標識率を求め、いずれのアミノ酸からも特徴的

な13C標識の偏りが認められた。解糖系中間体に由来するセリン属(Ser，G1y)、芳香属(Phe‘

Tyr， His)、ピルビン酸属(Ala，Val‘Leu)アミノ酸では、標識グルコース依存的に特定の炭素

が 80-90%と高度に 13C標識されたが(table.l)、TCA回路中間体に由来するグルタミン酸

属(Glu，Gln， Pro， Arg)、アスパラギン酸属(Asp，Asn， Thr， I1e， Lys)アミノ酸では 50-60%

程度であった。また、グルコースの 13C 1は Acetyl-CoAを経由して多くのメチル基に導入

され、 13C3は C'を強く標識することがわかった。

立体選択的プロトン帰属においては、数種の残基においてその可能性が示されている。特

に、Serのβ位と Glyのα位のメチレンで pro-S/ Rシグナル強度聞に差が見られたが、pro・S

を重水素化したグリシンを取り込ませた実験より、両残基とも pro-R プロトンシグナルが

相対的に強くなっていた。これにより、 HSQCスペクトル上のシグナル強度比較から立体

選択的帰属が可能である事を明らかにした。

これらの特徴を単独ないしは組み合わせて適用することで、 NMR解析において極めて有

用な試料を簡便に調製できることが示された。

点g~ 卜 4AL?
OOH 

-4- HO-oH .... 骨・圃
CH20P 

---、CHぽ3

2，5 ---.. H令。H
CHoOP 

1，6 、-'"

Fig.1 Metabolic map ofglycolysis system and production ofserine and glycine 

Ser 
Labeling Ratio of Amino Acid (mean::l: SD) % 

13C' 13Cα 13Cs 

1_13C 2.3::1: 1.0 7.5土6.7 83.8::1: 1.4 
Labeled Site of 

2_13C 9.4::1:0.1 82.4士7.1 12.3::1: 1.6 
Glucose 

3_13C 88.3::1: 1.0 10.2::1:0.4 4.0::1:0.3 

Gly 
Labeling Ratio of Amino Acid (mean 士 SD)%

13C' 13Cα 

1_13C 2.8::1:0.6 8.9土2.3
Labeled Site of 

2_13C 6.8::!:0.9 80.5::1:2.6 
Glucose 

3_13C 90.4士1.1 10.5::1:0.6 

Table.1 The J3C-labeling ratio at each carbon position of serine and glycine 
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Streptomyces metalloproteinase inhibitor (SMPI)の活性ループ部位ペプチド

の阻害活性と立体構造

(Graduate School of Science， Tokyo Metropolitan University " CREST乙Protein
Research Institute， Osaka University>， Facu1ty of Textile Science， Kyoto Institute 
of Technology4) 

Tashiro， M. " Feliciano， M.¥Ohki， S. 2， GonZllles， N. " Tate， S. " Tamura， K. 3， Aimoto， S. 3， 
Hiraga， K. 4， Oda， K. 4 and Kainosho， M. '.2 

Inhibitory Ac錨vi1iesand Structural Characteriza1ion of Pep1ides Mimicking白eAc1ive 
Site Loop of Streptomyces Metalloproteinase Inhibitor， SMPI 

SMPI， isolated from Streptomyces nigrescens TK・23，is a single domain crystallin superfamily 
protein composed of 102 amino acid residues. The solution structure of SMPI indicates that the 
active site exists on a peculiarly exposed loop. As this peptide loop seems to maintain its active 
conformation toward cognate metalloproteinases， synthetic peptides mimicking the amino acid 
sequence of the active site of SMPI may retain the inhibitory activities. We have found that some 
synthetic peptides inhibit the enzymes rather strongly and that the conformations of the peptides 
can qualitatively explain their inhibitory activities. This information will be useful for designing 
inhibitors of c1inically important enzymes， such as MMPs. 

INTRODUCTION 

Streptomyces metal1oproteinase inhibitor， SMPI， isolated from Streptomyces nigrescens 
TK-23， is a globular protein consisting of 102 amino acid residues. SMPI belongs to 
the single-domain sy-crystallin superfamily， with a peculiar peptide loop containing the 
reacti ve site， Cy s64・Va165，which is thought to bind to the active sites of cognate 
metalloproteinases and thus inhibit th巴iractivities (1，2). Although the active site 
peptide moiety of SMPI exists as a protruding loop， which is isolated from the core part 
of the protein， the relaxation data analysis indicated that the loop was as rigid as the core 
region. Therefore， this active peptide loop may retain its active conformation by itself. 
This hypothesis has led us to examine the inhibitory activities and conformations of 
various synthetic peptides (details of the synthesis will be described elsewhere) that 
mimic the amino acid sequence of the active loop of SMPI. 

MATERIALS AND METHODS 

lnhibitory Activity Assays. The inhibitory activities of the peptides listed in Figur巴 1were 
measured at 25 oC against the four metalloproteinases listed be1ow， with the fluorogenic substrate， 
MOCAc-Pro-Leu-Gly-Leu-A2pr(Dnp)-Ala-Arg-NHt at the final concentration of 8 J.1M in 50 mM  
PIPES buffer (pH 7.0)， containing 10 mM  CaCI2， 0.005% Triton X-I00， thermolysin (final conc.， 
2.0 nM).，SGMP II (20 pM)， Pseudomonas elastase (74 pM)， and vimelysin (2.0 nM). 

NMR Experiments. 百lepeptides were dissolved in either 250μ1 of 90% HzO / 10% zHzO or 
99.9% zHzU， at pH 3.5， at conc印 刷ionsranging from 1.5-3.0 mM depending on恥 peptide，
and were transferred into Shigemi micro tubes (Shigemi Co. Ltd. Tokyo). NMR experiments 
were performed at 10 oC o!l a Bruker DRX800 or DRX600 spectrometer. Sequence-specific 
assignments of the proton (' H) resonances were achieved using the standard method through the 
combined analyses of白eDQF-COSY， TOCSY， and NOESY spec仕a. The structures were 
determined by the standard protocols in the program X-PLOR 3.8. 

SMPI、 NMR構造解折、活性部位ペプチド、構造活性相関

たしろみつる、 Feliciano，M.、おおきしんや、 Gonzales，N.、たでしんいち、たむらけいこ、

あいもとさぶろう、ひらがかずみ、おだこうへい、かいのしようまさつね
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RESUL TS AND DISCUSSION 

Inhibitory Activities of the Synthetic Peptides. Although intact SMPI shows the 蹴 ongest
inhibitory activities towards a11 of the metalloproteinases tested thus far， the other synthetic peptides， 
SP-l and SP-4， still exhibit the strong inhibition with Ki values in the nM斗1Mrange. The 
inhibition spectra of these peptides are quite similar to血atof SMPI. This result indicates出atthe 
isolated portion of the reactive site loop itself can be utilized as a potentia1 inhibitor of 
metalloproteinas巴s.

Descr，伊tionofthe Structures. The conformations of由edipeptide units corresponding to Phe67・

Pr068 in SMPI are significantly different between the intact SMPI and the peptides， SP-l， SP-2， and 
SP-3， which mimic the amino acid sequence of th巴activesite peptide loop of the intact SMPI. The 
conformations of the proline peptide (X司 Pro)bonds in these peptides and SMPI were characterized 
!l，scis a~~!rans， respectively， as identifi巴dby the expected sequential NOEs and/or the expected 
uCPand uC' chemical shifts. Despit巴 thisstructural difference， the conformations of the 
polypeptide segment (Cys64-Arg66)， which is primarily involved in the interface with 
thermolysin， are quite similar in the peptide fragments and SMPI as shown in Figure 2. 
This could be the reason why the active site loop peptides， composed of 14 amino acids 
(SP司 1and SP-4)， possess comparable inhibitory activities against meta110proteinases. 
The present results provide the basic idea for the rational d巴signof inhibitors against a specific 
family of metalloproteinases. 

REFERENCES 

(1) Ohno et al.， J. Mol. Biol. (1998) 282，421司 433.
(2) Tate et al.， J. Mol. Biol. (1998) 282，435唱 446.

SP-l 

SP-2 

SP-3 

SP-4 

Ac-ARKVTCベ京FZEYQYー悶2

Ac-TE古FZEY-NH2

r-園田・・匝・・『
AC-ARKVTCVRFACYQY-NH2 

r--ー『

「ARKVTCVRFPCYQY，
Figure 1. Primary structures of the synthesiz巴dpeptides that mimic the amino acid sequence of 
the active site loop in SMPI. 

V65 R66 R66 R66 R66 

/ 

Figure 2. The energy-minimized average structures of the synthesized peptides (thick) and th巴ir
corresponding regions of SMPI (thin) superposed on the polypeptide segrnent Cys64・Arg66，which 
is primarily involved in the interface with thermo ly sin (from left to right: SP-l， SP-2， SP-3， and 
SP-4). 
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hU2AF 65のRNA結合ドメインと標的RNAの相互作用

(1東大・院理・生化， 2HHMI， Program in Molecular Medicine， 

University of Massachusetts Medical Center) 。1伊藤拓宏武藤裕金仁実 ， 2Michael. R. Green， 1横山茂之

NMR study of the interaction between the RBD1・RBD2fragment of 
hU2AF65 and the target RNA 
1Department of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， The 

University of Tokyo. 2Howard Hughes Medicallnstitute， Program in Molecular 
Medicine， University of Massachusetts Medical Center， USA. 

1 Takuhiro Ito， 1Yutaka Muto， 11nsil Kim， 2Michael R. Green， 1Shigeyuki Yokoyama 

The large subunit of the human U2 small nuclear ribonucleoprotein pa附cleauxiliary factor 

(hU2AF65) is an essential splicing factor required for the recognition of the polypyrimidine tract 

upstream of the 3' splice site. We determined the solution structures of the two hU2AF65 fragments， 
corresponding to the first and second RNA-binding domains (RBD1 and RBD2， respectively). Now， 
we constructed the polypeptide containing two RBDs (RBD1 and RBD2) and the long interdomain 
region， and have assigned almost all of the resonances. Then， we performed the chemical shift 
pe同urbationexperiment， and this indicates that RBDs interact with the target RNA in the s・strands，
which seems to agree with the experiment about the single domain， RBD1 or RBD2. Furthermore， the 
resonances in the N-terminal interdomain region between RBD1 and RBD2 are also largely pe山巾ed
by the addition of the target RNA. However， the signals of the central part of the interdomain region 
are not largely perturbed. This indicates that the te同iarystructure of the interdomain region is not 
changed， which is different from the cases of the Sxl protein and the ploy-A binding protein. 

【序論】

スプライシング反応に必須のタンパク質である hU2AF65は、反応の初期にpre-mRNAの

イントロン部分の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

ち、これらが協調して標的一本鎖RNAを認識していると考えられている.前年度の本討論会

において， 1番目と2番目のRBD(RBD1， RBD2)の立体構造と、 hU2AF65の標的RNAとの

相互作用の解析について報告した.今回，我々はRBD1とRBD2がタンデムにつながったタ

ンパク質について，標的RNAとの相互作用についてNMR法により解析を行ったので報告す

る.

【方法】

大腸菌による大量発現系を用いて， 2H (60%)， 13C，および15NIこより安定同位体標識さ

れたhU2AF65RBD1-RBD2 (195 a.a.)を調製した.測定条件は20mMリン酸ナトリウム緩衝

液 (pH6.5)中で，温度は303Kであり，装置はBruker祉のDRX600及びDMX500を用いた.

各種3次元NMRスベクトルを測定し，タンパク質単体での主鎖および側鎖の化学シフトの帰

属を行った.標的RNAの配列にはU4C2U4Gを用い， RNAを過剰に加えた条件で，結合状態

のhU2AF65RBD1-RBD2のスペクトルの測定および化学シフトの帰属を単体の場合と同様に

スプライシング、タンパク質-RNA相互作用、 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，きむいんしる， Michael R. Green，よこやま しげゆき
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行った.また， chemical shift perturbationの実験は， 0.3mMのRBD1-RBD21こ対して，モ

ル比1:0から1:10までRNAを加え，各段階で2DlH-15N HSQCを測定した.

【結果と考察1

hU2AF65 RBD1-RBD21こU4C2U4Gを混合した際に， RBD1-RBD2の化学シフトはFlgureの

ように変化した. RBDlとRBD2のドメイン部分に関しては， RBDlおよびRBD2のドメイン

単独に標的RNAを混合した際の変化と，ほぽ同様であった.このことは， ドメイン部分に関

しては，つながった状態でもドメイン単独の場合と同様のRNAの認識をしていることを示唆

している.

ドメイン聞のリンカー領域に関しては， RBDlに近いN末端領域は大きな変化を示した

が，中央の領域はほとんど、変化しなかった.このことはリンカー領域の中でもN末端側は認

識に関与しているが，中央の領域は認識には関与せず，立体構造も変化しないことを示唆し

ている. RNAとの複合体の立体構造が明らかになっているSxlやpolyA-bindingproteinの場

合は，タンパク質が標的RNAを認識する際にリンカー領域がヘリックス構造をとる.ケミカ

ルシフトパータベーション，アミドプロトンのNOEパターン，およびCSIデータとを考えあ

わせると， hU2AF65 RBD1-RBD2のリンカ一部分は，標的RNAを認識するに際して，ヘリッ

クス構造はとらないと考えられる.よって， hU2AF65 RBD1-RBD2の標的RNAの認識機構は

現在までに明らかになっているRBD-RNA複合体の場合とは異なっていることが予想され

る.
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P28 

立体選択的 2H/13C_二重標識芳香族アミノ酸の蛋白質 NMRへの応用

CREST1 東京都立大学2 理研 GSC3

0大木進野寺内勉 1 ')土屋征司ヘ早野俊哉1， 3 甲斐荘正恒 1 ') 

Application of stereospecifically deuterated arQmatic amino acids to protein NMR 

Shin-ya Ohki1， Ttsutomu Terauchi1へSeijiTsuchiya2， Toshiya Hayano1，3， 

and Mmasatsune Kainosho1，2 

CRESTJ， Tokyo Metropolitan Universitl， and RIKEN GSC 

Chemically synthesized (2S，3R)-組 d(2S，3S)司 [1，3-13C2，2_
15N， 3-2H]-aromatic 

amino acids， i.e. Phe， Tyr， Trp， and His， were efficiently incorporated into the 18.2 kDa 

E. coli protein， peptidyl-prolyl cis-trans isomerase b， EPPIb， by in vitro protein 

synthesis using a cell-free extract prepared from E. coli A19. Well-resolved Cp-Hp cross 

peaks were observed in the lH_13C HSQC spectra of the labeled proteins. Our discussion 

will be focused on the advantages of this labeling method over conventional strategies， 

such as uniform 15N，I3C-doubly labeling. 

[序] 蛋白質の分子量増加に伴う NMR信号の重なりや緩和時間の減少は，実

際の測定と解析において大きな問題となる.この困難を克服するための方法と

して，前者に対してはアミノ酸選択的標識技術，後者に対してはランダム重水

素化や選択的プロトン化が知られている.しかしながら，アミノ酸選択的標識

のためには蛋白質合成時に各アミノ酸の代謝拡散を制御する必要があり，他方

の重水素化試料は，側鎖の帰属や構造情報の減少という点で問題を抱えている.

今回，我々はこれらの手法の優れた面を組み合わせた安定同位体標識技術を報

告する.

立体選択的重水素化，無細胞蛋白質合成系，スペクトル単純化，感度向上

おおきしんや，てらうちっとむ，っちゃせいじ，はやのとしや，

かいのしょうまさつね
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h 

[実験] Hs位置に立体選択的重水素化 (proRのみ，若しくは proSのみを重水

素化したもの)を施した芳香族アミノ酸 (His，Phe， Trp，および Tyr) を化学的

な手法で合成した.化学合成したこれらのアミノ酸を取り込ませた大腸菌由来

のベプチジループロリル・シスートランス・イソメラーゼ b(EPPlb; 18.2kDa)を無

細胞蛋白質合成系で発現し，カラム操作を含む通常の生化学的手法で精製した.

精製した試料の NMRスペクトルを測定した.

[結果]無細胞蛋白質合成系は，代謝拡散なしにアミノ酸を目的蛋白質に取り

込ませるという利点のみならず，蛋白合成に必要なアミノ酸混合物の量が極端

に少量ですむという特徴を持つ.今回の実験では各アミノ酸 lmMを含む反応

溶液 8凶から 20mg前後の目的蛋白質を得ることが出来た.

EPPIbは NMR試料としては比較的大きな蛋白質(18.2ゆ a)であるが，

よく分離した高感度の信号を与えた.2種類の NMRスペクトルを以下に示す.

発表では，従来法である均一二重標識ならびにアミノ酸選択的標識試料のスペ

クトルとの比較をもとに，この手法の有用性を議論する.

図1.立体選択的 2HJBC-二重標識芳香族アミノ酸を取り込ませた EPPlbの IHsC

HSQCスペクトルの IHs-I3Cs領域の拡大図(右 ;proRのみ.左;proSのみ.) 
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新規タンパク質 SKLPの立体構造決定

(1東京都立大学・理 2CREST 3京都工芸繊維大学)

0狩谷英里 1 大木進野2 議辺俊明 1 平賀和三3 小田耕平3

甲斐荘正恒1、2

Structural determioa“00 Or a oovel Y'回 st・killertoxio-like proteio， SKLP 

Eri Kariyat， Shin-ya Oh恒三ToshiakiIsobel， Kazumi Hiraga3， Kohei Oda3， 

and Masatsune Kainosho1
•
2 

lGraduate School of Science， Tokyo Metropolitan University; 2CREST; 

3Department of Applied Biology， Faculty of Textile Science， Kyoto Institute of Technology 

A novel yeast-killer toxin-like protein， SKLP， isolated from the culture broth of Streptomyces 

平 F-287，shows cytocidal effects on both budding and fission yeasts， and also causes 

morphological changes on some yeasts and filamentous fungi. As the amino acid sequence of 

this 9.6 kDa protein has little similarity with other yeast killer toxins or proteins in general， 

we were interested in solving the structure of SKLP by NMR. The structure was determined 

by the standard heteronucIear multidimensional NMR method and was based on a total of 

1，189 NMR-derived restraints. The SKLP structure comprises two Greek key motifs with a 

short extra s-strand at the N-terminus. Unexpectedly， the overall structure of SKLP was 

found to be similar to that of the toxin isolated from the killer yeast Williopsis mrakii， 

although these toxic proteins share only 13% amino acid homology. 

[序論]

SKLP( Streptomyces killer toxin-like protein )は、放線菌培養液中から新規に見いださ

れた酵母回害性物質 (killertoxin)である。本物質は分子量約 9，600の蛋白質であり、

いくつかの酵母に対して形態変化を誘起し殺菌的作用を示す。しかしながら、 SKLP

は他の killertoxin、さらには既知の蛋白質とのアミノ酸配列相同性が無く、その阻害

対象となる酵素については全く不明である。本研究では、 SKLPの立体構造を多核種

多次元 NMR法を用いて決定し、標的酵素の手掛かりを探る。

SKLP、killertoxin、crystaIlinsuperfamiIy、多核種多次元 NMR、立体構造決定

かりやえり、おおきしんや、いそべとしあき、ひらがかずみ、おだこうへい、

かいのしようまさつね
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ヒトシスタチン A 二量体の立体構造解析

(1東京都立大学院大学理学研究科・ 2CREST)

。大野綾子 1、田代充 1、児嶋長次郎2、楯真一 1、須田真輔 1、

梶裕之 1、甲斐荘正恒 1，2

Solution structure of the human cystatin A dimer 

CGraduate School of Science， Tokyo Metropolitan Univer幻ty，

2CREST， Japan Science and Technology Corporation (JST) ) 

Avako Ohllil¥ Mitsuru Tashiro1， ChojiroKojima2， Shinsuke Suda1， 

Shin-ichi Tate1， Hiroyuki Kaji 1， and Masatsune KainoshoL2 

The protein cysteine proteinase inhibitor， cystatin A. forms an inactive dimer via thermal 

or acid denatured states， The dimer is thermodynamically very stable， and the dissociation to 

monomers occurs only by denaturation， It is well known that other cystatins， belonging to 

families 1 and 2， commonly form dimers under various conditions. Much attention has been 

directed to this phenomenon， since the thermaIly unstable L68Q mutant of cystatin C， which 

is thought to be responsible for the familial HCCAA syndrome， forms a dimer even under 

physiological conditions. This dimer formation has been assumed to be the initial step 

toward subsequent amyloid fibril formation. The NMR characteristics of the cystatin A 

dimer， which has not yet been proven to form such amyloid fibrils， are very similar to those 

reported for the dimer of L68Q cystatin C and also to those of the other cystatins. Therefore， 

the structural determination of the cystatin A dimer has become a crucial issue. We now 

report the NMR structure of the cystatin A dimer， which represents the first cystatin dimer 

structure ever determined. 

盆立盈ζ

シスタチンは、 100--120残基からなるシステインプロテアーゼインヒビターで、

植物から動物に至るまで広く存在している。また、シスタチンはアミノ酸配列の相

シスタチン A二量体、立体構造、アミロイド繊維体

おおのあやこ たしろみつる こじまちょうじろう たてしんいち すだしんすけ

かじひろゆき かいのしようまさつね
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同性からシスタチンスーパーファミリーという一群の類縁蛋白質を構成している。

このスーパーファミリーは、分子量及びジスルフィド結合の有無等により、三種類

のファミリーに分類される。ここで対象としているシスタチン A (l1KDa)は、タ

イプ 1に属しており、 83.30Cと高い熱変性温度を持つ安定なインヒビターである。本

研究室では、これまでにシスタチン Aの阻害活性機構を解明するために、 NMR法を

用いて野生体及び変異体の立体構造解析を行ってきた。これらのー連の研究におい

て、熱、酸などの変性状態から refoldさせる過程で、不活性型シスタチン Aが多量

に生成されることを見いだした。この不活性型シスタチン A は、 SDS-PAGE、質量

スペクトル、ゲル鴻過クロマトグラフィ一等の結果より、極めて安定なダイマーで

あることがわかった。また、最近の研究より、シスタチン A に見られるようなダイ

マー形成が他のシスタチン類においても見られる共通の性質であることが明らかに

なってきた。中でも特に、タイプ2に属するシスタチン Cに関しては、 L68Qvariant 

がシスタチン Cアミロイド脈管障害 (HCCAA)を引き起こす脳内出血の原因とな

っているアミロイドファイパー形成に関与していることが知られており、さらに、

ファイパー形成の初期過程でダイマ一生成が関与している可能性が考えらている。

このシスタチン類の重要なダイマーについて調べるために、 NMRによる構造解析が

試みられた。野生体シスタチン C ダイマーに関しては、主鎖のシグナル帰属まで完

了しており、化学シフト変化より、プロテアーゼとの相互作用に関与している二つ

の活性ループがダイマー形成に関与していることが明かとなった。しかし、これ以

上の詳細な解析はなされておらず、他のシスタチン類のダイマーに関しても構造に

関する知見は全く得られていない。本研究ではシスタチン類におけるアミロイドフ

ァイパー形成過程の知見を求めるために、多次元 NMRを用いてシスタチン A ダイ

マーの立体構造解析行った。

進塁

lH_15N HSQCスベクトルではシグナルは一組しか観測されなかったため、このダ

イマーは二回対称軸をもつことがわかった。また、主鎖の lH、15N の化学シフト変

化は、シスタチン C ダイマーと同様に、活性に関与している二つのループ領域に局

在しており、特に第一活性ループにおいて顕著な違いが見られた。次に、ダイマー

のinterfaceを決定するために、 15N・及び 13C_ラベルした試料から isotopicallyhetero dimer 

を作成し、ダイマーの interfaceに関与しているアミドプロトン残基の同定を行った。

その結果、ダイマーの interfaceは、 β-strand2 (β2)とβ-strand3 (β3)の間及ひ'α

ヘリックスとβシートの間であることが分かった。 (Fig.1)さらに、 TROSY-HNCO

スベクトルより、分子間の水素結合の直接観測を行った。その結果、 β2とβ3の間
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細施分裂に関与する YhhP蛋白質の構造と性質:CPXPモチー
フにおける点変異の効果について

(東京薬科大学名古屋大学農学部三農水省生物資源研、) Oi白輝久

神藤平三郎田代桜子水野猛加藤悦子ヘ山崎俊正 3

Structural and functional studies of a Escherichia coli protein YhhP implicated in a cell 

division; the efTect of point mutations on CPXP motif 
(School of Pharmacy， Tokyo University of Pharmacy and Life Sciencel， Laboratory of 
Molecular Microbiology， School of Agriculture， Nagoya University2， Structural Biology Unit， 
National Institute of Agrobiological ResourcesJ

) Teruhisa Tomaril， Heisaburo Shindol， 
Sakurako Tashirol， Takeshi Mizuno2， Etsuko Katou" Toshimasa YamazakP 

YhhP is a small E. coli protein consisting of 81 amino acids. Although the precise 

biological function of this protein is not well understood， genetic studies have implicated that 

this protein plays an important role in a cell division. In addition， the three-dimensional 

solution structure of native YhhP was previously determined by NMR spectroscopy. It folds 

into a two-Iayered a/s-sandwich structure with sαPαss fold. The s 1 strand and α1 helix in 
the N-terminal region are connected by a sequence motif CPXP. Bacterial gene database 

analysis revealed this sequence motif CPXP to be highly conserved among proteins， which 

have high sequence homology to YhhP. In this study， we have created several point mutants 

in CPXP motif to examine the role of this motif in terms of structural stabilization using CD 

and NMR spectroscopy. 

Yhhp蛋白質は大腸菌の細胞分裂に関与する 81aaからなる小蛋白質である。その

欠失変異体株は栄養豊富な培地中での成長曲椋の logphaseにおて異常な繊維状の細

胞を形成するが、定常状態では正常な細胞に戻る。ゲノムデーターベースを検索し

たところ、 YhhPと相向性の高い小蛋白質が多くのバクテリアにおいて共通に存在し、

それらのいずれも共通配列モチーフ CPXPを持つことが示された。点変異の実験か

らこのモチーフは機能的にも重要であることが示唆された。一方 NMRにより決定し

たYhhPの立体構造の考察から、このモチーフは構造安定化にも寄与していることが

示唆された。このことを明らかにする為に、今回、共通配列モチーフである CPXP

のアミノ酸置換を行い、YhhPの構造安定化におけるこのモチーフの役割について CD

とNMRを用いて検討した。

Figu閃 1にNMRによる YhhPの溶液構造を示す。この構造は、 pαRα仰の配列をも

ち、混合s-sheetの4本鎖と 2本のα鎖からなる 2層の即日サンドイツチ構造である。

CPXPモチーフは最初のsI鎖とαI-helixとの間のターン領域に位置し、 αI-helixの安

定化に寄与していることが示唆された。 s3鎖は Va164-Ala65においてs-bulge構造を

もっ。また、 α2・helixはPro53の存在により少し曲がっている。

キーワード NMR，CD， point mutation， CPXP motif， cell division， protein stabilization 

著者ふりがな:とまり てるひさ、しんどう へいさぶろう、たしろ さくらこ、みずの たけし、
かとう えっこ、やまざき としまさ
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(a) (b) (c) 

c c 

Figure 1. Three-dimensional structure of YhhP 
a) The best-fit supe中os~tion of 20 energy-minimized backbone structures. b) Ribbon diagram 
ofthe energy-minimized average structure ofYhhP. c) Close-up view ofthe CPXP motif: 

これまで構造決定された蛋白質の中でα/戸サンドイツチ構造は PDBデータベース

に多数見い出されているが、 YhhPと同じPαPα仰のトポロジーをもつものはほとん

どなく、唯一、転写開始因子の C 末端ドメイン(IF3C) のみが報告されている。こ

れらの聞ではアミノ酸配列の相同性はほとんど認められないにも関わらず、三次構

造の類似性が認めらた。 (4本のp鎖と 2本のα鎖に対する骨格原子の r.m.s.dは1.8A

であった。)さらに、 YhhPと1F3Cのα1上の電荷分布に相向性が認められることか

ら、 YhhPが RNA結合蛋白質である可能性を示唆され、現在その可能性を調べてい

る。

先に、共通配列モチーフ CPXPが安定なα/sサンドイツチ構造の保持にも重要らし

いことを述べた。このことを明らかにする為に CPXPモチーフの Pro20，Glu21， Pro22 

をAlaもしくは Lysに置換した変異体(P20A，P22A)， P20A， E21K， E21Aを作成し羽由P

の構造の安定性に及ぼすこれらの点変異の効果について検討を行う為、変性過程を

CDとNMRにより解析した。その結果 wild勾peに比べ、変異体 (P20A，P22A) は

安定であり、P20Aは不安定、E21Kは常温では部分的に unfoldしていた。変異体(P20A，

P22A)の安定性は 13Cαの化学シフト差から明かのように (Figure2)α1・helixがN端列

3残基ほど伸びたことによるものと推察される。

1 0 

5 8 

36 
~ 4 
=~ 

雪を 2
，~~ 0 

5 ・2

u -4 
5 1 5 55 65 75 

Residue number 

Figure 2. Chemical shift deviations of each residue in double mutant， (P20A， P22A) 
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二次元NMR法によるリボヌクレアーゼ:T1の熱変出品程の解析

(東京薬大・生命科学中央分析センター2)

0松浦久恵佐久間千勢子2 前田正洋小島正樹高橋健治 l

Thennal Unfolding of Ribonuclease T 1 Studied by Two-Oimensional NMR Spectroscopy 

ISchool of Life Science and 2Central Analytical Laboratory， Tokyo University of Pharmacy 

and Life Science 

Hisae Matsuural， Chiseko Sakuma2， Masahiro Maedal， Masaki Kojimal， and Kenji 

Takahashil 

RNase T1， a guanyloribonuclease secreted by Aspergillus oryzae， is a single-chain globular 

protein consisting of 104 residues. Various studies on unfolding/refolding of this protein have 

been perfonned. It was reported that the unfolding of RNase T 1 was a reversible， two-state 

transition and that the refolding process was rate-limited by proline-peptide isomerization. In 

the present study we perfonned thennal unfolding experiments using 20 NMR. The results 

showed that the molecule was unfolded with the concomitant and extensive distortion of the 

secondary structures whereas the proline-peptide bonds involving Pro39 and Pro55 remained 

in cIs-form. 

[序]リボヌクレアーゼ:T1 (RNaseT1) は，コウジカピAspergillus0ηzaeが生産する，

104アミノ酸残基から成る l本鎖球状蛋白質で， RNA中のグアノシン-3'-リン酸部分

を特異的に切断する.本酵素の構造，機能に関しては，これまで多くの研究がなされ

ており，立体構造は， X鰍吉晶解析， NMRにより決定されている 1，2 一方，リボヌ

クレアーゼ類の変性・再生実験も，古くから行われており，本酵素に関しては，以下

のことカ宝わかっている.

1)変性は可逆で，二状態転移でよく近似できる， 2)分子中に 2本存在する S-S結合

を切断，カルボキシメチル化しても，安定性は減少するが，正しく巻き戻る， 3)巻

き戻り過程の速度論的解析から，数ミリ秒以内に大部分の二次構造が形成し，その後

分から時間のオーダーで， 2段階のプロリンペプチド結合のシスートランスの異性化

(Ser44-Pro55の異'性化→Tyr38-Pro39の異性化)により正しい構造が形成される.

一方，変性過程に関しては，二状態転移から予想される単純な指数関数型減衰を示す

以上のことは知られていない.上記実験の多くは， CO，蛍光， OSC等分子の global

な指標に基づいている.これに対し， NMRは，帰属したシグナルをプロープとする

ことにより， localな観点から解析することができる.我々は以前，一次元NMRによ

リボヌクレアーゼTt，熱変性，二次元NMR

まつうらひきえ，さくまちせこ，まえだまさひろ，こじままさき，たかはしけんじ
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る熱変出品程の追跡から，分子構造中離れた部位に存在する Asn81主鎖とIle90側鎖

が同じ挙動を示すことを明らかにしたえ本研究では，二次元 NMRを用いてさらに

詳細に解析し，変性に伴う分子内変化の様子を立体構造中でマッピングした.

[方法] 二次元 NOESY測定は，蛋白濃度 lmM， pH5ム混合時間 150msでBruker

DRX・5∞で， 40"C ~560Cの各温度で、測定した.常温，同一条件で、既に行った帰属 4 に

基づき，各温度におけるシグナルの移動，強度変化を解析した.

[結果と考察]40"C ~52"Cの聞は，スペクトルに大きな変化はなかった. 54"Cで一部

のシグナルに変化が見られ， 56"Cではランダムコイルと同様のスペクトルになった.

従って 400C~520C ， 52~540Cの各過程で，消失した NOE ピーク，強度が減少した NOE

ピークを帰属した.帰属の結果から，以下のことがわかった.

40~52"C : 1)分子中の αヘリックスのピッチ間の距離が増大し，ヘリックスがらせん

軸方向に構造変化を起こした.2)幾つかのループ部分の角度が大きくなり，ループの

頂点を中心としてペプチド鎖が幾分聞いた構造をとるようになった.

52~540C: l)d，αN(i， i+3)等ヘリックスに特徴的な NOEが消失し，ヘリックスが崩壊し

た.2) sシートを構成するストランド間およびストランド内の NOEが消失し， ;3構

造が崩壊した.3)ヘリックスの崩壊に伴い，ヘリックスと側鎖同士で相互作用してい

る領域 (T中日~Ala75) 内の NOE が消失した.

以上のことから， 40~52"Cで若干その兆しが見られるものの，ヘリックス， ，3シート

とも大規模な崩壊が52~540Cで起こったことがわかった.これら二次構造セグメント

間で壊れやすい領域，壊れにくい領域は特に確認されなかった.また，主鎖，側鎖と

もに変化していることから，二次構造，三次構造レベルでの変化の違いは見られず，

分子全体が一様に構造変化したと考えられる.上記意味で，変性の協同性は極めて高

しE

また， 54 "cでスベクトル測定後に一部会合が観察されたが，この会合は二次構造の崩

壊と対応している.

一方， 54
0
Cにおいても， Ser44-Pro55， Tyr38-Pro39の両プロリンペプチド結合はシス

型のままであった.このことは，巻き戻り過程の律速段階であるプロリンペプチド結

合の異性化は，変'性過程で、は律速段階になっていない，即ち，巻き戻り過程と変ti:i畳
程はミクロのレベルでは異なった経路をとることを示している.

[文献]

1. Heinemann and Saenger (1982) Nature 299， 27-31. 

2. Pfeiffer et al. (1997) J. Mol. Biol. 266，400-423. 

3. Kojima et al. (1994) FEBS Lett. 351，389-392. 

4. Kojima et al. (1995)よBiochem.118，710-716. 
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ダニアレルゲン Oer"f2の立体構造と抗体認識

(日本女子大理1、都臨床研?、アサヒビァル食薬研ベ北大院薬旬
。市川さ?り M 、畠雪秀樹へ高守敏朗。、西山千春。、結城敏文。、

小椋賢治、奥村康、稲垣冬彦

Tertlary Structure of Mlte Allergen Der f 2 and Recognltlon by Antlbodles 

S釧肋ik制 a，.2，H凶ekiH翻 n紘a2，To油iroTakaJ-3， Chiharu Ni由i阿 na3，To由ifumiYuuki3， 

K田 IjiOgura4， y，組JshiOkumura3，街、dFuyuhiko In勾aki4

'Ja凶nWomen's University，叶okyoMetropolitan Instit凶eofM剖iCaIScience，宅A田 hiBreweries Ltd"， 

4Hokkaido University 

House dust mi協伺llseh回.vya釦picdis伺 S回 such値踏出ma姐 ddermatitis. Among 
all釘 gensfrom 伽 matopJ昭o肱 'sfarinae， Der f 2 shows白ehighest positi.ve rate for aωpic 
patients. We ha.ve de飽rmined組 drefmed也etertiary stru伽 reofDerf 2 by N恥m..To identify 
也e19E epiωpe region of DI汀 f2， binding exp釘Imentsw釘e伺 rriedout be何回n組組gen祖 d
two mOsi∞:lonal姐 tibodi民 加 也 ofwhich inhibit binding of human IgE血 tibody.The 
monoclonal antibodi四 weusedwere泊町tIgGs (150kD抱).Wefound白紙additionof de飽rgent
W回 k四吋也eb也dingbetw田 n姐 tigen姐 d血 ti恥dies，姐df:羽且匂凶 observationof the peak.s 
relatedωbinding region of antigen. 

[序]コナヒョウヒダニ Derrnatophagoldesfm古Jaeやヤケヒョウヒダニ D.pteronysslnusとい

ったハウスダスト中のダニは、アトピー性皮膚炎や気管支輪息などの症状を引き起こす最も重要なア

レルゲンの発生源である。そしてDerf2およびDerp 2と命名された2型アレルゲン蛋白質は、大

部分のダニアレルギー患者が陽性を示すいわゆるメジャーアレルゲンであり、医学的に重要な分子で

ある。 我々はDerf2(129残基)の立体構造をNMRを用いて決定したが(1)、今回さらに構造の精

密化を行った。またDerf2のモノクローナル抗体2種についてそれぞれ民rf2との結合実験を試み、

その結果、抗体との結合に関与するDerf2側の残基について情報が得られたので報告する。

[方法]量車生:Derf2は140mMN-octyl-Il-D-glucosideの存在下、 90%Hρ/10%D.0溶媒に

溶解し、 pH5.6のNMR試料とした。前回の試料濃度は1.5mMであったが、精密化には2.7mMの試

料を作製し用いた。 3次元日N吋対ltedNOESY， 13Cマ対itedNOESYを55'Cで測定し、構造計算はx-
PLORv3.1を用いてsim叫atedarm回並19法で行なった。

益金室It:モノクローナル抗体はインタクトIgG(分子量150kDa)の形で用いた。複合体が高分子

量になりシグナルの直接観測に困難が予想されたため、界面活性剤存在下で実験を行なった。これに

より抗原抗体の結合を適度に弱めて速い交換を実現し、抗体添加によるピークのブロードニングを

観測することを狙った。実験では2種類のモノクローナル抗体 15E11、13A4をそれぞれ 60mMN-

cx;tyl-IT-D-gluc四 ideを含む300μM日N-Derf2に添加していき、 lH-15NHぬCスペクトルを測定

した。

キーワード:立体構造 抗体認識 アレルゲン

いちかわさおり、はたなかひでき、たかいとしろう、にしやまちはる、ゅうきとしふみ、おぐらけん
じ、おくむらやすし、いながきふゆひこ
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パのブロードニングによると選考えられるビ…グのi認さの減少が観測された。 1ら 1 と 1~)A4 で符

られたスペクトんのど…ィケのおさを比較し、怠に滅ノかした残j去を精精化した¥'r体構造上に色分けし

てマッピングした(間)。 ムつの抗体こ仁ピトーブ領域はそれぞ、れタンパケ繁表耐の異なる範闘に

のも 1立なりがないことがわかった。こめ

るという結果と矛活しない(2)。またー

タより、日El では f2の引1.H74 

れるということがわかっている(;))。

これらの霞襖銭慕を含んでいる。

寄与することとは加なので、 i弱者で完全に
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高等植物の His-Aspリン酸転移情報伝達系B型レスポンス

レギュレータ DNA結合ドメインの立体構造

0細田和男*、八田知久*、加藤悦子*、水野猛?、山崎俊正*

(*農水省農業生物資源研究所、 ?名古屋大学農学部)

N勘皿Solu伽 nStructure ofB-Motif， a DNA-Binding Domain ofType-B Response Regulator for His-Asp 

Phosphorelay Signal-Transduction System in Higher Plant' 

KazuoHoso伽犬 TomohisaHatt♂， Etsuk:o Kato*， Takeshi Mizunot， Toshimasa y，創nazaki*

* Nationallnstitute 0/ Agrobiological Resources (NlAR) ， 

↑Schω'10/ Agricu/lωral sciences，胸 gの'aUniversity 

回 s・Aspphosphorelays， made up of “sensor"，“re唱ponseregulators" and“phospho回 nsmit旬rs"，are 

evolution創y・con総 rvedpow町向1biological tactics for intraω:l1u1ar signal transuduction. The higher plant， 

Arabidopsis t.加liana，has more白an10 members of the regu1ator fami1y白紙 canbe c1assified into two distinct 

subtypes， type-A and type-B.τ'he latter regulators are c1early distinguished from the former by the慌 istenceofa 

∞mmonmotif但-motit)∞nsistingof ca. 60 amino acids at出町C-t叩 nini，al血ough白eprecise function of血is

motif is unknown. In白isstudy， we have determined solution structure of B・motifby NMR spectros∞py. It 

∞nsists of three helices ∞ntaining a helix-tum-helix motif. In addition， surface charge distribution of B・motif

shows significant simi1arity to血oseof DNA-binding homeodomains. A蜘uct町 e-b鎚edhypothe哩is，derived 

from these resu1ts， that B-mo泊fserves錨 aDNA-binding domain has been experimentally∞凶rmed

[緒言]

His-Asp リン酸転移シグナル伝達は、原核生物にもっとも普遍的に見られる細胞内情報伝達機構で

ある。一般に、このシグナル伝達機構は、 His-キナーゼセンサ一、レスポンスレギュレー夕、及び、

両者の聞でリン酸化を仲介する HPtドメインの3種のシグナル伝達因子で構成される。近年、高等

植物においてもこのバクテリア型His-Aspリン酸転移シグナル伝達機構が多様な環境シグナル応答

に利用されている事が明らかにされ、シグナル伝達因子が特定されつつある。シロイヌナズナにおい

ては、すでに 10種類以上のレギュレータが同定されており、これらはA型とB型に大別される。

B型レギュレータはレシーバドメインの下流に 60残基程度の共通のモチーフ (Bモチーフ)を有す

る点で、 A型レギュレータと明確に区別される。さらに、両者はその発現様式や生化学物性において

も明確な相違を示すことも明らかにされている。したがって、両者は高等植物の日s-Aspリン酸転

移シグナル伝達系において各々固有の役割を担っていること、さらには、その相違は Bモチーフの機

能に起因するものと推測される。しかし、残念なことに、 Bモチーフの機能は不明である。本研究は

Bモチーフの高次構造を NMR法により解析し、その結果を基にBモチーフの機能を解明する糸口を

見いだそうとするものである。

団 s-Aspリン酸転移情報伝達、 DNA結合蛋白質、レギュレー夕、多次元NMR、溶液構造

0ほそだかずお、はったともひさ、かとうえっこ、みずのたけし、やまざきとしまさ
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GABAA受容体相関タンパク質-GABARAPーの立体備造解析

(富山医薬大薬¥北大院理2、九大院歯3) 

O 河野隆英¥三浦和紀¥藤谷直樹1ヘ兼松隆3、平田雅人3、新田勝手If、河野敬一1

Structural analysis of the y -aminobutyric acid type A receptor associated protein， GABARAP 
， Faculty of Pharmaceutical Sciences， Toyama Medical and Pharmaceutical University， 
Toyama 930・0194，Japan 
2 Division of Biological Sciences， Graduate School of Science， Hokkaido University， 
Sapporo 060・ 0810，Japan 
3 Cellular and Molecular Biochemistry， Graduate School of Dental Sciences and Kyushu 
University Station for Collaborative Research， Kyushu University， Fukuoka 812・8582，Japan 
Takahide Kouno'， IくazunoriMiura'， Naoki Fujitani'ヘTakashiKanematsu¥ Masatoトlirata

3，
Nitta Katsutoshi

2， and Keiichi Kawano' 

y -Aminobutyric acid type A receptor (GABAAR) associated protein， GABARAP was 

identified as a protein interacting with the GABAARs subunit y 2L. GABARAP is found in 

postsynaptic membrane of inhibitory nerve terminals. GABARAP is believed to play a mediatory 

role of the interaction between GABAARs and a scaffold protein， gephyrin. Moreover， recent 

study indicates that GABARAP is also highly concentrated in intracellular compa代ments，

implicates GABARAP is involved in targeting to plasma membrane and sorting of GABAARs. 

In the present study， we have started the Structural analysis of GABARAP in order to clarify its 

mediatory mechanism. We prepared '5 N -labeled and '3 c!' 5 N -labeled proteins and measured 

the double-and triple-resonance NMR spectra. The assignments and structural calculation are 

In progress. 

【はじめに】

GABAA受容体は抑制性神経終末に存在する五量体タンパク質である。これまでの研究により GABAA

受容体が細胞膿に発現されるためには、細胞膜下で受容体の足場となるタンパク質、 gephyrinが不

可欠であることが示されているが、生化学的に両者が相互作用するという結果は得られていない

(1 ).これらの事実から両者の相互作用を媒介する因子の存在が示唆されており、 7・aminobutyric

acid receptor associated protein (GABARAP)もその 1つである。 GABARAPは GABAA受容体

のy2Lサプユニットと相互作用し、また tubulinとも結合することが分かつている。最近になって

細胞質でも発現しており (2)、GABAA受容体の細胞膜へのソーティングやターゲティングに関

わっているものとされている.今回GABARAPの備造を解明することにより、これらの機能との情造

GABARAP、GABAA受容体、 tubulin、立体僧造解析

こうのたかひで、みうらかずのり、ふじたになおき、かねまったかし、ひらたまさと、

にったかっとし、かわのけいいち

172 



活性相闘を考察する。

また、 GABARAP と 57 % のアミノ量産配列の相向性を示す、 Goldi - associated ATPase 

enhancer、GATE-16 の構造が最近になって解明され (3)、これによると GATE-16 は ubiquitin

フォールドの N 末端に 2つの helixが付加した情造を持つ.GATE-16はゴルジ体で物質輸送に関

わっており GABARAPと比較することによって、両者の僧造の類似点や相違点が機能にどう関わって

いるのかについても考察したい。

【実験】

大腸菌を用いて GABARAPを GST融合タンパク質として発現し、可溶性画分を回収してトロンビン

処理を行った後、アフィニティークロマトグラフィ一、イオン交換クロマトグラフィーにより精製を

行った。最小培地を用いて、 lSN_ラベル体、 13C!，SN_ダブルラベル体を作成した。 NMRスペクトル

の測定には BrukerDMX-500を用い、 TOCSY-HSQC、lSN_edited NOESY、HNCA等により帰属を

行った。

【結果と考察】

作製した読料を用いて、 GABAA受容体 T2Lサブユニットとの結合実験を行ったところ、 invitroで

の結合活性を有し、精製条件等に問題がないことを確認した.

NMR測定に関しては、良好な1H_'SN HSQCスペクトルが得られたものの、 TOCSYスペクトルに関

しては側鎖プロトン由来のピークがほとんど得られず、帰属は困難であった.しかし、 lSN_ edited 

NOESY スペクトルを参考にして帰属作業を進め、現在までに主鎖のシグナル帰属はほぼ終え、側鎖

プロトンの帰属を進行中である。

【参考文献1

1 ) H. Betz， Nature Neurosci.， 1， 541・543(1998). 

2) M.Iくneussel，S. Haverkamp， J. C. Fuhrmann， H. Wang， H. Wassle， R. W. Olsen， and H. Betz， 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 97， 8594・8599(2000). 

3) Y. Paz， Z. Elazar， and D. Fass， J. 8;01. Chem.， 275， 25445・50(2000). 
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イヌミルクリゾチームの折り畳み中間体の重水素交換反応による

解析

(北大院・理 1、北工研 2、バリアンジャパン 3)

0小橋川敬博 lぺ水口峰之出村誠小柴琢己

久米田博之 1，2 根元暢明 3 津田栄 2 新田勝利 I

Hydrogen Exchange Study of the Folding Intermediate State of Canine Milk 

Lyso司rme

Y oshihiro Kobashigawa 1ぺMine戸udMizuguchi 1 ， Makoto Demura 1， Takumi Koshiba 1， 

Hiroyuki KumetalへNobuakiNemot03， Sakae Tsuda2， Katsutoshi Nittal 

IDivision ofBiological sciences， Graduate School ofScience， Hokkaido University， 

3Hokkaido National Industrial Research Institute. 

3 Varian Technologies Japan Ltd. 

Information about the folding intermediate (FI) state is indispensable to elucidate 

protein folding mechanism. In general， the intermediate species are accumulated transient1y， 

whose life time is too short to be studied. It has been known that some proteins takes on the 

partially unfolded intermediate state (i.e.， molten globule state: MG). In the present study， 

we examine the relationship between FI and MG states for canine milk lysozyme (CML) by 

hydrogen exchange methods by using NMR spectroscopy. 

Numbers of amide protons appe紅 edto have slow H心 exchangerates in both FI 

and MG states of CML. These amides participate in the secondary structure elements， 

which are constructed in the native state. The pattem of protection from hydrogen exchange 

is similar between these species. Hence， FI and MG states are thought construct almost the 

same structure. Moreover， in both species， amides with most resistant to hydrogen exchange 

are mainly located in the interface region ofα-helices. This data indicates that the topology 

of α-helices in both states are the same as that of the native state. These data imply that 

each FI and MG species of CML contains cooperative interactions between the secondary 

structural motifs， which may be formed in the early stage ofthe protein folding process. 

Key Words: molten globule， lysozyme， folding， hydrogen exchange， CSI 

こばしがわ よしひろ、みずぐちみねゆき、でむら まこと、こしばたくみ、

くめたひろゆき、ねもと のぶあき、つだ さかえ、にったかっとし
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【緒言】

蛋白質の折り畳み機構を解明することは生命現象を理解するうえで重要であり、

そのためには蛋白質の折り畳み過程において蓄積する中間体に関する知見が必要

になる。リゾチームは安定な蛋白質であり、熱、 pH、変性剤など様々な条件の変性

に対して高い可逆性を示し、かっ変性過程が天然状態と Unfolded状態の聞の単純な

2状態間の平衡反応として表されるために、蛋白質の Foldingを研究する上で格好の

モデ、ルとして研究されてきた。近年、我々はリゾチーム群の中で例外的にイヌミル

クリゾチーム(CanineMilk Lyso勾引e:CML)の変'性過程について、1)単純な2状態聞

の平衡反応ではなく 3状態間の平衡反応として表されること、2)部分的に変成した

中間体である MoltenGlobule 状態(MG)が蓄積すること、 3)高い割合の 2次構造お

よび3次構造を有していること、4)これまで報告のあるリゾチームー α ーラクトア

ルブミン ファミリーの MG状態の中でも最も安定であることを報告した (1)・ (3)。

本研究では、 CMLの MG状態と折り畳み中間体の構造的な相違について重水素交

換反応を NMRを用いて観測する手法により検討した。

【実験1
CMLは大腸菌体内に不溶性頼粒として発現させた後 thioredoxinを用いて

refoldingした(4)0NMRスベクトルの測定には VarianUnity-Inova 500を用いた。天然

状態の帰属は pH4.5， 30
o
C， 10%重水中において測定した一連の 2重共鳴および3重

共鳴多次元NMRスベクトル群を用いて行った。MG状態の帰属はpH2.0， 30
o
C， 10% 

重水中において同様に行った。カノレボ、ニル炭素の化学シフトはランダムコイル状態

においても化学シフトの分散が広いことが知られている(5)。そこで、 MG状態の帰

属に関しては(HCA)CO(CA)NHおよびHNCOを測定し、カルボニル炭素の化学シフ

トを用いた連鎖帰属法も利用した。重水素交換反応実験では、目的とする分子種が

観測される条件下において一定時間反応させた後に pH4.5にし、すべての分子種を

天然状態にして反応を停止しPH)5N}HSQCを測定した。 NMRデータの処理には

NMRpipeを用しk スベクトルの帰属とピーク体積、強度の算出に XEASY，PIPP， 

STARP，CAPPのプログラム群を用いた。

【結果と考察】

① 重水素交換反応

Fig. 1はMG状態および FI状態の各残基の重水素交換反応への耐性の度合いを

示したものである。パーが高いほど耐'性が高いことを示している。 CMLのMG状

態における重水素交換反応に対する耐'性のパターンを折り畳み中間体のものと比
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較した。アミノ酸残基ごとに見ていくと、 MG状態では保護されているものの折り

畳み中間体では保護されていない残基や、逆に折り畳み中間体では保護されている

がMG状態では保護されていない残基もいくつか見出されたが、大きな違いは見ら

れずずほとんど同じで、あった。また、ヘリックス単位で見た溶媒露出性のパターン

も両者でほとんど同じであった。 CMLは天然状態において 4本の α ーヘリックス

を有しているが、 A，s-ヘリックスが最も重水素交換反応への耐'性が高く、これらに

続いて D，C・ヘリックスの耐a性が高かった。また、ヘリックスの界面領域は重水素

交換反応に対して強い耐性を示していた。このことは、これら 2つの分子種の α ー

ヘリックスのトポロジーが天然状態のものと類似していることを示している。これ

らの結果は 2つの中間体が協同的な相互作用により形成されていること、これらの

相互作用が折り畳みの初期の段階にすでに形成されていること、折り畳み中間体と

MG状態が構造的に類似したものであることを示唆している。

② Chemical Shift lndex 

Fig_ 2はChemicalShift lndex法により予測された2次構造要素をプロットした

ものである。天然状態では CMLには 4本の α ーヘリックスが存在するが、そのう

ちの A，s， D-ヘリックス領域はヘリックス性を示しており、 C-ヘリックスについ

ては C末端側の半分だけがヘリックス性を示していた。また、これらの領域にはα

，ヘリックス特有の NOEパターンも一部観測されており、これらの領域にαーヘ

リックスが形成されていることを示唆していた。現在、 long-rangeNOEの解析を

行っている最中である。発表ではその結果についても報告する予定である。

References 
1. Kikuchi M， Kawano K， Nitta K. CaIcium-binding and structural stability of echidna and canine milk 
lysozymes. Protein Sci 1998;7:2150・2155.
2. Koshiba T， Yao M， Kobashigawa Y， Nakagawa N， Isao T， Kuw司jimaK， Nitta K. Structure and 
theramodynamics of the ex甘aordinarystable molten globule state of canine milk lysozyme. Biochemistry 
2000; 39:3248・3257.
3. Kobashigawa Y， Demura M， Koshiba T， Kumaki Y， Kuw司jimaK， Nitta K. Hydrogen Excahnge Study of 
Canine Milk Lyso勾Iffie:Stabilization Mechanism of the Molten Globule. Proteins Struct Funct Genet 
2000;40， 579・589.
4. Koshiba T， Hayashi T， Ishido M， Kumagai 1， Ikura T， Kawano K， Nitta K， and Kuwajima K. Expression 
of a Synthetic Gene Encoding Canine Milk Lysozyme in Escherichia coli and Characterization of the 
Expressed Protein. Protein Eng 1999a;12， 429・435.
5. Yao J， Dyson HJ， Wright PE. Chemical shift dispersion and secondary structure prediction in unfolded 
and partly folded proteins. FEBS Lett 1997;419，285・289.
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RecAのDNA結合部位の解析

( I理研・遺伝生化学科技団・ CREsn

0美川務1.2伊藤隆1.2八森由貴子粛藤雅子柴田武彦1.2

Analysis of DNA binding site of RecA protein 

<，Cellular and Molecular Biology Laboratory， RIKEN; 2CREST， JST) 

OTsutomu Mikawa1
へ

Yutakalto1

へ
YukikoHachimori1， Masako Saito1 and Takehiko Shibata1.2 

RecA protein is essential for homologous genetic recombination and promotes strand exchange 

between two DNAs. We prep紅 edN-termInal domain of RecA and analyze its DNA binding ability， 

using heteronuclear NMR spectroscopy. 

The 2D lH)H NOESY spectrum of a s戸ltheticpeptide corresponding to the N-termInal domain of 

RecA did not show any feature characteristic of an ordered structure. However， upon the addition of 

12mer(dC) to the N-termInal domain， inter-and intra-molecular NOEs were observed. As the next 

step， we prepared 15N labeled N-termInal domain of RecA. Complete backbone resonance assignment 

of N-termInal domain， both in the absence and presence of ssDNA was obtained. These results 

suggested that the N-termIna1 peptide folded into a compact domain upon ssDNA binding. Further 

structural analysis of the N-termInal domain bound to DNA is in progress. 

[序]
RecAは DNA相同組換え反応において中心的な役割を果たす蛋白質であり， DNA組換

え修復や， DNA傷害に対する sos応答の誘導に必須である。 RecAは多数の分子で DNA上にフ

ィラメント構造を形成し，その構造を介して DNA組換え反応を行う。そのフィラメント形成

部位のひとつであるN末端ドメインは，自身の立体構造の維持に，隣り合う RecA分子との

蛋白質・蛋白質問相互作用を必要とする。そして，この性質がRecAのフィラメント形成

機構に重要である可能性が考えられる。そこで本研究では， N末端ドメインの機能とその構

造との関係を更に詳細に調べるために，主に NMR分光法を用いて，その機能解析を行うこと

にした。

RecA， recombination， DNA binding 

みかわっとむ，いとう ゆたか，はちもり ゆきこ，さいとう まさこ，

しばたたけひこ
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[結果と考察l

N末端ドメインの 2DIH-1H NOESYスペクトルを測定したところ， N末端ドメインは特

定の構造を形成していないことが示唆された。しかしながら，そこに DNAを加えたところ，

新しい分子問NOEと分子内 NOEがそれぞれ観察された。この結果はN末端ドメインが蛋白質・

蛋白質問相互作用だけではなく，蛋白質・ DNA間相互作用によっても一定の立体構造を形成

することを示唆している。そこで 15Nで標識されたN末端ドメインを調製し，さらに詳細に

この相互作用を解析することにした。 DNA存在下，非存在下でそれぞれ主鎖の帰属を行い，

DNA結合に関与するアミノ酸残基を決定した。現在， DNA結合状態の N末端ドメインの構造解

析を進行中である。 RecAの N末端ドメインの蛋白質・蛋白質問相互作用，蛋白質・ DNA間相

互作用，これら異なる三種類の相互作用がどのように RecAのフィラメント形成機構に寄与し

ているのかを考察する。
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15N緩和測定による GTP結合型 Rasの動的構造の解析

( 1理研・ゲノム科学総合研究センター理研・遺伝生化学，

3理研・細胞情報伝達 4東大院理・生化)

O畑中稔人伊藤隆1.2 高杉憲司横山茂之1.3，4

8ackbone resonance assignment and 15N relaxation analysis of Ras'G TP 
OMinoru Hatanakal

， Yutaka Itol
.2， Kenji Takasugi2 and Shigeyuki Yokoyamaは 4

e Protein Research Group， Genomic Sciences Center， RIKEN; 2Cellular and Molecular Biology Laboratory， 

RIKEN; 3Cellular Signaling Laboratory， RIKEN; 4Department ofBiophysics and Biochemistry， School of 
Science， University ofTokyo) 

Abstract: Ras.GTP interacts various target pro制 nsusing a shared interaction surface localized around the 

phosphate-binding and the e仔'ectorregions. We have re明 ntlyelucidated from NMR experiments that the 

structure of the regions has conformational multiplicity， termed a "regional polysterismぺinthe GTP-bound state 

and proposed白atit might play an important role for the multi-functionality of Ras i目白esignal回目sduction

pa出way.

In this study， we prepared Ras(Q6IL)， a mutant protein with drastically reduced intrinsic GTPase activity， 

bound to its proper Iigand， GTP. With this鈎 mple，we for the first time achieved the backbone resonance 

assignrnents for overall length of the protein in the GTP-bound state including the phosphate-binding and the 

effector regions. Based on the assignrnents， we are attempting to analyze the relaxation par百metersof the 

backbone 15N nuclei and wiII discuss the conformational multiplicity of Ras.GTP. 

【序】 GTP結合タンパク質の一種であるRasは細胞内で起こる一連の情報伝達過程でスイッチ機能を

果たしている.スイッチオン(活性)状態に相当する GTP結合型Ras(Ras'GTP)は，お互いにアミ

ノ酸配列の相向性が低いRafI， PI3-kinase， RaI-GEFs， GAPs等と相互作用する.これらの相互作用に

あたっては， Rasのなかの「エフェクター領域Jと「リン酸基結合領域Jを共通のインターフェイス

としていることが知られている[Fig.I).

Rasは内在性の GTPase活性を持っているため， R畠sに結合した GTPは 298Kでおよそ 3時間で半

数が GDPに加水分解される.したがって， Ras.GTPを用いて主鎖シグナルの帰属や緩和解析のため

の長時間の NMR測定をおこなうことは不可能であり， GTPySや GMPPNP等の GTPアナログを用い

て構造生物学的解析が行われてきた.私たちのこれまでの NMR解析の結果から， Ras.GMPPNPや

Ras'GTPySは「エフェクター領域」と「リン酸基結合領域Jに動的な多形性を持つことが示唆されて

おり[1，2)，この動的多形性が，複数の異なるタンパク質と同一の領域で相互作用するために重要なの

ではないかと考えられている.しかし， Ras.GMPPNPやRas'GT町Sではエフェクター領域Jと「リ

ン酸基結合領域j 由来の IH_15N相関ピークが，化学交換によるピークの著しいブロードニングのため

に観測することができないため，当該領域について緩和解析等の詳細な解析は不可能であった.また，

Ras.GMPPNPやRas'GTPySでは極端にブロードニングしていた IH_15N相関ピークが Ras.GTPでは

ある程度の強度で観測できるようになる場合が見られたため，本来の基質である GTPを結合した

Ras.GTPを用いて解析を行うことが希求されていた.

本研究では，内在性 GTPase活性を失ったRas(Q6IL)変異体を用い，長時間の NMR測定に耐える GTP

結合型試料の調製を行った.そして Ras(Q6IL)・GTPの主鎖 IH/13C/15N シグナルの帰属を行った.さら

に15N緩和測定を行い，動的解析を試みた.

キーワード:Ras，GTP結合タンパク質， 15N-relaxation dynamics 

0はたなかみのる，いとうゆたか，たかすぎけんじ，よこやましげゆき
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{実験]本研究では， Ras(Q61L)変異体タンパク質として， C末端 18残基を切除した 171残基のタン

パク質を用いた.

Ras(Q61L)・GTPの主鎖 lH/13C/15N シグナルI帰属のために，ユニフォーム日C;I5N標識 Ras(Q61L)・GTP

と，ユニフォーム 15N標識 Ras(Q61L)'GTPを調製した.これらのタンパク質をリン酸緩衝液[20mM

Na-phosphate (pH6.5)， 40mM NaCI， 0.5mM D廿 in90% lH20110% 2H20]を用いて調製し NMR測定試料と

した.主鎖シグナルの帰属のために， 2D lH_15N HSQC， CBCA(CO)NNH， CBCANNH， HNCO， HN(CA)CO 

と3D15N-separated NOESY -HSQCを測定した.測定はすべて 293Kで行った.

また，主鎖のダイナミクスを調べるため，前述のユニフォーム 15N標識 Ras(Q61L)'GTP試料を用い，

15Nの Tj，T
2緩和時間測定，そして steadys組te{lH}_15N NOE 測定を行った.

測定は Bruker社 DRX600を用いて行い，データ処理及び解析はそれぞれ Azarav2.0 (W. Boucher， 

unpublished)， Ansig v3.3 (P. J. Kraulis， ref.: Biochemistry 33，3515-3531， 19ヲ4) を用いて行った.

[結果・考察]Ras(Q61L)の性質から予想されたように， 293Kで Ras(Q61L)-GTPにおける GTPの加

水分解速度は著しく遅くなり， 3日間経過したのちでも半数以上の GTP型が存在することが lH_15N

HSQCスペクトルから確認された.このことから，測定時聞が 1"'-'2日程度の 3次元 NMRを組み合わ

せることで， Ras(Q61L)・GTPにおけるシグナルの帰属が可能であることが確認された.また，

Ras(Q61L)・GMPPNPと Ras(Q61L)'GTPの lH_15N HSQCスペクトルを比較した結果， Ras(Q61L)'GTPの

スペクトルには Ras(Q61L)・GMPPNPでは見当たらない 20個程度の lH_15N相関ピークが観測された.

この f新しいJ相関ピークは， Ras(Q61L)'GMPPNPで帰属不能な「エフェクター領域j と「リン酸基

結合領域J由来のピークと考えられたため， Ras(Q61L)・GTPにおいては主鎖アミド基由来の lH_15N 相

関ピークはほとんどすべて観測されており，それらの新しいピークも帰属可能であると予想された.

13C/15N標識 Ras(Q61L)・GTPを用い， 4種類の 3次元 triple-resonanceNMR測定を行なうことで 80%

以上の残基について主鎖 lH/13C/15N シグナルを帰属することができた.残る 20%弱の残基については

lH_15N HSQCスペクトル上で比較的ブロードなピークを与えており，それ以上の完全な帰属を行うこ

とは困難であった.そこで帰属の不完全さと不確定さを取り除くために， 3D 15N-separated NOESY-

HSQCの測定を行い， sequential NOEの解析を行った.その結果， N末端の Met残基と 4個の Pro残

基を除く 166個の全ての主鎖アミド基について lH/15Nシグナルの帰属を行うことができた.

この帰属を Ras(Q61L)・GDPの帰属と比較してみたところ fヱフェクター領域Jと「リン酸碁結合

領域Jに属する残基において，化学シフトが大

きく異なっていたため，これらの領域に GDP型

から GTP型への転換によって構造変化が起って

いることが改めて確認された.

これらの帰属に基づき，現在 15N核の緩和測

定を行い，動的構造の解析を試みている.

Ras(Q61L)'GTPについて，緩和速度(Tj，T2)や NOE

を測定することで，多形性を持つと考えられて

いる領域の詳細な動的構造について議論できる

と予想される.前述の主鎖シグナルの帰属結果

とあわせて報告する.

[参考文献1
1. Ito， Y. et al.， Biochemistη36，9109-9119 (1997). 

2. Geyer， M. et al.， Biochemistη35，10308-10320 (1996). 

3. Pai， E. F. et al.， EMBO J. 9. 2351-2359 (1990). 
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大腸菌 DinIの高次構造と RecAとの相互作用
e理研・遺伝生化学， 2CREST/JST， 3東大・院理・生化，

4理研・細胞情報伝達 5理研 GSC)
相原秀樹 1，2，3，0伊藤 a 隆 1，2美川務 1，2横山茂之 3，4，5 柴田武彦 1，2

Solution structure of E. coli DinI protein and its interaction with RecA 

Hideki Aiharal，2，3， OYutaka ItolへTsutomuMikawalペShigeyukiYokoyama3，4，5 and 

Takehiko Shibata 1，2 

lCellular and Molecular Biology Laboratory， RIKEN; 2CREST， JST (Japan Science and Technology); 

3 Department 01 Biophysics and Biochemistry， Graduate School 01 Science， University 01 To勾0;

4Cellular Signalling Laboratory， RIKEN;・5ProteinResearch Group， Genomic Sciences Center， RIKEN 

百lesolution structure of DinI， a protein which negatively regulates the SOS response 

in Esherichia coli by inhibiting the activity of RecA， was determined using NMR 

sp民 troscopy. DinI consists of two α-helices and a three-stranded s-sheet， with a bipolar 

characteristic in the electrostatic potential at血eprotein surface. The NMR ti住ation

experiment suggested that DinI tightly binds to RecA. The TRNOE experiments monitoring 

the interaction of RecA with ssDNA showed that pre-incubation of RecA with DinI causes no 

inhibition effect on the ssDNA-binding actively of RecA. We therefore propose that DinI is 

preventing LexA企ominteracting with RecA-ssDNA complex， rather th叩 promotingthe 

dissociation of ssDNA from the complex. 

[序】

Dinl(アミノ酸81残基)は，大腸菌における SOS誘導蛋白質の一つであり， DNAの

損傷への応答として発現が誘導される.SOS応答は ssDNAに結合した RecAがLexAレプ

レッサーの自己消化を促進することによって誘起される.これまでの研究によって，DinIは

RecAのLexA自己消化促進活性を抑えることによって，SOS応答を抑制的に制御している

ことが判明している.

本研究では， DinIの高次構造を NMRを用いて決定するとともに， DinlとRecAの

相互作用のメカニズムの解明を試みた.

【結果および考察】

ユニフォーム 13CPN標識 Dinl試料を調製し，主鎖および、側鎖シグナルの帰属を

行った.ついで NOE由来の距離情報と二面角の情報を解析し，高次構造決定を行った.

Dinlの高次構造は，既知の蛋白質フォールド、のいずれとも明らかな高次構造上のホモロジ

ーを示さなかった.Dinlに対する RecAのタイトレーション実験を行った結果， Dinlは RecA

とおよそ 1:1で強く結合することが明らかになった.

Keywords: Dinl， R田 A，ssDNA，高次構造，相互作用

あいはらひでき，し、とうゆたか，みかわっとむ，よこやましげゆき，しばたたけひこ
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つづいて，①d(TACG)+RecA，②d(TACG)+ RecA + Dinl，③d(TACG)+Dinlの3種

の試料についてTRNOESYを測定した(図参照).その結果， DinlはRecAのd(TACG)との

結合を全く阻害しなし、ことが判明した.したがって， DinlはRecAとssDNAの相互作用を阻

害することによって間接的にLexAの自己切断を抑制するのではなく， ssDNAに結合した

RecAに結合しLexAのRecAに対する接近を直接的に阻害していると考えられる.
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2D IH-1H TRNOESY spectra (Tm=180ms) of d(TACG) + ATPVS (upper left)， d(TACG) + 

ATPVS + RecA (upper right)， d(TACG) + ATPVS + Dinl (lower left)， and d(TACG) + ATPYS 

+ RecA + Dinl (lower right). For each spectra， a region corresponding to H8/H6 (F2) and 

2'/2"/Me (Fl) is shown. Samples were dissolved in a 100% 2H20 buffer containing 20mM 

2H-Tris-HCl (pH 7.1)， 6.7mM  MgCh and 150mM  NaCl. All ofthese spectra were acquired 

at 298K on a Bruker DRX600 spectrometer. 
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epsinの ENTHドメインの NMRによる構造解析

('理研ゲノムセンター広島大医東大理)

O小柴 生 造 木 川 隆 則 菊 池 章乙横山茂之 1，3

Solution Structure of the Epsin N-terminal homology (ENTH) domain of human 

Epsin 

Seizo Koshibal， Takanori Kigawal， Akira Kikuchf， and Shigeyuki Yokoyamal
，3 

IGenomic Sciences Center (GSC)， RIKEN (The Institute of Physical and Chemical Research); 

2Department of Biochemistry， Hiroshima University School of Medicine; 3Department of 

Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， The University of Tokyo 

Epsin has been identified as a binding protein of出eEpsl5 homology (EH) domains， and is involved in 

c1athrin-mediated endocytosis， The N-terminal region of Epsin (residues 1 to 144) is highly conserved 

phylogenetica¥ly， and was named Epsin N-terminal homology (ENTH) domain， Although the precise role of 

the ENTH domain of Epsin is not we¥l known， this domain has been repo目edto be required for endocytosis and 

actin cytoskeleton organization， In this study， we have determined the solution structure of the ENTH domain 

of a human Epsin by multidimensional NMR spectroscopy， The Epsin ENTH domain consists of seven α" 

helices which form two antipara¥lel hairpins and one three-helix hai中in， The tandem stacking of these hairpins 

constitutes a hydrophobic core in the ENTH domain， This topology is very similar to that of the VHS domain， 

which is thought to be involved in endocytosis， vesicular transpo目， and signal transduction， These results 

indicate that the ENTH and VHS domains constItute a common family involved in endocytosis， 

<序論>

Epsinは， Eps15や POBl等のタンパク質に存在する Eps15 homology (EH)ドメイン

に結合するタンパク質として同定され，これまでにクラスリン依存性のエンドサイ

トーシスに関与することが明らかになっている.このタンパク質の C末端領域は EH

ドメインと相互作用し，中央領域は AP2と相互作用することが報告されている.こ

のタンパク質の N末端には，生物種の問で配列上の保存性が高い約 140残基からな

る領域が存在し， Epsin N-terminal homology (ENTH)ドメインと命名された.このド

メインはエンドサイトーシスにおいて重要な役割を果たしていることがこれまでに

明らかになっているが，その正確な役割は現在明らかになっていない.本研究では，

この epsinの ENTHドメインの立体構造を多次元 NMR法を用いて決定した.

多次元 NMR，構造解析，タンパク質，エンドサイトーシス

こしばせいぞう，きがわたかのり，きくちあきら，よこやましげゆき
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<方法>

human Epsinの ENTHドメイン(1・144残基)を， GST融合タンパク質として大腸菌

で発現させ，精製する系を確立した.次に，安定同位体標識した試料を用いて，各

種多次元 NMRスベクトルを測定した.測定試料は，約 1mMのEpsinENTHを使用

し，バッファーは 20mMリン酸ナトリウムバッファー (pH6.5)， 400 mM NaCl， 2 mM 

DTT， 0.01 %アジ化ナトリウムを用いた.測定は Bruker杜の DRX5∞を用いて， 30'C

で、行った.データの処理は NMRPipeを用い，解析は NMRViewを用いた.主鎖の帰

属は， 3D HNCA， HN(CO)CA， HNCO， HCACO， CBCANH， CBCA(CO)NH， 15N晴 edited

NOESY及び 15N-editedTOCSYスペクトルを用いて行い，側鎖の帰属は主に 3D

H(CCO)NH， C(CO)NH， HCCH-TOCSY， HCCH-COSY及び、 15N-editedTOCSYスベ

クトルを用いた.距離情報は， 3D 15N-edited， I3C-edited，及び4DI3C/I3C-edited NOESY 

スベクトルから得た.構造計算は X-PLORVer. 3.1を用い， simulated annealing法で

計算した.

く結果及び考察>

Epsinの ENTHドメインの立体構造は 7つの αヘリックスから構成され，それら

が 3組のリピート構造を形成している.N末端側の 2組のリピート構造(ヘリック

ス 1と2，及び3と4)はそれぞれ逆平行のヘアピン構造を形成し， 3番目のリピー

ト構造(ヘリックス 5から 7)は 3本のヘリックスからなるヘアピン構造を形成し

ている.ENTHドメインの構造は これら 3組のヘアピン構造が積み重なったよう

な構造からなり，中心部に疎水性のコアを形成している.このフォールドでは，リ

ピート構造をつなぐ 2つの短いループ (α2-3，及びα4-5)が構造の一方の面に向

き，各リピート内のヘリックス聞をつなぐ 3つのループ (α1-2，α3-4，及びα6-

7)が反対側の面に向いている.これら 2つの面には， ENTH ドメイン間で保存性

の高い残基の中で，疎水性のコアの形成に関与していないものの多くが存在し，こ

れらの面がその機能に重要な役割を果たしていることを示唆している. ENTH ドメ

インの立体構造を，報告されている他の構造と比較すると ENTH ドメインに存在

する 2及び3本のヘリックスからなる 2種類のリピート構造は，それぞれ HEATリ

ピートや ARMリピートと呼ばれる構造に類似している.これらの構造はそれぞれ

タンパク質内で繰り返して存在し，細胞内で分子間相互作用に関わっていることが

報告されている.また ENTHドメイン全体の構造は，最近報告された VHSドメイ

ンの立体構造と，一次配列の相向性がほとんどないにも関わらす，非常によく似て

いることが明らかになった.この VHSドメインは エンドサイトーシスや膜輸送な

どに関与することが報告されており ENTH ドメインと VHS ドメインが.エンド

サイトーシスの領域において 1つの共通したファミリーを形成していることを示

唆している.
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緩和時間測定による YeastUbiquitin Hydrolase(YUH1)の

動的構造解析

e理研遺伝生化学 2三菱化学生命研)

0高杉憲司 1，SundaresanRajeshl，須貝真理子 2河野俊之 2

柴田武彦伊藤隆 I

Backbone Dynamics Study of Yeast Ubiquitin Hydrolase(YUHl) 

OKenji Takasugil， Sundaresan Rajeshl， Mariko Sugai2， Toshiyuki Kohno2， Takehiko 

Shibata¥ Yutaka Ito1 

1 Labora tory of Cellular and Molecular Biology， RIKEl切

2Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences 

The structure ofYUHl or YUHl-ubiquitin covalent complex was investigated by 

means of multi-dimensional NMR measurement using a 50%・deuterated/13CP5N・labelled

YUHl. Complete backbone and side chain resonance assignments were obtained for free 

YUHl. The active binding site of YUHl for ubiquitin was decided by the 15N， lH 

chemical shift perturbation analysis in combination with the structure modeling from the 

crystal coordinates ofits human homologue UCH-L31，2>. 

In this studぁtheTz， T2 of 15N and e問_15Nsteady state NOE were measured for 

free YUHl. In order to estimate the f1exibility of YUHl backbone residues， the 

rotational correlation times and the order parameters were calculated from the 

relaxation data with model free approach. Based on the analysis of dynamic properties， 

the reaction mechanism of ubiquitin C-terminal hydrolysis and the importance of the 

f1exible loops in YUHl will be clearly understood. 

Yeast Ubiquitin Hydrolase(YUHl，アミノ酸 236残基)は polyubiquitinとして発

現される ubiquitin前駆体などを認識し、 ubiquitinドメイン C末端の Gly残基の後

ろでペプチド結合を切断する機能を持つ。 YUHlは酵母において同様の機能を有す

るUBPファミリーを含め、既知の proteaseと一次構造上の相向性が低いことから、

ペプチド鎖切断のメカニズ、ムは不明であった。われわれは、 YUHlの ubiquitin ド

メインとの相互作用のメカニズ、ムを解明するために多次元 NMR法により研究を行

ってきた。一昨年度の NMR討論会では，共有結合による YUHlとubiquitinとの複

合体について chemicalshift perturbationを行い、インターフェイスについての考

Keywords: YUHl，緩和時間，動的構造

たかすぎけんじ， Sundaresan Rajesh，すがし、まりこ，こうのとしゆき，しばたたけひこ，

いとうゆたか
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察を行った。われわれはこれらの結果を、 YUH1のヒト・ホモログである UCH-L3

の結晶構造 1)にマッピングすることにより、 ubiquitinとのインターフェイスを明ら

かにした 2)。しかしながら，一部のループ部分の残基については、共有結合複合体形

成にともなって、おそらく化学交換によるピークのブロードニングをおこしている

可能性があり、さらに詳細な研究が必要である。

そこで、 ubiquitinに対する結合サイトが YUH1単体において、ループ部分がど

のような状態にあり、複合体形成の際にどのように構造が変化するのかを明らかに

するために、緩和時間測定による動的構造解析を行った。試料として 50%・

2H/uniform _ 15N で標識された YUH1 を用い、 15N 核の~，九およびeH}_ 15N NOE 

の測定を行った。今回の発表では、これらの結果を Lipariらのモデルフリー理論 3，4)

により評価を行い、YUH1の溶液中で、のパックボーンの運動性について考察を行う。

さらに ubiquitinとのインターフェイスの動的構造から ubiquitinとの複合体形成の

メカニズ、ムについての議論を行う。

References: 
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大腸菌加RNAにおける trans-translationに必須な

シュードノットの立体構造
(千葉工業大学工学部弘前大学農学生命科学部 2)

0行木信一白倉裕美藤井 倫子姫野俵太 2 武藤あきら 2

河合剛太 1

Structure of an RNA pseudoknot of E. coli t_mRNA involved in tt:ans-translation 
(Chiba Institute ofTechnology且， Hirosaki University") 

NobukazuN創neki'，1五romiShir，紘町'a'，Michiko Fujii'， Hyouta Himeno"'， Akira Muto"'， 
GotaKawai' 

Transfer-messenger RNA (加武NA)is a unique molecule in combining both 
武NAand mRNA prope此ies，which facilitates a new仕anslationreaction termed 
trans・岡nslation. Its secondary s加 .ctureof the 350-400 nts RNA is commonly 
characterized by a低NA・likes加lcture，coding region and fo町 pseudoknotswith different 
sizes. Among the島町"we found that only PKl is functional in trans-translation. In 
this s卸dy，we analyzed由estructure of PKl using N勘1Rme白ods. Results have 
provided evidence白紙 thetwo stems stacked to each other as often seen in pseudoknot 
紺 uctures，in s戸teof the existence of loop 3 between the stems. Furthermore， a sharp turn 
S阻止cturewas found in PKl structure， which share similar conformation wi自由eU・加m
S加 cturein the組 ticodonloop of武NAs. Relations between白issimilarity and the 
ribosome binding of加 RNAwill be discussed. 

I序] Tr組 sfeFmessenger RNA (回RNA)は真性細菌に普

遍的に存在し約 400残基からなる安定な低分子 RNAで，

低NAとして働く部位とmRNAとして働く部位を一分子

内に同時に持つ点で非常に特徴的な RNAである.多くの

真性細菌聞の配列比較および大腸菌加RNAにおける生

化学的な probing解析により，その二次構造は低NA様の

構造を持つ部分， 4つのシュードノット構造 (PK構造)

およびタグペプチドをコードする領域からなっているこ

とが示された我々は，その4つシュードノットの中で

mRNA部位の上流に位置する 30残基からなる PK構造

(PKI)のみが，trans-回 nslationに関与していることを示

した 2，3 本研究では， PKlにおける構造と機能の関係を

明らかにするために， PKlに相当する 31残基の RNAお

時.1 Sωn伽 ystructure of よびその変異体について， NMRによる解析を行った.さ
PKl us吋 m也is蜘 dy らに，安定同位体標識した PKlRNA試料を用いて，立

体構造を決定することを試みた.
I方法] Fig. 1に示すPKIRNAを自動合成機によって調製した.また， J3C/1sN標識NTP
(日本酸素)を用い， T7 RNAポリメラーゼによって標識試料の調製を行った.さらに，

T4 RNAリガーゼを用いた連結反応により，残基特異的な標識も行った.NMRスベクト

ノレの測定は， DRX・600分光計 (Bruker社)を用いて 288Kおよび298Kにおいて行った.

Keywords: tmRNA， pseudoknot， tra，間・transl泊on

なめき のぶかず，しらくらひろみ，ふじいみちこ，ひめのひょうた，

むとう あきら，かわいごうた

188 



軽水中において NOESY および l~.lH 1削 QCスベクトルの測定を行った.さらに，重水

中において NOESY，HOHAHA， 13C.lH HSQC， HCCH-TOCSY， HCCH-COSYおよび3D-

NOESY-HSQCスベクトルの測定を行った.loop 2の連続するアデノシン残基を帰属する

ため，これらの残基を選択的に標識した試料についても測定を行った.構造計算は，

X-PLORを用し、 simulatedannealing法によって行った.

I結果及び考察] Fig. 2に， PKlのNMRスペクトルを示した.PKlは，Mi+非存在下で

はシャープなシグナルを与えないが，等モルの Mg2+を加えることにより，スベクトルは

大きく変化し，シャープなシグナルが得られた.このことから， PKlは， Mg2+存在下で

初めて安定な PK構造をとることが示された.等モル以上の Mg2+を加えても，大きなスベ

クトル変化は観察されなかった.PKlの特徴のひとつは， 2つのステムが 3塩基からなる

loop3によって連結されていることである.イミノプロトンシグナルを解析した結果， loop

3の前後に位置する 053と074の聞に NOEが観測され (Fig.3) ，このことから， loop 3 

が存在するにもかかわらず 2つのステムがスタックしていることが示された 4

さらに，標識RNAを用いて非交換性プロトンの帰属を行った.Fig.4に[13C/1SN]PKlの

13C.lHHSQCスベクトルを示した.得られた距離情報等を用いて X-PLORによる立体構造

計算を行った結果， PKlは， 1∞'p 1すなわち 054において，鋭い旬m構造 (0・ωm)を形

成していることがわかった.この G・旬m構造は， tRNAのアンチコドンノレープが普遍的に

もつ U・ωm構造と類似しており，このことから， PKlはコドン・アンチコドン複合体の

構造を模倣している可能性が示された.すなわち， 箇tRNAがmRNAがない A-siteに入

る際，この PKlが恨NA-n武NA複合体を模倣する fPKl擬態Jモデルが考えられる.現

在， PKlの立体構造の精密化を進めている.

円 E酒 G58 ~I G74U59 

富 ~7'u，--~):';'
h回働 屯.'

君"付..'

il: 11.51 ，" 

1. Felden， B. etal. (1997)RNA， 3， 89・103.
2. Nameki， N. et al. (1999) J. Mol. Biol.， 286， 733・744
3. Nameki， N. et al. (2000) FEBS Leu.， 470， 345・349
4.N釘neki，N et al. (1999) Nucleic Acids Res. 27， 1・9
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パルジアウト残基を含む RNAのresidualdipolar couplingを

利用した構造解析
(千葉工大・工

Depa巾nentof Chemistry and Biωhemi拍y，University of Colorad02) 

O染谷龍彦坂本泰_ 1森村香織富士原和也

PaulHanson2， Arth町 Parde，河合同リ太 l

Appli伺 tionof resid凶 1dipolar coupling to也e駒山tural伺 lc叫甜onof RNA ∞ntaining 
bulge-out residues. 
(Department of Industrial Chemis句~Chiba加帥teofTechnologyl.， 
Department ofChemistry and Biochemistry， University ofColorado") 

o Tatsuhiko Someya 1， Taiichi Sakamoto 1， Kaori Morimura 1， Kazuya F可iw副司

Paul Hanson2， Arth町Pardi2，GotaKawai1 

NMR solution structures of bio-macromol田 ulescan be determined with distance 
∞n紺1lIn飽食omNOEs and torsionωn紺ヨints合om田alar∞upling∞n期臨.Recently， new 
∞Ins回 ints，residual dipolar∞uplings， have been introdu印 dω曲.es加 C知rede加盟inationby 
NMR. In the presen問。fbicellesor pfl phage， biomol田 ulesare ali伊 .edωthemagnetic field 
and， therefore， the residual dipolar coupling can be obtained. In the p田sents旬dy，the Pfl 
phage sy蹴 'mw部 appliedto a short RNA 01臨 iningfo町 b叫ge・0凶 residuesin its s飽m，which 
∞nes卯 n也旬 theinfluenza virus NS 1 protein binding region of the U6 SJ武NA.NMR 
spe仰 aof the model RNA were measured and most of signals were邸 signed.S佐uc旬ral
calculations were penormed with the [四ultsthat structures ∞，nverged well except for the 
bulge-out region佃 d白紙曲eglobal s加JCturewas not determin吋.Next， the residual di仰，lar
∞uplings were fit旬開chof出e伺 lculatedstruc組問s.The鎚 resultsare consistent with an 
組 gleof -120 degrl田 sbetween the two stems. 

=序論=

従来の立体構造解析では， NOEを解析することにより得られるプロトン聞の距離情報(く5

A)と， scalar couplingから得られるねじれ角の情報を用いて構造解析を行っていた.しかし，

RNAの場合には，パルジアウトやインターナノレループなどがあり，それらの部位の情報を得

ることが困難であるために，立体構造を決めるのは容易ではなかった.溶液における NMR

スベクト/レの測定の場合，分子は磁場に対していろいろな方向を向くためJ dipolar coupling 

は平均されてしまい観測することはできない.しかし，脂質二重膜や pflphageなどのような

磁場に対して配向する性質を持つ分子を測定試料と共存させることで，測定分子をも磁場

に対して配向させることができJ residual dipolar couplingを観測することができるようになるり.

Residual dipolar∞uplingを解析することにより Jdipol釘 coupling相互作用が観測された原

子同士を結ぶベクトルと磁場との傾きがわかり，離れた部分どうしを関係付ける構造情報とし

て用いることが出来るため，生体高分子の全体構造を決定する上で有利になる.そこで，パ

ルジアウト残基を含むモデルRNAを用いて，ステム聞の相対角度について検討を行った.

今回用いたモデルRNAは， U6snRNAのインフノレエンザウイルスNSlタンパク質結合部位

キーワード:核酸の構造， resid凶 1dipolar coupling，インフルエンザ

そめやたつひこ，さカもとたいいち，もりむらかおり，ふじわらかずや，ぽーるはんそん，

あーさーぱーでい，かわいごうた
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である.NSlタンパク質とは，ウイルスの翻訳調節に関与した複数の機能を持つ RNA結合

タンパク質であり，それそ'れの機能に対応して異なったtargetRNAと同じ領域で結合するが

2) どのように認識しているかはわかっていない.本研究では， NSlタンパク質による異なっ

たtargetRNAへの結合メカニズムを解明することをめざしている.

=方法=

パルジアウト領域を含む 34残基のモデル RNA

σig.l)を構築した.そのモデル RNAについて，

NMR測定を行い，スベクトル解析および構造計算

を行った.また， residual dipolar couplingの測定は，

磁場に対して配向するpflphageをNMR測定試料

と共存させて行った.測定に用いた溶媒は， 30mM
Sodium phosphate， 50 mM NaCI， pH 6.9であった.

pfl phageを濃度が 10mglmlになるように加え，

residual lH_13C dipolar couplingを測定した.

=結果および考察=

NMRスペクトルから得られた拘束条件(NOEと二面角)を用いて，立体構造計算を 100回

行った.その結果，約 8割の構造では，ステム部分が収束したが，パルジアウト領域につい

ては収束していなかった(Fig.2).これは，パルジアウト領域についての NOEの情報が少な

かったためと考えられる.

そこで，計算によって得られた構造についてresidualIH_13C dipo加 ∞uplingの値を計算

し，それと実測値との fittingを行った.このとき， order開rame町がステム領域とパルジ領域

で異なる可能性があるため，ステム部分だけの dipolarωuplingの値のみを用いて行った.

dipolar couplingに関するRMSDの値がもっとも低かった構造をFig.3に示した.このことによ

り，モデルRNAの構造はのようにパルジアウト領域を挟んで2つのステムが約 1200で折れ

ている構造であることが示唆された.

=まとめ=

今回用いたモデル RNAのステム聞の相対角度は，約 1200であることがわかった.今後

はさらに，パルジアウト領域を含め， residual dipolar couplingの情報を加えてrefinementを

行い，立体構造を決定する.

=参考文献=

1) M. R. Hansen， et al.， Nature品 "Uct.Biol. 5， 1065-1074 (1998). 
2) Y. Qiu， et al.， RNA. 1，304・316(1995). 
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/FJ〆
PGSιNMRを用いたイオン性液体の拡散挙動解析

(横浜国立大学 1、物質研 2) 0野田明宏 l、早水紀久子 2、渡遁正義 l

The Analysis of Ionic DitTusion Mechanism for Ionic Liquids 

by Using PGSE-NMR Method 

めkohamaNational UniversiかJ，Nationallnstitute 01 Material and Chemical Research2 

Akihiro Noda 1， Kikuko Hayamizu2， Masayoshi Watanabel 

The fundamental understanding of ionic Iiquid is not su仔icient，for example， the ion transport 

mechanism， the degree of ion association， activity， and the interaction between the ions have not been 

evidently revealed. Because the ionic Iiquids are formed by only ionic species， so these Iiquids ar，巴 highly

concentrated electrolyt巴 solutions. The interpretations of their physicochemical properties are very 

complicated. Thus we measured the self-diffusion coefficients of ions in ionic Iiquids by using 

PGSE-NMR method， together with ionic conductivity and viscosity， for I・ethyl-3-methylimidazolium

tetrafluoroborate (EMIBF4) and bis(trifluoromethanesulfonyl)imide (EMI1下SI)，and I-butylpyridinium 

tetrafluoroborate (BPBF4) and bis(trifluoromethanesulfonyl)imide (BPτ下SI). The relationships between 

the results of these measurements are discussed by using some basic equations. 

〔緒言〕室温で液体であるイオン性液体、あるいは常温溶融塩と呼ばれる本研究で用いている物

質はイオンのみで構成される液体で、構成成分がイオンのみであるがための様々な興味深い性質

を示し、主な特徴としては高イオン導電率、広い電位窓、不揮発性や不燃性などの熱安定性、さ

らには酸や塩基に対する耐性などの化学安定性を有するものである。よって電池やキャパシタな

どの電気化学デバイス用の電解質、あるいはそれらの溶媒として、または化学合成における溶媒

や触媒としても注目され、現在世界中で研究が加速度的に行われている。これらイオン性液体の

研究が進むにつれて性質は徐々に明らかにされつつあるが、その物理化学的解釈は非常に難解で

ある。と言うのもイオン性液体がイオンのみで

構成される電解賀濃厚溶液であること、さらに

は当然ながらイオンが正と負の電荷を有する

/一¥
N¥N  
/...、、/¥

H3CH2C
匂¥

" CH3 
BF4-

EMIBF4 

/一¥
N¥N  

H3CHJ+、/¥CH3

N-(S02CF3)2 

EMITFSI 

/¥、

¥4グ

和 BF4-

CH2CH2CH2CH3 

BPBF4 

/司、

¥ ノグ

?↓ N-(S02CF3)2 

CH2CH2CH2CH3 

BPTFSI 

ため、つまりカチオンとアニオンが存在するた

めにある一つのイオン性液体は本質的にニ成

分からなるなどの理由により、イオン性液体中

のイオンーイオン相互作用や個々のイオン挙

動は未だほとんど理解されていないという現

状にあるが大変興味部深いところである。そこ

で本研究においては図 1に示すような4種類の
Fig. I Slruclurc ()f EMIBF4. BPBF4

‘
EMITFSI and BPTFSI 

(キーワード)PGSE-NMR イオン性液体 自己拡散係数イオン導電率粘性率

(著者ふりがな)のだあきひろ¥はやみずきくこにわたなべまさよし 1
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イオン性液体を合成し導電率や粘性率の測定に加え、イオン拡散を直後観測することのできるパ

ルス磁場勾配スピンエコーNMR(PGSE一州町法を用いて、系のカチオンとアニオンの自己拡散係数

を個別に測定し、これらの測定結果を Nernst-Einstein式などに導入することによって、イオン

性液体中でのイオン挙動を明らかにすることを目的としている。

〔実験〕イオン導電率はステンレス電極を用いた複素インピーダンス法から、粘性率はコーンロ

ータ式の粘度計を用いて、自己拡散係数は専用の拡散プローブと高出力アンプを付属して 4.7Tの

磁場で明、 19F-NMRを測定した。

〔結果と考察〕図 2に1-エチル J ・メチル

イミダゾリウムテトラフルオロボレート

(EMIBF.)およびアニオン構造が異なる 1-エ

チルー 3-メチルイミダゾリウムピス(トリフ

ルオロメタンスルホニル)イミド (EMITFS 1) 

の拡散係数温度依存性をカチオン (EMI +)と

アニオン (BF.ーあるいは TFSI-)について別々

に Arrheniusプロットで示す。この測定は

1000cからー 100Cまで温度を降温させながら

測定を行った。この温度範囲において本図か

ら解るように、閉じカチオン構造でも対アニ

オン構造が異なることによってカチオンの自

-21 

-22 o EMI in EMIBF4 
[:， EMI in EMITFSI 

-.， -23 

主

A
悼

の
'ι

¥
G
}
E

一

-25 • BF4 in EMIBF4 
A TFSI in EMITFSI 

-26 
2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 

103 r.' / K.' 

己拡散係数が異なること、力チオンがアニオ Fig.2 Ar汀巾T叶巾h児削1en引印nil山iu山u凶I路Spμ10仙I“soぱflh恥】花es総selfιf-dべ-d仙 JSIO叩ncωocfl恥 i民ien邸叩I日凶】110f

ンよりも早く拡散していること、アニオンに 1山h】eanion and 1山he“ca仰110叩nfor EMIBF 4 and EMITFSI 

ついては BF.が TFSI-よりも早〈紘散していることがわかる。このように PGSE-NMR法は見たいイ

オン種の拡散挙動を直接追うことが可能なことから、本研究で用いているイオン性液体のみなら

ず、他のイオンが関与する物質やアプリケーションにおいてもその挙動を追跡するのに非常に有

用な方法である。しかしながら問題としてイオンを扱う場合はそのイオンが解離しているのか、

あるいは会合しているのかを考慮に入れる必要があり、このようなイオン性液体においてもすべ

てのイオンが解離してイオンとして存在しているかどうかは明らかになっておらず、会合体も存

在する場合はイオンと会合体双方の平均として拡散係数が求められることである。本測定の結果

によると、 EMITFSIがより EMI BF4に比ベカチオンとアニオンの拡散係数に差が見られ、またカチ

オンの拡散を比べてみると EMITFSI中の間lカチオンがより大きな鉱散係数を示していることか

ら、 EMITFSI 中のイオン種はより解離したイオンとして存在していることが伺える。これら

PGSE-NMR;去を用いた拡散係数の測定結果とイオン導電率の関係は Nernst-Einstein式により、砿

散係数と粘性率の関係は Stokes-Einstein式によって考察したところ、必ずしも解離したイオン

全てがイオン伝導に寄与していない、あるいはイオン伝導には会合して電荷を持たない成分の存

在が有利に働くこと、粘性と拡散は非常に良く相関していることが明らかとなった。さらに鉱散

成分が単一ではなく、時間依存性を伺わせる測定結果も得られているので、イオンの解離や会合、

あるいは活量という観点からこれらを議論する予定である。
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j-hmbc法によるフロリジン包接体における

0・グリコシル結合の解析

(工技院・生命研 1 日本電子 2) 0石塚靖子 l、根本 直 l、

金津健治 I、中西洋志 1、内海博明 2、鴨修 2

0・・Glyco可1bond in f10rizin in inclusion complex analyzed withj-hmbc method 

(AIST.NIBH1
，厄OLラY叫 oISHIZUKAt， Tadashi NEMOT01

， Kenji K.ANAZAWAt， 
Hiroshi NAK.ANISHI 1， HIro北iUTSUMI2， Osamu KAM02 

Abstrad: Florizin is a glycoside composed two phenols combined with propanone. 

Phenol residue of f10rizin is included in a hydrophobic space of βCD， causes the 

chemica1 shift changes in bo血f10rizinand s-CD and a1so induced circular dichroism 

spec回. In the case of f1oretin; non-glycoside， phenol residue does not enter into the 

inner space of βCD. Glucose residue has been considered to bear an important roll to 

mak:e a complex of phenol residue wi也 βCD.ln也isrepor:t， hetero-nuclear long range 

coupling constant about 0・glycosylbond in f10rizin was analyzed in both case企ee-

f10rizin and included f1orizin. Large change in白e3Dstnぉ加reof f10rizin w田 suggested

from coupling cons飽ntsand NOEs. 

[序]フロリジンはβCDと混合するとs-CDに容易に包接され、フロリジン、 β

CD共に、 lH，13Cシグナルの化学シフトに変化が現われ1)、誘起円偏光二色性

スペクトルからフロリジンの配向についての推定が行われている 2)。フロレチ

ンはβ∞に包接されず、フロリジンの包接には糖(グルコース)の存在が必

要である。糖(グルコース)がどのように介在して包接が起るかは興味がある

ところである。今回、 NOEとLhmbc法による異種核ロングレンジ結合定数を

求めたことによって、貨問ーフロリジンと包接されたフロリジンで分子の立体構

造が大きく異なっていることがわかったので報告する。

[実験] フロリジン及びβCDは市販品を精製せずにそのまま用いた。 NMR

スペクトルは日本電子製の ECP800CH核で 800.08MHz， 13C核で 201.20阻Iz)を

用いてお。 Cで観測した。

キーワード:Lhmbc法、異種核 longrange coupling、フロリジン、包接

いしづかやすこ、ねもとただし、かなぎわけんじ、なかにしひろし、うつみひ

ろあき、かもおさむ
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[結果] 図lのようにフロリジンの水素を定義する。フロリジンのシグナル

の帰属は定法によって行った。フリーのフロリジンの場合、 NOEとして、 3a，3劫b 

一2"ぺ，

のNOEとして 3a，3訪b一2'ぺ6'"勺"は土観測されたが、 2勾a，2幼b一2"ぺ，

たに 3"一3'が加わったo ~CD とフロリジンの聞には強い NOE がドーCD の 3 位

及び5位の水素とフェノール環 (B)の水素との間に見られた。表 1にみるよう

に包接体とフリーのフロリジンではグルコースの水素核の結合定数はわずかに

異なり、ピラノース環骨格に変化が生じていることが示唆された。フロログル

シン環 (A)とグルコースの結合に関して求めた異種核ロングレンジ結合定数は

表2に結果を示した。フリーのフロリジンと包接されたフロリジンでは明らか

に異なった結合定数が得られ、グルコースの配置がフリーと包接体では異なる

ことがわかった。今後、観測された NOEおよび異種核結合定数を用いたフロ

リジンの立体構造のシミュレーションを行う。

Table 1. 3J in glucose (Hz) OH 

florizin florizin+s-CD(1 :2) 
Jl"2" 7.8 7.9 

J2"3" 9.3 9.3 

J3"4" 9.5 9.1 

J4"S" 9.5 8.8 

JS"6a" 6.0 4.5 

JS"6b" 2.2 1.8 

J6a"6b" 12.5 12.4 
Fig. 1. Florizin 

Table 2. Coupling constant from j-hmbc (Hz) 

florizin florizin+s-CD(1 :2) 

3 JC2'Hl" 5.5 1.5 

R2* 0.975 0.925 

* 説明分散。

1) Y. Ishizuka， Y. Nagawa and H. Nakanishi，よ InclusionPhenomena， 2，781・789

(1984). 

2) Y. Ishizuka， Y. Nagawa， H. Nakanishi and A. Kuboyama， J. Inclusion Phenomena & 

Mol. Reco伊 itionαem.，9， 219・225，(1990) 
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15NNMR法による環状イミドリン酸イオンの分子内水素結合挙動研究

(神戸大学工学部、神戸大学大学院自然科学研究科*)

0牧秀志、植田佳樹*、成相裕之*

A 15N NMR Study on the Intramolecular Hydrogen Bond Formation of cyclo・伊

Imidopolyphosphate Anions 

aHideshi Maki， by oshiki Ueda， and bHiroyuki Nariai 

aOepartment ofChemical Science and Engineering; Faculty ofEngineering， Kobe University， 

1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

bOepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 

University， 1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

Cyclic imidopolyphosphate anions， involving P・NH-P linkages， i.e.， cyc/oサ

凶imidotriphosphate，cP3(NHb， and cyc/o-f1-tetraimidotetraphosphate， CP4(NH)4.∞ntain non-

bridging oxygen aωms as well as bridging nitrogen atoms as donor atoms for metal 

∞mplexation. In addition to this inte隠 stingfi伺伽reas ligand molecules， they have tautomerism 

equilibria. However， qu旧 littlehas been known on intermolecular hydrogen bond formation in 

these ligands. A 15N NMR technique is ex戸ctedto provide deep insights into the micro民 opic

hydrogen bond formation. 15N enriched鈎 mplesof these anions have been p陀伊redand the 

hydrogen bond formation in the cyclic anions have been investigated pr民間ly. The pH profile 

of the lH∞upled 15N N恥msp<均価 ofboth anions gives most straight forward evidence for the 

intramolecular hydrogen bondingin these cyclic anions. 

【緒言】シクロトリイミド三リン酸イオン

(cP3(NH)3)、シクロトリイミド四リン酸イオン

(cP4(NH)4) はリン原子がイミノ基で架橋した構

造を持つ。これらの配位子においてはイミノプロ

トンが分子内を移動することによって互変異性が

lJ(N_町iIぐo

|11 0F11rヘベHe
I " e;ベ ハよ11 • - HN¥・./NH-

ct¥P 

起こり、配位子の複雑な錯生成挙動の一因となっ抑ぬ -302 拙拙 -305 揃

ている。このような系での酸解離挙動の研究は多

座配位錯体の配位挙動推定などに有用であるが、

通常の熱力学的測定法では詳細な情報を得られな

い。またリン原子は分子内水素結合に関与しない

ため 31pNMR法で直接的な情報を得ることは困難

である。そこで本研究においては、 15N NMR分光

法を用いて環状イミドリン酸イオンの互変異性な

CP3(NH)3 

らびに分子内水素結合状態に関する研究を行っ訓郡揃ぬl 抑抑制
札/ppm

た。 15N NMR分光法は高い周波数分解能を持ち、
Fig.l 'H-decoupled 15N NMR 81協加ofcP3(NHh anion 

分子内水素結合に関する情報が期待できる。 (CL=u.lOmol dm-3，凶6.82)捌州NH)4削叩

(CL=u.05 mol dm-
3， p肘7.37)

NITROGEN • IMINO GROUP • TAUTOMERISM ・HYOROGENBONO ・PHOSPHATE

まき ひでし・うえだ よしき・なりあいひろゆき

196 



【実験】 Bruker 社製 DPX-250 NMR測定装置

(Reference; 切 % Fonnamide + lO%Dimethyl 

sulfoxide-d6)を用い、 22:!:I
O

Cにて1H decouplingお

よび coupling 条件下で測定した。また試料溶液

は、 0.1白noldm-3 cJl:3(NH)3 および 0.05moldm-3

cP4(NH)4水溶液に HCI04又は(CH3)4NOHを順次

添加し、 pH0""'12で測定を行った。 cJl:3(NH)3およ

び cP4(NH)4分子内の窒素原子のうち、 10%がI?N

に濃縮されている。

【結果および考察】 1H decoupling条件下で得られ

た代表的なスベクトルをFig.Hこ示す。 cP4(NH)4

では1組の三重線が得られた。これは、 CP4(NH)4

が比較的歪んだ構造を持つため、隣接する2個の

-290 -295 
』 リン原子のみからスピンースピン結合の影響を受。N/ppm けるためである。これに対し、 cP3(NH)3では三

Fig.2 Repres印刷ve1H-coupl吋 I~NMR甲ctra 重線の三重線が得られた。 cP3(NH)3は平面構造
。fcP3(NHh担 00(ooo-d悶upled). に近いためスピンースピン結合が伝達しやすく、

遠方のリン原子からの影響を受けていると思われる。ところがcP3(NH)3では遠方の

リン原子は1個しかなく、また全ての窒素原子は磁気的に等価であるため、観測結果

を解釈するには別のスピンースピン結合経路を考慮に入れる必要があり、分子内水素

結合の可能性が示唆された。

lH coupling条件下で得られた c乃(NH)3のスベクトルをFig.2に示す。 pH7付近におい

て、隣接するプロトンの影響によりシグナルが2本に分裂し、 lJ(N-H)が最大となっ

た。すなわち、高pH領域から中性領域になるにつれて分子内水素結合が安定である

が、 pH7付近では分子内水素結合が消滅し、プ 釦 1
I cP3(NHb 

ロトンは窒素原子のみに配位する。さらに低pH 虫ωI - ー

領域になると酸素原子にもプロトンが配位し、同宮川

時に互変異性が現れると考えられる。また、同様を可

の結果が cP4(NH)4においても確認された。 20

lJ(N-H)のpH依存性をFig.3に示す。 cP3(NH)3では 02 4 

lJ(N-H)が pH6.5""'7.5で最大であり、この時プロ

トンが窒素原子に配位した安定構造となると考え 剖

I cP4川町4
られる。さらにcP4(NH)4ではこの安定構造がpHきω

6.0""'9.0と、高いpH領域におよぶ。 CP4(NH)4は空 2組

問的に歪んだ構造を持つため、 cFち(NH)3に比ベ分コー

子内水素結合が不安定であると考えられる。 20 

このような詳細かつ新しい酸解離挙動の研究は今 O.!: 

後金属カチオンなどとの錯生成挙動を研究する上

10 

pH 

でも大いに有用である。 Fig.3 Plots of 1J (N-H) vs pH 
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1，3，5-Tri叫kyl-置換ベンゼンの立体障害

・溶媒シフトと緩和時間によるによる検討・

(電気通信大学)0前田真倍、丸森俊男、丸山勝也、仁木園雄、鈴木 沖

A study of steric hindran偲 of1，3，5-trialkylbenzenes on the basis of 

solvent shifts and Tl measurements 

<University ofElectro・Communications)

o Shingo Maeda， Toshio Marumori， Katsuya Maruyama， 

Kunio Nikki and Noboru Suzuki 

The steric hindran田 ofthe ring hydrogen atoms on benzene derivativ朗 (CH3，C2H5， 

i-CaH7， t-C..H9， and neo・C5Hll)印刷∞e田 fullyestimated by means of the proton NMR 

solvent shifts. The steric hindrance of ring pro旬nson 1，3，5廿 ineopentylbenzenevaries 

significantly with the solvents used. This result reveals that the conformation of 

neo・C5Hllgroups is casily changed by the dispersion force of the solvent8. The 

∞nformations of alkyl 8ubstituents are al卸必8CU回 edba飽 don the Tl values of each 

伺 rbona旬 mon1，3，5-仕ialkylbenzenes血C6F14，CCI4， and Clf2I2. 

1. 序論

Carterらによると、 1，3，5-tr泊伺pentylbenzeneの3つの置換基がベンゼン環の面に対し

て同じ側に集まったものが優位配座であると報告されている。 H これは3つの置換基間に引

力相E作用が働くことで説明されている。つまり、分子の立体配座は置換基の立体障害す

なわち反発力だけでなく、置換基聞の引力的相互作用にも支配されているということを示

した最初の研究である。

我々はこのようなアルキル基間の分子内相互作用、または溶媒分子との分子間相互作用

について、その大きさや特徴を明らかにしようとしてきた。今回、 1，3，5-トリアルキル置換

ベンゼンの置換基の大きさを変えて環プロトンの溶媒シフトを測定したところ、置換基が

大きいほど溶媒シフトが小さくなることがわかったが、とれは環プロトンへの溶媒分子の

近づきゃすさが置換基の大きさと関連することを示していると考えられる。しかし、溶媒

によっては搭媒シフトの大きさの順番が変化する置換基があることを見出した。この結果

は、置換基の大きさが溶媒により変化することを意味している。この現象に置族基の回転

運動が関連していると考え、緩和時間の測定も試みた。

キーワード:立体障害、 1，3，5-1i1-alkyl・置換ベンゼン、溶媒シフト、緩和時間

まえだしんご、まるもりとしお、まるやまかつや、につきくにお、すずきのぼる
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2. 結果と討論

2.1 溶媒シフト

NMRの溶媒シフトを利用してアルキル置換ベンゼン誘導体の置換基を変えた時の環プ

ロトンへの溶媒の接近のしやすさを見積もった。その結果、屈折率の特に大きな CH2I2中

では、置換基の数が噌加する 0，4・置換体から 1，3，5・置換体へ)に従い溶媒シフト (ao) 

は見かけ上高磁場シフトを示した。置換基を変えた場合の溶媒シフト(高磁場シフト)は

見かけ上 t，C4H9、i-CaH7、nω-C5HlI、 C2H5、CH3の順に増大した。また、屈折率の特に

IJ、さなCGF14中では見かけ上の溶媒シフト(低磁場シフト)は酷0・C5HlI、 t-C4H9、i'C3H7、

C2H5、CH3の順に増大した。このように、環プロトンの溶媒シフトの大きさが nω-C5HlI

だけ溶媒によって異なるという結果が得られた。
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Fig.l Ring proωn solvent shifts of 8ubstituented benzenes， ωa d (CH2I2)= d CH2I2 -d CDCb組 d

(b) a d (CGF14)= d CGFu-d CDCb 

CH2I2中では環プロトンのシグナルは CDC13中よりも低磁場シフトを示すが、置換基が

付くことで溶媒分子が環プロトンに接近しにくくなり、低磁場シフトの大きさは減少し高

磁場シフトを示す。これは置換基の数や大きさが増すと、より溶媒の接近を妨げると考え

ると理解できる。一方、 C泡.Fu中では CDCl3中より高磁場シフトを示すが、置換基d乃夫Tや

大きさが増すことで溶媒の接近は妨げられ、高磁場シフトが減少し見かけに低磁場手ツト

すると解釈した。

2.2 溶媒シフトと置換基定数

溶媒の近づきやすさの目安と考えられる溶媒シフトを、有機化学でよく使われる立体障

害を表すパラメータと比較した。パラメータとして、立体置換基定数Es引と A値3)を用い

た。 Esは RCOOC2H5の加水分解の反応速度から求めたもので、 CH3基のときをOとし、

とれより嵩高くなるほど負で大きな値を示す。A値はシクロヘキサンに置換基を付けたとき

のアキシアルとヱクアトリアルの配座の聞の自由エネルギー差から求めたものであり、値

が大きいほど嵩高いことになる。とれらのパラメータの各置換基に対する値は以下である。
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Table.l The common substituent constants. 

substituent CH3 C2H5 i-C3H7 t.CdI9 neo・C5Hll

Es O.ω-0.07 -0.47 ・l.54 ・l.74

Avalue l.7 1.8 2.1 5.6 2.0 

Es値はC6F14中での溶媒シフトの大きさの順序と一致しており、 A値は CH2I2中での溶

媒シフトの順序と一致しているという興味深い結果となった。

この結果、 CH3、C2l也、 i-C3H7、t-C4H9は嵩高さの順番が全て同じであるのに対し、

即 0・C5Hl1に関しては、見積もる方法、あるいは溶媒の性質によって嵩高さが変化するとも

言える。我々は nω-C5Hllの立体構造が溶媒によって変化していると考え、これらの系に

ついて緩和時間を測定した。

2.3 緩和時間

CH3， C2H5、i-C3H7、t-C4H9， 000・C5Hllを置換基とした 1，3，5.トリアルキル置換ベン

ゼンをサンプルとした。溶媒は相E作用の大きさの違うと思われる CDC13，CC14， C6FJ4， 

CH2I2の 4種を用いた。 1，3，5-トリネオベンチルベンゼンのみ当研究室で合成したものを用

い、それ以外の溶質・溶媒は全て市販の物を使用した。試料は freeze-pump-thawサイクル

を数回行い脱気した。

緩和時間引は 18ぴ -r-9O"パルス法(反転回復法)により測定した。

測定にはVarianUnity plus 5∞IMHzを使用した。
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置換基の無い時、つまり溶質がベンゼンである時のプロットから、 Tlは溶媒の屈折率が

大きくなるにしたがって短くなっている。

Clについては置換基が付くと、置換基が無い時に比べTlはかなり短くなっている。また、

置換基が大きいほどTlが短いという傾向も見られる。 C2でも同様に、置換基が付くことで

Tlは短くなるが、 Clと比較すると全体的に長い。また溶媒の屈折率が大きくなると Tlは

短くなっている。 C3では、他の日C核より溶媒による変化が少ないということが言える。

3. まとめ

今回、 1，3， 5-trial孟ylbenzeneの立体障害が環プロトンの溶媒シフトの測定により見積も

ることができるととがわかった。また、置換基が neo・C5Hllの場合は立体障害の大きさが、

測定方法や溶媒により異なることが明らかとなった。さらに、立体障害の大きさと Tl値の

間にも関連がありそうな結果が得られた。

参考文献

1. R E. Carter and P. Stilbs， J. Am.白 em.Soc.， 98， 7515(1976) 

2. R W. Taft， Jr， J.Am.ωem.St.耳C.，74， 3120(1952) 

3. E. L. Eliel， N. L. Allinger， S. J. Angyal， and G. A Morrison “Conformational 

Analysis" Cbapt. 2， John Wiely & Sons Inc.(1965) 
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LC-NMR-DOSYの応用

(東レリサーチセンター uJlI口謙、木村一雄

Application of LC-NMR-DOSY 

Toray Research Center， Inc.， Ken Kawaguchi and Kazuo Kimura 

An LC-NMR is the useful tool for analyzing mixture samples. A DOSY， Diffusion Ordered 

Spectroscopy， is also useful for the same purpose because mixture samples can be separated 

by the di血lsionconstants. When there are two or more components in a peak of HPLC， the 

combined method of a stop-flow LC-NMR and a DOSY is expected to be very useful under this 

circumstance. We call it“LC-NMR-DOSY". To try the “LC-NMR-DOSY"， we have made a 

pulse sequence containing wet solvent suppression sequence and the results are well. 

LC-NMRは、その名の通り、 HPLCとNMRを直結した装置で、混合物の NMR分析に威力を発揮する。

一方、 DOSY(Diffusion Ordered Spectroscopy)は、分子の自己拡散係数の違いによって混合物

のNMRシグナルを分離する方法である。 LC-NMRが町LCの保持時間で分離するのに対して、 DOSY

は拡散係数の差でシグナルを分離するものである。 LC-NMRは分離能力、感度ともに優れているが、

l本の即日ピーク内に複数の成分が含まれる場合、 DOSYを併用すればHPLCの条件を変えること

なく、それらも分離することが可能ではないかと考えた。そして、この測定法を fLC-NMR-DOSY J 

と呼ぶことにした。 LC-NMR-DQSYは、 W 吸収を持たない成分(多糖など)が混在する場合にも有

用である。

装置は LC-NMRを含めて、 VarianUNITY INOVA600を用いた。試料はトルエンと N，N-ジエチル-m-

トルアミドの混合物を用い、即日ピークが重なるように移動相のアセトニトリル/重水の比率を

調整した。そして、トルエンは 240μg、トルアミドは 36μgに相当する量の試料を HPLCへ注入

し、 LC-NMR-DOSY法を試みた。 DOSY法は、 BPPLED法をベースにして、これに溶媒消去を行なうた

めに WETを組み込んだパルスシーケンスを作成し用いた。

Fig.lにstop-flowLC-NMRスペクトルを示す。この HPLCピークにおける IHNMRスペクトルには、

トルエン、トルアミドが共に観測され、このピーク内に 2種類の成分が混在していることがわか

る。この状態で LC-NMR-DOSY法を試みた。 DOSY法は、 Fig.2に示す様に、 PFG強度を変えた測定

を行い、シグナル強度の減衰の速さから拡散定数を求める測定法である。 LC-NMR-DOSYスペクト

ルを Fig.3に示す。 DOSYスペクトル (Fig. 3)では、トルエンとトルアミドのシグナルが良く分

離していることがわかる(拡散係数の小さい方がトルアミド)。ただし、芳香環領域のシグナル

は、 2成分のシグナルが重なっており、シグナル強度値を成分毎に得ることができない為、分離

できない。しかしこれに関しては今後のソフトウエアの進歩と共に解決できると考えられる。

LC-剛R、DOSY、自己拡散、混合物分析

かわぐちけん、きむらかずお
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toluene and N， N-di・thyl-r胃-tolu町制d・
{ 

u 
N，N-di ・thyl司愉-toluMlid・

Fig.l 

The stop-flow LC-NMR spectrum of the 

mixture (toluene and N，N-diethyl-m-

toluamide) . Both components were 

obserbed at this condition. 
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The spectra of LC-DOSY. The signal 

intensities were decayed according to the 

PFG s t rength. 
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Fig3. 

The LC-NMR-DOSY spectrum of the mixture (toluene and N， N-diethyl-m-toluamide). The 

diffusion constant of the toluamide is small (upper signals). 
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P49 

生体高分子水溶液の緩和時間測定における化学交換の影響

(東水大)0松川真吾、渡部徳子

Effect of Chemical Exchange on N恥1RRelaxation Times for Biopolymer Solutions 

ShingoM施 ukawaand Tokuko Wa凶 abe
Depar加 entofFood Sciences and Technology， Tokyo Universi勿ofFisheries

百letemperature dependence of'H NMR. rel鉱油on白nesfor biopolymer systems wi白 chemicalexchange 

were calculated and compared with e布 erimentalres凶tsof 'H NMR. re1axation times and circular dichroism for 
water in gelatin solutions in ordぽ toelucidate the hydrogen bonding behavior and structural change of gelatin 
mol回Jlesin aqueous鉛，lutions. From the results of the temperature dependence， it was found由at'HT20f 

water in gelatin solution signifiωntly changes with the ∞nformational change of gelatin， such as random coil-
剖plehelix tI沼lSition，and the formation of gel， which alters the proton exchange rate between water molecule 
and hydroxyl groups of gelatin. τ'hee却 erimentalres叫tsof the temp<澗旬redependen∞of'HT2 were 
explained by the res凶tsof the calculation for two・siteexchange model. 

1.緒言

水溶液中の生体高分子は温度や塩濃度が変わると高次構造形成が変化する。このような構造の変化

に伴い、高分子鎖の運動性は変化し、また、水分子と高分子鎖の水酸基やアミノ基との問での化学交

換速度を変える。この時、観，$IJされる水分子の 'HTzは大きく変化する。本研究では、このような化学

交換のある生体高分子水溶液において、 Carr-PurcelトMaiboom-Gill(CPMG)法によって観測される水

分子の 'HT2を計算し、これまでに知られている近似式の結果と比較する。また、ゼラチン水溶液の高

次構造変化に伴う水の 'HT2を測定し、計算結果と比較して 3重螺旋形成とゲル化機構を検討する。

2. 実験

塾塾誼製ゼラチンは室温で 30分間 80"Cで 15分間加熱溶解して、 1から 12(w/w) %の溶液を調製した。

盟i宜主蓋 NMR 緩和時間、 CD 及び粘弾性の温度依存性は 80"C~0"Cの範囲で 0.5"C/min で降湿し、さ

らに、昇温させながら行った。 'HT2 NMRの測定は Bruker社製の minispecPC-120を用いて、共鳴周

波数は 20附 z、2τ=0.2~lms で CPMG 法で行った。

3.結果と考察

化学交換の緩和時間への影響化学交換がある場合のそれぞれの磁化ベクトノレ(MA，MB)の時間変化は

共鳴周波数(ωA'ωB)、緩和時間σ2，A，T2，B)、交換速度(lI'tA，lhB)を用いて(1)式のように表わされる。 CPMG

法における180.xパルスによる位相の反転を考慮すると4nτ における仰A，MB)は(2)式となる。
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t=4nτ におけるエコー信号強度は次式となる。
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Figlに Aと Bの運動の活性化エネルギーと化学交換の活性化エネルギーを仮定した場合の計算結果

を示した。運動の遅い B成分のプロトン比率は o.1とした。交換が無い場合の T2とそれらの平均を

実線で示した。交換が早い場合の近似式 1/T2obS=f./T2A+fb/TB+f.fb(ωA一ωB)2/(1/τA+1/τ:B)と交換が遅い場

合の近似式1/T2obsA， B= 1/T 2A.B + 1/τMでの計算結果をそれぞれ破線と点線で示した。交換速度と緩和速度

が等しくなる温度付近で、遅い成分 Bが現われ、この時 T20bsAは大きくなる。交換の活性化エネルギ

ーと B成分の運動の活性化エネルギーを変化させた場合の温度依存性を Fig2とFig3に示した。
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ゼラチン溶液の混度依存性 Fig4に蹴ゼラチン

溶液の粘弾性、モル楕円率[9]及び IHT2の温度依

存性を示した。降温過程の 30"C付近において弾

性率及び[9]の急激な変化が見られ、ヘリックス

とゲル構造の生成を示している。この時 T2も急

激な低下を示しており構造変化を反映している。
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種々の非対称スルフィルイミンの不斉S原子に隣接するメチレンプロ

トンの NMR的非等価性に関する検討

(東工大資源研関東学院大工2)中村義之 o卯辰直也2 池田勝也2

岡村敦史2 尾辻雅2 山本保2

Studies on NMR nonequivalenωof the methylene protons neighboring on asymmetric 

S atoms in sulfilimines 

(Chemical Resources Laboratory， Tokyo Institute ofTechnology) Yoshiyuki Nakamura 

(Industrial Chemistrぁ KantoGakuin University) Naova Utatsg， Katsuya Ikeda， 

Atsushi Okamura， Miya Otsuji， and Tamotsu Yamamoto 

The methylene protons (MHJ adjoined asymmetric center atoms are essentially 

nonequivalent in NMR chemical shift. However， chemical shift nonequivalenc of 

MHαin asymmetric sulfuimines has not yet been verified. The authors have 

measured the lH NMR spectra of several sulfuimines having MH助 MHIland protons 

(MHL) on carbon atoms distant from asymmetric center， and proved that the protons 

are nonequivalent. 

1. 非対称中心原子に隣接するメチレンプロトン /¥  
Rl_l?=N-S02~ ).がーMe(MHJ は，本質的に NMR化学シフト的に非等価で l 、r 

ある.しかしながら，スルフィルイミン(1 )の MHa R，z 
が非等価である例は知られていない.筆者らは， MHα la: R1=Et， R2=Et 

及び MHIlさらに 3，4原子隔たった炭素上にプロトン 跡 RJ=州 eC61d=Et
、、 lc:R1=CH2Ph， R"=CH2Ph 

(MHL)を有する数種のスルフィルイミ/の lHNMR ld: Rl=p-MeC~H4， R2=CH2Ph 
スベクトルを測定し，それらのプロトンがいずれも le: R1=p-MeC6H4， R2=CH2CH2Cl 

NMRにおいて化学シフト的に非等価性であるかど 1川戸=CH2CH20CH2Ph
19: Rl=p-MeC6H4 

うかを検討した.これらを合わせて報告する R2=CH2CH2OCH2Ph

2.スルフィルイミン())の合成 1は，既報のスルフィドとクロラミン Tとの反応1)，

またはエテニルスルフィルイミンのMichael付加2)により合成した.用いたスルフィドは，

対称なものは市販品を，非対称なものは， 4-トルエンチオールを出発原料とし，それぞれ

に相当するハロゲン化アルキルを反応させて合成した. 塑!I1t:それらの試料の lH，13C 

NMRスベクトルは日本電子製 JNM-La-500，♂>JM-GSX-270を用いて測定した.

3.非対称スルフィルイミンの R原子に隣培するα炭素卜のプロトン MHaのNMR挙動:

Et基をもっ la，lbの CDCb中室温での lHNMRスベクトル中、前者の Et基のプロト

ンは，一般的なおお型の結合パターンを示したのに対し，後者のものは， ABXs型結合パ

ターンを示し，不斉中心の影響を示唆した.PhCH2基を持つ lc，ldの CDCb中室温で

のMHIlの NMRスベクトルは，いずれも dd-結合パターンを示すが， Fig.lに示すよ

キーワード:非等価性，不斉中心， ABXs型，溶媒効果、非対称スルフィルイミ

なかむらよしゆき， 0うたつなおや，いけだかつや，おかむらあっし，おつじみや，やまもとたもつ
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うに温度を下げることにより，前者は一重線になるが，一方後者では， dd.結合パターン

のままであった.このことから，不斉中心隣接メチレンプロトンの非等価性を確認したり.

4O't: 

20 't: 

。℃

.20 't: 

-40'C 

Fig. L lH NMR Spectrn of methylene protons of lc and.ld at various temperatures in CDCh・

非対称スルフィルイミンの s原平に隣樺す

る β炭素卜プロトン M~l~の NMR 挙動:

2'Chloroethyl基を持つ leの CDCb中

室温の IHNMRスベクトル(エチルプロ

トン部分)は， Fig.2のように， 4組みの

複雑な結合パターンを示した.このパター

ンを IH.IH，IH.13C COSY， DEPTによって

追究した結果， 4組の 8重線であることが判

ったり.このように MH~は佑学シフト的に

非等価であるが、溶媒や測定温度によりス

h
H
m制

帥

H
M
附

k
n
M
U川

出

H
m
馴

ピン結合パターンに変イじが見られ， leの溶 Fig.2. Spin'Spin Coupliog oCTwo M・thyleneProtons 
in Sulfilimine 10 at 24・Cin CDCI.・

液構造の変イじがこれらに大きく寄与するようである.

非対称スルフィルイミ..L.!!2連関炭素卜のプロトン MHLのNMR挙動 Benzyloxyethyl基

を持つ1f， lgの CDCIa中，室温のスベクトル中 PhCH2のプロトン (MHo)のNMRスベ

クトルは，それぞれ dd.結合パターンを示した.この両者も上記と同様に温度の影響を調

べた結果， 19のものも，低温において dd'結合パターンのままで， MHoは佑学シフト的に

非等価であることを示唆した.一方， 2・Phenylethoxye thy 1基を有するスルフィルイミン

の MHð • MH，は，それぞれ3重線を示した.また， 2・Phenylethylthioethyl基を有するス

ルフィルイミンの MHo.MH，{;同様で，乙れらは化学シフト的に非等価性を示さなかった.

以上，不斉中心隣接 MI-Iが化学シフト的に非等価性を示す例を挙げたが，これらが不斉

中心原子に関わるものか， Geminal H自身の磁気異方性によるものか不明確である.

参考文献 J)続実験化学講座， 5， 1197pp. 2) T. Yamamoto and M. Oka¥ろ'ara，Chemistry Lett.， 

1975， 581. 3)中村・卯辰・尾辻・山本，日本化学会弟 78秋季年会 ('00)(千葉).4)中村・池田・

岡村・卯辰・山本，日本化学学会第 77秋季年会 ('99)(札幌). 
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TRNOE法によるムスカリン性アセチルコリン受容体
に結合したメタコリンの構造解析研究

(理研 GSCI，科技団 CREST2，東大院医九東大院理 4)

Oi賓田季之贋田洋1.2 古川浩康三芳賀達也 2.3 武藤裕七横山茂之 1.4

Conformational analysis of methacholine bound to the muscarinic 

acetylcholine receptor by transferred NQE experiments 

(GSC， RIKEN1
; CREST， JST2; Neurobiochemis住y，Univ. ofTokY03; Biophysics and 

Biochemistry， Univ. ofTokY04) 

o Toshiyuki Hama血1，Hiroshi HirotalへHiroyasuFurukawa3， Tatsuya Haga2
•
3, Yutaka Mut04， 

and Shigeyuki Yokoyamal
•
4 

In order to determine the conformation of (s)-methacholine (MeCho) bound to血eM2

muscari凶C民ceptor，we have used血e回 nsferrednuclear Overhauser e妊ect(TRNOE) analysis. 

Measurements of NOESY s戸C回 forMeCho bound to血ereceptor were made bo白 inthe 

prl白 ence組d白eabsen印 of佃 antagonist，atropine，組d血e叩配traobtained in出epresence of 

atropine were subtracted from those obtained without atropine for removal of non-specific 

signals. 百lesedata suggest白紙出.eCα-Csbond is in the gauche conformation (the torsion 

angle O-CI}-Cα-N is 600
) when (s)ーme'出acholineis bound to血eM2r，即eptor. 百leseresu1ts are 

different from repo制 resu1tsusing rigid acetylcholine佃 alogues，which predict a trans 

conformation for acetylcholine bound ω血emuscarinic receptors. 

アセチルコリンは神経伝達物質として同定された最初の物質であり、中枢神経、お

よび末梢神経で二種類のアセチルコリン受容体(ニコチン性とムスカリン性)に作用

し、生理活性を引き起こす。

受容体に結合していないアセチルコリンの構造はX線結晶構造解析により 1966年

に Paulingらにより解明された。その構造はひCI}-Cα-Nの二面角が約 600 をとる

gauche型であった。また、ニコチン性アセチルコリン受容体に結合したアセチルコリ

ンはか机s型の立体配座をとっていることが、仕組sferredNOE (TRNOE)測定とエネル

ギ一計算から予測された。ところが、ムスカリン受容体に結合したアセチルコリンの

構造はアナログ化合物の結合実験などからか仰と予測されてはいるものの、その構

造が証明された例はない。

TRNOE，ムスカリン性アセチルコリン受容体，メタコリン，立体配座 spindiffusion 

はまだ としゆき，ひろた ひろし，ふるかわ ひろやす，はがたつや，むとう

ゆたか，よこやま しげゆき
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アセチルコリンのメチル化体である (s)-methacholine(MeCho)は、ムスカリン受容

体に対する親和性がアセチルコリンと同様であり、また、それぞれのプロトンが独立

した NMRシグナルを与えるため、 NMRを用いた立体配座解析に適している。そこで、

我々は、受容体と結合した MeChoの立体構造、特に Cα-Cs間の内部回転角を τRNOE

を用いて解析した。
NOE 

引帆 R R 
l 一べ弐 ..H， 白 11 H均附s必C.... 、JノrvH町 _H叫叩sρ，C..... 、/t卜、ザ......H匝 H叫叩叩s持.Cヘcヘ、/T、v-H町' H叫.C、、，+唱1へ/'叩 11 γ 、、 rγE、 7 I ， 
/、、、 ""'"、、、 ""'"、、、 ¥ /一ーマーN(CH.la\~、、、 1 しf 、、J

Hsc dx  o， 、 制 メrノ ーH〆¥ザ/"N(CH.la Hs"¥〆、HR
....:' " H.! I 

"R 円 OCOCH. OCOCH. OCOCH. 

R=H， Acetylcholine 
R=Me， Methacholine 

Freeform Boundform Bound form sug伊蜘d
fromfom咽 rstudles

NMR測定には、 50μMの阻sub-typeムスカリン受容体 (N末端の糖鎖付加部位の

除去、第 3細胞内ループ中央部の除去、そして、 C末端への His-tagの付加)、およ

び、1.5叫1: (受容体の 30倍の濃度)の MeChoを含んだ試料溶液を調製した。

最初に、 mixingtime 150 m秒で二種類の NOESYスベクトル(測定温度 230C) を測

定した。まず、上記で調製した試料溶液で測定し、次に、同じ試料溶液に組tagonist

である atropineを加え、受容体のリガンド結合部位を班opineでブロックした状態で

NOESYスペクトルを測定した。これら二つのスベクトルの差をとることにより受容

体に特異的に結合した MeChoの NOEシグナルを抽出し、それらの NOE強度の比較

を行った。その結果、 spindiffusion由来と思われるいくつかの NOEがあることが推察

された。そこで、 spindiffusion由来の間接的 NOEの除去(短い mixingtimeでの NOESY

測定)および、間接的 NOEの検出 (ROESY測定)を行った。

Mixing timeを 150m秒で測定した時、 Hs/HR聞の NOE強度は、 Hs/HS聞の NOE

強度とほぼ同等であったが、 mixingtimeを短くすることで、 Hs/HR間の NOE強度は、

他より大きく減少した。また、 ROESYスベクトルを測定すると、 Hs/ HR間の ROE

は対角ピークと同じ方向に出ることから、この NOE(ROE)はspindiffusion由来の間

接的 NOE(ROE) であることがわかった。 更に、 NOESYスベクトル (mixingtime = 
30 ms) を測定し、 Hs/HR間の NOE強度が Hs/HS聞の NOE強度に比べ弱いこと、

sMe/HR聞の NOE強度とsMe/HS間の NOE強度がほぼ同等であることから、二面角

O-Cs-Cα-Nが 600のg仰 che型であると決定した。

以上の結果より、ムスカリン受容体結合時のメタコリンの立体配座は gωche型であ

ることが分かつた。この立体配座は、溶液中の MeChoの立体配座(二面角O-Cs-Cα-N

が 900
) が約 300 回転したもので、アナログ化合物の結合実験などから予想されてい

た trans型とは大きく異なっていた。今回の結果は、アセチルコリンの9位に methyl

基が付いたことにより、その立体障害が立体配座に影響を与えている可能性もあるの

で、現在、メチレンプロトンが選択的に重水素化されたアセチルコリンの合成を行っ

ており、今後その TRNOEの検討を行う予定である O
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P52 

塩化マグネシウムおよび塩化カルシウム水溶液中における

水分子の回転運動におよぼす圧力効果

(立命館大理工)0文野浩一・谷口吉弘

Pressure Effects on the Rotational Motion of D20 Molecule 

in MgC12 and CaC12 Aqueous Solutions 

Koichi， FUMINO; Yoshihiro， TANIGUCHI 

Facul ty of Science and Engineering， Ri tsumeikan Uni versi ty， Kusatsu， Shiga， 

525-8577 

The spin-lattice relaxation rates (Rj) of D and j70 nuclei of heavy water 

(D20) molecule in MgC12 and CaC12 aqueous solutions were measured in the 

range of 0.1-300 MPa and 0-1. 0 molkg-
j 
at 10 and 250C. Rj values increase 

with concentration quadratically in 0.1-200 MPa and linearly at 250 and 

300 MPa. The rotational correlation timesτ) coordinated to Mg2+ and 

Ca2+， which is estimated by Rj， increases with increasing pressure and is 

in this order: Mg2+ >Ca2+ >pure D20. This implies that the coordinated D20 

mol巴culesrotate more slowly with increasing pressure. 

1.はじめに 以前にj)、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 (RJを 10-500

C、

0-1. 0 molkg-
j
、O.1-300 MPaにおいて測定した。 Rjの値は各温度において圧力の

増加とともに減少し、各圧力において溶液濃度と直線関係にあった。また、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+>pureD20>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、塩化マグネシウムおよび塩化カルシウム水溶液中におけ

る水分子の D核および 170核の Rjを 10，25't、 0-1.0 molkg-
j
、O.1-300 MPaに

おいて測定した。

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

測定圧力は 0.1，50:t1， 100:t1， 150:t1， 200:t1， 250:t1， 300:t2 MPa、測定温度は

10:t0. 1， 25:t0. 1 't、溶液濃度は 0.25，0.5， 0.75， 1. 0 moll王U とした。 Rjの測

定誤差は 3%以内であった。

3.結果および考察 R10を純水における測定核の Rj とすると、上記水溶液中に

おける水分子の D核のスピンー格子緩和速度比 (Rj/RjO) と溶液濃度m との関

係は Fig. 1に示されるように、 0.1-200MPaにおいて m と 2次式の関係に、

250-300 MPaにおいて直線関係にあることが認められ、(1)式および (2)式が成立

するものと思われる。(この傾向は 170核についても同様であった。)

Rj/RjO=1+B.m+A.m2 (0.1-200 MPa) (1) 

R jl R j 0 = 1 + B.m (250-300 MPa) (2) 

塩化マグネシウム、塩化カルシウム、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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ここで、 Aはイオンーイオン間相互作用に関するパラメーター、 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)式および (2)式の Bはイオン分割

により、 (3)式が成立する。

(3) B=B++B一

よって、二状態モデル討を用い、 B+(K+) = B-(Cl-)を仮定すると (4)式が得られる。

(4) 

n+はイオンの配位数である。

B + = { (R 1 + / R 10) - 1 }・ (n+/50.0)

ここで、 RI+はカチオンに配位する水分子の Rい

さらに極度尖鋭化条件下では (5)式が成立 するぺ

(5) 

ここで Iはスピン量子数、 e2qQ/!iは四極子結合定数、 ηは非対称性パラメータ一、

τは測定核の回転相関時間である。 (4)式および (5)式より Mg2+および Ca2+に配

位する水分子の測定核の τが得られ、25'Cにおける D核について Fig.2に示す。

τの値は、圧力の増加とともに増加しており、水分子の回転運動は加圧とともに

遅くなるものと思われる。(この傾向は 170核についても同様であった。)さらに、

t の値は Mg2+>Ca2+>pureD20>の

順になることが認められた。

R 1 = (3/40) {(21 + 3) /12 (21一l)}(e2qQ/n) 2 { 1 + (η2/3)} • 

。。
15 
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Fig. 2 Pressure dependences of rotational correlation 
timesτ) of D nucJeus in D，O molecules 
coordinated to， Mg'+ and Ca'+ ions and pure D，O 
molecule at 25"C 
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Fig. 1 Concentration dependences of R，/R， 0 v~lues of 0 
nucleus in MgCl， aqueous solut旧nsat 25"C 
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Oxford University 
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Chap. 7， p.301 (1973). 

3) A. Abraham，“The Principles of Nuclear Magnetism，>> 
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NMR緩和時間測定によるハイドロゲル網目サイズの予測

(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

Estimation ofhydrogel mesh size from lH spin-spin relaxation measurement 

of hydrogel polymer 

(National Institute of Health Sciences) 

Yukio Aso， Sumie Yoshioka and Shigeo Kojima 

Release rate of drugs with large molecular size自uchas proteins is considered to be 

affected by hydrogel mesh size. In this study， we propose a method to estimate hydrogel 

mesh size from lH spin-spin relaxation data ofhydrogel polymer protons. Relaxation 

process of hydrogel polymer protons could be described by a sum of two exponential equations. 

Proportion of rapidly relaxing protons was estimated from free induction decay of hydrogel 

polymer protons. Linear correlation was observed between the reciprocal of the proportion 

of rapidly relaxing protons and mesh size determined from dynamic light scattering 

measurement. Release rate of some model proteins from hydrogels could be estimatedirom 

gel mesh size determined from lH spin-spin relaxation measurement. These results indicate 

the usefulness of the proportion of rapidly relaxing protons as a measure of hydrogel mesh 

slze. 

はじめに

デキストランやゼラチンを架橋することによって得られる生分解性ハイドロゲルはタンパク

質や核酸医薬品の放出制御製剤の基剤として誼目されている。その薬物放出特性の評価法開発を

目的として、薬物放出特性を支配すると考えられるゲルの網目サイズをゲル高分子プロトンのス

ピンースピン緩和過程を解析することによって予測することを試みた。また、得られた網目サイ

ズがモデルタンパク質の放出速度と関連することを明らかにした。

実験

1)メタクリル酸グリシジル修飾高分子の調製

20gのデキストラン、ゼラチンまたはボリヒドロキシエチルアスパルタミド(PHEA)と4gのジメチ

ルアミノピリジンを 2∞mlジメチルスルホキシドに溶かし、メタクリル酸グリシジル(GMA)を添加

し250Cで20時間穏やかに揖持した。反応液は透析後、凍結乾燥した。 lH-NMRによって GMA由来

のシグナル強度から GMAの修飾率を算出した。

2)ハイドロゲルの調製

メタクリル酸グリシジルの修飾率を変えたゼラチン、デキストランあるいはボリヒドロキシエチル

アスパラギンの水溶液(高分子濃度2併のに、 βーガラクトシダーゼ(GA)、牛血清アルブミン(BSA)、あ

キーワード:運動性、ハイドロゲル、タンパク質、放出速度、緩和時間

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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るいはリゾチーム(Lyz)をそれぞれ0.1、1、1%の濃度で溶解し、 1kGyのγ線を照射することにより

ゲルを調製した。ゲルを直径 6mm厚さ 2mmの円板に切り取り、薬物放出実験に用いた。ゲルから

370CのpH7.4リン酸緩衝液に放出された薬物量を経時的に測定し、薬物放出速度を算出した。 GAの

定量は酵素活性を測定することにより行った。 LyzとBSAの放出量は高速液体クロマトグラフィー

により測定した。

3)ゲル網目サイズおよびlH-NMR緩和時間の測定

直径 7mmの円柱状のゲルについて DLS-7∞0型動的光散乱光度計(大塚電子)を用い、動的光散乱

の2次の相関関数G2(τ)を測定し、 G2肘)と相関時間τの関係から 1式に従い、ゲル網目の拡散係数Dm

を算出した。

G2(τ)・1=α{exp(・Dmq2τ)}2 (1) 

αは試料の弾性率に逆比例する定数、 q2は測定系の定数である。ゲルの網目の間隔(ご)は Dmの値

から Einstein-Stokes式((2)式)を用いて算出した。

主=KT/6m]Dm (2) 

ここでxはボルツマン定数、 ηは溶媒(水)の粘度である。

lH-NMRスピン.スピン緩和時間σ2)の測定に用いたゲルは重水を用いて調製した。測定は共鴫周

波数が25閲訟の JNM-25MU型スベクトロメーター(日本電子)を用い、 90。パルス照易機の自由誘

導減哀を測定し、自由誘導減表を 3式に従いカーブフイツティングすることにより、 T2の小さい緩

和過程を示すプロトンの比率Pcを算出した。

I(t)江o=Pcexp(-tlT2c)+(1-P c)exp( -tlT2nc) (3) 

結果および考察

Fig.1に動的光散乱測定法によって観測されるデキストランゲルの2次の相関関数G2(τ)の実測

例を示す。架橋剤として用いた GMAの修飾率の上昇に伴い G2令)の減衰速度は大きくなった。

GMA修飾率が 7%より大きいゲルではαが小さくなるため、 G2(τ)の減衰の観測が困難になった。

G2(τ)と相関時間τの関係から算出したゲル網目の拡散係数DmおよびDm用いて算出したゲルの網目

の間隔(ご)を Table1に示す。 GMA修飾率が大きいゲルほど網目間隔が小さくなる傾向が見られ

た。

lH-NMRにおいて観測されるデキストランゲル高分子プロトンの自由誘導減衰信号を Fig.2 

に示す。いずれの高分子ゲルにおいても、 Fig.2に示すように 2相性の減衰を示し、 FIDシグナ

ルは 2つの exponential関数の和(3式)で表すことができた。これはゲル高分子プロトンに運動性

の異なるプロトンが少なくとも 2種類存在することを示唆する。架橋剤として用いた GMAの修

飾率の大きなゲルほど緩和時間の短いプロトンの比率 Pcが大きかったことから、 T2の小さい緩

和過程を示すプロトンは架橋の近傍にあり、運動の束縛されたプロトンであると考えられる。ゲ

ルネットワークの単位長さあたりに存在する架橋の数を N とすれば、網目の間隔(ご)は近似的

にlINに比例する。 PcはGMA修飾率があまり大きくなければ、ゲルネットワークの単位長さあ

たりに存在する架橋の数 Nに近似的に比例すると考えられる。したがって、網目の間隔は Pcに

逆比例すると考えられる。

ご∞lIN∞l/Pc (4) 

dynamic light scatteringの測定によって見積もられたゲルの網目間隔若と lH・NMRのFIDか
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ら見積もられた 1IPcの関係は Fig.3に示すようにほぼ比例関係がみられた。 2次の相関関数の減

衰が観測できないため、 dynamiclight scat旬ringの測定によって ξを見積もることが困難な

GMA修飾率の大きなゲルについても、 Pcを算出できるのでごの指標として有用であると考えら

れる。

lH-NMR測定によって得られる 1IPcの値がゲルの網目間隔として妥当であることを確かめる

ため、 1IPcとハイドロゲルからのモデル薬物の放出速度との関係を検討した。 Ogstonによるとゲ

ル中の溶出分子の拡散係数 Dgは5式に基づいて算出できる。

B
主
E
'

に
I

一り

+
一
+

ι一fv
x
 

，，、、nr x
 

c
 

D
s
一司

(5) 

ここで r.は溶質分子の流体力学半径、 rrはゲル高分子ファイパーの半径を表す。 r はゲル高

分子聞の平均の openingを表し、網目間隔主に比例するので rの代わりに CIIP布1は比例係数)を

用いることができる。溶質分子の水溶液における拡散係数Doは6式で表され、厚さ Iの円板状の

ゲルからの薬物放出定数kは7式で表される。7式に 5および6式を代入することにより kとPc

の関係を表す 8式が得られる。

DA KT =---
U 命的"，

(6) 

k=4ι[D; (η 

k=4.fIl-ι-J-x (" +'f)2}(め
V;d2 ~命切に --.rt -. (C1/PC +'f)2J 

Fig.4にβ.ガラクトシダーゼの放出速度とゲルの網目サイズの指標である 1IPcとの関係を、 Fig.

5にLyz、BSAの放出速度と 1IPcとの関係を示す。いずれの薬物の場合も、 1IPcが大きく、ゲル

の網目が大きいほど薬物放出速度は大きかった。 Fig.4に示すようにβ.ガラクトシダーゼの放出

速度はゲル高分子の種類によらずひとつの曲線上にデータが集まった。これは、薬物放出速度が

1IPcゲルの網目サイズに支配されていることを示す。 Fig.4に示すβ・ガラクトシダーゼの放出速

度定数のデータからフイツティングによって、 Cl、rrの値を算出し、それらの値を用いて Lyz、

BSAの放出速度定数を算出し、 Fig.5に破線および点線で示す。放出速度の計算値は実測の放出

速度と良く一致しており、ゲルの網日間隔の指標として 1IPcが有用であることが示された。

引用文献

B. Amsden， Macromolecules， 31，8382 (1998). 

A. G. Ogston， Trans. Faraday Soc. 54， 1754 (1958). 
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スピンエコーおよびπパルス列を用いた

13COMASNMRによるコレステリック液晶の異方的

分子拡散係数の測定

(1.分子科学研究所 2.京大院理)0西山裕介(1) 久 保 厚(1) 寺尾武彦(2)

Determination of anisotropic molecular diffusion coefficients of cholesteric liquid 

crystals by combining a spin echo and a πpulse train with 13C OMAS NMR 

Yusuke Nishiyama 1， Atsushi Kubo1， Takehiko Terao2 

lInstitute for molecular science， Myodaiji， Okazaki 444・8585，Japan

2Kyoto U niversity， Kyoto 606・8502，Japan

Abstruct 

A new method to measure molecular diffusion coefficients of cholesteric liquid crystals is 

proposed and studied both theoretically and experimentally. We spun cholesteric liquid 

crystals with positive magnetic susceptibility anisotropies around the axis inclined from 

the magnetic field by an angle larger than the magic angle， and apply a 7r pulse train 

to recover the position dependence of the 13C NMR resonance frequency along the 

spinning axis， which is averaged by sample spinning. The spin echo attenuation with a 

7r pulse train was recorded and analyzed. 

1.序

液体中での分子拡散を測定する有力な手法として PulsedField Gradient (PFG)法が確立

されている。拡散が遅くまた双徳子相互作用が完全には平均化されず残る液品中において

も5齢、磁場勾配や双極子デカップルなどの手法により異方的な拡散係数が求められている。

異なるアプローチとしてコレステリック液晶においては、スベクトルの線形解析により異

方的な拡散係数が得られている。

ここでは、コレステリック液品の異方的拡散係数を精密に測定するための新しい手法を発

表する。コレステリック液晶においては、ピッチ軸方向にらせんを描きながらデ、イレクタ

ーが並ぶためディレクターの角度を通じて分子の位置と共鳴周波数に相聞がある。そのた

め静止試料の NMRスベクトルは円柱ノfウダーパターンを示す。磁化率の異方性が正(負)

のコレステリック液晶を磁場に対する試料回転軸の角度をマジックアングルより大きい(小

キーワード:OMAS 液晶拡散化学シフト異方性 スピンエコー

著者ふりがな:にしやまゅうすけ、 くぽあっし、 てらおたけひこ

216 



さし、)角度で試料回転する事によりピッチ軸を試料回転軸に一致させる事ができる。このと

き、分子の位置と共鳴周波数の相聞は試料回転により平均化されてしまう。ここにzパル

ス列を適切に照射する事により円柱ノfウダーパターンを復活させると分子の位置と共鳴周

波数の相闘が復活する。この状況は PFGを照射している間だけ分子の位置と共鳴周波数

の相聞が発生する PFG法とよく似ている。 πパルス系列を PFGの代わりに照射し、エコ

ーをとる事により拡散係数を測定した。

2.理論

半ロータ一周期の聞に 2回のzパルスを照射することにより円柱ノfウダーパターンを復活

させる[1]。このとき磁化の発展は、 OMASのもとでの磁化の発展と Zパルスによる効果

を考えればよい事になる。 OMASのもとでの NMRの共鳴周波数は次のようにあらわされ

る。

ω(o，t) = (J) + C2 cos2(ω'rt+ゆ) (1) 

ここで定数EおよびC2は静磁場と試料回転軸のなす角εと化学シフトテンソルの主値に

依存し文献問に与えられている。また、 ω'r/2n(= Ijr.}は試料回転周波数、。は試料管に

固定された座標系におけるディレクターの分布をあらわす角度であり関係は figure1に示

した。

Bloch方程式に拡散項を加えると次のようにあらわすことができる。

a2 

-MJ1m(O，t)=[iω(仇t)-1ITzlM~me(ø， t)+ DR一一M附 (o，t) (2) 
2""~+ ，."，.，. ~R ao 

M~me(ø， t) をゆについて Fourier 展開して次のようにあらわす。

M~""' (o， t) = ~>2k (t )exp(2ikO) (3) 
k=一回

上の式では偶数次数の係数しか現れない。これは化学シフト相互作用が

ω(卯 )=ω(ゆ+仰)を満たすことおよび平衡状態の磁化がゆに依存しない事に由来してい

る。次式のベクトルa(t)の時開発展を計算すれば OMASのもとでの磁化の時開発展が与

えられる。

a_4 (t) 

α-2 (t) 

a(t) = I ao (t) 
。

2
(t) 

a4 (t) 

(4) 

a(t)を計算するためまず(2)式をa(t)で書き直し、さらに両辺をnこ関してラプラス変換し

た。得られた方程式をラプラス係数について解いた後、逆ラプラス変換により a(t)とその
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初期値a(O)の関係を導いた。最終結果のみを示すと

a(t) = R(O;t )a(0) 

となった。ここで

であり、

および

f(，ω)= 

R(O;t)= -d--r dmS(ω-ir)exp(iω+ r)t 
L.H .... 国

e_4T{ω+4ω~)ーl

e_/(ω+2ω~ t' 
s(ω)= I eoTCωt' 

e/{ω-2lu
r
)ーl

ei(ω-4ω'r)-I 

-iC2/2 i(.d.-4ad+4DR 
-iC2/2 i(.ð. -2ω~)+2DR 一 iC2 /2

-iC2/2 i.d. -iC2/2 

-iC2/2 i(.d.+2ωIJ+2DR -iC2/2 

(5) 

(6) 

(7) 

-iC2/2 i(.d.+4wJ+4DR 

(8) 

である。ここで.1=ω-luーザ九である。ここでif(ω)ーlは FloquetLiouville演算子iF

に対する Green関数(ωi-tF)-lとなっている。また、 Xの位相を持つzパルスによって

複素磁化M+= Mx +iMyはその複素共役に変換されるからZパルス前後の円(t)は次のよ

うになる。

a;fter (t) = a~t町 (tr (9) 

。は figure1に示されるような原点を持つ座標系で記述されているため、止(O;t)を次々

にかけ合わせて時開発展行列を求めるためには、座標変換を施す必要がある。その座標変

換は次のように表記できる。
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(10) αjew=exp(-0・ω'rt炉;ld

以上より、時開発展、座標変換、 πパルスを適切に繰り返す事によってzパルス列のもと

での磁化の時開発展が求まり、エコーの強度が計算できる。

3.実験および結果

p-methoxybenzylidene-p-n-butylaniline(MBBA)，こ 5.3wt% Cholesteryl Chloride(CC)を

混合したコレステリック液晶 CCIMBBAを用いた。 Figure2に示したパルスシーケンスを

用いた。二つの異なる m に対して実験を行った。実験およびシミュレーションの結果を

Figure3に示した。

，{:，) t) 
13C[Hn nl n!n nl ど三
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Figure 1. Relationship between the 
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Figure 3. 13C spin echo attenuation for the paek at 120 ppm of the cholesteric liquid 

crystal CCIMBBA. The spectra were observed at two different conditions (a) m = 5 

and (b) m = 15. Experimental results are shown by dots and simulated result are 

shown by lines. The spectra were observed at 303 K and e = 90 degree. The sample 

was spun with 2750 Hz. 
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[1] Y. Nishiyama， A. Kubo， and T. Terao， Molc. Phys. 96， 1569 (1999). 
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液品NMR自動解析法における遺伝アルゴリズムと

スペクトルの積分変換の利用

(北大院・理)0竹内浩，井上香織，安藤タ太，小中重弘

Automatic analysis ofNMR spectra of molecules dissolved in liquid crystals. 
The use of genetic algorithm and integral transformation. 
Division of Chemistry， Graduate School of Science， Hokkaido University 
Hiroshi Takeuchi， Kaori Inoue， Yuta Ando and Shigehiro Konaka 

Recently we have proposed a new method for automatic analysis of NMR spectra of 
molecules dissolved in liquid crystals. In the present study， the method has been applied to 
the analysis of lH-NMR spectra of ethanol， tolan and trans-azobenzene in ZLI 1132. The 
analysis searches a true solution for ethanol and approximate solutions for tolan and trαm，-
azobenzene. This indicates that the automatic analysis by using genetic algorithm and 
integral curves is efficient. We have also discussed a procedure to obtain true solutions from 
approximate solutions. 

[序]液晶を溶媒とする NMR(液晶NMR)では，吸収線の周波数に対する最小自乗法により

化学シフトと直接結合定数を決定する。しかし，スピン数が増えると吸収線の数が増えるため，

この方法による解析は困難になる。そのため，吸収線の周波数と共に強度を用いる自動解析法が

報告されている。この自動解析では，化学シフトと直接結合定数を最小自乗法で決定する。しか

し，一般に多くの局所解が存在するため，最適値を求めるのが困難である。

我々は，昨年の本討論会[1]において，この点を克服する新しい自動解析法について報告し

た。今回は，この方法をエタノール・トラン (ph-C三 C-Ph) ・トランスーアゾベンゼン

(Ph-N=N-Ph) の実測スベクトルに応用じた。それにより，我々の開発した自動解析法

について検討を行なった。

[実験]ネマチック液品ZL 1 1 132中にエタノール(濃度 4wt%) ・トラン (10 wt%) 
トランス アゾベンゼン (10 wt%)をそれぞれ溶かし， ]NMEX-400により 'H-NM
Rスベクトルを測定した。スベクトルに対して液晶溶媒による吸収を補正し，補正後のスベクト

ルを解析に用いた。エタノールとトランのスベクトルを図 1と2に示す。

[解析]本自動解析法では，スベクトルを積分曲線に変換する。スヘクトルを用いた解析では，

実測スベクトルと計算スベクトルのピークが一致するたびに，局所解が生じる。しかし，積分曲

線にはピークが存在しないため，局所解の数を減らすことができる。

この積分曲線に対する解析を行っても，本研究で測定したスベクトルのように吸収線が多くな

れば，なお様々な局所解が存在する。この局所解に陥らずに最適値を求めるために，遺伝アルゴ

リズム (GA) [2Jによるスベクトル・パラメーターの最適値検索を行った。

GAのパラメーターについては，交叉確率と突然変異確率を 0.8と0.3に設定した。選択に

はトーナメント方式を用いた。

[結果]エタノール l世代の個体数は40，世代数は 200とした。解析の第 A 段階では， ト

ランス配座のみが存在するとして，その分子構造が気相のものと等しいと仮定した。そして，積

分曲線に対する GAにより，化学シフトと配向パラメーターを求めた。さらに，直接結合定数と

化学シフトをGAにより最適化した。これにより，計算スベクトルは実測スベクトルを再現した。

その時に得られた計算スベクトノレを図 1に示す。

トラン I世代の個体数は 10，世代数は 100とした。解析の結果，実測スベクトルに対する

液晶溶媒の吸収の補正が不十分であるために，積分曲線から近似解しか得ることができなかったっ

液晶NMR，直接結合定数， 自動解析，遺伝アノレゴ、リズム，積分変換

たけうちひろし，いのうえかおり，あんどうゅうた，こなかしげひろ
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そのため，積分曲線から徐々にスベクトル解析へ移行させる方法を，以下のような重み関数を導

入したスベクトル変換を用いて検討した。

五=LWリろ (i = 1，2，・'.，n)

4は，データ・ポイント jにおけるスベクトル強度である。重み関数 W，jが常に 1の時には，

1; = LIJ' つまり積分強度になる。しかし， j = iの時に円 =1であり j*iの時に wリ=0であれ

ば， 1; = Ijになり oくWjjくlであれば，Ijくλ=LWijljく工ろとなる。後者の場合， λ(i= 1，2，・"，n) 

は積分曲線とスベクトルの中間となる。本研究では，重み関数として exp[-{ ( vj -vj ) /α} 2]のガウ

ス関数 (vjは jにおける周波数， α>0) を用いた。この場合には， αの値が大きいほど， 1;は

積分強度に近くなる。

実際の解析では，積分曲線に対する GAにより求めた近似解を化学シフトと直接結合定数の初

期値にした。そして， αの値を 1000，100， 10 Hzの順に変化させながら，スベクトル・パラメ

ーターを最小自乗法で決定した。その結果，実測スベクトルを再現することができた(図 2) 

トランス アゾベンゼンについても，同様にしてスベクトノレ解析をすることができた。

[結論】 GAと積分曲線を用いた自動解析により，エタノールについてスベクトル・パラメータ

ーを決定できた。 トランとトランスーアゾベンゼンについては，近似解を求めることができた。

このことから，この自動解析法が有効であることがわかった。また，近似解から真の解を得る方

法についても検討した。

Figure 1. Observed and calculated lH-NMR 
spectra of ethanol dissolved in ZLI 1132. 
The observed spectrum has been corrected 
for the background due to ZLI 1132. 

1000 3000 5000 7000 
FrequencylHz 

Figure 2. Observed and calculated lH-NMR 
spectra of tolan dissolved in ZLI 1132. The 
observed spectrum has been corrected for 
the background due to ZLI 1132 
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P56 

時間依存型非断熱遷移理論によるんSスピン系の分極移

動制御

(分子研) 0三嶋謙二、中村宏樹

[序]分極移動(cross-polarization)は、 NMRにおいて、スピン結合している感度のよい核(J)から感度

の良くない核(⑦へ分極を移動し、 S核の感度の良いスペクトルを得るためにしばしば用いられる手法

である。最近、各々の核穫に照射するラジオ波の振幅の一方を断熱的に一回掃引することの有用性が

理論的に示された[l]。しかし、断熱掃引に共通した欠点として、パルス照射時間が長く、スピンー格

子、スピンースピン緩和などの影響が無視できなくなる可能性がある。本研究では、異核同核結合し

たスピン系 INSにおける分極移動を一般的な非断熱遷移理論を用いて多ラジオ波を周期的に掃引して、

短時間で低ラジオ波振幅で完全分極移動を達成することをB標とする。

{計算方法1スピン系 I，Sにおけるハミルトニアンは ， 

右のように与えられる。ここで、 μDt;l:-i-れぞれ、 (-D/4平!J.(t)/2
d. /2 異核、同核双極子結合を表す。Ll(1)は一方のラジオ波|

のo釘setを表し、時間に依存する断熱パラメータであ ¥ :td_12 

る。ハミルトニアンの対格項が時間依存しており、

Landau-Zener型遷移問題である。数値計算は、近年当
d;!: =(叫:td2)1-f'i 

研究室で開発された時間依存型非断熱遷移理論[2，3]を

用い、半古典的に行った。最適化は、 2状態問題(d，=d2)に対して Newton-Raphson法を、 3状態問題(d，
宇d2、D宇0)に対しては Powell法を用いた。

[結果と考察]2状態問題と 3状態問題で関与する断熱状態のLl(1)依存性をそれぞれ図 l、2に示す。

スピン系は低温を仮定し、断熱状態(a)から(b)(2状態問題)、および、断熱状態(a)から(c)(3状態問題)

に 100%遷移させることが目的である。典型的なパルス波と populationの時間変化の様子を図 3に示

す。各々の場合で、断熱高速掃引に比べ、 10倍速く完全分極移動を引き起こすことができることがわ

かった。このことは、疑似交差を一回通過する時の非断熱確率 p で説明することができる。掃引する

回数の影響、較正のエラーに対する安定性などを含めた詳細は当日報告する予定である。
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試料二重回転下での REDOR

(分子研)桑原大介

The application of double-rotation NMR method to a CHx (x這2)spin system 

(Instiωte for Molecular Science) Daisuke Kuwahara 

Double-rotation NMR method was developed original1y to remove second-order line 

broadenings for solid-state quadrupolar nuclei having half-integer spins. We applied the 

method to rare 13C's surrounded by abundant protons. It averaged out the homonuclear 

dipolar interactions， so that a CHx (x孟2)system could be taken as an ensemble of 

independent CH systems. We ∞uld， therefore， detect heteronuclear dipolar interactions for 

CHx spin systems without homonuclear decoupling techniques. 

<目的>

試料二重回転 (DOR)は元々半整数スピンをもっ四極子核の高分解能 NMRス

ベクトルを測定するために開発された手法である。二重回転の名が示すとおりそれ

は回転軸の異なる 2つの回転からなる。しかしよく眺めてみると一方の回転はマジ

ック角試料回転 (MAS)である。それゆえに MASの下で失われた情報を再び手に

入れるべく開発された様々な手法が DORにも適用できるのではないかと考えられ

る。異種核開双極子相互作用を測定するために幅広く利用されている

Rotational-Echo Double Resonan田 NMR(REDOR)も、原理的には DOR下で行うこ

とができるであろう。しかし DORはMASでありながら MASよりも複雑な回転で

あるため、そのような実験や理論的解析はまだ発表されていなし」我々は、 DORの

もとで REDORを行って興味深い結果が得られるいくつかの実験を考案した。一つ

は CHx(x~2)スピン系に対する実験でもう一つは 13C_14N スピン系に対する実験

である。この研究のなかでは実験と理論計算の両面からそれらの実験の興味深い点

を紹介する。

<実験 1>CHx(x註2)スピン系に対して

DORの働きは半整数スピンをもっ四極子核の 2次の線幅の広がりを取り除くこ

とだけではない。ほかにも同種核の双極子相互作用をかなり大きく減少させること
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が知られている。特に内部ロータの回転周波数が同種核の双極子相互作用よりも大

きい場合には homonuclearなスピン系を heteronuclerな系とみなすことができる。

一般の CHx(x~2)スピン系では lH)H 双極子相互作用は 15kHz程度となり、上記

の条件は満たされない(内部ロータのスピードは 5kHz程度)。しかし分子運動など

により lH_1H双極子相互作用が5kHzを下回る場合にはDORは十分にその威力を発

揮する。すなわち CHx(xミ2)スピン系を独立した CH系の集まりとみなすことがで

きるのである。したがって REDOR現象を容易に観測することができる上に、その

解析もはるかに簡単となる。

(a) (b) 

ppm 100 50 O ppm 100 50 O 

Figure 1. 13C NMR spectra for adamantane undergoing DOR. Figure 1(a) was measured 

without lH .n-pulse. Figure 1(b) was measured with lH .n-pulse. 

<実験2>13C_14Nスピン系に対して

DORのもとで REDORを行うためには 14Nスピンの磁化を 180度倒さなくてはな

らない。その目的に対してまず思い浮かぶのは 14Nスピンに overtonepulseを照射す

ることによりそれができないかということである。ところが固体粉末中の 14Nスピ

ンは大抵 1MHzを超える核四極子相互作用を持つので、 overtonenutation周波数は静

磁場中における相互作用テンソルの配向により異なり、各 14N スピンに付随する

overtone polarizationをすべて 180度だけ倒すことはできなし」それでも DORの平均

化作用は MASより強力なため、より多くの配向に対する overtonepolarizationsを180

度近く反転させることが可能であると考えられる。会場においては、 DOR条件下で

14Nのovertonepolarizationsがovertonepulseにより反転していく様子を密度演算子か

ら精確に計算した結果と、遷移モーメントから計算した平均 nutation周波数を発表

する。そして DORの下で 14Novertone pulseを使用して REDORの実験を行うのに必

要な三重共鳴 DORNMR probeの製作について発表する。
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化学シフトに対する相対性効果
(北見工大)0馬場雄久、福井洋之

Relativistic e町ectson the nuclear magnetic 
shieldings of hydrogen halides 
(Kitami Institute of Technology) T. Baba and H. Fukui 

A twか componentrelativistic SCF theory， based on the Douglas-Kroll transforma-
tion， is presented and applied to the calculation of nuclear magnetic shielding tensors 

of hydrogen halides HX (X=F， CI， Br， 1). Both the spin independent scalar relativistic 
(SR) and spin-orbit (SO) interactions are included in the zeroth-order Hamiltonian. The 

calculation is performed with the unrestricted coupled Hartree-Fock (CHF) scheme using 

gauge including atomic orbitals (GIAOs). The results shows that the interplay between 

the SR and SO interactions has considerable effects on the iodine shielding in HI. It is 

found that the inclusion of the SR and SO interactions is insufficient to explain the total 

relativistic effect which is estimated from the four-component relativistic random phase 

approximation (RPA) calculation reported by Visscher et al.[l] In order to reproduce the 

total relativistic effect the relativistic spin Zeeman (RSZ) term is defined and added. The 

RSZ term shows a， very large effect on the halogen atom shieldings and overestimates the 

total relativistic effects on the magnetic shieldings， especially the iodine shielding in HI. 
The results are shown in Tables I-III. 

TABLE I. Ralativistic and nonrelativistic nuclear magnetic shielding constants (in ppm) 

in hydrogen halides. 

Molecule Basis seta Nucleus NRb SRC SOd SR+soe 4-comp.了
HF (13s8p3dj7s2p) F 413.5 414.3 414.1 414.9 423.3 

H 28.63 28.65 28.82 28.84 27.87 

HCl (15s12p6dj7s2p) Cl 950.1 955.7 953.6 960.4 1020.1 
H 30.72 30.73 31.78 31.82 31.00 

HBr (17s13p8s4fj7s2p) Br 2643.2 2693.6 2677.0 2765.7 3224.6 
H 31.03 31.02 36.09 36.65 36.08 

HI (19s15p12d8f j7s2p) 1 4538.2 4653.4 4662.5 5162.0 6768.4 
H 31.25 31.13 45.12 48.44 47.98 

a Reference [2]. b N onrelativistic calculations. 

C Only spin independent scalar relativistic effect was included. 

/ Only spin-orbit effect was included. 

e Both scalar relativistic and spin-orbit effects were included. 

/ Four-component relativistic RPA calculations in Ref. [1]. 

Relativistic e百ect. Nuclear Magnetic Shielding . Scalar Relativistic . Spin Orbit 

はばたけひさ、ふくいひろゆき
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TABLE II. Ralativistic spin Zeeman effect on the nuclear magnetic shielding constants 

(in ppm) in hydrogen halides. 

Molecule Basis seta Nucleus NRb SR+SOC SR+SO+RSZd 4・comp.e

HF (13s8p3d/7s2p) F 413.5 414.9 424.5 423.3 
H 28.63 28.84 28.82 27.87 

HCl (15s12p6d/7s2p) Cl 950.1 960.4 1037.5 1020.1 
H 30.72 31.82 31.81 31.00 

HBr (17s13p8s4f/7s2p) Br 2643.2 2765.7 3657.2 3224.6 
H 31.03 36.65 36.63 36.08 

HI (19s15p12d8f/7s2p) 4538.2 5162.0 9727.9 6768.4 
H 31.25 48.44 48.42 47.98 

αReference [2]. b Nonrelativistic calculations. 

C Both scalar relativistic and spin-orbit effects were included. 

d Scalar relativistic， spin-orbit， and relativistic spin Zeeman effects were included. 
e Four-component relativistic RPA calculations in Ref. [1]. 

TABLE III. The proton chemical shifts (in ppm) of hydrogen halides relative to the HF 

proton. The positive sign of the chemical shifts indicates a low-field shift. 

HCl HBr HI 
NRa -2.08 -2.39 -2.62 
SRb -2.08 -2.37 -2.48 
SOC -2.95 -7.27 -16.30 
SR+SOd -2.98 -7.81 -19.60 
SR+SO+Rsze -2.98 -7.81 -19.60 
4・compJ -3.13 -8.21 -20.11 
Observedg -2.95 一6.85 -15.75 

a Nonrelativistic calculations. 

b Only spin independent scalar relativistic effect was included. 

C Only spin-orbit effect was included. 

d Both scalar relativistic and spin-orbit effects were included. 

e Scalar relativistic， spin-orbit， and relativistic spin Zeeman effects were included. 
f Four-component relativistic RPA calculations in Ref. [1]. 

9 Reference [3]. 
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[1] L. Visscher， T. Enevoldsen， T. Saue， H. J. Aa. Jensen， and J. Oddershede， J. Comput. 
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[2] H. Fはuiand T. Baba， J. Chem. Phys. 108， 3854 (1998). 

[3] W. G. Schneider， H. J. Bernstein， and J. A. Pople， J. Chem. Phys. 28， 601 (1958). 
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核双極子線幅シミュレーターの試作

理研 O端健二郎

金材技研， CREST-JST 清水禎

後藤敦

北津英明

Simulator for the calculation of the line width due to the nuclear dipole field 

RIKEN OK.Hashi 

NRIM， CREST -JST T.Shimizu， A.Goto， H.Kitazawa 

Abstract: 

We have made a simulation program to calculate the NMR line width due to the 
nuclear dipole field by the 2nd moment method. The contribution of the each 
nuclear spin is summed up in the range of lOxlOxlO unit lattices. This program 
utilizes the lattice information prepared by a commercial software to draw a 
crystal structure. Because of this feature， this program can be applied easily to 
the calculation of the line width for the crystal which has a complex structure. 

プログラムの仕様および特徴

(i) 結晶構造に関するデータは市販されている結晶構造描画ソフトに
よって入力済みのデータを利用する O このことにより複雑な結晶
構造を持つ試料についても容易に対応できる。現在、最大8つの
異なるサイトを持つ結晶構造に対応している o 2次モーメントは
lOxlOxlOの結晶格子について和を取ることによって計算している O

(ii) 核種に関するデータ(核スピン、核磁気回転比、存在率)は、この
プログラムが持つデータベースから自動的に読み込む。核種に関
するデータはプログラム上で任意に編集することができ、エンリッ
チした試料にも容易に対応できる O

(iii) 試料は粉末結晶、単結晶の両方に対応しており、単結晶に対して
は、外部磁場は任意の方向を選ぶことができる O また、角度依存
性も自動で計算できるようになっている。

キーワード:核双極子線幅 シミュレーター

。はし けんじろう、しみずただし、ごとう あっし、

きたざわ ひであき
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(1b ) 

(2a) 

Screen shot of the program 

(1) Click (1a) button to load a lattice information file. Loaded file name is 
displayed at (1b). Loaded lattice and site information is displayed at (1c) 
and (1d)， respectively. Atomic number Z， spin， gyromagnetic ratio and 
abundance are automatically loaded from a database. 

(2) Select a site in the list of (2a) to calculate the dipole field. 

(3) Select a sample condition “Powder" or “Single" at (3a). If“Single" is 

selected， direction of the magnetic field (3b) will be available. 

Furthermore， in the “Single" condition， the option (3c) to calculate the 
angular dependence of the dipole field is also available. 

(4) Click (4a) button to execute the calculation. Calculated results are displayed 
at (4b). 

(5) Click (5) button to end the program. 
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ヂィジ事Jレシグナルブ口セッサを用いた MRI信号発生器の開発
。宇津津慎七拝師智之，巨瀬勝美

(株)エムBアールuテクノロジーへ 筑波大学物理工学薬

MRI Signal Generator using Digital Signal Processor 

Shin UTSUZAWAてTomoyukiHAISH!. Katsumi KOSE 

MR Technology lncてInstituteof Applied Physics. University of Tsukuba 

The MRI signal generator， which virtually generates MRI signal in the laboratory 
frame， has been developed using a DSP board and an I/Q modulator. The MRI signal data in 
the rotating frame were obtained using 2D complex FFT of an 2D MRI image acquired 
beforehand. The signal data were converted to two:channel analog voltages at a constant time 
interval using DA converters on the DSP board. The rotating frame signal was converted to 
the laboratory frame MRI signal using an I1Q modulator. The virtual MRI signal was supplied 
using a small coil to the RF coil ofthe MRI system through an inductive coupling. MRI images 
were obtained as if imaging objects had been in the RF coil. It is thus concluded that the 
proposed system is a useful tool to check the receiver and acquisition systems of MRI. 

くはじめに>

MRIコンソーノレを構成する各ユニットに関してはそれぞれに評価試験が行われる一方で，静磁

場発生用磁気回路が専用の設備で組み立てられるため，実際に MRI信号を取得するのは開発の最

終段階となることが多い。このため，開発過程にある MRIシステムの評価において，被写体から

のMRI信号を擬似的に再現および入力して，受信系全体のシステム応答を測定することが望まれ

ていた.本研究では以上の状況を踏まえ，ディジタルシグナノレプロセッサ(DSP)を搭載する PC用

拡張ボードを用いて rMRI信号発生器Jの製作を行った.

<システムの構成>

Fig.lに開発した MRI信号発生器(a)と信号の流れ(b)を示す.システムは，ノート PC，パスブ

リッジ(インターフェイス社製，UPC1471Wc)とこれに接続されたDSPボード(mtt社製，DSP6031)，

DDSボード(DSTechnology社製，FSW01，1O~200MHz) ， I1Q変調器ならびに送信コイルから成

る. DSPボードは 4チャンネルの 12bitDA変換器を搭載し，内部タイマの割り込みにより正確

なタイミングで、ディジタノレデータをアナログ信号に変換する.また， DDSボードの発振周波数(設

定精度:~O.lHz)は PC のプログラム上からリアルタイムに変更可能である. I1Q変調器は，互い

に位相が 90
0

異なる搬送波で 2つの入力信号を変調し，これを高周波信号として出力する.

(a) (b) 

Fig.1 (a) Overview of the MRI signal generator (b) Block diagram of the MRI signal generator 

キーワード DSP.拡強ボード，機器評価.MRI信号発生器，佳意波形発生器

うつぎわしん，はいしともゆき，こせかつみ
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くMRi信号の発生原理>

まず， PC上で動作するプログラムが既得の画像をフーリエ変換し，実部と虚部の空間周波数デ

ータを作成する.こうして得られたデータを DSPボードに転送し，各種パラメタの設定後に信号

ならびにトリガの出力を開始させる.

DSP側プログラムは，内部タイマにより定められたタイミングで DA変換器から信号データを

出力する.アナログ波形となった実部と虚部の信号は， DDSボードで発生される搬送波により I/Q
変調された後に送信コイルに供給される.この波形は試料より発せられる MRI信号と等価であり，

通常の撮像時と同様に受信コイルで検出してサンプリングすることで再構成画像を得られる.

<実験>

実験に用いた信号データは，画素値 16bitの頭部およびオクラの MRI断層像を 2次元フーリエ

変換して作成した.保存の際には， DSPボードに搭載された DA変換器のピット分解能が 12bit
であることを考慮して圧縮を行った.MRI装置およびMRI信号発生器においてTR=lOOmsとし，

O.3Tの磁石を用いたシステムを模擬するために搬送波ならびに参照波の周波数含 12.97MHzに

設定して実験を行った.

<結果>

DSPボードより出力された信号波形を Fig.2に，得られた再構成画像を Fig.3，Fig.4に示す.

頭部とオクラの断層像を比較すると，元画像に微細構造が増えるに伴い再構成画像に低周波歪み

が現れた.これは，微細構造を有する画像では高周波成分が大きな値を持つため，信号データ作

成時の画素値圧縮においてダイナミックレンジが不足したことに起因する.

Fig2. 2 channel MRI signal Fig.3 Reconstructed image 9f Fig.4 Reconstructed Lmage of 
generated by DA converters on human brain (matrix size: 128') okra (matrix size: 128") 
the DSP board 

くむすび〉

ノート PCに接続されたDSPボードから同期用トリガ信号と共に2次元空間周波数データを出

力し， MRI装置を用いて検波・画像再構成したところ， MR画像が再現されることを確認した.

信号処理プロセッサに DSPを用いることで出力のタイミングが厳密に設定され， ISAパスに接続

される拡張ボードの採用によりデータや出力特性の変更を PC上から容易に行うことができた.

アナログ素子を用いて同等の機能を実現する場合と比較して，コストと開発時間の両面で非常に

効率の良い MRI信号発生器であることを確認した.今後はこのような MRI信号発生器により受

信系全体の機器評価が円滑に行えるものと思われる.さらに， PC上で作成した任意波形の発生が

可能となったことで，選択励起ノ号ルスの出力など様々な用途への応用が期待される.

<参考文献>

1ο) K.Kose and T可

Commercial Digital Signal Proc回e自路自O凹r" in “唱Spat悦ia叫11勿y Resolved Magnetic Resonance" 
(P.Bluemler， N.Bluemich， R.Botto， E.Fukushima Eds.)， p.703， WILEY-VCH， 1998 
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Fundamental evaluation for quan“自cationof brain metaboIism using in vivo 13C・MRS(l)

IMedical Systems R&D Center， TOSHffiA， 2National Center ofNeurology and Psychiatry， 

31n副知teof Life Science， Soka U凶v.

K. Okamoto，1 H. Watanabel
姐 dM. Umedal， T. Otsuki，z M. Oda，3 T. Kanamatsu，3 Y. Tsukada 3 

Ten volunteers were selected組 d白ewritten consent was obtained after being informed about the 

pr田 edureand the potential risks of由es知dy.A newly developed 13C・MRSsystem is based on a 2T 

TOSHffiA I3C-MRS research system， which has the features of a high SNR， a good separation of 13C 

chemical compounds and a good localization. 13C spec回 weresimultaneouly obtained from two voxels (48 

ml or 64 ml) on bilateral occipital lobes of volunt'回路 after0ra1 administration of 99% enriched [1_13C] 

glucose (Glc・1;0.75g per lkg body weight) in a 30% weight /volume water solution An acquisitiontime is 

5 min.. 13C spectra were acquir芭dfor 2-3.5 hours to obtain time courses for 13じlabeledcompounds 

(glutamate and glutamine). Blood samples were taken from the組恥ubitalvein before the adminis仕組on

血 dat predetermined intervals after血eadministration， and analyzed to measure the blood sugar level， the 

insulin level， and the fractional enrichment (F.E.) of Glc・1.TCA cycIe rate of each individual was 

compu句dbased on the previously propo鈴 dmathematical model using出etime series data of 13C-labeled 

corr司pounds.I3C・MRSby 0ra1 a也凶凶s回 tioowill extend the usefulness of I3C-MRS not only to hum組

br司iome句.bolismre総 archbut also to clirrical applica姐oos.

【はじめに】

我々は高感度な iovivo 13C_MRSを目指し、マルチスライス HSQCパルスシーケンスや新規高

周波コイル系等の開発を行い、ヒト脳内同時複数ポクセルから[1_
13C]グルコース(Glc・1)代謝物の

信号を高感度に観測できることを示してきた1)今回、この装置を使って人ボランティア頭部よ

り得られたスペクトルデータから、 TCA回路速度(Vtca)等の算出を詰みた。

【方法】

本誌験については、国立精神・神経センター武蔵病院倫理委員会の承認を得て実施した。

<人ボランティア>

正常ボランティア(20代)で耐糖異常症などの合併症を有さない者を対象とした。試験前固まで

に、問診/一般血液生化学検査/原糖/空腹時血糖値/耐糖能検査(Gπ)/血圧測定/心電図、

高次脳機能検査等を実施し最終的に 10例を選定した。

くシステム>

ヒト用 13C_MRS装置は、東芝製 2TI3Cスペクトロスコピー研究用装置をベースとし、パルスシ

ーケンスとしてマルチスライス HSQC法2) 高周波コイルとしては複数の表商コイルを関心領域

周辺に配置するマルチ表面コイル、傾斜磁場強度 3G/cmの傾斜磁場コイル系を組み込んだものを

用いた。関心領域を後頭部としたため、マルチスライス HSQC法で左右の後頭部2個所(64mlor 

'3C、人ボランティア、経口投与、 TCA回路速度、 2T人体用 MRシステム

おかもとかずや、わたなべひでひろ、うめだまさあき、おおつきたいすけ、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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48ml)を計測領域として設定し、左右一組のJ3Cスペクトルデータを 5分で収集できるように調整

した。またマルチ表面コイルとして、後頭部に矩形表面コイル(11Omm*130mm)を3個配置した。

く詰験手)1頂>

被験者には、右手上腕静脈に採血ラインを確保し、 l位標識 13Cグルコース(Glc・1)を体重 lkg

あたり 0.75g(水および炭酸水にて 30%溶液に調整)を服用後、仰臥姿勢で装置に入ってもらっ

た。その後、安静閉眼状態で 2-3時間にわたりJ3Cスペクトルデータ収集を行った。採血は、服

用後 30分までは 5分おき、 30-60分の聞は 15分おき、さらに 60-180分の聞は 30分おきで行い、

グルコース濃度、 13Cグルコースー全グルコース比 ('3C-G1cF.EJ，インシュリン値等を計測した。

くデータ処理>

まず、後頭部2個所から得られたスペクトルそれぞれについて、グルタミン酸の4位(Glu4)と

3位(Glu-3)、グルタミン 4位(Gln4)の 13Cの信号値をデータ処理(カーブフイツティング)によ

り算出し、最終的に各化合物の F.E.の時系列データを得た。次に、上記時系列データと血中グル

コース量および血中J3C-GlcF.E.のデータを用いて、 Glc-lの代謝モデルから TCA回路代謝速度

(Vtca)、グルタミン合成速度(Vgln)を算出した。 Glc-lの代謝モデルでは、生体内で濃度の低い中

間代謝物を無視して Glc-lからのGlu4，-3やGln4の各コンパートメントへのJ3Cの流れを単純化

した。各コンパートメント毎に微分方程式をたて、血中グルコース量やグルコースの F.E.を入力

としてよ記微分方程式をときながら、最小自乗法により Vtca，Vglnを決定した。園 1に、血中

Glc-l F.E.やGlu4F.E.の計測値と最終的に fittingされた Glu4F.E.の時間変化を示す。

【結果および考察】

算出されたボランティアの Vtcaは平均 0.33(SO:0.15)(右平均:0.33、左平均:0.32) J.l mollglmin.、

Vglnは平均 0.025(SO:0.016)(右平均:0.024、左平均:0.026)μmollglminで、これから推定されるグ

ルコース代謝率は 0.20(SO:0.083)(右平均:0.20、左平均:0.20)μmollglmin.であり、 PETによる計

測値と比べほぽ妥当な代謝速度といえる。

【結論1
13C_MRS装置を用いることにより、 1位標識 13Cグルコースを経口投与して TCA回路の代謝速

度などの脳代謝に関する重要な知見を得られることを確認できた。

【参考文献】

1) Okamoto K， et al.， in“Proc.，ISMRM， 8血M田 ting，2000ヘp.1850

2) Watanabe H， et al.， Magn. Reson. Med.， 43:525-533， 21∞0 

3) Mason GF， et al.， J. Cereb. Blood Flow Metab.， 15:12-25， 1995 
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lHDQF-NMR法を用いたコラーゲン線維配向の定量化と

動的粘弾性の関係:家兎 stress-shieldingモデルを用いて

京都府立医科大学第 1生理 1 .整形外科z

o生駒和也ペ瀬尾義輝 1、日下義章 Z、山崎隆仁 Z、高宮尚武久平津泰介 Z、

丸中良典 1

Correlation between the viscoelasticity and the quntitative analysis ofthe order of collagen 

fibers by using lH DQF-NMR method 

Depar加 entsof Physiologyl姐 d臼吐lopaedicSurgery2， 

Kyoto Prefectural University of Medicine 

UJ<.lkoma1

へY.S伺¥Y. Kusaka2， T. Y組 E錨北i2，H. Takamiya2， Y. Hirasawa2， 

Y. Marunaka1 

The effects of stress-shielding on由eviscoelastic properties and micro-structure of collagen 

fibers in the Achilles tendon were investigated. Dynamic viscoelasticity of the Achilles 

tendons of stress-shielding legs and controllegs was measured to determine dynamic storage 

modulus (E') and dynamic loss modulus 侭"). lH-DQF NMR signals were analyzed to 

determine the residual dipolar∞upling of bound water molecules in the Achi11es tendons. 

Both E' and E" decreased significant1y in the Achi11es tendons of the stress-shielding group 

(SS group). We aS8unle也atthe decreases may be attributable to the disordered structure of 

the longitudinally aligned collagen fibers in the Achilles tendons of the SS group. The 

results of the lH_DQF N恥1Rexamination demons回 tedsignificant1y reduced residual dipolar 

coupling in the Achilles tendons ofthe SS group. These findings叩 pportthe hypothesis that 

stress-shielding may result in disordering of the collagen fibers， which may in tum account 

for the changes in viscoelastic properties. 

キーワード:アキレス鵬、コラーゲン線維、 stress-shielding、lHDQF NMR法、動的

粘弾性

いこまかずや、せおよしてる、くさかよしあき、やまさきたかひと、たかみやひさ

たけ、ひらさわやすすけ、まるなかよしのり
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【目的】

膿組織におけるコラーゲン線維の配向性は臆組織の力学特性に非常に重要である。

ギプス固定や神経麻痩などの原因により正常な外力や運動が長期間負荷されない

(stress-shielding) と、コラーゲン線維の配向が乱れ cross-linkが増加することが報告

されている。このような s紅白s-shieldingにともなうコラーゲン線維の変化は関節の拘

縮に関与し、リハビリテーションの障害因子になることは周知のことである。本研

究では、 stress-shieldingにともなうアキレス膿の動的粘弾性およびDQFNMR信号の

変化を測定し、 stress-shieldingがアキレス膿のコラーゲン線維構造と力学的特性に与

える影響の解析を試みた。

【方法および対象}

実験材料として雄性日本白色家兎(平均 2.5kg)20羽を使用した。静脈麻酔下に家兎右

後肢の足関節を最大底屈位、膝関節を 90度屈曲位に固定し、プラスチックギプスを

足尖から大腿部まで巻き固定した。これを stress-shieldingモデルとして、 4週後に固

定群(右足、 n=20) と対照群(左足、 n=20)のアキレス腿を試料とした。粘弾性測

定の測定には 11羽使用した。粘弾性スペクトロメーター VES-F-I1I(岩本製作所、

京都)を用いて、繰り返し引っぱり負荷による動的粘弾性試験を行った。初期張力

を l00gとして一定の張力を加えつつ、動的な負荷を 20gに設定した。 0.1、0.2、0.4、

0.8、1、2、4、8、10、20、40、80Hzの周波数で、測定開始後 O分、 15分、 30分、

60分において経時的に弾性的要素を示す貯蔵弾性率(以下回、粘性的要素を示す損

失弾性率(以下 E") を求めた。 DQFNMR信号測定には 9羽使用した。 DQFNMR 

試料は全ての実験で静磁場に対してアキレス腿長軸が平行になるように装置内に設

置した。測定には AMX-3∞型超伝導核磁気共鳴装置(7.05Tesla， Bruker社製)を使用

した。 DQFNMR信号の測定には以下に示すパルス系列を使用し、展開時間(τ)を種々

に設定し、 DQFNMR信号が最大になる展開時間(九回)とその DQFNMR信号強度を

測定した。展開時間依存性曲線を切iらの理論式でcurve fittingを行い、residualdipolar 

couplingの値を求めた。

90
0 

-τ/2・180
0

ーτ/2・90
0

・t・90。・ (acq.)

測定温度はお℃とした。 DQFNMR信号を測定した後、 120
0

C、48時間、加熱乾燥

し水分含有率を測定した。

【結果1
4週間ギプス固定後の足関節は尖足位拘縮を認め、アキレス健の腫骨と筋膿移行部聞

の距離には外見上明らかな短縮を認めた。肉眼的にアキレス健周囲の健傍組織を完

全に剥離した。アキレス臆の断面積は固定側で増加する傾向にあったが、有意差は

認めなかった。 E¥E"とも時間経過とともに増加する傾向を認めた。 E'、E"はいずれ
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も対照群に比して固定群が低値を示す傾向を認め、両群間全てで有意差を認めた(Fig.

1，2)0 E'、E"いずれも測定周波数が高くなるほど増加する傾向を認め、固定群と対照

群は同様の傾向を認めた(Fig.3， 4)。水分含有率は固定群が 61.8土1.29も(mean土

SEM)に対して、対照群は 67.1 ::!: 2.0 %であり、統計学的に有意差を認めた。 τm

は固定群、対照群ともに統計学的に有意な差はなかった。信号強度は、固定群で対

照群より有意に低かった(Fig.5)0 Residual dipolar couplingは固定群で対照群より有意

に低かった(Fig.6)。

【考察】

今回の研究結果では、ギプス固定により stress-shieldingを受けたアキレス臆は E¥E"

ともに非固定側に比して低値を示した。この結果は粘性、弾性要素がともに stress-

shieldingにより低下することを意味する。文献的には、 stress-shieldingを受けた健

組織ではコラーゲン線維の密度が低下し、配向に乱れが生じ、 cross-linkが増加する

ことが知られている。これら臆組織の組成と構造上の変化が粘弾性特性に変化をも

たらしたと考えることができる。鵬組織の短縮のみならず、粘性と弾性の低下が関

節拘縮に大きく関与していることが明らかになった。 DQFNMR信号の測定の結果、

stress-shieldingを受けた臆組織で信号強度が減少したこと、水分含有率が増加してい

ること、 residualdipolar∞uplingが減少したことから、 stress-shieldingを受けた臆組織

内では自由水が増加し、コラーゲン線維は長軸方向への配向度が減少したと理解で

きる。以上より stress-shieldingによるコラーゲン線維の配向の低下により、張力を伝

達するために重要な長軸方向へ向かう正常なコラーゲン線維の割合が減少して貯蔵

弾性率と損失弾性率が低下したと考えることができる。
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ハルパツJ、型永久磁石を用いたコンパクトMRマイクロスコープの開発

0拝師智之松田善iE1，宇津沢慎山崎由香子巨瀬勝美

中西昭男岡田重益津崎剛 3

筑波大学物理工学系1， (株)エム・アール・テクノロジー久住友特殊金属(株)3 

Development of a compact MR microscope using a small permanent magnet 

Tomoyuki HAISHI 1， Yoshimasa MATSUDA 1， Shin UTSUZAWA 2， Katsumi KOSE 1 

Akio NAKANISHI 3， Shigemasu OKADA 3， Tsuyoshi TSUZAKI 3 

1 Institute of Applied Physics， University ~円初旬ba， 1-1-1 Tennoudai， Tsukuba-shi 305・8573

2MR Technology， 169-1 Kouya， Tsukuba-shi 300-2642 

3 Sumitomo Special Metal Co.， LTD， Osaka 

Recent developments of electronic devices and systems have enabled us to make compact MRI 

consoles (1). Thus if a small magnet for MR microscopy could be developed， a compact or desktop 

MR micros∞pe can be constructed. For such a compact magnet， permanent magnets are the first 

choice because they require no cryostat and their stray fields are usually much smaller than those 

of superconducting magnets. Yokeless permanent magnets composed of segmented high-energy 

product magnetic materials (e.g. NdFeB magnets (2)) have been expect恐dto present drastically 

compact magnets (4・5).In the present study， 1.0 T compact yokeless permanent magnets (30 cm 

cube or 20 cm cube) were developed and used for MR microscopes using a portable MRI console. 

1.はじめに

数 mm3"，数cm3程度の小さな試料を撮像するためのコンパクトな M Rマイクロスコープ

は，核磁気共鳴映像法が提案された 1970年代初頭以来，その登場が渇望されていた.エレ

クトロニクスの進歩により磁石から独立した可搬型 MRIコンソーノレ(80kg)の開発が可能と

なり， 1.5 T臨床用 MRIの静磁場空聞を利用して面内で、(50μm)2の空間分解能を達成し(1)，

低磁場 MRマイクロスコープの実用性を提示した.以降，システム全体の小型化を考える場

合， 1.0 T程度の静磁場を発生するコンパクトな磁石の開発は急務であったが， Fe-Nd-B系(2)

の永久磁石材料を用いた磁気回路の出現により，設置面積が 1m2以下の MRマイクロスコー

プ(1.0T， 1400 kg)が誕生したω.磁性材料の温度係数が比較的大きく(・1000ppm/deg)，共鳴

周波数が温度ドリフトする問題を有していたが，ナビゲータ・エコー法により解消した.

さらに，最近，ハノレバッハ型と呼ばれるヨークレスな永久磁石磁気回路(4.5)により，総重量

を飛躍的に小型軽量化U.OT，ギャップ 60mmで 210kg，従来比約 1/7)する方法が提案さ

れた.この磁気回路はスケーラブ、ル(任意のサイズで製作しでも同一の静磁場を発生)であ

るため，さらに小さなサイズの磁石(1.0T，ギャップ 40mm， 85 kg)を製作することにより，

デスクトップで使用できるような超小型で軽量な磁気回路の実現も可能である.そこで，本

研究では，ギャップが 60mmおよび 40mmの1.0Tハルバッハ型永久磁石磁気回路を用い

て，非常にコンパクトな MRマイクロスコープを開発した.また，撮像実験により性能評価

を行ったので，その結果を報告する.

はいしともゆき，まつだよしまさ，うつざわしん，やまざきゆかこ，こせかつみ，
なかにしあきお，おかだしげます，つざきつよし
ハルバッハ，コンパクト，マイクロスコープ，永久磁石， NMRロック
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2. MRマイクロスコープ

Fig.1に，開発したコンパクト MRマイクロスコープの全体像を示す.Fig.1(右側)は，ハ

ノレバッハ型のヨークレス永久磁石磁気回路(サイズ:36 cmX28 cmX 32 cm，総重量:210 kg， 

共鳴周波数:約 44MHz，ポーノレピース直径およびギャップ:140/60 mm， 20 ppm over 20 

mm  dsv)で、ある.磁場強度の温度係数が約-0.1%rCであるため，木製台に磁石を設置してポ

リスチレン板 (40mm厚)で全体の断熱を行った.Fig.2に，開発したデスクトップ MRマイ

クロスコープの全体像を示す.Fig.2(左側)は，ハノレバッハ型のヨークレス永久磁石磁気回路

(サイズ:27 cmX24 cmX 18 cm，総重量:85 kg，共鳴周波数:約 42MHz，ポールピース

直径およびギャップ:80/ 40 mm， 30 ppm over 12.8 mm  dsv)である.

Fig.I(左側)および Fig.2(右側)は，両方のシステムに共通の MRIユニットである.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)パノレス系列および画像再構成プロ

グラムを制御する Windows子C，(2)高周波変調@検波ユニットO司波数帯域 35~65 MHz)で、

あり， (3) 3軸勾配磁場電源(土15V，土15A)，そして(4)RFパワーアンプ(50W)である.この

MRIユニットの高周波シンセサイザーには，共鳴周波数を補正する内部 NMRロックをおこ

なうために， PCのISAパスに装着する DDSボード(FSW01，1O~200 MHz， 1 Hz精度，

DST社製)を使用した.

Fig.3は，ギャップ 60mm用め平板型 3軸勾配磁場コイルとソレノイド型 RFコイルが一

体となったプロープ、ヘッドであり， z軸方向の最大幅は 53mmである.3軸勾配磁場コイル

は， xおよびy軸に関しては並行4線コイノレ(20巻)， z軸に関しては Maxwellベアコイル(20

巻)であり，ガラス FRP(2mm厚)の上に X軸， y軸そして Z軸の順にエポキシ系接着剤で固

定されている.x軸， y軸および x軸の抵抗値R，インダクタンス Lおよび効率ηは，それぞ

れ， (1.9 Q， 1.9 Q， 0.7 Q)， (214μH，212μH，66μH)， (3.1 G/cm/A， 3.0 G/cm/A， 2.6 G/cm/A) 

であった.また， RFプロープ部分(ソレノイド型，直径 2mmポリエチレン被覆銅線)はサン

フ。ノレ用試験管の外径に合わせて，内径が 10，12，または 20mmのものが選択できる.コイ

ノレには， 2個の非磁性トリマキャパシタ(5-40pf)が接続されてタンクサーキットを構成してお

り，静磁場強度 1Tでのプロトン共鳴周波数("'-'42. 58MHz)において，インピーダンスマッチ

ング(50Q)を最適にすることができる. Fig.4は，同様に作成されたギャップ 40mm用の平

板型 3軸勾配磁場フ。ロープヘッドであり，勾配コイ/レの効率は， x軸:3.1 G/cm/A， y軸:

3.0 G/cm/A， z軸:2.6 G/cm/Aであった.Fig.5は， Fig.4の勾配磁場プローブの内部である.

Fig.1: The compact MR microscope (weight: 
295 kg) using a 1.0 T Halbach magnet (size: 
30 cm cube， weight: 210 kg， gap: 60 mm). 
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Fig.2・Thedesktop MR microscope (weight: 
170 kg) using a 1.0 T Halbach magnet (size 
20 cm cube， weight: 85 kg， gap: 40 mm)目
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3.温度安定性

Fig.6に，水ファントムの NMR信号を内部ロックにより計測された，ハルバッハ型永久磁

石磁気回路(ギャップ 60mm)の共鳴周波数のドリフトを示す.このグラフより 1時間の共

鳴周波数ドリフトは最大約 105kHzであることがわかり，約 30分以内の撮像であれば中心

周波数を補正しなくとも充分な周波数安定性であることがいえる.また，長時間の撮像実験

では，ナピゲータ・エコー法による NMRロックにより，撮像試料のスピンエコー信号から

NMR共鳴周波数および RFユニットの周波数誤差を計測および補正して，周波数シフトを

20Hz以下に保つことが可能であった.

4.均一領域

内径 18mmの試験管底部に硫酸銅水溶液を充填した水ファンムの撮像実験により，ハル

バッハ型永久磁石磁気回路(ギャップ 60mm)の静磁場の均一性を測定する実験を行った.位

相画像の計測のためにスピンエコー中心が 2ms異なる 2種類の撮像パルスシークエンスを

使用した.Fig.7は，水ファントムの 3次元位相画像の中心縦断層である.これは， k-space 

におけるスピンエコーの中心が 2ms (500 Hz)異なる画像聞の位相差を示した画像であり，

位相差が-180
0

- +180。の範囲をグレースケールで表示している.Fig.8のヒストグラムは，

Fig.7の黄線で示される直系 15mm球内の 3次元位相画像の voxcel強度分布を示したもの

であり，静磁場強度の均一度が 7ppm以下であることがわかる.この均一性は， 1画素あた

りの空間周波数が約 200Hzの 1TのMRマイクロスコープとしては充分である.

5.撮像実験

装置評価のために撮像実験をおこなった.40mmギャップ用サンプノレは，直径約 llmm

のブルーペリーであり，パルスシークエンスは 3D-SE法を用いた.撮像パラメータは， TR/ 

TE = 100/12 ms， FOV=(15.36 mm)3，画素サイズ=(120μm)3，画素数は 1283，信号加算

回数 12回であった.60mmギャップ用試料は，試験管の底部にホルマリン固定されたマウ

ス胎児であり，パルスシークエンスは 3D-SE法を用いた.撮像パラメータは， TR/TE=100 

/12 ms， FOV=(89.6 mm)3，画素サイズ=(70μm)3，画素数は 1283，信号加算回数 24回で

あった.静磁場の温度ドリフトによる共鳴周波数の変動に対して， Navigator Echo法は問題

無く機能した.Fig.9・10に，撮像実験結果を示す.このように，実用的な時間内で， (70μm)3 

，，-，(120μm)3の画素サイズの画像を取得することが出来た.

6.結語

1.0 Tハルバッハ型永久磁石を用いたコンパクトな MRマイクロスコープの開発をおこな

った.断熱および NMRロックを用いて静磁場強度の温度ドリフトを克服した.装置の評価

のために撮像実験をおこなったところ， (70μm)3，，-，(120μm)3の画素サイズの画像を実用的な

時間内で取得した.以上より，開発した装置が大変有望であることを結論した.
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2. M. Sagawa， et al.， J. Appl. Phys. 55， p.2083， 1984. 
3. T. Haishi， et al， 7血 ISMRMabs甘actbook p.2035， 1999. 
4. K. Halbach，出e8由 InternationalWorkshop on Rare Earth Cobalt Permanent Magne包 proceedings，p.l23， 1985. 
5. F. E. Bertora and M. G. Abele， Magnetic Resonance lmaging， vol. 10， pp. 809・813，1992.

241 



P64 

超偏極laxeガス発生と多子四町腕子共存下での129Xe州 Rスペクトル

(電子技術総合研究所)0，服由雄之、(阪大・医)木村敦臣
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【序制 3He， 1吟<eの核スピンが1/2の希ガスについては H卸何ら桝守った光ポンピングしたアルカリ金属

原子とのスピン交換による偏極を行って、 NMR信号を飛躍的に増強できる[1].この超偏極ガスを用いた、ガス

相のイメージングは、気体での 3He， 12?<e緩和時聞が長いため有望である位Lしかし、これらのガス分子が他

の物質と接触すると、その緩和確率は、急激に高まり偏極は消滅する[3].本研究では、スペクトル、緩和時間

のNMR蕃礎データを収集し、凝集棺における起偏極希ガスの利用度術確立の穆縫とすることを目的とする.

【偏極装副円g.lfこ構成図を示す.励起光には、

Ga刈Asダイオードレーザー(印加Pα嶋r.OPC-

A02G-795-CSPS;795.11士1nm，2α川を使用した.

ビーム(エミッタサイズ 2叫unx1μm)をλ/4波長板

(CVI:QWPo-795-10ー4-R15)を通して回転偏光に

した後、シリンドリカルレンズで一軸方向(1μrゆだ

げ拡大し入射した.磁場持能型の分析用 NMR装置

の漏れ磁渇を利用したので、垂直方向の 12mT程

度の磁場の位置に偏極セルを置いた.偏極セルは

120"Cの恒温槽内に置いた.セルはシリンダー状で

外径 伽n長さは2伽 nである.Rbは約 O勾を高

真空 (10叶αT)下で封入した.ガラスはパイレツ

クスガラスを用いたが、今回は特に表面コーティン

グは行わなかった.Xeガスは天然存在比そのまま

の組成で高純度品を用いた.Heバッファーガスを

追加して数気圧以上に加圧し、偏極後に液体窒素ト

ラップで偏纏 xe氷を蓄積する方が、偏榎度は向上

する[4].ここでは、ガラス装置の使用上の安全と

操作の簡便性を優先してセル内が常時 1気圧にで

きるようにした.シリンジ(S)が圧力バッファーで

ある、サンプル甑N)を一度真空引きし、セルから

イ~十四

Oven 

F旬.1 Scherr凶cview of the apparatus for supplying 

m陥『泣凶Xegas.

E: e:河沼nderof廿19句舘r加am(∞n団 ve除問)， M: 

陪偽ctingmirror， Q: quar包 windowof the oven， C: s10p 

αぉk，T:回p∞01剖 byice， N: NMR加出 (1αnm

φ)， S:p胞S世csyringe (5OmI). 

傭極xeを移した後、内部が減圧になった分がボンべから連続的に供給される仕組みである.1パッチlこ、数十

∞の偏極xeを得ることtflできる.この装置で得られた、相官制句な偏侮率1;1.0.5-1 %であった.

キーワード:12?<e、趨偏風おRンピング、多子頃微粒子

はっとりみねゆき、きむらあっおみ、ひらがたかし、ふじわらひであき
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r~e-NMR】
試料調整:ガラクトース微粒子(powc防)または、

PFOBを続料管にいれ、偏極ガス発生装置のマニ

ュホールドに接続し空気をポンプで除いた後、超偏

極 Xeガスを導入した.これをはずして董をして

NMR測定を行った.さらに、 Hρ および、 020を

加えた後、分散させたものについても、スペクトル

取得、緩和時間測定を行ったo Pω曲 r分散の濃度

11. 19!mIになるようにした.

(a) in H20 

目""" ，.，・ 1・"'，""， ""1"・， l'・・""曹 '1・"'1""1
25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20 pp・

FIQ.2S際犯加mofpω明derw愉 hy間関匂庖剖Xe.

(b)in ot 

FIQ.3 NMRs旬間l陪抱凋首onofh卯erpo畑山凶Xeinsus問時ionof阿 oospow由r.

NMR測定 .1勾Xe-NMRの測定11.Vari釦社製INOVA4OOWB装置で行った.プローブは 1伽 n管用広帯塊

現|淀周波数は110MHz、温度は室温 (25"C)であるo Frg.2に微粒子、 xeガスの共存化でのスペクトルを示す.

ガス相からの強いピークの高周波数仮uに多孔質中に侵入したガスからのものと考えられる肩を観測した.また、

円g.3(a)にトも.0， ωIこ ~Oヘ分散した多孔質微粒子での l~eの信号強度の時間変化を示す.信号強度は、明ら
かに020分散中の方が強いo FIg.3 (乱(b)の環l毘条剛志フリップ角α=15

0
，7砕 30秒である.ここで、 αは

予稿集2L3のお去で決定した.また、縦緩和時間は、

再=7ザ[In(cosα)-llxTR]

の式から計算した.ここで、 l111.h(in加lSitY)を(n-l)TRIこ対してプロットした傾きである.Ti誌訓e1に緩和時

間測宿直を示す.

13.2 

17.4 

suspension 

PαM財(in020)

利
一
則

【まとめ】超偏極 l~e を偏密装置から多孔質微粒子をいれた銭料管に移し、共存下での、また、これに軽水、

重水の媒質を加えた微粒子分散系についての NMRスペクトルの取得と緩和時間測定を行った.多孔質微粒子中

に浸入した Xeガスの核磁気緩和時間忠分散媒が重水の方が軽水の湯合より 4倍程度長く、 129Xeの緩和が 1H

との双極子一双極子緩和機構によっていることを示唆する白，].分散媒に重水を利用することで、多孔質微粒子

中に封じ込められた、 1おXeの超偏極状態の持続時間を延長できることがわかった.

【参考文閥

[1] T.G. W拙 .er釘叫W.H却問r，Rev.M凶.Phys. 69， 629-642 (1鈎7).

ロ]鵬!蝿之、平賀隆、司省観広木下良正、飯田秀1本材司教臣、調京英明第38回NMR討宮命会;P67(1田9).

[3] K Sakai， A M.印刷<， E.O凶za， R. L Walsworth， o. B剖amorち， F.A.Jo除sz，andM.S.刈民rt，J.Magn. 

Reson.， B111， 3α〉ー3倒 (1田6).

[4] B.印刷加，G.O.Ca協， E. Miron， K Sauer， ar刈W.H却問r，A即1.Phys. U枇 69，1668(1叩6).

[5] 1. E.印刷廿"OV，R. Reddy， andJ. S. Leigh， J. Magn. Reoon.， 145， 3但 (2α氾1).
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P65 

植物細胞における水の移動速度と温度の関係

(食総研 1、生物研 2)

0小泉美香 1、石田信昭 l、狩野広美 2

Effect of旬mperatureon the transport rate of cell-associated water 

measured by ~侭I

(lNational Food Research Insti知teand 2National Institute of Agrobiological Resources) 

M. Koizumi 1， N. Ishida 1 and H. Kan02 

Since transport of cell-associated water is a biological pro田 ssmediated by water 

ch創mel，m伺 surementof the transport rate of cell-associated water provides use血l

information for insight the physiological function of plant tissues. The transport rate of 

water in bulbs of a geophytes was measured部 selfdiffusion coe伍cientby pulsed gradient 

spin-echo method at various temperatures. Diffusion coefficient of p田ewater increased 

linearly between 5 "C and 55 "C. The diffusion c∞伍cientsin bulbs were low compared 

with pure water. The diffusion coefficient of outer scaly leaves increased linearly up to 45 "C 

followed by a slight decrease at 55 "C， while白紙 inim町 scalyleaves rapidly increased 

between 5 "C and 15 "C， and maintained afterwards in the bulb just before shooting. 百le

effect of tempera佃reon血etransport rate of cell-associated water in the bulbs at di宜erent

stages of growth will be reported. 

これまで植物における水の移動は、単純な水ポテンシャルの差によって起こると考

えられていたが、最近の分子生物学の進展により、動物細胞の場合と同様に、植物細

胞の水は W蹴 rchannelを通して移動し、その移動は生体エネルギーを利用した生物学

的過程によって制御されていると考えられるようになった。また、細胞の水は代謝の

マトリックスであり、細胞の機能は水の移動によって強く制御される面を持っている。

そのため、細胞の水の移動速度の計測は、異なる遺伝的形質を持つ組織、もしくは、

新たに形質を導入された組織の機能を検討する上で、きわめて重要な意味を持つよう

になった。そこで、本発表では geophytesである鱗茎植物を用い、組織の生理的状態

が変化して水の移動性が異なると考えられる生育ステージを選ぴ、物理的ファクター

として温度をコントロールしながら、細胞の水の見かけの拡散係数(細胞においては

生理作用に伴う水の移動であると考えられる)の変化を計測した。組織の生理状態の

解析のために、ミクロコンビュータの ExcelとNllIImageの機能を利用して、複数の

拡散係数イメージ間の演算、および表示を行った。

キーワード:細胞の水、拡散計測、イメージング、温度変化

こいずみみか、いしだのぶあき、かのひろみ
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Fig.2はFig.1と閉じ時期のツルボ鱗茎の横断面のイメージ(a)と、 15，35，55'tの拡

散係数イメージ(旬、および、各拡散係数イメージを 5tの拡散係数イメージで割った

イメージ(c)である。 lH_NMR.イメージ(Fig.2a)はほぼ自由水量の分布を表し、この時

期の鱗茎では外側の鱗葉に自由水が多く、維管東を確認することができた。拡散係数

イメージσig.2b)は、自由水の多い外から 3枚目までの鱗葉と芽の組織でイメージ強

度が高く、内側の鱗葉の拡散係数は低かった。拡散係数の増加割合(Fig.2c， e)は、自

由水の多い鱗葉(Fig.2a，矢印 2)では水のファントムと同様な増加を 45'tまで保った

が、 55'tにおいては増加割合の低下を示した。一方、内側の鱗葉(Fig.2a，矢印 3)は、

5'tから 15'tの間で増加割合が高く、その後、著しい増加は示さなかった(Fig.2c， e)o 

植物細胞の生理活性の指標である呼吸速度の温度変化と比較検討した結果、外側の

鱗葉の水の拡散係数は呼吸活性と強い相聞を持つものと考えられる。

拡散速度の温度変化を拡散率に対するシグナルのヒストグラムで検討すると、休眠

直前の鱗茎では、ほとんどの水が内側の鱗葉と同様な性質を持っているであろうと推

定される。

文献:

H泊s，B. (1998)MRl andfoodprocessing. pp.76・101.Jobn Wil可&Sons， Inc. NewYork. 

Stejskal， E.P. & Tanner， J.E. (1965)1. Chem. P伶~.42: 288・292.

小島清嗣、岡本洋一編(1997)まるごと実践!画像解析テキスト NIHImage新講座羊土社
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焼成パンのネットワークの造影とレンダリン

グ

('食総研、 1生物研、 3筑波大物工) 0石田信昭ヘ高野博幸¥五十部誠

一郎 1、植村邦彦 1、小泉美香 1、狩野広美 1、拝師智之 1、巨瀬勝美:

Visualization of gluten network of bread 

Nobuaki Ishida1， Hiroyuki Takano1， Seiitiro Isobe1， Kunihiko Uemura1， 

Hiromi Kano2， Tomoyuki Haishi3 and Katsumi Kose3 

lNational Food Research lnstitute， Tsukuba Science City， lbaraki 305-8642，Japan 

2National lnstitute of Agrobiological Resources， Tsukuba Science City，lbaraki 

305-8602， Japan. 

3lnstitute of Applied Physics， University of Tsukuba， Tsukuba Science City， 

lbaraki 305-8573， Japan 

The architecture of也enetworks of baked breads composed of gluten fibers which runs 

through in complex manner in a space， is one of the major elements to determine the quality of也e

bread. In the.current study， a simple method was devised to study the 3D structure of也ebrl田 ds

using MRM (Magnetic Resonance Microscopy). Since the water ∞ntent was too low to obtain a 

c1ear con位百stof the bread structure， a piece of the bread was soaked in acetone containing a heavy 

meta1 ion. The heavy meta1s had the effects shortening the relaxation time of the solvent and 

staining the networks of the bread. The characteristics of the baked breads using a仕uzendough 

were compared with those using a dough made by the ordinary processing method. 

パンの網目構造はパンの品質にとって重要な要素である。これまで網目構造の評価は切

断面の光学的観察により行われてきた。さらに、ネットワークの 3次元立体構造を構築す

るためには、染色して包埋した試料から多数の切片を作り撮影した画像をコンビュタ一上

で再構築する必要がある。 MRM(MagneticResonance Microscope)は非破壊で対象の3次元

構造を測定することができ、パンの網目を3次元的な構造として評価できる新しい手法を

与えると期待される。しかし、焼成後のパンは水分が少ないため、そのままではきれいな

ネットワーク構造のイメージを得ることは難しい。そこで、パンを構造を保ったままプロ

キーワード :MRM、パン、 volumerendering、MIP、造影剤、

著者:いしだのぷあき、たかのひろゆき、いそベせいいちろう、うえむらくにひこ、

こいずみみか、かのひろみ、はいしともゆき、こせかつみ
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トンの豊富な溶媒に浸潰し、溶液のイメージを取ることにより、パンの立体的な構造を影

として測定する手法の開発を行った。

【材料及び方法】

パン:焼成したパンを約16mmの立方体に切り出して試料とした。

測定試料の調製:径24m皿の試験管を用い、常磁性の重金属塩を含む溶媒(アセトン)にパ

ンを浸潰して脱気後、試料とした。

MRMイメージの測定:300MHz高分解能NMRに装着したイメージング装置で径25mmのイメー

ジングプロープを用いて、 spin-echo法により測定した。測定は256x 256 x 256のマトリ

ックスで行った。イメージの平面分解能は0.1m皿である。

3次元データはマイクロコンピューターに転送し、自作のVisualBasic上のソフトによ

り再配列した後、 FTを用いたファイルサイズ変換ソフト、及びsurfacerenderingとmaxim

um intensity projection(MIP)ソフト((株)エム・アール・テクノロジー)によりイメージ

を作成した。

【結果及び考察】

パンの浸漬のために検討した溶媒の性質を表 1に示す。メタノール、エタノールは複数

のシグナルがあるためイメージにケミカルシフト効果出てシャープなイメージが得られな

い恐れがあった。また、エーテル、クロロホルムは重金属塩の溶解性に問題があった。こ

の点で、アセトンはもっとも効果的な溶媒であったが、縦緩和時間(T，)が5sと長いため3D

測定のためにはきわめて長い時聞が必要であることが問題となった。そこで測定時聞を実

用的範囲に収めるとともに、パンのネットワークを染色しイメージを明瞭にするために、

重金属塚の利用を検討した。 Ni"，Mn"， Gd"， Dyれの塩化物はアセトンにほとんど溶解しな

かった。アセトンに溶解性を示したCu"，Fe"， Co"の中で、アセトンのT，短縮とパンの造

影効果にFe"がもっとも適していた。

図 1に8mMのFe"を溶解したアセトンに浸潰したパンの2Dイメージを示す。通常の製法で

2回発酵を行った生地によるパン(左)はグルテンの細かいネットワークが発達し、小さな

気泡がたくさんできている様子がイメージ化されてた。パン表面の皮は薄く、皮下に細か

い気泡が詰まった構造をしている。常時焼きたてパンを供給するために開発された凍結生

地を使い傷害(なし肌)を生じたパン(右)では、気泡が大きくグルテンネットワークも厚い

ことがわかる。また、パン表面の皮は厚く、皮の所々に比較的大きな気泡による盛り上が

りがありこれがなし肌と呼ばれる斑点となっていると考えられた。

3Dデータからパンの一部を薄く切り出し、 surfacerenderingしたのが図 2である。通

常のパン(左)では細かく発達したネットワークに固まれた気泡構造を持つが、なし肌パン

(右)では厚いネットワーク中に気泡が点在する構造となっている。そして、通常のパンは

スムースな表面構造を持つのに対し、なし肌パンの表面はでこぼこであるのがよく捉えら

れた。さらに、 MIPによるネットワーク構造の効果的な可視佑について検討する。

【文献】柴田村治:錯体化学入門、共立出版、 1970
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MRI用ポリゴン表示Viewerの開発

0佐々木英典、橋本誠太郎、拝師智之、巨瀬勝美(筑波大学物理工学系)

Development of a fast 3D MR image viewer 

by definition of the surface area as a set of polygons 

o SASAKI Hidenori， HASHIMOTO Seitaro， HAISHI Tomoyuki， KOSE Katsumi 

(Institute ofApplied Physics， University ofTsukuba) 

A fast 3D MR image viewer， in which surface area is defined as a set of polygons， 

has been developed. At first， the location of the surface was extracted企oma set of 

volume data through a threshold operation. The polygons which constitute the 

surface were generated using the “marching-cube" algorithm. The coordinate data 

of the polygons were transferred through Direct3D functions to the graphic card of 

the PC. For a typical 3D volume data with 1283 voxels， it took about 12 sec to 

generate the polygon data set and the image re仕esh-rateon the display was 8.3 fps. 

It was concluded that the developed 3D MR image viewer is a useful tool to 

understand the 3D structure of volume data. 

【序論1

近年の MRI撮像の高速化に伴い、汎用性の高い3次元データの表示、解析手法の開発が

望まれている。従来、 3次元撮像されたボリュームデータの表示は、ボクセルデータの各

点からのスクリーン上の点への寄与を合計することにより得られていた。この方法は、視

点の位置を変更したときに、ボクセルデータから再計算する必要があった。本研究では、

ボリュームデータの等値面をポリゴンにして、それを表示することにより、視点の位置を

変えたときの再計算を高速にし、リアルタイムにあらゆる角度から等値面を見ることがで

きる PC用Viewerの開発を行った。

【装置】

プログラムの開発を行った PCのハードウエア仕様を以下に示す。 CPUは PentiumIII

/600MHz、メモリは PC133仕様 SDRAM128Mbytes、ビデオチップは GeForce256、ビデ

オメモリは 32Mbytesであった。 OSには MicrosoftWindows2000を搭載し、 Cコンパイラ

には Microso氏VisuaIC/C++6.0を使用した。グラフィックライブラリおよび入力デ、パイス

のインターフェースライブラリとして、 MicrosoftDirectX7.0aSDKを使用した。

【方法】

キーワード マーチングキューブ法サーフェスレンダリング法

ささき ひでのり、はしもと せいたろう、はいし ともゆき、こせかつみ
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ボリュームデータをポリゴン化するために、四面体分割によるマーチングキューブf去を

用いた。ポリゴン化された3次元データは、 Direct3D関数によって Geforce256のジオメ

トリパイプラインに渡され、高速に座標変換および照明され表示される。また、この Viewer

では、ユーザーインターフェースのひとつとして、従来の回転軸っきマウスに加え、ジョ

イスティックも利用できるようにした。これにより、三軸の回転および距離の変更が簡単

にできるようになった。

{四面体分割のマーチング@キューブ法}

ボクセノレデータのある点を格子点とした立方体を、頂点が立方体の頂点を含む5つの四

面体に分割し、 4つの頂点、の内の関値より上の点の数により、四面体を 5つに場合分けし

ておのおのの場合について内部のポリゴンを作成する手順を規定する。それぞれの四面体

の内部にポリゴンを作成することにより等{直面全体をポリゴン化する。

{試料]

開発をしたポリゴ、ンViewerの評価を行うために、マウス胎児の 3次元データを使用した。

撮像シーケンスは、 3D園SEであり、 TR/TE= lOO/8ms、FOVは(8.96mm)3、画像サイズは

(70μm) 3、画素数は 1283、信号積算回数は 24回で、あった。

i結果}

レンダリング画像を Fig.1に示す。ポリゴンの作成時間は 11.9secであり、レンダリング

画像をリアルタイムに回転・表示することが可能である。表示時間は 8.3合ame/sec、ポリ

ゴンの描画速度は 261万trilsecであった。以上の結果から、マ一チング@キユ一ブ

るポリゴン表示法が、サーフェスをあらゆる角度から解析する目的に、非常に効果的であ

ることを結論した。

Fig.1 

参考文献

三次元 CGの基礎と応用千葉則茂土井章男共著サイエンス社

DirectX7実践プログラミング 工学社
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MRマイクロスコープ用勾配磁場プローブの開発

0山崎由香子.拝師智之，松田善正，巨瀬勝美(筑波大学物理工学系)高静

Development of a gradient probe for MR Microscope using a 1.0 T Permanent Magnet 

Yu.如koYamazaki， Tomoyuki Haishi， YoshimasαMatsuda， Katsumi Kose 

Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， Tsukuba 305・8573，JAPAN 

The technique to make thin gradient coil sets for a desktop MR microscope has been 

developed. By using this technique， a three-axis gradient probe was constructed for a 1.0 

T Halbach-type yokeless permanent magnet with the 40 mm gap (85 kg). lmaging 

experiments demonstrated that samples with about 12 mm diameter could be imaged at 

around 100 microns cube voxel volume less than 2 hours. 

1.はじめに

もし小さなサンプル (<lcm3) のための小さな磁石が開発されたら，机上で手軽に使った

り，持ち運んで使用できる夢の MRマイクロスコープが実現する.このような磁石としては，

永久磁石以外の選択はありえない.ところが，従来型の磁気回路方式では， lTで 60mmの

ギャップを有する磁石は， Fe-Nd-B系の永久磁石材料を用いても， 1トン以上の重量を有し，

上記のような小型軽量磁石の実現は不可能であった(1).

ところが，ハルバッハ型と呼ばれるヨークを有しない永久磁石田路(2)を， Fe-Nd-B系の永

久磁石材料を用いて構築することにより，飛躍的に小型軽量化(1.0T，ギャップ 60mmで

21Okg，従来比約 117)することが可能である(3).また，この磁気回路は，スケーラブル(任

意のサイズで製作しでも同ーの静磁場を発生)であるため，さらに小さなサイズの磁石を製

作することにより，卓上で使用できるような，小型軽量磁石が実現可能である.

このような小型の磁石に対しては，静磁場空間が非常に狭くなるため，非常に限られた厚

みで 3軸の勾配コイルを製作する必要がある.そこで，本研究では，薄型勾配コイルを製作

する手法を開発し， 40mmのギャップに挿入可能な勾配磁場プロープを製作し，性能評価を

行ったので，その結果を報告する.

2.薄型勾配磁場コイルプロープの製作

Fig.lに本研究で開発した， RFコイルと勾配磁場コイルが一体となった勾配磁場プロープ

を示す.サイズは， 98mm仰)x 100mm(H) x 38mm(D)である.勾配磁場コイルは， xおよ

びyに関しては， Anderson型(平行4線型)， z軸に関しては， Maxwellベアである.

これらのコイルは，厚さ 0.5mmのFRP板をコイルの芯とし，これを厚さ 6mmのテフロ

ン板で挟んでピスで固定して銅線のガイドとし，直径 0.5mmのポリエチレン被覆銅線を 1

層巻きして製作した.コイルは巻き枠に巻いた状態で瞬間接着剤で固定し，テフロン板のガ

イドをはずすことにより，厚さ 0.5mmの薄型平面コイルを得た. GxとGyコイルは，それ

ぞれ4枚の矩形のコイルを貼り合わせて製作し， Gzには 2枚の円形のコイルを使用した.

このプロープでは，幅 30mmのアルミチャンネルをフレームとし，厚さ 0.2mmの鋼板を

側板として RFシールドボックスを形成し，側板の上に厚さ lmmのFRPをビスで固定し，

キーワード MR!， MRマイクロスコープ，永久磁石田路，勾配コイル，勾配磁場プローブ

やまざきゆかこ、はいしともゆき、まつだよしまさ、こせかつみ
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その FRP板の上に，上記の勾配コイノレを接着して回定した.そして，シールドボックスの中

央に，内径 12.5mm，外窪 16mmのアクリノレパイプを国定し，そのパイプの上に，ソレノイ

ドコイノレ(直径 18mm，7タ}ン)を巻いた.このコイノレと 2個の非磁性トリマコンデンサ

(Voltronics製)を用いて，並列共振回路によるマッチング回路を生成し，共鳴周波数(約

42MHz) において 500にマッチングをとった.

3. 撮像実験による評価

上記の勾配酪場フ。ロープミの評価のための実験を行った. Fig.2に，実験に用いたデスクト

ップ型 MRマイクロスコープの全体像を示す.Fig.2の右側に示すのは，ポータブノレ型の MRI

コンソーノレ(重量約 80kg)であり，左側に示すのが，ハルバッハ型の永久磁石磁気回路(l.OT，

住友特殊金属製，サイズ:27cm(明乃x18cm(H) X 24cm(D)，重量 85kg)である.この磁石の

ギャップは 40mmであるため，上記の勾配コイルブρローブは，この空隙に問題なく挿入でき

た.

球状の水ファントムの撮像により，勾配磁場発生の効率を， Gx: 3.1G/cm/A， Gy: 3.0G/cm/A， 

Gz: 2.6G/cm/Aと評価した. Fig.3に，本勾配磁場プローブで撮像した blueberryの画像を

示す.このように，直径 lcm程度のサンフ。ルの撮像が可能である.

4. むすび

薄型の勾配コイノレを製作する手法を開発し，片側で厚さ 3mm以下，両側で厚さ 5mm以

下の 3軸勾配コイノレを製作した.そして， 40mmの磁石空隙に挿入できる勾配磁場フ。ロープ

を製作し，撮像実験により，直径 12mm程度のサンフ。ルの撮像が可能であることを示した.

Fig目1:Gradient probe for the 
desktop MR microscope目 The
size is 98 mm x 100 mm x 38 
mm. Anderson type coils are 
used for x and y axis， Maxwell 
pair coils are used for z axis 

<参考文献>

Fig.2: Desktop MR microscope 
using a 1.0 T Halbach 
permanent magnet (size: 27 
cm x 24 cm x 18 cm， weight: 85 
kg， gap: 40 mm). The total 
weight is about 170 kg 

1) T. Haishi， et al， 7thISMRM proceedings， pp. 2035， 1999. 

Fig.3: Cross sectional image of 

the blue berry， acquired with a 
3D-SE (TR/TE = 100/12). FOV 
(15.36 mm)3， Image matrix: 1283， 

matrix size: (120μm)3， NEX: 16 

2). K. Halbach， Proceedings of the 8th International W orkshop on Rare Earth Cobalt Permanent Magnets， 
p.123， 1985. 
3)拝師智之・他，第4困NMRマイクロイメージング研究会講演要旨集， 2000目
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産業用MRIの開発

(筑波大学物理工学系)0秋田裕介，拝師智之，松田善正，巨瀬勝美

Development ofthe MRI system for on-line selection offemale salmons 

Yusuke Akita， Tomoyuki Haishi， Yoshimasa Matsuda， and Katsumi Kose 

Institute of AppIied Physics， University of Tsukuba 

The MRI system for on-line selection of female salmons has been designed. The system uses a 0.2 

T C-shape permanent magnet and flat RF coil to continuously and rapidly feed salmons to the 

measurement area. Preliminary experiments were performed to measure the SNR of salmon 

tissue at 0.3 T. As a result， it is concluded that the SNR of salmons at 0.2 T will be enough for 

selection of female salmon自evenat the speed of one per second. 

1.はじめに

広く普及している臨床用 MRI(圏内約 4，000台)に対して産業用 MRIJ とし、う言葉が

しばしば使われる.ところが，この言葉の定義は暖昧で，実験室で試験用サンプルの評価に

使われるものから，実際に工場などでオンラインで使用されるものまで広く含んでいる.

さて，オンライン MRI(OMRI)が成功するためには，①MRIで検査が可能か，②検査用

MRIが技術的に構築可能か，③検査コストが回収できるか，という三つの条件をクリアする

必要がある.これらの条件は，必ずしも独立したものでなく，また，技術の進歩とともに，

適否の状況も変化していくものである.

我々は，コンパクトでポータプルな MRIコンソールと，永久磁石磁気回路を組み合わせる

ことにより，さまざまなタイプの MRIを構築できることを示してきた(1)が，このアプロー

チにより， OMRIに対しても，新たな展開が見出せるものと考えている.本研究では， (財)

いわて産業振興センターより依頼のあった「鮭の雌雄判別用 MRIJに関して，システム設計

を行い，実験を進めているので，その結果を報告する.

2.システム設計

<システムに対する要求>

鮭雌雄判別用 MRIの仕様として， r毎秒 1匹以上Jの検査速度が要求されている.これは，

水揚げされた直後の 1，000匹程度の鮭を，雌雄，重量，大きさなどで迅速に分別して冷蔵す

る必要があるためである.このため，撮像に(超)高速撮像法を用いる必要があるばかりで

なく，静磁場中で核磁化が生成するまでの時間 (T1が 1秒程度であるため 1秒は必要)を確

保しなければならない.また，鮭を撮像領域に連続的に供給するための搬送ラインの速度を，

合理的な範囲に抑える必要がある.検出感度を確保する必要があるのは当然であるが，検査

コストを抑えるため，出来る限り低コストのシステムを構築することも必要である.

MRI，産業用 MRI，永久磁石磁気回路，オンライン MRI

あきたゅうすけ，はいしともゆき，まった、よしまさ，こせかつみ
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<システム仕様>

Fig.lにシステムの概念図を示す.このように，鮭の搬送スピードと磁石のコストを抑える

ために，鮭の頭尾と垂直な方向に鮭を搬送し，さらに鮭の腹部の一部のみを観測するために，

静磁場強度 O.2TのC型の永久磁石回路を用いた.これにより，鮭の置かれた間隔を 20cmと

すると，鮭の搬送速度は(平均)20cm/s程度であり，磁石のポールヒ。ースの直径が約 50cm

であるため，鮭が磁石中央の撮像部位に到達するまでに 1秒以上の核磁化生成時聞を確保

することができる.なお，永久磁石回路の仕様

は，ギャップ 250mm，50ppm均一領域 150mm

球，静磁場強度 0.2T，重量 1，250kgである.

撮像には，繰り返し時間 25ms，エコ一時間

10msの勾配エコー法を用い， 32x64画素の画

像を 1秒毎にリアルタイムに撮像@画像表示

する(2). このための勾配磁場強度としては，

O.5G/cmが必要であり，立ち上げ時間は lms程

度が必要である.

RFコイルは，上下に分割したフラットコイ

ルを使用しており，鮭の搬送の障害にならない

ような設計となっている.

また，撮像に使用する MRI撮像システムは，

当研究室で開発したコンパクト。ポータブツレ型

のMRIコンソールと同等のものであるが，勾配

磁場電源、と高周波送信機を強化している.

Fig.1 Overview of the MRI system for on-
line selection of female salmons. 

3.予儲襲験

上記のシステムを設計するために予備実験を行った

システムを Fig.2に示す。このシステムには，ギャップ

80mm，均一領域 30mm球 (50ppm)，静磁場強度 0.3T

の永久磁石回路(約 50kg) を使用している.このシス

テムを用いて，鮭の切り身の高速撮像 (64X64画素，

毎秒 1枚)を行い，画素あたりの SNRの評価を行って，

上記のシステムの妥当性を評価した.また，フラット

型コイルを作成し， SNRの評価を行った.

4.むすび

Fig.2 Portable MRI system using a 
0.3 T permanent magnet. 

現時点で，システムは構築中であるが，討論会では撮像結果を報告する予定である.

参考文融

1. e:1頼勝美，拝師智之，安立直剛，国体物理， 34巻 3号， 208-212， 1999年.

2. Tomoyuki Haishi and Katsumi Kose: J. Magn. Reson. 134， 138-141 (1998). 
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超並列型MRマイクロスコープの開発 (n)
一勾配コイルシステムの設計一

(筑波大学物理工学系)0松田善正、拝師智之、巨瀬勝美

Development of a Super-Parallel MR Microscope : Design of Gradient Coil Systems 
Yoshimasa Matsuda， Tomoyuki Haishi， Katsumi Kose 
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 

The magnetic-field gradient coil systems for the super-parallel MR microscope have been 

designed. The gradient systems are 1D or 2D arrays of gradient probe units， each of 

which can be used for an MR microscope. Electric current directions are designed in 

order that each gradient coil unit should enhance the gradient field for the sample next 

to it. The magnetic field distributions for the gradient systems were calculated and 

regions for the homogeneous gradient fields were visualized. As a result， it is 

demonstrated that the proposed gradient coil systems give homogeneous gradient fields 

for super-parallel image acquisitions. 

1 .はじめに

同時に多数のサンプルの MRマイクロスコープ撮像を行う「超並列型MRマイクロスコ

ープJは，均一な静磁場中において，各サンプルに対する勾配磁場プロープを，同時かつ協

調的に動作させることを基本的なアイデアとしている (1，2) .本研究では，本来単独で使

用される MRマイクロスコープ用勾配磁場プローブを「基本ユニットj とし，そのユニット

を，一次元もしくは二次元のアレイ状に配置することにより，上記の勾配磁場プロープシス

テムを構築する手法を検討したので，その結果を報告する.

2.超並列型 MRマイクロスコープ用勾配磁場プローブの構成

<勾配磁場プローブ基本ユニット>

Fig1 ( a )に，超並列型 MRマイクロスコープ用勾配磁場プロープの基本ユニットとなる，

勾配磁場プロープの概観図を示す.このプロープは，本来単独で使用されるものであり，

RFシールドボックス(130mm(W)X 130 mm (H)x40 mm (D))の両側面に， Maxwell型

勾配コイル(Gzコイル)と， Anderson型(平行4線型)勾配コイル(GxおよびGyコ

イル)を装着したものである.これらのコイルの形状は，計算機を用いた磁場計算により

最適化している.なお，各コイルの厚さは，約 0.5mmで，プロープ全体の厚さは 52mm

となっている.また，シールドボックスの中央部には，交換可能な RFコイルユニットが設

置されている.

<一次元アレイと二次元アレイによる勾配磁場プロープシステムの構成>

Fig.1(b)とFig.1(c)に，上記の基本ユニットを，一次元および二次元のアレイ状に配置

したシステムの概観図を示す.それぞれ z方向にはプロープの中心問の匝離を 55mm，二

次元アレイでは x方向のプロープ中心問の距離を 140mm (ギャップlOmm) とした.

Fig.2 (a)とFig.2(b)に，それぞれ，一次元アレイと二次元アレイにおける電流の方向を

MRI，超並列型MRマイクロスコープ，勾配磁場プロープ，アレイ型勾配コイル

まった、よしまさ，はいしともゆき，こせかつみ
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示す.この電流の方向は，隣接するサンプルの位置に発生する勾配磁場が，増大するように

決められている.すなわち，従来，単独の勾配コイルでは，コイルの片方(内側)の磁場し

か利用していなかったが，このアレイ型勾配コイルでは，コイノレの両側の磁場を有効に利用

している.なお，アレイの両端には，隣接する勾配コイルが存在しないため， 2個の勾配コ

イルを使用している.

xaxls 
Fig.1 (a) Fig.1 ( b) Fig.1 ( c ) 

Overview of the gradient systems. Single gradient coil unit ( Fig.1 ( a ) )， one dimensional array 

( Fig.1 ( b ) )， and two dimensional array ( Fig.1 ( c ) ) . 

Fig.2 (a) Fig.2 (b) Fig.2 (c) Fig.2 (d) 

Current directions for 1 D array: Gz coil ( Fig.2 ( a ) ) and Gx coil ( Fig.2 ( b ) ). Current directions 

for 2D array: Gz coil ( Fig.2 ( c ) ) and Gx coil ( Fig.2 ( d ) ). 

3. 超並列型 MRマイクロスコープ用勾配磁場プローブの磁場分布

前節に述べた，基本ユニット，一次元アレイ，二次元アレイのそれぞれに関して，各コイ

ルが発生する静磁場分布を，ピオ・サパールの公式を積分することにより計算した.さらに，

その静磁場分布を，各サンプルの中心付近に原点をもっ一定の傾きをもっ磁場分布(理想的

勾配磁場)に，最小自乗近似を用いてフィットし，その理想的勾配磁場からの強度のずれが

5%の領域(f5 %領域j と呼ぶ)をそれぞれ求めた.

Fig.3 (a)とFig.3(b)は，それぞれ基本ユニットにおける Gxおよび Gyコイル，そして

Gzコイルの 5%領域を示す.このように， 5%領域は，サンプルの中心付近にほぼ集中し

ているが，特定の方向にも伸びている.しかしながら，実際に使用する領域は，サンプルを

収容する球状の領域であるため， f5 %領域に内接する円の直径」で，勾配磁場が均一な領
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域の大きさを評価した.これは， GxとGyについては 18.4mm， Gzについては 29.0mmで

あった.

Fig.4 (a)とFig.4(b)は，それぞれ一次元アレイにおける Gxおよび Gyコイル，そして

Gzコイルの 5%領域を示す.このように， 5 %領域は，各サンブρルの中心付近に集中した領

域と，特定の方向に伸びた部分とからなる.同様に，内接円の直径を求めると，両端のプロ

ープにおいて， Gx， Gyについては，それぞれ 18.4mm， Gzについては 21.0mm，内側の

プロープにおいて GxとGyについては 20.2m m， Gzについては 23.0mm，であった，

Fig.5 ( a)， Fig.5 (b)， Fig.5 (c)は，それぞれ二次元アレイにおける Gx，Gy， Gzコイル

の 5%領域を示す.このように， 5%領域は， 1次元アレイと同様に各サンフ。ノレの中心付近

に集中した領域L 特定の方向に伸びた部分とからなる.同様に，内接円の甚径を求めると，

両端のプローブにおいて Gx，Gy， Gzについて，それぞれ 20.8mm， 20.8 mm， 23.0 

mm，内側のプローブにおいて， Gx， Gy， Gzについて，それぞれ 20.2mm， 20.4 mm， 

23.0 mmで、あった.

( a ) 

Fig.4 ( a ) 

九
E
P
F

h
u
 

g
e
e
$与
亙

Regions of linear magnetic field司

gradient for the single gradient 

unit: Gx ( a ) and Gz ( b ). In the 

bright area， the gradient曲 field

deviation from that of the ideal 

field is less than 5 % . 

Regions of linear magnetic field開 gradient

for 10 array: Gx ( a ) and Gz (b). In the 

bright area， the gradientイielddeviation 

from that of the ideal field is less than 5 % 

Fig.4( b ) 
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{妥}

Fig.5 (c) 

4. 考察

{る}

Regions of linear magnetic field-gradient for 

2D array: Gx( a )， Gy( b )， and Gz ( c ). In 

the bright area， the gradient-field deviation 

from that of the ideal field is less than 5 % 

勾配磁場フ。ロープ、の基本ユニットを，隣接するサンフ。ノレの位置に発生する勾配磁場が増強

されるように，電流の方向に留意してアレイ状に配置することにより，各サンプルの位置に，

均一な勾配磁場領域が発生することを，磁場計算により示した.勾配磁場の均一な領域は，

本来，三次元的な領域で評価しなければならないが， X， y， Zの二次元面で評価する限りで

は，直径 20mm程度のサンブツレの撮像が可能な程度の勾配磁場が発生で、きることが明らか

となった.均一領域の大きさは，両端のフ。ロープと，内側のプロープでやや異なり，また，

勾配磁場の中心は，サンプルの中心よりややずれるが，撮像にはほとんど問題にはならない

ことが判明した.本研究では，最大 8個までの二次元アレイで、計算を行ったが，プローブの

数が増えても，また、三次元のアレイにおいても撮像の上では問題はないと思われる.

5. むすび

今後、実際に超並列型勾配磁場プロープを開発し、性能評価と撮像実験を行いその結果を

報告する予定である。

参考文献
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ンセプトとシステム設計一J，第 38囲 NMR討論会要旨集， 2000年.
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3Dポインタデバイスと専用グラフィックボードを用いた

リアルタイムVolumeRenderingシステムの開発

0鈴木崇洋、橋本征太郎、拝師智之、植松孝明、松田善正、巨瀬勝美

(筑波大学物理工学系)

Development of a real-time volume rendering system 

usinga 3Dpo阻“ngdevice and dedicated image processing board. 

OTakah註oSUZ¥虫i，Seitaro Hashimoto， Tomoyuki Haishi， Takaaki Uematsu， Yoshimasa 

Matsuda， Katsumi Kose (Institute ofApplied Physics， University ofTsukuba) 

The real.time volume rendering system has been developed on a WindowsNT system 

using a dedicated image processing board (VolumePr0500) and a 3D trackball. The image 

processing board was used to drastically reduce the computation time required for 3D 

image-data interpolation and so on. The trackball was used for a 3D pointing device 

which interactively and intuitively determine the 3D view direction. Windows-events 

generated by the rotation of the trackball were coded to operations which rotate the 3D 

object to be displayed as volume rendered images. The system performance was tested 

using 1283 and 2563 voxel MRI data. The display f回merates were 16.7 and 11.1 fps for 

1283 and 2563 data. It was concluded that the proposed system is very useful to 

understand 3D structures of volume data. 

はじめに

近年、コンビューター技術の発展とともに、高速な 3次元画像データの取得が容易となり

つつあり、 3次元の MRIデータを有効に、また効率よく表示、解析する手法に大きな関心が

もたれている. 3次元画像データの表示手法のひとつである VolumeRenderingは、構造把

握には適しているが、多量の演算による処理時間の長さが問題となっていた.また、 3次元

的視線方向の指定が必ずしも容易ではなかった.そこで本研究では、 MitsubisiElectric 

Information Technology Center America， Inc.で、開発された、 VolumeRendering専用ボード

(VolumePro 500) と、大型のトラックボールを用いることにより、 トラックボールの回転

と被写体の回転が直接対応するようなリアルタイムVolumeRenderingシステムを開発した.

装置と方法

開発・実行には、 VolumePro500とグラフィックカード (CanopusSPECTRA5400 R2) 

を接続した PC( Pentium n / 300 MHz， 256 Mbyte )と、トラックボールマウス(Logitech

MRI、3次元画像、 VolumeRendering、リアルタイム処理

Oすずきたかひろ、はしもとせいたろう、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
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τ'rackMan MarbleFX)を用いた.また、08には WindowsNT4.0 8P6、Cコンパイラに Visual

C++ 6.0を使用した.開発したシステムは、最大 2563までのボクセノレデータを、 VolumePro

500のオンボードメモリーに読み込み、 トラックボールの回転で指定された 3次元の視線方

向からの VolumeRendering画像を、グラフィックカードに順次転送する.転送された画像

は、 2次元のテクスチャーとしてリアルタイムにモニター出力される. トラックボールの回

転によって直感的に指定される任意の視線方向からの 3D表示を実現するため、マウスイベ

ントの処理に特別な工夫を加えた.

喪行結果

開発を行ったシステムの評価には、当研究室の MRmicroscopeによって取得したマウス胎

児の 3次元データを使用した.撮像シーケンスは、 3D-8Eであり、 TR/ TE=100 / 8 ms、FOV

は(8.96mm)3、画素サイズは(70μm)3、画素数は 1283、信号積算回数は 24回で、あった.ま

た、このデータを、フーリエ補間で 2563ボクセルまで拡大したものも使用した.

実行画面を Fig.2に示す.Rendering表示速度は、 1283ボクセルデータでは、 16.7flame / 

sec、2563ボクセノレデータでは、 11.1flame /呂田となり、 トラックボールの回転操作と MRI

データの回転。 VolumeRendering処理時間は、ほぼ一致することとなった。また、不透明

度、関値などの各パラメータの変更もリアルタイムに処理が可能なため、 VolumeRendering 

特有のパラメータ操作の煩わしさを、特別意識する必要はなかった.

まとめ

VolumePro 500を用いることによって、 2563ボクセルデータを 10frame / sec以上レンダ

リングすることができ、リアルタイム回転表示が可能となった.また、 トラックボールによ

る操作性は、被写体の回転とボーノレの回転が一致するため、 3次元構造を直感的に把握でき

た.以上より、本システムによる VolumePro500及びトラックボールを用いた Volume

Renderingの回転・表示は、被写体の構造把握には非常に効果があると結論した.

Fig.1 Realぺimevolume rendering system 

using a dedicated image processing board and 

3D pointing device . 
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Windows2000・PCを用いた Realtime3D-MRIの開発

(筑波大学物理工学系)0植松孝明.拝師智之，宇津津慎.巨瀬勝美

Development of the Realtime 3D NMR Imaging 8ystem with Windows2000・PC
(Institute ofApplied Physics， University ofTsukuba， Tsukuba， Ibaraki 305・8573Japan) 

OTakaaki Uematsu， Tomoyuki Haishi， 8hin Utsuzawa， Katsumi Kose 

The real-time 3D MRI system， in which volume-rendered images are displayed successively in short-time 
intervals ( < 3 seconds) just after the image acquisitions， has been developed_ The system was constructed on 
a PC running under Windows2000 operating system. ImagIng experiments were performed using an MRI 
system with a 4.7 T superconducting magnet and actively shielded gradient coil. The imaging sequence was a 
3D gradient echo sequence， in which parameters were TRlTE=1.4/0.8 ms， Matrix=64x64x64， FOV=32.0 mm 
cube， and NAQ=l. In order to shorten the data acquisition time， the half-Fourier acquisition was used. As a 
resu1t， the image re企esh-rateof2.79 se∞nds was achieved. 

1.はじめに

被写体の 3次元撮像と同時に画像を表示するリアルタイム 3D

一ドウエアの高速化に伴い，実現が可能となってきている.さらに， Volume Rendering法によ

る三次元可視化法と組み合わせた技術は，臨床の現場においても， Interventional MRIとして，

その有用性が期待されている.本研究では，これまで1)2台の PCを用いて構築されていた， 3次

元撮像とほぼ開時に VolumeRendering画像を表示するリアルタイム・ 3D-MRI画像再構成・表

示システムを， 08にWindows2000を導入した 1台の PCを用いて構築した.さらに，撮像時間

の短縮を図るため， HalfFourier法を使用して撮像を行い，その有用性を確認した.

2_装置構成

本研究で開発した Windows2000が導入された PCには、データ取得のための AID変換ボード

(DATEL社製)、撮像パルス・シーケンス制御のための DSPボード(mtt社製)、高周波発生のため

のDirectDigital Synthesizerボード(DS百chnology社製)の 3種類のボードが ISAパスに、画面

表示のためのビデオカードがAGPパス上に挿されている.

Windows2000によるシステムの構築のために， AID変換ボードと DD8ボード、について，デー

タのやり取りを行うための WindowsNT/2000用デバイスドライパを作成し，使用した.また，こ

れまでWindows95で使用していたプログラムを Windows2000上で用いることができるように，

データ収集，画像再構成プログラムやDSPボードにパルスや勾配コイルについての情報を送るプ

ログラムを移植し，使用した.

開発したプログラムは， AID変換ボードによって取得されたデータを，ボード上のメモリから

PCのメインメモリに読み出し，三次元 FFT処理後， Volume Rendering処理を行い，その結果

を 1画素あたり 1Byteの 64x64画素のデータとして画面に表示・保存するまでの一連の動作を

一度に行う.

3_実験

実験には静磁場強度 4_74T(水素原子の歳差運動周波数:202 MHz)の超伝導磁石を用いた.撮

像には，外径 27mmの試験管に挿入された，直径 22mm，高さ 38mmの水ファントムを用い

た.パルス・プログラマには DSPボードを用い， 100 nsecの時間精度で、パルス・シーケンスを

構築できる.撮像シーケンスは TR庁E= 1.4/0_8 msecの3Dgradient echo法を用い，撮像視野

(32_0 mm}3，画素数 643，信号積算 1回とした.信号のサンプリングレートは 10μsecとした.

また，リアルタイム 3D-MRIにおける最大の問題は，撮像に非常に時間を要する点である.予

Keywords: Realtime-3D MRI， Windows， Volume Rendering， HalfFourier 

うえまったかあき
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Personal Computer Display 

05 : Windows2000 

Fig. 1 Realtime 3D MR lmaging System with Windows2000 

の問題を解決する方法として今回は HalfFourier法を用いた.この方法は，一方向の位相エンコ

ードの回数を半分に減らし，取得しない k空間のデータにはすべてゼロを代入する点である.取

得されるデータ量が半分になるため，結果として，撮像時間は半分に短縮される.また，データ

量が少なくとも， Volume Rendering法は信号雑音Iこ強し、画像処理法であることから，レンダリ

ング後の画像における物体の認識には問題ない.

4.実験結果と考察

実験結果を以下に示す.TR=1.4 msecとして HalfFourier法による信号取得を行った場合，信

号取得に 2.79sec，画像再構成とレンダリング処理に1.27sec，計 4.06secで一度の処理を終え，

画像を表示することができた.また，信号の取得が完了する毎に，新しい画像を表示できるよう

になることから，画像更新時間は 2.79secであった.画像再構成における処理のうち， FFT処理

に約 900msec，レンダリング処理に約 200m呂田程度の処理時聞を要した.撮像実験の結果得ら

れた画像を Fig.2に示す.今後は， Realtime-3D MRIの特徴を生かした三次元的物理現象の観測

への応用を予定している.また， FISP等のパルス@シーケンスの導入による S/N向上も効果的

であると考えられる.それらの，より複雑な高速撮像法の実現のため，パルスブ。ログラマである

DSPボードのプログラム開発を今後予定している.

Fig. 2 Volume Rendered Images 
with the Realtime-3D Imaging System 

参考文献
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HMQC法によるアストログリア細胞の代謝物の観測

(鳥取大学医学部同遺伝子実験施設2 同教育地域科学部3)

O疋田純 1.3，富永里香 井 上 仁 難 波 栄 二2 大塚譲3

飯塚舜介1

Observation of Metaboli卸sof As1z句ria1Cells f旨omMouse by HMQC 

Method 

Faculty ofMedicine1， Gene Research Center2， Faculty ofEducation and 

Regional Sciences 3 Tottori University 

J.H立ita1.3， R.τbminaga1， M.lnoue1， E.Namba2 Y.Otsuk.a3， 

S.Meshitsuk.a1 

Primary cultures of astrocytes were prep町 付 金om2" to 4 "day"old newborn 

mouse brains. Astrocytes were incubated with 13C"labeled glucose and the 

release of 13C"enriched metabolites in旬 cultured media was studies by 

1H{13C}NMR spectroscopy. In addition 旬 majorsignals of lactate， alanine， 

glutamine and acetate， minor signals of citrate， glicine and serine were observed 

in the culture of 15 to 30 days. In the medium of longer culture than 60 days 

these metabolites were not exported into the medium. The astrocytes that were 

s加redat -80 0 C were incubated in the same condition as having similar growth 

did not release these metabolites. E首ectsof the additives in the culture medium 

were also discussed. 

はじめに

脳内には神経細胞の他に，グリア系細胞が大量に存在する.従来，グリア系細胞の

脳における役割りは，神経細胞聞の物質移動，脳血管関門の形成，神経伝達物質の取

り込み，死細胞の貧食，ミエリン形成などであると考えられてきた.これらに加えて，

最近，脳代謝においてアストロサイトを中心としたグリア系細胞が重要な役割をして

いることが明らかにされてきた.神経細胞はアストロサイトからの栄養物質の供給を

受けて，生存に必要な物質とエネルギーを生成し，また，神経細胞特有の神経伝達物

質の合成においても前駆体となる物質の供給を受けていることが明らかにされてき

キーワード: アストロサイト，初代培養細胞，代謝物， 1H{13C}NMR 

ひきたじゅん，とみながりか，いのうえまさし，なんぼえいじ，おおつかゆずる，

めしっかしゅんすけ
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た.ピノレピン酸カルボキシラーゼ、及ひ'グ、ルタミン合成酵素は神経細胞には存在せず，

アストロサイトにのみ存在することが知られている.ピルビン酸カルボキシラーゼは

ピルピ、ン酸からオキサロ酢酸を合成し，解糖系からクエン酸回路への経路で重要な働

きをする.グルタミン合成酵素はグルタミン酸からグルタミンを生成する.このよう

に特異な機能をもっアストロサイトはこれらの代謝物を細胞外に分泌し，それらの代

謝物によって中枢神経系が維持されていると理解される.アストロサイトの代謝物の

NMRによる解析は，主として 1次元の測定で行われてきた.そのため，いくつかの

重要な代謝物が見落とされてきた.そこで 13Cラベルしたグルコースを用いて 2次

元 NMRで代謝物を観測することにした.

実験方法

生後 2，4日のマウスの大脳から組織を採取し，物理的撹枠により細胞を分離した.

DMEM培養液に F12培養液を加えた(1:1)培養液に 10%仔牛胎児血清を添加

した条件で培養した.週 2回培養液を交換し，増殖の状態を見て植え継ぎを行いアス

トロサイトの単一カルチャーを得た.代謝物の観測は，グルコースを含まない DMEM

に13Cラベルしたグルコースを添加し， 10%仔牛胎児血清を添加した条件で培養し

た. NMR測定試料は培養時間 12から 48時間の培養上清である. 1 H{l 3C}NMR 

の測定はVarianUnity"500で行った.

結果

培養 30日以内のアストロサイトは培養液中に乳酸，アラニン，グ、ルタミンを多量

に放出している.これに加えて，クエン酸，グリシン，セリンなどが観測された.培

養 60日以降の場合には，これらの代謝物は乳酸を除いて観測されなかった.また，

-80"Cで凍結保存した細胞についても，解凍して凍結前と同程度の増殖が見られた

が，培養液には上記の代謝物を観測することは出来なかった.このように，初代培養

アストロサイトの細胞機能は培養日数の経過によって大きく変化することが分かつ

た.形態的には変化は見られないが，それに先がけて酵素系の発現が変化を受けてい

くものと考えられる.さらに，培養液中の添加物の影響についても議論する.

267 



P74 

脳内代謝物質の細胞内における動的ふるまい

(日本女子大学理学部 l、国立精神神経センター神経研究所 2)

O高橋征三人 荻野孝史 2

Dynamic Behaviors ofMetabolites in Brain Cells 

Seizo Takahashi 1 and Takashi Ogino2 

(Dept. Chem. &; Biol. Sci.， Japan Women's Univ.1 & Inst. Neurosciences， NCNP~ 

The present work uncovered the pre鴎 nceof cross-relaxation between metabolite signals and 

cell constituents of high molecular weight. The cross-relaxation rates were differentamong 

metabolite signals. A simple two-state model failed to account for the apparent T2ff1 ratios. 

Chasing an uptake of D20 inωthe brain tissue， it was found出atthe exchange rates ob随 rved

by 2H and lH were different at least by a factor of 50. It suggests that the water molecules 

take not onIy the free and bound states in the cells， but also the state with moderately 

restricted molecular motion. This state is considered ωoccupy a small part in brain cells， 

and has escaped from the observation by lH spectra. The results lead us to propose a model 

in which some of the metabolites are restricted in motion within the cells， and the motion 

effects on the spin relaxation with no appreciable cross-relaxation. 

[はじめにl

MRSや CSIで観測される信号は、細胞内にあって自由に運動している低分子の代謝物質であ

り、その信号強度は細胞内の代謝物質の濃度に比例すると考えられている。しかしこれは代謝物

質が、酵素と結合した状態とのあいだに動的平衡があるときや、細胞内マトリックスに閉じ込め

られて制限拡散を受けているときには必ずしも成り立たない可能性がある。したがって交差緩和

の研究はスベクトル解釈上きわめて重要な意味をもっといえる。

1次元 NMRの測定法を使う従来の MRSでは、水や高分子物質のピークが重なっていて、交

差緩和の測定はきわめて困難であった。我々は脳組織に高速 2次元 NMR測定法を適用すること

でこの問題を解決した。そして lH-NMRにおいて、ほとんどすべての代謝物質について交差緩

和が見られることを発見した。細胞内代謝物質の動的ふるまいはきわめて複雑で、単純なモデル

で交差緩和機構を矛盾なく説明することは難しいが、脳組織における重水の交換反応の研究から

一定の洞察を得ることができた。

キーワード NMR，吏差緩和、代謝物質、細胞、 in vivo 

たかはしせいぞう、おぎのたかし
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[実験]

試料は 8週令の Wisterラットの脳動織を摘出し、細片にして約 120mgを5mmNMR試料管

に詰めた。装置は Brukerの AMX・400を使い、測定温度は 298Kである。飽和移動と緩和時間

の測定は高速 2次元 super-COSYを使った。脳組織の重水交換速度の測定は、 Dy-DTPAの重水

溶液を組織外液に加え spin-echoを測定しシャープな成分のみを捉え定量した。スペクトルの解

析は MATLABによる自作のプログラムで、行った。

[結果]

(1)水から 60ppm低磁場側を 5秒間照射した後に、待ち時間を変えて交差磁化移動による信号

強度の回復を測定した.その結果、 N・アセチルアスパラギン酸(NAA)の信号を除いて、すべ

てのピークに信号の回復が見られた。そして値は代謝物によって異なった。代表的な値を表

1に示す。

。)交差磁イじ移動による信号強度の変化は、照射位置によって有意の変イじを示さなかった。これ

は水の場合と大きく異なる。この結果は、代謝物質の交差緩和は直接に細胞内の高分子との

聞でおこり、水分子を通して間接的に緩和する機構による寄与はほとんど無視できることを

示唆する。

(3)一定以上の照射パワーを与えると信号強度は変化したが、その挙動は代謝物質によって少し

ずつ違うように思われる。このことは(1)の結果と矛盾しない。

T1の測定は COSY測定の前に 180度パルスを挿入して行った。 COSYスペクトルの解析は絶

対値表示で行ったので、信号強度の挙動を見ながらスベクトルの符号を適宜反転して、強度の

回復が連続的につながるようにした。回復の挙動はすべて単一の指数曲線に従い、緩和時間は

およそ 1秒から 2秒の聞であった(表1)。

Metabolites Magnetic T1(s) T2(ms) T2，庁1(10.1
)

transfer {s) 
N-Acetyl Aspartate 1.12:t0.ll 162:t39 1.45:t0.34 
Glutamate 0.50:t0.09 1.06:t0.07 140:t23 1.32:t0.23 
Aspartate 1.32:t0.37 1.01:t0.05 nO:t22 1.09土0.25

Lactate 0.56士0.10 1.98:t0.16 18:t6 0.09:t0.41 
212:t260 1.07:t1.31 

GABA 0.87:t0.13 1.48:t0.06 107:t21 0.72:t0.24 
Myo・Inositol 0.66:tO.ll 0.99:t0.06 133:t23 日工34:t0.2三一

Table 1. Half times of magnetic transfer of metabolite protons due to the cross-relaxationω 

those of high molecular weight cell constituents in the brain tissues， as well as the T1 and T2 

relaxation times together with their ratios. N-acetyl aspartate does not show an apparent 

magnetic transfer due to cross-relaxation which shows as ‘ー， in the table. The result shows 

that there is no apparent correlation between magnetic transfer and relaxation rates. 
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(4) T2の測定は CPMGパルスのあとにスピンをz軸に戻す 90度パルスを挿入し、短時間待ち時

間を入れた後で COSYを測定した。したがって得られたじ緩和時間の解釈には一定の留保

が必要である。データの質は T1緩和時間の測定に比べて劣るが、データのパラつきの範囲

内でほとんどのピークが単一の指数曲線で説明できた。明らかな例外は乳酸のメチル基とメ

チン基の交差ピークで、この場合には 18msという非常に速い緩和成分の寄与が無視できな

かった。ほとんどのピークについて緩和時聞はおよそ 0.1秒から 0.2秒程度であった(表1)。

(5)脳組織の遅い成分の重水交換速度を測定したところ、 2Hで測定すると約 2時間で半分交換

するという結果になったが， 1Hで測定すると約 150時間という結果になった。 2Hの信号強

度は一定値になったあとは 24時間ごとに組織外液を交換しでも 2週間にわたって有意の変

化を示さなかった。また lHについては、 12時間ごとに組織外液を交換しでも、見かけの交

換速度に影響はなかった。

(6)結合水の様子を見るために、飽和移動による水の actionスペクトルを測定した結果、引の

場合は自由水に比べて約 20倍の線幅の広がりが観測されたが、2Hでは 5倍程度しか差が見

られなかった。

[考察]

交差緩和による磁化移動の結果から、明らかに細胞内における代謝物質の NMRスペクトルが

細胞内の高分子成分と交差緩和していることは否定できない。交差磁化回復の実験は、交差緩和

がピークによって異なることを明らかにした。しかし現時点では、交差緩和速度を直接に求める

ことができないので、 T1と T2の比を測定することを考えた。つまり低分子の代謝物質が、細胞

内の溶液中に溶けていて自由に分子運動できる状態伊状態)と、高分子または細胞内組織の近傍

にあって運動が著しく制限されている状態侭状態)との聞に速い平衡が成り立ち、 R状態

2H-H20 exchange 
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Fig. 1. lH_2H Exchange ofRat Brain Tissue observed by lH・and2H_NMR Spectra. 

The tissue was immersed in 2H20 doped with Dy・DTPA， and CPMG pulse sequence was used. 

The spectral intensity was taken integrating over the resonance. Notβthe difference in the 

time-scale in hours between two plots. The result shows the apparent exchange rate is ca. 50 

times slower in lH comparing to 2H. 

270 

14 6 
μ
2
 

nu -
ε
J
 4∞ 350 3∞ 250 200 150 100 50 

1.710 
0 



における交差緩和速度が F状態の緩和速度に比べて十分に速いならば、 T1とT2の比は Rまたは

F状態での存在時間に関係する量を反映するであろう。もしすべての代謝物質がほとんど F状態

にあるならば、どのピークも交差緩和の存在に関係なく T1とT2の比は一定値を示すと期待され

る。

結果は表 lに示すように、T1とむの比は代謝物質によって値が異なるようである。しかも交差

磁化の移動時間と縦または横緩和時間とのあいだに簡単な相聞は見出せなかった。たとえば NAA

の場合、明らかに磁化移動と緩和時間との関係は矛盾する。 NAAに有意の交差緩和は見られない

にもかかわらず、 T1とむの比は R状態が他の物質と同程度に存在することを示唆するからであ

る。上で仮定した単純な 2状態モデルが成り立たないことは明らかである。

水の飽和移動の効率は照射のオフセット位置によって大きく変化するのにたいして、代謝物質

については高分子成分からの磁化移動のオフセット効果が見られないことから、水分子が聞に介

在して交差緩和する機構の寄与は少さいと推測される。したがって代謝物質は細胞内で 2つ以上

の状態で存在し、それらが速い動的平衡をなしていると考えられる。

細胞内の水分子の存在状態については昔から多くの研究があるが、細胞内外の水の交換速度は、

3状態の平衡で解析されてきた。我々は脳組織のゆっくりとした重水の交換速度を測る目的で、

時間分割による 2HとlHの同時測定を試みた。しかし 2Hの見かけの交換速度に比べて lHの交

換速度が 50倍程度も遅いので、結果的に同時測定の意味がなかった。この見かけの交換速度の

違いは双極子緩和と四重極緩和の違いにその原因が帰せられよう。つまり細胞内における水の結

合状態に少なくとも 2種類あり、 2Hでは自由水と比較的ゆるく分子運動が制限された状態との

あいだの平衡を観測していて、 lHの場合は硬く水素結合した状態とのあいだの平衡も同時に観

測できるとすれば、両者のあいだに見かけの吏換速度の違いがあっても矛盾がない。

飽和移動による水の actionスベクトルはこの解釈を支持する。つまり結合状態の水の線幅は引

のほうが lHより明らかに狭い。したがってこの解釈が正しいとすれば、 2Hで見られた交換が lH

で見られないことから、細胞内において水は大部分が自由水か水素結合のネットワークを作った

状態にあるが、 lHの測定では直接に観測にひっかからない、比較的ゆっくりと運動している状

態の水があるようである。

細胞内における水の状態の類推から、細胞内の代謝物質は、交差緩和には直接に寄与しないが

スピン緩和には寄与するような、分子運動がある程度制限された状態が存在することを示唆する。

この状態の実体を明らかにすることが今後の課題であろう。
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NMRマイクロイメージング法による

炊飯米内部に形成された空洞の解析

(農水省・食総研農水省・畜試2)

O堀 金 明 美 豊 島 英 親 逸見光永田忠博 lJ，吉田充 1

A study of internal hollows in cooked rice grains observed 

by NMR microimaging 

Akemi K. Horigane1， Hidechika Toyoshima1， HikぽuHemmi1，

Ta也hiroN喝a匂1.2，and MitsぽuYoshida1

I:National Food Research Institute， 2:National Institute of Animal Indus町

Nondestructive analysis of water distribution and morphological structure change in rice grains， 

five Japonica type riω叫 tivarswi血di能:rentamylose conte蹴， dぽ ingcooking was performed with 

Nお低 microimaging.Using a specially desi伊 edholder， high q田 lityimages of c∞ked rice 伊 ins

were ob凶吋， even when 8ω10 grains we問 meas間 dsimul伽印国ly.Internal hollows were 

detected in all examined c∞ked ri田 g百四 of five cultivars， and process of血eirformation was 

precisely observed.百leorigin of these hollows seemed to be cracks or fissures. Sealing of such 

lacerations by gelatinized starch泊祉施 peripherallayer， followed by expansion of the gr加， d町ing

cooking left hollows inside of the grains. The volumes of internal hollows were calculated using the 

volume rendering企umthe three dimensional image data sets.百lesize， shape and ω凶 volumeof 

hollows in a grain di能 redbetween cultivars. 

[はじめに】 食生活の多様化や高級化傾向により，味が良く様々な調理法に適した米の

新品種が作出され，その品種特性や加工適性を評価するための新しい分析法が求められて

いる。炊飯米の食味には，米の主成分である澱粉の糊化特性や，炊飯米の物性などが影響

する。澱粉の糊化特性は一般に精米粉を用いて測定，評価されるが，米は粒の集団として

食されることから，その糊化特性は米粒の組織構造を破壊した「粉」ではなく粒」の

状態で言問面されるべきであろう。米粒の糊化特性を解明するためには，米粒内部への水の

浸透や分布を明らかにする必要がある。そこで， N恥1Rマイクロイメージング法により飯

粒内の水の分布を調べた。その中で，澱粉の糊化，膨潤による飯粒の形態変化により，飯

粒内部に空洞が形成されることが明かになり，この品種間差異についても検討した。

キーワード :N恥1Rマイクロイメージング，炊飯米，水分分布，デンプンの糊化，空洞

ほりがねあけみ，とよしまひでちか，へんみひかる，ながたただ、ひろ，よしだみつる
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[材料および方法1(1)炊飯米:アミロース含量の異なる 5品種(モチミノリ， ミルキー

クイーン，コシヒカリ，関東 181号，ホシユタカ)の精白米lOgを洗米せずに，米重量

の1.5倍に相当する脱イオン水を加え 1時間浸潰した後，炊飯して調製した。

(2)NMRマイクロイメージング測定:8ruker社製D胎(300W8(7.1 T)装置に，内径25mm

または 5mmのイメージング用バードケージ型 RFコイルを装着して測定した。 Spin-echo

法により 2次元または3次元の da匂 se臼を得た。 25mmのRFコイル用に，多検体同時測

定用サンブ。ノレホルダーを作製し，測定の効率化を図ったO

(3)空洞容積の測定 :3次元datasetsから volumerendering法により飯粒の体積および空洞

容積を求め，空洞容積率 (hollowratio，総空洞容積/飯粒体積)の品種間差異を解析したo

i結果と考察]飯粒内部には NMR信号が検出されない領域があったO 実体顕微鏡による

観察で，この領域は空洞であることが確認、された。空洞の形成される様子は，炊飯過程に

おける飯粒内の水分分布や飯粒の形態変化を経時的に観察することにより明らかになった

(Fig.l) 0 71<に浸潰した米粒にはヒビ害IJれが認められ，加熱により飯粒表層の澱粉が糊

化，膨潤すると，そのヒビ割れの関口部は塞がれた。その直後に飯粒は大きく膨張し，そ

れによりヒピ割れの間隙が拡がることによって空洞が形成された。空禍はし、ずれの品種で

も同じ過程をたどって形成され，その大きさは，沸騰開始前後で最大となり，沸騰の継続

により次第に小さくなった (Fig.2)。しかし，空洞形成の開始時期や大きさは品種によ

って異なったO 空洞の形状や大きさの決定要因として，日杢乳の組織構造や，長軸方向への

伸長率が考えられた。空洞の存在は，飯粒内部の組織構造が不均一であることを示してお

り，飯粒の糊化特性の解析には，このような NMRマイクロイメージング法による全粒分

析が有効であるととが示された。

Fig.l. Longitudinal sections of center pa巾 of

nce gramsラcv.Koshihikari， sampled at difterent 
timing during cooking. The spin-echo pulse 

sequence was used with a Te of3.9 ms and a Tr 

ofO.5 s. ln-plane resolution was 39μm. 
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MAS条件下での同種核ニ量子双極子相互作用をリカップルする
パルス列を用いた、高い効率の帯域選択的磁化移動

(横浜国大・工 1、阪大蛋白研の O松木陽 1、藤原敏道 1、阿久津秀雄1.2

Radio-Frequency Pulse Sequence for Efticient Band-Selective 

Magnetization Transfer by Recoupled Homonuclear Double-Quantum Dipolar 

Interaction under Magic-Angle Spinning Conditions 

Yoh Matsuki 1， Toshimichi Fujiwara 1， Hideo Akutsu 1，2 

1， Deparfmenf of chemisfry and biofechnology， Yokohama Nafional University，ゐ，kohama2-10-8501， 

Japan: 2， Institute for Protein Research， Osaka University， Suita 565・0871，.]，中'an

Recently， solid-state N恥ffi.technique draws increasing attention for its potential for biological applications. 
Plllse seqllences that recouple the homonuclear dipolar interaction under MAS condition are important tool 
for spec回 1assignments and structural constraints. Many researches have been done for developing pulse 
seqllences that recouple dipolar interaction over a wide offset range with high efficiency and tolerance to 
rf-inhomogeneity. However， the broadband sequences such as C7， CMR7， POST-C7 and SPC5 usually 
require strong rf fields. Here we show that reducing the合equencybandwidth can improve the 
magnetization transfer e節ciencyby decoupling the dipolar interaction with spin三04tsideof the effective 
bandwidth. Reduced rf fie1d of the band-selective version also contributes to the "C'H・decouplingduring 
the mixing period. Experiments were done on 15% [U_13C] alanine and the岡田fere節ciencybetween Cα 
and CI3 was shown to be enhanced by ca. 35% compared to that of SPC5. 

はじめに

近年、固体系のNMR測定法は、生体高分子の構造決定の分野でもますます注目されつつあ

るハまた、膜タンパク質や、絹のように固体状態に特有の構造をもっタンパク質、結晶化の難し

いタンパク質に威力を発揮する。最近ではロドプシン中のレチナールの構造を明らかにした 10

MAS条件下において核スピン聞に高い効率で磁化を移動する技術は、固体系の実験で必

要不可欠のものである。通常スピン拡散や rfパルスによって磁化移動を推進するが、 rf推進法に

よって双極子相互作用を利用する方法は移動の効率が高く、移動に要する時間も短く抑えられる

ことから穏和時聞が短い系にも有利である。これまでには零量子双極子相互作用を復活する

RFDRや二量子双極子相互作用を復活する POST-C7.sPC5などが報告され 2.3.4、生体分子におけ

る信号の帰属にも応用されてきた。その中で問題にされてきたのは rfパルスが常に伴うオフセッ

トの効果や磁場不均一性といったパルスの不完全性の補償であった。そこでは、より広い周波数

帯域のスピンを一様にリカップルすることに重点がおかれてきた。

しかしながら、タンパク質やペプチドを測定対象とするような実験では、リカップリング

の帯域が広すぎないことが重要な場合がある。固体系の実験では、まずアミノ酸種ごとのシグナ

ル帰属をはじめに考えるため、側鎖カーボンのシフト値の決定が実験初期の重要なステップのひ

とつになる。アミノ酸種の識別にはシフト値の分散がもっとも大きい CI3を用いるのが便利である。

このために以前にもアミド窒素からα炭素、 p炭素の順に相聞を得るようないくつかの NCACB実

験が設計された。 Ernstらは C=O/Cαの移動にスピン拡散を用いたがrf推進法に比べて移動効率

固体NMR，同種核二量子双桜子相互作用，リカップリング，マジック角試料回転，安定同位体標識

まっきょう、ふじわらとしみち、あくつひでお
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に問題がある 50 Hongらは Ca/Cs聞の磁化移動に CMR7を用いたが、これは化学シフト値の近

い Ca/Cs聞のコネクトには不必要な広い周波数特性を持つ。しかも観測チャネルに MAS周波数

の7倍強度をも要求することから残余の 13CIH双極子相互作用に因って移動効率は 40-45%

程度と低く、感度に問題がある 6。最近 driffinらが開発した SPC5では観測側への要求が517に

軽減され広い帯域を維持しつつ、高磁場の実験における感度の点で前進した。ここではリカップ

ルの有効帯域を cωCs間だけの磁化移動を目的として 30ppm程度に制限することで、磁化移動

効率を SPC5より更に 35%程度向上できることを報告する。帯域の調節は、用いるパルス列のパ

ルス強度とパルス幅の二つをパラメータに含む。解析的な計算法に基づいてそれらのパルス列が

全体として与える回転特性を計算，評価することで、帯域の中心付近において周波数特性が平坦

な、いくつかの優れた帯域選択的リカップリング系列を開発した。また、同様の手法によって

SPC5よりも広帯域の系列が実現できることも示す。

望論

(A-b).(A)内(b)φ 〔但し、 180<A<3600、O"<b<1800
) の 3パルスで構成されるコン

ポジットパルスを C エレメントと呼ぶ。たとえば SPC5は A=3600，b=2700で C エレメン

ト:(90).(360)π+.(270).であるリ位相ゆを、試料管がN回転する聞にn回変える(スーパーサイクル)。

すなわち、

ctp=p2x1n， p=O， 1，…， n-l. (z軸についての回転)

このとき一般的に、ランクλの相互作用の一次平均ハミルトニアンは、

(¥)Ii =~Ï，Lrot~ exp( _; 2~ (μ+mN)p IT.tJ' 
"p=Oλ，μ ¥，. ) 

と表わされる 401んはランクλ、スピン回転要素μの規約テンソル演算子である。ここで n=5，N=2 

とするとランク 2に関する要素だけが残る。従ってハミルトニアンは次のように純粋な二量子双

極子部分だけで簡単にあらわされる。

{l)H=a;3九z+G;1E-2

このように rf周波数を試料回転に同期するような実験スキームでは Cエレメントの選択

が実験全体に大きく影響する c パルスのオフセットでの効果や磁場不均一性の Cエレメントに依

存した補償がシーケンスの有効帯域や実験の安定性を決める一方、パルスによる回転角が大き過

ぎる Cエレメントは強いパルス強度を要求するから、残余の 13C/IH間双極子相互作用で感度が悪

化するからである。

Cエレメントに含まれる 3パルス(それぞれ回転軸 nl，112， ruと回転角sl，s2， s3を持つ)

がヲ|き起こす全体としての回転角s123と回転軸 nl23は、解析的な計算で次のように求めることが

出来る 7。ここで α23=COS(s123/2)，Si23=sin(s123/2). 

C)23 = C]んC3一(S)S2C30)・O2+ S)C2S30) • 03 + C]市 S302'03)+S)S2S3(0)X02)'03 

S1230123 = S)C2C30) + C)S2C302 + C)C2S303一(S市C30)X02 + SんS30)X 03 + C)S2S302 X 03) 

-S)S2S3(0) (02 '03)ー(03・0))02+(0)・O2)03)
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平均ハミルトニアン理論によれば、 Cエレメントに含まれる各パルスの不完全性がおこす

残余の回転は、 n123・ez:Oのとき、スーパーサイクルによって最も効果的に消去できる 20(ezは

z方向の単位ベクトル)

主監
s123.nI23・ezの計算結果を参考にいくつかのシーケンスを選び出し、実験で検証した。

(A，b)=(360， 360)， (360，270)， (360，265.5)， (270，225)， (208，187)， (240，210)， (240，180)， (180，180)の

Cエレメントを含むリカップリングバルス列を Fi尽lre1のようなシーケンスに組み込んだ。 測定

は均一ラベル Ala 15%希釈試料について行い、 CCX/Cs聞の磁化移動を観測した。Alaの CωCs

聞の化学シフト差は外部磁場 9.4Tにおいて 3.1kHzである。交差分極のあと炭素磁化を z軸方向

にフリップパックし、その後のτ=10msのうちに残余の横磁化を減衰させる。その後 Cα磁化をガ

ウスパルスで選択励起し、リカップルパルス列に入力する。全ての測定は Chemagnetics

CMX.400 Infinityと、 4。スピナー用ブロードバンド二重共鳴プロープを用いて室温で行った。

蓋是主主塁

lH 

13C 

x + 
す玄

Figur唱 1.τiming民hemefor a magne低zationtr岨 sferexperiment including a dipolar recoupling pulse 
sequence. This enables observation of也emagnetization transfer exclusive1y between Cαand CJ3. The 
block "Dipolar Recoupling" is composed of concatenated C-elements with five-folded phase shift，中=0， 72，
144，216，286. 

今回、一連の(A， b)の組を持つ Cエレメントについて、 sI23.nI23・ezの値をオフセットの

効果を加味して計算、評価した。 s123・nl23・ez==Oのとき、エラー項が残す残余の回転がほぼ無い

か、回転軸がほとんど完全に xy平面内にあること示し、エラー項についてのより強い補償のひと

つの目安となるの s123.nI23・ezの値と各パルス列が与えたリカップルの帯域を Table1にまとめで

ある。 s123.nI23・ezの増加とオフセット耐性の低下が強く関連していることがわかる。 Figure2 

には、いくつかについて移動効率のオフセット依存性が示しである。(A，b)=(2080，1870)でおよそ

3kHz幅の帯域選択的なプロファイルが得られた。これには帯域の中心で周波数特性が非常にフ

ラットで、あるオフセット周波数から急激に効率が落ちるような理想的なプロファイルが得られ

ている。また、(A，b)=(270"，2250)を選択する事で、この帯域を 50%程度広げることも可能であっ

た。
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百 ble1 Observed effective bandwidth， ma氾mummagnetization transfer e鑑ciencyand the z component of 
the residual rotation. 

360，360)(360，270)(360，265.50)(270，225)(208， 187)(240，21 0)(240， 180)( 180， 180) (A，b) 

1.6 0.6 1.2 3 4.2 8 7 1.5 
Bandwidth at 

90% maximum [kHz] 

4.4 2 4.9 6 9 25.5 19 5 
Bandwidth at 

50% maximum [kHz] 

max. transferred 
magnet1zat1on 

[%] 

s123・0123・ezト].

55.33 55.95 51.86 56 49.53 40.3 41.39 41.53 
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Figure 2 Experimental offset dependence of the DQ dipolar recoupling sequences studied in this work 
compared with that of SPC5. Transfer efficiency is plotted against the average chemical shift offset of 
Cαand C from center ofthe spectral width. 
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Mean 011話回 [kHz]
ー，。

-10 

-20 12 10 ・a
Mean 0偽 et[kHz] 

-2 -4 

単純にパルス強度を落とすことでオフセット依存性を強めることは可能である(.しかし

(A，b) =(1800，1800
)、=(240"，1800

)などのデータが示すように、(A，b)に適切な組み合わせを選ばな

ければCα-Csのコネクトに十分な 3kHz前後の帯域に不足するし、最大効率を与える周波数帯が

非常に狭いものしか得られない。また、 (A，b)=(360"，265.5勺の組み合わせは SPC5より広い周波数

特性を与えることが示された。以上の結果は今回のような、一般化した一連の Cエレメントが持

つ回転軸の xy平面からの逸脱を計算、評価する手法が、新しい特性のリカップリング系列の探索

に役立つことを示している。

E皇主主主旦盟主 1， G. Grobner， 1. 1. Bumett， C. Glaubitz， G. Chol， A. J. Mason and A. Watts， Nature， 405， 

810・813，2000.2， M. Hohwy and H. 1. Jakobsen， M. Eden and M. H. Levitt， N. C. Nielsen， J. Chem. Phys.， 

108(7)，2686-2694， 1998.3， Y. K. Lee， N. D. Kurur， M. Helmle， O. G. Johannessen， N. C. Nielsen， M. H 

Levitt， Chem. Phys. Lett.， 242， 304・309，1995. 4， M. Hohwy， C.M. Reinstra， C. P. Jaroniec， and R. G. 

Griffin， J. Chem. Phys.， 110(16)， 7983-7991， 1999. 5， S. K. Straus， T. Bremi and R. R. Emst， J. Biomol， 

NMR， 12，39・50，1998. 6， S. K. Straus， T. Bremi and R. R. Emst， J. Biomol， NMR， 12， 39・50，1998.7，M. H. 

Levitt， Prog NMR spec， 18，61-122，1985. 
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P77 

Frequency Switched Lee-Goldburg法を用いた

国体高分解能プロトンスペクトルの測定とペプチドへの応用

0山内一夫 l、黒木重樹 2、安藤勲 2

日本ブル力一人東工大・工 2

High-Resolution Solid-State 1H NMR Spectral Observation of Peptides 

with Frequency-Switched Lee-Goldburg Decoupling Method 

Kazuo Yamauchi
1
， Shigeki Kuroki2， Isao And02 

1 Bruker Japan 

2 Department of Chemistry and Materials Sciences， Tokyo Institute of Technology 

The FSLG・2(frequency-switched Lee-Goldburg) homo-nuclear dipolar decoupling 

method was combined with high speed MAS (magic angle spinning)， in order to measure 

solid state lH NMR signal for the amide proton bonded directly to the amide 14N of peptides 

and polypeptides in the crystalline state. By using this method， high-resolution lH NMR 

spectra of peptides and polypeptides in the solid state were successfully measured and then 

gave more reasonable resolution for the amide proton signals as compared by other 

solid-state high-resolution lH NMR methods. From these results， it was found that the 

obtained amide lH chemical shifts provide useful information about the hydrogen-bonded 

structure， 

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。固体状態でのペプチドやポリペプチドの水素結合中の分子(13C，15N， 170および 1H)

の化学シフトと水素結合距離について我々は考察してきた。その中でプロトン原子は感度はよい

が国体状態での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

的に難しい。ペプチド中で水素結合に関与しているアミドプロトンは窒素が化学結合しており、そ

の窒素との双極子結合と核四極子結合によって広幅化するため CRAMPS(br24など)の比較的

低速 MASでのプロトンの高分解能固体 NMRは十分なスペクトルが得られない。前回我々は高

磁場と高速回転を用いた測定法により高分解能化することに成功したが、今回高速回転下でも双

国体高分解能 NMR、川、ペプチド、水素結合、化学シフト

やまうちかずお、くろきしげき、あんどういさお
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極子相互作用を消し去ることができる frequency-switchedLee-Goldburg (FSLG)法を用いた

測定法を開発した。このパルスプログラムを用いてペプチドの固体高分解能スペクトルを測定し化

学シフトと国体中での水素結合距離と比較検討した。

実験

高速magicangle spinning下ではローターの回転周期時聞が短いため同核双極子デ

カップルを行うためにはパルス周期も短いものを使う必要がある。今回パルス周期が 2つのパル

スのみで構成される frequency-switchedLee-Goldburg (FSLG)法[11，[2]を採用した。実際の

測定では Figure1で示すような 2/πパルスの後 FSLG/'¥ルスで双極子デカップルを行い 1周期

ごとに FIDポイントのサンプリングを行い直接観測法でのパルスプログラムを製作した。測定は

Bruker社製 AVANCEDSX 300に通常の 4mmMASプローブを用いて MAS回転速度

12kHz，繰り返し時間lOsec，積算回数 16回，周波数スイッチングタイム 0_2μsecで、行った。ま

た測定法の比較評価のために poly(L-alanine)のスペクトルを測定し(Figure2)この手法の応

用例として Figure3の脚注に示すグリシンを含むペプチド及びポリペプチドの測定を行った。化

学シフト及びscalingfactorの補正はグリシン(MAS回転数35KHz、800MHzプロトン観測 [3])

を用いた。

RF i川Irlnil円Irl11円1111一一一一一一一一→ラ

Phase + Y +x -x +x -x +x -x +X -x +x -x +x -x 

1二て三

TD tlmes 
for sampling 

Receiver sampling 一一一一一一一ーさ，

FSLG-2 

Figure 1 Schematic illustration of the pulse sequence (RF， pulse frequency， and receiver 
sampling) used in this experiment. The pulse length and its frequency are adjusted at FSLG・2
condition. 
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結果・考察

高速回転下での今回用いた手法の有用性を比較するため CRAMPS(br24)のスペクト

ル(回転数2.3kHz，12kHz)とFSLG法(回転数 12kHz)のスペクトルをFigure2に示す。通常の

CRAMPSスペクトル(br24法)では高速回転下では高分解能スペクトルを得ることができない

(Figure 2-b)が、今回開発した FSLG法ではパルス周期が短いため高速回転下でも高分解能ス

ベクトルを得ることができた。これらスペクトルを比較すると(Figure2・a)br24法(2.3kHz回車司、

および(Figure2-c) FSLG 法(12kHz)は4ppm付近のαプロトンおよび lppm付近のメチルプロ

トンは高分解能なスペクトルが得られているが 14Nと化学結合している 9ppm付近のアミドプロト

ンは(Figure2'a)では低速回転で双極子相互作用が消去できず広幅化しているが(Figure2-c) 

でははっきりと観測でき今回用いた手法が有用であることがわかる。

(c) 

18 16 H 12 10 

(b) 

18 16 12 10 

(a) 

「一『一，一......，. T 
18 16 14 12 10 

r--ー，一ー，
ppm 

ppm 

Figure 2 High-resolution 'H NMR 
spectra of poly(L-alanine) in the solid 
state by (a) CRAMPS br24 at MAS rate of 
2.3 kHz， (b) CRAMPS br24 at MAS rate 
of 12 kHz and (c) FSLG・2with proton 
decoupling at MAS rate of 12 kHz. 

グリシン残基に水素結合を形成している 9種類のペプチドについて今回の FSLG法で

測定したスペクトルを Figure3に示す。これらはアミドプロトンのピークも良好に観測されておりそ

れぞれのピークを帰属することができた。このスペクトルより得られる水素結合を形成しているアミ

ドプロトン化学シフトとX線構造解析から得られた水素結合距離(RNO)の関係をFigure4に示す。

この図から水素結合間距離が短くなると化学シフトは低磁場に、距離が長くなると高磁場にシフト

していることがわかりこの結果は以前行った 800MHzNMRでの結果および理論化学シフト計算

の結果と一致している[3]，[4]。
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Figure 3 The FSLG 'H MAS NMR 
spectra of glycine-containing peptides 
and polyglycines at MAS rate of 12 kHz. 
(a) polyglycine (form 11)， (b) Tyr-Gly-Gly， 
(c) Pro-Gly-Gly， (d) Gly-Gly， (e) 
Val・Gly-Gly， ηSaトGly・Gly， (g) 
polyglycine (form 1)， (h) Ala-Gly-Gly， and 
(i) Gly-Gly・HN03・

T ，. 
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14N overtone NMR間接測定法のペプチドへの応用

(京大院理)0矢野友海、竹腰清乃理、寺尾武彦

Appli四 .tionofindirect measurement of 14N overtone NMR to peptides 
Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Kyoto University 

OTomomi Yano， K. Takegoshi， and Takehiko Terao 

We have developed a technique to recouple 13C.J4N heteronuclear dipolar interactions under 

magic angle spinning (MAS) by applying cw rf irradiation at the overtone frequency between 

the 1+1) and卜1)states of a 14N (1 = 1) spin[1]. High resolution 13C NMR spectra of some 

peptides are measured under 14N overtone irradiation and 14N overtone NMR spectra are 

obtained by correlating 14N overtone irradiation企equenciesand 13C line broadening. We will 

also discuss structural informations of peptides that can be extracted企omthe obtained 14N 

overtone NMR spectra. 

窒素はタンパク質やペプチドの主鎖を構成しており、それらの構造を知る上で重要な手がかり

を与える元素である。窒素の同位体 14Nは天然存在比が99.63%と高いにもかかわらず、数MHz

とい行大きな四重極相互作用により高分解能浪IJ定が非常に困難なためにその NMRはほとんど利

用されていなかった。この問題を克服するために 1
4Nの1+1)と卜1)の状態聞の遷移、すなわち

overtone遷移を観測する手法が開発された[2]。本来、 overtone遷移は禁制であるが、四重極相

互作用により選移が可能となっている。 14Nの overtone遷移の共鳴周波数は四重極相互作用の

l次のシフトの影響を受けず、 2次のシフトの影響を受ける。したがって四重極相互作用の l次

のシフトの影響を受けるLlm=lの遷移に比べて高分解能のスベクトルが得られることが期待さ

れる。 Stewartらは、単結晶のペプチドの 14Novertone NMRスベクトルを測定することによっ

てペプチドの主鎖の二面角に対する知見を得ることを提案している[3]。しかし overtoneの選移

確率は小さいため、一般に粉末試料の 14Novertone NMRを直接測定することは難しい。そこで

我々は、粉末試料の 14Nに overtone照射することによって MASドにおいて平均化されている

13C.J4N 双極子相互作用を復活させる手法[1]をペプチドに応用し、アミド窒素の四重極相互作用

を求める手法を開発した。この実験では 14Novertone照射の下で 13Cの高分解能 NMR測定を行

い、照射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スベクトルを得る。

lHと13Cの共鳴周波数はそれぞれ、400.28MHzおよび 100.66MHz、MAS回転速度は 5.35kHz 

キーワード 14Novertone、13C.14N双極子相互作用、 MAS、ペプチド

やのともみ、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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で測定を行った。 Figure1.に種々の周波数で 14Novertoneを照射したときおよび照射していな

いときの L-alanylglycylglycine(AG1G2)の3つの Cαのピークを示した。 3組の Ca-
14Nの双極

子相互作用はそれぞれ 57.832MHz、57.890MHz、57.898MHzのラジオ波を照射したときに

復活していることがわかった。 Figure2.にAG1G2の四重極結合定数[3]を用いてシミュレートし

たMAS下の 14Novertone NMRスベクトルを示した。ただし、アラニン残基のアミノ窒素の四

重極結合定数は決定されていないために L-alanineの 14Nの値を代用した。 3組の Cα_14Nの双

梅子相互作用が復活したときの照射周波数は Figure2.のシミュレーシヨンから予想される周波

数とおよそ一致していることが示された。この測定法は、 14Nに結合している 13Cを通して間接

的に 14Novertone NMR測定を行っているので個々の 14NのovertoneNMRスベクトルを独立

に得ることができるという利点がある。このようにして得られたスベクトルから 14Nの四重極相

互作用に関する情報、さらにはペプチドの構造に関する情報を得ることを検討している。
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alanylglycylglycine under the 14N overtone spectra of L-alanylglycylglycine (AG1G2) 

irradiation at 57.832 MHz (a)， 57.890 MHz under MAS in a 9.4 T static field.Offset is 

(b) and 57.898 MHz (c) and without calculated from 57.825 MHz. 
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IH decoupling with third averaging in solid NMR 
(京大院理)竹腰清乃理、 0溝上潤、寺尾武彦

Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Kyoto University 

K. Takegoshi， 0 Jun Mizokami，佃dTakehiko Terao 

We show that， by appropriately modulating rf amplitude of the two pulse phase modulation (TPPM) IH 

decoupling sequence in soIid NMR， appreciable improvement of decoupling e貸iciencyis achieved. Theory 

for optimal modulation is developed， and its e鉦iciencyis at汀ibutedto third averaging. 

固体NMRにおいて 13C・ISN等の高分解能スベクトルを得ょうとする場合、 IHとの聞の異種核

双極子相互作用による、スベクトル幅の増大が問題となる。この問題を解決するために、固体高

分解能NMRでは通常、 IHdecoupIingとし、う技術が用いられる。これは、 IH核に5齢、ラジオ波を

照射することで、 IHとの異種核問双極子相E作用を平均化して取り除いてしまう技術である。

IH decouplingの手法として、 IH核に continuouswave (CW)を照射する CW・decouplingが標準的

に用いられてきた。 CW-decouplingの登場後も decouple効率のさらなる向上を目指していくつか

の手法が考案されたが、その中の 1つである twopulse phase modulation (TPPM) decoupIing [1] 

では、位相の異なる 2種類のパルスを交互に照射することで decouple効率を大幅に向上させた。

この効率向上は、 phぉemodulationによる "secondaveraging"に起因する。今回、我々は TPPM

decoupIingに ampIitudemoduIationを加えることによって "thirdaveraging"を引き起こす実験

(AmpIitude-Modulated TPPM:AM-TPPM)を考案し (Fig.l)、実際に 13Cスベクトルでの分解能向上

を確認した。

【理論】

まず、 IHsCの2スピン系(I-S)に TPPMdecoupIingを適用した場合(Fig.2)を考える。この場

合、 IHのハミルトニアンは次式のように表される。

H(t) = H rfl + H rf2 (t) + H(b (t) (1) 

Hrfl = V( coso Ix Hrf2 = s(t) v1 sin砂ん

H..b は、 Sスピンのスベクトルの線幅増大に影響を及ぼすような相互作用を表す。また、 s(t)は

周期 vpMの方形波関数であり s(t)=土lである。

このハミルトニアンを、 uo(の=exp(・iHrflt)で表されるような回転系から見ると次のようになる。

ii = UU
I (t) H rf2 (t) U 0 (t) + UU

1 (t) H(b (t) U 0 (/) (2) 

キーワード lHdecoupling， solid NMR， third averaging， TPPM 

たけごし きよのり、 Oみぞかみじゅん、てらおたけひこ
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理想的には、 H出>>H1bであれば、 Hlbは平均化されてOになるはずである。しかし、実際には

照射 RF波の周波数オフセット等の効果により、完全にぜロになることは無い。この、平均化さ

れずに残った成分を Hrとする。また、 H出と H出は可換ではないため、 H由が平均化されず

に残るためには、 VPM= IVlcOSφ|の共鳴条件を満たす必要がある。この共鳴条件を満たした場合、

H也は回転系において時間依存しない成分を持つようになるので、ハミルトニアンの一部は平均

化されずに残るようになる。この、残った成分を H~めとすると、式(2)は次のようになる。
rt2 

H = H~ + HI~) (3) 

H;)はHJ2)と可換ではないので、 H2〉 Ht)のときは、 Ht)は H2による decouplingの効

果を受けてなお一層小さくなる(secondaveraging)。以上が TPPMの大まかな原理である。

ここまでは RF強度 V1 は時間に依らず一定であったが、これを V1→ V1+ V3 COS (27tv AM t)と置

き換える(amplitudemodulation)。すると式(1)は次のようになり、新しい項H市と Hillが現れる。

H(t) = H出 +H rt2 (t) + H rf3 (t) + H'rn (t) + Hlb (t) (4) 

H市 =v3 cos(21Z"v AM t) coso 1 x H'rn = s(t)v3 cos(21Z"v AM t)sinO Iy 

ここで、先程と同様に UO(t)=exp(一iH出t)の回転系からハミルトニアンを見た場合、 Hrf3はH市と

可換なので、回転による影響を受けない。一方の Hillは Hrflと可換ではなく、また、一般には

Uo(t)による回転との共鳴条件を満たさない。よって、この回転系においては、 Hillは平均化され

て消えてしまう。以上より、この回転系でのハミルトニアンは次式のようになる。

H=H!2) +H-n +H.~) rt2 THrf3 THlb  (5) 

ここで蹴ondaveragingの効果を見るために、さらに U1(t) = exp(一iH品t) となるような回転系に

移るのだが、このときに、 vAMをUI<のによる回転と共鳴するように選んでやると、 H市の成分の

一部はU1(t) の回転によって消えず、新しい回転系でのハミルトニアンは次式の様になる。

H = H~ + Hl~) (6) 

(3)式と同様に、関condav釘 agingを"生き延びた"HZ)が、 H3により小さくなる伯ird前町aging)

ことが期待される。

1+φ|一φ1+φ|サ|
Fig.l. Pulse sequence for AM-TPPM 

decoupling. 
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Fig.2. 'I¥vo RF fields ofTPPM decoupling 

in rotating frame. 
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Magic Angle SpinningモジューJレの

タービン形状の最適設計

理化学研究所 O仲村高志

Design of turbine for Magic Angle Spinning 

RlKEN(Institute ofPhysical and Chemical Research) Takashi Nakamura 

Magic Angle Spinning (MAS) is one of the most important techniques for high-

resolution solid-state NMR experiment. We developed the much easier mechanical design 

of turbine impeller about MAS spinner. Some impellers designed for stabilize sample 

spinning at low speed and high speed， respectively. Also， we will report the design of the 

impeller for fast sample spinning. 

はじめに 近年、 MASの高速回転の開発はメーカー主導に変化し、サンプル管の直

径を小さくすることにより成し遂げられ、現在市販されているプローブとしては

35KHz(φ2.5mm)が最高速である。しかし、本年の ENCではSamosonにより、50kHz

が報告された。これにより、 MASの高速化は新しい段階に達したと考えられる。こ

れは、固体の測定でも、さらに高磁場化が進んできていること、高速MAS下でも交

差緩和が行える手法が開発されてきたからである。

MASが35kHz(φ2.5mmのサンプル管)で停止していた理由は二つの面で捉える事

が出来る。一つは、アプリケーションからみて充分に高速な速度に達していたと考え

られていたからである。 MASの高速化は、主に 19Fの信号の解析を可能にするため

に行われてきており、 500MHz程度の磁場強度においては 35kHzで解析可能なレベ

ルにある信号が得られていた。それ以外の核種の測定では、 lHはスピンが多量に存

在し、かつ双極子相互作用が非常に大きいため、 35kHzではリーズナブルでない。ま

た、交差緩和(CrossPolarization)を使用した測定では、高速になるにしたがって交差

緩和と回転速度が干渉するため、交差緩和による信号の増大が得られなくなり高速化

のメリットがなかったことである。もう一つは、ハードウェアからの要請である。直

径を小さくすることにより、ドライブする物質の容量を減らし、相対的な駆動力を上

げることで高速化を達成する。このため、サンプル量が非常に少なくなること(φ5mm

の約 10分のりになり、サンプルおよびサンプル管に細心の注意が必要となる。さら

に、駆動するためのタービンの加工が非常に難しくなるためである。

キーワード 固体高分解能 NMR高速MASタービン

なかむら たかし
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実験と考察

Chemagnetics CMX用φ5mmのサンプル管のドライブチップをリファレンスとし、

このドライブチップと同寸のものを、通常に調達可能な直径 1mmのエンドミルを使

用し、 3軸のフライス盤で加工出来るデザインで作成した。タービンはドライブエア

に対して 30度の角度をもっ 5枚のインペラで実験を行った。 (Fig.1) ドライブチッ

プの材質は Kel・Fを使用した。

市販のインペラは 12枚で構成されており、この段階でも市販品のほうが効率良く

回転することが予想できる。実験では、それぞれのドライブチップを装着したサンプ

ルチューブをサンプル無しで回転させ、それぞれの安定性を比較したものが Table.1

である。回転の安定性は市販品のほうが、格段に優れているが、最高到達速度はほと

んど変わらないし、市販のものでも回転が良好でないものも存在し、メーカの保証速

度に達しないものもあった。

Fig.l Design of impeller for sample spinning 

(Bottom view) 

Bearing(kPa) Orive(kPa) 

Vespel( Chemagnetics) 220 50 
220 100 

220 200 

MAX 380 260 
Kel-F 220 50 

220 100 
220 200 

220 300 

220 400 

MAX 180 400 

このような簡単なタービン

でもドライブエアの経路を充

分に考慮し、設計すれば回転速

度は得られる。さらに、加工精

度を向上し、インペラを直線で

なく、曲線で構成し、駆動部で

の真空の発生を防ぐような加

工を行えば、速度の向上と回転

の安定性が得られる。

より詳細な実験結果はポス

ターにて紹介する

Speed(Hz) S.O. 

4074.8 1.2 

6716.6 1.1 

9425.8 61.3 

10266.9 22.8 

2017.1 32.7 

3399.5 98.7 

5163.7 236.9 

8465.9 205.3 

9291.8 245.5 

10173.6 8.7 

Table 1: Various speeds measured at each 1 seconds and averaged 10 min. 

spmnmg. 
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高温in-situ T.-SPRITEイメージングによる石炭軟化溶融過程解析
(新日本製錨(株)先端技術研究所) 0粛藤公児 古牧育男

(日本電子(株)基礎研究部) 長谷川憲一

The Study of Softening Proce~s of Coals using High Temperature In-situ T.-SPRITE Microimaging 

Method based on Magnetization Preparation Techniques 

o Koji Saito・， Ikuo Komaki ， and Ken-ichi Hasegawa b 

a ; Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Laboratories， b; JEOL.Ltd 

Recent modified SPI， single-point ramped imaging with T. enhancement (SPRITE)， consist of a 

ramped phase encode gradient in the primary phase encode direction and conventional phase encode 

gradients in the other directions. The useof a ramped phase gradient permits imaging with greater speed 

and with lower dB/dt， which is minimizes gradient vibration with compared with SPI. At the same time， 

a great time improvement is achieved with sample where T. relaxation times are on the order of the 

gradient rise time. Ma伊 etizationprep釘 ationis easily incorporated into the SPRITE sequence by 

sampling a single k-space point after each magnetization filter application. Balcom et al. have 

demonstrated that magnetization preparation permits accurate T， and T. mapping of samples with short 
relaxation times. In血ispaper， we at frrst are demonstrating 3D-SPRITE which hぉ shownto be 

successful for studying short relaxation time systems and which is 合間企omdistortions due to 

susceptibility variations for coals 、，Vl白 high問 solutionat a frequency of 400 MHz. The results obtained 

were discussed in relation to the three dimensional distribution of mobile component for 2 kinds of coal. 

At the same time， inversion recovel)' preparation experiments (T. mapping)，T，* mapping based on 

SPRITE methods are presented in order to c1ari今 thechemicaI heterogeneity of coals. 

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.)。特に石炭を対象に考えた場合、石炭自身がダイナミックに変化する軟化溶

融の姿を in-situで観測できれば、そのメカニズム及びコークスへの利用を考える上でも非常に

有用と思われ、我々は高温温度可変 NMRイメージングを行うためのシステムを構築し、軟化溶

融現象を初めて捉えることに成功し、従来不明であった 400"c付近で急激に起こる石炭の軟化溶

融過程を mobile成分の挙動から明らかにしたへその結果次に、 mobile成分はなにかという疑問

が生じる。そこで、従来の SPI法と比較して感度も良く、プロープへのダメージも少ない

(SPRITEsingle-point ramped imaging with T. enhancement)法を利用し、脂肪族と芳香族のもが

異なることに注目し、Tl-SPRITEイメージング法 3)から、石炭の軟化溶融挙動に関して、興味深

い知見を得たので報告するへ

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。プローブは到達試料温度が約 600"c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 X，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 250gauss/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であった。基本となる Tグと T，-SPRITE
シーケンス及び実験状況を Fig.lに示す。また in-situ測定でのー画像測定時間は約 5分であった。

主な測定条件は、パルス幅は4μs、echo時間は 80μsで、繰り返し時間はlOms、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ホ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エラ炭と低いウイットパンク炭で、約 3mmの粒を

使用した。

イメージング、 SPRITEイメージング、石炭

さいとう こうじ、とまき いくお、はせがわけんいち
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構築した本システムで粘結性の高いグ、ニエラ炭の T2*-SPRITE高温 m-Sl同イメージングを行っ

た結果を Fig.2に示す。観測は同一石炭の同一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
0

Cでは、 mobile成分はほぼ粒内に均一に存在している。対し

て、粘結性の低いウイットパンク炭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かった。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わかった。また SPRITE法の採用で、従来の SPI法と

比較し、情報の差別化と短時間 (8分→ 5分)で且つ S別の高い測定が可能となった。

Figure 3 T，-SPRITE Images of Goonyella at variousτ 、ralues

高温で増加@拡大する mobile成分の正体を特定するために、Tl及びTlρ伺 CRAMPS法から求め

た脂肪族と芳香族のもが異なることに着目し、 T，回 SPRITEイメサvングを実施した結果を Fig.3に

Goonyella、Fig.4に Witbankを示す。 Goonyellaの場合、異なる τ値による脂肪族と芳香族の T，
値でのコントラストにほとんど差がない。これは両者の存在位置がほとんど同じためと思われる。

対して、 Witbankではその存在位置が τ値によってかなり異なり、いくつかの脂肪族リッチドメ

インができている。実際に高温m-Sl飢 T，-SPRITEイメージングを行った場合、脂肪族リッチドメ

インは先に揮発していくことが明らかとなり、軟化溶融には脂肪族と芳香族が適度に混在した

mobile成分が重要な役割を果たしていることがわかった(データは当日示す)。つまり軟化溶融

は脂肪族と芳香族が適度に共存してはじめて、粒内に拡がることが可能となり、そのような分布

を持つ炭種が軟化溶融性が高いと考えられる。
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Figure 4 Tl園 SPRITEImages of Witbartk at variousτvalues 
4.まとめ

今回開発した高温in-situ Tl園 SPRITEイメージング法

は、石炭の軟化溶融過程を解析する上で非常に有効

なツールである。また解析の結果から粘結性の高い

石炭と低い石炭では mobile成分の中身が異なる

WoonyelIaでは同一 mobile成分の分布中に脂肪族

と芳香族が混在、 Witbankでは混在程度が低い)こ

とを明らかにでき、 Fig.5のような石炭軟化溶融モデ

ルを提案できた。このモデルは既に鷹砦らによって

提案されている自己溶解モデ、ルりと基本的な考え

方は矛盾しない。

Figure 5 

Our proposed softening & me1ting model for Coals 
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Stray-Field-Im aging法による高分子への溶媒浸透メカニズムの解析
新日本製錨(株)先端技術研究所1)、 University of Surrey 2) 
O斎藤公児')， J.Godward 2)， P.J.McDona1d 2) 

百ledynamic study of sovent ingress into rubber belt using STRAFI imaing 
o Koji Saito 1)， J.GodwardヘP.J.McDonald2) 

I) Nippon Steel Corporation， Adv組 cedT田 hnologyResearch lab. 

2) Universi防 ofSurrey Deapar回 entof Physics 

Solvent ingress into polymer is of widespread industrial importance. There are many trouble caused 

by solvent ingress phenom叩 ain steel works， especia1ly on the case of rubber belt. Experimenta1ly， a 

rich variety of diffusion dynamics have b田 nobserved for liquids ingressing polymers， ranging from 

Fickian diffusion characterized by uptake varying with time as t
05 
through anoma1ous diffusion to Case 

II diffusion characterized by uptake varying linearly with time t'. In this paper， we at flrst explore 
pyridine and 印刷nesolvent ingress into rea1 rubber belt using STRAFI imaging and show the 

mechanism of ingress respectively. And we a1so present a specia1 mechanism of Case II diffusion of tar 

into rubber arising from low surface flux of ingressing species. STRAFI imaging is powerful and useful 

ωclarify the mechanism of tar ingress phenomena into real rubber belt. 

1.はじめに

NMRイメージングは非破壊測定である

ため、材料解析への応用にも期待されてい

る'明、実材料に応用する場合、試料の線

幅が重要な問題となる。大きな磁場勾配を

・園田事ー持つ SCMの漏洩磁場を利用する STRAFI

(STRAy Field Imaging)法が 1988年に

Samoilenkoら 2)から提唱されている。

STRAFI法では 9.4Tの 89mmボア径の

SCMで約 50T/m程度の磁場勾配が得られ

るため、線幅の非常に広い試料に対しでも

有効である九今回 STRAFI法を実際の現

場で生じている実材料での問題解決に応用

した。製鉄所では原燃料の搬送に多くのゴ

ムベルトが利用されているが Figurelの

ようにゴムベルトが膨潤し、搬送不能に陥

るトラブルが多々あった。その主原因は、

ゴムベルトへのタールの浸透と考えられる

が、そのメカニズムは不明な点が多かった。

そこでゴムベルトにタールがどのように浸

透し且つそのメカニズムはどうなっている

を検討するために、タールのモデルとして、

ピリジンとアセトンそして実際のタールを

使用して浸透過程を STRAFI法で追跡し、

nylon code ; defense from Tar ingress 興味深い結果を得たので報告するヘ

Fig.l 百lescheme of T釘 mgr巴ssinto Rubber belt 

高分子、イメージング、 STRAFI

さいとう こうじ、じょん ぐっどわーど、びーたー まくどなるど
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2.実験

(1)試料の調整と実験

アセトンとピリジン及びタールの浸透過程解析に利用したゴム搬送ベルトはポリブタジエン系

の実際に製鉄所で使用されているもので、張力強化の意味で、ナイロン繊維での強化が施されて

いるo測定は 9.4TのWB-SCMで 58T/mの磁場勾配下で、Chemagnetics(V AR1AN) CMX-400 Infinitう'

及び自製のプロープ (Figure 2)で行われた。 1次元のイメージング測定を共鳴周波数は 236.82

MHz、パルスシーケンスは quadrahrre echo sequenceを使用し、 τ時間は 60μsecで実施した。

代表的な積算回数は 32回程度で、約 0.5時間毎に測定を実施し、 m-slω で浸透過程を追跡した。

磁場勾配量が一定であるため、試料を機械的に動かす事で位置情報を得た。このプロープでは、 rf

コイルと独立にサンプル設置面が動くように設計されている。また Blに水平に於かれたサドル

型コイルを使用している。 Figure 3に典型的な STRAFIの測定結果を示す。 2つの試料の測定結

果を併記しである。ひと国まりの測定結果の中は FID信号の集団であることが容易にわかり、

それぞれが測定に際して試料位置を動かした結果に対応しており、横軸は位置情報を反映してい

る。この各 FID信号に、例えばdouble-exponential曲線を fitさせ、T2の long成分と short成分を

得て、各位置におけるT2値や成分比をつなぎあわせる事でイメージング profiJeを作り出すこと

ができる。

J 
(. 
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Figure 2 
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3.結果
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........ 

Figur官 3

The echo profiJe of rubber bricks 2mm thick 

wl血3nvlon codes reinforced 

アセトンとピリジン溶媒の浸透現象追跡を STRAFI法で追跡した結果を Fig.4に示す。時間経

過につれて、溶媒がゴムベルト中に浸透し、徐々に信号が増加していることが明らかにわかるo

また興味深いことに、ナイロンコード以降への溶媒の浸透は観測されず、張力強化のためのナイ

ロンコードが溶媒による膨潤も防いでいたことがわかった。 Fig.5に示すような結果を利用して

Y=AY! (Levenburg-Marquardt)の回帰でフィッテイングしたあ。ここで A，Bが浸透過程の性質

を表すパラメータとなり、 Bの値が 0.5程度で Fickian型拡散、1.0程度で Casen型拡散と考え

られている。解析の結果、ピリジンは Casen型拡散、アセトンは Fickian型拡散と帰属され、定

法に従って式を解くとアセトンでは (A=0.39ラB=0.42、D=2.11* 10.lIm2/sec)、ピリジンでは

(A=0.48，B=0.93、D=2.54*1O・"m2/sec) と拡散係数を得ることでき、コンベアベルトの膨潤のメカ

ニズ、ム等を検討する上で貴重な情報を得ることができた。
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Figure 5 Movement of acetone or pyridine ingress front into the rubber ; experimental and fitted data 

実際の現場ではタールによるベルト膨潤が起きていることが明らかで、その主原因はピリジン

等の成分であり、アセトン等の成分ではないことが他の実験からわかっている。そこで上記の知

見を利用して、タールでの浸透過程実験を実施した。タールはピリジンやアセトン以外に様々な

溶媒が混在しており、その浸透過程のメカニズムは非常に複雑と考えられる。実際に得られた結

果も、 Fig.6に示すようにタールの浸透パターンとゴムの構造緩和パターンが異なることがわか

り、タール揮発成分の挙動が表面側で fluxが強く作用しているためと思われ、また他の溶媒成

分が Fickian型拡散と Casen型拡散でベノレトに浸透してし、く現象が混ざり合った挙動となってい

る。この結果はトルエンとポリスチレンでの場合やいくつかの混合溶媒の場合と似た挙動であっ

たへ現在この理論的なモデ、ル構築が検討されているが、表面での fluxが減少するにつれて

Fickianから Cilsenに移行することがわかっている。つまり実際の現場では、タール中の揮発成

分が多く存在している場合には、まずタール中のアセトン等の成分が Fickian型拡散で浸透し、

その後揮発成分が表面近傍でなくなるにつれて、ピリジン成分等による Casen型拡散に変わっ

ていくと推定できる。この結果を受けて、現場で揮発成分の蒸発を阻害し、 Casen型拡散に移

行しにくいことを狙ってベルト上をカバーで被った所、タールによるベルトの膨潤現象は低下し

、現場トラブルは大幅に減少した。
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4.まとめ

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

に有効であり、また本研究のような溶媒の浸透過程解析に関しても、得られる情報としては一次

元 Projectionではあるものの、溶媒と高分子の挙動解析が同時にできることから非常に有益な情

報が得られる。 STRAFI法を含めた NMRイメージング法は高温で材料変化や溶媒と高分子の相

互作用等の「現象の変化Jを in-situで捉えることのできる貴重な非破壊手法と考えられる。ま

た最近開発されている薄膜解析法 7)を含めて、今後 STRAFI法は材料解析を行う上で幅広く活用

される可能性が高い。
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固体高分解能13CNMRによるパクテリオ

ロドプシンの電荷依存構造変化の解析
1姫路工業大学、 2ウェイン州立大、 3カリフォルニア大

O谷生道ーヘ辻 暁1、RichardNeedleman2、

Janos K. Lanyi3、内藤晶¥斉藤肇1

Charge Dependent Conforma~~onal Changes in Bacteriorhodopsin 
as studied by 13C Solid State NMR  

1 Department of L俳 Science，Himeji Institute ofTechnology 

2Department of B町 hemistry，Wayne St<仰 Universiη

3Department of Physiology and B必'physics，Uni問問的ofCalifornia， Irvine 

OMichikazu Tanio1， Satoru Tuzi1， Richard N倒 leman1，
Janos K. Lanyi3， Akira Naito1 and Hazime Saito1 

In the phot侃:ycleof bacteriorhodopsin (bR)，曲ef'JrSt protonation group is Asp85. In 
o吋 ertoinves錨gateef14舵tsof charge of As悼50n曲econforma伽，nofbR，we 
performed pH titr司tione司悶imentof [.....C]Val・IabeledR82Q mu旬nt， ~ which Asp85 
has a higher pl(. vaIue (7.8) compared wi曲叫d勿pe(伺・ 2.5)，by using 13C加制御te
NMR methods. We found that the pro旬nations旬teof Asp85 atTects the conformation 
ofVal49 probably曲roughthe side chain of Thr切.Such charge・induced
conformational changes would cause pl( . changl四 ofrather remote pro旬 natablegroups 
面白.eprotein to achieve the pro旬npump etTectively. 

[序論] 光駆動プロトンポンプ、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、発色団のレチナールがLys216とシッフ塩基結合している。このシッフ塩基は

基底状態ではプロトン化しており、レチナールの光異性化後はこのプロトンがAsp85へ移動

することが知られている。このAsp85のプロトン化は、 bR分子内で異なる位置にある

Glu194、Glu204およびAsp96の側鎖環境を変化させ、プロトン放出および取り込みを誘起

することから、蛋白質分子内での遠達相互作用の存在が示唆されている。これまでの我々

の研究において、Asp85を非荷電性残基Asnに置換したD85N変異株において、細胞外側膜

表面領域とレチナールポケットに位置するVal49を含む劇的な構造および揺らぎの変化があ
ることがわかった[1-3]。特に細胞外側膜表面領域の構造変化には、Asp85と細胞外側膜表

面領域の中間に位置するArg82側鎖が配向することで誘起されるととがわかった[2，3]。本

研究では、特にAsp85のVal49への寄与を解析するため、 [1_13CN剖標識R82Q変異株のpH
滴定を固体高分解能13CNMRを用いて行った。 R82QではAsp85のpKa値が野生株 (WT;
約2.5)に比べ高いため (7.8)、中性付近のpH変化によりその荷電状態を変化させること

ができる。これを利用し、Asp85の荷電状態の変化によるbR高次構造変化の解析を行った。

[実験 [1_13CNal標識bRは、 [1-13CNalを含む合成培地で高度好塩菌を培養し精製し

た。標識試料は、 5mM  MES/HEPES/TAPS/CHES、10mMNaCl、0.025%(w/v) 
NaN3 (pH6-1O)の緩衝液に懸濁し、暗順応のため 2-3日23"cで暗所放置し、 NMR担，IJ

定試料とした。 100.6MHz固体高分解能13CNMR測定は、交差分極マジック角田転法

(CP-MAS)を用いた。測定条件は、 MAS回転数;4000 Hz、接触時間 1ms、取り込み
時間;50ms、繰り返し時間 ;4s、lHおよび13Cのπ/2パルス;5μs、積算回数;10000-

30000回、測定温度は20"cで遮光状態で行った。

固体NMR、コンフォメーション依存化学シフト、膜蛋白質、パクテリオロドプシン、プロトンポンプ

たにおみちかず、つじさとる、RichardNeedleman、JanosK. Lanyi、ないとうあきら、さいとうはじめ
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国体NMR法を用いたナイロン 6/クレイの構造解析

NIST 0浅野敦志、 D.L.VanderHart、J.W.Gilman 

Morphological Study ofNylon6/Clay Nanocomposites 

by Solid-State NMR 
A.AsmoJlD.L.V釦 derHart・2and J. W. Gilman勺

ホ1，*2: National Institute of Standards and Technology， Polymers Division， USA 

*3: National Institute of Standards and Technology， Fire Science Division， USA 
ホ1:present; National Defense Academy， Department of Applied Chemistry， Japan 

Solid-state 13C and lH NMR techniques， including cross-polarization (CP)， magic-angle-

spinning (rv仏S) and multiple-pulse ゆ1P)， have been applied to various nylon6/clay 

nanocomposites to elucidate its morphology. The nylon6/clay nanocomposites， nominally 5% 

clay by mass， are obtained from both blending and in-situ polymerization with two kinds of clays， 

one is a synthesized diamagnetic laponite， the other is a naturally occurring， Fe3+ containing 

paramagnetic montmorillonite (mmt). 13C CPMAS spectra reveal that the presence ofthe clay 

promotes the growth of the y-crystalline phase over the usual αphase. Slow cooling (1OC/min) 

after melting produces a dominant γ-crystalline phase， and subsequent annealing at 2140C results 

in some conversion of the y to the αphase. Uniformity of clay dispersion in the nylon6/mmt-clay 

nanocomposites is reflected in the lH spin-lattice relaxation time， T lH， and， more specifically in 

its paramagnetic contribution to T 1 H. This contribution propagates， via spin-diffusion，企omthe 

clay surfaces. Morphological information (mass ratio of theα-and γ・crystallinephases of 

nylon6， relative proximity of each kind of crystal phase to the clay surface， crystal domain size 

and crystallinity) is deduced using both 13C detection and MP lH measurements. For example， 

the average repeat distance (crystalline plus non-crystal1ine dimensions) is found to be 15nm for 

nylon6 and the nanocomposites by the MP lH measurement. By assuming a lamellar structure 

and taking into account lH spin-di的 sionbetween the α・andγ-crystalline phases along with the 

paramagnetic Fe3+ contribution from the mmt-clay surface， we succeeded in simulating T1
H 

relaxation curves for both αand y protons. This simulation shows that when the y phase is 

assumed to lie next to the clay surface， sandwiching the αphase in the central region between 

clay layers， then the separation between clay layers is 44nm， a very reasonable separation based 

on stoichiometry. Finally， we observed sharp lH signals， associated with degradation products 

originating合oma certain organic modifier that coats the clay surface. Organic modifiers 

function to improve the a伍nitybetween the inorganic clay and the organic polymer. The 

degradation products were identified by their spectrum. Other measurements indicated that these 

degradation products were phase separated in domains at least a few nm's from the clay surfaces. 

キーワード:ナイロン 6/クレイ/ナノコンポジット/固体NMR/スピン拡散

あさのあっし、 D.L.VanderHart、JW.Gilman 
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国体高分解能13Cおよび'HNMR法を用いて、ナイロン 6/クレイナノコンポジッ

ト材料のモルフォロジー (α 、γ結晶相の比率、結晶化度、結晶相のドメインサイズ、クレ

イの分散度、 α/γ 結品とクレイとの距離情報など)について研究した。用いたクレイは、

反磁性を示す合成クレイのラポナイトと、自然界に存在していて鉄イオン (Fe3つを有し常

磁性を示すモントモリロナイトの 2種類である。ナノコンポジットは、クレイとナイロン 6

とを機械的にブレンドしたものと、クレイとナイロン

6のモノマー (Eーカプロラクタム)を混合した溶液中でナイロン6を重合した 2種類である。

結晶化度やα、γ結晶相の比率を求めるためにスピンロック時聞を変えて13CC PM  

ASスベクトルを測定した。ナイロン6の結晶相はα型結晶からのみで形成されているので、

図 1右側上に示したようにCH2基領域にはα結晶特有の4本のピーク (26，30， 37， 44ppm)が

観測される。また、クレイと混合したナノコンポジットでは、さらに γ結晶特有の4本のピー

ク (30，34， 38， 40ppm)が観測される。結晶化度はナイロン 6およびナノコンポジット共にほ

ぼ 35-40%であり、アニーリングしたもので最大 5%ほど結晶化度が上昇するが、クレイの有

無や熱履歴には大きく依存しないことがわかった。しかしながら、 α、γ結晶相の比率は熱

履歴やクレイの有無に大きく依存している。溶融した後に急速冷却したナノコンポジットサ

ンプルでは、 α結晶の比率は20・45%であるのに対し、とのサンプルをアニーリングした後で

は、 α結晶の比率は 50・75%に上昇する。また、非常にゆっくりと冷却した poC/min)サンプ

ルでは、 95%以上の γ結晶相を形成する。このことは、クレイが存在していることでα結晶

よりも不安定な γ結晶がより安定化するが、結品成長には長い時間を要し、 γ型から α型へ

の変換も容易であることを示している。

クレイの分散度を調べるために、混合プロセスのみが異なる 3種類のナイロン6/モ
ントモリロナイトナノコンポジットを用いて、 'H核のスピンー格子緩和時間 (T，H) を測定

した。結果を表 1に示す。モントモリロナイトはFe3
+常磁性を示すために、クレイ近傍のナ

イロン分子は極端に短いT，Hfl直を示す。この層からクレイ聞に存在する通常のT，H11直を持つナ

イロン 6分子に'Hスピン拡散が起こることから、クレイが非常に良く分散した系において

は、平衡状態のT，H1i直はナイロン6の通常のT，H1i直に比べて、短くなると考えられる。一方で、

クレイの分散が不充分な系においては、その値はより通常のT，H値に近くなると考えられる。

このことをふまえて、表lを見ると、観測したT，H11直からクレイの分散度を評価できることが

わかる。
CR Spectra 叫 o' Wcool1皿&(1-("1剛叫Isq

rapid cooling (PeU.')IRCI 

5:198 

0・・po)

SO 40 30 pp畑、 SO 40 30 ppm 

l/T，ω帥)= 1/T1(obs)一l/T'(ny'on6)

Fig.l. 13C CPMAS spectra for crystalline phase (CR) ofN6/Clay nanocomposites. 
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89y_固体NMRによる、 EU-Y202S中の

Eu拡散の焼成温度依存性

(シーエーシーズ横浜分析センター1.USRオプトニクス2・化成オプトニクス3・東京水産大4)

α京園としえ1・安達隆二2.下村康夫人渡部徳子4

Firing Tempera旬開Dependen白 ofEu Diffusion in Eu-Y2U:zS 

Studied by 89y MAS戸NMR

(仁泊臨めIrAnalyti叫 αleJIl.and Sci. Jnc.，l USRU):如nix，2

b民i仁やめ血汁o旬。Universityof Fisl時間ち

OI'oshiel加zono\R州Ad副首~， Y:ぉωShimomura3， TIぬJkoWa凶labe4

89y~トNMRhas been inVI副 伊 低dωd阿也tethe Eu dis旬ibutiooin a red plx時加r，Eu何時

Y20長仰巧P:zS)盆吋atva刷ng畑 .perature. 百抱卵・凶cereIax甜ontimesσ'l)werem白畑吋

伽 Y翻 mσ個 (0注 2)， 292ppm)柑 chare 11α制 atthe second制 morene祖国tneighboring from 

白edoped Eu. It wa; found白atthe Eudi錨ibutionand批 αy蜘出向w町民自倒吋ωtheT1 values. 

h剥佃白T1valu回， therefore， the degr田 ofEu diffusioo品開也事00the血加gtemperature wa; 

maded悶.

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-Y202S

(EU-Y202S)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個のEu

原子で置換した、 Eu(-0-， -o-)Y， Eu (-S-， -S-) Y， Eu (-0-， -S-) Y， Eu-S-Yに帰属されるこ

とを報告した。ω また38回NMR討論会で、 Euの濃度の濃いサンプルで現れる 10本の

シグナルが、高丘接Y原子を2個のEu原子で置換されたY 包1・.yl_Eu)に帰属されること

を報告した。ω今回、焼成温度を変えたサンプルにおける中心シグナル、 γI(0注 2、292

ppm)、のスピンー格子緩和時間 (T1) を浪蛇することにより、 T1に結晶性とEuの分布状

態が反映されることを見出した。それにより、焼成温度を変えた時のEuの拡散の様子が明

かになった。

試料及と湖定方法: 本研究で用いた酬はアルミナるつぼに Y203、EU203、S、及び、

融剤を混合して、種々の温度で焼成した。不純物濃度は Seiko-SPS-1200AICPと Rigaku

3370齢世X線で定量した。ヰ普通物は、すべて lppm以下の濃度であった。

89Y-MAS NMR、Eu、Y202S、Euドープ-Y202S、焼成温度

0はらぞの としえ・あだち りゅうじ・しもむらやすお・わたなべとくこ
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固体NMRの浪l淀はBruker祖裂MSL-300固体NMR装置に低周波数用CP-MASプロー

プを装着して行なった。視l淀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:5000 rps、oppm: 1. 5M Y (NO~ 3水溶液、デットタイム:150μs。

結果、及び、考察:

それぞれの焼成温度に対応した色度、輝度、粒径、 X線ピーク(101)の半価幅、及び、

2成分で解析したT1の値を表1に示した。蜘℃から 12∞℃になるにつれて、粒子が成長

し、 X線の(101)ピークの半価幅カ咲くなっていることより、結晶化度が'1:がっていること

がわかる。また、色度xが糊日し、 yカ戦少してくることから、焼成温度の増加と共にEu

の拡散カ漣むことがわかる。今回、このような現象が89yのT1に反映されることを見出し

た。 T1の長い成分を見ると、焼成温度が蜘℃から l(削むになるとT1が長くなるが、これ

は、結晶性向上の効果と考えられる。 1<m'Cから 12∞℃で温度上昇とともにT1が短くなる

のは、結晶成長の効県 (Tl!動ωよりも、 Euの拡散によるT1減少効果カt強く現れたため

と考えられる。 Euの拡散カ漣むと、 Euの分布が均一}こなり、観測されているYからみて

第2近接Yを置換するEuの数が増加し、 T1が短くなることが予想される。み 1<m'Cから

11ω℃の温度領域で急速に拡散が進むことがわかる。 11∞℃から 12OO'Cの領域では、ほぽ

一定の拡散状態である。 1350'CになるとX線ピークと89y NMRスペクトルより、 Y20s

の他にYAが生成した。 T1の短い成分は、第l近接Yに2個のEuが置換した

包u・.yl・Eu)、あるいは、 Euから見てE鴎住の短い2近接Yを、 1i風以上のEuが置換した

ず (n:a:2)の影響によると考えられる。詳細については、現在考察中である。

T油，le1. SamplelistofEu-Y2U:zS. Eu=4mol%:σ'O，961.sEuo鵬hU:zS，Th=1O ppm 

F泊 19 Chromaticity Brightn儲 Particle 泊 lf-wid血 T1(%) T1(%) 

Temp. Coordinates % SlZe 28 s s 

℃ xJyl) d:Jμm long Short 

気氾 O.ω6パ1346 98 3.4 0.169 273 (915) 8(85) 

1αx) 0.648/0.344 1泊 3.8 0.139 516(56み 58(43.η

11∞ 0.651パ1342 126 53 0.116 353(1ω3) 67(39.η 

1200 0.652/0.341 125 6.2 0.114 343(735) 42(265) 

1350 0.650バ1339 77 23.0 0.152 4侃 (63.乃 49(363) (292即m，Y20五)

692σ1.9) 1.6(28.1) (330 ppm， Y2UJ) 

1)P協:phorH叩 dbook， αcpress， p. 805; 1998. 
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P86 

29Si， 13C NMR法による 6員環および直鎖シランの

構造とダイナミクス

京大化研 0梶弘典・山田周作・堀井文敬

Structure and Dynamics of Six-membered Cyclic Silane and Linear Silane 

by 29Si and 13C NMR Methods 

Hironori Kaji， Shusaku Yamada， and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011

The structure and dynamics of a six-membered cyclic silane， dodecamethylcyclohexasilane (DMCHS)， 
(Me2Si)6， have been佃 alyzedby 29Si and 13C NMR. DMCHS wぉ preparedby a Wurtz勾pereaction of 
dichlorodimethylsi!ane with metal Li in THF. In CPIMAS 29Si and I3C spectra， chemically nonequivalent 

three and six resonance lines are observed respectively below ・40"C. Above ・20"C， these lines coalesce 
and 29Si CSA lineshapes become axially symmetric， suggesting that DMCHS molecules， which are in the 

chair conformation below -40"C， are flattened and undergo a rotational motion around the C3 rotation出 is.
More detai!ed studies are needed since the above results can be explained also by ring inversion. Above 
70"C where a transition is observed by DSC， all the anisotropies in 29Si CSA lineshapes訂'eaveraged. 
This indicates that DMCHS is in the plastic crystalline state， where the molecules undergo random and 
isotropic motion at each lattice site. 

1.緒言

国体 NMR法は、 C，H，Oを中心とした固体材料の構造解析、分子運動解析に大きく寄与し

てきた。現在、材料開発の多様化に伴い、多核 NMR測定における構造、分子運動解析が重

要になりつつある。 29Si核は、天然存在比 4%、スピン数 1= 112の、測定が容易な核であり、

比較的早い時期から多くの測定がなされてきた。特に、 Si-Si結合からなる主鎖をもっポリシ

ランおよびその共重合体 1では、主鎖のコンホメーションが U共役性を通じてその光物性に

大きく影響するため、コンホメーションの解析は必要不可欠である。多くの場合、 29Si化学

シフトによりコンホメーションの解析がなされてきた 2-4が、 29Si化学シフトとコンホメーシ

ョンの関係は、いまだ明確になっているとは言い難い。本研究では、 6員環および直鎖シラ

ンの構造、さらには運動に関し、固体 29Siおよび 13CNMR法により解析を行うとともに、

29Si化学シフトとコンホメーションの関係について検討した。

2.実験

試料である環状シラン dodecamethylcyclohexasilane(DMCHS)は、 Scheme1に示したよう

に、 dichlorodimethylsilaneから金属 Liによる Wurtz型反応により合成したに

キーワード:環状シラン、直鎖シラン、コンホメーション、 29SiNMR、CPIMAS

かじひろのり、ゃまだしゅうさく、ほりいふみたか
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得られた試料を THFとエタノールによる再結晶化により不純物を取り除き、単結晶を得た。

その単結晶を粉末状にした試料に対し、 DSC測定を TAinstruments DSC-291O (昇・降温速

度 :lO"C/min)により、固体 29Siおよび 13CNMR測定を ChemagneticsCMX-400分光計

により 9ATの静磁場下で行った。

(C6HshSi・Si(CH3h ~ (CHl)2SiCI2 + 12Li ¥ -D")lj~' ~'\-"j/j T 
THF，OOC 

H.C CH. 
H.C¥/ "CH. 
J¥Si / " 

H3CJV1i-cH3 
H3C-SL Si-CH3 

/、Si'¥
H3C /¥'CH1 

H3C CH3 

D恥1CHS
Scheme L Synthesis ofDMCHS. 

3.結果と考察

3_L DSC測定

+ 12LiCI 

再結品化した DMCHSのDSC測定の結果、等方相からの降温過程では 52"Cと 236"Cに発

熱ピークが、また、 10"C/minで徐冷した試料の昇温過程では 69"Cと 246"Cに吸熱ピークが

観察された。これらの結果から、

DMCHSの結晶相と等方相の聞に中間

相が存在していることがわかる。

室温での DMCHSの構造に関し、広

角 X線回折(WAXD)測定が行われてい

る 60 DMCHSは室温で、平たくなった

イス型コンホメーションをとっており、

3種の Si原子および6種の C原子が存

在している。また、 Si-Si結合の結合角

は 112
0

、二面角は 53・54
0

である。

3.2. NMR測定

図 1に固体 CPIMAS29Si NMRスペ

クトルの温度変化を示す。 -150"Cにお

ける 29Si共鳴線は、面積強度の等しい

3本の共鳴線により再現できる。これ

らの共鳴線は、温度上昇とともに平均

化され、-20"C付近で 1本になっている。

また、低磁場シフトが観察される。こ

の低磁場シフト、およびすべての Siサ

イトが化学的に等価になるという今回

23 :: 

-1500C 

-39 -40 -41 -42 -43 -44 -4S 

ppm from Me
4
Si 

Fig. L CPIMAS 29Si NMR spectra of DMCHS at 
の結果を WAXDの結果とあわせて考

various temperatures. 
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えると、温度上昇とともに Si6員環

が平面的になり、その 3回回転軸まわ

りに、 DMCHS分子が回転運動を行

っていると考えられる。 -20"(;から

64"(;における共鳴線幅の増大は、この

運動周波数が、 lHdipolar decoupling 

周波数に近づくことによる(motional

broadening)。このような運動のモー

ドは、 29SiCSAスペクトルの温度変

化からより直接的に解析できる(図説。

-20"(;以下では、複数のサイトからな

る共鳴線の重なりのため、その解析は

複雑であるが、 -20"(;で見られる CSA

には、化学シフトの主値 σ11、E巧2・cち3

に対応するピークおよび肩が観察さ

れる。 23"(;以上ではσ11と句2が平均化

した軸対称スペクトルになり、 Cち3軸

周りの 2kHz程度の運動が起こって

いることがわかる。ただし、 6員環の

反転により、これらのスベクトル変化

800C 

700C 

-200C 

-1500C 

0 ・¥0・20 -30 -40 -50 -60 -70 ・80

ppm仕omMe
4
Si

が起こる可能性も否定できない。今後、 Fig.2. Static 29Si CSA spectra of DMCHS at 

単結晶試料を用いて、 29Si化学シフト various temperatures. 

テンソルの主軸方向の帰属を行うと

ともに、その二次元29Si交換スペクトルの測定により、さらに詳細なダイナミクス解析を行

う予定である。

さらに高温では、 DSCで観測された転移温度とほぼ対応する温度範囲で急激な変化が見ら

れる。 CPIMAS29Siスペクトルは線幅が狭くなるとともに高磁場シフトし、 29SiCSAスペク

トルは、すべての異方性が平均化した共鳴線になっている。これらの結果から、この転移温

度以上で DMCHS分子は各格子点を中心としたランダムで等方的な運動を行うとともに、そ

の環構造が歪みのない低温(-150"(;)の状態にもどることが明らかとなった。すなわち、この

中間相で、 DMCHSはplastic結晶状態にあると考えられる。

図3には、 CP瓜1AS13CNMRスベクトルの温度変化を示す。 -40"(;以下では共鳴線が6本

に分裂している。これは、 3種の Si核の各々が axialおよびequatorialのCH3炭素を持って

いることに対応している。温度上昇に伴う 13CNMR共鳴線の変化は、上記の考察でうまく

説明できる。

今回、固体 NMR測定により得られた結果は、上述の WAXD測定から得られた構造、およ

びそれから推察される運動とよい一致を示している。
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3.3. 29Si化学シフトとコンホ

メーションの相関

800C 

-300C 

-400C 

図 1に示した DMCHSのイス

型コンホメーション(gauche)に

お ける等方化学シフト (-42

ppm)は、 polydimethylsilane

(PDMS)の trans状態の等方化

学シフト(-34ppm)と比較し、 8

ppm高磁場に現れる。このコン

ホメーションによる化学シフト

の変化は、高山らの結果 2とは、

矛盾しているが、Lovinger、

Schlling、Boveyらの PDMS3、

poly(di-n-butylsilane)4および

poly(di -n -hexylsilane)4 の

CPIMAS 29Siスペクトルの温度

変化に対する結果とは一致して

いる。また、 13C核に対する

r-gauche効果とも一致している。

4 2 0 ・2 ・4 -6 ・8 ・10 -12 -14 
ppm仕omMesi

この 29Siのr-gauche効果は、図 Fig.3. CP，瓜iIAS13C NMR spectra of DMCHS at various 
temperatures. 

lに見られる化学シフトの変化

を説明できないが、 DMCHSの

場合、温度上昇による環構造の平面化に伴う、共有結合角の増大の影響が大きい。この場合、

パ立にあるケイ素との距離はあまり変化がなく、より近距離にあるβ位のケイ素との距離が長

くなるため、二面角の変化から予想される化学シフトと異なる結果が得られると推察される。

これらの考察を明確にするためには、 WAXDによる結晶構造の温度変化の測定が必須であろ

フ。
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P87 

σ・π共役系ポリマーの固体構造に関する 13C，29Si NMR解析

京大化研 O山田周作・梶弘典・堀井文敬

13C and 29Si NMR Analyses of Solid Structures ofσーπCo吋ugatedPolymers 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011

Shusaku Yamada， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 

Confonnation for σ・πconjugatedpo1ymers， which are recent1y paid attention as light-emitting 
29 

po1ymers， is characterized by CPIMAS "'Si NMR spec仕oscopy. A si1any1ene-bipheny1ene polymer， 

[(SiMe2)6・Ph2・]n，is prepared by Wurtz type reaction， which shows T g = 19 oc and T m = 131 oc合omDSC
29 measurements. CPIMAS .7Si NMR measurements are carried out ranging from -140 to 100 oc， and the 

spectra are analyzed by considering the y-gauche effect on the assumption that the confonnation in the 

crystalline region is in near trans states. In the noncrystalline region， the confonnation of all Si-Si bonds 

is found to become trans-rich with increasing temperature. Simi1ar confonnation changes are observed for 

the Si-Si bonds in the crystalline region， except for Si2-Si3 bonds which remain unchanged. The same 

ana1yses are perfonned for polymers with di能 rentsi1anylene chain lengths. The a conjugated state is 
expected to be affected by the confonnation change observed in the present work. 

1.緒言

Si-Si結合を有する材料は、そのσ共役性のためC-C結合からなる材料には見られないさまざまな物性

を示し、半導体・導電性ポリマーなどの電子材料、サーモクロミック材料およびフォトレジスト材料など、多

くの機能性材料としての応用が期待されている。また、ポリシラン主鎖にπ共役を導入することにより、 a-

π共役状態をもたせることができ、さらに多様な物性発現が期待される。このσ・π共役状態は、 Si-Si結

合と π電子共役系のコンホメーションや種類に影響されると考えられる。本研究では、 U共役系である Si

鎖長の異なるシラニレンとπ共役系であるビフェニレン基からなるσーπ共役系ポリマーを合成し、主に固

体NMR法により、その構造を解析した。

2. 実験

σ・π共役系ボリマーとして、 Scheme1に示したWurtz型反応により、シラニレン鎖長の異なる3種のポ

リマー(PSmP2， m= 1， 2および6)を合成した。得られた試料を再沈殿により精製した後、さまざまな条

件で、熱処理を行った。これらの試料に対し、 DSC測定をTAinstruments DSC・2910により、固体高分解能

NMR測定をChemagneticsCMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下で、行ったo

Me2SiCl2 ph3SiSiMe3 工 (SiME2)6PCl5 ご Cl-(SiMe2kCl
THF， OOC .'V Cl2CHCHCl2 

m一一

BrOOB r  Tt弘 LiOOL iC1223 十σiMe2)m~

Scheme 1. Syntheses of si1anylene-biphenylene polymers. 

キーワード: σ・π共役、 結晶・非晶構造、 コンホメーション、 29Si NMR、 γ-gauche効果

ゃまだしゅうさく、 かじひろのり、 ほりいふみたか
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33.結果と考察

再沈殿後および 1000Cで 1~15 時間結晶化させた試料

のDSC測定の結果から、 PS6P2はTg=19
0
C、Tm=131

0
Cで、

あり、結晶・非晶構造をもつことがわかった。また、溶融状

態から急冷した試料では Tgのみが観測され、非晶状態に

あることがわかった。 100
0

Cで 15時間結品化させたPS6P2

のCP!MAS 29Si NMR測定の結果をFigure1 に、そのSi1、

Si2、Si3の帰属を Figure3に示す。

スピンー格子緩和時間測定の結果から、 Figure1におけ

る各ケイ素の低磁場側の共鳴線(SilC，Si2C， Si3C)は結

晶成分であることが明らかとなった。温度上昇によって、

Si2CとSi3Cの共鳴操は低磁場にシフトするが Si1Cのそ

れは変化しないことがわかる。これらの化学シフトの温度

.10 ・15 .20 -25 .30 -35 -40 -45 .50 

ppm from Me.8i 
29~. 

Figur官 1.CPIMAS "'Si spectra of PS6P2 

crystalliz吋 at100 "c for 15 h. 

PS6P2:SilC 
PS6P2:Si2C 
PS6P2:Si3C 
PS2P2 
PS1P2 

-50 0 
Ternperature / oc 

Figure 2. Chemical shift changes of CPIMAS 
29 Si spec仕afor different samples. 

Crystalline component 
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ペ二>-~吋:i吋:吋:!吋吋7Mく>-

ペ二>-~iMe1~iM~)-~吋:!吋:!M今?!M〈〉

変化を Figure2に示す。得られた結果に対して、結品領

域では transに近いコンホメーションをとると仮定し、

y-gauche効果を考慮した解析を行った。その結果、 Figure

3に示すように、結晶領域ではSil-Si2とSi3-Si3'結合のコ

ンホメーションは温度上昇により仕加sに

近い状態に変化するが、 Si2・Si3結合の

コンホメーションはほぼ固定されている

と推定される。一方、急冷した試料では、

Sil、Si2、Si3の共鳴線すべてが低磁場

にシフトしたことより、非品領域において

はすべてのケイ素結合のコンホメーショ

ンは温度上昇によってgaucheに近い状

態から transへ変化すると解析された。

PSIP2とPS2P2に関しては 1本の共鳴

線のみが観測され、結晶・非晶における

共鳴線の違いは見られなかった。PS2P2

の化学シフトは温度上昇によって m=6

と同程度変化したが、 PSIP2に関しては

変化が見られなかった(Figure2)。これ

らのコンホメーション変化は、。共投状

態に変化を及ぼしていると考えられる。

今後は、 X線回折法やuv測定により、

上記のtrans、gaucheの帰属を確認する

とともに、光特性についても解析する予

定である。

ロ

O

A

・
V

・

0.6 

E 
註0.5

" 
Z04 
z 
にB

503 
202 
2 
<.> 

.S! 0.1 

;。。
-150 

307 



P88 

固体 2次元lHsCHETCOR法による

ポリビニルアルコール(PVA)の水素結合に関する研究

京大化研 O増 田 憲 二 、 梶弘典、堀井文敬

Solid-State 2D 1H_I3C HETCOR Studies of Hydrogen Bondings for Poly(vinyl alcohol) 

Ke吋iMausda， Hironori K吋i，and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical R巴search，Kyoto University 

Differ巴nttypes of hydrogen bondings in poly(vinyl alcohol) (PVA) films with different tacticities have been 

characterized by solid-stat巴I3CNMR， 1H CRAMPS， and 2D 1H_I3C HETCOR analyses.τ'he CH lin巴sof CP/ 

MAS I3C NMR spectra of the crystalline and noncrystalline components in PVA films are well resolved into 

several constituent lines refl巴ctingdownfield shifts due to th巴formationof intramolecular hydrogen bonding 

and upfield shifts owing to the y-gauche effect. 1H CRAMPS analyses also reveal the existence of three types 

of OH protons; intra-and intermolecular hydrogen bonded OH protons and OH protons free from hydrogen 

bonding. Furthermore，巴videntcorrelations between the main CH carbon lines and 1H lines described above 

are separately observed in the 2D 1H_I3C HETCOR spectrum for the main-chain deuterated A-PVA films. 

These results clearly indicate the validity of the previous assignment for the CH triplet resonance lines of CP/ 

MAS I3C NMR sp巴ctraof solid PVA samples. 

1.緒言

ポリビニルアルコール(PVA)の結晶成分のCP/MASI3C NMRスペクトルのCH共鳴線は、約6ppm

ずつ離れた3本に分裂する。我々は、この分裂が分子内水素結合の形成に基づくと考え、種々の状

態における PVAの水素結合に関して固体I3CNMR法により解析を行ってきた1，2。しかし、このよ

うなCH共鳴線の分裂を、 OH基の置換基効果により説明しようとする試みや、分子間水素結合も

考慮すべきという主張が存在する目。本研究では、立体規則性の異なる PVAフィルムに関して固

体13CNMR法および1HCRAMPS6，7とともに 2D1H・13CHETCOR法8-10を用いた解析を行い、我々

のCH共鳴線の帰属の妥当性を示す。

2.実験

クラレ(株)から提供された立体規則性の異なるPVAおよびアタクチック PVAの主鎖を重水素化

した試料(A-PVA-d
3
)を用いた。溶液1HNMR法より決定したtriadのモル分率比mm:mr:rrは、それ

ぞれ S-PVA(0.19:0.48:0.33)、A-PVA(0.23:0.50:0.27)、A-PVA・d
3
(0.22:0.50:0.28)、LI-PVA

(0.50:0.39:0.11 )、 MI-PVA(0.66:0.28:0.06)、HI-PVA(0.79:0.19:0.02)である。各 PVAフィルムは、そ

れぞれ水溶液から casting法により作製し、 50"Cで48時間減圧乾燥後アルゴン気流中において 180

℃で 10分間熱処理した。固体13CNMRおよび1HCRAMPS測定は、 ChemagneticsCMX400分光計

により、 9ATの静磁場下で行った。 1HCRAMPS測定における多重パルスとしてBR・2411を用いた。

キーワード:水素結合、ポリビニルアルコール、 2D1H_I3C HETCOR、1HCRAMPS

ますだけんじ、かじひろのり、ほりいふみたか
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その際のパルス幅およびパルス間隔はそれぞ Crystalline 

れ1.3、 3.0μsとした。 2DlHsC HETCOR測定

においてlH_IH双極子相互作用の消去はFSLG

パルスシーケンス 12により行った。

3.結果と考察

It=1.0 
la=0.67 

図1に、 A-PVAフィルムの結品および非晶 N oncrystalline 

成分の CP/MASJ3C NMRスペクトルを示す。

これらのスペクトルは、J3Cスピンー格子緩和 It=0.92 

時間(T
1C

)の違いにより分離・測定した。結晶 Azo-971j 
成分のCH共鳴線は、約6ppmずつ離れた3本

(1， II， III)に分裂することがわかる。共鳴線 1，

II， IIIは、平面ジグザグPVA鎖において分子内

水素結合をそれぞれ2，1，0個形成した OH基

に結合したCH炭素に帰属される目。一方、非

晶成分の CH共鳴線も見かけ上 3本に分裂す

るが、それらの化学シフトは結品成分のそれ

1""111"1""""'1"111111・1111111・"1"・・・・・・'1'111"1111'111111・・1"11111・・l

100 80 60 40 20 

ppm from Me4Si 

Figure 1 Lineshape analyses of the crystalline 
and noncrystalline components inA-PVAfilms 

らとは必ずしも一致しない。このことは、非晶成分は種々

のコンホメーションをとりうることから、 y-gauche効果

則 5に基づく高磁場シフトおよび種々のケースで形成され

る分子内水素結合による低磁場シフトを考慮する必要が

あることを示す。全てのコンホメーションおよび分子内

水素結合の形成について検討した結果、 CH炭素について

は9つの化学シフトの異なる状態が存在することが明らか

になった。得られた9つの状態に相当する共鳴線を、低磁

場側から共鳴線1・9とした。図 1に示すように、結品成分

に関しては共鳴線 1，3， 6(1， II， IIIに対応)、非品成分に関

しては共鳴線 1・6により実測スペクトル(太い実線)を再

現できる。また、上記の9つの状態の存在確率の式を、 C-

C結合のtransの確率Iおよび適当な隣銭OH基と分子内水

素結合を形成する確率f.の関数として導いた。図 1には、

これらの式を用いることにより、 A-PVAフィルムの結晶

および非晶成分について上記波形解析から得られた相対

強度を説明する最適の式およびf.値を求め、示した。なお、

図1に示したように、非品成分のCH
2
共鳴線についてもy-

gauche効果のみを考慮した3本の共鳴線により波形解析を

行った。得られた CH
2
共鳴線に関するI値は0.91となり、

CH共鳴線より得られた値と良く一致した。以上示したよ

うに、固体13CNMR解析より、結晶および非晶領域にお

けるコンホメーションおよび分子内水素結合の解析を精

密に行うことができた。

OHinter 

OHintra 

(a) HI-PVA 

CH2 

…ん
(c) LIPVA 

…」人
(e)APVA-d，八人
…ム人ppm 

10 5 0 

図2には、種々の立体規則性PVAフィルムの1HCRAMPS Figure 2 lH CRAMPS spec甘aof PV A films 

スペクトルを示す。各共鳴線にGauss曲線を仮定して波形 withdifferent tacticities 
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解析を行い、低磁場側から OH、

CH、CH
2
プロトンにl帰属した16。

この OH基は分子内または分子

間水素結合のいずれかに関与す

るOH基である。さらに、 OH基

を重水素化した A-PVA-d1との

比較により、 CHおよびCH
2
共鳴

線の聞にも OHプロトンによる 5 
共鳴線が存在することを見出

し、この共鳴線を結晶領域にお

いて水素結合を形成していない

OHプロトンに帰属した 17。しか

し、この解析より得られた水素

結合フリーの OH基の結品領域

100 

、、

d吾= 

間宮

国

t-~同s 

80 60 40 20 

13 
C chemical shift / ppm 

における分率は、 0.24-0.60と異 Figure3 2D lH_13C HETCOR spectrum ofA-PVA-d":¥ 

常に大きい値となることが分 filmsmeasured at 24 Oc with a contact time of 120μS. 
かった。したがって、分子間お Thetop and le白spectraare projection spectra. 
よび分子内水素結合を考慮した

解析が必要であると考えられる。そこで、これまでの固体13CNMR解析により明らかにしたよう

に、 HI-PVAでは分子内水素結合が、 S-PVAでは分子問水素結合が主として形成されることに着目

し、それぞれの OH共鳴線を分子内および分子間水素結合した OHプロトンの共鳴線と仮定した。

これらを、出発基準共鳴線とし、種々の PVA試料についてtrialand error法による波形解析を繰返

した。図2には、最終的に得られた bestfittingの結果を示す。この結果に基づけば、分子内および

分子聞を形成する OH共鳴線(OHj胸、 OHjn..，)、および水素結合フリーのOHプロトンの共鳴線(OH
f
)

は、立体規則性に無関係にそれぞれ5.80、4.70、2.85ppmに現れることが明らかになった。また、

各共鳴線の線幅も立体規則性に依存せずほぽ一定であることが明らかになった。これらのことよ

り、 1HCRAMPSにより PVAフィルムにおける水素結合状態の異なる 3種類の OH基を精度よく解

析できると結論した。

図3には、 CP接触時間を 120凶とした場合における A-PVA-d
3
フィルム 2DlHsC HETCORスペ

クトルを示す。ここでは、 OHプロトンと CH炭素の相闘を効率良く観測するため、主鎖を重水素

化した A-PVAを用いた。 lHCRAMPSスペクトルと比べて、図 3に示したlHスペクトルの分解能

はかなり低いが、 OH共鳴線と各CH共鳴線の聞には明確な相聞が認められる。共鳴線I、II、IIIと

相関する lH共鳴線のピークトップのlH化学シフトは、それぞれ5.9、5.0、4.7ppmであり、これら

は明確に区別できる。また、 5.9および4.7ppmの値は、 OHjn，悶およびOHjn，町プロトンの化学シフト

とほぼ一致する。この結果は、 CHI炭素は分子内水素結合を形成した OH基と結合し、 CHIII炭

素は、主として分子間水素結合を形成しているOH基に結合していることを示していると結論でき

る。また、 CHII共鳴線と相関する lHピークの化学シフトはOHin回と OHjn，町の中聞に位置すること

から、 OHjn回およびOHjn，町両共鳴線からの寄与があることがわかる。したがって、 CHII炭素は、分

子内および分子間水素結合のどちらかを形成したOH基に結合しているといえる。さらに、 CHII，

m共鳴と相関するlHの共鳴線は、高磁場側にまで分布していることから、これらには水素結合フ

リーのOHプロトンの寄与が存在することが分かる。したがって、 2DlH-13C-HETCOR測定により

得られたこれらの結果は、上記の固体¥3CNMRおよび、官 CRAMPS解析結果と良く一致し、 CH共

鳴線に関する我々のl帰属の妥当性を示している。
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α，砂アルカンジオールおよびかアルカンチオールの各結晶相に

おける構造とダイナミックス

(京大化研 1、熊本大理 Z) 0桑原和弘 1、堀井文敬 1、小JII芳弘 2

Studies on the Structure and Dynamics for a，砂Alkanediols

and n-Alkanethiols in Different Crystalline States 

(Institute for Ch巴micalResearch， Kyoto UniversityI， Faculty of Science， Kumamoto Universityz) 

Kazuhiro Kuwabara1， Fumitaka Horii1， and Yoshihiro OgawaZ 

Solid-state NMR analyses have been p巴rformedto obtain information about the structure and 

molecular motion for a，砂alkanediolsand n-alkanethiols in different crystalline states. The 

existence of two magnetically different structures at the chain ends for the monoc1inic phase of 1，20・

ei∞sanediol (HO・(CHz)zo-OH)，which was not detected by X-ray diffractometry， has been observed 

by the lH CRAMPS and CP/MAS ¥3C NMR measurements. In the CP/MAS ¥3C NMR spectrum for 

the monoc1inic phase of n-tetracosanethiol (n・CZ4~9SH)， which was crystallized from the melt， the 

resonance lines assigned to the α・CHzand s-CHz carbons at the SH chain end are broader than those 

at the CH3 chain end. This fact reveals that the molecular motion with the rate much higher than 105 

Hz is somewhat hindered at the SH chain end compared to at the CH3 chain end. ¥3C spin-lattice 

relaxation time (T1C) measurements have also revealed that th巴 orderof molecular mobility is CH3 

chain end > SH chain end > inner chain. 

1.緒言

長鎖 α，砂アルカンジオール (HO・(CHz)n-OH)およびかアルカンチオール (CHT(CHz)n・SH)

は、無機基板上に配列させることにより、あるいは高分子重合のモノマーとして、機能性材

料の創出に用いられていることはよく知られている九また、これらのかアルカン系低分子

の集合体は、結晶相転移の上からも興味深い挙動を示す。すなわち十分低い温度では、その

構造がメチレン数と結晶化条件により決定される単斜晶あるいは斜方晶の結晶を形成し、温

度上昇に伴い六方晶(回転相)へと転移する 2へ各結晶相における構造とダイナミックスを

国体 NMR法により明らかにし、 n-アルカン 4)およびポリエチレン 5)と比較するととは、 OH

基および SH基の影響を考える上で重要である。本報告では、これまでミ研究を行ってきた 1，20・

アイコサンジオール (HO・(CHz)zo・OH)の、 1，23・トリコサンジオール (HO・(CHZ)Z3・OH)7)、お

よびかテトラコサンチオール (n-Cz4H49SH)8)に対する結果を述べる。

2.実験

1，20・アイコサンジオールは、 1%トルエン溶液から徐冷して結晶化し、室温において図 1

に示す単斜晶を形成する試料を得たへ

キーワード:アルカンジオール、アルカンチオール、結晶、固体 NMR、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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1，23・トリコサンジオールは、エタノール溶液から徐冷

して結晶化し、室温において図 2に示す斜方晶を形成す

る試料を得た 7)。

n-テトラコサンチオールに対しては、融液からの結晶化

およびかへプタン溶液からの急冷結晶化の 2通りの方法

で試料を作製したへいずれの試料も室温において単斜晶

を形成する。図 3に示すように、 CH3基一CH3基聞には

van der Waals力が存在し、 SH基一SH基聞には非共有結

合性の S...S相互作用が存在する 9)。

国体!3CNMR測定は、 JEOLJNM-GSX 200分光計によ

り4.7Tの静磁場下で行った。Dipolardecouplingの振幅 V1H

はすべての測定において 62.5kHZとした。!3Cスピンー格

子緩和時間 (T1C) の測定には、 CPT1法を用いた。

lHCRAMPS測定は、 ChemagneticsCMX・400分光計によ

り9.4Tの静磁場下で行った。

3.結果と考察

1，20-アイコサンジオールに対する DSC測定の結果、昇

温過程において単斜晶 (M相)から単斜晶 (M'相)への転

移が 800Cに、単斜晶 (M'相)から六方晶への転移が 950C

に、それぞれ吸熱ピークとして観測された九また、 1，23・ト

リコサンジオールに対する DSC測定の結果、昇温過程にお

いて斜方晶一六方晶転移に帰属される吸熱ピークが91oCに

観測された 7)。

図 4 には、 α，砂アルカンジオール各結晶相に対する

CP/MAS 13C NMRスペクトルを示す。 1，23・トリコサンジオ

ール斜方晶における CP/MAS13C NMRスペクトルには、内

部 CHzに帰属される共鳴線が 32.9ppmに観測され、この化

学シフト値は、斜方晶n・アルカン仰の内部 CHzに対する値、

および斜方晶ポリエチレン 5)に対する値と同じである。この

結果は、 OH基が存在しても結晶鎖のパッキングとコンホメ

ーションが同じであれば、内部 CHzの化学シフトは同一の値

をとることを示す。すなわち、ゴーシュ分率算出にあたり、

すべてトランスコンホメーションからなる CHz鎖結晶の標

準物質としてかアルカンを用いることは、妥当であることが

確認された。 αーCHzおよび y・CHzに帰属される共鳴線は

doubletとしてそれぞれ 63.0ppmと 62.2

ppm、および 28.4ppmと27.0ppmに観測さ

れた。これらの共鳴線が doubletに分裂す

る原因は、図 2に示すように分子鎖末端の

コンホメーションがトランスとゴーシュの

2種類存在するためである。

Fig. 1. Molecular arrangement of 

monoclinic a，砂alkanediol.

Fig. 2. Molecular arrange-

ment of orthorhombic a，ω-
alkanediol. 
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六方晶における内部 CHzの化学シフトは、

1，20-アイコサンジオール、 1，23-トリコサンジ

オールとも、六方晶 n・アルカンの内部 CHzよ

り高磁場シフトしており、ゴーシュコンホメ

ーションが存在していることを示している。

ポリエチレンの六方晶 5)に対する場合と同様

にこの化学シフト値を評価した結果、約 3% 

のゴーシュコンホメーションが含まれている

ことを明らかにしたへ

図5には、 1，20・アイコサンジオール各相における各 CHzの T1Cの値を示す。単斜晶におい

ては各 CHzの T1Cの値は同じであるが、六方晶においては OH基に近い CHzほど T1Cの値が小

さく分子運動性が大きいことが分かる。この結果より、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6には、 1，20・トリコサンジオールにおける各 CHzの T1Cの値を示す。斜方晶においては、

トランス末端の y-CHzとα-CHzの T1Cの値はそれぞれ l1sと0.59s、ゴーシュ末端ではそれぞ

れ49sと19sでミあった。ゴーシュ末端の方が分子運動性が低いのは、水素結合による安定化

のためと考えられる。六方晶における T1Cの値は 1，20・アイコサンジオールと同様であり、顕

日-CH2

日-CH，〆』
i加n

， (d) 

a-CH2 

〆/

日-CH，
./ー

40 20 
ppm from Me4Si 

Fig. 4. CP/MAS 13C NMR sp民 traof a，w-
alkanediols in different crystalline states: (a) 
orthorhombic phas巴 ofHO・(CHZ)Z3・OHat 38 oC; 
(b) hexagonal phase of HO・(CHZ)23-0Hat 940C; 

(c) monoclinic (M) phase of HO・(CHz)zo-OHat 38 
OC; (d) mοnoclinic (M') phase of HO・(CHz)zo・OH

at 90 oC; (e) hexagonal phase of HO・(CHz)zo・OH
at 97 oC. 
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著な偶奇効果は観測されなかった。

図7には、 α，砂アルカンジオール各結晶相に

対する lHCRAMPSスペクトルを示す。 1，20・

アイコサンジオールの OH基の共鳴線は、単斜

晶 (M) においては doubletとして観測され、

磁気的環境の異なる 2種類のプロトンが存在

することを明らかにした。この区別は、 X 線

回折ではなされていない。

単斜晶 (M') においては2種類のOH基間で

平均化が起こり、共鳴線はsingletとなる。この

OH基の共鳴線は、六方晶へ転移しても変わら

ない。 lHCRAMPSとT1C測定の結果は、六方晶

のOH基において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

とを示すべ

図 7を詳細に解析すると、 1，23-トリコサン

ジオール斜方晶における OH基の共鳴線も、単

OH・(CH2)23・OH
hex.agonal 
91 "c 

OH・(CH2h3-0H
orthorhombic 
24・c

OH-(CH2ho・OH
hexagonal 
97 "c 

OH-(CH2ho-QH 
monoclinic M ' 
90 "c 

OH-(CH2ho・OH
monoclinic M 
24 "c 
」ー」ー』ーL......

6 

出
ιぷ品
4 

純な singletではなかった。この原因について Fig. 7. lH CRAMPS NMR spectra of a，砂
は現在検討中である。 alkanediolsin different crystalline states. 

図8には、 n・テトラコサンチオール溶融結晶

化試料に対して、 400Cで得られたCP/MAS!3C NMR 

スペクトルを示す。 αーCH2とs-CH2に帰属される共鳴

線の線幅に注目すると、 SH末端側の方がCH3末端側

より線幅が広い。

本試料の400CにおけるT1Cの値は、内部CH2が58s 

であるのに対し、 CH3末端側はs-CH2、α-CH2および、

CIもがそれぞ、れ12s、6.4s、1.9sであり、 SH末端側

はs-CH2および、α-CH2がそれぞ、れ14sと12sであった。

40 

inner CH~ 
/ 

寸シウ3

J............ 

30 20 10 
ppm from Me4Si 

これらのT1Cの値は、分子鎖末端の分子運動性はn- Fig.8. CP/MAS!3C NMR spectrum of 

アルカンのと同様に内部CH2より顕著に大きいこと、 n・C24IL9SHat room temperature. 

SH末端側の分子運動性はCH3末端側ほどには大き

くないことを示す。

溶液結晶化 n・テトラコサンチオール試料に対しては、 CP/MAS!3C NMRスペクトルの形状

および T1Cの値に関して、溶融結晶化試料との本質的な違いは観測されなかった。

今後、他の温度での測定および化学シフト異方性 (CSA)の測定を行うことにより、 n-テ

トラコサンチオールにおける分子運動の周波数とモードを明らかにする予定である。

1) For example: Aizenberg， J.; Black， A. J.; Whitesides， G. M. Nature 1999，398，495. 2) Nakamura， 
N.; Ogawa， Y. Bull. Chem. Soc. Jp凡 1999，刀， 943. 3) Ogawa， Y.; Ooyama， E.; Nozaki， K. POかm.
Prep. Jpn. 2000， 49， 440. 4) Kitamaru， R.; Horii， F.; Nakagawa， M.; Takamizawa， K.; Urabe， Y.; 
Ogawa， Y. J. Mol. Struct. 1995，355，95. 5) Kuwabara， K.; Horii， F. Macromolecules 1999，32，5600. 
6) Kuwabara， K.; Horii， F.; Ogawa， Y. J. Mol. Struct. 2000，525， 163. 6) Kuwabara， K.; Horii， F.; 
Ogawa， Y. POかm.Prep. Jp凡 2000，49，446. 8) Kuwabara， K.; Horii， F.; Ogawa， Y. POかm.Prep. 
Jpn. 2000， 49， in press. 9) Shustov， G. V.; Spinney， R.; Rauk， A. J. Am. Chem. Soc. 2000， 122， 1191. 
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P90 

13C NMRによるサーモトロピック液品の研究

(金沢大理1、TheUniversity of Akron2
) 0松津英和 l、平井篤樹l、

水野元博l、遠藤一央 l、須原正彦 l、ChangDae Han2 

13C NMR Studies of Thermotropic LiQuid Crys tal 

OHidekazu Matsuzawal，Atsuki Hirail，Motohiro Mizunol，Kazunaka Endoul，Masahiko Suharal， 

Chang Dae Han2 

Department of Chemistry，Faculty of Science， Kanazawa Universityl， Department of Polymer 

Engineering， The University of Akron2 

The molecular motion and odd-even effect of the spacer in liQuid crystalline copolymer 

of poly-[(phenylsul fonyl)-p-phenylenealkylenebis (4-oxyben zoate)J s(PSHQ;n is the number 

of spacer carbon) were investigated by CP-MAS 13C剛R.13C NMR円ofthe spacer is dominated 

by the fluctuation of the dipole interaction due to the trans-gauche exchange. The 

activation energy of the trans-gauche exchange estimated from ~ revealed the odd-even 

effect. This phenomenon is considered to be caused by the difference of the molecular 

packing. The packing between the molecules for the even numbered samples is more suppressive 

than that of the odd numbered sample. 
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【実験】

測定にはCMX-300スペクトロメーターを用い、13Cの共鳴周波数は75.06阻z、MASspeedは3.7kl也、

CPのcontacttimeは1.0郎、測定温度は室温--...520Kで行なった。また、スペクトルの測定には、

スピニングサイドバンド (SSB)を除去するために CPTOSS法を用いた。 T1の測定にはTorchia

のパルス系列を用いた。

① 13C NMRスペクトル

Fig.2にn=12 (Tg=357. 6K、TN1=439.9K)の293Kのスペクトルを示す。ピーク([)はメチ

レン炭素、(2)は 0-CH2の炭素、 (7)は C=Oの炭素、 (3)--... (6)、(8)、(9)のピークはコア部分の

ベンゼンの炭素とそれぞれ帰属できた。 293Kから

徐々に温度をあげていくとピーク([)はシャープにな

り、高温では 2本のピークが観測された。これはγ-

gauche効果による高磁場シフトで説明できる。 L
以下で transコンフォメーションをとっていたメチ

レンスベーサーが温度上昇とともに gaucheコンフォ

メーションをとるようになるが、 7位の炭素がgauche

コンブオメーションの場合、 transコンフォメーショ

ンに比べ、高磁場に現われるために、このような分

裂が生じると考えられる。一般に y-gauche効果によ

る高磁場シフトは 5ppm程度であるが、観測された 2

本のピークのシフト差は 3--...4ppmであり、 2つのコン

フォメーションが速く交換していることが示唆される。

② 13CNMRスピンー格子緩和時間

ピーク([)のT1は温度上昇に伴い指数関数的に増加

していった。 T1は transと gaucheの交換に支配

されていると考えられる。アレニウスの活性化プロ

セスを仮定し T1の温度変化から活性化エネルギー

(Ea)を求めた。 Fig.3にT1から見積もった trans

と gaucheの交換における活性化エネルギーのn依

存性を示す。Eaはnが偶数の試料のほうが奇数の試

料より大きいという偶奇性を示した。これは液晶分子

のパッキングの違いにより生じていると考えられる。

nが偶数の場合、分子形状が直綿的であるのに対し、奇

数のほうは丸みを帯びた形状であり、両者のパッキン

グを比べた場合、偶数の方が密になる。このため、偶数

のほうが trans-gaucheの交換が起こりにくい環境と

なり、 Eaが大きくなると考えられる。

[結果と考察】

}
 

1
 

(
 

Chemical Shift/ppm 

Fig.2 13C NMR spectrum ofPSHQ12 

10， 

一副

'」E民ロ~ 祖a主 4 

ト
Fig.3 Activation energy for trans-

gauche exchange estimated from ~ 

[参考文献]

[1] S. Chang and C. D. Han， Macromolecules， 30 ， ([997) 1670. 
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単結晶2HNMRによる [Mg(H20)6] [SiF 6]の構造相転移の研究

(金沢大理)0飯島隆広、水野元博、須原正彦

Studies of Structual Phase Transitions in [Mg(H20 )6] [SiF 6] by means of 
Single Crystal 2H NMR 

τ'akahiro Iijima， Motohiro Mizuno， and Masahiko Suhara 

Department of Chemistry， Faεulty of Stience， Kanazawa University 

The temperature and angular dependences of 2H NMR spectrum were measured for single 

crystal of [Mg(H20)6][SiF6]. At 283 K， the deuteron electric field gradient (EFG) tensors aver-

aged by fast1800 flip of water molecules were determined. (e2Qq/h，η) of 2H corresponding to 

three water molecules in [Mg(H20)6]2+ octahedra， related each other by the pseudo three-fold 

axis， were obtained槌 (128kHz， 0.72)， (123 kHz， 0.82) and (106 kHz， 0.80). In phase II， the 

jumping rate for the reorientation of [Mg(H20)6]2+ around the three-fold axis (k) was obtained 

from the simulation of 2H NMR spectra at the crystal orientation of (}x = 1350
• The rate at 

infinite temperature and activation energy for the reorientation of [Mg(H20)6]2+ were estimated 

from the temperature dependence of k担 ko= 3 X 1016 s-1 and Ea = 64 kJmol-1， respectively. 

《緒言))[Mg(H20)6][SiF6]は逐次相転移を起こし、 5つの安定相が存在する。高温から順に 1，II， 

III， IV， V相とすると II相は不整合相である。近年我々の行った多結品試料における 2HNMR測

定の結果、相転移は [Mg(H20)6]2+イオンの再配向運動と密接な関係があることが分かった。そ

こで本研究では、 [Mg(H20)6] [SiF 6]中の水分子や [Mg(H20)6]2+イオンの局所構造や運動をより

詳細に調べるために、 Hサイトの環境変化を極めて鋭敏に観測できる単結晶試料を用い 2HNMR

スベクトルの温度依存性、及て職場方向依存性を測定した。

《実験))2H NMRスペクトルはCMX・300分光器を用い、共鳴周波数45.825MHz、四極子エコー

法で測定した。 II相での空間群はP3であり、 3回軸に平行に単結品試料の結晶固定座標の Z軸を

とった。

《結果と考察))Fig. 1に283K (IV相)における 2HNMRの四極子分裂 2(ムν)の結晶座標軸

(X， Y， Z)回りの角度依存性を示す。 2(ムν)の角度依存性のフィッティングをVolkoff法により行っ

た結果、 3つの 2Hの EFGテンソルの存在が認められた。この温度では、水分子の 2つの 2Hの

EFGテンソルは速い 1800 フリップによって平均化されていると考えられる。フィッティングの

結果得られた EFGテンソルを対角化し、主値と結晶座標に対する方向余弦を求めたところ、 3つ

の非等価な水分子H20(1)， H20(2)， H20(3)に対応する 2Hの (e2Qq/h，η)がそれぞれ (128kHz， 

0.72)， (123 kHz， 0.82)， (106 kHz， 0.80)と見積もられた。 IV相では空間群がP2t/cであるため Z

2H NMR、核四極相互作用

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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軸は擬3回軸となるが、これら 3つの水分子は [Mg(H20)6j2+八面体の 6つの水分子のうち、擬3

回軸によって関係づけられる水分子であることが分かつた。

Bx = 1350 における 2HNMRスベクトルの温度変化を測定した。 11相に入ると急激なスペクト

ルのブロードニングが起き、温度上昇とともにスペクトルの線幅は減少していった。 Fig.2に328

K (II相)における 2HNMRの実測スベクトルを実線で示す。スベクトル中央付近の鋭いピーク

は単結晶試料に取り込まれたフリーな水によるものである。 11相でのスペクトルの温度変化につい

て、 [Mg(H20)6j2+イオンの3回軸まわりの再配向運動モデルを用いてシミュレーションを行なっ

た。シミュレーションに用いる 2HのEFGテンソルの主値や主軸方向は、 IV相での角度変化から

得られた結果を利用した。 Fig.2の破線で示すように実測スペクトルをうまく再現できた。シミュ

レーションの結果得られた [Mg(H20)6]2+イオンの再配向運動の速さ kを図中に示す。 Fig.3に

kの温度依存性を示す。フィッティングから、こ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= 3 X 1016 S-l、Ea= 64 kJmol-1と見積もられた。
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ナイロン46結晶化物の構造と分子運動性

(群馬大・工)0栗原良仁・上原宏樹・山延健・甲本忠史

Structure and molecular mobility of Nylon46 
Department of Chemi自信y，Gunma University 

Yosh辻litoKurihara， Hiroki Uehara， Takeshi， Yamanobe， and Tadashi Komoto. 
NMR measurements were carried out for nylon46 crystallized under several conditions 

in order to investiga句 the structure and molecular mobility. From CPMAS spectra， 
NMR chemical shift of carbonyl carbon dose not depend on samples. On the other 
hand， NMR chemical shifts for methylene carbons varied with crystallization time. 
Spectra for crystalline and amorphous phases were recorded by using T. difference and 
NMR chemical shi氏自 for crystalline and amorphous phases are attributed. From NMR 
chemical shi丘s，it was found that methylene carbon for ωystalline phase takes trans 
conformation rather than gauche conformation. 

1.緒言

ナイロン46は、そのアミド基聞で水素結合を形成するため高強度、高融点を有し、さら

に高い熱容量、結晶化速度、結晶化度そして寸法安定性をも兼ね備えているエンジニアリン

グプラスチックのーっとして知られている。ポリマーの物性を決定する上で、そのモルフォ

ロジ一、コンフォメーションや分子運動などは非常に重要な因子となっている。本研究で

は、ナイロン46のモルフォロジ一、結晶部や非晶部の分子鎖のコンフォメーション、分子

運動性や結晶化機構についてNMRを用いて検討する。

2.実験

急冷試料 (MQ)はナイロン46を320'Cで溶融後、氷水中にて急冷し作製した。単結晶試

料 (SGC)は、1，4-ブタンジオール溶液中(O.05wt/t%)でナイロン46を溶解、除冷し、

180'Cで15分間セルフシーディングした後、次いで140'Cで24時間等温結晶化したものを滴

過後、エタノールで十分に洗浄し、真空下で室温で24時間乾燥させ、作製した。また、結

晶化試料はナイロン46を窒素雰囲気下にて320'Cで5分間溶融後、 270'Cで所定の時間内

O M、5M、10M、30M、1H、3H、6H、12H、24H)で結晶化することにより作製し

た。これらの試問、室温にて固体.3CCPMAS NMRスペクトルおよび23CTE測定などを行

い、構造と分子鎖の運動性を検討した。 NMR測定はJOELEX 270 W.B.を用い、 CPMAS法

により測定した。

3.結果と考察

DSCの測定結果より、結晶化度は最初の1時間

で急激に上昇し、さらに6時間くらいまでは上昇

し続け、約6時間以降はほぼ一定であった。

図1に、ナイロン46単結晶の.3CCPMASスペ

クトルを示した。 173ppm付近のピークはカル

ポニル炭素のピークである。 42、36、27、

26ppmのピークはメチレンのピークであり、そ

れぞれα、α、8、。に帰属される。
A B A B 

、iがと民:tlr九

図2に、各試料の.3CCPMASスペクトルのメ 200 160 

チレン部を示した。 MQから、結晶化時間が変 chemical shift / ppm 

/βA 

卜¥β 
B 

化するとピークが徐々にシャープになっていく Figure 1. "C CPMAS spectrum of Nylon 46 sing!e 
のがわかる。これは、結晶化が進み構造が均一 crystal in solid state at room temperat四.
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になっていることを示している。 αの部分に着目する

と、結晶時間が30分位までにピークが急激に変化して

いる。この変化は非晶から結晶への構造変化に伴う、

コンフォメーションの違いを反映している。

次に図3に、 β 炭素の緩和曲線を示した。 Tが1秒未

満の成分と、 Tが長い30秒以上の成分が存在すること

がわかる。結晶化時間の短い試料ではTの長い成分は

少ないが、結晶は時間が長くなるにつれて長いTの割

合が増加することから、 Tの短い成分が非晶成分、 Tの

長い成分が結晶成分である。両成分とも結晶化時間の

増加に伴いTが増加している。つまり、結晶化時間の

増加に伴い、非晶から結晶への構造変化と同時に、結

晶、非晶の両成分の運動性は低下していることがわか

る。

結晶と非晶のTの値を考慮し、結晶部と非晶部のそ

れぞれのスペクトルを示したのが図4である。図4(a) 

は、 Torchiaのパjレスで τ=15sec.でのスベクトルであ

る。非晶のTは約1秒程度であり、 τ=15では完全に緩

和していると考えられる。これに対して、図4 (b) 

は、 DD/MAS法で待ち時間を0.1秒にしたときのスベク

トルである。この条件では、結晶成分は飽和してスベ

クトルには寄与していない。結晶と非晶のスペクトル

を比べると、結晶と非晶で化学シフトに差があること

がわかる。最も大きな変化はαであり、結晶が約43、
非晶が41ppmである。

一般に、化学シフトはコンフォメーションに強く影

響される。 γ効果を用いて解釈すると、 αに対してγ

位はもう一つのαとαである。アミド基は、通常トラ
B 

ンスコンフォメーションをとることから、結晶と非晶

でα一αのコンフオメーションに違いがあると考えら

れる。メチレン同士のγ効果であるので、結晶が非晶に

比べて低磁場にあるということは、結晶の中の α-α
A A 

はトランスコンフォメーションをとり、伸びきった構造

であると考えられる。カルポニル炭素は、隣接するNH

と水素結合を形成するが、その化学シフトが変化してい

ないということは、水素結合は結晶化の初期に形成され

て、結晶化時間と共にメチレン部の構造変化が進行する

と考えられる。

キーワード:ナイロン46、結晶化

くりはらよしひと、うえはらひろき、やまのべたけし、

こうもとただし
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アイソタクチックポリプロピレン重合パウダーの構造と分子運動

(群馬大・工)0植木克典、上原宏樹、山延健、甲本忠史

Structure and Molecular Mobility ofNascent Isotactic 
Polypropylene Powders 

OKatsunori Ueki， Hiroki Uehara， Takeshi Yamanobe， and Tadashi Komoto 
(Department of Chemistry， Gunma University) 

Nascent polyolefine powders have the characteristic morphology. The origin of these structural details， 

however， has not been revealed. In this work， structure and molecular mobility of nascent" isotactic 
polypropylene uPP) powders andαystallized samples by several crystallization conditions were investigated. 
From the comparison of solid'state 13C NMR spectra， nascent powder exhibits almost the same spectrum as 
melt'quenched sample. On the other hand， in the spectrum of nascent powder， peak of amorphous region 
appeared stronger than those for other samples. This suggests that amorphous chain of nascent powder 
possess high mobility. TEM micrograph of nasωnt powder dose not show typical lamellar structure. From 
these results， it is found that the amorphous phase of nascent powder is fairly different企omother samples. 

L緒言

ポリオレフィン重合パウダーは、種々の特異なモルフォロジーを有することが知られている。

重合パウダーでは、溶液もしくは溶融結品化のような比較的種やかな結晶化条件とは異なり、重

合時において触媒活性点からの急速な結晶化が予想される。そのため、重合パウダーは、溶液、

溶融結晶化物とは異なったモルフォロジーを有し、また、分子運動性の点でも違いがあるものと

考えられる.本研究では、アイソタクチックポリプロピレンについて、重合パウダーと溶融結品

化物との比較から、重合パウダーに特徴的な構造についての知見を得ることを目的とした。

2.実験

試料として、アイソタクチックポリプロピレン(ipP)の重合パウダー及びペレットを用いた。

重合パウダーについてはパウダーそのものの他に、21O"Cで溶融後、氷水中で急冷した試料(PMQ)

を作製したo iPP ぺレットからは、 21O"Cで溶融後、 135"Cにて等温結晶化したもの(IC) と氷水

中にて急冷したもの (MQ)を作製した。これら 4種の試料について、温度可変I3CCPIMAS NMR 

測定を行い、その構造と分子の運動性を検討した。また、透過型電子顧微鏡 (TEM)観察、示差

走査熱量計 (DSC)測定等を行った。

3.結果と考察

Fig.lに各試料の室温での 13CCPIMAS NMRスペク

トルを示す。メチレン、メチン、メチル炭素のピークが

それぞれ44.0、26.3、21.8ppm付近に観測された。重合

パウダーについては、溶融一急冷試料である M Q、PMQ

とほぼ同様のスペクトルを与えることがわかる。また、

DSC測定から試料の結晶化度を見積もった結果、重合パ

ウダ一、 MQ、PMQ、ICの結晶化度はそれぞれ 34.2、

43.8、46.7、63.3%であり、重合パウダーの結晶化度は

M Q、PMQよりも低いことが確認された。

結晶性の低い重合パウダーにおける分子鎖の挙動を検

討するため、温度可変 13CCPIMAS NMR測定を行った。

Fig.2に100tでの各試料のスペクトルを示す。各スペク

トルにおいて、メチレン炭素及びメチン炭素ではピーク

が2本観測され、高磁場側が結晶、低磁場側が非晶のピ

ークである。室温においては、非晶部の分子運動の速さ

が数十kHzの速さであるために、いずれの試料において
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も非品のピークは観測されない。温度上昇に伴い、非晶

のピークの強度は徐々に強くなり、分子運動の目安とな

る。 100"Cのスペクトルを各試料で比較してみると、重

合パウダーでは、非晶のピークが他の 3つの試料に比べ

非常に強く出ており、特にメチレン炭素ピークでは結晶

ピークよりも非晶ピークの方がピークの高さが高い。こ

のことは、重合パウダーの非晶分子鎖の運動性が他の試

料に比べて高いことを示している。室温でのスペクトル

ではMQと重合パウダーはほとんど同じスペクトルを示

していたことを考慮すると、重合パウダーの非品部の分

子運動は、温度上昇により急激に激しくなることがわか

る。このことは重合パウダーの非晶部の環境がMQなど

とは異なり、周りの分子からの束縛が小さいことを意味

している。そこで次に、 TEMを用いて各試料のモルフ

オロジー観察を行った。 TEM観察では、四酸化ルテニ

Nascent Powder 

ウム電子染色/超薄切片法によって観察用試料を作製し 70 60 50 40 30 20 10 0 
shlftl ppm 

た。 Fig.3に重合パウダーと MQ試料の TEM写真を示
す。染色剤である四酸化ルテニウムは試料の非晶分子鎖 Fig.2日CCPIMAS NMR spectra at 

100"C 
にのみ選択的に結合し、電子密度を上昇させるため電子

線の透過を妨げ、 TEM写真においては非晶部が黒く写

る。逆に電子線の透過する結晶部は白く写り、 MQでは

白い筋状のラメラが観察された。 IC、PMQにおいても

同様のラメラが観察された。また、こ

れらの試料ではラメラが格子状に観察

されるiPPに特徴的なクロスハッチラ

メラ構造も確認された。つまり、これ

らの試料ではある程度長周期の構造が

存在していることがわかる。一方、重

合パウダーについては他の 3つの試料

と異なり、明瞭なラメラ構造がほとん

ど観察されなかった。重合パウダーで

は分子鎖が折りたたみ構造をとらず、

結晶は非常に細かい微結晶として存在

することが予想される。つまり、分子

鎖のごく周りだけに注目すると他の試

(a) (b) 
Fig.3 TEM micrographs of samples， (a):nascent 
powder， (b):MQ 

料とはあまり変わらないが、少し大きな範囲に注目すると違いがあることがわかる。このような

構造の違いが分子運動の差に現れていると考えられる。

以上のように、非晶分子鎖の高い運動'性、ラメラ構造をとらないモルフォロジーなど、重合パ

ウダーの構造は重合時における結晶化の特異性を示すものである。さらに、パルス NMRによる

緩和時間測定等を行い、構造と分子運動の面から議論する予定である。

キーワード:アイソタクチックポリプロピレン、重合パウダー

うえきかっのり、うえはらひろき、やまのべたけし、こうもとただし
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!3Cおよび lHのT1およびT1pからみた凍結乾燥製剤の分子運動性

(国立衛研) 0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

Interpretation ofMolecular Mobility ofLyophilized Protein Formulations Based on Tl and Tlp 

Measured by lH and 13C Solid-State NMR 

(National Institute ofHealth Sciences) S. Yoshioka， Y. Aso， S. Kojima 

The Tl and Tlp of dextran pro加nsin lyophilized bovine serum y-globulin formulations 

containing dextran were determined by solid-state pulsed lH・NMR. The Tl and Tlp of 

dextran methin carbons were also determined by solid-state high resolution 13C-NMR. 

Temperature dependence of the Tl and Tlp changed around the critical temperature of 

appearance of Lorentzian relaxation (T mc). Tlp exhibited a larger change than Tl， and can be 

considered ωbe a more useful parameter ωdetect changes in molecular motion of 

formulations. Temperature dependence of Tl and Tlp of proton自wassimilar to that of 

methin carbons， indicating that the motion of protons is similar to出atof carbons. 

Lyophilized formulations with higher water activities showed a temperature dependence of 

Tlp with a minimum. Temperature dependence of 1:c calculated from the ob鴎 rved

Tlp showed a distinct break at a temperature approximaωly 3QoC higher than the T mc. 

【目的】タンパク質凍結乾燥製剤の安定性は製剤の分子運動性に影響されることが知られて

いる。今回、凍結乾燥製剤の分子運動性を表す有用な指標を見出すことを目的とし、デキス

トランを高分子添加剤として用いた凍結乾燥製剤について、 13Cおよび lHそれぞれの T1およ

びT1pを測定し、その温度依存性を明らかにした。また、 T1pに極小値が観察された製剤につ

いては、相関時間(坊を算出し、その温度依存性を考察した。

【実験】デキストラン(40k)および牛血清γグロプリンを重量比 50:1で重水に溶解した溶液

を凍結乾燥してタンパク質凍結乾燥製剤を調製した。製剤を一定湿度下 (12%-86%阻)に

保存し、水分含量を調整した。製剤中のプロトンのスピンー格子緩和時間σ1)および回転系に

おけるスピンー格子緩和時間σlp)をパルス NMR(MU・25、日本電子)を用いて測定した。 T1

の測定は Inversion-r巴covery法で行った。T1plま10ガウスのスピンロッキング磁場を照射して測

定した。また、デキストランのメチン炭素の T1およびT1pを国体高分解能 !3C-NMR(Varian) 

を用いて測定した。 T1の測定には Torchiaのパルス系列を用い、 T1pの測定には 54ガウスの

スピンロッキング磁場を用いた。

【結果】水分活性0_12-0.86の凍結乾燥製剤について測定した!3CおよびlHのT1をFig.l(A)

タンパク質、凍結乾燥製剤、分子運動性、緩和時間、温度依存性

よしおかすみえ、あそゆきお、こじましげお
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に、 T1pを Fig.l(B)に示す。 lHのスピンー格子緩和は、いずれの水分活性の製剤においても測

定温度の全領域でー相性の減衰を示し、 T1は温度上昇とともに減少した。それに対し、 lHの

回転系におけるスピンー格子緩和は、水分活性の高い (0.86および 0.75)製剤では高温領域

で二相性の減表を示し、その領域では T1plま温度上昇とともに増大したため、 T1pの極小値が

観察された。T1ρの極小値は水分活性の高い製剤ほど低温側に移動した。また、水分活性が 0.60

および0.75の製剤では、それぞれ約 350Cおよび 250Cを超えると、 T1およびT1pいずれも温度

上昇に伴う低下率が大きくなった。その温度は前回に報告した lHのスピンースピン緩和にお

いてロレンツ型緩和が現れ始める温度 (T血0>とほぼ一致した。 Tmc付近における温度依存性

の変化は、 T1ρの方が T1より大きかった。

水分活性の高い製剤について測定した 13cのT1および T1plま、 lHと同様の温度依存性を示

し、 T1pでは極小値がみられた。 T
皿c付近における温度依存性の変化は lHと同様に、 T1pの方が

T1より大きかった。

TIP~こ極小値がみられた水分活性の高い製剤について、 13c および lH の T1pの観測値から計
算したτ。の温度依存性を Fig.2に示す。また 13cのT1の観測値から炭素と水素の双極子ー双極

子相互作用が支配的であると仮定して計算したτcの温度依存性も Fig.2に示す。いずれのτcも

高温領域で直線から外れた温度依存性を示した。
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【考察]13Cおよび lHともに Tmc付近において T1およびT1pの温度依存性が変化し、 T
皿 Cを超

えると製剤の運動性が急激に高まることが示されたが、T1plまもに比較して変化の程度が大き

く、製剤中の遅い動きの変化をより感度良く検出できることが分かった。また、 T1およびT1p

の温度依存性が 13cおよび lHで大きな違いが観察されなかったことから、製剤中のデキスト

ラン分子のプロトンはメチン炭素と同様の運動性をもっていると考えられる。 τcの温度依存

性は製剤の Tmc よりも約 300C高い温度で直線から外れ、 Tlp~こよって観察される運動性が変化

していることが示唆された。
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雲母及びオクトシリケート層間における

ドデシルトリメチルアンモニウムイオンの構造と運動

(筑波大化) 0篠原絵美、山内美穂、石丸臣一、池田龍一

Structures and Dynamics of n-Dodecyltrimethylammonium lons Intercalated 
into Tetrasilicicfluormica and Octosilicate 

Emi Shinohara， Miho Yamauchi， Shin'ichi Ishimaru， Ryuichi Ikeda 
Depertment of Chemistry， University of Tsukuba 

Arrangements of n・dodecyltrimethylammonium ions intercalated into oscotilicate and 
tetrasilicicfluormica were revealed by powder X-ray di仔悶ctionsand 13C CP/MAS NMR spectra that 
the long axis of these ions are inclined about 46

0 

and almost pararell to the silicate layer， 
respectively. The dynamic behavior of these ions in the 2・Dspace formed between silicate layers 
was also investigated by measuring temperature dependances of 1 H NMR spin-Ia側関 relaxation
times(円)and second moments(M2) of the resonance lines. We discuss these results in connection 
with differences in each silicate layer structures. 

1J!並
雲母などの層状鉱物は、縮合オキソ酸の層と、容易に

イオン交換する層聞の陽イオンからなる化合物である。

この層間イオンは二次元に隈られた空間に存在するた
め、バルクとは異なる分子配向や運動が予想される。

オクトシリケート (Na2Si 8017・9H20)とフッ化四ケイ素

雲母(Na2xMg3-xSi401OF2. x=O. 3-0. 4)はいずれも合成層状
鉱物であるが、オクトシリケートは均一な層格子を持っ

ているのに対し、雲母では層中央の Mgの約 1/10が無秩

序に欠領することにより負電荷を生じるため、層聞の環

境は大きく異なるものと考えられる。

本研究では層構造の異なるニつの層状鉱物、オクトシ

リケートとフッ化四ケイ素雲母を取り上げ、それぞれに
インターカレートしたドデシルトリメチルアンモニウ

ムイオンの構造と運動を明らかにすることを目的とし、
粉末X線回折、示差熱分析 (DTA)、lH及び 13CNMR測定

を行った。

L室監

Exchangeable cations + H20 

Fig.1 Schematic model of octosilicate. 

Na-オクトシリケートは、モル比で 4:1のニ酸化ケイ素と水酸化ナトリウムを混合し、 1000Cで

14日間水熱合成を行った。得られた沈殿を pH9.5の水酸化ナトリウム水溶液で洗浄し、ろ過後乾
燥した。同定は蛍光X線分析、粉末X線回折測定により行った。 Na-フッ化四ケイ素雲母(コープ
ケミカル)は市販のものをそのまま使用した。イオン交換は、それぞれのイオン交換容量の 2倍量

の陽イオンを含む塩化庁ドデシルトリメチルアンモニウム水溶液に層状鉱物を分散させて行った。
生成した層間化合物は遠心分離し、蒸留水で洗浄した後に乾燥した。以下雲母・オクトシリケート

それぞれのインターカレーシヨン化合物を DTMA-MC.DTMA-OCと略す。 DTA測定は DTMA-MCについ
ては 82-426K. DTMA-OCについては 85-331Kの温度範囲で行った。 13CCP-MAS NMRは測定周波数

75.5 MHz、室温で測定した。 lHNMR吸収線の二次モーメント (M2)は、 DTMA-MCについては温度範
囲 100-390K. DTMA-QCについては 100-280Kで測定した。 lHNMRスピン格子緩和時間(T1)は、

それぞれ測定周波数 33.8MHzと54.3MHz、DMTA-MCについては温度範囲 100-4∞K、肝臓ーOCに

ついては 100-270Kで測定した。

13C CP川崎、層間化合物、粘土鉱物、構造、分子運動

しのはら えみ、やまうちみほ、いしまる しんいち、いけだ りゅういち
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3.結果と考察

DTA現IJ定では、両化合物とも上記の温度範囲において相転移は
検出されなかった。

室温における粉末 X線回折ピーク (Fig.2)より DTMA-MC、
DMTA-OCの層間距離を決定した。 (001)面の反射から面間距離はそ

れぞれ 19.4:t0. 3A、23.7:t0. 8Aと見積もられた。ケイ酸層の厚

さを考慮すると層間距離としてそれぞれ 9.8:t0. 3 A、14.2:t0. 8 

Aが得られた。

13C CP-MAS NMRスペクトル測定の結果は Fig.3のようになった。

この結果より、オクトシリケート層聞の DTMAのアルキル鎖は秩序

だって並んでおり、オールトランス型のコンフォメーションをと

っていることがわかった。一方 DTMA-MCではインターカレートし
た DTMAの立体配座と層間での配向はかなり乱れていると考えら

れる。この結果と粉末 X線回折で求められた層間距離をあわせて

考慮すると、 DTMA-OCでは、 DTMAのアルキル鎖の長軸はケイ酸層
に対し約 46・で傾き、またその配座の乱れは小さいと考えられ

る。しかし DTMA-MCの配座は乱れており、アルキル鎖の長軸の配
向も秩序がないと予想される。これはオクトシリケートのイオン

交換容量が雲母よりも大きく、また、雲母の電荷中心が層格子肉

で乱れて分布しているのに対し、オクトシリケートでは結品学的に

定まった位置に存在していることによるものであると考えられる。
眉間での DTMAの運動を調べるために lHNMR吸収線の凡作および円

の測定を行った。それぞれの層間化合物について測定した喝の温度
変化の様子を Fig.4に示す。 DTMA-OCの測定結果と DTMAについて考

えられる運動状態に対して得られた計算値との比較からオクトシリ

ケート層聞では、 DTMAは100Kで既にメチル基の回転運動が起こっ

ており、 110-160Kでアンモニウム基の回転運動が起こり、 160K 
以よでは分子全体の一軸回転運動が徐々に励起されていることがわ

かった。一方雲母の層間では、前述のように DTMAが不均一に配向し

ていることを考えると、各分子を束縛する環境はそれぞれ異なって

おり、 M2が広い温度変化にわたって徐々に変化することを説明でき
る。

DlMA-OC 

DMTA-MC 

2 4 6 8 10 12 14 
2 e I degree 

Fig.2 Powder X-ray di仔rac-
tion patterns of intercalation 
compounds. 

DlMA-OC 

80 60 40 20 0 
d/ppm 

DTMA-OCのlHNMRのア1の温度変化は、 3つの理論曲線の重ね合わ

せでよく説明することができた。この理論曲線の極小値から
Fig.3 13C CP/MAS NMR spectra 
of intercalation compounds. 運動による二次モーメントの変化量(L1ル名)を求

めた結果、低温側の 2つの極小を N末端メチル基
の回転、高温側の極小をアンモニウム基の回転に
帰属した。

以上の結果より、ドデシルトリメチルアンモニ
'" 20 

ウムイオンはオクトシリケート中では二次元結 。
晶、フッ化四ケイ素雲母中では二次元アモルファ ミ
ス構造と呼び得る状態を形成していることが明 < 10 

らかになった。

200 "T"，" 300 T/K 
Fig.4 Temperature dependanωof M2 in 
inter伺 lationcompounds. 
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エコーフーリエ変換を可能にした固体NMRイメージング

筑波大学物理工学系 O斉藤誠治、松井茂

Solid-State NMR Imaging Using Echo Fourier Transformation 

S. Saito and S. M'atsui 

lnstitute of Applied Physics， University of 1きukuba，Tsukuba， 
lbaraki 305・8573，Japan 

A method of solid-state NMR imaging which permits echo Fourier 

transformation (FT) has been developed using a magic echo train. The echo FT 

imaging can be implemented simply by modifying the gradient pulse sequence in the 

previous magic echo imaging (TREV-16TS) so that the one-dimensional k-space 

trajectory follows the sampling points which are symmetric about the k origin. The 

implemented ability of echo FT improves the performance of the magic echo imaging: 

the sensitivity gained by ，r 2， the phase correction unnecessary， and the digital 

resolution doubled. 1D and 2D imaging experiments have been conducted on some 

solid samples， confirming the improved performance and revealing a TREV-16TS 

adjustment parameter which is critical for the successful echo FT imaging. 

一般に、液体のNMRイメージングにおいては FIDではなく ECHOの形でイメージン

グ信号を取得しそのフーリエ変換を行う。これは、 FIDの代わりに ECHOを用いること

によりフーリエ変換された信号の虚数部(分散成分)をゼロにすることができる(1)と

いう事実を画像再構成における利点として活用できるためである。すなわち、 ECHOを用

いれば変換された信号の絶対値表示を行っても、虚数部に帰国する分解能の低下を招くこ

となく高分解能画像が得られるためである。当然のことながら、信号の位相補正も不要と

なる。

一方、固体のNMRイメージングでは、このような利点があるにもかかわらず通常、 FID

の形でイメージング信号が取得され、 ECHOを用いた実験例はほとんどない。これは、固

体のイメージングにおいては dipolarinteraction消去のために linenarrowing等を行う

必要があるため ECHOの形で信号を取得する技術的余裕がないためと思われる。我々の

知る限り唯一の ECHOを用いたイメージング実験は、 MREV-8による linenarrowing下

で単一の 1800

パルスを印加して ECHOを発生させたものである(2 )。しかし、このタ

イプの ECHO発生法では、非常に高度な linenarrowingが実現できなければ、本来時間

原点(korigin)について対称であるべき ECHOが容易に非対称になってしまうという欠点

がある。 ECHOの非対称化は虚数成分の消去を不完全なものにする。

今回我々は、マジックエコーを用いた固体イメージング法 (3)において、磁場勾配の

印加の仕方に簡単な変更を加えることにより、実質的に ECHOの形で信号を取得できる

ことに気づき、その有効性を確認する目的で種々の実験を行った。今回報告する方法は、

液体における CPMG法を用いたイメージング(4 )を応用したものであり、 line

narrowingの効率低下に伴う ECHOの非対称化が起こりにくいという長所を持っている。

キイワード: 固体イメージング、エコーフーリエ変換、 k空間、絶対値表示、

マジックエコー

さいとうせいじ、まついしげる
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ECHOフーリエ変換を可能にすることで、位相補正が不要になる以外にデジタル分解能の

2倍向上、更に SIN比の.r2倍向上が期待される。

図1にマジックエコー固体イメージング法のパルス系列 TREV-16TS(a)、及びそれに対

応する信号のサンプリング点のk空間(1次元)における位置(b)を示す。従来は磁場勾配

パルス系列(A)を用いて、対応する k空間サンプリング点を得ていた。図 lbからわかるよ

うにこのサンプリング点はk空間の原点に関して対称でない。したがって、偶数番目と奇

数番目のサンプリング点を各々別個の FIDとしてフーリエ変換する必要がある。しかし、

磁場勾配パルス系列(B)を用いればk空間のサンプリング点は対称化され、サンプリング点

全体を一つの ECHOとしてフーリエ変換できる。この時、視野幅を仏)と(B)で共通にする

ためには、 (B)ではwの4倍の磁場勾配強度を用いる必要がある。

実験は、プロトン共鳴周波数60MHzの自作の装置を用いて行った。テストサンプル

として naturalrubber， adamantane， polycarbonateを用い、空間 lD、2Dのイメージ

ング実験を行った。 RF磁場強度は約 100kHzである。視野幅は約 9 mmとした。実験

結果の詳細は討論会当日に発表するが、 linenarrowingの程度にほとんど影響されること

なくほぼ期待どうりの結果が得られ、本方法の有効性が確認された。

く謝辞> 本研究を行うにあたり、激励とデータ処理に関する協力を頂いた井上多門博士

(筑波大名誉教授、応用数理研究所)、橋本雄幸博士(横浜創英短期大)に感謝致します。
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Fig. 1 Pulse sequences for magic echo solid-state NMR imaging (TREV-16TS) (a) and 

the corresponding signal sampling points in the lD k-space (b). Gradient sequence W 
is modified to gradient sequence (B) to allow symmetric echo acquisition. 
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高気体透過性ポリマ一円MSPにおける Xenonのダイナミクスの研究

(帝人 l、阪大院理 2、東大原総セ 3)

0永阪文惣 1.3、尾身洋典Z、江口太郎 2、中村亙男 2、伊藤泰男 3

Higb-Pr，伺sureNMR Study 00 Dyoamics of Xeooo io Poly(l・trime油ylsilyl・1・propyoe)

OBunsowN平asak，，1.3，Hir叩ori0mi2， Taro Eguchi2， Nob叫oN肱8lllura2，組dYasuolω3 

lMaterial Analysis Research Lめ0凶 ories， Teijin Ltd.， Hino， Tokyo 191・8512

2n叩紅白n側 ofChemis位y，Graduate School of Science， 0銅kaUniversity， Toyonaka， 0鈎ka560・0043

3ResearchC四 terfor Nucle釘 Science姐 dTec:加ology，The University ofTokyo， Tokai， lbaraki 319・

1106 

Dynami回 ofthe xenon∞n直nedin the micropore in a highly permeable poly(1・

trimethylsilyl・l-propyne)，PTMSP， have been inve叫igatedby 129J{e high-pressure NMR. A 

129J{e signal due to the ∞nfined xenon in the micropore was observed at low-field (190-

208 ppm) in the p陀 ssurerange between 0.5 and 8.0 MPa. The chemical shi氏 value

extrapolated to 0 MPa implies that relatively small micropores exist in PTMSP. 

Temperature dependence of 129J{e 2D・exchangeNMR suggests that the chemical exchange 

takes pla田 betweenthe free xenon and the ∞ntined one in Xe I PTMSP， indicating that 

PTMSPおhighlypermeable. 

高い気体透過性をもっポリ(ト

リメチルシリルプロピン)PTMSP 

中の microporeの特性とそこに閉

込められた xenonのダイナミクス

を高圧 129XeNMRを用いて調べ

た。陽電子消滅法から PTMSPに

は 2種類のサイズの異なる

microporeが存在すると考えられ

ているが[1]、高圧下 (Xe，8 MPa) 

で 129Xe NMR を測定すると

confined xenon peak 1本だけが観

測され、その oMPa補外値(190

ppm)から PTMSPが比較的小さ

な microporeをもつことがわかっ

た[2]。また低圧下(-0.5 MPa) 

300K 

280K 

260K 

240K 

220K 

よ 200K 
『竹村守.~司~~~T守.~守門町T甘ヤ門司可 γ

200 100 0 ppm 

Fig. 1 Temperature dependenωof 129Xe 

NMR spectra ofXe I PTMSP at ca. 0.5 MPa. 

Keywords: 高圧 l~eNMR、ダイナミクス、 PTMSP、気体透過性、高分子

ながさかぶんそう、おみひろのり、えぐちたろう、なかむらのぶお、いとうやすお
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国体NMRにおけるバックグラウンド消去法の定量性について

(株)東レリサーチセンター O 三輪優子、片桐元

(財)石炭利用総合センター 原田道昭

Quantitative reliability of Background Suppression technique 

in Solid State NMR measurement 

Yuko MIWA， Gen KATAGIRI(Toray Research Center，Inc.) 

Michiaki HARADA (Center for coal utilization， JAPAN) 

Abstract: As is well known DD/MAS NMR is more quantitative than CP/MAS NMR. 

However， the background signals from the spinning module are a common problem in 

DDIMAS NMR and affect the quantitativity of the measurements. Vespel spinning 

module has appreciable 13C background signals in DD/MAS spectra. This background 

can be almost completely suppressed using composite pulse sequences. We have 

investigated the quantitative reliability of Background Suppression technique in solid 

state NMR measurement. 

1.緒言

固体 NMRの定量測定には通常 DD/MAS法が用いられる。汎用型のベスペル型プ

ロープでは検出器まわりからのパックグ、ラウンドピークが観測されてくるため、このピーク

の取り扱いが問題となる。本報告では、近年市販されはじめたバックグラウンドフリーの

プローブで測定したスペクトルとパルスシーケンスによりバックグラウンド、を除去したスベク

トルの定量性を比較検討した結果を報告する。

2.実験

バックグラウンドサプレッション法の定量性の検討にはヘキサメチルベンゼ、ン(以下

HMBと略す)を用いた。また実測定用サンプルとしてはパックグ、ラウンドピークがサンプ

ルのピークに完全に重なってしまう石炭を選んだ。サンプルは炭化度の異なる 3種

(SSOOlAUS，SS002AUS，SS005JPN)とした。測定装置は、 Chemagnetics社製

CMX300(7.05T)を用い、 5mmφ 用プローブ、で13Cパックグラウンド、の観測される汎用

DD/MAS法、パックグラウンドサプレッション法、セラミックス型プロープ、石炭

0みわゅうこ、 かたぎりげん、 はらだみちあき
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的なベスペルスピニングモジュール型(以下ベスペル型と略す)のプローブ、と13Cパックグ

ラウンドの観測されないセラミックススヒ。ニングモジュール型(以下セラミックス型と略す)

のプローブ、で測定した。石炭サンプルの試料回転数はスピニング、サイドバンドの影響を

除くため 10.5KHzとした。なお、パックグラウンドサプレッション法の定量性を検討するた

めに用いた HMBには、内栓としてテフロン製のものを用いた。なお、石炭測定サンプル

は内栓として13Cパックグラウンドので、ないボロンナイトライドを用いた。パックグ、ラウンドサ

プレッション測定法 1，2)の測定は Four-pulsecomposite 900 pulseを用いた。

3.結果と考察

3-l.パックグ、ラウンドの評価

Fig.1にはベスペノレ型プローブ、とバックグラウンド、フリーのセラミックス型プロープ、のパッ

クグラウンドスペクトルと、これらを用いて測定した HMBの DD/MASスペクトルを示し

た。

i
u
w
 

J
 

日
掴閣制関

300 250 ∞ 150 100 50 0 -50 -11 

日
I 

(ppm) 

3∞ 250 2∞ 150 1∞ 50 。 -50 -IC 

Vespel spinning module 

E 

F 

(p問 )

-・.....目・"........，....，.. ..，... 
300 250 200 150 100 50 0 -50-

Fig.l (A)Conventional DD/MAS and (B)Background Suppression Spectra of HMB. 
Background Spectra of Empty Rotor (C)with Teflon Cap pair， (D)with Boron Nitride 
Cap pair， (E)Background Suppression technique using a Vespel probe， and 
(F)conventional DD/MAS with Boron Nitride Cap pair using a Ceramics probe. 
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Fig.1・A には HMBのベンゼン環部分ピークの裾にバックグランドピークがブロードな

盛り上がりとして観測されている。また、テフロンの内栓は 110ppmに比較的シャープな

ピークとして観測されている。 Fig.1・B のバックグラウンドサプレッション法によるパルス

シーケンスで測定したスベクトノレで、はバックグラウンドピークはきれいに消去されている。

表1.にベスペル型プローブ、とセラミックス型プローブ、を用いて、通常のDD/MAS法と、

バックグラウンドサプレッション法で測定した HMBの定量結果を示す。いずれの測定法

でもピーク分割法を用いれば、 HMBのベンゼ、ン環ピーク/メチルピークの比がほぼ 1と

なり、定量性が満足されていることがわかる。しかしながら、石炭などで、はサンプル由来

のピークが非常にブロードであるため、パックグ、ラウンドピークは、サンプル由来のピーク

の中に完全に含まれてしまう。このような場合にピーク分割法でバックグラウンドピークを

除去することは非常に難しい。

Table 1. Result of quantitative analysis of conventional DD/MAS 
and of Background Suppression technique 

Using probe Ratio of benzene 
ring/CH3 carbon 

Broadening Factor 20Hz 
Vespel probe (DD/MAS) 1. 05 

Vespel probe (B.G.S) 1. 06 

Ceramics probe (DD/MAS) 1. 01 

Ceramics probe (B.G.S) 1. 10 

B.G.S: Background Suppression technique 

3-3.測定法の違いによる石炭スペクトノレの比較

パツクグラウンドフリ一のセラミツクス型アロ一プ、で

150Hz 
1. 03 

1. 08 

0.99 

1. 10 

Ratio of background 
to all carbons (%) 
20Hz 150Hz 

47 39 

6 6 

<0.5 

O 

ツクグ、ラウンド、サプレツシヨン法で測定したスベクトル(B)λ、およびパツクグ、ラウンド、の観測

されるベスベル型プロ一ブ、で測定した通常 DDI瓜MASスベクト初ルレ川(C)とを Fi堵g.21にこ示す。

Fi沼g.21にこ示したようにいずれのサンプルでもベスペル型プロ一ブブ、で測定したスベクトル

は芳香族部分のピ一クがブ、ロ一ドになつており札、しかもピークトップの高磁場側にプロー

プ、からのパックク守ラウンドピークが観測されている。また、パックグラウンドサプレッション法

で測定したスペクトルではバックグラウンドは消失し、パックグ、ラウンドフリーのスペクトノレと

同様なピーク型を呈しているが、ピーク強度は微妙に異なっている。 表2にピーク分割

法より求めた fa値を示す。これより、バックグラウンドサプレッション法を用いて評価した

fa値は、セラミックス型プローブ、で測定し評価した結果より'"'-'10%程度高く見積もられて

いることがわかる。これらのことより、B.G.S法は緩和の速い成分が混在するサンプノレ系

ではやや定量性が低下することが示唆される。また、この現象は励起パルス幅が長くな
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るほど顕著になることも示された。

I SSOOl I 

-3回 250 200 -50 0 

匹目

-300 250 

-3回

，...，...，...，..甲〒〒守

3叩 50 0 

2∞ 150 叩 50

Fig. 2 DD/MAS Spectra of coals obtained using (A) a ceramics probe， 

( C) a Vespel probe， and (B) Background Suppression technique with a 

ceramics probe. 

Table.2 Fraction of aromaticity (fa) evaluated by conventional 
DD/MAS and Background Suppression technique 

Conventional DD/MAS 
Background 

Suppression technique 
SSOOlAUS 0.753 0.842 

SS002AUS 0.649 0.661 

SS005JPN 0.568 0.626 

引用文献

l)J.L. White， L.W. Beck， D.B. Ferguson， and J.F. Haw， J Magn Reson， 100， 

336 (1992) 

2)A.Bax， J Magn Reson， 65， 142 (1985) 
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P99 

国体NMRによる絹繊維の不均一構造の解明

(東京農工大学) 0亀田恒徳、山根努、 YaoJuming、
中津靖元、朝倉哲郎

Heterogeneous structure of B. mori si1k fibroin fiber studied 
by solid-state NMR 

B11 m'!n()rI Ka med.:a， Tsu胞団uYamane， Yao Juming， Yasumoto Nakazawa， 
and Tetsuo Asakura 

D匂partmentof Biotechnology， 1白bわroUnivl開ers訂i比的t勾砂yoωぱfAg伊z到百3ゴ1C叩C

Technolcο句R老gy，2・24-16Nakacho， Koganei， 
Tokyo 184必 88，JAPAN 

The asymmetric peaks centered at 17.3， 20.6 and 22.8 ppm， were observed 
for the Ala Cp carbons in the 13C CPIMAS spectra of B.mori silk fibroin and 

(Ala・Gly)15' indicating heterogeneous structure of Silk 11. The ab initio 
chemical shift calculation indicate that the peak at 22.8 ppm can be 
assigned to the methyl carbons in model A and 20.6 ppm to the methyl 
carbons in model B. Here， in the model A， a11 of the methyl groups of Ala 
residues have the same direction， but in the model B， the methyl groups 
alternately align to the reverse directions in the adjacent sheets. 17.3 ppm 
was assigned to random coil. The 13C chemical shift anisotropies (δ33・Ol1)

were determined by spinning sideband analysis， supported these 
assignments. The 13C relaxation times， T lc' also were observed. 

【緒言】

Silk 1型に調製した絹シーケンスモデル化合物(Ala-GlY)lsのCPIMASNMRに

おいて、AlaCpはシャープなピークとなるが、その試料をギ酸処理によってSilk

11型に調製すると、少なくとも3本に分裂する。この結果から、我々はSilk11 

型が不均一な構造であることを指摘した[1]。

そもそもSilk11型の絹の繊維状態の構造モデルとして、 Marshら[2]による逆

平行Fシート構造がよく知られている。一方、 Lotzら[3]、高橋ら[4]による詳

細なX線解析の結果から、絹の結晶の乱れが指摘され、それ以外の構造存在

が示唆されてきた。例えば、高橋ら[4]は、 pシート面に垂直方向を向いてい

絹フイプロイン、ペプチド化合物、戸シート構造、 CPIMAS、T1緩和

かめだっねのり、やまねっとむ、 YaoJuming、なかざわやすもと、

あさくらてつお
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るAla残基側鎖の配列が不均一である

ことを指摘しており、すべてのAla側

鎖メチル基がシート面に対して同方向

を向いた構造(Fig.1A)と、互いに向か

い合った構造 (Fig.IB)が1:2の割合で

存在していると述べている。

本研究では、 13CCPIMAS NMR測定

から得られる、 Silk11型の3本のAlaCJl 

ピークの化学シフト値とMO計算から

得られる磁気遮蔽定数を比較して、

NMRピークと絹繊維の局所構造との

対応を行うことを試みた。さらに磁気

緩和測定を通して分子運動性の観点から、

この絹繊維の不均一性について検討した。

【実験】

固体高分解能 NMR は CMX

Infinity4∞NMR分光計(ChemagneticCo) 

を用い、 13C核を観測核とした。 13Cおよ

A?争
eマ b

じ?じc
メチル基

Fig.l The crystal structure of 
the silk II form proposed by 
Takahashi et a1.[4] In the 
model A， all of the methyl groups 
of Ala resides have same 
direction， but in the model s， the 
methyl groups alternatively 
align to the reverse directions in 
the adjacent sheet. 

びIH核の共鳴周波数は、それぞれ100および、400MHzであった。 CPIMAS測定

は13C_IH核問 50kHzで交差分極を行い、接触時間は1.0msecとした。 IHデカ

ップリングは62kHzでTPPM法によって行った。また、 13CT1緩和測定は、Torchia

のパルスシーケンスを用いて行った。測定試料は、 AlaCJl炭素を同位体ラベ

ルした家蚕絹フイブロインおよびそのモデル化合物である(Ala-GlY)lsを用い

た。モデル化合物は、 Fmoc国相法により合成した後、ギ酸処理によってSi1k11 

型に調製した。また、 MO法による構造最適化および磁気遮蔽定数計算は、

Gaussian98プログラムを用いて行った。

[結果および考察】

Fig.2に、 29番目のAla残基CJl炭素を

ラベルした(Ala-GlY)ls(Silk11型)のAla

残基CJl炭素ピークを示した。 17.3，20.6

(AG)14[3-13C]AG 

25 

45% 

20 
ppmfromTMS 

15 10 
および22.8ppmの3成分からなること、 日

および、20.6ppmと22.8ppmの強度比が一

ほぽ2:1であることがわかる(各ピー Fig.2 C-13 CPIMAS NMR spectrum 
concentrated on Ala CJl region of 

(AG)14[3-13C]AG with silk 11 form. 
クのCP効率はほぼ同じであった)。

これと同様な3成分からなるAlaCJlピ
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ークが家蚕絹繊維試料についても得られた。

17.3ppmはSilk1型試料のピーク位置と一致す

ることより、Ala残基の二面角の平均値(ゆ，'V)は

Silk 1型とほぼ同じであるが、その二面角値を

中心として分布したランダムコイル構造と推察

される。また22.8、20.6ppmのピークは逆平行

pシート構造を反映している[5，6]。

AlaCαピークはシャープであり、逆平行pシー

ト構造の値と一致することから、AlaCpピーク

の22.8および20.6ppmの2本の分裂は、分子の外

側に出ているメチル基が分子間配置の違いを敏

感に反映したものと考えた。実際、 Fig.1Aおよ

びB構造をモデルとしてAla残基Cp炭素の化学

シフト計算を分子軌道法によって行った結果、

日g.IAの中央メチル基の遮蔽定数は 174.8、

Fig.1Bの中央メチル基の遮蔽定数は177.3と得 咽輔噌咽

られ、後者が2.5ppm高磁場側に出現すること 町一H

Fig.3 Deviation χ2be-
がわかり、実測のシフトと一致した。従って、

22.8ppmはすべてのメチル基が同方向を向いた

構造(Fig.1A)、20.6ppmが互いに向かい合った構

造(Fig.IB)であると帰属できる。

次に、これらのピークの帰属と化学シフトテ

ンソルの主値との対応を試みた。一般に、Ala残

基cp炭素の化学シフト異方性は小さく、またFig.2

から明らかなように、各ピークは大きく重なり

合っている。さらに、これら3つのピークは全て

Ala残基Cp炭素に由来するので、選択同位体ラベルによって個々のピークを分

離することも不可能である。よって、粉末パターン解析やHertzfeld-Berger法[5]、

および種々の2次元NMR法によっても主値を決定することが困難である。そ

こで、我々は、等方平均化学シフトピークと、その高磁場側に現れる l本の

サイドバンドピーク(-1)との強度比のみに着目し、スピニング速度が16∞，
18∞， 2α)()， 24∞Hzの場合に得られる強度比に対して(OI1-O33)と(OI1-O33-2o 22)を

パラメーターとしたシミュレーション解析を行った[5]。この結果をFig.3に示

す。実測と理論値との誤差を計算し、その誤差が小さいほど濃い色で示した。

この結果、 17.3ppmのピークは20.6および22.8ppmと比較して異方性(OI1-O33) 

が小さいのに対して、 20.6および22.8ppmのピークは同程度の異方性を有し

ていることがわかった。また、これらの試料の粉末スベクトル観測の結果、
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定性的に17.3ppmは軸対象テンソルとなり、 20.6および22.8ppmは軸対象から

ずれていることがわかった。

さらに、 17.3，20.6および22.8ppmの3つのピークについてスピンー格子緩和

時間T1C測定を行った。一例として家蚕の22.8ppmピークに関するT1C測定の結

果を示す(Fig.5)。解析は、時間 T の異なるすべてのスベクトルに対して、パ

ックグランド補正と3ピークの分離を行った後T1Cを決定した。 3つのピークと

もT1Cの異なる2成分から成ることがわかる(Table1)。両試料において20.6ppm

のT1Cが他のピークと比較して短いことがわかる。これは、 20.6ppmピークに

相当するメチル基が互いに向かい合った構造(Fig.1B)では、接近する隣接メチ

ル基との効果によって緩和時聞が短くなったと考えられる。しかしながら、

各ピークにはT1Cが5~7倍も異なる2成分が存在していることの理由に関して
は明確でない。ただし、家蚕絹フイプロインと(AG)14[3-13C]AGを比較すると、

同様の結果が得られたことより、この2成分は家蚕絹中での一次構造の違い

や、分子鎖内での部位の違いによるものではないことがわかる。

なお、本研究は一部、生研機構の基礎研究推進事業により行われた。

1 

号
室 0.1

-ε ....< 
22001 

2 
'-' 0.001 a 

4000 

Table 1 The observed T1C 
values and 金actionof the peaks 
at 22.8， 20.6 and 17.3 ppm for 
B.mori silk fibroin and 
(AG)14[3.13C]AG. 

【参考文献1
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20.6 
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1.朝倉哲郎.(2町的) 第49回高分子

年次大会予稿集 (p.51).

2. Marsh， R.E.， Corey， R.B. & Pauling， 
L. (1955). Biochimica et Biophysica 
Acta， 1垂， 1-34.

3. Lo包， B.， Brack， A. & Spach， G. 
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τ(ms) 

Fig. 5 Plots ofrelative 
13C peak intensities of the 

peak at 22.8 ppm for 
B.mori silk fibroin vs. 
delay time. 

8.mori (AG )，.[3-15C]AG 

T，c/ms Frnction T，c/ms Frdction 

Comp.1 459 0.16 554 0.16 
Comp.2 2602 0.06 2530 0.09 
Comp.l 254 0.42 268 0.53 
Comp.2 1292 0.14 1495 0.08 
Comp.l 412 0.19 433 0.11 
Comp.2 2648 0.04 2237 0.03 

(1974). J. Mol. Biol" 81，193-203. 
4. Takahashi， Y.， Gehoh， M. & 

Yuzuriha， K. (1999).lnt.よBiol.
Macromol.，~， 127-138. 

5. Herzfeld， J. & Berger， A.E. (1980).よ
Chem. Phys.1J， 6021・6030.
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P100 

固体高分解能 13C-NMR法によるポリペプチドの高次構造の安定性

(東工大)0村田勝義、中野治朗、黒木重樹、安藤勲

A Study of Conformational Stability of Polypeptides by Solid State 13C NMR 

K. Murata， J. Nakano， S. Kuroki， and 1. Ando 

Department of Chemistry and Materials Science， Tokyo Institute of Technology 

13C CPIMAS NMR measurements of polyglycine (PG)， poly(L-alanine) (PLA)， 

poly①万lanine)(PDA)， poly(L-valine) (PLV)， PGIPLA， PLAIPLV， and PDAIPLV 

blends prepared 仕om the solution have been carried out. From these 

experimental results， the conformational stability of these polypeptides in the 

solid state was successfullyelucidated. 

緒言

ポリペプチドの固体高分解能 13C-NMR化学シフトは、コンフォメーションに依存

することが知られているヘ本研究では、固体高分解能 13C-NMR法によりポリペプ

チド(Poly(L-alanine)(PLA)と Polyglycine(PG)及び Poly(L-alanine) (PLA) 

及びPoly(D-alanine) (PDA) とPoly(L-valine) (PLV) )の高次構造の安定性に

ついて研究を行った。 PLA及び PDAはα-helix、PLVは0・sheet、PGは31 -helix 

及び8・sheetの安定な高次構造をとることが知られている。 PLA又は PDAとPLV

及び PLAとPGをブレンドすることにより分子間相互作用を変化させ、それぞれの

ポリペプチドがどのような安定構造をとるかを検討した。

実験

購入したポリペプチド(PG、PLA、PDA、PLV)について、任意の量をそれぞれ採取し、

溶媒に溶解後、水中で固化し減圧乾燥させ試料とした(一部の試料については、精製水に

よる固化を用いずに、溶媒に溶解後、直接溶媒を減圧除去した)。測定は CPIMASアクセ

サリーの装備されているJEOLGSX-270及びBrukerDSX300を用いた。

結果と考察

PLAlPG(100/0)及びPLAlPG(0/100)はdichloroaceticacid(])CA)に溶解し、水中で、固

化させたが高次構造の変化はなかった。同様に PLAlPG(75/25，5印50，25175)を処理後、

測定した結果、 PGは31-helix構造の他に H・sheet構造に由来するピークが確認され、

ポリペプチド、固体高分解能NMR、固体構造、 13C-NMR、NMR

むらたかっよし、なかのじろう、くろきしげき、あんどういさお
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PLAはα"helix構造の他lこβ.sheet構造に由来するピークがそれぞれ確認された。

PLAとPGをブレンドすることにより PLAの高次構造は一部α"helix構造から

s "sheet構造へ、PGの高次構造は一部31"helix構造から s"sheet構造へ変化してい

ることが解った。なお、 PLAlPG(50/50)の試料の変化が最も大きく、 PLAlPGの仕込み

比により高次構造の変化の割合に差が生じたものと推定した。また PLAlPG混合溶液を減

圧し、直接DCAを気化(除去)させた試料では高次構造の変化は確認できなかった。このこ

とから高次構造の変化は、固化させる操作での析出速度又は水との相互作用に影響してい

ると思われる2)。また、 PLAlPLVについても同様な実験を行った結果、それぞれの高次構

造の変化は確認できなかった(Table1)。これは、プレンド条件によるものと思われるため、

現在も最適なプレンド条件を探索中である。この結果を含め当日に詳細な報告を行う。

Table 1 Obtained Solid"State 13Cαlemical Shifts of PLA， PG， PLV and PLNPG， PLNPLV 

Blends 

Polypeptide 13C Chemical Shift (ppm) Confomation 

Sample C=o C α Cs Cγ 

PLA 177.2 53.2 15.6 α"Helix 

172.5 49.9 20.6 β"Sheet 

PG 173.0 42.9 31"Helix 

168.4 43.2 s "Sheet 

PLV 174.9 65.5 28.7 20.9/19.0 α"Helix 

172.3 59.0 33.0 19.1 β"Sheet 

PLAlPG 176.9 53.2 15.7 PLAα"helix 

(50/50) 173.0 49.3 20.7 PLA s "sheet 

173.0 43.4 PG 3 1 "helix 

169.7 44.3 PG s "sheet 

18.1 PLA 3 1 "helix in PG 

22.9 PLA s "sheet in PG 

PLAIPLV 177.2 53.2 15.6 PLAα"helix 

(50/50) 172.3 59.0 33.0 19.1 PLV s "sheet 

文献

1.1. Ando and T. Asakura (Ed)， Solid State NMR ofPolymers， 819 (1998) 

2.J. Nakano， S. Kuroki， 1. Ando， T. Kameda， H. Kurosu， T. Ozaki， A. Shoji， 

Biopolymers， 54， 81 (2000) 

341 



P101 

自体130OP/MAS NMRと量子化学計算を用いた

全芳香族高分子のコンホメーション解析

東工大院理工 O相見敬太郎・安藤慎治

Conformational Analysis of Fully Aromatic Polymers 

using Solid State 13C NMR and MO  Calcula討ons

Depar岡田tof Organic and Polymeric Materials， Tokyo Institute of Technology 

Keitaro Aimi and Shinji Ando 

Solid state日CCPIMAS N勘m.and ab initio shielding constants calculations have been used to 

estimate也edihe合alangles of bis(4・hydro勾rph血alimide)(BHPI)阻 dpoly(ber凶mi也zole)(PBI).羽le

TOSS and TOSS&DD pulse sequenωs were used in也.eN勘m.meas町 ernentsto determine the exact 

chemi伺 1shlfts of each carbon. Shielding c叩 stantswere伺 l叫 atedon model compounds by vary泊g

the dihedral angles企om00 to 1800 (for BHPI)岨 d00 to 900 (for PBI) with an intぽvalof 100 山泊g

B3L YP/6-31G(d)阻 dRHF/6・31G( d) basis関 ts. The NMR chernical shlfts of some carbons show 

significant variations with dihedral血 .gles. By comparmg the experimental cherni伺 1shifts with the 

calc叫atedNMR shleldings，世ledihe合富1angles of BHPI， PBI and也.eirmodel compounds were 

estima凶.

1.傭冨 臥/~ _ _11 1=R ¥.  -""'- /OH 

ピス付ドロキシフタルイミド(BHPI)やポリベ liよ流し合x λメスJ
ンゾイミダゾール(PBI)汁ま右のような構造の全芳 u b w yE  ・ d 
香族化合物である。単位構造における二面角 (ωBis(4-hydro可phthalimide)(BHPI) 

φ，φ)によって規定されるコンホメーションは、

高分子の物性発現に重要な役割を果たしているが、

これらの高分子の単結晶作製は容易でないことか

ら、より簡便な構造決定法が望まれている。そこ

4f:!万-r:仏/13、千
l ¥4 ず 1 6¥列ダn

Poly(benzimidazole) 

で我々は固体日C NMR及びab 初伝ω磁気遮蔽定数計算を用いて二面角を推定する検討を進め

ており、すでにピフェニル構造とイミド構造について実験値と計算値の一致をみているヘ本

研究では、 BHPI及び PBIの二面角の推定を行うとともに、この手法の全芳香族高分子への拡

張を検討した。

キーワード:固体 "CCPIMAS NMR.磁気遮蔽定数計算，コンホメーション，全芳香族高分子

二面角

あいみけいたろう、あんどうしんじ
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2.低分子のコンホメーション解析-Bia(4-hydro町phthalimide)

[実麟] 試料として、中心部が x=・0・(BHPI-DPO)，-CO-
ー φ昼、ψ-

o {'....""鳥C5113よれEfvK1 

1 「 rl'
02¥dグ04 04¥A?C2' 

¥.i3 ¥.i3 

(BHPI-DPCO) 2種の BHPI，OH基のない BPI-DPO，BHPI-DPO 

の重合体と考えられるポリイミド (ODPAlODA)を合成したヘ

N勘眼測定は固体 13CCPIMAS m血 (JEOLGSX・270)でTOSS及び

TOSS&Dipolar Dephasingパルスシーケンスを用いて測定を行っ

た。量子化学計算は、右に示した DPEをモデルとして、 Gaussian98

で B3LYP/6・31G(d)基底を用い、環を平面として二面角 (φ ，φ)を 10。おきに変化させて結合

長及び結合角の構造最適化を行った後、コンホメーションエネルギーの等高線図を作成した。

また、RHF/6・31G(d)基底を用いて、それぞれの最適化した構造について GIAO・CHF法により目C-

磁気遮蔽定数σを計算した。なお、この基底関数の組み合わせは、 σの計算に必要な組み合わ

せとされているヘ

Dinhenvl ether 
ー (DPE)

[結果と宥繋] 二面角 ωの推定は、 N-phenylph也alimide(NPPI)のベンゼン環のイミド基に対して

オルト位にあたる C，炭素の国体化学シフトと溶液化学シフトの差(a)とωの聞の相関関係めを

用いて行った。これは NPPIの二面角 ωが増加するに従って Aが減少するというものである。

BHPI-DPOでは、 C，の化学シフトは国体で 127.1ppm、溶液で 129.0ppmであり、 a=ー1.9ppm

から ω=60。と推定された。その他の試料についても同様の方法により表1に示すωと推定し

た。二面角 φ，φの推定は、 ab初itio法による遮蔽定数計算の結果と固体 13C_NMRスペクトル

を比較して行った。分子軌道計算を用いた等高線図と X線回折のデータ仰)から、ジフェニル

構造の結品構造は、 φ=φ(A)とφ+φ=900(B)の線上に多く分布している傾向が見出された。

計算の結果、国1，2に示すように、遮蔽定数は二面角と相関関係があり、 (A)の場合には G とc.'
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constan田 onthe dihedral angle. (case B). 

Dihedral anglesφ，ψ(Degree) 

Fig.l Dependence of nuclear shielding 
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のように 2つの環の対応する炭素は同じ化学

シフトとなり、一方(B)の場合にはそれぞれの

炭素が異なる化学シフトを示すことがわかっ
(a) 

た。従って、スベクトルに現れるピークの本

数と化学シフトの値から二面角 (φ ，φ)を推

定することが可能となる。そこで、イミド部 制

分と中心構造Xの置換基効果の影響が少なく、

しかも二面角の変化が化学シフトに反映され

やすい C.とc.の化学シフトを利用して(φ ，
(c) 

(d) 

φ)の推定を行った。 BHPI-DPOの TOSS&DD

スベクトル(園3b)では、 C2とC，のピークが 1

本ずつしか観測されないことから φ=φ であ

ることがわかる。さらに TOSSスペクトル(園

3a)よりC.(I22.2ppm)とC. (1l9.Oppm)の化学

シフト差は 3.2ppmとなり、これを固1に当て

はめると、 φ=φ=42。と推定された。他の

試料についても同様の方法によりこ面角の推

定を行った結果を寝1に示す。

180 160 140 120 100 

dc/ppm 

Fig.3 13C TOSS spec回 of(a)BHPI・DPO，(b)BH 
PI-DPO(TOSS&DD)， (c)BPI心IPO，and (d)ODPAI 
ODA. 

Tab.l Estimated dihedral ang:les. 
Wl， W2 (φ.ψ) 'IVpe 

BHPI-DPO 60。 (420，42今 A 
BHPI-DPCO 55。 (300，300

) A 
BPI-DPO 45ぺ90。 750

.... 90。 A 
ODPAlODA 45。 750

.... 90。 A 

3.高分子のコンホメーション解析-Poly(benzimidazole) 

[実験] 試料にはポリベンゾイミダゾール(PBI) 山 3 目、 λyA-Ml -

粉末(クラリアントジャパン社より提供)及びそイ トぐi'T可/¥》
の単位構造を取り出した 2種のモデル化合物 10=9 -N.....¥.? ¥〆¥ 'L...ff

(Model-l， Model-2)を用いた。モデル化合物は、

対応するジアミンとジカルボン酸をポリリン酸

中で反応させ、反応溶液を水中に投入し析出さ

せることにより合成した。 NMR測定及び量子化

学計算は前項と同様の条件で行った。

Model-l 

!こ::比三氏。
Model-2 

[結果] ポリベンゾイミダゾールとそのモデル化合物の固体日C NMRスベクトルを回4に示

す。各々のピークは、加成則および遮蔽定数計算の結果を考慮して帰属を行った。遮蔽定数計

算からは、特に C.， C.， C" CII， C'3の化学シフトが二面角 φの増加に従って変化することがわか

った。そこで TOSS&DDスペクトル(園4(畠ムd))においてピークの帰属が容易な C2，C6， C.に着

目し、それらの化学シフトの差(~)から φ ， φ を推定した(聞5，6) 0 Mode-lでは、 C2032.Oppm)
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と C.( 1 36.6ppm)を用いて、その差1:l=4.6ppm

を回5~こ当てはめ、 φ =480 ::t 5。と推定された。

Model-2では、 C2(135.lppm)と C.(130.7ppm) 

を用いて、I:l=4.4ppmとなり、園6から、 φ=15。

::t 50と推定された。ポリマーでは、 C2

(134.2ppm)とC.(129.7ppm)からI:l= 4.5ppmで

あり園8より φ=100 ::t 5。、 C2と C.(135.9ppm)

から1:l=1.7ppmであり、園5より φ=300 ::t 5。

と推定された。

以上から、 Model-lのピフェニル部分は大

きくねじれており、 Model-2のイミダゾール

部分は平面に近い構造をとっていることがわ

かった。 PBIはピフェニル部分のねじれが小

(a) 

(d) ん係38
;;;;:;;;>" 

さくなり全体として平面に近いコンホメーシ 180 160 140 120 100 

ョンをとっていると考えられる。また、すで
δc/ppm 

Fig.4 NMR spectra of PBI and related model 
に X線により構造が明らかにされているイミ compounds. (a)TOSS&DD spectrum of 

ダゾール構造を有する化合物の二面角は、。o Model-1 (b)TOSS&DD spectrum of Model-2 
.̂... .、 (c)TOSS spectrum of PBI (d)TOSS&DD 

から 36.5。の範囲をとっており川町、推定され spect四 mofPBI. 

た値は妥当な値であると考えられる。
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P102 

NMR緩和時間測定による高分子固体の局所磁場勾配と拡散機

(東工大院生命理工)0浅川直紀，梶川達朗，佐藤耕平、棲片ー実、井上義夫

Measurements of Local Magnetic Field Gra-
dient and Diffusion in Solid Polymers by Trans-
verse Relaxation Time Measurements 
Naoki Asakaw!!， TatぉuoI~ajikawa， Kolwi Sato， Mi-
noru Sλk1ll'礼.i，Yoshio Inolle， Gr制 iuatl'School of Bio-
sC!l'n押 andBio何chnolo即rTokyo Institute of Tl'chnol-
ogy 
4259 Nagatsllta-cho， Midori-kl1， Yokohama， Kana-
gawa 226-8501司.JAPANTl'I:045-924-5796 FAX:045-
924・5827e-mail: n拙 akawa匂bio.titl'ch.町 .jp

Solid state structl1re and moleclllar motion of SOllW 
IiW-llll'm¥W!w¥ ring 1T-ell'ct.ron conjugatl'd polymers 
with high rl'gio・reglllarity九99%hl'ad-to-head poly( 4・
llwthyl-t hia7.01l'-2ふdiyl) (HH・P4MeTz)and 99% 
hl'aιto-hl'ad poly( 3-111l'thyl-thioplwne-2ふdiyl)(HT・
P3MeTh)， Wl'rl' investigat吋 hythl' 1 H solid-state 
nlldl'aI'lllagnl'tic rl'sonancl' (NMR)討pectroscopy.Thl' 
1 H tranSVl'rsl' rela..xatioll tillW meaSllrl'ml'nts hy two 
p111sl' Hahn制百ho(TPHE)and Carr-Purcell Meiboom 
Gill (CPIVI G) Sl'ql1l'nCl'S 1l1ldl'r hOlllogelll'Ous extl'rnal 
ma芭nl'ticlield and SIl!WrCOll fringe lield(SFF) condi-
tions indicatl' that restrict.ed trans!ational motion of 
lllod111ation wave of lllicroscopic m組削iclield宮radi-
ellt(MFG) rOlllld the llwthyl-grollP in HH-P4MeT7i iぉ
lOllghly制 timated拙 theordl'r of 10:1 T.cm -1. 

はじめに

高分子における輸送過程は、生体膜の側方拡散・高分
子ゲル中の物質拡散.イオン伝導性高分子・π電子共役系
高分子の導電性など、様々な場面で現れる。 l磁気共鳴
法は試料を非破壊で鎗送過程を探ることができるため、
近年急速に用いられるようになってきている。最近で
はより遅い物質拡散を測定しようとするいくつかの試
みがなされつつある。中でも国体中の拡散測定をター
ゲットとした Pl1!Sl'Fil'ld Gradil'nt(PFG)法は強い磁
場勾配パルスを発生させることにより遅い拡散を捉え
ようとするものであり、注目されている。しかし、国
体試料における物質拡散測定に従来の PFG法を用いた
場合には以下のような問題が生じる。

1. PFGの印加による磁化の乱れ・消失あるいは感度
の低下

2.低速の拡散測定を行なうために必要な PFG強度
の不足

3.印加する PFG強度に内部磁場勾配強度が匹敵す
る場合の拡散係数の見積り誤り

キーワード・スピンースピン緩和時間『物質拡散，スピン拡散.
π共役系高分子司長鎖脂肪酸
あさかわなおき司かじかわたっお、さとうこうへい，さくらい
みのる『いのうえよしお
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これらは拡散係数の決定に支障をきたす重大な問題で
ある。問題 1，2は従来から指摘されており、パルスシー
ケンスの開発やPFG強度の増大の努力がなされてきて
いる。しかし、固体試料の拡散測定の場合には3)に挙
げた問題がー番の問題となる。すなわち、系の内部磁
場勾配強度が PFG強度に匹敵する場合、

~IG2 =守(G;+G，)2 (1) 

=ヮG;+勺G;+2勺G;G， (2) 

Ge > Gi (3) 

式 2の右辺第3項を無視することができなくなり、拡散
係数の誤った評価をしてしまう。局所的な内部磁場勾
配が大きい場合であっても、拡散係数が磁場勾配の変
化の周期に比べて大きい場合には問題にしている内部
磁場勾配の平均化が起こり Giは非常に小さな値になる
と考えられ、問題にならないであろう。大きな拡散係数
を持つ系の多くはこの場合にあてはまる。しかし、拡
散係数が小さく内部磁場勾配の周期と同程度になって
くると内部磁場勾配が平均化されずに残存し核スピン
と相互作用すると考えられる。高分子の結晶部分の局
所的な磁場勾配の変化には周期性が存在し、その磁気
的環境下で分子は遅い並進運動を行っていると考えら
れる。また、ガラス状高分子や柔粘性結晶では、磁場
勾配の変化には周期性がなくとも勾配強度の変化は存
在すると考えられるので、高分子の結晶部分と同様に、
平均化されていない局所磁場勾配にさらされているで
あろう。以上のような場合には、外部から印加した磁
場勾配と実際に観測核が感じる磁場勾配との聞に大き
な差が生じることとなる。現時点では、内部磁場勾配
の効果を打ち消すためには G， ~Gjの条件をみたすよ
うな強力な磁場勾配を発生させる必要がある。 PFG法
によってこの条件を満足するのは難しく、以下の二つ
方法が考案されている。

・反ヘルムホルツ磁場勾配磁石により静的な磁場勾
配を発生させる

・均一磁場発生用超伝導磁石の周縁部にある磁場勾
配を利用する (Sllpl'r叩 nFringl' Fil'ld:SFF) 

反ヘルムホルツ超伝導磁場勾配磁石を用いることにより
最大200T.m-I程度、 SFF法の場合には最大60T・m--I

程度の磁場勾配が得られる。これらの方法は外部カら
強力な磁場勾配を印加することにより内部磁場勾況に
関する情報を打ち消そうとする試みである。しかし我々
は、そもそも内部磁場勾配そのものに系特有の性践を
反映していて、高分子の立体構造や電子物性と関係が
あるのではないかと考え、局所的な磁場勾配を決定す
る方法論の開発と構造物性相聞の研究への応用を倹治
している。

実験

均-磁場条件ドおよびSFF条件下でIHの横緩和的!:t]
(T2)測定を行った。鉱散の効果を強く受ける 2パルス
Halmエコー (TPHE)法と遅延時間Tを変化させあとと



により拡散の効果を抑制したC'arr-Pnr仲 11Mf'ihOOlll-
Gill(C'PMG)法を併用し、鉱散係数 Dと局所磁場勾配
Gを評価した。

結果と考察

埋論的にはTPHEとC'PMGに現れる拡散の効果は、
以下の:通りが考えられる。

1.磁場勾配は時間に対して一定で、その中で物質拡
散する場合

2.物質拡散は起きず、磁場勾配波が拡散する場合(ス
ピン拡散が含まれる)

今回我々は、 rf'gio-rf'glllarity を高度に制
御した Hf'ad-to・hf'ad(HH)-poly(4-ulf't hyl-thia:wlf'-2ふ-
diyl)[99'/. HH-P4Mf'T?:] (M"， = 3.2 x 10:1)を用いた。
HH-P4Mf'T7.は末端を除くとメチル基部分にのみ水素
が存在する稀な宥機化合物である。 X線回折による HH-
P4l¥If'T?:の結晶構造解析から HH-P4Mf'T7.の結品部部
分は二次元的に広がるメチル基層とπスタック層とが交
互に積層した構造をもつことがわかっている。すなわ
ち、水素核が二次元的に存在する層と、 π電子共役系が
二次元的にスタックしている層からなる。

Two PIlI問 Hahn-f'd¥O(TPHE) 法およびC'arr-
PIIl"Cf'll-Mf'ihOOlll-Gill(CPMG)法を用いてIHスピンー
スピン緩和時間(む)測定を行った。 Fig.lに 9.4Tの
均一磁場条件下のIHTPHE法(共鳴周波数 400MH7.)
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。 64kH?:の rf強度を用いた。 TPHEの減衰曲
線は二成分から構成され、各々f'Xp(一T)依存性を有し
ていた。短いエコ一時間の領域(計三150ρ)では、 IH
信号の線幅は約 20kH?:(TJPHF.= 42 Ils)であった。エ
コーの減衰は、 rigidlatti刊に見られるガウス関数型
の依存性は観測されず、f'Xp(ーT)依存性を示した。ま
た、自由拡散の場合に見られるようなほp(ーT:I)依存性

は用いた時間領域では観測されなかった。エコ一時間
計三1501附の領域では、信号は尖鋭化されており、約
5kH?:の線幅 (TJPHE= 180llS)となった。この成分 B
もf'Xp(-T)依存性を示した。今回行ったC'PMG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、かつ TPHEの減衰曲線がほp(一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。C'PMG法でのエコ一時間 (T)の逆数
に対して (T~: f' M(;)-1 をプロットしたものを Fi耳.2 に示
す。 TPHE法による実験はT-1→0の CPMG実験とみ
ることができ、 Fig.2にプロットを加えた。制限拡散に

対する Ro1wrtsonの式と DOll陥 al-Sf'nの式 (α:制限距
離 [nn]、G:磁場勾配 [T'nn-I]D:拡散係数 [mιぉ 'h・

磁気阿転比 [ra<l.mCI . T-']) 

(/4勺2G2
一一ー=一一一 (4) 勾f'HF: 120D 

17 (/fi_，2G2 1 
一一一一一=一一一一一一+一一一下 (5) 主~"P~IG(T) - 13440 D2 T 'T~ 

により実験結果を解析し‘主山If'1に示した αGおよび
α2/Dの値を得た。均一磁場条件では観測儀場が大きい
ほどポ/Dの値が小さくなり、高磁場ほど拡散が促えや
すくなっていることがわかる。また、同程度の磁場強

度では磁場勾配強度が大きいほど拡散をぷ/D値が小さ
く、磁場勾配強度が大きいほど拡散が提えやすいこと
と合致している。
HH-P41¥1f'T?:は国体状態において分子関πスタッヰ'ン

グにより強くパッキングしているため、高分子鎖の並淫
拡散を観測lしているとは考えにくい。したがって、今;1-1!

観測された拡散は局所的な.tIIFG波の拡散に起因してい
ると考えられる。局所的なI¥IFG波の起源が二次元的な
メチル基層内のメチル水素間スピン拡散であるならは

a=I.05 Aとなる。最も自i磁場である 4側l¥1Hzの結果を
使うと G=4800T/CIn、D=G.2x10-11 

C1n2官一!となる U

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。 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可能性もあり今後の検討を要
する。
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固体高分解能 NMRによる膜蛋白質疎水領域の立体構造の解析

(姫路工大・理 I、ウェイン州立大ヘカリフォルニア大 3)0辻 暁

長谷川潤¥河南るり子¥RichardN剖 leman2、JanosK. Lanyi3、

内藤晶¥斉藤肇 1

A Solid State NMR Stu~y of Structure of Transm~mbrane Region of Memb!ane Protein (Hi判 i
In副知teofT配 hnologyl，Wayne ~tate University2， Univ_ersity of Ca1ifomi，!3) Sa旬ruTuzi" J un 
Hasegawal， Ruriko Kaw創凶narぜ， Richard N田d1eman九JanosK. Lanyi3， Akira Naitol，組d
Haz血leSaiω1) 

S tructure of bac町 iorhodopsin(b~) at the physiological ∞ndition was exarnined by the solid 
state 13C N島1Rspectros∞py. 恥fn~七trl回臨時:nt 組d site-dir配旬dmutagenesis were utirized for 
sel配 tiveobs釘 vationof the transmembrane region and assignment of the signals， respectively. 
The signal of A1a184 located at the functionally impor也antkink of the helix F was newly 
assigned， and used田 aprobe of the kink angle.百lemainchain∞nformations of bR at血e
physiologi回 1condition observed by the solid state NMR are foundωbe not ide凶 calwith the 
X-ray model structure obtained at low temperature inαys凶.This finding rev朗 Is血atthe main 
chain conformation of bR伺 nbe affected by the environment of protein， and the solid state NMR 
is a suitable mean to ex創凶ne白estructureイunctionrelationship at the physiological condition. 

近年、膜蛋白質の結晶化法、回折法の発達により、いくつかの膜蛋白質について、

三次元立体構造モデルが与えられている。これらの低温下、結晶中における高分解能

の構造情報を生体中における膜蛋白質の機能と関連づけるためには、生理的条件にお

いて生体膜中に含まれる膜蛋白質を対象として原子レベルでの立体構造情報をあた

える解析法が必要と考えれられる。これまで、本研究室ではパクテリオロドプシン

(bR)をモデルとして、固体高分解能 NMRが生理的条件の生体膜中における膜蛋白

質の局所構造を残基毎に解析しうる手法であることを示してきた1.2。ここでは、 bR

の膜貫通部位に注目し、緩和試薬の利用、部位特異的変異導入などの手法を用いて、

膜貫通部位由来の信号の帰属を行い、野生型および変異型 bRの立体構造を解析した。

X線結晶解析により得られている構造モデルとの比較より、生理的条件の膜蛋白質立

体構造は一部で低温下、結晶中の構造と異なることが見出された。

生理的条件において bRを含む生体膜(紫膜)表面に存在する二価カチオン (Ca2+、

Mg2+) を NMR緩和試薬であるMn2+に置換することにより、 bRの親水的表面近傍に

位置する残基の NMR信号を広幅化し、膜貫通部位を選択的に観測できる。部位特異

的変異導入による帰属から、Mn2+処理した bRのアラニン残基側鎖メチル炭素のスペ

クトルには、A1a51、53、81、84、126、196、215由来の信号が含まれることを既に報

告しているが、ここではさらに bRの機能上重要な膜貫通ヘリックス Fのキンク部位

に位置するA1al84の信号を帰属した(図) 0 A1al84は膜貫通ヘリックスに含まれる

にも関わらず、その化学シフト値は 17.27ppmをとり、A1a51、A1a.53等他の αーヘリッ

クス中の残基に比較して低磁場に信号を与える。この点は Prol86に由来するヘリッ

クス F中の水素結合の欠知により、ヘリックス Fが bRの基底状態において Alal84近

傍でキンクしており、A1al84の二面角が通常の α-ヘリックスと異なっていることを

固体NMR、膜蛋白質、パクテリオロドプシン、緩和試薬

つじ さとる、はせがわ じゅん、かわみなみるりこ、N田d1emanRichard、LanyiJanos

K.、 ないとう あきら、さいとう はじめ
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示している。Prol86をAlaに置換す

ることで、ヘリックス構造のキンク

が除かれ、Alal84信号の低磁場シフ

トが解消されることが、図よりわか

る。基底状態の野生型 bR(Wf bR) 

における Alal84のX線構造モデル3

中の二面角(ー75.10，-24.1可は通常の

ιヘリックス中の残基の示す二面

角(Ala51:(-70.10，-43. 7~， Ala53:(-

64.40， -36.80痔)と比較して典型的 α

ーヘリックスの二面角(-570，-47カから

大きくずれており、Alal84の特異な

化学シフト値と対応している。これ

に対し、構造モデル中ではAlal84

に近い二面角(・76.7て16.3可をとり、

πーパルジ構造に含まれると報告さ

れているAla215はA1a53の化学シフ

ト(16.14ppm)に非常に近い化学シ

フト(16.20ppm)を示す。この点は、

生理条件の生体膜中におけるAla215

刈鋪3.1¥1・2均一

近傍のヘリックス構造が通常の α・B • 1....  I ・ 1 ・ 7 ・ PPM

ヘリックスに近いことを示してい ωM414服 3倒 mZ陥 21削 JUdふbRZdMmt
る。 bRs(Al制G，Pl86G創td回倒q

基底状態のWfbRとGlu204をGlnに置換した変異bR(E204Q)のMn2+処理後のスペ

クトルを比較すると、膜貫通部位において、変異導入により活性部位近傍に位置する

Ala84の化学シフトが高磁場側へシフトしており、活性部位近傍の主鎖立体構進が変

化していることがわかる。また、 16.2ppmを中心とする強い信号が低磁場シフトして

いることから、 Ala84と同様に活性部位近傍に位置する Ala53、 Ala215を含む膜貫通ヘ

リックス構造に変化があるととが示唆される。これに対して、Alal84の信号はWfbR

と回倒Qの間で全く変化せず、変異導入によるヘリックス Fキンク部位の立体構造が

変化しないことがわかる。このような変化に対応する二面角変化の傾向はX線構造解

析によるWfbRおよびE204Qの構造モデル中には見出されない。

これらの知見は、生理的条件下の生体膜中における bRの主鎖構造と低温、結晶中

における主鎖構造が必ずしも一致しないことを示している。乙のような不一致の原因

として、結晶中における蛋白質問パッキングによる構造の制限、低温下における蛋白

質構造の揺らぎの凍結、低温による脂質の構造化の影響などが考えられる。この結果

は、固体 NMRによる観測が膜蛋白質の結晶構造と生理条件下の機能を関係づける上

で有用であることを示している。
1. Tuzi， S.， Yamaguchi， S.， Tanio， M ， Konishi， H.， Inoue， S.， Naiω，A.， N白 dlem姐， R.， 
Janos， J. K.， and Saito， H. (1999) Biophys. J.， 76， 1523・1531.

2. Tanio， M.， Inoue， S.， Yokota， K.， Seki， T.， Tuzi， S.， Needleman， R.， Lanyi， J. K.， Naito， A.， 
and Saito， H. (1卯9)Biophys. J.， 77，431-442. 

3. Luecke， H， Shobert， B.， Richter， H.T.， Ca由 iller，J.P. and Lanyi， J. K. (1999)J. Mol. Biol.， 
271. 899-911. 
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ヒトカルシトニンのアミロイド繊維

:原子間距離測定に基づく高次構造と反応機構

(姫路工大・理I、新潟経営大2)0上 平 美 弥 ヘ 土 肥 輝 美 ¥

辻暁1、 野坂 篤子2、斉藤肇ヘ内藤晶1

S釘ucturedeterminatiα1 of amyloid fibril fonned by human calcitonin 

1De抑制.entof Life Scien民団mejiInstitute of T，民hnology，2Niiga飽 U凶versityof Management 
M.Kar凶hira1，T. Dohi1， S. T田 i1，A.Y.N国.aka2，H. saiめ，1，and A. Naito1 

Fibril s位協ωrefonned by hum皿 calcitonin(hCT) was obtained from m伺 suremen包 ofintera回 nicdis岡田S

by 13C REDOR me白叫. It was rev，ωled白紙 theintennolecular aωmic distances between 13C and l~ in 

[l_13C]GlylO， C加]PheZZ-hCT fibril were longer白血 tho鈍 betweenthe 13C組 d市 atoms伽.tf，倒nhydrogen 

bonds， but shorter白血白ωea戸rtfrom two residues. Flぽther，白efibril s組 lplesof [1~]GlylO， [l_13C]ProZ3-hCT 

diluted with natural abuD<白血cehCT did not show any 13C... l~ dipolar interactions. Thωe res叫tsm也伺tetl副

GIlOis叫j蹴，ntωPheZZin the neigh'加，ringmolecules. 

<序> ヒトカルシトニン (hCT)は、 32アミノ酸残基からなるペプチドホルモンの一種であるが、

高濃度水溶液中ではアミロイド繊維を形成する性質がある。アミロイド繊維の高次構造については、

種々の分光法による解析が行われている。我々はコンフォメーション依存化学シフト値から、中性水

溶液中で生成した繊維中のhCT分子中央部はβーシート構造、 C端側がランダムコイルであることを

明らかにしたそのトシート構造は、AsplS、LYS18側鎖の荷電により生じる分子内電気双極子モー

メントを打ち消す、逆平行型であることが示唆される。本研究では、 hCTが形成するアミロイド繊維

の、より詳細な高次構造と分子配列の決定を目的とし、繊維を形成した際に分子間で水素結合を形成

して近接すると考えられる残基のカルポニル炭素とアミド窒素を、それぞれlt、lN標議したhCI職

維のREOOR法による原子間距雌測定を行った.この結果、繊維中の分子配置と繊維構造についての

詳細な情報を得ることができたので報告する.

<実験> 二種類の二重標識hCT(I;[1_13CJGlylO， eSNJPhe22-h口、、 II:[lSNJGiylO， [1_13CJPr023-

hCT)、及び非標識hCTは、 ABI431Aペプチド合成機によりFmoc固相法で合成した。脱保護、精製

後、酸化反応によりCysl-(当局7のジスルフィド結合を形成させ、さらに精製を行った。精製後のhCT

を中性水溶液 (0.1M CH3COONa， 1.5 mg/ml， pH 7.5)中で繊維化し、熟成後凍結乾燥した粉末30

mgを5rrun+NMR試料管中央部に封入した。また試料Iについては、標識率30%試料を作成し同様

に調製した(試料IIIとする)。

NMR測定は、 Chemagnetics社製CMX400、およびInfinlty400 NMR分光器により、也、 lt、

lNの共鳴周波数をそれぞれ400.15、100.63、40.54MHzとして行った。測定温度は20'Cで、試料

管はωOOHzでマジック角回転させた。 13CREDOR測定においては、 lSN核の照射にはXY4パルスシー

ケンスを用いた。 REDORとFullEchoの実験から観測されたAS/So[=(Full Echo -REDOR)/ Full 

Echo]値に対して、 3スピン系の解析を行い原子間距雌を見積もったz。

固体NMR、ヒトカルシトニン、高次構造、アミロイド、原子間距離測定

かみひらみや、どひてるみ、つじさとる、のさかあっこ、さいとう はじめ、
ないとう あきら
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<結果・考察> 図1に、試料Iの各NcTrに対するl!.S/S.。値(A)と、 NcTr= 18 msecでの13CF叫I

echoスペクトル (B)、およびFullEchoと13CREDORの差スペクトル (C)を示す。二重標識hCT

が分子間で典型的な逆平行型βーシート構造を形成すると、 1売っ核の近傍にはシート内で隣り合う2分

子にlN核が存在する。そのため、 SI-I-S2の3スピン系で解析を行った。図1Aには、 13CI"・ISNjが水素

結合を形成、 1をつ1...15Nj-1が水素結合

を形成 (1残基隣)、 13C
I"・

ISN
j_2が

水素結合を形成 (2残基隣)する各

場合の、 C…N1、C…N2距際とN1'"

C…N2の角度から得た理論曲線を重

ねて記した。これらの結果から、

[1_13CJGlylOは[ISNJPhe22と分子聞

で直接水素結合を形成しているの

ではなく、 Phe22からー残基以上隣

に位置する残基と水素結合を形成

すると考えられる。

分子内、分子間のlt…lN双極

子相互作用の寄与を見積もるため、

希釈試料(試料III)を用いて同様

に測定、解析を行った。その結果、

ほとんどREDOR効果が観測されな

かった(図1D)。つまり、試料Iで

観測されたのは、分子聞の原子間

距離で、ターンの形成による分子

内水素結合の存在はないことが確

認された。

一方、試料IIの測定結果において

も、有意なREDOR効果が観測され

なかった。この結果は、 eSNJGlylO

と分子問で水素結合を形成する残

基は、 [1_13CJ貯'0
23
から2残基以上

離れていることを示している。化

学シフト値からの2次構造情報と今

回の原子間距離測定の結果から、

図1Eに示すhC1職維の分子構造モ

デルが示唆される。
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Fig.l P10t of l!.SISo values against NcTr of sample I (A). Curves 

were伺 Ic幽凶using(a) rCN1 = 4.2 A， r CNl = 5.2 A， LN .CN1 = 
1即・， (防 rCN• = 5.7 A， r叩=6.0 A， LN ，CN1 = 95'・，(c)rCNl = 8.2 
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C FulI Echo spec町田nofl(8) 

at NcTr = 18 msec and the difference spcお国betweenFI叫IEcho

and REDOR for I (C) and for 111 (D). A model of anti戸rallel

βsb閃 ts加仰向。fhCT in the fibril錦ate(E). 

1. M. Kamihira， A. Naito， S. Tuzi， A.Y. Nωaka，姐dH. Saito似)()())Protein Sci .9， 867..frr7. 

2. (a) A. Naiω， K. Nishimura， S. T田 i，and H. Saiめ (1994)Chem. Phys. Lett. 229，気込511.

(b) K. Nishimura， A. Naiω，S. Tuzi， and H. Saitd (1明方，)J. Phys. Chem. B. 103，83貸与8404.
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PFG-NMRによる柔粘性結品の拡散係数測定
(分子科学研究所)0大石修

Me錨 urementof Self-Diffusion Coe血cientsfor plastic crystal by PFG-NMR 

(Institute for Molecular Sciense) Osamu OISHI 

Direct measurements of self-diffusion coe伍cientsin solids were made possible without 

resorting to c1assical indir舵 tmethods such踊 linewidth or relaxation time measurements. 

This experiment was made possible with an automatic PGSE apparatus equipp吋 witha 

quadrupole coil組 da high power FG current driver. The diffusion coefficient D踊 small

錨1Q-13m2s-1w描 me制 r吋 inthe plastic crystalline phase of hexamethyleth姐 e(HME). 

The activation energy Ea was found to be 89kJmol-1
. 

【序論】

パルス磁場勾配NMR(PFG-NMR)法による自己拡散係数測定は物質が拡散した距離を

直接共鳴周波数に変換して測定するため、提縮物質のダイナミクスを研究する上で非常

に有用な方法になっている。また既に液体の自己拡散係数測定の方法としては標準的な

方法になっている。しかしながら、液晶や国体のような非常に強く双極子結合して非常

に短い九を伴うスピン系においてはPFG・NMRで自己拡散係数を測定することはいま

だ困難な方法であった。当研究グループではスベクトルの尖鋭化と四極コイルを用いた

強磁場勾配の発生装置を作ることにより、液品の異方的な自己拡散係数をテンソル量と

して測定する方法を開発してきた 1，2)。本研究では液品よりも更に拡散係数の小さな柔粘

性結晶をターゲットとして装置及びパルス系列を改良してきで、今回柔粘性結品ヘキサ

メチルエタンの拡散係数を測定することに成功した。

【実験1
1.装置:1.4T(60MHz)の電磁石に磁場勾配発生コイルに四極コイルを用いた自作の装置

で測定を行った 1)。

2.試料:ヘキサメチルエタンを密封した容器の中で昇華させ、市販の NMR5mm管に封

入した。サンプル管内で試料が存在しない余剰の空間に硝子棒を入れて封管すること

によりサンプルが昇華によってサンプル管内を移動しないようにした。

3.パルス系列:以下のパルス系列を持つstimulated-echoを使用した。

4.測定条件:約6T/mの強度の磁場勾配を用い、温度を 60-96'C， 2 'cおきに変化させ、

またパルス幅をa=0.5s， d =0.6-1.4msを0.2msおきに変化させるパラメータを設定

し、エコーの強度を自動測定した。

パルス磁場勾配、拡散係数、柔粘性結品、 stimulated-echo

0おおいしおさむ
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5.四極コイルのコイル定数はグリセリンの拡散係数の測定値と文献値から導き出したも

のを用い、磁場勾配の安定性はHMEの測定条件と同じ条件におけるポリジメチルシロ

キサンの拡散係数測定で確認している。

π:12 7tl2 7tl2 

Figure 1. Pulse sequence for PFG-stimulated-echo 

【結果及び考察】

Figure 2は得られたエコー強度の変化から計算した拡散係数Dの値を温度に対してプ

ロットしたものである。 HMEの拡散係数は液体の約 1/1000、液晶の約 1/100程度の値

を示しており、1O-13m2/8の値まで直線的に変化している。低温におけるデータのばら

つきは相転移点付近での急激な九の減少によるものである。またこのアレニウスプロッ

トより求めた HMEのプラスチック相での活性化エネルギーは89kJmoZ-1であった。

このようにして今回純粋固体の拡散係

数をPFG-NMRにより直接的に測定するこ

とに成功し、その結果として現産は、液相、

液晶相、固相の全凝縮相において拡散係数

を直接的に測定することが可能となった。

また、これら複数の凝縮相の拡散係数を連

続的に測定することが可能となったため、

PFG-NMRは相転移や過冷却などの物理現

象を研究する上での優れた手法となった。
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Figure 2. Temperature-dependence of 

the diffusion coe田cientin the plastic 

crystalline phase of HME. 
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固体重水素NMRによるコポリ (γーアルキルグノレタメート)

主鎖のダイナミクス研究

北大院工 。堤耀広、森越信之、平沖敏文

Studies of Main Chain Dynamics in Copoly (γ・a1kylL-g1utamate) s 

by Solid State 'H・NMR

Akihiro Tsutsumi， Nobuyuki Morikoshi apd Toshifumi Hiraoki 

Department 0/ Applied Physics， Graduate SchωI 0/ Engineering， 

Hok加ido肋 iversity，Sapporo， 060-8628， Japan 

In order to 蜘 dythe main chain dynamics in co凹 Iy(γ-a1kyl L-glutamate) s， the solid state ~-NMR 

measurements were made on鈍 mplesdeuter冨，tedat main chain amide protons. Most of samples showed the 

Pake powder 卵胞mhaving the anisotropic factor 0.19 at r，∞m temperaωre. With increasing temperature， 

the peak separation (2V"，，) did not change while that for shoulders (2Vyy) decreased Iinearly， indicating 

也atpeptide plane underg僧 S曲eanisotropic rotational oscillation. The rate of由eoscillation was estimated 

from the spin-Ia凶crelaxation time. It was found that由eamplitude and the rate of oscillation strongly 

depend on白elength of side chain and copolymer composition. These facts imply that the main chain 

dynamics is considerably affected by the motion and micro structure of the side chain 

我々はα・ヘリックス構造をとる堅い棒状ポリペプチド主鎖内の分子運動を研究すアるた

め、主鎖アミドプロトンを重水素置換し、固体中での固体重水素NMR測定を行っ

ている。これまで、ポリ (γーベンジルグルタメート)(PBLG)等についてペプチド平面

の異方的微小回転振動について報告した。今回は、 Hairy-RodPolymerとして知られ

る長い側鎖を有するコポリ (γーアルキルグルタメート)について、側鎖長、コポリマ

ー組成が主鎖の分子運動に与える影響を調べた。

試料にはポリ (γ・メチルレグルタメート)(PMLG)とのエステル交換反応により

調整した 3種のコポリマー、 poly(恥且G-co・SLG)(PMSTG)、poly(勘且G-co・PLG)

(PMPEG)、poly(MLG-co・CLG)(PMCPG)を用いた。ここで、 MLG:'Y・methyl

L-glutamate、SLG:γ ・stearylL-glutamate (n=18)、PLG:-pentadecylL-glutamaye 

(n=15)、CLG:γ・caprylL-glutamate (n=8) 、n:側鎖アルキル炭素数、である。コポ

リマー組成は CDCh:trifluoroaceticacid(TF A) (7: 3 )混合溶媒中での lH・NMRスベクト

ルより見積もった。主鎖アミド基の重水素化は CHCh:TFA・dl中、室温で2時間溶

解撹枠後、エタノールで沈殿回収する事により行った。赤外吸収スベクトルより求

めた各試料の重水素化率はほぼ 80%であった。重水素 NMR測定には Bruker

DSX・300を用い、温度範囲・25""'"140' Cで行った。 InversionRecovery法により

キーワード:国体重水素NMR、ホ。りへ・ 7・チド、 主鎖ゲイナミクス、スヘ。クトlレシミュレサョン、

スピト格子緩和時間

つつみあきひろ、 もりこしのぶゆき、 ひらおきとしふみ
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スピンー格子緩和時間 T1を測定した。

Fig.lにPMLG、PMSTG90、PMCPG94(PMOCG94)のスベクトルの温度依存性を

示す。(最後の数字は置換率%)いずれの試料においても見られる中心ピーク l士、残

存 TFA・ゐによる。 PMLGでは全温度域で典型的な Pakepowder patternを示し、殆

ど温度変化が見られないの特に、ピーク(垂直成分)分離幅 (2Vxx)は一定値(122kHz) 

を保つ。しかし、ピーク肩分離幅 (2Vyy)は 177kHz(・20
0

C)から 168kHz(I40 0 C) 

に温度上昇により減少する。これより、 PMLGペプチド平面は PAS系X軸(Ca-C 

aにほぼ並行)周りに微小回転振動を行っていることが分かる。スベクトル解析より

求めた振動の振幅は 140
0

Cで 12。であった。一方、 PMSTG90では 40
0

Cより、

PMOCG94では 25
0

Cよりピークが先鋭化すると共に裾(平行成分)のピーク化が

生じている。また、高温域で垂直成分は単一のシャープなピークとなり、 effective

な異方性因子の値が η=0(Vxx=Vyy) であることを示す。このような線形の変化は微小

回転振動の振幅が20
0

以上(振動周波数106Hz程度一T1からの結果と一致)で生じること

がスベクトルシミュレーションより分かつた。しかし、この温度域ではピーク分離

幅 (2Vxx)の増加が生じることからヘリックス軸 (PAS系のZ軸にほぼ並行)周りの回

転振動も同時に生じていることがわかる。これらの結果は主鎖ペプチド基の運動は

側鎖と強く相関していることを示す。側鎖長、コポリマー組成依存性について議論

する。

PMLG PMSTG90 PMOCG94 

ツ~~:lL
ツLツ~コUし
こ~~出~
ツ仁ヅ仁コ1
ツ仁ヅL~
こIJlL2叩円

Fig.l Tem開 制redependen田 of恒-N恥1Rs阿国 forpoly(γ-alkyl L-glu凶n蹴 )s
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SPS田芳香族炭化水素系コンプレックスのゲスト分子の運動性評価

(名工大・工)0山本裕輔・吉水広明・辻田義治・木下隆利

Estimation for the Mobility of Guest Molecule in the Complex of 

SPS四AromaticHydrocarbon Systems 

Depar回 .entof Materials Science and Engineering， Nagoya Institute of Technology， Gokiso-cho， 

Showa-ku， Nagoya 466・8555:Tel052・735・5272，F阻 052-735-5272e-mail yusukey@mse.nitech.ac.jp 

Yusuke YAMAMOTO， Hiroaki YOSHIMIZU， Yoshiharu TSUJITA，阻dTakatoshi KINOSHITA: 

Syndiotactic Polystyrene (SPS) is one of polymorphic polymers， namely it h凶 fourcrystalline 

structures. Theδfonn， which is one of the crystalline forms for SPS， consists of the complex with 

SPS and its good solvent as a guest molecule. In血isstudy， various aromatic hydrocarbons were used 

as guest molecules of白.ecomplex， and血ethermal stabilities and mobilities of the guest molecules were 

estimated by means of thermal and spec住oscopicanalysises. These complexes showed di貸町田t

血ermalstabilities and complex contents due to the size and shapes of the guest mole心ules. 13C_ NMR 

spectra of methyl carbons for xylene isomers in these complexes showed one peak and two peaks for 

p-xylene and m-xylene， respectively. This fmding indicates白紙白edifferent environments for guest 

molecules exist in the SPS・.Xyleneisomers complexes. 

L豊重
シンジオタクチックポリスチレン(SPS)の結晶構造は熱履歴や調製方法に依存し、 4種類に

大別される。その中でも我々は種々の低分子とコンプレックスを形成した 8形結晶に注目し

ている。このコンプレックスの熱安定性やコンプレックス含率はゲスト分子によって大きく

異なり、 SPSを用いた物質分離への応用が可能である。またこれらの特徴は、コンプレック

ス中に存在するゲスト分子の分子運動性や周りの環境等の情報を得ることで説明付けられる

と考えられる。本研究では、ゲスト分子の脱離温度とコンプレックスの形成量がそれぞれ異

なるいくつかの芳香族炭化水棄をゲスト分子に用い、コンプレックス中における分子運動性

について検酎した。

L塞監
SPS(Mw=211，000，Mw.品10=3.45)ベレットは出光石油化学(株)より提供されたものをトルエン、

p・キシレン、 m・キシレン、メシチレンに沸点以上で溶解し、その後室温まで急冷してlOwのも

サンプルを調製した。また NMRサンプルはその後室温にて真空乾燥して余分な溶媒を除去

した。 DSC及び TG測定は測定温度範囲25から 300'C、昇温速度2'C/rninで行った。13CNMR

DDMAS、CPIMAS測定ともに、待ち時間 5s、MAS速度 5000Hz、積算回数は明瞭なスベクト

ノレが得られるまで行った。またスピン・格子緩和時間は、 Torchiaのパルスシーケンスを用い、

室温で行なった。 13Cの観測周波数は I00.579Hz、lHデカップリング強度は約60kHzである。

シンジオタクチックポリスチレン、コンプレックス、 13CNMR、スピンー格子緩和時間、キシレン
異性体

やまもと ゅうすけ、よしみずひろあき、つじた よしはる、きのしたたかとし
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3.結果と考察

各サンプルのゲスト分子脱離温度をDSC測定より評価した。 トノレヱン系はトルエンの沸点

より高いゲスト分子脱離温度を示した。またp-キシレン系ではm・キシレン系よりも高いゲス

ト分子脱離温度を示した。用いたゲスト分子の中でメシチレンは最も低いゲスト分子脱離温

度を示した。ゲスト分子の脱離はコンプレックスの崩壊を意味するため、より高温における

ゲスト分子脱離はコンプレックスの熱安定性がより高いといえる。また TG測定の結果、各

サンプルは温度上昇と共に比較的低温で生ずる自由溶媒の重量減少、そしてゲスト分子脱離

温度と一致するゲスト分子の重量減少と二段階の減少を示した。二段階自のゲスト分子の重

量減少はトルエン、 p-キシレン、 m・キシレン、メシチレンの順に多い為、コンプレックス含

量も同様であるといえる。コンプレックスの

熱安定性及びその含量は、メチル基が 2つ配

置した p-キシレンと m・キシレン系では、 3つ

のメシチレン系より多く、ゲスト分子のサイ

ズに関連付けられる。また、キシレン異性体

問では、パラ位の方がメタ位よりも高く、メ

チル基の配置に関連付けられる。 p-キシレン及

び m・キシレンの 13CNMR DDIMAS及び

CPIMASスベクトルを Fig.l、2に示す。メチノレ

基に帰属されるシグナルは、 DDIMASスベク

トルにおいて顕著である為、比較的メチル基

の運動性は高いといえる。また p・キシレン及

び m・キシレンでは、シグナル数が異なった。 Fig.l DD/MAS 13C NMR spec伽 of 

コンプレックス中において mーキシレンの 2つ SPS・Xyleneisomβrs at room temperat町e.

のメチル基は異なる環境下に存在すると考え

られる。さらにスヒ。ン・格子緩和時間(T1c)測定

を行った。得られた緩和曲線は直線性を示さ

ず、緩和の速い成分と遅い成分の 2成分が示

唆された。 トルエン及び p-キシレン系の各成

分はほぼ閉じT1
C値を示した。一方、 mーキシレ

ン系の 21ppmのメチル基はトルエン、 p-キシ

レン系とほぼ閉じ値であったが 23ppmのメチ

ル基は異なる値を示した。これらの結果から、

コンプレックス中ではメチル基の配置によっ

てそれの存在する環境が異なり、これがコン

プレックスの熱安定性、含量等に影響を及ぼ

す要因のーっといえる。本研究の一部は Fig.2 CP/MAS 13C NMR spectra of 

(財)科学技術交流財団の補助を受けて行わ SPS-Xyleneisοmers atroom 鈴mperat町 e.

れた。
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固体高分解能13CNMR及び113CdNMR法による Cd塩エチレンアイオノマー

のイオン会合体と分子運動性

(名工大工)0杉浦寿史、吉水広明、辻田義治、木下隆利

Structure Analysis and Estimation of the Mobility for Ionic Aggregates in the Cd salt of Ethylene 

Ionomer by High-Resolution Solid State 13C and I¥3Cd NMR spectroscopy 

Department of Materials Science and Engineering， Nagoya Institute of Technology， 

Gokiso・cho，Showa・ku，Nagoya 466・8555，Japan

OHisashi Sugiura， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita and Takatoshi Kinoshita 

In this study， we prepared the Cd salt of ethylene ionomers with various degree of neutralization and 

various content of methacrylic acid， in order to investigate the structure of ionic aggregates and 

polyethylene matrix for this ionomer. From the SAXS measurements， the size of ionic aggregates of 

this ionomer become larger with the degree of neutralization. Moreover， through the ¥3C DD/MAS 

NMR spectroscopy， it was confirmed that the degree of crystallinity in the polyethylene matrix of this 
113 ionomer becomes lower with increasing the degree of neutralization. Through the ..oCd CP and 

DD/MAS NMR， it was confirmed that the mobility of the ionic aggregates of this ionomer becomes higher 

with increasing temperature. 

(緒言)アイオノマーはホストポリマーだけでは実現することのできない様々な特性を発現させる。

これらの機能はアイオノマー中のイオン基が静電的相互作用により会合し、イオン会合体を形成

することに起因する。本研究ではエチレンアイオノマーを対象として、これまでに報告がなく、

他の金属イオンと比較して原子半径の大きい Cdで中和した試料を調製し、 Cd塩エチレンアイオ

ノマーの形成するイオン会合体及ひ・ェチレンマトリックス相の構造について検討した。

(実験)酸含量 3.5 mol%及ひや 5.4mol%のエチレンーメタクリル酸共重合体(E・0.035MAA;膜厚約

23.8μm、E・0.054MAA;膜厚約 20.2μm)を酢酸カドミウム・二水和物を溶解させたエタノール中

に適当な温度で漫潰させることにより種々の Cd塩エチレンアイオノマー(E・0.035MAA'xCd、

E・0.054MAA'xCd;xは中和度)を調製した。小角 X線散乱測定はリガク社製 RAD-Cを用い、 28

=1.2-15。で出力 32kW、スキャン速度 ldeg./min.、膜厚約 100μm、積算回数 10回で透過法

により行った。13CDDIMAS及び 113CdNMR測定は Varian社製 UNITY400puls NMR分光計を

用いた。観測周波数 100.58MHz(13C)及び 88.71MHz(113Cd)、lHデカップリング磁場強度は約

60kHz、マジック角スピン(MAS)速度は約 4.5kHzで繰り返し時聞は 10秒、測定温度 25-95・c
とし積算回数は良好な S/N比を得られるまで行った。

固体高分解能 13CNMR、固体高分解能 113CdNMR、Cd塩エチレンアイオノマ一、イオン会合体、

分子運動性

0すぎうら ひさし、よしみずひろあき、つじた よしはる、きのした たかとし
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(結果と考察)各酸含量試料とも、中和度の異なる試料についての小角 X線散乱測定では、実測さ

れたイオン会合体に由来する X線散乱ピークの中和度の増加に伴う小角側へのシフトが確認され

た。これは中和度の増加に伴い、イオン会合体サイズが大きくなる為と考えられる。その為 Cooper

らによって提唱された修正剛体球モデルによってイオン会合体のサイズについて検討した。その

結果、 Cd塩エチレンアイオノマーではイオン会合体はエチレン主鎖をイオン会合体周りに多く取

り込んで、そのサイズを大きくしていると考えられる。

各中和度の Cd塩エチレンアイオノマーの DSC測定では、熱処理後の冷却過程により生成した

ポリエチレン結晶の融解に基づく高温側吸熱ピークと室温でのエージングにより等温結品化した

ポリエチレン微結品の融解に基づく低温側吸熱ピークの 2つの吸熱ピークが確認された。この高

温側吸熱ピークは中和度の増加に伴い低温側へシフトし、その吸熱量も減少した。また低温側吸

熱ピークは中和度の増加に伴い高温側ヘシフトし吸熱量は増加した。これは SAXS測定によって

示唆された中和度が増加に伴い大きくなったイオン

会合体がエチレン主鎖を多く取り込みエチレン主鎖

の自由度を抑制し、冷却過程での結品化を制限し、そ

の結品イじ度を低下させている為であると考えられる。

そこで結晶化度について検討するため、定量的な議論

が可能である 13CDDIMAS NMR測定を行った。得

られたスペクトル中のポリエチレン結晶と非晶ピー

クの相対面積強度により結晶化度を算出した結果、中

和度の増加に伴い結晶化度の低下が確認され、 950C

では各中和度サンプルとも結品融解を示す 0%であ

った。

イオン会合体の構造について検討するために直接

Cd核を観察可能な固体1l3CdNMR法で測定を行っ

た。固体1l3CdCPIMAS NMR及び1l3CdDDIMAS 

NMR測定により得られたスペクトルを Figures1、2

に示す。室温における固体1l3CdCPIMAS NMR測定

では、酢酸カドミウム・二水和物のピークよりも Cd

場エチレンアイオノマー中のイオン会合体のピーク

はブロードに観察されたことから、イオン会合体中の

Cdは 1つの配位構造だけでなく幾つもの配位構進を

持っているものと解る。また 950Cの測定において、

固体1l3CdCPIMAS NMR測定ではイオン会合体ピ

ークが消失し1l3CdDDIMAS NMR測定では明確な

イオン会合体ピークが観測されたことから、イオン会

合体は室温ではその運動性が低いが 950Cにもなると

イオン会合体といえども運動性が上昇することが確

認された。
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高分子中に存在する 129Xe核の NMR化学シフト値

名工大・工 O鈴木智幸、吉水広明、辻田義治、木下隆利

NMR Chemical Shifts of the 129Xe Sorbed in Polymers 

OTomoyuki Suzuki， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita， and Takatoshi Kinoshita 

Department of Materials Science and Engineering， Polymeric Materials Course， 

Nagoya Institute of Technology 

In this study， we observed the 129Xe NMR spectra of the 129Xe in the glassy 

poly(2，6・dimethyl-l，4・phenyleneoxide) (PPO) / polystyrene (PS) blend under various pressure 

of Xe in order to estimate the change of the microvoids by the blending. We investigated the 

relationships among the 129Xe NMR chemical shifts， the Xe sorption properties， and the densities 

of PPO/PS blend system. The densities and Xe sorption properties of PPO/PS blend system 

indicated the reducing of the microvoids by the blending. The estimation of the microvoids 

in PPO/PS blend system by means of 129Xe NMR spectroscopy was coincident with the results of 

the density and Xe sorption. 

[目的] 一般に相溶性ポリマーブ、レンド系で、は、自由体積(あるいはミクロボイド)をブレンド組成

によって制御可能なので、その Xe収着測定および 129XeNMR測定から、ミクロボイドと NMR化

学シフト値との相関をより詳細に検討できる。ガラス状高分子中に存在するミクロボイドとはし、わゆる

未緩和体積のことである。ゴム状態にある高分子が温度の低下によりガラス転移を起こしてガラス状

態になると、主鎖の分子運動が完全に緩和しきれずに凍結し、分子レベル、あるいはそれに近いオ

ーダーの空孔が形成される。

空孔に吸蔵された129Xe原子のNMR化学シフト値 6は、 o= o (S) + o (E) + O (Xe)で表される。

ここで o(S)は Xe原子と空孔内壁との衝突による項、 o(E)は電場による分極あるいは電荷移

動に起因する項である。そして O(Xe)は Xe原子同士の衝突による項で、 Xe密度の上昇に伴

い線形的に増加する。本研究では相溶性 PPO/PS系ポリマーブレンドの自由体積およびミクロボ、

イドに関する情報を、 129XeNMR法と Xe収着測定の両面から評価した。

[実験] Xeは名古屋興産(株)社製のものを用いた。 PPO、PSおよびそのブレンドフィルムは、共

通溶媒にクロロホルムを用い、溶液キャス卜法により調製した。 Xe収着測定は CAHN社製精密

電子天秤 (CAHN・2000)を用い、重量法により行った。 129XeNMR測定は日本電子(株)製の

キーワード 129XeNMR化学シフト Xe収着測定， ミクロボイド， 二元収着モデ、ル

0すずきともゆき，よしみずひろあき，つじたよしはる，きのしたたかとし
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GX400NMR分光計を用いて行った。各サンプルをテフロン製バルブ、の付いた NMR管

(Wilmand社製)に約 19充填した後、十分乾燥してから所定の圧力に相当する Xeを導入した。

Xe導入後少なくとも 24時間放置した後に、観測周波数 110.5MHzにてシングルパルス法で、測

定した。

[結果と考察] Xe収着測定を行ったところ、各サンプルともガラス状高分子に特有な二元収着

型の収着等温曲線を示した。二元収着理論では、ガラス状高分子の気体収着量 Cは、 Henry則に

従う量 CDとLangmuirの吸着理論に従う量 CHとの総和として表される。 Henry型の収着機構は、ゴ

ム状高分子の場合と同様に、収着量が圧力の増加に伴い線形的に増加する。一方 Langmuir型の

収着機構は、ガラス状高分子中に多数存在するミクロボイドへの気体分子の収着である。得られた

収着等温曲線に二元収着モデ、ルを適用してガラス高分子中のミクロボイドの総量を表すパラメ

ーターである Langmuir飽和定数 C'Hを算出し、 PPO分率に対してプロットしたところ、体積加成

性から予想される値よりも小さな値をとった。これは相溶化によるミクロボイドの減少を意味してい

る。

次に各サンプルに種々の圧力で Xeを収着させて

129Xe NMR測定を行ったところ、 NMR化学シフト値は

Xe収着量の増加とともに低磁場シフトした。これは収

着量の増加に伴い Xe原子同士の衝突頻度が高くな

る為である。化学シフト値を Xe収着量に対してプロッ

トしたところ、ゴム状高分子の場合とは異なり、線形的

なシフトを示さなかった。これは HenryおよびLangmuir

サイト聞の Xeの交換に因るものであると考えねばならな

い。また得られた 129XeNMRスペクトルは対称性の良い

単一のピークを示したことから、 Xe原子は Henryサイト
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Figure 1 The plots of 129Xe NMR 
chemical shifts vs. pressure of Xe for PS at 
25"C. 

とLangmuirサイトとし、う異なったサイト聞を、 NMR観測タイムスケールにおいて速い速度で交換

していると言える。そこで Xe収着測定より得られた二元収着パラメーターと、両サイト聞の Xeの

速い交換を仮定したモデル式を適用して各サイトの NMR化学シフト値を見積った。一例として

PSにおける結果を示す(Figure1) 0 Henryサイトの NMR化学シフト値は実測値よりも低磁場側

に、 Langmuirサイトでは高磁場側に位置した。 Langmuirサイトの NMR化学シフト値を Xe収着

量(密度)ゼロに外挿した時の値が Xe原子と空孔内壁との衝突による NMR化学シフト値 O(S)H 

である。この値を PPO分率に対してプロットしたところ、加成性から予想される値よりも大きかった。

これは相溶化によるミクロボイドの収縮を意味し、 Xe収着測定の結果と併せて評価すると、

PPO/PS系ポリマーブレンドは相溶化によりミクロボイドの総量が減少するとともに、そのサイズも

小さくなると言える。

以上本研究より、高分子中に収着した 129Xe核の NMR化学シフト値を解析することにより、高

分子の微細構造の評価が可能である。
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固体23Na-NMRによる周状ケイ酸塩化合物中の眉間カテオンの状態解析

シーエーシーズ(妹)四日市分析センター1、横浜分析センター2

O田畑祥生 1、坂田育幸 2、植垣隆浩 2

Characterization of Interlayer Cation of Layer Silicate Compounds 
Revealed by Solid State 23Na-NMR Spectroscopy 

Sachio Tabatal， Yasuyuki Sakata2， Takahiro Uegaki2 

Yokkaichi Re自earchCenter1 and， Yokohama Research Center2， CACs， Inc. 

We attempted to elucidate the property of interlayer sodium cation for two types of tetrasilicic 
sodium fluor mica by using solid state 23Na-NMR Spectroscopy. Single pulse method， Tl 
measurements ，and MQ-MAS method were investigated. The results show that the exchangeable 
sodium cation ∞nsists of at least two components having different lineshapes and Tl values. 

目的
層状ケイ酸塩化合物は、層間に金属イオンを有し、膨潤性やイオン交換性等を持つため、土壊改良材、化

粧品、高分子添加剤、放射性廃棄物の除去剤等に広く用いられている。本研究ではNaを層間イオンに持つ

合成雲母化合物に着目し、固体NMRによりNaの状態について検討を行なった。

‘一一 Si-O四面体

‘一一 Mg-O八面体

‘一一 Si-O四面体

1)コープケミカル(株)製 ME-100
2)トピー工業(株)製 Na-TS 

膨潤性合成フッ素.母化合物について

標記化合物は2:1型層状ケイ酸塩であり、 Mg-Oの
八面体層をSi-Oの4面体構造が上下から一層ずつ挟

み込んだ構造となっている。電荷の不足分を補うため

に、層聞にNa+のようなカチオンが入ることにより安定

構造となっている。国体23Na.NMRによる解析につい

ては相馬1)らによる報告があり、層間には少なくとも交

換性、非交換性の2種のNaが存在することが示唆さ

れている。本研究ではT1測定や多次元測定法を用い

ることにより、より詳細な情報が得られないかどうか検

討した。試料は市販されている以下の膨潤性Na型合

成フッ素雲母を用いた。

組成はほぼ同一であるが、製造法が異なっている2、3)。 本研究ではこれらの試料をいずれも特に物理的、

化学的処理を施さずそのまま実験に用いた。

シングルパルス+MAS法およびTl測定

GSX-270W(6.35T)とChemagneticsCMX-400(9.4T)を用いた。両試料とも2種類の共鳴線が観測された。

低磁場側は非交換性 Na、高磁場側は交換性のNa由来と帰属されている1)。高磁場の装置で測定することに

より、交換性 Naの共鳴線の形状に違いが見られ、静磁場の強度に依存して線形が影響を受けやすい成分と

受けにくい成分とが同時に存在している可能性があることが示唆された。また、 T1を測定すると ME-100では

幅の広い成分はT1が非常に短いのに対し(<1ms)、もう一方の成分は1.8sと長く、 3オーダーも異なっている。

Na-Tsも同様の傾向であるが、緩和時間の短い成分は線幅が小さく、長い成分は共鳴線の形状が異なる。交

換性 Naの主成分(線幅の狭い成分)は水分子が配位した状態に由来し、幅の広い成分は、結晶格子の欠

陥部分や、端面、表面などに存在するNalこよるものではないかと考察している。

MQ-MASスペクトルとその解釈について

1995年に FrydmanとHarw∞dによって発表されたMQ-MAS法心はMASプローブ、で四極子核の高分

解能スペクトルを得る測定法として、近年特に注目されている。今般前述の試料について、 Naの状態につい

合成雲母、層間カチオン、 MQ-MAS

たばた さちお、さかたやすゆき、 うえがきたかひろ
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てより詳細な情報を得るためにMQ-MAS測定を試みた。装置はChemagneticsCMX-400を用い、 MAS回
転数は 12.5kHz、zフィルターを用いた3パルスシークェンスを用いた。得られたスペクトルを Fig3，4に示す。

パルス幅等の最適化については現在も検討中である。いずれの成分も化学シフト軸方向に線幅が広がってい

るのが特徴である。これは交換性Naが化学シフトに大きな分布を持っているためであると考えられる。また、シ

ングルパルス法やTl測定では分離しにくかった成分も MQMASでは分離可能になる可能性が示唆された。

開辞

MQ-MASの測定に関しては日本電子(株)応用研究センターの杉沢寿志氏にお世話になった。また、測定

結果の解釈については通産省九州工業技術研究所の野間弘昭博士に貴重なご助言をいただいた。この場を

借りて感謝したい。

文献

1) M. Soma， A. Tanaka， H. Seyama， S. Hayashi， and K. Hayamizu， α~y &ience， 8， 1・8.(1990). 
2) H. Tateyama， S. Nishimura， K. Tsunematsu， K. Jinnai， Y. Adachi， and M. Kimura，αayα'ay 
Miner.， 40 (2)， 180・185(1992). 
3)杉森健一郎、粘土科学、 26(2)，127・137(1986).
4) L. Frydman， J. S. Harwood， J. Am. Chem. Soc.， 117， 5367 (1995). 

Fig.2 Tl measurement of Na-Ts(τ=2，3， 
5， 7， 10， 20， 30， 50， 70， 100， 200， 300， 500， 700ms， 
1， 1.5， 2， 5， 10s) 

Fig.1 Tl measurement of ME-100 (t =1， 
2， 3， 5， 7， 10， 20， 30 ，50 ，70， 100， 200， 300， 500， 
700ms， 1， 1.5， 2， 5， 10s) 
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Fig.3 23Na-MQ-MAS NMR spectrum of 
ME-100. 
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分子認識系におけるゲストーホスト相互作用の研究

(京大路島 O中村新治、今城文雄、竹腰清乃理、寺尾武彦

Host-伊estin低ractIonsfor cholic acidfy-valerolacωne inclusion∞mpoundbytwかdirnensionalexch飢 ge13C solid-state 

N恥恨

(Kyoωu.) S. Nakamura， K Takegoshi， F. Irnashiro，組dT.Terao 

Hosゆ lestin闘訓ionsbetw悶 1cholic acid /千valerol配伽eincIusion ∞mpound (CANAL) which e出 bitsefficient 

opti，ωlre鈎，lutionare 蜘也剖by13C釦，lid-s凶 NMRrr以h吋s.百1c13(:ωlid-state NMR spectrum ofα4inCANAL 

(Ftg. 1) give a triplet si伊al.官邸 is∞mpatiblewith αJfpre吋叩S蜘 dyon one-dirnensional a1ignrnent of VAL 

encIathrat剖 inCA， in which S-domain， R-domain， and血.eir加unぬryare fom制.In血isrepo民 weobserv，剖 spin

diffusion国 W閃 ntheC24ωrlxmof CA and the c5伺rbonofVAL measU1吋bytw吋 imensionalexchange 13C solid-

sta蛇N勘fR.百1c位ipletsi伊alsof c24 were a附 加 凶tohost-guest interactions between CA and VAL 

24 

Qo Q 
HO 

Figure 1 cholic acid and 千val，釘olaιωne

包接化合物は混合物質の分離や精製，不安定な医薬品の安定化なと鴨能材料として重要である一方，無機，

有機および物理化学の基礎研究の士橡としても興味狩寺たれている.包接化合物が示す興味ある物性の一

つに，光学異性体の片方を選択的に包接するという分子認識がある.例えば， cholic acid (CA)結晶

はラセミ体y-valerolactone (V A L)の光学異性体 (S体とR体)の片方 (S体)を分子認識して，

S体 :R体=68:32の包接化合物を形成することが知られているJ)さらにこの分子認識が， VAL分子

がCA結晶の層聞に挿入することにより行われることも分かった.このことは， CA集合体がVALの吸

着と脱着に可逆的に応答してその構造を変形できる柔軟な構造を持っていることを意味していると考えら

れる.そのためにCA/VAL包接化合物の分子認識は，構造化学的に興味がもたれるだけでなく，分子

集合のあり方によって湖宝を示す生体分子の分子認識との関連が考えられことからも，この樹葺を解明す

なかむらしんじ、いましろふみお、たけごしきよのり、てらおたけひこ

キーワード:固体NMR分子認識光学分割スピン拡散
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ることが望まれてきた.

CA/VALの構造については，これまで主にX線と国体NMRによって研究されてきた.X線構造解

析では 2) VAL はCA分子の層聞にできた空洞に一次元分子集合体として存在していることカ派された.

また固体NMR法では 3) 包接結晶中のS体とR体が異なるコンフォメーシヨンをとっていることカ涼さ

れた.さらにS体の多く包接される理由は分子力場計算により， s体のとるコンフォメーションの方がよ

り安定であることにより説明された.一方で，分子間の構造的な相闘が分子認識の機構に影響を与えてい

る可能性も考えられてきた. CA/VALでは，ゲスト分子聞において分子認識を左右するような相互作

用が働いていることが考えらる.そこで以前に我々は 4)，S体とR体がランダムに包接されているのか，

もしくは何らかの統計的な秩序に従って包接されているのかに興味をもち. VALの「次元集合体の配列

を決定することを試みた.その結果， s体と R体はランダムな配列であるベルヌーイ誠子から大きく外れ

て，同種の光学異性体がドメイン(ドメイン配列)を作っていることを示していた.すなわち，分子認識が

同種光学異性体間での強い引力的な相互作用の下で起きていることを示している.これはS体が一旦包接

されると S体の鋳型ができ，引き続いてS体が包接されやすくなることを加変するものと思われる.

これまでの研究において，ドメイン配列の形成時にできたと思われる鋳型の影響は吃固体NMRス

ペクトルにおける化学シフトの違いとして観測されていた.例えは CAのC24はS体のみを包接した

Cんryf.Lにおいては1種類であったのに対して， S体とR体とも包接している場合には少なくとも 3種類の

ピークとして観測された.このピークの分裂はコーJレ酸がS体ドメイン， R体ドメイン，及びそのドメイ

ンの境界にある Vf.Lと構造的な相関を持つためではないかと考えらた.本研究では，コール酸とVAL聞

の構造的な相関に着目して，コール酸C24の帰属を行うために， [24_1旬CA/[5-1吃Jvf.Lを用いてホスト

とゲストの聞のスピン拡散を2次元交換NMR法により観測した.

reference 

l)M.Miya飽，M. Shibakar凶，and K Thkerr削o，J.ChemS∞.仁:Ommm.，655(1988). 

2) K Miki， N. Kぉai，M. Shibakami， K Tak叩 UωandM. Miyata， 1. chem S∞. Chem Commun.， 1757 (1卯1)

3) R Imashiro， D.ぬIWaharaand T. Ter百o，1.Q悶 nS∞.Perldn百四s.，2，1759(1993).

4)S.N出mura，K Takegosl世，RImas凶u，andT.Tc回以第37回NMR討論会要旨(1抑8)
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l~e 高圧 NMR による(:f:)・[Co(en)3]C13結品のミクロ細孔の
キャラクタリゼーション

阪大院理 O上田貴洋、江口太郎、中村亘男

High-Pressure 12'Xe NMR Characterization ofMicropore 

in (土)-[Co(en)3]C13crystal 

(土)ー[Co(en)3]CI3crystal fonns a micropore of the diameter of 0.58 nm along the 

crystallographic c-axis which reversibly absorbs water molecules up to 4 per fonnula unit . 

We carried out high・pressure12~e NMR measurements on也ismaterial under the dehydrated 

∞ndition to characterize the micropore. The l~e NMR spec加 mmeasured at 0.24 MPa 

shows powder pattem due to the砿 iallysymmetric chemical shi食 tensor，合omwhich the 

isotropic value of the chemical shi食(ふ=209 ppm)， and由eanisotropy(企=62 ppm) were 

obtained. This finding implies that this compound possesses an似 iallysymmetric 

micropore under the dehydrated condition. The principal values of the chemical shift tensor 

are deten凶nedto be Ot， = 270 ppm佃 do1 = 178 ppm， suggesting that the Xe atoms are 

arr創 18edlinearly in the cylindrical. 

緒言

(:f:)ー塩化トリスエチレンジアミンコバルト(III)水和物((:f:)ー[Co(en)3]CI3・nH20)の結晶

は、空間群P3clに属する三方晶系の格子を形成し、そのC軸方向に直径 0.58nmの均一な

ミクロ細孔を有する。 この細孔は結品水を錯体分子 1個当たり最大 4個まで吸蔵できる。

さらに、この結晶水は可逆的に吸蔵・脱離が可能な zeoliticwaterとして振舞うことが知られ

ている。このことは、(土)ー[Co(en)3]CI3結晶が有するミクロ細孔が、結晶水の脱離後も壊れず

に保持されている可能性を示唆している。 もし、このミクロ細孔が無水物においても安定に

保持されているならば、細孔径分布の極めて狭い、非常に均一な細孔をもったミクロ細孔材

料として、分子ふるいや不均一触媒の担持媒体への応用が期待できる。 本研究では、細

孔構造に非常に敏感な 12~e 高圧 NMR 法を用いて、この化合物の無水物におけるミクロ細

孔のキャラクタリゼーションを行い、その性質について研究した。

実験

塩化トリスエチレンジアミンコバルト(III)水和物は、既知の方法[1]により合成した。さ

ミクロ細孔、 12~e 高圧 NMR、圧力依存性、化学シフトの異方性

うえだたかひろ、えぐちたろう、なかむらのぶお
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らに、加熱・脱水することにより結晶水を出来るだけ取り除いた試料を ωXeNMRの測定に

用いた。 12!J(e高圧N恥1Rスペクトルは、 Bruker社製MSL200およびDSX200分光計に

研究室既設の高圧Nお偲プローブ、[2Jを装着し、四Xeの共鳴周波数55.6MHzで、室温にお

いて 0.24MPa -40 MPaの圧力範囲で測定した。

結果及び考察

Fig. 1に室温において観測された 12!J(eNMRスペクトルの圧力依存性を示す。スペ

クトルは異方的な化学シフトに特徴的な粉末ノfターンを示した。 化学シフトテンソルの異方

性を仮定した線形シミュレーションにより、各圧力における化学シフトパラメータを決定した。

最も低圧(0.24民1Pa)では、化学シフトの等

方値 δ田=209ppm、異方性企=62 ppm 

を得た。一般に、 12!J(eの化学シフト値は細

孔径が小さくなるほど低磁場シフトすること

が知られている。 したがって、この大きな

化学シフト値は、(土)ー[Co(en )3]C13結晶が比

較的細孔径が小さく、異方性の大きな細孔

を有していることを示唆している。 さらに、

化学シフトテンソルの主値として、母/= 270 

ppmおよび司=178 ppmを得た。結品構

造から予想されるミクロ細孔の形状が 1

次元の円筒であることから、細孔の長軸

方向に~/が、それと直交する方向にð1-が

配向しているといえる。 また、母/の値

がバルクの Xe結品で観測されている化

学シフト値にほぼ一致していることから、

Xe原子は細孔内で 1次元に配列した構

造をとっていると考えられる。圧力を4.0

MPa まで上げると、 ð1-~こは 30 ppmにも

及ぶ低磁場シフトが生じたが、~/はほと

んど変化しない。これは、圧力上昇に伴

い、 Xe原子と細孔壁との相E作用が強

くなることを示している。

参考文献

300 200 100 

o/ppm 

Fig. 1 Pressure dependence of 12!J(e 

NMR spectrum for (士)ー [Co(en )3]C13 
crysta1. 12!J(e chemical shift is referred 
to the sillnal for Xe Ilas. 

[1] K. Nakatsu， Y. Saito， and H. Kuroya， Bull. Chem. Soc. Jpn.， 29， 428(1956) 

[2] 永阪文惣、江口太郎、中山尋量、中村宜男、第 38回 NMR討論会講演要旨集、

p.55(1999). 
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各種MQMASパルスシーケンスを用いたAl含有化合物の解析
(新日錨先端研[1]、日本電子[勾)0金構庫ニ[1]、驚藤公児[1]、杉沢寿志[2]

Analysis of Al-Containing Compounds Using Various MQMAS Pul関
Sequences 
Nippon S旬elCo~ration， Adv~ced Technology R~s~arch Laboratories[1]， JEOL L凶 [2]
OKoji Kanehashi[1]， Koji Saiω[1]， Hisashi Sugi~~wa[2] 

2D MQMAS (Multiple-Quantum Magic-Angle-Spinning) NMR being capable of elimination of也es∞ond・
ord町田伽.pol釘 m蜘action剛 s∞mmonMAS probe is VI町田副me制 inthe制 ysisof half-帥 w
quadrupolar nuc1ei. ，{. f Al・MQMASNMR method wi也 severa1pulse sequen田 swas applied ωthe s位協同叫

analysis of AlP04 and Al2SizOs(OH)4・InAlP04 ， 釦 田 crosspeaks wer官 observedwhen simple two-p叫se
3QMAS sequ佃伺 or3QMAS wi也 z・fil町 sequenl∞W鎚 selec凶 ωmp釘吋 withtwo-pulse type， 
application of z-filter type eliminated釘 tifactscaused by the 明司me町 of∞heren田 transfer，and the 
projection of 3QMAS Sl蹴白 血 ontoF2眠 iswas more similar ω 血elinesha戸 of∞nventiona1MAS 
sl蹴 trum.τ'heresonances were bet町 resolvedin 5QMAS wi白 z・fil卸値lan3QMAS a1though the excitation 
of 5Q∞her問問 isless efficient than that of 3Q∞hぽ問問.Al2SizOs(OH)4 was a1so found to have血e
tendency similar ぬAlP04・

【緒言】
近年、四極子核の固体NMR解析において、通常の MASプロープでの測定が可能な MQMASNMR

法山が世界的に注目され、様々な無機化合物、触媒、がラス系化合物の構造解析に応用展開されつつ
ある。昨年蓑々は本討論会において、2ハ.ルス型3QMASシーケンスを用いたB4C及びh-BNの構造解析を
行い、2D3QMASスヘ・ヲトルから等方性化学シフトAσ及び核四極子結合定数 Coを決定したところ、B4Cと

ゑ器技3fgt332;l弘法広;f42ミまきお志議認324京税収可
スを選択することができるようになってきた。特に、 170や 27Alなどの 1=512の核においては、 3Qだけで
なく、 5QJtーレンスも利用できるため、さらにその選択肢が広がる。今回蓑々 は、2ハ.ルス型 3QMAS、z・7イ
ル~-型 3QMAS 及び z・フィル~-型 5QMAS の各シー守ンスを用いてリン酸7ルミニウム(AlP04) 及びカオリナイト
(Al2SizOs(0町'4)中のAl構造を検討したところ、いくつかの奥昧漂い結果が得られたので報告する。

H~II! 
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3 -----31， 

5
4
3
2
1
0
4
4
4
4
4
 3Q(2・pulsetype) 3Q(z・.fiItertype) 

5Q(z・.fiItertype) 

【実験】
一連の2幻7Al-NMRスへ

用した。AlPO仏4及び力オリナイ件卜はそれぞれ和光純薬工業、Al命創ic品hから購入したものをそのまま用いた。2D
MQMASスへ.外ルは、 H)η1町∞mpμle侃xシ一ヤンスにより純粋吸収スへ。万ヲ卜同ルを得た[刊4勾]。デ一'処理においては、
S泊h儲 rm喝8変換を行Lい、冷tピヲをF2軸に平行にした。27Al・NMRの化学シフト基準は、 1MAlCh水溶溝のピ-'1
を--O.lOppmとした。

27Al・MQMAS、核四極子相互作用、AlP04、カオリナイト

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】
AlP04の 27Al・MASスヘヲトル(シングルハ。ルス)は3つのピー外ップを示し(Fig.1)、40.2ppm、-11.8ppmがそ

れぞれ4配位Al、6配位Alに相当し、 12.7ppmはAl・PREDORの結果から第2近接のPを含めた5
配位Alと推定されている[5]。しかし、シグナルはプロード化しており、2次の核四種子相互作用(2nd-QI)を
含んだ情報であるため、表示されるシ7トは等方性化学シフトではない。したがって四極子核NMRのMAS
スヘヲトルシフト値から詳細な構造を議論することは一般的に困難である。
次に、各種 MQMASハO}!，スシーケンスを用いたときの、AlP04の 2DMQMASスヘ。外}!，を Fig.2に示す。

3QMASでは大きく3つの如スヒーヲを示し、AlP04中のAlが少なくとも3種の化学構造を有することが明
らかとなった(Fig.2(a)， (b)) 0 2 ハ。}!，ス型、 z・7イ}!，~ー型共にスへO'J卜}!，の外形に大差はないが、詳細を比較す
ると z・7ィ}!，~ー型のほうが7-:;07外は少なく(スライスレヘ.}!，を下げて確認)、 F2軸方向のプロシ.I.'Jションが
MAS スヘヲトルをより良〈再現していた。これは z・7イ}!，~-型シーヤンスでヨヒーレンスの非対称性が解消されるた
めであると考えられる。また、 3QMASスヘヲト}!，の Fl軸プロシ・I.'JションはF2軸に比べてかなりのすローインゲが
見られていることから、 MASスヘヲトルのプロードニングの原因として2nd-QIが支配的であることが明らかとな
った。3QMASスヘヲトルから決定したAσ及びC は、6配位Al(-2.04 ppm， 2.7 MHz)、5配位Al(21.5ppm， 
2.0 MHz)、4配位Al(50.3ppm， 2.4 MHz児島、 MASスヘヲト}!，では、各々 のピ-'Jが2時 QIIこより約 10
ppm程度高磁場側へシフトしていることが明らかとなった。続いて z・7イル聖一型 5QMASシーケンスを用いたと
ころ、 5Q励起効率が 3Qに比べて悪くなるため感度の大幅な低下(ー桁程度)が見られたものの、分解
能が向上し、さらにもう 1成分のAlの存在を示唆した(Fig.2(c))。
また、カオリナイトに対してもAlP04 同様、種々のハ。ルスシーケンスを用いて検討を行った。詳細は当日本。ス~

にて報告する。
以上のように、Al化合物の構造解析にはこれらの手法を組み合わせて用いることが非常に有効であ

ることが明らかとなった。
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Fig.1 27Al・MASs戸C加 mofAlPO.

前 quisiti叩 number:80. 

Fig. 2(a) 訂Al-3QMAS(2・puisetype) SJ町飢JIllofAlPO. 

acqu回出叩numb町:240. 
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Fig.2(b) 27 Al・3QMAS(z・.fi!t町 type)spectrum of AlPO. 

acquisition number: 240 

Fig.2(c) 27 Al・5QMAS(z・fi!ter勿pe)中町trumof AlPO. 

邸中isitionnumber: 16000 

【文献】
[1] L. Fry也n組組d1. S. Harwood，J. Am. Chem. Soc.， 117 (1995) 5367. 
[2]金橋康二、粛藤公児、杉沢寿志，第 38回 NMR討論会要旨集， (1999) 282. 
[3] K. K佃 ehashi，K. Saiωand H. Sugisawa， Chem. Lett.， 6 (2000) 588. 
[4] D. Massiot， B. To田 :0，D. Trumeau， 1. P. Coutures， 1. Virlet， P. Florian and P. 1. Grandinetti， Solid State 

NMR， 6 (1996) 73. 
[5] H. Kraus and R. Prins， J. Phys. Chem.， 1帥(1996)16336. 
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固体13C-NMRにおけるスベクトル編集テクニック
(Wuの方法)の実材料への応用

(日錨テクノリサーチ 1、新日錨先端研z、日本電子 3、日本電子データムワ
0畠山盛明 1、斎藤公児 2、杉沢寿志 3、出口健三 4

Application of the spectral editing techniques (Wu' s method) in the回 lidstate "c-r仏.m.to real ma総rials
Nippon Steel Techno R岱伺ch" Nippon S低elCorporation Advanced & 岱earchLab ¥JEOL Ltd."， JEOL D鉱山nLω ‘

o Moriaki Ha泊key鑑na" Koji S包め日鈍shiSugisawa 3， Kenzo Deguchi 4 

CPIMAS is very power負Jlωana1yzepolym釘 structmesbut鉛 metimesit is difficultωdecide the peak assignment 
kωiUse of broad and overlap阿戸山 DEPTmethod is蹴削 inthe solution NMR field， howev釘， there is no suitable 
method in theωlid sta匂 NMRfield. Theヰ即位alediting teclmiques which was develo戸地 byWu et. al. show 
remarkable effects in orruまrωdiぬn伊ishC， CH， CH2， CH3 grou戸 intheωse of醐 iOI凶 produ出Thereforewe have 
a即，li<ωthesemeth叫 ωrealmaterials， ex. some polyrnぽ andcωls.It is c1即白紙 Wu's method is helpfulω 醐 lyze
strucu伽res，w也佃白.eexperim∞凶 conditions釘eoptinlized. 

【はじめに1
固体I3C・CP!MAS NMRは高分子の構造解析には不可欠な手法であるが、構造が未知の場合は

吸収線の重複や線幅が比較的幅広いため、帰属に戸惑う場面がある。これは固体 NMRでは溶液
の NMRにあるようなスベクトル編集テクニック(溶液 NMRでの DEPT法1)等)がないためで
ある。過去に似たような狙いでダイポーラデイフェージング2)を利用した方法や多重パルス引を
利用した方法が開発されたが、分子運動等の影響を受けて DEPT法ほどの正確さがないのが実際
で あまり広くは利用されていない。 Wuら4)のグループによって提案された固体I3C-CP!MAS
NMRでの新しいスペクトル編集テクニックはほぼ完全に C曲、 CH2、 CH、四級炭素、それぞれ
の区別を容易に行うことが可能となり、また SINも良く実用に耐えうる結果が得られている。
今回我々はこの方法を高分子や石炭等の実材料に応用するために測定条件の最適化を行った。
CH2/CH基と四級炭素/CH3基を明確に区別することが容易にでき同方法が実材料の構造解析に
非常に有効であることが明らかになったので報告する。

【実験1 ~~OH 
固体I3C-NMRの測定は Chemal!;netics

CMX300 (7.0T、I3C 観測周波数 75.5-MHz)、
7.5mm+ CP!MAS用プロープを使用した。
pw90H=4.5同ω であった。化学シフト基準とし
てヘキサメチルベンゼンを使用した。試料回
転速度を上げると、磁化移動速度が MASによ
り複雑に変調を受け、有効に機能しないため
試料回転数を 4kHzとした。
Wuらにより開発されたパルスシーケンス

Fig. 1 "-' 3を使用し測定を行った。基本的な考
えは、交差分極が 2つの段階に分けられてい
ることでありへ近傍に存在する水素核の数に
応じて、後半の脱分極時間を適当に選ぶことで
、CH3、 C也、 CH、四級炭素の区別を行うこと
ができる。

w90H 

i rn 'と"t'pw'l' tm'l 
〈色.u) 

.2 

'L$ 

Fig. 3 : CPMAS toss Polarization Inversion (SCPPI) 
で交差分極の初期ステージで磁化を作り反転時間
(tau)を適切に選ぶことで CH3基の信号を消去で
きCI包基のみを得る測定に使用。

固体13Cスペクトル編集、高分子、石炭

Fig.l 一般的な CPMAS toss(LCP)で十分なコン
タクト時間(ct)を取り全てのピークを観測す
る測定とコンタクト時間を縮め交差分極の初
期ステージのみを観測する測定に使う。

w90H 、.-<'u 

.2 

Fig. 2 : CPMASωss w1血Depolarization(LC町))

で適切な脱分極時間(to)を選ぶことで CH2基と
CH基をほぼ完全に消去する測定に使用する。

はたけやまもりあき、さいとうこうじ、すぎさわひさし、でぐちけんぞう
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I結果と考察】
標準試料としてモノエチルフマレ

ートを用い、測定条件の最適化を行
った。各パラメーター(回転数、ct、旬、
凶)を調整することにより、 Fig.4に
示すように選択的に CH3、 CH2~CH、
四級炭素を区別することが出来た。
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ZSM・5細孔内のニトロアニリンの挙動
: Si/Al比・カチオンの影響
(物質研)0小森佳彦・林繁信

p-Nitroaniline in the micropo問。fZSM・5:effeds of Si/Al ratio and cations. (National 

Institute of Materials and Chemical Research) Yoshihiko Komori and Shigenobu Hayashi 

Environments of p-nitoroaniline (PNA) molecules in several kinds of ZSM・5have been 

investigated by means of so1id-state NMR. ZSM・5and pNA were mixed under N2 

atmosphere組 dthe sample tubes sealed in vacuum were heated at 423 K. 13C CP/MAS 

NMR spectra of pNA incorporated in ZSM・5showed four signals of pNA The profiles of 

the signals depended on the kinds of ZSM幽 5which have different Si/Al ratio and cations， 

indicating that chemical environments of micropores in the ZSM・5have a various influence 

on the behavior of pNA molecules. 

1.緒言

無機有機ナノ複合体は無機物(ホスト)と有機物(ゲスト)の双方の利点を兼ね備えた

新しい材料として期待され、基礎・応用の両面から広く研究が行われている。その物性は

ホスト、ゲストの構造、性質に依存するだけでなく、ホストーゲスト間相互作用を反映す

ると考えられ興味深い。無機ホストのひとつであるゼオライトは多孔性の結品性アルミノ

ケイ酸塩であり、規則的な細孔構造を有している。 p-ニトロアニリン (pNA)等の機能分

子を吸着させることで、非線形光学特性を示すことが知られている。本研究では酸素 10 

員環からなる直径約0.54nrnの一次元チャンネルを有する ZSM・5型ゼオライトに着目し、

細孔内でのpNAの挙動を固体NMRを用いて検討した。特に ZSM・5のSi!Al比や細孔内の

カチオンを変化させ、ゲスト分子の挙動に与える影響を調べた。

2.実験方法

ZSM・5は触媒学会から配布されている参照触媒 (SiO:zlA}z03が 1000，70でNaイオンを

有する JRC-Z5・lOooNa，70Na、SiO:zlA}z03が1000，70，25でHイオンを有する JRC-Z5-10ooH，

70H，25H)を用いた。 ZSM・5を473Kで3h真空排気した後、窒素雰囲気下で単位格子当た

り約4分子のpNAを導入し、混合物の入った試料管を真空下で封じた。これを pNAの融

点 (419K)を考慮し、 423Kで3日間、加熱処理することで吸着反応を進行させた。

ゼオライト、ニトロアニリン、ナノ空間、分子運動、固体NMR

こもりよしひこ、はやししげのぷ
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固体NMR測定は BrukerASX400で行った。測定周波数は 13Cが100.61MHz、29Siが79.49

MHzで、外径 7mmのジルコニア製ローターに試料を充填し、 3.5kHzで試料を回転させて

測定した。

3.実験結果・考察

29Si MAS NMRスベクトルにおいて

pNAの反応前後で SiのQ4シグナルに変

化が見られた。これは反応前後でゼオラ

イト骨格に変化が起きたことを示してお

り、 pNA分子が細孔内に取り込まれたこ

とが確認された。

Fig. l(a)にZ5-1000NaにpNAを吸着さ

せた試料 (1000Na/pNA)の 13CCP/MAS 

NMRスベクトルを示す。 112、127、138、

155 ppmのシグナルとそれらのスピニン

グサイドバンドが観察された。また

1000H/pNAでも同様なスベクトルが観

察された。図中、ベンゼン環の b，cに帰

属される 127，112 ppmのシグナルの線

幅が広がっており、 lHデカップリング

のRF強度に相当する 50kHz程度のベン

ゼン環の回転運動によると考えられた。

(P 1 1 6参照) 一方、 70Na/pNAのス

ベクトル(Fig.lb)ではb，cだけでなく、a，d

に帰属されるシグナルにおいても線幅の

広がりが観察された。 pNA分子の吸着状

態が一様でないことが推測され、細孔内

に存在する Naイオンの影響と考えられる。

70H/pNA (Fig. lc)、25H/pNAのスベクト

NCh 

('~t 

250 2∞ 

a 

d 

「一一寸 F一ー寸 .-ー寸

150 100 50 。
Chemical shift / ppm 

Figure 1. 13C CP/MAS NMR spectra of (a) 
1000Na/pNA， (b) 70Na/pNA and (c) 70H/pNA 
at room temperature. The spin凶ngrates were 
3.5 kHz. 

ルでは pNAに帰属される明確なシグナルは得られなかった。これは、この試料の ESR測

定により確認されたラジカルの生成が原因と考えられた。

4.まとめ

Si!Al比やカチオンの種類の異なる ZSM・5にpNAを吸着させ、固体NMRを用いて分析

した。その結果、 Si!Al比が変化すると細孔内に吸着した pNAの状態が異なることが示唆

された。また細孔内のカチオンの種類も pNAに大きな影響を与えることがわかった。
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高Si/Al比ZSMー 5ゼオライト細孔内における

pーニトロアニリンの運動

(物質研)0林繁信、小森佳彦

Dynamics of p-nitroaniline in the micropore of zeolite ZSM・5with a high Si/Al ratio 

(National Institute of Materials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi and Yoshihiko Komori 

Dynamics of p-nitroaniline (P-NA)伊 estmolecules in zeolite ZSM・5have been studied by 

13 means of solid-state NMR. 'T CP/MAS NMR spectra of p-NA incorporated in ZSM・5show 

large line broadenings of the two C-H signals.τ'hese broadenings are temperature dependent and 

reversible. Thus， the broadening is related with molecular motions， probably the motion of the 

benzene ring because only the C-H signals are broadened. The frequency of the motion is of the 

order of 50 kHz， which is comparable to the strength of the lH decoupling field. 

1.はじめに

ゼオライトは、多孔性の結晶性アルミノケイ酸塩であり、規則的な細孔構造をしてい

る。 ZSM'5型ゼオライトでは、直線状にのびた一次元チャンネルにジグザグにのびたチャ

ンネルが交文している。 チャンネルは、酸素 10員環からなり、その直径は約 0.54nm 

である。 p-ニトロアニリン (p'NA)分子は直線状チャンネルに向きをそろえて配向する

ことにより、結晶状態では示さない非線形光学特性を示すことが知られている。本研究で

は、固体NMR法を用いて、ゲスト分子の局所構造や運動について調べた。

2.実験

ZSM'5は、触媒学会から配布されている参照触媒 JRC'Z5・1000Na(Na型で公称

Si20/Ab03比が 1000の ZSM'5)を用いた。 473Kで 14h真空排気した後、乾燥窒素雰

囲気下で単位格子あたり 3分子の p'NA(和光純薬)を導入した。混合物の入った試料管を

真空下で封じた後、 423Kで 6日間加熱処理した。

固体NMR測定は、プルカーASX400及ぴ MSL400で行った。測定周波数は、 29Siが

79.49 MHz、13Cが 100.61MHzである。外径 7mmのジルコニア製ローターに試料を充

填し、 3.5-5kHzで試料を回転させて MAS(マジック角回転)スベクトルを測定した。

3.結果及び考察

Fig. lAに室温で測定した p'NAの 13CCP/MAS NMRスペクトルを示した。固体 p'NA

ゼオライト、ニトロアニリン、ナノ空間、運動、 13CCP/MAS NMR 

はやししげのぷ、こもりよしひこ
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は、テトラメチルシラン基準で 155.4

ppm (C(1)-NH2)、136.3ppm (C(4)-N02)、

128.7及ぴ 127.7ppm (C(3)-HとC(5)-H)、

113.5 ppm (C(2).Hと C(6)-H)にシグナ

ルを示した。他のピークはスピニングサ

イドバンドである。繰り返し時聞を 7000

sと非常に長くとらないとシグナルが観

測されない。これは、 lHのスピンー格子

緩和時聞が数千秒と非常に長いためであ

り、固体 p-NAでは分子運動がほとんど

凍結されていることがわかった。

Fig. lBには、 ZSM-5細孔内の p-NA

の室温でのスベクトルを示した。 154.6、

138.4、 127、113ppmにシグナルが観測

された。固体 p-NAとはシグナル位置が

変化しており、分子のおかれる環境の

変化を反映していると考えられる。ま

た、繰り返し時間を 15sと短く設定し

でもシグナルが観測されており、何ら

かの分子運動が存在して lHのスピン

ー格子緩和時闘が短くなったものと推

測される。Fig.lBを Fig.1Aを比較し

た場合、もっとも顕著な違いは 127及

150 
(ppm) 

Fig. 1. t3C CP/MAS NMR spectra of (A) p-NA 

and (B) ZSM-5/p-NA at room temperature. 

The contact time was 1 ms， and the repetition 

times were (A) 7000 s and (B) 15 s. lH CW 

decoupling was applied.τ1国espinning rates 

were (A) 4.8凶 zand (B) 3.8 kHz. 

ぴ 113ppmのシグナルの線幅が広がっていることである。いずれも C-Hに帰属されるシ

グナルである。温度の上昇とともにこの線幅は狭くなった。室温に戻すとまた線幅が広く

なり、温度に対して可逆的な変化を示した。このことは C-Hシグナルの線幅の増大が p-NA

分子の運動に起因することを示している。ベンゼン環が室温で lHデカップリングの RF

強度に相当する 50kHz程度の速さで運動しているためと考えられる。

4.結論

ZSM-5の一次元チャンネル内での p-NA分子の運動状態が固体 p-NAとは全く異なるこ

とを示した。 C-Hシグナル線幅の増大から、ベンゼン環が室温で 50kHz程度の速さで運

動していると考えられる。
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Modern Solid State NMR Methods in Catalysis Science 

Subramanian Ganapathy 

Solid State NMR Group， Nationa1 Chemica1 Laboratory， 

Pune 411∞8，lndia 

Twom司jorareas of re田 archin ca凶 ysisscience are the synthesis of 

novel materia1s and their detailed characterization at出emolecular level. 

The intri伺.terelationship betw白 nthe伺.ta1yticperform初旬 andthe 

structura1 characteristics brings in new cha11enges in the development of 

ana1ytica1 techniques. In our laboratory， there has b悶 la∞ntinuing effort 

to introdu切 modernsolid state NMR methods for a more effective 

characterization of catalytica11y impo陶 ntmateria1s. We have addressed the 

problem of isomorphic heteroatom substitution and T -site ordering in the 

zωlite framework by monitoring and studying the disruption of tetrahedral 

symmetry through experimenta1 determination and theoreti伺 1quantum 

chemical ca1culations of 29Si shielding tensors. We have used 23Na MQ-MAS 
and 29Si_23Na REAPDOR experiments and伺 tionmodeling to study the 

伺.tion site distribution and location in molecular sieves. This is 

demonstrated in the novel titanosili伺 teETS-I0. We have employed MQ-~ 
REDORin 幻Al_3lp組 d幻AI-IHdouble resonan偲 experimentsto provide 

structura1 characterization of framework T-sites and acidic proton sites in 

molec叫arsieves. In heteropolyacids (HPA's)， which are solid acids that 

have broad applications incata1ysis， we have used IH-3Ipp1p-1HREDOR 

NMR， aided by Density Functiona1 Theory (DFT) quantum chemi伺 1

ca1culations， to determine the proton locations within the primary structure 

building and therma1ly stable Keggin unit of 同PMOI2040 and 同PWI2O.

The presentation will fi∞us on various experimen阻1methods and how they 

have been used to address some basic structura1 issues in 

Cata1ysis Scien偲.

ca旬lysis、MQ-MAS、REAPDOR、REDOR、DensityFunctional Theory 

すぶらまにあん がなばしー
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直流電場 NMR装置の製作とリチウム二次電池材料測定

への応用 (大工研，神戸大自然科学日本電子 2)0片岡弘，

粛藤唯理亜，境哲男，蔭 山博之，出来成人池田武義 2

APPLICATION OF ELECTROPHORETIC NMR TO CHARACTERIZATION OF 

MATERIALS FOR LITHIUM SECONDARY BATTERY 

Hiroshi Kataoka， Yuria Saito， Tetsuo Sakai， Hiroyuki Kageyama， 

Shigehito Deki1 ftnd Takeyoshi Ikeda2 

(Osaka National Research Institute， Kobe Universityt， JEOL2) 

Transport properties of lithium， anion group and nonaqueous solvents were 

investigated by electrophoretic N民保 technique. The transference number of lithium 

ion in 1M LiN(CF3S02hACIDEC electrolyte at 25
0C was estimated as 0.34 :i:0.08 from 

the apparent mobilities of Li+ and N(CF3S02)2-， wbereas 0.44 by the conventional 

self-diffusion coefficients. The difference clearly suggested that the electrophoretic 

NMR measurement could take out only the ionic information. 

磁場勾配 NMRによる拡散係数測定は等方的な液体に留まらず、コロイド

や膜など異方性をもっ系など多岐に渡り応用されている.われわれもこれまで磁

場勾配 NMRを用いてリチウムイオン二次電池に使用されているポリマーゲ‘ル電

解質中でのリチウムイオンやカウンターアニオンの挙動を検討してきた[1]. しか

しリチウム二次電池で用いられる電解液のリチウム塩濃度は通常 1Mのオーダー

であるため、観測される拡散係数はイオンとイオンベアの平均値となるので、材

料開発において重要な指標となるリチウムイオンの輸率などの評価には必ずしも

最適とはいえない.そこで今回、イオンのみの情報を選択的に取り出すため、直

流電場 Nお1R[2，3]を用いた評価を試みた.これは直流電場を印加することによりイ

オンのみを選択的にドリフトさせて電気化学的情報を取り出すことが出来るため，

イオン導電特性評価に有効な手法である.この手法はこれまで主に水溶液系[2]

で行われており、非水溶媒系[3]での研究例はほとんどない.また観測核は lH，7Li

が主で、 19Fなどの測定は行われていない.われわれは直流電場印加可能なリチウ

ム用および水素・フッ素用の NMRプロープと電源を製作し、イミド系リチウム塩

電解質中のリチウムイオンおよびアニオングループの易動度の測定を試みた.

キーワード 直流電場，易動度， 7Li， 19F，ポリマーゲ、ル電解質

かたおかひろし，さいとうゅりあ，さかいてつお，かげやまひろゆき，

できしげひと，いけだたけよし
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測定は JEOLACP300W分光器(共鳴周波数百核 300.九回z)を用いて 25
0
C

にて行った.通常の磁場勾配測定で得られるエコー強度 M(2't)αexp[-i g2 O2 Ds 

(4Ll-O)π-2]は電場を印加した場合

Mv(2't)∞ cos(2 Y g v O Ll / 1t) M(2τ) (1) 

と表される[4]. ここで y:観測核の磁気回転比， g:磁場勾配強度，Ds:自己拡散係

数， o:磁場勾配パルス幅，企:磁場勾配パルス間隔(拡散時間)である.磁場勾配パ

ルスはパルスのミスマッチを避けるため矩形波ではなくサイン波を用いた. vは

イオンの泳動速度であり，イオンが電場により泳動された場合は電場強度に比例

する.試料への電場印加は，静磁場方向に設置した円筒型サンプルセル(直径

3.5・10mm，電極断面積 0.10・0.28cm2，電極間距離 32mm)を用い，電極ー電極問での

定電圧制御電源で行った.試料の分極や分解を防ぐために電極極性を反転させな

がら測定した.典型的な実験条件は， g=62 CLi) / 17 ('H， '9F) Gauss cm"'， o=0・3ms，

企=1.5s，最大印加電圧 75Vであった.試料のポリマ}ゲ‘ル電解質は，リチウムイ

ミド塩 LiN(CF3S02)2のEC/DEC(v/v2/3) 1M溶液とポリフッ化ピニリデン(PVdF)-

ヘキサフノレオロプロピレン(HFP)を重量比 98:2で混合し，キャスティング法によ

り最終物を得た.

磁場勾配パルス幅の8変化によりエコーの強度変化が観測された.同一条

件下で測定を行い， (1)式から得られたリチウムイオンとアニオング、ループの見か

けの易動度Jlapp(Li+)とμapp((CF3S02)zN")を用いてリチウムイオンの輸率 t(Li+)= 

μapp(Li+) / [μapp(Li+)+ Jlapp((CF3S02)zN・)]を評価した.その値 0.34:1::0.08は通常の自

己拡散係数から評価した値 0.44とは異なり、拡散係数がイオンとイオンベアの平

均値であることと定性的に一致しており，電場印加でイオンのみの情報を取り出

していることを示唆している.しかし今回は定電圧制御のため試料中の有効電圧

は印加電圧と必ずしも一致していない.また見かけの電圧を上げていくと、電場

勾配が 30V/3.2cm以上では理想的には観測されないはずの溶媒分子(EC，DEC)の変

化も観測された.これらは発熱による対流や分解，あるいは解離度の変化などが

考えられる.これらの点を明確にするため，現在，定電流制御下での挙動を検討

中であり，当日はそれらの結果もあわせて測定法および物性の議論を行う.

参考文献

[1] Y. Saito et al.， J. Phys. Chem. B 104.(2000) 2189. 

[2] M. Holz， Chem. Soc. Rev.， 1994， 165 

[3] H. Dai and A. Zawodzinski， Jr.， J. Electrochem. Soc.， 143， L107 (1996). 

[4] W. S. Price et al.， J. Magn. Reson.， 139，205 (1999). 
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超臨界水用高温 NMRプローブの開発
(日本電子¥日本電子データム') 0池田武義 1、江口問IJ史¥杉沢寿志¥棲井智司¥藤戸輝明 2

Development of High Temperature NMR Probe for Supercritical Water 
(JEOL Ud.'，JEOL DATUM') 0 T，法勾0血iIkeda'.Takefu血 Eguchi'，Hi掴血iSugi圃Wal・岨toshiSakurai'.Teruaki Fujito' 

The importance of sup町 criticalfl凶dsas rl回 ctionmedia is now incr飽 singin environmental 

chemis町・ NMRspectros∞py has provedωbe the most powerfulω01ω 由 dyon solvation， dynamics 

behavior of molecules， and molecular s住ucture.Then， the NMR system for superαitical fluids is 

be∞ming 戸omisedequipment Last y回 r，we reported曲esuccessful development of NMR sample 

tube for sup釘ロiticalcarbon dioxide. This y闘に weextend the NMR system ωsupぽ αiti伺 1water 

region. From 0町 previousexperiment， we found血atthe most affective facωrωsp民国1resolution in 

superαitical fluids was the temperature gradient Therefor， our new probe for the super，αitical watぽ is

so desi伊 ed as to reduce the thermal gradient at high temperature (4∞C). 

超臨界水用 NMRプロープの開発の目的
物質には気体、液体及び固体の 3態がある事はよく知れているが、更に臨界点以上の温

度、圧力(例えば水の場合、温度 373"c以上、圧力 23MPa以上)では、高密度に圧縮し

でも液化することのない流体相が存在する。この状態にある物質を超臨界流体という。超

臨界流体は、気相と液相の中間的な物性を持つ。一方 NMR分光法は、これまで化合物の

構造や性質、さらには化学反応における動的挙動解析の有力な手段として活用されており、

超臨界流体中において溶解している化合物も、同様に観測できれば、超臨界流体中での化

学反応や構造情報をえる強力な手段となる。

このような要求から当社では、超臨界流体用 NMRプロープ、サンプルチューブの開発

を数年前から進めており、昨年は既存 NMR装置をそのまま使用できる超臨界水流体用

NMRサンプルチュープの開発を行い、まず比較的容易に担える超臨界二酸化炭素中の

NMR測定から始めた。一方我々の最終目標は超臨界水(温度 373"c、圧力 23MPa)の NMR

測定である。それを実現するため、今年は超臨界水を対象とした、他核種観測用の超臨界

流体用高温 NMRプロープ(試料管径 1伽nmゆ)の開発を行った。

本プロープの開発のポイント
昨年の測定の経験から超臨界流体 NMR測定上の一番の問題点は、試料管内の温度勾配

によって生じる試料の対流であり、その影響でスベクトルの線巾が広がること等も判明し

た。

特に、今回開発目標とした、多核種観測型プロープの場合、感度を上げるために試料管

の外径を 10 φとした点と、超臨界水をターゲットにするために温度を 400"c以上と高温

にしなければならない点があり、温度勾配がより大きくなる。従来型の構造では、それに

よって生じる対流による線幅の増大が顕著になると予想された。そこで、試料管内の温度

勾配を低減するために、以下の対策を行った。

キーワード 高温 NMRプロープ超臨界流体超臨界水

いけだたけよし、えぐちたけふみ、すぎさわひさし、さくらいさとし、ふじとてるあき
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@試料の加熱方法は、従来どうりプローブ下部よりの熱風加熱方式であるが、熱風の経

路の断熱の強化を可能な限りおこなった。

@プロ}ブの上部に補助ヒータをとり付け、試料管の上部からも加熱し試料の温度勾配

を改善する。その補助ヒータとしては非磁性の白金線を使用し無誘導巻きとし、補助

ヒータを付加することによる悪影響を防いだ。

本超臨界水用 NMRプロープの主な仕様
試料管径 最大 10mmφ

主な測定核 31p、l1s，13C、官i、'H.、170及び 1H(モニター可)

照射核 1H核

温度可変範囲 室温"-'400
0
C以上

標準使用試料管 外経 10mmゆ、内径 3mmφ のサファイヤ管

(耐圧 40MPa以上)

Figl 

Fig2 Sub-沼号車総f

C品lib.Tool 

参照文献 第 38回 NMR討論会講演要旨 超臨界流体用 NMRサンプルチューブの開発

381 



P120 

MASスピナーの改良
(日本電子)0樋岡克哉

Improveme叫 ofmagica判員esp血ner

Katsuyal五品回. JEOLLtd. 

Wer可)()ltedωimprove 也e 凶rb回ring~銑em， giving 回.reful ronsiderationぬ也e

由 ωIrand血eturbin.e of出.eronven出国16mm申泊ner，and we report也.eadv祖国d凶r

bear恒gsy銑emfi賞金n皿 spinner.Preven姐ng也ewhirl phenomenon， we groo明!dinsi.de也e

由旬rand improved血ee節ciencyofro国語。n，也ede国gnofturbin.e包m叫温ed.wi出血.em，
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Iはじめに1
固体高分解能NMRにはMAS法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試料の温度上昇を

少なくし、高速回転を得るためには、非常に精密な空気軸受が要求される。そこで前回の6mmM

ASスピナーの報告に続ヂ、ステータの構造の改良、タービンの検討をした佃mMASスピナーを

作成したので、その結果を報告する。

【理論的背景】

空気軸受 空気軸受(エアベアリング)は、ロータとステータの狭い隙間(クリアランス)に、給気

孔から圧縮空気を送り込むことで、ロータを保持する。この保持力は、狭い隙聞を粘性のある流体

が高速で流れることによって発生する。空気は、油などに比べると粘性が小さいため、ロータを保

持する力は小さいが、同時に適切な保持力下で高速で安定な回転が得られるという特長がある。

ロータに作用する遠心力 ロータに作用する遠心力によって、円周方向の引張り応力が生じる。

引張り応力がロータの素材の強度を超えると破壊してしまう。遠心力は、ロータの密度と回転速度

の2乗に比例する。高速回転でも破壊しないためには、高強度で密度の小さな素材を選択する必

要がある。

回転方向に作用する力 ロータの回転方向に作用する力は、タービンに加わるエアジェットによる

力と、ステータとロータの隙聞の空気の粘性による抵抗の2つである。先細ノズルのエアジェットの

速度はほぼ音速で一定なので2、エアジェットの運動量は、密度つまり圧力に比例する。また、ター

ピンに作用する力は、エアジェットとタービンの速度差に比例する。粘性による抵抗は、回転速度

に比例する。回転速度は、これらのタービンに作用する力と粘性による抵抗力の釣合いによって決

まる。高速回転を得るためには、粘性による抵抗を小さくし、エアジェットの力を大きくするとともに、

キーワード:MAS、空気軸受

ひおかかっや
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タービンの効率が良いことが重要である。

振れ回り(柚お1) ロータがステータ内部で偏心した場合、好ましい反応は、ロータが中心に押し

戻されることである。ところが、ロータが高速で回転していると、回転によって空気が狭い隙間に巻

き込まれ、圧力分布が非対称になり、ロータが中心から外れた位置に戻ることになる。その結果、ロ

ータの重心が回転を始める。この現象を「振れ回りJ(WhirI)と呼ぶ。振れ回りが発生すると、ロータ

がステータと接触し、摩擦熱で焼付いたり、機械的変形や衝撃で破壊する。高速回転を実現する

ためには、「振れ回り」の発生を抑えることが非常に重要である。「振れ回り」の発生を防ぐためには、

①空気の巻き込みを少なくする、②ロータの慣性を小さくする(中心への復元が早い)などの対処

が特に重要である。

【設計1
前回の報告では、従来の直径6mmMASスヒ。ナーのステータとロータの材質に考察・改良を加え

ることによって、最高回転速度13.5krpsを達成したことを報告した。今回の実験では、ロータの直

径を位mとし、タービンの形状にも検討を加えた。

軸受の構造 前述の理論的背景をふまえて、ステータを設計した。軸受の抵抗を小さくするため

に、給気孔部分以外は軸受を無くし、有効な軸受面積を大幅に減らした。振れ回りの発生を抑え

るために、ステータ内部に空気の巻き込みを防止する溝を設け7こ。

ロータの材質の選択 高速回転による遠心力による変形や破壊を防ぐために、前回の実験同様

に、機械強度特性に優れた窒化ケイ素を用いた。

タービンの形状 タービンを効率よく回転させるためには、エアジェットからタービンへの運動量の

伝達効率を上げることが必要である。そのためには、エアジェットがタービンに接触する時聞を長く

なるようにすれば良く、タービンの羽根の形状を最適化する必要がある。

ステータ・ロータ・タービンの形状の詳しい形状については、ポスターで説明する。

【実験1

前述の設計に基づくステータとロータを用いた.4rnmMASスヒ・ナーを製作した。軸受エアの圧力

を一定に保ちながら、ドライブエアの圧力を変化させて回転速度を計測した。タービンの形状によ

る回転効率の違い、エアジェットとタービンの関係による回転効率の違いを計測した。

実験結果については、ポスターで詳しく説明する。

【まとめ1
MASスヒ。ナーの空気軸受において、ステータの内面の構造の工夫、ロータの材質の選択、タ

ービンの形状に考察・改良を加えたことによって、回転速度の向上が図られた。

参考文献

1)樋岡克哉、第38回NMR討論会要旨集、p298(1999)

2)岩本順二郎、圧縮性・粘性流体力学、東京電気大学出版局、p22(1987)
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化合物半導体を用いた高感度前置増幅器の 13C観測への応用

(日本電子)0松倉順一、末松浩人

Ultra Low Noise Preamplifiers for the detection of 13C 

(JEOL LTD.)OJunichi Matsukura， Hiroto Suematsu 

Ultra-low noise preamplifiers using GaAs HEMT technology have been developed to observe NMR 

signals for the use of spectrometers from 300MHz to 800MHz(1)(2). 

This technology has been applied to the detection of 13C signals at 500MHz and 600MHz field， and 

preamplifiers with noise figures of 0.2dB~0.4dB for those frequencies have been obtained. 

我々は 300MHzから 800MHzまでの NMR装置に於て NMR信号を感度良く観測するため、化合物

半導体(GaAsHigh Electron Mobility Transistor)を使用した高感度前置増幅器を開発してきたり2)。

今回はその技術を 500，600MHzNMRにおける 13C信号観測に適用した。

前置培幅器自体の雑音指数は常温にて 0.2dB・O.4dBである。本前置増幅器を使用することにより、

従来に比べ 13C感度は 600MHz装置において 30%前後改善し、 500MHz装置では 20%前後改善

された。本前置増幅器を使用した 800MHz，600MHz，500MHzNMRにおける 13C感度(ASTM)を

それぞれ[Fig.1][Fig.2][Fig.3]に示す。

ポスターでは更に詳しい電気試験データと NMRデータを示す。

参考文献

(J)末松，栗原，第 37回NMR討論会要旨(1998)

(2)末松，栗原.第 38回 NMR討論会要旨(1999)

13C、感度、化合物半導体、前置増幅器

まつくらじゅんいち、すえまつひろと
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有機ゲルマニウム化合物の国体高分解能 73GeNMRスペクトルの観測

(神奈川大理・工)0西川実希、竹内敬人、田中克己、高山俊夫

High-resolution Solid-state Ge-73 NMR of Some Organogermanium Compounds 

Miki Nishikawa， Yoshito Takeuchi， Katsumi Tanaka， 1bshio Takayama 

D呪partment01 ChemistJヲ~ FacultyolScience， Kanagawa University 

As ∞mpared with nuclei with 1 = 112， the magnetic resonance of 73Ge has been much 

less studied chief1y because observation of 73Qe resonance is generally di血cultbecause of 

i旬 lowvalue of gyromagnetic ratio， and nuclear spin of -9/2 with a large quadrupolar 

moment. Such tend旬伺U僻 ex伺 ssivebroading of 73Qe signals， and hence the 

observation of 73Ge resonan鴎 sin the solid .state would be even more difficult. To the best 

of our lmowledge， there have been no repo此son 73Ge signals of organogermanium 

∞mpounds in the solid.state. Here we report the observation of the 73Ge NMR signals of 

some organogermanes in the solid-state. The resonanl田昌金omgermanium nuclei in 

solid叫 a旬 werere∞rded using magic angle spinning. 

比較的最近まで、 73GeNMRの研究は、他の 14族元素、炭素 (13C)、ケイ素 (29sn

さらにはスズ(1l9Sn)や鉛 (207pb) と比較してかなり限られていた。これには、測

定上の困難のみならず、有機ケイ棄、有機スズ、有機鉛化合物には、実用的な用途が

あるため、工業規模で製造されるのに対し、有機ゲルマニウム化合物には、そのよう

な実用的な用途が知られていなかったという背景がある。しかし、近年の有機ゲルマ

ニウム化学の発展に伴い、分析手段として 73GeNMRの果たす役割も大きくなった。

73Ge核は、核スピンの大きな四極子核(I= 9/2)であり、さらに共鳴周波数が非

常に低いため、 NMRの観測が困難な核である。国体 73GeNMRは、著しく線幅の広

いスベクトルを与えることが予想され、これまで報告例はない。そこで我々は、固体

高分解能 73GeNMR法の開拓を目指して研究を行った。今回は、最初の試みとして、

いくつかの有機ゲルマン誘導体を試料として、 MAS73Ge NMRスベクトルの観測結

果を報告する。

本研究で使用した核磁気共鳴装置は、日本電子社製 ECP300で、低周波用 MAS

プローブの改良型を用いた。 MAS(マジック角回転)を行いながら、シングルパル

スで励起して観測を行った。

キーワード:固体 73Ge-NMR、有機ゲルマニウム化学、マジック角回転

著者ふりがな:にしかわみき、たけうちよしと、たなかかっみ、たかやまとしお
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ゲルマニウム原子の周りが対称に置換された化合物においては、固体状態におけ

る73Ge核の共鳴線が、いずれも一重線として観測された (Figure1， Table 1)。観測

された共鳴線は、 112→-1/2の遷移に基づく、いわゆる中央遷移であると考えられる。

これらの共鳴線の半値幅には、著しい差が観測された。この事実は、ゲルマニウ

ム原子の周りの対称性のわずかな差に起因すると推定される。すなわち、 Ph4Geおよ

び(C6F5)4Geは、完全な 84対称分子であるのに対し、他の化合物は近似的な 84対称

であるが結合長あるいは結合角にわずかに違いがある。

360Hz 

t帥

49Hz 

(. 

Figure 1. Solid-state high resolution 73Ge NMR spectra ofPh4Ge (a) and (PhCHz)4Ge (b)_ 

h.ble 1. 73Ge NMR Chemical Shifts and Ha1f Width 

compounds 

Ph4Ge 

(C6Fs)4Ge 

(σToU4Ge 

(m-ToU4Ge 

(P-TOU4Ge 

(PhCH04Ge 

i 8olid-dta胞 801ution (CDC1a) 

Half width Chemical shift 
(Hz) (ppm) 

|叫.ca1shift I 
(ppm) 

-31.0 49 -32.6 

-22.0 225 -27.8 

-28.2 342 -33.1 

-32.2 391 -32.9 

-32.4 400 -31.6 

-0.6 350 -0.04 
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12.7 

18.5 

11.4 
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in si仰パラ水素信号増強NMR法を用いた

RhCl(CO)σPh均の水素化反応の研究
(阪大院理)0 高橋信幸・増井大二・上回貴洋・中村亘男

Para-Hydrogen Induced Polarization NMR Study of 
Hydrogenation ofRhCl(CO)(PPh3)2 

N.11北ah部 bi，H. Masui， T. Ueda and N. Nakamura 
Department of Chemistry， Graduate School of Science， Osaka U niversity 

A small amount of new binuclear hydride complex 
[(PPh市ClHRh(μーCl)(μ-H)Rh(CO)(pPh3)] in the hydrogenation reaction of 
RhCl(CO)伊Ph3h w錨 detectedby means of para-hydrogen induced polarization NMR 
method. This method was also used to examine the intermolecular chemical exchange process 
in由emain product [H~伊'Ph3h(μ一Cl)品h(CO)伊'Ph3)]. Simulation of PHIP spectrum at 
various temp釘 aturesby a mutual two-site exchange led to accurate activation energy Ea = 

64.4:t 1.7 kJ mor1. 

【序論l
RhCl(CO)(PPh3hを水素化すると，ヒドリド錯体が生成するが，ふつうの水素を使っ

て水素化するとその NMR信号は観測できない。しかし，パラ水素信号増強♂HIP)
NMR法 1-2を使うと信号強度が数千倍に増強されるため，非常に低濃度のロジウム二

核ヒドリド錯体凹~(PPh3h(μーCl)長h(CO)(PPh3)]でも検出できる。この錯体では，
PHIP 2D-Exchange Sp即 troscopyNMRの撮度変化の測定によって，分子内化学交換過

程の活性化エネルギー Ea= 56:t9 kJ mor1が得られている 3-4。本研究では，この交換

過程を PHIPNMRで詳細に追跡し，化学交換による線形変化のシミュレーションを行

い，精確な活性化エネルギーを決定した。また，これまで検出されていなかったヒド

リド錯体の信号も観測し，反応過程に関して新たな知見を得た。

【実験】

悶lCl(CO)(PPh3hは，市販品(和光純薬工業株式会社)を用いた。A1drichの重水素化ベ

ンゼン(C~6)をモレキュラーシープス(3A，和光純薬工業株式会社)で脱水し，溶媒と
して使用した。反応溶液は，真空ラインで準備し，脱気した。約 2atmの水素を F匂03

といっしょに液体窒素温度まで冷やしてパラ水素の比率を上げた。試料溶液を凍結さ

せた NMR試料管に水素ガスを吹き込み，測定直前に解凍したのち，すぐにプロープ

に挿入して insituNMR測定を行った。

JEOLJお{R-EX270eH Larmor企equencyof270.158 MHz)を用い， 45
0
パルス(5.4同

で 1H-NMRを観測した。積算回数は，図 l(a)が256回で，モの他は 8回であった。化

学シフトは， C~6の残留プロトンの値(0= 7.15 ppm)を基準とした。測定温度は，分光

器付属のコントローラーで 0.5t以内に制御した。脱水したヱチレングリコールで温

度を校正した。

Key word 戸ua-Hydrogeninduced polarization. hydrogenation . hydride . simulation . 
chemical exchange 

たかはしのぶゆき・ますいひろっぐ・うえだたかひろ・なかむらのぶお
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【結果と考察]

図 l(a)に， 348 Kで測定した lH-l'恥低スベクトルを示す。化学シフトが-19.5ppm 

付近の信号が但.2Rh(pPh3Mμ-Cl)2Rh(CO)(pPh3)]に帰属されている。この信号の線幅が

広がっているのは，化学交換過程によるものである。ー16.3ppmと-14.3ppm付近の信

号は，未知のヒドリド錯体に帰属され， 348 K以下では観測できなかった。この錯体

について， N恥低シミュレーションで解析した結果を図 l(b)に示す。分裂の本数と化

学シフトの位置からこの錯体を[σPh3)2ClHRh(μ一Cl)(μ一町間1(CO)(PPh3)]と同定した。

このような塩素原子と水素原子の二つで架橋される錯体としては，類似の

即lCl(CO)(PM匂)2 の水素化反応において生成する

[(PM匂hClHRh(μ，-Cl)(μ一町即l(CO)σM匂)]があるが汽即lCl(CO)(PPh市の水素化でこ

の型の二核錯体が観測されたのは今回が初めてである。結局， Scheme 1に示しである

経路で貼Cl(CO)(PPh出の水素化が進むと考えられる。

図 2 の左側に各温度で観測した[H~(PPh3M~-Cl)~(CO)σPh3)]のスベクトルを示
す。このスベクトルは， 298K以上で観測され，温度上昇とともに分子内化学交換に

よって線形が変化する。この化学交換過程を NMRシミュレーション 7-9で定量的に

解析した。解析に用いたモデルは， Scheme2の上に示した 5スピン系である。化学交

換は，二つのヒドリド配位子聞の2サイトで起こると仮定した。結果を図2の右側に

示す。シミュレーションから求めた交換速度の温度変化からArrhenius活性化過程を

仮定して，活性化エネルギー Ea= 64.4:t 1.7 kJ mor1を決定した。この値は，既に報

告されている値よりも，ずっと精度が高い。また，lH-NMRからは， Scheme2におけ

るAとBの交換過程を区別できないけれども，この活性化エネルギーの大きさから B

の交換が起こっていると考えられる。

【参考文献1
[1] J. Natterer， and J. Bargon， Prog. NMR争'ec仰.，込 293(1997).
[2] S. B. Duckett， and C. J. Sleigh， Prog. NMR争ectro.，込 71(1999).
[3] S. B. Duckett， and R. Eisenberg， J. Am. Chem. Soc. ， 且~ 5292(1993). 
[4] P. D. Mo町an， S. B. Duckett， P. R. Howe， J. E. McGray， S. A. Colebrooke， R. Eisenberg， M. 
G. Partridge， and J. A. B. Lohman， J. Chem. Soc.， Dalton Trans.， 3949(1999). 

[5] S. B. Duckett， R. Eisenberg， and A. S. Goldman， Chem. Commun.， 1185(1993). 
[6] P. D. Morran， S. A. Colebr，∞ke， S. B. Duckett， J. A. B. Lohman， and R. Eisenberg， J. 

Chem. Soc. Dalton Trans.， 3363(1998). 
[7] Smith， S.A.; Levante， T. 0.; Meier， B. H.; Ernst， R. R. J. Magn.Reson.， Ser A.，盟岳

75(1994). 
[8] P. D. Buckle弘K.W. Jolley， and D. N. Pinder， Prog. NMR争'ec仰.，盟， 1(1975). 
[9] R. R. Emst， G. Bodenhausen， A. Wokaun， Principles of Nuc1ear Magnetic Resonance in 
One and Two Dimensions， Oxford Science Publications， 1987. 
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琵琶湖湖底堆積物中の有機物質、鉱物、リン物質の

国体NMRj去を用いての成分解析

(神奈川大工)0高山俊夫、佐藤祐一(岡山大資生研)中島進

Characterization of organic matters， minerals， and phosphorus 

species in the bottom sediment of Lake Biwa by solid state 

NMR 

T. Takayama ， Y. Sato and S. Nakashima女

Dept.Appl.Chem.，Kanagawa Univ.，オRes.lnst.Biores.，Okayama Un;v. 

To clarify the geochemical and environmental behavior of the high manganese content of 

sediment point 5 in Lake Biwa which S.Nakashima previously made a report， some samples of 

five sediment points (1 ~5) and two sediment core parts (4cm depth at 2cm intervals: L 1 ~ 

L3 and 6cm depth at 2cm intervals 目 H2~H4) were collected from the northern and sourthern 

parts of the lake. The organic matters， minerals and phosphorus species in the bottom 

sediment were analyzed bythe solid state 13-C， 27-AI， 29-Si， and 31-P NMR. 

After all， we presumed that the organic matters and minerals play an important role in 

enrichment of manganese content in the sediment point 5 of Lake Biwa. 

1.はじめに

琵琶湖は日本一の湖面積を有し、水深も北湖の湖心部では60~104m (琵琶湖北湖の平

均深度41m)ときわめて深く、湖底の堆積物が、過去から現在に至る聞のその湖の状態の

変遷を反映しているとみなされる。近年、琵琶湖の周囲の著しい都市化や人間活動に伴って

排出される窒素やリンによる湖水の富栄養化現象と共に、湖水や堆積物の汚染が懸念されて

おり、湖底堆積物中に関する研究が広範囲に渡って行なわれることが最も要求される湖の一

つである。

著者の一人(中島)はすでに琵琶湖堆積物中の重金属元素の分布及蓄積挙動に関して詳

しい考察を加えているが堆積物中の重金属元素がどのようなスカベンジャ・(除掃坦体)と

結合しているのかの解明を今後の課題とした1)。

そこで、著者等は琵琶湖湖底堆積物中の表層堆積物及び柱状堆積物の有機物質、鉱物、

リン物質成分を化学的処理を行うことなく直接的に明らかにする目的で、 13・C，27-AI， 29-

Si， and 31・P固体NMR測定を行った。そして、その成分と湖底堆積物の重金属元素(特に

マンガン)の分布との相関を検討した。

2.試料および固体NMR測定

2.1 )試料

実験に用いた琵琶湖の柱状堆積物および.表層堆積物の採取地点をFig.1に示した。

キ，ワ・ド:琵琶湖湖底堆積物、有機物質、鉱物、リン物質、 固体NMR法

01;こかやまとしお、さとうゅういち、なかしますすむ
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2.2国体NMR測定

天然存在の13C，27 AI， 29Si， 31 P/MAS NMRスペクトルの測定はJEOLEX270WB装置を用い

て行なった。 27AI，29Si， 31p核の測定は該当核がプロトンと結合していないことが予想され

たので、近くに存在する非結合プロトンを照射したシングルパルス;去にて測定した

(G卜IDMAS)。その核照射はそれぞれ30~45度パルスで，繰り返し時間は10~15 秒(堆積

物中には重金属元素として常磁性の鉄やマン力、ン等が含まれているために常磁性緩和のため

繰り返し時間を長くとる必要がなかった。 27AIは四極子核なので四極子緩和を更に伴うので

もっと短L、5秒とした)とした。 13C核は通常のCP/MAS;去で行なったc 基準は各々

13C(TMS:δ=0.0) ，27AI(AI(6):δ=0.0)，29Si(TMS:d=0.0)， 31p (H3向 4・δ=0.0)に換算し

た。 NMRスペクトルの線型分離は、ローレンツ型(Lorenzian)、ガウス(Gaussian)、および

その混合型(Mix)の基本波型の重ね合わせによって近似し、非線形最小ニ乗;去を用いてピーク

位置、ピーク強度および半値幅を最適化するプログラムを用いたわ

3. 結果および考察

3.1 湖底有機物質成分

琵琶湖湖底堆積物中の重金属元素の分布及蓄積挙動の違いが堆積物中の有機物によって異

なるのかを見るために湖底堆積物の有機物の成分の検討を行った。表層堆積物の採取地点、2

の13CCP/MASNMR線型解析スペクトル(混合型)の各ピークの計算結果(化学シフト、半値

幅、面積比)をFig.21こ示す。全部で8個のピークに分離した分離波型の合成波型が観測;皮型

をかなり良く表示していることがその差分波型より分かった。土壌有機物の芳香族性の指標

と見なせる、 COOHのCを除いた式

芳香族ピーク範囲(110-160ppm)

f a 2 = x100 (~~) 

全ピーク範囲ーCOOHピーク範囲(160-190ppm)

から求めた湖底堆積物中の芳香族性と非芳香族性の害IJ合をTab.1に示すご採取地点5での非

芳香族性は54%と最も大きな値であった。中島らの化学分析の結果¥地点5ではマンガン

の含有率が他の地点より異常に大きい値 (14100mgL.1)であった。これは地点、5では湖水

中に存在するマンガン(11)が水和酸化物に変わったり，粘土鉱物，有機物や鉄・マン力、ン

水和酸化物に吸着.共沈して湖底に沈降し堆積物中に取り込まれる量が他の地点より多いと

中島は考案していた。 13C固体NMRの結果からもこの地点、で白は炭化水素成分(例えは糖質

等)が多く存在し，重金属元素(この場合、マンガン)の水和酸化物を吸着していることと

傾向が一致していた。

3.2 湖底鉱物質成分

湖底の堆積物が粘土鉱物組織で・あるか、一次鉱物組織であるかは堆積物をスカベンジャー

として考えるときに非常に重要なファクターとなる O 鉱物成分の「司定は固体27AI， 29Si NMRIこ

より，1)AI(4)，AI(6)の存在の証明，2)AI(4)/AI(6)比の決定，3)Si原子周囲の微細配位構造

の決定なと、より詳細な構造を決定することが可能となる。

3.2.1アルミニウム成分

採取地点2の27AI-GHDMAS線型解析スペクトル(混合型)を各ピークの計算結果(化学シ

フト、半値幅、面積比)とともにFig.3に示す。 AI(4)、AI(6)のピクはそれぞれ化学シフト

異方性が大きいために、スピニングサイドバンド (SSB)が見られたc AI(4)とAI(6)との定量
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性を議論する場合は全てのSSBを線型分離した強度面積を合計して比較する必要がある O 各

地点、でのAI(4)に相当するピークと、 AI(6)に相当するピークの強度を加えた値の強度比を

Tab.21こ示した。 1: 1層の粘土質であればAI(4):AI(6)=1 :1，2:1層であればAI(4):

AI(6) =2 : 1である。 Tab.21こよれば、地点 5ではAI(4)/AI(6)の値が各採取地点、のうち最

も大きな1.3を示していた。このことは2: 1層の割合が多く存在していることを示してい

る。 2: 1層は層電荷によって層聞に陽イオンを引き付ける傾向がある。すなわち，その層

電荷によって琵琶湖湖底堆積物中の重金属イオンが多く引き付けられていると考えられるc

そのことが化学分析の結果の地点5での重金属元素(特にマンガン成分)が他の地点、より多

いことと相関があるように思われる。

3.2.2 ケイ素成分

湖底堆積物のケイ素成分をみるために29SiNMR測定を行った。そのスペクトルから、アル

ミニウム成分を含まない鉱物質である04テクトケイ酸塩Si04-oAI成分とそれ以外の成分と

を見較べた。 各採取地点の29日-GHDMASスペクトルをFig.4に示す。このスペクトルは

NMRプロ・ブからのパックグランド(BG)を引いた差スペクトルである。各スペクトルは大き

く2つの幅広いピーク約・95ppmと約-105ppmに集約された。これらの2つのピークから大雑

把にいって-95ppm付近では縮重度03、-105ppmでは04成分が多いといえる。 04テクトケ

イ酸塩Si04・OAI成分(ー1O?~ ・ 114ppm) の多い地点は4 ， 5 ， Ll， L2， H2， H3であ

り北;拐に04テクトケイ酸塩Si04.0AI成分が多いことを示している。これは琵琶湖湖底水が比

重の小さい粘土鉱物質を南湖に移動させ.北湖に04テクトケイ酸塩Si04-0AI成分の多い鉱物

が残ったと考えられる。

3.2.3 リン成分

琵琶湖湖底堆積物中のリン化合物の成分の検討を行なうことは湖水の富栄養化現象の解明

に重要である。分別クロマト法によって分けた土壌中のリン成分の分析をCondron
2i
は固体

"P-NMR法で行った。その結果、土壌中のリン成分は無機リン(δ=6.28~5.3) 、リン酸

モノエステル(δ=5.3~3.5) 、リン酸ジエステル(δ=O.O~ 司0.8) 、ピロリン酸(δ= ・ 4.39~

・5.5) 、ポリリン酸(δ= ・ 18~・ 19) に分離した。

我々は分別クロマト分析を行なうことな《琵琶湖湖底堆積物そのままの状態で直接固体

引 P-NMR測定を行うことによってリン成分の分析を試みた。 31P核は自然含有率100%なの

で検出容易な核であるが、スペクトルのS/Nを良くするために積算を約12、000回必要と

したことから、この堆積中に占めるリン成分の割合は微量であることを示している。リン成

分が湖底堆積物として取り込まれるよりも湖水中に溶出しやすい形態で存在していることを

示す。このことは湖水の富栄養化現象として深刻な問題と思われる。

各採取地点、の"P GHD/MASNMRスペクトルをFig.4に示した。各地点でのスペクトルから

混合型で分離した各リン成分の結果をTab.31こ示す。リン酸モノエステルとりン酸ジヱステ

ルの合計である有機リン化合物は地点、 3 (86 %)， 4 (8 4 %)そしてH3 (72%)が多

く、この地点はほとんど有機リン成分であることが分かった。無機リン(PO 43 )の最も多

い地点、H4は鉱物成分のうちAI(4)成分が最も少ない地点であり、鉱物成分のAI(4)と無機リ

ンが置換し、リン鉱物成分が多くなっていることと矛盾しない。

1 )中島進・森井ふじ・農学研究、 59，189(1982). 2)L.M.Condron，E.Frossard，H.Tiessen， 

R.H.Newman andJ.W.B. Steward， J.Soil Science.， 41 ，41-50 (1990) 
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構造解析における LC-MS/NMRの応用

(日本電子)0藤本孝子・藤井直之・森田徹一郎・高橋豊・樋口哲夫

Application of LC-MS/NMR in Structural Elucidation 

(JEOL LTD.) Takako Fujimo肋， Naoyuki Fujii， Testsuichiro Morita， 

Yuta孟aTakahashi， Testuo Higuchi 

The recent development of HPLC coupled with MS-NMR has made the analysi白 of

complex mixtures faster and easier. A common problem in the MS-NMR detection is 

that shift of mass spectra caused by the use of deuterium solvents as the eluent in LC-

MS/NMR. A possible solution to this problem is presented. 

1.はじめに

混合物の迅速な構造解析を可能とする分析装置として LC・NMRが注目を集めている。こ

のLC-NMRにさらに MSを接続した LC-MS/NMRは、互いを相補する情報が同時に得ら

れるので確実で迅速な構造解析手法である。しかしながら期待に反してその報告例はまだ

少ない。 LC-MS/NMRの実用化に向けた諸問題の検討と応用調査が本研究の目的である。

我々は LC・MS/NMRシステムを構築し、 MS信号をトリガーとして用いることのできる

STOP&FLOW測定を報告している。この方法はイオンイじできる化合物に対して適用する

ことができ、 LC-NMRの応用範囲を拡大することが可能であることが明らかになった。

MSをLC-NMRの検出器として考慮した場合、 MSの選択性の高さを利用することにより

選択性の高い分析が可能となる。今回はマスクロマトグラムもしくは加算クロマトグラム

やリンクドスキャンテクニックを利用した LC-MS/NMRについて検討した。

一方、 LC

図する MSのシフトが挙げられる。この問題についても検討を行った。

2.装置

質量分析計および核磁気共鴫装置 |LC-MS-NMR町 stemI 

は、日本電子 JMS-LCmateおよび

JNM-ECP500を用いた。液体クロ

マトグラフは島津lOADvpを使用

した。 FiglにLC-MS/NMRシステ

ムを示す。カラムで分画された成分

は、 uv検出器を通過した後に三方

コネクタによりスプリットされ

1110程度が MS側に導入される。

C-MS/NMRシステムでは NMRに

Flgure 1. Schematic diagram showing the cor・figurationof 
the instruments. 

おいて感度良く測定を行うために移動相に重水素化溶媒を使用する。この移動相の重水素
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化溶媒により、水酸基など交換性のある官能基を有する化合物などによっては重水素交換

によるマススベクトルのシフトが引き起こされ、未知試料の分析において正確な分子量情

報を得ることが難しくなる。そこで MS側にスプリット後、イオン源の子前でポストカラ

ムよりメタノールや水などの軽溶媒を添加して、ミキサ一部分で再置換を行うことにより

重水素置換によるマススベクトルのシフトを抑制するシステムを採用した。

3.実験と結果

MSの選択性を利用した LC-MS/NMR

測定法を検討するために、今回はリンク

ドスキャン法によって得られる TICの情

報を用いて STOP&FLOW測定を行った。

尚、ニュートラルロスにカテキン類の

galloyl基部位に相当する mlz170を設定

して、ニュートラルロススキャン測定をTlC

行った。試料としては緑茶を用いた。緑

E 'H.NMR spel'lrllnt 

Ne喧堕ILossScan 
11 .1 ! 1 

ωιJい…
冨虹盟盈E盟主E

H 

デザート.t\~l ，~( !'"'-~ 
茶を遠心分離後、 0.5μmのフィルターを円gure2. Catechln In Green tea analysls by uslng 

通過させて試料とし、試料中のカテキン stop& flow method w靴hNeutralloss scan. 

類について選択的に NMR測定を行った。

その結果、目的物質であるカテキン類を選択的に効率良く NMR測定を行うことが可能であ

った (Fig2)。
1ωa 468.1 

1副}、 b

一方、同時に得られた MSスベクトル却

は、イオン源前に何も添加しない場合、 ω 

かなり複雑なスペクトルになる。しかし判

ポストカラムから酢酸水溶液を添加する m

ことにより [M+1]の分子イオンピークの

みを確認することができたσig3)。従っ

て、この方法を用いることにより選択的

に正確な分子量情報と NMRによる構造

情報を得ることができることが明らかと

なった。

80 

1
91 

0相l刷 1

的

給

制

Flgure 3. Positlve-ion Mass spectra 01 

Catechin (M.W.458) a)be10阿 reverseO/H 

exchange b)after reverse O.4ml / min 
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インターネット上の soas・NMRのアクセス状況(その 1)

(物質工学工業技術研究所¥先端情報計算センター2)

早水紀久子\O粛藤岡~1・矢部篤子\衣笠晋ー\塚本啓一2 小島功2

Access Status of soas・NMRon Internet (Part 1) 

Kikuko Hayamizu¥ 0 Takeshi Saito¥ Atsuko Yabe1， Shinichi 

Kinugasa 1， Keiichi Tsukamo~02， and Isao Kojima2. 

1 National Institute of Materials and Chemical Research (NIMC)， 2 Tsukuba Advanced 

Computing Center σACC) 

SOBS is a spectral data base system that contains six kinds of spectra under a compound 

dictionary. Since 1997， we open the system to the public， free of charge， through Internet; 

home page address is“http://www.aist.go.jp/RIODB/SDBSf.. Total number of access at the 

end of July， 2000 exceeded 7.6 million and proved the importance and necessity of SOBS. 

We started to investigate an access log of SOBS for improving it. About half of our uses came 

from academic sites. This suggests impoはanceof SOBS to educational applications. Solvents 

were among the most frequent accessed species. 1 H NMR spectra were accessed more than 

other kinds of spectra. Although very few， Raman and ESR were also accessed. Finall払wekeep

advancing SOBS by updating data， advancing search capabilities， and adopting new 

technologies. 

はじめに:SOBS (Integrated Spectral Oata Base System for Organic Compounds、有機化合物

のスペクトルデータベース)は一般誌薬を対象に化合物辞書の下に6種類(MS、lHNM円、 13CNM円、

柄、 Raman、および ESR)の精度の高いスペクトルを専門家の手で収録した総合的なスペクトルデ

ータベース(08)である。 1970年代lこスペクトル OB構築の研究開始以来、データ集積と高度化利

用のための研究や、データの追加更新活動を現在も継続している。蓑々は、工業技術院先端情報

計算センター(TACC)のデータベース公開プロジェクト(RIOOB)の一環で 1997年から SBOSをイ

ンターネットに公開している(http:仏側W訓 st.go.jp/RIOOB/SOBS)。公開以来アクセス数は着実に

上昇しており(図 1参照)、総数は本年 7月末で 760万を超えた。これはS08Sの必要性と、日本

が世界へ誇れる信頼性の高いOBとして重要な役割を実証している。インターネットでは3種類の検

索機能が用意され、これらの機能は“ANO"ロジックで結合している。 SearchCompoundsでは

化合物名、分子式、分子量、元素数、 CAS登録番号、 SOBS番号などに、%記号をワイルドカードと

して検索できるが、決められた優先順位に従って検索が行われる。 SearchNMRは lHNMRと

13C NMRのシフト値を独立に検索でき、許容範囲のが設定されているがこれをそれぞれ独立に変

更できる。ピークの無い部分の指定も可能である。 SearchMS は MSスペクトルの質量数とピーク

強度の検索を実行する。

データベース、データマイニング、インターネット

はやみずきくこ、さいとうたけし、やぺあっこ、きぬがさしんいち、っかもとけいいち、こじまいさお
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アクセスログの解析:図 1

に示した月別アクセスの

30%以上がアメリカから

ある。アクセスの月変動

は、毎年 4月にピークを

迎え、 8月に向けて減少

するアメリカからのアクセ

ス傾向に影響されている。

圏内からのアクセスが増

加してきでいるが少ない

点は残念である。 Search

NMRとSearchMS は

1999年8月に新しく導入された検索機能である。 1999年9月から 1年間の検索機能のアクセスロ

グを解析した結果、全体の 85%を越す割合で SearchCompoundsが利用されている事がわかっ

た。この中でも、化合物名の利用頻度が極めて高い。同じ1年間にアクセスされた辞書部の構造式

とスペクトルの総数は構造式へのアクセス件数と lHNMRスペクトルへのアクセス多い。また稀少

だがRamanや ESRスペクトル

にも常にアクセスがある。図 2

は、本年6-8月にアクセス総数

の上位 10化合物の 13CNMR、

lH NMRスペクトルとその他の

アクセスの総数である。アクセ

ス頻度の高い化合物は溶媒が

多く、 NMRのアクセスが際立つ

化合物が多い。特にメタノール

は lHNMRスペクトルが3種類

入っているため、 lHNMRへの

アクセスが顕著に多くなってい
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将来展望:データ追加更新作業

を継続し、内容をより一層充実して行く。また、 SearchCompoundsの検索論理の変更、部分構造

検索を可能にする、またスペクトルを拡大できるようにするなどの機能拡張を計画している。コンビ

ューター技術の発展に伴うデータの取り扱い方、測定技術の進歩にあわせ解析が困難であった化

合物のスペクトル DB化、環境関連物質などの社会的ニーズに合った化合物の充実など、その時

代に合わせた多様化を繰り返しながら質の高い DBを継続し発展して行く計画である。
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P127 

CAST法による立体化学の規範的コード化と

NMR化学シフト予測システムへの適用

(理研科技団さきがけ212，豊橋技科大3)

O越野広雪佐藤寛子1ぺ船津公人中田忠鵜津淘l

Canonical Coding Method of Stereochemistry， CAST and its 

Application to a new 13C-NMR Chemical Shift Prediction System 

(RIKEN1， JST PREST02， Toyohashi Univ. ofTech乃
H. KoshinoI， H. Satohl.2， K. Funatsu3， T. NakataI， J. Uzawa1 

A new canonical coding method for representation of 3D structures， CAST 
(CAnonical-representation of STereochemistry) has been developed. CAST 
represents a conformational and configurational information of the input 
structures. The CAST notation method that is extended for considering 
stereochemistry around the specific carbon atom is applied to our new 13C_ 
NMR chemical shift prediction system. We achieved accurate chemical shift 
prediction by the 13C-NMR chemical shift prediction system using the model 
database of N恥1Rdata with CAST notation considering stereochemistry. 

13C-NMRスペクトルは有機化合物の構造決定や同定などに広く利用されている.

しかし，現状では 1次元のスペクトルのみから正確な帰属を行い，化学シフト値か

ら立体化学を予測することは困難な場合が多く，優れた13C-NMR化学シフト予測シ

ステムの開発が待たれている. 13C-NMRは， lH-NMRと比較して測定溶媒などの測

定条件によって受ける影響が比較的少なく，データベース化とそれに基づく化学シ

フト予測に特に適した核種である.実際に多くのプログラムシステムが開発され，

実用化されている.しかし，そこで用いられているデータベースの分子構造情報は

基本的に平面構造情報である.従って，それらのシステムでは立体異性体を区別し

たシフト予測や複数の不斉中心がある化合物のシフト値を正確に予測することは不

可能である.データベースに入力されている構造式が立体化学的に表示出来るよう

に記述されていても，分子の各炭素を中心とする部分構造の立体環境の相違を適確

に比較し，同一の立体環境を有するデータのみを集める手続きは決して簡単ではな

い.我々は，立体化学は分子構造の重要な化学情報であるとの認識から，立体化学

表現法の開発に着手し，立体化学の規範的コード化法CAST (CAnonical-
representation of STereochemistry )を開発した1) CASTコードは，平面構造

表記法と並列表記できる，二面角情報に基づいた立体コード化方法である.

CAST，立体化学，化学シフト予測，デ」タベース，天然有機化合物

こしのひろゆき，さとうひろこ，ふなっきみと，なかたただし，うざわじゅん
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平面構造表記法としては CANOSTコードを用いた. 2) CAST法では二面角範囲に重

みを持たせた 12のグループに分け，時計の 0"-'11時に対応する 12種の基本コ

ードを英語の頭二文字である ze，on， tw， th， fo， fi， si， se， ei， ni， te， elで定義してい

る.入力した分子構造のMDLmol ファイルと二面角ファイルを用いて，各原子に

CASTコードを割り振る.分子全体を表現する場合は三結合以上離れた任意の二つの

原子を出発点とした CASTコードで分子全体の立体配座情報を含んだ立体化学を表

現できる (ConformationalCAST). NMRシフト予測に用いるための特定の原子の

周りの立体環境は，着目した原子からの CASTコードに隣接する原子からのCASTコ

ードを加え重複する部分を除いたもので表現できる.分子の立体配置を取り扱う場

合には， 原子あるいは部分構造を表すCANOSTコードの優先順位の最も高いものを

antiの位置 (CASTコードでは siの位置)に来るように二面角を回転させてから

CASTコードを割り振ることにより，立体配座に依存することなく立体配置を比較で

きる.

正確なシフト予測を行う為には，質の高いデータベースを構築する必要がある.

そこで我々は主に最近報告された論文であり，かつ 2次元NMRデータに基づいて帰

属が行われたデータと 独自に帰属したデータを中心にデータベースを構築してい

る.報告されているデータの帰属の間違いや入力時のミスは，本システムの実行に

よって比較的容易に発見できるので随時訂正している.実際の手順を簡単に以下に

説明する.データベースに加える化合物の構造をChemDrawで立体化学を含めて入

力し， Chem3Dで3次元構造に立ち上げ MM2で構造最適化を行った分子構造の

MDL mol ファイルと二面角ファイルを作成する.化学シフト値に関してはserial

no，化学シフト，分裂パターン (s，d， t，ωと溶媒情報を含む textファイルを作成す

る.シフト予測したい化合物も同様にしてMDLmolファイルと二面角ファイルを作

成する.これらの情報をもとに CAST，CANOSTコードと化学シフト値を組合わせ

たデータベースを構築する.データベースから鏡像関係にあるデータも利用出来る

ようにするために，予測する分子は，鏡像体に相当する CASTコードも同時に作成

する.

新たに開発した 13C-NMR化学シフト予測システムでは シフト予測したい炭素

に着目し，そこから任意の位置までの平面構造が一致し，立体化学が同一なものを

データベースから検索し，それらの化学シフト値を平均して，それを予測値とす

る.部分構造の比較する範囲はγ効果を評価できる γ位までを基本として考えてい

るが，精度の向上など，目的に応じて範囲を自由に設定することができる.一般的

にはConfigurationalCASTを用いて相対配置の同一な部分構造を検索対象とする.

今回モデルデータベースとしてテルペノイドを中心に天然有機化合物を対象にで

きるものを構築した.本システムでは CASTコードにより立体化学を考慮できるた

め，置換基の立体異性体や，平面構造的には同じでもシフト値の大きく異なる立体

環境の異なる部分についても13C-NMRシフト値を適確に予測する事ができた.

参考文献
1) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu， T. Nakata，よ Chem.lnf. Comput. Sci.， 40， 622 (2∞0). 
2) H. Abe， Y. Kudo， T. Yamasaki， K. Tanaka， M. Sasaki， J. Chem. lnf. Comput. Sci.， 24，212 (1984). 
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P128 

2種類の配向試料に対する分子の配向テンソルの

相対方向の決定法の開発

(都立大理)0野村薫、甲斐荘正恒

Relative Orientations of Molecular Alignment Tensors Obtained 

by Different Anisotropic Media 

Kaoru Nomura and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Graduate School of Sci巴nce，Tokyo Metropolitan University 

Abstract 

The relative ori巴ntationbetween alignment tensors for the macromolecules， dissolv巴din two 

different anisotropic media， can easily be correlated by the two sets of residual dipolar 

couplings measured in these media. The correlation obtained for the alignment tensors shows 

various pattems， as for a two-dimensional sep紅 atedlocal field spectrum of a polycrystailine 

powder， and the relative orientation between tensors can be determined from the observed 

patt巴口1.

Direct measurements of the relative orientations of inter-nuclear dipolar v巴ctors，inter-nuclear 

distances， and angles for bio-macromolecules through residual dipolar interactions have become 

possible by recent developments in the applications of various anisotropic media to partially 

align macromolecules in solution. Therefore， we can use these new structural parameters as 

キーワード:分子配向テンソル、液晶溶媒、双極子相互作用

のむらかおる、かいのしょうまさつね
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extra constraints to detennine the three-dimensional structures of proteins and nucleic acids. The 

orientations of the inter-nuclear vectors with respect to the molecular alignment frames， 

however， cannot be uniquely determined with a single set of residual dipolar coupling 

measurements， because of the uncertainty due to the “taco-shaped" com nature of the unique 

axis of the alignment tensor. This problem can be alleviated by introducing an additional 

orientation to the alignment tensor. As the orientation of the tensor with respect to the protein is 

not known a priori， the degrees of freedom can be optimized during the simulated annealing 

procedur，巴s.Therefor巴， in the case where two different molecular alignment tensors are being 

used， much computational time is required to determine the relative orientation for each 

alignment tensor with respect to the protein. Furthermore， this procedure may produce 

unrealistic structures， corresponding to a local minimum， during the Powell minimization 

proc回 s.In this study， we propose a new method to determine the relative orientation between 

two different molecular alignment tensors. In this approach， the relative orientation can be 

easily determined by correlating the two sets of residual dipolar couplings. Since the correlation 

pattem is strongly depend巴nton the relative orientation between the two different molecular 

alignment tensors， the relative orientation is determined by fitting to the simulated pattem. This 

will be demonstrated for lab巴ledubiquitin as a model system. 

Reference 

l)M. Linder， A. Hohner， and R.R.Emst， J. Chem. Phys. 73， 4949 (1980). 

2)0. M. Clore， A. M. Oronenbom， and A. Bax， J. Magn. Reson. 133，216-221 (1998) . 

3)B. E. Ramirez and A. Bax， J. Am. Chem. Soc. 120， 9106・9107(1998). 
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キーワード索引 chemical shift p9 MD計算 3L3 
cherrricalexchange P123 MIP P66 

(数字・アルファベット) complex 3L8 model-free解析 P12 
lH P77 complex P3 molten globule P36 
lH 2Ll3 conformational change P3 MQ-MAS PllO 
lHDQF-NMR法 P62 CPIMAS P86 MQ-MAS P1l7 
lH decoupling P79 CPIMAS P99 MRI 2L4 
lHCRAMPS P88 CPMG p2 MRM P66 
I29Xe 2L3 CPXPモチーフ P31 MRマイクロスコープ 2L4 
129Xe P64 DDS P60 MRマイクロスコープ P68 
129XeNMR P109 deconvolution 3L8 MRマイクロスコープ P70 
四 Xe高圧 NMR P1l2 density functional theory P1l7 multinuclear NMR 3L8 
13C-NMR P73 DinI P39 Myb様ドメイン P13 
13C P61 Direct3D P67 mtrogen P46 
13CCP爪ifS P95 DNA binding P37 NMR 1L2 
I3C CPIMAS NMR P1l6 DNA結合 2Ll5 NMR 2Ll3 
13C P121 DNA結合ドメイン P5 NMR P14 
13C N恥1R P90 DNA結合蛋白質 P34 NMR P15 
I3CNMR PIOO DOR P57 NMR P18 
13CNMR P107 DOSY P48 NMR P24 
13C_14N双極子相互作用 P78 DSP P60 NMR P51 
13Cグルコース経口投与 P61 dynamic P38 NMR P100 
14N overtone P78 Eu P85 NMRJCD P31 
日N-relaxation P38 Eu-YP2S P85 NMRイメージング 2L2 
15N緩和解析 P12 folding P36 NMRマイクロイメージングP75
15N緩和時間 2L6 GABAA受容体 P35 NMRロック P63 
19F P1l8 GABARAP P35 NMR構造解析 P35 
2HNMR P91 GPCR P4 NMR量子コンビュータ 2LlO 
23Na NMR PllO Greekkeyモチーフ P29 OMAS P54 
27AIMQMAS P1l3 GTP結合タンパク質 P38 OpenGL P67 
29Si NMR P86 halfFourier P72 PACAP P4 
29Si NMR P87 high pressure P21 para -hydrogen induced polarization P 123 
3hJNC P21 His-Aspリン酸転移情報伝達 P34 perturbation p9 

7Li P1l8 HIV-Tatタンパク質 3L7 PGSE-NMR P44 
89YMAS NMR P85 hmqc P73 phosphate P46 
1， 3， 5-tri alkyl-置換ベンゼン P47 hydride P123 pK P16 
2T人体用 MRシステム P61 hydrogen bond P21 polyuridine P3 
3Dポインタデバイス P71 hydrogen bond P46 protein G P21 
3次元構造 3LlO hydrogenation P123 protein-RNA interaction P27 
3次元構造 P6 hydrolase (YUH1) P41 PTMSP P97 
ABX3型 P50 I1Q変調器 P60 Ras P38 
AIP04 P1l3 lmmo grQuP P46 realtime3D-MRI P72 
beryllium phosphate 3L8 Lhmbc法 P45 REAPDOR P1l7 
bicelle P17 JAMモデル 2L8 RecA P37 
C-1027 P23 killer toxin P29 RecA P39 
Ca2+-binding P36 k空間 P96 recognition motif Pll 
CAST P127 LC-MS-NMR P125 recombination P37 
catalysis P1l7 LC-N孔1R P48 REDOR 2Ll2 
CDRループ 2L8 lysozyme P36 REDOR 3L3 
CDスペクトjレ P14 MAS P78 REDOR P57 
Cd塩エチレンアイオノマー P108 MAS P120 REDOR P1l7 
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ResiduaI dipolar coupling P43 y -gauche効果 P87 塩化マグネシウム P52 
resonance p9 π共役系高分子 PI02 オリゴペプチド Pl5 
RF照射加熱 p2 0・π共役 P87 温度変化 P65 
RMSO 2Ll2 (あ行) (か行)
RNA 2LlO アイソタクチックポリプロピレン P93 カオリナイト P113 
RNA Pl1 アキレス臆 P62 ガラス転移温度 P94 
RNA-binidng domain P27 アストログリア細胞 P73 カルモジュリン 3L5 
RNAアプタマー 3L7 アミノ酸残基代謝標識 P25 ガレクチン PlO 
scaIar coup1ing P21 アミロイド P104 化学シフト P58 
SOSミセル P18 アミロイド繊維体 P30 化学シフト P77 
sex-lethal P3 アルカンジオール P89 化学シフト PI09 
side-chain p9 アルカンチオール P89 化学シフト異方性 lL4 
simulation P123 アルゴリズム 2LlO 化学シフト異方性 P54 
SMPI P26 アレルゲン P33 化学シフトの異方性 P112 
solidNMR P79 圧縮率 P20 化学シフト予測 P127 
splicing P27 圧力 P52 化学交換 P49 
SPRITEイメージング P81 圧力依存性 P112 化合物半導体 P121 
ssONA P39 圧力変性 P20 画像 2Ll 
SS結合 2L7 安定性 P31 拡散 P54 
stimulated-echo PI05 安定同位体標識 P8 拡散係数 P49 
S1RAFI P82 安定同位体標識 P22 拡散係数 P105 
stress-shielding P62 安定同位体標識 P40 拡散計測 P65 
T1緩和 P99 安定同位体標識 P76 核酸の構造 P43 
T1強調画像 2L2 安定同位体利用 NMR lL4 核四極子相互作用 P113 
T2 p2 イオン会合体 PI08 核四極相互作用 P91 
tautomerism P46 イオン性液体 P44 核双極子線幅 P59 
TCA回路速度 P61 イオン導電率 P44 活性ループ P26 
TCR 2L8 イメージング P65 活性構造 2Ll4 
third averaging P79 イメージング P81 感度 Pl21 
伽武NA P42 イメージング P82 環状シラン P86 
TPPM P79 インターネット P126 関節軟骨 2Ll 
住組長官加slation P42 インフルエンザ P18 緩和解析 p7 

τRMA P4 インフルエンザ P43 緩和試薬 P103 
1RNOE P4 位置・立体選択的同位体標識 P25 緩和時間 2L3 
τRNOE P51 位置特異的日C標識グルコース P25 緩和時間 P41 
τROSY lL2 易動度 P1l8 緩和時間 P47 
tubulin P35 異種核 longrange coupling P45 緩和時間 P49 
U2AF P27 異方性 p7 緩和時間 P53 
ubiquitin P41 遺伝アルゴリズム P55 緩和時間 P94 
Vesl・IS P19 遺伝子工学 P6 キシレン異性体 PI07 
VesllHomer P19 遺伝子発現 3LlO 機器評価 P60 
volume rendering P66 運動 P1l6 気体透過性 P97 
volume rendering P72 運動性 2L5 絹フィブロイン 3L3 
windows P72 運動性 P53 絹フィプロイン P99 
Xe収着測定 P109 エコーフーリエ変換 P96 逆ラベル P22 
Y202S P85 永久磁石 P63 極性溶媒 P50 
yeast P41 永久磁石 P68 金属イオン結合モチーフ 3L6 
YUHl p9 液晶 P54 グリシンリッチドメイン Pll 
αhelix Pl5 液晶 NMR P55 クレイ P84 
。コイル P4 液晶溶媒 Pl28 クロモプロテイン P23 
。シート構造 円 9 塩化カルシウム P52 空気軸受 P120 
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空洞 P75 固体2次元 IH_13CHETCOR法 P88 受信系 P60 

偶奇性 P90 固体2次元スピン拡散 NMR 3L3 柔粘性結晶 PI05 

繰り返し betaターン構造 3L3 固体 73GeNMR Pl22 重合パウダー P93 

ケイ素 3L2 国体 NMR 3L4 重水素化 IL2 

結品 P89 固体 NMR P76 常磁性シフト P24 

結晶ー非品構造 P87 固体 NMR P83 常磁性シフト P85 

結品化 P92 固体 NMR P84 常磁性効果 p7 

原子間距離 2Ll2 固体 NMR P89 信号帰属 3Ll 

原子間距離測定 PI04 国体 NMR PI03 神経伝達物質 2L2 

コラーゲン 2L6 国体 NMR P104 スピンー格子緩和時間 P107 

コラーゲン線維 P62 国体 NMR Plll スピンー格子緩和速度 P52 

コン;'¥クト P63 固体 NMR P1l5 スピンエコー P54 

コンパクト P69 固体 NMR法 Pl24 スピンスピン緩和時間 PI02 

コンフォメーション 3L4 固体イメージング P96 スピン拡散 P84 

コンフォメーション依存化学シフト P83 閲体構造 PlOO スピン拡散 P102 

コンプレックス PI07 間体高分解能 113CdNMR P108 スピン拡散 Plll 

コンホメーション P86 固体高分解能 13CNMR P108 スピン格子緩和時間 PI06 

コンホメーション P87 国体高分解能 NMR P77 スペクトルシミュレーション P106

コンホメーション PlOI 国体高分解能 NMR P80 水素結合 IL3 

交換速度 P74 固体高分解能NMR PIOO 水素結合 3L7 

交差緩和 P74 国体重水素 NMR 3L5 水素結合 P77 

交差飽和 IL2 固体重水素 NMR P106 水素結合 P88 

光学分割 Plll 混合物分析 P48 水素結合 P89 

光励起三重項状態 2LlI (さ行) 水素交換反応速度 2L7 

勾配磁場 P68 サーフェスレンダリング P67 水分分布 P75 

好熱性古細菌 2Ll5 サーモトロピック液品 円。 水溶液構造 2Ll3 

抗体認識 P33 サイズ依存性 2L3 水和 3L5 

構造 P95 細胞の水 P65 炊飯米 P75 

構造のゆらぎ 2L7 細胞情報伝達 P40 ゼオライト P1l5 

構造解析 P5 細胞分裂 P31 ゼオライト P1l6 

構造解析 Pl25 産業用 MRI P69 セラミックス型プローブ P98 

構造活性相関 P26 酸化還元 P12 生体高分子 P49 

構造精密化 2L8 残余双極子カップリング p7 静電ポテンシャル Pl6 

鉱物 Pl24 残余双極子問相互作用 IL3 石炭 P81 

高圧 2Ll4 残余双極子効果 IL4 石炭 P98 
高圧 129XeNMR P97 残留双極子結合 PIO 石炭 P1l4 

高圧 NMR PI シスタチン A二量体 P30 積分変換 P55 

高圧 NMR P20 システインテトラペプチド 2Ll3 絶対値表示 P96 

高温 NMRプローブ P1l9 システム設計 2L4 専用ボード P71 

高次構造 P39 シミュレーター P59 前置増幅器 Pl21 

高次構造 PI04 シュードノット P42 全芳香族高分子 PlOI 

高速 MAS P80 シンジオ夕、クチックポリスチレン P107 双極子結合 2Ll2 

高分子 P82 四極子分裂 2Ll 双極子相互作用 2L6 

高分子 P97 時間依存型非断熱遷移理論 P56 双極子相互作用 Pl28 

高分子 P1l4 磁気遮蔽定数計算 PlOI 層間化合物 P95 

高分子量タンパク質 IL2 自己拡散 P48 相互作用 P39 

高偏極スピン 2LlI 自己拡散係数 2L9 相対性効果 P58 

合成雲母 PIIO 自己拡散係数 P44 造影剤l P66 

図体 NMR 3L2 自動解析 P55 (た行)

固体 13CCPIMAS NMR PIOI 自動帰属 P22 タービン P80 

国体 13Cスペクトル編集 P1l4 主鎖ダイナミクス P106 ダイナミクス 2L8 
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ダイナミクス P97 転写延長 2L15 光ポンピング P64 
ダイナミックス 3L4 電解液 2L9 非等価性 P50 
タンパク質 P16 電子移動速度 P12 人ボランティア P61 
タンパク質 P17 凍結乾燥製剤 P94 琵琶湖湖底堆積物 P124 
タンパク質 P22 動的核偏極 2L11 フィブロネクチン 2L6 
タンパク質 P28 動的構造解析 P41 フェレドキシン 3L9 
タンパク質 P40 動的粘弾性 P62 フェレドキシンNADPH+還元酵素(附R) 3L9 
タンパク質 P53 同位体ラベル 3L10 プローブ P68 
タンパク質 P94 同位体ラベル P6 プロテアーゼ P16 
タンパク質-RNA相互作用 3L7 同位体標識 2L12 プロトンポンプ P83 
タンパク質・ DNA相互作用p7 同位体標識 3L1 プロメラインインヒビター P16 
タンパク質の基本構造 P8 同種核双極子相互作用 P76 フロリジン P45 
タンパク質NMRシグナルの帰属 P25 (な行) 不活性化ゲート P14 
多核種多次元NMR P29 ナイロン46 P92 不斉中心 P50 
多核多次元 NMR 2L5 ナイロン6 P84 不凍タンパク質 3L10 
多孔質微粒子 P64 ナトリウムチャンネル P14 部位特異的変具体 P24 
多次元NMR 2L15 ナノコンポジット P84 物質拡散 P102 
多次元NMR 3L9 ナノ空間 P115 分極移動制御 P56 
多次元NMR 3L10 ナノ空間 P116 分子運動 P6 
多次元NMR P5 ニトロアニリン P115 分子運動 P95 
多次元NMR P8 ニトロアニリン P116 分子運動 P115 
多次元NMR P19 二荷金属イオン 3L6 分子運動性 P94 
多次元NMR P22 二元収着モデル PI09 分子運動性 PI08 
多次元NMR P34 二次元NMR P32 分子認識 Pll1 
多次元NMR P40 二次構造 2L10 分子配向テンソル P128 
多次元国体NMR 3L1 二面角 P101 ベスペル型プロープ P98 
多糖 P49 二量子フィルタ-NMR 2L1 ペプチド P17 
耐熱性ポリマー 3L2 二量体 2L15 ペプチド P77 
代謝物 P74 ヌクレオチド結合蛋白質 lL3 ペプチド P78 
断熱高速遷移 P56 熱架橋構造 3L2 ペプチド化合物 P99 
チトクロム c3 P12 熱硬化性樹脂 3L2 ヘマグルチニン P18 
超並列 P70 熱変性 P32 ヘムの電子構造 P24 
超偏極 P64 粘性率 P44 平面型コイル P69 
超偏極希ガスNMR 2L3 粘土鉱物 P95 墜による緩和効果 2L3 
超臨界水 P119 脳 P74 変異体 P31 
超臨界二酸化炭素 Pl 脳機能 2L2 変性状態構造 P20 
超磁界流体 P119 脳内代謝 P73 ポリゴン P67 
長鎖脂肪酸 PI02 (は行) ポリビニルアルコール P88 
直鎖シラン P86 パイセル 2L6 ポリペプチド PI00 
直接結合定数 P55 ハイドロゲル P53 ポリペプチド PI06 
直流電場 PI18 パクテリオロドプシン 3L4 ポリマーゲル電解質 P118 

データペース P126 パクテリオロドプシン P83 包接 P45 

データベース P127 パクテリオロドプシン PI03 放出速度 P53 
データマイニング P126 パックグラウンドサプレッション法P98 芳香環化クロモフォア P23 

テロメア P13 パルスパワー p2 (ま行)

デンプンの糊化 P75 パルス磁場勾配 PI05 マーチングキューブ P67 
低温耐性 Pll /¥)¥〆/'¥ッノ¥ P63 マイクロスコープ P63 
定量性 P98 /¥jレノtッ/¥ P68 マジックエコー P96 
鉄錯体 2L13 パン P66 マジック角回転 P122 
天然有機化合物 P127 ハンマーヘッド型リボザイム 3L6 マジック角高速試料回転 lL4 
転写因子 P5 ヒトカルシトニン PI04 マジック角試料回転 3L1 
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マジック角試料回転 P76 

マストパランX 3L1 

マンガン 2L2 

膜蛋白質 3L4 

膜蛋白質 P83 

膜蛋白質 PI03 

ミオグロビン P24 

ミクロボイド PI09 

ミクロ細孔 P1l2 

水分子 2L1 

水分子 P52 

ムスカリン性アセチルコリン受容体 P51

無細胞タンパク質合成系 P8 

メタコリン P51 

メチオニン側鎖 3L5 

メチル化 DNA P5 

(や行)

ゆらぎ 3L5 

有機ゲルマニウム化学 P122 

有機物質 P124 

溶液構造 3L9 

溶液構造 P23 

溶液構造 P34 

溶質・溶媒相互作用 Pl 

溶媒シフト P47 

溶媒和 2L9 

(ら行)

ラクトース PIO 

リアルタイム回転・表示 P71 

リカップリング P76 

リゾチーム 2L7 

リゾチーム P6 

リチウムイオン 2L9 

リボソーム再生因子 2L5 

リポヌクレアーゼTl P32 

リン物質 P124 

立体化学 P127 

立体構造 2L5 

立体構造 3L7 

立体構造 P30 

立体構造 P33 

立体構造 P40 

立体構造解析 P19 

立体構造解析 P26 

立体構造決定 P29 

立体障害 P47 

立体選択的重水素化 P28 

立体配座 P51 

レギュレータ P34 

409 



著者索引 S.Ohki P26 生駒和也 2L1 
S. Tate P26 生駒和也 P62 

(数字・アルファペット) Sareth Sina 2L14 石田信昭 P65 
Andy P. Pickford 2L6 Seung-W∞kChi P3 石田信昭 P66 
Angela M. Gronenbom P21 Steven P. Srnith 2L6 石塚みどり P23 
Anthony Watts lSL1 Subramanian Ganapathy P117 石塚靖子 P45 
Amaud A. Bocquier 2L6 Sundaresan R吋esh P41 石野哲也 2L5 
Arthur Pardi P43 Sundares叩 Rajesh P9 石丸臣ー P95 
Brian Hare 2L8 Yao Jurning P99 石村巽 P24 
Chang Dae Han P90 (あ行) 五十部誠一郎 P66 
Cheryl H. Arrowsrnith lSL2 相津崇史 Pl 磯辺俊明 P29 
D.L.Y anderHart P84 相原秀樹 P39 市川さおり P33 
David Cowbum lSL4 相原雄一 2L9 一谷基邦 3L2 
G. Navon 2L1 相見敬太郎 P101 逸見光 P75 
Gerhard Wagner 2L8 相本三郎 P13 伊藤拓宏 P3 
H. J. Vogell 3L5 赤坂一之 2L14 伊藤拓宏 P27 
H.Le釘er PlO 赤坂一之 P20 伊藤紀之 lL3 
H. Shinar 2L1 赤坂一之 P21 伊藤泰男 P97 
Heinrich Roder lL1 秋田裕介 P69 伊藤隆 lL3 
lain D. Campbell 2L6 阿久津秀雄 3L1 伊藤隆 P9 
J. Godward P82 阿久津秀雄 P12 伊藤隆 P19 
J. H. Prestegard PlO 阿久津秀雄 P76 伊藤隆 P37 
J. W. Gilman P84 浅川直紀 P102 伊藤隆 P38 
Janos K. Lanyi PI03 朝倉哲郎 3L3 伊藤隆 P39 
Janos K. Lanyi P83 朝倉哲郎 P99 伊藤隆 P41 
Jee Jun-Goo P5 浅野敦志 P84 稲垣冬彦 P33 
Joem M. Wemer 2L6 芦田淳 3L3 稲垣冬彦 3L11 
John L. Markley lSL3 阿曽幸男 P53 井上仁 P73 
Jun-GooJee lL3 阿曽幸男 P94 井上香織 P55 
K. Hiraga P26 安達隆二 P85 井上真 P3 
K. Oda P26 天谷哲康 lL4 井上義夫 PI02 
K. Tamura P26 安藤勲 P77 井ノ岡博 P4 
M. Feliciano P26 安藤勲 P100 井ノ口馨 P19 
M. Kainosho P26 安藤慎治 P101 今城文雄 Pl11 
M. Tashiro P26 安藤タ太 P55 岩原淳二 P7 
M. Waelchli lL3 飯島隆広 P91 梅田匡朗 P61 
Mark D. Allen 2L15 飯田秀博 2L3 梅本公子 PI0 
Michael.R.Green P27 飯塚舜介 P73 植垣隆浩 Pll0 
N. Gonzalez P26 生島豊 Pl 植木克典 P93 
P. J.MacDonald P82 池上貴久 11β 上杉晴ー 3L7 
Paul Hanson P43 池上貴久 P4 上田貴洋 P112 
Penmetcha Kumar 3L7 池上貴久 P5 上田貴洋 P123 
Ramachandra Shastry lL1 池田勝也 P50 植田イ圭樹 P46 
Richard Needleman P103 池田武義 P118 上原宏樹 P92 
Richard Needleman P83 池田武義 P119 上原宏樹 P93 
S. Aimoto P26 池田龍一 P95 植松孝明 P71 
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植松孝明 P72 小田正記 P61 木川隆則 P7 
植村邦彦 P66 落合研次 P17 木川隆則 P8 
鵜津淘 P127 尾辻雅 P50 木川隆則 P40 
卯辰直也 P50 音田治夫 P4 菊池章 P40 
内山進 2L5 尾身洋典 P97 菊地淳 P7 
宇津沢慎 P63 (か行) 木島広如 2L5 
宇津津慎 P60 甲斐荘正恒 P25 北尾彰朗 2L8 
宇津津慎 P72 甲斐荘正恒 P28 北津英明 P59 
内海博明 P45 甲斐荘正恒 P29 北田千恵子 P4 
梅田匡朗 P61 甲斐荘正恒 P30 北原治 P4 
江口太郎 P97 甲斐荘正恒 P128 北原亮 2L14 
江口太郎 P112 蔭山博之 P118 北村彩 P3 
江口剛史 P119 梶川達朗 P102 衣笠晋ー P126 
江奈武一郎 P25 梶弘典 P86 木下隆利 PI07 
海老津計慶 2L12 梶弘典 P87 木下隆利 P108 
遠藤一央 P90 梶弘典 P88 木下隆利 P109 
遠藤聡史 P4 梶裕之 P30 金仁実 P27 
大石修 PI05 穫森啓真 2L5 金仁実 P3 
大木出 P5 片岡弘 P118 木村敦臣 2L3 
大儀和宏 P4 片桐元 P98 木村敦臣 P64 
大木進野 P28 片平正人 3L7 木村一雄 P48 
大木進野 P29 加藤悦子 3L9 木村英昭 3L2 
大久保忠恭 2L5 加藤悦子 P31 京極好正 Pll 
扇谷悟 3L10 加藤悦子 P34 吉良敦史 3L4 
大郷耕輔 3L3 金久保光央 Pl 日下義章 2L1 
大嶋民子 2L5 金漂健治 P45 日下義章 P62 
大瀧哲也 P4 金松知幸 P61 楠英樹 P17 
大谷敏夫 P23 金折賢二 P14 楠木正巳 3L9 
大塚譲 P73 金橋康二 P113 久保厚 P54 
大槻泰介 P61 兼松隆 P35 窪田健二 P17 
大野綾子 P30 上平美弥 P104 熊谷恵 2L2 
大橋粛 3L7 神村耕二 P20 久米田博之 P36 
大前英司 2L14 亀田恒徳 3L3 久米田博之 P6 
岡崎恒子 P7 亀田恒徳 P99 栗栖源嗣 3L9 
間伸一郎 2L5 鴨修 P45 栗田順一 lL4 
岡田和贋 3L2 狩野広美 P65 栗原良仁 P92 
岡田重益 P63 狩野広美 P66 黒木重樹 P77 
岡千寿 P6 狩谷英里 P29 黒木重樹 P100 
岡村敦史 P50 河合剛太 P3 黒田義弘 P14 
岡本和也 P61 河合剛太 P42 黒田義弘 P15 
小川芳弘 P89 河合剛太 P43 桑田一夫 lL1 
沖田晃一 3L2 川口謙 P48 桑原愛 P24 
奥村康 P33 河瀬靖治 3L4 桑原和弘 P89 
小椋賢治 P33 河野敬一 P35 桑原大介 P57 
小椋賢治 3L11 河南るり子 P103 月向邦彦 2L14 
小田耕平 P29 川崎政人 3L11 小泉美香 P65 
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小泉美香 P66 斉藤誠治 P96 須員真理子 P17 
神田大輪 P22 粛藤剛 2L9 須貝真理子 P19 
河野隆英 P35 粛藤剛 P126 須貝真理子 P41 
河野俊之 3L1 斉藤肇 2L12 須貝真理子 P9 
河野俊之 P9 斉藤肇 3L4 杉浦寿史 Pl08 
河野俊之 P17 斉藤肇 P103 杉沢寿志 P113 
河野俊之 P19 斉藤肇 P104 杉沢寿志 P114 
河野俊之 P41 斉藤肇 P83 杉沢寿志 P119 
甲本忠史 P92 粛藤雅子 1'37 杉本恭子 2L9 
甲本忠史 P93 粛藤唯理亜 P118 杉本俊哉 3L2 
越野広雪 P127 祭原ゆかり 2L5 鈴木栄一郎 2L12 
小柴生造 P40 境哲男 P118 鈴木崇洋 P71 
小柴琢己 P36 坂田育幸 Pll0 鈴木智幸 Pl09 
児嶋長次郎 P30 坂本泰一 P43 鈴木理 2L15 
小島功 P126 坂本泰一 P9 鈴木沖 P47 
小嶋茂雄 P53 坂本博 P3 須田真輔 P30 
小嶋茂雄 P94 佐久間千勢子 P32 須原正彦 P90 
小島正樹 P16 樫井智司 P119 須原正彦 P91 
小島正樹 P32 棲井実 P102 瀬尾芳輝 P62 
巨瀬勝美 2L4 笹川拡明 P20 瀬尾芳輝 2L1 
巨瀬勝美 P60 佐々木英典 P67 瀬川新一 2L7 
巨瀬勝美 P63 佐々健太郎 3L1 関英子 P8 
巨瀬勝美 P66 佐藤耕平 P102 染谷龍彦 P43 
巨瀬勝美 P67 佐藤直樹 Pll (た行)

巨瀬勝美 P68 佐藤寛子 P127 多比良和誠 3L6 
巨瀬勝美 P69 佐藤祐一 P124 多比良和誠 3L7 
巨瀬勝美 P70 篠原絵美 P95 高井敏朗 P33 
巨瀬勝美 P71 柴田武彦 P9 高杉憲司 P38 
巨瀬勝美 P72 柴田武彦 P37 高杉憲司 P41 
小寺義男 P9 柴田武彦 P39 高野博幸 P66 
後藤敦 P59 柴田武彦 P41 高橋健治 P16 
後藤祐児 lL1 嶋田一夫 lL2 高橋健治 P32 
小中重弘 P55 島田秀夫 P24 高橋征三 P74 
小橋川敬博 P36 島原秀登 lL4 高橋信幸 P123 
小橋川敬博 P6 島原秀登 2L5 高橋豊 P125 
小林伸一郎 3L7 清水禎 P59 高官尚武 P62 
小林祐次 2L5 清水真人 P22 高山俊夫 P122 
古牧育男 P81 志村令朗 P3 高山俊夫 P124 
小森佳彦 P115 下竹教哉 P5 竹内浩 P55 
小森俊彦 P116 下村康夫 P85 竹内敬人 P122 
近藤英昌 3L10 白川昌宏 lL3 竹腰清乃理 Pll1 
(さ行) 白川昌宏 P4 竹腰清乃理 P78 

粛藤公児 P81 白川昌宏 P5 竹腰清乃理 2Lll 
爾藤公児 P82 白倉裕美 P42 竹腰清乃里 P79 
斎藤公児 P113 神藤平三郎 P31 武田和行 2L11 
驚藤公児 P114 末松浩人 P121 武田住宏 P3 
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田代桜子 P31 寺尾武彦 P78 西山千春 P33 
田代充 P30 寺尾武彦 P79 西山裕介 P54 
橘秀樹 2L7 寺尾武彦 Pll1 仁木国雄 P47 
楯真一 lL4 戸所泰人 3L1 新田勝利 P6 
楯真一 P30 土肥輝美 PI04 新田勝利 P35 
田中克己 P122 泊輝久 P31 新田勝利 P3u 
田中剛史 P9 富永剛史 2L7 根本直 P45 
田中剛史 P19 富永里香 P73 根本暢明 P6 
田中俊之 3L6 豊島英親 P75 根本暢明 P18 
田中俊之 P23 (な行) 根本暢明 P36 
田中好幸 3L6 内藤晶 2L12 野口真路 P17 
谷生道一 3L4 内藤晶 3L4 野坂篤子 PI04 
谷生道一 P83 内藤晶 P83 野田明宏 P44 
谷口吉弘 P52 内藤晶 P103 野田康夫 2L7 
谷阪喜昭 2L7 内藤品 PI04 野村薫 P128 
田之倉優 P16 中尾光善 P5 (は行)

田畑祥生 Pll0 中川照虞 P14 拝師智之 2L4 
田村厚夫 P20 中川照虞 P15 拝師智之 P60 
俵山みどり 3L1 永阪文惣 P97 拝師智之 P63 
千葉かおり P18 中津靖元 3L3 拝師智之 P66 
沈新春 P8 中津靖元 P99 拝師智之 P67 
塚田裕三 P61 中島進 P124 拝師智之 P68 
塚本啓一 P126 中田忠 P127 拝師智之 P69 
津崎剛 P63 永田忠博 P75 拝師智之 P70 
辻暁 3L4 長土居有隆 P13 拝師智之 P71 
辻暁 P83 中西昭男 P63 拝師智之 P72 
辻暁 PI03 中西洋志 P18 芳賀達也 P51 
辻暁 PI04 中西洋志 P45 荻野孝史 P74 
辻田義治 P107 中野治朗 P100 端健二郎 P59 
辻田義治 P108 中野博明 2L5 橋本征太部 P67 
辻田義治 PI09 中村新治 Pll1 橋本征太郎 P71 
辻戸正彦 3L8 仲村高志 P80 橋本康博 2L6 
津田栄 3L10 中村亘男 P97 長谷川憲一 P81 
津田栄 P36 中村亘男 P112 長谷川潤 PI03 
津田栄 P6 中村亘男 P123 長谷俊治 3L9 
土屋征司 P28 中村宏樹 P56 畠山盛明 P114 
堤耀広 3L5 中村義之 P50 畠中秀樹 P33 
堤耀広 PI06 行木信一 P42 畠中秀樹 3Lll 
堤耀広 P2 成相裕之 3L8 畑中稔 lL3 
出来成人 P118 成相裕之 P46 畑中稔 P38 
出口健三 P114 難波栄二 P73 秦野賢一 P16 
手島圭三 3L9 西川諭 3L7 八田知久 P34 
出村誠 P36 西川実希 P122 八森由貴子 P37 
寺内勉 P28 西田元彦 3L11 服部峰之 P64 
寺尾武彦 2L11 西村勝之 2L12 服部峰之 2L3 
寺尾武彦 P54 西村善文 P13 花岡慎悟 P13 
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馬場雄久 P58 藤原敏道 P76 三浦和紀 P35 
漬田季之 P51 藤原英明 21..3 美川務 P37 
林和彦 P17 藤原英明 P64 美川務 P39 
林秀則 Pl1 船津公人 P127 右田たい子 2L13 
林繁信 P115 文野浩一 P52 三嶋謙二 P56 
林繁信 P116 古川浩康 P51 三島正規 11..3 
林秀則 3L6 星野保 3L10 水口峰之 P36 
早野俊哉 P28 細田和男 P34 水野猛 P31 
早水紀久子 2L9 堀田凱樹 P22 水野猛 P34 
早水紀久子 P44 堀井文敬 P86 水野元博 P90 
早水紀久子 P126 堀井文敬 P87 水野元博 P91 
原園としえ P85 堀井分敬 P88 溝上潤 P79 
原田英里砂 P12 堀井文敬 P89 三森文行 2L2 
原因道昭 P98 堀金明美 P75 宮本和英 P14 
坂東寿則 2L9 (ま行) 三輪優子 P98 
樋岡克哉 P120 前田真悟 P47 武藤あきら P42 
疋田純 P73 前田正洋 P32 武藤隆則 P22 
樋口哲夫 P125 前田能崇 P15 武藤裕 P27 
姫野俵太 P42 牧秀志 3L8 武藤裕 P3 
平井篤樹 P90 牧秀志 P46 武藤裕 P51 
平沖敏文 3L5 増井大二 P123 村井亮平 3L5 
平沖敏文 P106 増田憲二 P88 村上智英 Pl1 
平沖敏文 P2 松井茂 P96 村上洋太 P7 
平賀和三 P29 松浦久恵 P32 村田勝義 P100 
平賀隆 21..3 松上明正 3L7 元田容子 P8 
平賀隆 P64 松川真吾 P49 森川秋右 P22 
平津泰介 P62 松木陽 3L1 森川友仁 P17 
平田雅人 P35 松木陽 P76 森越信之 P106 
平間正博 P23 松倉順一 P121 森田徹一郎 P125 
慶明秀一 P22 松津英和 P90 森田勇人 3L6 
鹿田洋 P51 松田貴意 P8 森田勇人 Pl1 
福井洋之 P58 松田夏子 P8 森村香織 P43 
福岡由記 P12 松田善正 2L4 (や行)

福島径 3L1 松田善正 P63 柳川康洋 21..3 
福田純子 P23 松田善正 P68 柳下元 3L1 
福見俊夫 2L10 松田善正 P69 矢野友海 P78 
藤井直之 P125 松田善正 P70 矢吹孝 P8 
藤井倫子 P42 松田善正 P71 矢部篤子 P126 
藤田直之 P5 松原正 2L5 山内美穂 P95 
藤谷直樹 P35 丸中良典 P62 山口絵未 P8 
藤戸輝明 P119 丸森俊男 P47 山口↑吾 3L4 
藤野政彦 P4 丸山勝也 P47 山崎隆仁 P62 
藤本孝子 P125 三浦愛 3L10 山崎和彦 2L15 
富士原和也 P43 三浦愛 P6 山崎俊夫 Pl1 
藤原敏道 3L1 三浦和紀 3L10 山崎俊正 3L9 
藤原敏道 P12 三浦和紀 P6 山崎俊正 P31 
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山崎俊正 P34 渡遺正義 P44 
山崎由香子 P63 

山崎由香子 P68 

山内一夫 P77 
山田周作 P86 

山田周作 P87 
山田博昭 2L14 
山田博昭 P20 

山田博昭 P21 

山根努 3L3 
山根努 P99 

山延健 P92 

山延健 P93 

山本保 P50 

山本泰彦 P24 
山本裕輔 P107 
山本利香 3L7 

結城敏文 P33 
湯津聡 3L11 

横瀬一輝 2L5 

横田篤 2L7 

横山茂之 1L3 
横山茂之 P3 

横山茂之 P7 

横山茂之 P8 

横山茂之 P27 

横山茂之 P38 

横山茂之 P39 

横山茂之 P40 

横山茂之 P51 

吉岡澄江 P53 

吉岡澄江 P94 

吉田卓也 2L5 

吉田稔夫 2L5 

吉田充 P75 

吉水広明 P107 

吉水広明 P108 

吉水広明 P109 

李華 P21 

劉子敬 P1 

(わ行)

若松馨 3L1 

若松馨 P17 

渡部徳子 P49 

渡部徳子 P85 

渡遺英宏 P61 
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06-6850-5779 06-6850-5785 

ueda@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

0298-53-5214 0298-53-5205 

uematsu@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

0298・47・8220 0298-47-5205 

utsuzawa@mrtechnology.co.jp 

042-542-2236 

utumi@jeol.co.jp 

0422-33-3256 

umemoto@iαJ.ac.jp 

042・546・8068

0422・33-1449



参加者名簿

名前

江奈武一郎
えな...いちろう

大石修
おおいしおさむ

大木出
おおきいずる

大木進野
おおきしんや

大久保征治
おおくぽせいじ

大島(坂本)曜子
おおしま(さかもと)ようと

大竹亮子
おおたけりょうこ

大 塚 久男
おおつかひさお

大津直子
おおつなおこ

大野綾子
おおのあやこ

大野清
おおのやすし

大山真
おおやままこと

岡田輝政
おかだてるまさ

岡田潔
おかだきよし

岡田亮
おかだりょう

所属
〒 住所

東京都立大学大学院
理学研究科 有機化学第一研究室

192-0397東京都 八王子市南大沢1・1

岡崎国立共同研究機構分子科学研究所
分子集団動力学

444-8585愛知県 岡崎市明大寺町字西郷中38番地

奈良先端科学技術大学院大学
バイオサイエンス研究科 生体高分子構造学講座

630・0101 奈良県 生駒市高山町 8916-5

東京都立大学
理学部化学科 甲斐荘研究室

192・0397東京都 八王子市南大沢 1-1

東京渠科大学
築学部 第一分析

192・0392東京都 八王子市堀之内1432-1

東邦大学
.学部 中央機器室・ NMR

274-8510千葉県船橋市三山 2・2・1

味の棄ー
中央研究所 分析研究部

210-8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1・1

回辺製薬(株)
創薬研究所

335-8505埼玉県 戸田市川岸2-2-50

味の素株式会社 中央研究所
分析研究部

210-8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1-1

東京都立大学院大学
理学研究科 有機第一研究室

192-0397東京都 東京都八王子市南大沢 1-1

日本たばこ産業格式会社
医薬総合研究所

569-1125大阪府 高槻市紫町 1-1

明治製菓株式会社
薬品総合研究所 書IJ薬研究所

222-8567神奈川県横浜市港北区師岡町760

日本電子株式会社
分析機器技術本部

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

千葉工業大学
工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2・17-1

東京水産大学
食品生産学科 生物資源化学講座

108・8477東京都 港区港南4・5-7

419 

TEL 
E-mail 

0426-77-1111内線

Fax 

3551 0426-77-2544 

ena@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0564-55-7427 

oishi@ims.ac.jp 

0743-72-5576 

0564・54-2254

0743-72-5579 

トooki@bs.aist-nara.ac.jp

0426-77・1111・35
52 0426-77-3539 

ohki@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0426-76-4542 0426-76-4542 

y961045@educ.ps.toyaku.ac.jp 

047-472・1282 047・472-1282

sakamoto@phar.toho-u.ac.jp 

044-210-5923(73 
66) 044-211-7609 

ryoko_ohtake@司jlnomoto.com

048-433-2602 048-433-2610 

h唱tsuka@tanabe.co.jp

044-244・7249 044・210・5872

naoko_oh同ρajinornoto.com

0426-77-1111 0426-77-4873 

ayako@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0726-81-9700 0726-81-9725 

yasushi.ono@ims.jti.co.jp 

045-545-3125 045喝 545-3199

makoto_oyama@meiji.cojp 

042-542・2236

teokada@jeol.co.jp 

047-478-0425 

042-546-8068 

047・478-0425

kiyoshi@ic.it-chiba.ac.jp 

03・5463-0643 03-5463-0643 

f d 00506@cc.tokyo-u-fish.ac.jp 



参加者名簿

名前

岡本和也
おかもとかずや

小川潔
おがわきよし

荻野孝史
おぎのたかし

小野克輝
おのかっき

海藤美岐子
かいどうみきこ

垣田信吾
かきたしんご

梶弘典
かじひろのり

片岡弘
かたおかひろし

片平正人
かたひらまさと

片平律子
かたひらりつこ

加藤悦子
かとうえっこ

加藤晃ー
かとうこういち

加藤祐子
かとうゅうこ

門良一
かどりょういち

金川真由美
かながわまゆみ

所属
干住所

(株)東芝
医用システム社 医用機根・引窓発務局野智也ンタ-

324・8550栃木県 大田原市下石上1385

旭化成工業(株)

ライフ総研製剤研究所

410・2321 静岡県 田方郡大仁町三福632-1

国立精神・神経センター神経研究所

187・8502東京都 小平市小川東町4-1-1

東京藁科大学

生命学部 第一分析

192-0392東京都 八王子市纏之内 1432・1

千葉工業大学
工学榔・工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2-17・1

協和醗醇工業株式会社
東京研究所 分析G

194-8533東京都 町田市旭町 3-6-6

京都大学
化学研究所 材料物性基礎研究郡門悩

611-0011 京都府 字j台市五ヶ庄

大阪工業技術研究所
材料物理部 界面物性研究室

563・8577大阪府 大阪府池田市緑丘1-8・31

横浜国立大学

工学留物質工学科

240・8501 神奈川県横浜市保土ヶ谷区常盤台 79・5

協和醗醇工業株式会社
東京研究所 分析G

194-8533東京都 町田市旭町 3-6-6

農水省農業生物資源研究所

生物工学部 繍鎖工学研究室

305-8603 茨城県 つくば市観音台2・1・2

名古屋市立大学
薬学部 薬品製造工学教室

467・8603震知県 名古屋市瑞穂区田辺通3-1

東和大学

東洋学研究所

828-0082福岡県 福岡県豊前市大河内 312番地

京都産業大学

理学部物理学科

603・8555京都府 京都市北区上賀茂本山

千業工業大学

工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2-17・1

420 

TEL 
E-rnai1 

Fax 

0287・26-6488 0287-26-6066 

kazuya.okamoto@toshiba.∞.JP 

0558-76-7085 0558-76-2947 

ogawa.kg@om.asahi-kasei.co.jp 

042-341-2711 

ogino@ncnp.go.jp 

042・342-7521

0426-76-4542 0426-76-4542 

s957028@educ.ls.toyaku.ac.jp 

047・478-0425 047-478-0425 

mikiko@ic.it-chiba.ac.jp 

042-725-2555 042-726-8330 

skakita@kyowa.co.jp 

0774・38-3149 0774-38-3148 

kaji@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0727-51-9618 0727・51・9714

Hiroshi.Kataoka@onri.go.jp 

045・339-4264 045-339-4264 

masakata@ynu.ac.jp 

042-725-2555 042-726-8330 

rkatahira@kyowa.co.jp 

0298-38-7072 0298-38-8399 

ekatoh@abr・.affr・c.go.jp

052・836・3447 052-836-3447 

kkato@phar.nagoya-cu.ac.jp 

0979・84-5005 0979-84-5004 

卯kaω@bronze.∞n.ne.jp

075-705-1634 075・705-1640

kador@cc.kyoto-su.ac.jp 

0474-78-0425 0474-78-0425 

kanagawa@ic.it-chiba.ac.jp 



参加者名簿

名前

金久保光央
かなくぼみつひろ

金坂将
かねさかしよう

金構康二
かねはしこうじ

狩野広美
かのひろみ

上平美弥
かみひらみや

亀田恒徳
かめだっねのり

狩谷英里
かりやえり

河合剛太
かわいごうた

川口謙
かわぐちけん

川口信治
かわぐちしんじ

川島裕之
かわしまひろゆき

河野敬ー
かわのけいいち

木川隆則
きがわたかのり

菊地淳
き〈ちじゅん

木田惇
きだじゅん

所属
〒 住所

東北工業技術研究所
機能化学郁 反応化学研究室

983-8551 宮城県 仙台市宮域野区普竹4-2・1

東京水産大学
食品生産学科 生物資源化学講座

108・8477東京都港区港南4・5・7

新日本製鑓(株)先鋪技術研究所
解析科学研究部

293-8511 千葉県 富津市新富20・1

農業生物資源研究所
生理機能部 光合成研究室

305-8602茨媛県 つくば市観音台2-1・2

姫路工業大学
理学部生命科学科 生体物質構造11

678-1297兵庫県 赤穂郡上郡町光都3-2-1

東京11工大学
工学郡・生命工学科 朝倉研究室

184・8588東京都 小金井市中町2-24-16

東京都立大学
理学研究科 有償化学第一研究室

192-0397東京都 八王子市南大沢1-1

千葉工業大学
工業化学科

275・8588千葉県 習志野市津田沼2-17-1

(椋)東レリサーチセンター
構造解析研究室

248-8555神奈川県鎌倉市手広1111

武図藁品工業(株)
開発品質管理部

532・8686大阪府 大阪市淀川区十三本町2-17-85

資源環境技術総合研究所
エネルギー資源部 石炭物性研究室

305-8569茨域県 つくば市小野川 16-3

富山医科薬科大学
薬学部 情造生物学研究室

930-0194富山県 富山市杉谷2630

理化学研究所

τ.EL 
E-mail 

Fax 

022-237-5211 022・237・5224

kanaku加@tniri.go.jp

03・5463・0643 03・5463・0643

fm00519@cc.tokyo-u-fish.ac.jp 

0439-80-2264 0439-80・2746

kanehasi@re.nsc.co.jp 

0298-38-8378 0298・38-7408

mkoizumi@n什i.affrc.go.jp

0791・58-0182 0791-58-0182 

kamihira@sci.himeji-tech.ac.jp 

042-388-7025 042・383-7733

tkam剖a@cc.tωt.ac.jp

0426・77・1111
内線(355 0426・77・2544

kariya@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

047-478・0425 047・478-0425

gkawai@ic.it-chiba.ac.jp 

0467-32-9974 0467・32・0414

Ken_Kawaguchi@trc.toray.co.jp 

06-6300-6093 06・6300-6251

KawaguchLShinzi@takeda.co.jp 

hk@nire.go.jp 

076-434-5061 076・434・5061

kawano@ms.toyama刊 pu.ac.jp

ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造・繊能研究グループ 045-503-9203 045-503-9201 

230・0045神奈川県倹浜市鶴見区末広町1-7・222F W213 kigawa@jota.riken.go.jp 

理化学研究所
ゲノム科学総合研究センタータンパク賀栴造・機能研究グループ 045-503-9203 045-503-9201 

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1・7・22 2FW213 kikuchi@jo旬 .riken.go.jp

日本電子線式会社
分析機器技術本部

196-8558東京都 昭島市武蔵野3・1-2

421 

042・542・2236

kida@jeol.co.jp 

042・546-8068



参加者名簿

名前

気回佳喜
きだよしき

~t尾彰朗
きたおあきお

北原亮
きたはらりょう

金仁実
きむいんしる

木村英昭
きむらひであき

木村雅晴
きむらまさはる

木村由美子
きむらゆみと

串田克彦
くしだかつひと

熊薄茂則
くまざわしげのり

久米田博之
くめたひろゆき

倉島かおり
くらしまかおり

栗原範明
くりはらのりあき

栗原良仁
〈りはらよしひと

栗本智充
〈りもとともみつ

黒子弘道
〈ろすひろみち

所属
〒 住所

日本電子検式会社
分析織器技術本部

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

京都大学
大学院理学研究科 化学専攻・量子化学分科

606-8502京都府 京都市左京区北白川追分町

神戸大学
自然科学研究科 分子集合科学専攻

657-8501 兵庫県 神戸市灘区六甲台1-1

東京大学
大学院理学系研究科生物化喰山研究室

113-0033東京都文京区本郷7・3・1

化学技術戦略推進機構
先進材料研究所 つくばケイ紫研究室

305-0047茨域県 つくば市千現2・1-6

住友化学工業橡式会社
生物環境科学研究所 分析物性グループ

554-8558大阪府 大阪市此花区春日出中3丁目 1番 98号

日本大学薬学部
分析センター

274・8555千葉県 船橋市習志野台7・7・1

バリアンテクノロジーズジャパン
NMR応用郡

108-0023東 京 都 港 区 芝 浦4・16・36

静岡県立大学
食品栄養科学部 食品製造工学研究室

422・8526静岡県 静岡市谷田52-1

工技院北海道工業技術研究所
低温生物化学郵 機能物質化学研究室

062-8517北海道 札幌市豊平区月寒東2条17T目2・1

理化学研究所
遺伝生化学研究室

351-0198梅玉県 和光市広沢2-1

日本電子稼式会社
分析機器技術本部

196・8558東京都 昭島市武蔵野3・1・2

群馬大学
工学官官材料工学科 機能物質化学第三研究室

376-8515欝馬県 桐生市天神町1・5・1

日本電子(綜)
システム技術本部 第 1システムグループ

196-8558東京都 昭島市武蔵野手1-2

奈良女子大学
大学院人間文化研究科 人間環境基礎講座

630-8506奈良県 奈良市北魚屋西町

422 

TEL Fax 
E-rnai1 

042-542司 2236 042-546-8068 

ykida@jeol.co.jp 

075-753-3670 075-753-3669 

kitao@qchem.kuchem.kyoto-u.ac.jp 

078-803-6529 078-803-6529 

トkitahara@grad701e.scitec.kobe-u.ac.jl 

03-5841-4393 03・5841・8057

kim@biochem.s.u-tokyo.ac.jp 

0298・58-6107 0298-58-6232 

jciikimura@ma3.justnet.ne.jp 

06-6466・5171 06-6466-5459 

kimur百m@sumitomo-chem.co.jp

047-465・7362 047-465-7362 

kimura@pha.nihon-u.ac.jp 

03-5232・1238 03・5232-1264

katsuhiko.kushida@varianinc.com 

054-264-5525 054-264-5551 

kumazawa@smail.u-shizuoka-ken.ac.jp 

011・857・8912

kumeta@hniri.go.jp 

048・467-9540

011世 857・8983

048-462-4671 

kurasima@louise.riken.go.jp 

042-542-2236 042・546-8068

kurihara@jeol.co.jp 

0277・30・1330 0277・30-1333

kurihara@polymer.chem.gunma-u.ac.jp 

042-542-2235 042・546・7225

kurimoto@jeol.co.jp 

0742-20-3461 0742-20・3461

kurosu@cc.nara-wu.ac.jp 



参加者名簿

名前

黒田義弘
くろだよしひろ

桑田一夫
〈わたかずお

桑野晴光
くわのはるみつ

桑原和弘
くわばらかずひろ

桑原愛
くわはらあい

桑原大介
くわはらだいすけ

小泉美香
こいずみみか

国府国明
こうだあきら

河野隆英
こうのたかひで

河野俊之
こうのとしゆき

古布村亮次
こうむらりょうじ

越野広雪
こしのひろゆき

小柴生造
こしぼせいぞう

小島正樹
こじままさき

小島登貴子
こじまときと

所属
干住所

京都大学
薬学研究科 製剤機能解析学

606-8501 京都府 京都市左京区吉田下阿達町46・29

岐阜大学

医学部 生理学第二

500-8705岐阜県 岐阜市司町40

無所属

194-0043東京都 町田市成台1・17-9

京都大学
化学研究所 材料物性基礎研究部門川

611-0011 京都府 宇治市五ヶ庄

筑波大学大学院
化学研究科 山本研究室

305-8571 茨城県 つくば市天王台1丁目1番1号

分子科学研究所
分子物質開発研究センター

444-8585愛知県 岡崎市明大寺町字西郷中38

食品総合研究所

分析評価部 品質情報解析研究室

305-8642茨織県 つくば市観音台2・1・2

日本電子株式会社

分析機器技術本部

196-8558東京都 昭島市武蔵野3・1・2

富山医科薬科大学
薬学部 情造生物学研究室

930・0194富山県 富山市杉谷2630

三菱化学生命科学研究所
構造解析研究室

194-8511 東京都 町田市南大谷 11号

京都大学大学院
理学研究科化学専攻 分子構造化学研究室

606-8502京都府 京都市左京区北白川追分町

理化学研究所
物質基盤研究部 分子構造解析室

351-0198梅玉県 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

タンパク質構造機能研究グループ

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1・7之22FW213

東京譲科大学

生命科学部 分子生化学研究室

192・0392東京都 東京都八王子市堀之内1432-1

t奇玉県工業技術センター北部研究所

生物工学部

360・0031 埼玉県 熊谷市末広2ー133 

423 

1主L Fax 
E-mai1 

075-753-4530 075-753-4578 

yokuroda@pharm.kyoto・u.ac.JP

058-267・2227 058-267-2962 

kuwata@cc.gifu-u.ac.jp 

042-725-4693 

qa@nmr39.同ken.go・.jp

0774-38・3152 0774-38-3148 

kuwabara@molmat.kuicr勾oto-u.ac.jp

0298・53・7369 0298-53・7369

ai29@first.tsukuba.ac.jp 

0564-55-7471 0564-55-7448 

kuwahara@ims.ac.jp 

0298-38・8057 0298-38-7996 

mkoizumi@nfri.affrc.go.jp 

042-542-2236 042・546-8068

kohda@jeol.co.jp 

076-434-7571 076・434-5061

pm009007@st.toyama-mpu.ac.jp 

042-724・6285 042・724-6296

tkohno@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

075-753・4015 075-753-4000 

ryojik@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

048-462-1111 048-462-4627 

k陶osl鈎剥hi首ino∞、lO@p問os紺tma羽an.欣 e伺n.g伊o.j伊p 

045-503-9203 045-503-9201 

koshiba@postman.riken.go.jp 

0426-76・7153 0426-76-7157 

mkojima@ls.toyaku.ac.jp 

048-521-0614 048-525・6052

tkojima@tech-Iab.pref.saitama.jp 



参加者名簿
所属

名前
TEL Fax 

T 住所 E-mail 

巨瀬勝美 筑波大学

こせかつみ 物理工学系 NMRイメージングラポ 0298-53・5335 0298・53・5205

305・8573;(A媛県 つくば市天王台1ー1ー1 ko唱e@凶〈おuku回.ac.jp

小橋川敏博 北海道大学

こばしがわよしひろ 理学鶴生物科学専攻 生体高分子解析学第3111座 011-706-2771 011-706-2771 

060・0810北海道 札幌市北区北10条酉8丁目 ko凶@hni同.go.jp

小林邦子 三菱化学生命科学研究所

こばやし〈にこ 術造解析研究室 042・724・6285 042・724-6296

194-8511 東京都 町田市南大谷11号 kuniko@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

小森佳彦 物質工学工業技術研究所

こもりよしひこ 基礎鶴 国体NMRグループ 0298・61・4515 0298-61-4515 

305・8565茨媛県 つくば市東 1-1 komori@nimc.go.jp 

鷲藤公児 新日本製鑓(稼}

さいとうとうじ 先績技術研究所 解析科学研究部 0439-80・2270 0439・80・2746

293・8511 千鷺県 富津市新富 20-1 saito@re.nsc.co.jp 

斉藤輯治 筑波大学

さいとうせいじ 物理工学系 松井研究室 0298・53・5021 0298 -53 -5205 

305・8573茨媛県 つくば市天王台 1-1-1 seiji@ctlab.bk.tsukuba.ac.jp 

奇麗剛 物質工学工業後術研究所

さいとうたけし 計測化学部 高分子分子特性解析グループ 0298・61・4525 0298-61-4525 

305-8565茨城県 つくば市東1・1 saito@nimc.go.jp 

斉藤撃 姫路工業大学

さいとうはじめ 理学郷生命科学科 生体物質術造学11111座 0791-58-0181 0791・58・0182

678・1297兵庫県 赤穂都上郡町光都3・2-1 saito@sci.himeji-tech.ac.jp 

酒井晴彦 田辺製薬稼式会社

さかいはるひこ 製品技術研究所 分析化学研究部 06・6300・2903 06・6300-2629

532-8505大阪府 大阪市淀川区加島3T目16番89号 haru-sk@tanabe.co.jp 

坂本泰一 千葉工業大学

さかもとたいいち 工業化学科 河合研究室 047・478・0425 047-478-0425 

275・0016千議県 習志野市津田沼2-17・1 taichi@ic.it-chiba.ac.jp 

佐久間千勢子 東京議科大学

さ〈まちせと 薬学部 中央分析センター 0426-76・4041 0426・76-4041

192-0392東京都 八王子市堀之内1432-1 sakumaC@ps.toyaku.ac.jp 

榎井智司 日本電子稼式会社

さ〈らいきとし 応用研究センター 第2応用研究センター 042・542・2241 042-542-3132 

196・8558東京都 昭島市武蔵野手1-2 sasakura@jeol.co.jp 

笹川並明 神戸大学

ささかわひろあき 自然科学研究科・分子集合科学 078・803・5692 078-803-5692 

657・8501 兵庫県 神戸市六甲台町1・1 sasakawa@kobe-u.ac.jp 

佐々木英典 筑波大学

ささきひでのり 物理工学系 NMRイメージングラポ 0298・53・5214 0298-53-5205 

305・8573茨場県 つくば市天王台 1・1・1 sasaki@mr1ab.bk.tsukuba.ac.jp 

佐々木啓孝 東京大学

ささきひろたか 理学栂化学科 天然物化学研究室 03-5841-8059 03-5841-8059 

113・0033東京都文京区本郷7・3・1 hsasaki@chem.s.u-tokyo.ac.jp 

424 



参加者名簿

名前
所属
干住所

中外製薬株式会社

富士御殿場研究所 化学研究所
佐藤滋夫
さとうしげお

412-8513静岡県 御殿場市駒門1・135

佐藤ー
さとうはじめ

日本ブルカー株式会社

アプリケーション部

305・0051 茨城県 つくば市二の宮3・21・5

沢辺紀子
さわべのりこ

東京理科大祭

162・0826東京都 新宿区市ヶ谷船河原町12

七野藤美
しちの』、じよし

ーアズウェル
研究開発部 化学研究室

567-0806大阪府 茨木市庄2-24-3

志野英雄
しのひでお

日本電子綜式会社

分析機器技術本部

196-8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

篠原絵美
しのはらえみ

筑波大学
化学研究科 無機物理化学研究室

305・8571 茨城県 つくば市天王台1-1-1

篠原美奈
しのはらみな

味の素株式会社
中央研究所 分析研究部

210・8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町 1-1

崎国一夫
しまだいちお

東京大学
大学院薬学系研究科 生命物理化学教室

113-0033東京都 文京区本郷 7-3ー1

島田智子
しまだともと

旭化成工業株式会社

基盤技術センター 解析技術室

416-8501 静岡県 富士市鮫島乙1

下池田勇一
しもいけだゅういち

日本電子株式会社

応用研究センター 第2応用研究センター 1G 

196-8558東京都 昭島市武蔵野 3-1-2

白川昌宏
しらかわまさひろ

奈良先端科学技術大学院大学
バイオサイエンス研究科 生体高分子構造学講座

630・0101 生駒市高山町8916・5

榛葉信久
しんばのぷひさ

味の泰一
中央研究所 分析研究部

210-8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1-1

末継淳
すえつぐあっし

ra 
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う
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末松浩人
すえまつひろと

日本電子株式会社

分析機器技術本部

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

杉浦寿史
すぎうらひさし

名古屋工業大学
工学部・材料工学科 有織材料コース・辻田研究室

466-8555愛知県 名古屋市昭和区御器所町

425 

TEL 
E-ma丑

Fax 

0550・87-6728 0550-87-5326 

satosgo@gt.chugai-pharm.co.jp 

0298-52・1234 0298-58-0322 

one@bruker.co.jp 

加nkouns@防.kagu.sut.ac.jp

0726・22-4941 0726-24-7004 

nskrd-12@mbd.sphere.ne.jp 

042-542-2236 042-546-8068 

shino@jeol.co.jp 

0298-53-4487 無し

shinohara@ipchemgw.chem.tsukuba.ac.jp 

044-244-7249 044・210・5872

mina_shinohara@ajinomoto.com 

03-5841-4810 03-3815・6540

shimada@iw-nmr.f.u-tokyo.ac.jp 

0545・62・3161 0545-62-3159 

shimada.td@om.asahi-kasei.co.jp 

042-542-2241 042・542-3132

yshimoik@jeol.co.jp 

0743・72・5571 0743-72・5579

shira@bs.aist-nara.ac.jp 

044-244-7145 044・210-5872

nobuh回_shim凶@ajinomoto.∞m

03-3369-5049 

suetsugU@par.odn.ne.jp 

042-542-2236 

suematsU@jeol.co.jp 

042・546-8068

052-735-5272 052-735-5272 

sugiura@mse.nitech.ac.jp 



参加者名簿

名前

鈴木策一郎
すずきえいいちろう

鈴木崇洋
すずきたかひろ

鈴木智幸
すずきともゆき

瀬尾芳輝
せおよしてる

関宏子
せきひろこ

染谷龍彦
そめやたつひと

高杉憲司
たかすぎけんじ

高瀬茂弘
たかせしげひろ

高橋征三
たかはしせいぞう

高橋信幸
たかはしのぶゆき

高山俊夫
たかやまとしお

高山陽子
たかやまようこ

竹内浩
たけうちひろし

竹内敬人
たけうちよしと

竹腰清乃理
たけごしきょのり

所属
〒 住所

味の素ー
中央研究所 分析研究節

210・8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1-1

筑波大学
理工学研究科 巨瀬研究室

305・8573茨媛県 つくば市天王台ト1-1

名古屋工業大学
工学部・材料工学科 有機材料コース・辻田研究室

466・8555愛知県 名古屋市昭和区御器所町

京都府立医科大学
医学邸 第一生理学教室

τ'EL 
E-mail 

044-210-5832 

Fax 

044-210-5872 

eiichiro_suzuki@ajinomoto.com 

0298-53・5335 0298-53-5205 

suzuki@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

052-735-5272 052-735-5272 

suzuki@mse.nitech.ac.jp 

075-251-5311 075-251-0295 

602・0841 京都府 京都市上京区河原町広小路上がる梶井町 yseo@り8.so-net.ne.jp

千葉大学
分析センター

263-8522千葉県 千葉市稲毛区弥生町1・33

千葉工業大学
工学節工業化学科 河合研究室

275-0016千葉県 習志野市津田沼2-17・1

理化学研究所
遺伝生化学研究室

351・0198埼玉県 和光市広沢 2・1

藤沢薬品工業練式会社
探索研究所

300・2698茨媛県 つくば市東光台5-2-3

日本女子大学
理学節・物質生物科学科 生物物理化学研究室

112・8681 東京都 文京区自白台2-8ー1

大阪大学大学院
理学研究科 構造物理化学研究室

560・0043大阪府 豊中市待兼山町1-16共通教育化学棟

神奈川大学
工学邸 応用化学科

2221・8686神奈川県横浜市神奈川区六角橋3・27・1

塩野機製薬株式会社
創藁研究所物理化学部門

553・0002大阪府 大阪市福島区鷺洲5-12-4

北海道大学大学院
理学研究科 化学専攻情造化学研究室

060・0810北海道 札幌市北区北10条西8T目

神奈川大学
理学部・化学科

259-1293神祭川県平塚市土屋2946

京都大学
大学院理学研究科 化学教室

606・8502京都府 京都市左京区北白川追分町

426 

043・290・3810 043-290-3813 

seki@cac.chiba-u.ac.jp 

047-478-0425 047-478-0425 

someya@ic.it-chiba.ac.jp 

048-467-9538 048-467-5692 

takasugi@louise.riken.go.jp 

0298-47-8611 0298-47-8313 

shigehiro_takase@po.fujisawa.co.jp 

03・3943-3131

Lseizo@jwu.ac.jp 

06-6850-5779 

03・3942・6116

06-6850-5785 

nobu@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

045-481-5661，32 
06 045-413-9770 

takaytO 1 @kanagawa-u.ac.jp 

06・6458・5861 06・6458・0987

yohko.takayama@shionogi.co.jp 

011-706-3506 011-706-4924 

takehi@sci.hokudai.ac.jp 

0463-59-4111 0462-58-9684 

yoshito@chem.kanagawa-u.ac.jp 

075・753-4015 075-753-4000 

takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

武貞啓子
たけさだひろこ

所属
〒 住所

なし
なし なし

161・0033東京都 新宿区下落合2-18-15

武田和行
たけだかずゆき

CREST(戦略的基礎研究推進事業)
電子・光子等の機能制御

606-8502京都府 京都市左京区北白川追分町

田代根子
たしろさくらと

東京薬科大学
薬学部 第一薬品分析化学

192-0392東京都 八王子市編之内1432・1

田代充
たしろみつる

東京都立大学
理学部化学科 有機化学1

192-0359東京都 八王子市南大沢 1-1

楯真一
たてしんいち

北陸先端科学技術大学院大学
新素材センター 楯研究室

923-1292石川県 能美郡辰口町旭台 1-1

田中良二
たなかりょうじ

日本電子株式会社
分析機滋技術本部

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

田中剛史
たなかたけし

三菱化学生命科学研究所
摘造解析研究室

194-8511 東京都 町田市南大谷"号

田中俊之
たなかとしゆき

台王天市44F 
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田中彬嗣
たなかよしつぐ

九州大学大学院
薬学研究院 NMR測定室

812-8582福岡県 福岡市東区馬出 3-1-1

谷生道ー
たにおみちかず

姫路工業大学
理学協・生命科学科 生体物質構造学11講座

678-1297兵庫県 赤穂郡上郡町光都3-2-1 

田端一敏
たばたかずとし

千葉工業大学
工学部工業化学科 生物物理化学研究室

274-0805千葉県 船橋市二和束6T目15番地4棟402号室 kazu@ic.it-chiba.ac.jp 

047 -449・1504 047・449-1504 

田知祥生
たばたさちお

シーエーシーズ(株)
四日市分析センター 無機分析グループ

510・8530三震県 園田市市東邦町 1番地

田村友美
たむらともみ

日本ブルカー株式会社
マーケッティング部

532-0004大阪府 大阪市淀川区商宮原1-8・29

千葉かおり
ちばかおり

工業技術院生命工学工業技術研究所
生体物質部

305・8566茨織県 つくば市東 1ー1

辻 暁
つじさとる

姫路工業大学
理学部 生体物質僧造学11織座

678-1297兵庫県 赤穂郡上郡町光都3-2-1姫路工業大学理

427 

TEL 
E-mail 

Fax 

03・3951・4551 03-3951-4551 

ZVP01037@nifty.ne.jp 

075-753-4014 075-753-4000 

匂keda@kuchem.kyoto-u.ac.jp

0426-76-4542 0426-76-4542 

tashiro@ps.toyaku.ac.jp 

0426-77-1111 
(x3552) 0426-77 -2 5 2 5 

tashiro@nmr・.chem.metro-u.ac.jp

0761-51・1461

tate@jaist.ac.jp 

0761・51-1455 

042-542-2236 042-546-8068 

代anaka@lリeol.co.jp

042・724・6285 042-724-6296 

takeshi@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

0298-53-6065 0298-53-6065 

ttanaka@tara.tsukuba.ac.jp 

092-642・6551 092-642-6551 

kurihide@pch.phar.kyushu-u.ac.jp 

0791 -58-0182 0791-58-0182 

tanio@sci.himeji-tech.ac.jp 

0593-45-7363 0593-45-7419 

2100502@cc.m・kagaku.co.jp

06・6339・7008 06-6339-9559 

tot@bruker.co.jp 

0298-61-6136 0298-61-6135 

kchiba@neutrons.tokai.jae円.go.JP

0791-58-0182 0791-58-0182 

tuzi@sci.himeji-tech.ac.jp 



参加者名簿

名前

津田栄
つださかえ

堤輝広
つつみあきひろ

津野久幸
つのひさゆき

出村誠
でむらまとと

寺尾武彦
てらおたけひこ

土居幹嗣
どいもとつぐ

堂本竹雄
どうもとたけお

土江松美
どえまつみ

泊輝久
とまりてるひさ

内藤晶
ないとうあきら

中井利仁
なかいとしひと

中井正徳
なかいまさのり

永販文惣
ながさかぶんそう

長縄博
ながなわひろし

中野茂
なかのしげる

所属
〒 住所

工技院北海道工業技術研究所
低温生物化学部 機能物質化学研究室

062-8517北海道 札幌市聾平区月寒東2条17丁目2-1

北海道大学大学院
工学研究科・量子物理工学専功貨物理工学講座

060-8628北海道 札幌市北区北13条酉8T目

日本電子株式会社
応用研究センター 第2応用研究センター

1 96・85 5l偲京都 昭島市武蔵野 3-1 -2-

北海道大学
大学院理学研究科 生物科学専攻

060・0810北海道 札幌市北区北10条西8丁目

京都大学
大学院理学研究科 化学教室

606・8502京都府 京都市左京区北白川追分町

大阪大学理学部
理学研究科、化学科 NMR11J定室

560-0043大阪府 豊中市待兼山町 1ー 1

日本プルカー稼式会社
マーケッティング部

305-0051 茨域県 つくば市二の宮3-21-5

大阪市立大学
理学留理学研究科 化学科専攻

558-8585大阪府 大阪市住吉区杉本3-3-138

東京薬科大学
薬学部 第一叢品分析化学教室

192・0392東京都 八王子市堀之内1432・1

姫路工業大学
理学部・生命科学科 生体物質構造学11

678・1297兵庫県 赤穣郡上郡町光都3・2-1

バリアンテクノロジーズジャパン
NMR応用郵

108-0023東 京 都 港 区 芝 浦4・16-36

千葉工業大学
工学部工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2・17・1

帝人(株)
情造解析研究所

191-8512東京都 日野市旭ケ丘4-3-2

微生物化学研究所
化学部

141・0021 東京都 品川区上大崎3T目14-23

東京薬科大学
薬学郡 第一分析

192-0392東京都 八王子市纏之内 1432-1

428 

TEL 
E-mail 

011-857・8912

tsuda@hniri.go.jp 

Fax 

011-857-8983 

011-706-6638 011・716-6175

atsutsu@eng.hokudai.ac.jp 

042・542-2241 042-542-3132 

htsuno@jeol.co.jp 

011-706-2771 011-706-2771 

demur百@sci.hokudai.ac.jp

075・753-4011 075-753-4000 

terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

06-6850-5470 06-6850-5469 

mdoi@chem.sci.osaka-u.ac.jp 

0298-52・1234 0298・58-0322

td@bruker.co.jp 

06・6605-2597 06-6605-2522 

matsumi@sci.osaka-cu.ac.jp 

0426-76・4544 0426・76・4542

y951164@educ.ps.toyaku.ac.jp 

0791-58-0180 0791-58-0182 

naito@sci.himeji-tech.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

toshihito.nakai@varianinc.com 

047-478-0425 047・478-0425

masa@ic.it-chiba.ac.jp 

042-586-8121 042-586-8123 

bunsoW@hino.teijin.co.jp 

03・3441-4173 03-3441-7589 

naganawah@bikaken.or.jp 

0426・76-4542 0426-76-4542 

y961163@educ.ps.toyaku.ac.jp 



参加者名簿

名前

中村新治
なかむらしんじ

中村亘男
なかむらのぷお

仲村高志
なかむらたかし

中村義之
なかむらよしゆき

中山登
なかやまのぼる

行木信ー
なめきのぷかず

西川実希
にしかわみき

西崎知子
にしざきともこ

西山裕介
にしやまゅうすけ

根本暢明
ねもとのぷあき

野口聡子
のぐちさとこ

野口滋
のぐちしげる

野田康夫
のだやすお

野田明宏
のだあきひろ

野村蔵
のむらかおる

所属
干住所

京都大学
大学院理学研究科化学教室 分子構造研究室

606・8224 京都市左京区北白川追分町

大阪大学

TEL 
E-mail 

Fax 

075-753-4015 075・753-4000

nakashin@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

大学院理学研究科・化学専攻物理化学鶴座・構造物理化学研究室 06・6850-5791 06-6850-5785 

560-0043大阪府 豊中市待兼山町 1番 16号 nobuo@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

理化学研究所

分子構造解析室

351・0198勾玉県 和光市広沢2-1

東京工業大学
資源化学研究所

226-8503神奈川県横浜市緑区長津田町4259

日本ロシュ(株)研究所
化学部 機器分析グループ

247・8530神奈川県鎌倉市梶原 200

千葉工業大学
工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 千葉県習志野市津田沼 2-17・1

神奈川大学
理学部化学科 竹内敬人研究室

259-1293神奈川県平爆市土屋2946

三共株式会社
バイオメデイカル研究所 研究第1グループ

140-8710東京都 品川区広町ト2・58

分子科学研究所
相関領域研究系 分子クラスタ一部門

444-8585愛知県 岡崎市明大寺町字西郷中38番地

バリアンテクノロジーズジャパン
NMR応用部

108-0023東京都 港区芝浦4-16-36

理化学研究所

048-467-9362 048-462-4627 

nakamura@rikennmr.riken.go.jp 

045-924・5110 045-924-5109 

ynakamur@res.titech.ac.jp 

0467-47-2209 0467-45-6815 

noboru.nakayama@roche.cαn 

0474・78-0425 0474-78-0425 

nameki@ic.it-chiba.ac.jp 

0463・59・4111 0463-58-9684 

s956746@educ.info.kanagawa-u.ac.jp 

03-3492-3131 03-5436-8567 

t∞mほ @shina.sankyo.co.jp

0564-55-7459 0564-54-2254 

nisiyama@ims.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

nobuaki.nemoto@varianinc.com 

ゲノム科学総合研究センターたんぱく質構造・機能研究グループ 045-503-9229 045・503-9228

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1・7・22CRT室 sn@jota.riken.go.jp 

第一製薬株式会社
製薬技術研究所

134 -8630東京都 江戸川区北葛西1-16-13

関西学院大学
理学部

662-8501 兵庫県 西宮市上ヶ原一番町 1-1 55 

横浜国立大学
工学部物質工学科 渡遁・今林研究室

240-8501 神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台79-5 

東京都立大学
大学院理学研究科化学専攻

192・0397東京都 八主子市南大沢 1-1

429 

03-3680-0151 03-5696・8339

noguczoW@daiichipharm.co.jp 

0798-54-6230 0798・51-0914

yasuonoda@kwansei.ac.jp 

045-339・3955 045-339-3955 

d99jb016@cms.ynu.ac.jp 

0426-77-1111 0426-77-4873 

nomura@nmr.chem.metro-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

野村祐介
のむらゅうすけ

拝師智之
はいしともゆき

端健二郎
はしけんじろう

橋爪貴宏
はしづめよしひろ

橋本征太郎
はしもとせいたろう

橋本康博
はしもとやすひろ

長谷川淳
はせがわじゅん

畠山盛明
はたけやまもりあき

畠中秀樹
はたなかひでき

畑中稔
はたなかみのる

秦野賢ー
はたのけんいち

服部峰之
はっとりみねゆき

花岡慎悟
はなおかしんご

馬場清喜
ばばせいき

馬場雄久
ばばたけひさ

所属
T 住所

千葉工業大学
工学節工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2-17-1

筑波大学
物理工学系 巨瀬研究室

305-8573茨媛県 つくば市天王台 1-1-1 

理化学研究所
ミュオン科学研究室

351-0198埼玉県 和光市広沢2-1

筑波大学
理工学研究科 山本研究室

305・0006茨媛県 つくば市天王台1・1・1

筑波大学
物理工学系 巨瀬研究室

305・8573茨織県 つくば市天王台1-1-1

旭化成工業
基盤技術センター

416・8501 静岡県 富士市鮫島2-1

第一製薬様式会社
創業開拓研究所

134-8630東京都 江戸川区北菖酋1・16・13

日鍵テクノリサーチ
解析郁 構造解析2

293-0011 千葉県 富津市新宿20-1

東京都臨床医学総合研究所
生理活性物質研究部門

113・8613東京都 文京区本駒込3・18・22

TEL 
E-mail 

047-478咽 0425

Fax 

047-478-0425 

yusuke@ic.it-chiba.ac.jp 

0298-53-5214 0298-53-5205 

haishi@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

048-467θ588 048-462・4648

k-hashi@postman.riken.go.jp 

0298司 53・7370 0298-53-7370 

s003405@ipe.tsukuba.ac.jp 

0298-53・5214 0298-53-5205 

seitarou@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

0545・62-3161 0545・62・3159

a9 311 611 @ut.asahi-kasei.co.jp 

03-3680-0151 03・5696-4266

haseg7Ii@daiichipharm.co.jp 

0439-80-2691 0439・80・2767

moriaki@re.nsc.co.jp 

03-3823-2101 
ex.5264 03・3823・1247

hatanaka@rinshoken.or.jp 

理化学研究所 048-462・1111
ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造・機能研究グループ・5421 048・462-4675

351-0198崎玉県 和光市広沢2-1 hatanaka@louise.riken.go.jp 

群馬大学
工学部生物化学工学科

376-8515群馬県 桐生市天神町1・5・1

通産省工業技術院電子技術総合研究所
超分子部

305・8568茨織県 つくば市梅園1・1・4

横浜市立大学大学院
総合理学研究科 西村研究室

236-0027神奈川県横浜市金沢区瀬戸22-2

千葉工業大学
工業化学科 河合研究室

275・8588千葉県 習志野市津田沼2・17-1

北見工業大学
化学システム工学科 環境物理化学研究室

090-8507北海道 北見市公園町165

430 

0277・30-1437 0277-30-1437 

hatano@bce.gunma-u.ac.jp 

0298・61-5537 0298・61・3364

mhatto同@etl.go.jp

045-787・2188 045-787-2188 

shana@yokohama-cu.ac.jp 

047-478-0425 047-478-0425 

baba@ic.it-chiba.ac.jp 

0157-26-9414 0157-24-7719 

take@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 



参加者名簿

名前
所属
干住所

三和化学研究所.1薬研究グループ

511-0406三重県 員弁郡北勢町塩崎363

浜島斉
はまじまひとし

;賓悶季之
はまだとしゆき

τ'EL 
E-mai1 

Fax 

0594・72-6221 0594-82-0072 

h_ham勾ima@mb4.skk引 et.com

理化学研究所
ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9212 045-503-9210 

230・0045神奈川県横浜市笛見区末広町ト7・221 F W1 03 thamada例ota.riken.go.jp

林文晶
はやしふみあき

塩野礎製薬
中央研究所 物理化学

553・0002大阪府 大阪市循島区鷺洲5-12-4

林繁信
はやししげのぷ

物質工学工業技術研究所

基礎部 固体NMRグループ

305・8565茨媛県 つくば市東1・1

林裕希
はやしゆき

北里大学
理学部化学科 分子情進学調座

108・8477東京都港区港南4-5・7

早水紀久子
はやみずきくこ

物質工学工業技術研究所

305-8565茨織県 つくば市東1・1

原圃としえ
はらぞのとしえ

シーエーシーズ(株)
横浜分析センター 有償分析Gr

227-0033神奈川県横浜市青葉区鳴志田町1000

原因治幸
はらだはるゆき

京都大学
大学院工学研究科 分子工学専攻分子叡計学前座

6068501 京都府 京都市左京区吉田本町

原雄ー
はらゅういち

au 
A
守

勺

3国高区島盟都

社

所

献

会
究

式
研

5

株

術

同

擁
技
川
町

嚇

蜘

円

4

1

 

樋岡克哉
ひおかかっゃ

日本電子株式会社
分析機器技術本部

196-8558東京都 昭島市武蔵野 3-1・2

百名一男
ひや〈なかずお

日本電子検式会社

システム技術本郵 1グループ

196-8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

平井佑紀
ひらいゅうき

筑波大学
化学系 山本研究室

305-8571 茨媛県 つくば市天王台1-1・1

平沖敏文
ひらおきとしふみ

北海道大学大学院
工学研究科・量子物理工学専務子物理分野

060-8628北海道 札幌市北区北13条西8丁目

康明秀一
ひろあきひでかず

(株)生物分子工学研究所
構造解析研究部門

565-0874大阪府 吹田市古江台6-2・3

鷹田洋
ひろたひろし

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町ト7・221 F W1 03 

431 

06-6458・5861 06-6458-0987 

fumiaki.hayashi@shionogi.co.jp 

0298-61・4515 0298・61-4515

hayashi@nimc.go.jp 

03-5463-0643 03・5463-0643

rin@xg7.so-net.ne.jp 

0298-61-4525 0298-61・4525

hayamizu@nimc.go.jp 

045・963-3166 045-963・4261

harazono@陀.m-kagaku.co.jp

075-753-5937 075・751-7611

haruyuki@mds.moleng.kyoto-u.ac.jp 

03-3987-1178 03・3987・5169

harayui@chugai-pharm.cb.jp 

042・542-2236 042-546-8068 

hioka@jeol.co.jp 

042-542・2235 042・546-7225

hyakuna倒eol.co.jp

0298・53-7369 0298-53-7369 

hexagram@first.tsukuba.ac.jp 

011-706・6640 011・716-6175

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

06-6872-8218 

hiroakih@beri.co.jp 

06-6872-8219 

045-503・9211 045-503・9210

hirota@jota.riken.go.jp 



参加者名簿

名前

福井洋之
ふ〈いひろゆき

福岡由記
ふくおかゆき

福島径
ふくしまけい

福見俊夫
ふくみとしお

藤井直之
ふじいなおゆき

藤井倫子
ふじいみちと

藤倉一繁
ふじくらかずしげ

藤本孝子
ふじもとたかこ

藤原正子
ふじわらまさこ

冨士原和也
ふじわらかずや

藤原敏道
ふじわらとしみち

藤原久徳
ふじわらひさのり

藤原英明
ふじわらひであき

藤原靖弘
ふじわらやすひろ

文野浩一
ふみのこういち

所属
〒 住所

北見工業大学
化学システム工学科

090・8507北海道 北見市公園町165

横浜国立大学
工学研究科 阿久津・藤原研究室

240・8501 神奈川県横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

理化学研究所

τ'EL 
E-mail 

F砿

0157・26-9402 0157-24-7719 

fukui@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

045-339-4224 045・339-4251

m99dbl18@ynu.ac.jp 

ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9205 045-503-9201 

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22 2F W219 keifuku@jota.riken.go.jp 

大阪工業技術研究所
首席研究官

563・8577大阪府 池田市緑丘 1-8-31

日本電子株式会社
第2応用研究センター 1グループ

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1・2

千葉工業大学
工学部工業化学科 河合研究室

275-0016千葉県 習志野市津田沼2・17・1

バリアンテクノロジーズジャパン
NMR応用部

108・0023東京都港区芝浦4・16・36

日本電子(椋)
応用研究センター 第2応用研究センター

196-8558東京都 昭島市武蔵野手1-2

日本電子データム稼式会社
共通技術部 AI第一グループ

196・0022東京都 昭島市中神町 1156

千葉工業大学
工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 晋志野市津田沼 2-1 7ー1

横浜国立大学
工学郡物質工学科 化学生命工学

240・8501 神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台79-5

三共稼式会社
薬物動態研究所 研究第5グループ

140-8710東京都 品川区広町1-2-58

大阪大学
医学部保健学科 医用工学績座

565-0871 大阪府 吹田市山田丘1・7

京都薬科大学
構造有機化学教室

607-8414京都府 京都市山科区御陵中内町5

立命館大学
理工学郵化学科 分子物性化学研究室

525・8577滋賀県 草津市野路東1・1・1

432 

0727・51-9670

fuku@on同.go.JP

0727-51-9633 

042-542-2241 042-542・3132

nfujii@jeol.co.jp 

047-478-0425 047・478噂 0425

rinko@ic.it-chiba.ac.jp 

03-5232-1238 03・5232-1264

kazushige.fujikura@varianinc.com 

042・542・2241 042-542-3132 

tfujimot@jeol.co.jp 

042-542-1182 0420542・4059

masako@jeol.co.jp 

047-478-0425 047-478守 0425

fuji@ic.it-chiba.ac.jp 

045-339-4224 045-339噌 4251

tfjwr@ynu.ac.jp 

03-3492-3131 03-5436-8574 

fujiqst@shina.sankyo.co.jp 

06・6879-2573 06-6879-2573 

fujiwara@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

075-595-4637 075-595-4766 

fujiwara@mb.kyoto-phu.ac.jp 

077-566-1111 077-561-2659 

k-fumi@mail.se.ritsumei.ac.jp 



参加者名簿

名前

降旗一夫
ふりはたかずお

吉田 j告祐
ふるたひろすけ

星野鉄哉
ほしのてつや

細井晴子
ほそいはるこ

細田和男
ほそだかずお

堀井文敬
ほりいふみたか

堀金明美
ほりがねあけみ

本多賢吉
ほんだまさよし

前田史郎
まえだしろう

前田真悟
まえだしんご

前田秀明
まえだひであき

前田美帆
まえだみほ

前回能崇
まえだょしたか

牧秀志
まきひでし

増田勝彦
ますだかつひと

所属
干住所

東京大学
大学院農学生命科学研究科 応用生命化学専攻

113-0032東京都 文京区弥生 1-1-1 

杏林製薬ー中央研究所
創業研究一部

329-0114栃木県 下都賀郡野木町野木字御手洗2399-1 

日立化成工業(株)
総合研究所 601 U 

300・4247茨媛県 つくば市和台48

お茶の水女子大学
理学部化学科 益田研究室

112・8610 文京区大塚2-1-1

.水省虚業生物資源研究所
生物工学部 染色体操作研究室

305・8602茨織県 つくば市観音台2-1-2

京都大学
化学研究所 材料物性基礎研究部門川

611・0011 京都府 字治市五ケ庄

.林水産省食品総合研究所
分析評価部 状態分析研究室

305・8642tz負v. つくば市観音台2・1・2

理化学研究所
遺伝生化学研究室

351・0198埼玉県 和光市広沢2・1

福井大学
工学部生物応用化学科

910-8507福井県福井市文京3・9・1

電気通信大学大学院
電気通信学研究科電子物性議掠噂寝究室

182-0036東京都 調布市飛田給 1-25-4

理化学研究所

ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造機能研究グループ

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1・7・22CRT室

千葉工業大学
工業化学科 河合研究室

275-0016千葉県 習志野市津田沼Z・17-1

京都大学
薬学研究科 薬品機能解析学

606-8501 京都府 京都市左京区吉田下阿達町46・29

神戸大学
工学部応用化学科 第5絹座

657-8501 兵庫県 神戸市灘区六甲台町1-1

三菱東京製薬(株)
製藁技術開発センター 物性分析研究室

314・0255茨城県 鹿島郡波崎町砂山 14 

433 

TEL Fax 
E-mail 

03-5841-5460 03・5841・8485

furihata@iam.u-tokyo.ac.jp 

0280・56・2201 0280-57-1293 

hirosuke. furuta@mb2.kyorin-pharm.co.jp 

0298-64-7164 0298・64-4346

QYM03533@nifty.ne.jp 

03・5978-5731 03・5978-5731

haru@Cc.ocha.ac.jp 

0298-38-7072 

khos@abr.a仔rC.go.JP

0774・38・3150 0774-38-3148 

horii@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0298-38-8033 0298・38・8033

akhori@nfri.affrc.go.jp 

048-467・9540 048-462・4671

honda@louise.riken.go.jp 

0776-27-8635 0776-27-8747 

maeda@acbio.fukui-u.ac.jp 

0424-89・2882

maed時 dust.pc.uec.ac.jp

045-503・9229 045-503-9228 

maeda@jo也.同ken.go.jp

047・478-0425 047・478・0425

maeda@ic.it-chiba.ac.jp 

075-753・4531 075・753・4578

t30w0164@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

078・803・6187 078・803・7643

maki@cx.kobe-u.ac.jp 

0479・46-4621 0479-46-6113 

2505186@mitsubishi-pharm.co.jp 



参加者名簿

名前

増田憲二
ますだけんじ

松浦久恵
まつうらひさえ

松尾瞳
まつおひとみ

松川真吾
まっかわしんご

松木陽
まっきょう

松倉順一
まつくらじゅんいち

松津英和
まつざわひでかず

松田善正
まつだよしまさ

松原康史
まつばらこうし

美川務
みかわっとむ

右田たい子
みぎたたいこ

右固たい子
みぎたたいと

三崎謙二
みしまけんじ

三森文行
みつもりふみゆき

皆川和久
みなかわかずひさ

所属
干住所

京都大学
化学研究所 材料物性川

611-0011 京都府 字;台市五ヶ庄

東京集科大学
生命科学郡 分子生化学研究室

192・0392東京都 東京都八王子市堀之内1432-1

筑波大学
第一学群自然学類 山本研究室

305・8571 茨織県 つくば市天王台1・1-1

東京水産大学
食品生涯学科 生物資源化学

108・8477東京都 港区港南4-5ー7

横浜国立大学
工学節物質工学科 阿久津厳原研究室

240・8501 神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台79-5

日本電子株式会社
第2&計技術本部 第2グループ

196・8558東京都 昭島市武蔵野3-1-2

金沢大学
理学郵・化学科 理論化学

920・1192石川県 金沢市角岡町金沢大学理学部

筑波大学
物理工学系 巨瀬研究室

305-8573茨城県 つくば市天王台1-1-1 

シーエーシーズ株式会社
検浜分析センター 有機分析グループ

227-0033 ~申奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

理化学研究所
遺伝生化学研究室

351・0198渇玉県和光市広沢 2-1

山口大学
医療技術短期大学部・一般教育主学

755・8554山口県 宇都市南小串1・1・1

山口大学
鰻学郡 応用生物化学

753-8515山口県 山口市吉田1677-1

分子科学研究所
分子基礎理諭第2 中村研究室

444-8585愛知県 岡崎市明大寺西郷38

国立環焼研究所
環筑健康部 保健指標研究室

305-0053茨城県 つくば市小野J1116-2

筑波大学
第一挙群自然学績化学専攻 山本研究室

305・8571 茨城県 つくば市天王台1-1-1

434 

TEL Fax 
E-mai1 

0774-38・3149 0774・38-3148

masuda@molmat.kuicr.kyoto-u.c.jp 

0426-76-7153 0426-76-7157 

s977098@educ.ls.toyaku.ac.jp 

0298-53-7369 0298-53-7369 

matsu@first.tsukuba.ac.jp 

03・5463-0403 03・5463-0403

matsukaw@tokyo・u-fish.ac.jp

045・339・4224 045・339-4251

dOOjb016@ynu.ac.jp 

042・542-2240 042-546-8760 

matukura@jeol.co.jp 

076-264-5686 

matsu@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

0298・53-5214 0298・53-5205

matsuda@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

045-963-3166 045・963-4261

3709437@cc.m-kagaku.co.jp 

048・467-9538 048・467-5692

mikawa@louise.riken.go.jp 

0836-22・2805 0835-22-2130 

ctmigita@po.cc.yamaguchi-u.ac.jp 

083-933-5800 083・933-5820

ctmigita@ml.cc.yamaguchi-u.ac.jp 

0564・55喝 7315

mishima@ims.ac.jp 

0298・50司 2352

mitumori@nies.go.jp 

0564-53-4660 

0298-50-2574 

0298-53-7369 0298-53-7369 

s970452@ipe.tsukuba.ac.jp 



参加者名簿

名前

三嶋謙二
みしまけんU

三森文行
みつもりふみゆき

皆川和久
みなかわかずひさ

宮ノ入洋平
みやのいりょうへい

宮本和英
みやもとかずひで

三鎗優子
みわゅうと

宗像弓子
むなかたゆみと

村井孝弘
むらいたかひろ

村井亮平
むらいりょうへい

村田勝義
むらたかっよし

村林秀樹
むらばやしひでき

村林美香
むらばやしみか

飯塚舜介
めしっかしゅんすけ

茂木和彦
もてぎかずひこ

森田鋭
もりたさとし

所属
干往所

分子科学研究所
分子基礎理論第2 中村研究室

444-8585愛知県 岡崎市明大寺西郷38

国立環境研究所
環境健康部 保健指標研究室

305-0053茨城県 つくば市小野川 16-2

筑波大学
第一学群自然学類化学専攻 山本研究室

305・8571 茨媛県 つくば市天王台1-1-1 

横浜国立大学大学院
工学研究科 上杉・片平研究室

240・8501 神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台79・5

京都大学
薬学研究科 薬品機能解析学

606-8501 京都府 京都市左京区吉田下阿達町46-29

(株)東レリサーチセンター
構造化学研究部 構造化学第3研究室

520-8567滋賀県 大津市圏山 3-3-7

大蔵省印刷局研究所

分析室

256司 0816神奈川県小田原市酒匂6-4・20

三共株式会社
薬物動態研究所 研究四グループ

140-8710東京都 品川区広町1・2・58

北海道大学大学院
工学研究科量子物理工学専攻分子物理工学分野

060・8628北海道 札幌市北区北 13条西8丁目

東京工業大学
理工学研究科物質科学 安藤勲研究室

512-8552東京都 目黒区大岡山 2-12-1 

株式会社武田分析研究所
試験第2部 物性・構造解析グループ

532・8686大阪府 大阪市淀川区十三本町2・17-85

武図薬品工業株式会社
医薬開拓研究本部 開拓第五研究所

532-8686大阪府 大阪市淀川区十三本町2-17-85

鳥取大学
医学部医学科

683・8503

中央大学大学院

医療環境学

米子市西町86

理工学研究科応用化学専攻 千喜良研究室

112-8551 東京都文京区春日 1-1 3・27

千葉工業大学
工学部工業化学科 河合研究室

275・0016千葉県 習志野市津田沼2・17-1

435 

TEL 
E-mail 

Fax 

0564-55-7315 

mishima@ims.ac.jp 

0298-50-2352 

mitumori@nies.go.jp 

0298-53-7369 

0564-53-4660 

0298・50-2574

0298・53-7369

s970452@ipe.tsukuba.ac.jp 

045-339-4271 045・339-4264

mOOdb143@卯 u.ac.JP

075-753-4531 075・753-4578

f60w0263@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

077-533-8617 077-533-2208 

yuuko_miwa@trc.toray.co.jp 

0465-49-4240 0465-49・4244

03-3492-3131 03-5436-8574 

tmurai@shina.sankyo.co.jp 

011-706-6642 011-716・6175

ryohei@eng 

03-5734-2139 03帽 5734-2889

kmurata@polymer.titech.ac.jp 

06-6300-6540 06-6300-6047 

MurabayashLHideki@takeda.co.jp 

06-6300-6618 06-6300-6086 

MurabayashLMika@takeda.co.jp 

0859・34-8286 0859-34-8068 

mesh@grape.med.totto同ーu.ac.jp

03-3817・1897 03-3817-1895 

mote@kc.chuo-u.ac.jp 

047-478-0425 047・478-0425

mori@ic.it-chiba.ac.jp 



参加者名簿

名前

宮ノ入洋平
みやのいりょうへい

宮本和英
みやもとかずひで

三輸優子
みわゅうと

宗像弓子
むなかたゆみこ

村井孝弘
むらいたかひろ

村井亮平
むらいりょうへい

村田勝義
むらたかつよし

村林秀樹
むらばやしひでき

村林美香
むらばやしみか

飯縁舜介
めしっかしゅんすけ

茂木和彦
もてぎかずひこ

森田鋭
もりたさとし

森田勇人
もりたはやと

八島秀仁
やしまひでひと

矢野友海
やのともみ

所属
〒 住所

横浜国立大学大学院
エ学研究科 上杉・片平研究室

240-8501 神奈川県横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

京都大学
薬学研究科 藁晶機能解析学

606・8501 京都府 京都市左京区吉田下阿達町46-29

(線)東レリサーチセンター
構造化学研究部 構造化学第3研究室

520・8567滋賀県 大津市園山 3-3-7

大蔵省印刷局研究所
分析室

256-0816神奈川県小岡原市酒匂6・4・20

三共線式会社
藁物動態研究所 研究四グループ

140・8710東京都 品川区広町1-2-58

北海道大学大学院
工学研究科量子物理工学専攻分子物理工学分野

060・8628北海道 札幌市北区北13条西8丁目

東京工業大学
理工学研究科物質科学 安膿勲研究室

512-8552東京都 目黒区大岡山 2-12ー1

線式会社武田分析研究所
鼠験第2榔 物性・構造解析グループ

532・8686大阪府 大阪市淀川区十三本町2・17-85

武田叢晶工業橡式会社
医議開拓研究本節 開拓第五研究所

532・8686大阪府 大阪市淀川区十三本町2-17-85

鳥取大学
医学郡医学科

683・8503

中央大学大学院

医療環境学

米子市西町86

理工学研究科応用化学専攻 千喜良研究室

112-8551 東京都文京区春日 1・13・27

千葉工業大学
工学郡工業化学科 河合研究室

275-0016千Z庫県 習志野市津田沼2・17・1

愛姫大学
理学郁 物質理学科

790・8577愛媛県 松山市文京町2・5

日本プルカ一線式会社
マーケッティング部

305-0051 ~媛県 つくば市二の宮3・21・5

京都大学大学院
理学研究科化学専攻 分子術進化学研究室

606・8502京都府 京都市左京区北白川追分町

436 

TEL 
E-rnail 

Fax 

045-339・4271 045-339-4264 

mOOdb143@戸、u.ac.JP

075-753-4531 075-753-4578 

t60w0263@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

077・533-8617 077-533-2208 

界Juko_miwa@trc.toray.co.jp

0465・49-4240 0465・49-4244

03-3492司 3131 03-5436-8574 

tmurai@shina.sankyo.co.jp 

011・706・6642 011・716・6175

ryohei@eng 

03・5734・2139 03-5734-2889 

kmurata@polymer.titech.ac.jp 

06-6300・6540 06-6300-6047 

MurabayashLHideki@takeda.co.jp 

06・6300-6618 06-6300・6086

MurabayashLMika@takeda.co.jp 

0859-34-8286 0859-34-8068 

mesh@grape.med.totto吋-u.ac.jp

03・3817-1897 03-3817・1895

mote@kc.chuo-u.ac.jp 

047-478-0425 047-478-0425 

mori@ic.it-chiba.ac.jp 

089・927-9616 089・927・9611

ehmorita@dpc.ehime-u.ac.jp 

0298-52-1234 0298-58-0322 

yas@bruker.co.jp 

075・753-4014 075・753・4000

yano@kuchem.kYoto-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

山内一夫
やまうちかずお

山口秀幸
やまぐちひでゆき

山腰良晃
やまとしよしあき

山崎由香子
やまざきゆかと

山崎和彦
やまさきかずひこ

山崎憶
やまざきさとる

山田周作
ゃまだしゅうさく

山延健
やまのべたけし

山本泰彦
やまもとやすひこ

山本裕輔
やまもとゅうすけ

横井貴子
よといたかと

横山茂之
よこやましげゆき

横山茂之
ょこやましげゆき

吉岡澄江
よしおかすみえ

吉田卓也
よしだたくや

所属
干住所

日本ブルカー株式会社
アプリケーション部

305・0051 茨織県 つくば市二の宮3・21・5

味の素株式会社
中央研究所 分析研究部

210-8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1-1

日本電子線式会社
分析機線技術本部

196-8558東京都 昭島市武蔵野手1・2

筑波大学
物理工学系 NMRイメージングラポ

305-8573茨織県 つくば市天王台 1ー1ー1

生命工学工業技術研究所
分子生物部 DNA情報研究室

305-8566茨城県 つくば市東1-1

旭化成工業(株)
基盤技術センター解析妓術室

416・8501 静岡県 富士市鮫島2-1

京都大学化学研究所
材料物性基礎3研究室

611-0011 京都府 宇治市五ヶ庄

群馬大学
工学節・材料工学科 機能物質化学第3研究室

376-8515群馬県 桐生市天神町 1-5-1 

筑波大学
化学系

305-8571 茨媛県 つくば市天王台1・1-1 

名古屋工業大学
工学部・材料工学科 有機材料コース・辻図研究室

466・8555愛知県 名古屋市昭和区御器所町

山之内製薬
分析代謝研究所分析研究室

305-8585茨域県 つくば市御幸が丘21

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
タンパク質構造・機能研究グループ

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-222F W209 

東京大学
大学院理学系研究科生物化学専攻

113-0033東京都 文京区本郷7-3・1

国立医薬品食品衛生研究所
薬品部

158-8501 東京都 世田谷区上用賀ド18-1

大阪大学大学院
薬学研究科 高分子化学分野

565-0871 大阪府 吹田市山田丘1-6
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E-mail 
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hideyukLyamagu凶j@ajinαnoto.com
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yamakosi@jeol.co.jp 

0298-53-5335 0298-53-5205 

yamazaki@mrlab.bk.tsuku凶.ac.Jp

0298・61-6536 0298-61-6534 

kyamasak@nibh.go.jp 

0545・62-3151 0545・62-3189

yamazaki.sf@om.asahi-kasei.co.jp 

0774・38・3152 0774-38-3148 

shusaku@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0277-30・1331 0277-30-1333 

yamano出@cc.gunma-u.ac.jp

0298-53-6521 0298・53-6521

yamamoto@sta仔.chem.民ukuba.ac.jp

052・735・5272 052-735・5272

yusukey@mse.nitech.ac.jp 

0298-52-9585 0298-54-1624 

yokoit'針amanouchi.co.jp

045-503-9196 045・503-9195

yokoyama@biochemふ u-tokyo.ac.jp

03-5841-4392 03-5841-8057 

yokoyama@biochem.s.u-tokyo.ac.jp 

03-3700・8547 03・3707-6950

yoshioka@nihs.go.jp 

06・6879-8222 06-6879・8221

yo@protein.osaka-u.ac.jp 
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好田真由美
よしだまゆみ

吉田充
よしだみつる

吉益雅俊
よしますまさとし

吉水広明
よしみずひろあき

李華

若井幹雄
わかいみきお

若松馨
わかまっかおり

和田武
わだたけし

渡辺てるみ
わたなべてるみ

渡部徳子
わたなべとくこ

渡辺裕之
わたなべひろゆき

渡遁真人
わたなべまさと

所属
干住 所

理化学研究所

TEL 
E-rnail 

Fax 

ゲノム科学総合研究センタータンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9229 045-503-9228 

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町ト7・22CRT室 myoshida@jota.riken.go.jp 

食品総合研究所
分析評価部 状態分析研究室

305-8642茨織県 つくば市観音台2・1-2

理化学研究所
遺伝生化学研究室

351-0198崎玉県 和光市広沢2-1

名古屋工業大学
工学部・材料工学科 有機材料コース・辻田研究室

466・8555愛知県 名古屋市昭和区御器所町

神戸大学大学院
自然科学研究科

657・8501 兵庫県 神戸市灘区六甲台町1-1

千葉工業大学
工学部・工業化学科 河合研究室

275-0016千漢県 習志野市津田沼2-17-1

群馬大学
工学郵・生物化学工学科 若松研究室

376・8515群馬県 桐生市天神町1・5・1

日本ブルカー株式会社
マーケッティング部

305-0051 茨織県 つくば市二の宮3-21-5

三共(繰)
薬物動態研究所 薬物動態第4グループ

140-8710東京都 品川区広町 1-2-58

東京水産大学
食品生産学科 生物資源化学講座

108-8477東京都港区港南4-5-7

バリアンテクノロジーズジャパン
NMR応用部

108-0023東京都港区芝浦4-16-36

東京薬科大学
薬学郡 第一分析

192-0392東京都 八王子市堀之内1432-1
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0298-38-8033 0298-38-7996 

mitsuru@nfri.affrc.go.jp 

048-467-9540 048-462-4671 

yosimasu@postman.riken.go.jp 

052・735-5272 052・735-5272

yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

078-803-6529 

li@kobe-u.ac.jp 

047・478-0425

078-803-6529 

047・478-0425

mikio@ic.it-chiba.ac.jp 

0277・30-1439 0277・30・1439

wakamats@bce.gunma-u.ac.jp 

0298・52-1234 0298・58-0322

wad@bruker.co.jp 

03・3492・3131

terumi@shina.sankyo.co.jp 

03-5463-0643 03-5463-0643 

tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

hiroyuki. watanabe@varianinc.com 

0426-76-4542 0426-76-4542 

y961255@educ.ps.toyaku.ac.jp 
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