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第41回NMR討論会

会期 11月6日(水) ~8 日(金)
会場 こまばエミナース(東京都目黒区大橋2-19・5)

第一日 11月6日(水)

(10:00-10:10) 

開会の挨拶

(10・10-11:10)

座長稲垣冬彦

1L1 転移交差飽和法による蛋白質問相互作用解析 2 

(東大院薬系、産総研BIRC)0嶋田一夫

1L2 プロオンにおける安定構造 活性化構造聞のジャンプ一ミリ秒揺らぎの計.- 4 

(岐阜大医¥理研2、近畿大生物理工3) 0桑田一夫1、鎌足雄司2、赤坂一之 3

1L3 NMRによる小胞体シャペロンの高次構造と相互作用の解析 6 

(名市大院薬)山口芳樹、栗本英治、原田拓志、大竹恵介、中野路子、宮崎千穂、高橋種子、 0加藤晃一

ー休憩、ー

(11: 30-12: 30) 

康長阿久津秀雄

1L4 ヒ卜およびマウスの構造プロテオミクス 8 

(理研GSC'、かずさDNA研2) 0横山茂之1、贋回洋l、木川隆則l、白水美香子I、松尾洋l、山崎俊夫l、

武藤裕¥前田秀明¥田仲昭子l、PeterGuentert'、好田真由美1、林崎良英1、中山学2、小原牧2

1L5 立体整列同位体標識(SAIUタンパク質のNMR解析~高分子量タンパク質の迅速かっ高精度な 10 

立体構造決定に向けて

(CREST/JST 1、都立大院理2) 0鳥海拓也¥寺内勉¥小野明l、甲斐荘正恒1，2

lL6 p47PhO，のタンデムSH3ドメインとp22Pho'PRRの相互作用 12 

(北大院薬 C旺 ST/JST2，九大生医研3) 0小椋賢治¥湯沢聴人鳥飼真之介l、{主本英樹3、稲垣冬彦1.2

-昼食ー

(13: 30-15: 30) 

ポスターセッション (説明義務ポスタ一番号 :3の倍数+1)

(15: 30-16 :50) 

座長西村善文

1L7 ラベル体を用いた特異なDNA及びRNA構造の研究・多量体のストイキオメトリー、水素結合スキ}ムー 14 

(横国大院環境情報)松上明正、大橋粛、池田哲郎、外谷英嗣、上杉H青一、 O片平正人

1L8 核酸等生体高分子のためのGel-phaseNMR法の開発 16 

(奈良先端大バイオl、都立大院理2、三菱化学生命研3)0児嶋長次郎1、小野晶2、河野俊之3、

小林俊達l、三島正規l

座長田之倉優

1L9 高分子量蛋白質を対象とした残余双極子効果観測i技術の開発 18 

(生物分子工学研i、北陸先端大ナノセンター2) 0楯真一1，2、村瀬八重子2、三井崇裕久島原秀登2

1L10 高分子量蛋白質の解析に向けた新しいNMR測定法の開発 22 

(理研生体超分子構造l、横市大院総理Z、CREST/JST3、UniversityofCambridge4) 0伊藤隆l幻、

Daniel N ietlispacげ、 EmestLaue4、Sund町'esanRajesh，，2、美川務1，2，3、柴田武彦1，2，3

ー休憩ー
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(17・05-18:05)

座長 横山茂之

ILlI 蛋白質のユピキチン化、ング、ナル認識の構造的基盤 26 

(横市大院総理¥理研2、愛媛大理')0白川昌宏¥藤原健一朗 1、天野岡IJ志3、池求l、栃尾豪人1、

庚明秀一l、菅j宰薫2、花岡文雄2

ILl2 区分標識とTROSYを用いた町-ATPasebサブ、ユニットの構造解析 28 

(阪大蛋白研I、理研GSC2、東ヱ大資源研3)0八木宏昌1、山崎俊夫九吉田賢右3、阿久津秀雄l

ILl3 13C.13C距離相関及び 'H.15N/13C_1H双極子相関固体NMR測定によるペプチドの構造決定 30 

(京大院理)0竹腰清乃理、大橋竜太郎、溝上潤、水野敬、寺尾武彦

第二日 11月7日(木)

(9: 30-1 0: 50) 

特別講演1
座長小林祐次

2SLI 新しい蛋白質構造の世界をひらく高圧NMR

(近畿大生物理工)赤坂一之

座長朝倉哲郎

2SL2 NMR40年.水素結合から膜タンパク質の構造とダイナミックスへ

(姫路工大院理)斉藤肇

ー休憩、.

(11: 10-12: 30) 

特別諮演2

座長甲斐在正恒

2SL3 RNA structures and structure-based drug discovery 

(University ofCalifornia San Francisco) OThomas L. James， Zhihua Du， Moriz Mayer 

座長神藤平三郎

2SL4 Biological NMR studies of membrane and protein recognition in endocytosis and signal transduction 

(University of Colorado HeaIth Sciences Center) Michael Overduin 

-昼食ー

(14: 00-15: 40) 

ポスターセッション (説明義務ポスター番号 :3の倍数+2)

(15 :40イ7・00)

特別講演3

座長安 藤勲

2SL5 Structure analysis of antimicrobial and fusogenic peptides in membranes by solid state 19F幽NMR

(Friedrich-Schiller-Universitaet Jena) Sergii Afonin， Ralf Glaser， Urich Du町， ParveshWadhwani， 

Marina Berditchevskaia， OAnne S. Ulrich 

座長寺尾武彦

2SL6 Advanced Solid State NMR Techniques for Elucidating Supramolecular Organization 

(Max-Planck-Institut) Hans. W. Spiess 

(17: 00-17: 40) 

NMR学会総会(若手ポスター賞表彰式を含む)

(18: 00-20: 00) 

懇親会

fU苛2
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第三日 11月8日(金)

(9: 30-10: 50) 

座長山延健

3Ll 化学シフトに対する相対論的効果の計算

(北見工大工)0福井洋之、馬場雄久、白石泰子

3L2 エコー実験における緩和時間及び拡散係数測定における化学交換の影響

(東京水産大)0松川真吾、渡部徳子

座 長 平沖敏文

3L3 多量子遷移を利用した高分子ガラスの局所構造解析

(京大化研¥lowaState Universit/) 0梶弘典¥堀井文敬l、KlausSchmidt-Rohr" 

3L4 CODEX法によるIsotactic-Poly(4・Methyl-I-Pentene)結晶領域の低速ダ、イナミクス解析

(産総研1、MartinLuther Universit/) 0三好利ーに OvidiuPascui'、DetlefReichert' 

-休憩.

(11・10-12:30)

座 長 堀井文敬

50 

52 

54 

58 

3L5 超偏極129Xe_NMRによる炭素系材料の細孔解析 60 

(新日本製織(株)先端研l、阪大医')0驚藤公児l、回所健一¥飯島孝l、木村教巨人藤原英明2

3L6 129Xe NMR法による各種高分子材料の固体構造解析 64 

(名工大工)0吉水広明、鈴木智幸、大回悟史、大野真希、村上隆史、辻田義治

座長藤原英明

3L 7 PGSE Diffusion Measurements and Analysis in Complex Systems-Applications to Polymer Electrolytes 68 

(Department ofChemistry、 To防oMetropolitan Universiザ、 National Institute of Advan田 dIndustrial 

Science and Technologl、YuasaCoゅoration3) OWilliam S. Price1、KikukoHayamizu'、EtsuoAkiba'、

Toshinori Band03、YuichiAihara3 

3L8 ペプチドおよびポリペプチド、中のカルボニル酸素の固体I70NMRパラメータの決定 72 

(東工大院理工l、群大工2、アイオワ州大エイメス研3)

0黒木重樹¥山内一夫l、木村英昭l、安藤勲¥荘司穎2、尾崎拓男2、M.Pruski3

ー昼食ー

(13:40-15:30) 

ポスターセッション (説明義務ポスター番号 :3の倍数)

(15・30-17・10)

座長堤鴛 贋

3L9 流動的な脂質膜界面における膜表在性蛋白質;個体NMRによる構造と膜結合状態の解析

(姫路工大院理)0辻焼、上釜奈緒子、岡田雅司、八木津仁、斉藤肇

3L10 自発磁場配向膜を用いた膜結合生体分子の精密立体構造解析

(横国大院工)0内藤晶、虎谷秀一、西村勝之

座長渡部徳子

3L11 4.7Tesla人体用M則における多核種多チャンネル同時測定法の矯築

(国立環境研)0三森文行、高屋展宏

3Ll2 宇宙飛行士用超軽量コンパクトMRIの開発

(筑波大物工株)エム・アール・テクノロジー筑波大臨床医九住友特殊金属(株)4) 

O巨瀬勝美松田善正¥栗本岳明¥橋本征太郎1、山崎由香子l、拝師智之2、字津津慎2、

吉岡大3、中西昭男4、岡田重益4、遠藤政治4、青木雅昭4、津崎剛4

74 

76 

80 

82 
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3L13 T1緩和時間によるラット脳室周囲器官(脳弓下器官・下垂体後葉)毛細血管の水透過性の測定 86 
(京都府立医大一生理1、奈良女大生活環境2、精神神経センター神経研3、岐阜大医一生理ヘ生理研分子生理5)

0瀬尾芳輝¥鷹股亮2、荻野孝史3、森田啓之4、村上政隆5

~ポスターセッション 演題- (育印は“若手ポスター賞"応募ポスター)

【溶液測定法の開発】

Pl合 根粒菌FixJ蛋白質C末端ドメインの高次構造とONAとの相互作用の解析

(横市大院総理l、理研遺伝生化2、CREST/JST3、理研生体物理化、。倉島かおり l、伊藤隆1，2.3、

柴田武彦L2へ田村浩二4、中村寛夫1.4、城宜嗣4

P2 超臨界水実験のための流通型NMR測定装置の開発

(京大院理)0向出政伸、浦崎洋平、綱田富士嗣、岡博之、梶本興亜、竹腰清乃理、寺尾武彦

P3 高分子量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

(東大院薬系l、産総研BIRC2
)0宮沢真由美¥西田紀貴l、中西民二¥坂倉正義l、寺沢宏明¥

高橋栄夫人嶋田一夫1，2

P4宵 Gel-phase NMRのタンパク質への応用

(奈良先端大バイオ¥三菱化学生命研2)0小林俊達I、河野俊之2、三島正規l、児嶋長次郎l

P5 外部複基準法によるケミカルシフトの温度依存性の測定・体積磁化率の温度依存性の考慮

(福井大機セ)田宮由香、 0水野手口子

【溶液応用(タンパク賞、ペプチド、核酸以外)

P6 HMBC法の新しい応用測定--BIRD-J・resolved-HMBC法について

(東大院応用生命科学研東農大応用生命化学2)0降旗一夫i、瀬戸治男2

P7脅 遠位の構造情報を利用したタンパク質のNMR解析
(理研GSCI、横市大院総理2、理研細胞情報伝達3、東大院理4) 0菊地淳1，2、佐藤信二l、

前田秀明L2、横山茂之1，3，4

P8 Congo Redの水溶液中での会合の研究

(福井大工)前回史郎、 0飯田貴之、篠原正法、山田幸生、川原美香

P9 20 selective-TOCSY -HSQC法による糖鎖の構造解析

(ブルカーバイオスピン(株)¥横市大院総理2)0佐藤一人梶原康宏2

92 

94 

96 

98 

102 

104 

108 

110 

112 

PlO*超臨界二酸化炭素中における回転ダイナミクスの特異性 114 
(産総研I、東北大院理2、CREST/JST3

) 0梅木辰也1，2，3 金久保光央I.3生島豊I.3

P11 IH-NMRによるテレフタル酸系共重合ポリエステルの長距離モノマ一連鎖構造解析 118 
(農工大工¥帝人2)0松田裕生L2、永阪文惣2、朝倉哲郎1

P12 対称・非対称S-Benzylsulfilimins類のgemメチレンプロトンのNMR挙動 120 
(東工大資源研¥関東学院大工2) 中村義之¥O中山智香子2、龍宮尚史2、卯辰直也2、尾辻雅仁山本保2

P13貴金属核NMRによる多座配位錯体の熱力学的安定性と配位構造に関する研究 122 
(神戸大院自然¥神戸大工2)0横田達夫1、成相裕之l、牧秀志2

P14 植物から得られる薬効成分のNMRによる解析 124 
(理研PSC¥ 日大薬2、上海薬物研3)0鵜湾淘l、夏増華3、労愛郷3、藤本康雄2、吉田茂男1

P15 3000SYによる混合物の構造解析 128 
(シーェーシーズ(株))0松原康史

fleJぞ4



P16貴金属核NMRの温度依存性による多座配位錯体の安定性に関する熱力学的研究 130 

(神戸大工l、神戸大院自然2)0牧秀志1、横田達夫人成相裕之2

P17 二酸化炭素を用いた高圧下での液体制御の試み 132 

(産総研l、東北大院理2)0金久保光央¥梅木辰也2、相津崇史l、生島豊1

P18 分岐シクロデキストリンのIHNMRスベクトル 134 

(産総研) 0石塚靖子、根本直、金津健治、中西洋志

P19*糠鎖アレルゲンの分子認識における溶液中立体構造に関する研究 136 

(東和大工l、福山大工2、(財)サントリー生有研3、(株)日本電子データム4)加藤祐子l、O福山貴士¥

宗像達夫¥太田雅也九岩下孝3、藤原正子4、松浦史主主2

P20 LC-NMRの有機化合物定量測定への応用 138 

(産総研)m野藤岡IJ、岩津良子、井原俊英、衣笠普一、野村明

P21 推論型構造解析支援システムの応用 140 

(シーエーシーズ(株))0棲井愛子、松原康史

P22女常磁性金属効果を利用したタンパク質の立体構造情報の抽出の試み 142 

(奈良先端大バイオ¥横市大院総理2) 0野村誠1、三島正規¥天野剛志2、藤原健一朗2、

白川|昌宏九児嶋長次郎i

P23 超臨界水のその場観測を目的とした高温・高圧NMRプローブの試作 146 

(彦総研l、東北大院理2、日機装R&Dセンタ_3， CREST/JSr) 0金久保光央1，4、梅木辰也2，4、

相j宰崇史1，4、生島豊1，4、山崎博実3，4、八名順三3

P24 CAST/CNMRシステムの応用 立体構造類似性と1次元日C-NMRデータに基づく帰属 148 

(理研l、国立情報学研2)0越里子広雪l、佐藤寛子2

P25*環状ペプチドー Ascidiacyclamide誘導体ーの溶液中でのコンホメーション解析III-L・Ileを

D-lleに置換した誘導体の溶液中でのコンホメーション平衡 150

(神戸薬大人大阪薬大2、阪大院薬3) 0加藤貴子1、杉浦異喜子I、伊藤允好l、土井光暢2、

浅野晶子2、高木達出3

P26 低分子リガンドによるA:Aミスマッチの認識機構 154 

(奈良先端大バイオ¥京大工2)0三島正規¥野村誠l、山中佐和子l、中谷和彦九斎藤烈2、児嶋長次郎l

【溶液応用(タンパク賞、ペプチド)

P27 抗菌タンパク質タキサイチンの分子運動性と機能に関する研究 156 

(北大院理1、九大理人富山医薬大薬3、産総研4)末武徹也l、O相沢智康l、小金沢望¥

尾崎司2、小橋川敬博人出村誠¥)11畑俊一郎2、河野敬一九津田栄4、新田勝利l

P28脅 NMRによるCPDphotolyaseと損傷DNAの結合様式の解明 158 

(東大院薬系人阪大院理人生物分子工学研3)0上田卓見l、加藤暁l、

鳥海拓也¥倉光成紀2、岩井成憲3、寺沢宏明l、嶋田一夫l

P29 エリシターにより誘導されるEL5蛋白質のRING-H2finger domainの機能構造解析 162 

(農業生物資源研)加藤静恵、角田由紀、雀紅、八回智久、高井亮太、南栄一、山崎俊正、 0加藤悦子

P30 13C NMR緩和測定による水溶性ポリペプチドのダイナミクス 164 

(北大院工)0内野新一、堤耀虞

P31*出芽酵母由来リンカーヒストンホモログHHOlの構造解析 166 

(東薬大¥明星大理工2、農業生物資源研3)0小野克輝人草野修I、田代桜子l、清水光弘2、

山崎俊正3、神藤平三郎l

IUk5 



P32 DinIによるssDNA-RecA複合体のcoprotease活性阻害機構に関する研究 168 

(理研生体超分子構造人理研遺伝生化2、埼玉大院理工3、横市大院総理4、CREST/JST5) 0吉益雅俊1，2，3，5、
伊藤隆1，2，4，5、本多賢吉1，2，4ペ石部聡子1，2ペ美川務1，2，4久柴田武彦1，2，4，5

P33 TraR-DNA結合ドメインの立体構造解析 170 

(三菱生命研¥信州大工2)0田中剛史¥須貝真理子1、小林邦子1、片岡正和2、河野俊之l

P34女フルオロ基及ひ、パーフルオロメチル基をもっへムの19FNMR特性 172 

(筑波大化l、長岡工専')0長尾聡¥平井佑紀1、猪瀬達徳1、照井教文l、山本泰彦l、鈴木秋弘2

P35 NMRと無細胞タンパク質合成を利用した立体構造解析用試料の効率的なスクリーニング 174 

(理研GSC)0木川隆貝Ij，井上真，青木雅昭，松田貴意，関英子，布川絵未，

矢吹孝，松尾洋，横山茂之

P36 MAP-LC3蛋白質の立体構造解析 176 

(富山医薬大薬¥順天堂大医2) 0河野隆英l、山本行自青i、谷回以誠九上野隆久木南英紀Z、

水口峰之¥河野敬一!

P37脅酸化型シトクロムCの磁化率テンソルの決定とへム近傍の構造の研究 178 

(筑波大化I、第一製薬2、広大生物生産3、阪大院工4、阪大院薬5、東大院農6) 0立入直紀l、長谷川淳2、

皆川和久1、松尾 li1、高山真一¥照井教文1、山本泰彦l、三本木至宏3、内山 進
4
、小林祐次5、五十嵐泰夫6

P38 クロレラユビキチンの立体構造と局所的構造変化のNMR解析 180 

(CREST/JST1、都立大院理九九大院農仁(株)クロレラ工業4)

0小神将2、里子村薫2、菅向志郎3.4、松林恒夫4、大木進里子¥甲斐荘正恒1，2

P39 アルツハイ 7 ーペプチドとシクロデキストリンとの分子問相互作用のNMR法による研究 182 

(産総研l、東理大基礎工')0秦旭栄¥阿部寛志1，2、中西洋志1.2

P40貴家族性パーキンソン病原因遺伝子産物Parkinのユビキチン様ドメインの動的高次構造と分子認識の解析 184 

(名市大院薬l、理研GSC2、北大院薬3、順天堂大医4、都臨床研分子腫場5) 0坂田絵理l、山口芳樹i、

栗本英治l、菊池淳2、横山茂之2、川原裕之3、横沢英良3、服部信孝4、水野美邦4、田中啓二人加藤晃一1.2

P41 リン酸化に依存してミオシンブオスファターゼを阻害する蛋白質CPI・17の溶液構造(1)

(JST/都立大l、パージニア大人北大3) 0大木進里子l、江藤真澄2、狩谷英里¥早里子俊哉l、

林雄一郎3、矢沢道生3、DavidL. Brautigan2、甲斐荘正恒l

186 

P42 リン酸化に依存してミオシンブオスファターゼを阻害する蛋白質CPI・17の溶液構造 0) 1~ 

(JST/都立大1、パージニア大2) 0高田零l、大木進里子¥江藤真澄2、清水真人¥DavidL. Brautigan2、

甲斐荘正↑亘l

P43* Selective protonation of aromatic rings of Phe， Tyr and Trp using shikimic acid， for the improved global fold 190 

dete口ninationof larger deuterated proteins 

(理研遺伝生化¥理研生体超分子構造2、CREST/JST3) OSundar田 anR司jesh1，2、伊藤隆1，2，3、柴田武彦1，2，3

P44 小麦脹芽レクチンとGlcNAcs1，6Gal糖鎖との相互作用の解析 192 

(産総研)0金津健治、根本直、中西洋志、村木三智郎

P45 交差飽和法における側鎖メチル基の利用 194 

(産総研¥東大院薬系2、阪大蛋白研3)

0高橋栄夫l、宮沢真由美2、伊奈康夫I、福西快文¥中村春木3，1、嶋田一夫2，1

P46貴アカザラガイ閉殻筋トロポニンCCドメイン・トロポニンIフラグメント複合体の構造解析 198 

(東大院農l、東京慈恵医大生理学第三2、東大生物生産工センターへ海洋ノ『イオテクノロジー研4、

バリアンテクノロジーズジャパンヘ北大院水産6)

0湯本史明1，2、永田宏次3、足立恭子4、根本暢明七尾島孝男6、西田清義6、大槻磐男王国之倉優l

P47 天蚕から単離されたParalyticPeptideのNMR構造解析 200 

(北大院理l、岩大農2) O)I[口恭輔l、安嬰2、鈴木幸_2、熊木康裕¥出村誠人新田勝手1]1
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P48 Solution structure ofthe fibronectin type 1II dornain frorn Bacillus circulans WL・1，2chitinase A 1 202 

(Y okoharna City University'、GSCRIKEN2、Nara Institute of Science田 dTechnology3、NiigataUniversity4) 

OJun・GooJee'久 TakahisaIkegarni3、MasayukiHashirnoto4、TakeshiKawabata3、MitsunoriIkeguchi'、

T泊三eshiWatanabe4、M田油iroShirakawa' 

P49宵酵素の活性部位に影響するフレキシブル残基のNMR同定一酵素の活性向上法 204 

(味の素(株))榛葉信久、 0篠原美奈、横山敬一、柏木立己、石川弘紀、江島大輔、鈴木条一郎

P50 大腸菌転写因子PhoBのDNA結合ドメインとDNAの複合体の立体構造解析 206 

(横市大院総理)0岡村英保l、牧野耕三人西村善文3

P51 基本転写因子TFIIEのドメイン構造解析 208 

(木原記念横浜生命科学振興財団l、横市大院総理2、阪大院生命機能3)

0奥田昌彦1.2、佐藤真奈美2、田中亜紀3、花岡文雄3、大熊芳明3、西村善文2

P52*マウス構造プロテオミクス 7 ウス由来Fislplikeドメインの構造解析 210 

(理研GSC)0大橋若奈、庚田洋、山崎俊夫、小柴生造、武藤裕、小林直宏、林文晶、

j賓回季之、好田真由美、白水美香子、寺田貴帆、木川隆貝Ij、松尾洋、

理研ゲノムセンター遺伝子グループPhasel&2チーム、林崎良英、横山茂之

P53 蛋白質ランダムコイル鎖のNHprotonおよび15Nの化学シフトの圧力依存性 212 

(理研細胞情報伝達1、神戸大理2、近畿大理工3)0鎌足雄司I、T町 aN. Niraula2、山田博昭2、

橘秀樹2
、横山茂之¥赤坂一之'.3

P54 putative rninirnal nucleotidyltransferaseの構造解析 214 

(理研GSC'、阪大院理2、理研播磨3、横市大院総理4、理研遺伝生イピ、東大院理6)0鈴木咲良l、

畠中秀樹1、本藤隆亨¥奥村亜子I、黒田裕l、倉光成紀2.3、柴田武彦4.5、井上頼直人横山茂之1.3.6

P55女マウス構造プロテオミクス:BolA・likeタンパク質の溶液構造 216 

(東大院理l、理研GSC2)0葛西卓磨'.2、井上真2、木川隆員IJ2、松尾洋2、矢吹孝2、布川絵未2、

関英子2、松凹貴意2、青木雅BB'、白水美香子王寺田貴帆2、小柴生造2、

理研ゲノムセンター遺伝子グループPhasel&2チームヘ林崎良英2、横山茂之'.2

P56 ヒト構造プロテオミクスー ARSACS病原遺伝子産物Sacsinより見出された 218 

DnaJ様タンパク質J・ドメインの溶液構造

(理研GSC'、かずさDNA研2) 0小林直宏l、木川隆&Ij'、小柴生造l、松尾洋¥白水美香子l、

矢吹孝l、布川絵未l、関英子l、松田貴意l、青木雅昭¥井上真1、寺田貴机1、小原牧2、中山学Z、

田仲昭子l、横山茂之l

P57 "ウス構造プロテオミクス cullin-3 C末端ドメインの溶液構造 220 

(理研GSC)0井上真、木川隆則、松尾洋、矢吹孝、布川絵未、関英子、松田貴意、青木雅昭、

白水美香子、寺田貴帆、小柴生造、理研ゲノムセンター遺伝子グ、ループPhasel&2チーム、

林崎良英、横山茂之

P58脅マウス構造プロテオミクス'ヒトMUCl6ホモログのSEAドメインの溶液構造 222 

(東大院理¥理研GSC2)0前田健1.2、井上真2、木川隆員IJ2、松尾洋2、矢吹孝久布川絵未2、

関英子2、松田貴意2、青木雅昭2、白水美香子三寺田貴帆2、小柴生造2、

理研ゲノムセンター遺伝子グループPhasel&2チーム2、林崎良英z、横山茂之1.2

P59 ペプチト、を安定同位体ラベルする系の改善 224 

(群大工l、三菱化学生命研Z、CREST/JST3)0稲岡斉彦l、飯塚靖子¥窪田健三1、河野俊之2、若松馨1.3

P60 NMRによる大腸菌由来DNA修復蛋白質AdaのCys69メチル化による立体構造変化解析 226 

(阪大院薬)0瀧之脇浩人、松田安弘、吉田卓也、小林祐次、大久保忠恭

P61脅 'HNMRによるゲル化に伴うゼラチン鎖のダイナミックスの変化に関する研究 228 

(東京水産大)0阿部絹子、松川真吾、渡部徳子
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P62 リポカリン型プロスタグランジンD合成酵素の立体構造決定と疎水性低分子結合様式の解析 230 

(阪大院薬1、大阪ノ王イオ研2、CREST/JST3、三重短大生活科学4) 0乾正樹¥乾隆2，3，4、吉田卓也l、

裏出良博2，3、小林祐次l、大久保忠恭l

【液晶、膜、不均一系】

P63 NMRによる水、シリコーン油及び界面活性剤系で、生成するパイコンティニュアス相の状態分析 232 

((株)資生堂)0木村朋子、渡辺啓、小松一男

P64女高磁場勾配NMR法による高分子ゲ‘ル中の物質拡散及びネットワーク構造に関する研究 234 

(東工大院国際高分子基礎研究センター)0山根祐治、松井政徳、木村英昭、黒木重樹、安藤勲

P65 パノレス磁場勾ìí~NMRを用いた植物細胞内制限空間における自己拡散係数測定 238 

(分子研)0大石修

P66 キラル液晶中での光学活性トリアゾール系化合物の二次元NMR測定と配向パラメーターの決定 240 

(神戸薬大¥阪大医2) 0杉浦虞喜子¥木村教巨人藤原英明2、灰野裕美l、伊藤允好l

P67貴多核固体NMRによるNa型モンモリロナイトの構造解析 242 

(東工大原子炉工学研l、新日本製銭(株)先端研2) 0大窪貴洋l、金橋康二人斎藤公児2、畠山盛明2、

池田泰久l

P68 セクロビンA・マガイニン2ハイブリッド抗菌性ペプチドの膜中でのNMR構造解析 244 

(農工大工l、国際基督教大理Z、(株)東レリサーチセンター3) 0吹田宏英¥鈴木悠¥梅本公子2、

川口謙1，3、朝倉哲郎i

P69 Si.Nb.C.O系コーティング溶液のNMRによるキャラクタリゼーション 246 

(東工大応用セラミックス研l、東工大資源研2)0福島学l、中村義之2、安四条一l、回漫靖1専l

P70合メソ多孔体に吸着したp・ニトロアニリンの挙動 248 

(産総研)0小森佳彦、林繁信

P71 エチルメチルイミダゾール(EMI)カチオンと種々のアニオンからなるイオン性液体と 250 

リチウム塩をドープした電解質のイオン拡散とイオン伝導

(産総研¥ユアサコーポレーション2)早水紀久子l、oEmmanuelle Raekelboom¥秋葉悦男l、

中川裕江2、相原雄_2

【国体化学におけるNMR】

P72 活性基を付与したメソポーラスシリカ層状組織体の闘体NMR法による構造解析

(神奈川大工)0高山俊夫、本田航司

P73貴国体NMR法による耳共役系高分子の準秩序構造とダイナミクス

(東工大院生命理工¥東工大資源研2) 0浅川直紀i、守誠一朗l、松原清彦l、山本隆一三

井上義夫l

P74 固体NMRによる廃ガラスリサイクルプロセスの解析

(産総研¥科技団さきがけ212、姫路工大3) 0赤井智子1.2、増井大二2、煉丹平2、矢漂哲夫3

P75 Refocused CP幽 INADEQUATE、FSLG.HETCOR法による天然セルロースの結品構造解析

(ブルカーバイオスピン(株)¥北大院工2) 0甲野裕之I、恵良田知樹2、高井光男2

P76合パルスNMR法によるアクリル酸，アクリル酸エステルの塊重合に関する研究ー側鎖の違いが

ネットワーク形成に及ぼす影響(3) 

(防衛大応化)0福田敦子、木本博喜、浅野敦志、黒津卓三

P77 MQ.MAS法による有機ナトリウム塩類の水和状態の解析

(シーェーシーズ(株))0田畑祥生、坂田育幸、植垣隆浩
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P78 固体無機材料の構造解析に対する高磁場NMRの有効性 264 

(新日本製織(株))0金橋康二、斎藤公児

P79脅ヘリックス構造を有する野生種蚕の絹タンパク質に関する固体NMR精密構造解析

~体内における特異的構造安定化機構の解明 266

(農工大工)0中海靖元、朝倉哲郎

P80 13C国体MASNMRを用いたジメドンIsシクロデキストリン包接体のケト・エノール互変異性の研究 270 

(京大院理)0松本聖、中村新f台、竹腰清乃理、寺尾武彦

P81 固体NMRによる、青色蛍光体ZnS:Ag、Alの付活剤濃度変化に対する発光特性と微細構造との関係 272 

(三菱化学本社(株)1、化成オプトニクス(株)2、東京水産大3)0原闘としが、徳永幸男2、渡部徳子3

P82貴 129XeNMR法によるゴム状高分子の自由体積評価 274 

(名工大工)0大野真希、鈴木智幸、吉水広明、辻回義1台

P83 ピスフェノーノレAのIHHS・MASNMR 276 

(横市大院総理人ブルカーバイオスピン(株)2)0本多尚¥甲里子裕之2

P84 高圧129XeNMRによるX型ゼオライトのカチオン置換効果の研究 278 

(帝人1、阪大院理2、阪大博物館3)0永阪文惣l、伊勢本潤¥尾身洋典2、江口太郎2，3

P85女高圧129XeNMRによる各種ゼオライトの吸着と化学交換の研究 280 

(阪大院理人阪大博物館2)0加藤範子l、尾身洋典¥宮久保圭祐1、上回貴洋1，2、江口太郎1.2

P86 29Si一国体高分解能NMR法によるHPLC用逆相充填剤表面の状態分析 282 

((株)資生堂)0木村朋子、小松一男

P87 多孔性金属錯体の固体高分解能NMR-ゲスト分子の吸着挙動 284 

(京大院工)0堀毛悟史、中西康哲、北浦良、北川進

P8目安静的磁場勾配を用いた高分子の拡散と局所磁場勾配の測定 286 

(東工大院生命理工)0佐藤耕平、浅川直紀、井上義夫

P89 臭素化されたカルド型ポリイミドの13C及び15N・CPIMASによる構造解析 288 

((株)日銀テクノリサーチl、新日本製銭(株)2)0高山盛明1、斎藤公児2、金橋康二2

P90 家蚕絹の分子内・分子問構造決定のためのモデ、ル化合物の合成と固体NMR構造解析 290 

(農工大工l、バリアンテクノロジーズジャパン2)0矢吹一人人中津靖元¥亀田恒徳l、

芦田淳1.2、朝倉哲郎l
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(東工大院理工)0相見敬太郎、小関佑、安藤慎治

P92 力学物性と生分解性の最適化 Poly(butylene adipate-∞-butylene terephthalate)の相構造と分子運動 294 

(理研高分子化学l、東工大腕総合理工2、理研物質基盤3)

0桑原和弘1、GanZhihua2、仲村高;志
3、阿部英喜l、土肥義治1，2

P93 固体15N化学シフトテンソルを用いたポリイミドおよびイミト、モデル化合物のコンホメーション解析 296 

(東工大院理工¥東工大院生命理工2)0小宮山孝l、相見敬太郎i、浅川直紀2、安藤慎治l

P94脅多重13Cラベル粉末試料をもちいたDARR法による日C_13C距離測定 298 

(京大院理)0大橋竜太郎、水里子敬、加藤悦子、竹腰清乃理、寺尾武彦

P95 アイソタクチックポリプロピレン重合ノfウダーの微細構造 300 

(群大工) 0山延健、河合真由美、植木克典、上原宏樹、甲本忠史
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(北大院工)石井文明
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1 Ll 転移交差飽和法による蛋白質問相互作用解析

(東大・院薬系、産総研・ BIRC) 嶋田一夫

Grad. Sch. Phann. Sci.， The University of Tokyo， and Biological Informatics Research Center (BIRC)， 

AIST. Ichio Shimada 

In investigating the ligand-recognition mechanism of collagen-binding proteins (CBPs) at an 

atomic resolution， the nature of the supramolecular complex between fibrillar collagen and CBPs has 

hindered detailed X幽rayand NMR analyses， due to the lack of appropriate approaches in structural biology 

toward large heterogeneous supramolecular complexes. Recently， we proposed an NMR measurement 

method， tenned transferred cross-saturation (TCS)， which enables the identification of the contact residues 

in a huge protein complex in a rigorous manner. Here we report the interaction mode between th巴 A3

domain of von Willebrand factor (vWF) and fibrillar collagen. The binding site of the A3 domain was 

located at the hydrophobic ‘仕ont'surface， and was totally different from that of the 1 domain合omthe α2 

subunit of intergrin (α2・1domain)， which was previously repo口edto be the hydrophilic‘top' surface of the 

molecule， although the A3 domain and the α2・1domain share a similar fold and possess the identical 

function of collagen binding. 

序:細胞外マトリックスの主要な構成成分であるコラーゲンは、 3本のポリペプチド鎖からなる特有

のトリプルヘリックス構造を有する。生体内に存在するコラーゲンの多くはトリプルヘリックス構造

がさらに会合して線維(フィブリル)樋造を形成することが知られている。このようなコラーゲンフ

ィブリルは細胞表面のコラーゲン受容体などと相互作用することにより、細胞接着などのプロセスを

媒介し、発生・分化および炎症・腫損傷などの病態の進行など多岐にわたる生命活動に関与している O よ

って、コラーゲンとコラーゲン受容体との相E作用様式を詳細に解析することにより、これらの生命

活動の理解やさらに抗血栓症薬など新規薬物の開発おいて重要な構造情報がもたらされると期待され

る。いくつかのコラーゲン受容体は、 vonWi Ilebrand FactorのAドメインとアミノ棺伺性の高い領域

を持っており、その領域は VWA(von Wi I lebrand Factor A-type) ドメインスーパーファミリーに分類

されている。コラーゲン結合能を有する VWAドメインのうち、最もよく解析されているのはインテグ

リンのa2-1ドメインである o a2-1ドメインはコラーゲン模倣ペプチドとの複合体の立体矯造がX線

結品解析により明らかにされている。 a2-1ドメインは中央のβス卜ランドの両側を両親媒性のaヘリ

ックスが取り囲んでいる、いわゆる“dinucleotide-binding"フォールドを持ち、コラーゲンのトリ

プルヘリックスは分子の上面の MIDASモチーフと呼ばれる構造に結合している。この MIDASモチーフ

は他の VWAドメインにおいてもリガンド結合部位となることが知られている。

本研究で取り上げる vonWi Ilebrand factor(vWF)は、血管損傷部伎において露出した内皮惜造と血小

板膜上受容体を架橋することにより、血小板凝集反応を開始させる蛋白質である。 vWFの主要なコラー

転移交差飽和法、コラーゲン、コラーゲン受容体、相互作用

しまだいちお
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ゲン結合部位は A3ドメイン(アミノ酸番号 920-1111)に存在し、 A3ドメインは VWAドメインに分類

される。 A3ドメイン単独の構造は既に明らかにされており、他の VWAと類似した立体構造を形成して

いることが示された。しかしながら、 A3ドメインでは MIDASモチーフが立体的に形成されておらず、

そこへ変異を導入しでもコラーゲン結合活性が損なわれることなかった。したがって、 A3ドメインの

コラーゲン結合部位を同定することが.望まれていた。

このようなコラーゲンとコラーゲン受容体タンパク質の聞の相互作用様式を、従来の NMR法および X

線結晶構造解析により解析することは困難である。その理由は、前述のようにコラーゲンは生理的条

件下において、不溶性のフィブリルを形成してしまうからである。これまでに我々が開発を行ってき

た転移交差飽和 (Transferredcross-saturation:TCS)法は、あるタンパク質の相互作用界面を複合体

全体の分子量によらず決定することが可能な手法である。よって、コラーゲンのような不均ーな巨大

超分子とコラーゲン結合蛋白質との相互作用を TCS法により解析出来ると考えた。そこで本研究では、

A3ドメインとフィブリル型コラーゲン複合体に対して TCS法を適用し、 A3ドメインにおけるコラーゲ

ン結合部位を同定することを目的とした。

A3ドメイン主鎖シグナルの帰属:A3ドメイン主鎖シグナル帰属を行うため、均一 13C，15N標識サンプ

ルを用いて、 HNCA'HN(CO)CA・CBCA(CO)附の三重共鳴実験を行った。また均一 2H，13C， 15N標識サンプ

ルを用いて、 HNCACB実験を行った。また、アミノ酸選択的に主鎖 15N標識したサンプルも幾っか調製

した。以上の NMR測定を行った結果、 A3ドメインの主鎖シグナルをほぼ完全に帰属することに成功し

たO

TCS実験:TCS実験用に、均一 2H司 15N標識された A3ドメインとフィブリルを形成した非標識のコラー

ゲンの混合サンプルを準備した。十分な遊離状態の A3ドメインのシグナルを観測するため、 A3ドメイ

ンとコラーゲンのモル比を 1:0. 1、pH6.0(結合定数 6.5X 104に対応)に調整した。フィブリル型コ

ラーゲン存在・非存在下の HSQCスペクトルのシグナルパターンはほとんど同一であったことから、遊

離の状態の A3ドメインのみが観測されていることが.確認された。溶媒のプロトン密度は 10切に下げる

ことにより、 A3ドメイン内の交換可能なアミドプロトンを介したスピン拡散を抑制した。

A3 ドメインにおけるコラーゲン結合部位:フィブリル型コラーゲン存在下における A3 ドメインの

1H-15NHSQCスペクトルを、ラジオ波照射を行ったときと行わないときのそれぞれについて測定し、ピ

ーク強度の減少率を残基ごとに計算した。照射の影響を受けた残基を A3ドメインの立体構造上にマッ

ピングしたところ、これらの残基は A3ドメイン前面のヘリックス 3ーストランド C-ヘリックス 4を横

断するように領域に集中して存在しているが示された。興味深いことに、この領域には、コラーゲン

のトリプルヘリックス構造を収容することが可能な溝が形成されていることが観察された。したがっ

て、 A3ドメインはこの溝でコラーゲンを認識していると結論した。

本研究では、 A3 ドメインにおけるフィブリル型コラーゲンとの相互作用部伎を、 TCS法を利用して決

定することに成功した。本手法はコラーゲン結合タンパク質のコラーゲン結合部位を同定する場合の

みならず、巨大タンパク質または不溶性の生体物質(細胞外マトリックス、細胞組織、細胞)と相互

作用しているタンパク質の相互作用界面を決定する場合においても、有効な解析法と考える。

b 
4kwo、¥rv-0 I~ 3ρ 

-3-

takai
鉛筆



1 L2 
プリオンにおける安定構造一活性化構造聞

のジャンプ一ミリ秒揺らぎの計測一

(岐阜大医 1、理研2、近畿大生物理工3)

O桑田一夫1、鎌足雄司2、赤坂一之3

Conformational jump between native and activated state 

occurring in the prion protein -Measurement of the 

dynamics on the millisecond order-

1 Department of Biochemistry and Biophysics， School of Medicine， 
Gifu University， 2RlKEN， 3Department of Biotechnological 
Sciences， Faculty of Biology -Oriented Science and Technology， 

Kazuo Kuwata1， Yuji-O Kamatari2， KazuyukiAkasaka3 

1 .プリオンの活性佑構造 (PrP*)の発見
クロイツフェルト・ヤコプ病に代表されるプリオン病は，プリオン蛋白が正

常構造 (PrPC)から感染性を有する異常構造 (PrPSC)へと構造転換することに

より成立する，と考えられている(プリオン仮説)(1)。我々は，この構造転

換のメカニズムに関して，主にm在Rを用いて研究を行ってきた。

プリオンの活性化構造 (PrP*)は，正常構造 (PrPC)と変性構造 (PrPU)と

の中間に存在する構造を指し，以前より円二色性スペクトルの変性剤濃度依存

性からその存在が示唆されていたが(2 )，その構造は全く不明であった。わが

国で開発された高圧NMR法の応用により，初めてその原子レベルでの特徴が

明らかとなった(3 )。
プリオン蛋白は， 3本のヘリックス A，B，C，及ぴ2本の短いストランド 81，

82よりなる (4)。高圧NMR法を用いて，以下の事が明らかとなった。

まず， HSQCスペクトル強度の圧力依存性から， PrPCにおいては，ストラン

ド81とヘリックス Cとの界面が特に不安定であり，また，ヘリックス B，Cの

安定性がヘリックス Aに比べ相対的に低いことが明らかになった。

そこで，ヘリックス B，Cが局所的に変性した状態を PrP*と解釈すると，今

まで得られている PrP吋こ関する生物学的及び物理化学的知見と矛盾しないこと

が分かった。生理的条件下では，このような PrP*は約 1%のポピユレーション
で存在している。

また，病気を引き起こすプリオン遺伝子の変異はヘリックス B及びCに集中

していることから，変異によるヘリックス B，Cの不安定化が， PrP*のポヒ。ユ
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レーションの増加につながり，異常構造 (PrPSC)への転移を促進している可能

性がある，と考えられる。すなわち， PrP*は， PrPSCにいたる経路の中間に位

置している可能性がある。

2.プリオン・モノマーの構造揺らぎ
PrP吋まモノマーであり，アミロイドやオリゴマーではないことも重要である。

プリオン病においては，病原性を有する異常構造が，モノマー又はダイマーで

あることが予想されている。また最近，ポリグルタミンリピート病において，

アミロイド鎖伸長反応の核が，矢張り，モノマーであることが指摘されている

( 5 )。つまり，他の神経変性疾患においても，関与する蛋白あるいはペプチド

のモノマー状態における構造転移がアミロイド形成の律速段階となっている可

能性が高い。また，アミロイドよりもむしろモノマー状態の異常構造が病原性

と関連している可能性も否定できない。

一方，高圧 NMRにより，化学シフトの圧力依存の非線形性がヘリックス閣

のループ部分に強く観測されることから，これらの部位にヒンジ様運動が存在

し，さらに PrPCから PrP*への遅い揺らぎが存在することが示唆された。

そこで，我々は， T2緩和時間が CPMG系列の 180度パルス間隔 (τ)に依

存する性質を利用し，マイクロ秒からミリ秒におけるプリオン蛋白の揺らぎを

調べた(6 )。
遅い揺らぎは，全アミノ酸に渡って存在し，その周波数は，アミノ酸残基に

よって異なるが，おおよそ 10-100Hzの範囲にあった。また，熱力学的に安定

性の低いアミノ酸残基領域には，より周波数成分の低い揺らぎが分布しており，

これらの揺らぎは， Prpcから PrP*への遅い揺らぎに相当する可能性がある，

と考えられた。オフ・レゾナンス・スピン・ロック緩和との関連性，或いは，

このようにして得られた遅い揺らぎの寄与をあらかじめ取り除いたオーダー・

パラメータ一計算の結果等，詳細に関しては，本討論会で述べることとする。

このように，生理的条件下で PrPCから PrP*への遅い揺らぎが観測出来たこ

とは，静的立体構造のみでなく，モノマーレベルにおける構造変換を調べるの

に， NMRが極めて有効な手段であることを示している。今後この方向での研

究を推進することがより一層重要である，と考えられる。
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1 L3 
NMRによる小胞体シャペロンの高次構造と相互作用の解析

(名古屋市立大学大学院薬学研究科)

山口芳樹、栗本英治、原因拓志、大竹恵介、中野路子、宮崎千穂、高橋種子、 O加藤晃一

NMR analyses of structure and interactions of ER cbaperones 

Yoshiki Yamaguchi， Eiji Kurimoto， Takushi Harada， Ota:ke Keisuke， Michiko Nakano， Chiho 

Miyazaki， Noriko Takahashi， andKoichi Kato 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University， Mizuho・ku，Nagoya 

467・8603，Japan 

Protein disulfide isomerase (PDn and calreticulin (CRT) are molecular chaperones， 

which contribute to folding and quality control of nascent glycoproteins in the endoplasmic 

reticulum (ER). Here， we report stable-isotope-assisted NMR studies ofPDI and CRT. 

Inspection ofthe NMR data indicates that 1) Notwithstanding a high amino acid sequen偲

similarity between a and a'domains ofPDI， the two cysteine pairs， each ofwhich froms an 

active site in these domains， exhibit different redox potentials， which results企om

domain-domain interactions， and 2) CRT is a versatile molecule that binds various ligands 

with different domains. 

【序論】細胞内で新生したタンパク質が固有の立体構造を形成する過程には様々なタンパク質が

関与してこれを介助している。特に、真核生物における糖タンパク質の立体構造形成と品質管理

は、小胞体中の複数の分子シャベロンの協調的な作用によって保証されていることが明らかとな

りつつある。本研究ではこうした小胞体シャベロンのうち、プロテインジスルフィドイソメラー

ゼ (PDI) とカルレティキュリン (CRT)の2つをとりあげる。

PDIはa-Irb':.a':.cという 5つのドメインからなる分子質量 53kDaのタンパク質で、ジスルフ

イド結合形成の触媒反応を通じてタンパク質の高次構造形成に寄与するとともに変性タンパク質

に対するシャベロン機能を有している。一方、 CRTはN、P、Cという 3つのドメインからなる

分子質量 47kDaのタンパク質で、小胞体内で、 Ca2+濃度依存的に新生糖タンパク質と相互作用す

るシャベロンとして機能していることが知られている。また、 CRTは小胞体のみならず単球など

の細胞表面においても存在しており、好中球由来の糖タンパク質であるアズロシジンなどと結合

することを通じて細胞を活性化する働きがあることが明らかとなりつつある。

本研究では、PDIとCRTの機能発現の分子構造論的基盤を明らかにするために NMRを利用し

た高次構造と相互作用の解析を行った。

分子シャベロン、品質管理、糖タンパク質、安定同位体利用 NMR

やまぐちよしき、くりもとえいじ、はらだたくし、おおたけけいすけ、なかのみちこ、みやざきちほ、

たかはしのりこ、かとうこういち
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【方法】好熱カビ PDIとヒト CRTについて、完全長の組換えタンパク質および種々のドメイン

欠失変異体の安定同位体標識を大腸菌大量発現系を利用して行った。 PDIについては活性部位に

存在するシステイン残基対に関する情報を得るために、そのカルボニル炭素を選択的に13C標識

して NMR解析を行った。 CRTのリガンドとなるモノグルコシル化高マンノース型糖鎖は鶏卵由

来の免疫グロプリンYよりグリコアミラーゼAを用いて遊離し、ピリジルアミノ誘導体として単

離した。

【結果・考察]PDIおよび CRTについて以下のことが明らかとなった。

I. PDIの2つの活性部位の比較

PDIの活性部位は aおよびaドメインに存在している。これら 2つのドメインはアミノ酸配列

上高い相向性を有しており、特に活性部位近傍の配列は高度に保存されている。しかしながら、

これら 2つの活性部位に存在するジスルフィド結合は還元剤に対して異なる感受性を有していた。

特に、ジチオスレイトールを還元剤として用いた場合、 aドメインの活性部位のジスルフィド結

合 (Cys365-Cys368)がはじめに優先的に切断されるが、時間の経過とともにこれが再形成さ

れ、それにつれて a ドメインの活性部位のジスノレフィド結合 (Cys30-Cys33)が還元されるこ

とが明らかとなった。また、 b'-a'-cドメインと相互作用することによって aドメインの高次構造

および酸化還元電位が変化することが明らかとなった。これらの事実は、アミノ酸配列上の相向

性が高い PDIの2つの活性ドメインにおいて、遠位の部位との相E作用により規定される周辺環

境の違いにより、活性部位の構造と機能が変化することを示している。

E . CRTの分子認識の多様性

CRTは N ドメインを用いて糖鎖のモノグルコシノレ化された分枝を認識していることが明らか

となった。また、 P ドメインは分子全体の中でも内部運動の自由度が顕著に高く、この部位にも

Ca2+結合部位が存在することが NMR解析により示された。更に、 CRTのC ドメインは、 C末端

側の負電荷に富んだ部位を用いてアズロシジンのへパリン結合部位と静電相互作用により結合し

ていることが判明した。このように CRTは小胞体中と細胞表面において、それぞれ異なった様式

でリガンドと相互作用していることが明らかとな

った。 Fully oxidized 
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Fig.l 13C NMR spectra of [1・13C-CyS]PDI 
in the presence of 0.2 mM DTT. 
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1 L4 ヒトおよびマウスの構造プロテオミクス

理研 GSC1，かずさ DNA研究所 2

0横山茂之慶田洋木 川隆則白水美香子松尾洋

山崎俊夫武藤 裕 1，Peter Guntert1，前田秀明田仲昭子好

田真由美林崎良英中山学 2 小原 牧 2

Structural proteomics using human and mouse cDNAs 

(RIKEN Genomics Sciences Center1 and Kazusa DNA Institute2) Shigeyuki Yokoyama1， 

Hiroshi Hirota1， Takanori Kigawa1， Mikako Shirouzu1， Yo Matsuo1
， Toshio YamazakiI， 

Yutaka Muto 1 ， Hideaki Maeda 1， Akiko Tanaka 1， Mayumi Yoshida 1， Yoshihide Hayashizaki 1， 

Manabu Nakayama2， Osamu Ohara2 

The RIKEN Genomic Scienc四 Centerand Harima Institut怠 atSPring-8 have started a project， 

RIKEN S佐山知ralGenomics/Proteomics Initiative (RSGI) (l!tto://www.rsl!i.riken.εo.i12). 

RSGI is now integrated into the Japanese national project， National Project on Protein 

Structural and Functional Analyses， which has started fiscal 2002 to study both structures and 

functions of prot怠insin selected biological systems. RSGI has been conducting 1) 

genome幽 drivens釘ucturalgenomics to analyze the structures and functions of proteins 

en∞ded by the genome of an organism and 2) structural genomics of medically/biologically 

important proteins企omhigher eukaηrotes. Here we p問 sentour e的 rtsin analyzing the 

targeted proteins from higher eukaryotes， especially mouse and human using NMR 

spectroscopy. Mouse full-Iength cDNA clones have been collected and analyzed by H. 

Hayashizaki. Human cDNAs collected by the Kazusa DNA Institute and others are also 

used. The target proteins are selected by bioinformatics of both sequence clustering with 

respect to domains and functional (int怠raction)proteomes of biological and medical interest. 

Protein-protein interactions are analyzed mainly by mass spectrometry， while natural and 

non-natural ligands are screened in silico and examined by wet experiments. For protein 

sample preparation， the cell-企eeprotein synthesis method is routinely used in addition to 

初出entic問 combinantmethods. After the screening step of feasibility of expression， 

solubility，組ldstructural stability， large-scale prepぽ ationof 15N/13C-labeled protein samples 

is conducted. Robotic 旬chniquesare introduced and large protein preparation facilities a陀

established. The large NMR facility with twenty-two NMR instruments of GSC is used for 

structural determination. A new facility with another twenty sets is being constructed. 

構造プロテオミクス，無細胞タンパク質合成，マウス cDNA，ヒト cDNA

よこやま しげゆき、ひろたひろし、きがわたかのり、しろうずみかこ、まつ

およう、やまざき としお、むとう ゆたか、まえだひであき、たなかあきこ、

よしだまゆみ、はやしざき よしひで、なかやま まなぶ、おはら おさむ
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理化学研究所は，ゲノム科学総合研究センター (GSC) と播磨研究所によって，理化

学研究所構造プロテオミクス推進本部 (RIKENStructural Genomics/Proteomics Initiative， 

RSGI) (htto:/IW¥¥-w.rsgi.riken.go.i12))を組織し， 2002年度より開始された文部科学省の

「タンパク 3000プロジェクトJに参加している.構造プロテオミクスにはいろいろ

な課題設定があるが，理化学研究所では二つのタイプのプロジェクトを柱としている.

一つは，ある生物種のゲノムにコードされているタンパク質の構造と機能を解明する

ものであり，もう一つは医学・生物学的に重要なヒト，マウス，シロイヌナズナなど

の高等動植物を対象とするものである.本講演では、そのうちの理研GSCがNMR

法を用いて大きく関わっているヒトおよびマウスの構造プロテオミクス研究の現状

を発表する。

マウス cDNAはGSCの林崎ク守ループにて，作製，アノテーションが行われ，ヒト cDNA

はかずさ DNA研究所他にて取得されたものが用いられる.それらをタンパク質の配

列ファミリーへの分類を軸に，タンパク質・タンパク質相互作用，生物学的・生化学

的・医学的な重要性，他に基づいてプロテオ}ムの体系化を行う.タンパク質の大量

試料調製は欠くことの出来ない技術である.われわれは，大腸菌をはじめとした生細

胞を用いた発現系とともに，無細胞タンパク質合成系を用いたタンパク質発現法を用

いている.生細胞を用いた発現系では，細胞を生存させるための細胞機能の維持と，

細胞にとっては異物である外来タンパク質の発現，としづ本来は相反する事象を問時

に行う必要があるため，様々な制約があったが，無細胞タンパク質合成系では，タン

パク質を発現するとしづ本来の目的のみに系を特化することができるため，制約を受

けにくく，更に，系を人為的に改変することが容易である.現在では，ミリグラムオ

ーダーの試料調製も可能になり， NMR測定用の安定同位体標識試料調製も容易になっ

ている.ロボットを用いた全過程の機械化・自動化を進めているところである.構造

安定性，大量発現の可否，結晶化の可否などに関する高速なスクリーニングを経て，

主に無細胞タンパク質合成法を用いた大量・多種のタンパク質試料の発現・調製を行

う.安定同位体(13c，15Nなど)で標識した水溶液試料を作製し，大規模 NMR施設を

利用して，立体構造を決定している.それと並行して， in silicoでのリガンドのスク

リーニングや，質量分析計， Yeast Two-hybrid法， NMR，表面プラズモン共鳴などを

用いた実験に基づく分子機能解析(タンパク質・タンパク質相互作用，リガンド結合，

転写・翻訳の制御，シグナル伝達など)を進め，構造と機能の情報の体系化を行う.
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1 L5 
立体整列同位体標識(SAIL)タンパク質の NMR解析

~高分子量タンパク質の迅速かつ高精度な立体構造に向けて

(1CREST/JST， 2都立大院理)

0鳥津拓也寺内勉小野明甲斐荘 E恒1， 2

NMR analysis of a stereo-array isotope-Iabeled (SAILed) protein : 

Towards a method for the high-throughput， high-precision structural determination of 
larger proteins 

Takuya Torizawa 1， Tsutomu Terauchi 1， Akira M. Ono 1， and Masatsune Kainosho 1， 2 

eCREST/JST， 2Graduate School of Science， Tokyo Metropolitan University) 

Recent advances in NMR techniques have made it possible to determine global folds of proteins as large 

as 40 kDa. However， it remains overwhelmingly difficuIt to obtain accurate structural information on白e

amino acid side chains for proteins larger than 30 kDa. The difficuIties result from the extensive spec佐al

overlap and， more seriously， from the NMR relaxation properties of slowly tumbling proteins. Because of 

the high proton density of the hydrophobic core of a globular protein‘ the lH・NMRsignals become 

exce団 ivelybroadened and consequently most muIti-pulse NMR sequences cannot efficiently be applied 

Thus， it is imperative to develop innovative NMR approaches that avoid ∞mpromises between the upper 

molecular weight limit， accuracy of the resultant protein struc旬res，and the speed of the structural analysis. 

This has become more evident in structural genomics， for which it is desirable that the NMR method be 

high-throughput， high-precision， and applicable to proteins up to 50 kDa. We have been developing a 

series of new stable-isotope assisted NMR methods for the structural analyses of larger proteins. Most 

recentIy we have developed SAILed (synthesis of stereo-array isotope labeled) amino acids.四 ismethod 

has great potential for extending the accessible NMR molecular weight range -but without compromises. 

Hぽ'ewe present some of our latest NMR data collected for SAILed calmodulin (M.W. 17 kDa; CaM) and 

con佐astit with data obtained using conventional 13C，15N_double labeled CaM. CaM fully labeled with 

SAILed amino acids was successfully prepared using cell企eeprotein synthesis. There is only one proton 

attachedωeach of the carbons in the SAILed CaM: that isラ methylgroups are replaced by 13C1HD2， and 

methylene groups with stereoselectively labeled 13C1HD. Further prochiral methyl pairs are 

stereoselectively replaced wi血12CD3and 13C1HD2 

キーワード:重水素標識，タンパク質，立体構造決定， SAIL 

とりざわたくや，てらうち っとむ，おの あきら，かいのしよう まさつね
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近年の NMR法の進歩によって分子量 40kDaまでのタンパク質の折りたたみ構造

を決定することが出来るようになった。しかしながら 30kDa以上に及ぶタンパク質

の側鎖の正確な構造情報を得ることはシグナルの縮重とその緩和特性から未だ困難

である。 NMR法において、分子量の上限、決定される構造の質、構造解析のスピー

ド、これらの間で妥協してしまうことを避けるためにも新規の NMR技術の開発を行

うことが重要である。我々はその目的を達成するために SAILアミノ酸を開発した。

SAILアミノ酸は主に以下の 3点のコンセプトに基づいて設計されている。

ω メチレン基 :2個の lHの内、 1個を立体選択的に 2Hに置換する。

(u) メチル基 3個の lHの内、 2個を 2Hに置換する。

伯i)プロカイラルメチル基 (Val，Leu) : 2個のメチル基に、立体選択的に異なる重

水素置換を施す。(一方のメチル基を伯)に従って重水素化し、他方はすべての lH
を2Hに置換する。)

我々は化学合成、酵素合成を併用することにより、これらの SAILアミノ酸を得るこ

とに成功した。そして無細胞タンパク質合成系を用いることによって、 SAILアミノ

酸を取り込ませたカルモジュリン(CaM， M.W. 17 kDa)を調製した。無細胞合成系

に添加したアミノ酸量から換算してこの SAIL-CaMを 10%の収率で得ることができ

た。また、代謝によるアミノ酸の相互変換は見られなかった。通常の 13C、15Nニ重

標識CaM(UL-CaM)に対して、 SAIL.CaMの重水素化率は 56%となり、側鎖に由来

するシグ‘ナルの数は 48%まで減少することになる。次に SAIL-CaMおよびUL-CaM

の各種多次元NMRスベクトルを比較した。その結果、 SAIL-CaMの各スベクトルに

おいて大幅にシグ‘ナルの縮重が軽減された。また、メチル基とメチレン基の lH、13C
共に大幅な緩和時間の延長を獲得していることも確認できた(Fig.1)。現在、

SAIL-CaMのシグナルの帰属、および立体構造決定を進行している。

「;!3
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Fig. 1: Cross Sections from lH-13C ct-HSQC Spectra ofCalmodulin 
(a) Asn53 (s )， (b) Ile 125 (d 1) 
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1 L6 p47ph慌のタンデム SH3ドメインと p22仰 '''PRRの相互作用

(北大院薬 1，CREST/JST2，九大生医研 3) 

O小椋賢治湯沢聴鳥飼真之介 住本英樹稲垣冬彦1.2

Interaction between tandem SH3 domain of p47PhOX and p22PhO" PRR 

Kenji Ogura¥ Satoru Yuzawa2， Shinnosuke Torikai1， Hideki Sumimot03， and Fuyuhiko Inagaki1，2 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University ¥ CREST/JST 2， 

and Medicallnstitute of Bioregulation， Kyushu University 3 

Activation of the superoxide-generating NADPH oxidase of phagocytes is controlled by 

interaction between p47PhOX and p22 phOX. A tandem SH3 domain of p47PhOX connected with a 17 

residues-linker is thought to cooperatively interact with a proline-rich region (PRR) of p22phox. To 

investigate such a novel inter-molecular recognition， we approached the analysis of solution structure 

of p47PhOX tandem SH3 domain complexed with p22同国 PRR.

We prepared 13C/5N-labeled tandem SH3 domain of p47PhOX (138 residues) by E. coli. To 

determine the essential sequence of p22同出・PRR，several p22phox-derived PRR peptides were 

synthesized. The essential sequence of p22PhOX -PRR was determined by 1H_15N HSQC titration 

experiments of several peptides to labeled p47同町. The titration experiment of the optimized p22PhOX 

-PRR peptide showed that many signals of p47PhOX were purterbed by the peptide binding. This result 

suggests that two SH3 domains cooperatively bind to p22PhOX -PRR. 

A set of triple resonance and isotope-filtered exeriments were carried out on a Varian UNITY 

INOVA 600 spectrometer for the NMR sample of tandem SH3 domain of p47PhOX complexed with the 

optimized p22PhOX -PRR peptide. The spectral analysis， solution structure of the molecular complex 

and interaction mechanism will be discussed. 

【序論】好中球の活性酸素発生系にて活性酸素発生を触媒する NADPHオキシダーゼは細胞質因

子と膜タンパクの複合体である.その複合体形成の中心的役割を担う分子間相互作用は，細胞質

因子のひとつp47帥闘と膜タンパク質サブユットp22phoxの結合である.活性酸素発生系の休止状態に

おいては，p47phox
のふたつの SH3

ドメイン領域(タンデムSH3)は，分

子肉マスタされていて p22
phoxと結

合できないが，p47P加の C末端側

領域のリン酸化により，分子肉マス

クが解除され，p47phoxのタンデム

SH3が p22Ph聞と結合し，活性酸素

発生系がオンになる(図1) .その

結合様式は， p47ph聞のタンデム

SH3が p22phoxの1ケ所のプロリン

に富む領域(PRR)を共有して結合

p47
phox

， p22ph。へ SH3

0. 

凶作hox

~. 

Fig.1 Interaction mechanism of p4 7Phox and p22Phox 

おぐらけんじゅざわさとる，とりかいしんのすけ，すみもとひでき，いながきふゆひこ
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するとされており， SH3ドメインによるリガンド認識機構として他に例のないユニークな相互作用様

式である.本研究の目的は， p47ph聞のタンデム SH3ドメインと p22phoxの PRRの相互作用を NMRを

用いて解析することである.

【実験】13cj15Nラベル p47向 xタンデム SH3(138アミノ酸)は， GST融合タンパク質として大腸菌によ

り発現しアフィニティー，イオン交換およびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した.滴定スクリ

ーニング実験のための各種 p22
phox由来ペプチドはシグマジェノシス社のペプチド合成サービスによ

り入手した.問。j15Nラベル p22
phOX由来ペプチド(25アミノ酸)は GST融合タンパク質として大腸菌に

より発現しアフィニティーおよび逆相クロマトグラフィーにより精製した.NMR測定は， Varian Unity 

Inova 600および UnityPlus 600分光計を用いて 25
0
CIこておこなった.滴定実験は，試料濃度

0.3mM， 10mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH7.0)の溶液条件にておこなった p47phoxタンデム SH3と

p22phoxペプチド複合体試料は，両者を混合させたのちゲルろ過クロマトグラフィーによりモル比1: 1 

の複合体として得た複合体試料の NMR測定は，試料濃度 1.5mM，20mMリン酸ナトリウム緩衝

液(pH6.5)，150mM NaCIの溶液条件にておこなった.

【結果】15Nラベル p47ph凹タンデム SH3に対して数種類の合成p22ph倒PRRペプチドを滴定し， lH_15N

HSQCスペクトルを測定した.HSQCスペクトルの化学シフト変化および信号数の充足を目安にペプ

チドのスクリーニングをおこない，両者の結合に必須の p22
ph聞の領域を決定した.p47phoxタンデム

SH3のペプチドフリー状態および p22phoXPRRペプチド結合状態にて三重共鳴多次元 NMRスペクト

ルを測定し主鎖連鎖帰属をおこなった.その結果，ペプチド結合にともない p47
ph倒タンデム SH3は

分子全体にわたって化学シフト値が大きく変化することがわかった.さらに，ペプチドフリーおよび複

合体状態における p47phOXタンデム SH3の[1H}_15N NOEを測定したところ，複合体では SH3ドメイン

を連結するリンカ一部(17残基)の運動性が抑えられることがわかった(図2).これらの結果は，ふ

たつの SH3ドメインが協同的に p22向 xペプチドを認識して結合することを強く示唆する.

0.5 

。

N-terminal SH3 Linker C-terminal SH3 
Linker C-terminal SH3 

-0.5 

-1 

Fig.2 {1Hト15NNOEof凶7Phoxlandem SH3 domain. (Left) peptide-free. (Right) p22phox_peptide complex 

13cj15Nラベル p47ph開タンデム SH3+ノンラベル p22ph倒ペプチド複合体試料を用いて，三重共鳴

多次元 NMR測定をおこない，複合体形成時における p47P伽タンデム SH3ドメインの信号帰属を完

了した.また，ノンラベルp47ph凹タンデムSH3+13Cj15Nラベルp22ph倒ペプチド複合体試料を用いて，

複合体形成時における p22phoxペプチドの信号帰属を完了した.現在，両者複合体の立体構造を決

定するため，NMRスペクトルを解析中である.
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1 L7 
ラベル体を用いた特異な DNA及びRNA構造の研究

一多量体のストイキオメトリー、水素結合スキームー

(横浜国大院・環境情報)松上明正、大橋粛、池田哲郎、外谷英嗣、

上杉晴一、 O片平正人

Studies of novel DNA and RNA structures with stable isotope labeling 

(Grad. Sch. of Env. & Info. Sci.， Yokohama Natl. Univ.) Akimasa Matsugami， Kiyoshi Ouhashi， 

Tetsuro Ikeda，回detsuguSotoya， Seiichi Uesugi & Masato Katahira 

We demonstrate the way to distinguish in凶 molecularhydrogen bonds企omintermolecular ones in 

a symme回cmultimer utilizing白eHNN-(ごOSYexperiment with the 1: 1 mixture of labeled and 

non-labeled materials. The unique structures of the凶pletrepeat DNA， d(GGA)s， and the related 

RNA， r(GGAGGUUUUGGAGG)， are also presented.百lestability of the U :A: U base出plein the 

RNAaptam釘 forthe mv Tat protein in complex with a Tat analogue is also addressed on the basis 

ofthe J values across the hydrogen bonds. 

{序} 我々 は、 GGAのトリプレットが4回リピートした DNA(GGA12叩 er)が特異な新規構

造を形成する事を明らかにした(1)0 GGA 12叩 .er は、 G:G:G:G テトラッドと

G(:A):G(:A):G(:A):Gへプタッドを有する分子内平行型 4重鎖を形成する。テロメア DNAが結

晶中において分子内平行型 4重鎖構造をとるという驚くべき結果が最近報告されたが、 GGA

12唖巴rに関する我々の研究は、分子内で平行型 4重鎖が形成できる事を示した最初の例であ

る。GGA12-merが形成する 4重鎖は2つ会合して、強固な 2量体として存在する。GGA12-mer 

が2量体を形成する事は、単量体と多量体の各共鳴線の強度がDNAの濃度を変えたときにど

の様に変化するのかを調べる事で、結論づけられた。しかし G:G及びG:A塩基間の水素結合

で形成されるテトラッド及びヘプタッドという構造体が、分子内で形成されたものなのか、

それとも分子問で形成されたものなのかについては、暖味さが残っていた。水素結合をまた

がったJカップリングに由来する E町 N-(ごOSY中の交差ピークの強度を、標識体のみの時と標

識体:非標識体=1:1の時とで比較する事で、対称性を有する多量体におけるこの種の問

題を解決できる事が分かつたので報告する。また、 GGAが 8回リピートした DNA(GGA

24・mer)の構造 (2)及びGGAを含む RNAr(GGAGGUUUUGGAGG) (RNA 14咽 er)の構造 (3)に

ついても、報告する。さらに RNAアプタマー (4)、リボザイム (5.6)、テロメア DNA(7)に

関して、標識体を用いて行った研究結果についても報告する。

(結果と考察)

①へプタッドにおける水素結合スキームの直接的同定

13C，lSN標識した GGA12咽 erを、Klenow断片を用いた酵素合成法によって調製した。標識

トリプレットリピート、アプタマ一、水素結合、 4重鎖、立体構造

まつがみあきまさ、おおはしきよし、いけだてつろう、そとやひでつぐ、うえすぎせいいち、

かたひらまさと
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体を用いて HNN-(ごOSYの測定を行い、アミノ基が関与した 2hJNNに起因する交差ピークを数

多く観測できた。これにより水素結合のスキームが同定され、へプタッド構造の正しさが直

接的に証明された。

②分子内水素結合と分子間水素結合の区別

標識体:非標識体=1: 1の試料について HNNぐ OSYの測定を行い、先の標識体:非標識体=

2:0の試料の時と、交差ピークの強度を比較した。水素結合が分子内で形成されたものなら

ば強度は 112になり、一方分子間で形成されたものならば 1/4になるはずである。実際の結果

は 1/2となったので、へフタッドは分子内で形成されたものである事が分かつた。

③ GGA 24-merの立体構造

GGA 24-merの立体構造を決定した(2)0GGA 12-merが2分子で形成していたのと同様な構

造を、 GGA24-merは 1分子で形成できる事が分かつた。これより GGAトリプレットのリピ

ート数を 8に伸ばす事で、この DNAが形成する特異な構造の最小単位が完結する事が分かつ

た。

④ GGA配列を有する RNAの立体構造

RNA 14世 lerの立体構造を決定した(3)0 RNA 14叩 erは、 G:G:G:Gテトラッドと

G(:A):G:G(:A):Gヘキサッドを含む分子内平行型4重鎖を形成し、さらにそれが 2量化した構

造をとる。 RNAにおいて分子内平行型 4重鎖を見出したのも、これが初めてである。 FMRP

(企agi1eX menta1 retardation protein)の標的が、 G:G:G:Gテトラッドからなる反平行4重鎖構造

を形成するmRNAであるとする報告が最近なされた。当該mRNAの配列を調べてみると、

GGAや GGAGG配列があり、今回の様な平行型の 4重鎖の形成が予想される個所がある。

mRNAの変異がFMRPとの相互作用に及ぼす影響に関して発表されているデーターと併せて

考えると、今回見出した平行型4重鎖構造がFMRPとの相互作用に関与している可能性が示

唆された。

⑤ RNAアプタマー中の U:A:Uベーストリプルの安定性

田 VのTatタンパク質を高い結合能で捕捉する RNAアプタマーに関し、 Tatアナログとの

複合体の立体構造を決定した(4)0Tatアナログとの結合に伴い RNAアプタマー中には U:A:U

ベーストリプルが形成される。ワトソン=クリック型 A:U塩基対及びフーグスティン型 A:U

塩基対の双方について、イミノ基が関与した 2hJ聞の値を求めた。これより RNAアプタマー

中のベーストリプルの安定性に関する情報が得られた。他に、リボザイムにおける塩基対パ

ターンの同定(5，6)や、タンパク質によるテロメア DNAの構造遷移の同定(7)に標識核酸を利

用した結果を報告する。

(1) Matsugami et al.，よMol.Biol.， 313， 255-269 (2001). 

(2) Matsugami et al.， in prep訂 ation(2002). 

(3) Liu et al.，よMol.Biol.， in press (2∞2). 

(4) Matsugami et al.， EMBO J.， submitted (2∞2). 

(5) Tanaka et al.， Nuc/eic Acids Res.， 30， 766-774 (2002). 

(6) Tanaka et al.， Genes to Cells， 7， 567-579 (2∞2). 

(7) Fukuda et al.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， in press (2002). 
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1 L8 核酪等生体高分子のための Gel-PhaseNMR法の開発

(奈良先端大バイオ1、都立大理人三菱化学生命研3)

0児嶋長次郎1、小野品2、河野俊之に小林俊達1、三島正規1

Gel-Phase NMR for Biological Macromolecules 

1 Graduate School of Biological Science， Nara Institute for Science and TEヲchnology，
2Graduate School of Science， Tokyo Metropoli臼nUniversity， and 3Mitsubishi Kagaku 

Institute of Life Sciences (MITILS) 

OChojiro KOjima，l Akira Ono，2 Toshiyuki Kohno，3 Toshitatsu Kobayashi， 1 and Masaki 

Mishima1 

Gel-phase NMR is one of the most powerful techniques of solution NMR， and used for the 

immobilized samples. Organic compounds and peptides immobilized to the solid support， 

such as column resin， are observed in the combinatorial chemistry approach. The gel-phase 

NMR does not require a special hardware. In general， 13C， 19F， and 31p signals recorded by the 

gel-phase NMR are sharp， however， 1 H signal is very broad (孟 100-300Hz).Thus， the gel-

phase NMR has not been used for the biological macromolecules， such as proteins and 

nucleic acids. Here， lH_15N HSQC spectra were measured for 15N-enriched and immobilized 

proteins and DNA. Shぽpsignals were detected for some GST-tagged proteins， but not for 

His-tagged proteins and DNA. 31p signals were detected for DNA， thus the immobilization 

pr，ωedure could be a critical point to detect the 1 H signal of proteins and nucleic acids. 

These results demonstrate the gel-phase NMR is applicable to the biological macromolecules. 

コンビナトリアルケミストリーなどに用いられてきた Gel-PhaseNMR法は Gel

担体上に固定化されたサンプルの測定を可能とする溶液 NMRの有力な測定法であ

る。ポリアクリルアミド Gelを用いて弱い磁場配向を実現する溶液 NMR技術とは

異なり、サンプルが Gelに固定化されている。このため、通常の溶液 NMRと比較

すると線幅は広く、 13Cや 19F、31pなどの核種での測定が中心である。 lH核は特に

線幅が広く、その観測を必要とする核酸やタンパク質なと、の生体高分子への応用は

成功していない。そこで我々は Gel-PhaseNMRを生体高分子へ適用することをこ

ころみた。様々な条件検討を行った結果、 DNAに関しては PentaGelを用いること

で 31p核の観測に成功し、タンパク質に関しても GSTタグを用いて良好な lH-15N

HSQCの測定に成功した。本発表では生体高分子の Gel-PhaseNMR法とその応用

を報告する。

Gel-Phase NMR、Gel担体への固定化、核酸、タンパク質、 HSQC

こじまちょうじろう、おのあきら、こうのとしゆき、こばやしとしたつ、みしままさき
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タンパク質

タンパク質を活性を維持した状態で固

相に固定化する方法は数多く存在する。

我々は、生化学実験において最も頻繁に

用いられる His-tag法および GST-tag

法を検討した。それぞれの方法で 15N標

識タンパク質をカラムに固定化し、 lH-

15N HSQCを測定した。 His-tag法では

タンパク質の運動性の高い部分のみが観

測された。 GST-tag法ではほぼ全ての

信号が観測された (Fig.l)0 GST-tag 

法を用いた実験の詳細は小林らの発表

(本要旨集ポスター番号 P4) を参考に

されたい。
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Fig. 1. lH_1SN HSQC spec回 mofthe

immobilized protein (ubiquitin). 
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(A) 

CPG・resln

DNA 

DNAを固相に固定化する方法も数多

く存在する。固相合成法で用いられる

CPGレジンとコンビナトリアルケミス

トリーで用いられる PSレジン(Argo-

naut)を用いたところ、 PSレジンに固

定化した DNAに関して 31pの信号が観

測された (Fig.2)0 5つのリン酸からな

るリンカーを導入したが、顕著な効果は

なかった。

-】"，..ぬM・日‘."....-WI. I T t 胃内相陣静岡

(8) 

PS-resin 
+ phosphate-linker (C) 

Gel-Phase NMR法は、溶液 NMRの

溶媒条件を Gelに変更したものにすぎ

ない。しかし、生体高分子の Gel-Phase

NMR法を用いれば、単純な溶液状態で

追試できないプルダウンアッセイによる

タンパク質問相互作用の詳細を NMRに

よって解析する事が可能になる。 Gel-

Phase NMR法には数多くの応用方法が

考えられ、今後有力な基礎実験技術とし

て発展してゆくと思われる。

12mer DNA duplex 

T 
ppm 

Fig. 2. 31p spectra of DNA oligomers under 

the immobilized (A， B， C) and the solution 

(D) condition. CPG: controlled pore glass. 

PS: pentagel. DNA 9mer was attached to the 

CPG-resin (A)， the PS-resin without a linker 

(B)， and with a phosphate linker (C). A DNA 

12mer duplex spectrum in solution (D). 
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高分子量タンパク質を対象とした残余双極子効果観測技術の開発

(1生物分子工学研究所、 2北陸先端大・ナノマテリアルセンター)

0楯真一 1，2、村瀬八重子 2、三井崇裕 2、島原秀登 2

An approach for measuring the residual dipolar couplings of hugc protcins 

Shin-ichi Tatc!，!1， Yacko Murasc+， T;叫cahiroMitsui+ヲ andHidcto Shimahara+ 

Biomolccular Enginccring Rcscarch Institute (BERI)↑ 

and 

Ccntcr for Ncw Matcrials 

Japan Advanccd Institutc of Scicncc and Technology (JAIST)+ 

Abstract 

The residual dipolar couplings observed on the proteins di田 olvedin the anisotropic solution 

condition， which is generated by the diluted bicelles剖 ldcompressed or stretched acrylamide gel and 

回 on，paved novel applications of solution NMR. However， the application of the residual dipolar 

coupling is severely limited by the molecular weight. As a counter effect of the TROSY， the high field 
compone凶 ofthe 15NH IPAP-HSQC si伊 alrelaxation is enhanced by the additional contribution of 

the 15N九IDD jCSA cross correlation effect， and the signalおe描 :yto be lost in the spectrum for the 

high molecular weight proteins. In this presentation， we will describe an experimental approach for 

overcoming this limitation in the residual dipolar coupling measurement. In our approach， the only 

low field component of the IPAP-HSQC signal， the TROSY component， is used for the observation 

of the residual dipolar couplings. Thus， principally， this enables the experiment for the huge protein 

over 100kDa. 

Introduction 

The residual dipolar couplings give valuable novel structure parameters for protein structure works. In 

the case of structure refinement， these values can compensate for the intrinsically low number of distance 

restrains in the less folded part of thc structurc by adding the NH andjor CH bond orientations against 

the magnetic field. When working with the protcin with known local structurc coordinates， the rcsidual 

dipolar couplings will be uscd to define th日rclativeoricntation of the local structur巴 ina molecular. This 

kind of application would be very valuable for the structure analysis of thc protcins consisting of several 

well dcfined domain structures. Wc arc quite intercsted in the latter type application of the residual 

dipolar couplings to analyze the global structurc alteration depcndent on its functional state， oftcn called 

as "remodeling" process. However， to gain the bio-chemically relcvant structural inおrmation，we have 

1 Keywo1ぜ~s : NMR， residual dipolar coupling， chemical shi此 anisotropy，bicelle 

たで しんいち、むらせやえ二、みついたかひろ、しまはら ひでと
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to ovcrcomc the basic spcctroscopic problcms in mωsuring thc rcsidual dipolar couplings. Bccausc， 

the intending targct protcins consisting of somc domains or subunits tcnd to bc hugc molcculc and thc 

convcntional rcsidual dipolar couplings arc not rωdily applicd to th巴 largcprotcin or protcin complcx 

ovcr 30kDa. In a pair of split 15N_1 H IPAP-HSQC correlation signals， thc low ficld componcnt has longcr 

transvcrsc relaxation time as uscd in thc TROSY cxpcriment but thc high ficld componcnt has， as a 

counter efIect， shorter relaxation than that of the corresponding ordinal HSQC signal. The transverse 

rclaxatiort of thc low field componcnt is cnhanccd by the additive contribution from the 15N_1 H DD ;CSA 

cross correlation. As a rcmcdy for this intrinsic limitation of the residual dipolar couplings measurement， 

in this prcsentation， wc will describe an approachおrmeasuring thc rcsidual dipolar couplings only 

bascd on thc usc of TROSY signals， thc low field componcnt having thc longcr spin transverse rclaxation 

cspccially in the high ficld. This approach， principally，巴nablcsthc mcasuremcnt of thc residual dipolar 

couplings in hugc protcins over 100kDa and may pave the analysis of the "rcmodeling" process of thc 

protcin complcxcs. 

Theory 

The oricntation dcpcndcnt TROSY 15N chemical shift 

d四 1ge，ムdI5N(trosy)，includes two difIerent types of 

anisotropic spin intcractions; thc rcsidual dipolar coupling， 

Dnh， and the orientation induccd 15N chcmical shift change 

from the isotropic chemical shift or called as the rcsidual 

chemical shift anisotropy， dI5N(csa). Assuming the uniおrm

15N CSA tcnsor values (amplitudcs and relative oricntation 

anglcs) to all15N nuclei in a protein (Figure 1)， we can cal-

culate thc dI5N(csa) from the fixed protein coordinate. By 

propcrly scaling the contribution from Dnh and dI5N(csa)， 
theムdI5N(trosy)can be formulatcd as follow with the di- Figure 1: Definition ofthe 15N CSA tensor in 

σ22 

σIl H 

a peptide plane 
rcction cosinc of each NH bond vector and chemical shift 

tcnsor elemcnts expresscd in an molecular frame: 

ム615lVM=jDnh+ム6時 N附

=jDrrε い
り=X，yν，Z り=X，y，z

= 三S九包りjHD抑rrz~c∞0ω吋s )
 

唱
『
ム(

 

where rI>?h is the anglc of thc NH bond vectro relativc to the ith molccular axis and dij ar巴 thcelements 

。fthc chemical shift tensor exprcsscd in an arbitrary molccular framc of thc nuclcus. And Sij is the 

Saupe order matrix elements to define thc molecular alingment relative to the magnetic field. 

The above equation can relate the experimentally obtainedムdl5N(tro叩)and the valucs obtained 

from the fixed coordinatc and assumed 15N CSA tcnsor V'd.luωvia the Saupe ordcr matrix clements. 

By thc singular valu巴 decomposition(SVD) of this matrix consisting of the values from the coordinate， 

we can determinc the all elements of the Saupe order matrix，自nallygiving us the alignment tcnsor of 
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thc molcculc or thc local structurc unit in a molcculc. Thcrcforc， solcly from thc orientation induced 

TROSY signal changc along 15N axis， wc can obtaincd thc samc alignmcnt information掛 thatfrom thc 

convcntional IPAP-HSQC basc cxpcrimcnt. 

Result 

In thc abovc analysis， thcrc is onc point to bc carcfully considcrcd. In thc 2nd tcrm of thc right hand 

side arc calculatcd with prc-dcfincd 15N CSA valucs. Although it is wcll known that thc 15N CSA 

valuc of cach amidc 15N nuclcus in a protcin varics rcsiduc by rcsiduc dcpcndcnt on thc local structural 

environment， i.e. hydrogen bonding， metal binding， ring current effect， and so forth， but these 15N CSA 

valucs arc not know a priori. Thcrcforc， in cvaluation of the valuc of this approach， we havc to scc how 

thc variation in thc 15N CSA tensor values a百"ectsthe resultant alignment tensors. For this purpose， 

we compared the alignment tensors calculated with using di仔"erentset of 15N CSA valucs rcportcd in 

literature. In the pr田 entcalculation， theム<515N(tr08Y) collcctcd for 0.5mM 15N labclcd ubiqutin in 7.5% 

DMPC/DHPC/CTAB at 300C was uscd. Thc data wcrc mcasurcd on a Unifylnova500 cquippcd with 

thc NanoProbc cnablcing thc magic anglc samplc spinning for thc liquid statc samplc. Thc rcsults arc 

li針。din Tablc 1. 

Table 1: Alignment tensor magnitude and orientation in ubiquitin determined based on theム<515Ntro8Yvalucs 

with di釘"erenet15N CSA valucsa 

ムσ/ppm η s/dcg. I Axx/町 Ayy/町 Azz/1O-
4 白/叫 β/dcg. l' / dcg. r.m.s 

-158.7 0.14 -10.4 8.44 1.93 70.2 69.4 79.0 1.16 

-162.5 0.19 20.0 c -10.3 8.27 1.98 70.4 69.2 78.8 1.16 

-174.4 0.15 18.7 d -10.8 8.65 2.18 70.9 69.2 78.8 1.18 

司 168.8 0.22 24.5 e -9.54 7.62 1.93 70.9 69.0 78.9 1.14 

-151.5 0.02 18.6 e -10.2 8.40 1.78 70.2 69.8 79.4 1.18 

-164.4 0.06 22.0 f -9.96 8.07 1.89 70.9 69.4 79.3 1.15 

IPAP g -12.9 10.6 2.32 72.9 70.3 79.0 2.34 

a The alignment tensors were evaluated through the Saupe order matrices deterrnination. In each case of Saupe order matrix 

calcul叫 ion，the matrix cornposed of the elernents of the chemical shift tensor in the molecular frarne calculated from the 

different 15N CSA tensor rnagnitude and orientation reported in the litaratures and the presently observed tH N data were 
u田 d.

b 2H;'3C;15N_ubiquitin: J.Am.Chem.Soc. (2000) 122，10143-10154. 

c 15N Lysozyme: J.Am.Chem.Soc. (1999) 12i， 7441-7442. 

d [15N_Gly] collagen powder: J.Am.Chem.Soc. (1998) 120， 8868-8874 

e GlyGlyHCl: J.Am.Chem.Soc. (1987) 109，596ふ5969

f Bocー(Glyh[15N-Gly]-OBz: J.Am.Chem.Soc. (1988) 110， 2378-2383 

g Me酪 uredfrom the 1 Jnh splitting声inthe ['H-15N]IPAP-HSQC spectra. 
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As seen in Table 1， in spite of the subtle variations in thc rcportcd 15N CSA tcnsors coming from 

different experimental methods， the determined alignment angles of the tensor frame relative to the 

molecular coordinatc axis wcrc closc to each othcr. And thcsc valucs wωc also closc to thc valucs 

determincd from thc convcntional IPAP-HSQC experiments. From thc results in Tablc 1， the variations 

in the CSA seem to sensitively affect on the differences in the magnitudes of the alignment tensor rather 

than the anglcs to dcfinc thc rclativ巴 orientationof the alignmcnt tensor in the molecular coordinate. 

Thus， thc prescnt mcthod can bc practically applied to the alignmcnt tcnsor analysis without serious 

crrors， cspccially for the purposc of dctcrmining thc alignmcnt anglcs. In Figure 2 depicts an example of 

the resultant correlation obtained after the alignment tensor analysisj showing the calculatedムd15N(trosy) 

and the experimentally observedムd15N(廿osy)・Thisanalysis was donc with thc usc of 15N CSA tcnsor 

we dctcrmincd previously with thc MAS application and thc 1.8A X-ray coordinatc of ubiquitin. 

From thc abovc rcsults obtaincd on thc modcl small protcin， ubiquitin， it is confidcnt that our approach 

can pavc thc NMR approach for thc analysis of "rcmodeling" process of the hugc protcin consisting of 

multiple domains or subunits. Wc arc now working on thc actual application to a large molccular weight 

protcin. Some of thc progrcss will bc mcntioncd in the prescntation. 

dolSN (trosy) correlation 

-5 
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Figure 2: Correlation of thc calucated and observed values of the orientation 

dcpcndent TROSY 15N chemical shift change. 
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1 LI0 高分子量蛋白質の解析に向けた新しいNMR測定法の開発

(理化学研究所生体超分子構造・機能研究協力グループ横浜市立大

学総合理学研究科2，CREST/JST
3
， University of Cambridge

4
) 

0伊藤隆 1，2，3，Daniel Nietlispach4， Ernest Laue4， 

Sundaresan Rajesh 1，2，美川務 1，2，3柴田武彦 1，2，3

Novel approaches for the NMR  analysis of larger proteins 

Yutaka Ito 1.2ペ DanielNietlispach
4
， Ernest Laue

4
， Sundaresan Rajesh1.2， Tsutomu Mikawa1.2.3 

and Takehiko Shibata 1.2.3 

] Research Group for Bio-supramole，ωlar Structure品 mction.R1KEN. Japan: 2 Molecular and Cellular 
Physiology Laboratoη Graduate School of Integrated Science. Yokohama City Univers昨，J.叩αrn:

3CREST/JST.・4DepartmentofBiochemistry. University ofCambridge. UK 

Novel approaches for backbone resonance assignment and global fold determination of larger proteins 
釘 epresented 
A 3D intra-HNCA experiment provides uniquely the intraresidue connection， whilst a 3D DQ-HNCA 

expenment‘which detects a 13Cajl3Caj.l double quan旬m (DQ) coherence‘ contains the sequential 
information. Simulations and demonstration on a couple of larger proteins at high magnetic fields sugge哩t
血atthe approach works for proteins with correlation times > 50 ns. 

A new bio-synthetic procedure for highly specific protonation at aromatic side-chains is proposed司 m
which shikimate is used as a prec町 sorfor Phe， Tyr and Trp labelling. This aromatic-selective protonation‘ 

in combination with the methyl-l H selective labelling， provides a more complete set oflong-range distance 
restraints sufficient for global fold determination oflarger proteins with increased accuracy. 

1. Selective Intra-HNCA / DQ-HNCA 

【序】 蛋白質主鎖の NMRシグ、ナルの帰属は，通常は相補的な化学シフト情報(残基内の化学シフト

情報と， 1残基前の化学シフト情報)を得るtriple-resonanceNMR測定法のべア[HNCAIHN(CO)CAetc.J 

を用いて解析する.TROSY法によって， 100kDaに達するような蛋白質複合体においても主鎖シグPナノレ

の帰属が可能であることが示されたが，一方 TROSY法が有効な高磁場においては!3C核の九緩和時

聞が短くなり， HN(CO)CAのような実験の感度が低下するとし、う問題が生じてくる.したがって 13Cが横

磁化になってしも時間を最小にして 13Cαの化学シフトについて相補的な情報を観測する手法が必要に

なる.私たちは新たな相補的な実験法として Intra-HNCAとDQ-HNCAを開発したので報告する.

I実験・結果】 Figure1にIntra-HNCA(la)と DQ-HNCA(lb)のパルス・シークエンスを示した.

h回・HNCAでは，図中 a の時点で 8NyC"(トl)zCα(i)zCzとし、う磁化が生じる.この磁化は

8NzCα(i・l)zCα(i)zCvになり，lJCαcによって図中 bの時点で 4NzCα(i)zCxに変化し，t]時間では

4NzCα(i)yCzとなって 13Cα(i)の化学シフトでエンコードされる.t]展開後は 2TN時間の聞に.IJNCαとlJNC'

の2つのカップリング、で、同時にリフォーカスされ，以降は通常の TROSY法にしたがう.DQ-HNCAでは，

図中aの時点で、4NxCα(i・J)zCα(i)zとし、う磁化が生じる.図中aの時点の 13Cαに対する900パルスによって，

multiple-quantum項が生じ，t]時間では 13Cα(i-l)と13Cα(i)の和の化学シフトで、エンコード、される.

キーワード:高分子量蛋白質， :3重共鳴 NMR，TROSY，重水素化

いとうゆたか，だにえるにーとりすばつは，あーねすとらうえ，すんだれさんらじえしゅ，

みかわっとむ，しばたたけひこ
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Figure 1. Experimental schemes for the in回 -HNCA(a) and DQ-HNCA (b). Rectangular 900 and 1800 p叫ses出

indiιated by thin and thick blaιk verticallines， respectively. Un)es，~ indic唱ted，pulses訂'eapplied along x. Pulse phases are 
indicated for Bruker spec仕ometersin order to 'constructively add lHN and 1'N contributions io the ST2-PT coherenc'e paせlway
E-SNOB.-sh~~d ， ~2: p叫時L~.I 111s) and 10'Y.-pow~ rectangl:llar 900 

p:世間(1.4ms) are applied tor ''water-tlトback":，{叫
削 angular90

0 "c'" and "c pulses 眠叫u託e~..l? g~，v時組問itation minimum at the ∞ITe~p?~~~g.'~~~ and "c'" 
trequencies， respectively. Deeoupling of 13C'" and 13C spins during世leacquisition til)1e is achieved using a cosine 
modulated WALTZ・16tield， employing pulse沼血athave the SEDUCE-I profile. (a)刊 e13C carriぽ，i，ss.et to 56 ppm and 
moved to 176 ppm before the pul田 withphase中3and switched back to 56 ppm immediatelY，tefore thle， "c'" pulse with phase 
中2. Arrows indicate the positions where世lecamぽ ISJum凶.刀leblack sha阿 1800 "c'" and口 C.pulses are applied 
with a G3 profile 百leposition of the Bloch-Siegert compensation pulse is indicated by an arrowhead. The phase中50f
the G3 pulse in the center of 2Tc is cart;:抗J!lyadjusted so as to compensate for the phase changes which accompany the 
ditlerent power levels 百legrey shaded "c' 1800 pulse is applied with a sinxlx shape profile. The two open shapes in世le

???な17立す2rY1322??lmsぷ常!??;ltch沼早良深間払OL飢 :F21?女主主主2
4(x)，4( -x)，中3= 8(x)，8HU， cjl4 = 8(x)，8(-x)，中5=x，中6=弘中7=弘中r巴c= (x，-x，y，-y)，2(-xふ-y，y)，(x，-x，y，;-y). Frequency 
dlseIiuunIItion in the t; (13C.") dinIension 1;' achieYed using 'State叫l'PIof中3and中4，while in the t2 (市)dimension a 
phase-sensiti ve speιtrum is obtained by recording a second FID for each increment of t2ヲ wl血中1=紘一予丸一x)ヲ andthe 
phases of申6and中7in verted. F or each suιcessive t2 value，中1and the phase 01' the receiver are incremented by 1800， and 
the data is processed as described by Kay et al. The durations and strengths of the sine shaped gradients are: g 1 = (1.1 ms， 
11 G/cm); g2 = (0.7 ms， 4 G/cm); g3 = (1.0 ms， 5.5 G/cm)ラ g4= (0.6 ms， 4 G/cm); g5 = (U  ms， 12 G/cm)司 g6= (1.5 ms，ー17
G/cm); g7 = (0.5 ms， 11 G/cm); g8 = (0.9 ms， 17 G/cm)ラ g9= (1.0 ms， 19 Gf，ιm). (b) Many features蹴 sinIilarto the 
sequen凶 aboveand only ditlerences are discussed 百lecarbon carrier is田tto 55.3 ppm 刊 esolid sha戸d1800 P叫S出
are applied with a G3 protile. Carbonyl decoupling during t1 is achieved with WALTZ-16 using aじosinemodulated 
SEDUCE-I profile. The delays are:τa = 2.7 ms，τb = 25.5 ms， TN = 25.5 ms 刊 ephase cyιling us吋 IS中1= (x，-x，y，-y)， 
ct2 = 4( 
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Figure 2aには， TROS下HNCAタイプの実験において l~核→13Cα核の lJNCαによる展開時間の聞に生

成される Nよ
αUbNxCα'(i・1)z，NxC"(i)zCα'(i・1)zの各磁化への伝達効率のシミュレーションを示した.

h回-HNCAとDQ-HNCAで用いられる NxC"(i)zCα(i-1)zの磁化がより高い伝達効率で生成されることが

示され， TROSYタイプの実験において従来のE町CA実験と同程度の感度が期待されることが判明した.

Fig町e2bには， Intra-HNCA， DQ-HNCA， HNCA， HN(CO)CA， sequential・HNCA[Meissner A. & 

Sorensen， O.w.， 2001]のそれぞれの実験(800MHzの装置を使用した場合)における磁化の相対的な伝

達効率と相関時間との関係のシミュレーションを示した.相関時間の増大に伴いHN(CO)CA実験の感度

が著しく低下することがわかる.これに対して In甘かHNCA実験は高分子量蛋白質においては

HN(CO)CAや sequential・HNCAの 2倍以上の感度で測定できる.また DQ-HNCA実験は HNCA(ト1)

に比べて常に 2倍以上の感度を持っていることが判明した.したがって，高分子量蛋白質の高磁場での

測定においては，In佐a-HNCAとDQ-HNCAの組み合わせが有用であることが示された.

Figure 3には， u_2H/13C/l~・YUHl と unlabelled-Ubiquitin の複合体試料 (35kDa) についての HNCA，

Intra-HNCA， HN(CO)CAスペクトルを示した.Intra-HNCAにおいて HNCAにおける一方のクロスピーク

のみが選択的に観測されている.

料、、
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I-l cross戸紘)(grey solid line) and sequential-I-到CA(grey dashed line) ex:戸rirnents.

Intra-f王NCA と DQ-HNCA では l~→13Cαの磁化伝達時間 (-52 ms)が，通常の HNCA(-23 ms)より長

いため，蛋白質の高レベルの重水素化が必要である.またDQ-HNCAの解析にあたっては，解析ソフトウ

エアにおいて 13Cα(卜1)と13Cα(i)の和の化学シフトからIn回・-HNCAで観測された 13Cα(i)の化学シフトを引

いて 13Cα(i・1)の化学シフトを算出することが必要になる.

現在，より高分子量(大きな相関時間)の蛋白質試料についてこの方法の有用性の実証を行っている.

またIntra-HNCAで用いた手法をHNCACB等に適用した実験も検討している.
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2.シキミ酸を用いた芳香族アミノ酸側鎖選択的プロトン標識と高分子量蛋白質の

グローバル・フォールド決定への応用

I序】高分子量蛋白質試料において顕著になる NMRシグナルのオーバーラップの問題を回避して，効

率よくグローパル・フォールドを決定するためのアプローチとしてメチル基選択的なプロトン標識法がし

ばしば用いられるようになってきている.しかしメチル基のみのプロトン標識で、は正しいグローパル・フォー

ルドを決定できない可能性も指摘され，メチル基と同様に蛋白質のコアを形成する芳香族アミノ酸のブ】ロ

トン標識の有用性が示唆されている.今回私たちは， Phe， Tyr， Trpの共通の生合成前駆体であるシキミ

酸を用いることで効率よく芳香族アミノ酸側鎖のみをプロトン標識する方法を確立した.さらにメチル基お

よび芳香族アミノ酸側鎖プロトン標識 YUHl試料(2冗Da)を用いてク守口ーバル・フォールド、の決定を行っ

たので報告する.

I実験・結果】 IHf!3C-{Ile-81司Leu-δ1/δ2‘Val-yl/y2}‘IH-{Phe-8/8/L;，T)T-8/s， Trp-s/L;/η}司 u_
2Hf13ci5

N_bg_

YUHl試料を作成し，メチル基の帰属のためにはH(CCCO)NNH，(H)CC(CO)NNHを，芳香族側鎖の帰

属のためには 2DIH_1H TOCSY， 3D I~-HSQC-NOESY を測定し解析した. NOE情報の取得のために

は， 13C-separated (11・12) NOESY (methyl-methyl NOEs)， 13C-separated (t1)，
15
N-separated (1]) NOESY 

(methyl-HN NOEs)， 13C/ラN・rejected (t1)，
13
C-separated (t2) NOESY (aromatic-methyl NOEs)， 

13C/15N-rejected (t1)，15N-separated (t2) NOESY (aromatic-HN NOEs)， 1ぺN-separated(t1，/J) NOESY (HN-HN 

NOEs)の計 5種の 3DNOESY測定を行った.その結果合計 1940個 (337intraresidue， 685 sequential， 

414 middle range， 504 long range)の unambiguousNOEを得ることができた.この NOE情報と，水素結合

の情報， 2面角の情報を用いて高次構造計算を行ったところ，全領域の主鎖 RMSDで 2.6A，構造がよく

決まっているトシート領域で1.lAの精度のグ、ローパル・フォールドが得られた.また，芳香族側鎖からの

NOEを導入することによって構造の正確性が高まることも確認された.
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1 Lll 蛋由貿のユピキチン化シグナル毘臓の構造的基盤

横浜市大・院総合理¥理化学研究所ヘ愛媛大学大学院理工学研究科ヘ木原

生物科学研 4

0白川昌宏¥藤原健一朗¥天野剛志ヘ大野綾子1ヘJeeJunGoo
2、初尾華人

¥康明秀一九菅薄薫2、花岡文雄2

Ubiquitin， a 76寸.esiudueslong protein， is well conserved from yeast to mammal， and se刊 esas a protein tag by 

co吋ugatingto its target proteins through an isopeptide bond formed between Iysine sidechain of the target 

proteins and the C-terminus glycine of ubiquitin. Either Lys 48-linked or Lys63-linked poly-ubiquitin chains or 

mono-ubiquitin can be attached to the target proteins. Lys 48-linked poly-ubiquitination and 

mono-ubiquitination are thought to mediate different biological signals， by binding to distinct protein factors. 

The former is involved in 26S proteasome-mediated proteolysis， while the latter is in endocytosis. To 

understand the mechanism of ubiquitination signals， we have analyzed the solution structures of the di-and 

tetra-ubiquitin chains by NMR. By constructing unit-selectively isotope labeled ubiquitin chains， we obtained 

the information about the unit arγangement. 

ユピキチンは76残基からなる真核生物に高度に保存されたたんぱく質で、他のたんぱく質のリ

ジン残基側鎖にisopeptide結合により付加し、たんぱく質タグとして働く。この現象はユピキチン化と

呼ばれる。ユピキチン化は、たんぱく質への結合状態や結合位置により、様々な細胞肉現象を調節

するシグナルとして機能している。

現在のところ、細胞内でのたんぱく質へのユビキチン化には、 Lys48でリンクしたポリユビキチ

ン化、 Lys63でリンクしたポリユピキチン化と、モノユピキチン化の3種類の結合状態が見つかってい

る。最も研究が進んでいるのは、プロテアソームによるたんぱく質分解に関与するLys48リンクのポ

リユピキチン化である。これはユピキチンのLys48の側鎖アミノ基!こ、別のユピキチンのGly76のC末

端カルボキシル基が共有結合したポリユピキチン鎖が4分子以上連なったもので、プロテアソーム

へのターゲッティングを導くことで、被ユピキチン化たんぱく質の分解を招く。一方、モノユピキチン

化はポリユピキチン化とまったく異なるシグナルとして機能する。これはエンドサイトーシスの

intemalizationや初期エンドソームにおけるソーティングの目印となっていることが最近の研究から

判っている。

こういったユピキチン化シグナルを認識するたんぱく質ドメインとしてユビキチン認識モチーフ

(ubiquitin interacting-motif; UIM)が提唱されている。これは最初にポリユピキチンへの結合活性を

持つプロテアソーム19S複合体のS5aサブユニットに見っかり、さらに多くのエンドサイトーシスに関

与するたんぱく質群に見つかっている。ここで興味深いのはS5aのUIMの結合には4ユニット以上の

ポリユビキチン鎖が必要であるのに対して、エンドサイトーシス因子のUIMの結合にはモノユピキチ

キーワード:たんぱく賀ーたんぱく質相互作用、 4次構造変化、 たんぱく寅複合体、ユニット選択ラベル

しらかわまさひろ、ふじわらけんいちろう、てんのたけし、おおのあやこ、じーじゅんぐ、とちおひでひと、ひろあ

きひでかず、すがさわかおる、はなおかふみお
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ンで充分だとされる点である。これはポリユピキチン鎖におけるユニット聞の相対位置、すなわち4

次構造が制御的な役割を果たしていることを示唆する。

ポリユビキチン鎖の構造については、すでにX線結品構造解析によりニ量体と四量体が決定さ

れている。しかしながら、四量体の構造は2種類報告されており、溶液中ではこれらの平衡状態か、

異なるユニット配置(4次構造)で存在することが示唆される。

本研究はUIMなどのたんぱく質によるユビキチン及びポリユピキチン鎖の認識機構の解明を目

的とする。特にモノユピキチン化、ポリユピキチン化が発するシグナルの差異を、認識たんぱく質と

の相互作用の特異性から明らかにしたいと考えた。そのため以下の一連の解析を行った。

溶渡中でのポリユピキチン鎖の構造

溶液中でのポリユピキチン鎖の4次構造を鯛べるため特定のユビキチンユニットのみを安

定同位体ラベルしたニ量体、あるいは四量体のポリユピキチン鎖を合成した。合成には、ユピキチ

ン(K48C変異体)、ユピキチン(C末にAspを付加したもの)、ユピキチン活性化酵素(E1)，ユピキチン

共役酵素(E2-25K)，creatine phosphokinase、inorganicpyrophosphatase、phosphocreati問、ユピキ

チン加水分解酵素、などを使って、 C.Pickertらによって開発された方法に従った。

特異的に安定同位体ラベルされているので、フィルタ一等により特定のユニットの信号を選択

的に観測することができる。化学シフト値などの情報をもとに、ユニット間栢互作用の部位を解析し

つつある。この情報を基にポリユピキチン鎖の伸長に伴うユニット間配置の変化を搬諭する。

ポリユピキチン鎖とUIMの相互作用

ユニット特異的に安定同位体ラベルしたこ量体、四量体ユピキチンとUIMの相互作用解析を行

った。また単量体ユピキチンとの結合実験を行った。この実験結果の解析により、各ユニットのUIM

結合に対する寄与と、 UIM結合に伴うポリユピキチン鎖の高次構造変化についての知見が得られる

と期待される。

ユピキチンとエンドサイトーシス因子のUIMとの相互作用

最近、エンドサイトーシスに関与する多くの菌子がUIMによって、モノユピキチンと結合することが報

告されている。そこでEPSIN，STAM， HBP， HRSの持つUIMとユピキチンの相互作用をchemicalshi代

perturbationlこより解析した。その結果、ユピキチンのBシートを中心に形成されるしeu8、lIe44、

Val70を含む疎水性パッチが、結合に重要であることが判った。これは、これまで報告のあった変異

体を用いた実験から同定されたたんぱく質分解を招くのに必須とされる残基と、ほぽ一致する。

これらの結果に加えて、ユピキチン相同ドメインとUIMの相互作用や、構造情報を基にデザインした

ユピキチン変具体の活性についても機輸する。
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1 L12 区分標識と TROSYを用いた H+ーATPases'サブユニットの構造解析

(阪大・蛋白研 1、理研 GSC2、東工大・資源研 3)

0八木宏昌 1、泉顕也 1、山崎俊夫九吉田賢右 3、阿久津秀雄 1

Structural analysis of W-ATPases subunit using segmentallabeling and TROSY 

Ilnst泊ltefor Protein Reserch， Osaka University，2Genomic Sciences Cen飽rRIKEN， 3Reserch Laboratory of 

Resources Utilizatio仏 TokyoInstitu旬 ofTechnology

Hlro叩 asaYa!!i~， Kenya Izumil， Toshio Yamazaki2， Masasuke Yoshida3 and HideoAkutsul 

H+-ATPase is known to be a motor protein. The s subunit， which is the catalytic region for this enzyme， is 

consisting of 473 amino acids. We completed more than 90% assignments of the backbone NMR signals by the 

segmental isotope labeling method and TROSY. On adding MgADP， signals located only in the nucleotide 

binding domain shifted， suggesting that the s subunit's conformation changes even as a monomer on nucleotide 

binding. The segmental isotope labeling is a powerful method for the analysis of large proteins. 

[序}

溶液NMRにおいて分子量の増加はスペクトル解析を困難にする主な要因の一つである。近年、

緩和によるシグナルの広幅化は試料の重水素化や TROSY、CRIPT-TROSYといったパルス系列を用い

ることで改善されつつある。ところが、残基数の増加によるシグナルの重なりはよりシビアな問題で

ある。インテインを用いた区分選択標識はこの問題の解決に非常に有意義な手法である。我々は 473

アミノ酸残基からなる分子量 5万の W-ATPasesサプユニットにこの手法を適用した。このタンパク質

は FI複合体中では基質結合によって Openから Closedへ構造が変化することが知られている。この構

造変化のメカニズムを解明するため、単体のpサブユニットの主鎖の帰属を区分標識と重水素化、

TROSYを組み合わせることによって行った。

[実験1

13C、15Nの標識区分が異なる 4種のPサプユニット(それぞれ A;1-124、B;1-270、C;271-473、

D; 391-473が標議されたもの)を作製した。インテインは Pyrococcusルnosus由来の PI-PfitIを用いた。

インテインとβサプユニットをシークェンスの途中で切断し、それぞれの N 末端側と C末端側を融合

させた発現プラスミドを別々に調製した。各々を大腸菌で発現させ、変性剤によって一端変性させた

後リフォールディングすることでインテイン反応を起こさせて目的タンパク質を得た。主鎖の帰属に

はTROSYタイプの 3DHNCA、3DHN(CO)CA、3DHNCACB、3DHN(CO)CACBスペクトルを用いた。

また標識する側のフラグメントは 80%の重水素化を行った。会ての測定は pH8.0、40"Cで Bruker

DRX800を用いて行った。

【結果と考察]

インテイン反応はそれぞれ 609も以上の反応効率で行われた。またそれぞれのスペクトルは Fig.1 

に示すようにシグナルの減少がみられた。帰属はA、Dのスペクトルについては 1∞%、 Bは889も、 C

区分安定同位体標識、インテイン、 TROSY、W-ATPasesサブユニット

ゃぎひろまさ、いずみけんや、やまざきとしお、よしだまさすけ、あくつひでお
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は 92%で、全体としては 90%以上完了した。 B、C において帰属が完全でない理由は、観測されるべ

きシグナルの一部が見えていないことによる。これは交換によるシグナルの広幅化が原因であると考

えられる。観測出来なかった領域を結晶機造上にマッピングすると、それらはヌクレオチド結合ドメ

インの Hinge部分とその周辺に位置していることが分かつた (Fig.2) 0 Tyrや Hisの IH-NMRの結果

を考慮にいれると、この付近ではモノマーは二つの構造をとっており、その間での交換が起きている

と考えられる。従って、モノマーと複合体で構造の自由度に違いがあると推測される。

基質結合による構造変化を解析するため MgADPを加えて測定を行った。その結果、スペクトル

B、C において特定の領域で化学シフト値の変化が見られた。再度これらの領域を結品構造上にマッ

ピングすると、 ADPのアデニン結合ポケット周辺と Hinge領域周辺に位置する (Fig.3)。この変化は

複合体における Openから Closedの変化に対応するものと考えられる。

また構造変化を起こす上で重要な残基と考えられる Lys-l64を Alaに置換した変異体 (KI64A)

の 2DHSQC測定を行った。この変異体は Tyrの IH-NMRの結果から、基質結合能力が低下し、構造

変化が起きなくなるということが知られている。 HSQCスペクトルの結果、 Open型でも野生型と比べ

ると Hinge領域、アデニン結合ポケット、さらには比較的遠く離れた領域までシグナルが変化してた。

つまり Lysを Alaに置換することによって Open型の構造が保てなくなり基質結合能力の低下を引き

起こし、さらには基質が結合したとしても構造変化が起きなくなったと考えられる。このように、シ

グナルの個数を減らすことによって各アミノ酸情報を獲得することが可能となり、変異体の解析にも

応用出来るようになった。

区分標識と TROSYの組み合わせは、分子量が大きなタンパク質の解析に有効な手段であるとと

が示された。

• " 
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Fig. 1 The ISN・labeledβsubunits(U: Uniformly， A: 1・124，B: 1・270，C: 271・473，D: 391-473) 

Fig. 2 The residues， the signals of 
which were not observed. (Black) 
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1 L13 13C_13C距離相関及び 1H_15N j13C_1 H双極子相関国体NMR測定

によるペプチドの構造決定

(京大理)0竹腰清乃理、大橋竜太郎、溝上潤、水野敬、寺尾武彦

Structural Determination of a peptide by 13C_13C distance measurement and 

1 H_15N j13C_1 H dipolar correlation experiments in solids 

o K. Takegoshi， Ryu Ohashi， Jun Mizokami， Takashi Mizuno， and Takehiko Terao 

While selective polarization-transfer experiments provide quantitative structural 

information and thus is useful for obtaining local geometrical structures， broadband 

polariz抗ion-transferexperimen七sthat would provide global structural information have 

not been established yet for NMR in solids. This may be mostly ascribed to a so-called 

dipolar trunca七ioneffect， that is， a strong dipolar coupling tends to suppress a weaker 

coupling. Rβcently we presen七eda nobel 13C_
1
3C recoupling under magic-angloe spin-

ning (13C_l H dipolar-assisted rotational resonance (DARR)). In出islecture， we show 

that DARR is a broadband recoupling and it avoids the dipolar truncation due to its 

unique nature of orientation情 selectiverecoupling. These features would make DARR as 

a possible tool of deもermininginternuclear distances roughly by the polarization七ransfer

experiment. 

固体NMR法はX線回折法や溶液のNMR法の適用が難しい長距離秩序を持たな

い粉末試料や繊維状の試料でも構造決定が可能な手法として有力な分光法である.また，

得られる局所的な構造の精度が高いために，生体分子の機能と構造の関係を究明する上で

重要な活性部位や反応部位の精密な構造の決定法としても期待されている.これまでに?

核スピン間の双極子相互作用の大きさを測定することにより核問距離や二面角を決定す

る具体的な方法論が多数提示されてきておりうタンパク質などへの応用研究も行われてい

る.しかし，ほとんどの測定法は?一般性に欠ける嫌いがあるうえ?原理的には2個の孤立

したスピン系にのみ適用可能な手法であるために，複数の距離を得るにはその数だけの同

位体ラベルした試料が必要であるという欠点があった.

Key Words : solid NMR， MAS， Peptide structure， dihedral angles in a peptide mainchainう

2D correlation NMR 

たけごしきよのり，おおはしりゅうたろう，みぞかみじゅん，みずのたかし，てらお

たけひこ
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Strategy 

固体NMR法では主に双極子相互作用を用いて，核

開距離などの構造情報を得る.ところが，多くの距離を

測定するために多数のスピン (N個)を導入すると ，NC2 

組みの双極子のベアが存在し ，NMR信号が複雑になっ

てしまう.従って，多スピン系においては，いったん全

ての双極子相互作用を消去して，そののち

1 )選択的な双極子相互作用の測定を行い，構造決定に

重要な距離を決定する.

.2 )多次元測定を適用し，ある時間区間のみに全双極子

を非選択的に復活し，他の時間区間で多次元的に双極子

ベアを展開して区別して観測する.

とし、う 2つのアプローチが考えられる(図1).双極子相互作用の消去には，マジック角

度試料回転 (MagicAngle Spinning: MAS)法を用いる.完全な消去には少なくとも 15 

k Hz以上の速い回転が必要である.したがって，相互作用の復活法は，このような速い

MAS回転下で適用できるものでなければならない. 1)の選択的な手法については，す
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でに， R2TR (Rotational Resonance in the Tilted R瓜atingframe)法という手法を開発

し炭素，窒素核を全て 13C，15Nで置き換えたグリシルイソロイシン (GlyIle)の三次元

分子構造の決定を行し、検証した 2，3本講演では，多スピン系での距離相関実験を行いうる

測定法として最近開発した DARR(13C_
1 H dipolar-assisted rotational resonance)法4を

用いた構造決定について主に検討する.この方法は，簡単にいうと，溶液NMR法で構造

決定に広く用いられている核O刊 rhauser効果 (NOE)を用いた lH_1Hの距離相関NMR

法に対応した固体NMR法で 13Cをラベルした粉末試料を用いて 13C_13Cのスピン拡散

(磁化交換，分撞移動)を用いた距離測定を実現するものである.

と'----~- ~~. -→一Broadband recoupling by DARR 

図2に， 10%に薄めた GlyIleの13C_

13C 2D DARR磁化交換Nl¥尽スベクト

ルを示す.交換時間に lHにDARR照

射を行っている.交換時間 10ms(a)で

は残基内に， 200ms (b)では全ての炭素

聞に磁化交換が起こっていることが判

る.これは， DARRによる磁化交換が

広帯域に非選択的に起こっていること

を示している.

? (G三

. . . . 
‘， . . ・0 ・

:::r. 
-・
8

・・

8 jf! :・

200 100 

Ch・mlcalShiftlppm Chemic副 ShiftJppm

fjg2.20叩'CJ3Cpolarization transfer spectra of 10% uniform Iy 
泊 C-IabeledGlycilisoleucine with the polarizatioon transfer time 
of 10ms (a) and 200ms (b). The top spectrum is the cross 
section at C・oof the isoleucine residue. whose position is 
designated by the do壮edline. 

¥"Lし

takai
鉛筆

takai
鉛筆



13C_13C Distance by DARR 

図3に，図2(b)から求めたIleのC=o

(C1)と各炭素の交差ピーク強度と対応する

c-c距離の相関を示した.交差ピーク強度

が距離と良い相関を示していることが判る.

このように， DARRを使った2次元磁化交

換実験を行うことで， C-Cのおおまかな距

離を求めることが出来ることが示された.

DARRによる距離測定法を Eledoisin

Related Peptideの構造を決定することに適

用する.両端の2残基以外の4残基の炭素，

窒素を全て 13Cヲ 15Nで置換した試料 (Lys-

Phe*-Ile*-Gly*-Leu*-Met: *はラベルした残

基)を合成し，まず，交換時間が 10msと ls

で 13C_13C2D DARR磁化交換スベクトルを

測定した(図4).交換時間 10msでは，交差

ピークのほとんどは残基内の炭素間に現れて

いるのに対して， 1秒間の交換時間では， 1 

次構造では遠く離れたアミノ酸残基の炭素聞

にもピークが現れていることが示された.そ

のような例として，図5に，交換時間 100ms

と lsでの Phe基の C白のスライススベクト

ルを比較している.注目すべきは，交換時間

100msでは， 1次構造で PheのC白により近

い GlyのC。の交差ピークのほうが，より遠

いLeuのCβ の交差ピークよりも明らかに小

さいことである.これは，明らかに Phe基の

C白と LeuのCβ がPhe基の CaとGlyのC白

よりも近接していることを示している.

二次構造の中から，このような「聞に

2残基おいた残基間の C白-Cβ 間の距離が近

くなる構造」を考えると，この6残基はαヘ

リックス構造をとっているのではないかと考

えられた (Table1). 
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Table 1. Average C-C distances (A) from C~ for 0 

helix 

cclcyl cr2cf  cr3C73 

3.82 4.83 5.43 5.83 5.15 4.65 



H-NjC-H双極子相互作用の多次元相関NMR測定法

距離情報と相補的な情報として，ペプチド結合に

含まれるこ面角がある.ここでは，H-NjC-H双極子相

互作用の多次元相関NMR測定法により，二面角 φを決

定し，主鎖の構造決定に用いる.具体的には，まず速い

畿 Jφ 鈴畿

磯 J 総

曹 毒襲

ノ畿
Filr.冒 6H-N/C-H diDolar c 

MAS下でH-Nの双極子相互作用を復活させて， N→ an-d a peptide dihedral angleφ 

Cの分極移動により Cに移し， H-Cを復活させて相関を測定する(図6，7).途中のN

→Cを選択的に行うことにより， φまたはφの測定が可能になる.

この実験の困難な点は， lH-1H双極子相互作用

を消去しつつ 15N-1Hや 13C_1Hなどの双極子相互作

用を速いMAS下で復活させなければならない点に

lH附司 Fh寸
あったが，我々は， FSLG-m2r五m 法5とし、う方法を 15N 

開発して，その困難を克服し，実際に，H・NjC-Hの 一
相関測定を行って，決定できる精度などを確認した 6 '-C 

講演では，先ほどの EledoisinRelated Peptideに適

NH dipolar 
encode 

‘一一一一惨 一一一一一+一一一一一+
r:const t. t ~2 

用して，主鎖の複数の φ角を一回の二次元測定実験で

決めた結果について検討する.

構造を決める

Fig. 8 Pulse sequence for H-N/C-H dipolar 
correlation experiment 

講演では， DARR法により得られた多数のおおまかな距離情報と H-NjC-H相関に

よる角度情報を， X-PLORなどの構造計算プログラムに入れて構造をある程度絞り込ん

だ結果についても発表する.絞り込まれた構造からわかるここが肝心とし、う距離をR2

TRにより選択的に求めて，より正確な構造を決定していくことを考えている.このよう

に，これまでに開発された手法により，固体NMRである程度まとまった大きさの構造を

決定することがようやく可能になってきた.
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2 SL1 

新しい蛋白質構造の世界をひらく高圧NMR

(近畿大学生物理工学部・理研播磨研究所) 赤坂一之

High Pressure NMR Expands the Protein Structure World. 

K. Akasaka， Biology-Oriented Science and Technology， Kinki University 

I describe here a new experimental method， a combination of multi-dimensional NMR 

spectroscopy with pressure， that is伺 pableof detecting and analyzing structures and 

thermodynamic stability of these higher energy conformers. The idea is based on the finding that 

under physiologi伺 l∞nditionsthe conformational order of a globular protein normally decreases 

in parallel with its partial molar volume (negative tN)， so that under equilibrium conditions， the 

population is shifted to a less and less ordered conformer with increasing pressure. In principle， 

with the high space resolution of the multi-dimensional NMR， the method enables one to explore 

protein structure and stability in atomic detail in the entire conformational space from N to U with 

pressure and temperature as variables. The method will provide us with a strong basis for 

understanding the basic phenomena of proteins; function， folding and aggregation. 

1 .蛋白質は広い構造空間で揺らいでいる

蛋白質は機能する分子である。一般に、蛋白質機能は天然構造へのフォール

ディングによって達成されると信じられている(Anfinsen)。一方で、 1960年代

以来唱えられているのは、蛋白質には異なる構造聞の熱力学的平衡があり、外

部環境や他の分子との相互作用によって機能上重要な立体構造へと移行する、

という考えである(Jacob-Monod;Koshland)。実際、温度軸(エネルギー軸)で

の実験(カロリメトリー)では、蛋白質の天然構造。変性構造の 2状態モデル

が多くの場合に適用するように見える(Privalov)。変性剤濃度を変える実験でも、

通常はせいぜい途中にモルテングロビュール構造が検出されるだけである

(Kuw司ima)。一方 NMRの世界では、緩和測定によって部位毎の揺らぎを検出

蛋白質構造、圧力.部分モル体積、構造問平衡、構造解析

あかさか・かずゆき
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することができる。その時間域はピコ秒、ナノ秒から、最近はマイクロ病、ミ

リ秒の遅い時間域に伸びている。また NMRを重水素交換と組み合わせた実験

でも、部位毎の交換速度から部位毎の“揺らぎ"が検出されるとされ、揺らぎ

をアミノ酸単位で考えられるようになった。しかし揺らぎの構造的中身はあい

まいである。しかしながらキネティックフォールディングと組み合わせた重水

素交換実験では、天然構造。変性構造の間に位置する、フォールディング途中

の構造が検出されると考えられている。

これとは別に、最近社会問題化している狂牛病、アルツハイマーなど一連の

蛋白質疾患は、蛋白質の天然構造から“逸脱した構造"が引き起こす現象であ

ることは疑う余地がなく、この面からも蛋白質構造を広い構造空間で考える必

要性が生じている。蛋白質の天然構造への知見が次々と蓄積されていく中で、

それ以外の構造に対するわれわれの知見を増やしてゆくこともやらなければ、

これらの問題はおろか、機能そのものに迫ることさえできない。蛋白質には基

底天然構造と完全変性構造との問にどのような構造が存在するのか、われわれ

の知見は現在極めて限られている。

2 .広い構造空間での NMR構造解析は可能か?

基底天然構造と完全変性構造までのすべての構造を含む広い構造空間で、蛋

白質立体構造を、できれば系統的に解析することは果たして可能か?この夢に、

これまでの温度軸、溶媒軸の実験でなく、圧力軸の実験でアプローチする。こ

れは 1980年代に森島，Wagnerが始め、近年Jonas，Markley， Wand， Emstが挑戦し

たものの延長上にあるものともいえるが、進歩した実験技術 l'とより統一的な

概念 2，劫によって支えられて、夢は近づいた。

圧力軸NMR実験の新しい意味

実験の骨子は、圧力の熱力学的共役量である体積(部分モル体積)が蛋白質

では立体構造に大きく依存することを利用するものである。加圧により、蛋白

質構造問の平衡は、より小さな構造をもっ立体構造へと移行する。加圧によっ

て系に与える仕事はわずか(蛋白質 1モル当たり数キロカロリー)であるが、

その大半が熱力学平衡をずらせる(マイナーな構造を選びだす)ために有効に

使われ、熱転移の場合のように“無駄"な内部エネルギーの増大には使われな

い。これに二次元(多次元)NMRを組み合わせることによって、選び出した

構造を高い空間分解能で解析する。それは、平衡を支配する自由エネルギーと

構造(-----部分モル体積)との直哉的な関係(Volumetheorem)に注目する、一般化

した実験である。実験的には、これは最近演者らが山田の耐圧セル方式の採用

により開発に成功した、蛋白質に適用可能な“オンラインセル方式高圧NMR"
1)によって可能となった。これにより、すでに多くの蛋白質において、低い励

起構造の存在ベ基底状態とは異なるフォールド構造の存在5，6)、また、部分的
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にフォールドした中間体構造7-11)が、部位特異的に示された。一部ではキネテ

ィックなフォールディング中間体との同一性が証明されたことは注目される問。

また、コンフォーメション病と蛋白質集合体への有効な展開が期待される11-13)。

今後は、それぞれの構造について、座標を含む構造解析を可能にするための S/N

比の改善が一つの目標となる。

図1.広い構造空間での高圧NMR実験の概念図

桑田らによって行われたβlactoglobulinの場合 8)を例として、検出された構造(N，

N'， 11， 12， U)を概念的なフォールデイングファネル上に示す。 N，N'， 11， 12， Uの

順に ConformationalOrderが減少するに従い部分モル体積が減少するため、

1-2αm気圧の加圧に従い、平衡ポピュレーションがほぼN，N'， 11， 12， Uの順に

増し、順次NMRで観測可能となる。この程度の加圧によって起こる各構造の

“歪み"は比較的わずかであると考えられる。天然構造について、この“歪み"

は詳しく見積もられている M 問。

持参UI~ 
コ
-・・圃-

務事 I2

〉。
L 
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o 。
:E 

勝 N.N A 圃

Figure 1. Concept of high pressure NMR experiment 

-38-



1. The On-line Cell High Pressure m但R.Technique and Its Application to Protein Studies. K. 

Akasaka and H. Yamada， in METHODS IN ENZYMOLOGY 338: NUCLEAR MAGNE刀C

RESONANCE OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES (T. L. James， V. Doetsch and U. 

Schitz， eds.)， Academic Press， 134・158(2001).

2. K. Akasaka， Exploring the entire conformational space of proteins by high pressure 

NMR. Pure and Applied Chemistry (2α)2) in press. 

3.新しい蛋白質構造の世界をひらく高圧NMR、生物物理 10月号 (2∞2)

4. Akasaka， K. and Li， H.， Low-lying excited states of proteins revealed 合omnonlinear 

pressure shifts in lH and 15N NMR. Biochemistry 40， 8665・8671(2001).

5. R. Kitahara， S. Sareth， H. Yamada， F. Ohmae， K. Gekko姐 dK. Akasaka， High pressure 

NMR reveals active-site hinge motion of folate-bound Eschrichia coli dihydrofolate 

reductase. Biochemistη39， No.4O (2000). 

6. R. Kitahara， H. Yamada and K. Akasaka， Two folded conformers of ubiquitin revealed by 

high pressure NMR. Biochemistry 40， 13556-13563 (2∞1)， 

7. K. Inoue， H. Yamada， K. Akasaka， C. Heηmann， W. Kremer， T. Maurer， R. Doeker and H. 

R. Kalbitzer， Pressure-induced local unfolding of the Ras・bindingdomain of RalGEF， 

Nature Structural Biology 7，547・550(2000). 

8. K. Kuwata， H. Li， H. Yamada， C. A. Batt， Y. Goto and K. Akasaka， High pressure NMR 

reveals a variety of fluctua出 gconformers in βlactoglobulin.よMol.Biol. 305， 1073-

m白 (2'∞1).

9. R. Kitahara， H. Yamada， K. Akasaka and P. E. Wright， High pressure NMR reveals that 

apomyoglobin is an equilibrium mixture from the native to the unfolded. J. Mol. Biol. 

320，311-319(2∞2). 

10. R. Kitahara， C. Royer， H. Yamada， M. Boyer， J. L. Saldana， K. Akasaka and C. 

Roumestand， Eauilibrium and pressureてjumprelaxation studies of the conformational 

transitions of P13MfCP1 • よ Mol. Biol. 329，“)9-628(2∞2). 

11. K. Kuwata， H. Li， H. Yamada， G.Legn創ne，S. B.針usiner，K. Akasaka and T. L. 

James， Locally disordered conformer of Hamster prion: A crucial intermediate to 

PrpSC ? Biochemistry (2∞2) in press. 

12. T. N. Niraula， K. Haraoka， Y. Ando， H. Li， H. Yamada and K. Akasaka， Decreased 

thermodynarnic stability as a crucial factor for familial amyloidotic polyneuropathy， J. 

Mol. Biol. 320， 333-342(2∞'2). 

13. Tara N. Niraula1， Takashi Konno， Hua Li， Hiroaki Yamada， Kazuyuki Akasaka and 

Hideki Tachibana， Pressure-dissociation of amyloid-fibrillogenic assembly of 

naturally denatured lysozyme variant. subrnitted. 

14. M. Iwadate， T. Asak町 a，P. V. Dubovskii， H. Y:創nada，K. Akasaka and M. 

-39-



2 SL2 NMR40年:水素結合から膜タンパク質の構造とダイナミックスへ

(姫路工業大・院理)斉藤肇

40Yc倒SWI白Nお侃:8似dieson Hydrogen Bond through Conform組 onand防narrricsofMeInbr.ane

Proteins， 

(Dept ofLife Science，回mejiIn錯旬旬of1i回加lology) 出刀IneSaitδ 

大げさな表題で想縮ではあるが、演者の研究のルーツとその後の遍歴を通して、後進の諸

子に何らかの参考になればと思っている。はじめてNMRの存在を知ったのは学部 3回生の

1鮒年、米海先生が学内の講演会でNMRの原理と化学シフトの瑚命について話された時で

ある。翌年の卒業研究に先生がおられた福井研究室に入れていただき、「ジオール類の反応溶

媒としての特異的な性質を水素締合生成能としてNMRで調べる」というテーマで実験を開

始した。研究対象の性質を分子の電子状態を反映するNMR化学シフト変化を通じて調べる

手法が、その後所属と研究テーマを変えながらも、一貫して演者の研究と教育に対する姿勢

に反映されることになる。

1 14N水素結合シフト

ジオール類の水素結合の成果は、第一回NMR討論会に発表した。 1m品仮による研究には

限界があり、東レ基礎研時代にN-H…XやO-H...N水素結合研究に 1'Nシフトが有用で、プ

ロトン供与体、受容体でそれぞれ 10・20ppmのシフト変化洲品磁場、高磁場に起こることを明

らかにしたト3。この考えは後に、コラーゲンが三本鎖を東ねて三重へリックス構造を形成す

る時に重要な寄与をする(Gly)N-H…C==O水素結合の直接観測に使うことができた4

n 2HNMRとその応用

カナダNationalRe悶 rchCouncilには 1972-19刀年に滞在したが、ポリペプチドのヘリックス

コイ/レ転移を13CN1¥侃で調べるかたわら、 2HNMRの生体膜研究のプローブ、としての手段の

可能性を検討した。 2m品恨の応用性については総説5(こもまとめた。

E コンホメーション依存13Cシフト:多糖の高次構造とゲル仕強構

国立がんセンター研究所に移り、抗臆豪性多糖とくにs(1→3)グノレカンの活性が、高側帯造

と密接な関係があるとのデータに興味を持った。ゲル化をともない溶液NMRでの取り扱い

には限界があり、国体高分解能NMRへの移行のきっかけにもなった。織夜NMRでは揺ら

ぎによる平均化のために識別が困難な、コンホメーション依存シフト6が固体高分解能NMR

測定ではより明確になり、ダイナミックスに関する知見をふくめて、多形構造の識別、ゲル

化機構その他に強力な手段であることをしめすことができた7-10。

水素結合、膜タンパク質、構造とダイナミックス

さいとう はじめ
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N コンホメーション依存13Cシフト- ポリペプチド、線維タンパク質の高次構造

多糖の場合の高次構造を規定する因子はグノレコシド結合であると同様に、ポリペプチド、

タンパク質の場合はペプチド単位の高次構造である。 αヘリックス、 8シート、 311ヘリック

ス、コラーゲン型三重ヘリックス、シルク Iなどの多形構造を持つポリペプチドのCa，Cs，じゃ

の13C化学シフトが 8ppm程度におよぶシフト変化を示すことをシステマチックなデータ解

析から知ることができると同時に、アミノ麟E成がより単純なコラーゲン、フィプロインな

どの線維タンパク質系への応用の可能性を示すことができた6，1 1. 1 2 

V 部位特異的国体高分解能13CNMR:膜タンパク質の構造とダイナミックス

膜タンパク質は結晶化、タンパク質のオリゴマー化、脂質との相互作用による巨大分子化

の問題により、標準手法としてのX線回折、多次元NMRの応用が困難な系である。姫路工

業大学では、大量発現およびその後の取り扱いが容易で、 Gタンパク質共役型受容体のモデ、

ルとしての意義をもっ、パクテリオロドプシン (bR)に焦点をしぼり研究を進めた13，14。

感度ならびに選択性の向上のために、 [3-13qAla，[1-13C]Valによる標識と、 k町となる残基の信

号を部位特異変異体のスベクトルと対比して帰属を進める。この方法では水和が十分な血臨t

タンパク質を研究対象として、生理的条件である室温での研究が可能である。その結果、現

実にはbRは、 X線回折からの描像と異なり、 1&-108Hzの種々の時間尺度で揺らぐ柔らかい

系であることがわかった。このような系では、国体におけるシフト相関その他で問題を生じ、

郎∞Rなどの原子間距離測定15では大きな誤差に導き、十分に注意する必要がある。

本研究はいうまでもなく多数の共同研究者の努力の成果である。文献5以降の引用は総説

にとどめたため、お名前の明記ができなかった多数の共同研究者に厚くお礼を申しあげたい。

1 H. Saito and KNuka仇 T甜油edronLe加古， 1965，111・117.

2 H.臼iめ，et a1.， J. Am. Chem. Soc.， 93， 1072・1076，10ア7・1081(1971)

3. H. Saito， Y Tanaka鎚l.dS.N噌荷札1.Am. Chem. Soc.， 95， 324-328 (1973) 

4 A Naito， S. Tuzi and H. Saito， E砿J.m∞h四1.，224，729-734(1994) 

5 旺H..M釦おch，H. Saito and 1. C. P. Smith， Prog. N服司糊0民， 11，211・2刀 (1978)

6 H. saiもo.T.匂gn.Reson Chem.， 24， 835・852(1986)

7 H. Saito， ACS Symp. Ser.， 150， 125-147 (1981) 

8 紅白ito，ACSS)岨p.Ser叩489，296-310(1992) 

9 H.制的， RTat蜘， andKO伊，wa， in “h抑制 Polysa∞凶缶s"，ed. by M Yal抑止 Elsevier，

押.267-280，1987 

10 H. Saito， in唱ncyclo戸diaofNud倒陥gneticR!悶nanぽ，Wil町;pp.374仏3745(1労6)

11 H. Saito and 1. Ando， Annu. Rep. NMR Spectrsc.， 21， 209-290 (1989) 

12 H. Saito， S.百JZiandANaiω，Annu. Rep. NMR S戸曲四c.，36，79・121(1998) 

13 H. Saiめ，S. Tuzi， M Tanio， and A Naito， Annu. Rep. NMR S戸仰蹴.，47，39-108(2∞2) 

14 H. saiめ，S.百1ZI，S. Yamaguchi， M Tanio， and A Na邸，B.B. A 1460， 39-48{20∞} 

15 ANaiωandH制め，lll百1Cyclo戸:diaofN即l街 地g閥.cRJ邸佃縮問，vol.9，A伽沼間inNMRて
WH句~pp. 283・291(2∞2) 
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2 SL3 RNA Structures and Structure-Based Drug Discovery 

Thomas L. Jame~， Zhihua Du， and Moriz Mayer， Department of Pharmaceutical Chemistry， 

University ofCalifornia， San Francisco， CA 94143-0446 USA 

Efforts to design therapeutic agents that bind to protein receptors based on their three-dimensional 

structure have resulted in clinically useful drugs. In contrast， there has been little effort to design drugs 

rationally on the basis ofthe three-dimensional structure ofDNA or RNA. The reason for this is 

undoubtedly due to the paucity ofthree-dimensional structures ofpossible targets available. However， 

structure determination methods， especially via NMR， have advanced to the state that structures of 

potential DNA or RNA targets are increasingly available. Consequently， we can now entertain the concept 

of designing agents to bind to gene targets based on the detailed three-dimensional structure ofthe target. 

We have developed a strategy to discover ligands for RNA targets based on three-dimensional RNA-

structure-based computational screening of 105 
-106 available compounds for binding， followed by 

experimental assays and NMR studies of complexes [ト3].For example， we have now identified novel 

compounds that， at 100 nM concentration， inhibit binding ofthe Tat protein to T AR RNA. Indeed， some 

ofthese compounds inhibit Tat transactivation in cells. NMR experiments with the target RNA in the 

presence of promising Iigands reveal binding to the target region of the RN A rather than to regions of the 

RNA not targeted. The structure of a complex formed by one tightly binding compound with its target 

T AR RNA has recently been determined by NMR [4]. 

We have also developed a method for low-throughput screening offocused libraries in the drug discovelγ 

and optimization process that target RNA that not only monitors binding affinity， but also identifies the 

binding site. This complements the computational screening， since experimental assessment of binding 

must eventually be carried out. By using virtual screening， we can reduce the time and cost of finding lead 

compounds to test. Hundreds of derivatives ofthe most promising lead compounds can be made and 

screened in optimizing leads. 

1. Identification ofLigands for RNA Targets via Structure-Based Virtual Screening: HIV-I TAR. A.V. 

Filikov， V. Mohan， T.A. Vickers， R.H. Griffey， PD. Cook， R.A. Abagyan and T.L. James. J Comp.-

Aided Molecular Design 14， 593・610(2000). 

2. Three-Dimensional RNA Structure-Based Drug Discovery. T.L. James， K.E. Lind， A.V. Filikov， and 

A. Muieeb. In Structure， Motion， Interaction and E宅pressionof Biological Macromolecules. Proc. 

Eleventh Conversation in Biomolecular Structure & Dynamics. Edited by R.H. Sarma and M.H. 

Sarma. New York: Adenine Press， 11，201・205(2000). 

3. Structure-Based Computational Database Screening， In vitro Assay， and NMR Assessment of 

Compounds that Target TAR RNA. K.E. Lind， Z. Du， K. Fujinaga， B.M. Peterlin and T.L. James. 

Chemistry & Biology 9， 185・193(2002). 

4. Structure ofTAR RNA Complexed with a Nanomolar Inhibitor ofthe Tat-TAR Interaction Identified 

by Computational Screening. Z. Du， K.E. Lind， and T.L. James， Chemistry & Biology 9， 707・12

(2002). 
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2 SL4 
Biological NMR studies of membrane and protein recognition 

in endocytosis and signal transduction 

Michael Overduin 

University ofColorado Health Sciences Center， Denver， Colorado， USA 

Little is known about the physical and chemical properties of proteins that insert into 

membranes. Roughly a quぽterof all proteins are transmembrane， and structures of 

several have been unraveled in recent times. It is now the peripheral membrane proteins 

that remain an uncharted piece of the post-genomic pie. These multifaceted proteins are 

capable of folding in solution， flitting with membrane surfaces， and digging deep into 

bilayers. NMR is used to characterize the mechanisms of membrane recognition by 

signalling domains including the DIX， FYVE， and PX domains. The DIX domain is a 

eukaryotic signaling module that consists of 85 residues and has no known structure or 

function. We have used NMR to shown that the DIX domain targets Wnt signalling 

proteins to actin stress fibers and cytoplasmic vesicles in vitro and in vivo. Proximal 

sites of actin and phospholipid interaction are identified in the helical DIX domain by 

NMR titration experiments. Based on the NMR data， mutations are designed that 

redirect Dishevelled's subcellular localization， and perturb Wnt signaling and axis 

induction. 

The FYVE domain specifically binds membranes that contain phosphatidylinositol 

3・phosphate(PI3P). The solution structures of the PI3P-bound and free domains have 

been characterized， and a hydrophobic loop that inserts into the bilayer has been 

identified by NMR. Novel spin-Iabel probes are attached to PI3P and buried in the 

micelle， illuminating a swath of FYVE residues that contact lipid. Protein docking to 

either PI3P or micelle alone involves affinities of 135 microM or 1.1 mM， respectively. 

Dual ligation of PI3P and micelle benefits企'Oma cooperativity factor of five， ensuring 

stable and specific membrane insertion. These NMR studies reveal the depth， angle and 

affinities of multi-step micelle penetration by this peripheral membrane module. 
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2 SL5 Structure analysis of antimicrobial and fusogenic peptides 
in membranes by solid state 19F-NMR 

Sergii Afonin， RalfGlaser， Ulrich Durr， Parvesh Wadhwani， 
Marina Berditchevskaia，αnd Anne S. Ulrich * 

University of Jena， Institute ofMolecular Biology， 07745 Jena， Germany， 
e-mail: ulrich@molebio.uniゾena.de

19F・labellingof peptides for solid state NMR 

Fluorine labeling of membrane-associated peptides provides a highly sensitive approach to 
characterize their interactions with lipid bilayers by "'F・NMR.The side chain of the non-natural 
amino acid 4・fluoro・phenylglycine(4F・Phg)has the advantage of being rigidly attached to the 
peptide backbone. This stiff connection of the L-4F-Phg side chain makes it ideal for distance 
measurements， and the broad anisotropic chemical shi食tensorcan be used as a probe for peptide 
orientation and dynamics， both in solution and solid state NMR experiments. We have studied 

various analogues of the fusogenic peptide “B 18"， the antimicrobial cyclic s-sheet peptide 
“gramicidin S"， and the α-helical antimicrobial peptide "PGLa". By solid phase synthesis， in 
each labe1ed peptide analogue one or two hydrophobic amino acids were replaced by 4F-Phg. 
4F-Phg is prone to racemization at the alpha carbon， thus giving a mixture ofpeptides containing 
both D・4F-Phgand L・4F-Phg.Chromatographic separation of these peptides was achieved by 
HPLC using TFA-free solvents. We carried out various functional assays: to test the fusogenic 
and antimicrobial activities. For B18白sionactivity was tested in a fluorescence dequenching 
assay， which quantifies the peptide-induced fusion of large unilamellar lipid vesicles. 
Antimicrobial tests on the gramicidin S and PGLa analogues included minimum inhibitol) 
concentration (MIC) and agar diffusion test. Our results indicate that the incorporation of L-4F・
Phg does not significantly affect the functional activity of the peptides， whereas D・4F -Phg tend5 
to be conformationally obstructive. 

Structure analysis of a fusogenic peptide 

Biomembrane fusion is an essential step in numerous intra-and intercellular processes， involvin~ 
the interaction of a fusion protein with 1ipid bilayers. A short amphiphilic motif of the白sior
protein・the"fusogenic peptide" -is be1ieved to play a key role in triggering the fusion event 
The a1ignment and structure of such fusogenic peptide in the membrane-bound state is difficult t( 
access experimentally. An oblique insertion of a continuous α-helical conformation has beer 
proposedbased on indirect evidence制 tl附右ticalcalculations. Here， we have used solid statt 
~F-NMR on uniaxially oriented samples， to determine the alignment， structure and dynamics 0 

"B18"， a fusogenic peptide from the sea urchin fertilization protein "Bindin". From lH-NMR it 

detergent micelles or 30% TFE we know that the peptide tends to assume anα・helica
confofI!1ation， consisting of two terminal helices bridged by a non-structured hinge. For solh 
state 19F_NMR analysfs we synthesized 11 peptid~ an~logues carrying singl~ or doubll 
4F-Phenylglycine labels in place of other hydrophobic aminoacids. The orientations 0 
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consecutive 19F・CSAtensors in different p釘 tsof the B 18 molecule were used to determine the 

alignment of the two α-helical segments with respect to the membrane normal. Three parameters 

(the helix tilt angle τthe azimuthal rotation angle ρ， and the oder parameter Smol) were 
systematically varied to calculate the expected chemical shifts， and the X2 -deviation between the 
simulated and experimental spectra was minimized. We have examined the length (number of 
amino acids) and the secondary structure (probing dif:たrentidealized conformations) for each of 
the helices independently. The resulting model structure is consistent with the 'H圃NMRandCD
data， and it shows that the amphiphilic peptide is inserted like a "boomerang" into the lipid 
bilayer. We expect that this helix-loop-helix model for B18 represents a general insertion mode 
for fusogenic peptides in flat lipid bilayers. 

Lipid-peptide interactions 01 an antimi，α叫 ialpeptide

Antimicrobial peptides are used by many organisms as a first-line defence， as they can selectively 
permeabilize the membranes of invading bacteria. Their selectivity against different types of cells 
is attributed to the distinctly different lipid compositions of bacterial and eucaryotic membranes. 
To elucidate the mechanism of action， it is important to find out how an amphiphilic peptide is 
aligned in these different kinds of membranes， and what oligomeric state it assumes. We used 
soIid state 19F_NMR to study the orientation and mobility ofthe cyclic decapeptide gramicidin S 

(GS)， which possesses a well-defined symmetric s-sheet conformation. 

To monitor the behaviour of GS in a lipid bilayer， 19F labels were selectively introduced by 
substituting one symmetry-related pair of aliphatic amino acids by 4F-Phg. CPM_G measurements 
of the homonuclear dipolar coupling revealed the distance between two such 19F spins， thereby 
verifying the molecular structure of GS in the membrane-bound state. By analyzing the 
orientation-dependent 19F_NMR lineshapes， we obtained partial orientational constrains for-each 
labeled position. Depending on the lipid composition and the experimental conditions， the 
chemical shifts were found to interconvert between two distinct populations representing 
different peptide alignments and oligomeric states. Analysis of the orientation-dependent spectral 

lineshapes yielded a peripheral mode of binding for the cyclic s-sheet at low peptide 
concentration. Upon increasing peptide-to-lipid ratio， gramicidin S was found to switch into an 
upright alignment. The occurrence of this putative oligomeric assembly varies with temperature， 
pH， and membrane hydration level. It was particulary affected by the lipid composition of the 
model membrane， namely acyl chain length， cholesterol content and headgroup type. The 
observed re-alignment between two different states could provide a structural basis for the 
di能rentGS activities， namely the desired bactericidal actionand the unwanted hemolytic and 
cytotoxic side effects. 

Chemical shift r，吃ferencingin macroscopically oriented samples 

In our NMR studies with macroscopically oriented membranes samples， we realized the need to 
exact chemical shift referencing. This is necessary to distinguish subtle structural re-
arrangements of the peptides企omthe bulk magnetic susceptibility effects of the non-spherical 
sample. The susceptibility difference between sample and environment and between different 
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parts of the sample is not only a major source of line broadening， but it also shifts the frequency 
of the NMR signal. The shift is in the order of several ppm， which is greater than the intrinsic 
acc町 acyand ~eproducibility of sensitive 19F solid state measurements in macroscopically 
oriented samples. Two referencing schemes are proposed to compensate for these differences in 
macroscopica11y aligned membrane samples on glass plates: A reference sample with a thin liquid 
film containing the reference molecule is stacked as a surface layer on top of the oriented test 
sample， with the film parallel to the membrane layers. Altematively， the intrinsic proton signal of 
the hydrated membrane sample can be used for chemical shift referencing. 

We measured the orientation-dependent anisotropic chemical shi食 ofa 19F-labeled analogue of 
the antimicrobial peptide PGLa in phospholipid membranes. Layers of hydrated lipid containing 
the peptide in molar ratios between 1: 1 0釦 d1 :3000 are macroscopically oriented between glass 
plates. An approximately constant amount of peptide in the sample leads to thin samples at high， 
and thick samples at low peptide/lipid ratio. The accurate referencing procedure is indispensable 
to distinguish between undesired frequency shifts resulting from &eometry-dependent changes in 
也.ema~etic field， and those small b~t si~ficant changes-in the 19p anisotropic chemical shi丘at
di偽 rentpeptide/lipid ratios， which reflect the orientation and/or dynamics ofthe peptide. 

Further strategies 0119 F-Iabelling with CF rgroups 

To enlarge the set of viable fluorine labels beyond the above mentioned applications of 4P-Phg 
and to circumvent the difficulties with linebroadening in macroscopically oriented samples， we 
have inco叩oratedCF3-alanine and CF3・phenylglycineinto several membrane-active peptides. 
We hope to further increase sensitivity by using these labels， and to analyze the anisotropy ofthe 
in仕agroupdipolar coupling by CPMG， which refocusses Bo inhomogeneities. The rotational 
motion of也eCF 3-grouP makes the effective CSA tensor axially symmetric， which further 
simplifies the geometric analysis. On the other hand， the NMR-properties of the CP3・grouppose 
increased demands on spectral data evaluation， since the 19p nuc1ei experience broad anisotropic 
chemical shielding as well as strong dipolar couplings on the same order of magnitude of ca. 
10kHz. Therefore， the spectral lineshapes show a complex convolution of both interactions， 
prohibiting a direct extraction of the relevant parameters from the spectra. It is not possible to 
refocus both interactions perfectly by one of the conventional echo experiments: The Hahn-echo 
sequence (900-1800

) will not refocus the dipolar interaction， while a quadrupolar echo sequence 
(900_900

) will give imperfect refocussing ofthe CSA. 

To address this situation in a heuristical fashion， we have generated SIMPSON-simulations ofthe 
echo sequences described above. The behaviour of pure dipolar 3・叩inpowder pa枕emsas well as 
pure CSA叩 ectrawere simulated under the appropriate， as well as under the ‘wrong' echo 
sequences， varying the echo delay times， the transmitter offset， and pulse imperfections. 
Comparison of the resulting spectra gives insight into the spectral distortions that are to be 
expected， and which have been observed experimentally. In a further step， we fitted model 
spectra containing both dipolar and CSA interactions to the experimental lineshapes obtained on 
CP3・labelledcrysta1line amino acids. It tums out出atnot only the imperfect refocussing in the 
echo sequences， but also pulse imperfections and transmitter position have a striking impact on 
their appearance. Considering all these influences， it is possible to extract the fundamental CSA 
and dipolar pぽ沼田ters企omthe distorted spectra， which can now be used in the analysis ofCF3・
labelled peptides in a membrane environment. 
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ADVANCED SOUD STATE N九1RTECHNIQUES FOR 

ELUCIDATING SUPRAMOLECULAR ORGANIZATION 

Hans Wo{危angSpiess

Max-Planck-Institut fur P.olymerf.orschung， P O. B.ox 3148， 55021 Mainz， Germany 

Introduction 
In advanced synthetic as well as in bi.ol.ogical systems self-assembly .of carefully ch.osen 

building bl.ocks is .of central imp.ortance. Their .organizati.on is crucial f.or. their ability t.o 
perf.orm certain physical/chemical functi.ons such as selective ads.orpti.on .of material， 
m.olecular rec.ogniti.on， acting as mechanical nan.o devices etc. Such systems are， theref.ore， 
central in the devel.opment .of nan.otechn.ol.ogy. Key features .of supram.olecular chemistry 
expl.oited here are， e.g.， hydr.ogen b.onding and ar.omatic πーπinteracti.ons，Fig. 1. Despite being 
highly .ordered .on a l.ocal sca1e， the systems generated often d.o n.ot CIγstallize. Theref.ore， their 
structures cann.ot be determined by c.onventi.onal X-ray crystall.ography .or neutron scattering. 
Alternatives are needed which sh.ould pr.ovide structural and dynamic inf.ormati.on， preferably 
requiring .only small am.ounts .of as-synthesized samples. High res.oluti.on s.olid state lH-NMR 
can meet these requirements 1 ， pr.ovided that sufficient1y selective inf.ormati.on can be 
extracted from the c.orresp.onding spectra. 

Fig. 1 Key elements 01 supramolecular assemblies known from biological systems 
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Over the last years we have systematically pursued the development of solid state IH 
NMR for that pu中oseby combining fast Magic Angle Spinning (MAS) and Double-Quantum 
(DQ) NMR spectroscopy， which makes use of the homonuclear dipole-dipole coupling 
between protons. The new approach is presented in detail in a recent reviewへThespectral 
resolution can be increased by use of similar methods exploiting heteronuclear l H_13C dipole-
dipole couplings3 and the sensitivity boosted by inverse detection4

• These techniques have 
provided new insight in 
-hydrogen bonded structures in the solid state5 and their relation to proton conductivitl 

columnar stacking of discotics I and their relation to photoconductivity。
-chain order and translational motion in polymer melts9 

， chain organization on surfaces10. 

The techniques will be introduced and illustrated in a number of recent examples， see also 
our recent reviewll 

. 
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3 Ll 化学シフトに対する相対論的効果の計算

(北見工大)0福井洋之、馬場雄久、白石泰子

Relativistic effects on nuclear magnetic shieldings 
(Kitami Institute of Technology) H. Fukui， T. Baba， and Y. Shiraishi 

The fully relativistic treatments，l， 2 which are based on the four-component 

spinor form of the one-electron wave functions， appears to be still very costly， primarily 

due to the cost for a proper description of the small two-component spinor. In most rela曲

tivistic quantum chemistry problems， however， the explicit consideration of the negative 

energy states or the electron-positron pair creation processes is unnecessary. Namely， the 

four-component Dirac equation3 indudes too much and unnecessary information for the 

majority of problems encountered in relativistic quantum chemistry. This makes the in-

vestigation and development of the two-component methods particularly important and 

attractive. Many methods have been proposed to reduce the four-component Dirac formal-

ism to compulationally much simpler two-component schemes. There are two successful 

groups of approximate two-component methods available. The first group is the so-called 

Douglas-Kroll-Hess (DKH) approach.4-7 The other group of two-component methods is 

called the regular Hamiltonian approximation.8
-
12 

One of the powerful approaches to deco叩 lethe positive energy states (electronic 

s“ta抗te叫s吋)and the negative e叩ne町rg町ys“ta叫te目s(ωpoωsi加t灯ro叩n凶lIcstates) is the Fold骨y

unitary transformation me目thod.1臼3，14That iおs，
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However， except for a free particle， the exactly decoupled Hamiltonian HFW  is not known 

in closed form. Unfortunately， if one replace HFW  by a truncated expansion in c-1 (c is 

the velocity of light)， the electronic Hamiltonian h+ is not bounded from below and vari-

ationally unstable.14 The exact and closed form expressions of the h+ Hamiltonian have 

not appeared so far for 50 years. Recently， however， a breakthrough for this problem has 

相対論的効果、化学シフト

ふくいひろゆき、ばばたけひさ、しらいしやすこ
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been made by Barysz and Sadlej.15 They showed that a numerical but exact Hamiltonian 

matrix of h+ can be obtained by the matrix multiplication technique. 

In the present paper， we extend the method of Barysz and Sadlej to include a 

vector potential， and compute the nuclear magnetic shielding tensors of hydrogen halides. 
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3 L2 エコー実験における緩和時間及び拡散係数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

E能 ctof Chemica1 Exchange to Relaxation Times and Diffusion Coe伍clent
by Spin Echo Experime 

Shingo Matsukawa and Tokuko Watanabe 
Department ofFood Sciences and Technology， Tokyo University ofFisheries 

The e能 ctof chemica1 exchange on N恥1Rrel蹴 ationtimes measured by Carr-P町cel-
Maiboom-Gill method is ca1culated. 百leecho decay is expressed by the sum of exponentia1 
functions of complex variables and the imaginary p釘tof the echo becomes large when the 
pulse separation time becomes larger th佃 theinverse of企equencydi能 rence. The effect of 
exchange between states with di能 rentmobility on diffusion coefficients measured by Pulsed-
Field Gradient S戸nEcho method is also ca1culated and the echo intensity is expressed by the 
sum of exponentia1白nctionsofthe separation time oftwo gradient pulses， i.e. diffusion time. 

1.緒言

化学交換のある系において観測される緩和時間や拡散係数 (D) は化学交換の無い

場合の値から大きく変化する。本研究では、 Car・r-Purce11-Maiboom-Gi 11 (CPMG)法及

びPu1sed-Fie1dGradient Spin Echo(PGSE)法によって観測される見かけの T2及びD
を計算する。

2.化学交換の緩和時間測定への影響

AとBの聞に化学交換がある場合のそれぞれの磁化ベクトル(MA> MJの時間変化は共

鳴周波数(ωA'ωJ、緩和速度(RA，RJ、交換速度仕A'kJを用いて(1)式となり、これよ
り(2)式が得られる。

dIMAII-R，， +iωA -k" ks 11 M. 1 小

dtLMsJ L kA -Rs+iωs-ksJ LMsJ 、，

eMY(-iiA j0l  
o 飢叫Pベ(主伊ト炉Rι如，+ι +kA+kB)+ iト討.11

u=u-刈叫
[た:J= ue-A'u [~::]ω 

q = {tJ.2 + 4RARs}i，tJ.=-RA-RjJ一伽'A-ω's)+ kA -ks 

CPMG法においては、間隔2t叩毎のπパルスによる位相の反転を考慮すると4ntcp{こ

おける倒A，MJは(3)式となる。

た:]=か2)"[た] ω ロ.E
2 = ( 山 U-

1)(即岬 U-
1)事(ue吋 1)

ここで、吋:]とするとロ一信号強度M叩は(械となる。

MA針山+

f】1.2怠→÷4[F戸らι-d伽+也叫叫k叫ゆ川)ド川+刊+1]卜lトトm] + す[ 炉 +d -2b)+l]町 、λ11.22 う( a +d 土 ..r) 
ここで...r= .J (a・d)2+恥、 町、 m2(主同 での磁化膿。

すなわち、エコー信号強度は複素指数関数の和として表され、実部についてみる

緩和時間拡散係数化学交換磁場勾配スピンエコー

まっかわしんご、わたなべとくこ
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と振動しながら減衰する 2つの指数関数の

和である。この指数部分の係数が見掛けの

観測緩和速度(1/T2，1;1/ T2，2) となる。 (4)

式によって見かけの成分比と T2の tcp依存性

を計算したところ、tcpが小さい領域では f1、

f2の虚部 fll、f2Iは小さく、この時、 1/kA、1/kB
>T2，A、 T2，Bの時には f1R""'-'fA、f2R""'-'fB、であり、

1/弘、1/kB<T2，A、T2，8の時には f1R今 1、f2R
与 Oであった。 Fig.1には kB/kA=10、T2，A及

び T2，B がそれぞれ l及び 0.1sでの結果を

示した. tcpが大きくなると fll、f21が現れ、

T2，1が大きく変化する。 Log(tcp)に対する T2.1

の変化の変曲点における tcp、T2，1、dT2，1/  

d Log (tcp)を1/kAに対してプロットした(Fig.

2) 0 kA、kB>ωA一ωBの時には、 tcp""'-'2/ (kA +kB) 

が変曲点となり、 kA、kB<ωA一向の時には tcp
~ωA一ωBが変曲点となる。

3.状態間交換の拡散係数測定への影響

観測核が状態 AとBの間(ωA-ωB)を交換して
いる場合、 PGSE法においてπ/2ハ。ルスから磁

場勾配ハ。ルスまでの間(期間1)をt1、2つの磁場
勾配ハ。ルスの間(期間 2)をt2、第2の磁場勾配/マ

ルスからエコーまでの時間(期間 3)をt3とすると、

エコ一時間 tでの磁化ベクトノレの大きさは、 (1)

式及び(2)式の結果を用いて(5)式となる。

[た]=収勾明引叫げ刊寸。
1"'8.0 

........(5) 

，・・‘・一 一 一
f1R 

ロ
:;f f2R.r

芯 0.041

~ 0.02 

O 

-0.02 

-0.倒

ー・ 0.4 
、元ζ

O. 
N 

ト
0.04

0.02 

f21 

fu 

...... 品目，-:崎、‘

T 、":.Ior-__
2，1 、、

、-

T2.2 

10・5 1び4 10・3 10-2 1び1 100 

Icp /s 
Fig.1百letq， d叩end田 ceof apparent fractions 
andT2伽 kA/s・1= l(solidline)， 100dashed 
line)and 1∞(dash-do伽 dline).T2，A=ls， 
T2.B=O.ls，ωA叫 =16抱 andkglkA=lO. 

10-2 

期間1と3ではRω=νT2.NB、期間2では 〉 104 メ 777f;:.:;;'P" 

/ど三... ノ::.rRνB= 1/T2.NB+γ2g2 (j 
2D

AlBである。また、

ωAωB=Oなので虚数部を含まない。 (5)式
1/ .，.' /. 10-6 

100 

を用いて磁場勾配による減衰を計算し整 竺 n 

a旬、.
f -司圃._--- -・司"A司』・・ .，. 

λ10 v 

理すると(6)式となる。 ド
0・

γ 
「日 MA;丸亀 I rq MA;t，O I 
I~I ~叫 Ita~::J = f1e-A，.1l(， + f2e

-A，叫 (6)
"， 1'1-

ノ

パ/-ー?"'「
『

グ〆
:;J言伊2

己プl。
fj、f2は見かけの成分比であるがT2，A/B'kA小

司唱10-4 / r'，.，/ ¥;j: 
./ 

~. j 

g、6、t1、t3を変数として含む。 A2，llとA2，22は
(2)式中のA2の対角成分であるが、 T2，AlB、kAlB、

g、8を変数として含む。したがって、 (6)式はら
を変数とする指数関数の和となっている。 (6)式
を用いて種々の条件下でのエコー強度の減衰

を計算した。
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3 L3 多量子遷移を利用した高分子ガラスの局所構造解析

京大化研 1，Iowa State Univerisity2 

0梶弘典 1・堀井文敬 1・KlausSchmidt-Rohr 

Analyses of Local Structures in Glassy Polymers by Multiple-Quantum NMR Methods 

Hironori Kaji¥ Fumitaka Horii¥ and Klaus Schmidt-Rohr2 

1Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，JAP AN and 

2Dept. of Chemistry， Iowa State University， Ames， IA 50011， USA 

We present a new method for identifying and quantifying ∞nformations of 13C-labeled materials in NMR 

spectra under MAS， termed zero-quantum chemical-shift-anisotropy dephasing (ZQ-CSA-dephasing) 

method.百leobserved magnetization is dephased by the di任erenceof the recoupled CSA， reflecting 
relative orientation， of two relevant sites. This permits the determination of the ratio of di狂巴rentconformers 

and torsion angles of respective conformers. The experiment also yields selective MAS spectra in 

different ∞nformations， which is useful for conformational assignments. We apply this technique to 

doubly 13CH2・labeledpoly(ethylene terephtha1ate) (PE司.百lIsexperiment enables selective observation 

of the amorphous trans component， which cannot be detected by CP/MAS experiments. The ratio of 

amorphous trans : gauche is 12 : 88 in amorphous PET and the torsion angle of amorphous trans is found to 

be distributed with a standard deviation 0' of 160 centered at 1800
• In semicrystal1ine PET， the ratio of 

crystalline trans: amorphous trans : gauche is determined to be 23 : 20 : 57. The amorphous trans fraction 

泊 theamorphous regions of senlIcrystalline PET， 26 %， is significantly higher than that of amorphous PET， 

12 %. The two-dimensiona1 double quantum experiment is also carried out to reveal local :n:-stacking in 

the amorphous PET. 

1.緒雷

材料の局所構造、特に、コンホメーションや分子問パッキングは、その機能発現と密接に関連

していると考えられ、その解明は重要である。しかし、非品性材料の場合.有用な解析手法がない

ため、その局所構造はいまだ明確にはなっていない。我々は最近、非晶性高分子の局所構造を詳

細に解明することを目的として、化学シフト異方性(CSA)を利用したゼロ量子 dephasing

(ZQ-CSA-dephas泊g)NMR法を開発したしこの方法では、結品性・非晶性を問わず固体材料中の特

定部位に対する各コンホメーション(あるいは配向)の存在比およびそれらのねじれ角(あるいは相

対配向の角度)を定量的に決定することができる。本研究では、ポリエチレンテレフタレートσET)

の13CH2_13CH2部分の trans/gauche比およびそれらのねじれ角を、 ZQ・CSA・dephasing法により決定

した結果について報告するしこの手法により、非品状態においてもコンホメーションの定量化が

できたことに加え、これまで観測することができなかった非晶中における trans成分(amorphous

trans)を選択的に観測することができた。この ZQ-CSA-dephasing法は、MAS下で測定を行うため、

CP/MASスペクトルにおけるコンホメーションの帰属にも用いることができる。

キーワード:多量子遷移、コンホメーション、パッキング、ポリエチレンテレフタレート、アモルフアストランス

かじひろのり、ほりし、ふみたか、くらうすしゅみっとろー
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また、我々は、以前 C=O炭素を 13C ラ

ベルした PETを用いて、その分子間パッキ

ングをスピン拡散を利用した二次元 CSA

交換測定により解析した 2。しかし、 13C=O

炭素の CSAではa22、0当3の分解能が良くな

いことに加え.このスピン拡散を利用した

測定では、対角線上に自分自身のシグナル

(a) ZQ-CSA-dephasing 

l時耳石;Li甲山u一一寸TPP日

3C舟 A」ι叫叫議そj(i
ZQ-evolution 

百士コ』叫~っロ
による artifactを与えるため、詳細な解析が (b) 2D DOQSY 

困難であった。本研究では、 PETの分子間 IHfc;l 
z.filterノdecoupling

LJJ一一

パッキング(Jt-stacking)を、 artifact-freeな

二次元二量子遷移(2DDOQSY)国体 NMR

法 3により調べた。

2.実験

ZQ-CSA-depahsing 測定は Bruker

DSX・400分光計により行った。 MAS回転

速度は 12kHzである。試料には 13CH2炭素

をダブルラベルした試料(13CH2-PET)を用

いた。溶融状態から 0"Cに急冷した後、減

圧乾燥することによりガラス状試料を得

た(13CH2・aPE旬。また、結晶化試料(結晶化

度 26~5%; 13CHz-cPET)の測定も行った。

2D DOQSY 測定は Chemagnetics

CMX-400分光計により、静止状態で行った。

試料にはフェニレン環の四級炭素をシン

グルラベルした試料(13CQ_PE司を用いた。

溶融状態から 0"Cに急冷した後、減圧乾燥

することによりガラス状試料を得た

(13CQ-aPEη。また、結晶化試料(結晶化度

約 50%;13CQ・cPET)の測定も行った。

測定は、すべて室温で行った。また、測

定に用いたパルスを図 1に示しである。

3結果と考察

13式市向日L
DQ excite DQ reconvert 

IH 

L1C 

radio- On 
frequency resonance resonance resonance 

Fig. 1. (a) ZQ-CSA-dephasing pulse sequence. 百le

reference pulse sequences， with the same total duration 
and number of pulses，脱出oShOWll. (b) 2D DOQSY 

pulse sequence. 

11約jaf/

;;; 
ごニ~\.叩一一-Jへー

1 T r守押干=寸 rr，.-. 

80 70 60 80 
7 

70 60 80 70 60 ppm 
fromM句Si

Fig.2. ZQ・CSA-dephasedspec位aof amorphous doubly 

3CH2・labeledPET (13CHz-aPET) at (a) n = 1， (b) n = 2， 
and (c) n = 4. Top reference spectra. Bottom: 

ZQ-CSA-dephased spectra. 

3.1. ZO・CSA.deDhasiol!:法によるコンホメーシヨン解析 図 2に 13CH2-aPETの実測スペクトルを

示す。上段がリファレンス、下段が ZQ-CSA-dephasedスペクトルである。下段のスペクトルにおいて、図

l(a)に示した ZQ-evolutionにより gauche成分が選択的に dephaseしていることがわかる。特に、n=2にお

いては高磁場(62ppm)の共鳴線は、正のシグナルであるのに対し、低磁場(64ppm)の共鳴線は、負のシ
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ク、、ナルを示している。このことから、 CP瓜也生Sスペクトルおよびリファレンススペクトルでは区別できない幅

広い一本の共鳴線の中に、コンホメーションの異なる成分(ここでは、 gaucheとtrans)が含まれていることが

わかる。また、 n=4では、 gauche成分のシグ、ナルが 0になり、 amorphoustrans成分を選択的に観測する

ことができた。図 3には、その decay曲線を 2nt，の関数として示す。ここで、 t，は MAS一回転に要する時

間(1/12ms)で、あり、 2nt，はZQ-evolution時間である(図 1(a)参照)。図 3(a)に示した曲線は、様々なねじれ

角に対するシミュレーション曲線で、ある。ここでは transを:!:1800と定義しである。このシミュレーション曲線

から、 PETの13CH2-13CH2ねじれ角を定量的に決定することが、特に transに近い状態(transoid)の解析が

精密にで、きることがわかる。図 3(b)には、 13CH2・aPETに対するgaucheおよびtransの実測データ (n= 0-

4)を示す。これらのデータの最小二乗フィットにより、 amorphoustrans : amorphous gauche = 12 : 88 (:!: 3)、

amorphous transのねじれ角が 1800を中心として標準偏差。=160の分布をもっていることが明らかと

なった。一方、 amorphousgauche成分のねじれ角は、 trans成分のように正確には求まらないが、 2D

DOQSY測定から得られた結果 (700)3bにより矛盾なくフィットで、きた。

1.0 1.0 

o 
E空0.5
r:f:J. 

0.5 

、./
一例

F
 

A
U
 

。 0.2 0.4 0.6 

2ntr / ms 
0.8 1.0 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

2ntr / ms 

Fig. 3. ZQ・CSA-dephasingcurves as a function of 2nんforamorphous doubly 13CHz・labeledPET 

(
13
CH2-aPET). (a) The torsion angle dependence of dephasing curves (simulation)・ (b)Experimental 

dephasing curves for 13CH2・aPET.Gauche conformers: filled circles; trans conformers: open circles. 

Best-fit curves are also shown as solid curves. 

結品化試料(13CH2・cPET)に対しでも ZQ-CSA-dephasing測定を行った。その結果、crystallinetrans 

amorphous trans : amorphous gauche = 23 : 20 : 57 (:!: 5)であることが明らかになった。結晶化試料におい

ては、非晶成分中の amorphoustrans量は 20/(20+57) x 100 = 26 %であり、非晶試料中の amo叩hous

trans量(12%)よりはるかに多い。このことから、結晶化に伴い、非晶成分が秩序化してし、くことが明らかと

なった。

3.2. 2D DOOSY法による π-stackin!!の解析 図4に、 13CQ-PETの実視jおよびシミュレーション2D

DOQSYスペクトルを示す。ここでは、 shearingをおこなうことにより、二次元 CSA交換スベクトノレと同等の

形として示してある。図 4(a)に示した 13CQ・cPETの実測スペクトルにおいては、対角線方向にのみシグナ

ルが現れている(非晶成分のシグナルは、最も低い等高線より下にあり、このスペクトルには現れていなし、)。

したがって、テレフタル残基はすべて同じ方向を向いていることがわかる。一方、図 4(b)に示した

13CQ-aPETの実測 2DDOQSYスベクトルは、そのシグナルが二次元平面に広がっている。図 4(c)には、

完全にランダムな分子鎖のパッキングを考えた場合のシミュレーションスペクトルを示す。図 4(b)と(c)

は明確に異なっており、非晶状態においても、局所的にはその分子間配向相聞は完全にランダムではな
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いことがわかる。図 4(b)のスペクトルは、図 4(c)と比べ、 (033，033)部分の強度が大きい。したがって、テ

レフタル残基は、 face-to-faceパッキング、すなわち、Jt-stacking構造が dominantであることがわ

かる。また、 (σIb033)にシグナルが観測されないことから edge-to-edgeパッキングがほとんど存在

していないことが明確である。

図4(g)には、 prelin由aryなbest-fitスペクトルを示した。図 4(b)の実測スペクトルの大雑把な特徴を

ほぼ再現できていることがわかるが、スペクトルの詳細は実測と異なっており、今後、面内の配向相

関等を詳細に検討していく必要がある。

(a) 13CQ-cPET 
expt. 

σ11σ22σ33  

200 100 ___.0 200 100 pp叩 I'pm

(d) parallel 
onentatlOn 

(e) 1t-stacking 
60" in-plane 
orientation 

(η1t-stacking 
random in-plane 
onentatlOn 

(c) random 
onentatlOn 

(g) edge-to-edge excluded packing 
十10%paral1el packing 

L 

0..... .0 
'.C~ 

σ22 tUl1 

~33 

lOl 

.C，，-

0"" '.0 

Fig. 4. Experimental sheared 2D DOQSY spectra of (砂町制lineand (b) amo中hous13CQ-PET. Simulated 

sheared spec回 for(c) random orientation， (d) parallel packing， (e)π-stacking with ω。in-planeorientation， and 
(t)π・stackingwith random in・planeorientation are also shown. Preliminary best-fit simulation is shown in (g). 

25 contour lines are plotted between 10 and 100 % of the maximum intensity. The signal of amorphous 

component in 13CQ・cPETin (a) is below the lowest contour line. 
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3 L4 
CODEX法よる Isotactic-Poly( 4品1ethyl-l-Pentene)

結晶領域の低速ダイナミクス解析
(産総研 l、Martin-Luther-Universitl)0三好利一 i、OvidiuPascui2、DetlefReichere 

Slow Dynamics ofIsotactic -Poly(4・methyl-l・pentene)

Crystallites Revealed by CODEX NMR Spectroscopy 
Research Cent芯rof Macromolecular Technology， National Institute of Advanced Technology and 

Industrial Scienc怠 (AIST)，Tsukuba， Ibaraki 305-8565， Japan 1， and Martin-Luther-University 

Halle-Wittenberg， 06108 Halle， Gemanl 

日 shikazuMivoshi~， Ovidiu Pasじui2，and D. Reichert2 

) [Abstract] Slow main-and s幻ide令-cha削a創indynamics of i凶sotacは凶tiにc-poly(件4-m巴伐thy列1-1ト-p巴叩nt旬巴n巴吋)(υt卜'♂P4MIP町

crys幻tぬ凶a討州lIit旬esare inv巴s幻叫tigat低.edby c印e叩nte釘r.ゐand 司舟O叩n凶l礼Iydet巴ction exchange (CODEX) NMR spectroscopy. 

It is found that i-P4MIP crystallites perform the large amplitude motions at temperatures clos巴 to

glass transition temperature. Presence of such motions can reasonably explain thermal prop巴巾es

such as mechanical b巴havior，large thermal expansion coefficiency， and small elastic modulus of 

i-P4M 1 P crystallites. 

Much attention has been paid to the und巴rstandingof chain dynamics in the crystalline phase of 

semi幽 crystallinepolymers， because it plays an important role in the macroscopic properties， such as 

mechanical creep， drawability and crystallization. Solid-State NMR， in particular the application of 

advanced 2D exchange NMR spectroscopy provides exact information about the motional process in 

the crystallites. Such experiments utilize the orientation dep巴nd巴nt13C ch巴micalshift anisotropy 

3" 13" _1' (CSA)， 13C_13C dipole-dipole， or 2H quadrupolar int巴raction:molecular reorientations are directly 

related to changes in the resonance fr，巴quencieswhich can be observed by the 2D exchange methods. 

13....... _ 
Most of these investigations， however， require '''C or"H isotope labeling to ov巴rcomelow sensitivity 

and provide spectral resolution. Also， th巴2Dexchange methods consume long time， and are thus not 

feasible for the extraction of time kinetic parameters. In addition， if polymer has many functional 

groups， determination of motional process for all the functional groups requires skill for isotope 

labeling. The applications of these methods， therefore， were limited only to the crystalline polym巴rs

ha ving simple chemical structures. In recent years， several lD exchange NMR methods have been 

developed to satisfy abov巴demands.Among them， center-band-only detection exchange (CODEX)1 

Keywords/ CODEXI solid岨 stateNMRI Isotactic-poly(4・methy-l-pentene)/semicrystalline polymer 

発表者みよしとしかず、おぴでゆおぱすくい、でとれふらいへると
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NMR is particularly suitable for investigation of molecular motions of polymers with complicated 

chemical structures (i.e. many different resonances in the NMR spectrum) and carbons with 

relatively small CSA (i.巴.aliphatic groups). CODEX NMR relies on the signal decay due to 

dephasing of the magnetization， owing to changes in orientation-dependent CSA. The change is due 

to molecular reorientation of CSA tensor of the carbon under investigation during mixing time tm. 

When no molecular motion occurs during tm， the magnetization evolves after a r巴adoutpulse and 

another Nt/2 P巴riodand is refocused at the beginning of the detection period. In this case， there is no 

decay in the signal intensity. If， howev巴r，molecular motion does occur during tm， the orientation 

dependent frequency before and after tm is different and thus， the magnetization is not completely 

refocused. The resulting dephasing 1s observed as the signal-intensity decay. In order to r，巴movethe 

T1 and T2巴ffI巴ctsduring Nt" a reference spectrum So is obtained. 

Fig 1 shows the CODEX NMR spectra of i・P4MIPcrystallites at 71 oC.2 It is noted that two CH3 

signals show different chemical shifts due to y gauche effect， though one CH3 signal overIaps with 

the side-じhainCH signal， indicating that side-chain motion around the side-chain CH2-CH bond is 

relatively slow compared to the frequency difference. The exchange spectrum， S， in Fig 1 shows an 

apparent decay of all the signals compared to thos巴 ofSo， indicating that overall chain dynamics 

significantly occurs in i・P4MIPcrystallites within tm =107 ms. Previous X-ray diffraction results 

indicate that th巴reis no significant change up to 

180 oC except for a small wave-number side shift 

due to thermal expansion. The possible overall 

motions， therefore， are suggested to be the large 

amplitude motions around the chain axes in the 

crystallites. The presence of such motions can 

reasonably explain thermal properties， such as 

mechanical behavior， small elastic modulus， and 

large thermal expansion coefficiency， and previous 

IH NMR results of i-P4MIP crystallites. 

References 

2 

→CHr-CH← 
3 CH2 

4 CH 

5 CH3 t:H36 

F 50 40 30 20 10 
Cher司calShift I ppm 

g 
Figureト口C CODEX NMR spectra of 
I-P4MIP crystallites， with tm = 107 ms， 
and MAS frequency of 3 kHz and a 
recoupling value of Ntr =2 ms at 71 oc. 

1) deAzevedo， R. E.; Hu， W. 0.; Bonagamba， J. T.; Schmidt-Rohr， K. J. Am. Chem. Soc.， 1999， 121， 

8411-8412. 

2) Miyoshi， T.; Pascui， 0.; Reichert， D Macromolecules 2002，35，7178・7181.
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3 L5 超偏極129Xe-NMRによる炭素系材料の細孔解析
(新日本製錨(株)先端研 1)・大阪大学医学部 2)) 

0菊藤公児 1)、田所健一 1)、飯島孝 1)、木村敦臣 2)、藤原英明 2)

The Study of Xe Adsorption Behavior in Meso-size Pores of Carbon Black Materials 

using Laser-Polarized 129 Xe NMR Spectroscopy 

1) Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Lab. 
2) Faculty of Medicine， Osaka University 

o Koji SaitoヘKen-ichTadokoro1
)， Takashi Iijima1

)， Atsuomi Kimura 2) and Hideaki Fujiwara 2) 

百lemeso size pores of carbon black materials with Pt are very critical and sensitive to the activity 

of catalysis which are important factor for the fuel cells of electric vehicles. To decide the physisorption 

enthalpy錨加portantfactor of the activity of catalysis， conventional BET methods which are v巴ry

time-consuming have been used. In ∞ntrast， 12ち(eNMR spectroscopy has been adapted to determine the 

pore size of catalysis， but again it takes long time to determine th巴 physisorptionenthalpy because of白E

low sensitivity. Laser polarized method enhances 1"'xe polarization by 4 orders of magnitude， 
overcoming a low sensitivity， making this measurement technique faster th釦 conventionalexperiments. 

In this paper， we are at first demonstrating Laser-Polarized 129 Xe NMR Spectros∞py which has been 

shown to be successful for studying carbon black materials with Pt of the fuel cells of electric vehicles 

in order to decide the physisorption enthalpy. At the same time， Tl experiments using Laser-Polariz巴d129 

Xe are presented in order to clarify the surface condition and adsorption behavior. 

1.はじめに

活性炭に代表される炭素系材料には細孔が多く存在していることは良く知られており、この細

孔が工業的利用価値でもある。また燃料電池等に利用されているカーボンブラックもこの細孔が

重要な役割を果たしている。そのためにも正確な細孔構造情報は非常に重要であるが、従来の吸

着法1)や小角X線散乱法2)等の様々なアブローチでも不明点が多い。各手法で多くの情報が得られ

るが、正確に10A以下の細孔サイズを見積れるのは即Xe-NMR法で、外部からXeガスを導入しそれ

をプロープにする方法で、 Xeが炭素系材料に対して不活性であり、昼つゼオライト等の広範なデ

ータが利用できること等で正確な細孔の平均サイズを推定できる。しかし感度が低いために測定

時聞が掛かりEっその情報量も細孔径のみと限られているので、工業的な応用はあまり行われて

いない。そこで我々はXeをレーザーで偏極させたスピン偏極Xeが非常に高感度であること3)及び

その高感度のために緩和時聞が測定でき、その結果新たな情報が得られる可能性に着目し、スピ

ン偏極Xeを炭素系材料に導入し炭素系材料の細孔構造に関する新たな知見を得たので報告する叫

2.実験

NMRの測定は、 VARIAN製 INOVA-400WB型分光計に自作のレーザー超偏極システムを付帯

した装置で行った。測定周波数は、 110.648M胞で測定温度は室温"--100oCで実施した。超偏極Xe

の場合には高感度のため、積算回数は l回であった。レーザー偏極実験は、半導体レーザーとし

て、OptoPower社製 OPC-A20・795・CSPS(波長795nm)を用い、(1/4)人板を通して円偏光とし

た。磁石は NMR装置の漏洩磁場(約 120gauss)を利用し、その位置に偏極セルを設置した。偏

極セルは 1200Cの恒温槽に置いた。セルの形状はシリンダー状で、外形 6cm，長さ 20cmであった。

Rbは0.2gを高真空(1O"Toη)で封入した。平均偏極率は約0.5%で、用いた Xeガスは天然で、

Wilmad製の 10φテフロンパルプ付きガラス管に 1気圧で封入した。緩和時間の測定は先に藤原

らが提唱した方法 5)を利用し、緩和時間測定時のパルスのフリップ角は約8。であった。

超偏極Xe、炭素系材料、細孔

0さいとうこうじ、たどころけんいち、いいじまたかし、きむらあっおみ、ふじわらひであき
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測定の対象である炭素系材料は市販のもので、適時加熱処理や酸処理を実施したものを、粉の

状態でそのまま試料管に入れた。また Ptを混入させた試料も供試した。

3.結果と議論

(1)炭素材料系

典型的な測定結果を Fig.l，に示す。

波形分離等を利用し、化学シフト債

から平均気孔径を従来の関係から簡

単に推定することができる。活性炭

の場合には強固な気孔が存在してい

ることが知られでいるが、カーボン

ブラックでは気孔というよりは、吸

着サイトの大きさを示していると考

えられている九非常に高感度である

ため、従来せいぜい 2試料/日であ

ったが、数 10試料/日以上の処理が可 Fig.l Typical Xe-NMR spectra for carbon materials 

能であり、工業的な利用が可能である。

カーボンブラックを酸で処理することで、表面をイじ学修飾したりその表面構造が変化すること

が知られている。そこでこのような材料系に、高感度な本手法で、 1秒毎の連続測定を試みた。

その結果を Fig.2に示す。明らかに、

時聞が経過する毎に、 Xeの化学シフ

トが低磁場に移動し、 20秒以降に

一定値に収束していることがわかる。

酸処理をしていない試料や強固な気

孔を持つ活性炭等ではこのような過

渡的な佑学シフトの変他現象は全く

観測されな，1，..'炉型ま勺 y 高感度な超

偏極法によ芦‘て主新たに形成された

表面・界面の情報を観測lじていると

推定でき、非常に興味深い。試料に

よっては、 20ppm以上も低磁場に移 Fig.2 Continuous Measurements of treated carbon materials 

動している。これは、 Xeのゆっくりし using Hp-Xe by every 1 sec. 

た拡散の一種主思われ、原因として

は表面側にある準安定吸着サイトか| …| 

ら、より安定な吸着サイトへの拡散 0.5I 
現象と推定している。熱平衡の Xeで I~ 0.4 
実用材料での緩和時聞は非常に困難 I~
であるが、超偏極 Xeでは簡単に測定|乙 0.3

できる.。平衡状態での緩和時聞を測 Itこ仏2ト ーj. I I 

定したところ、 Fig.3に示すように化|と0.| 〆KJ・

3芸品認22芯じ立高 v.:[~ I I 
聞が短い)ことがわかったo Xeの緩 o 0.2 仏4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 I 

和時聞は周囲の金属系材料の存在の chemicalshi代 movingrate (ppm/sec) 

影響を受けやすいが、カーポンプラ R2= 0.942 n = 40 
y = -0.0125 .. 0.408. 

ツク等は不純物も少ないことから、 l l 

この結果は吸着状態の差異を反映し Fig.3 The Relationship between chemical shift moving 

ていると考えられる。藤原ら勺ま緩和時 rate (ppm/sec) and 1庁1(1/sec) 

間とガラス径の関係を議論しており、径が小さい場合は緩和時間が短いとしており、今回の結果

は他学シフトが低磁場に移動しているので、矛盾しない。
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超偏極 b を利用することで、緩 0.5r-二二二二 一一一一一一一一つ

和時間以外にも新たな情報が取得可|芝 ./ペ i 
能である。温度可変実験によって、 I a 0.4 i - ..... 

化学シフトの変化することに着目し、 IE: 
下記のような関係が成り立つことが i90 0.3卜一一一一一寸

報告されている九 |空
I c 0.2 合

町 山.0229切叫m l;01ドー

この式に従って、 4種類のカーボン I~ 0 r 

ブラック系試料について検討を行い、 io

ー←一一一一一一一」

一一」

その佑学シフトの変イじを Fig.4に示| -aI5 4 45 5 55 
す。明らかに良い直線を示し、この 1

結果から得た吸着エンタルビーの結| 1000/Temp (1/K) 
果と同じ試料を BETを利用して求めた Fig.4百leRelationship between 1rremperature (1/K ) 

吸着エンタルビー結果を Table1に示す。 andchemicalshift rr巴mperature(ppm/K) 

Table 1 Enthalpy of Adsorption of Xenon 

鈎mple NMR method (即/mol) BET (悶/mol)

sample 6 raw carbon black 4.81 4.95 

sample 7 acid trea泊施nt 4.65 4.84 

sample 8 acid treat剖 d4∞。C 4.24 4.41 

sample 9 acid田 at祖 d7∞。C 4.42 4.60 

Table 1からわかるように、基本となる sample6で両手法の結果は良〈一致している。また同

じ試料に酸処理や加熱処理した sample7・9でもエンタルビーの変化の傾向は合致している。 BET

法では吸着エンタルビーを求めるには数日必要であるが、超偏極法では約2時間程度で可能なこ

とから、本手法が多量な試料の評価が必要な場合にも、有効であると考えられる。

(2) pt混在型炭素材料系

燃料電池に利用されている炭素材

料系は、主にカーボンブラックを処

理した材料に m を添加している。 m
の添加量によって、触媒活性が異な

るが、そのメカニズムは明確でない

部分が多い。本手法でこのような実

用材料への適用を試みた。 ptの有無

は測定には影響が出なかった。その

結果を Fig.5に示す。非常に興味深い

ことに、 pt添加によって化学シフト

が変佑し、線形もシャープになり、

吸着した Xeの強度も大きくなってい

る。これは pt添加によって新たな吸

着サイトが形成された結果と考えら

れる。同じ材料系で、 ptの添加量を

変えた場合の他学シフトと緩和時間

の関係を Fig.6に示す。 Fig.5 Xe-NMR spctra of carbon black B (upper) and 

伺 rbonblack b with pt 24% (lower) 
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Fig.6 

Ptの添加に従い、化学シフトが低磁場シフトし、緩和時聞が低下している傾向が、本カーボ

ンブラックでは観測された。化学シフトの低下は、 Ptの添加によって、またその添加量の増加

によって、新たな細孔形成等の Xeの吸着サイトの出現を考えられる。また pt添加量が 25%以
降では緩和時聞が急激に減少していることから、この吸着サイトは主に Pt同士で形成したもの

と推定できる。対して Pt添加量の少ない領域はカーボンブラックの持つ吸着サイト周辺で、 Pt

と共存して吸着サイトを形成しているのではないかを考えられる。燃料電池での触媒活性と pt

の添加量の相聞は直線ではないことから、このような Ptとカーボンとの共存によって形成され

た細孔が重要な役割を果たしていると考えられる。実際、基本となるカーボンブラックを異なる

種類の材料に変えた場合、 Ptの添加量による化学シフトの変佑は一様ではない結果もこの推定

を支持している。

4.まとめ

スピン偏極した Xe-NMR法は非常に有効で、産業に広く応用されている炭素系材料での細孔

の平均サイズ簡便の求められるだけでなく、高感度のため緩和時間や吸着エンタルビー等，細孔

に関して新たな情報が得られる。また情報量が増えると同時に、高感度による測定の容易さ・時

間効率の大幅向上等によって、超偏極 Xe法は臨床ばかりでなく、産業的にも様々な実用材料の

評価に今後広く活用できると考える。そのためには、超偏極 Xeの材料への応用例提示の更なる

拡大と安価・安定供給体制の構築が急務であろう。
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3 L6 129Xe NMR法による各種高分子材料の固体構造解析

名工大工 O吉水広明，鈴木智幸，大田悟史，大野真希，柑上隆史，辻田義治

The structural analysis of Polymeric Materials by means of 129Xe NMR Spectroscopy 

Hiroaki YOSHIMIZl!， Tomoyuki SUZUKI， Satoshi OHTA， Maki OHNO， Takafumi MURAκAMI， 

Yoshiharu 7古UJITA，Nagoya Institute of Technology， Nagoya 466・8555

Recently， it has been reported that the 129Xe NMR spectroscopy is one of the powerful 
techniques for characterization of solid materials. In the case of glassy polymers， the mean 

size of a microvoid which are corresponding to the unrelaxed volume， could be determined by 

119Xe NMR chemical shifts， and this was conβrmed from the results of crystalline part of 
poly(4・methyl-l・pentene). The contraction in volume of the miscible polymer blend was also 
conβrmed from the estimation of mean size of the microvoid in blend sample. On the other 

hands， 129Xe NMR chemical shifts of the Xe in rubbery polymers showed good correlation to the 
fractional free volume of the sample. 

[はじめに1

129Xe核はスピン数 1/2で，その NMR化学シ

フト値は広く，周囲の環境を反映して大きくシフ

トする.一般に， 129Xe NMR化学シフト値は， o 

= o (8)+ o (E)+ o (Xe)と表現できる. o (8)は Xe

原子とそれが存在する空孔内壁との相互作用に

よる項であり空孔サイズが小さいほど大きくな

る.o (Xe)はXe原子同士の相互作用による項で，

xe密度とともに直線的に増加する (Fig.l).また，

o (E)は電場による分極あるいはXe原子からの電

荷移動によって引き起こされる項であるが，通常

の有機高分子では二価カチオンなど強い電場を

与える因子が存在しないので，無視してよい.

Xeが吸・収着した試料中の Xe密度(存在量)に

対する NMR化学シフト値の関係を調べれば8

(8)値が特定でき，これから試料内に存在している

言
。

-
E
o
z
o
g
2
z
o
x
a
F 。

Density of Xe 

Fig.1 Schematically represented of the 
relationship between 129Xe NMR chemical 

shift and density of Xe 

NMR測定は試料を細かく裁断し，テフロン製

パルプの付いた NMR管(Wilmad社製)に約 19充

填した後，十分乾燥してから所定圧力に相当する

微小空間或いは微空孔のサイズを評価する解析 Xeを導入して十分収着平衡させてからシングル

手法が考案できる.実際に種々の高分子材料を対

象に， Xeガスの収着特性と 129XeNMR化学シフ

ト値の関係を調べ，この手法の精度や特長を検討

した.

キーワード・ 129Xe剛R，化学シフト値，気体収着特性，ミクロボイド，自由体積

パルス法で行った.129Xe NMR化学シフト値は同

時に観測される気体 129Xeのピークを内部基準と

して補正した.

Oよしみずひろあき，すずきともゆき，おおたさとし，おおのまき，むらかみたかふみ，

つじたよしはる

-64-



[ガラス状高分子]

高分子における気体収着機構は，ゴム状高分子

では液体と同様 Henry則に従うのに対し，ガラ

ス状高分子では収着した気体の一部がミクロボ

イドと呼ばれる微空孔に収納されるとする二元

収着モデルで説明される.即ち Henry則に従う

収着サイトと Langmuir型収着サイトの共存モデ

ルである.Langmuir収着サイトの飽和定数(CH')

は，ミクロボイドの量を示す尺度と解釈され、ミ

クロボイドは非平衡状態であるガラス状高分子

の未緩和体積に対応付けられる.多くの実験事実

がこのモデルを支持しているが，ミクロボイドの

サイズやその分布に関する知見は CH'からでは汲

み取れない.近年，陽電子消滅法による微空孔サ

イズやその分布の評価方法が提案されている.し

かし，未だ完成の域に達したとは言い難く 129Xe

NMR法による相補的議論が必要不可欠であると

改めて強調したい.

ガラス状高分子(ポリスチレン(P8)，ポリフェ

ニレンオキシド(PPO)，ポリカーボネート(PC)，

テトラメチルボリカーボネート(TMPC)) の Xe

収着等温線は二元収着モデルに従った.即ち，収

着した Xeは試料のHenry及びLangmuirの両収

着サイトに存在する.しかし， 129Xe NMRスベク

トルには，常に対称性の良い単一ピークが観測さ

れたので，両サイトにある Xeは互いに速い交換

をしている.

一方，高圧，すなわち収着量が増加するととも

に129XeNMR化学シフト値は低磁場シフトした.

この低磁場シフトは試料中の Xe密度の増加に帰
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Fig.2 The plots of 129Xe NMR chemical shift 

against total sorption amounts of Xe into 

glassy polymer membranes. 
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Fig.3 The plots of the observed and calculated 
129Xe NMR chemical shifts against total， 
Henry-site and Langmuir-site sorption 
amounts into PS membrane， respectively. 

せられる.先述したが高分子では， 129XeNMR化

学シフト値は， 0 = 0 (8)+ 0 (Xe)と表現でき， Xe 

密度に比例する(Fig.l参照).実際，気体Xeやゴ

ム状高分子の場合， 129XeNMR化学シフト値は圧

力とともに直線的に低磁場シフトする.これは

Xe密度(収着量)と圧力が線形関係(Henry貝Ij)にあ

るからである.これに対し，ガラス状高分子では

圧力どともに線形には低磁場シフトしなかった

(Fig.2). これは両サイトにおける収着量の増加に

対応した Xe密度の増加の度合いが，互いに著し

く異なるためである(Fig.3参照).事実，ゴム状高

分子では収着量(または圧力)に対するシフト量は，

ガラス状高分子におけるそれよりかなり小さい.

これについては後に詳しく述べる.

Henry， Langmuir両サイトにおいてそれぞれ

o = 0 (8)+ 0 (Xe)の関係が成り立っとし，速い交換

のため両サイトの Xe収着量分率に従った位置に

実測ピークが現れるとし、う仮定に基づき，各サイ

トの化学シフト値の圧力依存性を求めた(Fig.3).

次に Langmuirサイトの化学シフト値 OHを同サ

Table 1 The values of glass-transition tem陣崎tu陪

Tg， Langmuir sorption capacities CH'， 129Xe 
NMR chemical shifts O(S)H and mean pore 
Size of glassy polymer membranes 

Sample Tg CH' O(S)H !!lean Dore slze 
129Xe NMR PALS 

PS 98 4.9 205.4 5.14 5.76 
PC 160 13.3 199.7 5.28 5.88 

TMPC 196 17.4 169.7 6.18 6.40 
PPO 216 19.1 165.4 6.34 6.56 

Tg : in oc， CH' : in cm"STP I cm3
凹Iym

O(S)H: in ppm.， mean pore size: in A 
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[ポリマープレンド]

ポリマーブPレンドにおける相溶化に伴う体積

収縮とミクロボイドのサイズとの関係を，室温で

ガラス状態にある PPO/P8及び TMPC/P8系

ポリマーブレンドを対象に 129XeNMR法で検討

した.Xe収着等温線から算出された CH'をブ、レン

ド組成に対してプロットすると，各ブレンド試料

膜の値は単純な加成則で予想されるものよりも

小さかった(一例として Fig.5にTMPC/P8系の

結果を示す).密度測定の結果はこれと対応し，両

ブレンド系の相溶化に伴う体積の収縮が確認さ

れた.129XeNMR化学シフト値の圧力依存性から，

イトの収着量CHに対してプロットし， CH=Oに

外挿した.この外挿値はミクロボイド内壁と Xe

の相E作用のみによる化学シフト値，o(8hであ

り，ミクロボイドの平均サイズに対応づけられる

(Table 1).結果は陽電子消滅法(PAL8)による報告

値と概ね一致しており， 129XeNMR化学シフト値

からミクロボイドの平均サイズを評価し得るこ

とがわかった.

また， PPOについて温度を下げて同種の検討を

行ったところ，ミクロボイドは温度の低下ととも

に直線的に増大し，ある温度以下ではほぼ一定と

なる事実が確認された.

20 
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Fig.5 The plot of CH' of TMPC/PS blend 
membrane VS. volume fraction of TMPC. 
The dotted line shows the simple additive rule. 

[ポリ (4-メチル・1・ベンテン)]

129Xe NMR法による高分子膜中の微空孔サイ

ズ評価法の精度を確認、するために，気体を収着可

能な結晶構造をもち，その結晶構造から収着サイ

トのサイズが見積もれる高分子，ポリ (4-メチル

-1・ベンテン)(PMP)を用いて検討した.種々の結

晶化度を有する PMP膜を調製し， Xeを収着させ

てNMR測定を行った.実測の化学シフト値から

o (8)値を外挿法により求め，これを試料の結晶化

度に対してプロットしたところ，結晶化度ととも

に線形に低磁場シフトした(Figρので，結品化度

100%に補外して PMPの結晶相の O(8)値，約

227ppmを得た.この値から球状を仮定して平均

空孔サイズを見積もると，およそ 4.7Aとなり，

これは PMPの結品構造と矛盾しない値である.
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Fig.6 The plot of volume of a microvoid in 
TMPC/PS blend membrane vs. volume fraction 
of TMPC. The dotted line shows the simple 

additive rule. 
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なお， NBRで得られた o(8)値はガラス状高分

子における o(8) H 値よりも低磁場で、あったので，

仮に空孔サイズに換算すれば，これはガラス状高

分子のそれよりも小さいことになる.温度上昇に

よりガラス状態からゴム状態に変化するのであ

るから，一般論としてゴム状高分子の方が自由体

積は大きい.にもかかわらず個々の空孔サイズは

小さいとするなら，必然的にその個数が多いこと

になる.これは，言い換えればゴム状態での活発

なセグメント運動が 129XeNMR化学シフト値に

反映されていると解釈できる.つまり，活発なセ

グメント運動の故に高分子鎖との衝突頻度が上

がり，高分子-Xe相互作用(o(8))の寄与が Xe-

Xe相互作用(o(Xe)項)の寄与を相対的に上回った

結果として， Xe同士が衝突する確率が低下し，

収着量の増加に対する低磁場シフトの割合がガ

ラス状高分子の場合に比べて概ね一桁小さくな

ったと考えられる.

以上， 129Xe NMR法は，高分子膜の微細構造，

とりわけ系内に存在する微空孔や自由体積に関

する情報を引き出せる手法であることが確認で

きた.

上述と同様に O(8)H値を決定した.o (8) H値を平

均サイズに換算して一個のミクロボイドの体積

を算出し，ブレンド組成に対してプロットしたと

ころ，これも単純な加成則から減少の方向へずれ

ていた(一例として Fig.6にTMPC/P8系の結果

を示す).即ち，相溶化に伴う体積収縮の原因は，

個々のミクロボイドの収縮で説明される.
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[ゴム状高分子]

ゴム状高分子は，ミクロボイドがない，即ち時

間及び空間的に国定された微空孔がありえない

系であるから，ここに存在する 129Xe核が示す

NMR信号はガラス状高分子の場合とは異なると

予想される.アクリロニトリループタジエン共重

合体ゴム(NBR)を用いて検討した. NBRの Xe

収着等温線は原点を通る直線であり， Henry則に

従っている.Xe溶解度係数はアクリルニトリル

(AN)含率の増加とともに低下し， 129Xe NMR化

学シフト値は収着量の増加とともに僅かに且つ

線形に低磁場シフトした.従って，ゴム状高分子

における o(8)値は，収着量0(=圧力 0)へ直線外挿

した値とした.溶解度係数並びに0(8)値は各試料

膜の自由体積分率(FFV)と非常に良好な相関関係

にあった(Fig.7). ゴム状高分子では， 129Xe NMR 

化学シフト値はその系の自由体積もしくは密度

を知る良いパラメーターのーっと結論付けられ

た.
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3 L7 複雑系の PGSE拡散測定と解析一高分子電解質への応用ー
(都立大)Ow. S. Price (産総研)早水紀久子、秋葉悦男

(ユアサコーずいション)坂東寿則、相原雄一

PGSE Diffusion Measurements and Analysis in Complex Systems -
Applications to Polymer Electrolytes-

w S.Pr盟(TokyoMetropolit叩 Univer宮ity)，K. Hayamizu and E. Akiba (National Institute of 
Advanced Industrial Scien白血dTechnology)， T. Bando and Y. Aihara (Yuasa Corp) 

There is growing evidence that m組 yapparently simple isotropic chernical systems are neither 
solids nor homogen回 usliquids as they possess some degree of structure and give rise to non-Fickian 
diffusion. Consequently， depending on the time scale of the diffusion measurement， the systems can 
appear to be undergoing企eediffusion or give evidence of restricted or even fractal副likebehaviour. 
Such behaviour has enormous implications for m姐 ypractical applications in systems such as polymer 
electrolytes. 

INTRODUCTION 
In po1ymer-1ithium salt systems位leionic transport (and thus conductivity) is 

decoupled from the macroscopic visc.osity and is close1y correlated with its 10ca1 environment 
祖 d泊 p釘ticularwith the田伊lentalm.oti.on of the polymer chainsY Cation and anion 
diffusi.on is fundamentally di旺erentwith the cation hopping between various coordination 
sit白 al.ongthe po1戸nerbeing modulated by the po1ymer segrnenta1 motion， whereas the anion 
h.o戸 from組 occupiedsite t.o void in the po1ymer matrix sufficiently 1arge to accept it. Such 
systems exhibit micr.oheterogeneity which must form the pathway for the transition from the 
組問中ho凶 tothe crystalline state and has significant effects on the conduction process. If the 
microheterogeneities have characteristic distances on the order of diffusive path 1engths， the 
microheter.ogeneities will impart characteristic signatures ont.o the diffusive behaviour. Indeed， 
a叩noωoma叫a10u凶1凶S.0ぽr企a配ct凶a1 di血1お凶s討io叩n behaviour 0ぱfs叩pe即ci記巴shas b恥ee阻n wide1y observed in 
micαrohet 巴r.ogeneoussyst旬ems.over certain 1ength s民ca1巴郎S.3日-占5

In the prlお'es回en凶tstudy， two preωrsor macromonomers， based on a derivative of 
glycerol b.onded to ethy1eneoxide-co・propy1eneoxide(m(EO-PO)) with a mo1ecu1ar weight of 
ab.out 8，000 and differing only in their degree of methy1ation were used: m(EO・PO)-M2(20% 
methylation) m(EO-PO)-M5 (50% methylati.on) as shown be10w in order to prepare cross-
linked p.o1ymers (i.e.，poか(EO・PO)羽 2andpoか(EO-PO)-M5)of differing flexibility. 

↑J
L
/
¥
~「

R:牛""，，0快 150七
m=O.84. n=O.16 

X : CH) or CO-CH=CIも MW: 8.000 

The resulting cross-linked po1ymers were doped with two different concentrations of 
LiN(S02CF3)2 (i.e.， Li/O = 0.1 and 0.05) and the reorientationa1 and trans1ationa1 motions of 
all of the species were measured using multinuclear NMR re1axation and pulsed gradient spin-
echo (PGSE) diffusion measurements， respectively. 

PGSE拡散測定、時間に依存する自己拡散係数、制限拡散、高分子電解質

W.S.7。うイス、はやみずきくこ、あきばえつお、ばんどうとしのり、あいはらゅういち
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THEORY 
In the short gradient pulse (SGP) approximation， where motion during the gradient 

pulse is ignored the PGSE attenuation is given by 

E(q，企)=JJ州 drp(ro) G(I() I r;企)e
i2nq

'(ト 、‘，
F'

唱
E
A

，，
 •• 

、

where ρ(I()) is the叩 ilibriumspin density and G (r() 1 r; d.) is the diffusion propag伊a討t

q =(2詠ntygμd(加m一1)，Y i包sthe gyromagnetic ratio and企 definesthe timescale of the 

measurement. For free isotropic diffusion of a single species the attenuation is given by 

E(q，企)=叫(-4nγDd.) (2) 

Whilst for diffusion within a reflecting sphere of radius a， the attenuation is given by 

9r2Jtqa∞s(2Jtqa )-sin(2Jtqa)l22も(2n+1)ぽjkbqa)2e-44
E(q，企)=+6(23rqa)吹， J は (3)

(2Jtqat 出(sトn2-n)(s;-(2岬 )2) 

where j n(X) is a spherical Bessel function and the values ofα1( are determined from 

走Jn+~ (ん )=J吋(ん) (4) 

and the roots， sn，m =αI(a，紅'eplaced in ascending order and indexed by /(. 

E肋ve叩nwh削 hetiおormoぱfG(令ro叫昨01巾山|伊r;企)いisu叫I

_1 、 (2Jtq)2(Z2 (d.)) 
E(q口a-"d.)国1 ' -， ¥ ' '1 (5) 

wh悶 ¥Z2(企))is the mean squared displacement. Thus， the PGSE data can b巴 an

the basis 0ぱfa加neffective di江ffi白IS討iv吋it旬y r 

(Z2 (d.)) 
Dd(&)=」」.

切 2d.
(6) 

Thus， we have 

Deff(企)αゲ -1 (7) 

In the case of normal diffusion /( = 1， but in the case of anomalous diffusion /( s 1. 

RESULTS AND DISCUSSION 

POかmerMolecular均namics

lH NMR longitudinal relaxation measurements of the polymers indicated a decrease 
in the se伊 entalmotions of the polymer with increasing salt concentration and (salt 
concentration insensitive) activation energies between 18 to 24 kJ/mol. 

Since the PGSE sequence is echo-based， the measured diffusion coefficients ar巴
weighted in favour of the more flexible parts of the polymers (the spin岨 echodecays were 

biexponential). At long企 (andτ)，the two ∞mponents of the transverse relaxati0n wea 
spectroscopically resolved and the PGSE attenuation profiles were single輔 exponentialwith the 
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smaller component having the faster diffusion ∞efficient. Interestingly， the coefficients 
determined from the larger component were independent of both temperature and degree of 
methylation. The A-dependence of the diffusion coefficients is likely due to relaxation 
weighting of the contributions. Nevertheless， the data could be well described by Eq. (7) with 
values of K ranging between 0.44 and 0.46 (see Fig. 1) 

10 

切

Z
M

刊

x 

:> 
同

‘.‘・・
aa
‘《同

Ne剖 polymer

マ poly(EO-PO)-M5353 K 

• po似EO-PO)-MS303 K 

ロ戸例EO-PO)353K 

。
10 u拘

Figure l.The apparent diffusion coefficients of the 
neat polymers versus A for poか(EO-PO)-M5at 
353 K (open down-triangle) and 303 K(solid 
down-triangle) and poか(EO-PO)at 353 K (open 
square). The solid lines are the result of regressing 
Eq. (ηonto the data. 

A(臨書}

The PGSE profiles of the doped polymers were non-exponential and thus indicative of 
restricted diffusion. At shorter A there was clear evidence of diffractive minima (see Fig. 2). 
For the sphere model， the first di佳 activeminima ωcurs at q冨 O.71/awhich gives a = 1μm. 
百leprofiles only approached exponential at A = 200 ms giving an apparent free diffusion 
coefficient of 8 x 1σ13 m2s-1， which is similar to the coefficients of the neat samples. 

0.1 

同

0.01 
制問&副幽圃幽

poIy(EO-POトM2:L同..田 at333K

~30ms 

50ms A-

lOOms 

2側)ms・

Figure 2. lH PGSE aitenuation profiles for 
poか(EO-PO)-M2:LiIlO=0.05at 333 K for various 

A values (ム 30ms，企 50ms，口 100ms， and ・
2∞ms). The solid and dashed lines denote 
simulations of the data using the free diffusion and 

SGP sphere models (Eq. (3) with a = 1.0μm)， 
respectivel y. 

0.00 0.25 0.58 0.75 綱

qa 

There訂巴 severalpoints of interest， first the apparent diffusion coefficient decreased with A幅

as for the neat polymers. Second， the me姐・squaredisplacements were considerably less than 
1μm. ConsequentIy， theoretical profiles calculated with these diffusion coe伍cients，although 
non-exponential， do not give diffraction minima. Finally the experimental diffractive minima 
are rather shallow -a signature of polydispersity of the size of the restricting geometry. 
However， even the inclusion of significant polydispersity has almost negligible effect on the 
calculated profiles since the me組・squaredisplacements are considerably less than the 
apparent radius of the restricting geometries. 

-70-



2 Lithium Ion Molecular Dynamics 

The activation energies for the hopping motions of the Li ions ranged from 23 to 25 kJ 
mol-1. The 7Li PGSE attenuation profiles of the polymers only became single exponential at 

high temperatures/long A. Similar to the polymer， analysis of the diffractive minima gave a = 

1.79 -1.95μm in the temperature range 323 -353 K (see Fig. 3). 

マ冒

九

同

::s 0.1 
口ift.

Figure 3. 7Li PGSE attenuation for poか(EO-PO)-
M5:Li/O=0.1 at A = 50 ms at four different 
temperatures. 

マ
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3 Anion Molecular Dynamics 

Analysis of 19F longitudinal relaxation measurements of the anion gave nearly 
identical reorientational activation energies of 10 kJ mol"l for the Li/O = 0.1 samples. 
However， these values increased significantly with decreasing salt concentration and becam巴
sensitive to the degree of methylation (iム 12.4and 16.9 kJ mol-1 for the M2 and M5 samples， 
respectivel y). 

Although apparently undergoing free diffusion， the measured anion diffusion 

coefficients were A-dependent and reached a stable ‘long-time' values by A -70 ms. The 
activation energies obtained from the long-time values ranged from 36 -48 kJ mol-1. 

CONCLUSIONS 

The above results indicate that the polymer matrix moves towards crystallinity with 
increasing salt concentration. During this process hyperstructures are formed with 
characteristic sizes far greater than the component monomers.τnese hyperstructures impart 
restricted diffusion effects onto the polymer and lithium translational dynamics. Further the 
lithium ions undergo (non-Fickian) curvilinear diffusion along the polymer chains. The anions， 
on the other hand， undergo anomalous diffusion through the hyperstructure network. The 
anion diffusion becomes Fickian when A is such that the mean squared displacement exc巴巴ds
the length scale of the hyperstructure network. 
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3 L8 ペプチドおよびポリペプチド中のカルボニル酸素の固体 170NMR

パラメータの決定

(東京工業大大学院理工¥群馬大工 2、アイオワ州大エイメス研 3)
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男 2、MarekPruski3 

Determination of 1勺70NMR P阿ar町ran宮加a創佃n凶 ersfoω…E 

Sh悩1廿ig伊eki正dKurokiI， Kazuo Yamauchi1， Hideaki KimuraI， Isao Andol， Akira Shoj?， Takuo Ozaki2， and 
Marek Pruski3 

IDepartment of Chemis句1 and Matef旬lsScience， Tokyo Institute of Technology， Ookayama， 

Meguro-ku， Tokyo， 152・8552Japan 
'-Department of Biologicα1 Sciences，ω1Iversi砂ofGunma，長njin-cho，Klη'u， Gumna， 376・8515J.中αn
3Ames Laboratory， Iowa State Universi，砂"Ames， Iowa， 50011 USA 

We have been studied the relationship between the hydrogen-bonding structure and NMR chemical 
shifts of carbonyl carbons， amide nitrogens， hydrogens in peptides and polypeptides. On the other 
hand， the oxygen atom is one of the important atoms constituting hydrogen-bonding structure in 
peptides and polypeptides， so recently high field and high speed MAS method was used for obtain the 
MAS spectra of 170 labeled peptides. Now we can exactly determine the NMR parameters 
concemed with chemical shift interaction， quadrupolar coupling interaction， and the direction between 
these two interaction (011， 022， 033， e2qQ/h，η，α， s， y) from the static spectra. For example， th巴se

parameter are (011， 022， 033)=(544.7， 399.6， -57.1) ppm， e2qQ/h=8.785MHz， 1']=0.289， and (α， s， 
y)=(88.7，70.2，・2.6)degree for 170・GlyGly.

私どもはペプチドおよびポリペプチドの水素結合距離と水素結合を構成するカル

ボニル基の 13C、アミド基の 15N、IHの NMR化学シフトとの関係を調べ、それらの

化学シフトから水素結合距離に関する情報を得ることができることを実験、量子化学

計算の両面から示してきた。さらに、アミド基の 2H粉末スベクトルから得られる核

四極子結合定数と水素結合距離の関係を調べ、核四極子結合定数から水素結合距離に

関する情報が得られることを報告した。一方、もう 1つの水素結合に関連する核 170

に関して、スピン 1=5/2の四極子核であること、および天然存在比が 0.037%とかなり

小さいため、固体NMR測定は困難であり、また理論スペクトルとの比較なしには NMR

パラメータに関する情報を得ることができない。しかし、私どもは 170ラベルペプチ

ドを合成しその MASスペクトルを高磁場高速 MAS法を用いて測定することに成功

し等方平均化学シフト (Oiso)、核四極子結合定数(e
2qQ/h)、電場勾配非対称パラメータ

(η)を得て、そこから水素結合情報に関する情報が得られること示した。今回はさら

に静止スベクトルを注意深くスペクトルシミュレーションすることにより、化学シフ

トテンソルの主値 (8".822.833)および電場勾配相互作用 (EFG) と化学シフト相互作

用 (CSA) のオイラ一角 (α，s，y)を正確に決定し、水素結合情報との関係を明らかにし

た。試料としてカルボニル酸素を 170ラベルした GlyGly、GlyGlyHN03、PolyGlyl(s 

シート型)、 PolyGlyIl(31ヘリックス型)を用いた。 NMR測定には Bruker社 Avance800

およびAvance500を用いた。Fig.lに観測周波数108.6MHzにおける 170輔 GlyGlyのMAS、

キーワード:固体 170NMR、カルボ、ニル酸素、ペプチド、水素結合

くろきしげき、やまうちかずお、きむらひであき、あんどういさお、しょうじあき

ら、おざきたくお、まーくぷるすき
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静止スペクトルおよび観測周波数 67.8MHzにおける静止スベクトルをその理論スベ

クトルとともに示す。これらのスベクトルから九。=295.7ppm、(011，022， (33)=(544.7， 
399ムー57.1)ppm、eqQfh=8.785MHz、η=0.289、(α，s， y) =(88.7，70.2，-2.6)。が得られた。

このように異なる共鳴周波数における粉末スペクトルを組み合わせることにより

170NMRパラメータを正確に求めることができる。他の試料についても同様に NMRパ

ラメータを得た。得られた核四極子結合定数(e2qQfh)を水素結合距離 (RN…
0) に対

してプロットした結果を Fig.2に示す。水素結合距離が短くなると核四極子結合定数

(e2qQfh)が直線的に小さくなり、これは先に得られた 2H核四極子結合定数と水素結

合距離の関係と一致する。量子化学計算によって得られた核四極子結合定数(e2qQfh)

および酸素の遮蔽定数と水素結合構造情報との関係は講演にて示す。
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Fig.l 170 MAS spectrum at 108.6MHz spun at 
25kHz(a)， static spectrum at 108.61¥恒Iz(b)，and 
static spectrum at 67.8MHz(c) of 170・labelled
GlyGly with theoretically simulated spectra， 
respectively. The obtained N時 四 parameters 
are oiso=295.7ppm， e2qQ/h=8.785l¥位Iz，
ηEFG=0.289， olI=544.7ppm，δ22=399.6ppm，δ33 
=-57.1ppm，α=88.7 deg.s= 70.2deg. y=-2.6deg. 
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Fig.2 Plots of the determined e2qQ/h values of hydrogen-bonded Gly 
carbonyl oxygen against hydrogen bond length(RN …。(A)).
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3 L9 流動的な脂質膜界面における膜表在性蛋白質;固体 NMRによる構

造と膜結合状態の解析

(姫路工大・院理)

O辻暁、上釜奈緒子、岡田雅司、八木津仁、斉藤肇

Conformation and d抑制nicsof phospholi伊seC-δ1PH domain at lipid bilayer surfaces as studied by 13C solid 

state nmr 

(De伊rtmentof Life Science， Himeji Institute of Technology) 

OSaωru Tuzi， Naoko Uekama， Masashi Okada， Hitoshi Yagisawa，組dHazime Saito 

Although intermolecular interactions between peripheral membrane proteins at lipid bilayer surfaces are 

important pr'α:esses of the signa1 transduction pathways in biological systems， molecular mechanisms of those 

PI'ωesses are still uncIear due to lack of means to investigate 跡 uctureof peripheral membrane proteins at 

membrane surfaces under the physiological∞ndition. Solid state NMR wou1d be the most suitable mean for this 

pUfJ問esince it can provide structural information at atomic level for proteins I∞ated at surfaces of 

phospholipid vesicIes suspended in buffer solution at ambient temperature. Here， we ∞mpared 13C NMR spectra 

of [3sC]Ala labeled phospholi凹seC-δ1 PH domain at a water.岨 solublestate with those at a vesicIe binding 

state， and ana1yzed ch組 gesof Iωa1 conformation and dyn結nicsof the PH domain induced at the membrane 

surfaces. 

生体において細胞膜などの脂質二重膜表面は細胞内外の情報の処理、中継の機能を担う重要な反応

の場であり、これらの情報伝達の機構は膜内在性蛋白質とともに、継続的、または一時的に膜表面に

局在する膜表在住蛋白質群により織成されている。このような脂質膜上における情報伝達のメカニズ

ムを理解するために、伝達機構を構成する蛋白質一蛋白質、蛋白質一脂質、蛋白質ー低分子などの分

子間相互作用と、その基礎となる脂質膜上における蛋白質の構造を知ることが必要と考えられる。生

理的条件における脂質二重膜表面は、周囲の水相と不連続な界蘭をなす電荷を帯びた脂質極性頭部の

層および極性頭部と脂質膜内部の疎水領域の界面からなっており、 pH、イオン強度、誘電率が表面近

傍で急激に変化する特異な環境を形成している。脂質一蛋白質問の直接の相互作用に加え、これらの

パラメーターの変化は、膜表在性蛋白質の構造、配向、運動状態などに、均一溶液中あるいは固体中

で観測されない特徴を与える可能性がある。生理的条件の脂質膜上における蛋白質の構造を得ること

が難しいために、現在、生化学的手法で得られる摸表在性蛋白質の機能情報は、結晶構造または溶液

中における構造をもとに解析されているが、国体NMRを用いることで、生理的条件に近い常温の緩衝

国体高分解能NMR、膜表在性蛋白質、 PHドメイン、脂質二重膜、ホスホリパーゼC

つじさとる、うえかまなおこ、おかだまさし、やぎさわひとし、さいとう はじめ
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溶液中の脂質二重膜上に局在した蛋白質の詳細な構造情報を得、膜表在性蛋白質の機能を直接機能に

関係する構造の情報を元に解析することができると考えられる。

とこでは、細胞内情報伝達系に含まれる膜表在性蛋白質問osphoJipaseC-O 1 (PLC-O 1)の脂質膜へ

の局在を制御するドメインであるPHドメイシ(J8kDa) を対象とし、 ドメイン中の到固のアラニシ残

基の側鎖メチル炭素を生合成的に13C標識した試料を使用した。 PLC司 δ1PHドメインは高等生物の細

胞膜中に含まれるPhosphatidyJinositol4，5・bisphosphate (Ptdlns(4，5)p2) の極性頭部を特異的に認識し、

高い親和性で結合するとともに、Ptdlns(4，5)P2の極性頭部に対応する低分子Ino唱itol1，4，5-trispho叩hate

(Ins( 1，4，5)P3) とも同程度の親和性で結合することが知られている。生体中においては、 PLC-δ1の

基質であるPtdlns(4，5)P2と生成物であるIns(1，4，5)p3の存在量によりPHドメイシの膜への局在が制御さ

れると考えられている。[3sC]Ala標識PHドメインーIns(I，4，5)円複合体(10mM MES pH6.5， 25 mM  NaCl， 

10 % glycerol， 0.025% Nめ13)のI3CNMRスペクトル(Fig.lbottom)と緩衝液(20mM KPi pH6.5， 1 mM DTT， 

0.0259もNaN3)中にけん濁したPhosphatidylcholine(PtdCho) IPtdlns(4，5)P2ベシクルに結合した[3sC]Ala

標識PHドメインの固体高分解能I3CNMRスペクトル (Fig.1 top， middle)を比較した。Ptdlns(4，5)P2結

合部位から空間的に離れたC-末端および~-末端 αーヘリックスに含まれるAla2 1 ， Ala116およびAla118由

来と考えられる 14.5-15.8ppmの信号の化学シ

フトはベシクルへの結合によりほとんど変化

せず、これらの部位の構造は膜表面の環境に

より影響されていないことがわかる。これに

対し、 βストランド聞のループ (s51s6ルー

プ)に位置するAla88に帰属される信号は17.49

ppmから 16.99ppmへ高磁場シフトを示し、

Ptdlns( 4，5)円結合サイトに含まれないこのルー

プが脂質膜表面との相互作用により構造変化

していることを示す。また、 β51β6ループに

接触する β7ストランドに位置するAla1l2は化

学シフトの不均一な分布とCP目MASスペクト

ルに見られる運動性の低下による信号強度の

増加を示し、 Ala88とは異なる相互作用による

構造と運動性への影響を示している。これら

の結果は膜表在性蛋白質が膜表面において実

際に特異な構造をとっており、国体NMRによ

り残基レベルでその構造変化を解析できるこ

とを示している。脂質膜表面で観測された

PLC-δ1 PHドメインの構造変化の特徴を基に、

脂質膜表面におけるPHドメインの状態につい

て考えられるモデルを提案する。

25 20 15 10 
ppm 

Fig. 1 I3C NMR spectra of [3sC]Ala labeled PH 
domain 1 Ins(l，4，5)円complexand [3sC]Ala labeled 
PHdom創 n1 PtdCho/Ptdlns(4，5)P2 vesicle ∞岨plex.
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3 LI0 自発磁場配向膜を用いた膜結合生体分子の精密立体構造解析

(横浜国大院・工>0内藤 晶、虎谷秀一、西村勝之

Determination of three dimensionaI structute of biomolecul回以>UIldto 

magnetically oriented mem耐加E

Graduate Sch∞，1 of Engineering， Yokohama Nati叩 alU凶versity

AkiraNaiω， Shuichi Toraya，佃dKatsuyt耐 Nishimura

A∞uμe of membrane systems伽.tare spon刷 eouslymagnetically oriented were examined. It is 

demons位ヨ飽d伽 ta disk ty戸叩del∞gated vesicIes can be spon組問叩slyali伊 edto the magnetic 

field. These柏崎ofmagnetic orientations are attri加制to伽 magneticanisotropy of lipid molecules. 

It is noti偲 d白紙 biomol配 ulesst即時lybound to the magne泊四llyoriented membrane can also be 

alignedω 白emagnetic field. Using these magnetically oriented membrane systems， we have further 

demons回飽d白紙 melittinforms two helices and they ro飽terapidly about the bilayer normal. We 

found白紙偽ech叩語伺1shift values oscillate in血e伺 sewhere the helical蹴 .esare rotating about the 

鉱 is伊rallelto the bilayer nαmal.百:tesechemical shift oscillations were tumed out ωprovide 

de凶 ledinf;αmati叩 onthe dynamic structure of bi叩 lolecules以珂mdtomembr加 e.

1 .はじめに

生体膜に強く結合している生体分子の詳細な構造、運動性、さらに膜に対する配向情報を

得ることは膜結合生体分子が示す生理活性を理解する上で重要である。とれまで膜に結合し

た生体分子の構造や配向はガラス膜に機械的に配向させた脂質二分子膜を用いて決定されて

きた。最近、リン脂質と界面活性剤の混合脂質膜を強い磁場の中に入れると自発的に磁場に

配向することが見つかっている。この自発磁場配向膜に強く結合する生体分子も磁場に配向

すると考えられるので、この自発磁場配向脂質二分子膜を用いると膜に対する生体分子の配

向情報を得ることができる。また、自発磁場配向膜はガラス配向膜に比べて十分に水和した

条件で測定できる点に特徴がある。我々は脂質二分子膜にメリチン1)やダイノルフィン B等

の生理活性ペプチドを混合することで、非常に配向能の高い自発磁場配向膜を形成すること

を見いだした。今回はこれらの膜を用いたより詳細な膜結合生体分子の精密立体構造決定の

方法を中心に報告する。

2. 自発磁場配向肢の種類とその配向原理

通常の分子は、完全な球状でない限り帯磁率の異方性を示す。すなわち、強い磁場の存在

下で分子磁化の大きさは磁場の方向によって異なる値をもっ。この結果、分子磁化と静磁場

自発磁場配向膜、脂質二分子膜、ヘリックス構造、化学シフト振動、立体構造

ないとうあきら、とらやしゅういち、にしむらかつゆき

-76 



との相互作用により、磁場中の分子はエネルギー的に安定な方向が存在する。単独の分子の

配向エネルギーは非常に小さいので、熱エネルギーによって配向は容易に乱されてしまい、

配向状態を観測することは難しい。しかしリン脂質が液品を形成する場合にみられるように、

多数の分子が方向をそろえて集合体を形成する場合、集合体全体として配向することが可能

となる。この場合、十分な磁場配向のエネルギーを確保するために集合体は球対称からずれ

た形をもつことが必要である。このような形態をもっ、パイセル、長楕円形小胞や赤血球に

見られる扇平小胞を脂質が形成したとき通常脂質膜面を磁場に平行に向けて自発的に配向す

ることが分かつた。

3.自発磁場配向膜に結合した生体分子の配向、構造、ダイナミックス

自発磁場配向膜に結合した生体分子の配向、構造、ダイナミックス情報が得られることを、

酸性膜DMPGに結合したメリチンについて詳しく研究した。メリチンは膜に結合したとき

δ22 
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pp町1

〆/;¥¥可
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δ! 
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Fig. 1: 13C NMR spectJ:司of[1-13C]Ala-melit伽

bound to DMPG bilayers in the static at -60'C(a)， 

and slow MAS (b)， oriented (c)， and 

fastMAS (d)∞IOditi叩 sat40'C.

ppm 

200 190 180 170 160 

Fig.2: 13C NMR sp配凶 of[1_13C]Glf， Ala4， 

Val5， Leu16， De17， De20-melittin bound to D阻喝

bilayers at 4O'C. 
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2本のα一ヘリックスを形成して、このヘリックスが中央で折れ曲がった構造をとることが報

告されている。今回、 DMPG膜に結合したメリチンも全体に渡ってヘリックス構造をとる

ことが13C標識したカルポニル炭素の等方化学シフト値と二次構造相聞から明らかになった。

標識したカルポニル炭素の 13CNMRは静止状態の場合、図l(a)に示すようにふ1.O22'δ33の

主値で特徴づけられる広幅のスベクトルを示した。膜中の生体分子は液晶状態ではかなり自

由に二次元拡散をしていると考えられる。生体分子が膜の対して一定の配向を保ちながら、

二次元拡散をする場合、分子がある軸のまわりで回転する状態に等しくなり、広幅の線形は

線幅の狭い軸対称線形に変化すると考えられる。実際 DMPG-メリチンの系において、図l(b)

に示すように液晶温度では軸対称線形を示した。このような線形は自発磁場配向膜の場合、

100Hz程度の低速MASの実験によって配向を乱した結果、観測することが可能になった。

次に回転を停止して自発磁場配向をした状態で信号を観測した結果、軸対称信号の丸エッジ

に信号が現れた(図l(c))。このことは先に述べた分子の回転軸が磁場に垂直であることを意

味している。また高速 MASで求められた等方化学シフト値からペプチドの二次構造情報が

得られる(図l(d))。さらに、標識位置を変化させた試料で測定した結果、いずれの標識位置

でも、配向状態では丸の位置に信号が現れた。加えて図 2に示すように、各標識位置によっ

て、信号の位置、すなわちムの位置が大きく移動することが分かった。このような規則的な

信号の位置の変化はメリチンの規則的な構造を反映していると考えられる。すなわち、メリ

チンはαーヘリックス構造を形成しているので、この規則的な信号の変化はヘリックス構造を

反映しているものと考えられる。そこで、図3に示すように隣り合うペプチド面は、 α一ヘリ

ックスを形成しているとき 1000角度がずれていることに注目し、さらにヘリックス軸と C=o

軸が平行であり、加えてO22軸と C=o軸が平行であると仮定した。すなわちヘリックス軸が

一定の傾き角を保ちながら歳差運動する状態を考える。これらの条件の下に企炉δfδ//を計

算してAoとペプチド面のねじれ角yをプロットした結果、ヘリックス軸の分子の回転軸から

の傾き角Eが大きくなるにつれて大きな振幅の振動バターを示すことが分かつた。この振動

パターンを化学シフト振動と名付けることにする。すなわちこの化学シフト振動パターンは

以下に述べるようにヘリックスの特性を示す重要な情報を含んでいる。

1)振動の振幅はヘリックス軸と回転軸の角度

を決定する。

2)振動の周期はヘリックスの性質を表してい

る、周期が 1000の場合はαーヘリックスを

形成し、周期が 1200の場合は 310-ヘリッ

クスを形成していると判断できる。

3)振動の位相はヘリックス中での個々のベプ

チド面の位置を表している。

?で当

ぺと

Fig.3 :町民essi叩 ofthe helical rod of 

melittin 
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以上の情報からDMPGーメリチン膜系におけるメリチンの N末端と C末端のヘリックス

はαーヘリックスを形成しており、そのヘリックス軸は脂質膜法線と 300の角度を保って二次

元拡散する様子が明らかになった(図 5(a，b))。

4.メリチンによる膜分断の分子機構

これまで、メリチンは膜面に平行に結合するという説と膜に垂直に膜貫通状態であるとす

る説が提案されているが、今回の実験結果からメリチンが膜貫通状態であることが明らかに

なった。この結果から、メリチンによる膜分断機構を考察することが可能になる(図 5(c))。

メリチンは相転移点以上ではモノマーとして存在し、膜内で速い二次元拡散をしている。し

かし、メリチンは両親媒性ヘリックスを形成することから、膜中の疎水的な環境では必ずし

も安定ではない。このため、温度が下がって、脂質の運動が束縛されると、親水面を内側に

してメリチンヘリックス同士で会合が起こり、疎水面を脂質に向けた構造を形成する。この

会合が進むとメリチンに固まれた脂質断片が円盤状断片になり可溶化して膜分断が起こると

考えられる。
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Fig.4: Plot of Ao against phase angle y of 
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(b) 
oDMPG ・Melittin

事欝∞重警∞轄S
Fig. 5: D戸創凶cstructure of melittin in the 

DMPG bilayers (a)阻 dthe process of lysis (b). 

I)A. Nai旬 etal.， Biophys. J.， 78，2405-2417 (2α)()). 

2) A.Naiぬetal.，Biω悩乱 Bi叩bys.Acぬ 15，認，3444(2α>2).
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3 Lll 
4.7Tesla人体用 MRIにおける多核種多チャンネル同時測定法の構築

(国立環境研)0三森文行、高屋展宏

Multinuc1ear/multichannellocalized spectroscopy system using 4.7Tesla 
wholebody spectrometer 

(National Institute for Environmental Studies)sぶ1itsumori.，N. Takaya 
We are constructing a multinuclear/multichannel localized spectro回 opysystem on a 
4.7 Tesla wholebody MRI. As the first stage， we built a method for 'Hl3'p interleave 
measurements on the same localized volume in the same duration as a single nucleus 
measurement. A dual loop quadra仰向 surfacecoil (8cm in diameter) was made for 
3'p and successfully combined with a TEM head coil for 'H. A STEAM sequence for 
'H and an ISIS sequence for 3'p were combined into one sequence in order to allow a 
quick interleave measurements using respective transmissionlreceive channel. The 
combined 'Hl

3
'P localized spectroscopy sequence enabled us to obtain a 'H spectrum 

with 4ms echo time and a 3'p spec甘umfrom the same localized voxel in the human 
brain without extending the measurement time. 

【はじめに】高磁場 MRIの最大の利点は検出感度の向上にある。これは化学シフト

域の拡大と相まって、生体内代謝物の測定・解析 (MRS)に多大な思恵をもたらすと

思われる。一方、高磁場においてみられる T，の延長、 T
2
の短縮は単位時間当たりの検

出感度の向上を逓減する。この T，延長による検出感度の逓減を回避し、高磁場の恩恵

を十分に生かすーっの方法は、延長したパルス繰り返し時間 (TR)内に単一核種の測

定を行うのではなく、同時多核種の測定を実行することである。我々は、 4.7Tesla人

体用 MRI分光計に 3つの送受信系を装備し、lTR内において同ーの局在領域から 3
核種測定を同時に実現する測定法の開発を進めている。今回は 'H、3lpの同時測定を

行うため、 2核種同調検出器の作製、 'H測定のための極短エコ一時間 STEAM法と 3'p

測定のための ISIS法を組み合わせたパルスシークエンスの開発、 2台の送受信系を同

時に駆動するためのシステムの構築を試みた。

{方法】 OxfordMagnet Technology (OMT)社の 4.7Tesla磁石(ボア径 925mm)を接

続したVarianInova分光計に3個の送信系、 4個の受信系を装備し、これをベースに

してシステム構築を行った。信号検出器は頭部測定用の transverseelectromagnetic 
(TEM)型3核問調コイルを制作中であるが、 2核同時測定のためには、頭部用 'HTEM
信号検出コイルと、自作の直径 3cmのリニア表面コイルまたは直径 8cmのデ、ユアル

ループ quadrature表面コイルを組み合わせて測定を行った。 'H、3'p両コイル聞には

重大なカップリングはみられなかった。

同一の局在化領域から 2核の同時測定を行うにはいくつかの方法が考えられる。

(1)コンビュータの異なるワークスペース上に l弘、のそれぞれの測定条件を設定し、

両スペースを交互に飛び移りながら 2核測定を行う。

(2) 'H、3'pに最適な局在化シークエンスを融合して 2核の interleave測定を行う。

(3)同一の局在化測定シークエンス(たとえば STEAM)を用い、 'H、3'pのrfパルス

を同時に送信し、同時に信号検出を行う。

Keywords:高磁場MRI，多核種NMR，多チャンネル測定，'Hスペクトル，3'pスペクトル

みつもり ふみゆき、たかやのぶひろ
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6 

12 

(1)は最も簡易な方法であるが、両スペース聞の交互移動に時間を要し、パルス繰り返

しを 10秒以下に短縮できなかった。 (2)は履歴の異なるパルスシークエンスを組み合

わせるため、フェイズサイクリングの調整や重複するパラメータの排除等の注意を要

するが、パルス繰り返し時間は十分短くできる。 (3)は同時測定を実現できるが、両核

で同じ空間領域を選択するためには rfパルスのバンド幅を γ比に応じて調整すると

いう難題が残り、 2核の同時励起により両核の間で望ましくない相互作用が生じるお

それもある。本研究では(2)の方法を採用した。
I
Hの局在化法としては、昨年動物機での報告を行った極短エコ一時間を実現できる

STEAM 法、ヤ局在化法としては T2
による信号減表を回避できる ISIS法を選択し、

両シークエンスの融合を試みた。

【結果と考察】単強の STEAM法、 ISIS法で測定パラメータの調整を行った後、融合

した2核局在化法で測定を行った。ヒト脳の後頭葉領域で測定した IHスペクトルを
図1(a)に、同時に測定した》スペクトルを図 1(b)に示す。 IHスペクトルでは水信号、
頭部外皮からの脂質信号の抑圧ともに良好で、 N-アセチルアスパラギン酸(NAA)、ク

レアチン(Cre)、コリン類(Cho)、グルタミン酸、タウリン、イノシトール等の代謝物

が識別できる。 31pスベクトルでは PCr、ATP、Pi、GPE、GPC等が観測された。これ

によって、測定時間を延長することなく、同一領域より IH及び31pスペクトルを同時

に測定できることを実証した。

(a) 

5 

(b) 

. 

8 4 
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Glu，Gln 2 

」ーL..... 」ーI....."， ......J 
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chemical shift (ppm) 
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Fig.l. (a) lH，組d(b) 31p 

localized spectra obtained 
from 3x3x3cm

3 
voxel in 

the occipital lobe of 
human brain in the 
interleave manner. 
Spectral width was 4000 
Hz and the data points 
were 4K in each nucleus . 

lH spectrum was localized 
by STEAM with 
TRlTEITM = 5000/4/33 
ms. 128 transients were 
accumulated. 

31p spectrum was localized 

by ISIS with TR = 5000 
ms. 128 transients were 

accumulated. 



3 L12 宇宙飛行士用超軽量コンパクト MRIの開発

巨瀬勝美松田善正栗本岳明橋本征太郎山崎由香子拝師智之宇津漂慎 2

吉岡大中西昭男岡田重益遠藤政治青木雅昭津崎岡IJ4 

1筑波大学物理工学系， 2 (株)エム・アール・テクノロジー

3筑波大学臨床医学系， 4住友特殊金属(株)

Development of aしight-weightand Compact MRI for Astronauts 
K. Kose

1， Y. Matsuda1， T. Kurimoto¥ S. Hashimot01， Y. Yamazaki1， T. Haishi2， S目 Utsuzawa2

H. Yoshioka
3， A. Nakanishi4， S. Okada4， S. Endou4， M. AOki4， T. Tsuzaki4 

1. Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， 2. MR Technology Inc.， 3. Institute of Clinical 

Medicine， University of Tsukuba， 4. Sumitomo Special Metals Company Ltd 

Prototype MRI systems for bone density measurements of astronauts were developed by using 

permanent magnets and a portable MRI console. The MRI systems were specially designed to 

measure trabecular bone volume fraction at calcaneus using image intensity of 2D spin-echo MR 

images. Human studies with a small number (n=22) of female volunteers demonstrated a close 

correlation between trabecular bone volume fraction and bone stiffness measured by ultrasound. The 

results have shown a promise of the MRI system as a tool for bone density measurements in space. 

1.はじめに

宇宙飛行などの微小重力環境下におかれると宇宙飛行土の骨密度は，急速に減少することが知ら

れているこのため，宇宙飛行士には激しい運動負荷が必要とされ，地上に帰還した後には，骨密度が

計測されるところが，国際宇宙ステーション計画で、は，宇宙飛行士の宇宙滞在は数ヶ月にも及ぶため，

滞在中に定期的に精度の高い骨量計測を行うことが，宇宙飛行士の健康の点，そして宇宙医学の観点

からも，大いに望まれている

さて，骨密度計測には，現在，二重エネルギーX線吸収計測法(DXA法)や，定量的超音波法(QUS

法)が広く使われているが，これらの手法では，面積骨密度や骨の硬さに関する情報は得られるものの，

骨量の定量的評価に不可欠の海綿骨体積密度(TrabecularBone Volume Fraction: TBVF)の計測は

不可能である.そこで， TBVFの高精度の計測が可能と言われる MRIは，宇宙飛行士の骨量計測装置

として，非常に有望である

さて， MRIによって TBVFを計測する方法としては，次の 3種類の方法が提案されている.第一は，高

磁場 (1.5T以上)において，海綿骨の部位における骨髄の T2*を計測する手法(1)，第二は， MR 

microimagingにより海綿骨構造を骨髄の信号を用いて描出し海綿骨の体積を画素数より求める手法

(2)，第三は，骨髄中のプロトン密度を画素強度により定量化して，骨髄の体積を求め，この相補的な量

として TBVFを求める手法(3)である.宇宙ステーションにおいては，小型・軽量化が最優先されるため，

高磁場磁石を必要としない第三の方法が有効である.そこで，本研究は，小型・軽量化を目指した骨密

度計測用 MRIを構築することを目的として実施した

2.システム開発

開発の方針として，まず，標準的手法で開発した永久磁石(磁石A)を用いてシステムを構築し性能

評価等を行った後，同様の磁石仕様で，磁石がどの程度軽量化できるかを検討した Fig.1に，磁石Aを

用いて構築したシステムの全体像と，軽量化した磁石(磁石B)を示す.いずれの磁石も，ギャップは

キーワード:MRI，宇宙用 MRI.骨組霧症，骨密度，躍骨

こせかつみ，まつだよしまさ，くりもとたけあき，はしもとせいたろう，やまざきゆかこ，はいしともゆき，

うつざわしん，よしおかひろしなかにしあきお，おかだしげます，えんどうまさはる，あおきまさあき，

つざきつよし
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16cmであるが，櫨若人 8で，均一領域はそれぞれ 13cm球， 10cm球，融右重量はそれぞれ約 500kg，

約 200匂である.RFプローブとしては v 両方の磁石に共通に，長円形の口鐙(畏佳 21cm，短笹 8.4

cm)を有するものを櫨用した目なお，磯石Bを使用した場合のシステムの総重量は，約 280kgで、あった.

Fig.1 Overview of the compact MRI system for bone density measurements (Ieft). Light-weight 
permanent magnet (right) 

3 骨密度定量化の方法

定量化に関しては 1 緩和時間とす務総場 E 勾艶磁場 a 高調波磁場の不均一性に関する環を，複

数の盟像で補正するという，前自の発表の通りであるが(4)，今田は，異なる被験者間のチューニ

ング変化の影響を補正するために，以下のような考察の下に実験を行って補正法を開発した e

最初に標準的な被験者でチューニングを合わせ 7 その後?他の被験者の躍をプローブに挿入し

た時にチューニング条件が変化すると?受信と送信に関して次の現象が記こる受信iこ関してi志

向調回路の特性が変わることにより， NM尺信号の強度 e 位指が変化する この変化j之箇像全体

では一犠なleJ素強j窒変化となるので?開時撮像したファントムによって補正が可能である とこ

ろが，送置に関しては，チューニングが外れたことにより変化する送矯パワーに対して，画素強

農は，それぞれの場所における高麗波儲場強度に応じて?非線形に変化するため，信号強度の補

正には，複雑なプロセスが必要とされる そこで 7 送信 RFパワーを変化させたときの断層醤像

を取得し r送信パワーの変化に対して P 躍骨の計;~IJ領域と詞様に強度変化するファントム領域を

感度補正に使用するJという手法を考案した これにより，被験者毎にチューニング条件が変化

しそれによって送信 RFパワーが変化しても，精度の高い補正が可能である

2000自

τ1600日

e 

~ 12000 
4β 
忽
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.，; 8000 

d坊

'" ~ 40日B

10 12 14 
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ドig.220 images acquired with a spin-echo sequence (TR=1200 ms， TE=12 ms). The square 

regions were used for the intensity correction. The right figure shows只Fpower dependence of the 

image intensity measured and averaged over the squares 

83-



Fig.2の左の画像は，躍骨の垂直な断層面であり，図中のファントムと撞骨の矩形領域の画素強

度を，送信 RFパワーに対してプロットしたものが，右のグラフである.このように，適切な領

域を指定することにより，送信パワーが変化しでも，それに比例して画素強度が変化する領域を

確保し，画素強度補正を行うことが可能である

4. プロトン密度ファントムによる評価

前の節に述べた計測j去の線形性と再現性を評価するために，まず，プロトン密度ファントムを

用いた計測を行った.プロトン密度ファントムは，オレイン酸と四塩化炭素を体積比で混合する

ことにより，体積密度が0.2......1.0まで 0.1間隔で 9種類のものを作成した.これらのファントム

を.TR=800.....4000ms. TE=12msとTE=96msの2種類のスピン・エコー法で計測し上記の手

法でプロトン密度を定量化した.その結果を Fig.3に示す.このように，プロトン密度に対する

良好な直線性 (R2=0.99958)が得られた

さらに，プロトンの体積密度が0.7(撞骨のプロトン密度と同程度)のプロトン密度ファントム

を用いて. 10分間隔で連続 24回の密度計潰IJ (TR=1200ms. TE=12msと96msのスピン・エコ

ー撮像)を行い，密度計測の再現性を検証した.その結果を Fig.4に示す このように，変動係

数 (Coefficientof Variance : CV値，標準偏差/平均値)として 0.53%を得た
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5.健常人ボランティアによる評価

本システムの有効性を検証するために，比較的均一な被験者集団を用いた，定量的超音波計測

法との比較計測，および長期的再現性のための計測を行った.

<定量的超音波計測との比較>

年齢 18......23識の女性健常人ボランティア 22名に対し，実験的内容を詳細に説明し同意を得

た上で. MRIによる計測と，定量的超音波計測 (QUS) を実施した. QUSは，米国 Lunar社の

Achiless1000+であり.MRI. QUSともに右足を計測した.なお.MRIではスライス厚は 10.5mm

とした. Fig.5に.QUSで得られた sti背ness(超音波の音速と，透過超音波の減衰度の周波数依

存性から得られる骨の硬さの指標)に対する.MRIで得られた海綿骨骨密度を示すこのように，

R2=0.4107と，有意な相聞を示した.

<長期的再現性の計測>

上記の 22人の被験者に対して，週2回，連続5週間(合計 10回)の MRI計測を行い，そのう

ち，計測プロトコルが安定化した後期の 8囲の計測に対して. CV値を算出した. Fig.6は. 4回

目と 7回目の計測値の相聞を示す CV憤は，個人によってかなり異なり. 2.2......5.3%であった.
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6.考察

超音波により得られた stiffnessと， MRIで計測された海綿骨骨体積率は，有意な相聞を示した

が，物理量そのものが異なるため，相聞が高いことに積極的意昧があるわけではない. しかしな

がら躍骨を対象とした， DXAとQUSの相関係数 (R2)は， 0.2.....0.4と報告されており，もし，

DXAと MRIによる TBVFが高い相聞を持つものであるとすれば，今回得られた相関係数は，合

理的なものと思われる. MRIに比肩する定量計測法が存在しないことと，破壊的計測がほとんど

不可能なために，計測の信頼性を直接的に実証することは困難であるが，さまざまな傍証などに

よって信頼性を高めていきたい.なお，被験者の長期的計測においては，ファントムにおいて得

られた CV値に比べて4倍程度の値が得られ また，個人的には大きなばらつきが見られた.こ

れに聞しては，植物油ファントムの緩和時間の温度変化，電気系の安定性など，検討すべき項目

は非常に多く，これらを一つ一つ検討していく必要がある

7. むすび

宇宙飛行士が，宇宙ステーションなどで使用するための骨密度計測用 MRIのプロトタイプを開

発した現在，総重量は約 280kg，設置面積は約 4m2，長期的なヒトの計測に対する CV値は最

良のケースで 2.2%であるが，今後，このシステムを出発点として， 1. 軽量化(総重量数 10kg

以下)， 2. コンパクト化(設置面積 1m2以下)， 3 計測の再現性の向上 (CV値 0.5%以下)を

めざしたい.このためには，磁石のギャップを狭くし，静磁場強度も 0.1T程度まで低くする必要

があり，計測系の全面的見直しも必要である.なお，この技術開発で得られる成果は， MRIのコ

ンパクト化，軽量化に対して，大きな寄与となることが期待され，地上における多機な MRIの実

現にも貢献することになると思われる.

References 
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osteopenia by quantitative magnetic resonance and bone densitometry. Radiology 217，527司 538，2000.
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347・357，1998. 
3. Fernandez・SearaMA， Song HK， Wehlri FW. Trabecular bone volume fraction mapping by 
low-resolution MRI. Magn. Reson. Med. 46: 103-113， 2001. 
4.第40回NMR討論会講演要旨集34・37.

-85-



3 L13 T1緩和時間によるラット脳室周囲器官(脳弓下

器官・下垂体後葉)毛細血管の水透過性の測定
。京都府立医大・一生理 1、奈良女子大・生活環境学部・生活健康 2、

精神神経センター神経研 3、岐車大・医学部・一生理ヘ生理学研・

分子生理5)

。瀬尾芳輝 1、鷹股亮 2、荻野孝史 3、森田啓之ヘ村上政隆 5

Water permeability of capillaries in the subfornical organ of rats determined by 

T1 relaxation time measured by lH magnetic resonance imaging. 

(1 Dept. ofPhysiology， Kyoto Prefectural University ofMedicine， 2 Dept. of Environmental 

Health， Nara Women's University， 3Dept. ofBiochemistry and Cellular Biology， National 

Institute ofNeuroscience， National Center ofNeurology and Psychiatry， 4 Dept. of 

Physiology， School ofMedicine， Gifu University， 5 Dept. ofMolecular Physiology， National 
Institute for Physiological Sciences) 

Yoshiteru Seo1，Akira Takamata2， Takashi Ogin03， Hironobu Morita4， Masataka Murakami5 

The water permeability of capillaries in the subfornical organ (SFO) of rat was measured 
bya 1H NMR imaging method in combination with a venous injection of a relaxation reagent: 
gadolinium-diethylene triamine-N，N，N'，N" ，N"-pentaacetic acid (Gd-DTPA2

.). Judging from 
results of Gd-DTPA2

• dose dependency in the intact brain and the the blood-brain barrier 
(BBB) permeabilized brain， Gd・DTPA2• could not have leaked 0以 fromthe capillaries in the 
cortex， thalamus or SFO， but it could have been extravasated in the posterior lobe of the 
pituitary gland. The longitudinal (T1) relaxation time of water in the SFO region was 
measured by inversion-recovery MRI at 4.7 T. The 1/T1 before and after Gd-DTPN' infusion 
were 0.70土 0.02S.1 (mean土 SEM，n=9) and 1.53土 0.11S.1 (n=9)， respectively. The rate 
constant for water influx to the capillaries was estimated to be 0.84土 0.11S.1 (n=9) which 
corresponds with a diffusive membrane permeability (Pd) of3.7 x 10.3 cm S.I. Compared with 
values found in the literature， this P d value of the capillaries in SFO was the same order as that 
oftransmembrane permeability ofwater ofthe vasa recta， and it may be 10・ 100times larger 
than that of the BBB in the cortex. From these results， we conclude that the capillaries in SFO 
have one of the highest water permeability values among all of the capillaries in the brain. 

【はじめに】 脳組織は血液脳関門但BB)と呼ばれる堅固な血管内皮構造により、体

液の電解質や浸透圧の変動による影響から守られている。第 3脳室・第4脳室周辺

には、脳室周囲器宮(CVOs)と呼ばれる特殊な領域があり、 BBBの透過性が高い。 CVOs

は、脳の体液調節中枢が体液で生じた変化を見る「窓」の役目をしていると考えら

れている。種々のマーカーを用いた測定が行われているが、水についての透過性を

測定した例はない。今回、 T1緩和試薬 gadolinium-diethylenetriamine-N，N，N'，N" ，N"-

pentaacetic acid (Gd司DTPA2') と T1緩和時間測定法を用い、ラット脳弓下器官と下垂

体後葉部位の組織毛細血管の Gd・DTPA2•と水の透過性を検討したので、報告する。

キーワード: 水分子、脳血液関門、脳弓下器官、 Tj緩和時間、緩和試薬

せおよしてる，たかまたあきら，おぎのたかし，もりたひろのぶ，むらかみまさたか
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{方法】 Wistar系ラットをガス麻酔下に、左大腿静脈内にカテーテルを留置した。

頭頂部に直径 23mmの表面コイルを設置し、 Biospec4.7/40(4.7 T)内に固定した。測

定には ParaVision2.1.1を用いた。 500mM GふDTPA2.溶液を注入し、細胞外液濃度

が 10mM程度σ-15 mM)になるように調整した。脳組織の信号強度の変化を 30・60

分間にわたり Tj強調恥偲画像で測定した。高速磁場反転エコー法(GEFI)を用い、FOV

2.5 x 2.5 cm、データサイズ 128x 128、スライス 1mm，パルス繰り返し時間σR)100

郎氏、エコ一時間σE)4.2郎氏、 9スライス、 2回積算、積算時間 30secで測定し

た。その前後に、高速磁場反転 Tj画像法σast-T1MRI)で、 Tj緩和時間を測定した。

FOV 2.5 x 2.5 cm、データサイズ 128x 128、スライス 1mm、RAREfactor 16、積

算 2回、磁場反転パルスおよびサンプリングパルスにはadiabaticpulseとGausspulse 

を用い、 10個の recoverydelayを測定した。

【結果および考察]

L強調画像の強度変化による水透過性の定性的評価 ラットに Gd-DTPA2ーを注入し

ても、視索上核や室傍核などを含め、脳実質のほとんどの部位の信号強度は変化し

なかった。矢状断面像では、脳弓下器官(SFO)と下垂体部に顕著な信号強度の増加が

見られた。 T1緩和時間を測定すると、 SFO部位の T1緩和時間の短縮が認められたが、

皮質・視床部位では変化しなかった(表 1)。また、三次元血管造影法(3D-MRA)に

より、血管構築との関係を確認し、この部位に巨視的な血管あるいは大きな体積を

占める血管の無いことを確認した。解剖学的にも、血管体積は 24%程度であり、 T1

強調画像強度への寄与は無視できる。以上より、 T1強調画像法により、 Gd-DTPA2ー

により T1緩和時間が短縮した部位を高信号領域として検出できることが示された。

高張溶液 (25%マンニトール)を内頚動脈から注入し BBBを破壊することによ

り、 Gdι-0'τPA必2

を持つ皮質や視床などは、Gd-DτPA2・注入によっても信号強度は変化しないが、 BBB

を破壊すると、即座に GD-DTPA2

認められた。本来、 BBBの存在しない下垂体前葉や皮膚などは、 Gd-DTPA2ーが最初

から血管内から間質に流れ出ているので、 BBBの破壊操作に影響されない。一方、 SFO

では、Gd-DTPA2.注入後増加した信号強度は安定したレベルを示したが、 BBBの破

壊により、さらに大きく上昇した。また、下垂体後葉では、Gd心τPA2•注入後増加し

た信号強度は BBBの破壊によっても変化しなかった。よって、 SFO部位の毛細血管

はGd・DTPA2を透過せず、一方、下垂体後葉では、 Gd-DTPA2を透過すると結論した。

以上の結果から、血管内外の 2コンパートメントでの水交換モデルを考え、 SFO部

位の毛細血管の水透過性を求めることにした。

毛細血管水透過性の推定 T1測定値から SFO毛細血管の拡散水透過係数を、

Farby & Eisenstadt(1975， 1978)の方法により、以下の条件の下に求めた(図 2)。

1)血管内に注入したGd-DTPA2ーにより緩和速度の大きくなった水分子が毛細血管

を介して交換することにより、組織の緩和速度は2成分侭s，町)になる。
2)遅い緩和速度Rsは、血管外組織の緩和速度 Reと水の交換速度 kにより、

Rs = Re + k と表される。

3) 拡散水透過係数(Pd)~ま、 PdB = keoV/l¥，と求められる。ここで、 Ve、Aは、血管

外組織の体積と毛細血管の表面積である。解剖学的知見から l¥，Neは、 227cmと

した。
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Table 1.τ1  relaxation rate constants (sec司 1)of SFOラ cortexand 

and differences (.d..R) to 

dR After Control 

0.109 

土 0.023

(n=9) 

土 0.040

(n=4) 

+ 0.836 

0.086 

0.093 

土 0.114

(n=9) 

土 0.017

(n=9) 

土 0.060

1.532 

0.749 

0.792 

:i:: 0.016 

(n=9) 

土 0.013

(n=9) 

:i:: 0.027 

(n=4) 

0.695 

0.699 

0.663 

SFO* 

Cortex 

Thalamus 

Note: n is number of animals.キ indic昌tesstatistically signific昌ntdifference between the 
control value and values after the Gd働 DTPA2
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Fig. 1 Transient changes images and 

the T1 relaxation rates of rat was to 

hyperosmotic stress. Afterふminunder control conditionsラ GふDTPA2-wasi吋ectedfor 4 
min at a rate of 0.57 mmol/min!kg body weight (bl品ck then maintained at呂 constant
infusion rate of 0.14 mmol!hr/kg body weight (bold After 35 min of the Gd-・DTPA2

-

infusion， 25% mannitol solution (5 ml/kg weight) was injected from the inte出品1carotid 
昌rtery(open arrow)， which made capillaries in the right permeableラ includingthe 
mid-sagittal part of the thalamus， hypothalamus， and the midbrain. a) -c) Changes in 
weighted image intensity of a single voxd (195 x 195 x 1000μwere every 56 sec. 

(d)τhe positions ofthe 10 ROIs are shown on a sagitta! ofthe brain. 
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Fig. 2. A kinetic model for water exchange in the subfomical organ based on 
GιDTP A impermeable capillaries. 

Table 2. Transepithelial diffusive and hydraulic water permeability 

Tissues 
Subfomical organ (rat) 
Vasa recta (rat) 
Muscle capillary (dog) 

Outer medullary collecting tubule (rabbit， 37
0 

C) 

MDCK monolayer (type 1，20
0 

c) 

Bladder epithelium (guinea pig， 37
0 

c) 

Blood-brain barrier (rabbit) 

Vasa recta (rat) 

Pd (cmesec-1) 
3.7 X 10-3 

2 X 10-3 

2.8 X 10-4 

5.8 X 10-4 

2.6 X 10-4 

4.6 -8.6 x 10-5 

Lιp (cm sピ1a幻tom-1

3 X 10-1 

3.l X 10-5 

SFO部位のT1緩和速度の変化量 (0.84:1:0.l1 S-l， n = 9) とA/Ve比から、毛細血管を

介しての拡散水透過係数(Pd)は、 3.7x 10・3cmesec-1と求めることが出来た。表2に代表

的な上皮膜での水透過係数のデータを示す。 SFOにおける水透過性は、水透過性の

高い腎臓直血管とほぼ伺程度の値である。水透過性の低い腎芳皮質ネフロンの集合

管や、ほとんと、水透過性が無い勝脱上皮細胞に比べ、 10・100倍の値を示している。

脳毛細血管については、水力学的透過係数(Lp)での報告がなされている。両透過係数

は、直接に比較することは出来ないが、腎臓直血管のデータを対照とすると、正常

なBBBを形成する毛細血管に比べ、 SFOの毛細血管は100倍程度高い水透過性を持っ

ていると考えられる。よって、 SFOの神経細胞は、体液で生じた浸透圧やpHの変化、

おそらく電解質組成の変化も容易に検出する事ができるであろう。また、室傍核や

視索上核の部位が正常なBBBと同様な低い水透過性を示したことからも、体液調節

機構に於いて、 SFOがセンサーとしての役割を果たしているという仮説を支持でき

る。以上のように、本方法を用いれば、従来の方法では測定できなかったinsituで、の

脳組織毛細血管の水透過性を測定でき、生理学的病理学的応用に適用できる。
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Pl 根粒菌 FixJ蛋白質C末端ドメインの高次構造と DNAとの相互作用の解析

(横浜市立大学大学院・総合理学研究科ヘ理化学研究所・遺伝生化学研究室

CREST • JST:l，理化学研究所・生体物理化学研究室 4)

0倉島かおり 112，伊藤隆 lι，:¥柴田武彦 1，2，3，田村浩二ペ中村寛夫 1，4，城宜嗣 4

Solution structure of the FixJ C-terminal domain and its interaction with DNA 

Kaori Kurashima1.2
‘
Yutaka ltoL2.3‘ Takehiko ShibataL2.3‘ Koji TamuraへHiroNakamura1へ

Yoshitsugu Shiro4 

lGraduate School oflntegrated Science， Yokohama City肋 iversity， 2Cellular andλlo1ecular Biology Laboratory， 

RJKEん:ヤ'RESTIJST， 4Biophysical Chemistrv Laboratoη: RJKEN Harima lnstitute 

百leFixL/FixJ system is a primalヲ!regulator of expressi'On 'Of nitr'Ogen fixati'On related genes in Rhiz'Obia 

FixL is a paradigm for heme同based'Oxygen sens'Or pr'Otein. whilst FixJ is a resp'Onse regulat'Or pr'Otein. The 

C-termina1 'Of FixJ(FixJC) remains yet t'O be alla1yzed at at'Omic res'Oluti'Oll， Therefore we have initiated血eN恥1R

alla1ysis 'Of the C-terminal d'Omain 'Of FixJ in 'Order t'O determine its s'Oluti'On structure and t'O understalld the 

structura1 basis f'Or specific rec'Ogniti'On 'Of the prom'Oter regi'Ons 'Of nifA alld fixK 

C'Omplete backb'One alld side-chain assignment has been performed using triple-res'Onallce N恥1Rspectr'Osc'Opy 

ηle s'Oluti'On銃ruct町 e'Of FixJC determined from NOE・deriveddistallαrestraints c'Onsists 'Of fiveα-helices 

exhibiting structural similarity with the C -terminal tl溜lscripti'Onactivat'Or d'Omains 'Of 'Other resp'Onse regulat'Or 

proteins‘such as NarL. T'Oward understanding the rec'Ogniti'On mechanism 'Of FixJC f'Or DNA. N恥血 titrati'On

experiments wrren白Ywith the target DNA sequence extracted 合'OmfixK pr'Om'Oter regi'On are in pr'Ogress 

[序]根粒菌の窒素固定反応は、 FixLlFixJ二成分情報伝達系によって制御されているコ細胞内が低酸

素状態になると、 FixLのセンサードメインにあるへム鉄から酸素が遊離し、この結果 FixLのキナー

ゼドメインが活性化され、 FixJがリン酸化されるつリン酸化された FixJはfixK及び nifAプロモータ

ーと結合し、窒素画定に必要な FixK.NifA蛋白質の合成を誘導するコ我々は、 FixJの DNA結合ド

メインである C末端ドメインを単離し (FixJC)、NMRによる立体構造決定を行ったっさらに FixJC

とfixKプロモーター配列との相互作用の解析を進めているのでこれらを報告する 3

.-lQD FiXL ，@l) 

¥に;;:@号制
げ A1wtf 盆 orNif~

Fig1. Schematic陀 P四sentationof FixUFixJ two component signal transduction system 

At low oxygen concentra1Ion. FixL dissociates 01 trom the heme in the sensor domain and enhances autophosphorylation activity in the 

kinase domain to phosphorylate FixJ. FixJ consists ofthe N-temunal phosphoryl receiv訂正lomainand C-terminal transcriptional activator 

domain. Upon phosphorylation. the recdver domain dimerizes‘leadingto叩 hanc白nentofthe DN A binding atlinity 

Kev Words: 

The C-terminal domain of FixJ町 StructureDetermination. Protein-DNA Interaction. Titr・atlOn

くらしまかおり，いとうゆたか， しばたたけひこ，たむらこうじ，なかむらひろお， しろよしつぐ
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【実験]13C/15Nラベル標識をされた FixJCを用い、主鎖 lHN、13C、15N核の帰属のためには lH-15N

HSQC、CBCA(CO)NNH、CBCANNH、HNCO、HN(CA)COを、側鎖 13C、lHc核の帰属のために

は lH-13CHSQC、HBHA(CO)NNH、H(CCCO)NNH、(H)CC(CO)NNH、HCCH-TOCSYを測定し

た。原子関の距離情報を得るために、:3D 15N separated-NOESY、:3D 13Cseparated-NOESYを測定し

た。全ての測定は Bruker社 DRX600を用い、298Kで、行った。データ処理及び解析は、それそoれAzara、

Ansigソフトウェアを用いて行った。高次構造計算は CNSソフト上でAmbiguousNOEを用いて行

った。

I結果・考察]NMR実験より、主鎖と側鎖の NMRシグナルの帰属を完了した。合計 2990個の

Unambiguous NOEと698個のAmbiguousNOE距離情報に ChemicalShift lndexからの二面角情

報及び水素結合情報を加えて高次構造計算を行った結果、主鎖原子の RMSDで 0.715Aの高次構造を

計算することができた(Fig2t FixJCは 5つのα-helixで構成されており、他の ResponseRegulator 

の転写活性ドメインと同様に DNAと相互作用するとされている helix-turn-helixモチーフを保持して

いることが分かつた。現在では、fIxKプロモーター領域である DNAとの相E作用を見ることを目標

にDNA結合領域の特定を行っている。

Fig2. Solution structure ofFixJC. 

Backbone ov町 laysof an ensemble of 20 selected structures on basis ofhaving lowesl曲目giesin 80 calculaled structures (left) and ribbon 

問 presenlalion()f slructure closest 10 Ihal ofthe mean of叩 semble(righl) 

Starting from picked‘n町四alisedand partially描 signedNOE cross-peaks‘Iwo separale lisls司 oneof unambiguous NOE restraints. the 

olher of ambiguous restrainls. were thus produced by “conn~ct" program in A..zara software 10 normalize peak intensities in10 four cat.:gories‘ 

and oblain Iwo separated lists. one of unambiguous reslrainls‘Ihe other of ambiguous 回世間ints. The d国訓lcerestraint files. along with the 

hydrogen bond and dihedral angle informal阻止 wereinpul into CNS-based prolocols and subjecled 10 a simulaled annealing protocol ηM  

RMSD ofbackbone aloms and all heavy aloms are 0.715 A and 1.093 A司 respectively.
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P2 超臨界水実験のための流通型 NMR測定装置の開発

(京大院理)0向出政伸、浦崎洋平、網田富士嗣、岡 博之、梶本興亜、

竹腰清乃理、寺尾武彦

Development of an NMR Apparatus for Supercritical Water Experiments 

(Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University) 

OM. Mukaide， Y. Urasaki， F.Amita， H. Oka， O. Kajimoto， K. Takegoshi， and T.Terao 

We have developed an NMR apparatus for studying. organic reactions under the 

supercritical water (SCW) co'ndition. The apparatus utilized the flow method to instantly 

generate the SCW condition and directly follow the reaction rate by changing the reactant 

flow rate. A sample tube durable at the SCW condition as well as a high-pressure high-

temperature seal connecting the ShN4 sample tube to a nonmagnetic metal flow tube had to 

be developed to realize the flow system. With this apparatus， the proton chemical shi氏of

SCW was measured. In addition. we will discuss the merits and problems of flowing method 

in NMR measurements in terms of integrated intensity of NMR spectra. 

1.序

これまで超臨界水中での有機反応は、パッチ法あるいは流通法を用い

て行い、化学種の同定にはuv、IRが用いられてきた。しかし、よ

り確実な同定法としてはNMRが最も有効な分光学的手法である。

我々は超臨界水の急速混合による流通法と NMRを組み合わせるため

に加熱装置と高温高圧用 NMRプロープを開発した。この装置を用い

て 40MPa、400"Cの超臨界状態が実現され、さらに、超臨界水の

lH-NMRスペクトルの化学シフトの温度、密度変化が再現された。

また、 13C核との比較を含めて流速に伴うスペクトルの強度の変化に

ついても調べた。

2.流通型 NMR装置 (図 1参照)

HPLCポンプで水および試料(ここでは水)をプレヒーターに送り込み、

それぞ、れ 500"Cおよび200"Cに加熱し、ミキサーを介して急速混合

させ、瞬間的に臨界温度以上を実現した。さらに混合後の放熱による
(図l.装置の概略)

温度低下を防ぐため、ミキサーの周囲に補助ヒーターを取り付けて冷却を抑えた。サンプルチュ

ーブには非磁性のセラミック SiJN4(内径:3mm)を用い、熱電対をチューブの上下から挿入してコ

イル中心の温度評価を行った。さらに加熱した窒素ガスをチューブ下部より吹き込み、保温を行

うことにより、 40MPa、400"Cの超臨界水の lH-NMRスペクトルの測定に成功した。 JHの共鳴

周波数は 300MHz、ピークの半値全幅は 8-15Hzであった。

キーワード:超臨界水、流通型NMR、高温高圧

むかいでまさのぶ、うらさきょうへい、あみたふじっく¥おかひろゆき、かじもとおきつく¥た

けごしきよのり、てらおたけひこ
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3.超臨界水の lH.NMRスベクトルの温度、密度

変化(化学シフトに関する議論)

流速 5ml/min、圧力 18~40MPa、 360~400"Cの

範囲で水の NMRスベクトルの化学シフトを測定

した。密度変化に伴う磁化率補正を適用し、標準

をMatubayasiのデータにおける密度 0.41g/cm3、

403"C、1.25ppmとして密度と化学シフトの関係

をプロットした(図 2)0Matubayasi、Hoffmann

のデータと比較した結果、化学シフトの温度、密

度変化がほぼ得現された。

4.流通法による 1H、¥3c核の測定結果の比較と

検討(積分強度に関する議論)
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流通法では、測定位置での試料の成分構成が一定であるので、積算回数は任意に増やすことがで

きる。また、緩和を待つ必要がないので、緩和時聞が非常に長い核に対しでも、短時間に積算を

重ねることができることが解った。さらに、積分強度に関する流速の影響を調べるために、パイ

レックスガラス管(内径 :2.6mm)をプロープに貫通させ、 HPLCポンプで試料を送液して、流速

によるスベクトルの積分強度の変化を調べた。試料にはジオキサン、トルエンを用い、 lH、

13C'NMR スベクトルをそれぞれ流速が 2~ lOml/min の場合において比較したところ、流速の増

加に伴う積分強度の減少が観測された。これに対し、単純な理論によれば FIDは次式のように表

され(1:検出部の幅(20mm))、

I (1-vt/l)fo(t) (O'5， t'5，l/v) 
f(t) = ~ リ fo(t) :流速 Oにおける FID

o (l/v'5， t) 

「スベクトルは広幅化するが、積分強度は流速によらず不変jになる。本実験においては 1Hより

も13C核の場合に積分強度が減少し、特にトルエンの a炭素の積分強度が著しく減少することが

確認された(図 3)。この傾向から、縦緩和時間 T1が比較的長い場合には、観測パルスを照射する

段階までに磁化が十分に進まず Boltzmann平衡に達していないことが原因と考えられた。

なお、この現象は前述した超臨界水と常温の水の lH-NMRスベクトルの比較からも確認された。

95 90 
chemical shift(ppm) 

alpha carbon 

(図 3. トルエン(100%)の 13C.NMRスベクトル(流速:2mνmin)) 

'reference 

N. Matubayasi， C. Wakai， M.Nakahara， J.Chem.Phys. 107， 21， 1997 

M. M. Hoffmann，M. S. Conradi， J.Am. Chem. Soc， 1997， 119， 3811・3817
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P3 高分子量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

(東大院薬系 1、産総研.BIRCZ) 0宮沢真由美人西国紀貴 1、中西民二 1、

坂倉正義人寺沢宏明 1、高橋栄夫人嶋田一夫 1，2

Development of NMR methods for determining the interfaces of a large protein complex. 

I Graduate School of Phannaceutical Sciences，出eUniversity of Tokyo， 2 Biological Information Research 

Center (BIRC)， National Institute of Advanced Indus出alScience and Technology (AIST) 

Mayumi Miyazawal， Noritaka Nishidal， Tamiji Nakanishil， Masayoshi Sakakural， Hiroaki Terasawa" 

Hideo Takahashi2， Ichio Shimadal 

The cr'Oss-saturati'On meth'Od enables us t'O identify the c'Ontact residues 'Of large pr'Otein c'Omplexes in a m'Ore 

rig'Or'Ous manner than is p'Ossible using c'Onventi'Onal NMR meth'Ods. In the present w'Ork， we examined the 

elements that affect the result 'Of the cr'Oss-saturati'On experiments by c'Omparis'On 'Of the result 'Obtained fr'Om 

NMR experiment with that calculated合oma c'Omputati'Onal simulati'On meth'Od. The cross-saturati'On meth'Od is 

difficult t'O apply to protein c'Omplexes with a m'Olecular weight over 150 K and/'Or with a weak binding affinity. 

T'O 'Over c'Ome these Iimitati'Ons， we carried 'Out the cr'Oss幽 saturati'Onmeasurements under c'Onditi'Ons 'Of a fast 

exchange between free and b'Ound states 'On the NMR time-scale， and determined the c'Ontact residues 'Of the 

c'Omp1ex 'Of the B d'Omain 'Of pr'Otein A and intact 19G， which has a m'Olecular mass 'Of 164kDa and sh'Ows weak 

binding. 

I序l交差飽和法はタンパク質複合体界面残基を同定する NMR測定法である。例えば、タンパク質 I

-11複合体の系において交差飽和法を適用する場合、タンパク質 Iの非交換性プロトンを 2Hで、主鎖

アミド基を 15N で均一標識し、非標識タンパク質Eと複合体を形成させる。この複合体に脂肪族プロ

トンの周波数を持つラジオ波を照射することにより、タンパク質Eのみを飽和することが可能となる。

タンパク質 Iのシグナル飽和は、交差飽和と呼ばれる磁気的相互作用により、タンパク質Eの界面近

傍のプロトンにも伝播する。したがって、ラジオ波照射を行った複合体の IHJ5NHSQCスペクトルに

おいて、照射を行っていない場合のスベクトルと比較して顕著なシグナル強度減少を示す残基を、界

面残基として向定できる。

本研究では、①交差飽和法の測定精度に及ぼす要因をシミュレーションに基づいて検討した。また、

②現測定法において測定対象とならない、分子量 150Kを超えるタンパク質複合体および結合親和性

の低い複合体に対して交差飽和法の適用を行い、高分子量タンパク質複合体の相互作用解析法の確立

を目指した。

転移交差飽和法、タンパク質.タンパク質相互作用、 HR-MAS 

みやざわまゆみ、にしだのりたか、なかにしたみじ、さかくらまきよし、てらさわひろあき、たかは

しひでお、しまだいちお
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①交差飽和法の測定精度に影響する要因の検討

I方法] 黄色ブドウ球菌細胞壁タンパク質であるプロテイン Aの B ドメイン(FB)と免疫グロプリン Fc

フラグメントとの複合体を用いて行った交差飽和実験の結果を、 FB/Fc複合体の結晶構造に基づいて行

った交差飽和実験のシミュレーション結果と比較した。

I結果・考察lシミュレーション結果と測定結果との比較から、交差飽和法から得られる界面残基の同

定精度には、検出するタンパク質の重水素化率およびそのタンパク質を構成するアミノ酸残基の運動

性が影響することが明らかになった。

③高分子量タンパク質複合体界面同定に向けた交差飽和法の展開

!方法IFB と免疫グロプリン G(mouseIgGI)は分子量

164Kの高分子量タンパク質複合体を形成し、比較的弱い

じr0S~~ satumti印}

結合 (KA=3.81 X 104[M.1
] 、 ka=2.59X 104[M.1s.1

] 、

kd=0.68[s.l] )を示す。この複合体を対象として、 IgGに対

して過剰量存在する FBの非結合状態に由来する NMRシ

グナルを観測して界面を同定する、転移交差飽和法

の開発を行った(Fig.1)。その際、 FBとIgGの量比、

ラジオ波照射時間について検討を加えた。

Fig. 1 Principle of the transferred cross-saturation 

method. 

I結果・考察I2Hおよび 15Nで均一標識した FBを非標識 IgGに対し 51音量加えた FB-IgG複合体溶

液を調製し、ラジオ波照射時間 2秒の条件で交差飽和法を適用した。その結果、界面残基に由来した

シグナルに交差飽和による強度減少が顕著にみられた(Fig.2)。以上の結果より、弱い相互作用の系を

利用した転移交差飽和

法を確立するとともに、

本手法を利用して、分子

量 150Kを超えるタンパ

ク質複合体の界面残基

を同定することを可能

とした。

また本手法は、極めて

弱い相互作用系

(a) 1.00 

0.80 

E冒。~ 0.60 

0.20 

0.00 。

務職織錫擁餓鱒揚綱験

Helix 1 

10 20 

醐醐醐醐醐醐醐 醐磁鶴岡磁損傷磁醐

Helix II HelixIII 

30 40 50 60 

Residue Number 

(KA=1.28X 10
3 
[M.

1
])に Fig.2 The result of the transferred cross-saturation experiment (a)Plots 

対しでも適用可能であること of the intensity ratios of the cross-peaks originating from the backbone 

が 確認された O さらに、 amide groups with/without irradiation. (b)The IgG-binding site of the FB. 

HR-MASプローブを用いて試 Residue numbers with intensity ratios less than 0.6 are shown目

料をマジック角で高速回転さ

せることにより、交差飽和実験における飽和移動の効率を減弱させることが見出されたことから、 MAS

を行うことにより高分子複合体に対する交差飽和実験において問題となるスピン拡散現象を抑制する

効果が期待できる O

今後、転移交差飽和法は様々な生体物質問の相互作用解析において、非常に強力なツールとなるこ

とが期待される O
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P4 Gel-Phase NMRのタンパク質への応用
(奈良先端大バイオ1、三菱化学生命研2)

0小林俊遣1、河野俊之2、三島正規 1、児嶋長次郎1

Appli伺討。nof the Gel-Phase NMR to the Protein 

1 Gracluate Schoo/ of 8io，勾'ica/Sc)初 ce，Nara Institute for Science and Techn%gy; and 2 Mitsut励/

胞'fIakulns枕uteof Life Sdences仰rmLS)

OToshi匂tsuKobayashi¥ Toshiyuki KOhno2， MasalくiMishima1 and Ch吋iroKojima1 

Gel-phase NMR has been used to monitor the product of the solid-phase synthesis in the 

combinatorial chemistry approach. It does require a conventional NMR tube filled in the solid 

support， but does not require a special hardware. For the rare nuclei， such as 13C， 19F， and 31P， 

the gel-phase NMR can give a good spectrum. For 1 H， however， the signal is very broad (主主

lOO-300Hz). Thus， it has been believed that the gel-phase NMR cannot be applicable for the 

proteins. Here， the 15N-enriched GS下fusionhuman ubiquitin was attached to the glutathione 

sepharose resin. The IH-15N HSQC spectrum under the gel-phase showed that all the 

ubiquitin signals were detectable with similar chemical shifts as those of ubiquitin itself， and 

that the interaction between the GST-ubiquitin and the yeast ubiquitin hydrolase 1 were also 

detectable. These results demonstrate the gel-phase NMR is applicable to the protein and the 

protein -protein interactions. 

[緒言I

レジン上に固定した化合物をm四によって解析するGel-phaseNMR法は、固相合成において反応

生成物がレジンからの開裂により不安定を増大する系での構造決定や、反応生成物をレジンから開裂さ

せ解析する'cleaveand analyze'法で、多く利用される 1)。この Gel-phaseNMR法は、溶液NMRの溶

媒条件を適切なバッファーで膨潤させたgelに変更したものであり、それ以外は溶液NMRの測定と何ら

変わるところが無い。Gel-phaseNMRでは 13C、19F、31p等が観測されてきた。しかし国体/溶液という不

均一系では、個々の分子が受ける静磁場の影響に均一性を求めることは難しく、特にlHに関しては

NMR シグ、ナルの線幅の顕著な増大(1H; ミlOO~300Hz) とし、う重大な問題が生じる。この間題のため

に、 Gel-phaseNMR法をタンパク質等の生体高分子へ応用する事は難ししものと考えられてきた。しか

し、 Gel-phaseNMR法をタンパク質等の生体高分子に応用できれば、単純な溶液状態で追試できない

プルダウンアッセイによるタンパク質問相互作用の結果を NMRによる詳細な解析が可能になる。

今回、我々は Gel-phaseNMR によって相E作用部位等の検出をプルダウン的に解析を行う系の確立

を目指し、レジン吸着条件下で、のタンパク質lH-15NHSQCの観測について検討した結果、良好な結果

が得られたのでここに報告する。

プロテオミクス研究、相互作用解析、 Gel-PhaseNMR、HSQC、GSl二fusionprotein 

こばやしとしたつ、こうのとしゆき、みしままさき、こじまちょうじろう
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[試料]

本研究では、 GST融合ヒト由来 Ubiquitin(GST-Ub)を用いた。 GSTおよび Ub聞のリンカー長はア

ミノ酸残基数10、15、20、25および30とした。これらリンカー長の異なる5種類の GST融合 ubを15N

均一標識化タンパクとして大腸菌内で発現させ、精製し、溶液条件およびレジン固定条件で、 IH・15N

HSQCを測定した。 Buffer条件は 10mMPhosphate(pH6.5)、50mMKClである。溶液条件において

そのサンプノレ濃度は1.3mMであり、レジン固定化条件では 0.8mMである。レジンは Glutathione

Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia)を使用した。また、レジン上で、のタンパク質・リガンド‘相互作用検

出の可否を検討するため、YeastUbiquitin Hydrolase 1 (YUH1)を大腸菌内で発現させ、精製した。

[結果]

1 レジン上での'H_1SNH5QCスペクトルの測定リンカー長の異なる 5種の GST-Ubをパッチ法により

レジンに吸着させ、 Bruker社製 DRX800を用いてIH-15NHSQCスペクトルを測定した。シムはサンプ

ルと同量の1O%D20を含む純水を用いて調整した。 Fig.1にリンカー長 15a.a.GST-Ubの、溶液条件

及びレジン吸着条件でのlH・15NHSQCスペクトルを示す。これらスペクトルの比較から、レジン吸着条件

下でもタンパク質のシグ?ナルが観測可能であることが確認された。また、 GST-Ubの HSQCスベクトルlこ

おいて、 GST由来の、ングナルはほとんど観測されなかった。
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Fig.l Comparison ofHSQC spectrum ofGST-Ub. 

仏)ub with 15a.a. linker in solution， (B) GST-ub with 

15a.a. linker in solution and (C) GST-Ub with 15a.a.linker 

on Glutathione Sepharose 4 Fast Flow resin. 

2.リンカ一長とユピキチン運動性の相関レジン吸着条件下での GST-Ubのより良好なスペクトルを

得るため、最適リンカー長の決定を試みた。リンカー長とUbの運動性の相関を調べることを目的として、

リンカー長 10、20および 30a.aの GST融合Ubにおける UbのTl，T2を測定し、回転相関時間 rc 

を求めた。 Table1に結果を示す。 GST-Ubが示すでc値から算出した ubの見かけの分子量は、 2量

体を形成する GST-Ubの実際の分子量とは異なり、 112以下の値を示した。また、リンカー長はて cに影
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響を与えず、リンカーを構成するアミノ酸残基数が 10から 30の聞においてリンカーの長さと Ubの運

動性には相関が無し、ことが示唆された。

Correlation ofLinker length and τC. Table 1 

Mw.app てc(ns) Mw. Linker length (a.a.) 

16630土1925.63 :t0.06 9028 Ubiquitin only 

29221土9579.56土0.2970218 10 

30211士14549.86 :t0.44 71478 20 

29386土1618

Molecular weight of GST-Ub (Mw.) was calculated as a dimmer form. The apparent molecular weight 

<Mw.app) was calculated from t" c司 13πηwkB'lT'1[(3/4VMrπlNA'1)1I3+rw]3.ηwis the viscosity of the 

9.61 :t0.49 72738 30 

solvent， kB is Boltzmann's constant， T is the temperature， V is the specific volume of protein 

(V=O.73α凶 Ig)，NA is Avogaむo'sconstant， and rw is hydration layer surrounds the protein (=1.6A) 2). 
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'H-15N HSQC spectrum ofGST'Ub involeved 30a.a.linker with or without YUHl obtained solution Fig.2 

condition and absoぬedon resin∞ndition.仏)GST-Ub in solution， (B) GST-Ub with YUHl in solution， (C) 

GST-Ub on resin and (D) GST-Ub on resin with YUH1. 

3.レジン上での Ub-YUHl相互作用の検出レジン吸着条件下におけるタンパク質・リガンド相E作用

の検出の可能性を検討するため、レジン吸着条件下のリンカー長 30a.a.GST-Ubに対し、 10:1となるよ

l∞-



うYUH1を加えてlH-15NHSQCスペクトルを観測し、溶液条件下で同様にして測定したlH-15NHSQC

スペクトルと比較した。 Fig.2にレジン吸着条件下および溶液条件下で、のHSQCスペクトルの変化を示す。

溶液条件下における GST-Ub、 YUH1聞の相E作用によって生じる、ング"ナノレの変化のパターンが、レジ

ン吸着条件下で再現された。

[考察]

結果 1において、溶液条件下での GST.UbのlH-15NHSQCで、 GST由来のシグナルはほとんど観

察されなかった。これは、(1)GST は2量体を形成するため、 2量体形成に由来する運動性の減少によっ

てGST由来のシグ、ナルの線幅が広がり、かっ(2)リンカーの存在によって Ubの運動性が GSTより増加

し(結果 2:見かけの分子量が実際の分子量と比較して低下)Ub由来、ング、ナルの線幅が減少したためと

考えられる。またこの結果から、小さなタンパク質やベフ。チド、はGST融合条件下においてもそのまま立体

構造解析が行えると考えられる。

結果2においてリンカー長 10，20および30a.a.のGST-Ubに関してて cを解析したところ、リンカー長

とて cとの間に相関は見られなかった。この結果から、GST.Ub間のリンカー長は 10残基で充分な運動性

を与えると考えられる。

結果3において、溶液条件下における GST-UbとYUHlとの相互作用によって生じるシグナルの変化

のパターンが、レジン吸着条件下で再現された。この結果はレジン吸着条件下においてタンパク質リガ

ンド相互作用の検出が可能であることを示す。またUb-YUH1複合体が約35kDであることを考慮すると、

より大きなタンパク質で、もこの系で、 HSQC等のスベクトノレの観測が可能カもしれない。

[まとめ]

今回、我々はリンカーの存在およびシム調整の工夫によってlHの線幅を抑え(豆50Hz)、レジン吸着

条件下タンパク質の、ングナルの観測を行うことに成功した。またレジン吸着条件下で、のタンパク質・リガン

ド間相互作用の検出に成功した。これらの結果を通して、当初目的としていたGel-phaseNMRによって

柏E作用部位等の検出をプルタeウン的に解析を行う系を確立することが出来た。

MAS-NMRのように特別の装置を必要としない Gel-phaseNMRは、その構造的制限が無し、ことから

容易に HPLCと接続することが可能となる。これは取りも直さず Gel上に吸着させた物質の相互作用の

検出を、サンプルの消費を最低限に抑制しつつ高効率で、行う事が可能で、あることを意味する。このような

理由から、今回研究を行った Gel-phaseNMRのタンパク質へ応用は、 NMRを用いた相互作用のプル

ダウンアッセイに用し、るだけではなく、タンパク質問ネットワークの解析を網羅的・体系的に行うプロテオミ

クス研究を推進する上で重要な意味を持っと考えられる。

1) Keifer， P.A. ， Drug Discovery Today， (1996)， 2， 468・478.

2) Cavanagh， J. et al.， Protein NMR Spectroscopぁ(1996)，16・19.
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P5 外部複基準法によるケミカルシフトの温度依存性の

測定:体積磁化率の温度依存性の考慮

(福井大・機セ)田宮由香.0水 野 和 子

Temperature Dependence of Chemical Shifts Determined by the External Double 

Reference Method: Consideration of Temperature Dependence of Volume Magnetic 

Susceptibility 

Yuka Tamiya and Kazuko Mizuno， Center for Instrumental Analysis， Fukui Univeristy 

By the external double reference method， observed chemical shifts are corrected in 

terms of in situ di偽 rencein the bulk volume magnetic susceptibilities between sample and 

reference solutions. In the present paper， temperature dependence of chemical shifts are 

obtained by taking into considertion of temperature dependence of bulk magnetic 

susceptibility of the reference solution and correcting observed data in terms of the 

temperature-dependent term， in addition to the bulk susceptibility terms. 

[はじめに]咋年度，濃度や溶媒が異なる試料溶液のケミカルシフトを比較するため

の測定方法として.1)補正に必要なバルクの体積磁化率の差を insituに得られる

Momoki and Fukaza.waによる方法が有効であること， 2)我々はこの方法に加えて，

基純物質のピークのケミカルシフトの温度依存性を考慮することで，試料のケミカ

ルシフトの温度依存性を求めることができる(外部複基準法)ことを報告したにし

かしながら，これまでの方法では，試料と基準物質溶液の体積磁化率の温度依存性

までをも考虚してこなかったので，本研究ではこの項を考患して、ケミカルシフト

の厳密な補正のための式を提出する.

[実験]先端を球状にした内管にヘキサメチルジシロキサン ((CH3)3Si-O-

Si(CHゐ)(HMDO)を封入して，試料として水とメタノールを 1"Cからそれぞれ沸点

付近までの温度領域でケミカルシフトを測定した.得られたデータを 25"Cの HMDO

のピークを基準としてUnified scale上で表す.1Hと13C-NMRをJEOLEX-400

で測定した.EX-400の表示する試料の温度を、あらかじめ試料管内に熱電対を入

れて検定した.

[結果]Fig. 1は基準の温度叶と測定温度Tで， Lockをかけないで，温度だけを

変化させて測定した場合の共鳴位置と外部磁場の遮蔽の関係を表している.先端が

球状の細管に基準物質を封入すると，シリンダー(cy)と球(sp)部分が異なる大きさの

遮蔽を受けて2本の共鳴ピークが現れ，それらの間隔はバルクの体積磁化率の差と

球の形状因子に比例する.球の形状が理想的な時 spの共鳴がOppmに相当する.

Fig.lでは遮蔽が全く無い状態を H。とし、右へいくほど、遮蔽のために余分に必要な

磁場がプラスされて共鳴が起きることを表している.重要なことは，試料溶液と基

準物質溶液の両方について，溶媒のバルクの遮蔽効果を，それぞれの温度について

考慮しなければならないことである.

外部複基準法・ケミカルシフトの温度依存性・体積磁化率の温度依存性

たみやゆか・みずのかずこ
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Fig.lで， Tでのケミカルシフトは， Tでの Oppmを基準として

atom= 皿SJ-msJ=SobsT+AOT

で表されるのに対して， τTでの Oppmを基準とする unifiedscaleでは，

atokTr)=msJ-ms阻 T

で表さなければならない.式の誘導の結果のみを示すと，

。九州Tr)z SobsT +AOT +4π(xf-zF)β + .1dcy(η 

となる X，は基純物質の体積磁化率， L1dcy(η はFig.lに示すように， dcyのτTの時

の値からの温度変化によるずれである.当日は水とメタノールについての実験結果

を示す.

E至。

T， 
bSo-Tr 

sa 田'S...Tr
F 

bS__Tr 
cv 

』， 

T 

bS._T 
sa 

ms._T 
sa 

... 
.‘ 

bS__T 
cy 

... Tr 
'Vsa 

m~LTr 
cy 

dsa
T 

uE obs Tr 

dc/ 

dobs
T 

ms...T 
cy 

... Tr 
'Vcy 

‘ 
一... 

!J.oTr 

.t1Ocy(η 

!J.oT 

ds/ 

... Tr 
"'sp 

j 

Fig.l Shielding of extemal magnetic field by a sample and a reference substance 

at Tr and T. The superscripts b and m refer to“bu1k" and “molecular"， respectively. 

1.水野和子第40回NMR討論会講演要旨集， P87，円0，298，3例。∞1)
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P6 HMBC法の新しい応用測定一BIRDふresolved-HMBC法について

東大農・応生化，*東農大・応生化 O降旗一夫、*瀬戸治男

BIRD-J-resolved HMBC and BIRD-HR-HMBC， 

New Method for Measuring Proton -Proton Coupling Constants 

K. Furihata and H. Seto * 
Division of Agriculture and Agricultural Life Sciences， University of Tokyo 

* Faculty of Applied Bio-Science， Tokyo University of Agriculture 

In study of stereochemistry of organic compounds by NMR、Itis important to analyze 

proton-proton spin coupling constants. In polyketide antibiotics， the spin system which included 

methyl group (ーCHA-CHB(CH3)-CHc-) exists a lot. In such a spin system， proton HB splits 

complicatedly. It becomes difficult to observe spin coupling constants from the multiplet 

signalof見.In stereochemistry study， it becomes important to analyze proton spin couplings 

of such HB which splits complicatedly. We p問 senttwo new NMR もechniquesBIRD-J ・・resolved

HMBC 1) and BIRD-HR -HMBC in order to overcome出isproblem. 

NMRによる有機化合物の立体化学の研究は、プロトンープロトンのスピン結合定

数の解析から始まる。ポリケタイド抗生物質にはメチル基を含んだスピン系(・CHA・
CHB(C~)ーCHc-) が多く存在する。このようなスピン系において、メチンプロトン
Hsは複雑に分裂し、ピシナルプロトンとのスピン結合定数を読みとることが困難に

なる場合がしばしばある。このような複雑に分裂した見のプロトンにおいて、スピ

ン結合を解析することが立体化学研究のうえで重要になる場合がある。

このような複雑なスピン系でのプロトンープロトンのスピン結合定数を観測する

目的で新しく BIRD-J鴫 resolvedHMBC、BIRD-HR-HMBC法を検討し良好な結果を得る

ことが出来たので報告する。

パルス系列

図HこBIRD-J-resolvedHMBC、
BIRD-HR-H恥1BC-2，3、BIRD-HR-

HMBC-lのパノレス系列を示す。

HMBC法の磁化は、炭素の化学シ

フトと、プロトンープロトンのス

ピン結合で展開している。しかし、

ムυま短く設定されるため、小さ

なスピン結合が検出できるほどに

はtjmaxを展開していない。例え

ばFj=30000Hzで512点測定しでも

tjmaxlま17msedこ過ぎない。その

ために、 Fj方向では、スピンース

ピンカップリングを検出するのは

不可能である。 HMB<1.去において、

long range C・Hスピン結合定数を
検出するためには、磁化をJCHで
展開し、 tjmaxを300msから500ms

BIRD-J-resolved HMBC， BIRD-HR-HMBC 

ふりはたかずお、せと はるお

BIRD宇HR-HMBC-2.3

Cl， G， -BIRD 
<;>2 

ム戸3.5msec ム2=60msec G，:G2=2:1 組出国且且瓜は但1n=20-40 

島阻止且&且M且♀l

Ci， G， 
G2 

ム1=3.5msec ム2=60ms.c G，:G2=2:1 起副且且却は血臼1n=20-40 

図1.BIRD-J-resolved HMBCとBIRD-HR-HMBC
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戸=¥/-4γH、Jぐ乞3H3

噌脚FE喚@輪開山

年旦

28 

Fl(13C) 
30 

F2(。同

BIRD-HR・HMBC-1
F2(lH) 

BIRD-HR-HMBC-3 

32 
(ppm) 

F2('H) 
BIRD-J-resolved HMBC 

0¥ L_D 

2L帽司P畠

@ー

F2rH) 
BIRD-HR-HMBC・1

区13.Ethyl benzeneのBIRD-J-resolvedHMBC
とBIRD-HR-HMBCスベクトル
long range 2JCH cross peak(up)、longrange 3JCH 
crosspeak( do明n) F，/n resolution = 1.1 Hz、
F
2 
resolution = 2.2 Hz、scalingfactor(n) = 25 

一 105-

位まで展開することが必要である。そのために、

HMBCのスピン展開の前後にJ-scalingパルス(--nt[β-

18<XH，C)-nl1β一)を導入するο)(3) (図1)。その結果、

HMBC磁化は化学シフトに対してはt(、プロトンー

プロトンのスピン結合は(n+1)t1、炭素とのスピン

結合に対してはnt1で時間展開する。例えば、

nt 1m axがスピン結合定数I/Jのオーダー(300msから
500ms)を越えるようにscaling facωr (n)を設定する。

その結果、スピン結合定数は実際の値に対して凶吾、

あるいは、 n+1倍の値として観測される。

BIRDパルスについて

J-resolved HMBC， HR-HMBC法において使用され

ているJ-scaling-pulseにおける180度ノ〈ルスをBIRD-

ノ〈ノレス90x(H)-180x(H，C)-90-x(H)あるいは90x(H)幽
180x(H，C)・90・x(H)180xに変える(4)。このBIRDパル

ス90x(H)-180x(H，C)-90-x(H)では、!3Cに直結したプ

ロトンには， 0度パルスとして機能し、 12Cに直結

したプロトン及び!3C核には

180度パルスとして作用する。

更に、 BIRDパルス、 90x(H)-

180x(H，C)・90・x(H)180x(C)で
は13C核に対してO度パノレスと

して機能する。その結果、 J-

resolved HMBC， HR帽 HMBC法

でのスピン展開において、

!3Cに直結したプロトンと隣

接した12Cに結合したプロト

ン間でふmodurationが消滅す

る。そのため、 2D展開した
場合、 13Cに直結したプロト

ンと隣接したプロトン間で

decoupleされる(図2) 0 (例

えばスピン系・CH
A・CHB

(CH3)-CHC幽のメチル基を

decoupleする)。その結果、

メチンプロトンHBはHA
とHC

とのスピン分裂だけになり、

HB
のプロトンの解析は容易

となる。

クロスピークパターン

図2はエチルベンゼンのメ

チル基プロトンからの2結合

と3結合のクロスピーク拡大

図である。 F1、F2軸のdigital

resolutionl土27.5Hzと2.2Hz、
scalng factor(n)=25のスベク

F，rH) 
BIRD-HR-HMBC・3

(ppm) 
F，rH) 

BIRD-J-resolved HMBC 



トノレである。 longrangr 2JCH、3JCHは4.4Hzと4.6Hzである。これらのスベクトルは、

BIRD-J-resolved HMBC、BIRD-HR-HMBC-3、BIRD-HR-HMBC-l スペクトルの特徴

的なクロスピークパターンを示す。 BIRD-J -reso lv ed -HMBC、BIRD-HR-HMBC-3、

BIRD幽 HR-HMBC-lのそれぞれのうCHのクロスピークはBIRDパルスの影響を受けず、
それぞれFj軸方向にsca1ingされたクロスピークを与える。

一方、 2J印のクロスピークでは、三つの方法ともBIRDパルスによりそれぞれメチ

レンプロトンはdecouplingされる。 BIRD-HR-HMBC-lスベクトノレではFj軸にはlong

range J CHは観測されないために一重線として観測される。 BIRD-J-resolvedHMBC及

びBIRD-HR-HMBC-3スベクトルでは、 longrange 2 J，印が観測され、 BIRD-Jresolved

HMBC法ではも軸に平行な2重線に、そして、 BIRD-HR-HMBC・3法では、 longrange 

J
CH
によりシフトした2重線として観測される。このように、 BRDパルスのdecoupling

効果により、 2結合の炭素と3結合の炭素シグナルにおいて、クロスピークパターン

は大きく変化し、 2結合の炭素のクロスピークと3結合の炭素のクロスピークの判別
は容易になる。また、 2結合のクロスピークパターンは単純化され、プロトンープロ

トンのスピン結合定数の解析が容易になる。

ポートミシンへの応用

モデル化合物として、ポリケタイド抗生物質ポートミシンを用いてBIRD-HR-

HMBC-l、およびBIRD-J喧 resolvedHMBCの測定をした。図4と図5は2位のプロトン領

域の拡大スベクトノレである。

図4のBIRD-HR-HMBC-lのスベクトノレにおいて、 2位のプロトンは多重線に分裂し

ており、通常、 HMBC、あるいはJ-resolvedHMBC， HR四 HMBCスペクトルからプロト

ンープロトンのスピン結合定数を検出することは困難である。 BIRD-HR-HMBC・1の
スベクトルにおいては、 2位のプロトンに隣接したメチル基および3位のプロトンは
decouplingされて、それぞれ特長ある2本線として観測されている。これら二つのク

ロスピークは、 4級炭素である 1位の炭素、 3結合の4位の炭素のシグナルとはクロス

ピークのパターンから容易に判別できる。また、そのクロスピークの分裂から、プ
ロトンープロトンのスピン結合は10Hzおよび7Hzを観測する。このスピン結合から、

2位のプロトンと3位のプロトンの関係はantiの配座にあることが判明する。

BIRD-J-resolved HMBCのスベクトルでは、 lomgrange J CHも同時に観測される。し
かも、スベクトノレに示されるように、 longrang J CHとプロトンープロトンのJHHは容易

に判別が出来る(図5) 0 2位のプロトンに隣接した3位のプロトン及びメチル基との

スピン結合は、それぞれ10Hzと7Hzを観測し、また、 2位のプロトンと 3位の炭素と

のlongrange 2 JCHは5.5Hz"また、 4位の炭素とのlongrange 3 J CHは3Hz以下の小さなスピ
ン結合であることが判明する。これらのスピン結合から、 2位のプロトンと3位のプ

ロトンはantiの関係にあり、 4位のプロトンはgaucheの配座であることが判明する。

このように、 BIRD-J-resolvedHMBC， BIRD-HR-HMBCスベクトルにおいては、複雑
に分裂したプロトンからのクロスピークにおいて、隣接したプロトンがdecoupling

されるために、プロトンープロトンのスピン結合の解析が容易になることが示され

た。

まとめ

HMBC法によるJHHとlongrange J CHの測定法として、 J-resolvedHMBC、HR-HMB法
を報告してきた。これらの方法はlong-range 2 JCH、3J四の測定ばかりでなく、プロト

ンープロトンのスピン結合定数をも検出できる方法であるが、複雑に分裂したプロ

トンシグナルにおいてはプロトンープロトンのJ聞の解析は困難であった。この間を

解決する一つの方法として、 BIRDパルスの導入し、隣接プロトンのdecouplingを試

みた。その結果、複雑に分裂したプロトンにおいて、 longrange J CHばかりでなくプ
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図4.ポートミシンのBIRD-HR-HMBC・1スベクトル
scaling factor(n) = 25、tlX ~ = 256 x 4096(point)、
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sca1ing factor(n) = 25、t1X ~ = 256 x 4096(point)、
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このS/Nの低下
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P7 
遠位の構造情報を利用したタンパク質のNMR解析

0菊地淳1.2佐藤信二前回秀明1.2横山茂之1.3，4(1理研GSC，2横市大院総理理研細胞情報 4東大院理)

Use of long-range order information in the structure analysis of proteins : Our experiences & perspective 
OJun Kikuchi口，Shi町iSato'， Hideaki Maeda'へShigeyukiYokoyama'.3.' (GSC， RIKEN'， Yokohama City Univ人CelI.Sign.Lab.，RIKEN3， Univ. Tokyo') 

Conventional high-resolution NMR method for determination of biomacromolecular structure strongly relies on 

interproton distances derived仕omnOe. However， the “distance" geometry calculation is undoubtedly difficult 
in cases of deuterated macromolcules or flexible regions such as sugar moieties. We have focused use of 

long-range order information in the structure analysis of biomacromol巴culesfor several ye紅 s.First， we reviewed 

our experiences of the structure determination of three different targets (DFF-C， Abp 1 . DNA and hParkin). 

Furthermore， we refer potentiality of tackling to membrane-bound proteins by a combination of our lipid同 bilayer

system and long-range order information. 

<緒言>タンパク質をはじめとする生体系NMRは，方法論と対象という一見相反する要請をバランス良く満た

す必要がある.本発表での中心課題である，弱配向系からのRDC情報の抽出という基本概念は1995~1997年
に報告されたものの，未知のタンパク質立体構造決定に本格的に利用され始めたのはつい最近のことで、ある.生

体系という対象が地球史をかけて獲得してきた多様性故に，実験系では多くの難関が待ち構えており，方法論の

流布lこ5年以上もの歳月を要している.演者は3種の水溶性球状タンパク質の立体構造決定を手掛けながら，

生体分子の多様性に対応した解析法の重要性を認識してきた.本発表の前半では，これらの立体構造決定か

ら学んできた重要な知見について再考する1-3) さらに，脂質系の改良を進めてきた結果，幾つかの膜結合型タ

ンパク質・指質二重膜間相互作用の高分解能NMR解析が可能となった.その潜在力も展望する.

<1 水溶性球状タンパク質>

1-1) α-helixのみの球状タンパク質， DFF-Cの場合4)

α-helixのみの場合，環電流効果が疎水性コアに存在しないと側

鎖間の nOeを確定するのが難しい.しかし 1品HのNMR遠位情報を補

うと，ヘリックス聞の相対配置が絞りこみはじめ， nOe情報の収集が進

んで立体構造決定につながった.

ト2)2ドメイン系のタンパク質.DNA複合体， Abp1・DNAの場合 5)

2ドメイン間lこnOe情報が存在しない場合，配向軸を2軸に増やす

か C結合周辺の RDCを観測する必要があった.しかし 30kDaという

分子量故に 50%の重水素化を施した事が災いし，10CH等は複雑なカ

ップリングのため利用できなかった.従って次式に示す緩和異方性も

もう1軸の NHの遠位情報として含めた.

~α) =周0)(1 +Esin2α) 

ここで，E=(DII /丸一1)であり，0
11

/九は平行/垂直方向の拡散定

数比を示している. NMR法から得られた拡散定数比0
11
/01.は2.1と

極めて高く，異方的な複合体の分子形状が予想できた.タンパク質-

DNA聞に観測された常磁性効果を用い，緩い遠距離制限情報とし

て得られた複合体モデルから流体力学計算を施すと 0
11
/01.(ま2.0と

なり， NMR実験値との良い一致が得られた.

企ぶ tA11附
10)

Parkin Ubl I <<.ぷc--- ..:# 

IjvhiA剛山岨)

Fig.l Comparison of the diffusion tensor and the 
alignment tensor for the three diffe悶 ntproteins 
determined by our group. Definition of the 
tensors is highlighted in top， respectively. 

キーワード:磁場配向，残余双極子力ツプリング，残余化学シフト異方性，常磁性効果，脂質膜

Oきくちじゅん，さとうしんじ，まえだひであき，よこやましげゆき
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ト3) 希薄タンパク質の場合， hParkin6) 

前述のように nOe情報が不足すればするほど， 2軸以上の配向情

報の効果が増す.坂田らの発表で示すように溶解度の低い hParkin

では 800MHzの NMR装置を利用しても nOe情報の収集が難しく， 2
軸の 1~H 遠位情報により格段に効果的な立体構造決定を行うことが
できた.あくまでも一般論にすぎないが， nOe情報が十分に観測でき

るような性質の良い細菌由来のタンパク質の場合，高分解能の単結

品も良く育つ傾向にある.しかしながら変性状態のタンパク質について

も即Cや常磁性効果といった遠位情報を駆使した解析が報告されは

じめたことを考慮すると，結晶化の難しい対象を見据えて， NMRの方

法論を整備してし、く必要があろう.

<2配向媒体の開発と膜結合型タンパク質への応用>

これらの知見から，生体系の特徴である多様性に対応した配向媒

体を開発してきた.特に演者は膜タンパク質の NMR解析の経験を有

する事から，界面化学の重要性を認識し脂質系に注力した.その結

果，膜結合型タンパク質・指質二重膜間相E作用の観測も可能とな

った(図2).脂質膜単体では脂肪鎖は極めて分離の良い 2H-RQCを

与えるが， Cytochrome Cと結合すると C2H3基以外(特に C2-C6位の

2H核)の運動性が著しく減少する.脂質頭部の 31p異方性シフトlこも

同様にシグナル変化が観測できる.現在，性質の異なる脂質をドーピ

ングしながら異方性情報を駆使した，膜結合型タンパク質・脂質問相

互作用解析を進行中で， NMRは機能解析法としても有用である.

さらに， DOSY法により測定した脂質膜結合した CytochromeCの

自己拡散定数は 6.3*10-11m2/sと，分子量 30kDa の Abp1・

DNA(7.1*10-11 m2/s)よりも早い拡散が起こっているため，高分解能

NMRスペクトルの解析が可能と考えた.実際に重水素化を施した

Cytochrome C2について脂質膜結合状態で SEA-TROSYスペクトル

を測定すると，単体時に比べて著しい選択的シグナル消去が観測さ

れた(図3).脂質界面で、は水の運動性が極端に低くなる事実を考慮、

すると，交換性プロトンは脂質埋没度の良い indicatorと成り得る.現

在，常磁性効果についても同様のアプローチを検討している.遠位情

報を利用した方法論を流布させることによって，固体 NMRも含めた

構造・機能解析法はより多様性を増していくと期待できる.

1.0 -1.0 
Resldual qu・drupolarcoupling什包)

Fig.2 Comparison of solution 'H.NMR spectra of 
the aligned lipid bilayer system in its free s阻恒

(bott刀叩1)and cytochrome C bound state (白p).
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P8 CongoRedの水溶液中での会合の研究

(福井大・工)前田史郎， 0飯田貴之，篠原正法，

山田幸生，川原美香

Aggregation of Congo Red in Aqueous Solution 

Shiro Maeda， Taka戸:udIida， Masanori Shinohara， 

Yukio Yarnada， and Mika Kawahara 

Faculty ofEngine怠ring，Fukui University， Fukui， 910・8507，Japan 

The aggregation of Congo Red in aqueous solution was investigated by using IH NMR. We had 

reported that Congo Red (CR)・methylcellulose (MC) complex in aqueous solution shows induced 

circular dichroism， which indicates MC has a spiral structure. IH chemical shift of CR showed the 

dependence on its concen位前ion.It suggests that CR self-aggregates in dilute aqueous solution. 

【はじめに】コンゴーレッド(CR)をはじめとす

る染料は一般に水溶液中で会合を起こすことが

知られている.われわれは匂.1に示すように，

CR・メチルセルロース(MC)複合体が水溶液中で

誘起円二色性(誘起 CD)が現れることを見出し，

MCがらせん構造をとっていると考えている.

しかし，誘起 CDスベクトルからでは，遊離の

CRとMCに結合している CRとを区別するこ

とは不可能である.CRがMCと，どのような相

互作用で結合しているかを解明するために IH

溶液NMR測定を行った

h
u
a
U
A
M
-

向
。
。
‘
，
s

m・0

.10 

・20

・80
200 800 400 500 600 700 

nm 

Fig.l lnduced CD spec位umof CR-MC 

complex in aqueous solution. 

【実験】 CR(和光純薬，試薬特級)は 40w%酢酸ナトリウム水溶液を用い，塩析を 5回行った.

得られた試料をエタノール中に溶解し，沸騰，吸引ろ過を 6回繰り返した後，乾燥させた.

精製した CRに重水(MERCK，99.8%D)を加え，濃度 2.0X 10-2， 1.0 X 10・2，5.0X 10・3，3.0X 10-3， 

1.0X 10-3， 5.0X 10-4， 1.0X 10-4， 2.0X 10-6mol/1の試料を作成した.JEOLLA・500を使用し， 80"C 

で測定を行った.

{結果・考察】 CRの構造式および IHNMRのスベク

トルを fig.2，自g.3にそれぞれ示す.帰属は COSY，

IH_I3C HMQC， IH_I3C HMBCを用いて行った.
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1HNMRスベクトルの各ピークの化学シ

フト値を縦軸，濃度の対数を横軸とした

グラフを fig.4に示す 1) 全体的に見て，

濃度が高くなるにつれて各ピークの化学

シフト値は高磁場側にシフトし， 2'，3'，5 

のピークが特に大きく動いている.CRは

溶液中ではアゾ基とアミノ基の水素結合

により集合体を形成することが知られて

いる 2) 集合体を形成した場合には各プロ

トンに空間的に近い官能基の影響による

局所的な磁場の変化が起こるために，濃

度による化学シフト変化が生じる.

3 2' 
7 

3' 

5 
8 6 

し-
8.5 8.0 7.5 7.0 PPM 

fig.3 IH NMR spec甘umof CR in aqueous solution 

CRの集合体の図を fig.5に示す.濃度によって化学シフト変化が起きているという事実か

ら，実際には図のように規則正しく並んで、いるのではなく，ある程度ランダムになっている

のではないかと思われる.これは，ナフタレン環やビフェニルの部分が傾いていること，も

しくは会合した CR同士の距離の差が影響していると考えられる.溶液中の CR濃度が高くな

るにつれて周囲の分子との距離が近づき，環電流効果により高磁場シフトしたと考えられる.

アクリジンオレンジにおいても，濃度が高くなるにつれて，メチル基を除くすべてのプロト

ンのピークが高磁場側にシフトすることが見出されている 3).CRが完全に単量体となれば化

学シフトの変化は起こらなくなると予測される.今回の実験で測定した試料において，もっ

とも低濃度(2.0x 10・SM)の段階で化学シフト変化が見られる.

8.6 

8.4 

8.2 

7.4 

7.2 

0.0001 0.001 0.01 0.1 sof 
CR ∞nc.(malll) 

fig.4 Chemical shi食dependenceon concentration ofCR fig.5 Self-aggregation ofCR 
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P9 20 selective-TOCSY-HSQC法による糖鎖の構造解析

。佐藤ー梶原康宏 2

eブルカーバイオスピン(株)， 2横浜市大・院総理)

Structure analysis of oligosaccharide by 2D selective-TOCSY -HSQC 

OHajime SAT01 ， Yasuhiro KAJ田 ARA2

(Bruker Biospin， 2Gradu仰 Schoolof lntegrated Science， Yokohama ci砂 UnI'砂

We present a newly established 20 selective-TOCSY-HSQC experiment for a strict 

assignment of proton and carbon signals in oligosaccharides. This technique is to generate a 

20 IH_I3C correlation spectrum of a desired sugar residue in an oligosaccharide by combined 

selective-TOCSY pulse sequence and subsequent second HSQC pulse sequence. In this 

experiment， all signals of ll-residue oligosaccharide were strictly assigned except for H・5and 

H・6in galactose and side chain in sialic acid residues. Those assignments were reconfirmed 

bya 20 TOCSY-OQFCOSY experiment， which was presented at the last conference. These 

signals， which did not observed in the 20 selective-TOCSY-HSQC， were assigned by a 

conventional 20 TOCSY-HSQC and NOESY-HSQC spectra. 

[序論]本研究では糖鎖の複雑な lH-13C相関スベクトル (HSQC) から，任意の単糖に

相当する HSQCスベクトルだ、けを抽出することでシグナルを単純化し， lHおよび 13C

を誤りなく帰属するための 20selective-TOCSY-HSQC法を検討することにした.この

実験では，まず選択励起法を用いた selective-TOCSYによって， lH間Jカップリング

により結合している単糖内の全ての lHに磁化を伝達することで，糖鎖の中から任意

の単糖のシグ、ナルを抽出する.続いて HSQC法によりそれぞれ lHに結合した 13Cに磁

化を伝達し単糖分の lH-13C相関スベクトルを得ることができる.

本研究では 11残基からなる糖鎖のガラクトース残基の 5，6位およびシアル酸残

基の側鎖を除く全ての lHおよび吋シグナルを非経験的に帰属した.これらの帰属は

20 selective-TOCSY-OQFCOSY(前年度 NMR討論会 P-85)により再確認した.またこの

測定法で観測されないシグナルの帰属は通常の 20TOCSY-HSQCおよび NOESY-HSQC法

により行なった.

キーワード 20selective一TOCSY-HSQC，糖鎖

さとうはじめ，かじはらやすひろ



[実験 1]11残基からなる糖鎖(約 20mg)を重水(0.3 mL)に溶かして NMR測定試料と

した (33mM). 20 selective-TOCSY-HSQCスペクトルの測定は BRUKER社製 5mmBBI-2

プロープを装着した AVANCE-400を用いて行なった.測定温度は 293Kに設定した.単

糖由来の分離した lHシグ、ナルを選択励起するための波形として RE-BURPパルス (70ms 

または 150ms)を用いた.全ての単糖分に相当する lH-13C相関シグナルを平均的に高

感度で観測するために， selective-TOCSYのH-1から H-6への磁化伝達の最適条件を

求めた(スピンロック時間 150ms) .積算回数 128回から 2048回，展開側を 128ポイ

ント取り込んだ.この条件を用いて各単糖残基由来の分離したシグナルを選択励起し

た20selective-TOCSY-HSQC測定を残基数分行なった (Fig. 1). 

[実験 2]実験 1と同じ 11残基からなる糖鎖(約1.5 mg)を重水(0.3mL)に溶かして

NMR測定試料とした (2.5mM).測定は BRUKER社製 5mmTX1-XY2プローブを装着した

AVANCE-800を用いて行なった. RE-BURPパルス幅を 20msまたは 40msを用いた.

selective-TOCSYのスピンロック時間は 120msに設定した (Fig. 2). 

[結果と考察]実験 1の結果から， 11残基からなる糖鎖のガラクトース残基の 5，6 

位および、シアル酸の側鎖を除く全ての lHおよび 13Cシグナルを非経験的に帰属するこ

とができたこれらの帰属は 20selective-TOCSY-OQFCOSY法(前年度NMR討論会 P-85)

の結果を再確認した.この実験において帰属されないシグ、ナルは selective-TOCSYに

よって磁化が伝達されないからである.ここで上記の帰属をもとに，通常の 20

TOCSY-HSQCおよびNOESY-HSQCスベクトルから，残りのシグナルの帰属を行なった.

実験 2では低濃度試料(2.5mM)を用いて 800附 z機で測定した.一般に高磁場の装置

を用いることにより感度および分解能が向上する.特にこの測定法では選択励起様式

が感度に影響する.ここでは 20msから 40msで単糖を選択励起した.これにより感

度低下を極力抑えることができたと考えられ，その結果， 11時間あまりで良好なス

ペクトルを測定することができた.
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PI0 超臨界二酸化炭素中における回転ダイナミクスの特異性

(産総研超臨界セ東北大院理 2.CRESr) 

0梅木底也 1.2，3・金久保光央口・生島豊口

Peculiarity of Rotatioual Dynamics in Supercritical Carbon Dioxide 

(Supercritical Fluid Research Center， AIST 1; Graduate School of Science， Toho加 UniversiかうJST，

CREST3
) 

OTatsuya Umeckyl.2，3， Mitsuhiro Kanakubo1，3， Yutaka Ikushima1，3 

The quadrupolar relaxation tIInes (T1) of 170 of neat carbon dioxide， and 9Be of 

bis(acetylacetonato)beryllium and 27Al of tris(acetylacetonato)aluminium in CO2 were measured over 

a wide range of density (ρ~ and temperature (ηby high-pressure NMR spectroscopy. The rotational 

correlation times (ゆ ofthe molecules were determined from the measured T1 values. It was 

demonstrated that ... of CO2 has the minimum near the critical density;時 drasticallydecreased with 

increasing p at lower p， whereas寄gentlyincreased at higher ρ. On the other hand，寄 ofthe complex 

molecules in CO2 solutions increased with increasing p except for the near-critical densities.τ'he 

unique behavior ofτr was ana1yzed and discussed in terms of solute-solvent interactions. 

【緒言】近年，超臨界二酸化農素(臨界点温度=304.2 K.圧力=7.38 MPa.密度=0.466 g 

cm'3)は環境調和型プロセスの媒体として注目を集めているが，温度および圧力操作によりその諸性

質を気体から液体類似へと連続的かつ広範囲に制御可能であるとしヴ特徴を有する。よって，工学

的な見地からは，用途に応じて条件の最適化が行える溶媒として.分離・抽出や反応など多岐にわ

たる分野で研究が盛んに行われている。一方，学術的な見地からは，分子運動などの諸性質を気体

から液体類似まで中間的な状態を含めて統一的に議論できるという利点を有する。

本研究では，高圧 NMR法により，①溶媒である二酸化炭素(C02)の回転ダイナミクスが温度，

密度によりどのように変化するかを広範囲の条件で調べた。さらに.②CO2中に溶解した数種のβ・

ジケトナト錯体を金属触媒のモデル分子として注目しその溶質分子の回転ダイナミクスに対する

溶質ー溶媒分子間相互作用の効果を検討した。

【実験および解析方法】 CO2は昭和炭酸製(99.99vol・%以上)をそのまま用い.βージケトナト錯体に

はアセチルアセトン(acacH)がそれぞれ 2っと 3つニ座配位したベリリウム錯体([BeII(acac)2])とア

ルミニウム錯体([Al
I1I(a回 C)3])を用いた。 NMR分光器にはVarianInova 500を用い，通常のlOmm

多核用プローブに.ポリマー製高圧セル 1)を設置してスペクトルを得た。 CO2の 170(天然存在比)お

よびβ・ジケトナト錯体の中心金属核 (9Be• 27Al)の縦緩和時間(T1)を反転回復法(PD-1C十冗12・detect.

キーワード:超臨界流体，二酸化炭素，回転栢関時間，緩和時間，高圧 NMR法

うめきたつや.かなくぼみつひろ.いくしまゆたか
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PD > 5T1)により測定した。 T1は各温度および圧力条件下で5回以上繰り返した平均値とした。なお，

s-ジケトナト錯体の試料濃度は無限希釈と見なせるlOmmoldm・3以下に調製した。

170. 9Be.幻Alは核スピン量子数(J)がそれぞれ5/2.3/2. 5/2の四極子であり.観測した九は電場

勾配の主軸の回転の相関時間(需)と次式で関係付けられる。

1 3;r2 21+3 (， .K2i{eQq¥2 

T
1
τ己-r (21 -1) l.LTτHヲ-J• 

ここで.Kfま非対称パラメータであり，本研究ではどの場合もほぼゼロと近似できる。また.eQq/hは

四極子結合定数であり 170および 9Beでは温度，圧力によらずそれぞれ・3.92M~引 348 kI訟の

であることが報告されている。一方 27Alの eQq/hは，等方回転の仮定のもと，配位子のy_13Cの T1

および核オーバーハウザー効果の測定から，温度によらず3.11MHzであることを明らかとした。本

研究では，これらの eQq/hの値が溶媒などの諸条件に依存しないと仮定して.T1から時を求めた。

、‘，
F

4

・A，aE
、

【結果と考察】

⑦溶媒 COヲの回転ダイナミクス

CO2の 170の緩和速度(1jT1)および需の密度依存性を Figure1に示す。 CO2の需は臨界密度付

近に極小をもち.p< 0.1 g cm・3 の低密度では密度増加に伴い急激な減少を.p> 0.5 g cm・3 の高

密度では緩やかな増加を示した。観測された写の挙動は.CO2の回転ダイナミクスが気体から液体

類似まで変化したことを顕著に反映したものである。すなわち，低密度では気体分子運動論で記述

されるような慣性支配の状態にあり，中間的な密度を経て，高密度ではより液体類似の粘性支配

の状態に転じたものと考えられる。我々が知る限り，需の密度依存性をこのように広範囲で実験的

に検証した例はこれまでにない。

さらに.Figure 1を細かく見ると低密度における需の変化は温度に依存しない(1/需=ap.aは一

定)のに対し高密度では温度が上がるに従い需は僅かに減少する傾向を示した(拡大図参照)。通

常の液体溶媒では需は数psであるが，超臨界二酸化炭素では 0.25-0.35 psとー桁近〈短くなって

おり，溶媒和の配向ダイナミクスもかなり速いことが予想される。
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ところで，核種を選択することにより.NMRの九から角運動量の相関時間(巧)を求めることも可

能である。 CO2の 13Cの T1はスピン一回転緩和機構が支配的である。 5)

1 4C~IkDT 
-ー=一一一ニ一一ーニーーτ.
ξ 31i2 

ここで.Cょはスピン一回転結合定数.1は慣性モーメントである。 CO2の 13CのT1
5
)から巧を計算し.

寄との関係を Figure2 (こプロットした。ただし相関時間は慣性モーメント(J)を用いて次式により無

次元化した。また，数種の既存のモデル 6)(こよりイとイとの関係も図示した。

I 1 
7:， -_トー-xτ

VkB T 

Figure 2から，ピはイー1で極小となることが確認された。液体類似の高密度の状態(極小の左側)

でも.Hubbardの関係(句《需の条件で.ピ=1/(6イ))からは外れた。一方.低密度(極小の右側)で

は，傾向こそ似ているものの，既存のモデルでは定量的に実験結果を説明できないことが明らかと

なった。

(2) 

(3) 

[A1(a伺のJ， ， • -• ， • @ .・
噌~ 0・ . • • 4 . .~; ... .-a 

a 

② CO今中のかジケトナト錯体の回転ダイナミクス

CO2中における[Be(a回 c)オおよび[Al(a回 C)3]の 9Be.27Alの緩和速度(1!T1)および需の溶媒密度

依存性を Figure3に示す。なお.低密度では溶解

度が急激に小さくなるため.九を決定することは

できなかった。観測された範囲では.どちらの錯

体分子でも，需は CO2の密度増加に伴い顕著に

増加した。しかし臨界点近傍の温度(9Beでは

313.2および331.8K. 27Alでは313.0K)では...

の変化は密度に対して単調ではなく，臨界密度

付近(0.3-0.6g cm.3)においてほとんど変化しな

い傾向を示した。

アセトニトリル中におけるこれら錯体の需は，溶

液の粘性率(η)を温度(T)で割った値に比例し.

Stokes・Einstein-Debyeの流体力学モデルにより

ほぼ定量的に表される(Vは回転体の体積)。
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CO2中の[Be(acac )2]および[Al(acac)3]の寄・ならび

に①で求めた CO2そのものの%をη'/Tに対してプ

ロットした(Figure4)。なお，図中の実線はアセト

ニトリル中で温度変化の実験から得られた需の

ηI/T依存性を示したものである。臨界点近傍を除

いて.CO2中でも[Be(acac)2]および[Al(acac)3]の需

は.各温度でηI/Tの増加に伴い直線的に大きくな

(4) 



ることが確認された(C02の寄も高密度では直線的に増加)。それら直線の傾きは.溶媒である CO2

ではかなり小さいが.[Be(aCaC)2]' [Al(aCaC)3]と分子の体積が増加するに従い，大きくなることが分

かる。これらのことは，超臨界二酸化炭素中でも巨視的な粘性率が分子の回転ダイナミクスに強く

影響を及ぼすことを意味している。

臨界点近傍(η'/T回 1X 10-7 Pa s K・1)では，どちらの錯体の雫も直線から外れ.上に凸となる特異

的な挙動を示した。この臨界点近傍の需の増大は，主に溶質である錨体分子周りに溶媒であるCO2

分子が過剰に集合したためと考えられる。そこで，臨界点近傍の需の過剰量をτfxと表し高密度の

直線関係から予想される{直(時bulkと表記)と観測されたずbsとの差で定義した。
_obs _bulk 

τ..τr ーτE (5) 

Figure 5に..:x/寄
bulk

をη/T(こ対してプロットした。ザX/.rbUlkは臨界点近傍に 0.1前後の極大値をもつ

ことが明らかとなった。また.[Be( acac )2]では.313Kから 333Kへと温度が高くなるに従い.極大の

位置が高η/T側へ顕著にシフトした。一方.[Be( acac )2]のτ戸/寄bulk(ま[Al(acac)3]のそれよりも大きく，

四面体型の[Be(acac)z]の方が八面体型の[Al(acac)3]より CO2分子との相互作用が大きいことが示

唆された。このことは，時とη'/Tが直線関係を示す領域において，寄の比が CO2中では AllBe..-1.4 

とアセトニトリル中のー1.7に比べ小さくなっていることからも支持される。以上の結果は，臨界点近

傍で回転ダイナミクスがより顕著に溶質一溶媒相互作用の影響を反映したためと考えられる。
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P 11 lHNMRによるテレフタル酸系共重合ポリエステルの

長距離モノマ一連鎖構造解析

(東京農工大工 l、帝人 2)

0松田裕生1.2、永阪文惣 2、朝倉哲郎 l

1 H NMR Analysis of Long Range Sequences of Copolyesters 

containing Terephthalic Units 

Hironori MatsuddぺBunsowN agasaka2， and Tetsuo Asakura 1 

lDepartment of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei， Tokyo， 

184・8588;2Material Analysis Research Laboratories， Teijin Ltd.， Hino， Tokyo， 191-8512 

In the sequence analysis of condensation polymers with NMR， only the limited range of the sequence 

such as dyad level in the chain has been reported. Recent NMR development makes possible to obtain 

long巴rrange sequence information. In this report， we observed lH NMR spectra of several kinds of 

polyest巴rscontaining terephthalic units. The selection of suitable solv巴ntfor the detailed NMR 

analysis was important. The lH NMR peaks which were splitted into longer sequences were assigned 

by combination of comparison of the spectra of several copolyesters with di妊'erentcomposition， 

specific-!3C labeling experiment and 2D experiments such as HMBC. The triad or pentad sequence 

anaIyses were performed on the basis of the assignments. 

【緒言】

一般に合成高分子材料の一次構造の特徴は、その固体物性に反映されるので、一次構造の詳細な解

析は重要である。今日、 NMR装置の高磁場化、高性能化に伴い、ピークのより長距離にわたる、より厳

密な帰属が可能となり、それを基礎とした詳細な連鎖分布解析が可能となってきた。

本研究は、 3種類のポリエステル共重合体、すなわち、ポリ(エチレン/ブチレンテレフタレート)

共重合体、ポリ(エチレン/トリメチレンテレフタレート/ナフタレート)共重合体ならびにポリ(エチ

レン/1.4-シクロヘキサンジメチレンテレフタレート)共重合体を取りあげ、詳細な長距離連鎖に基づ

く帰属を行うとともに、その連鎖分布解析を行った。

【実験】

3種類のテレフタル酸(TA)系共重合ポリエステルは、帝人にて合成を行った。 600MHz-NMR(日本電子

製 JNM-α600)を用いて、 lHNMRおよび 13CNMR.さらに HMBC測定を行った。溶媒は、オルトクロロフェノ

ール/重クロロホルムの 75/25(v/v)または 50/50(v/v)混合溶媒を用いた。

【結果と考察】

①ポリ(エチレン/プチレンテレフタレート:PET/PBT共重合体

これまでこの共重合体のモノマ一連鎖構造解析は、 1:IC-NMRによって dyadレベルで行なわれてきた

]) 0 NMR溶媒ならびに測定温度を検討した結果、オルトクロロフヱノール/重クロロホルムの 75/25(v/v) 

Key words: lH NMR、高分子、ポリエステル、連鎖分布、 triad、pentad

まつだひろのり、ながさかぶんそう、あさくらてつお
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の混合溶媒， 80tの時に、共重合体のグ

リコール部分の lH-NMRピークは、細かく

分離して観測されることが判った。溶媒

からの環電流効果がその原因である。

一例として、ブチレン (Bを略として

使用)グリコールユニットのピークの帰

属を示した (Fig.1)。帰属のために、 TA

ユニットのカルボニル炭素を l:lCラベル

した PETとラベルしていない PBTとのエ

ステル交換反応物について lH-NMR解析

を行った。その結果、 I:lCラベルカルボニ

ル炭素とのスピン結合によって一部が

3Hzの二重線として分離したピーク 5' 

が、エチレングリコールユニットに近媛

するブチレングリコールユニットのメ

チレンプロトンと判定され、非対称連鎖

構造由来の信号を個別に帰属できた。こ

R
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一
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T

T
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E : ethylene glycol 

B : Butylene glycol T : terephthalic acid 

o 0 ，， 0 n 
，，11 ，=  口 11 /"ーミ ..J IT 戸¥ I 

一O(CH2)zO-ue一え戸C-tDCH並CH2}zCH20ど一也トιO(CH2)40-

3JH.C = 3Hz 

Fig.l Expanded 600MHz lH-NMR spectra showing the 
alcoholic methylene proton region of poly(ethylene!butylene 
ter巴phthalate)copolymer. 

の帰属はHMBC測定によっても確認した 21。

②ポリ(エチレン/トリメチレンテレフタレート/ナフタレート:PET/PPN共重合体

より複雑な共重合体系として、酸成分 2種/グリコール成分 2種からなる、 PETとPPNの溶融ブレン

ド体について、 lH-NMR測定によるモノマ一連鎖構造解析を行った。グリコールユニットピークは、長

距離の連鎖構造を反映して多数に分離観測されたが、最終的に、グリコールに関して triadレベル、

酸成分を含めると pentadレベルで帰属され、詳細な連鎖分布解析を行うことができた。

③ポリ(エチレン/1，4-シクロヘキサンジメチレンテレフタレート:PET/PCT共重合体

シクロヘキサンジメチレングリコール

ユニットにはシス、 トランス幾何異性が

存在するため、このポリマーは3種のグ

リコールユニットからなる共重合体と捉

えることができる。この共重合体につい

て、上と同様の溶媒系で、 lH-NMR測定を

行った。 Fig.2にOで囲んだシクロヘキ

サンジメチレングリコールユニットのメ

チレンプロトンピークは、各々、シス型、

トランス型について、 triad連鎖構造を

反映して、それぞれ4本に分離観測され

た。これにより、幾何異性に着目した連

~l{⑪二f:T;:T-E

JLJi 
γ『守一.，...，.....，...
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Fig.2 ExpandαI 600MHz lH-NMR spectrum showing the 

alcoholic methylene proton region of poly(ethylene/ 
cyclohexanedimethylene terephthalate). 

鎖解析を行うことができた。

[まとめ}

本研究の結果、高磁場 NMRおよび溶媒

として用いたオルトクロロフエノールの環電流効果を利用することによって、これまで困難であった

TA系ポリエステルの lH-NMRによる長距離連鎖構造解析が可能となった。

1) S. C. E. Backson， A. M. Kenwright， R. W. Richards， Polymer， 36， 1991 (1995). 

2) H. Matsuda， T. Miki， T. Asakura， Macromolecules， 35， 4664 (2002). 



P 12 対称・非対称 SBenzylsulfiliminsのgem-メチレン

プロトンの NMR挙動

(東工大資源研関東学院大工 2)中村義之 o中山智香子2

龍宮尚史2 卯辰直也尾辻雅 2 山本保 2

NMR Behavior ofthe g官m・MethyleneProtons of Symmetrical and Unsymmetrical s-

Benzy Isulfilimens 

(Chemical Resources Laboratory， Tokyo Institute ofTechnology， 1 Industrial Chemistry， Kanto Gakuin 

University2) Yoshiyuki Nakamura，l Chikako Nakavamjj，，2 Takashi Tatumiya，2 Naoya Utatsu，2 Miya 

Otsuji，2 and Tamotsu Yamamot02 

NMR behaviors ofα-GMPs in the title sulfilimines (1) were studied. In all spectra of ten 1 

obtained at room temperature， the chemical shifts of two α-GMPs were non-equivalent without 

dependency of used solvent polarity. The chemical shifts of two α.-GMPs of unsymmetrical 

sulfilimines in CDCI3， however， showed a tendency to equivalency in lowering temperature， while 

those in the other solvents did the different tendency. These special behaviors of two α-GMPs are 

caused by the s加Jctures(ylide and ylene) of 1 in their solutions. 

〔はじめに〕 不斉中心隣接のメチレンプロトンが NMR化学シフト的に非等価であ

ることが知られており1)今まで明確な例がなかったスルフィルイミンの場合にも，

種々の非対称スルフィルイミンの検討から明らかになってきた2)。この一連の研究で，

対称な SBenzylを有するS，SDibenzyl-N-tosylsulfilimineのgem-メチレンプロトン

(Hgem)が化学シフト的非等価性を示し，それが低温において等価になることを問題

として提起した。これが何に起因する

のか，本研究では， SBenzyl (p-置

換体を含む)を有する一連の置換基の

異なる対称・非対称スルフィルイミン

(1)を合成し，これらの HgemのNMR

挙動を，温度の影響，溶媒極性の影響

から追究した。

Tiか H3his=和
TypeA 

1a: X = Me 
1b: X = H 
1c:X=CI 
1d: X =N02 

TypeB 

1e:X=H，Y=OMe 1h:X=H，Y=CI 
1f: X=H，Y=Me 1i:X=H，Y=NOヲ

19:X=H，Y=H 唱j:X = CI， Y = Me-

〔実験) SuJnliminesρJの合成.旬rpeAの1は，既報の方法に従い，非対称 Sulfide

に ChloramineTを反応させ， Type Bの1は対称 Sulfideに Chloramine (Y = Me， 

H， UMe， Cl， NU2)を反応させ，それぞれ高収率が得られた。 if!!J;E:1の Hgemの

NMR挙動追究には日本電子製JNM-LA・500を用いた。

キーワード:化学シフト的非等価性，化学シフト的等価性， ylene構造， ylide構造

なかむらよしゆき，なかやまちかこ，たつみやたかし， うたつなおや，おっじみや，やまもとたもつ
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〔結果と考察) Sulfilimines 1 Type Aの島仰のNMR挙動:S側ベンゼン環上置

換基Xの異なる 4種の 1(la， lb， lc， ld)の2個の HgemのNMRシグナルはいずれも

室温において ABパターンの分裂を示し，温度，溶媒 (CDC13，CD3CN， CD30D)を

変えても殆んど分裂パターンの変化は認められず，不斉中心の影響を示唆した。

Sulfilimines 1乃rpeBのHgemのNMR挙身: N側ベンゼン環上置換基Yが異なる

5種の 1(le， lf， 19， lh， li)の2個のHgemのNMR

シグナルはいずれも室温において ABパターンの

分裂を示すが，温度，溶媒 (CDC13，CD3CN， 

CD30D) を変えて測定した結果，いずれの 1も

CDC13中では Fig.lに一例を示すように低温にお

いて化学シフト的等価に向かう傾向を示した。この

傾向は Fig.2に観られるように， N側ベンゼン環

上置換基Yの電子吸引性の増大に伴って強くなり，

Yが N02のとき等価になる温度が最も低い。この

現象は，一般の回転異性体(配座異性体)中のもの

とは異なっており ，Fig.2の傾向をも考慮に入れ

ると 1の溶液内構造の変化によるものと推察され

る。即ち，低温では Sulfuimineがylene構造に移

行し，対称構造状態になることで2つの Hgemが等

価になり，逆に高温ではYlide構造に移行し，非対

称構造状態になることで2つの Hgemが不等

価になりことを示唆している。さらにこの傾

向は溶媒の極性によっても左右されることを

確認した。

一方，対称スルフィルイミンTypeBの内 X

が異なる場合の Hgemの NMRについては，

leとljの2個のみであり，明確な傾向を掴む

までには至っていないが， ljの場合はoOCに

おいて化学シフト的に等価になり， leの場合

~~し~O.C
一人人ム人40.C

ーム人人人三。.C

--JJL人/\~_ 0・c

jと二::
」 し - 60・c

4.20 4.15 4.10 4.05 

d/ppm 

Fig. 1. lH NMR Spectra ofGMPs 
ofli atV:町iousTemps. in CDC1a. 

協

o 。5
E恥

とは著しく異なった挙動を示した。この一連

の1の明確な傾向を掴むには， Xが電子吸引

性基MeO，電子供与性基N02のものの検討が

Fig. 2. Relation between Substituent Y 
and Coalescence Temperature on GMPs 
of司rpeB Sulfilimines in CDC13• 

必要であるが，この点に関しては，本学会発表において言及の予定である。

1)例えは RM.Silver蜘 1et aIs.，‘'s戸ct.In伽1n.ofOrg. C倒凶s." 2)中村・池田・岡村・卯辰・山本日化第

77秋季年会(明). (b)中村・卯辰・尾辻・山本日化第78春季年会('∞).
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P13 
金属核NMRによる多座配位錯体の熱力学的安定性と配位構造に

関する研究

(神戸大学・院自然1、神戸大学・工2)

0横田達夫1、成相裕之1、 牧 秀 志2

Metal Nuclear NMR Study on the Thermodynamic Stability and Coordination Structure of 

Multidentate Complex 

Tatsuo Yokota1， Hiroyuki Nariai1， and Hideshi Maki2 

1 Department of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe University， 1-1 

Rokkodai-cho， Nada・ku，Kobe， Japan 

2Department of Chemical Science and Engineering， Faculty of Engineering， Kobe University， 1・1

Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

Ag民atdeal of effort has been made on the complexation behaviors and coordination structures of the cycIic poly 

aza ligands， i.e.， azacrown ethers and cryptands， as cyclic ligands which has oxygen and nitrogen donors. 
Considerable attention has been given on the effect of the variations of macrocycIic ring size and pendant donor 

groups， however， the influence of the number of the bridging donor has not so far been investigated. The bridging 

imino nitrogen atoms in a cyclic iminotriphosphate anions is easily substituted with an oxygen atom by rapid 

hydrolysis right a負.erdecycIization of the Iigand， so the CP3(NH)n3幽 (n=1-3，Fig.1) ligands can provide opportunity 
to study the influence of the increasing number of bridging donors on the stability and coordination structures of 

m巴talcomplexes. In this study， the coordination structure and complexation eqiulibria of A13+ーcP3(NH)n3・

(n=1-3) systems are investigated quantitatively by27 Al NMR peak deconvolution techniques. 

【緒言】アザクラウンエーテルやクリブタンド等の酸素原子および窒素原子を配位原子として持つ環状ア

ザ配位子の錯生成挙動および配位構造に対する側鎖のイオン基およひ環サイズの影響についてはよく知ら

れているが、架橋配位原子数の影響についての研究はほとんど行われていない。本研究では異なる 2種類

の配位原子、すなわち非架橋酸素原子および架橋窒素原子を持つ環状イミド三リン酸イオン群、

cP3(NH)n3・(n=1-3)、(Fig.1)を用い錯生成挙動および配位構造に対する架橋窒素原子数の影響を考察し

た。環状イミド三リン酸イオンは加水分解によつて環骨格中の架橋窒素原子を酸素原子へ容易に置換でき

る。Be2+-cP町附3

ンが架橋窒素原子に直接配佼して単座錯体および一座 。/'¥。 0/目¥附 剛 r 、附

一 了 Lぜ弘liぷ弘叫↓
錯体を生成する。このよう片なHSA油B理論による単純な。hh叩PP¥/i《て 人/~尺h 向，0， /¥'N/に
予測反するBe巴-N直接配位構造は金属イオン一配位子 e噌。¥目f、、。 ocf¥目rf、、o '='1勺。 口 ℃ 

間の高い立体適合性により実現すると考えられる。そ cP巧町3メ(仰NH)戸3- cP町町3沃(NH)が2子3- CP3(NHh3-

こで本研究では錯体安定度に対する立体的適合性の効 Fig.1 Structural formulas of cP 3(NH}， 3-(n=O-3) anions. 

果を考察するため、 Be2+の約1.5倍のイオン半径を持つA13+錯体について、 27AINMRのピーク分離解析

から錯体安定度定数を決定し、配位子中の架橋窒素原子数の違いによる多座配位錯生成挙動への影響を詳

細に考察した。

【実験】本研究ではVarianInova 400MHzNMR (Ref. 0.1 mol dm-3 AI(N03)3)を用いて測定を行った。試料溶

液はCAlO=0_01-0_10 mol dm・3のAl(N03)3水溶液にj順次CP3(NH)n(n=1-3)水溶液を添加することで調製し

MULTINUCLEAR NMR， ALUMINIUM， DECOMVOLUTION， COMPEX， PHOSPHATE 

よこたたつお・なりあいひろゆき・まき ひでし
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た。またHN03またはNaOHによりpHを調整し、Al3+イオンの加 ^ / Monodentate∞mplex 
A13+ ー cP3(NH)3・ III"'~"~"""." ~"'P 

水分解およびプロトネーションの影響を無視した。 cA1=3.86~1O-í mol dm-3 

CL=5.73xlO-2 m山 3l

【結果]A13+司 CP3(NH)n3-(n=1-3)錯生成系の代表的なスベク 仰州3 iト
トルをFig.2に示す。化学シフトと西日位数の間に成立する加成 一一一一Lノド¥一一一

則に基づき低磁場側から遊離のAl3+イオンおよび単座配位、二 A13+ -C巧(NHh3- 1¥ l̂identate compl口

座配位、三座配位錯体のシグナルと同定した。 A13 + _ CA1=3.94xW-
2 
mol dm-3 

CL=1.63xl0-' mol dm-' 
cP3(NH)33-錯生成系においてのみ三座錯体が生成しており、他

のBe2+-cP3(NH)n3・(n=1-3)およびA13+ーcP3(NH)n3・(n=1，2)錯

生成系では三座錯体の生成はみられなかった。このことから三 10 5 0 -5 -10 -15 -20 

座錯体生成には金属イオンー配位子聞の立体的適合性および配 OA1 / ppm 
r:n." I、 一一・ 1.1 A 1、守u r、 ム 伺・・‘+

位子内の高い架橋窒素原子数密度が影響していると考えられ mgJ;:52);J;:=:立ぷ:cs:;ms
る。各シグ、ナル強度を算出するためローレンツ型曲線を用いた (295.15K). 

非線形最小二乗法によるピーク分離解析を行った。全ての27AlNMRスベクトルで、計算曲線と実測値が良

く一致した。各多座配位錯体のピーク面積比、 Sn+l/ Sn (n=O-2)、と配位子およびA13+イオンの総濃度

比、 CLlCAI、の関係を調べると二座錯体と単座錯体のピーク面積比、 S2/Sl、は常にCLlCAIに依存し

ているが、 cP3(NH)33・系での三座錯体と二座錯体のピーク面積比、 S3/S2、は常に一定となった。すなわ

ち二座錯体生成は分子間反応で、また三座錯体生成は分子内反応で進行することを示している。一連の逐

次錯生成系において分子間および分子内反応が同時に進行していることは興味深い。この結果から以下の

平衡式により定義される各多座配位錯体の安定度定数の決定を行った。

笠51inter一[ML] _ St 1 
分子間単座錯体 AP叫L3・十 ML Ko--I-I雨][L]- So' [L] 

Kin!?ヲ

分子間二座錯体 AIL+L3-言-AlL23-

kmth 
分子内三座錯体 AlL23・手全AlL23・

各錯体安定度定数はSn+l/ Sn VS. [L3-]プロットの直線の傾

き(Fig.3)から決定でき、二座錯体の安定度定数、KTT2、

についてTable1に示した。アルカリ土類金属や二価遷移

金属とcP3(NH)n(n=1-3)との錯生成系ではイミノ基の増可

加に伴う非架橋酸素原子の塩基性の増大のため単座錯体み10

の安定度定数は増加するが二座錯体の錯体安定度定数は

cP3(NH)23ーとcP3(NH)33・で大小関係が逆転した。これは

cP3(NH)33ーが分子内三座錯体を形成するためであると思

われる。またBe2+系と比較すると錯体安定度定数はA13+

系の方が大きい値になった。以上の結果からcP3(NH)n3-

(n=1-3)との錯生成系においてA13+イオンはBe2+イオン

と同様にHSAB理論に反し、非架橋酸素原子よりも環骨

格上の架橋窒素原子に優勢に配位し、さらにA13+イオン

はBe2+イオンより cP3(NH)n3-(n=1-3)に対する立体適合

性が高いということが推察される。
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T......mter 
Table 1 Logarithmic stability constants， ̂  1→ 2， 

for the interaction of cP3(NH)n (n=1-3) 

aruons. 

Metal ion CP3(NH) cP3(NH)2 cP3(NH)3 

A13+ 

Be2+ 

1.9 

1.1 

1.3 1.6 

1.2 



P14 植物から得られる薬効成分のNMRによる解析

(理研植物科学研究センター)0鵜津淘、吉田茂男

(上海薬物薬物研究所)夏増華、労愛郷

(日本大学薬学部)藤本康雄

The NMR  analysis of bioactive compound from the plant resources 

Jun UZAWA'， Zeng-hua XIA¥ Ai-na LAOZ， Yasuo FUJIMOT03， Shigeo YOSHIDA' 

('RIKEN PSC， 2Shanghai Insit. ofMateria Medica， 3College ofPhannacy;Nihon Univ.) 

A merit ofNMR analysis for the natural products is that the structural elucidation can be 

achieved， even ifthe sample contains inseparable impurities such as structurally similar 

compounds. In the present report， we describe the usefulness of 1 H selective HMBC for 

the discrimination between cymarose and oleandrose and for the structure elucidation of a 

new steroidal saponin (MT・16)isolated from Marsdenia tenacissima. From these results， it 
was proven that the rectangular pulse sequence was more usable than the shaped pulse one 

for the present purpose in general spectrometer. Structure elucidation of some saponins by 

the application of the present method are now in progress. 

1.序論

近年、 NMRの分野では様々な測定法が開発・提唱され、これを試料に合わせて

適宜使えば迅速に構造決定ができるようになった。我々は植物から得られるステロ

イド配糖体の構造決定を行っているが')、 X線結晶解析に適した良質の結晶は得られ

ず、単離の難しさから若干の異性体や同族体を含んだまま構造を決めることが多い

ので、質量分析法は不確定要素が大きい。そこでNMRがもっとも信頼できること

になる。しかし、近年ますます少量の試料によって構造を決めなけれ・ばならない場

合が多くなり、確実な構造決定は依然として困難を伴っている。 AdBaxらは、近

接する複数のlHとのスピン結合により複雑に分裂したlHからのクロスピーク強度

を増大させる目的でlH選択HMBC法2)を提唱しているが、今回これを応用して有益

な測定法であることを確認したので報告する。

2.実験

NMR装置はJNM・α600型を用い、フ。ローフ"はNalorac社製磁場勾配コイル付き

3mmHXを用い、試料管は(樹シゲミ製の3mm管を使用した。溶媒はすべて重ピリジ

ンを用いてTMSを内部基準とした。 lH選択HMBCパルスシーケンスは第 1図(a)を

使用し、選択パルスの条件設定用に(b)を用いた。本報では関数パルスを使わずに矩

形波を使い、パルス幅(選択励起範囲)を決めてから中心信号が最も大きく出る強

植物の薬効成分、ステロイド配糖体、 oleandrose、cymarose、lH選択HMBC

うざわ じゅん、 XiaZeng-hua、LaoAi-na、ふじもと やすお、よしだ しげお
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度に調節し、そこで得た条件を(a)の選択

パルスの条件とした。

3 .ステロイド配糖体の解析

我々は、上海においてMarsdenia

tenacissimaより抽出したいくつかの活性

物質を得て、 NMRによる構造決定を行っ

ている。この中からMT-16(14mg)と仮称

する化合物について述べる。

アグリコーン部分は既報3州のデータを

参考に、磁場勾配パルスを用いたHMBC、
DQF-COSY、TOCSY、HMQC、HSQC、
HMQC-TOCSY、HMBC-RELAYにより

平面構造を決定した。これにGROESYの
情報を加えて相対立体構造を決めた。

(a) 

円

H
U

「寸 い ¥

口C8lnO2n川 i1/2 t1nr 

ハ
GTX2 八伺z ・gradlent

534  
(b) 

H 

r13じ>
61-3.布ns
o2_90ms 

soft 180=Sト10ms
rectangular 

円g.l(a) lH selective pulse sequence. (b) Caliblatlon 
sequence 01 Ihe soft pulse. 

(a) 

oleandrose 

Flg.2 (a) Aglycone part 01 MT.・16.(b) Sugar chaln part 01 MT・16.(c) HMBC correlatlon and torslon 
aI'lgle ~of dlgltoxose， cymarose. and -oleandrose. 

糖鎖部分は、上記測定法のデータからそれぞれの糖を決めて、 HMBCとGROESY
の結果から結合位置を決定した。一般に、加水分解によって得られた糖ユニットの

シフト値 (lH、13C)と糖鎖を構成した場合のシフト値はかなり異なっている。同

じ糖でも糖鎖のどこにあるかで異なっている。 cymaroseとoleandroseの場合は分

子量が同じであり、 3位のメトキシ基の配位だけが異なる。一般的には、 1位から
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3位へのNOEまたはROEによって決められている。 PFG・lDTOCSYなどにより 3
位または4位のスピン結合定数が読みとれれば大きな情報であるが、糖が増える程

信号の重なりにより困難も増える。そこでより多くの情報を得る目的で 3位からの

HMBCについて検討した。 3位lHから 1位および5位のカーボンへの投影図は図に

示す通りであり、 3位lHの配位を反映してクロスピーク強度が違いがでるはずであ

る。しかし通常のHMBCではδ2など少し条件を変えてもcymaroseやdigitoxoseで

さえ、第3図(a)の→で示すようにクロスピークは小さいか出ない。

Table 1 (a) 
MT・16Chemical shi白slal!lvconen8rt】

Carbon(Proton) Carbon(Proton) 
1 38.3(0.97，1.75) 12 71.5(3.88) 
2 29.6(1.73，2.04) ¥3 59.0 

3 76.7(3.92) 14 88.7(5.87;OH) 
4 34.5(1.44，1.ち 15 34.0(2.06) 

6 25.3(1.11，1.8ゆ 17 89.0 

8 76.0(3.80;OH) 19 13目1(1.20)
9 47.4(1.29) 20 73.0(4.44) 
1o 36.5 21 17.7(1.50) 

Table 2 

MT-16 Chemlcal shiftslSul!ar oartl 
Carbonσmωn) C紅bon(桁olon)
digitoxose thevetose 

1 95.8(5.53) ¥04.0(4.89) 
2 39.1(2.07，2.42} 75.0(3.91) 
3 67.5(4.65) 86.3(3.70) 
4 83.4(3.52) 83.1(3.88) 
5 68.6(4.35) 72.0(3.74) 

6 18.7(1.49) 18.7(¥.76) 
3' - 60.7(3.95) 

cymarose 
1 99.8(5.19) 
2 36フ(¥'79，2.32)
3 77.7(4.02) 
4 83.1 (3.40) 
5 69.0(4.19) 
6 18.7(¥.32) 
3' 58.9(3.58) 

oJeandrose 
1 101.9(4.69) 
2 37.6(1.74，2.44) 
3 79.3(3.58) 
4 83.2(3.60) 
5 71.9(3.55) 
6 18.7(1.67) 

主 57.4(3.5¥)

glucose 

104.8(5. ¥3) 
75.8(4.03) 
78.6(4.24) 
71.9(4.19) 
78.2(3.98) 
63.1(4.38，4.53) 

(b) (c) (d) 

'.8 '.8 

Flg. 3 (a) PFG.HMBC spectra of MT・16.(b)・(d)PFG.1H selctlve 

HMBC spectra. (b) dlgltoxose， (c) cymarose， (d) oleandrose. 
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4. lH選択HMBCによるcymarose、oleandrose、digitoxoseの判別

糖鎖の解析におけるHMBC法は、 1位lHからのクロスピークは糖聞の結合情報を

与えるのでよく利用されるが、他は信号の分裂と重なりが多くなり難しくなる。

cymarose、oleandrose、digitoxoseはいずれも2，6デオキシ体であり、 6位メチル

により 4位までの結合が明らかとなるが、 3位の分裂は複雑になる。したがって

HMBCのクロスピークは弱くなるのである。一方、 2位のlHは高磁場に出る。この

点に着目し、第 2図(c)の関係を明らかにするため、それぞれの糖の 3位に着目して

lH選択HMBCを測定した。この測定法はlHの選択パルスを使うことにより、これ

から大きく外れたスピン結合の相手をデカップリングする効果があり、その分だけ

信号強度は増加する。今回の目的には絶好の測定法と考え、パルス系列の作成と測

定条件の検討を行った上で、いくつかの試料について測定した。その一例を第3図

(b)、(c)、(d)に示す。通常のHMBCにくらべてみると、 cymaroseとdigitoxoseの

場合は明らかにクロスピークの強度は飛躍的に増大し、 1位および5位にもはっき

り出ている。これにくらべoleandroseの場合は弱い。励起範囲から少し外れたとこ

ろにスピン結合の相手がある場合、かえって信号強度が減っているようである。

5.むすび

天然物の解析は各種測定法の登場で易しくなったと言われている。しかし、それ

ぞれの測定法は万能ではなく、長所と短所を持っている。やはりそれぞれの測定法

の特徴や欠点を見極めながら利用していかざるを得ない。そのような観点で見れ

ば、 lH選択HMBC法もBaxらも指摘の通り、カーボン側の分解能に制限があり、

これを承知の上で使えばかなり有益な測定法であることがわかった。本法は発表さ

れてから 5年を経過しているが、一部を除きあまり使われていないようである(演

者の共著2報も含め 13報)。その理由の一つに、 lH選択パルスの条件設定がスト

レートに感度に結びつくことがある。この点も磁場勾配法の発展により楽になっ

た。演者の検討によれば、 Baxも矩形波パルスでも良いと書いているが、矩形波の

方が励起範囲とパルス幅を容易に結びつけることができる。この点、関数パルスは

それぞれの計算式・定義の仕方・パワーアンプの直線性などによって変わってしま

うので、融通性に欠けるように思えた。タンパク質のように、励起範囲と照射周波

数がほぼ決まっている場合と異なり、天然物は応用すべき局面が多様なのである。

ステロイド配糖体の構造解析では、 lH選択HMBCとPFG-IDTOCSY、GROESY

を併用するとさらに有益な構造情報が得られることがわかった。我々は以上の検討

結果を基に、関連するいくつかの試料について構造決定を行っている。

文献
1) S.Sang， A，Lao， Y.Leng， Z.Gu， Z.Chen，J.Uzawa and Y.Fujimoto，Tetra.Lett.，41，9205(2000). 
2) Ad Bax， K.A.Farley and G.S.Walker， J.Magn.Resonan.， AI19，134(l996). 
3) S.Tsukamoto， K.Hayashi and K.Kaneko， J.Chem.Soc.Perkin Trans.l.，2625(1988). 
4) B.Ma， T.Fang， K.Ma， J.Ni， H.Wu， W.P.Ding and C. Jiang， J.Nat.Prod.，60，134(l997). 
5) F.Abe， H.Okabe， T.Yamauchi， K.Honda and N.Hayashi， Chem.Pharm.Bull.，47，869(l999). 
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P 15 3D DOSYによる混合物の構造解析

(シーエーシーズ横浜分析センター)0松原康史

Mixture Analysis Using 3D DOSY 

Yokohama Laboratory， Center for Analytical Chemistry and Science， Inc. 

Koshi Matsubara 

A three-dim巴nsionalDOSY-HMBC spectrum was measur巴dfor a model mixture of 1，3，5-0-

methylidene-myo-inositol， methyl-αcD-glucopyranoside， and sucros巴inD20. Two-dimensiona1 pr句巴ctions

along the diffusion axis of the 3D DOSY -HMBC spec仕umwere comparable with the IHsC HMBC 

spectra of each compound， although a few signals of the compounds with a similar diffusion coefficient 

were not fully resolved. This method seems useful for the mixture analysis，出emixture consisting of 

molecules with a variety of sizes， especially when the HMBC spec汀umof the mixture can not b巴analyzed

owing to the overlapped IH or 13C signals. 

はじめに 分子のサイズが異なれば溶液中での拡散速度に差が生じるため， 2次元DOSYCDiffusion

Ordered Spectroscop Y)により，混合物試料からHPLCなどで成分を分離・精製することなく，個々の成

分のIHNMRスペクトルを得ることができる.しかしそのIHNMRだけでは十分に分子構造が解析できな

い場合も多い. NMRの周波数軸をひとつ増した3次元DOSYでは，拡散速度により分子を分離するとと

もに各成分の2次元スペクトルを得ることができる.IHNMRより情報量の多い2次元スペクトルを解析す

ることにより，混合物中の各成分の分子構造を決定できる確率は上がる‘

DOSY-COSY， DOSY-HMQCスペクトルなどがすでに報告されているが1)， DOSY -HMBCに関して

は測定例がほとんどない.孤立した部分構造をつなぐという意味で最も重要な DOSY-HMBCの測定条

件を検討した.

感度の概算 3次元 DOSYのパルスシーケンスを前半の DOSY部分と後半の 2次元 NMR部分に分

けて考える.後半は通常の 2次元 NMRの感度， S2DNMR'と考えればよい.DOSY部分では最小磁場勾

配強度の時のシグナル強度の 11m (1 < m)までシグナルを減少させ，磁場勾配強度を変えて n個の 2

次元 NMRを 1スペクトルあたり l/nの時間で測定するとすると， 3次元 DOSYの感度は以下の式で計

算できる.

S3DDOSY = (1Im)(l/4 n)S2DNMR 
たとえば，ある成分の IHsCHMBCの測定に 200μg必要で， m = 4， n = 5とすれば， DOSY-HMBCの

測定には混合物中にその成分を 2mgは含んでいる必要がある

実験と結果 mが大きいほど，また nが大きいほど 3次元 DOSYで得られる 2次元 NMRスペクトル

の S/N比は低下する.mが小さすぎたり，大きすぎると拡散係数の正確度が下がり，成分間の分離が悪

くなる.mを振ってスペクトルの S/N比と成分の分離の程度を検討するなど，条件の最適化を試みた.

Fig.llこモデル化合物の DOSY-HMBCスペクトルを示す.ある拡散係数の範囲で2次元の投影図を

とると各成分の IH_13CHMBCに近いスペクトルが得られる.シグナルごとに計算される拡散係数とそ

の誤差にはかなり幅があるので成分間の分離は完全ではないが，解析は可能である.シグナルの重な

りにより混合物の HMBCスペクトルが解析できないときなどには， DOSY-HMBCが有効であろうー

DOSY，拡散， HMBC，混合物

まつばらこうし
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P16 金属核NMRの温度依存性による多座配位錯体の安定性に関する熱力学

的研究

(神戸大学工学部、神戸大学大学院自然科学研究科*)

O牧秀志、横田達夫*、成相裕之*

Metal Nuclear NMR Study ofthe Thermodynamic Stabiliti回 onthe Multidentate Complex of 

cyclo-Iι占nidotriphosphateAnions 

aHideshi Maki， lrfatsuo Yokota， and bHiroyuki Nariai 

aDepartment of Chemical Science and Engineering， Faculty of Engineering， Kobe University， 1-1 

Rokkodai-cho， Nada・ku，Kobe， Japan 

bDepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 
University， 1-1 Rokkodai・cho，Nada-ku， Kobe， Japan 

The change in the standard Gibbs energy， the standard entropy and the standard enthalpy 

of the multidentate complexation reaction for CP3(NH)n (n=I-3， Fig. 1) ligands have been 

elucidated from the temperature dependence of 27 Al and 9Be NMR spectra. Separate 27 Al and 9Be 

NMR signals corresponding to free， and successive multidentate species have been observed in both 

spectra because of slow chemical exchange of A13+ and Be2+ ions. In our previous study， it has 

been clarified that CP3(NH)n (n=I-3) ligand forms ML complexes with not only oxygen-

coordination but also nitrogen-o∞rdination. It can be estimated伽 tthe ML complex is more 

stabilized by an entropic origin， i.e.， the diversity of these coordinate structure， because A13+ and 

Be2+ ions can be selective about the non-bridging oxygen atoms or the bridging nitrogen atoms as 

coordinating atoms. 

【緒言】本研究で用いた環状トリイミド三リン酸イオン、 CP3(NHh3-(Fig. 1)は3佃のリン酸

基が全てイミノ基によって架橋された環状ポリリン酸イオンである。それに対し、環状モノ

イミド三リン酸イオン、 CP3(NHh3-、環状ジイミド三リン酸イオン、 CP3(NH)3幽 (Fig.1) は架

橋イミノ基の一部が酸素原子に置換した稀な構造を有する。これら一連の配位子の錯生成挙

動を明らかにすることは、架橋イミノ基を有する配位子の錯生成能のモデル化に有用であ

る。これらは分子内に2種類の配位原子すなわち非架橋酸素原子と架橋窒素原子を持つため多

様な配位構造が期待される。特に CP3(NHh3・および CP3(NHh3ーにおいては分子中央部に窒素

原子が密集してe1ectronrichになるため、 HSAB則による単純な予想に反してBe2+，A13+等のハ

ードな金属イオンが架橋窒素原子に配位する。このような多様な微視的配位構造は錯体安定

度をエントロピー的に優勢にしていると考 ( 
8 8 

えられる。本研究では 9BejOよび九lNMR OXO OXO 
スベクトルの温度依存性から錯生成反応前 HN/¥o H~ ¥NH 。1 _ _8 J 
後のエンタルピ一変化およびエントロビー。-b h=『00-p p司

ノf¥¥_/〆ヘノ〆¥¥ー、
(1 '0 ¥e .!I '0 ¥θ 

変化を決定し、多座配位錯生成挙動の詳細 6 b"" 6 V o 
を熱力学的側面から考察した。 cP3(NH) cP3(NH)z 

ROO 
HN/・¥NH

_8 1 1 
v41¥目/》β

cP3(NHh 

Fig.l Structure of cyclo回!l-imidotriphosphateanions 

MULTINUCLEAR NMR・ENTROPY• ENTHALPY ・DECONVOLUTION・PHOSPHATE

まき ひでし・よこたたつお・なりあいひろゆき
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【実験127A¥および 9BeNMR測定に用いた試料溶液は、 NMRサンプル管中の A¥(N03bおよ

び BeCl2溶液に、 0.1 moldm-3 CP3(NH)n3-(n=1 "'-'3)各水溶液をマイクロシリンジで順次添加

することにより調製した。試料溶液は金属イオンの加水分解を防ぎ、かっ配位子のプロトネ

ーションが無視できるpHに調整した。 27AlNMR測定は、 VarianInova柑 0、9BeNMR測定は

Bruker DPX同 250を用い、 1サンプルに対し271.15"'-'318.15Kの範囲で順次温度を変えて測定を

行った。温度校正は 80%1，2屯 thanedio¥in [d6] DMSOのlHNMR測定により行った。

【結果と考察】 AI3+-CP3(NH)33-錯生成系の代表的な27Al

NMRスベクトルの温度依存性をFig.2に示す。化学シフトの

配位数に対する加成則に基づき、低磁場側から単座、二

座、三座錯体のピークと同定した。二座錯体と三座錯体の

ピーク面積比は濃度に全く依存せず、三座錯体は二座錯体

と同様にML2型錯体であることが分かつた。非線形最小二

乗法による波形分離解析により得られる各多座配位錯体の

ピーク面積の比から、各錯体安定度定数値が決定できる

285K 

303 K 

(本要旨集P13参照)が、さらに

MfO_l.L1S咽

lnK=一一一一・.:.+ ----::: R T' R 

なる関係式を適用すると各多座配位錯生成反応前後の企SO 313 K 

および企H"は各多座配位錯体のピーク面積比と以下のよう

に関連づけられる。

目 白r_ 1_ Sl 1 _ AHO→11 企SO→1
単座(ML型)錯体 InKo→1=lnEJEf--E-7+-E-

S2.1-ML21ω;→2 1 0 5 O  87ppJo-15 却

二座(ML2型)錯体 InK1~蜘= In 一一 ・+一一一
l~L ... S] [L] R T' R Fig.2 Temperatured~Pendenceof27AINMR 

-S3-ML3.1AC。明ctrumof AI3+-cP3(NH){ mixture 
三座(M噛錯体lnK22-lnr--rT+-F mM眠吐.=1.40xlO-1mol伽 3，CM=

3.05xlσ" moldm-'. 

すなわち、 Sl/(SO[L])，S2/(Sl[L])， S3/S2の対数値を

温度の逆数に対してプロットすると各多座配位錯

生成反応前後の企S。および企H。を決定できる。 Fig.

3にlnS2/(Sl[L])および lnS3/S2 vs， lITプロットを

示した。本研究において、配位子中に多くのイミ

ノ基を持つAJ3+ーCP3(NHb3- 錯生成系の場合、

AJ3+-CP3(NH)3- 錯生成系よりもTd.S
O

が相対的に

大きいことが分かった。これは非架橋酸素原子だ

けでなく架橋窒素原子も配位に関与するため、単

座0配位および単座N配位錯体といった多様な錯

種が形成することを示唆している。
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P 17 二酸化農棄を用いた高圧下での漉体制御の鼠み

(産総研・超臨界セ東北大院理 2)

0金久保光央 l・梅木辰也 2・相津崇史 l・生島豊 l

Attempt to Control Properties of Liquid Solvents in Contact with High-Pressure Carbon Oioxide 

(Supercritical fluid Research Center， AIST 1; Graduate School ofScience， Tohoku University2) 

OMitsuhiro Kanakubo，1 Tatsuya Umecky，2 Takafumi Aizawa，1 and Yutaka Ikushimal 

We have attempted to con甘01the properties of some Iiquid solvents (C606， cOCh， C0300， 020) by bringing 

them into contact with high-pressure carbon dioxide. In such a binary phase， the self-diffusion coefficient (DJ 

and the longitudinal relaxation time (T1) of the constituent molecule in the liquid phase were examined as a 

function of carbon dioxide pressure at a fixed temperature of 3 ¥3.4 K by means of high-pressure 20 NMR 

spec甘oscopy. It was clearly found that both Dt and T1 increased remarkably with increasing carbon dioxide 

pressure except for the case of 020. The present results indicate that the molecular motions in the Iiquid phase 

can become very fast due to the addition of carbon dioxide pressure. 

【緒言】我々は、水や二酸化炭素を主成分とした超臨界流体を環境調和型プロセスの媒体として注目し

てきた。従来の液体溶媒と比較して、超臨界流体は低粘性、高拡散性という利点を有するほか、温度・

圧力などの外部操作により密度などの諸性質を連続的に制御可能であるという特徴をもっ。このことは、

単一成分からなる純粋な液体では、気液飽和曲線を超えて、その諸性質を変化させることが不可能であ

ることと対照的である。本研究では、高圧の二酸化炭素を液体に作用させた一二酸化炭素を液体に

飽和、膨潤させたー場合の効果に関して、高圧 NMR法を用いて液相中の分子の並進拡散係数(Dt)

ならびに回転相関時間(写)に着目し調べ、二酸化炭素の加圧により液体の性質が "gas-like"へと変更

可能であるか否か検討を読みた。

【実験】外径 5mm、内径1.7mmのポリマー製高圧セル 1)に重水素化溶媒(C606、CDCh.C0300、

020)を適量セットし、溶媒そのものもしくは二酸化炭素により溶媒を加圧した。一定温度313.4:1:0.2Kで

平衡に到達した後、溶媒の 20核を観測して、その緩和時間(T1)ならびに並進拡散係数(Dt)を測定した。

分光器にはVarianInova 300 eoの共鳴周波数は、 46.0MHz)を用い、 T1はinversion向 covery法、Dtは

pulsed field gradient spin-echo法によりそれぞれ決定した。ここで、 20は核スピン量子数が lの四極子で

あるため、その T1は四極子緩和時間とみなせる。よって、 T1は主軸に相当する結合軸の回転相関時間

に逆比例(T1oc11τ~) するとして解析を行なった。

【結果と考察】重水素化溶媒を溶媒そのもので加圧した場合の Dtならびに T1の圧力依存性を figure1 

および2にそれぞれ示す。ただし、Dtおよび T1は常圧の値(DtOおよびT1
0
)で規格化した量をプロットした。

Dtおよび T1ともに、 D20の場合には僅かながら増加する傾向が観測されたが、その他の溶媒では圧力

増加にともない減少することが確認された。この結果は、液体溶媒で一般的に観測される現象で、圧力

キーワード:二酸化炭素、液体、拡散係数、回転相関時間、超臨界流体

かなくぼみつひろ、うめきたつや、あいざわたかふみ、いくしまゆたか
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増加にともない分子の運動性が低下することを示している。

一方、重水素化溶媒に二酸化炭素を加圧した場合には、正反対の挙動を示すことが権認された

(Figure 3および 4)0Dtおよび T1ともに、 D20の場合の僅かな減少をのぞき、その他の溶媒では-¥0

MPa以下の圧力でも顕著な増加が観察された。この結果は、二酸化炭素を作用させることにより、容易

に液棺中の分子の運動性を "gas-like"へと高めることが可能なことを示している。さらに、各種溶媒へ

の二酸化炭素の加圧効果は、 DtおよびT1において、それぞれ以下の順序であることが明らかとなった。

Dt: D20くく CD30Dく CDChく C6D6 T1: D20く<CD30D < CD30D < C6D6く CDCh

この二酸化炭素の加圧効果は、主に液体溶媒への二酸化炭素の溶解に起因するものと解釈される。溶

媒によりその効果が著しく異なるのは、本来存在した液体溶媒ー溶媒分子聞の相互作用を断ち切って

二酸化炭素が溶解し、そこに二酸化炭素ー溶媒分子閣の相互作用が新たに生成する過程を反映した

ためと考えられる。さらに、二酸化炭素の加圧による変化は、傾向こそ非常に似ているものの、Dtの方

が T1よりかなり大きいことが明らかとなった。このことは、二酸化炭素の溶解量のみならず、並進(Dt)と

回転(T1)の二つの運動モードにおいて、二酸化炭素の溶解が "friction"へ与える効果が本質的に異な

るー T1はより近傍の環境を反映ーことを示唆している。

本研究では、二酸化炭素を加圧、溶解させることにより、液体の性質を Vω-like"側へと移行、制御

することを試みたが、高圧NMRi去による分子の運動性の結果より十分に可能なことが確認された。
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P 18 分岐シクロデキストリンの lHNMRスペクトル

(産総研・生物情報解析研究センター)

0石塚靖子、根本直、金津健治、中西洋志

lH NMR spectra of branched cyclodextrins 
(AIST. BIRC) Yasuko Ishizuka， Tadashi Nemoto， Kenji Kanazawa， and Hiroshi Nakanishi 

'H NMR spectra of branched α-cyclodextrins (α-CD) were observed with a high resolution 

NMR spectrometer and compared with spectra of α-CD and amylose. Seven branched α-

CDs were used as the samples. Although these samples have only one kind of pyranose，α-

D噌 glucose，dispersion of chemical shift was considerably large. Especially dispersion in the 

chemical shift in anomeric protons and H-4 protons was large. As these protons are located 

at the binding position， glucosyl binding influences directly on the chemical shift of these 

protons. 

序 細胞の器官膜表面には蛋白質や脂質に結合した糖鎖が存在し、器官機能に応

じた認識応答に関与している。これらの糖鎖は水素結合あるいは、 CHーや結合等の

弱い結合を形成し、認識応答の役目を担っていると考えられる。認識応答の機構を

解明するために複雑な糖鎖の NMR信号の解析は重要である。 α-D-グルコースとい

う全く同じ糖で構成された直鎖の分岐部を持つαーシクロデキストリン(分岐ーα-CD)

では 'HNMRスペクトルの信号の化学シフトはどのくらい異なるのであろうか。

既に 500MHzの分光計を用いた分岐部の信号解析については、報告したい|。ここ

では更に高い磁場の SCMを用いた分光計で測定を行ない、 CD環部分の信号解析

も行なったので報告する。

実験 7個の分岐-α-CD(G 1-α-CD， G2-α-CD，…， G7-α-CD) は日研化学及び、塩水

港製糖より入手したものを精製せず、そのまま用いた。 NMRスペクトルの測定は

およそ IOmMの重水溶液を用い、 25
0

Cで行なった。用いた分光計は ECA800(日本

電子製， 'H核について 800.14MHz)である。信号の帰属のために TOCSY，HMQC， 

NOESYの解析と既に報告した 13C信号の縦緩和時間の結果を用いた。

結果 7{囲の分岐ーα-CDの 'HNMRスペクトルと分岐のないα-CDおよびアミロー

スの 'HNMRスペクトルとの比較を図に示した。図 aにある分岐のないα-CDのス

ペクトルはα-D-グルコースと全く同じ化学シフトをもち、信号の幅がわずかに広

くなっただけである。分岐としてグリコシル基が 1個入ったものでは図 bのように

なり、分岐のグリコシル基の信号ははっきりと区別ができる。分岐としてマルトシ

ル基が入ると、分岐部のアノメリックプロトンは骨格のアノメリックプロトンの反

αーシクロデキストリン 分岐シクロデキストリン 'HNMR 

いしづかやすこ、ねもとただし、かなざわけんじ、なかにしひろし
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対側に信号が出て、分岐部の 2つの信号の化学シフトの差は 0.3ppmを超える。分

岐が大きくなるに従って、低磁場の分岐部の信号強度が増し、それはアミロースの

1位の信号と同じになる。分岐部の4位の化学シフトも同様に低磁場に移動し、や

がてはアミロースの信号に近くなる。一方、骨格部分の信号もわずかではあるが、

α-coを構成する 6個のα-0-グルコースに違いがでてくる。その違いは図 b-hの 1

位に明らかに見られるが、分岐部で見られる違いに比べてかなり小さいものであっ

た。 111Y. Ishizuka， et al.， J. Carbohydrate Chem.， 10(4)，583-592， (1991). 

a)α-CD 

b) GI-α-CD 

c) G2-α-CD 

d) G3-α-CD 

e) G4-αーCD

。G5・αーCD

g) G6-α帽 CD

h) G7-α-CD 

i) amylose 

5:3 5.'2 5~ 1 5~O 4'.9 「一一「
3.5 3.4 ppm 

Fig. 1 H NMR spectra of branched αーCDcompared with α-CD and amylose 
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P 19 糖鎖アレルゲンの分子認識における溶液中立体構造に関する

研究

東和大工 1、福山大工 2、サントリー生物有機研 3、(株)日本電子デー

タム4

0加藤祐子 1、福山貴士 1、宗像達夫 1、太田雅也2、岩下孝3、藤原正子4、松浦史登2

Conformational Studies of Allergenically Pentasaccharitol by NMR 

(lTohwa University， 2Fukuyama University， 3Suntory Institute for Bioorganic， 4JEOL Datum Ltd.) 

o 1 Yuko Kato; lTakashi Hukuyama， lTatsuo， Munakata， 2Masaya， Ohta; 3Takashi Iwashita， 

4Masako Fujiwara; 2Fumito Matsuura Pentasaccharitol， HPG-s2-N6 is an alIergenicaIly active 0-

linked oligosaccharitol derived from a sea squiロH-antigen. Concerning the interaction between the 

a11ergen and specific IgE， an analysis of the solution structure of the saccharitol was carried out. IH_ 

and 13C_NMR assignments for the pentasaccharitol were obtained using 1 D-HOHAHA， TOCSY， 

DEPT135， HSQC and HSQC-TOCSY techniques. The solution structure was determined using a 

combination of ROESY data and distance geometry (DG) caIculations in dihedral angle space with 

DADAS 90 program 4). 

[背景と目的]

養殖社嬬殻に付着する白木ヤの体液中の糖タンパク質の糖鎖が、晴息アレルギーのアレルゲ

ンであることが、太田らによって生化学的、免疫化学的にわかった 1-2)。この五糖鎖アレル

ゲン HPG-s2-N6(Fig. 1)が生体中の IgEと結合してアレルギー症状を発症するが、糖鎖が

分子認識をおこなうときの立体構造をしらべるために、まず溶液中の糖鎖のみの立体構造を

研究した。我々は前回もう一つの糖鎖アレルゲンである HPG-s2-N5aの立体構造を明らかに

したが、 3)この N5aと N6五糖鎖アレルゲンはその構成糖や、配列がちがう。 2種の五糖

鎖アレルゲンの立体構造から、 IgEと結合する際の情報を得ることが目的である。

[実験]

NMR 測定 JEOL ECP-500， ECP-600， Inverse Probe，を用いて lH，DEPT-135， pfg-lD 

HOHAHA(homonucIear Hartman Hahn)， HSQC-TOCSY，を行い、BrukerDMX-750で lH，ROESY 

(Fig. 2) (mixing time 250 ms)， TOCSY (locking power B = 8.3 KHz)の測定をした。これらのデー

タは， NMR Pipe(2001版)でプロセスを行い、その NOE情報を解析して、 DADAS90プログ

ラムにより DistanceGeometry caIculation (DG)を行った。

五糖鎖アレルゲン、 HSQC-TOCSY、ROESY、五糖鎖の立体構造、 DADAS90

かとうゅうこ、ふくやまたかし、むなかたたつお、おおたまさや、いわしたたかし、ふじわ

らまさこ、まつうらふみと
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[結果]

各種 NMR測定データから、 HPG-s2-N6(Fig 1)のIH，13Cのassignmentを行った。

糖鎖構造は GalNAcs1-4GlcNAcs 1-3側鎖と GalNAcs1-4GIcNAcs 1-6側鎖の 2本からなって

おり、 ROESYの解析から NOEは 36個あり、その中、分子間 NOEは 13個あった。これら

の結果からこの 2本の側鎖はある距離を保っており、末端の 2つの GalNAゆがエピトープ

の活性部位であることを示唆している。
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Fig.1.The antigen pentasaccharitol HPG-β2-N6 with the O-glycosidic linkages 
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Fig. 2 ROESY spectrum of HPG岡戸2・N6(D20， 303 K， 750 MHz， mixing time 250 ms) 

[謝辞] 日本電子の藤井直之氏には ECP-600MHzの測定でお世話になりました。
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Mag， Res. Chem， 39，259 (2001) 
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P 20 lC-NMRの有機化合物の定量測定への応用

産総研計測標準研究部門

0粛藤剛、岩津良子、井原俊英、衣笠晋一、野村明

Application of LC-NMR to Quantitative Measurement of Organic Compounds 

National Metrology Institute 01 Japan， National Institute 01 Advanced Industrial 

Science and Technology 

Takeshi Saito， Ryoko Iwasawa， Toshihide Ihara， Shinichi Kinugasa， Akira Nomura 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is one 01 the unique analytical 

instruments because it does not need the calibration standards. The ratio 01 the areas 

gives the number 01 nuclei weig hted mole ratio 01 compounds creating the signals. 

Comparison among signals originating 1rom nuclei in the similar moiety is expected to 

give better quality 01 the ratio because these nuclei should have similar properties， 

such as relaxation time， cαnpared to the nuclei in different moiety. One 01 the 

problems for the compa同sonamong the nuclei in the similar moiety is signal overlap in 

the NMR spectrum. One such way to solve the problem is to combine NMR with liquid 

chrornatog阻 phy(LC)， which is a technique that separates mixtures 01 compounds in 

solution state.When LC separates the mixtures， the problem 01 overlapping signals 

C釦 beresolved. Here we pres開 tthe application 01しC・NMRto International System 

01 Units (SI) traceable qu釦 titative釦 alysis.

はじめに

NMRは化学構造など情報を明確に与える、最も重要な分析機器であると言って過言で

ないであろう。化学構造、運動性などに関する研究は数多く行われているが、 NMRの定量

性の不確かさを評価した研究はまださほど多くない。 NMR信号の積分強度はその信号に

寄与する核の数に比例することは知られており、すなわちモルの単位系を直接比較する事

が可能な方法である。ピーク積分値を比較する上では、似た環境にある核同士を比較した

方が、緩和時間などが類似している事が多く、したがって精度の高い定量性が得られること

が期待できる。一方で、定量しようとするピークが分離している必要性があるが、似た環境

にある核同士ではピークが重なってしまうことが多く、このため類似化合物の同士での

キーワード:定量 NMR、LC-NMR，不確かさ、 SI単位系、 CCQM

さいとうたけし、いわさわりょうこ、いはらとしひで、きぬがさしんいち、のむらあきら
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NMRでの定量性検討は困難になる。本研究では、液体クロマトグラフィー(LC)を NMRと

連結することで、混合物を分離した上で NMRを利用して定量測定を行った。この方法は、

不純物や混合物を LCの時間軸方向に分離することが可能なためピークのオーバーラップ

無しに測定可能なSI単位系に直結した定量方法として期待ができる。 LC-NMRを利用した

実験の、再現性などについて検討をしたので、ここで報告する。

実験

NMR装置はVarianUN1TYINOVA600で、 InterchangeableFlow Cell (lFC)マイクロフロ

ープローブ(60μしアクティブボリューム)を利用した。LC装置はAgilent1100シリーズを用

い、カラムは化学物質評価研究機構のしcolumnODS (250 x 4.6 mm i.d.)を用いた。LC
とNMRは、 LCのオートサンプラーの信号を受けてNMRの実験が開始するよう設定した。

市販品の 0・Xyleneは、通常m-Xyleneとp-Xyleneを不純物として含むため、純度をNMR
で高精度に測定することは困難である(Fig1)。本実験ではオンフローLC圃 NMR法を利用し

て、 LCで不純物を分離しながら o-Xyleneの純度を高純度 0・xyleneを利用しての決定を

試みた。2種類の 0・xyleneは同一条件のもとで順番に LC判 MR測定を行い、それぞれの

0・xyleneの NMRのピーク積分値を比較

検討した。 LC移動層は 1mL毎分で

40%CD3CN、60%D20の組成を40分間

で100%CD3CNになるようリニアゲラジエ

ントをかけた。NMRは 1.8秒間に 1回積

算するよう設定した。

結果

LC-NMRを利用した際に得られるピー

ク積分値の再現性は、ピークの面積強度山川一ゅ

のばらつきが 3%以下であったが、 LCの 悶

実験を繰り返すことで積分値が増加する Figure 1 lH NMR spectrum 01 aromatic 
傾向が見られた。一方で、高純度試料と region 01o-xylene. 
市販誤料とのピークの相対面積強度のぱ

らつきは約2%で、絶対積分強度に見られ

たような時聞に対する依存性は無く、 LC-NMRを利用した定量測定が有用であることがわ

かった。現在実験精度や不確かさなど、高精度化について検討を行っている。

謝辞

しCのオートサンプラーと NMRを連動するための設定を行っていただいた、バリアンテク

ノロジーズジャパンリミテッドの稲葉好美氏、串田克彦氏、関充男氏に深く感謝致しま

す。
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P21 推論型構造解析支援システムの応用

(シーエーシーズ横浜分析センター) 0棲井愛子，松原康史

Determination of Molecular Structures with 13C NMR and 
Computer由AssistedStructure Elucidation 

Yokohama Laboratory， Center for Analytical Chemistry and Science， Inc. 

Aiko Sakurai and Koshi Matsubara 

We propose the combined use of l:lC NMR and computer-assisted structure elucidation 

as one of the solutions to the case when the lH.1:lC HMBC method is not so effective in 

structure determination. HMBC method is a powerful tool for identification of organic 

compounds， but sometimes we cannot obtain enough information from the HMBC spectrum， 

especially when the cross peaks are so scarce due to limited sample amounts. All the 13C 

NMR signals including the quaternary carbons could be observed in 12 hours for 90μg of 

dihydroch01estan01， while HMBC spectrum obtained in the same experimenta1 time showed 

only few cross peaks， main1y from methyl signals. Thus， 13C NMR combined with structure 

elucidation program cou1d be a help to enhance the tota1 speed for determination of molecular 

structures. 

はじめに 低分子量の有機化合物の分子構造を決定する場合， lH， COSY， lH_1:lC HSQC 

および HMBCスペクトルが測定できればかなりの程度まで構造が決まる.特に HMBCで部

分構造をつなぎ分子構造を構築する方法は極めて有効である.しかし，例えば多くの水素とのス

ピン結合によりシグナルの高さが低くなる場合や，代謝物や天然物など試料が微量である場

合には， HMBCで解析に十分な相関シグナルが検出されないことがある.また. lHNMRでシ

グナルが複雑に重なる，あるいはもともと水素の少ない化合物などでは， HMBCを測定しでも解

析が困難な場合がある.そのような場合に.13CNMRとDEPTを測定し構造解析支援システムを

利用すると有効である可能性がある.

実験・結果 本研究ではAdvancedChemistry Development社の構造解析システム Structure

Elucidator V5.0を使用した.炭素数 10-20の化合物データを用いて.このシステムを効果的に

使用するための入力条件を検討した.また， 12時間の測定で得られる 13CNMRデータを用いて

ステロイド系化合物の同定を検討した.このシステムでは， 1) 15万件の 13CNMR化合物デー

タベースを検索し. 2) 57万件の部分構造の I:lCNMRデータをもとに実験データに合致する部

分構造を検索し.それらをつなぎ合わせ (StandardGenerator).それでも構造を導出できない

場合には. 3)分子式の候補(複数でも可)が入力されていれば構造発生アルゴリズム(Classic

Generator)が起動して分子の生成を試みる.

1.入力条件の検討 炭素数 10から 20の化合物について 13CNMR化学シフトと多重度を入

力し，正解構造を導出するための入力条件を検討した.例えば Fig.lに示すピロール誘導体の場

合，狭い化学シフト範囲にシグナルが密集しているが.化合物 1-4は化学シフトと多重度の入力

分子構造解析システム

さくらいあいこ，まつばらこうし
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で5分以内に正解構造を得ることができた.DEPTあるいは editedHSQCによる多重度の情報は

重要であり.この情報が欠けると適切な部分構造が上位候補として得られず，例えば構造 4では

計算時間が 1分から 33分へと大幅に培えた.また，通常 NMRによる構造解析ではすでに分子

量がわかっている場合もあるので，分子式の候補を与えると正解が得られやすい.その他，

ユーザー作成の部分構造データベースを使用する入力条件も検討した.

2. 100μg以下の化合物の構造決定 ステロイド系化合物 90μgの13CNMRおよび HMBC

をそれぞれ 12時間で測定した.13CNMRでは四級炭素を含む全てのシグナルを検出できたのに

対し (Fig.2).HMBCではメチル基水素以外からの相関シグナルがほとんど得られなかった.

13CNMRとDEPTデータを用いて StructureElucidatorへの入力条件を検討した.化学シフトの

実験値だけではステロイド骨格を構築することすらできないが.多重度の情報を加えることによ

り側鎖が異なるだけの正解にかなり近い構造を導出でき.さらにイソプロピル基を認識させるた

めにメチル基の入力データを変更したところ正解構造が得られた.微量試料の構造解析など

HMBCがあまり有効でない場合においては. 13CNMRデータを活用した本手法により構造決

定までの時間を短縮できると期待される.
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Figure 1. Example of the compounds tested for the structure elucidation. 
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Figure 2. 13C NMR spectrum of 90μg of dihydrocholesterol obtained in 12 h 
using a Varian nanoprobe. 
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P22 常磁性金属効果を利用したタンパク質の立体構造情報の抽出

の試み

(奈良先端大バイオサイエンス研究科 l、横浜市立大学総合

理学研究科 2) 

O野村誠 l、三島正規 l、天野剛志 2、藤原健一朗人白川昌宏 2、児嶋長

次郎 I

A trial to obtain structural information of the protein using paramagnetic effects 

Makoto Nomura'， Masaki Mishima'， Takeshi Tenno2， Ke叩nルlト.北hi吋iroFu吋1リ~i山wa訂r悶a2 ， Masahiro 
Shirakawa2， and Chojiro Koijma' 

'Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology， 
2Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University 

Abstract 

The High-throughput method of the NMR structure determination is 

required in the proteomics era. We are developing such method using 

the paramagnetic effect. Gd was localized to the 6xHisTag of the 

target protein. EDTA was needed to cover the other chelating sites of 

Gd and to prevent non四 specificbinding. For 3 samples， strong but 

suitable relaxationswas detected on 'H_'5N HSQC spectra. The 

relaxation effect ofGd-EDT A was somewhat shielded on the 

secondary structure region. However ， no distance information was 

obtained so far. 

亙量主

今日、構造ゲノムやプロテオミクスに代表される網羅的研究の進展が著しい。

このような背景のもと、 NMRにおいても、構造決定のハイスループット化の

必要が生じており、様々なアプローチから方法論の開発が行われている。一方、

ヘムタンパク質などに代表される金属タンパク質において、反磁性金属を常磁

性金属に置換し、常磁性金属のシフト効果や緩和効果からの距離制限を用いて、

構造決定の高速化、精密化を行う方法がある。本研究では、この常磁性金属を

用いた構造決定方法論の一般化を目的としている。

タンパク質、立体構造、常磁性金属、ヒスチジンタグ、遠距離情報

のむらまこと、みしままさき、てんのたけし、ふじわらけんいちろう、

しらかわまさひろ、こじまちょうじろう
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実験材料および方法

一般にタンパク質に対する影響が少ないと考えられているヒスチジンタグを

用いて常磁性金属をタグに局在させ、また、タンパク質の表面への非特異的結

合を遮断するために金属の余剰配位子座をキレーターで保護した。実際には、

タンパク質に数残基のアミノ酸によってリンクされたヒスチジンタグ(x 6 ) 
を付加し、リン酸バッファーを含む 0.1mMタンパク質溶液にあらかじめ調製

した 0.3mM常磁性金属、 0.6mMキレーター混合溶液を加え、過剰金属およ

びキレーターを透析にて除去した。キレートの有無は、解離状態の金属(2価

および 3価)がリン酸と不可溶沈殿を形成することにより検出した。

常磁性核種として Ni，Co， Gd， Eu， コントロールとして反磁性金属 Znを用

いた。キレーターとして分子形状がリニア状である NTA，EDDA， EDTA， 

DTPA， GEDTAおよび、マクロリングj犬である HematoPhorphyrin IV. 

OmniScan(Gd)を用いた。使用したタンパク質は、約 7kDaの lつの αヘリッ

クスをもっモデルペプチド、約 11 k D aのユピキチンフォールドを持つタン

パク質、および約 14kDaの DNA結合ドメインである。上記のサンプルを

Bruker DRX 800 NMR装置で IH_15N HSQC実験を行った。定量化は解析ソフ

トウェア NMRDrawのピーク同定機能から得た半値幅と化学シフトを用いて行

った。

G dによる緩和効果

約 7kDaタンパク質を用いて主にシフト効果を及ぼすと考えられる Eu-

EDTA，. Ni-NτAおよび主に緩和効果を及ぼすと考えられる Gd-EDTA， Mn-

NTAの系を検討した。シフト系金属では、 Eu-EDTAで約 7個、 Ni-NTAで約

2個のシグナルに O.Olppmのシフトが観測された。緩和系金属においては、

Gd-EDTAにおいて全シグナルで、 Mn-NTAにおいても多数のシグナルに対し

て緩和効果が確認され、かつ、消失したシグナルは Oまたは 1個であった。コ

ントロールの Zn・-NTAに対する平均半値幅が 21.3土2.8Hz、Mn-NTAにおい

ては 21.9::t2.8Hz、Gd-EDTAにおいて、 30.7土3.8k Hzであった。 (Figl) 。
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F g I The I H_15N HSQC spectra of 7kDa model peptide with Gd-EDTA (1eft) and Zn-
NTA(right). 
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次に Gdにおいてキレーターの選択を行った。 Gd-NTAにおいては、不可溶

沈殿の存在が確認された。他のキレーターの平均半値幅は Gd-EDDAで 49.4土

47.6 Hz 、Gd-EDTAで 30.7士3.8Hz， Gd-DTPAで 27.6:J:7.3Hz， Gd-

GEDTAで 21.6:J:2.2Hzであった。 Gd-EDDAにおいては約 8個のシグナルカf

消失した。 Hematophophyrin IVおよび OmniScan(Gd)においては、シグナル

に有意な差は検出きれなかった。

Gd-EDTAの高次構造に対する影響

Gd-EDTAシステムを用いて、モデルペプチドおよび約 IIkDaユピキチン様

タンパク質における高次構造への影響を解析した。 Zn-NTAでの半値幅からの

差を表す差半値幅をアミノ酸に対してプロットした結果を、その 2次構造と共

に示す (Fig2) 。

モデルペプチドおよび約 IIkDaユピキチン様タンパク質の 3次元立体構造

における Gdからの距離と差半値幅の相関を解析したが、モデルペプチドでは

相関係数 0.01、約 IIkDaユピキチン様タンパク質では・0.12であり、有意な相

関関係は確認されなかった。
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Fig2のプロットの結果より、モデルペプチドにおいては aヘリックス形成部

位で Gdの緩和効果が遮断されていることがわかる。立体構造上の距離と緩和

効果に相聞がない点、および Gd-EDTAにおいて l配位子座が水により占めら

れている点から、 Gdと観測核の空間を介した直接の緩和機構以外に水を介し

た交換緩和機構が存在すると考えられる。

ヒスチジンタグが要求する 2配位子座より少なくなっている Gd-GEDTAお

よび OmniScan(Gd)において、透析の段階での脱離に起因すると思われる緩和

効果の消滅、 Gd-EDTAにおいて 5mMから 755mMまで塩濃度を滴定した実

験においてすべてのサンプルポイント間でシグナルの半値幅に高い相関が見ら

れた。したがってヒスチジンタグ以外のタンパク質表面に対するイオン性非特

異的結合の可能性は低いと考えられる。

約 14kDa DNA結合タンパク質における研究

Gd・EDTAを約 14kDa DNA結合タンパク質に導入し、緩和効果を検討した。

Gd-EDTAで多数のシグナルで緩和効果がみれらた(Fig3)。平均半値幅は、 Gd-

EDTAで、 41.9:f:34.9Hz、Zn-NTAで 26.1:f: 4.3 Hzであった。現在、主鎖の

帰属を行っており、約 80パーセントの帰属を終えている。発表当日は、主鎖

の帰属および Gd-EDTAの効果とタンパク質構造の関連に関しても議論する予

定である。
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P23 超臨界水のその場観測を目的とした高温・高圧 NMRプローブの鼠作

(産総研・超臨界セ東北大院理臼機装 R&O3， CREST 4) 

0金久保光央 1，4・梅木辰也 M ・相j畢崇史 M ・生島豊 1，4・山崎博実 3，4.

八名純三 3，4

A Trial to Develop High-Temperature and High-Pressure NMR Probe for In・Sit田 Observationsof 

Supercritical Wliter Solutions 

(Supercritical Fluid Research Center， AIST'; Graduate School of Science， Tohoku University2; Nikkiso R&D 

Center 3; JST， CREST 4) OMitsuhiro Kanakubo"，4 Tatsuya Umecky，2，4 Takafumi Aizawa，'A Yutaka Ikushima，" 

4 Hiromi Yamazaki/，4 and Junzo Yana3，4 

We have attempted to construct a new type of high-temperature and high-pressure NMR apparatus for in-situ 

observations of supercritical water solutions， The developed apparatus can be easily separated into the two 

main p:釘tsof出ehigh-回 nperatureprobe and the high-pressure cell. In this presentation， the design and 

血 剛aeof恥柳銅lus.w眠 givenand discussed in detail. 

【緒言】水や二酸化炭素をはじめとした超臨界流体は、従来の液体溶媒にない多くの特徴を有し、環境

調和型プロセスの媒体として注目を集めている。我々は、それらの利点を活かした各種反応プロセスの

構築を目的として、その溶媒機能の解明、ならびに、その場測定装置の開発を行なってきた。超臨界状

態などの高温・高圧条件下でのNMR測定は、その困難さにも拘らず、 1979年のJonasらlを初めとして、

近年では Hoffmanら2や Matubayasiら3による報告がある。本研究では、臨界点が温度 3740C、圧力

22.1 MPaと比較的過酷な条件の水を対象とした高温・高圧NMR装置の開発を新たに試みた。

【高温・高圧NMR装置の構造と特徴】開発した高温・高圧NMR装置の概略を FigureIに示す。操作

よの利便性を高めるために、装置は高温プローブ(t)と高圧セル(II)とに容易に分割可能な構造とし、プ

ローブや rfコイルは常圧下(さらに、コイルは可能な限り常温)に設置した。以下に、それぞれについて

詳細の説明を与える。

(I)高温プローブ・・・超臨界流体は、温度ならびに圧力を敏感に反映し、その流体密度が大きく変化して

対流などが起こるため、しばしば測定が困難となる。そこで、観測部における試料温度の均一性を高め

るため、高温プローブは出来る限り簡潔で対称的な構造とし、上下にニつのヒーター(d)を設置した。ヒ

ーターは外径 0.5mmφのm線を無誘導巻きにし、加熱には約 100kHzの交流電源を使用した。ヒータ

ーの外周を断熱材(e)で遮蔽するとともに、 rfコイル(c)の設置された観測領域は石英ガラス製の真空

二重管(b)で断熱を施した。温度の調整は、上下ヒーターの内側にそれぞれ設置した熱電対(図示せ

ず)の指示でPIO制御し、温度勾配を減少させるとともに、観測部直下の pt温度計で試料温度を見積も

った。サドル型の rfコイル(c)は、熱雑音を抑えるため、冷却ガスにより常温雰囲気に近い状態に保つ

キーワード:超臨界水、高温・高圧、NMRプローブ

かなくぼみつひろ、うめきたつや、あいざわたかふみ、いくしまゆたか、やまざきひろみ、
ゃなじゅんぞう
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Figure 1. A sch宮maticdrawing of 宮rature and high-pr号ssurecell (11): (a) water jaclくet，

(b) vacuum double tube， (c) rf coilラ h邑ater，(邑)insulation jacket， (り ptthermometer， (g) free 

piston， (h)， spac告に (i)inner tub久的 metalO-ring， and outer tube. 

l. T. H. D邑Fri母sand J. Jonas， J. Magn. Reson.， 35， I11 (1979). 

2. M. M. Hoffmann and M. S. Conradi， Rev. Sci. Instrum吋錨， ]59 (1997). 

3. N.M昌tubayasi，C. Wakai， and M. Nakahara， J.Chem 107，9133 (1997). 
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P24 CAST/CNMRシステムの応用:立体構造類似性と 1次元

13C-NMRデータに基づく帰属

(理研 国立情報学研2)

O越野広雪 佐藤寛子2

Applicaton of CAST/CNMR System to 13C-NMRAssignments Based on 

Simi1arity of Stereochemica1 Structures and lD 13C-NMR Data 

(RIKEN1， NII2
) 

H. Koshind and H. Satoh2 

We have developed a new computer system CAST/CNMR for accurate 13C_ 

NMR chemica1 shift prediction using a database considering stereochemistry. 

For practica1 use of CAST /CNMR system to assignments of 13C-NMR signals 

and stereochemistry of complicated natura1 products and synthetic 
compounds， high quality and large quantity of contents of the database are 

very important. CAST / CNMR has been applied to generate usefu1 contents of 
the database from synthetic compounds inc1uding diastereoisomeric 

compounds of which stereochemistry were synthetically confirmed but lD 
13C-NMR data have not been assigned. 

CAST/CNMRは立体化学を考慮し、データベースに基づいて化学シフトを予測す

るシステムである。 1-5 正確に予測を行うためには立体化学が明確に決定され、確実

な方法で帰属の行われたデータを用いることが必須である。天然有機化合物には，

立体化学も含めて構造決定され、 2次元NMRデータにより13C-NMRの帰属がなされ

た化合物のデータも多いことから、 CAST/CNMRシステムのデータベースの主要な

データとして登録されている。しかし、天然有機化合物の一連の同族体では同じ平

面構造をもっ部分が似た立体化学構造をもっ場合が多く、一つの平面部分構造に対

し全ての立体異性体のデータは存在しない場合が多い。一方、化学合成された化合

物では立体化学が決定され、一つの平面構造に対し全ての立体異性体の13C-NMRデ

ータが報告されている例は少なくないが、 2D-NMRなどの明確な方法で帰属の行な

われた報告例は少ないのが現状である。もしこれらの合成有機化合物に対して信頼

できる帰属を行うことができれば、 CAS寸/CNMRシステムにおける有効なデータと

なりうる。 CA訂 /CNMRシステムでは，同じ化学シフト値を与えるべき部分構造を

CAST/CNMR、立体化学、データベース、化学シフト予測、帰属

こしのひろゆき、さとうひろこ
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有する化合物をデータベースから効率的に検索できるため，大量のデータに対して

も比較すべきデータを的確に見出すことができる.そこでCAST/CNMRシステムの

この機能を活用し，立体化学は決定されているものの13C-NMRの帰属の行なわれて

いない化合物の文献値について帰属を行うことで，有効なデータを増やし，データ

ベースを拡充する方法について検討した.その結果、化学シフト差が小さい場合を

除き、ほぽ全ての炭素原子について帰属を行うことができたので報告する。

立体化学は決定されているが13C-NMRの帰属が行われていない化合物の帰属を

CAST/CNMRを用いて行うためには、はじめに，帰属したい有機化合物を

CAST/CNMRのデータベースに登録しておく。帰属を行うための手順は以下の通り

である。 (1)CAST/CNMRで化学シフト値の予測された部分について帰属する.

(2)データベースに該当する部分構造が存在しなくても，カルボニル、酸素官能

基の付け根、メチル基などの特徴的な宮能基が一つしか存在しない部位については

帰属を行う。 (3)CAST/CNMRの部分構造検索機能でマッチしたが，帰属情報の

ない複数の化合物データについて，共通する化学シフト値を見い出す。 (4)見い

出された共通するシフト値と値の近い化学シフトが存在しない場合は帰属を行い、

値の近い化学シフトが存在する場合には交換可能として帰属する。(5 )メチル基

など複数の類似の官能基や部分構造が存在する場合で、上記の手続きの後，未帰属

の部位がー箇所の場合には帰属を行う。以上の作業を繰り返す.

今回はポリケタイド系化合物のモデル化合物を中心に13C-NMRが帰属されていな

い化合物100件程度を含む化合物データ約千件からなるデータベースを用い，種々の

鎖状の有機合成化合物について帰属を行った。結果として，同族体の数が十分に存

在する場合には、化学シフト値の差が小さい場合を除きかなりの13C-NMRの帰属が

可能であった。帰属した12種の化合物の構造を一例として以下に示す。 6なお発表で

は、本手法の基本的な考え方と問題点に関しても発表する。

OH OH OH 

R守 人へ R汁~、 R汁~、
Me (1) 

Me Me (3) Me Me (5) 

OH OH OH 

R""'"γ、ヘ
RYX14) 

R~γ~、
(a) R=Me 

Me 
(2) Me Me (6) (b) R= OCH2Ph 

参考文献
1) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu， and T. Nakata， J. Chem. lnf. Comput. Sci.， 40， 622・630(20∞). 
2) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu，組dT. Nakata， J. Chem. lnf. Comput. Sci.， 41， 1106-1112 (2∞1). 
3) H. Satoh， H. Koshino， and T. Nakata，よ Comput.Aid. Chem.， 3，48・55(2∞2). 
4)佐藤寛子，越野広雪，中田忠，第43回天然有機化合物討論会講演要旨集， pp199-204 (2∞1). 
5)越野広雪，佐藤寛子，中田忠第40回則R討論会講演要旨集， pp242-243 (2001). 
6) H. C. Brown， K. S. Bhat， and R. S. Randad.，よ Org.Chem.， 54， 157か1576(1989). 
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P25 環状ペプチドーAscidiacyclamide誘導体ーの

溶液中でのコンホメーション解析111
-L-lleをD-Ileに置換した誘導体の溶液中でのコンホメーション平衡ー

(神戸薬科大学大阪薬科大学2 大阪大学大学院薬学研究科3)

0加藤貴子杉浦震喜子伊藤允好土井光暢乙浅野晶子2 高木達也s

confiωm省側1Analysis of Cyclic Pep帥-Ascisiacyclamide加 ivative-in Soh瓜叩III.

-Confonnational 両国libriumof the Derivative Subs蜘 凶L-I!eby D-Ile. -

eKobe F1lannaceutical U凶ve国ty，勺姐kaPhannaceutical University， 3，白羽duateSchool of 

pbann配 euti叩 1Scien伺 s，仇北aU凶versity)

T蜘 koKato1，地kik.oSugiura 1， M制 yosbi1加1，Mitsunobu doi2， Ak:iko As組 0
2，Ta回 yaTakaV

Confonnational句岨ibriumof Ascidiacyclamide derivative substituted L-Ile by D-se (1) h母国担

保創凶ned.At the low tempera加re(-ω。C)， several pairs of signals are observed∞rresponding two 

∞nfonners泊 1HNMRofl. 百lemajorcomponent has been田 signedωTypeIII∞d四 m油価

using by ROESY平民trumand the Typel confom凶 onfor the minor one has been estim蹴 dfrom

cb回並伺1shifts. The配 tiv組onenergy of珂uilibrium (Ea=513 kJ/mol) and the existence ratio of 

Ty戸I庁'ypeIII(-fQC: 15185， 5OoC: 63βηare determinedbased on the variable temperaωre 

ex戸rimentsof 1H NMR and signal simulations.百時間:sultsof MD calculations also support血e甥

obseIVatio眠

【はじめに】 Ascidiacycl組制e及びその類縁環状ペプチドは，強い抗腫療活性・殺細胞

活性を有するものが多く，その立体構造と活性の相関については興味が持たれている。一

方これらは構造の α対称性と関連して，そのコンホメーションがTypelあるいはType凹

(ng.りをとることカf知られている。

演者らは対称性からのずれとコンホメーションの関係を調べることを目的として，

A悶 di叩 1姐 deのアミノ酸を一つ置換したいくつかの誘導体についてその溶液中でのコ

ンホメーション解析を行っているが， L-Ileの一つをD-Ileに置換した誘導体(I)は，そ

環状ペプチド， Ascidiacyclamide誘導体，コンホメーション平衡.DN限，温度可変

かとうたか乙すぎうらまき乙いとうまさよし，どいみつのぶ，あさのあきと，た

かぎたつや
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38 

Type I 
Type 11 

の NMRスペクトルより，常温で比較

的遅いコンホメーション平衡にあること

が示唆された。このコンホメーション平

衡を検討することで，これら誘導体のコ

ンホメーション変換の実際を知ることが

出来ると考え，温度可変実験により平衡

の活性化エネルギーを求めると共に平衡

の詳細を検討した。

.圃・・・・
4・ー

Type 111 

Fig. 1 Confonnational Equilibria for Asidiacyclamide Derivatives 

{実験]1はα)03に溶解し(1.7XW-3mo此)測定サンプルとした。

NMRの測定は， Vari佃 INOVA-.笈x>CH:匁x>M抱)を用いた。温度可変実験は，あらかじ

め標準サンプルで温度の校正を行った後 ω""'500Cの間でほぼ100C刻みで測定を行っ

た。それぞれの温度聞は，十分に温度が一定になるまで待ってから測定を行った。得られ

たシグナルのシミュレーションにはWinDNMR1
)を用いた。

MD計算は， 1国 ght11 discoverを用い， cvff力場，溶媒の誘電率 (4.8)を加味して行っ

た。

【結果と考察11のーω。Cでの lHNMRには， 2種類のコンホメーショシを示唆する大小

のシグナルが観測された。これら大小のシグナルは区SY( 2D exchange spec加 斌 叩'y)に

よって遅い平衡にある 2種類のコンホーマーに相当することが確かめられた。また，・500C

での ROESYの測定により，多量に存在するコシホーマーは Typeillであることが示唆
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Table11H Chemical Shifts of 1 at the High and Low Temperatures. 
H-1 NHl NH2 NH3 NH4 H-2 H-3 5Me H-6 H-7 H-8L 

到"c 6.9拘 7.8767.251 7.990 4.234 4.875 1.459 4.6兜1.9691.262 

イ幻"cTypelll 7.196 7.637 7.520 8.164 4.436 4.848 1.486 4.591 2.3仰 1.548 

Type I 7.743 8.135 7.713 7.971 4.226 4.9“ a) 4.7到1.747 _a) 

H-1 H-8H 9Me 10Me H-13 H-15 H-16 17Me 18Me H-22 H・23 25Me 

到吃1.0650.786 0.643 7.759 5.194 2.350 1.104 1.165 4317 4.736 1.523 

-ω"c 1.298 0訓話 09m736552292322 -a) -a)5.0404訓話1.443
aa)  

一的 0.6460.260 8.014 5.098 2.503 一 一 4.2994.675 

H-1 H-26 H-27 H-28LH-28H 29Me 30Me H-33 H-35 H-36 37Me 38Me 

5O"C 4.295 2.481 1虫諮問050.935 0.933 7.737 5.120 2.481 1.1ω 1.165 

4ゆ'''C3.456 2.9fロ -1.480.878 0説話1.位47.278 5.184 2.322 _a) _a) 

a) a) a) a) " """ '" ，"""n a) a) 4.675 2.1m 一一一一 7.9715.025 2.728 -~， 

a) undetectable due to the signal overlappings， 

T('C) 怖かll;ぬよ733 し 50

~~ 
_A  
一一一久 4W51 

一一一~\
47/53 

42158 5.2Xlぴ O 

35/65 

~\29nl 

~竺5
-札19/81

-L5185 

9.4X 1ぴ ~へ主よ:却
よ~ノスノスい\二302.9Xlぴ

9.9XI0' 

4.1 X 10' 

~札んへ4
~仇JÁAニ50

日刊 H-33 H-13IIH-33 
1.3 X 10' ..-~J〆 ハ州 ^̂ M-60 

8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 8.0 7.8 7.6. 7.4 7.2 
ppm p問

Fig.2 I江戸加m凶 (right)加 d白}叩la凶 O凶:)S{X剖mofH-日andH-33ofI

asaFw凶αlofTempera知陀
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され，ケミカルシフトなどから少量に存在するコンホーマーがTypeIであることが予想さ

れた。これらのシグナルは，温度上昇と共にブロードになり，さらに融合し， 50てでは

ほぼシャープな 1種類ずつのシグナルとして観測された。 Tablelに-ω。C (2種類のコン

ホーマー)及び ~OC でのケミカルシフトをまとめた。これらのケミカルシフト変化のう

ち， NHシグナルは全て温度上昇と共に高磁場シフトしており，後述のように水素結合の

存在を示唆する。一方，他のシグナルからは温度上昇に伴って交換の速度が速くなると共

に2つのコンホーマーの存在比が変化していくことが示唆された。

H-13とH-33のシグナルを用いて，シミュレーションを行い，各温度での平衡速度定数

とTypIとちゃeIIIに相当するコンホーマーの存在比を求めた(Fig.2)。その結果，平衡の

活性化エネルギー (Ea)は513kJ/mol(123同lImol)，-ω。CではTypeI庁ypeIII=I5.脳， ~oC 

では63β7であった(Fig.3)。

一方， MD計算の結果， 50ででの最安定構造の配座エネルギーは， TypeI:包3.8kJ/mol

( 196.9k，伺lImol)， TypeIII:824.比J/mol( 197.0k!ωlImol)と殆ど差がなく，上記の実験結果と大

14 一一一一一一一 きく矛盾しない。

12 低温で TypeIIIが安定

10 化されているのは，水素

8 結合によるものと思われ，

苫 6 温度上昇と共に水素結合
4 

が切れ，平衡が少しずつ
2 

TypeIの方へ寄っていく
O 

o.α)3 o.∞4 1fT o.∞5 と思われる。

Fig.3 Arrhenius' Plot for the Eq凶libriumof 1. 
Yielding Ea =51.3kJ/mol. 

1) H. J. Reich， et al.， J.Am.Chem.soc. 2∞1， 123， f!iXj7・釦79.
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P26 低分子リガンドによる A:Aミスマッチの認識機構

(奈良先端大バイオサイエンス研究科l、京大工学研究科2)

O三島正規 l、野村誠 l、山中佐和子 l、中谷和彦 2、萩原伸也2、斎藤烈 2、児嶋

長次郎 l

A:A mismatch recognition mechanism by a $mall ligand 

OMasaki Mishimat， Makoto Nomurat，Sawako Yamanakat， Ka四 hikoNakatani 11， Shinya Hagihara 11 ， 

Isao Saito 11 ， and Chojiro Kojima t t Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of 

Science and Technology， 11 Faculty of Engineering， Kyoto University 11 

High throughput detection of SNPs is one of the most important issues in post genome era. 

Small ligands specifically bind to mismatched base pairs caused by SNPs wiIl be useful for e直icientSNP 

screening. To open an avenue to the rational and logical development of the ligands， we intend to acquire 

the knowledge about the mismatch recognition mechanisms. In this study， we analyzed DNA (incIuding an 

A:A mismatch) complexed wi白血enaphthyridine-naphthyridone by NMR. Resonance assignments were 

made by means of DQF-COSY， TOCSY， and NOESY experiments. A low resolution s加 ctureofthe DNA: 

naphthyridine"naphthyridone complex was obtained. The refinement of the determined structure is in 

progress. The naphthyridone p制 ofthe ligand recognized the mismatchedadenine and the naphth戸idine

pa抗 recognizedthe guanine adjacent to the mismatched adenine. We also made a I3C，J5N labeled DNA to 

complete白eassignments. 

【序論1

遺伝情報の個人差である遺伝子一塩基多形(SNPs)は、擢病しやすさや、薬理作用の個人差の原因

となる。現在、各個人に最適化された医療の実現へ向け、 SNPsの研究がポストゲノムの重要な

位置を占めており、効率的な SNPsの検出法の開発が期待されている。 SNPsを含む DNAは、

変異を含まない相補的な DNAと混合しアニールさせるとミスマッチ塩基対を形成するので、ミ

スマッチ塩基対に選択的に結合する低分子リガンドを開発すれば、 SNPsの効率的な検出が可能

になると考えられる。我々は、ミスマッチ DNAに関する分子認識機構の基礎的な知見を収集す

ることによって、低分子リガンドの合理的、論理的な開発を目指している。本研究では A:Aミス

マッチに特異的に結合する低分子リガンドであるナフチリデイン-ナフチリドンと A:Aミスマッ

チを含む DNA複合体の構造を NMRを用いて解析し、分子認識機構を考察した。

SNPs A:Aミスマッチ分子認識 ドラッグデザイン

みしままさき のむらまこと やまなかさわこ なかたにかずひこ はぎはらしんや さいとういさ

お こじまちょうじろう
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【方法1
0.8 mM DNA: naphthyridine-naphthyridone、50mMリン酸バッファー (pH6.5)、100mM NaCl、

0.1 mM EDTAを調製し、 800聞zNMR を用いて 4~20"Cで各種 NMR 測定を行った。 DNA は A:A

ミスマッチを含む 11merのCTAACAGAATGである。 DQF-COSY，2D NOESY(mixing t ime: 150，200 

msec) ， 20 TOCSY(mixing time: 20，70 msec)実験を行い、 Sparkyver. 3.106を用いて信号の

帰属と NOEの収集を行った。構造計算には CNSver. 1. 1を使用した。 13C，15Nラベル DNAは、

クレノーフラグメントを用いたプライマー伸長法によって合成し、 O.2 mM DNA: naphthyridine 

-naphthyridoneのサンプルを調製し、 NMR測定を行った。

【結果】

イミノ領域を指標にしたタイトレーション実験を行ったところ、 A:Aミスマッチを含む DNA

とナフチリデインーナフチリドンは slow-exchange条件での結合を示し、結合比はおよそ 1:2 

であった。現在までに、 394個の NOEを収集し、おおまかな全体構造を決定した。ナフチリ

デインーナフチリドン分子の、ナフチリドン部分がミスマッチ塩基対のアデニンと、ナフチリ

デイン部分がミスマッチ塩基対のアデニンと隣接するグアニンと水素結合を形成し、対称に

2分子がDNAに挿入しており、 DNAの塩基対とスタッキングすることによって安定化した構

造を形成していた。さらに、暖昧な帰属を確定し構造を精密化をするため、 DNAの13C，15Nラ

ベル体を作成し、解析を行っている(図)。

-・ー
15N 

_4・ー

lH 
CIH42一問、、.6 

AJH.ー旧制‘ 山 一向3 盲山… ."耐咽L24MJS
\~/一色一“

aω61-:'1捌 3・ 瓦 ・ /UII6:-tI4KJ ."_主、.叫る .--四-MSA1加一言“2叫 S周"

山 -T19、凶 T401 て:;;:EJZM3 &hm-t-it二芯む
IIqH2説官官1棺訂二三』・ー_A9112-T14liJ

IKZ1-H1¥・ 1
.:3H印刷「町、AIJH/.-:r14HJ
ロ1141-TZliJ........ 叫削- 、 ....11H61-t駒山間

AbK61-;躍脚5HJ5‘』 警 e ・.....ー…“_..  )(_  .. ~n<..一回羽

lH (ppm) 

Upper-: lmino・regionof lH-15N HSQC spectrum. All imino signals were observed for 13C， 15N DNA 

and no signals for naph白戸idine-naphthyridone (dipicted as MOL24，25). 

Lower: Selected part of 2D NOESY spectrum (F2: 11・14ppm， Fl: 5.5・8.2ppm).
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P27 抗菌タンパク質タキサイチンの分子運動性と機能に関する研究
(北大・院理1、九大・理2、富山医薬大・薬3、産総研・生物遺伝子資源4)

末武徹也】、 O相沢智康1、小金沢望l、尾崎可2、小橋川敬博I、出村誠l、}II畑俊一郎2、

河野敬一九津田栄4、新田勝手Ijl

Study on Backbone Dynamics and Antimicrobial Function of Tachycitin 

Tetsuya Suetake1， IQIIlQ}:回目 Ai7.awa¥ Nozomi Koganesawa1， Tsukasa Os桃子，Y oshihiro Kobashigawa1， 

Makoto Demura1， Shun-ichiro Kawabata2， Keiichi Kawano3， Sakae Tsuda4 and Katsutoshi Nitta1 

eGrad. Sch. of Sci.， Hokkaido Univ.， 2Dept. Biol.， Kyωhu Univ.， 3Fac. Pharm. Sci.， Toyama Med. Pharm. Univ.， 

and 4Nationallnstitute of Advanced Industrial Science and Technology) 

Abstract: Tachyciun is an invertebrate chitin-binding protein with amidated C-terminus， and possesses 
m白nicrobialactivity against both fungi and bacteria. The lH-NMR-based terti訂ys甘uc凶reof tachycitin was 

recently determined [1]. In order to examin巴白estructural and funcuonal features of tachycitin more closely， we 
performed for the first time， gene expression， refolding， 15N-NMR-based characterizations， and antimicrobial 

activity measurements of a recombinant tachycitin (denoted as rTcn) that does not have the amide group at the 

C-terminus. The NMR analysis indicated that rTcn possesses the same structuraI construction as the nauve 
tachycitin. The backbone 15N relaxation measurements showed出atmolecular motional correlation time of rTcn 

increases as its concentration increases， indicating that tachycitin has a tendency to aggregate with each other. 
rTcn exhibits anumicrobial activity against only fungi but does not against bacteria. The cell surface of fungi 
contains chiun as an essenual constituent， but 白紙 ofbacteria does not. These results suggest白atnot only the 

chiun句ゐindingregion but aIso the C-terminaI amide group of tachycitin plays a significant role for its 
m出niαobiaIprope託ies.

[緒言】タキサイチンは、カブトガニ体液に存在するシステインに富む抗菌タンパク質 (13残基)で、

C末端のスレオごシ残基は翻訳後修飾によってアミド化されていることが知られてい否。タキサイチ

ンは、①グラム陽性菌、陰性菌および真菌の成長を阻害する機能(抗菌活性)、②グラム陰性菌を凝

集する機能(細菌凝集活性)、③キチンに特異的に結合する機能を有することが知られている。我々

は近年、 lH-NMR法を用いてタキサイチンの立体構造を決定し、タキサイチンの Cys40-Gly60までの

領域がキチン結合モチーフを形成していることを報告した[1]。本研究ではタキサイチンの構造と機能

に関してさらに研究を進めるため、大腸菌を宿主とした組換え型タキサイチンの大量発現系を構築し、

同タンパク質の 15N磁気緩和時間測定および抗菌活性測定を行った。組換え型タキサイチンがカブト

ガニ体液から精製された天然型タキサイチンと異なる点は、 C末端のスレオニン残基がアミド化され

ていない点である。

[実験]タキサイチンは大腸菌内で発現させると不溶性穎粒に蓄積された。タキサイチンを不溶性穎

粒から活性再生させるため、尿素による可溶化、 rapiddiluuon法による巻き戻しを行った。活性再生

後のタキサイチンの精製にはキチンアフィニティーカラムを用いた。 NMR装置は VarianUNITY Inova 

500分光計を用いた。 15NNMRシグナルを帰属するため、多次元NMR測定 (HSQC、15N_巴ditedTOCSY、

15N唱ditedNOESY) を行った。タキサイチンの 15N磁気緩和時間測定は、タンパク質濃度 0.26、0.34、

0.52、1.00mMにおいて行った。アグリゲーショシの影響を避けるため、 model-free解析はタンパク質

キーワード:ジスルフィド結合、抗菌活性、キチン結合、緩和時間、アグリゲーション

すえたけてつや、あいざわともやす、こがねさわのぞみ、おさきっかさ、こばしがわよしひろ、
でむらまこと、かわばたしゅんいちろう、かわのけいいち、つださかえ、にったかっとし
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濃度 0.26mMのサンプルで行った。

[結果および考察]組換え型タキサイチンの lH-NMRスペクトルは天然型タキサイチンのものとほぼ

同ーの化学シフト値を示した。疎水性コアの形成に特徴的な 0~0.5ppm 付近に高磁場シフトした NMR

シグナル (Leu37、Leu44、Val44のメチルフロトン)も両者で観測された。ジスルフィド結合周辺の

NOEのパターンも両者で一致していた。これらは組換え型タキサイチンが正しいフォールドとジスル

フィド結合を有する立体構造に巻き戻されたことを支持している。既に帰属が終了している天然型タ

キサイチンの lHの化学シフト山を参照しなが

ら、組換え型タキサイチンの主鎖アミドの 15N_ (a) 

NMRシグナルを全て帰属することができた。

~ 3.5 
1. 3 
て 2.5
a: 2 

「三戸竺I....~~

府内説持時
タキサイチンの分子運動性を解析するため

1.5 
1 

に 15N核の磁気緩和測定を行い、 68個の主鎖ア (b) 

ミドシグナルのうち 66個についての緩和時間

~ 25 
1. 20 
コ 15
a: 10 

5 

玉

π 

物、t'."'I一雨、_I前川崎旬、~...-!.:を弘、.-.-........................ .. ~句、 .... 市.--::，.

パラメーター (T1、T2、NOE) を得た(図1)。

Lys32とCys33についてはシグナルのブロード

化の影響のため緩和時間を見積もることができ

同県。;lwM-4吋聞が明暗日吋!
】 ， -" ・・ ・z 0 ~ - o~ 

-0.5 io 』

なかった。タシパク質濃度の増加に伴つで各残 (d)

基の Tjの値は減少し一方、 T2値は増加した。タ

0.6 L べ._............ .，. ..................... _J吋
o:.; [ oi> 

キサイチンの分子全体の相関時間はタンパク質

濃度の増加に伴って著しく増加することが示さ

れた。これらの結果はタキサイチンが 0.2mM

以上の濃度になると、非特異的なアグリゲージ

ョンを起こす傾向があることを示している。

組換え型タキサイチンと天然型タキサイチ

ンの抗菌活性を測定した結果、組換え型タキサ

イチンは、真菌 (Pichiapωωris OS1I5) に対す

。
10 20 30 40 50 60 70 

ResidueNo. 

Figure 1. The backbone amide 15N NMR relaxation data 
of recombinant tachycitin. The 15N_NMR rel畝 ation
parameters， (a) R， (= 1fT，)， (b) R2 (= lIT2)， and (c) the 
steady-state {"N-'H} NOE were measur官dat the 'H Lamour 
frequency of 500 MHz and were shown with error bars. The 
data (a) -(c) we児 measuredfor two different concentrations 
of "N-Iabeled rTcn; 0.26 mM (日lledcircles) and l.∞ mM 
(open triangles).百leapparent order parameter (S') in 0.26 
mM sample was ca1culated for each residue as shown in (d). 
The locations of the secondary structure and disulfide bonds 
are aiso indicated at血etop.

る抗菌活性は保持しているが、グラム陽性菌 (Staphylococcusaureus 209P)とグラム陰性菌 (Escherichia

coli B) に対しては抗菌活性を失った。組換え型および天然型タキサイチンの NMR測定結果で両者は

ほぼ同一の立体構造を形成していることが示されたことから、この抗菌活性の違いは組換え型タキサ

イチンの C 末端にアミド基がないことに起因して生じたものと考えられた。 model-free解析の結果で

は C末端側 5残基はフレキシブルな領域であることを示している。以上の結果から、細菌に対する抗

菌活性にはフレキシブルな領域に位置する C 末端のアミド基が不可欠であり、細胞墜にキチンを含む

真菌に対する抗菌活性にはキチン結合部位が重要な役割を果たしていることが示唆された。

参考文献 [1] Suetake， et al. (2000) J. Biol. Chem. 275， 17929-17932 
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P28 NMRによる CPDphotolyaseと損傷 DNAの結合様式の解明

0上田卓見¥加藤暁1、鳥津拓也 1、倉光成紀久岩井成憲3、寺沢

宏明 1、嶋田一夫 1 (東京大学大学院薬学系研究科 1、大阪大学大学

院理学研究科2、生物分子工学研究所3)

NMR analyses 01 the enzyme-substrate complex 01 CPD photolyase and 

photodamaged DNA 

Takumi Ueda¥ Akira Kato¥ Takuya Torizawa¥Seiki Kuramitsu
2， Shigenori Iwai

3， 

Hiroaki Terasawa¥ Ichio Shimada
1 

lGraduate School of Pharmaceutical Sciences， The University of Tokyo， Tokyo， Japan 

2Graduate School of Science， Osaka University， Osaka， Japan 

3Biomolecular Engineering Research Institute， Osaka， Japan 

Cyclobutane pyrimidine dimer (CPD) is the major DNA lesion induced by UV Iight. CPD photolyase， 

which contains FAD as a cofactor， repairs CPD using visible or near-UV light. We aimed to clarify the 

relative orientation of FAD and CPD in DNA/photolyase complex by using the distance-dependent line 

broadening of NMR resonances induced by FAD radical. We measured HSQC spectra 01 

DNAlphotolyase complex lor both reduced and radical forms and lound that the resonances 01 W246， 

W350 and W352 were absent and that the resonances 01 the bases and l' position in CPD decreased 

in the spectra 01 radical lorm. These results indicate that in the CPD photolyase-DNA complex， CPD 

is 1 0-15A away lrom FAD. This conclusion suppoパsthe hypothesis that electron transfer Irom CPD to 

FAD occurs not directly but via W246 or W382. 

【序】遺伝情報の担い手である DNAに生じた損傷は、細胞死や突然変異の原因となる。紫外線

照射によって生じる主な損傷 DNAとして、 cyclobutanepyrimidine dimer (CPD)が挙げられ

る (Fig.1)。生物にはこのような損傷 DNAを修復する酵素群が備わっている。 CPD photolyase 

は、光を利用して CPDを修復する酵素であり、補酵素として FADを持っている。 photolyase

は修復反応における量子収率が 0.5-1.0と非常に高く、非常に効率良く光エネルギーを利用す

ることが知られている。この高いエネルギー効率を達成するメカニズムを解明するためには、

photolyase-DNA複合体における反応部位の僑造を詳細に知る必要がある。現在、 E.coli，

A.nidulans，さらに T.thermophilusHB8由来の CPDphotolyaseについて基質非存在下の結品

構造が決定されている。しかし、 photolyase-DNA複合体の矯造は明らかにされておらず、 FAD

Photolyase， DNA repair， Protein-DNA interaction， Flavoproteins， Paramagnetic Proteins 

うえだたくみ、かとうあきら、とりざわたくや、くらみっせいき、いわいしげのり、てらさわひろあき、しまだいちお
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とCPDの相対配置に関する

知見は少ない。そこで本研究

では、 photolyase-DNA複合

体における FADとCPDの

相対配置を明らかにし、基

質認識および修復のメカニズ

ムをより詳細に解明すること

を目的とした。

;if〉CHcbUV (280 nm) 
ーーーーー..... 4〉

pyrimidine dimer 
(CPD) 

4‘一一一CPD 
photolyase 
+ Light 

(350・500nm) 

.1 CPD and CPD photolyhase 
i.....................................................................................................................................................J 

CPD photolyaseの補酵素 FADは、還元型，ラジカル型，酸化型の 3状態をとりうることが知

られている(Fig.2)。また、空間的にラジカル分子の近傍に位置する原子の NMRシグナルは、ラ

ジカル分子との相互作用によって広幅化し、それに伴い強度が減少することが知られている。そ

こで、 photolyaseの補酵素 FADがラジカル型になることにより基質である DNAのシグナルが

広幅化することを指標として photolyase-DNA複合体における反応部位の繕造を解析すること

とした。

【方法]T. Thermophilus HB27由来

CPD photolyaseを大腸菌により大量

発現させた。 Polyethyleneimine，Pll 

column， DNA-cellurose column， 

DEAE Sephadex A-25 columnによっ

てSDS-PAGEで単一のバンドとして

観測されるまで精製した。得られた

photolyaseとCPDを含む一本鎖 DNA

ヘプタマ-(ss7mer CPD)を混合し、

370 nmの光を照射することにより、

CPDが修復されることを確認した。バッ

ファー中の還元剤 (sodiumditionite， 

NaZSZ04)の量を調節することにより、

::なり瀧:xIx;:J7三戸::xixF。

Oxidized 
(FADox) 

Radical 
(FADH.) 

RedtH~ed 
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photolyaseの酸化還元状態を還元型およびラジカル型に均一化した。基質 DNAとしては、紫外

線照射により CPDを生じた DNAオリゴマーを、逆相 HPしCで精製して用いた。以上の photolyase

と損傷 DNAをNMR解析に供した。
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【結果】まず、 photolyaseの補酵素 FADの酸化還元状態の変化に伴う、 photolyaseに由来す

るシグナルの強度変化を調べた。トリプトファン残基の主鎖を選択的に '5N標識した還元型

photolyaseの 'H-'5NHSQCスペクトルを測定した。その結果、全 15残基中 14残基に由来す

Intensltv reductlon ratlo 
るシグナルが観測された 'H_15N HSQC spect問。f f hT p 

[2-各.内許瑚凶 CPDp凶h。ωt制oωIy鵬 。e闘a1『n悶'噛sJム??旬ty，叫ctl刷。町0"川司r酬a副副t凶l

(仔Fi氾9.3幻)。さらに、変異体 制 u回e剖 附帆 山a副叫dl，吋?叩司 由 01t:y;rr帽a:台目l1波tTu;ロ設す?}I~1叩
0 

を用いて FADのイソア

ロキサジン環近傍 (10A

以内)に存在する Trp24

6， Trp350， Trp352に由

来するシグナルを帰属し

た。そして、 FADをラジ

カル型に変えて測定し

たところ、ラジカル型で

はTrp246，Trp350， 

Trp352に由来するシグ
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Fig.3 Line-broadening of NMR resonances of 
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ナルが消失した。この結果から、 FADから 10A以内に存在する水素原子に由来するシグナルは

FADラジカルとの相互作用により消失することが示された。

次に、 FADラジカルによるシグナルの変化を利用して、 photolyase心NA複合体における CPD

とFADの相対配置を調べた。CPDを13Cで標識したss5merCPDとphotolyaseの複合体の 'H-'3C

HSQCスペクトルを測定した (Fig.4)。その結果、還元型 photolyase複合体に比べてラジカル

型復合体では、 CPDの塩基およびデオキシリボースの γに由来するシグナルの強度が他のデオ

キシリボースのシグナルと比較して 20-30%程度減少した。

'H_13C HSQC spectra of d(AT[CPD]TAC)， In whlch CPD was 
畑出lIedw陥'3Cand compl側副 withCPD photolyase 
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【考察】上記の結果から、 photolyase-DNA複合体における FADと CPDの相対配置を見積もつ

た。まず、損傷塩基のシグナルがデオキシリボースのシグナルより大きく強度減少した結果は

(Fig.4 )、 photolyase-DNA複合体において、損傷塩基がデオキシリボースよりも FADに近接し

ていることを示している。次に、損傷塩基および γのシグナルが、 FADから 10A以内に位置す

る残基のシグナルよりも強度減少しなかった結果は (Fig.3，4)、photolyase-DNA複合体におい

て、損傷塩基， l'のプロトンが FADから 10----20A離れていることを示している。 これらの条件

を満たすように、 photolyaseの結晶構造と CPDをFig.5のように重ね合わせた。このモデルは、

photolyase-DNA複合体において、 FADとCPDは 10----15A程度離れていることを示している。

The shortest 
distance model 

(t岡.，.回国 betweenC向。fCPD and FAD = 10 A' 

CPO~也

、う-~

W3盟、、 ! Fig.5 Models 01 CPD 

photolyase争凶.心DNA

c∞。mpl恰exbased on 

tt附

a附 鰯 ; 

このモデルを用いて、修復反応における FADから CPDへの電子移動について考察した(Fig.7)。

これまでに行われたシミュレーションの結果、 FADと CPDが7A程度まで近接していれば FAD

から CPDへの電子移動はアミノ酸残基を介さず直接起こるが、 10A程度まで離れていると、 FAD

から CPDへの電子移動は Trp246もしくは Trp352を介して起こると考えられている。 FADと

CPDが 10----1 5A程度離れているという本研究の結果は、 Trp246もしくは Trp352を介した

電子移動を支持している。

Fig.6 Putative electron trans1er pathway 1rom FAD to CPD 

醐争 Pathway(1) 
Electrons dlrectly transfer from 
FAD to CPD， no amino acid mediates 
the electron transfer. 
''''~ Pathway (2) 
Electrons transfer from 
FAD to CPD via W246 

日酔 Pathway(3) 
Electrons transfer from 
FAD to CPD via W352 



P29 エリシターにより誘導される EL5蛋白質の

同NG-H2finger domainの機能構造解析

加藤静恵、角田由紀、崖紅、高井亮太、南栄一、山崎俊正、 O加藤悦子

(生物研)

High presicion NMR structure and function of the RING-H2 finger domain of 
EL5， a rice protein responsive to N-acetylchitooligosaccaride elicitor 

Shizue Katoh， Yuki Tsunoda， Cui Hon， Ryota Takai， Eiichi Minami， Toshimasa Yamazaki 

and Etsuko Katoh 

National Institute of Agrobiological Sciences 

EL5， a RING-H2 finger protein， is rapidly induced by N-acetylchitooligosaαharides in rice cell. We 

expressed白eRING-H2 finger domain in E.coli， and d巴terminedits structure in solution by NMR 

spectroscopy.百leE口 RING-H2血1gerdomain ∞nsists of two stranded _-sheets <-1， Ala147-Phe149; _2， 
Gly156-His158)， one _-helix (Cys161-Leul66)， and two large N-and C-terminal loops; it is stabilized by 

two tetrahedraIly∞ordinated zinc ions. This s位uctureis similar to that of other RING finger domains of 

function known proteins. From structural anaIogies we inferred that the EL5 RING finger acts as a binding 

domain for ubiquitin-∞njugating enzymes (E2).百lebinding site is probably formed by solvent exposed 

hydrophobic residues of the 件， and C-terminaI loops and the二heIix.We then demonstrated that the釦sion

protein of EL5 (96・181)and maItose binding protein (MBP) was polyubiquitinated by incubation with 

ubiquitin， ubiquitin-activating e回 yme(E1)，組dOsUBC5b as E2.τ'hus， the EL5 RING finger domain 

ωtaIyzed the transfer of ubiquitin to島田P.By NMR titration experiments， we identified residues that are 
critical for the interaction between the RING-H2 finger and the E2 protein， OsUBC5b. We conclude that 

the RING-H2 finger domain of EL5 is the E2 binding site of EL5， and that EL5 represents a ubiquitin ligase 

(白).

[緒言]
縞物には細菌感染に対する防御反応が存在する。このような防御反応は培養液中にエリシターを

加えることで再現することができる。 EL5はエリシターとして N-acetylchitoo1igosaccharide

を添加することにより誘導されるイネタンパク質の一つである。塩基配列解析の結果、 EL5には

RING-H2 finger Domainと予想される domainが存在する。 RINGfinger domainは酵母や動

物細胞において存在が明らかとなっているモチーフであり、転写調節、 DNA修復や再構築、情

報伝達等のさまざまな機能に関与していることが明らかになりつつある。 EL5中の RING-H2

finger domain (EL5RFD)の分子機能を解明することはエリシターシグナル伝達機構を解明する

有力な情報となり得る。本研究では、 EL5RFDの立体構造と分子機能との棺闘を解明するために、

EL5RFDの大量発現系を構築し、その溶液構造を NMRにより解明した。得られた立体構造から

その機能を予測し、 invitro assyや NMR滴定実験により確認を行った。

[実験l
NMR解析に用いた15N及び13C/15N標識EL5RFDおよび滴定実験に用いたE2は大腸菌を用いた系

により大量合成した。 NMR測定は約1.0mMのEL5RFD、20μMZnS04、lmMDγrを溶解した

キーワード:RING-H2 finger protein、エリシタ一、ユビキチン結合酵素、ユビキチン転位酵素

かとう しずえ、つのだゆき、ついほん、たかい りょうた、みなみえいいち、やまざき と

しまさ、かとうえつこ
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20mMトリス緩衝液(pH7.0)について、 Bruk王e町rDMX750を用いて350Cで

の帰属は多核種多次元NMR法を用いて定法により行つた。ディスタンスジオメトリー(DG)法と分

子シュミレーション(SA)法を併用した立体構造計算はX-PLOR3.lプログラムを用いて行った。

[結果と考察]
NMR解析から得られた913個のNMR構造情報(NOE距離情報755個、水素結合情報18個、内部回

転角度情報140個)に基づきRINGfinger domain蛋白質の立体構造を決定した。その結果、 Fig.1

に示すように、 EL5RFDは1313αfold (131公la21-Phe23，s2:Gly30-His32，α1:Cys35-Leu40)か

らなるRINGfinger motifであることが確認できた。 RINGfingerの立体構造は、蛋白質の 2量化

に関与するものや、 RINGfinger型ユビキチンリガーゼ(E3)中のRINGfinger domainなどが報告

されている。これら機能および、構造が報告されているRINGfinger domainと本研究により明か

となったEL5RFDの立体構造を比較した。 X線結晶構造解析から解明されたcCbl-UbcH7複合体

野結果から、複合体形成には、 cCblのRINGfinger domainが重要な役割を果たしており、 RING

finger N末部分のループ 1(Loopl)とC末のループ(Loop2)により構成される溝(shallowgroove) 

がE2の認識ドメインであることが報告されている。 cCblにおいてE2の認識に重要なアミノ酸残

基が、 EL5RFDにおいて良く保存されていること。さらに、 shallowgrooveに対応する溝が存在

することから、 EL5RFDはE3に存在するRINGfinger domainと同様な機能を有することが推定

された。これらの結果を実験的に検証するため、 invitroのユピキチンアッセイを行った。その結

果、 EL5RFDは明らかにE3活性を有することが証明された。次に認識残基の特定を行うためNMR

滴定実験を行った。その結果、我々が立体構造から予想していた結合サイトが、大きな化学シフ

トの変化を示しており、立体構造から予測した機能が正しいことが証明された (Fig.2)。

a 

Fig.1 a，百lebest-fit supe中ositionof the backbone (N， Cαand C') atoms of the fmal 15 structures of the 

RlNG-H2 finger domain of EL5. b， Ribbon diagram of the energy-minimized average struc旬reof the 

RlNG-H2 finger domain ofEL5. 
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Fig. 2， NMR ch巴micalshift perturbation of the EL5 RlNG-H2 finger domain upon binding to OsUBC5b a， 

Changes in the NMR chemical shifts of RlNG-H2 finger domain (.M)， induced by complex formation with 

OsUBC5b， were ca1culated by the function企O= d.OHN (light gray) + 0.1Od.o 15N (gray). b， Two views of the 

surface of the EL5 RlNG-H2 finger domain， grey to indicate residues with highly sensitive backbone amide 

chemical shift (d.o > 0.15 ppm) and disappeared after binding with OsUBC5b， respectively. 
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P30 
13CNMR緩和測定による水溶性ポリペプチドのダイナミクス

北大院工 O内野新一、堤耀庚

Molecular Dynamics of Polypeptides in Aqueous Solution by 13C NMR Relaxation Technique 

S. Uchino and A. Tsutsumi 

Depar，加 ent01 Applied Physics， Graduate &hool 01 Engineering， Hokkaido University， 

S中'Poro060-8628 

In order to clarify the relation of structure and function for biopolymers， we investigated molecular 

motion of aqueous polypeptide by 13C NMR relaxation technique. To estimate for molecular motion， 

we adopted three mode1s， i.e. Dejean-Laupre出・Monnerie(DLM) model， multiple internal rotation 

model and model企eeapproach. Since these models have well consistent with exp町imentaldata， we 

have discussed among these approaches. 

αーへリックス構造をとるポリペプチドは、側鎖同士の相互作用が物性に大きな影響を

与えると考えられるため、分子運動に関する研究は側鎖運動に焦点を当てた研究が数多く

なされている。 以前我々は、 poly(N&-hydroxyethyl L-glutamine )(PHEG)、Poly(N&-hydropropyl

L-glutamine )(PHPG)、poly(L-histidine)(PLH)を用い、ポリペプチド側鎖の化学構造の違いによ

るポリペプチド主鎖の分子運動に与える影響を、 13C-NMR緩和測定の技法を用いて調べた。

その結果、側鎖の分子運動に関しては、多重内部回転モデ‘ルを仮定することで、実験値を

良く再現できることがわかった。 一方、主鎖の分子運動に関しては、周波数.温度換算則

が良く成り立ち、 DLM(Dejean-Laupre田・Monnerie)モデルを仮定すると、実験結果を非常に

よく再現できることがわかった。

そこで本研究においては、主鎖の分子運動に関して、実験から求められたスピン，格子緩

和時間(目)から、 Jスベクトルおよび相関スベクトルの計算を行い、分子運動モードを分

布関数との関係を用いて再整理した。その結果、主鎖の分子運動の相関スベクトルは、

Cole-Cole型よりも、むしろ Davidson-Cole型に近いことがわかった。 これらの結果を踏ま

え、ポリペプチドの特殊性・一般性を他の炭化水素系ポリマーとの比較を行ったので報告

する。

キーワード:高分子、ポリペプチド、 NMR緩和、 DLMモデル、相関スベクトル

うちのしんいち、つつみあきひろ
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P31 出芽酵母由来リンカーヒストンホモログ Hho1pの構造解析

(東薬大・生命¥薬2、明星大・理工3、農水省資源研4)

0小野克輝\草野 1~2、田代桜子2、清水光弘3、山崎俊正4、神藤平三郎1.2

Solution Structure of the Linker Histone Homolog Hh01 p 
in Saccharomyces cerevisiae 

(School of 'Life Science and 2Pharmacy， Tokyo University of Pharmacy and Life Science， 
3Meisei University， and 4Nationallnstitute of Agrobiological Resources) 
OKatsuki Ono" Osamu Kusan02， Sakurako Tashiro2， Mitsuhiro Shimizu3， 

Toshimasa Yamazaki4， Heisaburo Shindo，，2 

Almost of all eukaryotic organisms posess a small， ubiqitus protein， so-called linker histon巴 whichbinds to the 

linker region betwωn nucIeosome cores. In Saccharomyces cerevisiae， a gene HHOJ encodes a putativ巴1inker

histone Hholp which is highly homologus to histone H1. The protein is localized in the nucIeus， but it is known 

that its deletion mutant strain reveals no detectable phenotype， ln vitro chromatin assembly experiments with 

recombinant Hholp have demonstrated that it is capable of forming a complex wi出 dinucIeosomesin a similar 

manner to that of histone Hl. Hholp is composed of a Iysine-rich segment of 40 residures in the N-terminus 

fol1owed by a wel1-conserved globular domain (HHOldl)， and another globular domain (HH01d2) in the C-

terminus. In this study， we have determined the solution structure of HHOldl by NMR spectroscopy. The 

structure of the globular domain was found to be strikingly similar to that of histone H5， belonging to the winged 

helix-tum-helix far凶Iyof eukaryotic transcription factors. 

近年まで酵母にはリンカーヒストン HIが存在しないと考えられていた.しかし，出芽酵母ゲノムデ

ータベースの解析から 258残基からなるリンカ}ヒストンホモログ HHOl(Histone H Qne 1)の存在が

明らかとなった.Hholpは， N末端に 40残基以上のリシンリッチの領域があり，中央に約 90残基から

なるヒト Hlの globulardomainと36%の相同性をもっドメイン (HH01dl)と， C末端にこのドメイン

と43%の相同f生をもつもう 1つのドメイン (HH01d2)治まある.このように，リンカーヒストンタンパ

ク質で 2つの globul訂 domainを持つことは非常にまれである.近年の研究によれば，出芽酵母におい

て Hholpの存在比は 40ヌクレオソームに対して約 1と低く，また Hholpはテロメアのサイレンシン

グや接合，転写の抑制などに影響を与えていないことが示された.しかし，in vitroでの実験では， Hholp 

はヌクレオソームと安定な三成分複合体を形成し リンカーヒストンとして機践していることが示さ

れた. このように，回lolpは通常のリンカーヒストンとは一次構造ならびにその存在様式において異

なっており，その詳細な機能を明らかにするために構造からのアプローチが期待されてきた. そこで

我々 は， Hholpの構造を NMRを用いて解析することを試みた.

Keywords:酵母ヒストンHH01，NMRによる構造解析、ヒストンH5、DNA結合ドメイン

ふりがな:おのかっき、くさのおさむ、たしろさくらこ、しみずみつひろ、やまざきとしまさ、

しんどうへいさぶろう
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日N標識およびI3C/日N襟識した任意の欠失変異体 (HHO1 d 1 :41-119aa; HHO 1 d2: 1 66-252aa)は，大腸菌

を用いた大量発現系によって調製し，それぞれを NMR測定に供した (HHOldl: lO mM NaPi， 100 mM 

NaCI， 2 mM EDTA， pH6.2; HHOId2 : lO mM NaPi， 200 mM NaCI， 2 mM EDTA， 2 mM  DTT， pH6.2).構造計

算のための NMR測定は， Bruker製 DMX750を用いて 25"Cで行い，シグナルの帰属は異種核多次元

NMR法を用いて定法に従って行った.構造計算は， XPLORv3.1にてディスタンスジオメトリー法とシ

ミュレイテイツドアニーリング法を併用した.

NMRスペクトルからの解析から得られた 1，328の拘束条件を用いて HHOIdlの高次構造を決定し

た.Figure laに示した 20個の構造の主鎖の RMSDは 0.59Aであった.そして，その平均構造 (Figure

Ib)は， 4つの α岨 helix(Tyr8-LeuI9; Arg27-Lys35; Ile41-Ser43; Asn46-Glu60)と3つの s-strand(日I:Ser25-

Ser26;日2:Phe64・Glu65;s3:Ala73-Leu76)を有していた この構造は wingedhelix-turn-helixモチーフであ

り， H5などのリンカーヒストンの globulardomainに特徴的な構造であるが，真核生物における転写因

子 HNF-3iforkheadや Rap30などの DNA結合ドメインにもみられる.しかし，この globulardomi組だ

けでは DNAに対する結合能は低かった.また， HHOIに特徴的なもう 1つのドメインである HHOld2

は現在の測定条件下では特定の構造をもたないことが判明した

Figure 1 Three-demensional s位uctureofHHOldl 

a) Superposition of the backbone atoms (N， Ca， C') of 20 NMR structures. 
b) A ribbon diagram of the energy-minimized average s回 ctぽ e.
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P32 DinI蛋白質による RecA蛋白質活性の制御機構に関する研究

(1理研・遺伝生化学埼玉大学大学院理工学研究科横浜市大・院総合理

4CREST/JST) 

。吉益雅俊 1，2，3，4，伊藤隆 1，3，4，本多賢吉 1，3，4，石部聡子 1，日，4，美J11務 1，3，4

柴田武彦 1，3，4

NMR analysis of也eregulation of RecA activity by DinI protein_ 

OMasatoshi Yoshimasul，2，3.4. Yutaka Itol.3.4. Masayoshi Hondal，3.4町 SatokoIshibe 1，34 

Tsutomu Mikawa1.34 and Takehiko Shibatal，3.4 

1. CelJular and Molecular Biology Laborat01ヴラ RIKEN;2.GradSchl. Sci. Eng.， Saitama Univ.; 

3.GJ・'l1duateSchool of lntegrated Science，お，kohamaCi~v Univ.; 

4. CREST，JST (Japan Science and 11町 'hnology)

DinI protein negatively regulates t.he SOS response in五'sherichiacoli by inhibiting activities of 

RecA. NMR experiments suggested that DinI tightly binds to intact RecA. We performed NMR 

titration experiments on 15N-DinI in the presence of either N-terminal. N terminal truncated (~:3:3). 

or C-terminal domains of RecA. The titration result.s suggested that DinI binds t.ightly to t.he 

central domain of RecA or intermolecular clefts in RecA filament.s. Furt.her. TRNOE experiments 

showed that DinI partially inhibited the interaction between RecA and longer DNA (>8base). in 

which case. cooperative effect of RecA molecules assembled on t.he DNA plays an important role 

On the contraηT. DinI faiIed to inhibit RecA binding to 4mer DNA. On t.he basis of these results. 

we hypothesize that DinI binds 加 theintermolecular clefts of ssDNA-RecA nucleofilaments and 

inhibits the coprotease activity of RecA 

〈序 〉

バクテリアで見られる SOS応答は環境ストレスによる DNA損傷からバクテリアを守り，とき

には変異を導入することで環境への適応にも働く.応答反応は，外的要因による DNA損傷によ

り露出した単鎖 DNA部位と RecAが結合し，その coprotease活性により LexAリブレッサーの

自己消化反応が促進され誘導されることが既に知られている.DinIは LexAの自己消化反応を抑

えることにより SOS応答を抑制的に制御する働きを持っと考えられている.

本研究では DinIによる活性抑制の詳細を明らかにするため， DinI-RecA聞の相互作用および

白白DNA-RecA複合体に対する DinIの影響について NMRを用いて解析を試みた.

Key Words: 

Protein-Protein Interaction， Protein-DNA Interaction， Titration， TRNOE 

よしますまさとし，いとう ゆたか，ほんだまさよし，いしべ さとこ，

みかわっとむ，しばたたけひこ
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く材料と手法〉

RecAとDinIとの相互作用部位を同定するため， RecAの既知のドメイン (N端、 C端、 N端

欠失)をそれぞれ調製し 15Nで標識された DinIと未標識の RecA各ドメインをそれぞれ数段階

の濃度比で混合して lH-15NHSQCを測定した.

短い ssDNAはRecA存在下で， RecA結合同DNAに由来する TRNOEを示すため，これを指

標として DinIが ssDNA-RecA結合活性に影響を与えるか否かを調べた.この実験では未標識の

RecAと大過剰の 4，8， 12merの回DNAそれぞれを混合した試料および，その複合体に DinI

を加えた試料について lH-lHNOESYを測定し，その比較から DinIの ssDNA-RecA結合阻害活

性について調べた.

く結果および考察〉

RecAのN端およびC端ドメインを加えながら DinIのlH田 15NHSQCスベクトルの測定を行っ

たところ， intactの RecAとのタイトレーション実験で見られたような強い結合を示すシクーナル

変化は見られなかった_N端欠失ドメインにおいては intactRecAの結果と同様のシグナルの変

化が見られ，且つその変化はこのドメインが filamentを形成する O.lmM以上の濃度でより顕著

に見られることがわかった (fig.1).また TRNOESYの実験から， DinIは4mer剖 DNAとRecA

との結合には影響を及ぼさないが，それより長い ssDNA(8mer町12mer)とRecAとの結合に対して

は弱い阻害効果を示すことがわかった.RecAはssDNAの3残基に対して 1分子結合することは

既にわかっているので， 8mer以上の自sDNAとの相互作用に関しては， DNA上の隣り合う RecA

分子聞の協同性が重要となってくる.従って， DinIは ssDNAに結合した RecA分子聞のクレフ

トに結合し， DNA上での協同性に影響を与えることにより， coprotBase活性を阻害しているので

はなし、かと推測される.

現在 RecAとDinIの相互作用を弱める高塩濃度条件下でのタイトレーション実験や，より性質

の良い RecA中央ドメインの発現系の構築を行ない，更に詳細な相互作用の解析を進めている.
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Figure: 

lH-15N HSQC spectrum of 15N-DinI alone (a). 15N-DinI with 0.1mM s:3:3RecA (b) and 15N-DinI with 

0.2 mM s:3:3RecA (u The concentration of 15N-DinI was 0.1 mM. Samples were dissolved in a 

10% 2H20 buffer containing 20 mM sodium phosphate (pH 6..5) and .50 mM NaCl. All of these 

spectra were acquired at 2981¥: on a Bruker DRX600 spectrometer 
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P33 TraR DNA結合ドメインの立体構造解析

(1三菱化学生命研・構造生物学研究ユニット、 2信州大学・工学部)

0田中剛史1、須員真理子l、小林邦子l、片岡正和2、河野俊之1

Structural Analysis of DNA Binding Domain of TraR 

Takeshi Tanaka'， Mariko Sugai'， Kuniko Kobayashi'， Masakazu Kataoka2， Toshiyuki Kohno' 
I Mitsubishi Kagaku Institute 01 L俳 Sciences，2Department 01 Environment，α1 Science and 
Technology， Faculη01 Engineering， Shinshu University 

The traR gene product， TraR， that regulates the pSN22 conjugation system in Streptomyces， is 
a 27 kDa protein that function as a transcriptional repressor for the tra operon (traA-traB-
spdBs) and traR itself. TraR protein has a helix-turn司 helix(HTH) motif and binds to a 12 bp 
consensus DNA sequence， TRE box. This is located within the divergent promoter region for 
the tra operon and traR， and regulates their expression negatively. 

Although all of these regulators for the Streptomyces conjugation systems have HTH motifs， 
their primary structures exhibit little similarity. From the viewpoint of the structure-function 
relationships， it is significant work to determine and to compare 3D structures of such 
regulators. As a frrst step， we determined the sequence specific NMR resonance assignment and 
predicted the secondary structure of TraR DNA binding domain (TraRl・100).

traR:遺伝子産物TraRは放線菌においてpSN22プラスミドの接合機構を制御して

いる27kDaのリプレッサータンパク質であり、 traオペロンおよびtraR:遺伝子自身の

転写調節因子として機能している。 TraRタンパク質はヘリックス・ターン・ヘリッ

クス (HTH)モチーフを持ち、 12bpの特異的DNA配列 (TRE box) を結合する。

T阻 boxはtraオペロンおよび、traR:遺伝子のプロモーター領域に存在しこれらの遺伝

子発現を調節している。

放線菌の遺伝子接合機構を制御する全ての転写調節因子はHTHモチーフを持つ

が、一次構造上の相同性は低い。このためこれらの制御因子の立体構造を解析・比

較することは立体構造一機能相関を議論する上で重要である。そこで我々はその第一

歩としてTraRのDNA結合ドメイン (TraRト 100)のNMRシグナルの配列選択的帰

属および、2次構造の解析を行った。

キーワード:TraR、多次元NMR、立体構造解析、 DNA結合ドメイン

たなかたけし、すがい まりこ、こばやし くにこ、かたおかまさかず、

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/13CユニフォームラベルしたTraR(l-100)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 m Mリン酸

バッファー (pH6.5) を用い30
0

Cで行った。

配列特異的なシグナルの帰属のために15N/13CユニフォームラベルしたTraR(ト

100)を用いHNCA、HN(CO)CA、日NCACB、CBCA(CO)NNH、HNCO、

HN(CA)CO、CC(CO)NNH、日(CCCO)NNH、HCCH-TOCSYを測定した。 3J

値は2Dintensity modulated lH-15N HSQCより得た。

く結果および考察>

1日_15N HSQC上で7個のPro残基を除く 95残基のうち92残基 (97%)の主鎖lH核

および15N核シグナルの帰属を完了した。 Glyl，Ala70、Glu92は帰属できなかっ

た。また、 99%の13Cα、100%の13Cs、99%のlHα、100%のlHs、99%の13CO核のシ

グナルを帰属した。

帰属された13Cα、13Cs核のChemicalShiれ Indexおよび3JIMla値からTraR(l・100)には3

本の αヘリックスと lもしくは2本のβストランドがあることが分かつた。
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Figure 1. (A)lH -15N HSQC spectrum of 

TraR(1・100)at a 1H resonance frequency 
of 500 MHz (pH 6.5， 303 K). The 
resonance assignments are indicated with 
the one-letter amino acid code and residue 
number. (B) CSI consensus plot for 

6.5 TraR(1・100).Generated using lHα，1Hβ， 

I3Cα， I3Cβ ， and I3CO chemical shifts. (C) 

The 3J
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P34 フルオロ基及びパーフルオロメチル基をもっヘムの 19FNMR特性

(筑波大化学 l、長岡高専物質工 2)

0長尾聡 l、平井佑紀 l、猪瀬達徳 l、照井教文 l、山本泰彦 l、鈴木秋弘 2

19F NMR Spectral Properties of Hemes Possessing Fluoro or 
Perfluoromethyl Group as Side-chains 

OS. Nagao¥ Y. Hirai1， T. Inose1， N. Terui1， Y. Yamamoto1， andA. Suzuke 
JDept. ofChem.， Univ. ofTsukuba， 2Dept. ofMaterials Eng.， Nagaoka Natl. Coll. ofTech. 

The 19F NMR spectral properties of myoglobin reconstituted with hemin possessing either f1uoro 
(2・MFand 3，7・DF)or perf1uoromethyl (7-PF) group as side-chains were studied. The 19F signals 

observed for 2・MFand 3，7・DFwere more significantly affected by批 oxidation，spin， and ligation states 
of heme iron than those for 7・PF. The insens社ivityof chemical shi食 of7・PFωhemeelectronic 

structure is attributed to weak orbital interaction between porphyrin・ringand f1uorine atom in 
perf1uoromethyl group. The observed J9F signals for Mb reconstituted with 7・PFexhibited narrower 

linewidth than thoseおr2・MFand 3.7-DF， in a11 the湖.tesof heme iron examined. Since diamagnetic 

and paramagnetic T2 rel蹴 ationare largely affected by chemical shi食 anisotropyand Curie spin 

rel蹴 ation，respective弘 bothrelaxation mechanisms are exp民 tedto be considerably reduced by fast 

intemal rotation of perf1uoromethyl group around its C3 axis in 7・PF.

産量
ミオグPロビン(Mb)に代表される b型へムタンパク質では活性部位であるへムとタンパク質との聞に共

有結合が存在しない。そのため、Mbの本来のへムであるプロトヘムを除去し、代わりにへム側鎖にフ

ッ素をもっフッ素化へム(Fig.1)をMbのタンパク質部分に組み込んだ再構成Mbを調製することがで

きる。再構成Mbでは、 l干NMRシグPナルの解析を通じて活性中心であるへム鉄の電子状態の情報を

得ることができ、さらにへム及び活性部位近傍のアミノ酸側鎖プロトンの情報を 19F)H異核問 NOEの

観測から得ることができる。

フッ素をへム側鎖に導入する際には、その導入様式としてポルフィリン環に直接結合したフルオロ基

(2・MF，3，7・DFなど)とノ〈ーフルオロメチノレ基(7-PFなど)が考えられる。本研究では、これらフルオロ基

及びパーフルオロメチル基をもっへムの分光学的特徴を比較し、フッ素化へムをへムタンパク質の構

造解析に利用する方法について検討する。
H 

Protoheme 7-PF 

Fig. 1 Molecular structure ofring-t1uorinated hemes 

裏墜
19FNMR測定はBrukerAVANCEづ00を用いて行った。 Fig.lのフッ素化へムをそれぞれマツコウク

ジラミオグ、ロビ、ンのタンパク質部分に組み込み、一般的な方法でCO、O2、Deoxyなど種々の配位状態

にした後 l~NMR 測定を行った。また、 l乍lH 間 NOE の観測は 3，7・DF 及び 7・PF 再構成 MbCO 体

において行った。フッ素の化学シフト値はトリプルオロ酢酸(CF3COOH)を基準として定めた。

Keyword 19F NMR、常磁性NMR、フッ素化へム、へムタンパク質、緩和時間

ながおさとし、ひらいゅうき、いのせたつのり、てるいのりふみ、やまもとやすひこ、すずきあきひろ
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鎧墨宝窒
3，7・DFと7・PFポノレフィリ

ン、それぞれのへムとの再

構成Mbの CO、CN"、

Deoxy体において観測さ

れた19FN長虫スベクトノレを

Figs. 2，3にそれぞれ示す。

MbCN"、DeoxyMbの鉄イ

オンには不対電子が存在

するため、それらの化学シ

フトは常磁性シフトにより

大きな影響を受ける。

3，7・DF再構成 Mbでは

7・PF再構成 Mbと比較し

て常磁性シフトがより大き

く、また反磁性である CO

体と O2体においても約

JULDeoxyMb 
(Fe2+S=2) 

MbCN" 
σe;}<-S=lll) !. 

MbCO 
(Fe2+S時) ._，札ー

Deoxy恥fb1¥ 

σe2+S=2) 八 1¥・・..• 

MbCN" 
σe;}<-S=lll) ん』一一人ん

MbCO 11 
σe2+S=O) ~一-

Porphyrin 

"JムレいL一トPO叩r叩.下p
、

「←→{一...，.千H
‘
J

200 150 0 ・50 80 60 40 20 
Chemical shift (ppm fl唱mTFA) Chemical shift (ppm from TF A) 

Fig.2 1やNMRspec同 of Fig. 3 19F N恥1Rspectra of 
reconstituted Mb with 3，7・DFat 298K reconstituted Mb with 7-PF at 298K 

2.5ppmのシフト差が検出された。これらの結果は、パーフルオロメチル基をもっ7・PFよりフッ素がポル

フィリン環に直接結合している 3，7・DFに由来する 19FNMRシグナルの方がへム鉄の配位子の違いを

より鋭敏に反映する事を示している。

一方、 19FNMRシグ、ナノレの線幅を比較すると、 3，7・DFでは 109.9Hz(Porphyrin，8=0)、130ム
120.9Hz(CO， S=O)、195.3， 97.7Hz(CN， S=1I2)、946.0，909.4Hz(Deoxy， S=2)であるのに対し、 7-PFで

は 12.2Hz(Porphyrin)、92.8，91.6Hz(CO)、80.6，58.6Hz(CN")、427.25，457.76Hz(Deoxy)と小さし、値で

あった。 7・PF再構成MbではMbの遅い等方回転運動の他にパーフルオロメチル基の速い回転運動

があるためにフッ素の横緩和時聞が長くなると考えられることや、フッ素核と常磁性鉄イオンの距離が

2・MF及び3，7・DFと比べて離れてしも事から 19FNMRシグナノレの線幅が小さくなったと思われる。し

たがって、分子量が大きい場合や鉄イオンが常磁性をもっ場合など、観測されるシグナルの線幅が極

めて広くなると予想されるへムタンパク質の研究には 7・PFが有利であることを示唆している。

また、フッ素化へムをもっ Mbの 19FN勘R シグ、ナルをラジオ波照射により飽和させることで、発生する

近傍の lH核への NOEを観測することで、フッ素近傍の局所的な構造情報を得ることが可能で、ある。

2・MFと7・PFは非対称なへムであるため、 Nonnal型と Reverse型とし、う 2種類の配向で、へムタンパク

質に取り込まれ、その結果2種類のへムの配向に対応する 19FNMRシグ、ナルが観測される。したがっ

て、これらのシグナルをそれぞれ選択的にラジオ波パルス照射したときのlHへのNOEを観測すること

で Nonnal及び Reverse型へムタンパク質それぞれの情報が得られる。一方、対称な分子構造をもっ

3，7・DFでは 2つのフッ素は等価であるが、へムがタンパク質に組み込まれると周囲のタンパク質部分

に由来する非対称な摂動によりへムの電子構造の対称性が崩れ、 2つのフッ素シグナルが観測される。

そこで、 3・Fと7・Fに由来するフッ素シグ、ナノレを選択的にラジオ波照射することにより、それぞ、れのフッ

素近傍の構造情報を得ることができる。また、 3，7・DFと7・PFそれぞれの再構成Mbにおいて観測され

るNOEの強度を比較したところ、 7・PFでは 3，7・DFの約1.5倍のNOEが発生することが分かった。

以上の結果より、フルオロ基をもっ 2み1F及び 3，7・DFを組み込んだ、再構成へムタンパク質の 19F

N恥低シグナルはへムタンパク質の活性部位の電子構造に非常に鋭敏であり、一方ノ《ーフルオロメチ

ル基をもっ 7・PFを組み込んだ場合は高分子量のへムタンパク質や大きな常磁性を示すへムタンパク

質の観測に対して有用であると考えられる。
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P35 無細胞タンパク質合成と NMRを利用した立体構造解析用試料のハ

イスルーフ。ットなスクリーニング

(理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター)

。木川隆則，井上真，青木雅昭，松田貴意，関英子，布川絵未，矢

吹孝，松尾洋，横山茂之

High-throughput screening ofproteins suitable for structure determination by the cell-fr，田

synthesis and NMR spec住oscopy

RIKENG包nomicsSciences Center 

T'akanori Kil!aw~， Makoto Inoue， Masaaki Aoki， Takayoshi Matsuda， Eiko Seki， Emi 

Nunokawa， Takashi Yabuki， Yo Matsuo， and Shigeyuki Yokoyama 

RIKEN S佐uct町 alGenomics/Proteomics Initiative (RSGI) aims to study both 

structures and molecular functions of protein families. In this framework， RIKEN Genomic 

Sciences Center is mainly targeting mouse， human， and Arabidopsis thaliana， from the 

viewpoint of domain families involved in particular biological systems such as cell signaling， 

nucIeic acid binding， and human diseases. Domain(s) belonging to selected families are 

further screened in terms of the suitability for the structure determination. The screening 

features the cell-仕eeprotein synthesis system， which is more suitable for efficient expression 

of a large number of construct. The winners in the screening stage are subjected to larger-

scale cell-free production of the uniformly ['3C， 15N]-labeled samples .for the NMR 

spectroscopy or the seleno-methionine incorporated samples for the X-ray crystallography. 

理化学研究所・構造プロテオミクス研究 (RIKENStructural Genomics/Proteomics 

Initiative (RSGI); http://www.rsgi.riken.go.jp )では，タンパク質ファミリーの立

体構造と分子機能の解明を目指して研究を進めている.RSGIの主要研究組織として，

我々のグループでは，細胞情報伝達，核酸結合，病気などの特定の生物学的機能に

関係するドメインファミリーの観点から，マウス，ヒト シロイヌナズナのタンパ

構造ゲノム科学，構造プロテオミクス， NMR，無細胞タンパク質合成，安定同位体

標識

きがわたかのり，いのうえまこと，あおきまさあき，まつだたかよし，せきえいこ，

ぬのかわえみ，やぶきたかし，まつおょう，よこやましげゆき
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ク質ドメインを主な研究対象としている.これらのターゲットに対して，まず、バイ

オインフォマティクスの手法を用いて，選択・優先順位付け(スクリーニング)を

行い，さらに，構造解析適合性の観点から実験的なスクリーニングを行っている.

この実験的なスクリーニングの過程においては，従来とは桁違いな数の試料を取り

扱う必要があり，迅速で効率の良いタンパク質発現系が必要となるため，我々は，

無細胞タンパク質合成系を活用している.

スクリーニングの第一段階では， PCRにより増幅した DNA断片を，

グ操作を一切おこなわずにそのまま鋳型として利用する，小スケールの無細胞タン

パク質合成系を用いる.この系を用いて，多くのコンストラクトを発現し，発現量

と可溶性の観点から最適のものを選択する.この過程は，すべての作業を 96穴ない

しは 384穴マイクロプレートフォーマットで行うため，多検体処理が容易で，機械

化・自動化にも適している.第二段階では， mgスケールの 15N標識タンパク質を，

透析無細胞系を用いて同時に多数合成して，さらに，アフィニティ・クロマトグラ

フィーを用いて，自動的に粗精製を行う.現状で我々は， 24時間で， 24試料を調

製することが可能である.第三段階では，前段階で調製した試料の HSQCスペクト

ルを測定し，選択したドメインが正しくフォールドし，構造解析に適しているかど

うかを調べる (Figure1)， 

このスクリーニング過程を通過したドメインに関しては， NMR法を用いた立体構

造解析に必要な安定同位体標識試料や， X線結晶解析法を用いたハイスルーフ。ツト

な解析に必要なセレノメチオニン導入試料を，大容量の透析無細胞系を用いて合成

して精製し，構造解析を進めることになる.すでに，数十種類の構造解析用タンパ

ク質試料を調製し， NMR法および X線結晶解析法による立体構造解析を進めてお

り，本討論会においていくつかの成果を報告する(1L4，P52， P55， P56， P57， P58). 
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P36 MAP-LC3蛋白質の立体構造解析

(富山医薬大薬¥Ii慎天堂大医 2)

O河野隆英 1、山本行晴 1、谷田以誠 2、上野隆 2、木南英紀 2、水口峰之 l、河野敬一 l

Structural analysis of the microtubule-associated protein light chain 3， MAP-LC3 

I Facul ty of Pharmaceutical Sciences， Toyama Medical and Pharmaceutical Uni versi ty， Toyama 

930-0194， Japan 

2 Department of Biochemistry， Juntendo University of Medicine， Tokyo 113-8421， ]apan 

Microtubule-associated protein 1 ight chain 3 (MAP-LC3) is a human homologue of a mernber 

of yeast Apg (autophagy) farnily. Apg farnily is inv01ved in autophagy induced under 

nutrient-starvation condition in yeast and is cornposed of a number of Apg rnutants. One 

of these rnernbers， Apg8p corresponds to three hurnan proteins， GABAA recept~r associated 

protein (GABARAP)， Goldi associated ATPase enhancer of 16 kDa (GATE-16) and MAP-LC3. Sorne 

studies indicate that on1y MAP-LC3 is regu1ated by proteol ysis of i ts C-terrninal sequence， 

thereby is capable to associate with vesicle rnembrane. 1n the present study， we have started 

the structural analysis of MAP-LC3 in order to clarify i ts mediatory mechanisrn. We prepared 

15N-1abeled and 13C/15N-labe1ed proteins and measured the double-and triple-resonance 

NMR spectra. The assignrnents and structural calculation are in progress. 

【はじめにl

Autophagyは細胞内消化に不可欠な過程であり、細胞内分画を取り込んだべシクルのリソソ

ームへの輸送として観察される。酵母を用いた変異体実験により、この過程には数多くの蛋白

質が必要であることが明らかになり、 Apg (autophagy) ファミリーと呼ばれている(1)。

mictouble-associated protein 1ight chain 3 (MAP-LC3)はこのファミリーに属する Apg8pの

ヒト類似体であり、他のヒト類似体として GABAA receptor associated protein (GABARAP) 

や Goldiassociated ATPase enhancer of 16 kDa (GATE-16)が同定されている。これら 3つ

のヒト類似体は高い配列同一性を有するが、細胞内局在性はそれぞれ異なり (2，3)、また MAP-

MAP-LC3、食食、結合活性、蛋白質立体構造解析

こうのたかひで、やまもとゆきはる、たにだいせい、うえのたかし、こみなみえいき、みずぐ

ちみねゆき、かわのけいいち
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LC3ではベシクル相E作用においてC末端プロセシングによる制御を受けている(4)0 GABARAP， 

GATE-16については既に構造解析が行われているものの、それらの機能の全容は未だ明らかに

なっていない。

本研究では MAP-LC3のプロセシング前後の配列を持つ、それぞれの蛋白質の発現系を構築し、

NMR法による構造解析を試みた。これにより未だ不明な Apg8pヒト類似体の立体構造を明らか

にするとともに、 MAP-LC3のベシクル相五作用が如何に制御されているのかを分子レベルで、解

明する。更に MAP-LC3、GABARAP、GATE-16の生理的役割やそれぞれの細胞内局在性を決める因

子の特定を目標とする。

{実験I

大腸菌 BL21株を用いて MAP-LC3を GST融合タンパク質として発現し、破砕して可溶性画分

を回収した。 GST親和性カラムを用いて GST融合蛋白質を精製し、プロテアーゼ処理により

MAP-LC3のみを得た。更にイオン交換クロマトグラフィーによる最終精製を行った。また最小

培地を用いて、 i5N-、i3C/i5Nーラベノレ体を調製した。 NMRサンプル溶液の組成は次のように設

定した;25 mM sodium phosphate (pH 7.0)、 100 mM NaCl、 O. 1 mM印 TAoNMR測定は Bruker

DMX-500を用いて 25
0
Cの条件で、行った。これまでに iH，i5N-HSQC、HNCA、HNCOCA、HNCACB、HNCOCACB、

HCCONH、i5N-editedNOESY、i5N-edited TOCSYなど、の測定を行った。

[結果と考察l

MAP-LC3の lH-i5NHSQCスベクトルは個々の信号がよく分離した良好なもので、あった。これま

でに 125残基の MAP-LC3のうち、主鎖の帰属は HNCA、HNCOCA、HNCACB、HNCOCACBによりほぼ終

了した。主鎖 H'、C"、Csの化学シフトを基にした chemicalshift indexは GABARAPのものと

類似しており、立体構造が似ていることを示唆している。側鎖プロトンの帰属を進めており、

X-PLORによる構造計算の結果についてポスタ一発表する。

[参考文献1

1) M. Tsukada & Y. Ohsumi， FEBS Lett. 333， 169-174 (1993). 

2) H. Wang， F. K. Bedford， N. ]. Brandon， S. ]. Moss & R. W. Olsen， Nature 397， 69-72 

(1999). 

3) Y. Sagiv， A. Legesse-Miller， A. Porat & Z. Elazar， EMBO]. 19， 1494-1504 (2000). 

4) Y. Kabeya， N. Mizushima， T. Ueno， A. Yamamoto， T. Kirisako， T. Noda， E. Kominami， Y. 

Ohsumi & T. Yoshimori， EMBO]. 19， 5720-5728 (2000). 
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P37 酸化型シトクロム cの磁化率テンソルの決定とへム近傍の構造の研究
(筑波大化学 l、第一製薬 2、広大院生物園 3、阪大院工4、阪大院薬 5、東大院農 6)

O立入直紀 1、照井教文 l、松尾瞳 1、皆川和久 1、山本泰彦 I、長谷川淳2、

三本木至宏 3、内山進七小林祐次 5、五十嵐泰夫6

Detennination of Paramagnetic Susceptibility Tensor in Thennostable Cytochromes c 
ON. TachiiriJ， N. TeruiJ， H陥回oJ，K.Mi雌awaJ，Y. Yamam'Ot'OJ， J. Hasegawa2， Y. Samb'Ongi3， S. Ucluyamaて
Y.K'O加lya血i5，and Y. 1伊混ぜ

JDept. ofChem.， UIUV. 'OfTi叩kuba，2Daiiclu Phanna∞utical C'O.， Ltd.， 3Graduate Sch'O'Ol 'OfBiosphere Sci.，回r'Oshima

UIUV.， 4Graduate Sch'O'Ol 'OfEng.， 0路 kaUIUV.， 5Grad回 teSchoo1 'OfPharm. Sci.， Osaka UIUV.， and勺ept.'OfBi'Otech， 

UIUV. 'OfT'Oky'06 

Cytochrome C552 from時'drogenobacterthennophilus，匂t'OchromeC55J企omPseudomonas aeruginosa are lu酬y
h'Om'Ol'Og'Ous and be1'Ongωa加 rily'Of the s'O-called cl踊 1cyt'Ochrome c (cyt c). Despite仕leir錨岡山al町山ity，

血誼therm'O瑚b出.tiesare c'Onsiderab1y di自己rentwi白 each'Other. We have been trying t'O iden丘町Y虹ucωralfeatures 

resp'Onsible for regl血ltingthe therm'Ostability 'Of血.eseproteins世rr'Oughparamagnetic NMR鈎Jdy. Par沼田:gnetic

釦 sceptib出匂，tens'Ors in the 'Oxidized f'Orms 'Of the pr'Oteins have been evaluated企''Omthe analysis 'Of the pseud'O-c'Ontact 

shifts 'Observed f'Or signals arising企omalllin'O acid residu巴slω:atedcl'Ose t'O heme. 百leorien匂lti'On'Of the tens'Or wi血

re叩ectt'O heme was f'Ound t'O be essentially s注目1arbetween them. 百lesere釦 lts，together wi血世letens'Or 'Orie凶ati'Ons

rep'Orted f'Or 'Other C1ass 1 c戸 c，indicat吋血attheza氾s'Of the tens'Or is primarily determined by the c'O'Ordin組'On'Of 

axial His t'O heme iron in the合御前w'Ork'Of the C1ass 1 c戸c.

序論

好勲性水素細菌(めdrogenobacterthennophil:ω)由来のシトクロム C552但T)は、アミノ酸 80残基からなる

c型へムタンパク質であり、生理的条件下では 1000Cでも変性しない。一方、緑膿菌(Pseudomonas

aeruginosa)由来のシトクロム C551(PA)は、 HTとの一次配列の相向性が 56%と高いにもかかわらず、熱変性

温度は HTよりも約 40
0

C低い。 HTとPAの熱安定性にこのような大きな違いが生じる構造化学的因子を特定

するために、立体構造およびその温度依存性を両者で比較することは有用である。酸化型シトクロムCでは、

へム近傍のプロトンに由来する NMRシグナルが、ヘム鉄の不対電子により常磁性シフトして観測される。常

酸性シフトは分子の立桝奔造変化を鋭敏に反映することから、酸化型シトクロム Cの立体構造を常樹生シフト

の解析から精度良く決定することが可能となる。本研究では、常磁性シフトの解析により、 HTとPAのへム活

性部位の立体構造を比較したべ。

結果および考察

不対電子との相互作用により NMRシグナノレに生じる常磁性シフトは、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と不対電子と核との双極子.双極子相互作用による擬コンタクトシフトの寄与を含ん

でいる。酸化型シトクロム C のスペクトルで観測されるシグナルのうち、へム側鎖、へム鉄の軸配位子および

へムとチオエーテル結合している2つの Cysに由来するシグナルの常磁性シフトにはコンタクトシフトの寄与

が含まれてし、るが、それら以外のシグナルの常磁性シフトは本質的に擬コンタクトシフトのみで決まる。分子

の立体構造と擬コンタクトシフトとの関係は、 Fig.1 にあるように定式化されることから、常磁性磁化率テンソル

を決定すれば、へム近傍の詳細な立体構造を擬コンタクトシフトの解析を通して調べることが可能となる。

酸化型PAで百mk'Ovichら(1993)が決定した磁化率テンソルを Fig.2に示す。 PAのIle48の各プロトンで、

観測される擬コンタクトシフトを HTで、対応するアミノ残残基(Ile46)のプロトンのものと比較して Table1 に

Keywσrd :磁化率テンソル、常磁性シフト、シトクロムc、タンパク質の高次構造、へムの配位構造

たちいりなおき、てるいのりふみ、まつおひとみ、みなかわかずひさ、やまもとやすひこ、はせがわじゅん、

さんぽんぎよしひろ、うちゃますすむ、こばやしゅうじ、いがらしやすお
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示す。両者での対応するプロトンに由来するシグ、ナルの擬コンタクトシ

フトは、それらの符号と大きさが類似している。また、 Fig.1の式からわ

かるように、擬コンタクトシフトはへム鉄からの距離とは無関係にその

値が実質的にゼロになる曲面が存在するが、 y-CH3の擬コンタクトシフ

トの符号が他のプロトンと異なることは、その曲面がこの残基と交差し

ていることを示している。これらの結果は、 HTとPAでへムに対する

Ile46 (Ile48)の配向および磁化率テンソルが類似していることを示す。

磁化率テンソルはへム鉄の配位構造に依存することが知られてい

る。 Class1シトクロムcに属するHTとPAは共にへム鉄の軸配位子と

してHise Metをもっ。 HTとPAの構造を比較すると、へム鉄に結合

することにより光学活性となる Metのイオウのへム鉄への配位様式が

HTとPAで光学異性体の関係にあることが明らかとなっている。したが

って、 HTとPAでの磁化率テンソルの高い類似性は、 Fe-Met配位結

合は磁化率テンソルにあまり影響を及ぼさなし、ことを示している。磁化

率テンソルが報告されている他の Class1シトクロムcの

磁化率テンソノレ(Fenget al. (1990)， Gao et al. (1991)， 

Banci et al. (199η)がお互いに高い類似性を示すこと

も、 Fe-His配位結合の方が磁化率テンソルに及ぼす影

響が大きいことを支持している。

N乱1Rにより決定された還元型HTの構造(Hasegawa

et al. (1998))では、へム鉄の配位構造はX線結晶構造

角科斤で決定されたPAの構造(Matsuuraet al. (1982))の

ものに比べ正八面体構造からの査みが大きいσig.3) 

が、今回の磁化率テンソルの解析結果は、両者での配

位構造が類似していることを示している。プロトンの空間密度の低さや、それに起因する NOE情報の少なさ

のためにへム近傍の立桝誇造を NMRにより決定することは困難である。したがって、擬コンタクトシフトの解

析を利用したへム鉄の配位構造や近傍の立体構造の決定が有効であると考えられる。

Table 1 Chemical shifts (ppm) for a I1e 
proton signals ofHT and PA. 
HT (318K， pH 5.0) 

I1e46 0010 ゐa ゐ醐

y-H ・0.45 1.22 ・1.67

ず・H 司2.60 1.35 -3.95 

千CH3 1.40 0.69 0.71 

d-CH3 0.51 1.21 ・0.70

(323K， pH 5.2) 

ゐia ふ血

1.01 -1.49 

1.76 -4.25 

0.62 0.20 

1.32 -1.24 

PAa) 

I1e48 

y-H 

γ-H 

y-CH3 

δ・CH3

ooxand先ares組合sobst，rved for the 
oxidized and reduced forms ofthe 

protein， respec甘vely. 弘Jι・o，e

a) Timkovich and Cai (i993) 
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Fig. 3 Coordination geometry of heme iron in HT 
(Hasegawa et al. (1998)， left) and PA (Matsuura et al. 
(1982)， right). The bonds between axial ligands and 
heme iron are further away from heme norrnal in HT 
than those in PA. 

結論

タンパク質の立併存造の高い類似性を反映して、 HTとPAの磁化率テンソルは両者でほとんど一致するこ

とが明らかとなった。また、磁化率テンソルのz軸は日seへム鉄との配位結合により決まることが示唆された。

謝辞 本研究は文部科学省科学研究費補助金特定領域研究(2)f強相関ソフトマテリアノレの動的制御」

(No. 413 / 14045203)により行われている。



P38 クロレラユピキチンの立体構造と局所的構造変化の NMR解析

CREST/JST1、都立大院理九九大院農 3、クロレラ工業(株)4

O 小神将 2、野村薫 2、菅向志郎 3，4、

松林恒夫ヘ大木進野 l、甲斐荘正恒1.2

Three-dimensional structure of chlorella ubiquitin and 

local structural analysis by NMR Spectroscopy 

CREST/Jsr，Gr劫 lateSchool of Science， ToわゆMetropolitanUniversiゲ，

GralおateSchool ofBioresources and Bioenvironmental Science，め!ushuUni陀 rsiゲ，

Research Department， Chlorella InぬstryCo.， Ltd.4 

Masaru Kogami:， Kaoru Nomura~， Koushiro Suga3.4， 

Tsuneo Matsubayashi4， Shin-ya Ohkil and Masatsune Kainoshou 

Around neutral pH the 2D IHYN HSQC spectrum of uniformly 15N labeled chlorella 

ubiquitin exhibited two peculiarly broadened cross peaks in the lower proton chemical shift 

region， which were assigned to G53 and E24. At lower pHs， where side-chain carboxyl groups 

are protonated， these cross peaks were shifted up-field and became sharper. As the pH 

dependence of the two cross peaks were very similar and because these two residues are 

spatially close， it is reasonable to expect that the pH dependence ofthese peaks are correlated. 

Here we present a molecular explanation for this unusual pH dependence from data obtained 

using extensive amino acid replaced mutants目

ヒト、及びクロレラユビキチンの中性付近 (pH6.6)における 2D IHYN HSQC 

スベクトル中、 E24とG53は低磁場の IH_化学シフト領域に際立つて幅広い相関ピー

クを与える。両ユビキチンはアミノ酸配列、立体構造ともに高い類似性を持ち、 E24

と G53の残基は立体構造上近接した位置関係にある。ユビキチンは真核細胞に幅広

く分布しておりアミノ酸配列の高い保存性も良く知られており、また NMR解析のモ

デルとしても良く利用されている。従って、これまで原因が説明されていないこの

ような局所的現象を詳しく解明する必要があろう。本研究においては、クロレラユ

ビキチンの数多くのアミノ酸置換変異体を用い、それらの NMRスベクトルの pH依

存性などを基に E24および G53残基周囲の局所的な構造変化を解析した。

Ke戸vor，ゐ:クロレラユビキチン、アミノ酸置換変異体、局所構造、 pH滴定

こがみ まさる、のむら かおる、すが こうしろう、まつばやし つねお、

おおき しんや、かいのしよう まさつね
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[方法]

本研究においては、大腸菌を用いた大量発現系により 15N_および 13CrN明標識クロ

レラユビキチン、およびそのアミノ酸置換変異体を調製し NMR解析に用いた。 NMR

測定には約1.5mMの試料を 0.04%の NaN3を含む 20mMリン酸緩衝液(pH6.6)また

は HCIIKCI緩衝液(pH2.0)に溶かしたもの、あるいは HCI、NaOHにより各 pHに調

製した試料溶液をシゲミ管に入れたものを用いた。NMR測定はBrukerDRX 600、DMX

500及び AV500を用い結果 310Kで測定した。立体構造解析は通常のプロトコルに

従って行った。 pH滴定データは次に示した Henderson-Hasselbach式により解析した。

δA -ou 
Oobs δA+10(pZ-P444+1………(1) 

[結果と考察]

クロレラユビキチンの E24A変異体においては WTの lHYNHSQCスペクトルで

観測された G53クロスピークの異常(著しい lHー低磁場シフトと広幅化)は見られ

ず、また WTであっても E24A側鎖が完全にプロトン化する低 pHにおいては G53

シグナルの異常は見られなかった。また、 G53シグナルの化学シフトの pH変化は E24

のそれと完全に一致し、ユビキチン類においては E24と G53の関与する何らかの静

電的相互作用が存在することが明らかとなった。これらの原因をより詳しく解明す

るために両残基近傍に存在する解離性残基 (Asp、Glu、Lys)等を逐一、或は同時に

改変にした多くの変異体を作成し、それらの NMRスペクトルを解析した。これらの

結果から G53と E24の相互作用に関して詳細な情報を得ることができた。特に、側

鎖カルボキシル基の pH変化から各残基の pKaを測定し、それらの結果からユビキ

チンの表面解離性残基閣の静電的相互作用ネットワークに関する知見が得られたこ

とは、今後ユピキチン類の構造と機能に関する研究を進める上で有用と思われる。

[参考文献]

Nomura， K. et al.， manuscript in preparation. 

Sharager， R. E. et al.， Biochemistry， 11， 541-547 (1972) 

Arata， Y. et α1， "スベクトルで見るタンパク質の NLfR"，講談社サイエンティブィク(1987)

Takizawa， Y.東京都立大学修士論文(1994)



P39 アルツハイマーペプチドとシクロデキストリンとの

分子間相E作用の NMR法による研究

(産総研・生物情報解析研究センター(1)、東京理科大学基礎工(2))

O 秦旭栄(1)、阿部寛志(1)，(2)、中西洋志(1)， (2) 

NMR Studies on the Intermolecular Interaction 

of Alzheimer peptide with Cyclodextrin 
WST . BIRC， Tokyo University ofScience) 

Qin xu'rong， HiroshiAbe， and Hiroshi Nakanishi 

NMR and CD spectra were used to investigate the interaction between 

cyclodextrin and AsU2・28)peptide. CD spectral analyses show that of the 

0.-，骨 andγcyclodextrins only s-cyclodextrin inhibits the aggregation of 

AsU2・28)at pH5.0. Analysis of the lD proton NMR spectra clearly indicates 

that there are chemical shift changes in the aromatic ring of F19 and the 

methyl groups of V18 in the peptide. The NOESY spectra show cross-peaks 

between H-3 and H-5 of s-cyclodextrin and the aromatic protons of F19 and 

F20. 

In this work we have been able to evidence the mechanism of 

interaction between As(12-28) and s-cyclodextrin， which opens the way to 

exploring further this type of compound for the optimization of its 

pharmacological properties and potential therapeutic use. 

序 ヒトの痴呆の一因であるアルツハイマー病の一形態は、アミロイド ，Ij'ペプチド分子が

分子開会合し、凝縮現象を起こして、フィブリ jレ(五briUを形成し，さらにそれが高分子化す

ることにより，大脳皮質上に老人斑として現れるものである。本研究では，NMR法や CD法

を用いて ，Ij'アミロイド分子 A，Ij(12・28)の溶液中の立体配座及び自己会合について研究す

るとともに、 A，IjU2・28)とシクロデキストリン糖鎖との分子閑相互作用について検討を行

い、これらの相互作用がA，1jの会合や凝縮にどのような影響を与えるかを研究した結果、興

味ある知見が得られたので報告する。

アルツハイマー病 アミロイドペプチド分子間相互作用 包接 NMR

しんきょくえい、あべひろし、なかにしひろし
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実験本研究に用いたアミロイド /1-ペプチドは、天然由来のヒトからの A，1(1・40)やA，1(1

-42)が水溶液に溶解しにくく、また会合を起こし aggregationしやすいので、分子間相互作

用に関与すると考えられる Aj1(16-21)部分を含む A，1(12-28)の分画のペプチドを化学合成

して用いた。A，1(12・28)(VHHQKLVFFAEDVGSNK)は A，1(1・40)などよりはるかに溶解性

が良好である。溶媒はリン酸バッファー溶液を用いて調整した。シクロデキストリン類

は市販のものをそのまま用いた。CDスペクトルの測定は、日本分光J720を用いて行った。

NMRスペクトルの測定は、BrukerDMS750分光器を用いて行った。スベクトルの解析は、

NMRpipeなどを用いて行った。

結呆 1mMのA，1(12・28)をpH5_0のリン酸バッファー溶液に溶解し、CDスベクトルを直

後に測定すると、典型的なランダムコイルの conformationを示す。しかし、この溶液は、

48時間後に 216mmに極小値をもっ CDスベクトルを与える。これはランダムコイルから

，1・構造への立体配座の遷移が起こったことを示している。 3種類の g 、，1、y-シクロデキス

トリンをこの A，1(12・28)溶液にそれぞれ添加すると、 αとyのシクロデキストリンを添加

した場合には、無添加の時と同様に A/1(12・28)は，1構造をとり、 aggregationを起こすが、

，1・シクロデキストリンを添加した場合には、ランダムコイルのままで、，1構造をとらず、凝

縮も起こらないことが観察された。このことは A/J'(12・28)と/3-シクロデキストリンが分子

間相互作用(包接現象)を起こし、A/3ペプチドのF構造を介した凝縮反応を阻害しているこ

とを示唆している。

より分子の局所的な構造を観察するために、 NMRスベクトルを測定した。 As(12・28)溶液

へ/1・シクロデキストリンを徐々に添加していった時のみ、 lHNMRスベクトルの一部が変

化した。シフトしたプロトンのシグナルは F19の芳香族プロトンと V18のメチル基のプロ

トンである。

2次元の NOESYスペクトルを詳細に測定、解析すると、 F19とF20の芳香族プロトンと，1

・シクロデキストリンの H3とH5のプロトンのシグナルの聞に NOEが観測された。その他

のNOEや化学シフト変化の解析の結果、A，1(l2・28)のF19とF20のベンゼン環に，1・シク

ロデキストリンが広い方の環口から包接していること及び、V18のイソプロピル基は，1・シ

クロデキストリンによって包接されていないことが明らかになった。

文献 1 ) Hiroshi Abe， Kazunori Kawasaki， and Hiroshi Nakanishi， J.Biochem， 2002， in 

press 

2) Xu-rong Qin， Hiroshi Abe， and Hiroshi Nakanishi， Biochem， Biophys. Res. 

Com， 2002， in press 
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P40 家族性パーキンソン病原因遺伝子産物 Parkinのユビキチン様ドメインの

動的高次構造と分子認識の解析

(名市大・院薬 l、理研・ GSC2、東大・院理人北大・院薬4、順天堂大・医5、

都臨床研・分子腫蕩 6) 0坂田絵理 l、山口芳樹 l、栗本英治 I、菊池淳 2、

横山茂之 2久 )11康裕之 4、横沢英良 4、服部信孝久水野美邦 5、問中啓二 6、

加藤晃一 1，2

Structure， dynamics and molecular recognition of the ubiquitin-Iike domain of parkin 

OEri Sakata¥ Yosh政iYamagichil， Eiji Ku出noto1，Jun Kikuchi2， Shige戸lkiYokoyama2，3， Hiro刊 ki

Kaw油 制4，Hideyoshi Yokosawa4， Nobutaka Ha社ori5，Yoshikuni Mizuno5， Keiji Tanaka6 and Koichi 

1，2 Kato 

1 Department of Structural Biology and Biomolecular Engineering， Graduate School of Pharmaceutical 
2 

Sciences， Nagoya City University， Nagoya， "Genomic Sciences Center， RIKEN， Yokohama， 

3Dep釘tmentof Biophysics and Biochemis町らGraduateSchool of Science， University of Tokyo， 

~epartment of Biochemistry， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University， 

Sapporo， 5Department ofNeurology， School ofMedicine， Juntendo University， Tokyo姐 d6Department 

ofMolecular Oncology， Tokyo Metropolit姐 InstituteofMedical Science， Tokyo， Japan 

Parkin， a product ofthe causative gene of autosomal recessive juvenile parkinsonism (AR-JP)， is 

aR町 G・typeE3 ubiquitin-ligase and possesses the N-terminal ubiquitin-like domain (Ubl). Although 

a single mutation that causes Arg→Pro substitution at position 42 ofthe Ubl domain has been identified 

inAR・.JPpatients， the functional role ofthis domain is not clear at present. We have determined the 

也ree-dimensionalstrucωre of the Ubl domain of parkin by NMR， especially by extensive use of 

backbone 1~_IH residual dipolar coupling data. Inspection of chemical shi食perturbationdata 

revealed that Ubl binds the RpnlO subunit of26S proteasomes with the surface area白紙includes

position 42. Our findings suggest that the mutation indu∞s a conformational change in the 

RpnIO・bindingsite ofUbl， resulting阻impairedproteasomal binding of parkin， which could be the 

struc加ralbasis of AR-JP. 

常染色体劣性若年性パーキンソン病 (AR-JP)の原因遺伝子産物である p釘 kinは、 E3ユビキ

チンリガーゼであり、その N末端にユビキチン(Ub)とアミノ酸配列上 32%の相同性を示す

ユピキチン様ドメイン(UbI)を有する。近年、多くの変異が p紅 .kin遺伝子上で確認されてお

り、その結果E3としての機能が損なわれることが報告されている。しかしながら、 parkin-Ubl

の機能は未だ明らかではない。我々はparkinのUblのNMR解析を行い、その動的三次元構造

を決定するとともに、 p訂kin-Ublの分子認識機構を明らかにすることを試みた。

さかたえり、やまぐちよしき、くりもとえいじ、きくちじゅん、よこやましげゆき、かわはらひろゆき、
よこさわひでよし、はっとりのぶたか、みずのよしくに、たなかけいじ、かとうこういち

keywords ;パーキンソン病、 parkin、ユビキチン様ドメイン、残余双極子相互作用、プロテアソーム
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Parkin-Ublは溶解度が低く、 10mM 

eH]DTT存在下において 0.1mMのタンパ

ク質濃度で N恥侃測定を行った。このよう

な希薄溶液中では lH_1H聞の NOE情報を

網羅的に収集するには困難であったため、

2 種類の配向媒体(bicelle および

CTAB-doped bicelle)を用いて、主鎖 15N_1H

日時十存?ふ河匂
E:;iγ壬三子二;

。 20 40 
Residue 

60 

残余双極子相互作用の解析を行った。 NMR (b) 

解析の結果、Ublは典型的な ubフォール

ドをとっていることが示された。得られた

10個の構造と平均構造との主鎖 rmsdは、

0.371Aであった。また、 15Nの緩和解析に

より、第 lストランドおよび第2ストラン

ドの聞に位置するターン部分 (Asn8-8erl0) 

は複数のコンブォーマーの聞を揺らいで

いることが示された。

最近、世IR23a、Dsk2などのUblを有す

るタンパク質が、 268プロテアソ}ムと相

互作用することが報告されている。我々は、

parkin-Ublとプロテアソームの相互作用を

検討するため、 268プロテアソームの構成

サブ、ユニットである RpnlOのフラグメン

ト(196・306) と parkin-Ublの結合に伴う

NMRスベクトルの変化を解析した。その

結果、 parkin-Ublは主にpシートの第 3ス

トランドから第4ストランド (R40・R5I)

を用いて Rpnl0と相互作用していること

が判明した。この結果は、 E3とプロテア

Fig. 1 (a) Plots of backbone 15N_1H residual dipolar couplings of 
parkin-Ubl (circle: Bicell， tri血 gle:CTAB-doped bicell) (b) Stereo 
view of 10 converged struc加resof p町kin-Ubl (c) Mapping of 
RpnlO・.bindingsite of parkin-Ubl 

ソームの相互作用の構造的基盤を初めて与えるものである。更に、 parkin-Ubl上の RpnlOの結

合部位に位置するArg42は、 AR-JP患者の家系において Proに変異している例が報告されてい

る。この変異により parkinのRpnlO結合部位に高次構造変化が誘起され、 268プロテアソーム

との複合体形成に破綻をきたすものと考察した。
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P41 リン酸化に依存してミオシンフォスファターゼを阻害する

蛋白質 CPI-17の溶液構造(1)

OST/都立大・理パージニア大ぺ北大・理3 [現所属;北陸先端大$])

O大木進野1， $江藤真澄2 狩谷英里早野俊哉林雄一郎3 矢沢道生3

David L. Brautigan乙甲斐荘正恒l

Solution NMR structure of CPI-17， a Phosphorylation-dependent myosin phosphatase 

inhibitor一(1)

(JST / Tokyo Metro. Univ.l， Univ. of Virginia2， Hokkaido Univ人[Presentaddress; 

JAIST$] ) 

S. Ohkil.$， M. Et02， E. Kariyal， T. Hayanol， Y. Hayashe， M. Yazawa3， D.L. Brautigan2， 

& M. Kainoshol
. 

It is well known that contractility of vascular smooth muscle depends on 

phosphorylation of myosin light chains， and is modulated by hormonal control of 

myosin phosphatase activity. Signaling pathways activate kinases such as PKC or 

Rho・dependentkinases which activate a myosin phosphatase inhibitor， CPI・17(protein 

kinase-C dependent protein phosphatase-l inhibitor protein of 17kDa). 

Phosphorylation of Thr38 in CPI-17 amplifies its inhibitory potency _103 fold， creating 

a molecular onloff switch for regulating contraction. 

As the first NMR study of CPI-17， here we report solution NMR structure of 

the CPI-17 inhibitory domain (residues 35-120) which shows the signature biological 

properties of the full-Iength protein. The final ensemble of 20 sets of NMR coordinates 

overlaid onto their mean structure with backbone r.m.s.d. values of 0.84 :t 0.22 A. 

構造， CPI-17，リン酸化，阻害 ミオシンフォスファターゼ.

おおきしんや，えとうますみ，かりやえり，はやのとしや，

はやしゅういちろう，やざわみちお， D.L.Brautigan，かいのしようまさつね.



The protein fonns a novel 4・helixbundle in the shape of letter V. The structure is 

comprised of a central anti-parallel helix pair (B/C helices) flanked by two large spiral 

loops fonned by the both N and C termini. And the B/C helices are held together by 

another anti-parallel helix pair (A/D helices) stabilized by the hydrophobic sidechains 

including Trp55， Phe98， and Leu 111. 

We also examined the phosphorylation induced confonnational change of CPI・

17 by monitoring 'H_'5N HSQC. Chemical shift perturbations suggested that 

phosphorylation on Thr38 induces a confonnational change involving displacement of 

the helix A. This structural transition seems to flex one arm of the molecule， thereby 

exposing new surfaces of the helix A and the nearby phosphorylation loop to fonn 

specific interactions with the catalytic site of the phosphatase. The results presented 

here will give new insights to understand the function of CPI as a phophorylation-

dependent molecular switch. 

Acknowledgements This work was supported by the National Institutes of Health 

NCI Grant CA40042， National Institutes of Health Grant GM56362 NIH (to D.L.B.)， a 

research grant from Takeda Science Foundation (to M. Y.) and Core Research for 

Evolutional Science and Technology (CREST) of the Japan Scientific and Technology 

Cooperation (JST) (to M.Kふ
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P42 リン酸化に依存してミオシンフォスファターゼを阻害する蛋白質

CPI・17の溶液構造 (2)

(JS下C阻 S官東京都立大学I、パージニア大学2、北陸先端大事)

O高田零I、大木進野1，$、江藤真澄2、清水真人l、DavidL. Brautigan2、甲斐荘正恒l

Solution甜 uc同reofCPI・17.A phosphorylation-dependent myosin phosphatase inhibitor (2) 

(CREST-JST / Tokyo Metro. Univ. I，Univ. ofVirginia2， JAISTs) 

R.Takada1， S.Ohki1，$， M.Eω，2， M.Shimizul， D.L. Brautig釦 2，andM.Kainoshol 
• 

CPI・17is a 17 kDa kinase-C dependent protein phosphatase-l inhibitory protein. In order to 

obtain further insights on the structural basis of the molecular switching mechanism 

associated with the CPI・17一戸oteinphosphatase-l complex， we planned to solve the 

structure of CPI・17in its“'active湖.te"by NMR. To obviate the difficulties involved in 

preparing significant amounts of也.epure phosphorylated“active state" CPI・17，we prepared 

a T38D mutant in which the Thr at the phosphorylation site was replaced with aspartic acid. 

Although the T38D mutant exhibited weak inhibitory activity， but a IH_15N HSQC spectrum 

W邸 verysimilar to the (partia11y purified) phosphorylated CPI・17，and is thus a reasonable 

structure model of the active form of native CPI・17.Detailed structural comparisons wilI be 

made between native CPI・17(inactive form) and T38D mutant (active form). 

CPI・17はアミノ酸 147残基、分子量 17kDaを持つリン酸化依存性の protein

phosphatase-1 (pp-1 )、或はミオシンフォスファターゼ (MP)の阻害蛋白質である。

CPI・17の 38番目の Thr残基がリン酸化されることにより活性化され、標的酵素と結

合しそれらの活性を失わせる。本研究の目的は、リン酸化に伴う構造変化を通して

CPI・17-フォスファターゼ複合体における分子スウィッチの機構を解明することであ

る。しかしながら、阻害活性を持つ官官38を特異的にリン酸化した CPI-17を NMR

測定に十分な量、単離・精製するのは困難であった。

構造、 CPI-17、リン酸化、阻害、ミオシンフォスファターゼ

たかだれい、おおきしんや、えとうますみ、しみずまさと、デービッドブローテイ

ガン、かいのしょうまさつね
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一般にリン酸化タンパク質ではリン酸化部位の Thrを Aspや Gluに組み換えた変

異体は側鎖のサイズや電荷状態からリン酸化蛋白質と類似した構造・機能を示すこ

とが知られている。本研究では Aspに組み換えた変異体(T38D) を用いることにし

た。この変異体は弱いながらスファターゼ阻害活性を持つことが確かめられている。

また 147残基のうち、 N末端(1・22) とC末端(120・147) はCPI-17単独では揺らい

でおり、一定の高次構造を持たない。この部分はフォスファターゼ阻害機能に関係

していないことが deletionmutantを用いた実験からわかっているので、 22から 120

残基までペプチド鎖部分のみを発現させ、それらの立体構造解析を行うこととした。

[実験・結果] 大腸菌を用いた大量発現系により 1~・、 1~ ，13C・の標識した His-tag付

きT38D変異体を発現させ、 Niカラム、酵素による tag切断、ついでアフィニティ

ーカラムを用いて単離・精製した。これらの標識蛋白質をリン酸緩衝液 (50mM)、

KCl(100mM)、DDT(1mM)、pH6.8の条件下で濃度 1mM程度の(重)水溶液として

シゲミ管に注入し、 BrukerDMX500， DRX600及びDRX800により NMR測定を行っ

た。 通常のプロトコルに従い、主鎖及び側鎖の帰属を行い、それをもとに NOESY

スペクトルから IH間距離情報を集積した。さらに水素結合情報、二面角情報、非等

方溶液中の測定により得た残余双極子結合定数を合わせ、 X-PLORにより立体構造

計算を行った。同様の手法で WTCPI・17の構造も精密化し、両者を比較した.

T38D変異体の二次構造は WTとほぼ変わらず、 4本の αヘリックス (N末端側か

らA、B、C、及びDとした)から成り、活性中心である 38番目の Asp残基は N末

端とヘリックス A との間の長いルーフ領域にある。 WTとT38D変異体を比較する

と、 WTでは分子の内側に入っているこのルーフが溶媒に露出していることが明ら

かになった。また A、B 両ヘリックスの相対的位置が大きく変化し、“ループ"部分

を押し出すような位置に動くことで，外に出た“ループ が戻らないようになって

いた。これに対して C、Dヘリックスは WTとT38D変異体との問で良く重なり，

これらの 2つのヘリックスを含む部分が分子の“土台"を形成していることが明ら

かになった。これらの立体構造比較から判明した構造変化部位は、先に我々が明ら

かにした化学シフト変化部位と良く一致している[品1B，314，839・849(2001)]。

この構造変化に伴って表面電荷分布も大きく変化することが明らかになったが、

詳細に関してはポスターで発表する。
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P43 Selective protonation of aromatic rings of Phe， Tyr and Trp 

using shikimic acid， for the improved global fold determination 

of larger proteins. 

理化学研究所 l、横浜市立大学大学院総合理学研究科 2、CREST/JST3

OSundaresan Rajesh12，柴田武彦 12.3伊藤隆 1.2.3

Selective protonation of aromatic rings of Phe， Tyr and Trp using shikimic 

acid， for the improved global fold determination of larger proteins. 

ABSTRACT 

OSundaresan Rajesh，1・2Takehiko Shibata 1，2，3 and Yutaka Ito 1，2，3 

1 Laboratory of Cellular & Molecular Bio/ogy， RIKEN 

2Graduate School o( Integrated Science，γokohama City University 

3CREST/JST 

We had recently reported a novel inexpensive method to selectively protonate aromatic rings ofPhe and Tyr and 

Trp using sh氷imicacid in proteins expressed in a completely 2H， l~ background. This aromatic ring selective protonation 

was combined with methyl selective protonation and has been utilised to det叩 ninethe global fold 01' the 26.5 kDa YUHl 

protein using limited NOEs， with high accuracy. Further the improved etliciency 01' the aromatic selective protonation using 

mutants and auxo凶 phicstrains of E∞Ii， blocked in endogenous shikimate synthesis will be discussed 

INTRODUCTION 

NMR studies on proteins with >250 amino acids require perdeuteration to improve the spectra1 

overlap and to decrease the rapid JH and 13C transverse relaxation. Selective protonation of methyl groups of 

residues toge由.erwith residua1 dipolar couplings. to overcome the limitations posed by perdeuteration. was 

shown to be sufficient for deterrnining the global fold of a 42 kDa protein in a low NOE 'density approach 

Howeverラ themethyl protonation approach strongly depends on the second structure of the protein and fails to 

yield a∞urate structures for helica1 proteins. even in the presence of residua1 dipolar couplings. Inclusion of 

distance information involving aromatic arnino acids improved the accuracy of structures calcuIated using 

lirnited NOEs. We had introduced加 elegantand inexpensive method to selectively protonate aromatic rings of 

arnino acids (Phe， Tyr， Trp) while retaining complete deuteration at由εα-and βcarbons atoms. We have 

combined血isapproach with methyl selective protonation to calculate the global folds of high mole印 larweight 

proteins with increased ac印悶cyand precision. 

EXPERIMENTAL MEmODS 

To pre伊re99% ::H. 15N labelled Ub. in which the aromatic side chains of Phe担 dTyr were protonated， the 

bacteria1 cells [E.coli BL21 (DE3)] expressing ub were grown at 370C on a M9 medium containing "H-glucose. 

15N-NH4CI and 99.99% D::O.ηle aromatic amino acid precursor shikirnic acid (completely J HI J ::C). was added 

to multiple sets of bacterial cultures at various time points prior to induction wi出 IPTG.Completely deuterated 

Selective protonation. aromatic amino acids. deuteration. global folds 

Rajesh S.，しばたたけひこ，いとうゆたか
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I 3CrN-YUH 1 with methyl selective ILV protonation through [3_2H]/13Cα-ketoisovalerate and 

[2，3-2H21/3C-VaIヲ togetherwith aromatic ring-selective protonation through 12C/IH shikimate was aIso prepared 

NOESY spectra aimed at extTacting aromatic-me由yLaromatic-NH司 methyl-methyLmethyl-NH角 NH-NHNOE 

based distance restraints were collected at 300C on a Bruker DRX600 spectrometer on the above 

aromatic-methyl protonated sample. S住ucturecalculations using only unambiguous NOE restraints from the 

aromatic-methyl protonated YUHl sample were perfonned using CNS-based proto∞ls. 

RESULTS AND DISCUSSION: 

Aromatic ring-selective protonation at E， 8 and c of Phe句 Eand δofTyr司 andC3句 η2，E3 and C2 of Trp 

derived from exogenously added shikimic acid‘a metabolic precursor of aromatic amino acids and vitamins in 

microbes and higher plantsヲ wasachieved (Fig. lA)百lelabeling efficiency of shikimate， tested using the 2H1 

(aroIH)/5N・Ub，was improved with the co・expressionof a membrane-bound shikimate transporter from a 

low幽 copyplamid. Protonated aromatic amino acids can be used in combination with methyl-protonati加、 as

together with aIiphatic amino acids血eyare predominant in the hydrophobic protein core. F田ther司 divergent

biosynthetic pa血waysfor aliphatic and aromatic amino acids promis巴sa succ巴:ssfullabeling combination， 

without scrambling of labels from added precursors. A methyl-aromatic seIectively protonated YUHl sample 

using metabolic pr氏ursorsof alphatic and aromatic amino acids in a u・!3/
15Nbackground (aromatic rings are 

12C) was prepared. Complete assigrmtent of methyl protons (no signal overlap as seen in Fig. lB)， with nearly 

complete assignment of aromatic side chains permitted the unambiguous assigrmtent of NOEs involving methyl 

and aromatic side chains. The global fold of YUHl using only unambiguous methyl-methyl， methyl-NH. 

aromatic-methyL aromatic-NH and NH-NH NOEs， and dihedral angles from CSI values， together with 

long-range scalar hydrogen bonds eJNd was calculated. The r.m.s.d for backbone heavy atoms from 10 best 

low-energy structures was 2.63 A when averaged for all residues and 1.0 A when averaged over the beta-sheet 

residues. The presence of aromatic based distance restraints yielded more accurate struc加res出担 those

calculated with methyl and amide based restraints aIone. The applicability of this method to reverse label 

aromatic rings in u・!3C/15Nproteins was improved using a shikimate auxotrophic E.co/i mutant 

A B 

JO 

lHppm 

i 

5 

18 (ち

えナ・113
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Figu陀 1:Methyl-aromatic selectively protonated YUHl sample in a u-2HPCPN background. A) lD lH spectrum indiιatmg 

specitic protonation of amide， aromatic and methyl resonanほ s.B) 2D I H_13C HSQC spectrum ofIL V (恒/13C)ーFYW

(aromatic ring-1HlI2C)-YUHl 



P44 小麦旺芽レクチンと GlcNAcs1 ，6Gal糖鎖との相互作用の解析

(産総研・生物情報解析研究センター)

0金津健治、根本直、中西洋志、村木三智郎

Interactions between Wheat-germ Agglutinin and GlcNAcs 1 ，6Gal sugar 
(Biological Information Research Center， AIST) 

Kenji Kanazawa， Tadashi Nemoto， Hiroshi Nakanishi， Michiro Muraki 
In order to clarifシtheinteractions between wheat-germ agglutinin (WGA) and GlcNAc-。1，6Galsugar in aqueous solution we measured Transferred NOE spectra ofWGA/GlcNAc-

s 1 ，6Gal mixture in phosphate buffer solution (pH7). We observed some intermolecular 
Transferred NOE cross-peaks among WGA and sugar protons. The Transferred NOE data 

show that WGA interacts with non-reducing and reducing end of GlcNAcs 1 ，6Gal in aqueous 

solution. lt was found that 1 H of Galactose residue of GlcNAcs 1 ，6Gal is in close proximity to 

methyl group ofGlcNAc residue in WGAlGlcNAcs1 ，6Gal complex. 

1.はじめに

細胞表面におけるレクチンと糖鎖との相互作用は、細胞の成長や分化、免疫応答など

の生物学的なプロセスにおいて重要な役割を果たすことが明らかになってきている。

小麦腔芽レクチン (WGA) はいくつかのタイプの細砲表面リセプター糖蛋白質と特

異的な相互作用をすることが知られている。 N-acetyl-D-glucosaminyl・s(l→6)・D-

galactopyranose (GlcNAcs 1 ，6Gal)は I血液型抗原であるs1 ，6-branched ploy-N-acetyl-

lactosaminoglycan構造の特徴的な構成糖鎖であり、 WGAとの相互作用の解明は興味

深い。本報告では、 WGAisolectinとGlcNAcsl，6Galとの混合溶液の NMRスペクトル

を測定し、溶液中における WGAとGlcNAcs1 ，6Galとの相互作用について検討した結

果について発表する。

2.実験

NMR測定試料として、 WGAisolectin 1、2及び3とGlcNAcs1 ，6Galを.用いた。 WGA

isolectin及び GlcNAcs1 ，6Galをリン酸バッファー溶液 (pH7.0) に溶解し、 NMRスペ

クトルを測定した。 NMRスペクトルの測定は VarianUNITY INOVA 600MHzで行っ

た。

3.結果

溶液中での WGAと GlcNAcs1 ，6Galとの相互作用を解析するため、 WGAisolectin/ 

GlcNAcs 1 ，6Gal混合溶液の 2DTransferred NOEスペクトルを測定した。 Fig.2に示すよ

うに WGAisolectin/ GlcNAcs 1 ，6Gal混合溶液の TransferredNOEスペクトルにおいて、

GlcNAcs 1 ，6Galの還元末端残基の 3位プロトン及び非還元末端残基の 2位プロトンと

WGA isolectinの異なる芳香族アミノ酸残基との聞にそれぞれ分子間 TransferredNOE 

ピークが認められた。この結果は WGAが GlcNAcs1 ，6Galの還元末端残基と非還元末

端残基の両方を認識していることを示している。また、 WGAisolectin/ GlcNAcs1 ，6Gal 

コンプレックス中では、 GlcNAcs1 ，6Galが GalactoseのI{立のプロトンと GlcNAcのア

セチル基のメチルプロトンとが距離的に近い構造を取ることが明らかになった。

レクチン、糖鎖、相互作用、 TransferredNOE 

かなざわけんじ、ねもとただし、なかにしひろし、むらきみちろう
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P45 交差飽和法における側鎖メチル基の利用

(1産業技術総合研究所・生物情報解析研究センター 2東京大学大学院薬学系研究科，

3(社)バイオ産業情報化コンソーシアム・生物情報解析研究センター，

4大阪大学蛋白質研究所)

0高橋栄夫宮沢真由美2 伊奈康夫3 福西快文中村春木1，4

嶋田一夫12

Utilization of side chain resonances in cross-saturation experiments 

'Biologicallnformation Research Center (BIRC)， AIST， 

2Graduate School of Pharmaceutical Sciences， The University of Tokyo， 

3Japan Biologicallnformation Research Center (JBIRC)， JBIC， 

41nstitute for Protein Research， Osaka University 

OHideo Takahashi¥ Mayumi Miyazawa
2， Yasuo Ina3， Yoshifumi Fukunishi'， Haruki Nakamura'へ

and Ichio Shimada '，2 

It has been shown that cross-saturation method enables us to identify the contact residues of a large protein 
complexes (Mw > 50K) more rigorously than the conventional NMR approaches. For successful appli伺 tionsof 
cross-saturation experiment to a large molecular weight∞mplex， the high level of deuteration for ligand proteins is 
required， resulting in e仔'ectivesuppression of spin diffusion in ligand proteins. To at匂inthis requirement. the 
solvent with a low concent悶tionof H20 is used in the cross saturation experiment. However. this experimental 
condition causes the sensitivity loss of the measurement. Furthermore. cross-saturation e'宵ectis detected by 
main chain amide protons. which are not generally exposed on the molecular interface but are buried at diverse 
times. Therefore. the amide resonance would not be quite suitable with respect to an efficiency of saturation 
transfer from匂rgetmolecule to ligand molecule目

Here we repo吋analternative cross-saturation method. which utilizes methyl protons of side chains of ligand 
protein. The method was applied to the B-domain of Protein A (FB). of which methyl groups were selectively 
protonat剖.complexed with mouse in匂ctlgG1(Mw 164K) 聞 icientcross-satu悶 tionphenomenon was observed 
for the methyt containing residues. which are located at the interface of the complex and the sensitivity of this 
experiment was exceedingly high ∞mpared with the previous experiments. Distinctive features of methyl protons 
in cross-saturation experiment aI釦willbe discussed. 

《序》

交差飽和(Cross-saωrationexperiment)法は，高分子量蛋白質複合体(Mw>50K)の相互作用界面に存

在するアミノ酸残基を，従来法(化学シフト摂動法や H-D交換法など)に比較し高精度に決定する方法として

開発されたさらに，より高分子量の蛋白質複合体(Mw> 150K)に対し適用するために，交換系を利用し

た転移交差飽和(TransferredCross-saturation)法へと拡張されている2 本法は高分子量蛋白質複合体に

おけるスピン拡散を抑制するために，リガンド蛋白質を高度に重水素化することがポイントとなるそのために

は，蛋白質の完全重水素化のみならず，溶媒の軽水/重水比を小さくすることが有効であることが明らかと

霊白質複合体，交差飽和，メチル基

たかはしひでお，みやざわまゆみ， いなやすお，ふくにしよしふみ，なかむらはるき， しまだい

ちお
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なっているしかしながら，これはアミドプロトン検出における，測定感度の低下を引き起こすことにもなるま

た，高い重水率の溶媒条件ではアミドプロトンの T1がより長くなり，繰り返し遅延時間を長くとる必要が出てく

ることから，jJt11定時間は長くなる傾向がある

一方，一般に蛋白質複合体においてその相互作用に直接寄与するのは，側鎖原子であることが多い.こ

の場合，主鎖アミドプロトンは相互作用の界面からはやや離れた(4-7A)距離に存在することになるこのた

め，アミドプロトン検出による交差飽和法の場合，標的蛋白質からの飽和移動の効率はそれほど高いとはい

えない

本研究では，側鎖メチルプロトンを利用することで，交差飽和法におけるこれらの問題点を克服することを

試みたメチルシグナルはプロトン3個分のシグナル強度を有するうえ.その速い回転運動のため先鋭化して

おり，高分子量蛋白質の場合でもスペクトルにおける分離は比較的良いことが知られている4 また，メチル基

の特徴的な緩和特性が，交差飽和現象にどのような影響を及ぼすかは興味深い点でもある側鎖メチルプロ

トンを利用した交差飽和法の有効性について.理論・実験の両側面から検証する.

《方法と結果》

1.蛋白複合体データ解析によるメチル基プローブの妥当性

Lo Conteらによる蛋白質一蛋白質複合体立体構造データベース3において，メチル基が結合界面に存在

する頻度を算出した，その結果，メチルプロトンが結合界面付近に存在する頻度は.主鎖アミドプロトンに比

較して問等かもしくは高いと結論づけられたこのことから，メチル基を蛋白質複合体の相互作用部位を同定

するプローブとして用いることは妥当であると考えた.

2.交差飽和現象におけるメチルプロトンの特殊性(シミュレーション)

交差飽和法は，緩和行列を用いた解析を行うことで

シミュレーションすることが可能である.高分子量蛋白

質複合体の場合，近傍に存在するプロトン対はスピン

拡散の影響により，短時間に飽和が伝情してしまい，

交差飽和実験における結合界面残基の同定に暖昧さ

を生じることになる一方，メチル基は通常速い回転

運動を行っているため，メチルプロトンは，分子の相関

時間とは独立に比較的速くT1緩和することが知られて

いるそこで，交差飽和実験におけるスピン拡散効果

に対し，メチルプロトンがどのように寄与するかを明ら

かにするために，モデル系によるシミュレーションを行

った

はじめに，モデル系(Fig.1)において，メチル基が薗

Methyl (2) 

Methyl (1) ，...... 

/~川。戸--
挙以/二'慎二十川iLV 
~--η事態_ J 凡

3 A-1 議議 3A 恥 nゐJjusiun

i;wmmGMon 

Sat. protons 

Fig.1 Proton arrangement for simulations 
Saturated protons consist of 9 protons， Each 
proton is separated by 3 A apa同. Methyl(1) 
protons are 3 A apa吋 fromsaturated protons 
and Methyl(2) protons a陪 further3 A apart 
form Methyl(1) protons 

定されている条件で，シミュレーションを行ったのが Fig.2(left)である.高分子量複合体を仮定した(回転相関

時間 60ns=約 150K複合体)シミュレーションの場合，メチル(1)とメチル(2)は飽和されだプロトンからの距離

が異なるにも関わらず， 0.5secを超える飽和時間においては，その飽和国子は， (まぼ同じ値を示すようにな

り，最終的には両プロトンとも完全に飽和された状態(飽和因子-1.0)になるこの結果は，高分子量蛋白質に
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おけるスピン拡散の影響を示しており，

飽和原子からの距離情報は得るため

には，注意深く飽和時間を選ぶ必要が

ある.

これに対し，メチル基の速い回転運

動(局所相関時間 50psを仮定)が存

在する，通常の条件でシミュレーション

2.0 

Fig.2 Results of simulations. Calculated irradiation time 
dependence of saturation factors for the simulations of 
cross-saturation experiments. Methyl groups are assumed to 
be fixed (Ieft)， or rotated with local correlation time of 50 ps 
(right). Rotational correlation time and observed frequency of 
the model system are assumed to be 60 ns and 600 MHz， 

respectively 

0.5 1.0 1.5 

Sat.Timels) 

05 10 1.5 2.0 

SatTme(s) 

を行ったのが Fig.2(right)であるーメチ

ルプロトンの速い T1緩和のために，飽

和因子の値が抑制されることになるが，

ある程度(この場合0.5sec程度)の照

射時間で定常状態を示す.しかも，その定常状態の飽和因子は，メチル基を固定した場合と異なり，飽和プロ

トンからの距離に従い異なった値を示し低分子の定常状態 NOE実験のような挙動を示す，すなわちメチル

プロトンは高分子量蛋白質複合体中においても，スピン拡散の影響を大きく受けるわけではないということが

できるこの結果から，メチルプロトン検出交差飽和実験では，従来のアミドプロトン検出交差飽和実験のよう

な検出プロトンのプロトン密度を下げる必要がなく交差飽和法において十分な検出感度を得ることが期待で

きる.

3.交差飽和実験

試料としては，リガンド蛋白質.黄色ブドウ球菌外様蛋白質プロテインAのBドメイン(FB)と標的蛋白質:マ

ウスモノクローナル抗体(サブクラス y1 :mlgG1)の相互作用系(複合体分子量 164K程度)を用いた.メチル

プロトンのみを残し他の部位を重水素化した FBを調製するために， Kayのグループにより提案されている

方法を利用した5 調製した FBを重水溶媒中で測定したのが Fig.3上段のスペクトルである.メチルプロトン

(lIe[dJ， Leu[dj， Valは FBに存在しない)のみが選択的に観測されている.特に CH3体のみが観測され，他
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Fig.4 : Intensity ratio vs residue for methyl group 
of FB. The intensity ratios of the crosspeaks 
originating from the methyl groups with irradiation 
to those without irradiation. Irradiation time was 
0.25 sec 

Fi匂g.3 Comparís~m .of_one-dimensional トH-NMR
s叩pe配ct回r泡ab凶etl伽Ne田en川1叶e泊H刊(1H，民，13C晴刊meth旬州y判|り川)]F問B(似u叩p印pe町叫「の)and 
mouse I匂gG1ρ、
dissolved i的nζH20，10 mM sodium phosphate buffer 
(pH6.0)， 200 mM NaCI 



の isotopomerは存在しなかった.

本相互作用系は結合定数が 10
4
[M-1]オーダーの速い交換系であるため， FB一mlgG1の比を5・1とした転

移交差飽和j去を適用した交差飽和実験における照射(WURST-2)領域は 3.5ppm-8.5ppm付近とし誌

料を重水緩衝液により謂製することで標的蛋白質(mlgG1)のみの照射が可能となった(Fig.3).250ミリ秒の

照射時間を用いた交差飽和実験の結果を Fig.4に示す

250ミリ秒の短い照射時間でも，相互作用界面に存在するメチルプロトン(Leu18[01]，[u2]，lIe32[u1])に交

差飽和による顕著な強度減少が見られたことから，分子問飽和移動の効率は極めて高いことがわかる.さら

に，メチルプロトンの T1は平均して 400ミリ秒程度であることから，短い繰り返し時間で測定を行えることもあ

り，アミドプロトン検出 (90%重水条件)の場合に比べ，圧倒的に検出感度は高い.

《結論》

メチルプロトンは，その緩和特性から交差飽和法におけるスピン拡散効果を軽減することが明らかとなっ

た実際に， ILV標識体を調製し交差飽和実験を行う事で，メチルプロトンを利用した交差飽和実験は極めて

高感度でかつ高効率であることが示された，特に高分子量蛋白質において，メチルプロトン検出は， TROSY 

を利用したアミドプロトン検出以上に感度が良いことが知られていることから4 本法は高分子量蛋白質複合

体の相互作用残基の決定において極めて有効な方法になると考えられる.
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P46 アカザラガイ閉殻筋トロポニン lフラグメントを結合した

トロポニン CC端ドメインの溶液構造解析

c東大院・農生科・応生化、 2東京慈恵医大・生理学第二、 3東大・生物生工セ、

4海洋バイオ研・清水研、 5バリアンテクノロジーズジャパン、 6北大院・水産科)

O湯本史明日、永田宏次 3、足立恭子 4、根本暢明夫

尾島孝男 6、西田清義 6、大槻磐男 2、田之倉優 1

Structural ana/ysis of the C domain of troponin C complexed with troponin 1 fragment from 

Akazara scallop striated muscle in solution 

OFumiaki Yumoto1， 2， Koji Nagata3， Kyoko Adachi4， Nobuaki Nemot05， 

Takao Ojima6， Kiyoyoshi Nishita6， Iwao Ohtsuki2， Masaru Tanokura 1 

1 Department of Applied Biological Chemistry， Graduate School of Agricultural and Life Sciences， 

University of而'kyo，Tokyo， 2 School of Medicine， Jikei Universii以 Tokyo，3Biotechnology Research 

Center， Universityヲf而'kyo，Tokyo， 4Marine Biotechnology Institute， Shimizu， Shizuoka， 

5Varian Technologies Japan Ltd.， Tokyo， 

6 Laboratory of Biochemistry and Biotechnology， Graduate School of Fisheries Science， 

Hokkaido University， Hakodate， Hokkaido 

Troponin C σnC)， consisting 01 four EF-hand motifs (Sites I-IV)， is responsible for 

Ca2+ -re~ulated contraction of striated muscles. Vertebrate striated muscle TnCs are capable 

of binding four or three Ca2+， while Akazara scallop (Chlamys nipponensis akazara) TnC 

binds only one Ca2+ at its C-terminal EF hand motif (at Site IV)， because all the other 

EF・handmo凶:s(S比es1-111) lack critical residues for the coordination of Ca2+. We are 

conducting the ana/ysis of Ca2+ -dependent structural changes and functional regulation of 

Akazara TnC， especial/y using NMR on TnC C-domain complexed with Tnl fragment. The 

solution structure determined shows that TnC C-domain contains four α.helices and two 

short f3-strands. This structure has an open conformation and hence the signal triggering 

muscle co附 actionis like/y to exist in C-domain 01 Akazara scallop str凶 edadductor muscle 

TnC. 

Ca2+結合タンパク質、トロポニン C、トロポニン lフラグメント、溶液構造

ゆもとふみあき、ながたこうじ、あだちきょうこ、ねもとのぶあき、

おじまたかお、にしたきよよし、おおつきいわお、たのくらまさる
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序論 トロポニン C (TnC) は、横紋筋の収縮を制御する Ca2+結合タンパク質である。

脊椎動物骨格筋の速筋や遅筋、あるいは心筋に由来する TnCは、 4つの EFハンドモチー

フから構成され、 1分子あたり Ca2+を4つあるいは 3つ結合する。骨格筋速筋では N端側

の2つ、骨格筋遅筋および心筋では N端側から 2番目の EFハンドモチーフに 1つの Ca2+

が結合することで、機能制御が行われている。一方、ホタテガイの一種であるアカザラガ

イの閉殻筋で見出される TnCは、 Ca2+をサイト IVにおいて 1つしか結合しない。したが

って、アカザラガイ TnCにおいては、 Ca2+依存的な制御機構は C端ドメインに存在するこ

とになり、脊椎動物骨格筋や心筋とは異なって C端1H11からの機能制御機構が存在すると考

えられる。そこで、アカザラガイ TnCのCa2+による構造変化と機能制御機構を明らかにす

るため、我々はアカザラガイ TnCの制御ドメインである C端ドメインについて NMRによ

る溶液構造解析を行った。 TnC全長、およびC端ドメインは、いずれも会合しやすい性質

であったが、トロポニン I(Tnl)の TnCC端ドメイン結合領域 σnI129-183)との複合体形成

により自己会合が抑制され、 MAR構造の解析が可能となった。

方法 それぞれ単独に発現・精製を行った 13Cl5N標識TnCCドメインと非標識Tn1129-183

をモル比 1:1.2の混合し、ゲルろ過により複合体サンプルを得て、濃縮することにより NMR

サンプルを得た。多核多次元 NMRスペクトルC5N-1H HSQC， HN(CO)CA， HNCA， 

CBCA(CO)NH， HNCACB， (HCA)CO(CA)NH， HNCO， C(COiNH， H(CCO)NH， HCCH・COSY，

HCCH-TOCSY)の測定は VarianINOVA 750を用いて行い、これらのスペクトルデータを基

に、 NMRPipeおよび Sparkyを用いて NMRシグナルの帰属を完了した。15N-editedNOESY， 

13C-edited NOESYおよび HNHA実験から得られた距離および角度情報と TALOSによる角

度情報を基に DYANAによる構造計算を行った。

結果・議論 Tn1129-183との複合体において、アカザラガイ TnCC端ドメインは、 4本のα

ヘリックスと 2本の短いpストランドをもち、これらのpストランドは逆平行pシートを形成

していた。溶液構造は EFハンド型タンパク質としては、聞いたコンフォメーションをとっ

ており、脊椎動物骨格筋や心筋 TnCのN端ドメインにおいて提唱されているように、アカ

ザラガイ TnCにおいても C端ドメインにおける Ca2+依存的なコンフォメーション変化に

よる筋収縮制御機構の存在の可能性が考えられる。本発表では、アカザラガイ TnCC端ド

メインの構造機能相聞について議論し、また、これまでに構造解析が行われている脊椎動

物骨格筋速筋および心筋 TnCC端ドメインとの構造比較を行い、それらの類似性および相

違について議論したい。



P47 天蚕から単離された ParalyticPeptideの NMR構造解析

(北大院理¥岩手大農 2) 

O}II口恭輔 1、安嬰 2、鈴木幸一人熊木康裕 1、出村誠¥新田勝利 l

Structural characterization of the paralytic peptide of wild Silkmoth 

Antheraea yamamai by NMR 

Kyosuke Kawaguchi 1， Ying An2，Koichi Suzuki2，Yasuhiro Kumaki I ，Makoto Demural， 

Katsutoshi Nitta I 

(Graduate School of Science， Hokkaido Universityl， 

Faculty of Agriculture， Iwate Universit/) 

Recently a novel member of the paralytic peptide consisting of 23 amino acid residues has 

been identified in the silkmoth Antheraea yamamai. In this study， the solution structure of 

this paralytic peptide (AnyParP) was determined by two-dimensional IH NMR spectroscopy 

with the aid of distance geometry and simulated annealing to understand structural-functional 

relationships of this peptide. AnyParP has an ordered structure， which is composed of a short 

antiparallel s-sheet，十turns，s-hairpin and disulphide bridge at residues Cys 7 -Thr
22 

while the 

six residues in the N terminus is disordered. Conformational similarity and differences of 

AnyParP with the ENF families were discussed. 

(序論)

野蚕の一種である天蚕(Antheraeayamamai)の麻庫ペプチド(AnyParP)は、天蚕の 5齢

幼虫の体液抽出物から単離された、 l組のジスルフィド結合を有する、アミノ酸 23残

基からなる活性因子である。このペプチドは鱗題目の ParalyticPeptide、Plasmatocyte-

spreading Peptide、Growth-B locking-Peptideと高い相向性を示し、 N末端側の保存性の

高いアミノ酸配列を取って ENFファミリーペプチドと呼ばれる。 ENFファミリーは、

25残基前後の短いペプチドでありながら、幼虫に対する麻庫活性、拍動の制御のほか、

血球細胞活性化活性、細胞増殖活性などの細胞レベルでの活性も有することから、多

機能のサイトカインと考えられている。 AnyParPは天蚕由来にもかかわらず、カイコ

(Bombyx mori)に対して麻療活性、休眠活性を発現すること、またカイコ個体に対する

休眠活性では、 AnyParPと他の ParalyticPeptideとで休眠活性も異なることが明らかに

なっている。そこで本実験では、 AnyParPの立体構造を NMR法により決定し、 ENFフ

ァミリーとしての構造特性を明らかにすることを目的とした。

(実験)

AnyParPサンプルは Boc法による閤相合成によって作製した。 NMR測定用試料は以

下の条件(3mMペプチド、 90%H20/ 10%D20、pH4.4)に調製した。 IHNMR測定は Bruker

DRX・600、Jeolalpha 600 NMR測定装置を用い、 TOCSY(mixingtime: 80 msec)、

キーワード:paralytic peptide、蚕、昆虫、麻庫性ペプチド、溶液 NMR

まなえ :0かわぐちきょうすけ、 YingAn、すずきこういち、くまきやすひろ、

でむらまこと、にったかっとし
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NOESY(mixing time: 150、300msec)、DQF-COSY、ECOSYの測定を、測定温度 20tで

行った。 NMR信号の帰属は連鎖帰属を用いて行った。

水素結合の確認は、 AnyParPサンプルを D20溶媒に溶かし、 4時間後まで保存され

ているアミドプロトン共鳴シグナルを水素結合供与対とし、水素結合受容体について

はは NOE情報などから得られた 2次構造をもとに予測した。 AnyParPの立体構造計算

は NOE制限、て面角制限、水素結合制限を用いて行った。 NMRデータの解析には

NMRpipe及び XEASYを用い、 Unixワークステーション上で行った。

(結果・考察)

AnyParPの NMR信号については、 N末端アミノ酸以外の構造計算に必要な全残基の

IH 信号の帰属を完了した。構造計算に必要な距離および角度制限として mixingtime 

150 msecで測定した NOESYスベクトルの NOE相関ピークから 166個の距離情報、ま

た DQF-COSYおよび ECOSYスベクトルからは 14個の φ角度情報 eJHNHα) を得た。

重水素交換実験からは 6個のアミドプロトンが水素結合により十分保護されているこ

とがわかった。これらの構造制限に基づいて、 X-PLORver.3.851で構造計算を行った 0

50個計算したもののうち、 violationが無くポテンシャルエネルギーの低い 25個の収束

した立体構造を得た(Fig.l)。構造計算の収束の度合いを示す主鎖原子のコア領域

(Cys 7 _Thr22)での RMSDは 0.20:t0.06Aであった。 AnyParPの立体構造は他の Paralytic

Peptide同様、ディスオーダーなN末端(残基 1-6)と、 / 

C ys7_ C ysl9聞のジスルフィド結合によって安定

化されているコア(残基 7-22)領域からなる。コア領

域では 4残基からなる 2つのストランドがターン構

造をはさんで逆平行 3シートを形成する。

Fig.lの結果では、ジスノレフィド結合部分の Cys7、

Cysl9の側鎖χlangleがそれぞれほぼ・60度に収束し

ていた。これは、独立に求められた ECOSY測定か

ら各残基の 3J，α院、 3J，α113値と NOE(α，s2)、NOE(α，s3) 

および NOE(NH，s2)、NOE(NH，s3)の各強度から決

定されるχlangleと一致していた。

これまでに ENFファミリーに分類されるべプチ

ドの立体構造は Pseudaletia Separata 由 来 Fig.I Superpositions of the backbone of 
wentv-five NMR derived structures of 

Growth-Blocking Peptide (GBP) (PDB: lBQF)、 J
ic peptide (AnyParP) with lowest 

Pseudoplusia inc/udens由来 Plasmatocyte・spreadingenergy and no violation. Disulfide bond 
een C引S

7 -Cvs 19 is indicated with 
Peptide PSPl (PDB: lBIV)、Manducasexta 由来 ball削ぷkmムel

Paralytic Peptide (PDB: lHRL)、Bombyxmori由来

Paralytic Peptide 

が報告されている。本研究で明らかとなった AnyParPの foldingは、これまでの ENF

ファミリーペプチドと同様に PSPl・likeFamilyに分類されることが分かった。さらにコ

ア領域の残基ごとのコンフォメーションについての詳細は現在検討中である。
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P48 Solution structure of the fibronectin type 111 domain 

from Bacillus circulans WL・12chitinase A1 

(yokohama City Unive隠 ity1、GSCRIKEN2、NAlST3、NiigataUniversity4) 

OJun-Goo Jee1，2、TakahisaIkegamP、MasayukiHashimoto4、TakeshiKawabata3、
Mitsunori Ikeguchi1、TakeshiWatanabザ、 MasahiroShirakawa1 

Growlng evldence suggests that horizontal gene transfer plays an integral role in the evolution of 

bacterial genomes. Certain extracellular proteins of soil bacteria contain an unusual cluster of FnlllDs 

which exhiblts sequence similarity to those of animals. It has been propo鵠 dthat the bacterial FnlllD 

had been acqu同 dhorizontally from anlmals. We have used NMR spectroscopy to elucidate the three-

dimenslonal structure of the FnlllD of chltinase A1 from Bacll/us circulans WL・12.To the best of our 

knowledge， this is the first tertiary structure to be repo同:edfor an FnlllD from a bacterial protein. 

Strlklng structural similarities to animal counterpa同 inthe hydrophobic core-forming residues are 

found. The total lack of sunace-exposed aromatic residues displays that the role of this FnlllD is 

different from those of other bac旬rialp-sandwich domains which function as carbohydrate-binding 

modul蝿.

1. NMR structure of 2FnlllDchiA1 

A B 

(A) Stereo view of the superposition of the final 30 lowest energy structures (residues 

Ala・559to Thr，・644)calculated by ARIA. Regular secondary structure regions are shown 

in dark colors. (8) Ribbon diagram of the lowest energy structure. The p-strands (A， 8， 

C， C'， E， F and G (G1 and G2)) are labeled. The average root mean square deviation 

(r.m.s.d.) values of these structures (Ala・559to Thr，・644)are 0.431 and 0.714 A for the 
backbone and all the heavy atoms， respectively. 

Key words : fibronectin type 111 domain， horizontal gene transfer， chitinase 
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2. Similarity of hydrophobic cores 
between FnlllDs of bacteria and animal 

FY“2 
/ 

ノ

F岡山.，..幅P(plant)

The core・，formingresidues of 2FnlllDchlA1 and their counterpa同 residu蝿 ofFnlllD慨 V

細川mal)and Fn刷D4KBP(plant) are drawn. Among the counterparts， the residues showing 
similar hydrophobic prope同iesare colored violet (FnIllD1.BPV) and green (Fnll白紙BP).The 

core-tormlng residues of 2FnlllDChlA1 which are identi伺 Iin FnlllD旬開 andin Fnll104KBP are 

labeled with・and川崎pectively.

3.2Fn1l1D刷 A1does not have surface exposed aromatic rings 

like other bacterial ~.sandwich domains 

A 
2FnlllDChlA1 B 

ChlN 

W33 

Cαtrac蝿 of2Fn剛DCh刷 (A)and the N・terminaldomain of chitina白 Afrom SemJtJa marcesc朗 S

(ChiN) (8). Aromatic side 出 alnsare drawn. Tryptophan resldues of ChiN， whlch are involved in 
the chltin interactlon， are labeled in red. There is no exposed aromatic side chaln In 2Fn1llDch1A1' 
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P49 酵素の活性部位に影響するフレキシブル残基の NMR同定

一酵素の活性向上法一

(味の素(欄ライフサイエンス研究所)0篠原美奈、榛葉信久、横山敬一、

柏木立己、石川弘紀、江島大輔、鈴木築一郎

Enhancement of transglutaminase activity by NMR identification of its 

flexible residues affecting the active site 

Institute of Life Scienses. Ajinomoto Co.司 Inc.

o Mina Shinohara. Nobuhisa Shimba， Kei'ichi Yokoyama. Tatsuki Kashiwagi. 

Kohki Ishikawa， Daisuke Ejima. Ei'ichiro Suzuki 

By using NMR we have shown that the residues exhibiting relatively high flexibility in 

MTG (microbial transgltamina関)are localized in the N.terminal region; however. the 

N-terminal region influences the microenvironment of the active副総.These results suggest 

that the N-terminal region is not of primary importance for the grobal fold. but infuluences 

in the substrate binding. Therefore， in order ωincrease the Tgase activity司 theN-terminal 

residues were chosen as candidates for site-directed replacement and deletion. We obtained 

several mutants with higher activity， del1-2， del1開3，and S2R. We propose a stratBgy for 

enzyme engineering targeted toward flexible regions involved in the enzymatic activity. 

[序論l

Transglutaminase (TGase)はタンパク質分子関に Gln-Lysのイソペプチド結合を形成し、タン

パク質の重合化を引き起こすc， Microbial transglutaminase (MTG)を用いた食品タンパク質分子

聞の架橋形成は、多くの食品タンパク質の物理的又は構造的な特性を改善するのに有用である。

一方我々は、 TGaseを用いた 15N標識法、 ELT(enzymatic labeling technique)を開発し、 ELT

とNMRを用いて Gln残基に対する基質特異性や反応速度の検出ができることを以前報告した。

今回我々は、 N末端部の異なる 2種の変異体 (Met付加体と Aspl削除体)を調製し、 NMRや

ELTを用いて N末端残基の構造的役割を解析したr また、 NMRによる動的構造解析に基づいた

部位特異変異実験により、野生型MTGよりも活性の向上した変異体を得ることに成功したc

キーワード:酵素活性、部位特異的置換、残基削除、フレキシビリティー、 トランスグルタミナ

ーゼ

しのはらみな、しんぼのぶひさ、よこやまけいいち、かしわぎたつき、いしかわこうき、

えじまだいすけ、すずきえいいちろう
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[方法】

大腸菌による大量発現系を用いて、 N末端に Metが付加した変異体 (Met-MTG)、N末端の

A叩 1を削除した変異体 (Ser-MTG)及びこれらの 15N-Cys標識体をそれぞれ調製した。また、

Quick change Site-Directed mutagenesis kit (Strategene)を用いてMet-MTGに部位特異変異を

施した各種変異体を調製した。 NMR測定は BrukerDMX600を用い、 CPMGパルス系列による

測定及び 1H・15NHSQC測定をそれぞれ実施し、 MTG分子内のフレキシビリティーや基質特異性

及び反応速度を解析した。

I結果・考察】

MTGの活性中心である Cys64を 15N標識した Met-MTGとSer-MTGの 1H-15NHSQCスベ

クトル及び Met-MTGの CPMGスベクトルより、 N末端部位はタンパク質のグローパルフォー

ルドには重要でないが、基質との結合に影響を及ぼすことが判明した。

そこで、 N末端部位に部位特異的置換や削除を

施した結果、 del1-2、del1・3、S2R変異体が野

生型 MTGよりも高い活性を示した。

また、各種変異体の活性評価結果を含めて N

末端の構造的役割を議論する他、基質特異性の

異なる 2種類以上の TGaseを用いることにより、

基質となり得るタンパク質中のGln残基の数を

増やせることを紹介する。

ppm 

122 

124 

S町・MTG

126 6事
Met-MTG 

128 

130 
10.4 10.0 9.6 9.2 ppm. 

， H 

Fig. 1. lH・15NHSQC spectra of Met-MTG Fig. 2. lH NMR spectra of (a) Met-MTG and (b) 

and SerMTG labeled with 15N cysteine. Ser-MTG， and (c) their difference spectrum.切羽 lH

Resonances in both spectra a関節signedto spectra of Met-MTG were obtained by using a CPMG 

Cys64 in Met-MTG and Ser-MTG， pul艶 sequencewith a delay time of ω10.5 ms， (e) 21 

respectively. ms， or (0 31.5 ms. 
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P50 大腸菌転写因子 PhoBの DNA結合ドメインと DNAの複合体の立体構造解析

1横浜市立大学総合理学研究科、 2大阪大学微生物病研

0岡村英保 1、牧野耕三ヘ西村善文 1

NMR Structure of a DNA Complex ofthe PhoB DNA-hindin宗Domain

lGraduate School of lntegrated Science. Yokohama City University 

2Re自earchInstitute for Microbial Diseases. Osaka Univer自ity

Hideyasu Okamura1 Kozo Makino2. Yoshihumi Nishimura1 

PhoB is a transcriptional factor in the hactωe町空沼riオia叫Itwo-c∞omp】onent 白吋i伊laltran 白飢吋【duction自y白吋t怜P引mn 1 

and is aet“ivatω正p利毛列dun【de肝rpho白可叩Jl】汁巾hat給正Pヲst印，arvation.PhoB cons剖1自t白of 229 amino acids and contains 

two functional domains: an N-terminal half is a p】汁hos叩phoryりlatぬndomain and a C-te肘rminal11 l 

half is a DNA-hind出ingdomain (DBD). Here. we have determined the NMR structure of the 

PhoB-DBD in hound to a specific DNA In comparison with the structure ofthe DNA-free torm 

of the PhoB-DBD. the inarnal hydrophohic cores of hoth 10rms were found to he dynamically 

and structurally different. Recently. the X-ray crystal structure of the dimmer of the 

PhoB-DBD hound to a specific DNA has heen reported. We have examined the details of the 

NMR and the X-ray crystal structures and found some differences between them 

原核生物では多様な外界の刺激に対応するために、刺激を感知するセンサー蛋白質とその情報を

受け取り転写因子などとして応答するレギュレーター蛋白質という 2種類の蛋白質による情報伝

達系が広く存在し、二成分制御系と総称されている l 大腸菌では、培地中のリン酸が不足すると、

少ないリン酸を有効に利用するために一群の遺伝子群が発現する PhoB蛋白質は、これらの遺

伝子群の発現を制御するレギュレータータンパク質である、 PhoBは分子量 26kDaで、 229アミ

ノ酸残基からなるタンパク質であり、 N末端側にリン酸受容ドメイン、 C末端側に DNA結合ド

メインのほぼ大きさの等しい二つのドメインから構成されている 以前に我々が決定した DNA

結合ドメインの立体構造はN末から 4本の 3ストランドからなる 0シート、 3本の αヘリックス

パンド、ル、 C末の戸へアビンから成り立っていて、ウイングド・ヘリックス・ターン・ヘリックスモ

チーフの一種であると考えられた，3本のヘリックスのうち、 2本目と 3本目のヘリックスが DNA

結合蛋白質に特徴的なヘリックス・ターン・ヘリックスモチーフを構成していると考えられるが 2

本のヘリックスの聞のターン領域は典型的なもの(4残基)よりも長いループ(11残基)となっていた

このループ領域はこれまでの変異体実験から RNAポリメラーゼと直接相互作用する領域と推定

されていた i そこで、我々は PhoBの DNA結合ドメインと DNAの複合体の形成を試み、その溶

液中の立体構造を NMR多次元多重共鳴法により決定した

キーワード 蛋白質立体構造解析多次元多重共鳴法 DNA結合ドメイン 複合体

著者ふりがな おかむらひでやす、まきのこうぞう、にしむらよしふみ
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PhoBの DNA結合ドメインは残基番号一 126・229の 104残基を用いて、 DNAは 16塩基対

5'-ACTGTCATAAATCTGT-gを用いた}得られた複合体の立体構造(Fig.1)は PhoBの DNA結合

ドメインと DNAが 1:1の複合体で、 PhoBの3本の αヘリックスパンドルのうち、 3本日のへリ

ツクスのN端側が DNAの主溝にはまり塩基を特異的に認識してお打、 C末の3へアビンで DNA

の副溝側から認識していた PhoBの DNA結合ドメインについて DNAフリーの状態と復合体の

状態との比較では、 二次構造成分においては大きな変化は見られなかったが、分子内の疎水性コ

アを形成している一つの Leu残基(L162)の配向が変化していたそこで、この Leu残基を含めた

メチル基の運動性を調べるために 2H緩和実験を行った(Fig2).その結果、 DNAフリーの状態で

はし162の周りの Leu残基は高い運動性を持っていることがわかったここは、 DNAとの相互作

用面を形成している部分の内部コアに存在する Leu残基であり、 DNAとの相互作用に何らかの

関係があるのかもしれない 1 また、 RNAボリメラーぞと直接相互作用するとされている 2本自の

ヘリックスと 3本自のヘリックスの聞のループは、ループ中にある Val残基から DNAへと分子

問 NOEが比較的強く観測されるものの、高い運動性を保ったままであることがわかったけ最近

になり、PhoBの DNA結合ドメイン 2分子と DNAの複合体構造が X線結晶構造解析により報告

された その構造との比較においても、構造に若干の違いが見られた当日はそれらと NMRデ

ータの比較も行う予定である

唱
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N、同

The solut.ion struct.ure ofthe PhoB DBD-DNAcomplex 
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P 51 基本転写因子 TFIIEのドメイン構造解析

木原記念横浜生命科学振興財団 l、横市大院総理 2、阪大院生命機能 3

O 奥田昌彦 lへ佐藤真奈美 2、田中亜紀 3、花岡文雄 3、大熊芳明 3、

西村善文 2

Structural Domain Analysis ofthe General Transcription Factor TFIIE 

Kihara Memorial Yokohama Foundation for the Advancement of Life Sciences1 

Graduate School of Integrated Science， Yokohama City Universitl， Institute for 

Molecular and Cellular Biology， Osaka Universitlラ

Masahiko Okuda 1
へ

ManamiSatoh2， Aki Tanaka3， Fumio Hanaoka3， 

Yoshiaki Ohkuma3
• Yoshifumi. Nishimura2 

The transcription initiation of eukaryotes requires直vegeneral transcription 

factors， TFIIB， TFIID， TFIIE， TFIIF and TFIIH in addition to RNApolymerase 11. 

TFIIE has multiple functions during the transcription. TFIIE is a heterotetramer 

consisting of two αsubunits (57kDa) and two s subunits (34kDa). We have focused 

to analyze the structures of its functional domains by using NMR. First， we performed a 

limited proteolysis of each ofαand s subunits and identified several domains in solutions. So 
far we have examined a few domains， which are highly conserved from human to yeast. In 

addition， the deletion analysis of each domain showed a dominant negative effect for the basal 

transcription. However， their functions remained unknown. We will report the solution 

structures of these domains and their functions elucidated from our structures 

真核生物においてタンパク質をコードする遺伝子の転写の開始には RNAポリメラー

ゼ IIと基本転写因子と呼ばれる 5種類のタンパク質群、 TFIIB、TFIID、TFIIE、TFIIF、

TFIIHが必要とされる。これらが DNAのプロモーター領域に順次集合し転写開始前

複合体が形成される。続いて、プロモーターメルティング、プロモータークリアラン

スを経て転写可能な成熟した複合体に活性化された後、転写伸長段階へと移行する。

基本転写因子 TFIIEは、転写開始前複合体の形成、 TFIIHの酵素活性制御、プロモー

ターメルティング、プロモータークリアランスにおいて重要な役割を果たす多機能タ

ンパク質である。ヒト由来の TFIIEは 57kDのαサブユニットと 34kDの日サブユニッ

ト、各々 2個ずつからなるα2s2のヘテロ 4量体である。非常に重要なタンパク質で

あるにもかかわらず、原子レベルで、の立体構造情報はほとんど得られていなし、。主な

原因は、構造解析研究に必要な濃度では容易に凝縮してしまう性質にある。個々のサ

キーワード

著者ふりがな

TFIIE、タンパク質、構造ドメイン、立体構造、多次元N恥1R法

おくだまさひこ、さとうまなみ、たなかあき、はなおかふみお、

おおくまよしあき、にしむらよしふみ
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ブ〉ユニットでもli討議であるc 実際これまでに複数ωクループが X線結品構造解析を

試みているが成功には到っていなし、cそこで、我々は TFlIEの多機能科:に注 11し、NMR

法を用いて構造ドメイン解析を行った ζ

α、F各サブユニットに対し限定分解実験を行い、いくつかの構造ドメインを[riJ定し

た。このうち、 αサブユニットの N末端領域に存ιする 4Cysタイプの Znフィンガー

モチーフを含む Zn結合ド‘メインと日サブユニットの111央に位置するコアドメインに

注[Cjした。!古iドメイン領域は酵母からヒト主で、高度に保存されている c 欠損変異体解

析では、それぞれの領域を欠損させた変異体が基本転写に対しドミナントネガティブ

効果を示した。このことから両ドメインはある特定の機能を担っていることは明白で

ある。しかしながら、その具体的な機能はいずれも解明されていないのそこで、我々

は立体構造から機能を類推できるのではなし、かと考え、両ドメインの構造解析を行っ

たの本学会では NMR法により得られたαサブユニットの Zn結合ドメイン、 Fサブユ

ニットのコアドメインの立体構造、及びそれから類誰、同定された機能につし、て報告

したい。

芝草務総お滋鶴 、 務

4~喜多 291 

Fi窓.1Struc童図raldomain富 ofh羽臨a路間 盟er翁Itraねscri倒io悶 factorτFHE
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P52 マウス構造プロテオミクス:
マウス由来日s1plikeドメインの構造解析

(理研 GSC)

O大橋若奈、鷹田洋、山崎俊夫、小柴生造、武藤裕、

小林直宏、林文晶、潰田季之、好田真由美、白水美香子、寺田貴帆、

木川隆則、松尾洋、理研ゲノムセンター遺伝子グループ Phase1&2チーム、

林崎良英、横山茂之

Mouse structural genomics : Structural analysis of Fisl p-like domain derived 

from mouse cDNA 

(RIKENGSC) 

wakaila Ohash!， Hiroshi Hirota， Toshio yi紅nazaki，Seizo Koshiba， 

Yu阻kaMuto， Naohiro Kobayashi， F田町北iHayashi， Toshiyuki 

Hamada， Mayumi Yoshida， Mikako Shirouzu， Takaho Terada， 

Takanori Kigawa， Yo M御 0，The RIKEN Genome Exploration 

Research Group Phase I&II Team， Yoshihide Hayashizaki， and 
Shige抑止iYokoyama 

Fisl protein(155aa 17kDa) is組 outermitochondria1 protein with its amino terminus 

exposed to血ecytoplasm and is reported to p紅白ipatein a mitochondrial membrane 

fission event in yeast. By use of 0町 cell-企eeprotein expression system， a protein 

which has a high s血u1紅itywi血Fis1 protein was obtained企ommouse cDNA. For the 

solution s佐山知reelucidation， we used the C-termina1 truncated form consisted of 

residues 1・120and measured various mu1ti-dimentiona1 heteronuc1ear. NMR spec住a.

S佐uc旬reca1cu1ation was performed by simu1ated annea1ing using torsion angle 

dynamics protocol wi也 CYANA(advancedversion of DY，必-l"Aand CANDID).百le

ca1cu1ated structure consists of seven α・he1icesand no sheet. 

[序論l
Fisl proteinはあらゆる真核細胞において保存されている 155残基からなる

タンパク質である。酵母では、ミトコンドリア外膜中に C末端領域が、細胞質

キーワード:構造プロテオミクス，多次元NMR，構造解析，マウス cDNA，無細胞タンパク質合成

おおはしわかな，ひろたひろし，やまざきとしお，こしばせいぞう，むとうゆたか，こばやしなお

ひろ，はやしふみあき，はまだとしゆき，よしだまゆみ，しろうずみかこ，てらだたかほ，きがわ

たかのり，まつおょう，りけんげのむせんたーいでんしぐるーぷふえーず 1&2ちーむ，はやし

ざきよしひで，よこやましげゆき
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側に N末端領域が存在し、 dynamin・.relatedGTPaseの也unlpと作用してミトコ

ンドリアの分裂に関与することが知られている。しかし、 Fis1 proteinの詳細

な役割、及び立体構造は明らかではない。今回、我々はこれらのタンパク質と

相向性が高い、マウス cDNAから発現された 152アミノ酸からなるタンパク質

のN末端領域 120残基について、多次元 NMRによる構造解析を行った。

[方法]

マウス由来 Fislp-like ドメインを無細胞タンパク質合成系によって大量発現

させ、安定同位体標識させた試料を用いて、多種多次元 NMRスベクトルを測

定Lた。測定試料は、 O.6mMFislp-like ドメインを使用し、バッファーは 20mM

リン酸ナトリウムバッファー(pH6.5)、100mMNaCl， lmM DTTを用いた。測定

はBruker社の DRX600及び 800を用いて、 298Kで、行った。デ}タの処理は

NMRPipeを用い、データ解析はNMRViewを用いた。主鎖の帰属は，3DHNCA、

四-.J"(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NH、15N・editedNOESYスベクトルを用い

て行い、側鎖の帰属は、 HBHA(CO)NH、H(CCO)NH、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、

HCCH-COSY、15N-editedNOESY、13C-editedNOESYスベクトルを用いた。距

離情報は、 15N~editedNOESY、13C-editedNOESYスベクトルから得た。構造計

算は、DYANAとCANDIDを基に開発された CYANA1.0.6を用い、torsionangle 

dynamicsを用いた simulatedannealing法によって行った。

[結果と考察]

マウス由来 Fislp-likeドメインはs-sheetを含まず、 7本のα・・helixから全て構

成されている。このうち、 helix2本目から 7本固までは、 2本の helixが逆平行

に対を形成し、この対は 3組ある。 3組の対は、それぞれ平行に位置し、右巻

きの super-helixを形成している。分子の中心に helix3人5は位置している。 Fisl

proteinと比較すると、この helix3人5を形成している残基について、特に疎水

性残基はよく保存されていることが明らかとなった。また、この helix領域の

みならず、分子表面に露出している残基についても両者で保存されていること

から、構造に加えて、機能においても Fis1 proteinと類似している可能性がある

ことが示唆された。
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P53 蛋白質ランダムコイル鎖の NHprotonおよび 15Nの化学シフト

の圧力依存性

(1理研・細胞情報伝達、 2神戸大・理学部、 3近大・理工学部)

鎌足雄司 1、TaraN. Ni.raula2、山田博昭 2、橘秀樹 2、横山茂之

1、赤坂一之 1，3

Pressure-dependence of NH Proton and 15N Chemi.cal 5hi.fts of Random仁oi.l

Pepti.des 

(1.Cellular 5i.gnali.ng Lab. Ri.ken Hari.ma Insti.tute， 2. Fαculty of 5ci.ence， 

Kobe Uni.versi.ty， 3. Faculty of Bi.ology-ori.ented 5ci.ence and Tehcnology， 

Ki.nki. Uni.versi.ty) 

Yuji. O. Kamαtari.1， Tara N. Ni.raula2， Hi.roaki. Yamadα2， Hi.deki. Tαchi.bana2， 

5hi.geyuki. Yokoyama1，αnd Kazuyuki. Akasaka1，3 

We have esti.mated pressure-dependence of NH proton and 15N chemi.cal shi. fts 

of random coi.l pepti.de usi.ng 15N-labeled unfolded protei.ns (lysozyme i.n 

8 M urea， 0-55 lysozyme i.n 0 M urea， and 0-55 lysozyme i.n 8 M ureα). Thi.s 

i.sαmost basi.c and i.mportant i.nformati.on for hi.gh pressure NMR studi.es. 

高圧 NMRは蛋白質の構造や機能に関してさまざまな重要な情報を与え

ることが、これまでに多くの蛋白質で示されてきた。しかしながら、まだこ

の新しい分野の研究は始まったばかりで、蛋白質がランダムコイル構造を持

つ場合の化学シフトの圧力依存性といった、もっとも基本的な情報さえ不足

していた。これについて、 1Hのランダムコイル構造の化学シフトの圧力依存

性については、最近ドイツの Kalbi.tzerらのグループが、 GGXAペプチドをも

ちい、各アミノ酸ごとのを見積もっている(文献 1)。しかしながら、他核他

次元 NMRが常用される今日、 1Hだけでなく刊や叱の情報も不可欠である。

本研究では、ほぼランダムコイル構造をとっていると恩われる蛋白質

(lysozyme i.n 8M u向。， 0-55 lysozyme i.n 0 M urea， & 0-55 lysozyme 

キーワード:高圧 N眠、化学シフト、ランダムコイル鎖

著者ふりがな:かまたりゅうじ、タラ・ニラウラ、ゃまだひろあき、たちば

なひでき、よこやましげゆき、あかさかかずゆき
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in 8 M urea)の lHおよび 15Nの高圧 NMRのデータ(文献 2)をもとに、各ア

ミノ酸ごとのランダムコイル構造の主鎖の州プロトンおよび 15Nの化学シフ

トの圧力依存性を見積もった。

判の化学シフトは平均で 0.61ppm/kbarの変化をする。変化の一番

大きい残基 Trpで 0.73ppm/kbar (Figure1a)、一番変化の小さい残基 Aspで

0.43 ppm/kbar (Figure1b)、の圧力依存性が見積もられた。また、 NHプロト

ンについては平均で0.087ppm/kbarの変化をする。一番大きいTrp残基で0.114

ppm/kbr、一番変化の小さい G1y残基で 0.042ppm/kbar，の圧力依存性が見積

もられた。我々の値は、 G1u，1ys残基をのぞき、 Ka1bitzerらのグループの GGXA

ペプチドを使って求めた値とほぼ一致した。

このランダムコイル構造の主鎖の NHプロトンおよび 15Nの化学シフト

の圧力依存性に関する情報は、今後の高圧 NMRの研究を進めていく上で非常

に基本的で重要な情報となる。
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文献 1.Arno1d， M. R. etα1.， 2001， Biophys.仁hem.，96， 129-140. 

文献 2.Kamatari et a1.， 2001， Eur J Biochem. 268， 1782-93. 
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P 54 putati ve血 ln:un叫 nucleotidyltransferaseの構造解析
e理研・ GSC、2阪大・院理、 3理研・播磨、 4横浜市大・院総合理、

5理研・遺伝生化、 6東大・院理)
0鈴木咲良l、畠中秀樹1、本藤隆亨1、奥村亜子¥黒田裕I、

倉光成紀2.3、柴田武彦4・1井上頼車3、横山茂之1.3.6

Strocture of putative血 ini皿 alnucleotidyltransferase 
1Genomic Sci臼lcesCen:附，RIKEN，2G叩 duateSchool of Science， Osaka University， 3Harima 

h託itute，RIKEN， 4Graduate School of Integrated Science， Y okohama City U niversity， 

5Cellular & Molecu1ar Biology L泊町祇0庁，RIKEN，6Gradu瓜eSchool of Science， University 

ofTokyo 

SakuraSuzu魁1，Hideki Hatanaka1， Takayuki Hondoh1， Ako Okumura¥Yutaka Kuroda¥ 
Seiki K uramitsu2

へ
TakehikoS魁b翻 4.5・， Yorinao Inoue3，姐dShigeyuki Yokoyama1.3 

The NMR structure of a 抑 制veprotein (95舗)from Thermus拍ermophilusHB8 of 
unknown function h描 beendeterm血.ed.τ'hede町四血ed組・uctureof our pro回nr田 embl目

町 阿urale1eme邸 foundin some nucleotidyltransferase f制出iesin柄白血attheirs明uence

similariti田町equi句 low.M町 eover.we have found in the 1iterature a hypo油田isproposed 
from e1aborate datab部 eanal.ysis凶ata family of sma11 prokaryotic proteins ， which includes 
homologues of our protein， is曲eminima1 nucleoti.dyl凶 nsferasefami1y. However， our 
putalive protein is sma11 in comparison with membぽ sof the剖ready回 tab1ished
nucleotidyltransferase f組出ies.Theref町 eit is difficu1t to predict whether our pu陥 iveprotein
poss信託S白e町創1sfぽaseacti.vity or not. Here we report白e由r間 -dimensiona1structure of 

凶isputative minima1 nucleotidyltransfe何回edeter百血edby using NMR. 

[はじめに]
高度好熱菌の構造ゲノム科学プロジェクトの一環として、機能未知である高度好熱
菌由来タンパク質の溶液構造を NMRを用いて決定した。その構造からこのタンパ
ク質は多数のnucleoωyl刷出伯郡eの触媒ドメインと似ていることが示された。真核
生物でのこのタイプのnuc1eotidyltransferaseは触媒ドメイン以外に即怯結合ドメイ
ンなどのいくつかのドメインで形成されており、数百残基のタンパク質である。し
かしこの高度好熱菌由来タンパク質は全長が 95残基と非常に小さい。ここではこの
高度好熱菌由来タンパク質の構造を示す。

[方法1
13C/15N安定同位体ラベルされた高度好熱菌由来タンパク質は、大腸菌による大量培
養後、 Ni

2
+-NTAカラムとゲルろ過カラムで精製した。最終試料として 0.77mMの試

料を 5mMリン酸バッファー印H6.0)、50mMNaCl、4mMdithiothreitol (DT町、 10%

D20に溶かしたものを作成した。すべての N恥R測定は VarianU凶tyINOVA 600MHz 
と800MHzを用い25'cで行った。主鎖の帰属用に 15N_HSQC、HNCACB、
CBCA(CO)NH、HNCO、側鎖の帰属用にC(CO)NH、H(CCO)NH、HCCH-TOCSY、
13C-HSQC、2.D-TOCSYを測定した。また距離制限情報(NO町として 15N_edほd

NOESYと13C-editedNOESY (m凶 gti.meは75ms)を測定した。スベクトルの処理や

キーワード:nuc1eotidyltra邸 ferase、高度好熱菌、金属配位

すずきさくら、はたなかひでき、ほんどうたかゆき、おくむらあこ、くろだゆたか、くらみっせい
き、しばたたけひこ、いのうえよりなお、よこやましげゆき
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構造計算にはNMRPipe，1、JMRView，XplorUp， DY釧 AJC泊、IDID，TALOSを用いた。

[結果と考察]
高度好熱菌由来タンパク質の 20個の構造の重ね合わせを F培.1に示す。他の構造既
知タンパク質との構造類似性を検索したところ、一次配列の相同性が非常に低いに
も関わらず、多数のnucleo丘町1釘姐sf町出eファミリーが共有する触媒ドメインと構造
が似ていることが示された。ーケ所3ストランドと αヘリックスが置き換わってい
る領域があったが、それを除けば特に民組組ycinnuc1eotidyltransferaseのドメインと
高い類似性が見られた。また金属イオンと結合する 3つのアスパラギン酸残基は高
度好熱菌由来タンパク質でも保存されていた。更に文献を調べたところ、 PSI-
BLASTなどによるデータベース解析を駆使してnuc1eotidyltransferaseの触媒ドメイン
と配列がわずかに似た一群の小さなタンパク質を検出し、これらを m凶 ma1
nuc1eotidyltransferaseであると提唱した仮説も見つかった。これらはゲノム解析がな
されたうちのすべての古細菌といくつかのバクテリアに存在していることから、進
化の過程で保存され機能的にも重要であると考えられる。我々の高度好熱菌由来タ
ンパク質は、基質結合に必要な残基などが保存されていることからこのファミリー
に属すると考えられ、現在のところ他のメンバーの実際の構造解析が報告されてい
ないことから、このファミリーにおける初めての立体構造決定になると考えられ
る。しかしこのタンパク質は上記の仮説で提唱されたnucleotidyltransferaseスーパー喝
ファミリーの他のファミリーと比較して極めて全長が短い為、 nuc1eotidyl回 nsferase

としての活性を有するという予測は容易には受け入れ難い。今後は金属・基質との
結合能の有無を調べながら、このpu凶 veminima1 nucleotidyl闘 nsfぽ描eの機能的な解
析を進めていく。

Refぽenc白

F培.1 Supe中ositionof 10 NMR structures of pu回.tivem泊im剖
nuc1eotidyltransferase (4-98). 

1. L. Aravind and E. V. Koonin (1999) Nucleic Acids R四 .27，1609-1618.

2.G.M紅白， W. Keller and S. Doub1ie (2000) EMBO J. 19，4193-4203 



P55 マウス構造プロテオミクス:BoIA-likeタンパク質の溶液構造

(1東京大学大学院理学系研限E科、
2理化学研究所ゲノム科学総合研究センター)

0葛西卓磨1，2、井上真2、木川隆則2、松尾洋2、矢吹孝久刷11絵未2、

関英子2、松田貴意戸、青木雅昭2、白水美香子2、寺田貴帆2、小柴生造2、

理研ゲ、ノムセンター遺伝子グループ円羽田1&2チーム2、林崎良穿、

横山茂之1，2

Mouse structural proteomics: Solution structure of 8olA-like protein 
(1G岡 崎eSChOOI of Science，官、eUn問問tyofT okyo anCI勾enα市旬開舗CenteにRIKEN)。ralωnal匂泊j1，2，Makoto Inoue2， TaI側側附伊wa2，YoMa胞が，Ta陥shiYabuki2， 

Emi Nunokawa2，日koSeki2， Takay，甜1iMa恰uda2，Ma::沼劇的，ki2，Mi陥ko部 iro但u2，
TakahoTe悶.da2，Seizo tc倒1i凶2，官leRIIくENGenome ExpIo悶蜘円筒創出Group
Pha錦 1&lIli倒ns2，Y，倒1ihideHaya油国ki2anc1Shりe卯附Yokoyama1，2

BoIA-like proteins are widely ∞nserved through pro陥ryotesand eul但 ryotes.In E. ∞ifi， the 
exp陪ssionof BoIA is陪gu陥tedby加O1growth悶Ite釦 dvarious stresses. It is aIωknown that 
overexp間 sionof BoIA alters morp加l句ya叫回nsc巾勘nlevelof倒 neother genes. However， the 
紬.JaImol倒』阪rfur叫α1of Bo削除 prote削除mainsun加側n.Here we determined胸部川α1
structure of mouse BoIA・|胎 protein.E.∞，Ii cell-free protein synthesis system was used for 
prepara恥nof 1む;f15N-1a出Iedprotein.白川ctu陪但Icu凶onwas achieved with a叫αnat凶 NOE
assignment prog悶msand su民間uentman国 l叫 nements.有1eoverall structure陰α仰ぽ削Pα，
whi除a2anc1α3同lio回 are版沼t凶 atan angle of mo陪 than叩侮gre白.刊isfo附belongsto CIa岱H
附 fo財， in叩iteof no sim蜘ityin凶mary担 quenc郎防加関nBoIA-like proteins anCI other陥側n
附 fo制p附:eins.刊 is問 ult釦 由 自tsthat BoIA-like pro恰inbindston附 eむacids.

大腸菌のBoIAタンパク質と、そのホモログからなるBoIA-likeタンパク質ファミリーは、

原核生物から高等動植物にいたるまで幅広く保存しており、その多くは全長100アミノ酸

前後のタンパク質である。これまでに大腸菌のBOIAタンパク質について、定常状態および

ストレス下において発現が誘導されること、強制発現すると菌が丸型になったり、他の遺

伝子の転写活性化がおこったりすることが報告されている。しかし、BoIA-likeタンパク質

の分子レベルの機能はまだ、わかっていない。

我々は、今回、マウスにおけるBo凶・likeタンパク質の立体構造解析を行った。このタン

パク質は全長86アミノ酸であるが、この配列のN末端にポリヒスチジンを含んだ国列を付

加した、 113アミノ酸のタンパク質を発現し、構造解析に用いた。発現系は、大腸菌の無

細胞タンパク質合成系を用い、 13C/15N標識されたタンパク質を得た。印OMHzのNMR装置

を用い、 1HJ15NHSQC， 1HJ13C HSQC， HNCO， HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA， HNCACB， 

CBCA(I∞')NH， H酢-IA(CO)NH，H∞ H-TI∞SY，HCCH心OSY，∞(CO)NH，H(I∞ :CO)NH， 15N-

構造プロテオミクス、マウスcDNA、無細胞タンパク質合成、附4フォールド、核酸結合

タンパク質

かさいたくま、いのうえまこと、ぎがわたかのり、まつおよう、やぶきたかし、

ぬのかわえみ、せきえいこ、まつだたかよし、あおきまさあき、しろうずみかこ、

てらだたかほ、こしばせいぞ、う、りけんげのむせんたーいでんしぐるーぷふえーず1&2
ちーむ、はやしざきよしひで、よこやましげゆき
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NOESY， 13C-NOESYの各スペクトルを測定し、解析に用いた。まず、 ARIAlCNSおよび

DY.州AlCANDIDによりNOEを自動帰属し、その結果を検討・修正して、 CNSを用いて最終

的な構造を計算した。

その結果、Bo刷ikeタンパク質は、 αssaaゆα構造をとっていることがわかった(Fig.1)。

Pシートのうち、。lとs2は反平行であり、 s3はs2に平行である。 α2とα3は短いターンを介

して鋭角に折れ曲がっており、 HTH(Helix-Tum-Helix)モチーフを形成している。この構造

は、 D札 lによる立体構造相同性検索の結果、 C匂部IIKH(hnRNPK加mo切りフォールドに分

類された。附4フォールドは、核酸結合タンパク質によく見られるフォールドのひとつで、

鋭角に折れ曲がった2つのαヘリックスを含む伽ゆ構造を基本とし、伽α戸伽構造のc抱鎚 l
附化、 αss側 P構造の伽路IIKHに分類される。 KHフォールドを持つタンパク質の多くは、

鋭角に折れ曲がった2つのαヘリックス聞のターン部分に、よく保存されたGXXG配列を持

つ。BoIA-likeタンパク質はこのGXXG配列がなく、 KHフォールドをもっ既知のタンパク質

との一次配列上の相同性もないが、 class11 KHフォールドをとっていることから、 BoIA-

likeタンパク質が核酸結合性を持っていることが示唆された。

(b)、 (c) 

N 

C 

町.1刊ree<lime陥 iα羽Jstructure of mou鵠BoIA-Jikeprotein. (a) Ster切 di勾悶mof凶d伽 ne回開.
m民組油田M邸 outof2(刃伺刷版t凶 are剖 perim匹胎d.官1epuri自由00n也g隠gionis not的側n.
(b) Ri祉 制d陥g回m.而∞陪砕加smo雌d剛 foldis ind凶剖by由rkgray∞Ior.(c) S出制atic
d同悶mofα絶叫Ito):刈句y.
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P56 ヒト構造プロテオミクス:
ARSACS病原遺伝子産物 Sacsinより見曲された DnaJ様タンパク質
Jードメインの溶液構造
(理研GSC1，かずさ DNA研究所2)

0小林直宏 1、木川隆則 l、小柴生造 l、松尾洋 I、白水美香子 I、矢吹
孝 l、布川絵未 1、関英子 l、松田貴意 I、青木雅昭 l、井上真 l、寺田貴
帆¥小原収 2、中山学 2、田仲昭子 l、横山茂之 l

Mouse Structural proteomics: 
N民mstudy on DnaJ-like domain of Sacsin 
J RIKEN Genomic Sciences Center， 1-7・22Suehiro-cho， Tsurumi， 'Yokohama 230-0045， 
2Faciliσfor Genome Structure Analysis， Kazusa DNA Research Institute， 2-6-7 
Kazusaιamatari， KisarazlιChiba 292-0000. 
N. Kobayashi

J
， T. Kigawa

J
， S. Koshiba

J
， Y. Matsud， M. Shirouzu

1
， T， Yabuki

1
，ー

E. Nunokawa'， E. Seki'， 主Matsuda'， M. Aoki'， M. Inoue'， T. Terada'， O. Ohara"， 
M. Nakayama

2
， A. Tanaka

1
， and S. Yokoyama

J 

Sacsin was found as a putative gene product of SACS responsible for neurodegenerative 
disease， ARSACS (Autosomal recessive spastic ataxia of Charlevoix-Seguenay) (1). The 
function of sacsin has been suggested to be chaperone mediated protein folding from the fact 
that the protein contains the N-terminal ATP binding region of Hsp90 and Hsp40 (DnaJ) like 
domains. However， the low sequence identity between the DnaJ-like domain and eukaryotic 
Hsp40 ti創出lyindicates that the domain function is still largely unclear. Recently， we have 
found a highly soluble and stable domain from sacsIn corresponding to the J-domain of DnaJ. 
We have expressed uniformly 13C， 15N label1ed J-domain by cel1-free expression system， and 
carried out 3D-NMR experiments. Using the experimental NMR data， a high resolution 
structure of the J-domain has been determined using a fully automated NOE assignment 
module， dyana-CANDID ver. 1.68 (2). 百lecalculated structures have been refined by 
simulated annealing using CNS ver. 1.1. 1n the calculated s凶 cture，three distinctive helices 
form a compact， anti-parallel helical coiled-coil structure. 1n spite of the poor sequence 
similarity， the region containing highly conserved motif， His-Pro-Asp， showed a helix2・loop-
helix3 structure quite similar to the other Hsp40 ti御国lyproteins. 

[序論]
分子シヤベロンとして真核、原核生物に広く見出されるDnaJl立、 DnaKとともにタンパク質のフ

ォールデイングを介助する機能を有することで知られている。最近、カナダーケベック州でみられ

るけいれん性運動失調障害(ARSACS)の原因遺伝子がコードしているタンパク質Sacsinが同定され、

その配列中にDnaJと一部相同'性のある配列が含まれていることが示された(1)。

本研究ではこの新規DnaJ様タンパク質Jードメインを用い、 N九仮による立体構造解析を行った。

[方法1
13C，15N標識体J-ドメインの発現には無細胞タンパク質合成系を用いた。 Bruker社製Avance600およ

び、Av.佃 ce800を用いた多核多次元NMRを測定後、 NMRpipeによるデータ処理、 N加IRView-Kingyoに
よるシグナル帰属を行い、 dyana-CANDIDver. 1.68 (2)によるNOE自動帰属と立体構造計算を行った。

得られた構造はCNSver. I.lを用いたSimulatedAnnealing計算により精密化した。

構造プロテオミクス、ヒトcDNA、無細胞タンパク質合成

こばやし なおひろ，きがわたかのり，こしばせいぞ、う，まつお ょう，しろうずみかこ，やぶ

き たかし、ぬのかわえみ、せき えいこ、まつだたかよし、あおき まさあき、いのうえ まこ
と，てらだたかほ，おはら おさむ，なかやま まなぶ，たなかあきこ，よこやま しげゆき
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[結果と考察】

DNAJ様タンパク質J・ドメインは分子シャベロンとして知られているDNAJファミリーにおいて保

存されているHPDモチーフと呼ばれる配列を含む(Fig.l)。最終的に得られた構造はFig.2に示すよう

に3本のヘリックスが束ねられた構造を有していた。 HPDモチーフを含む2番目と3番目のヘリック

スにより構成される部位、ヘリックスーターンーヘリックス構造は他のDnaJファミリーと比較し

て相向性が高く、この部位付近でのアミノ酸配列が保存されているという事実と良く一致している。

DNAJlike(Human) 
DNAJ(Human) 
DNAJ1{ke(Human) 
DNAJ (Human) 

工 LKEVTSVVEQAWKLPESERKKIIRRLYL~暗fPIコドNPENHDI

DYYQTLGLAR...GASDEEIKRAYRRQALRY)HPDKNKEPG 
ANEVFKHLQNEINRLEKQAFLDQNADRASRRTF 
T.EEKFKE工AEAYDVLSDPRKREIFDRYG

内

4
『

J
R
J
F
3

4
-
q
d
司

f
r
o

FIg 1. Amino acid simi加itybetween DNAJ Hke domain of human Sacsin andhuman DNAJ protein. 
Conserved resides are shaded. HPD motif is indicated with open rectangular. 

Fig2 Ribbon model (left) and 20 SA structures (right) of J・domain.
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P57 マウス構造プロテオミクス:cullin-3 C末端ドメインの溶液構造

(理研GSC)

O井上真，木川隆則，松尾洋，矢吹孝，布川絵未，関英子，松田貴

意，青木雅昭，白水美香子，寺田貴帆，小柴生造，理研ゲノムセン

ター遺伝子グループ Phase1&2チーム，林崎良英，横山茂之

Mouse Structural Proteomics: Solution structure of cullin・3C-terminal domain 

(RIKEN Genomic Sciences Center) 

M. Inoue， T. Kigawa， Y. Matsuo， T. Yabuk.i， E. Nunokawa， E. Sek.i， T. Matsuda， M. Aok.i， M. 

Shirouzu， T. Terada， S. Koshiba， The RIKEN Genome Exploration Research Group Phase 1 & 

11 teams， Y. Hayashizaki， S. Y okoyama 

Mouse cDNA (DDBJ code AKOO3885) encodes a 91・aaprotein identical to the C-terminal 

domain of cullin-3. To approach the function of this cDNA product， we determined the 

solution structure by NMR. The protein folds intoα伽α印 topology，which is known as the 

winged自 helixdomain. As most of the members of the winged-helix proteins have been 

shown to bind to DNA， the present result implies that the C-terminal domain of cullin-3 is 

also implicated in DNA binding. 

{序】

理研ゲノム科学総合研究センターでは，タンパク質の立体構造と機能を包括的に理

解する構造プロテオミクスの一環として マウス cDNAがコードす石タンパク質の

網羅的な立体構造解析を行っている.マウス cDNA(DDBJコード AK∞3885)は，ユ

ピキチンリガーゼを構成する cullin-3の C末端部分と同一の， 91アミノ酸残基から

なるタンパク質をコードする.本研究では， NMR法によりこのタンパク質の立体構

造解析を行い，その機能を予測した.

構造プロテオミクス，マウス cDNA，無細胞タンパク質合成， winged-helixドメイン，

ユピキチンリガーゼ

いのうえまこと，きがわたかのり，まつおょう，やぶきたかし，ぬのかわえみ，せ

きえいこ，まつだたかよし，あおきまさあき，しろうずみかこ，てらだたかほ，こ

しぼせいぞう， りけんげのむせんたーいでんしぐるーぷふえーず 1&2ちーむ，は

やしざきよしひで，よこやましげゆき
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【方法]

すべての NMR実験は， I3C/15N標識タンパク質を用いて行った. I3C/15N標識タンパ

ク質は，大腸菌抽出物を用いた無細胞タンパク質合成系により調製した.NMR測定

には Bruker社の 600MHz および 800MHzの装置を用いた.主鎖の帰属には

AUTOASSIGNを用いた.NOEの帰属は ARIAにより半自動的に行った.最終的な

立体構造計算には CNSを用いた.

【結果・考察]

立体構造解析の結果，解析に用いた 91アミノ酸残基のうち， N末端側約 20残基は

特定の立体構造を形成していなかった.一方 C末端側約 70残基は， α戸αα仰のトポ

ロジーの， "winged-helix ドメイン"を形成していることが明らかとなった.DALIに

より類似する立体構造を検索したところ，転写因子 E2F-4IDP，ADARl DNA結合ドメ

イン， histone H5をはじめとする数多くの DNA結合タンパク質との類似性が認めら

れた(Figure). このことから， cullin-3のC末端ドメインにも DNA結合能があり，ユ

ピキチン化を介したタンパク質分解系に DNAが直接的に関与している可能性が示唆

される.

cullin相3
C-terminal domain 

ecc 

transeription factor 
E2F・4

(PDB: lCF7) 

ADARl 
DNAもindingdomain 

(PDB: lQ弘1)

histone H5 
(PDB: lHST) 

Fi伊ue:The cullin-3 C-terminal domain and the structural homologues. 

The tertiary structure of the cullin-3 C-terminal domain (left) and three representative 

homologues identified by DALI search (Z-score > 7.0; right) are shown in ribbon diagram. 

All of these homologues are known as DNA圃bindingdomains. 
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P58 マウス構造プロテオミクス:

ヒト MUC16ホモログの SEAドメインの溶液構造
(東大院理生化 1、理研GSCZ)

O前田健 Iヘ井上真2、木川隆則 2、松尾洋 2、矢吹孝2、布川絵未 2、関英子2、

松田貴意 2、青木雅昭 2、白水美香子王寺田貴帆2、小柴生造 2、理研ゲノムセ

ンター遺伝子グループPhasel&2チーム 2、林崎良英2、横山茂之 1.2

Mouse structural proteomics: 

Solution structure ofthe SEA domain ofhuman MUC16 homologue 

J Department 01 Biophysics and Biochemist，η¥ Graduate Schoo/ 01 Science， The University 01 

Tokyo・2RlKEN Genomic Sciences Center， Japan. 
T. Maedal.2， M. Inoue2， T. Kigawa2， Y. Matsuo2， T. Yab此i2，E. Nunokawa2， E. Seki2， T. Matsuda

2
， M. Aoki

2
， 

M .Shiro回 U2，主Terada2，S. Koshiba2，百leRIKEN Genome Exploration Research Group Phase 1&11 teams， Y. 

Hayashiza.ke， S. Yokoyama'.2 

SEA d'Omain， which has appr'Oximately 120 residues， is f'Ound in ex回 ce11ularregi'Ons 'Of a number 'Of 

membrane-associated proteins such as sea urchin sperm protein， enter'Okinase， and agrin. It is su鴎 ested

that SEA d'Omain serves as血.esite f'Or proteolytic c1eavage in ER， but its detailed function is n'Ot c1early 

kn'Own. In血isrese創'Ch，by using multidimensi'Onal NMR spec位OSC'OPywe determined the s'Olution 

S加 C旬reof the SEA d'Omain企ommurine pr'Otein which is hom'Olog'Ous t'O human ovarian cancer antigen 

MUCI6. It has an aJs sandwich structure composed of two αhelices and four antipara11el s strands. 
It is remarkable that a11 c'Onserved aromatic residues， Tyr25，可。7，Phe52， and Phe61 participate in 

f'Orming a we11-defined hydrophobic c'Ore. In additi'On， {'H}_lsN heteronuc1ear NOE values indicate the 

l'OW m'Obility 'Of its 'Overョ11structure in s'Oluti'On. 

【序論I
SEA ドメインは ~ea urc悩ns問 mprotein， ~nterokinase，詔出などから、配列の類似性により見出さ

れたドメインである。いずれのタンパク質も膜タンパク質であり、 SEAドメインは必ず細胞外側に

存在する。 SEAドメインの多くは、その近傍に 0-結合型糖鎖の修飾を受けている。翻訳後に小胞体

中で加水分解をうける部位として働くとの報告もあるが、機能の詳細は不明である。今回、我々は

多次元NMRを用いて SEAドメインの溶液構造を決定した。

【方法】

構造解析に用いたSEAドメインは、マウスタンパク質(FANTOM c10ne ID = 11100081 14RIK，ヒト卵
巣がん抗原MUC16のC末端に相同)のSEAドメイン(67・185)である。ドメインの境界は配列の比較に

より決定した。

構造プロテオミクス，マウスcDNA，無細胞タンパク質合成， SEAドメイン，細胞外

まえだたけし，いのうえ まこと，きがわたかのり，まつお ょう，やぶき たかし、ぬのかわえ

み、せき えいこ、まつだたかよし、あおき まさあき、しろうずみかこ，てらだたかほ，こし

ばせいぞう，りけんげのむせんたーいでんしぐる一ぷふえーず 1&2ちーむ、はやしさやき よしひで、

よこやま しげゆき
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発現は、大腸菌の無細胞合成系をもちいて、非標識体、 l~標識体および13C，I~標識体を調製した。

NMR測定は、 20mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH6助中で温度298K、装置はBruker杜Avance600およ

びAv:釦 ce800で行なった。種々の3次元NMRスベクトルを測定し、連鎖帰属法により主鎖および側鎖

の化学シフトを帰属した。芳香環側鎖が13個と非常に多いので、帰属には特別に800MHzで、

DQF-COSYなどのスベクトルを測定した。 NOEの帰属および構造計算にはARIA-CNSを用い、まず

大まかな構造を得た。次いで、得られた帰属を見直し、側鎖二面角の情報を加えて最終構造を得た。

lH_15N異核NOEの測定実験はl~標識体を用いて、同様の条件で測定した。

【結果と考察】

得られた構造をFig.lに示す。4本の逆平行pシートと2本の Eヘリックスからなる a/sサンドウイ

ッチ型の構造をとる。短いFシートがあり、表面をふさぐように折れ返っているのが特徴的である。

DALIによる検索では特に類似した構造は見つからず、新規の構造をとっているといえる。 SEAドメ

インではファミリ一間で芳香環残基(本タンパク質ではT戸'25，T:戸37，Phe52， Phe61)の保存性が高いが、

これらはいずれも疎水性コアの形成に参加していた。そのほかでは百凶4が、 SerlThrとして非常に保

存性が高く、これはl本目の αヘリックスのN末あたりに存在するが、これが何のために保存されて

いるかは不明で、機能に重要な可能性もある。

また、 lH.I~異核NOEの測定により分子内運動を見積もった。結果はFig.2に示す通りである。全
体的に値の差はなく、 0.5以下の値をとっているのはN末端、 C末端以外では数残基でいずれもルー

プ部分に相当する。運動性は全般的に低く、堅い構造をとっているとい£る。

Fig.l Ribbon diagram and supe甲 ositionof 20 calculated structures of the SEA domain 

N 

!1 0・
~ 

金 0.'

Fig.2 TheCH} ・l~NOE values. Secondary structure e1ements ofthe SEA domain are also indicated. 
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P59 ペプチドを安定同位体ラベルする系の改善

(群馬大・工仁三菱化学生命研2、CREST・JST3) 

0稲岡斉彦 1、飯塚靖子 1、窪田健二 1 河野俊之 2、若松馨 1，3

Improvements of an expression system for isotope-Iabeled peptides 

(lGunma Univ.， 2Mitsubishi Kagaku lnst. Life Sci.，3CREST JST) 

lInaoka， Y.， lIizuka， Y.， lKubota， K.， 2Kohno， T.， 1，3Wakamatsu， K. 

We have shown that uniform isotope labeling of peptides is quite useful for detailed structure 

analysis of short peptides and that labeled peptides can be obtained as fusion proteins with 

ubiquitin when expressed in E. coli cells. Here we report improvements of the expression 

system that enhance the yield of peptides and enable the expression of the peptide that could 

not be expressed in a labeled form due to its toxicity. Isotope labeling was found to improve 

the resonance dispersion also for magainin 2. 

[要旨]
ペプチドの安定同位体ラベルはペプチドの詳細な構造解析に非常に有用であり、ラベルペ

プチドはユピキチンとの融合蛋白質として大腸菌で発現できる事を我々は示している。今回、

ペプチドの発現系を改良し、収量を向上させるとともに、従来の方法では毒性のためにラベ

ルできなかったペプチドを発現可能にしたので報告する。また安定同位体ラベルはマガイニ

ン2についてもシグナルの分離を向上させることが確認された。

[背景]

TRNOEは蛋白質等に結合したペプチドの構造を決定するための有用な方法であるが、短

いペプチドは水溶液中で特定の立体構造を取らないので、プロトンシグナルの分離が悪く、

τRNOEシグナルの分離も悪いという問題があった。我々は、ユビキチンとの融合蛋白質と

して発現させることによってペプチドを 15N や I3cでラベルできること、また、その化学シ

フトで展開するとランダムコイル状態のペプチドのシグナルも分離が良くなることを示して

いる (1)。しかし、安定同位体ラベル化合物は高価であるのでラベル化合物当たりのペプチ

ド発現量を向上させることが望ましい。また、従来の方法では大腸菌への毒性のためにラベ

ルできないペプチドも存在する。今回、これらの課題を解決したので報告する。

[方法および結果]

1.発現系の改良

(1)ユビキチン部分の codonusageは全て大腸菌での発現に最適化した。

安定同位体ラベル、ペプチド、発現、マガイニン 2

いなおかよしひこ、いいづかやすこ、くぼたけんじ、こうのとしゆき、わかまっかおり
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(2) BL21 Star(DE3)株は mRNAの分解に関与している RNaseEのC末端側が欠損しているた

め、mRNAの安定性が増し蛋白質の発現量が増加することが知られている。この BL21

Star(DE3)株を用いることにより、マストパランXとユビキチンとの融合蛋白質の発現量

は従来の BL21(DE3)株での発現に比べて約 3倍増加した。

(3)マガイニン2とユビキチンとの融合蛋白質は富栄養培地である LB培地では発現するが、

貧栄養培地である M9培地ではその毒性のために発現しなかった。 pLysSプラスミドによ

って発現されるT7リゾチームは T7RNA polymeraseと結合しその転写活性を抑制するた

め、マガイニン 2のような毒性ペプチドが leakyに発現してホストに負荷を与えるのを軽

減する。今回、 pLysSフラスミドを BL21Star(DE3)に導入した BL21Star(DE3)/pLysSをホ

ストとして用いることによって、マガイニン乙ユビキチン融合蛋白質を約 50mglLという

実用的な収量で M9培地で発現できるようになった。

2.精製系の改良

ペプチドとユピキチンとの融合蛋白質は溶菌後、可溶性画分と不溶性画分(封入体画分)

の両方にほぼ当量ずつ存在する。従来、封入体画分の融合蛋白質は可溶性画分とは別にグア

ニジン塩酸によって可溶化し、精製・ refoldingを行っていたため、 1つの培養サンプルにつ

いて 2回精製作業を行う必要があった。

今回、操作を簡略化するために可溶性画分と不溶性画分とに分離せず、菌体を 6Mグアニ

ジンを含む bu仔erで破砕・可溶化し、精製・ refoldingを行った。精製作業は半分になったに

もかかわらず、マストパランx-ユピキチン融合蛋白質の収量は以前の約1.5倍に増加した。

3.誘導前の菌体濃縮の効果

Marleyらは「非ラベル培地で培養した菌体を安定同位体ラベル培地に移す前に菌体を濃縮

しておくことによって、単位ラベル培地当たりの発現量を増やすことができるJと報告して

いる (2)。この方法の有用性を確認するために、マストパランx-ユビキチン融合蛋白質を発

現させる菌を 8倍に濃縮した後に 15Nラベルした M9培地に移して誘導を行った。

菌を 8倍に濃縮することによって融合蛋白質の収量は 2倍に増えたものの、 15Nのラベル

化率は約 50%と低かった。なお、菌を濃縮していない物はほぼ 100%ラベルされていた。Marley

らの方法は、菌体の濃縮・ラベル培地による菌体の洗浄といった余計な手聞がかかる割には、

必ずしも質の良いサンプルが得られないように思われる。

4. 15Nラベルしたマガイニン 2のHSQCスペクトル

我々は脂質ベシクルに結合したマガイニン 2の構造を TRNOEによって決定しているが

(3)、マガイニン 2の IHシグナルは分離が悪いために、構造決定にはかなりの困難があった。

マストパランXのシグナルの分離は安定同位体ラベルによって向上したので、マガイニン 2

のシグナルも向上すると期待された。実際、 15Nラベルしたマガイニン 2の水溶液の HSQC

スペクトルは良い分離を示した。そこで、安定同位体ラベルはランダムコイル状態のペプチ

ドのシグナルの分離を向上させるのに有用であることが確認された。

(1) Kohno et al. (1998) J. Biomol. NMR 12， 109-121. 

(2) Marley et al. (2001) J. Biomol. NMR 20， 71-75. 

(3) Wakamatsu et al. (2002) Biopolymers 64， 314-327. 
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P60 NMRによる大腸菌由来 DNA修復蛋白質AdaのCys69メチル化による

立体構造変化解析

(阪大院薬)0瀧之脇浩人、松田安弘、吉田卓也、小林祐次、大久保忠恭

NMR Study of Cys69 Methylation Induced Conformational Change of 

Escherichia coli DNA repair protein Ada 

Graduate School of Pharmaceutical Science~ち Osaka University 

OHiroto Takinowaki， Yasuhiro Matsuda， Takuya Yoshida， 

Yuji Kobayashi and Tadayasu Ohkubo 

TheN・飴rminal16kDa domain of Escherichia coli・DNArepair protein Ada (N-Ada16k) 

is converted into a transcriptional regulator for methylation-resistance genes by the 

transfer of a methyl group 企oma DNA methylphosphotriesterωits own Cys69 residue. 

To investigate the DNA recognition mode and the functional switch mechanism of Ada 

protein，回lutionstructures of methylated N-Ada16k (me-C69 N-Ada16k) has been 

determined by NMR. The structures calculated with NOEs revealed that me-C69 

N-Ada16k consisted of a four-stranded s -sheet and six α-helices. The comparison of 

HSQC 叩 ectra between N-Ada16k and me-C69 N-Ada16k show that the 

conformational change at the four-stranded s -sheet region in the vicinity of Cys69. 

Fur也ermore，the DNA binding mode of meC69 N-Ada16k has been elucidated by 

HSQC spectra of meC69 N-Ada16k complexed with synthetic DNAs derived 合omada 

or aL必4promoter sequence. These results indicate that the difference of the 

mechanism of位anscriptionalregulation by meC69 N-Ada16k between ada and alkA is 

caused by the position of consensus sequence on ada or alkA promoter. 

化学物質による DNAのランダムなメチル化は塩基対のミスマッチを引き起こし生物に

とって致死的な影響を与える。大腸菌では、 DNAのメチル化による損傷はAda蛋白質を

中心とした適応応答により修復されことが知られている。

Ada蛋白質のN末端 16kDa(N-Ada16k)のドメインはメチル化されたリン酸骨格に対

する DNA修復を行う。まず、 N-Ada16kはDNAメチルトランスフエラーゼ活性により

DNA上のメチル基を自身のCys69のチオール基に転移して、DNA損傷を修復する。次に、

メチル基が Cys69に転移されることがトリガーとなって、 N-Ada16kは転写制御因子に機

能をスイッチし adaレギュロンと呼ばれる一群の DNA修復酵素遺(ada，aLゐ4，alkB， aidJ1) 

のプロモーター領域に DNA配列特異的に結合する。そして、転写制御因子として作用し

キーワード ;DNA修復蛋白質Ada、転写制御因子、メチル化修復、 NMR、立体構造決定

著者ふりなが ;0たきのわきひろと まった、やすひろ よしだたくや こばやしゅうじ

おおくぼただやす
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大腸菌の DNA修復系を活性化する。この時、 Cys69がメチル化された N-Ada16k(me-C69 

N-Ada16k)は ada遺伝子応対してはリプレッサーとして作用じ、 alkA遺伝子に対しては

アクチベーターとして作用する。我々は N-Ada16kの転写制御のスイッチ機構を原子レベ

ルで解明するために NMRによる立体構造解析に着手した。

N-Ada16k(146残基)の大量発現系を構築し、選択的にメチル化の処理を行った meC69

N-Ada16kを得た。安定同位体ラベル及び多核多次元 NMR法を用いてほとんどすべての

NMRシグナルの帰属を行った。 NOEを用いた構造計算の結果、 me-C69N-Ada16kは6

個のαヘリックスと 4つのストランドからなる 3シートを持つこと、中央部にはフレキシ

プルなループが存在して 2ドメイン構造をとっていることが明らかになった。 C末側の4

本のヘリックスに転写制御因子に普遍的に見出される DNA結合モチーフであるヘリック

ス・ターン・ヘリックス(HTH)構造を見出した。また N-Ada16kとme-C69N-Ada16kの

HSQCスベクトルの比較を行った所、 N末側、特に Cys69近傍の3シート付近ではケミ

カルシフトの変化が顕著であったにも関わらず、 C末側の HTH領域はほとんど変化がな

かったことが明らかになった。さらに、 ada遺伝子及び alkA遺伝子のプロモーター領域

のコンセンサス配列を含む 2本鎖 DNA(ada21mer，alkA21melうと me-C69N-Ada16k 

の複合体の HSQCスベクトルの比較を行った。その結果、メチル化した蛋白質は複合体を

形成することで、 8シート領域と HTH領域のアミドプロトンの、ングナルが変化していた。

また、 ada21merとalkA21merDNA複合体の HSQCスベクトルの聞にはほとんど変化

はなかった。このことは adaと alkAのそれぞれのプロモーター領域に対して me-C69

N-Ada16kは閉じ結合モードで DNAに結合していることを示している。以上のことから

me-C69 N-Ada16kの転写制御に対する機能スイッチ機構を考察し ada，alkA遺伝子に対

する転写調節機構の違いは adaとaLゐ4の各プロモーター上のコンセンサス配列の位置の

違いを巧みに利用したものであると考えられた。

Figl品 I凶 ons回 ctureof N-terminal domain (1・73，le紛岨dC-加 minaldomain (82・146，right)

。，fme-C69N-Ada16k 
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P61 IHNMRによるゲ、ノレイ七に{半う
ゼラチン鎖のダイナミックスの変化に関する研究

(東水大水産)0阿部絹子、松J11真吾、渡部徳子

lH NMR Studies on the Change ofDynamics in Gelatin Solution during Sol-Gel Transition 

o Kinuko Abe， Shingo Matsukawa， Tokuko Watanabe 

Department ofFood Science and Technology， Tokyo University ofFisheries， 
4・5・7，Konan， Tokyo 108・8477，Japan 

The change of diffusional behavior of gelatin chain was studied by employing lH pulsed-field 
gradient stimulated echo sequence with varying observation time to elucidate the change of the 

inhomogeneous structure of gelatin system. We assumed that the vacant space (pore) is sphere and 
the inner-sphere diffusion of gelatin chains is restricted but the inter-sphere diffusion is free. From 
this analysis， we decided inner-sphere and inter-sphere diffusion coefficients and radius of the pore. 

【目的]ゼラチン水溶液は、温度低下に伴いゼラチン鎖がトリプルヘリックスを形成することにより、三

次元網目構造が形成され、最終的にゲル化することが知られている。このような構造変化は系内の

物質の拡散挙動に影響する。本研究では、拡散時間ム(=パルス磁場勾配間隔)を変えてパルス磁場

勾配NMR測定を行うことにより、ゾノレ状態とゲル状態におけるゼラチン鎖の拡散挙動について考察し、ゾ

ノレーゲル転移に伴うダ、イナミックスの変化に関する情報を得ることを目的とした。

[実験]芭型車製ゼラチン(新田ゼラチン(株)、牛

骨アルカリ処理)を蒸留水に懸濁し、室温で 30分

膨潤させ、その後 80
0

Cで 10分間加熱溶解し、 8%

ゼラチン水溶液を調製した。

理佳左盗 Bruker社製 DRX300分光器を用い、

ム 7'""'-'250ms、磁場勾配継続時間 a= 1， 2ms、

磁場勾配強度 g=32'""'-'1143G/cmで Pulsed-Field

Gradient Stimulated Echo法によってゼ、ラチン鎖の

拡散係数を測定した。これらの測定は 20'""'-'50
0

C

の温度範囲で、行った。試料内の温度は光ファイバ

ー温度計を用いて土O.lOCの精度で測定した。

Fig.l Schematic r問epr問esentat“ionof the inter-sph陪ere
diffusion(“left】andthe inner-SDhere dωliffusion(“r寸iehtl

[水溶液中におけるゼラチン鎖の拡散]水溶液中のゼラチン鎖の拡散が直径 R の球状の内包(制限空

間)内の制限拡散であると考えると(Fig.l右図)、信号強度は以下の式で表されるけ。

A2T.go / AZr.O =ψgo 

イ4哨)叫U川(1Iり'/リ1 (L j 

)
 

-(
 

Keywords ゼラチン、緩和時間、拡散係数、ソゃルーゲ、ル転移

あべきぬこ、まっかわしんご、わたなべとくこ
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ここで、 a= yg oR、Jnは球ベッセル関数、 Q:nmはん'=0のm番目の根、 Dinは網目内包内でのゼラチン

鎖の拡散係数である。さらに、この内包が比較的長いタイムスケールで移動する場合を考えた場合、内包

が自由拡散しているとみなすことができる (Fig.1左図)。これらの網目内包内でのゼラチン鎖の拡散と網

目内包の拡散が独立に起こるのであれば、信号強度は次式となる。

A2r，gS = F expl-rγδ2企DolIt) ψgS (2) 

及川は網目内包の拡散係数、 F はムの間の T，と乙による減衰分であり、時間重みづけの平均九を用

いると、 F=f巴xp(-ム/T"，，)で表される。/は観測されたゼラチン鎖に対する真の存在割合である。

ゾル状態及びゲル状態の各温度において、ゼラチン鎖の凝集状態を反映して、 2成分の拡散成分が観

測された。速い拡散成分は、 l本鎖のランダムコイルとして存在する鎖であり、遅い拡散成分は会合したり、

トリフ。ノレヘリックスを形成することにより分子量の大きな鎖であると考えられる。それぞれの成分の変位によ

り、信号強度の減衰は次式となる。

A2q;，s =乃川叫(-rγδ2j';.D川 It，lit.¥'t)角川 +F伽 vexp(.一々 2δ弘 D川品川)ψ叫巾W

ψ =  9( (/ ~O，Sトly
gd，畑 -7l予TJ

g 胸伽伽伽νw〆4タv戸=9(旦E竺竺坐叫2竺坐必幽E主必叫色剖叫lyにy+6¥+6叶6(/2ff(jム，nJパ刈，Jパ'呼(
L いω)3 ) 討l γ αd;m 一 11

2 
-11 'l Rが )(伊αι 一寸

(/2め，
2内2勺)2J 

(3) 

但し、速い拡散成分について、くZ(ム?>;?>Rとして(1)

式中の第2項を省し、た。しかし、ゲ、/レ状態の解析で、は、

遅い拡散成分の寄与が大きくなることを考慮した。さら

にゲル状態では網目内包の拡散は極端に小さくなり、

網目内包内のゼラチン鎖の拡散が支配的になると仮

定し、解析を行った。また、 T(/\ ， については、 T山 ~T，

~乙と仮定し、解析を行った。

[結果・考察]式(3)による解析結果を Fig.2、Fig.2より

求めた網目内包サイズ R と網目内包、網目内包内で

の拡散係数の温度依存性を Table.1 に示した。粘弾

性測定によって求められたゾ‘ルーゲル転移温度は、

8%では 27
0

Cであるため、 20
0

Cではゲル状態である。

温度低下に伴い、拡散係数は減少するが、ゲル化に

伴いその変化量は大きくなる。また、このとき網目内包

サイズは大きくなる。これはゲル化に伴いゼラチン鎖

が凝集することによるものであると考えられる。ゲル化

点近傍の結果については当日発表する予定

である。
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Table.1 The radius of network domain and 
diffusioll coefficients using Eq.3 

Refer，θv.ce 

1) B.Balinov司 B.Jonsson，P.Linse， O.Soderman; 

J Magn. Reson ム104，17・25(1993)
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P62 リポカリン型ブロスタグランジン D合成酵素の立体構造決定と

疎水性低分子結合様式の解析

0乾正樹 1、乾隆 2，3、吉田卓也 1、裏出良博 2人小林祐次 1、大久保忠恭 1

(阪大院・薬 1、大阪バイオ研2、CREST• JST3) 

Solution structure and lipophilic ligands binding mode of Prostaglandin D Synthase 

investigat.ed by NMR 

OMasaki inui1， Takashi inui2，3. Takuya Yoshida1， Yoshihiro Urade2人YujiKobayashil 

Tadayasu Ohkubo1 

(Grad .School ofPharm.sci.Osaka Univ.1 .Osaka Biosciense Institute2 .CREST ・JST3)

Lipocalin.type prostaglandin D synthase (L'PGDS) possesses dual fanctions as a 

PGD2'synthesizing enzyme and a transporter for IipophiIic Iigands. Sequence analyses have 

revealed that L. PGDS is a member of lipocalin superfamily which is a diverse group of 

transporter proteins of smalllipophilic molecules. L'PGDS also has the ability to bind various 

lipophilic ligands such as retioid. bilirubin and biliverdin.To clarify the moleculer mechanism 

for a wide variety of ligand binding. The solution structure of L. PGDS was det.erminded by 

NMR. The overall 柑 uctureof L. PGDS has a typical lipocalin fold consisting of an 

eight'stranded s 'barrel and a long α'helix. The interior of the barrel forms a hydrophobic 

cavity. In addition. we have identified the retinoic acid binding site of L. PGDS by analyzing 

NMR chemical shift changes upon complex formation. 

{目的】 分子量約 2万のリポカリン型ブロスタグランジン D合成酵素 (L.PGDS)は中枢神経

系において多量に発現し、脳内で PGH2から睡眠誘発に関与する PGD2への異性化反応を触媒す

る酵素である。さらに、アミノ酸配列の相同性から L'PGDSはリボカリンファミリーに属してお

り、様々な疎水性低分子のトランスポーターとしての性質も兼ね備えているうこのように L'PGDS

は脳内活動の制御に深く関与しており、副作用のない新たな睡眠薬等の開発のキーとなると考え

られるので、 L'PGDSの酵素反応機構、疎水性低分子との相互作用様式を原子レベルで解明する

ために NMRを用いて溶液中の立体構造を決定した。

キーワード

NMR リポカリン型ブロスタグランジン D合成酵素 疎水性低分子結合 Hバレル構造

運動性

いぬいまさき、いぬいたかし、よしだたくや、うらでよしひろ、こばやしゅうじ、

おおくぼただやす
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[方法 NMR測定は、 L-PGDSの安定性を高めるため疎水性低分子で、あるレチノイン酸を結

合させ、 100mMリン酸バッファー (pH8.0)中、タンパク質濃度を O.50mMの試料を用いた。

主鎖の帰属は各種 2次元、 3次元 NMR測定法を用いて行い、 167残基中 155残基を帰属したF

各残基の Cα 、Cs、CαHの化学シフトの値から 2次構造の同定を行った(Fig.I)，三次元構造決

定には 15Nedited NOESY ，13C edited NOESY法等を用いて NOEを集め、 X-PLORで立体構造

計算を行った円

[結果および考察】 得られた L-PGDSの立体構造は 2本のヘリックスと 9本の3ストランドか

らなっており、他のリポカリンファミリーと同様に 8本の3ストランドによるバレル構造をとっ

ていることが明らかとなった(Fig.2)。さらに、 αヘリックスの相対位置、バレルの入口及び底の

大きさも類似していた「次に遊離型の L-PGDSの 15N-IH HSQCとの比較によりレチノイン酸

結合部位を同定したーこれによりバレル構造の入口付近においてルーフrを形成する G113、T114、

K115、G116に顕著な HSQCのスベクトル変化が観測された}また、ストランド D.E.Fにおい

ても HSQCスベクトル変化が観測されたーこれらの結果からレチノイン酸結合にはバレル構造の

入口付近に位置するループ部分及び、ストランド D.E. Fを含むバレルの側面が関与すると考えら

れるふまた、主鎖の運動性の変化を調べた結果も併せて報告するー
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P63 NMRによる水、シリコン油及び界面活性剤系で生成するバイコンテ

ィニュアス相の状態分析

(側資生堂安全性分析センター分析研究室)0木村朋子、渡辺啓、小松一男

NMR study of bi-continuous phase by Water/ Silicone Oil /Surfactant 

(Safety & Analytical research center .Shiseido co. Ltd.. ) 

T omoko Kimura、KeiWatanabe、KazuoKomatsu 

The “bi-continuous" phase was observed in a specific composition with completely 

balanced hydrophilicity and lipophilicity in a water/Silicone oil/surfactant system. The 

"bi-continuous" phase has an oil -and water -continuous microstructure. showing an 

affinity with both aqueous and oily substances. [n this study， NMR sel←diffusion coefficient 

measurements showed by means of evidence that this phase was “bi-continuous" ， and was 

found useful in study of the phase diagrams， not only the "bi-continuous" phase but also 

micellar solution or lamellar liquid crystal. 

【序】

水、油分及び界面活性剤で構成される系では、その組成比により様々な溶液状態が形成

される。これらの組成比を変えて調製した種々のサンプルの状態観察で得た相図からは、

ミセル相、逆ミセル相、液晶相及びバイコンティニュアス相等種々の構造を持つ領域が見

出される。バイコンティニュアス相は、低粘度で透明な溶液で、ミセル相及び逆ミセル相等と

は異なり、油水聞の界面張力が極小となる物理化学的特徴を有しており、水及び油が連続

的な特殊な相である。このため、液晶状態等とは異なり規則性が低く、「ゆらぎJの大きい状

態であることから、分光学的に詳しく構造を解析した報告例は少ない。この相の確認につい

ては、電気伝導度測定及びフリーズフラクチヤ一法によるレプリカ調製技術を利用した透過

型電子顕微鏡観察や、 NMRによる自己拡散係数(Dsel)による報告例がある判。我々は、

油分としてシリコン油、界面活性剤としてポリオキシエチレン脂肪酸ゲリセリルを用い、エタ

ノールをコサーファクタントとして調製した系で、バイコンティニュアス相が形成されているこ

とを観察したが、この領域内の組成比を変化させたときの水及びシリコン油の Dsel値の変

化を測定することで、本領域が、水及び油の連続的に変化したバイコンティニュアス相であ

ることを実証するとともに、本法が系全体の状態解析にも有用であることを明らかにした。

【実験】

装置は、 JNM ECP-400(日本電子)・共鳴周波数CH;399.0MHz)及び、磁場勾

配ユニット(最大磁場勾配強度;60gauss/cm)を用いた。パルススーケンスは基本的に知

られるStimulated-echo法では、渦電流による位相の乱れが生じたため、 Stimulated-

キーワード:自己拡散係数、バイコンティニュアス相

きむらともこ、わたなべけい、こまっかずお
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echo Iこ2組の磁場勾配パルスを加え、 FIDの取り込み前にプローブ内の渦電流を消すため

の待ち時間(te)を組み込んだ方法を用いて行った。

試料は、検出コイル外での拡散の影響を避けるために、シゲミ製2重管を用いてサンプル

高さ 10mmlこ調製した。

【結果と考察】

本実験で用

いた系の相図

をFig.1に示

しTニ。
ミセル相で

は、水のDsel

値は自由拡散

と同等の大き

さであるのに

対して、シリコ

ン油のDsel値

は運動が制限

lf予約

o 
15%e也anolaq. 

Aqueous micellar solution 

surfactant 
o 

Multi phase 

0.5 

Lamellar liquid crystal 

特烹罵対馬
出盗沿込i
符黙黙黙
ぷぶ凶む

o 

cyclosiloxane 

Fig.1 Phase diagram of this study 

されているために自由拡散状態に比べ小さい値を示した。これは、ミセル相は水の中に親

水基を外側に向けた界面活性剤ミセル棺に取り込まれた油分が存在する構造を有するた

めである。反対に、逆ミセル相では、シリコン油の中に疎水基を外側に向けた界面活性剤

逆ミセル相に水が取り込まれた構造を有しているため、水のDsel値は制限を受けているた

めにかなり小さくなり、シリコン油は自由拡散に近い値を示した。これらの領域中では、その

組成比が変化しても水及びシリコン油のDsel値はほぼ一定の値を示した。また、水の組成

比を変えずにシリコン油の割合を多くしたラメラ液晶と考えられる相のDsel値を測定した結

果、水のDsel値は一定で、シリコン油のDsel値は配合量が増えるに従って大きくなる傾向

が確認された。これは、液晶の間隔が水相は一定であるのに対し、シリコン油相がだんだ

ん広がっていくために、拡散の制限を受けにくくなっているためであると考えられた。

一方、水と油が連続的な相を形成しているバイコンティニユアス領域でのDsel値は、シリ

コン油の組成比が高まるに連れて、シリコン油は連続的に大きくなり、逆に水は小さくなる

傾向を示した。これは、この領域の水とシリコン油の相が連続的に変化していく状態を反映

しているものと考えられた。

このように、水及び油のDsel値は、系の構造とよく一致しており、 NMR測定が系の構造

解析に役立つことが確認できた。特に、バイコンティニュアス相においては、7J<及び油が連

続して変化する特殊な相であることが実証できた。

【文献】

* ) C.Solans， R.Pons， S.Zhu， H.T.Davis， D.F.Evans， K.Nakamura， and H.Kunieda; Langmuir， 

Vol.9， No.6， p1479-1482，1993 
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P64 高磁場勾配NMR法による高分子ゲル中の物質拡散

及びネットワーク構造に関する研究

(東工大院理工・高分子センター) 0山根祐治、松井政徳、木村英昭、黒木重樹、安藤勲

Diffusional behavior of amino acids in polymer gels and network structure of gels 
as studied by lH pulsed field-gradient spin-echo NMR method 

YuiiYaman~， Masanori Matsui， Hideaki Kimura， Shigeki Kuroki and Isao Ando 
(Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology) 

The diffusion coefficients (D) of amino acids in gels used as a solid-phase peptide synthesis have been 

determined in the temperature range from 30 to 50"C by means of the 1H pulsedイield-gradientspin-echo 

NMR method. From these experimental results， it wぉ foundthat dependence of the diffusion 

coe貸icientsof amino acids in various polymer gels on the nature and molecular weight of aminoacid was 

elucidated and was sensitive to the degree of volume swelling， and the effect of heterogeneity in the 

network size was significantly c1arified as studied by time-dependent diffusion experiments. 

[緒言】

本研究で対象とした PS(polystyrene)ゲルは、イオン交換樹脂、カラム、触媒の支持体、 Merrifield

のペプチド固相反応場として利用されている。これらの物性や機能の発現は、網目鎖の構造やダ

イナミクス、網目鎖と溶媒分子またはプローブ分子との分子間相互作用、さらに、これに関連し

たプローブ分子の拡散過程と密接な関係がある。これまでに、 PSゲ、ル中の溶媒及びアミノ酸の拡

散過程について、体積膨潤度・アミノ酸濃度・温度依存性を明らかにし 1)-2)、本手法をペプチド

固相反応場において、溶媒及び反応基質の拡散速度・過程の解析に展開している・ 3)-4)。本研究で

は、固相反応場中のアミノ酸の拡散過程を 1Hパルス磁場勾配スヒ。ンエコー (pulsed-field-gradient

spin-echo : PFGSE) NMR法により明らかにし、得られた拡散係数から、反応基質と反応活性点と

の衝突頻度を計算し、反応温度・基質の種類・固相担体について比較検討した。また、 PSゲ、ル中

のアミノ酸の拡散過程の解析を通して、高分子ゲ、ルのネットワーク構造の不均一性を評価する手

法の開発を行った。

【実験I

NMR測定は非常に強It、磁場勾配(最大 2200G/cm)を発生できる磁場勾配ユニットを付属した日

本電子製 GSX・270NMR 分光器を用い、測定温度は 300C~500Cで、 1 H PFGSE NMR法により高分

子ゲ、ル中のアミノ酸の自己拡散係数Dを決定した。 k= f(J2e戸(d・o13)とすると、次式により Dを

決定した。

磁場勾配 NMR、ポリスチレンゲル、アミノ酸、ネットワーク、制限拡散

やまねゅうじ、まついまさのり、きむらひであき、くろきしげき、あんどういさお
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ここで、拡散係数が品の核の分率を h、拡散係数が島の核の分率をi2とした。ただし、 h+

12= 1である。

また、高分子ゲ、ルのネットワーク構造の不均一性を評価するために、得られる拡散係数の観測

時間依存性を詳細に調べた。この際、観測時間Aは 1ms ""' 100msまで変化させた。

アミノ酸は Boc-Gly、Boc-L-Phe、Boc・L・Trp、Boc・L・Asn、Fmoc-Phe等を用いた。高分子ゲ、ルと

して乾燥状態で直系 100μm""' 200μmのビーズ状のゲルを選び、 MPS(Merrifieldpolystyrene 

network)ゲノレ、 PEG-PS(polyethylene-glycolgrafted polystyrene network)ゲノレ及びCLEAR(cross-linked 

ethoxylate acryl倒的ゲルを用いた。

【結果と考察]

<A>固相反応場中のアミノ酸の拡散過程

Table 1に、回相反応場として利用されている 4種類のゲ、ル中の Boc-L-Phe、Boc-L-Trp及び

Fmoc-L-Pheの拡散係数の測定結果を示す。これらのゲル中のアミノ酸分子の拡散係数は測定のタ

イムスケール(..::1= lOms) において、 2成分以上の拡散成分が存在し、例えば Boc-L-Pheについ

て、ジビニルベンゼ、ン (DVB)2mol%で架橋された MPSゲ、ル中では 80%、DVBlmol%で架橋さ

れた MPSゲル中では 60%、PEG-PSゲル中では 70%、CLEARゲ、ル中で、は 70%の遅い(平均化

された)拡散成分が存在することがわかった。これらの拡散成分の割合は、温度依存性 (30
0

C""'

50
0
C)が確認されなかった。遅い拡散成分は、ポリマー鎖近傍を移動し、ポリマー鎖と相互作用

をしているアミノ酸分子を反映し、その他の速い拡散成分はポリマー鎖との距離の違いにより決

まり、比較的束縛を受けてないアミノ酸分子の拡散成分を反映したものと考えられる。このため、

ゲ、ル中のプロープ分子の拡散過程は巨視的に見れば均一であるが、実際には拡散速度の広い分布

を持っていることが示された。今回用いた固相反応場として利用されている 4種類のゲ、ル中のア

ミノ酸についても、lOmsの測定のタイムスケールで拡散係数の分布を得た。さらに異なるゲル

中においても、アミノ酸分子が同ーの速度で移動している成分があることが確認された。予稿集

では省略させていただくが、本討論会では、反応基質と反応活性点との衝突頻度を比較したグラ

フ及びマップを紹介する。

Table 1 Determined diffusion coefficients of amino acids in gels 

Amino MPS resin MPS resin 
solution PEG-PS resin CLEARresin 

acids DVB2mol% DVBlmol% 

(M.W.) Diffusion ∞e貸icient/10・7cm2 
S-I (Degree ofvolume swelling) 

Boc-L-Phe Dfast 6.43 21.4 14.2 17.3 
48.4 (1.59) (2.48) (2.87) (2.64) 

(265.30) D，low 2.08 8.82 9.17 12.5 

Boc-L・Trp

(304.34) 

Dfast 
42.1 

7.26 

2.43 
(1.68) 

12.0 

5.16 
(2.55) 

12.3 

7.04 
(3.09) 

17.1 

10.8 
(2.91) 

D'I側

Fmoc-L-Phe Dfast 

(387.43) D，low 
36.1 

8.42 

2.40 
(1.65) 

11.5 

4.22 
(2.50) 

11.4 

5.61 
(2.90) 

14.0 

8.46 
(2.64) 
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くB>高分子ゲルのネットワーク構造の不均一性

一般に、高分子ゲルは不均一なネットワーク構造を有していると言われている。これまでに、

静的/動的光散乱を利用して、網目鎖の局所的な揺らぎを観測し、ゲルについて網目鎖の相関長に

ついての評価がなされている。しかし、膨潤ゲルのネットワークサイズの分布を精密に評価する

手法は確立されていない。また、高分子ナノキャピティーを有する材料を評価するには、平均的

なキャピティーサイズとキャピティーサイズの分布の評価が不可欠であり、特に分布を制御する

ことは、ナノ空間を利用した材料が、安定な機能を発揮できるかを決定する因子といえる。例え

ば、分離膜において、キャピティーの欠陥は機能を大幅に落とす原因となる。今回の実験で、高

分子ゲ、ルのキヤピティーサイズの分布を評価する手法に発展しうるデータが得られた。具体的に

は、ポリスチレンゲル中のアミノ酸分子の拡散係数の分布が観測時間に依存することを見出した。

一般に、ネットワークキャビティー中のプローブ分子の拡散速度はキャピティーサイズに大きく

依存する。しかし、通常の拡散係数の測定では観測時間(拡散距離)が長いため、拡散係数は平

均化された一成分のみ得ることができる。一方、超高磁場勾配を用いて、観測時間を短くしたと

ころ、ポリスチレンゲル中のアミノ酸分子の拡散係数について、拡散係数の分布が得られ、拡散

係数の分布と観測時間の関係を明らかにすることができた。これは、プロープ分子の拡散速度の

分布から、高分子ゲ、ルのネットワークサイズの不均一性を捉えたものである。

PFGSE NMR法により決定される Dは観測時間Aに依存し、プローブ分子を t時間拡散させ

て測定したDとt時間後のz方向への自乗平均拡散距離 (Z2) との関係は次式のようになる。

。。
× 

× 
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J
 
.。。。。 xx ，。。×
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(2) 

今回の測定において tはAとして良い。ま

た、平均拡散距離 (z)は次式のように表す

ことができる。

(Z2) = 2Dt 

ヤ)=2存

Figure 1. Dependence of the fraction of slow 
diffusion component of Boc-Phel0wt% (solvent 
DMF-d7) in MPS (DVBlmol% cross Iinking) gels 
(0)， MPS (DVB2mol% .cross Iinking) gels(・)，MPS
(DVB5mol%) gels(口)and CLEAR gels( X) on the 
diffusion distances (z) of slow diffusion component in 
the experimental times at 30 "C. 

(z)は測定時間内に拡散した距離であるの

で、測定において、一辺 (z) に分割したゲ

ルを観察していることになり、得られた D

は分割されたゲ、ルの特徴を反映している。つ

まり、 (β は分解能と言っても良い。式 (3)

より求めた (z) は用いたゲルのネットワー

クサイズ(数 10nm) より大都、が、ゲルビ

ーズの直径(100μm'"'-' 200μm) より小さ

い。自乗平均拡散距離の計算をすることは、

得られた D がどの程度の大きさのドメイン

サイズを反映したものなのかを理解するう

えで非常に重要なことであり、得られる拡散

(3) 
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成分が多成分から単一成分へと変化するドメインサイズが、ゲル中のプローブ分子の拡散過程に

関して、ゲルが均一なドメインサイズと決定することができる。

架橋密度の異なる MPSゲノレ及びCLEARゲノレ中の Boc-L-Pheについて、遅い拡散成分の割合Islow

を (z) に対してプロットした結果を Fig.l，こ示す。!slowは、 (z) の増加とともに増加し、1.0にな

ることがわかる。これより、ゲルが均一なドメインサイズを決定することができ、この時の (z)

が大きいほどゲノレの不均一性は大きいことになる。MPS(DVB5mol%)は(z) = 970nm (..1= 50ms)、

MPS (DVB2mol%)は (z) = 841nm (L1=20ms)、MPS(DVB 1 mol%)は (z) = 1.80μm (..1= 40ms)、

CLEARは (z) = 2.14μm (..1= 30ms)で、!slowが1.0になることがわかる。体積膨潤度は Table1に

示しであるが、体積膨潤度が大きくなるとゲルの不均一性が大きくなることが理解できる。また、

ゲ、ルビーズの直径の異なるサンプルについても同様の実験を行ったところ、架橋密度が同程度で

あるにもかかわらす、ビーズの直径が大きなゲ、Jレの方が不均一性が大きいことが観察された。本

討論会では、プローブ分子を変化させた場合も同様な結果が得られるか、また温度を変化させた

場合はどうなるか、さらに数種類のゲ、ルの不均一性について報告する予定である。

Fig.2に MPS (DVB2mol%) ゲル中の

Boc-L-Pheについて得られた拡散係数の A

依存性をプロットした。測定のタイムスケ

ールL1=20msにおいて、得られる拡散係数

が平均化され、このタイムスケールでゲル

中の Boc-L-Pheの拡散過程は均一に見えて

いる。ここで、短いAでの測定で拡散係数

の分布を得ているが、この分布の仕方はゲ

ルのネットワーク構造を反映していると考

えられ、今後本手法が発展すると架橋構造

の推測ができると考えられる。今回の測定

では、拡散係数の分布が正規分布ではなく

多く(半分以上)の遅い拡散成分が観察さ

れたこと、短いAにおいてもかなりの遅い

拡散成分が存在すること、さらに遅い拡散

係数が平均の拡散係数に近いことから、今

回用いたゲ、ルはネットワークサイズが正規

分布しているのではなく、一定サイズのネッ

トワークを有するが局所的に未架橋部分が

存在し、ネットワークの欠陥(大きさサイズ

のネットワーク)が存在すると推測できる。

50 

-ω， 
g u 

r-~ 、'叫

、、.

20 

z g E 

。
10 

• • • 。
o 20 40 60 80 

Gradient pulse interval L1 I ms 

Figure 2. Dependence of the diffusion coefficients of 
the fast( 0) and slow(.) diffusion component of 
Boc-L-Phe 10wt% (solvent DMF-尚 in MPS 
(DVB2mol% cross linking) gels on the gradient pulse 
interval L1 at 30 "C. 

1) Yamane， Y.; Kobayashi， M; Kuroki， S.; Ando， 1. Macromolecules， 34， 596ト5967(2001).
2) Yamane， Y.; Kobayashi， M; Kimura， H.; Kuroki， S.; Ando， 1. Polymer， 43， 1767・1772(2002).
3) Yamane， Y.; Matsui， M; Kimura， H.; Kuroki， S.; Ando， 1. J. Appl. Polym. Sci.， in press. 
4) Yamane， Y.; Kuroki， S.; Ando， 1. Network Polymer(in Japanese) in p閃 ss.
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P65 パルス磁場勾配NMRを用いた

植物細胞内制限空間における自己拡散係数測定
(分子科学研究所)0大石修

Measurement of re前rictedself-diffusion coefficien七s泊ぬepl回 tcell by PFG-NMR 

(In耐脚 forMolecular Sci阻 se)Os叩lUOISHI 

The diffusion coe血cie凶 ofthewa七erin色heroot cell of a carro七wasmeasured by the PFG・NMR

method， ch組 gingdi仇 siontime betwe阻 1・100ms，in order七0脚色here銑rictedselιdi伍却ioncoefficient 

of water in pl組.tcell. The res山 show吋 thefollowing things. i)The wa七erin a carrot cell showed七he

feature of the restriction space which is no七seenwiぬぬewa七erof a bulk system. ii) It suggωもed七ha七

one ofぬ.eboundary space e対抗edne釘 abou七10microm錦町錨 roo色m田 nsquare dis加 lce.

【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、凝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。動植物の細胞の水分子は細胞膜

や小器官の膜によって閉じられた系の中に存在するために、その拡散は制限されたものとなり、制限の無

いbulkな系と異なった特性を示す。そのため閉じられた系での見掛けの拡散係数を拡散時間を変化させ

ながら測定することにより、逆にその閉じられた系の大きさ等を推測することができる。今回の研究で

は、積物細胞中の水の鉱散係数を、拡散時聞を 1ms-100msまで変化させながら測定した。

【実験1
1.装置:0.93T( 4OMHZ)の電磁石の NMR装置に、磁場勾配発生コイルに四極コイルを用いた自作のプ

ロープを用いて測定を行った 1)。

2.試料:、市販の NMR5mm管に入る大きさにニンジンの根幹細胞を切り取り、表面の水分を除去した

後、 NMR管に封入した。

3.パルス系列:Figure 1のパルス系列を持つ凶im叫抗ed-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35'Cで測定した。パルス幅は拡散時間Aを1・100ms

まで変化させて、各拡散時間において磁場勾配パルス 6を0.4-0.6msまで 0.05msおきに変化させるパ

ラメータを設定し、エコ}の強度を自動測定した。

5.測定:測定は同一試料で二回測定を行い拡散係数の時間変化を調べた。また試料依存性を見るために試

料を取り替えて三回測定した。

1t12 1t12 1t12 

Figure 1. Pulse sequence for PFG-stimulated-echo 

キーワード:パルス磁場勾配・自己拡散係数・制限空間・植物細胞

おおいしおさむ
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6.標準試料: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健から導き出したものを

用い、磁場勾配の安定住は試料の測定条件において、ポリジメチルシロキサン、グリセリン、 bulkの水、

bulkのdimethylformamideを標準物質として拡散係数を測定して確認した。

【結果及び考察1
Figure 2aはニンジン細胞中の水の拡散係数を拡散時間に対してプロットしたものである。またニンジ

ン中の水に対する比較として、開条件で測定した、 bulkの水とエンジンとほぼ等しい拡散係数を持つ

dimetylformamideの鉱散係数をプロットしている。 bulkの水、 dimeぬylformamideの拡散係数が拡散時

間に依存せずほぽ一定なのと対象的に、エンジン細胞中の水の見掛けの拡散係数は時間とともに減少して

行き、制限系の特徴が見て取れる。ニンジンの拡散係数におけるデータのばらつきは主に試料に依存した

ものであり、拡散時間に無関係に拡散係数を増減させている事から、試料中で細胞内に閉じこめられた水

とbulk的な環境の水の割合の違いが現れたものと示唆される。また、試料の時間変化による違いはほと

んど見られなかった。

NMRで観測される見掛けの自己拡散係数 (D)に対して拡散分子の二乗平潟拡散距離 (r)は拡散時聞を

もとして、 r=ゾ2Dtで示される。 Figure2bはニ乗平均拡散距離の時間変化を示している。 bulkな系に

おける水と dimethylformamideの拡散係数は時間の平方根に対して直線的に変化して、その分子は無制

限に広がっていく一方で、エンジン中の水の拡散距雌は制限の為に直線からずれる。またニンジンでは、

平均拡散距離で約 10μmを境にして折れ曲りの傾向を見せており、このあたりに一つの境界があること

が示唆される。

以上のようにして約6T/mの磁場勾配ノ勺レスを用いて 1ms以上の拡散時間で、ほぽ問題なく細胞中の

水の拡散係数を測定することができた。また1・5ms程度の拡散時間は10μm程度の大きさの制限拡散が

見える領域であるので 2)、これらの結果から動物細胞や細菌の細胞内の制限拡散測定が装置的には可能で

あることが示された。
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1)Osamu OISHI岨 dSeiichi Miyajima， J. Magn. R怠son.A， 123， 64-71 (1996) 

2)D. G. Cory組 dA. N. Grroway， Magn. R回 on.Medicine， 14，435 (1990) 
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P66 キラノル液晶中での光学活性トリアゾーノル系化合物の

二次ftNMR測定と配舟パラメーターの決定

(神戸薬科大学大阪大学医学部 2) 0杉浦虞喜子木村敦臣 2

藤原英明 2 灰 野 裕 美 伊 藤 允 好 I

Two Dimensional NMR and Determination of Order Parameters of Optically Active 

Triazole Compounds的 ChiralLiquid Crystalline Solution. 

Makiko Sugiural， Atsuomi Kimura2， Hideaki Fujiwara2， Hiromi Hainol， Masayoshi Ito1 

lKobe Pharmaceutical University 

2Sch∞1 of Allied Health Sciences， Faculty of Medicine， Osaka University 

Chiral triazole compounds， uniconazole (1) and diniconazole (11) which show antifungal and plant 

growth regulating activities， have been dissolved in PBLG-CDC13 chiral liquid crystalline solvent and 

their Het2DJ spectra have been measured to obtain dipolar coupling constants DCH values. The 

orientations of the molecule in liquid crystalline phase have been ca1culated by means of the observed 

DCH values. The small differences are observed on the ca1culated molecular orientations between I-S 

and II-R， which seem to be due to the enantiomeric difference. 

【はじめに】ウニコナゾール(I)，ジニコナゾール(11)など光学活性トリアゾール系化合

物は，その光学異性体の活性に差があり，植物生長調節作用としては S体が，殺菌作用と

しては R体の方がそれぞれはるかに強い活性を有するととが知られている。昨年の本討論

会において，キラル液晶を溶媒として用いるキラル液品 NMR法の応用として，これら光

学異性体が特に化学シフト異方性の差によって分離観測が可能であり， R/S体の存在比を

ほぼ定量的に決定出来ることを明らかにした。

今回は， Het2DJスペクトルから得られる結合 C 

定数から C-H双極子結合定数を求め，それによ

り液晶中での配向パラメーターの計算を行い， R体，

S体の配向の違いを検討した。

【実験] 1 (R/S=21179) ，11 (85/15)それぞれ

を， Poly-y-(benzyl-L-glutamate) (PBLG) -

CDC13液晶に溶解し (I!PBLG/CDCh: 

50/190/910， II/PBLG/CDCh: 70/190/810)，サ

1: R = H 
II:R =CI 

?H10 

8./
CケC(CT)3

H 

ンプルとした。液晶状態の確認は， 2D NMRによって行った。 NMRの測定は， Varian 

VXR-500または INOVA-500(13C:125.7 MHz， 2D:76.8MHz)を用い，いずれの測定も，

キラル液晶，光学異性体，直接結合定数，配向パラメーター， トリアゾール系化合物

すぎうらまきこ，きむらあっおみ，ふじわらひであき，はいのひろみ，いとうまさよし
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1ρckなしで行った。

[結果と考察JHet2DJの測定によって得られる結合定数は，直結 C-H問，遠隔 C-H間

共に， JcH + DCHとなるため，双極子結合定数 (DCH)は得られた結合定数から溶液の結合

定数(JCH) を差し引い

て得られる。 1，IIいず

れも，光学異性体の存在

比に片寄りがあるため，

多量に存在するもの(I-

S， II-R)については，

Het2DJによって，遠隔

C-H間についてもかなり

Table 1. Observed and Ca1culated C-H Dipolar Coupling Values . 
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細かく読みとることが出

来たが，少量のもの(I-

R， II-S)については化学

シフト異方性によって分

離観測される数個の芳香

環炭素の直結 C-H間し

か読みとることが出来な

かった。 Table1に，得

られた 1-S体， II-R体

の双極子結合定数 (DCH)

をまとめた。

これらの得られた値を

用いて，それぞれの化合

物について，液晶中での

分子配向を計算した。得

られた配向パラメーター

の主催を Table2に，

またその時の DCHの計算

値を， Table 1に示した。

10 Hz程度の実験誤差を考慮すると，いくつかの

値を除いては，観測値と計算値は比較的よく一致し

ている。また，得られた分子の配向は， 1-S体と II-

R体ではわずかながら C-9，C-7に差が見られる。こ

れは， 1， IIの構造上の違いよりはむしろ S体， R体

の立体構造の違いを反映しているものと思われる。

3，5C-2，6H 72.2 66.4 

4C-2，6H 7.9 8.2 

4C-3，5H 59.6 71.4 

7C-7H -19.9 ー19.8

8C-7H 34.0 33.8 

8C-9H 52.0 57.2 

8C-5'H 0.8 5.8 

9C-9H 185.0 185.0 

3'C-3'H ー463.7 -454.4 

3'C-7H 21.3 6.9 

5・C-5'H 459.2 469.1 

5・C-9H 28.2 27.3 

5・C-3'H 7.5 3.4 
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36.0 38.9 

13.0 10.2 

59.0 59.6 

161.8 169.7 

14.1 14.6 

79.6 74.4 

12.3 8.3 

134.7 129.6 

17.7 14.0 

11.6 3.5 

80.6 75.6 

12.6 10.0 

60.7 58.9 

23.1 25.3 

32.0 36.9 

68.7 60.4 

12.0 9.0 

186.4 186.4 

-410.2 -419.2 

14.1 16.5 

12.6 5.9 

353.3 360.9 

29.7 31.2 

9.6 4.3 

16.8 

68.1 

29.4 

216.1 

17.4 

6C-6H 

2C-6H 

6C-5H 

6C-7H 

3，5C-3，5H ! 

3，5C-5，3H 

3C-6H 

5C-6H 

一 241

4C-6H 

4C-3，5H 

7C-7H 

8C-7H 

8C-9H 

8C-5・H
9C-9H 

3・C-3'H
3'Cー7H

3'C-5H 

5・C-5・H
5'Cー7H

5・C-9H
5・C-3'H

Table 2. The Estimated Principa1 Axes 
Order Parameters for I-S and 11・R.

I-S体|トR体

Sx'x' 0.00027 -0.0580 

Syγ 

Sz'z' 

0.22026 

-0.22053 

一0.3648

0.4228 



P67 多核固体N乱仮による Na型モンモリロナイトの構造解析

(東工大原子炉研 1新日錨先端研2)

0大窪貴洋 l金橋康二2粛藤公児 2畠山盛明 2池田泰久 l

Structural analysis ofNa・montmorilloniteby multi nuclei solid state m低

Research LaboraωIry for Nuclear Reactors， Tokyo Institute ofTechnology' 
Nippon St田 1Corporation， Advanced Technology Research Laboratory" 

OTakぬiroOhkubo1， Koji Kanehashe， Koji Saito2ヲ MoriakiHatak町ama
2，Yasuhisa Ikeda2 

TheNa・mon回 orillonitehas lamell紅 structurewith parallel layers of te回 hedralsilicate and octahedral 
aluminate sheets. Although it is veηimportantωstudy its properties such as swelling with wate~，-也e!!lyer 
S伽 ctureofNa・mon回 orillonitehas not been sufficiently examined. In this s制批 multinuclei e'Al， "'''Na， 
29Si， 1H) solid s旬.teNMR ware appliedωNa・mon回 orillonite.27 AI MQMAS experiments at high magne批

field indicate two α・osspeaks， it was evidenced that there are two different structures of aluminum in 
tetrahedral sheets. Moreover， the mobility ofNa ion in the sample of 10wt.% water contents is better組 d
quadrupolar coupling constant is larg釘 白 血 thatof 7wt. %. It is concluded that multi nuclei solid state 
NMR is effective method in structural analysis of clay minerals. 

1.緒言
Na型モンモ1)ロナイトは、Al06八面体層を 2つの Si04四面体層が挟み込んだ層を単位層とする層状

粘土化合物である。単位層と単位層の聞に交換性のカチオンを含む。今までの NMRによるモンモリロナ
イトの構造解析は、 29SiMASによる四面体層の縮重度の決定および 27AlMASによる層内Alの配位数
の決定(1)に適用されている。しかし 27AlMASによる構造解析は、四極子相互作用によるスペクトルの広

幅化のために詳細な解析が困難であった。そこで今回、四極子相E作用を平均化できる MQMAS法を

用いてNa型モンモリロナイト中のAl及びNaの構造を検討した。さらに SiおよびHについても、それぞ
れ CPIMAS、CRAMPSを用い、 Na型モンモリロナイトの層構造および含水効果を多角的に解析したとこ

ろ、興味深い結果が得られたので報告する。

S伊ctrome町

Ma伊.eticfielゐ

Nuclei 

2.実験
Na型モンモ1)ロナイトは、日本粘土協会により提供されている JCSS3101を用いた。試料の含水率は、

カーノレフィシャー水分計により測定し、室温での含水率 10wt.%を標準試料とした。含水 Na型モンモリロ

ナイトは、標準試料に純水を加えて調整した。含水率 7wt.%の試料は、標準試料を真空状態で 200
0
C48

時間脱水し調整した。
~aMQMAS および 27Al MQMAS は、 z・田町型3パルスシーケンスσ)を用いた。また、 1HCRAMPS 

は、 BR24パルスシーケンスを用いた。スピンー格子緩和時間 (T1)は、飽和回復法により測定した。 NMR
スペクトルの取得に用いた装置と手法について、 Table1にまとめる。

Table 1 Experimental terms of each nuclei. 

EX-270 CT.α-300 

6.35 T 7.05 T 

B'Si (I=1/2) ~a (I=2β) 1H(I=I/2) 

CPIMAS MQMAS CRAMPS 

ECA-700 

Me伽 ds

spinning rate 

Re叩 n組関frequ四 cy

川町一…
5.5 kHZ 16kHz 4kHz 18 kHz 

Re食笠間関

53.5 MHz 

Silic百五.bber
・22.333盟m

79.5 MHz 
1.百官官aCIaq. 

Q.PI型

300MHz 

Silicon rubber 
0.119盟m

182 MHz 

而百AlChaq. 
・0.1盟m

3.結果および考察
含水率の異なるNa型モンモリロナイトの 27AlMASスペクトルは、Al06ユニット中の Al(Al[6])Iこ相当す

るピークと Si04ユニット中の Siを一部置換した 4配位Al(Al[4])に対応するピークを示すが、二次の四極
子相互作用のために詳細な構造解析が困難である。そこで、二次の四極子相互作用を平均化できる

キーワード:層状化合物、 MQMAS、CRAMPS

おおくぽたかひろかねはしこうじさいとうこうじはたけやまもりあきいけだやすひさ
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MQMASによる測定を行った。 Fig.lは、 16.4T下で測定した | 
含水率 10wt.%Na型モンモリロナイトの幻Al5QMASスベクト ~I 
ル(Al[4]領域を拡大)である。 Fig.1からわかるように、Al[4]の
2つのサイト(IおよびII)の存在が、「高磁場+MQMASJの
組み合わせにより初めて明らかになった。これらクロスピーク
は、アモルファス構造に由来する CS軸方向への分布を示す。

また、含水率を7wt.%から 10wt.%に変化させた試料のスベク E 
トルは、ピーク11の強度が減少し、 Iが増加する。よってピーク ~. 
Iは、Al04四面体ユニットの酸素に水分子が水素結合した化

学種に、 11は水分子と水素結合していないAl04ユニット中の

Alに相当している可能性がある。
次に 2~a のもおよび 3QMAS の測定を行い、層間 Naイ

オンの状態及び運動性に関して検討した。含水率 7wt.%と

lOwt.%の T1値は、それぞれ約 O.Olsおよび O.OOlsであり、 90 80 10 
少量の含水により著しい影響を受ける。この理由として、層間 ! 日 卯 m

Naイオンの水和lこより Naイオンの自由度が増し、運動性が跡。んJi凶F説 J出nd
向上したためだと考えられる。また Fig. 2 に示す 2~a 2.8凶，∞nve四ion p叫se width: 1.1凶
3QMASスベクトノレも含水率によって大きな変化が見られた。 z-fi1ter P~鉛別dth: 14μs， t1 iu悶 ment:
含水率7wt.%のNaは、複数サイトγ分布して存在しているが 3.7凶?.P~!~!_~~:a!~!2~L~.._I440 民沼IS. * 」 、 denotetli.e spinning side barid尽
含水率を増加させると(7wt.%→lOwt.%)、明確な 1サイトへと 山匂

変化することが明らかとなった。さらに 2 つの試料の MAS ス Ta.bl~ ]. Quad.l"\lpol~ pe!!沼間町S 組 d
ベクトルのシフト値はほぼ一定であるにもかかわらず、等方シ ~in骨組，ce rel部組on也ne-of Na site in the 
フト値(LlCT)は大きく変化しており、含水率lOwt.%では四極 Na咽 ontmorilloni旬

子結合定数 PQ(=2πCQ(l竹12/3i12
)が増加していることがわか| ILIゲppm I Po/MHz I T1/s 

った。この結果は、含水率 10wt.%の状態は、 Naイオン周りの l7wt.% ト14.1 I 9.69 I 0.01 
立体的な対称'性が低くなっていることを示唆している。 IlOwt.%I・3.09 I 21.08 I 0.001 

以上のととから、モンモリロナイトのような粘土鉱物の構造解析には、その材料を構成する各々の元素
からの多角的なアプローチが非常に有効であることがわかった。当日は、 29SiCP!MASおよび 1H
CRAMPSのスペクトルの結果も併せて報告する。また、さらに高い含水率(3Owt.%)での構造解析結果に

ついても報告する。

dJ1 

【参考文献]
(I)D. Muller， W. Gessner， H.J. Behrens， G Scheler， Chem. Phys. Lett.， 79 (1981) 59. 
(2)J.P. Amoure眠， C. Fernandez， S. Steuernagel， J. Magn. Reson.， A123 (1996) 116. 
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P68 セクロビンAーマガイニンハイブリッド

抗菌性ペプチドの膜中での NMR構造解析

(農工大工 l、国際基督教大 2、(株)東レリサーチセンター3)

O吹田宏英 1、鈴木悠 1、梅本公子 2、JI/口謙 1，3、朝倉哲郎 1

Structural Study of Antimicrobial Peptide， CecropinA -Maginin2 Hybrid in Membrane by NMR 

孟Q塩凶辺E皇1，Yu Suzuki'， Kimiko Umemoto2， Ken Kawaguchil
，3， TetsuoAsakural 

J. Department of Biotechnology， おかoUniversity of勾ricultureand Technology， 
2. Department ofChemistry， International Christian Universi，砂 3.TorのRωearchCenter 

The structure and orientation of antimicrobial peptide， cecropin A (1・8)ーmagainin2 (1・12)hybrid， 
(CAMA;KWKLFKKIGICiIKFLHSAJ(KFG)， in phospholipid bilayerswas~tudied using 31p and' 15N 

31 

15..... I'1T A rlS solid-state NMR， The [15N]L4 or [15N]A 17 labeled CAMA together with [15N]F5 and [15N]A 17 labeled 

CAMA were synthesized by solid phase method and were incorporated into a phospholipid bilayer" a 

mixture of dimyristoylphosphatidylcholine and dimyristoyl-phosphatidylglycerol on the glass slides.υN 

NMR spectra ofthe oriented CAMA samples show that the helical peptide is predominantly oriented in the 

plane of the lipid bilayer. The orientational behavior of the peptide analogue (W2→A2) was also studied 

with similar analytical method. 

[緒言]CAMAはカイコ由来の抗菌性ペプチド cecropinA (1・8)とアフリカヒキガエル由来の magainin2 

(1・12)のシークエンスをハイブリッドさせた合成ペプチドである。オリジナルのペプチドである

ωcropinAとmagainin2は両方とも、グラム陰性細菌にのみ特異的に作用するペプチドであるが、その

ノ、ィブリッドである CAMAは、オリジナルのベフ。チドよりも高い活性を示し、さらに、グラム陰性細

菌のみならず、グラム陽性細菌、ならびに、一部の癌細胞にも活性を示すことが報告されている 1)。 ま

た、溶液NMRを用いて、 dodecylphosphocholineミセル中において、中央の Gly-Ile-Glyをヒンジとした

2本のヘリックスからなる構造であること、さらに、 N末端側に存在する Trp残基の有無によって、ペ

プチドの構造および活性が大きく変化することが報告されている 2)。本研究では、 CAMAペプチドの

脂質二重膜中での配向構造を検討するために、ペプチドの N末端側半分と C末端側半分を各々、 15N

ラベルしたペプチドを合成し、脂質二重膜中での CAMAペプチドの配向構造を、配向構造に敏感な角

度依存国体NMR3)，4)を用いて検討した。また、活性および構造に重要な影響を及ぼすと考えられている

Trp残基に着目し、 Trp残基を他のアミノ酸に置換したことによる配向構造の変化を検討し、 T中残基

が配向構造に及ぼす影響を検討した。

[実験]

安定同位体ラベル CAMAペプチドの合成

安定同位体ラベル部位を変えた 3種類の安定同位体ラベノレCAMAペプチ

ド(CAMA・L4，CAMA・A17，CAMA-F5AI7)とTゅを A1aに置換した安定同位

体ラベル CAMAペプチド(CAMA(W2→A2)-L4，CAMA(W2→A2)-AI7)を

Fmoc固相合成法により合成し、逆相液体クロマトグラフィーを用いて精製

した。

NMRサンブツレ試料調製

立 01館

長劃甥
Fig.1 Sample preparation for solid 
state NMR observation. Oriented 
samples on glass plate are stacked 
in a glass tube. 

DMPC/DMPG/CAMAを7:3:1の割合で混合し、 CHCliCH30Hに溶解させ、ガラスプレート上に展開し

た後、乾燥させた。それを Fig.1のようにサンプルホルダーに詰め、水和率 60%に調整した後、両端を

密封し、脂質二重層を形成させた 5)，6)。

抗菌性ペプチド、指質二重膜、固体剛氏配向構造、安定問位体ラベル

すいた こうえい、すずきゅう、うめもと きみこ、かわぐち けん、あさくら てつお
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主盟旦週庄

脂質極性部分の配向状況を検討するために固体

31p NMRを、脂質中に導入された 10mol%(脂質に

対して)のペプチドの配向構造を検討するために国

体 15NNMRを用いた。測定は ChemMagnetic社製

CMX400NMR装置を使用、角度可変ゴニオメータ

包 ;ol窃
長劃塑

1・I'l' l' l' l' I 
付固体NMRユニットを用いて行った。 Fig.1Sample preparation for solid 60 40 20 0 -20-40-60 

state NMR obse円 alion.Oriented ppm f r棚 HlO.
sam円eson gl出 splate蹴蜘kedFig.2 J1p叫 d制 eNMR spectra 

glass tub [結果及び考察 ma glass 1Uoe. of aligned DMPC/DMPG/CAMA 
sample as a funclion of由eangle e 

DMPC/DMPG/CAMAについて、固体 J1pNMRを測定した J1pピークはガ betweenthe bilayer normal and Bo 

ラスプレート面が磁場に対して垂直な場合(6=0
0
)，23ppmに、ガラスプレー

トを 90
0

傾けた場合(6=90勺、ロppmに出現した。よって、このピークは配向成 σず。
分由来のピークであり、ガラスプレート面に対して脂質膜アシル鎖が垂直にな伺

るように脂質二重膜が形成されていることがわかる (Fig.2戸。

CAMAIの粉末 15Nパターンを Fig.3(a)に、配向脂質二重層系での固体 15NNMR

測定の結果を Fig.3(b)，( c)に示す。脂質膜法線と磁場とのなす角度が 0
0の時、 (b) ^ ~o. 

60ppmに(Fig.3b)、900の時、54ppmから 162ppmの範囲にピークが出現する(Fig.3c)。 ハ?怠・

内時の 60ppm のピークは、 l~ Pheならびに Alaの化学シフトテンソルのσ22W ノ¥I妙
成分に対応する 6)。このσ22成分はヘリックスの軸である N・H と垂直に近い、つ 〈ノザ いへ
まり、これらのサンプルのラベル部位の Phe5ならびに Ala17は、膜に対して平行 (c) 八八八

に近い角度で配向している 7)。このことから、 CAMAペプチドのN末端へリッ 9=900( V ¥ 

クスと C 末端ヘリックスは、いずれも膜に対して平行な配向を形成し、 ハ人

cecropinA 8)やmagainin9)などで報告されている Carpetモデ、ルを形成していると考 ー

えられる。 Fig.3(d)に、 CAMAペプチドの Trpに近い Leu4を 15N ラベルした

:、 Fig.3(e)にTrpをAlaに置換したベ

ける国体 15NNMRスベクトノレを示す。 CAMA2のスベクトルでは、 Fig.l同様に

ペプチドが膜に対して平行に配向していることがわかる。さらに Tゅを Alaに

置換したペプチド Alにおいても、同様なピークが表れ、依然として Carpetモ

デ、ルを形成することがわかる。

参考文献
(1) Shin SY.， Kang JH. & Hahm KS. J.Pept.Res.， 53， 82， (1999) 
(2) Oh 0.， Shin SY.， Lee S.， Kang JH.， Kim SD.， Ryu PD.， Hahm KS. & Kim Y. 
Biochemistry， 39， 11855， (2000). 
(3) Demura， M.， Minami， M.， Asakura， T. & Cross， T.A. J.Am.Chem.Soc.， 120， 1300， 

(1998). 
(4) Asakura， T. & Demura， M. Solid State NMR ofPolymers (Ando 1. & Asakura， T.， 
Eds.) 307， (1998). 
(5) Hori， Y.， Demura， M.， Niidome， T.， Aoyagi， H. & Asakura， T. FEBS Letters 455， 228， 

(1999). 
(6) Hori， Y.， Demura， M.， Iwadate， M.， Ulrich， A.S.， Niidome， T.， Aoyagi， H. & As依ura，
T. Eur. J.Biochem. 268， 302， (2001) 
(7) Marassi FM.， Opella SJ.， Juvvadi P.， & Merrifield RB. Biophys J.， 77， 3152， (1999) 
(8) Bechinger B.， ZasloffM. & Opella SJ. Biophys. J. 74，981， (1998) 
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labeled CAMA and its analogue. e目白e
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P69 Si・Nb-C-O系コーテイング、溶液の NMRによるキャラクタリゼーション

(東工大応セラ研・*資源研)

O福島学・中村義之*・安田栄一・因遺靖博

NMR Characterization of Si-Nb-C-O coating solution 
Materia1s血 dS加 cturesLaboratory組 d*Chemica1 Resources Laboratory， 
Tokyo Institute of Technology 
OM.FulG服組ma，Y.Nakam町a，E.Yasuda and Y.Tanabe 

Si・Nb-C-O∞a加gsolution was synthesized血rougha sol-gel pro回 ss.In也iss旬dy，relationship 
between molecular s回 ctureandmechanica1 properties w錨 investiga飴d. The coating solution was 
charac臨 izedby H-NMR and ""Si-NMR The har血ess組 dadhesion of coating film indicated maximum 
va1ue according to ns. These properties increased with increasing degree of siloxane bonding 
∞InQ側 副on.

1.[序lゾルゲ/レ法により合成したポリシロキサン薄膜はiit熱性・援水'性・耐磨耗性・電気絶縁a性等の優

れた特性から、有機高分子樹脂の保護膜や金属および有機物質の接着剤として応用されつつある。しか

しながら、これらの共重合体は構造が複雑であり、物性に及ぼす構造因子の評価が困難であるため、こ

れらの相関関係の比較・検討の報告例は数少ない。膜の構造と物性は構造と密接な関係にあり、したが

って高機能・高a性能膜の調整は前駆体の構造との関係が検討されることにより発現するはずである。これ

までにTa/Nb等の遷移金属を骨格中に導入したゲルを合成しており、遷移金属を導入したゾル溶液は加

水分解反応・ゲル化が短時間で進行することを見出しており、更には加水分解反応・ゲル転移後の構造

等を解析してきた[1]0とりわけ三官能性、ンランに遷移金属アルコキシドを導入し同時に加水分解させた材

料合成例は無く、従って繊維や膜の調整に関する報告は無いoTa/Nbの導入によるネットワーク強化及

び、機械的特性・耐熱「性の向上が見込まれる。そこで本研究は新規・透明高機能コーティング膜を合成

及び、その構造と膜の機械的物性との相関関係を明らかにすることを目的とする。

2.[実験方法}試薬・コーティング膜の調整シリコン源にはメチルトリエトキシシラン:CH3Si(OEt)3 (MTES) 

を用いた。一方、ニオプ源にはアセチルアセトン(AcAc)を用いて化学改質させたベンタエトキシニオプ:

Nb(OEt)sを(Niobium solution)用いた。出発物質の混合モル比は MTES: Nb(OEt)s : H20 : EtOH = 

1:0.05:2:3とした。これらの撹仲直後のゾル溶液をディップコーティング法によりスライドガラスへコーティン

グを行なった。その後、 40"C・80"Cで乾燥することによってコーティング膜を調整した。

コーティング溶液・膜の構造評価物性と構造の相関関係を検討するにはコーティンダ液・コーティング

膜の構造を評価する必要がある。コーティング膜の構造解析は困難であるため同一実験条件下で作製し

た独立膜を用いて検討した。ゾル溶液は lH 及び29Si_NMRスペクトルを日本電子製 La・500MHzNMR

で測定した。また固体試料に対しては 29Si_CP/MASNMRスベクトノレを Exc叫ibur・270MHzNMRで測

定した。 FT・R は SHIMADZUFTlR・8600PCを用い、測定には KBr法を用いた。環境型走査電子顕微

鏡はNikonE-SEM2700を用い、加速電圧20kvとして測定した。

コ}ティング膜の物性評価付着力の評価は、 ns規格(K5400)に従いクロスカットテープテストを、硬度

評価はns規格侭5600)に従い手かき法を用いて行なった。

3.[結果・考察l付着力・引っかき硬度の評価 Tablel.にコーティング膜と基板との付着力(nS-K5400)を

示す。特に 40"Cという低い乾燥処理の場合においても付着力は最大値を示していた。 Table2.に基板上

にコーティングした膜の引っかき硬度(nS-K5600)の結果を示す。 80"Cにおいて硬度は最高値を示した。

これらの物性は乾燥温度、言い換えれば膜の構造に大きく影響されていることが考えられる。付着力は

Nb未添加試料と同等であるが、引っかき硬度はNb添加により増大した[2]
Tablel. Adhesive strength of coating films. Table2. Sratch-Hardness tests of coat加g

fiIm on soda-lime g1ass. 

Key words: ゾルゲル法、加水分解、縮合度、デ、イツプコーティング、コーティング膜

Oふくしままなぶ、なかむらよしゆき、やすだえいいち、たなべやすひろ
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コーティング膜の構造と物性との相関関係

シリコーンやポリシロキサンは、分子聞の相互作用が低いため引っ張り強度や引き裂き抵抗は弱く、小

さい抵抗で傷が伝播するため各種材料への応用に対して制約となってしも。 Tablel.および 2.の JIS規

格に従った物性評価では、いずれも最高値を示した。これらと構造との相関関係について IRlNMRを用

いて検討を行なった。

まずFig.l.に独立膜のIRスペクトルを示す。 Si-O振動に由来するピークが 1040cm・1に、 Si・0・Nb骨格

に関与するピークが 915cm-Iに検出された[2・4]。これらの分子構造の存在は基板上の水酸基と塗膜との

聞の化学結合を示唆しており、付着力は最大値を示したと考えられる[2，5]。

コーティング膜の乾燥温度が高くなるにつれ同時に引っかき硬度も向上した(Table2.)。これは、膜の構

造に影響されていると考えられる。 Fig.2.に独立膜の 29Si・CP&仏 SNMRスペクトルを示す。また、これら

のピーク面積から算出したシロキサン構造単位を Table3に示す。乾燥温度が高いと fユニットに帰属さ

れる構造[4]が支配的である。即ち、 40・80
0
Cでは残存溶媒の揮発・重縮合の進行により分子間距離が縮

みネットワークが強化されたことが伺える。それにより、引っかき硬度は 9Hと最高値を示したと考えられ、

言い換えれば耐磨耗性も向上したと考えられる。

得られたコーティング膜の SEM観察行なったところ、クラックおよび気孔等は観察されなかった。また、

塗膜/基板界面も強固に接着してしも様子が観察された。

以上の各結果は接着剤・保護膜への応用展開の可能性を示唆している。

4.[まとめl
ポリシロキサン薄膜前駆体溶液の室温調整を行い、その塗膜の物a性と構造との相関関係について以下

の知見が得られた。

l得られたコーティング膜は極めて平滑であり、気孔・クラック等は観察されなかった。

2コーティング膜と基板との付着カは化学結合に起因するものと考えられ高い付着力を示した。

3.JIS規格に従いスクラッチハンドテストを行なったところ、コーティング膜の硬度は最高硬度を示した。

、、、-
，.-，/ 'VJI.n .. 

111 
u 
;!!¥ー-V(¥〓何

3 CH冊。官!-:n ¥f、・ (B)
I T、、 I 、

J L.J-M〔ik
lJ CH(M・) T T_ 守

a 副 C ・1.0_&' ・・ c (C) 

I!1iOO 1000 500 

W avenumber (cm .1) 

Fig.l. IR Spectra of self.・supportedfllms (幼(B)for 
drying at 40 and 80'C and (匂ぬrno Nb. 

Table3. The structure of self-supported films a伽 r
drying. 

(A】

(zvoaE“自
E
E
H

*units 鍾loxaneunits， T1
: MeSi(OSi三)(OEt)z，

T: MeSi(OSi=MOEt)組 dT: MeSi(OSi=)3. 
* DC: Degr明。，f condensation of siloxane 
bonding. 
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P70 メソ多孔体に吸着したp・ニトロアニリンの挙動

(産総研物質プロセス)0小森佳彦・林繁信

Behavior of p-Nitroaniline Molecules in the Mesoporous Materials Studied by Solid-State NMR 

(Institute for Materials & Chemical Process， National Institute of Advanced Industrial Science and 
Technology (AIST)) Yoshihiko Komori and Shigenobu Hayashi 

Behavior of p-nitroaniline (pNA) in the mesopores of FSM-16 and modified FSM-16 was 

investigated by means of solid-state NMR. Deuterated pNA (pNA-のwasloaded to FSM-16 and 

modified FSM・16which was prepared by a reaction of FSM-16 with n・octyltriethoxysilane.2H NMR 

spectra ofthe samples at 300 K showed a sharp signal at the central regionラ加dthe width of the signal 

for modified FSM-16 was sharper than that for FSM-16， indicating the faster isotropic motion of 

pNA-d in modified FSM-16. On the other hand， the 2H NMR spectrum ofpNA-d in modified FSM at 

220 K showed a narrow doublet with a split of 28 kHz， suggesting the 1800 flip-flop motion around the 

C2 axis of the molecule. These results indicated that dynamics of pNA molecules was varied with the 

chemical environments ofthe inner surface ofthe mesopores. 

1.緒言

無機有機ナノ複合体は無機・有機双方の利点を兼ね備えた新しい材料としで注目を集めて

いる。しかしながら、無機物(ホスト)中における機能分子(ゲスト)のダイナミクス等に

ついて検討された例は少なく、効率的なナノ材料の創製のためにはゲスト分子の挙動やホス

トーゲスト間相互作用を明らかにし、それに基づいた材料設計の指針の確立が重要であると

考えられる。当研究グループではゼオライトなどの無機ホスト中におけるニトロアニリン類

の運動について検討を行ってきている。 1

本研究ではメソポーラスを有する多孔体 FSM-16(F SMと略記)に吸着じたp・ニトロア

ニリン (pNA)の挙動に着目した。 FSMは細孔径が 2"'-'3nmと大きいのが特徴であり、

また細孔内表面はシラノール基 (Si・OH)が突き出しており、シリル化剤による有機修飾によ

り細孔内の環境や細孔径の制御が可能である (Schemel)。この細孔内における pNAの挙動

を2Hおよび13C NMRを用いて分析した。

2.実験方法

F SM  (細孔直径:2.75 nm)は豊田中央研究所が作製したものを用いた。有機修飾FSM

(C 8 F SM)はn叩 tyltriethoxysilaneをシリル化剤として用いて合成した。 2ホスト (FS 

M、C8 F SM) を150
0
C、3hで脱水した後、重水素化p・ニトロアニリン (ring-<4，p N 

A・d)を423Kで導入して複合体を得た。すべての pNA-d分子が細孔内表面に吸着するよ

うに吸着量は 10%以下とした。固体2HNMR分析は BrukerMSL400 (測定周波数:61.42 

MHZ)を用い、 quadrupoleecho pulseにより測定した。 13CMAS NMRはBrukerASX400 

(測定周波数:100.61 MHZ) を用い、試料を 3.5kHZで回転させて測定した。

国体NMR、メソポーラス材料、ニトロアニリン、ナノ空間、分子挙動

こもりよしひこ、はやししげのぶ
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Scheme l. Schematic view ofpNA and the mesopores ofFSM and modified FSM (C8FSM). 

3.結果・考察

図 1aにFSM'こ吸着した pNA-dの2HNMRスベクトルを示す。 140Kでは分裂幅

132 kHZの doubletが観察されているが、 220Kにおいて不明瞭となった。さらに、温度の

上昇とともに先鋭なシグナルへと変化しており、 pNA分子の等方的な速い運動が示唆され

た。一方、 C8 F SM'こ吸着した pNA-dの2HNMRスベクトル(図 1b)においては 1

40Kにおいてベンゼン環の固定を示す Pakedoubletが明瞭に見られた。また、 220Kにお

いては 28kHzの狭い分裂幅をもっシグナルが観測された。ベンゼン環が pNA分子のC2

軸回りで 100kHz程度の速さで 180。
(a) (b) 

反転運動をしていると考えられる。温度の上

昇とともに doubletは消失し、中央にシャー

プな線形をもっ成分が出現した。 FSMの場

合と比較して線幅は細く、 pNA分子はより

速い等方的な運動をしていると考えられた。

室温における 13CMASNMRを測定したと

ころ、どちらの試料においても pNA分子の

ベンゼン環に由来する 4本のシグナルが観

測されたが、スヒ。ニングサイドバンドは観測

されなかった。これは pNA分子が速い等方

的な運動をしていることを示しており、 2H

NMRの結果と一致した。

以上、メソ多孔体中に吸着した pNA分子

は室温において等方的な運動を行うことが

わかった。さらに pNA分子の挙動は細孔表

面の環境により変化することが明らかとな

った。

~\~26\"'--26一JJ2おυ6
J¥¥¥¥ヘヘ¥町¥‘、'-'川川... 刷州W噛酬酬州叫.叫~匂A匂ヤ，円~mJ、ヘ，べべへべ~\、\.f.品w帽

J九州
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Figure 1. 2H NMR spectra of pNA-d in the 
mesopores of(a) FSM and (b) C8FSM. 
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P71 エチルメチルイミダゾール (EMI)カチオンと種々のアニオンからなる

イオン性液体とリチウム塩をドープした電解質のイオン拡散と伝導

(産総研) 早水紀久子、 OEmmanuelleRaekelboom、秋葉悦男

(ユアサコーポレーション) 中川裕江、相原雄一

Measurement of the ionic diffusion and conduction of l-ethyl-3・methylimidazolium
tetrafluoroborate (EMIBF.J salt electrolytes doped with Iithium salts. 

F~. Raekelboom， K. Hayamizu， E. Akiba， National lnstitute o[ Advanced lndustrial Sciences and 

Technology， H. Nakagawa， Y. Aihara， Yuasa Corporation 

Ionic diffusion and conductivity of ionic liquids (lL) have been studied using白e
pulsed gradient spin echo (PGSE) NMR technique [1]. To use ILs as electrolytes for lithium 
batt怠ries，addition of lithium ions is necessary. Lithium salts such as LiBF4， LiTFSI 
(LiN(S02CF3)2) and LiBETI ((LiN(S02CF2CF占))were added ωethylmethyimidazolium 
borate (EMIBF4) and the diffusion of the ions was measured by changing the anions and the 
concentration of LiBF4.This wひrkconcems the ionic conductivity， self-diffusion coefficient 
and the thermal property of EMIBF 4 doped with different ∞ncentrations of LiBF4• The ions 
diffuse in the order of EMr>BF4，>Li+ in the temperature range 30・80oC， and this order is 
opposite to the ion size. We show that the addition of lithium salt to EMIBF4leads to the 
deterioration of the diffusion. The molar conductivities decrease first slightly until -0.5 M 
from which they fall sharply due to an increase of the visc凶 ity.This is consistent with the 
concentration dependence of the DSC curves on heating. 

Introduction 
The ionic liquids (ILs) are organic molten salts that are liquids at room temperature. They 
are stable liquids and less volatile due to small vapor pressures.百leyare of interest sinc怠 they
could be potential candidate media for lithium battery electrolytes.官leeffects induced by 
addition of the lithium salts were studied by PFG・NMR，DSC and ionic conductivity. 
Experiments 
Sample preparation Various concentrations (0.05 to 1.5 M) of LiBF4 were added to EMIBF4 by 
stirring at room temperature for six hours. Self diffusion coゆ cientThe PGSE NMR measurements 
were made with a Tecmag Apollo spectrometer with a 4.7 T wide bore magnet. The system is 
equipped with JEOL pulse field gradient probes. Ionic Conductiv的 Themeasurements were carried 
out using a Solartron Frequency Response ana1yser in the企equencyrange from 0.1 Hz to 1 MHz in 
the temperature range 30・80oc. 7及ermalprope11ies The DSC measurements were performed using a 
DSC220Cdi妊'erentia1scanning ca10rimeter企om・150to 100 oC at a rate of 10 oC min'1. 

Result and Discussion 
Self-diffusion Coefficients 

The self-diffusion coefficients of the EMI+， BF4
・ andLi+ ions were measured by the 

PGSE-NMR method using th巴 lH，19F and 7Li NMR under 4.7 T， respectively in the 

temperature range 30 to 80 oc. As an example， the concentration dependence of the self 
diffusion coefficients at 60 oC is shown at Figure 1. It was found that they decrease as the 
concentration of LiBF4 increases， probably due to the rise of the bulk viscosity.τ'he 
components diffuse in the order of EMr>BF4，>Li+.百lelithium ions are expected to diffuse 
the fastest due to their smallest size. In fact the PGSE NMR method gives an average self-

イオン性液体、常温熔融塩、リチウム塩添加、自己拡散係数、イオン伝導度
エマヌエルラヱケルブーム、はやみずきくこ、あきばえつお、なかがわひろえ、あいはらゅういち
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diffusion coefficient for the isolated ions and ion pairs. The lithium ions (Lt) are therefore 
suggested to have larger effective diffusion radii due to solvation， association with the anion 
BF4-or aggregation oflithium ions in EMIBF4・

Ionic conductivity 

The temperat町 edependence of the ionic conductivity measured by AC complex 

impedance method is plotted in the range 30・800Cat Figure 2. The conductivities increase 
with the temperatures following to the Vogel-TammarトFulcher(VTF) equation， characteristic 
of a viscous solution electrolytes. The molar conductivities are plotted versus the salt 

concentrations in Figure 3 for T = 30， 60 and 80 oC. Two regions can be distinguished， a 

dilute region for c<0.5 M where the molar conductivity is almost independent of the salt 

concentration and a concentrated region above 0.5 M where the molar conductivity falls 
sharply as the local viscosity increases. 

This phenomenon could be related to出esudden change in the DSC plots on heating 

shown at Figure 4， where the crystallization and melting point could not been seen at 
concentrations higher than 0.5 M. 

[1] A. Noda， K. Hayamizu， M. Watanabe， J Phys. Chem.， 105 (20)， 4603 
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P72 活性基を付与したメソポーラスシリカ層状組織体の固体NMR法

による構造解析

(神奈川大工)0高山俊夫、本田航司

The structur叫 analy話sof也.eactivati.ng group"modified mesoporous silicates by 

solid state NMR method. 
ωep町出entofChemi柑 y，Kanagawa University)OT. Takayama， K. Honda 

In this study， solid NMR measurements were carried out in order to clarify 

synthetic pro偲 ssand structure of mesoporous s出伺tes(MPS) with specific catalytic 

proper句:The mesoporous silicates included transition metals(Pd， Ni， Co) by chemical 

attachment to the reactive hydroxyl groups were prepared. From 29Si-CPIMAS NMR 
spectra it be偲 meclear that the MPS (Pd) is almost Q3 type unlike the other mesoporous 

silicates. The MPS (pωwas the best for the catalytic e島 ct(87%)at the al田 talsynthsis 

with cyclohexanone and methanol. 

1. はじめに

メソポーラスシリカ層間化合物の形成によって母結晶属の層間距離や層の電荷密度などが変化し、

層聞の分子あるいはイオンは、その形状、極性基の有無、種類などによって、層空間で特殊な配列状

態をとる。従ってインタカレートする化合物が触媒活性を有する場合、層間化合物を形成することに

よってこれらの活性が修飾を受けることが考えられる。本研究では活性基を付与したメソポーラスシ

リカ層状組織体化合物の生成過程と構造を解明するために国体13C・，29Si-NMR測定を行った。さらに

その層状組織体の触媒効果について明らかIこするために溶液13C-NMRをもちいた簡便な方法を検討

した。

2. 実験

高い表面積をもっメソポーラスシリカ層状組織体ω，fi>S)をカネマイトにヘキサデシルトリメチルア

ンモニウムクロリド(HDTMA)を挿入し、 600'Cに焼成して合成した。さらに， MPSと(CHaCOO>:U'd，

-Ni.-Co塩をアセトンまたはlLO中反応させ、次いで 540'Cに焼成し触媒活性金属を挿入した。そし

て各金属包摂MPS中にシクロヘキサノンと CHaOHとを混合し、その触媒効果を検討した。

国体NMRにはJEOL'ECA270WBを用い、 13C，29Si -NMR測定は通常のパルス法にて行った。溶

液13C-NMRはJEOL-ECA600を用いて、定量性を得るためフリップ角を小さく (20
0

) し、繰り

返し時間を長めに取った (30秒)。シフト基準はいずれの測定も TMSにした。

3. 結果及び考察

各化合物の生成過程と構造を明らかにするために闘体 13C，29Si -NMR測定を行った。

カネマイトの 29Si-NMRスベクトノレを Fig.lに示す。{j=-98.0に一本のピークを示した。これはQ3

構造であり、カネマイトが単一の薄板構造をとっていることが分かる。焼成前の層状組織体中に包摂

されている HDTMAはゴーシュ構造をとっていることがn-アルキル基のintra部分の{j=30.3の化学

シフトから分かった。その層状組織体の 29SiスベクトノレをFig.2に示す。主として Q3，Q4構造を示し

ていた。次に、 600'Cに焼成後の MPSの29Si-NMR測定を行った。そのスベクトルをFig.3に示す。

キーワード:I司体13C'NMR、回体29Si-NMR、メソポーラスシリカ層状組織体、インタカレート、触媒活性

0たかやまとしお、ほんだこうじ
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その結果、焼成後ではも構造が減少したことが分かる。

次に、金属粒子を包摂したMPSの(CH3COOM>dと-Ni，-Co塩との反応で得た三つの化合物の29Si

-NMRij{lj定を行った。その結果、特異なスベクトルを示したのはPd包摂物で、そのピークはブロー

ドではあるがほとんど Q3構造のみでありαig.4)、 Ni，Co包摂物とは明らかに異なっていた。そこで金

属包摂物の触媒効果を見るためにシクロヘキサノンのメタノールによるアセタ}ル化を行いその効果

を比較した。各MPSによるシクロヘキサノンのアセタール化変換率はそれぞれMPS(本体)29，Nif.即S
11， Co瓜1PS10， PdlMPS 87%であった。 Pd包摂物が他のものと比較してその変換に大きな効果があ

ることが分かったo Ni， Coの場合、 Pdはもとより MPS本体より変換率が小さかったのはNi，Coが

空孔を産めたためMPSのキャピティーの大きさが減少したためと思われる。

¥Jし
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P73 固体NMR法によるπ共役系高分子の準秩序構造と

ダイナミクス

(東工大院生命理工)0浅川直紀，守誠一朗?松原清彦，棲井実，井上義夫

(東工大資源化学研究所)山本隆一

Dynamics of Quasi-ordered Structure of Regicトregulated1l"-conjugated Polymers 
Nωki Asakawll"t Seiichiro Mori，↑ Kiyohiko Matsllbara，t Takaka;m Yamamoto，t and Yoshio 
Tnoue↑ 

十GraduateSchool of Bioscience and Biotechnology and + Chemical Resources Laboratory， Tokyo 

Tnstitllte of Technology 
4259 Nagatsuta-cho， Midori-kll， Yokohama， Kanag乱wa226・8501，JAPAN 
Tel:045・924-5796FAX:045-924-5827守 mail:nasakawa@bio.titech.ac.jp 

Solid-statc strllcturc and Dynamics of somc古v←membcredring 1l"-clcctron conjugatcd poly-
mers with hi広hregicト reglllaritywas investi伊 tedby differential scan山広田lorimetry(DSC)and 
1 H and 2H solid-state nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. The 2 H quadrupolar 

echo spectra of a head-tcトhead(HH)type ofperdeutelated poly(4-methylthiazol←2-diyl)[d:~-HH
P4MeTz] show an asymmetric lin巴 shapeabove ca. 290K， which cOllld be dlle to w昭 gingmotion 

of the methyl groups in thc quasi-ordered structurc of thc polymcr. This wa巳gingmotion would 
be c10sely related to the backbone twist. The 1 H transverse relaxation time measllrements of 

the methyI protons in HH-P4McTz with two puls巴 Hahnecho (TPHE) and Carr PllrceII Mci-
boom Gill(CPMG) methods shows that there exists diffusion-like motion in the system， which 
is probably dlle to the modulation waves of b乱.ckbonetwist. The dynamics of the modulation 
was invcstigated by 2H two dimensional exchangc NMR spectroscopy and thc exchange rate was 

estimated as slow as an ordcr of 100Hz at room tcmperature. 
keywords:1l"-conjugated polymers， transverse relaxation time， CPMG， Hahn echo， 2D exchange 
N乱m

1.緒言

一次構造制御型のポリ (4-メチルチ

アゾーノレ・2，5-ジイノレ)[Head-tか bead(HH)-

P4MeT7-]は複素五員環がface-tか face型の
πスタッキングすることにより側鎖に存在

する多数のメチル基が異常に高密度に配列

したユニークな結品構造を形成する。これ

まで我々は、主に固体NMRを用いてπ共

111"共役系高分子.横緩和時間 .CPMG.Hahnエコー
.二次元交換

あさかわなおき，もりせいいちろう，まつばらきよ
ひこ?やまもとたかかず，いのうえよしお

役系高分子の分子構造を調べてきた。今回

我々 は、 HH-P4MeTzのメチル基を 99%重
水素化した試料を用いて 2H二次元交換

NMR測定により、主鎖のねじれのダイナ

ミクスを調べた。

2.実験

一次構造制御型のポリ (4-メチルチア

ゾール)[P4MeTz] を脱ハロゲン化重縮

合法により合成し、 NMR実験(.JROL

GSX270ぅVarianUnity400)を行った。 2H
NMRの測定は室温条件下で、行った。
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Figure 1. Two dimensional exchange 
NMR spedra for perdellterated HH-

P4MeTz at room七emperaturewith a 
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DSC測定により、 P4MeTzでは約 290K

に大きな比熱の変化を伴った吸熱ピークが

観測され、 P3MeThでは約 363Kに比熱の
変化を伴わない吸熱ピークが観測された。

P4MeTzは複素五員環が face-to-face型の
πスタッキング‘することにより側鎖に存在

する多数のメチル基が高密度に配列した

構造を形成することが X線回折によりわ

かっている。側鎖のメチル水素を 99%重水
素ラベノレした P4MeTzを合成し、固体2H

四極子エコースベクトルを 118"，393Kの温

度範囲で測定したところ、転移の高温相側

では、メチル重水素の粉末スベクトルに非
対称性が現れた。非対称性の原因として、
電荷の存在.2H_2H双極子カップリング-

Gelv対称性の破れ・ Wagging運動・ discom司

rnenslIrat.ionが考えられる。非対称性が高
温相側でのみ現れるので、電荷の存在や

2H_2H双極子カップリングやc:和対称性の

破れによるとは考えにくい。残る二つの可

能性のwagging運動と discommensuration
は必ずしも独立ではなく、構造不整相など

の準秩序構造での原子変位の変調波が拡散

している場合には Wagging運動として観
測されることも有り得る。 HH-P4MeTzに

おいて構造不整が存在するかどうかはま
だ明らかではないが、 2Hスベクトルの二

つの垂直端の温度依存性の違いより、 HH-

P4MeTzには原子の変位の非局在化した変

調波が存在していると推測される。今回、

交換時間 (Tmix)を変化させて 2H二次元交
換固体NMR測定を行なったところ、スベ
クトルの対角成分は小さく、結晶中の大部

分のメチル基が変調波に参加していること
がわかった。プロトンの横緩和時間測定の

結果と併せると、結晶中に変調波の拡散

が起きいて、その変調波の拡散は非常に

遅く、 100Hz程度であると見積もられた。

3.結果.考察

Figure 2. The tirne C01lT'S巳 of 2H 

quadrupolar splitting of the methyl 

dellteron in HH-P4MeTiI as a fllnction of 

H11Xl時 time(Tmix) 
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P74 固体NMRによる廃ガラスリサイクルプロセスの解析

(産総研1).科技団さきがけ 212)・姫路工大 3))

0赤井智子1)2)・陳丹平 2)・増井大二 2).矢揮哲夫 3)

Analysis of recyc1ing process of waste glass by using solid-state NMR. 

(National Institute of Advanced Science and Technologyl)， PRESTO JapanScience and Technology 

Corporation2)， Himeji Institute of TI巴chnologl))

OTomoko Akai1)2)， Danping Chen2)， Hirotsugu Masu?) and Testuo Yazawa3) 

Recently， we have developed a new glass recyc1ing process， in which alkali and metal ions are extracted 

合omwaste colored glass by remelting the waste glasses with B203 followed by acid leaching. In this 

study， microscopic structure in this remelted glass (Na20-CaO・B203-Si02with small amount of Alz03 

and metal oxide)， which strongly affect the efficiency of the leaching of each ion， was studied by lJB， 27 Al 

and 29Si NMR. lJB static NMR spectra show that leaching rates of Al and Cr are related to the fraction of 

BO:JB04 in glasses. 27Al MAS， 29Si MAS and llB MQ-MAS are also measured to elucidat巴 the

microstructure in glasses. 

[はじめに]埋め立て処分場が不足するに従い、産業，家庭からの魔棄物について様々な

処理方法の開発がすすめられている。着色ガラスは微量に着色金属イオンを含んでおり、

その種類が多様であるため、再溶融して利用することが難しく現在年間数十万トン廃棄さ

れており、その再資源化方法の開発が必要とされている。我々は Na20-B203-Si02系の特定

の組成域のガラスがアルカリホウ酸相とシリカ相に相分離し、酸処理を行うと、アルカリ

ホウ酸相が取り除かれ、ナノポーラスシリカが得られることに着目し1)、窓・瓶に使用され

る着色ガラス (Na20・CaO.Si02系のガラスに微量の Ah03と着色金属を含む)に、 B203

を加えて再溶融して Na20.CaO・B203・Si02系のガラスとした後、酸処理を行うことでアル

カリ及び着色金属イオンをガラスから脱離することを試みてきた。その結果、捷ガラスか

らシリカ以外の成分をすべて酸中に抽出し、比較的高純度の Si02を得ることに成功した 2).4)。

この方法において、再溶融後の Na20・CaO.B203.Si02ガラスからの各イオンの酸処理時

の溶出率は、添加した B203の量と酸処理前のガラスの熱処理条件に大きく依存することが

わかっており 2)3)、これは、酸処理前のガラスの微細構造が組成、熱処理条件によって変化

し、浸出に影響を与えるためと考えられている。そのため、本研究においては、 llB，29Si，27Al

NMRを用いてこのプロセスにおけるガラス構造の変化を検討したσ

キーワード:廃ガラス、再資源化、 llB、27Al、 29Si

著者ふりがな :0あかいともこ・ちんたんぺい・ますいひろっぐ・やざわてつお
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[実験J15.2Na20・lO.2CaO・73.2Si02・1.3Ab03(wt%)のガラスに着色剤として Cr203を

O.lwt%添加したガラスを着色ガラスの模擬ガラスとして用いた。これに溶融後の B203の

重量比にして 20-45wt%となるように H3B03を加えて再溶融し、冷却しガラスを得た。得

られたガラスは粗粉砕して lNから 3N の硝酸で、処理を行った。一部のガラスは 560~7200C

の間で熱処理を行ってから粗粉砕し酸処理を行った。これらのガラスの llB，27Al，29SiN M 

Rスペクトルの測定は ChemagneticsCMX200を用いて行った。

[結果と考察】 Fig.lに再溶融して得たガラスからの各元素の酸処理時における溶出量の

B203添加量依存性を示す。ガラス中の微量成分である Cr及びAlの溶出量は Na、Caとは

大きく異なり、 B203を35wt%以上加えた領域で大きくなることがわかった。処理前のガラ

スについて llB広幅 NMRの測定を行った結果を Fig.2に示す。酸素 4配位の B044面体

は空間対称性が高いため 2次の四極子相互作用による分裂が見られないのに対して、酸素 3

配位の B03は平面三角形構造をとるため、四極子相互作用により分裂した共鳴線が観測さ

れている。 B03の信号強度は、 x>35%の領域で強くなっており、 Cr，Alのガラスからの溶

出と B03IB04の割合に関連性があると考えられる。

当日は、 27Al、29SiMAS NMRスペクトル， CrのESRスペクトル及び、 llBMQ'MAS、

などをあわせて、ガラス中での各イオンの分布と浸出率について詳しく検討した結果を報

告する予定である。
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Fig. 1 Extraction rate of each ion仕omthe 
reme1ted green glass with different amount of 
B203. Leaching rate of Na and B appears 10wer 
than 100% because ofthe weight 10ss during the 
remelting 

Fig. 2 llB static NMR spectra of the 
re'me1ted glass with different amount 
of B203 added to the glass. X shows 
wt% ofB203. 

【参考文献】

1) W. F. Du， K. Kuraoka， T. Akai and T. Yazawa， J. Phys. Chem. B.， 105， 11949 (2001). 

2) D. Chen， H. Mausi， T. Akai and T. Yazawa， Ceram. Trans. in press 

3 )D. Chen H. Masui， T. Akai and T. Yazawa. Phys. Chem. Glasses， in press， 

4) T. Akai， D. Chen. H. Masui and T. Yazawa. ibid， in press 

-257-



P75 Refocused CP-INADEQUATE、FSLG-HETCOR法による
天然セルロースの結晶構造解析

(ブルカーバイオスピン株式会社I、 ~ä毎道大学大判完工学研究科2)

O甲野裕之l、恵良田知樹2、高井光男2

StructuralAnalysis ofthe Native Cellulose 

by血eRefoc田 edCP INADEQUATE and FSLG・HETCORExperiments 

四royu組Kono，Tomok:i Er富民*叩dMitsuol1汰ai*

Bruker BioSpin Co. 1札 Tsukuba305剖 51，and

句raduateSch∞，lofEn伊1悶 ing，Hold叩doUniversi匁Sapporo060-8628 

Abs回ct: Usir宅arefi∞used町ADEQUA1ENMR 叫Jerimentwe show血athomαlUc1earcarbon-carl>∞白rough
bondωre凶 on司蹴回 of1hena制ralめm歯 ltCladop，加.ra司p.andHaJ，従卯品物sp.cell叫0邸・ The 2D correlation 
maps棺 usedto錨 i伊田帥i伊O凶 :ly1he叩加悶悶悶of1he native cellul<悶L叫弘津和世vely. The res酔
of血.e"c符si伊 nents伽恥肺oallomorphs are in ∞mpl出 agreement~血血ose determined by using 1he 1Dι℃ 
専問回 of"c em1ched bact白al∞H叫oses血atwere r甲α阪iprevio山 Iy.' Afuョr1he翻 19rnn田tof 13C re悶llIIlce
linesゐr印刷0鉛Iaand~，問回1 chemiωIめiftsfor加，1hallomorphs w.悶棚田おdby血.eHETCOR位向irnent
undぽ血stMAS and FSLG必∞upling. When 1he short mixing戸nesド20畑氏:)，叫yone-汝宜ldJ，臼 correlation
signals wereぬserv吋 m僻 HETCORヰ町田町並lOut伊盟国1".l印∞uplings， w悩challow吋 assignmentof 1he 
F蜘 1ci1ernical 剥お of~native 印刷明Ia and~ for低価time. In副diti叫白間協加quesWI町柳liedto 
世leassigmnent of 'H and "c ch四 Eα1shifts of some cell叫ose伽 ivativesin ordぽ toob匂in1heir s紅ucturesin世le
soJid.喧匂te.

1.はじめに; 天然セノレロース(セルロース1)が二つの結晶多形旬、 1s)の混合物であること

がCP細 S叱 N聞によって明らかlこされて以来、 2)固体NMRは有力なセルロース結品構造角漸手段とし

て用いられてきた。しかし複数の共E麟泉が重なりあい、単一の結晶を持つセルロースが相主しないため共

鳴線の帰属がされておらず、 NMRスベクトノレから得られる衛費情報は僅かで、あった。最近、我々は位置

選択的 13Cラベノレバクテリアセルロースを調製し、それらスベクトノレの共鳴線強度を比較することで、複

雑なセノレロース Iα、1sの固体NMRスベクトルを帰属することに成功した。1)泊その結果、1.及び1.の殆

ど全ての炭素原子は等価な強度をもっ二重線であることが明ら州こなり、 Iα、I調晶構造中には異なるこ

つのコンフォメーションを持ったグ、ルコース残基が含まれていることが示唆された。そこで本研究では二

次元 INADEOOA1E法 4)，こよってセルロース Iα、1sに含まれる二つのグ〉レコース残基のサブ‘スベクトルを導

出し、回LG-HET∞R実験aでセルロースのlH化学シフトの帰属を初めて試みた。また、三宮悼俊セルロー

スの結晶多形(口'A1， II)についても同様の手法により構謝育報を得ることを行った。

2. 実験 NMR測定試料としてシオグサ (CJadophora 串、 Iα/1~ 64/36)、ホヤ(品'Joc照的'ia

串、 Iα/1s=92/8)から精製したセルロースを用いた。 NMR実験は BrukerAV3∞胞を用い、室温にて

行った。 1NA剛 JA1E実験はBruker7nrn二重期鳥MASプローブ、回転適度6k也、掛却欄 1m:吉田、1:=3.4
酎 ecで行った。同凶-HETCOR実験はBruker個 n二重期鳥肌Sプローブ、を用い、試料容量20μL、回恥車

度 12kHz、ミキシングタイム20μsecにて行った。スベクトルの線形分離はBrukerW1NF1Tを用い、各共

鳴線をIρ.rentz関銃割以して行った。三酢酸セルロース測定詩料はラミーセルロースを均一・不均一アセ

チル化ずることによって調製した。 NMR測定は上述の手法に準じた。

3.結果と考察; シオグサ (1αリッチ)、ホヤ (1sリッチ)セルロースの 1NADEOOA1Eスベクトルを

それぞれ示七二次元 INADEQATEスベクトルでは、 Jカップリングした隣接炭素原子は二量子遷移軸方向

で同じ周波数を示す。即ち、 Clの共鳴線からC6まで全ての炭素原子を直接的に帰属することが可能で

固体二次元NMR 1NADEQUATE 田TCOR セルロース

こうの ひろゆき、えらた ともき、たかし、 みつお
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ある。シオグサのスベクトルではClは一重線

であるが、二次元スベクトル上では異なるDQ

シフトを持つ二つのピークが観測された。この

二つのピークからC2以|ゑ連細切こC6まで

全て二つの炭素一炭素相関ピークが確認できる。

ホヤセルロースのスベクトルでも同様、 Clか

らC6まで異なる二組の相関ピークの組が観測

できた。 INADE即IATEスベクトルからの帰属結果

は我々が以前報告した 13Cエンリッチ晋搬菌産

生セルロースを用し、た 13Cラベル化率と共鳴線

強度比によって求めた結果1)と完全に一致する

ため、シオグサ、ホヤのスベクトル上に観測さ

れた相関ピークはそれぞれIα、Ip由来の共鳴線

であるといえる。即ち、 INAD目前IATEスベクトル

に見られた相関ピークの二組はIα、Ip中lこ二種

類のグ、ルコース残基が存在することを直張証明

しており、 Iα、Ip各二つのグ、ルコース残基のサ

ブスベクトルが初めて明らかにできた。また、

計4つのグ、ルコース残基各炭素原子の化学、ンフ

トはそれぞれ具なるため、 4種類のコンブオメ

ーションは互いに異なっていると予想される。

さらに、各共I麟泉は等しし強度を持つことから、

Iα、Ipの単位目包中にはともに異なる 2組のグル

コース残基が 1: 1で存在すると考えられる。

次にセルロースの分子内・分子間水素

結合に関する情報を得るために FSLG戸町TCOR

(混合時間 20戸'"'-'2臨)実験を行った。一般

に5齢、双極子相互作用によって1H共鳴線の線

幅は数千胞に及ぶが、高速試料団転(12kHz)、
FSlβ プロトンデカップリング、の併用によって

高分解能な 13C-1H相関スペクトルが得られた。

IN油田OATEスベクトルによって帰属された13C

化学シフトと FSLG-HET印Rスベクトル(混合時

間 20戸)の比較によって各炭素原子に直瀦吉

合した1H原子の化学シフトが帰属できた。シ

オグサとホヤの各1H化学シフトはEいに大き

く異なり、水素結合様式の違いを反映した結果

が得られた。ポスター発表時にはNMRtこより

得られたセルロース Iα、Ipの構造上の違し、につ

いてより詳細に述べる。また三百情愛セルロース

の結晶多形の構溺句な違いlこついてもNMRス

ベクトル(図-2)から議論する。
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P76 パルス NMR法によるアクリル酸、

アクリル酸エステルの塊重合に関する研究

側鎖の違いがネットワーク形成に及ぼす影響 (3)

(防衛大応化)0福田敦子、木本博喜、浅野敦志、黒津卓三

The study of bulk polymerization of acrylic acid and its esters by pulsed NMR 

The effects of side chain on formation of polymer networks (3) 

(Department of Applied Chemistry， National D巴fenseAcademy) 

A.Fukoda，H.Kimoto，A.Asano， and T.Kurotsu 

lH spin-spin relaxation times (T2) of methyl acrylate (MA)， acrylic acid (AA)， and 

2，2，2・trifluoroethyl acrylate ( FEN were measured as a function of the 

polymerization time. Three kinds of the relaxation times， T2L (long) ， T2M 

<intermediate) ， and Tzs (short) were observed. In the case of MA  and FEA， a sum of 

PM + Ps (fraction of T2M + T2S) was in good agreement with the polymer yields and T2S 

component was not observed in the early stage of polymerization. In the case of AA， 

however， T2S component was observed in the early stage and was in good agreement 

with the polymer yields. These observations indicate that the formation of polymer 

net work reflects the difference in the side chains between MA  (COOClli) and AA 

(COOH) . 

(序)我々は、これまでにアクリル酸 (AA)、アクリル酸メチル (MA)、ア

クリル酸 2，2，2・トリプルオロエチル (FEA)の塊重合過程にパルス NMR法を

適用し、塊重合過程を分子運動論的に検討してきた。これらの E の値とその

分率は、重合過程を良く反映している。ここでは FEAを用いて、フッ素核の T2

を解析することにより、重合過程におけるモノマ一分子の側鎖の運動性の違い

を検討した。その結果、重合中に生じるネットワーク形成において、側鎖の違

いが反映されていることがわかってきた。側鎖の違いによる影響について、国

体高分解能 13CNMRも使用し、検討した結果を併せて報告する。

(実験)緩和時間は、日本電子 JNM-MU25を用い、プローブ中で重合させな

がら水素核及びフッ素核について測定した。国体高分解能 13CNMR測定には、

Bruker DMX・500を使用した。

(結果と考察)反応開始直後は、 AA、MA、FEA共に溶液状態であり、単一

の緩和時間として観測されるが、反応が進行すると、匹は 3つの成分に分離

パルス NMR、アクリル酸、アクリル酸エステル誘導体、塊重合、緩和時間

ふくだあっこ、きもとひろき、あさのあっし、くろったくぞう
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される (Figs.1，2)0 AAでは、重合開始直後(約 1500分後)から、 T2Sが観測

され、それに伴い T2Lが大きく減少している。一方、側鎖がエステルである FEA

とMAでは、 T2Lがほぼ一定となる約 500分後からあsが観測される。 AAでは、

反応の最終段階において、反応温度に関わらず、 Eの分率がPL約2%、PM約30

%、 Ps約 68%と一定になるが、 FEAでは、温度によりあの分率が大きく異な

っている。 FEAの場合、 50
0

CではPMが約 70%に増加するが、 60"cでは、約 50%

までしか増加しない。
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3000 
。

恒温槽中で重合させたポリマー収率 (Fig.3)は、 AAでは Psと良い一致を示

した。しかし、側鎖がエステルである MA、FEA(Fig.4)ではあとポリマー収

率の間には良い相関関係が得られず、 PM十 Ps で収率の約 80%以上でのみ良

い一致を示した。これは、 AAでは反応初期の段階からエステルでは見られな

いネットワーク (3次元的架橋)が形成されており、分子運動が阻害されてい

るものと考えられる。
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Fig.4. Ps + PM vs polymer yield for FEA 
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P77 23Na・MQ-MAS法による有機 Na塩類の水和状態の解析

(シーエーシーズ横浜分析センター)

O田畑祥生、坂田育幸、植垣隆浩

Hydration of Organic Sodium Salts as Studied by 

23Na_MQ 

Yokohama Laboratory， Center for Analytical Chemistry and Science， lnc. 

Sachio 'l'ahaj;a， Yasuyuki Sakata， and Takahiro Uegaki 

We applied MQMAS methods to characterize the hydration process of organic sodium sa1ts. 
For sodium carbonate， at least six components of anhydride and two c∞omponents of 
mo叩nohydrateare separated in the 2幻3Na
having various hydration， each ofthese sites are clearly observed in the spectra. For sodium 
acetate trihydrate， which was partially dehydrated in the nitrogen atmosphere， three 
components were observed in the MQMAS spectra. This indicates there seems to be two 
forms in the dehydration process for sodium a田 tate.

はじめに MQ-MAS法は 27Al、 23Na、llB、170などの四極子核の固体高分解能スペクトルを

得る方法として既に無機材料、特にゼオライトの構造解析の分野で広く応用されている.最近で

は変調パルスによる感度向上法の研究やCPやREDOR法と組み合わせた手法にも発展している。

一方、有機材料への応用例は未だ多くない.近年、医薬品や食品分野において有機化合物の水和

状態や結晶多形等への興味が高まっており、それらの中には金属塩として精製される結晶性化合

物も多い.固体NMR測定は主に 13Cが対象になっているが、四極子核は核の周りの配位環境に

よって共鳴線の形状が大きく変化するため、1=112核よりも構造の違いを鋭敏に反映する可能性が

ある.そこで、本研究ではカルボン酸のナトリウム塩の標準的な化合物について 23Na-MQMAS

測定を試み、その有用性を検討した.

実験と結果 測定には ChemgneticsCMX・400および 4mmφMASプローブを用いた.

Na2C03の無水物、一水和物の 23Na・MQ-MASスペクトルを Fig.lに示す.無水物には少なくと

も6つ、一水和物には少なくとも 2つのサイトが存在することが判る.無水物を大気中に長時間

放置した試料のスペクトル (Fig.lc )では上記の 2つのスペクトルに見られた成分以外に新たな

ピークが観測された.水和数の異なる複数の状態(おそらく一、七、十水和物)の混合物である

と考えられる.このようなスペクトルにおいても t1軸でピークが明瞭に分離されているため、個々

の成分のスペクトルを詳細に解析することにより、 Naイオン近傍の構造に関する情報を得ること

が可能である.

次に CH3よ3占COONaの無水物と三水和物の 2お3Na-MQ

には三水和物がわずかに含まれていた)上.この化合物の場合、無y水k物と水和物では四極子相互作用

の大きさが著しく異なるため、 MQ

ら三水和物を窒素雰囲気下に長時間放置した試料のスぺクトルは F日ig.2cのようになつた.幅広い

スペクトルは t1軸では 3つのピークとして分離された.水分子の脱離とともに水和状態あるいは

結晶構造が少なくとも 2段階に変化していることが示唆された.この様にカルボン酸のナトリウ

ム塩については MQ-MAS法から水和状態や給品構造に関する情報が引き出せることが判った.

上記化合物の他、シュウ酸 Na、サリチル酸 Naやスルホン酸塩化合物についても検討を行った.

比較のため固体 13C-NMRスペクトルも測定も行っており、詳細は当日報告する.

キ一ワ一ド :M乱MQ

O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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P78 固体無機材料の構造解析に対する高磁場 NMRの有効性
(新日錨先端研 o金橋康二、斎藤公児

The advantage of High Magnetic Field NMR for the 
Structural Investigation in Solid Inorganic Materials 
Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Laboratories 
OKoji Kanehashi， K吋iSaito 

Although the structural analysis of solid inorganic materials that have small amounts of the 
target nucleus and considerable large quadrupolar coupling constant is often difficult when middle 
magnetic field (7.0 T) device is applied， MQMAS under high magnetic field (16.4 T) being 
capable of averaging the second-order quadrupolar interaction gave large advantage in terms of 
both increase of sensitivity and improvement of res9lution. Moreover， high field NMR is found to 
be very effective to low frequency r1Ucleus such as 170. 

【はじめに】
27AI[1]， 170[2]， 118[3]等の 1=1/2以外の半整数スピン核を対象とした国体無機材料の構造解析に対

しては、2次の核四極子相互作用を平均化できる MQMAS)去による構造解析は非常に有効である。し
かしながら、実用材料は一般的に測定対象核の濃度が数%と低いものが多く、非常に複雑な構造を持
つことから、核四様子結合定数 PQ(=2πCQ.f' (1 +ポ/3))も大きい場合も多い。このような場合、 7.0T 
(300 MHz)クラスの装置を用いた MQMAS測定では、解析に必要な S/Nを得るのに長時間を有する
のと同時に、大きい 2次の核四極子相互作用により十分な分解能を持つスペクトルが得られない場合
があった。そこで今回、 16.4T(700 MHz)の高磁場固体 NMRを用いて、いくつかの原材料中の AIの
構造解析を行い、固体無機材料に対する高磁場の有効性について検討した。さらに、高磁場化によっ
て 170等の低周波数核への NMR適用範囲も期待できることから 170について磁場強度の違いがス
ベクトルに与える影響についても検討したので報告する。

【実験】
NMRスペクトル測定には、 JEOLECA-700e7AI;182.4 MHz， 170;94.9 MHz、4mmOJEOL製 27AI

厚び 17
0単核プローブ、試料回転速度;18・20kHz)および ChemagneticsCMX・300e7AI;78.3MHz， 

"0;40.7 MHz、4mmOChemagnetics製 HXプローブ、試料回転速度;16 kHz)を使用した。測定に用
句た試料は Table1の通りである。 17

0ラベルしたアモルファス AIP04(a・AIP04)はAI(N03h・9H20と
刊 0・enrichedH3P04("0; 20 atom %)とから、 NH3水を用いて pH=8で調整し、 120

0
C 20 h、500

0
C

6.5 hのI1債で乾燥、焼成することによって得られた。 MQMASパルスシーケンスは、 z-Filter型3パルス
シーケンスを用い[4]、shearing変換により F1軸方向の位相処理を行った。また、 CS(Chemical Shift) 
軸の傾きが 1になるように F1軸方向のスケーリング処理を行ったoUAI及び 1fONMRスペクトルの化
学シフト基準はそれぞれ 1mol/l AICb水溶液，ー0.1ppm、H20;0ppmとした。

Table 1 Measured samples and target nucleus contents 

Sample SlaQ A Coal A Clay A a-AIP04 

NucleusandContent AI;2.9wt% AI;1.8wt% AI;12.2wt% O;22.1wt% 

【結果・考察】
国体無機実用材料に対する高磁場 NMRの適用例として、 Fig.1に石炭Aの27AI3QMASスペクト

ルの結果を示す。右炭中の無機成分は Si.AI. Ca等から成る複合酸化物であり、 7.0T下での
MQMAS測定では 2次の核四極子相互作用の影響により、 MQMASを用いても十分な分解能が得ら
れなかったが、高磁場化により分解能が飛躍的に向上した結果、6配位AIに相当する領域に少なくとも
2種の化学構造が存在していることが明らかとなった。さらに、 MASの重心及び isotropicshift値から
求められる各サイトの四極子パラメータ(等方化学シフトAσ;PQ)の抽出もより容易になり、分子構造を
決定する上で重要な知見が得られるようになった。また、 S/Nもかなり向上し、より短時間での測定が可
能となっており、 MQMASのような感度の良くない測定法に対しては特に有効である。

高磁場、 MQMAS、国体無機材料

かねはしこうじ、さいとうこうじ
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Fig. 1 27 AI 3QMAS spectra of coal A. (a) 7.0 T， spinning rate: 16 kHz， acquisit旧n:1920， total experiment time: 102 h， 
(b) 16.4 T， spinning rate: 18 kHz， acqu悶 t旧n:240， total experiment time: 25 h 

次に、低周波数核である 170へ適用した。 a-AIP04の 1703QMASスペクトルを Fig.2に示す。 7.0T 

では多数のスピニングサイドバンド、が出現し、メインピークの強度を上回っていたのに対し、 11.7T(500 

MHz)では 2種の化学構造の存在が明らかとなり、アモルファス構造に起因する CS(Chemical Shift) 
方向への分布が観測された。さらに 16.4Tに磁場強度が増加すると、 2種の存在および CS軸へのピ
ーク分布がより明瞭となっている。また、一般的に MQMASスペクトルの定量性は乏しいとされており、
実際什 7Tにおいては、 MASスペクトルでは低磁場側ピークのほうが強度が強いのに対し、 3QMAS

クロスピークでは高磁場側ピークのほうが強くなっており、強度比が逆転してしまっている。これに対し、
16.4 Tでは MASスペクトルの強度比に対応する 3QMASスペクトルが得られており、より定量的な議
論が可能となると考えられる。このように、従来測定が困難であった低周波数核に対しても、高磁場化
による共鳴周波数のよ昇によって、詳細な構造解析を行うことができるようになる。

(b) (c) 

E 

期議雪野 〆抑
帽

剛山闘"・ 園田訓"占噌 E圃岨咽

Fig.2 170 3QMAS spectra of amorphous AIPO.. (a) 7.0 T， spinning rate: 16 kHz， acquisition: 12000， total experiment time: 
128 h， (b) 11.7 T， spinning rate: 12.5 kHz， acquisHion: 4800， total experiment time: 64 h， (c) 16.4 T， spinning rate: 20 kHz， 
acquisition: 288， total酬 perimenttime: 10 h 

【まとめ】
スラグのような大きな PQを有し、現IJ定対象核の濃度の低い国体実用無機材料の詳細な構造解析を

行うためには、高磁場下での MQMASが必須であることがわかった。以上の結果のように、基本的に高
磁場は非常に有利であるが、 7.0Tクラスの磁場強度でも MQMASを用いれば十分に高分解能なスペ
クトルを得ることができる材料もあることから、測定材料の PQの大きさや測定核の存在量に応じて最適
な装置を選択することが重要である。

【文献】
[1) K. Saito， K. Kanehashi and 1. Komaki， Annual reports on NMR spectroscopy， 44 (2001) 23. 
[2) K. Kanehashi and K. Saito， Chem. Lett.， 7 (2002) 668. 
[3) K. Kanehashi and K. Saito， J. Mole. Struct.， 602・603(2002) 105 

[4) J. P. Amoureux， C. Fernandez and S. Steuernagel， J. Magn. Reson.， A123 (1996) 116. 
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P79 ヘリックス構造を有する野生種蚕の絹タンパク質に関する固体NMR精密構造解析

~体内における特異的構造安定化機構の解明~

(農工大工)0中津靖元、朝倉哲郎

Precise Structure of Silk Fibroin from Wild Silkworm studied with Solid State NMR 

-Stabilization ofα-helical Structure ofthe Silk Fibroin in Silkworm-
Yasumoto Nakazawa and Tetsuo Asakura 

Depar伽 entofBiotechnology， Tokyo肋 iversityof Agriculture and Technology， Koganei， Toか0184・8588
Tel: 042・383・7万3F，αx:042・383・7万3 e-mail: yasumoto@cc.tuat.acjp 

The precise structure of silk fibroin from a wild silkworm， S. c. ricini， whose amino acid sequence consists 
ofrepeated poly-Ala and Gly-rich regions， was clarified. The torsion加 glesof Ala and Gly residues in the 
model peptide of S. c. ricini silk fibroin， GGAGGGYGGOGG(A)12GGAGOGYGAG， were determined by 
the conformation-dependent リ Cchemical shifts， 20 spin-diffusion NMR and REOOR methods. 
The torsion angle of the central Ala residue in poly孔 laregion of the model peptide was determined to be 

(中， ¥jJ) = (・600，・450
)，which was a "typicalα-helix". On the other hand， the torsion angles of the Ala and 

Gly residues at both ends of poly-Ala were determined to be (中， ¥jJ) = (・600，・300
) which means that these 

residues wind strongly than α-helix. Thus， a tightly winded helical structure at both terminal regions of 

poly-Ala， indicates the presence of the mechanism of stabilization ofα寸lelicalstructure ofpoly-Ala region 
in S. c. ricini silk fibroin before spinning in order to avoid their death. 

[Introduction 】

野生種のカイコであるエリ蚕(s.c. ricini)は、家蚕とは異なる独特の性質を持つ絹糸を生産する。

その物性の違いは一次構造の違いに起因しており、前者は Ala連鎖領域と Glyリッチ領域という

2つの特異的なモチーフの繰り返しからなり、後者の AlaとGlyの交E共重合体とは異なる。エ

リ蚕絹フィブロインは体内において、 Ala連鎖領域がα-helix構造を形成し、吐糸することによっ

て不溶性のs-sheet構造へと変化する。

これまでに、エリ蚕絹フィブロインの織維構造については、通常のI3CCPIMAS NMR1とともに、

角度依存固体NMR2法を用いて研究が行われてきた。特に後者の研究によって、 Alaの75%、Gly

の65%が配向していること、さらに、配向した Alaの内部回転角、(中， ¥jJ)を(・1300:t100， 1400:t50
)、

Glyの内部回転角(中， ¥jJ)を(・1300土100，140。土100
)と決定された。また、繊維化前の構造の決定は、

溶液I3Cおよび 15NNMR、ならびにI3CCPIMAS NMRによって行われた。 Ala残基の約 70%は、

Ala連鎖を形成し、 OOCで 100%α-helix、温度上昇につれ、 α-helix-random coil間の早い交換を生

じ、 randomcoilへ変化することがわかった 3-5 さらに最近、エリ蚕液状絹の温度変化に伴う Gly

残基の挙動も明らかとなり、 Ala連鎖領域の N末端側に隣接した Gly残基がα-helix構造に巻き込

まれ、温度の上昇にともない、 randomcoilへと構造転移する様子が詳細に解析された 6。また、エ

リ蚕液状絹の構造変化に伴う AlaおよびTyr残基の運動性の変化や 7、同様の一次構造を有するサ

ク蚕絹フィブロインのメタノーノレ処理による構造変化の過程が固体 NMRによって詳細に解析さ

れたえこのタンパク質の構造をし、かなるメカニズムでコントロールしているのかを解明すること

は、エリ蚕絹を模倣した新規絹様材料を設計する上で必要不可欠で、ある。そこで本研究では、二

次元I3Cスピン拡散NMR法ならびに REOOR法を併用することによって安定化を担っていると考

えられるα・helix構造ならびにその末端領域の構造を原子レベルで明らかにした。

I3C二次元スピン拡散NMR、REOOR、α-helix、絹フィブ辛口イン、安定同位体ラベル

なかざわやすもと、あさくらてつお
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[Materials and Methodsl 

エリ蚕絹モデルペプチド、 GGAGGGYGGDGG(A)I2GGAGDGYGAGは Fmoc固相合成法により合

成した。モデ、ルペフ。チドは必要に応じて安定同位体ラベルを施した。 Table1には合成したモデル

ペプチドを示した。

Table 1. Several日Cand 15N_labeled model peptid剖 ofthe silk fibroin from S.ιricini， GGAGGGYGGDGG 

(A)12GGAGDGYGAG synthesized by the solid-phase method for 2D spin diffusion and REDOR experiments. 

Peptide Method Inform剖ion

GGAGGGYGGD[IsC]G[2)3C]G[3)3C]A(A)!lGGAGDGYGAG 13C CP/MAS NMR local structure 

GGAGGGYGGDGGA(A)]] [1-I3C]G[2-13C]G[3-13C]AGDGYGAG 13C CP/MAS NMR local structure 

GGAGGGYGGDGG(A)s[l-¥3C]Ala¥s [1-¥3C]Ala¥9(A)5GGAGDGYGAG Spin-diffusion Ala¥9 (中，¥11) Angle 

GGAGGGYGGD[1-¥3C]G1YII[1-13C]GIYI2CA)¥2GGAGDGYGAG Spin-diffusion GIY¥2 (中，¥11) Angle 

GGAGGGYGGDG[l-13C]GIYd 1-13C]A1a13(A)¥¥GGAGDGYGAG Spin-diffusion Ala¥3(申，¥11) Angle 

GGAGGGYGGDGG司A)¥¥[1-13C]Ala24[1-13C]GIY25GAGDGYGAG Spin-diffusion GIY25 (仇¥11) Angle 

GGAGGGYGGDG[1-I3C]GIYI2CAh [¥5N]Ala¥6(A)sGGAGDGYGAG REDOR [1-I3C]GIY¥2---[¥5N]Ala¥6 Distanc沼

田 AGGGYGGDGG(A)g[1-13C]Ala2¥(Ah[¥5N]戸Gl恥yれ25GωAGωDG町YG砧AG RE印D∞OR [ドいIト冗3C]μ凶Ala2¥匂h叶2引2¥--白一.目イ駒

13C二次元スピン拡散NMR測定は、 VarianUnity lNOVA 400によって OffMAS(54+9
0
)条件下で行

った。ミキシングタイムは 2s、試料回転速度は 6KHz、室温で測定した。アミノ酸残基の内部回

転角に依存するスベクトルパターンのシミュレーションを Multi-step法を用いた Fortr如プログラ

ムを使用して行った。これらのシミュレーション計算は SGI社製の OCTANEを用いた。スベク

トルパターンのグラフィック化は、数値解析ソフト MATLABを用いて行った。また REDOR測定

には、 CMXInfinity400NMR分光計(ChemagneticsCo)を用い、I3C共鳴周波数は 100MHz、プロー

ブは Chemagnetics社製、 HYXTriple Resonance T-3プローブを用いた。試料回転速度は 3kHzおよ

び 6kHzでおこない、 Evolutiontimeは24msまで測定した。

[Results and Discussion] 

本研究で得られたエリ蚕絹フィブロインのモデルペプチドと繊維化前のエリ蚕絹フィブロイン

から作成したフィノレムの 13CCPIMAS NMRの結果を Figure1に示す。 Glyピークの強度が違うも

のの、すべての化学シフト値が一致することから、モデ、ルペプチドは繊維化前構造と一致するこ

とがわかる。また、 AlaCαはシャープなピークを

与え、α-helix構造の化学、ンフト値を示すが、AlaCs

ピークに関しては、 2成分のどークを与えること

がわかった。一次構造中に含まれる Ala連鎖領域

以外の Ala残基は約 10%であり、これらを random

coil としても、両者の比率(高磁場側:低磁場側)

は 2: 1となる。これは Ala連鎖領域の形成する

α-helix構造が接集する際に環境が異なる Ala残基

が生じたためと考えられる。

また、Ala連鎖領域のN末端側に存在する GIYI1、

GlY12、A1a13残基は helix構造であることが、選択

的に同位体ラベルされたモデル化合物の化学シフ

ト値よりわかった。この結果から、 α・helix構造は

Ala連鎖領域のみならず、 Glyリッチ領域にも及

んでいることが推測される。しかしながら、これ

らの局所構造はAla連鎖領域の中央部に存在する

A. 

B. 

AlaCα 

7 

50 
7 
40 

7 

¥0 

ppm骨'OmTMS

Figure I 13C CP/MAS NMR spectra(5-65ppm) of 

(A) the model peptide from S.ιricini silk fibroin， 
GGAGGGYGGDGG(A)I2GGAGGGYGAG and 

(B)S.ιricini silk fibroin film. 
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構造と同ーのものであるか、ある

いは特殊な構造を形成しているの

か、化学シフト情報からでは特定

することができない。特に Gly残

基については、化学シフト値の構

造依存性が小さいため、断定する

ことは困難である。そこで本研究

では、他の固体NMR法を用いて、

ル helix構造を中心とした局所構

造の決定を行った。

二次元スピン拡散固体 NMR法

により、 Ala連鎖領域中央部に存

在する A1al9残基についてその内

部回転角を決定したところ、(中，

側 何GYGωGj1't'…ciH似ぜ守…
伽 d.1戸戸財団l

c情
Figure 2 The experimental and simulated 2D spin-diffusion NMR 

spectra of the model peptide from S. c. ricini silk fibroin， 
GGAGGGYGGDGG(A)I2GGAGDGYGAG. The torsion angles (中 and

1jI) were determined to be (申，1jI)= (・600，・450)for A1a19 and (中，1jI)=(・600，
¥jI)=(_60

0
，_45

0
)であった(Figure2， e -30勺forthe other amino acid residu臥 GIYI2'Ala凶 GIY2S，respectively. 

0。この内部回転角の値は典型的

なα・helix構造を示している。また、この結 Table 2 The ωrsion angles of the model peptide from S. 

果は、繊維化前の状態を形成しているエリ ι 昨'ini，GGAGGGYGGD10GGAAAAAAAA20AAAAGGA 

蚕絹フィブロインフイノレムの DOQSYによ GDG30 YGAG determined by 2D spin diffusion NMR 

る構造解析の結果と一致している Residue 中 v 
一方、 Ala連鎖領域の N末端側に存在する

GIYI2残基の内部回転角値を決定したところ、

(中，¥jI)={ -600，・300)であった (Figure2 a・b)。

また、 A1al3に関しても同様の結果が得られ

た。この結果より、 Ala連鎖領域中央部は(中，

UIYI2 -oW:::!:)。 _300::t:50 

A1a13 -600土50 -300::t:50 

A1al9 -600::t: 50 -45o::t:5。

GlY25 -600::t:5。 -300::t: 50 

¥jI) = (-600，-450)、最初の helixターンにあたる N末端側 4残基の GIYII-GIYI2-AlawAlaI4のみ(中， ψ)=

(・600，-300)となり、 N末端側が、すぼまった構造、すなわち Iwinding helical structureJ を形成して

いることが明らかとなった。

また REDOR法により、 [1_13C]GIYI2・e5N]A1a16原子間距離を測定したところ、 5.0土O.IAと決定

された。この距離は典型的なα-helix構造を形成した場合の距離である 4.2Aを上回り、 Ala連鎖領

域を中心とする helix構造が単ーなα-helixで

はないことを支持している。そこで、 REDOR

から得られた距離をもとに helix末端4残基

のとりうる中Vマップを作成した(Figure3)。

このプロットによると、(中，¥jI)=( _60
0 

，_30
0 

) 

の内部回転角の値のときに REDORの結果

を満たしていることがわかる。また、 Ala連

鎖領域C末端側に存在する GlY25についても 鞠

同様の実験を行ったところ、 Ala連鎖領域の : 

N 末端側の内部回転角と同ーの内部回転角 ~柵国崎網棚@却 ω

の値であることがわかった。すなわち、ヱリ

蚕絹フィブロイン繊維化前における Ala連鎖

領域はその両末端側において helixピッチを

若干短くしていることですぼまった構造を

形成していることが明らかとなった。

5.0士0.1A
「一一「

[l."CIGly"...["N]AIa .. 

4.8:t0.1A 
r-一「

[l."C]AIa"...["N]Gly" 

網
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2
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1
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一
品
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幅四嶋

舗網

Figure 3 The contour plots of the conformation-

dependent distance between the labeled sites at the 

(A) N-terminal and (8) C-terminal groups determined 

from REDOR experiments. The bold Iines mean the 

distance obtained by REDOR experiments and the dotted 

Iines mean the torsion angles (~， 1jI) = (・600，_300). 



[ Discussion] 

本研究では、エリ蚕絹フィブロインのモデ

ル化合物を用いて、局所的な構造解析を行っ

た。その結果、現在までにわかっていたα-he¥ix

構造の存在に加え、その末端領域において、

v角がわずか 150異なることを明らかにした

(Figure 4)。この局所構造は Ala連鎖領域の

α-helix構造全体を安定化させることによって、
体内での構造転移を阻害すると推測される。 Figure4 The local structural model of poly (Ala) 

このようにわずかな内部回転角の変化を決定 251:;;:212:たur:;232tt
することができる高精度の解析によって、この region was determined to be (~， IJI)=(・600，・300)that is 

構造安定性の議論が可能となった。 differentfrom typical α-helix structure 

エリ蚕をはじめとした繊維タンパク質の特徴は強固な凝集構造を

形成することで、繊維状態に構造変化することである。しかしながら、

この特徴は繊維となる直前まで阻害する必要があり、このメカニズム

が欠損したものはその個体の死を意味する。本研究で決定した

I winding helical structureJは、繊維化前の状態において、 helix構造全

体を安定化し、不溶性のs-sheet構造を不用意に形成させることを阻害

する安定化機構であると結論できる。また、これらの安定化機構は、

繊維化する際、容易に繊維構造であるs-sheet構造に移行していること

から、それほど強固な安定構造を形成することなく、あくまで体内に

おける特異的構造安定化機構として存在していると結論づけられる。

エリ蚕繊維化前の模式図を Figure5に示した。本研究で決定したエ

リ蚕絹フィブロインの繊維化前構造は、 Ala連鎖領域の有する疎水性

相互作用やα-helix構造の macrodipole等の相互作用によって、 J疑集状

態を形成している。またその周囲には GIyリッチ領域によるネットワ Figure 5 Proposed 

ークが存在する。このような小さな疎水性ドメインを形成して、 Gly aggregated structure for 

リッチ領域に周囲を囲むことで、エリ蚕液状絹は体内において可溶化 S.ι ricini silk fibroin 

している。その際、本研究で明らかとなった局所構造はこれら凝集構 before spinning. 

造の安定化に寄与している。

本研究で用いたペプチドの安定同位体ラベリングおよびNMR解析の手法は、例えば、s-amyloid

におけるα・helixφ 日-sheet転移のモデル系として有効であり 10、新規絹タンパク質の分子設計と

同様に、その転移過程における重要な知見を与える。

[References] 

1. Ishida， M.， Asakura， T.， Yokoi， M. & Saito， H.， Macromolecules 23， 88-94 (1990). 

2. Asakura， T.， Ito， T.， Okudaira， M. & Kameda， T.， Macromolecules 32， 4940・4946(1999). 

3. Asakura， T.， Kashiba， H. & Yoshimizu， Macromolecules 21，644・648(1988). 

4. Asakura， T.， Yoshimizu， H. & Yoshizawa， Macromolecules 21，2038・2041(1988). 

5. Asakura， T. & Murakami， Macromolecules 18， 2614・2619(1985). 

6. Nakazawa， Y. & Asakura， T.， FEBS Lett.， in press (2002). 

7. Nakazawa， Y.， N球ai，T.， Kameda， T. & Asakura， T.， Chem. Phys. Lett. 311， 362帽366(1999). 

8. Nakazaw払 Y.& Asakura， T.， Macromolecules 35，2393-2400 (2002) 

9. van seek， 1. D.， Beaulieu， L.， Schafer， H.， Demura， M.， Asakura， T. & Meier， B. H.， Nature 405， 1077-9. (2000). 

10. Tycko， R.， Annu Rev Phys Chem 52， 575・606(2001). 

-269-



P80 
13C固体MASNMRを用いたジメドンー

8シクロデキストリン包接体のケトーエノール互変異性の研究

(京大院理)0松本聖、中村新治、竹腰清乃理、寺尾武彦

日Csolid-state NMR study on keto-enol tautomerization in DimedoneJ s -Cyclodextrin inclusion compound 

Department of Chemistry ， Graduate School of Science ， Kyoto University 

OSei Matsumoto ， Shinji Nakamura ， Kiyonori Takegoshi ， Takehiko Terao 

<ABSTRACT> 

Dimedone (5，5・dimethyl-l，3・cyclohexanedione)tak:es the enol fonn (Scheme 1) in the crystalline state， 

forming infinite helices by intennolecular hydrogen bonds [1]. Tautometric proton transfer of dim巴done

(Scheme 2) in the solid state does not occur， because it requires all protons in the infinite molecular chain 

move at once. Such requirement would be removed or alleviated if we include dimedone in certain host 

molecules. In血iswork， we exantined tautome仕icproton transfer of dimedone included in s -cyclodex住in

by analyzing 13C CPIMAS spec仕'aat various temperaωres. We show that， by isolating a dimedone 

molecule 合omothers， 1，3 keto-enol tautometric proton位ansferoccurs with the activation energy of 56 

kJ/mol. 

[1] D. Semmingsen， Acta Chem. Scand. B28 (1974) 169; 1. Singh and C. Calvo， C組.J. Chem. 53 (1975) 1046. 

!3C solid-state MAS NMR spec凶 of1，3-!3C labeled dimedone included in s -cyclod巴xtrinat various 

temper刷 resare shown in Fig.l. Figure2 show simulated spec回 assumingtwo司 sitesexchange motion as 

a function of exchange rate k. For calculation， we use 

( _ 1 1 i 
11+ー ・-=---1
1 2k T， J 

S(，ω)民 yB1MO¥P4ノ 抽寸+去(去十A ー ω

where九is也etransverse relax副ontime，ωA=批 VA and ωB=27rvB
町 chemicalshifts in rad・s.lof

the c=o and C-OH carbons， respectively.百leobtained k values are plotted in Fig.3 as a function of 

蜘 .perature，which we伽 edωtheArrhenius equation k = k，〆EalrcT by t出 ng ko and Ea as 

adjustable p紅 ameters. We obtain ko = 3.05 x 1014 S.1 and E a = 56.2 kJ/mol.(uncorrected yet) 

App紅'ently，by isolating dimedone in s -cyclodextrin， we could free the tautome住icprocess from the 

infinite hydrogen bonding chain. In order to obtain more infonnation about molecular dynamics， X司ray

組 alysisis now undergoing. 

キーワ}ド :sシクロデキストリン・固体NMR・分子運動・抱接化合物

まつもとせい・なかむらしんじ・たけごしきよのり・てらおたけひこ
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P81 固体NMRによる、青色蛍光体ZnS:Ag刈の

付活剤濃度変化に対する発光特性と微細構造との関係

(三菱化学本社1・化成オプトニクス 2・東京水産大3)

O原固としえ1・徳永幸男2・渡部徳子3

Activation Content Dependence of Luminous Characteristic and Fine Structure 

in ZnS:Ag，Al Studied by Solid State NMR  。fitsubishiCheIIUcal Co.，Ltd./ Kasei Optonix，z Tokyo University of Fisheries3) 

OToshieHar位 onol
，Yukio Tokunaga2，釦dTokuko Watanabe3 

27Al・MAS，67Zn-static， andおS-staticNMR sp配 trawere measured in blue phosphor， ZnS:Ag， Al， 

where Zn atoms泊 ZnSwere replaced with Ag or Al.百lespectra indica飽d由epresence of three Al 

sites， (a); Al replacedωa Zn site， which has a symmetrical electric field gr叫ient，(b); Al replaced ω 

a zn site， which has an as戸nme凶calelec回cfield gradient， (c); Al released from a lattice site， e.g.， 

Al203 or Al(OH)3 etc・. The Al concentration of a) and the half line-widths of 67Zn_ and 33S_static 

NMR peaks were strongly rela凶 to也ee伍ciencyof the blue light eIIUssion. 

著者らはこれまで、固体 NMRを用いて種々の蛍光体の発光特性と微細構造との関係を

調べてきた。青色蛍光体、白lS:Ag，Alに関しては、すでに第34回NMR討論会で、発光特

性と幻Al-staticNMRスベクトルとの関係について報告した。 1)今回は、付活剤濃度の異な

る種々のサンプルで、発光特性と微細構造との関係を調べるため 27Al・.MAS，67Zn_，及び、

33S_S凶 cNMRを測定し、新たな知見を得た。

試料、及び、測定方法:

本研究で用いた試料は、Znso4水溶液に H2Sガスを吹き込むことによって得られる ZnS

にAgをAgN03水溶液として添加し、AlをAlz{CH3COu)3.4Hpとして添加し、他の融剤と

共に 930
0

Cで焼成して得られた。本研究で用いたサンプルの諸特'性を表 1に示した。不純

物濃度は、全て lppm以下であった。 67Zn、及び、 33S_S凶 c-NMRの測定は、 Brukぽ社製

MSL・3∞固体 NMR装置に staticプロープを装着し、四極子エコーパルスプログラムを用

いて行なった。また、幻Al-MASNMRの測定は、 4mmMASプロープを用い、 singleパル

ス、回転数8鵬1psで行った。測定核、及び、 Agの磁気的性質を表2に示した。

結果とまとめZnsは立方晶型結晶で、 AgとAlはいす主れも h サイトを置換している

ことが知られている。試料が電子線励起されると、 AgとM が近傍に存在している場合、

ドナーである M 順位から、アクセプターである Ag順位に電子遷移が起こり、 45伽m 付

近にピークを持つ青色発光が起こる。前回、幻Al・s匂.ticNMRスベクトルから、 M の存在形

態は少なくとも 3種類、即ち、 a):Znサイトを置換した対称牲の良い電場の中に存在する

67ZnNMR、33SNMR、27AlNMR、青色蛍光体、 ZnS:Ag，Al

0はらぞの としえ・とくなが ゆきお・わたなべ とくこ
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4配位Al、(Al・旬、 b):Znサイトを置換した対称性の悪い電場の中に存在する 4配位Al、

(Alー旬、 c):AlzU3やAlzCOH)3等の遊離Al、が存在することを報告した。1)今回、 b)は大きな

電場勾配を持ち、ケミカルシフトがわずかに異なる数種類のAlに対応していることが明ら

かになった。 MAとMBでは、 a)のAl濃度が最大の所で、また、 67Znと33S_S阻止NMR

ピークの線幅が極大、または、最大となった所で、発光効率が最大となった。

Table 1 Characteristic properties of ZnS:Ag，Al 

Sample Ag1J AI1J Al/Ag1J Particle size BrllJ 

Ippm Ippm dsolμm 1% 
1) Incorporated 

actlvatlOn content. 
MAl 100 12 0.5 12.8 57.4 
MA2 100 25 12.4 87.0 
MA3 100 50 2 9.6 93.5 

2) Efficiency of 
the blue light emIssion. 

MA4 100 126 5 7.2 9l.2 
民1A5 100 252 10 6.0 89.7 
MA6 100 504 20 5.9 89.1 
MA7 100 750 30 6.1 89.7 
MA8 100 1260 50 5.2 85.5 
MA9 100 2520 100 5.0 84.8 
MAlO 100 5040 200 5.6 67.7 
MBl 700 U O 13.7 13.7 
MB2 700 35 0.2 14.4 28.1 
MB3 700 88 0.5 14.5 45.2 
MB4 700 175 13.2 95.0 
MB5 700 350 2 10.8 95.0 
長186 700 875 5 8.4 92.1 
MB7 700 1750 10 7.8 88.1 
MB8 700 3501 20 5.7 8l.7 
MCl 20 7.5 l.5 1l.2 oo.邑
MC2 50 18.8 l.5 10.9 83.1 
MC3 100 37.5 l.5 1l.8 90.0 
MC4 200 75.0 l.5 1l.6 97.9 
MC5 500 187.5 l.5 1l.0 100 
MC6 700 262.5 l.5 13.7 99.5 
MC7 1000 375.0 l.5 14.3 93.0 
MC8 1500 562.5 l.5 15.2 65.2 
MC9 2000 750.0 l.5 13.9 78.3 

Table 2 Characteristic parameters of nuclei 

Nuclear Spin Quadrupole Gyromagnetic Reson. Natural Sensitivity Ion radii coord. 

numb. 立lOment raitio (y) 仕eq. abund. 1
1
H by 6 numb?J 

11O-24cm 110'radTーIS-1 at 7.05T 1% Ipm 
27A1 5/2 0.15 6.9704 78.205 100 0.206 67.5(Ae+) 

1ωAg 112 -l.2448 13.961 48.18 l.01 x 10-4 129(Ag+) 
67
Zn 5/2 0.18 1.6737 18.779 4.12 2.86 X 10-3 88(Zn2乃
33S 3/2 -0.05 2.0534 23.038 0.74 2.26 X 10-3 170(S2") 

References 

1)原園et.al.、第34回NMR討論会要旨集、 p.145、1995.

2) Inorganic ChellUs住yprinciples of位 uc回reand reactivity， 2ed edition， James E. H油 開y，

H紅per& Row， Publishers， New York， Hagerstown， San Francisco， London. 
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P82 129XeNMR法によるゴム状高分子の自由体積評価

名古屋工業大学工学部 O大野真希、鈴木智幸、吉水広明、辻田義治

An Estimation of Free Volume in a Rubbery Polymer using 129Xe NMR spectroscopy 

Department ofMaterials Science and Engineering， Nagoya Institute ofTechnology 

盟主主iOh旦Q，Tomoyuki Suzuki， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita 

In this study， the 129Xe NMR spectra and Xe sorption isotherms of acrylonitrile-butadiene 

copolymer rubbers(NBR) with various acrylonitrile(AN) contents were measured in order to 

clarify the relationship between 129Xe NMR chemical shift and free volume of rubbery 

polymers. The sorption of NBRs obeyed Henry's law and 129Xe NMR chemical shift showed a 

few and linear low-field shi氏againstsorption amounts of Xe. The 129Xe NMR chemical shift of 

129Xe nuclei in NBR samples was linearly decreased with increasing the both fractional free 

volume and temperature， indicating that the 129Xe NMR spectroscopy is one ofthe methods on 

estimation of free volume of rubbery polymers. 

《緒言》高分子中に存在する自由体積は粘弾性、耐衝撃性、耐疲労性などの力学物性に影響を与

える。この自由体積についての情報を得る方法として 129XeNMR法が挙げられる。 Xeは他の物

質と相E作用しにくく、また大きな分極率を有するため、周りの環境を反映して幅広い NMR化

学シフトを示す。したがって Xeをプロープとして高分子に収着させて NMR測定を行い、その

NMRシグナルを解析することにより高分子の様々な情報を得ることができる。実際、我々は種々

のガラス状高分子を対象に 129XeNMR佑学シフト値と Xeガス収着特性を調べた結果、来緩和体

積に対応付けられる微空孔、ミクロボイドの平均サイズを評価できることを示し7てきた。高分子

鎖のセグメント運動が凍結したとみなせるガラス状態では、個々のミクロボイドは一定不変の経

時変化しない(或いは無視し得る程度に遅い)微空孔である。これに対し、ゴム状高分子では時間及

ぴ空間的に固定された微空孔はありえないので、ここに存在する 129Xe核が示す NMR信号はガ

ラス状高分子の場合とは異なると予想される。本研究では、まず種々のアクリロニトリル(AN)含

有率を有するアクリロニトリループタジエン共重合体ゴム(NBR)の 129XeNMR測定及びXe収着

測定を行い、自由体積分率(FFV)と129XeNMR化学シフト値の相関関係を検討し、次に温度可変

測定から自由体積の温度依存性の検討を行い、ゴム状高分子に溶解した 129Xeの NMR化学シフ

ト値と自由体積の関連性を評価した。

《実験》サンプルは溶媒にテトラヒドロフラン(THF)を用い、溶液キャスト法で調製した。 Xe収

着測定は CAHN社製精密電子天秤を用い、重畳法により圧力範囲 0-760cmHg、測定温度 250C

129Xe NMR化学シフト値、ゴム状高分子、自由体積、アクリロニトリループタジエン共重合体ゴ

ム

おおのまき、すずきともゆき、よしみずひろあき、つじたよしはる
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で、行った。 129XeNMR測定は圧力範囲 0-760cmHg、温度範囲-1O-250Cにおいて観測周波数

110_5MHzにてシングルパルス法で行った。 NMR管にサンプルを充填した後、充分真空乾燥し所

定の圧力に相当する Xeを導入し、収着平衡に達した後に測定に用いた。 129XeNMR他学シフト

値は同時に観測される気体 129Xeのピークを内部基準として補正した。

《結果と考察))Xe収着測定を行った結果、いずれのサンプルもゴム状高分子に特徴的な Henry

型の収着等温線を示した。またXe収着量はAN含有率の増加に伴い減少した。250Cにおいて 129Xe

NMR測定を行った結果、圧力の増加に伴い若干の線形的低磁場シフトが観測された。通常の有

機高分子では、 129XeNMR化学シフト値(δ)はδ=δ(8)+δ(Xe)と表してよい。ここでδ(8)はXe

原子と空隙内壁との衝突による項であり、空隙が小さいほど大きくなる。 δ(Xe)はXe原子同士の

衝突による項であり、 Xe密度とともに線形的に増加する。この線形低磁場シフトはδ(Xe)項の寄

与、即ち X巴収着量に比例して増加する Xe原子同土の相互作用が原因である。 129XeNMR他学シ

フト値を収着賞Oに外挿した値、 δ(S)値は AN含有率の増加に伴い大きくなった。 δ(S)値は分子

鎖間隙が狭いほど Xe原子との相互作用が強くなるため

大きな値をとる。得られた各サンプルのδ(8)値を自由体

積分率(FFV)に対してプロットしたところ良い相闘が見

られた(Figure1)。次に温度依存性を検討した。 AN含有

率 37%の NBR37について Tg以上の温度範囲で 129Xe

NMR 測定を行った。得られた各測定温度における 129Xe

NMR化学シフト値(δ(S)値)を測定温度に対してプロッ

トした結果、相関関係が見られ(Figure2)、温度低下に伴

う自由体積の減少が確認された。以上の結果から、 129Xe

NMR法はゴム状高分子の自由体積を評価するための一

手法であることが示された。一方、 NBRで得られたδ(8)

値はガラス状高分子における値(約 160-21Oppm)より

も低磁場である。仮にδ(8)値から空孔サイズに換算すれ

ば、ゴム状高分子の方がガラス状高分子よりも小さいこ

とになる。温度上昇によりガラス状態からゴム状態に転

移するので、一般論としてゴム状高分子のほうが自由体

積は大きいといえるにもかかわらずゴム状高分子のδ

(8)値の方が大きい、即ち個々の空孔サイズが小さいとす

るなら、必然的にその個数が多いと考えざるを得ない。

これは言い換えれば、活発なセグメント運動の故に Xe

原子と高分子鎖との衝突頻度が上がり、高分子-Xe原子

間相互作用(δ(8))の寄与が Xe-Xe原子間相互作用(δ

(Xe))の寄与を相対的に上回った結果として、 Xe原子同

士が衝突する確率が低下し、収着量の増加に対する低磁

場シフトの割合がガラス状高分子の場合に比べて概ね一

桁小さくなったと考察できる。
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P83 ピスフェノールAの1H HS-MAS NMR 
0本多尚¥甲 野 裕 之 2

(横市大・総合理¥ブル力一・バイオスピン株式会社 2)

1 H HS-MAS NMR Studies of Bisphenol-A Crystals 
トイisashiHonda 1• Hiroyuki Kono2 

Graduate Sch∞，1 of /ntegrated Science， Yokohamaοity University1 

8ruker8ioSρわ Co.Ltd2 

In a crystallattice of bisphenol-A molecules ta~くethree conformations and each molecule is 
linked by H-bond network. T 0 reveal some characters of -OH group of bisphenol-A NMR 
measurements were carried out. 1 H HS-MAS NMR spectrum (Fig. 1 (a)) with spinning rate 
of 35 kHz showed 1 H-1 H interaction between intra-and intermolecule are large. In order 
to reduce this interaction， we observed 1 H HS-MAS NMR spectrum of bisphenol-A-d16， in 
which a few percentages 1 H atoms were con国ined. Obtained spectrum shown in Fig. 
1 (b) had roughly same line width of that observed by CRAMPS (Fig. 2). T 0 get information 
of three. conformations， we employed 13C-1 H FSLG-HETCOR method and obtai門ed
sp配 :traas shown in Fig. 3. We also synthesized some bisphenol-A -base complexes and 
measun剖川崎市t1ASNMR spectra (Fig. 4) to study ρ焔 dependenceof chemical shift of 
hydrogen atom forming H-bond. 

[序論] ピスフェノールAは、工ポキシ樹脂やポリ力ーボネート 戸~ yH3 f=¥ 

の原料などとして工業的に広く用いられている。一方でビスフエ HO一、 f十一¥/一OH

ノーjレAは内分泌揖乱物質(環境ホルモン)に分類されており、生 ~ 佃

態に与える影響力t調査されている。環境ホルモン物質のほとんどは、ピスフェノールAと同様に

フェノール性OH基を持っており、このOH基がレセブターと水素結合を介してホルモン活性を

示レていると考えられている。そこで、環境ホルモン物質のフェノール世 OH基に関する知男を
得るだめに NMR測定をおこなった。水素結合を形成レている水素のケミカルシフトは、水素結
合に関する情報を富んでいるので、本研究では 1HHS-MAS NMR 測定を主に行つだ。ま疋、
1H-1H聞の双極子相互作用を小さくする測定方活を試み、既惇のCRAMPS法ζ比較し疋。

ビスフェノール Aの結晶l立、空間群 P2dnをとり、各分子が水素結合ネットワークを形成レ
ていることから、物性面でも非常に興味深い物質である。ビ、スフェノールA分子は単位格子中に
3種類容在している。これらは、2つのフェノール基が作る2面角が、それぞれ86.9。、83.6

0

79.7。と翼なったコンフ方メーションをとっている。そこで、 1HHS-MAS、CRAMPS、13C
CP/MAS、13C_1H FSLG-HETCOR測定を行い、各分子の電子状態に関する情報を得た。

また、ピスフエノールAのOH基に関する情報を多方面から得るために、様々な ρぬを持つ
塩基と塩を形成させ、水素結合の状態変{じを調べた。

捜劇ビスフエノールAは市販のものを用いた。ビスフェノール A-d16(D佑率 98%)はCIし
社のちのを用いた。アミン塩の合成には各塩に対レて適切な有機溶媒を用いた。 1HHS-MAS測

定には、 8rukerAvance 600(14.09 1)分光器を用いた。試料体積は約 12μtで、 MASの回

転速度は35kHzである。 CRAMPS、CP/MAS、FSLG-HETCOR測定には 8rukerAvance 

3αコ(7.041)分光器を用いた。試料体積は約 25μtで、CP/MAS測定時の回転速度は 12kHz、

CRAMPS測定には 8R-24パルス系を用い、回転速度は 2.2kHzであった。また、
FSLG-HETCOR測定は、回転速度 12kHzでミキシングタイムが 10μsと20μsの2種
類行った。

キーワード:環境ホルモン、水素結合、圃体 1Hスペクトル、固体二次元

ほんだひさし、こうのひろゆき
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[結果と考察] 図 1(a)に得られたピスフ工ノールAの

1 H HS-MAS NMRスペクトルを示す。0.6と6.7ppm

に幅広のピークが得られた。この線幅の原因として以下

のことが考えられる。つまり、非等価なピスフ工ノール

Aが結晶申に 3分子存在することに加え、各分子聞の
(a) 

距離が小さいため双極子ー双極子相E作用が大きい。こ

の双極子ー双極子相E作用を小さくする方法として二つ

考えられる。一つは、 CRAMPS法である。ちう一つは、

1
3Cのスペクトル線幅が狭いことからヒントを得た方
法で、重水素置換体に吉まれる不純物の 1H核を (b) 

HS-MAS測定する方法である。ビ‘スフェノールA-d16 ~~ 
20 

のD化率は98%なので、 2%弱の 1H核が試料申に書

まれている。これは、 1
3Cの天然穿在比よりち大きい。

この方法で得られたスペクトルを図 1(b)に示す。比較

のためCRAMPS測定で得たスペクトルを図2に示す。
図 1(b)と図2から明らかなように、両測定方法の線幅は、

lまぽ間程度であるが、 CRAMPS法のケミカルシフト値

の誤差が大きいことを考慮すると今回試みた方法は、非

常に有苅と考えられる。

ピスフェノールA結晶中に存在する3種類の分子の電

子状態を明らかにするために、 13CCP/MASおよび

13C_1H FSLG-HETCOR 測定を行った。ミキシングタ

イムが 10/J.Sのときの結果を図3に示す。結晶構造に

対応レ、 1
3Cのピークが複数本ずつ観測された。 30

ppm 柑近のピークはメチル基に、 115ppm{寸近がOH

基から男て o位、 120.......130ppmがm位、 143ppm

柑近がp位、 150ppm柑近はOH基が結合レた炭素に

帰属できた。

ピスフェノール A は、種々の ρκhを持つ塩基と塩を形成する。得られた塩の 1HHS-MAS 

NMRスベクトルの一部を図 4に示す。 10ppmよりも僅髄揚側に表れているピークが水素結合

を形成している水素である。ピスフェノールAのρKa値(9.73)よりも小さいd色値を持つ塩基
と塩形成した揚合、ケミカルシフト値はpKa 値が増すに伴いi~磁場側にシフトした。また、 d色
が9.93のトリブチルアミンと塩を形成レた揚合、N-HとO-Hの信号が観測され疋。これはO-H

…Nと0-…H-附の状態が等しい確率で惇在しているためと考えられる。

-277-

10 0 
Chemical Shift /oom 
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高圧 129XeNMRによる X型ゼオライトのカチオン置換効果の研究

(帝人 1、阪大院理人阪大博物館 3)

0永阪文惣 1、伊勢本潤 1、尾身洋典 2、江口太郎日、

P84 

High-Pressu四 129XeNMR Study of Cation Effect in X-Zeolites 
OBunsowNa山 aka¥Jun Isemotol， Hirono片Ome，Taro Eguche，3 

IMaterial Analysis Research Laboratories， Teijin Ltd.， Hino， Tokyo 191・8512

2Department of Chemistry， Graduate School of Science， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560・0043

3The Museum of Osaka University， Toyonaka， Osaka 560-0043 

Several types of X剖 oliteshave been investigat吋 bythe high-pressure 129Xe NMR. In the low-

pressure region， two 129Xe NMR signals were observed for the Xe adsorbed in each molecular sieve， 

which are assigned to the adsorbed Xe in the zeolite and in the binder， respectively. Aωording to the 

analysis of the Langrnuir model for the pressur巴dependenceof the 129Xe NMR ch巴micalshift of the 

adsorbed Xe in each zeolite， it was found that the low-silica Li-X zeolite has the stronger adsorption 

affinity and the more amount of adsorption among the samples used in this study. The 2D-exchange 

NMR experiIilent suggested the slow dynamics of Xe between the zeolite and the binder and/or the 

free in the low-pressure region. 

回目

Fig. 1. Pressure dependence of the 129Xe 

NMR chemical shift of Xe / X-zeolite at 
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Si/Al比およびカチオン種の異なる数

種の X型ゼオライトからなるモレキュ

ラーシーブについて、高圧 129XeNMR 

で調べた。その結果、高磁場側にモレ

キュラーシーブに吸着されていない

Free Xeピークが観測され、 Fig.lに示

すようにこの 129XeNMR化学シフト

は、臨界点 (pc=5.84 MPa)近傍で密度

の急激な増大に伴って大きく低磁場シ

フトした。

一方、モレキュラーシーブに吸着し

た Xeは、低磁場側に 2本の信号が観

測され、より低圧のP= 0 -1 MPaの範

囲で大きく低磁場側にシフトし、 P>1 

MPaでは 1本のブロードピークとなっ

た。この 2本の吸着 Xeピークは化学 Langmuir model. 

Keywords:高圧 NMR、129XeNMR、X型ゼオライト、パインダ一、 Langmuirモデル

えぐちたろうながさかぶんそう、いせもとじゅん、おみひろのり、
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シフト値からそれぞれゼオライトとパインダーへの吸着で、あることが確認され、よ

り高圧領域ではこれらの間で化学交換が速くなるため 1本のピークとして観測され

たと解釈できる。

ゼオライトに吸着した Xeの 129XeNMR化学シフト圧力依存性についてLangmuir

モデルで解析した結果、バイン夕、ーや FreeXeとの化学交換が速くなる高圧領域では

単一の成分として表せないが、 P< 1 MPaの圧力範囲では Table1に示すように各パ

ラメータを見積もることができ、今回測定を行った試料の中では Si/Al比が1.04でLi+

に置換したゼオライトが吸着力 (K)、吸着量 (dx)ともに大きいことがわかった。

Table 1 Adsorption parameters in Langmuir model for high-

pressure 129Xe NMR of X巴/zeolites. 

Sample zeolite type Si/Al δwall / ppm δXe/ ppm K /MPa-1 

A Li-X 1.04 65 142 12 

B Li-X 1.24 65 140 10 

C Na-X 1.24 65 121 9.3 

また P< 1 MPaにおけるモレキュラシーブ内外におけるダイナミクスを調べるため、

2次元交換NMRを適用したが、 Fig.2に示すように mixingtime = 0.1 sでも交換ピー

ク強度が小さく、比較的遅い運動であることが示唆された。

ppm 

。 ? 

50 

100 

150 "ザト
。

200-

200 150 100 50 o ppm 

Fig. 2 Contour plot of 129Xe 2D-exchange NMR of Xe / Na-X zeolite 

(sample C) atP = 0.3 MPa， T= 295.3K. Mixing time was 0.1 s. 
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P85 高圧 129XeNMRによる各種ゼオライトの吸着と化学交換の研究

(阪大院理 1、阪大博物館 2)

0加藤範子 1、尾身洋典 1、宮久保圭祐 1、上回貴洋 1，2、江口太郎 1，2

回ghpressure 129Xe NMR study of adsorption characteriBtics and the chemica1. 
exchange of Xe in some zeolites 

DepIH曲四tofCbemi拍~ Graduate Schoolof 8cience， a四kaUni開 'FBity1，

The Museum ofOsalcaぬ iversity2

ONorikoKa卸1，Hironori. Omi1， Keisuke Miy砧 ubo1，Takahiro Ueda1， 2， and Taro Eguchi1， 2 

Molecular sieves and zeolite NaY are typical microporous materials. In order to 

inve自tigateXe adsorption charact町 isticsin molecular sieve 5A， 13X and zeolite Na Y， 129Xe 

NMR spectra were measured at 0.02 -10 MPa and T= 298K using a high pressure probe. In 

addition， we tried to simulate exchange signals with varying not only the ratio of free xenons 

to∞nfined xenons in the pore but also the exchange rate， Our high pressure measurements 

町 e鴨 ryuseful to study the existence of metastable adsorption sI旬s，the saturated amount of 

Xe adsorbed in the pore， and the exchange pr田 :essofXe. 

【序】モレキュラーシーブ 5A、13Xおよびゼ、オライト NaYは、ミクロ細孔を持つ代表的なゼオ

ライトであり、吸着特性もきわめて良好である。これらの試料について、高圧 129XeNMR測定

を行い、吸着特性を定量的に調べ、ゼオライトの構造やカチオンによる影響を比較した。高

圧下における研究は、細孔物質への吸着質の飽和吸着量や、エネルギー的に準安定な吸着サ

イトの存在、吸着質の交換プロセスについて知るために、有効であると考えている。シミュ

レーションなどを用いて細孔に吸着された Xeと金eeXegas聞の化学受換についても調べた。

【実験】モレキュラ}シーブ 5A、13X、ゼオライト NaYの粉末試料仏ldricωを使用した。

400'Cで真空加熱脱水処理した試料について、自作高圧プロープを用いて、 BrukerMSL-200 

分光計により 129XeNMRスベクトル(共鳴周波数55.6MHz)を圧力範囲 0.02-10MPa、

温度 298Kでin-situ測定した。

【結果と考察】 Fig.l(a)、 (b)は、モレキュラーシーブ 5Aおよび 13Xに吸着された Xeの 129Xe

NMR化学シフトの庄力依存性を示している。 129XeNMRスベクトルには、金'eeXe gas及び

吸着された Xeに対応する共鳴線がそれぞれ高磁場側と低磁場側に観測された。 freeXe gas 

のピークの化学シフトは、 6MPa付近で急激に低磁場シフトしているが、これは、 Xeの超臨

界流体への転移が起こっているためであるαeの臨界圧 Pc=5.8MPa)。モレキュラーシーブ

5Aおよび 13Xに吸着された Xeの化学シフトの圧力依存性は、いずれも Langmuirタイプの

吸着の式(1)でフィッテイングすることができ、見かけ上Langmuirタイプの吸着が起こって

いると考えられる。

d(P) = dxe渦 11+ dXe.xem阻 KJ二(1)
I+KP 

得られたパラメータをまとめて Table1に示す。ここで、 OXe'陥 HはXeと細孔壁の衝突によ

る寄与、 OXe'Xem田は Xe同士の衝突による寄与、 Kは[吸着速度]/ [脱離速度]である。 OXe'Wall 

キーワード:高圧 129XeNMR、ゼオライト、吸着、交換

0かとうのりこ、おみひろのり、みやくぽけいすけ、うえだたかひろ、えぐちたろう
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はゼオライトでは細孔径に反比例することが知られている。パラメータより、細孔径は 13X

の方が大きく、 Xeの吸着量は 5Aの方が多いととがわかる。また Fig.l(c)は、ゼオライト NaY

に吸着された Xeの 129XeNMR化学シフトの圧力依存性を示している。この場合は、明らか

にLangmuirタイプの吸着とは異なる。ゼオライト NaYは、モレキュラーシーブ13XとSilAl

比のみが異なる Y型ゼ、オライトである。ゼオライトの SilAl比を 29SiMASNMRのピーク強

度比から求めたところ、モレキュラーシーブ

5Aは1、13Xは1.3、ゼオライト NaYでは 2.7

で、あった。このことから、ゼオライト NaYは、

モレキュラーシープ 5A、13Xに比べて SilAl

比が大きく、つまり、骨格中に含まれるカチオ

ンの数が少ないことがわかる。 Fig.l(c)からわ

かるように、細孔に吸着されたXeのピークは、

低圧側では圧力とともに低磁場側にシフトす

るが、高圧側では圧力とともに、高磁場側にシ

フトしている。線幅は、はじめはシャープだ、が

圧力が高くなるにつれてブロードになり、 Xe

の臨界点(Pc= 5.8 MPa)付近からは再びシャ

ープになる。したがって、このピークはXeの

細孔内と外との交換によると考えられる。この

交換のダイナミクスについて調べるために、 2

サイトモデルを用いてシミュレーションを行

ったところ、交換速度の圧力依存性は、 Fig.2

のようになった。交換速度は低圧側で、圧力と

ともに速くなり、臨界点よりも高圧側で、圧力

とともに遅くなるという興味深い結果が得ら

れた。
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P86 29Si一国体高分解能NMR5:去によるHPLC用逆相充填剤表面の状態分析

(~鮒資生堂安全性分析センター分析研究室) 0木村朋子、小松一男

Solid-state 29Si-NMR study of silica gel surface of packing material for 

Reversed-Phase HPLC 

(Safety & Analytical research center， Shiseido co. Ltd.， )Tomoko Kimura、KazuoKomatsu 

Solid-State 29Si-NMR was used as a tool to observe surface structure in designing 

chromatographic stationary phases. [n this study， the change of patterns in NMR spectra 

was compared with chromatographic data between before and after acid- or 

alkaline-resistance test. The NMR was found useful in structural study of stationary phases， 

which used to rely on indirect methods based on observation of chromatographic retention 

behaviors of standard compounds. 

【序】

HPLC用逆相系充填剤は分離特性や耐酸性・耐アルカリ性の向上を目的に、種々のタイ

プの充填剤開発が行われてきている。これらの性能評価やタイプ判別については、平面認

識能や溶出時間の変化等、クロマト的分離挙動を指標としているが、充填剤の表面構造か

ら評価した報告例は少ない。結晶構造を持たない非結品部位についても高分解能スペクト

ルが得られる固体高分解能NMR法は、表面状態や物性の有力な研究手段となっており、

我々も、化粧品に用いられる無機粉末原料の改質技術を応用して開発したポリマー被覆

型逆相系オクタヂシル化シリカゲ、ル(ODS)充填剤の表面構造解析について、 13C及び29Si

一国体高分解能NMR5:去を応用してきた*1)。今回、我々 は岡ら時)の報告にある29Si-固体高

分解能NMRi去による充填剤のタイプ別分類を上市されている種々の充填剤について適用

するとともに、耐酸性及び耐アルカリ性試験による充填剤表面のスペクトルパターン変化と

クロマトでの分離挙動の変化との関係を検討したので報告する。

【実験】

測定は、 JNM ECP-400(日本電子)Iこ国体高分解能専用プローブ(6mmφ)を接続し、

共鳴周波数(29Si;78.00MHz)、MAS回転数;6kHz、CP/MAS法(接触時間 5m5、

繰り返し時間 55)で行った。

充填剤の耐酸性試験には、 1%ートリフルオロ酢酸(TFA)・水/メタノール系及び2%-

TFA・水/アセトニトリル系溶離液を用い、耐アルカリ性試験には、ホウ酸バッファーを用い

た水/メタノール系溶離液を用いて実施して得られた充填剤について解析した。

【結果と考察】

1.0DS充填剤のタイプ別分類

キーワード:29Siー固体高分解能 NMR法、 HPLC用逆相系充填剤、シリカゲル表面

きむらともこ、こまっかずお
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充填剤のタイプは、シリカゲル

iこODS基結合する試薬の官能

基数によって分別され、モノ(ー

官能性試薬)、ジ(ニ官能性試

薬)及び卜リ(三官能性試薬)フ

ァンクショナルタイプと、それと

は別にポリマーコートタイプの 4

種のタイプが知られている。こ

れまで、充填剤のタイプの分類

はクロマト的評価パラメーター

の1つである平面認識能(α25

0 R 
O-Sj-R 
~十

0 高iでOH
R 

Monofunctional Type
O 

(平面認識能 α 1. 61) 

Trifunctional Type 
(平面認識能 α: 2.07) 

。 -25 -50 ー75 1∞ 
の数値の大きさで類推し

てきた。しかし、この評価

方法では、必ずしも明確な

Fig.l 29Si CP/MAS NMR spectra of difference Type of Silica gel 

packing materials 

分類ができないこともあった。上市されている種々の充填剤について、 29Si-固体高分解能

NMRスペクトルを測定した結果、ポリマーコート型を含めたこれまで分類が困難であった

充境剤についても、明確な判別が可能であることがわかった(Fig.1)。

2.酸性及び耐アルカリ性試験における充填剤表面の状態分析

耐酸性及び耐アルカリ性試験前後で Monofunctional Type 

Before test 
Q3/Q4:0.54 

T -'0 T 

-10・ T 

-12・

の29Si-NMRスペクトルを測定し、分離挙

動の変化に大きく寄与していると考えら

れるシラノール基に着目し、スペクトルを

波形分離したときのシラノール量(03)を

04に対する比として比較した。耐酸性

試験前後では、 ODS基やエンドキャッピ

ング剤が切断されることによって生じた

シラノール基の増加がすべての充填剤

のタイプで確認され(Fig.2)、その変化

の大きさは、モノ>ジ>トリの順となっ

ており、クロマトグラム上での分離挙

動の変化の大きさと対応していること

Fig.2 The relative amount of silanol between 

before acid-resistance test and after test 

determined by 29Si_N恥1Rspectra 

がわかった。耐アルカリ性試験前後では、クロマトグラム上での変化は認められているもの

の、 29Si-NMRスペクトルパターンに現れるほどの大きな変化は見られなかった。

これらの結果から、固体高分解能NMR測定により、充填剤の特徴をよく評価できることが

わかった。

【文献】

*1)小松ら、 J.Soc.Cosmet.Chem.Japan.VoI.22.No.4.1989

*2)間ら、東ソー研究報告.VoI.41.p57.....63.1997
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P87 

[Abstract) 

多孔性金属錯体の国体高分解能NMR-ゲスト分子の吸着挙動

(京大院工)0堀毛悟史、中西康哲、北浦良、北川進

Solid-State NMR for porous coordination polymers -Dynamics of guest molecules 

Satoshi HORIKE， Yasunori NAKANISHI， Ryo KITAURA， and Susumu KITAGAWA 

Graduate School of Engineering， Kyoto University， Kyoto 606-8501 

High resolution solid-state NMR spectra were measured for guest molecules adsorbed in porous 

coordination polymers， whose size and/or shape of channels are rationally constructed from 
modification of the organic ligands and transition metals. The adsorption guest behavior and host 

dynamics were studied by estimating the activation energy from temperature dependence of 'H NMR 

spectra. The mobility of the guests well correlate to the channel size，similar to that of several 

zeolites. 

[緒言]

金属鎗体は、配位子の持つ高い設計性と金属イオンの持つ多様な立体構造を組み合わせることにより、様々なサ

イズおよび形状のチャンネルを有する多子L性配位高分子を合理的に構築することが可能である。我々はそのチャ

ンネル空聞が、ゼオライトを凌ぐ量のメタンを始めとする気体吸着能を見出してきた~また最近では既存の吸

着剤には見られない、高い柔軟性を有するものやゲスト選択性を持つ多孔性錯体も報告されており閥、全く新し

い機能をもっ多孔性物質群として期待される。

本研究では常磁性および反磁性金属を含めた異なる四種類の多孔性錯体を用い、それらの中に取り込まれている

ゲストの挙動、およびホストの運動性評価を目的とした。

[実験]

多孔性錯依およびサンプルの合成

二次元シートがピラー配位子によって連結される三次元鎗体[([Cu，(pzdc)，(L))・オi，O}J (pzdc=pyrazine・2，3-
dicarboxylate)(L=pyrazine(1); L=4，4にbipyridyl(2))の合成は、 Na，pzdc(20mM，50m L)と各配位子

(10mM，50mL)の水/エタノール1:1溶液に CuBF，(20mM，50mL)の水/エタノール1:1溶液をゆっくりと滴下

させることにより得た。また反磁性二次元錯体[Cd，(azpy)，(NOム)(3)は、 Cd(NOム(1.5mM，15mL)アセトン湾

液にazopyridine(3mM，15mL)エタノール溶液を滴下することにより得た。また鏑ダイマ-30ニットを用いた三

次元錯体4の合成は文献の通りに行った九またゲストを吸着させた各サンプルは、得られた粉末国体を室温で1

日間真空乾燥させた後、室温飽和蒸気圧下でゲスト溶媒と共存させることにより調製した。これらの同定は単結

品および粉末X線構造解析、そして元素分析によって行った。

盟盤凶凹堕盟星

測定は日本電子社製 JNM-LA300FT-NMR("CIl測周波数75.4626MHz)およびChemagnetics社製 CMX・

300('H観;Jlg屑波数45.8250MHz)を用いて行った。日CNMR;J]定はシングルパルス+'Hデカップリング法を、ま

た'HNMR測定は四極子エコー法とその改良法を用いて行った。それぞれのスピンー格子緩和時間(T，)澗定は反

転回復(inversionrecovery)法を用いた。

[参考文献1
1) S.Kitagawa et al.， Angew.Chem.lnt.Ed.Engl. 1999，38，140・143.

2) S.Kitagawa et al.， Angew.Chem.lnt.Ed.Engl. 2002，41，134-135. 

3) Kepe同 etal.， J.Am.Chem.Soc. 2002，124，9574・9581

4) Seki， Chem.Commun. 2001，1496-1497. 

キーワード:国体高分解能NMR、多孔性鎗体、ゲスト

ほりけさとし、なかにしやすのり、きたうらりょう、きたがわすすむ
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l結果および考察]

Fig.1(a)に示すようなPiII畠『吋-Iay串r型三次元多孔性鐙体1(チャンネルサイズ・ 5.0X5.0A)および2(8.0X

5.0A)に対し、ゲストとしてメタノール伐を吸務させ、その'HNMRを測定した結果をFig.1(む)(c)に示す。それ

ぞれのスペクトルの形から、観測した温度領域全てにおいて錯体1中のメタノールは異方約な連動を取っている

のに対し、錯体2では重量jEEから130K付近までほぼ等方的な運動を取っていることが明らかとなった。また得ら

れた穴の滋度依存プロットから、 BPP理論を用いたフィッティングにより運動の活性化エネルギーE訟は鐙体1が

16.0kJ/mol、2が12.2kJ/molであることが分かった。この結果はチャンネルの大きさとよく対応しており、

特に錯体tのEaI;tH-ZSMやHYゼオライト中のメタノールの昆と比較しても高い値である。また錯体2において

は143Kにおいてスペクトルの形およびT，の億が不連続に変化しており、何らかの状態変化が起こっているもの

と窓われる。

a) c) 
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1 (upp串r)，2(bottom)at 2串3K.(c)'トINMRspin-1昌ttic昏 f串laxationdata as a func!ion of 

t串mp串F昌tur串 form号thanol-d，adsorb担din compl号x1(8jand 2(0) 

s 

次に鐙体1とほぼi湾じチャンネルサイズを有しているニ次元錯体8を用い、潤様にメタノ -JI.-d，を吸着させてそ

の挙動を議べた。その結果、スペクトルは測定した温度領域ではあまり変化はなく、またT，の混皮依存プロット

から&は12.6kJ/molと見積もられた。この結果から、吸着されたメタノールは錯体の次元性よりもむしろチャ

ンネルサイズに依存したE訟を取ることが分かる。

最後にホストである多孔性鐙体の運動性を評備するため、ポリマー脅格中にあるベンゼン潔部位iこ2討を導入した

三次元錯体4を用い(Fig.2(a))、ゲストを吸着させていない状態で'HNMRをi限定した。そのスペクトルを

Fig.2(b)に示す。脅絡を構成している鋳ダイマーユニットは温度依存性を持つ常磁性であるため、スペクトルの

形にその影響を及ぼすが、 173K~223Kの温度領域において柄確なPak母 doubl斜パターンを示しており、 j皐度

が上昇するに従いFig.2(b)のように変化している。この三次元錯体は513Kまで骨格が安定に保たれることが分

かっているため、本実験の結果から、測定温度領域で三次元骨格が保たれながら、温度によって部分的に運動性

が異なる部位を有していることが分かった。現在この変化を支配する運動モードとしてベンゼン環の180度フ

リップを検討しており、その運動の活性化エネルギーと含めてき当日報告する。

a) 

二b
〔や

{畠)Struc1ur告 of[{Cu(τεD)。ム{(p-O，CRCOムム]内外}

{肉=C，D，; TED=tri昌thyl告n串diamin串ト

(b)す曹mp曹ratur串 d串P愚nd串nt'H NMRsp曹ctr畠 ofcompl告x4.
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P88 静的磁場幻配を用いた高分子の拡散と

局所磁場勾配の測定

(東工大院生命理工)0佐藤耕平，浅川直紀，井上義夫

Measurement of diffusion and local magenetic field gradient of polymers by solid 
state NMR 
Kohei S話Q，Naoki Asakawa担 dYoshio Inoue 
Graduate School of Bioscience and Biotechnology Tokyo Institute of Technology 
4259 Nagatsuta-cho， Midori・ku，Yokohama， Kanagawa 226・8501，JAPAN 
Tel:045・924-5796FAX:045・924-5827←mail:kosato@bio.titech.ac.jp 

We have been trying to detect local magnetic field gradients (LMFG) in solid polymers and 
organic solids by nuclear mangetic resonance(NMR) transverse relaxation time measurements. 
We observed the anisotropic proton transverse relaxation for a C-form single crystal of stearic 
acid(SA). We also found that by variable temperature T2 measurements of SA there exist the 
transition point between the diffusion dominant regime and the localization regime. The local 
magnetic貧eldgradient at 293K was 4x 1O-2T・cm-1

.The T2 measurements with a function of 
CPMG echo time show that the transition point beteen the localization regime and the motional 
averaging.regime for a polycrystal1ine sample ofhexamethylethane(HME). Numerical simulation 
for transverse relaxation rate was c釘 riedout to extract diffusion parameters such as diffusion 
coe:伍cient，restriction length， local magnetic field gradient. 

1.目的

我々はこれまで長鎖脂肪酸単結晶(ステ

アリン酸単結晶)および柔粘性結晶(ヘキ

サメチルヱタン)の横緩和時閉じ測定を

行い、分子の運動性、また結晶構造を反映
すると予想される内部の磁気的環境を明ら
かにすることを目的に研究を進めてきた。

ステアリン酸単結晶は分子が等方的、規則
的に配列しているため考えられうる分子運

動は空間的にかなり制限されていると考え

られる。ステアリン酸単結晶の場合の分子
運動としては分子長軸周りの回輯広散およ

び、結晶格子内での振動拡散がある。一方

ヘキサメチルエタン結晶内での運動はス
テアリン酸と大きく異なりっている。柔粘

性結晶相をもっヘキサメチルエタン結晶は

結晶重心位置での回転の他に、空孔メカニ

1π局所磁場勾配・横緩和時間 CPMG.Hahnエコー

さとうこうへい，あさかわなおき，いのうえよしお

ズムに基づいた並進拡散を行うという特徴
を持っている。これまでステアリン酸単結

晶のT2測定を行い放物線磁場勾配モデル

に基づく Bloch-Torrey方程式の Green関

数解によるフィッティングを行い内部に存

在する局所磁場勾配の決定を行った。さら
にこの局所的に存在する磁場勾配が非常

に大きな値であると予想される結果を得

ている。しかし T2測定の結果、ある時間
以降において予想される T2値から外れる
振舞をする時間領域が見られた。この特

異点、を説明するための理論として、 Senら
の三つの無次元の距離スケール(Diffusion

length，Dephasing length，Sample size)を導
入しシュミレーションを作成した。このシ

ミュレーションから実験結果において見ら

れた特異点を説明することができるのでは

ないかと考えられる。
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距離スケールを導入した
シュミレーション作成:

我々はスピンがパルス間晴r(測定磁間)
の聞に拡散する平均距離を LD、スピンの
運動を制限する間隔の大きさを Ls、そし
てスピンが拡散する聞に磁化がlfeになる
までの距離を Laとし CPMG磁化減衰の
シュミレーションを作成した。 NMRで拡
散を測定するときには、始めにパルスを

当てることによって分散していったスピン
の位相をそろえ、測定時間中にその位相
が様々な要因によってディフェーズしてゆ
く度合を位相分布の強度として観測して
いる。よってスピンが観測時間中に素早く
ディフェーズしてしまうと、ある制F躍E離
に到達する前に観測されなくなる。このよ
うな場合ディフェーズ距離LDがスピンエ
コーの強度の振舞を支配する。三つの距離
スケールを定義しどの距離スケールが支配
的であるかを考えることでスピンエコー減

衰には次の三つの異なる領域が存在すると
考えられる。

・拡散支配領域

・運動平均化支配領域

.局所化支配領域

CPMG磁化は連続する πパルスによっ
て磁化を反転させる。このπパルスの印加
前の距離スケールを考慮にいれた時間展開
行列をu+とすると πパルス後の時間展開

行列はu+の複素共役である u_=u+*で
表すことが可能である。また二度目のπパ
ルス後のエコーはu=u+u_u_u+で表す
ことが可能であることが理解できる。よっ
て以上より CPMGの磁化の減衰はuN で
表現することが可能となる。そこで様々な
パラメーターにおいてシュミレーションを
行い実験結果との相関関係を見出した。こ

れまでのところ転移が現れる条件は三つの
距離スケールの実際の大きさではなく、距

離スケールの比が支配的であると考えてい
る。

T2測定実験:

二つのサンプル(ステアリン酸単結
晶、ヘキサメチルエタン結晶)に関し
て TPHEと CPMG法を用いて T2測
定を行った。また実験には非常に広帯域
(200MHz"-' 1000MHz)に渡って測定が可能
な自イ乍のリエントラントキャビティープ
ロープ;およびDoty社製の NMRプロー
ブを用いて測定を行った。自作のプローブ
の仕様に関してはポスターにて紹介する。

2.実験結果

7::lLヤ l!;;引
い抗…r-~ I丸J

τI msτ・ Ims・1

Figure 1. Results of T2measurement加 dfit-
ting 

上の図左のようにじ測定を行い理論式にフイツ
ティングし拡散係数および内部に存在する磁場勾
配の大きさを求めた。これらの結果からステアリ
ン酸内部に非常に大きな局所的磁場勾配が存在す
ることが予想された。またある時間TにおいてTの
増加とともに増加が予想される T2値が予想から外
れる値を示す時間領域が存在することも観察され

た(上図左)。他のサンプル(ヘキサメチルエタン)
に関しての結果およびシミュレーション結果はポ
スターにて紹介する。
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P89 臭素化されたカルド型ポリイミドの

13c及びJSN-CP/MASによる構造解析

(日錨テクノリサーチ)0畠山盛明

(新日銭先端研)曹藤公児、金橋康二

S廿uctm叫ADa砂曲。，fBr-制加titu凶 Cardotype PO刷mi，蜘凶ing 13C佃d~・印刷AS

(NipponS制 TechnoR鎚摺由I)M叩akiH翻 k句個a

(Nippon Steel cor抑制nAふ閣lCedRe蜘chLab.) Koji Saiω，Koji Kanehasl証
The抑協同司凶助部αfBrsub鈎岡沼d岨 dotypepol戸血.deswhich have high酔ssepar曲佃戸百戸出esare明世剖

out usi噂¥3Cand 1制-CP!MAS.As Br s由s帥凶r蹴 ishigher， T1ρ・。f¥3Cbec叩 eshぽ町and1明 chemicalshift is 
go時 downfield.SiI鴎帥be畑、lIorofNMR param蜘宮B∞m帥凶叩thtlぉm曲。f伊ss叩arationpro戸rties，we 
咽 1窃回融gas鍔阿司U∞冊戸油.esぉω曲19toNMR抑制御百 .

1.はじめに

カルド型ポリイミドは嵩高い環状構造を有する剛直性の高いポリイミドで、様々な用途開発を行ってき

ている。その中のひとつの応用としてガス分離膜があり、∞列2分醐莫素材としての応用展開を実施して

いる。しかし、実用化には更なるガス分離間Eの向上が求められていた。そこで、臭素原子の立体効果に

よりガス遺副主能を向上させる可能性 R R 
K R R 

があることに着目し、「臭素化カルド I 何 向 。o1 r 品 向 。 o

型ポリイミド」の合成開発σ'ig.l)に成 ιィ久A-N'i什吋4ιィ久A-N竹内竹内+-
¥，〆埼‘J、、J I I 、，〆民、"、ミト/-J' I 

功した九開発した膜の CO2ガス遺品 同小CMMvi |ltノザいfh;vvJ1 
4臨は、臭素化置解約8似の場合、 n ({'() r -I.I"~~ fi(Y) r v -

L 
ガス遇面性E可∞会は lo-aを保持しつつ、

~ JII L ~.. 

~:H orBr) 引

dure of cardo句戸P喝imid鰯
ガス分離性能p(C00fP(N~1ま 35を達

成し(35"C、 latm、混合ガス∞':IN:t=10:側、世界トップクラスの非常に優れた遺骨性と分離性を示した。

しかし、この臭素化カルド型ポリイミドのガス分離機能と化学構造の関係は明らかとなっていない。そこ

で今回、\3C及び1~-cp!MAS法て機開斤と緩和時間側庁 (13C-T1 及び 13.じT1ρ) を行い、科オ料の臭素化

置換率とガス分離能及び化学構造との関係を検討した。また本材料の劣化前後による概量の変化について

も併せて検討を行った。

2.実験

本材料の臭素化の方法は、臭素化試薬としてがプロモスクシンイミドを利用し、カルド型ポリイミドの

芳香環仮|鎖メチル基に臭素を直接化学修飾法で導入した合成法で、行なった。測定した試料は、臭素化置換

率が0，22，65，83 %の試料である。寸車のNMR測定には、日本電子製EX-4∞ (13C:1∞.4MHz、 15N:40.4 

MHz)を使用し、回転激は6妊Jzとした。化学シフトの基準は外部基準として¥3C:ヘキサメチルベンゼ、

ンを 17.3ppn、l刑:~Cl を 18.0押m とした。 13C-Cp!MAS測定時のコンタクトタイム(ct)は 5ms に設定

した。また 1明-CPtt.仏Sでは、ラベル化した 1明フタルイミドを用いて①交差分極時間、②パルスの繰り

画体NMR、高分子、 13C-CP，ゐfAS、 1~-CP!MAS

はたけやまもりあき、さいとうこうじ、かねはしこうじ
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返し時間、③交差分極時の水素核照射周波数の最

適化を行った 2) 0 lH照射周波数をベンゼン環の

lHの共鳴周波数に合わせ、 d戸25ms、パルス繰り

返し時間=25sのときに積算効率が最大となった

σ'ig2)。この最適化した条件で感度が低く実用材

料には不適であった l制-CP/MAS法でも、寸昼間

程度で網干可能なスペクトルを得ることが出来た。

3.結果・考察

臭素化置換率の増加に伴う 13じCRゐ1ASスペク

トルの変化について検討したところ、臭素化した

メチル基由来のピーク以外には大きな変化は見ら

れなかった(Fig.3)。対して、 l明"-CP/MASスペクト

Iレでは、すべての臭素化置換率でイミド窒素由来

のほぼ1本のピークが観測された。 Fig.4に示すよ

うに、臭素化置換率が朝日するにつれて、吸収位

置が高磁場シフトする傾向が見られた。これは臭

素化導入に伴う分子の局所電子状態が変化したた

めと考えられる。次に、緩和時間測定を行った。

主鎖の運動性を示す炭素緩和時間(13ιT1)ではイ

ミド基で少し長くなる変化が見られるが、他の官

能基にほとんど変化が見られなかった。対して、

局所的な運動を反映している回転座標系での炭素

緩和時間 (13，じT1ρ)に顕著な変化が見られた。Fig.4

に示すように、イミド、カルボニル基の吸収である

165 ppmで、臭素化置換率が増加するに従い、

13C-T1ρの緩和時間が短くなっていることがわか

った。つまり本臭素化カIレド型ポリイミドでは、

臭素化置換率が増加すると、 COtN2の選択的な分

離能が向上しているので、局所的な分子運動とガ

ス分離能に相関関係があり、イミド近傍がガス分離に深く関与していることが示唆された。劣化前後の13C

-CP/MAS炭素緩和時間(13C司ρ)、1明。I'MAS等の結果については当日報告する。

4.まとめ

13C及びl~-<ごP!1v仏S及ひ穏和時間等の多くのパラメータを持つ固体NMR法は高分子の機能と化学構造

の関係を解析する上で、貴重f.t'l育報を与えることがわかった。

20 30 40 

contact-time Ims 

Fig2 ~-CPlMAS ofp棚鑓iunト明

Br:65%ι白-
l" 1 

~ 

.... ~"...叫f〆\AfLvJ14\日/"l\\匂e 知

ω 切10 

8 

自

a

a

v

a

d

 

z滋

。

200 150 100 50 0 
ppm *・SSB

H 

1唱;

Fig.3 13C-CP1MAS sp回 raofωrdotypep偽岨i蜘

Fig4Tha悶曲。frel鋸伽酋鵬細d唱曲個ical
sh部forBr-subs伽凶白地句ド戸均凶蜘
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P90 家蚕絹の分子内・分子間構造決定のためのモデル

化合物の合成と固体NMR構造解析
(農工大・工 1、バリアンテクノロジーズ、ジャパン 2)

0矢吹一人 1、中津靖元 1、亀岡恒徳1、芦田淳 1，2、朝倉哲郎 1

Synthesis and structural analysis of the model peptides of silk to determine 

the intra-and inter-molecular structures by 13C so1id state NMR 

kazuto Yabuki~， Yasumoto Nakazawal，古田lenoriKamedal， JunAshida1ペandTetsuo Asakura 1 

lDepartment of Biotechnolo町"ThkyひUniversityof Agriculture and Technology， 2Varian Technologies 
Japan 

Rotational Echo Double Resonana (REDOR) N恥配techniquewas used to determine the inter-nuclear 
distanas between 13C and 15N labeled nuclei in the model peptide of silk， (AJ.a-Glyh5・Weapplied this 
REDOR technique ωdetermine the intra-and inter-molecular structures of (AJ.a-Glyh5 with silk 1 and 
silk 11 forms. The repeated s-turn Structureゐrぬ.esilk 1 model proposed previously by us∞uld be 
reproduad with only REDOR data. The head to tail inter-molecular庄町angementwas propo崎 dwith 
REDOR data of (AJ.a-GlY)15 with 15N labeling of N-terminal Ala and 13C labeling of C-terminal Gly 
residues for both silk 1 and silk 11 forms. 

[緒言] 2Dスピン拡散 NMRと異種核 13C及び 15N核の原子間距離を精密に決定するための

REDOR法の組み合わせは、単結晶にならないためにX線回折による精密構造解析を十分に行うこと

のできない絹の繊維化前の構造(Silk1型)決定に極めて有力であることを報告してきた 0・5)。そこで、

REDOR法のみでどこまで絹モデ、ル化合物のコンフォメーションの決定が可能であるかを検討するた

めに、絹の繊維化前の構造を有するモデル化合物(AGh5について、 13C及び 15Nラベル部位を変えた

7種類の(AGh5試料を調整し、 REDOR法のみによる構造決定を行った。また、蟻酸処理により鰍佐

化後(SilkII型)の構造へと構造転移を起こさせた(AGh5について、主鎖構造のコンフォメーションを

決定した 6)，7)0さらに、分子間構造の決定を行うために、分子内の 13Cと15N核のラベルサイト聞の

距離が十分に離れた部位に 13Cと15Nラベルを施した。その REDOR測定から、分子間構造の情報を

得ることを試みた。

【実験] (AG)15をFmoc固相合成法により作成した。中央のAla及びGly残基の構造情報を得るた

め、13C，15Nのラベル部位の異なる 7種類の試料(RI-R7)を合成した(Fig.l及びTabellにまとめた)。

特に、 R5は3・知m構造において、分子内水素結合に関わる 13C=Oと15NHにラベルを施した。さ

らに、 R5をノンラベル(AGh5で50%に希釈したR5(d五u旬d)の構造解析も行った。一方、それらを蟻

酸処理することによって、 SilkII型試料とした。

さらに、分子間構造の情報を得るために、 13Cならびに 15Nのラベル部位の異なる Rll-R13を合

成した(Table2)0Rllは一本の分子鎖のN-端を 15Nで、C-端を 13Cで同位体ラベルした(AG)15であり、

分子同士が head-to"tailかhead"to-headであるかを REDOR法によって判断するために合成した。

さらに、 R12は(AGh5がparallels・sheet構造か anti-parallels・sheet構造を形成するかを判断す

るために合成した。すなわち、 anti-parallels -sheet構造の場合にのみ、 REDOR効果が観測される

はずである。 R13も同様の考え方で、合成を行った。

REDOR測定は Chemaneticscmx infinity 400を用い、プローブ、は 4mm"9turnscoil HXY triple 

resonance '1'-3 probeを用いた。主な測定条件はspinningspeed: 6666Hz，πpulses for 13C: 6μsec， 
πpulses for 15N: XY-8 pulse sequence， 8μsec， evolution time: up to 24m secである。

キーワード (AJ.a-Gly)15、REDOR、コンブオメーション、分子間構造、安定同位体ラベル

やぶきかずと、なかざわやすホと、かめだっねのり、あしだじゅん、あさくらでつお

-2卯一



jv:持?科ん

Fig.l Labeling sites to determine the 
distances， Rl to R7. 

Table 1 Observed and c時 ulaぬdinter-a旬micdistan，悶，
日C…"N，ofboth '3(; and '5N labeled (AO)，5 in the回lkl
阻 dSiJk I1s釘uctures.

Sample Silk 1 
Distance 

Silkn 
Obsd Cald Obsd. Cald. 

Rl 4.7::!::0.lA 4.7A 4.6土O.lA 4.SA 

R2 4.3::!::0.lA 4.3A 4.7::!::0.lA 4.SA 

R3 3.S::!::0.1 A 3.SA 4.5土O.lA 4.5A 

R4 3.2土O.lA 3.2A 4.5土O.lA 4.6A 

R5 4.0土O.lA 4.0A 5.5土O.lA 7.oA 

R5 (dilute) 4.0::!::0.1 A 5.7土O.lA

R6 5.0::!::0.1 A 5.oA 

R7 5.S::!::0.3A 6.oA 

[結果ならびに考察】 (1)主鎖コンフォメーションの決定 RI-R7のREDOR測定を行うことに

よって、 Silk1型及び S姐kIT型の主鎖コンブオメーションの決定に必要な多くの距離情報を得ること

ができた。 RlとR3の原子間距離は、各々、Ala(ゅ)およびAla(φ，ゅ)に依存し、 R2とR4の原子間

距離はGly(φ)およびGly(φ，ψ)に依存する。これまでに当研究室では、 2Dスピン拡散Nl¥四法を用

いて、 S日kI型の(Aω15の内部回転角を決定してきた。その角度から得られた typeIT repeated s 
-turn構造の原子座標に基づいて計算された 7種類の各サイト聞の原子間距離と、 REDOR測定から

得られた原子間距離は定量的に良く一致し、 REDORのみからも、精密に構造が決定できることがわ

かる。一方、同一試料を蟻酸処理によって構造変化させた S辺kIT型の(AGh5に関する REDOR測定の

結果は、 R5の試料の場合を除いて、Ala，Gly残基のφ，φ値を anti-parallelの値とした場合の原子間

距離の値と良く一致した制ω。

包)分子間構造の決定 Rllの REDOR

測定の結果、他の試料に比べて、より大き

な双極子相互作用が検出された。ペプチド

の末端がhead加担品構造を形成した場合、

アミノ酸配列や立体構造に関わらず 3-4A

であることから、 S姐kI型、 S辺kIT型共に

分子鎖は、主に head旬阻il構造でつなが

Table2 Observed inter-atomic distances，四c・・・"N，ofbo他国Cand
'"N labeled (AOh. in the silk 1 and silk II structures.引1e必otance
betw館 n13C and 16N nuclei was very long with泊 onechain. 

っていることがわかる。

Sample 
Obsd. Distance 

Silk 1整 Silkn型

R11 4.4(::!::0.2)A 4.4(::!::0.1>A 

R12 5.7(::!::0.3)A 5.S(土0.3)A

R13 5.S(土0.3)A 6.0(土0.3)A

O 

Labeling site 

r'N]A，・・・[l-"C]O.. 

[''N]O..・・[l-"C]A..

['5N]ん・・・[l-"C]A..

× 
一方、 R12，R13のラベルサイト間距離は 頃闇圃聞ゆ閣制園時 ご← ニ....... 二4

Silk 1型、 SilkIT型共に 5.7-6.oAであった。 ベ 二 醐@醐醐吋肘

このように、 REDOR効果が観測されたの

で、 Silk1型、 SilkIT型共に分子鎖聞の配置は、 anti-paral1el構造をとることがわかる。

【参考文献1
l.Asakura， T.， Ashida， J.， Yamane， T.， Kameda， T. Na孟azawa，Y.， Ohgo， K.， and Komatsu， K.， J. Mol Biol， 306， 
291・305(2001). 

2.Kameda， T.， Asakura， T.， Annual R，句刷'SonNMR命 ectroSCOPy， 46， 102-149 (2001). 
3.Kameda， T.， Nakazawa， Y.， Kazuhara， J.， Yamane， T.， andAsakura， T.， Biopolymers， 64， 80・85(2002). 
4.Kameda， T.， Zhao， C.， Ashida， J.， and Asakura， T.， J. Mag. Res. 2002 submitted. 
5.Zhao， C.， Asakura， T.，必り>gressin NMR争ec帥 'SCOPJ有39，301・352(2001). 
6.Asakura， T.， Yamane， T.， Nakazawa， Y.， Kameda， T. andAndo， T.， Biopolymers， 58， 521，・525(2001). 
7 Asakura， T.， Sugino， R.， Yao， J.， Takashima， H.， and Kishore， R.， Biochemistry， 41， 4415・4424(2002). 
8.Ashida， J.，Ohgo， K.， andAsakura， T.， J. Phys. Chem.， (2002) in press. 
9.Asakura， T.， Yao， J.， Yamane， T.， Umemura， K.， andAnne S. Ulrich， J.Am. Chem. Soc.， 124，8794・8795(2002). 
10. Asakura， T.， Yao， J.， Protein Sci. (2002)泊 press.
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P91 国体 19円lH}CP/MAS NMRを用いたフッ化ピニリデン系高分子の

高次構造と分子運動性の解析

東工大院理工 O相見敬太郎、小関佑、安藤慎治

Structural ana1ysis and mo1ecu1ar mobility ofviny1idene fluoride po1ymers 

凶 ingso1id由紀 19peH}CP!M屯SNMR

Department ofOrganic and Po1ymeric Materials， Tokyo Institute ofTechno1ogy 

Keitaro Aimi， Yu Koseki， Shinji Ando 

ηle phase structures and mo1ecu1ar mobility of PVDP and P(VDP75fTrPE25) were analyzed using solid 

S凶 e19peH} CPIMAS N加1R. Only amorphous and s crysta1line (al1-u・仰ssequences) pe北 were observed for 

e1ectropo1ed fi1m ofPVDP in也e19p MAS NMR spectrum， whereas αcrysta11ine characteristic peak was observ吋

for powder samp1e. 百leeffective H-P dis匂ncewas estimated伽 mthe fitting of dipo1ar oscillations in the CP 
19 

curves for PVDF. Solid s凶 e"P N恥1Rspec回 ofas・re四 ivedfilm and sing1e crysta11ine (SC)自1mof 

P(VDP7sfTrPE25) have been 問co吋ed. No αcrys匂llinepeak was observed for VDP component. Mor官over，the 
spec回 1shapes and the chemical shifts of the cηstalline phase of as-received fi1m and SC film are similarωeach 

other.ηlis indicates that the crysta11ine phぉehave all-trans conformation in both samp1es. 百lespin-1ock de-

cay of血esignals合。mTrPE region in SC film almost consists of 10ng ∞mponents (for the crys匂llinephase). 

This indicates that most ofthe TrPE ∞mponents in SC film exists加吐lecηrstalline phase 

[緒言] 固体 19FMAS及び 19F[1H}CP/MAS NMR5去を用いて、ポリフッ化ビニリデン(PVDF)及びフッイヒピニリデン

一三フッ化エチレン共重合体(75:25)(P(VDF7〆TrFE25))のNMRスペクトル形状及び種々の緩和時間測定とCP曲線

の解析を行い、構造及び分子運動性の解析を行った。

[実験] 試料には、 PVDFの粉末試料(呉羽化学KF1100)とフィルム試料(呉羽化学KF-ピエゾフィルム)、

P(VDF7〆TrFEぉ)のフィルム試料(ダイキン工業VHP-61020)とその単結晶状フィルム(DMF溶液からのキャストフィ

ルムを一軸延伸後 1450Cで熱処理1))を用いた。固体 19FMAS NMR及び 19F[1H}CP/MAS NMR測定は、室温で、

Chemagnetics社製H-F二重共鳴CP/MASプローブを用いて、 lH共鳴周波数300.4MHz (日本電子製EXデータシス

テム)、 lH900パルス幅3.0問、 19F900パルス幅2.4問、積算回数32回(delayedCP測定では 256回)、 MAS回転数

16 kHzの条件で行った。化学シフト基準はC6FsCー163.6ppm)を外部基準に用いた。

[結果と考察] 図11まPVDF粉末試料(a)及びフィルム試料(b)の国体 19FMAS 

NMRスペクトルである。粉末試料にはα結品部(TGTG連鎖)由来のピーク(企・)

ω、P結晶部(all-拘 115連鎖)のみを含むピーク(・)、非晶部(0)と異常結合部

(head-to-headや凶l-to-tail( 0ム))の5本のピークが観測されているが、フィル

ム訟料ではα結晶部由来のピークは観測されず、非晶部とp結晶部の存在が確

認された。 DelayedCP及びDIVAM4
)シーケンスにより非晶部を選択的!こ観測した

スペクトル(函は示していなしりには、 O、o、Aの3本のピークのみが観測され

ることから、異常結合は主に非晶部に存在すると考えられる。スピニングサイド

バンドを含めた各々のピーク強度比から、粉末試料の結晶化度は約 6側、フィル

ム試料は約48%と見積もられ、粉末試料はかなり結晶性が高い。

国2(a)は、 PVDF粉末試料の 19F[1H}CP/MAS測定におけるCP接触時間に対す

る磁化強度のプロットである。各々のピークについてCPの初期段階にオシレー

ションが観測された。このことは、非晶部においてもH-Fスピン対がカップリング

キーワード PVDF，P(VDF/TrFE)、19FNMR、CP/MAS、緩和時間

あいみけいたろう、こせきゅう、あんどうしんじ
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していることを示している。観測されたCP曲線のフイツティング(図 2(b))

日から、双極子力ップリング定数は、結品部(企)で 15500::!::1000Hz、非

晶部(0)で 8800土500Hzとなり、 H-F有効核問距離はそれぞれ、1.94

::!::0.04 A、2.33::!::0.04Aと見積もられた。前者の値は分子内のHF間最

近接距離よりも短く、これはスピン対が完全に孤立していないことに起

因している。

図3(a)は、 P(VDF7/T rFE2S)のフィルム試料の国体19FMAS NMRスペ

クトルである。-88からー135ppm付近のピーク(1-6)はCE2、一195から

ー210ppm付近のピーク(7，8)は、 CEHIこ帰属される。ピーク 1から 3は

VDF部分に帰属され、ピーク5から8はTrFE部分に帰属される6)。ピーク

1の化学シフトはPVDFの非品部ピーク(図1の0)と一致しており、一79

ppm付近にピークが観測されていないことから、 P(VDF7〆TrFE2S)中の

VDFIこはα結晶部に相当するTGTG連鎖が存在していないことがわかる。

図3(b)と(c)はそれぞれ、非晶部を選択的に観測したスペクトル、及び

CP/MASで接触時間を 50μsとして結晶部を強調して観測したスペクト

ルである。(b)からフィルム試料の非晶部にはVDF部分とTrFE部分が共

に含まれていることがわかる。図3(d)は単結晶状フィルムの 19FMAS 

NMRスペクトルである。 PVDFのp結品部のピーク(図1の・)と同じ共鳴

位置にピーク 2が観測されている。また、ピーク 8'の化学シフトは非晶

部のピーク(図3(a)のピーク8)から2.6ppm低磁場に観測されており、ピ

ーク 8に相当する化学シフト!こはピークがみられない。 (c)と(d)のスペク

トル形状と化学シフトは類似しており、これはフィルム試料の結晶部と

単結晶状試料が閉じaJl切175のコンホメーションをとっていることと一致

する 1)0(e)は単結晶状フィルムの非品部を選択的に観測したスペクトル

である。強度は弱いものの非晶部に由来する信号も観測された。

図41ま、 P(VDF7〆TrFE2S)のフィルム試料(a)と単結晶状フィルム試料(b)

のスピンロック時間に対する各々のピーク強度のプロットである。ピー

ク分離が困難であることからピークの高さをプロットしているため非品

部と結晶部の両方の成分が重なっている(図3(a}-(c))0 2成分のフイツ

ティングから得られたCF2ピーク(ピーク 1から 6)の短い成分の割合は、

フィルム試料では 50-75%であるが、単結晶状フィルムでは 10-3倒程

度、特にTrFE部分(ピーク 4から 6)は 15%前後であり、単結晶状フィル

ムではTrFE部分は非晶部にはほとんど存在していないと考えられる。

Fig.3 N1v恨 spec回 ofP(VDF7s1TrFEzs) 
film (a-c) and single crystalline film (d刈.
(a) single pulse (b) delayed CP (amorphous 
selective) (c) CP!MAS (contact time of 50 
μs) (d) single pulse (e) delayed CP (1024 
scans， recycle delay = 2 s). 
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Fig.4 Spin-l∞k白nedependenωof血e吋 signalintensity for (;の
P(VDF7s1TrFEzs) film and (b) P(VDF7s1TrFE2S) single crystalline fi凶.
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1) H. Ohi伊shiet al， Appl PhY5. Lett， 66， 3281 (1995) 2) S. Ando et al， Magn. Re50n Chem.， 49， 97(2002) 

3) P. Holstein et al， Polymer， 39， 4937 (1998) 4) S. Ando et al， Po，かmer，42，8137 (2001) 5) C.A. Fyfe et al， J. Am. 

Chem. $oc.， 123， 6882 (2002) 6) P.-Y. Mabboux and K. Gleason， J.F/uori17e Chem.， 113， 27 (2002) 

-293-



P92 力学物性と生分解性の最適化

-Poly(butylene adipate-co・butyleneterephthalate)の相構造と分子運動一

(理研・高分子化学 l、東工大院・総合理工 2、理研・物質基盤 3)

0桑原和弘 ¥GanZhihua2、仲村高志 3、阿部英喜 l、土肥義治 '，2

Crystalline/Amorphous Phase Structure and Molecular Mobility ofBiodegradable 
Poly(butylene adipate-co・butyleneterephthalate) 

('Polymer Chemistry Laboratory， RIKEN Institute， 2Interdisciplinary Graduate School of Science and 
Engineering， Tokyo Institute ofTechnology， 3Characterization Center， RIKEN Institute) 

Kazuhiro Kuwabara'， Zhihua Gan2， Takashi Nakakura3， Hideki Abe'， and Yoshiharu Doi'，2 

Differential scanning calorimetry (DSC)， atomic force microscopy (AFM)， wide-angle X-ray 
diffraction (W AXD)， and solid-state 13C NMR have been used to investigate the 
crystalline/amorphous structure and molecular mobility of biodegradable poly(butylene adipate-co-44 
mol % butylene terephthalate) [P(BA-co-44 mol % BT)] sample crystallized from the melt. The 
DSC endothermic peak and the W AXD pattem were broad relatively to those reported for 
conventional partially crystalline polyesters. These results have indicated that P(BA-co・44mol % 
BT) sample contains small crystals with a wide distribution in size. SoIid-state I3C NMR technique 
was also used to perform molecu¥ar-Ievel and selective analyses for both butylene terephthalate and 
butylene adipate units. For the butylene terephthalate units， the existence of two components with 
different microstructure and molecular mobility was detected: one component was assigned to the 

α吻 rmcrystal of poly(butylene terephthalate) homopolymer (PBT) and the other was in amorphous 
regions. In contrast， all of butylene adipate units were located in amorphous regions. So¥id-state 
NMR data have suggested that sizes of crystalline regions are less than 3 nm. 

1.積書

脂肪族ポリエステルにテレフタレート基がランダムに導入された脂肪族一芳香族ポリエ

ステルは、芳香族含量があまり多くなければ認証基準を満たす生分解性を有じ、 「グリーン

プラjとして最近認められるようになった。芳香環の導入によりガスおよび水蒸気バリア性

や耐熱性の改良が期待されているが、製品として市場に出た他の生分解性高分子と比べて、

構造と物性に関する研究例はまだ少ない。本研究では脂肪族一芳香族ポリエステル共重合体

の中で、材料として最も注目 A 

() 0 () () 
されているポリ(ブチレンア干(CH2)4-0ふ(CH2)4-ð-oト一千(CH2)4+8石~ð-o+
ジベートー44mo¥ %ブチレ L.. _.- - -...10.56 L ¥ニ/ - -...Ir 

ンテレフタレート)ランダム pOly(butylene adipate-co・44mol % butylene terephthalate) 
共重合体 (P(BA咽 co-44mo¥ % → P(BA-co・44mol % BT) 

BT)、図1)に対して、固体
Chemical structure of P(BA-co・44mol %BT). 

構造と物性のキャラクタリ

ゼーションを行・った')。

2.実験

P(BA-co・44mol%BT)試料として、 BASF製の Ecotlex@を用いた。各測定の前に、クロロホ

キーワード:国体NMR、分子運動、結晶構造、生分解、核磁気緩和時間

くわばらかずひろ、 GanZhihua、なかむらたかし、あべひでき、どいよしはる
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ルムで一旦溶解させ、エタノールで再沈殿させることにより試料を精製した。ブチレンテレ

フタレート分率の決定およびランダム共重合体であることの確認は、溶液 IHおよび13CNMR

法により行った。

DSC、広角X線、 AFM、および固体13CNMRによる解析には、溶融状態から結晶化した

P(BA-co-44 mol % BT)試料を用いた。昇温過程におけるDSC測定の結果、ガラス転移が・280C

に観測され、結晶の融解は、 1100Cにピークトップをもっ幅広い吸熱ピークとして観測され

た。広角X線測定は、理学電機則NT・2500により CuKα線を用いて行った。固体13CNMR測定

は、 ChemagneticsInfinity-400分光計により 9.4Tの静磁場下で行った。

3.結果

P(BA-co・44mol % BT)に対して得られた広角X線の

回折パターンを、ポリブチレンアジペート (PBA) ホ

モポリマーとポリブチレンテレフタレート (PBT) ホ

モポリマーの場合と比較した。その結果、非晶に帰属

されるブロードなピークが大部分を占めて、 PBT結晶
に帰属され得る回折ピークもわずかながら認められた。

この結果は、 P(BA-co・44mol % BT)の結晶化度はホモ

ポリマーの場合と比べて非常に小さく、またホモポリ
マーに見られるような大きな結晶も成長していないこ

とを示す。

P(BA-co-44 mo¥ % BT)の芳香環領域における通常

のCP/MAS13C NMRスベクトル(図 2(a))には、 PBT

の非品に相当する 130ppmの共鳴線以外に、 PBTの

α型結晶に相当する 131ppmの共鳴線も認められた。

CPTl法において 13Cスピン 格子緩和時間 (T1C)

の減衰時間を 2sおよび4sにセットしたスベクトル

(図 2(b)およびやりでは、 131ppmの共鳴線は 130

ppmの共鳴線よりもさらに強調された。この結果は、

α型結晶と考えられる成分は非晶成分よりも T1Cが

長くて分子運動性が小さいことを示す。

一方、ブチレンアジベートユニットのみを反映し

た 13C化学シフト領域においては、分子運動性の小

さい成分を強調したスベクトルにさえも PBAホモ

L.... 
140 

........L...... 
135 

~ì 1( 

130 125 

ppm from Me4Si 

Th~ 

Fig.2. CP/MAS 13C NMR spectra ofthe 
poly(butylene adipate-co・butylene
terephthalate) in the aromatic region. 
spectrum (a) was obtained by the 
conventional CP pulse sequence. The 
spectra (b) and (c) were obtained by the 
CPTl pulse sequence by setting the T1C 

decay time to 2 and 4 s， respectively. 

ポリマーの非晶に相当する共鳴線しか認められなかった。以上の固体 13CNMRによる解析の

結果、 P(BA-co・44mo¥ %BT)の結晶領域は、芳香環を含むブチレンテレフタレートユニット

から形成され、ブチレンアジベートユニットは結晶から排除されることが分かった。

メチレン鎖の分子運動性に関する情報を得るため、P(BA-co-44mol % BT)のCH2炭素に対し

てT1C解析を行い、 PBTおよびPBAホモポリマーの場合と比較した。 P(BA-co・44mol %BT)と

PBTに対する結果は類似しており、すべての炭素のT1Cは、ガラス転移温度以上ではl秒以下

であり、結晶中に存在したとしても、その分子運動性はゴム状非晶中における場合とほとん

ど変わらず、分子運動性は極めて大きかった。この結果は、ブチレンテレフタレートユニッ

トの結晶形成には、メチレン鎖でなく芳香環が重要な役割を果たすことを示す。一方PBAの

場合は、メチレン鎖を有する一般的な結晶性高分子と同様、 T1Cが数十秒程度の結晶成分に帰

属される成分も存在した。

参考文献

1) Kuwabara， K.; Gan， Z.; Nakamura， T.; Abe， H.; Doi， Y. Biomacromolecules 2002， 3， 390. 
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P93 国体15N化学シフトテンソルを用いた

ポリイミド及びイミドモデル化合物のコンホメーション解析

(東工大院理工¥東工大院生命理エ2)

0小宮山孝1・栂見敬太郎1・浅川直紀2・安藤慎治1

Conformational Analysis of Polyimides and Imide Model Compounds 
based on Solid State 15N Chemical Shift Tensors 

T百瓦kasl泊剥hiKom凶i卸vama且ιa
l宮De叩pa泊 nen凶toぱfOr砲ga組nicand Polymeric Ma幻.teぽ訓牢:rials，To匂oInstitute ofTechnology 
2Graduate School ofBioscience and Biotechnology， To防oInstitute ofTechnology 

Solid state 15N and 13C NMR and ab initio shielding constants calculations have been used to estimate 

the dihedral angles of N-phenylphthalimide (NPPI) and aromatic polyimides (s-BPDAIPDA， i-BPDA/PDA). 
The chemical shi合tensorof閉山 nitrogenwas determined from the analysis of spinning sideb叩 dsin 15N CPI 
MAS NMR spectra. The shielding constants of model compounds were calculated by varying the dihedral 

angles合om00 to 900 at intervals of 100 using B3LYP/6・31G(d)and B3LYP/6・311+G(2d，p) levels oftheory. By 
comp匂ringthe 回 perimentalchemical shift tensors with the calculated NMR shieldings， the dihedral angles of 
NPPI and polyimides were successfully estimated. Different iso仕opicchemical shifts were observed for the 
biphenyl carbons ofhighly crystalline particles and spin-coated film of s-BPDA/PDA polyimide. This can 
at甘ibutedto the di能 renceoftheir inter-ring dihedral angles between the two phenyl rings. 

[緒言] ポリイミド(PI)の二面角によって規定されるコンホメーションは物性の

発現に重要な役割を果たしている。しかし、 PIの単結晶作成は容易でないこ

とから、より簡便な構造決定法が望まれている。本研究では、固体15N，13C

NMRスペクトルから得られた等方平均化学シフト、化学シフトテンソルの主値

及びabinitio量子化学計算を用いて、 PI及びイミドモデル化合物のニ面角の

推定を行った。

[実験] イミド窒素を15Nで10%ラベルした(a)4，4'-bis(N-phenylphthalimide)(s-

BNPPI)、異なる加熱イミド化過程による2種 (PI粉体とスピンコートフィルム(フィル

ム))の(b)PI(s-BPDAlPDA)、同様に2種 (PI粉体とフィルム)の(c)PI(i-BPDAlPDA)

(a) s-BNPPI 0 

門、ドLい「戸c向ぶ遺

凶 2γγγ.久‘'c?，C
4

(b) s・BPDAlPDA

[初吋刊M宜、 J↑
曲 』ーー l 

o .，p 

o 
を調製した(Scheme1.)。ふBNPPIIま、 3，3'，4，4'司 biphenyltetracarboxylic

dianhydride(s・BPDA)とアニリンを NMPに溶解させて180
0

Cで3時間還流した後にiJ.t (c) i-BPDAJPDA 

過し、メタノールで洗浄、乾燥して得た。 PIは一般的な二段階合成法で合成した。窒

素雰囲気下で脱水DMAcに p-phenylenediamine(PDA)を完全に溶解させた後、酸

無水物を加え室温で 24時間撹枠してポリアミド酸を得た。 2，2'，3，3'-

biphenyltetracarboxyfic dianhydride(i-BPDA)は(株)JSRから提供されたものを精

製せずに用いた。 PI粉体は、ポリアミド酸DMAc溶液を窒素雰囲気下 1800Cで2時

間還流した後に析出した粉末を鴻過し、洗浄・乾燥した後にさらに4000Cで1時間加

熱して得た。この方法を用いると、 s-BPDAlPDAでは寓結品性粉体が得られることが

知られている九フィルムは、ポリアミド酸DMAc溶液をシリコン基板上にキャストし、

窒素雰囲気下700Cで2時間、 1600Cで1時間、 2500Cで30分、 3500Cで1時間加熱

して得た。磁気遮蔽定数計算はGaussian98 Rev. A.9でB3LYP/6・31G(d)基底を

用い、環を平蘭として二面角(ω，χ)を5。または 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、 B3LYP/6・311+G (2d，p)基底を用いて磁気遮蔽定数(σ)

を計算した。二面角ωの計算にはN-phenylphthafimide(NPPI)(Scheme1 (d))を用

い、ニ面角 χの計算にはs・BPDA(Scheme1 (e))を用いた。

[結果・考察]ニ面角 ωの推定には、 15NCP/MAS NMRスペクトルのスピ

ニングサイドI~ンド(SSB)解析から決定したイミド窒素の化学シフトテンソルの

主値の差(011・033. 022・033)、及び異方性パラメータη(=( 011 + 022 ) / 2・033)

とωとの相関関係を用いた。磁気遮蔽定数計算によって二面角ωが増加する
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とイミド窒素の |σ11-σ331， 1σ22・σぉ|及びηは減少することが示された(Fig

1)。このグラフにSSB解析から得られたそれぞれの実測値を当てはめ、 ω

の{直を読み取った。この方法で推定した NPPIのニ商角(ω=62 :t 50)は、

X線回折法により得られた値(58.40
)2)と比較して妥当な値であった。 s-

BPDAlPDAの PI粉体(Fig.2(a))とフィルム(Fig.2(b))の1sNCP/MASスペ

クトルに同様の方法を適用したところ、 PI粉体はω=72 :t 50、フィルムは

ω= 56 :t 10.と推定された。フィルムのスペクトルはωの分布を反映して変

化する化学シフトのピークが重なっているために高結品性のPI粉体のピーク

より線幅が広がっていると考えられ、求めた化学シフトテンソルの主値にもω

の分布の影響が含まれていると考えられる。 PI粉体とフィルムのωが異なる

のは、イミド化時の分子の運動性が異なるためと考えられる。 PI粉体のイミ

ド化は溶媒中で進行するために分子運動の自由度が高く安定なコンホメーショ

ンをとることができるのに対し、フィルムではイミド化が完結する前に溶媒が
(a) 

蒸発するためコンホメーシヨンが制限され、ニ面角に分布が生じたと考えられ

る。同様の方法でi-BPDAlPDAの1sNCP/MASスペクトルからこ面角 ωを

推定したところ、 PI粉体(Fig.3(a))では 70士50、フィルム(Fig.3(b))では

69 :t 5。とほぼ等しい値となった。二面角 χの推定には国体13CCP/MAS 

NMRスペクトルから得た等方平均化学シフト値とs-BPDAの磁気遮蔽定数
(b) 

計算の結果を用いた。計算結果からC3が最もニ面角の影響を受けやすく、

Csはあまり影響を受けないことがわかった。 Fig.4にC3とCsの磁気遮蔽定

数の差と二面角χの相関を示す。このグラフにC3とCsの等方平均化学シフ

ト差を当てはめ、その時のχの値を読み取ることによりs・BNPPI(Fig.5(a))の 守戸日一 γ~--
ニ面角 χを2土町推定した。これはX線回折法により得られた値(0.1・)司捌 230;お九九ぷ♂"
と良く一致する。悶様の方法でs-BPDAlPDAの二面角χをPI粉体(Fig.5(b)) 門

Fi!!. 2. "N CP/MAS NMR 
ではo:t 50、フィルム(Fig.5(c))では 21:t 5。と推定した。これらの結果は spふ廿aof s-BPDAlPDA. (a) PI 

結品化したイミドやポリイミドにおいてはs-BPDAのピフェニル部分が共平面 powder， (b) spin-coated film. 

となるが、結品化しにくい条件ではねじれたコンホメーションをとることを示し

ている。一方、 i-BPDAでは立体障害によりピフェニル部分が大きくねじれて

おり4)、密なパッキングを形成しlこくいため分子鎖は結晶化せず、結果とし (a) 

て円粉体とフィルムのヨンホメーションに違いが見られなかったと考えられる。
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Fig.3. 'SN CPIMAS NMR spec廿a
of i-BPDAlPDA. (a) PI powdeに
(b) spin-coated film. 
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P94 多重 13Cラベル粉末試料をもちいた DARR法による

13C_13C距離測定

(京大院理)

O大橋竜太郎、水野敬、加藤悦子、竹腰清乃理、寺尾武彦

13C_13C distance measurement by DARR using multiply 13C labeled powder samples 

(Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University) 
o R. Ohashi， T. Mizuno， E. Katoh， K. Takegoshi， T. Terao 

While NOESY has long been the most useful technique to obtain 1 H_l H distances 

in liquids NMR， we still have no such technique in solids. In this work， we examine 
whether 13C _13C 2D exchange NMR with DARR [1] can be use to obtain many 13C_13C 

distances using a multiply /uniformly 13C labeled samples in solids. 

Firstly， we examined 13C_13C polarization transfer curves under DARR using fully 

13C labeled glycil-isoleucine ( Gly-Ile ) dilute by natural-め andanceone with a ratio of 

1:9. Fig. 1 shows the 2D 13C_13C DARR polarization-transfer spectrum taken at the 

mixing time of 100 ms and the MAS speed of 22 kHz (ν。=100 MHz for 13C). Similar 

2D spectra'were taken at various mixing times， and the build叩 curvesfor the CNe， 
c~e ， C~ly ， and CGly=O peaks， whose magnetization is transferred from c~e ， are plotted 

in Fig. 2. Close examination of the transfer curves indicates that for the mixing times 

longer than 500ms spin diffusion among nearby 13C spins becomes to obscure the direct 

pola也前iontransfer from C~e. This suggests that the cro時 peakintensities at a mixing 

time shorter than 500 ms may be used to estimate the corresponing C-C distances. 
The initial build-up rates for the individual carbons were obtained by fitting the 

initial resion (三 200ms) of the curve in Fig. 2 to a single-exponential function and 

plotted in Fig. 3 with the corresponding C-C distance. Fig. 3 shows that the initial 

build-up rate is approximatedly expressed by r-6， where r is the C-C distance.， It is 

hence possible to determine C-C distances by a series of the 2D DARR experiments. 

Fig. 4 shows correlation between the cross-peak intensities normalized to the cor-

responding diagonal-peak intensity and the C-C distan田 takenat the mixing time of 

100 ms (a)， 200 ms (b)， and 500 ms (c). The cross-peak intensiti田 weremeasured at 

the cross-section spactra along the F2 axis. Fig. 4 shows that even one 2D 13C_13C 

polarization-transfer experiment with DARR at a mixing time of '" 500 ms would pos-

sibly be used to deduce C-C distances roughly. To establish the correlation more firmly， 
we are currently examining DARR in several uniformly 13C-labeled peptides with known 

structure. 

[1] K. Takegoshi， S. Nakamura， and T. Terao， Chem. Phys. Lett.， 344ヲ 631(2001). 

Key words : 2D NMR in solids， Multiple 13C-labeled peptide， Determination of distance 

おおはし りゅうたろう、みずのたかし、かとう えっこ、たけごし きよのり、

てらおたけひこ
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13_ 13 
Fig. 1 : 20 .-0-.-0 polarization transfer spetrum of 

10% uniformly O-Iabeled Glycilisoleucine 
with the mixing time of 100ms. 
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P95 アイソタクチックポリプロピレン重合パウダーの微細構造
(群馬大・工)0山延健、河合真由美、植木克典、上原宏樹、甲本忠史

Structure of Nascent Isotactic Polypropylene Powders 

OTakeshi Yamanobe， Mayumi Kawai，Katsunori Ueki， Hiroki Uehara， and Tadashi Komoto 

(Department of Chemistry， Gunma University) 

Nascent polyolefine powders have the characteristic morphology. The origin ofthese structural details， however， 
has not been revealed. In this work， structure and molecular mobility of nascent isotactic polypropylene (iPP) 

powders which are obtained by bulk and slurry polymerizations， and crystallized samples by several 

crystallization conditions were investigated. From NMR results，it is found that ， the仕actionof intermediate 

component for nascent iPP powders is much larger than those for melt quenched sample and isothermally 

crystallized sample. TEM micrograph of nascent powder dose not show typicallamellar structure宅 Fromthese 

results， the fine structures ofboth nascent powders are discussed. 

1.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。

溶液もしくは溶融結晶化のような穏やかな結晶化条件とは異なり、重合パウダーは重合時に触

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晶化物等との

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(バルク及びスラリー

重合物)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、 210
0

Cで溶

融後、氷水中で急冷した試料 (PMQ) を作製した。 iPPペレットからは、 210
0

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。これらの試料について、 CPMAS
NMR測定、 lHNMR測定と透過型電子顕微鏡 (TEM)観察を行 1 (a) .1 I(b) 
い、その構造と分子の運動性を検討した。

3.結果と考察

Fig.l(a)に各試料の室温での13CCPMAS 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、2l.8ppm付近に観測された。重合パウダーにつ 聞

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

品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。 Fig.I(b)に100"C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刃6)5)4)31al旬。刃旬5)4)31al匂

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 曲岨輯/伊 価割輔/AJI1

ある。室温においては、非晶部の分子運動の速さが数十 Fig.l13C CPMAS NMR spectra of iPPs 

kHzの速さであるために、いずれの試料においても非晶の (a) root temperature and (b) 1000C 

キーワード:アイソタクチックポリプロピレン、重合パウダ一、固体N M R

やまのべたけし、かわいまゆみ、うえきかっのり、うえはらひろき、こうもとただし
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ピークは観測されない。温度上昇に伴い、非品のピーク

の強度は徐々に強くなり、分子運動の目安となる。

lOOOC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品ピー

クよりも非品ピークの方が高い。このことは、重合パウ

ダーにおける分子運動性が他の試料に比べて異

なることを示している。

そこで、 'HパルスNMRにより、結晶、中間相、非

品の各成分について比較した。測定の結果、得られた'H
T2の温度変化は試料間で差はなく、同じような挙動を示

した。 Fig.2 (a)， (b)にMQと重合パウダーの結晶、中間相、

非晶の分率の変化を示した。 MQでは各相の割合は温度変

化にあまり影響を受けず、ほぼ一定であり、結品成分が

最も多く、続いて中間相、非晶の順になっている。これ

に対して重合パウダーでは室温を除いて、中間相が最も

多く、結晶、非品の順になっている。室温では中間相と

0.8 

• 
L2ロ。』 0.4 • 

• 0.2 

× 
X 

210410 

0.8 

0.6 • • L 5。ロe 咽0.4 

• • 0.2 X 

X 

40 

(a) 

• .・• • • • • X 

× × × 

60 80 100 
Temperature/C 

(b) • .・• • • • • 
× x x 

× 

60 80 100 
結晶の運動性が近いために成分分離が難しく、比が逆転 Temperature/C 

120 

120 

している。 IC、PMQなと、の他の試料はFig2 (a)のMQと同じ
:::~:--: ::::. Fig.2 Temperature dependences of lH Tz of 

ような挙動であった。つまり、重合パウダ一人おいては crysta11ine(・)，intermediate(・)and 
結晶と非晶の中間の成分が非常に多く存在し、これによ amorphousphases( X) for (a) melt quench and 
り、 CPMASスペクトルの挙動が他のもの (b) nascent iPP 

と異なっていたと考えられる。結晶成分

の割合が少ないく、中間相が多いことか J 微結晶 /ーへ¥ ラメラ
ら他の試料に比べて結晶自体の大きさが

小さく、その周りを中間相が取り巻いて

いると考えらる。

そこで次に、 TEMを用いて各試料の

モルフォロジー観察を行った。 TEM観察

では、四酸化ルテニウム電子染色/超薄

切片法によって観察用試料を作製した。

TEM観察の結果、急冷試料では白い筋状
重合パウダー

のラメラが観察された。 IC，PMQにおいて ー

も同様のラメラが観察された。また、こ

急冷試料

れらの試料ではラメラが格子状に観察さ Fig.3 Model structures of nascent powder and melt quenched 

れるiPPに特徴的なクロスハッチラメラ sample of iPP. 

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

かった。一方、重合パウダーについては他の試料と異なり、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ないか、または取ったとして

もその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。そして、中間相が多いこ

とから、微結晶の周りを構造の少し乱れた中間成分が取り巻いていると考えらる。このような

重合パウダーの特異な構造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。バルク重合法で得られた

試料とスラリー重合法で得られた試料の比較についても報告する予定である。

-301 



P96 at-PMMAのLocalRelaxation ModeとNMRlHsC交叉緩和

北大院工 石井文明

Loca! Relaxation Mode ofat-P~(MA studied by mtR lH・13CCross Relaxation method 
Division ofApplied Graduate School ofEngineering， Hokk:aido University， 060・8628，Japan 

Fumiaki Ishii 

The local relaxation mode ofat-P!¥'α'1A below the glass transition tempera加reTg was studied丑∞lN予低

lH_13C Cross Relaxation. The lH spin-Iattice relaxation times T lpH in rotating frame of all carbon groups in main 
and side chains were cIearly minimized in the same sn temperぽureregion below Tg. The asymmetry ofthe T lpH 
minimization was reasonably represented by the Davidson-Cole T 1戸 equationofparameter s=0.1， based on the 
local relaxation mode theory. The sn process oftheT 1戸 minimizationwas located on the dielectric th:-disp告rsぬn
curve ofat-P!¥'品'fAin the relax柑on企'equencymap. The activation回 ergyaE= 18 kcal /mol agreedwel1 with 20 
kcallmol ofthe sE-dispersion and 19 kcal/mol ofthe local rela.'{ation mode ofKel-F. These findings verified that 
theT1同 minimizationproce坦sbelow Tg is attributed to the lattice vibration ofthe ¥ocal relaxation mode to the 
main chain segments in at-PMMA as well as the s-dispersion ofPV Ac. 

1.はじめに

国体 at-PMMAの分子運動やその緩和現象は NMR、誘電分散や力学分散測定等で古くか

ら多くの研究者によって研究されている。 1) そのガラス転移点 Tg以上と以下の誘電分散や

力学分散測定で、はそれぞれ主分散αと副分散pおよびyが観測されいる。その主分散 αはTg以

上での主鎖セグメントのミクロブラウン運動に， Tg以下の副分散 Fとyは主に側鎖エステル基

および主鎖のα・メチル基の運動に依っているとされている。特に、 Tg以下の副分散戸は PVAc

と異なり、主鎖セグメントの局所緩和の格子振動でなく、側鎖自身の 2sitejumpに基因して

いると主に解釈されている。一方、最近 Schmidt-Rohret al2)は2D交換NMR測定を行い、 Tg

以下に於いて側鎖エステルの sitejump運動が局所的主鎖部位の軸周りの微小回転運動に依っ

ているとした。このように副分散、 βについてはその実体はまだ明らかになっていない。本研

究では、 at-PMMAのIH_13C交叉緩和測定を行い、 Tg以下での回転系 lHスピン・格子緩和

時間T1pHの極小化が局所緩和の格子振動緩和スベクトルで良く解釈できたので報告する。

2.結果・考察

Fig.lは主鎖=C=基の回転系 lHスピンー格子緩和時間 T1pHと逆温度 1fTとの関係である。

その T1pHは Tg=110
0
C以上と以下の2つの温度域、 α'T1とsTIで極小化が起きており、 sTI域で

は極小化温度Tmin=1050Cの非対称な極小化過程がはっきり観測されている。主鎖や側鎖の他

キーワード at-PMMA ガラス転移 ト分散 lH_13C 交叉緩和 IHスピンー格子緩和時間

局所緩和モード N恥'1R相関時間スペクトル

著者 : いしいふみあき
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の全ての基の TlpH極小化挙動や T"叩も=C=基と

同様であった。このr>rl域は Schmidt-Rohr2)と同

様、緩和地図上で誘電(s)や力学(M)分散の供(

x = s，M)域に局在していた。 Fig1に於けるr>rl

域の実線は Davidson-Cole相関時間分布 LJτc)

を用いた T1pHの(1)式を実測値に最適化したも

ので、良く一致している:

1IT lpH = M2[2τcsin {o/2 tan勺ωτc}/(1+4ω2"C/t12
]. 

(1)ここで、 τc司 oexp(紐 /RT)，d=l-sは分布パラ

メ夕、 MzはNMR2次能率である。最適化され

たがま0.7で、活性化エネルギー6.Eは 18kca1/ 

molであり、誘電や力学分散のか (x=s，M)のδEx

=20 kcallmolと一致し、 Kel-Fの 19kcallmolとも良ぐ一致している。 Protonated13Cの接触

~'101 
戸

M
U
U出
)

z 
q 

ト

100 L-L. 
24262831234  

Irr (lIKX 10・J)

Fig. 1. T lpH vS.l/T plot for the 

=C= group in at-PMMA 

時間に対する 1H_13C交叉分極は理論的に基内と基間交叉緩和を考えることで実験値の最適化

が初めてできた。とのことは Protonated13Cの 1H_i3C交叉分極が基内と基聞で起きていると

云える。 各基内と基聞の交叉過程に対し得られた主鎖の CH2基やα・CH3基、側鎖の =co

基や CH3基の T1pH極小化過程も Fig1での=C=.基と同じr>r1温度域で起き、実験値の最適化は誤

差範囲で、 pが0.7、活性化エネルギー6.Eは 18kcallmolででき、同じ結果を得た。

一般に、TくTgでは無定形鎖の力定数fはTくTgではf>>1であるのでlocalrelaxation mode 

に対する石田・山藤の誘電的緩和スベクトル密度JD(ω)はs=0.5のDavidson-Cole緩和時間分布

F回(ゅのものと見なすことが出来る。そこで、この localrelaxation modeに対する NMR局所

場揺らぎのスベクトル密度以ω)を、特性相関時間τcのDavidson聞Cole相関時間分布 LJゆ を

用い局所緩和理論 1)から考察し、得られたlIT1pHの理論式は(1)式と一致した。

以上のように、主鎖や側鎖の各基に対する T1pHの極小化が同じ温度域で起き、局所緩和理

論 1)で説明できた事と T1pHと他とのi日の一致はTg以下、 sTl温度域での側鎖運動が主鎖セグ

メントの非干渉格子振動に基因しており、 localrel砿 ationmodeの検証となっている。

References 

1). N.G.McCrum ，B.E.Read，姐dG.W迎iams.Aneleastic組 ddielectric Effect in Polymeric Solids 

(John Willy&Sons， London.) 

2). K. Schmidt-Rohr， A. S. Kulik， H.W.Beckham，A.Chlemacher， U.Pawelzik， C.Boeffel and 

H.W.Speiss， macromolecules 21，2934(1988). 
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P 97 Effective Reduction ofrfPower for lH Homonuclear 
Dipolar Decoupled Cross Polarization in Solid State 

NMRSpec位oscopy

0西村勝之 1、Timo也yACross 2;へ内藤晶 l

横浜国立大学 大学院工学研究院 l、NationalHigh Ma伊.eticField Laborato.r、 FSU3

〈概要〉

lH同種核開磁気双極子相互作用のデカップル条件下で、観測核に任意の強度の

弱いラジオ波を適用し、交差分極に基づく観測核の感度向上を可能にする新規方法

(Time Averaged Nutation at M喝icAngle-CP)の開発を行った。 lH核に適用するラジオ

波を特定の短い周期内で Lee-Goldburgの条件を満たすよう、位相と周波数の双方を

同時に反転させ、歳差周波数の時間平均を行った。これにより lH同種核問磁気双極

子相互作用を消去しながら、交差分極を行うための H紅 tmann・.hahn条件を、任意に調

節が可能にした。自発磁場配向試料を用いて、既存の交差分極法と比較を行い、本

方法では観測核の接触時間中のラジオ波強度に依存することなく、既存の交差分極

法以上の感度を 1110の出力で維持可能であることが実験的に観測された。

〈序論〉

生体膜と相互作用をするペプチドや膜蛋白質の立体構造解析や膜に対する相対

配置を決定する手段として、近年、ガラスプレートによる配向試料 1)または、自発

磁場配向試料 2)の国体NMR解析が成功を収めつつある。これら試料では MASが適

用できないため、 MASに依存しないNMR測定法の開発が必要である。本研究では

まず、これらの静止試料に適用可能な感度向上法の開発を行った。

〈理論〉

交差分極(CP)法による磁化移動では、 90パルスで励起した lH核(1)の磁化および、

観測核(S)に連続的なラジオ波を適用しスピロックを行い、そのラジオ波歳差周波数

0)11、ωISを一致させるHartmann-h油n(1田)条件 1)ω11=ωISを満たすことにより、 I-S

異種核開磁気双極子相互作用のフリップフロップ項による磁化移動を可能にする。

ただし陶='YkHUt.併し S)。すなわち観測核では、回条件を満たすために lH核と

観測核の磁気回転比の比11/1S に比例したラジオ波出力を必要とする。これは 1~の
ような磁気回転比が小さい核では高出力アンプが必要になることを意味する。また

スピンを有効にロックするには、内部相互作用に対して十分に強力なラジオ波を適

用する必要があり、通常30-50 kHZのラジオ波強度を必要とする。一方L関・

Goldburg-CP (LG-CP)法のは回転座標系で磁化を静磁場から 54.ア傾いた軸でオフレゾ

ナンススピンロックすることにより、 lH同種核問磁気双極子相互作用を有効磁場の

歳差周期毎に平均化する LGデカップリングのと CPを組み合わせた方法であり、 HH
条件はω咽 =ωISに変形される。ただし、以下の LG条件を満たすようラジオ波強度、

オフセット周波数を設定する。

Cross polarization、Homonucleardipol紅白couplingSolid state NMR Power reduction 

にしむら かつゆき TimothyA. Cross ないとう あきら
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Figure 1. Pulse sequence for T加eAv~澗ged
Nutation at Magic Angle-CP (TANMA-CP). 

匂 =JMM2吋、 LlaJo=ふ
さらに CP法で観測核の田f条件を緩和

する方法として TimeA veraged Precess拘置1

Frequency-CP (TAPF・CP帰 6)が考案されてい

る。 TAPF-CP法は lH核に適用するラジオ波

の位相をτ1、τ2の周期で反転させることによ

りlH核の歳差周波数を時間平均し、観測核

のHH条件に必要な際差周波数を下げること

を可能にする。

，<， -'<-
結果として聞条件は(ー」」)M1I=ωISのよ

九

うに変形される 6)。ただし旬、 τ2はそれぞ

れ+x、幽Xの位相でスピンロックする時間

で、 τ'c=τ1+τ2である。

本研究では上述の LG-CPおよび

TAPF-CPの長所を組み合わせ、 Figl.に示

-z 
z 

(b) 

yHoIf= y(;j言d0ll2

-x x 

-z 

Figure 2. Schematic rep町側四個tionof1H 
etIective field during (a) TAPF・CPand (b) 
TANMA・CP，which ∞nsists of +LG姐 d・

LGsp函 l∞kingschemes. 

した lH同種核開磁気双極子相互作用を消去しつつ CPを行い、かつ観測核に必要な

ラジオ波出力を劇的に減少させる方法TimeAvぽ喝湾dNutation at Magic Angle-CP 

(T釧 MA・CP)を開発した。ラジオ波のオフレゾナンス照射条件下で有効磁場方向を

逆方向へスイッチする場合、上述の TAPF・-CPとは異なり、図2に示すようにラジオ

波の位相と周波数の双方を同時に切り替える必要がある。すなわち旬、 τzではそれぞ

れ(位相，周波数)=(+x、+企ω)、(-x、-&ω)でスピンロックを行う。これはすなわち+LG

と-LGの照射時聞が異なる FrequencySwitched Lee-GoldburgσSLG)デカップリングη

であり、 τ1刊の時FSLGデカップリングの+凶、・LGを周期τcで切り替えたものと一
致する。また LGでは不可能な lH同種核問磁気双極子相互作用の高次項の消去によ

るoscilla伽nダンピングの改善が期待される。 TANMA・CPでの阻E条件は

(五二五)*ω'eIfI=ωISと表現できる。また異種核問磁気双極子相互作用はLG-CPと同
'<c 

様の存の高いスケーリングM ター持つ。
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実験

液品試料MBBAを用いてNMR測定を行った。すべてのNMR測定は

Chema伊 eticsInfinity 400分光器と 5mmコイル内径の 2重共鳴MASプローブを用い

て静止状態で行った。試料は MAS試料管内の中央 5mmの領域になるよう設計した

ガラスチュープに封入し、温度は250Cに設定した。すべての実験で接触時間中の lH

核のラジオ波を 40kHzに固定し、各々の実験でH釘凶.ann・助hn(HH)条件を満たす観

測核のラジオ波を調整した。異なる timeaver温gingfactor 0.67(旬、 τ2)=(7.5μs，1.5凶)，

0.50(旬、 τz同6.75凶，2.25μs)，0.33(旬、 τ2)=(6.0凶，3.0μs)に関してT州 MA-CPと既存の

CP法と比較した。
MBBA 
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結果

3位炭素核の信号の 20Hz低磁場側に搬送周渡数を設定した場合の 3位炭素信号

の接触時間変化に対する信号強度を Fig.3に示す。液晶試料であるため、 lH同種核

開磁気双極子相互作用は一部分子運動により平均化を受け減少し、 HH-CPにおいて

もわずかに dipolar0釦 illationが観測された。また LG-CPではゼロオーダーの lH同種

核開磁気双極子相互作用のみが消去されるため、高次項に起因する 0部 illa話onダンピ
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ングは極めて早く、 1.5ms程度からダンプされているのが分かる。一方T釧 MA-CP
では実験を行ったすべての timeaveraging factor ( 67・33%)でも 3.Oms以降までは明確

なdipol紅 oscillationが観測された。また最初の oscillation極大での信号強度は団長CP、

LG-CPの双方の最大信号強度より約 20%高いことが確認された。これはFSLG未満

ではあるが、 lH同種核開磁気双極子相互作用の高次項の部分的消去によるデカプリ

ング能力の改善によるものと考えられる。図 5に各CP法での最大感度におけるスベ

クトルを示す。 T刷 MA-CP法では観測核のラジオ波強度の減少とともに信号強度の

オフセット依存性が生じていることが分かる。発表では観測核のラジオ波傾斜によ

る低出力でのオフセット依存性の改善についても議論をする。 33%timeavぽ噸ng

factorで班f条件を満たす観測核のラジオ波強度は 13.3kHZであり、この時の出力は

6.Owであった。これはLG心P時の 67.Owに対して 6.0/67.0=8.96%に相当し、歳差周

波数を 113に、またHH条件に必要な出力を 1/10以下に抑制できたことが分かる。

またオンレゾナンスでは、ラジオ波強度傾斜を行わなくても CPおよびLG-CP以上

の感度を維持できていることが実験的に証明できた。対照的にさらに timeaveraging 

ぬc加rをより小さく設定することにより、周波数選択的磁化移動も可能である。本方

法は初期磁化の準備および異種核問多次元相関NMR.の混合期のシークエンスとして

の適用が期待される。またさらに土:LGの周期が正味で同一になるような工夫をする

ことによって、 PISEMA法の改良にも適用することが可能である。

HH-CP 

LG-CP 

32' 
2' 3' 

1丸NMA・CP(67'粉

TANMA-CP側協}

TANMA-Cp(33%) 

Refe問 mc国

Fi伊re5. MBBA t3C-CP spec回 ob凶ned
atm蹴 imumsignal恒初出ityby(a)班 f・
CP， (b)LG・CP，(c) TANMA-CP 6"も，
(d) 50%，組d(の33%伽 eaveraging
factor. 

120ω40  0 
ppm 

1) J. W:組g，J. Denny， C. Tian， S. Kim， Y. Mo， F. Kovacs， Z. Song， K. Nishim町、Z.Gan，R.

Fu， 1. R. Quine， T. A. Cross， J. Magn. Re細 1.，2側0，144， 162. 

2) A. Nai加，T. Nagao， K. Nori:関白，T. Mizuno， S. Tuzi， H. Saito， Biophys. J.2側同， 78，2405.

3) S. R. Har回annE.L. H油n，Phys. Rev. 1962，128，2042. 

4) R.K. Hes加，J. L. Ackerman， V. R. Cross，組dJ.S. Wau酔，Phys.Rev. Lett. 1975，34，993. 

5) M.L関，W. W. 1. Goldburg， Ph:戸.Rev. A. Lett.I965，140， 1261. 

6). K. Takegoshi，姐dC. McDowell， J. M唱n.R!偲on，19“，67， 356. 

ηA. Bielecki， A. C. Kol脚色 M.H. Levitt， Chem. Phys. Lett. 1郷9，155，341.

-307 



P98 棒状高分子のゾルーゲル転移

(北大院工)0平沖敏文、堤耀慶

Sol-Gel Transition of Rod-like Polymer 

Toshifumi Hiraoki and Akihiro Tsutsmi 

Department of Applied Physics， Ho枕aidoUniversity， 

N13W8， Kita・ku，Sapporo 060-8628 

An α-helical rigid-rod poly(y-benzyl L-glutamate)(PBLG) forms a thermoreversible gel in 

benzyl alcohol(BzOH). Deuterium relaxation times of BzOH and the phenyl ring of PBLG， 
which are selectively deuterated， were measured to investigate the sol-gel transition and the 

dynamics ofthem in solution. The solvent T2 reflects remarkably the sol-gel transition ofthe 

solution， showing the prl田 enceof slow motional states in gel. The solvent dynamics were 

analyzed with the two state model of the free and the bound BzOH on PBLG molecule. 

Relaxation times of the PBLG ring consist of both slow and fast components. They do not 

vary with tempera佃 re，but their fractions were clearly altered in the gel-sol transition region. 

Polytγbenzyl L-glu凶mate)(PBLG)はベンジルアルコール (BzOH)中でα，-helix構造をとる剛直な棒状

高分子である。低温ではPBLG分子が互いに物理的架橋してゲルを形成し、温度可逆的なゲルーゾル

転移(転移中点""'45"C)を示す。本研究では、 PBLG-BZ(コH溶液のゾルーゲル転移を溶媒・高分子両者

のダイナミクスの面から検討するため、溶媒とゲルの架橋点と考えられるPBLG側鎖末端のフェニル

基の重水素緩和時間のPBLG濃度・温度依存性を測定した。

PBLG (Mn=56000)を1%重水素化B姐 Hを含むBzOHに溶解して、高分子濃度0.5""'9.3%wtの試料

を調整した。 PBLGのフェニル基のみを選択的に重水素化したPBLG-d5(Mw= 128000)にB泊 Hを加

え、濃度3%wtの試料を得た。重水素NMRの測定は、 4L4MHzで行った。緩和時間T]，Tzはそれぞれ

IR、CPMG法で測定した。

Fig.lに9.3%wt試料のBzOHのTzの温度依存性

を示す。低温のゲル状態では、 TzはT]や溶媒の

みの値よりかなり小さく、ゲル中の溶媒には遅

い運動状態が存在することを示している。昇温

に伴い、 42""'50"Cで急に増加し、溶媒のみの値

に接近し、ゲルからゾルへの転移を示す。この

棒状高分子、ゾルーゲル転移、緩和時問、ダイナミクス o 

ひらおきとしふみ、つつみあきひろ
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温度以上でゾル状態である.ゾルへの転移温度は高分子濃度にはほとんど依存しない。一方降温過程

ではゲル化は36~以下で生じ、温度ヒステリシスを示す。ゲル化温度は高分子濃度が低いほど、低温

側にずれる。このようなT2の温度依存性を溶媒がPBLG分子表面にboundした状態とfreeな状態の二状

態問で化学交換すると仮定してゲル状態における溶媒分子の運動の相関時間を求めた。 25~のゲル状

態では、 6xlひIOsであり、 freeな場合の6xlO-11Sに比べー桁長く運動が束縛されていることを示してい

る。化学交換時間はms以下である。

PBLG-d5のシグナルはゲル状態で半値巾が75Hzのsingletを示し、側鎖末端のフェニル基はかなり速

い等方的な運動状態にあることを示している。このシグナルのT1.T2緩和曲線はいずれも値が1桁異

なる短い成分 (TIs. T 2s)と長い成分 (T!l.T21)に分離できた。 TI.T2の昇温過程における温度依存

性をFig.2に示すo T1s. T2;はそれぞれ8.4.5msから温度上昇に伴いわずかに増加する。 T1l

付近に4叩Orπms隠5のプロ一ドな極小が現れ、 T21は温度にほとんど依存せず約35msの値をとる。ゲルからゾ

ルへの転移領域で両緩和時間の明瞭な変化はみられない。 T1s.T 2sから求めた等方的な運動の相関時

聞は250Cで~3xlO・IOSであり、 PBLG分子表面にboundした溶媒分子の相関時聞に近く、 boundした溶

媒分子はゲル状態の高分子表面のダイナミクスを反映していることを示唆している。一方Tll.T21から

得られる相関時聞は250Cで~4X lO-llsである。

Fig.31::両緩和時聞の各成分の割合 (fls.f2s ; fll. f21 )の温度依存性を示するゲル・ゾル両状態で各

割合はほぼ一定であり、ゲルからゾjレへ転移温度領域で各割合が顕著に変化した。 flSは0.6から0.3へ

減少し、 f!lは0.4から0.7に潜加した。一方、 f2sは0.6から0.7へ、 f21は0.4から0.3へわずかに変化す

る。 flSをimmobileなフェニル基の寄与と仮定すると、用いた高分子濃度 (3%wt)での 1高分子あた

りの架橋点の割合はfls~0.6よりはるかに少ないと考えられるので、ゲル状態でのこの値は、架橋点

近傍のかなりの領域にわたって分子表面がimmobileであることを示唆している。高温のゾル状態では

flslまOにならないので、分子会合が生じている可能性がある。
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P99 凍結乾燥製剤中の高分子の lHについて測定した T1およびT1pの帰属と

分子運動性の解析

(国立衛研) 0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

Molecular Mobility of Lyophilized Poly(vinylpyrrolidone) and Methylcellulose as Measured 

by Tl and Tlp of Proton 

(National Institute ofHealth Sciences) S. Yoshioka， Y. Aso， S. Kojima 

The Tl and Tlp ofprotons and carbons in lyophilized poly(vinylpyrrolidone)(PVP) and 

methylcellulose (MC) were measured by using solid.staωpulsed 1 H. NMR and high 

re田 lution13C.NMR. Tlp could determine the increased mobility ofbackbone methine in 

PVP and MC associated by increased water content. Mobility of methylene in MC was al回

reflected on Tlp in the dry state. Incon位ast，methylene in MC in the presence of 

moisture exhibited too high mobility旬 bereflected on Tlp， suggesting higher mobility than 

methylene in dextran. 

【目的】凍結乾燥製剤の安定性と分子運動性の関係を明らかにすることを目指して、医薬品

添加剤として汎用されるボリビニルピロリドン(PVP)およびメチルセルロース例。の凍結乾

燥状態における分子運動性を lHおよび13CのT1およびT1pを指標として検討し、高分子添加

剤の主鎖および側鎖の運動性の温度依存性を明らかにする。また、前固までに報告したデキ

ストランを添加剤とする凍結乾燥製剤の T1および T1pとの比較を行い、高分子添加剤の構造

に起因する分子運動性の差異を考察する。

【実験】重水に溶解した PVPおよびMCの溶液 (2.5%w/w)を凍結乾燥し、 lHのT1および

T1pをパルス NMR(MU・25、日本電子)を用いて測定した(・9O-150.C)0T1の測定は

Inversiorトrecovery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、 PVPおよびMCのそれぞれについて、主鎖および側鎖の炭素の T1およびT1Pを固体高

分解能13C-NMR(Varian)を用いて測定した(5-65.C)oMCについては、メチル基を 13Cで

置換した試料を用いて、側鎖メチル炭素の T1およびT1pを測定した。 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】 PWの運動件 重水を用いて凍結乾燥された PVPのlHのT1pは、 Fig.lのような

温度依存性を示した。乾燥状態では、1O.Cより高い温度領域において、温度の上昇にともな

うT1pの減少が観察された。この T1ρの減少は、湿度の上昇とともに低温側へ移動し、 75%相

対湿度下では 50.C付近に極小値が見られた。 Fig.lには、 PVPの主鎖のメチン炭素について

凍結乾燥製剤、分子運動性、緩和時間、高分子添加剤

よしおかすみえ、あそゆきお、こじましげお
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測定した T1pも示すが (23%および 60%相対湿度)、メチン炭素の T1plまlHのT1pとほぼ一致

する値を示した。これらの結果から、高温領域で観察された lHのT1pの変化は、 PVPの主鎖

にあるメチンプロトンの動きを反映していると考えられ、水分含量の増大にともなうメチン

の運動性の上昇を観察することができる。なお、温度の低下に伴うメチン炭素の T1pの上昇が

頭打ちになるのは、メチン炭素のピークが側鎖のピロリドン環にある一部の炭素と重なるた

めと考えられる。

乾燥状態では、 _90
0Cまでの温度領域において、メチンプロトンに起因する緩和以外に明確

なlHのT1ρの変化は観察されなかったが、水分の存在する系では、低温領域に広範な温度領

域にわたる T1pの変化が観察された。乾燥状態では観察されないこと、また、 T1ρの極小値が

湿度の上昇にともない低温側に移動することから、この緩和は PVPに結合した水分子に起因

すると考えられる。試料は重水を用いて調製したが、一部不純物として H20が存在したため

と思われる。

lHのT1pと同時に測定した T1は、乾燥状態では見かけ上、 fastmotional regimeに相当する温

度変化を示したが、水分の存在する系では温度による変化が小さく、運動性を反映していな

いことが示唆された。

MCの揮動件 重水を用いて凍結乾燥した MCのlHのT1plま、乾燥状態で 2種類の緩和を

示唆する温度変化を示した。高温領域で観察された緩和は主に主鎖のメチンプロトンに起因

し、低温領域の緩和はそれ以外のプロトン(側鎖の・0四 3や-CH20CH3など)に起因すると

考えられる。 T1には後者の緩和のみが高温領域で観察された。水分の存在する系では、メチ

ンプロトン以外のプロトンは運動性が高

いため、その動きを反映する T1pの変化は

ー900Cまでの温度領域では観察されなか

った。しかし、メチンプロトンに起因する

T1pの変化の他に、重水中に不純物として

存在する民0に起因すると思われる広範

な温度領域にわたる T1pの変化が観察され

た。

100.0 

10.0 
(ωE)

邑
F

ト

6 

Fig.1. T1ρof proton at 75% (ム)， 60%(・)，

43%(0)， 23%RH(企)and dry state(O)， and T1pof 

carbon at 60%(x) and 23%RH(+) in Iyophilized PVP 
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【まとめ】 PVPおよぴMCの凍結乾燥品

における主鎖のメチンの運動性は、 lHお

よび13CのT1pを指標として定量的に測定

できることが分かった。 MCのメチレンの

運動性は乾燥状態ではT1pによって測定で

きるが、水分存在下では高い運動性のため

にT1pによって測定できないことが分かり、

デキストランのメチレンより著しく高い運

動性を持つことが明らかになった。



P 100 Broadband 13C:.13C recoupli碍 in.rotating solids by high-speed SASS 

0'r凶mshiMizunQ， K.τ'akegoshi and Takehiko Terω 
Departme凶 ofChemistry， Faculty of Science， Kyoto U niversity， 

Kyoto 606-8502， Japan 

Abstract 

In order to promo回 13CsCspin-diffusion in multiply 13C-labeled molecules in solids witl 

high-resolution observation， we ex.組出edoff-magic angle spinning. We developed a new SASE 

(Switching Angle Sample Spinning) 1 NMR probe with a fast spinning over 10 kHz. Experimen1 

and results on a few uniformly 13C・labeledpeptides are given. 

To determine 13C_13C internuclear distances by solid-state NMR， 13C_13C spin-diffusion ha正

been widely used. However， magic-angle spinning prerequisite for high-resolution observatior 
suppresses 13C_13C dipolar couplings. Hence， a certain recoupling method is required to ObSerVE 

13C_13C spin-diffusion under MAS. 

In this wcirk we examined off-magic angle spinning (MAS)， which would realize spect凶
overlap caused by the first-order 13c:.1 H dipolar coupling and by 13C CSA which are recovered 

at off.・MAS(s田 Fig.1).In fact， this scheme has already been proposed and demonstrated at 
a low spinning Sp田 dof 4.5 kHZ Z ， 3. Application of this method to multiply 13C・labeled

mol，配叫田 requir田 amuch high sp泊ningspeed to avoid spinning side-bands and to remoVE 

13c:.13C dipolar∞uplings d町国.ghigh-rl田 olutionobservation. 

Firstly，鴨 bu批 anew 1 H_13c:.15N triple resonance SASS probe based on the Doty 5ゆH-X

(lH仕equencyis却oMHz) double r田 onanceprobe. The upper limit of spinning speed of thiE 

probe is about 12 kHz. We under七ookexperiments at the spinning speed of 8 kHz to avoid 

rot町 resonance(R2)，制 off-magic組 gle，0， of 400 仕omthe回 ernalfield directi∞. 

下下l 巨コ

s~ 吋~

1 T.Terao et al.よ Chem.Soc. (1986) 85， 3816 

Figure 1 Experimental scheme for 0任magicangle 

assisted broadband recoupling. The pulse sequence is 

basic 2D homonuclear exchange NMR. The preparation 

and evolution of S-spin magnetization is at magic angle 

(8 = 54.70
). The mixing occurs at an 0任magicangle 

(8 = 400
). The rotor凶 sis moved by step-motor. The 

evolution (t1) and detection (t2) of S-spin magnetization 

takes place under TPPM decoupling at magic angle 

2 A.C. Colbert e七al.， J. Phys. Chem. (1994) 98，7936 
3 B.H. Meier， Adむ・ Magn. Opt. Reson. (1994) 18， 1 
Keywords : solid-state NMR， SASS probe， broadband recoupling， CSA， spin-diffusion 
みずのたかし、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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t"ig.2 shows the 2D contour plot of fully 13C-labeled glyci1-isoleucine taken at the mixing七ime

)f 120 ms. In Fig.3， we correlate 七heobserved cross-peak intensities and the corresponding 13C・・

l3C di剖ances.In this plot， da同 forthe C-C pairs close to the R2 conditions are omitted. Fig.3 

~learly demonstrates good correlation between the cross peak intensity and the C-C distance. 

The advantage of this scheme over the simi1ar experiment using DARR 4 is that 13C_13C spin-

:liffusion occurs much short mixing time. Hence， this off-MAS scheme is useful for 13C spins 
with short T1 values. 

Currently， we are building a new SASS probe based on the Chemagnetics 3.2 ct spinning 

module， which would achieve 16 '" 18 kHz spinning speed. It is true that this scheme requires 

a SASS probe， however， off.・MASis one of the most simple schemes to re-introduce anisotropic 

interactions to high-resolution solid-state NMR. 

Figure 2 2D contour plot of off-magic 
angle assisted 13C spin-diffusion experiment at 
the mixing time of 120 IDS. 
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P 101 ニフエジピンと水溶性高分子の分散状態に関する固体スピン拡散問R解析

(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

lH spin-diffusion analysis of solid dispersions of nifedipine and water soluble polymers 

(National Institute of Health Sciences) Yukio Aso， Sumie Yoshioka and Shigeo Kojima 

lH spin diffusion was measured by using Goldman-Shen pulse sequence for solid 

!Iispersion of nifedipine and poly(hydroxethyl-a，s・aspartamide(PHEA). A smaller domain 

size of nifedipine wassuggested for soliddispersion with higher PHEA content. 

はじめに

難溶性医薬品と水溶性高分子を固体分散体化することによって溶解性を改善する試みが多数の

医薬品において行われている。昨年の本討論会において難溶性の医薬品のモデルとしてニフェジ

ピンを用い、 PVPやポリアスパラギン誘導体(Poly(hydroxethyl・α，s-a叩artamide)、PHEA)など

の水溶性高分子との固体分散体における分散状態を緩和時間の平均化を指標として検討した結果、

PVPや HPMCとの固体分散体では Tlρの平均化が起こり、数nmレベルで均一に分散しているの

に対し、ニフエジピンと PHEAの固体分散体では Tlρの平均化が起こらず、数回n-数十 nmの

大きさをもっドメイン構造を有することが明らかになった。本研究においては Goldman-Shenの

パルスシークエンス(Fig.1)を用いてニフェジピンと PHEAの固体分散体の分散状態をさらに検

討した。

実験

ニフェジピンと PHEAとの固体分散体は、結品ニフェジピンと PHEAをジメチルホルムアミ

ドに溶解し(重量比 3:7および 2:8)、約 80.Cで減圧乾燥して調製した。固体分散体の lHの Tlは

スピン拡散によって平均化されたが、 Tlpは平均化されず、ニフエジピンは数回nから数十 nmの

サイズのドメイン構造をとっていることが示唆された。 Fig.1に示すパルスシークエンスを用い

て、プロトンのスピン拡散測定を行った。

90x 9O_x 90x鉱』

l寸 Id 

1~~ 
キーワード:スピン拡散、緩和時間、固体分散体

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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Fig. 1 Pulse sequence for lH 

spin diffusion measurements. 



結果および考察

非品質ニフェジビンのソリッドエコーシ

グナルはガウス型の緩和成分のみが観測さ

れるのに対し、 PHEAではガウス型の緩和

成分とローレンツ型の緩和成分が観測され

た。 Fig.1における tlの値をガウス型の成

分が消失する時間 20仰に設定し、 uの値を

変化させながらソリッドエコーの測定を行

った。重量比 3:7の固体分散体について得

られた FIDの測定例を Fig.2に示す。臼が

10μsの時に比べ 50μsの時はガウス型の緩

和を示すプロトンの比率が上昇しており、

この時間の間にスピン拡散が起きているこ

とがわかる。ガウス型の緩和を示すプロト

ンの比率 PgaussとUの値と関係を Fig.3に

示す。重量比 3:7の固体分散体においては

約 40μ以上で Pgauss値がプラトーに達した。

それに対し、重量比が 2:8の固体分散体にお

いては 30から 35同以上でPgauss値が一定に

なった。従って、ニフェジピンのドメインサ

イズがニフェジピンと PHEAの混合比によ

って異なることを示唆するものと考えられ

る。しかしながら、プラトーに達する時間の

差は小さく、他の混合比の固体分散体での検

討が必要と考えられる。また、プラトーにお

ける Pgaussの値は通常のソリッドエコーで測

定される Pgaussの値よりも小さく、より長い

臼の領域で測定が必要であると思われる。さ

らに、 13C-CP!MASN乱回によって、 PHEA

からニフェジピンヘ磁化の移動を確認、する

必要がある。
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Fig. 2 Solid echo signals for nifedipine solid 
dispersion. 
臼:10μs仏)， 50同 (B)

0.5 

0.4 

a ω0.3 

0.2 
。

0.1 

o 
o 20 40 60 

匂(同

Fig. 3 Protonsignal which exhibits 
Gaussian decay as a function of td for 
nifedipine solid dispersion. 
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PI02 国体 2HNMR測定による SyndiotacticPolystyrene complex中の

ゲスト分子の分子運動解析

(名工大) 0山本裕輔、岸真弘、吉水広明、辻田義治

Investigation of Molecular mobility of Guest molecule in Syndiotactic Polystyrene complex 

by means of Solid-State 2H NMR Spectroscopy 

Yusuke Yamamoto， Masahiro Kishi， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita 

Department of Materials Science and Engineering， Nagoya Institute ofTechnology， 

Gokiso・cho，Showa-ku， Nagoya 466-8555， Japan 
Tel & Fax: +81-52-735・5272，E-mail: yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

Syndio胤 ticp'Olystyrene (sPS) f'Onns c1athrate c'Omp'Ound (c'Omplex) with many s'Olvents. The 

m'Olecular m'Obility 'Of C6D6 as a guest， have been invωtigated by 2H NMR spectr'Osc'Opy. The 

frequency separa討'Ons(av=62・68MHz)and asymmetIγparameters (η=0.04) were c'Onstant from 2H 

NMR spec汀ain the range 'Of temperature企om297K t'O 153K.in the sPS-c'Omplex， whereas in the 

atactic-PS they werer gradually changing. Assuming t'O the 'Out-of-plane m'Oti'Ons 'Of C6D6 in the sPS 

c'Omplex， within a c'One 'Of half angle was estimated t'O be 32-35 deg. using the value 'Of av in the sPS-

C6D6 system. M'Ore'Over， the activati'On energy 'Of this m'Oti'On was calculated fr'Om the sl'Ope in 

A汀he凶ωpl'Ots. 百le'Obtained activati'On energy， 3.8 kJ/m'Ol.， in the sPS-C6D6 system was alm'Ost 

same t'O that va1ue， 3.0kJ/m'Ol.， in the aPS・C6D6system. lt c'Ould be c'Onc1uded that C6D6 in the sPS 

c'Omplex. was m'Ore stable as well as that in the aPS. 

【目的}シンジオタクチックポリスチレン (sPS)は種々の有機低分子とコンプレッ

クスを形成する。これまでゲスト分子に芳香族炭化水素を用いたコンプレックスの

形成速度や熱安定性、その含有量等のコンプレックス形成能について検討してきた。

I3C NMR測定より sPS及びゲスト分子の置換着の分子運動評価よりコンプレックス

の熱安定性の違いについて説明できた。しかしI3CNMR測定では sPS側鎖にベンゼ

ン環とゲスト分子ベンゼン環との区別が困難であった。本研究では、 sPSコンプレッ

クス中のゲスト分子に 2HNMRスペクトルからの分子運動解析が比較的容易な重水

素化ベンゼンを用い、アタクチックポリスチレン中の重水素化ベンゼンの分子運動

と比較検討した。

【実験】 sPSペレット(出光石油化学(株)より供与;Mw=200，OOO， MwlMn=2.00)をC6D6

の沸点以上で溶解し、急冷して sPSコンプレックスを得た(sPS-C6D6)。また、余分な

溶媒は真空乾燥して除去した。 C6D6を含むアタクチックポリスチレン(aPS・C6D6)，こつ

いても溶媒濃度を同程度に調製した。 2HNMR測定は Varian社製 Unity400Plus NMR 

分光計及ぴ重水素固体プローブを用い、 SolidSpin Echo法をによってスベクトルを得

た。測定温度は 25
0

C---120
0
Cで行った。
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【結果と考察】 sPS-C6D6の 2HNMRヌベク

トルは対称性のよいpakeピークを示した(Fig.l)。

Pakeピークの分裂幅は温度の減少と共に僅か

に増加したが、非対称性パラメータ(η)は約

0.04とほぼ変化しなかった。これらの事から

C6D6の回転運動の回転軸に対し C-D結合が角

度(8)で歳差運動している modelを仮定し、解

析した。各温度における角度(8)は、 C6D6の回

転軸に対して 32・35。揺らいでいる modelで描

く事ができた。また緩和時間(T))から得た相関

時間(τc)を arrheniusplotした結果、この運動

は約 3.8kJ/molの活性化エネルギーを持つもの、 1竺ィ，-"'..} 、九¥ー」ーー

であった。比較としてコンプレックスを形成
・1鈎

しないaPS圃C6Doでは、得られたスベクトルは F岡田町側吟

温度の減少と共に singleピークから pakeピー Fig. 1 2H NMR spe氾回 ofC6D6 at 
aωres in the sPS・C6D6

クへと変化した(Fig.2)。またηも 0.26-0.04ヘ sy蹴 m.

と減少したため分子運動が温度によって変化

している事が分かつた。また、3PS-C6D6の Pake

ピークが観察された温度範囲での活性化エネ

ルギーは約 3.0kJ/molとsPS・C6D6系とほぼ同じ

であった。以上より、 sPSコンプレックス中の

C6D6は広い温度範囲で sPSキャピティー内で

束縛された運動を行っているが、aPSに溶解し

た C6D6と間程度の活性化エネルギーで運動し

ていた。本研究の一部は(財)科学技術交流

財団及び文部科学省科学研究費補助金(特定領

域(B)(2)，13133202)の補助を受けて行われた。

Syndiotactic Polystyrene / Molecular Cavity / 150 

-20'C 

。℃

15'C 

品。 -150 

Freq圃eacy(kHz)
Molecular Mobility / complex 

Fig. 2 2H剛 R shmta of CAat 
various temperaωres in the aPS-C6D6 

やまもと ゅうすけ、きし まさひろ、よし system.

みずひろあき、つじた よしはる
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P 103 単結晶 [Mg(H20)6] [SiF 6]における分子運動と変調構造の

2HNMRに及ぼす効果

(物材機構 1、金沢大理 2)0飯島隆広 1、水野元博2

Effect of Molecular Dynamics and Modulated Structure on 2H NMR 

Studied in Single Crystal [Mg(H20)6][SiF6] 

τ'akahiro Iijima 1 and Motohiro Mizuno2 

1 National Institute for Materials Science (NIMS) 

2 Department of Chemistry， Kanazαωa University 

We developed the simulation-program which interprets the 2H NMR spectra in the presence 

of the molecular motion and the modulated structure. The 2H NMR spectra measured in the 

incommensurate phase of [Mg(H20)6J[SiF6J were simulated by using this program. We explained 

for the first time the line-narrowing effect of the rotational modulation on the 2H NMR Sp配 tra

in the motional narrowing region. 

《諸君》

固体2HNMRスベクトルは、その線形が分子運動のモードや速さに敏感であるため、これまで

固体物質中の分子運動の研究に広く用いられてきた。一方、 NMRスベクトルは結品の変調構造に

も敏感であり、“edgesingularities"という特徴的な線形を示す [1J。そのため固体NMRは不規則

性結品の研究にも有効である。しかし、これまで分子運動と変調構造を有する系に対して NMR

の研究は行われていない。これらが組み合わさった系についての研究には、 2HNMRスベクトル

のシミュレーションに多くの場合用いられている Spiessら[2JやVoldら聞による汎用プログラ

ムは対応していない。そこで本研究では、分子運動と変調構造を同時に考慮したシミュレーシヨ

ン・プログラムを作成し、これらが 2HNMRスベクトルの線形に及ぼす効果を調べることを試み

た。本プログラムは単結晶 [Mg(H20)6J[SiF6Jの不整合相の 2HNMRスベクトルで検証した。こ

の結品には5つの安定相が知られており、高温から頓に1，II， ...， V棺とすると II相が不整合相で

ある [4J.II相では [Mg(H20)6J2+イオンの C3軸方向の振動変調および回転変調の存在が報告さ

れており、このうち 2HNMRスベクトルに主に寄与するのは後者であることが分かつている。

《理論》

分子運動と変調構造が存在する場合の 2HNMRスベクトルの定式化を示す。 2HNMRのサイ

ト周波数的は 2 次の Wigner 回転行列 D~な(0) を用いて以下で表される [3J。

2HNMR、分子運動、変調構造、数値シミュレーション

いいじまたかひろ、みずのもとひろ
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系を結ぶ Euler角を表す。 (e2Qq/n，η)は核四極相互作用パラメータを表す。回転変調が分子軸系

のz軸方向に存在する場合、この変調は以下で与えられる。

α=α0+企αcos((z). (3) 

ここでαoはαの初期位相を表す。 Aα と((z)はそれぞれ回転変調の振幅と位相である。 zは変調

軸方向の座標である。 ((z)は次の sine-Gordon方程式の解と仮定できる [lJo
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ここでχ一1とpはそれぞれソリトン幅と normal相に対する commensurate相の単位格子の比を

表す。 ((z)がzの線形関数であるとき、変調波は平面波で表される。四極子エコー信号G(t，z)は

サイト占有率を表すベクトルPを用いて以下で与えられる。

G(t， z) = P . exp[A(z)tJ exp(A(z)r) exp(A事(z)r)・1. (5) 

ここで 1は各要素が 1のベクトルで、ある。 Nサイト聞を全て等しい速度kでジャンプするモデル

では、行列 A(z)のり成分Aij(z)は以下となる。
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for i = j， 
for ヂj.

(6) 

単結晶試料についての信号G(t)はソリトン間距離 Zoを用いて以下で表される。

rpZo 
G(t) = I G(t， z)dz. 

スベクトルは (7)をFourier変換することにより得られる。

(7) 

《実験》

分子運動と変調構造を考慮した 2HNMRスベクトルのシミュレーション・プログラムは上式

(1)ー(7)により作成した。 [Mg(H20川向町6J結晶の 2HNMRスベクトルは CMX・300分光器を用

い、共鳴周波数45.823MHz、四極子エコー法 (90~ -r -90~ -r -acq)で測定した。 II相での空

間群はP3であり、 C3軸に平行に単結晶試料の結晶固定座標の Z軸をとった。

《結果と考察》

Fig. l(a)に II相の 338Kでのこつの結品配向の 2HNMR実測スベクトル (Iobs(ν))を示

す。 (}yは結晶の Y軸まわりの回転角で、結晶 Z 軸と静磁場とのなす角である。この温度で
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は、水分子の二つの2HのEFGテンソルはH20

の速い 1800 フリップにより完全に平均化され

ており、また [Mg(H20)6]2+には反転対称が存

在するため、 2Hの非等価な EFGテンソルは三

つである。さらに、この三つの EFGテンソル

は[Mg(H20)6]2+の C3軸まわりの再配向運動

により平均化されている。従って、 Fig. 1(a) 

のスベクトルは一つの四極子分裂による二つの

ピークから成っている。スペクトルのシミュレー

ションは、分子運動が [Mg(H20)6]2+イオンの

C3軸まわりの3サイト・ジャンプ、変調構造が

(a) 

(b) 

8y= 90。 今=135。

[Mg(H20)6]2+イオンのC3軸方向の回転変調と (c) 

して、上述の理論を用いて行った。シミュレー

ションに用いたEFGテンソルは、 IV相での2H

NMR四極子分裂の角度変化の結果[4]から見積

もられたテンソルであり、 H20の速い1800フリ

ップにより平均化されているが [Mg(H20)6]2+ 

のC3軸まわりの再配向運動による平均化は受

けていない。 Figs.1(b)と1(c)の実線はそれぞ

れ変調構造の寄与を入れた場合と入れない場合

のシミュレーシヨン・スベクトル(L伺 l(ν))であ

る。スペクトルは変調波の非線形性にほとんど

依存しなかったため、変調波は平面波とした。

従って、スベクトルのシミュレーション・パラ

メータは再配向運動の速さ kと変調の振幅Aα

となった。 Figs.1(b)と1(c)の波線は実測と理

Fig. 1: 2H NMR spectra of [Mg(H20)6][SiF6] 

at (}y of 9000 and.1350
• (a) shows the observed 

spectra at 338 K. The solid lines in (b) and (c) 

show the simulated spectra with k = 7.7 X 105 

S-l. (b) takes account of the modulated struc-

ture (企α=230
) but (c) does n凶 (t:.α=00

). 

All the spectra are norma1ized. The broken 

1ines in (b) and (c) show the.differences bか

tween observed and ca1culated spectra. The 

integrated di鉦'erencesof the spectra (8) are 

also shown in (b) and (c). 

論のスベクトルの差 (t:.I(ν)= IIobs(ν) -Ical(ν)1)を表す。ムI(ν)の積分値 (8= J t:.I(ν)dv)を

Figs. 1(b)と1(c)の図中に示す。 (}y= 900 (C3ム Bo)では、 Sは変調構造にほぼ独立なため k

を正確に決定できた。一方、 (}y= 1350 ではSは変調構造に敏感であったため、 (}y= 900 で見積

もったkを用いて Aα を決定することができた。この主うにして、 338Kではk= 7.7 X 105 S-l、

ムα=23。と見積もられた。

我々の結果の興味深い点は次の 2点であろう。 (i)変調構造は (}yが900でなく 1350のスベクト

ルに寄与している。 (ii)[Mg(H20)6]2+の田転変調のスベクトルへの影響は“edgesingularities"を

生ずることでなく線幅の先鋭化である。この 2点は分子運動と変調構造の寄与を同時に考慮する

ことで説明できる。すなわち、回転変調に伴う異なった [Mg(H20)6]2+の配向の信号は (7)により

加えられるが、それぞれの信号に対応するスベクトルの強度や線幅は [Mg(H20)6]2+の再配向運

動のために異なる;その結果、全体のスベクトルはより先鋭化されたスベクトルに支配され得る。

[Mg(H20)6j2+の再配向運動が各角度α一α。のスベクトルに及ぼす効果は、運動の速度に対する 2H
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NMRのサイト周波数の差により決定される。 Fig.2(i)に(1)と(2)から計算した [Mg(H20)6j2+

の三つの非等価な水分子に対する 2HNMRサイト周波数(的=凶/2π)の角 α一αo依存性を示す。

簡単のため、 quadrupole.doubletのうちの一成分に対応する 2HNMR周波数だけを表示している。

Figs. 2(ii) と 2(iii) にそれぞれ三つのサイト聞の周波数差(I~均1=1的-/lj i)及び平均周波数差 (1~/l 1

= t Li>j 1ム均i)の角 αーαo依存性を示す。 Fig.2(iii)より、 {jy= 900 では区司は角 αーαoによ

らず約 70-80kHzの一定値であることがわかる。 k=7.7 X 105 S-lの運動速度においてはk/区司

(= k/2π|ムνi)はこの結品配向では約1.6と計算された。一方、 (Jy= 1350 では|ムν|は角 αーα。

一一ー :18V[21

一一 :18lゐl
. :18lゐ[1

ーーーー :V[ 

----:V:1 
-・・・:句

に敏感で約 20・90kHzの値とな

った。これはk/Iムωiでは約6.1・

1.4 に対応する。 k/I~叫がこの程

度の値の時、スベクトルは“mo・

，
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tional narrowing"の領域に属す

るため [5]、[Mg(H20)6j2+イオ

ンの C3まわりの再配向運動に
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0
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《

u. 

よる EFGテンソルの平均化によ

り、四極子分裂はただ一つ現れる

ことになる。また、スベクトルの

強度はk/I企ω|が大きくなるほど

上がる。従って、変調構造に起因

する異なる α一αoからの信号の

足し合わせによるスベクトルの
SO 100 IS0 
18tA 1kHz 

(iii) 

Fig. 2: Dependence of the angle αー αoon (i) the sitか

frequency of 2H NMR for three unequal water molecules in 

[Mg(H20)6j2+， (ii) the frequency-difference of 2H NMR b令

tween three sites， and (iii) the averaged frequency-difference 
of 2H NMR in [Mg(H20)6][SiF6]. The rows (a) and (b) show 

the dependences at {jy of 900 and 135ヘrespectively.The 2H 

NMR frequencies for one component of the quadrupole dou-

blet calculated by (1) and (2) are shown in the column (i). 

変化は、 {jyが900でなく 1350に

表れることになる。さらに、より

小さなαーαoのスベクトルが全

体のスベクトルを支配するため、

変調構造の {jy = 1350 のスベク

トルへの寄与は“edgesingulari-

ties"ではなくスベクトルの先鋭

化として現れる。
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PI04 固体 NMR法による無機一有機分子ハイブリッド材料の

溶媒含有結品状態における構造と分子運動の解析

京大化研 O日下康成・増田憲二・梶弘典・堀井文敬

Solid State NMR Analysis of the Structure and Dynamics for Inorganic-Organic 
Molecular Composite Materials in Solvent・ContainingCrystal States. 

Institute for Chemical Research， Kyoto University 

Yasunari Kusaka， K叫iMasuda， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 
Octaantimonate [(n-C4H9)川l4[SbsOn(OHho]reacts with tert-butyldimethylsilanol (t-C~9)(CH3hSiOH to 

yield [(n-C4H仇N]z・[Sb406(OHMOSi(CH3h(t・C4H9)}6]'The structure and molecular dynamics of this anion， 
especially of substituted siloxy groups， in the solvent-containing crystals have been characterized by CP/MAS 
13C姐 d29Si NMR spectroscopy. This inorganic幽 organicmol巴cularcomposite material has 6 bulky siloxy groups 
and these siloxy groups are divided into two kinds of sites， two siloxy groups bonded to the Sb atoms by 1:1 [site 
1] and another by 1:2 [site 2]. T1C measurements have revealed the existenωof these sites in anion， but split of 
the resonance line of the siloxy groups shows that the two siloxy groups at site 2 should be located under 
different circumstances. 29Si spectra measured at different contact tImes have suggested that the CH3 groups of 
the siloxy groups at site 1 rotate faster than those at site 2. 1 H NMR spectra have also indicated that the siloxy 
groups are greatly inhibited in rotation around the O-Si bonds even in CD3CN solution. 

櫛笥アンチモン原子8個と 32個の

酸素原子から成る三次元かご型アニ

オンであるオクタアンチモン酸(Fig.

1)の TBA+塩{TBA+= (n-C4H9)$}、

百九[SbsOn(OH)20]が 1995年にポリ

アンチモン酸の初めての単離例とし

Figure 1. The structure of 
[Sbg012(OHhot anion. Ellipsoids 
are drawn to encompass 50 % of 
the巴lectrondensity. As indicated 
in the formula， all 20 terminal 
oxyg巴natoms are protonated. 

て報告された。 1) 著者らはこのオクタアンチモン酸と(t-C4H9)(CH3)2SiOHとの縮合反応により、

オクタアンチモン酸塩からの初めての誘導体 TBA2[Sb406(OH)4{OSi(CH3)z(t・C~9)h]
(TBA2(Si6Sb4))の合成、単離に成功し、すでにその構造(Fig.2)

を解明した。 2)

このアニオンは嵩高い 6個のシリル基を放射状にもち、

全体として球状にシリル基が伸びている。結晶中でこれら

のシリル基はアニオンの両側に一つずつポケットのような

空孔を形成することが分っており、このポケットが CH2Cl2

分子のような小分子を選択的に内包すること、またそのポ

ケットの内部にある水酸基と水素結合させる機能をもつこ

とを見出した。本研究ではこれらを背景として、アニオン

部分の構造、特にシリル基の分子運動の解析を、 CH3CNを

含んだ TBA2(Si6Sb4)結晶試料について CP/MAS13C， 29Si 

NMR、および溶液 NMR法により行った。

Figure 2. The s仕uctureof 
[Sb406(OH)4{OSi(CH3)2 
(t-C4H9)hl" anion. 

Antimony， inorgarlic-organic composites， polyoxometalate， CP/MAS NMR， nanocomposites 
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[実験]C百3CNを含有した TBA2(Si6Sb4)結晶を N2

雰囲気下で、新たに作成した外径 5.7mmのダイ

フロン製密閉試料管中に充填し、 7mmMASロ

ーターに挿入して固体NMR測定を行った。固

体NMR測定は ChemagneticsCMX400分光計に

より 9.7Tの静磁場下で行った。測定前後の試料

の重量変化から測定中の溶媒減少がないことを

確認した。 e

…of阻i

-
ーす一 車=cation 

40 

[結果と考察]Fig. 3には、TBAz(Si6Sb4)のCP/MAS Figure 3. CP/MAS spectra ofTBA2(Si6Sb4) 

13CNMRスペクトルを示す。すべての炭素の各

共鳴線はそれぞれ3、4本に分裂しており、これは結晶中における複数のサイトの存在を反映

している。図ではアニオン中の炭素原子の共鳴線を拡大して示している。アニオン中の 6つ

のsilyl基は大きく分けて、 Sbl原子と 1:1で結合している silyl基 I(Si1)と、 Sb2原子と 1:2で

結合している silyl基2(Si2)に区別できる(Fig.2参照)。しかし、 NMR共鳴線の分裂は 3種のサ

イトの存在を示唆しており(Fig.3)、これは結晶中のカチオン、溶媒などとの分子間相互作用

により silyl基2(Si2)がさらに 2種類に分けられると考えられる。また、 CPTl法による 13Cス

ピン・格子緩和時間(九c)測定では、 3本の tert-Bu基の CH3基の共鳴線の内、高磁場側の 2本

の共鳴線はほぼ同じ T1cを示し、低磁場側の 1本がそれよりも長い T1cを示した。これより silyl

基 l(Si1)の tert-Bu基が silyl基2(Si2)のものよりも速い運動をしていると考えられる。さらに

29Si NMR共鳴線強度の CP接触時間依存性の測定からも、 silyl基 I(Si1)の Silに直接結合した

CH3基の分子運動性は silyl基2(Si2)のそれより高いことがわかった。以上のように結晶格子

を形成している溶媒を含有した状態での結晶の解析が可能になったことにより、 NMRによる

結晶格子中の溶媒に関する研究も期待でき、今後、ジクロロメタンなどをアニオン中に内包し

た試料についての解析も検討している。 Si(CH3)2

CD3CN中で測定した溶液の lHNMRス 一一、 11
SiC(CH3)3 1. 1-

ベクトル(Fig.4)には Siに直接結合した • TI 12何 31

CH3基のプロトンの共鳴線が3本に分裂し 1 ~I 11 川! I 
て現れる。 silyl基 地i2)のO-Si結合のまわ 1 1¥ 11 IJUしL
りの回転が起こっていると考えた場合二 υに 11 寸
つの Si2原子に結合している CH3プロトン

は等価になるはずである。実際には doublet

となっていることから、溶液中において立

体障害のために silyl基2(Si2)のO-Si結合

まわりの回転が束縛されていると考えら

れる。このことは 29SiNMR， lH NOESYス . 

0.0 

ベクトルからも支持された。
igure 4. 'H NMR spectra of TBA2(Si6Sb4)in CD3CN. 

1) H. Nakano， Y. Ozawa， and A. Yagasaki，よAm.Chem. Soc. 1995， 11ス12007.
2) Y. Kusaka， Y. Ozawa， and A. Yagasaki， Inorg. Chem. 2001，40，2634. 
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P 105 TMPC/PSポリマーブレンド系の

相溶化に伴う体積変化の 129XeNMRによる解析

名古屋工業大学工学部 O村上隆史、鈴木智幸、吉水広明、辻田義治

The analysis on a contraction in volume of exchange for TMPCIPS miscible 

polymer blend system by using 129Xe NMR Spectroscopy 

Department of Materials Science and Engineering， Nagoya 1nstitute of Technology 

'rakafumi Murakam1， Tomoyuki Suzuki， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita 

1n this study， to clarify the contraction in volume TMPCIPS polymer blend system 

which is one of the miscible polymer blends， the specific volumes， Xe sorption 

isotherms， and 129Xe NMR Spectra were measured. The specific volumes of blend 

samples showed a contraction in volume comared with that expected 金oma single 

additive rule. The result of Xe sorption measurement， since the sorption isotherms of 

all samples obeyed the dual-mode sorption model， the Langumuir saturation constant， 

CH' which is corresponding to the sum of microvoids， was calculated by applying the 

model. The calculated values of CH' for the blend samples were smaller than those 

expected企oma single additive rule. From the analysis of 129Xe NMR chemical shift， 

the average volume of microvoids in blend samples was contracted by miscible 

blending. These results revealed that the contraction in volume of TMPCIPS polymer 

blend by miscible blending is caused by the decrease of tha sum of microvoids derived 

企omthe contraction in volume of each microvoid. 

(緒言)129Xe核は、数気圧程度でも比較的良好な NMRスベクトルが観測でき、また大

きな分極率を有するため、Xe核をプローブとしてポリマー試料に収着させ、その 129Xe

NMRシグナルよりポリマー試料の様々な情報を得られる。 129XeNMR化学シフト値

は高分子系では一般的にbδ(S)+δ(Xe)で表される。ここでる(S)は Xe原子と空孔内壁

との相互作用による項であり、 δ(Xe)はXe原子同士の相互作用による項である。本研

究では、 TMPC(テトラメチルポリカーボネート)/PS(ポリスチレン)ポリマープレンド

の相溶化による体積変化について、 129XeNMR測定及び Xe収着測定の両面から評価

を行った。

(実験)サンプルにはブレンド比(重量比)が TMPC/PS=0/100，20/80， 50β0， 80/20， 100/0 

に調製したものを用いた。各ブレンドサンプルが相溶しているのを DSC測定より確

認した。各サンプルの密度(250C)は、浮沈法で決定した。 Xe収着測定は、 CAHN社製

TMPC、PS、相溶性、ポリマーブレンド、 129XeNMR化学シフト値、ミクロボイド

むらかみたかふみ、すずきともゆき、よしみずひろあき、つじたよしはる
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精密電子天秤を用い、重量法により圧力範囲 0--760cmHg、測定温度 250Cで行った。

12手XeNMR測定は、 NMR管に約 19充填した後十分に真空乾燥を行った後、所定圧力

(O--760cmHg)のXeを導入し、収着平衡に達するまで少なくとも 24時間放置し、日本

電子社製 GX400NMR分光計を用い、観測周波数 110.5MHzにてシングルパルス法に

より測定した。また、 129XeNMR化学シフト値は同時に観測される気相 129Xeのピー

クを内部基準として補正した。

(結果と考察)密度測定の結果、ブレンドサンプルの比容は加成性から予想される値よ

り小さくなったので、相溶化に伴う体積収縮が確認された。また Xe収着測定の結果、

いずれのサンプルもガラス状高分子に特有な二元収着型の収着等温曲線が得られた

のでこれらに二元収着モデルを適用して解析した。ミクロボイドの総量を示すパラメ

ーターである Langmuir飽和定数C正値は、体積加成性から予想される値よりも小さ

くなっていたので、相溶化によるミクロボイド総量の減少が確認された。各サンプル

に種々の圧力で Xeを収着させて 129XeNMR測定を行い、得られた 129XeNMR化学シ

フト値を Xe収着量に対してプロットした結果、いずれのサンプルも収着量の増加に

伴い非線形的に低磁場シフトした。これは導かれた結論、即ちガラス状高分子におけ

るXe収着サイト(Henryサイトと Langmuirサイト)の存在に起因する。しかし、実際

に得られた 129XeNMRスペクトルは対称性の良い単一のピークを示しているので、両

サイト閣での Xe原子の交換が速いと仮定して、実測の NMR化学シフト値から各サ

イトの化学シフト値を見積もった。またゼオライト系化合物における 129XeNMR化学

シフト値(δ(S))と空孔サイズの相関関係を適用し、LangmuirサイトにおけるO(S)H値か

らミクロボイドの平均サイズを算出した。さらにその値をもとに一個のミクロボイド

の平均体積を算出した結果、相溶化による平均体積の収縮が確認された。 (Figure1) 

以上より、相溶化による体積収縮はミクロボイドの体積収縮の結果として、ミクロボ

イドの総量が減少したためと結論できた。
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Figure 1 The plot of microvoid vlume 
vs. volume fraction ofTMPC in blend. 
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PI06 国体NMRによるメリチンの動的膜結合構造解析

(績浜国大院・工)

O虎谷秀一、西村勝之、内藤品

防namicStructure ofMelittin Bound to Lecithin Vesicles Studied by Solid-蜘 teNMR

σaculty ofEnginee巾19，Yokoh祖国NationalUniversity) 

Shuichi Toraya， Katsuyuki Nishim町 'a，and Akira Naito 

Melittin is the principa1 constituent of the venom of a honeyb開 ，Apis mel/俳ra，and姐

amphiphilic 26・residuep叩tide.In this study， dynamic structure of melittin bound to mem肱aneswas 

組.a1yzedby solid-state 31p岨 d13C NMR studies wi血a1terationof acyl chain length of lecithin to 

understand the ffii邸 ha凶smof membrane fusion and disruption泊ducedby melittin. Consequently， it was 

found伽 tmelit出 laterallydiffuses in也emembrane with rotation about姐蹴is白紙 isparallel to the 

bilayer normal under伽 conditionwhere membrane fusion occurs. It was also found that the angles 

betw偲 nthe helica1 rods of melittin組 dthe鼠 isof rotation depend on the len凶1ofthe acyl chain. 

【序論】

メリチンはミツバチ毒の主成分であり、一次構造を GIGAVLKVLITGLPALISWIKRKRQQ-NH2

とする 26アミノ酸残基から成る両親媒性ペプチドである。メリチンは生体膜の構造を破漉する性

質をもち、また、レシチンから成る膜小胞の融合および分断を誘起することが知られている。こ

れまで様々な手法によりその動的な膜との相互作用機構を明らかにする試みがなされてきたが、

従来の手法は上述の活性を示さない条件下におけるメリチンの膜結合構造を知ることに限られて

いた。本研究では、メリチンの膜融合・分断を誘起する機構に対する詳細な知見を得るためリン

脂質のアシル鎖の長さを変化させ、その変化が膜融合条件下におけるメリチンの動的膜結合構造

にどのような影響を及ぼすかを国体NMRにより明らかにする試みを行った。

【実験】

カルボニル炭素を部位特異的に¥3C標識したメリチンを固相法により化学的に合成して HPLC

により精製した。ペプチド対レシチンのモル比が 1:10になるように量り取った全量50mgのメリ

チンと 1，2-dila町oyl-sn・glyceroふphosphocholine (12:0/12:0・phosphatidylcholine; DLPC)または

1，2・dipa1mitoyl-sn-glycero-3・'phosphocholine(16:0/16:0・，phosphatidylchol泊.e;DPPC)を300μlのトリス

緩衝液 (20mM住is(hydroxymethyl)antinomethane，100 mM NaCl， pH 7.5)で水和した。 31pおよび ¥3C

NMR測定は、 ChemagneticsCMX infinity，・400NMR分光器を用いて、 lH高出力デカップリング条

キーワード:動的膜結合構造、国体NMR、自発磁場配向膜、膜融合・分断、膜厚依存性

とらやしゅういち、にしむらかつゆき、ないとうあきら
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件下で行った。また、上述の試料を膜融合・分断平衡点よりも十分高い温度で一時間放置し、膜

分断が起こらない状態から急速に凍結させた後に凍結乾燥して粉末試料を得た。粉末試料の 13C

NMRスベクトルの測定は、回転周波数を 2kHZとした CP-MAS法を用いて ooCで行った。得ら

れたサイドバンドパターンと計算によるシミュレーションパターンを照合させることで各標識カ

ルボニル炭素の 13C化学シフトテンソルの主値を決定した。

【結果と考察】

メリチンが結合した DLPCおよび DPPC巨大膜小胞は、それぞれ膜融合が誘起される条件であ

る300C と500Cにおいて静磁場に対し膜面を平行にして配向することが 31PNMRスベクトルの

温度変化からわかった。これらの系を用いてメリチンの動的膜結合構造を固体 13CNMRにより調

べた結果を表 lと表2にまとめた。等方化学シフト値からメリチンはαーヘリックス構造をとり、

配向条件下の化学シフト値t仏が 100HzのMAS条件下で得られた軸対称粉末線形のぬと一致した

ことからメリチンの回転軸は膜面に対し垂直であることがわかった。さらに、 C末端およびN末

端のヘリックスロッドに存在するアミノ酸残基のカルボニル炭素の 13C化学シフト異方性Mは、

一残基ずれると符号が反転するほど大きな変化を示した。したがって、メリチンは膜法線に対し

て平行な軸のまわりを回転するように膜中で二次元的に拡散しており、ヘリックス軸は膜法線か

ら一定の角度傾いた状態を保っていることが明らかになった。同じ残基のカルボニル炭素におけ

る!::..oは、アシル鎖の長さによって異なる値を示した。この結果は、脂質のアシル鎖の長さに応じ

て回転軸とヘリックス軸が成す角度が変化することを示している。発表では、メリチンの動的膜

結合構造を求める新しい手法に重点を置いて研究成果を報告する。

TABLE 1 ¥3C chemiω1 shi食valuesof melittin boundωmagnetically oriented DLPC vesic1es at 30 oC 

~，ω 1 ppm I STRUC11JRE ιIppm Ao/ppmt o"/ppm・ゐIppm吻"'，1 ppm • 4.0 1 ppm叫

[1_13C]Ala4 177.9 a-helix 169.6 24.9 247.5 189.5 93.5 177.3 

[1-13C]Val' 175.1 a-helix 177.0 -5.7 248.0 193.0 85.5 175.5 

[1-13C]Leu'6 175.8 a-helix 175.4 1.2 245.0 193.0 89.5 175.9 

[ 1_13C]I1e20 174.7 a-helix 170.9 11.4 243.5 192.5 90.0 175.5 

TABLE2 13C chemical shi食valuesof melittin加，undto magnetically orient“DPPC vesicles at 50 oC 

ゐIppml Sτ'RUC11JRE I ~ 1 ppm Ao 1 ppm t di， 1 ppm • on 1 ppm • "，，1 ppm ・ ~../ppm 叫

[1_13C]Ala4 177.3 a-helix 167.7 28.8 242.5 193.5 94.5 176.7 

[1-13C]Va¥' 175.1 a-helix 179.1 -12.0 244.5 192.5 89.0 175.2 

[1-13C]Leu'6 175.8 a-helix 178.5 -8.1 245.0 193.0 89.5 175.9 

[1-日C]I1e却 174.8 a-helix 172.6 6.6 244.5 192.5 89.0 175.2 

.Obtained from CP-MAS m回 開問問臨ofthe Iyophilized powd町 sys恒msatO.C. 

tM=3(ゐ。-ô~) 

勺pical13C chemi伺 1shift叫 uesof(ふ ofa-helix，ゐ。flJ叫闘)間(176.4，171.8)， (174.9，171.8)， (175.7，170.5)，叩d(174.9，172.η伽

[1-13C]AIa， [1-13C]Val， [1-13C]Leu，副d[1-13C]I1e，問S陣伽Iy(制的組dAndo.1989. Am臨 Rep.NMR伽 ctrosc.21: 209-290). 
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PI07 二次元国体lJCMAT法による液品性高分子のダイナミックス解析

京大化研 O村上美和、石田宏之、梶弘典、堀井文敬

Analysis of Dynamics in Liquid Crystalline Polymers by the 
Two-Dimensional Solid-State 13C MAT Method 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji，Kyoto 611・0011
Miwa Murakami， Hiroyuki Ishida， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 

13C chemical shift anisotropi回 (CSA)were measured at room temperature for thermotropic liquid 
αystalline polyureth岨 e，p~!yether， and polyester with similar mesogen and spacer units by the 
two-dimensional solid-state l~C magic angle tur凶ng(2D MA T) method and molecular motion of their 
mesogen groups was characterized in detail.τ'he CSA spectra of the polyester in the supercooled 
liquid crystalline state suggest that the phenylene groups undergo rapid fluctuation with rather large 
amplitudes around their bond砿 es.In contrast， no apparent narrowing for the CSA spectra from the 
rigid powder line shapes was observed for the phenylene carbons in the polyurethane and polyether 
samples， indicating no occurrence of the 1800 flip motion even in the noncrystalline components. CSA 
甲ec回 willbe separately examined for the very short T1C components included in these samples. 

[緒言]

これまでに、同一のメソゲンとスペーサーユニット

をもっ、主鎖型サーモトロピック液品性ポリウレタン

(UDMB・10;Fig.1a)およびポリエーテル (EDMB・10;

Fig.1b)について、メルトからネマチック液晶相を経

て結晶化させた試料の固体NMR解析を行ってきた功。

また、スメクチック液晶相を示す類似の構造を持つ液

晶性ポリエステル (BB-8; Fig.1c)の解析も行った 3)。

本研究では、水素結合の有無が液晶相形成並びにそれ

らの構造にどのように反映されるかを明らかにする

ことおよびネマチック液晶とスメクチック液晶の比

較を目的として、13C化学シフトの異方性(CSA)を二次

十日-i-b4iL十c吋

f'~oび

foci!叩な寸

元MagicAngle Turning (2D MAT)4.5)法により測定し、 Fig， 1 (a) UDMB叫ゆ)ED悶叫(c)BB・8

各試料のメソゲン部分のダイナミクスを検討した。

[実験]
EDMB・1O，UDMB・10およびBB・8は、それぞれメルトから徐冷することにより液晶相を経て、

結品化させた。国体 13CNMR測定は、 ChemagneticsCMX400分光計により行った。 MAT法に

おける試料の回転速度はEDMB・10およびBB・8で 130(:t2)Hz、 UDMB・10で 127(:t2)Hzであ
る.

[結果および考察]

Fig.2にBB・8の室温における 2DMATスペクトルを示す。 ω1軸には CP/MASスペクトルと

ほぼ同等の分解能を持つ projectionが得られており、ω2軸では重なり合っている各炭素の CSA

が良好に分離していることが分かる。 UDMB-10，EDMB-lO， BB・8の全てのメソゲン炭素に

は、 T1Cの異なる少なくとも 2成分が観測され，結晶および過冷却液品成分でメソゲンの運動

性が異なることが明らかになっている。2DMAT法を用いて得られる 13C化学シフトの異方性

(CSA)スベクトルは、これら複数成分の CSAの重ね合わせになると考えられる。 BB-8のC2

(αE炭素)および C4(4級炭素)について、どの成分も剛直状態にあると仮定して計算し

Keyword; 液品性高分子、ダイナミクス、二次元国体NMR、MAT法

むらかみみわ、いしだひろゆき、かじひろのり、ほりいふみたか
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たスペクトルと実測のスペクトルを比較
すると、特に C2炭素では計算と実測ス

ペクトルに違いが見られた。 T1C実験で
得られた成分比を考慮した差スペクトル

(Fig.3b)とMASを行わないで 90。パルス

法により T1Cの短い成分を選択的に測定

した結果(Fig.3c)との比較から，過冷却液

晶成分ではフェニレン環は結合軸周りの

振幅数十度以内の揺動運動を行っている

ことが示唆された。

一方， EDMB10の C5 (CH炭素)、 C4

(4級炭素)では、 Fig.4に示すように剛

直状態の計算スペクトル(破線)と実測

スペクトル(実線)は比較的よく一致し

た。各炭素で観測された T1Cの異なる 2
成分は、 T1Cを規定する 108Hz程度の速い
運動性に違いがある成分と考えられる。

得られた CSAスベクトルが，いわゆる剛
直状態の形状と良く一致することより，

メソゲンの運動はフェニレン環の結合軸回りの揺動運動であり、 πフリップのような運動は
起こっていないと考えられる。ただし、 T1C の短い成分(過冷却液品成分)が MATでは観測

されていないことも考えられる。このため， EDMBlOおよびUDMBlOについて、 T1C の短い
成分の選択的な CSA測定を行い、検討する予定である。
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P 108 ポリアクリロニトリルの熱処理過程における局所構造変化

京大化研 O小野山吾郎・梶弘典・堀井文敬

Local Structu四 Changeof Poly(acrylonitrile) during the Heat-Treatment Process 

Goro Onoyama， Hironori K吋i，and Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，JAPAN

The structure change of atactic poly(acrylonitrile) (aPAN) fibers during the heat-treatment process in 

the temperature range from 150 to 300 oc was investigated using one-and two-dimensional 

solid-state NMR methods. By the heat-treatment at 250 oc， the C"，N carbon signal disappears and 

new several aromatic signals appear in the CP!MAS spectrum， indicating that the cyclization 

reaction occurs. With increasing reaction temperature， the intensities of aromatic signals increase 

and those of aliphatic signals decrease， showing the development of aromatization. From the 

isotropic chemical shift and the principal values of chemical shift anisotropy (CSA) obtained from 

CP/MAS and two-dimensional 13C magic angle tuming (MAT) experiments， we propose a model of 

aPAN reacted at 250 -300 oc in the air (see Fig. 6). 

1.緒言

高分子を高温で熱分解.再結合してつくら

れる炭素系材料、いわゆる「パイロポリマー」

は、その高い導電性や優れた力学特性・耐熱

性・耐薬品性のため古くから研究が行われて

きた。しかし、その化学的構造が複雑である

ために、物性発現に対する詳細な検討が困難

であった。一方、最近、高分子の高温熱処理

により、カーボンナノチューブ(CNT)を作製

できることが報告されており、 CN1唱の安価な

量産技術として注目を集めている。このこと

は、パイロポリマーにおいてプレカーサーで

¥...1" 、--'、--'
cyclization aromatization 2D crosslinking 

200勾.300'C 360'C 40o-700'C 

Fig. 1. A model of aPAN heat.treated under 

Nz gas by Thunemann and Ruland.
la 

ある高分子の組成、モルフォロジ一、熱処理条件(雰囲気・温度・時間)等を制御することにより、

様々な新しい材料開発が可能であることを示唆している。

アタクチックポリアクリロニトリル(aPAN)の熱処理によって得られた材料は、パイロポリマー

の代表的なものである。その熱処理による構造変化の一つのモデルを Fig.lに示したが、実際に

このような構造変化が起こっているのか実験的に明らかにされておらず、様々なモデル lが提案

されている。今後、種々の高機能性材料を開発するためには、熱処理過程における構造変化を詳

キーワード: 熱処理ポリアクリロ二トリル局所構造解析二次元MAT法

おのやま ごろう、かじ ひろのり、ほりいふみたか
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細に検討することが必要である。しかし、これらの材料は溶媒に溶けないため、通常の有機材料

ように溶液NMRを用いることができず、また、非品性であるため X線回折によっても解析が困

難である。このような背景に基づき、本研究では、一次元および二次元固体 13CNMR法により、

aP，制の熱処理過程における構造変化について検討した。

2.実験

aPANを、加温できるプレス機を用いて空気中で様々な温度<150"'300"C)で圧力 (30MPa)

をかけながら約 1時間かけて熱処理し、試料を調製した。これらの試料に対して、 13CCP/MAS 

測定、 CP/MAS/dipolardephasing測定および二次元 magicangle turning (2D MAT)測定を行った。

測定は ChemagneticsCMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下、室温で行った。

3.結果と考察

Fig.2にaPANの構造を示す。 Fig.3

に、各温度において 1時間熱処理し

たaPANのCP/MAS13C NMRスペク

トルを示す。シグナル強度は α/C3

共鳴線で規格化しである。ピーク Cl

は、 250"Cで急激に減少しており、ほ

ぽ全てのこトリル基が反応したこと

が分かる。ピーク C2/C3は、 300"Cま

でに約半分に減少するとともに、 C4

"'C9炭素共鳴線は増加している。し

たがって、 C2/C3は脱水素反応により

芳香族化したか、あるいは酸化され

たと考えられる。

熱処理により新しく生じた C4""

C9炭素の帰属を明らかにすることを

目的として、以下の測定を行った。

dipolar dephasing 測定および

CP/MAS測定で白接触時間を 40μs

とした測定により、 C2"'C4，C7炭素

は直接水素と結合しており、

C5，C6，α，C9炭素は水素と直接結合

していないことが分った。また、ピ

ーク C4は、その等方化学シフトから

ピーク C3の炭素が酸化された炭素に

由来すると考えられる。

ff-斗
Fig. 2. The structure ofPAN. 

C:JJ回

.:…ごlk
3伺℃

2WC 

• 20(向

• .PAN 

3叩 200 1曲 。-1冊

Fig. 3. CP/MAS 13C NMR spectra of aPAN 

heat-treated at different temperatures. 

さらに、ピークC5"'C9の詳細な帰属を行うために 2D13C MATの測定を行った。 Fig.4に、
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250"Cおよび300"Cで 1時間熱処理した aPANの2D13CMATスペクトルをその skyproj ecti叩とと

もに示す。 Fig.5には、 Fig.4のスライスより得られる各炭素の CSAスペクトルを示す。得られ

た CSAの主値(a 11> a 22， a 33) および等方化学シフト aisoを過去のデータ 2と比較することによ

り考えられる、 250~300"Cで熱処理した品制の構造モデルを Fig.6 に示す。

250~300"Cで熱処理した aPAN は、 Fig.6 で示すようにニトリル基の反応による環構造と、こ

の環構造から脱水素あるいは脱水反応が起こった芳香族構造の二種類の構造からなっていると

考えられる。さらに 250"Cから 300"Cへ熱処理温度が上昇するにつれて、 C5~C9 共鳴線の強度

が増大するとともに、ゆるやかに高磁場シフトすること、さらには水酸基の付加した C4炭素の

減少から、芳香族化が進んでいることが分かる。一方、グラファイト構造の場合は、その構造対

称性から軸対称の CSA形状をとる。しかし、 Fig.5にはそれに対応する軸対称 CSA2bがみられ

ないことから 300"Cまでの熱処理では二次元的なグラファイト構造にはなっておらず、一次元的

に構造が発達していることが分かる。

C4共鳴線は、現在・CH(OH)-によるものと考えている。しかし、ーOCH2明や-C(OH)-の炭素もほ

ぼ同じ G聞を示すため、これらの可能性も否定できない。これらの炭素種の CSAは明確に異な

っているため、したがって CSAの比較から明確な帰属が可能である。今回の 2DMAT測定では、

C4炭素の CSAが artifactと重なってしまったが、今後 artifact-f民Eな測定によりその帰属を行う

予定である。また 200~250"Cにおける測定および不活性ガス中での熱処理を行うことにより、

芳香族炭素、特に C8，C9炭素の帰属を明確にしていく予定である。これらの試料に対し、さら

に13C_1HHETCOR測定、 relaxation-induceddipolar exchange with recoupling (RIDER)法 3による

14Nに結合した 13Cの選択的観測等も行うことにより、さらに詳細な解析を試みていく。

謝辞試料の apj制を頂きました日本エクスラン(株)渡辺氏に深く感謝いたします。
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PI09 放線菌由来 e-poly-L-Lysineおよびその誘導体の

13Cおよび 1制国体高分解能NMRによる分子構造解析

福井大工金沢大工 2

前回史郎10森貴志佐々木千鶴 2 国本浩喜 2

Mol削 町S伽 .ctura凶凶ysisofMicrob凶 e-poly-L-匂sineby using 13C and I~ωl刷協同gh-resol凶on NMR.

IDep紅白le蹴 ofAppli“Ch閉山町andBiotechnology， Faculty ofE略ineering，Fukui U凶Vぽsity，Fukui， 910・8507，Japan 

2Department of Chemistry and ChemicaJ Engin悶 ing，Faωlty of Engine町ing，Kan位:awaUniversity， K飢 azawa，920・II54，Japan 

Shiro Maedal， Jrak:ashi Mori¥ Sasak:i Chizuru2 and Ko・kiKunimot02 

Molecular structure of e-poly-L・Lysine(EPL) produced by a variant of Streptomyces albulus and its 

derivatives， of which side chain α-amino group of EPL were grafted with several azo dyes， were 

characterized by means ofhigh-resolution solid state ¥3C and 15N NMR spectroscopies. ¥3C， 15N spec回 and\3~ ___， 15 

relaxation time measurements showed， (1) the a-amino groups ofEPL hydrochloric acid salt are protonated 

叩 d白econformation of EPLIHCI differs from EPL， (2) there are two kinds of grafting with位 .0dyes， a 

covalent bond and ion complex. 

[はじめに] 必須アミノ酸の 1つである L-Lysineがe-位でア

ミド結合している e-poly-レLysine(EPL，Figl)は，生分解性・抗菌性

を有しており，すでに食品保存料などとして実用化されている.

EPLには反応性の高い側鎖α・アミノ基があり，さまざまな分子を

グラフトさせて誘導体を作成することで，新規の機能性材料とし

ての利用が期待できる.そこで，種々のアゾ色素を化学修飾させ
Fig.l E-poly-L・Lysine

た誘導体を作成し，固体状態での EPLと誘導体の構造を解析することを目的とし， \3C および I~

スベクトルと各種緩和時間測定を行った.

[実験] 試料は EPL と，その塩酸塩(EPLIHCI)， EPL誘導体として側鎖 α-アミノ基を

t剖ltoxycarbonyl(EPL・BOC)，Methyl Orange(EPLlMO)，そして DabsylChloride(EPLIDC)で化学修飾

したものを使用した.EPLの重合度は 32である.

固体高分解能\3C および I~N恥侃測定は， Chemagnetics CMX Infinity 300を用いて 75.56MHzと

30.45MHzで測定した 13C化学シフトは，ヘキサメチルベンゼンのメチル炭素を TMSから

17.35ppm， 15N化学シフトはグリシンを NH3(1iq.)から 32.50ppmとした IHのT1測定は saturation

recovery 法を\3C と I~ の T1 測定は Torchia のTlCP パルス系列を使用した.

回体 13CNMR・国体 ISNNMR・E-ポリリジン・生分解性高分子・ depo加ization

まえだしろう，もりたかし，ささきちづる，くにもとこうき
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[結果と考察] EPLとEPIAClの13Cおよび

1~ スベクトルを Figム Fig.3に示す 1) 13Cスベ

クトルの脂肪族部分のシグナルが両者で異なり的

EPLが塩酸塩となることにより C=O炭素が高磁

場シフトした.これは， EPLの直鎖構造が崩れ，

結晶構造が変化したと考えられる 2) T1C測定結 (b) 

果は，それぞれの試料に結晶相と非晶相の 2成

分があること， EPLとEPIAClの間で結晶化度

1に
200 150 100 50 o p附

の違いがあることを示した.EPLとEPLIHClの Fig.2 13C CPIMAS spectra判官L，(b)EPLlHCI. 

側鎖 α・アミノ基の 1~ 化学シフトはそれぞれ

26.5ppmと44ppmで、あった.塩酸塩では側鎖α・

アミノ基がプロトン化していると考えられる的

T1
N測定結果は，T1

Cと同様の結果を示し 2つの

試料の聞に結品化度の違いがあることを示した.

EPL 誘導体の 1~ スベクトルを Fig.4に示す (b)

BOCは側鎖 αーアミノ基に共有結合しており，

EPL-BOCの側鎖α・アミドNHは90ppmに現れた 200

EPUMO には主鎖 E・アミド

NH(115ppm)のほかに 2つのシグナ

ルが現れた.低磁場倶1J60ppmはMO

のジメチルアミノ基である.高磁場 (a) 

仮IJ34ppmのシグナルは， EPLと

EPIAClの側鎖b アミノ基シグナノレ
(b) 

の中間にあり，キトサン複合体の場

合 3)と同様にイオンコンプレックス

を形成していると恩われる. (c) 
J 九ん、ずv'

250 

Fig.3 

200 

150 100 50 o pp圃

150 100 50 OPPM 
EPUDCも同様に主鎖 E-アミド

NH(l2 lppm)， DCのジメチルアミノ

基 (62ppm)が現れた.さらに
Fig.4 I~CP&仏S spec回 (a)EPL-BOC，(b)EPUMO， (c)EPUDC 

l02.5ppmと35ppm前後に幅広の小さなシグナルが現れた. 102.5ppmはEPL-BOCのように，共有結

合した側鎖α・アミドNHと思われる.35ppm前後のシグ、ナルは， DCの一部が反応中にMOになり，

側鎖α・アミノ基が完全に共有結合ではなく，部分的にイオンコンプレックスを形成していることが原

因と考えられる.

[引用文献1

1) S.Maeda， T.Mori and K，かKiKunimoto， POかm.P，即'1'.， Jpn.， 51， 1073(2002) 

2) S.Maeda， Ko・KiKunimoto， C.Sぉaki，N.Yoshida， J.Hiraki， AKuwae and K.Hanai， to be published. 

3)前回史郎・飯田貴之・中江一浩・山下伸一郎・大島孝友・桜井謙資，第40回NMR討論会講演要旨集， 170(2001) 
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PII0 13C_NMRによる側鎖にナフチル基を有するボリ (L・グルタミン)

の分子運動の研究

北大院工 O鈴木淳司・尾張洋史・堤耀贋

奈良先端科技大院 荘司長三、千葉大工 中平隆幸

13 C -NMR Investigations of Molecular Motion in Poly(L-glutamine)s Having 
Naphthyl Group in the Side Chain 

IAtsushi SUZUK1， lHiroshi OWARI， lAkihiro TSUTSUMI ， 
20sami SHOJI， and 3Takayuki NAKAHIRA 

lDepartment of Applied Physics， Graduate School of Engineering， Hokkaido 
University， 
2 Nara Institute of Science and Technology 
3Department of Materials Technology， Faculty of Engineering， Chiba University， 

Poly(L-glutamine)s having a naphtyl group in the side chain are known to show 
some intere~sting photophysical properties， To investigate the molecular motion in 
~uch polymers ，~ IsC-NMR relaxation time~ were mea~ure-d as afunction oftemperature 
for põly~l-naphtylmethyl L-glutamine) and poly(1-naphtylethyl L-glutaInine) in 
N，N-dimethylacetamide'， It was found that the backbone undergoes the ellipsoidal 
rotational motion with a correlation time of 10・8Sat 300K about tbe long axis， In the 
side chain the motion of naphtyl group was controlled by the anisotropic libration of 
the side chain peptide. group， The~ ~o~relation times of naphtyl group were shorter in 
the order PNMLd < P(S，NE-LG < P(R)NELG at 300K. These iesu1ts were discussed in 
the relation to photophysical properties， 

〔目的〕芳香族発色聞を導入した高分子系で、

特に主鎖が剛直で規則的な形態を持つ場合は、

芳香族発色団が相互規則配向することにより、

光および電子機能を発現できる可能性が高い。

そのため、芳香族発色団の規則配向と光機能

との関係が研究の的となっている。

本研究では、アミド結合を介して芳香族発

色団を側鎖に導入したボリ(1-ナフチルメ

チルーL-グルタミン)(PNMLG)ならびに側

鎖に不斉をもっポリ[(1-ナフチル)エチル

ーL-グルタミン](P(S)NELG，P(R)NELG) 

い -J士
HγH， 

vo 
蝉異性体 sle'H
Bλ~2"R :H 

MJ1CHS 
PNMLG 

P(S)NELG 

P(R)NELG 

Fig，1 Structure 01 Poly(L-glutamine)s 

having Naphthyl Groups 

について、 13C-NMR緩和測定から分子運動を調べ、光機能特性との関連について検討

した。

キーワード:13C核磁気共鳴緩和時間 ポリ (L-グルタミン)光特性相関時間

すずきあっし、おわりひろし、つつみあきひろ、しようじおさみ、なかひらたかゆき
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〔実験〕ボリマー(重合度 70)濃度 5w1%の重水素化ジメチルアセトアミド溶液につ

いて、主鎖がヘリックス状態とランダムコイル状態での 1;'C-NMR緩和測定(Tl，NOE)

ヘリック

スーランダムコイル転移は TFA(三フッ化酢酸)を添加することで行った。

〔結果・考察〕磁気緩和の温度依存性から主鎖、および側鎖の分子運動解析を行った。

を共鳴周波数 75.48および 100.5MH  z 、温度 800-:398Kで行った。また、

PNMLG、P(S)NELG、P(R)NELGについて次のような結果が得られた。

主鎖は長、短軸周りの回転相関時間

の比が p=τ.)τ ム-117の回転楕円

(τ 体運動を行っている

10-88. 800K)。

考慮し側鎖の内部回転運動を解析し

Fig.2に光特性を左右する側鎖

ナフチル基の

この主鎖回転運動を

た。

75.4MHzにおけるス

0.2 ビンー格子緩和時間 Tlの温度依存性

を示した。各々の試料で Tl値はどの
3.4 

lOOO/T (K-l) 
3.2 3 2.8 2.6 2.4 

炭素でもほぼ同じ値を示したことか

13C T， values for the naphthyl carbon of Fig.2 ナフチル基の Cc-C;軸 (Fig.l

周りの回転は制限されている

ら、

.PNMLG，ムP(S)NELG，口P(R) NELG，75.48MH z 
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ことが分かる。更に、側鎖ペプチド

平面が 4残基ごとに水素結合していると

このペプチド平面が水素結合軸周りし、

とそれに垂直な軸周りに高速の微小揺ら

Tlのぎをしているモデルを仮定すると

温度依存性を良く説明できた。 800K

15 ヰFA温度 %10

chemicei 剥fIS d 

その微小揺らぎの相間時間はおいて、

In P(S)NELG n.m.r. 13C FIg.3 P(R)NELGでそP(S)NELG 、PNMLG、

N，N-<lim曲折a泡卸nide-TFA mixed剖 ventsat 3∞K 1.4X 8.5 x 10・108、2.1 X 10-108、れぞれ

PNMLG > つの試料におけるナフチル基の運動性は、3 であった。即ち、10匂白

は

P(S)NELG主鎖 Cαのケミカルシフトの TFA%依存性を示したものである。実験結果

から 5%以上でヘリックスーランダムコイル転移することが分かった。 TFA15%を含

む溶液についても同様の 13CNMR緩和測定を行いヘリックス状態との比較を試みた。

Fig.8 から導くことができた。NMR であることが> P(R)NELG P(S)NELG 

以上、 NMR緩和測定から得られた結果を基に、 3種類の試料における主鎖と側鎖の

-337-

運動解析を詳細に報告する。



P 111 国体高分解能 13C-NMR法によるポリペプチドの高次構造の安定性.IV

1東工大院・理工/高分子センター、 2ブ、/レカーバイオスピン

0村田勝義1、甲野裕之2、黒木重樹1、安藤勲1

A Study of Conformational Stability of Polypeptides by Solid Sta鵠 13CNMR. IV 

k.atsuvoshi Murat~1， Hiroyuki Kon02， Shigeki Kuroki1 and Isao Ando1 

1Department of Chemistry and Materials Science， Tokyo Institute of Technology 

I Research Center of Maぽ omolecularScience， 2Bruker Bio Spin 

Polypeptide blends such as poly(L-alanine)/poly(L-isoleucine) blends， poly 

(D-alanine) Ipoly (L-valine) blends and polyglycine/poly (L-valine) blends have 

been prep訂 edby using the method developed by us. The structures of the 

polypeptide blends町 eelucidated by solid-state NMR experiments. 1 has been 

clari宣edthat the hydrogen bonding plays an important role for the polypeptide 

blends. 

緒言

ポリペプチドの国体高分解能 13C-NMR化学シフトは、コンブオメーションに依存

することが知られている o ポリペプチドは、 Cα炭素周りの二面角("'，~)の回転に

より多種多様な構造をとることが期待されるが、安定な高次構造として、 Helixや

Sheet構造をとることが知られている。高次構造を安定化させる要因としては、水

素結合、分子内 s-S結合、ファンデルワールス相互作用、疎水性相互作用などがあ

るが、そのなかでも分子内及び分子聞の c=oとH-N聞の水素結合が重要な働きを

していることが知られている。ホモポリペプチドやアミノ酸共重合体(含蛋白質)

のコンブォメーションの分子鎖聞に働く相互作用の研究は数多く行われてきた。し

かし、 2種類のホモポリペプチド同士を混合することによる異種ポリペプチド鎖間

の相互作用やそれぞれの高次構造の安定性などについてはあまり研究されていない。

本研究では、 2種類のホモポリペプチドを混合した系内における各々の分子の高次

構造の安定性、及び分子鎖聞に働く相互作用について研究を行った。

実験

Poly (L-ala凶ne) (PLA)、Poly(D-alanine) (PDA)、Poly(L-valine) (PLV)、

Poly g lycine(PG)、Poly(L-isoleucine)(PLIL)のポリペプチド使用し、このなか

Structure; Polypeptide; Polymer Blend; Solid State NMR; HETCOR; hydrogen bond. 

むらたかっよし、こうのひろゆき、くろきしげき、あんどういさお
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から 2種類のポリペプチドを 0/100、20/80、50/50、80/20、10010の重量比でそれ

ぞれ採取混合し、溶媒 (2wt%のH2S04を添加したTri丑uoroaceticacid (TFA))を

加えて溶解後、アルカリ水溶液に添加して閤化させ減圧乾燥して試料を得た。測定

は Bruker4 mm-double tuned MAS probeの装備されている BrukerDSX 300 

NMR (75 MHz for 13C and 300 MHz for lH)を用いた。

結果と考察

調製した試料について 13CCPIMAS NMR測定を行った。その結果、 PLA、PDA、

PGなどの Helix-typeのポリペプチドの高次構造の一部が9・sheetに変化した。

これらの試料の高次構造の変化がそれぞ

れのポリペプチド分子聞の相互作用にど

のような変化を与えたかを確認するため

High-speed 企equency-switched

Lee-Goldburg (FSLG) 13C-IH 

heteronuclear correlation (HETCOR) 

の実験を行った。その結果、 s-sheetに

変化したポリペプチドと元々s-sheetだ

ったポリペプチドの間で水素結合を形成

していることがわかった。 また、我々

は、以前に lHTlp測定の結果から、それ

ぞれの分子が約 3nmのスケールで、相溶

していることを報告している。 1，2 今回

の HETCORの結果は、これまでの 1H

Tlpの結果を支持している。当日、これ

らについて詳細な報告を行う。

孔攻防 Cの

(a) 

(b) 

(c) 

60 岨 r:目立10 回曲岨 20 ". 

Fig. 2 0圏雲・din国 銀閣血Is1i碑 'SlU>ng也el町包m旬1車 isof

也eHETCOR号制定ataken It 5.s ppm (PL V:Ha)佃也e'H
chemical !hift蹴鼠百回零時ctmiremiritgt町田~(防1.5，
(b)05皿 d(c)O.2m亀岡岡町eJ.y.

?寸

τ碍 ' " き も “ ・4
白 血n由回岨副盆骨司

PLV:辺事

PG(3，)HCI 

PG(JI):fh 

PLV:HCI 

ιーム，'-PO(Jl):闇

r L PL研闇

F → 
ヨミ 府調

Fig. 1 UC -IH HEI'∞R理leCtnm(:由民包.gtime:1.5 ms)of 
pαPL攻ぬðO) ü圃品輯npl=鴫泊朝間pr~æed~副樋nga
TFA田btionsofthepolypq草地saXl!aininga2.0司刷%

a四国offも叫旬a1bline咽眠

l曲 l柑 120 曲師曲判却，，..

Fig. 3 One-dim園sionnalsli団 slU>ng血e】即izon佃1割問。f

the HETCOR lP"蜘祖回11'45 ppr叩G(s):刷 onthe'H
ch田 1剖!hift蹴IS. η1叫岡田lI'emlXDgt町田防 (a)1.5， 
(b)05血 d(c)且2町田甲山時

1， Murata， K.; Kuroki， S.; Kimura， H.; Ando， I. 

2， Murata， K.; Kuroki， S.; Ando， I. Polymer， 

Bi句m物館rs2002， 64， 26 

mpress. 
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P 112 キトサンおよびキトサンー高分子複合体の

固体高分解能NMRによる分子構造解析

(福井大工)前回史郎.0山下伸一郎，武藤勝紀，棲井謙資

High-Resolution Solid-State NMR Study 
on Chitosan and ChitosanlPolymer Complex 

Shiro Maeda， Shin-ichiro Yamashita， Katsunori Muto， Kensuke Sakurai 

Faculty ofEngineering， Fukui University， 910・8507，Japan

The inter-polymer interactions of chitosanl(carboxymethyl cellulose) (CS/CMC) 

and chitosanlpoly(acrylic acid) (CS/PAA) complex obtained from formic acid and 

hydrochloric acid aqueous solution were investigated by using 13C high-resolution 

solid-state (CPIMAS) NMR. 13C NMR spectra of both CS/CMC and CSIPAA 

obtained仕omformic acid and hydrochloric acid aqueous solution showed similar 

chemical shift change of Cl， C3， C4， and C5 signal. This showed that inter-polymer 

interactions of CS/CMC and CSIPAA complex were formed without the effect of 

formylation. 

【はじめに】 キトサン(CS)は酸性溶液に溶解するとポリカチオンになり，金属，も

しくはポリアニオンと複合体を形成することがよく知られている.また，溶媒和した

CS結品は，酸性 CS溶液から形成されることが知られている.

13Cおよび国体高分解能 NMRによる CSIPAA(キトサン/ポリアクリル酸)1)と

CS/CMC(キトサン/カルボキシメチルセルロース)， 2つの高分子複合体の形成機構の

解明を試みている1).これまで、溶媒にギ酸を使用してきており、キトサンのホルミ

ル化の影響を考慮しなければいけなかった 2). そこで、溶媒に塩酸を使用した.

。

【試料】 CS(片倉チッカリン， DAC=97%， DPn=5，500)は 5%過ホウ酸ナトリウム

水溶液で8時間混合することにより解重合した後，櫨過，洗浄，そして 1日間凍結乾

燥した.解重合した CSは粘度測定から， DPn=480である.PAA(AIdrich， Mw=5，000) 

は精製せずに使用した.

CSIPAAは2%/1%塩酸およびギ酸水溶液にそれぞれ溶解し、 60""'70ocで8時間乾燥

した.CS/CMCは2wt%/l%塩酸水溶液で、化学量論的に 1:1になるよう調製し， 60""' 

70 "cで 8時間乾燥した。

固体NMR，キトサン，カノレボキシメチルセルロース，ポリアクリル酸

まえだ しろう，やました しんいちろう，むとう かつのり，さくらい けんすけ
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(装置] 固体 NMR測定には ChemagneticsCMX Infinity 300を用い， 13Cはヘキ

サメチノレベンゼンにおけるメチル炭素を TMSから 17.35ppm，15Nはグリシンのシ

グナルを液体 NH3から 32.5ppmとし，それぞれ外部基準とした.パックグラウンド

信号の影響を無くすために、セラミックス製 5mmCP瓜仏Sプロープを用いた.900 

パルス幅は 3.0us，MAS回転数は 7kHz，積算回数は 8，000回である.

【結果と考察]CS， CMC， CS/CMCの

13C CPIMASのスベクトルを，それぞれ

図 1の(a)，(b)， (C)に示す.複合体中に

おける CSとCMCの Clシグナルは高磁

場側に 3"-'8ppmシフトし， C4シグナル

の大部分が高磁場側にシフトしている.

C3， C5，にも高磁場側のシフトが見られ

る.また， CMCでは 178ppmにCOOH

炭素のシグ、ナルが現れている.溶媒にギ

酸を用いた CS/CMCは，ほとんどシフト

していないのに対して溶媒に塩酸を用い

たCS/CMCでは175ppmにシフトしてい

る.図 2に(a)CS，(b)CS/PAA(ギ酸)，

(c)CS/PAA(HCI)の 13CCPIMASのス

ペクトルを示す.複合体中における

CSの Clシグナノレは 4"-'7ppm高磁場

シフトし， C4， C3， C5のそれぞれの

シグ、ナルは高磁場シフトして2本に大

きく分裂している.これらの結果は，

溶媒がギ酸，塩酸のどちらでも見られ

る.以上のことから、 CS/CMCおよび

CS/PAAのそれぞれの Cl，C3， C4， 

1剖

Fig.l 13C CPMAS NMR spectra of (a)chiωsan， 
(b)CMC， and (c)CS/CMC. 

IcJ 

Y 

'曲
τ 
pp舗C5シグナルのシフトは 2種類の溶媒

で同様の結果が得られた.ただし，

CS/CMC中における CMCおよび

Fig.2 13C CPMAS NMR spectra of (a)chiωsan， (b)CSIPAA 
castfilm仕om2%あrmicacid， (c)CSIPAA castfilm 
from 1% hydrochloric acid. 

CS/PAA中における PAAのCOOH炭素シグナルのシフトについては現在検討中であ

る.

【引用文献1
1) S. Maeda， T. Ohshima， and K. Sakurai， Proc. XVlIIth Int. Conference on 
Magnetic Resonance in Biological砂"Stems，~66(1998); K. Sakurai， T. Ohshima， 
andS. Maeda Adv. Chitin ScI， 135'I40(1998). 

2)桜井謙資，前田史郎，原謙吾，キチン・キトサン研究， 2(3)， 197・204(1996).
3)前田四郎，飯田貴之，中江一浩，山下伸一郎，大島孝友，桜井謙資，第 41回NMR
討論会講演要旨集， 170・171，(2001). 
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P 113 13C標識膜蛋白質の NMR:残基依存性

姫路工大・院理 O山口悟、白石彩、荒川規、辻暁、斉藤肇

13 C NMR of membrane protein: residue dependency 

Depar初tentofL砕Science，HimザiInstitute ofTechnology， 

OSatoru Yamaguchi， Aya Shiraishi， Tadashi Arakawa， Satoru Tuzi組 dHazime Saito 

We examined residue dependency of 13c solid s旬teNMR by using bacteriorhodopsin(bR) for a typical 

model of G-protein coupling閃ceptor.The bR was labeled by [l-13C]Trp or [1-13C]Phe and spec甘'awere 

acquired by CP-MAS and DD-MAS. Evev if an amino acid is located in the transmembraneα・helix，we are not 

always able to observe all signals arising企'Omprotein. This problem was caused by interference betw閃:nprotein 

mobility and decoupling andlor MAS frequency. 

膜蛋白質は生体内において受容体、チャンネル、トランスポータ一、イオンポンプなど重要な役

割を果たしている。これら膜蛋白質の生理学的機能の解明には原子レベルでの構造解析が必要である。

通常、溶液 NMR では蛋白質を均一 I~、 13C に標識する手法が一般的であるが、揺らぎが大きく十分

に水和した膜蛋白質の場合は標識部位、残基の種類によって 13C信号が消滅、あるいは広幅化が生じ

る。すなわち[3-13C]Ala標識パクテリオロドプシン(bR)の場合は全ての信号を検出できるのに対して、

[1-13C]Ala標識bRの場合はループ、および界面付近にある残基の信号が観測されない。一方、[1-13C]Val

標識bRの場合はこれらの信号が観測できる。 1)これはアミノ酸側鎖の大きさによって変化する 104_105

Hzの揺らぎとプロトンデカップリング、マジ

ック角回転周波数の干渉に伴って信号の先鋭

化が機能しなくなることによる。このことは

十分に水和した室温における膜蛋白質の一般

的性質であるため、パクテリオロドプシン(bR)

(図1)を対象として部位特異的国体 NMRを

用いて 13C信号の残基依存性について研究を行

った。この際、 Mn2+を加え、揺らぎの大きな

膜表面部位の信号を消去することで膜貫通部 品 J

円融h
 

』抽耐
・
柿
岡

崎晶血品加担

1SOAII.抽掴刷崎

'" .. 

11 ... 
lii-

崎.. 
6・・ ・・品ぺ圃R・捕

Q;" 

位由来の信号を区別した。 図 L パクテリオロドプシンのアミノ酸配列

国体 NMR、膜蛋白質

0やまぐちさとる、しらいしあや、あらかわただし、つじさとる、さいとうはじめ
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図2に[l.¥3C]Trp標識 bRのCP-MASスペク

177.0 トルを示す。 Trpは bR中に 8残基存在するが(図

1)、 CP-MASスペクトルからは 3本のシャープな

信号が観測された。一方、 DD-~仏S スペクトルは

コンフォメーション依存化学シフトから低磁場の

信号はα・ヘリクス由来の信号であり、この結果は

高磁場側、低磁場側に新たに信号が観測された。

CP-MASで観測する限り膜貫通α.ヘリックスの全

173.6 ての信号を捕らえることができな，いことを示唆し

ている。点線はMn2+処理を行い脂質二重膜表面部

位の信号を消去したスペクトルである。 CP-MAS、

DD-MAS共に 175.0、175.8、177.0ppmの 3本の信

175 
ppm 

図2 [1-13CJT"rp棟識(黒線}と地P処理された(点線)

bRのCp':'MAS(上)と DD-MAS(下〉スペクトル.

170 180 

これらの信号はどれも蛋白質中心部

位の揺らぎの小さいレチナールポケット付近の信

号由来のものと考えられる。図 3に[l)3C]Phe標

識械 の CP剖 ASスペクトルを示す。[l-¥3C]Tl中

号が残った.

174.5 

標識の場合とは異なり、膜貫通部位由来の信号は

CP-MAS、DD-MAS共にほぼ同じ線形を示してい

る。

bRは全体として不均一な揺らぎ構造を持つこ

とをすでに報告しており、特に膜貫通 7本ヘリッ

クスを持つ蛋白質の場合、ヘリックス聞のパッキ

ングの程度、倶11鎮の方向、膜表面からの距離によ

って揺らぎが大きく異なることが容易に予想され

る.[3-¥3C]Ala標識 bRを温度変化させた場合、蛋

白質の揺らぎとデカップリング周波数もしくは

MAS周波数との干渉により信号の消失が確認され

この問題が主鎖標識の場合にも起こりうており、

ることを示唆している.よって膜蛋白質の同位体

標識を行う場合、蛋白質の揺らぎに注意し、アミ

ノ酸の種類を慎重に吟味する必要があることが分
170 175 

ppm 
180 

かった。

図 3 [1 -13ClPhe標識bRのCP-MAS(上)とDD-

MASC下)スペクトル.

I) H.Saito， T， Tsuchi伽，K.Ogawa， T.Arakawa， S.Yi釦l¥lguchi
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P 114 13C標識膜蛋白質のNMR:オリゴマー化、二次元結品形成効果

縄路工大・院耳目 O斉藤肇、土田隆浩、刷11敬二、荒川規、山口悟、

辻 暁

NMR Studies∞J3C品beledMembrane Proteins: The Effi倒 ofOli伊meriz出onand Fonn油onof

Two-dimensional Cry羽山neLat附

江糊 ofLife Science，田町iInstitute of Technology) Hazimeぬiω"11御悩roTs田 hida， Keiji 

。 伊 川Tada品iAraka糊，白畑uYi組tagUchiand臼縮uTuzi

悦 havere∞rded13C NMR spe仰 aof[3.13C]A1a-and[l.13C]Val品bel，吋b節制iorllodo戸in(bR)and'

W80L削 W12Lmu凶也inwhich hexagonalαy蜘幽lela組問mightbe disru伊吋ordisor伊ni剖，in

oniet"ωclar埼r加wprotein骨narnicsof白悶mutar由 areaff郎総dbythe戸田四回oftheαy蜘 lline

加6田..htumedout白紙自邸側副onm凶onofthe岡町nem伽aneα，.heli，田sofせ蹴em御崎withoutthe

αy瑚 lline1側関iss曲調ntiallya∞eleratedωthe企明uencywith， 104匝部∞mparedwith白紙ofwi1d

type bR with H戸地

生体における信号伝達急物質輸送、その他重要な働きをする膜蛋白質は、生体系を対象と

する固体高分解能NMRIこ課せられた最後のフロンティアでもある。しかし、これまでのア

ブローチでは、 intactな膜蛋白質とは程遠い、ペプチド断片にとどまっている。また、生理条

件に対応する室温かっ高水和状態を念願においた系も極めて少なし、一方、部位特難包囲体

高分解能13CNMRでは1.2、k町となる信号の帰属にコンホメ

ーション依存13Cシフト、部位特異変異株を用い、生理条件で

ある室温カミつ高水和条件における intactへの適用が可能である。

実際、パクテリオロドプシン'(bR)に限らず、最近光走向性蛋白

質としてのホボロドプシン3、信号伝達系のジアシルグリセロー

ルキナ}ゼ在>GK)4に対しても適用可能であることを示した。

本研究では、膜蛋白質NMR測定に関して蛋白質自身のオリ

ゴマー化(図1では三量体)、二次元結品の有無が13CNMR測

定にどのような影響を与えるか、 13C標識W釦11"Wl2L誤料に

ついて検討を行った。 図1 bRの三量体と六方品

図2は、 [3.
J3
C]A1a標識W80L(A，l))およびW12L但，E)変異体 の単位格子(投影図)

の13Cσ'.MAS(左側)DD-MAS (右側)NMRスベクトルを野性

株 (C，F)と比較したものである。明らかに野性株に比べ、変異株のスベクトル幅が増加する

と同時に信号強度が減少している。 13C標識アラニンからハロバクテリアの脂質メチルに移

行した、星印ピーク信号強度の著しい増強からもわかるように、野性抹bR周辺にある 10

個の脂質量が、六方品の消滅ないしは不全のために 10-20倍に増大しているためであ

13C膜蛋白質、オリゴマー化、 2次元結晶、ダイナミックス、 NMR

さいとうはじめ、っちだたかひろ、おがわけいじ、あらかわただし、やまぐちさとる、つじさとる
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る。一方、図3に示すように

[1_13C]Ala標識W80L(人D)お

よびW12L白玉)変異体の 13C

CP-MAS (左側)DD-MAS (右

側)NMRスベクトルを野性

株のbR (C，F)と比較した

ものである。図 1と著しく異

なり、変異株の信号強支が野

性株のスベクトルに比べて著

しく減少していることである。

これは、蛋白質骨格の揺らぎ

の周波数が、化学シフト異方

性が大きいカルボニル基の13

Cシフトの先鋭化に必要なマ

ジック角回転周波数4kHz程

度にあるとき、相互に干渉を

をおこして信号が消滅してしま

うためである。

これらのデータから、三量体

形成が不全にれはCDスベク

トルから検証可能)あるいは六

方晶が消滅の場合、蛋白質蛋白

質のパッキングによって、二次

元結晶がある場合の膜貫通ヘリ

ックスの揺らぎの周波数 102也

から、この場合のように揺らぎ

の周波数が増大して 10Thにお

よぶことが明らかになった。
130品1Rスペクトノレ測定の観尽

からは、その揺らぎが小さい二

次元結品における観測がより望
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図3[1_13C]Ala標識W80L，W12LおよびbRの13CNMR

ましいことがわかる。

この結果は、膜蛋白質における標識の逝尺が特に重要で、化学シフト異方性の大きい核を

プローブにした場合、蛋白質骨格の揺らぎの周波数ともろに干渉をおこすことがあるので十

分に注意を要する。

1 H Saiω， S. Tuzi， M Tanio， A Naiω， Annu. Rep. Ntv恨S伊組側.，47，39・108(2002)

2 HSaiω， S. Tuzi， S. Yamaguchi， M Tanio， A N甜o，Bi∞him.Biophys. Ac飽， 1460， 39-48 (21α刀)

3 荒川規、下野和実、山口悟、辻暁、加茂直樹、斉藤肇、日本生物物理学会第40回年会

4 山口悟、辻暁、斉藤肇、日本生物物理学会第40四年会、名古屋、 2002
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P 115 固体2次元交換13CNMR法によるPMAA!PVAcブレンドの研究

(防大応化)0浅野敦志

Two dimensional
13C exchange NMR study of PMAA!PV Ac blends 

Atsushi Asano 

Department of Applied Chemistry， National Defense Academy， Japan 

IH spin-lattice relaxation tim巴sin the laboratory and the rotating frames have shown that 

出epoly(methacrylic acid)ゆoly(vinylacetate) (PMANPVAc) blends are homogeneous on a 

scale of 20-50 nm， but the PMANPVAc-rich blends are partial1y inhomogeneous on a scale of 

2・5nm，while the PMAA-richlPVAc blends， including PMANPVAc=1/1 blend， are completely 

miscible on the scale.1 D匂∞mpositionof 13C NMR spectra for出ecarboxyl (COOH) and 

carbonyl (COO) regions and 13C spin-lattice relaxation times in the laboratory frame (T1 C) 

indicated the existence of the inter-polyrner hydrogen bonding between PMAA and PV Ac: the 

fraction against whole amount of COOH or COO groups is 30%. Two-dimensional exchange 

13C NMR spectrum provides the cross peak between the COOH group at 179 ppm for PMAA 

and the COO group at 175 ppm for PV Ac. This cross peak is taken place owing to the close 

proximity of those 13COOH and 13COO functions less than 1 nm. 

〈はじめに〉ポリメタクリル酸 (PMAA) とポリ酢酸ビニル (PVAc)は構造が類似

しており、またPMAAの側鎖がCOOH、PVAcの側鎖がOCOCH3であるので、それらの

ブレンドは側鎖どうしのポリマ一間水素結合により、非常によく相溶寸ると予想され

る。実際 PMANPVAcポリマーブレンドの IHの緩和時間 T1
HとT1P

Hの観測から、広い

組成比で非常によく相溶することがわかっている1)。このポリマー聞に形成される水

素結合は13CNMRスペクトルの化学シフト値の変化を生じさせ、ブレンド中で相互作

用しているカルボキシル基/カルボニル基ピークは、単体とは全く違う位置に観測さ

れる。相互作用部位と相溶性を、水素結合により分裂したと考えられるPMAA由来の

ピークとPVAc由来のピーク間を2次元交換13CNMR法から観測して議論した。

〈実験〉 固体13CNMRスペクトルの測定にはBrukerDMX 500分光光度計を用い

た。 MAS回転速度はカルボニル/カルボキシル基のスピニングサイドバンドのアリフ

ァティック領域への重なりを省くために 8kHzに設定した。 13C核とlH核のラジオ波

強度は55.6kHである。固体2次元交換13CNMRスペクトルは、 DOTY製5φ プローブを

用いて、台形型の強度変調CPとτ'PPMデカップリングを用い位相検波方式 (TPPIモー

ド)で測定した。ミキシング時間は100msからlOsまで変化させた。

キーワード:固体2次元交換13CNMR、ポリメタクリル酸 (PMAA)、ポリ酢酸ビニ

ル (PVAc)、ポリマーブレンド

あさのあっし

-346-



〈結果と考察〉 図 1にPMANPVAcブレンドのCPMAS13C NMRスペクトルを示

した。図 lAはカルボキシル/カルボニル (CO)基、図 lBにはアリファティック

領域を拡大して示している。 A)
凸・・ B) C(q) 

それぞれのスペクトルの右側 ーソ¥ 四回八 Ob.・ Sum 
4AA ( ¥α，11 CH， 

にはPMAA単体とPVAc単体の 1-¥ ん 今 J 人ι ーJ1l人 j 孔ーハ

スペクトルをブレンドの組成 初 、「 ハハ J ~ J人

比に応じて加算したスペクト ~f"'V代\~ .....，J戸 v 卜~ー/Vwlv 」 -A-A〉 」

ルを示しである。実測とシミ 2/1 1.¥ (¥j ふJlバ r̂Jl人

ュレーションとを比較する ι)¥ _ 1¥ ~ ~ ~ 1 

と、アリファティック領域で 1~^LJ\)ト J…J-JJ1
はシミュレーションしたスペ ~~nL ー~nL~川、 L ーノル\J~
クトルが実測と全く同じスペ

クトルを与えるのに対

基領域のシミュレーションの

スペクトルは実測のスペクト 4ム…ふ1ι ふ1ιふん1ムI ふふ J0.お ゐムム込 i
ルと全く違うことがわかる。 chemicalshi白Ippm

CO基領域の実測のスペクト Fig.1 Observed CPMAS 13C NMR spectra of PMAA， PVAc and 
ルはシミュレーションに比べ thePMAA/PVAc blends: (A) Ca巾oxylregions of PMAA and 

ions of PV Ac， (B) aliphatic r巴gion.Sum of the 13C 
て複雑に分裂している。この NMRsoectr MAA and pure PV Ac at the respective molar 
ことは、 PMAAとPVAcとの側 unitratio is also depicted on巴achright hand of the observed spectra. 

鎖間で13CNMRスペクトルに影響を与えるほどの相互作用が存在していることを示

している。 CO基領域の実測スペクトルを 5つのGaussian波形でシミュレーションする

と、 PMAA由来の183ppmに観測されるブロードなピークが187，183， 179ppmの3本に

わかれ、 PVAc由来の171ppmに観測さ

れる、よりシャープなピークが175，

171ppmの2本に分裂していることが

わかった。PMAA由来の179ppmとPVAc

由来の175ppmのピークはT1
Cのブレン

ド組成依存の観測から、単独に存在し

ているというよりは、互いに協調的に

運動していると結論づけられる九化学

シフト変化を伴う水素結合がこれらピ

ーク聞に存在するならば、 2次元交換

13C NMRの測定からクロスピークが観

測されると考えられる。

図2に固体2次元交換13CNMRスペ

万民

クトルを示した。図 2からわかるよう 190 180 170 

に、 179ppmと175ppmとの聞にクロスピ Chemical shili ppm 

16り

170 

180 

190 

160 

一クが観測され、 これらピ一クの残基 Fig.ム2Tw叩od副im巴叩ns凶Isio由io叩na凶la叫a必le回xcha直閣叩nge1臼3CNMRs叩p巴配ct回ru叩UI叩III削I

問士が空間的に非常に近い位置に存在 COre培gio竺団 oぱft批hePMAA/PVAc恒=3/1凡1blend. The observed 

していることが示唆された。 CPMAS.，c NMR spectrum is shown on出etop of恥 2D
sp民 trumand each decompos巴dpeak is also depict巴dby a 

1) A. Asano， et al.， Macromolecules， 20位 brokenline. The cross peaks between 179 ppm and 175 ppm 

in press. are clearly obs巴rved.
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P 116 機能性を付与した各種絹様物質の遺伝子組換え法による作成と

国体NMR構造解析

(農工大工)0嘉数あや銚菊明川村純司横井恵理子亀田恒徳朝倉哲郎

Genetically Engineered Syntheses of Silk-1ike Materials and Their Structural Analysis 
with So1id-state NMR 

Ava Kakazu..Juming Yao， Junji Kawamura， Eriko Yokoi， Tsunenori Kameda and Tetsuo Asakura 

Depertment of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology 

The silk filaments of silkworms， wild silkworms and spiders have high-performance character and 

consist of repeated amino acid sequences. We synthesized severaI new silk-like materiaIs with 

combinations of these unique sequences using geneticaIIy engeneered synthesis. In some silk-like 

materiaIs， additionaI functionaI sequences selected from in elastin and fibronectin are introduced into 

the chain in order to create new functions of the silk-like materiaIs. The 13C CPIMAS NMR spectra 

were observed and the Ala Cs region was used to analyze the structure in detail. 

[緒言] 蚕やクモは、水溶液から常温、常圧において、同じ太さの鋼鉄線の強度に匹敵す
る、あるいはそれを超える絹を瞬時に作成する。絹の一次構造の特徴の一つは、多くの繰
り返し配列からなることであり、その繰り返し配列が固有の高次構造を形成することによ
り、固有の物性を発現していると考えられる。当研究室では各種絹ならびに、その繰り返
し配列を有するペプチドについて詳細なNMR構造解析を行い、その結果に基づいて、繰
り返し配列を組み合わせた新しい絹様物質を分子設計するとともに、遺伝子組換え法を用
いて実際に作成してきた1)的。さらに他のタンパク質の機能部位、例えば細胞接着活性を有
する繰り返し配列を導入することにより、新たな機能を付与した絹様物質の作成を試みて
きた。
本研究では、遺伝子組換え法を用いて作成した新しい絹様物質の構造を、 AlaCsピークに
着目して解析した結果について述べる。

[実験] 現在、当研究室で Table 1 Silk-Iike materia1s問paredwi山geneti叫 yengeneered syn出竺ino山 l蜘 ratory

作成に成功した各種絹様物
質について、一次構造を
Table 1にまとめた。試料(1)
と(2)は、家蚕絹の基本構造
である (GAGAGS)nを基本と
し、エリ蚕やクモ牽引糸の
絹のGlyrich領域を組み合わ
せており、新しい物性発現

回 mples n:number of repea箇

(1) [GGAGSGYGGGYGHGYGSDGG(GAGAGS)J]n 2.4.6 

(2) [(AGSGAG)6ASYGGLGSQGAGRAS]n 4 

(3)[TGRGDSPAGG(AGAGSG)JAS]n 5 

(4)[(GVPGV)2GG(GAGAGS)3AS]n 8.16 

(5)[TGRGDSPA(GVPGV)2GG(GAGAGS)3AS]n 8 

(6) [(A)lSTSGVGAGYGAGAGYGVGAGYGAGVGYGAGAGY]n 4 

(7) [DGG(A)6GGAASGAGYGA(GAGSGA)2GAGYGA]n 4 

を目的とした。試料(3)は、フィブロネクチンの細胞接着部位であるRGDを含む配列を家
蚕絹の基本構造に導入した材料で、細胞接着性と熱安定性の向上を目的とした。試料(4)

は、エラスチンの弾性部位である (GVPGV)nを家蚕絹の基本構造に導入した材料であり、
ドラッグデリパリ一等の生体材料としての使用を目的とし、試料(5)は、 (3)と(4)の特性を
併せ持つように設計された。試料(6)は、エリ蚕絹のAla連鎖部位を強調し、家蚕絹のGly

rich領域を組み合わせた材料であり、試料(7)は、クモ牽引糸のAla連鎖部位と家蚕絹の基
本構造を組み合わせた材料で、いずれも、より高強度な絹様物質の作成を目的とした酬。
各々の絹様物質をコードするオリゴヌクレオチドを合成し，そのDNAモノマーを重合する
ことにより目的DNAを構築し、最終的に大腸菌により絹様物質を発現させた。 20-40mg(培
養液Lあたり)の最終生成物が得られた。さらに、試料(4)については、 M9最小培地中に[3-

キーワード機能性絹様物質安定同位体ラベル遺伝子組換え法国体NMR構造解析

0かかずあややおじゅみんかわむらじゅんじよこいえりこかめだっねのりあさくらてつお
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¥3C]AlaおよびノンラベルのValを添加して培養することによって、選択的に発現タンパク
質中のAlaCsを13Cラベルした。培養液Lあたり 30mgが得られた。

[結果および考察] 絹の13CCP/MASスベクトノレにおいて、 AlaCs領域は、コンホメーショ
ンならびに分子間構造に極めて敏感である o 当研究室では(GAGAGS)nを主成分とする家
蚕絹の結晶部について、 Fig.lの帰属を報告してきたM 判。家蚕絹の繊維化前の構造(Si1k1) 

は繰り返しtype11 s-turn構造であるが、繊維化後(Si1k11)は、 3つの構造が混ざった不均一
構造となる。
遺伝子組換え法を用いて作成した絹様物質のう
ち、 AlaCs部位の安定「司位体ラベノレを行った試
料(4)の結果について述べる。 Fig.2(a)に示したよ
うに、絹様物質(4)のスベクトルは複雑であり、

(a) Silk 1 
type II 
s-turn 

安定同位体ラベルなしに、詳細な構造解析は不 l 

可能であったが、 Ala Cs部位の選択的ラベル 30 20 10 
f 一、 ppmfro 

(Fig.2 (b))により可能となった。ノンラベル試料
との差スベクトルを得(Fig.3)、Fig.lのSi1k1とSi1k
11の、構造解析結果を参考にして、ピークを分離
した。しかしながら、 24-30ppmには、 トランス
アミネーションによるProCs， Cy、ValCsのピ
ークが出現する。 16.2ppmにSilk1の化学シフト
と一致するピークが出現するが、少しブロード

(b) Silk II 

b 、九哩乞九/

いき苧ダ
s-sheet / 
(alternat!ng Ala) 

であり、 distorted ß-turn と考えられる九低磁場 b\~
側には、 Silk11の不均一ピークが出現する。各 a..;;-::-
々の割合は、 40:60で、あった。なお、本研究は生 s-sheet

研機構基礎技術推進事業により行われた。 (pa

f¥distorted 
万¥¥ l:Hurn 

dプJ¥
¥J でで、 a 

J ふ八一¥一-

ppmfrom TMS 

Fig.2 ¥3C CP/MAS spectra of non-labeled (a) and [3-
¥3C)Ala label巴d(b) sample(4). The assignment of each 
peak is follows: 1. C=O; 2. His CY. E1. O; 3. Ser Cs. 
Val Cα. Pro Cα. Ala Cα. Ser Cα. His Cα. Pro CO. 
etc.; 4. Gly Cα5. Val Cs. Pro Cs; 6. His Cs. Pro 
Cy. etc.; 7. Ala Cs. Val C下

参考文献

30 20 10 
ppmfromTMS 

Fig.l Expanded Ala Cs peaks of crystalline 
fraction with Silk 1 (a) and Silk II (b) forms. Silk 
1 was concluded to be type II s-turnl).2). In the 
Silk II. the peak was deconvoluted into three 
components and the relative intensities were 
determined to be 23:45:32 from low field to high 
field町

s-sheet 
(alterrlatiqg Ala) 

s-sheet 
(parallel Ala) 

10 
ppmfromTMS 

Fig.3 Expanded Ala Cs peak region in the 
difference spectrum. Fig.2 (b)ー(a).The carbonyl 
peak at 171 ppm was used for the reference peak. 

1). Asakura T.. Ashida 1.. Yamane T.. Kameda T.. Nakazawa Y.. Ohgo K. and Komatsu K. J. Mol. BioJ.. 306. 291-305 
(2001) 
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3). van Beek. J.. Beau1ieu. L.. Schafer. M.. Demura. M.. Asakura. T. and Meier. B. H. Nature. 405， 1077-1079 (2000) 
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7). Yamane T.. Umemura K.' and Asakura T. Aゐcromo1ecules.(2002) in press 
8). Yao. J. and Asakura. T. Silks. Encyclopedia ofBiomaterials and Biomecial Engineering Material. Marcel Dekker Inc 
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P 117 Jeener-Broekaert双極子信号を用いた2次モーメントのイメージング

筑波大物工 L横浜創英短大2、応用数理研(株:)3

松井茂 1、斎藤誠治 1、O平山裕子 1、橋本雄幸2、井上多門3

Second Moment Imaging Using the Jeener-Broekaert Dipolar Signal 
S.Matsui，キ S.Sむω，牢 H.Hirayama，ヰ T.Hashimoto， t and T. Inouye :j: 

キInstituteofApplied PhySl;白~ Um.versity ofTsukuba， Tsukuba， Ibaraki 305・8573

t Yokohama晶'elαollege，Yokohama， Kanaga開 226・0015
:j: Institute for Applied 11ゐthematics，Inc.， Tsukuba， Ibaraki 305-0005 

The second moment is a useful parameterゐ'rcharacterizing molec叫町 mobilityin 

solids. Here， we fi∞us on the imaging experiment in which the information of lH NMR second 

momentis 闘 ractedfrom the JeenerBroekaert (JB) dipolar signal (1). The JB dipolar si伊 al

お induωdby the JB sequena， 90ox-τ-450y-τ'-450y・t， and observed during t (Fig. 1). 

Comparedωthe se∞nd moment imaging experiments based on the usual Zeeman signal (2-4)， 

the signal sensitivity is lost ωsome extent in the JB experiments because of the less e伍.cient

JB仕組sferof order from the Zeeman ωthe dipolar reservoir (1)， and ofthe decay by the 0氏en

fast lln relaxation. However， due ωa “weighted" creation of dipolar order by the JB sequence 

(1，&， the use of JB dipolar signal allows a “weighted" powder average of the second moment， 

which we call “JB second moment"， ωbe ob旬並led.The JB second moment can yield more 

detailed information on the second moment than that obtained using the Zeeman si伊 al.

It is well known that the Zeeman FID signal，αt)，回nbe expanded in terms of the 

Van Vleck moments (6) such that 

G(t)=GJl-笠+笠L笠+...i 
V¥ 21 4! 6! 

where Mn (n = 2， 4， 6，…) denotes the nth moment and Gb is the initial amplitude of the FID. 
明記 previouslyreported methods of second moment imaging using the Zeeman signal (2-4) 

were based on Eq. [1].官lesecond moment 1112 can be extracted from the initial curvature ofthe 
FID; namely， 

[1] 

241im但|
g→0- dt2 

]
 

勺
ム[
 

In most imaging experiments of matβrials， the imaging object is usually 

orientationally di回rde陀 d，iム apowder. In such a阻 se，the observed Zeeman FID signal， G(t)， 

and the measured nth moments， Mn， in Eqs. [1] and [2] may be expressed by the corresponding 
powder averages (6): 

fGfJ.(t)dQ 
G(t)=.I. 

fdQ 

キイワード 2次モーメントイメージング、 JeenerBroekaertパルス系列、双極子信号、異方的

2次モーメント、マジックエコー

[3] 

まついしげる、さいとうせいじ、ひらやまひろこ、はしもとたけゆき、いのうえたもん
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and 

fMOdQ 
M = ι一一一一一一

“ JdQ 
[4] 

where (?(t) and Mn
Q represent， respectively， the FID and the nth moments obtained from a 

tiny single crystal ha泊ngan orientation Q with respect to the static magnetic field， and i dQ 

三日 sinBdB dφ. 
官leexpression for the JB dipolar signal， on the other hand， may be more complicatβd 

than thatゐ'rthe Zeeman signal. This is because the JB sequenω， 90ox.τ.450
y.τ'.450

y・4
consists of the three RF pulses separated by the time i，ntervalsτand τ， while the Zeeman FID 
signalcan be induced by .applying a single RF pulse. The original JB experiment was 
perあrmedon the 19F spin system in a CaF2 single crystal with the (100) crystal axis a1igned 

along the守staticmagnetic field (β. It shows that t)J.e JB dipolar signal can be given for the 
oriented (0) single crystal by (5) 

r 1 dGo(τ)L___Jτ， lr 1 dGo(t)l 
SO(r，r'，t) = SA 1 ーτ一一一一一 lexpl ー ~n 11一一一一一1.[5] 

1Mruodτ1 . 1 Tl~ 11 GO dt 

He陀， the term [(M2QGb)ー1d(?(τ)必τ]三 FJI(τ;)represents the efficiency ofぽeatingthe dipolar 

order， the exponentia1 term exp[イ/llDQ
] 三万l(.Udenotes the llDQ relaxation d伐 ayof the 

created order， the last term [Gb-1 d，♂(t)ldtl indicates the shape oftheぬpolarsignal， and 8Aお

the amplitude of the created order thatおproportionalto Gb. For an orientationally出回，rdered

sample， the powder averagemust be taken similarly as in Eq. [3] : 

f S Q (τ ，τ" t )d Q 
s (τ ，τ， ， t ) J....  

r dQ 
[6] 

D田 ωtheorientation dependence of the e伍ciencyand relaxll.tion terms， the expression伽仕le

powd町・averagedJB dipolar signalぷτピ， lJ.おcomplicatedandthe si伊al;shape. generally 

depends on x and ，'.， 

We assume that仕leJB dipolar signal S ('J， τ; lJ偲 nbee却 andedin terms of the JB 
moments such that 

( M ーt3 M，，= ，t5 
¥ 

S(τ，MdJ|Mud-JF+Jずー| [7] 

where the nth JB moments， Mn(JB)， are not equivalent ωthe usual powder averages of the nth 
moments M n Q but regarded as the “weighted" powder averages of MnQ with the weigh仙沼

facぬ，rgiven by the e伍ciencyand relaxation terms FJI(τ;) and Jfl('6 We de:fine the nth JB 

momentsby 

M __=， = LトEQ (τ )R Q (τ， ) /τ ]M~d Q 
.(JB) - JdQ 

[8J 

Generally， the JB moments depen，d on x and τ 

Equations [5]・胞:]in必.catethat in the 回 seof JB dipolar signal， the JB 鈴 cond

moment M2(JB). can be related to the initia1 slope of the signal (J，5). 8ince the normalization 
factor SAXおgivenby the area under the JB dipolar signal， 
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S Ai = f S (τ ，τ， ， t )dt ， [9] 

the JB second moment can be evaluated as (5) 

M同 =I~~~型td|/ ∞S(í，τ'刈[1O}
l'→ dt I { 

Unlike the usual second moment 1112ぐpowderaverage)， the JB se∞nd moment M2(JB) 
cannot easily be阻 lc叫atedtheoretically because the “:weighting" facωrトFJl仇;)Jl<l(.t;'}h;lis 

usually unknown. It is only shown (5) that the JB second moment M2(JB) reduωsωthe usual 
second moment 1112 in the limits of (M2斗112)>τand1100)>τ 

However， the qualitative behavior of the τdependent shape of the JB dipolar signal 
and henωofthe τdependent JB se∞nd moment 11伽 B)国 nbe seen by assuming a Gaussian 

function伽 theZeeman FID signal. Namel:ぁwhen(fl(-d = GO exp('M20
'j;2/2)， the “weighting" 

facω，r becomes exp('M20
'j;2/2). For simplicity， we have neglected the relaxation e晶 ct]fl(i) by 

assuming 1100)>ぜ.Itお clearthatあIrshort 'j; sa出fying(M20)-1I2~， the “weighting" facωr 

be∞mes independent of the句 TStalorientation， i.e. .M2叩:)= .M2. Also， the shape of the JB 

dipolar signal∞incides with the time derivative of the shape of the Zeeman FID signal. For 
longer τ， the ∞mponents of the JB dipolar signal with larger .M20 may be suppressed in 

aω吋mωwithexp(-M20
'j;2/2) and the∞mponents with smaller 11120 is relatively enhanωd. 

古田 resultsin the JB dipolar signal relatively e却 andedin抵me.τ'he.M2側valuees出lIitedby 

using the expanded signal will ∞，rrespondingly be smaller; i.e.， the 1112，お:)value dec関節目 with

increasing τ.Such τdependence of the M2(JB) can thus 児島ctthe distribution of the 11120 value 

due to the crystal orientation dependence in the powder sample. 

Analysおoftheτdependencewould elucidate detail of the 11120 distribution， which is 

poten伽 llyuseful as a new image contrast. But， it is not e鎚 yω 戸市rmsuch an analysis 

because a pr.Ior.I knowledge of the 11120 distribution is required. Nevertheless， by using the 

“weigh也ぜ fa伽 rof exp('M20~/2) and simply assuming a unUorm.M2o distribution whichお

symme廿icabout 11120 =地andhas the half range of the他出butionム.M20，the 'j; dependence 

would be relatedωthe halfdis出butionrange d..M20.τ'hus， the measurement of .M2(JB) would 
allow an appro泊matemeasure ofthe 11120 distribution range ぬbeobtained， in addition旬 the

usual powder average 1112. 
F取ure1 shows the pulse sequenωfor the second moment lD imaging using the JB 

dipolar signal. For imaging， the time evolution of the sigr凶 お suspendedat a time t a氏erthe
moniωring 450

y pulse by the application of the magic echo time-suspension sequenω， 

叩 EV'16TS(i). Appropriate application of field伊 dientp叫ses<o imposes the ima伊 g

evolution. Signal samp 

To confirm the theoretical expectations mentioned above， we have performed both 
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non-imaging and imaging experiments by using mainly adamantane (ADAM) and 

hexamethylbenzene a品侶:)powders. The experiments were per伽 medon a homebuilt Nl¥四

imager， operating at 59.85 1¥任Izfor proωns. The results will be reported in the poster 

presentation. 

回G.1. P叫sesequence for se∞nd moment 1D imaging using the Jeener-Broekaert (JB) dipolぽ

signal.官1ep包rofpulses， 900，-τ-450
y， creates the dipolar order.恒1eamplitude of the order decays 

during the following time interval τ， due to the spin-lattiωrelaxation with the time∞nstant， llD， 

and is then monitored by the application of a se∞nd 450
y P叫se.引1esignal， <ι〉汽， indu白 d

i血mmed必iat総凶β:e1砂.yaft氏eぽrthe 邑総抱∞n凶d4必5。ち'ypulse assumes an ‘“‘'ech加o.也k匝eぜ"shape and is called the JB d必ipol呂位r 

s釘i伊1al，正瓜正hτ丸，司ゼ-:， t). See text for de句ilofimaging. 

Hexamethyl-ホ Adamantane
benzene ~・ιl

ー一一一一一ー寸，
E 

日G_2_ Example of spatially lD resolved JB dipolar signals obtained for the test sample ∞nsisting of 

adamanta即位D品。andhexamethylbenzene (HMB) powders as shown by the inset.百1e2D data 

acquired with the pulse sequence shown in Fig. 1 was converted by 1D Fourier transformation along 

the time砿lSrepresen出 gthe imaging detection to give this example. 
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P 118 NMRイメージング法にお付る竃婿印加下の高分子ゲルのリアルタイム画像化

東 京 工 業 大 学 大 学 院 物 質科学専攻 O堀田芳生・安厳勲

S凹tialinformation叩 apolymer gel as studied by噴 NMRimaging ; Shrinkage by the appliωtion of醐 electric

neld toa伊 Iymergel

To勾oInstitute ofTechnology本HottaY，ωIuo，and Ando 1錨 O

We have measured the spatial distribution of IH spin density of water molecules in a cross linked poly(methacrylic 

acid)(PMAA)gel under a OC electric field using a new glass ω:ll for applying OC electric field design，叫 intlus work inside 

an NMR probe by means of proton nucl伺 rmag附 'ticresonance imaging， From these experimental results， it was found that 

the negative side of the gel is swelling and the IH spin density of出isside is high. 

目的

物質内部の物理的、化学的情報について非破壊で得られるという利点は、 NMRイメージング法が化

学や生物、また医学の分野で注目されるのに十分な理由であった。高分子電解質ゲルのように溶媒に水

が含まれている場合には、プロトン核に対するイメージング測定が可能であり、その場合にはゲル中の

水分子に関する情報が得られる。

本研究室ではこれまでに、高分子ゲルに応力を印加したときのゲルの変形と内部状態の変化や、直流

および交流電場を印加したときの高分子ゲルの応答、温度変化によるゲルの体積相転移、直流電場を印

加したときの高分子ゲル内の金属イオン分布の変化について研究を行ってきた。

直流電流を高分子電解質ゲルに印加すると収縮することが見出され、この現象の説明に対し、様々な

アプローチがなされてきた。本研究室でも前述の通り、イメージング法を用いてこの収縮過程を測定し

考察を行ってきたが、それらは装置上の問題から電場印加したゲルについて直接測定できなかった。

本研究の目的は、今までの研究をもとに電場を印加したゲルについて直接的にNMRイメージング測

定を行う方法を考察し、電場印加セルを改良製作してゲルの収縮過程をリアルタイムに画像化すること

にある。また、その電場印加セルの応用についても検討する。

実験

実験に用いたゲルはポリメタクリル酸 (PMAA)ゲルである。 3.0Mのメタクリル酸をモノマーとし、

架橋剤に8.4xlO・3MのN，N・メチレンビスアクリルアミド (MBAA)を用いてラジカル重合にて合成を

した。得られた PMAAゲルを精製水で膨潤させ洗浄した後、平衡膨潤状態に達するまで放置した。

NMRイメージングプロープの試料部分の口径がlOmmであるため、この中で電場印加実験を行うた

めにはlOmmのNMR管内に電極板を組み込む必要がある。このとき用いる電機板の磁場への影響を少

なくするために厚さの薄い白金板 (O.02mm)を用いた。また、電場印加の際には電極板を常に密着さ

せる必要があるが、これは電極をゲルに対し上下方向で挟むことで解決した。下部電磁板が固定される

ので、上部電極板の自重により、ゲルが収縮したとしても追従できるためである。さらに、これにより

キーワード :NMRイメージング高分子電解質ゲル電場印加方法論の開発

著者ふりがな:ほったよしお、あんどういさお

-354 



NMR tube with built-in electrode and wires 

(910田}

-園 闘 争

10mm 

Fig.l The apparatus for applying an electric field to a gel 

電極板も最大限に広くすることが可能となり、試料となるゲルの径や長さを可能な限り大きく取れるよ

うになるという副次的な効果も生まれた。以上のような過程で電場印加装置の作製し、 10mmのNMR

管内に電源装置を除く電場印加装置を組み込むことが可能となった。装置の概略を Fig.lに示す。

'H NMRイメージング測定は、 NM-GIM270イメージングシステムを接続した 270MHzのGSX・

270NMR分光器(日本電子製)を用い、スピンエコー法により行った。

電場印加実験はPMAAゲルlこ3Vの直流電圧を加えて行った。このときの収縮過程についてイメージ

ング測定を行った。

結果および考察

プロトンスピン密度画像が得られた。画像を見ると今回の実験でもこれまでと同様に、ゲルの収縮

している様子が分かる。さらにこのプロトンスピン密度の三次元プロファイル (Fig.2)を作成すると、

電場印加から30分後のスピン密度の分布から、負極のスピン密度の高い部分は膨潤した部分である。す

なわち、この膨潤した部分には水分子が多く存在しているものと考えられる。また、正極では収縮によ

り、ゲル中の水は凝集したようになり、スピン密度が高くなったと考えられる。その後、ゲ、ルの収縮に

より吐き出された水の部分において、スピン密度が高くなる分布をとることがわかる。詳しくは会場に

て発表します。

+ 
elap田 d世me/min 

回

!
+
l
o
 

q
L
 

1
 

Fig.2 The three dimensional histograms of 1 H spin density of the PMAA gel under a 3V DC electric field 
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P 119 NMRイメージング法による高分子ゲル中の金属イオンの空間分布

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

0佐々木暁嗣、横田里美、堀閃芳生、黒木重樹、安藤勲

Spatial Distribution of Paramagnetic Metal 10ns in a Polymer Gel 

as studied by 1 HNMR 1maging Method 

Department of Chemistry and Materials Science， Tokyo 1nstituぬ ofτ'echnology

Akit!'!ulm R呂田且ki，Satomi Yokota， Yoshio Hotta， Shigeki Kuroki and 1sao Ando 

Spatial distribution of Cu2+ and Lanthanide Pr3+ metal ions， in a poly(methacrylic acid)gel 
was successfully elucidated as a function of the degr明 ofswelling by spin-density lHNMR 
imaging， diffusion lHNMR imaging， and chemical shift lHNMR imaging methods. It is shown 
that NMR imaging is a very useful means for characterizing thr四・dimensionalstructure of 
hydrogel systems containing metal ions. 

【緒言1

NMRイメージング法は現在主に医学分野において医療診断に用いられ、臨床医学を中心に活

発に利用されている。その特徴として、材料を非破壊にしてそのままの状態で三次元的に観察す

ることができること、任意の断面の画像を得ることができること等が挙げられる。

このような背景を踏まえて、我々は、 NMRイメージング法を用いて、高分子ゲノレの外的刺激

一応答についての物理学的情報(空間密度分布や運動性の空間分布等)の空間分布を画像として

得ることにより、ゲルの構造・ダイナミックスについて、ミクロ・マクロな面から三次元解析を

行い、 NMRイメージング法の有用性を示してきた。 [1]-[8] 

以上のような背景を踏まえ、本研究では、水を溶媒としたポリメタクリル酸ゲ、ル中の Cu2+イ

オン及びランタナイド Pr3+イオンの拡散過程について T1強調画像、拡散強調画像、化学シフト

イメージング画像の観測を行い、高分子ゲルの特性を解析することを目的としている。

[実験]

ポリメタクリル酸ゲル(以下PMAAゲ、/レ)は、モノマーとしてメタクリル酸 (MAA)、架橋

剤にN，Nーメチレンピスアクリルアミド (MBAA)および、開始剤にベルオキソ二硫酸カリ

ウムを用いてラジカル重合させた。この重合はテフロンチューブ‘内で、行ったため、作成されたゲ

ルは全てロッド、状になった。金属イオンは、生成したゲルを O.005molllのCuS04、及び Pr(N03h

溶液に漬け込むことで添加した。また、ゲ、/レの膨潤時の重量Msw曲 n と乾燥時の重量Mdryを用い

て、膨潤度qを

q =Mswo目印/Mdry (1) 

と定義した。 NMRイメージング測定は、 Bruker社製 300MHzDSX300NMR分光器にイメー

ジングアクセサリーを付属させ、イメージングソフト Paravisionを用いて、室温で、行った。観

測核は全て lHである。

NMRイメージング法、常磁性金属イオン、化学シフト試薬、高分子ゲ、ル、拡散過程

ささきあきつく¥よこたさとみ、ほったよしお、くろきしげき、あんどういさお
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[結果と考察】

重合させた膨潤度 5.5のPMAAゲノレに Cu2+イオンを 1分間添加し、その拡散過程を Tj強調

画像で測定した。測定条件は繰り返し時間を ls、エコ一時間を 15msとした。 lHNMRイメー

ジング法により観測された信号は、全て水分子に帰属できる。常磁性の Cu2+イオンは緩和速度

を速くする性質があるために、 Cu2+イオンの拡散した部分は緩和が速く、 T1強調画像では信号

が大きく観測される。ここから Cu2+イオンの拡散過程が観測された。

次に同様のゲルにおいて Pr3+イオンを同様に一分間添加し、同様の過程を Tj強調画像により

測定したが、画像に大きな明暗の差があらわれず、 Pr3+イオンの拡散過程は観察できなかった。

この理由として Pr3+イオンが Cu2+イオンほど Tjに対して影響を与えないことが考えられる。

そこで、次に拡散強調画像、化学シフトイメージング画像を用いて Pr3+イオンの拡散過程を調

べた。この結果を画像処理することによりプロファイル化したものを Fig.1に示す。詳細は発表

にて述べる。

(a) (b) (c) (d) 

(e) (f) (g) )
 

'n ( 

Fig.l lH chemical shift imaging profiles of water in a PMAA gel with paramagnetic 

lanthanide Pr3+ ions sliced as a function of lH chemical shift， 6.10 ppm (a) ， 5.84 ppm 

(b) ， 5.58 ppm (c) ， 5.32 ppm (d) ， 5.06 ppm (e) ， 4.80 ppm (f) ， 4.54 ppm (g) ，and 4.28 ppm (h). 

[1] H.Yasunaga， H.Kurosu， I.Ando， Macromolecules 251ρ992)6505. [2] T.Shibuya， H.Yasunaga， 

H.Kurosu， lando， .11ゐcromolecules281ρ99，の4377.[3] H.Kurosu， T.Shibuya， H.Yasunaga， 

I.Ando， Polym.J.281β99，の80. [4] A.Yamazaki， Y.Hotta， H.Kurosu， I.Ando， Polymer 

39(199，砂1511.[5] N.Tanaka， S.Matsukawa， H.Kurosu， I.Ando， Polymer 391ρ99f.り4703.[6] 

H.Hotta， H.Kurosu， I.Ando， Polym. Gels Networks仰 99.砂 [7]H.Yasunaga， M.Kobayashi， 

S.Matsukawa， H.Kurosu， I.Ando， Ann.R，ξp.NMR Spectrosc.34ρ99η39. [8] I.Ando， H.Kurosu， 

S 
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P120 lH間距離測定のための lH_1Hニ量子双極子結合を用いた

固体 MAS二次元 13Cp3C化学シフト相関法

(阪大蛋自研)0松木陽、藤原敏道、阿久津秀雄

Two-dimensional 13C/13C Chemical Shift Correlation Spectroscopy 

for the Measurement of lH_1H Distances by Recoupling of 

Homonuclear 1 H Double-Quantum Dipolar Interactions 

YohMatsuk!， Toshimichi Fujiwara， and Hideo Akutsu 

Institure for Protein Research， Osa如 University，3-2 Yamadao如，Suita565・0871，Japan 

The 1 H_1 H distance infonnation is useful for elucidating the molecular structure. However， the 

low resolution of the proton NMR spec佐umin solids hampers the direct observation of the proton 

signals to determine the inter-proton distanc四. We show that the side司chainconfonnation of the 

fully 13C-labeled L-valine can be detennined on the basis of the inter-proton distance obtained with 

1 H_1 H DQ-dipolar interaction recoupled under白ePOS下C7sequence. Our method provides the 

inter-proton distances via high-resolution 13C spectra. The DQ-dipolar coupling transfers the initial 

proton magnetization to the other protons in positive and negative intensity when， respectively， odd 

and even number of protons intennediate between the source and destination spins in the凶 nsfer

prl∞ess. With出isfeature， our experiment discriminates白edirect magnetization transfer (with zero 

intennediating proton) from the relayed one. Inspection for the side chain confonnation of valine as 

an example revealed that the inter proton distance d12 can be obtain巴daccura飽lyat d12 ;s 3λ 

はじめに

核スピン聞の双極子相互作用を利用して核問距離を見積もることができる。 13Cで均一に標識さ

れた有畿圏体誌料では通常、ある 13C原子にとって共有結合している隣接 13C原子が最も近接し

ていて、双極子結合のネットワーク肉で支配的な影響を及Iます。これは分子構造の決定に重要な長

距雌の核問距雌情報を観測しにくくする。また一般的に一次構造上離れた 13C原子は分子の折り

たたみがあっても lH原子同士ほど空間的に接近しない。したがって分子構造の決定には lH間距

援の測定がより重要である。しかしながら固体系で lHのNMRスペクトルは分解能が低〈、 lH

信号の観測から lH間距離を見積もることは難しい。

最近 Levittらが RFパルス照射の対称性に基づいてスピン間棺互作用を MAS条件下でリカッ

プリング/デカップリングする一般的な方法を報告した [1]0 C7~ (POS下C7)[2]， C5~ (SPC5) 

[3]といった対称性のパルス列で同種核ニ量子双極子相互作用をリカップリングできる。義々は

POS下C7を使ってリカップリングした lH_1Hニ量子双極子棺互作用を用いた混合期を通じて

13C滋化を観測することで lH閉距離を見積もる新しい方法を報告する。この方法は 13C信号の

高い分解能を利用して 13C均一標識した鼠料について lH間距離情報を一度に多数収集すること

ができる。ある lH上の初期磁化が奇数および偶数の二量子双極子相互作用を介して別の lHに移

動すると、対応する信号はそれぞれ負および正の符合をもっ。この特徴を利用すると直後の磁化

移動(信号は負)を間接的なものと区別することができるので正確な lH間距離を得ることができる。

水素核問距離、同種核ニ量子双極子相互作用、リカップリング、マジック角試料回転、固体 NMR

まっきょう、ふじわらとしみち、あくつひでお

-358 



方法

:ι 
時c
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3C! 

岡崎 POS下C7町古司

仇.1CTCP3 

ム口 相伽
FIG. 1: Pulse scheme for a 1H斗 HDQ-dipelar coupIing-mediated 13C/13C・chemical

shift correlation experiments (a)，加dits 1D version (b).百lefiIIed and hatched rectan-

gular pulses represent 900 and 54.70 pulse， respectively. 

図 1には 1H_1Hニ量子双極子相互作用を混合期に用いた二次元 13C/13C化学シフト相関実験と、

その一次元飯のパルススキームが示しである。 t1期に等方化学シフトで展開された 13C磁化は

1H_1H双極子相互作用をデカップリングする Lee-GoldbutgCP (LGCP)で 1Iiに移され 1H_1Hニ

量子双極子相互作用で時間 Tmのあいだ混合される。再びLGCPで 13Cに戻された磁化がら期に

観測される。国 l(b)では磁化はC白に選択的に励起されて最初の LGCPに入力される。 CH聞の

磁化移動にごく短い期間 (80μs)のLGCPを用いることで、共有結合した CHスピン間の磁化の交

換を強調している。 POS下C7が必要とする 1Hへの強い RF磁場が Tm 中の CH双纏子相互作用を

効果的に除くので、観測する 13C磁化の Tm依存性は 1H_1Hニ量子双極子相互作用の影響をおも

Iこ反映するιすべての実験は鼠料回転属波数 ν'R= 13 kHz、13Cの共鳴周波数 125.1MHzで分光

器はバリアン社 Infi凶ty-plus5∞を用いて行った。ヲローブには 3.2mm径スピナー用の二重共鳴

プローブを用いた。

パルススキーム (LGCP1-POST心7-LGCP2)の下でのスピンダイナミクスをパリン分子のモデル7

スピン系 H"'-C'" (_HN) -Cβ-Hβ(-H'n) (_H'Y2)について数値書十算した。パリン分子肉のふたつの

γ メチル基とアミメ基に各々 3 つずつある ~z ミナルプロトンはそれぞれ仮想的なプロトン H'Y 1 ，

H'Y2，HN をひとつずつ割り当てて代表させている。

結果、考察

国2はCPと、図 l(b)のパルススキームで得た[15N，13C]均一標識パリン粉末誌料の 13C化学シ

フトスペクトルである。国 2(b)に見られる Cβ の負の信号は C'"→H'"→Hβ →Cβ の経路を移動

した磁化による。 C'Yにも見られる負の信号は H'"がwとも弱いながら直接の双極子結合を持つ

ことを示している。国 3はC'"とCβ の信号強度の Tm依存性について、実験と数値計算の結果を

示している。実験で得た依存性(黒丸)はがゴーシュ配座のパリン側鎖 (χ =600， H"'-Hβ 間距離

は2.47A)に対する数値計算で得たもの(実線)と一致している。計算では同一分子肉に存在する

プロトンの影響だけを考慮した。実験と計算の良い一致から磁化移動H'"→Hβ への他のプロトン

の影響を考えるとき、短い Tーでは分子内のものを考慮すれば充分だと分か否。 Cβ信号強度の Tm

依存性はχの変化Iご対して 00 壬χ壬600 の範囲で大きく変化するが 60。三 χ壬180。、では比較的

変化が小さい。これは χが大きい配座ほど双極子結合 H白-Hβ にH'Yがより強〈影響するからであ

る。トランス配座 (χ=1800， H"'-Hβ 間距離は 3.02A)では Tm依存性は特徴のないごく小さい
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日G.2: Carbon-13 high resolution spec住'aof U_[15N. 13C] L-valine obtained with CP 

MAS (a). and with the pulse scheme shown in Fig. l(b) at the H-H DQ-dipolar mixing 

time Tm =153μs = 2'TR (b). The asteriscs denote the spinning side bands. 
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FIG.3:百lemixing time-dependence of C"-and Cβ-signal intensity obtained by ex-
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expanded in the inset. The pulse scheme shown in Fig. l(b) was used in the experi-

ments.百letime dependence was calculated for valine molecules with side chains in 
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FIG.4:百lea1iphatic carbon region of the 2D H-H DQ-dipolar coupling-mediated C/C-

chemica1 shift correlation spectrum， and the slice spectra taken along the dashed lines. 

The spec汀umwas obtained with the pulse scheme shown in Fig. l(a) under the sample 

spinning rate of 13 kHz. The mixing time was 153μs. 

振動しか見せなかった(破線)。したがって我々の方法は、パリン分子のような lH密度の高いスピ

ン系では 3A以下の lH間距離を正確に見積もるのに適していると冨える。

図4は国 l(a)のスキームを用いて観測したこ次元 H-Hニ量子双極子混合C/C化学シフト相関ス

ペクトルの脂肪族 13C領域の砿大である。 Fl軸に沿って破線のところで取ったスライススペクト

ルから分かるように C"-Cβ 問、 C"-C'Y問のクロスピークともに負の強度を示していて、 H"は

Hβ にも H'Yにも直接的に双極子結合している事がわかる。各クロスピーク強度は棺関するふたつ

の 13Cに共有結合した lH間距離に依存している。 CH2のふたつの lHへの距離を分離して観測す

ることはできないが、これは一方のプロトンを立体特異的に重水素化すれば可能になる。蓑々の方

法はひとつの二次元データセットから、複数の lH間距離情報を一度に抽出できるので、 13C均一

様様鼠料の効率的な構造解析に有用だと思われる。
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P 121 MAS条件下での lH間ゼロ量子双極子結合による磁化移動の

13C観測を用いた距離解析

(阪大蛋白研) 0高橋大樹、藤原敏道、阿久津秀雄

Distance measurement by也emagnetization transfer due to lH-1H zero quantum 

dipol紅 interactionwith 13C detection under MAS conditions 

Hiroki Takahashi， Toshimichi Fujiwara and Hideo Akutsu 

Institute for Protein Research， Osaka Universi軌 Suita565・0871，Japan

The measurement of lH-lH distances is one of the most useful methods to characterize 
molecular structures. A new 13C-detected solid-state NMR experiment for determining 
the lH-lH distance under MAS conditions is demonstrated. The rate of the direct 
magnetization transfer by lH-lH zero quantum dipolar interaction is monitored through 
13C spins in this experiment， since lH spectra are too broad to quantify the signal 
intensity even under fast MAS. The mechanism of the transfer between two protons in a 
lH-13C_13C_IH moiety of an organic molecule is revealed. The 13C_IH dipolar interactions 

reintroduce lH-lH dipolar interactions during the mixing period. The pulse sequence for 
this experiment was applied to uniformly (13C， 15NHabeled valine. The distance between 
the protons was determined by fitting the calculated values to the experimental ones. The 
obtained distance of 2.6 A between Hαand Hs allowed the distinction between 
conformers. This method can be extended to 2D NMR for protein structures. 

"序H

溶液状態では 2D伊 NOESY法で得られるような IH間距離情報は構造解析をする上で重要であ
る。隣接する 13C間距離情報は構造情報を持たないのに対し、 IH間では二面角のような構造情

報を与える。固体NMRにおいては双極子相互作用が強く複雑であるため、近接した IH聞の距

離を決めるのは難しく、現在はドメイン閣のような長い距離の測定がスピン拡散法を用いて

行われている l。本研究では 13C標識した国体について 2D-NOESY法と同様な IH間距離情報を

得る方法を開発した。高いスペクトル分解能を得るため IH聞の磁化移動は MAS条件下で 13C
を通じて観測し、そこで働く IH-1H双極子相互作用を理論的に検討した。

"理論"
高速MAS条件下で4スピン系11_S1_S2

_/
2に働く双極子相互作用は単純化すると、下記

のように表される。

名D=82Iz+Z31I 1 + 8 3 2 I z ( 1 )

固体NMR、MAS、IH閤距離測定、 IHスピン拡散、 13C標識アミノ酸

たかはしひろき、 ふじわらとしみち、 あくつひでお
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巧12 去A拭~2{らIぺ(可/;+刊)}

名I44!?sIzS

(2) 

(3) 

ここで、 Iは lH を Sは 13C を表し、 Az~/2 は核開ベクトルの配向に依存した実験室系の相互作

用テンソル要素である。 lH間双極子相互作用ハミルトニアンに時間推進演算子

U(t) =明[-i!O {名ι(t')+名 川}dt']を作用させると、ゼロ次の平均ハミルトニアンは(4)

式のように表される。

布。)=Jf偲 prilo{巧'，1，(t') +ペ川}dt'l~/2 expr -ilo {名川+宅h(t')}川t
.R~ L (4) 

= マ詰玄去主;tfRA4必峨峨抗杭主z拭お払む!TZ立引fZ立むIら以2バ(tの仇)

一、夙2吋 (5) 

である。 τRは試料回転の周期を、 IZはゼロ量子スピン演算子のx成分である。 (4)式よ 1

Azo~ぷ)と φ12(t) の時間依存性が干渉するため、 1 3C- 1H 双極子相互作用の働きにより、高速

MAS条件下においても lH-1H双極子相互作用は消失しないことを導ける。 diiO)によるパウダ

ースベクトルを図 lに示す。 lH-1H距離が 2.6Aの時 lH-1H双極子相互作用によるスベクトル

の幅は約4kHzである。

グ方法H

1.実験
今回用いた 1次元のパルス系列を図2に示す。 13C磁化を CPで増幅し、その後の Gaussian

パルスによって 13Cαのみを選択励起させる。 2つ目の CPでは 13Cから lHへ磁化移動させ lHコ

司 4 -2 0 2 4 

Frequency 1kHz 

Figure 1. Dipolar powder spectrum 
based on the average Hamiltonian 
布。官lepar掴蜘sare the s掴 E

as those described below in the 
simulation section. MAS at 12.5回z

lH ...........， L-一--1 ι一一...，1

13C 

園CPI TPPM ILG・唱MixingIr.β-cpl TPPM I 

.曾.
.cpI 1¥ ICP Il Dec ;1 CP n A 
• • I 、 1，・ II"^~

VVV 
Figure 2. Pulse sequence used for血e1D lH-1H 
magnetization transおrexperiment with 18C detection 
under MAS. The initial 18Cαma伊letization is 
selectively prepared by the Gaussian pulse.明lethin 
and thick dark pulses represent 90・and54.70 pulses， 
respectively.τ'PPM: two pulse phase modulation 
decoupling， LG-CP: Lee-Goldburg cross polarization. 
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ヒーレンスを作り出す。このとき、 lH聞で混合が起こらないように lHには Lee-Goldburg(LG)

スピンロックを掛ける 20LGにおける有効磁場は静磁場からマジック角だけ傾いているため、
54.7。パルスを混合期の前後に照射している。 lHを混合させたあと、 LG担 CPによって 13Cに磁

化が移される。最後に TPPMを用いて lHをデカップリングさせながら 13Cを観測する。試料と
して 20%塩酸中で結品化させた U-[13C，15N]ーL-ValHClを用いた。

2.シミュレーション

lHおよび 13Cの双極子相互作用を含む時間依存ハミルトニアンを数値積分することで、 4ス

ピン系における時間発展を計算した。 4スピン系にアミノ基の lHをその回転の重心に 1つ加

えたものを 5スピン系とし、さらに 2つのメチル基の lHを同様に加えたものを 7スピン系と

した。

H結果11

図3は上記のシミュレーションを用いた 4-7スピン系の比較である。 13Cデカップリング

強度がokHzと印刷zにおける混合時間依存性を示している。混合時闘が 80μsではどのス
ピン系でもほぼ同じ値を示している。混合時聞が長くなるにつれて 1

3Cデカップリングした時

は4スピン系と他のスピン系での差が大きくなっており、デカップリングしない時はどのス
ピン系の差も大きくなっている。デカップリングをしない時は単純に lHの数が多いほうが早
く磁佑移動している。第 3番目の lHとの lH-1H双極子相互作用が 13C-1H双極子相互作用と同

じ働きをするため、5スピン系以上のスピン系ではデカップリングを行って 13C-1H双極子相互
作用を除去しでも、磁化は移動する。 80μsのような短い混合時間で考える限りは、磁化移動

は4スピン系で説明できる。 7スピン系でシミュレーションを行うと4スピン系より O.lA

小さな値をとるため、 Ha-HfIが一定でも、注目する部分のプロトン密度に依存して 0.1A程度

変化することがわかる。

1
3Cデカップリング強度を変化させたときの r→HfI磁化移動の実験結果を図4に示す。 MAS

の回転速度は 12.5凶zである。 CP過程において Cα→HfI、 Hα→Csという磁化移動の結果、 lH_1H

双極子結合による混合時間Oの時でも磁化は移動している。混合時間 80μsにおいて 13Cデカ

ップリングを行わない時の磁化移動の割合を4スピン系のシミュレーションと比較すること

で、 Ha-HfI閣の距離を 2.5-2.6Aと見積もることができた。

303 
s 
呈
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。。 1∞ 2∞ 3∞ 
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Figure 3. Calculated magnetization transfer 
仕om13Cαto lSCP in various spin systems as a 
function of mixing time. Data at 13C 
decoupling strength of 0 kHz伍lledsymbols) 
and 80 kHz (open symbols) are shown. 
Tri創 19les，squares and circles represent four， 
five and seven-spin systems， respectively. 
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Figure 4. Experimental magnetization 
transfer企om 13Cαto 13CP for powdered 
uniformly [i3C， 15NHabeled L-valine 
hydrochloride. The dependence of mixing time 
お shownat 13C decoupling strength of 0 kHz 
(crosses)， 40 kHz (circles) and 80 kHz 
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H考察H

今回用いた方法で W-}is間距離を 2.5-2.6Aと決定することができたが、中性子線回折によ

る結果ではその距離は 2A65Aである。今回得られた値は中性子線回折で得られた値より約

3.4%大きな値となっている。これは分子運動により NMRではX線や中性子線を用~)る結晶
構造解析結果より若干長めの距離が得られることによる 3。また、 w-}is間距離を求めること

により、このパリンはゴーシュ構造を取り、中性子線による結果と一致する。 13C-1H双極子結

合にも IHは依存するので、磁化移動の速度はCα-Cflまわりの二面角にも大きく依存している。

HIl磁化は 160μsで極大値に達しており、 IH間磁化移動を IHスピン拡散過程として拡散定数

を見積もると、 0.07-0.1run2/msとなる。 F磁化の初期値に対する 160μsの混合時間における

Hfl磁化の割合を、実験と計算で比較した。その結果はrの最隣接 IHスピンが5個あるモデル

と一致した。これまで硬い有機国体分子に対する IHスピン拡散係数はおよそ 0.6-0.8run2/ms 
と報告されている l。今回の結果がそれよりも小さな値を取るのは、今までに比べて MASの回

転速度が2から 3倍速く、 IH-1H双極子相互作用が弱まっているなどのためであろう。

図2のパルス系列において Gaussianパルスの代わりに、その部分を tl展開期にすることで、

この方法は 2DNMRに拡張することができる。同じくパリンを試料に用いて得られた 2DNMR 
スベクトルを図5に示す。 LG-CPの接触時間を FとHflに最適な値にとっているため、メチル

基の対角ピークの強度は極めて小さい。この 2D剛R実験により様々な情報を同時に測定する

ことができ、ペプチドやたんぱく質といった大きく複雑な分子に適用することができる。

。.。閃

Figure 5. 2D 13C NMR spectrum of 
fully 13C恒 beledvaline obtained 
with the magnetization transfer 
experiment. The sample spinning 
frequency and the proωn mixing 
time are 12.5 kHz and 80μs， 
respectively without 13C decoupling. 
LG-CP contact times were 80μs. 
The assignments are Cα(61.3 ppm)， 
cP (32.2 ppm)， CH3 (24.0，20.5 ppm) 
with DSS as external standard. 
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P 122 Nculear Overhauser Polar包 柑on(NOP)-MAS experiments 

for solid state proteins 

(生物研 1、京大理学部化学 2)

0加藤悦子 1、竹腰清乃理 2、寺尾武彦 2

Nculear Overh叩 serPolarization (NOP)・MASexperiments for solid state proteins 

(NIAS
1， Kyoto Univ.2) 

Etsuko Katoh1， Kiyonori Takegoshi2 and Takehiko Tera02 

13 A new 'JC polarization technique using the nuclear Overhauser effect in rotating solid (NOP-MAS 

[1]) is applied to uniformly 13C， 15N・labeledproteins. It is shown that the observed NOP 

enhancement factor is 1.5・ 2.5，while白紙 bycross polarization (CP) is ca. 1.0. Further， the 

enhancement occurs uniformly by NOP but not by CP. NOP is easy to carry out under feぉtMASand 

works well even if molecules are mobile. These features would make NOPぉ altemativeof CP. 

[Introduction] 

Cross polarization (CP) is a prerequisite technique for improving the sensitivity in solid-state NMR 

of dilute and/or low 1 spin (S)， such as 13C by using aboundunt lH spins (1) with a large 11・CP

enhances the magnetization of the S spin with a low gyromagnetic ratio by ~1I/ 1s compared to the 

白ermalequilibrium value. Recently， it is shown that NOP enhancement occurs for 13C spins in fast 

rotating groups such as CH3 and白eoptimal enhancement factor in NOP is about 3.0 [1]. NOP has 

the advantage of quantitativeness， and is very easy to carry out， being insensitive to.the adjustment 

of rf field intensity and requiring only very low rf power. In this work， these features are 

demons回 tedfor出reekinds of uniformly 13C/15N_labeled proteins with two different sampling 

conditions. 

恒玄periments]
13 Uniformly 13C/15N labeled proteins (Yhh and thioredoxin form E. co!i， RING finger domain of EL5 

企omrice) are produced using by an E co!i system. All s創npleswere lyophilized from aqueous 

low-salt buffer and yhh was precipitated from a (NRt)2S04・richsolution. NMR spectra were 

recorded at room temperature using a Chemagnetics CMX400 spec仕ometer.

キーワード :NOP、 protein、solidstate 

かとう えっこ、 たけごしきよのり、 てらおたけひこ
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[Results and Discussion] 

Figure 1 shows the signal intensity of 13C MAS spectra obtained for four kinds of unifonnly 13C/15N 

labeled proteins relative to the single 900 pulse experiment. For the experiment using CP， signal 

enhan田 mentof each protein is 1 -1.5 times reIative to the single 900 pulse experiment. On the 

other hand， NOP enhancement is about 1.5 -2.5 times. Fig.2 shows 13C MAS spectra of 

Yhh(lyophilized) using a single 900 pulse， CPMAS and NOP. While 13C CP加1ASspectra show 

non-unifonn enharicement depending on the contact time (ct)， NOP occurred unifonnly. Further， we 

compare each signal intensity in Table 1 showing high quantitativeness by NOP. 
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Fig.l Contact-time (le的 and NOP time (right) dependence of the area 凶ensity of 
Yhh(precipitated)(・)， Y凶 (lyophilized)(・)， Thioredoxin(lyophilized)(T) and R1NG finger domain 
9.f EL5(lyophilized)(企).Each area is nonnalized to the corresponding area intensity observed by a 
IJC 900 pulse with a pulse delay of 10s. 
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Fig. 2 900 pulse， CPMAS and NOP spectra of 
unifonnly I'C， I'N-labeled yhh (lyophilized) 
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P 123 2DH・N/C・H双極子相関固体NMR測定による

ペプチド主鎖の構造決定

(京大院理)0溝上潤、大橋竜太郎、水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

Determination of peptide torsion angles by correlation of N・Hand C-H dipolar interactions 

in solid state NMR 

Depar回 entof Chemis句"Graduate School of Science， Kyoto Universi勿

o Jun Mizokami， R. Ohashi， T. Mizuno， K. Takegoshi， and Takehiko Terao 

We show a 2D solid state NMR experiment enabling us to determine all φangles at once 

in a fully 13C and 16N-labeled peptide. A torsion angle φcan be determined企om1D NMR 

experiment by correlating 13C_1H and 15N_IH dipolar interactions[l]. By adding 13C high-

resolution dimension to the 1D C-HIN-H correlation experiment， all φangles can be 

obtained by one 2D experiment. 

これまで我々はペプチドの二面角ゅの決定法として、 FSLGm(・2m)m法[2]を用いることで高速 MAS

条件下での C・HIN-H双極子2次元相関実験[1][3]を行い、さらに、 1次元相関実験でも同様にニ面角

ゆを精度良く決定することが可能であることを示した[1]0本発表では、この1次元相関実験に高分解能ス

ベクトルの次元を加えた2次元実験を行うことで、主鎖を13C，16Nでフルラベルしたペプチド、試料の二面角

ゆを複数同時決定が可能であることを示す。

【手法】

本手法ではFig.1のスピン系を想定してFig.2のパルス系列を用いた。このパルス系列ではまず 16Nに

磁化を作り、 FSLG1(・2)1をmXtRの期聞かけることによって lH_16N聞の双極子相互作用の情報を織り

込む。次に 16Nの磁化をそれぞれの Nと直接結合している Cαに移し、その後 FSLG1(・2)1によって

C-Hの双極子相互作用を復活させることで、 t1次元にN-H/C-Hの 1次元相関情報を得る。最後に時刻

らで 13Cの高分解能スベクトノレを観測することにより、ペプチド主鎖内のゆに関する情報を複数得る。

なお、 Fig.2では tl>(n・l)tRの場合のパルス系列を示したが、 t1三(n・l)tRのときは FSLG1(幽 2)1パルス

をt1a=t1だけかけた後、パルス系列の最後までTPPMdecouplingを続けるものとする。このように13Cの

18ぴパルス前後それぞれ tRの期間に FSLGを照射しないのは、 13Cのパルス照射と lHの FSLG照

射が重なることによって双極子相互作用の復活が不完全になるのを避けるためである。

キーワード:固体NMR、MAS、ペプチド主鎖構造、ペプチド主鎖二面角、 2D相関 NMR

0みぞかみじゅん、おおはし りゅうたろう、みずのたかし、

たけごし きよのり、てらおたけひこ
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【実験】

まず手法の有効性を確認するため、既に構造解析の行われている N・acetyl[1，2-13C_15N]DL-

valineを試料として Fig.2の実験を行った。この実験は 1H共鳴周波数 400MHzの磁場において

CMX Infmity分光計と Doty5ゅ三重共鳴プローブ、を用いて行った。この実験で得られた 2次元

スベクトルの 1次元スライスをシミュレーション結果と比較し(Fig.3)、φ=156。とし、う結果が得

られた。これは、 X線による結果ゅ=1540 [4]、NMRによる結果ゅ =1550 [3]とほぼ一致する。

会場では、主鎖を 13C.15Nでラベルした4残基ペプチド Phe-Ile-Gly-Leu-NH2について本手

法を適用した結果について発表する。
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P124 MAS下での非ゼーマン熱浴からの交差分極

(京大理学部化学)

0大橋竜太郎、竹腰清乃理、寺尾武彦

Cross polarization via the non-Zeeman spin reservoir under MAS 

(Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University) 
o R. Ohashi， K. Takegoshi， T. Terao 

In setting a 13Cj15N heteronuclear correlation (CN-HETCOR) experiment urider 

MAS， we unexpectedly found 13C magnetization. transferred from 1 H without 1 H radi-

ation. Since removal of this magnetization is pre-requisite for a CN-HETCOR exper-

iment， we examined the origin and the nature of this magnetization. We found that 

Vieth and Yannoni [1] examined polarization transfer via a non-Zeemah spin reservoir 

for a static sample using a similar pulse sequence. In their work， it was postulated that 

the origin is 1 H dipolar order created during spin locking. Our observation indicates 

that the dipolar order does live long enough for polarization transfer to 13C even' under 

MAS. As the behavior of the dipolar order under MAS is of interestヲweexamined 1 H to 

13C polarIzation transfer under MAS (zノγ=12kHz)by the pulse sequence shown in Fig. 

1 using l-alanine as a sample. 

In Fig. 2， we compare the 13C spectrum taken by using CP with taken by using 

the sequence in Fig. 1 with the following conditions the 1 H rf power (νfI) of 37 or 

52kHz， the 1 H irradiation time (T.昆)of 60μs， the 13C rf power (イ)of 38kHz， and 
the 13C irradiation time (TfL) of 20μs. In Fig. 3， we plotted the intensity of the C"， 

peak of l-alanine as a function of the 13C rf power (イ).Fig. 4 shows the 1 H spin-

lock power depencdence. Fig. 5 shows dependences of the CH peak intensity on the 

interval between the 1 H spin-locking and the 13C rf pulse at the optimal condition. The 

dependence is fourier transformed to exhibit clear peaks at nVr (n= 0，土1，土2)(Fig. 

6). This resu1t shows that the 1 H dipole order is modulated by MAS. We also exarilined 

1 H to 15N polarization transfer by this sequence. The large沼tsignal intensity was about 

1/10 for the amide nitrogen in 15N labeled N-acetyl valine when compared to the CP 

signal intensity. The MAS modulation and the short life time (九D)make it di伍cult

for the present polarization-transfer mechanism under MAS to be useful， nevertheless 
it is important to take account of the mechanism to avoid unwanted magnetization. 

The effect of the magnetization created via the present mechanism can be removed in a 

CN-HETCOR experiment by a1ternating 15N rf phases properly. 

[1] H. M. Vieth， C. S. Yannoni; Chem. Phys. Let. 205， 153， 1993. 

Key words : Cross porlarization， Magic angle spinning， Dipole order 

おおはし りゅうたろう、たけごし きよのり、てらお たけひこ
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P 125 国体試料の中速回転下におけるXiXdecouplingの適用

(バリアンテクノロジーズジャパン、東京農工大)

芦田淳

X改 decouplingfor Solid State 13C N加fRat Moderate Sample Spinning Speed. 

お旦A組組昼

Varian Technologies Japan Ltd.， Tokyo Univerセityof Agriculture and Technology 

Inorder ωanalyze the detailed local s加 ctureand dynamics by NMR spectroscopy， it is neces鑓 ryωob飽inhigh 

resoh刈onspec凪 For叫 id説蹴NMR， continuous wave (CW) decoupling has been normallyωed to obtain 

high resolution ¥3c solid 咽 teNMRsJ)(湖沼.Recently， several new decoupling t民 凶qu民国:vedevelo伊d即時

phぉeand/or amplitude mod凶ation.XiX (X inverse-X) decoupling provided by Detken et al. is one of白emost

robust decoupling scheme for high spinning speed (>20kHz). In this work， we present白紙 XiXdecoupling is 

alωetfective under modera旬samplespinning speed some mobi1e samplω. 

【緒言】

固体、溶液を問わず、 NMR分光法を用いて局所構造や運動性の詳細な解析を行う際に最も重要

なことの一つは、一つ一つの信号が分離された高分解能のスベクトルを得ることである。特に¥3C
NMRでは、観測核と lHとの聞の異種核問スピンースピン結合による線幅の広がりをどのように抑え

るかが問題となる。権液NMRでは、 GARP，WURSTなどの様々なbroadbanddecoupling法が開発され

ているが、固体NMRでは長い間連続波(continuouswave : CW) decoupling ~去が一般に用いられてきた。
しかし、ここ数年の分光計の発展に伴い、高速で、パルスの位相・強度・周波数の切替を行えるように

なって、Twc治郎Phase-M叫ul副on(TPP防法(1)を初めとする様々な decoupling手法が発表されてきて

いる[2-4)。

今年DetkenらはXiX(X inverse-X) deco叩lingを発表した[5]0TPPMなどでは調整すべきパラメー

タが2つ以上あるのに対して、 XiXdecouplingではパルス幅1つだけであり、より簡便な手法と言え

る。ただし彼らは、 XiXdecouplingが有効に働くためには、 20kHz以上の高速回転と 100kHz以上の高

出力 RFが必要であると述べている。

本発表では、 XiXdecouplingは 10出以下の中低速回転下でも運動性の高い試料に対しては十分

有効であることを示す。

【実験1
NMR測定は、Vari組 問πY/NO悶 400で行った。プロープ、は、AutoMAS5mm CPIMAS、T34mmHXY、

T32.5mmHXYプロープを用いた。

[結果と考察】

まず線幅が最も狭くなるように、 XiXdecouplingのパルス幅(や)の調整を行った。図 1にアダマン

タンのメチレン炭素の¥3CNMR信号強度と XiXdecouplingのパルス幅との依存性を示す。試料回転速

度は5kHz、ラジオ波強度は50kHzであり、仕は試料回転周期である。信号強度は、同じ試料回転速度・

XiX decoupling、 間体NMR、高分解能化

あしだ じゅん
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ラジオ波強度のCWdecoupling下での信号強度

で規定化した。 Detkenらの報告と同様に、

tp = nX 1I4Xtr(nは整数)のパルス幅において、

信号強度が極小値となり線幅が広くなっている

ことがわかる。しかし、その谷と谷の間では、

tp>0.5 Xtrの領域において、信号強度が CW

decouplingで得られる信号強度(図 1の水平方

向の破線)よりも大きくなり、従って線幅が狭

い高分解能のスベクトルが得られることが示さ

れた。

図 2に(a)CW 、(b)XiX (tp=2.85 X tr)、

(c )TPPM decouplingを用いたアダFマンタンの13C

NMRスベクトルを示す。メチレン炭素の半値

幅はそれぞれ4.7Hz(CW)、 3.9Hz(TPPM)、3.7Hz

(XiX)で、XiXでの信号強度はCWと比較して約

10%向上している。 l

図3にXiX(実線)と CW(破線)decoupling 

におけるアダマンタンのメチレン炭素の 13C

NMR信号強度と decouplingパルス強度の依存

性を示す。どちらの decouplingにおいても、

ωrf=ωrXnの条件を満たすときに ro凶 y

reson組問効果が観測されている向。この図より、

ほぼ全てのdecouplingパルス強度において、XiX

decouplingの方が得られる信号強度が大きいこ

と、また XiXdecouplingではCWdecouplingと

比較してより弱いパルス強度で同程度の分解能

のスペクトルが得られることが示された。

Detkenらによるグリシンの結果と本研究

でのアダマンタンでの結果より、結晶性試料で

は 20kHz以上の試料回転速度が必要であるが、

運動性の高い試料だと 10祉{z以下の中速回転下

でも XiXdecouplingが有効であることがわかっ

た。以上のことから、 XiXdecouplingの有効性

は、試料の運動性に依存していると考えられる。

ポスターでは、他のサンフ。ルに適用した例

についても発表する。

【参考文献1
1) A. E. Bennett， C. M.町enstra， M. Auger， K. V. 

L紘shmi，and R. G. Griffin， J. Chem. Phys.， 103， 

6951 (1995) 

2) Z. H. Gan， and R. R. Ernst， Solid State Nucl. 

Magn. Reson.， 8， 153 (1997) 

.~.. _....ー.. .ー，.・・ー・

き
ag 晶a 

0.0 

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 

tp/tr 
Figure 1.官led句endenωof也eheights of methylene p偲kof 

adamantane on the pulse wi制I(tp) ofXiX d氏。uplingat 5 kHZ 

鈎rnplespinning speed， and 50 kHZ proωnd∞oupling power， 

where tr is roωr period. The peak heights are normali剖 toCW

decoupling at廿lesame sample spinningゃeed， and proもon

decoupling power. 

(a) (助l(c)』

Figure 2. A必m飢刷e13C MAS NMR甲釘回 wi白(的 CW，

(b) XiX and (c) TPPM decoupling at 5kHz sample spinning 

m鎚d，飢d50kHzproω，ndecoupling power. 

1.2 

1.0 
・a
卸・8
~0.6 

む4

0.2 

0.0 

o 10 20 30 40 50 60 70 
proton decoupling power (kHz) 

Figure 4. The dependence of XiX (rigid) and CW (dash) 

proton d旬。upl耐19power釦dadamantane me出lylenep伺k

height百lepeak height is normalizedω50 kHZ CW 

decoupling power， indicated by the horizon陶ld甜1“line.

3) 竹腰、溝上、寺尾:第39@]NMR!:端会;284 (2000) 

4) K. Takegoshi， J. Mizokami， and T. Terao， Chem. Phys. Lett.， 341， 540 (2001) 

5) A. Detken， E. H. Hardy， M. Emst， and B. H. Meier， Chem. Phys. Lett.， 356， 298 (2002) 

6) T. Nakai， and C. A. McDowell， Chem. Phys. Lett.， 227， 639 (1994) 

-373-



P 126 高速MASのための基本技術の開発

(理化学研究所) 0仲村高志

Development of Primary Technique for High Speed MAS 

Takashi Nakamura RIKEN (The Insti加teof Physical and Chemical Research) 

Magic Angle Spinning (MAS) is the most important technique on solid-state NMR. 

Still we need higher speed for sample spinning. Spinning technique were based on drive force， 

drive area (turbine design)，制vemethod， and be剖 ng.We focus drive force using air for 

sample spinning. The propelling gas is compressible by pressure. So we need to use 

compressible fluid dyn姐山s.Compressible fluid can make supersonic speed. We design 

supersonic nozzle for more effective sample spinning. 

はじめに

固体高分解能 NMRにとって MAS(MagicAngle Spinning)は、必須の技術として知

られており、これの高速化は常に重要な課題である。この試料管回転のための技術

要素は、駆動力、駆動面(ドライブするための羽の形状)、駆動方法、そして軸受と

考えられる。

駆動力については、 Andrewらの報告 1)にある回転を駆動するための流体を空気か

らHegasに変更し、回転速度を上げる報告がなされた例があげられる。この速度の

向上は、ヘリウムが空気よりも高い音速が得られるためである。前回、筆者が駆動

面についての研究を進めた結果、駆動面の形状の最適化はそれほど高速化に反影で

きなかった九このことは駆動力が回転の効率を決定していると思われる。つまり、

駆動のための気体の圧力をあげても、それが実際の駆動力にならないことを示して

いる。回転を駆動するノズルの部分で気体の圧縮による澱み(チョーク)が生じる、

このためにノズルから吹き出す流体は音速が最高速度となる。いわゆる音速の援と

言われている回転速度の限界である。しかし、現実にはノズルの形状を最適化する

ことにより、音速以上の速度を得ることはできる。そこで駆動流体を空気のままで

高速回転を実現するため、超音速ノズルの形状を設計した。

キーワード高速MAS

なかむら たかし
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実験・考察

現在使用されているスピナーは Andrewらの採用した空気軸受のタイプを基本とし

て設計されている。空気軸受を使用した場合、ベアリングとドライブを同じ供給元

から受ける場合、供給元が十分なエアを供給できない場合には安定な回転が得られ

ない。また、ベアリングは基本的にサンプル管に対して静圧をかけるのであるから、

過剰の圧力は必要以上のドライブ圧を要求することになる。したがって、効率の良

いベアリングとドライブが求められる。気体(空気、窒素)を利用した駆動系の場

合、エア抜けの良いノズ、ルを設計することで、より少ない供給量で同等の回転数を

得ることが期待出来る。 1醐

l'栂曲

実験では、市販品で最もエアの効 12000 

率の良いと思われる DotyScientific社 i1醐

.. 駅剛

の XC-5(サンプル管。5mm) につい

て最初に評価した。従来の評価では、

駆動力の指標はドライブ圧である。

.Jt 

'"却

2制，。

。

• • 
• 

。 帥 1ω 

ドライブ圧と回転速度の関係で回転

速度の評価をしている(Fig.1)。しかし、 (it BZm;nidip;)wi h airms 

• • 

叡加。 260 '00 

実際に知りたいのは駆動している流体の速度である。これを知るためには、その系

の流量を測定することで求められる。最近では質量流量計で手軽に流量の測定がで

きる。今回はこの測定を行った(Fig.2)。この結果、このスピナーのノズルは圧力 2ω kPa

のときに 315mJsに遣し、速度 同蜘

は音速の 9割程度である。この :コ
ときのローターの回転数は 14

旺Izで駆動力に対して約 70%の

効率で回転していることがわか

る。また、この測定から駆動す

;51曲開

運棚

11 50(訓0

~ 4欄

2000 

。。

• • • • 
10 20 拍 40 50 

Alr Flow (1・R・./1剛n.lる気体の性質が(非圧縮気体か

ら圧縮気体へ)変わる点も明ら
Fig.2 Spinning rate削 thair fl側 farXG-5 (Air Bearing 21∞kPa) 

かにされた。次に、テストノズ

60 

ノレは既に音速を超えるものが可能だが、流量の測定は、圧力が高いため、もれが多

く発生し正確な測定が困難なため、スピナーに組み込んでの結果をポスターで報告

したい。

参考文献

1) E.R. Andrew， L.F. Famell， M. Fi巾，T.D. Gledhill，却dI. Robe出 ，J. Magn. Reson. 1，27 (1969) 

2) 仲村高志、 第 39回NMR討論会要旨集、 p沼6(2αlO)
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P 127 張力印加NMRによる繊維の構造変化に関する研究

(農工大工)0亀田恒徳、朝倉哲郎

白 angein the Structure of Fibers under Tensi1e Stress 
Monitored with Solid State 13C NMR 

Eunenori Kameda and Tetsuo Asakura 
Department of Biotechnology; Tokyo Univel世;tyof Agriculture and Technology 

A new solid-state NMR equipment has been developed to monitor the change in the structures 
of fibers under tensile stress. The probe employs a saddle匂rpeof coil for inducing stress to 
oriented fibers in the direction of Bo， and a single-coil幽double-turning system for 
cross-polarization. The structural changes of silk fibroin fiber and biodegradable aliphatic 
polyester fiber of poly(tetrametylene succinate) (PTMS; [-O(CH2)40CO(CH2)2CO・]n)were 
observed as a function of tension. Moreover， the chemical shielding constants of carbon 
atoms were calculated for the model compounds with different local conformations using the 
GIAO・CHFwith ab initio 6-311G** basis set. 

【緒言]

半結晶性高分子繊維の引っ張り過程における可逆的、もしくは不可逆的な構造変化

について、結晶領域のみならず非晶領域も含めて原子レベルで詳しく解析することは、

繊維物性と局所構造との相関を得る上で重要である。そこで本研究では、張力を加え

た状態において繊維の固体NMR測定を可能とするシステムを構築し、張力の大きさに

応じて変化する繊維構造をモニターすることを目的とする。

{実験]

装量 張力を加えた状態で固体NMR測定を行うための装置図をFig.l(こ示す。本装

置において試料に加えられる最大荷重は250kgである。試料の繊維軸を静磁場に平行

に揃えて引っ張るために、ソレノイド型コイルではなくサドル型コイル(5mm径)を用

いつつ、固体NMR測定が可能な高出力パルス(本研究ではIHで60kHz以上)が印加

できるようにプロープを改良した。またこのプロープは交差分極法が使用できるよう

に設計してあり、本測定ではIH_I3Cの交差分極を33kHzで行い、接触時間は2msecとし

た。 IHデカップリングはCW法により 56kHzのIHラジオ波を用いて行った。

芭主主合成高分子のpoly(tetrametylenesuccinate) (PTMS; [・O(CH2)40CO(CH2)2CO・]n，

Scheme 1)と野蚕の 1種であるエリ蚕(s.c. risini)の絹フィプロインを実験に供した。

PTMSは、市販の紡糸繊維(FieldMate，東レ)をそのまま用い(無張力状態における

PTMS繊維の直径は0.33mm)、90本束ねてNMR測定試料とした。またエリ蚕絹フィブ

ロイン繊維試料は、 5齢期の蚕体内から絹糸腺を取り出して、それを1.6m1minの速さ

で延伸した後、末端を固定し、室温にて数日開放置して作成した。

分子軌道計算 NMR 遮蔽定数計算はGaussian98プログラムを用いて行った。基底関

数は6-311G料とし、 X線構造解析より得られたいくつかのコンホメーションの原子座

標に基づいて計算用構造モデルを構築した。

固体NMR、張力印加NMR、コンホメーション、構造変化、分子軌道計算

かめだっねのり、あさくらてつお
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{結果および考察i
静議場に平行に試料の繊維軸を揃えて測定した国体NMRスベクトルは、繊維軸方向

の化学シフトテンソノレを敏感に反映する九これによって張力を与えることによる分
子の配向変化や高次構造変化を精度高く解析することができる。

PTMSの結晶領域は、無張力下においてT-sTG'Tコンホメーションを脊する α型結
晶を形成することがX線解析より知られている2)0 Fig.2は、 pτMS繊維を外部磁場に平
行に束ねて引っ張る前(A)、張力下(問、および張力解放後(c)におけるlJccpスベクト
ノレの変化を示した3)。カルボ、ニノレ炭素ピークは左右対称であり、その位置(255ppm)は
α型PTMS粉末パターンの σ11成分に棺当している。カノレボ、ニノレ炭素の σJl軸方向は分
子鎖軸とほぼ平行であるので、 PTMS繊維は外部議場方向に平行に高配向しているこ
とがわかる。引っ張ることにより ((A)→(B))、高磁場側のメチレン域における22ppmの
ヒ。ークが相対的に減少し、 8ppmのピークが増加していることがわかる。張力を加えて
もカルボ、ニノレ炭素のピークイ立震および線形は変化していないことから、メチレン炭素
シグPナノレの変化は、単に分子配向の変化によるものではないことがわかる。また、Fig.2

(A)と(c)がよく一致することから、引っ張ることによるPTMSの構造変化は可逆的で
あると言える。分子軌道計算を組み合わせることによって、このシフトはメチレン基
がゴーシュからトランス型に転移することに伴って変化したものであることが明ら
かとなった。また、絹繊維の5)についても間様に張力下におけるNMR測定を行ったの
で、詳細をポスターにて報告する。

i謝辞] 張力印加NMRシステムの構築にあた
り、多大なご協力を戴いた E本電子データム(株)
の今成司氏および藤戸輝昭博士に感謝します。ま
た本研究は一部、生研機構の基礎研究推進事業に
より行われた。 Sc取締e1 A PTMS chain withαform. 

Fixing 10 a c告iling

Fig.l Schematic diagram of developed NMR 
equipm記ntto monitor change in th邑 NMRspectra of 
fibers under tensil官stress.
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P128 高周波振動による団体 NMRの高分解能化についての研究

東京工業大学大学院理工学研究科・高分子センター

O留回篤志，木村英昭，黒木重樹，安藤勲

A study of resolution enhancement of solid state NMR 

byhigh 企equencyvibration technique 

Department of Chemistry and Materials Science， Tokyo Institute of Technology， 

International Research Cent町 ofMacromolecular Science， 

2・12・1Ookayama，Meguro-ku， Tokyo; 152・8552，Japan

OAtsushi Tomeda，Hideaki Kimura，Shigeki Kuroki and Isao Ando 

The static spectrum obtained by solid state NMR is much broader than that 

obtained by conventional NMR due to large dipolar interaction and chemical shift 

anisotropy. We have successfully studied resolution enhancement of static NMR 

spectrum of polyethylene by using high企equencyvibration technique as developed 

by us. It is shown that the high frequency vibration technique is a useful means 

with high possibility for obtaining resolution enhancement for solid-state spectrum. 

【はじめに】

国体 NMRでは、液体のそれと異なり双極子関相互作用や化学シフトの異方性により広幅

化したスペクトルしか得られない。現在、このような相互作用を除く方法のひとつとして、マジ

ック角回転法(MAS法:Magic Angle Spinning)が広く用いられている。化学シフトの異方

性はこの方法により除去できるが、双極子問相互作用を除去するためには数百kHz以上と

いう周波数で試料を回転させる必要がある。しかし、機械的な要請から数百kHz以上の周波

数を得ることは難しい。そこで我々は、試料を回転させる代わりに、容易に高周波を得ること

ができる振動を用いることによって、相互作用を除去する手法を開発することを目的として、

進めてきた。本報告では，その研究内容とその方法論の可能性を報告する。

キーワード:固体NMR，高分解能化， MAS 

0とめだあっしきむらひであき.くろきしげき.あんどういさお
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【実験】

低密度ポリエチレンをPZT(チタン酸ジルコン酸鉛)板(圧電振動子)の表面に融着させた。

その振動子を20MHz及び300MHzパJレス lHNMRプローブの中に設置し、振動子に交

流電圧を印加することにより振動させながら測定した。振動の周波数は印加した交流の周波

数と同じである。

【結果・考察】

Fig.l Iこ各周波数で振動させたときに得られるポリエチレンの20MHz'Hスペクトルの半

値幅を示した。この結果から、試料に振動を加えることによりスペクトルの半値幅が減少する

ことがわかった。また、振動の影響は非晶相よりも結晶相でより顕著に表れることが明らかに

なった。これは、結晶相のほうが非品相よりも運動性が低いために、振動による効果が大き

かったものと考えられる。このことは，本方法の可能性を示したものである。また，詳細は討

論会で述べる。

(a) 白)

66.5 390 

3660 
[ 385 3 ---I 

4三 • • 
{i 65.5 • 主凶 380 

E E E 。375 • • 。 • 64.5 365 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 1.5 

frequency (MHz) frequency (MHz) 

Fig.l The plots half-width of lH spectra of polyetylene as a function of vibration 

合equencyobtained by using high仕equencyvibration method 

(a)amorphous phase and (b)crystalline phase 
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P129 超偏極 Xe"129の化学シフトに基づく多孔質微粒子への吸着特性の研究

大阪大学医学部保健学科、

0神谷貴史、若山哲位、木村敦臣、藤原英明

Absorption Properties ofPorous Materials as analyzed from the Xe"129 chemical shift 

using Hyperpolarized Xe gas 

School ofAllied Health Sciences， Faculty ofMedicine， Osaka University 

OTakashi Kamiya， Tetsuya Wakayama， Atsuomi Kimura， Hideaki Fujiwara 

Hyperpolarized noble gas has attracted a great interest in various fields" The hyperpolarized 

Xe gas is an ideal probe for investigation ofporous materials because ofits high sensitivity as 

well as its chemical inertness" We measured and analyzed the temperature dependence of 

Xe"129 chemical shift absorbed on several mesoporous silicates， and estimated the energy of 

absorptiort. The pressure dependence was also investigated. 

序.

我々は昨年の本討論会で、超偏極 Xe"129ガスの緩和速度と平均自由行程との聞に、拡散の影

響を考慮することで良好な直線関係が成立することを報告した。本研究では、シリカ系多孔質微

細孔内(mesoporoussilicates)における XeのNMR挙動についてさらに検討を行った。即ち、吸

着した超偏極 Xeの化学シフトの温度依存性と圧力依存性を調べた結果、圧力ゼロに外挿した化

学シフト値から吸着のエネルギーを定量的に評価できたので報告する。

茎監ι一

半導体レーザを光源として GaAlAsダイオードレーザ(コヒーレント社製:FAPシステム)を用

い、円偏光器を通して円偏光を得た。偏光用の磁場に縦型の分析用 NMR装置の漏れ磁場を利用

することとし、黍直方向に 12mT程度の漏れ磁場の位置に偏極セルを置いた。昨年の本討論会で

報告したものと基本的には向じである1)。自然存在比の Xeガスのみを原料として用い、到達偏極

率は 1~3%である。 Xe"NMR 測定は Varian 社製 INOVA 400WB装置で行った。測定周波数は

110.6MHz、測定温度は室温包30C)から・100
0

Cまで変化させて行った。なお、圧力は 1気圧から

0.2気圧までの範囲で測定を行った。サンプルは新規シリカ系メソポーラス微粒子

(FSM" 16，HMM"3 )とシリカ系カラム充填剤(Polygosil60，100，300，500)を用いた。

結果と考察.

常温での様々な多孔質微粒子に吸着した Xe"129の化学シフトの逆数(11a )と平均自由行程(Q)

との関係を図 1に示す。サンプルは全てシリカ系の多孔質微粒子であるため，全体として直線関係

超偏極 Xe"129、吸着、シリカ系多孔質微粒子、温度依存性、圧力依存性

かみやたかし、わかやま てつや、きむら あっおみ、ふじわら ひであき
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にあると言えよう。低温での同じプロットにおいても同様に直線関係が認められた。

ここで、図 2のような空孔内のモデ、ルにおいて空孔

壁に吸着されている Xeと空間部分に存在する Xeが

平衡状態にあるとき、それぞれの化学シフトをれ、

a fとすると測定において求められる化学シフト aobs 

について次式が成り立つことが知られている 2)。

δa -c5abs C C:AとFの体積比

ー
δobs -δf K KXe濃度比=[吸着j/[空間]

この式の両辺を微分することにより次式が得られる。

dlln { (c5a -c5cts) / (c5c担-~)}温
dl(l/句 R R気体定数

従って、縦軸に ln{(a a -a obs)/( a obs・aJ}をとり横軸に

温度の逆数(I庁)をとると、直線の傾きから空孔壁に

吸着されている Xeと空間部分に存在する Xeのエネ

ルギー差.LlEを求めることができる。実際に

a a=243ppm、aFOppm3)として求め

た値を表 1に示す。

上の式は基本的には圧力ゼロ

で求められた式であるので化学

シフトの圧力依存性がないか調
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Fig.l Plots of 11 a against i 
at room temperature 

Fig.2 Rapid Exchange Model 

for Absorbed Xe atom 

Table.l The Energy Di妊erence.LlE between the Xe Atom in 

the Two States of absorbed and free States 

Porous Material D (nm) Q (nm) .L1E (kJ/mol) 

HMM-3 2.9 1.23 -2.10 

ベた。 latm 以下では HMM-3

とFSM-16以外のサンフ。ルで、は

圧力依存性はなく、 HMM-3と

FSM-16についても圧力依存性

は小さかった。これら 2つにつ

いて圧力補正を行ったが補正量

は小さかった。表 1の結果より

吸着のエネルギー差.LlEは空孔

径、より正確には平均自由行程B

に依存することがわかる。

FSM-16 (2.1 nm) 2.1 1.66 一2.18

FSM-16 (3.0nm) 3.0 2.56 -2.45 

POL YGOSIL60 6.0 5.56 -6.15 

POLYGOSIし100 10.0 9.56 -7.25 

POL YGOSIL300 30.0 29.56 苧 9.80

POL YGOSIL500 50.0 49.56 -9.92 

D: Pore Diameter， t: Mean Free Path 

Negative .LlE means exothermic property in absorbed state 

結論として、超偏極 Xe-129ガスを使って温度依存性を調べることにより、多孔質微粒子につ

いて Xeの吸着エネルギーを簡単かっ定量的に評価できることがわかった。

量産-
HMM-3とFSM-16をご提供いただいた豊田中央研究所(稲垣博士)に感謝します。

単旦主盤ー
1)神谷、清水、柳川、木村、藤原、第 40回 NMR討論会講演要旨集 p，26・27(2001) 

2) Q. J. Chen and J. Fraissard， J. Phys. Chem.， 96， 1809 (1992) 

3) J. Demarquay et al. Chem. Phys. Lett.， 136， 314 (1987) 
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P 130 え~ーツ鱒蓄量参襲時開コンパクト離RI 鶴舞
(筑波大学物理ヱ学系側エム・アール・テクノロジー，帥筑波大学臨床医学系)

0栗本醤明.白猪..松永吉嫡，松田欝疋.樗飯智之へ宇津薄儀へ巨瀬勝羨，吉岡大帥

Development of a Co開 pactMRI for Dia醤nosisof ~事ports Injuries 
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， *弘ARTl告chnologyInc.， 

帥 Inst社uteof Clinical Medicine， University of Tsukuba 
T. Kurimoto， T. Shirai， Y. Matsunaga， Y. Matsuda， T. H畠ishi*，S.Utsuzaw畠へK.Kose， H. Yoshioka帥

MRI is a very useful method for diagnosis of sports injuries but not widely used mainly because 
of its high imaging cost. To overcome this problem， we have developed a compact MRI system by 
using昌 permanentm畠gnetand compact MRI console. Several baseball players which had elbow 
injuries were imaged and diagnosed by a radiologist. The results have shown the usefulness of the 
system. 

[1まじめに}スポーツ障害l土プロ選手にとっては，職を失う恐れもある深刻な問題である.

また，一般の選手にとっても楽しみを失ったり 9 一生その痛みと付き合っていかなくてはな

らなくなってしまうような重大な問題である. しかもスポーツ揮害は，治療を行っても完全

に閤復するという保証は無い.そのため，スポーツ欝害においては，予防が非常に重要とな

ってくる.ところが，現状では手軽かっB常的に診断できる装置は存在しない.全身用 MRI

装霞は，大きな病院にしかなく 2 検査コストも高いためF 日嘗的な診断に用いるのは国難で

ある.現在多くの痘療範設で{吏われている X鰻診i析装置は，放射線被曝のため，日常的に使

用するのは不可能であり，関節などの描出能が劣っている.そこで当研究室では，手軽かっ

日常的な診断に能舟できるような，コンパクト乱ffiI装寵の開発を行っている.特に本発表で

は，上肢専罵コンパクト服部装置 (Fig.l)について説明する.

E車整霊童}本研究で開発した MRI装蓋の全体換 (Fig.Oと，議石罵りの状態 (Fig.2)を示す.

本システムは，水平方舟に静離場を発生する O.2T永久犠石犠気田路と当研究室で開発したコ

ンパクト MRIコンソーノレから構成されている.このコンソールには 上段より PC(ディジ

タル制調系)， トランシーパー，勾配磁場電源、，パワーアンプが収められている.そして，人

体でピックアップされる外来ノイズを遮輸するためのF 鋼メッシュによるシールドルームを

構築し，設置面積約 4m2の，非常にコンパクトな上肢専用コンパクト MRI装置を開発した.

Fi習.1Overview of the comp畠ct総悶 for
dia曹蹄@草isofspo同事inju同es.

Fi雷.2綿a雷除et，probe晶ndgr畠die田tcoil事圃

勾配コイノレi主計算機で巻き離のピッチを最適化した平面型のものを作成した.また RF

プロープは撮録部位ごとに専用に作成した.肘専用 RFプローブ (Fig.3) は，査径 2mmの

鋸鰻を lcm間隔で 8ターン巻いたもの.手首専用 RFプロープ (Fig.4)は，車窪2mmの銅

線を lcm関隔で 7ターン巻いたものである.肘専用 RFプロープの関口部は円形であるが，

手首専舟 RFプローブの関口部は，掌の形状に合わせるために長円形とした.

コンパクト MRI，永久磁石磁気回路，スポーツ棒害，診断用，野球肘

くりもとたけあき，しらいとおる，まつながよしはる，まつだよしまさ，はいしともゆき， うつざわしん，

こせかつみ，よしおかひろし

ヮ“



I'i雷3臨lowprobe. Fi雷.4WI凶事tProbe. 

E韓韓轄畏]上記の装置を用いて，肘と手首の撮換を行った.肘の撮橡は 3Dのスヒ。ンエコー

法 (TR庁記=lOOmsIl6ms，画素数 128x 128 x 32)を舟いて行った.面内分解能 (lmm)2，

スライス厚は 4mm，調橡取得時間は約 7分である. Fig.5 Iま正常ボランティアの肘の画像，

Fig.6は野球封患者の肘の酉像である.野球肘患者の画像では，骨の形状や関鮪函の不整がは

っきりと確認できた.

手首の譲換は 3D勾配エコー法 (TR庁E=lOOmsI15ms) を用いて行った.面内分解能

{Imm)2，スライス厚は 4mm，画録取得時謂は約 7分である. Fig.7は正常ボランティアの

手首を撮復したものであるが，手首も貯と罰様に，関舗の形態がはっきりと確認できる画像

を得ることができた.

I'i雷.5底lbowof畠 he畠韓lIy¥lolll悶，teer. I'ig.器密Ibow01畠 P畠tie昂twi鈎 Fi醤.1Wri録。f畠 hea韓hyvol担割teer.
b畠seba目elbow.

{主;すt，(lスポーツ障害診際用として，上肢専用コンパクト MRI装霞を瞬発し，上述のよう

に診断に十分舟いる事が可能な， Tl強調匝犠を取得する事ができた.現在P 病変の播出に有

用と思われる，脂肪抑制の T2強調画鎮の撮換手法を開発中である.

また，以前鮭唯雄判73IJ用 MRI装置 (Fig.8)に鑑用した，ギャップ 25cmの永久磁石蕗気

回路を舟いて，膝も含めた四肢用コンパクト MRI装壁を開発中である.Fig.9はその四肢用

システムのために製作中のシールドルームである.

Fi習.富 Sal冊。目紛然jsyste開 witha C 
shaped per官官lii1lllentr商時間t.
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P 131 超偏極 129Xe-MRI/Sの生体医用工学への応用

産総研光技術研究部門 1、産総研人間樹止医工学研究部門 2、大阪大学大学院歯学研究科 3、

大阪市立大学工学部電気工学科七産総研ライフエレクトロニクス研究ラボヘ先端医療振興

財団映像医療研安部6

0服部峰之 1、本間一弘 2、斎藤もよこ 3、高樹言幸三竹井直行七中井榔青 5、村上秀明ヘ

黒田輝昔、平賀隆1

Hyperpolarized I~Xe MRI/S for 8iomedical Applications 

附otoni cs R. 1. AIST1
， Hωmn Science and 8iomedical Engineering R.I. AIST2， Osaka University Graduate 

School of Dentistry3， Osaka City Uni vers i ty Faculty of Engi ner int， Life Electronics Laboratory AIST5， 

Institute of 8iomedical Research and Innovation6 

仁刈ineyuki Hattor i 1， Kazuhi ro Hωma2， MoyokoSaitou3， Nobuyuki Takahashi2， Naoyuki Takei4， ToshiharuNakai5， 

Hideaki Murakami3
， Kagayaki Kuroda6

， Takashi Hiraga1 

An apparatus for hyperpolarization of noble gas nuclear spins using high-power diode laser arrays 
was constructed. The stray field of the horizontal superconducting問 gnetwas used for the optical 
punp i n~ processes. The h i gh-power d i ode I aser ar r ays (795rvn， 12W) was app I i ed for eff ect i ve exc i tat i on 
of Rb vapor. We ach i eved仰 1首polarizationof I~Xe for sealed Rb and Xe and ~ gas mixtureand performed 
magnetic resonance imaging experiments. 

【序副 司ie，I~Xe の核スピンが 1/2 の希ガスは、アルカリ金属蒸気を光ポンピングして電子スピンを偏極さ

せた後にスピン交換を行って附R信号を飛躍的に増強できる[1]0 MRIに適用した生体医用工学への応用として、

肺、血管、脳などの組織に存在する希ガスが画像化できる[2，3]。ここでは、小動物を対象として超偏極 Xeガ

スを利用した、生体医用エ学への応用実験を目的として、横型船1(2T)の近傍に発生装置を構築した。撮像

シーケンスに EPI 、 FLA剖を用いて、ガラス管中の超偏極 I~Xe ガスの函像化を試みた。

【実践】 Rb金属は、ガラスアンプルに封入された製品(フルウチ化学:99.99仰を、ステンレスパイプ肉に入

れた状態で内部を真空にして配管内部を洗j争した後、外部からステンレスパイプの上からアンプルごとつぶし、

tJ1.;.散ポンプで 11J6Torrにひきながら、先に配置した備極用ガラス管(外径 5伽m，容量約 2∞mQ)へ蒸留した。

冷却した後、 Xe，N2ガス(日本酸素:99.995目高純度ガス)を、 8∞Torr程度まで導入した。偏極用ガラス管を液

体窒素で冷却して、 Xeが固体となり減圧の状態になっているところで、 Rbと Xeを封じ込んだ。光ポンピング

過程は、 1∞G程度の磁場中で行うと最も効率がよいが、ここでは、献I計測に利用した動物用横型磁石(磁場

強度Y空芯口径:2.0T/33伽m)の漏洩磁場C12佃)の利用した。ライスター熱風器の先にガラス鰍佐シートで覆い

炉を作り偏極用セルを設置し、制1000CIこ保った。励起光には、 GaAlAsダイオードレーザー(Optopower: OPC-

∞12司 795→四S:794.7rvn， 12W)を使用した。ビーム(エミッタサイズ 2∞μ肱 1問)をλ/4波長板(CVI: QWPG-795-D8-

4-R10)を通して回転偏光にした後、円筒型容器の側面より入射した。脈I装置は、産総研つくば束事業所の8ruker

8iospec (2T/31叩ボア系、 Oxford社製磁石)を使用した。ガラスチューブに封入した、 Rbと Xe、窒素混合ガ

スについて、 1%程度の超偏極状態を確認した。

はっとりみねゆき、ほんまかずひろ、さいとうもよこ、たかはしのふゆき、たけいなおゆき、なかいとしはる、

むらかみひであき、くろだかがやき、ひらがたかし

超偏極、光ポンピング、半導体レーザー、 M町、 I~Xe
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引き続き、画像収集の動作条件の探索を行った。シム調整は、プロトンコイルの中!こ治コイルを設置し、その

中に入れた水ファントムで実行できた。動物実験用iこ既存のプロトン用バードケイジコイルの内側に、尚南表

面コイルを設霊する配置にし、表面コイルを製作した。ガラスチューブに封入した、 RbとX百ガスを用いて 129Xe

画像収集の動作条件の探索を行った。動物実験を想定した場合、プロトンの構造画像に動物の腕 a血管・総に

取り込まれた Xeの郡像を取得することを懇定して、シム調整を既存のプロトンコイルの中に入れた水ファント

ムで実行し、内側に泌用コイルを設置する詑置とした。スピン偏極ガスは、調整などで跨踏をとったり、 RF

パルスを加えすぎたりすることで、容易に消滅してしまうことから、製作した表面コイルの RF強度分布や、測

定割牛の決定のための基礎チータは、 27AI核の信号を用いて行った。シム誠整を厳密に行った場合には、備極Xe

ガスからの信号!立、 T2事にして 30msであった。これは、 TEを短くとらなくてはならないことを意味していて、

水信号などに比べると、 EPIなどの、単一スキャンの高速臨像収集においては、実験的な制約が大きくなるこ

とを意味している。

Fig. 1 129Xe駅 images (r i ght :札ASH(TE=3. 7ms.舵X=l.64X64) . 

i母ft:EPI (TE=告.6伽18. 舵Xヱ16，64X64) ) 

E轄巣3封じ込み型の光ポンピング装霊童において、ダイオードレーザーアレイを励動議に用いてRbの光ポンピ

ングを行い、 129Xe核スピンを偏極させたところ、 10分程度で平衡状態の錦極率1%を得た。このガラスチュー

ブについて版i実験iこより Xeガスに由来する画像を取得することができた (Fig.l参照)0FLA剖 (TE=3.7ms.

NEX=l. 64X64)で行う場合と間程度の溜質を、ヰセグメントに分けて行った王PI(花=9.68ms.対日=16.64X64) 

を適用して得られた。これにより、撮像時瞬間関は、 1分程度であったものが、 5帥聡程度まで短縮できる見

通しを得ることができた。

E議噛文献3

[1] W. Happer. E. Miron. S. Schaefer. D. Schreiber. W. A. 略行桁jngaarden，X. Zeng. Phys. R母v.Kl.事.3092 

(1984) . 

[2] 舗. S. Alb告rt.G. D. Cat告s，B. Driehuys. W. Happ母r，B. S畠畠m.C. S. Spring邑rJr.. A 曹ishnia.持atur母

370. 199-201 (1告書4).

[3] S. D. S胃anson.紙 S. Rosen. B 曹ー Agr畠noff.K. P 白uIter， R. C. 1'/，告Ish. T. E. Chupp. 舗agn.Res開，

馳d.，38， 6事5-698(1君事7)
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P132 浸漬過程における米粒内水分分布の GradientEcho法による解析

(独法・食総研秋田総食研2 独法・農研機構作物研3)

0堀金明美高橋仁2 丸山幸夫3 大坪研一吉田充 l

A study of moisture dis制 butionin rice grains during soaking 

bygradient舵 homethod

Akemi K. Hori伊 1e1，Hitoshi T:北油部ぽ，SachioM制 ymd，

Kenichi Otsubol，組dMits町 UYoshidal 

l:N甜ona1FoodR!自国民:hIns蜘te，2: Akita Research Insti旬teofFood & Brewing， 

3:N柑ona1In組制teofCl'叩Science，Nationa1 Agri四 lturalR!田朗氏:hOrganization. 

百1epen組制onof water in ri<回 g混血sduring so誌ingw:出 obsぽvedwith high蹴lSitI吋tyand

甲a由1resol凶onby伽時-dimensiona1gr叫拍techo method. Two ri回 cultiv:制， cv. Kosbihikari 

and cv. Yarnad組 ish嗣， whichhad diff釘四t関 11density of血es旬rohs伽喝e出回目 inthe∞re of 

endo等間m， 'Y1俄臨除d.In the milled rice grain of Koshihikari， wat償問1e凶吋伽m血.ev，印刷i

side姐dthecenl凶 llineofthe endo甲田n.During他戸別問Sαackswereゐrmed，也roughwhich 

w蜘必伽edq凶ckly.Fina1ly w:御 dis位ib¥蜘 dmore也theαacks組 daround也e棚田lline也m

in the other pぽtofthe endω戸間1.In Yamadanishiki， no αackw:田 observed，姐dthe penetra血g

watぽ spreadin the white∞re.百1e戸即位姐onwas slow in brown ril∞伊insofboth c'叫tivars，and 

no water was observed inα即 :ksor in the white∞re until 8hr. The route and 1鶴 of白ewa総r

戸田国語onretl町回世1ecell density in the endos戸rmand血emorphologica1 甜uctureofthe gr混乱

【はじめに】米飯の食味には，米の主成分であるデンプンの糊化特性や米粒の物性が関与

し，水はこれらの性質に影響を与える最も基本的な要因である。したがって，これらの性

質の解析には沖備の組織構造を考慮しながら，米粒内部への水の浸透や分布を全粒分析に

よって明らかにする必要がある。私達はこれまでspin田:ho法を用いて登熟過程や炊飯過程

における米粒中の水分分布を観察し，報告してきた 1-3叱3

を明らかにするため，甲泊町ho法に比べて邸ho白neや測定時間を大幅に短縮することがで

きる g叫ient即 ho(GE)法のにより，米粒を水に浸潰したままでMR画像の経時的測定を

行った。得られた水分分布の変化から吸水経路を解明し，組織構造との関連を考察した。

キーワード:magrletic reson組 .ceima伊19，gr叫i叩 t即:ho，rice grain，釦北泊g，mo出町必甜ibution

ほりがねあけみ，たかはしひとし，まるやまさちお，おおつぼけんいち，よしだみつる
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i材料および方法](1)米:コシヒカリおよび心自が多い酒米用品撞ヤマダ、ニシキの玄米

とこれらを構縛した自米を用いた。米 1粒をプラスチック板に挟み，外笹5mmのN恥銀チ

ューブに入れ，蒸留水を加えた後9 誼ちに鶴定に供した。 (2)島監1測定 :B開 ker社製

DRX300WB (7.1 T)装罷で3次元GEi去により識定した。Echo位ne(τe)はechopos説on

の移動によりl.lmsとし， reむovery出関 (Tr)を吸水の速さに応じて 85または 140msとし

た。この時，翻定時間はそれぞれ3分， 5分となった。 Trの短縮による水の信号低下は鑑p

angle'こより調整した。空間分解能は65x 65 x 130戸dとした。 (3)恥1R麗操:来粒と浸

漬水の境界で、 of泊慨はを設定し9 水の信号を削除して埼継の内部だけを表示した。

i結果と考察]TeとTrの短縮により 9 労骨生内部への吸水を追跡するに十分な時時分解能

と感度，空間分解能が得られた。コシヒカリの由来 (Fig.l)では，デンプン貯蹴君織の締

組が糧な中心線 (A)や腹側 (B)から吸水が始まり，その後ヒピ苦手jれ (C)が生じた。こ

のヒピ誤れを通して水が拡散し，吸水完了時には中心線やとど割れ部に水が多く分布した。

ヤマダFニシキ (Fig.2)もコシヒカリと詞じ蔀耳立から吸水を開始したが，ヒピ害iれは生ぜず，

吸水は細騒が粗な心自部分に遣すると一気に拡散し，心岳部分に貯水した。玄米では関品

撞とも自米に比べ吸水が遅く9I受漬後8時開までヒど割れや心岳部分への吸水が認められ

なかった。米粒の吸水経路はこれまで、色素等を用いて外観的に観察されてきたが，お低I法

による 3次元麗機から米粒の意出議構造と吸水経路との関鋒が明らかとなった。

Fig. 1. sections in a cen国 lp醐 ofa milled rice gr諭1， cv. Koshihikari， during soaking. 

A，cen鞠 i注le;Bラven紬 1side; C，翻ck.

鈴む駒郡 inacen糊 ofam盟edricegr割ncv.Y沼na出血hiki，with wl語te

oored間 ffigSO;地 whitecore.
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P 133 マイクロ MRIによるゆで麺の水分分布の測定

(埼玉工技セ北部研独法・食総研2 筑技大学物理工学系埼玉大学理学部 4)

0小島登貴子堀金明美 2 松田善正巨瀬勝美吉田充 2 永津明 4

The measurement of the moisture distribution in the boiled Japanese noodles using micro MRI 

Tokiko KOJIMA1， A訟mriK. HORIGANE2， YoshimぉaMATSUDA3， Katsumi KOSE3， 

M鈎町UYOSHIDA2， and Akira NAGASAWA 4 

l:Saitama Ind凶住ialTechnology Center，・NorthemLab. 2:National Food Research Institute， 

3:Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， 

4: Depar皿，entof Chemistry， F前叫，tyof Science， Saitama University 

We established a me也odfor estimation of the moisture con飽ntin standard wheat gel samples based on 

也e∞町'elationbetw田:nthe mois知recon総ntand wa匂:rproton九ona high field (π) micro MRI (Bruker 

DRX300WB). By using也iscorrelation，也，emoisture distribution in a section of Japanese noodles a食er

bo出ngwas estima旬dthrough九mapping. We血en出，edto measure the boiled J apanese noodles on a 

∞'mp制限I叩血 a1.0 T阿 m個，entmagnet (install油，onspace: less血姐 1mうinordぽ ωmake出 s

me也，odto be available in smalllaboratories or factories. 

1. はじめに

ゆで麺の適度な水分勾配はよい食感をもたらし、ゆで上げ後の放置による水分の均一化は食感

の低下を引き起こす。麺のテクスチャーに大きな影響を与え、従来の乾燥法などの水分測定法で

は捉えられなかった麺内の水分分布およびその経時変化を、M則により測定する手法を検討した。

2.方法

(1)小麦粉糊化試料:小麦粉(麺用中力粉)に所定量の蒸留水を加え、振とうしながら加熱して水

分が均一な小麦粉糊化試料を得た。これを内径4mm、長さ 25mmのガラス管に詰めてシリコン検

をして水の蒸散を防いだ。

(2)ゆで麺:小麦粉に対して加水泊施、食塩添加 4犯で製麺し、これを所定の時間蒸留水でゆで

た後、水冷して水を切り、測定に供した。

(3)高分解能装置による測定:N服装置 (Br叫 erDRX300WB、7T)に25皿のイメージング用バ

ードケージ型RFコイルを装着して、各水分含量の小麦粉糊化試料について、マルチエコー法によ

り室温における lHのむを測定した。同条件によりゆで麺の測定を行い、む値のマッピング画像を

得た。 1回の測定時間は約2分、面分解能は 195μmた、った。

(4)Co即 actMRIによる測定:永久磁石を用いた1.0 Tの装置によりゆで麺の測定を行うととも

に小麦粉糊化試料のちを spinecho法およびCPMG法で測定して高分解能NMRによる測定結果と

比較した。

マイクロ MRI，ゆで麺，水分分布，緩和時間

こじまときこ，ほりがねあけみ，まつだよしまさ，こせかつみ，よしだみつる，ながさわあきら
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3.結果と考察

乾燥法によって求めた小麦粉糊化試料の乾物あたりの水分(g/gd. ffi.)とプロトンの ζ値は高い

相慣を示した(Fig.1)。食塩添加の T2値への影響はゆで麺中の濃度レベルで、は認められなかった。

小麦粉の種類により回帰直線の領きや切片が若干異なったことから、製麺に使用する小麦粉で調

製した糊化試料を用いて、 T2値一水分検量線を求め、ゆで麺の MRI測定で得られた各 voxelの

む値に適用することで、麺の水分分布を求めた。

ゆで時間の異なる麺のむ画像(Fig.2)から、ゆで時間の増加伴い、ゆで水が中心部へ浸透する

様子が観察された。この麹の中心を通る垂直続上の各 voxelにおける T2 値を、上記のようにし

て得た検量線により水分値(%)1こ換算し、垂直線上の lineprofileを得ることで、水分の浸透する

様子が定量的に示された (Fig.3)Q 

一方、 CompactM胞により、ゆで麺について echo法により Tz計算画像を取得した(Fig.4)。

小麦粉糊化試料のむ髄は、 CPMG法よりも spinecho法で小さな鑑を示したが、いずれの場合も

水分とむ値の開に高い相関が認められ(Fig.5)、高分解能 MRIでの測定と同様に、麺の水分分布

測定への適用が可能で、あると考察された。

120 

100 

n
u
 

-

)
 

m
 

J
H
u
 

ghg 
d
u
 

(
 

ゐ
Ln
 

5

h出n
 

o
 

c
 

e
 

F
 

如eAa "
 

向
U》w
 M

 

1!|ii1!1ト「
l
|
1
i
i
ト「l
l
[
i』

n
U

n
u

《

U

n

u

n

U

ハU

o

o

n

o

a

a

・

内

4

〈

ω藍
)
@
コ
一
mw〉

N
a
h

Fig.l Relationship b母tw申告n mOlSぬm

cont組 t(g/g d.m.)組 dT2 valu申(盤s)of 

wa鈴:f proton in standard wheat 

(DRX300WB). 

180 

160 

140 

ii、120

，5 100 

iご ω
品。

40 

20 

9 

G 

Fig.5 

Moisture content (ι!g d踊)

high 

Fig.2 T2 images of畠ぽ'Oss-secti'Onin a boil君dnoodle (DRX300WB) 

Boiling ti盤昏:left， 8minラ 盤iddl久 12 right， 16 min 

# 100 値圏幽圃幽蝿幽串符1In

150 r 由国幽掴12min

120 

重 90

ドc、4 60 

30 

G 

峰2 ぺ o 2 

Position 

を。唱otc d 2 』 畠O
60 

20 

O 

咽 2 -1 O 2 

Position (mm) 

Fig.3 Line pro副総 ma己ross-g号ctionof a noodle. L号:ft，T2 profile; 

right，邸O1sturepro由吉 (DRX300WB).

10 

b納町曹 関 mOlSぬ持 Fig. 4 T2im特車sof a cross幽 se己tionin a boiled noodl記(CompactMRI)ー

∞nt串ntand T2 valu昏 (Comp晶ct ti盤 e: middleヲ 12 right， 16 min 



P134 In vivo 31p NMRを使った酵母ポリリン酸蓄積システムの解析

横浜市大・院総合理 1、阪大院・工・応用生物 E

O 初尾豪人¥森田将史¥富田節子 1、岡田あずさ¥奇世媛¥

Ausunkaree Choowoni、本間蹴之 2、原島俊ヘ吉久保哲郎 1、白川昌宏 t

Inorganic polyphosphate can be widely found in bacterial. archaeal. fungal. protozoan. plant. and animal cells. 

While its ubiquitous existence. the biological function has not been well understood. For recent years. its 

biological向nctionis being investigated by Dr. A. Kornberg and coworkers. and the compound is now implied to 

be involved in many biological steps. such as A TP related energy production. responding to stress. cell cycle 

and so on. In this study. with de骨cientstrains of Saccharomyces cerevisiae. we have carried out in vivo 31p 

NMR to investigate the mechanism of polyphosphate accumulation in yeast cells. 

Several yeast strains lacking phm genes were prepared. in which polyphosphate accumulation was defected. 

and the dramatic decrease in polyphosphate content in the yeast strains was clearly depicted by in vivo 31p 

NMR experiment. We仇Jrtheranalyzed sever富Igenetically modified yeast strains to investigate polyphosphate 

accumulation mechanism. 

[はじめに]

ポリリン酸は無機リン酸がリン酸エステル結合により直鎖状に連なった多量体であり、バクテリア、

吉細菌、真菌、原生動物、植物および動物などあらゆる生物種の細胞中に存在していることが知ら

れている。その生物学的役割、機能はあまり明らかにされていないが、近年ArthurKornbergらによ

って研究が進められ、ポリリン酸の様々な役割が明らかにされつつあり、注目を浴びている。

ポリリン酸の機能としては、 ATPの代替、無機リン酸の貯薦、金属イオンのキレータ一、アルカリ

に対する緩衝効果などの他に、ストレスに対する細胞の応答や細胞周期との関連も示唆されてい

る。裳々は、ポリリン酸や無機1)ン酸の代謝に関与する各種遺伝子を破壊した酵母

(Saccharomyces cere附 .;ae)を調製し、酵母中のポリリン酸を31pNMRでinvivo条件下で観測し、ポ

リリン酸の蓄積機構を解析した。

[phm遺伝子とポリリン酸]

最近 Ogawaらは酵母のポリリン酸蓄積に関与している phml-5の五つの遺伝子(Fig.1)を問定し

たWoPhm2は全長でPhm1と56%、Phm3は489残基まででPhm1と33%の相間性がある。 Phml-3

の N末端は Pho81の配列と似ており、c末端側に膜貫通様のドメインを持つ。 Phm4は 129残基と

短〈、ほiま膜貫通棟ドメインのみからなっていて、 Phm1のC末端領域と3仰の相同性がある。 Phm5

は膜貫通棟ドメインの他に、 sphingomyelinaseに類似の領域を持つ。

キーワード ポリリン酸、酵母遺伝学、 invivo 31p NMR 

とちおひでひと、もりたまさひと、とみたせっこ、おかだあずさ、きせいおん、あうさんかりー・ちゅーう

おん、 Iまんまともゆき、はらしまさとし、こくぽてつろう、しらかわまさひろ
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まず、各phmを単独で破壊することにより、ポリリン酸蓄積量がどう変化するかを invivo 31p NMR 

で調べた。phm1と phm2破壊株ではポIJ'Jン酸の蓄積レベルは減少したのみだったが、 phm3と

phm4破壊株では完全にポリリン酸の NMRシグナルが消失した。また、phm1とphm2を共に破壊し

たこ重破壊株でもポリリン酸シグナルが消失した。なお phm5を破壊してもほとんど影響はなかった。

これらの結果は Ogarwaらの報告と一致しており、 nvivo 引PNMRによってポリリン酸の蓄積機構を

簡便に解析できることがわかった。

[phmの発現とポリリン酸蓄積レベルの相関]

次に phmの発現がポリリン酸蓄積量に反映するまでの時間スケールを調べた。まず、温度感受

性酵母株を用い、温度感受的に転写活性が落ちるプロモーターの下流に phm4の ORFをつないだ

酵母を作成した。この酵母の温度シフト後のポリリン酸蓄積量の経時変化を 31pNMRによって追跡

した。野生型酵母では温度シフト後8時間以上ポリリン酸レベルはほぼ一定していたのに対し、温

度感受性株では緩やかにポリリン酸の減少が見られた。ただし、 mRNAのレベルは2時間程度で急

激に落ちるのに対し、ポリリン酸蓄積量への影響はより長い時間スケールで、緩やかに起こる。

[外部リン酸;寵度との関連]

ポリリン酸の蓄積量は細胞内外の無機リン酸混度やリン酸の取り込みシステムと関係があると

考えられる。これらの相闘を調べるために、無機リン酸のトランスポーターをコードする pho84を破

壊した酵母を用い、リン酸枯渇条件下でのポリリン酸、細胞肉無機リン酸の測定も行っており、これ

らについても合わせて報告する。

s加首lartoPho81 if布ti$.U抗、1ntlldllわ島県?t!tml~描2

828 
Phm1 

Phm2 

Phm3 

-・・・・・・・E彊_MI.'..，._・・・・・・圃・

Phm4 

Phm5 
tmnsm欄 nhr謝悼

首ketl砂rn部"

Fig.1 Domain map of Phm. 
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Fig.2. in vivo 31p NMR spectra of wild 

type and phm4 deieted yeast. Deletion 
of phm4 dramatically reduced NMR 
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P 135 超並列型 MRマイクロスコープの開発
(筑波大学物理工学系1、筑波大学臨床医学系2、 (株)ヱム・アール・テクノ

ロジー3、 (株)城南電子研究所4)

0松田善正 1、宇津湾機3、栗本岳明 1、拝師智之3、山崎由香子1、巨瀬勝美

1、阿武泉2、丸谷光漬4

Development of a Super-Parallel MR Microscope 

Institute of Applied Physics 
1， Institute of αinical Medicine2， University of Tsukuba， MR 

Technology Inc人JonanElectrical Laboratory Inc.
4 

o Yoshimasa Matsuda 1， Shin Utsuzawa
3， Takeaki Kurimoto 1 Tomoyuki Haishi3， Yukako 

Yamazaki1， Katsumi Kose 1， Izumi Anno2， Mitsuhiro Marutani4 

The concept of super-parallel MR microscope was proposed and an eight-channel system was 

constructed. Imaging experiments using a 1.5 T magnetic field of a clinical MRI was peげ'ormedand 3D 

MR microscope images of eight chemically fixed mice were simultaneously acquired. Although the SNR 

varied among the receiver channels， the concept of super-parallel MR microscope was demonstrated 

to be promising. We are now developing a 4 channel system for a superconducting magnet (2.34 T， 40 

cm bore) to acquire 3D MR microscope images of about 5，000 human embryos cOllected and 

preserved in Kyoto Unive隠 ity.

【はじめに]

ポストゲノム時代を迎え、 MRマイクロスコープ撮像を効率的に行なう応用が、強く求められ

ている。しかし、現在の MRマイクロスコープは、このような要求に対し限界があり、これを克

服するには計測の並列化が必要である。本研究では、勾配磁場プローブを多数並べるという超並

列型MRマイクロスコープを提案し、 8CHのシステムを構築して，本システムの有用性を実証し

た。現在、大量のヒト距子の 3DMR  Microscopy撮像プロジェクト(京都プロジェクト)のため

に，長期的使用に耐える実用的なシステムを開発中である。

(8CHシステムの開発】

本システムは、 8CHのアレイ型プロープヘッドと、 8CHのコンパクト型 MRIコンソールで構

成されている。アレイ型勾配磁場プロープは、隣接したプロープ、に巻いた勾配磁場コイルが、サ

ンプルの位置での勾配磁場をお互いに強めあうような設計となっている。 8CHの MRIコンソー

ルにおいては、一人の操作者が容易に操作できるように、 8CHのADコンパータボードを 2枚使

用して、一台の PCでデータ収集系を構築した。また受信系は、増幅器、 PSD、フィルタを一枚

のプリント板に集約し、 10cmX 15 cmX3.2 cmのシールドボックスに収納したものを 1CHのモ

ジューノレとした。

【実験と結果】

以上のシステムと、1.5Tの臨床用 MRIの静磁場を用いて、 8個のマウス胎児サンプルの同時撮

像を行なった(Fig.I)。信号加算なしで 200μm立方の画素サイズの画像が得られたことから、本

システムは，大量のサンプルの撮像が可能な MRマイクロスコープとして有望であることが示さ

れた(Fig.2)。

キーワード :MRマイクロスコープ，計測の並列化，超並列型MRマイクロスコープ

まつだよしまさ，うつざわしん，くりもとたけあき，はいしともゆき，やまざきゆかこ，こせかつ

み，あんのいずみ，まるたにみつひろ
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{大量のヒト脹子の MRMicroscopy撮像プロジェクト(京都プロジェクト)]

このシステムを利用して、京都大学病院付属先天異常標本センター (センター長-塩田浩平教

授)に所蔵の、数万体のヒト経子の三次元MRマイクロスコープ撮像を計画している。このプロ

ジェクトは，今後二度と収集することができない、 世界的遺産とも言うべき貴重な試料をディジ

タノレデータとして保存するという、 緊急にしてかつ重要なものである。 数万体のうち、特に約

5，000体に留しては，解剖学的構造描出の基本となるデータであり、まずこれらに慢しての撮像

を行なう予定である。現在，以下のように，その装置の開発と予備実験を行なっている。

iシステム開発計画と予備実験]

このプロジェクトのために、動物実験用時RIの静磁場強度 2.34Tの超伝導磁石(Brucker製、

ボア径 40cm)を利用する(Fig.3)。この磁石の均一領域は 18cm dsvであるため、 20mmおよび

15mm試験管に対しては 4CHアレイプローブ， lOmm， 8mmおよび 5mm試験管に対しては8

CHアレイプローブを開発する。またそれに対応:した多チャンネルトランシーパーとしては，基

本設計は1.5T用8CHシステムと同じであるが，受信系の相互干渉を防ぐため， 1蜜体あたり 4CH

の受信モジューノレを組み込む設計としている.

予備実験として、二種類(妊娠 13日と 20日)のマウス胎児を， 1 %アガロースゲ、ルで、試験管内

に臨定し、 lCH撮像、ンステムを用いて， 3D-GE法で撮像を行なった(Fig.4)。それぞれ， 75μm 

立方， 150μm立方の画素サイズの画像が， 8持間以内で取得できており，上記のプロジェクトに

{吏用できる性能を有していることが示された

{むすび1
8CHの超並列型 MRマイクロスコープを構築し，その有効性を，人体用 MRIの1.5Tの静磁場

を利用して実証した そして，現在，本システムコンセプトによって，大量の生体試料の撮像プ

ロジェクトを実施するために，長期間の安定な撮像に樹えうる，実用的システムを開発中である.

Fig.1 Experimental Set up Fig.2 8CH 3D Mouse image 

Fig.3 2.34T Super conducting Magnet Fig.4 3D Mouse Image 
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P 136 「ナローボア用高磁場固体ダブルチューニングプローブの開発1J

(日本電子(株)¥新日本製錦(株)先端技術研究所 2)

0長谷川憲一¥志野英雄¥樋田克哉¥杉沢寿志 1、粛藤公児 2

Development of double-tuned solid-state NMR probe for high magnetic field in a narrow bore 
superconducting magnet (1) 
JEOL Ltd.1 

，Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Lab.2 

K.Hasegawa1 ，H.Shino1 ，K.Hioka1 ，H.Sugisawa1 ，K.Saito2 

A double-tuned soIid幽 stateNMR probe was developed for high RF power. The target specifications 
of this probe are as follows. 
1. Balanced double-tuned circuit (HF:1H， LF:13C) for MAS Bo=700MHz(for lH) 
2. Sample tube size; 4mm in diameter 

3.1H:3μsec (decouple)， 13C: 1.4μsec (single pulse) 
A balanced circuit and a. cylindrical frame were adopted to prevent arcing and to improve Bl 
homogeneity. This method satisfies those specifications completely. 

【はじめに】

高磁場固体測定には、高周波磁場 (B，)強度分布の均一性と短いパルス幅が必要

であるが、高磁場になるほど電磁波の波長が短くなり、従来の不平衡ダブルチュー

ニング回路ではB，強度分布が不均一になってしまう。また、ナ口ーボア (NB)ダ

ブルチューニングプローブは高電力を扱えなかった。しかし、より高磁場に対応す

るには、ワイドボア (WB)よりも、 NBのほうがコスト面で有利である。そこで、

NBプローブの耐電力と B，強度分布を改良できる平衡ダブルチューニング回路を

開発したので報告する。

【従来の問題点】

従来の固体ダブルチューニング回路例1)を Fig.1に示す。 H Fに共振する短絡お

よび開放の 1/4波長同軸線路共振器を用いて、 H FとLFに共振する検出コイル

のどちらか一端がグランド電位となる不平衡回路である。

これには、以下の問題があった。

1) B，強度分布が不均一:検出コイル(ソレノイド)一端で電流が最大になるので。

HF共振時lこB，強度最大の位置が検出コイルの端にあり、し F時はその他端に

ある。とくに HF時は、電磁波の波長と比較してコイル長が無視できないので、

一端がB，強度最大となり、他端は大幅に弱くなってしまう。

2)耐圧が低い:コイルに発生する電圧がそのまま電気回路に加わってしまう。

これらの問題は、高磁場になるほど顕著になる。1)は不平衡回路である事が問題

で、同方式での解決は困難である。一方、 2)耐圧については、より高耐圧の大型

高周波部品を用いる事により解決できるが、従来回路の部品配置では大型部品はN

Bプローブに収まらない。

国体、ダブルチューニング、平衡回路

はせがわけんいち、しのひでお、ひおかかっや、すぎさわひさし、さいとうこうじ
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【改良】

電気回路は耐圧を向上させた平衡回路とし、さらに円筒フレームを採用した。

Fig.2に回路の概略を示す。検出コイル (Ls)の両端に LF用同調バリコン (Ct 

1， 2) を接続する。その 2個のバリコンに平行2線路 (TL1， 2) を直列接続

し、他端をコンデンサー (C1， 2)で短絡して、 H Fに共振する 1/4波長共振

器を構成している。それにより、 HFとLFのそれぞれの共振時に検出コイルの中

央で電圧キ Oで電流最大、両端で逆電圧となる平衡回路が形成される。円筒フレー

ムをよ記 1/4波長共振器の外部導体に兼用した。

1) 81強度分布均一性向上

H FとLFの両方の共振時に常に検出コイル中央で電流が最大となので、 81強

度も最大になり、 HFとLFともに最良の照射効率が得られる。

2)耐圧の向上

検出コイルの中央が常に電圧キ Oなるので、電気回路に加わる電圧は不平衡回

路の半分になる。そのため電気回路部品の耐圧が同じでも、従来の4倍の電力

を扱える。

【結果】
700MHzN8 SCM用4mm試料管用 1 H_13Cダブルチューニングプ

ローブを誤作した。照射時に於て 1H/~ ルス幅2. 75μsec@2 7 4W、13Cパル

ス幅2. 45μsec@2 5 8Wを得た。この条件でCP-MASデータが得られた。

さらにシングルパルス時には、 13Cパルス幅 1. 4μsec以下のパルス幅が得られ

ており、 MQ-MAS用プローブとしても十分な性能が得られている。

【考察】

今回の平衡回路を採用する事によって、 N8に適した高磁場用ダブルチューニン

グ回路を実現できた。この回路は81強度分布、耐圧の両方の問題に対して有用であ

る事が分かつた。今後、この回路方式の改良をすすめて、トリプルチューニング回

路と 800MHz以上の高磁場などにも適用したい。
.... .... ztT-ー・吋眠時・・ LFcurrent 

Ls¥  
HF current LF LF…nt・-:7LS:研 一HF 

TL2 

(
L
Z〉
守

TL1 

C3 
(
L
Z
)
守
¥
ペ

ユ
Fig.2 Double.tuned probe circuit using two.wire resonator Fig.1 Double.tuned probe circuit using coaxial陀 sonator

F.David Doty， Ruth R， Inners， and Paul D. Ellis，J.Mag.Reson.43，339-416(l981) 
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P137 「ナローボア用高磁場固体ダブルチューニングプロープの開発 2J

(日本電子(株)1、新日本製銭(株)先端技術研究所 2)

0志野英雄 1、長谷川憲一 l、樋岡克哉 I、杉沢寿志 1、粛藤公児 Z

Development of double-tuned solid-state NMR probe for high magnetic field in a narrow bore 
superconducting magnet (2) 
JEOL Ltd. I，Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Lab.2 

H.Shinol， K.Hasegawal， K.Hiokal， H.Sugisawal， K.Saito2 

A double-tuned solid-state NMR probe was developed for a narrow bore magnet with high RF power. 
The target specifications of this probe are as follows. 
1. Balanced double-tuned circuit (HF:1H， LF:13C) for MQふr1ASBo=700MHz(for IH ) 
2. Sample tube size: 4rnm in diameter 

3.IH:2μsec，13C:1.4μsec (single pulse) 
A balanced circuit is adopted to prevent arcing. The voltage at each circuit point is calculated with a 
circuit simulator to find out available space for each electrical component in narrow bore probe space. 
A successful results has been obtained satisfying the above specifications. 

【はじめに】
論者らは本討論会に提出の別稿、「ナローボア用高磁場固体タ守ブ、ルチューニン夕、

プローブの開発1Jにおいて、ナローボア(NB)マグネット周囲体プロープの耐電力

とBl強度分布を改良した平衡ダブルチューニング回路を報告している。本稿では、

その回路を実現する上で改良・対応した点について報告する。

【従来の問題点}
従来の固体プロープ回路開発では、回路内で高電圧を発生する箇所は耐電圧の高

い大型の部品を使用するか、あるいは他部分との空間距離をとってアーキングを防

ぐことなどで対応してきでいる。これらを実現するため、国体プローブではワイド

ポアマグネット何TB)を使用することが多かった。近年、固体測定は高い磁場でも行

われるようになってきたが、高い磁場の WBマグネットは入手が難しく、ナローボ

ア(NB)マグネットの使用が普通である。 NBに収めるには平衡回路などの採用だけ
でなく、回路各点の電圧を詳細に把握して電位差に応じて各点聞を配置する必要が

ある。しかし、回路各点の高周波電圧を計測器などで実測することは困難であり、

実際のプロープで放軍が起きるか否かを大まかにチェックすることが多かった。し

たがって従来は NBプロープで高電力を印加することが困難であった。

【改良】

電気回路は平衡回路としてコンデンサを検出コイル(Ls)の両側に配置している。

この配置によりコイルセンターが ovとなり、コイル全体にかかる電圧を Eとする

とコイルの左端と右端ではそれぞれ+E/2と-E/2の電圧になる。これによりコイル端

から周囲グランドまでの距離を半分に縮めることができる。また平衡回路にすると

可変コンデンサ Cl，C2にかかる電圧も半分になるが、それでも lkW以上のパワー

を印加するとコンデンサに大きな電圧が加わる。コイルの Q値、コイルおよび各配

線のインダクタンスなどのデータを回路シミュレータに入れて各部の電位を計算し

固体、ダブ‘ルチューニング、平衡回路、ナ口ーボア、 PSPICE

しのひでお、はせがわけんいち、ひおかかっや、すぎさわひさし、さいとうこうじ
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た。シミュレータi立PSPICE怠どを髄期した。 FigllこPSPICEで許算させた臨踏

の一樹を示す。 Figlにおいて、 RslまコイjレLsの母 iこ{辛う襲効藍弼鑑銑で Rs=2会

π*f*Lsl舟u。このま主において flま共謀関j農数(目的、 Lslまサンプjレコイjレ的インダク

タンス(日)である。 Qulまコイんの無量諦qで、信号漉iこマッチン夕、させた場合jこ地

Qu持Y匂lとなる。また Figlにおいて部品 EIO，E20 I立田路iこ霊長響をおよiまさずに

各点関の電盤差を算出する鍍想的怠要素である。さらに FiglでVlIま鑓号j壊であり、

R70 Iまそのインピーダンスである。 Vlの出力iこは邸主自パワーlkWを懇定しえ電EE
を与えている。関路各選sに発生する電車を盟路シミュレータで計算して各点ごとに

書写される空間距離を算出し、この距離を 3次元的iこ各部で確寵するように寵護を決

めた。電症と躍離は観略比v/lm出で設定した。電EE計算の検証i立、開加パワーを誰々

に増やして行吉、盟路各点iこ翼擦にアークが超こる開加パワーかち富十饗した電EE髄
jこより行った。

{結果}

臨蕗各部の霊童荘、各部閣の電{立蓮を要点ごとに詳細iこ計算して艶置を決めて

700MHz NB SCM 期 4祖語試料管用 lH-13Cダブルチューエングブ昌一ブを試作

した。 13C購瀧畿で lkWr:P加しても各部で激震霊ts産量き怠いように構成することがで

きた。 Fig2Iま翼擦のプロープの写真を示す。 13C顕濃数のみの部組理.iJ定では1.4μ
sec 以下(lkWプ口一ブ入力)のパルスi騒が簿ちれ、さらにシン夕、jレlHパルス曜

のOOWプ昌一ブ入力)拡 2μsec椙詣であり、 MQ-MASf時プ田一ブとして十分母性能

が簿られた。

{者襲警}

平譲i盟路を諜F罪することと盟路シミュレーション よる各部の璽EEの詳錨計算に

ューニン夕、田路を翼現できた。よって、高電力関捕に対応した NB高轍場用

今後i立、シミュレーション計算モヂんをより実醸

上させる工夫をして行きたい。

Fig.1 A circuit for PSPlCE simulator 
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いものにして、計算矯麗を向

Fig.2 Double-tuned probe circuit 



P138 光偏極キセノンと偏極分子液体の生成

(姫路工大院理)0今井宏彦、石川潔、高木芳弘

Optically polarized xenon and spin-transferred molecules 

Graduate School of Science， Himeji InStitute of Technology 

Hirohiko Imai， Kiyoshi Ishikawa，and Yoshihiro Ti心mgi

We report the low-frequency NMR a且dthe accumulation ofxenon atoIils' polarized 

by a spin-exchange optical pumping. We tletected theFID sign~ of'pola，rized xenon 

泊 g風 船lid，and liquid ph出 es，and obtained the decay timtl of ~ignal amplitl1de of 

liquid xenon to be 270 sec. We are monitoring the resonance lines of polarized xenon 

di田olvedin ethanol in order to trarisfer the spin-polarization to the proton of eth創101.

レーザー光ポンピングによる希ガ

ス原子の核スピン偏極、あるいは偏極

希ガスを用いたイメージングは広く知

られるようになったが、偏極希ガスの

可能性は、希ガスのみの磁気共鳴や映

像化だけにとどまらない。例えば、他

分子の核スピンに偏極を移し、磁気共

鳴信号を増大させると応用が広がる。

laser795 nm 

4一一 Bo
He，N2 

↑ 

最近の報告では、液体どうしで混合す Accumulation of polarized solid Xe 

ると核スピン聞で効率よく偏極が移行
Figure 1: Experimental set~p ()f the flow-type 

する。我々は、 NMR量子計算用分子
and the accumulation of polarー

に偏極を移すことを念頭に、キセノン 包edxenon. A氏erremoving the pぽ m姐 entmagnet， 

核スピン偏極を行っている。 今回は、 we det配 tthe FID signals of audicトfrequencyrange. 

その前段階として、液体偏極キセノン

やエタノールに溶けた偏極キセノンの低周波磁気共鳴について報告する。低周波磁気共鳴

は、「振動磁場が金属などによって吸収されない」などの実験的利便性のほか、「周囲の常

磁性体による共鳴周波数の変化が少ない」のように周波数の精密測定に向いている。

核スピン偏橿移行、高偏極分子液体、光偏橿キセノン、低磁場NMR、光ポンピング

いまいひろひこ、 いしかわきよし、 たかぎよしひろ
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実験では、図 1のように、狭線幅

化した半導体レーザー光 (795nm， 2.3 

W)をRb金属蒸気で満たしたガラス

容器に照射し、光ポンピングする。そ

の容器に Xe(自然同位体比)， N2， 4He 

ガス(合計""'1.5気圧)を流し、 Rb原

子から Xe原子へ偏極を移す。容器温

度は約 120'C、静磁場は約 3mTであ

る。励起コイルは広い周波数範囲で使

えるよう非共鳴にし、ピックアップにFigure 2: Low-企equencyFID si.伊仙 excitedby a 

宵/16pulse at 2.7 mT of xenon in (a) g.踊 ph掴 eat は580回巻コイルを使用した。現在の

the tempぽ atureof 295 K， (b) solid at 77 K，組d(c) Xeガス流量は5X 10-
4 
mol/minで、

liquid about 165 K. (d) The time dependence of the 約 1%のスピシ偏極率である。 今後、

FID amplitude of liquid xenon. The decay time w;錨温度・圧力・ガス混合比やレーザー強

obtained by compensating the loss of polarization by 度などの実験条件を最適化し、偏極率

姐 audio-企.equencypulse. 向上と生成時間の短縮を試みる。

図2は、磁場 2.7m.Tにおける (a)気体、 (b)国体、 (c)液体 129Xeの FID信号であ

る。 これらは平均操作をしていない。 振動磁場は、周波数 31.7kHz、パルス幅 100仰

の π/16パルスである。今のところ位相緩和は不均一磁場によっている。図2(d)は、液

体 129XeのFID信号の振幅の時間変化である。 信号が約 270秒で減表しているが、これ

は主に、液体が蒸発し観測領域から逃げているのが原因である。 今後、温度制御し蒸発

を抑える予定である。

次にエタノールのプロトンに偏極

を移すことを念頭に、エタノールに溶

けたキセノンの共鳴線を観測した。実

験では図3(b)に示すように、低磁場

のまま混合気体を加圧しながら流して

いる。 図3(a)に示すように、共鳴線

a) 

。

1rI16 one shot b) Xe， N2， He (・ atm)

100 110. 120 

は不均一磁場で広がっているものの、 Fr明 uency・31，7∞(Hz) Bo = 2.7 mT 

気体キセノンと溶解したキセノンは区 Figure 3: (吋 NMRlines of the polarized xenon dis-

別できている。今後、磁場の均一度を 田 lvedin eth叩 01.The lines are broadened due to the 

向上させ原子密度を正確に評価できる inhomogeneous magnetic field. (b) Schematics of the 

ようにし、エタノール中の偏極キセノ sample space. The glass tube is 20 mm in outside 

ン濃度が高くなるような条件を探す。 diameter.
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P 139 連続フロー型趨儒櫨 129Xeガス発生装震の開発
(産業技術総合研究所光技捕研究部門1、東横化学(株)2) 
0騒部IU幸之1、平賀隆1、大竹紀夫2、村山守男2

Development of Con百nuousイlowApparatu渇わrHyperpolarized 129Xe 

Photonics Research Ins蹴む捻，

Nationallns船協ofAdv加 cedIndus生rialScien偲 andTechnologyl 

Toyo陶地gakif

MinevukiH崎町げ，TakashiHiraga1， NorioO主主ke2朋 dMorio Murayama2 

A specializOO flow-through type apparatus for Xe polariza包onwhich is ins恰1100just before the nuclear 
magnetic resonance d鋭部tor，and is骨'ee骨'OmHe buffer gas and ∞Id-trap storage is proposed. 明1ee'儒clency
of hyperpolariza:世間 Incre邸側 byincreasing the par甘alpressure of rubidium vapor that absorbs the light in the 
官owapparatus. A linear diode laser arrays (794.7nm， 60W) was used揺 lightsources and the arrays are 
arr釦 gedso that all the gas脅oWlng甘lrough廿1ecell passes through伽 regionwhere the pumping light is 
sufficiently intense. 官lisdesign enab慨すledevice to ∞捕nuou時 generatehyperpolarizOO Xe 9酪.行le
prototype of this apparatus was ∞ns甘uetedand the performance for the polariz鋭onof natural abundant Xe gas 
was evaluatOO. 

{超傭極希ガス発生装置の隠発}

ml診断用iこ大量発生を想定した、出力 1∞時以上のダイオードレーザーを励起;源とした装置として、4fieを

バッファーガスに用いて3気圧以上の高正下で 129Xeを運び嬬掻させ液体窒素でトラップして貯蔵する装置の開

発が進められている。高圧にしている理由は、高圧広穏化によりレーザー励起光を効率よく吸収させるためで

ある日]。我々は、フローセルを用いて常在付近で安全にガスを流しながら偏緩希ガスを製造し、後方に核磁気

共鳴装置を配置することで連続的に儒綴希ガスを発生させた後、偏極率を減少させずに短時間で Nm測定を行

える僑栂装置を提案した[2]。これまでの開筒状ガラス容器を採用した偏極装置では、励起光強度は入射方向の

入射穏からの距離に依存して指数関数で滅少する。円筒状ガラス容器内での Rb等の濃度は、励起光が強い部位

に最適化して決定するため、入射面からの距離が離れた励起光強度が弱い部分がかなりの体積を占めることに

なる。こうした励起効率の低い部伎での偏極率の低下は、ガス分子が対流・拡散によって効率の高い部位に移

動することにより解消されるが、全体の励起効率を低下させている原因となる。最近、この装置のセル形状を

改良した装置を東横化学(株)と共同開発し、常在で安全にガスを流しながら行う、偏極希ガスの発生方j去を

最適化する研究について発表する。

Fig. 1 DevelopOO hyperpolariza:柱。nApparatus for Xe gases 

超儒極ガス発生装置、 129Xe、半導体レーザー、光ポンピング、儒鐘務

ほっとりみねゆき、ひらがたかし、おおたけのりお、むらやまもりお
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【装置と実験結果】

Fig. 1に連続フロー型偏極装置の概略を示す。 Xe，N2ガス(日本酸素:99.995目高純度ガス)は、マスフローコン

トローラー(阪S:M-10o-11C，M-31 D-01 C)で、流量(Xe:-lOsccm， Nz・-1sccm)を制御した。その後、ラインで混合

され、あらかじめ助金属を薄膜状に蒸着した石英製励起セルn伽mx7伽mx1nm)へ導入される。このセルは、

窓付きの炉中に設置し、ライスター熱風機を用いて、室温-5∞℃程度の温度に保持することが可能である。こ

れまで、希ガス偏極実験には、パイレックス系ガラスがまに用いられており、3J-leの場合は、 GE180が最適であ

ると報告されている。これは、ガラス壁による緩和効果が小さいことによると考えられる。石英は、一般に常

磁性不純物の混入が少ないので、壁緩和に関してもパイレックスより優れている。また、 5∞。併皇度の高温で、

Rb金属を酸化させないで保持できることが確認されている。 Rb濃度を高める[3]ことができれば、励起光を強

くして Xe核と偏極 Rbとの衝突回数も増大させられ、偏極効率を効果的に上昇させられることが予想される。

光ポンピング過程は、 1伽lT程度の磁場中で行うと効率がよい。ここでは、 Fig.1中に示した、住友特殊金属製

の永久磁石を利用した。 4本の支柱を持ち、上下の磁性ステンレス鋼板には励起光を磁束と平行に入射できる

開口 (8伽mφ)を設けた。励起光には、 GaAIAsダイオードレーザー (OptoPower: 0問-A02o-795-
CSPS;795.11I1nm，20W)を使用した。ビーム(エミッタサイズ 2∞川駅1μm)をλ/4波長板(CVI:QWPG-795-10-4-R15) 
を通して回転偏光にした後、セルの 1nm厚さ方向から入射した。セルを出た後の混合ガスは、炉外の管内に来

ると冷却され Rbは除かれる。こうして、生成した偏極 Xeガスの FID信号を、永久磁石ω.3T)を利用したパル

ス方式 N服装置(サムウェイ:3.57柵 iz)を使って、時間をおってモニターした。偏榎率の計算は、同一周波数

(0.083T)での約 1/4の体積の硫酸銅水溶液からの lHN脈の FID信号の樹高を基準とした。ガス流景の上昇に伴

い偏極率の上昇が観測されたが、さらに流量を増やすと最大を観測し減少した(Fig.2参照)。今回得られた、

超偏極 Xeの偏極率自体は、さほど大きくないが、混合ガスのセルでの滞在時間 (10秒程度)を考慮すると従

来のパッチ式偏極装置よりも、格段に発生効率は高いと考えられる。

【まとめ】

今回、連続フロー型での超偏極 Xe
ガス発生効率を検討した。連続フロ

ー動作では、壁緩和の効果を避けら

れるという点で、従来の溜式に基づ

く偏極ガス発生法の限界を超えるもの

である。そして、 N脈の検出感度を飛躍

的に向上させる超偏極技術は、対象

原子核周りの、物理化学的なスペク

トル情報の実時間取得(いわゆる、

Real-time NMR)と時間軸情報解析の

新次元開拓の基礎となる技術である。
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P 140 遅延線NMRプローブのシミュレーションおよび製作

(京大院理) 0久保厚、市川真史

Development of Ultra 8roadband NMR Probe; Delay Line Probe 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， 

Kyoto University， 606-8502 JAP釧

Atsushi Kubo， and Shinji Ichikawa 

We have investigated the delay line probe proposed by Lowe and his 

co-workers in 70s， numerically and experimentally. We calculated the electrical 

characteristics of the probe and found that they were almost the same as those 

of a cascaded LC low-pass fil ter， where L was the total inductance of the coil 

divided by the number ofthe units. The characteristic impedance of the delay 

line∞il can be calculated by Z =押C.We also calculated the distribution 

of RF magnetic field inside the probe. The field strength oscillates along the 

coil axis， since reflections at the coil ends cause a standing wave. The ampli tude 

of the oscillation was reduced by decreasing the pitch near the both ends and 

making the impedance near the ends close to that at the center. 

通常の則Rプロープは共鳴型の回路を用いている。このため照射できるラジ

オ波の周波数は共鳴周波数の上下数 100kHz程度にかぎられる。金属微粒子、四極子

核、強磁性体、静磁場勾配下の NMR測定等、スベクトル幅が極端に広い場合には、共

鳴型の湘Rプロープでは都合の悪い点が多くある。 1次元スペクトノレの測定は共鳴型

のプロープを用いても、磁場スイープを行うことで観測できる。しかしながら磁性体

や伝導体のように磁場の強度の関数で物性が変化するような試料では固定磁場で測

定を行う必要がある。また、 2次元や選択励起 NMRの実験は高速で、磁場をジャンプさ

せない限り不可能である。非許容遷移を励起する実験ではいちいち多重共鳴プロープ

を製作するのは大変な手間である。 70年代に Loweらは超広帯域のラジオ波照射が

可能な遅延線NMRプロープを発表している。(1) 本研究では電磁波シミュレーション

とプローブ、の製作により、遅延線NMRプロープの性質を明らかにした。

則Rプローブ、広帯域、固体、電磁波シミュレーション、遅延線

くぼあっし、いちかわ しんじ

402-



遅延線 NMRプロープではコイルに狭い間隔でコンデンサーを配置し、低域通

過フィルターに似た構造を形成している。(図1)NMRのプロープとして要求される条

件は次の点である;(a)一定入力電圧に対し最大の RF磁場の強度が得られる (b)RF

磁場がコイル中で均一になっている。 (a)に関してはインピーダンスマッチング条件

に左右される。 RF電力は通常 500の同軸ケーブルを通してコイルに加えられるので、

図1 .J-令 図1の回路の特性インビールスZも 500

に合わせる必要がある。図 1の回路のコイル

を直線のエレメントに分割し、 Neuman公式で

相互インダクタンスを求め、 Moment法(2)で

Zや各エレメントを流れる電流を計算した。

Zは、コイル長が RFの半波長(ただし自由

空間に比べると非常に短縮されている。)の

整数倍となる周波数で分散型の異常を示した。それ以外の周波数で、はユニット(図 1

の点線で固まれた部分)当たりのインダクタンス Lおよびキャパシタンス Cから

二仁二仁|矛

z=.J万万で計算される値に近くなった。また叱=似♂Eで与えられる遮断周波数

を持っている。

またコイル内の RF磁場の分布を計算した。 RF磁場の強度はコイルの軸 (y

軸)方向で振動する。(図 2)これはコイルの両端で RFの反射が起こり、その結果定

在波がコイル内に存在するためであることが判明した。前述のZの異常も定在波の存

在に起因している。シミュレーションでコイルのピッチを両端で小さくしてインダク

タンスがより均一になるように変えてやると 100刷 z以下の周波数では、定在波の振

幅を減らすことができた。

図2コイル軸 (y軸)方向の RF磁場の分布

RF distribution along the coil axis 
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コイル軸状で、RF磁場の最大、最小値を計算したところ、搬送波の周波数の増

加とともに単調に減少することがわかった。これは高周波数ではコンデンサーのつい

ている部分を境にして電流の位相がシフトし、異なる部分に由来する RF磁場が干渉

し合うためである。コイル内の RF磁場は導波管の理論を用いて解析的に解くことが

可能である。コイルの径をα、ピッチをpとすると、コイルの軸上では RF磁場は次式

で与えられる。

By掲 (μ。九/2Zp)(v/vd)KJ(げVd)

η=  (Z/，.2μoa)(p/a)2 

ただし九は入力電圧、 KJ(x)は変形Bessel関数である。 x坦 OでxKJ(x)起 l、xの大き

いところでxKJ(x)局 J可2e-xとなる。解析的な式はシミュレーションで得られた定在

波の山の部分とよく一致することがわかった。(図 3) NMRの信号を観測するために

はVdが観測周波数に比べて非常に大きくなくてはならない。 Z、VcおよびVdの条件

からコイルの径を小さくしないと、極端な低周波数帯域でしかプロープは使用できな

くなる。またコイルを流れる電流はほぼ1=九/Zの条件で決まっている。同じ入力パ

ワーに対し電流はコイルの特性インピーダンスの平方根の逆数 (1j.JZ)に比例する。

図3円筒形コイルの軸上での RF磁場の最大、最小値

Maximum and Minimum RF field in cylindrical delay line coils 
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径 2.3mmおよびピッチ1.2mmのコイルを作って実験したところ lH(400聞 z)観

測ではZ=500のプローブで充分な RF強度 (60k Hz/100W)が得られた。このプロー

プで 23Na(106嗣 z)を観測したところ RF強度は (11k Hz/I00W)で信号も弱かった。

Z=1250のコイルを用い、帯域幅を犠牲にして、図4のようにλ/4ケーブルでインピ

ーダンス変換したところ、 23Naに対し約 2倍の RF強度 (20k Hz/I00W)が得られた。

図4 λ/4 ケーブルによるインピーダンス変換

整合をとるにはケーブルのインピーダンスをト呂志となるよ比する。

Z o 

本研究は 2000-01年度分子研流動部門(分子クラスター部門)で行った。研

究費の支給に感謝する。またチップコンデンサ}を村田製作所から提供いただいたこ

とを感謝する。

(1) I.J.Lowe， and M.Engelsberg， Rev.Sci. Instrum. 45， 631 (1974); I.J.Lowe， and 

D. W. Whi tson， Rev. Sci. Instrum. 48， 268 (1977). (2) M. N. O. Sadiku， M四 'erical

Techniques in Electromagnetics. Boca Raton， CRC Press， 2001 J. Jin， 

Electromagnetic Analysis and Design in胎'gnetic/?esonance Imagin，ιBoca Raton， 

CRC Press， 1999; S. Ramo， J. R. Whinnery， and T. Van Duzer， Fields and Waves 

in Communication Electronic~ ルw Yor，ム JohnWiley & Sons， Inc. 1994. 
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P 141 InPの光ポンピングNMR
物質・材料研究機構 O端健二郎、後藤敦、清水禎

]ST-CREST 大木忍

Optical pumping NMR of InP 

National Institute for Materials Science OK.Hashi， A.Goto， T.shimizu 
]ST-CREST S.Ohki 

We have developed an optically pumped (OP) NMR system for 

semiconductors. A circularly polarized laser light pumps up the polarizations of 

the electron spins， which are transferred to the nuc1ear spin via hyperfine 

couplings resulting 加 asignificantly enhanced NMR signal. We have 

performed OPNMR measurements on InP with several kinds of dopants (S， Sn， 

Zn and Fe)， and confirmed出atthe efficiency of the signal enhancement of 31p 

strongly depends on the dopants and tempetrature. In the presentation， we will 

discuss the conditions for the effective OPNMR in InP. 

NMR信号を劇的に増強させることができる光ポンピングNMRの技

術開発を行っている。この技術はNMR量子コンビュータにおける初期

化の問題を克服するための有力な候補である。光ポンピングNMRの実

験では、半導体のバンドギャップに相当する波長を持つ円偏光レーザー

を試料に当てた後に、 NMR信号の観測を行なう。これまでにInPに対し

て低温 (4.2K) において光ポンピングによって31p核の信号強度を増大す

ることに成功している(図 1)。このようなNMR信号の増強はドーパ

ントや温度に強く依存する。今回、この光ポンピングによる信号強度の

増大の温度依存性を測定し、その結果、 20K以下の温度で光ポンピン

グの効果が現れ始め、最低温度の4.2Kまで低温になればなるほど、その

効果は大きくなっていくことが明らかにした(図2)。

キーワード:光ポンピングNMR、化合物半導体、技術開発

。はしけんじろう、ごとうあっし、しみずただし、おおきしのぶ
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なお、本研究は、科学技術振興事業団、戦略的創造研究推進事業「電子・
光子等の機能制御」、および、新エネルギー・産業技術総合開発機構
(NEDO) r平成 14年度産業技術研究助成事業」の一部として行われた
ものである。
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P 142 超高磁場 NMR装置を用いたタンパク質構造解析への取り組み

O前田秀明 1.2、菊地淳1.2、伊藤隆 1ヘ虞田洋 1.2、横山茂之 1.3.4、気回佳喜、

5朝倉克夫 5、末松浩人 5、栗原範明 5伊藤聡 6、三木孝史 6、吉川正敏 7、

松本真治、佐藤明男 7木吉司 7、和田仁 7

('理研 GSC、2横市大院理、 3理研細胞情報、 4東大院理、

5日本電子(株)、 6(株)神戸製鋼、 7物・材機構)

Protein research program by ultra high field NMR. 

H.Maeda1

へ J.Kikuchi 1

ぺ Y.Ito 1 •2， S.Yokoyama1 •3ぺ y. Kida 5 ， K. Asakura 5 ， H.Suematsu 5 ， N.K田 ihara5 ， S.Ito 6 ， 

T.Miki6， M.Yoshikawa 7 ， S. Matsumoto 7 ， A.Sato 7， T.Kiyoshi 7 and H.Wada 7 ， 

1 Genomic Sciences Center， RlKEN ，2 Grad. Sch. Integ. Sci.， Yokoharna City Univ.メCell. Sign. Lab.， RIKEN， 

4 Grad. Sch. Sci.， Univ. Tokyo， 5 JEOL Ltd， 6 Kobe Steel Ltd and 7Tsukuba Magnet Laboratory， NIMS 

Tsukuba Magnet Laboratory (TML) of NIMS and RIKEN Genomic Sciences Center are working together 

on the development of high-resolution NMR spectrometers beyond 900MHz， applicable to protein research. 

As the frrst step toward 1 GHz， a 920 MHz NMR magnet was manufactured; after a long-tenn persistent 

current mode operation at 920MHz at Kobe Steel， the magnet was回 nsferredto TML. The magnet was 

equipped with a high-resolution NMR console and a lH selective probe， provided by JEOL ltd. Persistent 

current mode at 920 MHz restarted in TML in April， 2002. The field stability of 2Hz/ h was achieved. The 

lH sensitivity measured on a. thin-wa1led 0.1 % ethyl benzene test tube was as high as 2981. Several lH 

2D-NMR experiments for lmM lysoz戸田 wereperfonned， suggesting enhancement of nOe signals. The 

resolutions bring us more precise res住aintsin the structure calculation of proteins. The magnet wilI be 

equipped with a住ipleresonant device. Dev巴lopmentof novel NMR hardware will give considerable 

benefits not only for nOe collections but also for studies of mediurn to large macromolecu1ar complexes by 

using the TROSY-type experiments. 

1. はじめに

タンパク質の構造・機能解析に NMR法を適用する場合、磁石の磁場が高いほど感度と分解能が

向上するうえ、 TROSY法を用いれば大きな分子量のタンパク質の計測が可能になる。この度、永久

電流モードで動作する磁石としては世界最高の磁場を発生する21.6T(920MHz)の NMR磁石が

完成した。これに'H計測用の NMR装置を取り付けて基礎的なNMR計測を行うとともに、リゾチー

ムの NMR計測を行ったので報告する。

2. 920MHzNMR装置

(1) NMR磁石

Fig: 1に超伝導磁石の構成を示す。磁石は文部科学省の超伝導材料研究マルチコアプロジェク卜

キーワードタンパク質、高磁場 NMR、感度上昇、リゾチーム

まえだひであき、きくちじゅん、いとうゆたか、ひろたひろし、よこやましげゆき、きだよしき、あさくらかつお、すえまつひろ

と、くりはらのりあき、いとうさとし、みきたかし、よしかわまさとし、まつもとしんじ、さとうあきお、きよしっかさ、わだひとし
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第2期の一環として、物質・材料研究機構と(株)神戸製鋼が開発した1)。高磁場には Ti添加の

Nb3Sn超伝導線材、低磁場には NbTi超伝導線材を巻き、超流動ヘリウムで冷却している。

900MHz級 NMR磁石では、中心磁場が仕様(約 10Hz/h)を超えて減衰する場合がある。これは

主に次の様な理由である。

①最内層コイルが置かれた磁場強度(21.1T)では Nb3Sn線材の臨界電流密度が著しく低下し、

線材の電流密度のマージンが少ない。そのため、熱処理の不具合や線材に加わるわずかな歪

で特性劣化が生じ、中心磁場の減衰が生じ易い。

②中間層部分の Nb3Sn線材には大きな

電磁応力が加わる。この応力で超伝導

線材の特性が劣化すると、中心磁場の

減衰が生じる。

本磁石では、①への対策として Nb3Sn線

材のブロンズマトリクスのスズ濃度を増加

し、 21Tでの超伝導特性を約50%向上さ

せたものを開発して、最内層部分に用いた。

また、冷媒である超流動ヘリウムの温度を

従来(2K)より低い1.55Kまで下げること

で、超伝導線材全体の電流密度を増加さ

せた。ただし、冷却用の熱交換器の排気容

量が増加するので、ヘリウム蒸発量は88

Occ/hと従来に比べて若干多くなった。

②への対策として、 Nb3Sn線材に剛性の高い

Ta芯を埋め込んだ超伝導線材を新たに開発し

て、電磁力の高い中間層のコイルに巻き、電磁

力に強いコイル構成とした。

4KHelium 

Vessel 

NbTi 

'I\H:~.~l!J!!町民l{望L工払!lli
色md区住E

Sup々r1Jui!I.COOICf

Dmvn to 1.6" 

Superconducting 

Magnet 

w品b二11tLCo民側企必illl.，-~且
む塑生!C包E

Fig. 1 Cross sectional view of白巴 920MHz

NMR magnet in TML. Cross section of the Nb3Sn 

conductors are also shown in the figur巴

本磁石は神戸製鋼が製作し 2)、昨年12月に物質・材料研究機構強磁場研究センターに設置さ

れた。本年4月に、 920MHzまで、励磁した後、現在まで6ヶ月にわたり永久電流モードで運転してい

る。クライオシム補正後の磁場均一度は113Hz/10mmφx20mm、磁場安定度は2Hz/hであ

った(後述)0 15トンという磁石の重量(マグネット、クライオ、冷媒込み)を考慮し、 15組のエアダン

パで分担除振した。振動計測やNMR計測の結果から、除振台は問題なく作動している事を確認し

た。

( 2 ) 分光計

分光計として日本電子(株)のECAシリーズに準拠したものを試作し、磁石lこ'H計測用のプロー

ブを取り付けてNMR計測を行った。本分光計は、マスターパルサの下で、スレーブ、パルサが独立

にRF周波数、オフセット、位相、振幅などを制御する方式である。 'H周波数のパワーアンプは150

Wまで発生できるが、計測室から磁石までのケーブル(20m)などの影響で、試料空間では最大約

60Wになる。

室温シムは110組の小コイル群からなる。演算でエラー成分を合成する電流を求め、個別の小
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コイルに通電する。シムチャンネルに応じてコイル数を増やす必要がない上、コイル発熱の最小化

設計がなされているので、シムチャンネル数を増加できる。本磁石では44チャンネルの室温シムと

した。z口、 Z2、Z4などはメインコイルとカップリングがあるので、これらのシムで補正後メインコイルの

電流が安定化するまでに一定の時間が必要で、あった。

'H検出用の920MHzプローブでは、内組IJRFコイルを'Hの検出に利用し、外恒.IJRFコイルを2Hロ

ックに用いた。 RFコイルの線材長(.....4cm)が、 920MHzの電磁波の1/4波長(8cm)に近い値な

ので、分布定数回路としてRFコイル電流の位相を考慮する必要がある。本プローブでは、位相によ

るRF磁場の不均一性を抑制する為l二、コイルを分割構成とし、チューニングコンデンサで接続した。

コイル材料は、高周波表面抵抗、磁化率など

に基づいて選択した。プローブ設計にあたり、

感度を最も重視した。ポイントは次の通りであ 宮

= る。①高効率化の観点からRFコイルはシング E 
ルチューニングの内外2コイルとした、②RFコ E 
イル長を従来より長くした、③ケーブルロスによ S 
るNMR信号の減衰を減らすためにヘッドアンプ

はプローブ下部に直付けした、④ヘッドアンプ

用に低 NF(<0. 5dB)のFETを選択した。

3. NMR計測の結果

8 
戸

g 

C免s

c司p昨

a 

lOhour 

20Hz 
4・'

1 
2Hz/hour 

ー・・・ ・・・... 

100 。 -100 

Relative Frequency但z)

(1 )基礎的な NMRデータ
Fig. 2 Contour plots of the lH-NMR spec住aof doped 

Fig.2に、 920MHzにおける水の'Hスペクト
observed at 920MHz without 2H lock. 

ルの時間変化を示す(2Hロックなし)。横軸は

相対周波数、縦軸は計測開始後の時間である。図のスペクトルの直線の傾きから磁場の安定度が

2Hz/hと求まる。 NMR装置の磁場安定度の仕様(約10Hz/h)を考慮すれば、本磁石の磁場安

定度は非常に優れていることが分かる。

0.1%エチルベンゼン/クロロホルムの920

MHzでの'Hスペクトルから感度を求めた。通

常の肉厚の5mmφ試料チューブ、での感度は

2581、肉厚の薄い5mmφ試料チューブ(Wil

Imad 555)での感度は2981であった。これ

は600MHzの場合の約2倍であるとともに、従

来発表されている900MHzでの値より20%高

い値である。この意味で、プローブの高感度化

設計は成功したといえる。

1%クロロホルム/アセトンのWスペクトルの

線形データをFig.31こ示す(試料チューブ5m

mφ)。半値幅がO.54Hz、0.55%値が7.0 

7Hz， O. 11 %値が14.0Hzで、ある。感度を重

0.55% 
k' 

7.07Hz 

100 50 。
ー50 -100 

Frequency (Hz) 

Fig. 3 lH NMR lineshape for 0.1 % CHCh 

without sample spinning 
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Fig. 4 Comparison ofthe 2D-NOESY spectra for 1mM Lysozyme with mixing 

time of 100msec: 2048x256pts by 16 scans.. 

視した影響で、線形については少し劣る結果であった。タンパク質の計測の一部では、サンプル長

を調整して実質的な線形を向上させた。

(2)タンパク質の NMRデータ

Fig.4に1mMの卵白リゾチームについて測定したNOESYの結果を示す。側鎖のβプロトンやメ

チル基に対応する指肪族領域をι軸(縦軸)に、アミドプロトンに対応する周波数領域をf1軸(横軸)

に表示した。図には併せて600MHzで得られたNOESYを示した。 600MHzでは243個の'H-'H

位置情報が得られるが、 920MHzではこれが1.5倍の368個に増加しており、高磁場による感度

上昇の効果が明らかである。

以上のほかに、 DQFーCOSY、TOCSYなどの 2次元'H計測についても感度の高いデータが得

られたが、ここでは具体的なデータは省略する九

4.おわりに

世界最高の磁場を持つ920MHz磁石!こ'H検出のNMR分光計を取り付けNMR計測を行った結

果を報告した。今後、タンパク質構造・機能解析に必要な3核プローブを開発し、活用していく。磁石

については、物質材料研究機構を中心として、更に高磁場の940MHzを目標とした磁石開発に着

手する予定である。

参考文献

1) T. Kiyoshi et al.(2002) IEEE T rans. Appl. Supercond.12，p 711 

2) K. Hashi et al. (2002) J. Magn. Reson.， 156， p318. 

3) T. Kiyoshi et al.. (2002) presented at the XXth ICMRBS in Toronto. 
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P 143 FMO法による蛋白質の電子状態解析

(産総研生物情報解析研究センター)0根本直、金津健治、石塚靖子、

中西洋志

(国立医薬品食品衛生研)中野達也、

(富士総研)福津薫

(産総研分子細胞工学研究部門)古明地勇人、上林正己

(産総研計算科学研究部門)北浦和夫

Molecular orbital calculations for proteins by FMO. 

(AIST/BIRC) Tadashi Nemoto， Yasuko Ishizuka， Kenji Kanazawa， Hiroshi Nakanishi 

(NIHS) Tatsuya Nakano 

(F吋i悶 C)Kaori Fukuzawa 

(AIST/IMCB) Yuto Komeiji， Masami Uebayashi 

(AIST/RICS) Kazuo Kitaura 

Non-empirical molecular orbital calculations have been familiar for small molecules to 

analyze electronic and energy status. After‘structured' by NMR， molecular orbital 

calculations can offer analysis for charge-dependent inter-molecular interaction by electronic 

order. 

An application to a pheromone binding protein from silkworm (Bombyx mori) wil1 be 

presented and discussed. 

はじめに蛋白質の構造の取得は近年、ますますルーチン化しつつあり、構造取得後にい

かにしてさらなる情報を導出するかが一つの課題となっている。低分子量分子の分野では

Gaussian等の非経験的分子軌道法による電子状態解析が常識的におこなわれているが、

蛋白質等の大きな生体分子への活用は電算機の能力から現実的に不可能とされてきた。

今回、フラグメント分割に基づく非経験的分子軌道計算を蛋白質に応用したのでその一例

を報告する。

方法カイコガ性フェロモン結合蛋白質の構造ファイルを ProteinData Bankより取得した。

リガンドを含めた構造は X線結晶構造解析のデータのみで、あったので、今回はそれを利

用した (PDB:IDQE)0 InsightIIソフトウェアにより PDBファイノレに水素を発生させ

CHARMM力場によりその位置を最適化した。リガンド，結合蛋白聞の水素結合を考慮して

Gaussian98により水酸基水素の方向をさらに最適化した。その後フラグメント分子軌道

(FMO)法にてHitachiSR8000スーパーコンピュータの 256CPUを利用してL~計算を行な

PDBファイル ABINITIO分子軌道法相互作用結合エネルギーコンピュータシミュレ

ーンヨン

ねもとただし、かなざわけんじ、いしづかやすこ、なかにしひろし、なかのたつや、ふくざわ

かおり、こめいじゅうと、うえばやしまさみ、きたうらかずお
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った。

結果カイコガ'性フェロモン結合蛋白質構造ファイル(lDQE)は 137残基と性フェロモン分

子(ボンピコール)を含んでいる。 FMO計算はリガンド無し、リガンドを含んだ複合体の状態

とも単量体で 2時間前後の計算時間で終了した。その結果、フェロモン結合蛋白質はリガ

ンドの結合によって、リガンド周囲のチャージがわずかに変化するのみで、あった。また、リガ

ンドあり、リガンド単体、リガンド無しの系のそれぞ、れの計算結果の差分から結合エネルギ

ーを見積もると、 FMO法の持つ誤差とほとんど同一であったことから、結合エネルギーは

非常に弱し、と判明した。

フェロモン結合蛋白質はオス成虫触角の化学受容器内の体液成分の 98%ほどを占め、か

っ、その濃度は 10mMにまで達することが知られている。計算結果は、実際にカイコガオス

成虫のコーリング中のメス成虫発見の行動に際し、結合エネルギーが低いことが有利に働

くことを示唆している。

以上のような解析から、 NMR法では水素の向きまで決定できるので、本手法を適用すれ

ば分子間相互作用を精密に解析することができると考えている。

今後は、Linuxクラスタ並列計算機を用いて、既存のPDBファイルや新たに取得したNMR

溶液構造に対して本手法を適用して電子状態の精密解析し、それをアプリオリに利用でき

るルーチン化していきたし立考えている。
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P144 Overtoneパルスを用いた REDOR信号の計算

(電気通信大学)桑原大介

The signal calculations for REDOR experiments with overtone radio~仕equency

pulses 

(The University ofElectro.Communications) Daisuke Kuwahara 

We performed computer simulations to calculate the intensity reductions of 13C 

NMR resonance lines observed in REDOR experiments employing a 14N overtone 

radio.企equency(RF) pulse. In the present study， we took two kinds of 14N 

overtone pulses into account. The one is a normal overtone . RF pulse witha 

constant carrier仕equency，and the other is an adiabatic overtone RF pulse with 

企'equencysweep. It turned out that theREDOR experiments employing the latter 

RF pulse had much less dependence on theoffsets of RF carrier仕equericies.In 

addition， the effects of B1 inhomogeneitise on theseREDOR experim:ents were 

also calculated. The details will be presented in the conference. 

〈はじめに>

国体状態の蛋白質の構造決定に広く用いられている RotationalEcho Double 

Resonance (REDOR) NMR法は、測定対象となるスピン系を 13Cと15Nで同位体置

換してから用いられる場合が圧倒的に多い。近年これに対して 15Nの同位体置換を

行わずに 99%の天然存在比をもった 14Nをそのまま用いて異種核問双極子相互作用

を測定する試みも幾っか行われている。我々もここ 3年にわたって通常の RFNMR

パルスの代わりに overtoneRFパルスを用いて REDOR現象を観測する試みを行っ

てきた。そしてそのovertoneRFパルスを、断熱的に周波数をスイープする adiabatic

overtone RFパルスにしてやると、 14Novertone分極の反転効率がかなり向上するこ

とを見出した1)。

今回我々は、 overtoneRFパルスを用いた REDOR実験で得られる 13C信号強度

の減衰量を精確に計算することができるシミュレーションプログラムを作成した。本

研究ではそのプログラムを使った様々な計算機シミュレーションの結果を発表する。

Key Words: REDOR， overtone 

著者ふりがな:くわはらだいすけ
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<シミュレーション>

本研究でシミュレーションを行った実験は、

13C : CP -[ -7; /2ー (π)-7; /2 -]n一(nopulse)一 [-1;/2-(π)-7;/2 -]n一

acquisition 

14N: (pulse) 

である。試料に関するパラメータには Nacetyl-D，L.valine(NAV)のものを用いた。

シミュレーションプログラムはマジック角試料回転を行っている同種核2スピン

系のプログラムを基にして作成した。(化学シフト主軸系，双極子相互作用主軸系)ー

>分子内{固定)座標系一>ロータ系一>実験室系という座標変換を考慮に入れた計

算ができるようなプログラムとした。 Fi郡lre1は、 NAVの 13C信号強度の減表量の

オフセット依存性を計算した結果である (RFcarrier仕equencyに対する依存性)。

静磁場は 7T、試料回転周波数を 2kHz、パルスの強さを 100kHz、n=lとして計算し

た。 (a)は普通の 14Novertone RFパルスに対する結果で、 (b)は周波数スイープを行

うadiabaticなovertoneRFパルスに対応する結果である。 (b)では実験結果がオフセ

ットに依存しない領域が 25kHz以上も存在する。

Blの不均一性に対する性能評価も合わせて詳細については会場にて報告する。

(a) 

1.0，. -・. ••• • 1.0 • • • •• 0.9 

• • 0.8 0.8 • 
0.7→ l.. 0.7 ，.・

f 0.6 

0.5 

。 50 100 150 
kHz 

、‘.，，LU
 

J
'
E

‘、

• • • 
.・
• • .・

• • ‘.，.， . 

。 50 100 150 
kHz 

Figure 1. The offset dependence of the intensity reductions of an NMR resonance 

line for powdered NAV. Figure l(a) is the simulations for the REDORexperiments 

with a normal overtone RF pulse. Figure I(b) is the simulations for the REDOR 

experiments with an adiabatic overtone RF pulse. 

〈参考文献〉

1)第 40回 NMR討論会 P127 
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P 145 プログラム JUBAKOとUNAJUによる NOE不在情報を利用した蛋白質立体構造決

定過程の改良

(1都臨床研、 Z現・理研GSC)。畠中秀樹1，2 

Improvement of Protein Structure Determina位onPr，田essesUsing Information 

from Missing NOEs by the Programs JUBAKO and UNAJU 

(1τbkyoMe位0，Inst. Med Sci.， 2 Present: RIKEN GSC) Hideki Hatanaka 1，2 

In general， a large quantity of information is lost during peakpicking of NOESY spectra， in 

con佐astwith the data reduction step in crystallography.τ'his often reduces data redundancy in 

the NOE peak assignment pr∞ess， which would lead to errors in the global and 1，∞al structures. 

Here 1 introduce the programs JUBAKO and UNAJU， which use explicitly the information of 

missing NOEs in order to extract much more information仕omthree-dimensional NOESY spectra. 

【はじめに1
残念ながら NOESYスベクトルのピークピッキングでは、結晶解析の場合に比べ、情報量が大きく減

少する。このためNOEピークの帰属作業に余裕がなくなることが多く、それが全体構造や部分構造の

誤りを生む原因になっていると考えられる。 3次元 NOESYスベクトルから情報を最大限に引き出す

ための一案として、 NOE不在情報を積極的に利用するプログラムを考案したので紹介したい。

【JUBAKO:構造を予測NOEの有無で評価・修正する】

プログラム JUBAKO(Judge of Unsupportableness of BAcK-calculated nOes)は、構造(廃標)、

化学シフト表、 NOESYスベクトルの3種のファイルを入力として、構造から予測される NOEが実際

の NOESYスベクトル上に存在するかどうかを判断し、予測に反して存在しない NOEに関する情報

を出力する。判断は、ピークピッキングを介することなく、直接データマトリックスを調べ、予想位

置のデータが決められた閥値を超えているかどうかを見て行っている。関値はノイズレベルの 3僚の

値を推奨している。

況JBAKOの用途は大きく 2つに分けることができる。一つの用途は構造の評価である。予測に反し

て存在しないNOEはそのプロトン対が不当に近接していることを示す。また、残基対単位で予測NOE

と不在NOEの数を distancemap様のバブルプロットとして表現したマップは、不当に近づいた残基

対を示す(問題のある残基は不在NOEが十字状のパターンを示す)。さらに、予測 NOEと不在NOE

の分子内での総数の比は構造の質の1つの指標となる(但し予測 NOEが通常の distancemapに見え

るほど十分な数ある場合に限る)。さらには、残基内 NOEに関する瓜JBAKOの結果は構造にあまり

依存しないので、化学シフト表の誤りを見つけるのにも非常に役立つ。

もう一つの用途は構造の修正である。瓜JBAKOは不在NOEの情報を距離制限の下限として出力で

き、それをX-PIρRやDYANAの追加入力として構造計算することで構造を修正できる。ホモログの

結晶構造が存在する例では、マニュアル帰属で解いた NMR構造が況JBAKOの適用により結晶構造

との RMSDが低下するとともに、 NMRでは表現しにくいと思われる大きな分子内疎水ポケットの存

在も表現できるようになった。一般に汎JBAKOの結果では、 Ramachandranplotが改善され、 2次

構造が各種ソフトウェアにより自動認識されやすくなったロさらには、計算後に得られたviolationの

リストから、通常の距離制限(上限)ファイルの誤りを見つけることもできた。

キーワード NOESYスベクトル、構造の評価、距離制限の下限

はたなかひでき
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【UNAJU:NOEの帰属を対称性の有無で評価・修正する}

プログラム UNAJU(Unsymmetrica1 NOE Assignment Ju匂ingU tility)は、 NOEの帰属リスト(距

離制限リストや帰属候補リスト)、化学シフト表、 3次元NOESYスベクトルの 3種のファイルを入力

として、いわゆる tr卸 sposedsigna1が実際の NOESYスベクトル上に存在するかどうかを判断し、

transposed si伊 a1が存在しない(つまり非対称な)帰属を排除する。なおTransposedsigna1とは、

シグナノレ(α、 p、 h(，α.)) (h(，α)はプロトンαに共有結合したヘテロ原子)に対する旬、 α、 h(s))のこ

とである。ピークリストに transposedpeakが存在するかどうかを見て対称性を評価することは例え

ばCANmDでも行われているが、 UNAJUでは瓜JBAKO同様、直接データマトリックスを調べて閥

値を越えているかどうかを見ている。

UNAJUは、複数の帰属候補を絞り込んだり、誤った距離制限を排除したりするのに役に立つ。い

わゆる NOESYサイクルの初期に用いた例では、化学シフト情報のみで一意帰属できる NOEピーク

の数に比して、 UNAJUでは3倍ものピークを一意帰属することができ、初期構造の構築に役立った。

また、既にマニュアル帰属で構造決定されていた蛋白質に対し、距離制限リストに UNAJUを適用し

て再計算することで、 RMSDと目的関数の値が共に誠少した。

【四BAKO/UNAJUとNOE自動帰属ソフトウェアとの連携}

最近現れた CANDIDはNOEの帰属と構造計算の繰り返し (NOESYサイクル)を自動で行う優れ

たソフトウェアで、 networkanchoringやconstraintcombinationなどの工夫を初期段階に盛り込む

ことでより確実に正しし構造を生成できるようになっている。況JBAKO/UNAJUは CANDIDに組

み込んで、結果の最終構造と最終距離制限リストに対して上に述べた効果を与えることができる。時

に大きく構造が変わることもある。

【考察]

ピークリストに基づく構造情報が化学シフト表の不完全さやスベクトル上の artifactにより大きな影

響を受けるのに対して、 JUBAKO/UNAJUでは大量の構造情報のうちのごく一部を失うだけで影響

が小さい。これはスベクトル上の各点から発生する複数の情報が orではなく andで結ぼれていること

によると言えよう。

一方で、化学シフトの誤りやずれ、あるいは運動性・化学交換・溶媒消去などによるシグナルの消

失の影響は直接的である。しかし通常の距離制限(上限)が少数で全体構造に影響を与えるのに対し、

JUBAKOの下限情報の影響は穏やかである。また問題の原子を化学シフト表から除けば影響を完全に

なくすことも可能である。

残念ながら NOE、ング、ナルは有限の線幅を持つし、ヘテロ原子の化学シフトは共有結合したプロトン

の化学シフトとまるで独立ではないので、実在しないのに不在と判断されない NOEは大量にある。

元々これらは構造情報として用いないようになっているので直後の影響はない。ただ、この情報量の

低下を防ぐ目的で、 JUBAKO/UNAJUにはいくつかのオプション(例えば deconvo1utionの併用な

ど)を用意しであるが、使用法については検討すべき点が残っている。

況沼AKO/UNA沢Jの応用として、 2次構造を仮定した場合に予想される NOEが実際にスベクト

ル上に存在するかどうかを確認することで、 2次構造を判断するためのマップを生成できる。これに

よりα"helixや 310・helixを検出・弁別したり、 s"strand問の隣接関係を探してs"sheetを組んだりする

作業に用いることができる。予備的なデータではあるが、 TALOSのような化学シフトによる予測より

も最終構造に近い判断ができるようである。

【謝辞1
JUBAKO/UNAJUを使ってくださっている方々、特にフィードパックをいただいた葛西卓磨氏、小

林直宏氏、林文品氏、鈴木咲良氏に感謝します。
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P146 
帰属支援システム(Olivia)における汎用自動解析アルゴリズムに関する考察

CREST/JST1，北海道大学薬学部2 0横地政志稲垣冬彦 1，2

Scalable architectures for generic NMR assignment automating system on Olivia 

CREST/JST¥Pharmaceutical Sciences ofHokkaido University 1 2 

くくAbstract>>

We had a chance to release Olivia system publicJy on last 40th NMR meeting~ The 

system was originally developed as an integrated system for manual assignment and 

analysis of multiple and multidimensional NMR spectra. Together with this stable 

foundation， which relied on NMR Assignment Process Description Language' (I'品依

APDL)， the system could provide su宜icientenvironment that promotes development of 

automatic assignment sub system. After that we have completed several automatic 

assignment sub systems on main chain， aliphatic side chain (either NH or HCCH 

detection) and aromatic side chain respectively. All these automated sub systems are 

commonly developed by same architecture represented as random pattern sampling 

method. Inthe nature ofthe method， it promises minimallimitation to use and maximal 

flexibility to develop itself 

くく:NMRAPDLと自動帰属>>

NMR APDLは帰属プロセスをすべて記録するためのログスクリプトである。

NMRAPDLは手動帰属すなわちグラフイカルユーザーインターフェイスからの

入力と帰属テーブル等の各変数の変更出力を制御している。システムに組み込

まれた NMRAPDL関数群を使用すると、帰属テープ、ルの不一致や化学シフト統

計情報 (BMRB)との不整合等の問題なしに帰属を進めることができる。入出力

と自動帰属のロジックを完全に分けることで開発時間の短縮と自動帰属プログ

ラムが間違った箇所を手動によって修正することができる。本システムの構成

基盤は自動帰属システム開発プラットホームとして適切である。

キーワード:自動帰属

著者ふりがな:ょこちまさし、いながきふゆひこ
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くく汎用自動帰属処理>>

汎用自動帰属処理によって解析される実験の種類やそれらの任意の組み合わせ

には制限がほとんどない。その代わり手動により決定される典型的な帰属ノfタ

ーンが要求される。テンプレートとなる帰属パターンから情報が抽出され一次

プロファイルに変換される。この一次プロファイルから各アミノ酸の型に合わ

せて二次プロファイルを生成する。さらに pseudoatomを扱う場合には二次プロ

ファイルを多重生成するサイクルを繰り返す。

汎用帰属自動化処理のながれ

くく拡張性>>

Pattern Recognition (Primary Profiling) 

Profile Matching (Secondary Profiling) 

Peak Picking 

Partition Sorting ofCandidates 

Random Pattern Generation 

Pattern Filtration 

Assessment 

NMR APDL Functions (Output) 

Random Sampling Methodによる自動帰属の精度は、ほとんどPattemFiltrationと

Assessmentの両ステージで決定されると言ってよい。主鎖帰属、側鎖帰属にはそ

れぞれ 10段以上の用途の異なるパターンフィルタが用意されている。これら

は何度も試験されてはいるが、将来の改訂により精度向上を目指すことができ

る。(最新のソースコードはOliviaホームページ上で、入手可)

くく自動帰属エラー公正>>

さらにRandomSampling Methodのよって回避できない帰属エラーは、本システム

に統合されているReal-Time Assessment Service機能と組み合わせることで大局的

見地から自動帰属エラー検出、修正が可能になりつつある。現在主鎖帰属だけ

が自動帰属エラー公正が可能である 。 標 準 サ ン プ ル デ ー タ

(Grb2・SH2+SHCpYpeptide complex， 1 04aa+ 13aa)では帰属エラーの発生率を0%

に押さえることに成功した。今後側鎖帰属にも適応される予定である。

Olivia Home Page: http://fermi.pharm.hokudai.ac.jp/olivia/ 
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P 147 タンパク質、核酸の NMRデータベース BMRBミラーサイトの開設

(大阪大学蛋白質研究所人科学技術振興事業団 2)

0中谷英一人中村春木 l、阿久津秀雄 l

Establishment of a mirror site of BMRB， the NMR databas巴 forprotein and nucleic acid 

(Institute for Protein Research， Osaka UniνerSI砂¥Japan Science and Technology Corporationμsη2) 

OE.Nakatani2， H.Nakamura1， H.Akutsu1 

A mirror封印 ofWisconsin Uliversity Madison BioMagResBank (BMRB) which is a NMR data bank for 

peptide， protein and nucleic acid， was established at Institule for Protein Research， Osaka University in March‘ 

2002. BMRB provides reference information and rnaintains a collection of NMR pulse sequences and computer 

software for biomol氏 ularNMR. Access to data in BMRB is free quickly from BMRB mirror s巾 (Fig1.， 

URL:iItto:1 !bmrb.orotein.osaka -ll.ac. iQ). He同， an informational introduction and the statistics about BMRB 

which B恥~RB offers are reported. 

ポストゲノム時代を迎え、タンパク 3000プロジェクト

など、構造ブロテオミクスの取り組みが強められている O

こうした中で大量の NMRデータが生み出されることが

予想される。今後は構造データばかりではなく、 NMR

データをより有効に活用することが求められる。従って、

ペプチドやタンパク質、核酸の NMRデータパンクであ

るWisconsin大学M丘dison校BioMagResBank(BMRB)

への NMRデータのデボジットが奨励されている。しか

し日本ではそれが充分普及していない。急速に増加が予

想される NMRデータの収集を進める第一歩として

BMRBのミラーサイト(Fig1.)を本年 3月大阪大学蛋白

質研究所に開設した。ケミカルシフトやスピン結合定数、

Tl' T2値や NOE値など、:主体高分子 NMRデータベ

ースへの素早いアクセスが可能となった O ここでは

BMRBが提供する情報の紹ヂと BMRBについての統計

を報告する。

提供する情報

町一幡町伊吋
u ，.;v..-~""W"， m""".1叶組問

同線耕吋耐ぽ必物

N時 制 品 端 揃 問 併 問

蜘梯喚偽

Fig 1. The top page of BMRB Web site. 

Mirror site URL回 httロ/!bmrb. protein.osaka-u.ac. jp 

Table 1. Data c1assification. 

NMR spectral data 

Kinetic parameters 

Thermodynamic parameters 

Secondary structure features 

Three-dimensional structures 
BMRBはタンパク質や核酸、ペプチドの特定原子

ベースに帰/寓された定量的な NMRデータや、 Table 2. List of NMR Data type and c1assified biopolyrner. 

そのようなデータの分析から導出されたデータを

受付け、提供している(Table1.)0 Table 2.はデータの

タイプと生体高分子別の BMRBデータ(カッコ内は

登録)の延べ数のリストであり、 2002年 8月 31日の

時点で 2329件が登録されている。目的の生体分子 NMR

情報へのアクセスは分子名や登録番号、残基配列の相同

などから検索でき、関係する PDB(ProteinData Bank) 

データへのアブローチも容易である。

全てのデータは NMR-STAR(NMRS己lf-definingT，日xt

Archival and RetrievaI)フォーマットでデータベースイじ

されており、その中に記述されている情報の内容は

データベース、 BMRB、情報、タンパク質、核酸

0なかたにえいいち、なかむらはるき、あくつひでお

-420 

τbe total nurnber of the entry data 

and entry nurnber in parenthesis are presented 

Data Tvoe 

All Chemょ日1Shifts 
lH Chemlcal Shlfts 
13(' Chemlcal Shift尽

1!iN CheIDlcal Shlft.~ 

31P Chemical Shlfts 
Other Chemlcal Shifts 
Coupling Constants 
Dipolar Coup!ings 

Tl Value~ 

T2Values 
Heterυnuclear NOE、alue崎

Polv血erClass 
Frotems!P叩tldes(2260) DNA (6B) RNA包ω

895897 (2229) 9528 (56) 650i白4)
55374-6 (2078) 
252432 (Rll) 
fl03α3 (83fi) 

6i33 (120) 

859 (7) 
2731(16) 
2628 (14) 

2208 (14) 

8640 (56) 4207 (24) 
562 (6) 1908 (1，1) 
45 (2) :121 (11) 

281 (lR) 69 (5) 

102 (3) 

S2Values 1190 (り)

H-Exchange Rates 135 (3) 
H. Exchange Pr，ヲtectlOnFactors
E恒 FractlOnationFactors

pKa Values 
3D Structure Entr附|

お2(1)

(1) 



Table 3.τbem偲 Datacontents in a BMRB Entry. 

1. Entry information 

2. Contact persons 

3. Citation for this entry 

4. Molecular system description 

5. Sample contents and methodology 

6. Computer so代wareused 

7. Experimental detail 

8. Sample conditions 

9. NMR parameters 

10. Kinet出 paramete問

11. Thermodynamic parameters 

12. Secondary structure features 

13. Atomic coordinates 

in three dimensional space 

Cited references within the entry 

Table 3.に示される。これらの情報は一つの登録に対して

一組のセットで存在しており、 NMR結果の導出について

の一連の情報を知ることができる。 NO.9-13は NMR実験

の内容に基づき、一つまたは複数が登録されている。

ウェブページ上部のメニューパー内にある“FTPSite"からは、

登録された NMR情報のファイルやそれに関連するツール

ソフトウェアを入手することができる。

“Reference"では NMRソフトウェアやパルスシーケンス

ライブラリ、参照情報が提供される。

14. 

データのデポジット

NMRデータの預け入れはwwwウェブサイト経由で行わ

れる。預け主は BMRBサイトのソフトウェアを使用して

NMR結果のデータテーブルファイルを作成した後に、

Wisconsin大学の BMRB登録サーパへこのファイルと他の

重要な情報を対話形式で提供する。一般にデータは著者に

よる論文の発表の時点で公開される。

今後は本ミラーサイトにアジアの拠点として情報登録の

機能を備えていく予定である。
団
四
叩
畑
…
/
刊
脳
人
対
一
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BMRBとBMRB-mirror聞のデータ更新

本ミラーサイトは毎朝 4:20にBMRBプールサーバに

アクセスして、データやソフトウェアの更新を行って

いる。更新は CVS(Current Version System)を用いて

変更差分だけ行ない、 10分程度で完了する。

BMRBの筆録総数推移

1996年 3月に NMR-STARフォーマットで BMRBの

登録がリリースされて以来、登録数は順調に増加して

いる。総登録数における日本からの寄与を NMR-STAR

ファイル中の引用情報に基づいて調査し、結果をグラフにしたものを Fig3.に示す。 1997年 1月では

総数 1207件に対して 91件と 7.5%あった寄与度は 2000年 1月には 1708件中 119件と 7.0%に低下

した。現在は 2329件中 163件と寄与度は 7.0%と変化していない。 2000年時点で日本および米国、

ヨーロツパで稼動している NMR分光器の数は Fig4.が示す通りおおよそ 9100台と報告*されており、

その中で日本の占める割合は23%である。この数からすると現在の 7.0%は低い数字であると言える。

タンパク 3000プロジェクトでは約 1万種と言われるタンパク質の解析のうち日本からの寄与目標を

3分の 1としており、今後の NMRによる生体巨大

分子の解析研究の活発化により日本からの登録数

の増加が期待される。

Fig2.百 ecurrent updating and deposition system 

between Bl¥偲Band Bl¥偲Bmirror.

2329 

Fig 4. Round numbers of the operating NMR 

spectrometers in USA， Europe and Japan in 2∞O. 
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PGSE 法による粘土ゲノレ中の水の自己拡散係数の

計測: 物理探査のための基礎実験

(産総研)中島善人

PGSE NMR study on the w品terself-di伍lsivityin clay gels: laboratory experiments for :.JMR 

logging. 

(AlST) NAKASHIMA， Yoshito 

Abstract: MontmoriIlonite clays詰 involume by incorporating water 

mo¥宕culesinto th君silicatesheets to form porous gels. H20 self-diffusion in water-rich 

montmorillonite gels w宮remeasur吋 pulsed由 gradientspin圃 echonuclear magnetic 

resonance. The obtained diffusion data were explained by a model that free or unbound HzO 

molecules diffuse in the porous the悶 ndomlyplaced ohstacles (c1ay platelets 

sandwich牢dby bound or immobilized HzO layers). 

1.はじめに

NMR物理探査とは、地下水や石植のプロトンなどをターゲットにして野外でNMR計

践を行土地球物理学の一分野である1)。例えば NMR検麗(welllogging)で、l士、ボーリング坑

に永久磁石と rfコイルのセットを降ろし、坑壁から

数 cm奥にある多孔質地層中の間際水のプロトン

から CPMGデータを取得して、地層の含水量や

透水採数をリアノレタイムスキャンしている。著者も、

秩田県の澄JII地熱発電所で深度 100mまでの

NMR検麗を実施し1)、溶岩中の地下水の分布を

鱗べた(Fig.1)。その時、ボーリングの掘削泥と

して、粘土濃震が数wt%のそンモリロナイト(粘土

鉱物の一種)のゲノレを慣用した。 NMRセンサーの

感護領域にこの泥が侵入したので、得られた

CPMGデータをましく解釈するには粘土ゲルの

自己拡散係数や緩和時間などの NMR物性を知

る必要がある。本講演では、粘土ゲノレ中の水の自

己拡散プロセスに的を絞って、自己拡散銘数の

濃度依存性と粘土濃度依存性を発表する。また、

ゲノレの微締構造モデノレを立てて、粘土表面付近

の結合水(拡散係数がパノレクの水より低下してい

る水)の厚さを推定したのでこ 3)それも報告する。

Fig. 1 Photo of NMR welllogging in Akita. 

キーワード:PGSENMR，地j麗のNMR計課11，地下水探査，粘土ゲノレ，水の自己拡散部数

なカミしまよしと
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2. PGSE NMR実験

粘土試料は、米国粘土学会が頒布しているワイオミング州産のNa型モンモリロナ

イト(SWy-2)を使用した。粘土粉末に脱イオン水を加えて作成した約19の粘土のゲルについ

て、水分子の自己拡散係数(D)をpulsed-gradientspin-echo NMR法で計測した。使用した

proton NMR分光計は、 Bruker社製

NMSl初である(20MHz)。典型的なパノレス

条件は以下のとおり。磁場勾配パルス幅は

0.7 ms，エコ一時間は28ms，磁場勾配パ

ルスの間隔は14ms，エコーシグナノレの積

算回数16。パルスシーケンスの繰り返し間

隔は、プロトンの縦緩和時間の5倍程度にし

た。空隙サイズがサブミクロンである多孔質

粘土ゲノレ中の水の拡散は、拡散距離が

(6DA)山""10μmもあるので完全に制限拡

散状態に入ってし、るはずである。このことを

チェックするために、 Aの値を5-100ms程度

の範囲で変化させてもDわ値には有意な変

化がないことをしてつかの試料で確認した。

ゲル中の粘土の重量分率(坊を0-35.4wt.%， 

試料温度を30.1， 39.8， 50.5， 60.8
0

Cと系統

的に変えて、自己拡散係数を計測した。

10 
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Water self-di仇 sivityin clay gels. Fig.2 

粘土ゲル中の水の自己拡散係数

(助の温度依存d性をFig.21こ示す。また、 Dを

その温度のバルクの水の自己拡散係数(D)
で規格化したものを、 Fig.3にしめす。 ρη

値は温度に依存するが、 Fig.3のように

D/D.。は温度に依存しなし、ことがわかった。

これは、ゲ、ル中の水の拡散に関する活性化

エネルギーが粘土濃度に依存せず、バルク

の水のそれと閉じ値をとることを意味する。

モンモリロナイトに限らず、ヘクトライト、スチ

ーブンサイト、膨潤性雲母のwater-richゲ、ノレ

においても、 D/Doは、温度に依存せず、 wに

関する単純な関数(たとえば指数関数)に

従うことがわかっている2九本来、粘土のご

く近傍(数nm)の水分子は、負に帯電したシ

リケート層によって強く拘束されており、その

結果、拡散移動プロセスに関する活性化エ

3.結果と考察

¥
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ネノレギーはバルクの水より多少大きしせ予想される。しかし、今回計測したwater-richゲ、ノレに

ついては、拘束された水のモル数に比べて自由水のモル数が桁違いに大きいために、拘

束水(結合水)の寄与が実験的に確認できなかったと著者は解釈した。

Figs. 2-3では、粘土濃度(的の増加とともに、拡散係数が低下している。これは、

障害物(粘土粒子)が増えるとランダムウォーカー(水分子)が遠距離に移動しにくくなるから

である。この挙動を、ランダ、ム媒体モデ、ノレで、定量的に解釈してみよう。 Fig.4のように、粘土

鉱物(厚さ 1nm、直径約100nmの円盤)がランダムにばら撒かれているゲ、/レ構造を仮定する。

Fig. 4 Microstructure model of clay gels. 

Unbound water molecules (solid circle) diffuse 

by avoiding obstacles (hydrated platelets). 

簡単のため、 clayplatelet (1層のAI-O八面

体シートと2層のSi-O四面体シートの基本

セット)がゲ、ル中で、完全に分散していると仮

定する。 clayplateletは、 A13
+の一部がMg2+

で置換されているので負に帯電している。

その結果、極性分子である水分子をひきつ

け、ある厚さの結合水(拡散係数をぜロと近

似する)の層を両側に形成している。その結

果、障害物としてのサイズは、 (clayplatelet 

+結合水)に増大する。バルクの水と同じ

自己拡散係数をもった水分子が、この増大

した障害物を避けながらランダムウオークす

るとし、うモデ、ルで、ある。ランダム媒体中の3

次元拡散シミュレーションを行って、障害物

の体積分率とD/Doとの定量的関係を求め

た3)。そのランダム媒体モデ、ノレをFig.3のN

MRデータ(wく11.0wt.%)にフィッテインク守

させた結果、 clayplateletの比重が2.7なら

ば、結合水の厚さは 4nm~l.t、う推定値を
得た(Fig.5)。この結合水の層厚の数値は、

スメクタイト系粘土に関するMolecularDynamicsシミュレーション結果と、ほぽ同じである。こ

のことは、ランダ、ム媒体モデ、ルの正しさを示唆している。ところで、 Fig.5では、 wと7.66wt.% 

のデータポイントはモデルから事離している。粘土濃度が上昇すると個々のplatelet粒子は

接触による相互作用が大きくなるのでランダムに存在できす、 card-house(トランプ。の家)構

造のような規則的なゲ、ル構造をとることが推測で、きる。ランダム配置なら空隙のパーコレーシ

ョンクラスター(水分子が長距離拡散できるスペース)は障害物の数密度が上昇するとすぐ

消滅するが、 card-house構造ならば粘土濃度が上昇してもパーコレーションクラスターは生

き残りやすい。このことが、 w>7.66 wt.%で、のランダ、ム媒体モデノレの過小評価の原因である

と著者は推定している。

NMR検層では、地層の間隙水のCPMGデータを取得して、空隙サイズを推定して

いる。そこには、 T珂直の大小が間隙水の岩石固体表面への衝突頻度で決定されるという前

提条件がある。これは、空隙サイズが、間隙水がT.2Iのタイムスケールで拡散移動で、きる距離

(6DT:!)山より小さい場合にのみ成立する。ところがFig.5のように、数%の粘土ゲ、ルで、は、水

の自己拡散係数がバルクの水にくらべて数10%低下する(たとえば2x10-
g
m2/s)。さらに、今

回は発表していないが、粘土ゲ、ルの水のT2は、粘土粒子との衝突によってパノレクの水にく
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らべて約一桁低下することがわかっている

(たとえば100ms)。したがって、多孔質岩

石の空隙を粘土ゲルが充填している場合、

CPMGデータから空隙サイズを推定する場

合は、清水の場合にくらべて計測可能範囲

がせまくなると言える。たとえば上記の数値

例を代入すれば、 (6DT2)1I2z 30μm以下

の空隙サイズのみ正しく推定できる。粘土を

ふくむ掘削泥は、掘削坑の崩落防止・岩片

の地上への運搬・ダイアモンド、ヒ、、ットの冷却

という重要な役割を持っているが、 NMR検

層の立場からはその使用は望ましくなしせ

いえる。

1)中島善人 (2002)NMR物理探査の原理、物理探査， 55，105-126. 

2) 中島善人 (2002)パノレス磁場勾配NMRを用いた水の自己拡散係数の計測:原理と粘土

ゲノレへの応用例、粘土科学 42，37-50.

3) Nakashima， Y. (2002) Diffusion of Hっoin smectite gels: Obstruction effects of bound 

Hp layers， Clays and Clay Minerals (in press). 
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P 149 SDBS-NMR-NPシステムの作成

天然物の NMRスペクトルデータベース
(NMRDBTech) 0早水紀久子、(東大農)降旗一夫、(理研)鵜沢淘、

(日本電子データム)有福和紀

Building an NMR database for natural products and related compounds，"SDBS-
NMR.NPヘκHayamizu(NMRDBTech)， K Furihata (Tokyo Univ.)， J. Uzawa (Riken)， and 1ζ 

Arifuku (JEOL Datum) 

An NMR spectral database for natural products， SDBS-NMR-NP， has been built as th巴

development of the SDBS-NMR for general organic compounds. The NMR data and th巴 spectral

assignm巴ntshave been compiled from the literatures (Tetrahedron， Tetrahedron Letts.， Magn. Reson. 

Chem.， J. Antibiotics，よOrg.Chem.， Eur.よOrg.Chem. and others). Theinput of chemical information 

is made by a ISIS!Base and the spectral information such as the shifts and J are compiled by an Excel. 

The data are displayed on the web system where 13CNMR spectral pattems were shown by a Java applet. 

The intensities are expressed by the number of the carbons for each line. The system to accept original 

FID pattems has been prepared for JEOL， Varian and Bruker sp回 tralpattems. 

1.緒言現在インターネットで公開サービスを行なっている SDBS-NMRは大型汎用計算機

で作成された。大型計算機終了時にテキストファイルで保管したマスターファイルの PC化が

進行中であり、その方式についてはすでに発表した[1]。その経験とノウハウを活かして天然物

並びに関連化合物の NMRデータベースの作成を開始した。天然物は結晶化すればX線回折が

可能だが、結晶化しないものも多く二次元 NMR法を駆使して立体構造を含めた化学構造が決

定されている。天然物の化学構造決定までに多大な労力が投入されており、既知化合物の場合

直ちに解析をやめている。天然物は構造的に多様牲を持っており、データベース (DB)化の価

値は高い。文献発表されている NMRスペクトルは完全解析され信頼性の高い。天然物の NMR

は成熟した研究分野に到達しているので、データベース (DB)を作成すれば完成度の高いデー

タ収録ができる。

2.データベース項目 PCで稼動する化学系データベース管理システム (DBMS)は各種市販

されているが、 NMRの帰属を化学構造式に論理的に書きこむ機能がある ISISlBaseを化学用

DBMSとして SDBS-NMRから継続して用いた。化合物名、化学構造式、分子式(化学構造式

から自動発生)、分子量(自動発生)、 NP番号、溶媒、シフト基準、 NMR装置あるいはlHNMR

測定周波数、文献、正式な化学名 (IUPAC名)、コメント等を ISISlBaseで入力することにし

た。文献から引用するので、化学構造式は必須デタであるが、他のデータ項目の欠落は許容す

ることにした。 lHと13CNMRのシフト値並びに lHNMRの分裂パターンや結合定数を数値デ

ータはMacrosoftExcelで入力する。

NMR， database， natural products， web system， Java applet 

はやみずきくこ、ふりはたかずお、うざわ じゅん、ありふく かずのり
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3. 文献からのデータ入力 文献としては、島trahedron，Tetrahedron Letts.， Magn. Reson. 

Chem.， J. Antibiotics， J. Org. Chem.， Eur. J. Org. Chem.およびよNatural丹'oductsを対象

にしている。 DB化対象にする化合物は天然物あるいは関連する化合物でlHと1
3Cのシフト値

が帰属を含めて表形式で発表されているものに限定した。 2002年 1号から文献収集を行ない、

現在データ数約 230件、分子量は 206から 1728の範囲である。最新号からのデータ採取とと

もに、 2001年、 2000年と過去へさかのぼってデータ入力を行ない、実用的に有効なデータベ

ースに発展させる予定である。

4.検索と表示 Webシステムでの表示方式を採用し、 ISISlBaseで入力した帰属付き化学

構造式はイメージデー夕、化学情報はテキストデータで表示する。 Excelで入力したスベクトル

情報から 13CNMRを棒グラフで Java表示(拡大可能)し、同時に表形式で表示することにし

た。(例図1)生スベクトルの提供があれば、機能追加したAlice2(日本電子データム製)でス

ベクトルパターンのフォーマット変換した後に Java表示する。インターネットのホームページ

での公開では、検索はテキストデータ(化合物名、分子式、分子量等)とする。部分化学構造

検索は CD-ROMベースのシステムで可能にしたいと考えている。

SDBS-NMR-NPは低分子量の有機化合物を対象にした SDBS-NMRの延長上に位置する。

SDBS-NMRは市販薬品を中心にありふれた有機化合物の精度高い NMRスベクトルの集積で

あるが、 SDBS-NMR-NPは微量かっ稀有な天然物の NMRDBであり、文献から収録するのが

最も相応しし、。また貴重なスベクトルは論文の著者が大切に保管している場合が多いものの、

記憶媒体等の更新で、貴重なデータが破棄されてしまう場合も多いので、それらを収録、 DB化

して長期保存、公開することに意義がある。例を示す。

トb 54 

CHS 00-054 

Source Thelepho国 vialis

Mol Weight 564.554 
Inst間作百nt8ruker Avence 600 

Solvent CD30D 

Ref TMS 

Thelephorln A(C
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H

24
09) 

f 
f.1-
¥pfy叩

T sukamoto. S.. et al 
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布団hednon58.11ω (2002) 
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G C匂刑問und
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P 150 固体NMR量子計算機の多ピット化と初期化のための技術開発

物質・材料研究機構 ナノマテリアル研究所

O後藤敦、清水禎、端健二郎、北津英明

Technical developments for the realizations of miltiqubit and initialization 

in solid-state NMR quantum computers 

Nanomaterials Laboratory， National Institute for Materials Science 
Atsushi Goto， Tadashi Shimizu， Kenjiro Hashi， Hideaki Kitazawa 

We discuss technical requirements and practical methods to implement an NMR quantum computer in 
solids.τ'here are two main issues known for the implementation. One is how to initialize qubits effectively. 
We show that an optical pumping qubit initializer (OPQI) is promising for this purpose， where an optical 
pumping and a polarization transfer methods are combined.τ'he scheme is effective to separate the 
initialization scheme from the computation scheme. The other issue is how to provide a practical interqubit 
coupling for a controlled-NOT (c-NOT) gate. We propose a switchable c-NOT gate realized by 
magnon-mediated intemuclear couplings (SN-gate)泊 aquantum electron spin chain placed in a magnetic 
field gradient and a low temperature. This scheme provides us with a decoupling-free qu姐 tumcomputer. 

近年、量子計算機の実現を目指し、様々な物理系での量子計算機の提案、実験が活発

化してきでいる。中で、もキュピットとして核スヒ。ン系を用いるNMR量子計算機は、「制御性Jと

外界との「隔離性Jにおいて特に優れた特徴を有し、最も実現性が高い物理系であるとされ

ており、実際、溶液NMRで、7ピットまで、の量子計算機がすで、に実現されている。しかし、残

念ながら溶液を用いた方法で、はこれ以上の多ピット化は困難で、あり、多ピット化に向けた大

きなブレークスルーが期待される。これを克服する一つの方法として、スタンフォード大の山

口らは磁場勾配を用いた「固体JNMR量子計算機を提案した。この方法は原理的にキュピ

ット数に制限がなく、多ビ、ット化には大変有望で、あるが、核磁気双極子によるキュピット間結

合を用いているため、巨大な磁場勾配を必要とする、莫大な数の核スヒ。ン間結合のテ守カップ

リングを必要とするなどの実際的な困難が存在すると想像される。

我々は、「国体」のメリットを最大限に生かしつつ、これら問題点を克服するため、 1次元

反強磁性体上のマグノンによる「スール・中村相互作用」をキュピット間相互作用として用い

る方法(SN-gate)を提案する。この相互作用は核双極子相互作用に比べ相互作用が長距離

に及ぶため、キュピット聞の間隔を広く取ることが可能で、あり、磁場勾配に対する制限を大幅

に緩和できる。また、量子多体現象である「スヒ。ンギャップ」を用いることにより、相互作用の

スイッチング、即ち、必要なところに必要な大きさのキュピット間相互作用を作り出すことが可

能であり、これにより複雑で、厄介なデ、カッフ。リング操作が不要となる。これらの特徴を利用す

れば、より現実的な固体NMR量子計算 CPUが実現可能である[参考文献:A.Gotoet al. J. 

Phys. Soc. Jpn 71 (2002) No. 9， A. Goto et al. quant-ph:0205135J。

キーワード:NMR量子計算機、一次元磁性体、 SNゲート法、光ポンピング法、量子スピン初期化器

ごとうあっし、しみずただし、はしけんじろう、きたざわひであき
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NMR量子計算機のもう一つの重要課題は量子ピットの「初期化Jの実現である。「初期

化」に利用可能な技術としては光ポンピング法が知られているが、残念ながら、この技術は

利用できる物質群が限られている。このため、「初期化」と「量子計算Jの同時最適化を同一

物質で、行うという制限が量子計算機の物質探索において大きなネックとなってし唱。そこで、

より現実的な方法として、我々は「光ポンピングによる量子ピット初期化器(Opticalpumping 

nuclear polarizer: OPQI) Jによる初期化法を提案する。これは、光ポンヒ。ング、によってスヒ。ン

偏極器(Nuclearpolarizer: SP)内にスピン偏極を発生させ、このスピン偏極を CPUである外

部物質に転写することにより CPUの初期化を実現するという方法で、これにより、初期化部

分と量子計算部分を独立に最適化でき、量子計算機の CPU部分の選択支を格段に広げる

ことが可能になる[参考文献:A. Goto et al. quant-ph:0205135]o OPQIの概念図を図1に、ま

た、この目的のために設計した半導体用光ポンピングシステムの概念図を図2に示す。この

装置による予備的な実験の結果は、本討論会の P141fInPの光ポンピング NMRJ(端健二

郎他)を参照。

なお、本研究は、科学技術振興事業回戦略的創造研究推進事業(JST-CREST)f電子・光

子等の機能制御」、および、新エネルギー・産業技術総合開発機構(NEDO)f平成14年度

産業技術研究助成事業Jの一部として行った。

Fig. 1. A possible configuration of the 

OPQI for an integrated NMR-QC. 

Small balls represent qubit nuclei in the 

spin chains. Laser lights for the optical 

pumping of electrons in Si are delivered 

from both the top and the bottom 

σaraday configuration). 

2
0明
言
E
U
H
H
凶

Spin chain layer Si matrix 

Field gradient 

↑?↑? 
Circularly polarized light for optical pumping of Si 

Microwave irradiation for sp加 chains

Fig. 2. Overview of the experimental 
setup for optical pumping experiments. 
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国体NMR量子コンビュータの開発:化合物半導体の同位体超格子

物質・材料研究機構、ナノマテリアル研究所、 O清水禎、後藤敦、端健二郎、北沢英明

Toward a Solid-state NMR Quantum Computer: Isotope Superlattice of Compound 

Semiconductors 

/ぬtionallnstitutefor Materia1s Science， T. Shimizu， K. Hashi， A. Goto， H. Kitazawa 

Solution NMR studies have been making significant achievements including a factoring 

demonstration by a 7-qbits computer (Nature 404 (2002) 368). Many researchers， however， 

suspect performance limitation of solution NMR quantum computer to be about 10 qbits. We 

expect a solid-state NMR quantum computer to be a possible candidateゐra more practica1 

quantum computer more than 10 qubits. In this study we present a proposal of solid-state 

quantum computer by a isotope superlattice of CdTe. 

ι丘論

現在までのところ、溶液 NMRで7量子ピットの量子計算機が実現されているが

(Phys.Rev .Lett.85(2000 )5452、Nature404(2000)368)、専門家の間では溶液 NMRでは 10量子ピ

ット程度が限界であろうと推測されている(例えば、数理科学424(1998)43、数理科学 195(2001)56)。

量子計算機の当面の目標値は量子現象のシミュレーションに役立つ数十量子ピットにあるので、

いずれ国体の開発が必ず中心的課題になると予想される。現在のところ、固体ではまだ、2量子ピ、ツ

トすら実現されていないが、課題抽出は既に始まっており各開発要素で必要とされる技術革新の

ための方法論の検討作業と基礎実験が進められている。

量子計算機を実現するために原理的に最も重要な課題は、第一に量子ピット間の良好な「量

子もつれ状態」を形成する方法の開発、第二に各量子ビ、ットを「初期化Jする方法の開発、第三に

量子ピット数を増大させる方法である。これらの技術的課題を克服するには既存の NMR技術だけ

では原理的に不十分であることが自明で、新規技術開発が不可欠である。

2.第一の課題:r量子もつれl

NMR量子計算機ではF量子もつれ状態」を形成させるために核スピン間相互作用を使う。固体

NMRにおける第一の課題は、コヒーレントな量子状態の寿命が短すぎて計算時間の余裕がないこ

とである。寿命が短くなる原因は核双極子相互作用、金属におけるルーダーマンーキッテル相互作

用、磁性不純物等の磁気的欠陥に起因する長距離で量子効果の強い相互作用などにある。これ

らを「量子もつれJに積極的に利用する案もあり、詳しく研究もされているが、不特定多数の粒子に

よる量子効果であるためにゼーマン・ハミルトニアンと交換しないなど本質的に制御性が悪く、何か

特殊な工夫を開発する必要があり、ここに大きな開発課題を抱えている。

別の手法として、これらの好ましくない相互作用よりも大きさが強くしかも制御性も良好な核ス
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ピン間相互作用を探索する研究も行われている。例えば、本提案のように J結合は共有結合した

原子聞でのみ有効な核スピン間相互作用であるため遠距離まで届かないことと、ゼーマン・ハミル

トニアンと交換するので固有状態を壊さないなどの理由から好ましい候補である。J結合は共有結

合電子が媒介するので、材料探索としては共有結合性の強い物質が有力な候補対象となる。実際、

溶液で成功したNMR量子計算機は全て、分子内のJ結合を利用して「量子もつれ」状態を実現し、

量子計算に利用している。

本提案の化合物半導体 CdTeでは、核双極子相互作用とI結合の二種類の相互作用が働い

ている。後述するように同位体超格子の構築などによる結品格子の3次元的配列に対して最適化

を行う結果、J結合の方が核双極子相互作用よりも4倍以上大きくできるのでJ結合による「量子もつ

れjを固体において実現可能となる。

3.第二の課題:r初期化j

初期化技術は計算機のレジスターを初期状態にリセットするために必要なだけでなく、良好な

「量子もつれJ状態すなわち量子純粋状態を形成するためにも必要である。この課題を克服するこ

とは NMRにとって大きな夢と官険である。核スピンは偏極率が極めて低く、通常の実験条件では

1ppm規模の微弱な核スピン偏極しか与えないので、量子純粋状態からは天文学的に遠い。

これを解決する有力な方法が、本提案の光ポンピング技術による核スピンの超偏極法を応用

した OPNMR(Optica!Pumping NMR)である。これによって50%規模もの巨大な核スピン偏極を得る

ことができる(久保・鹿取著「スピンと偏極」倍風館 1994年、補編3)ので、良い近似で量子純粋状

態となる。円偏光によって励起された半導体中の電子(荷電子帯から伝導帯に励起された電子)は

選択則によりスピンの向きが一方向に揃うので、超微細相互作用(一般に電子と原子核との磁気

的・電気的相互作用を超微細相互作用 HyperfineInteractionと呼ぶ。総合解説として例えば、 C.

P.スリクター著、益田義賀訳「磁気共鳴の原理」シュプリンガー・フェアラーク東京ラ 1997年)を介し

て、結果的に核スピンの超偏極を引き起こす(半導体での OPNMRの原理と応用については総評

として、 R.Tycko and J. A. Reimer， J. Phys. Chem. 100(1996)13240)。

核スピンを観測したり向きを制御したりするのは通常のNMR装置のRFパルスによって可能な

ので、量子計算機の OSやプログラムはRFパルス系列で構成されることになる。

4.第三の課題;多量子ピット化

量子ピットを増やすということは、即ち、異なる NMRサイトを増やすことである。そのために

様々な手法が提案されている。例えば、(1)高分子中の異なるサイトを用いる。 (2)特殊な極微小

磁石を作り込んで素子中に原子サイズの磁場勾配を発生させ、サイト毎に共鳴磁場をずらす。 (3)

量子ドットや分子設計などナノテクノロジーの新技術を駆使してサイトを増やす。 (4)バケツリレー

法(解説として、北川勝浩「数理科学J2001年6月号サイエンス社)などソフトの開発要素などが並

行して研究されている。これらはいすれも、基礎研究の段階であり、まだ実現はしていない。
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5.課題の克服:化合物半導体 CdTe

本提案で CdTeを選んだ理由は、(1)結品格子の3次元配列を最適化することによって、J結

合を支配的相E作用とすることができるので、それを「量子もつれ」状態を形成する相互作用として

利用できる。 (2)1.6eVという可視光域のバンドギャップを持つのでレーザー光による初期化(Cdと

Teの核スピンを同時に超偏極)が実現できる。 CdとTeのOPNMRも可能である。 (3)CdとTeはと

もに核スピンの同位体を2核種ずつ持ち、磁気回転比の違いからこれら4核種は十分に離れた共

鳴周波数を持つので、磁場勾配の作り込みなど特殊技術の開発を待たなくても4量子ビットを構築

できる。 (4)CdとTeはともにスピン1/2の同位体を2核種ずつ持つ。スピンが1よりも大きい核種が

含まれると今日の量子計算機理論では取り扱い困難なので、スピン1/2の核種だけで構築できる

材料が好ましい。

技術的な理由から実現困難と予想されている「磁場勾配」を導入する必要がない点と、双極

子相互作用よりも操作性の良いJ結合を量子ゲートに利用している点、および、光ポンピングにより

初期化問題を解決できる等の点が、他の固体 NMR量子計算機の提案と比べたときの利点であ

る。

6.同位体超格子による最適化

[111]方向に特殊な順番で積層させた同位体超格子、例えばー lllCd-123Te -113Cd -125Te一、

を作ると(図1参照)、各[111]面は単一の同位体だけで構成されている。 4種の同位体なので、この

系は 4量子ピットとなる。等価層内の核スピンは、光ポンピングおよびげパルスを用いて同時に制

御することができる。

例えばー lllCd-123Te -113Cd -125Teーのような同位体超格子を作るメリットは、核双極子相互

作用のうちフリップ・フロップ成分(量子コヒーレンスを壊す原因)の占める割合を劇的に小さくでき

ることにある。一般に(参考文献として例えば、A.Abragam，“Principles of Nuclear Magnetism" 

Oxford University丹ess，1961、第4章)双極子相E作用は静的成分(Jz叫を含む項、共鳴磁場の

大きさを一定の値だけずらす効果)とフリップ・フロップ成分(J+L+LLを含む項、 2スピン聞の向きを

交換する効果)の和であるが、このうち量子状態のコヒーレンスをこわす(量子純粋状態をこわす)

原因はフリップ・フロップ成分である。フリップ・フロップ成分は同種核開でのみ作用するため、量子

コヒーレンスを長く保つためには、同種核をできるだけ遠ざけると効果的である。そこで、同位体超

格子を、例えば、 IllCd-123Te -113Cd喧 125Teという特殊な順番で積層させると Cd同種核聞のフリ

ップ・フロップ成分と Te同種核聞のフリップ・フロップ成分は通常よりも著しく軽減できる。

軽減の割合いは以下のように見積もることができる。最も近い同種核までの距離は2倍になる

ので、双極子相互作用が距離の3乗に反比例することから、線幅(および緩和時間)への寄与は1

/8になる。結局、双極子相互作用は静的成分が主になるので共鳴磁場をシフトさせる効果が主

になり、量子コヒーレンスへの影響は最小限に抑えることができる。

核双極子相互作用には角度(磁場と結品軸との角度)依存性があり、 CdTeの場合には[100]

方向の磁場で核双極子相互作用が最小になる。核双極子相互作用は理論と実験の一致が確立さ
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れており(参考文献として例えば、A.Abragam，“Principles of Nuclear Magnetism" Oxford 

University Press， 1961、第4章)、角度依存性や絶対値を算出できる。実際に計算を行った結果、

ともに[100J方向で、 Cdサイトiこ約 80Hz、Teサイトに約 120Hzの核双極子相互作用が発生する

(しカもその大部分が静的成分)ことが分かった。ちなみに[111]方向ではこの約2倍に達する。J結

合は実験から 500Hzと報告されており (Phys.Rev. B44(l99 l)5343)、[100]方向の核双極子相互作

用よりもj結合は4倍以上大きいので、「量子もつれ」状態を作るために十分である。

なお、同位体超格子を作らずに通常の結晶格子を作った場合の接双極子椙互作用は約2倍

大きくなる上に、フリップ・フロップ成分の占める割合も大きくなるので不利である。

国1.CdTeのユニットセノレ。小さい球は Cd、大きい球は Te。

国2. 小さい隷は Cd、大きい球泣 Te。上方 が方向。方向に垂護な面が[111]

面。 [111]面は単一の同位体で構成されている。下から顧に-111Cd -123Teー!l3Cd-125Teと

積層した間位体超格子を構築している。

キーワード: 間体 NMR、量子計算機

著者ふりがな:清水禎(しみずただし)、後藤敦(ごとうあっし)、端健二郎(1ましけんじろう)、北沢

英明(きたざわひであき)
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P 152 ヒ卜脳内組織の分画と代謝物の定量
(日本女子大学理学部1、国立精神神経センター神経研究所2、

東京大学医科学研究所3)

0高橋征三 l、荻野孝史2、吉川宏起人川上綾1

Tissue Segmentation and Quantitative Analysis of Metabolites in Human Brain 
Seizo Takahashi¥ Takashi Ogin02， Hiroki Yoshikawa3， Aya Kawakami1 

(Fac. Sci.， Japan Women's Univ.1， Inst. Neurosciences， NCNp2， 
Inst. Med. Sci.， To防oUniv人)

Tissue segmentation program was written aimed at a clinical application of MRI and CSI. 
The program was written by恥仏TLABto disclose whether the change of tissue metabolism 
or of tissue contents for the observed varied concen住ationof metabolites. It was constituted 
of 3 steps; namely (1) removal of skull， (2) segmentation of tissues， (3) output the segment 
ratio for each voxel of CSI. The concentrations of metabolites were analyzed by SAGEIIDL 
based on the linear combination of constituent metabolite spectrum. The basis spectra were 
constructed from the fitted parameters on the model solutions of metabolites of known 
concen仕ation. The calculated concentrations were then correlated to the ratio of segments 
and distributed to each segment. The present method provided reasonably reproducible results 
although the peripheral fields of CSI are less accurate. 

CSI(Chemical Shi食 Imaging)は、測定部位の代謝物濃度を求めることができるので豊富な情報を与え

るが、 MRI(MagneticResonance Imaging)にくらべてはるかに画像解像度が低いという欠点を免れるこ

とができない。そこで本研究では両者の特徴を生かし、観測される代謝物濃度の変動が、組織組成の

変化によるものか、組織の代謝の変化によるものかを診断できるような解析プログラムを作成して基

礎的な検討を行った。

(1) Segmentation Programについて

プログラムはすべて MATLABを用い PCまたは WS上で作成した。 MRI画像データは、 GEの臨床

用装置で作成し 4バイトの整数で WSに転送して以下の 3ステップで処理した。

ステップ 1

スライスごとに信号強度が一定範囲の画素を選択し、強度 lまたはOの画像(マスクイメージ)を作

成した。つぎにそのマスクイメージについて 2次元の極座標展開画像を作成した。そして動径方向の

信号の最大値つまり頭皮から一定の厚みを不要部分として除き、残りの部分について脳と頭蓋の境界

の探索範囲を設定し、境界を滑らかな曲線でつないだ。そしてその境界の内側すべてを脳実質とする

マスクイメージを作成し、もとのデカルト座標系に戻した。

脳組織分画代謝物 NMR

たかはしせいぞう、おぎのたかし、よしかわひろき、かわかみあや
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ステップ2

マスクイメージをもとの画像データと画素ごとの積をとり脳実質の画像が得る、つぎに T2W画像

で強度が一定値以上の画素を脳脊髄液(CFS)に対応するとしてマスクイメージを作成する。その成分

をのぞいた TIW画像から CFSを取り除いた画像を作成し、灰白質、白質、 CFSに分ける。ここで強

度の分配はヒストグラムを作成しマニュアルで行った。

ステップ3

MRI画像の各画素は灰白質、白質、 CFS、その他のいずれかに割り当てられたので，つぎに CSIの

情報と対応させるために、 CSIの各画素における灰白質、白質、 CFSの存在比率を計算する。このと

き隣接画素からの信号の穆み出しについて考慮した。

結果

Segmentationに用いる画像はTlW とT2W の組み合わせがベストであった。臨床的には CSIと MRI

の測定方向が必ずしも同一でない。そこで MRI画像の回転プログラムを作成して、同一方向で測定

した場合と比較した。その結果、 voxelごとの組織分布の一致は中心部分にくらべて周辺部分が低下

していた。臨床的には患者によって信号強度を単純に3つに分画するだけでは不十分な場合があった。

そういう意味で完全な自動化プログラムは難しいと思われる。

(2) CSIの解析

CSIスペクトル情報の解析は GEから提供されている MRVMRS測定・解析用のソフト SAGE/lDL

を用いた。まず脳内で観測される主要成分のファントムデータを CSI測定と同一条件で測定して得た。

これらの frequencydomainスペクトルについてピーク位置、強度、線幅を Ma珂ardt法で解析した。そ

して得られたパラメータを使って組成成分のモデルスペクトルを作成し、 CSIスペクトルは代謝物モ

デルスペクトルの和であるという前提のもとで、最小自乗法で代謝物の濃度を求めた。

結果

ファントムサンプルで正確に invivoのスペクトル状態を再現できないことは解析精度の制約要因と

なる。たとえば脂質やたんぱく質などの高分子成分を代表するモデルスペクトルを作成したが、脳内

で観測されるピーク強度比や線幅を十分に近似できていない。さらに最小自乗法で代議物の濃度を求

めるときに、一成分内のピークの強度比は固定して fittingできたが、ピーク位置や線幅の相対的大き

さを固定したときはうまく白抗ingできなかった。組織によって細胞内 pHや緩和速度が違ったりする

ので、一成分内のピークごとにパラメータを最適化する必要があるようである。

(3)代謝物濃度の灰白質や白質への割り当て

CSI画素ごとに代謝物濃度は変動するが、同時に画素ごとに組織の組成も変動する。したがって 2

つの数値の間の相関をとれば、組成ごとの平均の代謝物濃度が推定できる。この計算は PCの表計算

ソフトで行った。
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U se of residual dipolar couplings without explicit 

specification of the alignment tensor in NMR 

structure calculations in torsion angle space with 

the program CYANA 

o Yuichi 回 rataand Peter Guntert 

RIKEN Genomic Sciences Center， 
W505， 1・7・22Suehiro， Tsurumi， Yokohama， 230・0045，Japan

Abstract 

The program CYANA for the automated c唱1culationof the也氏e-dimensional
protein structures has been extended for the use of residual dipolar couplings. 
A novel implementation of a hybrid linear/non-linear least squares minimization 
technique enables protein s甘ucturecalculation by the fast DYANA torsion angle 
dynamics algori血mus同 resid凶 仰olarcouplings wi白outneed to explicitly 
specify the alignment tensor. 

A new version of the so氏warepackage CYANA (“Combined assignment and dy-

namics algorithm for NMR applications") for the automated calculation of the thr∞-
dimensional structures of biological macromolecules will be presented that has been 

extended for the use ofresidual dipolar couplings.百lenew version of CYANA is able 

to calculate or optimize protein structures by the fast DYANA torsion angle dynamics 

algori出m[1] using conformational constraints derived from residual dipolar couplings 

without need to explicitly specify the alignment tensor. The traditional way of incorpo・

rating residual dipol紅 couplingdata into an NMR structure calculation requires some 

knowledge of the alignment tensor as a prerequisite. In contrast， with the algorithm in 
CYANA residual dipolar coupling data can b巴incorporatedinto the structure calcula-

tion by providing only the residual dipolar coupling value唱， in a manner that is com-

pletely analogous to the input of other types of structural constraints， e.g. NOEs. The 

implementation of the treatment of residual dipolar couplings in CYANA is based on 

the fact that the alignment tensor， wh巴nexpressed by the five parameters correspond-

ing to the irreducible representation of a second rank tensor， enters the target function 

in a linear form. Using an algorithm of Golub and Pereyra [2] that has been adapted 

by Moltke and Grzesiek [3] for use with resi守laldipolar couplings， it is possible to 
simultaneously optimize the alignment tensor S and the other， non-lin巴arparameters a 
that describe the three-dimensional structure of the protein， i.e. the torsion angles. 

Key Words: CYANA， structure calculation， residual dipolar couplings， alignment tensor 
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In this method， we assum巴thatthe n internal degrees of freedom of a protein are 

represented by the vector a. = (α1， .・・，αn).τ11巴problemof finding a best structure 
of the protein compatible with a set of N measured residual dipolar couplings Dλ 

《司

corresponds to finding a set of parむnetersa. and 8 that minimizes the function 

r(a.， S) =会[Dλ一三戸(a.)λ
、、‘.，，，l
 

(
 

where S = (8_2，8-1，80，81，82) describes出ealignment tensor andφ(a.)λ，m in-
cludes a second rank， irreducibl巴 tensorrepresenting the spatial degrees of freedom 
oftheふ出 interaction.According to白ethωryof non-linear least-squares rninimiza-

司吋

tion， the optim剖 setof paramet巴rs8(a.) =φ+ ( a.).zj mini凶 zesr( a.， 8) at the point a.， 
where φ+(♂) is the Moore-Penrose generalized inverse ofφ(a.).τ11e陀 fo民 theprob-

lem of minirnizing Eq. 1 is r凶ucedto rninimizing r2(a.) = 11.d -φ何回+(a.).dW 
with respect to the non-linear parameters a. alone. The optimal set of order parameters 

3m for a given choic巴 ofa. can be automatically derived from the relation S(♂) = 
φ+(a.).d. 

In order to calculate the gradient of the penalty function r2 (a.) with respect to the 
torsion angles， we derived a factorization of the partial derivative of the function <Tλ，m 

with respect to a dihedral angl巴thatallows for a rapid calculation of the derivative 
analogous to the fast recursive algorithm of Abe et al. [4]. 
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キーワード索引 4次構造変化 lLll DECONVOLUTION P16 

67Zn P81 depolarization PI09 

(数字・アルファベット) 8チャンネル P135 Determination of distance P94 

l1B P74 α一ンクロデキストリン P18 deuteration P43 

129Xe P139 A:Aミスマッチ P26 diffusion 3L7 

129Xe P131 ab initio calculation P93 dihedral angle P93 

129Xe NMR 3L6 AB INITIO分子軌道法 P143 DinI P32 

129Xe NMR P84 α-helix P79 DNArepair P28 

129Xe NMR化学シフト値 P82 alignment tensor P153 DnaJ P56 

129Xe NMR化学シフト値 PI05 ALUMINIUM P13 DNA結合ドメイン P31 

13C-CP/MAS P89 anitmony PI04 DNA結合ドメイン P33 

13C-NMR P24 aromatic amino acids P43 DNA結合ドメイン P50 

13C核磁気共鳴 Pll0 Ascidiacyclamide誘導体 P25 DNA修復蛋白質Ada P60 

13C二次元スピン拡散NMRP79 at-PMMA P96 DNMR P25 

13C標識アミノ酸 P121 bicelle lL9 DOSY P15 

15NNMR P93 BIRD-J-rersolved HMBC P6 ENTROPY P16 

15N-CP/MAS P89 BMRB P147 e-ポリリジン P109 

19F CPIMAS P91 日シクロデキストリン P80 fibronectin type III domainP48 

19FNMR P34 。バレル構造 P62 FixJのC末端ドメイン Pl 

lHMASNMR P83 0・分散 P96 Flavoproteins P28 

lHNMR P18 CAST/CNMR P24 FSLG-HETCOR P75 

lH-NMR Pl1 CCQM P20 Gel-phase NMR lL8 

lHスピン拡散 P12l Cellulose P75 Gel-phase NMR P4 

lHスベクトル 3Lll chemical shift anisotropy lL9 Gel担体への固定化 lL8 

lH間距離測定 P121 chemical shift tensor P93 gradient echo P132 

lH選択 HMBC P14 chitinase P48 GS千fusionprotein P4 

1次元磁性体 P150 CODEX 3L4 W-ATP合成酵素日サフ守ユニット

23Na P77 COMPLEX P13 lL12 

27Al P81 complex PI02 HETCOR Pl11 

27Al P74 COMPLEX P16 Homonuclear dipolar decoupling 

29Si P74 complex systems 3L7 P97 

29Si-NMR P69 conformation P93 horizontal gene transfer P48 

29Si 固体高分解能NMR法 Conformation P75 HPLC用逆相系充填剤 P86 

P86 CPIMASNMR P104 HR-MAS P3 

2D NMR in solids P94 CPI-17 P41 HSQC P4 

2D selective-TOCSY-HSQCP9 CPI-17 P42 HSQC lL8 

2D相関 NMR P123 CP-INADEQUATE P75 HSQC-TOCSY P19 

2D相関 NMR lL13 CRAMPS P67 hydrogen bond Plll 

2HNMR PI03 Cross polarization P97 morgamc-orgamc COmposltes 

2次モーメントイメージング Cross porlarization P124 PI04 

P117 CSA lL9 Isotctic-

31pスペクトル 3Lll CYANA P153 Poly(4-Methyl-l-Pentene) 3L4 

33S P81 Cymarose P14 J eener-Broekaertパルス系列

3重共鳴NMR lL10 DADAS90 P19 P1l7 

4重鎖 lL7 DECONVOLUTION P13 J-ドメイン P56 
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KHフォールド P55 NMR交文緩和 P96 SASSプローブ P100 

Langmuirモデル P84 NMR相関時間スベクトル P96 SEAドメイン P58 

large proteins P43 NMR量子計算機 P150 Selective pro七onation P43 

LC-NMR P20 NOESYスペクトル P145 semicrystalline polymer 3L4 

Magic angle spinning P124 NOP P122 SH3 lL6 

magnetic resonance imaging Nuclear Magnetic Resonance SI単位系 P20 

P132 P48 SNPs P26 

MAP-LC3 P36 nucleotidyltransferase P54 SNゲート法 P150 

MAS P121 Oleandrose P14 soaking P132 

MAS P123 oligosaccharide P9 solid state P122 

MAS lL13 overtone P144 solid state NMR 3L4 

MAS P128 P(VDF江旨FE) P91 Solid State NMR P1l1 

MASNMR P74 p22pho:友 lL6 Solid state NMR P97 

MAT法 PI07 p47Phox lL6 spin diffusion P90 

moisture distribution P132 paralitic peptide P47 structural analysis 

molecular cavity PI02 Paramagnetic Proteins P28 sturucture calculation P153 

molecular mobility PI02 Parkin P40 syndiotactic polystyrene PI02 

MQMAS P78 PDBファイノレ P143 Tl P99 

MQ-MAS P77 PGSE拡散測定 3L7 TlP P99 

MQ-MAS P67 PGSENMR P71 Tl緩和時間 3L13 

MRI 3L12 pH titration P38 TFIIE P51 

MRI P131 PHOSHPATE P13 TMPC/PS系ポリマーブレンド

MRマイクロスコープ P135 PHOSPHATE P16 PI05 

MRマイクロスコープ撮像 P135 Photolyase P28 τ旨ansferredNOE P44 

MRマイクロスコープ装置 P135 PHドメイン 3L9 τ世aR P33 

MULTlNUCLEAR NMR P13 Polymer Blend P1l1 triad Pll 

MULTlNUCLEAR NMR P16 polymer electrolyte 3L7 TROSY lL10 

Mu1tiple 13C-labeled peptide polyoxometalate PI04 TROSY lL12 

P94 Polypeptide P1l1 ubiquitin proteasome system 

nanocomposites P104 Power reduction P97 P29 

NMR lL9 protein P122 ubiquitinligase P29 

NMR P62 Protein -DNA interaction P28 ubiquitin-conjugating enzyme 

NMR P88 pulsed-gradient spin-echo NMR P29 

NMR P35 P148 winged-helixドメイン P57 

NMR P60 PVDF P91 XiX decoupling P125 

NMR P39 RecA P32 X型ゼオライト P84 

NMR P152 REDOR P90 ylene構造 P12 

NMR titration P29 REDOR P144 ylide構造 P12 

NMRイメージング P118 REDOR P79 ZnS:A宮、 Al P81 

NMRイメージング法 P119 residual dipolar coupling lL9 π共役系高分子 P73 

NMRスペクトルデータベース residual dipolar couplings P153 

P149 nce graln P132 (あ行)

NMRによる構造解析 P31 RING-H2 finger motif P29 アイソタクチックポリプロピレン

NMRプローブ P23 ROESY P19 P95 

NMR緩和 P30 SAIL lL5 青色蛍光体 P81 
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アグリゲーション P27 化学シフト予測 P24 局所構造解析 P108 

アクリル酸 P76 核酸 lL8 局所磁場勾配 P88 

アクリル酸エステル P76 核酸 P147 極性溶媒 P12 

アクリロニトリルーブタジエン共 拡散過程 P1l9 距離制限の下限 P145 

重合体ゴム P82 拡散係数 3L2 キラル液晶 P66 

圧力 2SLl 拡散係数 P17 金属配位 P54 

圧力依存性 P129 拡散係数 P61 区分安定同位体標識 lL12 

アプタマー lL7 核酸結合タンパク質 P55 クロレラユピキチン P38 

アミノ酸 P64 拡散測定 P73 ゲスト P87 

アミロイドペプチド P39 核磁気緩和待問 P92 結合エネルギー P143 

アモルファストランス 3L3 核スピン偏極移行 P138 結合活性 P36 

アルツハイマー病 P39 化合物半導体 P141 結晶 P77 

安定同位体ラベル P59 家蚕絹 P90 結晶構造 P92 

安定同位体ラベル P1l6 加水分解 P69 ケミカルシフトの温度依存性

安定同位体ラベル P79 活性化構造 lL2 P5 

安定同{立体標識 P35 カルボキシメチルセルロース ケミカルシフトの比較 P5 

安定問位体手Ij用NMR lL3 P1l2 高圧 129XeNMR P85 

イオン性液体 P71 カルボニル酸素 3L8 高圧 NMR P53 

遺伝子組み換え法 P1l6 環境ホルモン P83 高圧 NMR P84 

異方的 2次モーメント P1l7 環状ペプチド P25 高圧 NMR法 PIO 

インタカレート P72 緩和時間 3L2 高温・高圧 P23 

インテイン lL12 緩和時間 P61 高温高圧 P2 

宇宙用 MRI 3L12 緩和時間 PIOl 光学異性体 P66 

運動'性 P62 緩和時間 PllO 交換 P85 

永久磁石磁気回路 P130 緩和時間 P98 抗菌活性 P27 

液晶性高分子 PI07 緩和時間 PIO 抗菌性ペプチド P68 

j夜f本 P17 緩和時間 P27 交差飽和 P45 

遠距離情報 P22 緩和時間 P34 高磁場 P78 

温度依存性 P129 緩和時間 P91 高磁場 MRI 3Lll 

温度可変 P25 緩和時間測定 P73 高周波振動 P128 

緩和試薬 3L13 合成中間体 P24 

(か行) 技術開発 P141 構造解析 2SL1 

蚕 P47 気体吸着特性 3L6 構造解析 P52 

塊重合 P76 気体収着特性 P82 構造問平衡 2SL1 

解析 P46 気体収着特性 PI05 構造決定 Pl 

回転相関時間 PlO キチン結合 P27 構造ゲノム科学 P35 

回転相関時間 P17 キトサン P1l2 構造とダイナミクス 2SL2 

外部複基準法 P5 絹フィブロイン P79 構造ドメイン P51 

化学交換 3L2 機能性絹様物質 P116 構造の評価 P145 

化学シフト P53 基本原理設計 P151 構造プロテオミクス P52 

化学シフト 3Ll 吸着 P129 構造プロテオミクス lL4 

化学シフト異方性 PIOO 吸着 P85 構造プロテオミクス P55 

化学シフト試薬 P1l9 凝集状態 P8 構造プロテオミクス P56 

化学シフト振動 3LI0 局所緩和モード P96 構造プロテオミクス P58 

化学シフト値 3L6 局所構造 P38 構造プロテオミクス P57 
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構造プロテオミクス P35 国体 170NMR 3L8 自動帰属 P146 

構造変化 P127 園F本29Si-NMR P72 シトクロム C P37 

酵素活性 P49 固体NMR構造解析 P115 磁場勾配 3L2 

高速MAS P126 国体高分解能 NMR P87 磁場配向 P7 

広帯域NMR P140 国体高分解能 NMR 3L9 磁場配向 P142 

広帯域リカップリング PI00 国体分散体 PI0l 儀場勾配 NMR P64 

高電力 P137 国体無機材料 P78 自発磁場配向膜 3LI0 

高度好熱菌 P54 骨粗終症 3L12 自発磁場配向膜 PI06 

高分解能化 P125 骨密度 3L12 重水素化 lLlO 

高分子 P89 五糖鎖アレルゲン P19 重水素化 lL12 

高分子ゲル P119 五糖鎖の立体構造 P19 重水素標識 lL5 

高分子電解質 3L7 ゴム状高分子 P82 自由体積 P82 

高分子電解質ゲル P118 コラーゲン lLl 自由体積 3L6 

高分子溶液 P30 コラーゲン受容体 lL5 柔粘性結晶 P88 

高分子量蛋白質 lLlO 混合物 P15 縮合度 P69 

光偏極キセノン P138 コンゴーレッド P8 重合パウダー P95 

高偏極分子液体 P138 昆虫 P47 重縮合高分子 Pll 

酵母遺伝学 P134 コンパクト MRI P130 準秩序構造 P73 

酵母ヒストン HHOl P31 コンピュータシミュレーション 常磁性 NMR P34 

固体 P136 P143 常磁性金属 P22 

固体 P137 コンホメーション 3L3 常磁性金属イオン P119 

国体 P140 コンホメーション P127 常磁性効果 P142 

固体2次元交換 13NMR法 P115 コンホメーション平衡 P25 常磁性効果 P7 

固体 NMR P70 常磁性シフト P37 

国体 NMR P89 (さ行) 情報 P147 

国体 NMR P92 細孔 3L5 触媒活性 P72 

国体NMR P112 細胞外 P58 植物から得られる薬効成分 P14

固体NMR P113 残基削除 P49 植物細胞 P65 

国体 NMR P114 残余化学シフト異方性 P7 シリカゲ、ル表面 P86 

国体NMR PI00 残余双極子カップリング P7 シリカ系多孔性粒子 P129 

固体NMR P123 残余双極子カップリング P142 診断用 P130 

国体 NMR lL13 残余双極子相互作用 P40 水素核問距離 P120 

周体 NMR P127 磁化率テンソル P37 水素結合 lL7 

国体NMR P128 時間に依存する自己拡散係数 水素結合 2SL2 

固体NMR P80 3L7 水素結合 3L8 

固体 NMR P121 自己会合 P8 水溶性高分子 P30 

国体NMR P125 自己拡散 P142 水和 P77 

固体NMR PI06 自己拡散係数 P63 数値シミュレーション PI03 

国体NMR P68 自己拡散係数 P65 ステロイド配棟体 P14 

国{本NMR P95 自己拡散係数 P71 スピンエコー 3L2 

固体NMR P120 脂質二重膜 P68 スピン スピン緩和時間 P76 

固体 2HNMR P102 脂質二重膜 3L9 スピン拡散 PI0l 

固{本 13CNMR P109 脂質膜 P7 スピン拡散 PI00 

周体 13C-NMR P72 脂質二分子膜 3LI0 スペクトル表示システム P149 

国体 15NNMR PI09 ジスルフィド結合 P27 スポーツ障害 P130 
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制限拡散 3L7 蛋白質問相互作用 P32 凍結乾燥製剤 P99 

制限拡散 P64 蛋白質問相互作用 lLl 糖鎖 P44 

制限空間 P65 蛋白質構造 2SLl 同種核二量子双極子相互作用

生分解 P92 蛋白質複合体 P45 P120 

生分解性高分子 PI09 たんぱく質複合体 lLl1 糖タンパク質 lL3 

ゼオライト P85 蛋白質立体構造解析 P36 動的膜結合構造 P106 

ゼ、ラチン P61 タンパク質 P22 ドラッグデザイン P26 

相関時間 P110 タンパク質 lL5 トランスグルタミナーゼ P49 

双極子信号 P1l7 タンパク質 P51 トリアゾール系化合物 P66 

相互作用 lLl タンパク質 lL8 トリプレットリピート lL7 

相互作用 P44 タンパク質 P147 トロポニン P46 

相互作用 P143 たんぱく質・たんぱく質相互作用 食食 P36 

相互作用解析 P4 lLl1 

層状化合物 P67 タンパク質ータンパク質相互作用 (な行)

相対論的効果 3Ll P3 ナノ空間 P70 

相溶性 P1l5 タンパク質の高次構造 P37 ナローボーアプロープ P137 

相溶性ボリマーブレンド PI05 遅延線 NMRプロープ P140 二酸化炭素 P17 

組織 P152 地下水探査 P148 二酸化炭素 PlO 

疎水性低分子結合 P62 地層のNMR計測 P148 二次元 MAT法 PI08 

ゾルーゲ、ル転移 P98 超高磁場マグネット P142 二次元結晶 P114 

ソ守ル ゲ、ル転移 P61 長鎖脂肪酸 P88 二次元交換NMR P73 

ゾルゲル法 P69 二次元固体NMR PI07 

超並列型 MRマイクロスコープ ニトロアニリン P70 

(た行) P135 熱処理 PI08 

代謝物 P152 超偏極 P131 ネットワーク P64 

体積磁化率 P5 超偏極Xe 3L5 粘土ゲル P148 

タイトレーション Pl 超偏極Xe-129ガス P129 脳 P152 

ダイナミクス P98 超偏極ガス発生装置 P139 脳弓下器官 3L13 

ダイナミクス・モデル lL2 張力印加 NMR P127 脳血液関門 3L13 

ダイナミックス P107 超臨界水 P2 

多核種 NMR 3Ll1 超臨界水 P23 (は行)

多核多次元 NMR P46 超臨界流体 PI0 ノfーキンソン病 P40 

多孔性錯体 P87 超臨界流体 P17 廃ガラス P74 

多次元 NMR P33 直接結合定数 P66 配向 P68 

多次元 NMR P52 低磁場NMR P138 配向パラメーター P66 

多次元 NMR法 P51 ディップコーティング P69 バイコンティニュアス相 P63 

多次元多重共鳴法 P50 定量 NMR P20 パインダー P84 

多チャンネル測定 3Lll データベース P147 ノfッキング 3L3 

タ守ブ、ルチューニング P136 データ入出力システム P149 発現 P59 

ダ‘ブルチューニング P137 転移交差飽和法 P3 パノレス NMR P76 

多量子選移 3L3 転移交差飽和法 lLl パルス磁場勾配 P65 

炭素系材料 3L5 電解質 P71 半導体 P151 

蛋白質 P50 転写制御因子 P60 半導体レーザー P131 

蛋白質・DNA聞の相互作用 Pl 天然物 P149 半導体レーザー P139 

蛋白質核酸相互作用 P32 電場印加 P118 光特性 Pll0 
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光ポンピング P141 ペプチド主鎖二面角 lL13 ミオシンブオスファターゼ P42

光ポンピング P131 へムタンパク質 P34 ミクロボイド 3L6 

光ポンピング P139 へムの配位構造 P37 ミクロボ、イド PI05 

光ポンピング P138 ヘリックス構造 3LI0 水の自己拡散係数 P148 

光ポンピング法 P150 変異体 P38 水分子 3L13 

ヒスチジンタグ P22 偏極率 P139 水分分布 P133 

ヒストン H5 P31 変調構造 P103 ミリ秒揺らぎ lL2 

ヒト cDNA P56 棒状高分子 P98 無細胞タンパク質合成 lL4 

ヒト cDNA lL4 包接 P39 無細胞タンパク質合成 P55 

非等価性 P12 包接化合物 P80 無細胞タンパク質合成 P56 

品質管理 lL3 方法論の開発 P118 無細胞タンパク質合成 P58 

部位特異的置換 P49 ホスホリバーゼ C 3L9 無細胞タンパク質合成 P57 

複合体 P8 ポリ (L-グ‘ルタミン) Pll0 無細胞タンパク質合成 P35 

複合体 P50 ポリアクリル酸 P112 無細胞タンパク質合成 P52 

不斉中心 P12 ポリアクリロ二トリル P108 メソボーラス P70 

不確かさ P20 ポリエステル Pll メソポーラスシリカ層状組織体

フッ素置換へム P34 ポリエチレンテレフタレート P72 

部分モル体積 2SLl 3L3 メチル化修復 P60 

プリオン lL2 ポリスチレンゲル P64 メチル基 P45 

ブレキシイリティー P49 ポリペプチド P30 モデル・フリー・アプローチ

プロテアソーム P40 ポリマーブレンド P115 lL2 

プロテオミクス研究 P4 ポリメタクリル酸 P115 モノマ一連鎖分布 Pll 

分画 P152 ポリユピキチン lLll 

分岐シクロデキストリン P18 ポリリン酸 P134 (や行)

分子運動 P92 ポリ酢酸ビニル P115 野球肘 P130 

分子運動 PI03 誘起円二色性 P8 

分子運動 P80 (ま行) ゆで麺 P133 

分子運動 P30 マイクロ MRI P133 ユニット選択ラベル lLll 

分子運動性 P99 マウス cDNA P55 ユピキチンリガーゼ P57 

分子運動性 P91 マウス cDNA P58 ユピキチン様ドメイン P40 

分子関 P90 マウス cDNA P57 溶液 NMR P47 

分子間相互作用 P39 マウス cDNA lL4 溶液構造 P46 

分子軌道計算 P127 マウス cDNA P52 横緩和時間 P88 

分子挙動 P70 マガイニン 2 P59 横緩和時間 P133 

分子構造解析システム P21 膜庄依存性 PI06 

分子シャベロン lL3 膜および不均一系 lLl (ら行)

分子内 P90 膜蛋白質 P113 ランダムコイル鎖 P53 

分子認識 P26 膜蛋白質 P114 リカップリング P120 

平衡回路 P136 膜タンパク質 2SL2 リチウム二次電池 P71 

平衡回路 P137 膜表在性蛋白質 3L9 立体化学 P24 

ペプチド P59 膜融合・分断 PI06 立体構造 P41 

ペプチド 3L8 マジックエコー P117 立体構造 P42 

ペプチド構造 lL13 マジック角試料回転 P120 立体構造 P22 

ペプチド主鎖構造 P123 麻療性ペプチド P47 立体構造 P51 

ペプチド主鎖二面角 P123 ミオシンフォスファターゼ P41 立体構造 lL7 
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立体構造 3LlO リポカリン型プロスタグランジン 量子スピン初期化器 P150 

立体構造解析 P50 D合成酵素 P62 リン酸化 P41 

立体構造解析 P33 流通型 NMR P2 リン酸化型変異体 P42 

立体構造決定 lL5 量子コンピュータ P151 レクチン P44 

立体構造決定 P60 
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著者索引 赤井智子 P74 飯島隆広 PI03 

赤坂一之 lL2 飯塚清子 P59 

(数字アルファベット) 赤坂一之 2SLl 飯田貴之 P8 

Anne S. mrich 2SL5 赤坂一之 P53 五十嵐泰夫 P37 

Ausunkaree Choowong EtsuoAkiba 3L7 生島豊 PI0 

P134 秋葉悦男 P71 生島豊 P17 

Daniel Nietlispach lLlO 阿久津秀雄 lL12 生島豊 P23 

David L. Brautigan P41 阿久津秀雄 P120 Takahisa lkegami P48 

David L. Brautigan P42 阿久津秀雄 P121 Mitsunori lkeguchi P48 

Detlef Reichert 3L4 阿久津秀雄 P147 池田哲郎 lL7 

Emmanuelle Raekelboom 浅川直紀 P93 池田泰久 P67 

P71 浅川直紀 P73 石井文明 P96 

Ernest Laue lL10 浅川直紀 P88 石川潔 P138 

Gan Zhihua P92 朝倉哲郎 Pll 石川弘紀 P49 

Hans. W. Spiess 2SL6 朝倉哲郎 P68 石田宏之 P107 

Jun.Goo Jee P48 朝倉哲郎 P79 石塚靖子 P18 

Klaus Schmidt.Rohr 3L3 朝倉哲郎 P116 石塚靖子 P143 

LaoAi-na P14 朝倉哲郎 P90 石部聡子 P32 

M.Pruski 3L8 朝倉哲郎 P127 伊勢本潤 P84 

Michael Overduin 2SL4 浅野晶子 P25 市川真史 P140 

Ovidiu Pascui 3L4 浅野敦志 P115 伊藤聡 P142 

Peter Guentert lL4 浅野敦志 P76 伊藤允好 P25 

Peter Guntert P153 芦田淳 P90 伊藤允好 P66 

Sundaresan Rajesh lL10 芦田淳 P125 伊藤隆 lL10 

Sundaresan Rajesh P43 阿曽幸男 P99 伊藤隆 Pl 

Tara N. Niraula P53 阿曽幸男 PI0l 伊藤隆 P32 

Thomas L. James 2SL3 足立恭子 P46 伊藤隆 P43 

Timothy A Cross P97 阿部絹子 P61 伊藤隆 P142 

William S. Price 3L7 阿部英喜 P92 稲岡斉彦 P59 

Xia Zeng-nua P14 阿部寛志 P39 稲垣冬彦 lL6 

綱田富士嗣 P2 稲垣冬彦 P146 

(あ行) 荒川規 P113 伊奈康夫 P45 

相津崇史 P17 荒川規 P114 乾隆 P62 

相津崇史 P23 有福和紀 P149 乾正樹 P62 

相沢智康 P27 安嬰 P47 井上多門 P117 

Yuichi Aihara 3L7 安藤勲 P64 井上真 P35 

相原雄一 P71 安藤勲 3L8 井上真 P55 

相見敬太郎 P93 安藤勲 Pll1 井上真 P56 

相見敬太郎 P91 安藤勲 P118 井上真 P58 

青木雅昭 P35 安藤勲 P119 井上真 P57 

青木雅昭 P55 安藤勲 P128 井上義夫 P73 

青木雅昭 P56 安藤慎治 P93 井上義夫 P88 

青木雅昭 P58 安藤慎1台 P91 井上頼直 P54 

青木雅昭 P57 阿武泉 P135 猪瀬達徳 P34 

青木雅昭 3L12 飯島孝 3L5 井原俊英 P20 
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今井宏彦 P138 大田悟史 3L6 梶弘典 PI07 

岩井成憲 P28 太田雅也 P19 梶弘典 3L3 

岩津良子 P20 大槻磐男 P46 梶弘典 PI08 

岩下孝 P19 大坪研一 P132 梶本興亜 P2 

植垣隆治 P77 大野真希 P82 柏木立己 P49 

上釜奈緒子 3L9 大野真希 3L6 片岡正和 P33 

植木克典 P95 大橋粛 lL7 片平正人 lL7 

上杉晴ー lL7 大橋竜太郎 P94 加藤暁 P28 

上田貴洋 P85 大橋竜太郎 P123 加藤悦子 P29 

上回卓見 P28 大橋竜太郎 P124 加藤悦子 P94 

上野隆 P36 大橋竜太郎 lL13 加藤悦子 P122 

上林正己 P143 大橋若奈 P52 加藤晃一 P40 

上原宏樹 P95 岡田重益 3L12 加藤晃一 lL3 

鵜沢淘 P149 岡田雅司 3L9 加藤静恵 P29 

鵜津淘 P14 岡博之 P2 加藤貴子 P25 

卯辰直品 P12 岡村英保 P50 加藤範子 P85 

内野新一 P30 小川|敬二 P114 加藤祐子 P19 

内山進 P37 荻野孝史 3L13 金久保光央 PI0 

宇津津慎 P130 荻野孝史 P152 金久保光央 P17 

宇津津慎 3L12 奥田昌彦 P51 金久保光央 P23 

字津津慎 P135 奥村亜子 P54 金津健治 P18 

梅木辰t包 PlO 小椋賢治 lL6 金津健治 P44 

梅木辰也 P17 尾崎拓男 3L8 金津健治 P143 

梅木辰也 P23 尾崎可 P27 金橋康二 P67 

梅本公子 P68 尾島孝男 P46 金橋康二 P78 

浦崎洋平 P2 尾辻雅 P12 金橋康二 P89 

裏出良博， P62 小野晶 lL8 鎌足雄司 lL2 

江口太郎 P84 小野明 lL5 鎌足雄司 P53 

江口太郎 P85 小野克輝 P31 神谷貴史 P129 

江島大輔 P49 小野山吾郎 P108 亀岡恒徳 P116 

江藤真澄 P41 小原牧 lL4 亀田恒徳 P90 

江藤真澄 P42 小原牧 P56 亀田恒徳 P127 

恵良田知樹 P75 尾身洋典 P84 狩谷英里 P41 

遠藤政治 3L12 尾身洋典 P85 河合真由美 P95 

大石修 P65 尾張洋史 Pll0 川上綾 P152 

大木忍 P141 川|口恭輔 P47 

大木進野 P38 (か行) 川口謙 P68 

大木進野 P41 甲斐荘正恒 lL5 河野敬一 P27 

大木進野 P42 甲斐荘正↑亘 P38 河野敬一 P36 

大窪貴洋 P67 甲斐荘正恒 P41 川畑俊一郎 P27 

大久保忠恭 P60 甲斐荘正恒 P42 Takeshi Kawabata P48 

大久保忠恭 P62 嘉数あや P116 川原裕之 P40 

大熊芳明 P51 葛西卓磨 P55 川原美香 P8 

大竹恵介 lL3 梶原康宏 P9 川村純司 P1l6 

大竹紀夫 P139 梶弘典 PI04 木川隆則 P35 
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木川11塗則 P52 黒木重樹 P128 小林直宏 P56 

木川隆則 lL4 黒田輝 P131 小林祐次 P37 

木川隆則 P55 黒田裕 P54 小林祐次 P60 

木川隆則 P56 黒津卓三 P76 小林祐次 P62 

木川隆則 P58 桑田一夫 lL2 小松一男 P63 

木川隆則 P57 桑原和弘 P92 小松一男 P86 

菊地淳 P7 桑原大介 P144 木南英紀 P36 

菊地淳 P142 河野隆英 P36 小宮山孝 P93 

菊池淳 P40 河野俊之 P4 古明地勇人 P143 

岸真弘 PI02 河野俊之 lL8 小森佳彦 P70 

北浦和夫 P143 河野俊之 P33 

北浦良 P87 河野俊之 P59 (さ行)

北川|進 P87 伊野裕之 P75 斎藤烈 P26 

北津英明 P150 甲野裕之 P83 斉藤公児 P89 

北海英明 P151 甲野裕之 Pll1 斎藤公児 P78 

衣笠晋ー P20 甲本忠史 P95 斎藤公児 3L5 

木村教臣 P66 小金沢望 P27 斎藤公児 P136 

木村教臣 3L5 小神将 P38 斎藤公児 P137 

木村教臣 P129 古久保哲郎 P134 脊藤公児 P67 

木村朋子 P63 越野広雪 P24 斎藤誠治 P117 

木村朋子 P86 小柴生造 P52 禁藤剛 P20 

木村英昭 P64 小柴生造 P55 斉藤肇 3L9 

木村英昭 3L8 小柴生造 P56 斉藤肇 P113 

木村英昭 P128 小柴生造 P58 斉藤肇 P114 

木本博喜 P76 小柴生造 P57 斉藤肇 2SL2 

木吉司 P142 小嶋茂雄 P99 斎藤もよこ P131 

日下康成 P104 小嶋茂雄 PI0l 坂倉正義 P3 

草野修 P31 児嶋長次郎 P4 坂田絵理 P40 

国本浩喜 PI09 児嶋長次郎 lL8 坂田育幸 P77 

久保厚 P140 児嶋長次郎 P26 棲井愛子 P21 

窪田健二 P59 児嶋長次郎 P22 襖井謙資 P112 

熊木康裕 P47 小島登貴子 P133 佐々木暁嗣 P119 

倉島かおり Pl 巨瀬勝美 P130 佐々木千鶴 PI09 

倉光成紀 P28 巨瀬勝美 3L12 佐藤明男 P142 

倉光成紀 P54 区瀬勝美 P133 佐藤耕平 P88 

栗原範明 P142 巨瀬勝美 P135 佐藤信二 P7 

栗本英治 P40 小関佑 P91 佐藤一 P9 

栗本英治 lL3 後藤教 P141 佐藤寛子 P24 

栗本岳明 P130 後藤敦 P150 佐藤真奈美 P51 

栗本岳明 3L12 後藤敦 P151 三本木至宏 P37 

栗本岳明 P135 小橋川|敬博 P27 池求 lLll 

黒木重樹 P64 小林邦子 P33 篠原正法 P8 

黒木重樹 3L8 小林俊達 P4 篠原美奈 P49 

黒木重樹 Pll1 小林俊達 lL8 志野英雄 P136 

黒木重樹 P119 小林直宏 P52 志野英雄 P137 
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柴田武彦 Pl 鈴木栄一郎 P49 立入直紀 P37 

柴田武彦 lL10 鈴木幸一 P47 橘秀樹 P53 

柴田武彦 P32 鈴木咲良 P54 龍宮尚史 P12 

柴田武彦 P43 鈴木智幸 P82 楯真一 lL9 

柴田武彦 P54 鈴木智幸 PI05 田所健一 3L5 

嶋田一夫 P28 鈴木智幸 3L6 田中亜紀 P51 

嶋田一夫 lLl 鈴木悠 P68 田仲昭子 lL4 

嶋田一夫， P3 住本英樹 lL6 田仲昭子 P56 

嶋田一夫， P45 瀬尾芳輝 3L13 田中啓二 P40 

島原秀登 lL9 関英子 P35 田中剛史 P33 

清水禎 P141 関英子 P55 回漫靖博 P69 

清水禎 P150 関英子 P56 谷回以誠 P36 

清水禎 P151 関英子 P58 国之倉優 P46 

清水真人 P42 関英子 P57 田畑祥生 P77 

清水光弘 P31 瀬戸治男 P6 田宮由香 P5 

荘司穎 3L8 外谷英嗣 lL7 田村浩二 Pl 

荘司長三 Pll0 陳丹平 P74 

白石彩 P113 (た行) 握紅 P29 

白石泰子 3Ll 高井光男 P75 津崎剛 3L12 

自猪亨 P130 高井亮太 P29 辻暁 3L9 

白川昌宏 P22 高木達也 P25 辻焼 P1l3 

白川昌宏 lLll 高木芳弘 P138 辻暁 P1l4 

白川|昌宏 P134 高田零 P42 辻田義治 PI02 

白水美香子 P52 高橋征三 P152 辻田義治 P82 

白水美香子 lL4 高橋信幸 P131 辻田義治 PI05 

白水美香子 P55 高橋前豊子 lL3 辻田義治 3L6 

白水美香子 P56 高橋栄夫 P3 津田栄 P27 

白水美香子 P58 高橋栄夫 P45 土田隆治 P1l4 

白水美香子 P57 高橋仁 P132 堤耀贋 P30 

城宣嗣 Pl 高橋大樹 P121 堤耀贋 P98 

秦旭栄 P39 鷹股亮 3L13 堤耀贋 P1l0 

神藤平三郎 P31 高屋展宏 3Lll 角田由紀 P29 

榛葉信久 P49 高山真一 P37 出村誠 P27 

吹田宏英 P68 高山俊夫 P72 出村誠 P47 

末武徹也 P27 瀧之脇治人 P60 寺内勉 lL5 

末松浩人 P142 竹井直行 P131 寺尾武彦 P2 

須員真理子 P33 竹腰清乃理 P2 寺尾武彦 P80 

菅向志郎 P38 竹腰清乃理 P80 寺尾武彦 P94 

菅津薫 lLll 竹腰清乃理 P94 寺尾武彦 P122 

杉浦虞喜子 P25 竹腰清乃理 P122 寺尾武彦 PI00 

杉浦虞喜子 P66 竹腰清乃理 PI00 寺尾武彦 P123 

杉沢寿志 P136 竹腰清乃理 P123 寺尾武彦 P124 

杉沢寿志 P137 竹腰清乃理 P124 寺尾武彦 lL13 

鈴木秋弘 P34 竹腰清乃理 lL13 寺沢宏明 P3 

鈴木淳司 Pll0 田代桜子 P31 寺沢宏明 P28 
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寺田貴帆 P52 中野達也 P143 端健二郎 P150 

寺田貴帆 P55 中野路子 lL3 端健二郎 P151 

寺田貴帆 P56 中平隆幸 Pll0 橋本征太郎 3L12 

寺田貴帆 P58 中村新治 P80 橋本雄幸 P117 

寺田貴帆 P57 仲村高志 P92 Masayuki Hashimoto P48 

照井教文 P34 仲村高志 P126 長谷川憲一 P136 

照井教文 P37 中村春木 P147 長谷川憲一 P137 

天野剛志 P22 中村春木 P45 長谷川淳 P37 

天野剛志 lLll 中村寛夫 Pl 畠山盛明 P67 

土井光暢 P25 中村義之 P12 畠山盛明 P89 

土肥義1台 P92 中村義之 P69 畠中秀樹 P54 

徳永幸男 P81 中山智香子 P12 畠中秀樹 P145 

栃尾豪人 lLll 中山学 lL4 八回智久 P29 

桁尾豪人 P134 中山学 P56 服部信孝 P40 

富田節子 P134 成相裕之 P13 服部峰之 P131 

留回篤志 P128 成相裕之 P16 服部峰之 P139 

虎谷秀一 3LI0 西田清義 P46 花岡文雄 lLll 

虎谷秀一 PI06 西田紀貴 P3 花岡文雄 P51 

鳥飼真之介 lL6 西村勝之 3LlO 馬場雄久 3Ll 

鳥海拓也 lL5 西村勝之 P97 演田季之 P52 

鳥海拓也 P28 西村勝之 PI06 林崎良英 P52 

西村善文 P50 林崎良英 lL4 

(な行) 西村善文 P51 林崎良英 P55 

内藤品 3LI0 新田勝利 P27 林崎良英 P58 

内藤品 PI06 新田勝利 P47 林崎良英 P57 

内藤品 P97 布川絵未 P35 林繁信 P70 

中井敏晴 P131 布川絵未 P55 林文晶 P52 

長尾聡 P34 布川絵未 P56 林雄一郎 P41 

中川裕江 P71 布川|絵未 P58 早野俊哉 P41 

永阪文惣 Pll 布川|絵未 P57 Kikuko Hayamizu 3L7 

永阪文惣 P84 根本直 P18 早水紀久子 P71 

永津明 P133 根本直 P44 早水紀久子 P149 

中津靖元 P79 根本直 P143 原島俊 P134 

中津靖元 P90 根本暢明 P46 原閣としえ P81 

中島善人 P148 野村明 P20 原田拓志 lL3 

永田宏次 P46 野村薫 P38 Toshinori Bando 3L7 

中谷英一 P147 野村誠 P26 樋岡克哉 P136 

中谷和彦 P26 野村誠 P22 樋同克哉 P137 

中西昭男 3L12 平井佑紀 P34 

中西民二 P3 (は行) 平沖敏文 P98 

中西洋志 P18 拝師智之 P130 平賀隆 P131 

中西洋志 P44 拝師智之 3L12 平賀隆 P139 

中西洋志 P143 拝師智之 P135 平田雄一 P153 

中西洋志， P39 灰野裕美 P66 平山裕子 P117 

中西康哲 P87 端健二郎 P141 庚明秀一 lLll 
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庚田洋 P52 牧秀志 P16 水口峰之 P36 

庭田洋 lL4 Masahiro Shirakawa P48 水野和子 P5 

福井洋之 3Ll 増井大二 P74 水野敬 P94 

福漂薫 P143 増田憲二 PI04 水野敬 PI00 

福島学 P69 松井茂 P117 水野敬 P123 

福田敦子 P76 松井政徳 P64 水野敬 lL13 

福西快文 P45 松浦史登 P19 水野美邦 P40 

福山貴士 P19 松尾瞳 P37 水野元博 PI03 

勝本康雄 P14 松尾洋 P35 溝上潤 P123 

藤原健一朗 P22 松尾洋 P52 溝上潤 lL13 

藤原健一朗 lLll 松尾洋 lL4 三井崇裕 lL9 

藤原敏道 P120 松尾洋 P55 三森文行 3Lll 

藤原敏道 P121 松尾洋 P56 皆川|和久 P37 

藤原英明 P66 松尾洋 P58 南栄一 P29 

藤原英明 3L5 松尾洋 P57 富久保圭祐 P85 

藤原英明 P129 松上明正 lL7 宮崎千穂、 lL3 

藤原正子 P19 松川真吾 P61 宮沢真由美 P3 

降旗一夫 P6 松川真吾 3L2 宮沢真由美 P45 

降旗一夫 P149 松木陽 P120 三好利一 3L4 

場田芳生 P118 松田貴意 P35 向出政伸 P2 

堀田芳生 P119 松田貴意 P55 武藤勝紀 P112 

堀井文敬 P104 松田貴意 P56 武藤裕 P52 

堀井文敬 PI07 松田貴意 P58 武藤裕 lL4 

堀井文敬 3L3 松田貴意 P57 宗像達夫 P19 

堀井文敬 PI08 松田裕生 Pll 村上隆史 PI05 

堀金明美 P132 松田安弘 P60 村上隆史 3L6 

堀金明美 P133 松田善正 P130 村上秀明 P131 

堀毛悟史 P87 松田善正 3L12 村上政隆 3L13 

本田航司 P72 松田善正 P133 村上美和 P107 

本多尚 P83 松田善正 P135 村木三智郎 P44 

本多賢吉 P32 松永吉晴 P130 村瀬八重子 lL9 

本藤隆亨 P54 松林恒夫 P38 村田勝義 Pl11 

本間一弘 P131 松原清彦 P73 村山守男 P139 

本間誠之 P134 松原康史 P15 守誠一朗 P73 

松原康史 P21 森貴志 PI09 

(ま行) 松本聖 P80 森田啓之 3L13 

前回史郎 P8 丸谷光贋 P135 森田将史 P134 

前田史郎 PI09 丸山幸夫 P132 

前田史郎 P112 美川務 lL10 (や行)

前田健 P58 美川務 P32 挑菊明 P116 

前回秀明 P7 三木孝史 P142 八木津仁 3L9 

前田秀明 lL4 三島正規 P4 八木宏昌 lL12 

前田秀明 P142 三島正規 lL8 矢津哲夫 P74 

牧野耕三 P50 三島正規 P26 矢沢道生 P41 

牧秀志 P13 三島正規 P22 安田栄一 P69 
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八名順三 P23 山本行精 P36 吉田賢右 lL12 

矢吹一人 P90 湯沢聴 lL6 好田真由美 P52 

矢吹孝 P35 湯本史明， P46 好田真由美 lL4 

矢吹孝 P55 横井恵理子 P116 吉田充 P132 

矢吹孝 P56 横沢英良 P40 吉田充 P133 

矢吹孝 P58 横田塁美 P119 吉益雅俊 P32 

矢吹孝 P57 横田達夫 P13 吉水広明 PI02 

山内一夫 3L8 横田達夫 P16 吉水広明 P82 

山口悟 P113 横地政志 P146 吉水広明 PI05 

山口悟 P114 横山敬一 P49 吉水広明 3L6 

山口芳樹 P40 横山茂之 lL4 

山口芳樹 lL3 横山茂之 P7 (ら行)

山崎俊夫 lL12 横山茂之 P40 理研ゲノムセンター遺伝子グル

山崎俊夫 P52 横山茂之 P35 ープ Phase&チーム P52 

山崎俊夫 lL4 横山茂之 P53 理研ゲノムセンター遺伝子グ、ル

山崎俊正 P31 横山茂之 P54 ープPhase&チーム P55 

山崎俊正 P29 横山茂之 P52 理研ゲノムセンター遺伝子グル

山崎博実 P23 横山茂之 P55 ープPhase&チーム P58 

山崎由香子 3L12 横山茂之 P56 理研ゲノムセンター遺伝子グル

山崎由香子 P135 横山茂之 P58 ープ Phase&チーム P57 

山下伸一郎 P112 横山茂之 P57 

山田博昭 P53 横山茂之 P142 (わ行}

山田幸生 P8 吉岡澄江 P99 若松馨 P59 

山中佐和子 P26 吉岡澄江 PI0l 若山哲血 P129 

山根祐治 P64 吉岡大 P130 渡辺啓 P63 

山延健 P95 吉岡大 3L12 Takeshi Watanabe P48 

山本隆一 P73 吉川宏起 P152 渡部徳子 P61 

山本保 P12 吉川正敏 P142 渡部徳子 P81 

山本泰彦 P34 吉田茂男 P14 渡部徳子 3L2 

山本泰彦 P37 吉田単也 P60 手口回f二 P142 

山本裕輔 P102 吉田卓也 P62 
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参加者名簿

名前 層

所

所
〒
住

Tel 
FAX 
E-mail 

Anne S. Ulrich Institute of Molecular Biology University of Jena +49-3641-6575-72 

+49-3641-6575-20 

Ulrich@molebio.uni-jena.de Winzerlaser Str. 10， 07708 Jena， Germany 

Guentert Peter 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

230-0045 

横浜市鶴見区末広町1-7-22

045-503-9345 

045-503-9343 

guentert@gsc.riken.go.jp 

Hans. W. Spiess Max-Planck-Institut fuer Polymerforschung 

D-55021 Mainz， Germany 

+49-6131-379120 

+49-6131-379320 

spiess@mpip-mainz.mpg.de 

Micheal Overduin Dept. of Pharmacology Univ. of Colorado Health Sciences 

4200 East Ninth Avenue Denver， Colorado 80262， USA 

303-315-8774 

303-315-1667 

MichaeI.Overduin@UCHSC.edu 

Price William 東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

192-0397 

東京都八王子市南大沢 1ー 1

0426-77-2555 

0426-77-2525 

wprice@comp.metro-u.ac.jp 

Raekelboom 

Emmanuelle 

産業技術総合研究所電力エネルギー研究部門

305-8565 

つくば市東 1ー 1 つくば中央第 5

0298-61-6295 

0298-61-6295 

e-raeckeleboom@aist.go.jp 

Sundaresan 

Rajesh 

理化学研究所生体超分子構造・機能研究協力グループ

230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-29

045-508-7224 

045-508-7364 

rajesh@louise.riken.go.jp 

Thomas L. James Dept. of Pharmaceutical Chem.， Univ. of California， San 415-476-1916 

415-502-4690 

926 Medical Science Building San Francisco， CA 94143-0446 james@picasso.ucsf.edu 

Waelchli Markus ブルカー・バイオスピン株式会社 NMRアプリケーション部 0298-52-1235 内212

305-0051 0298-58-0322 

茨城県つくば市二の宮3-21-5 m附 @bruker.co.jp

棺沢智康 北海道大学理学部生物科学解析3 01 1 -706-3806 

あいざわともやす 060-0810 01 1 -706-3806 

北海道札幌市北区北10西8 aizawa@sci.hokudai.ac.jp 

中目見 敬太郎 東京工業大学大学院理工学研究科有機・高分子物質専攻 03-5734-2889 

あいみ けいたろう 152-8552 03-5734-2889 

目黒区大岡山2ー12-1 東京工業大学大学院 kaimi@polymer.titech.ac.jp 

赤 井智子 独立行政法人産業技術総合研究所生活環境系特別研究体 0727-51-9648 

あかい ともこ 563-8577 0727-51-9627 

大阪府池田市緑ケ丘1-8-31 t-akai@aist.go.jp 

赤坂一 之 近畿大学生物理工学部・生物工学科 0736-77-0345 内4110

あかさかかずゆき 649-6493 0736-77-4754 

和歌山県那賀郡打閏町西三谷930 akasaka8@spring8.or.jp 
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参加者名簿

名前

阿久津秀雄

あくつ ひでお

朝倉哲 郎

あさくらてつお

浅野敦 志

あさの あっし

芦田淳

あしだ じゅん

阿曽幸男

所属
T 

住所

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565-0871 
大阪府吹田市山悶丘3-2

東京農工大学工学部生命工学科

184-8588 
東京都小金井市中町2-24-16

防衛大学校応用科学群応用化学科

239-8686 
横須賀市走水 1ー 10-20

バリアンテクノ口ジーズジャパン NMR応用部

108-0023 
東京都港区芝浦4-16-36 住友芝浦ビル

国立医薬品食品衛生研究所薬品部

あそ ゆきお 158-8501 
東京都世田谷区上用賀1-18-1

阿部絹子 東京水産大学水産学部食品生産学科渡部研究室

あべ きぬこ 108-8477 
東京都港区港南4-5-7

阿部悟 日本曹達(株)高機能材料研究所材料探索研究部

あベ さとる 290-0045 
千葉県市原市五井南海岸12-54

阿部孝 政 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

あべ たかまさ 230-0045 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

荒田 洋治 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

Tel 
FAX 
E-mail 

06-6879-8597 
06-6879-8599 

akutsu@protein.osaka-u.ac.jp 

042-388-7025 
042-383-7733 

asakura@cc.tuat.ac.jp 

0468-41-3810 内3596
0468-44-5901 

asanoa@nda.ac.jp 

03-5232-1238 
03-5232-1264 

jun.ashida@varianinc.com 

03-3700-1141 内227
03-3707-6950 

aso@nihs.go.jp 

03-5463-0643 
03-5463-0643 

tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

0436-23-2103 
0436-23-4937 

s.abe@nippon-soda.co.jp 

045-503-9212 
045-503-9210 

tabe@gsc.riken.go.jp 

045-507-2510 
あらた ようじ 230ー0046 045-507-2512 

横浜市鶴見区小野町61ー NKP小野町ビル 1F arata@postman.riken.go.jp 

安藤 慎:台 東京工業大学理工学研究科有機・高分子物質専攻 03-5734-2137 

あんどうしんじ 152-8552 03-5734-2889 
目黒区大岡山 2-12ー 1 東京工業大学 sando@polymer.titech.ac.jp 

安藤勲 東京工業大学工学部物質科学専攻 03-5734-2139 

あんどういさお 152-5882 03-5734-2889 
東京都目黒区大岡山 2-1 2ー iando@polymer.titech.ac.jp

飯島 隆広 物質・材料研究機構ナノマテリアル研究所ナノ物性グループ 0298-59-5017 
いいじまたかひろ 305-0003 0298-59-5010 

茨城県つくば市桜3-13 iijima品 kahiro@nims.go.jp

飯田 貴之 福井大学工学部生物応用化学科物理化学研究室 0776-27-8635 

いいだ たかゆき 910-8507 0776-27-8747 
福井県福井市文京3-9ー takayuki@acbio2.acbio.fukui-u.
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参加者名簿

名前
所属
T 

住所

飯塚靖子

いいづかやすこ

群馬大学工学部生物化学工学科生物機能第3研究室

376-8515 

群馬県桐生市天神町1-5ー1 群馬大学工学部

池田博

いけだ ひろし

東京工業大学大学院生命理工学研究科生物プロセス専攻

226-8501 

神奈川県横浜市緑区長津田町4259

池田龍一 筑波大学化学系

いけだ りゅういち 305-8571

つくば市天主台ト1-1

石井毅 群馬大学工学部生物化学工学科若松研究案

いしい たけし 376ー0034

群罵県桐生市天神町1-5ー1

石田 哲平 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

いしだ てっぺい 184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

石爆 靖子 産業技術総合研究所生物情報解析研究センター

いしづかやすこ 305-8566 

茨城県つくば市東 1ー1 産総研中央第6

伊巌 隆 理化学研究所生体超分子構造・機能研究協力グループ

いとう ゆたか 230-0045 

横浜市鶴見区末広町1-7-29

稲岡 斉彦 群馬大学工学部生物機能工学科若松研究室

いなおかよしひこ 376-8515 

群馬県桐生市天神町1-5-1

稲 垣冬彦 北海道大学薬学部

いながきふゆひこ 060-0812 

札幌市北区北 12条西 6丁目

乾 正樹 大阪大学大学院薬学研究科

いぬい まさき 530…0044 

大阪市吹田市山田丘1-6

井上 匡子 理化学研究所横浜研究所ゲノム科学総合研究センター

いのうえきょうこ 230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

井上雄平 東京工業大学工学部高分子工学科

いのうえゅうへい 152-8522 

東京都目黒区大岡山2-12-1

井上真 理研ゲノム科学総合研究センター

いのうえまこと 230-0045 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

455-

Tel 
FAX 
E-mail 

0277-30-1441 

0277-30-1441 

yiizuka@bce.gunma-u.ac.jp 

045-924-5758 

045-924-5833 

hikeda@bio.titech.ac.jp 

0298-53-4250 

0298-53-4250 

ikeda@chem.tsukuba.ac.jp 

0277-44-1439 肉1439

b8b002@ug.eng.gunma-u.ac.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

ishidatp@cc.tuat.ac.jp 

0298-61-6125 

0298-61-6135 

ishizuka.yasuko@aist.go.jp 

045-508-7224 

045-508-7364 

ito@louise.riken.go.jp 

0277-30ー1439

0277-30-1439 

a9b012@ug.eng.gunma-u.ac.jp 

011-706-3976 

011 -706-4979 

finagaki@pharm.hokudai.ac.jp 

06-6879-8222 

mi modano@hotmail.com 

045-503-9229 

045-503-9228 

kyokoino@gsc.riken.go.jp 

03-5734-2880 

03-5734-2889 

yinoue@polymer.titech.ac.jp 

045-503-9203 

045-503-9201 

inoue@jota.gsc.riken.go.jp 



参加者名簿

名前

井ノ岡博

いのおかひろし

今井宏彦

いまい ひろひこ

井町美佐子

いまち みさこ

岩瀬 由紀子

所属
T 

住所

武田薬品工業(株)医薬品化学第一研究所

532-8686 
大阪府大阪市淀川区十三本町2-17-85

姫跨工業大学大学院理学研究科物質科学専攻

678-1297 
兵庫県赤穂郡上郡町光都 3-2一1

ブルカー・バイオスピン株式会社 NMRアプリケーション部

305-0051 
茨城県つくば市二の宮3-21-5

福岡大学薬学部中央機器室

Tel 
FAX 
E-mail 

06-6300-6401 
06-6300-6086 

Inooka_Hiroshi@takeda.co.jp 

0791-58-0138 
0791-58-0137 

h.imai@sci.himeji-tech.ac.jp 

0298-52-1235 内220
0298-58-0322 

mi@bruker.co.jp 

092-871-6631 内6651
いわせ ゆきこ 814-0180 092-863-0389 

福岡市城南区七隈8-19-1 wase@fukuoka-u.ac.jp 

植木 定雄 ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部 0298-52-1234 内443
うえき さだお 305-0051 0298-58-0322 

茨城県つくば市二の宮3-21-5 su@bruker.co.jp 

上回 貴洋 大阪大学総合学術博物館/理学研究科化学専攻 06-6850-5779 
うえだ たかひろ 560-0043 06-6850-5785 

大阪府豊中市待兼山町1-16 ueda@ch.wani瓜 aka-u.ac.jp

上田 卓見 東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室 03-5841-4813 
うえだ たくみ 11 3-0033 03-5841-4811 

東京都文京区本郷7-3-1 ueda@nmrlab九 J-tokyo.ac.jp

鵜漂 淘 理化学研究所植物科学研究センタ一生長制御物質研究チーム 048-467-4174 
うざわ じゅん 351-0198 048-467-4324 

埼玉県和光市広沢2-1 juzawa@postman.riken.go.jp 

白井 和孝 東京理科大学理工学研究科応用生物科学専攻菅原研究室 04-7124-1501 内3420

うすい かずたか 278-8510 04-7123-9767 
千葉県野田市山崎2641 j6402611@ed.noda刈 s.ac.JP

内田裕 帝国臓器製薬株式会社有機化学研究部 044-812-8638 

うちだ ひろし 213-8522 044-833-5310 
神奈川県川崎市高津区下作延1604 uchida-h@kw.teikoku-hormone 

内野新一 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 011-706-6642 

うちの しんいち 060-8628 
札幌市北区北13条西8丁目

梅木 辰也 産業技術総合研究所超臨界流体研究センター

うめき たつや 983-0047 
仙台市宮城野区苦竹4-2ー1

梅本公子 国際基督教大学理学科化学

うめもときみこ 181-8585 
東京都三鷹市大沢3-10-2

-456-

011-716-6175 
schwarz@eng.hokudai.ac.jp 

022-237-5211 
022-237-5224 

t-umeki@aist.go.jp 

0422-33-3256 
0422-33-1449 

umemoto@icu.ac.jp 



参加者名簿

名前

江口 太郎

えぐち たろう

恵良聖一

えら せいいち

所属
T 

住所

大阪大学総合学術博物館

560ー0043

豊中市待兼山町1-16

岐阜大学医学部蛋白高次機能学

500-8705 

岐車市司町40

大石修

おおいしおさむ

分子科学研究所分子集団動力学部門

444-8585 

愛知県岡崎市明大寺町字西郷中38番地

大木進野 東京都立大学理学部化学科有機第一研究室

おおき しんや 192-0397 

東京都八王子市南大沢1の1

大窪 貴洋 東京工業大学原子炉工学研究所池田研究室

おおくほたかひろ 152-8550 

東京都目黒区大岡山2-12-1

大郷 耕輔 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

おおごうこうすけ 184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

大島曜 子 東邦大学薬学部 NMR

おおしまようこ 274-8510 

千葉県船橋市三山2-2-1

大西 充洋 福井大学工学部生物応用化学科

おおにしみつひろ 910-8507 

福井県福井市文京3-9-1

大橋 若奈 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

おおはしわかな 230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町ト7-22

大橋竜太郎 京都大学理学部化学教室寺尾研究室

おおはしりゅうたろ 606-8502

京都市左京区北白川追分町

大山真 明治製菓株式会社感染症研究所

おおやままこと 222-8567 

神奈川県横浜市港北区師岡町760

荻野孝史 国立精神・神経センター神経研究所

おぎの たかし 187-8502 

東京都小平市小川東町4-1-1

小椋 賢治 北海道大学薬学部構造生物学分野

おぐら けんじ 060-0812 

札幌市北区北 12条西6丁目

-457-

Tel 
FAX 
E-mail 

06-6850-5778 

06-6850-5785 

eguchi@museum.osaka-u.ac.jp 

058→267-2225 

058-267-2962 

era@cc.gifu-u.ac.jp 

0564-55-7427 

0564-54-2254 

oishi@ims.ac.jp 

0426-77ー11" 内3552

0426-77-3539 

ohki@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

03-5734-3061 

03-5734-3061 

tohkubo@nr.titech.ac.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

ohgo@cc.tuat.ac.jp 

047-472-1282 

047-472-1282 

sakamoto@phar.toho-u.ac.jp 

0776-27-8635 

0776-27-8747 

mitsu@acbio2.acbio.fukui-u.ac.j 

045-503-9212 

045-503-9210 

wohashi@gsc.riken.go.jp 

075-753-4014 

075-753-4000 

ryu@kuchem.kyoyo-u.ac.jp 

045-545-3136 

045-545-3120 

makoto_oyama@meiji.co.jp 

042-341-2711 内5252

042-342-7521 

ogino@ncnp.go.jp 

011-706-3750 

011-706-4979 

ogura@pharm.hokudai.ac.jp 



参加者名簿

名前

小漂慶児

おざわ けいじ

小野克 輝

所属 Tel 
〒 FAX
住所 E-mail 

三菱ウェルファーマ株式会社製薬研究所物性分析Bグループ 0479-46-4620 
314-0255 0479-46-6113 
茨械県鹿島郡波崎町砂山14 Ozawa.Keiji@ma.m-pharma.co. 

東京薬科大学生命科学部神藤研究室 0426-76-4542 
おの かっき 192-0392 0426-76-4542 

東京都八王子堀之内1432-1

尾身洋典 大阪大学大学院理学研究科構造物理化学研究室

おみ ひろのり 560-0043 
大阪府豊中市待兼山町1-16共通教育化学物理棟

甲斐荘正恒 東京都立大学大学院理学研究科有機構造生物学研究室

かいのしようまさつ十(192-0397
東京都八王子市南大沢1-1

嘉数 あや 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

かかず あや 184-8588 
東京都小金井市中町2-24-16

垣回信 吾 協和発酵工業(株)東京研究所分析G

かきた しんご 194ー

東京都町岡市旭町3-6-6

葛西 卓磨 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

かさい たくま 230-0045 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

笠井信幸 東京理科大学理工学部応用生物科学科菅原研究室

かさい のぶゆき 278-8510 
千葉県野田市山崎2641

梶 紀裕 日本メジフィジックス(株)創薬研究所分析グループ

かじ のりひろ 299-0266 
千葉県袖ヶ浦市北袖3-1

梶 弘典 京都大学化学研究所

かじ ひろのり 611-0011 
宇治市五ヶ庄

s957028@educ.ls.toyaku.ac.jp 

06-6850-5779 
06-6850-5785 

omi@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

0426-77-2544 
0426-77-2544 

kainosho@nmr.chem.metro-u.a 

042-388-7025 
042-383-7733 

kakazu@cc.tuat.ac.jp 

042-725-2555内2220
042 -726 -8330 

skakita@kyowa.co.jp 

045-503-9317 
045-503-9201 

ss16321@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp 

04-7124-1501 内3420
04-7123-9767 

j6401609@ed.noda.sut.ac.jp 

0438-62-7611 
0438-62-5911 

norihiro_kaji@nmp.co.jp 

0774-38-3149 
0774-38-3148 

kaji@scl.kyoto-u.ac.jp 

春日 久栄 高砂香料工業(株)アロマサイエンス&テクノロジー研究所第2部 0463-25-2049 
かすが ひさえ 254-0073 0463-25-2090 

神奈川県平塚市西八幡1-4-11 hisae_kasuga@takasago.com 

片平 正人 横浜国立大学大学院環境情報研究院 045-339-4264 
かたひらまさと 240-8501 045-339-4264 

横浜市保土ヶ谷区常盤台79-7 masakata@ynu.ac.jp 

片平律 子 協和発酵工業(株)東京研究所分析G 042一725-2555内2211
かたひらりっこ 194-8533 042 -726 -8330 

東京都町田市旭町3-6-6 rkatahira@kyowa.co.jp 

-458-



参加者名簿

名前
属

所

所
干
住

Tel 
FAX 
E-mail 

門 良一 京都産業大学理学部物理学科

かど りょういち 603-8555 
京都市北区上賀茂本山

加藤貴 子 神戸薬科大学薬品分析学研究室

かとう たかこ 658-8558 
神戸市東灘区本山北町4-19-1

加藤範子 大阪大学大学院理学研究科

かとう のりこ 560-0043 
大阪府豊中市待兼山町1-16

加藤 晃一 名古屋市立大学大学院薬学研究科

かとう こういち 467-8603 
名古屋市瑞穂区国辺通3-1

門原 寛 ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部

かどはらひろし 305-0051 
茨城県つくば市二の宮3-21-5

金久保光央 産業技術総合研究所超臨界流体研究センター

かなくぼみつひろ 983-8551 
仙台市宮城野区苦竹4-2-1

金坂 将 東京工業大学理工学部物質化学専攻安藤勲研究室

かねさかしよう 152-8552 
東京都目黒区大岡山2-12-1

金橋 康二 新日本製銭(株)先端技術研究所解析科学研究部

かねはしこうじ 293-8511 
千葉県富津市新富20-1

神谷 貴史 大阪大学医学部保健学科藤原研究室

かみや たかし 565-0871 
吹田市山田丘1-7

亀井 俗孟 ;賓野生命科学研究財団小川脳機能研究所

かめい ひろたけ 160ー0015
東京都新宿区文京町12

亀田 恒徳 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

かめだ っねのり 184-8588 
東京都小金井市中町2-24-16

河合剛 太 千葉工業大学工学部工業化学科

かわい ごうた 275-0016 
千葉県習志野市津田沼会17-1

川旧 恭輔 北海道大学大学説理学研究科生物科学専攻

かわぐちきょうすけ 060-0810
札幌市北区北10条西8丁目

一 459-

075 -805 -1634 
075 -705 -1640 

kador@cc.kyoto-su.ac.jp 

078-441-7592 
078-441-7592 

gk015032@st.kobepharma-u.ac 

06-6850-5779 
06-6850-5785 

kato@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

052-836-3447 
052-836-3447 

kkato@phar.nagoya-cu.ac.jp 

06-6394-8989 
06-6394-9559 

hiroshi .kadohara@bruker-biosp 

022-273-5211 
022-273-5224 

m-kanakubo@aist.go.jp 

03-5734-2880 
03-5734-2889 

skanesak@polymer.titech.ac.jp 

0439-80-2264 
0439-80-2746 

kanehasi@re.nsc.co.jp 

06-6879-2577 
06-6879-2577 

ka38@sahs.meciosaka-u.ac.jp 

03-5919-3991 
03-5919-3993 

kamei@medess.m.u-tokyo.ac.jp 

042-388-7026 
042-383-7733 

kamedat@cc.tuat.ac.jp 

047-478ー0425
047-478-0425 

gkawai@ic.it-chiba.ac.jp 

011-706-2985 
011-706-2771 

kawa@sci.hokudai.ac.jp 



参加者名簿

名前

川口哲朗

かわぐちてつろう

川島裕之

かわしまひろゆき

川瀬泰司

かわせ たいじ

河野敬ー

かわの けいいち

川村茂

かわむらしげる

川 村純司

かわむらじゅんじ

木川隆則

きがわ たかのり

菊地 淳

きくち じゅん

木村雅 晴

きむら まさはる

木村敦臣

きむら あっおみ

木村朋子

きむら ともこ

京極好正

所属
T 
住所

ブルカー・バイオスピン株式会社技術サービス部

305-0051 

茨城県つくば市二の富3-21-5

産業技術総合研究所エネルギー利用研究部門

305-8569 

茨城県つくば市小野川16-1

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

富山医科薬科大学薬学部薬科学科

930-0194 

富山県富山市杉谷2630

東京エレク卜口ン株式会社技術開発センタ-

407-0192 

山梨県薬崎市穂坂町三ッ沢650

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1ー7-22

横浜市立大学連携大学院総合理学研究科

230-0045 

横浜市鶴見区末広町ト7-9

住友化学工業株式会社生物環境科学研究所

554-8558 

大阪市此花区春日出中3-1-98

大阪大学医学部保健学科医用物理学講座

565-0871 

大阪府吹田市山田丘1-7

(株)資生堂安全性・分析センタ一 分析研究室

224-8558 

横浜市都筑区早泊IJ2-2-1

産業技術総合研究所生物情報解析センター

きょうごくよしまさ 135-0064 

東京都江東区青海2-41-6

清谷 多美子 昭和薬科大学中央機器室

きよたにたみこ 194-8543 

東京都町田市東玉川学園3-3165

-460-

Tel 
FAX 
E-mail 

06-6394-8989 

06-6394-9559 

twk@bruker.co.jp 

0298-61-8413 

0298-61-8408 

h.kawashima@aist.go.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

kawaset@cc.tuat.ac.jp 

076-434-5061 

076-434-5061 

kawano@ms.toyama-mpu.ac.jp 

0551-23-4228 

0551-23-4454 

kawamura.nm094@ex.tel.co.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

jun2@cc.tuat.ac.jp 

045-503-9203 

045-503-9201 

kigawa@jota.gsc.riken.go.jp 

045-508-7207 

045-508-7360 

kikuchi@gsc.riken.go.jp 

06-6466-5171 

06-6466-5459 

kimuram5@sc.sumitomo-chem. 

06-6879-2577 

06-6879-2577 

kimura@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

045-590-6057 

045-590-6089 

tomoko.kimura@to.shiseido.co.j 

03-3599-8106 

03-5530-2064 

ykyogoku@jbirc.aist.go.jp 

042-721-1543 

042-721-1543 

kiyotani@ac.shoyaku.ac.jp 



参加者名簿

名前 層

所

所
〒
住

Tel 
FAX 
E-mail 

串閏克彦

くしだ かつひこ

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド NMR応用部

108-0023 

東京都港区芝浦4-16-36 住友芝浦ビル

久保厚 京都大学理学部化学教室

く!ま あっし 606-8502 

京都市左京区北白川追分町

倉島 かおり 横浜市立大学大学院総合理学研究科分子生理学研究室

くらしまかおり 230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町 1ー7-29

栗原 範明 日本電子株式会社分析機器技術本部第 1グループ

くりはらのりあき 196-8558 

東京都昭島市武蔵野3-1-2

栗本 智充 日本電子(株)システム技術本部第 1グループ

くりもとともみつ 196-8558 
東京都昭島市武蔵野3ー1-2

栗 本岳 明 筑波大学物理工学系巨瀬研究室

くりもとたけあき 305-0821 

茨城県つくば市天王台ト1-1

黒木 重樹 東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

くろき しげき 152-8552 
東京都目黒区大岡山2-12-1

黒子弘道 奈良女子大学人間文化研究科

くろす ひろみち 630-8506 

奈良県奈良市北魚屋西町

黒田 義弘 京都大学大学院薬学研究科製剤機能解析学分野

くろだ よしひろ 606-8501 

京都府京都市左京区吉田下阿達町46-29

黒田 幸夫 ブルカー・バイオスピン株式会社技術サービス部

くろだ ゆきお 305-0051 

茨城県つくば市二の宮3-21-5

桑田 一夫 岐阜大学高次情報統御学講座

くわた かずお 500-8705 

岐車市司町40

桑原和弘 理化学研究所高分子化学研究室

くわばらかずひろ 351-0198 

和光市広沢2-1

河野 俊之 三菱化学生命科学研究所構造生物学研究ユニット

こうの としゆき 194-8511 

東京都町田市南大谷11号

-461-

03-5232-1238 

03-5232-1264 

katsuhiko.kushida@varianinc.co 

075-753-4014 

075-753-4000 

a 

045-508-7224 

045-508-7364 

kurasima@postman.riken.go.jp 

042-542-2236 

042-546-8068 

kurihara@jeol.co.jp 

042-542-2235 

042-546-7225 

kurimoto@jeol.co.jp 

0298-53-5214 

0298-53-5145 

kurimoto@mrlab.bk.tsukuba.ac.j 

03-5734-2880 

03-5734-2889 

skuroki@polymer.titech.ac.jp 

0742-20-3461 

0742-20-3461 

kurosu@cc.nara-wu.ac.jp 

075-753-4530 

075-753-4578 

yokuroda@pharm.kyoto-u.ac.jp 

0298-52-1234 内333

0298-58-0322 

yk@bruker.co.jp 

058-267-2227 

058-267-2962 

kuwata@cc.gifu-u.ac.jp 

048-467-9404 

048-462-4667 

kkuwa@postman.riken.go.jp 

042-724-6285 

042-724-6296 

tkohno@libra.ls.m-kagaku.co.jp 



参加者名簿

名前

甲野裕之

こうの ひろゆき

河 野隆英

こうの たかひで

小神将

こがみ まさる

小久保州洋

こくぼ くにひろ

越野広雪

こしの ひろゆき

小島 登貴子

こじま ときこ

児嶋長次郎

所属
γ 

住所

ブルカー・バイオスピン株式会社 NMRアプリケーション部

305-0051 
茨城県つくば市ニの宮3-21-5

富山医科薬科大学大学院薬学研究科構造生物学研究室

930-0194 
富山県富山市杉谷2630

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻甲斐荘研究室

192-0397 
東京都八王子市南大沢1-1

花王株式会社構造解析センター

321-3497 
栃木県芳賀郡市貝町赤羽 2606 

理化学研究所分子構造解析室

351-0198 
埼玉県和光市広沢2-1

埼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2-133

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

Tel 
FAX 
E-mail 

0298-52-1235 内229
0298-58-0322 

hk@bruker.co.jp 

076-434-7574 
076-434-5061 

pd029003@st.toyama-mpu.ac.jp 

0426-77-1111 内3552
0426-77-4873 

kogami@nmr.chem.metro-u.ac. 

0285-68-7425 
0285-68-7418 

kokubo.kunihiro@kao.co.jp 

048-467-9361 
048-462-4627 

koshino@postman.riken.go.jp 

048-521-0614 内56
048-525-6052 

tkojima@tech-Iab.pref.saitama.j 

こじまちょうじろう 630-0192 
0743-72-5571 
0743-72-5579 

kojima@bs.aist-nara.ac.jp 奈良県生駒市高山町8916-5

巨瀬勝美 筑波大学物理工学系

こせ かつみ 305-8573 
0298-53-5335 
0298-53-5335 

kose@bk.tsukuba.ac.jp つくば市天王台 1-1ー 1

後藤 敦 物質・材料研究機構ナノマテリアル研究所ナノ物性グループ 0298-59-5075 
ごとう あっし 305-0003 0298-59-5010 

茨城県つくば市桜3-13 GOTO.Atsushi@nims.go.jp 

小林 邦子 (株)三菱化学生命科学研究所情造生物学研究ユニット 042-724-6285 
こばやしくにこ 194-8511 042-724-6296 

東京都町田市南大谷11号 kuniko@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

小林 直宏 理化学研究所横浜研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9317 

こばやしなおひろ 230-0045 045-503-9146 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1T目7-2 2 naohiro@gsc.riken.go.jp 

小林 俊達 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科 0743-72-5577 
こばやしとしたつ 630-0192 0743-72-5579 

奈良県生駒市高山町89 1 6 -5 t-kobaya@bs.aist-nara.ac.jp 

小林祐次 大阪大学大学院薬学研究科 06-6879-8220 
こばやしゅうじ 565-0871 06-6879-8224 

大阪府吹田市山田丘1-6 yujik@protein.osaka-u.ac.jp 

-462-



参加者名簿

名前

小林潤弘

こばやしみつひろ

小宮山孝

こみやまたかし

小森佳彦

こもり よしひこ

驚藤公児

さいとうこうじ

驚 藤岡tl
さいとうたけし

斉藤肇

さいとうはじめ

坂田絵理

さかた えり

懐井愛子

さくらいあいこ

佐々木香織

ささき かおり

佐藤ー

さとう はじめ

沢辺 紀子

さわべ のりこ

篠原正法

しのはらまさのり

嶋田一夫

しまだ いちお

所属 Tel 
〒 FAX
住所 E-mail 

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室 042-388-7025 

184-8588 042-383-7733 

東京都小金井市中町2-24-16 kobayasm@cc.tuat.ac.jp 

東京工業大学大学院理工学研究科有機・高分子物質専攻 03-5734-2889 

152-8552 03-5734-2889 
東京都目黒区大岡山2-12-1 tkomiyam@polymer.titech.ac.jp 

産業技術総合研究所物質プロセス研究部門物性解析グループ 0298-61-4515 

305-8565 0298-61-4515 

茨城県つくば市東 1-1-1 中央第 5 y.komo付@aist.go.jp

新日本製錨(株)先端技術研究所 解析科学研究部 0439-80-2270 

293-8511 0439-80-2746 
富津市新富 20ー saito@re.nsc.co.jp

産業技術総合研究所計調IJ標準研究部門 0298-61-4618 

305-8565 0298-61-4487 
茨城県つくば市東1-1-1 中央5-2 takeshi.saito@aist.go.jp 

姫路工業大学大学銑理学研究科生命科学専攻 0791-58-0181 

678-1297 0791-58-0182 

姫路市船橋町5-1-4204 saito@sci.himeji-tech.ac.jp 

名古屋市立大学・大学院生命分子構造学分野 052-836-3450 

467-8603 052-836-3450 
名古屋市瑞穂区田辺通3-1 p982524@phar.nagoya-cu.ac.jp 

シーエーシーズ(株)横浜分析センター 有機分析グループ 045-963-3166 

227-0033 045-963-4261 

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地 1800929@cc.m-kagaku.co.jp 

大正製薬株式会社医薬研究所リード探索研究室 048-669-3061 

330-8530 048-652-7254 

埼玉県さいたま市吉野町1-403 kaori.sasaki@po.rd.taisho.co.jp 

ブル力一・バイオスピン株式会社 NMRアプリケーション部 0298-52-1235 内211

305-0051 0298-58-0322 
茨城県つくば市二の宮3-21-5 one@bruker.co.jp 

東京理科大学薬学部 03-3260-6725 内5050

162-0826 FAX無

東京都新宿区市ヶ谷船河原町12 bunkouns@ps.kagu.tus.ac.jp 

福井大学工学部生物応用化学科 0776-27-8635 

910-8507 0776-27-8747 

福井県福井市文京3-9-1 t370341 @icpcOO.icpc.fukui-u.ac 

東京大学大学院薬学系研究科 03-584ト4810

113-0033 03-3815-6540 

東京都文京区本郷7-3 -1 shimada@iw-nmr.f.u-tokyou.ac 
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参加者名簿

名前
所属
T 

住所

清水禎

しみず ただし

物質・材料研究機構ナノマテリアル研究所

305-0∞3 

清水 弘樹

しみず ひろき

茨城県つくば市桜 3-1 3 

東北大学大学院生命科学研究科

981-8555 

宮城県仙台市青葉区堤通雨宮町 1-1 

白猪亨

しらい とおる

筑波大学大学院理工学研究科巨瀬研究室

305-8577 

白川 昌宏

しらかわまさひろ

つくば市天王台1-1-1

横浜市立大学総合理学研究科

230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1丁目7番 29 

神藤平三郎 東京薬科大学薬学部

しんどうへいさぶろ 192-0392 

東京都八王子市堀之内

吹田 宏英 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

すいた こうえい 184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

杉浦 員喜子 神戸薬科大学中央分析室

すぎうらまきこ 658-8558 

神戸市東灘区本山北町4-19-1

鈴木 浩一 日本大学文理学部化学科物理化学第一研究室

すずき こういち 156-8550 

東京都世田谷区桜上水3-25-40

鈴木 淳司 北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

すずき あっし 060-8628 

札幌市北区北13条西8T目

鈴木悠 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

すずき ゅう 184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

瀬尾芳輝 京都府立医科大学第一生理学

せお よしてる 602-0841 

京都市上京区河原町広小路上る梶井町465

高瀬茂弘 藤沢薬品工業株式会社探索研究所

たかせ しげひろ 300-2698 

茨城県つくば市東光台5-2-3

高田零 東京都立大学理学部化学科

たかだ れい 192-0397 

東京都八王子市南大沢1-1

-464 

Tel 
FAX 
E-mail 

0298-59-5000 内5076

0298-59-5010 

shimizu.tadashi@nims.go.jp 

022-717-8804 

022-717-8806 

hiroki@biochem.tohoku.ac.jp 

0298-53-5214 

FAX無

shirai@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

045-508-7213 

045-5028-7361 

shira@tsurumi.yokohama-cu.ac 

0426-76-4537 

0426-76-4537 

shindo@ps.toyaku.ac.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

koei@cc却 at.ac.jp

078-441-7591 

078-441-7591 

makiko-s@kobepharma-u.ac.jp 

03-3329-1151 内5720

03-5317-9433 

suzuki_k@chs.nihon-u.ac.jp 

011-706-6642 

011-716-6175 

a-suzuki@eng.hokudai.ac.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

SuZuYU@cc.tuat.ac.jp 

075-251-5311 

075-251-0295 

yseo@basic.kpu-m.ac.jp 

0298-47-8611 内651

0298-47-8313 

shigehiro_takase@po.fujisawa.c 

0426-77-1111 内3552

0426-77-3539 

takada@nmr.chem.metro-u.ac.j 



参加者名簿

名前

高橋大樹

たかはしひろき

高 橋征三

たかはしせいぞう

高屡展宏

たかやのぶひろ

高山俊夫

たかやまとしお

高山 陽子

たかやまようこ

瀧之脇浩人

たきのわきひろと

竹内敦子

たけうちあっこ

竹腰清乃理

たけごしきよのり

田代桜子

たしろ さくらこ

楯 真一

たて しんいち

田中 俊之

たなか としゆき

所属
T 

住所

大阪大学蛋白質研究所阿久津研究室

565-0871 

大阪府吹田市山田丘3-2

日本女子大学理学部物質生物科学科

112-8681 

東京都文京区目白台 2-8ー1

国立環境研究所環境ホルモンプ口ジヱク卜

305-0053 

茨城県つくば市小野)1116-2

神奈川大学工学部応用化学科

221-8686 

横浜市神奈川区六角橋 3-27-1

塩野義製薬(株)創薬研究所

553-0002 

大阪市福島区鷺洲 5-12-4

大阪大学大学院薬学研究科

565-0871 

大阪府吹田市山田丘1番6号

神戸薬科大学中央分析室

658-8558 

神戸市東灘区本山北町4-19-1

京都大学大学院理学研究科

606-8502 

京都市左京区北白川追分町

東京薬科大学第一分析化学

192-0392 

東京都八王子市堀之内1432-1

生物分子工学研究所構造解析研究部

565-0874 

大阪府吹田市古江台 6-2-3

筑波大学応用生物化学系

305-8572 

茨城県つくば市天王台1ー1ー1

田中 有紀 東京エレクトロン株式会社技術開発センター

たなか ゆき 407-0192 

山梨県韮崎市穂坂町三ツ沢650

田中 剛史 三菱化学生命科学研究所借造生物学研究ユニット

たなか たけし 194-8511 

東京都町田市南大谷11号

465-

Tel 
FAX 
E-mail 

06-6879-8598 

06-6879-8599 

daiki@protein.osaka-u.ac.jp 

03-5981-3670 

03-5981-3656 

t_seizo@fc.jwu.ac.jp 

0298-50-2352 

0298-50-2880 

takaya.nobuhiro@nies.go.jp 

045-481-5661 肉3889

045-413-9770 

takaytu1 @kanagawa-u.ac.jp 

06-6458-5861 内5278
06-6458-0987 

yohko.takayama@shionogi.co.jp 

06-6879-8222 

06-6879-8221 

hiroto@phs.osaka-u.ac.jp 

078-441-7592 

078-441-7591 

takeuchi@kobepharma-u.ac.jp 

075-753-4015 

075-753-4000 

takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0426-76-4542 

0426-76-4542 

tashiro@ps.toyaku.ac.jp 

06-6872-8218 

06-6872-8210 

tate@beri.or.jp 

0298-53-6706 

0298-53-6065 

ttanaka@tara.tsukuba.ac.jp 

0551-23-4228 

0551-23-4454 

tanaka.au025@ex.tel.co.jp 

042-724-6285 

042-724-6296 

takeshi@libra.ls.m-kagaku.co.jp 



参加者名簿

名前

田 中彬嗣

たなか よしっぐ

田辺雅代

たなべ まさよ

回之倉優

たのくらまさる

田畑祥生

たばた さちお

国村友美

たむら ともみ

張 秋瑳

所属
T 

住所

九州大学薬学部NMR;ftl]定室

812-8582 
福岡市東区馬出3-1-1

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

184-8588 
東京都小金井市中町2-24-16

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

113-8657 
東京都文京区弥生1-1-1

シーエーシーズ株式会社横浜分析センター

194-0044 
神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部

305-0051 
茨城県つくば市二の宮3-21-5

東京水産大学水産学部食品生産学科渡部研究室

ちょう しゅうきん 108-8477
東京都港区港南4-5-7

越 農華 理化学研究所ゲノム総合研究センター

ちょう しんか 230-0045 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

辻 暁 姫路工業大学大学院理学研究科

つじ さとる 678-1297 
兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

堤 耀贋 北海道大学大学院工学研究科

Tel 
FAX 
E-mail 

092-642-6551 
092-642-6551 

y.tanaka@adm.phar.kyushu-u.a 

042-388-7025 
042-383-7733 

masayo@cc.tuat.ac.jp 

03-5841-5165 
03-5841-8023 

amtanok@mail.ecc.u-tokyo.ac.j 

045-963-3166 
045-963-4261 

2100502@cc.m-kagaku.co.jp 

06-6394-8989 
06-6394-9559 

tot@bruker.co.jp 

03-5463ー0643
03-5463-0643 

tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

045-503-9317 
045-503-9201 

zhao@gsc.riken.go.jp 

0791-58-0180 
0791-58ー0182

tuzi@sci.himeji-tech.ac.jp 

011-706-6639 
つつみ あきひろ 060-8628 011-716-6175 

札幌市北区北13条西8丁目 atsutsu@eng.hokudai.ac.jp 

津野慎 治 富士写真フィルム(株)富士宮研究所 0544-26-7642 
つの しんじ 418-8666 0544-26-7691 

静岡県富士宮市大中里200 shinjUsuno@fujifilm.co.jp 

出村誠 北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻 011-706-2771 

でむら まこと 060-0810 011-706-2771 
札幌市北区北10条西8丁目 demura@sci.hokudai.ac.jp 

寺尾 武彦 京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学研究室 075-753-4011 

てらお たけひこ 606-8502 075-753-4000 
京都市左京区北白川追分町 terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

土江松美 大阪市立大学理学研究科有機第2研究室 06-6605-2597 

どえ まつみ 558-8585 06-6605-2597 
大阪市住吉区杉本3-3-138 matsumi@sci.osaka-cu.ac.jp 
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参加者名簿

名前

室究研析分所究研謝代

地

析

番
分

1

社

2

会

丘
式

が

株

幸

T
-
薬
-
》
御

属

所

一

製

限

市

所
干
住
一
内

8
ば

之

FV
く

山

沢

つ

徳永遠裕

とくながたつひろ

留田篤志

とめだ あつし

東京工業大学大学院理工学研究科 物質科学専攻

152-0033 

東京都目黒区大岡山2-12-1

虎谷秀一 横浜国立大学大学院工学府機能発現工学専攻内藤研究室

とらや しゅういち 240-8501

横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

鳥漂拓 也 科学技術振興事業団 CREST
とりざわたくや 192-0397 

八王子市南大沢1-1 東京都立大学大学院理学研究科

内藤品 横浜国立大学大学院工学研究院

ないとうあきら 240-8501 

横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

中井 利仁 バリアンテクノ口ジーズジャパンリミテッド NMR応用部

なかい としひと 108-0023 

東京都港区芝浦4-16-36 住友芝浦ピル

長尾聡 筑波大学化学系山本研究室

ながお さとし 305-8571 

茨城県つくば市天王台1-1-1筑波大学化学系

永阪文惣 帝人(株)構造解析研究所

ながさかぶんそう 191-8512 

東京都日野市旭ケ丘 4-3-2

中漂 靖元 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

なかざわやすもと 184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

中島善人 産総研地圏資源環境研究部門

なかしまよしと 305-8567 

渓城県つくば市東 1ー 1ー 1中央第 7

中島 光一 京都大学大学院人間・環境学研究科山内研究室

なかしまこういち 606-8501 

京都市左京区吉回二本松町

中谷 英一 大阪大学蛋白質研究所物性部門阿久津研究室

なかたにえいいち 565-0871 

大阪府吹田市山国丘3-2

中村 昭正 協和発酵工業(株)医薬総合研究所薬物動態研究所

なかむらあきまさ 411-8731 

静岡県駿東郡長泉町下土狩1188

-467-

Tel 
FAX 
E-mail 

0298-63-6483 

0298-52-9585 

tokunaga@yamanouchi.co.jp 

03-5734-2880 内2880

03-5734-2889 

atomeda@polymer.titech.ac.jp 

045-339-4231 

FAX無

toraya@ynu.ac.jp 

0426-77-1111 内3551

0426-77-4873 

torizawa@nmr.chem.metro-u.a 

045-339-4232 

045-339-4251 

naito@卯 u.ac.jp

03-5232-1238 

03-5232-1264 

katsuhiko 

0298-53-7369 

0298-53-7369 

s_nagao@dmb.chem.tsukuba.ac 

042-586-8121 

042-586-8123 

bunsow@hino.teijin.co.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

yasumoto@cc.tuat.ac.jp 

0298-61-3960 

0298-61-3618 

nakashima.yoshito@aist.go.jp 

075-753-2888 

075-753-2999 

kouichi@fermi.jinkan.kyoto-u.a 

06-6879-8598 

06-6879-8599 

n-eiichi@protein.osaka-u.ac.jp 

055-989-2020 

055-989-2073 

akimasa.nakamura@kyowa.co.j 



参加者名簿
所属 Tel 

名前
T FAX 
住所 E-mail 

仲村高志 理化学研究所分子構造解析室 048-467-9362 

なかむらたかし 351-0198 048-462-4627 

埼玉県和光市広沢2-1 nakamura@rikennmr.riken.go.jp 

中村義之 東京工業大学資源化学研究所 045-924-5110 

なかむらよしゆき 226-8503 045-924-5109 

横浜市緑区長津田町42 5 9 ynakamur@res.titech.ac.jp 

名川 吉信 産業技術総合研究所界面ナノアーキテクトニクス研究センター 0298-6ト3021

ながわ よしのぶ 305-8562 0298-61-3029 

茨城県つくば市東1-1-1中央第4 y-nagawa@aist.go.jp 

西川 紀恵 明治製菓(株)薬品総合研究所化学研究所 045-545-3125 

にしかわのりえ 222-8567 045-543-9771 

神奈川県横浜市港北区師岡町760 norie_nishikawa@meiji.co.jp 

西村勝之 横浜国 立 大 学 工 学 研 究 院 内 藤 研 045-339-4224 

にしむらかつゆき 240-8501 045-339-4251 

神奈川県横浜市保土ヶ谷区常盤台79番5号 nishimur@ynu.ac.jp 

西村善文 横浜市立大学大学院総合理学研究科 045-508-7216 

にしむらよしふみ 230-0045 045-508-7362 

機浜市鶴見区末広町1-7-26 nisimura@tsurumi.yokohama-c 

西山 大介 東京水産大学水産学部食品生産学科渡部研究室 03-5463-0643 

にしゃまだいすけ 108句 8477 03-5463ー0643

東京都港区港南4-5-7 tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

西山俗介 理研GSCタンパクグループ 045-503-9231 

にしやまゅうすけ 230-0045 045-503-9228 

横浜市鶴見区末広町ト7-22 nishi@gsc.riken.go.jp 

西山 隆司 帝国臓器製薬株式会社代謝・分析研究部 044-812-8649 

にしやまたかし 213-8522 044-811-6898 

神奈川県川崎市高津区下作延1604 nishiyama-t@kw.teikoku-horm 

根本 直 産業技術総合研究所生物情報解析研究センター 0298-61-6126 

ねもと ただし 305-8566 0298-61-6135 

茨城県つくば市東1ー1中央第六 tadashi .nemoto@aist.go.jp 

野口滋 第一製薬株式会社製薬技術研究所 03-3680-0151 内3203

のぐち しげる 134-8630 03-5696-8339 

東京都江戸川区北葛西ト16-13 noguczow@daiichipharm.co.jp 

野村 誠 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科 0743-72-5572 

のむら まこと 630-0101 0743-72-5579 

奈良県生駒市高山町8916 -5学生宿舎 2-2 1 7 m-nomura@bs.aist-nara.ac.jp 

'レ

端

は

健二郎 (独)物質・材料研究機構ナノマテリアル研究所

けんじろう 305-0003 

茨城県つくば市桜 3-1 3 

0298-59-5082 

0298-59-5010 

hashi.kenjiro@nims.go.jp 

-468-



参加者名簿

名前

長谷川憲ー

はせがわけんいち

長谷川淳

はせがわじゅん

畠山盛明

はたけや茨〉りあき

服部峰 之

はっとりみねゆき

浜島斉

はまじまひとし

;賓回季之

はまだ としゆき

潰固 めぐみ

はまだ めぐみ

林 由康

はやし よしやす

林 繁信

所属
T 

住所

日本電子株式会社開発本部

196-8558 

東京都昭島市武蔵野3-1-2

第一製薬株式会社創薬開拓研究所

134-8630 

東京都江戸川区北葛西1-16-13

(株)日銭テクノリサーチ解析センター

293-0011 

千葉県富津市新富 20-1 

独立行政法人 産業技術総合研究所光技術研究部門

305-8568 

茨城県つくば市梅園1-1-1 中央第2

三和化学研究所創薬研究グループ

511-0406 

三重県員弁郡北勢町塩崎 363

理化学研究所、ゲノム科学総合研究センター

230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

東京農工大学工学部生命工学科

184-8588 

東京都小金井市中町2-24-16

筑波大学理工学研究科巨瀬研究室

305-8577 

茨城県つくば市天王台ト1-1

産業技術総合研究所物質プロセス研究部門物性解析グループ

はやし しげのぶ 305-8565 

茨城県つくば市東1-1-1 中央第5

早水 紀久子 産業技術総合研究所電力エネルギー研究部門

はやみずきくこ 305-8565 

つくば市東 1ー 1 つくば中央第 5

原 英二 富山化学工業株式会社倉IJ薬基盤研究所

はら えいじ 930-8508 

富山県富山市下奥井2-4-1

原因 j台幸 京都大学大学院工学研究科分子工学専攻分子設計学講座

はらだ はるゆき 606-8501 

京都市左京区吉田本町

百名 一男 日本電子株式会社システム技術本部1グループ

ひゃくなかずお 196-8558 

東京都昭島市武蔵野3ー 1-2 

~469~ 

Tel 
FAX 
E-mail 

042-542-2244 

042-546-8068 

hasegawa@jeol.co.jp 

03-3680-0151 内3466

03-5696-4266 

haseg7Ii@daiichipharm.co.jp 

0439-80-2691 内3215

0439-80-2767 

moriaki@re.nsc.co.jp 

0298-61-5537 

0298-61-5540 

mhattori@ni.aist.go.jp 

0594-72-6221 内363

0594-82-0072 

h_hamajima@mb4.skk-net.com 

045-503-9212 

045-503-9210 

thamada@gsc.riken.go.jp 

042-388-7025 

042-383-7733 

hamame@cc.tuat.ac.jp 

0298-53-5214 

FAX無
hayashi@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

0298-61-4515 

0298-61-4515 

hayashi.s@aist.go.jp 

0298匂 61-6295

0298-61-6295 

hayamizu.k@aist.go.jp 

076-431-8218 

076-431-8208 

EIJI HARA@toyama-chemical. 

075-753-5937 

075-751ー7611

haruyuki@mds.moleng.kyoto-u. 

042-542-2235 

042-546-7225 

hyakuna@jeol.co.jp 



参加者名簿

名前

平沖 敏文

ひらおきとしふみ

平田雄一

ひらた ゅういち

康問洋

ひろた ひろし

福井洋之

ふくい ひろゆき

福島学

ふくしままなぶ

福田 敦子

ふくだ あっこ

藤川| 昭彦

ふじかわあきひこ

藤倉一繁

ふじくらかずしげ

藤田春雄

ふじた はるお

藤原敏 道

ふじわらとしみち

藤原英明

ふじわらひであき

降旗一 夫

ふりはたかずお

古田浩祐

ふるた ひろすけ

所属
T 

住所

北海道大学工学研究科量子物理工学専攻

060-8628 
札幌市北区北13西8

理化学研究所ゲノム科学総合研究センタ-

230-0045 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22W505 

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

230-0045 
横浜市鶴見区末広町1ー7-22

北見工業大学工学部化学システム工学科

090-8507 
北海道北見市公園町165

東京工業大学応用セラミックス研究所 安田・回漫研究室

226-0003 
横浜市緑区長津田町4529

防衛大学校応用化学科黒津研究室

239-8686 
神奈川県横須賀市走水 1-10-20

藤沢薬品工業(株)創薬先端技術研究室

300-2698 
茨械県つくば市東光台5-2-3

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド NMR応用部

108-0023 
東京都港区芝浦4-16-36 住友芝浦ビル

京都大学工学研究科合成・生物化学専攻

606-8501 
京都市左京区吉田本町

大阪大学蛋白質研究所

565-0871 
大阪府吹田市山田丘3-2

大阪大学医学部医用工学講座

565-0871 
吹田市山田丘1-7

東京大学大学院農学応用生命科学研究科応用生命化学専攻

113-8657 
東京都文京区弥生トト1

杏林製薬(株)創薬研究所研究管理課

329-0114 
栃木県下都賀郡野木町野木 2399-1

-470-
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011-706-6640 
011-716-6175 

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

045-503-9344 
045-503-9343 

hirata@gsc.riken.go.jp 

045-503-9211 
045-503-9210 

hirota@gsc.riken.go.jp 

0157-26-9402 
0157-24-7719 

fukui@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

045-924-5346 
045-924-5345 

mana 1 @msl.titech.ac.jp 

0468-41-3810 内2117
FAX無

g40033@nda.ac.jp 

0298-47-8611 内418
0298-47-1535 

akihiko_fujikawa@po.fujisawa.c 

03-5232-1238 
03-5232-1264 

katsuhiko.kushida@varianinc.co 

075-753-5643 
FAX無

fujita@sbchem 

06-6879-8598 
06-6879-8599 

げjwr@prot巴in.osaka-u.ac.jp

06-6879-2573 
06-6879-2573 

fujiwara@sahs.med.osaka-u.ac.j 

03-5841-5460 
03-5841-8485 

furihata@iam.u-tokyo.ac.jp 

0280-56-2201 内302
0280-57-1293 

hirosuke.furuta@mb2.kyorin-ph 



参加者名簿

名前

逸見光

へんみ ひかる

細田 和男

ほそだ かずお

堀井文敬

Iまりい ふみたか

堀金明美

ぼりがねあげみ

堀毛悟史

ほりけ さとし

前回 健

まえだ たけし

前回 能崇

まえだ よしたか

前田 史郎

まえだ しろう

牧 秀志

まき ひでし

松JII 真吾

まっかわしんご

松田 裕生

まつだ ひろのり

松田 善正

まつだ よしまさ

松原康史

まつばらこうし

所属 Tel 
干 FAX
住所 E-mail 

独立行政法人食品総合研究所状態分析研究室 0298-38-8033 
305-8642 0298-38-7996 
茨城県つくば市観音台2-ト12 hemmi@nfri.affrc.go.jp 

独立行政法人 農業生物資源研究所生体高分子研究グループ 0298-38-7072 
305-8602 0298-38-8399 
茨城県つくば市観音台2-1-2 khos@affrc.go.jp 

京都大学化学研究所 0774-38-3150 
611-0011 0774-38-3148 
宇治市五ケ庄 horii@scl.kyoto-u.ac.jp 

独立行政法人・食品総合研究所分析科学部状態分析研究室 0298-38-8033 
305-8642 0298-38-7996 
茨城県つくば市観音台2ー 1-12 akhori@nfri.affrc.go.jp 

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻機能化学講座 075-753-5658 
606-8501 075-753-4979 
京都府京都市左京区吉田本町 horike@molrec2.synchem.kyot 

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9317 
230-0045 045-503-9201 
神奈川県横浜市鶴見区末広町1ー7-22 tmaeda@gsc.riken.go.jp 

京都大学大学院薬学研究科薬品機能解析学分野 075-753-4531 
606-8501 075-753-4578 
京都府京都市左京区吉田下阿達町46-29 f60y0060@ip.media.kyoto-u.ac.j 

福井大学工学部生物応用化学科 0776-27-8635 
910-8507 0776-27-8747 
福井市文京3-9-1 maeda@acbio.fukui-u.ac.jp 

神戸大学工学部応用化学科 078-803-6187 
657-8501 078-803-7643 
神戸市灘区六甲台町1-1 maki@cx 

東京水産大学食品生産学科食品化学科 03-5463-0591 
108-8477 03-5463-0581 
東京都港区港南4-5-7 matsukaw@tokyo-u-fish.ac.jp 

帝人株式会社構造解析研究所 042-586-8121 
191-8512 042-586-8123 
東京都日野市旭が丘4-3-2 帝人東京研究センター h.matsuda@teijin.co.jp 

筑波大学物理工学系E瀬研究室 0298-53-5214 
305-0821 0298-53-5205 
茨城県つくば市天王台ト1-1 matsuda@mrlab.bk.tsukuba.ac.j 

シーエーシーズ株式会社横浜分析センター 有機分析グループ 045-963-3166 

227-0033 045-963-4261 
神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地 3709437@cc.m-kagaku.co.jp 

-471-



参加者名簿

名前

松 本佳子

まつもとよしこ

三浦隆昭

みうら たかあき

三島正規

みしま まさき

水野敬

みずの たかし

水野和子

みずの かずこ

溝上潤

みぞかみじゅん

所属
T 

住所

協和発酵工業株式会社医薬総合研究所薬物動態研究所

411-8731 
静岡県駿東郡長泉町下土狩1188

日本口シュ株式会社化学部機器分析グループ

247-8530 
神奈川県鎌倉市梶原200

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

630-0101 
奈良県生駒市高山町8916-5

京都大学大学院理学研究科

606-8502 
京都市左京区北白川追分町

福井大学機器分析センター

910-8507 
福井市文京3-9-1

京都大学大学院理学研究科化学専攻 分子構造化学研究室

606-8502 
京都市左京区北白)11追分町

Tel 
FAX 
E-mail 

055-989-2020 
055-989-2073 

masayuki.abe@kyowa.co.jp 

0467-47-2280 内3321
0467-45-6824 

takaaki.miura.tm2@roche.com 

0743-72-5576 
0743-72-5579 

misima@bs.aist-nara.ac.jp 

075-753-4015 
075-753-4000 

mizuno@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0776-27-8580 
0776-27-8882 

mizuno@acbio2.acbio.fukui-u.a 

075-753-4015 
075-753-4000 

mizokami@kuchem.kyoto-u.ac. 

三森 文行 国立環境研究所環境ホルモン・ダイオキシン研究プロジェクト 0298-50-2862 
みつもりふみゆき 305-0053 0298-50-2880 

茨城県つくば市小野)1116-2 mitumori@nies.go.jp 

皆川 美由紀 株式会社科学技術研究所分析化学部 NMR測定グループ 03-3474-6629 

みながわみゆき 140-0001 03-3474-6650 
東京都品川区北品川3-10-2 minagawa@ist.sankyo.co.jp 

宮内康次 株式会社UBE科学分析センター有機材料分析研究室 0436-23-5997 
みやうちこうじ 290ー0045 0436-23-5449 

千葉県市原市五井南海岸8番の1 29687u@ube-ind.co.jp 

宮沢 真由美 東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室 03-5841-4812 
みやざわまゆみ 113-0033 03-5841-4811 

東京都文京区本郷7-3-1 mayutti 12@hotmail.com 

宮ノ入洋平 横浜国立大学大学院環涜情報学府上杉・片平研究室 045-339-4271 
みやのいりょうへい 240-8501 045-339-4264 

横浜市保土ヶ谷区常盤台79-7 d02ta011@卯 u.ac.jp

宮本和英 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9340 内8136
みやもとかずひで 230ー0045 045-503-9201 

横浜市鶴見区末広町1-7-22 miyamoto@gsc.riken.go.jp 

三好利一 産業総合技術研究所高分子基盤技術センター高次犠造制御チーム 0298-61-9392 

みよし としかず 305-8565 0298-61-6243 
茨城県つくば市東1-1-1 中央第5 t-miyoshi@aist.go.jp 

-472-



参加者名簿

名前
所属
T 

住所

三由洋

みよし ひろし

産業技術総合研究所関西センタ一生活環境系特別研究体

563-8577 

武藤勝紀

むとう かつのり

村上健次

むらかみけんじ

大阪府池田市緑ケ丘1T目8番31号

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

東京大学理学部物理学科桑島研究室

113-0033 
文京区本郷7-3ー1

村上 美和

むらかみみわ

京都大学化学研究所材料物性基礎3 堀井研究室

611-0011 
京都府宇治市五ヶ庄

村回勝 義

むらた かっよし

東京工業大学院理工物質科学専攻安藤勲研究室

152-8552 
東京都目黒区大岡山 2ー 12-1 

森 貴志 福井大学工学部生物応用化学科物理化学研究室

もり たかし 910-8507 
福井県福井市文京3-9-1

森島績 京都大学大学院工学研究科分子工学専攻

もりしまいさお 606-8501 
京都市左京区吉田本町

森 山祥 彦 京都府立医科大学化学教室

もりやまよしひこ 603-8334 
京都市北区大将軍西鷹司町13

八木宏 昌 大阪大学蛋白質研究所

ゃぎ ひろまさ 565-0871 
大阪府吹田市山田丘3-2

山口 徹 塩野義製薬株式会社創薬研究所

やまぐちとおる 553-0002 
大阪市福島区鷺洲5-12-4

山下伸一 郎 福井大学工学部生物応用化学科

やましたしんいちろ 910-8507
福井市文京3-9-1

山根 祐j台 東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

やまね ゅうじ 152-8552 
東京都目黒区大岡山2-12-1

山延 健 群馬大学工学部材料工学科

やまのべたけし 376-8515 
群馬県桐生市天神町1-5ー1

473-

Tel 
FAX 
E-mail 

0727-51-9648 
0727-51-9627 

miyoshi-hiroshi@aist.go.jp 

0776-27-8635 
0776-34-4740 

t370618@icpcOO.icpc刈 kui-u.ac

090-1795-2423 
FAX無

murakami@nasu.bio.teikyo-u.a 

0774-38-3152 
0774-38-3148 

t60x1381@ip.media.kyoto-u.ac.j 

03-5734-2880 
03-5734-2889 

kmurata@polymer.titech.ac.jp 

0776-27-8635 
0776-27-8747 

takashi@acbio.fukui-u.ac.jp 

075-753-5921 
075-751-7611 

morisima@mds.moleng.kyoto-u 

075-465-7659 
075-465ー7651

moriyama@koto.kpu-m.ac.jp 

06-6871-8598 
06-6871-8599 

hyagi@protein.osaka-u.ac.jp 

06-6458-5861 内5273
06-6458-0987 

tohru.yamaguchi@shionogi.co.jp 

0776-27-8487 
FAX無

shin@acbio2.acbio.fukui-u.ac.jp 

03-5734-2880 
03-5734-2889 

yyamane@polymer.titech.ac.jp 

0277-30-1331 
0277-30-1333 

yamanobe@eng.gunma-u.ac.jp 



簿名時

前
劉
名

所属 Tel 
〒 FAX
住所 E-mail 

山本泰彦

やまもとやすひこ

李 華 理化学研究所 ゲノム科学総合研究センター

り IJ、 230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

和田 武 ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部

わだ たけし 305-0051 

茨城県つくば市二の宮3-21-5

湯本史明

ゆもと ふみあき

横井 貴子

よこい たかこ

横田達 夫

よこた たつお

横山茂 之

よこやましげゆき

横山貴男

よこやまたかお

吉岡澄江

よしおかすみえ

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

筑波大学化学系 0298-53-6521 

305-8571 0298-53-6521 

つくば市天王台ト1-1 yamamoto@staff.chem.tsukuba. 

東京大学農学生命科学研究科応用生命化学専攻回之倉研究室 03-5841-5166 

113-8657 03-5841-8023 

東京都文京区弥生1-1-1 東大農学部2号館別館263室 aa07045@mail.ecc.u-tokyo.ac.j 

山之内製薬(株)分析研究室 0298-63-6487 

305-8585 0298-52-9585 

茨城県つくば市御幸が丘21 yokoit@yamanouchi.co.jp 

神戸大学大学院自然科学研究科応用化学専攻第五講座 078-803-6187 

657-8501 FAX無

神戸市灘区六甲台町1-1 yokota@fmc.cx.kobe-u.ac.jp 

理化学研究所 ゲノム科学総合研究センター 045-507-2515 

230-0045 045-507-2509 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1丁目7-22 yokoyama@biochemふ u-tokyo目

東京理科大学理工学部応用生物科学科菅原研究室 0471-24-1501 内3420

278-8510 0471-23-9767 

千葉県野田市山崎2641 j6499113@ed.noda.tus.ac.jp 

国立医薬品食品衛生研究所薬品部 03-3700-8547 

158-8501 03-3707-6950 

東京都世田谷区上用賀ト18ー yoshioka@nihs.go.jp

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9229 

230ー0045 045-503-9228 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22 m抑制da@gsc.riken.go.jp

独立行政法人食品総合研究所分析科学部状態分析研究室 0298-38-8033 

305-8642 0298-38-8033 

茨城県つくば市観音台2-1ー12 mitsuru@affrc.go.jp 

理化学研究所生体超分子構造機能研究協力グループ 045-508-7224 

230-0045 045-508-7364 

神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-29 yosimasu@louise.riken.go.jp 

名古屋工業大学工学部材料工学科 052-735-5272 

466-8555 052-735-5272 

名古屋市昭和区御器所町 yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

045-503-9317 

045-503-9201 

lihua@gsc.riken.go.jp 

0298-52-1234 内448

0298-58-0322 

wad@bruker.co.jp 
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参加者名簿

名前

渡部徳子

わたなべとくこ

所属
T 

住所

東京水産大学水産学部食品生産学科

1 08-8477 
東京都港区港南4-5-7

j度遁 永j台 )1贋天堂大学医学部化学研究室

わたなべえいじ 270-1695 
千葉県印編郡印旗村平賀学園台 1-1 

渡辺 裕之 バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド NMR応用部

わたなべひろゆき 108-0023 
東京都港区芝浦4ー16-36 住友芝浦ビル

475 

Tel 
FAX 
E-mail 

03-5463-0643 
03-5463-0643 

tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

0476-98-1001 内392
0476-98-1036 

eiji-jun@umin.ac.jp 

03-5232-1238 
03-5232-1264 

katsuhiko.kushida@varianinc.co 





日本核磁気共鳴学会理事

会長

荒田洋治

副会長

甲斐荘正恒

阿久津秀雄

朝倉哲郎

安蘇勲

京纏好正

斉藤肇

嶋田 一夫

堤耀漬

寺尾武彦

干230-0046 神奈川県横浜市鶴見区小野町 61-1 NKP小野町ビル1F
理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

(Tel) 045-507-2510 (FAX) 045-507-2512 arata@postman.riken.gojp 

〒192-0397 東京都八王子市南大沢1-1

東京都立大学大学院理学研究科有機構造生物学研究室

(Tel) 0426-77-2544 (FAX) 0426-77-2544 kainosho@nmr.chem.metro-u.acjp 

〒565-0871 大阪府吹田市山図丘 3-2
大阪大学蛋白質研究所物性部門

(Tel) 06-6879-8597 (FAX) 06-6879-8599 akutsu@protein.osaka-u.acjp 

干184-8588 東京都小金井市中町 2-24-16
東京農工大学工学部生命工学科

(Tel) 042-388-7025 (FAX) 042-383-7733 asakura@cc.tuat.acjp 

〒152-5882 東京都目黒区大岡山 2-12-1
東京工業大学工学部物質科学専攻

(Tel) 03-5734-2139 (FAX) 03-5734-2889 iando@polymer.titech.acjp 

干135-0064 東京都江東区青海 2-41-6
産業技術総合研究所生物情報解析センター

(Tel) 03-3599-8106 (FAX) 03-5530-2064 ykyogoku@jbirc.aist.gojp 

干678-1297 兵庫県姫路市船橋町 5ー1-4204
姫路工業大学大学院理学研究科生命科学専攻

(Tel) 0791-58-0181 (FAX) 0791-58-0182 saito@sci.him町i-tech.acjp

干113-0033 東京都文京区本郷 7-3ー1
東京大学大学院薬学系研究科

(Tel) 03-5841-4810 (FAX) 03-3815-6540 shimada@iw-nmr.f.u-tokyou.acjp 

干060-8628 北海道札幌市北区北 13条西 8T目
北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻物質物理工学講座

(Tel) 011-706-6639 (FAX) 011-716-6175 atsutsu@eng.hokudai.acjp 

〒606山 8502 京都府京都市左京区北白川追分町

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学研究室

(Tel) 075-753-4011 (FAX) 075ー753-4000 terao@kuchem.kyoto-u.acjp 
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日本核磁気共鳴学会評議員

赤坂一之

池田龍一

稲垣冬彦

鵜j畢 j旬

梅本公子

亀井裕孟

河野敬一

黒田義弘

巨瀬勝美

小林祐次

〒649-6493 和歌山県那賀郡打田町西三谷 930

近畿大学 生物理工学部・生物工学科

(Tel) 0736-77-0345(4110) (FAX) 0736-77-4754 akasaka8@spring8.orjp 

干305-8571 茨城県つくば市天王台 1-1-1

筑波大学 化学系

(Tel) 0298-53-4250 (FAX) 0298-53-4250 ikeda@chem.tsukuba.acjp 

〒060-0812 北海道札幌市北区北12条西6丁目

北海道大学薬学部

(Tel) 011-706-3976 (FAX) 011-706-4979 finagaki@pharm.hokudai.acjp 

干35ト0198 崎玉県和光市広沢 2-1

理化学研究所植物科学研究センター生長制御物質研究チーム

(Tel) 048-467-4174 (FAX) 048-467-4324 juzawa@postman.riken.gojp 

干181-8585 東京都三鷹市大沢 3-10-2

国際基督教大学理学科化学教室

(Tel) 0422-33-3256 (FAX) 0422-33-1449 umemoto@icu.acjp 

干160-0015 東京都新宿区文京町 12

j賓野生命科学研究財団小川脳機能研究所

(Tel) 03-5919-3991 (FAX) 03-5919-3993 kamei@medess.m.u-tokyo.acjp 

干930-0194 富山県富山市杉谷 2630

富山医科薬科大学薬学部薬科学科

(Tel) 076-434-5061 (FAX) 076-434-5061 kawano@ms.toyama-mpu.acjp 

干606-8501 京都府京都市左京区吉国下阿達町 46-29

京都大学大学院薬学研究科製剤機能解析学分野

(Tel) 075-753-4530 (FAX) 075-753-4578 yokuroda@pharm.kyoto-u.acjp 

干305-8573 茨城県つくば市天王台1-1-1

筑波大学物理工学系

(Tel) 0298-53-5335 (FAX) 0298-53-5335 kose@bk.tsukuba.acjp 

干565-0871 大阪府吹田市山田丘 1-6

大阪大学大学院薬学研究科

(Tel) 06-6879-8220 (FAX) 06-6879-8224 yujik@protein.osaka-u.acjp 
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白川昌宏

神藤平三郎

瀬尾芳輝

田 之倉優

内藤品

西 村善文

福井洋之

藤原英 明

降旗一夫

堀井文敬

三森文行

〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 1丁目 7番29

横浜市立大学総合理学研究科

(T el) 045-508-7213 (FAX) 045-5028-7361 shira@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

干192-0392 東京都八王子市堀之内 1432-1

東京薬科大学薬学部

(Tel) 0426-76-4537 (FAX) 0426-76…4537 shindo@ps.toyaku.acjp 

〒602-0841 京都府京都市よ京区河原町広小路梶井町 465

京都府立医科大学第一生理学

(Tel) 075-251-5311 (FAX) 075-251-0295 yseo@basic.kpu-m.acjp 

干113-8657 東京都文京区弥生 1-1-1

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

(Tel) 03-5841-5165 (FAX) 03-5841-8023 amtanok@mail.ecc.u-tokyo.acjp 

〒240-8501 神奈川県横浜市保土ヶ谷区常盤台 79-5

横浜国立大学大学院工学研究院

(Tel) 045-339-4232 (FAX) 045-339-4251 naito@ynu.acjp 

干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-26

横浜市立大学大学院総合理学研究科

(Tel) 045-508-7216 (FAX) 045-508-7362 nisimura@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

干090-8507 北海道北見市公園町 165

北見工業大学工学部化学システム工学科

(Tel) 0157-26-9402 (FAX) 0157-24-7719 fukui@gaea.chem.kitami-it.acjp 

〒565-0871 大阪府吹田市山田丘 1-7

大阪大学医学部医用工学講座

(Tel) 06-6879-2573 (FAX) 06-6879-2573 f，叫iwara@sahs.med.osaka-u.acjp

〒113-8657 東京都文京区弥生 1-1-1

東京大学大学院農学応用生命科学研究科応用生命化学専攻

(Tel) 03-5841-5460 (FAX) 03-5841-8485 furihata@iam.u-tokyo.acjp 

干611-0011 京都府宇治市五ケ庄

京都大学化学研究所材料物性基礎 3

(Tel) 0774-38-3150 (FAX) 0774-38-3148 horii@scl.kyoto-u.acjp 

干305-0053 茨城県つくば市小野川 16-2

国立環境研寛所環境ホルモン・ダイオキシン研究プロジェクト生体機能評価研究チーム

(Tel) 0298-50-2862 (FAX) 0298-50-2880 mitumori@nies.gojp 



森島 績

山本泰彦

横山茂之

渡部徳子

干606-8501 京都府京都市左京区吉田本町

京都大学大学院工学研究科分子工学専攻

(Tel) 075-753-5921 (FAX) 075-751-7611 morisima@mds.moleng.kyoto-u.acjp 

干305-8571 茨城県つくば市天王台 1-1-1

筑波大学化学系

(Tel) 0298-53-6521 (FAX) 0298-53-6521 yamamoto@staff.chem.tsukuba.acjp 

干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 1ー7-22

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

(Tel) 045-507-2515 (FAX) 045-507-2509 yokoyama@biochem.s.u-tokyo.acjp 

〒108-8477 東京都港区港南 4-5-7

東京水産大学水産学部食品生産学科

(Tel) 03-5463-0643 (FAX) 03-5463-0643 tokuko@tokyo-u-fish.acjp 
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