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第 42回 NMR討論会

会期 11 月 26 日(水)~28 日(金)

会場大阪大学コンペンションセンター(大阪府吹田市山田丘ト[)

第一日 11月26日(水)

(9:45-9:50) 

開会の挨拶

(9:50-10・30)

座長 平j中敏文

lLl 化学シフトにおける相対論的効果の計算

(北見工大)0福井洋之、工藤慶一

2 

lL2 パノレス磁場勾配 NMRによる液体サンプノレの自己拡散係数測定と対流効果

(産総研)0早水紀久子秋葉悦男
6 

(10:30-11:10) 

座長堤鰻簾

lL3 微量サンプル・表面サンプル用高感度国体 NMRプローブの製作と材料系サンプルへの応用

(ナイメーへン大・物理化学/固体 NMR) 0山内一夫、 H.JaIlssen、J.van Bentum、A.P.M. Kentgens 
10 
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'H粉末スベクトノレにおける lH->'HCP 
(京大院理)0水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

14 

ー休憩ー

(11・25-12:25)

座長 林繁信

lL5 偏在Eキセノンによる液体分子の核スピン偏短

(姫工大院理)0今井宏彦、石川潔、高木芳弘

16 

lL6 自動化された超偏極希ガス生成装置の実用化研究開発

(産総研つくば¥産総研関西2、東横化学3) 0服部隊之\平賀~i:2、斎藤もよこ2、中井敏H青2、本間一弘\田中亮九

大竹紀夫3、村山守男3

20 

lL7 四短子核の国体NMRにおける高感度化

(新日本製織(株)・先端研、日銀テクノリサーチ)金橋康二、 O斎藤公児、島山盛明

22 

(12:30-13:00) 

NMR学会総会

ー昼食ー

(13:3か15・20)

ポス告ーセッシヨン (説明義務ポスター番号:IP)

(15:20-16:00) 

鹿長安 藤 勲

lL8 パイ共役系高分子の準秩序構造のダイナミクス 26 

(東工大院理工、東工大資源、研、東工大院生命理工)0浅川直紀、守誠一朗、大平学、松原清彦、 M.Gomboo、
山本隆一、井上義夫

lL9 有機 EL素子における電荷輸送性材料の構造とダイナミックス 30 

(京大化研、科技団さきがけ 21)0梶弘典、塚本直樹、山田知典、堀井文敬

(16:00-17:00) 

鹿長堀井文敬

lLlO 固体高分解能13C'IMRによるポリビニルアノレコーノレ/ポリアクリノレ酸ブレンド、試料の高次構造解析 34 

(奈良女子大院)0吉潔綾子、松生勝、黒子弘道
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lLll 二次元財スピン拡散 NMRによるジフェニノレヘキサトリエン誘導体の分子配列

(産総研)0林繁信、園田与理子

lLl2 I70NM尽によるポリジエチノレシロキサンの固体及び液晶構造解析

(東工大院理工¥高分子センター2、防衛大久東京家政大久アイオワ州立大5) 0木村英昭¥金坂将1、黒木重樹1.2、

安藤勲1.2、浅野敦志夫藤重昇永ヘ J.Wiench5、M.Pruski5 

第二日 11月 27日(木)

特別セッションrNMRの高感度化J

(9: 30-9: 40) 

緒言 寺尾武彦(京大理)

(9:40“10: 10) 

座長江口太郎

2SSLl招待講演 rStudies on dynamic nuclear polarization using photo-excited triplet electron spinsJ 

(10: 10-10:40) 

座長寺尾武彦

(京大院理 ¥CREST"、阪大基礎工 3) 0武田和行 1，2，3、竹腰清乃理¥寺尾武彦，.，

2SSL2招待講演 「高磁場NMRマグネットの現状と将来J

(10:40-11: 10) 

座長藤原英明

(物質材料研)古川正敏

2SSL3招待講演 「人体用高磁場MRIの挑戦j

ー休憩ー

(11 :25-11・55)

座長村瀬研也

(環境研)三森文行

2SSL4招待講演 "Fast MR imaging in clinical applications " 

(Philips Med. Sys.) M. VanCauteren 

(11 :55-12:40) 

座長飯田秀博

2SSL5特別講演 "NMR of hyperpolarized noble gases and other nuclei" 

(Univ. of Michigan) S. D. Swanson 

ー昼食ー

(13バ0-15:20)

ポス9ーセッション (説明義務ポスタ一番号:2P)

(15:20-16:00) 

座長朝倉哲郎

2Ll 

2L2 

常磁性金属効果を用いた新規距離制限法の開発

(奈良先端大バイオに1三菱生命研")0野村誠 l、小林俊遼¥河野俊之 2、三島正規¥児嶋長次郎 l

静水圧3000気圧下の蛋白質の構造とダイナミクス:ユピキチンのもう1つのフォールド構造の解明

(理研播磨¥東大院理 2、近大生物理工")0北原亮 l、横山茂之は、赤坂一之 '.3

(16:00-17:00) 

座長甲斐荘E恒

2SL特別講演 "The development of solution NNIR as a key method in structural biologyH 

(Swiss Federallnstitute ofTechnology) K.WOthrich 

(18:00-20:00) 

懇親会
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第三日 11月28日(金)

(9:30-10:10) 

座長肉藤晶

3Ll NMRを利用したユピ、キチンリガーゼ、の分子認識の解析

3L2 

(名市大院薬、 CREST/JST)0加藤晃一

56kDa大腸菌 NikA蛋白質のNMR解析

(理研生体超分子構造 l、機市大院総理分子生理学2、CREST/JST3、横市大院総理設計科学 l、ケンブリッジ大 5、

横市大院総理計調IJ科学6)0伊線隆 1.2，3、S.Rajeshl"、倉島かおり1.2、D.Nietlispach5、J.Heddle¥J. Tame.'、

白川昌宏 6

(10:10-10:50) 

座長稲垣冬彦

74 

76 

3L3 安定同位体標識 DNA!RNAを用いた機能性核酸及びタンパク質ー核駿複合体の構造解析 80 

(横国大院環境情報 i、京大院生命科学')榎闘能章¥大橋粛¥小西由紀 1、宮ノ入洋平 l、松上明正 l、外谷英嗣¥

3L4 

ー休憩ー

池田哲郎 l、上杉哨ー l、石川冬木三 O片平正人 l

立体整列同位体標識(SAIL)法の開発~高分子量タンパク質の高効率、高精度な立体構造決定に向けて

(CREST/JST'、都立大院理')0鳥海拓也¥寺内勉¥小野明人甲斐荘iEt亘1.2

(11:05-11:45) 

座長阿久津秀雄

82 

3L5 NMRを用いた CD44のヒアノレロン酸認識機構の解析 84 

(東大院薬系人 JBIC・JBIRC'、明治薬科大院・薬品化学 3、阪大院医系七 AlST，BIRC5)武田光広1.2、寺沢宏明人

!it倉正義¥山口芳樹 1、梶原正宏 3、川島博人 4、宮坂昌之久 O嶋田一夫1.5

3L6 自発磁場面己向膜中メリチンの高分解能動的構造の解析

(様国大院工機能発現工)0虎谷秀一、西村勝之、内藤晶

(11:45-12:25) 

座長横山茂之

3L7 繊維状タンパク質の繰り返し構造に関するモデルペプチドの国体 NMR構造解析

3L8 

ー昼食

(農工大)0大郷耕輔、川瀬着手司、朝倉哲郎

マジック角回転条件での多次元国体 NMRによる日C、15N標識タンパク質の全構造解析

(阪大蛋白研)0藤原敏道、阿久津秀雄

(13:25-15: 10) 

ポスヲーセッション (説明義務ポスター番号:3P)

(15: 10-16: 10) 

座長小林祐次

3L9 NMRダイナミクス情報に基づく抗プリオン楽の開発

3LlO 

3Lll 

(岐阜大医)0桑図一夫

REDORを用いたアンフォテリシンBサン脂質会合体の構造研究

(仮大院理 ¥CREST')0松岡茂 1.2、松森{言明¥池内宏貴 l、権里子嘉之¥大石徹 1、村国道雄 1

高等動植物の構造プロテオミクス

(理研)木川隆貴IJ、武藤裕、林文晶、畠中秀樹、山崎和彦、山崎俊夫、 P.Guentert、前田秀明、好田真由美、庚田洋、

白水美香子、回仲昭子、荒川貴降、カルニンチピエロ、河合純、林崎良英、関原明、篠崎一雄、中山学、小原枚、

O横山茂之

(16:10-16・50)

座長渡部徳子

3Ll2 MRlを用いた遺伝子発現解析システムの構築

(横市大院総理)0杉原文徳、栃尾豪人、森悶将史、奇世媛、岡田あずさ、笠原浩司、古久保哲郎、白川昌宏
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3Ll3 超並列型MRマイクロスコープを用いたヒト目玉子三次元撮像(1)ーシステム開発と様像実験ー

(筑波大物工¥(株)エム・アール・テクノロジー')0松田善正¥小野真也¥半田普也人拝師智之2、匡瀬勝美1

~ポス脅ーセッション演題-(女印Iま"若手ポス11ー賞"応募ポスター)

第一日 11月26日(水)

【溶液測定法の開発】

104 

lPl女タンパク質溶液 NivlR測定における自動化の試み ー 110

(日本電子(株)) 0朝倉克夫、栗本智充、根本暢明

lP2女 非線形最小自乗フィッテイングを用いた 90度ノ勺レス幅等の最適パラメータ決定 112 

(日本電子(株))0栗本智充、朝倉克夫、山崎千春、根本暢明

lP3女 極端条件下における核磁気共鳴法の開発と超臨界流体への応用 114 

(産総研、 CREST)一O梅木辰也、金久保光央、相i翠崇史、靖国善雄、生島豊

lP4* NivlRを用いた高度好熱菌 RecR蛋白質の機能解析 116 
(理研生体超分子機能 1、機市大院総理2、科技団 CREST')0本多賢官 1"、井上仁川、 S.Rajesh'、美)11務 1.2.3、
伊藤隆 1.2，3、柴田武彦 1.2.3

lP5女 流通式 NivlR装置を用いた超臨界水中における有機反応の観測 118 

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

[溶液応用(蛋白質、ペプチド)1 

lP6犬 好中球活性鮫葬者産生系 p67同町と p40P加の PBlドメイン複合体の NivlR解析 120 

(北大院薬 l、タンパク 3000'、九大生医研')0吉永1土佐 U 、小椋賢治 I、藤岡優子 1，2、国府島庸之 3、湯津聴 1，2、

堀内正隆¥住本英樹 2，3、稲垣冬彦 1，2

lP7女 マウス構造プロテオミクス:Growth Arrest Specific 2タンパク質のC末端ドメインの溶液構造 122 

(理研 GSCI、東大院理2、理研播磨')0宮本軍日英l、井上真i、小柴生造i、白水美香子¥寺田貴帆l、字国広子l、

矢吹孝人青木雅昭1、松田貴意l、関英子¥布川絵未I、藤倉由紀子l、柴田真希l、宮本瑞タ¥庚田洋¥

好田真由美人長内隆1、回{中昭子¥荒川貴博l、P.Carninci1、河合純l、林崎良英¥P.Guentert 1、木川隆則¥
横山茂之1.2，3

lP8女 溶液 NMRによるロドプシン様 7回膜貫通型蛋白質phR及びWRの構造解析 124 

(奈良先端大バイオ¥北大院薬 2、北大院理')0奥田秀泰¥須藤雄気 2、三島正規¥佐藤麻希 3、出村誠 3、新田勝利

加茂直樹 2、児嶋長次郎 l

41円安 立体整列同位{本標識(SAIL)技術による高分子量タンパク質の NMR解析 126

シロイヌナズナ由来At3g16450(32 kDa)に関して

(都立大院理人 CREST/JST'、ウィスコンシン大3)0杉森望¥鳥湾拓也2、寺内勉2、J.L.Markley人 D.Aceti.3、

甲斐荘正tj[I.2

lPl0肯 Musashiタンパク質の 2つの RNA結合ドメインの結合能の差の起源 128 

(横国大競環境情報 I、慶大医 2) 0宮ノ入洋平¥斎藤智 l、丸本佳代子¥小林央典 l、渡辺道産 l、宮下博之 l、

永田崇 1、上杉崎一 1、今井貴雄 2、岡野栄之 2、片平正人 l

lPll* 高安定化磁場配向膜の開発とその応用一生体膜・タンパク質の高分解能 NMR解析ー 130 

(理研 GSCl、横市大院総理 2、理研細胞情報 3、東大院理 4)0菊地淳 1，2、前田秀明日、横山茂之 1，3..1

lP12* 19F NMRによる還元型ミオグロビンの電子構造解析 132 

(筑波大化¥長岡高専 2) 0長尾聡人平井佑紀 l、猪瀬達徳 l、照井教文 l、三田肇¥山本泰彦¥鈴木秋弘 2

lP13女 根粒菌 FixJ蛋白質C末端ドメインの DNAとの相互作用の解析 134 

(核市大院総理 1、理研構造機能 G'、CREST/JST'、理研生体物理り O倉島かおり 1ペ葛西祐_1..1、伊藤隆1.2，3、

柴閏武彦 1，2久田村浩二 2、中村寛夫1.-1、城宜嗣 4

E占ぞ4



ミlP14女 酸化型シトクロム C変具体における超微細電子構造解析 136 

(筑波大化人食総研三阪大院工夫阪大院薬七東大院農5、広大院生物園6) 0立入直紀 1、逸見光夫高山真一人

太虎林¥三上真一¥三田肇l、照井教文¥内山進3、小林祐次 i、五十嵐泰夫5、三本木至宏6、山本泰彦 l

【溶液応用(核酸)]

lP15安 安定同位体標識を用いた機能性 RNA及び DNAの構造決定 138 

(横国大院環境情報1、産総研九三菱生命研3)0松上明正人池田哲朗¥外谷英嗣l、田村裕介¥丸本佳代子¥

大橋粛¥小林伸一郎l、奥泉智之1、上杉H青-，、 P.Kuma戸、河野俊之え片平正人1

[溶液応用(蛋白質、ペプチド、核酸以外)]

lP16女 スベノレミジン-ATP複合体の NMR解析ー弱b、分子間相互作用解明への新しし、試み 140

(1波大院理)0丸吉京介、出村哲夫、松森信明、村田道雄

lP17女 NMR study on an intramolecular CHー ーointeraction----170， 13C andlH NMR analyses ofovercrowded ketones---~ 142 

(産総研生物情報解析研究セ)0秦旭栄、中西洋志

lP18肯 安定同位体標識と磁場配向を利用した糖タンパク質の高次構造解析 144 

(名市大院薬人 CREST/JST'、理研 GSC3、横市大院総理 ') 0山口芳樹 1，2、菊池淳川、西村真美子¥加藤晃一1.2、3

lP19 金属酸化物をコアにもつ無機ー有機分子ハイブリッドの、ンラノーノレとの置換反応および生成物の構造 146 

(京大化研)0目下康成、山本靖、梶弘典、堀井文敬

【液晶、膜、不均一系]

lP20女 超高磁場勾配 "C及び 'HNMR t去を用いた等方相及び液晶相における棒状高分子の高精度拡散係数解析 148 

(東工大院理工¥高分子センターに東京家政大3) 0金坂将¥木村英日目l、黒木重樹1.2、安藤勲1.2、藤重昇永3

lP21肯 キラノレ液晶 NMRt去による光学異性体の分離 111- フッ素を有するトリアゾーノレ系化合物への応用 152

(神戸薬大人埼玉大理工 2、理研ヘ阪大院医り O中尾{圭範 l、杉浦虞喜子¥伊藤允好 l、関亦克彦三鵜湾淘 3、

吉田茂男 3、浅見忠男 3、木村敦臣¥藤原英明 3

lP22女 磁場勾配 NMRi'去による高分子ミクロキヤピティー中のメタン及びエタン分子の拡散過程の研究 154 

(東工大院理工) 0松井政徳、山根祐治、木村英昭、黒木重樹、安藤勲、付凱、渡辺順次

[~用/in vivoNMRとイメージング1

lP23安 超偏極二次元 NMR法による Xe-129ガスのダイナミクス評価

一多孔質微粒子およびマウス肺胞表面でのキセノンガス交換現象についてー

(阪大院医)0若山哲也、木村教臣、藤原英明

I固体調q定法の開発]

158 

lP24女 低出力ラジオ波を用いた新規固体 NMR双極子磁場分離法の開発 160 

(横国大)0西村勝之内藤品

V lP25女 強度位相変調rf磁場を用いた試料回転の下での核スピン相互作用のdecoupling/recouplingと化学シフト異方性の決定へ 164 

の応用

(理研 GSC'、京大院理2) 0西山裕介1、山崎俊夫¥寺尾武彦2

lP26宵 HNオーハートーン照射による近接I3Cの線幅増大を利用したポリペプチド構造解析 168 

(京大院理)0深津隼、竹腰?青乃理、寺尾武彦

lP27女 新しい強度変調 CP法の開発 170 

(京大院理)0福地将志、竹腰清乃理、寺尾武彦

[fi車体物性、高分子、固体イメージング]

lP28世 絹セリシンおよびそのモデルペプチド‘の構造とダイナミクスに関する研究 172 

(農工大工 l、生物資源研三) 0嘉数あや¥亀田恒徳 l、山本俊雄三朝倉信郎 1
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lP29女 高磁場勾画i!NMR法による尿素アダクトチャンネル中の n-パラフィン鎖の拡散過程の研究

(東工大院理工¥高分子センター2) 0金善美l、黒木重樹口、安藤勲1.2

lP30女 31p CP/NlAS NMRによる InPの間後核スピンースピン結合の研究

(物材機構 ¥CREST/JST') 0飯島隆広 i、端健二郎 l、後藤教 1，i青水禎 l、大木忍 2

lP31* パクテリオロドプシンの高速MAS国体高分解能 NMRスベクトノレの解析

(横国大院工 J、姫路工大院理') 0)11村出 1、山口悟 2、西村勝之 l、辻暁 2、斉藤肇 2、内藤晶 l

lP32女 別→19pCP/MAS NMR i':去を用いた全芳香族ポリイミドの分子関パッキング様式の推定

(東工大院理工)0相見敬太郎、安藤慎治

lP33 1H NlAS NMR法を用いたベンタクロロフヱノーノレ塩の水素結合の研究

(績市大院総理)0本多尚

lP34 国体高分解能 NMR による放線菌由来ポリ(~ーリジン)およびその誘導体の分子構造解析
(筒井大工人金沢大院') 0前回史郎¥森貴志 l、武藤勝紀人佐々木千鶴 2、国本浩喜 2

【国体化学における NMRl

lP35* 

lP36貴

lP37安

J lP38* 

lP39 

lP40 

lP41 

イオン交換型ゼオライトに対するキセノンの吸着挙動の高圧 I"XeNMRによる研究

(阪大理人阪大博物館') 0前滞国芳 l、上田貴洋 1，2、富久保圭祐 1、江口太郎 1.， 

固体 NMRによるモンモリロナイトの水和挙動の解析

(東工大原子炉研¥新日銀(株)先端研') 0大窪貴洋 l、金橋康二三軍事藤公児久池田泰久 l

国体 NMRによるパクテリオクロロフィル Cモデル系の構造解析

(阪大蛋白研 l、関西学院大理工') 0秋庭健吾 t、江川文子 t、柿谷吉員11"、高橋大樹人小山泰三燦原敏道 i、

阿久津秀雄 t

酸素-17ラベノレ化技術を用いた、ガラスネットワーク構造変化高感度解析法の開発

(新日銭(株)先端研人日本電子') 0金橋康二¥下池田勇ーに驚燦公児 l

1H-および I'C-NMRスピン格子緩和時間に基づく非晶質医薬品に対する PVPの安定化機構の解析

(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

各種 Recoupling技術を用いた絹モデノレペプチドの精密立体構造の決定

(農工大工¥バリアンテクノロジーズジャパン') 0中海靖元人亀田恒徳¥芦田淳三朝倉哲郎 i

天然存在比 REDORによる精密原子間距離測定と分子構造の解析

(横国大院工)0内藤晶、虎谷秀一、西村勝之

Iノ、ードウェア】

174 

178 

180 

184 

186 

188 

190 

192 

194 

198 

202 

204 

206 

lP42女 スポーツ選手用コンパクト MRIの開発 208 

(筑波大物工人(株)エム・アール・テクノロジーに筑波大臨床医') 0栗本岳明 l、白猪亨 l、冨羽貞範 l、松田善正¥

宇津i宰慎 2、拝師智之 2、巨瀬勝美¥吉岡大 3、新津守 3

lP43安 マウス用コンパクトMRIの開発 212 

(筑波大物工、(株)エム・アール・テクノロジー') 0白猪亨¥松田善正¥拝師智之 2、宇津湾慎 2、巨瀬勝美 l

[NMRの高感度化]

lP44 理研GSCにおけるNMR施設・装置・祖1)定法・解析法の高度化 216 

(理研GSC) 0鷹田洋、前回秀明、山崎俊夫、武藤裕、木川隆則、白水美香子、田仲昭子、 P.Guentert、畠中秀樹、

林文晶、好関真由美、横山茂之

lP45 生成条件の最適化を行った超偏極 I"Xeガス自動生成装置の開発 218 

(東横化学(株)¥新日銭(株)先端研2、産総研光技術 3、東工大原子炉研 1) 0田中亮¥大竹紀夫¥斎藤公児 2、

服部峰之久大窪貴洋 i
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[その他I

lP46安 ハロゲン架橋一次元錯体[NiBr(chxn)，]Br，における Spin-Peierls転移

(筑波大化¥物材機構') 0藤部康弘 l、高石慎也¥北川宏 l、池田飽-，、後藤教 2、清水禎 2

lP47 アルキノレフェノーノレ類の LC-NMRによる定量

(産総研)0努藤岡IJ、中家幸子、岩津良子、衣笠晋ー

第二日 11月27臼(木)

[溶液測定訟の開発1

2Pl 

2P2 

2P3 

2P4 

日本電子のタンパク質溶液 NMR測定技術開発への取り組み

(日本電子(株))0根本暢明、朝倉克夫、栗本智充、気回佳喜、末松浩人、田中良二、宮本哲雄、石川彦成、木田惇、

高杉憲司、内海惇明、藤井直之、阿部教、百名一男、松倉~慎一、山崎千春、佐膝浩三、 J. Malcolmson、A.Weimer、

T. McKay、S.Mukasa、A.Krishnaswan¥i、穴井孝弘、細聖子政美、栗原範明、日元徹、大塚紀一郎

単一核複数常域の励起方法，マルチシーケンサのタンパク質多核溶液測定への応用

(日本電子(株))0根本楊明、穴井孝弘

タンパク質 NMR解析における可溶化タグ法の検討

(奈良先端大バイオ¥三菱生命研')0小林俊逮 1、河野俊之 2、三島正規¥児嶋長次郎 1

1量子と2量子スベクトノレの問時測定法の開発

(日本女子大理¥国立精神神経セ')0高橋径三 1、加藤恵¥荻野孝史 2

[溶液応用(蛋白質、ペプチド)1 

220 

222 

224 

228 

232 

234 

2P5 小麦n1S芽抽出物を用いた無細胞合成系によるタンパク質の選択的標識法 236 

(愛媛大総合科学研究支援セ¥三菱生命研 2、愛媛大工 3) 0森田勇人人清水真仇¥河野俊之2、遠藤弥重太3

2P6 インテラクティブな NMR解析ツーノレ，Kujira，および NOE自動帰属モジュール CYANAによる結晶構造に迫る 238 

高精度なマウスラミンC宋ドメインの溶液構造決定

(理研 GSC¥東大院理2、理研播磨 3)0小林直宏 l、小柴生造¥井上真 l、P.Guentert'、白水美香子 l、寺田貴帆¥

矢吹孝¥青木雅昭 l、松田貴意¥関英子 l、布川絵来 l、松田夏子 1、碇 E匡 l、廃田洋¥好回真由美 1、長内隆 1、

岡{中昭子 1、荒川貴博 1、P.Carninci'、河合純¥林崎良英 l、木川|隆則 1、横山茂之 1.2，3

2P7 Phytochrome B PAS2 domainの構造 240 

(奈良先端大バイオ l、農業生物資源研')0田畑亮¥三島正規¥赤木香予2、加藤悦子2、高野誠丸山崎俊正2、

児嶋長次郎 l

2P8 -vウス構造プロテオミクス:MARK3C末端 KAlドメインの溶液構造 242 

(理研 GSC'、東大院理人理研播磨 3)0栃尾尚哉¥小柴生造 l、小林直宏¥白水美香子 l、寺田貴帆 l、矢吹孝 l、

青木雅昭 l、松田貴意¥関英子 i、布川絵未 1、鞠康子 1、元国容子 l、小林敦夫¥庚田洋 l、好閏真由美 l、長内隆 1、

回仲昭子 l、荒川|貴博 1、P.Carninci'、河合純 i、林崎良英 ¥P.Guentert'、木JIi隆則¥横山茂之 1.2，3

2P9 立体整列同位体標識(SAIL)法による分子量 42kDaのタンノザ質'MBPの立体構造決定 244 

(都立大院理¥CREST/JST')0岩下由紀¥烏津拓也2、寺内勉2、甲斐義正恒1、2

2PlO NMR structure of the ENTH-VHS-Iike domain At3g16270仕omArabJdopsis thaliana 

(理研 GSCl、理研矯磨 2、東大院理3)OB. Lopez-Mendez'、T.Tomizawa¥S. Koshiba'、M.Shirouzu 1.'、

T. Terada'久T.Kigawa'、M.lnoue'、T.Yabuki人 M.Aoki¥E. Sek'i、T.Matsuda'、H.Hirota'、M.Yoshida'、

A. Tanaka'、T.Osanai'、如l.Seki¥K. Shinozaki¥S. Yokoyamal.'.3、P.Guentert' 

246 

2Pll hHR23Bユヒーキチン相同ドメインープロテアソームS5aサブユニットユビキチン結合モチーフ複合体の構造解析 248 

(横市大院総理 l、理研 2、愛媛大院理工 3、生物分子工研 1、奈良先端大院 5) 0藤原健一朗¥天里子関IJ志 1，3、菅津蕪 2、J.
JunGool'、大木出¥児嶋長次郎 5、栃尾豪人¥庚明秀一 1、花岡文雄2、白川昌宏 l

2P12 二成分情報伝達系レスポンスレギュレーターFixJの構造解析 250 

(機市大院総理 1、理研遺伝生化学2、CREST/JST3、理研播磨")0葛西佑-，、倉島かおり l、伊藤隆 1，2.3、中村寛夫 lペ
柴田武彦 1.2，3、城宣銅 1
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2P13 "vウス構造プロテオミクス・hypotheticalprotein 2610208M 17Rik '1末端ドメインの溶液構造 252 

(理研 GSC'、東大院理 2、理研播磨") 0李撃 l、富沢忠~ 1、小柴生造 l、井上真 l、白水美香子 l、寺岡貴帆¥

矢吹孝¥青木雅Dg'、松田貴意¥関英子¥布川絵米 i、菊藤深雪 i、渡辺恵 i、平戸麻里¥庚岡洋 l、好田真由美 l、

長内隆¥田仲昭子 i、荒川賞博人 P.Carninci'、河合純 1、林崎良英 l、P.Guentert'、木川隆則 l、横山茂之 1.2. ~ 

2P14 "vウス構造プロテオミクスーCOP9複合体サブユニット4の PCIドメインの溶液構造 254 

(理研 GSC'、理研播磨2、東大院理3) 0鈴木咲良1、畠中秀樹I、井上真1、木川隆f¥1J'、寺岡貴帆l、白水美香子1、

林崎良英人横山茂之1.2.:3 

2P15 莫蛋白質から単商量した新規N!eD様ドメインの構造解析 256 

(横市大院総理人産総研JBIRC') 0森井太一¥庚明秀一¥栃尾豪人¥横山英志 2、松井有s夫 2、白川昌宏 l

2P16 "vウス構造プロテオミクス:BAGdomainの構造解析 258 

(理研 GSC'、東大院理')遠藤弘¥八回玲子 l、O林文晶¥好悶真由美 I、1青宮恭子 l、白水美香子 1、寺田貴帆 1、

木川隆則¥井上真¥矢吹孝¥青木雅昭¥関英子 I、松岡貴意人庚田洋¥田仲昭子 l、長内隆¥松尾洋 1、

荒川貴博 I、PieroCarninci'、河合純 l、林崎良英 l、横山茂之 1，2

2P17 大腸菌 DNA修復蛋白質 Adaの立体構造解析と機能スイッチ機構の解明 260 

(阪大院薬) Oi龍之脇治人、松田安弘、吉田卓也、小林祐次、大災保忠恭

2P18 TraR-DNA結合ドメインの立体構造解析 262 

(三菱生命研人信州大学工2) 0田中剛史¥小松千江子 l、小林邦子l、須貝真理子¥片岡正和2、河野俊之1

2P19 K-チャネノレ限害ペプチド Spinoxinの立体構造解析 264 

(三菱生命研 I、福岡女子大人'Iat.Univ. of Singapore'、Harv.Med. Sch:'、Univ.'ofLeuven5) 0小林邦子¥菅原由子三

S. Nirthanan""、1.ト!uy点、 P目 Gopalakrishnakone:¥J.Tytgat5、佐藤一紀夫河野俊之 l

2P20 枯草菌由来細胞壁溶解酵素 CwlCの細胞壁結合ドメインの立体構造解析とペプチドグリカン認識機構の解明 266 

(奈良先端大 l、信州大') 0加藤健一 1、三島正規人志田敏夫九関口順--、児嶋長次郎 t

【溶液応用(蛋白質、ペプチド、核酸以外)]

2P21 プロトン NMR化学シフト解析による水ーエタノーノレ混合溶液中の水の構造性に及ぼす塩、酸、フェノーノレ類の影響 268 

(高知大理 i、酔鯨酒造(株)')能勢品 2、 O北(~正司\上回忠治 l

2P22 "c NMR による非イオン性界面活性剤の分子構造解析 270 

(福井大工¥目撃化学')前回史郎 l、O大西充洋 l、篠原正法¥小林紀秋 2、滝潔徹 2

2P23 全芳香族共重合ポリエステルカーボネートおよびポリアミドのモノマ一連鎖構造解析 272 

(農工大工 l、帝人') 0松田裕生 1.2、永阪文惣 2、中川泰雄九朝倉哲郎 l

[液晶、膜、不均一系】

2P24 パノレス磁場勾配 NMRを用いた yeast細胞内制限空間における水の自己拡散係数測定 274 

(分子科学研)0大石修

2P25 Channnel Cavityを有する高磁場配向高分子ゲルのキャラクタリゼーション及び物質拡散に関する研究 276 

(東工大院理工1 高分子セ2) 0山根祐治l、松井政徳l、兼1青真人¥小泉聡i、黒木重樹'.2、安藤勲'.2

2P26 高分子電解質膜中における水の拡散挙動解析 280 

((株)日産アーク¥産総研') 0佐藤秀紀¥早水紀久子三秋葉悦男 2

【計算、シミュレーション、デ}タ処理】

2P27 Improved automated 'IMR structure calculation with CYANA 2.0 282 

(理研 GSC) OB. Lopez-:Vlendez、J.JunGoo. D. Pantoja-Uceda. P. Guentert 

【医用/invivoNMRとイメージングI

2P28 4.7T人体用 MRIにおける 'H/"P/"C局在化スベクトノレ同時測定法 284 

(国立環境研)0三森文行、高屋展宏、 I浸透英宏
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2P29 NMR spectroscopy及び NMRimagingによる卵の発生過程の解明 286 

(海洋大・食品 l、海洋大生物資源，)， 0西山大介 l、吉崎悟朗九渡部徳子 i

2P30 SPI法による米の吸水における水分布の可視化 288 

((独)食総研、(独)生物研)0石田信昭、内藤茂弘、狩里子広美

2P31 超並列型MRマイクロスコープを用いたヒト目玉子三次元撮像(2)ー画像コントラスト最適化の研究 292

(筑波大物工¥(株)エム・アール・テクノロジー').0小野真也¥松田善正 l、半田晋也¥巨瀬勝美¥拝師智之 2

2P32 3テスラMRI装置を用いた音楽脳機能画像の撮像と音楽賦活システムの開発 296 

(国立循環器病セ放射線 l、(撚)ピーエフ研究所') 0飯田秀博¥林拓也 l、豊雅子人栗栖箆¥染谷芳明三

松井美詠子 2、津田徹 2

【国体調j定法の開発l

2P33 13C固体 NMRにおける XiXパルス系列を用いた Recouplingの試み 298 
(バリアンテクノ口、ンース、ジャパン人農工大工2) 0芦田淳¥中津靖元人亀田恒徳2、朝倉哲郎2

2P34 周体高分解能 13C-NMR観測による 'H間距離の定量的解析及び局所構造解析への応用 300 

(阪大蛋白研 l、都立大院理') 0高橋大樹 1、藤原敏道 l、甲斐荘正恒三阿久津秀雄 l

【固体物性、高分子、固体イメージング1

2P35 国体トJMRによる遺伝子相同組換えタンパク質 RecAの DNA認識ダイナミクスの研究 304 

(理研 GSC'、横市大院総理 2、理研遺伝生化学 3) 0畑中稔¥本多賢吉 2、伊藤陰口、柴回武彦丸山崎俊夫 l

2P36 13CのT，およびT
1fl

に反映される凍結乾燥製剤の分子運動の実体は何か 306 

(国立衛研)0吉岡澄t工、阿曽幸男、小嶋茂雄

2P37 13C核磁気緩和によるポリグノレタミン誘導体のセグ、メント運動の解析 308 

(北大院工)0内野新一、平沖敏文、堤漏魔

2P38 '29Xe NMR i;去を用いた高分子の分子運動性と自由体積の解明 310 

(名工大)0村上隆史、吉水広明、岡本茂、辻田義治

2P39 'H-T，に及ぼす PVA/モンモリロナイト中の鉄イオン存在量の影響 312 

(1坊大応化)0浅野教志、清水美穂、黒津卓三

2P40 13C、"N化学シフト相関国体二次元 NMR測定による均一標識膜タンパク質 H.-ATP合成醇素サブユニット Cの信号帰属と 314 

構造解析

(阪大蛋白研 1、CREST/JST') 0小林将俊 1，2、江川文子¥藤原敏道 i、阿久津秀雄 1.2

2P41 固体二次元 MASNMRによる三酢駿セルロースの構造解析 318 

(北大院工¥フツレカーバイオスピン(株)2) 0沼田ゆかり¥甲里子裕之2、憲良田知樹¥高井光男 l

I国体化学における NMR)

2P42 国体二次元 MASNMRによる結晶性キチンの構造解析

(ブツレカーバイオスピン(株)) 0甲野裕之

2P43 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2

(京大院工人金沢大理') 0中西康哲 1、堀毛悟史¥遠藤一央 2、北)1[進 l

【ハードウェア]

2P44 高温超伝導ノ〈ノレク磁石を用いた NMR信号の検出

(理研 l、イムラ材料開発研えアイシン精機') 0仲村高志¥鵜滞 i旬1、伊藤佳孝 2、岡徹夫'

[NMRの高感度化I

2P45 高偏極 Xe129によるラyト頭部の MRスペクトル

(秋岡県立脳血管研究セ)0若井篤志、中村和浩、 K.Je町、近縁靖、 W.David、菅野巌

320 

324 

326 

330 
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[その他]

2P46 天然有機化合物の NMRデータベース"CH-NMR-NP"システムの展開

(エヌエムアーノレデーピテック東大農)0早水紀久子、降旗一夫

[溶液出IJ定法の開発]

2P47 図体 NMRのテクニックの液体試事|・への応用

(金沢大学理学部 ¥Dept.Chem. Princeton Univ.') 0水野元博 ¥WS. Warren' 

第三日 11月初日(金)

[溶液測定法の開発I

3Pt 

3P2 

3P3 

21.6Tで測定した卵白リゾチウムの 'H-'H2次元 NOESYスペクトル

(日本電子(株)'、日本電子データム 2、物材研¥理研 GSC'、横浜市大院久理研播磨 6、東大院理')0根本暢明¥

気回f圭若手 l、末松治人¥朝倉克夫 l、穴井孝弘 l、栗原範明¥竹内茂 2、吉)1[正敏夫木吉司 3、和田 f二九

前田秀明日、府図洋 1，5、横山茂之1.6，;

DPFGSE-トJOESY/TOCSYスベクトノレの解析に有益なテ'カップリング法

(理研 PSC¥日大薬')0鵜湾 ifij'、藤本康雄2、吉閏茂男1

シェープドパ/レスを用いた選択的緩和法の改良ー水溶液中でのウリジン誘導体のコンホメーション解析ー

(神戸楽大¥阪大院工')0杉浦民喜子¥和国健彦 2、井上佳久 2

[溶液応用(蛋白質、ペプチド)1 

3P4 

3P5 

3P6 

3P7 

3P8 

3P9 

3PIO 

3Pl1 

3P12 

S次 10

酵母 DSI¥2の UBAドメインとユヒ.キチンとの相互作用解析

(木原生物科学研人横市大院総理人理研3、愛媛大院理工大九大院医5) 0大里子綾子1.2、資明秀ーは、藤原健一朗2、

j. junGoo2.3、天野剛志2.4、栃尾豪人2、小林英紀5、白川昌宏2

フィブロイン遺伝子転写制御タンパク質における DNA結合ドメインの立体構造解析

(北大院理¥北大先端研') 0八巻健 l、)1旧恭輔":f~沢智康人滝谷重治人出村誠 l、新田勝利 l

交差飽和法による生体膜ーペプチド聞の相互作用解析

(JBIC/jBIRC'、産総研BIRC'、東大院薬¥三菱生命研 1、群大工 5) 0中村壮史 l、高橋栄夫九竹内恒九河野俊之ヘ

若松馨え嶋田一夫:!， :J

マウス構造プロテオミクス・Transgelinの CalponinHomologyドメインの溶液構造

(理研 GSC'、東大院理2、理研播磨3) 0富湾忠¥小柴生i釜¥井上真人白水美香子¥寺田貴帆人矢吹孝¥青木

雅昭¥松田貴意l、関英子¥布川絵未¥平川典子i、{主務深雪l、安田聡子¥庚田洋¥好田真由美¥長内隆¥

国f中昭子人荒川貴憾1、P.Carninci'、河合純l、林崎良英1、P.Guentert'、木川隆則1、横山茂之1.2. 3 

Solution structure of the DEP domain of mouse pleckstrin 

(理研 GSC) 0井上底子、好田真由美、八回玲子、林文晶、白水美香子、寺田貴帆、木川隆則、井上真、矢吹孝、

青木雅昭、関英子、松田貴意、廃田洋、回伸昭子、長内隆、松尾洋、荒川貴博、 P.Carninci、河合純、林崎良英、

横山茂之

p471lhOXのタンデム Sト13ドメインと p22'川 PRRの相互作用

(北大院薬 l、タンパク 3000'、九大生医研3) 0小椋賢治 1、湯沢聴2、鳥飼真之介¥住本英樹九稲垣冬彦， .， 

MAP-LC3蛋白質の立体構造解析

(富山医薬大薬¥順天堂大医') 0河野隆英¥水口峰之 l、谷回以誠 2、上野隆三木南英紀 2、河野敬一 l

大腸菌 0rt135タンパク質の構造解析とその基質認識

(奈良先端大バイオ l、北大院薬2、北大遺制研 3) 0米山桃子人三島正規l、紙谷浩之2、紙谷(村田)尚子3、原島秀吉2、

児嶋長次郎l

マウス構造プロテオミクス:広範に保存された新規の ubiquitin-foldタンパク質の溶液構造

(理研 GSC'、理研燭磨2、東大院理 3) 0越農薬¥小柴生造人井上真l、白水美香子¥寺田貴帆¥演名宏章t、

矢吹孝l、青木雅昭¥怯回貴意l、関英子¥布)1[絵未¥坂上紀子l、資安文子¥納康子人旋回洋人好田真由美¥

長内隆l、田仲昭子l、荒川貸降1、P.Carninci'、河合純1、林崎良英l、P.Guentert'、木川隆貝IJ'、横山茂之l.2. a 
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3P13 溶液中におけるポリユヒーキチン鎖の四次構造の解析 366 
(横市大院総理人愛媛大院理工 2、大阪市大院医 3、愛媛大総合科学研究支援セ¥愛媛大理大都立臨床研 6)

0天野剛志川、藤原健一朗人初尾豪人人岩井一宏九、森田勇人 i、林秀則三庚明秀一 l、回中啓二眠、白川昌宏 1

3P14 クロレラユピキチンの局所構造の NMR解析 368 
(都立大理人 CREST/JST'、クロレラ工業(株)") 0吉田均 1、小神将 U 、野村薫 1、菅向志郎 3、松林恒夫 3、

甲斐荘正t!U

3P15 ヒト構造プロテオミクス C2ドメインの構造解析 370 
(理研GSC¥かずさ DNA研究所ヒト遺伝子研究部2) 0長島敏雄 l、林文晶¥白水美香子¥寺問責帆 1、木川隆員IJI、
井上真¥矢吹孝 l、青木雅昭 l、関英子 l、松田貴意 l、贋田洋 l、好田真由美 l、田仲昭子 l、長内陰¥松尾洋 l、

小原 l肢に長瀬隆弘 2、菊里子玲子三中山学三横山茂之 l

3P16 転写因子 Splの DNA結合領域の立体構造解析 372 
(阪大院薬 l、京大化研') 0間 伸 一 郎 l、白石泰久 2、吉田卓也¥大久保忠恭¥杉浦幸雄三小林祐次 i

3P17 NMR ~去による MHC クラス I タンパク質の相互作用の研究 374 
(産総研生物情報解析研究セヘ原研2、高知医科大3) 0中川将手IJ1、千葉かおり2、字高恵子夫中西洋志1

3P18 溶液高分解能MAS法によるパイセノレ結合ペプチドの直接観測 376 
(東レリサーチセンターl、農工大工') 0)11口謙 1.:1、木村一雄ヘ朝倉皆郎 2

3P19 膜環境下でのペプチドの配置決定 378 
(群大工人三菱生命研') 0若松馨 l、野口真路 l、細田和男¥石井毅¥稲岡斉彦 l、高瀬聖也 l、河野俊之 2

I溶液応用(蛋白質、ペプチド、核酸以外))

3P20 

3P21 

3P22 

CAST/CNMRシステムの応用:13C-NMR化学シフトに基づく立体化学の決定

(理研 l、国立情報学研') 0越野広雪¥佐燦寛子 2

HMBC法の新しし、応用調IJ定一ー十!R-J-resolved-HMBC法について

(東大農応生化 l、東農大応生化') 0降旗一夫人瀬戸治男 2

C-H…o Blue-shi仕ingH-bond 形成の時に観測されるHとCのケミカルシフトの変化とその解析

(福井大工)0水野和子

【液晶、膜、不均一系]

3P23 

3P24 

3P25 

3P26 

ポリメタクリノレ駿メチノレゲノレネットワーク中の線状・球状ポリスチレンの拡散機構の解明

(東工大院理工高分子センター) 0上口憲陽、黒木重樹、安藤勲、石津浩二

固体NMR~去による抗菌性ペプチド Pandinin2 の脂質膜への作用機構の解明

(サントリー生有研)0野村薫、 G.Corzo、岩下孝、中嶋畷射

CBOOAにおける液晶相の日CNMR 
(日大文理)0藤森裕基、浅地哲夫

自己拡散係数(DseI)を応用したオイルワックスゲル中の水の状態分析

((株)資生堂) 0木村朋子、福原忠雄、横塚暁人、小松一男

[医用/invivoNMRとイメージング1

3P27 

3P28 

3P29 

4.7T人体用 MRIを用いた局所励起 2DConstant Time COSYによるピーク分解能の向上

(国立環境研)0渡塗英宏、高屋展宏、三森文行

常圧偏極 He-3の開発技術とイメージングへのこころみ

(阪大院医)0仲座良造、木村教臣、藤原英明

Diffusion Tensor lma即時を用いた脳変性疾患の基礎検討

((財)先端医学薬学研究センターヘ明治錫灸大2、石川県産業創出支援機構3、京都府立医大 1) 0藤川昭彦¥

福永雅喜2、矢嶋一賀 3、陳 i掌捧 3、柳瀬大亮3、松成一瞬l、西村伸太郎¥梅田雅宏2、田中忠蔵丸成瀬昭二 S
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3P30 T2肯定量による脳駿素飽和度測定に関する基礎的検討 406 

(国立循環器病セ放射線i、GE横河メディカノレ、ンステム 2、(株)ビーエフ研究所") 0圏見純一郎1、佐藤博司 2、林妬也¥

寺本昇1、渡部浩司l、深田徽¥飯田秀博l

3P31 骨量計測用コンパクト νIRIの開発 408 

(筑波大物工¥(株)エム・アーノレ・テクノロジー2、住友特殊金属ヘ筑波大体育科学') 0冨羽貞純1、栗本岳明人白猪

亨¥小野真也l、松田善正l、梓師智之三、宇津j事慎 2、巨瀬勝美i、青木雅昭 3、津崎岡IJ¥川崎絵美ヘ向井直樹 I、

徳山蕪平 4

[固体測定法の開発I

3P32 

3P33 

"'P i1i傍の 'Hの解析をするための "'P-'H多重接触交差分極による 'H消磁化の国体高分解能日C-NMR

(阪大蛋白研¥(社)バイオ産業情報化コンソーシアム 2、都立大院理") 0原田英里砂川、藤原敏道 l、甲斐荘正f亘3、

阿久津秀雄 1

DARR法による Dipolartruncationの抑制効果の検証

(京大理)0大橋竜太郎、水里子敬、加藤悦子、竹腰清乃理、寺尾武彦

[固体物性、高分子、国体イメージング]

412 

416 

3P34 13C-CP/MAS N¥，IRによるポリペプチドー多糠ポリイオンコンプレックスの構造研究 418 

(北大院工l、信州大繊維') 0尾張洋史1、平沖敏文¥堤綴腐l、山本i告之2

3P35 19F ¥1AS NMR法による非品性パーフノレオロポリマーの構造解析 420 

(東工大院理工¥農業生物資源研') 0龍野宏人人中目見敬太自11'、加藤悦子三安藤慎治l

3P36 超備事!iXe法による石炭細孔の解析 422 

(新日銀(株)先端研、阪大|涜医)0蔚藤公児、木村敦臣、藤原英明

3P37 高分子ラセミ複合体のゾノレーゲ、ノレ転移 426 

(北大工)0平沖敏文、北原竜、武岡寛之、堤耀資

3P38 温度可変闘体 19F¥，IAS )lMRを用いた PVDF及び PVDF/PMMAフ、レンドの結晶多形と分子運動性の解析 428 

(東工大院理工) 0小関佑、相身敬太郎、安藤慎治

3P39 固体NMRによる選択標識GDP型 G;1α サフeユニットのiRIJ定と解析 、430 

(阪大蛋白研人群馬大工') 0大道弘明 l、戸所泰人人若松馨2、藤原敏道i、阿久津秀雄1

3P40 高速回転下における 'H二量子選移法によるポリアクリノレ酸の水素結合研究 434 

(産総研高分子基盤セ人 InstitutePolymer Research Dresden') 0三好利一人 U.Scheler' 

[間体化学における NMRl

3P41 'H、'H、"Bおよび")1ft)lMRによる二十面体型ホウ素クラスター固体河内[B"H"J'4H，oの研究 436 

(日大文理人筑波大化') 0鈴木浩一¥松村正純!浅地哲夫¥石丸臣ーヘ池田龍一 2

3P42 HNbWOo層状化合物にインターカレー卜された nーアノレキルアミンの国体'"CNMRによる構造及び分子運動解明 438 

(神奈川大工) 0高山俊夫、松永優

3P43 叩SiCP/MAS )lMRによる無機ー有機ノ、イブリッド‘ゲノレの均質性の評価 440 

(産総研物質プロセス l、早大理工') 0小森佳彦¥中島寛 2、菅原義之に林繁信 l

[NMRの高感度化I

3P44 Fast Multi-Dimensional NMR Spectroscopy 442 

(Varian Ltd¥Cambridge Univ. ') 0 E. Kupce'、R.Freeman' 

3P45 クライオジェニツクプローブによる微量化合物の構造解析 444 

(側三菱化学科学技術研究セ、横浜分析セ)0機井愛子、松原康史

si:J: 12 



Iその他】

3P46 閤体:'-JMRを用いたスペノレミジン-ATP複合体の立体配J!t解析

(阪大院理)0相根岳志、出村哲夫、丸吉京介、松森{言明、村田道雄

[会期中の日本核磁気共鳴学会の会議日程I

1)理事会 11月 25日(前日)、 18目00-19・00、千里ライフサイエンスセンター2001会議室(20階)

2)総会 II月 26日(初日)、 12・30-13:00、コンベンションセンターMOホーノレ(3階)

3)理事・評議員合同会議 11月初日(初日)、 17:30司 19:00、大阪大学銀杏会館大会議室(3階)

4)新年度評議員会 11月 27日(第 2日)、 12・50-13目30、大阪大学銀杏会館大会議室(3階)
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1 Ll 化学シフトにおける相対論的効果の計算

(北見工業大学)0福井洋之、工藤慶一

Relativistic Calculation of Nuclear Magnetic Shieldings 
H. Fukui and K. Kudo 

Kitami Institute of Technology 

<abstract> 

A scheme for calculating relativistic nuclear magnetic shieldings using an analyt.ical dif-

ferentiation of electronic energy is presented. In this scheme， the four-component Dirac 
equation is decoupled intoむwotwo-component equations; the electronic equation and 

positronic equation at the second-order level with respect to each of the nuclear attrac-
---4 

tion potential V and the magnetic vector potential A'. The two-component electronic 

Hamiltonian h+ obtained in this scheme is easily differentiated with respect to the external 

magnetic flux density 言。 andthe nuclear magnetic moment PM・

<理論>

ーヰ ー、
ベクトルポテンシヤル Aと紘引力ポア/シヤル Vのもとにある l電子系の Dirac方程

式は、

HDψD εψD )
 

1
L
 

(
 

のように書くことができる。ここで、 HDはDirac方程式のハミルトニアンで、原子単位

(た=1， e = 1， rne = 1， 4πεo = 1， c = 1:37.0359895)では、

HD = Cぜ(ず+オ)+ (β-1)c2十V (2) 

となる。ここですと Fは Diracのベクトル及びスカラーの 4x4行列である。 Dirac方程

式のハミルトニアンの非対角ブロックがOになるように変換することができれば、相対論

的エネルギーを正のエネルギーに対応する 2成分方程式の固有値問題として得ることがで

きる。まず、オニ 0，VニOのとき、ハミルトニアンが対角イじされるように l回目の DKH

変換を行う 1)。次に、非対角ブロックを消去するように 2回目の DKH変換を行う。変換

後のハミルトニアンの左上2x2の対角ブロックを h+とする。 h+を外部磁場の t成分Bo!

と原子核 M の磁気モーメントの'll成分μ仇で摂動展開すると、

h+ ニ hが(0仏叩川Bρ刈口町)十Bω j?ド円L川川'刈0吋)+μ M u」hjfFfρ?子戸円'辻川lリ)+B州 M A ;J「E」1リ+... ， 

h(O，O) = _c2 + 的 十 RVR+げ すVすすQ-LW，W3Ep||
~ J+I L “ J+ 

化学シフト、相対論的効果、遮蔽テンソル

(3) 

(4) 

ふくいひろゆき、くどうけいいち
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川叩1ω川叫0吋に0)= cR 

÷引[竹什付附即w(ο川l口川)人，[町陀'匂礼叫叫Lリ叫+]，卜， 7甘内t口戸=す 一茸弘0，

r 7.71 唱 r 1 

h~O ， I) = cR I (c-
2rNl7 M Xす)山わラLR+ ~c l町， lwf川 pLJ

-~c 
[
叫 (0，1)，[陀 epL]，7M ニす一言M

は1)
= ~ [附(1，0)

[TtV1
A(0川+L+ ~c [附(0，1) 阿川pLL，

R=[すr
Q = [2ep(巴p十c)rt，

ep = (C2 + p2)i 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 

(9) 

(10) 

となる。ここで、言。はゲージ中心の位置、 RMは原子核 M の位置である。また、 lやf，
1押し0)ルf(仰)は、 p2を対角化するような表示を用いることによって、

(Wわ1'1'1= C 
-1 

( ep + epl)一I[Qp(す・ ;tV)ppIRpl-Rp(Vす・ ;t)附 Qpl]， (11) 

(附(1，0))戸附e))/)叩 1'(台。×ポ訓内凡川)t，p川t仰Plμ，1

一Q仏似pバ(すす(djドすoX汁才げず凶1]， (1似同Iロ叫2幻) 

(~ル取ηf戸(0仏叩川，1)り))ルP仰pl = ( 巴1'+巴匂P戸川1)γ一I[阿R叫:))(いC一
2斗T長df?サ-切J'vIX す)"，ppIRpl 

-Q1'(す・7(c-275fサMXポ)uす・す)P1'IQl)/]' (13) 

となる。化学シフトは磁気しゃへいテンソルの対角和の3分の lによって与えられる。原

子核 M の磁気しゃへいテンソルの (t，ll)(ムuε ;1:， y， z)成分を σだとすると、 σだは系の

全エネルギー Eの2階微分として、

nu ルサnu 
-
H
 

¥
1
1
1
1
/
 

-

u

 

-
M
 

E
一
内

θ
一九士。

/
I
t
-
-
¥‘

 

一一
M
印σ

 

(14) 

によって与えられる。

<文献>

1. R. F抗ul

(2003) 
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TABLE I. Nonrelativistic and relativistic calculations of nuclear magnetic shieldings (in 

ppm) in hy仁lrogenhalides. 
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TABLE 1. (Continued.) 
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1 L2 パルス磁場勾配NMRによる液体サF ンプノレの自己拡散

係数測定と対流効果

(産総研)0早水紀久子秋葉悦男

Reduction of convection effects on the PGSE-NMR measurements for 

self.幽diffusioncoefficients of liquid samples 

Kikuko Hayamizu and Etsuo Akiba 
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology， AIST Tsukuba Center 5， 

Tsukuba 305-8565， Japan. 

A self-diffusion coefficient (D) of liquids with low viscosity measured by pulsed gradient 
spin-echo NMR method is easily spoilt by the convection effects especially at higher and 
lower temperatures. To prevent the convection effect， a new NMR sample tube was designed 
where a column was added in the middle of the inner tube of SHIGEMI symmetrical 
microtube. The calibrations were made for the heights of the column being 4， 3 and 2 mm by 
using diglyme (DG) in the temperature range between -40 and 100oC. Since the interaction of 
DG and Iithium ion is important electrochemically， the intrinsic D's of lithium， anion and DG 
were measured for the DG electrolyte doped with LiN(S03CP3)2 (LiTPSI) and dear 
interations between (DG and lithium ion) were measured at・400CespeciaIly as the changes of 
the diffusion curves of lH， 7Li， and 19PNMR resonances. 

はじめに

パノレス磁場勾配 (PFG)法は分子やイオンの拡散現象を測定するだけではなく、溶

媒シグナル除去、自動シム調整など NMRの重要な手法になっている。一方温度を変

えて PFG法を適用すると、サンフ。ル内の対流効果が PFGの効果と重なり合う。自己

拡散係数測定では、本来の値に対流効果が加わって見かけ上大きな値として観測され

る。対流効果は粘性の小さい液体では非常に顕著に現れる。このような液体試料に対

し温度に依存する物理定数である自己拡散係数の温度変化を NMR法から求めるのは

困難で、あった。

我々はリチウム電解液ならびに高分子電解質のリチウムイオン、アニオン、溶媒の

自己拡散係数を測定してイオン移動、溶媒和、イオン対形成などの知見を報告してい

る。高分子電解質のモデ、ル化合物として CH30(CH2CH20)sCH3 (n=2・50) を取り

上げて自己拡散係数の温度変化の測定を行なった。 nが大きくなると粘度が大きくな

る。外径 5mmのサンプル管を用い、高さ 2mmであれば n=3 以上の化合物を溶媒

にした電解質で信頼できるデータを取得できた。しかしながら、 n=2 の diglyme

(DG) では納得できるようなデータは取得できなかった[1]。本報告では対流を防ぐ

ためのサンプノレ管を用いて DGおよび DG電解液において、 -400Cから 1000Cまでの

温度範囲で対流効果を削減した溶媒、リチウムイオン、アニオンの自己拡散係数の測

定に成功したので報告する。

パノレス磁場勾配、 自己拡散係数、 対流効果、 温度変化、電解液

はやみずきくこ、あきばえつお
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実験

サンプル管はシダミ製、水溶液用対称ミクロ試

料管(5mm)の内管の底に棒を立てたもの (Fig.

1)で棒の長さは 2mm、3mm、4mm、5mm

である。 NMR測定は 4.7Tワイドボア SCMに

日本電子製のコンソールと PFG用プローブ

(H/multiとH/Fの 2本)とアンプ、 TecMag製

の RFユニットと NTNMRを装備して行なっ

た。温度変化は日本電子製の温度コントローラ

を用いた。自己拡散測定は一番単純な Hahnの

echoパルス系列に PFGを挿入した系列を用い

た。 PFGの間隔Aとして、 30，50，100，200msの

4点で測定した。 PFGの大きさを一定にして、

PFGの長さ 5を0.01"'"1 msの範囲で変えて拡

散フ。ロットを行なった。

DGの neatサンプルおよび LiN(S02CF3h

(LiTFSIと略す)を DGのOとLiの割合 20:1

の濃度で塩をドープした DGの電解液を用い

た。 DGは C6H1403(MW=134.2) fp = -640C、
bp=1600C、250Cの粘度=0.989cPである。

結果と考察

1. DGによるサンプル管の評価

一般に均一な液体における自己拡散係数 D

に対する対流効果の影響は、ムを変化した時

に D の測定値が一致すれば対流効果は小さ

いと考えられる。我々の経験では 300Cに温

度設定した場合には、均一系液体ではサンプ

ル高さを 5mmにしても、/:::，， =30、50、100、

200msでは同じ D値が求められる。しかし

ながら温度を上げるとムが大きくなるにつ

れて Dの測定値は大きくなり、 1桁のオーダ

ーの相違が生じることもある。 Fig.2に DG

の D の測定値の温度変化を各種のサンブ勺レ

管を用いてプロットした。通常の 2重管で

DGのサンプル高さ 5mm、/:::"=30mと50m
で測定したデータをプロットした。温度が上

がるとともに見かけの D 値は大きくなり

600Cくらし、から急激に変化し、その度合いは

/:::"=50msの方が顕著である。ふを長くすれば

さらに顕著な Dの増大が見られる。低温では

対流効果が顕著に観測されることはなかっ

た。

-7 -
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サンプノレ館内管の棒の長さが 4mmのサンプル管では 800C以上においてAの差によ

るD観測値の差が生じた。棒の長さが 3mmと2mmのサンフ。ル管で、はAを変えても

D観測値に相違は無かった。 Fig.2の窓の中に 2mmのサンプル管を用いて'400C----
1000Cの温度範囲でム=50，30msで測定した Dをプロットしである。活性化エネルギ

ーは高温領域で 13.3土0.1kJ/mol、低温領域で 18.6土0.2kJ/molである。低温領域で

サンフ。ル高さ 5mm、棒無しで測定した値は良く一致している。なお Tlの測定を 5mm

と2mmのサンプル管で、行なった。高温領域で両者は一致し、低温領域では 2mmの

サンプノレ管から僅かに長い Tl値が得られた。

2. DG電解液

一般に塩を溶解して電解液を調

製すると neatの液と比べれば電

解液の粘度は大きくなることが

知られている。 D に関する p

Stokes -Einsteinの式から粘度は宝 1

D に反比例すると仮定できる。 ー
300Cにおける DGの Dは neat Q 

0.1 

、.
置

、も・'..，. I • 
干ご、令

恥...':.令令~，、、ご‘、司、

、も干白、..‘. 
4島 、 ¥ -

F 、冷入 :¥R
-、

¥..圃¥

V¥、h
v 

サンプルで、は1.06x10・9m2S'1で

あるが電解液では2.1x10・lOm2s'1

で約 115であり、電解液の粘度が

大きいことがわかる。棒の長さ

3mmのサンフ。ル管を用いて電解

液を測定した。

2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 

1000斤

Figure 3. The temperature dependence of the 
self-diffusIon coefficIents ofDG， Lithium and TFSI. 

アニオンの Dの測定は 19FNMR、リチウムイオンの Dは7LiNMRで測定した。 D

の温度依存性を Fig.3にプロットした。拡散フ。ロットは 800Cから-300Cまでは直線

として解析できて、その勾配から Dを求めた。全温度領域において DG(MW=134) 
が最も速く拡散し、次が TFSI(MW=282)、最も小さい Liの拡散が一番遅い。これは

Liイオンの溶媒和、即ち Liの拡散半径は溶媒和した状態で推算できることを示して

いる。 Dのアレニウスプロットでリチウム拡散は低温で直線からずれるので直線部分

だ、けで、活性化エネルギーを求めると、全構成成分に対して 19.3土0.2(DG)、20.8土0.1

(TFSI)、 21.0土0.2kJ/mol(Li)であり、{蓋かながら DGくTFSIくLi の}I慎になる。

電解液において溶媒の D でイオンの Dをプロットすると、広範囲の電解液で直線

関係が得られるので， イオンの拡散は溶媒の拡散によって駆動される。今回の精密な

Dの測定から活性化エネルギーが DGで最も小さいということは重要で、ある。

-400Cにおける各成分の拡散プロットを Fig.4に示す。 71

凸でで、、 lHと19FNMRのプロツトは凹型である。系が均一系で自由空間を粒子が拡散

している場合には拡散プロットは直線になる。しかしながら、系が不均一系になり、

拡散粒子が NMRの時間尺度より長いミクロ構造の中にあると、拡散プロットは鋭敏

に直線から外れる。上に凸の拡散プロットは粒子が制限拡散の効果を受ける場合であ

り、凹型の拡散プロットは多成分系の拡散を仮定すればよい。事実 DG-Li系の固体

のX線回折[2]、あるいは理論計算では LiとDGが強く相互作用した DG・Li-TFSIの

構造が報告されている[3]。液体の状態の拡散測定において-400Cで非直線の拡散曲線
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・ 40~1000C の広い温度範囲で対流効果が

無視できる自己拡散係数が測定できるこ

とを示したの
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1 L3 
微量サンプル E 表面サンプル用高感度固体 NMRプローブ、の製作と材料系サンプルへの応用

(ナイメーへン大・物理化学/固体 NMR)

0山内一夫、 HansJanssen、Janvan Bentum、ArnoP.M. Kentgens 

kyam@solidmr.kun.nl 

Development of Microcoil Probeheads for Solid State NMR and Applications 

(University of Nijrnegen， Department of Physical Chemistry I Solid State NMR) 

OKazuo Yamauchi，トlansJanssen， Jan van Bentum， Arno P.M. Kentgens 

Solid-state NMR probeheads using solenoid microcoils (200 IJm < i.d. < 300ぃm)are 

developed for investigations of mass-limited samples. A surface microcoil (1350μm coil area 

diameter) is used to explore its e汗iciencyfor surface analyses. Their performance in terms of 

sensitivity and rf.・characteristicsis studied for a series of nuclei in model compounds in view of the 

feasibility of specific applications. The results show that the sensitivity of solenoid microcoil 

probehead is high enough to detect _10
14 

spins/ " Hz (Signal/Noise of 1 in 1 scan). Spectra of 

samples with very broad lines， orlines distributed over a very large spectral region， typical for 

quadrupolar nuclei， can be obtained without distortions as it is possible to generate rf・fieldswell in 

excess of a MHz. Spectral regions of several MHz can be easily excited as is demonstrated for 

27 AI NMR spectra of single crystals and powders of minerals， and for 139La in La203 its degradation 

compounds. The surface microcoil allows surface selective observation of the sample giving 

depth profiles in the μm regime 

鐘童

他の分析機器と比較した場合 NMRの最大の弱点はその感度の低さにありその結果サンプル

は比較的大きなものしか扱えず測定できないケースが多くある。例えば表面化学を含むナノスケールで

制御される材料開発、微量に存在する生体物質、また大きな単結品ができにくい国体サンプル等、近年

多くの注目を浴び NMRでの解析が期待されている分野への情報提供が遅れている。このような系に対

して適応するためには微量サンプルでも感度の高い NMR測定技術の開発が必要となってくる。今回こ

のようなものに対応できるプローブの製作を行い、特に固体 NMRの検出限界の向上を試みいくつかの

サンプルの測定を行った。また微小コイルである特徴を生かし非常に幅が広いスペクトルの測定も試み

T二。

検出限界、 S/N、微量サンプル、表面、広帯域プローブ

やまうちかずお、はんすゃんせん、ゃんふあんべんとむ、あるのけんとじえん
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NMRの信号強度は例えば HoultとRichards[1)1こより詳細に考察されており理論的に得られ

る信号強度およびノイズ強度について求める方法が以下のように示されている。
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ここでxはコイル中心からの距離、μ。は真空

中の磁気透過率、nはコイルの巻き数 rとl

はそれぞれコイル径と長さになっている。つ

まりサンプル量が制限された場合には、コイ

ルを小さくし、さらにソレノイドコイルの場合は

巻き数を多くすることによって感度は上昇す

ることが分かっている[2，3)。今回この方法を

用いて微量サンプル用のプローフ、ヘッドを製

作した。発生させる B1の均一度が高いため

に固体 NMRではよく用いられるソレノイドコ

イルを用い Fig.1に示すようなコイルとコンテ、

ンサを並列に配しノイズを最小におさえる回路を設計した。 50いm の銅線を使いコイルの径は

300-400~m(サンプルスペースとしては 200-300μm)、長さ 1mm、巻き数は 12-旬、 Q 値はそれぞれ

約 10程度で実験核種にあわせてプロトン用、X核用、多核用とプローブを製作した。

Wlre 

Fig.1 
IlIustration of parallel resonance circuit with 
sample coil and capacitor (Ie代)and a detailed 
view of the coil construction (right)， 

Table 1 
Rf-field strength 
achieved at different 
power levelsand 
experimental and 
calculated sensitivity 
for the different 
probeheads using 
various model 
compounds， 

1H probe Narrowband X-nuclei Broadband 
の400~lm の400μm の300~lm 

Nucleus 'H @9.4 T 31p@9.4T 27A1@14.1T 27A1 @ 14.1 T 'H@14.1T 

Frequency 400 MHz 161.9 MHz 156.3 MHz 156.3 MHz 600 MHz 

rf-field 4.7 MHz 310 kHz 1.9 Mトlz 3 MHz 300 kHz 
power 270W 4W 380W 850W 5W 

Experimental 
4目8・1013 4.0・1014 1.1・1014 2.1.1014 4.6・1014

Sensitivity 

iTheoretical 3.7・1013 2.8.1014 8.0.1013 7.0・1013 2.2・1013
Sensitivity 
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プローブの性能は感度と発生する 81をチェ

ックした。例えばプロトン用プローブでは

55.4μgのPoly(dimethyl-siloxane)の1回

スキャンでの S/Nは 135.6であった(スペク

トル幅 130kHz)。つまり 1回スキャンで

S/N=1のスペクトルを得るために必要な核

の数は 4.8x10
13
spins/'-'Hzである。これは

通常の面体 NMRのプローブに比べて約

30倍高性能である。またシミュレーションソ

フトウエア"FEM'M"[4]によりコイルをもと

に計算された値と比べても減損は少なく効

率よい回路が出来た事が確認できた。国

体NMRを行う上で重要な81の均一性と強

度は nutationの実験によって確認した。プ

ロトン用プローブでは数ワットで、通常の固

体測定に必要な81を得ることが出来た。逆

に通常の NMRに使われる出力を用いると

Fig.2 
Nutation experiment on a sample of 500j.Jm x 
250ぃmx250ドmPoly(dimethylsiloxane) placed at 
the center of the proton observation probehead. 
The pulse length was incremented from 0.05j.Jsec 
to 1.00j.Jsec in 0.01j.Jsec steps. 32 experiments 
were accumulated with 3sec recycle delay. The 
employed rf-power was 270 W resulting in an 
げ・fieldof 4.7 MHz. 

4MHz以上の 81が得られた(Fig.2)。製作した3種のプローブについてその性能をまとめたものを Table

Tに示す。X核用、多核用のプローブについてもプロトン用のものと同様な傾向の見られるプローブがで

きたことがわかる

(a) (b) 

1000 500 0 ・5OO ・10001000 500 0 ・500 ・1000
KHz KHz 

Fig._~ 
(a) '" AI spectrum of a sapphire single crystal obtained with the broadband microcoil 

probehead at 14.1 T. This spectrum is obtained by single pulse experiment averaging 
1024 scans. A 60 sec pulse delay was used. The experimental ratio of 
single-quantum peak-integrals 5.0 : 7.8: 9.0 : 7.6・4.7is very close to the theoretical 
5: 8: 9 : 8: 5. 

(b) 27 AI spectrum of powdered sapphire obtained in the same probehead (black line). A 
Hahn echo pulse sequence is averaging over 4096 accumulations using a 60 sec 
pulse delay. The powder lineshape of the satellite transitions agree with theoretically 
calculated spectrum (gray line) from literature datヨ(C = 2.4 MHz， r]=0) [5] 
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アプリケーション

微量サンプルの測定例としてサファイア(α-Ab03)の単結品サンプル(30.4μg)と粉末サンプル

の 27A1スペクトルを測定した結果を Fig.3に示す。四極子核である 27A1はサテライト遷移も含めるとスペ

クトル観測域を大きく取る必要がありここでは 2MHzとった。通常の国体 NMRで行う程度のスキャン数

で良好なスペクトルが観測された。また観測されたスペクトルと見ると単結晶ではサテライト遷移の強度

も理論的値と非常に近い値、また粉末では計算されたスペクトルとほぼ一致するものが観測されてこの

プローブが微量サンプル観測用だけでなく非常に広幅スペクトルにも適していることが分かつた。講演で

は同様に鉱物の kyaniteの微小単結品サンプルについての測定、数十メガヘルツ以上の非常に大きい

核四極子結合定数を持つ 139La核の測定、リン酸アルミニウムコーティングの表面解析結果等を示す予

定である。

まとめ

今回、いくつかのプローブ、を製作し団体 NMRの検出限界を向上させる事に成功した。これに

より観測できるようになったサンプルが増えると考えられる。今回は 1チャンネルのプローフ、にとどまった

が 2チャンネルプローブ更には高分解能固体 NMRプローブの製作も視野に入れるべきである。またこ

の技術は他の感度向上技術(高磁場・DNP・polarizedXe'クライオプローフ、など)と組み合わせることに

よりさらに強力になると考えられる。

NMR測定法の観点からすると非常に強い 81は非常に広い領域の観測だけでなく禁遷移を用

いた測定法(多量子遷移・two-photonabsorption， overtone NMR)等への応用が期待される。
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1 L4 
2H粉末スペクトルにおける lH→2HCP 

(京大院理 o水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

lH→ 2H CP in Deuteron Powder Spectrum 

011akashi MizunQ， K.Takegoshi and τ'akehikoτkω 

Departmeまltof Chemistry， Faculもyof Science， Kyoto University， 

Kyoto 606・8502，Japan 

We propose a novel cross-polarization (CP) scheme to broadbandly enhance 2H polarization 

in static solids. During CP， the large quadrupolar interaction is removed by applying Lee-

Goldburg (LG) irradi叫ionto 2H， which also acts邸 thespin-locking field for e伍cientpolariza-

tion transfer. Based on the average Hamiltonian theory， we show七ha七thetruncated quadrupo・

lar interaction brings七heorientationally dependen七energymismatching into the Hartmann-

Hahn condi七ion.H~nce， 1 H-2H CP wi七hon-resonance irradiation to 2H (on-resonance CP) is 

affected by七hezeroth order quadrupolar interaction， leading the observed band-selective en-

hancement of七he2H powder lineshape. We developed a spin-thermodynamic theory七odescribe 

polar包ation七ransferunder the infiuence of七hequadrupolar interaction， and showed tha七lH_2H

CP with LG irradiation (LG-CP) effec七ivelyreduces七hezero七h-orderquadrupolar interaction 

so tha七onecan ob七aina brciadbandly polarized 2H powder lineshape. Even under LG irradia-

tion， however， we found thatもheorientationally dependent enhancement mainly E泊cribableto 

七hefirst-order quadrupolar interaction still remains. We showed that the present theory can 

successively reproduce the LG-CP lineshapes under various experimen七alconditions. We then 

developed a multi-s七ageCP scheme， in which folir七osix different 1 H rf司 in七ensitiesare applied 

successively during the CP time， to achieve a uniformly enhanced 2H powder lineshape. The 

lH rf・intensitiesare determined by七hesimulation based on七hepresently developed theory. 

1.はじめに

2Hは四極子相互作用を持ち、その粉末線形は分子の配向に依存するため、分子構造や運動

性のプロープとして利用されている。しかしながら 2Hの熱平衡磁化は低感度のため観測しに

くいという欠点がある。レアスピンの感度向上には、磁気回転比の大きいアパンダントスピン

との CP(cross polarization :交差分極)を利用するのが一般的であるが、 2Hでは、四極子相互作

用による配向依存性が反映され、，，-，100kHz程度の一般的な強度の RF磁場では粉末線形全体を

一様に分極する事ができない。これまでにも 2H粉末スベクトルの一様な感度向上を目的とし

たCP法はいくつか開発されているが、それらは一般性に乏しかった。

2.理論

lH_2H CPを念頭に置きつつ、 IN5(I=1/2，5=1)スピン系におけるスヒoンロック CPの熱力

学過程を検討した。二重回転系における四極子相互作用を、平均ハミルトニアン理論に基いて

O次 (WQ(U))および1次 (WQ(1))の平均ハミノレトニアンで近似した。さらに二重回転系の双極子
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相互作用に対して、平均化された四極子相互作用による二次平均化を行うと、プロパゲータが

得られてハートマンハーン条件が導かれる。このハートマンハーン条件は、 lHのRF磁場強度

ω1Iと 2Hの有効磁場強度WeSに対して次式で与えられる。

ω1Iニ ωeS土WQ(O)+ WQ(l) 

この CPの熱力学過程を解析するために Levit七らlが解析した"RFのずれ"を伴う CPの方法

を適用する。すなわち、平均化された四極子相互作用はゼーマンオーダーに対する"内因的なず

れ"として取り扱えて、 2Hの分極線形を 2Hへの 2種類の照射条件について導出した。 2Hにオ

ンレゾナンス照射する CP(on-resonanceCP)では、四撞子相互作用の分子配向に対する依存性

が強く反映され、 2Hは狭帯域にしか分極し得ない。一方、 2HにLee-Goldburg条件で RF磁場

を照射する CP(LG-CP)では、 トランケートされた四極子相互作用による"ずれ"が lH_1Hロー

カルフィールドによって有効に吸収され、結果的に広帯域に 2Hを分極する事が出来る。

3.実験・結果・考察

実験は、自作の静置型lH_2H二重共鳴NMRプローブを用い、 Apolloスベクトロメータで、行っ

た。ラーモア周波数は lHが300目45MHz、2Hが46.12MHzである。 on-resonanceCPとLG-CP

の実験を行い、その双方に対して分極線形が理論式と一致した。また LG-CPの線形が様々な

実験条件に応じて著しく変化することを定性的に確認した。我々はさらに粉末線形全体を一様

に感度向上させるため、マルチステージLG-CPr:去を考案した。この方法は、 LG-CPにおいて

ω1Iを WeSよりも大きくした場合に、その差に応じたオフセット帯域の分極を強める事を利用

する。 WeSは一定に保ったまま ω1Iを 4"-'6段にわたって段階的に照射して、その総和の分極

線形が重水素の粉末ノξターン全体にわたって一様となるようにする。各段階のω1Iと照射時間

の組み合わせは、 (1)lH_1Hローカルフィールドの大きさ、 (2)lHと2Hの存在比、の二つをパラ

メータとしたシンプレックス法アルゴ、リズムにより最適化される。実際に6段のマルチステー

ジLG-CP法によって、一様な感度向上が行われた 2Hスベクトノレを Figure1に掲載する。

(a) (b) 

J山内
100 0 -100 
Offsetlkトlz

100 0 -100 
OffsetlkHz 

Figure 1 2H powder pat七ernof NCTTP-d. (a) Solid 

echo spectrum: 4096 FIDs were accumulated with a rep-

etition time of 60 s. Total acquisition time is ~ 2.8 days. 

(b) Six-stage LG-CP spectrum: 4096 FIDs were accu-

mulated wi七hthe optimal five-stage irradi乱tioncombi-

nation is given as (ω11/2π /kH;，;， duration time ratio 

/%) = (138.40， 25.73)， (132.27， 17.63)， (126.74， 16.57)， 

(121.48， 16.43)， (116.00， 24.04)， which gives σ=1.15%. 

ωeS/2宵 =116 kH;，;， the total co凶 acttime 01' 10 ms乱n

ar巴pe七“i七“iontim巴 of8 s were given. 

1 Levitt et乱1.，よ Chem.Phys.， 84， 4243 (1986) 

Keywords:重水素、交差分極、四極子相互作用、 Lee-Goldburg、マルチステージ法

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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lLう 偏極キセノンによる液体分子の核スピン偏極

(姫路工大院理)0今井宏彦、石川潔、高木芳弘

Spin polarization of liquid molecules with optically polarized xenon 

Graduate School of Science， Himeji Institute of Technolo回r

Hirohiko Imai， Kiyoshi Ishikawa，組dYoshihiro Takagi 

We report the polarization transfer to proton of ethanol from xenOn polarized by spin-

exchange optical pumping and the dissolution of polarized xenon into ethanol. The 

企ee-inductionsignaJs of 129Xe組 d1 H are simultaneously detected at low magnetic 

field. The signal enhancement of 1 H is so large出品 wecan obtain the temperature 

dependence of cro:時relaxationbetween 1 H and 129Xe. By th~ tIIne噌 resolvedmagnetic 

resonance images of polarized 129Xe and polarization~eÍlhánced';H， the dynamics and 

relaxation wilI be studied for the nucIear spins interacting with each other in solution. 

レーザー光ポンピングにより核スピン偏極した希ガス原子を利用すれば、 NMR計測

に必要な総原子数を減らすこと(いわゆる高感度化)ができる。偏極希ガスの偏極率は磁

場に依存しないので、低磁場であっても大きな磁気共鳴信号を検出できる。 低周波であ

れば振動磁場が金属に吸収されないので、金属表面に吸着した原子を観測できる、などの

利点もある。

我々は、他の分子に偏極を移す目的で、偏極Xeを連続的に発生させる装置をつくり、

低磁場NMRを行っている [1]0 他分子への偏極移行について既に報告されている実験で

は、偏極率が 20%程度の 129Xeからシクロベンタンやトノレヱンなどのプロトン eH)に

偏極を移している。これらの分子では lHのスピン緩和時間引が長いので、偏極移行に

より効率よく偏極率を増大させることができる。 しかし緩和時間の長い特殊な分子だけ

でなく多種多様な分子に偏極を移すため、偏極移行の機構を詳細に調べ、それぞれの分子

に最適な条件を見つける必要がある。低磁場であるほど熱平衡状態の偏極率が小さいの

で、 lHへの偏極移行の観測が容易になる。我々の使用する 129Xeの偏極率は 5%にとど

まっているが、 5.4mTの低磁場において増大率が数十倍の条件で実験した。今回は、偏

極Xeのエタノーノレへの溶解と偏極移行について報告する。

図1に実験配置を示す。金属Rbを封入したセノレを 373Kに暖め、 Rb原子の蒸気圧を

上げる。ガラスセルの両側から円偏光にした半導体レーザ}光 (15W， 2.3 W @ 795 nm)を

照射し、 Rb原子の電子スピンを偏極する。そこに、 Xe，N2， 4Heを混合したガス(混合比:

9%，9%，82%、圧力:280 kPa)を1気圧換算で150cm3jm也の流量で流す。 Xe原子の核

核スピン偏極移行、高偏極分子液体、光偏極キセノン、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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スピンは、 Rb-Xeスピン交換衝突によ

り偏極される。 混合ーガス中の 129Xe

FID信号強度から求めた偏極率は、約

5%である。液体窒素温度でN2，4He

原子を分離し、純度を高めた固体とし

て偏極Xeを蓄積する。 蓄積する問、

永久磁石で 0.54T の磁場を印加し、

129Xeの核スピン緩和を抑える [2]。蓄

積時間 30分で約 450cm3 (1気圧、室

温)の偏極Xeをため、再度気体にして

エタノ、ール(99.5%)のある観測領域に Figure 1: E却 erimentalsetup of the flow・typexenon
ion and the polarization transfer to liquid 

移す。観測領域に送る偏極Xeガスの
inol田叫.es.After the accumulation of solid Xe， the 

温度は約 250K、圧力は3-5気圧であ pure xenon gas is introduced to a sample cell. 

る。観測部には、励起コイノレ、 129Xe 

とlHそれぞれの検出コイルの3種類のコイルを巻き、 5.4mTの磁場において 129Xeと

lHのFID信号を同時に観測する。 この磁場での 129Xe、lHの共鳴周波数はそれぞれ 64

kHz、230kHzである。 129Xeのパルス面積はπ/47(3.8 0)、lHのパルス面積はり10(18
0) 

である。 2秒おきに2回平均したFID信号を5秒おきに記録する。磁場の均一度は、約 1

cm3の観測体積で 8ppmである。観測領域の温度調整は、液体窒棄の冷気を利用した。

エタノールに偏極キセノンが椿けると、 129XeとlHの双極子・双極子相互作用により

lHに偏極が移る。緩和時聞がれH~TIXe をみたす場合、 129Xe と lH の核スピンが平衡

に達した際の lHの信号増大率は、

PH -PHO 1 ~:H Nxeγ'XePXe -p)ω 

PHO 2陶 N白百九.eO
(1) 

で表わされる向。 ここで、 ~:H は lH による 129Xe のスピン緩和率、内 = l/TlH、%は

磁気回転比、 Niは数密度である。 エタノール中のXeの密度を高くすれば lHの信号増

大率を高くできるので、多くの実験では、液体どうしで混ぜ合わせ偏極を移している [4]0

我々は、偏極を移す際に重要になると思われる溶解という現象に注目したa

図2(a)は、ガスの流れ出るガラス管をエタノールに浸し、エタノール中に偏極Xeを

流Lた時の、 298Kにおける 129XeとlHのFID信号強度の時間変化である。蓄積した固

体Xeを暖めると少しずつ圧力が上がり、 Xeの流量が増える。 Xeの最大流量は、約 100

cm3/minに保った。偏極Xeの落解と共に lHの信号は熱平衡状態での強度から大きくな

り、信号増大の飽和値に達している。約250秒を過ぎると、偏極Xeの流量の滅少と核スピ

ン緩和により、 1
29XeとlHそれぞれの信号は減衰している。式(1)に示される信号の増大
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Figure 2: (a) Time development of FID amplitude of 

the polarized 129Xe他 solvedin ethanol and the pol佐

ization tr幽 ferred1 H det附 edat 298 K. (b) Temper-

ature dependence of the signal enhancement of lH and 
the saturated細 plitudeof polarized 129Xe. (c) Temper-

ature dependence of the value T/'TJ and the relaxation 

t凶 .eTlH obtained at 5.4 mT. (d) The ratio of必Hand

内 is伺 lculated企omdata in (b)，組.dfit by the solid 

line， O.0435T -4.79. 

率は、 lHの熱平衡状態でのFID信

号強度と、偏極新子により増大した

FID信号強度の最大値から求められ

る。図2(a)の観測を温度を変えて

行い、図 2(b)に示すような lHの

信号増大率の温度依存性を得た。 Xe

の融点と沸点は、それぞれ 161.1K， 

164.9 Kであるが、実験の圧力では

180 K付近の温度ではXeは液体で

あり、密度Nxeが高くなっている。

そのため lHの信号増大率も大きく

なっている。 同時に観測した129Xe

のFID信号強度の最大値から、低

温ほどXe原子がよく溶けているこ

とを示している。図2(c)は、磁場

5.4 mTにおいて観測した純粋なエ

タノールのプロトンのT1と、 Tjηの

温度依存性である。 ここで、 ηはエ

タノーノレの粘性率、 Tは温度である。磁場が低いので丸と Tjηは比例関係にあり、粘性

率が大きな低温でも、液体中の核スピンとして扱える。 図2(d)は、図2(b)から計算し

た、式 (1) における緩和率の項 (~:Hj向)の温度依存性である。このような温度依存性を

示す理由については現在検討中である。

次に、エタノール表面に偏極Xeを吹きつけ、偏極Xeのエタノーノレへの溶解過程と、

溶解による lHへの偏極移行を観測した。 Xe原子は化学シフトが大きく、スベクトルは

気体Xeとエタノールに溶けたXeの二つに大きく分かれる。位置分解能をもたせるため

に、鉛直方向に0.1mTjmの勾配磁場を印加した。 もともとエタノールにより高周波側

に化学シフトしているので、鉛直下方ほど磁場を大きくすれば、気体のスベクトルと重な

らない。図3は、偏極Xeを最大流量約 30cm3jminでエタノール表面に吹きつけた時の、

129Xe(左)と lH(右)の時間分解一次元MRイメージである。時間の経過と共に、気体Xe、

溶質Xeのスベクトノレが大きくなる。 lHについても、偏極Xeの増加と共に偏極移行により

熱平衡状態での偏極率から増大し、信号は大きくなる。図3(a)の温度 306Kにおける偏

極原子の分布図では、すみやかにエタノール全体に偏極Xeが広がるようすが示されてい

それに対し、図3(b)の260Kではエタノール表面付近にのみ、偏極Xeの分布がみら

これは、低温になるほどエタノールの粘性率が高くなり Xe原子の運動が遅くなり、
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しかも、スピン緩和時間

が短くなるためである。

図 3(c) 

は、エタノール表面付近

に偏極Xeがとどまった

後、 Xeの溶けたエタノー

ノレが底へと沈んでいる。

図3(d)の 180Kの温度

では、 Xeは220kPaで液

鋭いピークが液化する。

体 Xeのスベクトノレであ

(c) 

Fi伊 re3: Tim令 resolvedMR imaging of the polarized 129Xe組 d

polarization-enhanced 1 H， taken by sowing Xe gas on liquid eth組 01

at the temperature of (a) 306 K， (b) 260 K， (c) 230 K，組d(d) 180K. 

The distribution of enh組 cedpu is developed by spin-仕組sfer企om

the dissolved 129Xe. FXe = F -63，600 Hz and FH = F -229，900 
Hz， where F is the reson拙 cefrequency. The numbers are the time 

in second after Xe gas app曲目.

液体Xeの共鳴はエ

タノールに溶けた Xeよ

りも高周波側にシフトす

る。

るので、エタノーノレ中の

溶質Xeと液体Xeの時間

変化をを区別して観測で

きる。まず、エタノーノレ

表面にXeが液化した後、エタノールに溶けながら底へと沈んでいる。この温度ではスペ

クトル強度も強く、 Xeの密度が高いことがわかる。 同時に観測した lHのスベクトルは

偏極Xeの密度が高い部分が特に大きくなり、 129Xeから lHへ偏極が移っていることを示

している。

今後は、磁場の均一度をあげ、ヱタノーノレの官能基ごとのプロトンへの偏極移行につ

いて観測する。また、溶液中に高密度な偏極キセノンを長く保存する目的で、重水素化し

た溶媒中での偏極キセノンについても調べる予定である。

で230 K の
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1 L6 自動化された超偏橿希ガス生成装置の実用化研究開発

(産業技術総合研究所1、東横化学(棒}研究開発室2)

0服部峰之1、平賀隆¥斎藤もよこ¥中井敏晴¥本間一弘1、
田中亮九大竹紀夫2、村山守男2

Development of Continuous-flow Apparatus for Hyperpolarized 129Xe 

National Institu恰 ofAdvanced Industrial Science and Technolog/ 

問 0，Toyoko Kagaku， Co. Ltd.2 

Minevuki Hattorf1， Takashi Hiraga 
1
， Moyoko Saito ¥ Toshiharu Nakai¥ぬ剖hiroHomma 

1， 

Ryo Tanaka
2
， Norio Ohtake

2
， and Morio Murayama

2 
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hype問e釘仰叩「巾脚p仰01刷a釘剖付巾iz剖e剖dX冶eg伊a部se鮒〉刈焔糊d命畑r悶a帥ct，悌t恰:edin a syri加n時g伊ew嶋e陪削a配cquired. The time resolution of acquisition was enhanced 

from about 60s for the FLASH sequence to about 500ms for the 4‘shots s叩 nmzEPlsequence-J

希ガス(3He，1
29Xe)を、円偏光により電子スピン系を励起したルビジウムと共存すると、同体積の水と比べ

ても 100倍以上強い磁気共q割言号を与える「超偏極希ガス」が得られる。これまで、圏内の研究機関では、パッ

チ式と通称されるパイレックスガラス容器を用いた方法が超備極キセノンガスの事指に用いられていたが、研究

者による手作り装置で行っていたため、操作例離である、動作安定性が低い、ルビジウムの寿命が短いなどの

問患者があった。そこで、産総研の中小企業支援型の予算制度を活用し、特に医療用のMRI装置向けに、偏極率

が高く、しかも単位時間あたりの劃筆量が多い、高効率に超偏極キセノンガスを製造できる装置の製品化を目指

した研究を行ってきた[1-5]。

今回、これらの研究成果に、東横化学の「高純度ガス供給技術」、「半導体製造装置レベルのクリーン化技術J、

「高精度圧力制御櫛加なと.を導入することによって、高偏極率の超偏極キセノンガスをパッチ式で連続側企す

ることを可能とした実用機を開発した(写真 1)。本装置は、原料となるキセノン/室事昆合ガス及ひバージ用窒

素ガスのシリンダー収納部、圧力制御部、偏極用セル部、及び、システム制御部により構成される。偏極用セル

部は、 φ60n官nX100mrnの円筒状のルビジウム封入パイレックスセル(写真2)で、原料となるキセノン/窒素混

合ガスの入口及び超偏極ガス出口となるパルプ、2個を装着してあり、内壁画には、ルビジウムを真空蒸着させて

いる。今回、ルビジウムが長期使用により劣化した際に、偏極用セル部分を交換用部品として供給する方法を確

立した。システム制御部には、対話式のタッチパネルが装備され、各操作を誤りなく行うよう考慮されている。

また、シリンダー交換やセル交換後の大気成分のパージアウトは自動運転により行われる。 MRI装置を利用して

評価実験を行った結果、 14日間の長期運転試験において、 3伽l注射笥約 100本に偏極率5月以上の超偏極キセノ

ンガスを連続して採取することに成功し、間歌的ではあるが、 NMR/MRI測定を効率的に行うに十分な偏極率と製

造量での供給を可能とした。

今後は、 「連続フロー型高効率偏極エンジン」白，3，出を本装置に融合することで、偏極率及び単位時間当りの

製造量を増大させ、さらなる自動化を進め、臨床検査技師やNMRlMRI装置のオペレーターでも簡単に操作が行

える最終的な「自動化された連続フロー型超偏極希ガス発生装置」として完成させる予定である。また、本実用

機によって、触媒など多孔質体の微少な空洞を持つ物質中での空孔サイズ分布やガス動態の解析、高精闘機能

診断を瞬時に行うことが可能な医療機器や、高精度で迅速な脳内由来の画像化による脳梗塞予防診断技術の実用

化を目指して、国内外の医療樹桁研究機関との共同研究に発展することを期待している。

超備煙、実用化、 1却Xe、生成装置、高効率化

はっとりみねゆき、ひらがたかし、さいとうもよこ、なかいとしはる、ほんまかずひろ、たなかりょう、おおたけのりお、むらやまもりお
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写真2:ルビジウム封入パイレックスセル
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1 L7 
四極子核の固体NMRにおける高感度化

(新日本製錨(株)先端技術研究所 1)、日銭テクノリサーチ(株)り
金橋康二 1)、0粛藤公児ヘ畠山盛明 2)

Strategies of High Sensitivity for half Integer Nuclei of Solid State NMR 

Koji Kanehashil)， 0 Koji Saitol>，and MorIaki Hat北eyama
2
)

l):Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Laboratories， 2) :NSTR 
Strategies of high sensitivity for half integer nuclei of Solid State NMR is very important and 

necessary for industrial appHcation because usually there is less than a few percent of concentration for 

measuring nuclei of real materials. We have demonstrated strategies of high sensitivity for half integer 

nuclei of solid state NMR. In the case of N (" 0 Nuclear)， introduction of en山 hed、， of which either a 

part of enriched or full enriched 170 of materials， is very effective. At the same time， using much Higher 
fields produce much higher sensitivity and resolution for half integer nuclei of so1id state NMR. Its 

effects show more than our expected. Finally， in the case of R (Resonance)， recent fast 

amplitude-modulated radio-frequency techniques is adopted. When all three methods are applied to real 

materials， we can get very important information for their chemical structures. 

1.はじめに

材料科学の分野では、無機材料は重要な材料系であり、触媒やガラス等は機能性

材料の中核であり、また天然資源である土壌や鉱物等も貴重な材料である。このよ
うな材料系の構造解析には、従来はX線回折や電子顕微鏡等が利用されてきたが、
最近国体 NMR法の発展に伴い、実用無機系材料への固体 NMR法の応用が盛んに
なってきた。 NMR法の特徴は非破壊計測であることは勿論、 X線回折が長周期構造
を持つ材料系の解析に有効であるのに対して、周期構造がないアモルファス系材料

や短周期構造材料の解析に有効である点である。更に特筆すべき特徴は、 NMR法

が原理的に原子周辺のミクロ領域の局所構造に関する情報を与える点である。アル
ミノ珪酸塩の場合、回とAlがメインの原子である。 NMRでは両方の核も測定対象

となることから、 Si周りとAl周りの化学構造情報を詳細に得ることが可能である。

対して、 X線回折の場合、 SiとAl原子の X線散乱の断面積はほぼ等しいことから、 Si

とAlの他学構造情報を X線から直接得ることはできない。よって、 SiやAlを多く一
含むアルミノ珪酸塩やゼオライト等の触媒の化学構造解析には、固体 NMR法が非

常に有効である。しかし多くの無機材料が保有するAlや O等は 1>1/2の四極子核で

あり、その線幅は MASを実施しても、一般的には完全に先鋭化されない。そこで、

それらを消去するために後述する手法が必要となっており、これが無機材料への固

体 NMRの適用拡大を阻害するー要因であった。 1995年に Frydmanら明=ら発表さ

れたMQMAS法は特別なプロープ等が必要ないため、非常に魅力のある手法で、我々は
この方法を利用して無機材料刊に適用してきた。しかしM朋AS法は感度が悪いので、

NMRの高感度佑は実用材料に展開していくためには必須な条件となる。それは、

実用材料の場合、対象核種の存在量が数%未満であることが多いためで、ある。そこ

で特に四極子核で、の実用無機材料における高感度化の検討を行ったので、報告する。

高磁場、四極子核、高感度、同位体ラベル、 MQMAS

かねはしこうじ、 Oさいとうこうじ、はたけやまもりあき
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2 .実験と結果
(1) Nuclearについて:同位体ラベル

四極子核でEつ実用酸化物材料に一番有効で重要な核種は酸素である。それは、

酸素を中心に結合が構成されており、酸素を測定できれば、その結合状態や角度等、

多くの構造情報を得ることが可能である。しかし酸素の天然存在比は 0.037%なの

で、 17
0同位体ラベルが必須となる。酸化物系材料への

17
0同位体ラベルには、 2つ

の考え方がある。それは酸イじ物系材料の創出には焼成法が多く用いられるので、対

象となる酸他物毎に
170同位体ラベルを行うユニフォームラベルと特定の酸化物に

のみ 170 同位体ラベルを実施する選択的ラベルであり、あたかも蛋白質研究の手法

を類似している。例えば、カルシウム系アルミノガラス材料を考えた場合、酸素の

持ち込みは CaOと Si02と Ah03の3種類がある。 17
0 ラベルした原料 (Ca(事OH)2，

Ah'03， S(02)は以下の手順にて合成した。 Ca(OH)2はグローブボ、ツクス中にて KOH

を H2'0に溶解させ、この水溶液を氷浴下で CaChと反応させて得られた沈殿物を蒸

留水で洗浄、乾燥して得られた。 Ah03はAlO(OH)をH20共存下、密閉容器内で 105

OCで 7日間反応させてAl0(OH)を得た後、大気中 1200
0Cで 1時間焼成して目的物

を得た。 S(02はh 雰囲気下、無水 diethyl etherに溶解させた SiC14溶液を氷浴しな

がら H2'0を少量ずつ滴下し、沈殿物を蒸留水で洗浄後、乾燥して得られた。これら

の合成原料が試薬と同等の構造を有していることを XRDにて確認した。 17
0 ラベル

した CASガラス試料は、フルラベル (*C*A*S)、選択ラベル (*CAS，C* AS， CA *S) 

を用い、 51.1Ca(OH)2-9.5 Al203・39.4Si02の組成となるように秤量し、 1000.......1400 

。Cで 30分保持した後、銅板上で急冷することによって得た。Fig.1にユニフォーム

ラベルしたカルシウム系アルミノガラス材料の MQMASの結果を示す。酸素化学情

報で非常に重要なノンブリッジ酸素とブリッジ酸素を区別できるとともに、Al-O-Si

と Si-O-Siの他学構造サイトを明確に区別できる。またユニフオームラベルと選択

ラベルは、これらの帰属やその反応メカニズムの解明に貴重な情報を与えると期待

される。明らかに17
0等では必須な手法である(詳細はポスター lP38を参照)0NMR 

スベクトル測定には、 JEOLECA・700(170 ; 94.9 MHz， 27Al ; 182.4 MHz)を使用した。
170 MAS及び MQMASの測定には、 4mmゆJEOL製 27Al及び 170シングルチューナブ

ルプロープを用い、試料回転速度は 20 kHzとした。
17
0 NMRスベクトルの佑学シ

フト基準は H20をOppmとした。

S!l 

tO.0 

1.50 

，崎明"句目"!~11.ゅ.<<向"の.，.~.治的"""'V，~，floN如、"拘句句、恥"'

1泊 10'0 50' 

Fig.1 NMR spectrum of 3QMAS for full enriched slag 
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(2) Magneticについて:磁場効果

より高感度にM側AS法等の四極子核の高分解能 NMRを測定するには、①高安定度

な磁石での高磁場の利用(四極子の相五作用が静磁場の 2乗に反比例するため静磁
場が高い方が見かけ上四極子相互作用を低減できるため)②高 rf(多量子への励起

の際にパルス照射強度が高い方が感度の上昇が大きいため)③高速での試料回転(高

磁場になれば、サイドバンドの数も増加するため、必然として回転速度は高い方が

良いため)の 3点(固体無機材料系で固体 NMRを実現・成功させる 3高条件)が

重要であり、この条件を満たす装置も高感度化に果たす役割は大きい。固体無機材
料を念頭に置いた場合、以下の 3点が高磁場化のメリットと考える。

①分解能向上;2次の等方シフト(血曲(2))及びピークの広がり (D(2))を表す式

l1iso(2)= -nQ2/30nL[I(I+l)胡 ](1+h213) D(2)=25/144*nα/nL[I(I+l)訓]
一化学シフトスケールでは、 町田(2)，D(2)ともに共鳴周波数の 2乗に反比例

②感度向上 ;NMRシグナル強度と磁場強度との関係

S (NMR信号強度)∞γ4*H(磁場強度)2*N (核スピン総数)

ーシグナル強度は磁場強度の 3/2乗に比例
③実用測定対象の増加;低周波数核の測定が容易となる

16.4Tでは、具体的にどの程度感度向上が見られるのであろうか?我々は 7Tの装

置とほぼ同一測定条件(現実にはプロープの rf効率とか、試料量等の影響がある)
で、いくつかの四極子相互作用の大きさが異なる試料に関して、検討を行った。 7T

と16.4Tでは、磁場の大きさが 2.3倍なので、 S/Nに対する効果が3/2乗であるから、

最低でも約 3.5倍の感度向上が期待できるはずである。比較の結果を Table1に示す。
驚くべきことに、四極子結合定数が大きい場合(四極子相互作用が大きい)には、
その S/N向上代が飛躍的に大きくなっていることがわかる。特にリン酸アルミでの

酸素核では 10倍以上の感度向上が見られた。これは、磁場向上による通常の感度向
上効果と、四極子相互作用が磁場向上によって低減され線幅が先鋭化された効果と

の複合相乗効果と考えられる。この結果は、従来四極子相E作用が大きくて、低磁

場では測定対象ではなかった核でも、高磁場では測定可能になるとともに、その存
在量が少ない場合でも、高磁場ならば十分に測定可能になることを示している。ま

た懸念される Tlの増大によって繰り返し時聞が長くなる点であるが、 Table 1に示
したように、確かに高磁場では Tlが増大はしているが、その傾向は一様ではなく、
四極子核の Tlは一般的に短いことを考えれば、明らかに高磁場の利用効果は大きい。

Table 1 Effect of high field for various Cq samples 

sample name nucleus Cq(MHz) effect1 effect2 Tl(7T) sec Tl(16.4T)sec 
Alum 27Al 0 4.2 1.2 0.4 0.4 
Slag 27Al 3.8 6.S 1.8 0.8 1.9 

AlP04 170 11.1 10.8 3.1 0.06 1.2 
e町'ect1: S/N(16.4T) /S/N(7T) 
effect2: (S/N( 16.4T) /S/N( 7T) )/( 16.4/7)312 

(3 ) Resonanceについて:新たなテクニックによる高感度佑

四極子核の高分解能化に有効な MQMASは多量子励起とコヒーレンス選択を行う
ため総じて感度が悪い。そこで、それを克服すベき手法が最近発表されているふ何川7η)

その中で一番実用的と思われる FAM2法による感度向上効果をいくつカかミの試料につ

いて検討した。その結果を Table 2に示す。効果は核種や材料系によつて、異なる
が総じて 3QMASの方カが3効果が高いようである。(詳細はポスター lP38を参照)
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Table 1 Effect of FAM 2 method for various Cq samples 

sample Cq"(MHz) etTect at 3QMAS etTect at 5QMAS 

Slag (1'0) 4.0 、.._-・ 1.8

SlagC'A1) 5.0 2.9 1.3 

Mo凶arC'A1) 3.0 3.3 1.0 

3.まとめ
固体無機材料での四極子核の高感度を、①ラベル②磁場③高感度テクニックの 3

点を既に示した。ラベルイじできなくても、磁場向上による通常の感度向上効果と、

四極子相互作用が磁場向上によって低減され線幅が先鋭化された効果との複合相乗

効果があるので、四極子核が低濃度試料でも測定対象となり得る。例えば実際に、

非常に存在濃度の少ない例として、 Fig.3に 16.4Tでのスラグの解析例刊を示すが、

存在濃度わずか 1%程度のスラグ中のAlでも、高磁場ならば四極子相互作用が低減

し相対感度が向上するので、測定原理的に感度が低下するので低磁場では実施が難

しい 5QMASが実現可能となった。また高感度化テクニックで測定時間も短縮でき

た。低磁場ではもちろん、 19.4Tの 3QMASでもあまり明確な化学構造情報を与えて

いなかっただけに、 5QMAS実験が実施できた意義は大きい。その結果、従来暖昧

であった化学種特定が飛躍的に実施でき、新たな展開へとつながりつつある。

Fig.3 ALPO of 3釧ASspectra at 7T，16.4T and 5QMAS spectra at 16.4T 

以上の述べたように、四極子核の構造解析には、 M側ASが必須となっている。しか

し多量子遷移を利用するこの手法は感度が低い欠点がある。そのためにも四極子核

の高感度化は、まず 1)できるだけ高磁場を利用し、次に 2)FAM等の高感度イじのた

めの手法を利用することが必須である。また酸素のような天然存在比が低い核種は、

3)同位体ラベルを工夫して実施することが重要である。これらを総合すれば酸化

物系材料の構造と機能の関係が明らかになると期待される。今後開発が予定されて

いる 920MHzの装置では従来は適用不可能であった材料への展開が期待される。

参考文献
l)L.Frydman， J.S.Harwood， J.AmChem.Soc.， 117， (1995)，5367. 
2) K.Kanehashi， K.Saito and S.Sugisawa， Chem.Lett.，6， ( 2000) ，588. 
3 )K.Kanehashi and K.Saito， J.Mol.Struct.602・603，(2002)， 105. 
4) K.Kanehashi and K.Saito， Tetsu-to・Hagane，87， (2002) 103 
5) K.Saito， K.Kanehashi， Y.Saito and J .Godward， App.Magn.Reson.，22， ( 2002) ，257 
6)P.K.Madhu，L.Frydman and S.Vega， Chem.Phys.Lett.， 307，(1999)，41 
7)A.Goldbourt and S.Vega， J.Magn.Reson.，154，( 2002) ，280 
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1 L8 
パイ共役系高分子の準秩序構造のダイナミクス

(東工大院生命理工)0浅川直紀，守誠一朗，大平学，松原清彦， Mya.gmarsur・enGomboo， 

(東工大資源研)山本隆一， (東工大院生命理工)井上義夫

Quasi-orclerecl Structure of 7r-conjugatecl Polymers 

Naoki Asakaw9" *Seiichiro Mori， Manabu Ohira， Kiyohiko Matsubara， Myagmarsuren 

Gomboo， Takakazu Yamamoto， ancl Yoshio Inoue， Department of Biomolec'UlαT 

Engineering， Tokyo Instit'Ute of Technology， 4259 N，αgats'utα-cho， JIlIidori-k'u， Yokohama， 

J(αηαgαωα 226-8501， JAPAN， emαu:nαsαkαωα@bio.tdech.αc.jp， Phone: 045-924-5796， 

FAX:04 5-924 -5827 

We h乱veexplored diffusion-like motion of modulation wav巴sin solid polym巴rsby v乱rious

nuclear m 乱gneticresonance(NM 町 tech 向 ues including 10叩n時g糾i比tu町吋d山lin帥a叫l乱制n以ncl吋CItωr削

time me 乱sur日l'喰明e釘m巴nt匂5，2H qu 乱d出rupo叫la凱l'、twoか-dωim巴ns討ionalexchange m 巴凶thod.It is found that there 

coexist cr)杭 allineand quasi-cristalline phases in poly( 4-methylthiazole-2，5-diyl) with head-to-
head regio-regularity， resulting in乱normaldispersion of modulation waves of methyl group 

displ乱cementsassociated with baεkbone twist in the qu回 i-orderedphase. 

1.緒言

高分子結品や液晶などの高分子凝縮系材

料の構造物性相関を議論する場合，結晶・非

晶の二元論的な考察だけでなく?議も楠系が形

成する素励起状態や，素励起状態から基底状

態への緩和過程を考えなければならないこ

とがしばしばある.例えば， π共役系高分子

の発光過程における励起子(エキシトン)の

発生および消滅や結品性高分子材料の準秩

序構造などである.これらの素励起状態は

材料の物性を微視的な立場から明らかにし

ようとする場合無視することはできないだ

ろう.

本研究では、分子構造に関する素励起と

考えられる"Conformon"について述べたい

[1 J.結晶性高分子の中には準秩序構造と呼

ばれる，非晶ほどの乱雑さは無いが結品より

も構造が乱れた中間構造が穿在することが

りくイ共役系高分子，縦緩和，横緩和，相転移，二次元
交換NMRあさかわなおき 3 もりせいいちろう，おお

ひらまなぶ3 まつばらきよひこ 3 ミャグマルスレン=

ゴンボ3やまもとたかかず，いのうえよしお

知られている.特に π共役系高分子の準秩

序構造は結晶中の π電子の広がりと関わっ

てくるため，その存在と静的および動的構

造を明らかにすることは電子材料や光学材

料の物性機能相関を探る上では重要となる.

しかし，結品中の分子ダイナミクスはその重

要性にも拘らずう方法論が非常に限られるた

め，あまり良く分かつていないというのが現

状である.核磁気緩和測定は非破壊実験・標

識プロープ不要などの実験の簡便さゆえに

従来から分子ダイナミクスの情報を取得す

るためにしばしば用いられてきている.そ

こで我々は幾つかの π共役系高分子に対し

て核磁気緩和測定を行ない， π共役系高分子

中の主鎖のねじれに関する構造変調波の拡

散現象や異常分散性などを明らかにしたの

で報告する.その際に，拡散現象(あるいは

並進運動)を核磁気緩和測定でとらえる方法

の開発も行ったので [2]，その詳細について

も述べたい.
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2.結合様式制御型π共役系高分子:ポリ (4

メチルチアゾ-)レ-.2，5-ジイノレ)の特異性

近年?ゼロ価の Ni触媒を用いた脱ハロゲ

ン化重縮合により側鎖の結合様式を高度に

制御した π共役系高分子が合成され?ランダ

ム体とは異なる物性を有していることが明

らかになってきている [3].我々 は， Head-to-

head(HH)型のポリ (4-メチルチアゾールー

2 ぅ5-ジイノレ)[P4lVIeTz]( lVI~ rv 3200)に着目

した [3].この物質はうランダム体との物性の

違いカ頓著であり，かっ，類似のポリ (4-アル

キノレチアゾール 2，5-ジイノレ)[P4RTz]やポリ

(3-アノレキルチオフェンー2，5-ジイノレ)[P3RTh] 

とは異なり， face-to-face型のπスタヅキン

グを結晶中で形成していることがX線回折

からわかっている [3].さらに3π スタッキン

グ層とう二次元的に側鎖のメチル基が高密度

に配置した層の二層が交互に積層した特徴

的な結晶構造を有している.核磁気共鳴の

観点、からみると?末端を除くとメチル基のみ

に水素原子が存在するため，有機化合物であ

りながら特異なスピン系のネットワークが

形成されている.

2.1.スピン格子緩和時間の周波数および温

度依存'性

Fig.lにHH-P4lVIeTzの水素核の九の

周波数依存性を示す町観測周波数に対して-

0.5乗性が観測された (Ti1rvω-0田5). これ

は古典的なNlVIR緩和の理論である BPP理

論から予測される挙動(T1-
1rvω-2)と大き

く異なる.

この差異は， BPP理論では局所磁場の揺

らぎを一次の指数関数(ローレンツ型関数)

であると仮定していることに起因している.

今回の測定で得られた周波数依存性を説明

するためには3揺らぎに関する別の関数を考

えなければならない.現在までに報告され

ている様々な物質に対する T1の周波数依存

性のなかで-0.5乗性を示す例が幾つかある.

それらの理論的背景は大別すると二つに分

けられる.第一の理論は構造不整相での空

内
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Figure 1. I-IH-P4lVIeTzの1Hスピン格子緩

和時間の周波数(磁場強度)依存性

間依存の秩序パラメータの位相部分3いわゆ

るフェーゾンのダイナミクスに対して古典

的減衰調和振動子型の動的感受率を仮定す

るとスピン格子緩和速度の ω-1/2性が導か

れる [4]. しかし同時に，温度に対しては緩

和速度は比例する関係が導かれる.Fig.2に

示すように， HH-P4MeTzの実験では温度上

昇に伴い緩和速度の増大は認められなかっ

たのでう第一の理論の可能性は否定された.

第二の理論は一次元酔歩モデルに基づく

動的感受率の計算に基づいている [5].その

理論の詳細は省略するが3一次元の環境揺ら

ぎを仮定すると-0.5乗の周波数依存性が得

られる.帰結として次のような式を得る.

T
1
-
1 = M2(2Wω)一1/2(ω < W) (1) 

ここで， W は拡散速度である.Fig.1の実験

結果に対してフィッティングを行なった結

果， W=15土10GHzの値を得たこの値は

既に我々が行なった二次元交換NlVIRから

得られた 102Hz程度の運動と比較して 8桁

も大きい.多くの場合，実験方法が異なれば

それに敏感な運動モードも変わり得るので，

異なる方法で得られた相関時間が大きく異

なることはあり千号る. しかし，T1のイ直を支
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配している一次元的な環境揺らぎが二次元

交換NMRでとらえている主鎖周りの遅い

ねじれ運動と無関係と考えるのは無理があ

るように思える.現時点では決着はついて

いないが，我々は構造変調波の異常分散性に

よって説明できるのではないかと考えてい

る.そのために構造変調波の波としての性

質(伝搬または拡散)を核磁気共鳴でとらえ

ることができないだろうかと考えた.そこ

でスピンースピン(横)緩和時間測定を行なっ

てみた.
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。
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Figure 2. HH-P4MeTzのプロトン緩和時

間測定.1)400MHzでのスピン格子緩和時間

測定(飽和回復法)， 2)双極子場(約 15kHz)

でのスピン格子緩和測定(Jeener-Broekaert 

法)， 3，4)20kHzでのラジオ波回転磁場での

スピン格子緩和時間(スピンロック法)

2.2.横緩和時間による拡散測定

NMRを用いて拡散を測定する場合3磁場

勾配を発生させ，その条件下でスピンエコー

実験を行なう.パルス状に磁場勾配を発生

させる方法はPFG法[6Jとして広く使われ

ている.園相での遅い拡散現象をとらえる

ためにはPFG法による磁場勾配強度では不

足する場合が多いために，超伝導磁石周縁部

の静的な強力な磁場勾配を用いるか [7J反

へlレムホルツコイルが発生する静的な勾配

を利用する方法が提案されている [8].しか

し，試料内部に磁場勾配が存在するような系

に対してはいずれの方法も威力を発揮でき

ないことが指摘されている [9，2].この問題

は，実際に系に印加されている磁場勾配の大

きさが内部の影響で不明となることに起因

している.近年我々は結晶中に存在する内

部の局所磁場勾配を利用することにより，通

常の均一磁場磁石を用いた NMRスピンエ

コー実験(横緩和時間測定)により，拡散現象

をとらえることができることを示してきた

[2].その方法は横緩和時間測定に用いられ

るCarr-PurcellMeiboom-Gi1l(CPMG)法

のエコ一時間をパラメータとして横緩和時

間を測定するものである.CPMG法は一般

には拡散の効果を抑制することができると

言われているが，実際にはエコ一時間 (7)を

除々に長く設定することにより除々に拡散

の効果をむ値に取り込んでいくことが可能

となる.

HH-P4MeTzの場合，高分子鎖は分子間相

互作用のために鎖そのものの拡散は考えに

くい.現時点で我々は構造変調波の拡散に

伴う磁場勾配波の拡散をむでとらえている

のではないかと考えている.

3.結論

以上のように我々は核磁気緩和測定とい

う伝統的な手法で π共役系高分子の準秩序

構造の分子ダイナミクスを調べた物性・電

子構造と分子ダイナミクスとの相関は必ず

しも明らかにはなっていないが，固体高分

子における構造変調波の拡散を磁気共鳴に

よって実験的に求めるというアプローチは

まだ少なく実験や理論にもまだ問題が残さ
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Figure 3. HH-P4MeTzのlH横緩和時間測

定とうフーリエスベクトル法による一次元

Bloch-Torrey方程式の数値シミュレーショ

ン結果

れている.今後，物質拡散の問題と共に重要

になってくるのではないかと思う.
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1 L9 
有機EL素子における電荷輸送性材料の構造とダイナミックス

京大化研 1・科技団さきがけ 212

0梶 弘典 1，2.塚本直樹 1・山田知典 1・堀井文敬 1

Structures and Dynamics of Carrier Transport Materials in Organic EL D巴vices

Hironori Kaii
1
ペNaokiTsukamoto¥ Tomonori Yamada¥ andFumitaka Horii

1 

1Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011，JAPAN and 

2Structural Ordering and Physical Prop巴rties，PRESTO， JST 

L:Jcal structures and dynamics of 4，4'・bis(phenyl-m-tolylamino)biphenyl(TPD)， which is used as a hole 

transport material of organic EL devices， have been studied by solid-state NMR spectroscopy. W巴

synthesize 15N・labeledTPD to investigate the molecular packing in the amorphous state. Preliminary 

two-dimensional double-quantum (2D DOQSY) spectrum is obtained and the molecular packing will be 

investigated in near future. At present， it is found that the CSA width is narrow and that the 

intermolecular 15N_15N distance is distributed around 4.2 A. The 2D 13C CSA exchange experiments of 

amorphous TPD tell us that the aromatic rings undergo ルflipmotion even at room temperature with the 

mixing time of 2 s. L:Jcal structures of tris(8・hydroxyquinoline)aluminum (A]Q3)， which act as an 

light-emitting and an electron transport material， are also investigated by 13C and 27A] solid-state NMR. A 

relation between the local structures and thelight-emitting properties is discussed. 

1.緒言

有機 EL素子は、いくつかのブレークスルーを経て実用段階に入りつつある。この有機 EL用材

料の様々な階層における構造は EL特性に大きく影響すると考えられるが、素子が非晶状態で用

いられるため、その詳細は明確にされていない。一方、我々は様々な固体 NMR法を用いて、回

折法では明確にならなかった乱れた構造をもっ高分子の局所構造lおよびダイナミックス 2の精密

解析を行ってきた。これらの固体 NMR法では、構造秩序の有無にかかわらず精密解析が可能で

あるという特徴をもち、非晶材料の解析には極めて適している。本研究では、正孔輸送剤である

4ダーbis(phenyl-m-tolylamino)biphenyl (TPD，図 1)および電子輸送剤である tris(8・hydroxyquinoline)

aluminum (Alq3，図 4)の構造およびダイナミクスに関する基礎的知見を得るため、固体 NMR測定

キーワード:有機EL、非晶構造、固体 NMR、電荷輸送材料、局所構造

かじひろのり、つカもとなおき、ゃまだとものり、ほりいふみたか

-30-



を行った。

2.実験

TPDは、溶融状態から OOCに急冷した後、減圧乾燥することにより非品試料を得た。また、二

次元二量子(2DDOQSY)測定により TPDの分子間パッキングを明らかにすることを目的として、

15Nラベルした TPDC5N-TPD)を合成し、同様に非I思1試料を得た。Alq3に関しては、適切な熱処理

を施すことによりα・， y-，o・，および非品Alq3試料を得た。ただし、ふA1q3に関しては純度の高いも

のが得られず、 y-Alq3が20%ほど含まれている。固体 NMR測定には ChemagneticsCMX・400分光

計、溶液NMR測定にはJEOLAL-400分光計を用いた。 13C，15N， 27 Al (CP)ル1AS測定における MAS

回転速度は 6ほ{zである。

3.結果と考察

3.1.非晶 TPDの分子間パッキング

得られた 15N_TPD試料の 15N化学シフト異方

性(CSA)測定を行った結来、非晶15N_TPDのCSA

幅は非常に狭く、。11・σ33= -18 ppmであること

が明らかとなった(図 1)。この結果は、分子軌道

(MO)計算(Gaussian98，DFr B3LYP/6・31G(d))の

結果(σ11・033= -14 ppm)とほぼ一致し、 TPDの

窒素がピラミッド型構造ではなく平面構造をと

っていることが示唆された。また、カチオン状

態における TPDのMO計算において、 15N等方

化学シフトが 50ppm高磁場シフトするととも

。r-=¥r-=¥φ 
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Fig. 1. Experimental and DFr-calculated CSA 
15 spectra of amorphous 'JN・TPD. Thick line: 

experimental， thinline: DF巴calculatedin the neutral 

state， thin broken line: DFr-calculated in the cationic 

に、 CSAは幅広くなる(ou・σ'33= -83 ppm)と計 stat巴 Thinline well reproduces th巴 experimental

soectrum. 
算された。この結
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観察する上で重要な情報をもたらして r (a) 30 oc (b) 50 oc 

くれるものと期待される。

また、図 2に、 15N_TPD の 15N 2D 

DOQSYスペクトルを示す。まだ予備実

験の段階ではあるが、 2DDOQSY測定

が可能であることが示された。 CSA幅

が狭いため、精密解析は困難であると

予想されるが、 15N二量子シグナル強度

の励起時間依存より、最近接分子間

15N_15N距離は4.2Aを中心に分布して

いることが明らかになった。今後、 CSA

幅の広い 13tをラベルした TPD試料を

用いることにより、精密解析を行って

いく予定である。

3.2.非品TPDのダイナミックス

非晶TPDのダイナミックスを 2D13C 

σ11 σ22σ33 σ11 σ22σ33 

(c) 65 oc (d) 75 oc 

σ11 σ22 σ33 σ11 σ22σ33 

300 200 100 0 -100300 200 100 0 -100 
ppm 

Fig. 3. Experimental 2D 13C CSA exchange spectra of 
amorphous 15N_TPD (mixing time is 2s). 百letempera知resare 

indicated in each figure. 30 contour lines are plotted betw官叩

3 and 60 % of the maximum intensity. 

CSA交換スペクトルの測定により検討した(図3)。測定温度30・500C、混合時間2秒の条件下で σlb

σ22の交換シグナルが明瞭に観察されたことから、 Tg(64 oc)以下でも芳香族環がπ-flip運動を行っ

ていることが明らかとなった。また、 65Ocでは混合時間 0.1秒でπ・flip運動が、混合時間 2秒で

はσぉに対しても交換シグナルが観察され、分子自身が運動しはじめることが示された。ただし、

これらの測定においては、すべての炭素種に対する共鳴線が重なり合っているため、どの部位が

運動しているのかは明確ではない。 CP/MAS13C測定においても芳香族 C-H炭素の 13C共鳴線は分

離できず重なり合っていたため、さらに詳細な検討には重水素化試料が必要であろう。

このようなダイナミックスは、 EL素子の寿命と関連していると考えられる。また、 TPDが実際

に正孔輸送層として用いられる場合、非品状態にあるために HOMOエネルギーレベルには分布が

生じる。そのため、正孔がトラップされやすくなると考えられる。 Tg以下での局所的なダイナミ

ックスによりエネルギーレベルに変化が起こり、 トラップされた正孔がデトラップされれば、正

孔輸送能を向上できると予想される。このような観点に基づき、今後、より速いターイナミックス

を捕らえることによりこれらの相関について検討を行う予定である。

生主..d!g3多形の NMR解析

図4に、溶液スペクトルおよび、 α・， y-，o-，非晶Alq3のCP/MAS13Cスペクトルを示す。溶液ス

ペクトルでは、各共鳴線が 3本にわかれていることから、 3つの配位子が異なった環境にある
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Fig. 4. CP/MAS 13C NMR spectra of (a)α-， (b) y・， (c) O・， and (d) 

amorphous Alq3・ Thesolution 13C NMR spectrum is also shown at the 

top. 

120 140 れによる共鳴線の分裂が

ーつの原因であると考え

られるが、溶液状態での分

裂幅に比べてさらに幅広

いことから、分子間(あるいは分子内)の配位子パッキングも大きく影響していると考えられる。ま

た、図 4(a)，(d)より、非品cAlq3はα-Alq3と類似の局所構造を有していることわかる。 y-Al旬、 8・Alq3

においては、シャープな共鳴線が観測されている。これらのスペクトルでは、 C2、C3炭素に対し

共鳴線が 1本のみ観測されることから、 3つの配位子が等価な環境にある facial体であることが示

唆された。なお、ダイナミックスにより共鳴線が 1本になっている可能性も否定できないため、

今後、ダイナミックスについても検討を行う予定である。 iこれらの試料の発光波長(励起波長:365 

nm)は、 α-Alq3と非品 Alq3が、また、 y-Alq3とふAlq3が類似していることから、図 4のスペクトル

の違いから示唆される局所的な構造と発光特性との相闘が推察される。 27AINMR測定においても

同様のスペクトルの類似性が観測された。
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1 LI0 
固体高分解能 13CNMRによるポリピニルアルコール/ポリアクリル酸

プレンド試料の高次構造解析

奈良女子大学大学院 O吉津綾子・松生勝・黒子弘道

Higher order structure analysis of poly(vinyl alcohol)/poly(acriylic-acid) 

blends as studied by high resolution solid state 13C NMR . 

Graduate School of Human Culture，Nara Woman' s University 

Ayako Yoshizawa， Masaru Matsuo， Hiromichi Kurosu 

13C CP/MAS NMR spectra of poly(vinyl alcohol)/poly(acriylic-acid) (PVA/PAA) blends show 

that出ePAA carboxyl carbon has four deconvoluted peaks. The behaviour of the peak 

intensity and hal←width of the four deconvoluted PAA carboxyl carbon peaks are supported 

this assignment. Furthermore， some measurements of the relaxation time have been carried 

out. Each of仙eT1ρH and T1
H values of出ePAA and PVA carbons for drawn sample are 

almost same. This result shows that the drawn blend sample is homogenous on a scale of 

10-20 A. On the other hand， for undrawn blend sample， although the T1
H shows the same 

values for PAA and PVA carbons， the T1ρH has different values. This shows that this blend 

sample is homogenous on a scale of several hundred A， but heterogenous on a scale of 

10-20 A. 

【緒言}

これまでの多くの研究では PAAカルボキシルカーボンについて、分子間水素結合を含

む3本のピークに分けられると考えられていたが、本研究室での研究から PAA C=Q基の

化学シフトから PVA/PAAブレンド試料のより詳細な高次構造の知見を得る可能性が指摘

された。本研究では、 PAAのc=o基に注目し、固体NMRによってその高次構造を明ら

かにすることを目的とする。

【実験】

ブレンド比 PVA/PAA=3/1、1/1、1/3、O/1(モル比)のフィルムを作成し、来延伸サン

プルのほかに、中間延伸サンプル、最大延伸サンプルについて NMR測定 (CP/MAS法、

T1ρH測定法、 T1H測定法、 T1C測定法、 PST/MAS測定法)、 DSC測定、広角 X線回折測定を行

った。

ブレン!，"， PVA/PAA、延伸、構造

よしざわあやこ、まつお まさる、くろす ひろみち
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【結果と考察】

固体 NMRのGP/MAS測定で得られたスペクトルを PAAのG=O基について線形解析を行っ

た。本研究では、作成したサンプルを延伸し、試料を一軸方向に引き伸ばした時の高次

構造の変化に注目した。ピークフイツティングの結果、 PAAのカルポキシルカーボンに

は4つのピークの存在が見出され、それぞれのピークの帰属をその半値幅や強度比の変

化について PVAとのフレンド比が異なるサンプルを未延伸試料、延伸試料について比較

することにより検討した。

これらの解析結果から、フレンドによる構造の乱れなどの影響が生じているかどうか、

延伸による分子鎮の引き揃いなどの影響を受けているかどうかなどの情報を得ることが

できた。また、フレンド、延伸による強度比の変化が水素結合形態とどう関わり合って

いるかを考察した。その結果、水素結合形態の違いによって以下のような4つのピーク

に帰属できると考えられる。この帰属に関して測定結果は矛盾なく説明できたことから、

PVA/PAAブレンド試料の高次構造を詳細に明らかにすることができた。この結果は、 NMR

測定で得られたスペクトルの強度比、半値幅の変化を比較することにより、 PAAに隈ら

ず他の高分子についても水素結合形態を含む分子の高次構造を明らかにできると考えら

れる。

PAA100% Peak 1 :PAA鎖内近慎水素結合を2個

PeakIl :PAA鎖肉近傍水素結合を1個

Peakm:分子間水素結合を持つ

PeakIV:PAA鎖肉近傍水素結合を持たない

憎 5~沼qi げ 170 山{ロpm'

Fig.l Line shape analyses for the C=O resonance lines of pure PAA films 

また、緩和時間測定を行い、 T1ρH Table 1 T1ρH values (ms) for PVA/PAA blends 

測定の結果からはブレンド比によって PVAノPAA 延伸比 (λ) CHOH(PVA) C=O(PAA) 

サンプルの相溶性が異なることがわか
1/0 1 7.4 

った。さらに延伸による相溶状態の変
8 8.3 

化も現れ、 PVA/PAA=1/3フレンド試料

については未延伸の状態では非相溶で 0/1 5.5 

あったものが、延伸することによって 3/1叫 6.0 5.6 

相溶することがわかった。ブレンド比 6 7.0 5.2 

の違いや延伸による相溶状態の変化と 1/1叫 1 6.3 5.9 

水素結合の関連性を検討するために、 30 6.6 6.3 

TIc測定を行った。 詳細は講演で述べ 1/3 8.0 6.9 

る。 30 8.4 8.4 

*1 Q.Chen，H.Kurosu，L.Ma，M.Matsuo Polymeη43，1203-1206(2002) 
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1 Lll 二次元 lHスピン拡散NMRによるジフェニルヘキサトリエン

誘導体の分子配列

(産総研)0林繁信、園田与理子

Two-dimensional I H spin-diffusion NMR study of l1101ecular arrangements in diphenylhexatrienes 

(Nat'llnst. of Adv. Ind. Sci. and Tech. (AIST)) Shigenobu Hayashi and Yoriko Sonoda 

Molecular arrangements in p，p' -disubstituted trans，tr仰 s，trans-l， 6・diphenyl-l，3，5・hexatrienes

(DPHs) have been studied by two-dimensionallH spin-diffusion NMR. The mixing time dependence of 

the cross peak intensiけhasbeen analyzed， and the til11e constants representIllg proton spin diffusion rates 

have been estil11ated. Methoxy derivative (1) demonstrates a presence ofintennolecular spin diffusion 

betweell triene protOlls and methoxy protons， and thus it is revealed that a methoxy group is located close to 

a hexatriene chain of an adjacent molecule. On the other hand， there are no evidences of intennolecular 

spin diffusion for formyl derivative (2). 

[序]スピン拡散は固体NMRにおける重要な現象であり、

核問距離に関する有用な情報を与えてくれる。二次元 IHス

ピン拡散NMRは、ポリマーブレンドなどにおいて分子レベ

ルで均一に混さ、っているのかそれともドメインが形成され

R 
¥J 
~ 

1 R=OCH3 

2 R=CHO 

ているのかを調べるためによく用いられており、 1"-'500 mn Scheme 1. Diphenylhexatrienes 

の範囲のドメインサイズを推測することが出来る。一方、 IH

double-quantum MAS NMRを用いると 0.3mn以内の核問距離を調べることができる。

有機固体化合物では、良い単結晶が得られないために結晶構造を決めることができない場合が

ときどきある。このような場合、分子の配列を知るために上記の NMR測定技術が役に立つ。

trans，trans，trans-l，6・Diphenyl-l，3，5-hexa仕len巴(DPH)およびその誘導体(DPHs)は溶液状態で特異

的な蛍光挙動を示すことが知られている。我々は、 DPHおよびその誘導体の固体状態における光

吸収、蛍光挙動を調べて報告した[1]0DPHsは Scheme1に示すように棒状の形をした分子であり、

蛍光挙動は、分子配列や分子聞の相互作用に大きく影響を受ける。現在までに良い単結品が得ら

れておらず、 X線回折で結品構造解析ができていない。このため、二次元 IHスピン拡散NMRを

用いて分子配列を調べることにした。

本研究では、二次元 IHスピン拡散NMRを用いてジフェニルヘキサトリエン誘導体 1と2の固

相における分子の配列状態を調べた結果を報告する。交差ピーク強度の混合時間依存性を解析し

て、プロトンのスピン拡散速度を表す時定数を見積もり、 1と2が固相において全く異なった分

子配列をしているとし、う結果を得た。

[実験JScheme 1に示した 2種類の DPHsの粉末試料について測定を行った。 IHNMRスペクト

ルの測定は、 BrukerASX200 (200.13 MHz)を用い室温で、行った。一次元 CRAMPS、二次元 IHス

ピン拡散NMRとも、 quadraturedetection modeのBR・24パルス系列を使用して測定した。 900パル

ス幅は 1.4μs、BR・24パルスの 1サイクルは 144μs、試料の回転数は1.6kHzに設定した。

二次元 IHスピン拡散 NMR、ジフェニルヘキサトリエン、スピン拡散、分子配列

はやし しげのぶ、そのだ よりと
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[結果および考察]Fig. 1に1と2の IHCRAMPSスベ

クトルを示した。 1は、 TMS基準で 5.8、4.4、 3.1ppmに

強度比 6:1: 3のシグナルが観測された。さらに、 5.1ppll1 

にショルダーピークが観測された。溶液NMRの結果と

強度比から、 5.8ppll1のシグナルはベンゼン環フ。ロトン、

5.1と4.4ppll1はトリエンプロトン、 3.1ppm はメトキシ A 

基のプロトンに帰属された。 2では、 9.3， 6.7、5.8ppm 

にシグナルが観測された。 9.3ppmはホルミル基のプロ

トン、 6.7ppll1はベンゼン環プロトン、 5.8ppll1はトリエ

ンプロトンとベンゼン環プロトンの一部に帰属された。

Fig.2に1の二次元 lHスピン拡散NMRスペクトルを

示した。混合時間("Z"m)が20μsでは対角ピークのみが観測

され、混合時間の増加とともにすべての非対角ピークの

成長が観測された。特に、 トリエンプロトン (4.4ppll1) 

とメトキシ基のプロトン(3.1ppm)聞において分子内距

離が長いにもかかわらず非対角ピークが観測された。こ

のことは、トリエンプロトンとメトキシ基のプロトンと

の間で分子間スピン拡散が起きていることを示し、メト

キシ基が隣接分子のヘキサトリエン鎖に近い位置にあ

ると考えられる。

A 

B 

10 8 6 4 2 

a (ppm) 

Fig. 1. IH CRAMPS spec佐aof(A) 

1 and (B) 2. 

B 一方、 2のスペクトルでは、 9.3と6.7

ppll1の強い非対角ピークが観測された

が、 9.3と 5.8ppll1の非対角ピークは非

常に弱かった。すなわち、ホノレミル置

換体では、分子問スピン拡散を示す結

果は得られなかった。このことは、ホ

ルミル基が隣接分子のヘキサトりエン

鎖に近い位置にないことを示している。

F相} 院m)

上記の結果を定量的に示すために、

本研究では交差ピーク強度の混合時間

依存性を解析してプロトンのスピン拡

散速度を表す時定数を見積もった(当

日に発表する)。その結果は、上記の

分子配列を結論づけた。このように、

二次元 IHスピン拡散NMRを用いて有

機固体における分子の配列状態に関す

る知見が得られた。

4.0 

.0 

C D 

日幅~Tg L I目的制l

‘ロ

[文献][1] Y. Sonoda， Y. Kawanishi， T. Fig. 2. 2D IH spin-diffusiol1 NMR spec甘aof1. The' 

40 

"' 

Ikeda， M目 Goto，S. Hayashi， Y. Yoshida， N. ll1ixing till1es were (A) 20， (B) 50， (C) 100 and (D) 

Tanigaki， K. Yase， J. Phys. Chell1. B 107 200μs. 

(2003) 3376. 
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1 L12 
170 NMRによるポリジエチルシロキサンの固体及び液品構造解析

(東工大院理工 1・高分子センタ_2.防衛大 3・東京家政大 4・アイオワ州立大 5)

O 木村英昭 1・金坂 将 1・黒木重樹 1，2・安藤勲 1，2・浅野敦志 3・藤重昇永 4・

o Jerzy Wiench5・MarekPruski 5 

170 NMR Study of Structure of Poly(diethylsiloxane) in the Crystalline and Liquid Crystalline Phases 

Hideaki KIMUR11， Sho KANESAKA， Shigeki KUROKI， Isao ANDO， Atsushi ASANO， Shouei FUJISHIGE， 

Jerzy WIENCH and Marek PRUSKI 

(Department of Chemistry and Materials Science，τbkyo Institute of 百chnology)

170・Enrichedpoly(diethylsiloxane)(PDES) with molecular weight of 2.40xl05 has been prepared 

by cationic ring-opening polymerization of 170・enriched hexaethylcyclotrisiloxane and is 

characterized by 170 solid-state NMR spectroscopy. It is shown from the DSC that the 

170・enrichedPDES takes the same crystal and liquid crystal structures as 170・unlabelledPDES. 

170 Static solid-state NMR spectra ofthe 170・enrichedPDES in various states have been observed. 

The structural behavior is discussed on the basis of these obtained stectra. 

[緒言] 高分子量のポリ(ジエチノレシロキサン)(PDES)は、硬いメソゲンを持たないにもかかわら

ず、主鎖型液晶性を示す有機・無機ハイブリッドポリマーで、ある。これまで PDESの液晶機能発現の

メカニズムについて、 DSC、偏光顕微鏡、 X線散乱、ラマン、 lHパルス NMR、国体 13C及び29SiNMR

により調べられてきた。しかし、液晶や結品状態においてのコンホメーションやダイナミックスにつ

いては明らかにされておらず、液晶機能発現メカニズムの解明にはいたっていない。

本研究では、 170ラベノレPDESを合成し、 PDESの液晶及び結晶状態におけるコンホメーションや

ダイナミックスの詳細を170NMRにより解明し、シロキサン系ポリマーの構造解析における 170NMR

の可能性を示すことを目的とした。

[実験 170ラベル PDESは、当研究室で調製した。 DSC-ヒストグラムから、この 170ラベル

PDESは、 170ラベノレをしていない PDESlと同様に、温度によって 4つの結品多形 (α、。形の低温結

品及び高温結晶)と、メソ相、等方相を形成することが明らかになった。ウベローデ粘度計による 250C

トルエン溶液での粘度測定により、この 170ラベルPDESの重量平均分子量は 2.40xl05と決定した。

170 NMR測定は、 BrukerAvance DSX町300分光計、 ChemagneticsInfinity 400及び Bruker

DMX-500分光計で、それぞれ共鳴周波数 40.7，54.7，67.8MHzで行った。 170化学シフトは、水を外

部基準(8=0ppm)とした。温度可変測定では、サンプルの熱履歴をリセットするために、 NMRサンプ

ル管内で 800Cで20分間保った後、所定の温度に下げて設定した。 NMRサンブ。ル管内での温度は、硝

酸鉛を化学シフト温度計として用いて補正した。

キーワード:液晶、シリコーン、 170NMR、170ラベルポリマ}

きむらひであき、かねさがしょう、くろきしげき、あんどういさお、あさのあっし、

ふじしげしょうえい、イェージー・ヴィンヌフ、マリック・プルスキ
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[結果と考察]

図 1に 170ラベノレ PDESの 59.6MHz 29Si静止 NMR

スベクトノレ((a)0 oC [s型高温結晶状態]， (b) 25 oC [メソ

相]，(c)40 oC [等方相]及び(d)80 oC)を示す。 P形の結晶構

造はα形より安定であり、ゆっくりと温度を下げればP形

のみの結晶が得られる。スベクトルl(a)は、単一ののパウ

ダーパターンを示す。このことはPDESの結晶状態では、

全てのケイ素原子が等価であることを示している。それに

対し、スペクトルl(b)は、比較的シャープなシグ、ナルと軸

対象のパウダーパターンの混合したスベクトルになって

いる。このことから PDESのメソ相は、液晶相と等方相

の混合状態になっており、スベクトル強度比から、液晶相

/等方相の割合は約 411であると見積もられる。また、液

晶相の異方性化学シフトの符号が結晶相のそれとは逆に

なっているのは、見た目に大きな変化である。

(d) i¥ 

州阿川小帆州榊，1iJ{.I.y.;

(dl  

\\!，'I.kll~I:，6r~\l/l/llrlll~\~f/('~q作品川川州，/，'11，州'f<ll，~，

L 
(b) ‘! 

一一一一一/¥一一一一一一

(a) 

50 。 .50 ppm 

Fig.l 59.6 MHz却 Sistatic NMR spectra of the 170 

enriched PDES at (a) 0 oC， (b) 25 oC， (c) 40 oC and (d) 80 
。C

シロキサンモデル分子の MO計算から、29Si化学シフトテンソルの主軸方向は、低磁場からσ11，σ22，σ33

とすれば、 σ11は O-Si-Oがなす面内の主鎖方向、 σ22は O-Si-Oがなす面と垂直の方向、 σ33は O-Si-O

がなす函内の分子鎖と垂直の方向であることがわかった。このことから、スベクトル 1(a)とl(b)のス

ペクトルの違いは、液晶相では PDESが分子鎖を軸とした回転運動をしている結果であると説明でき

る。このことは、 PDES分子鎖は rod-likeな形態であることを示唆している。

図2に 170ラベルPDESの 67.8MHz170静止 NMRス

ベクトル((a)・20oC [13型高温結晶状態]， (b) 25 oC [メソキ町，

(c) 40 oC [等方相]及び(d)80 oC]を示す。本研究で調製した

170ラベル PDESは 170 NMRスベクトノレを得るのに十分

に 170ラベルされていることがわかる。結晶状態のスベク

トル 2(a)で、は、典型的な 170核の四極子パウダーパターン

を示し、スペクトノレのシミュレーションから、核四極子結

合定数(CQ)は 4.8MHzと見積もられる。一方、液品状態の

スペクトル 3(b)では、左右非対称なブロード、なシグナルに

変化している。これは、液品相の回転運動により、核四極

子結合定数(CQ)が減少したと考えることで説明できる。 170 1600 

竺~-~~…
i-…J//¥¥一…-
fL一一ノf~一
竺ーハj111

o ppm の
りの

U
D
O
 

NMRサテライトシグナルの解析から、液晶相での 170核 抑 67.8MHz吻 staticNMR spectra of the 
170 enriched PDES at Ca) '20・c.(b) 25 oC. (c) 

の CQは、1.7MHzと見積もられ、向給品状態の CQの 1/3 40 oC and (d) 80 oC. 

ほどに減少した。この結果は、 29SiNMRの結果に対応すると同時に、結晶と液晶のダイナミックス

の差を数字で示した点でより具体的である。また、 170核の MO計算と実測のスベクトルを比較する

ことでさらに多くの有用な情報が得られると予想され、 170NMR法がポリシロキサンのコンホメーシ

ヨンやダイナミックスの知見を得る有力な方法になりうることが期待される。

1) Godovsky， YU.K.; Papko町V.S.Ad日 Polym.Sci. 1989， 88， 129・179.

-39-





第 二日

1 1月27日(木)

特別セッション

rNMRの高感度化」

講演要旨





特別セッション rNMRの高感度化」

一緒言-

京大院理寺尾武彦

Special Session: Sensitivity Enhancement in NMR 

-Introductory Talk一

Kyoto University， Graduate School of Science， Takehiko Terao 

Various polarization enhancement approaches and some novel detection methods to improve 

NMR sensitivi匂rare briefly discussed. 

NMRはきわめて有用な分光法であるが，すべての分光法の中で感度がもっとも低

く，そのことが応用研究に限界をもたらしている.低感度の元凶は NMRが遷移周

波数のもっとも低い分光法である点にある.低周波数のため， Boltzmann excessは

きわめて小さしその結果，微小な核分極しか得られない.また，低周波は検出効

率を低下させ，熱雑音を大きくする. したがって，低感度を改善するには核分極の

増大を図るか，検出法の改良や新たな検出法の開発が必要となる.

熱平衡分極を増大させるもっとも一般的な方法は高磁場を用いることであるが，

マグネットの開発は限界に近づきつつある 13Cや 15Nなど弱共鳴核の分極増大に

は lHの平衡分極を利用した NOE，INEPT， CP， NOP(nuclear Overhauser 

polarization)などが開発されている. これらの方法と異なり， きわめて大きい非平

衡分極を準備する方法がいくつか開発されている 大きな電子分極を核に移す

DNP(dynamic nuclear pOlarization)，光ポンピングを用いた 129Xなどの高偏極を

与える OPNMR(optically pumped NMR)，パラ水素の付加反応による

PASADENA(parahydrogen and synthesis allow dramatically enhanced nuclear 

alignment)または PHIP(pari:1hydrogeninduced polarization)などである. これら

の方法は応用範囲が限られているものの 4'"'-'5桁の分極増大も可能である.

検出感度の改善としては装置の開発・改良によるものとパルス法の工夫によるも

のとがある.前者は酸化物超電導体をコイルに用いた高感度プロープや微量分析の

ためのマイクロコイルなど，後者は各種の間接測定法や多次元NMR法の低次元化

などを含む.一方， これまでの感度の低い電磁的検出法を捨てて，異なる原理によ

る高感度検出法を開発する試みも行われている. SQUIDや光による検出法や力学的

な検出法 (forcedetection)などである. これらの方法の更なる発展あるいは全く新

たな原理による検出法の開発は今後大いに期待され，夢の一分子NMRも出現する

可能性も大いに考えられる.

てらおたけひこ
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Studies on dynamic nuclear polarization using photo-excited triplet electron spins 

Kazuyuki Takedグ

Graduate School o[ Engineering Science， Osaka University， Japan 

An approach is introduced to attain high nucIear spin polarization in hostlguest molecular crystaI by means of 

dynamic nucIear polarization using electron spins in the photo-excited triplet state. Basedon the insight into 

the fundamentaI processes behind th巴buiIdupbehaviour of nucIear spin polarization， experimentaI strategies 

are discussed for reaIizing the efficient buiIdup. The appIicabiIity of出istechnique is aIso discussed for various 

purposes， incIuding chemicallbiochemical NMR analyses and NMR quantum computing. 

1. DNP and triplet-DNP 

When paramagnetic electron spins interact with sur-

rounding nuclear spins， they can exchange their spin 

states. 1n other words， the spin polarization can be 

transferred from one spin system to the other. 1n .some 

cases， you can artificially induce or accelerate the po・
larization transfer by manipulating the spin Hamilto-

nian. This is an example of dynamic nuclear polariza-

tion， for brevity DNP， which indicates the phenomena 

or techniques in which spin polarization is transferred 

from electron to nuclear spins[I}. Among several can-

didates for the paramagnetic electronic states for the 

DNP experiments， 1 would like to focus on Ihe elec-

tron spins in the photo-excited triplet state， because the 

photo-excitedtriplet electron spins have the following 

attractive features for the purpose of NMR sensitivity 

enhancement. 

• Photo-excited triplet electron spins can have 

huge non-equilibrium polarization. 

• They decay to the ground state in a finite life-

time， so that the NMR signals would not be dis-

turbed by the electron paramagnetism after出e

polarization transfer. 

Fig. 1 shows simpli自edelectronic energy levels of a 

molecule that is photo-excitable to the triplet state. By 

irradiating light， the molecules in the ground state are 

excited to the singlet state. Then a pa目ofthem is trans-

ferred to the lowest廿ipletstate， where in some cases 

the spin-orbit coupling populates the triplet sublevels 

very selectively， regardless of temperature and mag-

.E-mail: takeda唖qc困ee.es.osaka-u.ac.jp

Excited 
singlet state' intersystem 

-割酬・回同F 割問 耐 ・ 町 crosslng 
句1"I吉良言 、、ITriplet state tL-.一一
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FIG. 1: Electronic energy levels of a molecule photo-

excitable to the triplet state. 

netic field strength. Thus， high electron-spin polariza-
tion can be prepared simply by applying light even at 

relatively high tempera加resand in low magnetic fields， 

and can be transferr吋 tonuclear spins by means of 

DNP before it decays to the ground stllte. 1 henceforth 

denote the DNP experiments that use the triplet elec-

tron spins by the word “triplet-DNP" experiments. 

2. Triplet-DNP by Integrated Cross Polarization 

(ICP) 

1n a recent work on triplet-DNP， 1 H polarization was 

built up to 0.69 in a single crystal sample of pentacene-

doped naphthalene (Fig. 2) at 105 K and in the mag-

netic field of ca. 0.3 T by exploiting the high po-

larization of the electron spins in the photo-excited 

triplet state of pentacene[2]. This陀 sultcorresponds 

to ~ 2 X 105 -fold enhancement of 1 H polarization. 1t 

is also notable that the attained polarization of 0.69 

is nearly equal to the electron spin polarization of the 

凶pletstate of pentacene， meaning that the 1 H polar-
ization was built up to the ultimate and the maximum 

possible value. This striking result is partly ascribed to 

the fact that a very efficient DNP technique， namely the 

1ntegrated Cross Polarization (ICP) technique[20}， has 

Key words: Dynamic Nuclear Polarization (DNP)， photo-excited triplet electron spins， triplet-DNP， 
1ntegrated Cross Polarization (1CP)， NMR quantum computing 

たけだかずゆき
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various values of自eldsweep width， field sweep time， 

and microwave intensity， while the optimization of the 

latter needs the consideration of the transport length of 

1 H polarization by spin di飢Jsion，the concentration of 

the guest molecules， and .the repetition rate of the ICP 

_ operatlOn. 

ー〉イ Itis also important to photo-excite the guest 

、ーノ moleculesto the甘ipletstate efficiently. Takeda et 

FIG. 2: (a) A crystal unit cell of naphthalene (C IOHg). 

(b) The unit cell of naphthalene， in which two naph出alene

molecules are substituted by a pentacene (C22H 14) molecule. 

A typical pentacene concentration is ~ 10-4 mol/mol. 

become avai1able[3， 4]. 

In the ICP experiment， an extemal magnetic field 
is adiabatically swept over the ESR line broadened by 

hyperfine couplings between the surrounding 1 H spins， 

during which microwave irradiation is applied， so that 
the individual electron spin packets are locked along 

their e仔ective白eldsin the rotating frame. An appropri-

ate intensity of the locking field realizes the Hartmann-

Hahn matching between the individual electron spin 

packets in the rotating frame and the 1 H spins in the 

laboratory frame one after another on the way to field-

sweeping. By repeating the ICP operation， IH polar-

ization can be purnped up and stored in the Zeeman 

reservOlr. 

We have explored the fundamental processes be・

hind the bui1dup behaviour of 1 H polarization by ICP， 

and confirmed that two distinct processes contribute to 

the 1 H polarization bui1dup; (i) the direct polarization 

transfer from the triplet electrons to the protons occurs 

mainly inside the individual pentacene molecules， and 
then (ii) the 1 H polarization is町飢sportedaway by spin 

di仔usionto the surrounding naphthalene molecules. 

By successive contributions of these intramolecular 

and intermolecular polarization位置nsfers，1 H polariza-

tion is bui1t up over the whole sample volume. 

Accordingly， it is important to find the optimal ex-

perimental conditions for both the intramolecular and 

the intermolecular polarization transfers. The opti-

mization of the former process requires the examina-

tion of the initial buildup rate of 1 H pol叩 zationfor 

al. have proposed a出eoryto calculate the penetration 

depth of light， the triplet excitation depth to which the 

guest molecules can be transferred to出etriplet state， 

and the fraction of the guest molecules in the triplet 

state， and have verified the theory by zero-field ESR 

measurements[5]. Based on the theOlγ， the triplet exci-

tation depth and the triplet仕actioncan be simulated for 

a given guest concentration， intersystem crossing rate， 

natural Iifetime， laser beam intensity， and laser pulse 

width. Therefore， if白eintersystem crossing rate and 

natural Iifetime are known， simulations can provide 

necessary specification for the laser beam intensity and 

laser pulse width for maximizing both the triplet exci-

tation depth and the triplet fraction for various concen-

trations of the guest molecule. 

Fig. 3(a) shows a IH spec凶 mobtained at room 

temperature in a single scan after repeating the ICP 

sequence for 30 s at a rate of 50 times/sec， and the 

spec汀umin Fig. 3(b) was recorded with a single scan 

at thermal equilibrium. These spec町aclearly demon-

S甘atethat出eNMR sensitivity is profoundly enhanced 

by triplet-DNP. 

3. Application of triplet-DNP 

The high nuclear-spin polarization obtained in the 

present study can be useful in some fields. 

(a) A polarized target for particle beam scattering 

Experimental investigations of the intemal s甘uctureof 

nucleons require nuclear-spin polarized target material， 

at which accelerated particle beam is irradiated. In par-

ticle beam experiments， the capability of polarizing 1 H 

spms at as a “high" temperaωre as 105 K[21] rnakes 

naphthalene a radiation-resistant target material， be-

cause the radiation damage due to the particle beam is 

self-recovered in naphthaleneabove 77 K[7]. In this re-

spect， 1 H-polarized naphthalene is advantageous over 

the conventional targets prepared at very low tempera-

tures， in which depolarization inevitably occurs due to 
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100 O 
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FIG.3・Singlescan I H spectra of a single crystal sample of 

0.018 mol% pentacene-doped naphthalene. (a) Enhanced by 

applying the ICP sequences for 30 s at a rate of 50 Hz. (b) 

Obtained under thermal equilibrium， where the samplehad 

been kept in the magnet for 12 hours before acquisition. The 

time is sufficiently long for.the I H spins to establish equilib-

rium at room temperature (TI ~ 40 min)[6]. 

the spin-Iattice relaxation accelerated by the irrecover-

able radiation damage[8]. 

(b) Chemica肋iochemicalNMR 

Takeda et al. have reported on the successful applica-

tion of the triplet-DNP experiment in a polycrystalline 

sample， opening a way to polarize nuclear spins in 

those systems whose single crystal cannot be prepared. 

Towards the application to various systems of chemi-

caJlbioJogicaJ interest， we consider the following two 

approaches. The first one is to apply to such interest-

ing systems that can themsel ves be transferred to白e

triplet states. For instance， amino acids such as町pto-

phan， tyrosine， and phenylalanine are photo司excitable

to the tripJet state[9-1 1]. Since they can aJso exhibit 

the triplet state in peptides[9， 12， 13]， they may be used 

to enhance the sensitivity in proteins. 

The other way is to transfer the large nuclear polar-

ization created in， say， pentacene-doped naphthalene， 

to an initiaHy unpolarized interesting system. For ex-

ample， in a system in which molecules are adsorbed on 

or synthesized with a solid surface， nuclear spin polar-

ization can be exchanged between the molecule and the 

surface through cross polarization[ 14] dr spin-induced 

nuclear Overhauser e仔ect(SPINOE)[15]. Thus， the 

signal of the molecule on the surface would become ob-

servable by contacting it with the 1 H咽 polarizedsingle 

crystal. Another possible example is to perform DNP 

experiments in a microscopic mixture of pentacene・

doped naphthalene and interesting molecules， in which 
spin diffusion transports the enhanced 'H polarization 

in naphthalene to the molecules of interest. Such a mix-

ture would be prepared ty melt quenching or solution 

仕eezing.

Spin-polarized liquid solution is also possible by 

rapidly dissolving 'H司polarizednaphthalene into so-

lution， in which the transient Overhauser efti巴ct[l， 16] 

cause the polarization transfer between the protons of 

the naphthalene molecules and the nuclear spins of the 

solute molecules 

(c) NMR qualltumcompufIllg 

Despite its superior abiIity to perforrn artificial unitary 

transformations， NMR quantum computing[17， 18] 

su仔'ersfrom tiny nuc¥ear spin polarization unde.r ther-

mal equiHbrium. So far， aH experimental demonstra-

tions of NMR quantum computing have ernployed the 

so・caUedpseudo-pure states as an ad hoc solutぬn，at 

the cost of losing the ef自ciencygain over the “classi-

cal" (that is， conventionally used) cornputers. How-

ever， in order to make further progress in出is自eld，it 

is essential to avoid the usage of the pseudo-pure states 

by realizing NMR quanturn computing with very high 

nuclear spin polarization[22]， so that the qu釦 tumbits 

(called t批 判bits)can be physically initialized. 

Unfortunately， the nuclear spin system in which we 

have at同inedhigh nuclear spin polarizatioll does not 

fulalI one of essential requirements: the qubi岱 mustbe

definable which can individuaNy be accessed. That is， 

in order for the spin system to be utiIizable in quan-

tum computing， homogeneous broadening of the res-

onance line (such as the broadening of the spectrum 

in Fig. 3(司.))must be avoided by eliminating the in-

termolecular dゆolar.interactions. Thus， nuclear spins 
have to be polarized in a specialIy prepared material 

in which the relevant molecules are weJ/ separated 

from one another. This consideration has led us to 

an idea to implant the triplet guest molecules in per-

fectly deuterated host crystal， and to use these triplet 

molecules as an ensemble quantum computer under 2H 
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double-quantum decoupling[ 19]. As an inevitable corト

sequence of the elimination of the intermolecular dipo-

lar interactions， the polarization transfer by spin diffu-

sion would be lost. However， the lack of spin diffusion 

would be an advantage here， because the spins on the 

triplet molecule can directly be polarized， and the po-
larization would not be wasted by irrelevant spins. 

4. Summary 

Significant enhancement of nuclear spin polarization 

is possible in solid-state hostlguest systems by triplet-

DNP. In the triplet-DNP experiment， the direct polar-

ization transfer from the triplet electron spins to pro司

tons takes place inside the individual triplet molecules， 

while the dominant surrounding protons of the host 
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2 SSL2 
高磁場NMRマグネットの現状と将来

物質 a 材料研究機構強磁場研究センター 吉川正敏

High Field NMR Magnet : Pastラ PresentヲandFuture 

M.Yoshikawa Tsukuba Magnet Laboratory， NIMS 

Since the discovery of nuclear magnetic resonance (NM悶 in1945， NI¥在Rsp巴ctrom巴teぉ have

been m品位19remarkable progress as the most powerful too1 for structural biology. As the 

sensitivity and reso1ution are improved with the extemal magnetic field， high field NMR magnets 

have been dev巴lopingcontinuously a11 over th巴world. Though the highest field of N恥1Rmagnets 

is 21.6T (920MHz)， this is almost an upper limit by using present superconducting materIals. In 

this presentation， the development issu巴sof a higher field superconducting NMR magnet are 

reviewed. The future vision towards 1 GHz NMR isalso ref，巴rred.

1.はじめに

N恥伎は生体高分子等の複雑な有機化合物の構造を決定する有力な手段として用いられ

ている。ヒトゲノムが完全解明された現在では、ポストゲノム研究におけるタンパク質の

構造 e 機能解明が喫緊の課題であり、この分野において NJ¥偲は欠かすことのできないツ

ールになりつつある。長い問、大きな分子量のタンパク質の構造解析は難しいと考えられ

てきたが、昨年ノーベノレ賞を受賞した Wuthrich博

士らによる新たなパルスシーケンス (TROSY法)

の開発により、解析可能な分子量を大幅に増加させ

ることが可能となった。 N恥1Rでは磁場の増加と共

に感度と分解能の飛躍的な向上が期待でき、更に

TROSY法では 1GHz付近の高磁場で最も5齢、効果

が得られるため、 N恥1Rマグネットの高磁場化、特

に 1GHzを目指した研究開発は、日本のみならず米

国やドイツでも精力的に進められている。

これまで、高磁場化は着実に進んできており、現

在稼動している世界最高磁場の N島原装置では

21.6T (920恥任Iz)にまで達した。 (Fig.1) しかしな

がら、現在実用化されている超伝導線材を用いる限

り、発生磁場はほぼ上限に達しつつある。 23.5T

(1GHz)の磁場を発生する超伝導マグネットを実

現するには、新規喧伝導線材の実用化としづ技術的 Fig.1 A photo of the 920開-IzNお偲

なブレークスノレーが必要となる。本講演では、 N民生R magnet. 

キーワード:高磁場 NMR、高磁場マグネット、超伝導マグネット、超伝導線材

よしかわまさとし
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マグネットの高磁場化に対する課題について紹介し、 lGHzN品位マグネットの可能性に

ついて述べる。

2. 超伝導マグネットの高磁場化における課題

超伝導とは、ある温度以下で電気抵抗がぜロになる現象である。銅線やアルミ線など

の通常の導体では、有限の電気抵抗を持っているため、電流を通電するとジュール発熱が

生じる。従って、定められた冷却条件での許容電流値が決められているが、超伝導線材は

電気抵抗がゼロであるため、無損失で大電流を流すことが可能である。そのため、超伝導

線材を用いたマクマネットでは高磁場を発生させることが可能となる。

しかしながら、超伝導線材でも抵抗ゼロ 宝500

の状態で無限に電流を流せるわけではなく、 主

抵抗ゼロの状態で流すことができる電流値に 3 
は上限(臨界電流)がある。超伝導状態を示 5 
す物質は非常に多く数百種類にも及ぶが、現 ~10001 

在、超伝導線材として実用に供されているの z 50 

は、Nb百とNb3Snのみである。 Fig.2に示す s 
ように、これらの材料の 4.2Kでの臨界電流 C 

由

特性は磁場の増加とともに減少し、しかも、

線材の種類で異なっている。 400お任Iz (9.4T) : 1 o∞O~しし圃一.一…….一…_._.-.1一_._._LfiJ2いfiJ2E伽-史却加M怠担加加E叩叩叩p.殴!!:'現叫ωi性切wωE臼吋qりI
以下の N民銀マグネットは機械的特性に優れ

安価なNbTi線材のみで製作することが可能
ο50 

5 10 15 
Magnetic Field (T) 

4.2 K 

20 25 

であるが、 5oo!¥征Iz (U.75T)以上になると

Nb3Sn線材を併用する必要がある。Nb3Sn線
Fig. 2 Critical current densities of NbTi 

材は金属間化合物であるため非常に脆く、取
and Nb3Sn superconductors. 

扱に注意を要する。しかも、単価がNbTi線材と比較して数倍高価であることに加えて、

Nb3Sn層を生成するための拡散熱処理工程が必要となるため、Nb3Sn線材を用いたマグネ

ットは非常に高価になる。更に、 Fig.2から分かるように、Nb3Sn線材の臨界電流でさえ2aI'

以上の磁場で、はマグ.ネットとして実用的な最低限の値を確保できていない。超伝導線材の

臨界電流特性は温度に依存し、温度を下げることにより臨界電流値は向上する。そのため、

マグネットの運転温度を 4.2Kから 2K程度に下げることにより、 2aI'を超える超伝導マ

グネットが実現している。しかしながら、このようにマグネットの運転温度を下げても、

実用化されているNbTi，Nb3Sn線材を用いる限り、 22Tを超える超伝導マグネットは実現

していない。更なる高磁場の実現に向けて、Nb3Sn線材の特性改善やNb3Al線材， Bi系

酸化物線材等の新たな超伝導材料の実用化に向けた研究開発が行われており、研究用の高

磁場マグ、ネットでは23Tを超える磁場発生を実現している。

高磁場化を実現するためには、電磁応力というもう lつの大きな課題がある。大きな

電磁志力は励磁中の超伝導線材に対する擾乱となって、クエンチを引き起こす要因となる。

そのため、設計・製造面において、擾乱を抑制しクヱンチを避ける技術が求められる。更

に、Nb3Sn線材では、電磁応力による歪みが超伝導特性を劣化させるため、高強度の超伝

導線材が必要となる。一方、マグ‘ネットの大型化に伴い蓄積エネノレギーも相乗的に大きく

なるため、万一クエンチした場合にマグネットを適切に保護するための技術も重要となる。
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3. N恥1RマグPネット特有の課題

NMR超伝導マグネットには、単なる磁場発生のみではなく、発生磁場の空間的な均一

性と時間的な安定性に関して極めて厳しい性能が要求される。観測される Nl¥依スベクト

ノレでは 1Hz以下の分解能が問題となるため、超伝導マグネットによる磁場の均一性は、

サンフ。ノレが置かれる直径 1伽1m、長さ 2伽1mの領域内で 0.1ppm以下であることが要求さ

れる。また、長時間の繰り返し積算測定を行うため、時間的な磁場変動は 0.01pp即h以下

であることが要求される。これらは、いずれも一般的な物性測定用として用いられる高磁

場発生用超伝導マグネットと比較して、 3"'5桁以上厳しい値である。

磁場均一性を実現するためには、最適なコイノレ構成・配置の設計が重要である。超伝

導コイルは巻線密度を一定に保つようソレノイド形状を採用し、巻線の乱れに起因する磁

場の不均ーを避けるための精密な巻線技術により製造される。しかも、使用する超伝導線

材には厳しい寸法精度が要求される。更に、製造上避けがたい僅かな磁場の不均一性を補

正するコイル(シムコイノレ)を用いることにより、要求される磁場均一度を達成している。

磁場安定性を実現するためには、永久電流モードによる運転が必須である。理想的な

超伝導閉回路では電気抵抗が零であるため、文字どおり電流は永久に減衰しないが、実際

には超伝導線の接続部部分および超伝導線自身には微小な抵抗が存在するため、電流は僅

かに減衰する。超伝導線は製造上の線材長さに限界があるため、マグ‘ネットを製造するに

は、 1ケ所当たり概ね 0.01nQ以下という極めて小さな抵抗で超伝導線同士を接続する特

殊な技術が必要となる。しかも、この接続は製造過程でその特性を確認することが困難で、

あるため、極めて高い信頼性が求められる作業である。また、超伝導線材の臨界電流は、

Fig.3に示すように単位長さ当たりの微小な基準電圧(通常は 0.1μV/cm)が発生した時

の電流値として定義されている。つまり、臨界電流を通電した状態では既に抵抗が発生し

ていることになる。超伝導線材に発生する微小電圧は近似的に電流値の n乗に比例するこ

とが知られている。従って、 NMR超伝導マ

グネットで要求される磁場安定度を達成する

ためには、実用的な超伝導線材 (n値が 20'"

30)を用いた場合、運転電流を臨界電流の50

"'60%に抑える必要がある。このため、一般

的な物性測定用として用いられる超伝導マグ、 0.1μV/cm 

ネットよりも高磁場を発生するのは困難で、あ

り、発生磁場が同じであればマグ、ネットサイ Current 1 Ic 

ズは大きくなる傾向にある Fig. 3 I -V characteristics of superconductors. 

更に、 NMR超伝導マグネットは長期間連続して運転されるため、液体ヘリウム等の冷

媒消費量の低減とシステム全体としての長期連続運転における信頼性の確保が重要となる。

特に、高磁場化に伴いマグネットが大型化するため、冷媒消費量は増加する傾向にあるが、

いかに抑えることができるかが重要な課題となる。また、マグネットを 2K程度に冷却す

るためには、液体ヘリウムを減圧するための排気ポンプ等が必要となるが、これら動力機

器を安定して連続運転することも重要となる。

A 
V∞(士)h

w
h

吉
之
門
戸

4. 1GHzに向けて

前述したように NMRマクeネットの高磁場化を実現するためには、多くの課題が存在す

る。とりわけ、高磁場化に伴いマグネットサイズが大型化することによる課題が深刻であ
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る。マグネットサイズを小型化するためには、巻線密度を高める事が可能な矩形断面形状

の線材(平角線材)を採用する方が有利である事は明らかであるが、平角線材では加工時

に内部の超伝導フィラメントが不均一に変形するため、超伝導特性が劣化するのが一般的

であった。しかし、加工条件を最適化することにより、超伝導特性を維持しつつ平角形状

に加工することに成功した。その結果、 750MHzでNb3Snコイルに平角線材を採用するこ

とができ、 800阻Izでは、 l樹玉導シムコイルを除く全てのコイルに平角線材を採用できる

ようになった。

このように小型化の工夫を施しても、 750MHzでは 600.1¥任Izと比較して、磁場は 25%

増加したに過ぎないが、蓄積エネルギーは約 5倍となった。 920.1¥征Izに至っては 30倍以

上にもなり、高磁場化に伴いマグネットサイズすなわち蓄積エネルギーは急激に増加して

いる。従って、クエンチ保護回路の設計は極めて重要となる。特に、 N恥1Rマグネットは

永久電流モードで運転しているため、クライオスタット内部でパッシブに保護する技術が

必要となり、一般的な超伝導マグネットよりも保護団路の設計は困難となる。更に、高磁

場機種ほど実機サイズのモデルコイノレテストを実施することは非現実的となるため、コン

ビュータによるシミュレーションが有効となる。高精度なシミュレーション技術を確立し

たことによって、 750お任Iz以上の高磁場N恥1Rマグずネットを実現することができた。

更に、マグネットサイズの大型化に伴い電磁応力も増加し、特にNb3Sn線材では歪み

による超伝導特性の劣化が深刻な問題となる。 E を内部補強材として組み込むことによ

り、 4.2Kでの 0.2%耐力を従来材の1.5倍以上にまで向上させた高耐力Nb3Sn線材の開発

に成功したことにより、 920.1¥征Izの実現に至った。
こうした継続的な研究開発の結果、 N恥1R

超伝導マグネットは要求される性能が極めて

厳しいにも関わらず、 Fig.4に示すように着

実に高磁場化が進んできた。しかしながら、 円 20

研究用の高磁場発生超伝導マグネットの最高 五18

発生磁場が頭打ちにある現状を考えると、 出

Nl¥1Rマグネットによる発生磁場もほぼ上限 E 16 
に達したと思われる。これは、前述したよう d 14 
に超伝導マグネットの発生磁場が超伝導線材 12 

の特性によって制約を受けているためである。 101 Q4DO阻セ

研究用の超伝導マグネットでは、 Bi系酸 81 ! 

化物超伝導線材や Nb
3
Al線材なども使われ 1975 1980 郎長21防 2000 2005 

始めており、現時点での超伝導マグネットに Fig.4 Progress of high-resolution Nl¥1R 

よる最高発生磁場が 23.4Tである事を考える magn出 andof research ma伊崎 witha 

と、磁場発生という点においては lGHz相当 bore of注 22mm.

を実現できるレベノレに達しつつある。しかしながら、これらの材料には、 n値の向上、長

尺化、超伝導接続など様々な課題が残されており、 Nl¥1Rマグネットに適用するにはしば

らく時間を要すると思われる。 lGHzNl¥1Rを実現するためには、これらの課題解決に向

けた研究開発に取組む必要があり、特に酸化物超伝導線材でこれらの課題を解決すれば、

超伝導材料の高磁場特性による発生磁場の制約は大きく緩和されるため、 lGHz超 N恥恨
の実現も大いに期待できる。
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2 SSL3 
人体用高磁場 の挑戦

(国立環境研)三森文行

Challenge of high field恥1RI
(National Institute for Environmental Studies) F.Mitsumori 

High sensitivity is essential for the high performance MRI such as high resolution 
imagingラfMRIand localized spectroscopy. 1 describe here some images and spectra 
obtained at a 4.7T wholebody MRI system. The high sensitivity at high field 
allowed us to obtain high spatial resolution images in a reasonable duration. The 
improved sensitivity along with the widened chemical shi白dispersionat high field is a 
powerful aid to challenge the multinuclear MRS. We developed a method of TRlple 
Nuclei Interleave in Triple channel spectroscop Y (TRINITY)， which enabled us to 
measure lH， 13C and 31p NMR spectra from the same localized area at one 

measurement. 1 would also discuss about rf coils at high field further to improve the 
senslIlVity. 

[はじめに]

MRIの分野においても、通常の空間分解能を超えた高精細画像の測定や、脳機能マ

ッピング、スベクトロスコピー (MRS)を用いた代謝解析等のいわゆる“高機能イメー

ジング"に挑むためには、検出感度を上げることが必要となる。高感度化の王道が高

磁場であることは NMRの歴史が実証している。しかし、高磁場化は、生体の T[緩和

時間の延長や、 dielectric効果による Blの不均一、 rfコイルの非効率化などの問題を

も生ずる。本講演では、上述の問題点を回避しながら、 4.7T人体用 MRIでどのよう

な画像を得ることができるのか、多核種 MRSはどこまで可能となったか、私たちの

取り組みを紹介する。さらに、高磁場での高感度測定を支える rfコイルの問題点とさ

らなる高感度化のための試みについて論じたい。

[高磁場 MRIで得られる画像]

高磁場化によって得られる MR画像の感度向上は、 NMRの場合と同じく、ほぼ磁

場に比例するとしサ結果が得られている[1]。われわれが 4.7Tで測定したグラディエ

ントエコー画像でもこの点が確認された。この高感度を利して私たちは空間分解能が

1x1x1nunの全頭の 3次元画像をルーチン的に測定できるようになった(図1)。

Fig.1. Orthogonal images from 3D MDEFT dataset obtained in the human brain. Spatial 
resolution: lmm， a: sagittal， b: coronal， c: transverse imag巴s.

Keywords:高感昆高磁場 MRI，多核種 NMRラ高精細画像

みつもり ふみゆき
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一方、脳皮質や白質のT1緩和時間は 1.5Tでの値に比べて約40%の延長が認められ、

これは単位時間当たりの検出感度増を逓減しかねない。高磁場では T2*コントラスト

が増大するため、 8Tでは低磁場で見られない頭の微細静脈が観測されるようになっ

た[2]。この点は同じコントラストを利用する脳機能マッピングにもきわめて有利であ

る。

[高磁場スペクトロスコピー]

検出感度の制約のためイメージングの分野では NMRの真骨頂ともいうべきスペ

クトル情報の利用はきわめて限定されてきた。特に、他核種の利用は検出感度の障壁

が大きい。スベクトル測定においては、高磁場は高感度とともに、スベクトル分解能

も向上するため、 2重の意味で，恩恵、をもたらす。私たちは、 4.7Tの MRI分光計に 3

チャンネルの送信系と、 4チャンネルの受信系を装備し、同一測定時間内に、脳の同

一領域から 3核種のスベクトルを測定する TRINITY法 (TRIpleNuclei Interleave in 

Triple channel spectroscopy)の構築を進めている(図 2) [3]。

stimulation 

1 H localized ~pectrum 

V
A
 e

 

4
E
L
 e

 

a
m
 

，
u
o
 

m
む

T

I

C

 

T
氾

4
・
s寸

NAA 
Glu 

Gln 
GABA 
lact耳te

31 P localized spectrum 

{TP 

" 
" 

A 

・2・
a 

・"

anatomicalJfunctional 
image of human brain r 

E
 

F
3
 

n
v
h
・‘

問

ν

u

n

叫
w
u
α
A
V印

m

-

一

u
r
I
l
l
i
-
-
A一

r

L

一

+

L

H

J

-

n

i

-

-

州凶一

e

、一
H
引
副
目

t
一

ぺJ
P

・1

・td
h
A
E

C
O
 

A
U
 

e
 

z
 

a
 

c
 

o
 

-
-
E
A
 C

 

今

3

Fig.2. An illustration of a concept of the TRINITY (TRIple Nuclei Interleave in Triple 
channel spectroscopy) method 

この方法では、高磁場で延長した relaxationdelayの間に他核種の interleave測定を行

うため、代謝物の T1の延長を克服し高感度の利点を生かすのに有効である。これま

で、ヒト脳の選択領域から 10分間で lH、31p両核のスペクトルが同時測定できること

を示した(図 3) [4]。
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Fig. 3. lH (upper) and 31p (lower) NMR spectra obtained in an interleave manner from the 
same 3x3x3 cm voxel in the human brain (upper left). 128 transients were accumulated 
(10.7 min). Localiz~tion was pe巾 rmedfor 'H by a STEAM metnod with TRJTE/TM of 
5000/4/33ms， and fcir ~lp by an ISIS method. 

さらに、今年はこれに lH検出 13Cスベクトルを加え、 TRINITY法の基盤を確立した

(図 4)。また高磁場の高感度を利して、代謝物の重なり合った共鳴線の分離を改善

するために領域選択したコンスタントタイム COSY法の開発を進めている。

ATP 

acetate 
C2-H 

b 
B I I I ， I -， I .- I ， I T;.，..，'-， ，-， L.1...J_;-.J一一--l.--'-斗J_-;:_.L....L....l-.J

9 8 7 6 5 4 32  

11 ATP 

1'1 11 棚 C
1 -L-L.....I - 一一-I ¥  E ー」ー斗.--.1

5 0 -5 -10 -15 
Fig. 4. TRINITY spectra (a: lH， b: 13C indirectly detected by lH， c: 31p) obtained in an 
interleave manner from 2x2x2 cm voxel in a phantom containing 50mM 2_13C acetate， 50mM 
glutamate，JOOmM ATP and 100mM MgCb) solution. 32 and 64 transients were accumula匂d
in 'H and ~lp， respectively with TR of 5sec. TE/TM for the STEAM were 7.7/35 ms. 
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【高磁場MRIにおける困難さ]

高磁場 MRIにおける高検出感度の実現は実は平坦な道のりではない。広い均一磁

場領域を有する巨大超伝導磁石の開発の困難さは言うまでもないが、高磁場に見合っ

た大きな磁場勾配を高速で安定的に駆動する磁場勾配発生システムも高磁場 MRIの

性能を左右する要因である。さらに、高い共鳴周波数での効率的な信号検出コイルの

開発は感度向上を支える基盤であるといっても過言ではない。これは、 MRIで用いら

れる大口径 rfコイノレでは radiation10ssによるエネルギー損失が大きくなり、ややもす

れば高磁場による検出感度の向上を打ち消しかねないためである。このため、これま

で1.5Tの臨床用 MRIで主として用いられてきた birdcage型の検出器は 3T程度まで

が限界と考えられている。これに代わって高磁場では表面コイル検出器、小さな共鳴

エレメントを組み合わせる TEM(Transverse E1ectroMagnetic coi1)型コイルや[5]、

phased array coi1が重要になろう。

[さらなる感度向上に向けて]

前述の高磁場の困難さは逆に言えば、これらの点を改善することでさらなる感度向

上が望めるということも意味する。ここでは、 rfコイルの問題について私たちが進め

つつある試みを紹介したい。 TEM型コイノレについては頭部用 lHコイルに加えて、

lHl13C/31p 3核種同調コイルや、世界で最も高磁場の体幹部用コイルの開発を進めて

いる。一方、小さな表面コイノレ検出器や、 phasedarrayコイノレを用いれば、大きなボ

リュームコイルを用いる場合に比べて 2'"'-'3倍の検出感度の向上が得られる。現在、

TRINITY測定には、 31p/13Cの2重同調表面コイルを頭部用 lHTEM型コイノレと組み合

わせて用いている。表面コイル検出器を送受信両用に用いると Bl磁場の不均一の問

題が生じる。この問題に対しては、ピンダイオード等を用いて互いのカップリングを

除いた個別の送信、受信コイルを用いたり、 Bl磁場の不均一に耐性の高い断熱 rfパ

ルスを用いることが有効である。

{謝辞]ここで報告した内容は国立環境研究所において、渡遁英宏博士、高屋展宏

氏らと進めている研究の結果である。また、高磁場におけるパルスシークエンスや rf

コイルで協力をいただいた Minnesota大学、 M.Garwood，R.Gruetter， I.Tkac， T.Vaughanh 

博士らに感謝する。
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2 SSL4 Fast MR  Imaging in Clinical Applications 

Marc Van Cauteren， PhD 
Director MR C1inica1 Science Asia Pacific 

Philips Medica1 Systems 

One of the most successfu1 transfers of fundamenta1 scientific 

knowledge to a very practica1 app1ication has been seen in the use of 

NMR based imaging for diagnostic clinica1 pu中oses.The core idea， 

first proposed by Pau1 Lauterbur as recently as 1973， was based on 

the then young idea of2D-NMR from Jean Jeener and Richard Ernst. 

Very quick1y more efficient ways of sampling the necessary data 

were proposed by different 1aboratories and by the beginning of the 

eighties we saw the first human images. 

Ever since then， one wish all radio1ogists (and patients) have had in 

common is that they want MR imaging to become ever faster， and 

this of course， with a minimised 10ss in signa1-to-noise and 

spatial/tempora1 reso1ution. 

Basically there are two strategies for doing this: either simp1y samp1e 

the data faster by using better gradient and RF techno1ogy; or by 

reducing the amount、ofdata needed for artefact free reconstruction of 

the images. The former has been going on in the 1atter part of the 

eighties and during the nineties. This technica1 deve10pment is now 

hitting a boundary since even more powerfu1 hardware than the one 

used now wou1d be harmfu1 to the human body. Indeed， both the RF 

deposition and the periphera1 nerve stimu1ation due to the switching 

gradients becomes a rea1 prob1em. 

The 1atter strategy was used on1y in a very basic way unti1 at the end 

of the nineties when the parallel imaging strategies became availab1e. 

In this presentation 1 wil1 concentrate on this fami1y of techniques 
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allowing a drastic reduction of the amount of data that need to be 

acquired. The main reason why MRI research has concentrated on 

this recently is exact1y because the physiological harmful effects 

described above do notpose any problem whatsoever while we can 

still acquire data much faster than we could ever do before. 

Historically， the first data reduction acquisition strategies where 

based on the properties of k-space itself. Indeed， since k-space is the 

dual space of the real image， connected through Fourier transform， 

there are a few mathematical properties ofk-space that we can exploit. 

For instance， k-space is Hermitian symmetric as it is the FT of a real 

function (the pixel intensities of the final image). Therefore， one can 

calculate through conjugation one half of必叩acefrom the other half. 

Hence， acquiringjtist half of the data should be sufficient. In reallife 

however， due to inherent hardware limitations， phase corrections are 

needed and we need to sample more than half of k-space to use this 

technique. Another old strategy is to disregard the outer edge of k-

space， since the SNR of these data is inherently low. Similar to 

spectroscopy zero filling is then applied. This technique is efficient in 

that SNR stays high， but at the cost of real spatial resolution. 

Another family of strategies uses the fact that the major contrast 

information is concentrated in the middle of k-space (analogous to 

the situation in i.e. Fourier optics). Thus， in a dynamic imaging series， 

it would suffice to sample only the centre of 七spacewith a high 

temporal resolution to catch the signal change due to whatever 

process is going on (in clinical applications this would mostly be 

injection of contrast agents) and then later glue these data together 

with separately obtained data from the outer edges of k-space to get 

also high spatial resolution [1]. 
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A spectacular innovation came to fruition at the end of the nineties， 

when parallel imaging became practical on clinical systems [2，3]. 

This technique uses the inhomogeneity of the RF profile of surface 

coils as an additional means of spatial encoding. If one measures a 

pixel with， say， two coils then the pixel intensity in the images 

obtained by these two coils will be different depending on the 

distance from the receiving coil to the position of the pixel. This 

information allows us to reduce the number of standard phase 

encoding steps. Speed-up factors are determined very much by 

appropriate coil design and the number of coils used. However， 

recent developments in post-processing allow us now to get an 

acceleration factor higher than the number of coils. 

Finally 1 would like to conclude the presentation with a technique that 

incorporates elements of all the previously mentioned techniques. 

Indeed， we will in this technique exploit correlations both in space (or 

m ιspace) and in time (or frequency) to obtain a reduction in the 

data needed， specifically in the case of dynamic imaging [4]. 

The technique is based on the well-known observation that changes 

over time in pixel-intensity are normally smooth and that they can be 

described by a well-behaved frequency spectrum. Also， in many 

cases the image contains pixels that do not vary over time at all. Thus， 

it is not necessary to acquire updated information every time and we 

can concentrate the acquisition to thosepixels where there is a pixel 

intensity change. 

In this way this technique works very similar to the way our brain 

works; and e.g. to the way movies are reduced in size when digitised 

with certain codecs. 
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We will discuss the mechanisms of these data reduction techniques 

more in detail during the presentation and show plenty of examples of 

clinical images that benefited directly from these data sampling 

reduction strategies. 
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NMR of hyperpolarized noble gases and other nuclei 
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Department of Radiology 
The U niversity of Michigan 
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2 L1 
常磁性金属効果を用いた新規距離制限法の開発

(奈良先端大バイオサイエンス研究科I、三菱化学生命科学研究所2)

O野村誠l、小林俊達¥河野俊之2、三島正規l、児嶋長次郎l

Cu
2
+圃 IDAcomplex: a new paramagnetic NMR agent localized to a histidine 

residue on a protein surface 

Makoto Nomural， Toshitatsu Kobayashil， Toshiyuki Kohn02， Masaki恥1ishimal，and Chojiro 
Kojima' 

I Laboratory ofBiophysics， Graduate School ofBiological Science， Nara Institute ofScience 
and Technology， 8916・5Takayama， Ikoma， Nara 630・0192，Japan 
2Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences (MITILS)， Machida， Tokyo 194-8511， Japan 

The paramagnetic metal chelate complex， Cu2+ -iminodiacetic acid (IDA)l was mixed with 
ubiquitin， a -small globular protein. Quantitative analyses of I H and ISN chemical shift 
changes and line broadenings induced by the paramagnetic effects indicated that Cu2+-IDA 
was specifically localized to a histidine residue on the protein surface， specifically His68 of 
ubiquitin. The distances between the backbone amide proton and the relaxation center Cul

+ 

were evaluated from the proton transverse relaxation rate enhanced by the paramagnetic effect. 
These correlated well with the distances calculated from the crystal structure up to 20 A. 
Without any modifications of the target protein， use of Cu2+-IDA can easily provide long 
distance structural information in various systems， and can be used for functional studies. 

庄益

近年、 NMRによる構造生物学において、より分子量の大きな複数のドメインを持

つタシパク質の立体構造決定、あるいは決定の迅速化のために遠距離情報を得る方

法論が必要とされている。金属タンパク質では、常磁性金属効果を用いた遠距離情

報の取得に成功している。しかし、一般のタンパク質に対する拡張においては、常

磁性金属の局在化が困難であり、特殊なタンパク質の改変を必要としている。我々

は、金属キレーター複合体を用いることによる簡便な方法論の構築を目標として

Gd-EDTAおよび Mn-NTAによる系を評価してきたが、十分な局在性を得ることは困

難であった(野村ら、第 41回 NMR討論会要旨)。今回、ヒスチジン選択性を持つ

Cu2+-iminodiacetic acid (IDA)を用いることにより、ヒスチジンを表面に持つタンパク

質において常磁性金属を局在させることに成功した。

実験材料および方法

モデルタンパク質として ISNラベル体 ubiquitinを用いた。 ubiquitinは表面に唯一の

タンパク質、立体構造、常磁性金属、ヒスチジン、遠距離情報

のむらまこと、こばやしとしたつ、こうのとしゆき、みしままさき、

こじまちまうじろう
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ヒスチジン残基である His68を持つ。 ImM 15Nラベル体 ubiquitinに対して 0.4mM 

ci+ーIDAを導入し、 lH_15NHSQC実験を行った。解析ソフトウェア NMRDrawおよ

び Sparkyを用いてピークをインテグレーションし、線幅および化学シフトを定量し

た。また Cu2+-IDAの横緩和時間への影響を調べるために、 lH_15NHSQCベースのス

ピンエコー実験を行った。 Cu2+-IDA-ubiquitinおよび ubiquitin単体の比較から得られ

た Cu2+-IDAによる化学シフト変化および緩和時間変化を数値計算ソフトウェア

Mathematicaの非線形フィッティング機能を用いて理論式に対してフィッティングし

た。横緩和時間に対するフィッティングパラメーターの最適化により Cu2七IDAの局

在位置を決定した。また実験データより求めた Cu2+-IDAから主鎖のアミドプロトン

までの距離および化学シフト変化と ubiquitinの結晶構造より求めた距離および化学

シフト変化の相関関係を求めた。すべての NMR実験は 8rukerDRX 800 NMR装置を

用いて行われ、 3回の独立な実験から平均値および標準偏差値を求めこれを使用し

た。

ヒスチジンに対する局在

Cu2+-IDAによる線幅変化および化学シフト変化を ubiquitinの立体構造に対してマ

ップした。線幅変化は His68付近で極大であり周辺部で等方的に減衰した (Figure1， 

le向。このパターンは His68付近を中心とした局在を強く示唆している。化学シフト

変化においても His68付近で極大であった。しかし、化学シフト変化は線幅の変化

と異なり、 His68を中心として異方的であった(Figure1， right)。このパターンの差は

線幅変化については理論上の常磁性金属による横緩和効果が等方的であること、化

学シフト変化については、理論上の偽コンタクトシフト効果が異方的であることと

整合性がある。

Figure 1. Line broadenings (Ie食)and peak shi白s(right) induced by the Cu2+-IDA complex mapped on the 
ubiquitin structure. With increasing broadenings and shifts， the gradation changes white to black. 
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鐘担盈塁

常磁性金属による横緩和の促進効果は金属中心から距離の 6乗に反比例して減衰

する。横緩和時間の変化を理論式にフィッテインク守することにより求められた Cu
2
+_

IDAの座標は His68の近傍に収束した (Figure2， left)o His68の imidazoleのNOおよび
Nεから Cu2+-IDAまでの距離はそれぞれ 5.6Aおよび 4.6Aであった。 Cu2+-IDAの座標

は0.2mMおよび 0.8m M  Cu2七IDAを導入したサンプルを用いても求められた。これ

らの濃度においても His68近傍に収束し、 0.4mMのサンフ。ルと非常に近接した座標

であった(RMSD= 1.3 A)。

Cu2七IDAから主鎖のアミドプロトンまでの距離を横緩和時間と結び、つける理論式

を用いて実験的に求め、結晶構造より求めた距離との相関関係を求めた (Figure3)。

相関係数は 0.70で、あった。 G75は一般化オーダーパラメーターが 0.17であり、相関

関係からのずれはフレキシピリティに由来すると考えられる。

O 
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Figure 2. The ribbon structure of ubiquitin with Cu2+ (le白)， and the. coordination of IDA and histidine NIi to 
Cu2+ (right). Side chain of His68 is drawn as a ball-stick model. Cu2+ is shown as the sphere. 
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Figure 3. Correlation plot between calculated and experimental distances from Cu2+ to each backbone 
amide proton of ubiquitin. The calculated distances are合omthe crystal structure. The experimental 
distances were obtained from the paramagnetic enhancement ofthe proton transverse relaxation rates. 
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シフト効果

常磁性金属効果による偽コンタクトシフトは、金属中心から距離の 3乗に反比例

して減衰し、また磁場ベクトルと金属.観測核開ベクトルの成す角度に依存した変調

を受ける。化学シフト変化を理論式に対してフィッティングし、パラメータを最適

化した。実験による化学シフト変化と結品構造より理論式を用いて求められた化学

シフト変化の相関関係を求めた (Figure4)。相関係数は 0.55であり、さらなるモデ、ル

の改良が必要と考えられる。
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Figure.4. Correlation plot between calculated and experimental paramagnetic shifts ofubiquitin induced by 
the Cu勺 DAcomplex. The paramagnetic s~ifts were calculated using the pseudo-contact shift term from 
the crystal structure ofubiquitin， and the Cu2+ position was optimized-by the paramagnetic relaxation data. 
The experimental values represent the shift differences between cases in the presence and absence ofthe 
Cu2+ -IDA complex. 

他の IDAキレート可能な金属の局在性

ヒスチジンに対する局在性を評価するために IDAによるキレート可能な金属であ

る Co2+，Ni2+および Fe3+についても実験を行った。 lH_15N HSQCスベクトノレにおいて、
lH軸では有意な線幅の増加およびシフトは観測されなかった。しかし、 15N軸にお

いて His68近傍のピークでシフトが観察された。この結果は一般に 2価金属 IDA複

合体においてヒスチジンへの局在性が存在することを示唆する。

距離制限法としての性能

以上の実験により、タンパク質に特殊な改変の不要な Cu2+-1DAシステムを用いて、

横緩和時間測定により有効範囲約 20A、誤差約 3.7Aの遠距離情報を得た。化学シ

フト変化からも情報が得られる可能性が示された。距離制限法としての性能評価の

ため、 NOE距離制限情報と本研究による遠距離情報を用いた立体構造決定について

も議論する予定である。
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2L2 
静水圧3000気圧下の蛋白質の構造とダイナミクス

:ユピキチンのもう1つのフォールド構造の解明

(1理研・播磨、 2東大・院理、 3近大生物理工) 0北原亮 1、横山茂之 1.2、赤坂一之 1.3

The first solution structure of a protein under high pressure 

:Structure and dynamics of the ;;Ilternative form of ubiquitin 

Ryo Kitahara 1， Shigeyuki Yokoyama 1ペandKazuyuki Akasaka 1.3 

ICellular Signaling Laboratory， R1KEN Harima Institute at Spring-8， 1・1-1Kouto， Mikazuki・cho，Sayo， 

砂 ogo679・5148，Japan 

2Department 0/ Biophysics ans Biochemistry， Graduate School 0/ Science， University (ずおか0，7・3-1

Hongo， Bunか0・ku，おか0113・0033，ゐ'Pan

3Department 0/ Biotechnological Science， Facul，σ0/ Biology-Oriented Science and Technology， Kinki・

University， 930 Nishimitani， Uchita-cho， Wakayama 649・6493，ゐ'Pan

Conformational fluctuation is a key for understanding protein function， but we know little about the 

actual structural or shape changes associated with the fluctuation. Here we present a general method 

for elucidating the shape change of a protein molecule in solution associated with a conformational 

fluctuation in atomic coordinates. We utilize multi-dimensional NMR spectroscopy and determine 

average coordinates at different pressures， which are to give “NMR snap shots" of a fluctuating 

protein structure because of the intimate relationship between conformation and volume of a protein. 

The first target protein chosen is ubiquitin (pH 4.6 at 20 oc)， whose average coordinates were 

determined at 30 bar and at 3 kbar using NOE distance and torsion angle constraints. The structure 

at 3 kbar revealed that the helix swings out by -3 A outwardly with a simultaneous orientational 

change of the C-terminal segment carrying the reactive-site residue 76， forming an “open" platforfu 

suitable for en勾rmerecognition. Spin relaxation analyses at two pressures indicate that the 

conformational fluctuation takes place in the 10 microsecond time range. 

溶液中の蛋白質は大きく構造を変化させることによりその機能を生み出す。しかしある穫の運動に伴

う立体構造の変化或いは分子形状の変化を原子レベルで捉えることは難しい。 NMRは溶液中で蛋白質の

構造を原子レベノレで解析可能な手段であるが、その構造変化が速い場合(>>103s-')測定時間(ms-s)の

聞にスベクトルは平均化され構造に関する情報も平均化されてしまう。一方スピン緩和の解析から

ps-msまでの広い時間領域にわたる“構造揺らぎ"の情報を得ることも可能であるが、構造或いは分子

形状の変化の情報は得られない。我々の目的は圧力を用いて蛋白質の“婦らいでいる姿"をスナップ

ショットのように捉えることである。庄カはもともと存在する蛋白質の多様構造問の平衡を、分子体

積を軸に、加圧により部分モル体積の小さな構造の方へシフトさせることによって、天然状態から逸

脱した構造を安定化させる。これにより常圧下では分光学的検出限界外にある“揺らいだ構造"も、

キーワード:圧力、準安定構造、ユピキチン

きたはらりょう、よこやましげゆき、あかさかかずゆき
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加圧下で安定に捕捉され検出可能になる。

我々はこれまでに細胞内でポリユビキチンを形成し蛋白質分解の信号となるユピキチンについて，

その構造の全体像を明らかにした。すなわち広い圧力範囲で全残基レベルでの高圧 NMR 実験(ー210C~

350C、30bar ~3. 7 kbar)を行うことによって、ユピキチンは N1，N2， I， Uの少なくとも 4つの構造

聞の平衡状態にあることを明らかにしたし2。今回 30bar(N1: 85免)と 3kbar (N2
・77覧)の加圧下でのフ。ロ

トンープロトン NOE情報に基づくユピキチンの構造解析を行うことに成功した。

構造

二次元 lH/1HNOESY、HNCA、三次元 15N-editedHNHAをpH4.6，200Cで 1barから 3kbarまで測定した。

距離制限は NOEから二面角 (φ、7Jf)制限はJカップリング定数と Cαシフト値から得た。 30barと3kbar 

の圧力下で、約 1000個の距離制限と約 80個の二面角制限から CYANAを用いて構造計算を行った。

3 kbarでは活性部位 Gly76を含む C末端残基 70-76が Va170の位置から大きく配向を変えており、

これらは Va170とArg42聞に形成される 2つの水素結合が切れた事と Va17Qo角の変化に起因する。ま

た8シート部位に対する αヘリックスの配向が外側に 3A以上変化しており、これはその前後の部位つ

まり 22-24番、 38-41番残基の主鎖二面角の変化によって説明できる。

30 barと3kbarで分子表面と分子内キャピティーの様子を比較すると、加圧下では C末端と αヘリ

ックスの配向の変化に伴い、 C末端側で分子表面が開いた状態になっており、分子内キャビティーの一

部が溶媒に露出する結果となった。露出により消失したキャピティーの体積(約 25mL/mol)は、 N1から

N2構造への転移に伴う部分モル体積の変化(一24mL/mol)2と間程度で、あった。

ダイナミクス

30 barと3kbarにおける 15N-R/，R2> NOE測定に基づいて、 Modelfree解析からユピキチンのダイ

ナミクスを調べた。加圧により ps~ns の速い運動 (S?， r)に顕著な変化は無いが、 αヘリックスと C

末端部位でιの化学交換による寄与 Rexが認められた。 Va170Nll， HNの加圧によるシグモイド状の化学

シフト変化から見積もられた 3kbarにおける N1(-23出)， N2 (-77見)の存在比率 2、化学シフト差5ωと

Modelfree解析より見積もられた Rexから、N1とN2聞の化学交換速度が 0.38x10O(=ん)とl.27x105 (=k，¥) 

と見積もられ、ユピキチンは数十仰の時間スケールで2つのフォーノレド構造内を行き来していること

が明らかになった。

傭造変化と機能との関係

30 barと3kbarの構造解析から明らかにされた αヘリックスと C末端部位で生じる仰の時間スケー

ルの構造変化は、残余双極子カップリングを用いた Modelfree解析 4でも示唆されており、 3kbarの

構造がまさしく揺らいだ構造のスナップショットといえる。それらの構造変化を示す部位はユビキチ

ン関連酵素群 (E1-E3) との相互作用部位 3と一致しており、 3kbarで安定に存在する構造すなわち N2

構造が酵素の認識に関係していることを強く示唆する。

1. Kitahara and Akasaka PNAS 100，3167・3172(2003). 2. Kitahara et al. Biochemistry 40， 13556・13563

(2001).3. Miura et al. JMB 290，213・228(1999). 4. Mei1er， J. et al.必CS125，8072・8073(2003). 
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2 SL 
The Development of Solution NMR as a Key Method in 
Structural Biology 

Kurt Wuthrich 

Institut fur Molekularbiologie und Biophysik， ETH Zurich， CH-8093 Zurich， 
Switzerland and Departments ofMolecular Biology and Chemistry， The 
Scripps Research Institute， La Jolla， CA 92037， USA 

Following some initial NMR experiments with proteins during the decade 
1957 to 1967， exploration of the use of solution NMR techniques for studies 
of proteins has been pursued at an ever increasing pace during the past 35 
years. Over the decades， the potentialities of NMR experiments in solution 
for investigations of structure and function of proteins have greatly changed. 
This is due to advances in NMR instrumentation， computer science， and the 
techniques of molecular biology and biochemistry used for sample 
preparation. In this lecture， some key developments in solution NMR 
techniques used for studies ofbiological macromolecules will be reviewed. 

References 

Wuthrich， K. (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42，3340-3363 
NMR Studies 6f Structure and Function ofBiological Macromolecules 
(Nobel Lecture) 
Wuthrich， K. (2003) Angew. Chem. 115，3462-3486 
NMR-Untersuchungen von Struktur und Funktion biologischer 
Makromolekule (Nobel-Vortrag) 
Wuthrich， K. (2003) J Biomol. NMR， 27，13-39 
NMR Studies of Structure and Function ofBiological Macromolecules 
(Nobel Lecture) 
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3 L1 
NMRを利用したユピキチンリガーゼの分子寵障の解析

(名市大・院薬、 CRESTI Jsn 0加藤晃一

NMR analyses of molecular recognition by ubiquitin ligases 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University & CREST/JST 

OKoichi Kato 

Ubiquitin 1 igases， which catalyse protein ubiquitylation， play principal roles in 

proteasome寸nediatedprotein degradation of the improperly folded or incompletely assembled 

proteins in cel Is. Defects of these enzymes are associated with intractable diseases such 

as neurodegenerative diseases. Here we report NMR studies of structures and interactions 

of ubiquitin 1 igases. We determined three-dimensional structure of the ubiquitin-I ike 

domain of parkin ubiquitin ligase， which is a product of the causative gene of 

autosoma I-recess i ve juven i 1 e park i nson i sm. We a 1 so determ i ned the sugar-b i nd i ng mode of 

Fbsl， which is the substrate-recognition component of the SCFFbx2 ubiquitin-I igase complex 

and binds specifically to ALI inked oligosaccharides attached to its target proteins. 

リボソームにおいて生合成されたタンパク質は、小胞体 (ER)内で種々の分子シャペロンと相

互作用して正しい三次元構造へと折りたたまれる。しかしながら、新生タンパク質の中には、余

剰のサブユニットや折りたたみ異常(ミスフォールド)タンパク質となってしまうものも存在す

る。細胞内にはこうした“不良晶"タンパク質を ERから細胞質へ逆行輸送したのちにプロテアソ

ームによる分解へと導く機構が存在する。ユピキチンリガーゼは、プロテアソームによる分解標

的となるタンパク質に分解マーカーであるユピキチン(Ub)鎖を連結するはたらきを有する多種

多様な酵素(複合体)群の総称である。

ユピキチンリガーゼの機能不全は細胞内における異常タンパク質の蓄積を引き起こし、重篤な

疾患を引き起こす場合がある。例えば、常染色体劣勢遺伝性若年性パーキンソン症候群の原因遺

伝子産物である parkinはユピキチンリガーゼとして機能しているが、遺伝子変異によってその機

能が損なわれた場合には、基質タンパク質の異常な蓄積により神経変性疾患に至ると考えられて

いる。

我々は、高磁場 NMR装置と残余磁気双極子相互作用を活用することによって parkinのN末端部

に位置するユピキチン嫌ドメイン (Ub1)の立体構造を O.1 mMという希薄な溶液を用いて決定す

ることに成功し、このドメインにおいて報告されている変異がプロテアソームとの相互作用を損

なうことによって効率的なタンパク質分解を破綻させて疾患を引き起こすという仮説を提唱して

いる[110

NMR、ユピキチンリガーゼ、糖鎖、分子認識、クライオプロープ

かとう こういち
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最近、標的タンパク質が発現している糖鎖を認識するユピキチンリガーゼが存在することが明

らかになった。 SCFFbslは N型糖鎖を認識する複合体型ユピキチンリガーゼで、脳に特異的に存在

することが報告されている。我々は、この複合体中の基質認識ユニットである Fbs1と糖タンパク

質との相互作用様式を明らかにすることを目的として、 Fbs1中の 201アミノ酸残基からなる糖鎖

結合ドメイン (SB097司297)を用いてクライオプローブを利用した NMR解析を行った。各種三次元NMR

j去により SB097・297の主鎖シグナルの連鎖帰属を行い、キトピオースおよびMan3GI cNAc2との結合に

よって誘起される化学シフト摂動を観測した (Figures1 & 2)。その結果、 SB097・297上のs3-s4、

s9-s10ループに標的糖鎖のキトピオース部分が結合し、 s5-s6ループがマンノース残基と相互作

用することが明らかとなった[2]。また、動物細胞培養系を利用して安定同位体標識を施した様々

な構造の糖鎖を担った糖ペプチドを調製し、 SB097-297との相互作用解析を行った結果、①成熟した

複合型糖鎖は Fbs1と結合しないこと、②標的基質上の糖鎖結合部位周辺のアミノ酸残基も Fbs1

との相互作用に関与することが明らかとなった。 Fbs1が結合する糖鎖還元末端のキトピオース部

分は糖タンパク質分子中で空間的近傍に存在するアミノ酸残基と相互作用している場合が多い。

したがって、 Fbs1はミスフオールド状態にある糖タンパク質と優先的に結合する可能性が高いと

考えられる。
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ピークの帰属
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Man3G I cNAc2)との結合に伴う Fbs1-SBD97_297 

の化学シフト変化
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56kDa大腸菌NikA蛋白質のNMR解析

(理化学研究所生体超分子構造正機能研究協力グループペ横浜市立

大学総合理学研究科分子生理学2，CREST/JST3，横浜市立大学

総合理学研究科設計科学4，University of Cambridge
5，横浜市立大

学総合理学研究科計測科学6)

0伊藤隆1，2.3，Sundaresan Rajesh 1.4，倉島かおり1，2

Daniel Nietlispach
5
， Jonathan Heddle

4
， Jeremy Tame

4
，白川昌宏6

NMR  studies on the 56kDa Escherichia coli nickel-binding protein NikA 

Ylitaka Ito 
1・2ぺSundaresanRajesh

1
.4・¥KaoriKurashima 

1
ぺDanielNietlispach5， 

Jonathan Heddle
4， Jeremy Tame4， Masahiro Shirakawa6 

1 Research Group for Bio-sllpramoleclllar Slrllcture-FllnClion. RI KEN， Japan; ! /vIoleclllal' ancl Celllllal' 

Plzysiology LaboratOlY. Gradllafe School of Integrated Science， Yokohama CiりJUnivel古ity，Japan; 3CREST/JST: 
4Profein Design Laboratory， Graduate School of Integrated Science. Yokohama City Universi似 Japan;
5Department of Biochemisfly. Universify of Cambl'idge. UK; 6/v1olecIIlar Biophysics Labol'atOly， Gradllate 

School of Integrafed Science. Yokohama City University， Japan 
*Presenf address: Division ofCancer Sfltdies. UK Insfifllfefol' Cancer Research. Uni附 'SifyofBil'mingham，【JK

Recent developments on protein stable isotope label1ing and TROSY -based NMR measurements were 
applied to a 56kDa (502 amino acid residues) Escherichia co/i nickel-binding protein NikA. The mature 
periplasmic NikA protein is the primary nickel-binding component and binds one Nf' ion per molecule. 
NikA shows significant sequence similarity to the ~Iigopeptide binding protein OppA. Biochemical 

.ヲィト

studies using purified NikA have suggested that Ni"' binding induces conformational changes in the 
protem. 

For backbone resonance assignment， we performed three pairs of TROSY -based triple-resonance 
~xp~rim()nts， HNCAlHN(CO)CA， HN(CA)CB/HN(COCA)CB and HN(CA)CO/HNCO on uniformly 
2Hi3c/15N・labelledapo-NikA sample (-2 mM). Owing to the large size of the protein and limitations of 
conventional NMR experiments， full advantage was taken of TROSY based experiments for the backbone 
analyses. In addition， DQ-HNCA/intra-HNCA pair and a modified version of HN(CA)CO experiment 
were also applied in order to demonstrate the usefulness of these experiments in larger proteins. 
Assignments for more than 83% of non-proline resides (NikA has 38 proline residues) were obtained for 
theupo・NikA. For around 12% ofnon-proline residues， IHYN correlation cross peaks were not detected 

tT; 15 
in 'H・ NTROSY -HSQC spectra. These "unobservable" residues were found to be located around the 
Ni-binding pocket， by mapping .the residues onto the r巴cently.determinedcrystal structure of NikA in the 
Ni-binding state. This result suggested the local conformational t1exibility around the Ni-binding pocket 
in Ni-free state. The s号condarystructure ofNikA， predicted using the Chemical Shift Index (CSl) method 
from assigned DCα， 13C~ and I3C' resonances， show~d good coincidence with that in the cryst~1 structure of 
Ni・boundNikA. Side-chain resonance assignment and the analysis of structural information toward the 
global fold determination are in progress by lIsing methyllaromatic selectively protonated NikA sample. 

序
重水素化をはじめとした安定jFiJ位体制!織法の進歩と.TROSY i去を用し、た測定手法の改良によって.

商分子 i設資 I~J~rや蛋 l手l 質綾合体におJ'しでも NMR に主るli帥/11な解析が可能になってきている.枝々は昨

年， I吉i分子量蛋 I~J 質に最適化した新)''lt3電共I!!抑制定法および芳香族アミノ隣選択的プロトン傑識法を紺
介した.今阿はこれまで‘の方法論的研究を踏まえて，大JI易|翁 Ni 結合蛋 I~J/!百 NikA(502 アミノ椴残li~ ，
56kDa)について文・|燃に試料}澗製および NMR解析を行ったので・搬告する.

キーワード:高分子量蛋白質.NikA，選択的プロトン標識重水素化， TROSY 

著者ふりがな・いとうゆたか.Rajesh Sundaresan，くらしまかおり， Nietlispach Daniel. 
Heddle Jonathan. Tame Jaremy.しらかわまさひろ
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ニッケル (Ni)はいくつかのバクテリア酵素の必須な納凶子となっているが，一方で過度の Ni

の蔀加はいくつかの必須な醇ぷ1舟|引を阻;持することなと‘から細胞にとって有宵である.パクテリ

アには細胞内の Niの恒常性を保つためのいくつかの Ni輸送システムが(/{Eするが，その中で大

腸菌の nikオペロンにコードされている NikABCDEパーミアーゼは.ペリプラズムから制11胞質へ

のNiの輸送に|刻わっていることが知られている.NikABCDEの中で.NikAはプライマリ Ni結合

コンポーネントであり，一分子あたり一個の Ni2+イオンを結合している.また NikAはオリゴペプ

チド結合蛋白質である OppAと向いアミノ酸配列の相I司性がある.これまでの解析により NikAは

Ni2+結合に伴って比較的大きな構造変化をすることが示唆されていた.

試料調製， NMR測定，およびスペクトルの解析
2I-I113C/15Nユニフォーム楳識NikA試料は， 99.9%重水をHJいて調製した M9J:f'i}也<"I-I1I3C・glucose

および 15NH4C1;を含む)を用いて大ほ発現させることで調製した.1!:J.られた NikA試料はl\~:j pH緩

衝液中でインキュベートした後 10%D~O を含む緩衝液 [50 mM Na-phosphate (pH 7.5)， 2 mM DTT， 

2 mM EDTAJに置換した後濃縮し， 2mMの Ni非結合型 NikA試料を得た.

この試料を用いて， 6 種類の TROSY タイプの 3 盈共 I!I~ NMR測定(HNCAIHN(CO)CA， 

HN(CA)CBIHN(COCA)CI3， HN(CA)COIHNCO)を行った.測定には理化学研究所和光本所の Bruker

社製 DRX600 スペクトロメータおよび常温の 3 重共I!!~プローブ (3 軸グラジエント)を用いた.
データ処理は AZARAv2.7 [Wayne Boucher (Cambridge Univ.)， unpublishedJを用い， Linux PC上

で行った.NMRスペクトルの解析は ANS1Gv3.3 (Per Krau1is. J. Magn. Reson.， 24， 627-633，1989) 

をOpenGL環境に移相したANSIG-for-OpenGLvl.O.5 [Takeshi Nishimura (Tokyo Univ.)， unpublishedJ 

を用いて，同級に LinuxPC上で行った.主鎖 NMR改良して用いた.このマクロ・プログラムに

おいては，アミノ酸タイプの判別のために.typeyrob/seurobプログラム (StephanGrzesiek & Ad 

Bax， J. Biomol. NMR 3， 195・204，1993)を用いている.

主鎖NMRシグナルの帰属
上記の 6種類の 3次元 NMRスペクトルを解析することによって，プロリシ以外の残基のうち

おおよそ 83%の残基について，主鎖 lHN • 13Cぺ13d，13C¥15Nシグナルの帰属を行うことができ

た.Figure 1にLeu340残基から Asp350残基までの配列特異的帰属の織子を示した.

約 5%の残基については. lH_15N TROSY-HSQC上でクロスピークは観測されているものの， 3 

重共鳴 NMRスペクトル上でクロスピークが観測されなかったり，また類似配列が複数存配して

一義的な帰属が困難だったり，などの理由で帰属されなかった.

残りの 12%の残基については， lH_15N TROSY-HSQCスペクトル上でクロスピークが観測されな

かった.測定に使用した NikA試料は，精製後に高 pH緩衝液中でー島俊インキュベートすること

によって，主鎖アミド基の水素を 2H核から lH核に置換したものである.したがって，このイン

キュベート条件が不十分であるために，蛋白質の内部にあるアミド基や，蛋|討質中で強固なJ]<.;終

結合を形成しているアミド基において. lH_l~ 相関クロスピークが観測lできないという可能性が
考えられた.これを検証するために， 2H/I3C/ISN・NikA試料の変性・巻戻し処昭を行い，前後で IH_15N

TROSY-HSQCスペクトルを比較したが，観測されるクロスピークの数にほとんど謹は無かった.

この結果から，これら約 12%の領域においては.化学交換などの理由によって lH_1SN相関ピーク

の強度が著しく低下しているのではないかと推定される.

解析に用いた 6種額のスペクトルの中で，最も感度が低く解析が困難であったのは HN(CA)CO

スペクトルであった.Nietlispachらが最近考案した HN(CA)COの改良型のパルス・シークエンス

を NikAについても適用することにより，感度の改習を試みた.演者は昨年の本大会で，分子量

の駒大(相関l時間の増大)に伴って E刑 (CO)CAや HN(COCA)CBなどのカルボニル DC級を利用

した実験について感度が低下することをシミュレーションによって示した.NikAの 56kDaの分子

量では，全体的に見て HN(CO)CAや HN(COCA)CBのクロスピーク強度の低下による解析の困難

さが顕著になることはなかったが， 50kDa脱皮の蛋白質試料における DQ-HNCA/intra-HNCA法の

有用性を検証するために，これら 2樋のスペクトルについても同係の条件で測定を行い，感度の

比較を拭みた.
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Figure 1 
Contour strip plots of the 'HN/JJC即日 planes from HNCA， HN(CO)CA， HN(CA)CB and HN(COCA)CB 
spectra(panel A)and lHN/13c.planes仕omHN(CA)CO and HNCO spectra (panel 8) showing the 
assignments for the stretch from Lell 340 to Asp 350 of apo・トJikA. Cross peaks due to intraresidlle 
correlations are shown with boxes， and the sequential connectivities are represented by horizontallines 

Chemical Shift Index法を用いた 2次構造解析
帰属された IJC"，IJcP， IJc'の化学シフト似から ChemicalShift Index itを丹!いて， Ni -11:結合相

NikAの 2次機造の解析を行った， NikAは OppAとアミノ酸配タIjの相J;iJ'tI:がihfjV、と述べたが， r.hj 

1号の 2次構造=を比l鮫した結呆，明らかな鮪似性があることが判明した.

i災授らによる Ni-1 1，結合I~~ NikAの Uì~ NMRシグナルの解析と、Ii.hして， Ni -11，結合型および

Ni 結合I~'i NikA の X 線航，~，hW('析が共同研究荷によって進められたが.ごく最近 Ni -11二結合IC'lおよ

び Ni結合型の双方についておii品構造がlljqらかになった(JonathanHeddle ef (11.， J. Biol. Chem. in 

press) . NMR 法によって解析された Ni)1ミ結合塑の 2次構造は(シグナルが観測されない領域を

除いて) ，給品構造中の 2次構造とよく対応している.

Ni結合領域の構造多形性
プロリンを除くアミノ慌時Jj~の約 12%については， 'H_15N TROSY-HSQCスペクトルヒでクロス

ピークが観測されなかったことはがjに述べた.これら約 12%，の残J主を. 1¥JikAの X線結iril.fl時.ii1に
マッピシグした車内~，これらの残棋のほとんどは Ni 結合に開，].するポケット J.'ij;L1に白山すること

が'1~IJIljJした (Figurc2) ，このことから， Ni -11;結合引 NikAにおいては.昨液状態で Ni結合領域

-78-



付近に構造多形性が存在し.その結巣として IH_15Ntlll弘!クロスピークの符しいブロードニングを

招いている i可能.~t:が示唆された.

マ

J

d

一、一、
、

lobe" 

lobel 

Figure 2 
Distribution ofresidues for which IH_15N corre¥ation cross peaks were unobservab¥e is represented in b¥ack 
on the ribbon mode¥ of the crysta¥ structure of apo・NikA. These residues were main¥y located around the 
Ni-binding pocket between the two ¥obe structures (¥obes 1 and II) or surrounding loop structures. Loca¥ 
conforrnationa¥ tlexibi¥ity around the Ni・bindingpocket in the Ni・freestate in so¥ution presumab¥y leads to 
exchange ¥ine broaden.ing ofsigna¥s. 

今後の展望
現在， IJe/LeuJVal 残基のメチル基が 1 I-I1 13C 選択的際識され，かつ PhelTyr/Trp 残棋の側~rl6 ø:~礎

部分が IH;i2c選択的標識された!Hl13C115N 牒 d裁NikA試料を調製し，このJ式料を用いて

H(CCCO)NNH， (H)CC(CO)NNH， 3D IH(aromatic)-IH:-; NOESYなどの測定を行うことによって側鎖

メチル基および芳香環のプロトンの帰属を進めている.さらに.これらのプロトン111]の NOE情報

を解析することによってグローパル・フォールド決定を試みていく，ll"li!iiである，
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安定同位体標識DNA/RNAを用いた

機能性核酸及びタンパク質ー核酸複合体の構造解析

(横浜国大・院環境情報京大・院生命科学 2)榎園能章大橋粛

小西由紀宮ノ入洋平松上明正外谷英嗣池田哲郎

上杉晴ー石川冬木20片平正人 1

Structural analyses offunctional nuc1eic acids and protein-nuc1eic acids complex 

with the aid ofstable isotope labeling ofDNAlRNA 

1 Grad. Sch. of Env. & Info. Sci.， Yokohama Natl. Univ. and 2Kyoto Univ.， Yoshiaki 

Enokizono1， Kiyoshi Ouhashil， Yuki Konishil， Yo油βMiyanoiri1， Akimasa Matsugami 1， 

Hidβtsugu Sotoya 
1， Tetsuro Ikeda 1， Seiichi U esugi 1， Fuyuki Ishikawa2， and Masato Katahira1 

We have developed a new method to discriminate between intra-and intermolecular base 

pairs formed in homo-multimer， with the aid of stable isotope labeling. This time， we have 

applied this method to a quadruplex composed of two d(GGGCTTTTGGGC) strands. The 

quadruplex comprises both intra-and intermolecular base pairs. It turns out that our method 

can successfully discriminate the two types of base pairs of the quadruplex. Identification and 

stability of non-standard U:A:U base triple and G(:A):G(:A):G(:A):G heptad in the functional 

RNAlDNA have also been discussed. Furthermore， the structure ofhnRNP D complexed with 

telomere DNA has been presented. 

(序)我々は昨年ホモ 2量体中に形成された塩基対が、分子内で形成されたものなの

か、あるいは分子聞で形成されたものなのかを、核酸の安定同位体標識を利用する事

で区別する手法を考案し報告した。今回分子内塩基対と分子間塩基対を両方含む4重

鎖構造を取り上げ、我々の手法により両者の区別が実際に可能であるのかを、実験的

に検証した。また機能性 RNA及び DNAにおける非標準型の塩基対の同定及びその安

定性について報告する。さらに、安定同位体標識した DNAを用いる事で初めて可能

となったhnRNPDタンパク質とテロメア DNAの複合体の立体構造についても報告す

る。

(結果と考察)

1.分子内塩基対と分子間塩基対の識別法 d(GGGCTTTTGGGC)は、ホモ 2量体化し

キーワード 4重鎖構造、テロメア、水素結合、機能性核酸、核酸結合タンパク質

えのきぞのよしあき、おおはしきよし、こにしゆき、みやのいりょうへい、まつがみ

あきまさ、そとやひでつぐ、いけだてつろう、うえすぎせいいち、いしかわふゆき、

かたひらまさと
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て4重鎖を形成する。この 4重鎖中には、分子内で形成された G:G塩基対と分子間で

形成された G:G塩基対の両方が存在する。クレノウフラグメントを用いた酵素合成に

よりこの DNAの 13C，15N標識体を調製した。 HNN・COSYスベクトルを測定し、水素

結合をまたがったスピンースピン結合に由来する交差ピークの強度を求めた。次に標

識 DNAと非標識 DNAを 1:1で混合し、同様に交差ピークの強度を求めた。この時、

強度が 112になる交差ピークと 114になる交差ピークが見られた。この DNAの立体構

造に照らしてみると、強度が 112になったのは分子内塩基対に由来するピーク、一方

1/4になったのは分子間塩基対に由来するピークであった。この結果は我々の予想通

りであり、交差ピークの強度の減少の度合いを調べる事により、分子内塩基対と分子

問塩基対を明確に識別できる事が分かった(1)。両者を明確に識別する事は、ホモ多量

体の立体構造を決定する上で欠かせないポイントである。標識 DNAと非標識 DNA

を混合したものに関して edited/filtered-NOESYを測定する事によって、塩基対が分子

内か分子聞かに関する間接的な情報は得られるが、暖味さが残る。塩基対に関して直

接的な情報が得られる点が、本法の利点である。

2.非標準型塩基対の間定とその安定性 水素結合をまたがったスピンースピン結合

を検出する事によって、機能性核酸における U:A:Uベーストリプルや

G(:A):G(:A):G(:A):Gへプタッド等の非標準型の塩基対を同定できた(2・4)。またスピン

ースピン結合定数の解析より、これらの塩基対の安定性に関する情報を得る事もでき

た。

3. hnRNP Dタンパク質とテロメア DNAの複合体の構造 テロメア DNA結合タンパク

質hnRNPDに関し、タンパク質単体の構造及びダイナミクスについては、同じ RNP

型の Musashiタンaパク質と共に、既に報告してきた(5-η。しかしテロメア DNAとの

複合体に関しては、主に DNAの共鳴線の解析の困難さから、構造決定には至らなか

った。今回DNA側も安定同位体標識する事で解析が可能となり、数多くの分子間NOE

情報に基づいた複合体の構造決定に成功した(8)。複合体においては、さまざまな相互

作用が見られた。これらの相互作用が実際に複合体の安定性に寄与しているかは、タ

ンパク質の変異体を用いたゲルシフトアッセイによって検証された。

(1) Sotoya et al.， submitted (2003). 

(2) Matsugami et al.， Structure， 11， 533・545(2003). 

(3) Matsugami et al.， J. Biol. Chem.， 278， 28147・28153(2003). 

(4) Katahira， J. Mol. Biol.， review article， in press (2003). 

(5) Nagata et al.， J. Mol. Biol. 287，221-237 (1999). 

(6) Katahira et al.， J. Mol. Biol. 311， 973・988(2001). 

(7) Miyanoiri et α1.， J. Biol. Chem.， in press (2003). 

(8) Enokizono etα1.， submitted (2003). 
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3 L4 
立体整列同位体標識(SAIL)法の開発

~高分子量タンパク質の高効率、高精度な立体構造決定に向けて

(1CREST/JST， 2.都立大院理)

0鳥 津 拓 也 1 寺内勉 1 小野明l、甲斐荘正恒 1，2

NMR Analyses of Stereo-Array Isotope-Labeled (SAILed) Proteins: 
Towards the high-throughput， high-precision structural determinations of 

larger proteins 

Takuya Torizawal， Tsutomu Terauchil， Akira M. Onol， and Masatsune Kainosho l
• 2 

(ICREST/JST， 20raduate School of Science， Tokyo Metropolitan University) 

We have recently developed the SAIL (Stereo-Array Isotope-Labeling) method for proteins， 

which leads us to extend the accessible molecular weight limit for the structural 

determinations by NMR. In this approach， only single proton is left to be observed for each 

of the carbons of SAILed proteins: namely， methyl and methylene are replaced by 13CIHD2 

and chiral 13ClHD groups， respectively， and all prochiral methyl groups are stereoselectively 

replaced with 12CD3 and 13CIHD2・Thelatest NMR data collected for some of the SAILed 

proteins with different sizes will be shown to illustrate perspectives of this approach in the 

structural determinations of proteins. 

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。しかしながら単一ペプチド鎖として 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、これらの問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と考える。そこで我々は技術開発の視点を

NMR試料の調製に置き、これまでとは全く異なる新たな安定同位体標識パターンを

導入した“SAILタンパク質"を開発した。このタンパク質は主に以下の 3点のコン

キーワード:SAIL、立体整列同位体標識、重水素標識、立体構造決定、無細胞タン

パク質合成

とりざわ たくや，てらうち っとむ，おの あきら、かいのしょう まさつね
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セプトに基づいて設計された“SAILアミノ酸"によって構成される:

(i) 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。

(ii) メチル基:3個の lHの内、 2個を 2Hに置換する。

(iii) プロキラルメチル基 (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(ii)に従って重水素化し、他方はすべての

lHを2Hに置換する。)

本標識パターンの狙いは、立体構造決定に必要な情報を損失することなく NMRス

ペクトルを簡略し、さらに高感度な測定を行うことにある。我々は化学合成・酵素合

成を併用することにより、 SAILアミノ酸を全種類合成することに成功した。そして

これらの貴重なアミノ酸を効率良く、代謝拡散を伴わずタンパク質に取り込ませるた

めに、無細胞タンパク質合成系を採用した。さらに発現した SAILタンパク質の精製

過程を最適化し、合成収率の上昇と作業の効率化を図った。これによって現在までに

いくつかの SAILタンパク質の調製を行つことが可能となったo SAILカルモジユリ

ン (M
交換性 lHの内の 44%が2Hに置換されており、シグナル数も 40%が削減される。

実際に測定したスペクトル群の側鎖領域におけるシグナルの縮重はこれによって大

幅に軽減され、さらにメチル基とメチレン基の lH、13Cは共に大幅な緩和時間の延長

を獲得していることも確認された。この従来法から大きく改善されたスベクトルを用

いて側鎖の非交換性シグナルも全て帰属し、 CYANAによる立体構造決定を行うまで

に至っている。

現在ではカルモジュリンのみならず、従来の NMR法では立体構造決定が非常に難

しかった分子量領域のタンパク質にも SAIL法の適用を行っている。 At3g16450

(M.W. ; 32 kDa) (ポスタ一番号;1P9)、MBP(M.W.; 41 kDa) (ポスタ一番号;

2P9) の~SAIL 法による解析例も併せて示し、高分子量タンパク質の立体構造決定に

向けた我々の取り組みを展望と共に紹介したい。

q
J
 。。

takai
鉛筆



3Lう
NMRを用いたCD44のヒアルロン酸認識機構の解析

武田光広川寺沢宏明¥坂倉正義¥山口芳樹¥梶原正宏ヘ川島博人ヘ宮

坂昌之ヘ 0嶋田一夫1.5

1東大・院薬系、 2JBIC. JBIRC、3明治薬科大院・薬品化学、 4阪大・院医

系、 5AIST， BIRC 

Hyaluronan-recognition mode of CD44 revealed by cross-saturation and chemical shift 

perturbation experiments 

Mitsuhiro T akeda 1 ，2， Hiroaki ;-erasawa 1， Masayoshi Sakakura 1， Yoshiki Yamaguchi 1， Masahiro 

k司jiwara3，Hiroto Kawashima4， Masayuki Miyasaka4， and Ichio Shimadal.
5 

1， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， the University of Tokyo， 2， JBIRC， JBIC， 3， 

Department of Medicinal Chemistry， Meiji Pharmaceutical， 4， University， Osaka University 

Graduate School of Medicine， 5， SIRC， AIST 

CD44 is the main cell surface receptor for hyaluronic acid (HA) and contains a functional 

HA-binding domain (HABD) composed of a Link module with N-and C-terminal extensions， The 

contact residues of human CD44 HABD for HA have been determined by cross-saturation 

experiments and mapped on the topology of CD44 HABD， which we elucidated by NMR. The 

contact residues are distributed in both the consensus fold for the Link module superfamily and 

the additional structural elements consisting of the flanking regions， Interestingly， the contact 

residues exhibit small changes in chemical shift upon HA-binding， In contrast， the residues with 

large chemical shift changes are localized in the C-terminal extension and the firstαーhelix，and 

are generally inconsistent with the contact residues， These results suggest that， upon 

ligand-:binding， the C-terminal extension and the first α-helix undergo significant conformational 

changes， which may account for the broadligand specificity ofCD44 HABD， 

CD44は、細胞外N末端領域を介してヒアルロン酸(HA)やプロテオグリカンと結合することにより、

細胞接着、リンパ球活性化、癌転移などに関与する1回膜貫通型の慎タンパク質である。その細

胞外 N末端領域には、リンクモジュール(LM)と呼ばれるアミノ酸相向性領域が存在する。リンク

モジュールは、多くのヒアルロン酸結合タンパク質に共通して含まれ、ヒアルロン酸認識に関与し

ているドメインである。リンクモジュールス-/'¥ーファミリーは、ヒアルロン酸結合ドメインの大きさ

CD44，ヒアルロン酸、交差飽和法、化学シフト摂動法、相互作用

たけだみつひろ、てらさわひろあき、さかくらまさよし、やまぐちよしき、かじわらまさひろ、かわしま

ひろと、みやさかまさゆき、しまだいちお
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に基づき、 TypeA -C の3種類!こ分類されている。 TypeAに属する TSG-6は、 1つのリンクモ

ジュールのみでヒアャルロン結合活性を持ち、その立体構造はNMRIこより明らかにされている。

CD44は、リンクモジュールの N，C末端の両側に付加配列を持つ TypeB に属し、両端の付加配

列がヒアルロン酸結合活性に必要である。しかしながら、 CD44の立体構造に基づいた、リガンド

認識機構の詳細は明らかになっていない。

本研究では、 CD44のヒアルロン酸結合ドメイン(CD44HABD)を用いて、交差飽和実験および化

学シフト摂動実験を組み合わせることにより CD44のヒアルロン酸認識機構を解析することを目標

とする。

結果および考察

CD44 HABDの性状解析

'H NMRを測定したところ、 CD44HABDのNMRシグナルは良好な分散を示した。また、表面プラ

ズモン共鳴法によりヒアルロン酸結合能を測定したところ、解離定数は 2.7X 10-5 M となり、すで

に報告されている値と良い一致を見た。これらの結果から、 CD44HABD は、構造および機能ドメ

インであることが示された。

CD44 HABDの二次構造

13C、15Nにより安定同位体標識を施した CD44HABDを調製し、定法により主鎖 'H、15N、13Cα、

13Csの連鎖帰属を行った。帰属可能な 149主鎖アミドシグナル中、 144残基の NMRシグナル

を帰属した。さらに、化学シフトインデックスおよび interstrandNOEを解析し、 CD44HABDのトポ

ロジーを決定したところ、 N，C 末端に存在する付加配列は、 TSG6様リンクモジュールに組み込ま

れ、 Bシートを形成していることが明らかになった。

ヒアルロン酸添加実験

ヒアルロン酸結合の影響を調べるため、平均分子量 6800のヒアルロン酸(HA-34)を用い添加

実験を行った。まず、 HA結合界面を同定するため、交差飽和法を適用した。その結果、 LM内の

みならず、付加配列領域の一部も HA結合に関与していることが明らかになった。さらに、 HA結合

に伴う化学シフト変化を解析したところ、 HA結合界面の残基は顕著な化学シフト変化を示さず、

結合界面から離れた付加配列領域に大きな化学シフト変化が観測された。これらの結果は、付加

配列領域にも HAと直援結合する領域が存在すること、並びに HA結合に伴い付加配列領域に構

造変化が誘起されることを示す。

本研究で行われた交差飽和法と化学シフト摂動法の組み合わせば、リガンド結合部位の同定とリ

ガンド結合に伴う構造変化を分離して解析でき、糖ー蛋白質相互作用解析に有効であると考え

る。
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3 L6 
自発磁場配向膜中メリチンの高分解能動的構造の解析

横浜国大院・工

O虎谷秀一、西村勝之、内藤品

High-Resolution Dynamic Structure of Melittin Bound to Magnetically Oriented Vesicles 

Graduate School ofEngineering， Yokohama National University 

Shuichi Toraya， Katsuyuki Nishimura， and Akira Naito 

We have developed a novel approach that determines high-resolution dynamic structure of 

melittin bound to magnetically oriented vesicles from ¥3C NMR spectra under fusion-induced 

conditions. ¥3C chemical shif王 anisotropiesof carbonyl carbons were analyzed taking 

dynamics of melittin molecules into consideration to determine tilt angles of the N-and 

C-terminal helical axes企omthe membrane normal and phase angles of respective peptide 

planes企omvertical sections of the helical rods. Furthermore， the inter-atomic distance 

between [1-¥3C]Va18泊 theN-terminal helix and eSN]Leu¥3泊 theC-terminal helix was 

determined as 4.8 A through REDOR experiments. Thereby， it was revealed that melittin 

bound to DLPC and DPPC vesicles adopts unique pseudo-仕ansmembraneα-helicalstructures 

bending with the interhelical angles of 1260 and 1190， respectively. Melittin molecules are 

turned out to be laterally diffuse with rotating around the membrane normal， keeping the same 

tilt angle from the normal. This approach can be utilized for analyses of dynamic s加 C加reof 

other peptides bound to mobile membranes. 

【序論】

ハチ毒の主成分であるメリチン(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2)は、中央付近で折れ曲

がったαーヘリックス構造をとり、リン脂質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。このメリチンの膜融合・分断機構を理解するには、メリチンの活性型動的構造を明らかにすることが重

要である。一般に固体NMRにおいては、膜結合ペプチドの立体構造および膜に対する配向情報を得る

ための試料として、ガラスプレート上に機械的に配向させたペプチドーリン脂質二分子膜系が用いられる。

しかしながら、このように膜がガラスプレート上で画定された非分散系では、二分子膜構造に対して動的

に作用するペプチドの活性型構造を明らかにするのは非常に困難である。我々はこれまで、膜融合・分

断を誘起するペプチドとリン脂質から成る膜小胞の膜面が自発的に静磁場に対し平行に配向する性質を

利用し 1，2)、このような分散系におけるメリチンの動的膜結合構造を解析する手法を開発し提唱してきた。

ここでは、膜融合条件下における膜結合メリチンの高分解能動的構造を明らかにするための包括的な戦

略を報告する。

自発磁場配向膜、メリチン、高分解能動的構造、膜融合、I3c化学シフトテンソル

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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i実験I
Fmoc国相法で合成した部位特異的標識メリチンとリン脂質をペプチド対脂質モノレ比が 1:10になるよう

に全量 50mgを量り取り、 300μlの緩衝液(20mM tris(hydroxymethyl)aminomethane， 100 mM NaCl， pH 

7.5)で水和した。凍結・融解を 30回繰り返し、これを lH高出力デ、カップリング吋DD)条件下における 31p

および 13CNI¥獄測定に用いた。同試料を膜融合条件下で 1時開放置し、急速凍結後、凍結乾燥したも

のを交差分極マジック角回転 (CトMAS)法による 13C N恥低測定および RotationalEcho Double 

Resonance (REDOR)法による原子関距離測定に用いた。全ての固体N恥依測定は、 ChemagneticsCMX 

infmity-400 NlV虫分光器を用いて行った。

i結果1
1.メリチンによって誘起されるダイナミックな膜融合・分断現象

図 lに示したように、ゲノレー液晶相転移点(Tc)より高い温度では、メリチンによって膜融合が誘起され

ることにより直径約 30μmの巨大な膜小胞が形成された。 Tcより低い温度では、円盤状膜断片が形成さ

れることで膜分断が誘起され、膜小胞は視野から消失した。図 2に示したように、メリチンーリン脂質二分

子膜系の 31pN乱銀スペクトルを測定した結果、 Tcより高い温度で軸対称粉末線形の垂直成分のみが観

測された。このことは、膜分断後に静磁場中で膜融合が誘起されると、膜小胞の膜面が静磁場に対し平

行に配向することを示している。このように自発的に静磁場中で膜小砲が配向するのは、メリチンが誘起

する膜融合によって巨大膜小胞が形成され、リン脂質の分子磁化と静磁場の相互作用エネルギー(配向

エネルギー)が熱エネルギーより十分に大きいためである。
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Fig.l Microscopic observations ofa melittin- Fig.2 Temperature variations ofJ1pN恥1Rspectra of a melittin司DPPC

DMPC bilayer system. Tc = 23 oC bilayer system. 
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2.膜融合条件下におけるメリチンのカルボニル炭素の 13CNMR

急速凍結・凍結乾燥したメリチンのカノレボニノレ炭素の 13CNMRスペクトルは、表 1に示したように 13C

化学シフトテンソルの三つの主催で特徴付けられる約 150ppmにわたる広幅な非軸対称粉末線形を示し

た。このような完全に運動がない条件、また膜融合条件(T>Tc)下においてもメリチンは、 13C等方化学シ

フト値と二次構造の相聞からαーヘリックス構造をとることが判明した。一方、膜融合条件下では、自発磁

場配向膜に結合したメリチンのカノレボニル炭素の信号は一本のピークを示した。また、このピークは、回

転数 100Hzの MASによって膜の配向を乱すことで得られる軸対称粉末線形の垂直成分に一致した。こ

れらの結果から、自発磁場配向膜中のメリチンは一軸まわりで回転しており、その回転軸は静磁場に対し

て垂直、すなわち膜法線に対して平行で、あることがわかった。

3.膜融合条件下におけるメリチンのカノレボニル炭素の 13C化学シフト異方性

膜融合条件下で得られたカルボニノレ炭素の配向状態の化学シフト値ゐs(=紅)および等方化学シフト

値ふから求められた化学シフト異方性A法解析した。メリチンが図3のようにN末端またはC末端のヘリ

ックスが膜法線から一定角度CIざけ傾き、また各々のペプチド面がヘリックスロッドのzx平面と定義した縦

断面と角度成すとする。結果 2で明らかになったようにメリチンが膜中でランダムに並進拡散する結果、

膜法線に平行な軸のまわりを回転するのと同等の挙動を示すとすれば、カノレボニル炭素のJ3C化学シフ

ト異方性Ildは次の式で表される。

(" ___ 2 __ . s: _!_ 2 __ s: ¥. (" dll + d33 i 
AδZP25511∞S2 r+d33 S的 -522)+1522--Tj

ここでαーヘリックス構造において隣り合うペプチド平面のyの差が 1000であることに着目し、 N末端および

C末端のヘリックスのそれぞ、れに対して、 3種類の標識部位における 13C化学シフト異方性の実験値と理

論値の最小RMSDを求めた。こうして、得られた動的構造には数種類の可能性が残ったが、財政近傍の

残基である N末端側ヘリックスの Va18のカノレボ、ニル炭素と C末端側ヘリックスの Leu13のアミド窒素の原

子間距離を REDOR法を用いて測定した結果、 DPPC二分子膜系においては 4.8Aであることが判明し

た。その結果、最終的に図 4に示したように膜融合条件下における DPPC膜結合メリチンの動的構造が

一義的に決定され、N末端と C末端のヘリックスが成す角度は 119。であるこが判明した。また、同様にし

てDLPC膜結合メリチンの動的構造が決定され、ヘリックス間角度は 1260であるこが判明した。

Table 1. 13C chemical shift values of melittin bound to magnetically oriented DPPC vesiCles l:IIlder a fusiol1 condition 

ふ/ppm ! STRUCTURE ! 150M / ppm 815/ ppm t 1511 / ppm i ou / ppm i 0" I ppm i ~so' / ppm鉱

[1-"C)Gly' 172.5 a-helix 181.1 -25.8 242.5 178.5 96.0 172.1 

[1-13C)Ala' 177.3 a-helix 167.7 28.8 242.5 193.5 94.5 176.7 

[1_13C)VaIS 175.1 a-helix 179.1 -12.0 244.5 192.5 89.0 175.2 

[l_13C)LeuI6 175.8 臼・.helix 178.5 -8.1 245.0 193.0 89.5 175.9 

[1.t3C]Ile17 174.8 a-helix 166.6 24.6 247.0 189.5 88.0 174.8 

[1_13C)Ile20 174.8 a-helix 172.6 6.6 244.0 192.5 89.0 175.2 

Measurements of a melittin-DPPC bilayer system was performed at 50 oC. 

S Obtained合omCP-MAS 13C N加日R.measurements ofthe lyophilized powder samples at 0 oC. 

↑M=3(谷田-8ob，)' where 8ob，呈 81..

l Typical 13C chemical shi食 valuesof (谷田 ofα-helix，谷田 ofs-sheet) are (171ム168.5)，(176.4， 171.8)， (174.9， 171.8)， 

(175.7，170.5)， and (174.9，172.7) for [l-I3C)Gly， [1-I3C)Ala， [l-I3C)Val， [1-13C)Leu， and [l-13C)Ile， respectively.3) 
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【まとめ】

以上の結果をまとめるとv膜結合メリチンはThrll近傍で折れ曲がったαーヘリックス構造をとり、そのヘリッ

クス間角度は 120。程度であることが明らかになった。さらに、膜融合条件下においてメリチンは、膜中で

一定の傾き角を保ち、かっ膜法線に平行な軸のまわりを速く回転しながら並進拡散をしていることが判明

した。このような動的膜結合構造をとるメリチンは膜を貫通するのには長さが十分ではないため、不完全

に疎水性領域に挿入されている N 末端ヘリックスが二分子膜構造を乱すことが示唆された。この二分子

膜構造の乱れがメリチンによって誘起される膜融合現象の分子機構であると考えることができる。

Z' cc= +25。
o. ~~ 

<ild' 

1.1 .-?~μ 

~ Ar寸断
~ti~、-{;.-，
ト・、..l-... 

r~~r--~ 
21〉48

・... 、J
I j.与、
1.1 L ん・.

。d司、♂

CN=輔 36。

【引用文献1

v. 

Ho 

~ Fig. 3 Schematic repr叩飽tionof恥 dynamicsof meli抗inbound 

Zωthe  magnetical1y oriented vesicle. Z' axis is paral1el ωthe 

membrane normal. "(釦dc represen臼 thetilt angle of出ehelical axis 

企'om吐lemembrane normal and the phぉeangle of廿lepeptide がanes

X 合oma vertical section， Z-X plane， ofthe helical rod. 

Fig. 4 Schematic representation of 

dynamic structure of melittin bound 

Polar region to由emagnetical1y oriented DPPC 

vesicles at 50 oC where membrane 

fusion occurs. Melittin laterally 

x. Hydrophobic region diffuses wi白 rapidlyrotating around 

the membrane normal， Z' axis. 

x.. Polar region 

1. Naito et al.. 2000. Biophys. J 78: 2405-2417. 

2. Naito et al.. 2002. Biochim. Biophys. Acta 1558: 34・44.

3. Saito andAndo. 1989. Annu. Rep. Nル1RSpectrosc.21: 209・290.
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3 L7 
繊維状タンパク質の繰り返し構造に関するモデ、ルペフ。チドの固体NMR構造解析

(農工大・工)0大郷耕輔、)11瀬泰司、朝倉哲郎

Structural Analysis of Model Peptides of Repetitive Sequences in Fibrous Proteins with Solid State NMR 
kosuke Ohgo，百ijiKawase and Tetsuo Asakura 

Department of Bωtechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Kogallei， Tokyo 184-8588 
Tel&Fax: 042-388-7733 e引 wil:asakura@c・c.tuat.αc.jp

In recent years， new biomaterials based on fibrous proteins have been produced by genetic engineering method. 
For molecular design of such kinds of biomaterials， it is important to obtain the structural information on the 

original repetitive sequences in thes巴fibrousproteins. Thus， we synthesized the rep巴tItivesequential model 

peptides and analyzed their structures by combining several solid state NMR methods， that is， the quantitative 

use of the "c chemical shifts and 2D spin-diffusion NMR. 

【緒言】 蚕やクモの生産する絹など天然の繊維状タンパク質は、高強度・高弾性であるとともに高い

生体親和性を有する。長年にわたって、縫合糸として用いられてきたこともあって、近年、あらため

て新規生体材料として関心が高まっている 1)。さらに、繊維状タンパク質は、一般に、特徴的な繰り

返し配列の組み合わせから構成されていることから、その特徴的な配列と対応する物性を予測し、繰

り返し配列を組み合わせた繊維状の人工タンパク質を設計、大腸菌等で発現する試みが行われるよう

になってきた2.3)0 しかしながら、その際、繊維状タンパク質の局所構造として、従来、類推されて

きた局所構造モデ‘ルを詳細な構造の検討なしに、分子設計に用いているケースが多々見受けられる。

実際、特徴的な繰り返し配列について固体状態で、決定される高次構造は、分子内相互作用だけでな

く、分子間相互作用の寄与-も大きく、むしろ後者が支配的な場合もあるので、分子設計するための構

造情報をより多く蓄積する必要がある。我々は、このような観点から、一連の繊維状タンパク質につ

いて、その繰り返し配列を含むペプチドを合成し、固体NMR法の特徴を生かしながら詳細な構造解

析・をf子ってきた。

本発表では、クモの綿ならびにエラスチンに特徴的な繰り返し構造を取り上げ、その構造を決定す

るとともに、家蚕絹ならびに野蚕絹の繊維化前後の特徴的な構造との比較について報告する。

【実験】 クモの生産する絹、draglinesilk及びflagelliformsilk、中に見られる繰り返し配列に基づくモデ

ルペプチドとして、(AGG)'ll，QGAG(A)oGGAGA(GGA)3GAGRGGLGG及び(GPGGA)oGを、また、弾性繊維

状タンパク質であるエラスチンの繰り返し配列のモデ、ルペプチドとして(VPGVG).を、Fmoc闘相合成

法により合成した。構造解析の目的によって、適宜、安定同位体ラベルを行った。

二次元スヒ。ン拡散固体NMR測定には、VarianUnity INOVA400を用いOffMAS(54.70 +9。もしくは_60
)条

件下で、行った。Mixingtime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Fortranフ。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

フィック化及び実測とシミュレーションスベクトノレの誤差評価は、数値解析ソフトMATLAB(Math

Works社製)を用いて行った。

【結果・考察】[エラスチン由来配列の構造] (VPGVG)"の"cCP/MAS NMRスベクトルは、Poly(VPGVG)

のそれと概ね一致する事からの、局所構造は同じであると言える。このポリマーの形成する構造モデル

として、βspiral構造が提案されてきた5)。そこで、この構造を仮定し、 14位のVal、15位のGly及び16位の

Val残基の内部回転角を評価するための二次元スピン拡散固体NMRスベクトルパターンを計算し、実

演Ijと比較したところ、その一致は悪かった。従って、少なくともこれら三つの残基においてはβspiral構

造は適切でないと言える。次に実測と計算スベクトルとの偏差χ2を計算し、中、vの関数として示したと

ころの、極小点が複数現れた (Fig.l)が、そのどれも実測との一致は不十分であった。そこで、MD計算に

基づく Gly残基のコンフオメーションの(中，0/)マップ7)を用いて重み付けを行ったところ、実視IJとの一致

は格段に良くなった。従って15位のGlyは、特定の構造でなく、コンフォメーションが分布していると考

えられるへ

一方、PG配列の形成する構造については、タンパク質中ではtypeIIs-turn構造を形成しやすいと言わ

れており、実際、(VPGVG)の繰り返し構造中でも同様の構造を形成しているとしづ報告めもあるので、

エラスチンot1agelliformsilko二次元スピン拡散固体NMR法・不均一構造

おおごうこうすけ、かわせたいじ、あさくらてつお
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この点を明らかにするため、 (VPGVG}1[I-"C]V[I-'-'C]PGVG(VPGVG)J及 1田」 ー(

ひや(VPGVG)，v[I-"C]P[I-"C]GVG(VPGVG)，を合成、その二次元スピン拡 由 F 遁薗劇
散固体NMRスベクトルの解析を進めている。 I(盆a.(!司.1

曲，.J1J・・・・峰入、-，
田 F 咽-断、

[スパイダーシルクモデルペプチドの構造解析] (GGX)。配列は、 羽30l 胃哩哩里〉

d命時a勾帽g剖li問nes口silk成及てひび悦肉Jft汗湘ft伊刷lIif，伽f

である(仏AGG町)川川lこついて、二次元スピン拡散固体NMR法を適舟した結果、 剖.30~ 司圃.凪血
Ala及てひひJ、e冶(GI印l匂y残基の二面角値は共に(仲中，'1'判)=吋(-θ90ぴ。¥'，15叩0')比と決定され、構造は 曲曲l仏ハ f唖五逼邑h 

3，-helixであることが明らかになったへこの構造はペプチドの処理を大 曲μL置圏由民
きく変えても保たれる事から、配列特有の安定な構造と考えられる。 制民 ) 111'"( 

また、QGAG(A)，GGAGA(GGA)，GAGRGGLGGはdraglinesilk(MaSp 1)中 一由困難必 ( 
に見られる繰り返し配列であり、 Ala連鎖領域とGGAの繰り返しを含ん 1姑で害女可否 ωo

だGlyrich領域からなる。 "CラベルペプチドQGAGAAA[I-"C]AAAGG・ Fi住加蜘宣田E

[ロ2-"C]AGiん~GGAG[2-" C]G[3-" C]AGGAGAGRGGLGGIにこついて "C 付o品郎sd-c叫alcdの) forGI伽y"residue in the 2D 
CP/MASNMRスペクトノレを測定、化学シフト値からラベノレ部位の局所構 'JCspin diffusion sp削 rumot

造を検討した伊ig.2)。その結果、A雌鎖領域及びその近隣はβsheet構造日毘お:VPG[ト'-'C]V門 ]Gー

を形成し、 (GGA)，の中心のAla残基は3，-helixを

形成することが示唆された。

一方、 flagelliformsilkは高い弾性を示す。ま

た(GPGGX)配列の繰り返し構造を有し10)、こ

の配列は、 (VPGVG)"と、 PG配列をベンタペプ

チド単位で含む点で類似しており、また双方

のタンパク質が弾性を有する点も類似する。

そこで、この構造はs-spiral構造と言われてい

たが、実験的な篠証は得られていない。

(GP∞A).Gの"C四 '/MASNMRスベクトルに 2L0....h....l;0....50 

おいて、AlaCsの化学シフト値はrandomcoil構 ppm from TMS 

造の値と一致を示した。ま?安定同位体ラベル mE1m213CCPMASNMRsptmmofQGAGAAAIl-hAAAGG 
.p<...AL.I"'JI...!.L..I'i"/ ./.- [2.I.1C]AGんGGAG[2-'JC]G[3-'JC]AGGAGAGRGGLGGafter dialysis 

を施した、(GPGGA);[I-"C]G[I-"C]PGGA・ (酬

(GPGGA)，Qfこついて、二次元スピン拡散固体NMR測定を行った 同

伊ig.3)。現在、このスベクトルパターンの解析を行うと共に、隣接 : 

する 18位のGly残基についても同法による測定と解析を行い、PG 明

配列の形成する構造を検討している。同時に、(VPGVG).の結果と 1剖

の比較を行い、一次配列の類似する弾性繊維状タンパク質にお 闘

いて、高次構造は類似したものになるのか検討を行う予定であ : 

目
却ゲ.

，，% 
10% 

，% 

。%

る。 1田

[謝辞】二次元スヒ。ン拡散固体NMR測定にご協力いただ、いた

バリアンテクノロジーズジャパンの芦田淳博士に感謝します。

隠
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Figure 3 2D spin-di仔usionNMR spectrum of 
(GPGGAHト日C]G[I-'-'C]PGGA(GPGGA)，oin 
the solid state. 
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3 L8 
マジック角回転条件での多次元国体 NMRによる 13C，15N標識

タンパク質の全構造解析法

(阪大・蛋白研) 0藤原敏道，阿久津秀雄

Structural analysis of fully 13C，15N labeled proteins by multi-dimensional solid-state 
NMR under magic-angle spinning conditions 

Toshimichi Fujiwara and Hideo Akutsu 

Institute for Protein Research， Osaka University 

We have developed multi-dimensional magic-angle spinning NMR for the determination of 

protein struetures in noncrystalfine solid states. 13c and 15N chemical-shift correlation 

experiments were peげbrmedfor obtaining intra・andinter-residue spin conneetivities. The 

analysis of the obtained speet悶 enablesthe sequence'-specific signal assignments， and allows 
the backbone strueture predietion by using the database so代warefor protein chemical shifts. 

Dis旬nceconstrains are necessa叩 fordetermining the 3・Dstrueture. We have employed 2D 

high-resolution 13C_13C correlation experiments that provide1H-1H dis旬nceinformation from 

fully 13C，15N labeled proteins. We demonstrate the application of this strategy to a peptide 

and memb団neproteins. 

u亨] 固体マジック角回転NMRは，無配向の固体状態における蛋白質を対象にして構造解

析することができる.つまり，脂質二重膜を貫通している膜タンパク質や繊維状の沈殿を形

成しているアミロイド・タンパク質の構造を調べることができるなど，他の方法では解析が

むずかしい系を対象にできる.これまで固体NMRでは，分子全体の構造を解析対象とする

例としては，結晶状態において数残基程度のペプチドの精密な構造決定や，結晶状態におけ

る60残基程度の歪白質の構造決定が行われてきた.

私たちは，非結晶状態のタンパク質の全体構造を決めるための一連の方法を開発し

ている.この方法は， 2つの段階からなる.第一のステップは 13C，15N等方化学シフト相聞を

用いて信号帰属と化学シフトに基づいて主鎖構造を解析する段階である.次のステップでは，

核問距離を求めて，一次構造上離れた残基聞の関係を明らかにして 3次構造構造を求める.

これには完全標識試料を対象にした 13Cあるいは 15N観測による lH_1H双極子相聞が有効な方

法である.これまでに，この方法で得られた結果を報告する.

[実験] タンパク質分子のすべての部分から情報を得るためにはC，15Nで完全標識した試料

を主に用いた.静磁場強度は lH共鳴周波数で 500MHzと600MHzで，分光言十は Chemagneti cs 

キーワード:固体NMR，タンパク質構造，マジック角田転，同位体標識

ふじわらとしみち p あくつひでお

-92ー



Infinity P]usで実験した.ローターは 3目 2mmあるいは 4mm径のものを用いた.化学シフト

異方性によるサイドパンドを小さくし 13C間双極子結合を除くために試料回転速度は約 14kHz

であった.試料回転などによる発熱を防ぐため多くの実験では試料は-500Cの乾燥空気で冷却

した.また，分子運動にともなう信号強度の低下を防ぐため，必要な場合には相対湿度も調

整した.また，凍結乾燥で構造の乱れが予想される場合にはトレハロースを加えた.

[信号の帰属と主鎖構造解析] 信号の帰属は，次のような一連の多次元NMR実験を行

う.残基内での信号帰属のために， RFDRによるゼロ量子双極子結合による 13C_13C相関 3 帯

域選択的な二量子双極子結合による C臼ーCs相関，N-C臼Cs相関，また，残基閣の相関を得るた

めには(CαCs)i+lー(C'CU
) i相関， Ni+1ー(C'C<~) i相関を用いた.

アミノ酸 15残基からなるマストパラン X(MPX)については，これらの実験により

CU， Cs) C' ， Nを完全に連鎖帰属することができた.これまでの溶液NMRタンパク質構造解

析などから得られた化学シフトと構造の関係をデータベースにして利用するソフトウェアが

多数，公開されている.これらを用いて，帰属で得られた化学シフトから主鎖構造を明らか

した.MPXでは，最初の 2残基は分子鎖がのびているがそれ以降はαヘリックスである構造

を RMSD1 Aの精度で求めた.また，線幅の解析から固体状態において主鎖構造には RMSDで

1 A程度の分布があることもわかった.

さらに，残基数が 100程度の膜蛋白質として， 'W-ATP合成酵素 Cサブユニットい}と

トランステ除ユーサ βit目Iに同様の方法を適用した.これら蛋白質の多次元スペクトルでは信

号の分離は十分ではない.しかし，立体構造を仮定すると化学シフトの予測と多次元スペク

トルのシミュレーションができる.信号強度を求めるために，混合期の磁化移動を 7スピン

系の大きさまで考慮した.これらの計算結果と実測スペクトルを比較することで，主鎖構造

の解析と信号帰属を行った.上記の膜タンパク質では，膜貫通領域ではαヘリックスである

が，その他の領域ではターン構造や分子鎖が伸びているという結果が得られた.

[距離測定] 蛋白質の三次構造や超二次構造を決めるためには，距離情報を得ることが不

可欠である.13C完全標識試料では，共有結合を一つ隔てた炭素スピン聞の強い双極子結合の

ため，長い距離の測定はむずかしくなる.そこで lH-1Hの距離を 13Cの高い分解能を利用して

測定する方法を開発してきた(2)この方法で 4A以上の核問距離まで観測できることを示す.

また，選択標識して距離測定をすることも有効である.これらの例をマストパランXなどに

ついて示す.

[まとめ] 以上示したように，完全標識試料についての多次元NMRによる信号帰属と化

学シフトにもとずく二次構造解析，さらに距離測定を併用することにより， 15残基程度のペ

プチドについては，主鎖構造を決められた.また， 100残基程度の蛋白質についても同様な

方法で詳しい 2次構造の解析が可能であることがわかった.さらに，距離情報も得ることで，

結晶状態では:ない蛋自質の構造決定を行うことの可能性が示された.

文献 (1)小林将俊ら.第 42回NMR討論会J 2P40. (2)高橋大樹ら.第42回NMR討論会 J 2P34目
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3 L9 
NMRダイナミクス情報に基づく抗プリ

オン薬の開発

(岐阜大学医学部高次情報統御学講座)0桑田一夫

Anti-prion drug design based on the NMR protein dynamics information 

Department of Biochemistry and Biophysics， School of Medicine， Gifu University 

Klizuo Kuwata 

Several different compounds and antibodies have been reported to inhibit production of 

the abnormal prion protein， PrPSC in vitro， however the structural evidences regarding 

those mechanisms have not yet been obtained. Previously we characterized the 

intermediate conformer of prion， i.e. PrPぺusinghigh-pressure NMR， and hypothesized 

the conversion from PrPC to PrPキ isthe critical event for the subsequent pathogenic 

conversion. Here we have designed drugs that specifically interrupt the PrP* formation， 

using in silico and in vitro screening企om32，000 potential candidates. We searched 

chemicals， which can bind to the unique pocket of PrP， and stabi1ize the normal 

conformation of Prpc， and reduce the population ofthe intermediate conformer， PrP*. 

1. 今，何故，プリオン中間型か?

プリオンのフォールディング中間体は，グアニジウム塩酸などの変性剤存在

下 1)や低pH領域2)で，円二色性 (CD)スペクトルを用いて観測された。最

近では速度論的フォールディング中間体の存在を示唆する論文が発表されてい

る1)。一方，我々は高圧 NMRを用いて，プリオン中間型の構造を残基レベルで
特徴づけることが出来た 4)。

病気を引き起こすプリオンの変異部位5)が多数知られおり，それらは主にヘ

リックスB，Cに集中している。一方，プリオン中間型においても，ヘリック

スB，Cに部分的な変性が見られる (Figure参照)。特に， N端のβシート部分

と接触している部分が特に局所的な安定性が低いことが分かつた 4)。このことは，

プリオン中間型が何らかの形で，プリオンの構造変換過程と関わっている可能

性を強く示唆している。

キーワード プリオン、ダイナミクス、抗プリオン薬

著者ふりがな くわたかずお
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2. N端疎水性クラスターと C端ヘリックスとの関係は?

細胞型プリオン (Pl'PC)のN端はほぼランダムコイルであ否が， C端はヘリ

ックスを形成している (Fi郡山e参照)。静的構造だけを眺めれば，このふたつの

領域はあたかも独立に振舞っているかのように見えるが，感染という生物学的

機能に着目すると，両者は切っても切れない関係にある。

プリオンにおいては，細胞型からスクレイピー型 (PrPSc)へのプリオンの構

造変換過程は未だ明らかでないが，スクレイピー型は 2'"'"'6量体程度のオリゴマ
ーだろうと考えられている o) -8)。実際，プリオン蛋白の部分ペプチド

PrP106・126は，オリゴマーを形成し，それは神経細胞死を誘導するという 9)。

ところが，感染性が成立するためには，この部分を含むN端の疎水性クラスタ
一部分と C端のヘリックス部分とが必要であるという 10)。

これらの事実は，一見独立に振舞っているかに見えるN端の疎水性クラスタ

ーと C端ヘリックスとが，何らかの干渉を行っている可能性を示している。

NMRによる低温変性実験の結果からも間接的に両者の相互作用が示されてい
る4)0N端部分がアポトーシスを誘導するオリゴマーを形成するとすれば， C端

ヘリックスは一体どのような役割を果たしているのだろうか?

3. C端ヘリックスの役割

Prusiner， S， B，により提唱された‘ProteinOnly Hypothesis' 6) 7)によ

れば r神経細胞に毒性を持つプリオンの異常立体構造(スクレイピー型)は，

正常立体構造(細胞型)と接触することにより，細胞型をスクレイピー型に変

換する性質を有する。この反応は連鎖的に起き，指数関数的にスクレイピー型

が増加した結果として，神経変性疾患としてのプリオン病が成立する。」という
描像が成り立つ。

スクレイピー型がどのような機構で神経細胞死をもたらすか，という問題は

未だ解決していない。これがアポトーシスであるかどうかは重要な問題だろう占

PrP-106-1269 )というプリオンの疎水性クラスタ一部分からなる 21残基のペプ

チドはアポトーシスを引き起こす効果があるらしい。最近，このような毒性は

繊維状構造ではなく，オリゴマー 11)であると報告されている。しかし，これら

がスクレイピー型と同様の「感染性」を有するかどうかについては不明だ。

アミロイドの先端では，モノマー構造とアミロイド構造との閣の交換反応が
生起している 12 )。律速段階は単分子における構造変換過程にある 12)。スクレイ

ピー型の特徴はその「感染1性」にあるが，このよう迂ァミロイドの性質と「感

染性」が何らかの関係があるかどうかは依然としてよく分からない。

現在ではどのようなタンパク質でも，条件さえ整えればアミロイドを形成す

ると考えられている 13)。実際，多くの典型的なアミロイド形成性ペプチドは，

モノマーでは構造を持っていない。

一方「感染性」に必要なものは，何だろうか?ここで一つの示唆がある。電

子顕微鏡画像から類推したスクレイピー型のモデル8)では，スクレイピー型は

細胞型構造が完全に崩壊したものではなく，一部のヘリックスを残存している，

と考えられている。これは「感染」が成立するためには，全蛋白共通のアミロ
イド構造のようなものではなく，立体構造特異的な分子間「認識」がどこかに
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必要であることを示唆しているのではないだろうか?

4.ダイナミクスに基づく創薬 (DB D D) 

構造に基づく創薬 (SBDD)が唱えられてから久しいが，現在のところ，華々

しい成功は，主に酵素阻害剤に限られている。プリオンでも，プロテインX結

合サイトに結合する薬物が探索された 14 )。しかし，その後，このようにして選

ばれた薬剤は r結局，効果がない」と評価されるに至った。実際， Prpcにおけ

るプロテインX結合サイトには，明瞭な結合ポケットは存在せず，たとえ Drug

が表面に付着したとしても，結合定数はかなり低いと考えられる。

一方，先に述べたプリオン中間型に関する観測から，スクレイピー型 (PrPSC)

は，変性型 (PrPU)からではなく， PrP安から生成される可能性がある。

PrPC → PrP* → PrPU 

↓ 
PrPSc 

(1) 

PrPScの構造は未だ不明である。しかし， PrPCの構造を基に， PrP*への構造変換を

選択的に抑制する薬剤をデザインすることは可能であろう。このような薬物は， PrPC 

の遅い♂構造揺らぎを抑制し，PrPCを安定化し，PrP合のポピュレーションを減少させる。

その結果として PrPScの生成を抑制する。別の言葉で言えば，地震対策の出来ていない

家の壁に，頑丈な柱を入れて，地震が来ても簡単には倒壊しないようにする，というこ

とである。いわば，タンパク質のダイナミクスに基づく創薬 (DynamicsBased Drug 

Design， DBDD)の虫色iまりである。

1. Zhang， H.， Stockel， J.， Mehlhorn， 1.， Groth， D.， Baldwin， M. A.， Prusin巴r，S. B.， James， T. L.， 
Cohen， F. E. Biochemistry 36， 3543・53(1997) 

2. Hornemann， S.， Glockshuber， R. Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA. 95， 6010・6014(1998) 

3. Apetri， A. C.， Surewicz， W. K.よ Biol.Chem. 277，44589-44592 (2002) 

4. Kuwata， K.， Li， H.， Yamada， H.， Legname G.， Prusiner， S. B.， Akasaka， K.， James， T. L. 
Biochemistry 41， 12277-12283 (200勾

5. Prusiner， S. B. Transgenetics of prion diseases. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 207， 1・17
(1996) 

6. Prusiner， S. B. Novelproteinaceous infectious particIes cause scrapie. Scienece， 216， 
13ι144 (1982). 

7. Prusiner， S. B. Prio臥 Proc.Nati. Acad. Sci. USA， 95， 13363-13383 (1998). 

8. WiIle， H.， Michelitsch， M. D.， Guenebaut V.， Supattapone， S.， Serben， A.， Cohen， F. E.， 
Agard， D. A. & Prusiner S. B. Proc. Natl. Acad. Sci.99， 3563-3568 (2002) 

9. FoωrIon叫 G.et a札1.，N.αtωu町r陀.e362，543-δ546(ο1993). 

10. Muramoto， T.， Scott， M.， Cohen， F. E.， Prusiner， S. B. Proc. Natl. Acad. Sci.93， 
15457・15462(1996) 

11. Kayed， R.， Head， E.， Thompson， J. L.， McIntire， T. M.， MiIton， S. c.， Cotrrian"C. W.， GIabe， 
C. G. Science 300， 486・489(2003) 

12. Chen， S.， Ferrone， F. A.， WetzeI， R. Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA.， 99， 118?4・11889(2002) 
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13. Fandrich， M.， Fletcher， M. A.， Dobson， C. M. Nature 410， 165・166(2001) 

14. Perrier， V.， Wallace， A. C.， Kaneko， K.， Safar， J.， Prusiner， S. B. and Cohen， F. E. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 97， 6073・6078(2000) 

PrPSC 

ヘリックスC

ヘリックスA

ヘリックスB

PrPC PrP* PrPU 

Figure Schematic representation ofthree conformers ofprion. Prpc; the native form， PrP穴the

intermediate conformer， Prpu; the unfolded form， Prpsc， the pathogenic form. PrPsc can be 

produced via PrP* 

-97ー



3 LI0 
REDORを用いたアンフォテリシンBーリン脂質会合体の構造研究

e大阪大学大学院理学研究科、 2CREST)

0松岡茂 1，2、松森信明 1、池内宏貴 l、植野嘉之¥大石徹¥村田道雄 l

StructuraI study on the amphoteridn B-phospholipid complex using REDOR 

CGraduate school of Science， Osaka University， 2CREST) 

OShigeru Matsuokal，2， Nobuaki Matsumori
l
， Hiroki Ikeuchil，回fO'戸udUeno¥ Tohru Oishil 

組 dMichio Muratal 

Poyene macrolide antibiotic arnphotericin B (AmB) is known to form an ion-permeable channel across 

plasma membrane. In spite of vast researches in也elast 30 years， the s甘uc旬reofせlechannel has not 

yet been solved百leAmB channel is thought to be a molecular assemblage formed by AmB， sterol and 

phospholipid， based on the observations也at也echannel activity of AmB is greatly influenced by 

membrane sterols and phospholipids. In也isstudy we attempted to investigate the membrane binding 

of AmB by 13C{3Ip} REDOR using 13C-labeled AmB and phospholipid (DMPC).百leresults showed 

也atthe both ends of AmB are close to也ephosphate of DMPC， hence supporting the single-length 

channel model. 

序放線菌Streptomycesnodosusの生産するアンフォテリシシB(AmB、 Fig.1)は真菌感染症の治療

に用いられる重要な抗生物質である。AmBは脂質二重膜中で、イオン透過チャネルを形成する。

AmBのチャネ/レ活性は膜含有ステロ}ルに大きく影響されることから、AmBーステロール分子間相

互作用が選択毒性発現に関与すると考えられている。一方、最近リン脂質の重要性も指摘されてい

る。このように、AmBのチャネルはAmBーステローノレーリン脂質の三者の複合体で、あると考えられ、

主に計算化学的手法によって構造が推定されているが、分光学的な構造解析による裏づけは、ほと

んど得られていない。AmB同様、生体膜中で超分子複合体を形成する天然有機化合物は数多く知

られでいるが、その複合構造のほとんどが未解明であり、方法論の確立が望まれている。我々は

AmBーステロールーリン脂質の会合体構造解析に固体 Nf¥恨の手法を適用することによって、生体

膜中における複合体構造を解析する方法論の確立を目指している。今回、 REDOR法を用いた分子

間双極子相互作用の観測からAmB一膜脂質の相互作用の解明を試みたので報告する。

標識試料の調製AmBの 13C標識体は生産菌Streptomycesnodosusの13C強化培養により調製し

た。分子の両端を位置選択的に標識した[出)3C]AmBは培地に[3-13C]propionateを添加して培養

することで得られた(Fig.1) 1。また、分子全体を13C標識した[u-13c]AmBも[13C6Jglucoseを強化した

培地を用いて調整した。この他にコレステロール、エルゴステロ~Jレの 19F 標識体を合成化学的に調

製した。

キーワード分子間双極子相互作用、 生体膜、 REDOR、 アンフォテリシンB、 安定同位体標識

著者ふりがなまつおかしげる、まつもりのぶあき、いけうちひろき、うえのひろゆき、おおいしとおる、

むらたみちお
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REDOR測定リン脂質膜の表面には多数の 31pが存在する。そこで、リン脂質(DMPC、Fig.2)の31p

とドか13C]AmBの 13Cιの分子間双極子相互作用を観察して、AmBーリン脂質の会合状態を調べた

(Fig. 3)。その結果、AmB 分子の両端のカルボキシル基(C4I)およびメチル基(C39と C40)が

DMPCの 31pと接近していることが明らかとなった。これはAmB一分子で脂質二重膜を貫通した

single-lengthチャネルモデル2と良い一致を示す。現在 19F標識ステローノレと[u-13c]AmBの連結分

子を用いた 13C{19F}RDX REDOR3の測定も行っており、発表ではこれらを合わせてAmB一膜脂質

会合構造に関する結果を報告する予定である。

H 

Fig. 1 Amphotericin B (AmB)..Labeled carbons of 

[凶_13C]AmB are indicated with solid squ紅白.

C41 

So 
11 I C20・33
Ii I polyene(na) 

ち£人，，- ? &. ! I k 

〆dFココア
Fig. 2 13C-assigument of dimyristoyl-sn-phos-

phatidylcholine (DMPC) 4.(see Fig. 3) 

J~川んf州人山1"0'
1 -r寸「

ppm 

Fig. 3 13C{31p}REDOR spectra of [tri-13C] AmBIDMPCσ5 MHz， CMX・300)in 50 wt% 10 mM  

HEPESID20 buffer (pH 7.0) obtained after 160 roωr cycles of diphasing with magic angle spinning at 7000 

Hz.百lespec回 wasmeasured at 30
o
C. The number ofthe scans accumulated for the full echo spectrum， So， 

was 61440. The top仕aceis the REDOR d近eren田 spec加血， sS. All signals企om仕lebo血endsof[出)3C]

AmB， C39， C40 and C41， sho明 edsigni:ficant dipolar coupling with 31p of DMPC. On the other hand， the 

signals from the middle of伽 molecule，natural abundance (na) of C20・33，were not dephased. 

Reference [1] C. M. McNamara et al. (1998) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1， 83・87.

[2] M. E. Kleinberg， A. Finkelstain (1984) J. Membrane Biol. 80，257・269.
[3] A. K. Mehta， 1. Schaeferο003) J. Magn. Reson.163， 188・191.

[4] C. W. B. Lee， R. G. Gri笠in(1989) Biophys.よ55，355-358.
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3 Lll 
高等動植物の構造プロテオミクス

理研 GSC'，理研播屠¥東大院理¥かずさ DNA研究所 4

木川隆則武藤裕林 文晶畠中秀樹山崎和彦山崎俊夫

Peter Guntert' ，前田秀明好田真由美贋田 洋白水美香子田仲

昭子荒川貴博力ル二ンチピ工口河合 純林崎良英関一原

明篠崎一雄中山 学 4 小原 l岐 o横山茂之， 2 3 

Structural proteomics of animals and a plant 

(RIKEN Genomic Sciences Centerl， RIKEN Harima Institute at SPring-82， Graduate School 

of Science， the University ofToky03， and Kazusa DNA Institute
4
) Takanori Kigawal， Yutaka 

Mutol， Fumiaki Hayashil， Hideki Hatanakal， Kazuhiko Yamasakil， Toshio Yamazakil， Peter 

Guntert
l
， Hideaki Maeda 1， Mayumi Yoshida 1， Hiroshi Hirota 1， Mikako Shirouzu 1， Akiko 

Tanaka 1， Takahiro Arakawa 1， Piero Carninci 1 ， J un Kawai 1 ， Yoshihide Hayashizaki 1 ， Motoaki 

Sekil， Kazuo ShinozakiI， Manabu Nakayama4， Osamu Ohara4 ShigeyukiYokoyamal，2，3 

RIKEN Structural GenomicslProteomics Initiative (RSGI) (http://www.rsgi.riken.go.jp ) was 

organized by RIKEN Genomic Sciences Center and Harima Institute at SPring-8 in 2001. 

RSGI has been integrated into the National Project on Protein Structural and Functional 

Analyses(NPPSFA or Protein 3000)， organized by the Ministry of Education， Culture， Sports 

Science， and Technology (MEXT)， as one center of the program for comprehensive studies. 

Proteins from human， mouse， plant， and an extreme thermophile， Thermus thermophilus HB8， 

involved in important biological and medically important phenomena， for example， signal 

transduction and nucleic acid binding are selected as our targets. Here we present some of our 

efforts in analyzing proteins from higher eukaryotes using NMR. 

A large number of cDNA clones are expressed to obtain samples for structure and function 

studies. For eukaryotic multidomain proteins， the functional domains are informatically and 

experimentally determined by analyses of their amino acid sequences. A standardized method 

was established for high-yield cell-free protein synthesis， the key for high-throughput protein 

production. Protein samples are labeled with stable isotote (15N/
13C) and subjected to HSQC 

screening. Selected constructs by the screening step are produced by large-scale protein 

synthesis. NMR spectroscopy and X-ray crystallography are used for the 3D structural 

analyses of proteins. In fiscal 2002， we determined 73 protein structures， from human， mouse， 

and Arabidopsis thaliana by NMR spectroscopy. Bioinformatic and experimental analyses of 

molecular and cellularfunctions are systematically performed. Various technologies for 

protein expression， structure determination， and functional analyses are being developed and 

improved for standardization， automation， and high幽 through(Jutoperation. RIKEN is 

collaborating with Tsukuba Magnet Laboratory of the National Il1stitute for Materials Science 

on the development of high resolution NMR spectrometer beyond 900 MHz and 920 MHz 

NMR magnet was successfully manufactured. 

構造プロテオミクス，無細胞タンパク質合成，完全長 cDNA
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きがわ たかのり、むとう ゆたか、はやし ふみあき、はたなか ひでき、やまさ

き かずひこ、やまざき としお、ぎゅんたーと ぺーた一、まえだ ひであき、よ

しだまゆみ、ひろた ひろし、しろうずみかこ、たなか あきこ、あらかわ た

かひろ、かるにんち ぴえろ、かわい じゅん、はやしざき よしひで、せき もと

あき、しのざき かずお、なかやま まなぷ、おはら おさむ、よこやま しげゆき

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

学研究所構造プ口テオミクス推進本部(RIKEN Structural Genomics/Proteomics 

Initiative， RSGI ) (http://www.陪 gi.riken.go.jp))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」の網羅的解析プログラムを担当している.

例えば，情報伝達や核酸結合に関わる等，生物学的，医学的に重要なヒト，マウス，

シ口イヌナズナなどの高等動植物ゃある生物種のゲノムにコードされている高度好

熱菌等の微生物をターゲツトとして選択している.本講演では特に NMR法を用いて

解析を進めている高等動植物の構造プロテオミクス研究の現状を発表する。

大量の完全長 cDNAライブラリが用いられインフォマテイクスや機能解析スクリー

二ングなどの実験的手法を組み合わせ，網羅的，体系的にターゲツトを選択・機能ド

メインへの分類をする.試料発現には，生細胞を用いた発現系とともに，ハイスルー

プットな試料調整に最適な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 .NMR測定用の安定同位体標識(15Nや13Cなど)試料調製を行い，スクリ

ーニングを実施し，それらの内から構造解析に好適なコンストラクトを選定し，大

量・多種のタンパク質試料の発現・調製を行う.作製された水溶液試料拡，理研 GSC

の大規模 NMR施設を利用して立体構造を決定している .2002年度は， NMRを用い

て，ヒト，マウス，シ口イヌナズナ由来の 73種類のタンパク質の構造を解析した.

インフォマテイクスや実験に基づく体系的機能解析も行っている.発現スクリーニン

グや、ミリグラムスケールでの無細胞タンパク質合成をはじめとする，構造解析や機

能解析における様々なステッ7での技術開発も進め，口ポットを用いた全過程の機械

化・自動化を進めている.これに加え 物質材料研究機構を中心とする 900MHz超の

装置の開発に参加し 920MHzNMR装置の開発に成功している.
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3 L12 
MRIを用いた遺伝子発現解析システムの構築

(横浜市大院・総合理)

O杉原文徳、初尾豪人、森田将史、奇世媛、岡田あずさ、笠原浩司、吉久保哲郎、白川昌宏

Development of a reporter system of的 vivogene expression using MRI 
Graduate School of lntegrated Science， Yokohama City University 

Sugihara，B.， Tochio， H.， Morita， M.， Ki， S.， Okada， A吋 Kasahara，K.， Kokubo， T.， Shirakawa， M. 

[Abstract] 

To provide an ideal method for monitoring in vivo gene expression， we are 

developing a novel method of reporter gene assay using NMR/MRI. ln this method， activity of 

a gene expression is converted to 31p NMR signal of polyphosphate (polyP). As fundamental 

study fordeveloping this method， functions of genes， which weresupposed to rela恰 toPolyP 

accumulation， were analyzed in yeast ceUs at first. Then， the availability of the selected 

genes was tested. And， we have established the 31p MRl method for monitoring gene 

expression in yeast colonies. This method enables us to analyze gene expression of yeast in 

vivoand in a high-throughput manner. 

[ Introduction 1 
Whole genome sequences of many organisms appeared in the last decade. To 

expand our understanding of functions of genes beyond only the sequences， profile of gene 

expressions is of great consequence. Although a number of methods for analyzing gene 

expression are utilized， in vivo analysis of gene expression requires the method called 

Reporter Gene Assay. In this method， a target element of DNA sequence that includes a 

gene or a promoter is followed by a reporter gene such as GFP or s-ga1. Upon the 

expression of the tョrgetelement， the reporter gene is also expressed， so that the activity of 

the target element can be measured by the quantity of reporter gene's products. However， for 

those optical detection methods， it is difficult to observe deep inside opaque body. Although 

PET and X-ray are available for visualizing. the interior of the bOdy， these are harmful for 

living organisms. 

As a non-invasive visualization method， we are developing a novel method of 

monitoring gene expression using 31p NMR/MRl and'polyphosphate (PolyP). POlyP is known 

to accumulate in many organisms， though its biological relevance is not well understood. A 

number of candidates for reporter genes were selected， which were supposed to relate to 

synthesis of PolyP. Then， we surveγed the availability of the candidates in yeast cells. One 

example of the experiment is shown in Fig. 1. 31p NMR spectrum of Wild type of yeast has 

strong peak of PolyP， but after disruptingone of the candidate genes， phm4， no PolyP signal 

was detected， showing that polyP accumulation in yeast can be assayed quite easily by 

using 31p NMR. 

KYE WORDS : MRI，遺伝子発現，ポリ1)ン酸

すぎはらぷんとく、とちおひでひと、もりたまさひと、きせいおん、おかだあずさ、かさはらこうじ、こく|まてつろう、しらかわまさひろ
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[ Materiais & Methods ] 

Wild type and 

various recombinants of 

S.cerevisiae (yeast) strains 

were used for this study. 

NMR/MRI experiments were 

carried out on Bruker DRX 

500MHz equipped with TBO 

and Micr05 probehead for 

yeast cell suspension and 

colony images， respectively.γhe initial survey of the availability of reporter gene candidates 

was accomplished in culture medium state judging by 31p NMR (Fig.1). After that， a couple of 

successful candidates， phm1回 5，vma etc.， were selected.丁hesecandidates were further 

tested in colony state where chemical shift seleciive images were used for judging the 

availability (Fig.2). The correlations between the amount of PolyP and the transcriptional 

level of those genes were also tested with strains in which the gene expression was inducible 

by shifting temperature or changing carbon source component in culture media. 

Pi 

し+
Fig. 1 A 31p in vivo 

A. 

NMR spectrum of wild type 

of yeast in medium. B 

Spectrum of Llphm4. No 

peak of POlyP on the 
B. 

spectrum目

Transcriptional level was determined by Northern blotting. 

[ ReSIU!ts & DisCIUSsion ] 

Whereas no PolyP NMR signal was detected in phm4-disrupted yeast (Llphm4)， 

PolyP accumulated in Llphm4 with deriving and expressing phm4 by plasmid vectors. And 

PolyP amount correlated to the expression level of phm4. The results indicate that 

phm4凶 PolyPreporter system is utilized for monitoring gene expression. 

PolyP selective image clearly showed the difference of PolyP amount inwild type 

and Llphm4 yeast in colony state(Fig. 2). It revealed that the PolyP reporter system was 

available for analysis of gene expression even in colony state. For further assessment of the 

availability of the system， various strains of recombinant yeast were prepared and tested. 

We confirmed the availability of our PolyP reporter system by the series of 

experiments. And research is ongoing to build a high throughput system for analyzing 

thousands of different target genes with our PolyP reporter. We also apply the reporter 

system to monitoring gene expression in higher eukaryote. 

A. 7mm B. Fig. 2 A: The layout of yeast colonies. W 

represents colony of wild type yeast and s 

represents sphm4. B Proton image of 

yeast colonies. C : POlyP selective image of 

the s昌mple.Polyps， accumulated in wild 

type， are only seen in this image目 TRlTE'" 

400/2msec Original FOV :: 2.5/1.2cm NS :: 

3k Total Time :: 3h 

内
〈
リハU



3 L13 
超並列型 MRマイクロスコープを用いたヒト腔子

三次元撮像 (1): -システム開発と撮像実験ー

O松田善lE1，小野真也半田晋也1橋市智之2 巨滞鵬美 1

1.統皮大学物理工学系， 2. (株)エム・アール・テクノロジー

MR microscopy of a large human embryo collection (Kyoto collection) 

using a four-channel supeトpa悶lIelMR micros∞pe (1) 

-System development and measurement of human embryos -

Y.Matsuda¥ S.Ono¥ S.Handa¥ T.Haishf， K.Kose1 

1lnst~ute of Applied Physi信 Unive隠比yofTsukuba， 2MRTechnology Inc. 

Kyo白 Universityhas a large hwnan embryo∞Uection (-50，000 specimens)， collected血 the

1960宮.Because such a collection will never be obtained again， nondestructive 3D measurements 

ofthe embηos are highly desirable.ぬTOtoand Tsukuba Universities have therefore star旬da

projectωacquire 3D MR microscopic images of about 4，000 embryos in two years加 createa 3D 

anaωmical database. 

1. はじめに

京都大学付属病院先天異常標本センター(センター長:塩田浩平謝受)では， 1960年代に組織

的にヒト脹子を収集し，明主，数万体に及ぶヒト睦子の世界最大のコレクション僚都コレクショ

ン)を所蔵している.このコレクションは，米国の有名なカーネギーコレクションを逢かに凌ぐス

ケールを持ち，今後は，倫理的問題などにより二度と得ることができない，人類に遣された極めて

貴重な財産となっている.ところが，このコレクションは，現在，保存上の問題などにより，散逸，

劣化の危識にある.これに対し，我々はヒト恒子の三次元内樹高査を，制斗に一切影響を与えずに

ディジタルデータとして保存することを目的として，すべての旺干のMRマイクロスコープ糠像を

行なうことを計画した. しかしながら，従来の梯荷では，三次元 MRマイクロスコープ撮像に， 1 

体あたり少なくとも獅寺間程度を要し，多数の制斗の撮像を行なうことには，非常に困難で、あった.

そこで、，当研究室:で，以前に提案し開発した超並列型MRマイクロスコープを，このプロジェクト

を実施するために，新たに構築することにより，この問題を解決した.

本研究では，京都コレクションの中の，代表的な腔子約4，000体の三次元四マイクロスコープ糠

像を行なうことを目標とし，現在そのプロジェクト保都 4，000プロジェクト)を開始したので，こ

こにその髄晶を報告する.

2. 超並列型MRマイクロスコープ

本プロジェクトを行なう為に，動物実験用 MRIの超伝導磁石をもちいた 4チャンネル超並列型

h四マイクロスコープシステムを構築した.

ヒト腔子 MRマイクロスコープ， 超並列型MRマイクロスコープ， ディジタノレデータ

まった、よしまさ，おのしAノや，はんだしんや，はいしともゆき，こせかつみ

nu 



本システムで使用した超伝導磁石は，静磁場強支2.34T，室温開口径40cm，均一領域 16cm球

である.この磁石の均一領域に対応した， 4チャンネルアレイ型フ。ロープヘツ'ドと， 100 MHzの4

チャンネル MRIコンソーノレを開発した.

このアレイ型プローブにサンプルをセットし，超伝導磁石の中に挿入し，撮像を行なった.なお

RFコイルとしては， 15mmのNMR用調贈用には陸径 18mmの3ターンソレノイドコイル，

12mm管用には，直径 16mmの3.5ターンのソレノイド、コイルを使用した.

Fig.1 2.34 T superconducting Magnet Fig.2 4CH MRI console 

Fig.3 4CH probe head array 

3. ヒト旺子サンプル

2年間に約2，000~ 4，000体(数量未確おの紅干の撮像を行なう予定であるが，初年度は， 18~23 

ステージの比較的大きな脹子を4チャンネルのシステムで撮像する予定である.このため， NMR用

誤験管外径12mm，内径1O.5mm，および外径15mm，内径13.5mmに脹子を京大で挿入し， 10%

ホルマリン固定j夜を満たした状態で筑波大に輸送し，その保存液に浸したままで，撮像を行なうこ

とにした.これにより，輸送中の振動，撮像中の磁化率アーチファクト，そして乾燥などを防ぐ対

策とした.

4. 罰直制覇象シーケンスの決定

10%ホルマリン固定i夜に浸したまま撮像するために，ホルマリンの溶液の信号を抑制しつつ，最

良のコントラストを得ることを目的としてp パルスシーケンスの最適化を行った.このため， Tl強

調シーケンスの使用を前提とし，コントラストとしては，恒子発生のキーポイントとなる椎体と椎

間板の間のコントラストに注目して評価を行なった.すなわち， 21 stageのヒト匹子の撮像を次の

スヒ。ンエコーシーケンスで行なった.
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L エコ一時間を 8msで固定し，繰り返し時間を 80ms，100ms， 150ms， 200ms， 400msと変化

2 繰り返し時聞を 200msで国定し，エコー時聞を 8ms，12ms， 16ms， 20ms， 24msと変化

上記の方法で，椎体と推院守中反のコントラストの比較を行なった.画素サイズ、は(120μm)3，画素数は

128 x 128 x 256である.その結果を Fig.4， Fig.5に示す.

)
 

T
 

(
 

(2) (3) (4) (5) 

Fig.4 SE images ob匂inedusing seve悶Irepe凶ons(1) 80 ms，ρ) 100 ms， (3) 150 ms， (4) 200 ms， and (5) 400 ms 

)
 

A
B

，
 

(
 

(2) (3) (4) (5) 

Fig.5 SE images obtained using several echo times (1) 8 ms， (2) 12 ms， (3) 16 ms， (4) 20 ms， (5) 24 ms 

以上より，エコ一時間は 8ms~ 12ms，繰り返し時間は 100msが最適と結論し，エコ一時間lOms，

繰り返し時間 100msで撮像を行なうこととした.

5. 樹象結果

4で決定した撮像シーケンスを用いて， 21 stageおよび 19stageの経子撮像を行なった，現在合

社約 300体のとト匹子の撮像を終了した. 21 stageは 120ミクロン立方， 19 stage は 100ミクロ

ン立方の画素サイズを用い，約8時間の撮像時間(信号加算回数 16回)で角持IJ学自句構造を良好に描

出することに成功した.それぞれの撮像結果の一部をFig.6，およびFig.7に示す.
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Fig.6 20 cross司sectionalimages selected from 3D images of 21 Carnegie stage human embryos 

(Spatial resolution (120μm) 3， Spin-echo， TR / TE:: 100 ms /10 ms，トJEX::16) 

Fig.7 20 cross町sectionalimages selected from 3D images of 19 Carnegie stage human embryos. 

(Spatial resolution (100μm) 3， Spin圃 echo，TR / TE:: 100 ms /10 ms， NEX:: 16) 

6. まとめ

本フ。ロジェクトは現在，進行中であり，初年度に 18~ 23ステージの隆子の撮像を終了した後，来

年度は 13~ 17ステージの匹子の撮像を行なう予定である.今後，撮像を進めるとともに，さらに空

間分解能の向上，撮像の高速化の為の手法の開発も同時に検番r-9る予定である.

Reference 

(1) Nishimura H， Takano K， Tanimura T， Yasuda M. NormaJ and abnormal deveJopment 

of human embryos: First report of the analysis of 1，213 intact embryos. Teratology， 1 

(1968) 281司 290.

(2) Yoshimasa Matsuda， Shin Utsuzawa， et a1. Superparallel MR microscopθ: Magnetic 

Resonance in Medicine， volume 50 (2003). 183-189 

(3)松田善正，宇津津慎，栗本岳明，拝師智之，山崎由香子，臣瀬勝美，阿武泉，丸谷光麗

f超並列型MRマイクロスコープの開発J平成 14年 11月，第 41回 NMR討論会，P135

東京

(4)小野真也，松田善正，半田晋也，巨i頼勝美，拝師智之「超並列 MRマイクロスコープρを

用いたヒト恒子三次元撮像 (2)一画像コントラスト最適化の研究-J平成 15年 11月，

第 42回NMR討論会、大阪
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1 Pl 
タンパク質溶液NMR測定における自動化の試み

(日本電子株式会社)

0朝倉克夫、栗本智充、根本暢明

Automatic and High Throughput Protein NMR Measurement 

(JEOL Ltd.) 

OKatsuo Asakura， Tomomitsu Kurimoto and Nobuaki Nemoto 

We develop an automation system designed for high throughput protein NMR in 

solution. We combine automatic calibration and automatic measurement to 
provide completely automatic system. This system does not need any trade-off 

in spectrum quality， and is extremely easy to operate. 

近年、ポストゲノム時代を迎え、タンパク質の高次構造解析が盛んにおこなわれており、多

くの研究機関や企業において NMRによる構造解析が進められている。しかしながら現在の

タンパク質溶液 NMR測定は、多くの場合、熟練した測定者による注意深い測定条件設定を

必要とし、初学者にとっては非常に敷居の高いものであると言わざるを得ない。スピードと

効率化が求められる現代において、測定作業が自動化されることは、タンパク質溶液 NMR

の応用範囲をさらに広げることにつながる。 NMR測定における自動化の成否は、測定サン

プルの導入からデータの取得に至るまでにおいて、どこまで測定者の操作を必要としないシ

ステムを構築できるかにかかっている。しかし、現在市場にある一般的な NMR装置に用意

されている自動測定機能は、測定の準備から実際の測定までを統合的に自動化するシステム

にはなっておらず、自動で、測定する場合にはパラメータの最適化の結果が不適切な場合に得

られたスペクトルの質が著しく損なわれてしまう。このため、熟練した測定者による段階的

なデータ評価を必要とするケースが多く、完全に自動で測定した場合に良好なスペクトルを

得られない危険性をはらんでいる。タンパク質溶液 NMRの測定は一般に長時間を要し、サ

ンプル自体のライフタイムに限界があるため、そのような失敗は許されない。このため、測

定パラメータの精度良い最適化とその評価システムおよび、問題が発生した際の評価機構や

通知機能は不可欠で、ある。我々は、得られるデータの質に対して悪影響を及ぼすことなく、

測定のセットアップからデータの取得までを自動化することを試みた。

タンパク質溶液NMRの測定準備は、一般にサンフ。ルの導入に始まり、測定温度設定、 NMR

ロック、コイルのチューニング、分解能調整、軽水信号消去のための照射位置の決定、パル

ス幅等の各縄測定ノfラメータのキャリプレーション、レシーバーゲインの決定までをおこな

う。サンフ。ルの導入から分解能調整までは、ハードウェアの構成次第で自動化することが可

能である。問題となるのは軽水信号消去のための照射位置やパルス幅などの測定ノ4ラメータ

自動化、測定条件設定、タンパク質溶液NMR測定

0あさくらかつお、くりもとともみつ、ねもとのぶあき
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Figure. The screen shot of the automation tool. 
(This tool is now under development) 

の最適化である。前述のようにこれらは精度良く決定される必要があり、最終的に得られる

スペクトルの質に大きく影響する。特に注意深く調整する必要のあるパラメータは、 'H;13C， 

，f，N のそれぞれで必要な帯域を励起するためのパルス幅の最適化だが、マルチシーケンサを

用いた分光計では多数のチャンネルにそれぞれオフセット周波数を設定できるためオフレゾ

ナンス・シェイプドパルスの最適化を必要とせず、各観測核の矩形ノ4ルスの 90度ノわレスの

みを最適化すれば、必要なパルス幅は単純な計算で、算出で、きる。このため、サンプルごとに

必要なキャリプレーション作業を、軽水信号消去のための照射位置の最適化と 90度ノ4ルス

幅の決定のみとすることができた。軽水信号消去のための照射位置の最適佑は、照射位置を

段階的に変化させて最も良好に軽水信号が消去される位置を探索する。パルス1隔の最適化に

は、非線形最小自乗最適化によるパルス幅の算出を採用した。この手法では、測定者の判定

を必要とせずに短時間で極めて精度良くパルス幅を決定することが可能である。また、算出

されたパルス幅が何らかの障害により理想的で、ない場合には、自動的に電子メールで、測定者

に通知する。これらのキャリプレーション結果を用いて測定を実行する統合環境を用意する

ことにより、タンパク質溶液NMR測定自動化の実現を詰みた。



1 P2 
非線形最小自乗フィッティングを用いた

90度ノ号ルス幅等の最適パラメータ決定

(日本電子株式会社)

0栗本智充、朝倉克夫、山崎千春、根本暢明

Parameter Optimization Using Nonlinear Least Square Curve-Fitting Algorithm 

(JEOL Ltd.) 

OTomomitsu Kurimoto， Katsuo Asakura， Chiharu Yamasaki and Nobuaki Nemoto 

We have developed a new parameter optimization system using non linear least square 

curve-fitting algorithm. It is very important for FT-NMR to optimize each parameters 

such as 90 degree pulse width correctly. Especially in the multi pulse experiments， 

inaccurate parameters reduce signal intensity drastically. We here report a~ technique 

of computing exact parameters. 

パルス NMR測定において、適切に調整されていない測定ノ4ラメータは、最終的に得られる

信号強度に対して重大な悪影響を及ぼす。このため、個々の測定パラメータは注意深く設定

する必要があるが、調整が極めて重要なパラメータのーっとして、パルス幅があげられる。

パルス幅の不正確さは、核スピンの励起を不完全にし、感度の低下を引き起こす。特に、多

数のパルスを用いてスペクトルを編集するマルチパルス NMR実験においては、個々のパル

ス幅の不正確さが微小で、あったとしても、それらが蓄積されることによって最終的に得られ

る信号の強度を大きく低下させるo このため、マルチパルス NMRの測定前には、正確な 90

度パルス幅を決定する必要がある。例えば 'Hの 90度ノ幻レス幅を決定するには、緩和時間

やラディエーション・ダンピングの影響を取り除くために 360度ノfルス幅を決定し、その 1/4

を 90度パルス幅とすることが多い。具体的には、パルス長を段階的に変化させる Nutation

実験を行い、信号の強度変化から 360度パルス幅を決定する。これを正確に求めるために

は、 360度パルス幅付近を詳細に測定する必要がある。 360度ノ号ルス幅付近では信号が消失

するため、原理的に SN比の小さいスペクトルを用いて判定しなくてはならず、厳密に正確

な 360度パルスを決定するためには、長時間の測定を必要とする。そこで我々は、 90度ノf

ルス幅等の最適パラメータの決定に、適切なモデル式を仮定した上で非線形最小自乗計算を

適用することにより、必要な測定データ点数を大幅に削減しつつ、従来法より正確な最適ノf

ラメータの算出を可能とする方法を開発した。

~I~線形最小自乗フィッテイング、 jjlU定ノf ラメー夕、 90 度パルス幅、 Nutation 実験

Oくりもとともみつ、あさくらかつお、やまざきちはる、ねもとのぶあき
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今回我々が開発した手法における非線形最小自乗計算を適用した最適ノfラメータの決定では、

パラメータの変化量に対応する信号の強度変佑を表す適切なモデル式を与え、このモデル式

の変数を満たす係数を算出する。たとえば、パルス帽の算出に利用する Nutation実験では、

B，磁場で振動する正弦波に、 B，磁場の不均一さに由来する信号強度の低下を勘案したモデル

式を仮定する(式①)。

ょ=Asin(日
.式①

ここで 1，はパルス長 tにおける信号強度、 A，B，C，D，ωはそれぞれ定数である。

Nutation実験で得られたスペクトルの信号領域の積分値をパルス長に対してプロットした

曲線と、式①で与えたモデ、ル式によって描かれる曲線が一致するように、非線形最小自乗最

適化計算により A，B，C，D，ωの最適値を算出する。得られた結果を基に計算される2π/ωが 360

度パルス幅であり、その 1/4が 90度ノ号ルス幅となる。下図は従来法による目測と本手法を

比較したものである。従来法は coarseで21点(左図上段)とその結果を基に測定した fine

の 21点(左閣下段)から読み取った。本手法で計算に使用したデータは左図上段の 21点

のみ(右閣)である。従来の方法で目測により決定したパルス幅と本手法によって算出した

パルス幅は良好な一致を示し、本手法がパルス幅の決定に極めて有効であることが示された。
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(※This tool is under development) 

本手法では、信号の強度変化をモデル化してパラメータの最適化を行うため、従来法で問題

となる SN比の小さい領域での測定を必要とせず、短時間でー正確なパラメータを決定するこ

とが可能となる。また、適切なモデ、ル式を与えることにより、パルス幅以外にも、 INEPT

の dclayやコヒーレンス選択における磁場勾配パルス強度など、保々なパラメータの最適イじ

に応HJすることができる。
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事重量署長襲件下における櫨藤観共略語法的関艶と錨臨界瀧鉢へO)~革期

(産総研 a 趨臨界流体研費センター.CREST) 

O梅木辰也固金久保光央図栢j畢崇史 a増田善雄 a生島豊

1 P3 

Developmel1lt of NMR Spectroscopy ulI1Ider Extreme Comlitio[Jjs :mdl its Applicatioll1l to Supercritical Fluids 

(Supercritical Fluid Research Center. AIST and CREST) OTatsuya Umecky， Mitsuhiro Kanakubo. Takafumi 

Aizawa， Yoshio Masuda， and Yutaka Ikushima 

We have d巴velopedseveral types of highゃr巴ssureand high-temperature NMR cells and probes for in-situ 

observations 01' supercritical t1uid solutions. In order to monitor macroscopic behaviors， we newly present a 

multi-functional large-volume magnetic resona口じ巴 imaging (MRI) cel¥， in which the sample solution can be 

The volume巴xpansionof liquid methanol in the addition independ巴ntlyheated (or cooled) in three dir巴ctlOns.

of carbon dioxide was clearly observ巴d.

{緒言]我々は、水やニ酸化炭素をはじめ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、

その溶媒機能や反応機構の解明を目的として、核櫨気共鳴法などのその場測定装置の開発を行なって

きた。過酷な条件の超臨界水(臨界温度 374Oc、臨界庄力 22.1MPa)の実験では、アルミナ製セルを用

いて高温悶高圧プローブを製作し、一方、比較的温和な条件の趨臨界二酸化炭素(臨界遺産 31Oc、臨

界圧力 7.4MPa)では、ポリマー材料を用いた簡便な高圧セルの提案を行った 1-3。本研究では、後者の

ポリマー材料を用いて大器量型の高圧セルを設計 a製作し、超臨界ニ酷化炭素一液体系の核磁気共鳴

画像の取得を試みた。

[高圧 MRIセルの構造と特徴]製作した高圧MRIセルの概略と写真をFigure1に示す。高庄セルは耐

圧強度および、加工性に罷れたポ1)エーテルエーテルケトンを使用し、肉桂 30mm、外寵 50mmとし、二

種類の長さ 170mmと 250mmのセルを製作した。セル内部の両端に温調された媒体が循環可能な

Pyrex製恒温槽(40-80 mm)を設置し、さらにセル外周に沿って誤料を加熱制御可能な短温槽を設けた。
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Figure 1 A schematic d.rawillJ.g allJ.d. picture of 
lhiglh-pressure島1RIcell. 

キーワード:高温・高圧、プローブ、超臨界流体

うめきたつや、かなくぼみつひろ、あいざわたかふみ、ますだよしお、いくしまゆたか
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これら3つの恒温槽は独立して試料を加熱あるいは冷却可能である。実際に等方加熱(すべて 50oC; 

⑫)、上方加熱(上部 600C，下部 40oc，外周 50OC;関)、および下方加熱(上部 400C，下部 60oc， 

外周 50OC;傘)をした場合のセル肉の温産分布を Figure2に示した。比較的大容量(25-60 cm3)にも

かかわらず、土0.20C以内で温度制御可能で、あった。これまでのところ、本高圧セルは温度 120Oc、圧

力 20MPa程度まで、使用可能で、あることが分かっている。

[ニ醸化炭素による液体メタノールの体積勝潤過程の観察]高圧セルを 80mmの肉径のプローブ、!こセッ

トして、メタノールにニ齢化炭素を加庄、溶解した時の 1Hの2次元画像の変化を観察した。なお、実験で

は、 MRTechnology社製の RFプローブ、滋場勾艶ユニット、システム制御ユニット、および 0.3TのU型

永久磁石CH共鳴周波数=:12.8 MHz)を使用した。また、 40mmol dm-3のトリス(アセチルアセトナト)

クロム(1lI)ーメタノール溶液を試料として用い、 T1を短くするように努めた(常圧で 150ms以下)。

:3 Magnetic resonance imagil1igs of methal1iol in cOl1itact with c畠rbol1idio克ideat 50 oC; 

Spil1i幽echomethod， 0.25XO.25 mm boxes， 256X256pixels， slice width "" 2 mm， pllllse delay = 0.5 s. 

Figure 3から分かる通り、液体メタノールは二酸化炭素の加庄、

j容解により顕著な体積膨張を起こし、それに伴い1ピクセル当り

の 1Hスピン密度も減少することが磁気共鳴画像から確認された。

低圧の場合には液体メタノールのスペクトルに経時変化はほと

んど見られなかったが、高圧(すなわち高密麗)のニ酷化炭素で

は液体メタノールの休積膨張が時間とともに顕著となることが観

察された。また、常圧ではメタノールのメニスカスは国状である

が、上栂のニ酸化炭素の密度増加に伴いメニスカスはフラットと

なり、表面張力が変化することが確認された。平衡到達後のス
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た(Figure4)。臨界正力 (7.4MPa)付近からメタノールの体積膨 cOl1itact with carbolll¥ d10克ideat 50 oC。

張は顕著となり、磁気共鳴画像法により棺挙動の観察が可能であることが示唆された。

発表では、温麗勾配を与えた場合のニ液混合過程の観察結果や高温 e高圧 NMRプローブの改良結

果を含めて報告するとともに、超臨界二酸化炭素が液体に及ぼす影響について考察を行う。

ベクトルから、体嶺変化を百分率で表し、圧力に対してプロットし

MRI装置のセットアップで、は、筑波大園臣瀬先生および MRTechnology.拝師様に多くのご助言をいた

だいたことを記し、感謝の意を表します。また、本研賓の一部は NEDO平成 12年度産業技術研費助成

事業の壊助を受けて行われました。

[参考文献]

i 金久保光央白梅木辰也ほか，第 41回 NMR討論会， P23 (2002). 

2. T. Umecky， M. Kanakubo， and Y. Ikushima， J. Phys. Chem. s， 106， 1114 (2002). 

3. T. Umecky， M. Kanakubo， and Y. Ikushima， 1. Phys. Chem. s， in press. 



1 P4 
NMRを用いた高度好熱菌 RecR蛋白質の機能解析

c理研・生体超分子構造機能研究協力 G.2
.横浜市大院・総合理.

3CREST.JST) 

O本多賢吉 1，2井上仁 1，2.SundaresanRajesh1.美川務 1，2，3
伊藤蜂 1，2，3 柴田武彦 1，2，3

NMR studies of rllermus tllermopllUus HB8 RecR 

Masayoshi Honda 1ペJinInouel.2， Tsutomu Mikawa1ム3，Yutaka 1101，2へ
and Takehiko Shibata1，2，3 

e Research Group for Bio-supramolecule Structure-Function， RIKEN; 2Graduate School of 
Integrated Science， Yokohama City University; ~CREST/JST) 

RecR， a highly conserved protein in eubacteria， is one of the key components in the 
RecFOR dependent replicational repair pathway. In Escherichia co!i， RecR forms acomplex 
with other RecF pathway proteins such as RecO and RecF. The RecR-RecF and RecR-RecO 
complexes act concertedly in modulating RecAactivity， specifically at the site of single 
stranded DNA gaps. In this presentation， we report the nearly complete backbone NMR 
assignments for the fuH-length 42.4 kDa Thel'mlls thel'mophillls 1也 8RecR homodimer， by 
using six TROSY -based 3D triple-resonance experiments. The backbone assignments 
provide a合ameworkfor analysing the molecular basis of interactions between RecR and 
RecF， RecO， as well as DNA using NMR methods. 

【序I
RecR蛋白質は， DNA相同組換えを介した複製後修復に深く関与しており， DNA損傷

等により正常な複製が停止した際に生じる DNAギャップ領域の認識に関わっている.RecR 

と同様に DNA複製修復に関わる蛋白質として RecFおよび RecOが同定されているが，

RecRはこれらの蛋白質と複合体を形成し，相同組換え反応の主要因子である RecA蛋白

質の活性を制御している.

このように複数の蛋白質と相互作用し，かつ DNA結合活性も保持している RecRの機能

の分子基盤を明らかにするためには， RecR・RecF，RecR-RecO， RecR-DNAなどのそれぞ

れの相互作用を構造生物学的手法を用いて詳細に解析することが必須である.そこで我々

は，高度好熱菌 Thel'musthel'mophilus HB8由来の RecR(194アミノ酸残基，二量体)につ

いて N乱低解析を開始した.今回は RecR二量体について主鎖の帰属を行ったので報告す

る.また，この帰属を基に種々の DNA基質や， RecO， RecFに対するタイトレーション実験を

行うことにより相互作用部位の決定-およびその結合定数を明らかにすることを試みた.

キーワード:主鎖の帰属，相互作用，相同組換え

著者ふりがな:ほんだまさよしいのうえじん.R司eshSundaresan，みかわっとむ，

いとうゆたか，しばたたけひこ
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[結果・考察]

ユニフォーム 2HPc;!5N標識された RecR試料を調製し，多次元 NMR法により主鎖シグ

ナルの帰属を行った結果，プロリンを除く 95%以上の残基について，主鎖の lHN，15N， 13Cct， 

13C'，側鎖の 13Csの帰属を行うことができた.得られた化学シフトの情報から ChemicalShift 

Index法を用いて解析された 2次構造は，既にアミノ酸配列の比較から予想された RecRの

ドメイン構造を裏付けるもので、あった.

次に， 2HJ15N標識 RecR試料と RecOのN乱1Rタイトレーション実験を行った結果，主とし

てRecR中の 2つの領域(80.......85残基， 135'"'-'140残基)付近に顕著な化学シフト変化が観

測された.これらの 2つの領域は toprinドメインと呼ばれる領域の中に位置している.そこで、，

toprimドメインを持ち既に構造が明らかになっているプライマーゼ上に，これらの 2つの領

域をマッピング、したところ，プライマーゼの toprinドメインの DNA認識の中心部位であるキャ

ピティー付近に位置していることがわかった.

現在，同様にして RecF，および DNAに対する N乱低タイトレーション実験を進めており，

RecR上のこれらの分子との相互作用部位の同定を目指している.さらに，これらの相互作

用における結合定数・ストイキオメトリーの決定も同時に行い， RecR蛋白質の持つ，多彩な

生体分子に対する認識および調節機構について議論したい. 
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The IH)5NTROSY-HSQC spectrum ofthe 2HJ13CrN・labelledThel'mus thermophilus HB8 
RecR at 45 oC， pH 7.2. Resonances are labelled according to the backbone assignments. 

[参考文献l
K. Morimatsu & S.c. Kowa1czykowski. Mol. Cell. 11， 1337-1347 (2003) 
M. Honda， S. Rajesh、D.Nieti1spach， T. Mikawa， T. Shibata & Y. Ito‘.J.Biomol. Mル錦町 inpl凶 S
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1 Pラ
流通式NMR装置を用いた趨臨界水中における有梅反

応の観測

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

Observ副onof an organic rl鈍 ctionIn superc巾i伺 Iwater with a new flow.type NMR probe 

(Gr剖uateSchool of SCience， Kyoto Unive尽社y)0 Yohei URASAKI， Fujllsugu AMITA， Hiroyuki 01仏，

Masanobu MUIくAIDE，Okitsugu KAJ1MOTO， Kiyonori TAKEGOSHI， Takehlko TERAO 

We madea new刊oゅtypehigh-tem問ratureand high-pressure NMR proぬ Usingthis probe， we 

could observe 1H NMR s開ctrain su問rcriticalwater. To prove the performance of this probe， CI陥ai沿se朋n 1 

rearrangement of allyl pheny判Iether was followed fn subcritical water and the reaction r悶at恰ewas 

determined ωb悌e0.3幻3s鵠ec.へFurthermore，wetriedto supprl邸 sthe signal of water using 1331 pulse 

and succe凶edto diminish the signal to 1/900. 

4 2 0 ~ 

chemical sh出(ppm)

これまでに超臨界水中にお

いて数多くの特異な反応が

起こることが知られている

が、それらの反応機構につい

てはまだあまり明らかにさ

れていない。我々はそれらの

反応機構を解明することを

目的とし、有機物の同定能力

が高いNMR分光法を用いた

その場観測が可能な流通式

高温高圧NMR装置を開発し

た。この装置では、超臨界水

(374 oC， 22.1 MPa)の高温高

圧条件に耐えるように開発

した NMRプロープを使用し、
国 l:APEのOlaisen転位の NMRスペクトル

キーワード:超臨界水、高温高圧、流通式NMR

うらさきょうへい、あみたふじっぐ、おかひろゆき、むかいでまさのぶ、かじもとおき
つぐ、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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高温水(500
0
C)と低温のサンプル溶液(200

0
C)を混合し反応温度に瞬時達成させる急

速混合法を用いて趨臨界状態を作り出している。実際にこの装置を用いて 4000C、

40MPaの超臨界状態を達成し、 NMRスベクトルを観測することに成功した。

この装置の能力を検証するために、アリルフェニノレエーテル(APE)の高温高圧水中

での Claisen転位反応を観測した。流速を変化させて時間分解測定を行い、 APEの

Claisen転位の反応速度を求めた。 Claisen転位は過去の報告により 1次反応である

ことが知られており、また高温高圧水中において数秒程度で起こるので本装置を用

いて反応速度を求めるのに適している。亜臨界条件(263
0
C、25.4MPa)において

0.57mol/LのAPE水溶液を反応させ、 7.0sec~17.6 secの反応時間範囲で NMRスベ

クトルを測定して、図 1のようなスペクトルを得た。 APEのシグナノレ強度が時間と

ともに減少することから反応が進行していることが確認できる。 APEのシグ、ナル強

度を図 2にプロットし、その{噴きより反応速度(k=0.33sec勺が得られた。しかし全

時間領域においてプロットは直線にはのらず、反応開始直後から数秒の間は l次反

応で予想されるよりも反応速度が遅くなっていることが分かる。この理由として、

混合直後において十分に混合

がなされず温度の不均ーや濃

度の不均ーが起こっているこ

とが考えられる。今後、この原

3 

2 

~ _1 
c 

20.0' 

y = -O_33x + 1..7.1 
2 

因を究明し改善していく必要

がある。 o

現在の装置では、多量のサン

プルを水と混合させて送液す

る必要がある。このことが原因

で混合部において均一な水溶

液になるのに時間がかかって

しまうことが考えられる。しか

し低濃度での測定は、巨大な水

15.0 

-2 

-3 

-4 

-5 

時間[sec)

国2:APEのClaisen転位の反応速度
のプロトンピークが存在し、サ

ンプノレのシグナノレに影響を及ぼすため困難である。この問題を解決するために、

8inomial Sequenoeの一種である 1331パルス列を用いて水のプロトンピークの抑制

を試みた。その結果、超臨界水中で水のプロトンピークを約 900分の lまで抑制す

ることができた。以上より高温高圧水中での反応をより低濃度で観測することが可

能になると考えられる。

n
H
d
 



1 P6 
好中球活性酸素産生系 p67P/l附と p4()1'I闘の PBlドメイン

複合体の NMR解析

e北大・院薬・構造生物タンパク 3000，

3九大・生医研・増殖分化制御)

0吉永壮佐 1.2 小椋賢治藤岡優子 Iベ国府島庸之

湯j畢聴 1.2 堀内正隆住本英樹 2.3 稲垣冬彦 1.2

NMR analysis of a PBl domain-complex of p67phox and p4()1'lrOX 

involved in a neutrophiI superoxid~ anion-producing system 

(IDepartment of Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

University， 2National Project on Protein Structural and Functional Analyses， 3Division of 

Biochemistry and Molecular Biology， Medical Institute of Bioregulation， Kyushu University) 

OSosuke Yoshinagal.2， Ke吋iOgural， Yuko F吋iokal
へ

MotoyukiKohjima2， 

Satoru Yuzawa 1.2， Masataka Horiuchi 1， Hideki Sumimot02
へ

FuyuhikoInagaki 1.2 

PB 1 ahox and !!em 1) domain is evolutionarily conserved 合omyeast to higher plants and 

human in nearly 200 intracellular signal transduction proteins. Based on structural and functional 

analyses， we elucidated that PB 1 domain forms a specific dimer with each other. In that course， we 

determined NMR structures of PBl domains of Bemlp and Cdc24p， which take a similar ubiquitin 

fold [1. 2). Mutational analyses revealed that PBl domain binds to each other using mutually 

distinct regions of the ubiquitin fold [2). Th巴refore，it is important to know the mechanism of 

specific molecular recognition of PB 1 domain based on its tertiary structure， in order to understand 

the regulation of intracellular signal trunsduction. Here we report on NMR analysis of a PB 1 

domain-complex of p67p1lOX and p40'Jhox involved in a neutrophil superoxide anion-producing system. 

[はじめに]

PB 1 (Phox and Bem 1)ドメインは，酵母から高等植物，ヒトに至る， 200近くの細胞内シ

グナル伝達タンパク質に進化的に保存されている.その立体構造と機能の解析から我々は，

PBl ドメインが特定の PBl ドメイン同士で二量体を形成するタンパク質結合ドメインであ

ることを解明した.この過程において，出芽酵母の細胞極性の確立に必須である Bemlpと

Cdc24pの PBlドメインの立体構造をそれぞれ溶液 NMR法にて決定し，立体構造上，互い

に似通ったユビキチンフォールドをとることを報告した[1.2) .また， PBlドメインが二

PBlドメイン， PCモチーフ， NADPHオキシダーゼ，分子認識，シグナル伝達

0よしながそうすけ，おぐらけんじ，ふじおかゅうこ，こうじまもとゆき，

ゆざわさとる，ほりうちまさたか，すみもとひでき，いながきふゆひこ
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量体形成する際には，ユビキチンフォールド上，互いに異なる部位を用いて非対称的に相互

作用することを明らかにした [2]. つまり，一方の PBlドメイン CTypeI)は，酸性残基に

富む PCC.~hox and Cdc)モチーフ領域を結合部位として用いるが，他方の PBlドメイン CType

II)は，それとは立体構造上裏側に位置する塩基性残基に富む領域を結合部位として用いる.

PBlドメインの特異的な分子認識を立体構造に基づいて理解することは，細胞内シグナル伝

達の制御機構を理解する上で重要である.今回，ヒト好中球活性酸素産生系の細胞内活性化

因子 p67P"OXとp4<Y'1肌の PBlドメイン複合体の NMR解析について報告する.

[方法]

p67p1wxとp4ぴIwxのPBlドメインは，それぞれ大腸菌の系を用いて発現させた 15Nおよび

13C/15N標識体は， M9培地にて取得した.個々のタンパク質を精製後，安定同位体標識体と

非標識体の組み合わせを変えた複合体試料を，それぞれゲル櫨過クロマトグラフィーにて取

得した.これら試料について， Varian UNITY/NOVA 600を用いてお。Cのもと，多核多次元 NMR

測定を行った.主鎖由来の信号の帰属には，自家製の帰属支援ソフト Olivia上で， HNCO， 

HNCCO)CA， HNCA， CBCA(CO)NH， HNCACB， HBHA(CBCACO)NHの各種スペクトルを

用いた.側鎖由来の信号の帰属には， C(CO)NH， HCCH-TOCSYの各種スベクトルを用いた.

水素核開距離情報は， 15N-edited NOESY， 13C-edited NOESY， Fr
13C，15N-filtered 15N田edited

NOESYの各種スベクトルから得た.また，重水素との交換の遅いアミドプロトンを， lH_15N 

HSQCのスペクトルを経時的にとることで検知した.

[結果と考察]

これまでに，複合体中の p67P加と p4<Y'''OXの PBlドメインそれぞれについて，主鎖由来の

信号の帰属と一部の側鎖由来の信号の帰属を行った.そして，これら帰属と各種 NOESYス

ペクトルを用いて得た水素核問距離情報と，重水素交換実験に基づ、いた水素結合情報から，

二次構造のトポロジーを解析したその結果，p67p1IOXとp4<Y'''OXの PBlドメインは，ともに

ユビキチンフォールドをとるが，立体構造既知の BemlpとCdc24pの PBlドメインとは若

干異なった立体構造を有する.p67p1lOXの PCモチーフに相当する領域は，s sαの二次構造

をとるが個々の領域は短く， PBlドメイン TypeI特有の立体構造を持たない.また，これと

は正反対の日1， s 2とα1のC末端の領域において，単独と複合体の状態聞の化学シフト差

が大きい.p4ぴ/wxのPCモチーフに相当する領域は， Type 1特有の ssαの二次構造を持ち，

また，水素結合に関与しないのに交換の遅いアミドプロトンがこの領域に局在する.以上の

結果は， p4ぴ加がType1として，p67p1lOXがType11として複合体形成することを支持してい

る.一方， p4ぴh悶のユビキチンフォールド内に含まれない C末端領域が特定の立体構造を持

ち，この領域は p67""OXとの相互作用に必須な領域であることから，分子認識の特異性という

点で興味深い.現在，複合体の立体構造決定に向けて解析中である.

[参考文献]

[1] Terasawa， H. et al. (2001) EMBO.J.， 20 (15)， 3947-3956. 

[2] Yoshinaga， S. et al. (2003) EMBO.J.， 22 (19)， 4888-4897. 
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1 P7 
マウス構造プロテオミクス:Growth Arrest Specific 2タンパク質の

C末端ドメインの溶液構造

(埋研.GSC1、京大院理2、JJH研・帰!告3)

0宮本和英l、井上点l、小柴生造l、白水美香子¥寺田貴帆i、宇田広子l、

矢吹孝l、青木雅昭l、松田貴意l、関英子l、布川絵未l、藤倉由紀子l、柴田

真希l、宮本瑞タl、贋田洋l、好m真由美l、長内隆l、田仲昭子l、荒川貴博l、

Piero Carninci1、河合純l、林崎良英l、PeterGuntert1、木川隆則l、横山茂之1.2， 3 

Mouse Structural Proteomics: Solution Structure of Growth Arrest Specific 2 

C-Terminal Domain 

Genomics Sciences Center， RIKEN1， Graduate School of Science， University ofToky02， Harima 

Institute， RIKEN3 

OKazuhide Miyamotol， Makoto Inouel， Seizo Koshibal， Mikako Shirouzul， Takaho Teradal， Hiroko 

Udal， Takashi Yabukil， Masaaki Aokil， Takayoshi Matsudal， Eiko Sekil， Emi Nunokawal， Yukiko 

Hujikuwal， Maki Shibatal， Mizuyu Miyamotol，日iroshiHirotal， Mayumi Yoshidal， Takashi Osanail， 

Akiko Tanakal， Takahiro Arakawal， Piero Camincil， Jun Kawail， Yoshihide Hayashizakil， Peter 

Guntertl， Takanori Kigawal， Shigeyuki Yokoyamal
，2，J 

Gas2 (Growth Arrest Specific 2) protein， which consists of314 amino acid residues，is a component of 

the microfiIament system in mouse and human， It is known that Gas2 efficiently increases cell 

susceptibility to apoptosis following UV irradiation or etoposide，. and thus Gas2 induces 

p53・dependentapoptosis. In order to investigate the relationship between the structure of Gas2 and 

its function， we determined the solution structure of Gas2 C-terminal domain (Gas2 domain) by using 

heteronuclear NMR spectroscopy. The proper folding of Gas2 domain was found to require Zinc(II) 

ion. The NMR structure showed that Gas2 domain has a novel α/s sandwich fold with the topology 

of α sssss α and the Zinc adopts a novel c∞O∞ordin胤凶凶a幻叫t“iぬonCZ3CYS)5Cysトd.J7万5Asp_77Cys吟). Highly conserved 

residu巴sconcentrate upon the surface of s-sheet， suggesting that this sheet plays a functional role. 

構造プロテオミクス、マウスcDNA、無細胞タンパク質合成、 growtharrest specific 2、亜鉛結合タンパ

ク質

みやもとかずひで、いのうえまこと、こしばせいぞう、しろうずみかこ、てらだたかほ、うだひろこ、

やぶきたかし、あおきまさあき、まつだたかよし、せきえいニ、ぬのかわえみ、ふじくらゆきこ、し

ばたまき、みやもとみずゆ、ひろたひろし、よしだまゆみ、おさないたかし、たなかあきこ、あらか

わたかひろ、 PieroCarninci、かわいじゅん、はやしざきよしひで、 PeterGuntert、きがわたかのり、よ

こやましげゆき
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[序論]

Growth Arrest Specific 2(Gas2)はミクロフィラメントを構成する314残基からなるタンパク質

で、ヒトやマウスで保存されている[1]0Gas2はuv照射やエトポシドにより誘導されるp53依

存性アポトーシスや細胞周期に関与するとされており、非常に:主要なタンパク質である[2]。

このGas2の構造と機能との関連を明らかにする為に、先ず、Gas2のC末端側に存在する保存性

の高い領域(Gas2dOlJlain)の溶液構造を、 NMRi法を用いて決定した。

[方法]

無細胞タンパク質合成系により、 13C;15N標識された Gas2domainを調製した。 Bruker杜の

AVANCE600および AVANCE800を用いる多核多次元 NMR測定後、得られたスベクトルを

NMRPipe、NMRViewおよび Kujira(ポスター2P6参照)で解析することにより、主鎖および側

鎖の帰属を行った。15N-editedNOESYと13C-editedNOESYのNOE自動帰属と立体構造計算に

はCYANA-CANDID( ver.1.0. 7)を用いた。

[結果と考察]

立体構造計算の結果、得られた構造を Fig.1(a)に示した。 2本のα-He1ixと5本のs-Strandから

構成され、 α/ssandwich型のαsssssα構造をとる全く新規の Foldであることを見出した。更

に、 Gas2domainはZn(II)結合能を有し、立体構造の形成に Zn{II)イオンが必要であることと、

Zn{II)が全く新規の coordinationCZ3Cys-25CYS)5 ASp_77 Cys)を有していることを見出した。 Fig.1(b)

に、 Fig.1を右 90.回転させた構造に亜鉛とそれに結合する残基を示した。一方、 Gas2domain 

に存在するs-Sheetの表面仁非常に保存性の高い残基が集まっており、これらが機能に重要な

役割を果たしていると考えられる。

(a) \~官軍ζ←轟圃 (b) 

く長〉 、3 重レ制1)

Fig. 1 So1ution StructI.ire ofGas2 C-Termina1 Domain (a) Ribbon Mode1 (b) The side-chain 6f23Cys 

}5Cys_75 Asp_77Cys and Zn(II) ion are shown. 

References 

[1] Branco1ini C， Bottega S， Schneider C.， J Cell Biol.， 117， 1251・61(1992).

[2]Benetti R， De1 Sa1 G， Monte M， Paroni G， Branco1ini C， Schneider c.， EMBO J.， 20， 2702 

・14(2001).
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1 P8 
溶液 NMRによるロドプシン様7回膜貫通型蛋白質

phR及ぴppRの構造解析

(1奈良先端大・バイオ、 2北大・院薬、 3北大・院理)

O 奥田秀泰 1、須藤雄気 2、三島正規 1、佐藤麻希 3、出村誠 3、

新田勝手1]3、加茂直樹 2、児嶋長次郎 1

Solubilization and assignment of seven-transme皿braneproteins， phR and ppR， 

by solution NMR 

o Hideyasu Okuda1， Yuki Sudo2， Masaki Mishima1， Maki Sato3， Makoto Demura3， 

Katutoshi Nitta3，NaokiKamo2， Chojiro Kojima1 

(Graduate School of Biological Science， Nara Institute for Science and Technologyl， 

Laboratory of Biophysical Chemistry， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

University2，Division ofBiological Sciences，Graduate School of Science， Hokkaido University3) 

Two archaeal seven廿 ansmembraneproteins， phR and ppR， were expressed in Escherichia 

coli and purified. The solubilization detergents were selected to have best lH-15N HSQC 

spectra of these proteins. For phR， n-Octyl-s・D.thioglucoside(OTG) was selected， and 4 and 

19 residues at N.terminal and C.terminal， respectively， were assigned. For ppR， 

1，2-Diheptanoyl'sn-Glycero-S・Phoshocholine (DHPC) was selected. However，釦rther

optimization was required for both proteins because many signals were still broad. 

産量

近年、溶液 NMRによる膜蛋白質の立体構造解析の例が報告されている。しかし、その全てが

F・バレル型のものであり、 a-ヘリカルな膜貫通型蛋白質の解析例はない。そこで我々は溶液

NMRによる膜貫通型蛋白質の立体構造解析を目的として、高度好塩好アルカリ性菌

λTatronobaaeri・umpharaonis由来のHalorhodop sin (PhR)及び、phoborhodopsin(即時をとりあげ

た。それぞれレチナール蛋白質であり、 Halorhodopsinは光異性化をきっかけにクロライドイオ

ンを輸送し、また Phoborhodopsinは光センサーとして機能し、 トランステーューサー蛋白質であ

る HtrIIとの相互作用により好塩菌の負の走光性に関係すると考えられている。今回、これらの

膜貫通型蛋白質の大腸菌による大量発現、精製系を構築し、溶液 NMR測定に適した条件検討を

行った。

キーワード :7回膜貫通型蛋白質、ハロロドプシン、溶液NMR、光センサーロドプシン

おくだひでやす、 すどう ゅうき、 みしま まさき、 さとう まき、 でむら まこと、

にった かっとし、 かも なおき、 こじま ちょうじろう
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盆挫置塾

大腸菌株BL21(DE3)を用いて、 M9最小培地で 15Nuniform label及び 13C/15Nuniform label 

した phR及び 15Nuniform labelした ppRをHis-tag融合蛋白質として発現させ、菌イ本破砕後、

膜画分を n-Dodecyl-/3 -D-maltoside(DM)により可溶化した。可溶化後、 Niカラム、ゲルi慮過ク

ロマトグラフィーでシングルバンドになるまで精製した。精製された phR、ppRは透析によって

種々の界面活性剤と交換し、溶液 NMRで測定した。

盤是主主窒
phRでは 4種の界面活性剤(DM、n・Nonyl-s-D-glucoside (NG)、n-Octyl-s-D-glucoside (OG)、

n・Octyl-s・D-thioglucoside(OTG))で可溶化し、溶液 NMRの測定条件の検討を行った。 lH-15N

HSQC 測定を行った結果、 DMでは広幅化しており、鋭い信号はほとんど得られなかった。 NG

では信号数は最も多く観測されたが広幅化しているものも多かった。 OGでも NGと同様の結果

が見られた。一方、 OTGで最も多くの鋭い信号が得られ、その数は約 30個であった。そこで OTG

を用いた可溶化状態でのphRの帰属を行い、 N末端側 4残基、 C末端側 19残基の帰属に成功し

た(Fig_l)。しかし、現在観測されている領域は運動性の高いと考えられる末端部位であり、膜貫

通部位はまだ観測されていない。

また、 ppRでも同様に 1，2-Diheptanoyl官 rGlycero合 Phoshocholine(DHPC)、CHAPS、OG、

NG、dodecylphosphocholine(DPC)で可溶化し、溶液 NMRで測定した。 5種の界面活性剤全て

で約 30個の鋭い信号が確認できた。その中では DHPCが最も良好なスペクトルを与えた。
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1 P9 
立体整列同位体標識 (SAIL)技術による高分子量タンパク質の NMR解析

~シ回イヌナズナ由来At3g16450(32 kDa) に関して

('都立大院理、 2CREST/JST、3ウイスコンシン大)

0杉森望¥鳥j暴拓也2、寺内勉2、J.L.Markley人 D.Aceti3、甲斐荘正恒 J.2

NMR analysis of larger proteins by the stereo-array isotope-labeling (SAIL) 
technology : 
The case of a 32 kDa hypothetical protein， At3g16450，金omArahIdopsIs thaliana 

(IGraduate School of Science， Tokyo Metropolitan University， 2CREST/JST， 

3Department of Biochemistry， U niversity of Wisconsin' Madison) 

Nozomi Sugimori1， Takuya Torizawa2， Tsutomu Terauchi2， John L. Markley3， David 
Aceti3， Masatsune Kainosho1.2 

NMR structure determinations are quite difficult for proteins with molecular weights 
larger than 30 kDa， due to line broadening and spectral congestion， even by multi-
dimensional spectroscopy. In order to overcome these drawbacks simultaneously， we 
have been developing a novel stable-isotope labeling technology method， named SAIL 
(Stereo-Array Isotope-Labeling). In doing so， systematic site-/stereo叩 ecific
deuterations together with 13C/15N labeling are introduced into all of the carbons in a 
target protein， by a cell-free expression system using isotopically labeled amino acids， to 
minimize the redundant structural information and proton density. In the present work， 
we report our progress using the SAIL technology in the spectral and structural analysis 
of a 32 kDa hypothetical protein， At3g16450， cloned from" Arabidopsis thaliana. 

【はじめにJ
NMR法によるタンパク質の立体構造決定は、解析試料の分子量の増大に伴い、飛躍的に困難

になり、解析可能な分子量は 30kDa程度に制限されていた。これは、分子量の増加により生じ

る lHシグナルの広幅化と縮重により、シグナルの観測および NMR解析が困難となるためである。

そこで、我々は NMR構造決定限界の拡大を目指し、スペクトルが煩雑になる要因であるアミ

ノ酸側鎖の lHのうち、構造決定に必要な lHのみを残して位置・立体選択的に重水素標識を施

し、 13C，15N_標識した SAIL(.stereo-Array lsotope-l.abeled)アミノ酸を設計・合成した。さら

に、それらを無細胞合成系により代謝拡散を伴わず目的タンパク質に効率よく取り込ませる技術

を開発した。このようにして得られる SAILタンパク質のスベクトルでは、シグナルは著しく簡

略化され、またその線幅が鋭くなるために測定感度が大幅に向上すると見込まれる。

本研究では、従来の NMR手法を用いる構造決定法の限界となる分子量を有するタンパク質シ

ロイヌナズナのゲノムタンパク質At3g16450(M.W. 32 kDa)を対象として、 SAIL技術による

立体構造決定を試みた。

キーワード:SAIL、立体整列同位体標識、重水素標識、立イ木構造決定、無細胞タンパク質合成

すぎもりのぞ、み、とりざわたくや、てらうちっとむ、 J目L.Markl旬、 D.Aceti、かいのしようまさつね
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[実験]

At3g16450のN末端測に Thrombin切断部位を含む、 His-tagを付加した融合タンパク質とし

て発現させることにした。また、 SAILアミノ酸を導入した At3g16450(SAIL試料)を収率よく

発現・精製するため、無細胞系タンパク質合成条件と精製条件を検討した。 NMR測定時のタン

パク質の溶解度、安定性を上昇させるために、 hangingdrop vapor diffusion法を用いて測定用

緩衝液の最適化を行った。

まず、大腸菌発現系により均一 13C，15N標識At3g16450(UL試料)を調製し、各種多次元

NMRスベクトル(lH-15NHSQC， HNCACB， HN(CO)CACB， HNCO， HN(CA)CO， HBHANH， 

HBHA(CO)NH)を測定して主鎖シグナルの帰属を行った。その後、無細胞合成系により SAIL
試料を調製して UL試料と同様の測定を行い、 SAIL特有の重水素標識により同位体シフトする

シグナル(HぺC'ヘGlyのHa，Cα)の帰属を行った。

[結果・考察]

無細胞系での反応条件を検討したところ、大腸菌抽出液を用いて 300Cで 14時間合成反応させ

るのが適当であった。精製条件の検討の結果、 HiTrapDEAE Sepharose， Ni-NTAAgaroseの順

に通し、 ThrombinProteaseにより His"tagを切断した後、 BenzamidineSepharose， Chelex 
100 Resin， Ni-NTAAgaroseによって精製し、収率よく高純度な At3g16450を得ることが出来

た。 NMR測定用緩衝液の最適化を行った結果、 20mMBis-Tris， 100 mM  KCl， pH 6.8の条件

で0.8mMまでのタンパク質を会合することなく溶解させることに成功した。

UL試料と SAIL試料の lH-15NHSQCスペクトル測定し、両スベクトルが同一で、あることに

より、両手法から得たタンパク質が同じ高次構造を有していることを確認した。現在までに、主
鎖シグナル帰属(N，HN， CO， Ca， C，J， HヘH，J)の97%を完了することができた。

次に側鎖シグナルの検出を目的として lH-13Cct-HSQCスペクトルを測定したところ、重水素

が位置・立体選択的に導入されている側鎖シグナル領域において、 SAIL試料のスベクトルでは

顕著なシグナルの縮重の藤和と先鋭化が観測された。 (Fig.1) 

現在、側鎖シグナルの帰属およびNOESYスペクトルの解析を行っている。 SAIL試料では、

重水素置換によって側鎖シグナルの 40.8%が削除されているため、解析の容易なスペクトルが得

られただけでなく、 lH，13Cの緩和延長により感度よく測定することができた。

以上のことから 32kDaという高分子領域の立体構造決定を、 SAIL技術を用いることによっ

て、従来法より効率的かっ高精度に行うことができると思われる。
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1 PIO 
Musashiタンパク質の 2つの RNA結合ドメインの結合能の差の起源

(横浜国大・院環境情報慶大・匿 2)

O宮ノ入洋平斎藤智丸本佳代子人小林央典渡辺道直

宮下博之永田崇上杉晴ー今井貴雄岡野栄之 2 片平正人 1

Origin of the difference in affinity to RNA between two RNA';"binding domains of a Musashi 

f Grad Sch. of Enレ'.& Info. Sci.， Yokohama Natl. Univ.，2Keio Univ. Sch. Med 

OYohei Miyanoiri1， Satoshi Saito 1， Kayoko Marumoto 1， Hisanori Kobayashjl， Michinao 

Watanabe1， Hiroyuki Miyashita1， Takashi Nagata¥ Seiichi Uesugi1， Takao Imai2， Hideyuki 

Okano2 & Masato Katahira 1 

Musashi playsa dominant role in regulation of asymmetric division of neural sぉmcells through 

binding to a certain mRNA. lt contains two RNA-binding domains， RBD1 and RBD2， the affinity to 

RNA of RBD t being much higher than that of RBD2. We have found that the structure is nearly 

identical for both the RBDs， which has left the origin of the di妊erencein affinity to be answered from 

other viewpoints. Here we have identified that there is a remarkable difference in surface el即位ostatic

potent凶， thes -sheet of RBDl being po由ivelycharged， which is favorable for binding negatively 
¥、

cha喝edRNA， but that of RBD2 being almost neutral. There is also a difference in backbone dynamics， 

the central portion of the s・sheetof RBD 1 being flexible， but that of RBD2 not. The flexibility of 

RBD 1 may be utilized in the recognition process to facilitate an induced fit. Thus， the origin of the 

higher affinity of RBD 1 than that of RBD2 has been rationally 侃 plained.

[序]

Musashi蛋白質は、標的 mRNAの 3'非翻訳領域に結合して翻訳を抑制する事で、神経前

駆細胞の非対称分裂を制御している。この蛋白質は 2つの RNA結合ドメイン(RBD1，

RBD2)を有しているが、 RBD1は RBD2よりもかなり高い RNA結合能を有している。我々は

既に、両ドメイン各々について立体構造及び標的 RNAとの相互作用様式を解明してきたが、

両者の立体構造はよく似ており、立体構造の面からだけでは、結合能の差を説明する事が

できなかった。そこで今回は、両ドメインについて表面静電ポテンシャル及び主鎖の運動性

の解析を行い、結合能の差の起源を解明する事を試みた(1，2)。

また結合能の低い RBD2の存在意義の考察、及び RBD1 と RBD2の連結体

(RBD1-RBD2)とRNAの相互作用様式の解析も行った。

キーワード:立体構造、ダイナミクス、静電ポテンシャル、 RNA結合蛋白質、 Musashi

みやのいりょうへい、さいとうさとし、まるもとかよこ、こばやしひさのり、わたなべみちなお

みやしたひろゆき、ながたたかし、うえすぎせいいち、いまいたかお、おかのひでゆき

かたひらまさと
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[結果と考察]

1. RNAとの相互作用面における表面静電ポテンシャルの違い

これまでの研究から、 RBD1とRBD2は共にSシート側の面において、 RNAと相互作用す

る事が分かっている。この相互作用面の立体構造は両者においてほとんど同一であるが、

表面静電ホ。テンシャルは大きく異なっている事が分かつた(2)0RBD1においては、相互作用

面は正に帯電しているが、 RBD2においてはほぼ中性であり、ところによっては負に帯電し

ている。負に帯電している RNAを結合するには、正に帯電した RBD1の方が明らかに有利

であり、この事が RBD1が RBD2より高い結合能を示す一因だと考えられる。

A B 

Fig. 1 Mapping of the backbone dynamics. 

The residues that require either a chemical exchange 

term， Rex> or a two time-scale spec廿adensity function with 

a correlation time for slow intemal motion，τs， are colored 

black and gray， respectively. (A) RBDl and (8) RBD2. 

2. RNAとの相互作用面における運動

生皇達也
相互作用面の運動性に関しても、

RBD1とRBD2では際立った違いがある

事が分かった。モデルフリー解析を行っ

た結果、 RBD1においては、中央の 2本

のS鎖に関してミリ秒及びナノ秒領域の

運動性が同定されたが、 RBD2にはこの

様な運動性は存在しなかった(2)(Fig. 1)。

RBD1におけるこのフレキシピ、リティーは

誘導適合をもたらし、強固な複合体の形

成に寄与すると考えられる。この事も、

RBD1が RBD2よりも高い結合能を示す

一因だと考えられる。

3.結合能が低い RBD2の意義

仮に RBD2とRNAの複合体の解離定数が 10-3Mであっても、 RBD2が RBD1と連結する

事により、最大で 103倍結合は強くなり得る。実際 RBD1IこRBD2を連結すると、 RNAへの

結合は 100倍強くなる。 RBD2は結合能が低いが、その連結がもたらす結合能の上昇は、

機能発現において必須であると考えられる。また、もし RBD2もRBD1並に結合能が高いと、

連結体の結合能が高くなりすぎてターンオーバーできず、機能を発現する上で不都合とな

る可能性がある。

この様に、表面静電ポテンシャルや運動性の違いによって結合能の高低を生み出す仕組

みは、機能を発現する為に要求される微妙な結合能の調節に役立っていると考えられる。

4. RBD1-RBD2連結体と RNAとの相互作用の解析

RBD1-RBD2連結体と RNAとの相互作用様式を、ケミカルシフトパータベーションによって

解析した。各ドメイン単独の時と同様、 Sシート面における相互作用が見られた。更にドメイ

ン単独の時には見られなかった相E作用も同定された。現在、相互作用様式の詳細の解

明に向けて、解析を進めている。

(1) Nagata et al.， J. Mol. Bioι287， 315-330 (1999). 

(2) Miyanoiri et al.， J. Biol. Chem.， in press (2003). 
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1 Pll 
高安定化磁場配向膜の開発とその応用

一生体膜・タンパク質の高分解能 NMR解析ー

C~里研 GSC;?横市院総理 .3 理研細胞情報 .4 東大院理) 0菊地淳 '.2前田秀明 '.2&横山茂之 1，3，4

Development of stable “bicelle-like" model membrane system and its application in biomolecular NMR studies. 

CGSC， RIKEN Yokohama I円st.;2Grad. Sch. Integ. Sci.， Yokohama City Univ.; 3Cell. Sign. Lab.， RIIくENHarima Inst.; 

4Grad. Sch. SCi.， Univ. Tokyo) OJun Kikuchi'.2， Hideaki Maeda'.2 & Shigeyuki Yokoyama'.3.4 

Application of biceller system in biomolecular NMR studies is limited for only “well-behaved" 

samples due to its physical unstabilitμHowever， we have developed stable “bicelle-like" model 

membrane system to measure not only soluble proteins and sugar moieties but also for biomembrane 

Especially， we shalI introduce 

membrane-associated proteins andour model membrane system doped with a variety of lipid 

of mteractlOn the momtor to method novel system. 

molecules. 

<緒言>分子量の小さな水溶性タンパク質の NMR解析法はかなり確立されてきており，今後はそ

の高速化や分子量上限を引き上げる試みが望まれる一方，単結晶化が極めて困難な生体膜やこ

れに相互作用する糖脂質・膜結合型タンノTク質を解析する方法論の開発は， NMR法の潜在能力を

惹き出すことのできる課題と言えよう(1).水溶性タンパク質の場合，周囲は結合水で、あったが，膜系

では1000種以上の脂質分子を使い分けた多種多様な環境に固まれている.生命が地球史をかけ

て獲得してきた脂質利用の多様性は，多量体(膜タンパク質)の安定化，糖脂質等による構造水の

保持，疎水環境での(積極的な)電荷の保持，キノンや力ロテノイド等を利用したπ一σ，πーπ結合や

UV，02ストレスからの防御等々，枚挙に暇がない.本発表ではまず，我々の開発した高安定化磁場

配向膜を用いた，弱直己向系からの水溶性タンパク質や糖鎖に対する異方性抽出を紹介する.続い

て，種々の脂質ドーピングによる膜結合型タンパク質や脂質生体分子との多様な相互作用検出につ

いても言及する.
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球状タンパク質，糖鎖部位等の異方的構造

情報の抽出>磁場配向膜に相互作用させない系の

異方性情報を抽出する際にも，物理化学的安定性が

求められる (2).我々の系とパイセルを同条件で比較

しでも，温度範囲にして200C以上の， pH範囲にして3

以上の，塩濃度範囲にして 200mM以上の広域で利

用できる (3).
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図1は調製直後，ならびに1年後のクロレラユビキチンの 15N-1HRDC値を比較したプロットで、あるが，

t1軸の分解能ならびに立体構造計算の侵害値内で再現性良く観測できていることがわかる.本討

論会では，分子量50kDaの糖タンパク質の配向実験データも発表予定なのでご参照戴きたい(4)，

生体膜・膜結合型タンパク質問の弱い相互作用の検出>我々のシステムの大きな特徴

は， 31P-CSAや2H-QC(四重極力ツプ1)ングツを用いて脂質側の，そして 15N，13Cの相関スペクトルを用

いてタンパク質側の相互作用部位を溶液 NMR;去の高分解能でマッピンク、することが可能な点にある.

固体 NMR5去に特有の，含水率の高い試料に対する発熱の問題もない.図21ま重水素化 DMPCを用

いた磁場配向膜について，各炭化水素鎖のオーダーパラメータ (SC-2Hωの温度依存性をプロットし

たものである.ここでは，各炭化水素部の QC値 L1v。ωを， L1 v。ωニ 3/2(t!qQ)/h 

[SC-2H仰[pぷcos9)]で与え，電場勾配テンソlレ(t!qQ)/h = 167 kHzとして計算した.

まず， QC， SC-2H(J)の値が固体

NMR法で観測されている値と同

程度であることがわかる.リン脂質

31P-CSAについても国体 NMR法

の値とほぼ同等であることを考慮

に入れると，生体膜のように配向

の方向性が極めて揃っているもの

の品目 fi Dove，ぽ/の許されている系

では，固体 NMR法と同様の異方

性シグナル観測が可能で、あること

を示唆している.ポスターでは種々の脂質分子をドーピングした例や，膜表在性タンパク質との弱い

相互作用解析の有用性について議論したい.
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膜結合型タンパク質の NMR解析は，種々の要因から濃度の要請が厳しい.また側鎖

重水素化は試料の作成で、困難で、あるばかりでなく， NMR情報を希薄にするという難点もある.我々は，

後者の 1H密度の減少に関しては配向試料から異方性情報を駆使することにより，前者の NMR感度

の限界に関しては，新規の高感度プローブを開発することにより克服しようとしている(5)，

くおわりに>
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1 P12 
19F NMRによる還元型ミオグロビンの電子構造解析

(筑波大化学¥長岡高専物質工 2)

O 長尾聡¥平井佑紀 l、猪瀬達徳 l、照井教文¥三田肇 l、山本泰彦¥

鈴木秋弘 2

19F NMR Characterization ofthe Heme Electronic Structure in Ferrous Myoglobin 

os. Nagao1， Y. Hirai1， T. Inose¥ N. Temi1， H. Mita1，主 Yamamoto1
‘
andA.SUZl水i2

lDept.ofChem.，日1iv.of出 Ikuba，2Dept. ~ρMaterials Eng.， Nagaoka Natl. Col!. ofTech. 

Fluorinated hell1es (7・PFand 3，7・DF(Fig. 1)) have b巴enincorporated into the apoprotein of sperll1 whale 
ll1yoglobin and then the heme. electronic s甘uc旬resin ferrous ll1yoglobins such as deoxy， oxy， and 
carbomnonoxy fonus hav巴 beencharacterized by 19F NMR. The study dell10nstrated that the relative 
con廿ibutionsof the orbital growld states derived frOIl1 5E， (d，i(dyz)(d"，，)(dz2)(d，2_y2) or (dyz)¥dxz)(d"，，)(dz2) 
(d，2_y2)， and 5B2ラ

(d"，，)2(dxz)(dyz)(dz2)(d，2_l)， states to the hell1e elec廿onicstructure in deoxy Mb are affected by 
the distortion of the porphyrinπ-systell1 exerted by chell1ical prop剖 iesof hell1e peripheral side-chains目 The
stl1dies on the hell1e electronic s佐ucturesof oxy and carbomuonoxy Mbs revealed the effects of the Fe 
dπ→COが back-donationand the orientation of the bent Fe-O-O unit 011 the hell1e ele柑 0111CS加 cture.

度誼
ミオグロビン(Mb)などへムタンパク質の機能は、活性部位であるへムの電子構造により調節される。従来

から NMRはへムの電子構造解析に利用され、へムタンパク質の機能発現機構の解明に有用な多くの知

見を提供してきた。しかしながら、 NMRによるへムの電子構造解析の研究では、例えばMbの場合へム鉄

の酸化数が+3である酸化型Mbにおける研究が多く、ヘム鉄の酸化数が+2である還元型Mbにおける研

究は著しく少ない。生体内におけるMbの機能はO2の貯蔵であるが、この機能は還元型Mbでのみ発現し、

酸化型 Mbは O2と結合することはできない。したがって、 Mbの機能の理解には、還元型 Mbが O2と結合

する前の状態であるデオキシ体(DeoxyMb)と O2と結合した状態で、あるオキシ体(Mb02)におけるへムの電

子構造に関する情報が必要となる。これまでにD巴oxyMbやMb02のへムの電子構造についての報告が少

ない主な理由は、それぞれ次の通りである。まず、 DeoxyMbの場合は、へム側鎖プロトン由来のシグナル

の線幅が常磁性緩和により比較的広い(約 120Hz)ことに加えて、常磁性シフトが小さいため個々のシグナ

ルの分離が悪くシグナル帰属やシフト値の解析が困難で、あることがあげられる。また、へムの電子構造を解

明するためにはモデル錯体を利用する研究が有用であるが、 DeoxyMbのへムと同様な NMR特性を示す

適当なモデル錯体がまだ見つかっていないことも、 DeoxyMbのへムの電子構造の研究が難しい理由のひ

とつとなっているo一方、 Mb02のへムは、不対電子をもたない反磁性であるので、へム側鎖プロトンに由来

する NMRシク守ナルのへムの電子構造に対する感度が低いことに加え、Mbのへム(Protoheme:Fig. 1)自

体のボルフィリンπ電子系の4回転対称からの査み

のため、へムの電子構造の微小な変化を検出する

ことは困難である。本研究では、Mbの本来のへム

である Protohell1eを除去し、代わりに側鎖にフッ素

をもっフッ素化へム(Fig.1)を組み込んだ再構成

Mbを調製し、還元型 Mbのへムの電子構造解析

における 19FNMRの有用性を検討した。 Protoheme 7-PF 3，7心F

実験

Fig. 1 Molecular strllctllres of protoheme and f1l1orinated 
hemes lIsed in the studv. 

19FNMR測定は BrukerAVANCE-500を用いて行った。 Fig.lのフッ素化へムをそれぞ、れマッコウクジラ

Mbのアボタンパク質に組み込み、一般的な手法でDeo:¥.'yMb、Mb02、COが結合した状態(MbCO)を調製

し、 NMR測定を行ったο19FNMRの化学シフト値はトリフルオロ酢酸(CF3COOH)を基準として示したa

Keyword 19F NMR、常磁性シフト、電子構造、フッ素化ヘム、ミオク守ロビ、ン

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、みたはじめ、やまもとやすひこ、

すずきあきひろ
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鎧塁宣窒 Al J DeoxyMbのへムの電子構造

.......iJ ..............，，!1 
DeoxyMbのへムの電子構造解析に重要なへ

ム鉄の d電子配置は、今日でも明らかになって

いない。 DeoxyMb(S=2)のへム鉄の d電子6つ

の配置としては、 5E，(dxzi(dyz)(d~-y)(dz2)(dx2.y2) 
または (dyzi( dxz) ( dxy)( dz2)( dx2.y2)，と 5B2， 

( d~-y)\ dxz)( dyz)( dz2) ( dx2.y2)，が考えられる。 5Eと
5B

2を区別するためには、へム鉄からポルフィリ

~.~~~.... .. -:.-:・ロ:.:.:.:.日出日出~:.f~;;:.:.:.::.::.::::::.:::::τー::.:....

r~~~ f.~... 17・CF，(R)f~ 7.F i 3-F A" -. ;'¥"1:_ __.  

B'λιA'  ̂  A
7ムC叩}

2bo' .的 ':ilo ' 40 ・岸十~
Chemical shift (ppm from TFA) 

ンのπ電子系へ非局在化する不対電子スヒ。ンの

分布を調べればよい。 5
Eでは不対電子スピン1

つがある特定のヒ。ロール環のπ電子系へ優先的

に非局在化するのに対して、 5B
2では不対電子

Fig. 2 The 376 MHz 19F NMR spectra ofMbCO (ωp tmces) 
and deoxyMb (bottom traces)回 constitutedwith 7.PF (A， A・)and 
3，7・OF(B， B') at 250C， in 90% H20/ 10 % 020， pH 6.5. The 
signal assignments are indicated with the spectra and the 
∞rresponding signals in the two fonus of Mb are cOJU1ected by a 
broken line. In traces A and A'， N and R indicate CF， signals dlle 
to出eheme orientation shown in the crystal stn日tllreof Mb and the 
alternative h白ueorientatio叫 reslllted仕01111800 ro相tωnabollt 5・15
meso axis.出 spectively

スヒョン2つがポルフィリン環を構成する4っすベ

てのヒ。ロール環のπ電子系へほぼ均等に非局在化すると予想される。そのため、本研究で利用したフッ素

化へム再構成 Mbで観測される 19FNMRシグナルの常磁性シフトとシグナルの分離幅は、 5Eでは常磁性

シフトは小さいが分離幅は比較的大きく、一方、 5
B2では常磁性シフトは大きいが分離幅は小さくなると推測

されるοFig.2に示す DeoxyMbの 19FNMRスベクトルから、 7-PFの場合には 5E、一方 3，7・DFでは 5B2で

予想される常磁性シフトパグーンと一致していることがわかる3 また、パーフノレオロメチノレ基をもっ 7-PFでは、

フッ素がポルフィリン環に直接結合している 3，7・DFよりボルフィリン環のπ電子系の4回転対称からの歪が

大きいことが実証されていることから、 DeoxyMbのへム鉄の基底状態の d電子配置は、ポルフィリン環のπ

電子系の非対称性に依存することが明らかとなった。

MbOz、MbCOのへムの電子構造

Mb02、MbCOのへムの電子構造の比較は、 Mbの機能の理解に重要である

だけではなく、 O2とCOの親和性の差を理解するためにも重要である。上述の

ように、Mb02、MbCOのへムの電子構造では、検出感度とボルフィリン環のπ

電子系の対称性が問題となる。本研究では、 2回転対称な分子構造をもっ

3，7・DFをMbに組み込み、 19FNMRによりMb02、MbCOのへムの電子構造を

解析した(Fig.3)，3，7・DFの電子構造の対称性はMbに組み込まれることによ

り消失するため、 Fig.3にあるように、Mb02、MbCOのスペクトルでそれぞれ2

つのシグナルが観測される。また、 Mb02とMbCOが混在する試料では、両状

態に由来するシグ、ナルが分離して観測されていることから、 O2とCOの配位子

交換は NMRタイムスケールより遅い反応であることがわかる。ところで、観測さ

れる 19Fシグナルのシフト値自体を構造化学的に解釈することは容易ではない

が、配位子が異なる以外にMb02とMbCOの立体構造にはほとんど差がない

としちX線結晶構造解析の結果を基にすると、両者の 19FNMRスペクトルの相

違を配位子とへム鉄との結合に直接関わる構造化学的因子に関して解釈する

ことができるaスペクトルの主な相違点としては、 MbCOで観測される2つのシ

グナルがMb02での対応するシグナルに比べてそれぞれ低磁場シフ卜してい

.68 ・70 ・-72・74
Chemical shift (ppm) 

Fig. 3 The 376 MHz' l'F 
NMR spectra of Mb 
reconstitllted with 3，7・DFin 
90 % H20/1O % 020， pH 7.0， 
at 25 oc， (A) Mb02， (B) a 
mb .. 1u問 ofMb02 and MbCO， 
and (C) MbCO. 

ること、 MbCOの2つのシグナルの分離幅が Mb02のものよりも小さいことがあげられる。前者は、 MbCOで

のFeとCOの配位結合には鉄の d軌道から COの軌道への逆供与が働くために、へムのポルフィリン環の

π電子系の電子密度がMbO勺の場合に比べて低下していることを反映してしもと考えられる。また、後者の

シクやナルの分離幅の大きさは 3.7・DFのへムの電子構造の非対称性の指標とみなすことができるが、 Mb02

のへムの方が MbCOのへムより電子構造の非対称性が大きい理由としては、 MbCOにおける Fe-C-Oは

ほぼ直線状であるのに対して、 Mb02のFe-O-Oは曲がっているためへムの電子構造の非対称性がMb02

でより大きくなると考えられるゐこのように、対称性の高いフッ素化へムを利用した 19FNMRによるへムタン

パク質の研究は、へム鉄と外部配位子との結合の性質を詳細に調べる上で有用で、ある。
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1 P13 
根粒菌円xJ蛋白質c末端ドメインの DNAとの相互作用の解析

(横浜市立大学大学院・総合理学研究科理化学研究所・生体超分子構
造・機能協力研究グループ2，CREST/JST3，理化学研究所・生体物理化
学研究室 4)
0倉島かおり 1ベ葛西祐一 1.4伊藤隆 1，2，3 柴田武彦 1，2.3

田村浩二 4 中村寛夫 1.4城宣嗣 4

NMR  studies on the interaction of the FixJ C-terminal domain with DNA 
Kaori Kurashima 

I

へ
YuichiKasail.4， Yutaka ItOI

•
2
•
3

‘
Takehiko ShibataI.2.3， Koji TamuraへHiroNakalllural.4 

and Yoshitsugu Shiro崎

J Graduate School ollntegraled Sc!ence， I()kohama City University， "Cellular and Molecular Biology Lahoratory， 
RlKEN， 3CREST;JST， 4Biophysical Chemistry Laboratory， RlKEN Harima 1l1stitute 

The FixLlFixJ systelll is a prilllary reg叫atorof expression of nitrogen fixation relatcd genes in 
Rhizobia. FixJ is led to activation of the DNA binding ability of the effecter dOlllain towards the promoter 
regions of由巳 targetgencs. jixK and nifA， by receiving the phosphorylgroup from FixL. Recently， we 
determined t11e solution structure of the C-terminal domain of FixJ (FixJC)，制1ibitingstructural similarity with 
the tmnscription aclIvator domains of other response regulator prote凶s，such as NarL and SpoOA. 

Here， we report the NMR titmtion experiments ofthe 13C/15N・labellcdFixJC with the dsDNA fmgments， in 
ordcr to understand the structuml basis for specific recognition of jixK promoter region. Addition of the DNA 
仕agmentcontaining FixJ binding site exl1ibited the intennediate -slow exchange interaction‘wlule thc fast 
exchange was observed with tlle control DNA. Furtllermore， tl1ese spectra suggesl IlIal more tl1an one molecule 
of FixJC bind to a cogn;Jte DNA fragment. w1ule FixJC exists as a monomeric form in a solution目

( I芋]

根粒菌の Fi..xLlFixJ二成分情報伝達系は窒素固定反応を制御している.Res)Jonse Regulatorである

FixJは，低酸素条件下で酸素センサー蛋白質である FixLにリン酸化される.その結果として FixJは

転写活性を発締し，二量体を形成して fixK，niu¥.プロモーターと結合する.これまでに， FixJの N

末端ドメイン (FixJN)，C末端ドメイン (FixJC) をそれぞれ X線機造解析， NMR解析によって構

造決定した. DNA結合ドメインである Fi..xJCはHTH構造を持ち，他の ResponseRegulat.orである

NarLCや SpoOACと類似の機造を持っている (Fig.l).今回は， FixJのfixK.nifAプロモーター認

識のメカニズムを解明するために FixJCと種々の 2藍鎖 DNAとの相互作用を NMRタイトルーシ

ョン実験によって行ったので，これを報告する.

FixJC SpoOAC 

-
Figl. Stl1lctural COml)arison of FixJC with NarLC and SIlOOAC 

Ribbon presenlalions of FixJC N恥1Rstruclure (cenlre). NarLC cl)'slal struclure (righl. Baikalov， 1. et al.， 
Biochemistry 37. 3665・3676.1998) and SpoOAC crysla1 structure (Ie札 Lewis;R. 1. et al.. Mol. Microhiol. 38. 
198・212，2(00). Molecular graplucs images were produced using tl1e MidasP1us software. 

キーワード DNA結合ドメイン，高次構造解析，蛋白質ーDNA相互作用，タイとレーション，

プロモーター配列

発表者ふりがな:くらしまかおり，かさいゅういち，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}

Fix.JCと ONλ とのタイトレーション実験について最適な条件を検討するために，安定同イ立体標識

された Fix.JCを用し、て騒々の条件下で 20lH-15N IlSQCスベクトルをiJlIJA:した.続いて，最適化した

条件 [20mM1'riwm:etate (pH 6.8). 100mM NaCIJでタイトレーション実験を行った. O.lmM 

I :JC/ 1f'N-Fix.JC に対して • fi.'IIKプロモーター l二にあるドix.J結合領域を含む 21bpの ONAフラグメン

トと，コントロールとして同プロモーター上の Fix.J結合領峨外の 21bpの DNAフラグメントを，そ

れぞれ O.0125mM.O.025mM， O.05mM， O.lmM， O.2mMとなるように添加lし， 2D lH-15N HSQC 

スベクトルを批判定した.全ての測定は構造解析の際と同傑 Bruker社 DRX600を用い， 298Kで、行っ

た.データ処理及び解析は，それぞれ Azara，Ansigソフトウェアを用いて行った.

【結果・考察I
FixJC結合領域を含むDNAフラグメントとのタイトレーション実験では， DNAの添加に伴って著

しいシグ、ナノレのブPロード・ニングが観測され，また複数の新しいブロードな lH-15N相関クロスピークの

出現も観測された.この結果から，この測定条件において FixJCとFixJ結合配列を含むDNAは， slow 

-intermecliateの交換状態にあることが示唆された.また，スベクトルは FixJCとDNAの相対濃度

が 2:1になるまで変化していくが，さらに DNAを添加しでも大きな変化は観測されなかった.したが

って， DNAとの相E作用には 2分子以上の Fi.".JCが関与していることが推定できた.

一方で， FixJ結合配列を含まないコントロールの DNAとのタイトレーション実験から，この測定条

件において FixJCとコントロールの ONAはfast.exchange状態にあることが判明した.このような，

タイトレーション実験における 2種の DNAの間の顕著な差異は，それぞれの DNA分子と FixJCと

の聞の親和性の差に由来していると考えられる.

今回の実験によって， FL"JCは2分子以上で nxKプロモーター領域に結合することが判明した.こ

のことは，他の ResponseRegulat.orで観測されている知見と一致する.しかし一方で，他の Response

Regulat.orと異なり ，n:rKプロモーター上の FL"JC結合領域には明らかな palindromicな配列や

t.andemな配列は見受けられない.FixJCとnxKプロモーター領域の相互作用のメカニズムを詳細に

解明するためにはさらなる解析を行ってし、く必要がある.
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Fig2. NMR titration eXlleriments of FixJC with cognate and non-cognate DNA fragments. 
Explmsions 01' 20 1I-1-15N I-ISQC spect.ra of I:JC/15N-labelled Fix.JC on it.s own (1)可 inthe presence of 
a fixK promoter ON:¥ fn司gment.eontaining t.he Fix.JC-binding region (2) ancl in the prosonee of 
anot.her fixK promot.er DNA fragmont. eont.aining tho sequenee outsicle the FixJC-bincling region 
(:3) 
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1 P14 
酸化型シトクロムc変異体における超微細電子構造解析
(筑波大化学l、食総研2、阪大院工3、阪大院薬4、東大院農5、広大院生物圏6)

O立入直紀l、逸見光2、高山真一¥太虎林1、三上真一l、三田肇l、

照井教文 l、内山進3、小桝右ゲ、五十嵐泰夫5、三本木至宏6、山本泰彦 l

Paramagnetic NMR Characterization of Oxidized Cytochrome c Mu也nts

ON.τachuri1， H Henmi2， S. J. 11法ayama1，HTai1，S.Mikanu1，区長位包1，N. Terui1， S. UchiyatIJal， Y Kobayashiて
YIgar柑 u5，Y Sambongt and Y Yamamoto1 

lDept of Chem.， Univ. ofTs改uba， 2National Food Res. Inst.， 3Graduate School ofEng.， 0鈎kaUniv.， 4Gmduate School of 
Pharm. Sci.，白血Univ.，))ept ofBiotech.， UIUV. ofTokyo and 6Gmd叫 :eSchool ofBiosphere Sci.，出ros凶naUIUV. 

旬。chromeCSS2σ町 fromlか伽'genobacterthermophilus， cyt∞凶meCSSl (PA)企'omPseudomonas aeruginosa are 
hiゆlyhomologous and belong ωa family of吐1eso-ω11ed class 1明∞:hromec. Despite色白位uαual位凶larity，世1e主

thermo坑ab幽巴sare∞nsider泌lydi島問1twi血eacho血er. Aquir岬，lemu凶1tofPA(qm:F7A1V13M1F34YA43YN78I)， 
in which anuno acid subs蜘 tionswere selected with児島民nceto血.ecorresponding residues in HT， e:池]もお血ermo:由b出ty
com伊rableω出atof HT. We have been町ingto elucidate血e鈎U仰悶:-fimctionrelationship of位1eseproteins白rough
p担 溜nagneticNMR鈎Jdy. Paramagnetic釦sceptib出tytensoぉinthe oxidized forrns of首1eproteins have been determined 
from thear凶ysisofthe pseudo-con匂ctshiお observedfor si伊alsarising from anuno acid悶 ich悶 locatedclose to the heme 
on the basis of the atOllUC coor，也nates.τheorien旬tionof世1巴ten鈎rwith respect to heme in PA was foundωbe essentially 
sinular to伽 tin qm， but加gelydi民間t蜘 m血atin HT. 官官 P悶 ent鍬Jdydemons回，ted白atthe戸mmagnetic

susceptib出tytensorof句吐ochromec is sensitive to physic∞:hellUω1 nature of血ehemec∞rdination位 uct凶e.

序論

好熱性水素細菌(砂drogenobacterthermophilus) シトクロム CS52 (HT) と緑膿薗 (Pseudomonas

aeruginosa)シトクロム CSSl (PA)はアミノ酸配列の相向性が 56%と高いにも関わらず、 HTは PAに

比べて約40
0
Cも高い熱変性温度を示す。 HTとの構造比較に基づいて PAのアミノ酸5残基を HTでの

対応する残基に置換した人工変具体(qm:F7AN13M/F34Y厄43YN78I)は、 HTに匹敵するほどの高い熱

安定性を示した。 HT、PAおよびqmは類似した高次構造を持つことから、その性質に大きな違いが生

じる構造化学的因子を明らかにするためには、より微細な構造解析が必要であると考えられる。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。常磁性シフトは分子の立体構造を鋭敏に反映することから、酸化型シトクロム cの立体精造を常磁性

シフトの解析から精度良く決定することができる。本研究では、常磁性シフトの解析から、 HT、PAおよび qm

のへム活性音日位の超微細電子構造を比較した。

結果・考察

NMRシグナルに生じる常磁性シフト(dpara)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(dc)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(δpc)の寄与を含んでいる

(dp帥=ム+dpc)。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、へムとチオエーテノレ結合している 2つの Cyslこ由来するプロトンシグナルの常磁性シフトにはdcの

寄与が含まれているが、それら以外のシク守ナノレの常磁性シフトは本質的にdpcのみで決まる。分子の立体構

造とOpcとの関係は、 Fig.lに示すように定式化されることから、常磁性磁化率テンソル(G，組、 G中伊)を決定す

ることにより、へム近傍の詳細な立体構造をOpcの解析を通して調べることが可能となる。

Keyword 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、へんみひかる、たかやましんいち、たいこうりん、みかみしんいち、みたはじめ、てるいのりふみ、

うちゃますすむ、こばやしゅうじ、いがらしやすお、さんぽんぎよしひろ、やまもとやすひこ
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磁化率テンソルの決定に必要なシグナル

帰属の中で、還元型HT、還元型qm、還元型

PAおよび酸化型PAについては報告済の帰

属(Hasegdwaet al. (2000)、TImkovichet al. 

(1993) )を用い、酸化型HTと酸化型qmの帰

属は新規で行った。また、立f材誇造は、 PDB

ファイノレ(町:lAYG(Ni¥皿)、 qm:lDVV 

(N1v依)、PA:451C(X線))を用いた。磁化率

テンソノレを決定することは、それぞれのタン

パク質の立体構造で、還元型と酸化型での

対応するシグナルのシフト値の差として得ら

れるdpcを満足する最適なG邸、 G叫、 ψ(Fig.l

参照)を選ぶことと等価である。得られた結果

をTable1にまとめて示す。 PAとqmのG眠、

G問、 ψは類似しており、HTの値どは異なる結

果となった。これまで、の研究から、 HTにおけ

るへム鉄と車岨己位子 Metの配位結合(ゐS)
は、 PAのものより強いことが実証されている

が、両者の G蹴の違いは FかSの強度の差を

反映していると考えることができる。また、磁

化率の異方性は配位結合の掛支に依存する

と考えられるが、PAに比べてHTでG出/0.叫

が大きくなっている(異方性が大きい)ことも

両者での Fe-Sの強度の関係を支持している。

このように、磁化率テンソノレは、配位結合の

性質を反映すると考えられる。

それぞ、れのタンパク質で得られた磁化率

テンソルの z軸(g，)と軸配J位子との結合との

成す角(向、 θs、Fig.2参照)をFig.2に示す。

PAでは、gzは車蝿目立子の結合軸にほぼ沿っ

ていることがわかる。一方、 HT，qmではgzと

軸配位子の結合軸との成す角度は比較的大

きいが、NMRにより決定された還元型HT、還元型qmの構造(Hasegawaetα1. 1998))におけるへム鉄の配位構

造は、X脇市古晶構i鎖軌庁で決定されたPAで、のネ報量(M拙 uuraet al (1982))に比べて正八商体構造からの査み

が大きいことに起因すると考えられる。このことは、 PAでの配位構造にHTおよびqmで決定された磁化率テンソ

ルを適用して算出されたθN、θs(Fig.2の表のカッコ内の角度)は小さし司直となることから裏付けられている。した

がって、N1恨の結果に反して、HTおよびqmのへム鉄の配位構造は、 PAと同様に正八面体構造に近いことが

予想される。水溶液中のシトクロムcのへム近傍の立桝髄のNMRによる決定は、プロトンの空間密度の{酪に

起因するNOE情報の少なさのために困難である。したがって、ヘム近傍の立体ヰ翫輩決定には、擬コンタクトシフ

トの解析に基づいた研究¥は有効であると考えられる。
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結論

・磁化率テンソルは、配位結合強度、結合角など、酉目掛吉合のさまざまな物理化学的性質を鋭敏に反映する

ことが明らかとなった。

・擬コンタクトシフトの解析はヘム活性音問立の詳細な電子構造の解析を可能とし、Ni¥皿で立体構造を決定す

る際も有効な方法であると考えられる。
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1 Plラ
安定同位体標識を用いた機能性貯~A及びDNAの構造決定
(横浜国大院環境情報l、産総研2、三菱化学生命研3)0松上明正l、池

田哲朗人外谷英嗣¥田村裕介l、丸本佳代子1、大橋粛l、小林伸一郎

l、奥泉智之l、上杉晴ーI、PenmetchaKumar2、河野俊之3、片平正人l

Structure determination of functional RNA and DNA with the aid of stable isotope labeling 
lGrad. Sch. ofEnv. & Info. Sci.， Yokohama Natl. Univ.， 2Natl. Inst. of Advanc. Indus. Sci. & 
Tech.， and 3Mitsubishi Kagaku Inst. of Life Sci. Akimasa Matsugami 1， Tetsuro Ikeda1， Hi-
detsugu Sotoya¥ Yusuke Tamura1， Kayoko Marumoto1， Kiyoshi Ouhashi1， Shin-ichiro Ko-
bayashi1， Tomoyuki Okuizumi1， Seiichi Uesugi1， Penmetcha Kumar乙ToshiyukiKohn03， and 
Masato Katahira 1 

Non-standard base pairs formed in functional RNA and DNA play key roles in exerting certain 

functions. Here， we have utilized 13C_， 15N・labelingof RNA/DNA for the identification of 

non-standard base pairs. On the basis of detection of a spin-spin coupling across a hydrogen 

bond， we have directly identified U:A:U base triples in an RNA a，ptamer complexed with 
analogues of an HIV Tat protein， and G( :A):G( :A):G( :A):G heptad ip， a quadruplex of GGA 

repeat DNA. The stability ofthese base pairs has also been addressed.~The whole structures of 
these RNA/DNA have been successfully determined with the aid of information on base pairs. 

We have also developed a new method to discriminate between intra-and intermolecular base 

pairs in a homo-multimer， and its usefulness has been confirmed experimentally. 

(序)機能性の即-.J"A及びDNA中には、ワトソンークリック型とは異なる非標準型の塩基対が

形成され、これが機能の発現と密接に結びついている。今回我々は安定同位体標識をした

貯~A及びDNAを用いる事で、この非標準型の塩基対の構造を確実に決定する事が出来
た。塩基対の安定性に関する情報も得られた。またある塩基対が分子内で形成されたものな

のか、それとも分子聞で形成されたものなのかを区別する手法を開発した。 HIVのTatタンパ

ク質に対する貯~Aアプタマ一、 GGAリピートが形成する新規4重鎖及びGGGC配列が形成
する4重鎖を例として取り上げ、得られた成果を報告する。

(結果と考察)

①試料の調製 13C ， 15N標識した貯~A及びDNAは、 T7貯~Aポリメラーゼ及びクレノウフラグ
メントを用いた酵素合成法により各々調製した。

②HIVのTatタンパク質!こ対するRNAアプタマー中のU:A:Uペーストリプルの同定及びその

安定性の評価 Tatタンパク質のアナログの結合に伴い町吋Aアブpタマー中には、 U:A:Uベー

ストリプル(Fig.la)が形成される事を、水素結合をまたがったスピンースピン結合2hJ聞を検出

する事で、直接的に証明できた。またスピンースピン結合の値より、フーグスティン型のA:U塩

キーワード:機能性RNA、安定同位体標識、水素結合、 4重鎖、町~Aアプタマー

まつがみあきまさ、いけだてつろう、そとやひでつく¥たむらゅうすけ、まるもとかよこ、おおはし

きよし、こばやししんいちろう、おくいずみともゆき、うえすぎせいいち、 KumarPenmetcha、こう

のとしゆき、かたひらまさと
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基対が、ゆらいでいる事も分かった。塩基対の情報及び残余双極子結合の情報を取り入れる

事で、 Tatアナログ-RNAアプタマー複合体の構造(Fig.lb)を決定する事ができた(1)。

③GGAリピートDNAが形成するへプタッド構造の同定 GGAが8回繰り返したDNAは新規4

重鎖構造を形成する。 4重鎖中にはG塩基4っとA塩基3つからなるヘブpタッド(Fig.1c)が形成

される事を、 2hJNNを検出する事により直接的に証明できた。またスピンースピン結合の値より、

各塩基対の安定性に関する情報も得られた。塩基対の情報を取り入れる事で、このDNAが

形成する全体構造(Fig.1d)を決定する事ができたο，3)。

④分子内塩基対と分子間塩基対を区別する手法の開発ホ

モ多量体において、分子:内塩基対と分子間塩基対を区別する (b) 

手法を開発した。標識体:非標識体=2:0の時と1: 1の時の両者

で、 2hJ附の存在に由来した交差ピークの強度を測定する。注目

している塩基対が分子内で形成されていれば、交差ピークの強

度は112となり、一方分子間で形成されていれば114となるはず

である。この事を実際に検証してみた。d(GGGCTTTTGGGC)は

2分子で4重鎖を形成する (Fig.le)o 4重鎖中には、分子内G:G

塩基対と分子間G:G塩基対が存在している。上記の強度比較

を行なったところ、予想通り分子内塩基対では112、分子間塩基

対では114となり、我々の手法の有効性が確認された。

)
J
J
R
 

(d) 

仏人
比同7止に

吋品川L

月型
ト午寸γH

HロハR

(e) 

Fig. 1 (a) U:A:U base triple. (b) Structure ofRNA aptamer complexed with Tat analogues. 
(c) G(:A):G(:A):G(:A):G heptad. (d) Structure of d(GGA)g・(t) Structure of d 
(GGGCTTTTGGGC). 

(1) Matsugami et al.， Structure， 11，533・545(2003). 
(2) Matsugami etα1.，J Biol. Chem.， 278， 28147・28153(2003). 
(3) Katahira， J. Mol. Biol.， review article， in press (2003). 
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1 P16 
スペルミジン-ATP複合体のNl¥偲解析

一弱し、分子間相互作用解明への新しい試み一

(阪大院理) 0丸吉京介、出村哲夫、松森信明、村田道雄

Bimolecular Interaction between Major Cellular Constituents: 

Conformation of Spermidine upon Complexation wIth ATP 

Depαr伽 ent01 Chemis句~ Graduate School 01 Science， Osaka University 

keisuke Maruvosh1， Tetsuo Demura， Nobuaki Matsumori， Michio Murata 

Spermidine is known to form a complex with ATP in the physiological conditions， which should play a role 

in ATP-related cellular events. Its ∞，nformation analysis based on spin-spm coupling is， however， 

hampered by its acyclic s飢lC旬re，in which the absence of asymme仕iccenter causes unresolved lH NMR 

methylene signals.百世sproblem was solved by the diastereospecific labeling of each one of two geminal 

proton pa出叩也deuterium，leading ωsome new findings in the pH・dependentconformation change of the 

spermidine-ATP complex. 

I序】
複数のアミノ基を有するポリアミン類は、多種多様な生物に広く分布し、核酸やタンパク質などの酸性

高分子物質と相互作用することによっで、細胞増殖促進をはじめ多岐にわたる生理活性を担っている 1)。

しかし、ポリアミンはその生理的重要性が認識されているにもかかわらず、その相互作用が弱い(Table

1)ために、生体内における存在形態や生理活性発現機構の研究は大きく遅れている。そこで我々は、

NMRを用いた弱い相互作用の構造解析法を確立することに加えて、ポリアミンの生理作用を分子レベ

ルで理解するために、生体内においても存在が予想されるスペルミジン(SPD)-ATP複合体(Fig.l)に着

目し、複合体形成時におけるスペルミジンの立体配座変化の解明を試みた。

Tabel1. Dissociation constant of 
spennidine wi血V釘 10US鉱山ns1

)

AlUon Kd (:立削)

DNA 15.63 

RNA 2.66 

Phospholipid 5.56 

ATP 2.24 

【方法】

Figure 1. Hypo也巴ticalpicture for speロnidine-ATPcomplex 

スペルミジンのようなフレキシブノレな分子に関する立体配座解析には、 lHNMRスペクトルにおけるス

ピン結合定数の二面角依存性を用いるのが最適である 2)。しかし、 SPDは不斉中心を含まない直鎖状分

子であり、メチレン部分におけるジェミナルプロトンの2つのlHNMRシグナノレが等価に観測されるため、

Keywords:スペルミジン、ATP、弱し、相互作用、スピン結合定数、立体配座解析

まるよしけし、すけ、でむらでつお、まつもりのぶあき、むらたみちお
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各々の水素についての正確な二面角が得られない。この間題はジェミナルプロトンの一方を立体選択的

に重水素化することでプ解決可能と考え、重水素標識された SPDを合成した 3)(Fig.2: 2、3、4においては、

lHNMRシグナノレの重複を避けるためにメチレン水素を重水素化しであるが、ここでは省略した)。
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(8S ，9S)・SPD・8，9・d12(4) σS，8S)-SPD・7，8-d12(3) 

Figure 2. Labeled sperimidines. 

i結果と考察】

重水素標識体 1について、 SPD三塩酸塩と SPD-ATP複合体の二つのサンプノレを調製し、 pH3.3に

おいてスピン結合定数を測定した。 SPDにATPを添加することで3Uら即司Hは9.3Hzから 7.8Hzへと顕著

に減少し、さらに、 SPD-ATP水溶液を酸性から中性(pH7.2)へと変化させると、 3J2・H13・Hは 7.2Hzにまで

減少した。また、 2と3、4に関しても同様の実験を行ったところ、 31，田値の違いはあるものの同様の傾向が

見られた(Fig.3)。得られた結果よりアンチーゴーシュ配座の混合比を見積もったところ(Table2)、SPDの

回転配座が、 ATPとの相互作用によってアンチ優位の状態から、ゴーシュの割合が増加した混合状態へ

と変化したことが分かり、 SPDはATPと複合体を形成するためにその構造を屈曲させることが示唆された。

また、酸性から中性へと変わるにつれてATPは 1価から 3価の陰イオンへと変化するが、 SPDは常に3

価の陽イオンで存在していることを考慮すると、 SPDとATPは価数が等しくなる中性付近で最も相互作用

しやすいことが予想された。これは中性において勺聞が最も小さい値を示した実験結果とも一致している。

さらに、各々の結合を比較してみると、ブタニレン側(C2・C5)の方がプロパニレン側(C7・C9)よりも屈曲し

やすいことが分かつた。ブタニレン側、プロパニレン側の窒素間距離(N1・N6、N6・N10)は、伸張形配座

においてはそれぞれ約6.0、4.8Aであり、 ATP三リン酸部分の隣接する酸素間距離より大きいため、 SPD

とATPが相互作用するためにはブ、タニレン側がより屈曲しなければならないと考えられる。現在、残りの

結合に関しても同様の立体配座解析を行い、 SPD塩の水溶液における時間的平均像の解明を進めて

いる。

Tabel2. Populations ofrotamers obtained 
企om1HN恥自民exp町山lents

SPDσHCI) 

Anti Ga閣官he

SPD竺ATP(pH 7.3) 

Anti Gauche Comp. 

43% 57% 21% 79% 1 

2 29% 71% 18% 82% 

M
M
I
M
-
-
f
-
f
 

SPD-4，5・dlO'・3HCI(25mM)
ATP(100 rrおの

pH3 

8.5 Hz 

pH5 
8.5 Hz 

26% 

30% 

74% 

70% 

14% 

17% 

86% 

83% 

3 

4 

Figure 3. lH Nl'v侭signalsfor H・5oflupon
complexation with ATP in various pH 

y ，m ;t; T ..... ;t; 
pH7 

[参考文献】

1) Watanabe， S.; Kusama-Eguchi， K.; Kobayashi， H.; Igaras札K.J. Biol. Chem. 1991，266，20803-20809. 

2) Matsumori， N.; Kaneno， D.; Murata， M.; Nakamura， H.; Tachibana， K. J. Org. Chem. 1999，64，866・876.

3)F昨uyama，T.; Cheung， M.; Jow， C. K. Tetrahedron Lett. 1995，紙 6373・6374.
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1 P17 
分子内 CH・--0 相互作用

一立体的にかさ高いケトン類の 170，13C及びlHNMR法による解析ー

(産総研・生物情報解析研究センター)0秦旭栄、中西洋志

NMR study on an intramolecular CH---O interaction 

一一一 170，I3C， and 1 H N九1Ranalyses of overcrowded ketones一一一
(AIST， Biological Information Research Center)OQin xu-rong， Hiroshi Nakanishi 

Correlation analysis of 170 NMR chemical shifts versus the number of the 

y-carbon atoms of alkyI group， in alkyl phenyl ketones and alkyl t・butylketones 

indicated that the bulky ketones such as t-butyl phenyl ketone and di+butyl 

ketone show an abnormaIly large low-field 170 chemical shift. Analyses of the 170 

and I3C NMR chemical shifts of the carbonyl group， 1 HNMR chemical shifts of 

the t-butyl group in crowded ketones and IR carbonyl stretching absorption 

bands were conducted. We concluded that there is an intramolecular through-

space CH3---0 interaction between the methyl of the t・butylgroup and oxygen 

atom of the carbonyl group in overcrowded ketones. 

1序:最近、タンパク質、核酸、糖鎖などの生体分子系や材料科学の分野において、分子間

及び分子内の弱し、相互作用が分子系の構造や機能に与える影響が注目を集めている。

我々は先に、 トリ t-ブチノレカルピノール等の立体的に混み合った分子系において、

CH・--0の分子内相互作用が存在することを報告した1)。本研究では、これらのアノレ

コーノレ系より分子構造が solidであるといわれるケトン類で、このような相互作用が

あるかどうかをNMR法やIR法で研究を行ったので、その結果について報告する 2)。

2実験:実験マ用いたケトン la-e，2 a-e，は 一部は市販品を用いたが、多くは化学合成を

行い、精製した。3a・eはパリ第7大学の John. S . Lomas博士から提供を受けた。

ケトン類の
170NMR、13CNMR，及びlHNMR スベクトノレは それぞれ

JEOLル500分光器('70核;67.6MHZ)， JEOL EX 270分光器(13C核;67.8MHZ)，

及びJEOLECP800分光器 (800.08MHZ) を用いて測定した。

*CH---O相互作用、かさ高いケトン、 170NMR、13CNMR、異常な化学シフト

しん きょくえい、 なかにしひろし
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l70NMR chemical'shift vs the number of y-carbons 

in R group ofPhCOR(I) 

3結果と考察:図に示すようなかさ高いアノレキノレケトン類(フェニノレケトン1、t-ブチノレケ

トン2)のNMR測定を行った。立体効果を観察するために、一方の基は立体的に大き

いフェニノレ基や t-ブチル基とし、他方は立体的に小さい基から大きな基が置換した

ケトンを選択した。カノレボニキ/レに対するアルキノレ基の立体効果を見るために、 o-

効果を調べた。 Fig.1にPhCOR(1)のアノレキノレ基がカノレボニノレの 170NMRのシグナル

にどのような効果を示すかを示した。アルキル基がメチノレ基、エチル基、 n・ブ、チノレ

基、イソプロピル基にだんだん大きくなると (la・ld)、170 NMRシグ、ナノレはそのア

ルキノレ基のもつふ炭素の数とともに高磁場側にシフトする (δ.効果)。しかしながら

tーブチルケトン(la)のみは、こららのふ効果からはずれて大きく低磁場にシフトす

ることが見出された。

同様の現象がよりかさ高いジ tーブ、チノレケトン(2a)でも観測された。 leのようにかさ

高いと、その立体反発でカノレボニル基がひずむ可能性がある。このことは、これら

のケトンのカルボニノレのI3CNMR化学シフトの検討を行ったところ、予想される通

常のふ効果しか観測されなかった。また、 lRスベクトノレのカルボニノレ基の伸縮振動

の検討からも同様の結論が得られた。これらの結果は leにおいて、以前に報告され

たような分子内 CH---O相互作用の可能性を強く示唆している。更にlHNMRシグナ

ルでも、 leにおいてのみ異常なシフトが観測された。 1のケトン類よりさらに立体効

果が大きいと考えられる t-プチルケトン類(2a司 2e)でも、上述したような剛R及び1

Rの結果が得られた。この場合には、 CH・--0相互作用とともに立体的なひずみの効

果も観察された。

Fig.1. 

Tetrahedron Lett.，1997，38，4223 1) T.Tezuka， M.Nakagawa， K. Yokoi， Y.Nagawa， T. Yamagaki， H.Nakanishi， 

Spectrochim. 2)T.Tezuka， M.Nakagawa， H.Nakazawa， Y.Nagawa， T.Yamagaki， Qin xuィong，H.Nakanishi， 

-143-

Acta， A， 2003， in press 



1 P18 
安定同位体標識と磁場配向を利用した糠タンパク質の高次構造解析

(名市大院薬 1，CREST/JST2，理研GSC3，横市大院総理4)

0山口芳樹 1.2，菊池津 aペ西村真美子 I，加藤晃一 1.2

Structural analyses of glycoproteins assisted by stable-isotope labeling and 

field oriented media 

1Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University. 2CREST/JST. 

3Genomic Sciences Center， RIKEN Yokohama Institute， 4Graduate School of Integrated 

Science， Yokohama City University 

uYoshiki Yamaguchi1ベJunKikuchi3
へ

MamikoNishimura1， and Koichi Kat01.2.3 

We have been developing NMR techniques for structural analyses of glycoproteins. In 

this methodology， the glycans and/or polypeptides of glycoproteins are uniformly or selectively 

labeled with stable isotopes eH， 13C， and 15N) in metabolic or enzymatic manners. By use of 

isotopically labeled immunoglobulin G (lgG)-Fc (56 kDa) thus prepared， we have almost 

completely assigned resonances from its polypeptide backbone and carbohydrate chains. To 

obtain structural information on carbohydrate chains in detail， we have observed C-H residual 

dipolar couplings for the glycans on Fc using bicelle. NMR spectral data of the isotopically 

labeled IgG-Fc preparations could provide us with information at atomic resolution of structure 

and dynamics of a series of glycoforms of the Fc gfycoproteins in sofution. We wilf discuss 

the glycoform-dependent interactions of Fc with a variety of Fc-binding proteins on inspection 

of the NMR data. 

[はじめに]糖タンパク質の NMRによる高次構造解析は，安定同位体標識技術が未発達で

あることや高次構造を規定する NMRパラメータの少なさのためこれまでほとんど行われて

こなかった。そのため，演者らは糖タンパク質の安定同位体標識技術の開発とそれを利用し

て得られた標識試料を用いて糖鎖由来の NMRシグナノレの帰属・高次構造解析を行ってきた。

本発表では，免疫グロプリン GのFc部分をモデル糖タンパク質として，安定同位体技術と残

余双極子カップリングを用いた高次構造解析の結果について報告する。

キーワード:糖タンパク質，安定同位体襟識，磁場配向，パイセル，残余双極子カップリング

やまぐちよしき，きくちじゅん，にしむらまみこ，かとうこういち
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【方法]13Cと15Nで均一に標識された藻体の加水分解物および7種類の 13C，15N標識アミ

ノ酸(Arg，Asn， Cys， Gln， His， Trp，骨r)，[13C3]ピノレピン酸， [13C4]コハク酸， [13C6] 

グ、ノレコースを用いて調製した無血清培地中でハイブリドーマを培養し，ポリペプチド鎖と糖

鎖が 13Cおよび 15Nで均一に標識されたマウス IgG2bを大量に得た (70mglL culture)。こ

の IgG2bをパパインで限定分解することにより Fc(56 kDa)を調製して，クライオプロー

ブを利用した NMR測定を行った。 HN(CO)CA，HNCA， CBCA(CO)NH， CBCANHをはじ

めとする各種 3次元 NMRスベクトルを解析することによりポリペプチド主鎖の連鎖帰属を

行った (Fig.1 )。また， HCCH-COSY， HCCH-TOCSYなどの測定を行うことにより糖鎖由

来のシグ、ナルの帰属を行った。糖鎖部分の残余双極子カップリングは，パイセル存在下およ

び非存在下における lH-coupledlH品 CHSQCスペクトノレを測定することにより決定した。

様々な糖鎖構造を有する Fcは各種グリコシダーゼ、あるいはグリコシルトランスフエラーゼ、を

用いて調製した。

{結果・考察】各種3次元 NMRスベクトノレを解析することにより， Fcのポリペプチド主

鎖および糖鎖由来のシグナルをほぼ完全に帰属した。また，糖鎖の構造情報を得るため，パ

イセノレを用いて試料を配向させることにより， C-Hの残余双極子カップリングを観測するこ

とに成功した。糖鎖の高次構造を規定する NMRパラメータは一般に少ないため，糖鎖部分に

由来する残余双極子カップリングは糖鎖の高次構造を規定するうえで極めて有用である。さ

らに，様々な糖鎖構造における FcのNMRスベクトルを測定することにより，ポリペプチド

鎖部分の高次構造変化を追跡した。 NMRを用いて観測された Fcの高次構造の変化が様々な

れ結合タンパク質との相互作用に及ぼす影響について議論する。

Fig.l lH-15N HSQC (left) and HN(CO)CA (right) spectra of [U-13C/15N]Fc 

15N 13C 
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{謝辞】本研究を行うにあたりご協力を頂きました日本酸素株式会社に感謝致します。
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1 P19 
金属酸化物をコアにもつ無機一有機分子ハイブリッドの

シラノールとの置換反応および生成物の構造

京大化研 O日下康成・山本靖・梶 弘典・堀井文敬

Institute for Chemical Research， Kyoto Univ巴rsity

Yasunari Kusakf!， Yasushi Yamamoto， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 

Substitution r巴actionsof an inorganic-organic molecular hybrid material that has polyoxoantimonate cores 

[Sb406(OH)4{OSi(CH3)z(t-C4H9) hf' (1) with various silanols in solution have been investigated in detail. The 
reactions are found to d巴pendon the concentration Ca of 1 and the molar ratio Rs of 1/silanol. Here， the results of 
dimethyl vinyl silanol C=CSi(Me)zOH are mainly described. In CH3CN solution， at Ca =0.5 wt% and Rs=1， only 
two silyl groups of site A of 1 are substituted by dimethyl vinyl silanol 10 produce another anion 2 while other 
four silyl groups of site B stay unsubstituted. However， a considerable amount of an unknown product (X) is also 
produced and its yield is increas巴dwith increasing Ca and Rs. In contrast， almost pure anion 2 is found to be 
generated at Ca =0.5 wt% and Rs=1 in CHzCh without the production of X. The structur巴 anddynamics of the 
crystals of 2 thus obtained are also charact巴rizedin detail by CP/MAS 13C and z9Si NMR spectroscopy. 

[緒言] 表面酸素の塩基性が高いアンチモン酸は、無機

一有機分子ハイブリッドのコアや、ナノコンポジット

材料のビルディングブロック、無機一有機共有結合の

インターフェイスとしての利用が可能と考えられる。

我々は[Sbs012(OH)zotーに t-butyldimethyl silanolを反応

させることにより、 [Sb406(OH)4{OSi(CH3)z(t-C4H9)h12・

アニオン 1(Fig.1) を(C4比)4N+塩として単離すること

に成功した。 1) しかし、他のシラノールについては、

同様の直接反応によって特定の Sb-O骨絡をもっ化合

物を得ることが困難である。本研究では 1のt-butyl

dimethyl silanol残基と種々のシラノールとの置換反応

により霞換体を合成し、その結晶状態の構造と分子運

Fig.1 The structure of 

[Sb406(OH)4{OSi(CH3)z(t-C4H9)hl"' anion.(l) 
Ellipsoids are drawn to encompass 50 % of the 

初jを固体 NMRにより解析する。

electron densitv. 

~\J 

[実験] 最終濃度が 0.5-2.5 wt%に

なるように 1の(C4民)4N+塩を

CH3CN、CH2C12またはその D化溶

媒に溶解し、種々のシラノールの対

応する溶液を 1のsilyl基とシラノー

ルのモル比Rsが0.2-8になるように

窒素気流中、室温および・70ocで、

ゆっくりと撹伴しながら混合した。

1-200時間反応させ、溶媒を減圧除

戸、JHj
t}]Q ./ 

C=C-Si-OH 

m司
ubstitu川~(，J {d tC，1 .k 

((~!\ 

2p/λ、¥c司，

Fig.2 Substitution reaction of [Sb406(OH)4{OSi(CH3)2 
(t・C4H9)h1

2・ withdim巴thylvinyl silanol. 

inorganic-organic hybrid， substitution reaction， polyantimonate， silanol， CP/MAS i3C and 29Si NMR 

くさかやすなり・やまもとやすし・かじひろのり・ほりいふみたか
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去後、得られた白色固体を CD3CNまたは CD2Cl2

に溶解して、 JEOLAL-3.D0分光計により lHNMR 

測定を行った。固体 NMR測定は Chemagnetics

CMX400分光計により 9.7Tの静磁場下で行った。

[結果・考察] 最初に dimethyl vinyl silanol 

C=CSi(Me)20Hとの反応に関する結栄を示す。アニ

オン 1はdimethylvinyl silanolとの置換反応により

アニオン 2(Fig.2)を生成した。 CD3CN溶液中にお

いて、 1の濃度 C.や Rsが高い場合は、アニオン 2

とともにかなり多量の副生成物が生成した。このた

Fig.3 Time dependence of mo1e fractions during 
substitution reaction in 0.5 wt% CHぅCl，solution. 

めca=0.5wt %溶液中で反応を行い、 Rs=1のとき 2

が最も多く生成すること、しかし依然かなりの副生成

物が生成することを明らかにした。一方、 CD2Cl2中

では、 c.=0.5wt %、 Rs= 1の条件下で、副生成物をほ

とんど生成することなく 2が生成するが、この系にお

いてもらや Rsが高い場合は、 CH3CN系と同様の副生

成物が生成することを確認した。 Ca=0.5 wt%、Rs= 1、

反応物の溶液を-70oCで混合し、 -20oCで反応させた

ところ、 Fig.3のように、副生成物を生成することな

ihf ー的戸田
~ξ .' 
ーロ

o tf 。 50 100 150 

Times i h 

Fig.4 Plots of the mole fractions of diffl巴rentSi-M巴

くほとんどの 1を反応させることができた。 2は1の groups; site A or B in anion 1 and 3， against th巴

6つの silyl基の内 2つの silyl基(サイトA、Fig.2点 reaction times. 

線部)のみが選択的に dimethylvinyl silanolと置換された構造をもつことを、 lHNMRおよびX線結晶

構造解析により明らかにした。

次にアニオン 1とn-butyldimethyl silanol n-(C4H9)Si(MehOHとの置換反応に関する結果を示す。 1の

シロキシ基は c.=0.5%、 Rs= 1のCH3CN溶液中において、特定の高IJ生成物を生成することなく

fト(C4H9)Si(MehOHと置換反応を起こし、 dimethylvinyl silanolの系と同様に、サイト Aのみが置換された

アニオン3を生成した。 Rsを8まで、上げてもビニノレシラノーノレの系のような特定の副生成物はほとんど生成しな

かった。 Fig.4には、段階的にn-butyldimethyl silanolを加えて反応させた系のモルフラクションの変化を

示す。いったん霞換反応が飽和した Rs= 1の溶液を減圧下で溶媒やシラノールを除去した後に、新たに

溶媒とかbutyldimethyl silanolを加えて溶液の再調製を行なった。(図の点線部)生成物 3の強度が再調

整後さらに増加しており、段階的な添加によってさらに置換反応が進むことがわかった。この結栄は、

アニオン 3と系内の遊離した tert-butylsilanolとの逆反応の存在を示唆している。

また、 triethylsilanol (C2民)3SiOHとの置換反応でも fトbutyldimethyl silanolと同係に、 CD3CN中におい

て特定の不純物を生成することなく、サイト Aのみが置換された化合物3を生成することを確認した。

以上の結果により、 3種類のシラノールはいずれも、アニオン 1と反応し、その結果サイト Aのみ

がそれぞれのシラノール残基と置換されたアニオンを生成することを確認した。発表では、アニオン 2

からなる結晶の構造と分子運動に関する固体 NMR解析についても報告する。

l)Y. Kusaka， Y. Ozawa， A. Yagasaki， Inorg. Chem. 2001，40，2634. 
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1 P20 
超高磁場勾配 13C及び lHNMR法を用いた等方相及び液晶相

における棒状高分子の高精度拡散係数解析

東工大院理工l、高分子センターZ、東京家政大3

0金坂将l、木村英昭¥黒木重樹1，2安藤勲1，2、藤重昇永3

Diffusional Behavior ofRod-like Polymer in the Isotropic and Liquid Crystalline Phases as 

Studied by High Field-Gradient 13C and lH NMR 

Sho Kanesaka'， Hideaki Kimura'， Shigeki KurokiU， IsaoAndo，， 2 and Shouei Fujishige3 

'Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology 

2International Research Center ofMacromo¥ecll¥ar Science， Tokyo Institllte ofTechnology 

3 Tokyo Kasei University 

The phaseもransitionof poly(di-n-ethylsiloxane) (PDES)合omthe biphasic phase composed by the 

isotropic and liquid crystaIline regions to the monophasic isotropic phase is characterized through the 

observation of static soIid-state 29Si spectra in the temperature range from 20 to. 50oe， The experimental 

results show that PDES forms the biphasic phase between 20 to 40oC， and then the ¥iquid crystalline region 
of the biphasic phase melts completely at above 50oe， The diffusion coefficients (D) of PDES in the ¥iquid 

crystalline region ofthe biphasic phase have been determined by using pulse field-gradient stimu¥ated-echo 

'3C NMR with 'H CW decoupIing as designed by us and also in the isotropic region ofthe biphasic phase 

and the monophasic isotropic phase hav巴 beendetermined by using conventiona¥ pulse field-gradient 

stimulated-echo 'H NMR method， From th巴determineddiffusion coefficients， it is found that the PDES 

polymer chain in the Iiquid crystalline region of the biphasic phase is diffusing faster than in the isotropic 

reglOn， 

[緒言]

棒状高分子の拡散理論は Kirkwood')により表式化され、 DoiとEdward2)によって発展させられてきた。

このような理論研究は古くよりなされているが俸状高分子の拡散係数測定が困難であることから、実験的

な研究はほとんどなされていなかった。 磁場勾配発生装置の高性能化によって Yinらは磁場勾配 'H

NMR法を用いてサーモトロヒ。ツク 3)及ひVオトロヒ。ツク液品状態 4)1こある長鎖アノレキル基を有する棒状ポリ

ペプチドの拡散係数の測定に成功し、サーモトロヒ。ツク液品状態において Kirkwoodの理論が成り立つこ

とを示した。 しかしながら、多くの棒状高分子は相対的にじが短く、拡散係数が小さいため磁場勾配パ

ルス印加時間(ei )及び拡散時間(Ll)を長くすることができない。 そのため、正確な拡散係数の測定は

非常に難しい。

Poly( diethylsiloxane) (PDES)は主鎖にシロキサン結合(δi-O・)を持ち、側鎖にエチル基を有する

無機・有機混成ポリマーで、ある。 その高分子量(Mw>30000)のものは典型的なメソゲンを持たない

にもかかわらず主鎖と{則鎖の相互作用のバランスにより 30
0
C近傍において液晶領域と等方領域が

液晶性高分子、ポリジエチノレ、ンロキサン、超高磁場勾配 '3CNMR、拡散係数

かねさかしよう、きむらひであき、くろきしげき、あんどうし官お、ふじしげしようえい
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混在する混合相を形成することが知ら

れている。 液晶状態においてPDES鎖

は規則構造を有しており、それぞれの

鎖は棒状態をとっていることが予想され

る。 このとき、その鎖は強い双極子相互

作用にさらされており IHT2は200μs程度

と短く、拡散係数は分子量が大きいことか

ら 10九m2/s程度と小さいため一般的な

pulse field-gradient spin-echo IH NMR法

による拡散係数の精度高い測定はできな

し、。

そのような背景から本研究では γが小

(a) lH 
R 

¥ . 4 

900 pulse 90<' pulse 900 pulse echo 

Field-gradient L-1 ど十、¥
8 B"  

A 

(b) 13C 

?l 
¥ . 

ー
事Oopulse 90<' pulse 900 pulse echo 

lH ldoZil:l '"、dccouplc 

2
7
 

ζTh.. 
E -・4 

Fig. 1 A diagram of PFGStE IH NMR pulse sequence 

(a) and PFGStE 13C NMR pulse sequence with IH CW 

decoupling (b). 

さく、相対的にじの長し、 13C核を拡散プローブとして用いた磁場勾配 NMR法を開発し、棒状高分子の

拡散挙動を明らかにすることを目的とする。

[実験]

Static solid-state 29Si NMR法、 pulsedfield-gradient stimulated-echo IH NMR (PFGStE) i去(Fig.l(a))、

PFGStE ¥3C NMR under IH CW decoupling法 (Fig.l(b))は高磁場勾配パルス発生装置を備えたBruker

Avance DSX300 NMR spectrometerを用いた(共鳴周波数29Si:59.61MHz， 13C: 75.47MHz， IH: 

300.11MHz)。

PFGStE 13C NMR under IH CW decoupling法において、 IHdecouplingは磁場勾配パルスを印加して

いる時間を避けて行った。 磁場勾配をかけると試料管内にある核は空間的な位置に依存した異なる磁

場を感じるためその共鳴周波数が異なる。 大きな磁場勾配をかけると核の共鳴周波数は幅広い周波数

域に広がるため(例えばサンプノレ厚 2mm、Gが 1000G/cmとすると::!:1400 ppm以上)IH decouplingの

効率が落ちる。 通常の PFGStE実験では Gまたは 6を変化させてそのエコー強度の減衰より拡散係数

を求めるが、磁場勾配パノレス印加と IHdecouplingを同時に行うと得られるエコー強度の減衰は拡散によ

る効果だけでなく、 decoupling効率の違し、からくるT2緩和の影響が入ってしまう。 このようなartifactを取

り除くために Fig.I(b)のようなパルス系列を用いた。

エコー強度減衰の解析に拡散成分が1成分のときは式(1)を用いた。

A(G) ____J __2<:21"'2 n/A  "1'" i --=exP-Y282G2D(企-8/3)} (1) 
A(O) 、ノ

ここでA(G)はある Gでのエコー強度、A(O)は磁場勾配をかけないときのエコー強度、

γは磁気回転比、 Dは自己拡散係数である。 また、拡散成分が複数成分存在すると

きは 2成分と近似し、その解析には式(2)を用いた。

A(G) 
一一一=ffastexp[ _y

2
8
2
G
2 Dfasl (Ll-o/3)] 

A(O) 削 (2)

+fsloJxp[-Y282G2DsloJA-8/3)] 

ここで DfaslとDslowはそれぞれ拡散の速い成分と遅い成分の自己拡散係数、同様に弘slとfslowはそれぞ
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れの分率でその和は九SI+fs1ow=1。

[結果と考察]

PDESは充分に乾燥させた hexaethyltrisiloxaneをモノマーとし、水酸化カリウムを開始剤とした開環ア

ニオン重合により得た。 得られた PDESの分子量はウベローデ?粘度計により 215，000と決定された。

PDES は7
0

Cにおいてα2結晶相から混合相へ、 17
0

Cにおいてん結品相から混合相に転移することが知

られているが混合相から等方相への転移温度は分子量等に依存する。 そこで、本 PDESの混合相一等

方相の転移温度を明らかにするために staticsolid-state 29Si NMR測定を行った(Fig.2)。

20、30、40
0

Cにおいてそのスペクトルは等方的な成分と異方的な成分の重ね合せで、 50
0

Cでは等方的

な成分のみが観測された。 このことから異方的な成分は液晶相を形成している高分子鎖に対応している

ことがわかる。 このスベクトノレより液晶相を形成するポリマー鎖は異方的な回転運動をしており、鎖が様

状態にあることがわかる。

次に液晶成分、等方成分の IHT2を決定するためにsolidecho測定、 Hahnspin echo測定を行うと液晶

成分と等方成分の T2はそれぞれ0.2，7.4 msであった。 そこで、 11= 500 ms， a =8 ms， r =11.2 msとし、

G を 0~1 ， 160 G/cmまで変化させながら PFGStEIH NMR測定を行い、等方成分の拡散係数を決定した

(Fig.3)0 PFGStE IHNMR測定を用いた場合、このT2で、等方成分の拡散係数は充分に測定で、きるが

液晶成分に由来する信号はAの聞に緩和してしまい観測されない。 単一な等方相を形成する温度であ

る50，60， 70， 80
0
Cにおいて観測された拡散成分は l成分であり、その拡散係数は 6.2X 10-11から 7.4x

1O-llcm2/sへと温度増加に伴い徐々に増加した。 このような非常に小さな拡散係数を示した原因として

絡み合いの影響があげられる。 この温度で PDES鎖はランダムコイノレ状態をとっており、強く絡み合って

いる。 その結果として1O-llcm2/sオーダーの小さな拡散係数が観測されたものと考えられる。

20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 鴫60

Chemical shift (ppm) 

Fig. 2 Observed solid-state 29Si NMR 

spectra of PDES at temperatures合om

10 to 500C by single 900 pulse with 

high power IH decoupIing. 
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また、混合相を形成する温度である 20，30， 40
0

Cでは拡散成分が 2成分観測された。 ここで液品成分

はじの短さから観測さ札ていないので混合相中の等方領域に 2つの拡散成分が存在し、液晶領域との

境界iニ近い方に存在する PDES鎖は速く拡散し、内部側は遅く拡散していると考えられる。

次に液晶成分の拡散係数を決定するために PFOStE13C NMR under IH CW decoupling測定を 20，

30
0

Cで、行った(Fig.4)。 このときの実験条件はム=1，000ms， a =0.5 ms，τ=1.7 msでGをOから 1，160

O!cmまで、変化させながら測定を行った。 これらの温度において PDESは混合相を形成しているが液晶

成分の分率は IHsolid echo測定の結果より 20
0
Cで 81%、30

0
Cで 69%と支配的で、あることが明らかとなっ

ている。 液晶成分の 13CT2はIHT2より長いため、この実験条件においてその信号を観測することができ

る。この測定の結果、 Fig.4(a)に示す減衰直線が得られた。 Fig.4(b)はこの測定条件における拡散に

よる減衰を拡散係数1O-8_1O-llcm2!sに関して、ンミュレーションしたものである。 等方成分の 13CT2は液品

成分の 13CT
2よりも長いため最終的に得られるエコーには等方成分と液晶成分の両方に由来する信号が

含まれ Fig.4(a)の減衰直線には両成分からの寄与が含まれている。 しかしながら、 Fig.4(b)に示したよう

にこの実験条件において等方成分の拡散は非常に遅く、その信号はほとんど減衰しないためその寄与

は無視できる。 よって、 Fig.4(a)に示した減衰は液品成分に由来するものと帰属できる。 そこで減衰直

線の傾きよりこの液晶成分の拡散係数を決定すると 20
o
C:9.9x 1O-9cm2!s， 30oC: 3.3 x 10九m2!sで、あった。

この結果より棒状態にある PDES鎖はコイル状態にある鎖よりもその自己拡散係数が大きし、ことが明らか

になった九

(a) (b) 
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Fig. 4 The plots of In[A(O)!A(O)] against l028¥t'1-8!3) for determining diffusion 

coefficients D of PDES by PFOStE 13C NMR method at 20 (0) and 300C (・)(a) and 

theoretical curve of probe molecules with D = 10-8 (dotted line)， 10-9 (dashed line)， 10・10

(自neline) and 10-11 cm2!s (bold line). 

1) Kirkwood，1. 0.， Rec. Trav. Chim. 1949，68，649. 

2) Doi， M.; Edwards， S. F. The Theory 01 Polymer Dynamics; Clarendon Press: Oxford， 1986 

3) Yin， Y.; Zhao， C.; Kuroki， S.; Ando， 1. Mαcromolecules 2002，35，2335. 

4) Yin， Y.; Zhao， C.; Sasaki， A.; Kuroki， S.; Ando， 1. Macromolecules 2002，35，5910. 

5) Kanesaka， S.; Kimura， H.; Kuroki， S.; Ando， 1.; Fujishige， S. Macromolecules， submitted. 
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1 P21 
キラル液晶 NMR法による光学異性体の分離 III

フッ素を有するトリアゾール系化合物への応用ー

(神戸薬大 1 !奇玉大理工理研t阪大院医 4)0中尾佳f筒杉浦畏喜子

伊藤允好関亦克彦鵜j翠淘吉田茂男浅見忠男木村教臣〈藤原英明 4

Discrimination of enantiomers by means of NMR spectroscopy using chiral liquid crystalline solution 

III. -Application to triazole compound containing fluorine -
Yoshinori NakaoI， Makiko SugiuraI， Masayoshi ItoI， Katsuhiko Sekimata2， Jun Uzawa3， Shigeo 

Yoshida3， Tadao Asami3， Atsuomi Kimurど， Hideaki Fujiwara¥ 
1 Kobe Pharmaceutical University， 2Graduate School 01 Science and Engineering， Saitama University， 

3 RlKEN and 4Graduate School 01 Medicine， Osaka Universiσ， 

A triazole compound containing fluorine， novel brassinosteroid biosynthesis inhibitor， has been 

dissolved in PBLG-CDC13 chiral liquid crystalline solvent for measurement of 13C NMR. The 

chemical shift separations due to the chemical shift anisotropy hav巴beenobserved on several aromatic 

carbons betwe巴nthe enantiomers ( (2S，4RJ and (2R，4SJ). Direct couplings of C-F have been 

observed on several carbons and the measured coupling constants (DC-F) are di能 rentbetween these 

enantlOmers. 

[はじめに]液晶 NMR法は， PBLG (Poly十 (benzyl-L-glutamate))などによるキラル液晶

を溶媒とし，化学シフト異方性，双極子直接結合，

四極子結合などの差を利用して光学異性体の分離

観測を行う方法であり，対象となる光学活性体に

化学修飾を施すことなく直接観測出来ること，溶

媒として用いる液晶がヘリックス構造をとるため

生理環境に近いということなど，魅力的な方法で

ある。演者らの研究室では，これまで生理活性を

有するトリアゾール系化合物にこの方法を適用し，

光学異性体存在比の決定，配向パラメーターの計

算等を行ってきた。

今回は，フッ素を有し，さらに光学中心を 2個

有するトリアゾール系化合物 Brz220(I) 1)にとの

方法を適用した。化合物は， brassinosteroid生合成

阻害活性を有し、しかもその光学異性体によって

その活性に差がみられる。 ここではもっとも活性

の高い (2S，4RJ 体(Ia) とそのエナンチオマー

つ::
)5f 

Arん
F

Ib (2R，4S) 

(2R，4SJ体(Ib)混合物について、 PBLG-CDC13液晶溶媒中で 13CNMRの測定を行い、

シグナル分離の有無を調べた。

[実験] ラセミ体Iを， PBLG-CDCh液晶に溶解し (I!PBLG/CDCI3:24/210/700) 

キラル液晶，エナンチオマー，化学シフト異方性， C-F双極子結合定数， brassinosteroid生合成阻害剤

なかおよしのり，すぎうらまきこ，いとうまさよし，せきまたかつひと，よしだしげお，

あさみただお，うざわじゅん，きむらあっおみ，ふじわらひであき
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サンプルとした。液晶状態の確認は， 2DNMRによって行った。 NMRの測定は， Varian 

Unity-500または INOVA-500(1JC:125.7 MHz， 2D:76.8MHz)を用い，いずれの測定も， Lockな

しで行った。分離観測出来た光学異性体の帰属を行うため， Ia単独及び Ia/lb(1/4)混合

物についても，同様に PBLG-CDC13液品中での 13CNMR測定を行った。

[結果と考察]液晶溶媒中でのラセミ体 Iの 13CNMRは，予想通り芳香環炭素で，化学シ

フト異方性の違いによる光学異性体問での分離を観測出来た。また C-F聞の双極子直接結

合によるシグナルの分裂が，いくつかの炭素で観測出来，しかもその結合定数に光学異性体

間でわずかではあるが差が見られた。観測された化学シフト (Oc)と双極子直接結合定数

(DC-F)の値を， Tablelにまとめた。

光学異性体間

のシグナルの分

離は，期待した

ほど大きくはな

いが，ベンゼン

環炭素と僅かで

はあるが CF3
炭素で観測され

ている。大きな

シグナル分離を

観測出来ないの

は，分子の異方

性運動に関係し

ているのではな

いかとも恩われ

るが，詳細は検

討中である。

一方，C-F双

Table 1. The observed Oc and DC.F values for laand Ib. 

Carbon I Liquid 
6c (ppm) 

Liquid Crystal 

la Ib 6.(la・Ib)

DC-F (Hz) 

la Ib 

107.09 107.09 

77.21 77.21 

70.30 70.30 

34.27 34.27 

18.60 18.60 

13.65 13.65 

55.50 55.50 

151.84 151.84 

145.27 145.39 ・0.12

145.01 145.01 

126.97 126.87 0.10 

126.19 126.11 0.08 
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131.20 女*

125.60 126.19 126.11 0.08 

126.30 126.97 126.87 0.10 

123.90 123.90 123.89 0.01 

22 20 

12 11 

394 401 

安 Cannotbe observed because ofthe overlappinQ wlth PBLG siQnal. 
極子直接結合定

数は，値自体が大きいものには，わずかに光学異性体間で差がみられる。データ数が少ない

ので，これらの値から配向パラメーターを計算することは出来ないが，この差もこれら光学

異性体の液晶中での配向の違いを反映していることは明らかであり，今後これらの値につい

ても詳細な検討を加える予定である。

[参考文献]

1) K. Sekimata， et.al，. J.Agric. Food Chem.， 50， 3486 (2002); K. Sekimata， et.al，. Tetrahedron 

Asymm. ， 13， 1875 (2002) 
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1 P22 
磁場勾配 NMR法による高分子ミクロキャピティー中の

メタン及びエタン分子の拡散過程の研究

(東工大院理工) 0松井政徳、山根祐治、木村英昭、

黒木歪初、安藤勲、付凱、渡辺順次

Diffusion behavior of methane and ethane molecules in the cyIindrical cavity channels of PBpT・012
as studied by PFGSE 'H NMR method 

Masanori Matsui， Yuji Yamane， Hideaki Kimura， Shigeki Kuroki， 
Isao Ando， Kai Fu and Junji Watanabe 

(Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofT巴chnology)

Diffusion process of methane and ethane molecules in the cylindrical cavity channels of 

poly(p-biphenylene terephthalate) with n-dodecyl side chains [PBp下012]has been studied by pulse 

field-gradient spin-echo 'H NMR spectroscopy. Self-diffusion coefficients of methane and ethane 

molecules in the cyIindrical cavity channels of PBp下012have been determined， to be _10.7 and 

-1 0.8cm2/s， respectively. These experimental results exhibit that the mobility of methane 

and ethane molecules is strongly restricted by the cylindrical cavity channels. 

[緒言]液品性高分子エステノレである poly(p-biphenyleneCdodecyloxy)terephthalate) [PBpT・012]

は、剛直な主鎖と柔軟な側鎖との相互作用によりさまざまな形態を形成し、カラムナー相からネマチ

ック相さらに等方相へと熱相転移を起こす。なかでもカラムナー相は、約3nmの直径を有する高分

子ミクロキャピ、ティーチャンネルを形成する。そこで、本研究では固体 NMR法を用いて、本自転移に伴

うPBp下012の構造変化を明らかにした。さらに、カラムナー相のキャビティー中にメタン及

びエタン分子を充填させ、磁場勾配 'HNMR法から得られるメタン及びエタン分子の拡散係

数から拡散過程とキャビティーチャンネルの特性を明らかにした。

[実験}固体NMR測定は CP/MASアクセサリーの装備されている BrukerDSX 300 NMR分

光器C'H共鳴周波数:300MHz)を用い、ローターの回転数は 3""5KHz、接触時間は 1.5ms、

繰り返し時間 5sで、行った。 13CNMR化学シフトは、アダマンタンの高磁場側のピークを 29.5

ppmとして校正を行った。

磁場勾配NMR測定は高磁場勾配発生装置を装備した BrukerDSX 300 NMR分光器を用いた。

pulsed-field-gradient spin-echo 'H NMR法を用い、

In[A(G)/A(O)]=ーがG
2
l(LI-8/3)D (1) 

の関係から自己拡散係数 Dを決定した。 'HNMR化学シフトは、重水のピーク 4.72ppmを

外部基準として用いた。

磁場勾配 NMR、環電流シフト、拡散係数、制限拡散、高分子キャピティー、メタン、エタン

まついまさのり、やまねゅうじ、きむらひであき、くろきしげき、あんどういさお、
ふがい、わたなべじゅんじ
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[結果と考察]

(1)相転移に伴う PB，p下012の構造変化
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Figure 1 IlC CP/MAS NMR spectra of PBpT・012as a function 01 
temperature， Assignments are indicated on peaks， 

は温度の増加に伴い主鎖のテレフタレイト部位が lHデカップリング周波数(約 60KHz)に相

当する運動を開始したために、 CP効果が減少しピークが消失した。この側鎖と主鎖の構造変

化がカラムナー相からネマチック相への相転移を引き起こす原因であるということを明らか

にした。

(2) キャピティーチャンネル内のメタン分子及びエタン分子の拡散過程

図2(a)に、純メタンガスの IHNMRスベクトルを示す。純メタンガスのシグナルは、 2，5ppm

に現れた。このスベクトノレは重水の、ンク、、ナル(4.72ppm)をTMS基準に換算し外部基準とした。

図2(b)に、 PBpT・012のキャピティーチャンネル内に充填させたメタン分子の IHNMRスベクトノレ

を示す。このスベクトルでは、 PBp下012の側鎖に由来する幅広なシグナルによってメタン分

子に関する情報を得られない。図 2(c)は、この幅広なシグ、ナルを部分的に緩和させた

pa凶ally-relaxedIH NMRスベクトルである。このスベクトルにおいて、キヤビ、ティーチャンネノレ

内のメタン分子に由来するシグナルが 0.12ppm、キャビティーチャンネル内に充填されず、 NMR
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管の中に残ったメタンガス

に由来するシグナルが 2.5

ppmに現れた。キャピティー

チャンネル内のメタン分子

に由来するシグ‘ナノレは、主

鎖部のフェニレン基のπ電

子によって誘発される環電

流の効果を受けた結果とし

て高磁場側に環電流シフト

を示した。この結果から、

メタン分子がキャピティーチ

ャンネル内に充填されている

ということが明らかにされた。

また、キャピティーチャンネル

内に充填されたエタン分子の

シグナルも、エタンガスのシグ

ナノレと比較すると高磁場側に

環電流シフトを示した。

図3に、 LI=: 5 ms、O=: 1.5 

ms、C=: 0.......1100 G/cmで測

定したキャピティーチャンネ

ル内のメタン分子の PFGSE

IHNMRスベクトルを示す。

磁場勾配強度 G = 0 

G/cmのスペクトルにお

いて、試料の外側のメタ

ンガスに由来するシグ

ナノレとキャピティーチャ

ンネル内のメタン分子

に由来するシグナノレの

両方が観測された。 G=

79 G/cm以上のスペクト

ノレにおいて、メタンガス

に由来するシグ、ナノレは

完全に減衰した。メタン

ガスの拡散係数は、

PFGSE IH NMR法によ

ってI.7xlO・Icm2/sと決

Methane molecules in the cylindrical 

cavipplsofmpm12 
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Figure 2. Single-pulse IH NMR spectrum of pure methane gas 
(a)， single-pulse 'H NMR spectrum of methane molecules in the 
cylindrical cavity channels ofPBpT-012 (b) and partially-relaxed ' 
IH NMR spectrum ofmethane molecules in the cylindrical cavity 
channels (c). 

Methane molecules in the 
cyJindrical cavity channels 

ofPBpT・012

1100 

10 ~ PPM 

Figure 3. PFGSE lH NMR spectra of methane molecules in the 
cylindrical cavity channels of PBp下012at room temperature by varying 
field gradient pulse intensity (G). The field gradient pulses intensity (G) 

used are仕om0 to 1100 G/cm. The gradient pulse length (8) and the 

diffusion time (.1) are 1.5 and 5ms， respectively. 

-156-



定できた。従って、図 3の測定条件におい

ては純メタンガスのaシグナルが G = 79 

G/cmで完全に減衰することが理解できる。

このように、メタンガスとキャビティーチャ

ンネル内のメタン分子の拡散過程が大きく

異なることから、容易に二つのシグナルを

分離できる。また、キャビティーチャンネル

内のメタン分子に由来するシグ、ナルは磁場勾

配強度 Gを強くしていくにつれ、徐々に減衰

していることがわかる。この結果から、メタン分

子がキャピティーチャンネル中を拡散してい

ることが明らかになった。

図4に、 -82GV(Ll・8/3)に対して得られた

シグナルの面積強度の比 ln[A(G)I A(O)]を

プロットした。直線が得られたことから、キャ

ピティーチャンネル内のメタン分子の拡散成

分は、この測定の観測時間内においてはl成

分であることが示された。この直線の傾きから

決定したキャビティーチャンネル中のメタン

分子の拡散係数は1.6X 10-7 cm2/sである。

この値は純メタンガスと比較すると約 10・6

倍である。また、一般的な溶媒の拡散係数

"-' 1 0・5cm2/s と比較すると約 10・2倍と小さ

な拡散係数が得られた。この結果からキャ

ヒ、、ティーチャンネル中のメタン分子の運動

性はチャンネルによって強く制限されてい

るが、キャビ、ティーチャンネル内を拡散してい

るということが明らかになった。また、キ

ヤピティーチャンネル内のエタン分子の拡散

。
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Figure 4. The plots of diffusion spin圃 echo
attenuation of methane molecules in the 
cylindrical cavity channels of PBpτ~O 12 against 
diffusion parameters by varying field gradient 
pulse intensity (G) . 
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Figure 5. Plot of the diffusion coe任icientfor 
methane molecules ih the cylindrical cavity 

channels of PBpT・012against diffusion time L1 
at room temperature. 

係数は、"-'1 0・8cm2/sとさらに小さな値であ

った。エタン分子の運動性は、チャンネノレによってメタン分子よりも、さらに強く制限を受けている。

図5に拡散時間Ll(磁場勾配パルス間隔)に対して、その拡散時間Aで測定して得られた拡散

係数Dをプロットした。Ll= 2 msからLl= 4 msの間隔において拡散時聞が長くなるにつれて

拡散係数の減少が観測された。この結果は、この拡散時間において、メタン分子の拡散過程が制

限拡散であることを意味している。すなわち、キャピティーチャンネノレ内のメタン分子は、Ll= 2 ms 

"-' 4 msの聞では制限拡散が起こる。そして、Ll= 4msでその制限拡散の効果が失われ平衡状

態に到達したことがわかった。さらに詳細なキヤビティーチャンネル内のメタン分子とエタン分

子の拡散時間の依存性等については、討論会で報告する。



1 P23 
超偏極二次元 NMR法による Xe-129ガスのダイナミクス評価

一多孔質微粒子および、マウス肺胞表面でのキセノンガス交換現象について一

0若山哲也、木村敦臣、 藤原英明

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻

Dynamics of Xe-129 gas by hyperpolarized 2-dimensional NMR spectroscopy 

-Xenon gas exchange on the surface area porous materials and alveoli -

OTetsuya Wakayama， Atsuomi Kimura， and Hideaki Fujiwara 

Course ofHealth Science， Graduate School ofMedicine， Osaka University 

Applicability of the two-dimensional EXSY which utilizes hyperpolarized Xe-129 gas has 

been tested for the industrial microporous materials such as polygosi160・100and for the living 

systems of mouse lung alveoli_ The cross peaks appeared sufficiently in both samples and 

dynamics ofthe gas adsorption process is proved to be monitored by this sophisticated method 

of diagnostics. It is expected that for the industrial microporous materials gas adsorption 

exchange process will provide precise information on the shape and size of cavities and that 

for the living systems it will provide a new diagnostic scale of gas absorption exchange rate. 

1.はじめに

超偏極 Xe-129ガスを用いた MRI!MRSは、プロトン MRIでは対象となりにくい肺などの空洞

部分のイメージングを行うことができ、様々な肺疾患の診断方法として期待されている。現在、

臨床で稼動している画像診断装置では肺でのガス取り込みを直接観察する方法はなく、超偏極

Xe-129MRI瓜tIRSでガス取り込みを観察、定量的評価することができれば、肺水腫、 ARDSをは

じめとする種々の肺疾患、の診断に適用できる可能性があると考える。そこで本研究では、超偏極

Xe-129ガスを二次元 NMR法に応用することを考え、 2D-EXSYによって 2-site系における交換

速度定数が求まることから、交換速度定数に注目し、多孔質微粒子、マウス肺胞の表面における

交換速度定数を測定した。

2. 方法

自作の常圧フロー型超偏極 Xe-129ガス生成装置を用い、光ポンピング法によって超偏極

Xe-129ガスを生成した。光ポンピング法は Rbの電子スピンをレーザーによって偏極させ、その

電子スピン偏極を Xe-129ガスの核スピンに移す方法である。 Rbを封入した偏極セルを1l0
0

C¥こ

温めておき、レーザー(Coherent社製 FAPシステム Ga-AI-Asダイオードレーザー:波長 795nm)

を照射して、 Rbの電子スピンを偏極させた。天然存在比組成のキセノンガス(Xe-129:26.4%)を

超偏恒二次元 NMR 交換速度定数

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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Na-K合金に通して乾燥(脱酸素)させてから偏極セルに送り込み、超偏極 Xe-129ガスを生成した。

測定用の NMR装置は Varian社製 INOVA-400WB(9.4T)を用い、多孔質微粒子の測定時には、

Varian社製 10ゆプロープを、マウス胸部の測定時には Doty社製 Gradientプロープを用いた。

測定は超偏極 Xe-129ガスをフロー開始した後 1秒おきに1Dスベクトルを測定し、信号が平衡状

態になったら 2D-EXSY測定を開始した。

Optical fiber 

NMRprobe 

② Cock 

Fig_l : Hyperpolarized Xe-129 gas supplying system 

3_結果と考察

多孔質微粒子lこ超偏極 Xe-129ガスをフローさせて獲得したスベクトルからはガスピークと吸

着ピークを観測した。また、マウスに自発呼吸で、超偏極 Xe-129ガスを吸入させて、マウス胸部

から獲得したスベクトルには Oppmのガスピー

クのほかに 192~205ppm に 4 つの溶解ピーク

を観測した。これらのピークの具体的な帰属は

現在調査中であるが、 Oppmのピークは肺胞内の

Xe-129 ガス、 192~205ppm のピークは肺胞表

面から生体内に取り込まれた Xe-129に由来す

る。そこで、多孔質微粒子については Xe-129ガ

スと吸着した Xe-129の間での 2site系を、マウ

スの肺については肺胞内の Xe-129ガスと肺胞

表面から生体内に取り込まれた Xe-129の聞で

の 2site系を考え、 2site系におけるキセノンガ

ス交換速度定数を算出した。

重吉器骨

、<=>' (".3コ

22~ 
I I I I I I I I I I I I I 'I I I I I I I I I 'I 

2;~0 180 140 100 60 20 -20 

Fig_l・ HyperpolarizedXe-129 2D-EXSY from 

mouse lung 
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1 P24 
低出力ラジオ波を用いた新規固体NMR双極子磁場分離法の開発

横浜国立大学 工学研究院

0西村勝之、 内藤晶

Development ofNew Technique of2D田 SeparatedLocal Field in Solid State NMR Using 
Weak RfField. 

katsuvuki Nishimura and Akira Naito 
Graduate School of Engineering， Yokohama National University， Yokohama， 240-8501 

The new so1id-state 2D separated local field NMR technique with low rf power for 
observed nuclei is developed. Experiment is referred as TANSEMA， which is acronym of 
Time Averaged Nutation Spin Exchange at Magic Angle. This experiment is designed based 
on recently developed T ANMA・CP(Nishimura et a12003) which allows to reduce rfpower 
for observed nuclei to satisfシHartmann-Hahnmatching condition and 'H homonuc1ear 
dipolar decoupling， simultaneously. Better qualities of spectra over PISEMA were obtained 
experimentally for T ANSEMA without sample heating at MBBA in the liquid crystalline 
state with the achievement of 113 and 1/10 reductions of rf nutation frequency and rf power 
for observed nuclei， respectively. 

<概要>
IH伺種核開磁気双極子相互作用を削除しながら観測核へ適用するラジオ波を任意

に削減し、定量的に IH-X異種核開磁気双極子相互作用を測定可能な、新規固体2次

元双極子磁場分離(SLF)法 TANSEMA(Time Averaged Nutation Spin Exchange at Magic 

Angle)の開発を行った。液品試料を用いて既存の同様な測定法PISEMA(Polarization

Inversion Spin Exchange at Magic Angle)と性能比較を行い。観測核へ適用するラジオ

波歳差周波数を 1乃、出力を 1110に削減しながら同様な性能が得られていることが実

験的に観測された。また観測された磁気双極子相互作用の解析から TANSEMAでは

PISEMAに比べ試料発熱が大幅に抑制されていることも判明した。

<序論>

昨年筆者らは、比較的局所分子運動性の高い静止試料に適用可能な新規固体高

分解能NMR感度向上法 TANMA-CP1)法の開発を行い、その有効性を立証した。本

研究ではこの TANMA・CP法を発展させ、試料発熱を抑制可能な弱い出力のラジオ波

磁場を用いて、配向試料で磁気双極子相互作用を観測可能な新規固体NMR測定法

T ANSEMA (Time A veraged Nutation Magic Angle)の開発を行った。観測される磁気双

極子相互作用および化学シフトは静磁場に対する各テンソノレの主軸の相対方向を与

えるため、静磁場に対する生体分子の配向角を正確に求めることを可能にし、膜結

合ペプチドや膜タンパク質の構造解析のための情報を与える。

<理論>

図 1に(a)PISEMA2)、(b)TANSEMA(half cycle)、(c)super cycle、(c)super cycle with 

Rf rampを示す。 lH核へ歳差周波数ωeff1でτ1時間+LG3，4)、九時間・LG、観測核へは

NMR 双極子磁場分離 低出力ラジオ波

にしむら かつゆき ないとう あきら
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歳差周波数ωlSXで連続的にラジオ波を照射した場合の、 m回TANMA周期

τC ="1 +τ2に対する TANMA-CPのO次の平均ハミルトニ'アンを explicitに計算する

と以下のように求められる。
コ士川、 i.Jsmo r_. _ _ 1 
HinttUj(mτJ= てべ Irs-*Q+ +rs+ホQ-I
山"- i(ω宅ffl ー ω1s')n"c‘ 4 

Qi:=平(ωψ-(i)IS) [exp {:!:iLlωISm"c}-1]+2ω伊[叫{:!:i(ω伊一ωIS)t1}-l]L叫[土u'1ωISnτc]

企ωIS= (五二五)*ωeffI ωIS'

"c 
すなわち TANMA-CPのHartmanrトHahn(HH)5l条件はδωβ =0と求められる。

ただし

ょっ

"2の比率、すなわち時間平均因子TAF=五二三を変化
τC 

させることにより HH条件を任意に調整することが可能であることが分かる。

て任意の周期..cに対する τl、
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s 

Fig. 1. (a) PISEMA21， (b) TANSEMA (halfcycle)， (c)白11cycle， (d) fu11 cycle with rf ramp 
for obs. Nuclei. Dark gray and bright gray areas indicate+LG and -LG irradiations for lH 
nuclei， and on~resonance +X and -X rfirradiations for observed nuclei， respectively. 

11 

TANMA-CPのHH条件下企ωIS= 0で lH、観測核双方の正味のラジオ波が時間平均さ

れる 2π回転周期の奇数サイクノレ((τl時間+LG、"2時間ーLG、観測核へはωlSXで連続的

ラジオ波を照射)と偶数サイクル("1時間・LG、"2時間+LG、観測核へは・ωlSXで連続的

ラジオ波を照射)での各々のサイクルでの TANMAO次の平均ハミルトニアンは
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iii凹叫JJn叫JJtJf(刊0勺d必納uめ)=Ds如h凶砂叫山I占kト+s-*Qσ+O釧d必fd_or 伽伽n+Iず *QσQ，舗必札-九Even]

Q"Odd = [~i{COアトリJ+[~ヂ] ι=[坤 oア)斗
今 T

ただしP= ，，(1-TAF2)~ 。よって super cycle( 4π)のO次の平均ハミルトニアンは
"LG 

ZJ)(Slipιー似'e)= DsinolQ[r s-+ r s+ ]、 ただしQ=主位L' ~ "~ J' ，-， --~ (P)。

得られた平均ノ、ミノレトニアンはスケーリングファクタ Qを除き PISEMAと同一の平

均ハミルトニアンである。図 2にTimeAveraging FactorとR(LGサイクルに対する

TANMAサイクル比)を関数とするスケーリングファクタ Qを示す。
MBBA 

<実験>

Chemagnetics CMX 400Infmity固 α4只 γ717=ミ4 a 

体分光器を用いて 5mmO.D.の2重 CH3ー 0-'丸ノ'--CH= Nデ丸Jιー帥ーCH2--CH2--CH3 

共鳴 MASプロープ静止状態で測定 556l 32・3'

した。液品試料MBBAをガラス管に 2' 

封入して試料管中央 5mniのところへ

設置し、温度 25
0Cに設定した。 lH核

で 41kHzのLGspin locking CP， LG照

射時は 32kHzo Decoupling時は 35kHz。

HH条件を満たすようにラジオ波の微

調整を行った。 TANSEMAのtime

averaging factor (T AF)は全て 0.328で行

4' 4 ・
7 

T 

200 
Y 

160 
τ 

120 
ppm 

T 

80 

ζ〉ピ

T 

40 

β'" o 

った。 τ1=7.8μs "C2=3.8μs、τc= Fig. 3. 13C lD-N恥依spec加 mforMBBA.
12.2μs、周波数、位相同時切り替え

300ns。

<結果.考察>

図3に(a)PISEMA、(b)TANSEMA(halfcycle)、(c)super cycle、(c)super cycle 

with Rf rampで得られた 2D-SLFスベクトルを示す。 PISEMAスペクトルに対して

TANSEMA half cycleはcarrieroffset依存性が存在することが分かる。 on

o 

resonance付近では定量性があるが、 offset値の大きいスベクトル両端で、はスピン

交換は消滅している。一方 supercycleスペクトルではこのような依存性は確認さ

れない。 Supercycleではパルスシーケンスの対称性から lH同種核問磁気双極子相

互作用の高次項を消去することができる。また実数項のみのハミノレトニアンである。

これらの総合的な改良が性能向上をもたらしたと考えられる。さらに PI印刷法で磁

気双極子相互作用の定量性向上のために提唱されている LG2π周期内の観測核の rf

傾斜を TANSEMAで、行った場合、 offset依存性が改善されていることが分かつた。ま

たPISEMAから得られた双極子結合定数は TANSEMAに比べて、 a1iphatic領域では約

50目、 aromatic領域では 80偽程度にスケールされていることが判明した。これは試料

発熱により運動性が増大したことに起因すると考えられる。
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<結論>

full cycleのTANSEMAでは PISEMAに対して1/10の低出力のラジオ波を用いて試

料発熱が抑制され、 PISEMAと同等のJ性能を持つことが実験的に証明された。

(a) (c) 
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Fig， 4. 2D-SLF spec仕aobtained by (a) PISEMA2)， (b) TANSEMA (half cycle)， (c) super 
cycle， and (d) super cycle with rf ramp for obs. nuclei， respectively. Only 6.0 w rf out put was 
used for obse円 edchannel for all T ANSEMA experiments during spin exchange， in contrast 
to 67.0 w for PISEtv仏.
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1 P2ラ
強度位相変調 rf磁場を用いた試料回転の下での核スピン相互作用の

decoupling/recouplingと化学シフト異方性の決定への応用

(耳g研 GSC1、京大院埋2)

O西山裕介 l、山崎俊夫 l、寺尾武彦 2

Decoupling and recoupling of nuclear spin interactions by an amplitude and phase 

modulated rf-field and its application to chemical shift anisotropy determination 

under sample spinning 

(RlKEN GSC1， Kyoto University2) 

OYusuke Nishiyamal， Toshio Yamazaki1， and Takehiko Terao2 

A new method to obtain an amplitude and phase modulated rf-field which decouples 

and/or recouples nuclear spin interactions under sample spinning is presented. Euler angles 

Qrf(t) which describe the削 ationin spin space is determined in order to ful五11the 

symmetry principle selection rules. Then， the l"f-field is directly calculated fi'om Qrf (t). As 

example of this approach， a new modulated rf-tield which recouples chemical shift anisotropy 

(CSA) interactions is developed， and experimenta11y demonstrated on 15N-N-acetylalanine to 

determine CSA principal values via a 2D powder pattern. 

序

試料回転の下で NMR相互作用 Hamiltonianの decouple/recoupleを行うパルスシーケ

ンスを求める symmetryprincipleがLevittらにより提案された[110この手法では rf磁場による

スピン部分の回転を表す Euler角に特有の周期性を持たせることによって、 Hamiltonianの

decouple/recoupleを行う。 Levittらが提案した手法で、はπパルスを特定の規則に則って並べるこ

とにより結果として Euler角の周期性を満たす symmetry-basedsequenceが作成される。本発表

では、周期性を満たす Euler角をあらかじめ設定し、その Euler角から直接 rf磁場を求めること

によってパルスシーケンスを作成する。

理論

symmetry-based sequenceにはCNJとRNJの2種類があり、ともに N，v，nの3つのパ

ラメーターによりスピン部分の回転を表す Euler角(αrf(/)，βけ(t)，Yrf (t))の時間に対する周期性が

定められている。また、これらのシーケンスの周期は試料回転周期τ1のnf奇である。ここではRNJ

に注目する。周期性は

固体 NMR，recoupling， decoupling， MAS， OMAS 

にしやまゅうすけ、やまざきとしお、てらおたけひこ
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ん(t引 =βrr(/)+JZ"，χ{t引 =χf与
で与えられ、得られる averageHamiltonianとN，v，nには次の関係がある。

百ImAII-

、、，ノ
1
Eム

，，.E
・‘、、

(2) 

lは空間の rankであり mはm= -1，-1 + 1，...1の値をとる。またλはスピン空間の rankであり

μλ，ーλ+1，..λの値をとる。従来の手法とは異なり、まずあらかじめβぽ(t)とrrf (/)を設定す

る。(l)式の周期性を満たすあらゆるβ'rf(t)ゃれf(t)は次のように記述できる。

trNt 'r" 1 . 2JZ"Nmt.. 2trNmt 1 

βげ(1)=一一+吹|b122cos--一+ιm一一一|
nτrτア nτ nτr J 

27M 'r" 1 2trNmt . 2trNmt 1 

九(t)=一一+デlguncos--+gMnSIn--| 
n'fr 71 n'fr n'f，. 1 

(3) 

このようにあらかじめん(t)とrrf(t)をノfラメーターで表すことにより、ノぐラメーターを変化させ

るだけで(l)式を満たすあらゆるパルスシーケンスを効率よく作成することができる。こうして設

定したβば(t)や九(けから Ishiiらの提案した rf-fieldmodulationにより rf磁場が直接・求めるこ

とができる[2]0

CSA recoupling 

化学シフ〔ト異方性(CSA)を復活させることにより 2D(J'，jδ 相関スベクトルを

off-magic-angle spinning (OMAS)のもとで観測する。ここで

ι=isiI12θjl3 sin 2 snn ((J'~ASσiso )+(I+cos2 snn lcos2αnn ((J':.AS -σ:.AS )1
2 

ゐ

4 降 ，'-I¥.、、 ，ll¥.1 川、 1'1'

(4) 

+[2c吋限 sin2αJσrs一σ??)1212

(j=σ1$0 +円(ωト(c州 防S-r)+jsi仇 阿 川s-r)]匂)

である。 (αPR，sPR ' rPR )は CSAテンソノレ 5 

の主軸系(PAS)をrotor-fixedframeに移す

Eulel'角であり、試料管の中での CSAテ
A 

σ2 

ンソルの PASの配向を表す。 θは試料回

転軸と静磁場のなす角、 σJAS(i=x，y，z)

は CSAテンソルの主値、 σ刷は CSAテ

ンソルの等方値であるo σjδ相関スベ

クトルはt，次元に H2士2'土lの項を復活さ

せσ2を観測し、ん次元で OMASのもと

で FIDを観測IJ((j)することにより得ら

Figul'el. 2Dσ'，Io' powdel' pattern undel' OMAS. The 
l'esonances covel' ovel' the pal'allelogl'am. Three singulal'ities A， 
B， and C appeal' at 
(σ:"o') = Iσ.IlASσrlsldW2，σ刷+ぺ(∞sθ財?にσ'''')j，

|σr σ::-"Isin' B/2 ， (5"'" +引∞sθ)(σ1';同一σ削 )j，and 

1σ;川一σケISin'B/2，σ ~ペ(∞sB)(σ:.;"-(5""')j 
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れる。粉末試料のこの CSNCSA相関スベクトルには Fig.1に示すように A，B，C3つの singularity

が現れ、 singularityの位置から CSAテンソルの主fuiを決定することができる [3]0singularityの

位置から CSAが決まるため、精度よく CSAを決定できる。また、 σl叫が同じで CSAが異なる

俺数のサイトが存在する場合、通常の MASのもとでの CSArecouplingでは信号が蕊なってしま

う。 σ2/δ スベクトルでは分離した si時 ular町か ら CSAを決定できるため、このような状況で

は特ーに有用になりうる。

結果と考察

我々は万出凶(および等方 J)をrecoupleし、そのほかの項を decoupleする R14:の対林

性を用いてパルスシーケンスを作成した。 Fig.2に従来の手法に基づいて1(パルスを基本要素とし

て作成した symmetry-basedsequenceと本発表の手法を用いてん=0.15 rad， g.l'l = 0.067 rad 

(その他のパラメーターはすべて 0)のパラメーターを用いて作成した sequenceを示す。前者のス

ケーリングファクターは 0.148であり、後者は 0.277である。

Figure.2 Phasu and amplitudo 01' 

rL'-!'juld I<Jl封ymm(!try'ba同 d R14~ 

seq uenees con討I.rueted hy thu 
convenl.ional m(!l.hod wil.h a e!oment 
ol'aπpulse (a) and hy I.he n(!w nWl.hod 
wit.hふさ1=0.15rad， and g.，，=O.067 ，'ad 
(b) 
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Fig.3 tこσ2=0.2ω'rIωb (ω。は Larmor周波数)の CSAに対して計算したオフセットと

rf磁場の強度のずれに対する補償性を示す。1.0に近い数値を示すほど補償性ば良いことになるが、

πパルスを用いて作成したシーケンスよりも本発表のシーケンスのほうがオフセットと rf磁場の

強度のずれに対する補償性が良いことがわかる。

0.3 。。0.3 01 0.2 
0仔'set/ω

15N-N-acetylalanineを用い、 θ=68.3。で 10.0kHzの OMASのもとで実験を行った。

rf磁場ははσ同=125 ppmに照射した。rf強度を理論値の1.0倍および 0.95倍に設定して観測を

行った実験スベクトノレを Fig4に示す。本来 3つの singularityが現れるはずであるが、l'f強度に

po 
po 



J'H品値を用いたスベクトル(FigA(Il，b))をみると singula1'ityは 3つしか現れていない。これはも

っとも小さなσ2を持つ :-nnεularit.yはパルスの不完全性(こよりかさ祥13れてしまったためである。

平 u山辺 j杉はこのこっω~ingularity からだけで決定でき、 CSA テンソルの 3 つの主 fl[( を

(6，1.85，226) ppmと決定した。 0.95市の1'f強度を用いると従来の手法で設，iIーしたシーケンスでは

(Fig. 4(C) )singularityの位置がずれてしまうのに対して、新しいシーケンスで鋭iJtIJしたスベクトル

では singula1'ityの位置はほとんどずれなかった(Fig.1<<1))。このように，llー算スベクトノレで予想さ

れたように従来の手法で作成したシーケンスよりも本発表のシーケンスが rf強度のずれに対して

補償性が良いことがわかる。
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symmetry p1'incipleを満たすβぱ(t)および Yrf(t)をあらかじめ設定することにより

Hamiltonianの望む項を1'ecoupling/decouplingする modulatedrf.field合得た。同じ average

Hamiltonianを与える多様な rf-fieldがパラメーターを変化させるだけで得られる。この自凶度

を利用して実験のエラーの補償性が良いパルスシーケンスを作成できることが期待できる。また、

RN::だけでなく CN;の対称性を持つ symmetry-basedsequenceに対しでも同傑に拡張するこ

とができる。
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1 P26 
14Nオーパートーン照射による

近接 13Cの線幅増大を利用した

ポリペプチド構造解析

(京大院理)0深津隼、竹腰清乃理、寺尾武彦

Po!ypeptide structure analysis using 13C NMR spectrurn 1ine broadening 

due to overtone NMR irradiation to neighboring 14N 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University 

OJun 印刷zawa，K. Takegoshi， and Takehiko Terao 

To exploit the possibility of using 14N NMR in solids for structural study of po]ypeptides， we have 

developed a technique to observe 14N overtone NMR via 13C spectra under magic angle spinning 

(MAS) [1]. Here we applied the technique to a few polypeptides whose structures are known. 

Observed 14N quadrupole coupling constants were analyzed by using Gaussian98 [2J. 

窒素はポリペプチドの主鎖を構成しており、その構造を知る上で重要な手掛かりを与える分子で

ある。その窒素の同位体 14Nはその天然存在比が 99.63%と高いにもかかわらず、その四重極相互

作用が数MHzと大きく、高分解能測定が非常に困難なためそのNMRは殆ど利用されていなかっ

た。この問題を克服するために 14Nの1+1>と1-1>の状態聞の遷移、すなわちovertone遷移を観測す

る手法が開発された[3Jo14Nのovertone遷移の共鳴周波数は四重極相互作用の 1次のシフトの影

響を受けず、それより一般に小さい2次の影響を受ける。そのため、四重極相互作用の l次のシフ

トの影響を受ける Am=lの遷移に比べ高分解能のスペクトルが得られることが期待される。

Stewartらは、単結晶のペプチドの 14Novertone NMRスペクトルを測定することによって主鎖の

二面角に対する知見を得ることを提案している[4Jが、 overtoneの遷移確率は小さいため、一般に

粉末試料の 14Novertone NMRスペクトルを直接測定するのは困難である。本発表で、は我々が

開発した、粉末試料に 11Novertone照射をすることによってMAS下において平均化されている

13C_11N相互作用を復活させる手法をペプチド試料に応用することを試みる。つまり、 11Novertone 

照射のもとで 13C高分解能NMR測定を行い、照射周波数と復活する 11N-13C双極子相互作用の

大きさ、具体的には 13Cの線幅の場大などとの関係を調べることにより間接的に 11Novertoneスベ

クトルを得て、構造の知見を得ることを行った。まず構造が既知で、あるAla-Gly-Gly，

N-Ac-Val-Leuおよび、N-Ac-Pro-G!y-Phe試料において線幅の増大の様子を、ンミュレーション

と比較し、 abinitio計算などを用いて 11Nの四重極カップリング、がどのような分子構造情報に影響さ

キーワード、 14N、オーバートーン、線幅増大、四重極カップリング、構造解析

ふかさ、わじゅん、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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れるかを検討する。

lHと13Cの共鳴周波数はそれぞれ 300.45MHzおよび 75.556MHz、MAS回転速度は4kHzで、

測定を行った。 Figure1に 14Novertone( ~43. 5MHz)を照射したとき、そこから少しずれた波長を

照射したとき、照射しないときの 13Cスペクトルを示す。これを見ると、直接結合した 11Nの overtone

周波数で照射すると線幅が大きく増大する(c)こと、および、周波数がずれると線幅が変化しない(b)

ことがわかる。この線幅の変化を、照射周波数を細かく変えながらとり、プロットしてやると、 l'lN

overtoneスペクトルが得られることになる。そのスペクトルの例を Figure 2 に示す(lHと13Cの共鳴

周波数はそれぞれ 400.28MHzおよび 100.66MHz)。これを Figure3 のシミュレーションによって

得たスベクトノレと比較すると、よい一致が得られていることがわかる。

また、構造を解析する上で、観測する 14Nの四重極カップリング定数を求める必要があるが、そ

れには Gaussian98[2Jを用いる。 Figure4 は基底を増やして計算の精度を上げた際の計算結果

の収束の様子を示す。これにより、およそか31G料程度の基底で十分な結果が得られることが示

唆された。

その他詳細はポスターで発表する見込である。
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Figure 1. The 日C NMR 

spectra of L -alanylglycylglyci問

without irradiation (a)， and 

under the 14N overtone 

irradiation at 43.650 kHz (b) and 

43.500 kHz (c). 

Figure 2. The relation between' "N 

overtone irradiation什equencyand C" 

line width of 

L -alanylglycylglycine(AGt G，) 

Figure 3. The simulated 14N overtone NMR 

spectra of L -alanylglycylglycine (AG 1 G2) 

"N of Gt: V Q=3.29MHz，η=0.70 

"N ofG，・ VQ=3.15MHz，η=0.68. 

Figure 4. The quadrupole asymmetric 

parameterηof I4N of alanine 

calculated by Gaussian98 using various 

base sets. 
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Abstract 

新しい強度変調 CP法の開発

(京大院理)0福地将志、竹腰清乃理、寺尾武彦

Development of a new cross-polarization scheme 

CDepartment of Chemistl)'， Graduate School of Science， Kyoto University) 

o M.Fukuchi， K.Takegoshi， T.Terao 

We propose a new variable-amplitude heteronuclear cross-polarization CCp) scheme op-

erative under fast magic angle spinning C"" 20 kHz) . It has an apparent advantage of broad 

optimal conditions for amplitude modulation. The sensitivity of the new CP scheme to 

chemical shift offsets， variation of the spinning speed and inhomogeneity of RF fields is 

similar to that of the conventional Variable-Amplitude CP scheme 

Heteronuclear cross-polarization CCp) is a pre-requisite technique for solid state NMR 

of low-γnuclei， however， CP becomes difficu1t at high-speed magic-angle spinning 

CMAS) because of the narrowing of the width of the CP CHartmann-Hahn) matching 

condition. It is thus difficu1t to satisfy the condition when RF field inhomogeneity and 

chemical shift offsets exist. To remove this difficulty， Variable-Amplitude 

Cross-Polarization (V ACP) [1 ] with a linear amplitude encompassing over the matching 

condition has been widely used. We present a new amplitude-modulation scheme which has 

a broad optimal modulation condition 

Fig.1 shows the new pulse sequence. It combines two linear rotor-synchronized ampli-

tude modulation schemes. The two series of variable amplitude are switched at each half 

rotor period. We examined this pulse sequence under fast MAS (V r = 20 kHz) using ada-

mantine as a sample with the following conditions:ω11 = 48 kHz，百IS= 68 kHz and the 

contact time 2.05 ms. t::.. 1 and t::.. 2 represent the two offset amplitudes from u) IS， respectively. 
Note that the conventional VACP corresponds to t::.. 1 = -t::.. 2. The experiments were per-

formed on a 400 1但 zCMX 1nfinity N乱低 spectrometerusing a Chemagnetics 3.2 mm 

MAS probe 

Firstly， by changing t::.. 1 between 0妊1Zand 15ほIzand t::.. 2 between -15ほIzand 15 

kHz， we observed the signal amplitudes as plotted in Fig.2. 1t is notable for the conven-

tional V ACP， which corresponds to the data on the straight dotted line in Fig.2， the region 

whose signal intensity is larger than 1 is limited. On the other hand， the new scheme en-

References 
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ables us to choose the wide region where the signal intensity is over 1. In other words， for 

the conventional VACP， the modulation amplitude should be carefully chosen， while for the 

new scheme， the optimal condition is rather wide. Fig.2 shows that effective polarization 

transfer occurred where the slopes of two linear sweep are inverted asymmetrically. Sec-

ondary， we examined the signal intensity at the condition designated by 女 U~ 1 = 1.5 kHz， 

(j. 2 = 4.5 kHz) in Fig.2 and 0 (ムーム 2 = 1.5妊1z)in Fig.2 which corresponds to 

V ACP， at variousω IS. The results are shown in Fig.3， which indicates slight but apprecia-

ble broadening of the Hartmann-Hahn matching condition in the new scheme. 

nr 
p
u
 

'
A
 

1
 

ω
 回

Fig.l: Pulse sequence for new cross 

polarization τr presents the 

MAS period. The 

Hartmann-Hahn matching is 

satisfied on the sideband con-

dition.ω11 u) IS 土 ωr ムl

and (j. 2 are the offset ampli-

tude. 

(kHu 

ム1

-1.5 -3 -.45 -d -1:5 喧
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Fig.2: Normalized signal intensity obtained by the sequence in Fig.l. 

aa 

Fig.3: Dependence of the signal intensity 

obtained at会 inFig.2 and the 

conventional V ACP (0  in 

Fig.2) on the 13C rf power (百IS)凶

06 
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絹セリシンおよび、そのモデノレペフ。チドの構造と

ダイナミクスに関する研究

(農工大工I、生物資源研2) 0嘉数あやl、亀田恒徳1、山本俊雄2、朝倉哲郎I

Structure and Dynamics Study of Si1k Sericin and Its model peptide 

Aya Kakazul， Tsunenori Kamedal， Toshio Yamamoto2， and Tetsuo Asakural 

I Department of Biotechnoloty， To防oUniversity of Agriculture and Technology 
2National Institute of Agrobiological Science 

There are two kinds of silk protein， si1k fibroin and silk sericin. In this study， the structure and 
dynamics of silk sericin was studied with solid state NMR. The large conformational change in the 
silk sericin from Nd-s did not observe between before and after spinings， which is in contrast to the 
case of B.l11ori and S.c.ricini silkworms. The I3C and 2H labelings of the silk sericin were perfOl百led
by feeding the isotope-labeled amino acids (Ser， Ala and Gly) and 2H20 to Nd-s. 
The 13C labeled model peptide (38・mer)was also synthesized. According ωthe Ala Cα，Ala Cs， Ser 
Cαand Ser Cs chemical shifts in the 13C CP MAS sp田 traof silk sericin and the model peptide， the 
whole structure of sericin was supposed to be random coil with significant amounts ofs-sheet 
structure. The 2H NMR spectra showed the mobilities ofthe Ser and Gly residues were very slow. 

[緒言】 家蚕の作る絹は、フィブロインとセリシンの2種類のタンパク質からなる。繊惟
を形成するフィブロインは、吐糸前後で、 typeII s・tum構造から日-sheet構造を含む不均一構
造に変化する 1)-1)。また、その優れた物性は衣料方面のみならず、様々な分野で応用されよ
うとしている。一方、セリシンは、繭を精練する際に除去されることから、古くからフイ
ブロインほど着目されてこなかった。しかしながら、セリシンは抗酸化能や皮膚への親和
性が高いニとが明らかとなり、現在、様々な h

方面にわたり応用研究がなされつつある九
一次構造に関しては1997年、 Fig.lに示したよ
うに、その主成分であるSerI(A-D)が決定さ
れ、 SerlA・Dにわたって38残基のアミノ酸配
列が繰り返し、高頻度に出現することが報告
された九そこで、本研究ではこれまで家蚕
および、野蚕フィブロインの構造解析に用い
てきた固体NMR法を駆使し、セリシンおよ
びそのモデル化合物の分子構造およびダイナ
ミクスの解析を行うことを目的とした。

ーーーー『計百話国語出昌 IL出1:1凶EVDIDLGNLGW附Nl1621 SDNKAQRAAGGATKSEASSSTQA TTVSGADDSADSYTWWWN 1 ‘ 
lamlOO ac.os PRRSSSSSSSASSSSSGSNVGGSSQSSGQSTSGSNARGHLG r.....~ "'"U 

TVSSTGSTSNTDSSSKSAGSRTSGGTSTYGYSSSI'lRG6 
SVSSTGSSSNTDSSTKNAGSSTSGGTSTYGYSSSHRGG 
SVSSTGSSSNTDSSTKNAGSSTSGGTSTYGYSSRHRGG 1 1454 amino SVSSTGSS -ーーーーーーーーーーーーーー| acids 
-ーーーーーーーーーーー SSTYGYSSHSRDGI (問p制

SVSSTGSSSNTDASTDL TGSSTSGGSSTYGYSSHSROtI I region) 
SVSSTGSSSNTDASTDLAGSSTSGGSSTYGYSSSNRDG 
SVSA lGSSSNTDASTTEESTTSAGSSTEGYSSSSHDG 
SVTSTDGSSTSGGASSSSAST AKSDAASSEDGFW附NRRKS1141 
GSGHKSATVQSSTTIlKTSTDSASSTDST -- ー ー ー ー Jamino acids 

Fig.1 Primruγstructure of Ser 1 B". 

{実験] セリシン蚕(セリシンホープ)は、セリシンのみを高純度(98.5%)で産出する品種で
ある。 4令まで通常飼育後、 5令l日目は絶食、 2日目より、 2H，O、[2sC]Ala、[3-13C]Ala、'H;-
Gly、[3，3-'H]Serを各々経口投与し、安定同位体ラベルを摘したセリシン繭を得た。セリシ
ンフィノレムは、吐糸直前の絹糸腺より取り出し、シャーレに展開・乾燥させて作成した。
セリシンのアミノ酸配列に繰り返し出現する38残基の繰り返し配列SVSSTGSSSNTDSNSNS
AGSSTSGGSSTYGYSSNSRDGは、 F-moc固相合成法により作成し、 9MLiBrに溶解後、透析
・凍結乾燥を行った。また、必要に応じて、安定同位体ラベノレを行った。固体NMR測定は
Chemagnetics社製 CMXinfinity400NMR分光器を用いた。 'Hスベクトルのシミュレーション
は、 MXQETを用いて行った。

キーワード 絹タンパク質安定同位体ラベル国体NMR 構造解析ダイナミクス

かかずあや、かめだっねのり、やまもととしお、あさくらてつお
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[結果・考察}
(1) 13C CPIMAS NMR; Fig.2に各々のセリ

シン試料のJ3C CP/MASスベクトノレを示し
た。溶液状態を反映していると考えられ|同sericinfiJm ノ Ii :V:\~ へAlaCs

るフィルム(a)と繭(d)のスベクトルはほぼ E 、
一致したことから、吐糸前後において、 I(b)G戸'C]Alaliぬd吋

セリシンはほとんど構造変化を起こさな 1 一…山山…
いこと、主成分のSer残基(30%)の化学シフ i
ト値より、全体構造として概ねランダム lドω広;iたi包1はz芯ele此le

コイルであることがわカかモる。 G1y、Alaが主
成分である家蚕ならびに野蚕フィブロイ
ンの場合、吐糸前後で著しい構造変化を I(d)町 lcm∞∞叩

起こし、繭ではs-sheet構造を主成分とする
不均一構造に変化することと対照的であ I(e)(b)ー(d)

る。さらに、セリシン中では含有害IJ合の!の(伶(d)

低いA1a残基(4.4%)の取り得る構造を検討
するために、そのCα、CsのJ3Cラベルを行目
った(b，c)。ランダムコイルの方が多いが、 1 80 60 4o w恕仕'0111TMSO 

一部、 s-sheet構造も含まれることがわかっ Fig.2"c CPI胤 Sspectra of seve凶 sericinsamples‘ 

た(e，η。また、モデル化合物を合成し、
G1y、A1aのラベル部位の化学シフト値から 1non-Iabel 

s-sheet構造を35%含むことがわかった
(Fig.3)。

(2) 'H NMR; Fig.4に経口投与によりラベ
ルを施したセリシン繭の、 'HスベクトJレ

を示した。 SerCs， Gly C凶立の'Hは、それ l
ぞれ117kHzの分裂幅を示した(a，d)o Serに 1 2601 lioiliol "Sb I dol410-lioJuj 

ついては2axis3siteモデル(Qcc= 157Hz、回 tFIg313CCPMASSP出 traomSSTGmNTDSNsNSAGSiT30iGss
転・ライブレーション速度:103Hz、ライブ T子GYSSNSRDG.

レ一シヨン角度:泊0
0

)，Gly川iにこつし:てはl凶ax刈is113砂，3-'切刊叩H悶H]Sおs卸e町r
2おsi陥t旬eモデル(ωQc∞c= 167Hzム、 回転フイブレ~Iい(a 町則i附αcinο似∞ωo∞伽0∞明 (刷b助)B.mor叩o削r吋if伽1ぬ伽b伽加刷ro削削oωoin い伺cω)丘幻c.r川.

シヨン速度:ゴ10ぴ3Hzム、ライブレ一シヨン角度 A n r!"、 ^ 
:00)で、ンミュレーションしたスベクトルとf，W~ 1><¥γi  
ほぼ一致し、 lつの運動成分のみ存在する I .J; ，~ ...J.: 、¥¥凡 ‘ JJ¥¥. ‘ 

と考えられる。これは2成分の運動が存在剖!ぷ b 、苔2ユ:
するフイブロイン(ゆb，ρ刈c吋)とは対照的である。 I 凶 z 凶 z k出

これらのデータから、セリシンの場合、

Ser OH基の関与する水素結合サイトが多
く、主鎖の運動が強く抑制されていると

考えられる。

参考文献
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Biol.， 306， 291・305，(2001). 

2) AsakurョT.， Sugino R.， Y:ωJ.， Takashima H. 

['H，]Gly-
(d) sericin cocoon (e) B.mori fibroinηS.c.ricil1i fibroin 

八八 λ
-200 I b I 2bo -200 I b I 2bo必oI b I 2bo 

kHz kHz kHz 
Fig.4 Experime¥l阻1(solid line)剖ldcalculated (dott直dline) 'H solid 
state spectra of (a)・(c):[3.3-'H]Ser-and (d)・(t):[%]Gly-silk samples 

rate libration 
and Kish01官 R.，BiochemisllJI， 41， 4415-4424， (2002). [3，3-'H]Ser- compone¥lt (Hz) (deg) 

3) Asakura T.， Yao J.， Yamane T.， Umemw'a K.， and Ulrich 
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senctn 1 x 10丸

B.mori fibroin 
fast (25%) 1 x 10' 。
slow (75%) 5 x 10' 15 

6) Garel A.， Deleage G.， and Prudhomme J.c.， lnsecl Biochem.， r _ ..，_，..， "'"__，_ fast (22%) 1 x 10" 0 
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高磁場勾配NMR法による尿素アダクトチャンネノレ中の

n-パラフィン鎖の拡散過程の研究

(1東工大院理工・2高分子センター)

O金善美人黒木重樹 lペ安藤勲 1，2

A study of the diffusional behavior of n-paraffins in urea adduct channels 

by high field-gradient 1 H NMR 

Sunmi Kim 1， Shigeki Kuroki 1，2 and Isao Ando 1， 2 

lDepartment ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology 

2International Research Center ofMacromolecular Science， Tokyo Institute ofTechnology 

The self-diffusion coefficients (D) of n-paraffins in long channels of deuterated 

urea-d4/n-CnH2n+2 (n=8， 12， 21， 26， 28， 32， 44) adducts have been successfully measured at 25 

Oc by means of high field-gradient spin-echo 1 H NMR method， in order to clarify diffusional 

behavior of the n-paraffins. From these experimental results， it is found that n・CnH2n+2

molecules are diffusing in long urea channels of urea adduct and have two diffusion 

components such as the fast diffusion component (~10-6cm2/s) and the slow diffusion 

component (D乞 10・7cm2 /s)， and that n-CnH2r什2molecules in the outside region of the 

channel and the inner region in long channels of urea adduct contribute to the fast diffusion 

component and the slow diffusion component， respectively. In addition to these results， as the 

number of carbons (Cn) for n-paraffins becomes larger from 8 to 44， the diffusion coefficient 

D is decreased and after passing the minimum is increased. 

【緒言]

近年、尿素アタ守クトはナノスケールの空間をもって、その中に特定のゲスト分子を選択的

に包接し、新しい分子を合成することができるという特徴から注目を集め、あらゆる研究が活

発に行われている。包接されることによりまったく違う物性をもっ新ししものになる包接化合

物は、医療や工業分野などさまざまな分野で利用するために、分子レベルの構造解析や、

運動性、熱力学的な安定性、反応特性に関する研究が要求された。しかし、従来の主な研

究はX線回折及び固体NMR法による結晶構造の情報が多く、チャンネル中にある動的な

n-パラフィンに関する'情報は少ない。しかし、 n・パラフィン分子がチャンネル中で、拡散してい

るのか、していないのかの情報は与えてない。もし、チャンネノレ中で、の拡散情報が計測で、き

れば、結晶内に存在するナノスケールサイズのチャンネル場およびチャンネル場とプローブ

物質の聞の特異相互作用を解明できることになる。

回転相、尿素アダクト、磁場勾配 NMR、 拡散係数、 n-パラフィン

きむそんみ、くろきしげき、あんどういさお
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そこで、本研究では、拡散運動に関する直接的な情報が得られる磁場勾配 lHNMR 1:去を

用いて、尿素チャンネル中の n・パラフィン (n・CnH2n+2(n=8，12，21，26，28，32，44))の拡散係

数 Dを測定し、チャンネル中の n・パラフィンの拡散過程を理解した上、チャンネルとの相互

作用を明らかにすることを目的とした。

【実験1
5gの重水素化した尿素 (purity:>98%)と20gのメタノールの溶液に 19の n-パラフィン

(n・C8H18、n-C12H26、n-C21H44、n・C26Hs4、n-C28HS6、n-C32H66及びn・C4A90(purity: > 98%)) 

を溶かした後、溶媒の除去によって六方系の伸長結晶の尿素アタゃクトを調製した。 NMR測

定は BRUKERDSX・300NMR分光器を用い、磁場勾配(PFGSE)1 H NMR法を用いて測

定を行った。測定温度は室温で、企=5ms、o=1msで、磁場勾配の強さ(g:0'"'-'1000 G/cm)を変

化させながら測定した。得られたエコー信号の強度と磁場勾配ノ4ラメータと次なよう gな式(1)

から尿素アダクト中のルパラフィンの拡散係数Dを決定した。

A(g)/ A(O) =五exp[一D，K，]+五exp[一D，K2] (1) 

K = y2g2O2(I1_o/3) 

ここで、A(O)はg=0の時のエコー信号強度で<5， gまたふはそれぞ、れ磁場勾配パルスの

幅、強度およびパルス間の間隔である。 yは核磁気回転比、Jiとhは拡散係数が DlとD2有

する 2つの拡散成分分率である。ただしJi十β=1である。

40 20 O -20 -40 

Fig.l Typical pulse field-gradient spin-echo lH NMR spectra of n-CSH1S in urea adduct at 250C as a 
function of pulse field strength(g) 

巳
d
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【結果と考察】

1.尿素/n-CSH18アダクト中の n-CSH18の拡散係数

磁場勾配NMR法を用いて25
0
Cにおける尿素/n-C8H18アダクト中のn・C8H18の拡散係数

を測定した。 Fig.llこ磁場勾配とともに減衰するn-C8H18の1Hスベクトノレを示した。また、 Fig.2

に尿素アダクト中の n-CsH1sの信号の減衰A(g)/A(O)をK(=llo2(LI・oI3))に対してプロットし

たものを示す。尿素チャンネノレ中の n・C8H18は 2成分以上の拡散成分が存在し、それは純

n-C8H18とは異なる拡散過程を表すことがわかった。そこで本研究では、速い拡散成分月加

と遅い拡散成分 D伽 vの 2成分に解析を行い、それぞれの拡散係数 7.34x10-6cm21sと

8.96xlO九m2/sが得られた。さらに、各拡散成分比はfi:β=0.75:0.25であり、この結果から

それぞれの速いおよび遅い拡散成分は尿素チャンネル中における中央部分と外側の部分

に位置する n・CSHlS分子に由来することが考えた。その模式図を Fig.3に示す。また、

n-C8H18 (2.l7A)は尿素チャンネル(直径 5.5A)中に alltrans-zigzagコンブオメーションで、取り

込まれ、隣接するパラフィン分子との相互作用がなくなり、孤立した分子と見なすことができ

る。したがって、尿素チャンネル中における n-C8H18分子はチャンネル軸に沿って拡散運動

することがわかる。さらに、チャンネルとパラフィン分子のサイズ、からパラフィン分子はチャン

ネル中でお互いに追い越すことできないシング、ルーファイノレ拡散を行っていることがわか

る。
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Fig.2 The p10t of Jn[A(g)/A(O)) of n-C.H18 in 
urea adduct againstγ'g'o'(a・o/3)at 2SoC 

Fig.3 Schematic representation of thc crystaJ structurc of 
urea adduct. n-paraftin mo1ecuJcs at the two extcrnaJ 
regions near the ends of the channeJ and the inner region 
in one of long channe1s of urea adduct contribute to the 
fast diffusion component and the slow diffusion 
component， respectiveJy. 
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2.尿素アダクト中のかパラフィンの鎖長と拡散係数

尿素アダクト中の任パラフィン鎖の長さを変えながら拡散係数Dを測定した。すべての n・

パラフィンに対して 2成分の拡散成分が得られ、それぞ、れの速い拡散成分と遅い拡散成分

を炭素数(Cn)と拡散係数(D)に対してプロットした結果をFig.4とFig.5に示す。この結果はn-

パラフィン鎖の長さとともに拡散係数の値が減衰する純 n・パラフィンの場合とは異なって、尿

素アダクト中のn・パラフィンの拡散係数Dは炭素数が 8からおまで、大きくなるにつれ、遅い

及び速い成分の拡散係数は徐々に小さくなり、 Cn==26付近で Dは極小イ直を取り、炭素が 26

以上になるとDは大きくなることが観測された。この結果から、まずチャンネノレ中のn-パラフィ

ンの拡散係数が炭素数が大きくなるにつれて小さくなることは分子鎖が長くなることに起因

することが考えられる。また、炭素数が 26以上でDが大きくなるのはn・パラフィン鎖が長くな

ると n・パラフィン分子聞の空間が大きくなり、 n・パラフィンの移動が速くなることに由来するこ

とと推論される。
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carbons for n-paraffins(with carbon number from 
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1 P30 
31 P CP /MAS NMRによる InPの間接核スピンースピン結合の研究

(物質・材料研究機構 l、JSTCREST2) 

C瀬島隆広 1、端健二郎 l、後藤敦1、清水禎 1、大木忍2

lndirect N uclear Spin-Spin Coup1ing in InP Studied by 
31 P CP /MAS NMR 

τ'akahiro IijimaI， Kenjiro Hashi1， A七sushiGoto1，宜、'adashiShimizu 1， and Shinobu Ohki2 

1Nαtional 1nstitute for Mαterials Scienα 

2CREST， Japαn Scienceαnd Technology 

The 31 P CP jMAS NMR spectra are reported for undoped and Fe-doped InP semiconductors. 

The isotropic contribution of the electron-coupled nuclear spin-spin coupling of neighbouring 

ω.115In_31p in the InP semiconductors is obtained回 11J(113.115In，31P)I = 224土 5Hz. We 

find no dependence of the 1J(1l3.115In，31 P) value on the carrier density in the range of 107_1015 

cm-3. 

間接核スピンースピン結合 [1]は、国体の電子構造に関する情報が得られる点から、これまで金

属に対し多くの研究がされてきた。 III-V族半導体については固体NMRスペクトルの測定から間

接核スピン・スピン結合はいくつか求められてきた。特に Tomaselliら[2]はundopedInP半導体

に対し 31P CP jMAS NMRスペクトルにより、最近接の 113.115In司 31p聞の等方的間接核スピンー

スピン結合を正確に決定した。一方、 PbTe半導体において間接核スピン結合がk.π摂動法によ

り計算され、結合定数や間接核スピン結合に寄与する超微細相互作用の支配的な項は半導体の不

純物の種類に依存することが報告された [3]。しかし、このことは実験により確かめられてはいな

い。そこで、本研究ではInP半導体を試料とし、異種核問の間接核スピンースピン結合のキャリヤ

濃度依存性を31P CP /MAS NMRスペクトルにより求める。 A-Xスピン系の間接核スピン結合定

数J(A，X)は、換算結合定数K(A，X)を用いてJ(A，X) = K(A， X)γ(A)γ(X)と書ける。磁気回

転比の比はγ(1l3In)jγ(1l5In)= 0.998であるため、本研究では最近接の 113In司 31p及び115In_31p

の間接核スピン結合定数は等しいと仮定した。

本研究で用いた試料はundoped(n = 4.6 x 1015 cm一円 p= 3.7 X 10-1 n cm)及び:Fe・doped(n 

= 7.1 X 107 cm-3， p = 3.2 X 107 n cm)のInPである。 Fig.l(a)にundoped及ひ、Fe・dopedInP 

粉末試料における 31pMAS NMRスペクトルを示す。 115In(S = 9/2， NA = 95.8 %)から 31p(1 

= 1j2， NA = 100 %)へのCPを用い、観測時のデカップ"1)ングは行つでいない。 NMRスペクトル

は百cmag社製APOLLO分光器を用い、 11.7Tの静磁場下でVarianChemagnetics 4 mm MAS 

プローブにより測定した。共鳴周波数は均(31p)= 202.435 MHz，町(115In)= 109.683 MHzで

あり、 MAS速度は1/r= 10 kHzであったo 得られたスペクトルは幅広で特徴がなく、 undoped及

び、Fe-dopedInPに対しそれぞれ半値全幅ν1/2が3.19土 0.3及び3.20土 0.3kHzのガウシアンで

フイツティングできた。スペクトルの ν1/2の値はMAS速度内=18 kHzまでほぼ同じ値であり、

スペクトルへの同種核問e1p_31p)及び異種核問 (115In_31P， 113In_31 P)の直接及び間接スピンース

indirect spin-spin coupling， InP， 31 P NMR， CP /MAS 

いいじまたかひろ、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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ピン結合の異方性部分はMASにより消去されていると考えられる。 31p_31 Pは結合を少なくとも

2つ含んでおり、また 113In(S = 9/2， NA = 4.2 %)は希薄であるため、間接スピンースピン結合

の等方性部分について 31p_31p及び 113In_31pからの寄与は 115In_31Pからの寄与よりも小さいと

考えられる。 2次モーメント (M2)が、 31pと最近接の 4つの1l5Inとの聞の等方的間接核スピンー

スピン結合によると仮定することにより、結合定数 11J(ll3，ll5In， 31 P)Iはundoped及び、Fe-doped

InPについてそれぞれ240士20及び242土20Hzと見積もられた。

Fig. l(b)に 113In→31pの CPを用いた 31pMAS NMRスペクトルを示す。共鳴周波数

は均(1l3In)= 109.433 MHzであった。この場合においても直接及び間接核開相互作用の異

方性部分は MASにより消去されている。更に、 115In_31pの間接核問相互作用の等方性部分は

観測時の 115Inデカップリングにより取り

除かれている。従って等間隔の 10本のピー

クは 31pと最近接の 113Inの聞の等方的間

接核スピンースピン結合に帰属でき、結合定

数 11J(1l3，l15In，31P)Iはundoped及び、Fe-

doped InPについてそれぞれ223土4及び

225土4Hzと見積もられた。中央のピーク

は小さな結合定数をもっ第 2近接の 12個

の31pスピンとの等方的間接スピン結合に

よると考えられる。 10本のピーク強度は、

1l3lnのスピン状態が土9/2に対応する外側

のピークから土1/2の内側のピークに向け

て徐々に小さくなった。これは、より高い

スピン状態ほど lifetimeが長いためと考え

られる。

lJ(113，115In，31 P)値は Fig. l(b)で直接

的に得られた値の方がFig. l(a)で間接的

に得られた値よりも正確であると考えられ

る。直接的に得られた値は undoped及び

Fe-doped InPで実験誤差範囲内で同一で

ある。従って 1
1J(113，1l5In，31P)I値は、 un-

doped及びFe-dopedInPの両方について

224土5Hzと見積もられ、 107_1015cm-3 

の領域ではキャリヤ濃度依存性がないこと

が分かった。

向、本研究は新エネルギー・産業技術総

合開発機構(NEDO)r平成15年度産業技術

研究助成事業」の一部として行った。

《参考文献》

undopedlnP Fe-doped InP 

(a) 

(b) 

Fig. 1: 202.435・MHz31 P CP /MAS NMR spectra of 
the powder sample of undoped (left) and Fe-doped 
(right) InP. The MAS speed was 内=10 kHz. The 
solid line in (a) showsもh巴 spec七rumob匂ぬedby CP 
of 1151n→31 P with the con七acttime of 0.5 ms at the 

Hartmann-Hahn condi七ionof V1 e1p) = V1 e吋n)= 

27 kHz， and by no decoupling during the acquisition 
time. The broken line shows the Gaussian fit wi七h
ν1/2 (ful1 width at half height) of 3.19 and 3.20 kHz 
for undoped and Fe-doped InP， respec七iVI巴ly.(b) shows 
the spectrum obtained by CP of 1131n→31p with the 

contact time of 0.8 ms at the matching condition of V1 
e1

p)=V1(山 In)= 33 kHz，組dby the cw deco叩 ling
of 1151n at V1 (山 In)= 40 kHz during the acquisition 
time. The FID signal was acquired after z-filωr of 31p 
magnetization which fol1ows the CP of 113In→31p in 

order七oobtain the pure phase spectrum. 
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1 P31 
パクテリオロドプシンの

高速MAS固体高分解能 NMRスベクトルの解析

(1横浜国立大院・工、 2姫路工大院・理)

O 川村出入山口悟 2、西村勝之 1

辻暁 2、斎藤肇 2、内藤晶 l

Analysおofsolid叫 ateNMR spectra ofbacteriorhodopsin by fast MagicAngle Spinning 

lGraduate School of Engineering， Yokohama National University， 2Graduate School of 

Science， Himeji Institute of Technology 

Izuru Kawamura1， Satoru Yi釦 laguchi2，Katsuyuki Nishimura1， Satoru Tuzi2， H但 imeSaito2， Akira 

Naito1 

Fast magic angle spimung 13C NMR spec佐awere examined for [3_13C] Ala labeled bacteriorhodopsin 

(bR) in Halobacterium salinarum仕latis one of retina1 proteins. In the CトMASmeasurements， 

pronounced si伊a1reduction was observed under a norma1 Hartmann-Hahn condition because of the 

modulation of cross relaxation rate. In this cas巴， RAMP CP-MAS experiments great1y improve the 

signa1 intensity. It was a1so observed也attempera旬reof由巳 sampleincreased by 20
0
C at the spinning 

企equencyof 12 kHz. In the DD-MAS 13C NMR spectra， the signa1 appeared at 16，6 ppm at a spinning 

企equencylonger也an10kHz. This signa1 did not appear at the corresponding temperaωre arising in 

the fast spinning experiment.τms signa1 was considered to decreasing of interference of IH 

decoupling field with白e企'equencyof motion because structura1 ch卸 .gearound the moie砂防伽t

MAS condition causes the inαeasing of molecu1ar motion. We therefore assign the signa1 to the Ala 

residue that is located near a retina1 pocket. 

序論パクテリオロドプシンは高度好塩菌Halobacteriumsa1inarumの紫膜中に存在する膜

タンパク質であり、レチナールの光異性化反応により誘起されるプロトンポンプ活性を示す。

パクテリオロドプシンは他の膜たんぱく質に比べ例外的に大量発現が可能で、、また Gタンパ

ク質共役型受容体と共通の 7本の膜貫通ヘリックス構造をもつので膜タンパク質の信号伝達

を明らかにするスタンダードな系としてこれまで研究されてきた。パクテリオロドプシンの

Ala残基の信号に関して園体 NMRを用いて 60%ほどがすでに帰属されている。1)本研究では

残基レベルで、分離したAlaの信号の知見1)を生かし、 bRの部位特異的な局所運動と構造の解

析を行ったのでこの点について報告する。また高速MAS(MagicAngle Spinning)測定によっ

て得られる膜たんぱく質のスペクトノレの特徴と問題点についても併せて報告する。

固体高分解能 NMR、高速MAS、交差分極、パクテリオロドプシン、膜タンパク質

かわむらいずる 1、やまぐちさとる 2、にしむらかつゆき 1、つじさとる 2、さいとうは

じめ 2、ないとうあきら 1
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実験

[3-13C] Alaで同位体標識した高度好塩菌を高速遠心分離で紫膜を精製した。 10mM NaCl，5 

mM HEPES，0.025% NaN3で懸濁し、ペレットにして NMR試料とした。 NMR測定は

Chemagnetics社製 CMXin宣nity-400FT-NMR分光器を使用し、設定温度は 20t、試料管

は4mmゆを使用した。交差分極(CP)とlH高出力デカップリング、(DD)にマジックアングル

スヒ。ニング(MAS)を組み合わせた CP-MASと900

パルスによる励起と DDとMASを組み合

わせた DD-MASにより 13CNMR測定を行った。

結果と考察

l.MAS測定におけるサンプルの温度上昇

MAS周波数の上昇とともに摩擦熱によるサンプルの温度上昇が考えられる。本測定システ

ムにおいて温度に対してその化学シフト値が敏感にシフトする硝酸鉛8を用いてPbの化学シ

フト値から MAS周波数に対する温度上昇を見積もった。 MAS12kHzの測定では約 20度の

サンプル温度上昇が観測された。
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2.高速MAS下での CP-MAS信号強度変化

MAS周波数の上昇に伴い信号強度が大幅に減少した。この現象は試料回転によって交差緩

和速度が変調を受けることによって通常の H釘加加n・H油n 条件(ω 1C=ωl~で、は CP 効率が著

しく減少するためである。強度の損失を補うために RAMP-CPを用いて信号強度の回復を行

った。また回転数の上昇によりその信号ノ4ターンが変化している。このことは主に温度上昇

による変化に対応することがわかった。さらに膜外ヘリックスの信号は温度変化に対して不

可逆的な変化を示すことが観測された。
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20 

3.高速 MAS下での DD・MAS信号強度変化

DD-MASでは高速回転によって信号強度に大きな影響は出ていないが、膜外ヘリックスの

信号は温度上昇に対応する低磁場シフト 3)を示した。さらに MASの回転数が 10および 12

kHzのとき、 16.6ppmに新たな信号が観測された。これは二次構造と等方化学シフト値の相

関から膜貫通α・ヘリックス部位であり、 DDの干渉周波数帯から逃れて現れた信号と思われ
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高速 MAS測定において回転数に依存する温度上

昇が観測された。このため試料温度は設定温度より

上昇していることを考慮する必要がある。また通常

の Hartmann-Hahn条件では信号強度が大幅に減

少するので CP-MASの信号強度を回復するために

RAMP-CPを有効に使用することが重要である。

高速回転によって現れた [3・13C] Ala-bRの

DD-MASの信号(16.6ppm)は温度上昇によっては

現れなかった。またレチナールが欠損したパクテリ

オオプシンではこの信号心が存在することから 16.6

ppmの信号はレチナーノレ近傍に位置するAlaの信

号の可能性が考えられる。この信号について現在帰

属を進めており、また最適な CP条件の検討も行っ

てし、く予定である。 l、

DD.MAS 12 kHz 
Fig.3 13C DD-MAS NMR spectra of [3_!3C] Ala labeled 

bR at various magic angle spinning企'equencies.
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1 P32 
1H→19F CP/MAS NMR法を用いた

全芳香族ポリイミドの分子間パッキンク‘棟式の推定

東工大院理工 O相見敬太郎、安藤↑真治

Analysis of inter-chain packing of fully aromatic polyimide using solid state 1 H→19F CP/MAS NMR 

Department of Organic and Polymeric Materials， Tokyo Institute of Technology 

Keitaro Aimi and Shinji Ando 

Solid state 19F MAS and lH→19F cross-polarization (CP)/magic angle spinning (MAS) NMR has 
lT T _t 19 been performed to estimate the intemuclear distances between 'H and "F nuclei for investigating of the 

intercchain packing of fluoro・containingaromatic polyimides (P2FDAID加のB，P3FDA/DMDB， and 
P6FDA/DMDB). The oscillation behaviors observed for polyimides in their lH→19F CP curves were 

analyzed， and the effective distances between lH and 19F nuclei were estimated from the fitting of 

oscillations. After annealing at 3400C for 4 h， the effective distances increased for all samples， while the 

contributions of the magnetization transfer from the distant protons， which exhibit no oscillation behavior， 

are reduced. In contrast， no change in the spectral shapes and chemical shifts were observed after 

annealing. These facts strongly suggest that the ordered structure was increased by annealing for each 

sample. 

[緒言] 芳香族ポリイミドは、繰り返し単位の分子構造が酸無水物部分(電子受容体)とジアミン部分

(電子供与体)からなるため、分子内及び分子聞に電荷移動相互作用の存在が示唆されている。このた

め光学用途には、その主鎖骨格にフッ素基を導入するなどして電荷移動を低減したポリイミドが用いら

れている。非品性フッ素化ポリイミドについて電子状態の解析から分子鎖のパッキング構造について酸

無水物同士あるいは酸無水物とジアミンが近接する2つのモデルが提唱されているが、どちらが支配的

であるかは実験的な決着を見ていない。本研究では、このパッキング構造の解明を目指し、国体

1H→19F CP/MAS NMR5:去を用いて、 CP曲線の解析から酸無水物部分にフッ素基を導入した含フッ素全

芳香族ポリイミドにおけるH-F聞の有効核問距離を算出し、分子鎖間I~ッキングの評価を行った。

[実験] 試料には、 Scheme1 (こ示す3種のポリイミド(PI)、

P2FDA/DMDB (1)， P3FDA/DMDB (1り， P6FDA/DMDB (11り
のフィルム(膜厚8-10μm)を用いた。団体19FMAS NMR及

び 1H→19FCP/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、 1H共鳴周波数

300.4 MHz (JEOL EXデータシステム)、 1H900パルス幅

3.0μs及び 19F900パルス幅 2.4μs(sideband matching条

件:ω1H=仙F一ωr= 83 kHz)、積算回数 32回、 MAS回転数

ωr = 16 kHzの条件で行った。化学シフト基準はC6F6(・163.6

ppm)を外部基準に用いた。

l:尚も
(1) X，Y=F: P2FDNDMDB 
(11) X=CF3， Y=H: P3FDNDMDB 
(111) X，Y=CF3: P6FDNDMDB 

Scheme 1 Structure of polyimides. 

[結果と考察] 図 1(こ3種のポリイミドの 1H→19FCP MAS NMRスペクトルを示す。 PI・(りは線幅が広

いが、結晶性モデル化合物(P2FDA/m・toluidine)では鋭いピークが観測されたことから、これは秩序性

が低いためと考えられる。 PI-(II)及び PI・(11りには2本のピークが観測された。これは、イミド化が完全に

進行しておらず、 peak2は閉環していない酸無水物部分に由来すると考えられる。図21こ3種のポリイミ

ドの 1ト1→19FCP曲線を示す。いずれの試料についても CP曲線の初期段階に磁化交換によるオシレー

シヨンが観測された。オシレーシヨン挙動を含む CP曲線のフイツテイング!こは以下の式を用いたに

キーワード、 19FCP/MAS NMR、CPダイナミクス、芳香族ポリイミド、核問距離、分子間パッキング、

あいみけいたろう、あんどうしんじ
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(a) 

ここでSosc(t)は最近接核問、Snet(t)は双極子相互作用の弱い離れた旧

からの寄与となる。 g:!:1(t)は土15ideband matchingにおけるオシレー

ション挙動を記述する。 CP曲線のフイツティングにより、双極子カップ

リング定数Dを算出し、有効核開距離を見積もった(表1)。

得られたr田は2.4-2.9Aであり、量子化学計算から見積もった分

子内の最近接 H-F間距離 4.6A (PI-(II)の場合)よりもかなり短いた

め、分子聞の CPが支配的であると考えられる。また PI-(II)，Pト(11りは

PI-(I)よりもrHFが長い。これはCF3基の回転により双極子相互作用が

部分的に平均化されたためと考えられる。 PI-(II)と Pト(111)を比較する

と、 rHFには差がみられないが、 PHIIりではSoscの割合xが低く、Snetの

立ち上がりの時定数日Jが短い。このことは、 PI-(III)では酸無水物部

分とジアミン部分が PI-(Iりよりも近接していることを示唆する。

ポリイミドは熱処理によって凝集状態が変化することが蛍光測定か

ら報告されている 2)。そこで、基板から剥離後の3種のポリイミドにつ

いて 340
0
Cで4時間熱処理を行い、 1H→19FCpMAS 測定を行った。

スペクトルの線形及び化学シフトには、熱処理前後で違いはみられな

かった。また、スピンー格子緩和時間 T1
Fも熱処理前後で有意な差は

みられなかった(PI-(I):1.3 5→1.15， PI-(日):1.15→1.15， PI・(111):0.52

s→0.55 5)0 CP曲線のフイツティングから得られたパラメータを表1(こ

示す。いずれの試料についても熱処理によって rHFが長くなった。×線

回折や量子化学計算から、ポリイミドは酸無水物同士のスタッキング

(PLP)構造が安定であるという報告が多く、 rHFの増大は熱処理による

秩序構造の形成と矛盾しない。また Soscの割合 xが熱処理後に高くな

っていることからも、熱処理により秩序性が向上したことが示唆され

る。

• (11) peak 1 ・(11)peak 2 
o (111) peak 1， 

1ロ (111)peak 2: 

-一。。八五l..lL0 。

(b) 

日

E
コヨ問、
b
a
c
s
c
-

Table 1 Estimated ratios of Sosc (x)， THF¥and effective lH_1YF 
distances for f1uorinated polyimides before and a食erannealing. 

Before annealing After annealing (3400C 4h) 

rHFI A x THF' /ms rHF/ A 0
3
 m

 
，，， F

 
H
 

T
 

x Peak Sample 

2.43 0.57 0.70 2.26 0.84 0.60 PI-(I) 

PI-(II) 2.90 0.81 0.85 2.84 0.51 0.72 

2.65 0.73 0.84 2.59 0.46 0.75 2 

2.96 0.54 0.75 2.88 0.33 0.60 PI-(III) 
0.5 1.5 
Contacl time I ms 

Fig.2 lH→19F CP curve for 

(a) Pト(1) and (b) PI・(11) and 

PI-(III) before annealing. 

2.69 

2) 

2.59 
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1) C.A. Fyfe， D.H. Brouwer， A.R. Lewis， J.M. Chezeau J Am目
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1 P33 
1H MAS NMR法を用いだペンタクロロフ工ノール塩の

水素結合の研究

(横市大院・総合理)0本多尚

1H MAS NMR Studies of Pentachlorophenol-Amine 

Hydrogen-8onded Complexes 

トlisashiHonda (Graduate School of Integrated Sc，厄ncfiJ

It was reported that Solid-state 1 H MAS NMR line-shapes of piperidinium and 
pyrrolidinium .o-chlorobenzoate were changed by partial deuteration of hydrogen 
atoms forming hydrogen bonding. In this study， pentachlorophenol-amine 
complexes were employed to detect amine'sρ凡 dependentof 1 H line-shape 

change and chemical shift. The observed spectrum showed the proton transfer 
equilibrium， O-H"'N ~O-"'H-N' in 4-methylamine (ρ凡=6.03) salts as displayed 
in Fig. 1. The ρ凡 dependentof 1 H chemical shi代 ofhydrogen atoms forming 
hydrogen bonding were shown in Figure 2. トl!D isotope effects on 1 H NMR 

line-shape were observed in a ρ凡 rangeof 3.51-7.38 as displayed in Fig. 3. 

当研究室ではこれまでF ク口口安息香酸のピロリジン塩で、水素結合を形成レている水素
を重水素置換すると、分子中のすべての水素のケミカルシフトが大きく蛮化することを示レ

た[1]。この塩の単結晶X線測定を行ったところ、この線形変佑は、軽水素が重水素置換され
ることにより N-H距離が 6pm変佑レたことが要因であることが分かった。レかレ、水素
結合を有する物質の多くが非対称ポテンシャルを持つことを考慮すると、 NMR線形の H/D
同位体刻果がほとんどの化合物で観測されると考えられる。線形の H/D同位体刻果があまり
報告されていなし1ことから、ポテンシャルの非対称性だけではなく、その他の要因が関係し
ていると考えられる。そこで、本研究では 1HNMRスペクトルのトl!D同位体効果がどのよ
うなポテンシャル下で観測されるのか調べた。本研究を行うには、酸と塩基の聞のポテンシ
ヤルを連続的に変えられる物質が必要である。そこで、広範囲のρ凡を持つ化合物と水素結
合を形成することが知られているペンタクロロフ工ノール(便宜上酸と記す)を用い、系統的に
スペクトルの変化を調べ疋。ペンタクロロフェノールは、水素結合の水素以外、水素を持っ
ていないので、塩基に関する水素の同位体シフトのみ観測することができる。

ペンタクロロフェノールは、環境ホルモン物質に分類されており、以前は除草剤などに使
用されていた。ペンタクロロフェノール塩は、 35ClNQR周波叡測定が行われており、アミ
ンのρ凡と NQ円周波数の平均値の聞に相聞があることが明らかにされている[2]。
用いだアミンのρ凡値は0.65"""'11で、軽水塩はアセト二トリルを用いて結晶fじさせ、そ

の後、間溶媒で再結晶レた。水素結合を形成している水素のみ重水素置換レ疋重水塩を得る
ために以下の手順を行った。ます、ペンタクロロフ工ノールを体積比 4:1の NaOH水溶液
ーエタノール混合溶媒に加え、 Na塩を得た。この Na塩を窒素雰囲気下で体積比 4:1の重

水一工タノーjレーd混合溶媒に溶かレた後 DClを当モル加え、ペンタク口口フェノール-d結
晶を得た。アセト二トリルを用い、得た結晶とモル上じが 1:1になるように各塩基を混合レ重

水塩を得た。 NMR測定には 8ruker社の Avance600を用いた。測定周波叡は 600.13
MHzで、MASの回転速度は 30kHz、ケミカルシフトの外部標準はアダマンタンを用いた。
また、試料温度はPb(N03)2の207Pbケミカルシフトから算出しだ。

ヂーヲ-F: 1HMASNM尺 ポ蒸留広重子ft~~ず算

害最5iViJ1沼"f 1ftん疋 Vdレ
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Fig. 1 1 H MAS NMR Spectra of 

pentachJorophenoJ compJexes with 

amines. The numericaJ vaJues written 
in the right side of the spectrum are ρ凡
of amines. 

得られた 1H HS-MAS NMRスペクトルを図

1に示す。図中の数値はアミンの ρ凡である。
なお、紙面の都合上、スペクトルは測定レた 14
種の塩の中から5つのみ載せだ。スペクトルの帰
属は、塩基のみのスペクトル測定および量子化学

計算から行つだ。図中の 10ppm以上に男られ

るピークがOHちしくは NHの信号である。図2
に水素結合を形成レている水素のケミカルシフ
トおよび報告されている 35ClNQR周波叡[2]の

ρ凡依醇性を示す。 NQR周波数は ρ凡が5，...，，7
の範囲でのみ蛮イじするのに対レ、ケミカルシフト
は ρ凡依醇性が全範囲でみられ、水素結合状態

を感度よく検出レていることが分かる。また、図

1に示すように 4-メチルピリジンで水素結合を

形成している水素のピークが 2つ観測されだ。
この結晶で水素結合は 1種類しかないことから
O-H"'N ~ 0-…H-N+の平衡状態が観測され

ていると考えられる。これら 2つのピークの面
積は温度変佑レ、 O-H結合に帰属できる 12

ppmの面積は温度上昇に伴い減少レた。ピーク
面積の温度依害性から O-H…N と0-…H-N+の

ポテンシャルエネルギー差が4kJ mol-1と求まった。
図 3に重水素置換によるスペクトル変化を示す。ペンタク口口フェノール(ρベ =5.26) 

とρベが近い塩基(3.51-7.38)を用いた揚合、線形が蛮イじする傾向が観測された。
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Fig. 3 H/D isotope effects on 1 H NMR Jine 
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4-acetylpyridine (4AP). 
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1 P34 
国体高分解能 NMRによる放線菌由来ポリ (8-リジン)

およびその誘導体の分子構造解析

(福井大工金沢大院 2)

前回史郎 o森貴志武藤勝紀佐々木千鶴王国本浩喜 2

Molecular structural analysis ofmicrobial poly (8-L-lysine) by using solid-st及tehigh-resolution NMR 

Department of Applied Chemistry and Biotechnology， F冶cultyof Engineering， Fukui University， Fukui， 910・8507，Japan 

Department of Chemistry and Chemical Engin回ring，Faculty of Engineering， Kanazawa Universi臥 Kanazawa，920・1154，Japan 

Shiro Maeda
1， 1'akashi Mori1， Katunori Muto

1
， Chizuru Sasaki2 

and Ko・KiKurtimoto2 

The molecular structure and conformation of microbial poly (e-L-Lysine) (e・PL)produced by a variant of Streptomyces 

albulus and its derivatives， in which azo dye was attached to the side chain a-amino group of e-PL， were studied by 

high-resolution solid state 13C and 15N NMR spectroscopy. 13C spin-la口icerelaxation times (T1) measured by method of 

Torchia (T¥ CP experiments) exhibited two kinds of values， which shows'existence of two compon巴nts.These components 

were assigned to a crystalline and an arnorphous component and their spec廿awere able to be obtained separately. All peaks 

of aliphatic parts of amoゅhouscomponent were broad because of the heterogeneity of the molecular conformation and 

y-gauche effect. 

[はじめに] 近年，環境に対する負荷の少ない

材料として生分解性高分子への関心が高まっ

ている[1].ポリ (e-L-リジン)(e-PL)は，放線菌

Streptomyces albulusにより分泌生産されるバイ

オポリマーであり，必須アミノ酸の L-リジンが

α・カルボキシル基と E・アミノ基でアミド結合し

-←NH-CトWireHTCHr?HーCO→7
NH2 

Figure 1 Poly (e-L-lysine) 

た直鎖状の構造を持つ塩基性ポリアミノ酸である. e-PLは水溶性で生分解性を有し，抗菌性・凝

集性など多様で有用な特性を持つ.すでに溶液状態で食品保存料として実用化されており，固体

状態での利用，そしてさらなる機能を付加させた機能性材料としての利用が期待される.本研究

では側鎖 E・アミノ基に種々のアゾ系色素を化学修飾させた誘導体を用いている. e-PL[2]および

かPLlHCI，e-PL誘導体の分子構造を明らかにするために 13Cおよび lSNスベクトル測定とスピン

・格子緩和時間測定(TlCP)を行ったが本稿では，主として lSNスベクトルについて議論する.

[試料] 試料は e-PL とその塩酸塩 (e-PLIHC1)，8-PL誘導体として側鎖 α-アミノ基に

t-butoxycarbonyl， Methyl Orange， Dabsyl Chlorideを化学修飾した誘導体を用いた.誘導体を，そ

れぞれかPL-BOC，e-PLIMO， e-PLlDCとする. e-PLの重合度は約 32である.

キーワード:solid-state NMR・Poly(e-L-Iysine)・13CCPIMAS・ISNCPIMAS・TlCP

まえだしろう，もりたかし，むとうかつのり，ささきちづる，くにもとこうき
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Tabl巴 1ISN chemical shifts of s-PL and its derivatives 

s-NHCu u-NHSU2 u-NHCu 日-NH)+ 日-NH2 -N(CH))2 

free ion-complex 

s-PL 117 26.6 

/HCl 123 44.0 

-BuC 120 92.2 

/Mu 115 34.1 59.9 

/DC 121，113 102 32.1 61.6 

[装置] 固体高分解能 13Cおよび 15NNMR測定は ChemagneticsCMX Infinity 300を用いて，それぞ

れ75.56MHzと30.45MHzで測定した 13C化学シフトはHMBのメチル炭素をTMSから 17.35ppm， 

15N化学シフトは GlycineをNH3(liq.)から 32.50ppmとした.

[結果と考察]

Table 1にそれぞれの 15N化学シフトを示す.

E-PLlHClの側鎖アミノ基は α-NH/であり

E-PLと比較して低磁場シフトした.Fig.2に

かPL/DC の 15N スベクトルを示す.110・130

ppmのかNHCOのピークは 2つのピークに

分けることができる. 121 ppmのピークは，

DCが側鎖α-NH2と共有結合しているときの

かT、mcoであり， E-PL-BOCと一致する.そ

して， 113 ppmのピークは試料調製中に DC

の一部が MOになって， E-PL!MO 

と同様のイオンコンプレックスを

形成しているときのかNHCOであ

りかPL!MO と一致する. 102 ppm 

のピークは DC と共有結合してい

る側鎖アミノ基-NHS02・のピーク

150 o PPM 100 50 

Figure 2 ISN spectrum of s-PLIDC 

0、 C-C O~ .C-C O~ ..C-C 
、人ノ +ノ + 

~C-N， ←→ /Cーへ ←→ 〆C=N¥
C-C H C-C H C-C H 

+ ¥ + ¥」一一+
問問 N~

Scheme 1 Resonance structure ofthe amide linkage in the protonated form 

II III 

である.Scheme 1 にE-PLアミド基部分の共鳴構造式を示す.アミドNHの化学シフトはカノレボニ

ノレ基への水素結合や側鎖 α・アミノ基への化学修飾により著しい影響を受ける.共有結合している

E平LlDCの場合に比べて， E-PLlMOではかNHCOが高磁場に現れている.側鎖 α-NH2基がプロト

ン化して NHJになり， M Oがイオンコンプレックスとして結合しているかPLル10では， II， III 

の寄与が小さくなるために高磁場シフトして 113ppmに現れていると考えることができる.

[引用文献1

1.前回・森・国本・佐々木， r放線菌由来ポリ (s-リジン)の分子構造解析J，高分子加工，印刷中

2. S. Maeda， K. Kunimoto， C. Sasaki， A. KI川 ae，and K. Hanai， J Mol. Struct.， 655， 149・155(2003). 
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1 P3ラ
イオン交換型ゼオライトに対するキセノンの吸着挙動の

高圧 129XeNMRによる研究

(阪大院理 l、阪大博物館 2)0前津国芳l、上回貴洋 12 宮久保圭祐 1、

江口太郎 1，2

Hight-pressure 129XeNMR  Study of Xenon Absorption into Ion-Exchange Y-Zeolites 

Kl1luyoshi Maezawa，1 Takaluro Ueda， 1，2 Keisuke Miyakut下0，1Taro Eguclu l，2 

10epartment of Chemistry ，Graduate Sじhoolof Science ，Osaka U1uversIty， 

守beMuseum of Osaka Uluversity 

lon-exchange of zeo!ite using alka!ine and/or alka!ine-earth metal cations leads to the modification 01' 

th巴poresize and the electric tield in the pore， and affects th巴adsorptionbehavior of guest molecules and 

the catalytic properties of host compounds， In the present study， we巳xaminethe etIect of the 

ion-巳xchangeof Y-zeolites (Na Y， KY， and Rb Y) on the pore size and th巴 dynamicalbehavior of the 

adsorbed xenon atoms by means 01' lugh-pr巴ssure129Xe NMR m凶 surements， At pr巴ssuresbelow 1 MPa， 

the pressure dependenc巴 of129Xe ch巴micalsluft t'or adsorbed xenon can be interpreted by the Langmuir 

type adsorption behavior， In th巴 pressurerange from lMPa to 6 MPa， the observed chemical sluft values 

decieas巴 alldthell illcrease above 6 MPa with illcreasillg the pressure， Tlus behavior illdicates the chemical 

exchange between free and adsorbed xenOll， 

【序】ゼオライトは、沸石水を含む含水アルミノケイ酸塩であり、このカチオンのアルカリまた

はアルカリ土類金属は比較的容易にイオン交換する。イオン交換によりゼオライト結晶の細孔径

や静電場などを変調でき、吸着特性や触媒特性などが系統的に変イじすることが知られている。 l

価のカチオンによる置換は、細孔内の静電磁場にはほとんど影響しないが、サイズの違いによる

細孔径の変佑が期待できる。このような、微視的細孔構造の変佑は、エネルギー的に準安定な吸

着サイトの生成や、吸着分子の交換プロセスなどに影響を及ぼすと考えられる。高圧 12BXeNMR 

は、高圧条件下で測定を行うため、細孔内でのキセノンどうしの相互作用を詳細に調べることが

できる。そこで、今回、アルカリ金属置換によって得られた Y型ゼオライト (NaY、KY、RbY)

について、高圧 12HXeNMR測定を行い、イオン交換がゼオライトの細孔構造へ及ぼす影響につい

て十食討した。

【実験】 NaYゼオライト(東ソー)を出発物質として、アルカリイオンによる支換を行った。イ

オン交換の有無は、粉末 X線回析、 IR、FIRを用いて確かめた。 400
0Cで真空加熱脱水処理した

粉末試料について、自作の圧力可変プロープを装着した BrukerMSL分光計により圧力範囲 0，0]

-9 MPa，温度 298K で 12BXl~NMR スペクトル(共鳴周波数 55 ，6MHz) を Ùl吋tu 測定した。

【結果と考察】 O，lMPa以下の圧力では、 12BXeNMRスペクトルには自由なキセノンガスに対応

する共鳴線とゼオライト細孔内に吸着されたキセノンに対応する 2本の共鴫線が、それぞれ

Oppm付・近とら0・120)lpm付近に分離して観測された。 Fig，l (心 (b)，(c)は、それぞれ NaY、KY、

RbYゼオライトの細孔内に吸荘したキセノンと、共存する自由なキセノンガスの 12HXe佑学シフ

ト値の圧力依存性を示す。いずれの誠料においても O目01・lMPaの圧力範聞で・は、 Langmuirタイ
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ブの吸着挙動を示し、式(1)で 12"Xe化学シフト値の圧力依存性を説明できる。

δ(P) =δ + OXe_X
ー壬仁

" l+KP 

200 

.・_1 
150ト・

11 

EI L 
iii.・

~ 100 
健=

.• 

‘. -
a
 

・企・企-A
 

.
 

•• •• • 
.. 

50} .. .. 
4‘ 

4‘ .. 
oμ~ 

o 2 4 6 

P/MPa 

8 

200 

1501--・・ . • - • • ・"' .. 
1100: 4‘ 
何己

'‘ 
50 4‘ .. 

4‘ 
O~よ
o 2 4 6 

P/MPa 

8 

200 

.・.
」
町
「
l
'

n
U

ハU

Z

J

n

U

 

4

E

A

'

E

A

 
富
島
民
示
日

.・・ ・.・ 4‘
4‘ 

企.. 
4‘ 

a‘ 
50 

企

4‘ 
4‘ 

‘ O島A全一ーム
o 2 4 6  

P/MPa 

8 
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ここで、 δSは、キセノンと細孔壁の衝突による

寄与、 δXe-X.は、キセノンどうしの衝突による寄

与、 Kは、[吸着速度]/蹴離速度]であふれは、

ゼオライトの細孔径に反比例する。(1)式から

δsを求めると、 NaYゼオライトではδs= 5] 

ppm、KYゼオライトではδs= 81 Jlpm、RbYゼ

オライトではδs= 107 ppmという値になる。こ

のδsの増加は、ゼオライト内に存在するカチオ

ンのイオン半径の噌加(Na+=95pm、K+=l:3:3pm、

R b+=148pm)がもたらす細孔径の減少を示唆し

(b) I ている。

(a) 

10 

10 

Fig.1において、キセノンガスのピークの化学

シフト値は、 6MPa付近でキセノンの超臨界流

体(臨界圧九=5目8MPa)への転移のために急激

に低磁場シフトしている。細孔内に吸着したキセ

ノンの佑学シフト値は、 lMPa以上の圧力では

圧力の増加とともに高磁場シフトする。これは、

ゼオライト細孔内に吸着したキセノンと粉末試

料の粒界近傍に存在するキセノンガスとの交換

によるものと考えられ、圧力の増加とともに細孔

内外のキセノンの交換速度が増加することを示

している。また、高磁場シフトの程度が NaY>

KY、RbYであり、細孔径の最も大きな NaYで

細孔内キセノンの化学シフト値に、キセノンガス

の影響が最も顕著に現れる。一方、超臨界圧より

高い圧力では、逆に低磁場シフトが見られる。こ

れは、超臨界流体にあるキセノンと細孔内のキセ

ノンとの交換が見かけ仁遅くなることを示して

(c) 

10 

いる。

キーワード:高圧 12"XC、NMli.、イオン交換型ゼオライト、 l吸着挙動、イじ学シフト、圧力依存

まえざわ くによし、うえだたかひろ、みやくぼけいすけ、えぐち たろう
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1 P36 
固体NMRによるモンモリロナイトの水和挙動の解析

{東工大原子炉研 l、新日銭先端研 2)

。大祭賞i羊l金橋康二 2Z寄藤公児 2池田泰久 l

Studies of hydration process ofmontm01illonite by solid state NMR 
T'akahiro 01水ubo~. Koji Kanehashi2

‘
Koji Sait02

‘
Yasuhisa Ikeda 1 

Reseaαh Laboratory for Nuclear Reactors‘Tokyo Institute ofTeclmology 1. 

Nippon Steel Corpo叩 tion.Advanc怠dTeclmology Research Laboratory 2 

Analyses of solid state NMR in Na-K-Cs-and Ca-montmorillonites have been investigated. A dry and hy-

drated states with various water cOl1tel1ts were analyzed to examil1e hydratiol1 processes. The 2JNa tJ・iplequantum 

(3Q)MAS NMR experiments of Na-montmorillol1ite with dry al1d various water cOl1tel1ts were perfol1ned to esti-

mate the quadrupolar product (P Q) and the isotropic chemical shi抗(δ削)of2JNa. The PQ values were found to be 

dependent on water contents i.e ‘the P Q value has a maximum one in 11.1 wt% water contents and decreases with 

increasing water content. Consequently‘it is suggested that Na cation i.n the interlayer of dry Na-montmorilIonitc 

has more symmetrical electric charge distribution than Na-montmorillonite with 11.1 wt% water content and that 

in systems with ，ontel1ts more than 11.1 wt% Na cation have more symmetrical s廿uctures.

諸言

モンモリロナイトは、 Si04を中心とする四面体シートおよびA106を中心とする八百体シートが 2:1で積み

重なった層状化合物である、モンモリロナイトの層聞には、水分子をともなった種々のイオンが入り、これに

関連して膨潤能や有機複合体および層間イオンの交換反応等の特異な性質を示す4 このような性質は、層間に

導入されたイオン種、層間水および骨格を形成する層との分子関相互作用、およひ、これに関連した分子構造と

密接な関係があるc これまでに、層間イオンとして Naが飽和した Na型モンモリロナイトの構造解析を 27Al

および 23NaMQMASにより解析し、四面体層の Siと置換した Alのサイトが、層間の水分子の有無に起因し

た二つのサイトとして存在する事を明らかにした 4 また、 23Na3QMASf.こより脱水状態での層聞に分布した構

造から含水により単一サイトへ変化することをを報告したc 今回の研究では、層間イオンを Cs.K、および Ca

に交換した試料について、 27Al、29Siおよび層間イオン eNa、J9KおよびIJ3Cs)のスベクトルを取得し、含水

による層構造および層間カチオンの挙動について検討したので報告する

実験

層間イオンそ K、CsおよびCsで置換した試料 (K、Csおよび Ca型モンモリロナイト)の作製は、以下の手

)1闘で行ったo(l)Na型モンモリロナイト(日本粘土協会 JCSS3101)と0.5Nの電解質溶液 (KN03、CSN03お

よび Ca(NOJh)を 1:20でそれぞれ混合、 (2)1時間撹持した後に遠心分離機により固液を分離、 (3)モンモリロ

ナイトの回収。(1)・(3)の手)1慣を 5回程繰り返し、完全に目的のイオンで飽和させたc 最後に水洗いにより硝酸

イオンを完全に除去し K型、 Cs型および Ca型モンモリロナイトを得た「作製した試料を蛍光 X線により元

素分析を行い、目的のイオンで飽和していることを確認したの

測定した試料は、 150・Cで加熱し脱水した試料および任意の含水率に調整するために純粋を加えた試料によ

り行った。測定中の高速回転による試料の含水量の変化を防ぐために、ポリピニリデンクロライドシートで包

んで測定を行った。含水率の同定は、 NMR測定後に、熱分析による重量変化により決定した、 NMR測定は、

CMX300(7.05T)でスピン測定 16kHで測定を行ったの MQMASによる測定は、 z-filter型3パルスシーケンス

を用いた ν

結果および考察
一 ¥

key words水和、層状化合物、 MQ恥.1AS、QuadrupotarProducI 

おおくぽたかひろ、かねはしこうじ、 さいとうこうじ いけだやすひさ
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Table 1に含水率の異ーなる-Na型モンモリロナイ

トの 2JNaMASおよび2Ji';a3QMASの結果を示す

MASスベクトルのケミカルシフト ((¥g)は、含水率

の増加により徐々に低磁場シフトし半値幅が減少

するーそれに対し、 3QMASで得られた等方ケミカ

ルシフト値 (8;叩)は、脱水状態のみが大きく高磁場

側にシフトし、 Il.lwt%以 tの含水率で徐々に低磁

場シフトする このような 2JNaMASと3QMAS

の結果の違いは、二次の四極子相互作用に由来す

る。 従来、 MASスベクトルの半値幅から、 8;話。や

四極子パラメータが求められていたが、モンモリ

ロナイトのような結晶性の悪い試料の解析は、半

値幅に構造の乱れや様々な相互作用の影響を含む

ために正路な評価が難しい しかし、 3QMASに

Table 1. Peak positions‘ 8cg (ppm). and full width 

at half l11aximum. FWHM (ppm). in 2JNa MAS 01' 

Na-montmorillonite with various water content (wt%). 

isotropic chel11ical shift‘九。 (ppl11)‘ andqua合upolar

product‘PQ (MHz)， in 2JNa 3QMAS . 

water contcnts Ocg FWHM Diso PQ 
合γ -20.6 34.8 司 13.7 9.34 

11.1 司 16.3 21.3 -3.27 23.7 

16.2 -8.13 11.2 -2.46 17目5

25.6 -3.15 4.87 -1.84 3.06 

43.7 -2目 13 2.91 ー1.64 0.775 

よる解析は、実験的手法のみで四恒子ハラメータを決定できるため、非常に有効な手法である

脱水試料と含水試料のc5;おりは、層間での Naイオンの水和構造を反映して大きく異なる このような傾向

は、層間での Naカチオンの水和イオン半径が、増大していることに起因していると考えられる さらに

Quadrupolar pruducts [P Q = 2πCQ(l +ポ/3)]は、含水準 l1.1wt%の状態で、極大値を示し、含水率の憎加ととも

に徐々に減少する PQは、最近接原子の対称性に強く依存する よって水和構造を形成していない脱水状態

のPQが小さいことは、脱水状態の Naカチオンが、四面体層の底面酸素によって形成されている空孔に存在

することを示唆している一

次』こ含水率の異なる Cs型モンモリロナイトの

133CsMASを測定した 133Csは、四極子モーメン

トが非常に小さい (-0.OO3x10-28 m2)ため MAS

スベクトルによる解析が十分可能である Figure 

i に示す含水率の異なる Cs型モンモリロナイトの

13JCs MASスペクトルは、含水率のl増加に従い低

磁場側ヒークが消失し、高磁場側ピークが低磁場

シフトするr このような傾向から、低磁場側ビー

クは、水和していな Csに起因すると考えられ、乾

燥状態での Csイオンは、四面{本層表面に接して吸

着している層 (Stem層)と水和した層(拡散層)に

分布して存在することが証明されたさ Csが Stem

層と拡散層にはっきりと分配して存在するのに対

し、 Na型モンモリロナイト中の Naカチオンは、

はっきりとした分配を示さない このような層間

カチオン種による水和挙動の遠いは、層間イオン 300 200 100 

人
人

15 wt.oo 

10 wl.oo 

5 wt.oo 

-}OO -200 -30() 

の水和イオンエネルギーに起因すると考えられる ppm 

133Cs MASの測定により、 Stem層と拡散層に分布 Figure 1. 133Cs MAS NMR with various water contents 

した Csを同定することは、層間での水和のメカニ

ズムを解明する上で重要な知見を与える 当日は、

J9Kのスペクトルについても報告する

参考文献

T. Ohlmbo， K Kanehashi， K. Saito， and Y. lkeda， CI的刊 C/avMillel:，51， 513-518， 2003 

H. Koller and G. Engelhardt， J Phy.¥'. Chel7l.， 98， 1544-1551， 1994 
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1 P37 
固体NMRによるパクテリオクロロフィノレ cモデ、ノレ系の構造解析

。秋庭健吾 1、江川文子 1、柿谷吉則 2、高橋大樹 1、小山泰 2

藤原敏道 1、阿久津秀雄 1

阪大・蛋白研 1、関西学院大・理工 2

Structure analysis ofbacteriochlorophyll cmodel systems by solid.state NMR 

o KengoAkiba1， Ayako Egawa1， Yoshinori Kakitani2， Hiroki TakahashP， 

Yasushi Koyama2， Toshimichi Fujiwara1， Hideo Akutsu1 

1Jnstitute for Protei冶Research， Osaka日立iversity

2 Facu1ty of Science and 免chnology;Kwansei Gakuin University 

The photosynthetic system of green bacteria has a unique antenna complex called 

chlorosomes. Chlorosomes contain bacteriochlorophyll(BChl) c as the major component. The 

arrangement of BChl c molecules in the chlorosomes， are highly similar to that in the 

aggregates. Thus， we studied BChl c aggregates as a model system of chlorosomes. First， we 

assigned 13C signals with 2D 13C correlation experiments using RFDR and DQ dipolar 

recoupling sequences. We made 2D 13C-13C and lH-1H spin diffusion experiments to obtain 

distance information. We have discriminated between intra-and intermolecular correlations 

by using a mixture of fully labeled and natural abundance BChl c molecules. These 13C-13C 

and lH-1H correlation indicated that BChl c forms dimer structures that constitute column 

structure. 

度益

生物のエネルギーの源は太陽光であり、このエネルギーが生体内でシステマティックに効率よ

く変換される。例えば緑色光合成細菌のアンテナ複合体クロロゾームは光エネノレギーを集めて一

重項エネルギーとして光合成反応中心に送って化学ヱネルギーに変換する。クロロゾームは細胞

質膜の細胞質側に結合している袋状の構造物であり、巨大な分子集合体である。天然クロロゾー

ムで光捕集を行うのは、パクテリオクロロフィル c(BChl c)からなるロッド状の構造体である。

そこでクロロゾームのモデル系として BChlcの自己会合体の構造解析を行った。このモデル系も

分子運動が制限されている巨大な構造であり、直接構造情報を得るためには固体 NMRが有効で

ある。

キーワード 固体NMR、スピン拡散法、均一同位体標識試料、パクテリオクロロフィル C

あきばけんご、えがわあやこ、かきたによしのり、たかはしひろき、こやまやすし

ふじわらとしみち、あくつひでお
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現在までにモデル系 BChlcの自己集合体について二つの異なる構造が提唱されている。一つ目

はparallelchainと呼ばれる平行に階段状に積み重なった構造が提案されている。これは単量体

が基本構造となっており、 monomerbased stackingという。二つ目は piggy-backdimerと呼ば

れる上の分子が 1800 回転して、反平行型に重なった 2分子が積み重なった構造で二量体が基本

構造となっている。これを dimerbased stackingという。そしてそれらがシリンダー状に会合

した構造(column構造)をとっていると考えられている。 (Fig.2)どちらの構造なのかを解明するこ

とが本研究の目的である。
3'2 

C;:H3 
3̂11 

H-6帯11lIOH
7吋

20'1 

â 2_B̂ 3 

よど!!

宅;ヌ!?n12
A

2 

F1，.'1 

F8 
〆~ dimer based stacking 

Fig. 2 Proposed model structures of BChl c assembly 
Fig1. Structure of BChl c 

塞監

13C安定同位体標識をした培地を用いて培養した Chlorobiumlimicolaのクロマトフォアから

メタノーノレ、アセトンで色素を抽出し、その中からカロテノイドと BChlaをn-ヘキサンで、溶出

除去した。次に HPLCを用いて BChlcを単離精製し、それをジクロロメタンに溶解させヘキサ

ンで析出したものを固体 NMRの試料とした。その試料を使用して高分解能スベクトノレをとるた

めにマジック角試料回転(MAS)下で固体 2次元 NMRスベクトノレを測定した。全ての実験におい

て試料回転周波数 12.5kHz、lHの共鳴周波数 499.96MHzでChemagneticsInfinity-plus 500 

を用いて行った。信号検出には 3.2mm径スピナーと二重共鳴コイノレを持つプローブを用いた。

益基

(I) 帰属、 13C-13C相関の解析

まず、共有結合している 13C-13C相関のみを交差ピークとして観測するために短い混合時間で

RFDR法を使用し測定した。この測定法は MAS条件下において試料回転周期に同期した 180
0

パルスを繰り返し照射することにより、ゼロ量子双極子相互作用を復活させる。これにより同種

核双極子結合した 13C問で磁化移動が起こるので、この測定法は共有結合した同種核の帰属に有

効である。このスベクトルを用いて帰属を行ったがクロリン環の側鎖とフアノレネシルの帰属はピ

ークが重なってしまい困難だったため、 SPC'5法を用いて完全に帰属した。この測定法は二量子

双極子相互作用を用いているので共有結合で 1つ離れたスヒ。ンは負のシグナル、共有結合で 2つ

離れたスピンは正のシグナノレとして観測できる。その結果、部分的に重なっていたピークの符号

の違いによりスベクトル上で分離できるため、ファルネシノレの帰属ができた。
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次に比較的長い距離の 13C-13C相闘が交差ピークとして観測できる lH駆動スピン拡散法を混合

時間， 0，5，10，25，50，100，250，400msについて測定した。

しかし、 13C完全標識の BChlcではスピン拡散法を用いて測定した場合、分子内Gntra)、分子

間Gnter)の相聞を区別で、きない。そこで本研究では 13C均一ラベルした BChlcとノンラベルの

BChlcをモル比で 1: 1にして混合した会合体(50%ラベノレ体)を使うことにより、分子間相闘が分

子内相関のシグ、ナノレより減少することを利用して 2つの相闘を区別した。

その結果、下に示すスペクトル(Fig.3)のようにフルラベル体と、 50%ラベル体でスベクトルを

比べてみると、丸および四角で示したところが 50%ラベル体のほうはフノレラベル体に比べてピー

ク強度が落ちていることが分かり、その部分が分子聞の相関であると考えられる。また、四角で

囲った部分、例えば 1/3̂1，2/6， 2̂1I7， 2̂1I7̂1， 7/20̂1などは 5，10，25msといった短い混合時

間でもピークが観測されており、このことから直接の双極子一双極子を通して磁化が移動したと考

えられる。 これらの分子間相関に当てはまるようなモデソレを考えてみると dimerを基本とした

構造をとっていると推測できる。具体的な構造についてはクロスピーク強度の混合時間依存性を

解析することを通して明らかにしていく予定である。
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Flg. 3 Comparison of 13C_13C spin diffusion spectra of 50% labeled BChl c and fully labeled 

BChl c at the mixing time of 100 ms 

(2) lH問スピン拡散を用いた 13C観測 1H-1H相関の解析

(1)のスピン拡散法では単純に C-C聞の磁化移動を見ていたが、この LG-CP法を用いた lH間

スピン拡散法の測定では 13Cから lHに磁化を移動させるときに lH-lH双極子結合をデカップリ

ングして lH間で混合が起こらないようにして lH-lH聞の磁化の移動を観測している。そのこと

によって lH聞の相関をそれらと共有結合している C-C聞の相関として観測する。(参考第 42回

NM耳討論会ポスタ一番号2P34高橋大樹ら)BChl cはlHのついている部位があまり多くないの

で解析しやすいスベクトルが測定でき、構造解析に役立てることができる。
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Fig. 4 Comparison of 'H-'H spin diffusion spectra at τmlx=160μ5 and 320μs 

Fig.4がLG-CP法を用いた lH-IHスピン拡散法で測定したスベクトルである。 Fig.3に比べ、

著しくピークの数が減少しているのがわかる。今回の短い混合時間では長距離の磁化移動は起こ

らない。混合時間話200usなら 4-7A程度の距離まで磁化移動すると考えられる。そのためピー

クが検出されたところは比較的近い状態にあると考えられる。例えば3八1I3̂2のクロスピークは

2.5-3.1Aの距離である。

主よ生

13C-13Cスピン拡散法による C-C間距離からの結果からスベクトノレから読み取れるクロスピー

クを分子内、分子間の区別をつけることができたため BChlc会合体は dimerが層状になり積み

重なっていると推測できた。

lH-IHスピン拡散法による H-H問距離測定からは lHが共有結合している C-C聞の相関を見

ることができるためクロスピークの数が少なく解析がしやすかった。

この結果を元に距離計算をし、それに基づきより正確な構造モデ、/レを検討する予定である。
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1 P38 
酸素-17ラベル化技術を用いた、ガラスネットワーク構造

変化高感度解析法の開発
(新日錨先端研¥日本電子 2)

0金楠康二¥下池田勇、競藤公児 l

Tbe Development of High-Sensitive Analysis for the Process of Network 
Formation in Glass using 170・labeledTechniques of Inorganic Compounds 
Nippon Steel Corporation‘Advanced Teclmology Research Laboratories 

1
， JEOL Ltd2 

OKoji Kanehashi
l
‘
Yuichi Shil1loikeda

2
喝 KojiSaito

l 

Solid-state 170 NMR is v巴ryuseful and powerful tools for the s加に伽ralanalysis of oxygen in various 

inorganic l1laterials. However， there are l1lainly 1:¥¥'0 difficulties for th巴itsapplication‘quite low s巴nsitivity

and large second-order quadrupolar effect. In the pres巴ntstudy‘ we synth巴sizedeach 
17
0・labeldstarting 

*ホ*
l1laterials such as Ca(OHh (C)， Ah03 (A) and Si02 (S) in order to ov巴rcol1lelow sensitivity. Using these 

materials‘the fonnation of the calciul1l alul1linosilicate (CAS) glass network was investi畠atedat 1273 to 

1673 K by MQMAS techniques at high magnetic field (16.4 T) that average the second同 orderquadrupolar 

interaction. The process of net¥vork fonnation of oxygen in CAS glass could be obsetved by l1leans of 
17
0 

full-labeled (C-' A-'S) .11laterials at each tel1lpera旬re.Moreover， 170 NMR of selective・labeled(C-' A-S and 

C-A-'S) l1lat巳rialsbecal1le possible to assign each peak in spectra of full伺 labeledmaterials. 27 AI→ 170 

CPIMAS l1lethods were applied in order to l1lake the c01mectivity clear. Although low sensitivity was 

considerable disadvantage in MQMAS teclmiques as a result of lower efficiency of ll1ulti-quantmn excitation， 

F AM -based pulse trains accol1lplish巴dsignal elUlanCel1lent in MQMAS spectra by a factor of over 2 

[はじめに}

酸素は地球表層を構成する元素の中で最も多く存在している元素であり、無機材料の分野では

天然鉱物、触媒、ガラス等、多くの無機酸化物材料が産業上利用されているυ 無機酸化物材料の

物性とその 3次元構造には密接な関係があり、骨格の中心を担っている酸素の構造を明らかにす

ることは、実用材料の利用価値を高める上で非常に意義深い勺実用材料の中には結晶性の低いも

のも多く、X線では有用な構造情報が得にくいことから、固体 NMRが有力なツールとなりうるー

しかしながら、測定対象核である 170は四極子核 (j=2/5)且つ低感度(天然存在比(J.(137%)で

あり、従来固体NMRによる構造解析は困難であった。前者の課題については、 NMR装置の高磁

場化及び MQMAS法を適用することによって、その問題を克服することができ、我々は四極子核

を含む実用無機材料への適用を行っている[1，2]，後者の 170の測定感度を向上させることも、 170

NMRを実用的に利用するために不可欠な課題であり、高磁場化はもちろんのこと、材料中の酸

素を 170でラベルする方法が有効である A しかし、 170ラベル化に関しては有機化合物のラベル

化ほど一般的ではなく、数少ない報告例の中では Si02の 170ラベルがほとんどであり、他の無機

酸化物に関しての報告例は極端に少ないのが現状である乃今回、我々はラベル化技術を取り入れ

るのと同時に、 FAM2(Fast Al1lplitude Modulation)シーケンスを適用することによって高感度化を

試みた九さらに、無機酸化物材料の 170ラベル化を単に感度向上のみに利用するのではなく、原

料のフルラベル化及びある特定の酸化物原料をラベル化(選択ラベル)をうまく使い分けること

によって、酸素の化学構造決定に対するラベル化技術の有効性について検討したので報告するー

MQMAS、CPIMAS、酸素一 17ラベル化技術、高感度化、ガラス

かねはしこうじ、しもいけだゅういち、さいとうこうじ
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Fig. 2 1'0 MAS (a)‘llld ".'-¥.1→ 1・oCP'MAS (b) 

spectra olIull-labeled C.-¥S呂lass

[実験1
170 ラベルした原料は以下の手順にて合成した九

Ca(OH)2はグロープボックス中にて KOHをH2*0(
170:20 

¥¥1'%)に溶解させ、この水溶液を氷裕下で CaChと反応さ

せて得られた沈殿物を蒸留水で洗浄、乾燥して得られた1

AI/03は AIO(OH)をH2*0共存下、密閉容器内にて 1050C

で 7日間反応させて AI*O(市OH)を得た後、大気中 I2 ()(tc 

でl時間焼成することによって得た。S(02はAr雰囲気下、

無水 diethyletherに溶解させた SiCI4溶液を氷裕しながら

比*0を少量ずつ滴下し、沈殿物を蒸留水で、洗浄後、乾燥

して得られたーこれらの合成原料が試薬と同等の構造を

有していることを XRDにて確認した 170 ラベルした

CASガラス試料は、フルラベル tC*A*S)、選択ラベル

(でAS‘C'AS‘CA'S)を用い、 51.1Ca(OHh・9.5AI203-39.4 

Si02 の組成となるように秤量し、 1000~1400CCで 30 分保

持した後、銅板とで急冷することによって得た。

NMRスペクトル測定には、 JEOLECA・700(170; 94.9 

MHz、27AI;182.4 MHz)を使用した0

170MAS及び MQMAS

の測定には、 4ml11q)JEOL製 27AI及び 170シングルチュー

ナブルプロープを用い、試料回転速度は 20kHzとしたの

27AI→ 170 CPIMAS測定においては、 4m111砂DOTY製 3核

プローブを用い、試料回転速度を 20kHzとしたる MQMAS

パルスシーケンスは Fig.1に示すように z-fiIter型[3]、

FAM2型[4]及びsplit-t¥+ FAM2型[5]を用いたのまた、 cs
(Chemical Shift)軸の傾きが lになるように Fl軸方向の

スケーリング処理を行ったへ 170NMRスベクトルの化学

シフト基準は H20をoppmとしたコ

[結果・考祭l
まず、 CaO・Ah03-Si02の 3元系状態図から判断すると

meltしている温度である 14000C焼成したフルラベル試料

の 170MASスベクトルを Fig.2 (a)に示す。今回のガラス

組成では BO及びNBOが存在していると考えられるが、

これらを同定するために 27AI→¥70CPIMAS測定を実施

したο 四極子核の spinlocking条件を最適化することによ

って良好なスベクトルが得られ (Fig.2 (b))、高磁場側の

ピークのみを選択的に観測したことから、高磁場側のピ

ークが BO(Si-O・AI)、低磁場側が NBO(Si・O-Ca)で

あると結論づけた引さらにこの試料の 1703QMASを測定

すると、 BOにはメインピークの他にもう一つのピークが

存在していることが明らかとなった (Fig.3) 今回のガ

ラス組成を考えた場合、 BOには Si-O-AlとSi-O園 Siの 2

つのタイプが存在すると考えられることから、 (1)式に

示されるような核四極子結合定数 (CQ) と M-O結合の

ionic character (I)の経験的関係を用いて 2つの BOの同

定を試みたい]..
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80 (Sト0・AI) Tabl< 1 Comparison 01' CQ valll< !rom 170 3QMAS 
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ースのシーケンスを用いて 5QMASスベクトル測定を

試みたろ 5QMASスベクトルの MAS軸方向の projection

を比較したものを Fig.4に示すA 閉じ測定時間 (85h) 

にかかわらず、 z-filter型と比較して格段に S加を向上 問

させることに成功したうまた、 5QMASによって分解能

が向上し、 3QMASスベクトルの Si-O-Alに由来するピ

ーク位置に 2つのピークが存在していることが明らか 150 

となった (Fig.5)、現在のところこれらのピークは未

同定であるが、過去の知見等から推測すると [7]、5配 Fig. 5 "0 5QlvlAS恥 ctnlllloffi.tll-Iabd<d CAS glass 

位 Alと結合した 80あるいは triclusterに由来するピー

クである可能性が考えられる九このように、 FAM2シーケンスの適用によって、週末程度の時間

で良好な 170 5QMASスベクトルを取得することができるようになり、その結果新たなサイトの

存在を発見することが可能となったー

続いて、フルラベル試料を用いてガラスネットワーク構造の形成過程における酸素構造の変化

について検討したのまず 1400
0C焼成試料における、各ラベル試料の 170 MASスペクトルを測定

したところ、フルラベルした試料、 1隠れ.vorkl110difier (Ca(OH)2)をラベルした試料、 networkfonller 

(Si02)をラベルした試料のスベクトルの線形はほとんど同じであり、 80別80(= 42/58) の比

も一定であったことから、この温度では CASガラスが完全に熱平衡状態に達しており、十分な熱

拡散によって均ーな化学構造を有しているといえる、即ち、ガラス試料の溶融状態の酸素構造を

決定するには、いずれかの原料を 170ラベルすれば‘良いことがわかる 次にフルラベル試料を用

いて、原料から熱平衡状態に到達するまでの酸素ネットワーク構造の変化を追跡した Fig.6に

その結果を示す，原料では Ca(OH)2及び Si02に由来するピークが重なっており (Si02;高磁場側、

150 

150 100 50 

Fig. 3 170 3QMAS sp<clrllm offi.tll-IabeI<d CAS gIass. 

CQ = -().203 1 (%) + 14.78 
1 (%) = lOuネ [EN(0) -EN (M)] 1 EN (0) 

where EN are the Pauling electronegativity value 

(l)式から求められた CQの値は、 Si聞 0・Siのほうが

Si-O-Alよりも大きくなっていることから (Table1)、

今回の 2つの 80は Fig.3のように同定することがで

きたの

次に、同試料のI705QMASスベクトル測定を実施し

たろ最初に z-filter型のシーケンスを用いたところ、測

定感度の低下が激しく、解析可能なスベクトルを得る

のが困難であったロそこで、近年提案された FAM2ベ

-200ー
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Ca(OH):; ;低磁場側)、 70ppl11付近に Ab03に帰属されるピー

クが存在する、 1000"Cになると、 Ca(OHhは脱水し CaOとな

っており、 110・140ppl11 のNBO領域に CaO由来の新たなピー

クが観測されている』一方、 Si02及び Ah03のピークは変化

していないことから、この温度では 3者聞の原料同士の化学

反応は始まっていないー 1300~1320
0

Cになると、かなりの酸

素構造の多様化が見られていることから、原料聞の反応が進

行して安定な鉱物相が析出しているものと考えられる一 M巴It

の初期段階である 1320
C

Cになると、 Si02のピークもほぼ消失

しており、 1350
C

Cでガラス構造をとっていることがわかったハ

フルラベル試料で観測された各ピークが、どの原料由来の

ピークであるかを特定するために、選択ラベルを用いた実験

を実施したへ Fig.7に 1300
C

Cにおけるフルラベル及び選択ラ

ベル試料の
17
0MASスベクトルを示す，.Fig.7の結果から、

この温度で見られる多搬な酸素構造は主に CaOと Si02の反

応によって生じたものであり、Ab03は未だ反応にはほとんど

関与していないことが明らかとなったー

[まとめ]

今回、無機材料の構造の中心をなす酸素原子に着目し、高

感度で酸素の化学構造を解析するための手法について検討し

た九まず、高磁場下(J6.4 T) での MQMAS法の適用によっ

て、 170の四極子相互作用の影響を消去し、高分解能スベク

トルを得ることができたとまた、もう一つの 170NMR解析の

大きな欠点であった極端な低感度については、 170 ラベルし

た無機材料を合成し、 FAM (F ast Amplitude Modulatiol1)をベ

ースとしたパルスシーケンスを用いることによって、この問

題を克服したうさらにこの 170ラベル技術を、感度向上のみ

に留まらず、材料中の酸素構造、特にガラスのネットワーク

が形成する過程での構造変化を捉えるために適用した、その

結果、フルラベルガラスを用いることによって、各焼成混度

において材料中の全ての酸素構造を抽出することができるの

fJjし

j
J
m
 Fig. 6 Pr()c~ss 01' I1l!twork t<.>nllation 01'抗.11.

labded CAS glass. (a) r.t.. (b) ¥OOO"C. (0) 
¥320'C. (d) 1350、C

;:い川いい
200 100 .10日。

ppm 

Fig.7 "0 MAS speotra ofCAS glass al 1300'C 

(a) fhll・label.(b) SiO， labol. (0) .'¥1，0，¥ label. 

に対し、選択ラベルを用いれば、ネットワーク形成過程における各酸素ピークの同定が可能とな

ることを見出したー今回の実験結果から、 [高分解能(高儲場 MQMAS)] + [高感度(高磁場、

FAM、17
0ラベル)1 + [170フルラベル及び選択ラベル技術]+ [他元素との結合連鎖構造解析]

を組み合わせることによって、初めて無機酸化物材料の詳細な構造解析が可能となると考えられ

るコこの組み合わせば、多様な無機酸化物材料(触媒、セラミックス等)への適用が可能で、あり、

実用材料の構造解析や新規材料設計に有効な手段になるものと期待される.
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1 P39 
lH-および 13C-NMRスピン格子緩和時間に基づく非晶質医薬品に対する PVPの安

定化機構の解析

(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

lH and 13C spin-lattice relaxation time measurements for analyzing the stabilization 

mechanism of amorphous nifedipine by PVP 

(National Institute of Health Sciences) Yukio Aso， Sumie Yoshioka and Shigeo Kojima 

Tl and Tlρof protons in nifedipine-PVP solid dispersions were averaged by spin 

diffusion_ Observed Tl and Tlp values were larger than those calculated by assuming that 

molecular mobility of each component in the solid dispersions is the same as that in the pure 

system. Di首erencebetween the observed value and the calculated value showed maximum 

at pVP content of 25%， at which molecular ratio of nifedipine and PVP monomer unit is 1:1. 

This suggests that nifedipine is stabilized by interaction with PVP in the solid dispersions. 

はじめに

ニフェジピンおよびフェノパルピタールは水に溶けにくく、その溶解性を改善するため非晶質

化される。非品質化した医薬品はエネルギー的に不安定なために、保存中に結晶化しやすいが、

10先程度の少量の PVPを添加することにより、結品化が抑制され安定化されることが知られている。

また、非品質ショ糖においても、少量の PVPが結品化を抑制すること、さらに、ラマンスベクト

ルによる検討により、安定化には PVPのカルボニル基とショ糖の水酸基の水素結合による相互作

用が関連することが報告されている。ニフェジピンおよびフェノパノレビタールの PVPによる安定

化もショ糖と同様の相互作用が関与していると考えられるが、ニフェジピン、フェノパルピター

ルおよび PVPは何れもカルボニル基を有するため、ラマンスペクトル、 IRによって相互作用を

確認することは困難と考えられる。 NMR緩和時間は分子運動に依存するため、相互作用による

運動性の変化が緩和時間に反映されものと期待される。そこで¥本研究では非品質医薬品と高分

子との相互作用を明らかにすることを目的として、ニフェジピンと PVPの固体分散体について lH、

および 13C-NMRのTl、Tlp測定を行った。

室監

ニフェジピンと PVPの固体分散体は熔融急冷法により調製した。薬物と PVPをメタノールに

溶解し、ロータリーエパポレーターを用い、メタノールを留去した。得られた粉末を約 180
0
Cで

熔融した後、液体窒素に入れ急冷した。固体分散体のプロトンの緩和時間はパルス NMR(JEOL 

DATUM、25MHz)を用いて測定した。 TlはInversionrecovery法で測定Lた。 Tlpは 10ガウス

緩和時間、結晶化、非晶質

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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Fig. 1 Tl and Tlρof protons in nifedipine' PVP solid dispersions. 

のロッキング磁場強度で測定した。固体分散体の 13Cの緩和時間は固体高分解能NMR(Varian、

400MHz)を用いて測定した。

結果および考察

(1) lH.NMR緩和時間

ニフェジピンーPVP固体分散体の実験室系および回転系における緩和過程は何れの PVP含量

のニフェジピン間体分散体においても、 1つの指数関数によって表すことができ、スピン拡散に

より緩和時聞が平均化されていることが明らかとなった。 Fig.1に固体分散体のプロトンの Tlお

よび Tlρの PVP含量依存性を示す。図の実線は分散体中のニフェジピンと PVPの運動性が、単

独の場合と変わらないと仮定して、計算した緩和時間の計算値である。緩和時間の実測値と計算

値は一致せず、 PVP 含量が 25%付近で最も~離が大き

くなった。 25%の PVP含量は PVPモノマーユニット

とニフェジピンのモル比が 1:1に相当することから、

ニフェジピンのNH基と PVPのカノレボニル基との水素

結合による相互作用の存在が示唆される。

(2) 13C-NMR緩和時間

ニフェジピン固体分散体における PVPカルボニル炭

素の TlのPVP含量依存性を示す。 PVPカルボニル炭

素の Tlは PVP含量が低いほど、すなわちニフェジピ

ンの含量が高いほど大きかった。カルボニノレ炭素の Tl

はピロリドン環の回転運動の速さに依存すると考えら

れ、 Tlの変化からピロリドン環の回転運動がニフェジ

ピンの存在により遅くなっていることが示唆される。

これはプロトンの TlおよびTlpの結果を支持するもの

と思われる。
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1 P40 
各種 RecoupIing技術を用いた絹モデルペプチドの精密立体構造の決定

(農工大工 1.バリアンテクノロジーズジャパン 2)

O中津靖元¥亀田恒徳¥芦田淳 2、朝倉哲郎 l

Detennination of the Precise Structure of SiIk Fibroin Model Peptide studied with Solid-State N恥低

Yasumoto Nakazawa， Tsunenori Kameda， Jun Ashida and Tetsuo Asakura 
Department 01 Biotechnology， おかoUniversity 01 Agriculture and Technology， Koganei，おか0184・8588

Tel: 042・383・7733Fax: 042司 383-7733 e・mail:yasumoto@cc.tuat.ac必

The precise structure of silk fibroin from Bombyx mori before spinning was clarified by several recoupIing 
techniques of soIid-state NMR. The primary structure of the silk fibroin仕omBombyx mori is considered to be a 
repeating sequence of Ala and Gly residues， (Ala-GIY)n. The torsion angles of Ala and Gly residues in the model 
peptides， (AG)15 which is a typical repeated sequence of the cηstalline domain of B. mori silk fibroin， were 
determined by the conformation同 dependent13C chemical shi貨s，2D spin-diffusion NMR and REDOR methods. 
Moreover， in order to detennine the whole structure of the peptide and protein by solid-state NMR， we measured 
the 13C_1H dipolar-assisted rotational resonance. In this study， four kind of soIid-state NMR methods were 
applied to determination ofthe precise structure ofthe model peptide of B. mori silk fibroin. 

[ Introduction】

本研究では，国体NMRr:去を用いたペプチドおよびタンパク質の立体構造を決定することを自的とし，

主に国体 NMRの RecoupIing法を用いた局所的な構造解析を行ない，絹フィブロインなどの繊維タン

パク質に応用してきた 1-3。さらに本研究では，目的タンパク質の全体構造を決定する方法についても

組み合わせ，体系的な生体高分子の立体構造決定f去を確立することを目的とする。

現在，溶液 NMR~去を用いたタンパク質の構造解析では， NOESYを中心とした構造解析手法が確立

している。一方，国体NMR法に関しては，最近，タンパク質の構造決定が試みられているものの，体

系的な構造決定手法が確立されていなし什。そこで，種々の双極子一双極子相互作用測定法と化学シフ

トを組み合わせた，タンパク質精密構造解析手法の体系化を目指し，絹タンパク質に応用する。本研

究では，タンパク質精密構造解析の基礎的な知見を得るため， [U-13C]Ala， [U-13C]Gly，および，各種

安定同位体ラベルを施した家蚕モデ、/レペプチド(AG)ISを合成し，化学シフト，二次元スピン拡散NMR

法， 13C}5N及び 13C_2HREDOR法，竹腰らが開発してきた 13C_1Hdipolar-assisted rotational 

resonance(DARR)法 5を用いて構造解析を行った。

[Materials and Methods】

エリ蚕絹モデルペプチド、 (AGh5は Fmoc国相合成法により合成した。モデルペプチドは必要に応

じて安定同イ立体ラベルを施した。

13C_1H dipolar-司assistedrotational resonance(DARR)法は， CMX Infinity400NMR分光計(Chemagnetics社

製)を用い，試料回転速度 22KHz，室温で測定を行った。プロープは 3.2mm中T-3HXlMASプローブを

用い， τm 聞の CW 照射は 22kHz になるよう調整を行った。ミキシングタイムは O~1500ms まで行っ

た。 DARR測定試料は， [U_13C]Ala， [U-13C]Glyのアミノ酸と，局所的に安定同位体ラベノレを施した家

蚕絹 フィ ブロ インモデルペプチド， (AG)6 [1-13C]AI3[1-13C]GI4 (AG)gおよび， (AG)6 

A[U_13C]GI4AG[U_13C]AI7G (AG)6の4試料を用いて行った。

国体NMR、絹モデルペプチド、 REDOR、スピン拡散、立体構造

なかざわやすもと，かめだっねのり，あしだじゅん，あさくらてつお
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1 P41 
固体二次元 MASNMRによる結晶性キチンの構造解析

ブFルカーバイオスピン株式会社 O甲野裕之

Structural Analysis of Chitin Crystals by Two-dimensional MAS NMR Spec住oscopies

Hiro戸!1dKono

Bruker BioSpin Company， Ltd.，τ'sukuba， Ibaraki 305-0051， Japan 
e-mail address: hiro刊ki.kono@bruker・biospin.j

Abs岡山町Homonucl叩 through-bondcorrelations of 0ιand s-chitin were determined by using印刷o-dimensio凶
refocused CP 町ADEQUATEspec回 ofthec脳血 allomorphspぽ泊吋仕omcrab shell and叫uidpen， respectively. 百le
ob胞ined2D 13C-13C correlation spec回 wheretwo directly bonded carbons share the common frequency in the DQ 
dimension enabled us to assign a11血.gc紅bonresonances of the c脳血 allomorphsfor the first time. Following the 
assignment of出 gc紅bons，IH chemical shift of proωn( s) attached to each carbon nuclei composing chi出 allomorphs
were assi♂ed by恥 MAS-J岳町QCexperin1ent of血esamples伽 tprovides pure泊・ph制 chemicals幽 correlations
between a p位 ofbonded proωn w;.d carbon nuclei. Fina11y， through-space IH_13C cOITelations白血echi出 allomorphs
were determined by the dipolar-driven FSLG-HETCOR s戸C仕草 of血.echitins， which provided IH chemical shift of NH 
group in the chi伽 allomorphs. In addition， conforrnational difference between acetamide group inルchi血 and白紙m
s-chi出 werestrongly suggested by comparing long-range 13C担 correlationsobserved in the FSLG-HETCOR s阿国of
a-chi出 wi血thoseof s-chi出.

1.緒雪: キチンは昆虫・蟹など甲殻生物に所在し、天然に二種類の結晶多形 (α、s)が存在することが

知られている。キチン・セルロースといった構造多糖類は単結晶を得られず、繊維 X線回折に基づいてその

結晶構造モデルが提案されている。それら構造モデルによると、 αキチンはメチロール基が 2パターンの水

素結合様式を持ち、それらコンフォメーションの存在比が 1:1、さらに単位胞が空間群 nム21に属する逆平

行鎖構造 (1)であるとされている。一方、。キチンは構成する全てのN-アセチノレグルコサミン残基が立体的に

等価であり、並行鎖構造 ωと考えられてきた。 CPMAS13C NMRもまた有力な構造角税庁手法であるが、 α、8と

もに各炭素原子が一重線であるため、 αキチンの構造モデルにおける二種類の残基の存在を説明できなかっ

た。さらに、 CPMAS13C NMRではα、8聞でC3、C5シフトが僅かに異なるが、他の共鳴線の化学シフト、線形

は完全に一致するため、ごく限られた情報しか得られていない。本研究では固体2013C -13C、IH-lC相関MAS

NMR実験でキチンの二つの結晶構造の違いを評価、検討したので報告する。

2.実験: α、s-キチン測定試料は蟹甲羅、イカ剣からそれぞれ精製したキチンを用いた。 NMR測定は

Bruker AV300WB(7.1T)分光計を用い室温で行った。 20Refocused CP-INADEQUATE (l3c_13c相関)ω、20

MAS-J-聞QC(l3C-1H相関)実験 (3)により、 α一、 8ーキチンの 13C、IH共鳴線帰属を行い、 20FSLG-HETCOR実験に

よってロングレンジの 13C-1H相関を決定した。

3.結果と考察IN.曲EQUATE実験によって決定された各炭素原子の共鳴線帰属結果を表-1に示す。 10

スベクトノレでは、。ーキチンの C3，C5共鳴線は完全に重なっていたが、 20スベクトルの二量子遷移軸方向で

明瞭に分離することができた。 αー、 s-キチンともに天然セルロースに見られるような 13C共鳴線の分裂 ω

は確認されず、全ての炭素原子がそれぞれ 1本の共鳴線であることが確認できる。

α一、 8ーキチンの町 lH相関スベクトノレを図ー 1、2にそれぞれ示す。 MAS-J-醐QCスベクトル(図ーla、

2a)では直接結合したone-bondの町一IH核開の相関を示すことから、 OH、聞を除く lH共鳴線の帰属が可能と

なった。比較的短い混合時間 (20μs)で肥TCORスペクトルを測定した結果、 2ーないし 3-bondの相関が得ら

れた(図一lb、2b)。α、8キチン両方のスベクトノレにおいて約 9ppm付近に C2、C3と聞の相関が確認され、

問プロトンが帰属できる。 OHプロトンとリングカーボンの相関は図ーlb、2bの点線で示すように約 4-6ppm

付近に現れているが、MAS-J-I制QCスベクトルで観測されたone-bondの13C-1H相関と重なり合っているために、

今回の実験では正確な帰属は得られていない。本実験で帰属されたリング、間プロトン共に共鳴線の分裂は

全く観測されないことから、 α キチンのX線回折結果(1)で示唆された 2種類のコンフォメーションの存在は

支持できない。

Keyword:キチン、 INADEQUATE、剛QC、HETCOR、固体二次元

こうのひろゆき
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13C and 'H Chemical Shifts ofα，-and s胡 itin

13C Chemical Shifts I pp叩 ('HCh町叫四1Shifts I ppm) 

Table 1. 

'NH C=Q CH， C6(H6) C5但5)C4(H4) C3例3)C2(H2) C1 (H1) Allomorp担

(8.9) 173.0 22.6(1.3) 60.6 (3.7) 75.6σ.2) 82.9 (3.0) 73.1 (3.3) 54.8 (3.5) 104.0 (4.3) 品 Chiω

次に混合時間 100μsで間TCOR実験を行った(図一lc、2c)結果、 αキチンでは聞から C2，C3，C5への

相聞が得られたのに対して、。キチンではC2，C3，C4への相関が見られ、 C5一間聞の相関は観測されない。こ

の結果は聞の水素原子はαキチンではC4より C5の近傍に、 8キチンではC5よりも C4の近傍に位置してい

ることを示している。また図一lc中の矢印で示すように、 αキチンではメチル炭素と C6に直接結合した水素

原子との相関が観測されたのに対し、 8キチンではそのような相関は得られなかった。これら結果はα一、 8
キチンにおけるアセトアミド基のコンブオメーションの違いを明確に示していると考えられる。

以上のNMR測定結果より、 α、3キチンはそれぞれ単一のコンブオメーションからなるがアセチノレクや

ルコサミン残基から構成されることが明らかになった。分子鎖配列に関する情報は現在ところまだ得られて

いないが、残基レベルでのα、3の大きな違いはアセトアミド、基のコンブオメ}ションにあり、聞が関与す

る水素結合様式の違いを顕著に示していると予想している。

θ.3) 174.0 22.8 (1.3) 61.0(2.9) 74.0(3.0) 83.9(3.0) 75.1σ0) 55目4(3.2)104.1 (3.6) ~-<ご悩出
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Figure 2. 'H_'3C correlation spectra of s陶chitin.
(的MAS-J-HMQCs戸C回 m，(b) FSLG-I也TCORsドC加 m

I芭cordedwith mixing time of20 f.IS， (c) FSLG-HETCOR 
sμctrum recor廿edwith mixing time of 100 f.IS. 
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Figure 1. 'H_'3C correlation spectra of α:-chitin 
(a) MAS-J-HMQC s戸C加 m，(b) FSLG-HETCORspectrum 
recorded wi血mixingtime of20 f.IS， (c) FSLG-H町'COR

S戸ctrumrecorded with mix加gtime of 100 f.IS. 

20 1∞ 
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スポーツ選手用コンパクト MRIの開発

(筑波大学物理工学系¥ 側エム・アール・テクノロジー筑波大学臨床医学系 3)
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Development of a Compact MRI for Athletes 
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba¥MR TechnQlogy Incへ

Institute of Clinical Medicine， University qf Ts.ukubaV 

T. Kurimoto'， T. Shlrai¥S.Tomiha¥Y. Mats_uda¥S. Vtsuzawaぺ
T. HaishiへK.Kose¥H. YoshiokaV，M.NiitsuV 

MRI is very usefu1 for diagnosis of sports injuries because it can visualize anatomica1 structure 
and， often， physio1ogica1 status of bones， joints， and tendons. For sports injuries， compact MRI 
systems can p1ay an important ro1e because about 80% of them take p1ace at 1imbs. In the present 
study， we have deve10ped a compact MRI system for 1imbs and obtained MR images of severa1 
sports injuries such as knee injuries of soccer p1ayers. 

【はじめに】

スポーツ傷害は，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.一般の選手にとっても楽

しみを失う，もしくは一生その痛みと付き合わなくてはならない重大な問題である.しかもスポーツ傷害は，

治療を行っても完全に回復するという保証は無い.そのため，予防が非常に重要となってくる.ところが，

現状では手軽かつ日常的に診断できる装置は存在しない.全身用 MRI装置は，大病院にしかなく，検

査コストも高いため，日常的な診断に用いるのは困難である.現在多くの医療施設で使われてし喝 X線

診断装置は，放射線被爆のため，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MRIに比

べ劣っている.

さらに近年，様々な社会環境の変化に伴い，スポーツに対する関心が高まり，スポーツの実施人口が

噌加するとともに，その実施目的，実施内容も多様化している.そのため，今後スポーツ傷害に悩まされ

る人は噌加するであろう.

そこで当研究室では，手軽かっ日常的な診断に使用できる，スポーツ選手用コンパクトMRI装置の開

発を行った1l

【システム】

Fig.1に，本研・究で、開発を行った，スポーツ選手用コンパクト MRIシステムの全体像を示す.また，

Fig.2に嫌像中の様子を示す.本システムにおいては，スポーツ傷害の中で四肢の傷害が占める割合が

極めて多い，とし、う点を踏まえ，四肢専用のシステムとする事により，非常にコンパクトな装置とする事が

可能となった.

本システムは，

(I)静磁場強度 0.2T，均一領域 40ppm over 150 mm  dsv，ギャップ250mm，サイズは前面から見て，

幅 700mm，高さ 1040mm，奥行き 600mm，総重量は 1250kgの永久磁石磁気回路，

(2) 3軸方向に勾配磁場を作り出す勾配磁場コイノレ(効率は X軸方向が 0.050G/cm/A， Y軸方向が

0.048G/cni/A， Z ilqU方向が 0.070Glcm/A)， 

(3)高周波磁場を送信し，また信号を受信する内径 190mmのRFプローブ，

(4)パルス系列，画像再構成，高周波発信器など，システム全体を制御し，処埋をするコンパクト MRIコ
ンソール 2)

(5)外来ノイズを遮断するための，幅 160cmX高さ 213cmX奥行き 241cmの銅メッシュ製の、ンールド

ノレーム.

から構成されている.

コンパクトMRI，スポーツ障害，永久磁石磁気回路，診断用，人体用

くりもとたけあき、しらいとおる、とみはさだのり、まつだよしまさ、うつざわしん、はいしともゆき、こせかつみ、よしおかひろし、

にいつまもる
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Fig.1. Sy針申mov串rvi串W Fig.2. Kn曹曹 im畠ging

RFブ。ロープの写真を Fig.3，Fig.4に示す.RFプ。ロープ、は， RFシールドと，タンク回路から構成され

る.RFシールドは， RFの干渉や外来ノイズを遮断するためのアルミチャネノレと，厚さ 0.3mmの真鍋板

からなる.タンク回路は，高周波を撮像試料へ送信，撮像試料からの NMR信号を受信する RFコイルと，

RFコイルのチューニングと 50Qマッチング、を取るための，チューニング、キャパシタ，およびマッチング、キ

ヤパ、ンタで構成されている.RFフ。ローブ、の内径は 190mmである.

Fig圃3.RF prob骨 bOll: Fig.4.終Fcoil 

[撮犠結果]

七記の装置を用いて，膝に傷害を持つサッカー選手の膝の撮像を行った.機像シーケンスは 3Dの勾

配エコー法， TR/TE = 80 ms/16 ms， l菌素数(128)3，voxel size (1.3 mm)3，画像取得時間は約 20分

である.Fig.5は膝の Sagittal像， Fig.6は膝のAxial像である.Fig.5においては後十字靭帯が確認で

きる.また， Fig.7は半月板損傷の有る被験者の膝の画像であるが，この画像から放射線科医より半月板

損傷の所見が得られた.
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Fig.5. Sagittal imag曹 Fig.6. Axial image 

Fig.7. M串刑事cu畠 injuri曹串

Fig.8， Fig.9は 3D勾配エコー法， TR/TE = 80 ms/16 ms，画素数(128)3，voxel size U.3mm)3で

撮像した画像であるが， Fig.8は臥位で， Fig.9は立位でそれぞれ撮像した画像である.このように本装

置はオープン型のマグネットを使用しているため，立位で、荷重のかかった状態で、の膝の撮像などを行う事

ができる.Fig.lO は立位での撮像の様子である.

Fig圃8.Lying po事告 Figふ Standingpose 

ハUワω



Fig.10. St昌ndingpos串畠cquisition

Fig.l1は掌を 2Dスピンエコー法， TR/TE = 100 ms/24 ms， lilii素数(256)2，pixel size (lmm)2で権

像した画像である.10秒程度で，このような画像も取得可能であり，撮像位置までのアクセスが短し、ことか

ら，運動負荷をかけながらの撮像なども容易である.

Fig.11. 2D image of palm 

{むすび]

本研究では，手l陸かつ日常的な診断に使用できる，スポーツ選手用コンパクトMRIの開発を行った.

スポーツ傷害の代表例として， 1)奈に傷害を持つ被験者の撮像を行い，その結果，半月板の傷害を診断す

る事ができた.しかし，現状のハード、ウェアで、は分解能の不足と， T2強調画像が取得で、きなかったため，

半月板と並び傷害の頻度が高い，靭帯の傷害:や，その他の部位の所見は得られなかった.

今後，四肢の各部位に最適化した RFプローブの作製，勾配磁場系の強化，高速スピンエコー法によ

る撮像の高速化，そしてそれにともない可能となる， T2強調画像の取得，などを実現して，実用化に向け

てさらに研究を進めて行く予定である.

[参考文献1
1)栗本岳明，白猪1Jr，松永吉晴， f.公団主幸正，伴附i智之，宇津津慎，巨淑j勝美，吉岡大

「第 41回 NMR討論会講演婆旨集JP382，P383 (2002) 
2)T.Haishi， T.Uematsu， Y. 
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Development of a Compact鯛RIfol'醐ollse
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， MR Technology Inc.， 

OT. Shirai， Y. Matsuda， T. Haishi"， S. Utsuzawa'， K. Kose 

Many biologists want to use an MRI for mice in their own laboratories， which can be used as a 
complementary imaging tool against the other measurement modalities; an optical microscope， 
micro歯 PET，or micro園 CT.However， existing MRI systems developed for mice or small animals are 
very large (installation space; -20 m2) and expensive. In the present study， we developed a 
compact MRI using a yokeless permanent magnet for adult mice and acquired images of live and 
chemically fixed adult mice. 

1. 研賓の背景

ポストゲノム時代を迎えた現在、実験動物の代表で、あるマウスに遺伝子操作を施し、その機能

発現を解析しようとする研究が行われている。この研究が進められると、ゲノム創薬や疾病遺伝

子の単離などによって、癌や先天的な病気、不治の病などの治療に役立つといわれている。こう

いった流れの中で、 MRIを用いて遺伝子操作されたマウスの内部構造を観察したいという要求が

ある。従来は、 4.7Tや 7Tなど、の超伝導磁石を用いたシステムが使われていたが、設置面積が広

く (~20m2) 、非常に高価 (~2 億円)であるため、研究室レベルでの購入@使用は難しく、広い

普及には至っていないのが現状である。また特別なマウスを飼育している施設は、生物学的に閉

鎖されていることが多いため、その環境下に設置できる小型の MRIも望まれている。そこで、永

久磁石(lT)を用いた、安価で、設置面積が小さい (""2m2)マウス用 MRIの開発を目的として研

究を行った。

2. システム

Fig.lに示すように、 PC。デジタノレ制御系@トランシーパー。 3CH勾配磁場電源。 RFトラン

スミッターが一つのラックに入ったコンソール (54cm(r幅)X 77cm(高さ)x 60cm(奥行))と、 lT

Fig.1 Syst告moverview (Ieft) ， Gradient coil se! (upperィight)，1T permanent magnet (bottom-right) 

MRI，コンパクト MRI，永久磁石，マウス

しらいとおる，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

つ臼η，ゐ



永久磁石 (57.5 cm(幅)x 52cm(高さ)x 48cm(奥行)、ギャップ 9cm、重量 980kg)、勾配コイノレ、

RFプローブなどを組み合わせたシステムを構築した。勾配コイノレは、 0.5mmの被覆銅線で 25

ターン巻いた Maxwellベアと平行田線コイルを用いた。システム全体は lmX2mのスペースに

設置可能である。

また、 Fig.2に示すように、マウス頭部が均一に励起されるような RFコイル(直径 30mm、長

さ約 45mm) を作成した。コイノレは、 1隔5mm、厚さ 100μmの銅箔を 8ターン、 2mm間隔で巻

いた。

Fig.2 Probe box': external view (Ieft)， in!ernal view (middle)， RF coil (right) 

3. 撮操実験

く化学画定マウスの撮犠>

Fig.3に示したようなブアン固定された 8週齢のマウス用いて撮像を行った (Fig.4)。用いたパ

ノレスシーケンスは、 3D勾配エコー法で、 TR=lOOms、TE=5msとした。なお、ボクセノレ数は 256

X256X256、サンプリングレートは 20μs、ピクセルあたりのバンド、幅は、 195Hzとした。 8時

間の測定時間で、 Fig.4のように良好な SNRの画像が得られた。

Fig.3 Chemically fixed mouse using 8ouin's solution (age : 8 weeks， length : about 15 cm) 

Fig.4 20 slice selec!ed from a 3D image dataset acquired with a 3D gradient echo sequence (TR :: 

100 ms， TE :: 5 ms， FA=90' ， 256 x 256 x 256 voxels， Voxel size ・150μmcube， NEX 4 ， 

Acquisition Time : 8 hours) 

Sagittal (left)， transverse (middle)， coronal (right) 
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くliveマウスの揚犠>
Fig.5にあるようなコンプレッサーを用いて、 8"-'10週齢のマウスを円筒型のホルダーに入れ、

ガス麻酔を施iして撮像を行った。ガス麻酔は、イソフノレランを用い、流速を 500ml / min、濃度

をおよそ1.5%とした。 Fig.6に 3D.スピンエコー法による Tl強調画像、 T2強調画像、 3D.勾配エ

コー法 (FLASH)による Tl強調画像の撮像結果を示す。

Fig.5 Anesthesi昌吉ystem

T1WI， SE， TR=500 ms， TE=15 ms， T2WI， SE， TR=1200 ms， TE=60 ms， T1WI， FLASH， TR=30 ms， TE=5 ms， 
256 x 128 x 32 d畠taset，NEX 1 256 x 128 x 32 d昌taset，NEX 1 FA=70.， 256 x 128 x 32 dataset， NEX 2 

Vox由Isiz告:200μm x200μm x 2mm Voxel size : 200μm x 200μm x 2mm Voxel size : 200μm x 200J.lm x 2mm 

Acquisition Time : 37min. Acquisition Time : 88 min. Acquisition Time : 4.2min. 

Fig.6 Live mouse images 

次に 10週齢のオスのマウスに 0.8%のMnClz水溶液 (20mg/kg)を両日あから皮下注射し、 8日

後のマウスを撮像した。用いたパルスシーケンスは FLASHで、 TR=30ms、TE=5ms、フリッ

プアングノレを 80
0とし、ボクセノレ数を 256x 128 x 128、ボクセノレサイズを (200μm)3、NEX8と

した。 Fig.7にこの撮像結果を 3軸方向でそれぞれ示す。

20 slices sel自ctedfrom a 3D image dataset acquir自dwith a FLASH sequence (TR=30 ms， TE=5 ms， 
FA=80.， 256 x 128 x 128 data se!， NEX 8，Voxel size: 200μm cube， Acquisition Time : 76 min). 

Fig.7 Mouse images subcutaneous of MnCI2 

4. 考察

化学固定されたマウスでは、 8時間で 150μm立方の画素の良好な SNRの画像を得ることがで

きた。このように化学回定された試料では特に撮像時間に制限されないため、 3D撮像法を用いて、

できるだけ小さい画素サイズで撮像する手法が望ましし、。一方、 Liveマウスにおいては、 1時間
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程度の撮像時間内に、多数のスライスの Tl強調画像と T2強調画像を取得しなければならない。

このような画像を得る方法としては、マノレチスライス法と 3D栂像法があるが、 NMRロックとの

組合せと、ハードウェア上の簡単さの点で 3D撮像法が有利である。ただし、撮像時間の制限の

ため、 Tl強調画像としては 3D.FLASH法、 T2強調画像としては 3D高速 SE法が望ましいと思

われる。このような手法を用いることにより、 256X128x 32のTl強調画像と T2強調画像を 30
分程度で取得することも可能である。

6. むすび

永久磁石を用いたマウス用コンパクト MRIを開発し、化学固定されたマウスの高分解能 3D画

像を取得した。また、 Liveマウスの撮像を行い、 3D'SE法による Tl強調画像、 T2強調画像、

3D'FLASH法による Tl強調画像を取得し、 MnC12水溶液を皮下注射したマウスにおいて、通常

のマウスよりも脳の信号が強調された画像を得た。そして、高速 3D'SE法、 3D'FLASH法を用

いて、 30分程度でTl強調画像、 T2強調画像を取得できる可能性を示した。

今後は脳腫壌のあるマウスを撮像する他に、 トランスジェニックマウスやノックアウトマウス

の撮像を行い、 controlマウスとの比較・検証を行ってし、く予定である。また、マウスだけでなく

ラットの脳においても同様な撮像を行ってし、く予定である。
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1 P44 
理研GSCにおける NMR施設・装置・測定法・

解析法の高度化
(理研GSC)O虞田洋、前田秀明、山崎俊夫、武藤裕、

木川隆則、白水美香子、田仲昭子、 PeterGuentert、

畠中秀樹、林文晶、好田真由美、横山茂之

Development of NMR F~cility， Instruments， Measurement Methodology， and Analysis 

Methodology at RIKEN Genomic Sciences Center 

侭IKEN)O回roshiHirota， Hideaki Maeda， Toshio Yamazaki， Yutaka Muto， 

Takanori Kigawa， Mikako Shirouzu， Akiko Tanaka， Peter Guentert， 

Hideki Hatanaka， Fumiaki Hayashi， Mayumi Yoshida， and Shigeyuki Yokoyama 

Last flscal year， construction of a new m但tbuilding called Central N乱但えBuildingat 

RIKEN Yokohama Institute has been completed and more than ten additional new Nお低

instruments have heen installed. At present almost forty NMR. instruments are under 

operation mainly for “Protein 3000" P吋ect.A 900 MHz N恥低instrumentand flve 600島田z

NMR. instruments with cryoprobe are included. We are to report the NMR. data obtained 

from these high performance m低 instrumentstogether with the 920 MHz N乱低instrument

installed at National Institute for Material Science (Tsukuba). We are also to report the 

present status of the N乱低 facilities，sensitivity and resolution of these NMR. instruments， 

and development of new methodologies on NMR. measurements and analyses， and the 

prospect for fu加readvance. 

理研 GSCにおいては、 2000年春に横浜市鶴見区に 600・900班王z級の悶仮装置 20

台を設置できるNMR.施設(現在の西N乱低棟)を完成させ、その後約 20台のNMR.

装置の導入ついで稼働を進めてきた。一方、欧米との競争下に効率的なタンパク質

基本構造解析・機能研究を推進するため、新たなNMR.施設(中央NMR.棟)の建

設が計画された。また、文部科学省において昨年度(平成 14年度)から開始され

た“タンパク 3000プロジェクト"のうちの『タンパク質基本構造の網羅的解析

キーワード:大規模NMR施設、高感度プロープ、高磁場、構造ゲノム科学、

タンパク質の構造・機能

ひろたひろし、まえだひであき、やまざきとしお、むとうゆたか、きがわたかのり、

しろうずみかこ、たなかあきこ、 Guei1tertPeter、はたなかひでき、はやしふみあき、

よしだまゆみ、よこやましげゆき
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プログラム』を、 RSGI(RIKEN StructuraI GenomicslProteomics Initiative)として遂

行することとなった。これらの状況下において 2002年末に中央N恥R 棟建設が完

了し、引き続き NMR装置の導入が行われてきた。その結果、 2003年 9月時点で

西および中央の両川低棟合わせて、 900l¥1Hz装置が 1台、 800l¥1Hz装置が 9台、

700品価z装置が 6台、 600島田z装置が 21台、 500l¥1Hz装置等が 2台、合計 39台

の N服装置が順調に稼働する状況になった。 600l¥1Hz装置のうちの現時点で 5

台にはクライオプローブが装着されている。これらの装置は、試料調製スクリー

ニングや機能解析測定等も含め、主に前記の“タンパク 3000プロジェクト"

を遂行するために現在フル稼働している。

一方、日本電子(株)の協力を得て、つくば市にある物質・材料研究機構(物

材機構)との共同研究として、物材機構の所有する N恥1Rとしては世界最高磁場

の 920阻 IzNMR装置をタンパク質の構造解析に適用するべく、その準備を 2002

年から進めてきた。最近この装置がほぼ完成し、タンパク質試料測定への適用を

開始した。すなわち、高感度・高分解能の利点を活かすべく 13C・editedおよび

15N-edited NOESY測定を中心に“タンパク 3000プロジェクト"への実践投

入を開始する(本討論会 3P1参照)とともに、磁場強度依存性情報の抽出等の検

討も開始している。

これらNMR施設・装置の紹介のみならず、現状でのNMR装置の感度・分解

能の限界、“タンパク 3000プロジェクト"遂行のためを中心とした新たなN
MR測定法・解析法の開発状況、今後のNMR測定法・解析法の見通し等につい

て概観的に紹介する。理研 GSCからの個別報告は本討論会で多数あるので、そ

れらも参照していただきたい。
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1 P45 
生成条件の最適化を行った超偏極 129Xeガス自動生成装置の開発

(東横化学(附l、新日本製織(株)先端研人産業技術総合研究所

光技術研究部門 3、東工大原子炉研 4)

。問中亮 1、大竹紀夫人翼手藤公児 2、服部峰之 3、大窪貴洋4

Development of Autom昌ticGeneraωrforHyp的 01制zed129Xe and op白nizationofExperimental Conditions 
Toyoko KagalωCo巾oration，Res関rch& Development DEPT 1 

Nippon Steel Corpor百.tion，Advanced Technology Research Lab 2 

Photonics Res告archlnstitute， 

Nationallnstitute of Advanced lndus廿ialScience and Technology 3 

Res官浪rchLabor百toryfor Nuclear Reactors， To勾olnsti削除ofTechnology4 

ORyo Tanaka1， Norio Oh地日1Koji Sait02， Mine戸水iHa仕ori3，11依ahiroOhkub04 

Auωmatic generator ofhypeゅolarized12')(e for NMR experiments has be喧ndeveloped.η甘S旬ppar首ushas m出11ythr切 advanぬ喜es，

(1) inte.伊 tionof pumping cell and 12')(e伊sand laser (2)錦町 op側 ion(3)加-gecell volume (3∞ml)， i.e. researchers can apply it to 

various NMR exp官riments.Polarization wぉ aff切tedby pumping cell temperature and m噂 1etic自elds国ngth， thus optimizations for 

experimental conditions such as pumping cell temperature and m矧1eticfield蹴 ngthwere ex制 nedinぼspectofs取1a1enhancement 

From the result， it was found to give higher nuclear spin polぽiz剖ionat393Kand]200. 

1.緒言

熱平衡129XeNMR測定は、感度の低さのために非常に長い積算時間を必要とする。よって超偏極 129Xeを

用いた高感度化の研究及び応用は非常に注目される分野となっている。超偏極 129Xeの生成は、 Rb等のアル

カリ金属原子の持つ外殻電子のスピンを偏極状態にし、 129Xeと混合することにより、電子スピンを 129Xeの

核スピンに移動させる手法である(光ポンピング法)。この超偏極129Xeを用いた 129XeNMR測定は、熱平衡

状態の 129Xeと比較して数万倍の感度の向上が報告されている[1]0しかし、超偏極129Xeの生成は、研究者が

独自の手法で、行っていたため、安定供給、大量生成、励起セル内の Rb原子の寿命、そして作業効率等に問題

があった。今回、我々は半導体ガス配管技術を活用した対話式の超偏極 129Xe自動生成装置を開発し、高い備

極率を得るための最適な実験条件の検討を行ったので結果を報告する。

2.装置概要

Fig.lに超偏緩 129Xe自動生成装置

と励起用 Rb封入パイレックスセルの

外観を示す。(心は、新日本製織(槻先

端研に設置された400恥任Iz(9.4T)の超

伝導マグネット、 (b)は、波長 795nm

のレーザーを円偏光させる A/4板、(。

は、温調用のジャケットヒーターを装

着した励起用セル、(d)は、対話型の操

作パネル、 (e)は、 Xe:98%、N2:2%の

アルミ製混合ガスボンベ及びガス供

給用配管、 φは、励起用セルの温度制

御システムである。また、励起用セル

Fig. l.Auωma討εgeneratorof 
hype中01出z岡山Xe.left side: 
overvievv， right side: pumping 
cell 

は、 φ60x 100mm (300mυ の円筒状のもので、原料の Xe肘2混合ガスの入口(B)及び、超偏極 129Xe取出口(C)

の部分にバルブを装着している。また、セルの内壁面には偏極用 Rbを真空蒸着している仏〉。この励起用セ

ルは、 Rbの消耗や劣化等で、使用不能になった場合、容易に交換できるような構造になっている。

超偏極、 129Xe、高感度化、半導体ガス配管技術、自動生成装置

たなかりょう、おおたけのりお、さいとうこうじ、はっとりみねゆき、おおくぼたかひろ
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3.最適化の検討

(a)実験

129Xe NMR測定は、日本電子製α-400WB型分光百十と今回開発した超偏極 129Xe自動生成装置を用いて行

った。測定周波数は 110.60班 lzで、測定温度は室温で実施した。備極用半導体レーザーは、 COHERENT
社製のOa-Al-Asダイオードレーザー(波長795nm、30W)を用い、 ..1/4板を通して円偏光を得た。励起セル

の設置磁場は、趨伝導マグネットの漏洩磁場を利用した。超偏極 129Xeは、励起セルからシリンジでlOmL

取出し、予め真空引きしてある WILl¥仏D社製スクリューキャップ付サンプル管に導入した。また、超偏極

129Xeの傭緩率を計算するため、同体積の熱平衡129XeのNMR測定を行い、 SIN比を評価した。実験条件は、

1.励起用セルの温度可変(373K、393K、413K)、 2.励起セルの設置磁場強度(500、1200、1600)と設定し、

各々の条件下で趨偏極 129XeNl¥四スペクトルを取得し、 S別比から偏極率に換算して評価した。

(ω結果

超偏極及び熱平衡状態での 129XeNMR測定の結果を Fig.2

に示す。熱平衡及び超偏極 129XeN乱ffi測定は、積算回数約

4000回及び1聞でそれぞれ測定し、 SIN比を求めた。これよ

り、偏極時の信号強度は、熱平衡時と比較して、 1回の測定あ

たり約2500傍の信号強度の増加が確認された。この結果を偏

極率に換算すると約2.5%である。熱平衡時の

129Xeを用いた NMR測定が、長い積算時間を要するのに対

し、超偏極 129Xeでは、非常に短時間でスペクトルを取得する

ことができる。この結果、高い時間分解能での超偏極 129Xe

NMR測定が可能となり、非定常状態での 129Xeの研究や、経

時変化する動的な系に適用できると考えられる。

次に、本研究で使用した装置での高い偏極率を得るため、

超編極 129Xe生成条件の最適化について検討した。 四ble1 

は、半導体レーザーの照射時間及び励起セルの温度を変化さ

せた際の偏極率の結楽である。励起セルの温度による偏極率

の変化は、 373Kで著しく低い値を示し、 393K及び413Kで

はほぼ等しい。高い温度条件では励起セJレ内の Rb蒸気圧が上

昇するため、 XeとRbの衝突頻度が増加し、偏極率の上昇が

予想されるが、 393Kと413Kでの顕著な違いは見られなかっ

た。 373Kでの低い偏極率は、十分な温度に達していないため

だと考えられる。よって、励起セルの使用温度条件は、 393K

から 413K程度の範囲が適当と思われる。

更に、励起セルの磁場強度の最適化を検討した。磁場は、超

Table 1. De伊凶創lceof polariz富山non加er
Irradiation time and various cell tem開 t司郎re.

irradiation 1 
1 . 373K 393K 413K 

tim唱(min.)I 
30 
60 
90 

0.19 
0.27 
0.24 

0.60 
0.74 
0.67 

0.53 
0.76 
0.81 

電導マグネットの漏洩磁場を利用している。そこで、励起セルの設置場所を変えることで、磁場強度と偏極

率の関係を調べた。磁場強度は、ガウスメータ(F，WBELL艶で利回した。磁場強度の違いによる偏極率の変

化は、 1200で最も高い儒極率を示し、 500及び 1600では、著しく減少した。偏極率は、磁場強度に影響を

受けるため、励起セルの設置場所を十分に考慮する必要がある。

4.結言

今回の実験から、偏極率は励起セルの温度、磁場強度に強〈依存することが判明し、最適化の検討を行うこ

とで使用条件を決定Lた。今後は、より高い偏極率で安定的に超偏極 129Xeを生成するため、励起セル中の

Rbの寿命、温度分布等について検討を行いたいと考えている。

【参考文献】

[l]T.Pie回(3and H.C.Gaede， Adv. Mat. 7， 826・838(1995)
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1 P46 
ハロゲン架橋一次元錯体[NiBr(chxn)2]Br2における Spin-Peierls転移

(筑波大化、物材機構勺O藤部康弘、高石慎也、北川宏、池田龍一、後藤教*、

清水禎*

A Spin-Peierls Transition in a Halogen-Bridged One-Dimensional MX・Chain

Complex， [NiBr(chxnh]Br2 

(Univ. of Tsukuba， NIMS市)Yasuhiro Tobu， Shinya Takaishi， Hiroshi Kitagawa， Ryuichi Ikeda， Atsushi 

Goto*， Tadashi Shimizu* 

The first observation of a spin-Peierls transition in transition metal complexes in which pure d-electrons 

contribute the magnetism was succeeded in a halogen-bridged one-dimensional MX complex 

[NiBr(chxn)2]Br2 (chxn : lR， 2R・cyclohexanediamine)by the 81Br NQR measurement. A single 81Br 

NQR frequency observed at 300 K agreed with the reported structure of this complex to be a Mott-Hubbard 

insulator. The resonance signal was disappeared below 130 K， while， below 40 K， symmetrically split two 

lines were observed indicating the forrnation of two nonequivalent bridging Br sites. This result together 

with the decrease in the magnetic susceptibility below 50 K and a IH NMR T1 minimum at ca 40 K was 

explained welI by the occurrence ofa transition into a spin-Peierls state in a range 40・130K.

<序>

通常の三次元構造を持つ結晶に比べて、低次元構造の分子・結晶

はその構造のために特殊な性質を持つことが注目され、研究が行わ

れてきた。一次元鎖状構造を持ち特異な磁性、伝導などを持つ物質

としてハロゲン架橋一次元錯体は古くから注目され、構造が具なる

数百種類の錯体が合成され盛んに研究されてきた。ハロゲン架橋一

次元錯体 (MX錯体)の構造を模式的に Fig.lIこ示す。中心金属の

M(=Ni， Pd， Pt， etc.)、配位子の AA (=Etylenediamine(en)， 

lR，2R-cyclohexanediamine (chxn)， Trimethylen-diamine(tn)， etc.)、架橋

ハロゲンの X(=Cl，Br， 1)、カウンターイオンの Y(=CI04・， N03・，X，etc".) 

によって構成されている。 MX錯体は強い電子格子相互作用を持ち、

中心金属の電荷は金属原子、周囲の配位子、架橋ハロゲン、カウン

ターイオンを変えることで制御することができる。

通常 MX錯体はその中心金属の電荷が-X・・・M2+"'X-M計-

X・ーのように交互に並ぶ電荷密度波 (CDW)状態を持ち特異な光

学的挙動やスピンソリトンなどのスピンダイナミクスを示す。しか Fig.lA model of hydrogen-

し、今回の [NiBr(chxn)2]Br2は新しいタイプの MX錯体であり、ー bridgedmetal complexes. 

Br-Ni3+ーBr-Ni3+-Brーで表される平均原子価状態を持ち、金属聞の強い磁気的相互作用、さら

には大きな誘電特性を持つ。このような平均原子価状態は Mott・Hubbard絶縁体として位置づけら

れるが、この状態と混合原子価状態のどちらの構造を取るかはオンサイトクーロン反発エネルギ

キーワード NQR、一次元錯体、 MX錯体、 spin-Peierls転移

とうぶやすひろ、たかいししんや、きたがわひろし、いけだりゅういち、ごとうあっし、しみず

ただし



-uと電子格子相互作用の Sの関係によって決まり、 S>Uであれば CDW状態が基底状態、 u>S
であれば Mott-Hubbard状態を取ることが理論的に示されている。 [NiBr(chxnh]Br2のNi3+原子は大

きな u(= 5eV)のために 3dz2軌道に強く局在化されている孤立電子(S= 112)を持ち、一次元鎖に

沿って架橋臭素の 4pz軌道を通じて近傍の Ni原子聞に非常に強力な反強磁性的相互作用(同定

3600 K) を示すと予想されている。このような大きなJ値はすでに報告されている代表的な一次

元電子系 Sr2Cu03のJ値より大きし、。 Sr2Cu03では 5KでNeel転移をおこすことが磁気的研究で

明らかにされている。しかしながら[NiBr(chxn)2]Br2についてはオーダーしていない状態は観測さ

れているものの、基底状態の存在は明らかにされていない。

最近、良質な結晶による磁化率測定がおこなわれ磁気的な異常が 100K以下にあり何らかの転

移が示唆された。このことから我々はこの転移についてさらに明らかにするために BrNQR共鳴

周波数、 IHNMRスピン格子緩和時間の測定を行った。 NQRは共鳴核周囲の電場勾配つまりは電

子分布に鋭敏であることから、架橋 Br原子の祖u定を行うことで転移を検出することを試みた。
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<結果・考察>

81Br NQR共鳴周波数は 300Kにおいて 137.079

土0.005MHzで観測された。 3.8Kでは二本観測さ

れ 130.874土0.01、147.786土0.01MHzとなった。も

う一方の共鳴核 79Brでは 300Kで 164.091:t0.005 

MHz (300 K)、3.8Kで 156.656土0.01、176.904 土0.01

MHz (3.8 K)となり、同位体周波数比は報告値

(9Br/8IBr: 1.1969)とよい一致を示した。

81BrNQR共鳴周波数の温度依存を詳細に測定し

た結果を Fig.2に示す。温度の下降とともに徐々に

共鳴周波数が上昇し、一度 130Kあたりで消失し

た後に、 40Kあたりで離れた屑波数に二本の共鳴

線が見られた。この二本は平均すると、高温の共

鳴周波数を Bayer理論によって低温まで補外した

値と一致することから、高温の共鳴周波数が分裂

したと考えられる。このような二本の共鳴線が見

られるような一次元鎖上の電子状態について考察

すると Fig.3に示した(a)、(b)のような Mott-Hubbard

や CDW状態では二種類の Brを説明することがで

きないことから、隣接する Niのスピンが打ち消し

あう(c)のspin-Peierls状態であると考えられる。こ

の状態では Ni位置が移動し挟み込まれる Brと、

Niから離れる Brが存在するために二種類の Brが

一次元鎖上に存在することになる。このような状

態を取るための spin-Peierls転移が信号の消失して

いた 40・130Kの聞に起こっていると予想される。

この系は spin-Peierls転移が遷移金属錯体におい

て見出された最初の例である。



1 P47 
アルキルフェノール類の LC-NMRによる定量

産総研計測標準研究部門

0粛藤岡11.中家幸子，岩津良子，衣笠晋ー

Quantitative LC.NMR Measurement of Alkyl Phenol compounds 

National Metrology Institute of Japan， AIST 

Takeshi Saito， Sachiko Nakaie， Ryoko Iwasawa， Shinichi Kinugasa 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is one of the unique analytical instruments 

because it does not need the calibration standards. The ratio of the areas gives the number of 

nuclei weighted mole ratio of compounds creating the signals.γhe combination of NMR with liquid 

chromatography (LC) can be an ideal tool to determine quantity of each::omponent from a mixture 

solution since separation technique would take care signal overlap by similar compounds. Here we 

present the application of LC-NMR to mixtures of alkyl phenol compounds. The comparisons of 

results obtained with LC-NMR and ordinary qu聞 titativeNMR methods will be discussed. 

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，モル，すなわち SI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，類似し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(，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<.このため類似化合物の同士や，

同属体混合物の NMRでの定量性検討は困難になるアルキルフエノール類は界面活性剤原料などに

大量に利用される一方で，環境ホルモンとしての疑いがもたれているこれら同属類の混合物は， NMR

のピークが重なってしまい精確な定量の妨げになるが，液体クロマトグラフィー(LC)と NMRをオンライ

ンでつなぐ(LC-NMR)事で， LCの時間軸方向に各成分を分離することが可能なため NMRで成分間の

ピーク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.本研究で

は， 4種類のアルキルフヱノール化合物をそれぞれ同ーの内標準物質を利用して行った通常の定量

NMR 法から得られる，各試料聞の相対モル比と試料の調製値，あらかじめアルキルフヱノール4種を混

合した溶液を， LC-NMRを利用して定量測定を行いそのピーク面積強度から得られた試料開の相対モ

ル比と混合溶漉の調製値の比較検討を行い，定量 NMRの不確かさ評価と， LC-NMRの定量性につい

て考察を行った.

キーワード:定量 NMR.しC-NMR，アルキルフエノール，不確かさ， SI単位系

さいとうたけしなかいえさちこ，いわさわりょうこ，きぬがさしんいち



実験

NMR装置はVarianUN町NOVA600で，通常測定には IndirectDetectionプローブを， ω-NMR測

定にはInterchangeableFlow Cellマイクロフロープローブ(60μLアクティブボリューム)を利用した.LC 

装置はVarianProStar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.実験に用いたアルキルフヱノールは， Bisphenol A (BPA) ， 4・t-Butylphenol

(TBP)，4・t・Octylphenol(TOP) ，と4・n-Nonylphenol(NNP)で，すべて和光純薬の標準晶を用いた.

通常の NMR測定は肉標準物質にテトラメチルジシロキサン(信越化学)を用いた.通常の NMR測定は

25
0
Cで90。パルス(6.45μs)，60秒間隔で繰り返し測定を行った.LC移動層は 1mし毎分で，カラム

オーブンは 40
0
Cに設定した.20%CD3CNと80%D20の組成を 30分間で 100%CD3CNにリニアゲラ

ジエントをかけたその後 10分間 CD3CN100%とした.NMR測定は 250Cで45。パルス(3.8μs)，3.6

秒間隔で繰り返L測定を行った.

結果と考察

4種類のアルキルフェノール溶液を，通常の NMR測定を行った際の再現性は，ピークの面積強度の

ばらつきが最大で1.3%であった.また，肉標準物質を基準にして，各試料の調整値とNMRの積分値か

ら得たモル比は，最大3.6%

のずれを生じた.すべての

誤料について分散分析を行

った結果，調製誤料聞や，

測定日聞のばらつきが大き

く，誌料の調製・保存法など

に改善する余地が伺えた.

T~ble 1 Analysis 01 vョriance.table 10r TOP， the area integration 01 
'H ato巾 opωitionto the alkvl chain. 

要因 平方和自由度平均平方 F値 有意確率

調製試料開変動 2.121 2 1.061 0.582 0.587 

一一一一倒
10.932 

1.225 

14.278 

6
一
叩
一
部

一方， 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

の面積強度のばらつきが 3%以下であ

った.LCへの誤料注入量を変化させた

際の NMRピーク積分健の変化は試料

注入量に対して比例関係にあることが

確認された.同一試料の標準物質を利

用した LC-NMR測定では精確な定量

が可能1だが， 1回の LC-NMR測定で

得た各試料の NMRピーク積分値から

BPAを基準にして相対モル比を比較し

勾

d

擢
布
引
闘
再
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50 

。BPA ロ TBP a TOP 0 NNP 

一一ー一線形 (BPA)ーーー・線形(丁目P)・・・・・・・線形 (TOP)・・・ー.-線形 (NNP)

た結果，最大 30%に及ぶずれが生じた Fil!~~~.1._ 9_alibration curves for the four alkyl pheno 
compounds. 

LCで分離したピーク形状が完全に一致し . 

せず，時間軸に対してのピークがブロードなピークほどNMRの信号検出限界以下の試料が多くなること

で， NMRのピーク積分値に損失が大きい事がわかった.この関係について現在検討中である.

l斎藤剛，岩津良子，井原俊英，衣笠晋ー，野村明，第41回NMR討論会講演要旨集， p138・139(2002).
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2 Pl 
日本電子のタンパク質溶液NMR測定技術開発への取り組み

0盤杢盤盟l、朝倉克夫¥栗本智充i、気回佳喜l、末松治人l、田中良二i、

宮本哲雄l、石川彦成l、木田惇I、高杉憲司l、内海博明1、藤井直之I、阿部

数i、百名一男l、松倉}I賢一l 、山崎千春l、佐藤浩三¥JohnMa¥colmson'、
Allan W巴imer'、TrevorMcKay'、SseziwaMukasa'、AshokKrishnaswamf、
穴井孝弘l、細野政芳、栗原範明l、日元徹l、大塚紀一郎l

1日本電子株式会社、 'JEOLUSA LTD. 

Development of solution NMR technologies for proteins at JEOL 

Nobuaki N巴moto_，Katsuo Asakura'，τ'omomitsu Kurimoto'， Yoshiki Kida'， Hiroto， 

Suema tsu'， Ryojiτanaka'，τ'etsuo Miyiamoto'， Hiroshige Ishikawa'， Jun Kida'， Ke吋i
つrakasugi'，Hiroaki Utsumi'， Naoyuki Fujii'， Atsushi Abe'， Kazuo Hyakuna'， Junichi 
Matsukura'， Chiharu Yamasaki'， Kozo Sato'， John Ma¥colmson'， Allan Weimer'， Trevor 
McKay'， Sseziwa Mukasa'， Ashok Krishnaswami'，百kahiroおlai'，Masami Hosono'， Noriaki 
Kurihara'， Tetsu Hinomoto' arid Kiichiro Otsuka' 

'JEOL LTD.， 'JEOL USA LTD. 

In 2001， we announced a new NMR spectrometer JNM-ECA series 

designed for measurement up to 1 GHz. By now， we developed 

triple-resonance probes at various magnetic field， puIse program 

and parameter automatic determining tooI for automatic 

experiments. In our new system， users can very easiIy execute multi 

dimensional triple resonance experiments. This is quite useful for 

the use in structure genomics. 

分光計、フ。ロープ、パルスシーケンス、自動化、開発

ねもと のぶあき、あさくら かつお、くりもと ともみつ、きだ よしき、すえまつ ひろ

と、たなか りょうじ、みやもと てつお、いしかわ ひろしげ、きだ、 じゅん、たかすぎけ

んじ、うつみ ひろあき、ふじい なおゆき、あべあつし、ひゃくなかずお、まつくら じ

ゅんいち、やまさき ちはる、さとう こうぞう、じょん まるこむそん、あらん わいま一、

とれぼー まっけい、せじわ むかさ、あしょっく くりしゅなすわみ、 あない たかひろ、

ほその まさみ、くりはら のりあき、ひのもと てつ、おおっか きいちろう
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【序]

過去十数年、 NMRの測定技術は爆発的に進歩した。 2002年のWuthrichのノーベル化

学賞受賞に象徴されるように、生体高分子の溶液NMRがその牽引機関車であったと言

つでも決して言い過ぎではない。また、 2000年のヒトゲノムの概要読了の発表と相前

後して、構造生物学から構造ゲノム科学という新しい分野が生まれた。以前は、一構

造を決定するのに何年もかかっていたタンパク質の立体構造解析は、現在までに、も

はやルーチンでマスプロダクトなものへと完全に変貌した。

他方、日本電子はタンパク質溶液測定の分野において困難な状況が長年続いたが、2001

年、 1GHz-NMRまで対応可能なNMR分光計JNM-ECAシリーズを発表した。さらに発

表後現在までに、この分光計向けに各磁場強度用の 3重共鳴プロープ、タンパク質溶

液の多核多次元測定用の基本的なパルスシーケンス、および自動測定に必要なパラメ

ータ最適値の決定ルーチン群を完成させた。これらからなるシステムは、タンパク質

溶液の多核多次元測定を非常に平易に実行できることを念頭において開発した。 日

本電子は、既にJNM-ECA装置をタンパク質溶液NMR市場に投入し、さらに物質・材

料研究機構、理化学研究所と共同で、920MHzNMRを開発した。今回は、これまで日

本電子が行ってきた、タンパク質溶液NMRの測定技術開発の取り組みに関し報告する。

【分光計】

JNM-ECA分光計は、複雑なタンパク質溶液の多核多次元測定に対応できるようにする

ため、マルチシーケンサ方式を採用している。従来の分光計では、 'H，'''c， '"Nといっ

た各チャンネルの命令を、 l台のシーケンサがすべてのチャンネルに対し指示してい

たが、このマルチシーケンサ方式では、マスタシーケンサが、チャンネルの数だけ独

立に用意されたスレープシーケンサの動作タイミングを統括し、各スレープシーケン

サがおのおのに割り当てられたチャンネルの動作を制御する。通常仕様の分光計にあ

っては、 3式のトランスミッタを標準とするが、タンパク質溶液測定仕様のマシンで

は、最大実装の10式のトランスミッタを推奨している。マルチシーケンサのタンパク

質溶液測定への応用に関しては、本討論会発表2P2に詳細を述べる。

【プロープ]

. 600， 700， 800および920MI-IzHJの5mmφ'H観iP.ti'''C，'"N照射、 Z制l方向磁場勾配コイ

ル付き室制動作プロープを自社開発した。このプロープは通常のI:'C!，"Nラベルタンパ
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ク質の溶液構造解析に対応することができる。また現在、低温動作のプロープを開発

中である。

[パルスシーケンス]

以下にあげる実験に関して、パルスプログラムを作成し、実際に測定を行いその動作

を確認した;

15N_IH HSQC，日C-IHHSQC， HNCO， HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA， HNCACs， 

CBCANH， CBCA(CO)NH， HBHA(CBCACO)NH， C(CO)NH， H(CCO)NH，日CCH司

TOCSY(aliphatics and aromatics)， HCCH田 COSY(aliphaticsand aromatics)， I"N 

edited NOESY，川C edited NOESY， I"C/"N simultaneous edited NOESY， 

HN(CO-CO TOCSY)， CBCA(CO-CO TOCSY)NH， I"N TJ' T
2 
and IfV5N NOE， 

IPAP. 

ここに挙げたパルスプログラムは、装置定数である9Q。パルス長、出力ノ号ワーレベル

や繰り返し時間といった、ごくわずかなパラメータを変更ないし最適化するだけで、

パルスプログラムの書き直しをすることなく、 500MHz-920MHzまで対応することが

できる。また、下記に述べる自動化にすべて対応している。

【自動化への挑戦】

マルチシーケンサ方式の保用により、キャリプレーションの必要なパラメータが90皮

パルス幅などのごく限られたものになったため、 ECAにおける測定の自動化は比較的

容易に実現することが可能で、ある。我々はパラメータの最適化に独自の手法を開発し、

短時間で正確な最適値を決定することを可能とした。同時に自動測定システムとの統

合をおこなっており、そのプロトタイプは既にユーザーによる評価目的での試用に供

している。

詳細は本討論会lPl、lP2で述べる。

【ホストコンピュータとソフトウエア}

多次元フーリエ変換に対応できる高性能コンピューター (UNIXワークステーション、

LINUX-PC等)と、 JEOL-USAで開発したDelta-NMRソフトウエアの組み合わせによ

り、簡単に短時間で多次元フーリエ変換ができる。またDelta-NMRソフトウェアには、

a般的に使われている多次元NMRスペクトル処.E!ll丹jソフトウエアに実装されている機
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能がすべて含まれている。またグラフィックスはすべてOpenGLライブラリを使用し

て描画されており、 3次元データのキューブ表示、拡大、回転などが非常に高速にお

こなえる。この機能により、 3次元スペクトルのベースラインや位相が適切であるか

どうか、簡単に判別することができるようになった。また、 DeIta-NMRソフトウエア

で、はnmrPipe(Frank DelagIio氏開発)をはじめとする多様なデータ形式がサポート

されており、 NMRピーク帰属ソフトウエアなどのへのポーティングが可能となってい

る。

[まとめ】

日本電子が開発したECA分光計および、 DeIta-NMR'jフトウエアが備える高機能かっ

極めて簡便な操作性の手動もしくは自動測定システムを用いることにより、現在に至

るまでそのオペレーシヨンの複雑さにより利用者の限定されていたタンパク分野の

NMR測定が、測定そのものには特別な知識や技能を必要としなくなることが期待され

るo これが実現すれば、多くの時間やコストが費やされて養成された人的資源を測定

操作に割く必要がなくなるため、構造ゲノム科学分野での使用において特に高い生産

性が期待できるo

[謝辞】

理化学研究所ゲノム科学総合研究センターの小柴生造先生、栃尾尚哉先生、木川隆則

先生、菊池淳先生、前田秀明先生、好田真由美先生、山崎俊夫先生、鹿田洋先生、横

山茂之先生、および物質・材料研究機構強磁場研究センターの吉川正敏先生、木古司

先生、には非常に貴重なコメントを賜りま Lたことを心より厚く御礼いたします。
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2P2 
単一核拡i数，HF域の励起方法;

マルチシーケンサのタンパク質多岐溶液iWI定への応用

日本電子株式会社 O盤主魁!盟、穴井孝弘

Multi region excitalion; an application of mulli sequ巴ncerto mulli nuclear solution 

巴xpcrimentsof proteins. 

Nobuaki Nemoto and 古田kahiroAnai， JEOL Ltd. 

W巴 herereport a new method to excite multi region for a single nucleus using multi 

sequencer. This is appli巴dfor multi nucl巴arsolution exp巴rimentsof proteins. Without off-

resonance pulses， different r巴gionsuch as aliphatic carbon， carbonyl carbon and so on is 

indep巴ndently excited by short rectangular pulses. We show an application to 

CBCA(CO)NH. 

CBCA(CO)NH実験!に代表されるタンパク質多核溶液測定の多くの実験において、口C核は複

数の異なる励起帯域として取り扱われることが多い。 例えば、 CBCA(CO)NH実験において

は、 13Cα戸は 47ppm、13Cαは 57ppm、日COは 176ppmなどのように、異なる周波数を中心と

する領域を、あたかも別の核のような扱いをしながら個別に励起する必要がある。従来法にお

いては、 13C核のひとつひとつの領域に一対のシンセサイザ(以下 FSY)および電力増幅器(以

下 PA)を用意するか、一つの領域に一つの FSYを一つ割り当て、それ以外の領域は成形パル

ス等により実現されるオフレゾナンスパルスで励起するかのいずれかであった。前者の場合、

複数の FSYと PAを必要となる帯域の数だけ用意する必要があるため、分光計の構成上非常に

高価になり、かっ、異なる周波数領域をコヒーレントに行き来することができない。また後者

の場合、成形ノ号ルスによるオフレゾナンスパルスにおいては、位相変調であれ強度変調であれ、

概ねオフレゾナンスにオフセットさせる周波数幅分の l程度のパルス長が最低限必要である。

このため、必ずしも長いパルスが必要でない、あるいは好ましくない場合でも、その程度の比

較的長いパルスを使用せざるを得なかった。他方、従来の NMR分光計では、多チャンネルの

実験においても、 lつのシーケンサがそのすべてのチャンネルのパルス発生および制御を行う

ことが多かった。これに対し、多チャンネル実験において複数のシーケンサを用意することで

(つまり、 lつのチャンネルに対し、 lつのシーケンサを用意する)、複雑なパルスシーケンス

を実行する際に、ハードウエア・ソフトウエア両面での制約が少なくなる。今回我々は、マル

チシーケンサを利用した単一核の複数帯域を励起する一方法を開発し、タンパク質の多核溶液

測定に応用することに成功したので、 CBCA(CO)NH実験を例に報告する。この方法では、 l

つの励起領域に対し l式の直接デジタル合成器 (DirectDigital Synthesizer、以下 DDS)によ

り周波数を発生させ、その周波数を制御する個別のシーケンサがパルスを発生させる。そのよ

うなチャンネルを複数用意し、 PAに導入する前に混合することで単一核の複数の帯域を独立

に励起することが可能となった。

マルチシーケンサ、パルスシーケンス、成形ノ~lレス、 トランスミッタ

ねもとのぶあき あないたかひろ
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実際の測定では 7式のトランスミッタ (Dl)S及びシーケンサを合む)を装着した日本75
子製 JNM-ECA600MI-Iz装i置を{創刊した。 PAは!日、J:'C、"N核極ごとの周波数にあわせ、計

3台用怠したs 磁石に{滋場勾配(以下 FG) コイルイせき 5mmゆ'H-'''C，''N三重共Ijl;}フ。ロープを

装着して測定を行った。測定には購入した '''C!，'N均-ラベルされたユピキチンを使用した。

パルスダイアグラムを図 lに示す。文献 lのオリジナルと比較して、マルチシーケンサ方式対

応にした点(その結果、 RFパルスはすべて矩形波ノ号ルスを使fHし、成Jf長ノ{)レスは使用してい

ない)、 FGパルスの使用、シーケンス全体を遜して 'Hのオフセットを変更していない点、広

帯域コンポジットインバージョンパルスの利用 2、W5-WATERGATE"による溶媒信号の消去、

などが大きく異なる。それ以外の d巴lay等の値は文献 lで示されているような標準的な値を使

用している。

図 lの CBCA(CO)NH実験のパルスシーケンスによる結果を図2にキューピック表示に

て示す。本発表で述べたマルチーシーケンサを使用して、良好な 3次元スペクトルを得ること

ができた。

なお、 パルスプログラムを実際にコーデイングする際に、 '''C核に対しては、¥3Cα/。
(47ppm)、J:'Cα(57ppm)、'3CO(I74ppm)の3つの異なるオフセットをもっ独立したチャ

ンネルとして書き下した。しかし、ここに示す CBCA(CO)NH実験においては、 '''Cα/sと '3Cα

の2カ所の領域を同時に励起することはない。つまり、開始から point-a) までは、J:'Cα/sのパ

ルスが必要だが、それ以降は不要で、それに対し、¥3Cαのパルスは開始から point-a)までは不

要であるが、それ以降、必要である。したがって、パルスコンパイラが自動的に、 1)口Ca/s

(47ppm)から 13Cα(57ppm)へオフセットを変更するトランスミッ夕、 2)シーケンス全体

を通して¥3CO(I74ppm)でオフセットが固定されたトランスミッ夕、計2枚のトランスミツ

タを使用するようにコンパイルした(ちなみに、設定により、 3枚のトランスミッタを強制的

に使用させる設定も可能である)。

さらに、この実験では 5つのパラレルブロックを用いている。このパラレルブロックに

おいては、そのブロックが継続する問、複数のチャンネルに対し、それぞれのシーケンサが、

パルスの強度、位相、等を制御する。従来の lつのシーケンサで複数のチャンネルを制御する

方法では、パルスプログラムを書く際に、各チャンネルで起こるイベントをJI買に書き下す必要

があった。例えば、図 lの Parallel-2(中QDyで示す¥3Cα/同013tノ号ルスから、 point-a)の直前

の g4まで)において、 15Nのデカップル開始、¥3Cα/s 90度ノ号ルス、 [/2の待ち時間、¥3CO

の 180度パルス、というようにJI買を追ってイベントごとに命令を与える必要があった。他方、

パラレルプロックでは、ブロックが継続している間のイベントを、チャンネルごと、ないしは

複数のチャンネルから構成されるグループごとに命令を与えることが可能である。この方法は、

複雑なパルスプログラムでは絶大に能力を発揮し、とくにパルスやイベントの「すり抜け」を

簡単に解決したばかりでなく、パルスプログラミングにおける「表現力」が格段に向上した。
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Figure. I Schematic pulse diagram of CBCA(CO)NH applied to a spectrometer with multi sequencer. AIl narrow 
(wide) pulses are applied with a flip angle of90 degree (180 degree). Unless indicated， pulses are applied along the 
x-axis. The 'H and "N carriers are centered at 4.66ppm (water) and 120ppm， respectively， and are not changed 
through the sequence. 'H hard pulses are applied using a 35.7kHz field， while 'H WALTZI6 decouple are applied 
using a 10kHz together with +/ーyphase 90. pulses. The "N pulses are applied using a 6kHz field， with "N GARP-I 
composite pulse decoupling using a 740Hz field. AIl the carbon pulses are generated as rectangular pulses. Two 
independent transmitter are prepared to generate pulses for 1) "Cas region (centered at 47ppm) and "cαregion 
(centered at 57ppm) and 2) "co region (c巴ntered176ppm). The frequency offset of transmitter 1) is jumped from 
13Cαs to "cαbetween the last "Cas 90 degree pulse and the first "co 90 degree pulse， around point a). The field 
strenglh of "cαs and "cαpulses are optimized as to minimize the excitation in "co region， whereas the field 
strength of "co is optimized as to minimize the excitation in "cαfl region before point a)， as weIl as "c日 reglOn
after point a). The field of 90 degree pulse for "cαs is 5.0kHz， while 180 degree puls巴for"cαs and for "co for 
the first two 180 pulses is 5.58kHz， respectively. The field of90 degree pulse for ωCO after point a) is 4.61 kHz and 
the field of 180 degree pulse for and "Ca and 180 degree pulse for "co after point a) is 5.15kHz. Shaka 6 stands 
for composite pulses for wideband inversion' with 14.2kHz field. Off resonance phase shift is compensated with 
180 pulse marked as BSP together with an arrow. The W5-WATERGATE technique is used to suppress the solvent 
signal. The delays employed are品=1.7ms，e=3.6ms， T̂B=3.5ms， i;=3.7ms，η=3.5ms， 6=12ms， TN=12ms， K=5.4ms 
and λ=2.25ms. The quadrature detection of F， is achieved by States TPPI in中QDy，while that of F， is achieved by 
States TPPI in中QDz，The phase cycling is中1=4(x)，4(y);中2=(x，y);中3=2(x)，2(y);中4=2(.x)，2(-y);中acq= x， 2(.x)， x， 
-x， 2(x)， .x. The phase of中QDy(中QDz)and the phase of the receiver are incremented by 180 degree for each 
increment of t， (t，). The duration and maximum strength of the half-sine shaped gradients along with z.axis are 
gl=lms， 1.98G/cm)， g2=(0.5ms， 3G/cm)， g3=(lms， 18G/cm)， g4=(lms， 9.96G/cm)， g5=(lms， 3.3G/cm)， g6=(lms， 
7.2G/cm)， g7=(lms， 16.2 
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Figllre. 2 A clIbic presentation of CBCA(CO)NH spectrum measured as described in the context. 

最後に、今岡我々が報告している方法以外でも、当然成形ノ号ルスで実現されるオフレゾ

ナンスパルスを用いても CBCA(CO)NH実験を実行することが可能であり、その意味では実験

者の選択の幅が広がったことになる。また、当然のことながら、ここで述べた方法は

CBCA(CO)NH実験のみならず、他のタンパク質溶液測定、およびそれ以外の多くの実験に対

し応用、転用可能で、ある。
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2 P3 
タンパク質 NMR解析における可溶化タグ法の検討

(奈良先端大バイオ¥三菱化学生命研2)

0小林俊違1、河野俊之2、三島正規 1、児嶋長次郎1

Solubility enhanced tag methods in protein N阿R

1 Graduate Schoo/ of Bi%gical Science，〆NaraInstitute for Science and Technolog~ andヤ仰'subishi

焔 '{JakuInstitutt.ヲofLife Sciences (M.刀克勾

OToshitatsu Kobayashil， Toshiyuki Kohno2， Masaki Mishima1 and Chojiro Kojima1 

For recombinant protein expression and purification， protein-tags and peptide-tags are 

frequently used， such as GST (Glutathione S-Transferase)， MBP (Maltose Binding Protein)， 

τ'rx (Thioredoxin)， His-tag and so on. Some of these tags contribute to the protein 

stabilization. However， the presence of tag is unfavorable in NMR analysis because of signal 

overlappingsand fast relaxations caused by tags. Thus， the small tags are preferrsd， and 

large tags ate removed. Here， we measured the HSQC spectra ofubiquitins fused with MBP 

and GS包whichare large solubility enhance tags. Nice spectrum was obtained for GST-fusion 

ubiquitin， but not for MBP-fusion. Most main chain signals of GST-fusion ubiquitin were 

successful1y assigned by conventional tripleoresonance experiments. These results indicate 

GST-tag is a good solubility enhance tag for NMR. 

[緒言]

一般的に、タンパク質へのタグの付加は、①大腸菌等による大量発現後の簡便な精製、②凝集性・易

分解性タンパク質の安定化、③蛍光性タグによる invivoでの挙動の追跡、④担体固定化条件でのタン

パク質問相互作用解析といった点で有用である。

発現・精製に用いられるタグ"(Table)の幾つ

かは、タンパク質の安定化に寄与することが

知られている。しかしながら、タグの付加は

NMR解析において分子量の増大に伴う緩

和速度の増加・シク、、ナルのオーバーラップ

等の不利な要素を持ち、それゆえ通常タグ

は除去される必要があった。

今回我々は、これら一般的にタンパク質精

製に利用され、かつタンパク質安定化に寄

自主主阜

His-tag 
Strep-tag 

S ・tag

C8D (Cellulose-binding domain) 

Trx (Thioredoxin) 

NusA 

C8P (Calmodulin-binding peptide) 

GST (Glutathione S-transferase) 

M8P (Maltose-binding protein) 

与する幾つかのタグについて NMR解析に Table Various tags f，伽o町rr，削e回c∞。om巾bir附『

Size 

6，8， 10 aa 
8 aa 

15 aa 

107， 114， 156 aa 

109 aa 

491aa 

4 kDa 

26 kD (Dimer:52kD) 

40 kDa 

対する影響を評価し、不安定なタンパク質のタグ、の付加による NMRシグナル帰属の可能性、及びレジン

固定化条件におけるタンパク質問相互作用の NMRによる詳細な解析の可能性に関して検討を行った。

可溶化タグ法、 HSQC、主鎖帰属、 GST，MBP 

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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[実験]

本研究では、測定対象モデ、ルタンパク質としてヒト由来 Ubiquitin(Ub)を、またタグとして GST、MBP

を用いた。これらタグのJ異なる Ubを15Nもしくは 13C/15N均一標識化タンパクとして大腸菌内で発現、精

製し、 Bruker社製 DRX800を用いてIH.15NHSQC、及び Avance500を用いて主鎖帰属のための

HNCACB、HNCCO)CACBを測定した。 Buffer条件は 10m M  PhosphateCpH 6.5)、50m M  KCl、

1 mM  Pefablock⑧、もしくは 50mM  HEPES CpH 8.0)である。

[結果および考察]

MBP及び GSTタグはタンパク質の発現・精製で一般的に用いられ、その発現率および安定性の増大

に寄与する事が知られている。このため、 GSTまたはMBPタグを付加したUb¥こ関してIH.15NHSQC 

スペクトルによる比較を行った。 GST'Ubでは GST由来のシクゃナルはほとんど、観測されなかったが、

MBP'Ubでは MBP由来のシグ、ナルが多数観測され、また GSTに較べ Ub由来シグナルの広幅化も

顕著だ、った CFig.1)0 GSTタグ付加条件における ubのτcは 9.6土0.1nsで、ある(小林ら、第 41回

NMR討論会要旨)。そこでL主鎖帰属を試みたところ、ループ領域の一部及ひ、C末端領域を除くUb領域

の約 90%の残基の帰属に成功したCFig.2)。これらの結果は、 GSTタグの有効性と NMR解析における

可能性の高さを示唆する。現在、これらのタグに加え NusA、Strep.tag等についても評価中である。
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Fig.1 HSQC spectra ofUb (A)， GST'Ub(B)， and MBP・Ub(C)(pH6.5 lOmM Phosphate 50mM KCl 1mM Pefablock@， 800 

MHz， 313K) 

Fig.2 HNCACB spectl'a ofUb (A) and GST-Ub 

(B) (pH8.0 50mM HEPES， 500 MHz， 303K) 

Sequential assignments are shown by dotted lines 

R54 T55 L56 557 058 Y59 N60 161 062 K63 R54 T55 L56 557 05B Y59 N60 161 062 K63 
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2 P4 
l量子、 2量子スベクトノレの同時測定法の開発

O高橋征三¥加藤恵¥荻野孝史 2

1)日本女子大学理学部物質生物科学科、 2)国立精神・神経センター神経研究所

A Method of Simultaneous Acquisition of Single and Double Quantum Filtered Spectl'um 

Seizo Takahashi 1， Megumi Kato I and Takashi Ogino2 

1 Dept. Chem. & Biol. Sciences， Fac. Science， Japan Women's University， 

2 Institute ofNeurosicience， NCNP 

Simultaneous observation of single and double quantum filtered spectra was devised for one and two 

dimensional spectra. FIDs of each phase combination in the pulse train were stored in the memory buffer and 

saved on the disk a白ercompletion of a series of pulse train. The saved data are then combined as different sets 

of data in accordance to the coherence selection of single and double quantum. The double quantum spectrum 

with this method was found slightly more vulnerable to the hardware imperfection. It was easily cOlTected 

adjusting the phase of each FID by software. The p陀 senttechnique is versatile enough to apply any kind of 

NMR spectra 

生体組織は複雑な形状の園体成分と細胞液からなる不均一系であり、その中に多種多様の物質が混

合して存在する多成分系である。しかもこれらの成分は動的平衡にあり、時々刻々と変化している。

したがって生体の NMR測定はしばしば特別の工夫を要することが多い。脳組織における 2量子遷移ス

ベクトルの緩和挙動は動的平衡の存在を強く示唆するが、代謝物濃度の変化の影響を除去するために

は、 i量子(SQ)と2量子(DQ)遷移を同時に測定することが望ましい。

2量子選移は水のようにスピン結合を持たないスベクトルを選択的に抑制する一方、励起状態から基

底状態へエネルギー緩和する挙動は、細胞内における存在状態について洞察を与える可能性を与える。

SQF-， DQF・NMRスベクトルの測定は従来別々に行われてきた。 SQ、DQスベクトルの同時測定は可能

性として提案されたことがあるが、分光器がそれに適した設計になっていないので、実用化されてい

ない。今回はパルスプログラムの工夫と、対応できない部分をソフトで補う方針で臨んだ。つまり FID

の取り込みにあたっては、すべて移送の組み合わせをそれぞれ独立にメモリーに保存し、遷移経路選

択に必要な位相回転をソフトで、行った。

[実験] 測定は BrukerAMX400W8を使い、組み込みプログラムである UXNMR上で適宜パルスプログ

ラムを書いた。取り込みデータの解析は SunUltral0に転送し、 MATLA8言語で作成した自作のプログ

ラムで、行った。

[結果]

1次元スベクトルは 8ruker標準プログラムの dqsldを改変した。これは 8位相の組み合わせで構成

される。各位相成分を取り出すために、 1位相ごとに別々のファイルに書き込む方式と、メモリーバ

ッファーに蓄える方式をテストしたところ、後者の方が位相の安定に優れていて後処理も簡単だ、った

ので後者を採用した。位相の推移は FIDの1点目の位相と周波数領域の位相補正値で評価した。UXNMR

はデータサイズに関係なくバッファー数は最大4であった。したがって 1次元の場合、 8位相を4位

相に射影した。

2次元スベクトルは DQF-COSYについて検討した。この場合、 8位相の組み合わせを独立に求めた。

0たかはしせいぞう、かとうめぐみ、おぎのたかし
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receiverの位相の動きが不安定なときがあったので、最終的には receiverの位相を固定し解析ソフトウ

ェアで位相回転を行う方法を採用した。そして receiverの位相を変え

た場合とまったく同じ効果を得た。

[考察]

同時測定の場合はダミースキャンが使えないのでダミーノレーフ。を

挿入した。得られた結果は、同時測定の場合は、 DQFスペクトル単

制 ミ

制「

副 i

独を得る場合より SQ成分の混入が多くなる傾向が見られた。これlコ ト!
作成したパノレスプログラムのタイミングのずれが疑われた。

却 M

SQ成分が完全に消失することが分っている場合は、理想位置

からの FlDの位相のずれをソフトウェアで、補正することは緩め

て簡単であった。装置固有のパルスや receiverのずれは、再現

性がある部分については既知情報として予めソフトに組み込んで、

Fig.1 Phases of first point of FID 

for DQF spectrum. The figure 

exhibits the instrumental miss-

おけば、 1回の DQFスベクトルを 3固ないし4回の積算で取得で alignment. 

きる可能性がある。とくに receiverXYチャンネルの DCオフセットや憎幅率のアンバランスをソフト

で補正できる利点、は大きい。

SQとDQスベクトノレの同時測定は、

1 2種類のデータを l度の測定で得られるために測定時間の短縮が可能となる。

2 両者を比較するときに経時変化の影響を除去できる。

3 スピン結合を持たない DQスベクトルで、失われる情報を SQスベクトルで取得できる。

4 単一ピークの SQ、DQスベクトノレの強度比は、生体の場合は高分子や組織成分と相互作用する

割合の情報を与える、等々の利点がある。

「ー「一一一-，

ppm 
pp冊

Fig. 2 A result of simultaneous acquisition of SQF-(left) and DQF-spectrum (right) expressed in a 

magnitude mode. The DQF-spectrum shows a fair amount of water resonance due to the miss-

cancellation of SQ component. This is easily corrected by adjusting the phase of FID by means of a 

post-processing software. 
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2Pう
小麦腔芽抽出物を用いた無細胞合成系によるタシパク質の選択的標識法

l愛媛大学総合科学研究支援センタ一、 2三菱化学生命科学研究所、

3愛媛大学工学部

O森田勇人 l、清水真人 l、田中利好九河野俊之人

遠藤弥重太 3

Amino-acid selective labeling of proteins synthesized with wheat-germ 

cell free system 

1工ntegratedCenter for Science， Ehime University， 2Mitsubishi Kagaku 

工nstituteof Life Sciences， 3Facul七y of Engineering， Ehime University 

oEugene Hayato Morita1， Masato Shimizu1， Rikou Tanaka2， Toshiyuki KOhno2， 

Yaeta Endo3 

For the high-ヒhroughputpro七einstructural analysis， manyprotein 

overexpression systems such as that using E.coli cells are developed. 

However， the numbers of overexpressed proteins showing the same 

biological activity as thatof native proteins are limited， and the novel 

ways to overcome this limitation have to be developed. We have shown 

that the wheat germ cell-free protein synthesis system is one of the 

candida七es. For the high-throughpuヒmonitoringof protein structure， 

we also have developed the way to assign the signals observed in lH_1SN 

HSQC spectra， amino-acid specifically. 

【序】蛋白質の構造機能相闘を解明する上で、生理活性を保持した蛋白質(あるいは蛋白質

ドメイン)を安定にかつ大量に発現させることは最初に解決すべき重要な問題点の一つであ

る。これまで、大腸菌などの生きた細胞や細胞抽出液を用いた発現系が開発されたが、膜蛋

白質など合成が困難な蛋白質や人為的改変を加えた新規機能性蛋白質の合成などを効率的に

行うためには、新しい蛋白質発現系の開発が不可欠である。我々は、このような可能性が考

えられる系として小麦腔芽抽出物を用いた無細胞合成系 (WGS)に着目した。これまでに、

WGSを用いて、生理活性を保持した可溶性蛋白質を安定かつ大量に発現できることを明ら

かにする山とともに、いくつかの補因子を含む蛋白質、膜結合蛋白質に対しても、数種の酵

素を新たに添加することで効率的に合成することが可能であることを明らかにした。本報告

では、このようにして合成した蛋白質の高次構造をハイスループットで解析するために、 W

GSでアミノ酸選択的安定同位体標識を行うための手法を開発し、その有効性を IH-lfiNHSQC 

スベクトルの測定により確認した。

キーワード:無細胞、小麦腔芽、蛋白質合成、アミノ酸選択的標識

O もりたはやと、しみずまさと、たなかりとう、こうのとしゆき、えんどうやえた
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[実験]

選択的アミノ酸標識を行うための標準蛋白質として、我々が IH-15NHSQCスペクトルの帰属

を確定した RNA結合蛋白質 RbpA1を用いた。また、小麦旺芽抽出物はセルフリーサイエンス

社製を、また、 15N標識アミノ酸は日本酸素製(セルフリーグレード)を使用した。合成条件

は論文[2]に準拠し、 48時間合成を行った。なお 24時間反応後反応の進行状態を電気泳動に

より確認した。またトランスアミナーゼ阻害剤はシグマ社製の製品を用いた。合成した RbpA1

(合成液量:0.9 mJ)は既報の手法 [2]で精製した後、約 250μlまで濃縮し、 DMX-500(Bruker) 

FT-NMR分光光度系を用いてlH-15NHSQCスベクトルを測定した。測定は、試料温度 30oc、積

算回数1.024、データポイント数 (64(tl) x 512 (t2) complex points)で行った。

[結果と考察]

今回のスケールの合成により最終試料濃度は約 50凶であり、上記の測定条件下で，'H-，sN 
HSQCスペクトルは十分な SINで観測できた。一方、 WGSで合成した蛋白質で3次元スベク

トルを測定しうる量を合成する場合、 1 0倍程度(約 9ml ;試料蛋白質最終濃度約 O.5mM) 

の反応液を調整する必要がある。これは従来の大腸菌の細胞抽出液を用いた無細胞系と比較

して間程度の合成規模であるが、必要となる標識アミノ酸の反応液中の濃度が約 ν10である

ことから、アミノ酸選択的標識、立体特異的標識アミノ酸導入、セレノメチオニン導入など

にはWGSの方がはるかに効率が良いと考えられる。

次に Pro以外のアミノ酸 19種類について、各 1種類のアミノ酸のみ 15N標識化合物を使用

することで合成したRbpAlのIH-15NHSQCスペクトルを測定することで、アミノ酸選択的標識

の可能性を評価したところ、 Ala、Asp、Glu以外のアミノ酸についてはトランスアミナーゼ

阻害剤を加えることなく選択的に標識されることが解った。 Ala，Asp， Gluの3種類のアミノ

酸については、それぞれ単独に標識を試みてもそれ以外の2種類のアミノ酸に由来するシグ

ナルが観測されたことから、相互に転移反応が起こっていると考えられた。そこで、 Alaと

Gluの相互変換をベータクロロアニリン (7mM)で、 GluとAspの相互変換をアミノオキシ酢

酸 (0.4mM)で阻害したところ、ほぼ完全に相互変換を停止させることができた。

この結果から、 WGSを用いて IH-15NHSQCスベクトルのアミノ酸選択的帰属が可能である

ことを明らかにするとともに、小麦旺芽抽出物中では、いくつかのトランスアミナーゼ活性

が無視できない程度に高いことを明らかにした。

{参考文献]

[1] "A wheat germ cell-free system is a novel way to screen protein folding 

and function." Morita， E.H.， Sawasaki， T.， Tanaka， R.， Endo， Y. and 

Kohno， T. protein Sci. 12: 1216-1221 (2003). 

[2L "NMR backbone assignments of the cold-regulated RNA-binding protein， 

RbpA工， inthecyanobacterium，AnabaenavariabilisM3." Morita， E.H.， 

Mural屯ami，T.， Uegaki， K.， Yamazaki， T.， Sato， N.， Kyogoku， Y. and 

Hayashi， H. J. Biomol. NMR 17: 351-352 (2000). 
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2P6 
インテラクティプなNMR解析ツーノレ， Kujira，およびNOE自動帰属

モジューノレCYANAによる結品構造に迫る高精度なマウスラミンC

末ドメインの溶液構造決定

(理研・ GSC1、東大院理1、理研・播磨3)

0小林直宏1、小柴生造1、井上真1、PeterGuntere、白水美香子l、寺田貴

帆l、矢吹孝1、青木雅昭1、松田貴意l、関英子1、布川絵未1、松田夏子l、

碇正巨人慶田洋l、好田真由美¥長内隆l、田仲昭子l、荒)11貴博l、Piero

Carninci1、河合純1、林崎良英1、木川隆員Ijl、横山茂之は3

Solution structure of mouse lamin determined by NMR using an interactive tool for 

NMR analysis， Kujira， and fully automated NOE assignment module， CY ANA. 

Genomics Sciences Center， RIKENJ， Graduate School of Science， University of Tokyo2， Harima 

Institute， RIKEN-' 

ONaohiro KobayashiJ， Seizo KoshibaJ， Makoto InoueJ， Peter Guntere， MikakoShirouzuJ， Takaho 

TeradaJ， Takashi YabukiJ， Masaaki AokiJ， Takayoshi MatsudaJ， Eiko SekiJ， EmiトJunokawaJ，Natsuko 

MatsudaJ， Masaomi Ikaril， Hiroshi HirotaJ， Mayumi YoshidaJ， Takashi OsanaiJ， Akiko TanakaJ， 

Takahiro Arakawal， Piero CarninciJ， Jun KawaiJ， Yoshihide HayashizakiJ， Takanori KigawaJ， 

Shigeyuki YokoyamaJ.2•
3 

Elemental components of nucJear lamina， lamins， are known to be nuc1ear specitic intermediate 

filaments maintaining nucJear shape and providing a structural support for chromosomes and DNA 

replication. Recent studies on mutations of the genes encoding lamins demonstrated that mutated C-

terminal region of lamin is responsible for muscular dystrophy and lipodystrophy. Three 

dimensional structure of C-terminal domain of human lamin has been determined by crystallography 

and NMR， respectively， however， there are obvious differences between them with respect to their 

backbone and several side司 chainconformation. To obtain more accurate structural information of 

lamin in solution， we have determined NMR structure of J5N，J3C-labeled mouse lamin C-terminal 

domain by NMR using an interactive NMR analysis tool， Kujira， and ful1y automated NOE 

assignment module， CYANA. 

[序論]核ラミナの主要構成成分であるラミンは細胞核に特異的な中間経繊維として見出され、

細胞核の形状維持、クロモソームにおける構造維持などの構造タンパク質としての機能を有

することが知られている。最近では筋萎縮症など多くの家族性筋疾患の原因がラミンをコー

ドする遺伝子変異であることが明らかにされ、核ラミンの細胞内における重要な役割が示唆

されている。ごく最近、ラミンC末側ドメインのNMR構造[1]および結晶構造[2]が相次いで

発表されたが、両者の構造には主鎖、一部の疎水性残基の側鎖に相違点が見られた。本研究

はより正確なラミンの溶液構造を得る目的で、 13C、15N標識ラミンを作成し、 NMRによる

高精度な立体構造解析を行った。

構造プロテオミクス、マウスcDNA、無細胞タンパク質合成、 kujira、CYANA

Oこばやしなおひろ、こしばせいぞう、いのうえまこと、ぴーた一ぎゅんたーと、しろうずみかこ、

てらだたか4ま、やぶきたかし、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、まつ

だなっこ、いかりまさおみ、ひろたひろし、よしだまゆみ、おさないたかし、たなかあさこ、あらか

わたかひろ、ぴえろかるにんち、かわいじゅん、はやしざきよしひで、きがわたかのり、よこやまし

げゆき
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[方法]無細胞タンパク質合成系により 13C、lGN標識ラミン C末ドメイン(408・545)を調整し

た。 NMR測定には Bruker社製 AVANCE600および AVANCE800を用いた。主鎖および側鎖

の帰属には NMRView;Tよび理研 GSCにて独自に開発した解析用ツール Kujira(ver. 0.473)を
用いた。立体構造計算に用いた NOEは全て 13C-editedNOESYおよび lGN-editedNOESY 

スベクトル上で検出した。 NOE自動帰属と立体構造計算には CYANA(ver.1.0.7)を用いた。

初期の立体構造計算においては、シク。ナノレ帰属達成度が 8害IJ程度の化学シフトテーブルおよ

び NOEピークテーブル、 TALOS計算によって得られた φ，φ2面角制限テーブル、手動で

帰属した 2次構造特異的な NOE由来の距離制限テープ、ルを用いて CYANAによる計算を実

行し、グローパルフォールドを得た。この時点で Kujiraに幡載されている NOE帰属結果

をスベクトル群と連動させて解析できる機能を用いて化学シフトテープツレの修正追加、 NOE

ピークの追加やノイズピークの削除を行った。構造の収数度が主鎖構造に対しておよそ

RMSD 0.5Aに達した構造解析中韓においては CYANAによって計算された構造に基づいた

化学シフトテープ、ルの検討を行い修正を行った。また HD交換実験の結果と NMR構造とを

検討しながら水素結合の距離制限テーブルを作成し CYANAの立体構造計算に用いた。解析

の終株においては ARG、SER、THR側鎖などの交換性フoロトン、ンク。ナルの帰属、 φ，φ角、

χ1，χ2角の検討を NMR構造をもとに行い、僅かに残っている化学シフトの誤りや NOE
テーブ、ル中のノイズを修正あるいは削除した。

[結果と考察]本研究によって収数度が高く(主鎖 RMSD:0.33A)、エネルギー的に低い構

造が最終的に得られた。 CYANAによって帰属された NOEは 4668個に達し(全体の 97.5%)、

0.5-1.5Aのバイオレーションによる理由で帰属されなかった NOEは僅か 27個であっ?と。

既に報告されているヒトラミンの結晶構造(lIFR)および NMR構造(lIV町と比較したところ、

主鎖構造、側鎖構造ともに結晶構造に最も良く一致した(主鎖 RMSD0.70A) (Fig.1左)。

これに対し、lIVTのグローパノレフォールドは良く似ているものの、主鎖構造、側鎖構造と

もに一致度が低く(主鎖 RMSD1.39A)、特に Trp498、Trp520の側鎖の位置が大きく異

なっていた(Fig.1右)。従って本研究によって結晶構造と我々の決定した溶液構造が主鎖、

側鎖共に信頼できるラミンの構造である事が示された。また CYANAによる自動 NOE帰属

法は Kujiraなどの-1ンテラクティブな解析ツールと連携しながら使用し、 NOE帰属の完全

度をあげることでより信頼できる立体構造が得られる可能性が示された
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Figl. Crysta1 structure (lIFR， light gray， 1eft) and NMR structure (lIVT light gray， right) 
of human 1amin overlayed with mouse 1amin (dark gray). 

References 
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C.， Worman H. 1. and Zinn-Justin S. Structure， 10， 811-823 (2002). 
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2 P7 
phytochrome B PAS domainの構造

奈良先端大バイオ 1 、農業生物資源研2

0田畑亮 三 島 正 規 赤 木 香 予 加 藤 悦子高野誠山崎俊正児嶋長次郎1

NMR structural study of phytochrome B PAS2 domain 

Ryo Tabata1 ，Masaki Mishima1 ， Kayo Akagi2， Etsuko Katoh2， Makoto Takan02， 

Toshimasa Yamazaki2， Chojiro KOjima1 

1 Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technolog，メ

2 Nationallnstitute of Agrobiological Sciences 

PAS (PER-ARNT-SIM) domain， found in diverse proteins throughout all three kingdoms oflife， is a 

family of sensor protein domains that mediate protein-protein interactions or bind small ligands 

and/or cofactors. lt is interesting that these domains contain a structurally conserved α/日fold， 

whereas low sequence similarity is observed. There are two PAS domains in plant photoreceptor 

phytochromes and its roles for phototransformation have been demonstrated by genetical approach 

in Arabidopsis. In this research， we have attempted to determine the solution structur巴 ofthe rice 

phytochrome B PAS domain (L806-A923) by using multidimensional NMR spectroscopy to discuss 

structure and function relationship. To date， by analyses of secondarγstructure， rice phytochrome 

B PAS domain possess typical PAS fold. 

[序論]

PAS (Per-Arnt-Sim) domainは、全ての生物界において環境刺激応答に関与する数多くのタン

パク質に存在し、シク、、ナル伝達に関わる重要なモジュールと考えられている。そのアミノ酸配列レ

ベノレでの相向性の低さに反し、保存されたα/s-foldを持つ事が知られているが、低分子リガン

ドと結合するものや、タンパク質・タンパク質相互作用に関わるものなど様々な分子機能に寄与す

る。イネの赤・遠赤色光可逆反応の光受容体として知られている phytochromeBには PASdomain 

がタンデムに並んで存在しており、光反応におけるその機能に興味がもたれる。本研究では、溶液

NMRを用いて phytochromeBの PASdomain (L806-A923)の構造解析を試みた。

キーワード:溶液 NMR、phytochromeB、PASdomain 

たばたりょう、 みしままさき、 あかぎかよ、 かとうえっこ、 たかのまこと、 やまざきとしまさ、

こじまちょうじろう
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[方法]

大腸菌発現系を用いて、 13C/15N 安定同位体標識したイネ phytochrome8 PAS domain 

(L806-A923)を大量発現及び精製した。この PASdomainを!Jン酸緩衝液(50 mM potassium 

phosphate， pH 6.8 ， 20 mM KC1， 0.1 mM EDTA， 0.1 mM DTT)を用いて調整し、 NMR測定試料

とした。 8ruker社の DRX500及び DRX800を用いて 15N-1Hl-lSQC、HNCAC8、l-lN(CO)CAC8、

HNCO、トIN(CA)COを測定し、これらのスベクトノレデータをもとに、 Sparkyを用いて主鎖の帰属を

行った。

[結果と考察]

多核多次元 NMRスペクトルを用いた連鎖帰属法により、主鎖 118残基のうち l残基目を除く全

ての残基において帰属が完了した。 Chemicalshift indexより得られたイネ phytochrome8 PAS 

domain (L806-A923)の二次構造は、 PAScore、helicalconnector、。 -scaffoldより構成される PAS

domain特有の foldを保持しており、最初の αhelix周辺には疎水性残基が多く存在していた。こ

れらアミノ酸残基は、すでに明らかにされた各生物種由来 PASdomainの立体構造との比較により、

保存された疎水性コアの形成に深く関わっている可能性が強く示唆された。

現在は側鎖の解析のため C(CO)NH、H(CCO)NH、4DHC(CO)NHの測定を行なっており、立体

構造を目指して解析を進めている。さらに、保存された領域に存在すると考えられている flexibility

と機能を議論するため解析を進めている。

一ーーー一一 PAScore_ー一一 Helical∞nnector 一一一一一ーβ-Sc.偽 Id_一一一一一

phyB酬礼1PP I FASDEN--TCCSE附TAllEKLTGWSR促 WGKLLVGEVFG悦C凡.KGPOALTKFMI VLH同A1G∞DCEKFPFSFFDKNGKYVOALLT ANTRS糊 JGEA1 GAFCFLO 1ASPEL∞A 119 
ー

① " GA 1 OLDGD-GN 1 LOYNAAEGD 1 TGRDPKOV 1 GKNFFKDVAP-CTDSPEFYGKFKEGVASG一也NLNTMFEYTFDYO-MTPTKVKVHMKKALSG---DSYWVFVKRV '" 

② '" ATWSATD-lìT 1VSF!:l抽AVRDF~YAEEEV1伊NL-R1 LMP-EPYRHEH凶礼 叩Y胤T臨 RI1G1DRW制限町TFPMKLAV，促嗣SG-GE昨円"GF1F此T 叩

③ぉ KF11 ANARVENCAV I YC!:lDGFCELC~YSRAEV同RPCTCDGLHGPCTORRAAAOI AOALLGA--ιERKVE I AFYRK附 CFLCLVDWPVKNE醐 V1 MF 1 LNFEVVMEK山

Figure 1: Compuri叩 nof the umintl acid sC(juence amllhe時 conllury:Hr山 tureelement belween Rice phyt叫 hromeB PAS (jomain (L806.A923) am.l OIher PAS 
domains. The helices <lmJ .slrands are 功。wnby broken Hne and urrow唱 Thickunder lines imlicate conserved f.凸 idues.Q) Hhal pholOaclIve yellow prolcin (PYP) 
② S.lIIelilm; FixL heme domuin③N.terminul human volt時e引 tedpotassium channel reguI:uory tlomain (HERG). 
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2 P8 
マウス構造プロテオミクス:

MARK3C末端 KAlドメインの溶液構造
(理研・ GSC1、東大・院理 2、理研・播磨 3)

0栃尾尚哉¥小柴生造 l、小林直宏¥白水美香子¥寺田貴帆¥
矢吹孝 l、青木雅昭¥松田貴意 l、関英子¥布川絵未¥鞠康子 l、
元田容子 I、小林敦夫¥慶田洋¥好田真由美¥長内隆¥
田仲昭子 l、荒川貴博 l、PieroCaminci 1、河合純 l、林崎良英¥
Peter Guntert1、木川隆則 l、横山茂之 1，2，3

Mouse Structural Pro吻ot旬eomics釘:Solution structure of MARK3 C-terminal KAl domain 

(RlKENβφenomη1Iたc¥品S釦S
Nκ: 1おochiザοがJS. Kostiba'， N. Kobay，ashiJ， M fihirouzuJ， T. ，TeradaJ， T. Yab~lkiJ ， M Aok!" T. 
MatsudqJ， E. SekiJ， s. NunokatyaJ， }イ Tomo¥y.ル1dtoda'， • A. Kobαrya.shi'， H Hirota'，. M 
Yoshida:， T. Osanai:， A. Tanaka'， lメrakawa'，P Carninci'， J. KawaiJ， Y. Hayashizaki1

， P 
Guntert'， T. Kigawa'，広島koyamaJ，"，J

The MARK (MAP/microtubule affinity-regulating kinase) family consists ofthe 
following kinases. MARKl has been implicated as a kinase which modulates microtubule 
structure. EMK is involved in the regulation of cell polarity， microtubule d戸 amics，Wnt 
pathway signaling， and the maintenance ofimmune system homeostasis. C-TAKl 
(Cdc25C・associatedkinase 1) participates in cell cycle regulation and Ras signaling. In this 
study， by using triple resonance NMR techniques， we have determined血esolution structure 
ofKAldomain (kinase associated domain 1) at the C-terminal region ofmouse MARK3 
which is homologous to human C・TAKl. Its structure is a novel fold， consisting of sα仰仰α
topology. We found that the longer region than predicted by Pfam is required for stability of 
this domain. 

序論

MARK (MAP/microtubule affinity-regulating kinase) ファミリーには、微小管構造を調

節する MARKlや、細胞極性の制御、微小管の動態、 Wnt経路シグナル伝達、免疫系

のホメオスタシスの調節に関する Ernk(ELKL motif kinase)、細胞周期の制御や Ras

シグナル伝達に関与する C-TAKl (Cdc25C・associatedkinase 1)が含まれている。

本研究ではマウス由来 MARK3(凶s幻1m凶il切a紅rtωo human C 

ドメイン.(kinas問eassociated domain 1)のi溶容i液夜構造を、多核多次元 NMR法を用いて決

定した。このドメインは戸 αssssα構造からなっている新規のフォールドである

ことが明らかとなり、その構造を安定化させるには、一次配列の解析により KAl ド

メインと定義されているより長い領域が必要であることがわかった。

MARK、KAl、構造プロテオミクス、無細胞タンパク質合成

とちおなおや、こしばせいぞう、こばやしなおひろ、しろうずみかこ、てらだたかほ、
やぶきたかし、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、とも
やすこ、もとだようこ、こばやしあっお、ひろたひろし、よしだまゆみ、おさないた
かし、たなかあきこ、あらかわたかひろ、 PieroCaminci、かわいじゅん、はやしさやき
よしひで、 PeterGüntert~ きがわたかのり、よこやましげゆき
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方法

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整された 13C/15N標識タンパ

ク質を用い、 Bruker社製 Avance600およびAvance800にて多核多次元 NMR測定を行

った。データ処理には NMRPipeを、シグナルの帰属には NMRView-Kujiraを用いたO

また、 CYANA圃 CANDIDによる NOE自動帰属と立体構造計算によって最終構造を得

た。

結果と考察

本研究によって、 MARK3C末端 KAlドメインの立体構造を得ることができ、その構

造はFα ssssα構造をとっていることが分かつた。また、 DALIによる立体構造

相向性検索の結果、既知の構造との相向性は低く、新規フォールドである考えられる。

また、本研究によって、 Pfamで定義されている KAlドメイン領域よりも長い領域か

ら構成されて、はじめて安定な構造を得ることができることがわかった。本研究で用

いた KAl ドメインは、 C末端に特徴的な ELKLモチーフを有しており、このモチー

フ領域の構造もあきらかになった。

-UZ(方
自
足
当
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Fig. 1 "N-'H HSQC spectrum obtained 
from Bruker Avance 800MHz 
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Fig. 2 The ribbon diagram of KA 1 domain. 
The residues of ELKL motif region are 
shown in neon representation. 
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2 P9 
立体整列同位体標識 (SAIL)法による分子量 42kDaのタンパク質・

MBPの立体構造決定

(東京都立大学 1，CREST/JSTZ) 

0岩下由紀 l，鳥様拓也 2，寺内勉 2，甲斐荘正恒 1，2

Structure Determination of a 42 kDa Protein， Maltose Binding Protein (MBP)， 

using SAIL Technology 

Tokyo Metropolitan Universityl， CREST/JST2 

Yuki Iwashita1 Takuya Torizawa2 Tsutomu Terauchi2 Masatsune Kainosho1，2 

Structural determinations of proteins larger than 25・30kDa by NMR are quite difficult， 

because of excessive signal congestion and line broadening of their NMR spectra， In order 

to overcome these problems， we have been developing a new isotope"labeling method， SAIL 

( Stereo"Array Isotope"Labeling )， which utilizes protein samples fully composed of 

stereo/regio・selectively 2H， 13C， and 15N"labeled amino acid r巴sidues， SAILed proteins are 

designed to eliminate redundant structural information， and also to improve signal 

sensitivities by line narrowing， An analysis of the NMR data of the 41 kDa protein MBP 

(maltose binding protein) complexed with s"cyclodextrin ( 1 kDa ) will be reported to 

demonstrate the utility of the SAIL method for a protein of this size， 

1.はじめに

タンパク質の分子量増大に伴う NMRスペクトルの重なりと線幅の増加による測定感度の低

下は、立体構造決定可能な分子量限界を実質的に決定している重要な因子である。安定同位体標

識法の高度化により、測定用試料自体の最適化を行うことでこれら二つめ要因の解決を図り、

NMRによる立体構造決定可能なタンパク質の分子量限界を拡張する革新的手法が、過去数年間

我々が開発に取り組んできた SAIL(Stereo"Array Isotope"Labeling )法である。 SAIL1:去にお

いては、タンパク質の構成アミノ酸の側鎖全てを位置・立体選択的に 2H，l3C，15N"三重標識した

試料を測定に用いる。 SAILタンパク質においては、構造情報を得るのに必要な観測核を合理的

に選択標識しているため、スベクトルの簡略化が実現する一方で、精密な構造計算を行うために

必要な NMRシグナルが効率良く取得できる。さらに、 lH数の大幅な削減によりシグナルの緩

和時間の延長が可能となるため、測定感度の著しい向上が期待される。本報告では、従来の NMR

法では立体構造決定が不可能とされてきた分子量領域のタンパク質 MBP複合体(Maltose 

Binding Protein : 41 kDa， /3 "cyclodextrin : 1 kDa )を NMR解析手法開発のモデルとし、この

分子量領域における SAIL法の有効性を評価した。

キーワード:SAIL、立体整列同位体標識、重水素襟識、立体構造決定、無細胞タンパク質合成

いわしたゆき、とりざわたくや、てらうちっとむ、かいのしょうまさつね
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2.実験

N末端側に His-tag，thrombin切断配列を融合した MBPの発現'用プラスミドを構築し、これ

を鋳型 DNAとして大腸菌無細胞タンパク質合成系により SAIL-MBPおよび均一 13C，15N標識

MBP ( UL-MBP )を得た。発現した MBPを、陰イオン交換カラムによって粗精製し、続いて

His-tag親和性カラムによって精製した。 His-tagをthrombin酵素による切断・除去した後、

NMR試料とした。両試料とも 5mol当量の/'1-cyclodextrinを添加した状態で、解析用・評価

用の多次元 NMR測定を行った。

3 結果・考察

シグナル帰属は以下のょっにして行った。最初に UL-MBPの lH司 15NHSQC， HNCO， 

HN(CA)CO，HNCACB， HN(CO)CACBスペクトルの解析を行い、主鎖シグナルの帰属を確定し

た。これらの帰属を利用し、さらに SAIL-MBPの HN(CO)CACB、HBHA(CO)NHを解析する

ことにより、これまでに SAIL-MBPの lHN，lHへlHs，15N， 13C'， 13Cα，13C，Jの帰属が完了した。

次に側鎖シグナルの分離、測定感度を評価するために SAILλν1BP と UL-MBPの lH町1悶3C

cωt-HSQCスペクトルの比較を行つた。 SAIL-MBPのスペクトルにおいては、メチル基、メチレ

ン基が検出される領域でシグナルの重なりが著しく軽減された。特にメチレン領域においては、

単にスペクトルが筒暗化されるだけでなく、線帽の減少から遥かに感度良くシグナルが得られる

ことがわかった (Figure1)。

実際に側鎖シグナルを帰属するために、 HCCH-TOCSY、HCC(CO)NH測定を行った。これ

らのスペクトルにおいても UL-MBPではシグナルの感度・分離が不良なため、側鎖シグナルの

解析は不可能であると判断した。一方、 SAIL-MBPにおいては、それらの問題点が格段に改善

されたスペクトルが得られた。これによって側鎖シグナルの内、大部分の帰属を見込むことがで

きる。現在、これらのスペクトルを併用して残りの側鎖シグナルの帰属を行っている。

(
E
a
a
)
O
E
 

Figul'e 1: lH-l'lC ct-HSQC spectl'a ofMBP (methylene l'egions) 

(B) SAIL-MBP 
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2 PI0 
NMR structure ofthe ENTH-VHS-like domain 

At3g16270 from Arabidopsis thaliana 

o Blanca Lopez-Mendez1， David Pantoja-Uceda1， Tadashi Tomizawa1， Seizo Koshiba1， 

Mikako Shirouzu 1へTakahoTerada1へTakanoriKigawa1， Makoto Inoue1， Takashi Yabuki1， 

Masaaki Aoki 1， Eiko Seki 1， Takayoshi Matsuda 1， Hiroshi Hirota 1， Mayumi Y oshida 1， Akiko 
Tanaka 1， Takashi Osanai 1， Motoaki Seki 1， Kazuo Shinozaki 1， Shigeyuki Y okoyama 1，2，3 & Peter 

Guntert1 

'RIKEN Genomic Sciences Center， 1-7-22， Suehiro， Tsurumi， Yokohama 230・0045，Japan;・2RIKENHarima 
Institute at SPring-8， 1-1・1Kouto， Mikazuki， Sayo，砂ogo679・5148，J.中 an;・3D司partmentof Biophysics and 
Biochemistry， Graduate School of Science， The Universi砂ofToか0，7-・3-1Hongo， B聞か'0，Toかo113-0033， 
Japan. 

Endocytosis is a complex process that is essential for many cellular functions， including 

synaptic vesicle recycling， nutrient uptake and removal of receptors and ion channels企omthe 

cell surface. ENTH (epsin N-terminal homology; Chen et al.， 1998) and VHS (Vps27， Hrs and 

STAM; Schultz et al.， 1998) domains are present in the N-terminal part of inany ‘accessory' 

proteins that have primarily regulatory roles in endocytosis， i.e.， by determining the contents of 

the endoc戸icvesicle or by initiating the formation of coated pits (Wendland， 2002). The 

hypothetical127 amino acid ENTH-VHS-like domain At3g16270企omArabidopsis thaliana 

was selected by the RIKEN Struc加ralGenomicslProteomics Initiative (RSGI) for a NMR 

S旬dy.

タンパク質構造、 ENTH-VHS、Arabidopsisthaliana、CYANA

Oぶらんかろぺず め ん で ず 、 で い び つ どばんとーやうせだ、とみざわただし、

こしば せいぞう、しろうず みかこ、てらだ たかほ、きがわ たかのり、いのう

え まこと、やぶさ たかし、あおき まさあき、せき えいこ、まつだたかよし、

ひろた ひろし、よしだ まゆみ、たなか あきこ、おきない たかし、せき もと

あき、しのざき かずお、よこやま しげゆき、ぺーたー ぎゅんたーと

Methods & Results 

The 13C_ and 15N-labeled Arabidopsis ENTH-VHS-like domain At3g16270 was 

produced by the E. coli cell-free synthesis system (Kigawa et al.， 1999) as a 173 amino acid 

recombinant protein with an N-terminal HAT affinity tag and a TEV protease cleavage site. 

The HAT-tag was removed by incubation with TEV protease. The protein sample used for the 
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NMR measurements comprises 140 amino acid residues including the non-native terminal 

sequences added in th~' c10ning process. NMR experiments were recorded with one sample of 

approximately 1.20 mM， uniformly 13C and 15N labeled protein in 20 mM  Tris buffer at pH 7.5， 

containing 100 mM  NaCl， 1 mM  dithiothreitol， 0.02 % NaN3 and 10% D20 (v/v). All NMR 

measurements were performed at 250C on Bruker DRX 600 and Bruker A V 800 spectrometers 

(for the NOESY experiments). Backbone and side-chain assignrnents were obtained using a 

combination of standard NMR experiments: 2D [lH，15N ]・HSQC，2D CH，13C]-HSQC， 3D 

HNCO， HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA，回吋CACB，CBCA(CO)NH， (H)CC(CO)NH， 

HCCH・COSY，HCCH-TOCSY， H(CCCO)NH and (H)CCH・TOCSY.Assignments were 

checked for consistency with 3D 15N-edited [lH，lH]-NOESY and 13C-edited [lH，lH]-NOESY 

spectra recorded with 80 ms mixing time. Conformational constraints were obtained 

exc1usively from 3D 15N-edited [lH，IH]-NOESY and J3C-edited [lH，lH]-NOESY spectra 

recorded with 80 ms mixing time. The 3D NMR structure ofthe Arabidopsis ENTH四 VHS

domain was calculated by simulated annealing in torsion angle space using the program 

CY ANA. All NOEs used as distance constraints for the s仕ucturecalculation were assigned 

automatically in seven cyc1es of combined automated NOE assignrnent and structure 

calculation with CY ANA. 

The three-dimensional structure of the ENTH-VHS-like domain At3g16270 from 

Arabidopsis thaliana forms a multi-helical structure consisting oftwo ant明ralleltwo-α-helix 

HEAT motifs and one three-α-helix ARM motif(Figure 1). 
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Figure 1. NMR structure ofthe ENTH-VHS-like domain 

At3g16270 from Arabidopsis thaliana. 15 CYANA 

conformers were superimposed for pair-wise minimum 

RMS deviation of the N， Cαand C' atoms of residues 

15-13. 
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2 Pll 
HR23Bユピキチン相同ドメインープロテアソームS5aサブ、ユニット

ユピキチン結合モチーフ複合体の構造解析

(横浜市大・院総合理l、理化学研究所2、愛媛大・院理工3、生物分子工学

研究所ヘ奈良先端大バイオ日)

0藤原健一朗l、天野剛志1，3、菅津薫2、JeeJun-Goo1
， 2、大木出ヘ児嶋長次郎5、栃尾豪人l、

慶明秀一l、花岡文雄2、白川昌宏l

Structure ofthe ubiquitin-interacting motif of S5a bound ωthe ubiquitin-like domain ofHR23B 

Kenichiro Fujiwara1， Takeshi Tenno1，3， Kaoru Sugasawa2， Jun-Goo Jee1ベIzuruOhki4， Chojiro 

Kojima5， Hidehito Tochiot， Hidekazu Hiroakil， Fumio Hanaoka2， Masahiro Shirakawa1 

(1 Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University， 2 RlKEN， 3 Graduate School 

of Science and Engineering， Ehlme University， 4 BEE.I，and 5 Graduate School of Biological Sciences， 

NAIST) 

Ubiquitination serves signalling functions that control several cellular processes. The 

ubiquitination signal is recognized by downstream e飴 ctors，many of which carry a 

ubiquitin-interacting motif(UIM). Such interactions can be modulated by regulators carrying 

a ubiquitin-like (UbL) domain， which hinds UIM by mimicking ubiquitination. 

To understand the mechanism of interaction between UIM snd ubiquitin or UbL， we have 

analyzed the solution structures ofthe UIM ofthe proteasome subunit S5a bound to the UbL 

domain of HR23B. The UbL domain presents one hydrophobic and two polar contact sites for 

interaction with UIM. The residues in these contact sites are well conserved in ubiquitin， but 

ubiquitin also presents a histidine at the interface. We also showed that the side chain ofthis 

residue may have a regulatory role in the binding ofubiquitin to UIM. 

【序】 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タンパク質で、 C末端

のカルボキシル基が蛋白質のリジン残基側鎖に isopeptide結合により付加することが知られ

ている。この反応はユピキチン化と呼ばれ、①K-48リンクのポリユピキチン化、②K-63リ

ンクのボリユピキチン化、③モノユビキチン化の三種類が確認されている。また、これらは

それぞ、れ①基質蛋白質のプロテアソームによる分解、②DNA修復・シグ、ナル伝達③エンド

サイトーシスや蛋白質輸送に関与することが知られている。このように、ユビキチン化は標

的たんぱく質への結合様式の違いによって、多種多様な機能に関与するのが特徴であるとい

キーワードユピキチン、 UBL、UIM、 構造解析

ふじわらけんいちろう、てんのたけし、すがさわかおる、じーじゅんぐ、おおきいずる、

こじまちょうじろう、とちおひでひと、ひろあきしゅういち、はなおかふみお、

しらかわまさひろ
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える。近年ユビキチ:ンと相互作用するドメインが見出されている。これらとユピキチンの

聞の相互作用機構を調べることはユピキチンの提示するシクやナルの理解に重要で、あると恩わ

れる。

このうち、ユピキチン認識モチーフ (UIM)は約 20残基からなるモチーフであり、ユピキ

チンとの相互作用については、 K-48リンクのポリユピキチン及びモノユピキチンに結合する

こと、結合活性はポリユピキチンに対する方が高い事が知られている。また、ユピキチンに

類似した配列をもっユピキチン相同ドメイン(UbL)とも相互作用することが知られている。

我々は、ヌクレオチド除去修復因子である HR23BのUbLとプロテアソーム S5aサブユニ

ットの UIMとの複合体の構造決定をおこない、UbL-UIM間の認識機構を明らかにすること

ができた。更に、 UbLとユピキチンの構造比較から、ユピキチンと UIMの認識機構につい

ての考察をおこなった。

[UbL-UIM聞の認識機構について]

構造解析の結果、HR23BUbL(以下UbLと略す)はユピキチンフォールドであり、S5aUIM

(以下 UIMと略す)は、 lレー7。部分と αヘリックスで構成されていることがわかった。また、

U日4はUbLの8シートと相互作用していることが確認できた。立体構造と invitroにおけ

る結合活性実験から、複合体は、疎水性相互作用・静電的な相互作用・分子間水素結合の三

種類の相互作用により安定化されていることが確認できた。

【ユピキチン・UIM聞の認識機構について]

上記の構造をもとに、ユピキチンーUIMの相互作用様式について考察をおこなった。UbL

の構造は、ユピキチンの溶液構造と同ーのフォールドであり、滴定実験からユビキチンもUbL

と同ーの表面で S5aUIMと相五作用していることを示唆する結果が得られた。表面残基を比

較した結果、 UIMとの相互作用に関与するユピキチンの残基は、UbLのV70に該当するユ

ピキチンの残基が H68である以外は、ほぼ同一であった。ユピキチンの UIMに対する結合

活性はUbLのそれに比べて低い事が知られているが、結合活性の差は、異なる表面残基であ

るH68が原因であると考え、この残基の変異体を作成し、 UIMの結合活性を調べたところ、

変異体の UIM結合活性の上昇が確認できたことから、ユピキチンはUbL と同ーの様式で

UIMと相互作用していることを確認できた。

[ユピキチンH68のUIM結合活性に及ぼす役割]

ユピキチンの H68の UIM結合活性に対する影響を検討するためにユピキチンの UIM結

合活性と、イミダ、ゾール基の荷電状態の pH依存性との相関の有無を調べた。

この結果、 wildtypeのユピキチンの UIM結合活性とイミダゾール基の荷電状態には明瞭

な相闘が見られた。一方、変異ユピキチンには、両者の相関は全く認められなかった。この

結果、ユピキチンの H68は、イミダゾール基の荷電状態により、 UIMの結合活性を調節し

ていることを推定することができた。
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2 P12 
ニ成分情報伝達系レスポンスレギュレータ-FixJの構造・機能解析

(横浜市大院・総合理ぺ理研・遺伝生化学研究室 2，CREST/JST3， 

理研播磨・生体物理学研究室 4)

0葛西佑一人倉島かおり人伊藤隆 1，2ベ中村寛夫川

柴田武彦 1，2，3 城宜嗣4

Structural and functional analyses of two-component system response regulator FixJ 

Yuichi Kasail， Kaori Kurashimal， Yutaka Itol.2.3， Hiro Nakamural，4， Takehiko Shibatal
ユヘ

and Yoshitsugu Shiro4 

I Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University; 2Research Group for 

Bio-supramolecular S仕uc旬re-Function，RlKEN; 3CREST/JST‘4Biophysical Chemistry Laboratory， 

RlKEN Harima Institute 

The nitTogen fixation reaction of rhizobia which symbiotically live within the root nodules of 

leguminous plants is controlled by the oxygen sensor proteins， FixLlFixJ臥ro-componentsystem， The 

response regulator FixJ works as a transcriptional factor that regulates the expression of nitrogen 

fixation・re1atedgenes. Although the C-terminal domain of FixJ (FixJC) is able to bind to the specific 

promoter DNA， its activation requires the phosphorylation and its consequent1y induced dimerization of the 

receiver domain (FixJN). In this study.、 weprepared the 13CrN labe1ed f1:!1I-length FixJ for NMR 

spectroscopy Iil order to investigate how FixJC is activated by the phosphorylation of FixJN. we also 

examined on a FixJ mutant (Tl09A) which constitutively binds to the DNA regardless of phospholyzation 

to obtain the struc飢ralinformation of the active fonn 

{緒言]

マメ科植物の根に共生する根粒菌の窒素固定反応は，酸素センサー蛋白質FixLlFixJの二成分情

報伝達系によって制御されている.レスポンスレギュレーターFixJは FixLからリン酸基転移によ

って活性化され，窒素固定反応に関連した遺伝子の転写因子として働く. FixJの C末端ドメイン

(FixJC) は DNA結合活性を担っているが，その活性は N末端ドメイン (FixJN) のリン酸化と

二量体化によって制御されていると考えられる.そこで， FixJNによる FixJCの活性制御のメカニ

ズムを原子分解能で解明するため，野生型 FixJ全長蛋白質の安定同位体標識試料を調製し NMR

解析を行っている.また， FixJのTlぜ109残基が Alaに置換された変具体についても同級の解析を

試みた.TI09A変具体は，非リン酸化状態でも DNA結合間性を示す変児休であり， Fix別による

FixJCの活性制御を理解する上で非常に重要と考えられる.

キーワード FixJ，ニ成分情報伝達，蛋白質・DNA相互作用

著者ふりがな-かさいゅういち，くらしまかおり，いとうゆたか，なかむらひろお，しばたたけひこ，

しろよしっぐ
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[実験}

大腸菌内の大量発現システムを用いて 13C1'5N標識をした野生型および変異型 FixJを調製した.

それぞれ， NMR用緩衝液 [20mM Na-phosphatc(pH 8). 100 mM NaCI， 10'% 020Jを用し、て NMR

測定試料を得た.NMR測定は理研和光本所の BrukcrORX600 ;を使用し， 303 Kで行った. 'H_'5N 

HSQCスベクトルの他に，主鎖NMR、ングナノレの帰属のための3次元3重共鳴NMRスベクトルを

測定した.データ処理にはAzarav2.7，スベクトルの解析には Ansig-for-OpcnGLv1.0.5を用いた.

[結果・考察1

聖子生型と変異型 FixJについて 'H_l~HSQC スベクトルを測定した結果，両者とも 204 残基のう

ち約 170個の分離したクロスピークを観測したが， FixJにはプロリンが 10残基存在することと

ル helixが主体であると推定され、シグ、ナルのオーバーラップが予測されることを考慮すると，十

分なシグナル数が観測されたと考えられる.また， Tl09A変異に伴って，複数のクロスピークに

ついて化学シフト変化が起こっていることが判明した.

現在，野生型と変異型の全長 FixJについて主鎖 NMRシグナルの帰属を進めており. FixJNに

よる FixJCの制御のメカニズムと， Tl09A変異による ONA結合活性転換のメカニズムの解明を目

指寸.
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Fig.l: 'H_'5N HSQC spectra of wild-type FixJ (left panel) and FixJ(Tl09A) mutant (right panel) 

TI09A single mutation caused chemical shift changes for several 'H-'5N correlation cross p巴aks，

which are represented with boxes in the left panel 
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2 P13 
マウス構造プロテオミクス:hypothetical protein 

2610208M17Rik N末端ドメインの溶液構造

('理研・ GSC、2東大・院理、 3理研・播磨)

O李華 l、富沢忠 l、小柴生造!、井上真 l、白水美香子 l、寺田貴帆 l、

矢吹孝 1、青木雅昭 l、松田貴意 l、関英子 l、布川絵未 l、藤藤深雪 1、

渡辺恵、 l、平戸麻里 l、慶田洋¥好田真由美 l、長内隆 l、田仲昭子 I、

荒川貴博 l、PieroCarninci'、河合純 l、林崎良英 l、PeterGuntert'、

木川隆則 l、横山茂之 l幻

Mouse Structural Proteomics: Solution Structure of the Hypothetical Protein 

2610208M17Rik N-terminal Domain 

('RlKEN GSC， 2The University ofTokyo and 3RlKEN Harima Institute) 

OH. Li'， T. Tomizawa'， S. Koshiba'， M. Inoue'， M. Shirouzu'， T. Terada'， T. Yabuki'， M. Aoki'， 

T. Matsuda' ， E. Seki'， E. Nunokawa'， M. Saito'， M. Watanabe'， M. Hirato'， H. Hirota'， M. 

Yoshida'， T. Osanai'， A. Tanaka'， T. Arakawa'， Piero Carninci'， J. Kawai'， Y. Hayashizaki'， 

PeterGuntert'， T. Kigawa'， S. Yokoyama'.2.3 

Structura1 proteomics is . an emerging fie1d which aims at understanding 

comprehensive1y the protein structure and its re1ated function. As a step toward mouse 

structura1 proteomics， the solution structure of the N-termina1 domain of hypothetica1 

protein 261 0208M 17Rik from mouse was determined by NMR. The result shows that 

the interest protein adopts a four-helica1 up-and-down bund1e fo1d. The function of the 

protein was estimated based upon comparison of the structura1 homo1ogues obtained 

from Da1i search. 

構造プロテオミクス、マウス cDNA、無細胞タンパク質合成、溶液 NMR、

four-helica1 up-and-down bund1e fo1d 

りか、とみざわただし、こしばせいぞう、いの'うえまこと、しろうずみかこ、てらだた

かほ、やぶきたかし、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、

さいとうみゆき、わたなべめぐみ、ひらとまり、ひろたひろし、よしだまゆみ、おさな

いたかし、たなかあきこ、あらかわたかひろ、 PieroCarninci、かわいじゅん、はやしざ

きよしひで、 PeterGuntert、きがわたかのり、よこやましげゆき
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【序1
我々は、タンパク質の立体構造と機能を包括的に解明する構造フ。ロテオミク

ス研究を進めている。その一環として、マウス由来の機能未知タンパク質であ

るhypotheticalprotein 261 0208M 17RikのN末端ドメインについて、 NMRy去を用

いた立体構造解析を行った。

[方法1
13C、15N標識した hypothetical.protein261 0208M 17Rikの N末端ドメインの発

現は、無細胞タンパク質合成系を用いた。Bruker社製Avance600およびAvance800

を用いた多核多次元 NMR を測定後、 NMRpipe によるデータ処理、

NMRView-Kujira(ポスター 2P6 参照)によるシグナル帰属を行い、

CYANA-CANDID(ver.1.0.7)による NOE自動帰属と立体構造計算を行った。 2

1結果と考察]

立体構造解析の結果、hypotheticalprotein 261 0208M 17RikのN末端ドメインは、

4本ヘリックスからなる four-helicalup-and-down bundle foldを形成していること

が明らかとなった(Fig.)oDaliによる類似する立体構造を検索したところ、

か cateninJvinculin、cytochrome、histidine-containingphosphotransfer domain (HPt 

domain)などのスーパーファミリーに属するタンパク質がヒットした。類似の立

体構造を持つタンパク質との比較に基づいて、このタンパク質の機能推定が可

能となった。

Fig. Ribbon diagram (le氏)and superposition of 20 calculated structures (right) of the 

hypothetical protein 261 0208M 17Rik N-terminal domain. 
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2 P14 
マウス構造プロテオミクス:

COP9複合体サブユニット 4の PCIドメインの溶液構造
c理研・ GSC、2理研・播磨、 3東大・院理)

O鈴木咲良¥畠中秀樹l、井上真¥木川隆則I、寺田貴帆I、
白水美香子1、理研ゲノムセンター遺伝子グループ

Phase1&2チームI、林崎良英l、横山茂之1.2.3

Mouse structura1 proteomics: 
Solution structure of the PCI domain of COP9 comple玄 subunit4 

lRIKEN Genomic Sciences Center， 1-7-22 Suehiro-cho， Tsurunii， Yokohama230-0045， 
2RIKEN Harima Insti印民 atSp出19-8，1-1-1 Kouω，Mikazuki-cho， Sayo， Hyogo 679・5148，
3Depむtmentof Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， University of 

Tokyo， 7-3-1 Hongo， Bunkyo・ku，Tokyo 113・0033.
Sakura Suzuki1 ， Hideki Hatanaka1 ， Makoto Inoue1， Takanori Kigawa¥TakahoT町ada1，

Mikako Shirouzu1， Yoshihide Hayashizaki1， Shigeyuki Yokoyama1l.
3 

PCI domains are found in multiplesubunits of 26S proteasome， COP9 signa1osome and 
eukaryotic translation initiation factor 3 complexes. Some of PCI domains are char配 terized
as necessary for specific interaction between subunits. However common functions of PCI 
domains and i回 tertiarystructure are sti11 unknown. Here we report the NMR structure of the 
PCI domain of COP9 complex subunit 4 from Mus mus四 1us.As aresult， we found the PCI 
domain adopts the he1ix-turn-he1ix (HTH) structura1 motif thatis well known as a DNA-
binding motif. But the number of basic residues is insufficient for DNA binding， and some 
known structures of complexes show that HTH structura1 motif can act directly as a base of 
protein -protein interaα:ion. Thus we rather propose that the PCI domains might have白e
function出 protein・protein也民raα.ionscaffolds. 

[序論l
PCIドメインは26Sproteasome、COP9signa1osome、eukaryotictr叩 sl鉱.ioninitiation 

factor 3などの複合体の多数のサブユニットで見つかっているドメインであり、通常
タンパク質の C末端領域に位置している。 26Sprote田 omeとCOP9signa1osomeの生
化学的な実験よかサブユニット間相互作用に必要であると示唆されたPCIドメイン
が存在するが、 PCIドメインが共通に持つ機能や立体構造については明らかにされて
いない。本題ではマウス由来COP9複合体サプユニット 4に存在する PCIドメイン
(71残基)の構造を NMR法を用いて決定した。

[方法1
13C，15N標識PCIドメインは無細胞タンパク質合成系により調整された。最終試料と

して 6.1mMの試料を 20mMsodium phosphate (pH6.0)， 100mM NaCl， 1mM d~DTT ， 10% 
D20に溶かしたものを得た。すべての NMR測定は Vari如 U泊tyINOV A 600MHzと
800MHzの装置を用い、 25

0

Cで行った。主鎖の帰属用に 15N_HSQC，HNCACB， 
CBCA(CO)NH， HNCO， HN(CO)CA，側鎖の帰属用に 13C-HSQC，C(CO)NH， H(CCO)NH， 

キーワード:構造プロテオミクス、無細胞タンパク質合成、 COP9signa1osome、PCIドメイン、 HTH
モチーフ

著者ふりがな:すずきさくら、はたなかひでき、いのうえまこと、きがわたかのり、てらだたかほ、
しろうずみかこ、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、ょこやましげゆき
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HBHA(CO)NH， HBH剖叩， HCCH-TOCSYを測定した。また距離制限情報 (NOE)とし
てlSN-editedNOESYと13C-editedNOESY (mixi崎町le75ms)を測定した。スベクト
ルの処理や構造計算にはNMRPipe，NMRView， 01ivia， CY ANA/CANDID， T ALOSを用
いた。

[結果と考察]
COP9 signa1osome subunit4 (CSN4)のPCIドメインの立体構造を Fig.lに示す。

CSNはPCIドメインを持つサブユニット 6っと MPNドメインを持つサブユニット
2つの合わせて 8つのサブユニットから形成されているが、 PCIドメイン問では機能
を示唆するような保存残基はなく、構造的にも主に α-he1ica1であると推測されてい
る程度であった。 Fig.lに示した構造より、 PCIドメインは3つのαヘリックスと 3
つの3ストランドから形成されていることが分かった。また興味深いことに、 DALI
検索などを通じて、 3つの αヘリックスのうち 2つ (α2，α3)のヘリックスが、ヘ
リックスーターン叩ヘリックス (HTH)構造モチーフを形成していることが明らかに
なった。 HTH構造モチーフは本来 DNA結合モチーフとして広く知られている。し
かし CSN4のPCIドメインにおいて DNA結合に重要な塩基性残基の数は、 DNAと
結合するには不十分であった。よって PCIドメインが DNA結合ドメインとしての
役割を持つとは考え難い。一方まれなケースではあるが、すでに構造が決定されて
いる転写因子のホモもしくはヘテロ複合体より、 HTH構造モチーフがタンパク質司
タンパク質問相互作用に直接関与することが示されている。もし PCIドメインがこ
の様な役割をすると仮定した場合、 CSNサブユニット間相互作用に PCIドメインが
必須であるという生化学的な実験結果と矛盾がない。また、 CSN以外のHTH構造モ
チーフを保有している部位と PCIドメインが、タンパク質問相互作用を形成する可
能性が考えられる。例えばユピキチンリガーゼとして知られる SCF複合体の Cullin
1 (winged he1ixをZつ含む)と CSN2(PCIドメインを含む)が相互作用するとい
う報告がある。今後は特に PCIドメイン以外で HTH構造モチーフを持つ他のタンパ
ク質とCSNのPCIドメインが複合体を形成するかどうかを調べ、 PCIドメインの基
本的な機能について更に理解を深めていく予定である。

a b /-¥、

¥ 

Fig.しThree-dimentiona1structure of PCldomain. (めSupぽpos組問 of20 NMR structures. 
(b) A ribbon diagram of白estructure of the lowest energy. The HTH structura1 motif is 
indicated by dark gray. 
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2 Plラ
膜蛋白質から単離した新規NfeD様ドメインの構造解析

(横浜市大院・総合理学 l，産総研・生物情報解析研究センターの

0森井太一 1、庚明秀一 1、初尾豪人 1、横山英志 2、松井郁夫人白}I'昌宏 l

Structural analysis of the NfeD Iike domain isolated from hypothetical 

membrane protein PH0471 from Pyrococcus horikoshii 

Taichi Morul， Hidekazu Hiroakil， Hidehito Tochio1， Hideshi Yokoyama2， Ikuo Matsui2 

and Masahiro Shirakawa1 

1 Graduαte School lntegrated Science， Yokohama City Univ.， 2Natl. lnst. Adv. lndust. Sci 

& Tech.， BIRC. 

Abstract: PH0471 gene encodes a hypothetical membrane protein of ur曲lOwnfunction， which belongs to 

a chemotaxis gene cluster of hyperthermophile Pyrococcus horikoshii. We performed structural analysis 

of PH047 1 aimed at the functional elucidation. In the process of analysis， we isolated a novel domain 

from the C terminus of PH0471 using sequence analysis combined with proteolytic experiment， thereafter 

named NfeDC domain. The NfeD gene conserved in symbiotic bacteria Rhizobium is thought to function 

in nodule formation. We acquired lH_1SN HSQC spectrum ofベ浄ncdomain， as well as 3D HNCACB， 

CBCA(CO)NH and C(CO)NH experiments， and main-chain resonance assignment was completed. The 

chemical shi丘indeces(CSI) as well as lH)SN NOE revealed this domain was compact domain with five 

s-s仕組ds. Furthermore， we analyzed interactions betweenベ冷DCdomain and micelles by chemical shift 

changes. Minimum chemical shift perturbation experiment凶 PH0471 ful1 length indicated an 

伯仲ipathichelix between the仕組smembranesegment and the NfeDC domain， which was induced only in 

the membrane bound fulllength state. 

1.序

近年、 Thermusthermophilusを代表とする高度好熱菌の産生する蛋白質の網羅的解析がさかん

に行われている。その一端として、絶対嫌気性高度好熱性古細菌Pyrococcushorikoshiiのゲノム配

列が決定され、その構造生物学的研究もさかんになってきた。そこで、我々は高度好熱菌

Pyrococcus horikoshiiの走化性遺伝子群から単離された機能未知の膜蛋白質PH0471に注目し、機

能解明を指向した NMRによる構造解析を行うこととした。

2.実験と考察

PH0471遺伝子を大腸菌による発現系で大量発現させ、各種カラムクロマトグラフィーにより精

製後、 NMRにより二次元 lH)SNHSQCを測定したところ、化学シフトがよく分散した約 50個の

ピークが確認された。また、本蛋白質は機能未知であるため、各種Databaseによる検索を行った

ところ、 N末端が 3回膜貫通型であることが示唆され、本蛋白質の一部に NfeD遺伝子と相向性を

示す領域が確認された。さらに、 トリプシンによる限定分解を行ったところ、先の配列解析と矛

Keywords : membrane protein， PH0471， Pyrococcus horikoshii， NfeD， amphipathic helix 

もりいたいち、ひろあきひでかず、とちおひでひと、よこやまひでし、まついいくお、しらかわまさひろ
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盾せず、単独で機能を有していることが実験的に示唆される領域が得られた。これらの情報に基

づいて、 PH0471のC末端側の発現系を作成し、 lH_15NHSQCを測定したところ、よく分離したピ

ークが得られた。我々はこの領域が単独で機能を有しているβstrandに富む新規の球状ドメインで

あると考え、 NfeDCドメインと命名した。

さらに NfeDCドメインを 15N，13Cで標識し、三次元 HNCACB，CBCA(CO)NH， CC(CO)NHを測

定し、主鎖シグナノレを完全帰属した。 ChemicalShift加dex(CSI)より NfeDCは5本のβs仕組dからな

るドメインであることが明らかになった。さらに、 15Nedited NOESYの測定により、暫定的にト

ポロジーを決定した。次に NfeDCは膜蛋白質の C末端領域で細胞質側で機能していることが示唆

され、脂質二重膜と相互作用している可能性があるため、 CMC程度の DPCミセノレでtitration実験

を行った。その結果、っスベクトノレの変化は見られず、 NfeDCは単独で膜成分と相互作用してない

ことが確認された。一方、 DPCに可溶化した全長 PH0471のスベクトルと NfeDeのスペクトルを

比較したところ(minimumchemical shift perturbation)、昭如Cにおいてはフレキシブ、ルな領域で、ある

が、全長においてはケミカルシフトの値が残基周期的に変化する領域(72R・89G)が確認された。こ

のことは両親媒性ヘリックスにおけるケミカノレシフトの周期性に関する研究(NianE. Zhou et al.， J. 

Am. Chem. Soc.， 1992)から、この領域に両親媒性のヘリックスが存在することを示唆している。た

だし、この領域に関してヘリカノレホイールを作成してみたが、強い二極性のヘリックスで、はなか

った。この膜貫通部位と砂eDCドメインの閣の両親媒性のヘリックスは膜貫通領域に対して相対

的な配置が制限されたために誘起されたと考えられる。

現在、 NMRによる NfeDCドメインの立体構造解析に向けて、側鎖の帰属が進行中であり、約

70%が完了している。当年会においては立体構造に関して議論したい。

、、
... .， 
u 
<l 

d ‘ 
<l _， 

Fig.l The chemical shi丘indexofベルDCdomain.

Fig.2 Minimum chemical shi抗 perturbationof 

め告DCregion in PH0471 full length(miceller 

condition). The difference in chemical shift of 

lH (A) and 15N (B). 
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2 P16 

マウス構造プロテオミクス:

BAG domainの構造解析

(理研 GSCl、東大院理生化 2)

遠藤弘 I、八回玲子 1、O林文晶 1、好田真由美人清宮恭子 1、白水美香子 1、寺田貴

帆 I、木川隆則 1、井上真 1、矢吹孝 1、青木雅昭 l、関英子 I、松田貴意 1、庚田洋 l、

回仲昭子 1、長内隆 1、松尾洋 1、荒川賞博 l、PieroCarninci 1、河合純 1、林崎良英 1、

横山茂之 1，2

Mouse Structural Genom.ics: 

Solution Structure ofthe BAG domains. 

1JUKEN Genomic Sciences Center， 2Graduate School ofScience， UniversityofTokyo 
H. Endo1， R. Hatta1， F. Hayashil， M. Yoshida1， K. Seimiya1， M. Shirouzut， T. Terada1 T. 

Kigawa1， M. 1noue1， T. Yabuki1， M. Aoki1， E. Seki1， T. Matsudat， H. Hirota1， A. Tanaka1， T. 

Osanai1， Y. Matsuo1， T. Arakawa1， P. Carninci1， J. Kawai1， Y. Hayashizaki1， and S. Yokoyama1， 
2 

BAG (Bcl'2・associatedathanogene) proteins are molecular chaperone regulators that affect 

diverse cellular pathways. All the members contain at least one conserved motif， called BAG 

domain， which binds to Hsp701Hsc70 chaperone proteins. The binding to the chaperone 

molecules enhance the substrate release and result in rendering the cell more resistant to 

apoptosis. 1n several cancer cells， overexpression of BAGdomain occurs and this inhibits 

apoptosis by the treatment of irradiation and/or anti'cancer drugs. Here we report the 

solution structure of the BAG domain仕omBAG3 and BAG5 in the R1KEN mouse cDNA 

library. Both domains were composed of consensus antiparallel three helix bundle. We 

found new type ofN.terminal capping structure in the first helix ofboth domains. 

序

BAG(Bcl'2 associated athanogene)タンパク質ファミリーは、酵母から高等生物に至るまで幅

広く見出されている。すべての BAGタンパク質は rBAGdomainJと呼ばれる数十残基の進化上

よく保存された domainをもっている。このドメインは分子シャベロンの一種 Hsp70瓜 sc70の

ATPase domainと結合し、その機能を制御することが知られている。また、ある種のがん細胞で

は、 BAGタンパク質の発現が上昇し、 anti'apoptoticに機能していることが知られており、がん

の放射線や薬剤耐性にかかわっている可能性が指摘されている。

本研究では、理研マウス cDNAライブラリーの中から、 BAGファミリーのうち、まだ構造の決

められていない BAG3とBAG5に含まれる BAGドメインについて、溶液中での立体構造解析を

行い、それらの構造を比較検討した。

キーワード:マウス cDNA、無細胞タンパク質合成、 antiparallelthree helix bundle 

えんどうひろし、はったれいこ、はやしふみあき、よしだまゆみ、せいみやきょうこ、しろうず

みかこ、てらだたかほ、きがわたかのり、いのうえまこと、やぶきたかし、あおきまさあき、せ

きえいこ、まつだたかよし、ひろたひろし、たなかあきこ、おさないたかし、まつおよう、あら

かわたかひろ、ピエロカルニンチ、かわいじゅん、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 !3C/15N標識タンパク質を用いて行った。標識タンパク質の合成は無細胞

タンパク質発現系を用いて行った。試料条件としては、 BAG3が 0.7mMのタンパク質を 20mM

リン酸ノ〈ッファー (pH6.5)，90mM NaCl，40mM MgS04， 4mM DTT， 8% D20、BAG5が0.7mM

タンパク質を20mMリン酸バッファー(pH7.5)，200mMNaCl，4mM DTT，8% D20にそれぞれ溶解

したものを用いた。 NMR測定はVarian社製UnityINOVA'600および・800を用い、 25
0

Cにて行

った。主鎖の帰属用に 15N'HSQC，HNCO， H(CA)CO(CA)NH， HN(CO)CA， CBCA(CO)NH， 

HNCACB、側鎖の帰属JfJに 13C'HSQC，HBHAHN， HBHA(CO)NH， HCCH'TOCSY， 
CCH-TOCSY、距離制限用に 13C'edited3D NOESY， 15N'edited 3D NOESYを測定した。データ

処理は NMRPipe、スベクトル解析は NMRViewの持つ解析機能を大幅にアップさせた自家製の

KUJlRA、NOEの帰属、立体構造解析は CYANA1.0.7を用いて行った。

結果と考察

両BAGドメインの特徴として、低pH、低境濃度ではタンパク質が不安定で、あった。また、主鎖

アミドプロトンの化学シフトに関して、他のすべてのピークが 9.2ppmより高磁場側に観測され

るのに対し、 1個のピークのみが 11.8ppmに観測された。このピークは BAG3ではGly、BAG5

では Serと違う残基に帰属されるにもかかわらず、 11.8ppmというきわめて独特な、ほぼ同じ化

学シフトを持つことから、独特な立体構造を持っていることが予想された。立体構造解析の結果、

どちらの BAGドメインも下図に示すとおり、反平行な 3本の helixbundle構造をとっているこ

とがわかった。また、1l.8ppmのシフトを持つアミノ酸残基はどちらも第一α'helixのN末端部

分に位置し、その 2残基前の Hisのimidazole環によって、 cappingされていることが明らかに

なった。他の BAGファミリーとの比較では、特に Hsp70IHsc70との結合に関与すると考えられ

る第2、第 3helixがBAGlや BAG4/S0DDと類似性が高かったが、第一helixでは上記の点を

含め個性が見られた。また、 BAG3では SH3domainとの結合に関与する PXXP配列のある

proline'rich領域を含んだ形で構造解析を行ったが、この領域は構造をとらなかった。

Figure Ribbon models ofthe BAG domains仕omBAG3(left) and BAG5(right). 
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2 P17 
大腸菌 DNA修復盗白質Adaの立体構造解析と機能スイッチ機構の解明

(阪大院薬)0瀧之脇治人、松田安弘、吉田卓也、小林祐次、大久保忠恭

Solution Structurc and Switch Mcchanism of Esc/terichia coli DNA rcpair protcin Ada 

Gl'aduate School 01 Phannaceutical Sciellces，Osaka [，厄1Ivel'sity

OHiroto Takinowaki， Yasuhiro Matsuda， Takuya Yoshida， 

Y~ii Kobayashi and Tadayasu Ohkubo 

TheN・tenninal16kDa domajn of Eschel'ichia coli Ada protein (N圃Adal6k)repairs specifically the 

Sp diastereomer ofthe DNA methyl phosphotriester lesions by an irreversible methyl transfer to its 

Cys38. Upon the Cys38 methylation， its sequence-specific DNA binding affinity for the 

methylation resistance genes is enhanced dramatically by 103 -fold. Then the Cys38 methylated 

N・Ada16k(meC38 N-AdaI6k) acts as a transcriptional regulator for the methylation damage. 

Solution structures of N-Adal6k and meC38 N・Ada16k have beell determined by NMR. The 

comparison of solution structures shows the local conformational change at the four-stranded 

s-sheet region in the vicinity ofCys38 r巴su1tedin the formation of new hydrophobic core. Bas巴don

these results， the functional switch mechanism for Ada protein， especially how the Cys38 

methylation can induce the sequence-specific DNA binding ac“vity， is proposed 

{目的]大腸菌 DNA修復蛋白質AdaのN末ドメイン(N-Ada16k)はアルキル化剤等により損

傷を受けた DNAのメチル基を自身の Cys38に転移することによって DNA損傷を修復する。

そして Cys38がメチル化された N-Ada16k(meC38 N-Ada16k)は転写制御因子に機能をスイッ

チし DNA修復に関わる ada，alkA， aidB 遺伝子のフ。ロモーター領域に DNA配列特異的に結合

し転写の活性化及び抑制を行う。我々はこの機能スイッチ機構を原子レベルで解明するた

めに N-Ada16k並びに meC38N-Ada16kのNMRによる立体構造解析を行い、両者間での構造

比較を行ったのさらに、各 ada，alkA遺伝子フ。ロモーターに対する結合様式を調べるため、

meC38 N-Ada16kと各プロモーターDNAフラグメン卜との複合体実験を行った。

{方法1N-Ada16k並びに Cys38を選択的にメチル化した meC38N-Ada16kを叱/15Nダブ、ル

ラベル化して精製し、 VarianInova600 NMR装置を用いて二次元及び三次元 NMRスベクト

ルを測定した。 N-Ada16kとmeC38N-Ada16kそれぞれについて連鎖帰属法を用いて主鎖及

び側鎖の帰属を行なったn 次に NOEの帰属を行い、 CNSを用いて立体構造計算を行ったー

また、 ada，alkA遺伝子フUロモーター配列の DNAフラグメントを合成し、剛Rを用いて meC38

N-Ada16kとの複合体実験を行ったー

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 まっだやすひろ 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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[結果及び考察]約 1500個の NOEを用いた立体構造計算の結果、 N-Ada16k と meC38

N-Ada16kは中央部の E75-Q80にフレキシブルなルーフ。が存在じた 2ドメイン榊造を形成し

ていること、 6つのαヘリックスと 4つのストランドから成る 1つの 8シートを持つこと

が明らかとなった(Fig 1) また N末側(MI-P74)の構造モチーフは新規のトポロジーである

こと、 C末側(Q81一1(146)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ヘリッ

クスーターンヘリックス構造が存在することを見出したのまた、両者間での立体構造比較を

行ったところ、 N末側、特に Cys38近傍のHシート付近が局所的に変化しており、 C末領域

にはほとんど構造変化がないことが明らかとなった (Fi g2)コCys38のメチル基選択的な NMR

実験から、 meC38N-Ada1ぬでは付加されたメチル基による蛋白質内部への hydrophobic

coreの形成が確認された。このことは DNAとの相互作用に付加されるメチル基は直接的に

は関与しないことを示しているのまた、 ada遺伝子及び alkA遺伝子のフ。ロモーター領域の

コンセンサス配列を含む 2本鎖 DNA (ada21mel~ alkA21mθ1うと m巴C38N-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、。シート領域と HTH領域のアミドプロトンのシグ、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。このことか

らaぬと alkAのそれぞれのプロモーター領域に対して meC38N-Ada16kは同じ結合モード

でDNAに結合していると考えられた。

-
、

『

Figl， Solution Structure ofmeC38 N-Ada16k 
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2 P18 
TraRDNA結合ドメインの立体構造解析

l三菱化学生命研・構造生物学研究ユニット

z信州大学・工学部

O田中剛史l、小松千江子1、小林邦子l、須貝真理子1、

片岡正和2、河野俊之1

Structural Analysis of DNA Binding Domain of TraR 

Takeshi Tanaka1， Chieko Komatsul， Kuniko KobayashP， Mariko SugaPMasakazu Kataoka2， 
Toshiyuki Kohno1 

'Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences， 2Department of Environmental Science and 
Technology， FaculりIof Engineering， Shinshu Universiη 

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-helix (HTH) motif and binds to a 12 bp 
consensus DNA sequence， TRE box. This is located within the divergent promoter region for 
the trαoperon and traR， and regulates their expression negatively. 
Although all of these regulators for the Streptomyces conjugation systems have HTH motifs， 

their primary structures exhibit littIe similarity. From the viewpoint of the structure-function 
relationships， it is significant work to determine and to compare 3D structures of such 
regulators. We analyzed the structure of TraR DNA binding domain (TraR100) inc1uding the 
HTH motif. 

traR遺伝子産物TraRは放線菌においてpSN22フ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郎 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、一次構造上の相向性は低い。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TraRの

HTHモチーフを含むアミノ酸100残基のDNA結合ドメイン (TraR100) のNMRに

よる立体構造解析を行った。

キーワード:TraR、多次元NMR、立体構造解析、 DNA結合ドメイン、 HTHモチー

フ

たなかたけし、こまっ ちえこ、こばやし くにこ、すがい まりこ、かたおか

まさかず、こうの としゆき
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<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TraR100を大腸菌

を用いた発現系により調製した。 NMR測定は90%H20 -10% D20 100 mMリン酸

バッファー (pH6.5) を用し~300C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TraR100

を用いHNCA、HN(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NNH、HNCO、

HN(CA)CO、CC(CO)NNH、H(CCCO)NNH、HCCH-TOCSYを測定した。つ
HN-I-Ia 

値は2Dintensity modulated lH-15N HSQCより得た。原子間距離情報を得るため

に3D 15N separated NOESYおよび3D 13C separated NOESYを測定し、

ARIA/CNSによってambiguousNOEを用い立体構造計算を行った。

<結果>

lH-15N HSQC上で7{固の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、A1a70、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。 NOE距離情報とChemical Shift lndexおよび3JIMfa値から得ら

れた二面角情報を用いた立体構造計算により主鎖原子のRMSDが0.828(Tyr11-

Va173)の構造が得られた。 TraR100は3本の αヘリックスと2本のβストランドから

構成され、 DNA結合ドメインであるHTHモチーフのC末端側にl個のβシートを持

つWinged-HTHモチーフを形成していることが分かった。

D 
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Figure 1. (A) IH -15N HSQC spectrum of 

TraR100 at a IH 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 TraR100; 

Generated using lHα，IHs，13Cα，13C s， 

and 13CO chemical shifts. (C) The 3 JHN-Hα 
values for TraR100 obtained from the 2D 

intensity modulated lH -15N HSQC. 

(D)Superposition of the backbone atoms 
of 10 lowest energy structures. 
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2 P19 
K+チャネル阻害ペプチド Spinoxinの

立体構造解析
(三菱生命研 l、福岡女子大人 Nat.Univ. of Singapore1、

Harv. Med. Sch.4、Univ.of Leuven5) 

0小林邦子 1、菅原由子 2、SelvanayagamNirthanan:l，4、

Isabelle Huys5、PonnampalamGopalakrishnakonel、

Jan Tytgat5、佐藤一紀 2、河野俊之 l

Three-dimensional Structure of Potassium Channel Block 

Peptide Spinoxin 

Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences'， Fukuoka Women's University2， 
National University of Singapore3， Harvard Medical School4， 

Uh凶llve白r計t旬yof Leuven5 

Kuniko Kobayashi'， Yuko Sugahara2， Selvanayagam Nirthanan3.4， 

Isabelle Huys5， Ponnampalam Gopalakrishnakone3， J an T:シtgat5，

Kazuki Sato2， Toshiyuki Kohno' 

The peptide Spinoxin derかedfrom a venom of the black scorpion Heterometrus .¥pinij'er 
has 34 amino acid residues. The amino acid sequence of this peptide shows about 80% 
homology with the potassium channel block peptide Maurotoxin， which blocks Kvl.1， Kv1.2， 
and Kv1.3. However， our recent findings indicate that Spinoxin has high affinity for Kvl.2 
and some affinity for Kv 1.3， but no affinity for Kv 1.1. To investigate the structural 
differences that determine the channel selectivity of these toxins， we analysed the solution 
structure of Spinoxin and compared the structures of Spinoxin and Maurotoxin. The overall 
folding of Spinoxin is very similar to that of Maurotoxin; a helix connected to a two-stranded 
antiparallel s sheet by a loop. Thus， charge distribution on the peptides surface may give 
rise to the clistinctive channel selectivity. 

[序]

Spinoxinはマレーシア産のサソリの一種 Heterometrus~ï)in(fer の毒液から単離さ
れたペプチドで、 34アミノ酸残基から成り、分子内の 8個の Cysが4本のジスルフ

ィド結合を形成している。このペプチドは、 K+チャネル阻害ペプチドである

Maurotoxinと非常に高い相向性があり、 8割のアミノ酸残基が保存されている。

Maurotoxinは電位依存性 K+チャネルのうち、 Kvl.l、 Kv1.2、Kv1.3を阻害すること

が知られている。しかし、我々の最近の実験結果によると、 Spinoxinは Kv1.2、Kv1.3

を阻害するが、 Kvl.lは阻害しないことがわかった。この活性の違いを調べるために、

キーワード:K+チャネル阻害ペプチド、立体構造、溶液 NMR

こばやし くにこ、すがはら ゅうこ、 Nirthanan，Selvanayagam、Huys，Isabelle、

Gopalakrishnakone， Ponnampalam、Tytgat，Jan、さとう かずき、こうの としゆき
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Spinoxinの立体構造を溶液 NMRを用いて解析し、 Ma札制l礼川ur引oto似X刈xil山nの立体楠i造宣と比!較|ド隙i佼交した。

[実験]

Spinoxinを化学合成し、 5mM、pH4.0でサンプル調製した。 NMR測定には Bruker

製 DRX-500を使用して、軽水中での 2次元 'H-NMR測定 CDQF-COSY、TOCSY、

NOESY)を288K、298K、310Kで行った。角平析には、 NMRPipe、PIPP、ARIA、X-PLOR

を用いた。

[結果・考察]

解析の結果、 Spinoxinは l本のヘリックスと 1個の 2本鎖逆平行自シートがルー

プでつながった構造をしていた。このフォールディング様式は Maul'Otoxinと同じで

ある。どちらのペプチドも 4本のジスルフィド結合が配列上同じ位置に存在してお

り、この結合によって主鎖の構造がコンパクトに折り畳まれ、安定化している。主

鎖の構造がほぼ同じであることから、側鎖の違いによるペプチド表面の電荷分布の

差が、 SpinoxinとMaur叫 oxinの活性の違いを生じていると考えられる。

Spinoxin 

Maurotoxin 

5 10 15 20 25 30 34 

工RCSGSRDCYSPCMKQTGCPNAKCINKSCKCYGC

VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKSCKCYGC 
|L-ー---..J IL - J  

Fig. 1. Amino acid sequences of Spinoxin and Maurotoxin. Disulfide boncls are also 

indicatecl. 

Fig. 2. Ribbon diagram of Spinoxin 
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2 P20 
枯草菌由来細胞壁溶解酵素 CwlCの細胞壁結合ドメインの立体構造解析と

ペプチドグリカン認識機構の解明

(1奈良先端大バイオサイエンス研究科、 2信州大工学系研究科)

0加藤健一 l、三島正規 l、志田敏夫 2、関口順一 2、児嶋長次郎 l

Structure and function of cell walJ binding domain of B. subtilis cell walllytic amidase CwlC 

Ken-ichi Kato1， Masaki Mishima1， Toshio Shida2， Junichi Sekiguchi2， Chojiro Kojima1 

1 Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology 

2 Faculty of Textile Science and Technology， Shinshu University 

The cell wall of gram positive bacteria such as Bacillus subtilis consists of peptideglycan as a 

major component. The Bacillus subtilis CwlC is the cell wall Iytic N-acetylmuramoyl・L-alanine

amidase. The CwlC amidase has catalytic domain and peptideglycan binding domain. The 

three-dimensional structure of the peptideglycan binding domain has not been reported. We 

tried to determine the three-dimensional structure by multidimensional NMR spectroscopy and 

investigated the peptideglycan recognition mechanism based on the structure. 

[緒言]

枯草菌に代表されるグラム陽性蘭の細胞壁はペプチドグリカンを主成分とする単一の層から構成されている。

枯草菌のペプチドグリカンは N.アセチルグルコサミンと N-アセチルムラミン酸が交互に/~-1，4結合してグリカ

ン鎖を形成し、それぞれのグリカン鎖の聞を 4残基からなるペプチド (L-Ala -D-Glu -meso'DAPーD-Ala)で

架橋した網状構造からなる。

細胞壁は構造の維持や、浸透圧変化等の外的要因から内容物を保護する役割を担っているが、細胞分裂、胞子

形成期の母細胞の溶解、胞子の発芽等の過程において溶解される必要がある。 CwlCはこれらの過程で働くと考

えられている細胞壁溶解酵素であり、グリカン鎖と架橋しているペプチドの聞を切断する活性を持つ。 CwlCは

ペプチドグリカン結合ドメイン(CwlCr)と触媒活性ドメインからなっており、ペプチドグリカン結合ドメインの

立体構造は未だ解明されていない。また同様のフォールデ〈ングを持ったタンパク質が見つかっていないため、

このペプチドグリカン結合ドメインに注目し、多次元 NMR法を用いて立体構造の決定を行い、ペプチドグリカ

ン認識メカニズムの解明を目指している。

Keywords:タンパク質、立体構造、ペプチドグリカン、多次元 NMR

かとうけんいち、みしままさき、しだとしお、せきぐちじゅんいち、こじまちょうじろう
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【実験]

大腸菌 M15株を用いて、最少培地で 15Nuniform label及び13C/15Nuniform labelした CwlCrをHis-tag融

合タンパク質として発現させ、破砕後可溶性画分を回収した。 Niカラムを用いて His-tag融合タンパク質

を精製し、プロテアーゼ処理により His-匂gを切断し CwlCrを得た。その後陽イオン交換クロマトグラフ

イーを用いて SOSPAGEでシングルバンドになるまで、精製を行った。

NMR 測定は BrukerORX800、AVANC500を用いて、 50mMリン酸バッファー (pH6.8)，10 mM KCI， 303 

Kの条件下で行った。

[結果]

ペプチドグリカン結合ドメインである CwlCrの構造を決定するため、 lH_15NHSQC，HNCACB， HNCACO 

HN(CO)CACB， ，HNCOを測定した後、主鎖の帰属、二次構造の同定を行った。その結果、 CwlCl'が約 35

残基からなる二回繰り返し配列から構成されるペプチドで、繰り返し配列の基本単位が二本の/3.ストラン

ドと一本の α・ヘリックスから構成されていることが明らかになった。現在、 15N-editedTOCS下HSQC、

H(CCO)NH、C(CO)NH、40HC(CO)NHの測定から側鎖の帰属を進めている。
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figure 1. (A) 'H.'5N HSQC spectrum of CwlCr 

1.7 mM protein in K-phos buffer (pH6.8) containing 10 mM KCI at 303K. 

(8) CSI plot of CwlCr. 

CSlofCαand schematic representation of secondary structure are shown， 
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2 P21 
プロトン NMR化学シフト解析による水ーエタノ}ル混合

溶液中の水の構造性に及ぼす塩、酸、フェノール類の影響
(高知大理・酔鯨酒造(株)*)能勢 品*・ 0北保正司・上田忠治

The Effect of Salts， Acids， and Phenols on the Structure of Water in Ethanol-Water 
Mixtures by the Analysis of the Proton NMR Chemical Shift 
Nose， Akira*; H吋o， ~asashi; LJeda， Tadaharu 
Department of Chemistry， Faculty of Science， Kochi LJniversity 
*Suigei Brewing Co. Ltd 

Effects of salts， acids， and phenols on the hydrogen-bonding structure of water in 20 (v/v)% 
EtOH・・H20solution were investigated on the basis of 'H N~R chemical shifts of the OH of 
water and ethanol. ~any salts caused structure breaking of water while a few of metal salts， 
such as ~gCh and KF， had the strengthening effect. The OH proton chemical shifts caused by 
the presence of alkali metal and alkaline earth metal ions or anions (halides， N03-， CI04-， 
SO/-) from strong acids were related to the sizes and charges of the ions. Not only acids (H+ 
and HA: undissociated acids) but also bases (OH-and A・:conjugate-base anions from weak 
acids) had the effect of strengthening structure of water; the degree of effect was dependent 
on the acid strength (pKa). Hydrogen bond donors as well as acceptors seemed to cause the 
intimate (or tight) interaction between H20 and EtOH molecules even in a1coholic beverages. 

L盤重酒類のうちウイスキヘブランデーなどの蒸留酒は蒸留した後、通常数年~

20年程度の木製樽貯蔵が行われる。長期保存(熟成)によるエ夕ノ一ル.水分子の(物

理的作用による)構造変化が「まろやかさ一ア/ルレコ一ル刺激の軽減」に寄与するとい

われ、 7水1<-エ夕ノ一/ルレの構造，性が研究されている lし，之ペ2

造酒は、長期の熟成工程を経ることなく、既に飲用可能な状態になっている。また、

アノレコール刺激の強く残っている酒類に、各種の有機酸等をふくむレモンや糖類など

を添加すると、一瞬にして「アルコーノレ刺激Jが軽減することは、誰でも体験してい

ることかも知れない。このような長期の熟成を伴わない酒類においても、エタノール

.水の構造性が「まろやかさ」に関与している可能性がある。

本研究は酒類中の水の構造性を理解し、酒類の品質向上に役立てることを目的とし

ている。エタノール.水混合溶媒において水の構造性に及ぼす塩類、酸類、フェノー

ノレ類等の影響について調べた。そして、酸・フェノーノレ及びその共役塩基が水の構造

性を強くすることを見出したので報告する。

2.実験方法 各種の溶質を含むエタノールー水混合溶の OH プロトン N~R 化学シフ
トを、核磁気共鳴装置(400~Hz)により 25土O.l OCで観測した。 Wilmad 同軸管を用い、
内側の管にはロック溶媒として D20、外側の管には測定試料を入れた。内部標準物質

は添加せずエタノールのメチル基の 3重線の中心を基準とした(0 = 1.164 ppm vs. 
T~S)。各物質の濃度と H20 プロトンの化学シフト値の直線性を確認し、各物質1.0 mol 
dm・3当たりのシフト値を算出した。

3.結果と考察 エタノールー水混合溶媒中の水のプロトンの化学シフトは、エタノー

ル濃度が 20'"'-'25v/v%で最も低磁場側になり、水の構造性が最も強くなることが知ら

エタノールー水混合溶液の構造性、水素結合、 lHN~R、アルコール飲料、酒の熟成

のせあきら・ほうじよう まさし・うえだただはる
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れている 3)。構造性が強い状態にあるエタノーノレ20v/v%水溶液において、種々の塩

類、酸類、糖類、フ.エノー/レ類が水の構造性に与える影響を調べた。その結果、一部

の金属イオンや酸類、フェノール類の添加により水のフ。ロトンの化学シフトが低磁場

側に移行し、水の構造性が強められる効果が認められた。

金属イオンでは、 Ca21Mg2+などが低磁場シフトを示した。金属イオン及びハロゲ

ンイオンについてはイオンの電荷あたりの半径と、化学シフト値との間に直線関係が

あった。酸類には水のプロトンを低磁場にシフトさせる効果が認められた。

Fig.1は酸の強さ(PKa1i宣)と OHシグナノレのシフト値の関係を示している。酸の共役塩

基アニオン(M+A・)は、その塩基性が高い程低磁場シフトを起こした。塩基性がほとん

どない CH3S03・イオンは高磁場シフトを示し、水の構造を破壊することがわかる。以

上のようにエタノーノレ濃度 20v/v%において、水の構造に及ぼす酸、共役塩基アニオ

ンの影響はpKaの値と関連付けて考えることができた。

酸は水素結合を供与することにより、共役塩基アニオンは、逆に、水素結合を受容

することにより、水の構造性を強くしていると考えられる(Scheme1)。酸またはポリ

フェノーノレ添加による「アルコーノレ刺激」の軽減に関する客観的なデータを得ること

が課題として残っている。

1) K.l、.J"ishimuraand R. Matsuyama， in‘'The Science and Technology ofWhiskies，" ed. by J.R. 
Piggott， R. Sharp， and R.E.B. Duncan， Longman Scientific & Technical (1989)， Chap. 8， 
p.235・263.
2) R. Akahoshi and H. Ohkuma， Nippon Nogeikagaku Kaisi， 58， 357 (1984). 
3) A. Coccia， P.L. Indovina， F. Podo and V. Viti， Chem.Phys.， 7， 30 (1975). 
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Fig. 1. OH-proton chemical shifts in 20 (v/v)% EtOH-H20 
mixtures containing acids and conjugate-base anions as the 
function of pK. in H20: (0) acids; (口)evaluated values for 

undissociated acids; (ム) conjugate-base anions; solid 
symbols show acids having a benzene ring: (1) 
methanesulfonic acid; (2) trifluoroacetic acid; (3) 
trichloroacetic acid; (4) dichloroacetic acid; (5) chloroacetic 
acid; (6) acetic acid; (7) propionic acid; (8) 
2，2，2-trif1uoroethanol; (9) benzoic acid; (10) p-nitrophenol; 
(11) o-nitrophenol; (12) phenol. 

H H 

EIl  Et l Fh¥ 
レHぺ Hj/H/

U¥
H....1..-H-O刊、

/ Y ¥ 
~ ~ ~ 汁・=OOCR
J FL¥  。
¥ / U ¥ . . /

。
ヘ。__H-U--H__O.."..，..- H

い

\9~円

RCOO自
fOOH

r〆可h
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2 P22 
13C NMRによる非イオン性界面活性剤の分子構造解析

(福井大工日華化学2)

前回史郎 o大西充洋篠原正法小林紀秋滝海徹 2

Structural analysis ofnon-ionic surfactants by using NMR spectroscopy 

Sh加ルfAEDA1，Mitsuhiro ONISHI1 Masanori SHINOHARA 1， 

Noriaki KOBA YASHI2 and Toru TAKIZA WA 2 

lFaculty ofEngineering， Fukui University， 3・9・1Bunkyo， Fukui 910・8507，JAPAN， 

2NICCA CHEMICAL CO.，LTD.， 4・23・1Bunkyo， Fukui 910・8670，JAPAN. 

Structural analysis by usingNMR spectroscopy is a powerful tool for a non-ionic surfactants of ethylene 

oxide (EO) / propylene oxide (PO) adducts to be comprehensively characterized. In the present study we 

employed 13C NMR for homopolymers ofEO or PO， copolymers which were obtained by attaching EO and 

PO to various alkanols， and copolymers which had various EO/PO sequences. We obtained detai!ed 

information about structure of end-group， a content of end-group and， EO and PO content. In addition， we 

performed quantitative measurements to estimate the residual contents ofthe reactants such as an alkanoI. 

【はじめに】 Propylene oxide (PO)， Ethylene oxide (EO)共重合体の片側の末端にアルコキシ基 (R-)

が結合した非イオン性界面活性剤は，紙をリサイクルする際にインクを取り除く脱墨剤等として

用いられている.この界面活性剤は， POと EOの連鎖様式によってその特性が変化するため，

詳細な構造解析が必要不可欠で、ある.本研究では，種々の形式で合成された R・0・(EO)m・(PO)n，

R・0・(EO)m，R・0・(PO)nの 13CNMRによる分子構造解析を行った.また，付加反応過程での未反応

物 (R-O・(EO)n，R-OH)の定量も試みた.

【実験】 試料は，ノルマノレアルコールに POもしくは EOを付加させた化合物である R・0・(PO)7'

R-O・(EO)7，R・0・(EO)7・(PO)m(m=1・3)，分岐を持つ l級アノレコールに POもしくは EOを付加させ

た化合物である R'・0・(EO)s，R'・0・(EO)γ(PO)n(n=ト3)を用いた.試料は次のようにして調製した.

(1)加圧反応装置内でアルコールに水酸化カリウムを添加する.(2) 140-----160
o
Cで規定量の EOま

たは POを約 1時間反応させる.(3)降温し、 70
0
C以下の酢酸で中和する.溶媒には CDChを用い

た.NMR装置には JEOLLA・500を用い 50
0

Cで測定した.

[結果・考察]

①ポリオキシプロピレンアルキノレエーテル (R・0・(PO)7)の構造解析

R-O・(PO)7の 13CNMRスベクトノレを帰属した.帰属には PO付加数の異なる試料とのスベクト

ノレの比較， fI decouple 13C)H COSY， HMBC， DEPTを用いて行った.

キーワード:界面活性剤， propylene oxide， ethylene oxide， 13C NMR，構造解析

まえだしろう，おおにしみつひろ，しのはらまさのり，こばやしのりあき，たきざわとおる
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PO unitは不斉メチン炭素に起因する RとSの

光学異性体が存在するため，立体規則性 (m，r) 

を考慮しなくてはならない.

一例として末端POメチン，メチレンの帰属

をFig.lに示した. mesoとracemo由来の末端

PO メチン(-P-~*)が分離した、ングナルとして現

れており，それぞれ約 1: 1の割合で存在する

ことがわかる.

a : methylene トp-r*

b : methylene m-p-r* 

c: methyne r・p-r*

d : methyne m-p-r* 

d 

Y 

68 70 66 PPM 

Fig.l 13C NMR spectrum of R-O-(PO)7 

② ポリオキシプロピレンポリオキシエチレ
ゲ

ンアノレキルエーテル(nR・0・(EO)s-(PO)n)の末

端 unitシグナルの帰属

PO付加数が、それぞれし 2，3である試料

の 13CNMRスベクトルを Fig.2に示す. POの

付加数の増加に伴う末端PO、ンク、、ナルの強度変

化から末端 POメチンを帰属した.ここで各試

料の末端POシグ、ナノレが複数存在しているのは，

POの付加数に分布があることに起因している.
Fig.2 '.C NMR spectra of(a) nR-(EO)s・(PO)1o

また p-p-r*，E-P-~*の分裂は立体規則性分裂で
(b) nR-(EO)s・(PO)2and (c) nR-(EO)s-(PO)3 

ある.

③未反応物の定量'

R・0・(EO)sとR-OHに対して，定量性のある 13CNMR (inverse gated decoupling without NOE)を測

定した (Fig.3).末端 EO(・E・E-E*)とアルコールのヒドロキシノレ基と結合しているメチレン

(-CH2・OH)の積分強度比を求めることにより， R-O・(EO)sの未反応アノレコール(R-OH)を定量するこ

とができた (5.0-5.6wt%). ここで，

R-OHは分岐構造を持つアルコールの

ため， -CH2-OHは複数存在している (a)

また， R-O・(EO)s・(PO)n型の試料に対

して，②で帰属した末端POメチン

(-E・E-~キ+ -E-p-rホ+-p-p-rホ)と

ー盟2・OHとの積分強度比により未反応

アルコール(R-OH)の定量が，末端PO

メチン (-E・E-r*+ ・E-P-~*+ -P-P-~*)に

対する末端EO(l・E・E-E*，2・E・E-E*)の

積分強度比により未反応 EO付加物

(R・0・(EO)s)の定量が可能で、あることが

わかった.

H
 

O

[

 

品

川

叫

C

一

日
一
ピ

E
〆

69 PPM 

Fig 3. 13C NMR spectra (58・60ppm) of 

(a) R・0・(EO)sand (b) R-OH 
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2 P23 
全芳香族共重合ポリエステノレカーボネートおよびポリアミドの

モノマ一連鎖 NMR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、中川泰雄2、朝倉哲郎 l

Sequence Analysis of Fully Aromatic Polyestercarbonate and Copolyamide 

UsingNMR 

Hironori Matsud!!1，2， Bunsow Nagasaka2， Yasuo Nakagawa2， and Tetsuo Asakura1 

1 Department ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei， Tokyo， 

184・8588;2Material Analysis Research Laboratories， Teijin Ltd.， Hino， Tokyo， 191・8512

Recent development ofNMR apparatus and its t即 hniquemakes possible to obtain detailed sequence 

information for the ∞mplex copolymers. In this report， we observed NMR spectra of fully aromatic 

polyestercarbonate prepared from U-Polymer@ and bisphenol田Apolycarbonate， and of fully aromatic 

copolyamide; Technora@. The selection of suit冶blesolvent for the detai!ed NMR analysis was 

important. The lH and/or 13C NMR peaks which were splitied into detai!ed sequences were assigned 

by comparing with the sp郎 traof several model polymers. The dyad or triad sequence analyses 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、複雑系共重合体に対しでも可能と

なってきた。これまでに、我々は、芳香族/脂肪族ミックス系のポリエステル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てきたし2)。

本研究では、複雑系共重合体として、 2種類の全芳香族共重合体、すなわち、①ポリエステルカーボ

ネート(ユニチカ製Uーポリマー骨/PBA型ポリカーボネート共重合体)、②ポリアミド(帝人テクノブpロ

ダクツ製テクノーラ申)を取りあげ、連鎖構造に基づく精密な帰属を行うとともに、その連鎖分布解析

を行った。

[実験]

日本電子製JNM-α600、400を用い、 IHNMRおよび口CNMR測定を行った。溶媒として、試料①に対して

はオルトクロロフェノール/重クロロホノレムの 75/25(v/v)混合溶媒、試料②に対してはトリプノレオロメ

タンスルホン酸を用いた。

【結果と考察I
①全芳香族ポリエステルカーボネート Cuーポリマー@/PBA型ポリカーボネート共重合体)3) 

このポリマーは酸成分3種、グリコール成分 1種からなる複雑系共重合体である。 NMR測定溶媒を検

討した結果、オルトクロロブエノーノレ/重クロロホノレムの 75/25(v/v)の混合溶媒、買oOCの時に、 BPAユ

Key words: NMR、合成高分子、連鎖分布、 triad、dyad

まつだ、ひろのり、ながさかぶんそう、なかがわやすお、あさくらてつお
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ニットのメチルプロトンピークは、酸成分に関する

dyad構造を反映して 6本のピークに分離、観測され、

6種類の dyad構造をすべて解析できることが判った

(Fig. 1)。さらに、イソフタノレ匹妻ユニット、テレフタ

ル酸ユニットの芳香環プロトンピークは、それぞれ、

酸成分に関する triad構造を反映して分離、観測され、

triad解析ができることが判った。モデルポリマーに

よる厳密な帰属を行ない、 dyad解析、 triad解析を行

った結果、連鎖分布は完全ランダムであることが確認

された。

②全芳香族共重合ポリアミド(テクノーラ@) 4) 

このポリマーは酸成分 l種、ジアミン成分 2種から

なるが、非対称構造のジアミン成分を有するため、ジ

アミン成分は 3種類と見なすことのできる複雑系共

重合体である。このポリマーは一般的な NMR測定溶媒

には不溶のため、これまで、 NMRによる連鎖分布解析

は報告されていなかった。我々は、溶媒として、濃硫

L 
mode I po I ymer B人~

…旦止人人一
山 Iy旦 jv{

ル内lYM出L
1.65 1. 55 1. 45 

ppm from TMS 

I -B -I 

2 

I -B -T 

3 
T -B -T 

4 

I -B -C 

5 
T -B -C 

6 
C -B -C 

Fig.1 Expanded 600MHz 'H NMR spectra (CH3 region) 01 
polyestercarbonate derived from U-Polymerお andPC， and 
the other model polymers for the assignment along with 
the notations of methyl protons. B: bisphenoトAunit， 1: 
isophthalic unit， T: terephthalic uinit， C: carbonate unit. 

酸、メタンスルホン酸、 トリフルオロメタンスルホン酸を検討した。その結果、 トリプルオロメタン

スノレホン酸を用い、 1000Cの条件で測定することによって、テレフタル酸ユニットのカルボニル炭素ピ

ークは、ジアミン成分に関する dyad構造を反映して、微細に分離観測されることが判った。帰属解析

のため、連鎖構造を制御したモデルポリマーを合成し、同様の条件で測定した。ピークの化学シフト

を比較することによって、各ピークを dyad構造に厳密に帰属することができた (Fig.2)。各ピーク面

積から連鎖分布を解析した結果、テクノーラ@は完全ランダム共重合体であることが明らかとなった。

すなわち、 2種類のジアミン成分の連鎖分布は完全にランダムであり、また、非対称ジアミン成分の頭

尾結合に関しでも完全にランダムであることが明らかとなった。

T A 

model p問附。d叫l旬ym叩e町r。一一←一一一-11ト一一j'¥に¥¥¥、「一-一一一一AJJi;λ1に¥一戸 ~-r\..~-- -~-Cドー

m…d出制e副l
闘 T-

Kov同 ν:¥ ・:::11AfTt(3)B

4 5 
A-Tー (4')白

Techno~a@ 

ppm from TMS 

B 

-tγ，，<0-0日ー
(3)~ (4') 

6 6 
8(3)ーTー(3)8

7 8 
8(3)ー Tー (4')8

9 9 
8(4')ーTー(4')8

Fig.2 Expanded lOOMHz 13C NMR spectra (C=O region) of Technora~ and the other model polymers for the assignment 
along with the notations of carbonyl carbons. 

[まとめ]

高磁場 NMRおよび特殊溶媒条件を用いることにより、これまで、困難であったポリエステルカーボネ

ートおよびポリアミドの複雑系共重合体に対して、精密な連鎖構造解析を行うことができた。

1) H. Matsuda， T. Miki， T. Asakura， Macromolecules， 35， 4664 (2002). 2) H. Matsuda， B. Nagasaka， T. Asakura， 

Polymer， 44， 4681 (2003). 3) H. Matsuda， B. Nagasaka， T. Asakura， Polymer J.， (2003) in press. 4) H. Matsuda， 

Y. Nakagawa， T. Asakura， Macromolecules， 36， 6160 (2003). 
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2 P24 
パルス磁場勾配NMRを用いた

yeast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 restricted self-diffusion coe伍cients

in the yeast cell by PFG-NMR 

(Institute for Molecular Sciense) Osamu OISHI 

The diffusion coefficient of the water in the yeast cell was measured by the PFG-NMR 

method， changing diffusion time between 1-5ms， in order to see the restricted 
selιdiffusion coefficientof water in yeast cell. The resu1t showed the following things. 

l)The water in a yeast cell showed the feature of the restrIction space which is not seen 

with the water of a bulk system. 2)In the restriction space of a cell， the diffusion 
distance of the water per time in a big cel1 is larger than it in a small celI. 

【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聞を変化させ

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、前回の本討論会で

は植物細胞の制限空間内での制限拡散について報告した。今回の研究では、植物細胞よりもさらに小さな

細胞である商事母を試料として、拡散時間を 1-5msまで変化させながら測定した。

[実験1
1.装置:O.93T( 40MHZ)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:yeastを真空乾燥したものを直接、もしくは水を加えて膨潤させ、市販の NMR5mm管に入れ

て、拡散係数を測定した。

3.パルス系列:七wo回pulsのspin-echoを用いて使用した。

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1-5ms

まで変化させて、各拡散時間において磁場勾配パルス 8をO.4-0.6msまでO.05msおきに変化させるパ

ラメータを設定し、エコーの強度を自動測定した。

5.光学顕微鏡及び走査型電子顕微鏡による形態観察;酵母の実際の大きさを、乾燥状態の物を走査型電子

顕微鏡で、膨潤させた物を光学顕微鏡で観察し、実際の菌の大きさを求めた。

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値から導き出したものを用

い、磁場勾配の安定性は試料の測定条件において、ポリジメチノレシロキサン、 bulkの水、 bulkの

dime七hylformamideを標準物質として拡散係数を測定し、 yeastを含む各測定データはbulkの水の拡

散係数で補正した。

キーワード:パルス磁場勾配・自己拡散係数・制限空間・細菌細胞

おおいしおさむ
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【結果及び考察1
Figure 1はdry抑制七と水で膨潤させたw凶抑制七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。また酵母中の水に対する比較として、同条件で測定した、 bulkのdimetylformamideの拡散

係数をプロットしている。 1msから 5msの拡散時間では、 bulkのdime七hylformamideの拡散係数は時間

に依存せずほぼ一定なのと対象的に、 we七yeas七中の水の見掛けの拡散係数は時間とともに減少して行く。

試料を一日放置後、同一試料での再測定において見掛けの拡散係数の時間的変化はみられなかった事か

ら、この拡散時聞に対する見掛けの拡散係数の減少は細胞膜による拡散領域の制限のためであると推測さ

れる。拡散時間 2ms以上の見掛けの拡散係数は非常に小さくなるので、測定データを水の拡散係数で補

正できる条件ではノイズレベルに達しいている。

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均拡散距離 (r)は拡散時間を

七として、

r:= V2Dt 

で示される。 Figure2は二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

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、 wetyeas七中の水の拡散距離は拡散領域の制限の為に原点を通る直線からずれている。走査

型電子顕微鏡と光学顕微鏡で観察した dryyeω七及びwetye槌七の直径はそれぞれ 3-3.5μm及び5-6μm

程であったが、今回の拡散係数から導いた平均拡散距離もまた dryye制七はweむyeastの半分程度の値を

示している。そして、細胞の大きさを考慮すると、この拡散領域の大きさの差はyeas七細胞の大きさの違

いのためと推察される。

今回測定した制限領域の大きさは、細菌と動物細胞に対する大きさであるので、今回の結果は装置的に

は動物及び細菌の細胞の大きさや形に対する拡散係数の変化を測定できる事を示しており、逆に制限拡散

における見掛けの拡散係数の測定により、細菌及び動物の細胞の大きさや形を推測できることが示された。
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Symbols are dry ye前(0)，we七抑制(・)， and bulk Symbols are dry ye飢 (0)，we七抑制(・)， and bulk 

dime泣lYlformamide(d)， resp附 ively. dime叶lylformamide(d)， resp倒 ively.

l)Osamu OISHI and Seiichi Miyajima， J. Magn. Reson. A， 123， 64-71 (1996) 
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2 P2ラ
Channel Cavityを有する高磁場配向高分子ゲルの

キャラクタリゼーション及び物質拡散に関する研究

(東工大院理工・高分子セ)山根祐治、 0松井政徳、兼清真人、小泉聡、黒木重樹、安藤勲

Characterization and Diffusion Analysis of Highly-Oriented 
Poly(y-benzyl L-glutamate) Gel Having Channel Cavity 

Yuji Yamane， Masanori Matsui， Masahito Kanekiyo， Satoshi Koizumi， Shigeki Kuroki and Isao Ando 
(Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology) 

Poly(y-benzyl L-glutamate) (PBLG) gels with highly-oriented α-helical chains are prepared by 

cross-linking PBLG chains by changing the concentration of ethylenediamine as cross-linker in 1，4・dioxane

as placed in the strong magnetic field of an NMR magnet with the strength of 10.5 T. From the 

experim巴ntalresults， it is found that in one of these gels long channels with averaged diameter of ca.1 00 

μm are formed by phase separation between cross-linked PBLGs and solvent.. Further， from the 

obs巴rvationofthree-dimensional IH NMR imaging pa枕erns，it is found that the long channe1s are aligned 

in the direction parallel to the α-helix axis. From the IH pulsed-field-gradient spin-echo NMR 

experiments， diffusional behavior of 1，4・dioxanein PBLG gel and channels is elucidated. 

[緒言]

ポリ(γ ーベンジルーLーグルタメート)(poly(y-benzyl L-glutamate) : PBLG) はジクロロメタン、

1，4ージオキサン、クロロホノレムなどの良溶媒中でリオトロピック液晶を形成する。また、 PBLG

液晶は磁場及び電場中で PBLG鎖が高配向する。 NMR磁場中で高配向の PBLGゲルを調製し、固

体 13CNMRを用いて PBLG鎖の配向度について追跡することに成功し、高配向 PBLGゲル中の溶

媒及び棒状分子の拡散速度が配向軸方向及び垂直方向で異なることを見出し、異方的な拡散過程

について報告している。 1)

このような背景から、架橋密度を変化させることによって nmスケールの channelの直径を変化

させることができなし、かと考えた。そこで、lO.5TのNMR磁場中で架橋剤の濃度を変化させて高

配向 PBLGゲルを合成したところ、 nmスケールの間隔で PBLG鎖が配向し、さらにμmスケー

ルのチャンネルが発現した。高配向 PBLGゲ、ルの構造を 3次元 NMRイメージング法により解析

し、さらに高配向ゲル及びchannel内の溶媒の拡散過程を磁場勾配NMR法を用いて解析した。

磁場勾配NMR、3DNMRイメージング、高配向ゲル、制限拡散、 channelCavity 

やまねゅうじ、まついまさのり、かねきよまさひと、こいずみさとし、くろきしげき、あんどういさお
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[試料調製l

PBLG (MW=277，000).を 1，4ージオキサンに溶解し、

25wt% PBLGリオトロピック液晶を調製した。内径 4.2

mmのテフロンチューブ、に PBLG溶液 0.2gを入れ、室温

で 1日NMR磁場 (10.5T)中で PBLG鎖 (αーヘリック

ス構造)を磁場方向に配向させた。このような方法で配

向させたPBLG鎖の配向度が0.81であることを固体高分

解能 13CNMR法により明らかにしている 1)0PBLG鎖を

十分に配向させた後、 NMR磁場からサンプルチューブ、

を取り出し、架橋剤としてエチレンジアミン ((A)5μL、

(B) 10 μL (C) 20μL)を添加した。サンプノレチューブ

は再びNMR磁場の中へ入れ、室温で 3日間エステルア

ミド交換反応を進行させた。その後、サンフ。ル A、B及

び Cをサンプルチューフ、から取り出し、過剰の 1，4ージ

オキサンで未反応の架橋剤及び副生成物であるべンジ

ノレアルコーノレを取り除き、最後に溶媒を取り除きロッド
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Fig.l A diagram of schematic three-dimensional 
structure of highly oriented PBLG network， d is 
th巴 interchaindistance between the nearest 
neighboring two PBLG chains. 

状の高配向ゲルを得た。 Table1にゲ、ノレの調製条件と膨潤挙動について示した。
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[測定]高配向 PBLGゲノレの IHNMRイメージング画像は Bruker社製 DSX・・300分光器(測

定周波数 300MHz)に磁場勾配発生装置(磁場勾配強度 100mT/m)を組み込んだイメージン

グシステムを用いて室温で測定した。 PBLGゲ、ル中の channelの 3次元構造を明らかにするた

めに、イメージング測定には 3Dgradient echo(GE)法を採用した。フリップ角度、繰り返し時

間及びエコ一時間は、それぞれ 30度、 1s及び 20msに設定した。観測したサンプルサイズ

は 10.8 x 10.8 x 2.7 mmデータポイントは 256x256 x 32ボクセルサイズは 42X 42 

x 84μmである。また、拡散係数の測定には磁場勾配(最大 1100G/cm)を発生できる磁場勾配ユ

ニットを付属した Bruker社製 DSX・300分光器を用い、 IHpulsed-field-gradient spin echo(PFGSE) 

NMR法により高配向高分子ゲル中の 1，4・ジオキサンの拡散過程の解析を行った。

-277-



[結果と考察]

若手き震鮮貨によQ席E府PBLG;衣y 外グ}クの館第 ロッド状の高配向 PBLGゲルのクロスセク

ションの観察をした。 Fig.2に Bの光学顕微鏡写真を示す。 μmスケールの直径を持った channel

が多く存在することが観察された。 channelは円柱軸方向、つまり、 αーヘリックス軸に平行方向

につながっている。一方、サンプルAに関して、 μmスケーノレの channelは確認されなかった。以

上より、高架橋密度の高配向 PBLGネットワークにおいて、 μmスケールの channelが発現するこ

とがわかった。

lHNMRイメ}ジング活によQ長いchannel-t:タすQI寄

fl舟 PBLG求y 外グ}クの癌薬 channelを有する高配

向 PBLGゲ、ルについて、 channelキャビティーがロッド

状のサンプルを軸方向に貫通している様子を 3次元

NMRイメージング法により捉えることに成功した。

Fig.3に示すように、 channelが円柱軸に平行に、サンプ

ルを貫くように続いていることが確認され、ロッド状ゲ

ルの側面から 500μmの領域にはchannelが形成されない

こと、平均的な channelの直径が 98.9μmであることが

わかった。以上の測定結果から長い channelを有する高

配向 PBLGゲルの模式図を Fig.4に示した。

種目
Fig.3 The observ巴d20 lH spin density NMR image patterns of 
highly-oriented PBLG gel(sample B) with 1， 4・dioxaneas solvent， 
where 32 pieces of the Xy.司planesliced images are observed with 

the thickness of 84μm per imag巴 inthe Z direction and 12 pieces of 

them are shown The slice no. 1 is the upside of the sample， and 
the slice no. 12 is the downside of the sample， where the interval 
thickness is 84μm. The 20 image slices are taken from 30 

NMR image data sets ofsample B. • 
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Fig.2 Optical microscope photographs of 

a highly-oriented PBLG network material 
of sample B in the dried state 

1・1I1.(;~d

¥....1刷り.1111

Fig.4 A schematic diagram of a rod-Iike 
highly-oriented PBLG gel with long channels. 



llfPFGSENMR設にJ:-5，萄7IJttI!E.舟PBLGグンル:&ぴchannelCavity t:f1ol#Jlto反政'itff}fA

ゲノレA及びBに関して、ゲル中の 1，4・ジオキサンの拡散係数を 'HPFGSE NMR法により解析した。

はじめに、キャピティーを持たない Aゲル中の 1，4司ジオキサンの拡散係数を測定した。解析式に

は[A(g)/A(O)]=exp( -lidD(d，.・8/3)を用いた。 yは'Hの磁気回転比、 gは磁場勾配強度、 δは磁場

勾配パルスの持続時間、 Aは磁場勾配パノレスの間隔、 Dは拡散係数である。 Fig.5に磁場勾配を配

向軸方向に印加した場合について、 In[A(却IA(O)]をy2f!'82(d，.-8/3)に対してプロットした結果を示す。

プロットが直線であることから 5msのタイムスケールにおいて拡散成分は一成分であると決定で

きる。その結果、配向軸方向(Fig.1のz軸方向)のDが6.2x 10.'0 m2/s、垂直方向は 4.8x 10.'0 m2/s 

と決定でき、配向構造を反映して、配向軸方向に拡散しやすいことが示された。一方、 channelキ

ヤピティーを有する Bゲノレ中の拡散過程は単純ではない。溶媒は PBLGゲ、ルマトリックス中及び

channelキャビティー中を拡散できる。 Fig.5に磁場勾配を配向軸(かつ channelキャビティー軸)方

向に印加した場合について、 ln[A(討IA(O)]をy2f!'82(d，.も13)に対してプロットした結果を示す。この

プロットから、 channelキャピティー中の溶媒は自由拡散として解析できないことが理解できる。

高配向

E句，~) = ff drodrρ(ro'O)P (ro， r， ~ )exp [-i2n-q・払-r)]と表現そこで、エコー強度は、

ここで、 ρ(ro'O)は最初のスヒ。ン密度で、あり、また、 q= (2π)ーl沼企である。そこで、 Fig.6

にE(q，d，.)を q空間に対してプロットした。プローブ分子が制限空間内に閉じ込められ、障壁によ

って反射される拡散過程を観測した際に現れる 2)，3)エコー信号の極小が q=(65μm)・lで最初の極小

点が観測された。溶媒分子は channelキャピティーと PBLGゲ、ルとの界面で反射されていると考え

られる。本討論会では、観測時間の依存性のデータも紹介する予定である。

する。
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Fig.6 Plots of E(q，d.) versus q for a 'H PFGSE experiment 
of 1，4・dioxanediffusing in PBLG gel A(e) and B(口)at 
Ll = 5ms. Sample B has long channels. 

Fig.5 Plots of In[A(g)/A(O)] versus 192O2(d.・o/3)for a 
'H PFGSE experiment of 1，4・dioxanediffusing in PBLG 
gel A(e) and B(口)at Ll = 5ms. Sample B has long 
channels. 

1) Zhao， C.; Zhang， H.; Yamanobe， T.; Kuroki， S.; Ando， 1. MイαCαF

2勾)W. S. Price， Ann. Rep. NMR Spectrosc. 32， 53・135(1996)
3) P. T. Callaghan， J. Magn.Reson. A 113，53・59(1995).
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2 P26 
高分子電解質膜中における水の拡散挙動解析

(~株)日産アーク 1) 0佐藤秀紀 l

(産総研 2) 早水紀久子2、秋葉悦男 2

Analysis of self-diffusion for water in polymer electrolyte membrane 
Hidenori SATQ1， Kikuko HAYAMIZU2 and Etsuo AKIBA2 

1NISSAN ARC， LTD. 
2National Institute ofAdvanced Industrial Science and泊目hnology

H20 dynamics in polymer electrolyte membrane， Nafion@117， was analyzed by 
measuring self-diffusion coefficient using PFG-NMR and relaxation time in the 
temperature range between 30

0

C and -50
0

C. Below about -15
0

C， frozen water and 
non-frozen water were existed in the membrane. The dynamics parameters of the both 
waters were different from parameters of bulk water. The difference indicated 
interactions of water with membrane molecules. It suggested that NMR experiments 
are very useful for indicating properties of polymer electrolyte membranes. 

[はじめに]固体高分子形燃料電池 (PEFC)の電解質として Nafion@に代表される

パーフルオロスルホン酸系の高分子イオン交換膜が多用されている。このタイプの電

解質膜に対する要求特性の一つである含水状態でのプロトン伝導性は、膜に含まれる

水の動的挙動と密接に関連している。低温下において燃料電池の発電特性が低下する

のは、電気化学反応の抑制とともに水の運動性が低下することが大きく影響している。

本報告では 30
0

Cから -50
o
Cまでの温度領域でパルス磁場勾配 NMR(PFG-NMR)法

による自己拡散係数の測定を行ない、高分子電解質膜に含まれる水の動的挙動につい

て検討した結果を報告する。

[実験]高分子電解質膜として市販の Nafion@117を用いた。この膜を酸で処理した

だけの「初期膜J、および初期膜に熱処理を施した 2種類の膜「熱処理膜 AJ と「熱

処理膜BJを調製した。熱処理膜Aとは加熱冷却炉を用いて初期膜に-100
o
Cから十

150
0

Cまでの熱変動を 3サイクル繰り返す処理を施したものであり、熱処理膜Bとは

初期膜を 80
0

Cの空気雰囲気下で 60時間加熱したものである。酸処理および熱処理を

おこなった後の Nafion@膜試料は NMR測定までの問、それぞれイオン交換水の中で

保管した。

4.7Tのワイドボア SCMにAPOLLO分光計 (Tecmag，Inc.) と最大強度約 10T/m

を発生する磁場勾配ユニット(日本電子)を組み合わせ、共鳴周波数 200MHzにて

1H-NMRを測定した。試料は 5mmφ対称型ミクロ試料管(シゲミ)を用いて高さが

約 5mmとなるようにした。 30
0

Cから温度を徐々に低下させ、所定の温度で

Stimulated Echo法による自己拡散係数の測定を実施した。

[結果と考察]図 1に初期膜を 30
0

Cから徐々に冷却したときの NMR信号の相対的

な強度変化の様子を示す。膜に含まれる水は-10
0

Cから -15
0

Cの間で凍結して信号強

度が低下するだけでなく、この凍結水とは別に、 NMR信号を与えるのに十分な運動

キーワード:磁場勾配 NMR、高分子電解質膜、 Nafion@j展、水、自己拡散係数

さとうひでのり、はやみずきくこ、あきばえつお
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性を持ったまま凍結しない水(不凍水)が存在することが分かる。さらに温度が低下

するのに伴い、不凍水の信号強度が徐々に減少しており、不凍水の状態に分布がある

ことを示している。これら一連の傾向は、熱処理を施した 2種の膜でも同様であった。

初期膜、熱処理膜A、熱処理膜 Bの3試料について、拡散時間ム=27ms程度のと

きに観測された自己拡散係数 Dの温度依存性を図 2に、得られた D値の一部を表 1

に示す。 30
0

Cから -10
0

Cの温度範囲では初期膜における自己拡散係数 Dはバルクの

水の半分程度であり、電解質膜との相互作用により拡散速度が抑制されていることが

分かる。熱処理した 2種の膜のうち、より穏和な条件である熱処理膜Aでは初期膜と

ほぼ同じかやや小さい値を示したのに対して、より厳しい条件である熱処理膜Bでは

D値が低下する結果となった。これは熱による膜の構造変化に起因するものと考えら

れる。 -20
0

Cにおける D値は不凍水を観測したものであり、試料開で顕著な差異を

示さなかった。図 2では膜中水の一部が凍結するー13"C近傍を境に D値の温度依存

性に明確な違いが認められた。それぞれの領域で直線近似により活性化エネルギーを

求めると高温側ではバルクの水とほぼ同程度の約 19kJ/molに対して低温側では

34kJ/mol程度と見積もられることから、不凍水は膜中で強く束縛を受けた状態にあ

るといえる。

初期膜および熱処理膜 Bについて、拡散時間をム=5'"'""100msの範囲で変えて測定

を行ない D値のム依存性を検討した。その結果、初期膜では-150C、-200Cにおいて

ム依存性が認められたのに対して、熱劣化膜では-50C以下の測定でム依存性が顕著

に観測された。これは不凍水の存在する領域では、拡散移動を制限する空間的障壁が

存在することを示唆している。

-Self-diffuslon coefficients of HzO in Nafion 

o/ (10・10m2/s)
。℃‘ー20"C

Tabl e 1 

30"C 

Membrane 
sample 

1. 14 

1. 10 

1. 15 

5.25 

4. 79 

3.35 

11. 5 

10.9 

7.24 

Heat treatment A 

Heat treatment B 

I n i t i a i 

[結論JPFG-NMR法により自己

拡散係数を測定することによって、

固体高分子形燃料電池に用いられ

る電解質膜の特性評価やプロトン

伝導性のメカニズム解析をおこな

う際の有用な指標や情報を取得で

きることが示された。 10.5 25.5 Bulk water 
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Fi郡rre 1 The temperature 
dependence ofthe relative signal 
intensity for H20 in initial 
membrane sample. 



2 P27 
Improved Automated NMR Structure Calculation 

with CY ANA 2.0 

o Blanca Lopez-Mendez， Jun-Goo Jee， David Pantoja・Uceda& Peter Guntert 

RlKEN Genomic Sciences Center， 1・7-22，Suehiro， Tsurumi， Yokohαma230・0045，Japan 

Unti1 recent1y NMR protein structure determination has remained a laborious 

undertaking that occupied a trained spec仕oscopistover several months for each new protein 

structure. However， it has been recognized that the most time-consuining part of interactive 

spec位umanalysis can be accomplished by automated， computational approaches. Combined 

automated NOESY assignment and structure ca1culation with the CY ANA program has been 

used for most of the NMR structure determinations that have been accomplished within the 

RIKEN Structural GenomiclProteomics Initiative (RSGI). The new version 2.0 ofthe CYANA 

program that features a new probabi1istic treatment of the NOE assignment and other 

出lprovementsof the automated s加lctureca1culation procedure wi11 be presented. 

タンパク質構造、自動帰属、構造計算、 CYANA

Oぶらんかろぺずめんでず、じゅんぐーじ一、でいびつどばんとーやうせだ、

ぺーたー ぎゅんたーと

3D NOE structure ca1culation based on unassigned NOE data is performed by CY ANA 

2.0 in an iterative process consisting of 7 cyc1es ofNOE automated assignment and structure 

ca1culation by simulated annealing in torsion angle space， and a final structure ca1culation using 

only unambiguously assigned distance constraints. All cycles except the
J 
first one use the best 

structures from the previouscycle for the automated NOE assignment. Automated NOE 

assignment is based on the matching of peak positions with chemical shift values， 

network-anchoring and， from cyc1e 2 onwards， on the 20 best conformers企omthe previous 

cyc1e. Possible distortions of intermediate structures from erroneous distance constraints that 

may originate企omartifact peaks， inaccurate NOESY cross peak positions or volumes， and 

incomplete chemical shift assignments are reduced by constraint combination and violation 

confinement. In each cycle ofa CYANA struc旬reca1culation four output files are written: a file 

with the NOE assignments made by the automated NOE assignment algorithm and their 
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probabi1ities according to severa1 criteria (chemica1 shift agreement， network-anchoring and 

structure compatibility)， a file with the upper limit constrainωused in th何回cturecalcu1ation， 

a fi1e with the coordiriates ofthe 20 conformers with 10west target function va1ue for that cyc1e， 

and an overview file with the target function va1ues for each conformer， the rms deviation 

among the best conformers and a list ofre1evant constraint vio1ations. 

CY ANA 2.0 uses a new residue library that is based on the cova1ent parameters (bond 

1ength， bond ang1es) for amino acid residues ofEngh and Huber (Engh and Huber， 1991) that 

are a quasi-standard for X-ray protein structure determination and for structure va1idation. 

CY ANA 2.0 can w6rk directly with input側企omthe NMR View spectrum analysis program 

in addition to the previously supported formats ofthe programs XEASY and ANSIG. The new 

probabilistic method for automated NOE assignment in CY ANA 2.0 provides a uniform and 

consistent treatment of all NOE assignment criteria and replaces the former CANDID 

algorithm. For each assignment possibility， the probability that the corresponding interatomic 

distance will be shorter than the upper distance limit that is derived from the cross peak volume 

is calculated， and those with a total probabi1ity above a threshold are accepted as assignments in 

an ambiguous or unambiguous distance constraint. A new type oftorsion angle constraints that 

acts simultaneously on multiple angles can be applied to improve the Ramachandran plot 

characteristics of the structures calculated with CY ANA 2.0. Similarly， the distributions of 

side同 chaintorsion angles can be improved by favoring the staggered rotamer positions. 

The new CY ANA 2.0 program is iinplemented in For位an95 without any fixed limits 

and the protein size or input data. The memory requirements and computation time for the 

automated NOESY assignment have been significantly reduced when compared to version 1 of 

CY ANA. CY ANA 2.0 is fully supported on Linux， SGI， Compaq A1pha， MacOS X， Sun and 

HP-UX systems. Straightforward parallelization on clusters of Linux workstations or other 

parallel systems provides a high efficiency of the structure calculations. 

References 

Engh， R.A.， Huber R. (1991) Acta Crystallogr A 47， 392-400. 

Guntert， P.， Mumentha1er， C. and Wuthrich， K. (1997) J. Mol. Biol. 273，283-298. 

Herrmann， T.， Gunte此，P.and Wuthrich， K. (2002) J. Mol. Biol. 319，209・227.

Guntert， P. (2003) Prog. Nucl. Magn. Reson.争ec.，in press. 
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2 P28 
4.7T人体用 MRIにおける

lHPlp/13C局在化スペクトル同時測定法
(国立環境研)0三森文行、高屋展宏、渡遺英宏

Interleave lH， 31p and l3c localized spectroscopy at 4.7T wholebody 
spectrometer 

(N ational Insti印tefor Environmental Studies) F..MitsumorL N.Takaya， H.Watanabe 
We constructed a method of TRlple Nuclei Interleave in Triple channel spectro回 opY
(TRINITY) based on a 4.7 T wholebody MRI， which enables us to measure lH，日c
and 3lp NMR spectra from the same localized arm-13C spectmm was indiredly 
obtained through 'H connected to lJC by editing出elH ~TEAM spectrum. ~'p 

spectrum was obtained with an ISIS technique. lH，日Cand ~ 1 P measun回nentswere 
performed in an interleave manner. For the triple nuclei measurements， ~'p dualloop 
quadrature coils (8cm in diameter) with lJC single loop coil were made， and 
successful1y combined with a TEM head coil for lH. The performance of TRINITY 

method was evaluated with a phantom containing acetate，glutamate and ATP solution. 

【はじめに]我々は、 4.7T人体用 MRI分光計に 3つの送受信系を装備し、同一の局

在領域から多核種スペクトノレを同時に測定する方法の開発を進めている。今回は、昨

年報告した lH、31pの同時測定に 13C核を追加し、 3核種を同時に測定する TR町ITY

(T悶pleNuclei Interleave in Triple channel spectroscop Y)法を実現した。 13C測定法として

は、 lH スペクトノレを!3C~IH 結合を用いて編集する間接検出法を用いることとした。
この方法の利点としては、すでに実現した lH局在化法をそのまま利用できること、

領域選択の精度が高いこと、検出感度が高いことなどがあげられる。

[方法1Oxford Magnet Technology (OMT)社の 4.7T磁石(ボア径925mm)を接続し

たVarianInova分光計を用いて測定法の構築を行った。信号検出器は直径 8cmの2重
/レーフ。を用いるクオドラチャ型 31p検出器に、直径 12cmの単一ルーフ。の!3C向調コ

イノレを付加して 31P/13C2重同調信号検出器を作製した。これを口径 30cmの頭部用

lH TEM型コイルと組み合わせ、 3核同時測定に用いた。コイル聞の結合は、その形

状、重なりに大きく依存するので、注意深く調整を行った。領域選択の方法として lH

スベクトルは STEAM法、 31pスベクトルは ISIS法を用いた。新たに追加した lHスベ

クトルの 13C編集のために、 STEAM法の(1I2)TE=1I(2J出)とし、 TM期間中に 13Cに広

帯域の 180度ノ勺レスを加え、アンチフェイズになった 13C結合ブ。ロトンのコヒーレン

スを位相反転させ、通常 lHスベクトルとの差分から 13C結合プロトンを選択検出す

る方法を採用した。 13Cの 180度ノ勺レスには、パルス幅25msの断熱ノ勺レスを用いた。

反転パルスの有効帯域は 6kHzで、あった。 lH検出のため、同一 TR内に 3核測定を行

うことはできないので、昨年の同一TR内に lH，3lpをinterleaveで行う測定をさらに、

13C編集ノ勺レスの有無で2重に interleaveにし、 lH→31p→lH(13Cedited)→31pで1測定

サイクルとした。 13Cのデカップリングを行う場合は lHのデータ取得期間中に断熱パ

ルスを用いる MLEV4パルスを付加した。デカップリングの帯域は 3kHzであった。

Keywords:高磁場MRI，多核種NMR，lHスペクトル 31pスペクトノレ !3Cスベクトノレ

みつもり ふみゆき、たかやのぶひろ、わたなべひでひろ
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{結果】直径 40mmのピンポン球に 50mM酢酸、 50mMグルタミン酸、 100mMATP、

100mMMgCb、5mMEDTAの混合溶液を封入し、これを 1Lのガラス球に満たした生

理食塩水中に置いたものをファントム試料として、 3核測定法の検証を行った。ピン

ポン球の中央に 2x2x2cmの立方体領域を設定し、領域内のシムを FASTMAP法によ

り調整した。測定の結果、天然存在比の試料においても、酢酸やグルタミン酸の 13C

サイドバンドが定量的に観測できた(図 1)。観測された差スベクトル(図 1c) にお

いて酢酸のメチル基の 13C結合プロトンのダブレット強度は中央ピークの1.0%でその

結合定数は 126Hzで、あった。中央ピークは完全に相殺されている(パルス繰り返し時

間:5s、測定時間 85.3分)。次に、上記試料の酢酸を、 98%2_13C標識酢酸に換えたフ

ァントムを用いて同様の測定を行い、さらに 13Cデカップリングを試みた。図 2にデ

カップリングを行った場合の結果を示す。

【考察]コイノレ聞の結合やスピン間の相互作用が 3核種同時測定に及ぼす影響を考察

するために、 3核種同時測定の結果を、 1核種ずつ測定した結果と比較した。この結
果、 13Cの反転ノ号ルスの付加によって、 lH、31pの信号強度が影響を受けることがわか

った。 13C反転パルスがあると lHスペクトルはわずかに信号強度が減少した。この変

動は、差スペクトノレにおいて、中央ピークに差し引き誤差を生ずる。このため、 13C

の 180度パノレスは常に打ち、反転を起こさせないときは照射位置を 20kHzずらす方法

にシークエンスを変更した。同様に、 13C反転ノ勺レス後の 31pスペクトルでは S別比

の25%の低下がみられた。この低下は、 13Cの照射ラインにカットオフ(-3dB)が62MHz

のlowpassfilter (81MHzでの減衰-32dB)を設置することで回避された。これらの影響

は、コイル聞に残存するわずかな結合に由来すると思われる。また、 13Cデカップリ

ング時にはダブレット信号がシングレットとなり、スペクトルは単純化するものの、

lHプリアンプの直前に帯域20MHzの lHbandpass filterをいれたにもかかわらず雑音

強度が大きくなるため、 S別比の改善は余り大きくなかった。

111 ，11 ~ ~ ~L_L~ ATP glutamatef acetate 
glutamate ill l lmt剖e . ~じ\l\、 I ëH~ 
~\、L.Mllcトh 11-\、， t 、I.~?H

(a)lH 

(b)lH(13C 

坦盟虫昼)

時相輪日明』

(b)13C 

CH検出)

126Hzぐ一一一一門 10 

(c)(a)・(b)
(x8) 

Fig.1. TRINITY spectra in a phantom of 
50mM acetate， 50mM glutamate and 
100mM ATP. (a) lH， (b) IH with 13C pi 

pulse， (c) (a)べb). 512 transients were 
accumulated with TR of 5sec. (total time 
85.3min). TE: 7.7ms， voxel size: 2x2x2cm. 

ATP 

ー5

Fig.2. TRINITY spectra with 13C decoupling 
in a phantom of 50mM 2-13C acetate， 50mM 
glutamate and 100mM ATP. (a) lH， (b) 13C 
detected with lH， and (c) 31p. 32， and 64 
transients were accumulated in 'H， and J'p， 
respectively with TR of 5sec. 
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2 P29 
NMR spectroscopy及び NMRimagingによる

卵の発生過程の解明

(海洋大・食品 1、海洋大・生物資源 2)

O西山大介 1、吉崎五朗 2、渡部徳子 1

Ontogeny of fish egg using NMR spectroscopy and NMR imaging 

Daisuke Nishivama1， Goro Yoshizaki2， Tokuko Watanabe1 

Department of Food Science and Technologyl， 

and Department ofAquatic Biosciences2， 

Tokyo University ofMarine Science and Technology， 

4・5・7，Konan， Tokyo 108-8477， Japan 

NMR is an important tool for elucidating life sciences， and has been exploited in the field of 

developmental biology to mouse， A企icanclawed企og，chicken， and so on. However， few 

studies have been reported about fish， and fewer about企eshwaterfish. 

Using lH， 31p and 23Na NMR spectroscopy and lH NMR imaging， we verified in vivo changes 

in components and morphology of eggs of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and zebrafish 

(Danio reriゆduringdevelopment， and tried to elucidate chemical changes accompanied by 

progress in ontogenesis. 

[序論]生命現象を化学的に解明する手法として NMRは重要な手段の 1つとなっており、発生

生物学の分野においてもマウス、アフリカツメガエノレ、ニワトリなどで活用されている。しかし、

魚類に関する研究は少なく、さらに淡水魚となると報告例はわずかである。そこで本研究では、

ニジマス(Oncor，伶nchusmykiss)とゼブラフイツ、ンュ(Daniorerio)の卵に対し lH、31p、23NaNMR 

spectroscopy、及び lHNMR imagingを用い、発生過程における物質と形態の変化を invivoで

確認することによって、発生の進行に伴う化学的な変化の解明を試みた。

[実験}ニジマス 東京水産大学大泉実験実習場にて飼育されたニジマスから卵と精子をそれぞ

れ採取し、翌日に学内の研究室で受精させた。受精後は 100Cに保たれた水槽で発生させた。測

定時に卵を水槽から取り出し、 1個体(forimaging)及び 10個体(forspectroscopy)を直径 10mm 

のガラス管に入れ、生理食塩水で満たした。

ゼブラフィッシュ 研究室にで 28
0

Cで飼育しているゼブラフィッシュを自然交配させて受精卵

を採取した。得られた数百個の受精卵を直径lOmmのガラス管に入れ、生理食塩水で満たした。

Keywords: NMRイメージング、ニジマス、受精、 invivo、31PNMR

にしゃまだいすけ、よしざきごろう、わたなべとくこ
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塑l亙 31p NMRでは methylenediphosphonicacidを外部標準物質として加え、このピークの化

学シフトを 19.3ppmとした。 23NaNMRではシフト試薬及び緩和試薬を加え、細胞内外 Naの

信号の分離を試みた。 lHNMR spectroscopyでは Pulsed-FieldGradient Double Quantum 

Filtered COSYを用い、水の化学シフトを 4.7ppmとした。 lHNMR imagingでは 2D及び 3D

のスヒ。ンエコー法(TR=2s、TE=30ms)によって測定した。なお、これらの測定には Bruker社製

DRX300分光器を用い、ニジマスの測定は 10.50C、ゼブラフイツシュの測定は 270Cで行った。

[結果]31PNMRでは、ニジマスとゼブラフィッシュの両方で、発生の進行に伴い無機リン酸(P)

のピークが移動した。この Pjの化学シフト(0 0)から次式によって卵内の pHを算出した 1)(Fig.1)。

1979.5 _. .__ _ ________ ___， . 18-3.280 + 0.003579TI 
pH ==一一一一-5.4409+0.018567(T+273)+logl~o__~-='__.'~===-- _ 

(T + 273) -L 5.625 + 0.001888T -8
0 
j 

lH NMR imagingの結果から、受精後に細胞質が動物極側で凝集し、また卵黄内の脂質も細胞

質の真下へ凝集することが確認された。さらに発生が進行し植物極側へ粧が形成されると、それ

に伴い卵黄内の脂質も駐の真下へ来るように植物極側へ移動することが認められた。

その他の測定に関する詳しい結果は当日会場にて報告する。
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Fig. 1 Changes of intracellular pH. Left; rainbow trout， Right; zebrafish. 

Fig.2 2D spin echo images of rainbow trout . 

Left; unfertilization， Middle; lday post fert泣ization，Right; 22days post fertilization. 

Reference 

1) Gerald J. Kost; Magnetic Rθsonance in Medicinθ14， 496-506 (1990) 
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2 P30 
SPI法による米の吸水における水分布の

可視化

( I食総研、 2生物研)0石田信昭 1、内藤成弘¥狩野広美 2

Tracing of water absorption of a rice seed by SPI 

Nobuaki Ishida1， Shigehiro Naito1， Hiromi Kano2 

1 National Food ReSeaTCh Institute， Tsukuba Science City， IbaTaki 305-8642， 

Japan 

2National Institute of AgTobiological ResouTcθs， Tsukuba Sci ence Ci ty， Iba 

Taki 305-8602， Japan. 

Changes of water distribution in rice seeds during soaking in water were traced using 

NMR imaging. Because T2 of water signal in rice seeds was too short to image using 

echo signal， SPI (single point mapping imaging) method was used. Water signal can 

be detected till 10% of water content using dephasing time of 135μs. By optimization of 

the parameters water signal in rice seed soaking in water was highlighted and the 

image can be measured every 3 min. The pass way of water permeation into rice was 

traced using variety of rice. 

NMRイメージングは食品中の水分布を調べるよい手法であり、乾燥や吸水による水分布

を時聞を追って追跡して食品の特性を調べることができるため、食品の研究においてよく

用いられてきている。炊飯前の米の吸水過程は炊飯後の飯の品質にとって重要であるが、

米粒内部への水の浸透の様子を追跡するための適切な方法がなかったため、これまでほと

んど研究が行われてこなかった。 NMRイメージングにおいても、米の水分含量は吸水前で1

5弘以下、吸水後でも 35%程度しかなく、吸水された水の緩和時間 (T2)はlms程度と短いた

め、エコーを用いたイメージング法ではエコーを結ぶまでの時間に大きなシグナノレ減哀ーが

生じる上、シグナル取り込み時間の減衰も問題となるため、イメージを得ることが困難で

あった。ここではこのような T2の短い成分のイメージングに有効な SPI(si~gle Point Map 

ping Imaging)を用いて、米の吸水過程をリアルタイムで追跡し米の吸水における性質の

違いを調べることを試みた。

キーワード:NMRイメージ、 SPI、米、吸水、水分布イメージ

著者:いしだのぶあき、ないとうしげひろ、かのひろみ
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[材料及び方法]

試料:米は90判精米した白米を用いた。水分合量の調整は水蒸気圧既知の各種飽和塩溶

液を入れたデシケーター内に試料を入れ、水分平衡になるまで静置させて行った。

MRIイメージの測定 300MHz高分解能NMRに装着したイメージング装置で径5mmのイメー

ジングプローブを用いて、 SPT法により測定した。測定はパルス角 18
0

、phase encoding 

time 135μs、TR 5ms， 64 x 64 x 8 のマトリックスで測定した後、 128 x 128 x 8のマ

トリックスで画像再構築を行った。イメージの測定時間は約3minであった。

34.0% 27.6% 26.3 % 23.6% 22.0% 

21.0 % 18.2 % 17.8 % 17.0 % 17.0% 

14.8 % 13.7% 12.1 % 9.5% 

Fig. 1 Images of rice seeds with different wat巴rcontent 

I結果及び考察l

F i g. 1に水分含量を調整した米の SPIイメージを示した。相対湿度97切で平衡に達した

米の水分含量は34.0覧でこれは水に浸演させたときの米の水分合量に近い値となる。水分

が低下するに従いイメージ強度は減少し、水分9.5犯でほぼ見えなくなった。この水分含量

以下の水は高分子などに強固に結合した水であり、 SPI法によってもそのような水は観測

できないと考えられた。

Fi g. 2に試料管内で水に浸演させながら連続的にイメージ測定して、米の内部への水移

行を追跡した結果を示した。 fR=5msと短い繰り返しによりil!IJ定を行っているため、米周辺

の水のシグナノレ(Tl約3s) は飽和により減少し、米内部に浸透した水(Tl約250ms)
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のイメージを強調して観察することができた。ここではさらに|樹像 W~析によりイメージの

!議l値を上げることにより、米のmJiZ2に伐る弱い水のイメージを消している。

Fig. 2 Imaging of water distribution in Koshi-hikari rice 

during water absorption 

Fig. 3 Change of images of Thai rice during soaking. 
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米の吸水は水に接している米周辺から始まるが、途中で米に亀裂が入ると亀裂に沿って

急激に水が米内部に浸透し、そこから周囲に広がることにより短い時間で全体に水がし、き

わたることがわかった。コシヒカリは吸水過程で多くの亀裂が入り、急速に水が浸透し、

3 0分程度で水は全体に行きわたった。一方、タイ米やモチ米のように吸水の遅い米は、

コシヒカリのように多くの亀裂が入らず、また亀裂が入ってもそこから米の組織内に水が

浸透する速度が遅く、米の組織鋳造に違いがあるものと考えられた (Fig. 3)。また、イン

ディカ米の中にも、吸水時に亀裂が多く入り短時間に水が浸透する種類もあり、インディ

カ米と呼ばれている米の中でも組織構造の違いがかなりあると思われる。

白米は玄米から怪と種子の表面にある種皮及びアリユーロンj霞と呼ばれる組織を削り落

とし、Il壬乳部分だけにしたものである。 90見精米では、眠、穏皮とアジューロン層の大部

分が削り落とされていると考えられる。これらの組織は生物的には、種子の発芽のための

主要組織と種子を外界から守るパリヤーである。これらを削り落とした白米では水は主に

物理的に内部に浸透していると考えられる。一方、玄米はこれらの生物的に重要な組織を

持ち発芽能力を持つため、水に浸潰したとき生物的にコントロールされた水の取り込みが

行われると考えられる。 Fig. 4にコシヒカリの玄米を水に浸潰したときのイメージ変化を

示した。

*はまず種子左上にある脹に速やかに取り込まれた後、種皮と匹を通してゆっくりと内

部に浸透していることがわかる。*の浸透は白米のように表面から急、激に進むのではなく、

全体に少しずつ浸透しているように見える。約 2時間かけて水は種子全体にほぼいきわた

った後、その量を増やしている。また、途中で内部に亀裂が生じているが (Fig.4矢印)

そこから水の浸透が急速に進むことはなく、水の浸透はコントロールされて進んでいるこ

とがわかる o

Fig. 4 Changes of images of brown rice during soaking. 
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2 P31 
超並列型MRマイクロスコープを用いたヒト旺子

三次元撮像 (2)ー画像コントラスト最適化の研究ー

0小野真也、松田善正、半田晋也、巨瀬勝美、拝師智之市

(筑波大学物理工学系、(株)エム・アール・テクノロジ一つ

MR microscopy of a large human embryo collection (Kyoto collection) using a 

four-channel super-parallel MR microscope (2):Optimization of image contrasts 

S.Ono， Y.Matsuda， S.Handa， K.Kose， T.Haishi・
Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， MR Technology Inc.， 

It is very important to obtain good image contrasts among organs in 3D 1¥凪 microscopic

images of chemically fixed human embryos， because 3D image segmentations of organs will 

tremendously contribute to human embryology. To obtain good image con佐伯tsfor the human 

embryos， we measured distributions of T1 and T2 for a 19th Carnegie stage chemically fixed 

human embryo using 3D spin echo sequences: The results have shown that the T1 weighted 

3D spin echo sequence with TR = 100 ms and TE = 10 ms， which has been used for image 

acquisition of 19th and 21st human embryos， gives nearly optimum image contrasts between 

organs. 

1はじめに

本プロジェクト(京都 4000プロジェクト)では、取得されたデータを世界中の研究者に公開

し、ヒトの発生学の発展に寄与することを最終目標としている。ょっで3DMRマイクロスコ

ープ画像における組織聞の良好な画像コントラストを得ることは、大きな課題である。

さて、 MR画像における画像コントラストは、試料が固有に持つ内部パラメーター(スピン

密度、 Tl、T2など)と、撮像シーケンスが有する外部パラメーター(TR、TEなど)に複雑に依

存する。よって、良好な画像コントラストを得るためには、まず内部パラメーターを定量的

に計測し、その後に画像コントラスト/ノイズ比(CNR)が最適化されるように計測に使用す

る外部パラメーターを決定する必要がある。

本研究では、化学固定されたヒト脹子を対象とし、最適な画像コントラストを得るために

NMRパラメーターの計測を行なったので、その方法と結果を紹介する。

キーワード、:Tl計測、 T2計測

おのしんや、まつだよしまさ、はんだしんや、こせかつみ、はいしともゆき
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2.試料と MRマイクロスコープ撮像

撮像と解析に使用 Lた試料は、京都大学大学院医学研究科付属先天異常標本センター(セン

ター長:塩田浩平教授)より提供された、化学固定された 19ステージのヒ

ト脹子である 1)。この佐子を内径1O.5mm、外径 12mmのNMR試料管

に入れ、 10%ホルマリン溶液を満たした状態で、 4CHの超並列型 MR

マイクロスコープ 2)を使用し、 3Dスピンエコー法を用いて撮像した。

シーケンスの繰り返し時間(TR)とエコ一時間(TE)は、Tlの計測において

は、 TE= 10ms一定とし、 TR= 100ms、200ms、400ms、2000msと

変化させ、 T2の計測においては、 TR=2000ms一定とし、 TE= lOms、

20ms、40ms、60msとした。なお、画素数は 128x 128 x 256、画素サ

イズは(100μm)3である。Fig.l~こ、 TR = 100ms、TE= 10ms Fig.1 Mid sagittal image of a 19th stage 

の画像(正中断面像)を示す。 embry口.(TRバE= 100ms/10ms) 

3.30データを用いた町、もの計測

くスライスデータの取得〉

MRマイクロスコープ撮像で得られた 3Dデータは、画素あたりの SNRが低く、しかも、

ヒト佐子試料は、試料管の中で x、y、Z軸より任意の角度傾いており、このままのデータを

用いて町、 T2の算出を精度良く行なうのは困難であるため、以下の前処理を行なった。

まず、経子の正中断面(脊髄の中央断面と一致する面)像を精度良く求めるために、元画像

(128 x 128 x 256)を 3次元フーリエ変換し、そのフーリエ空間で、高周波領域にデータサイ

ズが 256x 256 x 512となるように Oを埋め、それを逆 3次元フーリエ変換することにより、

x、y、Z方向にそれぞれ精度良く補間された 256x 256 x 512画素の画像データを得た。そし

て、この画像データ告と正中断面が xz面(256X512画素の面)となるように 3次元回転させ、

正中断面に平行な多数の断層面を得た。

以上のようにして得られた正中断面復は、スライス厚方向に画素値を加算しでも解剖学的

構造のボケが比較的少ないと考えられるので、正中断面を中心に 3，-，...，9枚の画橡加算を行なっ

た。その画像を Fig.2に示す。

Fig.2 Variation of a mid sagittal image with accumulation of successive 

slices. Three slice accumul昌tion(le托).Five slice accumulation(middle). Nine 

slice accumulation(right) 
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く町、 T2マップの計算〉

Tlマップは、 TR1= 2000ms、TR2=lOOms、200ms、400msとし

ム 1-exp( -TR2 /宅入.. (1) 
12 1-exp( -TR1 /TJ 

の式を用いて算出した。 Tlマップを Fig.3に示す。

Tlの計算においては、 TRl→∞、 TR2̂"'-'Tlのときに、計測のノイズの影響が最も小さくな

ることが知られているが、 Tlは組織毎に異なるため、各組織毎に Tlマップ上の画素値の平均

値を画素値の標準偏差で除した CV値を用いて、 Tlマップの精度を評価した。その結果を

Tablelに示す。組織によって違いはあるが、 TR2= lOOmsの時のTlマップが、概ね良好な

CV1i直を与えた。

(c) (d) 

Fig.3 Images (a)， (b)， and (c) were calculated from 

images with TR1 :::: 2000ms， and TRz ::: 100ms， 

200ms， and 400ms， respectively. 

Table1 Variation口fmean and CV of T1 with TRz 

calculated for (a)liver， (b)spinal cord， (c)brain， 

and(d)tongue 

T2マップは、 TEl= lOms、TE2=20ms、40ms、60msとして

ム一宮xp(-TEz/ζ2.. - e(2)  
13 exp( -TEj /ζ) 

の式を用いて算出した。 T2マップの結果を Fig.4に示す。

T2マップの計測においても、どのような TEを使うかによって計測の精度が異なるため、

各組織毎の T2値の CV値を求めた。その結果を Table2に示す。

組織毎に最小の CV値を与える TEは異なることが明らかになった。
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Fig.4 Images (a)，(b)， and (c) were calculated from images 

with TE1=10ms， and TE2=20ms， 40ms， and 60ms， 
respectively 

4考察

(c) (d) 

Table2 Variation of mean and CV of T2 with TE2 

calculated for (a)liver， (b)spinal cord， (c)brain， 
and( d)tongu自.

前節の結果から分かるように、ヒト恒子の組織の Tlは 100ms前後、 T2は 30ms前後に分

布していた。よって、 TR=100msとし、引をできる限り短くした Tl強調シーケンスは、組

織間コントラストを得るためには、ほぼ最良のシーケンスであると思われる。これは、実験

的に求めた我々の結果とよく一致しており、現在、本プロジェクトで使用しているパルスシ

ーケンス(TR庁E= 100ms/lOms)の妥当性を裏付けるものである。

5.むすび

ヒト恒子を対象とした Tlマップと T2マップを計測する手法を開発し、 19ステージの試料

に対して計算を行なった。その結果、現在本フ。ロジェクトで使用しているパルスシーケンス

は、保存液を飽和させる点ばかりでなく、組織聞の画像コントラストを得る上でも最適に近

いものであることが判明した。今後は新しい画像コントラストを与える拡散係数のマッピン

グ等も行なう予定である。
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2 P32 
3テスラMRI装置を用いた音楽勝機能E綾の援綾と音楽足首活システムの廟箔

(国立循環器病センター研究所・放射線医学部側ビーエフ研究所 2)

0飯田秀博 1)、林拓也 1)、豊雅子 1)、栗栖麗 1)、染谷芳明 2)、

松井美詠子2)、津田徹 2)

Development of a music stimulation system for functional MRI during mu.sic perception 
with 3 Tesla MRI: 
Hidehiro Iida1. 'l'akuya Hayashil. Masako Toyol. Rei Kurisu1• Yoshiaki Someya2• Emiko 
Matsui2• Tohru Sawada2. 

lD，ξpa1'tmellt of Illve8tigative RadioJogy. Re8eaJ'ch IJ18titute.. NatiollaJ Cal泊;ovascuJal'
Cr;mtel' 
2BF Reseal'ch !Jlstitute. Illc. 

A system that generates music stimuli and records performance of the perception has 
been developed， which can be of use under functional MRI study with 3T MRI scanner. 
This sys総mconsists of a Macintosh computer-based MIDI 'controlling program (Digital 
Performer 3)， an audio system including-a 3'Tesla guaranteed head'phone set. and a 
switch recording unit including non'metallight'guide'operated switches. This system has 
been confirmed not to generatβartifacts in the EPI images during the scan. and could be 
used for evaluating a performance of the music perception such as the reaction time and 
accuracy of the perception. 

背景
音楽の認知、特に時間情報の認知の脳内機能局在に関じてはまだ充分解明がされていない。

脳損傷患者を対象とした研究では、左半球の関与を示唆するものが多く、例えば Mavlovら
(1980)は、左頭頂後部領域損傷例において感覚モダリティーに関係なく、リズムパターンの弁
別及び再生の障害を認めた。また、 Peretzら(1985)は、左半球損傷例にリズム知覚の障害を認
めた。しかし、脳損傷患者を対象とする研究では、右半球の関与を示唆する報告もあり、いず
れも対象数が少数例であること、また損傷部位が広範囲であること、さらに利き手の個人差な
どの理由により一般化が困難であった。一方 Platelet al.ら(1997)は、 functionalPETを
用いたピアノ音列の異同検出の賦活パラダイムにおいて、時間刺激の符号佑および検索処理に
は、感覚連合野および前頭葉腹外側部、特に左ブローカ一野前部と島の関与を示唆している。
また音色の認知には右下前頭回、右中心前回、左模前部、左中後頭回の関与を、音列の親和性
の認知には左下前頭回、左上側頭回の関与を、さらに音程の認知には左捜部と左模前部の関与
を示唆している。しかし、ファンク所なる PETの時閥解像度は、音楽フレーズの知覚を検討す
るには不十分であり、さらに彼らの報告をはじめとする先行研究では、 7つの音の信号列を一
定音量で発生させたモ}ルス信号的な刺激に限られる故に、通常の「音楽」に対する認知機能
とは異なる可能性が考えられる。

ファンクショナル MRI(f MRI)は、 PETよりも高い時間分解能および空間解像度を有し、
この点からは音楽知覚認知の研究に適していると考えられる。音楽性の高いフレーズを刺激パ
ラダイムと利用することで、その機能プロセスの解明が期待される。しかし MRIの発生するノ
イズと、高磁場中の検査故に、音楽認知に関わる高次機能の研究に応用するには課題が残る。
また、音刺激を実現するための音響装置、および課題遂行をモニタするための付随装置に磁性
体を使うことはできない。本研究では、高いレベルの音楽的な音列(フレーズ)に対する知覚
認知時の脳内血流分布の変化を観察できるような、刺激システムを開発した。本装置は、高磁
場中で良好な音質で音楽フレーズ刺激を提供するだけでなく、被験者が課題実施した際のパフ
ォーマンス(正答率および反応時間)をモニターするためのスイッチ動作を記録する機能をも
たせることとした。音楽構成要素(リズム、ピッチ、音色、音量)の認知機構と機能部位を、
fMRIにより特定する実験に応用し、本システムの妥当性を評価する。

方法
本システムでは、音楽フレーズを Macintosh(iBook)上の MIDIシーケンサープログラム

(Digit'al Performer3)にて記録し再生させる。この時、音色はあらかじめサンプルした音色
をディスク上に記録させておき、これをシーケンサープログラムがフレーズとして再生させる。
また課題説明のためのナレーションもあらかじめデジタルデータ (MP3フォーマット)として

キーワード
ファンクショナル MRI、音楽脳機能、 MIDI

いいだひでひろ、はやしたくや、とよまさこ、くりすれい、そめやよしあき、まついえみこ、
さわだとおる
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サンプルしておき、シーケンサプログラムによって再生する。再生させた音(フレーズおよび
ナレーション)は USBインターフェース (EdirolAudio CaptureUA-3)を介してオーディオミ
キサーに出力し、アンプに接続する。超高磁場対応ヘッドフォンセット(目立アドバンストシ
ステムズ株式会社 MRI用非磁性ヘッドホーン)はアンプに接続する。

被験者の課題遂行をモニターするために、被験者のスイッチ操作システムを構築した。非
接触型光ファーパー装置(キーエンス社FS-V21、FS-V22、FU-35Z、MS
-H50)を利用し、スイッチを制作した。この出力 (OnOff)を MIDI信号に変換し、この
動作を上記 Macin七osh上の MIDIシーケンサープログラムでモニター記録した。後の解析によ
る課題の達成率および反応時間のモニターを可能にした

本システムの妥当性を確認するために、 10名の健常者(職業演奏家8名 (35-45歳、男
性 2名、女性6名)および非音楽家2名 (40-47歳男性))に本システムを利用して fMRI検
査を実施した。使用した MRI装置は GE社製 Signa3Tである。

刺激フレーズには、 Platelら(1997)の選択的注意の方法を採用し、ベアーとなるフレーズ
の異同検出を行った。先行研究よりも良好な音質と音楽性を高めたフレーズの作製に努め、 l
フレーズの音数は 11士l音、音域は 15度まで広げ、音価も変イIJ(ベロシティー値:45-120) 
させた。それぞれのフレーズベアーは、リズム、ピッチ、音色、音量に関する変化を複数含み、
それぞれの要素に注意を向けながら異同判断し、手元のスイッチを押す課題とした。なお、こ
のフレーズ課題は、別の被験者群 (42名)に対する事前調査より、正答率 80%になるように調
整した。さらに、 MRIのノイズを軽減する目的で、すべてのフレーズに対して違和感を感じな
いような同ーの和音 (GB b C E b F)を、実験を通じて提示した。 1セッションのMRI検
査中に 96ベアのフレーズを拝聴し、この聞に注意課題をそれぞれ 2回、疑似乱数イじした順番
で提示し、これを3セッション繰り返した。 MRI検査の事前および事後にアンケート法によ
る課題の方略の調査の際に、背景に聞こえる MRIノイズが課題に与えた影響、提供したフレー
ズ自身の音楽性(音質および全体的な印象)を調査した。

結果
10例の全例において、 T1→1RI画像およびEPI画像に、ヘッドフォンおよびスイッチユニ

ット由来のアーチファクトは認めなかった。全例 fMRI画像収集と同時にスイッチ課題の記録
(正答率および反応時間)が実施できた。また全例が課題に集中できたと答え、 10例中の 9

例において、本システムにおいて MRIのノイズは気にならないとのアンケート結果であった。
特に音色および音の強弱については、詳細な変イじの認知が可能であった。 MRI由来のノイズが
気になった 1例は、顕著な絶対音感を有する音楽家であり、 EPI傾斜磁場の発生するノイズが
西洋音階に存在しない音階であったためだと答えた。課題に利用した音楽フレーズは、全例が
高い音楽性を有するものであることを認めた(音楽家の場合自身の即興演奏に利用したいフレ
ーズであるなど)。

Fig. 1. The music stimulation- and 
perception-monitoring system for 3T fMRI 
experiment. The system consists of a 
mackintosh computer installed with MIDI 
sequencer program (Digital Performer-3)， 
headphone audio-unit， and light-guide 
operated switching device. 
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2 P33 
13c固体 NMRにおける XiXパルス系列を用いた

Recouplingの試み

(バリアンテクノロジーズジャパンヘ東京農工大 Z)
O芦田淳人中津靖元 2、亀田恒徳 2、朝倉哲郎 2

An Application of the XiX Scheme for 13C Solid State NMR 11 : 

lH/13C Heteronuclear Recoupling. 

Jun Ashid~1 ， Yasumoto Nakazawa2， Tsunenori Kameda2， and Tetsuo Asakura2 

Varian Technologies Japan Ltd.¥ Tokyo University of Agriculture and Technologl 

For 13C solid state NMR， it is very important how to handle hetero-and homonuclear 

dipolar interaction. Many lH decoupling puls巴 techniqueshave b巴巴ndeveloped to 

decrease lH_13C heteronuclear dipolar interaction in order to obtain high resolution 

13C spectra. On th巴 otherhand， also a lot of recoupling pulses have been developed 

in order to obtain structural information. XiX (X inverse-X) decoupling provided by 

Detken et al. is one of the most robust decoupling .scheme. The interesting character 

of XiX scheme is that we can select decouple/recouple by changing the pulse length tp. 

In this work， we present some recoupling feature of XiX scheme by selection of tp = tr 
(tr : rotor spinning period) condition. 

[緒言)

固体 NMRにおいては、異種核問および同種核問の双極子相互作用をどのよ

うに取り扱うかということは重要な問題である。特に 13C固体 NMRにおいては、

高分解能スペクトルを得るためには邪魔者扱いされる一方で、核開距離を求め

たりする場合には重宝がられている。

昨年 Detkenらは新しい lHdecoupling schemeとして XiXパルス(Xinv巴rse-X)

を提唱している [1，2]。昨年の本討論会で、筆者も XiXdecouplingと試料の運動

性との関連について考察を行った[3]。今年は、 XiXパルスを decouplingだけで

はなく recouplingにおいても有用であることを示す。

[実験]

NMR測定は、 VarianUNITY1NOJ-う4400MHzおよび、 Varian/Chemagnetics

Infinity 400MHzで行った。プローブは、主に 3.2mmT3 HX MASプロープを用

いた。試料は[1，2-13C]グリシンを用いた。

XiXパjレス、 固イ本 NMR、DARR 

あしだ じゅん、なかざわやすもと、かめだっねのり、あさくら てつお
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[結果と考察]

XiX schem巴では、パルス幅 tp=nX1/2Xtr (trは試料回転周期、 nは整数)

の条件では CWと比較して lH_13C聞の recouplingが起き、その間の条件のゅで

は decouplingが起こることがわかっている(昨年の本討論会要旨集 P125) 。

竹腰らは、 lHCW  decouplingを用いた13C_13Crecoupling手法としてDARR

CDipolar-Assisted Rotational Resonance)を発表している[4，5]。そこで、 DARRの

混合時間に照射するパルスにCWとXiXCtp=trの条件)を用いた場合での比較を

行 った。c:0.7 I~ 

図 1に[1，2-13C]グリシンを用いた 3::[1¥ー ~ no irradiation 
1D-DARRの測定結果を示す。この測 t o.~ J "XiX\~二ー~
定では、 cαのシグナルを選択的に 180 き0.3出 / ーー ι ー・

度反転させた後で混合時間をおいて AE 
磁化移動が起こる過程を観測してい E O 

る。 RotaryResonance条件(試料回転

速度ニlHRF強度=22kHz) では、 XiX

と CWではほぼ同程度の磁化移動が

起こっていることがわかった。

図 2に、 CWおよび XiXパルスを

用いた場合のスピン拡散の大きさの

lH RF強度依存性を示す。完全な

Rotary Resonance条件下(試料回転速

度=lHRF強度=22kHz) では XiXも

CW もほとんど差がないが、 Rotary

Resonance条件から大きくずれた場合

には、 XiXを用いた場合の方がより

recoup1ingの効果があることがわかっ

た。特に照射する lHRF強度が低いと

きに XiXの方が若干ではあるが磁

化移動効率が高いということは、プ

ローブを放電から守るためには重

要なことである。

このように、 XiXパルスはパル

ス幅 tpを変えることで、 d巴coupling

o 100 200 300 400 500 

Mixing time(ms) 

Fig.1 Dependence of the normalized 
difference magnetization， 
<Mc守Q-Mcα>(tmix)/<Mc=o-Mcα>(0) for 
[1，2-〓C]glycineat 22kHz sample spinning 
speed on the mixing time. 1H RF-field 
strength for CW and XiX schems is 22kHz. 
tp=tr was used for XiX . 

. ，g 0.7 

~ 0.6 
.~ 0.5ト./' No irradiation、.'
ii 0.4ドー…

t O?l ，XiX 
40.z「ト./ /CW 

主 o 1'-_--'-一一

， ， 

o 10 20 30 40 50 60 

'H RF field(kHz) 

Fig.2 Dependence of the normalized 
difference magnetization， for [1，2YC]glycine 
at 22kHz sample spinning speed on the 'H 
rf-field intensity. The rigid line shows XiX 
scheme， and the dotted line shows CW scheme 
during mixing time. 

にも recouplingにも利用できる便利なパルスであることが示された。
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2 P34 
国体高分解能 13C-NMR観測による lH聞距離の定量的解析

及ぴ局所構造解析への応用

(阪大蛋白研 l、都立大院理吟

0高橋大樹 l、藤原敏道 1、甲斐荘正恒2、阿久津秀雄 1

lH-lH distance measurements through high-resolution solid-state 13C-NMR姐 d

its application to the local structure analysis 

Hiroki Takahashi1， Toshimichi Fujiwara1， Masatsune Kainosho2 

arid Hideo Akutsu1 

l[nstitute for Protein Research， Osaka Universi砂
2Graduate 8chool of Science，おかoMetropolitan Universi砂

The measurement of lH_1H distances is a useful method to characterize molecular structures. A 
13C・detectedsolid-state NMR experiment for quantitatively determining the lH_1H distances under 
MAS conditions is demonstrated. The mechanism of the magnetization transfer between two protons 
in a lH_13じ 13C_1Hmoiety of an organic molecule is revealed based on the average Hamiltonian 
theory. The 13C_1H dipolar interactions reintroduce lH_1H dipolar interactions during the lH_1H 
magnetization transfer period. The pulse sequence for this experiment was applied to uniforrnly ['3C， 
15N]・labeledvaline， stereo-array isotope labeled (SAILed) valine and adenosine. The obtained 
distances of 2.5 A for Ha_Hs and 3.0 A for Ha_W1 allowed the distinction between conformers of 
valine. Increase of the signal intensity was seen for SAILed valine. C3' -endo and anti conformation of 
adenosine was determined by the distance constraints. This method can be extended to 2D NMR for 
protein structures determination. 

11序ρ

溶液状態ではNOESY法で得られるような世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聞距離情報は立体構造情報を持たないのに対し、世間距離では二面角のような

構造情報を与える。国体 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

lH聞の距離を決めるのは難しく、現在はドメイン聞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 1。本研究では 13C標識した固体について 2D-NOESY法と同様な 1H間

距離情報を得る方法を開発した。高いスベクトル分解能を得るため 1H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 1H-1H双極子相互作用を理論的に検討した。昨年

の発表ではその理論に基づき 13C均一標識パリンの H九 Hs間距離を解析した。今回はさらに

長い距離の測定として Ha-HY間距離解析を行い、応用として 13C均一標識アデノシンの立体

配座を決定した。また、重水素化を選択的に行った SAIL(stereo-array isotope labeled)パリンに

ついても磁佑移動効率の向上を検討した。

11理論11

高速 MAS条件下で 4スピン系/1_81_82
_[2に働く双極子相互作用をゼロ次の平均ハミ

ルトニアンで近似すると下記のように表される。

キーワード:固体NMR、MAS、世間距離測定、 lH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、 かいのしようまさつね、 あくつひでお

-300ー



牙鉛=末広RA法1
2
(t)[I lz 12Z伊之叫2(t) +刷れ(t)}]dt

こ九九(t)=j;2bw凡 -A3252川 dt'

)
 

句
aa-

-

)
 

nソ
白(

 
I は也を S は 13C を表し、 Aw~/2 は核問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。また、 τRは試料回転の周期を、 Itfxはゼロ量子スピン演算子の x成分であ

る。 (1)式より、ば立(t)と 九(t)の時間依存性が干渉するため、 13C_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。
lH-1H磁化移動に対する 13C_1H双極子相互作用およびlH間化学シフト差の効果を図 1に示

す。 13Cをデカップルし 13C_1H双極子相E作用を取り除くと短い混合時間の闘ではほとんど

磁化移動が起こらない。これは昨年の発表で実験でも確かめられた。したがって、 lH-1H 閤

磁化移動の計算においては lH-1Hの2スピン系だけではなく、 13Cも考慮した多スピン系を考

える必要がある。

0.6 

0.5 

0.4 

=e 0.3 

0.2 

0.1 

1H F可ヰ刷ng

~ ，，1t 
村司
1.. 

0.1 0.2 0.3 
MlxlngTlm・1m.Figure 1. Magnetization transfer between two 

protons calculated on four-spin system 
lH_13C_13C_1H.τ'he 10.且gitudinal axis is 
normalized by the initial ma胆etiz耳tionvalue. 
Circles and crosses represent the caIculations with 
decouplingand without de∞upling， respectively. 
Solid and dotted lines indicate the chemical shift 
di笹erencesof 0 kHZ and 1.3 kHz， respectively. 

日C M八F古川町^^
0.4 

Figure 2. Pulse sequence used for the lD lH.lH 
magnetization transfer experiment with 13C detection 

under MAS. The initial 13Cαmagnetization is selectively 
prepared by the Gaussian pulse. The thick and thin dark 

pulses represent 90
0 

and 54.7
0 

pulses， respectively. 
TPPM: two pulse phase modulation decoupling， 
LG-CP: Lee-Goldburg cross polarizaもion.

11方法11

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 α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九LG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
0 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-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，lsN]・しValHCl、u-C3C，lsN]-SAILedレValHClと

U_[13C， 15N]-adenos泊e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、多

スピン系における時間発展を計算した。アミノ基とメチル基はそれぞれ3つの lHを有するが、

回転の重心に仮想的な lHをlつ置き、代表させた。
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匂吉果"
パリンの Hα→Hs、日α

→w1間磁化移動の実験およびシミュレーション結果を図 3に示す。

短い接触時閣のLG-CPにおいては双極子結合の強さの違いから、CHでは80凶、CH3では 160μs

の接触時闘が効率がよい。そのため、び→Hαの磁化移動過程で、ある 1回目の LG-CPの接触時

間を 80μs、Hs/Y→d/Yで、ある 2回目の LG-CPの接触時間を 160μsに設定した。実験における磁

化移動はゴーシユ配座 (Hにぜ間距離:2.5A、Hα-w1間距離 :3.0A)に対する数値計算で得

られた磁化移動の結果と短い混合時間では一致している。ここで、ぽへの磁化移動計算には
H凡cα(-Hα〉ーCs(_Hs)(_W1)(_H勺のスピン系を、 wへの計算には cα(-Hα)ーCs(_Hs)ーCY-W3のスピ

ン系を考えた。重水素化されていない試料では lH一世双極子相E作用が複雑なネットワーク

を形成している。また、 13Cフルラベルの系では理論で見たように 13C)H双極子相互作用が

lH_1H間磁佑移動に大きく影響を及ぼしている。そのため、シミュレーションにはこのよう

な多スピン系を考慮する必要がある。
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Hα-Hs Hα-w 
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0.2 
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Figure 3. The mixing time depend叩 ceof the Ir' -W (left)姐 dIr' -H" (rigbt) ma伊 etizatio且 transferobtained
byexperime凶s(circles) and simulations (lines). Lines represent the ma伊 etizationtransfer for cis， gauche and 
trans conformations (left) and Ir'-H" at the distance of3.0 and 4.1 A (rigbt)・
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Figure 4. 2D 13C_NMR spectra of fully 13C labeled valine (left) and SAILed valine (rigbt) obtained with the 
ma伊 etizationtransfer experiments. The sample spinning frequency and the proton mixing time are 12.5 kHZ 
and 160μs， respectivel y.τ'he first LG-CP contact time was adjusted to 80μs， the optimal value for αposition. 
The se∞ndLG司 CPcontact times were switched to 160μs for valine and 240μs for SAILed valine to enlarge 
the si胆alsofCY. 
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しかしながら、多スピン系の磁化移動ではその機構が複雑となり、スベクトルの分解能も

悪くなる。したがって、也密度が高いところでは重水素化を行い、スピン系を単純にするこ

とが望ましい。我々は重水素化された試料として SAILedvalineを用いた。 SAILedvalineはパ
リンの 2つのメチル基が 13cy1HD2と13cr2D3によって置き換えられている。図 2のパルス系列

を適用した valineとSAILedvalineのスベクトルを図4に示す。 SAILedvalineではより単純な

スペクトルとなっており、対角・突差ピーク強度とも大きくなっている。

次に、この方法の応用として 13C均一標識されたアデノシンの立体配座の決定を行った。 X

線回折の研究からリボース環はC2'-endoあるいはC3'-endoのコンフォメーションが知られて

いる。それぞれのコンフォメーションは H1'-H2'とH3'-H4'の距離で決定できる。また、リボ

ースに対する塩基の配向は H1'-H8とH5'-H8の距離で決定できる。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 tj展開期にしたパルス系列を用いて 2D-NMRを測

定したのが図5である。クロスピーク強度から H1'-H2'間距離は H3'-H4'聞距離より短いため、

コンブォメーシヨンは C3'-endoであると決定できた。また、 H5'-H8のクロスピークが観測

されて H1'-H8のクロスピークが観測されていないことから、アンチ型の立体配座を取って

いることがわかった。これらの結果は中性子線回折で得られている結果と一致している。ま

た、 H1'-H2¥H3'-H4'間距離はそれぞれ2.7，3.0Aであり、この 2D・NMR実験ではこれらの

距離の違いが区別された。

b 

....--r寸+-t

R::l;; 
~~ 
等ど

140 120 1ω80 

13c白 .emica1晶iCt/ppm

グ考察ρ

adjusted to 80μs. Chemical 
sh.ifts are relative 刀

hexamethylbenzene at 17.17 
ppm. The che.出calshifts of 
the labeled adenosine are as 
follows: C1' (92.6)，α'(75.4)， 
C3'σ1.5)， C4'(邸.1)，
C5'(63.2)， C2(154.8) and 
C8(138.1Y. 

今回の実験ではパリンの Hαからげ、 w1の距離それぞれ 2.5A、3.0Aを定量的に求めるこ

とができた。これは隣接 13C も考慮した適切なスピン系を考えたからである。図 4では

Ha-W2(4.1A)のクロスピークも観測されており、 4.0-5.0Aといった長距離の相関も測定でき

る。長距離の情報を定量的に解析するには lH密度を低くする必要があるが、そのためには

SAILアミノ酸などのような立体選択的に重水素化された試料が有効となってくる。また、ア

デノシンの測定で示されたように、 2DNMR実験を行うことで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の距離測定に適用することが

できる。

参考文献
1.K. Schmidt-Rohr and H. W. Spiess，“Multidimensional Solid-State NMR and Polymers，" 

Acadenuc Press， New York (1994) 
2. B.-J van Rossum， et al， J. Am. Chem. Soc. 122， 3465-3472 (2000) 
3. T. Fujiwara， et al， J. Am. Chem. Soc. 117， 11351-11352 (1995) 
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2 P3ラ
固体 NMRによる遺伝子相同組換えタンパク質 RecAのDNA認識

ダイナミクスの研究

(理化学研究所ゲノム科学総合研究センターl、横浜市立大学大学院

総合理学研究科 2、理化学研究所遺伝生化学 3)

0畑中稔 l、本多賢吉2、伊藤隆 2人柴田武彦 2.3、山崎俊夫 l

Dynamics studies on DNA recognition of homologous genetic recombination protein RecA by solid-state 
NMR 

(Genomic Sciences Centerl
; Graduate School ofIntegrated Scicnce， Yokohama City Universitl; CeI1ular and 

Molecular Biology Laboratory， RIKEN3) 
OMinoru Hatanakal， Masayoshi Honda2， Yutaka It02.3， Takehiko Shibata2ぺToshioYamazakil 

RecA protein is essential to homologous gcnetic recombination and DNA rcpair. Thc molecular structure of RecA 
has been determined by XィaycrystaI10graphy in 1992: However the structure of two loop rcgions of the protcin 
have not yet determincd， which are thought ωbe DNA binding sites. In our rescarch we prepared RecA(F203W) 
mutant protein to investigate interaction between the loop regions and DNA using soIid-state NMR. SIight change 
of peak position in 15N-CPMAS spectra was observed and wc are now chccking whether the peak shi丘edis 
derived仕omthe Trp203 or not. 3Ip_CPMAS mcasurcments showed a broad envelopc featuring sev巴ralpcaks upon 
binding of RecA to DNA while there is no peak in hydrated free DNA. This may support that DNA moleeule is 
immobiIized by RecA and the variation of chemical shift occurs due to thc speeific binding ofthe DNA. 

【序】遺伝子相同組換えタンパク質 RecAとその頼似タンパク質は真正細菌から真核生物ま

で普遍に侮在し、 DNAの組換え、修復に重要である。大腸菌由来の RecAの構造は 1992年

にStoryらによるX線結品機造解析により決定されたが、最初に結合する sing!e-strandDNA 

(ssDNA)の結合領域と考えられている 2本のループ(L1， L2ループ)は低電子密度のために

現在も明かになっていない。その原因としてはループの運動性が考えられている。これまで

にループが DNAの結合領域であることを示す実験が数多く行われてきたが、原子レベルで

RecA-DNAの結合様式およびそのダイナミクスを議論するには至っていない。溶液 NMRは

原子レベルでそれらの知見を与えることができるが、 RecAが比較的低濃度でフィラメントを

形成するためその力を発揮することができない。そこで本研究では、フィラメントのような

タンパク質複合体においても実験が可能な固体 NMRを用いることで、 RecAと DNAの結合

状態、さらにはダイナミクスを明らかにすることを試みた。

【実験】本研究では特に DNAと RecAの L2ループの結合を調べるため L2ループの 203番

目のフェニルアラニンをトリプトファンで部位特異的アミノ酸置換した RecA(F203W)を用い

た。大腸菌由来の野生型 RecA(WT)は Trp残基を 2個しか持たず、それらはループ領域に存

在しないので、 RecA(F203W)と RecA(WT)のi'l'MR スペクトルを比較することで L2ループ

の構造と運動を議論することができる。15N-CPMASの測定のためにトリプトファンのindole-

窒素とアミド窒素を 15N で同位体標識した試料、 [1!iN'2JTrp-RecA(WT)、[15N2]Trp-

RecA(F203W)を調製した。また ssDN'A として RecAに対する親和性が高い Po!y(dT)を用い

た。 NMR測定試料は約 25mgの凍結乾燥した RecAを 10μLのグリセロールを加えた 20mM

Tris-HC!緩衝溶液で水和した後 4ゅのローターに封入した。 15N-CPMAS、31P-CPMAS、31p_

1pulseスペクトルの測定は ChemagneticsCMX lilfinity 400を用いて行った。

キーワード:ffiiI体NMR、RecA、 DNA結合タンパク質‘ 15N-CPMAS、τ'ryptophan

はたなかみのる、ほんだ まさよし、いとう ゆたか、しばたたけひこ、やまざき としお
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【結果&考察】まず最初に、 RecA(F203W)と Poly(dT)の結合前後の 15N-CPMASスペ

クトルを測定した。 Malkovらの Photocross-linkの実験からは Phe203と ssDNAが近接

していることが示されており、 Trp203と Poly(dT)の相互作用によるスベクトル変化が期待

された。その結果、 15N-CPMASスペクトル上に indole-15N のケミカルシフト領域に小さ

な変化が観測された。このピークが Trp203に由来するものであるかどうかは、現在更なる

実験を行い検証している。興味深い結果としては、RecAとssDNAの相互作用を 31P-CPMAS

から検出することができた。 Poly(dT)が freeの状態では図 l-aのようにシャープな一本の

ピークが検出されるだけであるが、 RecAに結合することで図 l-bのように微細構造を持っ

たブロードなスペクトルが現れた。仮に DNAが RecAにランダムに結合するのであれば、

微細構造を持たないブロードなピークとして検出されるはずであるが、微細構造が現れたこ

とは Poly(dT)が RecAと特異的に結合していることを示唆していると考えられる。また、

Poly(d百を RecAと同様の緩衝溶液で水和したところ 31P-CPMASではシグナルが観測され

なかった。このことは水和状態に置かれた freeな Poly(dT)は早い運動を行っているために

lHから :llpへの CrossPolarizationが十分行われないために生じたと考えられる。これら

のことから RecAの結合は Poly(dT)の運動を制限していることが示されたことになる。ま

た、 CrossPolarizationなしで観測核 31pを直接π/2パルスで励起したスペクトルは早い運

動を行う部位のシグナルを検出することで知られているが、この測定からは水和状態での

Poly(dT)のシグナルを検出することことができた(図 l-c)。同様の測定を RecA-Poly(dT)

複合体について行う(図 l-d) と、弱いながらも特異的な結合を示す微細構造を持つスペク

トルがここでも得られた。 DNAが RecAと結合することにより DNAの自由度が抑えられ

ることは Selmaneらの RecA(F203W)を用いた蛍光測定で、結合により Trp203の蛍光強

度が増加することや、蛍光ラベルされた DNA塩基からの蛍光 anisotropyが増加すること

からも示されており、今回の結果はそれらと一致する。また、微細構造を示すスベクトルは

更にそれらの結合が特異的なものであることを示唆し、具体的な特異性を明かにすることは

今後の課題である。

(a) Dried Poly(dT) 

『

20 

y 

10 

31p Chemical Shift (ppm) 

【参考文献】

(c) Hydrated Poly(dT) 

訓 PChemical Shift (ppm) 

R. M. Story et al.， Nature 355， 318-325 (1992). 

V. A. Malkov et al.， 1. Biol. Chem. 270， 30230-30233 (1995). 

T. Selmane et al.， FEBS Letters 446， 30-34 (1999). 
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Fig. 1. (a) 31p_CPMAS 
spectrum of dried 
Poly(dT) and (b) of 
RccA-Poly(dT) 
hydratcd by 20mM 
Tris-HCI buffer. 
(c) 31P_Onc pulse 
spccむumof hydrated 
Poly(dT) and (d) of 
RecA-poly(dT). 80th 
(c) and (d) samplcs 
wcrc hydrated with 
20mM Tris-HCI 
buffer. AII expcriments 
were pcrfOlmcd with 
10kHz of rotor 
frcquency 



2 P36 
13CのT1およびT1pに反映される凍結乾燥製剤の分子運動の実体は何か

(国立衛研) 0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

The origin of molecular motion of freeze-dried formulations as determined by 13C Tl and Tlp 

(National Institute ofHealth Sciences) S. Yoshioka， Y. Aso， S. Kojima 

The correlation time 'tc of main chain carbon in lyophilized dextran， isomalto.triose， 

poly(vinylpyrrolidone)， and poly(hydroxyethyl asparagine) was calculated from observed 

values ofTlp， and compared with the structural relaxation time and dielectric relaxation 

time. The temperature dependence of the calculated τc was similar to that of the dielectric 

relaxation time related to a MaxeU-Wagner like process. Furthermore， Tlp values 

calculated from the spectral density of main chain carbon (that was calculated based on 

dielectric relaxation spectra) were coincident with the experimentally observed values. 

These findings suggest that changes in molecular motion on the time scale of 100s order 

associated with glass transition are reflected on changes in Tlp， which is known to reflect 

molecular motions of 10kHz order most effectively. 

【目的}凍結乾燥製剤などの非晶質状態の成分を含有する製剤は、ガラス転移温度σd付近に

おいて分子運動性が著しく変化し、製剤の品質の安定性に大きな影響を与えることが知られ

ている。その分子運動性の変化は、 lHや 13CのT1および T1pに反映され、それらを指標とし

て評価できることを前固までに報告した。製剤の品質変化を引き起こす分子運動は、九付近

で 100秒オーダーの周期の遅い運動であり、 MHzあるいは 10kHzオーダーの分子運動を効率

的に測定する T1あるいは T1pには反映されにくい運動であると考えられるにも係らず、種々

の高分子添加剤を含有する凍結乾燥製剤について、 Tg付近における運動性の変化が T1あるい

はT1pによって観察されている。今回、 T1およびT1pの変化が、凍結乾燥製剤のどのような分

子運動の変化を反映しているのか、分子運動の実体を明らかにすることを目的として、凍結

乾燥したデキストラン、イソマルトトリオース(IM可、ボリビニルピロリドンσVP)およびポ

リヒドロキシエチルアスパラギン酸伊HEA)について、主鎖の 13Cの T1pから計算される相関

時間τcを比熱に基づく構造緩和時間および誘電緩和時間と比較し、 T1pに反映される分子運動

の実体を考察した。

【実験】デキストラン(40均、 IMT、PVP(邸 0)およびPHEAの溶液 (2.5%w/w)を凍結乾燥

し、水分含量を調節後、デキストラン、 IMTおよびPVPのメチン炭素、およびPHEAのα炭

素の T1pを固体高分解能 13C_NMR(Varian)を用いて測定した(5--65.C、57ガウスのスピンロ

ッキング磁場)。さらに、 -20--200.Cの温度領域において、高分子の誘電緩和時間を 0.01'" 

100，000 Hzで測定した(TA)。

ガラス転移温度、凍結乾燥製剤、分子運動、緩和時間

よしおかすみえ、あそゆきお、こじましげお
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【結果および考察】デキストラン、 IMT、PVPおよび PHEAのいずれの凍結乾燥品において

も、主鎖の炭素の T1pfまTgより約 20.C低い温度付近から温度の上昇とともに減少しはじめ、

九付近で、は著しい減少を示した。デキストランおよびIMTの凍結乾燥品について、観察され

たT1pの極小値の値を用いて相関時問、を計算した結果、誘電緩和によって測定された

Maxell-Wagn巴r様プロセスの平均緩和 0.8 

時間とほぼ同じオーダーの値を示した。

そこでさらに IMTについて、 T1pが

Maxell-Wagner様プロセスと同様のス

ケールの運動を反映していると仮定し、 ミω0.4

誘電緩和スベクトルに基づいて 13Cの

スベクトル密度を計算した。すなわち、

Fig.1に示すように、誘電緩和スベクト

ルを(1)式にしたがって 3つのτを仮定

して解析し、得られた 3つのτとそれぞ

れの比率 fを用いて(2)式に従ってスペ Fig.1. Dielectric relaxation spectrum of Iyophilized IMT 

クトル密度 J(ω)を計算した。 at1200C 

Tg (120.C)を挟んだ温度領域における

J(ω)の計算値を Fig.2に示す。 Tg(120.C) 

では 10kHzにおける J(ω)は10，7オーダー

の値を示した。

“よ L1e.ωτ2
e" ラ一一一ι"

針 1+ωτa

JCω)=すJL(2)
針 1+4ωτiー

さらに J(ω)の計算値およびT1pの極小

値を用いて (3)式に従って T1pを計算し

た結果、実測値に近い値が得られた。

1+4 ヲ z
7=M(ω)= 1:4an-ιJCω) (3) 
~1ρ ~lp向in)'" c 

ここで、 ω2τC2=05と仮定した。
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Fig.2. Spectral density of IMT methine carbon at 

various temperatures 
以上の結果から、T1pに反映された分

子運動は、 Maxell-Wagner様プロセスと同様のスケールの運動であると考えられた。さらに、

Maxell-Wagner様プロセスの平均誘電緩和時間は、 Tgより約 20.C低い温度付近から温度の上

昇にともなう変イじが大きくなりはじめ、 Tg付近で著しく減少したが、これは主鎖の炭素の T1ρ

から計算したτeの温度依存性とほぼ一致している。この結果からも、 T1pfま10kHzオーダーの

分子運動を効率的に測定するにも係らず、 Tg付近で大きな変イじを示す Maxell-Wagner様プロ

セスと同様の運動を反映することが裏付けられた。したがって、 T1pを指標としても、品質変

化に関連した分子運動を観察できることが明らかになった。

月
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2 P37 13c核磁気緩和によるポリ夕、.ルタミン誘導体のセグメント運動の解析

(北大院工) 0内野新一、平沖敏文、堤耀廃

lJC NMR Relaxatioll Study of Segmelltal Motioll 

of Poly Gultamille Derivative ill Aqueous SOlUtiOll 

S. Uchino， T. Hiraoki and A. TsutsUll1i 

Departmem of Applied Physics. Graduate School of Engineering. Hokkaido University 

For出ebackbone Cαofpoly (N仁hydroxye出ylL-glutall1ine) (PHEG) in aqueous solution， Uc spin-

lattice relaxation till1e (T1) and the nuclear Overhauser enhancell1ent (NOE) were ll1己asuredat six res-

onance ti:equenci己s(ωc/2π) ranging froll1 15 to 150 MHz and at 100 MHz， respectively， at the tem-

peratures froll1 20 to 90 oc. The well superposed ll1aster curve log.(Tl/ωc) against log(ωCaT) was ob-

tained over the double-digit frequency range， aT being the shift factor with由eactivation energy of29.6 

kJ1l101-1 by till1e-tell1p巴raturereducibility. The confonnational transition characterizing the segmental 

1l10tion and the distribution of the correlation till1e were discussed by use of the Dejean-Laupretre-

Monnerie (DLM) ll1odel. The spectral density function J(ω) has the exponent to白ecorrelation time Ta 

asωJ(ω) ~ (ωTa)O.614 in th巴regionof ωTa << 1 while the DLM 1l10del gives the exponent ofO.5. 

序 NMR緩和による高分子の主鎖ダイナミクス研究において、最近 Dejean-Laupretre-Monnerie 

(DLM)モデル[1]，[2]が良く用いられるようになった。 DLMモデルで、は、セグメント運動を single

conforll1ational transition (TO)， correlated confonnational tarnsition (Tl)で記述し、結合角の微小揺ら

ぎ(θ)による libration(T2)を取り入れている。相関時間の温度依存性に Arrhenius型あるいは WLF

型を仮定するが、 3モードの相関時間の比は一定とし、多くの高分子溶液あるいはバルクでの NMR

緩和の温度依存性がよく説明されているつ相関時間の比が一定であるということは、分子運動の相

関時間分布が一定としてとらえても良し、かもしれない。しかし、分布関数に対する情報を得るため

には広い周波数にわたる実験データが必要で、あるコ このような試みは、力学測定や誘電緩和にお

いては数多くなされているが、 NMR緩和測定を用いた実験ではほとんどなされていないっそこで、

本研究では UcLannor周波数 ωc/2πが 15MHzから 150MHzの6つのスベクトロメータを用い

るとともに、時間-温度換算則を適用することで周波数範囲を広げ、 DLMモデルの適合性および相

関時間分布について詳細に検討したっ

ボリグ、ルタミン誘導体、 UCNMR緩和、時間温度換算則、セグメント運動、相関時間分布

うちの しんいち、ひらおき としふみ、つつみ あきひろ
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実験:サンプルとして、水溶液中でランダムコイルであるボリベプチド、 Poly(N'-hydroxyethyl

L-glutamin巴)(PHEG)(IT(合度 220) を用いた 3 これを濃度 5・7% (wt/v)の DュO溶液とし、 13CT1 

測定を inversionrecovery Y:去を用い、周波数範囲 ωc/2π =15，25，50， 100， 125， 150 MHz、温度範囲

200C・90"Cで、行ったコまた、 NOEは周波数 100MHzで測定した 3

結果:主鎖 C。について測定した T1/ωcの値を ωcに対してプロットし、各々の測定温度 T

で得られた曲線が滑らかに蚕なるように ωc紬に沿って移動させた。その移動因子 Grの温度依

存性から求めた見かけの活性化エネルギー Eaは 29.6kJmol-1であったっ中日関時間了。は αT と

Gr - T a = T，，，exp(長)ほ:気体定数)なる関係にあるとし、 DLMモデルを用いたデータフイッテイ

ングを行った (Fig.l)。その結果、得られたパラメータ値は TO/Tl= 5、 T2/Tl= 100、。=210

で

あった，DLMモデルに対するセグメント運動の相関時間分布関数を計算したところ、分布関数の

幅は、ハラメー夕刊/Tlによって決定され、 To/Tl→∞の極限では、分布関数は Davidson-Cole型

[3]，[4]に漸近する 3 この場合、スベクトル密度関数 J(ω)は ωTa<< 1において ωJ(ω)-(ωT)0.5と

なる。 TO/Tlが l程度のオーダーになると、 ωJ(ω) -(ωT)1をとるようになるョしかし、実験では

ωJ(ω) -(ωT)0.614とLづ指数則が得られたο 以上の結果を整理し、報告する予定である 3
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Fig. 1: log(ωc/TJl against log(ωcT) and temperature d巴pendenceof NOE for the tlu'巴巴 mode1s.

参考文献

[1] C. K. Hal1 and E. Helfand， 1. Chem. Phys.， 77， 3275 (1982). 

[2] Dejean de la Batie， F. Laupretre， and L. Monnerie， Macromolecules， 21， 2045 (1988). 

[3] P. A. Beckmann， Phys. Rep.， 171， 85 (1988). 

[4] D.W. Davidson and R.H. Cole， 1. Chem. Phys.， 9， 1484 (1951). 

-309ー



2 P38 
129Xe NMR法を用いた高分子の分子運動性と自由体積の解明

名古屋工業大学工学部 O村上隆史，吉水広明，岡本茂，辻田義治

Investigation of mobility and free volume of polymer by 129Xe NMR spectroscopy 

Department ofMaterials Science and Engineering， Nagoya Institute ofTechnology 
T'ak:afumi Murak:ami， Hiroaki Yoshimizu， Shigeru Okamoto， Yoshiharu Tsujita 

129 
It has been found that '~7Xe NMR chemical shits are suitable for investigation of the 

microvoids in glassy polymer and企eevolume in rubbery polymer. But， the information at 

near glass transition tempera加re(九)is not enough. In this s同dy，poly(vinyl acetate) 
129 

(PVAc) was used for a sample. The WXe NMR spec位aof the Xe in PVAc above and 
129 

below Tg were observed， in order to investigate the relationship between 'OXe NMR and 

molecular dynamics of polymer at Tg• ら ofPVAc was determined to be 32.10C by DSC. 
129 
Xe NMR peak width (FWHM) increased with decreasing tempera伽re，especially， the 

increment of FWHM considerably increased at near Tg• This phenomenon is very c10se加

129 
that of micro-brownian motion of polymer's segment. On the other hand， '~7Xe NMR the 

chemical shi食 showeddiscontinui勿 atTg• That is， the chemical shi合 decreasedwith 

increasing temperature above Tg• This is corresponding to the thermal expansion of the 

glassy polymers. Contrary， in glassy state， the chemical shift increased with tempera加re，

indicating that the microvoid ofPVAc becomes lager by cooling. 

(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核をプロープとしてポリマー試料に収着させ，その 129Xe

NMRシグ、ナノレ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 o:= O (S)+ O (Xe)で表される.ここで o(S)はXe原子と空孔

内壁との相互作用による項であり， O (Xe)はXe原子同士の相互作用による項である.

当研究室ではこれまでに 129XeN民偲化学シフト値からガラス状高分子における未緩

和体積即ちミクロボイドを，またゴム状高分における自由体積をそれぞれ別々に評価

し得る事実を報告してきた.本研究では，ガラス転移付近での
129
XeNMR情報の変化

を観察し，理解を深めることを目的とした.サンプルにポリ酢酸ピニノレ(PVAc)を用い

て，ガラス転移を介した高分子の示す 129XeNMR化学シフト値，スペクトノレ線幅等の

解析を行い，129XeNMRスペクトルのより詳細な検討を行う.

PVAc， Tg， 129Xe NMR化学シフト値，自由体積，ミクロボイド，ミクロブラウン運動

むらかみたかふみ，よしみずひろあき，おかもとしげる，つじたよしはる
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(実験)

PVAc はAldrichChemical Company ， lnc.より購入し用いた.ガラス転移温度(九)は

DSCで決定した 129XeN恥偲測定は， NMR管に約 19充填し，十分に真空乾燥を行っ

た後，測定圧力 6atm，各温度(20
0

C"'-'70
0

C)で Xeを導入し，収着平衡に達するまで少

なくとも 24時開放置し，観測周波数 110.5MHzにてシングノレパルス法で、測定した.ま

た， 129Xe NMR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，決定した.

(結果と考察)

DSC測定の結果， PVAcのTgは 32.10Cで、あった‘ 129XeNMR測定から得られた， 129xe

NMRピーク線幅及び化学シフト値を測定温度Tと九との差(T-Tg)に対してプロット

した(Figs.1，2).ゴム状態において温度低下とともに 129XeNMRピーク線幅は増大し，

Tgに近づくほど急激に増大した.この線幅の挙動は高分子鎖セグメントのミクロブ

ラウン運動の尺度として(例えば溶融粘度一温度)の関係と類似している.今回の測定

範闘では，ピーク線幅の温度依存性はゴム状態からガラス状態に冷却しても一定の連

続性を示している.一方， Xe原子が存在する環境の情報を反映する化学シフト値は，

九付近で不連続性を示した.Tg以上の温度域では PVAcの熱膨張を反映して化学シフ

ト値は温度とともに減少した.これに対し，Tg以下の温度域ではガラス状高分子特有

のミクロボイドが形成されるので，そのサイズの温度依存性を反映した結果，逆に温

度とともに増加する.これらの結果は， 129XeNMRスペクトルから高分子の分子運動

性と自由体積あるいは未緩和体積，双方の情報が読み取れる事を示している.
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2 P39 
lH-T1に及ぼすpvA/モンモリロナイト中の

鉄イオン存在量の影響

(防大応化)0浅野敦志、清水美穂、黒津卓三

Relation between lH-T1 and the composition of PV Almontmorillonite 
Atsushi Asano， Miho Shimizu， Takuzo Kurotsu 
Departm巴ntof Appli巴dCh巴mistry，National Def，巴nseAcademy， Japan 

The T1H values obtained from PVA/montmorillonite composites are largely 

affected by Pe3+ーionsnaturally contained in the montmorillonite clay minerals. We 

studied the relation between the montmorillonite contents in the PV A/ 

montmorillonite composites and the TIH values with the three kinds of 

montmorillonites having a different Pe content. The XRD patterns show that the 

montmorillonite in the PV A/ montmori1lonite composites obtained from the solvent 
cast of water solution is well exfo1iated or intercalated in the PV A matriχ. The T1H 

values for PV A in the PV A/ montmorillonite composites decreased drastically with 

increasing the montmorillonite content. Purthermore， the degree of the decrease also 
depends on the amount of Pe content i加nmon此1枕tm工no町ri叩i江llon凶1註it栓es.The DSC curves show t出ha批t 

a new melting poin此tof PV A's crystalline phas促e加nthe PV A/ montむm工nor叫t吐illonite

composites appears at ca. 10 K higher than that of the bulk PV A's crystalline phase， 
while it does not appear in the PV A/ synthetic-clay composites. 

【はじめに】ポリマー/粘土鉱物複合材料は、粘土層聞にポリマーが入り込んだ状態

Cintercala ted)や完全に粘土層がポリマーに分散した Cexfo1iate)状態において優れ

た耐燃性、耐熱性、バリア特性、防水性を示すことが多い。したがって、このような

優れた物性を引き出すためには、ナノメートルのオーダーで層を構成している粘土層

の分散をコントロールすることが重要となる。最近、天然粘土 Cmontmorilloni旬、モ

ンモリ口ナイト)中に存在する鉄イオン CPe3+)を利用して、固体NMR法からナイロ

ン6/粘土ナノコンポジッ卜のモルフォ口ジー解析がなされた1)。また、 Strawhecker

とManias2)は、モンモリ口ナイトとポリビニルアルコール CPVA)を共に水中で分散・

溶解させ、溶媒キャストすることによりexfo1iate状態のPVA/ montmorilloniteコンポ

ジットを作成できることを示した。さらにDSCとXRDの測定から、粘土層が混入する

と耐熱性に優れた新たなPVA結品相が現れることも示した。そこで我々は、このよう

に非常によく分散した系を容易に作成できるPVA/ montmorilloniteコンポジットを

用いて1H核スピン格子緩和時間 CT1H)への鉄イオン CPe3+) からの影響を検討する

ことにより、粘土の分散性や混合割合について分析できるのではないかと考え研究を

行った。また、異なるPVA結晶相のモルフォロジー解析が固体NMR法を用いて行え

るのではないかと考え研究を行っている。

Keywords:固体NMR、緩和時間 (TJ
H
)、モンモリ口ナイト、ポリビニルアルコール(pvA)

あさのあっし、しみずみほ、くろったくぞう
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【結果と考察】図 1に鉄イオン含有量の異なる 3種類のモンモリロナイトで作成した

PV Aj montmorilloniteコンポジットと鉄イオンを含まない合成粘土サポナイトで作

成したPVAj saponiteコンポジット

のlH核の緩和時間 (TIH)を、粘土混

入量、(重量%)に対してプロットし

た。ここで粘土の重量%は、例えば

10wt%はPVAjclay=100jl0と定義す

る。 3種類のモンモリロナイト中の

鉄イオンの含有量はFe203換算で

montmorillonite・1から )1慎に 3.5%

(・)、 2.7%(口)、 4.4%(ム)で

ある。図 1から、鉄イオンを含まな

い合成粘土サポナイトで作成したコ

ンポジットの百H時間 (0)は、元の

PVAの値 (x)と大差無いが、天然

粘土モンモリ卜ナイトの場合、粘土

混入量に比例して急激にTIH時間が

減少していることがわかる。このこ

とは、モンモリ口ナイトが均一に分

散し、系全体に鉄イオンによる常磁

性効果が速やかに拡散していること

を示している。また、モンモリロナ

イト中の鉄イオンの含有量に応じて

減少量が増大していることも示され

ている。緩和時間の減少量が、コン

ポジッ卜中の粘土混入量との聞に単

一の指数関係があると仮定して式 1

を用いて最小2乗フィットした。

r;.H (rp) = r;.H (0) . exp( -b . rp) 
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ここで、 bファクターは、 PVAIこ対してモンモリ口ナイトを1.0wt%だけ混入した場合

に、その混入したモンモリロナイトがTIH時聞を減少させる能力(減少定数)であり、

モンモリロナイトの種類に依存する、すなわち内在する鉄イオン量に比例する係数と

なる。 montmorillonite-lから順に実線、破線、 1点破線が式 1で最小 2乗した結果を

表している。実験値を非常によく再現することが示された。求めた bファクターと

Fe203換算で求められた各モンモリロナイトの鉄イオン化学組成比とを比較してみる

と(図-2)、それらの聞には良い相関関係が得られることがわかった。

1) D.L. VanderHart， A. Asano， J.W. Giliman， Macromolecules， 2001，34，3819-3822.， 

Chem. Mater.， 2001， 13， 3781“3795 & 3796-3809. 

2) K.E. Strawhecker and E. Manias， Chem. Mater.， 2000， 12， 2943-2949.， Macromolecules， 2001， 34， 8475困

8482. 



2 P4u 
13c，15N化学シフト相関固体二次元NMR測定による均一標識

膜タンパク質 H+-ATP合成酵素サブユニット Cの信号帰属と構造解析

(阪大・蛋白研1、JSTCREST2) 

0小林将俊1.2、江)11文子1、藤原敏道1、阿久津秀雄1.2

Signal assignment and struc同ralanalysis ofunifonnly labe1ed membrane protein， W-ATPase 
subunit c by two圃 dimensional13C，15N chemical shift correlated solid-state NMR experiments 

Masatoshi Kobayashi 1ぺAyakoEgawal， Toshimichi F吋iwaral， Hideo AkutsU1.2 

1) Institute for Protein Research， Osaka University， Suita 565・0871，Japan 

2) CREST， Japan Science and Technology Corporαtionρsη 

Two-dimensional 13C， 15N chemical shift correlated solid-state NMR experiments for 

unifonnly [13C， 15N] labeled membrane protein，ぜ-ATPasesubunit c were carried out. 

The 13C signals of major amino acid residues in subunit c were. partially assigned by 2D 

homonuclear magnetization transfer methods， RFDR and SPC5 experiments. The 

experimentally obtained over1apped cross-peak signals were analyzed using chemical shift 

prediction programs. The results indicate that 80 -90 % of Gly and Ala residues in subunit 

ctake α-helix fonn. 

【はじめに]固体NMR法によるタンパク質の構造解析を行う上で安定同位体標識は不可欠である。しか

しながら試料調製労力の低減と、タンパク質全体の構造を少ない実験回数で決定するために、均一標識

した試料を用いて一度に多くの構造情報を得ることが望まれている。これまでに我々の研究室ではアミノ

酸15残基からなる 13C，15N均一標識ペプチド、マストパランXについて、多次元国体NMR測定により信

号帰属を行い、構造解析が行えることを報告してきた1.2。この手法をより分子量の大きいタンパク質、とり

わけX線結品解析や溶液N恥恨法での構造解析が難しい膜タンパク質に適用で、きれば、タンパク質科学

において大きな発展が期待できる。今回この固体多次元 NMR測定法をアミノ酸79残基からなる膜タン

パク質ぜ-ATP合成酵素サブユニットcに適用したので報告する。

【試料と実験]NMR測定に用いたげ-ATP合成酵素サブ、ユニットc(以下サブ、ユニットc)は大腸菌由来

のものであり、 13C， I~ 均一標識されたクロレラ培地を用いて大腸菌を培養した。得られた菌体をホモジナ

イズした後、クロロホルム/メタノーノレ混合溶媒でサブ、ユニットCの抽出を行い、ジエチノレエーテル中で析

出させた後、陽イオン交換カラムで精製した。得られたサブユニットcを溶媒中でゆつくり再析出させ、デシ

ケータ中で乾燥させたものを試料とした。今回の報告で使用した試料は粉末状のサブユニットc単体であ

り、脂質二重膜への再構成は行っていない。この試料 5mgを4mm径の固体NMRローターにつめ測定

に用いた。 NMR測定には ChemagneticsInfinity-plus 500および600分光計を用いた。 13C共鳴周波数

固体NMR RFDR 膜タンパク質 均一同位体標識信号帰属

こばやしまさとし、えがわあやこ、ふじわらとしみち、あくつひでお
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はそれぞれ 125.6MHz、150.7MHzである。プローブ、は4mm径スピナー用の二重共鳴および三重共鳴フ。

ロープを用い、マジック角試料回転は 12.5-15ほfzの速度で行い、測定中の試料温度がOOC程度になる

よう温度制御を行った。また化学シフトの基準はIUPACの推奨に従いDSS基準とした。したがって13C化

学シフト値はTMS基準に比べて2.7ppm大きな値となっている。

NMR実験で用いたパノレス系列は、 13C_13C化学シフト相関スペクトル測定には、双極子結合した核問

での磁化移動をRFDR(Radio聞FrequencyDriven Recoupling)法3およびSPC5(Super cyc1ed POST-C5) 

法4である。 RFDR法は試料回転に同期した 180。パルスを繰り返し照射することで、ゼロ量子双極子相互

作用を用いて広い化学シフト領域にわたる磁化移動を引き起こすことができる。一方、 SPC5法は比較的

狭い周波数帯域に対する2量子双極子相互作用による高効率磁化移動法であり、試料管が2回転する

聞に照射するエレメントパルスの位相中を

72'ずつ婿加させ、 5回の位相変化でス

ピン状態が一周期する方法である。今回

我々の研究室で改良したエレメントパノレ

ス (30'~ 240。何 21O'~) 5を使用すること

で高効率磁化移動を行った(図1)。この 13C 

方法を高磁場側のα，s，y炭素の領域に

適用し、アミノ酸側鎖の化学シフト相関ス

ベクトルを得た。 13C_l~ 化学シフト相関

スペクトノレ測定には、 15Nから 13Cへの磁

化移動をRampedRF創npliωdeCP法6で

行った。このとき狭いオフセット帯域特性 SPC5 

から、 13Cキャリア周波数を移動させること

により、アミド窒素の磁化を選択的に Cα

あるいは COへ移動させることができ、こ

れによりそれぞれ残基内相関および残

基間相関のスペクトルを得た。

1H 住区司 CW TPPM 

4一一一2τR一一静+一一2tR一一+
中f

f 、，1 

中J入、 72・J ペ町

~.3\~ー/中JZ

30・24o"210・ 30・240・210・

Fig.1 The pulse sequence for 2D 13C_13C SPC5 experiment 

[結果}図2aにサブユニットCの2次元町DRスペクトノレ(混合時間 1.92ms)を全 13C化学シフト領域につ

いて示した。 COとCα，Cs聞の交差ピークが非常に明瞭に観測されている。またα，s，y炭素など脂肪族炭

素聞や芳香族炭素聞でも交差ピークは観測され、全ての化学シフト領域にわたって磁化移動が生じてい

ることがわかる。混合時間の異なるスペクトルの比較から、この混合時間では化学結合にして1ないし2結

合の距離間での磁化移動が観測されていることがわかる。感度に関しては、 2残基しか存在しないArg側

鎖の Cふ-ec交差ピークが観測されており、残基数80程度のタンパク質において、均一 13C標識試料が

5mg程度あれば、ほぼ全てのアミノ酸残基の 13C化学シフト相闘が観測できることがわかった。

図2bに混合時間 0.96msのRFDRスペクトルのCOとCα聞の交差ピーク領域を示した。スペクトル上に

表示した点は有機溶媒中で溶液NMR法により測定されたサブユニットCの 13C化学シフト値である有

機溶媒中で、サブ、ユニットcは2本のαーヘリックスがループ状の鎖によって結ぼれているへアピン構造をと

っている。このときの化学シフト値と今回調製した固体試料の化学シフト値分布は全体的には比較的良く

一致しており、我々の調製した固体サブ、ユニットd士子がヘリックスリッチな構造をとっていることがわかる。
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しかし例えば Gly残基の主要なピークは典型的なαーヘリックス構造に由来する(l76ppm，48ppm)付近に

存在するが、一部Sーシート構造とみられる(l72ppm，46ppm)付近に信号が現れている。タンパク質の
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Fig.2 13C_'3C 2D RFDR spec仕aOfU_(13C， lSN] H七ATPasesubunit c. (a) A RFDR spec飢1mat 1.92 

ms ri1ixing time. (b) The CO -Cαregion of the RFDR spectrum at 0.96 ms mixing time. 

indicate CO -Cαcross‘peaks and X indicate CO -Cs cross-peaks. • 
190.0 

13C (ppm) 

20.0 60.0 

立体構造から 13C化学シフトを予測するプロク守ラムによる解析からも、この二つの信号はαーヘリックス構

造、 s-シ}ト構造に由来することが確認できた。その存在比は信号強度比から見積もることができ、 10個

存在するGly残基のうち lつないし2つ程度はヘリックス構造から崩れていることがわかる。同様な解析を

Ala残基の Cα-Cs交差ピークについても行ったところ、 13個存在する Ala残基のうち 11個程度は典型

的なαーヘリックス構造であるが、 1っか2つはs-シートに近い構造をとっていることがわかった。

図3にサブユニットCの2次元SPC5スベクトノレ(混合時間 1.92ms)を脂肪族炭素の化学シフト領域につい

て示した。濃い線は位相が正、薄い線は位相が負である。図に主要なアミノ酸の側鎖の帰属を示した。

SPC5法は2量子双極子相互作用を用いているので、 Cα-Csなど1ステップで磁化移動した信号は、符

号が反転して負の信号となるのに対し、 Cα一Cs-Cyなど2ステップで移動したものは、正の信号で現れ

るため、帰属を行いやすい場合がある。例えば、正の信号として観測されているIleの Cyl-Cy2信号は

Csを介して磁化移動していることがわかる。また LeuのCy-Co信号は負の信号であるため、対角線付近

に信号が現れているにもかかわらず、明瞭に対角線ピークと区別されて観測されている。しかしながら分

子量の大きいタンパク質試料の場合、信号の重なり合いにより正負の信号が相殺されてしまうこともある。

したがって RFDR法と併用して信号帰属を行う必要がある。

さらに詳細な NMR信号の帰属を行う目的で 13Cーl~ の2次元化学シフト相関スベクトノレ測定を行った。

アミド窒素からCα，Csへ交差分極(CP)により磁化を移して得られる 2D13C_15Nスペクトルからは、アミノ

酸残基内の相闘が観測できた。 15N軸の化学シフトの分散に比べて信号の線幅が大きく、現在のところ詳

細な帰属はできていないが、 GlyCα-Nや AlaCs-N、ProCα-Nなどの信号は、ブロードな信号の重

なりの中から分離して観測されている。また1残基しか存在しない LysCe-NCの交差ピークが観測されて
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おり、感度的には 13C_15N 相関ス

ベクトノレ測定においてもサブ、ユニッ

トcを構成する全てのアミノ酸の信

号が検出できていることがわかる。

次にアミド窒素から一つ隣のアミノ

酸残基の coへ交差分極(CP)によ

り磁化を移し、その coからさらに

Cα， Csへ RFDRにより磁化移動を.

行なう測定法を試みた。この方法に

より得られる 2D13Cー15Nスペクトル

からは、アミノ酸残基聞の相闘が観

測できる。やはり 15
N軸の化学シフト

の分散が線幅に比べて小さいため

信号の分離は良いとは言えないが、

Glyや Proなど特徴的な 15N化学シ

フトをもっ残基の信号は区別しやす

い。例えばサブ、ユニットC中特異な

アミノ酸連鎖として32Gly33Glyという

部分があるが、この測定法により

。
。N

。
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60.0 40.0 

13C (ppm) 

Fig.3 A 13C_13C 2D SPC5 spec四 nof U_[13C， 1切]W-ATP蹴

80.0 20.0 

subunit c at 1.92 ms mixing time. 

32GCα-33GNに由来する信号が

観測できた。またArgの側鎖の CC-Nη，CC-Neの信号は明瞭に観測された。

【まとめ】有機溶媒中から析出させて得た固体粉末状ぽ-ATP合成酵素サブユニットdii'子の固体 2D

13c-13C化学シフト相関スペクトルから Ala， Leu， Gly， I1e， Valなどサブ、ユニットCの主要なアミノ酸残基に

関してアミノ酸レベルで、帰属できた。またTyrや Argに関しては側鎖の一部が帰属できた。Glyのco-
Cα交差ヒ。ーク、およびAlaのCα一Cs交差ヒ。ークの信号強度解析から、我々の調製したサブユニットd昔

子中のGly、Ala残基は 80-90%程度αーヘリックス構造をとっていることがわかった。溶液中の構造と比

較して、ヘリックスリッチであることは一致しているが、へアヒ。ン構造をとっているかどうかなど、より詳細な

構造情報は現段階では得られていなし、。さらなる信号帰属と構造情報を得るための実験およびスベクト

ル解析を進行中である。

1藤原敏道、柳下元、福島径、俵山みどり、戸所泰人、佐々健太郎、松木陽、河野俊之、若松馨、阿久津秀

雄，第39/fffNMRiザ厳重子-J!!/fi')第 64・65-(2000).

2阿久津秀雄、藤原敏道，lKs.賀原腰 S辞表 47，1144・1151(2002). 

3 A. E. Bennett， J. H. Ok， R.G.Griffm and S. Vega， J. Chem. Phy. 96， 8624・8627(1992). 
4 M. Hohwy， C. M.副enstra，C. P. Jむoniec飢 dR. G. Griffin J. Chem. Phy. 110，7983-7992 (1999). 
5 Y. Matsuki， H. Akutsu and T. Fujiwara J. Magn. Reson. 162， 54・66(2003). 
6 M. Baldus， D. G. Geurts， S. Hediger and B. H. Meier， J. Magn. Reson. A118， 140聞 144(1996). 
7 M. E. Girvin， V. K. Rasωgi， F. Abildgaard， J. L. Markley and R. H. Fi11ingame， Biochemistry 37 8817・8824

(1998). 
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2 P41 
国体二次元 MASNMRによる三酢酸セルロースの構造解析

北大院工 I、ブ、ノレカーバイオスピン(株i 0沼田ゆかり I、甲野裕之 2、恵良田知樹 l、高井光男 l

Structural aualysis of cellulose triacetate polymorphs by two-dimensional 

MAS NMR spectroscopies 
Yukari Numata， 1 回royukiKono，2 Tomoki Erata，1 and Mitsuo Takail 

1 Division ofMolecular Chemistry， Graduate School ofEngineering， Hokkaido University， Sapporo， Hokkaido 

060・8628，Japan and 2 Bruker BioSpin Company， Ltd.， Tsukuba， Ibaraki 305・0051，Japan 

Through-bond 13C_13C and 13C_1H correlations of the two crystalline al1omorphs of cel1ulose triacetate (CTA) 

were determined by using the refocused CP-INADEQUATE and MAS-J-HMQC experiments， respectively. On 

the CP-別 ADEQUA1芭 spectrumof the CTA II， two sets of the 13C_13C correlations企omCl to C6 were 

observed. This indicated that the CPIMAS 13C MV1R. spectrum of CTA II is characterized to overlap of the !3C 

subspectra of two kinds of 2， 3， 5・triacetyl-anhydroglucopyranoseunits and that there are two magnetical1y 

inequivalent sites in the unit cell. ln the case of CTA 1， sirice the numbers of respective 13C and IH shifts of the 

CTA 1 agreed with the those of the glucose. residue， it was strongly suggested that the asymmetric unit of CTA 1 

is only one glucose residue. ln addition， conformational difference in the exo・cyclicbonds between CTA 1 and II 

were strongly suggested by the notable difference in the IH as wel1 as 13C chemical shifts at the C6 sites ofthese 

allomorphs 

L益重 近年、固体NMRの分野においてはハードウエアの進歩に伴って様々な多次元測定用パノレ

ス系列が開発されており、蛋白質を中心にその構造解析が盛んに行われている。我々はこれらの手法

の一部をセノレロースおよびその誘導体に適応し、結晶構造について新たな知見を報告してきた。今回

は三酢酸セノレロースの二つの結晶多形 CTAlとCTAIIの(結合を通じたi3c.I3C，13C.IH二次元相関スペ

クトノレを測定し、これら二つの構造およびその違いを明らかにすることを目的とした。さらに、 X線

回折によって決定された結晶構造 1，2の再検討を行った。

2. ;塞監 酢酸菌A勿I/inumATCCI0245株を(1)3C)， (2_13C)， (3.I3C)， (4_13C)， (5-13C)， (6-13C)グノレコ」ス

をそれぞれ通常のグルコース量に対して 3%含む HS培地中で培養し、 13C6・セルロースを得た。ラミー

および 13C6_セノレロースから CTA1，IIをそれぞれ調製した。これらの試料を N2雰囲気下 210
0
Cで加熱処

理を行い高度に結晶化し、 NMRifllj定に用いた。NMR.測定は BrukerAV300WBσ.1 T)分光計を用い室長温

で行った。1DCPMAS 13C， 2D Reforcused-INADEQUATE (13C_13C相関)、 2DMAS-J-目的C(13C.IH相関)

実験を既報 3に準じて行った。

3. 結果と考察 Figure 1にCTAI，IIのlDCPMAS13Cスペクトノレのリングカーボン領域を示す。各

共鳴線は位置特異的に 13Cラベノレされた CTAを1D測定することによって帰属されており、 CTAlは各

炭素原子が Singlet、CTAIIは積分強度比の等しい Doubletであることから、 CTAIを構成するグソレコー

ス残基はすべて同一のコンブオメーションをもち、 CTAIIはコンフォメーションが異なる 2種類の残

基が 1: 1の割合で存在することが示唆されている七本研

究ではまずCTAIIに含まれる二種類の残基の 13Cサブスベ

クトノレを導出することを試みた。 Fi割問 2に 13Cラベル化

CTA IIのINADEQUATE実験によって得られた 2D13C_町 A1 i4J'v¥ ヤ
相関スベクトノレを示す。二量子遷移によって Cl一重線(99

ppm)は二つの相関ピークを示し、それぞれが直接結合した

C2との相関を示していることが確認できる。同様に、 Cl

から C6までそれぞれ共有結合している 13C}3C相関の二つ

の組(実線、点線)が観測できた。実線と点線で結ぼれたそ

れぞれの共鳴線は各グノレコ}ス残基の共鳴線であるため、

CTAIIに含まれる二つのグノレコース残基のサブスベクトノレ Figure 1. CP!MAS i3C NMR spω回 ofCTAs.

(A) CTA 1 and (B) CTA II 
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が導出できた。得られた¥3C化学シフトを Table1 

に示す。

次に炭素原子と直接結合した水素原子帰属

のため、ラミーから得た CTAI，ITのMAS・.J.HMQC

実験を行った。 Figure3にCTAITのMAS.J.・HMQC

スベクトノレを示す。 MAS-J.HMQC実験は HETCOR

タイプの(13C，1町核開の双i極子相互作用ではなく、

スカラー(み相互作用を介しているため、直接結合

した one-bondの 13C_1H相関が観測できる。 13C共

鳴線の帰属結果に従って CTAI，IIの1H化学シフト

のイ直をf尋た(Table1)。

ppm 

100 95 90 85 80 75 70 
SIngl9 quantum frequency 

ppm 

1970年代に X 線回折によって決定された

CTAの結晶構造によると、CTAIは二つの独立した

分子鎖で構成されている。しかし、 CTAIの帰属結

Figure 2. Refocused 1NADEQUATE spectrum 
ofCTA II. 

果において天然セルロースに見られる 13C，IB:共鳴

線の分裂は確認されなかったつまり、 CTA1に

含まれるグ、ルコース残基はすべて等価であること

を意味し、 X線回折の結果と矛盾する。一方、 CTA

IIでは構成するグノレコース残基の C5・C6ねじれ角

はすべて ggであるが、グルコース残基の骨格構造

は分子鎖に平行して交互に異なると考えられてい

た2。しかし、町ADEQUATE実験の結巣より、 CTA

II中に二種類の残基が存在することは明らかであ

るが、 C6共鳴線の大きな分裂を考慮すると C5・C6

コンフォメーショ以がすべて等価(gg)とは考えに

くい。研究報告時にはさらにメチノレ基の 13C，IH化

“ 11 . ~ i.t~lüß 

j:1河:zJ会》
7 
1曲 1個 ppm 飽田苅 7674 7z 70園田制 62ppm 

Figure 3. MAS・J.'f削QCspectrum of CTA II 

学シフトの帰属結果も合わせて、 CTAの二つの結晶構造とその違いについて報告する。

Table 1. 13C and I H chemical shifts of glucopyranose f'悶lduesin CTA I and CTA II 

13C chemical shifts / ppm (IH chemical shifts I ppm) 

C1 (Hl) C2σ'12) C3σD) C4(H4) C5仰の C60均

101.6 (4.1) 74.5 (3.5) 74.5 (3.5) 78.6 (2.2) 71.0 (2.9) 60.8 (3ゑ 2.3)

A1Iomorph 

CTAI 

CTAll Residue 1 (solid line) 99.4付.3)' 74.6 (3.8) 72.9 (4.1) 78.2 (2.4) 73.9併5，3.4)・ 63.0(2.3守

Residue 2 (do恥 d.line) 99.4 (4.3) 71.5 (3.η73.9 (4.5，3.4)' 76.9 (2.4) 70.5 (3.4) 65.5 (2.3) 

Residues 1 and 2 indicate the two kinds of也e2，3，5・凶ωetylglu四 seresidues in the unit cell of CTA II， which was revealed 

by the refocused CP・INADEQUATEspectrum of 13C enriched CTA II (Fig町 e2). .IH chemical shifts of the proぬnattached 

to C5 of residue 1 and伽 tattachedωC30fresidω2 could not de土erminedby也eMAS-J-l剖 QCspectrum of CTA II 

bω飢lSe13C res∞ance lines for thes氾 carbonsoverlap in血espec佐um.

参考文献

(1] Stipanovic， A. and Sarko， A.， Polymer， 19， 3・8，(1978)， [2] R∞he， E.， Chanzy， H.， Boudeulle， M.， MarchessauIt， R H.， 

and Sundar訂明n，P.， Macromolecules， 11， 86-94， (1978)， [3] Kono， H.， Erata， T.，組dTakai， M.， Macromoleωles， 36， 

5131・5138，(2003)， (4] Kono， H.， Erata， T.，組dTakai， M.， J. Am. Chem. 80c.， 124， 7512・7518，(2002) 

キーワード:三酢酸セノレロ}ス、固体NMR、結晶多形、結晶構造

著者ふりがな:ぬまたゆかり、 こうのひろゆき、えらたともき、たかいみつお



2 P42 
天然存在比 REDORによる精密原子間距離測定と

分子構造の解析

(横浜国大・院工) 0内藤 品、虎谷秀一、西村勝之

Analysis of Molecular Structure based on Accurate Interatomic distances obtained from Natural 

Abandance REDOR 

Akira Naito， Shuichi Toraya and Katsuyuki Nishimura， Graduate Sch∞I of Engineering， Yokohama 

National University 

Accurate interatomic distances were determined using natural abundance 13C REDOR coupled 

with 31p nuclei for α-D-glucose-l・phosphatecrystals. 6 sets of interaも.omicdistances were measured 

simultaneously for α心-glucose-l・phosphateand a-D-gluco唱e・1・phosphatediluted with urea. Slightly 

short distances were obtained for 岱 D-glucose-l・phasphatediluted with urea molecule because the 

intermolecular contribution was removed. Molecular structure was constructed using interatomic 

distances obtained fromα-D-glucose-l-phosphate diluted with urea. It tumed out that ph?sphate group 

takes an anti conformation that is the similar as that obtained from x-ray diffraction studies. It is 

emphasized that naωr混1abundance 13C REDOR experiments伺 nbe useful to determine three 

dimensional structures of small molecules containing phosphorus nuclei. 

【序論】 精密な原子間距離情報を基にして、分子の立体構造を正確に決定することが可能

である。異種核問原子間距離を測定する手法として REDOR(Rotational echo double resonance) 

は解析が容易であり、いくつかの注意点を守ることにより、精度の高い原子問距離が得られ

ることを示してきた 1)，2)。これまで REDORでは二重標識試料を用いて、標識された原子関

距離を精密に測定してきたが、分子の立体構造を決定するためには多くの原子間距離情報を

収集することが重要になる。多重標識により同時に複数の原子問距離を得る試みがなされて

いるが多スピン系の解析や位相ツイストなどの問題点が存在する。我々はこれまで一重窒素

標識した試料において天然存在比の 13CREDORを観測して、全ての炭素核の窒素核との原

子間距離を同時に測定する方法を示した九今回我々はリン核を含む化合物を用いて、同位

体標識をすることなく分子中の全ての炭素核とリン核の原子間距離を同時に測定することが

できたので、この測定法について報告する。

郎 DOR，原子間距離、立体構造、同位体標識、天然存在比

ないとう あきら、とらや しゅういち、にしむら かつゆき
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【実験】 glucose-l-phosphate dipotassiumの飽和水溶液を調製し、室温で徐々に溶媒を蒸発す

ることによって、結晶を得た(試料I)。この結晶を細かく粉砕してから外径 5mmの NMR

用試料管に詰めて NMR測定に使用した。 Glucosel-phosphate dipotassiumに5倍当量の urea

を混合した水溶液を調製し、同様に徐々に蒸発することで結晶を得た(試料IT)。得られた

結品は同様に細かく粉砕した後、 NMR試料管に詰めて NMR測定に使用した。

13C REDOR測定はVarianCMX 4∞infinity;を用い室温でスベクトルの測定を行った。 13C

および 31p核の 180度パルス長はそれぞれ、 11.3μ および 11.0仰に設定した。位相補償パ

ルス系列に xy-4パルスを用いて、 31p核を照射した。照射周波数は 31p核に関してはリン酸

基の共鳴周波数に、信号を観測する炭素核については 13CNMRスベクトルの中心に設定し

た。

REDOR曲擦はロ}ターの回転数とパルス長を考慮して以前に報告した方法 2)を用いて解

析した。

【結果と考察} 図1に試料IのF凶lecho信号と REDOR信号を信号の帰属4とともに示す。

REDOR展開時間(NcTr)が4.msにおいて非常に大きな REDOR効果が現れた。 Cl炭素は2結

合を介した位置にあるので非常に強い REDOR効果が現れている。一方、C2，C3，C4，C5，C6炭

素については比較的類似した REDOR効果を示している。 31p核は ISNに比べて磁気回転比が

4倍大きいので、短い REDOR展開時間で効果が現れることが分かつた。短い展開時間では

T2による信号強度の減少も少ないことから、より長距離の原子間距離を測定するのに有利で

ある事を示している。また信号自身多重標識試料に比べてスピン系が孤立しているので分解

能の高い信号が得られた。図2に試料11のFull即 ho信号と REDOR信号を示す。試料Iに比

べて類似した REDOR効果を示したが、c3に関しては試料Iに比べて REDOR効果が小さく

なっていることが観測された。これらの REDOR効果を REDOR展開時間(NcTr)に対してブp

ロットを行った。図 3に Glucose-l-phosphatedipotassiumを ureaで希釈した試料(試料II)

についてのプロットを示す。これらのデータを解析して得られた 13psC原子間距離を表 l

に示す。特に C3および C4炭素にわずかの希釈効果が見られたが、他の炭素核では希釈効

果はほとんど見られなかった。 Ureaで肴釈した試料の原子間距離には分子間の双極子相互作

用の寄与が除かれているので、試料 IIの原子間距離が分子内の原子間距離を反映していると

考えられる。実際、試料 IIの原子間距離を基に ChemDrawで分子構造を構築した。この構

造はリン酸基がシュガーに対して antiの配座を持っており X諌回折から決められた構造(図

4) 5)と非常によい一致を示す事がわかった。しかし今回の構造解析では C6-Pの原子間距離

のみが異常に短い値を示しており、この距離を採用すると、分子構造が構築できなかった。

この原因については現在考察を進めている。
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-322-



【まとめ】 窒素の一重標識試料における天然

存在比 13CREDOR測定の場合、希釈により分

子聞の寄与を取り除ぐことが難しかった。本実

験では ureaにより化学的に希釈することを試み

た結果、分子聞の寄与を削除して分子内の原子

間距離を多数同時に決定する事が可能になった。

特にリン核を含む化合物では同位体標識が必要

でなく、かつ比較的短い REDOR展開時間で正

確に原子間距離を決定する事ができた。この方

法を用いることにより ureaで希釈したα-D-

glucosel・1・phosphateの立体構造を決定すること

ができた。この方法はマトリックスに埋め込ま

れた分子の立体構造決定に有用な方法となるこ

とを示している。

C6 

Fig. 4. Structure of α-D-glucose-l・phosphate

determined from X-ray diffraction studf>. 

Table 1. 13C_31P Interョtomicdistances of α心回glucose1・phωphatedipotassium， 

Sample 

11 

r(CI-P) 

2.85 

2.90 

r(C2・P)

4.05 

4.05 

13C_31P interatomic distances (A) 

r(α-P) 

4.10 

4.20 

r(C4-P) 

4.20 

4.30 

r(C5・P)

4.20 

4.20 

1:α-D-Gl ucose-l・phosphatedipotassium monohydrate 

11: Mixture of α-D-glucose-l・phosphateand urea with the molar ration of 1:5. 
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2 P43 
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2

(京大院工人金沢大理 2)

0中西康哲!、堀毛悟史!、遠藤ー央人北川進 i

Solid-State NMR for porouscoordination polymers -Dynamics of guest molecules 2 
OYasunori NakanishiI， Satoshi Horike'， Kazunaka Endo2， Susumu Kitagawa' 

， Department of Synthetic Chemistry and Biological Chemistry， Graduate School of Engineering， Kyoto Univ巴rsity

2 Department of Chemistry， Kanazawa University 

Porous coordination polymers constructed from transition metal ions and bridging organic ligands 

are new type of porous materials， providing very high adsorption capacity of gases. 1n this work， high 
resolution solid-stat巴NMRspectra， in particular spin-lattice relaxation times T!， were measured for 

guest molecules adsorbed in diamagnetic porous coordination polymers. Dynamic feature of guest 

molecules was c10sely related to the interaction between the frame molecules and guest molecules， 
showing characteristic phenom巴nadepending on the pore size and shape. 

【緒言】 遷移金属と有機配位子からなる多孔性金属錯体は、均一なミクロ細孔を持ち、分子を効事的に閉じ込

めることが可能で、従来の多孔性物質を上回る吸着能を示すものも合成されてきた。今まで多孔性金属錯体の吸

着能に関する研究は、吸着種とその吸着量を中心に測定が行われてきたが、ごく最近、吸着に応じて構造が柔軟

に変化する現象も見られるようになってきた問。このようにゲスト分子は単なる吸着質としての役割だけでなく、

錯体構造の構築にも大きな役割を担っていることが認識されはじめ、機能性錯体の形成においてホスト骨格とゲ

スト分子との相互作用を詳細に調べる必要性が糟している。当研究室では様々な多孔性錯体に分子を吸着させて、

その挙動を調べできた。本研究では、特に反磁性の多孔性金属錯体を用いて、その細孔中の分子を固体，aCNMR

および2HNMRで解析を行い、特異的な細孔場での分子吸着の挙動を調べた。

【実験】

(1)多孔性金属錯体の合成とゲスト吸着

[Cd2 (azpy) a (NOa) ，] . (CHa) zCO (azpy=4， 4'ー -azopyri d i ne) 3) ( 1・(CHa)2CO)の合成は Cd(NOa) 2・4H20のアセトン溶液に

azpyのエタノール溶液をゆっくりと滴下することによってオレンジ色の粉末として得た。また、

[Cd (dpds) 2 (H20) 2]・2NOa.2EtOH(dpds=4，4'ーdipyr i dyldj su 1 f i de) 4)( 2・2EtOH.2HzO)の合成は Cd(NOa) z. 4HzOの水溶

液に dpdsのヱタノール溶液でゆっくりと滴下させることにより、白色の粉末として得た。これらの構造は単結品

構造解析、粉末X線構造解析および元素分析によって同定を行った。錯体 1へのゲスト分子の吸着は試料を l00"C

で真空乾燥したのちに、室温常圧下でのゲスト分子の蒸気砿散によって調製した。一方、錯体2はゲスト溶媒に

浸して 1日撹持したのち、取り出して適度に表面を乾燥させることにより、調製した。

キーワード:多孔性金属錯体、国体 NMR、吸着、分子挙動

なかにしやすのり、ほりけさとし、えんどうかずなか、きたがわすすむ
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(2)固体NMRによる測定

13C測定は日本電子社製の JNM-LA300WBを、 1H測定は Chemagnetics社製の CMX・300を使用した。 '3Cのスペク

トルは CP-MAS法(回転周波数 4.0~4.3回z)で、 1H のスペクトルは四極子エコー法により測定を行った。また、ス

ピンー絡子緩和時間(T，)は反転回復法によって測定した。

{結果と考察] 1の構造は中心金属の Cdと配位子の azpyが二次元シートを作り、これが積層することによって

5X5A1の一次元チャンネルを持つ強回な骨格を形成する(Figure.1(a))。この細孔への吸着を綴々なゲスト分子で試

み、 13CNMRスペクトルを測定した。結果としてメタノール、エタノール、アセトニトリルなと、極性の高い比較

的小さい分子は吸着されて、無極性のアルカンや嵩高い分子は吸着しなかった。一方、 2の構造は中心金属の Cd

と配位子の dpdsが一次元鎖を作り、この鎖が規則正しく配列することにより 5X4A1の一次元チャンネルを形成

じている(Figure.l(b))o 1の構造とは異なり、

ゲスト分子を完全に除去すると骨格が崩れて

しまう柔軟な骨格であるが、吸着の選択性に

関しては同じような傾向を示した。その中で

メタノールを吸着させた '3CNMRスペクト

ルを比較してみると、バルク状態の化学シフ

トに対して lに吸着した分子は 2.4ppmの低

磁場シフトを示し、 2は1.9ppm高磁場シフ

トを示した(Figure.2)。これは同じようなサイ

ズ・形の一次元チャンネルを持つ2つの銭体

でも違った環境の吸着サイトと相互作用して

いることを示唆している。

Figure.l Structures of porous coordination polymers (a) 1 (b) 2 

また、総孔内に閉じ込められた分子の挙動

を調べるために、 2HNMRでゲスト分子の

スペクトルの温度依存性を調べた。 Figure.3

に示す l中のメタノ-JV-d1のスペクトルは

温度を上げていくにつれてピークが次第に尖

51.4ppm 

鋭化していくが、室温でも幅広いピークを示 掴 品 r一一「 コ τ一~'-'r"-'~--'-'--，--一一寸 F つ

した。これより、ミクロ孔内のメタノール分 Figure.2 13CNMR spectra of methanol adsorbed in (a) 1 (b) 2 

子は異方的な運動状態にあることが分かつた。*---spinning side band 

また、スペクトルパターンからこの運動は

C-Q軸回りの C2回転であると考えられ、 T，の温度依存性のプロットから運動パ

ラメーターを求めた。活性化エネルギーは 12.6kJ/molであり、同じくらいのチ

ャンネルサイズを持つゼオライト H-ZSM-5と比較しても大きい値となった。

このようにミクロ細孔を持つ多孔性金属鎗体は骨格とゲスト分子の間に密接

な関係があり、大きな空孔を持つ物質には見られない制限を受けた運動状態が

観測された。各錯体における細孔中でのゲスト分子の挙動についてもその詳細

を報告する。

{参考文献】

1) R.Kitaura et al.， Angew. Chem. Int. Ed. 2002， 41， l33-l35 

2) R.Kitaura et al.， Angew. Chem. Int. Ed. 2003，4，428-431 

3) M.Kondo et al.， Chem. Matel: 2000，12，1288-1299 

4) M.Kondo et al.， J. Solid State Chem. 2000， 152， 113・119
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2 P44 
高温超伝導バルク磁石を用いた NMR信号の検出

(理化学研究所) 0仲村高 志 、 鵜 津 淘

(イムラ材料開発研究所) 伊 藤 佳 孝

(アイシン精機) 岡徹夫

AcquII可eNMR Signal using High Tc Superconducting Bulk Magnet 
lRIKEN， 2IMURA Material R&D CO.， LTD.， 3AISIN SEIKI CO.， LTD. 

Takashi Nakamura1， Jun Uzawa1， Yoshitaka Itoh2， Tetsuo Oka3 

We developed the NMR Magnet using High Tc Supercunducting(HTS) Bulk Material. This Magnet 

operated field strength 3T， bore size 4.2mm with the method that used stackedゆ36mmx 20mm X 2問、s
bulk. HTS Bulk magnet drove a 58K using the pulse tube refrigerator. And we succeeded in observing a lH 

signal of silicon rubber. This magset has capable of very high stability and homogeneity. We want to examine 

whether we can use this magnet as a magnet of a NMR device in the future. 

はじめに

ベトノルツとミュラーの高温超伝導発見以降始まった高温超伝導の研究はこの 17

年あまりで理論及びその応用で急速な進歩を続けてきている。しかし、まだ Eが l00K

であることなどから実用的な応用は未だに無いのが実情である。さて、この応用面

で最初に期待されたものが既に超伝導で実用化されている NMRや MRIであること

は想像に難くない。しかし、この場合もコイルにするための技術開発が困難である

ため 7Tの磁石が開発されているが NMR装置としての供与はされていない。そこで

我々は、線材以外のアプローチで磁石を開発することを試みた。高温超伝導体の主

な応用形態は、既にあげた線材以外に薄膜、バルクが挙げられる。薄膜は主にエレ

クトロニクスの分野での応用が考えられており、パノレクは永久磁石を強力に代替す

るものとして考えられている。そして、この応用として磁気分離等では既に成果が

上がっている。我々はこのバルクに着目し、強力な磁石の作製に成功している。 1) 

また、製造にかかるコストも線材の作成より安価に出来ることが考えられるため、

コンパクトでかつ強力な磁石が創造できる可能性があり、移動も可能な新しい NMR

装置を生み出すことの出来る磁石として大いに注目できるのではないかと考えてい

る。

キーワード高温超伝導、磁石

なかむら たかし、うざわ じゅん、いとう ょしたか、おかてつお
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高温超伝導体には Bi系と Y系があるが、パノレク体は Y系であ石 RE-Ba-Cu-O系で

作成される。これは RE-Ba-Cu-Oの高温超伝導体の結晶相図において 123相と 211

相が共存する相が存在するため

である。 123相の超伝導相中に

211層が均一に分散することで

211相が超伝導を示さない点と

してピン止め点として働き、強

力な磁場を捕捉することが出来

る。我々は 5mBaCuOにおいて

Top-seeded melt-growth(TSMG 

method)法によりバルク体を作

製した。この結果、 Sm-Ba-Cu-

Oでは 25Kで 9Tという高い磁

場を捕捉出来ている。 2)材料を

作成する上で、重要な問題とし

て材料の強度の問題がある。こ

れは材料がセラミックであるこ

とで、強力な磁場を捕捉する事に

より、自身が電磁力を受けて破

壊してしまうためである。我々

は、サンプルに 20%wのAgO

2を添加することで強度を強化

することを見出し、これを利用

実験

20 
旬以T)

_1.2 ・・ 1.3 
g翻 1.1-1.2 

7をto1.0 --1.1 
0.9 -1.0 

~、0.8-0.9 
蚤慰霊0.7-0刷
濁臨時四 0.7
適担霞0.5・・ 0.6
湯議室~0.4・・ 0.5
~'~宍~.， 0.3目 0.4

窟属鹿0.2-0.31 
_0.1 --0.2 
_0四 0.1

Fig.1 Trapped magnetic field distribution at 77K for Sm123 
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sample 36mm in diameterwith 10% wt.%Ag20 addition. 

してφ36mmの単一な領域を持ったパノレク体の作製に成功した。ニのようなバルク

磁石は特徴的な磁場の分布を持つ(FIG.1)。単一の領域が出来ている場合には単一の

ピークを持つ円錐形となり、何らかのクラックが発生し、単一の領域が出来なかっ

た場合にはいくつかのピークが出来る。我々は、バルク体を用いた磁石を製作する

にあたり、この単一のピークを持つバルク体を用いて作製した。

NMRを測定しようという場合、磁石の設計で重要なことに磁場の均一度がある。

特に、溶液の高分解能 NMRの場合には、シミング装置を用いることにより 10-9から

10・11程度の均一度を達成している。高温超伝導パノレク磁石は、先に述べたように表

面には単一のピークを持った円錐形の磁場分布を持つため、永久磁石の表面のよう

な均一な磁場の分布を持たない。このため従来の永久磁石を用いた対向型の配置で

は均一な磁場空間を形成できない。したがって、均一磁場を形成する方法が必要に

なる。我々はこのパノレク体の円の中心に穴をあけ、さらにこの穴をあけたパノレク体

を2個重ねることにより、この穴の中に通常の SCMと同様の磁場均一空間が形成さ

れるよう配置した。このバルク体は FIG.2にあるように真空容器内に設置され、
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Glass Tube 

φ5mm 

Vacuum Chamber 

一-う

主滋む盟国以総工

Material: Sm-Ba.Cu.O + Ag 

Tc= 94κ 

Size: OD36mm x ID7mm x H16mm 

Ring-Shaped 

Con冒guration:

2 bulks are coaxially stacked. 

Refriaerator 

. Type: GM Pulse Tube [AISIN SEIKI] 

now mechanical vibralion) 

Cooling Power: 10 W (77悶

Temperature: -60K 

• AC100V 800W 

Alr cooled 

Fig.2 A schematic drawing of NMR Magnet using HTS Bulk Material. 

パルス管冷凍機と呼ばれるきわめて振動の少ない冷凍機により、超伝導遷移温度以

下に冷却される。バルク体は線材ではないので通電による励磁は行えない。したが

って、着磁する方法は、磁場中で冷却する(Fieldcooling: FC)と呼ばれる方法とコンデ

ンサ等に充電した高電圧を瞬時にコイルに流すことによるパルス着磁(Pulsed-Field 

Magnetization: PFM)の方法が挙げられる。我々は、 JASTEC製 JMTC・400/89(9.4T川fide

Bore)の SCMを用いた FC法による着磁を行なった。バルクの強度の問題、またパ

ルス管冷凍機の性能を 55K程度とした場合に、着磁を行うときのパノレク体の温度を

60Kに設定すること(このことで着磁後の安定性を確保している)から、励磁する

強度は 3Tとした。 FC法による着磁は、次の通りである。 1)SCMの磁場をゼロに

する。 2)常温状態のバルク体磁石の磁石中心を SCMの磁場の中心に正確に設置す

る。 3)SCMをターゲットの磁場強度(3T)に設定する。 4)パノレク体を 60Kまで冷

却し、およそ 2時間安定させる。 5)SCMの磁場をゼロに戻す。 6)超伝導体の温

度制御を停止し、冷凍機の最大能力(56"'-'54K程度)で運転する。これで、バルク体に

3Tが着磁される。着磁後、バルク磁石の中心を基準に Hahnのスピンエコー法を用

いて Chemagnetics社製の CMX-400 Infinityを用い、自作のソレノイドφ3mmのプロ

ープにサンプノレとしてガラス製のキャピラリに直径1.2mm長さ 1.5mmのシリコンゴ

ムを設置し、 lHの信号を探索したところ、装置の穴の上端より 83mm(パノレク体の

中心より 5mm上方)にて共鳴周波数 123MHzの信号を観測した (Fig.3)。半値IjJ富

1800ppmで 10・2程度の均一度しかないため、今回の実験では高分解能のスベクトル

は望めなかった。
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Fig.3 lH NMR spectra measured at 81-85mm position from the magnet 

‘top edge. Spectrum was obtained 4000 accumulation， lsec pulse delay， 7: 

=20μsec， 9O-degree pulse width 1.2μsec. 

結論

高温超伝導パノレク体を使用した NMR用磁石を作製し、 NMR信号を観測できた。今

回の着磁では、着磁に用いた SCMの磁場の分布を観測していなかったため、着磁後

の磁場の分布に対しての評価が困難である。次回以降の実験で分布のメカニズムを

解明し、高温超伝導ノ勺レク磁石の性能の評価向上を図る予定である。

Reference 

1) T. Oka， Y.ltoh， Y. Yanagi， M. Yoshikawa， H. Ikuta and U. Mizutani， Physica C 33S (2000) 

101-106 

2) U. Mizutani， A. Mase， H. Ikuta， Y. Yanagi， M. Yoshikawa， Y. Itoh and T. Oka， Mat. Sci. 

Eng. B6S (1999) 66・68
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2 P4ラ
演題名:高偏極 Xe129によるラット頭部の MRスペクトル

秋田県立脳血管研究センター

0若井篤志、中村和治、I<ershawJelf.、近藤靖、 WrightOavid、菅野巌

Title : MR spectra of Rat Head using Hyperpolarized Xe-129 

Akita Research Institute of Brain and Blood Vessels 

OAtsushi Wakai，I<azuhiro Nakamura， Jelf I<ershaw， Yasushi I<ondoh， Oavid Wright， Iwao I<anno 

Abstract: Xenon has a high solubility in blood and lipids and the polarization of 129Xe can be 

enhanced to about 5-orders larger than the thermal equilibrium polarization by using an alkali metal 

optical pumping method. Therefore， 129Xe may be an excellent MR probe for braintissues. To 

establish whether Xe is e庁ectiveas such a probe， we inserted an endotracheal tube into the trachea 

of an anesthetized rat and obtained 129Xe spectra仕omthe rat head using a 4.7T MRl magnet and a 

hand-made surface coil. A 20cm3 volume of Xe gas with 5-7% polarization was produced by our 

home-made optical pumping system. The observed spectra contained a peak chemically shifted 

194.8ppm仕omthe gas phase peak， this being accepted as a signal仕omXe inside the brain tissue. 

In addition， there were two peaks at 210ppm and 188ppm that may be attributed to blood and fat in 

the head， respectively. 

要旨: キセノン 129('29Xe)は、アルカリ金属原子をもちいた光ポンピング法により、熱平衡状態の 10

万倍に偏梅率を高めることができる(超偏極)。このことは、微量の MR計測が可能であることを意味する。

また、キセノンは、脂質成分に対し高い溶解性を示し、このとき原子周辺の環境の影響を受け、顕著なケ

ミカノレシフト (200ppm程度)やスピン緩和を引き起こす。このような性質により、生体品回哉とくに脳組織内

でのMRプロープとしての使用が期待されている。ケミカルシフトの温度依存性から脳組織温度の定量評

価や常時性分子の存在により緩和時間 T，の低下がみられることから、組織酸素飽和度の定量化や Free

Radical物質の分布調査への使用が期待できるものと考えている。

このような目的のため、いくつかの研究グループがすでに取り組んで、いるが、未だ満足で、きる結果は得

られていない。組織中のキセノン 129の緩和時間が 10秒程度と短いため、生体内においては急速にその偏

極率を低下させ、十分な信号強度の検出が難しいためであると考えている。これを避けるためには、高い

偏極ガスの効率的な導入と迅速な計測が必要となる。

今回、生体への導入手法技術の確立のため、麻酔下のラットに、キセノンの偏極低下を引き起こす酸素

との混合を極力抑えるため、二重管による挿管を施し、キセノンガスを吸入し、頭部でのMRスペクトノレ計

測をおこなった。

キーワード:Hyperpolarized Xe， Laser polarized Xe， 129Xe， Rat brain， MR spectra 

著者:わかいあっし
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キセノンの偏極装置として、図 1に示す生成装置を製作した。アルカリ金属としてルピジウムを、内容

積 80ccの偏極用ガラスセルの中にあらかじめ封

じ込め、外部からの熱風(lWC)により加熱、ガ

ス内にノレビジウム原子を蒸気として混入させて

いる。光ポンピングの光源として、コヒーレント

社 FAPsystem DUO(794. 7nm 60W円偏光)を使用し

ている。偏極用ガスとして吊 EnrichedI却Xe(91世

濃縮)に蜜素を 20%:lJOえた混合ガスを使用し、偏極

率 5~7 0/0のガス、 20 ccをラットに与えた。 MR

計測には、 4.7T動物用服装置(VarianINOVA)を

使用し、コイルには、 IH-129Xedual surface coi 1 

⑤ :P陥m間 s則制叩@叫G叩 (1) :SI.創副酬"

0:01恰a曲s担， V.脚t脚Mv刊@ 

== : Stainless Sleel Tωbing 

ー--tv，田uump岬 p

MainC剖1 S.m酬咽Syringe

を製作し使用した。ラットの肺には、 20cc/30s
Fig. 1 Schematic of the optical pumping/ spin 

の割合でガスを肺に送り込んだ。 MR計測は、送 ‘ ， 

excnange syS1:em. 

り込みの前からはじめ、終了後 10秒以上にわ

たり計測を続けた。ラットの体温は、混水ヒータ ，xd 

により 37
0Cに維持されていた。

1秒間隔の 60回計測スペクトルを積算すること

により、詳細にわたるスベクトノレが得られた

(Fig.2)。メインのピークは、ガス相の信号を基

準として、 194.8ppmの位置に確認できる。このピ

ークは、脳組織内部のキセノンからの信号である

と指摘されている1。その他に、 210ppmと 188ppm

にも小さなピークを確認することができるが、

各々、血液成分中および頭部脂質部中のキセノン

からの信号であると推測している。

また、これら顕著な Xeスペクトノレが得られて

いることから、導入手法としての二重管挿管によ

る導入は効果的であったと判断している。

(
3
・m
}
@
宮
d--aE〈

島。

ppm 

Fig.2 : NMR spectra of hyperpolarized 129Xe in rat 

head. 

I SD. Swanson et a1.. "Brain MRI wi th Laser-Polarized 129Xe" Magn. Reson. Med. 38 (1997) 695-698. 
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2 P46 
天然有機化合物の NMRデータベ}ス“CH-NMR-NP"

システムの展開
(NMRDBτ'ech) 0早水紀久子、(東大農)降旗一夫

Development of the NMR database for organic natural products 

"CH・NMR-NP"
K. Hayamizu (NMRDBTech)， K. Furihata (Tokyo Univ.) 

An NMR spectral database for natural products， CH-NMR-NP， has started to build since April， 
2002 by compiling the NMR spectral data of the natural compounds from the literatures (Chem. Pharm 
Bullリ J.Antibiotics， Tetrahedron， Tetrahedron Letts.， Magn. Reson. Chem.， J. Nat. Prod.， J. Org. Chem.， 
Eur. J. Org. Chem. and others) issued in 2002. The number ofthe data collected from the Journals in 2002 
was about 1150 in the CH-NMR-NP. The accumulation ofthe data is continuing for the Journals issued in 
2003 and the total number ofthe compiled data is 1，600 at the end ofSeptember 2003. 

The search and display systems had been improved to distinguish C， CH， CH2， CH3 signals. 

1.緒言有機天然物の構造決定における NMRの役割は重要であり、天然物の研究では NMR

は不可欠な研究手段になっている。構造の多様性から NMRデータはデータベース化する価値が

高いのにもかかわらず、 lHNMRと13CNMRデータを同時に収録したデータベースはみあたらな

い。昨年の NMR討論会で発表したように、我々は 2002年 4月頃からデータベース構築の構想

を策定して構築活動を開始し、データ収録作業を行った。 1年半あまりの経験からデータベース

作成方針がほぼ確定したので報告する。

2. データベース項目の追加 NMRの帰属を化学構造式に論理的に書きこむ機能がある

ISIS/Baseを化学用 DBMSとしている。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装置名、文献、正式な化学名 (IUPAC

名)、コメントに加えて、 lHNMR測定周波数、参照著者と E-mailアドレスを追加した。文献か

ら引用するので、化学構造式は必須データであるが、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などの主として数値データ

はMacrosoftExcelで入力している。昨年の NMR討論会以降に炭素に結合している水素数を追

加データ項目とした。このデータは 13Cスベクトルパターン表示において、 C，CH，CH2，CH3の識

別(DEPT)のために用いるも目的であったが、入力ミスのチェックに非常に有効である。

3.文献からのデ}タ入力 文献としては、 Tetrahedron，Tetrahedron Letts.， Magn. Reson. 
Chem.， J. Antibiotics， J.αl'g. Chem.， Eur. J. OIjιChem.， J. Natural Productsで開始したが、

日本薬学会の Chem.Pharm. Bullを追加した。.天然物の研究分野でのわが国の強さがわかる。

データベース化の対象は天然物ならびに関連する化合物でデータベース採用基準は以下の通りで

ある。原則として NMRデータの質に重点をおき、化合物の選別は行っていない。

1.化学構造式が明確に描かれていて、テキストに書かれている分子式と矛盾しない。

2. lHと13Cのシフト値が帰属を含めて表形式で記述されている。

3.化合物名 (trivialnameあるいは正式な化学名)があること。化学構造式と Compound1な

どの記述だけのデータは採用しない。

4. NMRスベクトルに明らかな間違えがないこと。

6. 文献データを収録するので、化合物あるいは NMRに重大な間違えがあればデータベースに

入力しない。些細な間違えやデータ不足の場合にはコメント欄に帰属を変えた、データが記述さ

れていない、あるいは一部削除したと書いて入力している。

6. NMRスベクトルが類似している場合には重複入力しないようにしている。

NMRデータベース、有機天然物、データ入力、検索、表示

はやみずきくこ、ふりはたかずお
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4.検索と表示

現在のところ、 PostgreSQLを Web方式の DBMSとしている。入方ツール ISISlBaseと

EXCELで入力したデータを uploadして検索に用いている。検索項目は

1.名前 部分一致、大文字小文字区別なし

2. 分子式 部分一致 例 C30 炭素数 30の化合物

3. 分子量 範囲指定可能 例 1400'(分子量 1400以上の化合物)

4. NP_No 範囲指定可能

5. 13Cシフト{直と lHシフト{直

検索ロジックは AND、部分一致検索、範囲検索である。
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Figure 1. An example of the display on a Web 
system. 
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帰属のついた化学構造式はイメージデ

ータで表示項目は名前、分子式、分子量、

溶媒、シフト基準、 IH観測周波数、文献、

化学名、コメントである。 Excelで入力し
たスベクトノレ情報は 13Cシフト値と lHシ

フト値、 HNMRに関する情報(分裂パタ

ーン、 J値、位置情報 (α、3、endo，exo
等)、 NH，NH2，OHなど)を表形式で示す。
13CNMRのパターンを棒グラフで Java
表示(拡大可能)した(例図 1)。等価な

炭素がある場合には強度を炭素数に比例

するように表示した。また C，CH， CH2， 

CH3 シグナルを識別じて表示できる。

5.データ収録の現状
上記の文献の 2002年度発行のジャーナ

ルからのデータ収録件数は約 1150件であ

る。 2003年発行のジャーナル、我々の研

究論文などから 9月末現在で総計 1600件

のデータを収録している。収録化合物の炭

素数による分布を図 2に示す。 C20とC30
がとりわけ多いことに自然界の不思議さ

を感じる。

6.今後の課題

有機天然化合物の教科書に載っている

基本的に重要な化合物のデータを収録し

たいが、データを探すことが容易で、ないこ

とがわかった。

検索システムにおいて、部分構造検索が

必須で、あるが、その方式については模索中

である。検索・表示システム開発には資金

が入用なので、この点についてち解決しな
ければならなb、。またデータの拡大、ユー

ザ獲得などの課題は多い。

なお、モニター用のホームページは稼動

している。



2 P47 
固体 NMRのテクニックの液体試料への応用

(金沢大理 1、PrincetonUniversity2) 

0水野元博 1、WarrenS. Warren 2 

Applications of Solid NMR Techniques to Liquid Samples 

Motohiro Mizuno 1 and Warren S. Warren 2 

lDepartment of Chemistry Facu1ty ofScience Kanazawa University Kanazawa 920・1192

2Department of Chemistry Princeton University Princeton New Jersey USA 08544・1009

In the intermolecular multiple-quantum coherences (iMQCs) experiments， the distant-dipolar field (DDF) 

gives inhomogeneous broadening in the F2dimension and Iimits the data acquisition time. We show that 

solid-state NMR techniques can be applied to iMQCs experiments in order to obtain high-resolution spectra. 

Magic angle spinning (MAS)， which is frequently employed in solid NMR， is expected to suppress DDF 

and inhomogeneous broadening. However， suppression of DDF makes it difficult to observe iMQCs signal 

concurrently， since iMQCs signal is generat巴dby DDF. We propose a new pulse sequence to 

overcome this di伍culty.This pulse sequence reintroduces DDF by multiple pulses synchronized with 

MAS while the iMQCs signal is being generated. Simulations of2-quantum CRAZED measurements using 

dipolar recoupling (DRAMA) and MAS were performed. 

[F平}

通常の液体の NMR測定では磁気双極子相互作用はキャンセルされてスベクトルに影響しないが、

磁場勾配パルスを用いて磁化の分布の対称性を崩すことにより、液体でも遠隔の磁気双極子相互

作用 (DistantDipolar Field : DDF)を復活させることができる[1，2]。典型的な例が CRAZED

(COSY Revamped with Asymmetric Z-gradient Echo Detection) シーケンス (Fig.l) を用し、

た測定で、復活した DDFは分子間多量子コヒーレンスのピークを Fl次元に与える。液体試料に

おける lHNMRの分子間多量子コヒーレンス実験において、 DDFは Fz次元のスベクトルに数

Hzの不均一線幅を与える。このため、信号検出時間に制限が生じるとともにJカップリシグなど

の詳細な解析が困難になる。これらの困難に対処し、分解能を上げ信号強度を増大させるために、

固体 NMRのテクニックの応用が期待される。本研

究ではMAS及びdipolarrecoupIingを用いた液体の2

量子 CRAZEDスベクトノレのシミュレーションを行

った。

[シミュレーション]

Fig.1 CRAZED sequence 

t z 

CRAZEDシーケンスにおける磁化ベクトルの時開発展は磁気双極子相互作用を含んだ以下の

modified Blochequationを用いて計算した。磁気双極子相互作用の計算においてプロトンの密度

は水の値を用いた。

JlL1叫乃《 ー~\;:1ー l - i~C;:，ポ+M/正以ぬ(r，t) ・ M_(r，t) ^ 

"::;:-M(i，t)=似の)xil.ー一一z+G(r.s)z1+品(r，t)~ + D'¥i MC;:，t)ー 1 

IL y "J  U'" I 1iσ 7;(;:) 

瓦(r)=.E2.. rdPと竺当""，r3M.cp)z -M(P) 1 
U4II  J 2lF-PrL&J  

lntermolecular multiple quantum coherence， CRAZED sequence 

みずの もとひろ、ウォーレン ウォーレン
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[結果と考察1
Fig.2に2番目の磁場勾配パルス直後から MASを開始したときの2量子 CRAZED信号のシミュ

レーションを示す。 (b)は staticすなわち従来の 2量子 CRAZED信号を示す。 2量子 CRAZED信

号は DDFによって生成され、エコー信号として観測される。シミュレーションでは 200ms付近

にエコーの最大が現れた。 Fig.2(c)と(d)は MAS速度が 1Hzと 10Hzの結果を表す。 MASの速

度が増すにつれて、信号強度は急激に減少していった。この結果は、 CRAZED信号生成時の MAS

による DDFの消去が信号の強度を急激に減少させることを示している。そこで、 CRAZED信号

が生成される間 dipolarrecoupling用の multi-pulseによって DDFを復活させることを試みた。

Fig.3(a)にMAS及び DRAMAシーケンスを用いた 2量子 CRAZEDシーケンスを示す。このパル

スシーケンスを用いて 2成分系(化学シフト値 8Hz，18Hz)における 2次元 2量子 CRAZEDス

ベクトルのシミュレーションを行った (Fig.3(b))。ここで、ぬは MASと同期して変化させた。

Fig.3(c)に MASとdipolarrecouplingを行わない従来の 2量子 CRAZEDシーケンスによる 2次元

スベクトルのシミュレーションを示す。これらのシミュレーションから、 MASによるれ次元の

スベクトルの先鋭化及び DR品仏シーケンスによる MAS中での CRAZED信号の生成が確かめ

られた。

(a) (a) 
a
g
 

-0.2 
v，=10 Hz 

(b) し上。
10 

220 

u: 30 

F2(H母

(c) 。
10 

220 

ii: 30 
a常島

5~'o 40 30 20 
F2(Hz) 

MAS 

(b) 
0; 

・0.2-¥

(c) 0; 

O 1000 2000 3000 
tz (ms) 

-0.2 

(d) 
0""，.1'， 

Fig.2 (a) The 2・quantumCRAZED sequence with Fig.3 The 2・dimensional2・quantumCRAZED spectra 
MAS， used in investigation of e仔'ectof MAS in t2 for 2・componentswith chemical shifts 8 and 18 Hz. 
period on signal. MAS sta同sjust after second field (a) The 2・quantumCRAZED sequence with MAS and 
gradient pulse in this pulse sequence. (b)， (c) and dipolar recoupling for 2・dimensionalmeasurements. 
(d) show simulated 2・quantumCRAZED signal (b) Simulated spectrum with MAS (v，=100Hz) and 
with MAS using the sequence of (a) for MAS DRAMA (duration 400 ms)， (c) Conventional 
speed of 0 Hz， 1 Hz and 10 Hz， respectively. 2・quantumCRAZED spectrum simulated under same 
Simulation was made with following para_met~rs: conditions as (b) except for MAS and DRAMA. 
t1=99 ms: T1=4.0 s:九=2.0s: 0=1 ~3~1 0.5 cm2/s: Simulation was" "made "with following parameters: 
Gz=2O G/cm R1171sfor G穴Gz=4.0G/cm， T=1 T1=4.0 s; T2=2.0 s; 0=1.3x10・5cm

2
/s; Gz=2.5 G化m，

ms for 2GT. T=1 ms for GT; Gz=5.0 G/cm， T=1 ms for 2GT. 

[1] w. S. Warren， W. Richter， A. H. Andreotti， B. T. Farmer II， Science皇皇室(1993)2005. 

[2] S. Lee， W. Richter， S. Vathyam， W. S. Warren， J. Ghem. Phys. 10豆(l996)874. 
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3 Pl 
21.6Tで測定した卵白リゾチウムの 'H-'H2次元 NOESYスペクトル

O板本l陽明 l、集団佳喜 1、末松浩人¥朝倉克夫¥穴井孝弘 l、栗原範

i宛l、竹内茂之、古川正敏3、木吉司¥和田f二ヘ前田秀明“、演田洋折、

横山茂之 4，6，7

l‘日本電子、 2日本電子データム、 3物質・材料研究機構、 4理研FGSC、5横浜市立大院、“理研播

薦、 7東大院理

'H-'H two-dimensional NOESY spectrum of hen lysozyme measured at 21.6T 

Nobuaki Nemoto， Yoshiki Kida'， Hiroto Suematsu'， Katsuo Asakura'， Takahiro Anai'， 

Noriaki Kurihara'， Shigeru Teョkeuchi'，Masatoshi Yoshikawa'， Tsukasa Kyoshi" Hitoshi 

Wada'， Hideaki MaedaペHiroshiHirota4.5 and Shigeyuki Yokoyama4.6.7 

'JEOL LTD.， 2JEOL DATUM LTD.， 'National Institute of Material Sciences， 4RIKEN Genomic 

Sciences Center， 5Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University， 

6RIKEN Harima Institute， 7Graduate School of Scierice， the University of Tokyo. 

National Institute of Material Sciences， RIKEN and JEOL LTD. developed an NMR system 

working at 21.6T ('H frequency is 920MHz). On this spectrometer， we obtained a v巴ry

beautiful two-dimensional 'H-'H NOESY spectrum of hen lysoz戸nesolution using a triple 

resonance probe working at room temperature. 

21.6T、920MHz，NOESY、卵白リゾチウム

ねもとのぶあき、きだよしき、すえまつひろと、あさくらかつお、あないたかひろ、くりはら

のりあき、たけうちしげる、よしかわまさとし、きよしっかさ、わだひとし、まえだひであき、

ひろたひろし、よこやましげゆき
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これまでに、物質・材料研究機構、題化学研究所、日本r[ff:子は共-同で、 21.6T('Hの共鳴周波

数で 920M!-!z)で動作する NMR袋鐙を開発した。この袋鐙を用いて、文部科学省の“タンパ

ク3000プロジェクト"への適用を目指し、 lmM卵白リゾチウムの 'H-'H 2次元 NOESY

スペクトルを測定したところ、非常に美しい 2次元スペクトルを得ることに成功したので報告

する。卵白リゾチウムは購入品を用いた。 90%H，O/10%D，O (体積比)の溶媒に溶かし、 lmM

の水溶液とした。試料管にはシゲミ製水溶液用対称ミクロセルを用いた。プロープは、 5mmφ

の 'H綴測、 13c及び "N照射の三重共鳴プロープを使用し、 250Cで測定を行った。パルスシー

ケンスは、 W5シーケンスを使用した WATERGATE法で溶媒消去を行い、混合時聞は 100ms

とした。総測定時間は約 1時間40分である。スペクトルを以下に示す。
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Figure 'H-'H two-dimensional WATERGATE-NOESY (mixiging = 100ms) spectrum of lmM 

hen lysozyme measured at 21.6T. 
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3 P2 
DPFGSE-NOESY rrOCSYスベクトルの解析に有益なデカップリング法

。里研PSC)0鵜津淘、吉田茂男

(日大薬学部)藤本殿住

Useful decou凶19肱 hniquefor the ana除措ofDPFGSE-NOESY/TOCSYSI光ctra

JUnlJZAWA¥Shi伊oYOSHIDN andY:祖lOR刀民心τぴ

侭lKENPSC， ωl~界0印hrumacy;N!honUniv?) 

We demonstrate that the combination ofDouble Pulsed Field Gradient Selective 

Exitation (DPFGSE)-NOESY/TOCSY and Homo Spin Decoupling (HSD) or Selective 

Population Transfer (SPT) are useful for structural determination of complex molecule such 

as triterpene glycoside (ex. digitoxin) . As shown in Fig.2， the protοn signals due to H・40f

dig-l (dig・1・4)and dig・2were c1ear1y discriminated by application ofthe combination 

method ofDPFGSE-ROESYand HSDσig. 2， c and d) in spite ofvery smal1 chemical shi氏

differences (0.02 ppm) between H-dig-l・3andH-dig・2・3.Qn the other hand， in the 

combination spectrum ofDPFGSE-NOESY and SPT (Fig.3)， SPT interaction appeared for a 

proton with or without regard to NOE. 

We had good results in the structural elucidation ofnatural products from plant 

resources by application ofthe present methods 

1.緒言

天然有機flJ合物や関連する合成化合物なと複雑な化合物の構造解析の分野では二次元NM

Rばかりでなく、一次元のSelective-COSYをはじめ、 TOCSYやNOE、ROEが頻繁に使われ

ており、重要な役割をになっている。高度な多次元測慰去を適用することが困難な場合が多

し1一方で、これらの佑合物は類似の化合物が混在する場合も多い。ある程度化合物の大きさ

や性質が違えば、 LC-NMRや自己拡散係数の違いを検出するDOSYが有効であるが、構造が

微少に異なる場合や類似のものが混在する場合は不可能となりかねない。これらの鈴闘では

分離した特定の信号を手掛かりに部分構造や立体構造を見付けることが有効な手段となる。

化合物が大きくなり構造が複雑になると共にTOCSYやNOEによって託線されるフ。ロトン

の数も増え、その帰属に迷うことも出てきた。このようなときに確実な帰属法として、

TOCSY-COSYなど、 lD-TOCSY展開後に二次元COSY展開を行う方法も発表されている九

lD-ROESYにホモスピンデカップリングを組み合わせる試みもなされている九スピン系全

DPFGSE-NOESYtROESY.、 DPFGSE-TOCSY.、 S町、微量試料、ステロイド配糖体

うざわじゅん、よしだしげお、ふじもとやすお
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体の相闘が得られなくても、特定のプロトンとの相関が確実に判れば構造上の必要な情報が

得られる場合が多いので、感度と信号の重なりの問題も考え合わせ、一次元と二次元の適切

な使い分けが賢明である。今回、優れたプロトン選開萌批であるDoobleN剖 FieldGradient 

SeI同veFxci雌cn(DPFGSE)法による一次元のNOESY、TOCSY、ROESYにスピンデカッ

プリングやS巴lectivePopulation Transfer(SPT)法を組み合わせる方法について検討した結果

を報告する。 SPT法はスピン結合定数の符号を決定する手段として知られているが、スピン

デカップリング法と同様にスベクトルの帰属にも使われてきた。 S阿法は多重線のうち 1本

でも重なり合った信号から分離していれば良いので、プロトンR萌すの選択性が勝っている。

2.実験法

装置はJNM-α400を使用した。パルス系列は第 1図を用いた。前段のDPFGSE照射は観

測チャンネルを用い、デカップリングまたはSPT照射を日寝射チャンネルとした。これによっ

て、 DPFGSEとSPTの日鳴すパワーの最適値を (0)、 (d)を使って独立して求めることが

できる。ソフト180
0

パルスにはガウスパルスを用いたが、空間関皮でも他の関数パルスでも

本質的に変りはない。スピンデ
(a) 

カップリングタイプの照射強度 08S. channel 

(c) 
90 

は通常のデカップリングで決め

た値を用いた。 SPTタイプの

P此しては、選択性と緩和時 間竺竺日一寸一

聞による臓を考慮して、 100 2s… 
s。世 180=25.66ms，gausslan 

45 
}

O

H

 

A
U
 

{
 

45 

ms程度とした。選ばれた日2で

特定のピークが反転するように

閥 Iパワー (IRATN)を決めた。

(b)では、 mixingtimeとPI2後

の観測パルスを45
0
とした。

3.結果

Digitoxinのシフト値入り構造式とDPFGSE_ROEのホモスピンデカップリングの結果を第

2図に示す。この試料の場合、通常の事唐鎖では別れて出るアノメリックプロトンが3個共重

Fig.1 (a) Homo spln decouplig type. (b) Selectlve Popuration Transfer type. 
(c) DPFGSE callblatlon pulse sequel'lce. (d) SPT callblatlon pulse. 

なってしまう。ここでは、アノメリックプロトンからROEが観測される 2個の4位プロト

ンに対する 3位をデカップリングした結果を示す。このように小さなスピン結合定数(3Hz)

の場合はかなり近接したシフト差(0.02ppm)でも分離して観測することができた。
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Fig.2 

(d) 白河itoxin: 3伽 g/C5目制叩00DPFGSE..Jl促印』叫 (5.16.4.47) FGTH54 

句、

Digitoxin: 3αng/C5D5N+CD3DD DPFGSCROECW_HDM (5.16. 4.45) FGTH54 

(c) 

4.5 

(b) I Digitoxin: 30mg/C505N+CD30D DPFGSE..JlDE_CW (25・280・5.16) FG開制

dlg.1，2，3.1 

4.5 

Digitoxin: 3伽.g/C5D5N+CD30DSGNON (ROE) FGTH5 400 

4.0 

4.0 

4.0 

(a) dJg.1，2，3・5

dJg.3・3

5.0 4.5 4.0 

dlg.1・4

3.5 

dJg.2・4

3.5 

3.5 

dlg.3.4 

ppm 

3.5 

SPTタイプの実験例はストリキニーネの結果を第3図に示す。ある特定のプロトンから

NOEがあるプロトンの分裂した 1本のピークを照射すると、それとスピン結合のあるプロ

トンに磁化の移動が起こる。第3図 (c)に示すように、 H-llaを日朝すするとH・llb、H-

8、H-12に対してNOEが見られるが、 H-llbの1本のピークをR萌すすると、 H・llbの磁イじ

がH・12に移動し、 H-12が大きく変化する。このSPTによる磁化の移動は前段のNOEが有る

無しとは関係ない。 (d)に示すように、 H・18aを日鳴すすると、 H・8に大きなNOEが見られ

るが、 H・8の1本のピークを日朝すするとH・18aからNOEのないH・13があらわれてくる。
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Fig.3 

(e) 
Strychnine/COCL3 NOE....DPFGSE_SPT (2.87， 3 日日) FGTH5 400 

SPT 

¥ 

4.0 3.5 

I Strychnine/COCL3 N口CDPFGSCSPT(2.87. 9.99) FGTH5 400 

(d)1 DPFGSE 

4.0 3.5 

I Strychn ine/cDCL3 NOE_OPFGSE_SPT (2.64， 3.10) FGTH5 400 

(c) I 0 I SPT 
/ ， 

4.0 3.5 3.0 

Strychnine/COCL3 NOE....DPFGSCSPT (2. 64. 9.99) FGTH5 400 

(b) 

4.0 3.5 

4.0 3.5 3.0 

4.まとめ

O 

ppm 

2.5 2.0 1.5 

ppm 

2.5 2.0 1.5 

2.5 2.0 1.5 

本測定法は重なり合った信号で、もNOESY/ROESYrrOCSYによって表れた信号だけを対

象に解析できるという特徴を持っている。 DPFGSE-NOE(ROE)にスピンデカッフ。リング法

を組み合わせる方法はNOEの無いフ。ロトンを日璃すしてもスベクトル変化が見ることができ

る。一方、 SPT法は、特定のプロトンからNOEによって表れたフ。ロトンからスピン結合を経

て特定のプロトンへの磁佑の移動を見る。この場合、 NOEのないプロトンへも磁化移動を

行う。演者らは植物から得られた様々な化合物の機舗卒析を行っているが、閉ま献料やそれ

らの混合物について本報告で述べた測定法を検証し、好結果を得ている。

参考文献

(1)瀬戸治男、降旗一夫、佐々木徹、第31回天然有機じ合物討論会要旨集、 316(1989)・

J.M.Nuziland and G.Massiot， J.Magn.Reson.，91，380(1991). 

(2)越野広雪、鵜津淘、第34回NMR討論会要旨集九 207(1995)。
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3 P3 
シェープドパルスを用いた選択的緩和法の改良一水溶液

中でのウリジン誘導体のコンホメーション解析ー

(神戸薬大阪大院工 2)0杉浦異喜子和田健彦久井上佳久 z

Modification of Selective Relaxation Method using Shaped Pulse. -Application to 

the Conformational Analyses of Uridine Derivative -

Kobe PharmaceuticClI University1 and Graduate School EngilleerinぁOsakaUliiversity2 

Makiko SU!liurf!， Takehiko Wada， and Yoshihisa Inoue 

The se1ective relaxation method has been modified， in which the selective shaped pulse is 

incorporated in the pulse sequence (Fig. 1) for the selective non-Illversion T1 (T1
SNI

) measurement. 

The high selectivity has been achieved by using i・SNOB-3shaped pulse and then more accurate rij 

value is巴xpectedto be obtained.τbis new modified method has been applied to the conformational 

analyses of 5' -arnino-5' -deoxyuridine (1) in phosphate buffer and borate buffer. The estimated rij 

values suggest that the conformations in these two buffers are di妊'erentfrom each other. The 

predominant conformations of 1 in phosphate buffer and borate buffer seem to be Anti and Syn， 

r官spectively.

[はじめに]

選択的緩和法は， lHのSelectiveNon-inversion T1 (T1
SN1) とNon-selectiveT1 (T1

NS
) の

差から交差緩和 σijを求め，それを用いて H・H 問距離を得て分子のコンホメーシヨン解析を

仔う方法である。比較的 lHT1 の長い低分子の化合物には有用なコンホメーション解析法の

一つであるが， れSNI測定時の選択的 1800

パルスの選択性が，実験の成否を左右する。事

実シグナルの接近した系では，うまく T1SNIの測定が出来なかったり，正しい H-H間距離

が得られなかったりすることがあった。 今回 九SNI測定用の

パルスシーケジスに，選択的 1800 パルスとして選択性の高い

シェープドパルスを組み込み，T1SN1の測定精度を上げること

によって選択的緩和法の改良を試みた。また，D20 溶媒など

で大きな残存 lHのシグナルが存在すると T1測定の精度が悪

くなるため.Fig. 1のパルスシーケンスのように溶媒のシグ

ナルをデカップルパワーで消去しながら測定することとした。

l' 

選択的緩和法 シェープドパルス 緩和時間 コンホメーション解析 5'-アミノウリジン

すぎうらまきと， わだたけひこ， いのうえよしひさ
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今回この改良法を適用したのは 5'-アミノウリジン(1)である。との化合物は，リン酸

バッファー中とホウ酸バッファー中では，コンホメーションが変化することが示唆されてい

る。 1)

[実験]

Iをそれぞれリン酸バッファー，ホウ酸(共に 90' 

PH 7.2) に 溶解し，脱ガス，溶封して測定サンプ Obs.

ルとした。サンプル濃度はそれぞれ 5.4xlO.2M，4.3x 

10-2Mであった。

NMR測定は，羽rianINO、仇・500(1H: 499.8 MHz， 

13C: 125.7MHz) を用い， TINSはデカップリング側

で溶媒を消去しながら Inversion-recovery法で，

T1SNI は Fig.l

のパルスシーケン

スによってそれぞ

れ測定した。 Fig.l

のシェープドパル

スとしては， i-

SNOB-3 Gnversion 

type of selective 

excitation for 

biochemical 

6 

jh 

』ーT 白押ーーー一一ーーー一句ー・一ーー

D民尽~ 尽~

;:".~-

Fig.l Th巴newpulse sequence 

for measureme凶 ofTYI 

appIications)勾を

選び，シグナル幅

に合わせてバンド

幅を変化させて用

いた。

6.5 6.0 5.S 5.0 4.5 4.0 

[結果と考察]

Fig. 2 A series of spectra for the T1SNI measurement of Ia 
using the pulse sequence of Fig. 1. Note that th巴

signal for Hl' is not inverted. 

Iのリン酸バッファー溶液 Oa)，ホウ酸バッファー溶液 Ob)共に，その lHスペクトル

は， H5と Hl'，H3'と H4'のシグナルがかなり接近しているが Fig.1のパルスシーケン

スによって測定したスペクトルは， Fig.2の例のごとく，隣接したシグナルにほとんど影響

を与えずに目的のシグナルのみを選択的に反転させることが出来ている。(スペクトル上は，

選択的 180.パルスを予め照射されたシグナルのみ，反転していない。)得られた TtS，T/N1の

値を Table1及び 2に示したが，期待遇り，隣接したシグナル同士においても妥当なれの

値が得られている。
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Table 1. The observed T， NS and T， SNI values for I in phosphate buffer (Ia). 

observed 

H5 H6 H1' H2' H3' H4' H5'a H5'b 

T， NS/S 4.14 1.52 2.91 2.16 2.01 2.53 0.76 0.72 

selected j 

T，SNI/S H5 1.71 2.75 2.07 1.94 2.43 0.73 0.70 

T， SNI/S H6 4.88 3.21 2.30 2.05 2.51 0.76 0.73 

T，SNI/S H1' 4.01 1.59 2.23 1.97 2.58 0.75 0.72 

T，SNI/S H2' 4.03 1.62 3.01 2.22 2.53 0.76 0.73 

T，sr、II/S H3' 4.08 1.53 2.92 2.39 2.55 0.77 0.74 

T， SNI/S H4' 4.11 1.51 3.00 2.19 2.04 0.78 0.73 

T，SNI/S H5'a 4.02 1.51 2.87 2.16 2.06 2.63 0.90 

T， SNI/S H5'b 4.08 1.53 2.89 2.19 2.09 2.57 0.96 

Table 2. The observed T， NS and T，SNI values for I in borate buffer (Ib). 

observed 

H5 H6 H1' H2' ト13' H4' H5'a H5'b 

T，NS/S 2.62 1.05 1.73 1.17 1.35 1.60 0.53 0.50 

selected j 

T，SNI/S H5 1.17 1.72 1.17 1.34 1.61 0.53 0.50 

T，SNI/S H6 2.88 1.92 1.24 1.35 1.60 0.53 0.50 

T， SNI/S H1' 2.58 1.11 1.19 1.34 1.64 0.53 0.50 

T，SNI/S ト12' 2.66 1.08 1.77 1.44 1.61 0.53 0.50 

T，SNI/S H3' 2.58 1.03 1.72 1.27 1.65 0.53 0.51 

T，SNI/S H4' 2.60 1.03 1.79 1.17 1.37 0.54 0.50 

T，SNI/S H5'a 2.65 1.05 1.73 1.16 1.38 1.74 0.59 

T，SNI/S H5'b 2.62 1.03 1.73 1.15 1.39 1.62 0.61 

これらの値から交差緩和を得，別途!3cれから得られた分子の回転相関時間 τcとから H・

日間距離 (rij) を求めた。得られた rijの値を Table3に示したが，これら 2つのバッファ

一中での値を見比べると，コンホメーションに微妙な差があることが示唆される。 Ia，Ibい

ずれも，この得られた rijを完全に満足するコンホメーションを組み立てることは難しい
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Table 3. The estimated rlj values (A) of I in 

phosphate (Ia) and borate (lb) butfer. 

Hi Hj la Ib 

H5 H6 2.4・ 2.6 2.4・ 2.8

H6 H1' 2.6 -2.8 2.5 -2.6 

H6 H2' 2.6 -2.7 2.6 -3.0 

H6 H3' 3.2 -3.5 --a) 

H1' H2' 3.0・3.1 3.1・3.2

H1' H4' 3~2 -3.4 3.1 -3.2 

H2' H3' 2.4・2.5 2.5 -2.6 

H3' H4' --a) 3.0 -3.2 

H3' H5'a 2.6-3.1 3.0 -3.4 

H3' H5'b 2.7・2.8 2.9 -2.9 

H4' H5'a 2.6 -3.1 2.5 -2.6 

H4' H5'b --a) 3.5 -3.5 

H5'a H5'b 1.8-1.8 1.9 -1.9 

a) > 4.0A 

ことから，共にコンホメーションに揺らぎがあると考えられる。しかし， H6 -Hl' : Ia > Ib， 

H6-H2' : Ia < Ib， H6・H3': Ia < Ib の関係にあることから，グリコシル結合廻りのコンホメ

ーションについては， Iaでは Anti，ぬでは Syn配向を優先的にとっていることが予想され

る，さらに糖部分のコンホメーションについても，差があることが示唆されるが，詳細につ

いては，現在検討中である。

[参考文献】

1)工Wada，N. Minamimoto， Y. Inaki， Y. Inoue， Chem. Lett.， 1025 (1998); T.Wada， N. Minamimoto， Y. 

Inaki， Y. Inoue，よAm.Chem. Socリ 122，6900 (2000). 

2) E. Kupce， J. Boyd， I. D. Campbell，J. Magn. Resn.， B， 106，300 (1995). 
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3 P4 
酵母 DSK2の UBAドメインとユピキチンとの

相互作用解析
(財団法人木原記念横浜生命科学振興財団 l、横浜市大・院総合理2、

理化学研究所 3、愛媛大・院理工 4、九州大・院医 s) 

0大野綾子 1，2、贋明秀一 2、藤原健一朗人 JeeJunGo02，3、天野剛志 2，4

栃尾豪人 2、小林英紀 5、白川昌宏 2

NMR study on the interaction between the UBA domain of budding 
yeast DSK2p and the ubiquitin. 
(' Kihara Memorial Yok伽 naFound， 2Yokohama仰 Univ.， Gradu，αte School olIntegrated Sci.， 

5 
RIKENGSC， "Ehime仰向，Graduate School Sci. Eng.， J Kyushu Univ.， Graduate School Med Sci.) 

OAyako Ohno1

ぺHidekazuHiroaki 1ぺKenichiroFujiwara2， Jee JunGoo2ぺTakeshi

Tenno2ぺHidehitoTochio2，Hideki Kobayashi5， Masahiro Shirakawa2 

Ubiquitination， an attachment ofa single molecule or chains ofubiquitin to a lysine residue 

of subs仕ateproteins， act as regulatory signals that mediate a variety of ceIlular processes. 

These mono園 ormulti-ubiquitin tags are thoughtωbe recog凶zedby certain ubiquitin-b泊ding

motifs， such as UBA ( ubiquitin-associated ) domain， UIM (Ubiquitin-interactin.g motif) and 

CUE domains. UBA domains， consisting of approximately 45・residues，are conserved in a 

number of proteins involved in proteasomal degradation and intra-cellular仕afficking.

Solution structures of unliganded UBA domains are known to adopt a compact fold of a 

three-helix bundle. Nevertheless， s住uctureofUBA domains in complex wi自由iquitinhas not 

been reported so far， al白oughthat ofubiquitin complex ofCUE domain， which shows structure 
simi1arity with UBA domain， was recently reported. We analyzed the solution structure ofthe 

UBA domain of budding yeast DSK2p泊 complexwith ubiquitin， and wiIl discuss how the 

UBA domain recognizes ubiquitin. 

ユピキチンは、基質蛋白質のリジン残基側鎖にイソペプチド結合を介して付

加し、蛋白質タグとして機能する。このユピキチン化は、プロテアソームの蛋

白質分解システム、 DNA修復、シグ、ナル伝達や蛋白質輸送などにおいて重要な

役割を果たしていることが知られている。ユピキチン化のシグナルは、ユピキ

キーグ}介。:!EsIf:.虜昔俗、立像帯法、指互炉原輝W

おおのあやこ、ひろあきひでかず、ふじわらけんいちろう、じーじゅんぐ、てんのたけし、

とちおひでひと、こばやしひでき、しらかわまさひ
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キチン結合モチーフを介して結合することによって伝達される。これまでに、

UBA ( ubiquitin・associated)ドメイン、 UIM(ubiquitin interacting motif)を含む数種

類のユピキチン結合モチーフが同定されている。このうち UBAドメインは、最

初に同定された約 45残基からなるユピキチン結合モチーフ 1で、ユピキチン結

合酵素、脱ユピキチン化酵素、ヌクレオチド除去修復に関与している蛋白質な

ど様々な蛋白質の中で、見つかっている。いくつかの UBAドメインでは、モノお

よびテトラユピキチンとの結合が invitroで確認されている 2，3，4。立体構造に関

しでも、 UBAドメイン単独の溶液構造が既に解かれており、三本の αヘリック

スパンド、ルからなることが報告されている 5。最近になって、 UBAドメインと

類似していると考えられている CUEドメインとユピキチンとの複合体の構造が

報告された九しかし、 UBAドメインとユピキチンの複合体構造は報告されて

いない。そこで本研究では、 UBAドメインのユピキチン認識機構について調べ

るために、 NMRを用いて出芽酵母の DSK2蛋白質の UBAドメインとユピキチ

ンとの複合体構造解析を行った。DSK2は、373アミノ酸残基からなる蛋白質で、

N末端側にUBL(ubiquitin-like)ドメイン、C末端側にUBAドメインを持っている。

N末端の UBLドメインがプロテアソームと結合することと、 C末端側の UBA

ドメインが K48リンクのポリユピキチンと結合することが明らかになっている

4。これより、 DSK2がユピキチン化された基質をプロテアソームに輸送する機

能を持つことが議論されている。しかし、 UBAドメインが知何にしてユピキチ

ン鎖を認識するかは、詳細な知見が得られていない。

本研究ではまず初めに、 NMRによるタイトレーション実験と表面プラズモン

共鳴法を用いた相互作用解析を行い、 DSK2の UBAドメインがモノユピキチン

に対しても結合することを確認した。次いて、それぞれ単独に発現・精製した

13C/15N標識及び非標識の DSK2・UBAとユピキチンを用いて、標識パターンの異

なる二種類の複合体試料(13C/15N標識DSK2・UBAと非標識ユピキチン、非標識

DSK2・UBAと13C/
15N標識ユピキチン)を作製した。これらの試料を用いて、各

種NMR測定(測定温度 25
0
C) と解析を行い、分子内及び分子聞の NMR構造情

報の集積を行った。現在、これらの構造情報に基づき、複合体の構造計算を進

めている。構造計算には CYANAを使用した。発表では、この複合体構造と、

既に報告されている他のユピキチン認識モチーフとモノユピキチンとの複合体

溶液構造と比較し、相互作用様式の違いについて検討する予定である。なお、

この研究は、 JSTの支援のもとに行われたものである。

#考:Jt尉

1. Hofmann， K. et al. Trends Biochem. Sci.， 21， 172・173(1996) 

2. Caroline R目 M.et al. Nat. Cell Biol.， 3， 939・943(2001) 

3. Bertolaet， B. L. et al. Nat. Struct. Biol.， 8，417・422(2001) 

4. Funakoshi， M. et al. Proc. Natl. Acd. Sci. USA， 99， 745・750(2002) 

5. Di∞km加 n，Y. et al. Nat. Struct. Biol.， 5， 1042・1047(1998) 

6. Kang， S. R. et al. Cell， 113，621・630(2003) 
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3Pラ
フィブロイン遺伝子転写制御タンパク質における

DNA結合ドメインの立体構造解析

(北大院理 1、北大先端研今

。八巻健 1、J11口恭輔 1、相沢智康 1、滝谷重治 Z、出村誠 1、新田勝利 1

Structure analysis ofDNA binding domain of:libroin gene transcriptional regulatory protein 

Takeshi Yamakil， Kyosuke Kawaguchil， TomoyasuAizawal， Shigeharu Takiya2， 

Makoto Demura1， Katsutoshi Nitta1 

'Graduate School ofScience， Hokkaido University， Sapporo 060・0810，ゐ'Pan，

2Center for Advanced Science and Technology， Hokkaido University 

Fibroin-modulator binding protein (FMBP-I) consisting of218 amino acid residues correlates 

with the expression of the Bombyョrmorifibroin gene for temporal and spatial specificity in the 

silk gland cells. In this study， solution structure of the DNA binding domain composed of a 

tandem repeat amino acid sequence was studied using two dimensional1H nuclear magnetic 

resonance (NMR) techniques and circular dichroism measurements. The model peptides were 

prepared to assign NMR signals and to clear structural flexibility and stability of these local 

conformation in water and trifluoroethanol aqueous solution. 

[序論]

カイコ幼虫の絹糸腺器官は構造と機能の点で明確に識別される前部、中部、後部より成り、フ

ィブロインタンパク質は後部絹糸腺細胞、セリシンタンパク質は中部絹糸腺細胞でのみ合成さ

れ、明瞭な組織特異的な発現制御を受けている。また、これらのシルクタンパク質合成は発生

過程で変化し時期特異的な制御も同時に受ける。このようなフィブロイン遺伝子やセリシン遺

伝子の組織特異的かっ時期特異的発現は主にDNAから mRNAが合成される転写の段階で制御

されている。 Bombyxmori・フィブロイン H 遺伝子の転写制御因子である:libroin-modulator

binding protein (FMBP-I)は 218残基から成り、転写制御領域の上流やイントロン内ヱレメン

トに結合する因子で、フィフロイン遺伝子の組織特異的かっ時期特異的な発現に関与している

と推定されている。 FMBP-1のC末端側約半分の極めて特徴的な 23残基の 4回繰り返し構造

が DNA結合ドメインを構成している。全体構造と相向性の高い他のゲノムシークエンスは報

告されてないが、DNA結合ドメインと同様の特徴的な繰り返し構造が線虫、ショウジョウパエ、

マウス、ヒトに保存されている。しかし、これらの遺伝子の機能・構造解析は行われていない。

本研究では FMBP-1のDNA結合部位と予想される 1，2番目の繰り返し配列のモデルペプチド

を作製して立体構造解析および DNAオリゴマーとの相互作用の解析をて立体構造解析および

bNAオリゴマーとの相互作用の解析を NMR測定ならびに円三色性(CD)測定を用いて行い、

キーワード:転写因子、 DNA結合ドメイン、繰り返し配列、カイコ、フィブロイン

著者ふりがな:やまきたけし、かわぐちきょうすけ、あいざわともやす、たきやしげはる、

でむらまこと、にったかっとし
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各繰り返し配列の特徴とタンデムリピート構造の DNA結合能について考察した。

[実験l
モデ、/レペプチド(ペプチド 1，ペプチド2，各23残基)はそれぞ、れBoc法による固相合成によっ

て作製した。 lH-NMR測定は BrukerDRX-600， Jeol alpha 600 NMR測定装置を用い、 TOCSY

(mixing time: 80 msec)， NOESY (mixing time: 150， 250 msec)， DQF-COSY測定を温度 20
0

C

で行った。 NMR信号の帰属は連鎖帰属法により行った。 NMR測定のペプチド濃度 L5mMと

し、水系 (10%D20/90% H20， pH 6.2)とTFE系 (30%TFE-d2， 70% H20)の二条件で行った。

NMRデータの解析はNMRpipe及びXEASYを用い、立体構造計算はNOE制限、三面角制限、

水素結合制限を用いて CNS1.1で行った。 CD測定は JascoJ-725装置を用い、 TFE水溶液濃

度を 0"-'50%に変えて 200~250 nmで行った。

[結果・考察]

DNAフリー条件では、繰り返し配列のモデルペプチド 1，2はCD測定の結果より水中でそれぞ

れ helixパターンを示した。 TFE濃度の増加に伴い helix含量も増大することが示された。一

番目の繰り返し配列ペプチド 1のNMRスベクトノレの帰属より得られた lHαの化学シフトイン

デックスは、 TFE(30%)では helix領域が全域で出現するものの、水中ではN端側に偏ってい

た。 mixingtime 150 msecで測定した NOESYスベクトノレの NOE相関ピークは TFE中での

NOEは 170個が得られたが水中では 146個だ、けであった。 NOE制限の他に三面角制限、 HD

交換による水素結合制限を用いて CNSで、立体構造計算を行った(Fig.U。水溶液中においては

N 末端 4~9 残基は α-helix を形成しているが C 末端はディスオーダーな構造であるという結

果が得られた。一方 TFE 系溶媒中では 3~20 残基で長い一本鎖の両親媒性 α-helix を形成して

おり、 20%以上の TFE水溶液中で CD値が最大となる結果とよく一致する。水中でディスオー

ダーな C末端側は水溶液中でも疎水的環境の接触によってα-helixを形成するので、はないかと

考えられる。タンデムリピート構造からなる 1番目と 2番目のアミノ酸配列のホモロジーが高

いにも関わらず、 CDスベクトノレの測定結果で示したように helix形成能が異なっていた。ペプ

チド 2の立体構造の refinementと共にそれぞれの helix形成能とタンデムリピート構造、DNA

オリゴマーの認識部位については現在検討中である。

，
 'r，、

(a) (b) 

Fig.1 Superpositions of 15 best structures of model peptide: 1 in TFE (a)、water(b). 
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3 P6 
交差飽和法による生体膜ーペプチド聞の相互作用解析

(JBIC・JBIRCl、産総研・ BIRC2、東大・院薬系 3、三菱化学生命研4、群大工 5)

0中村壮史 1、高橋栄夫人竹内恒久河野俊之 4、若松馨 5、嶋田一夫 2・3

NMR Studies ofMembrane"Peptide Interaction by Cross"Saturation Methods 

(JBIRC/JBICI， BIRC/AIST2， The University of Tokyo3， Mitsubishi Kagaku Institute of Life 

Science4， Gunma University5) 

OTakefumi Nakamural， Hideo Takahashi2， Koh Takeuchi3， Toshiyuki Kohno4， Kaori Wakamatsu5， 

and Ichio Shimada2，3 

Membrane"active peptides (proteins) induce crucial biological and pharmacological activities. In 

studying the interaction mechanism of membrane"peptide complexes， traditional NMR methods 

that relay on chemical shi武 perturbation and H"D exchange have been used. NMR 

cross"saturation method， which detects the more direct information on through"space interactions 

between the two molecules， can adapt to identify the interfaces of membrane"peptide complexes. 

In this report， we analyses the interaction between isotropic phospholipids bicelle and mastoparan 

for the purpose of clarifying the mechanism of membrane"peptide interaction. 

[序]

ペプチドまたはタンパク質と生体膜聞の相互作用は、膜を介したシグナル伝達など生命現象におい

て重要な役割を果たしている。これまでに多くの分光学的および物理化学的手法によって、水溶液中

における生体膜ーペプチド相互作用様式が調べられてきた。すなわち、蛍光プロープを用いた生体膜

中におけるペプチドの疎水性の評価やスヒ。ン標識を行った脂質による生体膜とペプチドの相対位置の

評価、さらに化学シフト変化やプロトン交換速度に基づく相互作用解析などが挙げられる。我々の開

発した NMR交差飽和法 1は、分子問の距離に依存した双極子一双極子相互作用を利用するため、生体

膜ーペプチド相互作用界面を直接的に求めることが可能な方法である。

本研究では、生体膜ーペプチド問の相互作用機構を明らかにする目的で、生体膜1J1.1Jのモデルとして

等方性パイセルを、ペプチド側のそデ、ルとして mastoparanを題材として解析を行った。

mastoparanはスズメパチ由来の 14アミノ酸残基からなる両親媒性ペプチドであり、マスト細胞か

己のヒスタミン放出など、多くの生物活性を持つことが知られている。これまでに、生体膜ーペプチ

ド関の相互作用解析の研究においては mastoparanが多く用いられてきた。今回、交差飽和法の有用

性を検証するという観点からも、 mastoparanを使用することにした。

[方法]

(I) 等方性ノ〈イセノレの調製

DMPCおよびDHPCを凍結乾燥した後、それぞれ NMR測定溶媒に溶解し、 B.7%DMPC溶液およ

び 11.3%DHPC溶液を得た。両液を混合して 10%DMPCIDHPC溶液 (q=0.5)を調製し、等方性ノ〈

イセノレを4尋た 20

(2) mastoparanの調製

mastoparanは、 HislO"ubiq、ltin"mastoparan"Gly体として発現を行った。ベクターは pET"19b(+)、

宿主にはBL21(DE3)を用いた。融合タンパク質の発現には、M9培地の組成をもとに、2H20、15NH4Cl、

および glucose"2H7または glucose・13C6を添加した標識港地を用いた。大量発現を行った後、 Ni2+アフ

イニティークロマトグラフィ一、 yeastubiquitin hydrolase処理、および逆棺 HPLCを行って

交差飽和法、 mastoparan、bicelle

なかむらたけふみ、たかはしひでお、たけうちこう、こうのとしゆき、わかまっかおり、しまだい

ちお
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mastoparan-Glyを得た。得られたGly体において αアミド化、および逆相 HPLCを行い、

[2H，15Nlmastoparanまたは[2H，13C， 15Nl mastoparanを得た 30

[結果と考察]

(1) 等方性パイセル-mastoparan結合状態における lH・15NHSQCスベクトルの帰属

等方位パイセルと [2H，13C， 15Nlmastoparanを混合し NMR測定を行った。HNCACB、HN(CO)CACB、

および 15N-NOESY-HSQCの各 3次元測定から得られた情報をもとに、 lH-15NHSQCスベクトルの帰

属を行った(図)03次元測定から得られた CαとCsの化学シフト、およびVoldらによる Hαの化学

シフト 2を基に、 CSIを用いた 2次構造予測を行ったところ、 mastoparanはパイセル結合状態で 3L

以降の残基においてヘリックス構造を持つことが示唆された。また、 15N-NOESY-HSQCから得られ

た結果も構造予測の結果と矛盾しなかった。

(2) lH-15N異核 NOE法を用いた結合状態における mastoparanの運動性の解析

lH・15NNOE実験(1H共鳴周波数600阻王z)により、結合状態における mastoparanの運動性の解

析を行った。 3L---14Lまでの領域について、 NOE値は 0.6---0.75の値であり、パイセノレ結合状態で

mastoparanは比較的強固な構造を有していることが明らかとなった。しかしながら、ヘリックス両端

付近に近づくにつれて、その値は顕著に小さくなる(---0.6)傾向が見られた。このことから、パイセ

ルに結合した mastoparanは明確なαヘリックス構造を有しているが、その運動性は均一で、はなく、

ヘリックス両端ではヘリックス中央ほどその構造が強固ではないと推測される。

(3) 交差飽和法を用いた mastoparan一等方性パイセノレ聞の相互作用界面の解析

交差飽和法を用いて、 mastoparan一等方性パイセル間の相互作用解析を行った。測定は脂質のアノレ

キル鎖を中心に照射し、照射時間 3.0秒にで行った。その結果、脂質のアルキル鎖からの明確な飽和

移動が観測された。その飽和移動の程度は、異核 NOE実験による運動性を反映しつつも、 mastoparan

両親煤性へりックスの疎水面に集中していることが明らかとなった。したがって、 mastoparanは疎水

的な相互作用で脂質二重膜と相互作用していることが実験的に確認できた。

以上の結果より、生体膜ーペプチドの相互作用解析に交差飽和法が有用であることが示唆された。

[参考文献]

(1) Takahashi， H. et a1 (2000) Nature Struct. Bio1 7(3) 220・223.

(2) Vold. R. R. et.al. (1997) J. Biomolec. NMR9 329・335.

(3) Kohno， T. et a1 (1998) J. Biomolec. NMR 12' 109・121.
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3 P7 
マウス構造プロテオミクス:

Tr~nsgelin の Calponin Homologyドメインの溶液構造

(理研.GSC1、東大・院理2、理研・播磨3)

0富津忠I、小柴生造I、井上真i、白水美香子l、寺田貴帆i、矢吹孝l、

青木稚昭i、松田貴意1、関 英子l、布川絵未l、平川典子i、佐藤深雪1、

安田聡子l、贋田 洋 l、好田真由美l、長内 陸I、田仲昭子l、荒川貴博l、

Piero Carninci 1、河合純l、林崎良英l、PeterGuntert 1 、木川隆則1、

横山茂之 1. 2. 3 

Mouse Structural Proteomics: Solution structure of calponin homology domain 

from transgelin. 

(RlKEN Genomic Sciences Centerl， University ofTokY02， RlKEN Harima Institute3) 

OT. Tomizawal， S. Koshibal， M. Inouel， M. Shirouzu1， K. Teradal， T. Yabukil， M. Aokil， 

T. Matsuda1， E. Seki1， E. Nunokawa1， N. Hirakawa1， M. Satol， S. Yasudal， H. Hirotal， 

M. Yoshida1， T. Osanail，A. Tanakal， T.Arakawa1， P. Carninci1， J. Kawai1， Y. Hayashizaki1， 

P. Guntert1， T. Kigawa1， S. Yokoyama1.2.3 

Mouse transgelin is a 201 amino acid residue protein which is found in smooth 

muscle cell. Although a functional role of transgelin family is unclear， it was reported that 

transgelin associates with F-actin and forms gel. Calponin homology (CH) domain known as 

the F-actin binding motif exists in the N-terminal region of transgelin. We determined the 

solution structure of the Cf[ domain of transgelin (residues 24・154) by using 

multidimensior凶 NMRspectroscopy. Uniformly町・f15N-labeledCH 王don

by the cell-free expression system. NOE assignment and structure calculation have been 

determined using CYANA-CANDID 1.0.7. The calculated structure has six helices， four of 

which dominate a protein core. The CH domain of utrophin or spectrin is known to bind to 

F-actin on the surface of N圃 andC-terminal helices. Basic residues are conserved on the 

N-terminal helix of these CH domains. However， acidic residues are conserved on the 

N.terminal helix oftransgelin CH domain. Therefore， it is suggested that the CH domain of 

transgelin could not directly bind to F-actin. 

構造プロテオミクス、 transgelin、 CHドメイン、 マウス cDNA、 無細胞タンパク質合成

とみざわただし l、こしばせいぞう l、いのうえまこと 1、しろうずみかこ l、てらだかほ l、

やぶきたかし l、あおきまさあき l、まつだたかよし l、せきえいこ 1、ぬのかわえみ l、ひ

らかわのりこ 1、さとうみゆき l、やすだきとこ l、ひろたひろし 1、よしだまゆみ 1、おさ

ないたかし l、たなかあきこ l、あらかわたかひろ 1、PieroCarninci 1、かわいじゅん l、は

やしざきよしひで l、PeterGuntert 1、きがわたかのり l、よこやましげゆき 1，2， 3 
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[序論]

マウスの transgelin.は、平i骨筋細胞から見つかった 201アミノ酸残基からなるタンパク質であ

る。 τ'ransgelinファミリーの機能はまだ明らかになっていないが、アクチンと結合してゲル化

させることが報告されている。この transgelinのN末端領域には，アクチン結合モチーフ知ら

れている CalponinHomology(CH)ドメインが存在する。我々は、 transgelinの CHドメイン

(24・154)の溶液構造を、多次元 NMR法によって決定した。

[方法1
13C， 15N標識体 CH 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を用いて主鎖、側鎖帰属用の測定をおこない、AVANCE800を用いて、 13C-NOESY、

15N-NOESY 測定を行った。 NMRスペクトルは、 NMRpipeによるデータ処理を経た後に小林

らが開発した Kujira(ポスター2P6参照)をもちいてシグナル帰属を行った。CYANA-CANDID

1.0.7による NOE自動帰属と立体構造計算を行った。

[結果]

決定した構造は、 6本のヘリックスからなり、そのうち 4本のヘリックスがタンパク質のコアを

形成している。この構造は、典型的な CHドメインの構造だ、った(Fig.l)o spectrinや utrophin

などの CHドメインは、 N末端およびC末端ヘリックスの表面でアクチン結合していることが

知られている。これらのタンパク質の CHドメインの N末端ヘリックスには、塩基性残基が多

く保存されている。しかし、われわれが解析した CHドメインは、 N末端ヘリックスに多くの

酸性残基が露出している。このことから、この CHドメインはアクチンと直接結合できないこ

とが示唆された。

(A) (B) . 

Figure 1 Structure model of the CH domain. 

(A)Superposition of 20 best structure out of 100 calculated NMR structures. (B)Ribbon 

model of CH domain of transgelin (24・154).

-353-



3 P8 
Solution structure of the DEP domain of Mus musculus pleckstrin 

( RIKEN GSC )' 

O井上匡子、好関真由美、八回玲子、林文晶、白水美香子、寺田貴帆、木川

隆則、井上真、矢吹孝、青木雅昭、関英子、松田貴意、慶田洋、田仲昭子、長

内隆、松尾洋、荒川貴博、 PieroCarninci、河合純、林崎良英、横山茂之

Solution structure of the DEP domain of Mus musculus pleckstrin 

(RIKEN Genomic Science Center) 

K.lnoue， M.Yoshida， R.Hatta， F.Hayashi， M.Shirouzu， T.Terada， T.Kigawa， M.lnoue， T.Yabuki， 

M.Aoki， E.Seki， T.Matsuda， H.Hirota， A.Tanaka， T.Osanai， H.Matsuo， T.Arakawa， P.Carninci， 

].Kawai， Y.Hayashizaki， S.Yokoyama 

Pleckstrin is the major substrate of protein kinase C. DEP domain is contained in the central 

region of pleckstrin and is flanked by pleckstrin homology domains on both sides. In order to 

characterize the DEP module and its role in pleckstrin， we have undertaken a structural and 

functional study of DEP domain from the RIKEN mouse cDNA library. The NMR structural 

determination work has done on the mouse pleckstrin. The solution structure of DEP domain is 

basically composed of a helix bundle with three α-he1ices， a s一hairpin‘arm' composed of two 

s -strands， and two short s -strands in the C-terminal region. Comparison wi th the structure 

of DEP domain of Dishevelled(Dvl) proteinll， DEP domain of mouse pleckstrin has one more short 

α一helix. The differences of the electric potential surface is observed iI1 the membrane 

localization regioa 

【序]

Pleckstrinはproteinkinase Cの重要な基質であり、中央に DEPdomain (Domain found in 

Qishevelled， &gl-10 and fleckstrin)が PHdomain (flacstrin homology domain) に挟ま

れて存在する。 DEPdomainは約 100残基からなり、多くのシグナル伝達系タンパク質に見い

だされているドメインであるが、 pleckstrin中での機能は両側の PHdomainとは独立

していると考えられており、 DEPdomainの機能についてまだ不明確である。本研究では、

DEPdomainの機能と pleckstrin中での役割を推察するため、 RIKENmouse cDNA libraryから

mouse由来の pleckstrinを用い、 DEPdomainの NMRによる立体構造解析をおこなった。

キーワード・THREE-HELlXBUNDLE， BETA-ARM， PLECKSTRIN 

0いのうえきょうこ、よしだまゆみ、はったれいこ、はやしふみあき、しろうずみかこ、てらだたかほ、きがわたかの

り、いのうえまこと、やぶきたかし、あおきまさあき、せきえいこ、まつだ、たかよし、ひろたひろし、たなかあきこ、お

さないたかし、まつおょう、あらかわたかひろ、 CarninciPiero、かわいじゅん、はやしざきよしひで、よこやましげ

ゆき
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[実験}

無細胞タンパク質合成系により 13C，15N標識体DEPdomainを発現させた。 Varian社製 Unity

INOVA 600附 zと800阻 zを用い 25
0Cで多核多次元 NMRspectrumを測定した。 試料溶液は、

O. 7mM DEP domainを20mMphosphate buffer、 50mMNaCl、 4mMd-DTT、 0.5覧NaN3(92% H20/倒

D20)に溶解し、pH=6.5とした。 測定は 15N-HSQC、HNCO、HCACONH、問(CO)CA、問CACB、CBCA(CO)NH、

13C-HSQC、C(CO)NH、HBHA(CO)NH、HBHANH、HCCH-COSY(2D)、HCCH-TOCSY、15N-edited NOESY、

13C-edi ted NOESY (mixing time=75ms)をおこなった。スベクトルの処理、解析及び構造計算に

は、 NMRPipe、NMRView-Kujira、CYANA/CANDIDを用いた。

【結果と考察]

DEP domainの構造は、以前 Dishevelled(Dvl)proteinにおいて報告されている 1)。この Dvl

の DEPdomainはαssαα s sのトポロジーを持ち、 N一端の s-sheet構造はs-hairpin arm 

と名付けられている。今匝おこなった解析の結果、 mousepleckstrinの DEPdomainは、 α

s sαα 日α3構造 (Fig.1)であり、 Dvlの DEPdomain構造とほぼ同じ基本構造を持って

いることがわかった。 DvlのDEPdomainと比べ、 mousepleckstrinではC端のs-strand聞

に短いα-helixが挿入されている。タンパク質表面の電化分布の比較から、 mousepleckstrin 

の DEPdomainもタンパク質相互作用部位の存在が示唆されるが、 Dvlの DEPdomainに推察

された様な membranlocalization siteで違いが認められた。

Fig. 1 

Ribbon model(left) and 20 SA structures (right:cross_eye) of the mouse pleckstrin DEP 

domain 

1) Wong， H. C. et a1. (2000)地 tvreStruct. Biol. 7，1178-1184. 
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3 P9 
p47phoxのタンデム SH3ドメインと p22

PhoX
PRRの相互作用

(北大院薬タンパク 30002，九大生医研 3 ) 

O小椋賢治湯沢聴鳥飼真之介仁住本英樹穴稲垣冬彦 1.2

Interaction between tandem SH3 domain of p47PhOX and p22PhOX PRR 

Kenji Ogura¥ Satoru Yuzawa2， Shinnosuke Torikai¥ Hideki Sumimoto'3， and Fuyuhiko Inagaki1•
2 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University ¥ P3K project 2， 

and Medical Institute 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-linkeris 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 p22PhOX PRR. 

We prepared 13C/
15N_labeled tandem SH3 domain of p47PhOX (138 residues) by E. coli. To 

determine the essential sequence of p22PhOX -PRR， several p22phox-derived PRR peptides were 

synthesized. The essential sequence of p22phOX -PRR was determined by lH_15N HSQC titration 

experiments of several peptides to labeled p47PhOX
• 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聞相E作用は，細胞質

因子のひとつ p47ph回と膜タンパク質サブユツトp22ph倒の結合である.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

子内マスタされていて p22
phoxと結

合できないが，p47ph叫の C末端側

領域のリン酸化により，分子内マス

クが解除され，p47phoxのタンデム

SH3が p22phox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， p47phoxのタンデム

SH3が， p22phoxの1ヶ所のプロリン

に富む領域(PRR)を共有して結合

p47phox， p22phox， SH3 

0， 0， 

凶7Phox

~. 

Fig.1 Interaction mechanism of p47Phox and p22Phox 

おぐらけんじ，ゆざわさとる，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， p47phoxのタンデム SH3ドメインと p22
phOX

の PRRの相互作用を NMRを

用いて解析することである.

【実験】15N，13C!，5Nおよび 2H/15Nラベル p47ph叫タンデム SH3(138残基)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.NMR滴定実験および蛍光滴定実験のための各種 p22
ph叫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 • 13C!，5Nラベル p22ph凹由来ペプチド(25残基)は GST融合タ

ンパタ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 800， 600および UnityPlus 600分光計を用いて 25
0

CIこておこなっ

た.lH-15N聞の RDC測定は， PEG(C12E5)/hexanol (r=0.85)による液品配向媒体にておこなった.立

体構造計算!こは， 3D 13C_および 15N-editedr¥IOESY由来の距離制限， TALOS由来のニ面角制限，

および lH_15NRDC制限を用いて， Red Hat linux 9で動作する PCクラスター (Athlon2400+ X 10 
CPUs)1こて ARIAver.1.2および CNSver.1.1を使用した.

【結果】15Nラベル p47phoXタンデム Sト13に対して数種類の合成 p22ph
叫
PRRペプチドを滴定し， lH-15N 

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

った.その結果，両者の結合には， p22phoxの PRR部位(10残基)だけでなく，それに続く塩基性アミ

ノ酸領域も必須であることがわかった.NMR滴定実験で判明した p22
ph聞の必須領域ペプチド(20残

基)と p47phoxタンデム SH3の affinityを蛍光滴定実験で測定したところ， Kd=640nMで、あったこの

Kd値は， SH3による標的分子認識としては異例に強い数値である z

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 p47phox

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}_15NNOE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 p22phoxペプチドを

認識して結合することを強

く示唆する.

Fig，2 {1 H}.15N NOE of p47Phox tandem SH3 domain， {Leftj peptide.free， (Rlght) p22phox.peptide complex 

13C!，5Nラベル p47ph凹タンデム SH3+ノンラベル p22山田ペプチド複合体試料を用いて，三重共鳴

多次元 NMR混IJ定をおこない，複合体形成時における p47
ph倒タンデム SH3ドメインの信号帰属を完

了した.また，ノンラベルp47phoxタンデム SH3+ 13C!，5Nラベルp22phox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(図3). 
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つぎに.2Hj15N ラベル p47
phoX

タンデム SH3とノンラベル p22
phOX

ペプチド複合体試料を用いた交差

飽和実験をおこない，分子複合体

における相互作用界面を同定し

た(図的.その結果.(1) p22
phox

ペ

プチドの認識には.N末端側およ

びC末端側 SH3ドメインの両方が

関与していること.(2) SH3ドメイン

のカノニカルなリガンド認識に重

要な Trp残基(193および 263)が

p22
phoxペプチドの認識においても

重要な役割を担っていること，の

2点が強く示唆された.

さらに，交差飽和実験の測定試料(2H/
15
N-p47+ nonlabel p22)を用いて.3D 15N-edited NOESY 

スペクトルを測定して，分子間 NOE情報を取得した(図5).P47分子は交換性水素以外は重水素

化されているので.HN-H
Nのクロ

スピーク以外はすべて分子間

NOE を示すことになる.この

NOESYスペクトルにより，分子

間 NOE情報を効率的に取得す

ることができた.

NMH情報より得られた p47
ph叫

タンデム SH3ドメインと p22
phox

ペ

プチド複合体の溶液中での立体

構造を図6および図7(こ示す.こ

の立体構造では， ふたつの

SH3ドメインは nsrcloop部位

と310-helix部位でお互いに組み

合っていた.そして，ふたつの
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SH3ドメインが対向するように配置して

形成されたドメイン聞の溝に，ちょうど

p22
phoxペプチドが挟みこまれるように結

合していることがわかった.RDC解析

(図 8)の結果から，ふたつの SH3ドメイ

ンは，まったく同じ配向テンソルを持って

いた.このことから，両ドメインは固定さ

れた相対配置を有していると考えられ

る

これまでの実験結果から.p47
phoxタン

デムSH3ドメインは.p22P附ペプチドが存

在しないときには，ふたつのSH3ドメイン

は自由な配置をとることができるが，リガ

ンド分子を結合するときに，ある固定

されたドメイン間相対配置をとり，リガ

ンド結合面を形成することができるこ

とがわかった.このことは.p47phox 

が，分子肉マスキング状態から分子

間相互作用に至る過程でどのような

中間段階を経ているかを考察するう

えで興味深い.

Fig.6 Overlay of 7 structures of p47phox tandem SH3 complexed 
with p22phox-peptide. 

Fig.7 Rlbbon dlagram of solullon structure of p47phox tandem SH3 
complexed wlth p22phox-peptide. 
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3 PI0 
MAP-LC3蛋白質の立体構造解析

(富山医薬大薬¥順天堂大医 2)

O 河野隆英 l、谷回以誠 2、上野隆 2、木南英紀 2、水口峰之¥河野敬一 l

Structura1 ana1ysis of the microtubu1e-associated protein light chain 3， MAP-LC3 

1 Facu1ty of Pharmaceutica1 Sciences， Toyama Medical and Pharmaceutica1 University， Toyama 

930-0194，一 ]apan

Department of Biochemistry， ]untendo University of Medicine， Tokyo 113-8421， ]apan 

Microtubu1巴-associatedprotein 1ight chain-3 (MAP-LC3) is a human homo1ogue of Apg8p/Aut7p 

included in yeast Apg/Aut (autophagy) fami1y. Apg/Aut family is invo1 ved in autophagy induced 

under nutrient-starvation condition in yeast and is composed of a numb巴rof Apg/Aut mutants. 

Apg8p/Aut7p is c1eaved at its C-termina1 glycine residue by Apg4p， another member of Apg/Aut 

fami1y. 1n addi tion， the cleaved Apg8p/Aut7p is cova1ent1y attached to phosphatidy1ethano1amine 

at the glycine residue by interaction with Apg3p and Apg7p. Thereby the modified Apg8p/Aut7p 

is ab1e to interact direct1y with membranes. MAP-LC3 is a1so modified to MAP-LC3-1 and MAP-LC3-II 

in ce11s and on1y MAP-LC3-11 binds to membrane surface. 

1n the present study， we prepared 15N_ 1abe1ed and l:lCj15
N-1abe1ed proteins and ana1yzed 

the solution structure with NMR experiments. 

[はじめに1

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/Aut(autophagy)ファミリーと呼ばれている (1)omicrotub1e-associated

protein 1ight chain-3 (MAP-LC3)はこのファミリーに属する Apg8p/Aut7pヒト類似体であり、他の

ものとして GABAAreceptor associated protein (GABARAP)や Go1di-associated 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

MAP-LC3、貧食、結合活性、蛋白質立体構造解析

こうのたかひで、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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内局在性はそれぞれ異なる (2，3)。また MAP-LC3を含む Apg8p/Aut7p ヒト類似体は、いずれも膜との

相E作用において C末端プロセシングにより制御されている (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/Aut7p ヒト類似体の立体構造を明らかにす

るとともに、 MAP-LC3のベシクル相互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l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]

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、 lnN_、

13Cjl5N-ラベル体を調製した。 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 EDTAo NMR測定は BrukerDMX-500を用いて 25
0Cの条件で、行った。

[結果と考察]

MAP-LC3の IH-15NHSQC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。主鎖の連鎖

帰属は P28残基を除いて完全に行うことができ、伊、 Cα、Cs、C'の化学シフトを基にした chemicalshift 

indexは GABARAPのものと類似していた。更に X-PLORを用いた構造計算により求めた立体構造も

GABARAPおよび GATE-16によく類似するものであった。また主鎖化学シフトの比較から、 MAP-LC3は

プロセシング前後で全体的な構造変化は見られないものの、一部でコンブォメーション変化を起こし

ていることが示唆された。

[参考文献]

1) M. Tsukada & Y. Ohsumi， FEBS Lett. 333， 169-174 (1993). 

2) H. Wang， F. K. Bedford， N. ]. Brandon， S. ]. Moss & R. ¥V. Olsen， Nature 397， 69-72 (1999). 

3) Y. Sagiv， A. Legesse-Mill巴r，A. Porat.& Z. Elazar， EMBO]. 19， 1494-1504 (2000). 

4) 1. Tanida， M. Komatsu， T. Ueno & E. Kominami， Biochem. Biophys. Res. Commul1. 300， 637-644 

(2003) . 
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3 Pll 
大腸菌 Orfi3Sタンパク質の構造解析とその基質認識

0米山桃子l、三島正規¥紙谷浩之2、紙谷(村田)尚子三原島秀吉2、児嶋長次郎1

(1奈良先端大・バイオ、 2北大院・薬、 3北大・遺制研)

Structural studies of E. coli Orfi3S protein and its substrate recognition 

OMomoko Yoneyama'. Masaki Mishima¥Hiroyuki Kamiya2， Naoko Murata-Kamiya3. 

Hideyoshi harashima2• Chojiro Kojima' 

(' Graduate School of Biological Sci巴nce.Nara Institute of Sci巴nceand Technology. 2Graduat巴Schoolof

Pharmaceutical Sciences. Hokkaido University. 3Institute for Genetic M巴dicine.Hokkaido University) 

E. coli Orfl35 protein is a 15.4 kDa protein， a m巴mberof th巴 Nudixhydrolase， which hydrolyzes 

5-methyl-dCTP (Besseman et al， J. Biol. Chem.， 276， 5421-5426， 2001) and an oxidized nuc1eotide 

2-0H-dATP (Kamiya et al.， Biochem. Biophys. Res. Commun.， 288， 499-502， 2001 ). Orf135 protein 

appears to be involved in th巴preventionof mutations induc巴dby these nucleotides. 

In this study， we tried to determin巴thestructure of Orf135 protein by using solution NMR. We made 

the mairトchainassignments from HNCACB， HN(CO)CACB， HN(CA)CO， and HNCO， and the 

side-chain assignments from the H(CCO)NH、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、4DHC(CO)NH. The NOE 

analyses suggest that the secondary strllcture of Orfl35 is very similar to that of MlItT except for lack of 

the fifth strand.. 3D strllcture of Orfl35 protein and the mechanism of its sllbstrate recognition are 

discllssed. 

<背景>

自然界には変異を引き起こす様々な要因が存在する。ラジカルの攻懲によって生じる酸化損傷ヌク

vオチド 2-0H-アデニンは、チミンだ、けで、はなくク、、アニンやシトシンとも塩基対を形成するため、

GC-AT置換を引き起こす強力な変異原で、あるニとが近年分かつてきた。これまでに見つかっている

2-0H-ATPを特異的に認識する酵素は晴乳動物のhMTH1のみだ、ったが、紙谷らによって原核生物に

おいて 2-0H-dATPに特異的に触媒活性を持つ酵素として Orfl35タンパク質が示唆された (Kamiya

et al.， Biochem. Biophys. Res. Commun.， 288， 499-502， 2001 )。

大腸菌由来の Orfl35タンパク質は、分子量が約 15kDa、135アミノ酸残基からなる可溶性タンパク

質で、 NlIdix加水分解モチーフを有するヌクレオチド加水分解酵素である。この酵素は細胞内の

2-0H-dATPを特異的に加水分解することで、複製時におけるこれら変異原の取り込みを防いで、いると

考えられる。そこで、我々は Orf135タンパク質の構造を溶液 NMRを用いて解析し、その基質認識機

構を調べることを目的として研究を行なった。

keywords:タンパク質、立体構造解析、 DNA酸化損傷、 Nudix加水分解酵素

ふりがな-よねやまももこ、みしままさき、かみやひろゆき、かみや(むらた)なおこ、

はらしまひでよし、こじまちょうじろう
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<実験手法および結果、考察>

Orfl35は安定同位体標識('3C、15N)を行ない GST融合タンパク質として大腸菌の発現系を用いて

大量発現させた。その後、 Glutathionesepharos巴カラムを用いて単向IEし、 Precissionproteas巴によるGST

の切断後、ゲルろ過により Orfl35を精製した。

HNCACBとHN(CO)CACBの測定を行ない、得られたデータから主鎖の帰属を完了した。さらに、

HNCOとHN(CA)COの測定から、帰属の確認を行なった。次に主鎖の帰属に基づいて、基質結合部

位の推定を行なった。 2-0H-dATPよりも加水分解反応の遅いと考えられる、 2-0H-dADPを用いて、

Orfl35と2-0H-dADPを 1:1の比率で混合し過剰量の ME2+を加えた試料で lH_15NHSQCを測定し、

controlのスペクトルと比較した。 dADPを加えた試料のスペクトルには変化が見られなかったが、

2-0H-dADPを加えた試料のスペクトルでは消失、あるいは移動している信号が観測された。相向性は

あまり高くないが構造は類似していると思われる MutTCidentity30%， by CLUSTAL W)を基に Orfl35

のhomologymodelingによって立体構造を作成し、 Perturbation実験における信号の変化を分子表面

にプロットしたところ、ベータシート上部のポケット部分に集中し、この部分が基質結合部位と考えられ

た(Fig.l)。また、特にポケットの奥に存在するアスパラギン酸(DI18)が基質の認識に重要であると推

測された。

さらに、 2-0H-dATPの分子認識機構に関してより精度の高い議論をするため、 Orfl35の立体構造

決定を目指している。 15N-editedTOCSY-HSQC、H(CCO)NH、C(CO)NH、HCCH拘TOCSY、4D

HC(CO)NHから側鎖の帰属をほぼ完了しており、中距離の NOE情報から二次構造を決定した(Fig.2)。

その結果、 Orfl35は大腸菌の修復酵素 MutTと一次配列の相向性は約30%であるが、 MutTで比較

的表面に位置する5番目のストランド以外はほぼ同様の二次構造のトポロジーを有していることが明ら

かになった。現在さらに立体構造解析を進めている。

Fig.l 
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Fig.l Chemical shift perturbaまion.The molecular surface was built based on the homology model. 

Observed chemical shift perturbations were plotted onto the surface. 

Fig.2 Middle-range NOEs in the s・strandregion. Schematic r巴presentationof the s-sheet. 

Observed NOEs were shown by arrows 
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3 P12 
マウス構造プロテオミクス:広範に保存された新規の ubiquitin-fold

タンパク質の溶液構造

(1理研.GSC、2理研・播磨、 3東大・院理)

0越最華 l、小柴生造 l、井上真 l、白水美香子 l、寺田貴帆 l、演名宏章 l、矢吹孝 l、青木雅

昭 i、松田貴意 l、関英子 l、布川絵未 I、坂上紀子 l、麿安文子 l、輔康子 l、慶田洋 l、好田真

由美 l、長内隆 l、田仲昭子 l、荒川貴博 1、PieroCarninci 1、河合純 l、林崎良英 l、PeterGuntert1、

木川隆則 l、横山茂之は，3

Mouse structural proteomics: Solution structure of a widely conserved hypothetical 

9.1 KDa protein with a ubiquitin-like fold 

(lRlKEN， Genomic Science Center， 2 RI阻N，Harima Institute， 3Graduate School of Science， 

University of Tokyo) 

OChenhua Zhao1， Seizo Koshiba1， Makoto Inoue1， Mikako Shirouzu1， Takaho Terada1， Hiroaki 

H姐加a1，Takashi Yabuki1， Masaaki AokU， Takayoshi Matsuda1， Eiko SekU， Emi Nunokawa¥ 

Noriko S政ag岨 U，Fumiko Hiroyasu1， Yasuko Tomo1， Hiroshi Hirota1， Mayumi Yoshida1， 

Takashi Osanai1， AkikoTanaka1， TakahiroArakawa1， PieroCarninci1， JunKawai1， Yoshihide 

Hayashizaki1， Peter Guntert1， Takanori Kigawa1， Shigeyuki Yokoyama1、
2，3

Hypothetical 9.1KDa protein belongs to a widely conserved eukaryotic protein family， 

which has about 100 amino acid residues. The biological function of this protein fami ly 

is presently unknown. In this study， we describe the 3D structure of hypothetical 

protein 1810045K17Rik which belongs to this fami ly by nuclear magnetic resonance (NMR) 

spectroscopy. It is clear that i t adopts加 ubiquitin-likefold， which cannot be 

predicted from only the amino acid sequence. From the structural simi lari t ies wi th other 

proteins， some clues to its potential biochemical functions are expected to obtain. 

キーワード:構造プロテオミクス，マウス cDNA，無細胞タンパク質合成，ubiquitin-fold，r容液

剛R

ちょうしんか、こしばせいぞう、いのうえまこと、しろうずみかこ、てらだたかほ、はまな

ひろあき、やぶきたかし、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、

さかがみのりこ、ひろやすふみこ、ともやすこ、ひろたひろし、よしだまゆみ、おさないた

かし、たなかあきこ、あらかわたかひろ、 PieroCarninci、かわいじゅん、はやしざきよし

ひで、 PeterGuntert、きがわたかのり、よこやましげゆき
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[序論] Hypothetical 9.1 KDa proteinは、幅広い真核生物において保存された約 100残基

のタンパク質であるが、その機能は全く明らかになっていない。本研究では、このファミリ

ーに属するマウス由来の機能未知タンパク質である hypotheticalprotein 1810045K17Rikに

ついて、剛R司法を用いた立体構造解析を行った。立体構造が解明されたことにより、本ファ

ミリーの機能解明が進展することが期待される。

[方法] マウス由来の機能未知タンパク質である hypotheticalprotein 1810045K17 Rikの

安定問位体標識試料は無細胞タンパク質合成系によって調製した。すべでの川R測定は

Bruker社製 Avance600およびAvance800を用いて 25
0Cで、行った。主鎖の帰属用に 15N-HSQC.

HNCO. 間COCA. 問CA. 間CACO. CBCACONH. HNCACB、側鎖の帰属用に田HACO附. CCCONNH. 

HCCCONNH. HCCH-TOCSY. 13C-HSQC. HCCH-COSYを測定した。また、距離制限情報としては

15N-edi ted-NOESYと13C-edited-NOESY (mixing t ime 80ms)を測定した。スベクトルの処理や構

造計算には NMRpipe.NMRView. Kujira(ポスター2P6参照).TALOS. CY釧A-C州DIDを用いた。

[結果と考察] マウス由来の機能未知タンパク質である hypotheticalprotein 

1810045K17Rikの立体構造を図は Fig.1に示す。一次配列からは全く予想できなかったが、

本タンパク質の立体構造は Ubiquitinsuper foldに属することが明らかになった。 DALIに

よりすでに PDBに登録されているタンパク質との構造類似性を検索したところ、

ubiqui tin(1UBI)や Ras結合タンパク質 RalGDS (lLFD-A)とRap-1a(1C1 Y)などとの類似性が認

められた。また、アミノ酸一次配列からも相向性が見られた。これらのことに基づいて、本

タンパク質の機能推定は可能性だと考えられる。

lJOG lLFD-A lUBI 

Fig. 1 Ribbon representations of this protein (lJOG) and two similar structures (the 

RalGDS Ras binding domain; lLFD-A and ubiquitin; 1 UBI) identified from Dali search. 
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3 P13 
溶液中におけるポリユピキチン鎖の四次構造の解析

(横浜市立大・院総合理 l、愛媛大・院理工 2、大阪市立大・院医 3、

愛媛大・総合科学研究支援センター4、愛媛大・無細胞生命工学研

究センター5、都立臨床研・分子腫蕩 6)

0天野剛志1.2、藤原健一朗 l、初尾豪人 1、岩井一宏 3、森田勇人 4、

林秀則 5、慶明秀一 l、田中啓二 6、白川昌宏 i

NMR analysis of quaternary structu陪 ofpolyubiquitin chain 

eGrad. Sch. Integrated Sci.， Yokohama City Univ.， 2Grad; Sch. Sci. Eng.， Ehime Univ.， 

3 Grad. Sch. Med.， Osaka City Univ.， 4Integrated Center for Sci.， Ehime Univ.， 5Cell-Free Sci. 

and Tech. Res. Cen匂r，Ehime Univ.， 7Dept. Mol. Oncol.， Tokyo Metro. Inst. Met. Sci) 

Takeshi TennQl，2， Kenichiro F可iwara
1，Hidehito Tochiot， Kazuhiro Iwai

3， E. Hayato Morita4， 

Hidenori Hayashi5， Hidekazu Hiroaki1， Keiji Tanaka6， Masahiro Shirakawa1 

Ubiquitin， which consists of 76 aminゅ acids，is a post-廿anslationalmodifier pro加 nconserved企'omyeast to 

mammal. Conjugated ubiquitins can serve as signals that mediate various cellular processes including protein 

degradation by proteasome， endocytosis， DNA repair， and仕anscription.Unlike other post-仕anslationalmodifi氾rs，

ubiquitin can often form polyubiquitin chain by co吋ugatingthrol:lgh isopeptide bond between Iysine side chain 

and C-terminal glycine. Some distinct polyubiqui出 chains，which co吋ugatethrough Lys 29， Lys 48， and Lys 63， 

are ob喧ervedinνiν0， and suggested that they participate as differenf signals in distinct cellular processes. To 

understand the mechanism of ubiquitination signals， we have analyzed the quatemary s仕uctureof Lys 48・ and

Lys 63・Ii叫cedpolyubiquitin chain in solution by NMR. The results indicate that the q回 t渇marystructure of 

pol戸lbiquitinchain formed through different isopeptide bonds is distinct from each other. 

ユピキチンは 76残基から成る真核生物に高度に保存されている翻訳後修飾タン

パク質である。ユピキチンが関与している細胞内過程は、プロテアソームによるタ

ンパク質分解、エンドサイトーシス、 DNA修復、転写など数多く報告されているが、

いずれもユピキチンが基質タンパク質のリジン残基の側鎖にイソペフ。チド結合する

ことによって、それらの過程を調節するシグナルとして機能している。

キーワード:イソペプチド結合、四次構造シグナル、翻訳後修飾、ユニット特異的

ラベル、ユピキチン

てんのたけし、ふじわらけんいちろう、とちおひでひと、いわいかずひろ、もりた

はやと、はやしひでのり、ひろあきひでかず、たなかけいじ、しらかわまさひろ
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リン酸基や糖鎖のような翻訳後修飾因子と違うのは、ユピキチンは自身のリジン

残基の側鎖アミド基と、別のユピキチンの C末端カルボキシル基がイソペプチド結

合することで、ユピキチンが多数結合したポリユピキチン鎖を形成できることであ

る。実際に細胞内では、異なるリジン残基でイソペプチド結合を形成しているポリ

ユピキチン鎖が確認されており、それぞれが別々の細胞内過程に関与していること

が明らかになってきている。また、ユピキチンを認識する下流因子の構造解析の結

果から、 Leu8、I1e44、Val70から成る疎水性ノ号ッチを含む表面が相互作用に重要で、

あることが分かつている。これらは、疎水性パッチの相対配置、すなわちポリユピ

キチン鎖の四次構造自身がシグナルである可能性を示唆している。

我々は、溶液中におけるポリユピキチン鎖の四次構造を明らかにするために、ユ

ニット特異的に安定同位体ラベルを導入した Lys48リンクおよび Lys63リンクのポ

リユピキチン鎖(二量体と四量体)を作製した。そして、それぞれのユピキチンユ

ニットの相互作用部位を chemicalshift perturbation、crosssaturationなどの方法で決定

することで、それぞれのポリユピキチン鎖の四次構造を調べた。

Lys 48リンクの二量体のそれぞれのユニットの HSQCスペクトルを単量体のス

ペクトルと比較すると、どちらのユニットも疎水性ノ号ッチを構成している残基およ

びその周辺の残基の化学シフトが変化していた。また、 crosssaturationにおいても、

同様の残基のシグナル強度が減少していた。したがって、これらの結果は、 Lys48 

リンクの二量体が、互いの疎水性パッチをユニット聞の相互作用面とする四次構造

であることを示唆している。

Lys 63リンクの二量体についても同様の解析を行ったところ、 Lys48リンクのニ

量体とは対照的な結果が得られた。すなわち、 chemicalshi氏perturb副 onでは、大き

く化学シフトが変化するのは、イソペプチド結合をしている残基とおよびその周辺

の残基のみであった。また、 crosssaturationにおいても、明確にシグ、ナル強度が下が

っている残基はなかった。したがって、これらの結果は、 Lys 63リンクの二量体は、

Lys 48リンクの二量体のようなユニット聞の相互作用面をもたないフレキシプルな

四次構造であることを示唆している。

四量体についても、それぞれの二量体と同様の結果を示すことから、ポリユピキ

チン鎖はイソペプチド結合の様式によってその四次構造が異なっていることが示さ

れた。
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3 P14 
クロレラユピキチンの局所構造の NMR解析

都立大・理 1、C肥ST/JST2、クロレラ工業(株)3

0吉田均 l、小神将 l、野村薫 l、菅向志郎 3、松林恒夫 3、甲斐荘正'1宣1.2

Local structural analysis of chlorella ubiquitin by NMR 

Oraduate School of Science， Tokyo Metropolitan Universityl， CREST/JST2， Research 

Department， Chlorella Industry Co.， Ltd.3 

o Hitoshi . Yoshida1， Masaru Kogami1， Kaoru Nomura1， Koushiro Suga3， Tsuneo 

Matsubaya晶子 and Masatsune Kaninosho1.2 

The amide protons of E24 and 053 of chlorella ubiquitin exhibit peculiar broad peaks 

at the lowest part of the amide proton resonance region around the neutral pH. At lower pH's， 

where the side-chain carboxyl groups become protonated， these peaks show significant 

upfield shifts and become narrower. Interestingly， the chemical shifts of these peaks show 

the identical pH dependence. Since E24 and 053 are in close proximity， the phenomena may 

indicate that the amide protons of these residues are in the same hydrogen network. We will 

present some evidences to support this hypothesis. 

[序論]

クロレラユピキチンの E24とG53のアミドプロトンは、中性付近において顕著な低

磁場シフトを示し、且つ非常に線幅の広いシグナルを与える。このような E24とG53

の示す特異的な現象は、アミノ酸配列、立体構造共に高い類似性を持つヒト・クロレ

ラユピキチンにおいても観測され、これらの残基が空間的に近接しているために何ら

かの特異的相互作用がその原国であろっと思われる。ユピキチンに観測されるこのよ

うな NMRシグナルの異常がどのような局所構造、相互作用によって生じているのかを

明らかにすることは、今後ユピキチンをモデルタンパク質として用いていく際の知見

としても重要であろう。従来も、 NMR法を用いた構造解析の開発のモデルタンパク質

として広く用いられてきたユピキチン類であるが、 E24及ぴG53は、それらのシグナ

ルが広幅化しているために、構造・運動性に関する報告は数少ない。本研究では、ク

ロレラユピキチン及ぴE24、G53周辺の残基を置換した変異体を用いて、 NMRスペクト

ルの pH依存性やアミドプロトンの水との NOE/交換スピードの解析等を行い、 E24と

G53周辺の局所構造、及び関連する相互作用を解析した。

キーワード:クロレラユピキチン、局所構造、水素結合

よしだひとし、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、

かいのしょうまさつね
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[実験}

大腸菌を用いた大量発現系により 15N_及び 13C/15N_標識クロレラユピキチンとその

変異体を調製した。 NMR測定は Bru民rORX 800， ORX 600， AV 500を用いて測定した。

スベクトルのpH依存性等は、lH_15NHSQC及び一次元lHスペクトルの解析により得た。

[結果ならびに考察]

結品構造中において、 E24のアミド基は 052のカルボニル基と水素結合を形成して

いる。また G53のアミド基は水と水素結合を形成している。溶液中においてもこれら

の水素結合が存在し、これらの水素結合が共役する水素結合ネットワークによって、

E24とG53のアミドプロトンが顕著な低磁場にシグナルを与えるのではないかと考え

様々な検討を行った。

興味深いことに、 E24とG53のアミド基の特異な局所的現象は常に観測されるわけ

ではない。中性付近 (pH6. 6)で顕著な低磁場に観測される E24とG53のアミド基の

lHシグナル (E24:10.2 ppm， G53: 9.8 ppm)は、酸性 (pH2.0)ではランダムコイ

ルに近い化学シフト (E24:8.9 ppm， G53: 8.6 ppm)になり、特異な局所的現象はなく

なる。より詳細な pH変化の実験より、 E24とG53のアミド lH化学シフトの pH依存性

は完全に一致し、グルタミン酸やアスパラギン酸の側鎖の pH依存性 (pKaGlu:4. 07， 

Asp:3.90)に非常に近いことが分かった。つまりグルタミン酸やアスパラギン酸の側

鎖に負電荷があることが、特異な局所的現象に必須であることが分かつた。更にどの

グルタミン酸やアスパラギン酸がこの局所的現象に必須で、あるのか解明するために

E24とG53周辺のグルタミン酸・アスパラギン酸を改変した多くの変異体を作成し、

それらの NMRスペクトルを野生型 (WT)のそれと比較した。中性付近 (pH6.6)のE24A
変異体の lH_15NHSQCにおいて、クロスピークの lHが中性付近 (pH6. 6)のWTのそれ

と0.2ppm以上の変化を示したのは E24/A24とG53のみであり、 A24は8.9ppm、G53

は8.5ppmと酸性 (pH2; 0)のWTのそれとほぼ同じ値であった。 E24A変異体の全体

の構造は WTと同じであるが、特異な局所的現象は存在しないため、 E24の側鎖の負電

荷が特異な局所的現象に必須で、あることが分かつた。さらなる WT及び変異体を使っ

た実験で詳細な情報を得ることで、 E24の側鎖の負電荷が近傍の正電荷(双極子)と

相互作用して、 E24、G53のアミド基をある位置に固定することが、 E24とG53のアミ

ドプロトンの特異な局所的現象が起きるために必須であることが分かった。

このようなユピキチンの表面解離性残基間の静電的相互作用に関する知見は、 NMR法

を用いた構造・運動性解析の開発のモデルタンパク質として用いる際の重要な知見に

なるだけでなく、今後ユピキチンの構造と機能の相闘を研究する上でも有用であると

思われる。
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3 Plう
ヒト構造プロテオミクス C2ドメインの構造解析

(理研・GSC1、かずさ DNA研究所・ヒト遺伝子研究部 2)

0長島敏雄l、林文品 1、白水美香子l、寺田貴帆 1、木川隆則l、

井上真 1、矢吹孝 1、青木雅昭 l、関英子 l、松田貴意 I、

慶田洋 l、好田真由美 l、田仲昭子 l、長内隆 l、松尾洋 I、

小原牧 2、長瀬隆弘 2、菊野玲子 2、中山学 2、横山茂之 l

Human Structural Genomics: Structure Analysis of C2 Domain 

(RIKEN Genomic Sciences Center1， Kazusa DNA Research Institute2) 

Toshio Nagashim~l ， Fumiaki Hayashi1， Mikako Shirouzu1， Takaho Terada1， Takanori Kigawa1， 

Makoto Inoue1， Takashi Yabukil， Masaaki Aokil， Eiko Seki1， Takayoshi Matsuda1， Hiroshi 

Hirota1， Mayumi Yoshida1， Akiko Tanaka1， Takashi Osanae， Yo Matsuol， Osamu Ohara2， 

Takahiro Nagase2， Reiko Kikuno2， Manabu Nakayama2， Shigeyuki Yokoyama1 

C2 domain that is found between C1 domain and catalytic domain of protein kinase 

C contains about 116 amino acids. We present two structures that are homologous with C2 

domain仕omKazusa cDNA library. One is the C2A region of synaptotagmin IV that is related 

to an exocytic process ofneurotransmitter at nerve terminals， the other is the C2A region of 

RIM2 that is an effector protein of Rab3. On the result of analysis of NMR spectra and 

calculation with CY ANA， the both structures typically have 8 s-strands and are homologous 

with C2 domain. We also found some conserved residues that are lysine and arginine were on 

the surface of both proteins and these residues were probably related to protein binding. 

〈序〉

C2はproteinkinase C (PKC)の C1ドメインと proteinkinase catalyticドメインの間にある

約 116アミノ酸からなるドメインである。今回発表する2つのタンパク質はこの C2ドメインとホ

モロジーを持っている。ひとつは神経細胞の末端で、神経伝達物質の開口放出に関わる

synaptotagmin IVの C2A領域(SytIV-C2A)で、未知の部分も多いが神経の発達段階で伝

キーワード:構造プロテオミクス、ヒト cDNA、exocytosis

ながしまとしお、はやしふみあき、しろうずみかこ、てらだたかほ、きがわたかのり、 b、のうえまこと、やぶきたかし、

あおきまさあき、せきえいこ、まつだたかよし、ひろたひろし、よしだまゆみ、たなかあきこ、おさないたかし、まつ

およう、おはらおさむ、ながせはかひろ、きくのれいこ、なかやままなぶ、よこやましげゆき
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達物質の量を制御する機能があると報告されている。もうひとつは開口放出現象に関わる重

要であり、 Rab3のeffeetorタンパク質のひとつであるRIM2のC2A領域(RIM2ーC2A)である。

それそ。れのたんぱく質に対しさまざまな NMRスペクトルを測定し、 CYANAを用いて多角的

で、詳細な構造解析を行った。

く方法〉

ヒト由来の 13cj15N標識をした C2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、 NMRスベクトノレの測定をした。測定試料は SytIV-C2A が 0.75mM(20mM 

d-TrisHCl(pH7.0)， 100mM NaCl， 1mM DTT， 0.1mM NaN3， 10%D20) RIM2-C2Aが

1.13mM (20mM 叶TrisHCl(pH7.0)，100mM NaCl， 0.02%NaN3， 10%D20)を用いた。測定は

Varian Unity INOVA 600MHzと800MHzを使用し298Kで行った。主鎖帰属に15N-HSQC、

HN(CO)CA、CBCA(CO)NH、HNCO、HNCACB、側鎖帰属に 13C-HSCQ、HBHA(CO)NH、

HBHANH、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、CCH-TOCSY、15N-editedNOESY、13C-edited

NOESYを解析に用いた。特にSyt-C2Aには 10個のフェニルアラニンがあり、 13C-HSQC上

で、は重なってしまっている芳香環のピークの帰属を3次元の高分解能 HCCH-TOCSYおよ

び CCH-TOCSYと13C-editedNOESYを解析することで、ブロード、ニングして見えなかった

lつを除いて30個中29個のピークを帰属できた。 CYANAを用いてNOEピークの自動帰属

と構造計算を繰り返すことでケミカルシフトの補正を行った。その後、 artifactや minor

conformer由来のNOEピークを特定し除去することで構造計算結果の精度を上げた。これら

の作業を視覚的にすることで効率的な構造解析を行った。

く結果と考察〉

CYANA による構造の精度を高めるための反復計算の結果(SytIV-C2A:2285 distance 

constrains， 43 angle constrains， RIM2-C2A: 2234 distance constrains， 68 angle constrains)、

NMR による構造解析で、は比較的大きな16kDa程度のタンパク質の構造を主鎖の RMSDが

0.5A以下の高精度で決定することができた。得られた構造はどちらも、 C2ドメインと相向性

があるs-strandが8本からなる典型的な日ーサンドイツチ型構造だ、った。

他の syaptotagminの C2Aは Ca2+とともに脂質が結合することで神経伝達物質の放出が

可能になると報告されているが、今回決定した SytIV-C2Aには Ca2+結合に必要な5つのア

スパラギン酸のうちひとつが置換されているため、 Ca2十が結合できないことが構造上からも明

らかになった。 Ca2+結合で、きないなどsynaptotagminIVの機能は未知の部分が多いが、他の

C2ドメインと比較するとアルギニンやリジンなどの正の電荷をもってしも残基が保存されてい

る部分があり、タンパク質が結合する可能性があることがわかった。 RIM2-C2Aもタンパク表

面に露出してしも残基に C2ドメイン間で保存されてしもものがあるため、タンパク質との結

合に関与していると考えられる。
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3 P16 
転写因子 Splの DNA結合領域の立体構造解析

(阪大院薬1、京大化研2) 0岡伸一郎 I、白石泰久 2、

吉田卓也 i、大久保忠恭 l、杉浦幸雄 2、小林祐次 l

STRUCTURE OF TRANSCRIPTION FACTOR SPl DNABINDING DOMAIN 

Graduate school of Pharmaceutical Sciences 1， 

Institute for Chemical Research， Kyoto Universitl 

OShinichiro Oka¥ Yasuhisa Shiraishi2， Takuya Yoshida1， Tadayasu Ohkubo¥ Yukio Sugiura2 

and Yuji Kobayashi1 

【Introduction】

Sp 1 is a ubiquitous transcription facto! which binds to GC box DNA， and its proposed 

consensus sequence of binding is 5'-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)・3¥DNA-bindingdomain， 

which is located at the carboxyl terminal of Spl， contains three tandem repeats of a 

CyS2・His2・.typezinc白1germotif (白1ger1， 2姐 d3). The peptide consisting of this domain， 

Spl(530-623)， can bind to GC box DNA with almost the same affmity as full・lengthSp 1. The 

crystal structure of this type DNA-binding domain， Zif268， complexed with its target DNA 

has been reported. In the complex， each白1geroccupies the major groove of the DNA and 

recognizes bases with each α-helix. Based on this structure and biochemical studies， it has 

been suggested that recognition mechanisms of finger 2 and 3 of Spl are typical for 

Cys2-His2-type zinc白1gers，but that of白1ger1 is di妊erent企omthem. In order to understand 

the DNA recognition mechanism of Spl more clearly， we have performed structural analysis 

and DNA binding analysis by NMR. 

(Materials and Methodsl 

The [U_¥3C/15N] Spl(530・623)was expressed in E. co/i system. DNA-binding activity of 

the prepared sample was confirmed by gel mobility-shift assay. All NMR experiments were 

perfoロnedat 250C on a Varian INOVA 600 spectromete工Atotal of 712 NOEs were colleted 

企om13C-edited NOESY and 1~-edited NOESY. Because no inter.・白1gerNOE was observed， 

structure calculations of each白1gerwere performed individually using CNS solve 1.1. After 

the minimization step， 15 structures with lowest energy were used for further analysis. 

キーワード:転写因子、 Spl、DNA結合ドメイン、 E鉛フィンガー

著者ふりがな :0おか しんいちろう、しらいしやすひさ、よしだたくや、おおくぽただ

やす、すぎうら ゆきお、こばやしゅうじ
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[Results and Discussion】

In well-conserved regions of Cys2His2・typezinc fingers， the RMSD of backbone atoms was 

around O.6A in each白1ger.All three fingers have a common Cys2His2・typezinc finger fold 

that has one recognition helix and two s-sheet like s飢lcturesare bound with zinc 

coordination. Structural comparison between zinc fingers of Sp 1 and Zif268 suggests that 

finger 2 and 3 of Sp 1 have typical DNA recognition modes found in血1ger1 and 3 of Zif268， 

and自nger1 of Spl has a recognition mode like fmger 2 of Zif268. On the other hand， an 

analysis of NMR spectra of Spl(530・623)complexed with the consensus sequence DNA 

suggests that a residue that does not participate in DNA-binding in finger 2 of Zif268 was 

involved in DNA-binding in finger 1 of SpLOther structural analysis of Spl・DNAcomplex

wiIl be discussed as well. 

ゲム
匂

υ1

陶ゐ

N ternunal 

Fingcl' :3 

Fig.l Overall structure ofSpl(560-623). 
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3.Kuw油ara，J.， Yonezawa， A.， Fut阻 1ぽ a，M.，組dSugiura， Y. (1993) Biochemistη32，5994・6001.
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3 P17 
NMR法による MHCクラス Iタンパク質の相互作用の研究

(産総研.生物情報解析研究センター¥原研2、高知医科大3)

O中川将利 1、千葉かおり 2、宇高恵子3、中西洋志 1) 

Study on interaction of MHC class I protein by NMR spectroscopy 

(AIST. Biological Information Research Center 1 ， ]AERI2、 Medical
Uni versi ty of Kochi 3) 

A major histocompatibili ty complex (MHC) class I protein H-2Kb was expressed 
in a large scale to analyze the interaction with the antigen peptides. 

NMR spectra of the peptide in the mixture solution with the protein showed 
very broad signals， indicating the clear existence of the dynamic interaction 
between the MHC protein and peptide. The interaction of the protein and 
peptide was discussed as well as the surrounding atmosphere of the peptide 
in the complex. 

1 : Major histocompatibility complex class 1 protein (MHCクラス Iタンパク質)は、

免疫応答において非常に重要な役割をすることがよく知られている。このたんぱ

く質は、 H鎖と L鎖 (s2m)からなるヘテロ二量体であり、細胞内で外来性抗原

ペプチドと結合し、細胞表面でキラーT細胞に抗原提示を行うことがわかってい

る。今回、我々はこの MHCクラス Iタンパク質の抗原提示機構における H鎖と抗

原ペプチドとの相互作用、及びH鎖と s2mとの相互作用について NMR法を用い

て解析を行い、非常に興味深い結果を得ることが出来たので、それについて報告

する1)。

2.実験:MHCクラス Iタンパク質として、マウス由来の H・2Kb分子を選択し、

その H鎖と s2mをそれぞ、れ大腸菌にて大量発現した。抗原ペプチドはペプチド合

成器 (SHIMADZUPSSM8)を用いて合成し、それらを用いて invitroでフォーノレ

ディングを行い、。 2mおよび MHCサシプルを得た。 NMRの測定は DMX750
(Bruker)およびINOVA600(Varian)を用いて行った。

3.結果と考察:抗原ペプチドとしては、最も抗原性の強い SIYRYYGL(p2CKb
) 以

外に、 mainanchorや subanchorのアミノ酸残基を 1個または 2個改変した 4種

類のペプチド(p2A，p5A， p8A， p5A8A)を合成した。

クラス Iタンパク質と抗原ペプチド、の相互作用を NMR法で調べるために、 NMRスベ

ク

トノレ(lH核、 750MHz)を測定した。 5種のベフ。チドのシグ、ナルの帰属は、通常の 2次元

NMRスペクトル(DQF-COSY、TOCSY，NOESY)を測定、解析することにより行った。

MHCクラス Iたんぱく質、抗原一抗体反応、相互作用、 NMR、動的挙動

なかがわまさとし、ちばかおり、うだかけいこ、なかにしひろし
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ペプチドp2CKbの水溶液にH-2Kb分子の水溶液を少しずつ添加し、 lHNMRスペクトノレ

を測定した。タンパク質をペフ。チド、溶液に加えると徐々にプロトンのシグナルがブFロード、

ニングを起こす。 lH'の NH及び芳香族シグナル領域でかなりシグナルの線幅が広がる。

1:3ではペフ。チド、のシグナルがかなりタンパク質のブロード、シク、、ナノレと重なり合う。 1:1で

は1HNMRシグナノレはほとんど、タンパク質のシグナルに隠れてしまう。 NH領域以外の高

磁場の C日、 CH2、CH3シグナル領域でも同様のブロードニング現象が測定された。同様

の実験をp2A、p5A、p8A、p5A8AのペプチドとH-2Kbタンパク質の混合溶液で行った。

タンパク質を加えるとp5A8Aのペフ。チドのシグナルのブロード、ニングは、 p2CKbや、 p5

A、p8Aの場合程ではないが、わずかに起こっていることがわかった。これらの NMRスペ

クトノレの測定結果から、このH-2KbクラスIタンパク質はp2CKb""p5A8Aなどの抗原ペプ

チドと相互作用を起こしており、そのシグナルが化学交換してブロードニング現象を示す

ことが分かった。これは、 MHCクラスIタンパク質と抗原ベフ。チド、の間の水溶液中での交

換を NMRで観測した初めての例である。

上述したのと同じように、クラス Iタンパク質の L鎖であるs2rnとp2CKbペブ
oチド、との

混合溶液の同様な NMRの測定を行ったが、上述したようなシグナルのブロード、ニング現

象を見出せなかった。このことは、抗原ペプチドはs2rnと分子間相互作用をしないことを

示している。

5個のペプチドに共通に存在する 3位のタイロシン残基の aromaticフ。ロトンのシグナ

ノレのブロードニングを比較してみると、線幅は p2CKb > p2A > p5A、p8A>p5A8Aの順

に大きく減少していることがわかる。このことは、8個のペプチド残基の内、 2位の

sub-anchor Yより 5位及び8位の main-anchorのYの方がタンパク質との相互作用に

大きな影響を与えることを良く示しており、このことは従来の生化学的実験の結果とよく一

致している。

さらに、同一ベブρチド内で、アミノ酸残基のシグpナノレによってブロードニング、の度合が

異なっていることから残基による相互作用の強さの違いについても議論できる。

次に、 H鎖と L鎖の分子間相互作用についても NMR法を用いて研究を行った。

我々はs2rnの天然存在の14Nの窒素原子を同位体15Nに enrichした試料を作製し、

そのHSQCスペクトルで15Nのシグナルをより容易に検知することにした。そのようにして

も一部のシグナルはブロードなので、重水中で、産生を行い、 H 鎖のアミノ酸残基の水素

原子を重水素化することにより、シグナルの線幅を小さくすることに成功した。 s2mのみ

の時のスペクトノレと、 H鎖とs2rnの compex形成した時のスペクトルを比較Lてみると、か

なり広範囲で大きくシグナルが、ンフトしていることが明らかになった。スペクトノレの変化が

広範囲で生じていることは、 s2mが H鎖と相互作用し、その時の s2mの構造はs2rn単

独の時の構造とかなり異なることが示唆されているように考えられ興味深し、 2)。

1) M. Nakagawa， K. Chiba-Kamoshida， K. Udaka， H. Nakanishi， 

Biochem. Biophys. Res. Comun.， 278， 609-613 (2000) 

2) M. Nakagawa， K.Chiba-Kamoshida， K. Udaka， H.Nakanishi， to be submitted. 
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3 P18 
溶液高分解能 MAS法によるパイセル結合ペプチドの直接観測

(東レリサーチセンター1、東京農工大・工 2)

O 川口 謙 1・2、木村一雄 1、朝倉哲郎 2

Direct Observations of High Resolution lH NMR in Liquid Phase for Peptides bound to Bicelles 

Ken KA WAGUCHI， 1，2 Kazuo K1MURA，1 and Tetsuo ASAKURA 2 

lAnalytical Sciences Department， Toray Research Cent町 Inc.

ι'Department 01 Biotechnology，おかoUniversity 01 Agriculture and Technology 

Direct observations of high resolution lH NMR in 1iquid phase for Valinomycin bound to bicelles as a mod巴l
of membrane bound peptides were endeavored using a high resolution magic angle spinning (HR・MAS)probe. 
The bicelles were composed of two kinds of lipids， dimyristoyl phosphatidylcholine (DMPC) and 
3・[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2・hydroxypropanesulfonic acid (CHAPSO). The equivalent 
amounts of these 1ipids were mixed. Using both a HR・MASprobe and bicelles， we observed high resolution 'H 
NMR spectra of the peptide directly and successfully. Amide protons of valinomycin bound to bicelles were 
observed巴V巴nin deuterium oxide solution and after sonication. Such results suggest that valinomycin forms 
intra molecular hydrogen bonds and is bound to bicelles. Assignm巴ntsof the amide protons of valinomycin 
bound to bicelles were p巴rformedfrom the multiplicity and NOESY sp巴ctrumusing a HR-MAS probe. 

[緒言]膜タンパク質の立体構造解析は一般に水溶性タンパク質に比べるとかなり困難であり，未抱一

般的な解析手法が確立されているわけではない.そこで本研究では，膜タンパク質のモデル系とじて

膜結合性ペプチドを研究対象とし， NMRを用いた立体構造解析手法の開発を目的とした.

本発表では，高分解能溶液NMRによって，脂質二重膜に結合したペフチドの直接観測を目指した.高

分解能シグナルを得るために，マジ、ックアングルスピニング下で溶液 NMRを観測できる検出器(高分

解能 MASプローブ.以下， HR-MASプローブと略す)とパイセルを利用し，二重膜系において高分解

能シグナルを観測することを試みた.

[実験]

革担

パリノマイシンおよびジミリストイルフォスファチジルコリン (DMPC)はシグマから購入し， 3-

[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]ふ hydroxypropanesulfonic acid (CHAPSO)は同仁化学研究所か

ら購入し，そのまま用いた.

NMRサンプル試料調製

DMPC， CHAPSO，パリノマイシンを1.0:1.0:0.13の比率で混合しクロロフォルムを添加して撹持した

後，乾燥させた.これに重水を添加し(パリノマイシン濃度:9mM) ， 30't>'-40'Cで超音波処理を行な

って NMR用試料とした.

なお， DMPC/CHAPSO の比率を 2~5 にしたパイセルについても実施した.パイセル調製時には必要

に応じて温度を上下させて作製した.

盟国旦盟l室
NMRはUNITYINOVA600 (抽出n)にHR-MASプローブ(ナノプローブ〉を装着して 1HNMR

スペクトルを測定した.比較のために通常の溶液プローブでも 1HNMRを測定した.測定温度は 38'C

で行なった.HR-MASプローブのセルの容量は40μLであり， MASは約 3200Hzの回転数で測定した.

高分解能マジックアングルスピニング，高分解能 lHNMR，バイセル，バリノマイシン，ペプチド

かわぐち けん， きむらかずお， あさくらてつお
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スピニングサイドバンド確認のため，回転数を変えたスペクトルも測定した. 2次元 NMRは， COSY 

(Correlated spectroscopy)およびNOESY(NuclearOverhauser effect spectroscopy)を実施し，溶媒シグナ

ルを Presaturation法で抑制して測定した. NOESY測定では混合時間を 200msとした.

[結果及び考察]

パリノマイシンは抗生物質の一種で，7l<にほとんど、不溶であるが有機溶媒や脂質に可溶性である.

そのためパイセルに結合したパリノマイシンのみが溶液 NMRで観測されると期待される.

パイセルは DMPCが二重膜部分を構成し， CHAPSOが端と一部の二重膜部分を構成している 1) Fig.1 

は同じパイセル試料について通常の溶液プローブと HR-MASフローブで比較した結果を示した.

HR・MASプローブでは高分解能スペクトルが観測されることが明らかとなった.この組成のパイセル

にパリノマイシンを結合させて測定した結果が Fig.2である. 8ppm付近にパリノマイシンのパリン由

来のアミドプロトンシグナルがダブレットピークとして観測された.重水中での測定であること，お

よび超音波処理をしていることから，アミドプロトンが観測されたことは，分子内水素結合の存在を

示唆しているが，脂質中に埋まっていることも一因と考えられる.

なお 7ppm付近にはスピニングサイドバンド (MAS回転によって生じるシグナル)が現れている.ス

ピニングサイドバンドはスペクトルの質を低下させるが，ペプチドもしくは脂質に同位体ラベルを導

入することによって解決できる.5.0ppm̂"'5.4ppmにはパリノマイシン由来の別の残基(乳酸および、ヒ

ドロキシイソ吉草酸)のαプロトンシグナルが観測されている.いずれもフロトン聞のスカラーカップ

リングが読める程度の分解能で観測された.このことはパイセルに結合したペプチドの NMR構造解析

が溶液中で可能であることを意味している.例えば5.35ppmのカルテットは乳酸のαフ。ロトンに帰属さ

れる.

アミドプロトンの帰属は，同一の系で NOESY，COSYスペクトルを解析することにより，明らかと

なった.このような手法によって，パリノマイシンの帰属と NOE解析が可能であることが明らかとな

った.本報の手法によってパイセルに結合したペプチドの立体構造解析は充分に可能であることが期

待できる 2) また， DMPC/CHAPSOの比率が 1以上の結果についても示す予定である.

_--，，-JしJLJULl l 

一一一一一一一一一一5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm jr.開 TSP

Fig.l IH NMR spectra of bicelles only.百leupper 

spectrum was observed using HR-MAS probe and the 

low巴rspectrum using routine probe for solution NMR. C 

indicates resonances from CHAPSO and D indicates those 

fromDMPC. 

参考文献

ω"剛(llDO)

8.0 7.0 5.0 ppmfro冊おP

Fig.2 lH NMR spectrurn of valinornycin bound to 

bicelles in deuterium oxide using HRみfASprobe. The 

spectral range 4.5-8.5 ppm was expanded. SSB 

indicates spinning side band. 

1) C. R. Sanders， B. J. Hare， K. Howard， and J. H. Prestegard， Prog. NMR Spectrosc.， 26，421 (1994). 
2)川口謙，木村一雄，朝倉哲郎，I募分子論文集， 60， 199 (2003). 
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【Abstract】

膜環境下でのペプチドの配置決定

若松馨*野口真路ヘ細田和男¥石井毅ヘ稲岡斉彦ヘ高瀬聖也¥

河野俊之t (*群大工、 T三菱化学生命研)

Determination of peptide orientation in membraneous environment 

Kaori Wakamatsu*， Shinji NoguchiへKazuoHosoda*， Takeshi Ishiiホ， Yoshihiko Inaok♂， 

Masaya Takase*， and Toshiyuki Kohnot 

*Faculty of Engineering， Gunma University 

十MitsubishiKagaku Institute of Life Sciences 

A transferred NOE (TRNOE) method， which has been used to detennine the conformation of peptides bound to 

phospholipid bilayers， may be applied also to determine the orientation of peptides in the bilayers. ' That is， 

when TRNOE is recorded of peptides in the presence of phospholipid bilayers supplemented with lipid 

molecules having a spin labeled group at a specific depth， protons located in that depth are expected to show 

decreased TRNOE intensities. Analy"ses ofsuch decrease in TRNOE intenSities in the presence of lipids having / 

spin 1ぬ出 atdifferent depths will enable the determination of the orientation of the 帥 tidesin the bilayers/ 

We will present the applicability ofthe method under different membraneous environments using mastoparan-X 

as an example. 

【緒言】

脂質二重膜とペプチドの相互作用の解析する場合、ペプチドの立体情造だけでなく、練中での配向

は大変重要な情報である。脂質二重膜存在下でのペプチドのコンフォメーションは、転移核オーバー

ハウザー効果 (TRNOE) により決定が可能である。膜中の特定の深さにスピンラベルが存在する場

合、そのスピンラベル近傍にあるペプチドプロトンの TRNOEシグナルは、ラベルの影響によりその

強度が減少すると期待される。つまり、膜中において、スピンラベルの深度を変化させ、それぞれ

TRNOE測定を行うことにより、ペプチドの膜中の配置を決定することが可能である.本研究におい

ては、モデルペプチドとしてマストパラン X (MP-X)を用い、さまざまな脂質環境でこの決定法の

評価を行った。

【サンプルおよび測定】

脂質環境として、 DMPCの二重膜、 DPCのミセル、 DMPC/CHAPSOの bicelleを用いた。スピン

ラベル脂質としてはスピンラベルした PCおよび脂肪酸を用い、その適正濃度は滴定で決定した。ペ

プチド/脂質溶液は pH6.0に調製し、 BrukerARX-400を用いて318KにてTRNOESY/NOESY、

TOCSYスペクトルを測定した。シグナル強度は PIPPで定量した。

TRNOE、スピンラベル、 mastoparan-X、 配置、膜環境

わかまっ かおり、のぐち しんじ、ほそだかずお、いしいたけし、いなおかよしひこ、たか

せまさや、こうのとしゆき
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【結果】

スピンラベル存在下での残基内 HN-HaのTRNOE/NOEシグナル強度をスピンラベル非存在下で

のシグナル強度で規格化した結果を Figure1に示す [a)は二重膜環演、 b)はミセル環境]。二重膜・

ミセル環境ともにシグナル強度が残基番号によって周期的に変化していることがわかる。これは、脂

質環境下でMP-Xがαヘリックスを形成していることと対応しているとともに、ヘリックスの軸が膜

表面にほぼ平行であることを示している。また二重膜環境では、親水性の残基は表面にスピンラベル

が位置する TEMPO-PCで強くクヱンチされ、疎水性の残基は深い位置にスピンラベルが存在する

12-DOXYL -PCで強くクエンチされたことから、親水性の側面を膜の外側に出した状態で膜表面に

平行に埋っている事がわかる。これは側鎖のTRNOEのクエンチのパターン(図に示していない)か

らも確認された。

ところで、二重膜環境に比べてミセル環境ではシグナルの強度変化の程度が少ない。これは、二重

膜に比べてミセル中ではペプチド分子の位置があまり固定されていないことを反映していると考えら

れる。そこで、ペプチドの膜への配向を解析する場合、ミセルよりも二重膜の方が明確な結果が得ら

れると考えられる。現在、安定同位体ラベルした MP-Xを用いてbicelle環境での評価を行っており、

その結果もあわせて報告する予定である。

1.4 

1.2 制
1.0 ・一

0.8 

0.6 

0.4 1-

1.2 
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0.8 
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W3 K4 G5 16 A7 A8 M9 A10 K11 K12 L13 L14 

Figure1. Relative intensitJes 01 HN・Hacross peaks 01 MP-X in the presence 01 spin labels. a) TRNOE 01 

MP-X in the presence 01 DMPC-d bilayers， +TEMPO-PC: with TEMPO-PC， +7・DOXYL:with 7・DOXYL-PC，

+12・DOXYL:with 12・DOXYL-PC. b) NOE of MP-X in the presence 01 DPC-d micelles， 5・DOXYL:with 

5・DOXYL-sterate，16・DOXYL:with 16・DOXYL-sterate.Asterisks annotate intensitiesol HN-Hb. 
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3 P20 
CAST/CNMRシステムの応用:13C-NMRシフトに基づく

立体化学の決定

(理研 国立情報学研2)

O越野広雪 佐藤寛子2

/ 
Application of CAST / CNMR System to Stereochemical Determination 

Based on Predicted 13C-NMR Chemical Shift Data 

(阻KEN1，Nlf) 

H. Koshind and H. Satoh2 

We have developed a new computer system CAST/CNMR for 13C-NMR 

chemical shift prediction using a structure-NMR database considering 

stereochemistry. CAST / CNMR system has been applied to determine 

stereochemistry of natural products and synthetic organic compounds. 

Accurac:y of predicted 13C-NMR chemica1 shi抗valuesfor possible 

diastereoisomers were enough for characterization of relative 

stereochsmistry. We wi11 present concepts of stereochemica1 detemination 
method with CAST/system and some applications. 

CAST/CNMRは立体化学を規範的に表現できるCASTコードを基盤とした化学構

造-NMR化学シフトデータベースを予測のデータソースとして利用し，立体化学を

的確に考慮する，高精度13C-NMR化学シフト予測システムである 1-4昨年の本討論

会ではCAST/CNMRシステムの応用として，同じ化学シフト値を与えるべき部分構

造を有する化合物を立体化学を認識してデータベースから効率的に検索できる機能

を利用した，立体化学が決定されている化合物に対する立体構造類似性と 1次元

13C-NMRデータに基づく13C-NMRの帰属方法について報告した今回は，立体化

学を決定する部分構造について，可能性のある全立体異性体の化学シフト予測値と

13C-NMRの実測値との比較によって立体化学を決定する方法の概要について報告す

る.

近年磁場勾配パルス法を用いる2次元NMR法の普及により，低分子有機化合物の

平面構造の決定は比較的容易になったが， NMRを用いた立体化学の決定は未だ困難

な場合も少なくない.立体化学決定の難易度は化合物の種類によって大きく異なる

が，簡便で正確な立体化学決定法の開発は天然物有機化学の分野などでは重要な課

題である.立体異性体問のNMR化学シフトの違いを利用する立体化学決定法は数多

CAST/CNMR、立体化学、データベース、化学シフト予測、立体異性体

こしのひろゆき，さとうひろこ
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く知られているが，それらの規則の適用範囲が明確でない場合や立体異性体の一方

のみのデータでは立体化学を決定できないなどの問題も多い.例えば， αーメチルー

β-ハイドロキシカルボニル化合物の相対配置は13C-NMRの化学シフト値を比較する

ことによって決定できることが報告されている下図に示す様に各炭素のシフト

範囲に共通する部分があるため，合成的に両異性体のデータが存在する場合などに

はsyn体の化学シフト値がanti体よりも高磁場に観測されるという規則を適用し，立

体化学を決定できるが，しかし異性体の一方のデータしか得られない場合に，その

適用には限界があると考えられる.そこで， αーメチjいβーハイドロキシカルボニル

の部分構造を有し，立体化学が未決定である抗生物質dorrigocinA7の立体化学決定

にCAST/CNMRを適用してみた.メチル基の化学シフトはsyn体が9.6ppm， anti 

体が14.2ppmと予測され，報告されているdorrigocinAの化学シフト値は14.5

ppmであることからanti体であると決定できた.CAST/CNMRシステムでは対象化

合物の構造の多様性に対応して適切な化合物データを検索してそのデータを予測に

使用するため，異性体間で十分に異なる化学シフト値を与える場合には，信頼でき

る立体化学の決定が可能である.また，可能な立体異性体の全ての炭素のシフト値

を予測するのに必要なデータが存在しない場合であっても，立体異性体聞の構造的

な特徴が反映される数カ所の炭素の化学シフト値に着目することで，立体異性体の

判別が基本的に可能である.

Syn 71.6四 78.1ppm Anti 74.0同 82.5ppm

Reported: 14.5 ppm. CAST/CNMR Predicted : Syn 9.6， Anti 14.2 ppm. 

。 e
 

M
 

e
e
 

M
子

。
dorrigocin A 

HO 

O 
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3 P21 
HMBC法の新しい応用測定一-HR-J-resolved-HMBC法について，

東大院農・応生化、*東農大・生応化

0降旗一夫、*瀬戸治男
HR-J-resolved HMBC， an Improved Method of HR-HMBC for Measuring Heteronuc1ear 

Long Range 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 the J-resolved-HMBC-l， long range C-H couplings are observable with good S/N 
in the Fl dimension but small10ng range C-H couplings are impossible to observe. On the 
other hand， the HR-HMBC method gives simple cross peak pattem than J-resolved HMBC. 
In addition， even small C-H spin coupling constants are able to observe easi1y， since the cross 
peaks are largely split by long range C-H couplings. This method employs constant parameter 
for the delay time as does conventional HMBC. Cross peaks which do not fit for the HMBC 
delay time appear weakly because magnetization of C-H couplings with different magnitude 
can not be equally excited. 

We present the HR-J-resolved HMBC method， a combination of J-resolved HMBC 
and HR-HMBC methods in order to overcome this problem. In this new method， constant /' 
delay time of HR-HMBC is r巴placedby variable delay time in order to excite equally 

， magnetizations with different magnitude of C-H couplings. When this method was applied to 
the complicated molecule monazomycin， it was possible with broadening signals to observe 
long range C-H couplings that were difficult to observe in the HR-HMBC spectrum. 

天然有機化合物の立体化学構造研究において、 long-rangeJ CH を知何にして効率良

く測定するかが重要な課題の一つである。 HMBC法は、 long-rangeJ印を利用して相

関ピークを検出するための、広範に利用されている測定法であるが、そのクロスピー

クから直接 long-rangeJCH
を読みとることは困難である。

我々は、既に、 long-rangeJ CHを測定する一つの方法として、 J-rezolved-HMBC-l，-2
と、 HR-HMBC法を報告してきた(l)(2)。このJ-rezolved-HMBC-lはFJ方向でlong-

rangeJ
CH
を観測する方法であり S/Nが高く優れているが、小さなスピン結合の検出が

困難であり、またクロスピークも複雑であった。一方、 HR-HMBC法はJ-resolved

HMBC法よりはクロスピークを単純化し、 JCH
の分離能を高めることを可能にした。

この方法は、通常のHMBCと同様に固定パラメータ(HMBC-delaytime)を設定するた

め、大きさの異なるlongrange J CHにより、磁化をユニフォームに励起することがで
きない。そのため、 HMBCdelay に適合しないスピンのクロスピークはS川を低下さ

せてしまうという問題があった。

今回は、このHR-HMBC法の問題点を解決するために、 HR-J -rsolved HMBC法を

報告する。この方法はJ-resolvedHMBC法とHR-HMBC法の組み合わせからなる。こ

の方法のポイントは異なる大きさのJCH
の磁化を励起するために、固定delaytimeの代

わりに可変delaytimeを導入することにある。その結果、様々な大きさのlongrange 

J
CH
に依存しないHR-HMBCスベクトノレが得られた。この方法を複雑なマクロライド

抗生物質monazomycinに応用し、 HR-H

キーワード HR-J帽 resolvedHMBC、HR-HMBC

ふりはたかずお、せと はるお
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えばFj=30000Hzで512点測定しで

もtjmaxは17msecに過ぎない。そ

のために、 FI方向は、スピンース

ピンカップリングを検出するには

至らない。スピン結合定数を検出

するためには、 tjmaxが300msか

5∞ms位まで展開する必要がある。

HMBC法においてlong-range J CHを
観測するためには、 J聞の磁化を

t1max=300msから500 ms位まで展
開しなくてはならない。そのため

に、 HMBCのスピン展開の前か後
にJ-aalhgパノレスを導入する(11(2)(図

1) 0 HR-J-resolved HMBC法は、 J-

resolved-HMBC法とHR-HMBC法

6， =3.5 m58C Gl :G2 = 2: 1 

HR-J-resolved HI¥ABC-2 (scaling factor: m宇円)

(l， G， 

6， =3.5 msec 62 = 0 -30 m58C Gl : G2 = 2: 1 n = 20 -40 

図1.HR-J-resolved HMBCのパルス系列

を組み合わせ、 HMBCスピン展開の前にJ-scalingパルス(--mt/4・180(H，C)白mt/4一)、そ
して、後にJ-scalingパノレス (--ntJ4・180(H，C)-ntJ4--)を導入した方法である。 HR-J句

resolved HMBC同 lはJ-scaling-factor，m司 1で設定する場合のパルス系列である。この場

合は、 J-scalingに含まれる二つの180(H，C)パルスは省略できる(図1)。

一方、 HR-J-resolvedHMBC引まJ-scalingfactor m学nの場合のパルス系列である。

どちらの方法でも、 HMBCのスピン展開の前のmt1は大きさの異なるlongrange J印の

磁化をユニフォームに励起するためのaccordionmethodとして機能する。また、 J HH 
に対してはJ-分解法としても機能する。一方のHMBCのスピン展開の後のntjは、 JCH
およびJHHに対してJ-分解法として機能する。その結果、 HMBC磁化は化学シフトに

対してはt1、プロトンープロトンのスピン結合では(m+n)/2+l)tj、そして、炭素との
スピン結合に対しては(n/2)t1で展開する。したがって、プロトンープロトンのスピン
結合定数は実際の値よりも(m+n)β+1倍、 JCHに対してはnβ倍の値として観測される。

J-scalingパルスの最後、 acquisitionの手前の180度パルスは、プロトンの磁化を反転

し、 JCHとJHHの分裂方向を区別するためのものである。炭素の磁化を反転させても構
わない。

J-resolved HMBCでは、 ntlmaxは観測するスピン結合定数日のオーダーを越えるよ

うに設定しなければならないが、このHRふ resolvedHMBCでは、観測するスピン結

合定数の半分(nt1max/2)でも、十分分離の良いクロスピークを得ることが出来ること
が判明した。

HR -J-resolved-HMBCスベクトノレ

図2はエチノレベンゼンのメチノレ基プpロトンからメチレン炭素とのlongrange 2 J CHによ

るJ-resolvedHMBC， HR-HMBC， HR-J-resolved HMBC-lのクロスピークを示す。 nt，max
の同一実験で測定したスベクトノレを示す。 scalingfacωr(n)=25である。

J-resolved HMBCのスベクトルのクロスピークは、 Fl軸では25xJ CH、F2軸ではJCHで
分裂し複雑なパターンを与える。 HR-HMBCスベクトルのクロスピークは斜め二重線

として観測される。この分裂パターンから、 Fl軸からは、 25xJCH、F2軸からはJCHの値
をどちらの方向からも読みとることは可能である。

一方、 HR-J-resolvedHMBCスベクトノレでは、分裂パターンはHR-HMBCスベクト

ルと同じであるが、 Fl方向の分裂はHR-HMBCよりは小さくなり、 Fl軸からは、

12.5xJcH' F2軸からはJCHの値を読みとることになる。 HR-J-resolvedHMBCでは、同-
nt1maxで測定した場合は観測されるJ印の分裂は小さくなり、誤差が大きくなるため
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に、実際の longrange J CHの観

測は、 Fl軸で観測するよりは

F2軸で観測することが望まし

ポ}トミシンのHR-HMBCス )̂V¥. ̂  F:ミー rojection パし
ベクトル 一一ノ 'L一一一ノ'¥'一一

図3はポートミシンのHR- . r 四 1.25 1.22叩1 11.28 1.25 1.22 OOm 

.l ，--1 I+-そ1剖与4.4Hzl 1，-叶|←2.JCH!:;:4.4HZ
HMBC-lとHR-J-resolved 吋土副聡 IL'~ 

HMBGlのスベクトノレである吋干隈.. IIτrA 
ポートミシンの4位のプロト 町九jtiuz臨 1 122:HZ'a 
ンは多重線に分裂し、なおか j 鴎 II r 
つ、ブロードである。 HR- 仰叫 ~~， 1川 戸川 a 

HMBCスベクトノレにおいて、 J刊白川edHMBc・1 HRLIMBc‘ HR-J-reぷelHMBc・1
H4のプロトンから C6および 図2.Ethyl benzeneのHR-J-resolvedHMBCスベクトノレ

Fl/n resolution = 1.1 (Hz)、F2resolution = 2.2(Hz) 
4・Meのクロスピークは検出 scaling factor(n) = 25 
が困難になっている。一方、 HR-J-resolvedHMBCスベクトノレでは、 C6および4-Meの
クロスピークの感度が向上し斜め二重線を確認できる。 H4とH5は11.3 Hzでスピン
結合しており、両者はantiの関係にある。このH4に対するC5の2JCHのクロスピークは、

2JctF 6.5 Hzを観測する。また、 H4とC6では、 3JCH=2.8Hzを観測するため、 H4に対し

て、 H5はanti、o原子はgauch、C6もgauchの配座であることが示されている。

一方、 H4に対して、 H4とH3は1.3Hzと小さなスピン結合であり、 H4とH3はgauchの
関係をとる。この場合、 や 引

C2とO-Meはどちらがanti Meoy;い 。汁:γc. Portmicin 

の配座を取るかはプロト cGノ¥州e 4・M:::-?"CS

ンのスペクトノレからは判 C2 同

別できない。このスペク
トノレカミら、 H4とC3は HR十 resolved-HMBC-1

5.5Hzと大きなスピン結合

であり、また、 H4とC2は

5.0Hzと大きな値をとる。

その結果、 H4に対して、

C2はanti、O
配座をとることはわかる。

モナゾマイシンの HR-Jト-

resolved -HMBCスべクト
ノレ
ー図4はモナゾマイシンの 且丘出匹ゴ

HR-J-resolved HMBCとHR-
HMBCのスベクトルであ

る。

HR-J-resolved -HMBCス
ベクトルとHR-NMBCスベ

クトノレを比較して、 HR-J-

resolved -HMBCスペクト

ノレの方がHR-NMBCスベク

トノレよりもS/Nが高いこと

¥ }-*cO3 

=
1
z
 

-
F
X占

H

E
」

4

2
L
4
 

、l
i
l
F
日
一
考

h
E
F

J

刊

L

H

E

¥

:

c

j

 

M
ハ

Z
M
3
8
4

J

i

l

 

¥

F

-

j

z

 

t
I
I
r
m

一1
1

S
臨

喧

訓

H

J

可

B

一
↓
-
乙
d
o

F

E

i

=

・
5

-
:
l
L「
5

5

一

中

一

-
-
-
d
2

』
『

;

1

 

3 5 F， (13C)-slice 2 6 

JL 

》斗ーも-ーミlk
3守 5~ 2・3 正 4-Me守

3 2 6 4-Me 5 

870 60 50 40 30 20 10 ppm 

h ゑ
slice ...."、、

3 5 I 2 6 4-Me ぞ;
(ppm) 

図3.ポートミシン
HR-J-resolved HMBC (上)HR-HMBC (下)スベクトル
scaling factor(n) = 25、tlX t， = 256 x 4000(point)、
Fj X F2 = 14000 x 2250(Hz)、ntlmax= 457 ms、scan= 64' 
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ている。 longrange 

J
CHはF

2軸から検出し H-2 

た。 H14とH15はJHH=

7.2Hzであり、 H14と

H15の相対立体配座

は、 anti(180度)か

らanticlinal(120度)

の関係にシフトして

いることが示唆され

る。 H14とC15の2JCH U.;A 

は6.2Hzであり、 H14
と15・Oの関係は H・2

gouch(60)から 1向

synperiplanar(O)の関 (印m)

係にシフトしている。 図4.モナゾマイシン
HR-J-reso1ved HMBC (上)HR-HMBC (下)スベクトノレ

また、 H14とC16の scaling factor(n) = 25、tJXら=512 X 4000(point)、
クロスピークは観測 FJ X F2 = 23000 X 290Q(Hz)、nt1max= 555 ms、scan= 128 
されていない。これは3J

CH
が小さく H14とC16のdihedra1angleはほぼ90度に近いと予

想される。これらのデータから、 H14とH15はanti，、 H14と15・OH、H14とC16は

、giucheの配座になることを示している。

おわりに

HR-J-resolved HMBC法において、 HR-HMBC法では観測が困難であったブロード

なシグナルや複雑な化合物において、 longrange J CHの観測が可能になった。この方

法ではntJmaxが250msec(4Hz)ぐらいまでの設定でも小さなJCH
を観測することが可能

であることが判明した。その場合はF2方向で九Hを読みとることが重要である。

J-scalingをもちいた長いntJmaxの値を設定する方法、 HR-J-resolvedHMBC法では、

S/Nの低下は避けられない。実際の測定に当たっては、このS/Nの低下を考慮して積

算時間を設定することが重要である。
HR・J-resolv昨 日MBC法は、クロスピークは単純化され、解析が容易になる。また、

小さなクロスピークの結合定数を読みとることも容易となった。本法は、 HMBCと

同様、測定は容易で、あり、しかも、複雑な化合物にも適用が可能であり、実用的に

は他の方法にひけをとらないと考えられる。

1) K. Furihata and H. Seto; Tetrahedron Lett.， 40， 6271 (1999) 

2)降旗一夫、瀬戸治男、第40回NMR討論会講演要旨、京都、 (2001).

がわかる。 H14から

のs1iceスヘ。クトルからも
明らかである。しか

も、 FJ軸のJCH
の分裂

は半分に落ちている

にも関わらず、 long

range J CHの観測には
十分な分裂を与えて
いる。 H14のプロト

ンから C12、C13お

よびC15、14-Meにク
ロスピークを観測し
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3 P22 
C-H・・・oBlue-shifting H-bond形成の時に観測される

HとCのケミカルシフトの変化とその解析

(福井大工) 0水 野 和子

The changes in lH and 13C chemical shifts on the formation of C-H".O 

blue-shifting hydrogen bonds 

Fukui University 

Kazuko Mizuno 

We studied concentration and temperature dependence of the frequencies of the C-H 

stretching vibration bands， v(C-H)， in IR spectra and 1H and 13c chemical shifts of the C-H 

groups for several aqueous binary mixtures. The solutes studied were alkyl alcohols， amide， 

dimethylsulfoxide， acetone， l，4-dioxane， 1，3-dioxane， and tetrahydrofuran. We found that 

v(C-H) of the C-H groups in all the systems increase with increasing water concentrations， 

indicating increases in the strengths of the C-H bonds. On the other hands， small increases in 

1H chemical shifts and the decreases in the 13C chemical shifts were observed， showing small 

increases in the polarization of the C-H bonds. From these observations， we discuss the 

properties of blue-shifting CH・..0hydrogen bonds. 

はじめに:C-H・・・X(X=O，N， halogen)で表される弱い水素結合が，多くの研究者の関

心を集めている非常に多くのタンパク質結晶についてのX線回折から C-H・・・O=C

が見いだされ，構造安定化に寄与していることが明らかにされてきたが，溶液系に

ついての実験はこれに比べて報告例がはるかに少ない.一方， ab i凶tioMO法による

計算例が数多く報告され， O-H・・・0，N-H・・・0などで表される Red-shiftingH-Bondtと

の比較，あるいは統一的な理論が提出されている 1，2 

私達の研究室では，アルキルアルコールを水で希釈していくと，赤外分光法で得

られる C-H伸縮振動バンドが高波数側にシフトしていくことを観測し，これがアル

コールの OH基と水との水素結合の結果としては説明できないことから， CH基と水

との相互作用によるものと考え，相互作用の分子間力について議論してきた 3，4ここ

では，水素結合を研究するための代表的な分光学的方法として利用されてきたケミ

カルシフトの測定結果を，赤外分光法で得られる C-H伸縮振動バンドの波数の変化

といっしょに示しながら， C-H".O blue-shifting H-bondの特徴を明らかにする.

IC-H・・・0，Blue-shifting，水素結合，ケミカルシフト，外部複基準法

みずのかずこ
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実験:ケミカルシフトの測定は， JEOL EX-400を用いて lHについて 4∞MHz，13C 

では l00MHzを共鳴周波数として，外部複基準法で測定した 3，4 温度を1.0，25札

50.00C の3点とした.ケミカルシフトの測定はすべての試料の値を unifiedscaleで

表すために外部基準法を取り，基純物質として底が球状の細管に封入した TMS，ま

たは hexamethyldisiloxaneを用いた.この方法では細管部と球状部分にある基純物質

によって2本のシグナルが観測され，それらのケミカルシフトの差から，試料と基

純物質のバルクの体積磁化率の差を補正できる.試料として用いたのはいずれも極

性基を持つ有機化合物で，全領域に渡って濃度を変化させた.

結果:得られた結果を次のようにまとめることができる.

1) 測定したすべての有機化合物中の C-H伸縮振動バンドは，水濃度の増加に

つれて高波数側にシフトし，吸収の強度が減少した.しかし，温度を 2--600Cの

範囲で変化させても波数の変化は観測されなかった.

2) C-H伸縮振動バンドの波数v(C-H)の濃度依存性は， CH基の極性基からの

距離と関係があり，極性基に近いC H基では水の非常に低い濃度からブルーシ

フトが始まるのに対して，遠いCH基では高い濃度でシフトし始める.

これらの結果から私達は， v(C-H)のブルーシフトが

(溶質の極性基， C=O， S=O， OHなど)・・・Hー(H)O."H-C

で表される水分子の (Red-shiftingand Blue-shifting) bi-functional hydrogen bondsの形

成によるものと結論した 5

3)このとき， CH基の lH_ケミカルシフトは極性基からの距離とは無関係に，いず

れもほとんど同じ濃度依存性，すなわち，水の大きな濃度領域でわずかに増加

したのに対して 13C_ケミカルシフトは極性基に近いC H基が水分子と極性基と

の水素結合を反映する低磁場シフトを示したのに対して，極性基に遠いCH基

では，逆に高磁場にシフトして， C-H・・・OH2 で表される Blue-shiftingH司 bondで

は，結合の電子密度が高くなる一方で，炭素と水素の電荷がより分極の方向に

変化することがあきらかになった HermannsonとQian等は， Red-shifting H-bond 

とBlue-shiftingH-bondが電場の中の振動双極子として統一的に記述できること

を示した.ここで示したケミカルシフトの変化は C-H・.'0が X九 HO+...Yoで表

され， Red-shifting H-bondと同じであることを示した.

参考文献1)Hermannson， K. J. Phys. Chem. A 2002， 106，4695. 2) Qian， W. : Krimm， S. 

よPhys.Chem. A 2002，106，6628. 3) Mizuno， K.; Ochi， T.; Shindo， Y. J. Chem. Phys. 

1998， 109，9502. 4) Mizuno， K.; Tamiya， Y.; Mekata， M. Pure & Appl. Chem. Submitted 

for publication. 5) Mizuno， K.; Imafuji， S.; Fujiwara， T. ;Ohta， T.; Tamiya， Y.J. Phys. Chem. 

B 2003， 1073972. 
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3 P23 
ポリメタクリル酸メチルゲ、ルネットワーク中の線状・球状ポリスチレンの拡散機構の解明

(東工大院理工高分子センター)0上口憲陽・黒木重樹・安藤勲・石津浩二

Study of diffusional behavior oflinear and star polystyrenes in poly (methyl methacrylate) gels 

Kazuhiro Kamiguchi， Shigeki Kuroki， Isao Ando and Koji Ishizu 

(Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology) 

The diffusion coefficients'of star and linear polystyrenes (PS) in poly (methyl methacrylate) gels have 

been determined by means of puls巴d-field-gradientspin-echo (PGSE) IHNMR with various observation 

times ( 11). Froin these experimental results， it is found that dependences of the diffusion coefficients of PS 

in g巴lson molecular weight and observation time are elucidated. Further， we have discussed restricted 

diffusional behavior ofprobe PS and matrix heterogeneity ingels. 

[緒言]

高分子ゲルの機能及ひー物性は系中の網目鎖を通ってしてフ。ロープ、分子の拡散過程と密接な関係があ

り、ゲ、ル内の物質拡散の情報は高分子ゲ、ルの構造やダイナミクスに関して有用な情報を与えてくれる。こ

れまでに、高分子ゲル中の溶媒、低分子、及び高分子の拡散拡散過程について多くの研究が報告され

ているが、プローブ、高分子の形態と拡散過程との関係は未だ明らかにされてはいない。そこで本研究で

は、 'Hパルス磁場勾配スヒ。ンエコー (pulsed-field-gradientspin-echo: PFGSE) NMR法を用いて架橋ポリ

メタクリル酸メチノレ(PMMA)ゲノレ中で、のフ。ロープ、高分子の自己拡散係数を測定して、ゲル中の高分子の

拡散過程とその形状及び分子量との関係を明らかにすることを目的とした。溶媒については重水素化ク

ロロホルム(CDCI3)、プローブ、高分子については線状ポリスチレン (PS)とスターPSを用いた。スターPSは

ジビニルベンゼンによって架橋された PSのミクロゲ、ノレ(core)と線状 PS(腕)とで構成され、その特異的な

構造によって溶液中で球状の形態を保持するため、通常の線状ポリマーとは溶液及びゲ、ル中において

拡散挙動が異なることが期待される。

[実験]

まず、バルクな CDCI3溶液中において、プローブ高分子の自己拡散係数を PFGSENMR法を用いて

測定した。次に、線状 PS(Mw=18700、114，200)とスターPS(Mw=24，000、腕数 5.8)の 3つのプローブ

高分子を含んだ PMMAゲルを調製し、 PMMAゲル中でのプローブ高分子の自己拡散係数を PFGSE

NMR法を用いて測定した。装置は改良して磁場を上げた日本電子製の GX-270NMR分光器に本研究

室で自作したパノレス磁場勾配発生装置を接続したものを用い、観測周波数 300.4MHz，温度 25
0

Cで測

定を行った。溶液中では拡散成分は l成分であり、 k= y2G2
s2 (tJ. -s /3)として、次式より拡散係数 D

を求めた。

磁場勾配 NMR、スターボリマ一、制限拡散、高分子ゲル

かみぐちかずひろ、くろきしげき、あんどうし、さお、いしづこうじ
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A(め
一一一 =exp(-Dk)・・ 0・・・・・・・・‘............ ...•...•• ..，・・・・・・・・.(1)
A(O) 

一方、ゲノレ中ではグルのネットワークからの空間的な束縛を受けて、プローブ高分子の拡散係数は分

布を持っていた。この場合、分布を正規分布に近似して2次までのキュムラント展開を行うことで、次式を

導いてフィッティング‘し、平均の拡散係数 D八と分布の分散 Mを得ることができる。

A(5) 
一一一=exp(-D刈k+ーーが)・.~ • • • • • . .. .. . • . . . . . . • • • . • • .. . • • . . .・ (2)
A(O) 

式(2)において、拡散係数の分布が狭く分散 M が小さし、場合には l次の項が強調されて ln[A(8 )/ A(O)] 

と kのフoロットは直線に近づき、逆に分布が広く分散 M が大きい場合には 2次の項が強調されて

ln[A( 8 )/ A(O)]とkのフ。ロットは2次曲線に近づく。観測時間の長い測定では， 'Hパルス磁場勾配スティミ

ュレイティッド‘エコー (pulsed-field-gradientstimulated-echo: PGSTE) NMR法を用いて測定したが，解析

法は同じである。

[結果と考察]

(1)溶液中のプローブ、高分子の拡散

COCl3溶液中でのプローブ、高分子(線状 PS、スターPS)の拡散係数を求め、その拡散挙動を考察した。

線状 PSを8種類、分子量 4000から 650000ま

でのものと、スターPSを2種類、分子量 24000

で腕数 5.8と分子量 130000で腕数 18.1のもの

を用意し、 10mg/mlの COCl3溶液をそれぞ、れ

調製して、拡散係数 D。の測定を行った。溶液

中ではプローブ
F

高分子の拡散成分は全て l成

分であり、解析には式 (1)を用いた。 Figure1 

は得られた拡散係数を分子量に対してフ。ロット

したものである。

希薄溶液中では多くの高分子鎖は巨視的な

剛体球として仮定することができ、その場合の

拡散は以下の Einstein-Storksの式に従う。

Do = kT 16πR"η ・・・・・・・・・・・・・・・ (3) 

ランダムコイル状の構造を持つ線状ポリマーで、

は、

Do c;c R" c;c M-v ・・・・・・・・・・・・・・・ (4)
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Figure 1 Oependenc巴 ofthe diffusion coefficient (00) 

on molecular weight (Mw) for linear PS (A) and star 

PS (e) in 10 mg/ml COCl3 solution， and the average 
diffusion coe侃cient(0 A) for linear PS (ム)and star PS 
(0) in PMMA gels with COCl3 as solvent. The 

straight line corr巴spondsto 0~M-O.67. 

とスケールすることができる。 Figure1において、 00vs Mのフ。ロットは直線に乗り、傾きより v=0.67が得ら

れた。一方、スターポリマーはその構造上、同分子量の線状ポリマーよりも流体半径凡が小さくなる。式

(3)に従うと、スターポリマーは線状ポリマーより拡散係数が大きくなると考えられ、これは Figure1の実験

結果と一致する。
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(2)ゲ、ル中でのプローブ高分子の拡散

溶液中と同じ観測時間 20msにおいて、 PMMAゲ、ル中での線状 PS (Mw=18700、114200) とスターPS

(Mw=24000、腕数 5.8)の拡散挙動を観測した。本研究の手法では、観測時間は磁場勾配パノレスの間隔

( Ll)に等しい。それぞれのフ。ロープP高分子について ln[A(a )/ A(O)]をkに対してフ。ロットすると下に凸な

曲線となり (Figure2 (a)""(の)、拡散係数が分布を持っていることが観察された。式(2)に従ってフィッテイ

ングを行い、平均の拡散係数をそれぞれ得て、 Figure1にプロットした。線状PSとスターPSを比較すると、

同程度の分子量ではスターPSの方がネットワークによる制限がより強く表れている。これは、スターPSと線

状 PSの溶液中での構造の違いに起因する。スターPSの鎖構造は、ランダムコイル状態と比較すると、非

常にセグメント密度が高い形態を有していると予測されている。流体半径とは、あくまで溶媒に対して非す

ぬけな球を仮定したもので、球の中のセグメント密度については考慮していない。スターPSはセグメント密

度が高いために、ネットワークと衝突して絡み合ったときにほどけるまでの時聞が長く、結果としてネットワ

ークによる制限がより強く表れてし唱と考えられる。
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Figure 2 Diffusional spin-echo attenuation ofprobe PS in P恥仏1Agels with CDC13 as solvent 
by varying field gradient pulse duration ({j) at 25

0

C. (a) Linear PS (Mw=18700)ム=20ms， 
(b) linear PS (Mw=18700)ム=504ms， (c) linear PS (Mw=114200) Ll=lO ms， (d) linear PS 
(Mw= 114200) Ll =504 ms， (e) star PS (Mw=24000) Ll =20 ms， (ηstar PS (Mw=24000) 
ム=400ms. 
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γ2g2d2(.6，_/i/3)j 107 cm-2s 

3.5 0.5 J.5 2.5 

γ2g2o 2(tJ._ 6/3) /106 cm-2s 

溶液中では、 l成分であったフ。ロープ、高分子の拡散成分が、ゲ、/レ中で、は分布を持つのは何故だろうか。

まず考えられる理由は、ゲル中で制限拡散が起きているということである。ゲノレ中にネットワークサイズを

反映したある大きさの空孔がしてつもあり、その中をプローブ、高分子が拡散しているというモデ、ルを考えよ

う。観測時間が短く、プローブ高分子が空孔のサイズ、と比較して相対的に短い距離だけ拡散するような場

合、ほとんど、のプローブP高分子は空孔壁に衝突しないため、観測される(変位距離より得られる)見かけの

拡散係数は真の拡散係数(移動距離より得られる)に近くなる。観測時聞をだんだんと長くしてしてと空孔

壁に、衝突するプローブ高分子の割合は増えていき、それらがそのまま通り抜けるだけでなく、跳ね返っ

たり拡散方向を変えたりするために、変位距離が移動距離よりも短く観察されることが多くなる。その結果
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見かけの拡散係数は真の拡散係数よりもだいぶ小さくなってしてだろう。やがて、プローブ高分子が空孔

のサイズと比較して十分に長い距離だけ拡散するような観測時間になると、空孔壁に衝突する頻度が一

定になるために見かけの拡散係数も一定の値を示

す。以上述べた通り、プローブ、分子が何かに閉じ込

められているような系では、見かけの拡散係数は観

測時間に依存する。これらを考慮して、観測時聞を

5'"'-'504 msまで大きく変化させてゲル中で、のフ。ロー

プ高分子の観測した。 Figure3に溶液中での拡散

係数で規格化したゲノレ中の拡散係数をムに対して

フ。ロットした結果を示す。見かけの拡散係数が観測

時間に依存していることが観察された。スターPS

(Mw=24000)と線状 PS(Mw=114200)について見る

と、それぞれ40'"'-'60msと100'"'-'200msで拡散係数

のA依存性が変化し、変曲点以降は一定になって

いる。そのときの変位距離はおよそ 2μmで、あった。

これは空孔のサイズそのものではないが、深く関係

のある{直である。

(3)ゲル中の制限拡散と空間的な不均一性
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Figure 3 Dependence of normalized diffusion 

coefficients (D A/Do) on the gradient pulse 

interval (1:1) for linear PS (Mw=18700)， linear PS 

(Mw=114200) (口)， and star PS (Mw=24000) 

(0) in PMMA gel with CDCl3 as solvent at 
25

0

C. 

溶液中で l成分であったプローブ高分子の拡散成分がゲノレ中で、は分布を持つのは何故かという、最

初の疑問に戻ろう。一見この疑問は制限拡散の議論により説明できるかのように見える。それぞれのプロ

ーブ高分子の ln[A((j )/ A(O)]とkのプロットを Figure2に示した。 (2)で議論した拡散係数は観測時聞が

20 msであり、衝突頻度が平均化されるよりも短い時間である。よって、プローブ高分子が空孔壁に衝突

する頻度はばらつきがあり、これが変位距離すなわち拡散係数の分布として現れていると説明できる。衝

突の際の影響が小さい線状 PS(Mw=18700)では (Figure2 (a))、フ。ロットは直線に近く、拡散係数の分布

は狭くなっているとし、うことも妥当である。しかし、十分に長い観測時間 400'"'-'500msでのプロットを見て

みよう。今までの説明では衝突頻度が平均化されたならば拡散係数も平均化されるはずで、フ。ロットは直

線に近づくはずである。しかし、スターPS(Mw=24000)と線状 PS(Mw=1l4200)はともにフ。ロットの関数形

の大きな変化は見られず、拡散係数の平均化は起きていない。すなわち、観測時間の長い時の拡散係

数の分布は制限拡散すなわち衝突頻度と衝突の際の影響のみでは説明できない。私共は、もう一つの

影響はゲルの静的な不均一性によるとものである考えている。すなわち、ゲルの静的な構造の不均一性

によりプローブ高分子は空間的な位置に依存した拡散係数を持ち、それが平均の拡散係数の分布として

表れている。ゲノレの不均一性は空孔のサイズ、よりもマクロなスケールで存在しており、その影響が平均化

されるのはさらに長い距離スケール、観測時聞が必要と考えられる。詳細は発表にて述べる。
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3 P24 
固体NMR法による抗菌性ペプチド Pandinin2の脂質膜への

作用機構の解明

(サントリー生有研)

0野村薫、 GerardoCorzo、岩下孝、中嶋|庫朗

Solid-state N恥日え analysison the interactions of an antimicrobial peptide， pandinin 2， 

with lipid bilayer 

(Suntory Institute for Bioorganic Research) OKaoru Nomura， Gerardo Corzo， Takashi 

Iwashita， Terumi Nakajima 

The membrane acting mechanism and orientation of the antimicrobial peptide， 

Pandinin 2， in the phospho1ipid bilayer were investigated using 31p and 13C so¥id-state 

NMR spectroscopy. The 31p NMR spectra were measured at various temperatures and under 

neutral and acidic conditions， and membrane lysis was observed below the liquid crystal-

gel phase transition temperature， but lysis occur only under acidic condition and after 

incubating for two days in the magnet above the liquid crystal-gel phase transition 

temperature. The 31p NMR spectra also indicated that the membrane lysis does not occur 

in the absence of electrolyte. The 13C chemical shifts of selectively [1-13C]-labeled Pandinin 

2 under static， fast and slow magic angle spinning condition indicated that Pandinin 2 

exhibited transmembrane alignments in phospholipid bilayer. 

Pandinin2( FWGAL AKGAL KLIPS LFSSF SKKD-COOH )は AfricanScorpionか

ら単離された膜結合ペプチドであり、強い抗菌活性と溶血活性を示す(1 )。

Pandinin2の DPCミセル膜中での 3次元構造は溶液m低法でこれまでにすでに決

定されており、 αヘリックス構造を取ることが報告されている。しかし、膜との相

互作用を解明するためには、ペプチドと膜との複合体構造の解析が必要である。そ

こで我々は、近年内藤らにより開発された自発磁場配向膜を用いたペプチドの構造

解析法 (2)を用いて Pandinin2の脂質二重膜に対する配向を決定した。また、

脂質膜の表面電荷や、溶媒の電解質濃度が膜の配向に与える影響を検討した。

キーワード: 抗菌性ペプチド、 固体NMR、 脂質二重膜

のむら かおる、へらるど こるぞ、いわしたたかし、なかじまてるみ

-392-



【実験]

カルボニル炭素を 13Cで選択的に同位体標識をした 3種類の Pandinin2ペプ

チド ([lsC]Gli，[lsC]Leu12， [lsC]Ser21-Pandinin 2) をFmoc固相合成法により合

成し、 HPLCを用いて精製した。ペプチドとリン脂質 (DMPC:DMPG=4:1) を有機

溶媒に溶解した後、溶媒を減圧除去して脂質の薄膜を形成した。さらにこれを Tris

緩衝液(10mMTris-Hcl， 100mM NaCI)で水和して、サンフルを作成した。すべて

の NMR測定は Chemagnetics社製の CMXinfinity分光器(lH共鳴周波数 300MHz)

を用いて行った。

jf 

iコご

Fig.l Temperature variation of 31p 

powder spec仕aof phospholipid 

bi1ayer in the presence of Pandinin 

2 (PIL=1I20). 

【参考文献]

[結果と考察1
31p NMR測定の結果、脂質二重膜は脂質の液品

相ーゲル相相転移温度 (Tm) よりも高い温度では

磁場方向に対して膜面が平行になるように配向し、

相転移温度よりも低温では溶解していることがわか

った。また、この脂質二重膜の溶解は中性条件では

起こらず、酸性条件下でのみ起こることがわかった。

また、酸性条件下であっても電解質として NaClを

加えないと脂質二重膜は溶解しないことがわかった。

さらに、サンプルを磁場中に入れてから約 2日間 Tm

以上で放置しないと脂質二重膜は溶解しないことが

わかった。これらの結果をふまえて、二重膜が溶解

する条件下でサンプルを調整し、 Tm 以下で膜が溶

解したことを31pNMRスペクトルで確認してから、

Tm以上に温度を上げ、二重膜が磁場配向している

ことを確認した。この後、静止状態と高速、低速

MAS下で、 13CNMRスペクトルを測定した結果、

それらの Pandinin2の化学シフト値より、 Pandinin2 

は脂質二重膜に貫通した状態で結合していることが

わかった。

1) G. Corzo， P. Escoubas， E. Villegas， K. J. Barnham， W. He， and R. S. Norton， 

Biochem.よ，359，35-45(2001).

2) A. Naito， T. Nagao， K. Norisada， T. Mizuno， S. Tuzi， and H. Saito， Biophysical. J. ，78， 

2405・2417(2000)
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3 P2う
CBOOAにおける液品相の 13CNMR 

(日大文理)0藤森裕基・浅地哲夫

13C NMR Study of Liquid Crystals CBOOA 

Hiroki FUJIMOR1 and Tetsuo ASAJI 

College ofHumanities and Seienees， Nihon University， 

Sakurajosui， Setagaya-ku， Tokyo 156・8550，Japan 

13C NMR experiments were earried out for liquid erystals Nす eyano・

benzylidene-4-oetyloxyaniline (CBOOA). Complete assignments of the 13C N1¥四

lines on the liquid erystalline phases. have been established for the oriented 

sample. 

【序l
N-4・eyanobenzylideneす oetyloxyaniline(CBOOA、図1)は高温から Iso・N-SA-Cの

相転移列を持つが、高圧下ではその相転移列は高温からIso・N-SA-RNとなり、リエントラン

トネマチック(RN)相が出現する。また CBOOAに N 相しか持たない 4-hexyIoxy-
benzylidene-4-aminobenzonitrile (HBAB)を混合すると、ある特定の混合比で RN相

が出現する。リエントラント相の出現に関与する液晶の構造およひや分子ダイナミクスを明らか

にすることを目的とし、まず本研究では CBOOAの磁場中で配向させた試料に対する、高

分解能 13CNMR測定を行った。また、 CBOOAのアルキル鎖部を重水素化した

CBOOA-d17の高分解能 13CNMR測定も行った。その結果、液品相における吸収線の帰

属を完了したので報告する。

-べ LPmRL?ー 11 11 1':; 17 1 2/一一¥5 I 7 /一一¥10 lJ 

N=一、 ノーアN一、 ノー0 12 14 16 18 

Figure 1. Moleeular strueture and the numbering of earbon atoms of CBOOA. 

【実験I
CBOOAのクロロホノレム溶液におけるlHNMR、13CNMR、二次元lH・13C相関NMR測

定等を行い、吸収線の帰属を行った。その後磁場中で配向させた静止試料に対し、 13C

NMR測定を行った。液晶相における13CNMR吸収線の帰属を行うために、 CBOOAのア

ルキル鎖部を重水素化したCBOOA圃d17の13CNMR測定も行った。以上の測定には

JEOL製EX270を用いた。

キーワード:液品、 13CNMR、高分解能

ふじもりひろき、あさじてつお
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【結果}

図2はCBOOAにおける1so相と液晶相の13CNMRスペクトルを示す。 1so相のスベクトノレ

は溶液のスベクトノレとほぼ一致したため、同じ帰属とした。

配向スペクトルについては温度変化を利用した。分子の実効的二軸性を無視すれば、線

の位置は

くσア>=σiso+ (σ二FRAG 一九。)8，∞~(COSßf)~(COSet)

で与えられる。ここに、 σzi'FRAGは遮蔽テンソノレの分子内フラグ、メント主軸方向への射影成

分、 sfはこの軸と分子長軸のなす角、品。はSaupeの一軸性秩序パラメー夕、。tは傾き角で

ある。液品相では品。の温度変化は小さく、 σJFRAG・品。と日fもほとんど温度変化しないと

考えられるので、温度変化はEhの変化を反映する。そして変化の振幅が(σz/FRAG ・

σiso)乃(coss.dに比例するから、変化の大きさとその傾向から、各炭素の種類とその属するフ

ラグメントを決定できる。また骨格部の帰属には CBOOA-d17のスベクトノレも参考にした。ア

ノレキル鎖部の重水素の影響で、スベクトノレの広幅化が生じるので、帰属に役立てることができ

る。こうして CBOOAの 13CNMR吸収線の完全帰属が実現した。帰属の結果を図2に示

す。

(a) 

250 200 

③@③⑨ 

品 1品品....6...，ゐ
u I附 n

Figure 2. 13C NMR spectra of CBOOA in the isotoropic phase (a) 

and in the liquid crystalline phase (b). 
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3 P26 
自己拡散係数(Dsel)を応用したオイルワックスゲ、jレ中の水の状態分析

( (株)資生堂研究開発本部 o木村朋子、福原忠雄、横塚暁人、小松一男

NMR study using self-diffusion coefficient of the water in the oil-wax gel 

by Silicone Oil / Wax / Surfactant / Water 

In the last NMR Meeting， We reported NMR self-diffusion coefficient (Dsel) measurement 

was a useful tool to diagnose the phase of the“bi-continuous" or micellar solution. In this 

study， we appIied this method to the analysis of the oil-wax gel that ishalf-solid state in the 

normal temperature. The oil-wax gel， composed by Si1icone oil / Wax / Surfactant / Water 

system has peculiar character of containing a lot of water， but the mechanism has not been 

make clear. Our result revealed water in the oil-wax gel has two Dsel values， the one Dsel 

value shows water in surfactant micell，叩dthe other shows another water locked in wax. 

【序】

我々は昨年度の本討論会で、 NMRによる自己拡散係数(Dsel)測定法が、化粧品の状

態解析法として種々の乳化ミセルの状態解析に有用であることを報告したが、今回は、常

温で半固形状態であるオイルワックスゲ、Jレへの適用を検討した。オイルワックスゲ、Jレは常

温で液体のオイルと固体のワックスを加熱混合した後、冷却して得られる油性のゲルであ

り、口紅やファンデーション等の油性固形化粧料基剤として汎用されている。その中で、シ

リコン系油分/ワックス/界面活性斉IJ/水の系で構成されるオイルワックスゲ、Jレは、多量

の水分を保持できる特徴を有し、その多量の水分が化粧品の使用感等に大きく影響を及

ぼしている。しかし、なぜ多量の水分が保持できるかについては解明されていないことから、

我々は、オイルワックスゲ、Jレ中の水の状態分析を行うことを目的に、水分含有率を変えた

試料での水のDsel値の変化を測定した。また、温度を変化させたときの水のDsel値変化と、

示差熱量測定法(DSC)による吸熱・発熱挙動との関連性から、水分保持機構について考

察した。その結果、水はカードハウス構造1)と呼ばれるワックス結品格子中に閉じ込められ

た水と乳化粒子中の水と考えられる 2種類が存在することを DOSY測定法により示すこと

ができ、ワックスの溶融する温度付近で、水の Dsel値が急激に変化することから、これらの

水の存在状態を明らかにすることができた。

【実験】

装置は、 JNMECA-400(日本電子)・共鳴周波数(lH;399.0MHz)及び、磁場勾配ユニッ

ト(最大磁場勾配強度;6.6T/m)を用いた。パルスシークェンスは、 DOSYスペクトルを測定

する基本シークェンスとして BPP-LED法を用いた。しかし、シークェンスの不完全さによる

キーワード:磁場勾配 NMR、自己拡散係数、オイルワックスゲ、ル、カードハウス構造

きむらともこ、ふくはらただお、よこっかあきひと、こまっかずお
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信号強度のばらつきゃ位相の変動等を回避するために、 BPP-LED法に複数の FGダミー

パルスを加え、更に‘180。コンポジット/~)レスにして測定を行った。

誌料管は、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重管マイクロセルを

用いた。また、試料が半固形状態であるため、試料管に注入する前に予め 80
0
Cで試料を

溶融させ、素早く注入しサンプル高さ 10mmに調製した。

測定は、拡散時間:30[ms]、磁場勾配パルス長:l[ms]を基本とし、磁場勾配パルス強度

を 0.1-6.0[T/m]に変化させた条件で DOSYスペクトル及び Dsel値を求めた。

【結果および考察】

本実験では、シリコン系油分/ワックス/

界面活性剤/水系で構成されるオイルワッ

クスゲルのワックス及び界面活性剤量を一

定として、水分含有率を 5.......509もまで変化さ

せた試料中の水の Dsel値変化を調べた。

その結果、水は、 Dsel値が 1桁程度異なる

2種類の状態で存在することを DOSYスペ

クトルから明らかにできた。2種のDsel{直は

共に、水分含有率が 5-209もまでは一定の

値を示し、これ以降、水分含有率が増える

に従って、速い水はより大きくなる傾向が認

められた。また、温度を変化させたときの水

の Dsel値は、 70
0
C付近から急激に大きくな

り(Fig.l)、DSCの結果からは、この温度付

近でワックスの溶融によって生じたと思われ

る吸熱挙動が観察された(Fig.2)。

一方、顕微鏡観察によりオイルワックスゲ、

ル中の乳化粒子径を測定した結果、水分含有率が少ない試料は 3μm以下程度であり、

水が増えるに従って大きくなることがわかった。 2種類観測されたオイルワックスゲ、ル中の

水の Dsel値のうち一方は、別に乳化粒子径を 1-5μm程度に調製したミセル溶液中の水

の Dsel値とほぼ一致したことから、オイルワックスゲ、ル中の水は、乳化粒子中に存在する

水と、カードハウス構造といわれるワックス結晶格子中に閉じ込められた水の 2種類として

存在することが示唆された。後者は、ワックス結晶中のエステル基等の極性基と相互作用

している水と考えられ、このことは、温度を上げてワックスが溶融したときに、ワックス結品

中の水が自由になり、 Dset値が急激に大きくなる現象を裏付けるものと考えられた。

このように、 NMRによる Dset測定法は化粧品の機構解析に非常に有用な手段であり、

さらに、半固形試料においても適用可能であることが確認できた。
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3 P27 
4.7T人体用 MRIを用いた局所励起 2DConstant 

Time COSYによるピーク分解能の向上

国立環境研究所

O渡遁英宏，高屋展宏，三森文行

Improved metabolite peak resolution on a 4.7Tesla wholebody spectrometer 
using a localized 2D constant time COSY 

National Institute for Environmental Studies 
H. Watanabe， N. Takaya， F. Mitsumori 

Improvement of peak resolution for glutamate and glutamine by using CT -COSY 

was demonstrated. Even at 4.7T， these peaks were overlapped because of JHH on a lD 

spectrum and on a 2D COSY spectrum. Since CT -COSY can decouple JHH in Ft 

direction， these peaks could be resolved at 4.7T even on a magnitude mode display. 

Localized version of CT-COSY sequence was implemented on a 4.7T wholebody 

spectrometer. Localized GABA spectrum and Gln spectrum could be detected by using 

this method. 

1 .はじめに

超高磁場MRIの最大の長所は、高 S別化である。これによって、質の高い画像やスペクトルの

取得が可能となる。また、この長所は高分解能化として使用することも可能である。この特長に

加えて、 IHMagnetic Resonance Spectroscopy (MRS)では、化学シフト差の拡大が重要な特長として

挙げられる。特に、ピーク聞の化学シフト差が JHHと比較して大きくなるため、グルタミン酸や

グルタミンといった JHHを有するスピン系を含む代謝物に対してピーク分解能の向上が期待でき

る。実際、我々は、 4.7T人脳 STEAMスペクトル上で、オーバーラップがあるもののグルタミン

酸の 4位 (Glu-4，グH - 2.34 ppm)とグルタミン4位 (Glrト4，OH - 2.43 ppm)のピーク検出が

可能であることを報告してきた [1]。

この超高磁場の特長は、分析用 NMRにおいて広く用いられている 20スペクトロスコピー法に

よりさらに展開することが可能であり、ピーク分解能を一層向上させることが期待できる。この

うちで ConstantTime COSY (CT-COSY)は、九による信号損があるものの、 FI方向のJHHをデカ

ップルすることが可能であるため、良好なピーク分離が期待できる。

キーワード.高磁場 MRI、CT司COSY、局所励起、グルタミン酸、グルタミン

わたなべひで、ひろ、たかやのぶひろ、みつもりふみゆき
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そこで、今回、 CT-COSYのピーク分解能評価をグルタミン酸およびグルタミンファントム実験

によって実施した。次に、局所励起 CT-COSYシーケンスを人体用 MRI装置に組み込み、局所励

起動作の評価を実施した。

2. 方法

スペクトル分解能評価

実験は、動物用横型 4.7Tスペクトロメーター(JMT社製磁石、 Varian社製コンソーjレ)を用い

て行った。ファントムには、 (a)グルタミン酸、 (b)グルタミン、 (c)グルタミン酸およびグルタ

ミンの混合溶液をそれぞれ直径 40mmの球に注入した 3種類のファントムを用いた。それぞれ

の濃度は、 50mMとした。これ等のファントムに対して、 1パルスによる1Dスペクトル、およ

び2DCOSYおよび2DCT-COSYによるそれぞれの2Dスペクトルを取得した。水信号抑圧には、

7ヶの CHESSパルスで構成される VAPOR [2]を用いた。

1Dパルスの場合には、実部、虚部がそれぞれ 2000ポイントの複素サンプリング (np= 4000) 

によりデータ収集した。データ収集後、ゼロフィリングにより 2048ポイント (fn= 2048)ふとし、

ガウス関数 (gf=0.3.s)の窓関数を施した後、再構成を実施してスペクトルを得た。スペクトル

帯域は、 5000Hzとした。

2Dスペクトロスコピーの場合には、 tlを256回変化させて (ni= 256)、実部、虚部がそれぞ

れ 512ポイントの複素サンプリング (np= 1024)を実施した。データ収集後、窓関数として tl

方向に gf1= 0.15 s， gfs = 0.064 s、h方向に gf=0.3 sのガウス関数を施した。その後、ゼロフィ

リングにより tl方向、 h方向共に、 2048ポイント (fn= 2048， fn1 = 2048)として、再構成を実

施した。スペクトル帯域は、Fi方向 (SWl)、 Fz方向 (SW)共に 2000Hzとした。以上より得

られる 2Dスペクトルの表示には絶対値表示を用いた。また、 CT-COSYの場合の 90.パルスと

90。パルスとの一定時間長免は、 100msとした。

これらの測定条件により、上記 3ヶのファントムに対して以下の手順で測定を実施した。すな

わち、シミングにより水 lHスペクトルの半値幅を invivoと同程度の 7Hz程度に調整後、それ

ぞれの NMR信号を測定した。

局所励起 CT-COSY法評価

続いて、 Fig.1に示す局所励起 CT-COSYシーケンス [3]を開発し、 4.7T人体用 MRI装置

(Varian社製)に組み込んだ。このシーケンスでは、水信号抑圧として VAPORを用い、ボクセ

ル外側領域の擬似飽和のため OuterVolume Suppression (OVS)パルスを用いる。3D局所励起は、

励起パルス、リフォーカスパルス、分極移動パルスの 3つの RFパルスで実施する。この方法の

動作確認を行うため、 0.9%のNaClを混入した水ファントムに、 100mMグルタミン(Gln)と

200mMのr-アミノ酷酸 (GABA)をそれぞれ円筒容器に注入後、上記水ファントム内に婦人し

た。

上記ファントムを磁石に掃入後、全領域の shimmingを実施した。続いて、位置決め画像を取
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得し、ボクセルをGluファントム， GABAファントムのそれぞれの位置に設定した。ボクセルサ

イズは、20x20 x 20 mm8とした。続いて、それぞれのボクセルでの shimmingをFASTMAP[4] 

により実施した。線幅は、 2Hz-3Hzであ

った。その後、局所励起 CT'COSYのパル

スシーケンスを印加し、 NMR信号を収集 I
H 

した。シーケンス条件は、 TR=3.5s，Tc= 
G 

110 ms， np == 4096， ni == 170， SW == 2000 

Hz， SW1 == 1000 Hzとした。データ収集後、 円

vy 

fn == 8192， fn1 == 4096， gf = 0.3 s， sb1 = 

0.064 sの条件で後処理を実施後、再構成 Gz 

を行い、局所励起 2Dスペクトルを得た。

+ 
VAPOR 

OVS 

Fig. 1. Localized CT司 COSYsequence. 

3.結果

スペクトル分解能評価

得られた 10スペクトルを Fig.2に示す。グルタミン酸およびグルタミンの 2位の IH (Glu-2， 

Gln-2)と、Glu・3，Gln-3は、化学シフトが同等であるため、ほぼ完全にオーバーラップしている。

これに対して、 Glu・4(グH
-

2.34 ppm)、Gln-4(グH - 2.43 ppm)に関しては、ピーク分離の

傾向は認められるものの、 Jmlによるオーバーラップが残る。この傾向は、 COSYスペクトルでも

問機である (Fig.3 )。これに対 Lて、
(a) 

CT-COSYスペクトルでは、 FI方向の JHH

デカップルにより Glu・4，Gln-4のピーク分

離が良好に行えることが認められる (Fig. 

4)。従って、 10スペクトル、 COSYでは

4.7Tの磁場強度においてもグルタミン酸と

グルタミンのピークはオーバーラップする

が、 CT-COSYの利用により、絶対値表示に
5 

おいても Glu・4とGln-4のピーク分離が可

能であることが実証できた。

4 3 ヲ

m
 

1
1
n
y
 

p
 Fig. 2. SpectraofGlu (a)， Gln (b) 

and a mixed phantom (c). 

局所励起 CT-COSY法の評価

得られた GABAボクセルの CT-COSYスペクトルを Fig.4 (a)に示す。 GABA-2，3，4のFI方向が

デカップルされた対角ピークが認められる。交差ピークに関しても、 GABA-2ム GABA-3，4のそ

れぞれの検出が確認できる。同様に、 Fig.4 (b)に示すグルタミンボクセルにおいても、グルタミ

ン由来の対角ピーク、交差ピークの検出が確認できる。従って、それぞれのボクセルにおいて、

局所励起が可能であることが実証できた。
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(a) 
F 2 4 " i!， GABt'>'-3 

(b) 
F2 

(~pmj ~。百--
告

Gln-4 宰・2. 
2. 
2. 
3.0 

3 8246Ezヨ司司吾1 G ・n-? 3. 
GABA-4 3. 

344." .由 i 

3.1 2.7 2.3 1.9 4.2 3.6 3.0 2.2 1.6 

F 1 (ppm) F 1 (ppm) 

Fig. 4. Localized CT -COSY spectra. 
(a) a VOI ofGABA phantom 
(b) a VOI of glutamine phantom 

4，結語

4.7Tでの CT司 COSYの利用によりスペクトルピーク分解能が向上し、グルタミン酸 4位および

グルタミン 4位のピークを分離検出することが可能である o この CT-COSYシーケンスは、スラ

イス勾配磁場パルスの利用により局所化することができる。この局所化したシーケンスを 4.7T人

体用 MRIに組み込み、ファントム実験によって局所励起が可能であることが実証できた。
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3 P28 
常圧偏極 He圃 3の開発技術とイメージング、へのこころみ

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講座

0仲座良造、木村敦臣、藤原英明

Optical Pumping Hype1'" Pola1'ization of He"3 

unde1' the Atmosphe1'ic Pressu1'e and its lmaging Development 

Depa1'tment ofMedical Physics/Enginee1'ing， 

G1'aduate School ofMedicine， Osaka Unive1'sity 

OYoshizo Nakaza， Atsuomi Kimu1'a， Hideaki Fujiwa1'a 

Summa1'y 

1 

This in"vit1'o study 1'epo1'ts the p1'oduction of hyperpolarized He"3 gas by means of laser 

pumping with alkali metal atoms contained in a glass cell. Seve1'al optical pumping 

techniques have been developed fo1' pola1'ization of the nuclear magnetic moments of two 

noble gas isotopes， He"3 and Xe" 129. These techniques offe1' NMR signal enhancements of 

five orde1's of magnitude compa1'ed to the1'mally pola1'ized nuclei at 1'oom temperature. The 

p1'elimina1'Y expe1'iment disclosed the He"3 characteristics in lase1' polarization. The signal 

to noise 1'atio (S/N) measured f1'om He-3 spect1'a showed that nitrogen mostly quenched the 

light by loosing the energy from hype1'pola1'ized He"3. A maximum polarization took place 

at the mixed gas of 70% N2 and 30% He-3 in pa1'tial p1'essure into the cell heated 2 hours 
long at 200 oC. 

[抄録本文]

[目的1
He"3や Xe"129ば高圧下 (3・10気圧)で光ポンピングを行うことにより、電子スピンの超偏

極状態を経て、熱平衡状態の数卜万倍の信号増強を実現することが出来る。 1990年代中頃から、

それらを造影剤として用いた超偏極MR画像が、胸郭空洞部の形態変化や循環・呼吸動態の把握

を目的として臨床応用を目指した研究としてなされている。今までプロトンで描写し切れなかっ

た新しい MR画像や動態機能観察への様々な技術開発が行われている。現在用いられている偏極

方法は、 di1'ectoptical pumping法と、より一般的な spin"exchange法がある。すでに先行研究

機関では偏極率は数十%の値が達成されている。我々はこの数年来行ってきた spin"exchange法

とXe"129の超偏極装置を改良し、偏極 He"3の特性とその画像化について検討を行った。

[方法I
He"'3tこクエンチングガスとして窒素ガスを1O~90%の体積比率で混合し、ルピジウム蒸着さ

せた外径27mm、長さ200mmのガラス・セルに 1気圧で封入した。このセノレを50ガウスの均ー

な磁場中にセルと磁力線の方向が並行になるように置き、波長795nmで出力20Wと、 60Wのレ

ーザーを照射しスピン交換を行わせた。

Key words: He-3， Pola1'ization， Atmosphe1'e 

なかざよしぞう、きむらあっおみ、ふじわらひであき
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2:1 Fiber from laser FAP's 

200
0
C 

Fig. 

Optical 

Polarizer 

Cell 

Oven 

System Illustration 

目
Magnet 

9.4T 

2 

偏極温度は110
0
C........200

0
Cとし、偏極時間は0........16時間まで変化させ、スベクトノレのS/Nを熱平

衡時と比較することにより、偏極度の評価を行った。スベクトノレの測定は、偏極セノレの先端に取

り付けた 5mmのNMR試料管部分について、 INOVA400WB(9.4T、VariarVにて解析を行った。

また、画像作成のためのイン・ピトロでの検討は、外径27mmの偏極用セルをそのままサンプ

ノレとしてイメ-ジング・プローブ(ClearBore， Doty Science)にセットし、グラジェント・エコー

法で、撮像を行った。(図1)

[結果]

図21こ偏極を行った際の、偏極温度とHe-3

ガスの信号強度の比較を示している。加熱温

度が上昇するにしたがって信号強度は増加し

ている。温度200
0
Cまでは相関のよい上昇曲線

を描いている。また、温度が110度以下では熱

平衡時のS/Nとほとんど大差なく、加熱温度は

110度以上の高温領域が偏極温度として最適

であることが分かつた。加熱温度を連続変化

させた実験では、 200
0

C付近で最も強い信号が

得られた。なお、 200
0
C以上の高温領域でも高

い偏極が得られる可能性は残っているため、

予備実験として300
0

Cでの結果を測定してみ

たが、信号強度は低下しており、これは更な

る検討を要する。
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偏極時間と信号強度の関係を図3tこ示

す。偏極の進行状態は、偏極開始より 2
時間までにほぼ終了し、その後は低下し

ているため、偏極時間はこの条件下では

2時間が妥当と判断した。実験に用いた

セノレは2種類あり、内面のガラス壁をオ

クタデシルトリクロロシランで被覆し

た場合と、被覆なしのものを用いて偏極

状態を観察した。その結果、両者に優位

な差は認められなかった。

図4にはセルにま'l入したガスの組成変

化を示した。セノレ内には偏極ガスのHe-3

とクエンチング効果用の窒素を混合し

た。両者の混合比を変えることで偏極状

態に特異性が認められる。窒素ガスの比

率を70%(Heが30%)にした場合が最も Fig.5師団SignalITom Polarized He・3

偏極度が高いことがわかる。なおこのデ

ータはHe-3の体積を100%として換算し

たものである。
以上検討した偏極パラメータから、偏極温度200

0

C、偏極時間2時間、そして窒素混合比率70%

で、偏極を行った際のNMR信号スベクトルを図らに示した。この信号は現在得られている最高値

であり、 S/Nは2572が記録されている。
この数値はHe-3熱平衡時の信号との比較倍率は875倍となり、偏極率に換算すると 2.1%に相当

する。

Fig.3つ Polarizationin Time 
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図6は外径27mmのパイレック

スガラスセルに封入した Ik3ガ

スの MR画像(横断面)である。こ

の際のS/Nは約 150の値を示した。

使用したグラジエント・エコー法

の主な掘像パラメータは以下の

通りである。

TR=lOmsec 
TE=1.5msec 
No. ofAverages = 128 
pw =1200μsec 
Matrix=64 x 64 
Slice Thickness = 20mm 

図 6の画像より、円筒形セノレの

内部を占める偏極 Heガスの画像

が明瞭に確認できる。

[考察]

4 

Fig.6 MR lmaging of He-3 in the Cell 27mm申

常圧(1気圧)で封入した He-3を偏極するにあたり、ガスの加熱温度は 2000C付近に最適値があ

り、ルピジウムの飽和蒸気圧がほどよくバランスを保っている。温度が上昇するにしたがい、過

剰となったルピジウムが Heの偏極を崩壊させている。

偏極開始後、 Heガスの信号強度は 2時間付近でピークに到達し、その後減衰している。一度

飽和状態に達すると、その後は高温状態、での原子同士の運動衝突により、偏極が崩壊している可

能性がある。

混合ガスのバランスはクエンチング効果を担う窒素にも認められている。窒素の量が不足する

と、ルビジウムの偏極が Heとスピン交換を行う前に発光してしまい、スピン交換が不完全とな

る。また窒素の量が多くなりすぎると、ルピジワムと Heの衝突確率が減少し、結果的にルビジ

ウムから Heへ十分な量のスピン交換が伝わらなくなる。

このセルを用いて得られた備極信号強度 (S/N)の最大値は、 2572が記録されている。 He-3
熱平衡時の信号との比較倍率は875倍となり、偏極率に換算すると2.1%となった。偏極状態を左

右する因子は温度、時間、レーザー出力、窒素混合比、圧力などが上げられる。そして、偏極を

最も不安定にしているのはルピジウムの活性状態であろう。今後この点を検討することでより高

い偏極率を得ることが出来ると考えている。

画像技術の開発に関しては、パッチ式のセノレを2時間偏極し、イメージングプローブを用いて、

グラジエント・エコー法で、画像の作成を行った。セル内のHeガスの分布状態が高信号領域とし

て明瞭に描写されている。小動物を用いた肺画像への応用を現在試みている。

[結論]

常圧で、の偏極He-3の開発技術とイメージングへの検討を行い、偏極信号の確認とその画像化に

成功した。このことから偏極技術を用いた磁気共鳴は、スベクトル解析から画像化への橋渡しを

完了している。現在、イン・ピボでの動物実験を経て、今後の臨床応用の道を発展させたい。
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3 P29 
Diffusion Tensol' lmagi.ngを用し、たJj日変性疾j忠の基礎検討

(財)先端医学薬学研究センター¥明治誠灸大ヘ

(財)石川県産業創出支援機構ヘ京都府立医大 l

0藤)11昭彦1、福永雅喜ヘ矢II!島一賀、¥陳偉jZIi:3、松成朗¥

西村伸太郎 1、梅田雅宏久間中忠誠仁成瀬昭二 J

Bas臼lCstU(川dyfor di吐ffu

TheMe【di叩ca叫1礼1anc吋clPharmacological Resea川1汀rchCenler Founda川t孔tion凶11 l 

Meiji University 01' Oriental Me(licine2 

Tshikawa Sunrise Industries Creation Organization日

Kyoto Prefec1，ural UniVE、rsity01' Medicin肘

OAkihiko Fujikawal. Ma白akiFukunaga2. Kazuyoshi Yajima~. Wei]ling Ch♀n::>. 

Ichiro Ma1，sunaril. Shintaro Nishimura1. Masahiro Umeda2
‘
Chuzo Tanaka2 

ancl Shoji Naruse~ 

Recent studies have shown that cliff・usiontensor imaging (DTI)処 whichprovicles 

noninvasive maps of microscopic structural intormation 01' orientecl tissue in vivo. is finding 

utility in st胤 lies01' cognition in the normal and abnormal aging population. DTI measures 

the magnitucle ancl clirection of cliffusion. leacling 1，0 the characterization of cerebral white 

matter (明瓜1)microstructural int.egrity. In orcler to analyze regions of WM. we have obtained 

the quantifiecl clata ofaxonal fibers as a fractional anisot.ropy map (FA-map). The FA-maps 

were obt.ainecl from cliffusion coefficient clata measuring as clif・i・'usionweighte【 imagesto 

normal volunteers. This st.ucly will inclicate how to identiかage-relateclchanges to the brain 

ancl early stage of clementia. 

【序論】生活習慣病、特に痴呆や脳梗塞など脳疾患は、介護等社会への負担が大きいため早期発見・

治療薬の開発が急務となっている。我々は、高齢社会に対応した健診システムの形成を目指し、痴呆

の早期診断支援技術の開発に取り組んでいる。初期の痴呆、特に Alzheimer病(AD)において PET"

SPECTを用いた SPM(statistical parametric mapping)解析や3D-SSP(3 dimensional stereo tactic 

surface projection)解析などにより後部帯状回の糖代謝、脳血流量が低下することが報告された。この

待状回の血流や糠代謝の低下は、病理学的に初期の変性が強い海馬や海馬傍固から帯状束を通して

の線維連絡を強く受けているためと考えられている。 PET'SPECTでは白質の線維連絡機能は解像度

の点から十分に検討できない。しかし、脳微細構造や生理的変化をそのまま反映していると考えられて

いる拡散テンソル MR画像法(DiffusionTensor lmaging: DT[)により、生体の脳から非侵襲的に得られた

指標を用いる事で、脳白質の損傷程度が定量的に評価可能になると考えられる。 DTI法は拡散強調画

像で捉えられる異方性の解析画像であり、水分子の拡散の方向性と見かけの拡散係数を得ることがで

き、主に白質を中心とした脳内の軸索走行の解析が可能となる。この DT[法を用いて診断をおこなう際

には、その正常像の把握が必要となる。正常例の DTIを解析することにより、その正常値及び加齢に伴

MRI、DTI、脳機能診断、白質病変、異方性

ふじかわあきひこ、ふくながまさき、やじまかずよし、ちんいへい、まつなりいちろう、 lこしむらしんたろう、

うめだまさひろ、たなかちゅうぞう、なるせしようじ
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う主要白質繊維の異方性を評価するための基縫的検討をおこなった。

[方法]対象は MRIにおける形態的異常が無く、かつ神経内科的異常の無い健常人ボランティアと

した。撮影には、 1.5TMRI (Signa Horizon， GE-YMS)および標準へッドコイルを住用した。 SE-EPI法を

用いた拡散テン、ノル画像の撮像パラメーターは、 TR/TE= 7500/88ms， Single-shotで加算回数 6回、 96

x 96 matrix acquisition (128 x 128 reconstruction)、撮像領域 200x 200mm2、スライス厚 3.4mm、スライ

スギャッブなし、 50スライス、 b-value= 700s/mm2、MPG印加軸は 6direction (XZ， -XZ， Zy， -ZY， XY， 

-XY)、撮像時間 5分 15秒とした。画像データは、 geometricdistortionの補正を考慮し、 1)拡散テンソ

ル酪像、 2)T2強調 εPI画像、 3)T1強調3D間像、の 3つについて収集し、以下の手順により解析処

理をおこなった。

1. Raw image 

2. EPI distortion correction 

3. MPG correction 

4. DTI calculation 

5. Visualization 

刊g.1DW-EPI (normal volunteer) fig.2 FA-map (normal volunteer) 

[結果および考察] MRI超高速揚像法(EP[)を用いることにより、不等方性拡散(anisotropicdiffusion) 

から白質路の走行の解析も可能となった。拡散強調画像から得られる拡散係数をテンソルとして扱うこ

とにより、大脳自質におけるボクセル毎の拡散の大きさと異方性を異方性比率(fractionalanisotropy 

FA)を用いることで定量化した。さらに、 EPI 去の拡散テンソル画像において、元画像の MPG(Motion 

probing gradient)の方向の違いによる異なる歪みを補正し、位置す、れの無い FAマップを得ることがで

きた。これにより、 FAマップとして正常例 DTIデータを蓄積していくことが可能となった。

DTI 測定により白質の異方向性拡散を検討することが可能となり、生体における白質構造や病態

解析および、機能評価として臨床適用されつつある。脳白質内での拡散は、ミエリンや毛細血管などに

より自由拡散ではなく方向性をもっ。この異方向性拡散における程度の評価にはいくつかの指標が

ある。今回の検討では FAを用いたが、これは拡散の非等方度をテンソルの大きさで標準化した値で

ある。 FAは様々な疾患、あるいは年齢と共に低下することが報告されているが、痴呆、特iこADの白

質での評価については報告が少ないのが現状である。正常傍IJの DTIデータを蓄積していくことで脳自

質を定量的に評価し、加齢による変化、あるいは痴呆を中心とした脳白質に影響を及ぼす疾患の評価と

予後予測をする上で良い指標になると考えられる。
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3 P30 
7γ定量による脳酸素飽和度測定に関する基礎的検討
(国立循環器病セ放射線 1，GE横河メデイカルシステム側23 側ビーエフ研究所9
0園見純一郎 I，佐藤博司 2，林拓也 I，寺本昇 l，渡部浩司 I，津田徹 3，

飯田秀博 I

Study of the measurement of cerebral oxygen saturation by the determination of T2* 
Jun-ichiro Enmi1， Hiroshi Sato2， Takuya Hayashil， Noboru Teramoto1， Hiroshi Watabe1， Toru 
Sawada3， Hidehiro Iida1 

lD，ξpal'tment of Investigative Radiology， R，θsea1'Ch im，titute， Nati仰 alCal泊・'ovasculaJ'Centel' 
2GE Yokogawa Medical Systems， Ltd. 
3 BF Resea1'Ch Institute. Inc. 
The estimation of cerebral oxygen saturation (Y) by the measurement of T2* in brain tissues 

has been attempted‘because Y influences the susceptibility of vessels and magnetic field 
homogeneity around vessels. The sequence for quantitative， high resolution 12* mapping 
(QUTE-EPI) was implemented on 3T MRI scanner in order to examine the effectiveness of 
QUTE-EPI in the estimation of Y. Amonkey was anesthetizecl ancl artificially ventilatecl， and 
the value of Jγin brain tissue was measured by QUTE-EPI. The change in end ticlal C02 
(EtC02) resulted in the change in T2* value in brain tissue. Because the change in EtC02 
procluces the change in Y. QUTE-EPI appears to be able to detect the change in Y. QUTE-EPI 
woulcl be effective for the estimation of Y 

{目的】脳組織の横緩和時聞は静脈でのヘモグ、ロビンの酸素飽和度(y)によりかなりの影響を受け

る。オキシヘモグロビンが反磁性であるのに対しデオキシヘモグロビンは常磁性であり、 Yの変

佑により血管内の磁化率がかなり変イじするからであるl。脳組織の11T2'(=1I 12に lIT2Hま1-Yに比例

するというモデルが提案されており 2、横緩和時間測定による脳酸素飽和度の定量が試みられてい
る。最近、 T2*測定を高精度かっ高空間分解能で行うためのシーケンス(QUTE-EPI)が提案された3。

本研究では、 QUTE-EPIを3TMRI装置に導入し、脳酸素飽和度測定に対するQUTE-EPIの有効

性についてサルを用いた動物実験により検討した。

【方法】 MRI装置はGEMedical Systems社製SIGNA3Tを使用した。 QUTE-EPIでは、 RFパル

ス照射後の周波数エンコード傾斜磁場の高速な反転によりエコ一時間(TE)の異なるエコーを多数

収集する。これにより 7γ減衰曲線を精密に観測でき、指数関数フイツティングにより 7γが求め

られる。 QUTE-EPIは、 EPIのblipを外し、最初の周波数エンコード傾斜磁場の前に位相エンコー

ド傾斜磁場を加えることにより作成した。 QUTE-EPIにより脳酸素飽和度の変イじによる 7γの変化

を検出できるか否かを検討するため、呼吸器により呼吸管理下にある全身麻酔下雄性カニクイザ

ルの頭部4断面の撮影を、呼気終末炭酸ガス分圧(EtC02)カS26mmHg、31mmHg、34mmHg、
39 mmHg、44mmHgの各状態で、行った(TR:1000 ms、フリップ角:90 0、Matrix: 128 x 128、
FOV: 20cm、スライス厚:3mm)。各状態でTEを3.68-117.98msの範囲で0.90ms間隔で、変化

させた128点での画像を収集した(撮像時間は約4分)。
【結果}得られたサル頭部のT2*マップをFigure1に示す。鼻腔の影響による磁場不均一の少ない

後部に関心領域(ROI)をとりROI内の平均値を計算し、 EtC02に対してプロットした結果をFigure
2に示す。 EtC02の上昇にともないTγは上昇し、最大で約15%の変化が観測された。

【考察】 EtC02の上昇にともなう血液中C02分圧の上昇により血管が拡張し脳血流量は増加する

が、脳酸素消費量は変佑せず、脳酸素飽和度が高くなると考えられる。この場合、 EtC02の上昇

とともに7γは長くなると予想される。一方、 T2*は脳組織中の血管の体積分率(cerebralblood 
volume可 CBV)にも影響を受け、 CBVが大きいほど短くなると考えられる2。本実験においては

キーワード庁、 MRI、脳酸素飽和度

えんみじゅんいちろう、さとうひろし、はやしたくや、てらもとのぼる、わたべひろし、さわだ

とおる、いいだひでひろ
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EtC02が大きいほどCBVは大きく、 Tγは短くなると予想される。実験結果は前者の予想、と一致し

ており、 QUTE'EPIにより脳酸素飽和度の変化に起因する 7γの変イむを検出することが出来たと考

えられる。定量的に脳酸素飽和度を評価するためには、 12およびCBVの測定を同時に行わなくて

はならない。

[参考文献}
1. S. Ogawa， et a1.， Magn. Reson. Med.， 1生68(1990). 
2. D. A. Yablonskiy and E. M. Haacke， Magn. Reson. Med.，主主 749(1994). 
3. N. J. Shah， et a1.， Proceedings 01' EENC 2000， Leipzig， 2000. 
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3 P31 
骨量計測用コンパクト MRIの開発

0冨 羽貞範栗本岳明自猪亨小野真也松田善正 1

拝師智之久宇津津慎巨瀬勝美人青木雅昭津崎岡IJ3， 

川崎絵美向井 直樹徳山薫平 4

1筑波大学物理工学系， 2 (株)エム・アール圃テクノロジー

3住友特殊金属(株)， 4筑波大学体育科学系

Development of a Compact MRI for Bone Density Measurements 
S.Tomiha ¥ T. Kurimoto ¥ T.Shirai¥ S.Ono ¥ Y. Matsuda 1 

T. Haishi
2， S.Utsuzawa2， K. Iくose¥M. AOki

3， T. Tsuzaki3 

E.Kawasaki
4， N.Mukai4， K.Tokuyama4 

1. Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， 2. MR Technology Inc. 

3. Sumitomo Special Metals Company ltd. 

4. Halth， Physical， Education and Sport Sciences， University ofTsukuba 

A compact MRI system for bone density measurement was developed by a using permanent magnet and a 

portable MRI console. The MRI system was specially designed to measure trabecular marrow volume fraction at 

the calcaneus using image intensity of 20 spin-echo MR images. Good reproducibility was achieved at human 

calcaneus measurements. Human sludies wilh a small number (n=22) of female volunleers demonstrated a close 

correlation between trabecular marrow volume fraction and bone mineral density measured by dual energy X-ray 

absorptiometry. The results have shown a promise of Ihe MRI systems as a 1001 for screening of osteoporosis. 

1 .はじめに

骨量計測は、骨粗繋症の診断やスクリーニングに不可欠な手法である。骨量計測には、現在、

二重エネルギ-x線吸収測定法(DXA法)や、定量的超音波法(QUS法)が広く使われている。さて、

MRIは、骨量の定量的評価に不可欠の海綿骨骨髄体積率(τ'rabecularMarrow Volume Fraction: 

TMVF)の計測が可能であるため、現在、骨量計担u装置として注目されている。ところが、この計

測は、従来、人体全身用の M胞を用いて行われてきており、設置面積や、コスト、操作性などの

点で実用的でなく、広く普及するためには、コンパクトな M闘が不可欠である。

そこで、本研究では、多くの研究施設と医療機関で使用できる骨量計測用 MRIを構築すること

を目的として、研究を行った。

2. システム開発

Fig.1にシステムの全体像と RFプローブの構造を示す。図に示すように、水平方向に静磁場

(O.2T) を発生する永久磁石のギャップ (16cm)聞に、上方から睡を挿入できるように、長円形

の口径(長径 21cm、短径 8.4cm) を有する RFプローブを設置した。また、 RFプロープの中

に、感度補正を行うために、円筒容器にベビーオイルを満たしたファントムを挿入した。

骨量計測 コンパクト MRI 海綿骨骨髄体積率(TMVF)

とみはさだのり、くりもとたけあき、しらいとおる、おのしんや、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、あおきまさあき、つざきつよし

かわさきえみ、むかいなおき、とくやまくんぺい



Fig.1 Overview of the compact MRI for bone density measurements (Ieft). RF probe for measurements 

of the calcaneus (right). 

3. 海綿骨体積率定量化の方法

スヒ。ンエコー法で、二次元断層像を取得する場合、その画素強度I(x，y)は、

I(x，y) =ザ(x，y)ρ(x，y){l-p(x，y)exp(一九*/巧(x，y))}exp(-TE/九(x，y))
と表すことができる (Jカップリングの項は 12ms，54ms， 96msのエコ一時間を用いることで補

正した)0kは、全体に一様な画素強度変化を表すパラメ夕、 f(x，y)は、静磁場の不均一性など、

さまざまな要因による空間的不均一性を表す関数である。 ρ(x， y) は、核スピン密度分布、 ~(x， y)

と九 (x， y) は~とむの面内分布である。 p(x， y) は、縦磁化の緩和に関係する量で、理想的なス

ピンエコー法においては、 1となる定数である。九*はパルスシーケンスの繰り返し時間に近い

時間、九はエコ一時間である。~に関する項はTR の長いシーケンス (TR = 1200 ms) を用いる

ことで無視できるようにした。九に関する項は、シングソレエコー法で2回撮像することで補正し

た (TE= 12ms"54ms or 12ms"96ms)。えf(x，y)に関しては外部標準のオイルファントムとの同

時撮像、および、睡の代わりに挿入したオイルファントムの撮像を行うことで補正した。

4.複数の被験者による短期及び長期再現性の検討

被験者群 (22'"'"'24歳の健常女性ボランティア 3人)を対象として TMVFの再現性を評価した。

計測は、①2週間に渡って、そのうちの 8日間の午前、午後、それぞれ 1回ずつの独立した計測

から得られたデー夕、計 16個の TMVFにより、長期の再現性を検討し、②さらに、①の午後の

計測直後に、 1回の計測を加え、その2回の計測から得られたTMVF聞の違いを評価することで、

短期の再現性を検討した。各計算プロトコル(九=12ms・54ms，12ms"96ms)ついて、結果は以

下のようになった (τ'able1，2)。短期の変動においては、 3人の被験者のうち、最大の変動でも

4.5%と、良好な結果が得られた。また、長期再現性に関しては、骨粗繋症の患者の骨密度の変化

量が、年間で 1'"'"'2%であることを考えると、骨組霧症のフォローアップ装置としての可能性も示

す結果であるということが言える。

12-54ms 

12-96ms 

12-54ms 

12-96ms 

cV of 16 TMVF measurements (Iong span: 2weeks) 

Su旬jectA Subject B Subject C 

0.016 

0.013 

Table 2 CVof 1st・2ndTMVF (shoはspan)

Subj制 A Subject B 

0.015 0.014 

0.011 0.016 
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0.016 

Subject C 

0.022 

0.022 



5.二重エネルギーX線吸収測定 (DXA)装置との相関

年齢 18"-'21歳の健常女性ボランティア 22名に対し、二重エネルギーX線吸収測定 (DXA)装

置によって得られたBMD(Bone Mineral Density)と本システムで得られた TMVF(12・54ms，

12・96ms)との関係を調べた。 DXA装置はアロカ社の DCS-3000を用い、 MRI、DXAともに左

足を計測した。 Fig.4に BMDと TMVFの関係を示す。このように R=0.54798(12・54ms)， 

0.50817(12・96ms)と、それぞれ良い負の相関を示した。

R= 0.50017 
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6. 128x64画像による撮像時間の短縮

撮像時間短縮の為、位相エンコード方向のサンプル数を 64ステップに変更した 128X64画像

でTM¥唐を計算し、従来の 128X128画像から得られた TM¥尽と比較した。

6. 1 ファントムによる評価

ファントムを用いて 128X128と128X64画像を交互に7団連続撮像(九=12ms-96ms)を行い、

得られたTMVFからそれぞれの CV値を評価した。結果を以下に示す。今回の実験では、 2種類

の商像の聞で、大きな差は見られなかった。

z 

量0.96

0.98 ~ 

1.04 

1.02 

亀
岡
』

ω〉
司
¥
∞
N
支
∞
N
-
E
O』
半
比
〉
言

8 7 2345678  0 23456  

number of scan number of scan 
Fig.3 Reproducibility ofthe phantom measurements (128*128: left， 128*64: right) 

0.96 

6. 2 被験者群による評価

5での実験で行った 128X128画像の撮像直後に 128X64画像を撮像し、個人毎に各画像での

TMVFの違いを評価した。以下に結果を示す。これより、 2種類の画像から得られる TMVFにお

いて、 R=0.97001と高い相関が得られた、また、両者の違いは最大でも 3_6%であり、位相エン

コードステップ数の削減による計測時間短縮の可能性が得られた。
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Fig.4 20 calnaneus images acquired wilh a spin-echo sequence (TR=1200 ms， TE=12 ms， number of 

phase encoding =128 (Ie世)， 64 (righl)). 
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Fig.5 The relalion between TMVF from two images (phase encode sleps 128*128 and 128*64) The line 

is a guide line(y=x). 
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7. まとめ

骨量計測用のコンパクトな MRIを開発し、腫骨骨髄の体積率を計測した。複数の被験者におい

て長期及び、短期の撮像において、良好な再現性が得られた。また、 DXA装置から得られた BMD

と TMVFにおいて良好な負の相聞が得られた。また、位相エンコード方向のステップ数を 128

から 64に減らした画像と、従来の画像で、ステップ数が 128の画像から得られる TMVFの変化

を、ファントム、被験者の両方でそれぞれ比較検討し、その結果、計測時間の短縮の可能性が確

認できた。今後は、 TMVFの変動原因の解明と、変動の抑制をする予定である。

RefereD1ces 
1. Fernandez回 SearaMA， Song HK， Wehlri FW. Trabecular bone volume fraction mapping by 
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3P32 
31p近傍の 'Hの解析をするための 31p_1H多重接触交差分極による

'H消磁化の固体高分解能 13C-NMR

(1阪大・蛋白研， 2JBIC， 3都立大・院・理学研究科)

0原田英里砂 1.2、藤原敏道¥甲斐荘正恒ヘ阿久津秀雄 1

High-resolution 13C solid-state NMR observation of 'H demagnetization by multiple-contact 31p_1H 

cross polarization for structural analysis of 31p neighborhood 
'Institute for Protein Research. Osaka University. 2JBIC. 3Graduate School of Science. Tokyo Metropolitan University 

Erisa Harada1.2， Toshimichi Fujiwara'， Masatsune Kainosho3 and Hideo Akutsu' 

A multiple-contact 31p_1H polarization inversion is employed for depolarization of the abundant 'H 

spin. This depolarization process was monitored with the 13C high resolution solid-state NMR through 

13C-1H Lee-Goldburg (LG) CP before the detection period. This new method can be applied to the 

full-labeled sample. If the assignment is completed， a number of the distances from 31p are obtained by 

a single experiment. Both CP and LGCP processes were applied to the magnetization transfer， the 

depolarization ofthe 'H by LGCP was occurred more locally than by CP. In this study， this method was 

applied to the small chemical compounds， chiraphos and ATP， and protein， W-ATPase s subunit 
complexed with ATP. The 'H depolarization process was analyzed from spectra. The 'H spins at 5 A 

distance from 31p are depolarized at the contacted time of 1 ms. These constrain would be useful for 

the analysis of the structural in the vicinity of 31p. 

[序]位相を反転させた交差分極CCP)を行うことで 'Hの脱分極が促進され、4級炭素などの小

さい双極子結合を観測することができることが知られている1)ヘ今回炭素核以外への応用として、

31pに注目した。 31p周辺の 'Hの磁化を3'p_'H双極子相互作用を通じて飽和あるいは反転させ、

これを高分解能13C-NMRまたは'H-MASNMRスペクトJレを通じてモニターする方法を開発した。

この方法はフルラベル試料を用いる点で試料調製が容易であり、シグナルの帰属がされていれ

ば一度の測定で複数の情報が得られる。この手法を用いれば、複雑な生体分子であってもリン原

子の周辺のみを詳しく解析でき、リン原子を基質に含む ATPや GTPと蛋白質複合体などの結合

部位の解析、リン指質の極性基と蛋白質の結合様式の解析などへの応用が期待できる。

[方法]Fig. 1にパJレス系列を示す。初めに複数回の CPを'H_3'p聞で行うことで31p近傍の 'H

の磁化を効率よく減少させる。 31pのオンとオフレゾナンス照射との差として減少を観測し、 'H-'H

双極子相E作用を消す 'H-13CLGCPを用い 13Cで最終観測する。このとき 80μsという短い時間

3'p 

'H 

13C 

の LGCPを用いることで、 'Hと共有結合した Cを通

じて高い分解能で観測できる。さらに、最初の 'Hの

磁化の減少に CPとしGCPの両方を適用し、そのス

ベクトルを比較した。用いた装置は Chemagnetics

CMX-500および CMX-600Infinity-plusである。

Fig. 1 Pulse scheme for high-resolution 13C solid-state 
NMR observation of lH demagnetization by 
multiple-contact 31p-lH CP. 
ホCPorLGCP，τdp:depolarization time 

キーワード:固体高分解能 NMR，'H-3'p交差分極 'Hスピン拡散 'H脱分極

はらだえりさ、ふじわらとしみち、かいのしようまさつね、あくつひでお
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[結果]1 )(2R， 3R)ー(+)ーBis(diphenyトphosphino)butane (Chiraphos)での測定

初めに化学シフトと CPとLGCPのスペクトルの違いから 1，4-CH3，2，3-CH， P(Ph)2のαCを帰属

した。また、溶液 NMRセ1，4-Bis (diphenyトphosphino)butaneの芳香環の化学シフト 3)はα{立で

138.6および 136.9、F位で 132.9および 132.8、y位で、 128.5および 128.4，O位で 128.3ppmとりンに

近づくにつれ低磁場シフトする。そこで残りのシグナルを 140.6，136.0は払 131.7ppmはyおよび8

位と帰属した(Fig.2)。今回の測定では"tdp(脱分極時間)の増加と共にシグナル強度の拡大が見

られるが、長い"tdpでは lHスピン拡散が起こり普通の LGCPのスペクトルに近づいていく(Fig.3， 4)。

通常の LGCPに対するシグナル強度比の変化をみると、"tdp=1.2ms (しGCP)では2，3-CHとp位が

より強調されている。これらの原子は31pからの距離が3A以内と非常に近いことから、 31p近傍の

構造情報を反映していると言える。"tdp= 1 ms ( CP)のスペクトルでも同様の結果だが 1，4-CH3まで

見えているので、 LGCPよりも lHスピン拡散の影響が大きいと考えられる。また、脱分極により減

少した強度の全体の割合は"tdp=4msでCP，LGCPでそれぞれ 10.2，8.8%に達している。τdp= 1 ms 

では 3.2，4.7純である。これを 31pあたりの lHの個数に換算するとそれぞれ1.2-1.4個、 0.4-0.6個

の磁化になる。。ρ(a)
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Fig. 3 13C spectra obtained by pulse scheme shown in Fig.l 
depolarized with CP (left) and LGCP (right). 
τdp: (Ieft) (aH， (b) 4 ms， (right) (a) 1.2， and (b) 4.08 ms. 

Fig. 2 A structural formula and 
LGCP spectrum of chiraphos. 
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Fig. 4 Depolarization time. (τdp) dependence of 13C spectra obtained by pulse scheme shown in Fig.l; 
depolarized by (a) CP， (b) LGCP. 
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2) ATP'Na2・(H20)n粉末での測定

CP， LGCP，及び Fig.lによる測定から、以下のスペクトルを得た(Fig.5) 0 LGCPで消失したlH

が結合していないシグナルを C5、と C4または C6と帰属し、その他のシグナルは主に溶液 4)及び

固体 NMR5)での化学シフト値を基準に帰属した(Table1)。糖の部分ではシグナルの数が予想さ

れるものより多く、アデニン環の部分ではシグナルが重なってしまっているのは、構造が均一でな

いためである。また C2'が 2本に分かれると帰属したのは、強度が他のシグナルに比べて約半分

だったことと、結品構造的で ATPは1格子中l二2分子存在し C2'からαPまでの距離が 2種類に分

かれているからである。そして C2'の79.0ppmのシグナルが 31pからの距離が近いほうと考えれば、

'tdp= O.48msでは 31pからの距離が4A程度まで、'tdp=O.96msで(a)tml 
は5A程度まで磁化が伝わっ i'" 
ていると考察できるよの結果 。パ~

は chiraphos"t:(]) ;.111慢で'tdp= 0 。¥N /2j23 

1msで局所的な磁化を観測し -J-D「 5・ a 守

た ことと一致 する 。! . • 4'kJ('u 説1・

Table 1 13C Chemical shifts assignments and distances toα31p in ATP (b) 

Chemical shift(ppm) Distance to 

ATP Adenosine* ATP" αP出

(this method) (acidic) 0'- (basic) 0.- (A) 

C2 (148.8) 154.8 146.2 153.3 
8.0 

8.3 

C4 (153.0) 148.5 150.6 149.1 
5.9 

6.2 

05 119.3 120.8 118.8 118.8 
6.0 

6.1 

06 (153.0) 155.6 148.7 155.6 
7.3 

7.4 

08 (148.8) 138.1 143.0 140.4 
4.2 

4.3 

C1' 91.9 92.6 88.8 88.1 
4.7 

5.1 

02' 
74.6 

75.4 75.6 75.3 
4.1 

79.0 5.4 

03' 71.2 71.5 70.9 71.9 
4.1 

4.2 

04' 84.0 85.1 84.8 84.4 
3.8 

3.9 

05' 65.9 63.2 66.1 66.2 
2.6 

2.7 

事solidstate NMR5l.輔 solutionstate NMR4l : (acidic) ATP' Na2. (basic) ATP' Na4・
出 'twoasymmetric units fn the crystal structure6l: ATP' Na2・(HP)3
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Fig. 5 (お)CP， (b) LGCP 13C 
spectra of ATP. (c)， (<1) 13C 
spectra obtained by pulse 
scheme shown in Fig. 1 
depolarized with LGCP. 
τdp: (c) 0.48， and (d) 0.96 ms. 

3)蛋白質調IJ定への応用

使用したのは 13C_15Nフルラベル ATPとノンラベル W-ATPasesサブユニット(好熱菌由来)の

複合体である。ここで、pサブユニットには1分子中1つの ATPが結合する。しかし、シグナル感度

が弱く 13Cスペクトルが得られなかったため、川測定で解析を行った(Fig.6)。ここでもしGCPの方
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がCPよりも限定的に磁化の減少が起こっていることが観測できる。 ChiraphosとATPでの結果か

らτdp=1 msでは 5A程度まで磁化が移動していると推測されるので、 PDSデータからαPまでの距

離が近いもの(4人5A以下)を選び出しスペクトルの予測を行った。アデニンの化学シフト値 3)か

らATP内のC3'，C4'のCH、C5'のCH2は4、C3'のOHは5ppm、タンパク内のアミノ酸の NHは8ppm、

さらに Fig.6 (e)から ATPの P-OHを13ppmとして、また、半値幅は ATPの lHスペクトルを予想

し実測に近かった O.6ppmとし、ローレンツ型線形で、計算を行った(Fig.7)。予想したスペクトルは

5ppmの大きなシグナルが反映されていないので、誌料調製時に安定化材として加えたトレハロー

スや水和水の影響を考慮する必要が残る。 5ppmの大きなシグナルを除いて考えれば、 Fig.6 (b) 

はFig.7のアミノ酸を考慮したモデルに帰属できる。閉じ%の(d)ではアミノ酸残基由来のメチル基

が観測されており、スピ (a) 

ン拡散の影響のほうが LGCr t.， O.~8m 5; 
(c) 

Cl) T.， lms 

( e) 

ATP 

強いといえる。 ATPでは

初めに P-OHの磁化が

増大しその後 CHなどに

伝わっているので、今後

は lHのスピン拡散速度

を考慮してスペクトルを

予測し、同時に実験的に

lHのスピン拡散速度を

測定する予定である。ま

た、 lHjJlIJ定で得られた

強度から 13Cでの観測

が可能なのか定量的に

考察する予定である。

Fig. 6 ATP's subunit complex lH spectra with lH depolarization by LGCP 
(a， b)， and CP (c， d).τdp: (a) 0.96， (b) 1.44， (c) 1.0 and (d) 1.4 ms. 
(e) ATP lH spectrum， (f) ATP lH spectra with lH depolarization by LGCP 
(τdp 1.44 ms). 

[まとめ]

今回開発した方法により、'td~ = 1ms 
で31pから5A程度まで磁化が伝わり、

複雑な蛋白質の固体 lHスペクトルで

も31p周辺構造のみに単純化できるこ

とが示された。さらに重水素化などに

12 10 
Cppm) 

よってlHのスピン拡散を抑えれば、感 H 

度よく測定が行えると期待できる。
Fig. 7 Predicted lH spectra. (1): Protons within ATP 
distance between αP lower than 4 A， (2) 5 A， (3) all 
protons lower than 4 A and (4) 5 A 
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3 P33 
DARR法による Dipola1't1'uncationの抑制効果の検証

(京六院理)

0大橋竜太郎、水野敬、加藤悦子、竹腰清乃理、寺尾武彦

Examination of the dipola1' t1'uncation unde1' DARR 

(Depa1'七mentof Chemist1'Y， G1'aduate School of Science， Kyoto Unive1'sity) 

o Ryuta1'o Ohashi， T. Mizuno， E. Katoh， K. Takegoshi， T. Te1'ao 

もiVhileNOESY has long been the most useful technique to obtain 1 H_1 H distances 

in liquids NMR， b1'oadband 13C_13C recoup1ing techniques in the so1id-state NMR don't 

p1'ovide distance info1'mations fo1' multiply / uniformly labe1ed sample， because ofthe so-
called dipolar truncation. Recently， we have pointed out that 13C_1 H dipola.1'-assisted 

1'otational 閃 sonance(DARR)[lJ is less乱首ectedby the dipola1' t1'uncation as compa1'ed 

to othe1' b1'oaclband 1'ecoup1ing techniques. 1n this wo1'k， we expe1'imentally examined 

the dipola1' t1'uncation uncle1' DARR. 

Fi1'stly， we examined 13C_13C pola1'ization t1'ansfe1' cu1'ves uncle1' DARR and.RFDR 

[2J using fully 13C labeled glycil-l-isoleucine ( G1y-I1e ) dilute by natural-abandance one 

with a 1'atio of 1:9. The c1'oss-peaks we1'e c1assi五edacco1'ding to their corresponcling 

13C_13C distances ( ca1culated from the X-1'ay clata). Fig. 1 shows correlation between 

the mixing time and the c1'oss-peak intensity in the 2D 13C_13C DARR (a) ancl RFDR 

(b)， pola1'ization-t1'加点l'spect1'a (the MAS speed of 22 kHz，均=100 MHz fo1' 13C) 

It is notable that the builcl-up curves fo1' the distant 13C spins uncler RFDR a1'e less 

sensitive to the corresponding distances as compa1'ecl to those unde1' DARR. 

Secondly， we examined 13C_13C co1'1'elation 2D NMR with DARR ( the mixing time 

= 500 ms ) and RFDR ( 10 ms ) using fully 13C labe1ed N-acetyl-l-p1'olyl-glycyl-l-

phenylalanine ( Ac-P1'o-G1y-Phe ) dilute by natu1'al-abanda凹 eone with a 凶 ioof 1:9 

Fig. 2 shows corre1ation between the C-C distances f1'om the X-1'ay clata and the obse1'vecl 

c1'oss-peak intensities. Due to the dipola1' truncation， RFDR allows us to obse1've a few 

inte1'-1'esidue c1'oss-peaks， while DARR enables us to obse1've many long-distance c1'oss-

peaks. Fo1' example， Fig. 3 shows七hec1'o時 sectionspect1'a of Gly-Ca fo1' 2D DARR (a) 

and 2D RFDR (b). The RFDR slice spect1'um typically shows the clipola1' t1'unca七lOn

effect， tha七 is，except fo1' the cli1'ectly bonding Gly C=O pe乱k，only a few cross-peaks 

are appreciable. The avoidance ofthe dipolar t1'uncation e古ectcan be clesc1'ibecl to the 

orientational clependence in DARR 1'ecoupling. 

[lJ K. Takegoshi， Shinji Nakamura， and Takehiko Terao， J. Chem. Phys.， vol. 118， 
Num. 5， 2325 (2003). 
[2J A. E. Bennet， J. H. Ok， R. G. G1'i自n，and S. Vega， J. Chetn. Phys. 96，8624 (1992) 

Key words :固体NMR、ペプチド試料、多次元相関 NMR、距離測定

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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Fig. 2 : Correlation between the C-C distance and the 2D cross-

peak intensity under DARR (the mixing time = 500 ms) 
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(a) and RFDR (the mixing timeご 10ms) (b) observed for 
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Fig. 3 : The cross-section spectra of Gly-Cαir113cJ3c correlation 
2D NMR under DARR (the mixing time = 500 ms) (a) 
and RFDR (the mixing time = 10 ms) (b) observed for 
10弘C3C，1~] uniformly labeled Ac-Pro-Gly-Phe. 
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3 P34 
13C-CPIMAS NMRによる

ポリペプチド・多糖ポリイオンコンプレックスの構造研究

(1北大院工、 2信州大繊維)01尾張洋史、 1平沖敏文、 l堤耀康、 2山本浩之

Structural Studies of Polyioncomplexes Composed of Synthetic 
Polypeptides and Polysaccharides by 13C CPIMAS NMR in the Solid State 

1Hiroshi Owari， 1Toshifumi Hiraoki， lAkihiro Tsutsumi， 2Hiroyuki Yamamoto 
1 Department of AppliedPhysics， Faculty of Engineering， Hokkaido U niversity， 

N13W8， Kita-ku， Sapporo 060・8628，Japan
2Institute of High Polymer Research， Faculty of Textile Science and Technology， 

Shinshu University， Ueda 386・8567，Japan

Microstructures in polyioncomplexes (PICs) composed of biopolymers such as poly(glutamic 
acid)(PG.A)-chitosan， chitosan-gellan gum， poly(lysine)(PLL)-gellan gum and PLL-PGA were 
studied by 13C-CPIMAS NMR. NMR spectra 'showed that chitosan and gellan gum make a 
stoichiometric PIC， while the chit刀san-PGAPIC is non-stoichiometric with conformationalchange 
of PGA backbone. Their values of Tlρ(凶， proton spin-lattice relaxation time in rotating frame， 

suggest that molecular mobility and m:olecular packing in chitosan-gellan gum PIC are 
intermediate between those of chitosan and gellan gum. Similar measurements were made on 
poly(lysine)(PLL)・gellangum and PLL-PGAPIC. 

[目的] 互いに対極の電荷を持つ高分子電解質の混合により形成されるポリイオンコンプレックス

(PIC)は、高い機能性を有する高分子材料として、近年幅広い分野で利用されている。しかしながら、

それらのミクロ構造に関しては不明な点が多い。本研究では、生体高分子からなる PICとして、正電

荷を有するキトザ1ン、ポリリジン(PLL)と、負電荷を有するジェランガム、ポリグルタミン酸(PG.A)
からなる、キトサン-PGA、キトサン・ジェランガム、 PLL-ジェランガム、 PLL-PGAの4種の PICに

ついて、 13C-CPIMASNMR測定を行い、ミクロ構造、運動性について検討した。

[実験] キトサン(脱アセチル化度 66.5%)、ジェランガム(三栄源 F.F.I社製)、ポリリジン(重合

度 150-300、ナカライテスク社製)、ポリグルタミン酸(重合度 200、味の素社製ボリメチルグルタ

メートより調整)の 4種の高分子電解質を、水を中心とした溶媒に溶かし、数種類の濃度の溶液を用

意した(Table.l)。それらを組み合わせ、混合する溶液の濃度比率の異なる PICを調整した。

13C CPIMAS NMR測定は、BrukerDSX-300を用い、共鳴周波数75.468MHz、試料回転速度 4kHz、
1H900 パルス長 4.5μs、室温(29510で行った。また、回転系における lHスピン・梅子緩和時間 Tlρ(H)
をスベクトル強度の接触時間依存性から見積った。

4掛性!!:5
催準畠立広盟

PDGNa 
(water) 

chitosan(acetic acid 0.15M) 
0.5% 1% 

0.3% 0 
2% 0 
4% 

gellan gum 0.75% 
(water) 

O 
O O 

Table.l Polymer concentrations. 
o : combinations of solutions to prepare 

PIC samples. 

Key words:ポリイオンコンプレックス、 13C-CPIMAS、生体高分子、国体NMR、緩和時間

おわりひろし、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ、やまもとひろゆき
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[結果・考察1 08 ~O 

1) 13C-CPIMAS NMRspectra Fig.1) 
キトサン・PGAPIC、キトサン・

ジェランガム PIC共に、溶液の混

合濃度比率が異なるにもかかわら

ず、 13CCPゐrASスベクトルの相

対強度、化学シフトに変化が見ら

れず、混合比に関わらず成分組成、

ミクロ構造、共に一定の PICが生

成することが示唆された。

キトサン・PGAPIC (B)において、

PIC中の PGA主鎖ピーク (Cα 、

百円03
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C=O) は、 PGA単独の場合(A) 2日o 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 
と比較して低磁場側に現れた。こ

の化学シフト変化は、多くのポリ

ペプチドで見られる 8シートから

G ヘリックスへの構造変化に対応

chemioal shift (ppnV 

Fig.l !3C CPIMAS NMR spectra ofPGA仏)， chitosan'PGAPIC (B)， 
chitosan (C)， chitosan'gellan gum PIC (D)，and gellan gum (E). 

している。また、キトサン C1ピークの化学シフト変化や各成分由来のピーク線幅の増加も観測され、

この系の PIC形成は、両成分の大きなコンホメーション変化を伴うと考えられる。なお、この PIC中

の各成分の解離基数比は、キチン:キトサン:PGA= 2 : 4 : 7であり、 PGA過剰の非化学量論的複

合体を示唆する結果が得られている。

キトサン・ジェランガムPICスベクトル(D)は各成分のピークが重なり合い複雑な波形を示している

が、唯一キトサンに 33.5%含まれるキチン由来のメチルピーク (26ppm) と、ジ、エランガムのメチル

ピーク (2Oppm)が分離して現れた。これらのピーク面積強度を比較し、この PICの組成比を見積も

った結果、キチン:キトサン:ジェランガム=1:2:2と求まり、この PICが化学量論的複合体で

あることが示唆された。以上の組成比のもとで、キトサン単独スペクトル(C)とジェランガム単独スベ

クトノレ(E)を合成し、 PICスベクトノレと比較すると、 PICスベクトルの方が、線幅がやや広がっており、

合成スベクト/レとの僅かなズレが見られたがその差は小さく、この系の PIC形成に伴う運動束縛は、

キトサン-PGAPICと比較しでかなり小さいものと考えられる。

2) lH spin-lattice rel回 ationtimes in rotating frame， Tlρ(H) s 

コンタクトタイム依存 13CCPIMAS NMR 

測定から、回転系における lHのスピン・格子

緩和時間 Tlρ(H)を見積もり、全ての PICの

ミクロ構造に関する知見を得た。単独、 PIC

各々の試料内において、各NMRピークはほ

ぼ等しい Tlρ(H)ll直を示した。これは、隣り Z 
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を示唆する。

また、キトサン-PGAPICの Tlρ(H)

(Fig.l)は、各成分単独の緩和速度 (Tlρ(H)

ー 1)の lH数による平均から求まる値(破線)

と比較して小さい。これはPIC形成に伴い、

系の lH密度が増加し、緩和の効率化が生じ

たことを示している。
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Fig.2 Composition dependences ofT.ρ(H)s in chitosan'PGA 
PIC and chitosan'gellan gum PIC 

一方、キトサン・ジェランガム PICでは、 PICのTlρ(H)が lH数による平均(破線)と比較して大き

いことから、比較的自由体積の大きな構造を形成していると考えられる。

さらに、ピークの線幅と Tlρ(H)の温度依存性を基にした PIC中の分子運動性の検討からも、以上の

知見を裏付ける結果が得られている。他の PICについても問織の解析を行ったので結果を詳細に報告

する。

1) K. Ohkawa， Y. Takahashi， H. Yamamoto， 1¥ぬcromolRapidCommun 21，223-225(200ω 
2) H. Yamamoto， Y. Senoo， Macromol Chem. Phys. 201， 84・92(2000)
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偏極実験は、半導体レーザーとして、 Opto Power社製 OPC帽A羽田795-CSPS(波長

795nm) を用い、 (1/4)λ板を通して門偏光とした。磁石は NMR装置の漏洩磁

場(約 120gauss) を利用し、その位置に偏撞セルを設置した。偏極セルは 120
0

C

の恒温槽に置いた。セルの形状はシリンダー状で、外形 6cmヲ長さ 20cmであった O

Rbは 0.2gを高真空(lO-
O
Torr)で封入した。平均的な偏極率は約 0.5-1%であった O

用いた Xeガスは天然のもので、 Wilmad製の 10oテアロンパルプ付きガラス管

に l気圧で封入した。実験に用いた石炭は鉄鋼業で広く利用されている

Goonyella炭 (C:79.4%，H:4.6tJ丸N:1.8%0:4.2%，S乱8%)、
Hongei炭(C:80.0%，H:2.9%，N:1. %0:2. 7%，S:0.8%)、
Adaro炭 (C:63.0見H:5.1見N:0.7%0:23.8tJ丸S:0.2%)、
Witbank炭 ( C:73.4%，H:4.4tJも府:1.8%0:10.2%，S:0.9%) 

J-East炭 (C:69.6tJ丸H:3.6%，N:1.5tJる0:6.8%，S:1.4%)

と 3850Cで急速加熱及び低速加熱処理された Witbank炭で、粒径は約 150μm程

度であった。

Figure 1 Experimental scheme of Hyper-Polarized Xe System 

スピン偏極 Xeの簡単な原理図を Figure 2に示す。以下、簡単に光ポンピング

法を説明する。これは、原子の核外電子にスピンの超偏極状態を作り出し、 Xe

核のスピンに移動させることである。具体的には、 Rbのようなアルカリ金属は

価電子を 1個のみ有するので、よく利用される。 Rbの場合、 5s軌道電子 1個で

あり、そのスピン状態は外部磁場に平行なβスピ

ンと αスピンからなり、熱平衡的にはエネルギー

が低いβがわずかに多いが、その差は極めて少な

い。ここに、 795nmの波長の光を照射すると、電

子は s軌道から p軌道に励起される。量子力学の

機絡将機一

出盟中

時動輔君

選択則から、右旋性の円偏光を照射すると、角運哲三仰向出制醐
一一一 … 

動量の +1を有するので、この光が吸収されるた よ二

めには運動量保存の法則から、 βスピンから αス

ピンへの選移のみが要求され、その結果 S軌道に

ある βスピンのみが p軌道の αスピン状態に励起

される O 励起された電子スピンは熱エネルギーを

発生しながら元の基底状態に戻るが、この際には

鐙予診鎗 忽手2亀ぜ':<滋鎗

Figure 2 Schematic of the hyper polarized process 
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角運動量の制約を受けないので、 αとβの両スピン状態に同程度戻る。結果、 s

軌道のβスピンが減少し、 αスピンが増加し、電子スピンの超偏極状態が得られ

る。このときに、アルカリ金属蒸気と希ガスである Xeを混合しておくと、超偏

極状態をアルカリ金属の電子から希ガスの原子核に移動させることが可能とな

り、 Xeの NMR感度を約 100000倍上昇させることができるのである。 8) 

3，結果と議論

Figure3に Adaro炭の標準 Xeガスを利用した NMRの結果を示す。既に、 Bottog) 

らによって報告されているように、細孔由来の吸収は大きな 2つのメイン吸収を

与え、圧力項を考慮、して解析することで、昨年の本討論会でも報告 10)したように、

ボアサイズと化学シフトの関係から、細孔の大きさを推定することが可能である。

但し細孔の化学構造情報は不明である O

Figure 4 Hyper-polarized Xe NMR spectra of Witbank Coal 

Figure4に、 Witbank炭の通常 Xeガスを利用した場合とスピン偏極 Xeを利用

した場合の測定結果を示す。両者で明らかに形状が異なっている。これは、スピ

ン偏題した Xeの活性が、 π電子と相互作用することで失われていることに由来

しており、つまり偏極 Xe由来の吸収は、周辺にπ電子がいない細孔に存在して

いることを意味する O またスピン偏極した Xeの化学シフトから判断して、脂肪

族リッチな細孔の大きさはπ電子存在の細孔よりも大きく、且つ量が少ないこと

がわかった。例えば、 Gooonyella炭等の場合、スピン偏極した Xeガスの吸収を

観測することはできなかった。これは、脂肪族と芳香族領域が卜分に共存した領
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3 P36 
超偏極 Xe法による石炭細孔の解析

(新日本製織(株)先端技術研究所) 0粛藤公児
(大阪大学 医学部) 藤原英明、木村敦臣

τne Study of Micropores in Coal using Xe and Hyp巴r-PorlaizedXe NMR Sprctroscopy 

o Koji Saito'， Atsuomi Kimura and Hideaki Fujiwara
b 

a ; Nippon Steel Corporation， Advanced Techaology Research Laboratories， 

b ; Osaka University Facluty of Medicine 

SYNOPSIS: Prosity in coal is of great significance because of its influence on coal behavior during 

mining， preparation and utilization processes. It is well-known that Xe NMR is very poweful to estimate 

micro pore structures， at the sam巴 timethere is a lack of information for chemical composition of 

micropores. In this paper， th巴 microporesstructures of some kind of coals and rapid heat treated sample 

of Witbank coal have been investigated using the combination between Xe and hyper-polarized Xe gas 

NMR spectroscopy.τnese combination techniques showed the巴stimationof average pore size for coals 

and also these chemical compositiollS because the activity of hyper-polarized Xe gas is lost with the 

inteaction ofπelectron as soon as this gas puts into aromatic regions. 

1 .はじめに
石炭には細孔が多く存在していることは良く知られており、工業的な石炭利用

を考慮した場合、細孔構造情報は非常に重要である。石炭の細孔構造に関する研
究は多く、吸着法 1)や小角 X 線散乱法2)や EPR法3)や NMR法4)等の様々なア

プローチがなされている。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、 NMR法である。 NMR法では石炭中の水を利用す
る方法 5)と外部から Xeガスを導入しそれをプロープにする方法に大別できるが、

一般的には Xeガスを導入する方法がより広範囲な炭種に利用できると考えられ
ている。 Xeガスをプロープとする方法は、 Xeが石炭に対して不活性であり、 E
つゼオライト等の広範なデータが利用できること、更に同種核の原子が石炭中に

は存在しないことから、正確な細孔の平均サイズを推定できる。しかし、 Xe法
で石炭中に数種類の細孔構造が確認できても、その化学的な組成構造等を特定す
ることはできなかった。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日)及びそのスピン偏極活性が石炭中のπ電子と相互作

用で急激に失われること 7)に着目し、スピン偏極 Xeを石炭中に導入し、従来の Xe

法と組み合わせることで、典型的な数種類の石炭及び急速加熱処理した石炭中の
細孔構造に関する新たな知見と得たので、報告する。

2 .実験及びスピン偏極 Xeとは
NMRの測定は、 VARIAN製 INOVA-400WB型分光計に自作のレーザー偏極シ

ステムを付帯した装置で行った。測定周波数は、 110.648MHzで測定温度は室温

及ぴ・100oCで実施した。基本となる測定は、 1パルス測定で、通常の Xeの場合

には待ち時聞を 5secとし、約 50000回の積算を実施した。対して、偏極 Xeの場

合には高感度のため、積算回数は 1回であった。 Figure 1に示すようにレーザー

超偏極 Xe、細孔、石炭

さいとうこうじ、きむらあっおみ、ふじわらひであき
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偏極実験は、半導体レーザーとして、 Opto Power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 120
0

C

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(lO"OTorr)で封入した。平均的な偏極率は約 0.5-1%であった。

用いた Xeガスは天然のもので、 WiImad製のlOOテフロンバルブ付きガラス管

に 1気圧で封入した。実験に用いた石炭は鉄鋼業で広く利用されている

Goonyella炭(C:79.4%，H:4.6%，N:1.8%0:4.2%，S:0.8%)、

Hongei炭(C:80.0%，H:2.9%，N:1.%0:2.7%，S:0.8%)、

Adaro炭(C:63.0%，H:5.1%，N:0.7%0:23.8%，S:0.2%)、

Witbank炭(C:73.4%，H:4.4%，N:1.8%0:10.2%，S:0.9%) 

J-East炭(C:69.6%，H:3.6%，N: 1.5%0:6.8%，S:1.4%) 

と3850Cで急速加熱及び低速加熱処理された Witbank炭で、粒径は約 150μm程

度であった。

Figure 1 Experimental scheme of Hyper-Polarized Xe System 

スピン偏極 Xeの簡単な原理図を Figure 2に示す。以下、簡単に光ポンピング

法を説明する。これは、原子の核外電子にスピンの超偏極状態を作り出し、 Xe

核のスピンに移動させることである。具体的には、 Rbのようなアルカリ金属は

価電子を 1個のみ有するので、よく利用される。 Rbの場合、 5s軌道電子 1個で

あり、そのスピン状態は外部磁場に平行なβスピ.....位制帽
ンと αスピンからなり、熱平衡的にはエネルギーダ偽柵

が低いβがわずかに多いが、その差は極めて少な

い。ここに、 795nmの波長の光を照射すると、電

巴告や

榊 削 除 a 晴刷

子は s軌道から p軌道に励起される。量子力学の 凶抑制叩凪 I~'I

選択則から、右旋性の円偏光を照射すると、角運酬1:，.o1!~1f，砧叫肘・蛸怠剖踊

動量の +1を有するので、この光が吸収されるた 脚曲

めには運動量保存の法則から、 βスピンから αス

ピンへの遷移のみが要求され、その結果 s軌道に -112 

ある βスピンのみが p軌道の αスピン状態に励起拘抽 州

される。励起された電子スピンは熱エネルギーを 軒輔 副lt~/雌

一州飾峰

得判嶋』怖

発生しながら元の基底状態に戻るが、この際には {鵬抑制_"".，.~~:-t相同]

Figure 2 Schematic of the hyper polarized process 

-425-



角運動量の制約を受けないので、 αとβの両スピン状態に同程度戻る。結果、 s
軌道のβスピンが減少し、 αスピンが増加し、電子スピンの超偏極状態が得られ

る。このときに、アルカリ金属蒸気と希ガスである Xeを混合しておくと、超偏

極状態をアルカリ金属の電子から希ガスの原子核に移動させることが可能とな
り、 Xeの NMR感度を約 100000倍上昇させることができるのである。 8) 

3.結果と議論
Figure3にAdaro炭の標準 Xeガスを利用した NMRの結果を示す。既に、 Botto9) 

らによって報告されているように、細孔由来の吸収は大きな 2つのメイン吸収を
与え、圧力項を考慮して解析することで、昨年の本討論会でも報告川したように、

ポアサイズと化学シフトの関係から、細孔の大きさを推定することが可能である。

但し細孔の化学構造情報は不明である。

1.2 1.4 1.6 

Figure 4 Hyper-polarized Xe NMR spectra of Witbank Coal 

Figure4に、 Witbank炭の通常 Xeガスを利用した場合とスピン偏極 Xeを利用

した場合の測定結果を示す。両者で明らかに形状が異なっている。これは、スピ

ン偏極した Xeの活性が、 π電子と相互作用することで失われていることに由来

しており、つまり偏極 Xe由来の吸収は、周辺にπ電子がいない細孔に存在して

いることを意味する。またスピン偏極した Xeの他学シフトから判断して、脂肪

族リッチな細孔の大きさはπ電子存在の細孔よりも大きく、且つ量が少ないこと

がわかった。例えば、 Gooonyella炭等の場合、スピン偏極した Xeガスの吸収を

観測することはできなかった。これは、脂肪族と芳香族領域が十分に共存した領
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域にあることを意味しており、この結果は先の TI-CRAMPS法で Goonyella炭は広
範囲にスピン拡散が観測された結果と矛盾しない 11)。

次に次世代コークス炉プロセスで重要なキー技術である急速加熱処理の効果を

本手法で検討した。それは石炭を急速に加熱することで石炭の反応性が向上し

ていることが報告されているが、細孔に関する情報は全く不明であり、改質メカ

ニズムに不明な点が多いからである。その結果を Table1に示す。

Table1 NMR parameters of heat treatment for coals 

sample Xe chemical shift( ppm Tl (sec) 

Witbank 79.6 123.6 174.2 20.1 15.4 8.9 

rapid heating 79.1 146.7 175.7 20.5 11.5 8.5 

slow heating 78.5 124.8 168.5 20.9 14.6 5.1 

Table1からわかるように、急速加熱によって細孔径が変化していることが明らか

となったとともに、 超偏極でに高感度からはじめて測定できるT1情報を利用

して、細孔径を形成している基質の情報を取得することが可能であることがわ

かった。これは、基質が脂肪族と芳香族では Tlが異なることを利用している。

最終的に急速加熱は脂肪族部分を変化させているのではなく、芳香族部分の相

互作用を低下させて、反応性が向上したと結論づけられた。このように急速加

熱処理炭では、通常の Xeでは大きな差異は観測されなかったが、スピン偏極 Xe

で細孔の存在が確認され、原炭と異なることから、急速加熱処理で主に脂肪族領

域を中心に水素結合等の変化が起きて、その結果細孔構造に変イじがあったと推定
される。

4.まとめ

スピン超偏極した Xeを併用する NMR法は非常に有効で、細孔の平均サイズ

だけでなく、その細孔を形成する基質の化学組成情報を得ることができる。今後

多くの応用展開が期待される。
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3 P37 
高分子ラセミ複合体のゾルーゲル転移

(北大院工)0平沖敏文、北原竜、武田寛之、堤耀贋

Sol-Gel Transition of Racemic Polymer Complex 
Department of Applied Physics， Hokkaido Universiか"Sapporo 060-8628 

T. Hiraoki， R. Kitahara， K. Takeda， and A. Tsutsumi 

Sol-gel transitions of racemic complexes with α-helical rigid-rod poly(y-benzyl L-
glutamate)(PBLG) and poly(y-benzyl D-glutamate)(PBDG) in benzene and benzyl alcohol were 
investigated with deuterium nrnr spin-spin relaxation-time(T2) of solvents， and compared with 

one of PBLG. The racemic complex， as well as PBLG or PBDG， forms a thermoreversible 
physical gel in both solvents. T2 of solvents in solutions highly reflects solution states and 

slow motions of solvents are present on polymer surfaces in gel. The large hysteresis of T2 

was observed in the transition. The transition temperature from gel to sol is lower for the 
racemic complex than one for PBLG， and depends on the polymer concentration. These 
results suggest the presence of weaker specific side-chain interactions between PBLG and 
PBDG， in addition of cross bridges between polymers in gel. 

Poly(γbenzylL-glutamate)(PBLG)とそのラセミ体(PBDG)はそれぞれ右巻きと左巻

きα一ヘリックスの剛直な棒状高分子である。これらはベンゼンやべンジルアルコー

ル (BnOH)中で物理的架橋により熱可逆性ゲルを形成し、ゾルーゲル転移は大きな

温度ヒステリシスを示す。 PBLGの等温ゲル化は、高分子濃度3-5先のベンゼン中では

速い過程の次に著しく遅い過程が存在し、 BnOH中では高分子濃度1-9覧で一段階で進

行する。

本研究では、 PBLG/PBDGラセミ複合体ーベンゼン溶液・べンジルアルコール溶液に

おける溶媒の重水素NMR(41.4MHz)の核磁気緩和時間T2を測定し、ゾルーゲル転移

の温度・高分子濃度・複合体混合比率依存性を調べ、 PBLG溶液と比較検討した。

ラセミ複合体(PBLG/PBDG=1/1)一ベンゼン系の高分子濃度0，1，2%のT2の温度依存性

をFi g. 1に示す。 10旬以下のゲル状態では、 T2は溶媒のみの場合に比べて著しく小

さく、遅い運動の溶媒分子の存在を示している。ラセミ複合体のゲル状態(旬、

40C)のTzは0.38であり、 PBLG-ベンゼン系の値0.78の半分以下である。昇温により

1児では10-200C、2%では15-250CとT2が急増し、ゲルから、ノ、ルへの転移を示し、転移

温度領域は高分子濃度に依存する。一方PBLG-ベンゼン系では転移温度領域は濃度に

よらずほぼ21-270Cであった。 30旬以上のゾル状態ではラセミ複合体のT2とPBLGのT2

との差異は見られない。

ゾルーゲル転移、ポリペプチド、ラセミ複合体、緩和時間

ひらおきとしふみ、きたはらりゅう、たけだかんじ、つつみあきひろ

-428ー



ゾルからの降温過程では、ラセミ複合体ーベンゼ、ン系のT2は高分子濃度1%と2%の両

者とも QOC付近から急激に減少し、ゲル化することを示している。一方、 PBLG系の

T2は50C付近から急激に減少してゲル化する。高分子濃度情における等温ゲル化に

おいてラセミ複合体(L: D=1 : 1 )では1.00CにおけるT2は約200分までは急速に減少し、

その後ゆっくりと減少した。一方、 5.40CにおけるPBLG系のT2はほぼ単調に減少し

た。この過程をAvramiの式で解析し、速度定数と指数を求めた。

ラセミ複合体ーベンゼン系において、し体とD体の混合比率を変えても、昇温過程の

プロフィールはほぼ同じになり、転移温度中点は約150Cである。ゾル化を二状態モ

デルで解析し、熱力学パラメーターを求めた。得られた酬は約450kJ/molの発熱反応

であり、 PBLG系よりも40%小さい。またsSは正の値の1.2kJ/molKで、ゾル化により架

橋がはずれ溶媒がより高分子に接触しうることを示しており、 PBLG系の約50%であ

る。これらの結果は、ラセミ複合体ゲルの分子会合状態がP8LGゲルよりも弱いこと

を示唆している。

Fi g. 2fこうセミ複合体、 PBLGのBnOH溶液のT2の温度依存性を示す。昇温過程のゾル

化では、 T2の変化はラセミ複合体では37""'41、41"，-，50oCの二段階で生じ、 PBLG系

(41 ""'500C)より広い。一方、ラセミ複合体の降温過程ではゲル化に伴う明確なT2

の変化は観測されなし¥0 40Cにおける等温ゲル化に伴うT2の経時変化も観測されな

かった。

これらの結果は、棒状高分子の架橋には高分子同土の相互作用に加えてし体一D体相

互作用も寄与しているおり、後者はより弱いことを示している。 文、分子会合状態

は溶媒の性質に強く依存することが分かつた。

Fig.l Temperature dependent T2 ofbenzene 

for racemic complex solutions. 
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3 P38 
温度可変固体 19FMAS NMRを用いた PVDF及び

PVDFIPMMAブレンドの結晶多形と分子運動性の解析

¥¥、

東工大院理工 O小関佑、相見敬太郎、安藤慎治

Analysis of Crystal Morphology and Molecular Mobility of PVDF and PVDFIPMMA B1end 

using Variable Temperature Solid State 19F MAS NMR 

Department ofOrganic and Polymeric Materials， Tokyo Institute ofTechnology 

主立玉虫主主i， Keitaro Aimi， Shinji Ando 

The crystal morphology and molecular mobility for PVDF homopolymer and the PVDF domain in 
19 PVDF/PMMA blends were analyzed using variable-temperature solid state "F MAS NMR. According to 

the composition of blends， the changes in crystal structure of PVDF were monitored from the spectral 

shapes. As the PMMA content increases， the relaxation parameter T1/ for the amorphous phase decrease， 

which corresponds to the increase in Tg• This indicates that the amorphous phase of PVDF in the blends is 

in the rubbery state above room temperature. As the temperature decreases， the line width ofthe amorphous 

phase was broadened， whereas those of crystallin巴 phasewere unchanged. This indicates ，that the 

amorphous phase with the wide distribution of conformation was gradually frozen at the time scale of 

NMR measurement. The molecular mobility of the amorphous phase in PVDF [10010] and the blend 

[40160] were also analyzed from the spectral shapes at elevated and lower temperatures. 

[緒言]ポリフッ化ピニリデ、ン(PVDF)は種々の結晶構造(α、s，y型な (a) 

ど)を有する半結品性高分子であり、非品性高分子であるポリメチルメ

タクリレート(PMMA)と溶融状態で相溶することが知られている 1)。本

研究では温度可変固体 19FMAS NMR法を用いて、 PVDF及び

PVDF/PMMAブ、レンド、のスベクトノレ線形及び緩和時間の測定を行い、

測定温度および混合比の変化による PVDFの結品構造、結品化度

および非晶部の分子運動性の変化を解析した。

[実験]測定試料として、 PVDFにはα型結晶を含むフィルム(呉羽化

学 KF850の DMAc溶液からスヒ。ンコート法により作製)及びP型結晶

を含むフィルム(呉羽化学 KFーピエゾフィルム)を用いた。また、

PVDF/PMMAブレンドは、 PVDF(KF850)と PMMA(Aldrich)の混合

比を変化させた DMAc溶液(25wt%)を調製し、スヒ。ンコートしたフィノレ

ムを200
0
Cで5分間溶融処理した後、室温で急冷して作製した。固体

19F MAS NMR測定は、 Chemagnetics社製H-F二重共鳴CP/MAS

プローブ?を用いて、 1H共鳴周波数 300.4MHz(日本電子社製 EXデ

ータシステム)、 19F90。パノレスl幅 2.4μs、1Hデカップリング、パノレス幅

3.0μs、積算回数32回、 MAS回転数16kHz(低温測定では15kHz) 

の条件で行った。化学シフト基準は CeFe(・163.6ppm)を外部基準に

用いた。

キーワード:PVDF、PVDF/PMMAプレンド、 19FNMR、結晶多形、緩和時間

こせきゅう、あいみけいたろう、あんどうしんじ
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[結果と考察]

Fig.1 (a)はスヒ。ンロック法により各試料の結晶部を強調して観測した

固体 19FMASヌベクトルである。 PVDF:PMMA=100:0([10010])にお

いてα結晶相(TG+TG-連鎖}に由来する信号(企及び・)、非晶相(0)、

異種結合部(head-to-head及び tail-to-旬il)に由来する信号(く〉及び

ム)が観測された 2)。一方、 [60/40]において日結品相(all-trans連鎖)

に由来する信号(α結品と同じ位置・に観測される)と同じ位置に信号

が観測され、さらに-98ppm付近にα、日とは異なる結品相の信号(T)
が観測された。しかし、 [50/50]においてVと同じ位置に信号は観測さ

れず、スベクトノレ線形は[10010]e:同様であった。これらより、 [10010]及

び[50150]において結晶成分はα型を形成していることが示された。

[60/40]において観測された・及びVを帰属するため、磁気遮蔽定数

計算を行ったところ、・よりも高磁場に現われるVは all-transと比較

してねじれた主鎖コンホメーションにより形成された結晶相であると考

えられる。 Fig.1(b)は[20/80]のスペクトルであるが、結品相に由来する

信号が観測されなかったことから、両者は相溶して非晶相を形成して

いると考えられる。各試料における PMMA分率に対する PVDF非晶

部の緩和時間 T1/を Fig.2に示す。 PMMA分率の憎加による Tgの

上昇 1)、すなわち分子運動性の低下に伴って T1/ の減少が観測され

た。これはブレンドにおいても PVDF非晶部が室温以上でゴム状態に

あることを示している。

Fig.3は[10010]の温度可変(-40-20
o
C)19F MASスベクトノレで、ある。

測定温度の低下とともに PVDF非晶部の信号強度の低下が見られ、

Ooc以下においてスペクトル線形が大きく変化した。結品部の線幅を

固定し、非晶部の線幅を変化させてピーク分離を行ったところ、各信

号強度比は温度によらずほぽ一定であった。九(-40
o
C)付近において

非品部の線幅は結晶部のそれよりも大きく広幅化することから、 NMR

のタイムスケールにおいて非晶部はコンホメーションに広い分布をもっ

て凍結したと考えられる。

Fig.4は[10010](・)及び[40/60](0)の PVDF非晶部の緩和時間

T1/ の温度変化を示す。 [10010]において温度の低下、すなわち運動

性の低下に伴って T1/ が減少し、 Oocで極小値をとる。 Ooc以下では

運動性の低下に伴う T1/ の増加が観測され、この領域で PVDF非品

部はガラス状態にあることが示された。また、 [40/60]において T1/ は

80
0Cで極小{直をとり、 T1/ が極小{直をとる温度がブレンドにより高

温側へシフトしたが、これは九の上昇することと符号する。ま

た、両者の非晶部がゴム状態であるとき、 T1/ は[40/60]非晶部は

[10010]のそれよりも小さく、分子運動性が低いことを示されたが、それ

はブレンドにより相溶したPMMA鎖によってPVDF鎖の分子運動性が

拘束されているためであると考えられる。

[参考文献1
1) T. Nishi and T. T. Wang Macromolecules 8(6)， 909 (1975) 

-2) S. Ando， R. K. Harris and S. A. Reinsberg Magn. Reson. Chem.， 40，97 (2002) 
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3 P39 
国体N M Rによる選択標識GDP型 Gi1α サブユニット

の測定と解析

0大道弘明 1、戸所泰人 1、若松馨 2、藤原敏道 1、阿久津秀雄1

e大阪大学蛋白質研究所、 2群馬大学工学部)

Solid-State NMR Studies on the Selectively Isotope Labeled 

GllαSubunit in the GDP-Bound form 

Hiroaki Omichi 1， Yasuto Todokoro 1， Kaori Wakamatsu2， Toshimichi Fujiwara 1， Hideo Akutsu 1 

I/Institute for Protein Research， Osaka University， 2 Gunma University 

GTP-binding protein (G protein) Gi1 is a signal仕ansductionprotein. The αsubunit has the active 

site for GTP hydrolysis. We have applied solid-state NMR techniques， CP-MAS， RF:DR and 

REDOR， to animo acid-specific isotope labeled Gi1αsubunit. We have performed 31p_NMR， 13C 

_13C 2D correlation and REDOR experiments. We have analyzed the structure of GDP・αsubunit

complex in terms of conformation dependent chemical shifts. A 31p_NMR spectrum shows that 

GDP takes a unique structure. 13C_13C 2D correlation spectra indicate that the secondary 

structure of the complex is analogous to that in the crystal. A REDOR spectrum and its simulation 

suggest that the conformation around Va1335 is not unique by helix. 

序

細胞内情報伝達を受け持つ GTP結合蛋白質 (G蛋白質) Gilのαサブユニットは、 GTP

加水分解の触媒活'性中心を持つ。スズメパチの毒の成分で、ある 14残基のペプチド、マスト

パラン Xは C末端の A5と呼ばれるドメインに結合して、この蛋白質を活性化することが

知られており、この機構は受容体によるものと近いと考えられ興味がもたれている。その

ための議論の土台となる立体構造についてはX線結晶解析によるものが報告されている lk

しかし結晶構造では重要な部分の構造の乱れにより情報が得られないなどの問題がある。

溶液NMRによる解析は分子量約 4万であるため現状では解析に困難が伴う。

我々は局所的に原子レベルの情報を得ることが可能な高分解能固体NMRの手法を、ア

ミノ酸選択的に安定同位体ラベルした GDP型 Gilα サブユニットの粉末試料に適用した。

得られた 13Cケミカルシフトや線幅に基づいて、 GDP、2次構造、 A5ドメインの構造につ

いていくつかの知見が得られたので報告する。

キーワード Gilα サブ、ユニット、 国体NMR、 RFDR、 REDOR 

おおみちひろあき、とどころやすと、わかまっかおり、ふじわらとしみち、あくつひでお
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実験

アミノ酸選択的に安定同位体ラベルした試料の調製は大腸菌の大量発現系により行っ

た。水の結品化による構造の乱れを抑えるためにトレハロースを加え、液体窒素で冷凍し

た後、凍結乾燥することにより粉末試料を調製した。 354残基(His-tagを除く)中 19残基

含まれる Alaの局所構造を観測する目的で 13C，15N・Ala標識試料を調製した。 Alaは全体

にわたって存在するので蛋白質の 2次構造の情報が得られると考えられる。 Alaの残基内

CO-C吋目関と Cs-Cα相聞を観測するために RFDR法を用いた。さらに結合している GDP

の情報を得るために 31p_CPMASスベクトルを測定した。測定に際しては Chemagnetics

Infinity Plus (1 H共鳴周波数 599.96MHz)固体 NMR装置、ジルコニウム製 3.2mmゆロータ

ーを用いた。

マストパラン結合部位である C 末端の A5 ドメインの局所構造を観測するために

Val_13CO， Phe_15N標識試料を調製した。アミノ酸配列で Val-Pheという配列は V335・F336

しか存在しないため 13C_15Nの双極子相互作用を用いて V335のカルボニル炭素のシグナ

ルを選択的に観測した。この目的のために展開時間1.6msの REDOR法を用いた。測定に

際しては Chemag即位csInfinity Plus (1 H共鳴周波数 499.96MHz) 固体 NMR装置、ジルコ

ニウム製ゆ 4mmローターを用いた。

結果
13c，I5N -Ala標識試料の 31p-CPMASスベクトル

GDP由来の 31p-NMRスベクトルを Fig.lIこ示す。 GDPには α、3位の二つの Pが存在

するが、スペクトルもこれを反映して 2本観測されている。蛋白質に結合したヌクレオチ

ドの 31p-NMRスベクトルについては、 ATP加水分解酵素 ATP-TF1sサブユニットに ATP

が結合したスベクトルが報告されている 2)。試料にトレハロースを加えずに凍結乾燥を行

うと水の結品化により試料の構造が乱れ、固体 NMR測定においても線幅が 7.5ppm程度ま

で広がる。今回のようにそれぞれ 2.2ppm、3.3ppmの線幅の 2本のピークが確認できるシ

グナルが得られたことは、安定剤として用いたトレハロースにより GDPの構造の乱れが抑

えられていることを示している。

s 11 11α 

0.0 ・20.0
PP'" 

-50.0 

Fig.l 31p_NMR spectrum of GDP 

bound to Gilαsubunit 
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13c，15N -Ala標識試料の 13C_13C化学シフト相関スベクトル

RFDR法で得られた 13C_J3C化学シフト相関スベクトルを Fig.2Aに示す。Alaの CO，Cへ
さらに Fig.2Bは CO-c吋目関を表すクロスピークの部

これは αヘリックス領域では低磁場に、分(囲んだ部分)を拡大したものであるが、

一トでは高磁場にシフトする CO，Cαのケミカルシフトを反映したものとなっている。

蛋白質の 2次構造をケミカルシフトを用いて解析すべく、量子化学的計算データーベー

スに基づいてケミカルシフトを予測するプログラム SHIFTS3)を ProteinData Bank (PDB) 

に登録されている結晶構造 (IGDD) に適用して今回得られたスベクトルと比較した。 19

個のうち原子座標が判明している 17個が予測可能でありこれらをスペクトル上にプロッ

3シ

cs間のクロスピークが観測された。

ニれらの 2次構造は結晶構造と類予測はスベクトノレの傾向をよく反映しており、

似していると考えられる。

卜した。

，，' Fig.2A 恥」ぽ

巴 /畠
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Fig.2 13C_13C 2D correlation spectra of Gjlαsubunit labeled with13C，t5N -Ala 
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Val_13CO， Phe_15N標識試料の REDORスベクトノレ

C末端 A5 (329・350)部位はX線構造解析で αヘリックスとされている。しかし一次構

造による予測からはむしろ 3シートをとるとされている針。 Val_13CO，Phe_15N標識試料に一

おいて溶液NMRのHMQC測定を行えばV335のCOシグナノレが観測されるはずで、あるが、

シグナルが観測されなかった。これはこの部位が極めて遅い運動をしている可能性を示唆

している。そこで我々は出来るだけ構造を保った粉末試料を調製し、

の COシグナルを観測することを試みた。

固体 NMRで V335

このようにして測定されたのが Fig.3Aの REDORスベクトルである。 S/Nが 4程度では

あるがシグナノレが観測されている。シグ、ナノレを見ると低磁場のピークと高磁場のピークの

。シートに対応する構造が残っているそれぞれ αヘリックス、
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と考えられる。これはこの箇所がフレキシブソレであることを支持していると考えられる。

このスベクトノレを解析するために V335がαヘリックス構造をとっているもの、 V335が。

シート構造をとっているものが混合しているとしてスベクトル強度、ケミカルシフト等を

計算して REDORスペクトルのシュミレーションを行った。実測と良く合うように両構造

の比率を決めたものが Fig.3Bである。これによると約 70%がαヘリックス、 30%が8シ

ート構造であることが示されている。現在さらに詳細な解析を進めている。

Fig.3A 

180.0 150.0 120.0 90.0 60.0 30.0 
ppm 

Fig.3B ，、、

ー._.-simulation 

--experiment 

184 182 100 羽 176 羽 172 刃

阿 n

Fig.3 Observed and simulated REDOR spectra ofVal-13CO， Phe_15N labeled 

Gi1αsubunit 

まとめ

以上のように各スベクトルをケミカルシフト、線幅により解析した。その結果今回測定

した粉末試料の 2次構造は結晶と類似したものであること、試料の固体状態での GDP結合

部位周辺の構造はかなり均一であること、V335は結品構造とは異なり αヘリックス構造と

3シート構造が混在していることを示した。このように大きい線幅が分解能に制限となる

固体 NMRであるが、逆に線幅やケミカルシフトでシグ、ナルの線形を解析することにより

多くの情報を得ることが出来る。

参考文献 1. Mixon， M. et al. Science， 270， 954・960，1995. 2. 宮坂美行横浜国立大学工学

研究科修士論文， 2001. 3. Xu， x.-P. et al. J. Biomol. NMR， 21， 321・333，2001. 4. Takeshi， T. 

et al. J. Biol. Chem， 273， 3247-3252， 1998. 
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3 P4u 
高速回転下における lH二量子遷移法によるポリアクリノレ酸の水素結合研究

(産総研高分子基盤セ、 InstitutePolymer Research Dresden) 0三好手1]--、U.Scheler 

Hydl'ogen-honding Structurcof Poly(acrylic acid) Charactcrized hy Solid-State NMR 

lRes印陀hCenter (グ'Alacrol11olecularTechnology， National1nstitute (~rAdvanced 1ndustrial Science and 

Technologyμ1ST)， TOAyo・Water.・/Tont，2・./1・6Aol11i，Kohto・ku，ToAyo， .Japan， 

and:! 1nstitufe PolVl11er Research Drest!en， 01060， Dresden， Gerl11anv， 

Toshikazu MivoshiJ and U. Schelere 

ABSTRACT: Solid-state N恥但 tecluuquesare applied to investigate hydrogen-bonding structures in poly(ac削ic

acid) (PAA). JH high-speed MAS spectra detected two signals for carboxyl proton'of PAA. The chemical shift 

values for high and low field signals are 10.0 ppm and 12.5 ppm respectively. Application of two dimensional 

double quantume (DQ) spectrum shows dipolar. connectivity within the carboxyl protons at 12.5 ppm and no 

connectivity within those at 10 ppm. .This result evidently demonstrates that the former and latter participat巴 in

hydrogen bonding and non-hydrogen bonding， respectively司 inPAA. Furthennore. JH_
J3
C connectivity in the 

functions form hydrogen bonding and no hydrogen-bonding states is im明 tigatedby JH_
J3
C HETCORE. JH MAS 

and DQ spectra at various temperatures show structural cha噌 efor hydrogen bonds around九.

う〉

<緒言> 高分子聞に働く相互作用が高分子のマクロな物性に大きく関与している。そのため材料

設計をする上で高分子間の相互作用を精度高く評価することは重要な研究課題のひとつであるの従

来、高分子間相互作用を計測する技術として、赤外、ラマン、固体 J3CNMR法などが幅広く利用さ

れてきた。これらの観測スベクトルはいずれも、分子間相互作用に応じて観測周波数が変化するの

本研究では高速 MAS下で二量子(DQ)遷移法を用いることにより、高分子内部の水素結合とその熱

的特性について検討したので報告するの

<実験> IH実験には BRUKER AVANCE500を用いた口二量子(DQ)選移には BABAパルス系列 l

を使用したの試料回転速度は33.33kHzである。 IH_13C異種核相関実験にはAVANCE300を使用した"

試料回転速度は 13kHzである tJ次元では FSLGパルスを使用し、 12次元では TPPMでカップリン

グを行ったの温度補正には Pb(N03).jを用いたれ試料には平均分子量Mw=5000の poly(acrylicacid) 

を用いたハこの試料のガラス転移温度は 366Kである~

<結果考察> 図 1は PAAの(a)MAS'1:去と(b)DQフィルターにより得られた JH温度可変スベクト

ルで、あるの MASスベクトルではアリファティックとカルボキシルの JHシグ、ナルが分離して観測さ

れた内カルボキシル IHはダブレット構造を示したわ温度上昇に伴い低磁場fJlIJ(12.5ppm)の成分が高

磁場側に移動し、徐々に消失していくのがわかる、これは温度上昇に伴し、水素結合構造が変化する

ことを示唆する凸アリファティックでは IH・MAS法と lHDQフィルターMAS法により得られたス

ベクトルでは、大きな線形変化は観測されなかった.一方、カルボキルでは、 MASのみと MAS+DQ

キーワード JHMAS‘二量子遷移、水素結合、高分子

著者ふりがな みよしとしかず ウルリッヒ 、ンェーラー
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フィルタ一法より得られたスベクトルでは!f-l線形が大きく異なる .， 3Z5Kで測定した DQフィルタ

ースベクトルでは低舷場側の、ンク守ナル強度が高舷場側のシグナル強度より大きいのがわかる!

事実より、低磁場側のシグナルが強く双極子結合していることを示しているロ DQフィルタースベ

クトルでは温度上昇に伴い、カルボキシルブiロトンの強度が急激に小さくなるのがわかるI

側鎖の運動性と水素結合に起因すると考えられる内

図2(a)はBABAパル系列により得られた IHDQ遷移相関スベクトルを示すのこの方法では IH_1H

の空間結合様式を示しているの同じ原子団内の結合はダイアゴ‘ナルピークとして観測され、異なる

原子団の結合はオフダイアゴ‘ナルピークとして観測される凸スベクトルよりアリファティック領域

のシグナルは強いダイアゴ、ナルピークを示しているわ一方、カルボキル領域で、は、 12.5ppmのみダ

イアゴ‘ナルシグ、ナルを示しているけ DQシグナルは距離の 6乗に逆比例するため、 loxc=60同では

0.35nm以内で隣接する場合に DQシグナルが観測されるの 212.5ppmの IH、ングナルに起因するカル

ボキシルグループが水素結合に関与していることを示唆する.'カルボキルーアリファティック聞の

オフダイアゴナル強度が観測されている。一次元 DQ遷移法により得られた1O.Oppmのシクゃナルは

異種原子団 lI-I・lH聞のものであることを示しているρ この実験より IO.Oppm，12.5ppmの、ンクーナルを

フリーと水素結合している COOHと帰属することができるの図 2(b)は二次元 DQ遷移法により得ら

れたスベクトルのカルボキノレ領域の SSBパターンであるの測

定は展開時間の時開発展を lμsずつ増加させて行った，.現在、

シミュレーションプログラムを作製中であるの実験と計算より

詳細な原子間距離を取得し、水素結合構造を議論する予定であ

る。さらに、異種核相関実験をおこない IH_13C空間結合様式も

調べたのであわせて報告するの
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Fig. 2. IH DQ 2D co.rrelation NMR spectnull (a) 
and slice spectra (b) of IH DQ SSB NMR spectrum of 
PAA at 325 K. The excitation time and re-conversion 
time are 60μS. The evolution time is incremented by 1 
rotor period (30口s)in 11 dimension (a) and 1μ.s (b). 
(b) The solid and dotted spec汀ashow the slice data at 
12.5 and 10 ppm、r巴spectively.
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40 20 -20 

ιH / ppm 

Fig. 1. IH high speed MAS (a) and high speed 
MASIDQ NMR spectra at various temperatures. The 
DQ spectra was obtained by excitation and 
re-conversion time of 60同 (2rotor period)， and 
evolution time of 30μS (l rotor period) 

<Rcfcrcnccs> 
1. W. SOl1lluer、etal. .J. Magn. Re.l'ol1. A 1995、118‘131.
2. SclmelL 1.、JAm. Chem. Socラ 1998，120ラ 11784.
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3 P41 
lH、2H、llBおよび 23NaNMRによる二十面体型

ホウ素クラスター固体 Na2(B12H12]・4H20の研究

(日大文理 1・筑波大化 2)

0鈴木浩一 l・松村正純 1・浅地哲夫人石丸臣 2・池田龍一2

H， 2H， llB and Z3Na N恥mstudies on an Icosahedral Boron C1uster Solid Naz[B12Hu]・4H20

(Department of Chernis仕Y，College of Humanities and Sciences， Nihon University; DepartmelU of 

Chemistry， University ofTsukuba， Tsukuba) 

Koh-ichi Suzuki， Tadasumi Matsumura， Tetsuo Asaji， Shin'ichi Ishimaru and Ryuichi Ikeda 

In this study， Na2[B12Hd・4H20and Na2[B12Hd・4D20，which consist of icosahedral boron 

cluster ion [B12H12t are synthesized and investigated by lH， 2H， 11B and 23Na solid state NMR.. The 

2nd order quadrupolar pert町bedcentral lines are observed in 11 B 佃 d23Na MAS NMR 

measurements. 

{序論} 原子が数個から数千個集合したマイクロクラスターは、その量子サイズ効果、

表面原子の割合が多いこと、さらに結品では存在しない高い対称性を取り得ることなど

から、孤立原子ともバルク固体とも異なる特異な性質を示す。そこで、 12個の原子で

形成され、二十面体型構造をとることで知られている、ホウ素のマイクロクラスターに着

目した。最近 MgB2の超伝導性でも注目されているホウ素は、 III族で唯一の元素半

導体であり、また3中心の共有結合を作る興味深い元素である。この3中心共有結合

により形成される二十面体型のホウ素クラスターは、フラーレン C60のような共有結合ク

ラスターに分類でき、さらにそのアルカリ金属化合物では、超伝導性を示すんC6Q (A: 

アルカリ金属)のような、機能物性の発現が期待される。本研究では、二十面体型ホ

ウ素クラスターB12のダ、ングリング、ボ、ンドに水素を付加させた[B12H12]2・イオンを含む化

合物として、まずNa2[B12H12]・4H20およひ、Na2[B12H12]・4D20を合成し、粉末X線回

折、示差熱分析(DTA)、さらに lH、旬、l1Bおよび23N a m低測定を行なった。

【実験] 合成は、文献[1]に基づ、いて行なった。 Na2[B12Hn]'4D20は Na2[B12H12]・

4H20を重水にて 3回再結晶することにより得られた。粉末 X線回折には RIGAKU

製即NT2100S、DTA測定には当研究室製 DTA装置、 lHN恥'lRには Bruker社製

キーワード;ホウ素クラスター・固体N恥1R・ナノ物性

すずきこうし、ち・まつむらただすみ・あさぢてつお・いしまるしんいち・いけだりゅうし、ち
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SXP-I00 m低分光器、旬、 llBおよび

23Na N恥仮には Bruker社製 MSL・300

NMRシステムおよび Thamway社製

PROT31 OOMR Nお低分光器を用いた。

{結果・考察}

Na2[B12H12]・4H20の粉末 X線回折結

果およびDTA測定により求めた転移温

度は、文献[2]の値と良く一致し、目的

物が合成できたことが確かめられた。

室温における llBおよび 23NaNMRス

ベクトルをそれぞれ図 lおよび図2に示

す。 llBおよび23NaMASm低スベク

トルでは、それぞれ二次の摂動により構

造をもった中心線のみが観測された。

このことから、 BおよびNa核の周りの電

場勾配は大きいと考えられる。

Na2[B12H12l・ 4H20および重水和物

Na2[B12H12]・4D20 の lHN恥依九は 2

成分となり、また Na2[B12H12]・4D20 の

2H NMRスベクトルに液体程度に先鋭

化した成分が検出されたことから、今回

測定した試料には付着水がついている

ことが考えられる。 現在 lH および 2H

NMR測定のために付着水を取り除い

た試料の再調製を行なっている。

'H decoupling 

-10 -20 ・30
v/kHz 

図l.Na2[B12Hd・4H20のIlBN恥依スペクトル

30 20 10 0 -10 -20 ・30
v/kHz 

【謝辞]本研究は、平成 15年度日本板 図2.Na昂 12Hd・4H20の23Na陥依スベクトル

硝子材料工学助成会研究助成、日本

大学ハイテク・リサーチ・センタープロジェクト、日本大学学術研究助成金(奨励研究)

および日本大学文理学部個人研究費 B に基づいて行なわれたものであり、ここに感

謝の意を表する。
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3 P42 
HNbWOs層状化合物にインターカレー卜されたrアルキ
ルアミンの国体13CNMRによる構造及び分子運動解明

(神奈川大工)0高山俊夫、松永優

The structural and molecular dynamics elucidations of intercalated n-alkylamines into 
HNbW06 I ayer us i ng so 1 i d state 13CNMR 
OT. Takayama， M.Matunaga (Department of Chemistry， Kanagawa University) 

Layered oxides bui It up of transition metal-oxygen polyhedra showing ion exchange and 
intercalation behaviour are of current interest. In LiNbW06 the interlayer alkal i ion can be 
exchanged with proton to give rise to new protonated oxide that exhibits Bronsted acidity. The 
protonated oxide intercalates n-alkylamines. The interlayer distance of n-alkylamine inter-
calation cαnpounds against the nu耐erof carbon atoms(n) in the alkylchain shows that the 
i nter 1 ayer d i stance i ncreases 1 i near 1 y between n=6 and 18.1 n order to e I uc i date the structure 
and mol ecul ar dynamics of interca lated n-a Ikyl amines into HNbW06 layer on a microscopic 1 eve 1， 
we performed 13CNMR measurements w i th the so I i d state. I n the 13 CNMR spectra i ntra四 CH2peaks 
of the intercalated n-alkylamines into HNbW06 layer were observed at δ= 33.5. It is meant 
that the amines take the trans-former structure (rigidity) on this. The relaxation times of 
n=12 and 18 were (21. 1， 3. 9) and (20. 1， 3. 9) s， respect i ve I y. I t was shown that two components (r i g i d 
and f1exible phases) ex i st on. That i s to say， one am i ne i s strong I y he I d i n a ho I e and the other 
not so. 

1. はじめに
空孔や細孔、層空間などの「空間Jを有する化合物が、特殊な機能を期待できる材

料として注目を集めている。層状化合物の層聞は、二次元的に制限された空間である
ため、ゲストの配向はホストの層状化合物によって制御することが可能であり、有機
化合物の大きさや性質によって取り込まれ方が異なることから、分離や選択的化学反
応への応用が可能である。このように、これらに関する研究は合成はもとより構造評
価から触媒・触媒担体・吸着剤などの応用展開が最近急激に行われている。
ルチル型層状化合物HNbW06はブ、レステッド酸性を示しアノレキノレアミンなどの塩
基をインターカレートすることが知られている。しかし、インターカレートされたア
ルキノレアミンが層内でどのような配向をし、どのような分子運動をしているのかはい
まだ明確になっていない。そこで我々はインターカレートされた各種n-アルキルアミ
ン(n-(CmH2m+ lNHz)、m=6，12，18)の国体13C-NMRスペクトノレと 13C緩和時間を測定
することによってその分子配向・分子運動を明らかにする。
2. 実験

n -(CmH2m+lNHz) y HNbW06・YH20 (m=6， 12， 18)は次の方法で合成した。炭酸リ
チウム:玉酸化二五オブ:三酸化タングステン=1:1: 2のモル比で混合し、電気炉
で 800

0
C、24時間加熱することで LiNbW06を焼成し、LiNbW06の Li部を 2M硝

酸中でH とし HNbW06に変換し、 HNbW06と各種アノレキルアミンをn・ヘキサン
中に入れ、 24時間撹持加熱還流することにより HNbW06へ各種アミンをインター
カレートした。

固体 13CCP品仏SNMR測定にはJEOL-ECA270WB(MAS=6， 18kHz)を用いた。 13C
緩和時間(TICP)測定はTorchia~去にて行った。化学シフト基準は TMS である。
3. 結果及び考察
n-: (C)f2肘問)悶bWo.・ ylもo(m=6， 12， 18)の層内各種アルキノレアミンの内部メチレン

(CH?)~の化学タフトf'! & ~33. 5であった(Fig.1)。この値は層内各種アルキノレアミンの
分手品IJ直な結晶状態(a11-tra11S)として存差していることを示す。層内のアミン類の
分子運動を議論するために13C緩和時間を測定した。 Table1にインターカレートさ
れた n-アルキルアミンと比較のためのアルキレンジアミンの T1CP値を示す。

キーワード:HNbWOf¥層状化合物、インターカレートされたnーアルキルアミン、国
体13CNMR、 13 CN-MR緩和時間、 分子配向・分子運動

0たかやまとしお、まつながまさる
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m=6 ， m=12， m=18 の内部 CH~基の T1CP値はそれぞれ O. 65， (3. 9， 21. 1)， (3. 9， 20. 1) 8であっ
た。 m=6の比較的小さな僅はアノレキル基が柔軟な結晶状態を取っているのに対して、ア
ルキノレが長くなった m=12， m=18では二つの成分に対応する TtCP値を示した。これは
層内に強く束縛されたメチレン部分(緩和時聞が長い)と層内め束縛から比較的自由に
なっているメチレン部分(緩和時聞が短い)が存在することを意味している。すなわ
ちHNbW06のプレステッド酸点と n'アルキノレアミンの Nの非共有電子対とが強く結
合して、層壁に埋もれるように包摂された n'アルキルアミンと比較的束縛が少なく包
摂された n'アルキルアミンの二種類が存在していることを示す(Fig.2)。また両端にジ
アミン基を有する HoNCIOH聞の T.CPは 110.78と大きく F れはニヶ所のアンカーで
固定されたようにd摂き託子いるととを意味している。 、」

内部ガレン同

(/j =33. 5) 

1曲 因。

$7'::111<90;<' 

Fig.l 13CNMR spectrum of intercalated 
n-ClsH37NH2 (!ppm) 

Fig.2 ClsHa7NH21 HNbW06 

Table 1. 13C-relaxation times(Tl :s)of n叫 kylaminesand

alkylenediamine圧INbW06

HzNCJ2H24NH2/HNbW06 H2N CH2 CH2 (CH2)3 CH2/2 

T，:s 18.9 60，9 110.7 105.9 

C6H'3NH2/HNbW06 H2N CH2 CH2 (CH2)2 CH2 

(1成分のみ)T，:S 0.55 0.84 0.65 0.93 

C'2H25NH2/HNbW06 H2N CH2 (CH2)9 CH2 CH2 

〈成分1)T，:S 3.9 2.8 2.9 

C'2H25NH2/HNbW06 H2N CH2 (CH2)9 CH2 CH2 

(成分2)T，:s 21.1 

C，sH37NH2/HNbW06 H2N CH2 (CH2) 15 CH2 CH2 

(成分1)T，:s 3.9 4.7 2.9 

C'8H37NH2/HNbW06 H2N CH2 (CH2) 15 CH2 CH2 

〈成分2)τ，:S 20.1 12.1 
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3 P43 
29S i CP /MAS NMRによる無機-有機ハイブリッドゲルの

均質性の評価
(産総研物質プロセス 1.早大理工2)

O小森佳彦¥中島寛人菅原義之2、林繁信1

Silicon-29 CP/MAS NMR Study of Inorganic-Organic Hybrids: Homogeneity of Sol-Gel Derived 

Hybrid Gels (lnstitute for Materials & Chemical Process， National Institute of Advanc巴dIndustrial 

Science and Technology (AIST) 1 and Department of Applied Chemistry， Waseda Univ巴rsity2) 

Yoshihiko KOMORI 1 Hiroshi NAKASI召MAへYoshiyuki SUGAHARA 2 and Shigenobu 
HAYASHI 1 

The structures of sol-gel derived hybrid gels prepared by co-hydrolysis of tetraethoxysilane 

(TEOS)・organotrialkoxysilan巴 (RTES，RSi(OC2H5h， R = CH3， C5Hll， CgH17 and C6H5) mixtures 

(TEOS: RTES: CH3CH20H: H20: HN03 = 0.5: 0.5: 10: x: 0.3; x = 2，5， 10 and 20) were characterized 

based on signal intensities of 29Si CP/MAS N恥1Ras a伽 lctionof the contact time. The contact time 

dependencies of the signals for Q4 (Si(OSiM units were successfully simulated by assuming 

distributed cross relaxation times (TSiH) and an intrinsic lH spin-lattice relaxation time in the rotating 

frame (T1p
H
). The dist巾 utionranges of TSiH for the TEOS-RTES gels broaden巴das the water ∞ntent 

increased， suggesting that the Q4 units tended to be separated企omthe T units and that the local 

concentration of lH spins around the Q4 unit tended to decr巴ase.

1.緒言

近年、無機-有機複合材料に対する関心が高まり、有機基が直接結合したオルガノアルコキ

シシランを用いたゾル・ゲノレ法により得られる有機修飾セラミックスが注目を集めている。こ

の材料の物性は最終的な生成物の構造に依存するため、望ましい物性・機能を有する材料設

計を行う上で、ゲルの構造を解明することが重要な課題である。以前、我々はテトラエトキシ

シラン(Si(OCH2CH3)4;TEOS)と三官能性オルガノアルコキシシラン(RSi(OCH2CH3h， R = CH3， 

C5Hll， CgH17， C~5; RTES)の共加水分解・重縮合反応によって得られたゲルの構造を固体29Si

CP/MASNMRを用いて検討した。1)4種類の Siサイト (T2，RSi(OSiMOH); T3， (RSi(OSih; Q3， 

Si(OSiMOH); Q4， Si(OSiMが観察され、各シグナルに関して 29Siシグナル強度(M(t))のコンタ

クトタイム(の依存性を測定し、式1を用いて回転系での lHスピンー格子緩和時間(T1p
H
)と29Si

-lHスヒ。ン聞の交差緩和時間(TSiH)を算出した。

M(t)叫却(剖ベ一dl-寺r (1) 

その結果、 Q4ユニットの T1p
HはT2，T3， Q3ユニットの T1/ と比較して見かけ上、大きな値

が得られた。 Q4ユニット内には lHスピンがないため、この現象は TSiH~こ分布があり、九回の

固体NMR、CP/MAS、緩和時間、無機有機ハイブリッド、ゾノレーゲル反応

こもりよしひこ、なかしまひろし、すがはらよしゆき、はやししげのぶ
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長い成分の影響が表れたものと考えられた。そこで本研究ではぜ、ングナノレ強度のコンタクト

タイム依存性の解析方法に改良を加え、分布の定量的な議論を行った。ザユニットの T1/ は

T2， T3， Q3ユニットの T1/ と同じであると仮定し、むiHIこ分布を導入してシミュレーションを

行い、ゲルの構造を調べた。

2. 実験方法

ゲルの作製は TEOS と RTES (例:CsHI1Si(OCH2CH3h， C5TES) を用いた。 TEOS:RTES: 

CH3CH20H: H20: HN03を0.5:0.5: 10: x: 0.3の割合で混合し、添加水の量xは 2，工 10，20と

変化させた。混合後、 60Ocで数日間ェージングし、真空乾燥したキセロゲルを試料とした。

国体29SiCP/MAS NMR測定はBrukerASX400を用い、共鳴周波数79.5MHz、回転数4.5ほ1z、

繰り返し時間 5sで行った。またコンタクトタイムは 0.1から 50msに変化させて測定した。

3.結果・考察

式 1中のTSiHlこ分布を導入した式2を用いてザシグナル強度のコンタクトタイム依存性の

シミュレーションを行った。また分布関数P(TSiH)はもっとも単純な線形のものを用いた。

r 1 _._ ， 1 t 1 t 11 r _ 1'.，;，-， 1 r. 
M(t)=CI何回).1吋 -p!一郎pl-~iH j 1'(1ーポ 1fdTsiH (2) 

P(ζρ= c' (1 00 -q . TSiH (出品
100

T くTsiHく一一)
q 

( 3) 

ここで C，C'は定数、 qは分布関数の特性を示す定数、九は TSiHの最小値を示すしきい値であ

る。 T1P
HはT号、ず、 Q3ユニットにおいて式 1で求めた値を使用した。烹式2、3を用いて実験

値をフィッティングした一例を図 1に示

す。 TEOS-C5TESの系では x=2において

q=7、TSiHの分布は 3-14ms， x=20では 2 

q=4、九日の分布は凶 m が得られ、添 三
加した水の量の増大に伴い分布が広がる E 

傾向にあることを示した。分布の広がり £ 

は 29Si-1Hスピン間距離の離れている成

分の増加を示しており、 Q4ユニットの凝

集を意味する。この他のゲルのシミュレ

ーション結果ついては当日報告する。

4. 参考文献

1) 菅原義之、中島寛、林繁信、黒田一幸，

第 36回NMR討論会講演要旨集， 395 (1997). 

• 0

・
。

。 20 30 
Contact tirne / ms 

40 50 

Figure 1. P10ts of血eQ4 signa1 intensities in 2~Si 
CP/MAS N恥1Rspectra as a function of the contact 
time for TEOSベご5TESge1s (x = 2 and 20 for soIid 
and open circles， respec!ive1y) and their simlUated 
curves using Eq. (2). T1p n are 19却 d15 ms for x = 2 
釦 d20， respective1y. The insets show the distribution 
functions of 九回・ The solid and dotted lines 
correspond to x 2組 d20， respective1y.九 is
assumed to be 3 ms. 
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3 P44 
Fast Multi-Dimensional NMR Spectroscopy 

(Varian Ltd.， and Jesus College， Cambridge University) 

OEriks Kupcea and Ray Freemanb 

Considerable sensitivity gains provided by cryogenic probes coupled with availability 

of increasingly high magnetic field strength open new possibilities for development of fast 

methods for data acquisition in bio-molecular NMR. Such methods can speed up multi-

dimensional NMR spectroscopy by up to three orders of magnitude. We shall discuss two new 

fast NMR methods ・multidimensionalHadamard NMR spectroscopy and fast 3D NMR using 

projection-reconstruction method. 

First we demonstrate the feasibility of direct企equency-domainexcitation with a new 

approach that employs an extensive array of soft radio企equencypuIses， and shows how it c組

offer certain practical advantages over the traditional Fourier transform method. The key is 

the introduction of an encoding scheme based on Hadamard matrices， providing a cIean 

separation of signals企omthe different irradiation channeIs. For one-dimensionaI spectra the 

Hadamard scheme allows a great deaI of flexibility in choosing which regions of the spectrum 

are excited and which are not， suggesting， for example， a new method for water suppression. 

By eliminating the need for step-by-step exploration of the evolution dimensions in 

multidimensional spectroscopy， the Hadamard technique can speed up data acquisition by 

orders of magnitude， paving the way for high-dimensional experiments in a re錨 onablyshort 

time. Practical examples oftwo-組 dthree-dimensionaI Hadamard spectroscopy are 

presented for some small molecules and the proteins agitoxin叩 dubiquitin [1・5].

キーワード HadamardNMR spectroscopy、Projection-reconstructionmethod 

えりつくす くぷちえ、れいふりーまん
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百leprojection-reconstruction method (PR N恥1R)is an altemative scheme for fast 

multidimensional spectroscopy and is related to methods employed in X-ray tomography. In 

the second part ofthis work we describe the PR NMR appoach for fast acquisition ofthree-

dimensional NMR spectra by reconstruction企oma set of plane projections. In principle也e

intemal structureof any three-dimensional object can be computed by measuring the X-ray 

abso甲tionin several different directions. In an analogous manner， a three-dimensional N恥低

spectrum can be reconstructed 企omprojections ofthe absorption i凶ensityonto pl組問

inclined at different組 gles(see Fig. 1). In contrast to the continuous nature of a physiological 

S鉱nple，NMR spectra are discrete and usually well-resolved， presenting a much more 

favorable case for reconstruction. Only a very small number of di偽 rentprojections suffice to 

recreate the entire出ree-dimensionalspectrum， speeding up data acquisition by an order of 

magnitude [5，6]. 

4四
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2∞ 
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8∞ 
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Fig. 1. Strip plot of 3D HNCO spectrum of 1mM ubiquitin recorded at 
various ti1t angles. 

References. 
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3 P4ラ
クライオジェニックプローブによる微量化合物の構造解析

( ~欄三菱化学科学技術研究センター 横浜分析センター)

0樫井愛子，松原康史

lH.13C HMBC Spectrum for 3 Micrograms of 
2・AcetylphenothiazineUsing Cryogenic NMR Probe 

Mitsubishi Chemical Group Sci巴nc巴AndTechnology Research Center， Inc. 
Analytical Servic巴sDivision， Yokohama Laboratory 

Aiko Sakurai and Koshi Matsubara 

The lH.13C HMBC spectrum containing all the expected cross peaks was 

acquired for 3 micrograms of 2・acetylphenothiazineusing a Bruker Cryoprobe and 

3mm Shigemi micro sample tube. The spectrum was acquired in 43 hours at 298 

K in the field of 11.7 T.τb optimize the experimental conditions， we explored 
several sampling methods and compared the signal to noise ratio of lH NMR 

spectra using cryogenic NMR probe and micro sample tubes. 

はじめに

低分子量の有機化合物の構造を決定する場合， lH.13C HMBCスベクトルを用いて部分構造

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，例えば医薬品の代謝物や不

純物，あるいは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多々ある.そこで，高感度なクライオジェニックプローブと種々のミ

クロ試料管を用いることにより，いかに微量の試料で NMRスペクトルが測定できるかを実

験的に確認した.

実験・結果

装置はブルカ一社製AvanceDRX500分光計，プローブ、はブルカ一社製 lH{13C / 15N }クラ

イオプローブを用いた.測定温度は 25"Cである.試料量を一定にして種々のミクロ試料管で

lH NMRスペクトルを測定し， S/N比を比較した.2・Acetylphenothiazine3.0μg (分子量

241， 12.4 nmoI)を重 DMSOに溶解し，外径 5mmまたは 3mmのNMR試料管およびシゲ

ミ製対称形ミクロ試料管を用いて測定した lHNMRスペクトルを Fig.1に示す.7.4ppmの

ダブレットシグナルの S/N比を比較した結果， 3mmシゲミ管を用いた場合に最も S/N比が

高く，通常の 5mm試料管と比較して2倍， 5mmシゲミ管と比較しても 2割の改善がみられ

た. 3mmシゲミ管を用いて 43時間で測定した試料3μgのHMBCスペクトルの部分拡大

図を Fig.2に示す.この領域に期待される 16個の相関シグナルが全て観測された.クライ

オジヱニックプローブとミクロ試料管を用いれば，試料量 10μg以下の微量化合物でも

HMBCで構造が解析できる可能性がある.

クライオジェニックプローブ，微量化合物

さくらいあいこ，まつ』まらこうし
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Figure 1. lH NMR spectra of 3μg of 2・acetylphenothiazinein DMSO-d6 with a) 

3mm Shigemi tube (90μL)， b) 3mm tube (150μL)， c) 5mrn Shigemi tube (250μL)， 

and d)5mm tube (450μL). 
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Figure 2. Expansion from the lH_13C HMBC spectrum for 3 !lg of 2・
acetylphenothiazine in 90μL DMSO-d6 with 3mm Shigemi tube. The total 
experimental time was 43 h. 
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3 P46 
固体 NMRを用いたスペルミジンーATP複合体の立体配座回析

(阪大院理) 0相根岳志、出村哲夫、丸吉京介、松森信明

村田道雄

Conformational study ofspermidine analogues upon complexation with ATP 

using SoJid State NMR Method， REDOR 

Graduate School of Science， Osaka University 

OTakeshi Sagane， Tetsuo Demura， Keisuke Maruyoshi， Nobuaki Matsumori 

and Michio Murata 

Polyamines putrescine， spermidine and spermine are known to form a complex with anionic biomolecules 

(e.g. DNA‘RNA and ATP). henc巴preslIl11ablybearing 111111tiple fllnctions in living organisms. However the 

pl・巴cisemode of action -fOl' these polyamines are still unknown. For the conformational analysis of 

spermidine-ATP complex宅[I3C，I5N] double labeled spermidine was synthesized and subjected to SSNMR 

method宅 l口3C{吋{15N川N問}RE印D∞OR.The resu川lリIt岱sin州dω!ic凶刷c叩側at飽巴d山伽a剖tt山heC7γ-C目8-C9州 l川opa創rtof sp町叩el'l1州1

ben川1甘tじonfo、'0】rmatlollcompa創I巴dwit山ht出h己N6-C7-CS-C9part in t山heATP complex. 

序 生体内における塩基性物質であるポリアミン類は、核酸やタンパク質などの陽イオン性高分子物

質と相互作用することによって、リン酸化の促進や細胞増殖促進など多岐にわたる生理活性を担ってい

る1)。しかし、これらの生理活性は比較的高濃度において生体分子との弱し、相E作用を介して発現され

るために、その重要性にも関わらず活性発現機構の分子基盤の解明は大きく遅れている 2)。そこで我々

は、ポリアミン類の分子複合体の構造を解明するため、そのモデルケースとして X線構造の得られていな

いスペルミジン(SPD)-ATP複合体(Fig.1)に着目し、複合体形成時におけるスペルミジンの立体配座変

化の解析を固体 NMRを用い解明を試みることとした。

.- f!' .-

-Jv.y\/'.~， 
iT 

SPD 

ーー」圃・ー-
『司r一

5 t-! 
H勺N..... 、;..-..yN、/¥;'NH2

10 

spermidine (SPD) 

ァー?ふφ • 
.モ γ〉・

zt品、g・

SPD・ATPcomplex 

実験 スペルミジンの 3結合離れ

た位置を特異的に 13C，15N で標識

し、これらの核開距離によって

ATPとの複合体形成時におけるス

ペルミジンの立体配座の解析を試

みた。 6，9位、および 7，10位を標

識化した SPD誘導体(Fig.21，2)を

同位体天然存在比のSPDで5倍に

希釈して SPD-ATP複合体を調製

し凍結乾燥によって水を除いた
Fig.1 Hypothesis of conformational change of SPD 

後、 "c( loN J REDORを適応し、

キーワード:固体 NMR、REDOR、立体配座解析、スペルミジン、 ATP

さがねたけし、でむらてつお、まるよしけいすけ、まつもりのぶあき、むらたみちお
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核IjI山I[illlffiを止|とめた(fig固めλ また、既知lの結晶であるスペルミジンリン般血3水和物(SPDリン闘を塩)

についても、どうようにして調製し、同じくi3c:I'N} RJ::DORをi1!IJj1ごした'))

H 
H 

叩ヘ/ゾNゾ旬c.....川
H. 

H.N/¥/¥，/N.13C .............. ゾ:'NH2

H2 

[6，9]labeled SPD (1) [7，10]labeled SPD (2) 

Fig.2 Labeled SPD analogues 

結果と考察

3.6 A嚇

.L1S/S0 mlJ定結果を Fig.3に示す。結品構 口

造の明らかな SPD リン酸塩の

REDORを測定したところ、

13C-15N聞の距離はX線回析から

求められた値より顕著に大きな

値を示した。これは、 13C.15Nの

近傍に高濃度で存在するリン原

子による影響であるとも考えら

れる。しかし、このような系の詳

細な解析例が乏しく、その他の影

響も含めて現在検討中である。実

際の原子間距離については、 31p

の影響を含めて補正する必要が

あると考えられる。このように

ATPとの複合体形成時における

SPDの立体配座について、原子

問距離を直接求めることができ

なかったので、各試料聞の相対的

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

O 。 5 10 15 20 25 

町lsec
Fig.3 Normalized dipolar dephased signal intensities with best fit 
theoritical curves 13C{15N} REDOR with xy4， MAS 3.5 kHz. 

[6，9]labeled SPD・ATP(・)， [7，10]labeled SPD-ATP(圃)， [6，9]labeled 
SPD phosphate trihydride(O)， [7，10]labeled SPD phosphate 
trihydride(口).*Recalibration is necessary for these REDOR curves. 

な 13C・15N間距離の検討を行うこととした。 SPDリン酸晦においては X線解析によってすべての

SPDの結合が anti配座をとっていることが分かつており、これに比べて SPD-ATP複合体におい

ては、顕著に 13C・15N聞の距離が短縮している。また分子中央を標識した 1より分子末端を標識

した 2がより強く減衰している。これらは、溶液における解析結果と同様であり、 SPDが ATP

との複合体を形成することによって屈曲した配座の割合が噌加したことを示唆している。しかし、

リン原子の位置を考慮する必要があり、現在検討中である。
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キーワード索事| 5'ーアミノウリジン 3P3 ENTH 2PIO 

5員環 3P35 ethylen巴oxide 2P22 

(数字・アルファベット) 7回膜貫通型蛋白質 lP8 exocytosis 3P15 

IH_3IP交差分極 3P32 90度ノ~Jレス幅 lP2 FixJ 2P12 

IHスピン拡散 3P32 920MHz 3Pl f1agelliform silk 3L7 

!日スピン拡散 2P34 Ada 2P17 fMRI 2P32 

IHスペクトノレ 2P28 Arabidopsis thaliana 2PIO four-helical up-and-down 

IHパルス磁場勾配 NMR法 3P23 ATP lP16 bundle fold 2P13 

IH間距離測定 2P34 automatic analysis 2P27 GABARAP 3PIO 

IH脱分極 3P32 BETA-ARM 3P8 Gel-phase NMR 2P3 

129Xe lL6 bicelle 3P6 Gil白サブユニット 3P39 

129Xe lP45 Blue-shifting 3P22 GPCR lP8 

129Xe NMR 2P38 brassinosteroid生合成阻害剤 lP21 growth arrest specific 2 lP7 

13C CP/MAS lP34 Broadband recoupling 3P33 HETCOR lP41 

13C NMR 2P22 capping構造 2P16 high magnetic field 3P44 

13C NMR 3P25 CAST/CNMR 3P20 HNbW06層状化合物 3P42 

13CNMR緩和時間 3P42 CCQM lP47 HR-HMBC 1:去 3P21 

13Cスペクトル 2P28 C-F双極子結合定数 lP21 HR-J-resolved HMBC法 3P21 

13C化学シフトテンソル 3L6 CH...O 3P22 HSQC 2P3 

13C標識アミノ酸 2P34 Channel Cavity 2P25 トISQC lP8 

15N CP/MAS lP34 CHー0相互作用 lP17 HTHモチーフ 2P18 

19F 3P35 CHドメイン 3P7 HTHモチーフ 2P14 

19F CP/MAS NMR lP32 COP9 signalosome 2P14 Ir¥ADEQUATE lP41 

19F NMR lP12 CP lP27 lndirect spin-spin 

19F NMR 3P38 CP/MAS lP30 coupling lP30 

31p NMR 2P29 CP/MAS 3P43 InP lP30 

31p NMR lP30 CP/MAS lP38 lntermolecular multiple quantum 

31pスペクトル 2P28 CPダイナミクス lP32 coherence 2P47 

Jn VIVO 2P29 CRAZED sequence 2P47 J-resolved HMBC 1:去 3P21 

nfeD 2P15 cryogenic probes 3P44 lぐチャネノレ阻害ペプチド 2P19 

13C -CP/MAS 3P34 CT-COSY 3P27 KAl 2P8 

13C NMR lP17 CYANA 2P6 Lamin 2P6 

13C NMR 2P46 CYANA 2PI0 LC-NMR lP47 

13C NMR緩和 2P37 CYANA 2P27 Lee-Goldburg lL4 

I1N lP26 DARR 2P33 MAP-LC3 3PIO 

15N-CPMAS 2P35 decoupling lP25 MARK 2P8 

110NMR lP17 DNA結合タンパク質 2P35 MAS lP25 

170NMR lL12 DNA結合ドメイン 2P18 MAS 2P34 

170ラベルポリマー lL12 DNA結合ドメイン lP13 MAS 3P40 

IH 3P40 DNA結合ドメイン 3P5 MAS-j-HMQC lP41 

IH MAS NMR lP33 DNA結合ドメイン 3P16 mastoparan 3P6 

IH NMR 2P46 DPFGSE-NOESY /ROESY 3P2 MHCクラス Iタンパク質 3P17 

21.6T 3Pl DPFGSE-TOCSY 3P2 MIDI 2P32 

4重鎖 lP15 DQF 2P4 MQMAS lP36 

4重鎖構造 3L3 DTI 3P29 MQMAS lP38 
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MQ恥1AS lL7 REDOR lP40 安定問位体標識 lP15 

MRl 3Ll2 REDOR 2P42 安定同位体標識 lP18 

MRl 3P29 REDOR 3P46 安定問位体標識 3LlO 

MRI 3P30 RFDR 3P39 アンフォテリシンB 3LlO 

MRI lP43 RFDR 2P40 イオン交換型ゼオライト lP35 

MRマイクロスコープ 3Ll3 RI¥'Aアプタマー lP15 異常な化学シフト lP17 

Musashi lPlO RNA結合蛋白質 lPlO イソペプチド結合 3P13 

NADPトiオキシダーゼ lP6 S/N lL3 遺伝子発現 3Ll2 

Nafion s莫 2P26 SAIL 3L4 異方性 lPll 

NikA 3L2 SAIL lP9 異方性 3P29 

NMR 3Ll SAIL 2P9 イメージング 3P28 

NMR lP8 SH3 3P9 インターカレー卜された

NMR 2P17 Sl 単位系 lP47 n-アルキノレアミン 3P42 

NMR 3P17 solid-state NMR lP34 永久磁石 lP43 

NMR 3L5 Spl 3P16 永久磁石磁気回路 lP42 

NMR 2P27 SPl 2P30 液晶 lLl2 

NMRイメージ 2P30 SPT 3P2 液晶 3P25 

NMRイメージング 2P29 SQF 2P4 液晶性高分子 lP20 

NMRイメ}ジング法 2P25 TlCP lP34 エタン lP22 

NOESY 3Pl Tlの計測 2P31 エナンチオマー lP21 

NQR lP46 T2* 3P30 エラスチン 3L7 

Nutation実験 lP2 T2の計調IJ 2P31 延伸 lL10 

n-ノ4ラフィン lP29 THREE-HELIX BUNDLE 3P8 遠距離情報 2Ll 

N末端ヘリックス 3PIO transgelin 3P7 オイルワックスFゲノレ 3P26 

OMAS lP25 TraR 2P18 オーバートーン lP26 

p47phox 3P9 triple heIix bandle 2P16 温度変化 lL2 

PAS domain 2P7 TRNOE 3P19 音楽脳機能 2P32 

PBlドメイン lP6 TROSY 3L2 

PClドメイン 2P14 Tryptophan 2P35 (か行)

PCモチーフ lP6 ubiquitin-fold 3P12 カイコ 3P5 

PH0471 2P15 UBL 2Pll 解析ツーノレ 2P6 

Poly( E -L -lysine) lP34 UIM 2Pll 回転中日 lP29 

propylene oxide 2P22 VACP lP27 海綿骨体積率(TMVF) 3P31 

protein 2P27 XiX 2P33 界面活性剤 2P22 

Protein structure 2PlO yeast 2P24 開発 2Pl 

PVA!PM lLlO 外部複基準法 3P22 

PVAc 2P38 (あ行) 化学シフト lLl 

PVDF 3P38 亜鉛フインガー 3P16 化学シフト lP35 

PVDF/PMMAフ。レンド 3P38 亜鉛結合タンパク質 lP7 化学シフト異方性 lP21 

Pyrococcus horikoshii 2P15 圧力依存性 lP35 化学シフト予測 3P20 

RecA 2P35 アミノ酸選択的標識 2P5 拡散 3P23 

recoupling 2P33 アラビドプシス cDl¥A 3Lll 拡散 lP22 

recoupling lP25 アラミド 2P23 拡散 3P29 

REDOR 3L10 安定性 3L9 拡散係数 lP20 

REDOR 3P39 安定同位体ラベル lP28 拡散係数 IP29 
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核スピン偏極移行 lL5 国体13CNMR 3P42 構造プロテオミクス 3P8 

核開距離 lP32 固{本NMR 3P24 構造プロテオミクス 2Pl6 

核酸結合タンパク質 3L3 国体I¥MR lP24 構造解析 2L2 

嵩高いケトン lP17 国イ本 NMR lP25 構造解析 2Pll 

活性酸素 3P9 国体 NMR lP27 構造解析 3Pll 

カード‘ハウス構造 3P26 固体NMR 3P33 構造解析 2P7 

ガラス lP38 国体 NMR 2P34 構造解析 2P22 

ガラス転移温度 2P36 国体:NMR 3L8 構造解析 lP26 

緩和 lP46 固{本NMR 2P39 構造解析 lP28 

緩和時間 3P3 固体:f¥:MR lP28 構造機能相関 2L2 

緩和時間 2P39 国体:NMR 3P39 高圧 129XeNMR lP35 

緩和時間 2P36 国f本NMR 2P40 高圧 NMR 2L2 

緩和時間 3P34 国体:I'MR 3P34 高温・高圧 lP3 

緩和時間 3P37 固{本f¥:MR 2P35 高温高圧 lP5 

緩和時間 3P38 固f本NMR 2P4l 高温超伝導 2P44 

緩和時間 3P43 国体:NMR lL9 高感度プローブ、 lP44 

緩和時間 lP39 国4本NMR 3P41 高感度化 lP38 

機能性 RNA lPl5 国{;j;:NMR 3P43 高感度化 lL7 

機能性核酸 3L3 国体:NMR lP40 高感度化 lP45 

キチン lP4l 園{本 NMR lP37 高効率化 lL6 

キラル液晶 lP21 固体 NMR 2P43 高磁場 lP44 

吸水 2P30 国体NMR lL7 高磁場 MRI 2P28 

吸着 2P43 固体 NMR 3P46 高磁場付!RI 3P27 

吸着挙動 lP35 国体高分解能 NMR 3P32 高速 MAS lP3l 

距離測定 3P33 固体高分解能 NMR lP3l 高分解能 3P25 

局所構造 3Pl4 交換速度定数 lP23 高分解能 IHNMR 3Pl8 

局所構造 lL9 交差分極 lP3l 高分解能マジック

局所励起 3P27 交差分極 lL4 アングルスピニング 3Pl8 

均一同イ立体標識 2P40 交差飽和法 3P6 高分解能動的構造 3L6 

均一標識試料 lP37 好中球 3P9 高分子 3P40 

クライオジェニックプローブ 3P45 広帯域プローブ lL3 高分子ゲル 3P23 

クライオプローブ、 3L1 抗プリオン薬 3L9 高分子ゲノレ 2P25 

繰り返し配列 3P5 抗菌性ペプチド 3P24 高分子電解質 2P26 

グルタミン 3P27 抗原ー抗体反応 3Pl7 高分子量蛋白質 3L2 

グ‘ルタミン酸 3P27 構造 lL10 高偏極分子液体 lL5 

クロレラユピキチン 3Pl4 構造ゲノム科学 lP44 骨量計測 3P3l 

結晶化 lP39 構造プロテオミクス 3L1l コヒーレンス選択 2P4 

結晶構造 2P4l 構造アロテオミクス 3Pl2 米 2P30 

結晶多形 3P38 構造プロテオミクス 2Pl3 小麦応芽 2P5 

結晶多形 2P4l 構造プロテオミクス lP7 コンノ号クトル!RI 3P3l 

ケミカルシフト 3P22 構造プロテオミクス 2P6 コンノξクトル!RI lP42 

検出限界 lL3 構造プロテオミクス 2P14 コンノfクトMRI lP43 

絹タンパク質 lP28 構造プロテオミクス 3P7 コンホメーション解析 3P3 

絹モデ.ノレペプチド、 lP40 構造プロテオミクス 2P8 

原子閑距離 2P42 構造プロテオミクス 3Pl5 
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(さ行) 重水素標識 3L4 相互作用 3L5 

帝国干し 3P36 重水素標識 lP9 相互作用解析 3P4 

酒類の熟成 2P21 重水素標識 2P9 相対論的効果 lLl 

三宮下酸セルロース 2P41 常圧 3P28 本自転移 lL8 

酸化損傷ヌクレオチド 3Pll 常磁性 NMR lP12 相同組換え lP4 

酸素17 lL7 常磁性シフト lP14 測定パラメータ lP2 

酸素-17ラベル化技術 lP38 常磁性金属 2Ll 測定条件設定 lPl 

残余双極子カップリング‘ lP18 信号帰属 2P40 ゾノレ一ゲ、ル転移 3P37 

シェープド、ノ勺レス 3P3 診断用 lP42 ソツレーゲ/レ反応 3P43 

磁化率テンソル lP14 人体用 lP42 

時間温度換算則 2P37 水素結合 3P14 (た行)

四極子相互作用 lL4 水素結合 3L3 ダイアッド 2P23 

シグ、ナノレ伝達 lP6 水素結合 lP15 大規模施設 lP44 

自己拡散係数 lL2 水素総合 3P22 タイトレーション lP13 

自己拡散係数 2P24 水素結合 lP33 ダイナミクス 2L2 

自己拡散係数 2P26 水和 lP36 ダイナミクス 3L9 

自己拡散係数 3P26 スターボリマー 3P23 ダイナミクス lPlO 

四次構造、ングナル 3P13 ステロイド配糖体 3P2 ダイナミクス lP28 

四重極カップリング、 lP26 スピンラベル 3P19 多核種NMR 2P28 

脂質生体分子 lPll スピン拡散 lL11 タグの付加 2P3 

脂質二重膜 3P24 スピン拡散 lP40 多孔性金属錯体 2P43 

磁石 2P44 スピン拡散法 lP37 多次元 NMR 2P18 

実用化 lL6 スピン結合定数 lP16 多次元 NMR 2P20 

自動化 2Pl スペルミジン lP16 多次元NMR 3L8 

自動化 lPl スペルミジン 3P46 多量子遷移 2P4 

自動生成装置 lP45 スポーツ傷害 lP42 対流効果 lL2 

シトクロム c lP14 制限拡散 2P25 縦緩和 lL8 

磁場勾配NMR lP22 制限空間 2P24 蛋白質 3Pll 

磁場勾配 NMR 2P26 成形ノ号ノレス 2P2 蛋白質-DNA相互作用 lP13 

磁場勾配NMR 3P26 生成装置 lL6 蛋白質合成 2P5 

磁場勾配 NMR lP29 生体高分子 3P34 蜜白質複合体 3P4 

磁場勾配 NMR法 2P25 生体膜 lPll 蛋白質複合体 3L5 

磁場循環法 2P45 生体膜 3LlO タンパク質 2Ll 

磁場配向 lPll 静電ポテン、ンャル lPlO タンパク質の構造・機能 lP44 

磁場配向 lP18 石炭 3P36 タンパク質の高次構造 lP14 

自発磁場面日向膜 3L6 線幅増大 lP26 タンパク質構造 3L8 

ジフェニルヘキサトリエン lLll セグメント運動 2P37 タンパク質溶液 NMR測定 lPl 

シラノール lP19 ゼロ磁場 NMR'低磁場 NMR 2P45 置換反応 lP19 

シリコーン lLl2 選択的プロトン標識 3L2 超高磁場勾配 13CNMR lP20 

遮蔽テンソル lLl 選択的緩和法 3P3 超並列型:vtRマイクロスコープ 3Ll3 

自由体積 2P38 双極子磁場分離 lP24 超偏極 lL6 

主鎖の帰属 lP4 層状化合物 lP36 超偏極 lP45 

受精 2P29 中目関時間分布 2P37 超偏極 Xe 3P36 

重水素 lL4 相互作用 lP4 超偏極二次元 NMR法 lP23 

重水素化 3L2 相互作用 3P17 超臨界7l< lP5 
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超臨界流体 lP3 (は行) 分子認識 3Ll 

デ、ィジタノレデータ 3Ll3 配向 3P19 分子配向・分子運動 3P42 

低次元 lP46 パイセノレ 3P18 分子配亨IJ lLll 

低滋場 NMR lL5 パイセル lP18 ペプチド 3P18 

低出力ラジオ波 11'24 パイ共役系高分子 lL8 ペプチド 3P19 

定量 NMR lP47 白質病変 3P29 ペプチドグリカン認識 2P20 

データベース 3P20 パクテリオクロロフィルc lP37 ペプチド試料 3P33 

データベース 2P46 パクテリオロド‘プシン lP31 へムタンパク質 lP12 

テロメア 3L3 パーフルオロ 3P35 へムの配位構造 lP14 

天然存在比 2P42 パリノマイシン 3P18 偏極 He-3 3P28 

ー転移交差飽和法 3L5 パルスシーケンス 2Pl 芳香族ポリイミド lP32 

転写因子 3P5 パルスシーケンス 2P2 芳香族ポリエステノレ lP22 

iIi正写因子 3P16 パルス磁場勾配 lL2 ホウ索クラスター 3P41 

転写市IJ御因子 2P17 パルス磁場勾配 2P24 ポリアンチモン酸 lP19 

電荷輸送材料 lL9 半導体ガス配管技術 1P45 ポリイオンコンプレックス 3P34 

電子構造 lP12 光ポンピング lL5 ポリエステルカーボネート 2P23 

凍結乾燥製剤 2P36 光偏極キセノン lL5 ポリグ、ルタミン誘導体 2P37 

糖タンパク質 1P18 非品構造 1L9 ポリジエチノレシロキサン lP20 

糖鎖 3Ll 非晶質 lP39 ポリピニルアルコール 2P39 

動的核偏極(DNP) 2P45 ヒスチジン 2Ll ポリフェノール 2P21 

動的挙動 3P17 非線形最小自乗フィッティング lP2 ポリペプチド 3P37 

同イ立体標識 3L8 ヒト cDNA 3Lll ポリリン酸 3Ll2 

同位体標識 2P42 ヒトcDNA 3P15 翻訳後修飾 3P13 

同時測定 2P4 ヒト脹子 3Ll3 

ドメイン解剖学 2P15 微量サンプル lL3 (ま行)

トランスミッタ 2P2 微量化合物 3P45 マウス lP43 

トリアッド、 2P23 微量試料 3P2 マウス cDNA 3Lll 

食食 3PlO 表面 lL3 マウス cDNA 3P12 

フィブロイン 3P5 マウス cDNA 2P13 

(な行) 不確かさ lP47 マウヌ cDNA lP7 

ナノ複合体 lP19 不均一構造 3L7 マウス cDNA 3P7 

ナノ物性 3P41 プリオン 3L9 マウス cDNA 3P8 

二次元 'Hスピン拡散 NMR lLll ブレンド lLlO マウス cDNA 2P16 

二次元 NMR lP12 プローブF 2Pl 1莫 3P19 

二次元スピン拡散固体 NMR法 3L7 プローブ lP3 膜タンパク質 lPll 

二次元交換 NMR 1L8 プロトン NMR 2P21 膜タンパク質 2P40 

ニ成分情報伝達系 2P12 プロモーター配列 lP13 膜タンパク質 lP31 

二量子遷移 3P40 分光言十 2Pl 1英蛋白質 2P15 

ニジマス 2P29 分子運動 2P36 膜融合 3L6 

尿素アダクト lP29 分子運動性 3P35 マジック角回転 3L8 

脳機能診断 3P29 分子間パッキング、 lP32 マルチシーケンサ 2P2 

脳酸素飽和度 3P30 分子関双極子相互作用 3LlO マルチステージ法 lL4 

分子挙動 2P43 水 2P26 

分子認識 lP6 水の構造 2P21 
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71<ーエタノール 2P21 有機天然物 2P46 立体構造 2Ll 

水分布イメージ 2P30 ユニット特異的ラベル 3P13 立体構造 3P4 

無機有機ノ、ィブリッド、 3P43 ユピキチン 2L2 立体構造 2P19 

無機一有機複合体 lP19 ユビキチン 2Pll 立体構造 lPlO 

無細胞 2P5 ユピキチン 3P13 立体構造 2P17 

無細胞タンパク質合成 3L4 ユピキチンリガーゼ 3Ll 立体構造 3P35 

無細胞タンパク質合成 3Lll 溶液NMR 2P3 立体構造 lP40 

無細胞タンパク質合成 3P12 溶液 NMR 3Pll 立体構造 2P42 

無細胞タンパク質合成 2P13 溶液NMR 2P19 立体構造解析 2P18 

無細胞タンパク質合成 lP7 溶液 NMR 3P12 立体構造解析 2P20 

無細胞タンパク質合成 2P14 溶液NMR 2P13 立体構造決定 3L4 

無細胞タンパク質合成 lP9 溶液NMR 2P7 立体構造決定 lP9 
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関英子 3P15 田仲昭子 lP7 寺田貴帆 2P16 
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関英子 2PI0 田仲昭子 2PI0 栃尾豪人 3P4 

-460-



栃尾豪人 2Pl1 成瀬昭二 3P29 林崎良英 3P12 

初尾豪人 3P13 新津守 lP42 林|崎良英 2P13 

初尾豪人 2P15 西里子直人 lPl1 林崎良英 2P14 

栃尾豪人 3Ll2 西村勝之 lP24 林崎良英 2P16 

戸所泰人 3P39 西村勝之 3L6 林繁f言 3P43 

富 津忠 3P7 西村勝之 lP31 林繁信 lLll 

富 沢忠 2P13 西村勝之 2P42 林秀則 3P13 

富 津忠 2PIO 西村伸太郎 3P29 林文晶 3P15 

冨羽貞範 3P31 西村真美子 lP18 林 文 品 lP44 
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長尾聡 lP12 野村誠 2Ll 康明秀一 2Pll 

中尾佳範 lP21 康明秀一 3P4 

中)11将利 3P17 (は行) 康明秀一 3P13 

中川泰雄 2P23 拝師智之 3Ll3 康明秀一 2P15 

永阪文惣、 2P23 拝師智之 lP42 庚田洋 3P15 

仲座良造 3P28 端健二郎 lP30 資田洋 lP45 

中j宰靖元 2P33 畠山盛明 lL7 庚田洋 3Lll 

中海靖元 lP40 島中秀樹 lP44 庚田洋 lP7 

中嶋揮射 3P24 畠中秀樹 3L11 庚田洋 3Pl 

長島敏雄 3P15 畠中秀樹 2P14 慶田洋 2P6 

中島寛 3P43 畑中稔 2P35 庚田洋 3P7 

長瀬隆弘 3P15 八回玲子 3P8 庚田洋 2P8 

永田崇 lP10 八回玲子 2P16 廃田洋 3P8 

中西洋志 lP17 服部峰之 lP45 廃田洋 3P12 

中西洋志 3P17 服部峰之 lL6 庚困洋 2P13 

中西康哲 2P43 花岡文雄 2Pll 鷹田洋 2P16 

仲村高志 2P44 演名宏章 3P12 庚回洋 2PIO 

中村壮史 3P6 林崎良英 3Lll 度安文子 3P12 

中村和浩 2P45 林崎良英 lP7 付凱 lP22 

中村寛夫 2P12 林崎良英 2P6 深 海 隼 lP26 

中村寛夫 lP13 林崎良英 3P7 福井洋之 lLl 

中 山 学 3P15 林崎良英 2P8 福地将志 lP27 

中 山 学 3Ll1 林崎良英 3P8 福永雅喜 3P29 
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福原忠雄 3P26 松生勝 lL10 三森文行 2SSL3 

藤井直之 2Pl 松尾洋 3P15 宮久保圭祐 lP35 

藤岡優子 lP6 松尾洋 3P8 宮下1等之 lPlO 

藤川昭彦 3P29 松尾洋 2P16 宮ノ入洋平 lP10 

藤倉由紀子 lP7 松上明正 lP15 宮ノ入洋平 3L3 

藤重昇永 lP20 松上明正 3L3 宮本和英 lP7 

藤重昇永 lL12 松倉順一 2Pl 宮本哲雄 2Pl 

藤本康雄 3P2 松田貴意 3P15 宮本瑞タ lP7 

藤森裕基 3P25 松田貴意 2PI0 三好手Ijー 3P40 

藤原健一朗 3P4 松田貴意 lP7 向出政伸 lP5 

藤原健一朗 2Pll 松田貴意 2P6 武藤勝紀 lP34 

藤原健一朗 3P13 松田貴意 3P7 武 藤 裕 lP44 

藤原敏道 lP37 松田貴意 2P8 武藤裕 3Lll 

藤原敏道 3P32 松田貴意 3P8 村上隆史 2P38 

藤原敏道 2P34 松田貴意 3P12 村田道雄 lP16 

藤原敏道 3P39 松田貴意 2P13 村田道雄 3P46 

藤原敏道 2P40 松田貴意 2P16 村田道雄 3LlO 

藤原敏道 3L8 松田夏子 2P6 村山守男 lL6 

藤原英明 3P28 松田安弘 2P17 元田容子 2P8 

藤原英明 lP21 松田裕生 2P23 森井太一 2P15 

藤原英明 lP23 松田善正 3し13 守誠一朗 lL8 

藤原英明 3P36 松田善正 lP42 森 貴 志 lP34 

降旗一夫 3P21 松永優 3P42 森田勇人 2P5 

降旗一夫 2P46 松成一朗 3P29 森田勇人 3P13 

逸見光 lP14 松林恒夫 3P14 森田将史 3L12 

北線正司 2P21 松原清彦 lL8 

細田和男 3P19 松原康史 3P45 (や行)

細野政美 2P1 松村正純 3P41 矢嶋一賀 3P29 

堀井文敬 1P19 松森信明 1P16 安田聡子 3P7 

堀井文敬 lL9 松森信明 3P46 柳瀬大亮 3P29 

堀内正隆 lP6 松森信明 3L10 矢吹孝 3P15 

堀毛悟史 2P43 丸本佳代子 1PIO 矢吹孝 lP7 

本多 尚 lP33 丸本佳代子 lP15 矢吹孝 2P6 

本多賢吉 2P35 丸吉京介 1P16 矢吹孝 3P7 

本多賢吉 lP4 丸吉京介、タ 3P46 矢吹孝 2P8 

本間一弘 lL6 三上真一 lP14 矢吹孝 3P8 

美川務 lP4 矢 吹 孝 3P12 

(ま行) 三島正規 2P3 矢吹孝 2P13 

前海国芳 lP35 三島正規 2P7 矢吹孝 2P16 

前回史郎 2P22 三島正規 3Pll 矢 吹 孝 2PI0 

前田史郎 lP34 三島正規 2P20 山内一夫 lL3 

前田秀明 1P44 三島正規 2L1 八巻健 3P5 

前田秀明 3L11 水口峰之 3PIO 山口悟 lP31 

前田秀明 1Pll 水野和子 3P22 山口芳樹 lP18 

前田秀明 3Pl 水野敬 lL4 山崎和彦 3L11 

増田善雄 lP3 水野元博 2P47 山崎千春 lP2 

松井郁夫 2P15 三回肇 lP12 山崎千春 2Pl 

松井政徳 lP22 三回肇 1P14 山崎俊夫 lP25 

松井政徳 2P25 三森文行 3P27 山崎俊夫 2P35 

松岡茂 3L10 三森文行 2P28 山崎俊夫 lP44 
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山崎俊夫 3L11 好田真由美 3P12 

山崎俊正 2P7 好回真由美 2P13 

山田知典 lL9 好国真由美 2P16 

山岡幸弘 lP16 好田真由美 2PI0 

山根祐治 lP22 吉永壮佐 lP6 

山根祐治 2P25 吉水広明 2P38 

山本俊雄 lP28 米山桃子 3Pll 

山本浩之 3P34 
山本靖 lP19 (ら行)

山本泰彦 lP12 李肇 2P13 

山本泰彦 lP14 
山本隆一 lL8 (わ行)

湯1宰 聴 lP6 若井篤志 2P45 

湯沢聴 3P9 若松馨 3P19 

横塚暁人 3P26 若松馨 3P6 

横山英志 2P15 若松馨 3P39 

横山茂之 3P15 若山智也 lP23 

横山茂之 lP44 和田健彦 3P3 

横山茂之 3L11 渡辺順次 lP22 

横山茂之 lP7 渡部徳子 2P29 

横山茂之 lPll 渡遺英宏 3P27 

横山茂之 3Pl 渡遺英宏 2P28 

横山茂之 2P6 渡辺道直 lP10 

横山茂之 3P7 渡辺恵 2P13 

横山茂之 2P8 和田仁 3Pl 

横山茂之 3P8 
横山茂之 3P12 
横山茂之 2P13 
横山茂之 2P14 
横山茂之 2P16 

横山茂之 2PI0 
吉岡澄江 2P36 
吉岡澄江 lP39 
吉 岡大 lP42 
吉)11正敏 3Pl 
吉川正敏 2SSL2 

吉崎悟朗 2P29 

吉津綾子 lL10 

吉田茂男 3P2 

吉田卓也 2P17 

吉田卓也 3P16 

吉田 均 3P14 

好田真由美 3P15 
好閏真由美 lP44 
好国真由美 3L11 
好田真由美 lP7 
好田真由美 2P6 
好田真由美 3P7 

好田真由美 2P8 
好田真由美 3P8 
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参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

相見敬太郎 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 安藤慎治研究室 03-5734-2889 

152-8552 kaimi@polymer.titech.acjp 

目黒区大岡山 2-12斗

赤坂一之 近畿大学生物理工学部理研播磨研究所細胞情報伝達 0736-77-0345(内4110)

あかさかかずゆき 649-6493 0739-77-4754 

和歌山県那賀郡打回町西三谷 930 akasaka8@spring8.orjp 

秋庭健吾 大阪大学蛋白質研究所物性研究部門 06-6879-8598(内8598)

あきぱけんご 565-0871 06-6879-8599 

大阪府吹田市山田丘 3-2 k-akiba@protein.osaka-u.acjp 

阿久津秀雄 大阪大学蛋白質研究所物性部門 06-6879-8597 

あくつひでお 565-0871 06-6879-8599 

吹田市山田丘 3-2 akutsu@protein.osaka-u.acjp 

浅川直紀 東京工業大学大学院生命理工学研究科 045-924-5796 

あさかわなおき 226-8501 045-924-5827nasakawa@bio.ti 

横浜市緑区長津田町4259 tech.acjp 

朝倉哲郎 東京農工大学工学部生命工学科 042-383-7733 

あさくらてつお 184-8588 042-383-7733 

東京都小金井市中町 2-24-16 asakura@cc.tuat.acjp 

浅野敦志 防衛大学校応用科学群応用化学科 046-841-3810(内3596)

あさのあっし 239-8686 046-844-5901 

横須賀市走水1-10-20 asanoa@nda.acjp 

浅野間文夫 奈良先端科学綾術大学院大学物質創成科学研究科 0743-72-6174 

あさのまふみお 631-0024 0743-72-6009 

奈良県生駒市高山町8916-5 asanoma@ms.aist-nara.acjp 

芦田淳 バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部 03-5232-1238 

あしだじゅん 108-0023 03-5232-1264 

東京都港区芝浦4-16-36 jun.ashida@varianinc.com 

東利雄 藤沢薬品工業株式会社物性研究所 06-6390-1824 

あずまとしお 532-8514 06-6304-1392 

大板市淀川区加島 2-1-6 toshioszuma@po.fujisawa.cojp 

阿曽幸男 国立医薬品食品衛生研究所 03-37008547 

あそゆきお 158-8501 03-3707-6950 

東京都世田谷区上用賀1-18-1 aso@nihs.gojp 
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参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

阿部孝政 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9212 

あべたかまさ タンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9210 

230-0045 tabe@gsc.riken.gojp 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

阿部絹子 日本メジフィジックス株式会社創薬研究所 0438-64-1626 

あべきぬこ 299-0266 0438-62-6969 

千葉県袖ヶ浦市北袖 3-1 kinuko_abe@nmp.cojp 

荒田 j羊j台

あらたようじ arata@blue.ocn.nejp 

有村雅敏 沢井製薬株式会社研究部合成グループ 06-6928-8180 

ありむらまさとし 535-0004 06-6923-0610 

大阪市旭区生江 1T目8番 14号 m.arimura@sawai目cojp

安綴勲 東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻 03-5734-2139 

あんどういさお 安藤(勲)研究室 03-5734-2889 

152-8552 iando@polymer.titech.acjp 

東京都目黒区大岡山 2-12-1

飯島隆広 物質・材料研究機構強磁場研究センター磁場利用グループ 029-863-5483 

いいじまたかひろ 305-0003 029-863-5571 

茨城県つくば市桜 3-13 I1JIMA.Takahiro@nims.gojp 

池田博 東京工業大学大学院生命運工学研究科生物プロセス専攻 045-924-5758 

いけだひろし 226-8501 045-924-5833 

横浜市緑区長津田町 4259 hikeda@bio.titech.acjp 

石田信昭 独立行政法人食品総合研究所 029-838-8057 

いしだのぶあき 分析科学部品質情報解析研究室 029-838-7996 

305-8642 nobu@nfri.a仔'rc.gojp

茨城県つくば市観音台 2-1-2

伊藤隆 理化学研究所 045-508-7224 

いとうゆたか 生{本超分子構造・機能研究協力グループ 045-508-7364 

230-0045 ito@louise.riken.gojp 

神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-29

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 045-503-9462 

いのうえきょうこ タンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9641 

230-0045 kyokoino@gsc.riken.gojp 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

井ノ岡博 武田薬品工業(株)医薬探索センター 06-6300-6382 

いのおかひろし 532-8686 

大阪市淀川区十三本町会17-85 Inooka_Hiroshi@takeda.cojp 
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参加者名簿

名前

今井宏彦

いまいひろひこ

井町美佐子

いまちみさこ

岩下孝

いわしたたかし

岩瀬由紀子

いわせゆきこ

植 木定雄

うえきさだお

上回安夫

うえだやすお

上回貴洋

うえだたかひろ

鵜i畢 j旬

うざわじゅん

内野新一

うちのしんいち

梅木辰也

うめきたつや

圃見純一郎

えんみ

じゅんいちろう

所属 Tel 
〒 FAX
住所 E-mail 

姫路工業大学大学院理学研究科物質科学専攻光物性学講 0791-58-0138 

座 0791-58-0137

678-1297 

兵庫県赤穂郡上郡町光都 3-2-1

ブルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部

305-0051 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5

(財)サントリー生物有機科学研究所機器分析室

618-8503 

大阪府三島郡島本町若山台 1ー1-1

福岡大学薬学部中央機器室

814-0180 

福岡市城南区七隈 8-19-1

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

住友チタニウム株式会社開発部商品開発グループ

660-8533 

兵庫県尼崎市東浜町1番地

大阪大学総合学術博物館/大学院理学研究科

化学専攻資料先端研究室

560-0043 

豊中市待兼山町ト16

理化学研究所植物科学研究センター

351-0198 

t奇玉県和光市広沢 2-1

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

060-8628 

札幌市北区北 13西 8

産業技術総合研究所趨臨界流体研究センター

983-8551 

仙台市宮城野区苦竹 4-2-1

国立循環器病センター研究所放射線医学部

565-8565 

大阪府吹田市藤白台 5-7-1
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h.imai@sci.himeji-tech.acjp 

029-852-1235(内220)

029-858-0322 

misako.imachi@bruker-biospin. 

JP 

075同 962-6044

075-962-2115 

iwashita@sunbor.orjp 

092-871-6631(内 6651)

092-863-0389 

wase@fukuoka-u.acjp 

029-852-1234(内443)

029-858-0322 

sadao.ueki@brukerjp 

06-6413-4334(内 3300)

06-6413-4361 

yueda@sumitomo-ti.cojp 

06-6850-5791 

06-6850-5785 

ueda@museum.osaka-u.acjp 

048-467-9529 

048-462-4959 

juzawa@postman.riken.gojp 

011-706-6642 

011-716-6175 

schwarz@eng.hokudai.acjp 

022-237-5211 

022-237-5224 

t-umeki@aist.gojp 

06-6833-5012(内2560)

06-6835-5429 

enmi@ri.ncv.gojp 



参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

大石修 分子科学研究所 0564-55-7427 

おおいしおさむ 444-8585 0564-54-2254 

愛知県岡崎市明大寺町字西郷中 38番地 。ishi@ims.acjp

大木進野 北陸先端科学技術大学院大学 0761-51-1461 

おおきしんや ナノマテリアルテクノロジーセンター 0761-51-1455 

923-1292 shinya-o@jaist.acjp 

石川県能美郡辰口町旭台1-1

大郷耕輔 東京農工大学大学院工学研究科 042-388-7025 

おおごうこうすけ 生命工学専攻生体機能工学講座 042-383-7733 

184-8588 ohgo@cc.tuat.acjp 

東京都小金井市中町 2-24-16

大竹紀夫 東横化学(株)研究開発室 044-435-5866(肉 687)

おおたけのりお 211-8502 044-435-6678 

神奈川県川崎市中原区中丸子 1280 。htake-norio@toyokoてjp.com

大橋若奈 理化学研究所 GSCタンパク質構造機能研究グループ 045-503-9212 

おおはしわかな 230-0045 045-503-9210 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22 wohashi@gsc.riken.gojp 

大道弘明 「大阪大学蛋白質研究所物性部門 06-6879-8598(内8598)

おおみちひろあき 565-0871 06-6879-8599 

大阪府吹田市山田丘 3-2 OMICHI@protein.osaka-u.acjp 

岡秀行 東ソ一分析センター南陽事業部解析グループ 0834-63-9921 

おかひでゆき 746-0006 0834-63-9940 

山口県周南市開成町 4560 。ka@tosoh-arc.cojp

小川潔 旭化成ファーマ(側創薬第一研究所 0558-76-7085 

おがわきよし 410-2321 0558-76-2947 

静岡県田方郡大仁町三福 632-1 ogawa.kg@om.asahi-kasei.cojp 

荻野孝史 国立精神・神経センター神経研究所 042-341-2711(内 5252)

おぎのたかし 187-8502 042-342-7521 

東京都小平市小川東町 4-1-1 ogino@ncnp.gojp 

奥田秀泰 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 

おくだひでやす 630-0101 0743-72-5579 

奈良県生駒市高山町 8916-5 hi-okuda@bs.aist-nara.acjp 

小野真也 筑波大学物理工学系巨瀬研究室 029-853-5214 

おのしんや 筑波大学大学院理工学研究科 029-853-5205 

300-8573 ono@mrlab.bk.tsukuba.acjp 

茨城県つくば市天王台 1-1-1

-467-



参加者名簿 所属 TeJ 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

尾張 j羊史 北海道大学大学院工学研究科 011-716-6642(内6642)

おわりひろし 量子物理工学専攻分子物理工学分野 011-716同 6175

060-8628 owari@eng.hokudai.acjp 

北海道札幌市北区北 13西 8

嘉 数あや 東京農工大学大学院工学研究科 042-383-7733 

かかずあや 生命工学専攻生体機能工学講座 042-383-7733 

184-8588 kakazu@cc.tuat.acjp 

東京都小金井市中町 2-24-16

香川晃徳 大阪大学大学院基礎工学研究科システム創成専攻 06-6850-6323 

かがわあきのり 電子光科学領域量子機能エレクトロニクス講座 06-6850-6339 

560-8531 kagawa@qc.ee.es.osaka-u.acjp 

豊中市待兼山町 1-3

垣田信吾 協和発酵工業(株)東京研究所 042-725-2555(肉 2220)

かきたしんご 194-8533 042-726-8330 

東京都町田市旭町 3-6-6 skakita@kyowa.cojp 

葛 西佑ー 積浜市立大学大学院総合運学研究科 045-508-7224 

かさいゅういち 生体超分子システム科学専攻 045-508-7364 

230-0046 kyuichi@postman.riken.gojp 

神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-29

梶 弘典 京都大学化学研究所材料物性基礎三 0774-38-3149 

かじひろのり 611-0011 0774-38司 3148

京都府宇治市五ヶ庄 k司ji@scl.kyoto-u.acjp

片平正人 績浜国立大学大学院環境情報研究院自然環境と情報部門 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.acjp 

片平律子 協和発酵工業(株)東京研究所 042-725-2555(肉 2211)

かたひらりつこ 194-8533 042-726-8330 

町田市旭町シ6-6 rkatahira@kyowa.cojp 

加藤健一 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(内5575)

かとうけんいち 生体高分子構造学講座 0743-72-5579 

630-0101 k-kato@bs.aist-nara.acjp 

奈良県生駒市高山町 8916-5

加藤祐子 東和大学工業化学科バイオヱ学コース 092-541-1512(内)971

かとうゅうこ 815-0015 

福岡市南区筑紫丘トト1 yukato@tohwa-u.acjp 
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参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

加藤晃一 名古屋市立大学大学院薬学研究科生命分子構造学分野 052-836-3447 

かとうこうし、ち 467-0027 052-836-3447 

名古屋市瑞穂区田辺通 3-1 kkato@phar.nagoya-cu.acjp 

門原寛 フ.ルカー・バイオスピン株式会社マーケティング部 06-6394-8989 

かどはらひろし 532-0004 06-6394-9559 

大阪市淀川区西宮原 1-8-29テラサキ第 2ビル2階 hiroshi.kadohara@bruker-biosp 

injp 

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 022-237-5211 

かなくぼみつひろ 983-8551 022-236-6839 

仙台市宮城野区苦竹 4-2-1 m-kanakubo@aist.gojp 

金j畢奈美 東京水産大学水産学部食品生産学科 03-5463-0403 

かなざわなみ 108-8477 03-5463-0643 

東京都港区港南 4-5-7 f005023@cc.tokyo-u-fish.acjp 

金 坂将 東京工業大学理工学研究科物質科学専攻安藤勲研 03-5734-2880 

かねさかしよう 152-8522 03-5734-2889 

東京都目黒区大岡山 2-12-1 skanesak@polymer.titech.acjp 

金橋康ニ 新日本製銭(株)技術開発本部 0439-80-2264 

かねはしこうじ 先端技術研究所解析科学研究部 0439-80-2746 

293-8511 kanehasi@re.nsc.cojp 

千葉県富津市新富 20-1

亀田篤司 大阪大学蛋白質研究所溶液学部門 06-6879-8615 

かめだあっし 565-0871 06句 6879-8616

大阪府吹田市山田丘 3-2 atkame@protein.osaka-u.acjp 

川口謙 (株)東レリサーチセンター構造解析研究室 0467-32-9976 

かわぐちけん 248-8555 0467-32-0414 

鎌倉市手広 1111 Ken_Kawaguchi@trc.toray.cojp 

川口哲朗 ブルカー・バイオスピン株式会社技術サービス部 06-6394-8989 

かわぐちてつろう 532-0004 06-6394司 9559

大阪市淀川区西宮原 1-8-29テラサキ第 2ビル2階 tetsuro.kawaguchi@bruker-bio 

spinjp 

川村出 横浜国立大学大学院工学府機能発現工学専攻 045-339-4232(肉4231)

かわむらいずる 機能解析化学コース 045-339-4251 

240-8501 d02ga210@ynu.acjp 

神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台 79-5
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参加者名簿

名前

木川隆則

きがわたかのり

北原亮

きた|まらりょう

金善美

きむそんみ

木村教臣

きむらあっおみ

木 村朋子

きむらともこ

木村由美子

きむらゆみこ

木村雅晴

きむらまさはる

木村英昭

きむらひであき

日下康成

くさかやすなり

串田克彦

くしだかつひこ

所属

T 

住所

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

Tel 
FAX 
E-mail 

045-503-9203 

045-503-9643 

kigawa@jota.gsc.riken.gojp 

理化学研究所矯磨研究所 0791-58-2838 

679-5148 0791-58-2835 

兵庫県佐用郡三日月町光都1-1ベ kitahara@spring8.orjp 

東京工業大学理工学研究科物質化学専攻安勝勲研 03-5734-2880 

152-8522 03-5734-2889 

東京都目黒区大岡山 2-12-1 smkim@polymer.titech.acjp 

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講 06-6879-2577 

座 06-6879-2577

565-0871 

吹田市山田丘 1-7

kimura@sahs.med.osaka-u.acj 

P 

(株)資生堂研究開発本部安全性・分析センター分析研 045-590ω6057 

究室 045-590-6089 

224-8558 

横浜市都筑区早測 2-2-1

日本大学薬学部分析センター

274-8555 

干葉県船橋市習志野台 7-7-1

住友化学工業株式会社有機合成研究所

研究グループ(分析物性)

554-8558 

大阪市此花区春日出中 3-1-98

東京工業大学大学院理工学研究科

物質科学専攻安藤(勲)研究室

152-8552 

東京都白黒区大岡山 2-12-1

京都大学化学研究所材料物性基礎研究部門3

611-0011 

京都府宇治市主ケ庄

バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部

108-0023 

東京都港区芝浦 4-16-36

-470-

tomoko.kimura@to.shiseido.coj 

P 

047-465-7362 

047向 465-7362

kimura@pha.nihon-u.acjp 

06-6466-5171(肉 3704)

06-6466-5459 

kimuram5@芭c.sumitomo-chem.

cOJP 

03-5734-2880 

03-5734-2889 

hkimura@polymer.titech.acjp 

0774-38-3152 

0774-38-3148 

kusaka@molmat.kuicr.kyoto-u. 

aCJp 

03-5232-1238 

03-5232-1264 

katsuhik。
。昨1



参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

楠瀬香織 大正製薬株式会社医薬研究所リード探索研究室 048-669-3061(肉 3139)

くすのせかおり 331-9530 048-652-7254 

湾玉県さいたま市北区吉野町 1-403 k.kusunose@po.rd.taisho.cojp 

窪田聖子 明治薬科大学機器分析センター 0424-95-8418 

くlぎたしようこ 204-8588 0424-95-8418 

清瀬市野塩 2-522-1 s-kubota@my-pharm.acjp 

栗田 l順一 バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部 03-5232-1238 

くりたじゅんいち 108-0023 03-5232-1264 

東京都港区芝浦 4-16-36 junichi.kurita@varianinc.com 

栗本岳明 筑波大学大学院数理物質科学研究科巨瀬研究室 029-853-5214 

くりもとたけあき 305-8573 029聞 853-5205

茨城県つくば市天王台 1-1-1 kurimoto@mrlab訓〈目tsukuba.acj

p 

栗本智充 日本電子株式会社システム技術本部第 1グループ 042-542-2235 

くりもとともみつ 196蝿 8558 042-546-7225 

東京都昭島市武蔵野 3-1-2 kurimoto倒eol.∞Jp

黒子弘道 奈良女平大学大学院人間文化研究科共生自然科学専攻 0742-20-3461 

くるすひろみち 630-8506 0742-20-3461 

奈良県奈良市北魚屋西町 kurosu@cc.nara-wu.acjp 

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 029-852-1236(内 333)

くろだゆきお 305-0051 029-858-0322 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5 yukio.kuroda@brukerjp 

黒田義弘 京都大学薬学研究科製剤機能解析学分野 075-753-4530 

くろだよしひろ 606-8501 

京都市左京区吉田下阿違町 yokuroda@pharm.kyoto-u.acjp 

黒津卓三 防衛大学校応用科学群応用化学科応用分析化学講座 046-841-3810(肉 2283)

くろったくぞう 239-8686 046-841-5910 

横須賀市走水1-10-20 kurotu@nda.acjp 

桑田一夫 岐阜大学医学部蛋白高次機能学 058-267-2227 

〈わたかずお 500聞 8705 058-267-2962 

岐阜市司町 40 kuwata@cc.gifu-u.acjp 

甲野裕之 ブルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部 029四 852-1235

こうのひろゆき 305-0051 029-858-0322 

茨城県つくば市ニの富 3-21-5 hiroyuki.kono@bruker-biospinj 

p 
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参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

河野俊之 構造生物学研究ユニット 042-724-6285 

こうのとしゆき 194-8511 042-724-6296 

東京都町田市南大谷 11号 tkohno@libra.ls.m-kagaku.cojp 

河野隆英 富山医科薬科大学薬学部構造生物学研究室 076-434同 7574

こうのたかひで 930-0194 076-434-5061 

富山市杉谷 2630 pd029003@st.toyama-mpu.acj 

p 

小神将 ブルカーバイオスピン株式会社技術サービス部 029-852-1236 

こがみまさる 305-0051 029-858-0322 

茨城県つくば市ニの宮 3-21-5 masaru.kogami@bruker'-biospin 

jp 

越野広雪 理化学研究所先端技術開発支嬢センター 048-467-9361 

こしのひろゆき 351-0198 048-462-4627 

埼玉県和光市広沢 2-1 koshino@postman.riken.gojp 

小柴生造 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 

こしばせいぞう タンパク質機造・機能研究グループ 045-503-9643 

230-0045 koshiba@postman.riken目gojp

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

小島受賞子 埼玉県産業技術総合センター北部研究所生物工学部 048-521-0614 

こじまときこ 360-0031 048-525-6052 

埼玉県熊谷市末広 2-133 tkojima@itc-n.pref.saitamajp 

児嶋長次郎 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科 0743-72-5571 

こじまちょうじろう 分子生物学専攻生体高分子構造学講座 0743-72-5579 

630-0192 kojima@bs.aist-nara.acjp 

生駒市高山町 8916-5

小関佑 東京工業大学大学院理工学研究科 03-5734-2889 

こせきゅう 有機・高分子物質専攻安藤慎j台研究室 03-5734-2889 

152-8552 ykoseki@polymer.titech.acjp 

東京都目黒区大岡山 2-12-1

小林将俊 大阪大学蛋白質研究所物性部門 06-6879-8598 

こばやしまさとし 565-0871 06-6879-8599 

大阪府吹田市山田丘 3-2 mkobayas@protein.osaka-u.ac. 

JP 

小林邦子 三菱化学生命科学研究所精進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.cojp 
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参加者名簿

名前

小林 直

こばやしなお

小林雅幸

こばやしまさゆき

小森佳彦

こもりよしひこ

驚藤剛

さいとう Tこけし

所属

T 

住所

星薬科大学機器センター

142-8501 

~東京都品川区荏原 2-4-41

日本電子株式会社東京支底分析営業 G

190-0012 

東京都立川市曙町 2-8-3

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

305-8565 

茨城県つくば市東1-1-1 中央第5

(独)産業技術総合研究所計測標準研究部門

有機分析科高分子標準研究室

305-8565 

茨城県つくば市東 1-1-1 中央 5-2

Tel 

FAX 
E-mail 

03-5498-5197(内 3008)

03-5498-5034 

konao@hoshi.acjp 

042-528-3281 

042-528-3439 

maskobay匂eol.cojp

029-861-4515 

029-861-4515 

y.komori@aist.gojp 

029-861-4618 

029-861-4487 

takeshi.saito@aist.gojp 

務藤公児 新日本製銭(株)先端技術研究所解析科学研究部 0439-80-2270 

さいとうこうじ 293-8511 0439-80-2746 

富津市新富 20-1 saito@re.nsc.cojp 

相根岳志 大阪大学大学院理学研究科化学専攻生体分子化学講座 06-6850-5790(内 5790)

さがねたけし 560-0043 06~6850-5774 

豊中市待兼山町 1-16 sagane@ch.wani.osaka叩 .acjp

佐藤ー フ、ルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部 029-852-1235(内211)

さとうはじめ 305-0051 029-858-0322 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5 h負jime.sato@bruker-biospinjp

佐藤秀紀 (株)国産アーク研究部有機分析研究室 046-867-5283 

さとうひでのり 237-0061 046-866-5814 

横須賀市夏島町1番地 sato.hi@nissan-arc.cojp 

佐藤智則 沢井製薬株式会社研究部合成グループ 06-6928-8180 

さとうとものり 535-0004 06-6923四 0610

大阪市旭区生江 1-8-14 t.sato@sawai.cojp 

沢辺紀子 東京理科大学薬学部 04-7121-3691(内 6560)

さわベのりこ 278-8510 04-712ト3608

干葉県野田市山崎 2641 sawabe@rs.tus.acjp 

塩j畢 秀幸 三共株式会社探索研究所 03-3492-3131(内 3732)

しおざわひでゆき 140-8710 03-5436-8565 

東京都品川区広町 1-2-58 hideyu@shina.sankyo.cojp 
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参加者名簿

名前

七野藤美

しちのふじよし

嶋田一夫

しまだいちお

清水弘樹

しみずひろき

正垣武志

しようがきたけし

自猪亨

しらいとおる

神藤平三郎

しんどうへいさぶろう

杉浦.喜子

すぎうらまきこ

杉原文徳

すぎはらぶんとく

杉森望

すぎもりのぞみ

鈴木咲良

すずきさくら

鈴木浩一

すずきこういち

所属 Tel 

T FAX 
住所 E-mail 

側アズウェJレ研究開発部製品研究室 072-622-4941 (内 310)

567-0806 072-622-4999 

大阪府茨木市庄 2-24-3 fu-shichino@azwell.cojp 

東京大学大学院薬学系研究科生体分子機能学講座 03-5841-4810 

113-0033 03-3815-6540 

文京区本郷 7-3-1 shimada@iw-nmr.f.u-tokyo目acj

p 

東北大学大学院生命科学研究科 022-717-8805 

981-8555 022-717-8806 

宮城県仙台市青葉区堤通雨宮町1-1 hiroki@biochem.tohoku.acjp 

沢井製薬株式会社大阪研究所合成グループ 06-6926-2628 

535-0004 06~6923-0610 

大阪府大阪市旭区生江 1-8-14 t.shogaki@sawai.cojp 

筑波大学物理工学系理工学研究科巨瀬研究室 029-853-5214 

305-8573 

茨城県つくば市天王台 1-1-1 shirai@mrlab.bk.tsukuba.acjp 

東京薬科大学薬学部第一薬品分析化学 0426-76-4537(肉 2405)

192-0392 0426-76-4537 

東京都八王子堀之内 1432-1 shindo@ps.toyaku.acjp 

神戸薬科大学中央分析室 078-441-7591 

658-8558 078-441-7591 

神戸市東灘区本山北町 4-19-1 makiko-s@kobepharma-u.acjp 

横浜市立大学大学院総合理学研究科 045-508-7215 

生体超分子システム科学専攻計測科学研究室 045-508-7361 

230-0045 buntoku@tsurumi.yokohama-c 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29 u.acJP 

東京都立大学大学院理学研究科有機構造生物化学研究室 0426-77-1111(内 3552)

192-0397 

東京都八王子市南大沢1-1

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

日本大学文理学部化学科

156-8550 

東京都世田谷区桜上水 3-25-40

-474ー

0426-77-2544 

sugimori@nmr.chem.metro-u.a 

cJP 

045-503-9314(肉 5550

045-503-9496 

sakura@gsc.riken.gojp 

03-3329-1151(内 5720)

03-5317-9433 

suzuki_k@chs.nihon-u.acjp 



参加者名簿 所属 Tel 

名前 T FAX 

住所 E-mail 

清治安達 大阪大学理学専攻化学科 NMR室 06-6850-4570 

せいじあだち 560-0043 sadachi@chem.sci.osaka-u.acj 

豊中市待兼山1番1号 p 

清宮恭子 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9642 

せいみやきょうこ 230-0045 043-503-9641 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22 中失研究棟 Cl16 seimiya@gsc.riken.gojp 

瀬尾芳輝 京都府立医科大学生理学・生理機能制御学部門 075-251-5309 

せおよしてる 602-0841 075-251-0295 

京都市上京区河原町広小路上がる梶井町 465 yseo@り8.so-net.nejp

関宏子 千葉大学分析センター 043-290-3810 

せきひろこ 263-8522 043-290-3813 

千葉市稲毛区弥生町 1-33 seki@cac.chiba-u.acjp 

関口和彦 富山化学工業株式会社分析研究部 076-431-8269(内5631)

せきぐちかずひこ 930-8508 076-431-8208 

富山県富山市下奥井 2-4-1 KAZUHIKO嶋SEKIGUCHI@toya

ma-chemical.cojp 

関亦克彦 理化学研究所植物機能研究室崎玉大学理工学研究科 048-467-9525 

せきまたかっひこ 351-0198 048-462-4674 

埼玉県和光市広沢 2-1 sekimata@postman.riken.gojp 

高橋亮 湧永製薬株式会社創薬研究所合成化学研究室 0826-45-2331 

Tニかはしりょう 739-1195 0826-45~4351 

広島県高田郡甲田町下申立 1614 に.taka0521@yahoo.cojp

高橋大樹 大阪大学蛋白質研究所物性部門 06-6879-8598 

たかはしひろき 565-0871 06-6879-8599 

大阪府吹田市山田丘 3-2 daiki@protein.osaka-u.acjp 

高橋栄夫 産業技術総合研究所生物情報解析研究センター 03-3599-8112 

たかはしひでお 135-0064 03-3588-8099 

東京都江東区青海 2-41-6 hid@jbirc.aist.gojp 

高橋征三 日本女子大学理学部物質生物科学科 03四 5981-3670

たかはしせいぞう 112-8681 03-5981-3656 

東京都文京区目白台 2-8-1 t_seizo@fcjwu目aCJp

高屋展宏 (独)国立環境研究所環境ホルモン棟 029-850-2862 

たかやのぷひろ 305-8506 029-850-2880 

茨城県つくば市小野川 16-2 takaya.nobuhiro@nies目gOJP

-475-



参加者名簿

名前

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 j告人

たきのわきひろと

竹内教子

たけうちあっこ

竹腰清乃理

たけごしきよのり

龍野宏人

たつのひろと

田中亮

たなかりょう

田中剛史

たなかたけし

田中彬嗣

たなかよしつぐ

田畑完

たlまたりょう

田村友美

たむらともみ

所属 Tel 

T FAX 

住所 E-mail 

神奈川大学工学部応用化学科 045-481-5661(内 3889)

221-8686 045-413-9770 

横浜市神奈川区六角橋 3-27-1 takaytOl@kanagawa-u.acjp 

塩野義製薬(株)創薬研究所副所長席化学系物理化学 G 06-6458-5861 (内 5278)

553-0002 、 06-6458-0987

大阪市福島区鷺洲 5-12-4 yohko.takayama@shionogi.cojp 

大阪大学大学院薬学研究科分子薬科学専攻高分子化学分 06-6879-8222 

11 06-6879-8221 

565-0871 

大阪府吹田市山田丘 1-7

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化学分子構造研究室

606-8502 

京都市左京区北白川追分町

東京工業大学大学院理工学研究科

有機・高分子物質専攻安藤慎治研究室

152-8552 

東京都目黒区大岡山 2-12-1

東横化学株式会社研究開発室

211-8502 

神奈川県川崎市中丸子 1280

三菱化学生命科学研究所構造生物学研究ユニット

194-8511 

東京都町田市南大谷 11号

九州大学大学院薬学研究院 NMR測定室

812-8582 

福岡市東区馬出 3-1-1

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

分子生物学専攻生体高分子構造学講座

630-0101 

奈良県生駒市高山町 8916-5

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケテイング部

532-0004 

大阪市淀川区西宮原 1-8-29テラサキ第 2ビル 2階

-476一

hiroto@phs.osaka-u.acjp 

078-441司 7592

078-441-7591 

takeuchi@kobepharma-u.acjp 

075-753-4015 

075-753-4000 

takeyan@kuchem.kyoto-u.acjp 

03-5734-2889 

03-5734-2889 

htatsuno@polymer.titech.acjp 

044-435-5866 

044-435-6678 

tanaka-ryo@toyokoづp.com

042-724-6285 

042-724-6296 

takeshi@libra.ls.m-kagaku.cojp 

092-642-6551 

092-642-6551 

y.tanaka@adm.phar.kyushu-u.a 

cJP 

0743白 72-5577

0743-72-5579 

r-tabata@bs.aist-nara.acjp 

06-6394-8989 

06-6394-9559 

tomomi.tamura@bruker-biospi 

nJp 



簿名者加

前
参

名

田村充

たむらみつる7

立入直紀

たりいりなおき

越震華

ちょうしんか

堤耀廃

つつみあきひろ

j寧野慎治

つのしんじ

弟子丸雄一

でしまるゅういち

出村誠

でむらまこと

寺尾武彦

てらおたけひこ

天野剛志

てんのたけし

土居 幹嗣

どい もとつぐ

所属

T 

住所

田村技術士事務所

103-0007 

東京都中央区日本橋浜町 3-16-9-804

Tel 
FAχ 

E-mail 

03-3664-6515 

03-3664-6515 

PFG00657@nifty.nejp 

筑波大学大学院数理物質科学研究科山本研究室

305-8571 

茨城県つくば市天王台 1-1-1 理科系修士棟D505

029-853-7370 

029-853-7370 

tacトliiri@dmb.chem.tsukuba目acj

P 

理化学研究所ゲノム科学総合センター 045-503-9317 

タンパク質構造機能研究グループ・タンパク質構造研究チー

ム zhao@gsc.riken.gojp 

230町 0045

横浜市鶴見区末広町ト7-22

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

060-8628 

札幌市北区北 13西 8

011-706-6639 

011-706-6639 

atsutsu@eng.hokudai.acjp 

富士写真フィルム富士宮研究所

418-8666 

静岡県富士宮市大中里 200

0544-26-7642 

0544-26-7691 

shi吋Usuno@f，吋ifilm.cojp

JSR株式会社物性分析室

510-8552 

三重県四日市市川尻町 100

0593-45-8059 

0593-45-8107 

yuuichLdeshimaru@jsr.cojp 

北海道大学大学院理学研究科

生物科学専攻生体寓分子解析学講座

060-0810 

札幌市北区北 10西 8

011-706-2771 

011-706-2771 

demura@sci.hokudai.acjp 

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 

606-8502 075-753-4000 

京都市左京区北白川追分町 terao@kuchem目kyoto-u.acjp

横浜市立大学大学院総合理学研究科 045-508-7215 

生体趨分子計測科学講座 045-508-7361 

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29

tenno@tsurumi.yokohama-cu.a 

cJP 

大阪大学理学研究科・理学部化学専攻固体 NMR;sIJ定室 06-6850-5567(肉 5567)

560-0043 

豊中市待兼山町1-1

06-6850-5567 

mdoi@chem.sci.osaka-u.acjp 

-477-



参加者名簿

名前

堂本竹雄

どうもとたけお

土江松美

どえまつみ

栃尾尚哉

とちおなおや

富j暴忠

とみざわただし

冨羽貞範

とみはさだのり

虎谷秀ー

とらやしゅういち

内藤晶

ないとうあきら

中井手IJ仁

なかいとしひと

中尾佳範

なかおよしのり

長尾聡

ながおさとし

所属

T 

住所

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケティング部

305-0051 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5

Tel 
FAX 
E-mail 

029-852-1234(内 442)

029-858-0322 

takeo.domoto@bruker-biospinj 

P 

大阪市立大学理学研究科有機化学2研究室 06-6605.，-2597 

558-8585 06-6605-2597 

大阪市住吉区杉本 3-3-138 matsumi@sci.osaka-cu.acjp 

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 

タンパク質構造・機能研究夕、ループタンパク質構造研究チー

ム

230-0045 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

理化学研究所ゲノム総合科学研究センター

タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045 

神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-22

筑波大学物理工学系巨瀬研究室

305-8573 

茨城県つくば市天王台 1-1-1

横浜国立大学工学府

機能発現工学専攻物質機能解析化学コース

240-8501 

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腕

240-8501 

横浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部

108-0023 

東京都港区芝浦 4-16-36

tochio@gsc.riken目gojp

045-503-9643 

045-503-9317 

tomizawa@gsc.riken.gojp 

029同 853-5214

029-853-5145 

tomiha@mrlab目bk.tsukuba.acjp

045-339-4231 

toraya@ynu.acjp 

045-339-4232 

045-339-4251 

naito@ynu.acjp 

03-5232-1238 

03-5232-1264 

toshihito.nakai@varianinc.com 

神戸薬科大学大学院薬学研究科薬学専攻生命有機化学講 078-453-7592(内 7592)

座 078-453-7592

685-8558 je035157@st.kobepharma-u.ac 

神戸市東灘区本山北町 4T目19寸 JP 

筑波大学大学院数理物質科学研究科生物無機化学研究室 0298-53-7369 

305-0001 0298-53-7369 

茨城県つくば市天王台 1-1-1 s_nagao@dmb.chem.tsukuba.ac 

JP 

-478ー



参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

仲座良造 大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講 06-6879-2577 

なかざよしぞう 座 06-6879-2577 

565-0871 nakazay@sahs.med.osaka-u.ac. 

吹田市山田丘 1-7 JP 

永阪文惣 帝人(株)構造解析研究所 042-586-8121 

ながさかぶんそう 191-8512 042-586-8123 

東京都日野市旭ケ丘 4-3-2 bunsow@hino.teuin.cojp 

中j畢靖元 東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室 042-388-7025 

なかざわやすもと 184司 8588 042-383-7733 

東京都小金井市中町 2-24-16 yasumoto@cc.tuat目aCJp

長島敏雄 RIKEN GSCタンパク構造・機能研究ク‘ループ 045-503-9462 

ながしまとしお 230-0045 045-503-9641 

横浜市鶴見区末広町ト7-22 toshion@gsc.riken.gojp 

中西康哲 京都大学大学院工学研究科 075-383-2734 

なかにしやすのり 合成・生物化学専攻機能化学講座 075-383-2732 

615-8510 ynakani@sbchem.kyoto-u.acjp 

京都市西京区京都大学桂

中村義之 東京工業大学資源化学研究所 045-924-5110(内5110)

なかむらよしゆき 226-8503 045-924，..5109 

横浜市緑区長津田町 4259 ynakamur@res.titech.acjp 

仲村高志 理化学研究所中央研究所 048-467-9362 

なかむらたかし 先端技術開発支援センター物質構造解析チーム 048-462-4627 

351-0198 takashi.nakamura@postman.rik 

埼玉県和光市広沢 2-1 en.goJP 

中村 4土史 産業技術総合研究所生物情報解析研究センター 03-3599-8090 

なかむらたけふみ 構造ゲノム解析グループ分子認識解析チーム 03-3599-8099 

135-0064 tnakamura@jbirc.aist目gOJP

東京都江東区青海 2-41-6

楢崎美智子 大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講 06-6879-2577 

ならざきみちこ 座 06-6879-2577 

565-0871 mnarazak@sahs.med.osaka-u.a 

吹田市山田丘 1-7 cJP 

西野直人 横浜市立大学大学続総合理学研究科 045-508-7207 

にしのなおと 生体超分子システム科学専攻先端 MR科学研究室 045-508-7360 

230-0045 nishino@gsc.riken.gojp 

検浜市鶴見区末広町 1-7-29

-479一



参加者名簿 所属 Tel 

名古tr T FAX 
住所 E-mail 

西山裕介 理化学研究所 GSCタンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9229 

にしやまゅうすけ 230-0045 045-503-9228 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22 nishi@gsc.riken.gojp 

西山隆司 帝国臓器製薬株式会社川崎研究所 044句 812-8649

にしやまたかし 製品開発研究部分析センター 044-811-6898 

213-8522 nishiyama-t@kw.teilくoku-horm

川崎市高津区下作延 1604 one.coJP 

西山大介 東京水産大学水産学部食品生産学科 03-5463-0403 

にしゃまだいすけ 108-8477 03-5463-0643 

東京都港区港南 4-5-7 fm02514@cc.tokyo-u-fish.acjp 

沼田ゆかり 北海道大学大学院工学研究科 011-706-6568 

ぬまたゆかり 060-8628 011-706-6568 

札幌市北区北 13西 8 numata@dove寸nc.eng.hokudai

aCJp 

野口滋 第一製薬株式会社製薬技術研究所 03-3680-0151 (内 2316)

のぐちしげる 134-8630 03-5696-8339 

江戸川区北葛西1-16-13 noguczow@daiichipharm.cojp 

野田康夫 関西学院大学理工学部物理学科 079-565-8511 

のだやすお 669-1337 079-565-9077 

三回市学園2丁目 1番地 yasuonoda@kwansei.acjp 

野村薫 サントリ一生物有機科学研究所 075-962-3742 

のむらかおる 618-8503 075-962-2115 

大阪府三島郡島本町若山台1-1-1 nomura@sunbor.orjp 

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 0743-72-5577 

のむらまこと 分子生物学専攻生体高分子構造学講座 0743-72-5579 

630-0101 m-nomura@bs.aist-nara.acjp 

奈良県生駒市高山町 8916-5

長谷川淳 第一製薬株式会社創薬開拓研究所 03-3680-0151(内 3466)

はせがわじゅん 134-8630 03-5696司 4266

東京都江戸川区北葛西1-16-13 haseg7Ii@daiichipharm.cojp 

畑中稔 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9229 

はたなかみのる タンパク質構造・機能研究グループ 045-503-9228 

230-0045 minoruh@gsc.riken.gojp 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

八回玲子 理化学研究所 GSCC116 045-503-9642 

はったれいこ 230-0045 045-503-9641 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22 rei8@gsc.riken.gojp 

-480-



参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

服部峰之 (独)産業技術総合研究所 029-861-5537 

はっとりみねゆき 光技術研究部門デバイス機能化技術G 029-861-5540 

305-8568 mhattori@ni.aist.gojp 

茨城県つくば市梅園 1ート1中央第二

j賓島斉 側三和化学研究所創薬研究所 0594-72-6221(内 363)

はまじまひとし 511-0406 0594-82-0072 

三重県員弁郡北勢町塩崎 363 h_ham司jima@mb4.skk-net.com

j賓回季之 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9212 

はまだとしゆき タンパク質機能研究チーム 045-503-9210 

230-0045 thamada@gsc.riken.gojp 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

林繁信 産業技術総合研究所 029-861-4515 

はやししげのぶ 物質プロセス研究部門物性解析グループ 029-861-4515 

305-8565 hayashi.s@aist.gojp 

茨城県つくば市東 1-1-1 中央5

林文晶 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9462 

はやしふみあき タンパク質機能・構造研究グループ 045-503-9641 

230-0045 fhayashi@gsc.riken目gOJP

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

阜水紀久子 産業技術総合研究所電力エネルギー研究部門 029-861-6295 

はやみずきくこ 305-8565 029-861-6295 

つくば市東つくば中央第5 hayamizu.k@aist.gojp 

原英ニ 富山化学工業株式会社創薬基盤研究所 076-431-8218 

はらえいじ 930-8508 076-431-8208 

富山県富山市下奥井 2-4-1 EIJtHARA@toyama-chemical. 

cOJP 

原田治室長 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 075-383-2542 

はらだはるゆき 615-8510 075-383-2541 

京都市西京区京都大学桂 haruyuki@mds.moleng.kyoto-u. 

aCJp 

原田英星砂 大阪大学蛋白質研究所(社)バイオ産業情報化コンソーシア 06-6879-8598 

はらだえりさ ム 06-6879-8599 

565-0871 harada@protein.osaka-u目aCJp

大阪府吹田市山田丘 3-2

平j中敏文 011-706-6640 

ひらおきとしふみ 北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻 011-716-6175 

060-8628 hiraoki@eng.hokudai.acjp 

-481-



参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

康明秀一 札幌市北区北 13酋 8 045-508-7214(内7214)

ひろあきひでかず 横浜市立大学大学院総合理学研究科 045-508-7361 

生体超分子システム科学専攻 hiroakih@tsurumi.yokohama-c 

230-0045 u.acJP 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29

廃回洋 理化学研究所ゲノム科学総合研女センター 045-503-9211 

ひろたひろし タンパク質構造・機能研究ク、ループ 045-503-9210 

230-0045 hirota@gsc.riken目gojp

横浜市鶴見区末広町ト7-22

福井洋之 北見ヱ業大学 (0157)26-9402 

ふくいひろゆき 090-8507 0157-24-7719 

北見市公園町 165 fukui@gaea.chem.kitami-it.acj 

p 

福士江里 北海道大学院農学研究科 GC-MS'NMR研究室 011-726-7249 

ふくしえり 060-8589 

札幌市北区北 9西 9 feria@cen.agr 

福富淳子 大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講 06-6879-2577 

ふくとみじゅんこ 座 06-6879-2577 

565-0871 

吹田市山由丘 1-7

福見俊夫 松山大学経営学部 089-925-7111 

ふくみとしお 790-8578 

松山市文京町4-2 fukumit@zmail.plala.orjp 

藤川昭彦 藤沢薬品工業株式会社創薬先端技術研究室 0767-26-3311 

ふじかわあきひこ 925-0613 0767-26-3314 

石川県羽日午市飯山町ヲ 32 fujikawa@mprcf.orjp 

藤倉一繁 バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部 03-5232-1238 

ふじくらかずしげ 108-0023 03-5232-1264 

東京都港区芝浦 4-16-36 kazushige.f，吋ikura@varianinc.c

om 

藤森裕基 日本大学文理学部化学科 03-3329"';115H内 5710)

ふじもりひろき 156-8550 03-5317-9433 

世田谷区桜上水 3-25-40 fujimori@chs.nihon-u.acjp 

藤原敏道 大阪大学蛋白質研究所物性部門 06-6879-8598 

ふじわらとしみち 565-0871 06-6879-8599 

吹田市山田丘 3-2 tfjwr@protein.osaka-u.acjp 

-482一



参加者名簿

名前

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

ベルヒリマーカス

逸見光

へんみひかる

北係正司

ほうじようまさし

堀井文敬

ほりいる、みたか

堀内崇

ほりうちたかし

本多賢吉

lまんだまさよし

前j畢 園芳

まえざわくによし

所属

T 

住所

大阪大学医学系研究科保健学専攻軍用物理工学講座

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1-1-1

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

フ‘ルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部

305-0051 

茨城県つくば市ニの宮 3-21-5

独立行政法人食品総合研究所状態分析研究室

305-8642 

茨城県云つくば市観音台 2-1-12

高知大学

780-8520 

高知市曙町 2-5-1

京都大学化学研究所

611-0011 

宇治市五ケ庄

機浜市立大学大学院総合理学研究科

生体超分子システム科学専攻先端 MR科学研究室

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29

Tel 
FAX 

E-mail 

06-6879-2573 

06-6879-2573 

fujiwara@sahs.med.osaka-u.ac. 

JP 

03-5841-5460 

03-5841-8485 

furihata@iam.u-tokyo.acjp 

0280-56-2201 (内 303)

0280-57-1293 

hirosuke.furuta@mb.kyorin-pha 

r斤1.COJP

029-852-1235(内 212)

029-858-0322 

markus.waelchli@bruker-biospi 

nJp 

029-838-8033 

029-838-7996 

hemmi@nfri.affrc.gojp 

088-844-8306 

088-844-8359 

mhojo@cc.kochi-u.acjp 

0774-38同 3150

0774-38-3148 

horii@scl.kyoto-u.acjp 

045-503-9111(内 5154)

045-503-9641 

horiuchi@gsc.riken.gojp 

横浜市立大学総合理学研究科分子生理学研究室(柴田 045-508-7224 

研 045-508-7364

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29 鶴見キャンパス 8311

大阪大学院理学研究科化学専攻資料先端研究室

560-0043 

豊中市待兼山い16

-483ー

honda@tsurumi.yokohama-cu.a 

cJP 

06-6850-5779(内 5779)

06-6850-5785 

kmaezawa@ch.wani.osaka-u.ac 

JP 



参加者名簿

名前

前回史郎

まえだしろう

益富豊

ますとみゆたか

松 岡茂

まつおかしげる

松田善正

まつだよしまさ

松田裕生

まつだひろのり

丸吉京介

まるよしけいすけ

三島正規

みしままさき

水野敬

みずのたかし

水野元博

みずのもとひろ

所属 Tel 
T FAX 
住所 E-mail 

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.acjp 

日本新薬(株)構造合成研究G 029-850-6241 

305-0003 029-850-6217 

茨城県つくば市桜 3-14寸 y.masutomi@po.nippon-shinya 

ku.cojp 

大阪大学大学院理学研究科化学専攻生体分子化学研究室 06-6850-5789 

560-0043 06-6850-5785 

豊中市待兼山町ト16 matsuoka@ch目wani.osaka-u.ac.

筑波大学物理工学系匡瀬研究室

305-0821 

茨城県つくば市天王台 1-1-1

JP 

029-853-5214 

0298-53-5205 

matsuda@mrlab.bk目tsukuba.acj

P 

帝人(株)構造解析研究所 042-586-8121 

191-8512 042-586-8123 

東京都日野市旭ケ丘 4-3-2 h.matsuda@teuin.cojp 

大阪大学大学院理学研究科化学専攻生体分子化学講座 06-6850-5790(内 5790)

560-0043 06-6850-5774 

豊中市待兼山町 1ー16 maru@ch.wani目。saka-u.acjp

奈良先端科学技術大学院大学 0743-72-5576(内 5576)

バイオサイエンス研究科生体高分子構造学 0743-72-5579 

630-0101 misima@bs.aist-nara.acjp 

生駒市高山町 8916-5

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 075-753-4015 

606-8502 075-753-4000 

京都市左京区北白川追分町 mizuno@kuchem.kyoto-u.acjp 

金沢大学理学部化学科物質設計講座理論化学研究分野 076-264-5686 

920-1192 076-264-5742 

金沢市角間町 mizuno@wrironl.s.kanazawa-u 

aCJp 

宮ノ入洋平 横浜国立大学大学院環境情報学府環境生命学専攻生命環 045-339-4271 

みやのいりょうへい 境

240-8501 d02taOll@ynu.acjp 

横浜市保土ヶ谷区常盤台 79-7

-484ー



参加者名簿 所属

名前 〒

住所

宮本和英 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

みやもとかずひで タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045 

横浜市鶴見区末広町ト7-22

三好手IJー 産業総合技術研究所高分子基盤技術センター

みよしとしかず 135-0064 

東京都江東区青海 2-41-6

向出政伸 京都大学大学院理学研究科化学専攻物理化学研究室

むかいでまさのぶ 606-8502 

京都市左京区北白川追分町

村上美和

むらかみみわ
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村山守男

むらやまもりお

装置事業本部

211-8502 

神奈川県川崎市中原区市ノ坪 370番地

飯塚舜介 鳥取大学大学院医学系研究科機能再生医学専攻

めしっかしゅんすけ 生体機能医工学講座

683-8503 

米子市西町 86

森井太ー

もりいたいち

横浜市立大学大学院総合理学研究科

生体超分子システム科学専攻計測科学講座

230-0045 

横浜市鶴見区末広町 1-7-29

八木宏昌

ゃぎひろまさ

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565-0871 

大阪府吹田市山田丘 3-2

八島秀仁

やしまひでひと

フ‘ルカー・バイオスピン株式会社マーケテイング部

305-0051 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5

山内一夫

やまうちかずお

The Netherlands University of Numegen Solid State NMR 

6525ED Toernooiveld 1 6525ED Numegen 

-485-

Tel 
FAX 

E-mail 

045-503-9317 

miyamoto@gsc.riken.gojp 

029-861-9392 

03-3599-8166 

t-miyoshi@aist.gojp 

075-753-3976(肉 3976)

075-753-4054 

mukaide@kuchem.kyoto-u.acj 

P 

047-478-0425 

047-478-0425 

murakami@ic.it-chiba.acjp 

044-435-5862(内256)

044-434-9091 

murayama-morio@toyoko寸p目c

om 

0859-34-8286 

mesh@grape.med.tottori-u.acj 

p 

045-508-7215 

morii@tsurumi.yokohama-cu.a 

CJP 

06-6879-8598 

06-6879-8599 

hyagi@protein.osaka-u.acjp 

029-852-1234(内 449)

029-858-0322 

hidehito.yashima@bruker-bios 

PlnJp 

+31-(0)24-36-53112 

+31-(0)24-36-52112 

kyam@solidmr.kun.r 



参加者名簿

名前

所属

T 

住所

Tel 
FAX 
E-mail 

八巻健

やまきたけし

北海道大学理学研究科生物科学専攻生体高分子解析学講 011-706-2985(内 2985)

座 011-706-2771

山口圭ー

やまぐちけいいち

山口 芳樹

やまぐちよしき

山根祐治

やまねゅうじ

山本昭彦

やまもとあきひこ

横井貴子

よこいたかこ

吉岡澄江

よしおかすみえ

吉津綾子

よしざわあやこ

好田真由美

よしだまゆみ

吉田 均

よしだひとし

060-0810 

札幌市北区北 10西 8

tyamalくi@sci.hokudai.acjp

大阪大学蛋白質研究所蛋白質溶液学研究部門 06-6877-5111(内 9252)

565-0871 06-6879-8616 

大阪府吹田市山田丘 3-2 keiichi@protein.osaka-u.acjp 

名古屋市立大学大学院薬学研究科生命分子構造学分野 052-836-3450 

467-0027 052-836-3450 

名古屋市瑞穂区田辺通 3-1 yyoshiki@phar.nagoya-cu.acjp 

東京工業大学大学院理工学研究科 03-5734-2880 

物質科学専攻安藤勲研究室 03-5734-2889 

152-8552 

東京都目黒区大岡山 2-12-1

yyamane@polymer.titech.acjp 

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宮 3-21-5

029-852-1236(内 338)

029-858-0322 

akihiko・yamamoto@bruker-bios

plnJP 

山之内製薬(株)分析代謝研究所分析研究室 029-863-6487 

305-8585 029-852-9585 

茨城県つくば市御幸が丘 21 yol叩 it@yamanouchi.cojp

国立医薬品食品衛生研究所 03-3700-8547 

158-8501 03-3707~6950 

東京都世田谷区上用賀 1-18-1 yoshioka@nihs.gojp 

奈良女子大学大学院人間文化研究科 共生自然科学専 0742-20-3461 

攻 0742-20-3461

630-8263 

奈良県奈良市北魚屋西町 奈良女子大学大学院

zaa.yoshizaw@cc.nara-wu.acjp 

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中央研究棟 Cl16

045-503-9642 

045-503-9641 

myoshida@gsc.riken.gojp 
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yoshida@nmr.chem.metro白 u.ac

JP 
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参加者名簿 所属 Tel 
名前 T FAX 

住所 E-mail 

吉永 4土佐 北海道大学大学院薬学研究科構造生物学分野 011-706-9013 

よしながそうすけ 060-0812 011-706-4979 

札幌市北区北 12西 6 sosuke@pharm.hokudai.acjp 

吉水広明 名古屋工業大学大学院工学研究科ながれ領域 052-735-5272 

よしみずひろあき 466-8555 052-735-5272 

名古屋市昭和区御器所町 yoshimizu.hiroaki@nitech.acjp 

米山桃子 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 

よねやまももこ 分子生物学専攻生体高分子構造学講座 0743-72-5579 

630-0101 m-yoneya@bs.aist-nara.acjp 

奈良県生駒市高山町 8916-5~

李華 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター 045-503-9317 

りか タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045 lihua@gsc.riken.gojp 

横浜市鶴見区末広町 1-7-22

若井篤志 秋田県立脳血管研究センターあきた産業振興機構 018-833-0115(内 346)

わかいあっし 010-0874 018-833-2104 

秋田市千秋久保田町 6-10 wakai@akita-noken.gojp 

若山哲也 大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻医用物理工学講 06-6879-2577(内 2577)

わかやまてつや 座 06-6879-2577 

565-0871 waka@sahs.med.osaka-uacjp 

大阪府吹田市山困丘 1-7

和田武 ブ‘ルカー・バイオスピン株式会社マーケティング部 029-852-1234(肉448)

わだたけし 305-0051 029-858-0322 

茨城県つくば市二の宮 3-21-5 takeshi.wada@bruker-biospinj 

p 

渡漫英宏 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 029-850-2138 

わたなべひでひろ ト 029-850-2880 

生体機能評価研究チーム hidewata@nies.gojp 

305-8506 

茨城県つくば市小野川 16-2

j度遺永治 順天堂大学医学部化学研究室 0476-98-1001(内 392)

わたなべえいじ 270-1695 0476-98-1036 

千葉県印輝君H印施村平賀学園台1-1 euiてjun@umin.acjp

渡部徳子 東京水産大学水産学部食品生産学科 03-5463-0643 

わたなべとくこ 108-8477 03-5463-0643 

東京都港区港南 4-5-7 tokuko@tokyo-u-刊sh.acjp

-487ー
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E-mail 

渡辺裕之 バリアンテクノlコジーズジャパン NMR応用部

わたなべひろゆき 108-0023 

東京都港区芝浦 4-16-36

03-5232-1238 

03-5232-1264 

hiroyuki.watanabe@varianinc.c 

。町1
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