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主催:東京 NMR懇談会

日時:平成 18年 12月16日(土)

会場:東京大学薬学部総合研究棟2階講堂 東京メトロ丸ノ内線、本郷三T目駅徒歩 5分

テーマ構造生物学はわれわれに何を与えるか?

09: 30 開場

10: 00 開会挨拶

モーニング・サービス(パンと飲み物)

嶋田一夫(東大・院薬系・BIRC，AIST)

セッション1 座長:阿久津秀雄

10: 10 油田細菌が産出する生界面活性剤アルスロファクチンの NMR解析

池上貴久〔阪大・蛋自研)

10: 50 テロメア DNA及びテロメア結合タンパク質の構造・機能とテ口メア長制御

片平正人(横浜市大・国際総合科学)

11 : 30 NMR測定条件における蛋白質の凝集防止と安定化

若松馨(群馬大・工)

昼食(12:10-13:10)

セッション2 座長:甲斐荘正恒

13: 10 高精度・高特異的な化学反応を触媒する遺伝暗号翻訳系酵素の反応機構の時間分解能構造解析

濡木理(東京工大・生命理工)

13: 50 電子顕微鏡によるタンパク質の単粒子構造解析法:結晶を用いない方法による対称性の少ない構造の解析

佐藤主税(産総研脳神経情報部門&生物情報解析センター)

14:30 実験結果と計算の融合による蛋白質ー低分子ドッキングと薬物スクリーニング

福西快文(産総研生物情報解析研究センター)

コーヒー &ティー・ブレーク(15:10ー15:30) 

セッション3 座長:寺尾武彦

15:30 シルクの固体 NMR構造解析

朝倉哲郎(東京農工大・工)

16: 10 天然変成タンパク質と動的構造

西村善文〔横浜市大・総合理学研究科)

16:50 好中球活性酸素発生系の構造生物学一細胞質因子のドメインの構造と制御機構ー

稲垣冬彦(北大・薬}

懇親会(於:薬学図書館ホール、 18:00-:-無料です)

シンポジウム・懇親会への参加ご希望の方は、準備の都合上できるだけ事前に下記 E-mail、Faxでお知らせください。グ

ループでまとめて頂けると好都合です。参加費無料

連絡先:干113-0033東京都文京区本郷 7-3-1東京大学大学院薬学系研究科嶋田一夫

FAX 03-5814-4810 E.mail nmr2006@iw-nmr.f.u，-tokyo.acjp 
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第45回NMR討論会

The 45th Annual Meeting of the NMR Society of Japan 

会期 11月22日(水)ー24日(金)

22 -24 November 2006 

会場: 京都大学百周年時計台記念館(京都市左京区吉田本町)

The Clock Tower Centennial Hall， Kyoto University 

第一日 11月 22日(水)

Day 1: Wednesday， 22 November 

第一会場 (百周年記念ホール)， Centennial Hall 

(9:50-12:30) 

A-4: Solution NMR: Application to genomic science 

A-5: Solution NMR: Organic and natural products， lipids， polysaccharides & Chemical biology 

A・6.Solution NMR: Inorganic and analytical chemistry 

Organizer: Chojiro Kojima (Nara Institute ofScience and Technology) 

(English session) 

lLEl Structure and Function Elucidation ofTwo Unknown Proteins from Helicobacter pyroli 

OBong-Jin Lee (College ofPharmacy， Seoul National University， Korea) 

1 LE2 Structural proteomics of animals and a plant 

2 

OTakanori Kigawa1，2， Yutaka Muto1， Fumiaki Hayashi1， Kazuhiko Yamasakil，3， Hiroshi Hirota1， Peter Guntert1， Toshio Yamazaki1， 

Mayumi Yoshida1， Mikako Shirouzu1， Akiko Tanaka1， Yoshihide Hayashizaki1， Kazuo Shinozaki4， Osamu Ohara5，6， Sumio 

Sugano7， and Shigeyuki Yokoyama1，8 eRIKEN Genomic Sciences Center， 2Interdisciplinary Graduate School of Science and 

Engineering， Tokyo Institute ofTechnology， 3Age Dimension Research Center， National Institute of Advanced Industrial Science 

and Technology， 4RIKEN Plant Science Center， 5Kazusa DNA Research Institute， 6RIKEN Research Center for Allergy.ai1d 

Immunology， 7Institute ofMedical Science， The University ofTokyo， and 8Graduate School of Science， The University ofTokyo) 

4 

lLE3 Ch巴lerythrineand sanguinarine docks at distinct sites on BclXL that are not the cIassic BHJ binding cleft 

Yong-Hong Zhang1， Anirban Bhunia1， Kah Fei W飢え MeiChin Lee2， Shing司 LengChan2， Victor c.-K. Yu2 and OYu-Keung Mok1 

(lDepartment of Biological Sciences， National University of Singapore， Singapore， and 2Inslitute of Molecular and Cell Biology， 

Singapore) 6 

1 LE4 Nucleotide flipping in CXG trinucleotide repeats induced by smallligands 

OChojiro Kojima (Graduate School ofBiological Science， Nara lnstitute of Science and Technology， Japan.) 8 

lLE5 NMR methods for study ofunusual DNA structures 

OA凶1Tuお1Phan (Division of Physics and Applied Physics School of Physical and Mathematical Sciences Nanyang Technological 

University， Singapore) 10 

1 LE6 1 H-89y Direct and Long-range Heteronuclear Correlations Using Pulsed Field Gradients in Organometallic Chemistry 

OHiroyuki Koshino， Masayoshi Nishiura， Zhaomin Hou (RIKEN) 12 

第二会場 (国際交流ホール)， International Conference Hall 

(9:50-10:30) 

C-l: NMR imaging: Methodology and applications 

Organizer‘Yoshiteru Seo (Dokkyo Medical University) 

C-2. In vivo NMR， Metabolomics and molecular imaging 

fJ:J.:l 



Organizer: Jun Kikuchi (RIKEN) 

(Japanese session) 

lLJl Tailored Slice-Selection in Solid-State MRI by DANTE under Magic-Echo Line Narrowing 

OHidefi田niMasumoto1， Takeyuki Hashimot02， Shigeru Matsui1 CGraduate School of Pure and Applied Sciences， University of 

Tsukuba， 2 Department of Infonnation Technology， Yokohama Soei Junior ColIege) 4， 

1 LJ2 Precise Analysis on the Dynamics of Hyperpolarized 129Xe in Mouse Brain 

OKazue Akiyama， Akari Kaneko， Atsuomi Kimura， Hideaki Fujiwara (Division oh Health Sciences， Graduate School ofMedicine， 

Osaka University) 51 

(10:30・12:30)

B-3. Solid NMR: Application to polymer science 

B-4. Solid NMR: Application to materials science 

B-5. Solid NMR: Liquid crystals and membranes 

Organizer: Koji Saito (Nippon Steel Corporation) 

(Japanese session) 

lLJ3 Solid-state NMR Characterization of Order-Disorder Phenomena in Polymer Crystals 

OToshikazu Miyoshi1， Wei Hu1， Hideaki Hagiwara2， Li， Yongjin1， and Akira Kaito1 (National Institute for Advanced Industrial 

Science and Technology， IResearch Institute ofNanotechnology， 2Research Institute for Innovation in Sustainable Chemistry) 5: 

lLJ4 NMR detennination ofthe crystalIinity ofpoly (e-L-lysine) 

OAtsushi Asano， Yoshifumi Murata， Chikako Tanaka (Department of Applied Chemistry， National Defense Academy) 5' 

lLJ5 Structural Evaluation ofGlassy Polymer by Means of 129Xe NMR 

OTomoko Asano， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita (Graduate School ofEngineering， Nagoya Institute ofTechnology) 51 

lLJ6 Structural Investigation of Ah:uninum Stearates using Solid State NMR 

OShigeki Kuroki (Department of Chemistry and Materials Science， To旬。Instituteof Technology) 51 

1 LJ7 Structural Analysis of Mesoporous BCN Using Two-dimensional Exchange NMR in Solids at High Magnetic Field of 21.8 T 

OMiwa Murakamil， Tadashi Shimizul， Masataka Tanshol， AjayanVinul， Katsuhiko Arigal， Toshiyuki Mori1， and Kiyonori 

Takegoshi2 CNational Institute for Materials Science， 2Department ofChemistry， Graduate School ofScience， Kyoto University) 61 

lLJ8 Membrane penneabilizing assembly of amphotericin B -REDOR experiments for tluorine-labeled antibiotics and sterols 

OYusuke K出 ai，Nobuaki Matsumori， Hiroshi Tsuchikawa， YuichiUmegawa， Tohru Oishi， Michio Murata (Graduate School of 

Science， Osaka University) 6: 

(12:30・13:00)

核磁気共鳴学会総会 Meetingofthe NMR Society of Japan 

(13:00・14:00)

昼食&ポスターセッション Lunch & poster presentations 

(14:00・15:00)

ポスターセッション，コアタイム (説明義務ポスター番号.奇数番号) Poster presentations (continued) 

第一会場 (百周年記念ホール)， Centennial Hall 

(15:00・18:25)

B・3.Solid NMR: Application 10 polymer science 

ffJt2 



B・4.Solid NMR: Application to materials science 

B・5.Solid NMR: Liquid crystals and membranes 

Organizer: Koji Saito (Nippon Steel Corporation) 

(English session) 

1LE7 From Simple to Advanced Solid-State NMR: theAnalysis of Structure and Dynamics ofMaterials in Organic De羽 田 $。HironoriK勾i 1 •2 Clnstitute for Chemical Research， Kyoto University， JAPAN and 2Structural Ordenng and Physical Properties， 

PRESTO， JST) 14 

1 LE8 Twist Glass Transition in Regioregulated n-Col"¥リugatedPolymers 

ONaoki Asakawa1， Koji yazawa1， Takakazu Yamamot02， and Yoshio Inoue1 CDepartment ofBiomolecular Engineering， 2Chemical 

Resources Laboratory， Tokyo lnstitute ofTechnology) 16 

lLE9 Low-Field NMR Approaches for the Characterization ofPolymer Materials 

OKay Saalwachter (Institut fur Physik， Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg， Germany) 20 

ILEI0 89y_ MAふNMRdetermination of local oxygen defect structure around yttrium ions for oxide ion conductors 

OH. Maekawa1
•
2.3, K. Kawata1， T. Yamamura1ぺJ.Kawamura2，3.4， Y.P. Xiong5， N. Sakai5， H. Yokokawa5 CGraduate School of 

Engineering， Tohoku University， 2Center for Interdisciplinary Research， Tohoku University 3CREST， Japan Science and 

Technology Corporation， 4lnstitute of Multidisciplinary Research for Advanced Materials， Tohoku University， 5Fuel Cell Group， 

AIST Tsukuba Central 5， National In抑制teof Advanced Industrial Science and Technology)、 22 

lLEll lndustrial Application ofMulti Nuclear Solid State NMR (170，25Mg，27 Al，'3Ca) at High Field (16.4T) and Super High Field (21.8T) 

OKoji Saito1， Keiji Shimoda1， Yasuhiro Tobu1， K句iKanehashi1， Takahiro Nemoto2 CAdvanced Technology Research Laboratories， 

Nippon Steel Corporation， 2JEOL Ltd) 26 

1 LE 12 Advanced dipolar NMR Techniq日esfor Structural Studies of Disordered Materials 

o Hellmut Eckert (Institut fur Physikalische Chemie， WWU Munster， Germany) 

(18:30司 19:30)

A・3.Solution NMR: Application to proteins， nucleic acids and their complexes 

30 

Organizers: Masato Katahira (Yokohama City University)， Hidekazu Hiroaki (Yokohama City University) and Yutaka Ito (Tokyo 

Metropolitan University) 

(English session) 

1 LE 13 NMR studies of membrane associating proteins involved in metal homeostasis 

OYutaka Ito1
•
2, Kaori Kurashima-It02， Kayano Moromisato1， Masaki Mishima1， Teppei Ikeya3ぺSundaresan R司esh5，Kaoru 

Nishimura5， Jonathan Heddle5，飢dJeremy Tame5 CDepartment ofChemistry， To勾oMetropolitan University， 2Research Group for 

Bio-macromolecular Structure and Function， and 3Genomic Sciences Center， RIKEN， 4SAIL-Technologies， 5Protein Design 

Laboratory， Yokohama City University) 34 

I LE14 An NMR spectroscopic approach to the ubiquitin-proteasome system 

OEri Sakata1， Akira Sumiyoshi1， Hiroaki Sasakawa2， Yoshiki Yamaguchil， Koichi Kato1，2 CGraduate School of Pharmaceutical 

Sciences， Nagoya City University， 2Institute for Molecular Science) 36 

1LE15 Conformational fluctuation ofthe kinetic intermediate in apomyoglobin folding detected by submil1isecond HlD exchange coupled 

withNMR 

OTakanori Uzawa1， Chiaki Nishimura2， Shuji Akiyama3， Koichiro lshimoriへSatoshiTakahashi5， H. Jane町son2，Peter E. Wright2 

(lFaculty of Engineering， Kyoto Universi句"2Department of Molecular Biology， The Scripps Research lnstitute， 3RIKEN Harima 

lnstitute SPring-8 Center， 4Faculty of Science， Hokkaido University， 5lnstitute for Protein Research， Osaka University) 38 

fJ>>:3 



第二会場 (国際交流ホール)， International Conference Hall 

(15:00・16:30)

ポスター賞申込者口頭発表 Poster award presentations 

(16:40-17:20) 

A・4:Solution NMR: Application to genomic science 

A-5: Solution NMR: Organic and natural products， lipids， polysaccharides & Chemical biology 

A・6.Solution NMR: Inorganic and analytical chemistry 

Organizer: Chojiro Kojima (N紅aInstitute of Science and Technology) 

σap加 esesession) 

1 LJ9 Control of the polarization of surrounding water by a protein detected in terms of 0H20 

OKazuko Mizuno1， Takuya Yamamura1， Takunori Harada2 Reiko Kuroda3 eDepartment of Applied Chemistry and Biotechnology， 

Faculty of Engineering， University of Fukui， 2ERATO-SORST，JST， 3Graduate School of Arts and Sciences， Univ. of Tokyo) ~ 

ILJIO Metabolomic approach ofplantωllular chemical biology by flow probe system 

OMiho Izumikawa1， Takashi Hirayama2.3， Kazuo Shinozakil.3， and Jun Kikuchi1
•
4 ePlant Science Center， RIKEN Yokohama 

Institute， 2Intemational Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University， 3Plant Molecular Biology Laboratory， 

RIKEN， 4Graduate School ofBioagriculture Scienωs， Nagoya University) 6( 

(17:30・19:30)

D-1. Calculation， simulation and data analysis 

D・2.NMRtheory 

D-3.Instrumentation 

D-4. Quantum computer 

Organizers: Peter Guntert (RIKEN) and Toshio Yamazaki (RIKEN) 

(English session) 

ILEI6 Analysis ofNMR Data Obtained by Fast Spectroscopy 

OMartin Billeter， Daniel Malmodin， Wolfgang Bermel (Gothenburg University， GothenburglSweden) 

ILEI7 Fast and Smart Protein Structure Determination by NMR 

4( 

OMarkus Zweckstetter (Department for NMR-based Structural Biology， Max Planck Institute for Biophysical Chemistry， 

Germany) 4: 

1 LE 18 Automated Protein Structure Determination from NMR Spectra 

OPeter Guntert and Blanca Lopez-Mendez (Tatsuo Miyazawa Memorial Program， RIKEN Genomic Sciences Center， Japan) 4~ 

第二日 11月 23日(木)

Day 2: Thursday， 23 November 

第一会場 (百周年記念ホール)， Centennial Hall 

(9:30・13:00)

Plenary session 

2LEl SAILing to the Future: Toward the next-generation world de facto standard in protein NMR spectroscopy 

OMasatsune Kainosho (CREST/JST & To均oMetropolitan UniversitylNagoya University) 7: 

2LE2 OMitsuhiko Ikura (Division of Signaling Biology， Ontario Cancer Institute and Department of Medical Biophysics， University of 

Toronto， Canada)) 7' 

f!.;};4 
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2LE3 Structure and function of the SAP domains of SUMO Iigase PIAS family 

OHeisaburo Shindo (SchooI of Pharmacy， Tokyo University of Pharmacy and Life Science， Nationa1 Institute of AgrobiologicaI 

Sciences， and R1KEN Genomic Science Center) 76 

2LE4 Exploring Biological Supramolecular Systems by NMR 

OHideo AKUTSU (Institute for Protein Research， Osaka University) 78 

2LE5 Mapping protein energy landscapes by NMR relaxation dispersion 

D前 idA. B田 hr，Daniel J. Felitsky， Kenji Sugase， H. Jane町son，OPeter E. Wright (Department of Molecular Biology， The 

Scripps Research Institute， USA) 80 

(13:00-14:00) 

昼食 Lunch 

第一会場 (百周年記念ホール)， CentenniaI HalI 

(14:00・16:40)

C-l. NMR imaging' Methodology and applications 

Organizer: Yoshiteru Seo (Dokkyo Medical University) 

(English session) 

2LE6 Contrast enhanced microimaging at 700 MHz 

OGary J Cowin1， Guy Weerasinghe3， Samantha South3， Andrew Tuck4， Graham J. Galloway' and Ian M. Brereton'.2 (Centre for 

Magnetic Resonancel Queensland NMR Network2， Centre for Integrated Preclinical Drug Development3 and Queensland Centre for 

Schizophrenia Research4， University of Q回目指land，Brisbane， Australia.) 82 

2LE7 MR Cardiac Imaging: From mice to men 

o Florian Fidler，，2， KH Hillerl ~， and PM Jakobl，2 (1 University of Wurzburg， Dept. of experimental Physics 5， Germany， 2Research 

Center for Magnetic Resonance Bavaria e. V. (MRB)， Wurzburg， Germany) 84 

2LE8 Water transport in neural cells in vivo and cell culture 

OYoshiteru Seo¥ Yoshie Imaizumi'， Mika Yokoil， Kazuto Watanabe'， Takashi Ogin02 eDokkyo Medical University School of 

Medicine; 2National Institute ofNeuroscience， National Center ofNeurology and Psychiatry) 86 

2LE9 Double Quantum Filtered NMR Microimaging and Spectroscopy ofNerves and Connective Tissues 

OGil Navon， Hadassah Shinar Uzi Eliav and Galit Saar (School of Chemistry， Tel Aviv University， Israel) 88 

2LEIO Shape ofthe human brain q田 ntifiedby 4.7T MR1 

OFumiyuki Mitsumori， Nobuhiro Takaya， Hidehiro Watanabe (National Institute for Environmental Stud問s) 92 

(16:40-18:30) 

A-3. Solution NMR: Application to proteins， nucleic acids and their complexes 

Organizers: Masato Katahira (Yokohama Ci勿 University)，Hidekazu Hiroaki (Yokohama City University)回 dYutaka Ito (Tokyo 

Metropoli旬nUniversity) 

(English session) 

2LEll Paramagnetic Relaxation Enhancement for Investigations of Large-Scale Dynamics in Macromolecular Binding Process 

OJunji Iwahara， Chun Tang， Charles D. Schwieters， G. Marius Clore (Laboratory of Chemical Physics， National Institute of 

Diabetes and Digestive and Kidney Disease， National Institutes of Health， USA) 94 

2LE12 RNA Dynamics and Structural Adaptation 

{jJt 5 



Qi Zhang， Charles Fisher， Alexandar Hansen， Melissa Getz， Xiaoyan Sun， and OHashim M. AI-Hashimi (University of Michigan， 

USA) 9E 

2LE13 Structural Biology of Functional RNA and DNA 

Akimasa Matsugami'， Daisuke Koizumi'， Takako Ohyama'， Masashi Inada'， Hiroaki Tsuchibayashi'， Takashi Nagata'， Yan Xu
2
， 

Yuuki Noguche， Hiroshi Sugiyama2， Kunio Kikuchi3， Takuya Umehara3， Fumiko Nishikawa3， Satoshi Nishikawa3 and OMasato 

Katahira'.4'¥'Yokohama City Univ.， 2Kyoto Univ.， 3 AIST， 4RIKEN， 5JST， PRESTO) 9~ 

第二会場 (国際交流ホール)， International Conference Hall 

(14:00・15:40)

A-L Solution NMR: Methodology 

A-2 Solution NMR: Sample preparation 

Organizer: Shin-ichi Tate (Hiroshima University) 

(Japanese session) 

2LJI Development of a NMR Interface Microchip "MICCS" and Its Applications using "MICCS-NMR" 

OYutaka Takahashi'， Satoshi Sakurai'， Masafumi Ueda2， Masamichi Nakakoshi3， Hiroaki Utsumi'， Kyoko Miyata2， Take且kiNait02 

('Analytical Instrument Division， JEOL Ltd.， 2Medical Chemistry Laboratory， Kobe Pharmaceutical University， 3Instrumental 

Analysis Center， Yokohama National University) 102 

2LJ2 Pairwise cross-correlated relaxation experiments for the determination.of backbone dihedral angles of peptides that bind weakly to 

target molecules 

OHideゅ Takahashi'，Yumiko Mizukoshi2， Ichio Shimada，，3 ('Biological Information Research Center， National Institute of 

Advanced lndustrial Science and Technology， 2Japan Biological lnformation Research Center， Japan Biological lnfomatics 

Consortium， 3Graduate School ofPharmaceutical Sciences， The University ofTo旬。 104

2LJ3 Effective method for protein phosphorylation and its application for slructural analysis of phosphorylated Crk-II 

OYoshihiro Kobashigawa'，2 Masato Naito'， Fuy凶likoInagaki1，3 ('Graduate School of Pharmaceutlcal Sciences， Hokkaido 

University， 2JSPS， 3Protein 3000) 106 

*2LJ4 Prevention of protein aggregation under conditions specific to NMR measurements 

OLong Xiang'， Toshihiko lnaoka'， Takeshi lshii'， Kazuo Hosoda'， Kanako Kobori'， Minako Kawaai'， Hidehito Mukai2， Kazuki 

Sat03， Toshiyuki Kohn02， Kaori Wakamatsu' ('Department ofBiological and Chemical Engineering. Gunma University， 2Mitsubishi 

Kagaku Institute of Life Sciences， 3Department of Enviromnental Science， Fukuoka Women's University) 108 

2LJ5 Application ofthe wheat germ cell-free protein synthesis system to NMR studies on protein structure 

Masato Shimizu， Koichi Akiyama， OEugene Hayato Morita (Integrated Center for Sciences， Ehime University) 110 

(15:40・17:00)

D-1. Calculation， simulation and data analysis 

D・2.NMR theory 

D-3.Instrumentation 

D・4.Quantum computer 

Organizers: Peter Guntert (RIKEN) and Toshio Yamazaki (RIKEN) 

(Japanese session) 

2LJ6 Development of a workflow tool insolution NMR: Olivia 

fj，;j{6 

OMasashi Yokochi， Yoshihiro Kobashigawa， Shinji Sekiguchi， Fuyuhiko Inagaki (Department of Structural Biology， Graduate 

School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University) 112 



2LJ7 A laptop NMR spectrometer 

OKazuyuki Takeda1 eGraduate School ofEngineering Science， Osaka University) 114 

2LJ8 Development of MicroMAS Probehead and Its Application to Biopolymers 

OKazuo Yamauchi， Rui Takahashi， Tetsuo Asakura (Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and 

Technology) 118 

2LJ9 Nuc¥e唱rspin polarization of alkali-metal salt by optically pumping atomic vapor 

OKiyoshi Ishikawa
1
， Brian Pa社on2，Yuan-Yu Jau2， William Happer eGraduate School of Material Science， University of Hyogo， 

2Department of Physics， Princeton University) 120 

(18:40・20:30)

懇親会 Banquet

第三日 11月 24日(金)

Day 3: Friday， 24 November 

第一会場 (百周年記念ホール)， Centennial Hall 

(9:30・13:00)

B・1.Solid NMR: Methodology 

B・2.Solid NMR: Applicationto biological science 

Organizer: Toshimichi Fujiwara (Osaka University) 

(English session) 

3LEl Multidimensional Solid-State NMR ofNanocrystals， Fibrils and Membrane Proteins:High Resolution Spectra Leading to Structure 

W. Trent Franks1， Bel1iamin J. Wylie1， Kathryn D. Kloepper1， Heather L. Frericks1， Ying Li2， Donghua H. Zhou1， Deborah A 

Berthold1.3， Sanjeewa Rupasinghe4; Ale依ks鵠an吋1叫draZ. Ki加j戸ac2，La創iLa剖iYap3， Robert G. Ge印nn百mis1】，2勾.3， Stephen G. Sligar1，幻2，幻，3へ3，MarηyA 
Schu叫Iler三.2，4，

B副10叩ph匂lyS剖1Cωs&C白o凹m百lp仰ut凶a説tJ叩o凹叩nalBi旧010gy2，B副10ωchemistry3，PlantBiology4 and Cell & Structural Biology5 USA) 124 

3LE2 Structure and dynamic pictures of membrane proteins and membrane associated peptides as revealed by solid state NMR 

OAkira Naito (Graduate School ofEngineering， Yokohama National University， Japan) 126 

3LE3 Solid-state NMR on (membrane) protein complexes 

Ovidiu C， Andronesi， Gitta Angerstein， Manuel Etzkorn， Henrike Heise， Adam Lange， Robert Schneider， Karsten Seidel， OMarc 

Baldus (Max Planck Institute for Biophysical Chemistry， Solid-stateNMR， Department for NMR-based Structural Biology， 

Germany) 130 

3LE4 Structural analysis ofbiomolecular complexes by solid-state NMR distance analysis 

OToshimichi Fujiwara and Hideo Akutsu (Institute for Protein Research， Osaka University) 132 

3LE5 Transmembrane Helix Interactions in Memb羽田 ProteinFolding， Function， Misfolding and Disease 

OSteven O. Smith， Takeshi Sato， Mahiuddin Ahmed and Saburo Aimoto (Department ofBiochemistry and Cell Biology， Center 

for Structural Biology， Stony Brook University， U.S.A.; Institute for Protein Research， Osaka University， Osaka， Japan) 134 

3LE6 Structure Analysis of the Crystalline Region of Silkworm Silks by Solid-state NMR 

OMichi Okonogi and Tetsuo Asakura (Department ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology) 136 

第二会場 (国際交流ホーノレ)， International Conference Hall 

(9:30-11: 10) 

fjJt 7 



A-3， Solution NMR: Application to p~oteins， nucleic acids and their complexes 

Organizers: MぉatoKatahira (Yokohama City University)， Hidekazu Hiroaki (Yokohama City University) and Yutaka Ito (Toky( 

Metropolitan U ni versity) 

(Japanese session) 

3LJl Solution Structures ofTwo Hairpin Loops of an RNAAptamer against Mammalian Initiation Factor 4A 

OTaiichi Sakamoto1幻 ，Akihiro Ogur02， Gota Kawai1， Takashi Ohtsu2， Yoshikazu Nakamura2，3 COepartment of Life am 

Environmental Sciences， Faculty of Engineering， Chiba Institute of Technology， 20epartment of Basic Medical Sciences， Institut， 

ofMedical Science， Universi勿 ofTokyo，3CREST， JST) 161 

3LJ2 Solution structures ofGTF21 domain repeats ofTFII-I 

OYukiko Ooi-Katayama1， Fumiaki Hayashi1， Naoya Tochio1， Seizo Koshiba1， Makoto Inoue1， Takushi Harada1， TakashiYabuki1 

Masaaki Aoki1， Takanori Kigawa1， Mayumi Yoshida1， Mikako Shirouzu1， Takaho Terada1， Yoshihide Hayashizaki1， Shigeyuk 

Yokoyama1，2， Hiroshi Hirota1，3 CRIKEN Genomic Sciences Center， 2Graduate School of Science， University of Tokyo， 3Graduat， 

School， Yokohama City University) 17 

3LJ3 Structural basis ofthe electron transport between Photosystem 1 and Plastocyanin using the transferred cross-saturation method 

OYuuta Ogawa1， Takumi Ueda1，2， Hiroaki Terasawa1， lchio Shimada1，3 C Graduate School of Pharmaceutical Sciences， th， 

University ofTokyo 2 JBIRC， JBlC 3 BlRC， AIST) 17 

3LJ4 NMR structure of rice phytochrome B PAS 1 domain and its dimerization mechanism 

OToshitatsu Kobayashi1， Masaki Mishima1， Ryo Tabata1， Kayo Akage， Nobuya Sakae， Etsuko Kat02， Paul Reay2， Rintaro Suzuke 

Makoto Takan03， Toshimasa Yamazaki2，加dChojiro Kojima1 CGraduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Sciencl 

and Technology， 2Bio唱hemistryOepa吋ment，3Photobiology and Photosynthesis Research Unit， National Institute of Agrobiologica 

Sciences) 17 

3LJ5 SUMO-3 (Small Ubiquitin-Iike Modifier) re∞gnition by a SUMO binding motif 

ONaotaka Sekiyama1， Toshihito Saitoh2， T，叫cahisaIkegame， Hidehito TochioI， Masahiro Shirakawa1 COepartment of Molecula 

Engineering， Kyoto University， 20epartment of Regeneration Medicine， 3Institute of Molecular Embryology and Genetic~ 

Kumamoto University， 4Institute for Protein Research， Osaka University) 17 

(11:20・13:00)

C-2， In vivo NMR， metabolomics and molecular imaging 

Organizer: Jun Kikuchi (RIKEN) 

(English session) 

3LE7 Metabolite mixture analysis attracts NMR researcher's attention 

OJun Kikuchi1，2，3，4 CRIKEN Plant Science Center， 2Grad， Sch， Bioagri. Sci.， Nagoya Univ， ， 3CREST， JST， 4Int Grad， Sch， A口

Sci.， Yokohama City Univ，) 13 

3LE8 ONP NMR in multi-component systems 

OSteven Reynolds1， Jun Kikuchi2 and Oamir B1azina1 COxford Instruments Molecular Biotools Ltd" UK， 2RIKEN Plant Scienc 

Center) 14 

3LE9 Variation of lH-NMR in Saliva ofHealthy Young Females 

OSeizo Tak油ashi1，Takashi Ogin02， Yukiharu Yamaguche COepartment of Chemical and Biological Sciences， Japan Women' 

University， 2National Institute ofNeuroscience， NCNP， 30ivision of Clinical Teclmology， Pfizer Global R & 0， Pfizer Japan Inc， ) 
14 

3LE10 Non-targeted NMR Metabolomics : Evaluation disease status in toxin-induced diabetic nephropathy rat using lH 印刷raofurine 

f1&8  

一 OTadashiNemoto1， Itiro AndoJ，2， Kazunori Arifuku3， Yasuhiro Natori4， Taeko Kataoka1， Kenji Kanazawa1， Masako F可lwara

CBiological Information Research Center， National Institute of Advanced Industrial Science and Technology(AIST: 



2Environmental Research.Center Ltd.， 3JEOL DATUM LTD.， 4Department ofClinical Phannacology， Intemational Medical Center 

of Japan) 144 

(13:00・14:00)

昼食&ポスターセッション Lunch & poster presentations 

(14:00-15:00) 

ポスターセッション，コアタイム (説明義務ポスター番号・偶数番号) Poster presentation (continued) 

第一会場 (百周年記念ホール)， Centennial Hall 

(15:00-18:45) 

A-l. Solution NMR: Methodology 

A・2.Solution NMR: Sample preparation 

Organizer: Shin-ichi Tate (Hiroshima University) 

(English session) 

3LEII MAGICAL: A Novel Signal Assignment Method for Large and Less Soluble Proteins 

OToshiyuki Kohno (Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences (MITILS)) 

3LEI2 NMR approach ofthe investigation of cellar sぽ faceproteins 

146 

o lchio Shimada'，2 ('Oepartment of Physicalchemistry， Graduate School of Phannaceutical Sciences， University of 

To旬。;2BiologicalInfonnation Research Center， BIRC， National Institute of Advanced lndustrial Science and Technology， AIST) 

148 

3LE13 Pressure perturbation NMR spectroscopy for protein dynamics 

OKaz¥lyuki Akasaka，，2 ('Oepartment ofBiotechnological Science， Kinki University， 2RIKEN SPring-8 Center， Japan) 150 

3LEl4 Biomolecular structure and dynamics from solution state residual dipolar couplings measured in multiple alignment media 

Ke Ruan， Kathryn Briggman， Devon Sheppard， and OJoel R Tolman (Oepartment ofChemistry， Johns Hopkins University， USA) 

152 

3LEI5 Lanthanide Labelling for Structure Detennination ofProtein-Ligand Cornplexes 

Guido Pintacuda， Michael John， Xun-Cheng Su， Ah-Y oung Park， Nicholas E. Oixon， Christophe Schmitz， Thom員sHuber*， Peter 

Wu， Kiyoshi Ozawa， OGottfried Otting (Research School ofChemistry， Australian National University， Australia， *Oepartment of 

Mathematics， University of Queensland， Australia) 154 

第二会場 (国際交流ホーノレ)， International Conference Hall 

(15:00・18:00)

B-I. Solid NMR: Methodology 

B・2.Solid NMR: Application to biological science 

Organizer: Toshimichi Fujiwara (Osaka University) 

(Japanese session) 

3LJ6 Asymmetric 13C_13C polarization transfer under dipolar-driven rotational resonance in magic司 anglespinning NMR 

ORyutaro Ohashi， K. Takegoshi (Graduate School ofScience， Kyoto University) 180 

3LJ7 Studies on MQMAS NMR of half-integer Quadrupolar nucleiunder strong rf pulses 

OMunehiro Inukai'， Kazuyuki Takeda' ('Graduate School ofEngineering Science， Osaka University) 182 

3LJ8 13C_13C Homonuclear Cross Polarization through Dipolar Coupling or J Coupling: a Potential Solid-State NMR method 

OQing Luo'， Yuichi Shimoikeda2， Hironori K句i'，Fumitaka Horii' ('Institute for Chemical Research， Kyoto University， 2 JEOL) 

184 

3LJ9 Solid-state MAS NMR of membrane integrating protein， H七ATPsynthase subunit c 
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OMasatoshi Kobayashi， Ikuko Yumen， Toshimichi Fujiwara， Hideo Akutsu (Institute for Protein Research， Osaka University 

CREST JST) 18 

*3LJIO Pressure effects ofretinal isomerization and protein dynamics in bacteriorhodopsin by fast magic angle spinning solid-state NMR 

Olzuru Kawamural， Yoshiaki Degawal， Satoru Tuze， Katsuyuki Nishimura3， Hazime Sait04， Akira Naitol (IGraduate School 01 

Engineering， Yokohama National University， 2Department of Life Science， University of Hyogo， 3Institute for Molecular Science 

4Department ofQuantum Life Sciences， Hiroshima University) 18: 

3LJl1 Inhibition ofphospholipase C-ol activity by U73122 studied by solid state NMR spectroscopy 

OSatoru Tuzil， Masaaki Nakanol， Maiko Hasegawal， M俗 ashiOkadal， Hitoshi Yagisawal (IGraduate School of Life Science 

University of Hyogo) 191 

3LJ12 Interaction ofBovine Lactoferricin with Acidic PhosphoIipid Bilayers and Elucidation ofits Antimicrobial Activi勿ぉ Revealedby 

Solid-state IH MAS NMR Spectroscopy 

OMasako Umeyamal， Atsushi Kira2， Akira Naitol eGraduate School of Engineering， Yokohama National University， 2Research 

and Development Division， ULVAC， Inc.) 19: 

3LJI3 Induction of Morphological Changes in Model Lipid Membranes and the Mechanism of Membrane Disruption by a Large 

Scorpion-derived Pore-forming Peptide 

OKaoru Nomural， GiIIes Ferratl

ぺTerumiNakajimal， Herve Darbon2， Takashi Iwashital， Gerardo Corzol，3 (ISuntory Institute for 

Bioorganic Research， 2AFMB， CNRS UMR 6098 and Universites d'Aix-MarseiIIe I and n， 31 Chemin Joseph Aiguier， 13402 

MarseiIIe Cedex 20， France， 31nstitute ofBiotechnology-UNAM， Av. Universidad 2001， Cuernavaca， Morelos， 62210， Mexico.) 

19' 

(18:00・19:20)

A・3.Solution NMR: Application to proteins， nuc1eic acids and their complexes， 

Organizers: Masato Katahira (Yokohama City University)， Hide主azuHiroaki (Yokohama City University) and Yutaka Ito (To旬。

Metropolitan University) 

(EngIish session) 

3LEl6 Structure of the split PH domain and distinct Iipid・bindingpropertiesofthe PH-PDZ supramodule of alpha-syntrophin 

OWenyu Wen， Jing Yan， Weiguang Xu， Jia，・fuLong， and Mingjie Zhang (Department of Biochemistry， Molecular Neuroscience 

Center， Hong Kong University of Science and Technology， Clear Water Bay， Kowloon， Hong Kong， People's Republic of China) 

151 

3LE17 Structural biology ofN-terminal domains dissected from membrane related AAA-ATPases. 

OHidekazu Hiroaki (International Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University) 151 

3LEl8 The combinatory use of relaxation dispersion加 dvariable-pressure NMR for protein dynamics ana1ysis: D1 domain of annexin I 

ORyo Kitahara¥ Matthieu GaIIopin2， Christian Roumestand3， Shigeyuki Yokoyamal人5，Erick Guittet2， Kazuyuki Akasaka6， and 

Carine van Heijenoort2 eRlKEN SPring-8 Center， 2CNRS-ICSN， Gif-syr-Yvette， FRANCE， 3CNRS， INSERM， France， 4RIKEN 

GSC， Japan， SThe University ofTo勾0，Japan， 6Kinki University) 16( 

3LE19 High-pressure NMR study ofinternal motionぉsponsiblefor the regulation of redox potential of cytochrome c 

E/.;J{10 

Shin-ichi 1. Takayamal， Yo・taTakahashil， Shin-ichi Mikami¥ Hulin TaiI， Shin Kawanol， Hajime Mital， OYas叶lIkoYamamotol， 

Yoshihiro Sambongi2， Ryo Kitahara3， Shiigeyuki Yokoyama3， Kazuyuki Akasaka3，4 (IDepartment of Chemistry， University of 

Tsukuba， 2Graduate School of Biosphere Science， Hiroshima University， 3Structuraland Molecular Biology Laboratory， RlKEN 

Harima Institute at Spring-8， 4School ofBiology-Oriented Science and Technology， Kinki University) 16~ 



'oster List (PO喧teraward candidates are marked with女)

凶 SolutionNMR 
A-1. Methodolo立V

女POOl New加。 dimensionaltriple resonance NMR experiments without ne∞ssity ofisoωpic labe1ing 
OMichal Malon， Hiroyuki Koshino (RIKEN) 198 

P002 Separation of signals by DOSY for mixtures of isomers 
OSatoshi Sakurai1， Kazuaki Shikii2， Hiroaki Utsumi1，日rokoSeke， Masamichi Nakakoshi4 e Application 
& Research Group， JEOL Ltd.， 2Ana1ysis Research Dept.， Nissan Chemical Industries Ltd.， 3Chemical 
Analysis Center， Chiba University， 4Ins仕umenta1Analysis Center， Yokohama National University) 202 

P003 Rapid Acquisition ofProtein using P吋ectionReconstruction NMR 
OShinji Sekiguchi1， Eriks Kupce2， Masashi Yokochi1， Fuyuhiko Inagakil eDepartment ofStructural Biology， 
Graduate School ofPharmaceutical Sciences， Hokkaido University， 2Yarian， Ltd) 204 

P004 Rapid acquisition of high resolution triple-resonance spectra using nonlinear samp1ing and maximum 
entropy re∞nstructlOn 
OYoshiki Shigemitsul， Takahiro Anzail， Markus Wa1chli2， Masaki Mishima1 and Yutaka Ito1，3，4 eGraduate 
School of Sciences， Tokyo Metropolitan University， 2.Bruker Biospin， 3Research Group fpr 
Bio-supramolecular Structure-Function， RlKEN， 4.CREST， JST) 206 

P005 Application ofMAGICAL for large proteins 
ORikou Tanaka， Chieko Komatsu， Kuniko Kobayashi， Takeshi Tanaka， Toshiyuki Kohno (Mitsubishi 
Kagaku Institute ofLife Sciences (MITILS)) 208 

P006 Study ofthe Hydrophobic Cavity ofs-Cryptogein through Laser-Polarized Xenon NMR Spectroscopy 
OHa Phuong Thul ， Patrick Berthaulf， Gaspard Huber elnstitute of Chemistry， Yietnamese Academy of 
Sciences and Technology， 2DSMlDRECAM/Service de Chimie Moleculaire， URA CEAlCNRS 331， 
CEAlSac1ay， FRANCE) 210 

A-2. Samole oreoaration 
女P007 Signal enhancement by improvedαtractlOn pro∞:dures and its application to met耳bolicf1ux analysis 

OYasuyo Sekiyamal， Takashi Hirayama2，3，4， Kazuo Shinoz紘 il，飢dJun Kikuchi1，2，3，5 eRIKEN Plant Science 
Center， 2Int. Grad. Sch. of Arts and Sci.， Yokohama City Univ.， 3CREST， JST， 4RIKEN Envioron. Mol. Biol.， 
5Grad. Sch. Bioagri. Sci.， Na伊 yaUniv.) 212 

町P121 Prevention ofprotein aggregation under conditions specific to NMR measurements 

ヲe OLong Xiang
1
， Toshihiko Inaoka

l
， Takeshi Ishii¥ Kazuo Hosoda¥ Kanako Kobori

l
， Minako Kawaai¥ 

2U4 Hidehito Mukai2， Kazuki， Sato3， Toshiyuki Kohno2， Kaori Wakamatsu
l 
CDepartment ofBiological and 

Chemical Engineering. Gunma Univer~ity， 2Mitsubishi， Kagaku Institute of Life Sciences， 3Department 
ofEnvironmental Science， Fukuoka Women's University) 

A-3. Aoolication to oroteins. nucleic acids and their comolexes. 
P008 -Mg2+-indu∞d conformational changes of C-terminal domain of calmodulin 

OWakana Ohashi， Toshio Yamaza札 HiroshiHirota (RIKEN Genomic Sciences Center) 

P009 Solution Structure of the RING domain of the human佐ipartitemotif protein family 
OKazuhide Miyamoto1， Takanori Kigawal，2， Naoya Tochio1， Manami Sato1， Yuri Tomabechil， Seizo 
Koshibal， Makoto Inouel， Shigeyuki Yokoyama1，3 CRIKEN Genomic Sciences Center， 2Interdisciplinary 
Graduate School of Science and Engineering， Tokyo Institute of Technology， 3Graduate School of Science， 

216 

University ofTokyo) 218 

POI0 Exhaustive Structural Analysis by NMR Reveals a Diverse Wor1d ofthe Pleckstrin Homology Domain 
OHua Lil， Tam討iNakanishi¥ Manami Sato¥ Tetsuya Suetake¥ Misao Yoneyama1， TadぉhiTomizawa¥ 
Naoya Tochiol， Kohei Saito1， Fumiaki Hayashil， Nobuaki Nemoto2， Kenya Izumi1， Takushi Haradal， Makoto 
Inouel，Seizo Koshibal， Takaho Terada1， Akiko Tanaka1， Sumio Sugan03， Yosh出deHayashiz五ki1，Osamu 
Ohara4，5， Takanori KigawalぺandShigeyuki Yokoyamal，3 CRIKEN GSC， 2JEOL， 3百leUniversity ofTokyo， 
4Kazusa， 5RIKEN RCAI and 6Tokyo Institute ofTechnology) 220 

PO 11 The C-termina1 region of isoT" 1 UBA domain contributes to its ubiquitin-binding 
OChenhua Zhao1， Takanori Kigawa1，2， Naoya Tochiol， Tadashi Tomizawa1， Manami Katol， Manami Sato1， 
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Seizo Koshiba1， Takushi Harada1， Satoru Watanabe1， Akiko Tanaka1， and Shigeyuki Yokoyama1，3 ctRlKEN 
Genomic Sciences Center，ぷInterdiscip1inaryGraduate Schoo1 of Science and Engineering， Tokyo Institute of 
Techno1ogy， 'Graduate Schoo1 ofScience， University ofTo勾叫 22 

P012 Variab1e pressure NMR revea1s conformationa1 f1uctuation around cavities血 apro旬in:A cavity mutant of 
T4・Lyso勾rme
OAkihiko Maeno1， Ryo Kitahara2， Frederick W. Dah1quisf， Shigeyuki Yokoyama2ペFransA A Mu1der6 

andKazu刊lkiAkasaka1，2 (IDep， ofBiotec， Sci.， Sch， ofBio1ogy-Oriented Sci， and Tec" Kinki Univ" 2RlKEN 
SPring・8Center， 3Inst. of MoL BioL飢 dDep， of Chem" Univ. of Oregon， USA， 4RlKEN Genomic Sciences 
Center， 50rad. Sch. ofSci.， Univ. ofTo勾0，6Dep. ofBiophy. Chem.， Univ. ofGroningen， Netherlands) 22 

*P013 Structura1 CharacteristIcs ofDihydrofo1ate Reductase from Deep-sea Bacteria by Variab1e Pressure m凪

OKazumi Hata1，2， Ryo Kit伽 ra2，Eiji Ohmae3， Ying Xu4， Kunihiko Ge肱03，Shigeyuki Yokoyama2ペ
K位 uyukiAkasaka1，2 (IGra~uate School of Bio10gy-Oriented Science artd Techno1ogy， Kinki University， 
ZRlKEN SPring-8 Center， 'Graduate School of Science， Hiroshima University， 4University of Southem 
Ca1ifomia， 5即 KENGenomic Science Center， 6Graduate Schoo1 ofScience， University ofTokyo) 22 

女P014 19Fm在Rcharacterization ofsubunit interaction oftetrameric hemog1obin 

OSatoshi Nagao
1
， Shigenori Nagatomo1， H勾釦leMitat， Yasuhiko Yamamoto1， Akihiro Suzuke ctDepartment 

ofChemistry， University ofTsukuba， 2Department ofMateria1s Engineering， Nagaoka Col1ege ofTechno1ogy) 22. 

PO 15 E1ucidation of mo1ecu1ar mechanism responsib1e for thermostabi1lity of cytochrome c 

OShin-ichi 1. Takayama， Hiroaki Sasaki， Yo・taTakahashi， Kiyofumi lrie， Hu1in Tai， Shin Kawano， H司jime
Mita， Shigenori Nagatomo， Yas凶 ikoYamamoto (Department ofChemistry， University ofTsukuba) 231 

P016 S甘uctureofthe N-terminal domain ofSUMO ligase Siz1 from Succhromyces cerevisiae 
ORintaro. Suzuki1， Heisaburo. Shindo1幻 ，Akira Tase1 and Toshimasa: Yamazaki1 ctProtein Research Unit， 
Nationa1 Institute of Agrobiologica1 Sciences， 2RlKEN Genomic Science Center and 3School of Pharmacy， 
Tokyo University ofPharmacy and Life Science) 23: 

P017 920MHz NMR analyses of causative gene products ofneurodegenerative disorders 

OHiro紘iSasakawa1， Eri Sakata2， Akira Sumiyoshi2， Maho Utusmi1，2， Yoshiki Yamaguche， Koichi Kato1，2 
ctlnstitute for Molecular Science， 2Graduate School ofPharmaceutical Sciences， Nagoya City University) 23' 

PO 18 Structual Ana1ysis of Oryza sativa NitUIA Domain 1 Prep紅巳dby Cell-Free System 

OTomohide Saio
1， Kenji Ogura1， Hiroyuki Kumeta1， Mお俗hiYokochi1， Shizue Katoh2， Etsuko Katoh2， 

Fuyuhiko Inagaki1 ctOraduate School of Life Science， Hokkaido University 2Biochemistry Department， 
National Institute of Agrobiological Science) 231 

Acyl-coenzyme A binding proteins企omhuman and their functional analysis 

OHiroyuki Onuki1，2， A Z. M. Ruhul Momen1， Yusuke Tsubota2， Kenichi Yasumuro1， Kazuhito Satou1， 
Takamasa Abe1， Toshiyuki Hamada1，2， Fumi:汰iHayashi1， Kohei Saito1， Seizo Koshiba1， Takanori Kigawa1， 
Shige戸lkiYokoyama1 and Hiroshi Hirota1，2 ctRlKEN Genomic Sciences Center， 20raduate Course of 
Supramolecular Biology， Yokohama City University) 

POl9 

231 

P020 19F_NMR study of∞l1agen model peptides containing 4(R)-f1uoroproline冒

OKazuki Kawahara1， Nobuaki Nemoto2， Yoshinori Nishe， Masamitsu Doi4， Susumu Uchiyama5， Takashi 
Nakazawa6， Yuji Nishiuche， Takuya Yoshida1， Tadayasu Ohkubo1， and Yuji Kobayashi1 eGraduate School of 
Pharmaceutica1 Scien∞s， Osaka Univeresity， 2 JEOL LTD.， 3Devision of Rational Drug Design， Osaka 
University of Pharmaceutica1 Sciences， 4Departmentof Materia1s Science; Wakayama National College of 
T巴chnology三50raduateSchool of Engineering， Osaka University， 6Department of Chemistry， Nara Women's 
University， 'Peptide Institute Inc.) 24( 

P021 Solution structure ofHex C-terminal domain and the mechanism ofthe transcriptional activation 
Yuki Horie1， Riyo Yoshikawa1， Shinichiro Asai1， Tamio Noguche， Takahisa Ikegame， Hideo Akutsu3， Hiroshi 
Hirota4， Shigeyuki Yokoyama4， OShunsuke Meshitsuka1，4 eTottori University Graduate School of Medical 

Science， Institute of Regenerative Medicine and Biofunction， 20saka Ohtani University， 30saka University 
Institute for Protein Research，ι'RlKEN Genomic Sciences Center) 242 

P022 Dynamic behavior of disulfide bond tethered Tom20・presequence∞mplex.

OTakashi Saitoh
1
ペMa刊 miIgura2， Rieko K句ima2，Takayuki Obita2， Katsumi Maenaka2， Daisuke Kohda2 

ctDigital Medicine Initiative， Kyushu University， 2Medical Institute ofBioregulation， Kyushu University) 244 

P023 Solution Structure of Saccharomyces cereνisiaeAtg8 
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OMasahiro WatanabeI， Nobuo N.SuzukiI， Masashi YokochiI， Hiroyuki KumetaI， Yuko FujiokaI， Hitoshi 
Nakatogawa2， Yoshinori Ohsume， Fuyuhiko InagakiI (IGraduate School of Pharmaceutical Sciences， 

日okk創doUniversity， "National Institute for Basic Biology) 246 

P024 S加仰rals加dyof a transmembrane signal transducer pHtrII by m依 andEPR
OKokoro HayashiI， Yuki Sud02， Masaki MishimaI， Hideyuki Hara3， Naoki Kam02 and Chojiro KojimaI 

eGraduate School of Biological Science， Nara Institute of Science and Technology， 2Graduate School of 
Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University， 3ESR Division， Bruker Biospin K.K.) 248 

P025 Solution Structure ofNIPPl FHA domain 
OHiroyuki Kum巴taI，Kenji OguraIぺYukoFujioka¥Soichiro AdachiI， Nobuhiro Tanuma3， Kunimi Kikuch?， 

Fuyuhiko Inagakiリ eLaboratoryof Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， 
Hokkaido University， " Laboratory of S削 cturalBiology， Graduate School of Life Science， Hokkaido 
University， ~Division of Biochemical Oncology and Immunology， Institute for Genetic Medicine， Hokkaido 
University) 250 

P026 Solution structure ofRIG-I C・tenninalCARD 
ONatsuko TsuzukiI， Kiyohiro Takahasi2， Masataka HoriuchiIぺYukoFujioka2， Hiroyuki Kumeta2， Kenji 
OguraI

へ
TakashiFujita3， Fuyuhiko InagakiI.2 eGuraduate School of Life Scien∞， Hokka創idoUnive釘rs幻ity，

:?D己句p制 m削 OぱfS針tn附叫 B副凶凶01伽叫10臨 G伽u削r
Laめboぽra祇torηy0ぱfMolecular Genetics， Department of Genetics and Molecular Biology， Institute for Virus 
Research， Kyoto University) 252 

IrP027 Structural analysis ofMusashi protein complexed with the target RNA 
o Takako OhyamaI， Youhei MiyanoiriI， Takashi NagataI， Hide刊 ki Okan02， Masato KatahiraI，3.4 
elntemational Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University， 2Keio University school of 
Medicine， 'GSC，即KEN，'PRESTO， JST) 254 

P028 Solution structure of a novel cytokine企'omthe larval integument of the annywonn， Pseudaletia separata 
o Masakatsu Kami)札 Shin-ichiNakatogawaI， Yasunori Oda2， Tatsuro KamijimaI， Tomoyasu AizawaI， 

Yasuhiro KumakiI， Yoichi Hayakawa2， Makoto DemuraI， Keiichi KawanoI eGrad. Sch. of Life Sci.， 

Hokkaido Univ.， 2Fac. ofAgr.， Saga Univ.) 256 

P029 Struc仰 向 ofG protein-activating peptid字企agmentfrom m4 muscarinic acetylcholine reωptor 
OKazuo HosodaI， Kanako KoboriI， Yoshihiko InaokaI， Takeshi IshiiI， MakoωKubotaI， Hidehito Mukae， 

Toshiyuki Kohno2， Kaori WakamatsuI eDepartment of Biological and Chemical Engineering， Faculty of 
Engineering， Gunma University， 2Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences) 258 

P030 Aromatic-amide interaotions in佐ipeptidesAr-Gly~Xaa as revealed by NMR 
OYasuhiro KumakiI， Manabu Nakano2，Masakatsu Kamiya2， Tomoyasu Aizawa2， Makoto Demura2， Keiichi 
KawanoIぺNorioMatsushima3 eHigh-Resolution m但 Laboratoryand 2Division of Biological Sciences， 

Graduate School ofScience， Hokkaido University， 'School ofHealth Sciences， Sapporo Medical University) 260 

P031 Interaction ofC-tenninal domain of a novel galactose・bindingprotein from earthwonn with sugar 
o HikaruHemmiI， Atsushi Kun02ぺShigeyasuIt02，3， Ryuichiro Suzuk?， Tsunemi Hasegawa3， Jun 
Hirabayash? (INational Food R巴searchInstitute， National Agriculture and Food Research Organization 
(NARO)， "Research Center for Glycoscience， National Institute. of Advanced Industrial Scien∞and 
Technology (AIST)， ~Depar伽lentofMaterIal and Biological Chemistry， Yamagata University) 262 

P032 Solution Structure of a High-affinity Inhibitor with Grb2 SH2 Domain 
OKenji OguraI， Takanori ShigaI， Masashi YokochiI， Terrence R. Burke Jr2， Fuyuhiko InagakiI CSchool of 
Pharmaceutical Sciences and Pharmacy， Hokkaido University， 2National Cancer Institute， NIH) 264 

P033 Solution NMR studies ofthe VAP・A:OSBP complex 
OKyoko FuruitaI， Masaki MishimaI，2 and Chojiro KojimaI eGraduate School ofBiological Sciences， Nara 
Institute of Science and Technology 2Graduate School of Sciences and En.gineering， Tokyo Metropolitan 
University) 268 

P034 NMR Structural and functional analysis of Thermus thermophilus RecX 
OKaori HabuI， Jin Inoue，3ぺTsutomuMikawa2，3人5，6，Takehiko Shibata2，3ぺMasakiMishima1.5， and Yutaka 
ItoI，3，5 eGraduate School of Sciences and Engineering， Tokyo Me佐opoIitanUniversity， 2Cellular and 
Molecular Biology Laboratory， RIKEN， 3Research Group for Bio-supramo!ecular Strucωre-Function， 

RIKEN，今GraduateSchool of Integrated Science， Yokohama City University， 'CREST/JST， uStructurome 
Research Group， RIKENlHarima Institute) 270 
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P035 Solution structare ofyeast ubiquitin hydrolase， YUHl 
OEri Nojiril，2， Teppei Ikeya3， Kaori Kurashima-ItolぺSund紅白anR匂esh4，Takehiko Shibatal幻 ，Toshi刊ki
Kohn06 and Yut翻Itol，2，3，7(IInt Grad， Sch， of Art， and Sci.， SupramoL Biol， Yokohama City Univ， 2Research 
Group for Bio-Supr，制o1.Struct.-Func" RlKEN， 3Dept. of Chem" Tokyo Metropolitan Univ" 4Division of 
cancer studies， Sch， of Medicine， Univ， of Birmingh鎚n，UK，コDiscoveryResearch Institute， RIKEN， 
6Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences(MITILS)， 7CREST/JST) 27 

P036 The elongated C-terminal of Growth-blocking peptide (GBP) undergoes significant changes in conformation 
upon binding to DPC miceIIes， 

OYoshitaka Umetsul， TornoyぉuAizawal，2， Kaori Mut03， Hiroko Yarnamotol， Masakatsu KamiyalぺYas凶 iro
Kumakil，2， Mineyuki Mizuguch久MakotoDemural，2， Yoichi Hayakawa4， and Keiichi Kawanol，2 tGraduate 
School ofScience， Hokkaido University， 2Graduate School ofLife Science， Hokkaido University， JFaculty of 
Pharmaceutical Sciences， Toyama University， 4Faculty ofAgricuIture， Saga University) 27 

P037 Solution s加 ctureof the N-terminal domain of Thermus thermophilus RimM protein: putative 16S 
rRNA-processing protein 

OSakura Suz叫cil，Ayako Tatsuguchil， Eiko Matsumotol， Masahito Kawazoel， Tatsuya Kaminishil， Mikako 
Shirouzul， Yutaka Mutol， Chie Takemotol and Shigeyuki Yokoyamal，2 eRlKEN Genomic Sciences Center， 
2Department ofBiophysics and Biochemistry， Graduate School ofScience， University ofTokyo) 271 

P038 Prep回 tion，NMR resonance assignments and binding studies with a chromogranin B peptide ona luminal 
loop region ofthe Inositol-l人5・trisphosphatereceptor 
OJinho Kang， Sunmi Kang， Seung Hyun Yoo， and Sunghyouk Park (Department ofBiochemistry and Center 
for Advanced Medical Education by BK21 project， College ofMedicine， Inha University， Korea) 271 

P039 Recombinant expression and interaction studies of calmodulin-binding chromogranin A peptide 
OSunmi Kang， Jinho K姐 g，Seung Hyun Yoo， Sunghyouk Park (Depar旬lentofBiochemistry and Center for 

Advanced Medical Education by BK21 project， ColIege ofMedicine， Inha University， Korea) 28( 

P040 Structural and dynamics studies on the L3V region ofthe IP3 receptot 

OSunmi Kang， Jinho Kang， Seung Hyun Yoo， Sunghyouk Park (Depar愉lentofBiochemistry and Center for 
Advanced Medical Education by BK21 project， ColIege ofMedicine， Inha University， Korea) 28: 

A-4. AooIication to genomic scien∞ 
P041 Solution s加心tureoftand叩1repeats ofthe zf-C2H2 domains ofhuman zinc finger protein 297B 

OKyoko Inouel， Kohei Saitol， Yutaka Mutol， Fumiaki Hayashil， M氷akoShirouzul，2， Takaho Teradal
へ

Takanori Kigawal， MakoωInouel， Takashi Yabukil， Masaaki Aokil， Eiko Sekil， Takayo唱hiMatsudal， Hiroshi 
Hirotal， Mayumi Yoshidal， Akiko Tanakal， Osamu Ohara3，4， Shigeyuki Yokoyamal幻 (IRIKENGSC， 2RIKEN 
SPring-8 Center， Harima Institute， 3RIKEN RCAI， 4KAZUSA DNA Research Institute， 5Graduate School of 
Science， The University ofTokyo) 284 

P042 Structural and functional analysis ofBRCT domain 
OT. Nagashimal， F. Hayashil， M. Shirouzul，2， T. Teradal，2， T. Kigawal， M. Inouel， T. Yabukil， M， Aoki1， E. 
Seki1， T. Matsudal， H. Hirotal， M. Yoshidal， A. Tanaka1， O. Ohara3

へ
S.Sugan05 and S， Yokoyamal，2，6 

(IRIKEN GSC， 2RIKEN Spring-8 Center， 3RIKEN RCAI， 4KAZUSA DNA Rese-arch Institu:te， 5The Institute 
ofMedical Science， The University ofTo匂0，6Graduate School of Science，百leUniversity ofTokyo) 286 

P043 Solution s仕切知reofCIDE-N domain ofhurnan Cel1 death・血ducingDFFA・Iikee能 ctorA (CIDEA) 

OXu-rong Qinl， Fumiaki Hayashi1， Mikako Shirouzul，2， TakallO Teradal， Takanori Kigawa1， Makoto Inoue1， 
Takashi Yabukil， Masaaki Aokil， Eiko Sekil， Takayoshi Matsudal， Hiroshi Hirotal， Mayumi Yoshida1， 
ShigeYl水iYokoyamal，2，3 e悶 KENGSC， 2RIKEN Harima Institute， 3University ofTokyo) 288 

P044 S佐uc似ralvarieties in C2H2・typ己zinc白1gerproteins 
OC. Kurosaki1， H. Endo1， F. Hayashil， M. Yoshida1， M. Shirouzu1，2， T.Terada1へT.Kigawa1， M. Inoue1， T. 
Yabukil， M. Aoki¥ E. Seki1， T. Matsuda1， H.Hi削 a1，A. Tanakal， 0.Ohara3，4 and S， Yokoyamal，2，5 e悶 KEN
GSC， 2RIKEN HARIMA， 3RIKEN RCAI， 4KAZUSA DNA Research， 5Graduate School of Science，刀le
University ofTokyo) 290 

P045 Unique s仕ucωralenviromnents and spectral pattems found in s加 G旬ralgenomics 
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OF. Hayashil，工 Nagashimal，X Qinl， T. Suetakel， K. Izumil， H， Endol， K. Inouel， R Sano1， K. Seimiya1， C， 
K町 osakil，K. Nagashimal， M. Yoshidal， M， Shirou却叱T.Terada円士 Kigawal，M. Inouel， T. Yabukil， M. 
Aoki1， E， Seki¥ T. Matsuda1， H. Hirota1， A. Tanaka¥ Y Hayashizakil， 0， Ohara3へS，Sugano' and S， 



Yokoyama1，2，6 eR1KEN GSC， 2R1KEN Spring-8 Center， 3R1KEN RCAI， 4KAZUSA DNA Research Institute， 
5The Institute ofMedical Science， The University ofTokyo 6The Graduate School ofScience， The University 
ofTokyo) 292 

P046 Human Structure Prot巳omics: Solution Structure of the SMR Domain of Human Blc-3 Binding Protein 
(B3BP) 
OHuiping Zhang1， Fumiaki Hayashi1， Chisato Kuros北i1，Mayumi Yoshida1， Mikako Shiro収 U

1，2，Takaho 
Terada1，2， T;氷anoriKigawa1， Makoto Inoue1， Takashi Yabuki1， Masaaki Aoki1， Eiko Seki¥ Takayoshi 
Matsuda1， Hiroshi Hirota1， Akiko Tanaka1， Osamu Ohara3，4 and Shigeyuki Yokoyama1，2，5 e阻 KENGSC， 
2R1KEN HAR1MA， 3R1KEN RCAI， 4KAZUSA DNA Research Institute， 5Graduate School of Science， The 
University ofTokyo) 294 

午5.0r立anicand natural oroducts‘lioids， Dolvsaccharides and chemical biologv 
P047 A Complete Assignment of Hydroxyl lH Signals and ldentification of Glycosidic Linkage by 2D 

Selective-TOCSY-DQFCOSY 
OHajime Sato¥ Yasuhiro K司血ara2eBruker Biospin， 2Intemational Graduate School of Arts and Sciencesラ

Yokohama City University) 296 

P048 Selective HR-lTh侶C，A New Method for Measuring Heteronuclear Long Range Coupling Constan臼 of
Methine Proton Signals Attached to a Methyl Group 
OKazuo Furihata1， Haruo Seto2 eDivision of Agriculture and Agricultural Life Sciences， University of 
Tokyo. 2Dept. of Applied Biology and Chemis町"Tokyo University of Agriculture) 298 

P049 An unambiguous邸 signmentand s回 C制ralanalysis using solution NMR experiments of 0咽.tIgen企om
Escherichia coli ATCC23505 (serotype 09) 
ORui Tada1， Noriko Nagi-Miura1， Yoshiyuki Adachi1， Naohito Ohno1 eLaboratory for Immunopharmacology 
ofMicrobia1 Products， School ofPharmacy， To匂oUniversity ofPharmacy and Life Science) 302 

P050 A 蜘 dyofHydration mechanism ofthe Bu刷 alcoholin terms of J va1ue 
OTakuya Yamamura ， Kazuko Mizuno (DepartInent of Applied Chemistry and Biotechnology， University of 
Fukui) 306 

P051 Temperature dependency of chemica1 shifts of [ethylene glycol derivative/water] system 
OMasahiro Hayashi ， Kimihiko Hyoudou ， Tetsuya Ichimam ， Kazuko Mizuno (Dep訂伽印刷 ofApplied 
Chemistry and Biotechnology， University ofFukui) 308 

P052 NMR analysis of carrageenan extracted from red seaweed Kappaphycus alvarezii in Vietnam sea 
OThanh Thi Thu Thuy， Dang Vu Luong， Nguyen Tien Tai (Institute of Chemis町， Vietnamese Academy for 
Science and Technology ) 310 

A・6.Inorganic and analvtical chemistrv 
P053 Homogeneity study ofreference materia1 using H1 NMR. 

OTakeshi Saito (National Metrology Institute of Japan， AIST) 312 

;. Solid state NMR 
B-1. Me血odologv
P054 Cross Polariz泌ionwith SirnultaneゆusAdiabatic Frequency Sweep on 1 and S spins 

OWengKun事Peng，Kazuyuki Takeda (Graduate School ofEngineering Science， Osaka University) 314 

P055 Double Resonance Solid State NMR Spectroscopy with UltraFast MAS Probe 
Sieg企iedHafuer1， Al1en Pa1mer2， Mircea Cormos2， OJun Ashida3 eVarian Deutschland GmbH， 2Varian Inc.， 
3Varian Technologies Japan Ltd.) 316 

P056 Peptide secondary structure ana1ysis using selective 13C NMR spωtmm line broadening d∞to overtone 
NMR irradiationωneighbor血g14N 
OJ.U.N. Fukazawa1， K. Takegoshi1， Akira ShojP eDepar加lentof Chemis町"Graduate School of Science， 
Kyoto University， 2Depar出lentofBiologica1 Scien∞s， University ofGunma) 318 

P057 Theoretical and Experimental Verification ofTime Averaged Nutation in Solid StaぉNMR
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o Katsuyuki Nishimura (Institute for Molecular Science) 32 

B-2. Annlication to biolol!ical science 
P058 Application ofRheoNMR for Investigation ofProtein Solutions. 

OKρsuke Ohgo1， Frank Bagusar， Ulrich Scheler， Tetsuo Asakura1 (lDepartment of Biotechnology， Tokyo 
University of Agriculture and Technology， 2Institute for Polym巴rResearch Dresden) 32 

P059 Effect of membrane curvature on the structure of世lephospholipase C-o 1 PH domain detected by solid-state 
Nl¥但tspectroscopy 
ONaoko Uekama， Takahiro Aoki， Akiko Hatakeyamaヲ MasashiOkada， Hitoshi Yagisawa， Satom Tuzi 
(Graduate School ofLife Science， University ofHyogo) 32 

女P060 Structural Studies of Dipeptide Derivatives Containing L-Phenylalanine_ Residue by High-resolution 
Solid-state N恥1R
OSub削 Niimura，Akira Sh帆 T蜘 oOzaki (Faculty ofEngineering， Gumna Universiザ 32

女P061 Structural Studies of Dipeptide Derivatives Containing L品 olineResidue by High-resolution Solid-state 
Nl¥心主

OHiroyuki Souma， Akira Sh吋i，Tl北uoOzaki仇 cu1tyofEngineering， Gumna University) 33' 

J~わ Comparison ofs鈎叫仙01仙山lut…tean山l
仁 /OTe加'ets凱uyaMori 1， Ta蜘k同asl池剥liH回lra町a符yama1，ぺ Jun町unK丈ikuc.ぬhiρ上リは3，4勺叩eInt加n凶lt.Grad. Sch. Arts Sci.， Yokohama City Univ.， 
¥一一/ 2Environ Mol. Biol. Lab.， RIKEN， 3RIKEN Plant Science Center， 4Grad. Sch. Bioagri. Sci.， Nagoya Univ.) 33 

P063 N-H distances and the secondary stmctures ofpolypeptides 
OMasashi Fukuchi1， Hiroki Ishii1， KiyonoriTakegoshi1， and Akira Shoje (lDepartment of Chemistry， 
Graduate School of Science， Kyoto University， 2Department of Biological Science， Faculty of Engineer， 
Gumna University) 33， 

P064 Solid品 ate13CNMR蜘 dieson conformationaltransゐ'rmation.ofPoly(s・benzylL-aspartate) 
OA.Nakanishi， S.Kasahara， T.Mizuno， K.Takegoshi， A.Shoji* (Department ofChemistry， Graduate School of 
Science， Kyoto University *Department of Biological and Chemical Engineering， Faculty of Engineering， 
Gumna University) 干 331

P065 Structural Analysis ofwater-soluble silk model peptides using Solid-stateNl¥狙え

OYasumoto Nakazawa， Erika Yamaguchi， Yuka Kikuchi， Hirohiko Sato， Tetsuo Asakura (Depar加lentof 
Biotechnology and Life Science， Tokyo University of Agriculture and Technology) 331 

P066 Solide-State NMR measurement ofPACAP Bound to Lipid Membrane. 
ONobuyasu Komi1， Kayo Okawa1， Hiroyuki Tateishe， Hiroshi Inooka3， M鎚 altiroshirakawa2， Toshimichi 
Fujiw紅 a1，Hideo今kus伽1(1 Institute of Protein Research Osaka.university. 2Graduate School of Engineering， 
Kyoto University目 "TakedaChemical lndustries Ltd.) 34C 

倹P122l Pressure e能 ctsof retinal isomerization and protein dynamics in bacteriorhodopsin by fast magic angle 
s~斤 spinning soIid-state NMR 

3UI0 OIzuru Kawamura¥ Yoshiaki Degawa¥ Satoru Tuzi2， Katsuyuki Nishimura3， Hazime Saito
4
， Akira 

Naito
1 
eGraduate SchooI ofEngineering， Yokohama National University， 2Department ofLiた Science，

University of Hyogo， 3Institute for Molecular Science， 4Departme~t of Quantum Life Sciences; 
Hiroshima University) 

B-3. Avvlication旬。olvmerscience 
P067 The characterization ofhydrogen bonding in nativeω11凶osebyhigh・自eldsolid-蜘 teNI¥但

OQing Luo1， Shinji Suzuki1， Yasumasa K組 iel， Hironori KlUi1， Fumitaka Horii1， Tadashi Shimizu2， Masataka 
Tansho2， Takaltiro Nemoto3， Takashi Mizuno4加 dKi):'onori Takegoshi4 elnsti知tefor Chemica1 Research， 
Kyoto University， 2High Magnetic Field Center， NIMS，3JEOL， 4Facu!ty ofScience， Kyoto University) 342 

P068 Solid State NMR Study ofMonoc1inic Form ofPolyethylene 
Kenji Hashizume， Hiroki Uehara， OTakeshi y:翻anobe，Tadashi Komoto (Dep醐 lentof Chemis佐y，Gumna 
University) 344 

P069 Characterization ofMicrobial Poly( e-L-lysine )lPoly(L-lactic acid) Blend Films 
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Shiro Maeda1， OOsamu Kinoshita1， Ya抽出 Fujiwara1， Kensuke S糊 rai¥Ko七 Kunimot03eDivision of 
Applied Chemistry and Biotechnology， and 2Division ofMaterials Science， Graduate School ofEngineering， 
University of Fukui， and 'Division of Material Engineering， Graduate School of Natura1 Science and 
Technology， Kanazawa University.) 

P070 Characte田 ationofmicrobial poly(t-L・lysine)by solid state NMR and solid state CD 
Shiro Maeda1， OJunnosuke Muranaka1 and Ko・KiKunimot02 e Graduate school of Engineering， University 
ofFukui， 2Graduate school ofNatural Science and Technology， Kanazawa University) 

P071 Characterization ofChitosanlCarboxymethyl Cellulose Complex by Solid NM1ミ

Shiro Maeda1， OYuko F可imoto1，Kensuke Sakurai2 eDivision of Applied Chemistry and Biotechnology， 
2Division ofMateria1s Science and Engineering， Graduate School ofEngineering， University ofFukui) 

P072 Structure and Dynamics ofPoly(ethylene-co・1，5・hexadiene)as Studied by So1id State 13C m依

OYuuri yi細 細oto1，Aki Fujikawa1， Masato Sone2， Naofumi Naga3， Hiromichi Kurosu1 eNara Women's 
University， 2Tokyo Institute ofTechnology， 3Shibaura Institute ofTechnology) 

P073 Metal ion ωmplexes ofPoly(D-glutamic acid) by so1id state NMR 
OMasaki Fujie， Kouo S回 uki，Toshifumi Hiraoki (Graduate School ofEngineering， Hokkaido University) 

P074 Poly(alkyl propiolate)s as Studied by So1id State NMR 
OKouo Suzuki， Yasuteru Mawatari， Masahiro Tabata， Toshifumi Hiraoki (Graduate School ofEngeineering， 

ーーへ¥，Ho比aidoUniversity) 

女同75 solid-State NMR Ana1ysis of Alanine 01igomers with s-Sheet Structures in Relation to the 8t印刷reofSaTIua 

/ cynthia ricini Silk Fiber 

o Michi OKONOGI1， Kumiko HORIGUCHI1， Kazuo YAMAUCHI1， Hiromichi KUROSU2， Tetsuo 
ASAKURA 1 eTokyo University of Agriculture and Technology， 2Nara Women's University) 

P076 Development of a dynamical imaging spectrometer using a small ferromagnet and application to polymeric 
graded materials 
o Naoki Asakawa and Yoshio Inoue (Dep副 mentof Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of 
Technology) 

P077 Solid-St抑 NMRObservation ofStrain-Induced s-Forrn in Poly[(R)ふhydroxybutyrate]

OYusuke Nishiyama1， Toshihisa Tanaka2， Toshio Yamazaki1， Tadahisa Iwata2 eGenomic Sciences Center， 
RIKEN Institute， 2polymer Chemis釘yLaboratory， RIKEN Institute) 

3・4.Aoolicationωmaterials science 
P078 D蹴 ctionof amorphous thin films in organic LEDs by Solid-State 2H NMR 

o Akira Mino， Takashi Sωei，日ironゅriKaji， Fumitaka Horii (Institute for Chemical Research， Kyoto 
University) 

P079 Molecular dynamics in paramagI¥etic materia1s as studied by magic-angle spinning deuterium m偲

OMotohiro Mizuno， You Suzuki， Kazunaka Endo (Graduate School of Natura1 Science a.nd Technology， . 
Kanazawa University) 

P080 Diamagnetic， paramagnetic， and Ferrni ∞ntact shifts of N，N'-diphenyl~N，N'-di(m-tolyl)benzidine in neutra1， 
cationic， 組ddicationic states 
OTomonori Yamada， Naoki Tsukamoto， Yasunari Kusaka， H仕onoriK勾i，Fumitaka Horii (Institute for 
Chemical Research， Kyoto University) 

P081 8tructure of hydrous aluminosilicate melts (glasses) ending a long-standing controversy by lH.27 AI 
HETCOR and 3QMASIHETCOR NMI主

o Xianyu Xue， Masami Kanzaki (Institute for Study of the Earth's Interior， Okayama University) 

P082 Two-Dimensional Double-Quantum l5N Solid品 ateNMR Characterization of the Isomeric States in 
Tris(8・hydroxyquinoline)Aluminum(III) (Alω 
OTakako Kuga， Yasunari Kusaka， Hironori Kaji， Goro Onoyama， Fumitaka Horii (Institute for Chemical 
Reaserch， Kyoto University) 

P083 Research ofthe tautomerisum for 9・hydroxyphenalenoneby one-dimensional solid-state spin exchange NMR 

346 

348 

350 

352 

354 

356 

358 

360 

362 

364 

366 

368 

370 

374 
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OHideaki Nakamura1， Daisuke Kuwahara1， Hiroyuki Koyano1， Taisuke Manaka1， and Tomoyuki Mochida2 

(lDepartrnent 0，[ applied Physics and Chemistry， The University of Electro-Communications， 2Department of 
Chemistry， Faculty ofScience， Toho University) 37~ 

P084 Molecular mobility of some 1，4-dihydropyridines in自己 amorphousstate determined by 13C_NMR relaxation 
and dielectric relaxation measurements. 
OYukio Aso， Sumie Yoshioka， Tamaki Miyazaki， Tom Kawanishi (National 1nstitute ofHealth Sciences) 382 

女P085 Proton diffusion in hydrogen bond network systems probed by lH MAS NMR 

OHironori Omi， Koh-ichi Suzuki， Shigenobu Hayashi (Research 1nstitute of 1nstmmentation Frontier， 
NationaI Institute of Advanced Industrial Science and Technology (A1ST)) 384 

P086 Study of CP conditions for various inorganic∞mpounds 
OMoriaki Hatakeyama1， Koji Sait02， Yas叶1仕oToubu2 eNippon Steel Techno Research， 2Nippon Steel 

Corporation Advanced Research Lab.) 38E 

P087 Total understanding of amorphous slag stmcture: perspective企ommulti・nucleare9Si， 27Al， 170， 25Mg，飢d
43Ca) soIid state NMR 

OK吋iShimoda1， Yasuhiro Tobu1， K句iKanehashi1， Takahiro Nemot02， Koji Saito1 eAdvanced Technology 
Research Laboratories， Nippon Steel Corporation， 2JEOL Ltd.) 388 

P088 N乱1R.Study of Ammonium Sulfate 
OK wan Soo Hong1 and 1nsuk Yu2 (Advanced Magnetic四ResonanceResearch Building， Korea Basic Science 
1nstitute， Korea， 2Department ofPhysics and Astronomy and the Nano Systems 1nstitute(NSI-NCRC)， Seoul 
National University， Korea 390 

B・5.Liauid crvstals and membranes 

P089 1mproved sensitivity and resolution in the indirect dimension of HSQC experiment for probe molecules 
aligned in strongly orienting media 
Bikash Baishya， Raghav G Mavinkurve， Suresh Kumar Vasa and ON. Suryaprakash (Indian 1nstitute of 
Science， Bangalore， India) 392 

C. NMR imaging and in vivo 
C-1. NMR imaging: methodologv and aoolication 

P090 Mouse brain MIミimagingbased on fractional aniso位。pyand trace index 
OH. Wakamatsu1， M. Yokoi1， Y. 1maizumi1， F. Sugihara2，工 Ogin03，Y. Seo1 eDept ofReg叫atoryPhysiology， 
Do陶 10University School of Medicine， 2Gradu蹴 Schoolof Integrated Science， Yokohama City 
University， 3Dept ofBiochemistry and Cellular Biology， National 1nstitute ofNeuroscience， National Center 
ofNeurology and Psychiatry) 394 

P091 Withdrawn 

P092 Segmentation ofthe corpus calIosum from T1-weighted 3D image: Sex differences血thecorpus callosum 
ONobuhiro Takaya， Hidehiro Watanabe， Fumiyuki Mitsumori (National Institute for Environmental Studies) 398 

P093 Simultaneous Quantitation of Glutamate and GABA in the Human Brain using a LocaIized 2D Constant Time 
COSY 

OHidehiro Watanabe， Nobuhiro Takaya， Fumiyuki Mitsumori (National 1nstitutes for Environmental Studies) 40C 

C-2. In vivo NMR. metabolomics and molecular imaging 
P094 Heteronuclear multi-dimensional N乱1R.of proteins overexpressed in cells 

OAtsuko Sasaki1へDaisukeSak紘ib紅a1ぺAki1ijima1， Satoko Suenaga1， Masatoshi Y<ωhimasu3， Nobuhiro 
Hayωhi4， Masaki Mishima1，2 and Yutaka Ito1，2 (lGraduate School ofScien∞s， Tokyo Metropolitan University， 
2CREST， JST， 3RIKEN， 4Fujita H1th Univ.) 40: 

P095 Atomic redistribution of metaboIism in a plant cell system. 
OMami Okamoto1ヨT蜘 .shiHirayama1，2 Jun Kikuchi1，3，4 (1nt. Grad. Sch. A巾.Sci.， Yokohama City Univ.， 
2Environ Mol. Biol. Lab.， RIKEN， 3RIKEN Plant Science Center， 4Grad. Sch. Bioagri. Sci.， Nagoya Univ.) 40' 
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P096 Strategies ofmetabolic profiling ofbacterial and animal systems. 
o Yumiko Nakanishit， Shinji FukudalぺHiroshiOhnol，3 ，Jun Kikuchil，4 (Ilnt. Grad. Sch. Arts. Sci.， 
Yokohama City Univ， 2RIKEN GSC， 3RIKEN RCAI， 4RIKEN PSC) 406 

P097 AnN1凪metabolomicinvestigation ofmetabolic disturbances after death in the rat tissues. 
OKeiko Hirakawal， Kyoko Uekusa1， Kaoru Koike2， Kohtaro Yuta3， Youkichi Ohno1 CDepartment ofLegal 
medicine and NMR labor仰 ry，Nippon Medical School， 2Dep紅 出lentof Primary Care & Emergency 
Medicine， Kyoto Universi臥 'Bio-ITGroup，Fujitsu Co. Ltd.) 408 

P098 Non-targeted NMR Metabolomics: Evaluation of metabolic variation in female spo凶釦eoushypertensive 
model rats using 'H spectra ofurine 
OItiro AndOI.2， Taeko Kataoka2， Masako Fujiw訂 a3，Kazunori Arifuku3， Kenji Kanazawa2， Katsuo Asakura4， 
Tadashlhmoto2(lhvmmental RESEarch CEnter Ltd，ZB1010pical Infomat10I1Rmcぽ chCenter， National 
Institute ofAdvanced lndustrial Science and Technology(AIST)， 3AOL DATUM LTD.， 4AOL LTD.) 412 

P099 Non-targeted NMR Metabolomics: Detection and evaluation for disease status ofinbom errors ofmetabolism 
using 'H spectra ofhuman urine 
OMasako F可iwara1，Itiro Ando2，3， Kazunori Arifukul， Taeko Kataoka3， Kenji Kan位 awa3，Tadashi Nemot03， 
Tomiko Kuhara4 CAOL DATUM LTD.， 2Environmental Research Center Ltd.， 3Biological Information 
Research Center， National lnstitute of Advanced Industrial Science and Technology(AIST)， 4Division of 
Human Genetics， Kanazawa Medical University) 414 

ハ
リ

ハ
リ-P

 

An efficient strategy for the screening and characterization of Arabidopsis mutants with visible phenotypes by 
one-and multi-dimensional Niv依spectraanalysis 
OChu吋ieTian1， Yuri Tsuboi1， Eisuke Chikayama2， Yasuyo Sekiyama2， Takashi Kuromor?， Kazuo 
Shinozak?， Jun Kikuchi2 and Takashi Hirayamal，3，4 CEnv. Mol. Bio.， RIKEN， 2pSC， RIKEN， 3GSC， RIKEN， 
4Yokohama City Univ.) 416 

1. Technical and theoretical developments of NMR 
D-1. Calculation. simulation arld data analvsis 

PlOl Precise StructureAnalysis ofa-Helical poly(L-alanine) by Quantum ChemisむyCalculation 
OAkira Shoji1， Hiroyuki Soumal， Hiromichi Kurosu2， Isao Ando3 CFaculty of Engine唱:ring，Gunma 
University， 2Graduate School ofHumanities and Sciences， Nara Women's University， 3J.仇ntGraduate School 
Program ofTokyo Institute ofTechnology-Tsinghua Unive四ty(B吋ing)) 418 

P 1 02 Automatic resonance assignment method based on homology model 
OTakuya Yoshidal， Yuji Kobayashi2， Tadayasu Ohkubo1 cGraduate School of PharmaceuticaI Sciences， 
Osaka University， 20saka University ofPharmaceutical Scienc唱o ~ 

P103 Ab initio calculations ofNMR chemical shift ofbimolecular system by FMO method 
o Qi. Gaol， Satoshi. Yokojima2， Takao. Kobayashi2， Kohno.Toshiyuki3， Shinichiro 

Nakamura2 CDepartment of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology， 2 

Science and Technology Research Center， Mitsubishi Chemical Group， & JST-CREST， 3 
Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences) 422 

P 1 04 Expected peak overIap in multidimensional N恥1Rspectra 
ORoland Schmucki1，2， Peter G加 tertlCRIKEN Genomic Sciences Center， 2Graduate School of Science， The 
University ofTokyo) 424 

PI05 SpinAssign: a Computer-Aided Spectral Analysis System for Mu1tトdimensionalNMR-based Metabomics 
Eisuke Chikayamal， Takashi Hirayamal，2，3， Kazuo Shinozaki1 and Jun Kikuchi1，3，4 C即日NPlant Science 
Center， 21nt. Grad. Sch. Arts Sci.， Yokohama City Univ.， 3CREST， JST， 4Grad. Sch. Bioagr. Sci.， Nagoya 
Univ.) 426 

D-2. NMR theorv 
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1 LEl 

Stucture and Function Elucidation of Two Unknown Proteins 

from Helicobacter pyroli 

BongーJinLee 

College of Pharmacy， Seoul National University， San 56-1， Sillim-Dong， Kwanak-Gu， 

SeouI151-742， Korea 

The H. pyroli proteins of which molecular weight are around 20 kDa were selected for 

the investigation of their 3-dimensional structures by NMR. 76 target genes of H. pyroli 

were selected and cloned into E. coli expression vector. pET/BL21(DE3) was chosen as 

an expression system of target proteins. Many proteins were successfully expressed in 

E.colj and could be obtained in soluble fraction after cell lysis. Because NMR spectra 

of Hp0894 and Hp0495， of which function is unknown， showed good resolution， we 

determined solution structures of these proteins and elucidated their function. We found 

that Hp0894 is Archaeal RelE like toxin and Hp0495 has structural homology with 

Pyrociccus horikoshi NikR. Structures and Function of these proteins will be discussed. 
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1 LE2 

Structural proteomics of animals and a plant 

Takanori Kigawa1.2， YutakaMuto¥ Fumiaki Hayashil， Kazuhiko 

Yamasakil

ヘHiroshiHirotal， Peter Guntere， Toshio Yamazakil， Mayumi 

Yoshidal， Mikako Shirouzul， Akiko Tanaka¥ Yoshihide Hayashizaki 1， 

Kazuo Shinozaki4， Osamu Ohara5へSumioSugan07， and Shigeyuki 

Yokoyamal.R 

lRIKEN Genomic Sciences Center， 2Interdisciplinary Graduate School 01 

Science and Engineering，おかoInstitute 01 Technology， 3 Age Dimension 

Research Cente r， Nationαllnstitute 01 Advanced lndustrial Science and 

Technology， 4RIKEN Plant Science Center， 5Kazusa DNA Research Institute， 

6RIKEN Research Center lor Allergy and lmmunology， 7lnstitute 01 Medical 

Science， The Universiηザ日付0，and 8Graduate School 01 Science， The 

Universiり101おかo

RIKEN Structural Genomics/Proteomics Initiative (RSGI) (http://www.rsgi.riken.jp) was 

organized by RIKEN Genomics Sciences Center (GSC) and RIKEN SPring司 8Center in 2001. 

RSGI has been integrated into the National Project on Protein Structural and Functional 

Analyses (“Protein 3000")， organized by the Ministry of Education， Culture， Sports， Science， 

and Technology， as one center of the program for comprehensive studies. The RSGI aims to 

study both structures and molecular functions of protein families. In this framework， 

RIKEN GSC is mainly targeting mouse， human， and Arabidopsis thaliana proteins， from the 

viewpoint of domain families involved in phenomena of biological and medical importance. 

Domain(s) belonging to selected families are further screened in terms of the suitability for 

the structure determination. The E. coli cell-freeprotein synthesis system is used for protein 

expression method because it is more suitable for efficient expression of a large number of 

constructs than in vivo protein expression systems. In the initial stage of sCreening， the 

domain fragments are synthesized by small-scale cell-free reactions. A number of different 

expression constructs are tested for the productivity and the solubility of the product， and 

good constructs are selected. Experiments in this initial stage is now fully automated with 

the integrated system “The Cell-Free eXpressヘwhichis able to synthesize 768 samples in 9 

hours. In the next stage， mi11igram quantity of 15N-Iabeled samples are prepared in parallel 

using a dialysis cell-free system， and then， partially purified with an affinity chromatography. 

Keywords: NMR spectroscopy， Structural genomics， Structural proteomics， Cell-free 

protein synthesis， Protein domain. 
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This procedure is also ful1y automated and 96 samples in sub-milligram to mil1igram quantity 

Throughout the screening stages， the protein samples 

were prepared direct1y from PCR-amplified linear DNA fragments without any c10ning 

In the third stage， lH_15N HSQC spectra are measured to investigate whether 

can be' prepared within a half day. 

procedures. 

seleeted domains are pioperly folded， and thus， suitable for structure determination. 

winners in the third screening stage are subjected to larger-scale cel1-free production of the 

uniformly 13CI15N-labeled samples for the NMR spectroscopy， and then step to structure 

A part of the samples that are judged to be more suitable for the X-ray 

The 

structure for form selenomethionine-substituted the m 

determination. 

crystal10graphy are prepared 

determination by MAD phasing. 

The large-scale NMR facility housing 40 high-field NMR spectrometers have. been 

constructed at RIKEN Yokohama Campus. 

as a program package， KUJiRA， which is used for systematic and interactive NMRdata 

We have developed severaI key software such 

Thanks to. these 

programs， structure determination process by NMR have been dramatically accelerated. 

In these 4 years， we have determined about 900 structures by NMR spectroscopy according 

to this workfIow， indicating that a high-throughput pipeline for NMR structure. 'determination 

analysis， and the program CYANA for automated structure ca1culation. 

ポ

have been established. 
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1 LE3 

Chelerythrine and sanguinarine docks at distinct sites on 

BclxL that are not the classic “BH3 binding cleft" 

Yong-Hong Zhang 1， Anirban Bhunia 1， Kah Fei Wan2， Mei Chin Lee2， Shing-Leng 
Chan2， Victor C.-K. YU2 and Yu-Keuna Mok 1 

1Department of Biological Sciences， National University of Singapore， Singapore 
117543， and "Institute of Molecular and Cell Biology， 61 Biopolis Drive (Proteos)， 
Singapore 138673 

Proteins of the BcI-2 family are central regulators of apoptosis. Ratio of the levels of 
pro-survival and pro-apoptotic members of the family is thought to be an important 
faclor for determining the sensitivity of the mammalian cells to apoptotic stimuli. 
High levels of expression of pro-survival members such as BclxL in human cancers 
were frequently found to be a good prognostic indicator predicting poor response to 
chemotherapy. The pro-survival members of the Bcl-2 family mediate their effects 
through heterodimerization with the BH3 region of the pro・apoptoticmembers. 
Structural analyses of the binding complex of the BH3 peptide and BclxL showed that 
a hydrophobic groove termed “BH3 binding cleft" is the docking site for the BH3 
region. Chemical mimetics of the BH3 region such as BH31-1 that target the “BH3 
binding cleft" indeed exhibit pro-apoptotic activities. Chelerythrine (CHE) and 
sanguinarine (SAN) are nalural benzophenanthridine alkaloids that are structurally 
homologous to each other. CHE was previously identified as an inhibitor of BclxL 
function from a high throughput screen of natural products， but its mode of 
interaction with BclxL has not been determined. 

(a) (b) 

、d 、~__ o秘e
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Z〈

r
i
h
 BHl路軍

By determining the effect of site-directed mutagenesis on ligand binding and using 
saturation transfer difference (STD) NMR experiments， we have verified locaiions of 
these docked ligands. Surprisingly， CHE and SAN bind separately at the “BH 
groove" and BH1 region of BclxL respectively， different from the “BH3 binding cleft" 
where other known inhibitors of BclxL target. 
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Interestingly， certain residues on the flexible loop between helices α1 and α2 of 
BclxL are also perturbed upon CHE， but not SAN or BH31・1binding. Although CHE 
and SAN are similarly e仔'ectiveas BH31・1in displacing bound BH3 peptide， they are 
much more effective in inducing apoptosis， raising the possibility that CHE and SAN 
might be able to antagonize other pro-survival mechanisms in addition to theone 
that involves BH3 region binding. 

長官7

FS21 

(c) 

を01

Keywords: Chelerythrine， Sanguinarine， BclxL， apoptosis， BH groove 
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1 LE4 

Nucleotide flipping in CXG trinucleotide repeats induced by 

smallligands 

Chojiro KOJIMA 

Graduate School of Biological Science， Nara Institute of Science and Technology， 

Ikoma， Nara 630・0192，Japan. 

Trinuc1eotide repeat expansions in genomic DNA are the molecular basis of a growing 

number of hereditary diseases. The characteristic feature of these diseases is a phenomenon 

termed as anticipation. A longer repeat length would lead to the increasing disease severity 

and decreasing age at onset in succeeding generations. The mechanismof (CAG)n， (CTG)n， 

and (CGG)n repeats expansion is considered to correlate to the increased stability of the 

metastable hairpin form consisting of 

CXG/CXG triads involving X-X mismatches. 

Ligands binding to (CXG)n repeats would be 

important molecular probes for determining the 

repeat length and the repeat expansion 

mechanism. Recehtly we havereported the base 

flip-out structure of the first identified ligands， 

naphthyridine-azaquinolone (NA)， complexed 

with the CAG/CAG triad using 13C15N・labelled

DNA and heteronuc1ear multi- dimensional 

NMR techniques (Nakatani K. et al. and 

Kojima c.， Nat. Chem. Biol.， 2005). Here we 

show ncw NMR stmctures of two ligands，Figure t.NMR structures of NA-CAGICAG 
complex. 30 complex structures 

naphthyridine dimer (ND) and naphthyridine superimpose~ focusing on A6， G7， A 17， G18， 
NA 1， and NA2 residues. 

carbamate dimer (NC)， complexed空!血 the

CGG/CGG triad. 

Signals from free DNA and the drug-DNA complex were observed separately on a 

slow-exchange timescale for all drug-DNA complexes. The stoichiometry was easily and 

unambiguously determined to be 2:1' (drug:DNA). The lH_1H NOESY， TOCSY， DQF四 COSY

Keywords: DNA， mismatch binding ligand， naphthyridine， azaquinolone， triplet repeat 
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and natural abundance lH_13C HSQC 

spectra of the 1:2 complex were 

recorded. Proton resonances were 

completely assigned including H5' and 

H5". The distance restraints were 

obtained from the complete relaxation 

matrix method， MARDIGRAS. 

Residual dipole coupling constraints 

were obtained from DQF・COSYand 

lH_13C HSQC spectra using Pfl phage. 

The determined solution structure of the 

complex revealed the invasive ligands 

binding to the G-G mismatch and 

flanking. G-C base. pairs， causing the 

widowed cytosines to flip out from 

base-stack. Hydrogen-bond pairs 

between drugs and DNA， 

naphthyridine-guanine， were well 

stacked in the right-handed DNA helix， 

showing structural mimicry of 

Watson-Crick base pairing. These 

Guanine 

/線
Naphthyridine 

8・azaquinolone

Naphthyridine Adenine 

Guanine 8-azaquinolone 

Figure 2. Superimposed NMR structures of 
features were also found in NA・DNA NA-CAG/CAG complex for the hydrogen bonding 

between guanine and naphthyridine (top) and 
complex structure. Thus， these drugs adenine an-d 8・azaquinolone(middle). Naphthyridine 

chromophore is complementary in hydrogen bonding 
belong to a ncw family that the small surface to guanine，Whereas 8・azaquinolone is 

molecular ligand induced the base complementary to adenine (bottom)・

flipping of the nucleotide base in the Watson-Crick base pai工Wewi1l present the results of 

AMBER molecular dynamics simulations of these complexes， and discuss about a. new type 

base-stacking which is stabilizing the flipped nucleotides. 
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1 LE5 

Nl¥置Rmethods for study of unusual DNA structures 

Anh Tuan Phan 

Division of Physics and Applied Physics 

School ofPhysical and Mathematical Sciences 

Nanyang Technological University， Singapore 

Besides the canonical Watson~Crick double helix， DNA can adopt other 

biologicaIIy relevant structures. Here 1 present methods used in our studies of 

different aspects of unusual DNA structures， inc1uding stoichiometry， 

unambiguous spectral assignment， intemal motion and structure characterization. 

1 wiIl discuss巴xamplesfrom studies of i-motif and G-quadruplex structures 

adopted by C-rich and G-rich DNA sequences. 

Keywords: unusual DNA structures; G-quadruplex; i-motif; Iow-enrichment site-

specific labeling; unambiguous spectral assignment 

-10-



噌

Ea-

噌

'A



1 LE6 

磁場勾配パルスを用いた lH_89y直接および

ロングレンジ相関法と有機金属化学への応用

独立行政法人理化学研究所

0越野広雪，西浦正芳，侯召民

lH_89y Direct and Long-range Heteronuclear Correlations Using PuIsed Field Gradients 

in OrganometaIlic Chemistry 

RIKEN 

Hiroyuki Koshino， Masayoshi Nishiura， and Zhaomin Hou 

Multinuclear NMR spectra are very useful for studying the structures of 

multinuclear metal complexes. We developed JH_89y PFG-HMQC and HMBC methods and 

applied to a tetranuclear yttrium polyhydride cluster complex [(CoMe4SiMe) 4Y4H7 

(THF) 2J・[B(C6Fo) 4J (1) and some cluster complexes including half-sandwich rare 

earth metal complexes. 

新しい有機金属触媒の開発，触媒反応の解析において搭液 NMRによる構造解析は

重要である。大部分の新規有機金属錯体の構造は X線結晶構造解析によって明らか

にされているが，反応を行う溶液中の構造解析は必須であり， NMRはその主要な分析

手法である。有機金属触媒の活性中心にあり，その核となる金属原子にはスピン1/2

で高分解能 NMRに適した多核は少なく無いが，従来は低周波の多核 NMRの場合 10mm

φの直接観測用のプロープが一般的であり，主に多量の試料を用いた l次元 NMRの

測定，解析が行われていた。しかしスピン1/2の低周波多核の観測に JH観測の HMQC

法や HMBC法などのインパース法を適用できれば，様々な相聞の観測，帰属が可能に

なり，溶液NMRによる有機金属触媒の構造解析に有効であると期待された九

新規な有機金属触媒として開発している有機金属錯体の中にはイットリウムなど

の希土類元素を含む化合物が多い。イットリウム (89y)はスピン-1/2，天然存在比は

100犯であり，今回実験に用いた 14.1Tで lHの 600MHzに対し 89yは 29.4MHzの周波

数で、， lH_89yのインパース法による感度向上が期待された。プロープは市販品が無く，

の磁場勾配パノレスと低周波多核は吋(60.8MHz)から J03Rh(18. 9MHz)までの直接観測と

キーワード:町一NMR，PFG-HMBC，有機金属，希土類金属触媒，多核NMR

こしのひろゆき，にしうらまさよし，ほうしようみん
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lHのイシパースによる観測が可能な 5mmφ のFG5LTHプロープを日本電子(株)に製

作依頼したものを使用した。装置は JEOL-ECA600を使用した。本プロープを適用で

きるスピン1/2の核種と天然存在比を共鳴周波数の高い順に並べて以下に示した。

15N (0.37%)， 169Tm (100%)， S9y (100覧)， l09Ag(48. 2免)， lS3W(l4.4免)， l07Ag (51. 8覧)，s7Fe (2. 19免)， 

l03Rh (100則。

測定と解析の例としてポリヒドリド錯体日)のひとつである， [(CSMe4SiMe3) 4Y4H7 

(THF)J・[B(C6Fs) ，J (1)に対して lH_S9yPFG-HMQC4)およぶ lH_S9yPFG-HMBC5)を測定した。

HMBC法は通常のパルスシークエンスから lowpath Jフィノレターを取り除いたものを

使用した。化合物(1)の構造は X線結晶構造解析により図 1のように決定されている

が， C6DoCl中の NMRの解析により溶液中でも同様な構造であることを明らかにした。

すなわち全ての H-Yの直接結合の相関が観測でき 2種の吋の化学シフトと，積分

強度 4H分のμz-H(dd， 1J=42， 34Hz)， 2H 分の μ3~H(dt， 1J=8， 21Hz)， 4つの Y全てと結

合している lH分の f14-H (br. s)の帰属も明らかにした。置換基のあるシクロベンテニ

ノレ基 C5Me4SiMe3の結合位置もメチル基からイットリウムへのロングレンジ相関を観測

することにより可能で、あった。この他，興味深い触媒活性を有するハーフサンドイ

ツチ型希土類金属錯体 6)など幾つかの応用例を示し，直接観測より高感度で相関情

報の得られる lH_S9yPFG-HMQCおよぶ 1H_S9yPFG-HMBCなどのインパース測定の有用性

について報告する。

THF 
ぱ.....-H

Cp' 
(1 ) 

Fig.l Structure oftetranuclear yttrium polyhydride cluster complex compuundl. 
Cp' =CSMe4SiMe3， THF = tetrahydrofuran，[B(C6FS)4] anionis 6mitted. 

参考文献

1)鵜津淘，越野広雪，有機合成化学協会誌， 1996， 54， 354. 

2) T. Shima and Z. Hou， J. Am. Chem. Soc.， 2006， 128， 8124. 

3)Y' Luo巴tal， Organometallics， 2005， 24， 4362. 

4) R. E. Hurd， and B. K. John，よ Magn.Reson.， 1991， 91， 648. 

5) W. WiIlker et al， Magn. Reson. Chem.， 1993，31，287. 

6) W.-X. Zhang et al，よ Am.Chem. Soc.， 2005， 127， 16788. 
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1 LE7 

From Simple to Advanced Solid-State NMR: the Analysis of 

Structure and Dynamics of Materials in Organic Devices 

Hironori K司i1，2 

11nstitute for Chemical Research， Kyoto University，切i，Kyoto 611-0011， 

JAPAN and 2Structural Ordering and Physical Properties， PRESTO， JST 

Recent developments of organic devices， such as organic light-emitting diodes (OLEDs) and 

organic field effect transistors (OFETs)， are attracting for applications of organic 

light-emitting and carrier transport materials to these devices. Over the last several years， 
we have attempted to pursue the precise analyses of such materials using not only simple but 

also advanced solid-state NMR. Here， we show our recent results on light-emitting 

materials used for organic devices. 

One example is the clarification of the relationship between the structure and 
light-emitting properties of tris(8・hydroxyquin01ine)aluminum(III) (Alq3).1， 

2 Alq3 is one of 

the most widely used materia1s in OLEDs and the relation between the structure and the 

luminescent wavelength is ofrecent interest; yel1owish-green emissions are observed for Alq3 

in the α-crystalline and amorphous stat~s， whereas b1ueemissions are found forAlq3 in the y-

and o・crystallinestates. Some groups consider that the different emissions are originated 

合omthe different intermolecular ligand packings. Others consider the difference仕omthe 

different isomeric states: As shown in Fig. 1， Alq3 has two different isomers， meridional and 

facial isomers. The three ligands are different for the meridonal， while they are equivalent in 
the facial. Detailed X-ray diffraction experiments have been carried out，3-6 however， even 

the crystal s位uctureshave not been well characterized. 
Figure 1 shows the experimental dipolar decoupled 27 Al magic angle spinning (MAS) 

NMR spec位aof Alq3・ Forα-and amorphous Alq3， broad spectral pattems are observed. 

These spectra are not reproduced by sing1e asymmetry parameters，η， indicating the structural 
disorders. ln contrast， y-and o・Alq3provide sharp pattems， and the best-fit simulations are 

obtained for η= 0 and 0.24， respectively. 27AIMASNMR 

The DFT ca1culation for a single facial Alq3 (if可 f

moleculeFedicts themally symmetric ioJン i
pattem with η= 0， indicating that the y-Alq3 y~〆、'( ¥ 

is composed of the facial isomer. No '<V ro I 
effects of intermolecular packings are found. me州叩1 〉
The DFT ca1culation for facial Alq3 in the t，.~..ll〆 i

δ-crystalline form5 gives 11 = 026? This ミツピ~J
value agrees welI with our experimental V 6yV 1 

result，η= 024， indicating the non-zeroη 国 iaf L 
value for o・Alq3is originated from the 

crystalline intermolecular packing. These 

results are supported by CP/MAS 13C NMR 

experiments 

-5 -10 
kHz from AUNOJ)丸

Fig. 1. 27 Al dipolar decoupled/MAS NMR 

spectra of α、amorphous，y-，and o-Alq3・

Alq3s in the meridional and facial isomeric 
states are shown at the left. 

Keywords: organic light-emitting diodes I solid-state NMR I amorphous I carrier transport 

materials I light-emitting materials 

必
ιτ

噌

i



be more clearIy distinguished by recently司

developed two-dimensional double-quantum 

solid-state NMR， 2D DOQSy.8 Figure 

2(a)ー(c)shows the experirnental 2D DOQSY 
spectra of 15N-doubly labeled Alq3. We can 

distinguish the two isomeric states from the 

di汀erenceof strongest peak positions (black 

parts in the spectra). From the simulated 

pa悦 msof meridionalσig. 3(d)， (e)) and facial 
Alq3 (Fig. 3(η)， it is clearIy found白atα-and 

amorphous Alq3 are compo叩 :dofthe meridional 

isomer， whereas o-Alq3 are composedof the 
facial isomer. The blue-shifted fluorescences 

for y-and o-Alq3 a問 thusfound to be Oi:iginat怠d

from the different isomeric states. 

Second example is the relationship between 

the dynamics and emission wavelengths of I 
おtraphenylpyrene (TPPy). TPPy is an 主

excellent material for or伊niclight司 emitting 言

FETs/ which shows unusual photoluminesce附|
characters

10
: The well-purified TPPy よか1ふ， 白 ，0':>3守口令 ι ι ?"σ~寸__  /!.J.} 

(TPPy(A)) emits blue f1uorescence. ln contrast， 細川淵削 ppm 泊刑制ω!，pm 朋刑制剛pム
the emission color changes into green for Fig. 2. Experimental 口 N 2D DOQSY 

thennally annealed TPPy (TPPy(B)). spec伽 of(め a-，(b) amo叩hous，and (c) 
Although the single crystal X-ray diffraction ふAlq3・ Thebest-fit spec仕aare shown at 

and CP/MAS ¥3C NMR experiments cannot 血ecorresponding lower ωlumn (d)一(η.

distinguish these samples， clear differences are observed for lH and 13C spin-Iattice relaxation 

experiments. TPPy (B) sample exhibits shorter relaxation times， indicating白紙 TPPy(B) is 

more mobile than TPPy (A) on the time scale of ~ 109 Hz. The luminescence of TPPy(B) 

changes into blue by lowering temperatures， and the difference of the dynamics is considered 
to be the origin of the different fluorescence wavelength ii1 these two TPPy samples. 

The stlJdies on charge transport materials will be also shown in the presentation. 

relatedωpics will be presented in the poster session. 

meridional Al'13 

(c) O・A1'l3

σ"σ、， σn
100 0 -1.0{) 300 :!OO 1伽) 0 

(dl meridiollal 帥 meridio叩 ηfacialwith
with intennolecular single molecule intennole叩 lar
correlations 

(b 1 amorphous Alq3 (a)日-Alq3

T
I
l
l
g
併
記
。
手
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TWIST GLASS TRANSITION IN 7t.，CONJUGATED POLYMERS持

KojiYazawa" Yoshio Inoue'， Takakazu Yamamoto九andNaQkiAsakawa' t 

1) Department of Biomolecular E昭ineer初galid 2)Chemical ResoU1τes Laboraωη" 

Tokyo Institute of Technology. 4259 Nagatsuta-chαMidori-ku， 

Yoko加 ma，K，仰はigaw切 226勾8501，Jiザan，.email:nasakawa@bio.titech.ac.jp 

Abstract:The molecular structure and dynamics of regioregulated poly(3-butylthiophene) 

(P3BT)， poly(3-hexylthiophene)(P3HT)， and poly(3-dodecylthiophene) (P3DDT) were in-

vestigated using Fourier transform infrared absorption (FTIR)， solid state 13C nuc!ear mag-

netic resonance (NMR)， and differential scanning calorimetry (DSC) measurements. In the 

DSC measurements， the endothermic peak was obtained around 340 K in P3BT， and assigned 

toenthalpy relaxation that originated.from the gl事sstransition of the thiophene ring twist in 

crystalline phase from resu!ts of FTIR， 13C cross-polar包ationand magic-angle spinning (CP-

MAS) NMR， 13C spin-lattice relaxation timemeasurements， and centerband-only detection 

of exchange (CODEX) measurements. We defined this transition as twist-glass transition， 

which is analogous to the plastic crystal -glassy crystal transition. 

ular dynamics ofP3ATs in spite ofits importance 

P OLY(3-ALKYLTHIOPHEN ゆ (P3ATs) show 伊 at . In 帥 stれ吋l
promise as electronic and optωoele氏ct甘roniにcde- naInics of quasi-ordered phases， particularly twist 

vices such as light-emitting diod~s and field-effect motio~ of thiophene main chain in the crystalline 
state of P3ATs. At first， we observed an endother-

mic peak for poly(3・butylthiophene)(P3BT)in DSC 

A. Introduction 

transistors. Particularly，the regioregularversions of 

P3ATs have received much attention because they 

show high crystallinityand high conductivity be'- measurements， and peak shifts of CrH out-of-

plane deformation region inFTIR measurement 

around 340 K. Next， we also investigatedthe dy-
cause of improvement of main chain packing. 

百ledynamic structure of P3AT is impor- namics of P3BT around the transition by 13C CP-

tant to find out physical properties such as ther- MAS NMR ，'3C spin-lattice 'relaxation time mea-

mochromis瓜 inwhich the twist motion of the suremer出 (T，d， andcenterband-or咋detectionof 

thiophene ring is thermally excited
1

• Conformon exchange(CODEX) measurements， and show evi-

is an elemental exeitation related to such molec- de山 eof the glass transition with respect to the twist 

ular structural defects that it behaves as an inter- motion. We define this transition as twist glass tran-

rupter of n-conjugation.官官refore，the dynamics . sition， which is an example analogous to PC-GC 

as well as dimension and densitv of conformons are Y V .L ¥..VH.lV .LH .lVH.::t Q:.l¥.. transition. 

related closely to the conjugation length of the π 

electron2，3ム7.No studies are available for the molec司

持Keywords:glass transition， 7トconjugatedpolymers， relax-

ation time， CODEX， molecular dynamics 
十やざわこうじ、いのうえよしお、やまもとたかかず、あ

さかわなおき

B. Experimentals 

Regioregular HT (head-to-tail)-type 

poly(3-butylthiophene) (P3BT)， poly(3-

hexylthiophene)(P3HT)， and poly(3-

dodecylthiophene) (P3DDT) were purchased 
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various temperatures to investigate the molecular 

dynamics. An Arrhenius plot ofthe spin-lattice re-

laxation rate (R， = r;-l) for each carbon is shown in 
Fig. 1. 

from Rieke Metals Inc. and were used without to the classical Bloembergen-Pound-Purcell (BPP) 

further purification. theory， indicating that the side chains behave sim-

We carried out variable temperature 13C cross- ilarly to liquid， which is also observed in 13C CP-

polarization and magic-angle s pinning (CPMAS)， MAS NMR spectra.百lesubtle change of slopes was 

T.c， and centerband-only detection of exchange inferred to result from the conformation change of 

(CODEX)4 measurements using a NMR spectrom- the main chain because it would be di伍cultto be-

eter (GSX-270; JEOL) operating at 270 MHz for lH lieve that further changes in average conformation 

and 67.9 MHz for 13C. For CPMAS measurements， should occur in a liquid state. On the other hand， 

experimental conditions were set up with 900 pulse the relaxation of main chain carbons showed no sin-

length of 5.2μs， contact time of 2 ms， recycle delay gle exponential decay in the measured temperature 

of 10 s， and the MAS rate of3.2 kHz.百le13C chem- range. For that reason， we tried to fit the decay 

ical shifts were referenced externally to the methyl curves using a Kohlraush-Williams-Watts (KWW) 

carbon resonance of hexamethylbenzene at 17.36 function. 

ppm. We used Torchia method for T1C measure- In general， the KWW function is used to ex・

ments.For CODEX measurements， experimental press magnetization near and below the glass tran-

conditions were set up with 900 pulse length of 5.0 sition temperature (Tg) because the distribution of 

μs， contact tinie of 2 ms， recycle delay of 10 s， and the relaxation rate gave rise to non-exponential re-

the MAS rate was monitored by fiber optics and set coveries. Temperature dependence of R1 for each 

at 5000土2Hz.Pure-exchange CODEX spectra are aromatic carbons is shown in Figs. l(b). Figure 

obtained by measuring a reference spectrum with. 1 (b) shows that the main chain must be in the slow-

durations of tm and tz interachanged and subtract- motion regime because of the increase of R1 with 

ing the CODEX spectrum from it. Original pow- heating. More noteworthy is the fact that discon-

der samples were used. We also carried out vari- tinuous changes are apparent around 333 K. 

able temperature proton transverse. relaxation time In many cases， asimilar tendency is apparent 

(TzH) measurements.8，lO in zH NMR measurements， at the glass transition 

おrmany glassy formers including polymers such 

as polybutadiene andpolystyrene. In the c 
C. Results and Discussion 

We performed 13C spin-lattice relaxation time 

measurements for P3ATs using Torchia method at 

For the side chains (Fig. l(a))， each R1 value 

was obtained using a simple exponential fitting 

curve. Figure l(a) shows the subtle change of slopes 

around 333 K， but the decrease of R1 was observed Below 333 K， we observed the Arrhenius-type 

throughout the measured temperature range with thermally activated process for all carbons.百lat

heating (from 303 K to 373 K).百lIstendency is tendency is similarto the Johari-Goldstein process. 

visible in the extremely narrowed regime according Over 333 K， although the measured temperature 

円
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nal of thiophene. It indicates that thiophelle main 

chain undergoes reorientation during the mixing 

time (tm = 120 ms) and consequently the motion at-

tenuates recoupling of CSA.百lisis a direct evidence 

of thiophene twisting above the twist-glass transi-

tion. Fig. 2(c) shows the normalized exchange in-

tensity as a function of tm.百lemixing-time depen-

dence ofCODEX can be expressed as 

M-1 M-1 . t…o 
1:l5/50(tm) =一一一一一-=exp(ーよ)T，M M _.'1:'¥ T

c 

where Tc is the correlation time， s is the stretch-
ing parameter， and M is the number of equivalent 

orientational sites accessible in the motional pro-

cess. Using this equation the correlation time of 

thiophene twist is found to be Tcニ 31.4ms (T~' = 
31.8 Hz) at 353K. However， it is difficulat to deter-

mine this value as a characteristic rate of thiophene 

twist because the twist motion show a large disper-

sion because of the structural modulation waves as 

observed in the similar polymer P4MTz. 
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FIG. 1: Plots of '3C spin-lattice relaxation rate R， as a 

function of 1000/T for P3BT; the al匂1side chain (a) and 

the main chain (b). Typical decay curves are also shown 

for the butyl C2' carbon， and for the thiophene C3 and 

C5 carbons at 303 K and 373 K (insets). 
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range is insu伍cientto consider the condition of(ii) 

or (iii) because of the limitation of available tem-

perature range of our instrument， discontinuous 

changes can be a fingerprint for the effect ofαpro-

cesses. 

。2

FIG. 2: A pure-exchange spectrum (;:"'S) from a CODEX 

measurement (S) and a reference spectrum without ex-

change (So) at 303K (a) and 353K (b). ;:"'S was generated 

by subtraction of S from So・;:"'S/Soof thiophene twisting 

at 303 K and 353 K were plotted as a function of t m (c). 
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CONCLUSION 

Solid-state structure and dynamics of the re-

gioregulated HT-P3ATs， especially P3B工werein-

I. 

To detect more direct evidence of tl1e twist-glass 

transition， we tried to perform CODEX measure-

ments at 303K and 353K where are lower and higher 

than the transition temperature， respectivelドFig.

2(a) and (b) show CODEX spectra (5)， reference 

spectra (50)' and pure-exchange spectra (1:l5 = 5-

50) at 303K and 353K， respectively， with mixing 

time of tm = 120 ms， tz= 0.8 ms and CSA recou・

pling time of Ntr = lms. At 303K， no significant 

change is observed between 5 and 50'" consequently 

1:l5 shows a weak signal; thatis， sufficient motion 

of thiophene with detectable motional amplitude 

during Ntr (=lms) does not occur below the twist 

glass transition temperature. At 353K， Oll the other 

hand， the pure-exchange spectrum shows the sig-



vestigated using FTIR and 13C NMR spectroscopies. 

百leDSC measurements show that P3BT has an 

endothermic transition that occurred in the crys-

talline phase around 340 K.τhe FTIR measure-

ments show that the shifts of absorption maximum 

for the out-of-plane mode of the thiophene CrH 

band were observed， which is consistent with DSC 

results. In the 13C CPMAS NMR measurements， 

the methyl moiety shows the transition from two 

or more states to a unique state. Furthermore， T，C 

and CODEX measurements indicate that there ex-

ists a glass transition of thiophene ring twist in the 

crystalline phase. Its enthalpy relaxation shows an 

endothermic peak in DSC traces. To P3BT， we at-

tempted to apply the idea that it is a glassy crystaト

plastic crystal transition. We assigned each peak in 

FTIR to a specific phase. A phase diagram of P3BT 

is shown in Fig. 3. At temperatures higher than the 

melting point (T > 540 K)， the polymer is surely 

an isotropic liquid assigned to 836ιm -1 in the FTIR 

spectrum. At 340 Kく T く 540K， most1y plas-
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tic crystal (820 cm-1) exists， where the polymer un-

dergoes the twist motion of thiophene. Below 340 

K， two states exist in which the glassy crystal (825 

cm-1) has thiophene rings that are frozen with vari-

ous angles and crystals without twisting (810 cm-1). 

isolropic glass 
836cm-1 

glassy cryslal 
825cm-1 plaslic cryslal 

crysla( 町 S凶& 820cm-1 
i pla剖icc叩st副:

810cm-1 i ~o創出 i 

Isolropic 
liquid 
836cm-1 

300 330 540 T /K 

FIG. 3: A proposed phase diagram of P3BT. The IR ab-

sorption bands for the Cs-H bond out-of-plane defor-

mation are aIso shown. 
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Low-Field NMR Approaches 

for the Characterization of Polymer Materials 

kav Saalwa心hter

Institut fur Physik， Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg 
Friedemann-Bach-Platz 6， D・06108Hal1e， Germany 

Email: kay.saalwaechter@physik.uni-halle.de 

In this contribution， 1 demonstrate the application ofproton multiple-quantum{MQ) NMR to the 
characterization of elastomer inicrostructure [1孔 gel-pointdetermination and the quantitative 
analysis of systems that gel in dilute solution and in the bulk [4]. Other low-field NMR 
developments include robust and reliable approaches to determine the crystallinity and monitor 
the ctystalIizationkinetics and the mobile-phase mobility in semicrystalline polymers [5]， as well 
as spin-diffusion studies ofthe domain sizes in block copolymers. 
MQ NMR at low field is indeed a robust， reliable， and quantitative method to study elastomer 
microstructure， structural heterogeneities， and chain dynamics [1]. Recent work includes quanti-
tative relationships betweenthe NMR observables and the cross-link density of diene rubbers [2] 
and the analysis of chaindynamics in the same typ巴ofsystems [3]. Some of our findings are in 
marked contrast to earlier observations， and suggest thata number of models commonly use<，l to 
analyze chain motion in elastomers (and ultimately to explain their mechanical behavior) are in 
need of revision. 
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Fig. 1: Distributions ofresidual dipolar couplings， measured on a series of natural rubber with 
increasing sulphur content(1，2，4 and lOphr) by MQ NMR at low field. A comparison of the 
distribution for NR-AlO with the result expected企omGaussian network theory indicates major 
discrepancies [2]. 

As an example， Fig. 1 shows distributions of residual dipolar couplings for a series of natural 
rubber with increasing cross-link干 density.The non-zero coupling arises from network chain 
fluctuations that are rendered anisotropic by the cross-links. Its average is directly proportional to 

Keywords: multiple-quantum NMR， elastomers， heterogeneities， gel point， polymer crystallization 
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the cross-link density and therefore reflects macroscopic properties like the elasticity or the 
equilibrium degree of swelling. The distributions are， however， much narrower than predicted by 
the common Gaussian network theory. This indicates that the dynamics of individual chain 
segments is homogeneous. Cooperative packing effects that go beyond simple single-chain 
models are therefore important and thus need to be incorporated in any molecular theory of 
rubber elasticity. 
As a second example， Fig. 2 demonstrates the use of a mixed magic sandwich echo (MSE) in 
combination with a CPMG train for a quantitative assessment of polymer crystallinity. 
Crystallites are rigid and exhibit a solid-like FID， the ful1 detection of which must inc1ude over-
coming the relatively long 10μs dead time of a typical low司 fieldinstrument. The refocusing 
afforded by the MSE is near quantitative， as can be seen in an isothermal crystallization 
experiment. The ensuing longer mobile-phase decay must be corrected for Bo field 
inhomogeneities， as is best achieved by a CPMG train. The signal decay is then dominated by the 
dynamics ofthe chains in the interlamellar regions and reflectsmorphological details. 

i繭fL41-JJ:IE;11
80点Lょ(CPMG .~ 

:60 

者40
c 

220 

O 
0.00 0;03 0.06 5 10 15 

time I ms 

Fig. 2: A combined puIsed magic-sandwich∞ho (MSE) Carr-PurceIl-Meiboom-GiII (CPMG) 
puIse sequence for the reaI-time detection of polymer crystaIlinity and mobiIe“phase mobiIity on 
Iow-field instruments. The signaI位acesare for syndiotactic poly(propylene) measured every 
5 minutes undet conditions of isotherrnaI crystaIlization of at 378 K [5]. 
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Y-89 MAS-NMR Determination of Local Oxygen Defect 
Structure around Yttrium lons for Oxide lon Conductors 
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INTRODUCTION 
Ceria-zirconia-yttria solid solution (Ce02・Zr02・YOI.5)was focused in development of 

solid oxide fuel cells (SOFCs)， firstly as the reaction compound found at the interface of 
yttria-doped ceria (YDC) and yttria~stabilized zirconia (YSZ). YSZ is a promising electrolyte 
in SOFC， and YDC may be used as anodes [1]， as coating materials on electrolyte， or as an 
intermediate layer b巴tweenthe electrode and the electrolyte. 

Many attempts have been already made to fabricate composite materials， which may 
have both chemical stability of YSZ and high catalytic activity of YDC. However， when 
such a composite is prepared by a wet process followed by a sintering process at high 
tempera旬res，the inter-diffusion of cerium and zirconium components is often observed at the 
int巴rface，which results in the formation Qf (Ce02・zr02・YOI.5)solid solutions. These solid 
solutions exhibit lower ionic conductivities in the middle of the solubility range， therefore it 
may cause some degradation of the cell performance [2]. On the other hand， ceria-zirconia 
solid solutions have been focused from the viewpoint of interesting catalytic activity and 
mixed conductivity. The Ce02-Zr02-YOI.5 solid solution is also focused as a promising 
material for oxygen permeable membranes， which can be applied to electro-catalytic reactors 
or oxygen gas separators [2，3]. 

The local coordination structure around specific ions doped into crystalline ionic 
conductors provides fundamental information on the ion migration mechanism. Especially， 
the 1oca1 oxygen defect structure and its preferentia1 1ocation in specific ions have great 
importance on understanding ionic migration mechanism in solid state ionics materials. 
High-fie1d and high reso1ution solid-state nuc1ear magnetic resonance (NMR) is a powerfu1 
too1 for elucidating 10cal structure of ions in solids. Although 89y is NMR active， few 
investigatj?ns have been carried out due to its low sensitivity [4，5]. Recently， our group 
reported ð~y NMR measurements of YSZ by means of a high園 fieldand a high幽 resolution
solid-state magic angle sample spinning (MAS)-NMR and clarified the compositional 
dependence of th巴yttriumcoordination numb巴rand the local defect structure. The objective 
of the present paper is to investigate 10明 structure around yttrium in 
[(CeOuxCZr02)1-xlo.8(YOJ.S)O.2 (x=0-1) by adopting a ð~y MAS-NMR spec位oscopy.

Keywords: ceria， zirconia， yttria， Y・89NMR， oxygen defect， local structure 
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EXPERIMENTAL 
The sample composition was selected at [(Ce02)x(Zr02)I-x]OぷY0I.5)O.2(.x=0-1.0， 0.1 

step). Powders ofthe reagent grade starting materials， Ce02， Zr02， Y203， and Gd203 (Wako 
Co. Ltdよwereball mi11ed in ethanol and pressed into pellets. Pellets were sintered at 1923 K 
for 10 h. X-ray diffraction was measured by PW・1800(Philips， The Nether1ands) using a 
Cu(Ka) target. The peaks in the range of 28=50ー1000 were collected for lattice constant 
determination， in which silicon powder was used as an intemal reference. 

AnECA・600(JEOL) spectrometer operating at a 14 T magnetic field was utilized. 
The resonance企equencyof 89y was 29.41 MHz. A single tuned 6 mmOMQ-MAS probe 

(JEOL) wasused. The spinning rate of the 6 mmO rotor was set to 10 kHz. Repetition time 
was 5 s and 10，000-50，000 scans were accurnulated. 1 M YCh was used回 thechemical shift 
standard. Peak separation and integration were performed by the Winfit program [6]. Each 
sample was doped with 0.2 mol% Gd203 to shorten the NMR reputation time. 

RESULTS AND DISCUSSIONS 
CZY samples were confirmed as a single phased cubic f1uorit怠 formby XRD 

measurements. The lattice parameter followed Vegard's law. The spin-lattice relaxation time 
(TI)of spin 1 = 112 nuc1ei in solids is generally quite lengthy， typically as long as several 
hours. To complete NMR measurements within a reasonable accumulation time， a small 
amount of paramagnetic impuri匂rwas introduced. The amount of paramagnetic impurity 
(Gd203) was set to 0.2 mol%， which shortens the T1 values by 5-15 s and has minimum 
inf1uence on the quantitative analysis of peak intensities. The 89y MAS-NMR sp巳ctraof 
CZY samples are shown in Fig.1. The compo唱itionaldependence of spectra was observed. 
Spec回 consistedoftwo major peaks， indicated as peaks 1 and II， respectively. 

All spectra were well simulat怠dby a Gaussian-Lorentzian model. The main peak 1 at 
85-90 ppm and a very small sub peak II at 190-195 ppm were observed for (ZrOUO.8(y0I.5)O.2 
sample， which is consistent with our previous report [4]. By the substitution of zirconium to 
ceriu貸し the intensity of peak II grew progressively， whereas the intensity ofpeakI 白creased.

Il主 {給油'21..<ま加0，¥). ..<'1'0..，)".， 

愉 ..._......-..........Iて:Q，}、作

内品川X鍛 9~.t..

600 400 200 0 “200 ・400 ・600. 
ppm 

Fig.l. 89y MAS-NMR spectra of [(Ce02)lZr02)1-x]OぷY01.5)O.2(=0-1.0， 0.1 step). 

Yttrium ions surrounded by different numbers of oxygen atoms could be identified as 
separated peaks in the spectrum [4;5]. In the ideal cubic f1uorite structure， cations (Ce4+， Zr4+， 
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Y勺 aresurrounded by 8 nearest neighbor oxygen 胸部・ τ'hecoordination number wi1l 
decrease when an oxygen defect was fo~ed withr~the coordination polyhedron. Taking in~~ 
account the previous与detenninedvalues of 89y NMR chemical shifts [4，5]，peaks 1 and II 
can be assigned to 8 and 7 coordination戸trium，respectively. The relative arhount of yttrium 
ions for different coordination numbers can be dIrectIy deterinined合'omthe peak intensities. 

The result oftk peak separations，including the integral intensiザ，釦11width at half 
maximum (FWHM) and the chemical shift are su~marized-in Fig. 3.The chemical sh出
re~ects the degree of the magnetic field shielding ofthe nuc1ei. A systematic negative shi抗
reflects a change in the chemical bonding nature-between Y and 0 atoms with substituting 
zirconium to cerium. The increase ofthe FWHM at mediumcomposition， as shown in Fig.3， 
may be related to a wider dis住ibutionof Iocal chemical species， and may berelated to the 
possible existence of the miscibility gap in this material which was explained in tenns of the 
positive (repulsive) interaction parameters between Zr02and Ce02[2]. By the substitution of 
zirconium to cerium， a decrease of 8・ccordinated戸triumand an increase of 7・coordinated
yttrium were observed. 

{(Ce02)x(ZrO，l，)o.g(YO，.slO.2 {(Cc02)x(Zの'21，.x}O.8(YOI.S)O.2
100 200 

F-、.、
*-80 150 
¥ 
同FVY 、Z 5て 40

20 

⑧ 

' 
。 .50 。 0.2 0.4 0.6 0.8 

x x 

Fig.2. (Left) Full width at half maximum (FWHM) of peaks I and II observed for 89y NMR spectra of 
[(CeOUxCZr02)1-x]O.8(YOU)0.2 (x=O-1.0， 0.1 step). (Right) Integral intensity (bold line) and chemical 
shift (dotted line) of凹 YNMR peaks. Circled number indicates the coordination number. 

With increasing yttria content， oxygen vacancies are formed to keep the charge 
neutrality， which can be written as follows， 

Y203 → 2Y~叫r + 30~ + V~. . (1) 

The composition of Ce02・zr02-Y 203 system can be written by using the yt住iumion content， 
y， and the oxygen vacancy concentration d， 

((Ce + Zr)I-;Yy)02-0 = (1-y )[( Ce + Zr)02ー仏剖]. y[Y02..oy]， (2) 

where ~Ce+Zr) and ゐarethe oxygen vacancy concentration around Ce+Zr and Y， respectively. 
Oxygen vacancy concentration is given by the charge neutraliザcondition，

o=[V~.]=[Y~e+zr]/2=y/2. (3) 

The average coordination numbers for the cations expected from the random distribution of 
cerium， zirconium and yttrium ions， Cidea1 can be expressed by the experimentally determined 
avarage coordination number of yttrium ion， Cy; and average coordination number of cerium 
and zirconium ion， CCe+Zr， as follows， 

Cd田1=8・(1-δ/2)= 8-2y = y. Cy+(l-y)・CCe+Zr， (4) 

Cy=8xI8+7xh， (5) 

where ιis the integral intensity ofthe NMR peak for n coordinated yttrium ion. 
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The oxygen vacancy concentration can be defined as， 
δ'y = 2 -Cy / 4 (6) 

δ(C肘 Zr)=2一CCe+Zr/ 4. (7) 

{(ceO，)/Zの，¥)O..(yo 1.5)0.， 
0.25 

Y t。
¥..) 

id曲 1 0.15 

Zr+Ce 
7.4 

〈処eibo 72 
0 a tP0.05 

7 。 0.2 0.4 0.6 0.8 
x 

[(CeO，)x(Zの')1)0..(YU1.5)O.2 

Y 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
x 

Fig. 3. (Left) Average c()ordination number of cations for [(Ce02)lZrOU1-x]OぷYOl.S)O.2(x=0-1.0， 0.1 
step).determined from "'Y MAS-NMR peak s巴paration. (Right) Oxygen vacancy concentration 
around cations calculated from eqs. (4) -(7). 

As clearly shown in Fig. 3， oxygen vacancies are preferentially located to zirconium 
ions for (Zr02泌氏Y01.5)0.2end member composition. By the substitution of zirconium to 
cerium， oxygen vacancy start to form around yttrium ions. This can be understood by the 
difference of site p児島renceof zirconium and cerium cations， where zirconium prefer 
7・coordinatedsite whereas cerium prefer 8-coordinated site， respectively， in the cubic fluorite 
lattice. The present results give a quantitative measure of the degree of preference of the 
oxygen vacancy on each cations， for the first time. 
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多核種高磁場固体NMRを利用した無機系材料の構造解析

新日本製鍍(株)先端技術研究所1 0驚藤公児、下回啓士、金橋康二、藤部康弘

日本電子(株) 2 根本貴弘

rndustrial Application ofMulti Nuc1ear Solid State NMR (170，25Mg，27 Al，43Ca) 
at High Field (l6.4T) and Super High Field (21.8T) 

Nippon Steel Corporation， Advanced Research Technology Labo.l， JEOL2 

OKoji Saitol，Keiji Shimodal， Yasuhiro Tobul， Koji Kanehashil， Takahiro Nemot02 

くAbstracts>

A new approach to structural analysis of inorganic polymer， we called slag which is by products 
of steel making， has been proposed using multi-nuc1ear solid state NMR at high magnetic field 

that is capable of obtaining the s仕ucturalinformation of each element composing the slag such as 

Si， Al， Mg， 0， Ca and effective to both cηstalline and non-crystalline solid materials. It is 

conc1uded白紙 thecombination of multi-nuc1ear MQMAS and hetero nuclear correlation 

spectroscopy methods with isotope label technique at high magnetic field is a very effective for 

characterization of inorganic materials and especially well suited to the analysis of slag that are 

low crystallinity in contrast to X-ray diffraction (XRD).The NMR approach to protein science is 

very similar and usefuI and helpful to analyze the chemical structure of inorganic materials toward 

to three dimensional 館山旬reusing solid state NMR. 

A new approach to structural analysis of inorganic polymer， we called slag which is by products 

of steel making， has been proposed using multi-nuc1ear solid state NMR at high magnetic field 

that is capable of obtaining the structural information of each element composing the slag such as 

Si， Al， Mg， 0， Ca and e能 ctiveto both crystalline and non-crystalline solid materials. Toward to 

making three dimensional structure analysis of slags， we make three strategy Iike below 

1) Nuc1ear: introduced isotope labeling e5Mg，170， 43Ca) 

2) Magnet : using suitable high field magnet for each nuc1ei 
3) Resonance : applied hetero-nuc1ear correlation spectroscopy methods 

1) Nuc1ear : in仕oducedisotope labeling e5Mg，170， 43Ca)I-4) 
In this study， we applied mainly 27Al and 25Mg and 170 and 43Ca solid state NMR two types of 

steel ・・makingslags. In 27 Al NMR measurements， drastic improvement of spectral resolution at 
high magnetic field (16.4T) 5QMAS experiment clarified the existence of at least 11 chemical 
sites of Al in slag. And， we successfully obtained 25Mg 3QMAS spectra in slags， when special 
probe has been developed to overcome low sensitivity. Additionally， soIid state 170 NMR is very 

useful and powerful tools for the structural analysis of oxygen in various inorganic materials. 

However， quite low sensitivity on NMR is main di伍cultypoint. Andせlen，we凶edtosyn吐lesize

each 170・labeledstating materials such as Ca(*OH1， Ah*03 and Si*02 in order to overcome low 
sensitivity(F ig.l ). 

高磁場固体NMR、多核NMR、アモノレブアス材料、 MQMAS

Oさいとうこうじ、しもだけいじ、かねはしこうじ、とうぶやすひろ、ねもとたかひろ
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Fig.1 Samp1e preparation using isotope 1abeling Fig.2 43Ca-MQMAS of slags 

Using these materials， the formation of slag network was investigated at 1273 to 1673K by 170 
MQMAS.百leprocess of network formation of oxygen in s1ag cou1d be observed by means of 170 

full labe1ed materials at each鈴mpera旬re.Moreover， 170 se1ective 1abeled ma旬rialsbecame 
possible to assign each peak泊 spectraof full聞 labeledmaterials. 27AIYO CPIMAS methods were 

applied in order ぬ makeconnectivity clearly. We first applied 43Ca 3 and 5QMAS NMR 
spectroscopy for 43Ca-enrlched model slagsσig.2). Local environments of Ca2+ ions in slow-and 

rapid-quench model slags were found to be different each other.τlle slow-quench slag has 

well-defined CaOg polyhedra in a crystalline form， although the rapid-quench slag is considered ω 
have Ca06 octahedral species as a main component. From above mentioned results， multi-nuclear 
solid state NMR is proved to be a very e能 ctivemethod in characterization of the slag.百le
S加 cturalinformation on divalent cations such as Mg2+， Ca2+， and Fe2+ should have important 

aspec飽 inmagmatic liquids and its quenched glasses because of their abundance血性leEar也's
interior.τlle local structure around Mg2+ in silicate melts and glasses has been investigated by 

several researchers， nevertheless little is confirmed on its coordination state. Nuclear magnetic 
resonance (JI品偲)spectroscopy is an advantagωus method to analyze a specific element in 

multi-∞mponents system. In the present study， we applied 25Mg MQMAS NMR to investigate 

the Mg local environments in CaMgSi206 glass in comparison with its crystalline counterpart， 
diopside. 

2) Magnet : using suitable high field magnet for each nuclei 5-η 

Recent new development of a super conducting magnet can make a new application field for 

solid state NMR. Especially， NIMS in Tsukuba succeeded in the deve10pment of 930 MHZ 
(21.8T) solid state NMR system. In this paper， we would like to show two topics which have new 
finds in industrial application when出isdeveloped high field solid state NMR system is applied. 
op白凶zationof the合yingprocess conditions for a steel-making converter in a steel works is very 

important since the process is of巴lineand time-consuming. However， it is very difficult to 

optimize州 ngprocess conditions (temperature，蹴faceactive agents， eによ because社le

re企actor
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complex materials田 ingvery high field 930MHz (21.8T) solid state NMR.百lIspaper shows the 

effect of magnetic field s回 ngthin these materials on 27 Al MAS and MQMAS spectra (Fig.3). In 
particular， we find several new chenlIcal sites using 21.8T with compared to the result of 27Al 
MQMAS at 16.4Tσig.4). At the Same time， some rel蹴 ationinformation (T1) of the refractory 
mortar will be discussed be嶋田eof high resolution MAS spec回 at21.8T. It is clear白紙 solid 
state NMR at high field give useful informationωanalyze complicated materials. Using this da匂，

we can adjust and design血edry泊gprocess and time in steel works. The another topiωis 

application of 170 for amorphous-ALPO. New results for amorphous-ALPO using 930 solid state 

NMR system will be discussed. 
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Fig.3 Effi邸 tofma伊 eticfields to L.I Al nuclei 

鱗霊長州警鐘欝

3) Resonance : applied hetero-nuclear correlation spectroscopy methods 8-10) 

Extensive researches on ahu凶nophosphate(AlP04) have been performed because of its 

indus出alneeds. While crystalline AIP04-based molecular sieves such as zeolites were 

investigated by many kinds of measurements， there are few s加lC旬ralanalyses of amorphous 

AIP04 (a-AIP04). Solid-state NMR is capable of characterizing the s加 .ctureof amo中ho国
materials仕latis di鉦icultby using di借actionme白ods.Previously， 27 Al MQMASstudy indicated 

usefu1 information of alUnlInum sites and di蹴ibutionsof a-AIP04[1]. Doubleresonance me白od

gives c1ear information of heteronuclear correlation for materials. For example， 
31p e7 Al} HETCOR spectrum of crystalline AIP04・14easy to detect correlations between P_Al"). 

However， single nuclear analysis indicates on1y local structure， and one of hetero-nuclear 
∞，rrelation gives lInlIted information on amorphous materia1. In the case of the structural analysis 
of amorphous material should be need the information on multi-nuc1ear and al1 of hetero-nuclear 
correlations. 

<OwAflt04C~捌削減。<(切HB技迎tla婦誕4SJ;BM湿C>
betwc，鉱np紛'1dO> 、 A島F

持./¥ -~熔

Fig.5百leresults of Mutual CP for a・ALPO Fig.6百leresults of CP HETCOR and 

MAS-HMQC for a-ALPO 
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In this research， we aim to structure ana1ysis on a-A1P04・We.prepared 170-enriched a~A1P04 
and carried out mu1ti-nuc1ear and each hetero-nuc1ear corre1ations ana1ysis by solid state NMR. As 
a result， alllocal structure and each corre1ation elucidate the 3D networks on a-AIP04 as indicated 

below. 
1. 31pMAS， 170 MQMAS and 27A1 MQMAS;All spectra indicatedmulti-sites and dis仕ibutions.

2. Mutual e1p ~ 170) CP MAS NMR (Fig.5) ; 170e1p}Cp MAS spec加 mc1early showed that 

three di任erentphosphorus environments correspond to Q2， o and Q4 
3. e1p}27Al MAS・J-HMQC，and 31pe7A1} 3QMASIHETCOR (Fig.6): MAS-J-HMQC spectrum 
indicated a-AIP04 has all types of the [4)，[5)，[6)AI_0_P bonds. And 3QMASIHETCOR indicated 

four P local environments. exist 

4.170e7A1}MQMAS圧IETCOR;Detail discussion will be in my lecture. 

Various measurements of solid state NMR cou1d realize inulti-nuc1ear and all of hetero-nuc1ear 
correlation analysis on amorphous material. 

lt is conc1uded白atthe combination of multi-nuc1ear MQMAS and hetero nuc1ear correlation 
spectroscopy methods with isotope label technique at high magnetic field is a very effective fo1' 

characterization of inorganic materials and especially well suited to the analysis of s1ag that are 

low crystallinity in contrast to X-ray diffraction (XRD)，The NMR approach to protein science is 

very similar and useful and helpful to analyze the chemical structure of inorganic materials toward 

to threedimensional structure using solid state NMR. 
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Advanced Dipolar NMR Techniques for Structural Studies of 

Disordered Materials 

Hellmut Eckert 

Institut fur Physikalische Chemie， WWU Munster 

Because of their straightforward relationship with internuclear distance information， 

homo- and heteronuclear magnetic dipole-dipole couplings have particular 

significance in solid state NMR applications for structural studies. Modern solid state 

nuclear magnetic resonance methodology affords a number of new powerful 

techniques to quantify such dipolar couplings under high-resolution (magic angle 

spinning) conditions and is hence potentially very suited to yield distance information 

in solids for simple two-or three-spin systems. In contrast， disordered materials such 

as defective crystals， glasses or nanocomposites present important new challenges， 

as the interactions have typically multi-spin character， the order of the spin system is 

usually not known and most likely subject to distribution， and many of the nuclei 

involved are influenced by nuclear electric quadrupolar couplings at the same time. 

One of the most promising dipolar recoupling techniques available is the rotational 

echo double resonance (REDOR) method， which takes advantage of the high 

resolution afforded by magic angle spinning to provide siteィesolveddipole coupling 

information. We have recently developed this method for the dipolar analysis of multi-

spin systems， including those with quadrupolar nuclei， to extract reliable second 

moment values specifying average magnetic. dipole-dipole couplings.. sased on such 

second moment values various types of internuclear distance correlations have been 

characterized (see figure 1)， constituting medium-range order in a series of ion-

conducting glasses. 

Keywords: dipolar coupling， REDOR， glasses， solid electrolytes 
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Figure 1: sketch of the various types of medium-range order in glasses， involving distance 

correlations among network former species (a)， between network former species and 

network modifier species (b) and between network modifier species (c)， respectively 

With regard to (a)， quantitative information about interatomic connectivities and 

spatial correlations on the 300 to 500 pm distance scale have been obtained 

between 116， 27 AI， and 31p nuclei in the glass framework of numerous alkali 

borophosphate and alumophosphate glasses. Using this approach， it was possible to 

quantify the extent of 6-0-P and AI-O-P linking in these systems [1，2]. These glasses 

do not present statistical connectivities but rather their structures are dominated by a 

strong preference for heteroatomic 6-0同 P and AI-O-P linkages. More recent 

extensions of our approach towards other systems has helped to clarify the structural 

roles of non-traditional network former species such as Te02， Mo03， and W03 and 

their influence upon macroscopic physical properties. 

With regard to (b)， spatial correlations have been probed between the framework 

nuclei 118， 31p， and 29Si on the one hand， and the nuclei 6U， 7U， and 23Na associated 

with the network modifier species on the other. Using this approach， composition 

dependent data have provided quantitative information on the extent of cation 

clustering in alkali borate， phosphate and silicate glasses， [3・5].Similar insight is 
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independently available from NMR results probing the spatial correlations between 

the nuclei associated with the network modifier ions (approach c). For example， 6U_ 

7U double resonance NMR studies reveal a large difference in cation clustering 

tendency between lithium silicate and lithium borate glasses [6]. The extension of 

such experiments to mixed-alkali glasses has also led to important new insights 

regarding the mutual immobilization of cations in glasses containing more than one 

network modifier species [7] (“mixed alkali e仔ect")
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NMR studies of membrane associating proteins involved in 

metal homeostasis 

Yutaka Ito1ぺKaoriKurashima-It02， Kayano Moromisato1， Masaki 

Mishima1， Teppei Ikeya3ぺSundaresanRajesh5， Kaoru Nishimura
5
， 

Jonathan Heddle5， and Jeremy Tame5 

lToかoMetropolitqn Universi帆 1・1Minami Osawa， Hachioji，おかo
192-039，スJapan，・LRIKEN， 1-7-29 Suehiro， Tsurumi， Yokohama 230・0045，
Japan; J RlKEN Genomic Scieflces Center， 1・7-22Suehiro， Tsurumi， 
Yokohama 230-0045， ~αrpan; ;SAIL-Technologies， 1・1-40Suehiro， TSI仰 mi，
Yokohama 230-0045， Japan;・JYokohamaCity University， 1・7・29Suehiro， 
Tsurumi， Yokohama 230・0045，Japan 

Recent developments on protein stable isotope labelling and TROSY-based NMR 

measurements were applied to a 31kDa (285 a.a.) nuc1eotide-binding domain of human 

mitochondrial ABCB6 (ABCB6・c)and a 56kDa (502 a.a.) Escherichia coli NikA. 

Human ATP開bindingcassette， sub-family B， member 6 (ABCB6) is a mitochondrial 

ABC trallsporter， and presumably contributes to iron homeostasis. Aimed at understanding 

the structural basis for the conformational changes accompanying the substrate-transportation 

cyc1e， we have studied the C・termillalnuc1eotide-binding domain of ABCB6 (ABCB6-C) in 

both the nuc1eotide-free and ADP-bound states by heteronuc1ear multidimensional NMR and 

homology modelling. A nonlinear sampling scheme was utilised for indirectly acquired 13C 

and 15N dimensions of all 3D triple-resonance NMR experiments， in order to overcome the 

instability and the low solubility of ABCB6・C. The backbone resonances for approximately 

25 % of non-proline residues， which are mostly distributed around the functionally important 

loops and in the Helical domain， were not observed for nuc1eotide-free form of ABCB6・c.
From the pH， temperature and magnetic field strength dependencies of the resonance 

intensities， we conc1uded that this incompleteness in the assignments is mainly due to the 

exchange between multiple conformations at an intermediate rate on the NMR timescale. 

These localised conformational dynamics remained in ADP-bound ABCB6-C except for the 

loops responsible for adenine base and α/s-phosphate billding. These results revealed that 

the localised dynamic cooperativity， which was recently proposed for a prokaryotic ABC 

MJ1267， also exists in a higher eukaryotic ABC， and is presumably shared by all members of 

the ABC family. Since the Helical domain is the putative interface to the transmembrane 

キーワード ABCB6， NikA， OppA， TROSY，重水素化，非線形サンプリング

いとうゆたか，くらしまかおり，もろみさとかやの，みしままさき，いけやてっぺい，

すんだれさんらじえしゅ，にしむらかおる， Jonathan Heddle， Jeremy Tame 
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domain， this cooperativity may explain the coupled functions between domains in the 

substrate-transportation cycle. 

Nickel is an essential cofactor for a number of bacterial enzymes， while high 

concentrations of nickel are toxic to cells， owing to its high affinity for DNA and ability to 

disrupt enzyme activity. Bacteria have evolved several efficient transport systems to 

maintain Ni homeostasis for the normal functioning of enzymes involved in ureolysis， 

methane biogenesis and hydrogen metabolism. The E. coli ATP-dependent ABC-type 

transporter encoded by the nik operon， the NikABCDE permease， is implicated in the specific 

transport ofNi from the periplasm to the cytoplasm. The mature periprasmic NikA (502 a.a.， 

56kDa) is the primary nickel-binding component and mediator of the chemotactic response 

away from nickel. NikA exhibits significant sequence similarity to the oligopeptide binding 

protein OppA， a periplasmicbinding protein (PBP). We had initiated the NMR backbone 

resonance assignments of apo司NikA， which will provide a framework for the analyses of 

structure and dynamics of NikA in solution. Assignments for more than 86% of non-proline 

residues were obtained by the analysis of TROSY-based triple-resonance experiments. The 

incompleteness in the assignments was caused by line broadening of cross peaks in lH_15N 

TROSY-HSQC spectra， thus providing scarcely observable cross peaks in triple閑 resonance

spectra for these lHN)5N correlations. Indeed， 20-30 isolated but largely brOlidened cross 

peaks were observed in lH_15N TROSY-HSQC spectra. Incomplete exchange ofamide 2H to 

lH was ruled out， since the lH_15N TROSY-HSQC spectra of 6 M guanidine 

hydrochloride-unfolded and refolded NikA failed to reveal new correlation cross peaks. 

Mapping the residues with missing assignments onto the crystal structure of NikA revealed 

that they were mainly localised around the nickel-binding site， which is surrounded by two 

lobes in NikA. Thus changes in the relative orientation of two lobes in the nickel free state 

in solution， caused by intrinsic conformational flexibility around the hinge region， is probably 

responsible for the exchange broadening ofthe IHN _15N correlation cross peaks. 

A similar triple-resonance approach was employed for Salmonella periplasmic 

oligopeptide-binding protein OppA (517 a.a.) D419N mutant. Backbone lHN， 13Cぺ13C'， 15N

and side chain 13Cs resonances were a 
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An NMR spectroscopic approach to the ubiquitin-proteasome 

system 

OEri Sakata1， Akira Sumiyoshil， Hiroaki Sasakawa2， Yoshiki Yamaguchil， 
1，2 Koichi Kato 

IGraduate School ofPharmaceutical Sciences， Nagoya City University 

2 Institute for Molecular Science 

Ubiquitin (Ub) and ubiquitin-like protein (Ubl) are covalently attached to the target 

substrate through isopeptide linkage between their carboxyl termini and amino groups of 

lysine residues of acceptor molecules. These post-translational modifications operate as if 

they provided additional domain(s) to control the functions and fates of the target proteins in 

cells. Especially， the polyubiquitin chain acts as a principal signal for proteasomal protein 

degradation. Although the ubiquitination pathways are known to require the sequential 

activities ofUb~activatìngenzyme (El)，Ub-conjugating enzyme (E2) and Ub-ligase (E3)， the 

structural basis for the mechanisms to control these cascade reactions remain to be understood. 

Weperformed NMR analyses ofthe molecular recognition mechanisms ofthese enzymes that 

regulate the ubiquitination reactions. 

In the process ofubiquitination， E2 is a key enzyme that recognizes El， carries 

covalently activated Ub and transfers Ub in concert with E3. Nedd8， one ofvarious 

ubiquitin-like modifiers ligated in a manner similar to the ubiquitination pathway， is 

covalently attached to the cullin subunit of SCF complex and thereby up-regulates the 

ubiquitin ligase activiちrby enhancing the recruitment ofE2 to this complex. However， the 

underlying mechanisms ofthe activation ofthe SCF complex remain unclear. Here we 

examined a possible interaction ofNedd8 withUbc4， which is an ubiquitin-E2 enzyme that 

catalyzes the formation ofpolyubiquitin chains upon neddylation of cullinl. The NMR data 

demonstrate that Nedd8 binds ubiquitin・E2(Ubc4)， but not Nedd8・E2(Ubc12). The 

Keywords; Ubiquitin-proteasome system， Solution structure， Protein-protein interactions 
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Figure 1 (a) Representation of the binding interface of Ubc4. Nedd8 directly binds a surface area adjoining the 
Rbxl・bindingsi匂 ofUbc4 through its hydrophobic surface (b) Schematic mechanism for the role of the Neddylation 
The recruitment of ubiquitin-E2 conjugates to SCF complex is enhanced upon neddylation by cooperative binding of 
Nedd8 and Rbxl to the E2 en巧Ime

Nedd8・bindingsite is distinct from but adjoins the putative E3ゐindingsite on Ubc4 through 

its hydrophobic surface. These data imply that once Nedd8 is attached onto the cullin 

subunit， it forms the active platform for selective recruitment ofubiquitirトchargedE2 in 

cooperation with Rbxl， excluding Ubc12・Nedd8complex. On inspection ofNMR data， we 

will also discuss structural basis of elongation of ubiquitin chain by E2. 

There . exist enzymes that are able to remove ubiquitin from target proteins. These 

deubiquitinating enzymes contribute to reversible ubiquitin-conjugation systems that regulate 

protein functions. Ataxin-3， a product of a causative gene of Machado-Joseph disease， is 

composed of the N-terminal Josephin domain， two or theree Ub圃 interactingmotif and a 

polyglutamine tract. It has recently been shoWn that the Josephin domain acts as a 

deubiquitinating enzyme. We performed NMR analyses of the interaction between the 

20・kDaJosephin domain and Lys48・linkeddi-Ub (K4ふUbuisotopically labeled in a 

unit~selective manner by an enzymatic reaction in vitro. We demonstrated that the 

hydrophobic surfaces ofboth Ub units， which surround the isopeptide linkage， were involved 

in the interaction with the Josephin domain. To determine the otientation of polyubiquitin 

chain with respect to the Josephin domain， we prepared K48同Ub2with site-specific spin 

labeling. On the basis of the paramagnetic relaxation enhancement data， we identified the 

amino acids residues of the Josephin domain in close spatial proximity of the unpaired 

electron in the complex. We propose a hypothetical model of the interaction between the 

Josephin domain and K48・linkedpolyubiquitin chain. 
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サブミリ秒 HID交換法と NMRによって観測された

アポミオグロビンの折り畳み中間体の構造ゆらぎ
(京大院・工l、TSRI2

、Spring-83、北大・理1.4、阪大・蛋白研5)

O鵜津尊規1、西村千秋2、秋山修志3、石森浩一郎1.4、高橋聡5、H.Jane 

Dyson2、PeterE. Wright2 

Conformational fluctuation ofthe kinetic intermediate in apomyoglobin folding detected by 

submil1isecond HfD exchange coupled with NMR 

IFaculかofEngineering， Kyoto University 

2 Department of Molecular Biology， The ScrijフIjJsResearch Institute 

3 RIKEN HarimαInstitute SPring-8 Center 

4Faculty ofScience， Hokkaido University 

5 Institute for Protein Research， Osak，αUniversiか

o Takanori Uzawa1， Chiaki Nishimura2， Shuji Akiyama3， 

Koichiro Ishimori4， SatoshiTakahashi5， H. Jane Dyson2， Peter E. Wrighe 

Proteins search a lot of conformations on. the energy surface biased toward the folded 

conformations to fold into their native structures. The conformational search in the kinetic 

intermediate ensemble which is practically expressed as conformational fluctuation， however， 

remains poorly understood. Thus motivated， we used submillisecond HfD exchange 

combined with NMR to understand the fluctuation in the early folding intermediate of 

apomyoglobin. As a result of analyzing the proton occupancies at O.4ms and 6ms of the 

refolding time， we successfully found the strong protections for A and G helices， the moderate 

protections for B and H helices and the weak protections for a part of B， C and E helices at 

O.4ms. Moreover， the protections at 6ms were close to those at O.4ms. On the other hand， 

the企actionsofthe exchangable amide-hydrogen (NHopen) in the B， C and E helices possessed 

significant values at O.4ms， but decreased at 6ms. The change ofNHopen without the change 

of the protection was interpreted to be caused by the fluctuation of B， C and E regions in the 

kinetic intermediate ensemble. After the complete packing of the regions which are still 

fluctuating at 6ms， apomyoglobin folds into the native state. 

I序論】蛋白質は天然状態に折り畳む際、エネノレギ一地形上で

構造をゆるがせることで多くの構造を探索していると考えら

れるが、折り畳み中間体アンサンプルにおいてどのように天然

構造に折り畳む構造を探しているのかは、未だ良く理解されて

キーワード:protein folding， HID exchange， rapid mixing 

うざわたかのり、にしむらちあき、あきやましゅうじ、いしもりこういち

ろう、たかはしさとし、ジェーンダイソン、ピーターライト
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Fig.l Crystal structnre of 
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and H) 百leblue circle shows 
the fluctoating町 easat 6ms 



いない。本研究では、折り畳み過程に関する研究が大きく進んでいるアポミオグロビ

ン(apoMb)の折り畳み中間体を、高速溶液混合と水素重水素(H/D)交換法とNMR測定法

を組み合わせて観察することで、 apoMbの中間体においてどの領域がゆらいでいるの

か、およびこれらの領域の折り畳みに果たす役割について知ることを目的とした。

[実験】中間体アンサンプルにおける構造探 土色 kex(PH) 
NHcl。由工芝 NH。剛一一一→ ND師 hanged

索過程を残基レベノレで評価するため、 HlD交 て一
sm血eH日Dexchange method 

換法を用いた (SchemeI)0 干の方法を用い The 四 changereact剛 of田 amidかhy批og印刷 be田
'-V/  /...1 l，t...，:>l (!.. J 14" interp回 ed baseオ on the protected state that 

る事で、アミドプロトンのプロトン占有率の non-exchangeable (N!L叫， the op朗自te ihat is 
開 ch田 geぬ，le(NHo問)皿d出eexch四 gedstat沼ND蹴 hanged. kop 

pH依存性から、各残基のk句、九1およびゆら 羽海ZJZγJJZ出JZ22Lif23I72Esh:出
いでいる状態 (Open状態)にあるアミドプ (k，，=k，，(pH7)xIO件、
ロトンの割合を示すNH句問状態の割合を見積もることができる。

pH2で変性した apoMbを高速溶液混合技術で急激に pH6へジャンプさせ折り畳み

反応を開始した。 O.4msもしくは 6msの折り畳み時間の後、 HlD 交換 pHパノレス

(pD7~10.7) を 3.6ms 間あて、 pD を 6 に下げた。得られたサンブツレの HSQC スベク

トルを測定し、各シグナノレ強度の HID交換時の pDに対する変化を調べた。

{結果と考察]得られた結果を刷dtの式;(Krishnaet 欄みみ£ムムふ会-"-

al. (2004) Method旨34，51-64.)でフィットすることで、 鵬

アミドプロトンの安定性の指標となる九/k，叩とN凡pen ぞ輔
....崎

を見積もった (Fig.2)。
20 
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7ド ダ長A、Gヘリックス領域における残基はHvidtの式で

フィットできないほど、非常に高いkc/kopを持ってい

た。他のヘリックス領域と比較した結果、 A，G>H，B

> C，Eの順に安定なヘリックスを形成していること

が明らかとなった。これは、これまでA，B，G，Hヘリッ

クスが等しくアポミオグロビンの折り畳みの核とな

情ムー.!...R.ムムエヰーι
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華電A
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っていると考えられていたことに対して、A，Gヘリツ 鈎朝岡締糊制糊
終輔，Idue

クスがより重要であることを示唆している。さらに、 Fig. 2 EstimatedんIko，(upper panel)阻 dN!L，，" 
(lower 棚田1)for O.4ms (red circles)四 d6ms 

O.4msと6msのkc/koptこは顕著な違いがないことは、へ (bluec…ses) ofrefolding time 

リックスの更なる安定化は起きていないことを示している。

一方、 NHopenの割合は時間に依存することが明らかとなった。特にB，C，Eヘリックス

領域におけるNHopenは、 O.4msから 6msにかけて大きく減少していることが明らかとな

った。これらの結果は、折り畳み反応開始後 O.4msで、は、 A，B，G，Hヘリックスが形成さ

れた中間体アンサンプルのうち 30~60%のB，C，E領域はゆらいでいるものの、 6msにな

るとゆらいでいる領域の割合が減少し、弱いヘリックス(九l/kop=~lO)を形成した中間体

の割合が増加したと解釈できた。さらに、 6msにおいても未だ揺らいでいる領域 (Fig.2

におけるNHopen>1 5%の領域をFig.lの青色円で示した)の存在は、 apoMbは天然状態

に折り畳むためには、これらの領域のゆらぎ、が最終的なパッキングによって抑えられ

ることが必要である事を示唆している。
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Analysis of NMR Data Obtained by Fast Spectroscopy 

Martin Billeter， Daniel Malmodin， Wolf注angBermel

Abstract 

NMR spec仕oscopyis a unique method for the structural， dynamic and functioilal 
characterization of proteins in solution， playing an essential role in several large-scale 
structure genomics initiatives. Nevertheless， the laborious and often difficult interpretation of 
the NMR spectra continues to limit the potential of NMR protein structure analysis.“Fast 
spectroscopy" NMR data acquisition， followed by adequate computational tools， can provide 
signal frequencies and intensities that， due to their high dimensionality， cannot be recorded 
with conventional approaches. 
Coupling of evolution periods in NMR experiments is a very promising approach that has 
recently attracted much attention for its substantial savings in measurement time. Another 
novel concept， which already proved useful in many types ofNMR applications， is multi-way 
decomposition. These (and related) techniques allow significant speed-ups when performing 
resonance assignments， extracting structural data or screening for ligands (drug discovery). 
The combination of these approaches (implemented in the program PRODECOMP) provides 
the following advantages: Highly similar information to what would be found in a 
corresponding ful1-dimensional spectrum is extracted from a set of projected spectra. All 
experimental spectra are used simultaneously， avoiding sensitivity loss associated with 
individual examination of the spectra. Aliasing caused by the linear combinations of 
individual shifts in the projected spectra is automatical1y resolved， aUowing for better 
resolution due to smal1er spectral widths. Reconstructions of various high-dimensional spectra， 
including the corresponding ful1-dimensional spectrum， become straightforward and free of 
artifacts. Novel applications include the analysis of NMR data sets yielding unambiguous spin 
systems with ミ10nuclei. 
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Fast and Smart Protein Structure Determination by NMR 
MarlくusZwecksteUer 

Department for NMR-based Structural Biology， Max Planck Institute for Biophysical 
Chemistry， Am Fassberg 11， 37077 Gottingen， Germany 

NMR spectroscopy provides high-resolution structural information of biomolecules in near-
physiological conditions. A1though significant improvements were achieved in NMR 
spectroscopy in the last 20 years， the increase in genome sequencing data has created a need 
for rapid and efficient methods ofNMR-based structure determination. NMR data acquisition 
can be accelerated significantly， when sensitive spectrometers are combined with new 
methods for sampling chemical shifts in mu1tidimensional NMR experiments. Therefore， data 
analysis and in particular the requirement to assign side chain chemical shifts to specific 
atoms is the major bottleneck of rapid NMR-based structure d巳termination.Here， we present 
a method， termed FastNMR (F Ast STructure determination by NMR)， which enables 
automatic， high-resolution NMR structure determination of domain-sized proteins.( 1) Starting 
from unassigned， experimental NMR data， high-resolution structures of three proteins were 
determined without manual intervention in less than 24 hours. This included the automatic de 
novo structure determination of the 65四 residuecone snail neurotoxin conkunitzin-S2. 

Residual dipolar couplings (RDCs) can be measured in aweakly aligned macromolecule， for 
which the large one-bond intemuclear dipolar interactions no longer average to zero. RDCs 
are exquisitely sensitive to bond vector orientation and offer many new opportunities in NMR 
studies of proteins in solution. For charged liquid crystalline media the magnitude and 
orientation of the solute's alignrnent tensor can be predicted with reasonable accuracy from 
the three-dimensional charge distribution and shape of a macromolecule using the program 
P ALES.(2，3) The ability to predict dipolar couplings for a given protein structure provides 
possibilities for the differentiation between monomeric and homodimeric states， 
conformational analysis of dynamic systems such as oligosaccharides， refinement of nucleic 
acid structures， determination of the relative orientation of protein domains， validation of 
structures of protein complexes and classification of protein fold families on the basis of 
unassigned NMR data. PALES has recently been used for the determination of the relative 
arrangement of monomers within coiled-coil proteins in solution.( 4) In addition， P ALES was 
used to obtain insight into the conformational behaviour and molecular alignrnent of 
intrinsically unstructured proteins， such asα-synculein， which is the major component of 
aggregates in the brains ofParkinson's disease patients.(5) 

(1) J. Koru主o抗u，M. Bayrhuber， P. Montaville， Y-S. Jung， V. V討ayan，S. Becker， M. 
Zweckstetter (2006)， Angew. Chem. Int. Ed.， in press. 

(2) M. Zweckstetter， A. Bax (2000)， J. Am， Chem. Soc. 122，3791・3792.
(3) M. Zweckstetter， G. Hummer， A. Bax (2004)， Biophys. J. 86，3444・3460.
(4) M. Zweckstetter， J.R. Schnell， J.J. Chou (2005)，J. Am. Chem. Soc. 127，11918-11919. 
(5) L. Skora， M.-K. Cho， H.-Y. Kim， S. Becker， C.O. Femandez， M. Blackledge， M. 

Zweckstetter (2006)， Angew. Chem. Int .Ed.， Epub Sep. 28. 

Keywords: NMR spectroscopy， automatic， protein structure， FastNMR， PALES， 
unfolded 
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Automated Protein Structure Determination from NMR Spectra 

Peter Guntert and Blanca Lopez-Mendez 

Tatsuo Miyazawa Memorial Program， RIKEN Genomic Sciences Center， 

1・7・22Suehiro-cho， Tsurumi， Yokohama 230・0045，Japan

Fully automated structure determination of proteins in solution (FL YA) yields， without 

human intervention， three-dimensional protein structures starting from a set of 

multidimensional NMR spectra. Integrating existing and new software， automated 

peak picking over all spectra is followed by peak list filtering， the generation of an 

ensemble of initial chemical shift assignments， the determination of consensus 

chemical shift assignments for all lH， 13C and 15Nnuclei， the assignment of NOESY 

cross peaks， the generation of distance restraints， and the calculation of the three-

dimensional structure by torsion angle dynamics. The resulting， preliminary structure 

serves as additional input to the second stage of the procedure， in which a new 

ensemble of chemical shift assignments and a refined structure are calculated. The 

three-dimensional structures of three 12-16 kDa proteins computed with the FLYA 

algorithm coincided closely with the conventionally determined structures. Deviations 

were below 0.95 A for the backbone atom positions， excluding the flexible chain 

termini. 96-97% of all backbone and side-chain chemical shifts in the structured 

regions were assigned to the correct residues. The purely computational FL YA 

method is suitable to substitute all manual spectra analysis， and thus overcomes a 

main efficiency limitation of the NMR method for protein structure determination. 

Keywords: protein structure calculation; automated assignment; CYANA; FL YA 
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determination by combining and 

extending software packages that 

carry out individual steps in NMR 

structure determination into an 

integrated system. 

The results of the FLYA 

structure determinations of three 

proteins show that fully automated 

NMR structure determination of 

proteins up to 140 amino acid 

residues is possible now. The method is purely computational and can cope with the 

Here we present a fully 

automated computational 

approach that is capable to solve 

3D protein structures using as 

experimental input data only the 

amino acid sequence and a set of 

multi-dimensional NMR spectra. In 

analogy to automated 

crystallographic systems for high-

throughput macromolecular 

structure determination， we have 

achieved complete automation of 

NMR protein structure 

Consensus chemical shi世assjgnment
(Cyana) 

Stages 1111 

Rest国 inedenergy refinemenl in explicit solvent 
(OPALp) 

Flowchart of the fully automated structure 

determination algorithm， FL Y A. 

amount of overlap and artifacts present in typical， experimental NMR spectra. It is 

straightforward to fu巾 erimprove the results by interactive improvements of the peak 

lists， corrections of erroneous chemical shift assignments， and/or additional 

conformational restraints for torsion angles， hydrogen bonds， residual dipolar 

couplings， etc. Various extensions of the basic FLYA algorithm can be envisaged. 

Lopez-Mendez， B. & Guntert， P. Automated protein structure determination from 

NMR spectra. J. Am. Chem. Soc. 128， 13112・13122(2006). 
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Magic-Echo DANTEによる国体MRI用スライス選択法
筑波大学大学院数理物質科学研究科 1、横浜創英短大情報工学科 2

O増本秀史 1、橋本雄幸 2、松井茂 1

Tailored Slice-Selection in Solid-State MRI by DANTE 
under Magic-Echo Line Narrowing 

H. Masumoto，* T. Hashimoto， t and S. Matsui，* 
* GraduatθSchool of Pure and Applied Sciences，日1Iversityof Tsukuba， 

1きukuba，Ibaraki 305-8573 
t Department of Information Techno1o.航路'kohamaSoei Junior College， 

Yokohama， Kanaga wa 226・0015

The slice selection method is well-established in liquid-state MRI. The 
sinc-shaped soft RF pulse applied under the presence of a field gradient achieves 
the almost ideal slice selection. This selection scheme， however， does not work in 
solid-state MRI where the 12 ofthe object is much shorter than the soft RF pulse. 
Although a few slice selection methods have been proposed for solid-state MRI 
(1-3)， each method suffers from its own problem like poor selectivity， technical 
difficulty， etc. Hete， we describe a simple slice selection method for solid-state 
MRI by combining DANTE (4) with Magic-Echo (ME) line narrowing (5). Our 
method is technically less demanding and permits tailoring the profile of the slice 
for the first time in solid-state MRI. 

The original DANTE sequence consists of regularly spaced N short RF 
pulses. The flip angle of each pulse is defined byαG  = 1， 2， 3，...，M and is 
identical. During the pulse spacing て D，free precession occurs， leading to the 
frequency dependent RF excitatiori. Since the frequency dependence can be 
converted to the spatial dependence by application of a field gradient G， slice 
selection can be attained by the DANTE sequence. For combining the DANTE 
sequence with the ME line narrowing sequence without degrading the line 
narrowing efficiency， it is necessary to apply the DANTE RF pulses at the ME 
peaks where the spin time evolution is freefrom the dipolar interaction. The ME 
DANTE pulse sequence is schematically depicted by the upper sequence in Fig. 1. 
The ME DANTE excitation is followed by the suitable ME sequence with 
reversed gradient pulses for rephasing the signal. The rephased signal is then 
sampled for monitoring the slice profile. 

It is important to note that by introducing an appropriate modulation into 
the original DANTE sequence as shown by the lower sequence in Fig. 1， one can 
control the shape of the slice profile arbitrarily. The sinc modulation leads to a 
rectangular shape that is an ideal slice profile. 

To demonstrate the utility of the ME DANTE slice-selection method， we 

キイワード sliceselection， MRI， DANTE， magic echo， line narrowing 

ますもとひでふみ、はしもとたけゆき、まついしげる
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have made numerical simulations of the DANTE experiments based on the Bloch 
equations and further performed the MEDANTE experimentson a test sample 
of adamantane. Also， we have carried out the DANTE experiments on a water 
sample for comparison. The results will be reported in the presentation. 
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Fig. 1. The original (upper) and sinc-modulated (lower) DANTE' sequences 
combined with the ME line narrowing sequence. The ME sequence of TREV8'(5) 
has been employed with the cycle time tc = 360μs which is equal to the DANTE 
pulse spacing τD. The width of 90

0 

pulse (filled) was 2.5μs. 
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マウス脳内超偏極129Xeのダイナミクス精密測定

(大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻)

0秋山かずえ，金子暁里，木村敦臣，藤原英明

Precise Analysis on the Dynamics of Hyperpolarized 129Xe in Mouse Brain 

(Division of Health Sciences，Graduate Schoolof Medicine，Osaka University) 

OKazueAkiyama ， Atsuomi Kimura 

Hyperpolarized 129Xe gas is being watched with interest as an useful NMR probe ， 

because we can perform the precise measurement of rCBF and gCBF with the gas. 

However ， the behavior and the character of HP 129Xe is not yet turned out clearly. 

For example ， comparing with proton ， hyperpolarized gases show complex 

relaxation processes. RF pulses cause not only generallongitudinal relaxation but 

depolarizatiori. In present study ， the relaxation constant that was proposed 

before and that can express the depolarization rate of hyperpolarized gas was 

improved precisely in mouse brain . 

背景

近年、 NMR信号を増幅し高感度化を図る方法として超偏極129Xeガスを使用した

NMR法が注目されつつある。 Xeは脂溶性の希ガスであり血中に溶けて脳組織に拡散

するため、脳血流量の精密測定を実現する新たなptobeとして期待されているu。しか

し、脳内における129Xeの動態、性質を表すパラメータはまだ正確には決定されてい

ない。超偏極ガスはRFパノレス照射後、通常の縦緩和に加えRFパルスによる脱偏極の

影響を受ける事が分かつている。今回、マウスの脳中に溶解した129Xeにおいてこれ

までに発表してきた脱偏極速度をより精密に測定する方法を発表する。

方法

麻酔をかけたマウスにレーザーで超偏極させた129Xeガスを自家製のマスクを通し

て持続的に吸入させた。 129Xeガスが脳組織に十分に溶解するのを待ち、ガスを吸入

させた状態のままフリップ角 0のRFパルスを繰り返し時間TRで連続的に照射した。

このようにして得られた129Xe1言号の溶解相ピークのみを取り出して積分値を計測し、

次に示す式.[1]にfittingすることにより得られた減衰曲線から脱偏極定数αを算出

した。。には約 20。を使用しTRは0.27、0.37、0.47secで

キーワード:Dynamics、Hyperpolarized129Xe、Mouse、Brain

著者ふりがな:あきやまかずえ、かねこ あかり、きむらあっおみ、ふじわら ひであき
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主出~:~ =A+{l-A)eβ [リ
CB附印 (0)

但し、 A= ~ a = ~Braill +~ ， s = FB也 +[(1-cosθ)+-Lである。
s λBraill ~BraiJZ λ Bra伺 TR ~B. 

CBrain(t)，CBrain(O) 時間t、Oでの信号強 λ勤 ain'血液ー脳組織間の分配係数

度 f:TR聞に脳組織に流入する129Xe量

FBrain perfusion rate (ml blood/ml TlBrain 脳組織中における129Xeの縦緩

tissue/sec) 、 和時間

結呆・考察

得られた129Xe-MR信号の溶解相ピークの例をFig.1に示す。この溶解相ピークのTR

毎の積分値をグラフ化したものがFig.2である0 ・は実測値であり、これを理論式[1]

に近づくように最小二乗法で、fittingする事により実線のような減衰曲線が得られた。

e=約 20
0

、 TR=0.27、0.37、0.47secで、測定したそれぞれの減衰曲線から得たA、

自の値から αを導き出した。 Aの平均値は 0.349、8は0.547であり、その結果 0.177

という αの値を得た。前述の αの式にFBrain λBrainの文献値(前者 1.4(ml blood/ml 

tissue/min) 2) 、後者 0.79の)をそれぞれ代入しTlBrainの値を算出すると TlBrain

=10.lsecで、あった。これはラットの脳で報告されている約 12sec4)という結果と比較

すると妥当な結果であると言える。

これまで、の129XeのTlBrain測定はXeガスの供給を止める事により得られたwashout

曲線からTlBrainを算出する方法で行われていたため、測定時のマウスの呼吸状態の影

響を大きく受けてしまう。しかし、この方法では肺機能の影響を考慮する必要がなく、

より正確なTlBrain測定が可能であると結論付けられる。
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Fig.1 An example of 129Xe spectrum acquired Fig.2 Kinetics of the 129Xe gas signal in a 

in the mouse brain in vivo. mouse brain. 
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Solid-state NMR Characterization of Order-Disorder Phenomena 
in Polymer Crystals 

National Institute for Advanced Industrial Science and Technology， 

Research Institute of Nanotechnology，l 

Research Institute for Innovation in Sustainable Chemistry2 

Toshikazu Mivoshi，1 Wei HU，I Hideaki Hagiwara，2 Li， Yon怠jin，1andAkira Kaitol 

The polymer crystalline structures have been successfully investigated using traditional X-ray diffraction 

methods. X-ray diffraction method generally requires long range structural orders. Therefore， it is not easy 

applied to characterize polymer crystals with disordered packing structures in a short range. 1) On the other 

hand， solid-state 13C NMR is potentially sensitive to local chain packing structures. Here， we investigate 

the chain packing structure for well known crystalline polymers， polyolefines (isotactic-polypropylene 

(iPP) and isotactic-poly(3・methyl-l-butene)(iP3MIB))，using high power IH decoupling and 2D 13c_13c 
INADEQUATE at natural abundance. Consequently， we will show newly structural information on 

order-disorder phenomena for chain packing structures， .and advantage ofsolid-state NMR for 

characterization of disordered crystals over 

X-ray. 

Disordered Packinl! Structure bv ，llc-~ 

INADEOUATE There are several X-ray 

diffraction investigations on crystalline 

p也.cking structures for iP3MlB crystalline 

region. In the latest， Corr司diniet al. revised 

packing structures and proposed two packing 

models，“limit order" and “limit disorder" 

models as shown in Figure 1.2) The former 

shows completely an ordered structure， on the 

other hand， the latter includes statistically 

disordered up-and down-ward chains in each site. Both the calculated X-ray diffraction pattems on the 

basis of the former and latter satisfy the experimental diff同 tionpat匂ms，because conformations and 

crystal lattice parameters are same in both structures. This indicates that X-ray technique is difficult to 

di能 rentia民 theformer from the lat匂r.Here， we apply solid-state NMR techniques for characterizing 

packing structur官 foriP3MIB. Figure 1 shows 13C CPMAS NMR spectrum for iP3MlB crystalline tegion， 

with a T1ρH relaxation time filter which suppresses the amorphous signals， demonstratingthat side-chain 

CH， (C3)， nonequivalent two CH3 (C4 and C5) carbon apparently give 3， 5， and 4 resonances， respectiv巴ly.

These resonance numbers deny the ordered packing structures， since the ordered structure allows carbon 

signals adopting only two kinds of different environments， meaning two kinds of the closest contact 

distances with neighboring chains. Howeveζthe obtained sp∞trum isnot enough to conclude the 

Key words I high resolution solid state NMR I INADEQUATE I polymer crystal I order-disorder 

(a) Limit or官 r (b) Limit diorder 
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disorder model. Therefore， we apply 13C_13C 20 INAOEQUATE technique for further improving spectral 

resolution using chemical shi合 dispersionsdue to packing and double quantum coherence. In order to 

improve spectral sensitivity， temperature was decreased up to 240 K and decoupling power and positions 

are carefully checked. Consequently， we obtained 13C_13C 20 INAOEQUATE spectrum for iP3MIB 

crystalline region， with a total machine time of 190 hours. It is demonstrated all carbon connectivity is 

shown in 20 MAP， and especially， side-chain resolution is improved， as shown in Figure 2. It is 

consequently found that the side-chain carbons have 8 signals， especially， C5 carbon signals give the 

cIearest pattem. Considering packing models， it is concIuded that iP3MIB chains crystallize with up-and 

down-disorders in each site. Furthermore， line fitting using Gaussian functions to 10 line shape indicates 

signal population 

distributes between 8% and 21 %， which is 

not consistent with the averaged value， 

12.5 % expected from the “limit disorder" 

model. It is concluded that iP3MIB chain in 

resonance each おr

ω
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品
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is not statistically. 

Dlisorder-Order Phenomena bv solid-state 

E旦阜Itis well known thatαform (most 

瑚 bleform) of iPP also has up-and down-

disorders depending on crystallization or 

annealing temperatures. For this polymer， X-ray diffraction has been applied for analyzing ho明 disordered

and ordered structures changes depending on annealing times3 and crystallization time.4 On the other hand， 

there are also s氾veralworks on highresolution solid state 13C NMR for iPp.5
-
7l Nevertheless， interpretation 

on the line shape is not consistent with the results obtained by X-ray diffraction. Inぬiswork， we 

re-investigate line-shape analysis on disorder-order phenomena using 13C CPMAS NMR. Firstly， we will 

show how disord巴rand order structures contribute to NMR spectrum. Here， we apply high power proton 

TPPM dipolar decoupling with a field .strength of 110kHz during signal detection periods， for 

discriminating order structure from the disorder. Se氾ondly，newly structural information for order官d

structure is demonstrated by NMR. Finally， it is demonstrated that disorder司 orderphenomena could be 

qu喰ntativelycharacterized by solid-state NMR， and comp創'ewith the result by X-ray diff切ction.Through 

this work， it is shown why solid-state NMR is particularly suit耳blefor characterizations on disorder吋

-'-.二

同 町 三 口C町 2DlNADEQUATE sp胡 umfor iP3MIB at 240 K in醐 lralabunda自民刊ISS<."l醐ceincl叫 3

IHT，;-Ilfilterwhich釧 ppressamOlphous signals. Th~ωalexperimentaltimeisl68 加町三

crystalline region incIudes up- and 

down-ward chains in each site， and disorder 

E
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structures. 
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1 LJ4 

NMR法から決定し左polY(8・L・lysine)の結晶化度

(防大応化)0浅野敦志、村田義文、田中千香手

NMR Determination of Crystal1inity of poly(s-L-lysine) 

Atsushi AsanQ， Yoshifumi Mura.ta， Takuzo Kurotsu 
Department of Applied Chemis仕y，National Defense Academy， Japan 
e-mail: asanoa@nda.ac伊，TEL: 046-841・3810;ex.3596 

Crystallinity of poly(巴・L・lysine)(i:-PL) was estimated by analyzing the differences in the 

jH spin-spin relaxation times CH-T2)， the 13C spin-lattice relaxation times (13C-Tj)， and the 

13C NMR signal shapes between the crystalline and the non-crystalline phases. The observed 

j H relaxation curve showed the sum of Gaussian and exponential decays. Similarly， the 

observed 13C relaxation curves were double exponential. The 13C NMR spectrum of i:-PL was 

divided into the narrow and the broad lines by utilizing the intrinsic differences in the j H spin-

lattice relaxation time in the rotating-frame between them， which are a町ibutedto the 

crystalline and the non-crystalline phases， respectively. Even though the crystallinity is 

obtained from the identical NMR measurements， the estimated values are different with each 

other. The crystallinity estimated 企omthe IH-T2 differences was 75.8士0.1% at 60 oC and 

60.7士0.4% at 80 oc. From the 13C-Tj differences， the value was estimated to be 62士 11%.

Furthermore， the value estimated from the NMR signal separation was 54士5%.In this study 

we have explained these discrepancies by the difference in susceptibility among the 

experiments for the inter-phase， which exists in-between the crystalline and the amorphous 

phases. 

【はじめ!こ】結晶化度は結晶性ポリマーの物性を左右する重要なパラメータの一つ
である。しかし、測定方法!こよりその値が異なることも良く知られている。例え
ば、レーヨンletX線法からは約40%と算出されるか¥密度法では約30%、ヨウ素吸着
法では約50%と値が異怠る[1JoNMR)去let、結晶化度やハードセグメントなどの定量
!こ有効であり、結晶/非晶、ハード/ソフトなどの比率の算出|こよく用いられてい
る。 NMR法では、このような相構造の遣いを、構成しているドメインの運動性の遣
いとして、あるいは構造の秩序I1生の違いとして評価することで出率を算出すること
が可能である。運動牲の違いle去、緩和時間の違いとして捉えることが可能である。
ま芝、秩序性の違いは、スペクトルlこ現れるピ クの線幅の遣いや化学シフト値の
違いとして捉えられる。しかし、運動牲と構造の秩序性が必ずしもで対応し
ているわけではない色め、同じNMR)去から得ている!こもかかわらず、得られる結晶
化度の値ガ、異なる場合が惇在する。特|こ高分予の場合、結晶と非晶の間lこ寄在する
中間相の運動性と秩序性が一致せず、求められ定結晶化度の値が異なることがあ

る。この違いを結晶化度が高く高融点のポソ i:-L-I)ジ、ンを用いて、 lH-J2と13C-凡さ

らlこスペクトルのピーク分離から得られ定値を出較し、検証し定。

Keywords:結晶化度， polY(i:-しIysine)，固体13CNMR， 13C-7i， lH-72，スペクトルの分離

著者ふりがな:あさのあっし、むらだよしふみ、定なかちかこ
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【結果と考察】図 1は、 lH核の共鳴周波

数が25MHzのパルス NMR装置 (JEOL

MU25) を用いて、ソリッドエコー法か

ら得られだpoIV(s-L-Ivsine )(s-PL)の実測の 喜

FIDである。測定温度は80
0

Cである。観測 ミ
されだFIDI革、 1種類のガウス関数と 2種 20.l 

類の指数関数で表され、 3成分!こ分類され

るO ガウス関数成分は結晶相由来であ
り、その割合は約61%である。まだ中間
相は約21%、非晶相が約18%と算出され
る。しかし測定温度を60

0

CIこ変更すると
観測されるFIDは1種類のガウス関数と 1種類
の指数関数の和となり、その成分はそれぞれ
76%、24%となる。室温|こおいても同様であ
る。 60

0

Cと80
0

Cで結晶相の割合と非晶相

の割合が一致しないという結果は、 s-PL

の融点が約170
0

Cであり、ガラス転移点
も約50

0

C近傍であることを考慮すれば、
運動性の割合と相の割合が一致していな
いことを示している。一方、室温で測定
しだ13C-九の緩和曲線let2種類の指数関数

の和として観測される。緩和時間の遅い
成分は王IZ結晶成分由来であり、その出
率は約62%となる。この観測結果は以前
13C-円から得られ左63%という値[2Jと良

く一致している。これら一連の緩和時間

の観測結果は、 s-PLが結晶相、非晶相、

中間相からなるが、緩和時閣の違いから
明確|こ中間相を区別することが困難であ
ることを示している。 lH-72の測定結果を こ
みると、 80

0Cでの中間相の割合が非晶成 ゐゐムムゐ
/pplll合'otnT恥イ[S

分を上回っている。 60
0

Cでは中間相の成
分が観測されず、その結晶成分ガ800Cで Figure 2. Expanded 13C CPMAS NMR 

観測されだ中間成分の割合芝け増えてい spectrum at the CaH regio岨:(a) whole spec加 m，

る。このことは、室温からガラス転移点 (b) the separated signal into the crystalline 

までは、中間相の運動性が結晶成分|こ匹 ph蹴， and仰 ω出enon-crys凶line向se

敵していることを示す。運動性は温度に依存している定め、 緩和時間から結晶化度
を算出する際|こは注意が必要である。特|こ融点の高いサンプルの場合、室温近傍の
温度では運動が遅いだめ、中間相が結晶相の運動と同程度の周波数成分を持ち、算
出される値が異なってしまう。そこで、構造の秩序性が反映される13Cスペクトルの

個々のピークを分離して結晶化度を算出し定。図 21こはスペクトルの分離を示し左
が、ここで求められ左値は約54%となっ定。 13C-円から求めだ値と比べると 10%程度
の差がある。これはスペクトルC反映され左シャープ芯信号が結晶相のみを反映
し、ブロードな信号が中間相と非昂相の秩序が乱れだ成分を反映するからである。
[1J土田英俊、 “高分予の科学'¥培風館、 p.43-44，1975. 
[2J S. Maeda et al.， J. Mo/. Su旬。， 655， 149 (2003). 
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Figure 1. Observed and normalized free 
induction decay by the solid-echo pulse 
sequence with the period of 12μs between two 
π/2 pulses at 80 oC. The horizontal shows the 
echo time. The d巳cayis least square fitted by a 
Gaussian -exponential -exponential curve 
with the individual relaxation time. 
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129Xe NMR法によるガラス状高分子の

微細高次構造評価
名工大院・工 O浅野朋子，吉水広明，辻田義治

Structural Evaluation of Glassy Polymer by means of I29Xe NMR 

Graduate School of Engineering， Nagoya Institute of Technology 

OAsano Tomoko， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tujita 

In this study， the 129Xe NMR spectra of 129Xe in the gla:ssy polymers under 

various pressures of Xe are observed in order to find out what is reflected in 129Xe NMR 

signals. The relationships among the 129Xe NMR chemical shifts， the Xe sorption 

properties， and 129Xe NMR linewidth were investigated. 129Xe NMR chemical shifts 

and 129Xe NMR linewidth are follow the Dual-mode sorption model， and they can be 

separated Henry and Langmuir sites. Linewidth of Henry site is narrower than that 

of Lngmuir site. 129Xe NMR linewidth of glassy polymers decrease with increasing 

pressure， and that is with the Xe fraction of Henry site to sorption amounts is increasing. 

The estimation of the both sites of NMR signals can provide detailed structure of glassy 

polymers. 

[目的l近年，フoロープとして Xeを用いる 129XeNMR法は高分子の構造及び物性を評

価する効果的方法として注目されている.これまでに， Xeを試料内に存在させ，観測さ

れる NMRシグナノレからミクロボイドサイズ、及び数の評価を行ってきたが， NMRピーク線

幅は運動性及び、ミクロボイド、分布の双方を反映すると解釈され，定性，定量的にガラス

状高分子の構造と結びつけるのは困難と考えてきた.本研究は 129XeNMR法によって

得られる様々なデータから解析可能なガラス状高分子の構造を明らかにする目的で、行っ

た.

[実験] Xeは名古屋興産(株)社製のものを用いた.サンプルには PPO，PS， PVCを用

いた.試料膜は全て溶液キャスト法により調製した.Xe収着測定は CAHN社製精密電

子天秤(CAHN・2000)を用い，重量法により行った.129Xe NMR測定は Varian社製

Unity 400 plus NMR分光計を用いて行った.各サンブワレを外径 10mmの耐圧ガラ

ス製(シィアイテクノ(株)社製)の NMR管に約 0.5g充填した後，十分乾燥してから所

定の圧力に相当するXeを導入した.Xe導入後少なくとも24時開放置した後に，観測周

波数1l0.5MHzにてシングルパルス法で測定した.

キーワード 129XeNMR，ミクロボイド， Xe収着測定，ガラス状高分子

0あさのともこ，よしみずひろあき，つじたよしはる
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i結果と考察 Xe収着測定を行ったところ，各サンプルともガラス状高分子に特有な

二元収着型の収着等温曲線を示した.最小二乗法を適応して二元収着パラメータを算

出し，更に Henry，及びLangmuirサイトの相対収着量を算出した.

次に各サンプノレに種々の圧力でXeを収着させて 129XeNMR測定を行った， NMR化

学シフト値は Xe収着量の増加に伴い低磁場シフトした.化学シフト値を Xe収着量に対

してフ。ロットしたところ，非線形的なシフトを示した.これに加え，得られた 129XeNMRス

ベクトルが対称'性の良い単一のピークを示したことから， Xe原子は Henryサイトと

Langmuirサイト間を， NMR観測タイムスケーノレにおいて速い速度で、交換していると言え

る.そのためFastExchangeモデ、ルの適応により， Henry及びLangmuirサイトの化学、ンフ

トを見積もることが可能である.

Figure 1 に 129XeNMRスペクトル線幅

(半値幅)を Xe圧力に対してプロットした.

Henry， Langmuir両サイトの相対収着量

及び予測線幅から見積もった線幅(Table

1)も同時に示す.ガラス状高分子はゴム状

高分子と異なり Xe圧力増加に伴い線幅が

顕著に先鋭化する， Henry， Langmuir両サ

イトの線幅を比較すると， Henryサイトの線

幅の方が狭く， Henryサイトに収着した Xe

分率の増加により線幅の先鋭化が説明可

能と言える.これまでの研究によってゴ、ム状

高分子の線幅は， Xe原子の運動性だけ

ではなく，高分子鎖セグメントのミクロブラ

ウン運動を反映しているとの知見が得ら

れた.ガラス状高分子における Henryサ

イトの線幅も Xeの運動性，即ち拡散性
cn.uuq田 !CLOAO!q2!田

を反映していると考えられる.これより Xe .LUPIG 1 C!lltnl!l問 nUG.判明POl HGUU !luq r叩IiWn!L叩ぜ

のガラス状高分子中の拡散性は高分子の局所分子運動にも影響を受けていると言える.

また Langmuirサイトの線幅は，ミクロポイドサイズ及び分布を反映していると考えられる.

PVCはガスバリア性高分子で、あり，非常に低い拡散性を示す.これは Henry及び

Langmuirサイトの線幅がブ、ロードで、あることからも示唆される.また非常に低い拡散性は

Henryサイトの運動性の低さよりも，個々のミクロボイドサイズの小ささがより大きく影響L

ていると考えられる.

以上より， 129XeNMR化学シフト及び、線幅はともに二元収着モデ、ルに従うと示唆され，

各サイトの値よりガラス状高分子の微細高次構造の評価が可能と言える.
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1 LJ6 

固体NMRを用いたステアリン酸アルミニウムの構造研究
東京工業大学園院・理工 O黒木重樹

Structural Investigation of Aluminum Stearates using Solid State NMR 
Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology 

Shigeki Kuroki 
Aluminium Stearate is one of the metal soap which used as a lubricant in the production of 
polyamides and thermoserting plastics. It is used as a thickening agent in the production of 
vamishes and lacquers. It is also usedas a water repellent agent and hydrophobic agent. 
There exist three kinds of aliminium strearate such as mono(Al(C17H3sCOO)(OH)2)， 
di(Al(C17H3sCOOh(OH)) and tri(Al(C17H3sCOO)3). Until now the crystal structure of 
these compounds has never exactly determined. In this study， the crystal s佐uc旬reofthese 
three aliminium strearates is discussed by 27 Al MAS， MQMAS and 13C CP!MAS NMR 
spectroscopies. The similari勿 ofthe 27 Al MAS spectra of these仕rreecompounds shows 
that the molecules pack in the same manner in crystalline phase. 

[緒言]一般に長鎖脂肪酸やナフテル酸、ロジン酸などの有機酸の金属塩を総称して
“せっけん"と言うが、金属せっけんとはこのような金属塩のうちアルカリ金属以外
の金属塩を言う。アルカリ金属せっけんは普通、アルカリせっけんまたは単にせっけ
んと呼ばれているが、それと金属せっけんの大きな違いは、アルカリせっけんが水に
溶解しやすいのに対し、金属せっけんは一般に水に不溶である点である。金属せっけ
んはアルカリせっけん同様、極性一無極性からなる分子構造を有することにより、今
日においてはプラスチック、顔料、セメント、金属加工、潤滑油、医薬、化粧品など
の様々な分野で、潤滑剤、分散剤、捜水剤、離型剤、乾燥剤、触媒安定剤、殺菌剤な
どとして不可欠の存在となっている。
金属せっけんの結品構造は、粉末X線回折法により解明が行われてきた。その結果、

長鎖脂肪酸の金属せっけんはその指肪酸と類似の回折像を示し、層状構造をとってい
ることが明らかになっている。しかし、アルカリせっけん同様、変態があることが知
られており、その詳細な結晶構造に関しては単結晶を用いたX線回折の研究がほとん
どなされていないため、解明されていない。
本研究で取り扱うアルミニウムせっけん

には理論的に AIOOCR(OH)2(モノソープ)、
A I (OOCR) 20H (ジソープ)、 AI(OOCR)3 (トリソ
ープ)(Rはアルキル基)の3つの構造物が可
能であり、工業製品はこれらの混合物である。

そこで本研究では、代表的なアルミニウム
せっけん、ステアリン酸 (C17H35COO-)アルミ
ニウムを研究対象とし、国体 27AIおよび
13CNMRスペクトルからモノ、ジ、およびトリ
の3つのステアリン酸アルミニウムの結晶 ppm 

構造に関する議論を行った。
Fig.1 150.9 MHz 13C CPIMAS spectrum of 

Aluminium distearate at room tempera旬re.

Aluminum Stearates / Crystal Structure / 27 AI MQ-MAS / 13C CP-MAS 

くろき しげき
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[実験]今回用いた試料は、モノおよびジステアリン酸アルミニウムは和光純薬から、
トリジステアリン酸アルミニウムは関東化学から購入した。 NMRスペクトルは CP/MAS
プローブの付属した BrukerBiospin社 DSX300およびAv600を用い測定を行った。

[結果と考察]まず、 Fig.1に室温におけるアルミニウムジステアレートの 13CCP/MAS
スペクトルを示す。他のモノ、トリのスペクトルもほぼ同じスペクトルを示した。カ
ルボニル炭素の領域に 181.2と179.4ppmの2
本の信号が観測されている。このうち、 (a)38'C 

181.2ppmはステアリン酸のカルボキシル基
の化学シフトとほぼ一致するので、遊離ステ
アリン酸に帰属した。179.4ppmの信号はアル
ミニウムと結合したカルポニル基に帰属で
きる。一方、長鎖アルキル基のメインの CH2
基は 33.3ppmに現れ、長鎖アルキル基が三斜
晶または単斜晶のパッキングをしているこ
とがわかる。先ほど述べたようにモノ、トリ
も同様のパッキングをしている。 500C以上
での測定では、長鎖アルキル基のメイン CH

2
(b) 82'C 

基は 32.7ppmに現れ、長鎖アルキル基が斜
方晶のパッキングに変化したとがわかる。
Fig.2に380Cおよび 820Cにおけるアルミ

ニウムジステアレートの 27AIMASスペクト
ルを示す。他のモノ、 トリにおいてもほぼ
同様なスペクトルが得られ、分子のパッキ
ングの仕方が同様であることを示している。、一ー
スペクトルシミュレーションの結果、 ¥::理 主 主 使

380

Cにおいて、化学シフト8=1.0 ppm、核 ppm 

四極子結合定数 CQ=8.57MHz、電場勾配非対
称パラメ一タη=0.0ω9仏、82

0
Cでiはま8=0.9ppm爪、 F日ig.2 156ιω.4 MHz 2幻7AlMAS s叩oeωc仕加加um宜m 0ぱf 

CQ=8.58淵MH出z、η1']=0.0白5であつた。温産変化に Aluminiu巾叩it加um

よつてほとんどスペク卜ルの変化は見られ
ないが、電場勾配の軸対称性がよくなり、理論と実測スペクトルの一致がよくなって
いる。これは、分子のある任意の軸に関する対称性が上がっていることを意味する。
Fig.3に380Cにおけるアルミニウムジおよびトリステアレートの 27AIMQMASスペク

トルを示す。 1DMASスペクトルでは同様のスペクトルを示したが、 MQMASスペクトル
からトリステアレートのほうには 1つ以上の AIサイトの存在が明らかになった。

iも今

内山知... ̂<74'"戸:tV:"，，:t併

ppm 

もや

Fig.3 27 Al MQMAS Sp印刷ofAluminium distearate (a) and Aluminium佐istearate(b )at 380C. 
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1 LJ7 

強磁場(21.8T)国体二次元交換NMRによる

メソポーラスなBCNの構造解析
(物質・材料研究機構京大・理2)

O村上美和清水禎丹所正孝 1，Vinu Ajayanl， 

有賀克彦森利之竹腰清乃理2

Structural Analysis of Mesoporous BCN Using Two-dimensional 
Exchange NMR in Solids at High Magnetic Field of 21.8 T 

JNational Institute for Materials Science 
2Graduate School of Science， Kyoto University 

M.Murakamil， T.Shimizul， M.Tanshol， A.Vinul， K.Arigal， T.Moril， 
K. Takegoshi2 

Microstructures of mesoporous BCN and mesoporous BN have been 
examined by using two-dimensional 11 B_11 B exchange NMR at 21.8 T， which 
suggests a "pillar and. wall" structure for mesoporous BCN， while a 
wall-only structure for mesoporous BN. 

[序]近年、 900MHz級NMRマグネットが

実用化され、 ライフサイエンス分野のみな

らず、固体材料の解析にも適用されつつあ

る。本研究では、触媒活性や分子ふる い等

の用途が期待される、新規に合成したメソ

ポーラスな炭窒化ホウ素 (MBCN)およ び窒

化ホウ素 (MBN)について 21.8Tの強磁場固

体NMRを用いて構造解析を検討した。

【実験]MBNおよび MBCNは既報[1 ]に従

い合成した。 IIBMAS NMR測定には、 JEOL

社製 ECA930分光器(21.8T)および ECA500

分光器(11.7T)を用いた。 IIB_I1B二次元交

換スベクトル の測定には NOESYと同様の

3パノレス法を使用し、各パノレス幅は 2.0μs

で測定した。

(c) 

T 

40 20 。
Chemical Shift I ppm 

Figure 1. 11B MAS NMR spectra 
in powdered孔1BCN(a) and (b)， 
cBN (c)， and hBN (d); (a) 
observed at 11.7 T， while (b)-(d) 
at 21.8 T. 

{結果と考察) 11.7 Tの静磁場下で、 MBCNの llBMAS NMRを測定した

場合には、四極子相互作用の影響により、シグナルの分離が不十分で

あったが、 21.8Tの静磁場下で測定した 場 合 に は 、 図 1に示すように、

良好に分離した 3つのシグナルを観測できた。

mesoporous material， BCN，Two-dimensional Exchange NMR， High Magnetic 
Field 

むらかみみわ、しみずただし、たんしょまさたか、ヴィヌアジャヤン、

ありがかっとし、もりとしゆき、たけごしきよのり
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これらのうち、 0.94ppmと27.2ppmのピークは立方晶窒化ホウ素

(cBN)および六方晶窒化ホウ素 (hBN)との比較より各々窒素 4配位ホウ

素、窒素 3配位ホウ素に相当すると考え l (a) 

た。 16.6ppmのピークについては、元素

分析の結果から炭素を含むBN構造では

ないかと考えている [2]0 ここでは、この

ホウ素を含炭素BNと書く。

図 2に 2D交換スペクトルを示す。交

換時間 0.01 秒では対角ピークしか観測

されなかったが(図 2(a))、0.5秒では、 0.94

ppmと 16.6ppmのピークの間にクロスピ

ークが観測された(図 2(b)) 。さらに交

換時間を 1秒まで伸ばしても、新たなク

ロスピークは観測されなかった。そこで、

MAS速度をこれまでの 16kHzから 10

kHzに落として測定したところ、交換時

間 l秒で、 27.2ppmのピークと他のピー

ク の 間 に 新 たなクロスピークが観測さ

れた(図 2(c))。クロスピークの強度が

MAS速度に依存していることから、磁化

移動は llB_11B双極子相互作用に起因す

るものと考えられる。従って、図 2(b)は、

0.94 ppm の窒素 4配位ホウ素と含炭素

BN は 3配位ホウ素に比べて近い位置に

あることを示している。 3、 4配位ホウ

素の構造を考えると、メソポーラス BCN

は 4配位ホウ素と含炭素 BNからなる立

体的な構造の ドメインが 3配位ホウ素

による平面的な構造をもったドメイン

とつながった構造になっていると思わ

れる。我々はこの構造を "pillarand wall" 

構造と名づけ、メソポーラシティとの関

係を検討している。より高温で合成され
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Figure 2. llB_11B 2D exchange 
spectra of MBCN at mixing time of 
10 ms (a)， 500 ms (b)， and 1 s (c). 
The MAS frequencies were 16 kHz 
fOf (a) and (b)， and 10 kHz for (c). 
The two peaks marked with arrows 
are spinning side bands. 

た MBNでは "pillar"に対応するピークが小さく、その構造は、ほぼ"wall"

だけの構造と考えられる。これらの結果は現在投稿中である [3]。

[1] A. Vinu et al.， Chem. .Mater.， 17，5887・5890(2005). 
[2] M. Murakami et a1.， Chem. Lett.， 35， 986司 987(2006). 
[3] M. Murakami et al.， to be submitted. 
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アンプオテリシンBが脂質膜中で形成する複合体の構造

解析:フッ素原子の導入と REDOR法の利用

(阪大院理)0葛西祐介・松森イ言明・士)11博史・梅川雄一・大石徹・村田道雄一

Membrane Permeabilizing Assembly of Amphotericin B -REDOR Experiments for 

Fluorine-Iabeled Antibiotics and Sterols 

Yusuke Kasai， Nobuaki Matsumori， Hiroshi Tsuchikawa， Yuichi Umegawa， Tohru Oishi， 

恥1ichioMurata 

Department of Chemis句J，Graduαte School of Science， Osaka Universi~メ 1-16

Machikaneyama， Toyonaka， Osaka 560・0043，Japan 

Amphotericin B (1， AmB)， a polyene macrolide antibiotic， is 凶11白edrug of choi∞for 

treatment of systemic fungal infections. Its antifungal action is presumed to be formation of a 

barreトstavetype ion-permeable channel across lipid bilayers. However， no experimental 

evidence has been obtained for the information of this molecular assemblage due to a lack of 

appropriate methodology. We applied solid state NMR methodology， rotationaI echo double 
resonance (REDOR)， to investigate the structure of the membrane permeabilizing assembly. 

9F・labeledAmB and sterols were synthetically prepared， and uniformly 13C-labeled AmB 

was produced biosyntheticaIly. Solid state NMR experiments of the labeled antibiotics and 

sterols in DMPC membrane showed significant REDOR dephasing， indicating the c10se 

vicinity of AmB/ AmB and AmB/sterol in membrane. 

アンフォテリシンB(1， AmB)は放線菌 Streptomycesnodosusより単離された抗生

物質であり、強力な抗真菌活性と耐性菌のできにくい性質から、発見以来 50年近く

経た現在も医薬用抗真菌剤として重要で、ある 1)。一方で腎毒性などの副作用が問題と

なっており、その軽減に向けた研究開発が活発になされている。 AmBは疎水性のポ

リエン領域と親水性のポリオール領域を有する両親媒性化合物であり、細胞膜中でス

テロールと共に会合して樽板タイプのイオン透過性チャネルを形成して活性を発現

すると言われている (Figure1 b )2)。しかし長年の膨大な研究にもかかわらず、会合体

の構造やステロールの役割などは推測の域を出ていない。

近年、固体 NMRは膜タンパクや膜結合ペプチドの構造解析に広く用いられている

が、 AmB複合体の解析にも適用可能で、あると考えた。特に REDOR(rotational echo 

double resonance)法3)は異種原子核問の距離を与えるため、会合体形成の基盤となる

二分子間相互作用の解析に適している。標識原子として、約lOAまでの距離測定が

可能な 13C_I9Fを選択し、 Figure1に示したフッ素標識体を合成化学的手法により 4・6)、

amphotericin B， REDOR， isotope label， ion channel， self-assembly 

かさいゅうすけ・まつもりのぶあき・つちかわひろし・うめがわゅういち・おおいし

とおる・むらたみちお
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全 13C標識化 ([U_13C])AmB (標識率 50%)を生合成的手法により調製した。 AmB/

ステローノレ相互作用解析で、は、 [U_13C]AmB とフッ化ステロールを共有結合で、連結す

ることで、分子間相互作用の安定化を図った6) DMPC膜中での連結体 4および 5

の 13C{19F}RDX測定7)により、AmB のポリエ

ン部に有意な REDOR減衰を観測することに

成功した。企S/SO値を通常の REDOR理論式8)

に適用し、得られた距離情報を制限として分子

力場計算を行った結果、 AmB国ステロール聞の

疎水性相互作用を再現する配座が得られた

(Figure 2)。このように、連結による相互作用の

安定化および 13C_19FREDOR測定による距離

情報は、 AmB複合体の構造解析に有用である

のみならず、他の非ペプチド性物質に対しでも

適用可能な方法論であると考える。

発表時には AmB/AmB相互作用解析として、制諺11問 主 Onc of Iu¥'v刊n抗野

フッ素化 AmB3と全炭素標識化AmB の脂 ω飽和nna1Iollsfo1' AmBベ72m特約主rg4

質膜中での固体 NMR測定の結果も併せて報開itableforむh喜朗昔1fOffil畠tionin a 

membr紺昔、
告する予定である。

re王1)Hartsel， S.; Bolard， J. 1トendsPharmacol. Sci. 19型6，17，445-449. 2) De Kruijff， K.; Demel， A. R. Biochim 

Biophys. Acta 1974， 339， 57. 3) Gullion， T.; Schaefer， J. J Magn. Reso凡 198玖81，196-200.4)Matsumori， N. et 

a1. Bioorgん1ed.Chem. Lett. 20申5，15， 3565-3567. 5) Tsuchikawa， H.巴ta1. Tetrahedron Lett. 2006， 47， 

6187-6191. 6) Matsumori， N. et a1. Chem. Biol. 2004， ll， 673. 7) Mehta， A. K.; Scha巴fer，J. J Magn. Rωon. 

2003， 163， 188-191. 8) Mu巳ller，K. T. J Magn. Reson. A 1995， 113， 81. 
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1 LJ9 

タンパク質が周辺の水の分極を制御することを実証するための

水プロトンのケミカルシフトの測定

(福井大院工， ERATO-SORSTl，東大院総合 2)，0水里子和子，山村卓矢， }Jj(田妬典黒田玲子 2

Control of the polarization of surrounding water by a protein detected in terms of ~20 

(Dep. Appl. Chem. Biotech.， Univ. of Fukui) K. Mizuno， T. Yamamura， (ERATO-SORST， 

JST) T. Harada， (Graduate School of Arts and Sciences， Univ. ofTokyo) R. Kuroda 

We present a new paradigm to study an origin of folding and unfolding of proteins. In the 

paradigm， a protein is described to have a specific ability to modi命 thepolarization of 

surrounding water by folding or unfolding as a controller of surrounding water. In this work to 

prove the paradigm， we carried out measurements of circular dichroism and chemical shi食of

water protons for P.amyloid (1・40)in Tris-HCl buffer solutions varying concentration of 

trifluoroethanol. 

Introduction. We studied sοfar effects of alkyl alcohols and halogenoalcohols， e.g 

2・chloroethanol，on conformation of proteins， and we found that these have much stronger 

denaturing abilities than corresponding alkyl alcohols. To interpret the origin of the folding， 

we have been studying the effects of organic solvents on the polarization of the wat怠rin 

aqueous binary mixtures， by measuring IR and NMR spectra of the solutions. We found that 

chemical shifts of watぽ protons，~20， measured with the differences in the bulk volumetric 

magnetic susceptibilities∞汀ectedprecisely could give a good measure of the polarization of 

the water in the solutions.1 Thus， we studied the concentration dependences of ゐ20 in 

aqu閃 usbinary mixtures of various compounds. We observed that anomalous polarization of 

water occur in dilute ∞ncentrations ofN-methylacetamide or dimethylsulfoxide， whereas也e

polarization ofwat芯rmolecules becomes much smaller than白紙 ofpurewat怠rin concentrated 

solutions of dimethylsulfoxide or 1，4・dioxane，as shown in Fig.l 

We did not consider the effects of protein itself on the polarization of water in the 

solutions but those of only denaturing reagents， before we observed the great changes in the 

polarization of water. The curves in Fig. 1 suggest that prot怠insmay have potentialぬ modi命

the polari主ationof water molecules around it depending on the composition and sequence of 

the amillo a心idsin it， because of various properties of their residues. From the investigation 

above， it is necessary for us to construct a new paradigm which involves the relationship 

between prot出 1and water to explore the origin offolding and unfolding of proteins. 

Outline of our paradigm. The outline of a new paradigm we present is described as follows; 

1) Ihe .imaεes of the water and the oroteins for the oaradigm water is a liquid the 

hydrogen(H)-bonding s仕'eng出 ofwhichcan be varied over much wider range than other 

a new paradigm for protein and water， origin of folding， chemical shi食ofwaterprotons 

みずのかずこ，やまむら たくや，はらだたくのり， くろだれいこ
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liquids， and proteins have their own specific potential to modi命the(H)-bonding strength of 

surrounding water. 2) Perturbationsin temperature， pressure， or species and composition of 

additives， etc.， are propagated to a protein as the changes in the H-bonding strength of the 

bulk water in the solutions. 3) The protein receives the changes in the bulk water and 

responses by changing its conformation to counteract the changes in the H-bonding strength 

of the water around the protein according to Le Chatelier's Principle. 4) Folding and 

unfolding result in the changes in the H-bonding strength of the water， respectively， and the 

control of the H-bonding strength of the surrounding water is one of the most important 

functions of proteins. 

Experiments and Methods. 

CD spectra of s-amyloid (1-40) at O.lmg/ml in Tris-HCl buffer solutions ofpH 7.42 were 

recorded at room tempera旬.revarying concentration (v/v) of trifluoro巳thanol(TFE).

Percentage of the helix and s-structure motifs estimated by the CONTIN/LL program2 (base 

set 4) are plotted vs. the vol% ofTFE in FigユlH-chemicalshifts of [Tris-HCl buffer solution 

+ TFE] and [Tris圃 HClbuffer solution + TFE + s-amyloid (1・40)]were measured with 

extemal double reference method1at 23.0
o
C. 

Results and Discussion 

The chemical shi食ofwaterprotons，ゐ20，for [Tris-HCl buffer solution + TFE] are plotted as 

the differences from the value of &20 for the buffer solution vs. vol% of TFE. Over the range 

of 5~25vol%， H-bonding property becomes stronger than that of the buffer 801ution， but it is 

weaker at 50vol%. The effect of protein on the H-bonding prope均rof water is plotted as the 

changes in ~20 from the value for [Tris-HCl buffer solution + TFE] vs. vol% of TFE. Fig. 2 

shows that the protein plays roles 80 that the effect of TFE on ~20 may be counteracted 

following context of the paradigm . 
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Fig.2 Effects of TFE and th巴proteinon the 

ゐ20sulfoxide， and 1，4-dioxane at 25.0
o
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1. Mizuno， K; Tamiya， Y.; Mekata， M. PureAppl. Chem. 2004， 76， 105. 

2. Sreerama， N.; Woody， R. W. Anal. Biochemistη; 2000，287， 252. 
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Metabolomic approach of plant cellular chemical 

biology by flow probe system 

Miho Izumikawa 1， Takashi Hirayama2，3， Kazuo Shinozaki1，3， and Jun Kikuchi1，4 

1RIKEN Plant Science Center， Yokohama， Japan、21nt.Grad. Sch. of Arts and 

Sci.， Yokohama City Univ.， Yokohama， Japan、3PlantMol. Biol. Lab.， RIKEN， 

Tsukuba， Japan、4Grad.Sch. Bioagri. Sci.， Nagoya Univ.， Nagoya， Japan 

Metabolomics uses a combination of data-rich analytical chemical methods 

such as nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass spectrometry 

together with chemometrics for profiling metabolism and interpreting metabolic 

fingerprints in complex biological systems. The methods have been applied in 

many areas of relevance to pharmaceutical research and development. 

Comprehensive analysis of the metabolome can contribute to mechanism of 

action studies for small molecules discovered in phenotypic screens. This 

rapidly developing field of metabolic profiling includes the use of NMR in gene 

function analysis and the identification of metabolic pathways (1，2). Recentlya 

general protocol for using comparative NMR metabolomics data to infer in vivo 

efficacy， specificity and toxicity of chemical leads within a drug discovery 

program has been described (3). Plant metabolites are characterized by an 

enormous chemical diversity， every plant having its own complex 5et of 

metabolites. This variety poses analytical challenges， both for profiling multiple 

metabolites in parallel and for the quantitative analysis of selected metabolites. 

Spectacular advances in plant metabolomics offer new possibilities， together 

with the aid of systems biology， to explore the extraordinary complexity of the 

plant biochemical capacity (4). One element of classical systems analysis 

treats a system as a black or gray box， the inner structure and behavior of which 

can be analyzed and modeled by varying an internal or external condition， 

probing it from outside and studying the effect of the variation on the external 

observables. The result is an understanding of the inner make-up and 

workings of the system. The equivalent of this in biology is to observe what a 

cell or system excretes under controlled conditions-the 'metabolic footprint' or 

exometabolome-as this is readily and accurately meas.urable (5，6). 

key word cellular chemical biology， plant metabolism， metabolic profiling， 

chemical response， flow probe 
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The focus of this presentation concerns the use of NMR spectroscopy for 

metabolic analyses and， in pa附cular，its use in pharmacology/toxicology for 

examining the metabolic profile of plant cells. Plant cells are very sensitive to 

various external chemical stimuli， selected from plant primary metabolites， the 

impact stress conditions on the plant metabolome appeared in phenotype. In 

addition， NMR experiments exhibit invisible metabolic phenotype. We 

monitored the metabolic profile of two types of plant cell system by 1H and 

multi-dimensional NMR techniques. 

Arabidopsis T87 cell line and cyanobacteria Synechocystis sp. PCC6803 

were selected as model plant cell system， the chemical responses on their 

metabolism against -400 compounds including plant primary metabolites were 

visually observed and analyzed by 1D-1H NMR. Since the NMR-based 

approach has the advantage of comparison of different samples， spectral 

subtractions between various chemical stimuli were collected to estimate the 

metabolic influences among those chemicals. We developed Z-matrix analysis 

to classi付enormous1 D spectra and to pull out remarkable signals， Z-matrix 

means the di仔erencebetween an intensity and its average divided by a standard 

deviation. In Arabidopsis T87 cells， 20 chemicals showed high Z-matrix (over 

8) from among 218 chemicals， on the other hand， in Synechocystis sp. 

PCC6803， it was 9 among244 chemicals. These chemicals were not quite 

corresponded (Figure 1). 
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Figure 1 : Z-matrix analysis of 1トI-NMJRspectra responded with over 200 

chemical stimulus. A; Arabidopsis T87. B; Synechocystis sp. PCC6803. The 

bin width was set to 0.05ppm， and the data were estimated and graphs were 

drawn by using Microsoft Excel. Z-matrix with over 6 and under -6 were 

highlighted. 
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Interestingly， in ArョbidopsisT87， 13 among 20 chemicas caused visible 

phenotype changes， but in Synechocystis sp. PCC6803， 7 among 9 chemicals 

were silent. This result reflects that plant cell is more sensitive to external 

stimuli than bacteria. 

As shown in Figure2， invisible metabolic changes are appeared to 1D-
1
H 

NMR spectra， but to know the details about chemical responses on metabolism， 

multi-dimensional NMR analyses are required. Most of the main metabolites in 

plant cells are labeled from uniformly 13C・labeledglucose， they show us 

qualitative and quantitative chemical responses in metabolism on 1H_13C HSQC 

spectra. 

Figure 2 : 1D-
1
H NMR spectra. A; Arabidopsis T87. B; Synechocystis sp. 

PCC6803. Italics are sources of chemical stimulus. 

The chemical stimulated cells were cultured with 13C-labeled glucose， 

after 4-5 days incubation， the cells were collected and extracted with 

HFA-HEPES bu仔er. The extracts were measured by HSQC experiment， the 

remarkable signal intensities were summarized in Figure 3. In the case of 

galactose， some amino acids， sugars， organic acids， in spite of that they are 

main primary metabolites， showed higher intensities than a control. 
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Figure 3: The signal intensities of characteristic metabolites on HSQC analysis. 

HSQC experiments were carried out on Bruker DRX-500， DRU-700， and the 

signals were assigned by using the program SpinAssign (Chikayama et al.). 

These chemicals caused visible phenotype changes on Arabidopsis T87. 

In addition， since cyanobacteria excretes the metabolites out of the cell， 

the external components were analyzed by using a flow probe. We will present 

a chemical screening system and the results， also a new methodology to pursue 

the time course metabolism following chemical stimuli by using a flow probe 

system. 
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SAILing to the Future 

Toward the next-generation world de facto standard in protein 

NMR spectroscopy 

Masatsune Kainosho 

CRESlχ1ST & Tokyo Metropolitan University/Nagoya Universiか

NMR spectroscopy can determiI1e出ethree-dimensional structure of proteins in 

solution. Nevertheless， its potential has been limited by the difficulty of interpreting 

NMR spectra in the presence ofbroadened and overlapped resonance lines ahd low 

signal-to-noise ratios‘We have developed stereo-array isotope labelling (SAIL) method 

that can overcome many ofthese problems by applying a complete stereo-and 

regiospecific pattem of stable isotopes， which is optimal with regard to the quality and 

information content ofthe resulting NMR spectra. SAIL utilizes exclusively chemically 

and enzymatically synthesized amino acids for cell-企eeprotein expression. We 

demonstrate for a calicium binding protein calmodulin (17.2 kDa)， E. coli peptidyl 

proryl cis-trans isomerase EPPIb (18.2 kDa)， Streptomyces subtilisin inhibitor SSI (23 

kDa as homo dimmer)， Arabidopsis thaliana hypothetical protein At3g16450 (32kDa)， 

and maltodextrin-binding protein MBP (41回 a)that the SAIL method ofおrssharpened 

lines， spectral simplification without loss of information， and the ability to rapidly 

collect the structural restraints required to solve a high-quality solution structure for 

proteins. Since the SAIL approach allows us to determine the protein structure twice as 

large as commonly solved by NMR and thus makes a large c1ass of proteins newly 

accessible to detailed solution s加 cturedeterminatioI1. We are also trying to extend 

the method to even larger， and more difficult systems， such as protein complexes or 

ワ副
司

t



proteins integrated in biological membranes. Some perspectives ofthe SAIL approach 

will also be given. 

“Optimal isotope lebelling for NMR protein structure determinations"， M. Kainosho et 

al.， Nature， 440， 52・57(2006)
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Mitsuhiko lkuraa，b 

aDivision ofSignaling Biology， Ontario Cancer Institute 

bDepartment of Medical Biophysics， University ofToronto， 
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2 LE3 

Structure and Function of the N-terminaI Domains of the 

SUMO Ligase PIAS Family 

Heisaburo Shindo 

Tokyo University ofPharmacy and Life Science， National Institute of Agrobiological 

Sciences， and RIKEN Genomic Science Center 

A smaIl ubiquitin-like modifier， so-caIIed SUMO， is a protein that is structuraIly similar to 

ubiquitin. Like ubiquitin， SUMO is covalently attached to certain lysine residues of specific 

target proteins， and such SUMO modification is caIIed SUMOylation which occurs in 

common in the eukaryote kimgdom. In contrast to ubiquitination， however， sumolylation does 

not promote the degradation of proteins， but instead aIters a number of different functions of 

proteins， depending upon the protein substrate in question. These functions inc1ude properties 

such as stabiIization of target proteins， activation or suppression of various transcription 

factors， subceIlular localization in nucIeus， and maintenance of chromatin structure and so on. 

Pathway of sumoylation is very similar to that of ubiquitination. That is， SUMO is initiaIIy 

Iinked to activation enzyme El in ATP-dependent manner， and then transferred to conjugation 

enzyme E2. Sumoylation of target proteins requires SUMO ligase E3 in the most cases， 

although SUMO ligases are not essential for ceII growth. It may recognize both conjugate 

enzyme E2 and certain target proteins and serves as a catalyst for sumoylation whose 

mechanism is not welI-understood. Thus， structural study of SUMO ligase E3 as weII as its 

specific interaction with target proteins is important to understand SUMO modification 

processes in ceIIs. 

Three different types of SUMO ligases E3 have been reported. The first E3 group 

comprises a large protein family ofPIAS which shares a common RING finger-like structure. 

A second type of SUMO E3 protein found in mammalians is RanBP2， which is p訂tofthe 

nucIear pore complex without sequence homology to the PIAS family. The third type of 

SUMO ligase Pc2 belongs to the polycomprotein famiIy and stimulates sumoylation ofthe 

C-terminus binding protein， resu1ting in the recessive mode of chtomatin. The PIAS family 

(also caIIed Siz family in yeast and plants) is most extensively studied， which shares both 

RING and SAP domains， whiIe Siz proteins in plants comprise another unique domain， PHD 

finger (Qlant homeoQomain). The RING finger is described as recognition site for conjugate 

enzyme E2， whereas the N-terminal domains incIudingSAP and PHD are not well 

characterized yet. 

Keywords: SUMO Iigase， PIAS and Siz， SAP domain， NMR structure， DNA binding 
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Here， 1 present the structures and intermolecular interactions ofthe N-terminal domains of 

SUMO ligases E3 from mammalian， yeast and rice. The followings will be discussed: 

(1) Solution structures ofthe N-terminal domains ofthe PIAS/Siz family 

We have previously determined the solution structure ofthe N-terminal domain ofhsPIAS1， 

showing a unique 4・helixbundle， up-down-extended loop-down-up topology with a 

crossover ofthe loops connecting two helixes.As for the N-terminal domain Sizl(l-lll)， 

the structure is composed of fiveα-helixes and unstructured region (1-21) ofSiz1. Topology 

of the first fourα-helices are very much similar to that ofhsPIAS1(1・65).As for the 

N-terminal domain ofOsSizl(1-104)， the s加 ctureis very much similar to that of 

hsPIAS(ト65)ラ althoughα-he1ices and loops are quite different in length. 
15ltr.T _11 1 (2) DNA binding site identified by "'N and JH chemical shiftperturbations 

The N-terminal domains ofboth hsPIAS and ScSizl exhibit a binding ability to DNA. 

Although the individual residues strongly perturbed in chemical shift index are different 

between two， they are almost alllocated within the SAP motif in the N-terminal domain. 

It will be interesting to test auto-sumoylation ofthe N-terminal domains ofPIAS proteins 

and to see if the sumoylation affects on DNA binding; if any. 

(3) Interaction ofthe N-terminal domain with SUMO target proteins such as p53， lef-1 

HMG box and c-jun as assessed by GST-puU down assay 

Transcription factors such as tumor suppressor protein p53 aild lymphoid enhance factor 

Lef-l are known to be the substrates for SUMO modification. GST pull-down assay and 

Westem blotting showed that the N-terminal domain hsPIASl(1・65)can interact with both 

p53 and lef-l HMG box. 

(4) Characterization ofthe PHD finger (107・177)of OsSiz1 

Very recent x-ray crystallographic and NMR studies on tumor suppressor ING2 and 

nucleosome remodeling factor NURF demons仕atedthat the PHD finger plays a role in the 

recognition of H3K4me3 histone code， and thus in chromatin regulation and signaling. It is 

very interesting to test whether or not the PHD finger of OsSiz has a binding capability to 

trimethylated lysines. 

(5) Prosperity of NMR study 00 structural biology 

Finally， 1 will address a few comments on the above matter， although it is the heavy theme 

for me to say something about. 
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Exploring Biological Supramolecular Systems by NMR 

Hideo AKUTSU 

Institute for Protein Research， Osaka University 

To understand biological activities organized in order， investigations on biological 

supramolecular systems such as membrane proteins in membranes and a variety of energy 

conversion systems are important. However， the methodologies for structural analysis of 

supramolecular systems are still poor. Although X -ray crystallography is a powerful 

method， crystallization of membrane system， for example， is very difficult. While electron 

microscopy can handle membrane system directly， it also needs two-dimensional crystals for 

high-resolution analysis. High-resolution NMR is a powerful method to investigate 

biological molecules not only from structural point of view but also functional one. 

However， NMR has drawbacks on sensitivity and resolution. When 1 started my career in 

this field， NMR was used mainly for structure determination of simple organic molecules. 

The sensitivity and resolution of NMR were significantly improved in last three decades 

thanks to high field superconducting magnets imd sophisticated pulse techniques. NMR is 

now becoming an important method for the investigations on biological supramolecular 

systems. 

The size limit is a serious problem for solution NMR. The size limit is caused by 

the signal broadening due to rapidtransverse relaxation in a slowly tumbling molecule and 

by the signal overlapping due to the huge number of resonating nuclear spins in. a protein. 

The former has been improved by means of deuteration of the protein and innovative pulse 

techniques. Development of TROSY spectroscopy has contributed to a revolutionary 

improvement of the resolution of lH_1SN and lHsC (aromatic) correlation spectra. The 

combination of deuteration and TROSY raised the molecular mass limit to more than 50 

kDa. 

FoFI-ATP synthase is a multisubunit enzyme that catalyzes ATP synthesis in 

oxidative phosphorylation and photophosphorylation. HにATPsynthase is also know as a 

sophisticated molecular motor. This enzyme consists of two components， Fo and Fl・ The

simplest Fl (FcATPase) comprises five kinds of subunits with a stoichiometry of as3yde. 

The molecular mass is about 360 kDa. In the crystal structure of Fl from bovine heart 

mitochondria (MF1)， the three catalytic sites are not equivalent. The βsubunit in Fl takes on 

the closed form in the presence of a bound nucleotide， while it takes on the open form in its 

absence. We have applied segmental isotope-labeling by intein splicing reaction to the β 

subunit of FoFI-ATP synthase， and have succeeded in obtaining the detailed information on 

the conformational change of theβsubunit monomer (1-3). A new insight into the 

mechanism of the Fl rotation and proton translocation across Fo has emerged through 
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application of NMR methodology to the subunits and subcomplexes. lt was shown that a 

driving force of the F 1 rotation is the conformational chang巴 ofth巴 βsubunitfrom 

thermophilic Bacillus PS3， which carries the catalytic site， from open to c10sed forms on 

ligand binding. 

The structure of ATP synthase subunit c from PS3， TFoc， in an organic solvent 

(chloroform: methanol = 3:1) was also determined by NMR (4). The determined structure of 

TFoc takes on a stable hairpin structure. The hairpin structures were also reported for the 

subunit c of E.coli， EFoc. However， the structures for TFoc and EFoc are significant1y 

different in the direction of side chain of the conserved acidic amino acid residue (Glu56 in 

TFoc and Asp61 in EFoc) essential for the H+-translocation. The conformationa1 change 

depending on pH was not detected for TFoc in contrast to EFoc. It was conc1uded that the 

energy barriers among the mu1tiple orientations of two helices in the hairpin are not high 

enough to discuss the conformation of subunit c in Fo as have done for EFoc. On the basis 

of these results， a new model for the H七translocationmechanism was proposed (4). 

Solid-state NMR is a promising method for investigations of membrane proteins and 

supramolecular systems because there is no size limit. We have been developing 

multidimensional solid-state NMR under MASS for the structural analysis of uniformly and 

specifically isotope-labeled samples (5-10). Newly developed methods were applied to 

H七ATPsynthasey subunit and Mastoparan X bound to the lipid membrane. Mastopran X is 

a wasp venom and known to activate a G-protein. Uniformly and specifically labeled 

Mastoparans X were bound to DPPC-DPPG bilayer membranes under a hydrated condition. 

Its structure and its location in the membrane wad determined in detail (6， 7). The 

secondary structure analysis of H+-ATPsynthase ysubunit， a transmembrane protein， in solid 

stat巴wasalso successfully carried out (5). 

lt can be conc1uded that .the combination of solution andsolid-state NMR is a 

powerful approach to investigate biological supramolecular systems. 

References: 

1) H. Yagi， T. Tsujimoto， T. Yamazaki， M. Yoshida， and H. Akutsu， J. Am. Chem. Soc.， 126， 16632-16638 

(2004). 2) K. Tozawa， H. Yagi， K. Hisamatsu， K. Ozawa， M. Yoshida， and H. Akutsu， J. Biochem.， 130，527 -

533 (2001). 3) H. Yagi， K. Tozawa， N. Sekino， T. Iwabuchi， M. Yoshida， and H. Akutsu， Biophys. J.， 77， 

2175-2183 (1999). 4) T. Nakano， T. Ikegami， T. Suzuki， M. Yoshida， H. Akutslしよ Mol.Biol.， 358，. 132-144 

(2006). 5) M. Kobayashi， Y. Matsuki， T. Fujiwara and H. Akutsu， J. Biomol. NMR， in press. 6) E. Harada， Y. 

Todokoro， H. Akutsu and T. Fujiwara， J. Am. Chem. Soc.， 128， 10654-10655 (2006). 7) Y. Todokoro， 1. 

Yumen， K. Fukushima， S.-W. Kang， J.-S. Park， T. Kohno， K. Wakamatsu， H. Akutsu and T. Fujiwara， Biophys. 

J.， 91， 1368-1379 (2006). 8) T. Fujiwara， Y. Todokoro， H. Yanagisita， M. Tawarayama， T. Kohno， K. 

Wakamatsu and H. Akutsu， J. Biomol. NMR， 28， 311-325 (2004). 9) T. Fujiwara， T. Shimomura， Y. Ohigashi， 

and H. Akutsu， J. Chem. Phys.， 109，2380-2393 (1998). 10) T. Fujiwara， K. Sugase， M. Kainosho， A. Ono， 

A(M) Ono， and H. Akutsu， J. Am. Chem. Soc.， 117， 11351-11352 (1995). 
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Mapping protein energy landscapes by NMR  relaxation dispersion 

David D. Boehr， Daniel 1. Felitsky， Kenji Sugase， H. Jane Dyson， feter E. WrI!:rht 
De仰 rtm巴ntofMolecularBiology， The Scripps Research Institut芯， La Jolla， California， 
USA92037. 

NMR is a widely used method for determining the three-dimensional structur巴sof 
proteins and other biomolecules in solution. However， protein structures are not static， 
and molecular motions are central to their biological functions. It is essential to move 
beyond our largely static view ofprotein structure towards an understanding ofthe 
dynamics and thermodynamics of conformational change and their relationship to protein 
function. NMR relaxation experiments provide a powerful approach to direct 
experimental characterization of protein dynamics on a broad range of time scal巴s，
ranging from ps to ms， and allow direct mapping of the protein energy landscape. 
Recent1y developed relaχation dispersion experiments permit quantitative analysis of the 
dynamics and thermodynamics of slow conformational fluctuations in proteins and of the 
kinetics ofprotein-ligand interactions and coupled folding and binding events. 
Applications of NMR to study the role of protein motions in the catalytic function of the 
enzyme dihydrofolate reductase (DHFR) will be described. Our experiments reveal active 
site conformational fluctuations on a time scale that is directlyrel巴vantto the structural 
transitions involved in progression through the catalytic cyc1e. Flexibility in the active 
site loops appears to be harnessed by the enzyme to control the flux of substrate， product， 
and cofactor， and to correctIy position the reactants in the active site prior to the hydride 
transfer step. Progress through the catalytic cyc1e involves.a dynamic energy landscape， 
where each intermediate populates excited states in which the protein conformation 
corresponds to that of the preceding or following intermediate in the cyc1e. NMR also 
provides detailed insights into the coupled folding and binding processes that mediate the 
physiological functions ofintrinsically disordered proteins. In particular， relaxation 
dispersion measurements provide an especially powerful approach for mapping the 
folding pathway， providing novel insights into the mechanism of coupled folding and 
binding， and allowing structural characterization oftransient encounter complexes. 
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Contrast enhanced microimaging at 700 MHz 

Gary J Cowin*， Guy Weerasingh♂， Samantha South#， Andrew Tuck̂， Graham J 

Gal1oway* and Ian M. Brereton材

Centre for Magnetic Resonance* Queensland NMR Network~， Centre for Integrated 
PrecIinical Drug Development# and Queensland Centre for Schizophrenia Researchへ

University of Queensland， Brisbane， Australia. 

Magnetic resonance research has been constant1y striving for higher image resolution. 
One resuIt of this goal is constantly increasing magnet strengths for both human and 
animal imaging systems. We are investigating the improvements in microimaging that 
can be achieved by increasing the magnetic field strength from 4.6T， in a horizontal 
animal MRI system， to 16.4 T in a vertical animal system. As the first step， we chose 
fixed rat brains to look at the microimaging potential at the two field strengths without 
physiological interference. The increase in field strength was accompanied by a doubling 
of the T1 times， thus requiring longer TR. We are investigation the use of paramagnetic 
metals to counter this restriction on TR and hence signal-to-noise per unit time and to 
increase contrast in fixed adult and neonatal tissue. 

Adult rats were perfusion fixed with 4% paraformaldehyde， for control animals， or with 
the addition of 5% OptiMARK (Ma11inckrodt) gadolinium contrast agent. The brain， 
kidneys， heart and liver ware removed and set in a 5 ml flat bottomed tube containing 
0.5% agarose gel. Newbom mouse brains were drop fixed in 4% formalin solution. The 
brains were then removed and 0.1 % PBS containing 4 mM MnCI or 5% OptiMARK 
(Mallinckrodt) gadolinium contrast agent for 48 hrs then set in a 5 ml flat bottomed tube 
∞ntaining 0.5% agarose gel. 

Both systems were running ParaVision 4.0. FLASH 3D protocoI was used for image 
acquisition with isotropic image resolution from 200μm to 30μm. Maximum imaging 
time was limited to approximately 12 hours. 

The effect of magnet field strength upon relaxation times for the fixed adult brain tissue 
at 4.6T and 16.4T was characterised by an approximate doubling ofthe T1 and a halving 
of the T2 and T2*. Addition of the Gd contrast agent OptiMARK to the perfusion 
medium resulted in a approximate 10 times decrease in the T1 time. This has a dramatic 
effect upon the signal-to-noise that can be acquired per unit time. Only small decrease in 
the T2 and T2* resulted from the addition ofGd. 
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Keywords: Microimaging， paramagnetic contast ag巴nts，fixed brain， rat， mouse 
Signal-to-noise became limiting at 4.6T at (100}.lm)3 without Gd and at (75 }.lmi with Gd 
and at 16.4T at (50 }.lm)3 without Gd and at (30 }.lm)3 with Gd. However， image contτast 
within th巴brainwas great巴rwith Gd at both field strengths. We are currently achieving 
3D images of Gd perfused whole rat brains with an isotropic resolution of 30μmラ

illustrated in figure 1. Further optimisation of the hardware and sequences on new 16.4T 
microimaging system， should enable finer image resolution to be achieved. 

Figure 1. Singl巴slicefrom a Gd perfusion fixed rat brain at 30}.lm isotropic resolution. 
TR=50 ms， TE=13 ms， FOV二 28X14X14mmラmatrix=920X460X460，ns=8， acq.14 hrs. 

Neonatal mouse brains乱rea challenge for standard MRI investigation due to the 
combination of small size and poor regional contrastラ resultingfrom limited myelination 
in neonatal. Paramagnetic metal ions have potential to enhance signal綱toイloiseand 
improve regional contrast. In contrast to adult animal where perfusion fixation is possible， 
newborn mice are routinely drop fixed. The GD complex OptiMARK did not appear to 
be taken.up by the drop fixed brainsラ resultingin a black rim around the brains (Fig. 2). In 
comparison， MnCl was taken up by the brain and enhanced regional contrast in the fixed 
newborn mous巴brain.
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Figure 3 
Contrast 
enhancement of 
newborn mouse 
brain with MnCl 

These preliminary results il1ustrate great potential for the us巴 ofparamagnetic ions for 
improving signal-to-noise p巴runit time and contrast in newbom brains. This is ideally 
matched with ultra high field MRI systems to achieve extremely fine image resolution. 
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MR  Cardiac Imaging: From翻 iceto皿 en

F Fidlerl

ぺPhD，KH Hi1ler
l

ぺPhDand PM Jakobl

ぺPhD

IUniversity of Wurzburgラ Dept.of experimental Physics 5， Germany 

2Research Center for Magnetic Resonance 8avaria e.V. (MR8)， Wurzburg， Germany 

In the last few yearsラmagneticresonance imaging (MRI) becomes the attractive non invasive 

imaging modality for experimental animal research. Animal models offer the great 

opportunity to investigate both pathophysiological questions and drug development. The 

understanding of mammalian genome allows the increased generation of animal models for 

studying cardiovascular development， changes and function. MRI is used to characterize the 

phenotype of such models by the functional effects of gene expression or gene knock-out 

directly or by the resulting morphological consequences. The non Invasiveness ofthe MRI 

examinations lead to advanced monitoring ofprogression of chronic heart disease and 

regression during therapy since it offers the opportunity ofmeasurements in th巴sameanimal 

at different time points. 

MRI allows high accurate three-dimensional characterization of cardiac structure and function 

within the same examination. Detailed morphological is provided by this technique at a high 

resolution (く100μm)allows the quantification of volumetric and functional changes in hearts 

especially when underlying ventricular remodelling after myocardial infarction or in dilated 

cardiomyopathyRI， but also in vascular disorders such as chronic occ1usive arterial disease 

and restenosis. 

Figure 1: Cine-MR1on newborn mice [F. Wiesmann et al. Am J PhysioI278(2):2000} 

The variety ofparameters that can be addressed as well in animal models and humans is hugh. 

The well established Cine・techniqueallows the investigation and accurate determination of 

五位主or車~ cardiac imagingラ cardiacfunction， perfusion， MR spectroscopy， contrast agent 
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morphologic and functional consequences in the cardiovascular systemラsuchas compartment 

volumesラ wallthickness and mass or planimetry ofvalve areas. Figure 1 shows example 

images from a Cine-MRI dataset on newbom mice. Combined with a phase contrast velocity 

mapping， waIl motion can be detected precisell
2 

Perfusion can be addressed by spin labelling technique without the application of contrast 

agentラcontrastagent application can be used to measur巴additionallythe regional blood 

volume (rbv)R3. This techniqueラ firstapplied to rat heart， have been transferred to both the 

smaller mice and to human application
R4 

Figure 2: Left: 3D-Angiography ofrat heαrt. Middle: Coronary jlow profile. [S Kohler et al. 

MRM50:2003] Right: Fusion imαge angiogr.α!phy with 31 P CSI刷物rct[M. Nahrendoとfetα1.

Am J Physiol Heart 285:2003]. 

Visualization of coronaries with 3D-Angiography can be achieved on isolated rat and mice 

heartラ asshown in figure 2. Phase contrast t10w measurements cover a wide rangeラ fromt10w 

profiles in coronaries to t10w quantification in the aorta ofthe mice. 

Different aspects ofthe infarct are imaged with proton MRI based on diffusion or high 

resolution T 2 * imagingR5. These techniques are suitable to visualize musc1e fibre orientation. 

Spectroscopic imaging based on 23NaR6 or 3lp MRI can show detailed information ofthe 

infarct (figure 2). 

A relatively new field are highly specific contrast agents which bind to specific receptors. 

With the use of these new contrast agents one is able to image specific processes like 

apoptosisR7 

References 
Rl: Shapiro EP et aI. Circ 79: 1989 
R2: Str巴ifJUG et al. MR孔149:2003
R3: Wal1er C et al. Circ 103:2001 
R4: F凶 erF et al. J Ca凶 ovascMagn Reson 6(2):2004 
''': Kohler S et al. MRM 49(2)・2003
一6:Neuberger T et al. MAGMA 17(3-6):2004 
R7: Hiller KH et al. Mo1 Imag 5(2)・2006
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明TatertranspoJrt in neural ceHs in vivo and cell culture 

Yoshiteru Seo1， Yoshie Imaizumi1， Mika Yokoi1， Kazuto Watanabe1， 
Takashi Ogin02 

lDept. ofRegulatory Physiology Dokkyo Medical University School ofMedicine， 2Dept. of 
Biochemistry and Cel1ular Biology， National Institute of Neuroscience， National Center of 
Neurology and Psychiatry 

The brain consists of 3 water compartments: intravascular water， interstitial 
water and intracellular water. In order to analyze water metabolism in brain， 
we have to determine kinetic parameters of water transport between these 
compartments. In this report， we have estimated water permeability of 
neuralfglial cells in brain of Claudin-5 knocked out mice in vivo， and also 
detected water permeability of cultured neural cells from cerebral co1'tex. All 
NMR expe1'iments we1'e done by an AMX田 300wb(7 T) with mic1'02.5 gradient. 

l'再Taterperm母abilityi.悶 vi.vo]
A relaxation 1'eagents (gadolinium-diethylene t1'iamine-N，N，N'，N"，N"回 penta

acetic acid (Gd-DTPA2") was applied to estimate wate1' pe1'meability of the 
neu1'al!glial cells in mice. In the intact mice， the longitudinal 1'elaxation 1'ates 
(1fTl) showed minimal changes (く 0.1S"1) even the 1fT1 of blood wate1' was 
accelerated mo1'e than 40 s今1by Gd-DTPA2". It is suggested that the no1'mal 
blood-b1'ain ba1'rie1' (BBB) have ve1'y low wate1' pe1'meability. The anatomic basis 
fo1' BBB 1'esides in tight junctions (TJs) of brain endothelial cells in addition to 
their limited t1'anscytosis. The claudin-5 was identified as a majo1' TJ cell 
adhesion molecule in brain endothelial cells. In the claudin"5 knocked out mice， 
Gd-DTPA2" can pass through the modified BBB. From the dose-dependency of 
Gd-DTPA (Fig. 1)， a wate1' efflux 1'ate f1'om the neural!glial cells (kn = 3.82士0.58
S"1) was detected which is corresponding to a diffusional wate1' pe1'meability of ca. 
0.8' 10"3 cm S"1. 
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Fig. 1 Median section of T l-weighted images of wild岨 typeand claud5-1- brain and the 
relationship between the 1fT 1 of water in brain and the dosage of injected GιDTPA2-. 
Filled and open circ1es represent 1fT 1 of the wild and c!audタ“ brain，respectively. The bold 
and dotted lines are the results of fitting and 95% confidence limits， respectivelyラ basedon 
a simpleれ，¥10回 compartmentexchange model. 

Key wo1'ds: lH-NMRラ 1H-MRI，T1 relaxation， relaxation 1'eagent， diffusive wate1' 

permeability 
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[Water permeability of primary cultured neural cells] 
The diffusive water permeability ofprimary cultured neural cells from mouse 

braih cortex was measured by using Gd-DTPA2・.Cortex of newborn mice were 
minced， separated by trypsin and DNAase， then neural cells were incubated in 
DH10 medium for 2 to 3 days. Then， resuspended by collagenase and DNAase in 
DH10 medium with 10 mM  Gd-DTPA2-. The shape of neural cells are rotational 
ellipsoid， and its longer and shorter diameters were 12.1土1.4and 9.5土1.2μm

(mean土 SEM，n=100)， respectively. The final cytocrit was 5 -7.5 %. A typical T1 
relaxation is shown in Fig. 2. The rate constant for water efflux from the neural 
cells was estimated to be ca. 5 S-l at 290C which would be consistent with 
diffusive water permeability (P，v of ca. 1 x 10-3 cm s・1，This value is almost the 
same value we have estimated in vivo， and also is the same range of those 
obtained in perfused rabbit submandibular gland (3 x 10-3 cm S-l)， Necturus 
gallbladder (1.6 x 10-3 cm s-1) and human red blood cells (2.4 to 4.7 X 10-3 cm S-l). 

Activation energy of water transport through the cell membrane (Ea) was 
estimated from temperature dependence (5-30oC) of the rate constant for water 
efflux. From the slope of Arrenius plot， Ea value is estimated to be ca. 8 kcal/mol. 
This activation energy is much smaller than that obtained in the lipid bilayer 
vesicles (12-14 kcal/mol)， and is in the same r;mge of red blood cells with AQP1 
(Eaニ 5kcal/mol). Thus， this indicates that water transport of neural cells might 
be done by a channel-mediated pathway， and suggests contribution of AQP 
water channel. 

[Conclusion] 
We have obtained almost the same values of water permeability of 

neural/glial cells in brain in vivo and in primary cultured neural cells from mice 
cortex. We are now under preparation to identify the water transporting 
channel in neural cells， and also plan to measure the primary culture of glial 
cells. 

Recovery time (s) 

o ~ u ~ M ~ M ~ M 。
-1 

4

F

3

 

0
Z
)
}
@

由。-
6 

-7 ' 

Fig. 2 T 1 relaxation of water in neural cell suspension ~ith 10 mM GιDTPA2-at 290C. 
The rate constant of the slow component was 5.5土 0.2S-l with a 企actionof magnetization 
of 5.3土 0.5%. The fast component obtained by subtraction of the fitted slow component 
from the original data (0)， and the rate constant was 32.5士 0.2s・
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Backaround: 

Double Quantum Filtered NMR Microimaging and 

Spectroscopy of Nerves and Connective Tissues 
GiI Navon， Hadassah Shinar Uzi Eliav and Galit Saar 

School of Chemistry， Tel Aviv University， Tel Aviv 69978， Israel 

The 2H spectrum of deuterated water molecules interacting with ordered structures 
such as oriented collagen fibers consists of a pair of quadrupolar split satellites. The 

frequency difference between the satellites transitions， VQ， is a weighted average of 
the splittings of the water molecules bound to the different binding sites on the collagen 

fibers， Vj， and their fl悶ctionsPj relative to the total content of water molecules 
exchanging with these sites accοrding to the following equation: 

VQ==LVj Pj (3cOS2()j-I)/2 [1] 。jis the angle between the direction of the director of the quadrupolar interaction and 
the magnetic field. 

In biological tissues， where there is a large amount of water molecules which does 
not interact with the anisotropic sites， or when the splitting is small relative to the 
linewidth， the split lines will be masked by the large signal of isotropic water. This 
problem is overcome by the use of double quantum filtered (OQF) NMR techniques 
where the large isotropic signal of the bulk water molecules is filtered out， allowing a 
clear observation of the split satellites. The basic OQF pulse sequence is given by: 

900•τ/2・1800- τ/2・900-tDQ・900 (Acq) [2] 
With proper phase cycling allowing only the magnetization obtained from the OQ 

coherences to be ob唱;erved. tDQ is the double quantum evolution time and ~ is the 
C陀 ationtime of the second rank tensοrs. By choosing the appropriate value of τone 

can depict specific tissue characterize by specific value of VQ・ Inthe spectrum 
obtained by the pulse sequence in Eq. 2 the satellites signals appear in antiphase. In 
order to obtョinin-phase spectrum we use the pulse sequence given in Eq. 3 (1): 

900
-.・90吋 DQ-900・t・900-tZQ・900(Acq) [3) 

where tZQ is the evolution time for the zero-quantum (Iongitudinal magnetization) 
coherence. This pulse sequence gives us the opportunity to follo明 magnetization
transfer due to exchange proωs田 soccurring during tZQ・Hence，this in-phase OQF 
(IP-OQF) pulse sequence is also denoted as OQF-MT. One-dimensional "H 
spectroscopic images can be obtained by introducing phase encoding gradients during 
the tDQ time periods in sequences [2] and [3]. The advantage of introducing the 
g問 dientsduring the OQ evolution time is that their effect during this time period is 
doubled. 
In the talk two applica討onsof the OQF pulse sequences to 2H spectroscopy and 
microimaging will be presented. 

1. 2H DQF-MT NMR Measurements of In 
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The nerves of the peripheral and central nervous systems comprise axons ensheated 
by many layers of the myelin and embedd_ed in a matrix of oriented collagen fibers of 
tlIe endoneurium and the epineurium. 2H OQF spectra of nerves equilibrated in 
deuterated saline consists of quadrupolar split satellites representing the water in the 
different nerve compartments. The main advantages of this technique are the 
enhanced resolution due to the filtering of the isotropic signal and the ability to excite 
selectively the water in the different compa吋ments.This is demonstrated in Fig 1， 
where different compartments having different average quadrupolar interaction VQ are 
depicted for different 't values. Thus in 2H OQF-MT NMR speC1ra of isolated bovine 
optic nerve equilibrated in deuterated saline as a function ofτwith ve叩 sorttZQ four 
compartments are observed. In line with our previous findings (2) we assign signal C to 
the intraaxonal water and signal B to the epineurium. Signals A and 0 are probably due 
to the myelin and the endoneurium water. We have previously utilized theseparation of 
the OQF spectra to measure the relaxation times and the water diffusion constants in 
each compa吋ment(3). However the use of the OQF-MT method allows for the 
determination of water exchange between the inter and the intraaxonal compartments 
aswell. 
The 2H OQF spectra of porcine optic nerve equilibrated in deuterated saline is shown in 
Fig. 2 as a function of the exchange time. We have found that the buildup time 
cQnstant for signal C as well as the decay of signals A and 0 are triexponential with 
time constants of 1.4 (20%)， 30 (80%) and 100 (100%) ms. The short (minor) 
component is tentatively assigned to spin diffusion， the intermediate to 
inter-compartment water exchange and the long to T1 decay. 
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2. Multinuclear NMR and Microscopic MRI Studies of the Articular Cartilage 
Nanostructure. 

Osteoarthritis is a common disease afflicting a large proportion of the population 
throughout the world and is considered a major health problem. It involves the erosion 
of the articular ca同lage.Articular cartilage has exceptional viscoelastic biomechanical 
properties that allow its function as a load bearing， minimizing the effects of stresses 
applied to the joints. The strive to understand the physiochemical origin of these 
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properties on the basis of the interrelationship between the major constituents of the 
cartilage， namely collagen and proteoglycans has attracted many investigations. 
Unlike many techniques that require sectioning， slicing and decalcification of the tissue， 
NMR spectroscopy and microscopic MRI have the advantage that the physiochemical 
prope吋iesof the tissue can be studied non-invasively on intact samples. 
AII“H measurements were performed on cylindrical cartilage plugs， with a diameter of 
about 8 mm， after equilibration in deuterated saline for 1・2hours. The plugs were then 
wiped and placed in a 10 mm OD NMR tube with supporting Teflon inserts. The tube 
was filled with fluorinated oil (Fluorinert， FC-77， 3M)， which has low water solubility and 
the same magnetic susceptibility as water. 
Information about the spatial distribuiion of the quadrupolar splittings is obtained from 
the one-dimensional DQF spectroscopic imaging pulse sequences， obtained by 
introducing phase encoding gradients during the tOQ time periods in sequences [2] and 
[3]. An example is given in Fig. 4 where the x axis represents the spectral dimension 
and the y axis represents the spatial dimension. Some spectra extracted from the 
image at different spatial locations are also given in the figure. Two pairs of 
quadrupolar split satellites with a sp附 ingof about 900 and 500 Hz are observed in the 
calcified and radial zones. Further from the bone the intensity of the signal with the 
large splitting decreases and the smaller splitting becomes dominant. The splitting was 
not resolved in the intermediate zone and a small splitting is again detected in the 
surface zone. This phenomenon was found in all the cartilage bone plugs measured， 
yet the frequency differences between the satellites as well as their relative intensities 
vary from sample to sample. 

We have found that the splitting depends on the orientation of the plug relative to the 
magnetic field. When the surface of the plug is parallel to the field the quadrupolar 
splittings in the calcified and radial zones was approximately half of that observed at 
the perpendicular orientation as expected for a well ordered system with th_e director of 
the interaction aligned perpendicular to the surface of the plug. Thus the LH 1-D DQF 
spectroscopic image agrees with the known collagen architecture in articular cartilage 
where the fibers are well ordered throughout the calcified 
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4.7TM悶で定量化したヒト脳の形態

(国立環境研)0三森文行、高屋展宏、渡遺英宏

Shape ofthe human brain quantified by 4.7T MRI 

(National Institute for Environmental S加dies).E.Mitsumori， N.Ta:kaya， H.Watanabe 

Structural data for the human brain was quantified based on the 3-dimensional anatomical 
image obtained at 4.7T on 77 healthy subjects. High magnetic field is beneficial for the high 
sensitivity leading to the high spatial resolution and for the high tissue contrast leading to the 
precise tissue discrimination. From the quantified structural data the age dependent change 
in grey， white matters and CSF were analyzed. The size of∞rpus caIIosum revealed the 
difference between male and female brain. 

[はじめに】近年、ヒト脳のMRI画像解析の精密化、定量化により、脳の発達・形成

に関する研究に新しい展開が見られる。たとえば、 4"-'21歳にわたる健常被験者の

追跡研究により、大脳皮質の発達が後頭葉から前頭葉に向かつて進むことなどが明ら

かになってきた[1]。我々は 2003年以来、 4.7T高磁場人体用MRI分光計を用いて健常

被験者の脳の形態情報の集積と解析法の検討を進め、これまでの 3年間で 77名の被

験者の測定を終了した。本報告では、主として 3次元T，強調画像に基づく形態の定量

解析から脳の大きさ、形態の年齢依存性、性差などがどこまでとらえられるか、高磁

場MRIを用いた脳の形態解析の可能性と限界について論じたい。

{方法】 MRI測定にはOxfordMagnet Technology社の 4.7T磁石(ボア径 925mm) を

接続したVarianInova分光計を用いた。信号検出器は口径 30cmの頭部用'HTEM型検出

器を用いた。国立環境研究所医学研究倫理審査委員会の認めた健常被験者 77名につ

いてM悶測定を実施し、全頭の 3次元MDEFT画像、高速スピンエコー画像、 T"T2分

布画像等の測定を行った。このうちMDEFT画像測定法の最適化やT2測定については

昨年までの学会で報告してきた[2，3]0MDEFT画像データセットは 3次元Fourier変換処

理の後、 dielectriceffectによる画像信号強度の不均ーをBrainVoyagerソフトウェアの 6

次多項式補正により平滑化した後、主としてStatisticalParametric Mappingソフトウェ

ア (SPM99)の組織分画モジュールを用いて皮質 (GM)、白質 (WM)、脳脊髄液 (CSF)

の確率画像を得た。各組織の体積は画像ピクセルごとにそれぞれの組織の確率とピク

セル体積を掛け合わせることにより得た。全頭での解析に加え、側脳室、脳梁等、脳

内の特異的部位の抽出や解析も進めている[4]。

[結果と考察】高磁場の高感度を利して 3次元の各方向 lmmの分解能を有する高精

細画像をルーチンで測定することが可能で、ある。また、灰白質、白質組織のT，緩和時

間の差の拡大により、従来の予測に反して、組織間コントラストを向上しより精度の

高い組織識別が実現できた。一方、 dielectriceffectによる脳中心部での信号強度の増強

は高次の多項式関数を用いることに均質化することが可能であった。 Fig.lに脳の 1

断面における組織分画の例を示す。均質化処理を行わないと誤って分画されてし

まう大脳基底核部位や周辺の脳回部位の灰白質も正確に識別されている。 Fig.2に全

頭で解析した GM、WM、CSFの体積を男女それぞ、れに年齢別にプロットした結果を

Keywords: high field MRI， human brain， tissue segmentation， shape， grey matter 

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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示す。これより、男性灰白質体積は VGM= -3.2x + 828 (mI)， (xは年齢)の関係(相

関関係の有無のピアソン検定:p< 0.05%) に従って年齢とともに減少するのに対し、

女性灰白質体積は VGM= 0.31x + 616と、年齢依存性がほとんど見られなかった。女

性脳データを詳細に検討すると、 20歳代の若年齢層の傾向が 30歳代以降の傾向と逆

転しているように見受けられる。そこで、女性脳を 20歳代 (n=14)と 30歳代以降

(n=22)の2群に分けてその年齢依存性の回帰直線を求めると、図 2dこ示すように両群

で年齢に対して相反する傾向が得られた。ピアソンの相関の検定の結果、若年女性の

逆転した傾きは 14.5で、危険率 5%以下で有意で、あった。なお、 20歳代前半群、後半

群の灰白質体積の平均値では、 nが小さいこともあり、有意差は認められなかった。

これまで、若年女性脳でこのような特異的年齢依存性が報告されたことはなく、今後

さらに測定例を増やして検討する必要がある。側脳室体積の年齢依存性は全頭で得ら

れた男女差を支持する結果を示した。
(a) (b) (c) 

900 900 900 

800 800 800 

700 700 700 

600 600 600 

~ 500 ) 宝 5凹 官 500

~ 400 

300 300 300 

200 200 200 

100 100 100 

20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 

age (year) age (year) age (year) 

Fig.2. Age dependent change in the volume of gr巴y，white matt自民 andCSF (a) 
in male， and (b，c) in female. The regression analyses were performed on entire 
age group in (a) and (b)， while in (c) it was separately performed at 20's and 
the rest. 

i結 語]4.7τ 高磁場 MRIより得られたヒト脳の形態解析は加齢に伴う脳の変化や

性差を十分に解析できる精度が得られることが明らかになった。

i参考文献l
[1] N.GogtayラJ.N.Giedd，L.Lusk et al. PNAS 101，8174 (2004). 
[2]高屋展宏、渡遺英宏、三森文行、第 43回 NMR討論会、 1P106、2004.竹 (東京)冒
[3] F.MitsumoriラH.Watanabe，N.TakayaラM.Garwood，The 1st Asia-Pacific NMR Symposium， 

BLS12 (2005). 
[4]高屋展宏、渡謹英宏、三森文行、第 45回 NMR討論会、 2006.11 (京都) • 
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2 LEll 

Paramagnetic Relaxation Enhancement for Investigations of Large-Scale Dynamics in 
Macromolecular Binding Process 

Junji IwaharaO， Chun Tang， Charles D. Schwieters， G. Marius Clore 

Laboratory ofChemical Physics， National Institute ofDiabetes and Digestive and Kidney 
Disease， National Institutes ofHealth， Bethesda， MD 20892-0520， USA 

Macromolecular binding event is not simply a two-state exchange between企eeand bound 
forms. In fact， previous kinetic investigations have suggested that the process of a specific 
complex formation goes through intermediate states called as target search or encounter 
complexes and the presence of such states greatly accelerate the overall process. How do 
individual components bind to each other at intermediate states in terms of structure? How 
dynamic are they? Although these are very important questions for understanding 
macromolecular recognitions， structural biology has not given adequate answers yet. It is 
because the very low populations at equilibrium and dynamic nature of such states make the 
investigations extremely difficult. We have developed the very powerful NMR method to 
analyze the transient intermediates in macromolecular binding at equilibrium. The method 
that makes use of the intermolecular paramagnetic relaxation enhancement (PRE) provides 
information about the s加lcturesand dynamics of the intermediates whose populations are as 
low as ~ 1 %， if the exchange between intermediate and ground states is in fast exchange 
regime. In the presentation， the principle of the method and the applications to investigations 
of the target search process in the homeodomain-DNA interactions and the encounter 
complexes in protein園 proteinassociation wi1l be demonstrated. 

References 
1) Iwahara， J.， Schwieters， C.D.， Clore， Gぶif.(2004) J Am Chem Soc 126， 12800・12808.
2) Iwahara， J.， Clore， G.M. (2006) Nature 440， 1227・1230.
3) Tang， c.， Iwahara， J.， Clore， G.M. (2006) Nature， in press. 
4) Iwahara， J.， Zweckstetter， M.， Clore， G.M. (2006) Proc Nat! Acad Sci USA 103，15062・
15067. 

Keywords 
paramagnetic relaxation enhancement; protein-DNA complex; protein-protein complex; 
intermediates; dynamics. 
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2 LE12 

RNA Dynamics and Structural Adaptation 

Qi Zhang， Charles Fisher， Alexandar Hansen， Melissa Getz， Xiaoyan Sun， and Hashim 
M. AI-Hashimi* 

University of Michigan， 930 N. University， Ann Arbor， MI， 48109 

Ribonucieic acids (RNA) often function by adaptively changing conformation in 
response to specific cellular signals ranging from recognition of proteins and small 
metabolite molecules to changes in temperature and pH. These transitions often involve 
large-scale changes in secondary structure and/or significant alterations in the RNA 
global architecture. Although RNA structures are believed to code for internal mobility 
that enable such transitions to take place specifically， these dynamical properties 
remain poorly understood. Methods based on NMR spin relaxation and residual dipolar 
couplings (RDCs) offer a unique opportunity to site-specifically visualize RNA motions 
occurring at ps-ms timescales. However， quantitative application of these techniques 
generallY requires that internal motions are not correlated to overall reorientation. While 
this “decoupling approximation" appears to be valid for many globular proteins， it can 
generallY break down in extended RNA systems which tend to be composed of loosely 
linked helical domains that can reorient relative to one another in such a way to effect 
large changes in the properties of overall reorientation. 

Here， we describe implementation of an elongation strategy that allowed us to decouple 
internal 1i10tions in RNA from overa" reorientation. Application of 15N and 13C spin 
relaxation and RDC methods revealed hierarchical motional modes spanning 
picosecond librations， nanosecond collective motions of A-form helical domains， and 
micro-to-millisecond structural transitions. Our results uncover a universe of internal 
motions occurring at nanosecond timescales that evade detection by conventional NMR 
spin relaxation methods because they occur at timescales approaching ove ra 11 
rotational diffusion. We present direct evidence that this uncovered network of motional 
modes is coded for by subtle elements in the RNA sequence and that it gives rise to 
dynamical changes in the RNA conformation that allows adaptive recognition of 
chemically diverse targets. 

In the domain-elongation strategy， the size of a terminal RNA domain is elongated using 
a stretch of Watson同 Crickbase-pairs. This results in an elongated RNA (E-RNA) which 
has a hydrodynamic shape and thus overall diffusion/alignment properties that are less 
sensitive to internal motions， inciuding co"ective dynamics of helical domains. 
Furthermore， by slowing down overa" tumbling， the elongation broadens the sensitivity 
of NMR relaxation， which is limited to internal motions occurring at timescales faster 
than overall tumbling. To avoid an increase in NMR spectral 

Key words: RNA dynamics， adaptive recognition， TROSY， spin relaxation， and residual 
dipolar couplings 
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overlap， two constructs are prepared in which alternating unlabelled AJU and G/C base 
pairs are used for elongation using otherwise uniformly 13C/15外 labeledG/C and AJU 
nucleotides respectively. In this manner， NMR data can be acquired over the entire 
RNA target while keeping elongation residues “NMR invisible". 

Using this strategy， we were able to resolve a manifold of highly coupled motional 
modes in the transactivation response element (TAR) RNA from HIV-1 that otherwise 
evade detection due to motional couplings. TAR is one of the best examples of an RNA 
that can adopt different conformations and thereby bind to chemically diverse targets. 
Based on 13C and 15N spin relaxation data， we ooserve variable base and sugar 
picosecond fluctuations within helical domains that move collectively at diffusion-limited 
nanosecond timescales across a short， functionally important， and highly mobile bulge 
linker. These motional modes lead to spontaneous changes in the conformation that 
correlate quantitatively with those that follow adaptive recognition of diverse targets. 
Thus， sub-nanosecond internal motions in free T AR allow its structure to vary adaptively 
so to bind chemically diverse targets. 

By combining the domain-elongation strategy with RDC measurements， we obtained 
structural evidence that the free transactivation response element (T AR) RNA from HIV-
1 dynamically samples all of its seven previously reported ligand-bound structures. 
These bound structures di仔'ersignificantly (all-atom rmsd = 4.7 A) and feature TAR 
bound to peptides， divalent ions， and five chemically distinct small molecules. By 
exploiting the elongated domain as a reference frame， we were able to compute 
expected RDCs for each TAR structure. While poor agreement is observed between the 
experimentally measured RDCs and values computed for any given structure， very 
good agreement is observed with the dynamical averages of the computed RDCs. We 
further demonstrate that T AR mutants can be prepared with altered dynamical 
properties that code dynamic access to only a sub-set of the T AR conformational sub-
states that feature coaxially aligned helices. The binding properties of these TAR 
mutants to the above five ligands will be characterized and correlated to the 
conformational sub-states they are appear to access spontaneously. 

The domain-elongation strategy provides a new approach for resolving motional modes 
in RNA spanning picosecond to millisecond timescales. Our results suggest that the 
adaptive changes in RNA conformation that take place upon ligand binding actually 
occur dynamically in the free RNA. 
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2 LE13 

Structural Biology of Functional RNA and DNA 
Akimasa MatsugamiI， Daisuke KoizumiI， Takako OhyamaI， Masashi 

InadaI， Hiroaki TsuchibayashiI， Takashi NagataI， Yan Xu
2， Yuuki 

Noguchi2， Hiroshi Sugiyama2， Kunio Kikuchi3， Takuya Umehara3， 

Fumiko Nishikawa3， Satoshi Nishikawa3 and Masato Katahira 
1人5

IYokohama City Univ.， 2Kyoto Univ.， 3 AIST， 4RIKEN， 5JST， PRESTO 

①Structure of human telomeric DNA under physiological ionic conditions 

Human telomeric DNA is 5-8 kb long and composed of the repetition of d(TTAGGG) 

sequence， with a 3' stngle-stranded overhang of about 200 nucleotides. DNA which is rich in 

guanosine residues tends to form quadruplex with guanine-quartet planes as core structure. 

Telomere DNA is rich in guanosine residues and thus its quadruplex structure is supposed to 

play certain roles in the regulation oftelomere length. Particularly， the finding that the activity 

ofthe telomerase is inhibited by the formation ofthe quadruplex has drawn the great attention 

in terms of the development of novel anticancer drugs. 

The solution structure of telomeric DNA in the presence of Na+ was reported to be 

antiparallel basket-type quadruplex by NMR.1 Later， the crystal structure oftelomere DNA in 

the presence ofK+ was determined， and the quite different structure ofparallel propeller-type 

quadruplex was found.2 This stiucture Is similar to the solution structure found for GGA 

triplet repeat DNA in the presence of K+.3，4 Currently， the solution structure of human 

telomeric DNA in the presence of K+ is a hot unanswered question， as this structure is 

believed to be biologically most relevant when high intracellular K十 concentrationis 

concemed. 

The difficulty ofthe structure determination in the presence ofK+ comes from the fact that 

the corresponding NMR spectrum is poor due to the existence of conformational 

heterogeneity. We have overcome the difficulty by introducing proper substitution of guanines 

with 8-bromoguanines日Itis known that an 8・bromodeoxyguanosinetakes on the syn 

conformation. It was demonstrated that the substitution of a guanosine in the syn 

conformation with an 8・bromoguanosineincreased the thermal stability of the quadruplex 

structure， allowing the determination of the syn/anti conformations. This method has been 

applied to explore the major structure ofhuman telomeric DNA in K+ solution. We have tried 

to stabilize， or“freeze"， the major structure of human telomeric DNA with the proper 

incorporation of 8・bromoguanines.We synthesized many derivatives of human telomeric 

DNA with various kinds of 8・bromoguaninesubstitutions. The positions to incorporate 

8・bromoguanineswere optimized on the basis of the fol1owing guides; when the proper 

guanosine which takes on syn in the major native structure is substituted wit 

Key words: telomere， aptamer， RNA， structure 
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ふbromoguanosine，(i) CD spectrum should not change a lot， if anぁand(ii) the thermal 

stability should increase. Thus， we reached the optimum pattem of the substitution which 

most stabilizes the major native quadruplex structure. Then， we have determined the structu問

stabilized by proper incorporation of 8・bromoguanines.Thus， we have succe巴:dedto 

determine the m勾orstructure ofhuman telomere DNA in the presence ofK十.

The determined structure is neither the antiparall巴1basket-type quadruplex nor the parallel 

propeIIer-type quadruplex. It is notable that four guanine-tracts take on the 

mixed-paraIIel/antiparaIIel， or (3+1) architecture， in which three guanine-tracts are aligned 

parallel and the other guanine-tract being antiparallel. 

The mixed-parallel/antiparal1el structure has also been proposed by Ambrus et aC Very 

recently， the mixed-parallel/antiparallel structure has been determined by Luu et al.8 They 

have overcome the difficulty by mutating the residues tlanking the four guanine tracts. The 

mutations stabilized a structure probably through the introduction of the extra interaction. 

Actually， the formation of an extra base pair involving the mutated residue is found.8 

Although the strategy to overcome the difficulty is different between our group and the other 

groups， the consistent results have been obtained from both the sides. 

②Structm'al analyses of other functional DNA and RNA 

Structural analyses on other functional DNA and RNA， such as the RNA aptamer for a 

gene regulatory element of virus and 4' S DNA which exhibits resistance to nuclease， will 

also be presented. Structural analyses on RNAlDNA-binding proteins such as Musashi and 

hnRNP A 1 may also be presented. 

References 

1. Wang， Y. et al. (1993) Structure 1， 263・282.

2. Parkinson， G. N. et al.ο002) Nature 417， 876・880.

3. Matsugami， A. et al. (2001) J. Mol. Biol. 313.，255-269 

4. Matsugami， A. et al.. (2003) J. Biol. Chem. 278，28147-28153. 

5. Sugiyama， H. et al. (2006) Bioorg Med Chem. 14， 5584・5591.

6. Matsugami， A. et al. (2006) Nucleic Acids Symp. Ser. No. 50. 

7. Ambrus， A. et al. (2006) Nucleic Acids R回 .34，2723・2735.
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2 L]l 

NMRインターフエースマイクロチップ“MICCS"の開発と“MICCS-NMR"の応用

(日本電子1、神戸薬大2、横国大分析セ3)0高橋 豊1、棲井智司1、上田昌史2、中

越雅道3、内海博明1、宮田興子2、内藤猛章2

Development of a NMR Interface Microchip "MICCS" and Its Applications using 

"MICCS司 NMR"

(JEOL1， Univ. of Kobe2， Yokohama Nat. UniうY.Takahashi1， s. Sakurai1， M. Ueda2， 

M. Nakakoshi3， H. Utsumi1， K. Miyata2， T. Naito2 

Abstract: Development of a new micro fluidic device for NMR “MICCS" and its 

application using “MICCS-NMR were described. MICCS can be used with 

standard NMR probes for 5mm o. D. sample tubes. It was connected to syringes 
with capillary tubes. The reagent solutions were introduced into the MICCS by 

syringe pumps， and were mixed in a Y-shaped channel. Herein we report the 

direct observation of a boron complex by lH and llB MICCS-NMR. The complex 

has been proposed as a key intermediate inthe radical addition of the oxime ether 

mediated triethylborane(Et3B) that produce amine derivatives. The results from 

MICCS-NMR indicate good consistency with those from 2D and 3D DOSY 

methods. 

【はじめに1マイクロチップは、微小空間を利用し様々な化学フ。ロセスを高効率に実

行できる可能性を持つ。特に、合成化学への応用は、反応の高効率化・省試薬，省ス

ペース化・安全性などの観点から、 r その実用化が期待されている。合成化学における

反応の過程を考える上で、反応中間体の解析は非常に重要で、ある。 NMRは中間体の

解析において有力なツーノレで、あると考えられるが、実際にはその解析は難しいことが

多い。なぜなら反応中間体は、多くの場合不安定であったり、その寿命が短かったり

するためである。そこで我々は、ミクロンオーダーの流路を持つガラス製のセノレ

“MICCS"を開発し (MICCS: MIcro Channeled Cell for Synthesis monitoring) 

[1]、NMRプロープ内における化学反応を、直接観測することを試みた。 トリエチノレ

ボラン (Et3B)とオキシムエーテル類を反応させると、 Et3Bをラジカノレ開始剤とし

てアミン類を高収率で得ることができるが[2]、本反応機構は、ホウ素 オキシムエー

テノレ錯体を経て生成物に至ると推測されていた。我々は、 DOSY法によって、その不

安定中間体の解析を行い、反応機構を証明した[3]。今回は、 lHおよび llBの

MICCS-NMRを用いてその解析を行ったので報告する。

キーワード:反応モニター、 NMRセル、 MICCS，MICCS-NMR、不安定中間体

たかはしゆたか、さくらいさとし、うえだまさし、なかこしまさみち、

うつみひろあき、みやたきょうこ、ないとうたけあき
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[実験1MICCSの写真を Fig.11こ示す。 MICCSは、試薬導入用配管を接続するた

めの樹脂 (PEEK)製の部品と、混合@反応・検出用のミクロ流路を備えたガラス製

部品とから構成される。 PEEK部品は高砂電気工業株式会社に、ガラス製部品はマイ

イド

Fig. 1. Photograph ofMICCS. 

Fig. 2. Schematic diagram of MICCS困NMR.

クロ化学技研株式会社に作製を依頼した。

NMR装置には、日本電子製 JNr叶 ECAシリーズを用いた。 MICCSのガラス部分

を5mmφの試料管に挿入し、ホルダー&ローターに固定してマグネットに導入、測

定を行った。 MICCS-NMR装置の概略を Fig.2に示す。

lH MICCS-NMRでは、 MICCSの 3つの導入口を使用し、オキシムエーテル、 トリ

エチノレボラン、メタノーノレ(各 1Mジクロロメタン溶液)をそれぞれ導入した。各試

料の流量比を徐々に変化させることで、反応させる試料の割合を調節し、そのときの

lH-NMRをそれぞれ測定した。

{結果と考察]lH MICCS・.NMRで得ら

れた結果を Fig.3に示す。オキシムエー

テルに徐々にトリエチノレボランが加えた

ことにより、スベクトルはオキシムエー

テルのものから中間体のものへと変化し

た。更に、メタノーノレを添加し始めると、

スベクトノレは生成物へと変化し、最後に

はトリエチルボランとメタノーノレのみと

なった。また、得られたスペクトノレは、

DOSY法によって得られたスベクトルと

良く一致していた。

[文献]

Fig. 3. 2D固disprayof lH-NMR spectra. 

1) Y. Takahashi et al.， Micro TAS， 2，464 (2004). 

2) H. Miyabe， C. Ushiro， M. Ueda， K.Yamakawa， T. Naito， J. Org. Chθm.， 65，176 

(2000). 

3) M. Nakakoshi， M. Ueda， S. Sakurai， O. Miyata， M. Sugiura， T. Naito， Magn. 

Eθ'SOll. Chθm.， 44， 807 (2006). 
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2 L]2 

Pairwise cross町 correlatedrelaxation experiments for the 

determination ofbackbone dihedral angles ofpeptides that bind 

weakly to target molecules 

OHideo Takahashi1， Yumiko Mizukoshi2， and Ichio Shimada1，3 

lBiological Infonnation Research Center (BIRC)， National Institute of Advanced Indus位ial

Science and Technology (AIST)， 2Japan Biological Information Research Center (JBIRC)， 

Japan Biological Informatics Consortium (JBIC)， 3Graduate School ofPharmaceutical 

Sciences， The Universi勿 ofTokyo

Cross-correlated spin relaxation (CCR) between two different relaxation mechanisms 

can provide valuable information about macromolecular structure and dynamics. Reif et al. 

have developed a method utilizing CCR between interresidual dipolar fields of 15N)H 

(residue i+l) and 13CりHα(residuei) intemuclear vectors， denoted as r HαCα，凹(町 (Figure

la)， to measure the backbone dihedral angle I[f of proteins. However， since a single 

relaxation rate can give rise to a multiplicity of dihedral angles， there is a limitation in the use 

of CCR in angle determination. Therefore， Yang et al. developed an altemative experiment 

ωmeasure 'F， based on CCR between intraresidual 13Cα)Hαdipolar and 13C (carbonyl) 

chemical shi会anisotropy(CSA) relaxation mechanisms， r HαCα，C(町(Figurelb). It has been 

shown that the number of possible I[f angles can be considerably reduced by combining 

measurements from these two experiments. 

This can lead to unambiguous determination 

of dihedral angles in favorable cases. In the 

case of the backbone dihedral angle φa  

similar strategy is followed， which utilizes 

intraresidual 15N_1H dipolar/13Ca.-
1Hαdipolar 

CCR， r問，Hαcα(め σigure 1 c) and 

interresidual 13C(i・1) CSA/13Cα(i)・lHα(i)

dipolar CCR， r C'，HαCα(め σigure ld). 

Since the pulse sequences for these 

experiments utilize or partially utilize HNCA 

type coherence transfer， the evolution of 

lJNCαand 2JNCαspin couplings are active 

during the 15N evolution period. These 
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Figure 1 Schematic representation of the four 
cross-correlated spin relaxation rates associated with 
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Keywords: cross-correlated relaxation， dipole-dipole interaction， chemical shi会aniso仕'Opy，

dihedral angle， peptide 
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couplings hamper a simple derivation of these CCR rates. Therefore， in order to obtain 

fHN，HαCα(司 andfC'，HuCα(φ?， time-consuming three-dimensional experiments were performed 

to discriminate intraresidual and interresidual correlations. Interresidual CCR rates obtained 

previously were subtracted from the measured CCR rates. 

Here， we present novel and simple two-dimensional versions of the quantitative CCR 

experiments for measuring f HN，HuCα(φ? and fC'，HαCα(め Inorder to refocus interresidual 

2JNCαevolution， the experiments utilize intra-HNCA type coherence transfer to generat巴

multiple quan旬m (MQ) coherences， 4NxC'zCi・1)Cux(i) or 4NzC' x(i-l )Cux(i)， for obtaining 

fHN ，HαCu(φ~ or f C'.HαCα(φ)， respectively. Th巳 contributionfrom other coherences is also 

discussed and an appropriate setting of the evolution delays is presented. These CCR 

experiments were applied to 15N_ and 13C鋼 labeledhuman ubiquitin. The relevant CCR rates 

showed a high degree of correlation with the φangles observed in the X-ray structure. 

Significant benefit is expected when these CCR experiments are applied to peptides 

which weakly bind to target molecules (TrCCR experiments)， since it is difficult to obtain 

dihedral angle restraints of such bound peptides from J coupling or secondary chemical shift 

values. By utilizing these CCR experiments (f HN，HαCα(φ? and f C'，HuCu(め)in combination 

with those previously established (f HαCα，剛(町 andfHαCα，C{町)， we could determine high 

resolution structures ofpeptides that bind weakly to large target molecules. 

(a) 

15N 

13Cα 
A 

13C' 

G， I 

(b) 

15N 

13cα 

13C' 
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T/4 T/4 T/4 T/4 
トーーー→一一一一+一一一←一一→

h H 1 1 l 1 
G4 G4 G5G5 G8 G9GlO GlO 

よ竺よ4旦」弘

G6 G7G6 G7G8 G9GIOGlO 

Figure 2 Pulse scheme for 
quantification of cross-correlated 
relaxation rates (a) r HN，Hα.c，，(め
and (b) rC，HαCα(司. Narrowand 
wide pulses indicate 900 and 1800 

pulses， r巴spectively. Two open 
shapes in the middle of 2τ6 
indicate a 180opulse， applied as a 
single 500μs adiabatic Chirp 
pulse which simultaneously 
inverts J3Cαand 13C spins. The 
delays used areτ= 2.25 ms，τ2= 
5.5 ms， 't3 = 26 ms，τ4 = 16.5 ms， 
't5 = 4.5 ms， 't6 = 20 ms， Ll1 = 0.89 
ms， Ll2 = 0.49 ms， Ll3 = 1.78 ms， 
and T = 28 ms [can be optimized 
if a Cαselective 1800 pulse (中4)
is applied to refocus the lJcαCs 
coupling. Gray rectangles in the 
“reference" measurement are 
placed so that scalar couplings 
are refocused. In the “CfOSS" 
measurement， these pulses are 
shifted (hatched rectangles) to 
allow (a) evolution under lJcαHα 
and lJNH， and (b) refocusing of 

the carbonyl chemical shift arid evolution under lJcα出回 The phase cycling is (a)中1= 4(x)， 4(-x);中2= 2(y)， 
2(-y);中3=弘ヴ;中4= 8(x)， 8(y);中5モy+ States-TPPI;中間=x， 2(-x)， x， -x， 2(x)， 2(-x)， 2(x)， -x， x， 2(-x)， x; 
(b)中I= 8(y)， 8( -y);中2= x， -x;中3= 2(x)， 2( -x);中4= 4(x)， 4(y);中5= y + States-TPPI;中間=x， 2(-x)， x， -x， 
2(x)， 2(-x)， 2(x)， -x， x， 2(-x)， x;χ=y (“reference") or x (“cross"). 
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2 LJ3 

効率的なタンパク質リン酸化修飾手法の開発:

リン酸化 Crk-IIの構造解析への応用

(1北海道大学大学院薬学研究院、 2日本学術振興会、 3タンパク 3000)

O小橋川敬博1.2、内藤雅人¥稲垣冬彦1，3

Effective method for protein phosphorylation and its application for structural analysis of 

phosphorylated Crk-I1 

OYoshihiro Kobashigawa1

ぺMasatoNaito¥ Fuyuhiko Inagaki1
，3 

eGraduate School ofPharmaceutical Sciences， Hokkaido Univ.， 2JSPS， 3Protein3000) 

Protein phosphorylation is a m司jorpost-translational modification that regulates cellular 

signal transduction. Although substrate proteins are phosphorylated by their specific kinases， 

cognate pairs of substrates and kinases are still elusive. In addition， phosphorylation is 

mediated through indirect as well as direct interaction between kinases and substrates， which 

makes difficult to effectively prepare phosphorylated proteins in vitro. Here we show a novel 

protein phosphorylation method that utilizes artificially introduced cognate binding modules 

into substrates and enzymes. This enhances the local concentration of substrates around 

enzymes so that the enzymatic reaction proceeds efficiently. We prepared a substrate protein 

that contains a SH3 domain， and a kinase containing a SH3 binding motif. This method was 

successfully applied for preparation ofphosphorylated 13C;I5N-labeled CrkII， and followed by 

NMR structural analysis. 

タンパク質のリン酸化は生体内シグナノレ伝達に関わる主要な翻訳後修飾の一つで、

ある。生体内では特定の基質を特定のキナーゼがリン酸化するが，そのペアについ

ては未だ同定されていない場合が多い。また， リ

ン酸化反応は基質とキナーゼの間の直接的，もし

くは複数のアダプタ一分子を介した間接的な相互

作用を介して行われる。そのため， リン酸化タン

パク質の大量調製は一般には困難であり，基礎研

hlt(.'r'経由lðlfM山tuf>.~PÛt

KiottSc / .. ，~.. ..... ¥ 一 事nh::;u榔

鶴離雛機。品 伊勢議機縁議議

Fig.l. Schematic representation of 
the protein phosphorylation system 
using the artificiall y introduced 
cognate binding modules. 

キーワード:SH3， module， motif， interaction， kinase 

Oこばしがわ よしひろ、ないとう まさと、いながき ふゆひこ
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究，応用研究の妨げとなっている。本研究では，互いに相互作用するドメインをキ

ナーゼと基質に人為的に融合させたタンパク質をデザインすることにより，基質と

酵素の局所濃度を高めリン酸化反応を効率的に行う手法を開発した (Fig.1)。また、

それをリン酸化Crk-IIのI3C/15Nラベル体の大量調製に応用した。

Crkはキナーゼからのシグナルを smallGにリンクするアダプタ一分子であり、主

に接着斑において機能する。細胞骨格の再構成、細胞運動性、細胞増殖等に関わり、

ヒトの肉腫、肺癌、乳癌、脳腫療等で発現の充進が見られる。 Crk-IIは SH2-SH3-SH3

のドメイン構造 (Fig.2)よりなり、 2つの SH3ドメインの聞のリンカー領域に存在

する Y221が Ablによりリン酸化されることにより

不活性化されることが知られている。本研究ではリ 1聾翠盤機欝笠L毅機刷

ン酸化状態の Cr1←IIの構造をNMRにより決定した。
Fig.2. Domain structure ofCrk-II. 

ドメイン間相互作用を利用した効率的なリン酸化

最初に Ablによる crιIIのリン酸化を行った。キナーゼドメインのみからなるコ

ンストラクトおよびキナーゼドメインの C末端側に Crk-IIの N端側 SH3ドメイン

(nSH3)の結合配列である PXXPモチーフを付加したコンストラクトによるリン酸化

を試みた。リン酸化は CBB染色および Crk-IIのY221に対するリン酸化特異的な抗

体を用いた免疫染色により確認した。その結果、 PXXPモチーフを付加することによ

り数十分の lのキナーゼで同程度のリン酸化効率が得られた。基質タンパク質を

Vav(170-375)に変えた場合においても、相互作用モジューノレを Grb2のC端側 SH3ド

メインと RXXKモチーフに変えた場合においても同様の結果が得られた。ちなみに、

Vav(170・375)の生体内におけるキナーゼは SrcFamily Kinaseであり、 Ablは本来のキ

ナーゼではない。さらに同手法の応用として，大腸菌によるリン酸化タンパク質の

発現を目的としてキナーゼと相互作用ドメイン，任意の基質タンパク質の遺伝子を

挿入可能なマノレチクローニングサイトを含む発現ベクターを作製し，実際に

Vav(170-375)を発現させたところ，ほぼすべてリン酸化体として得られた。

リン酸化Crk-IIの立体構造

本手法を用いて13C/15Nラベノレ体リン酸化Crk-IIの

大量調製を行い， NMRによる構造決定を行った (Fig.

3) 0 その結果、 Y221を自己のSH2ドメインが認識

しており、標的分子の結合が阻害されていることが

示された。また、 SH2とnSH3の間にあるリンカー

領域がnSH3の標的分子認識部位の一部をマスクさ

れていることが示唆され、実際に滴定実験および

pull-down assayにより確認された。これにより、

Crk-IIのリン酸化による不活性化機構の一端が構造

的に示された。
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Fig.3. Solution structure of 
phosphorylated Crk-II superimposed 
on SH2 (left) and on nSH3 (right). 



2 LJ4 

NMR測定条件下でのタンパク質凝集の抑制
i群大工、 2王菱化学生命研、 3福岡女子大環墳理

or古]瀧稲闘斉車石井毅細田和罫 1，IJ¥堀司泰子川合義菓子

向井芳仁住藤一紀河野住之ヘ若松馨 l

Prev官IDltiOIDlof prot世iIDlaggregatioll IJmder COK1ldlitioIDlS specific to N悶RmeaSlJlremeK1lts 
CFaculty of engineering， Gunma University， 2Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences， 

3Depar加lentof Environmental Science， Fukuoka Women's University) 
Lon2: Xian 2:~， Toshihiko lnaoka 1， Takeshi Ishii 1， Kazuo Hosoda Iラ Kanal王oKoboril， Minako 
Kawaai¥ Hidehito Mukai2， Kazuki Sat03， Toshiyuki Kohn02， Kaori Wakamatsul 

ln so]ution NMR measurements of proteins， samp]e conditions丘reset up such that 
protein molecules are in the monodispersive state. It is because the aggregation of protein 
molecules leads to severe broadening of NMR resonances hence to poor signal resolution and 
low signal-to-noise ratio. Here we show that some proteins and peptides aggregate under 
conditions specific to NMR m巴asurements:chemical shift refl巴rencecompound， D20， and 
NMR sample tube. We also show the methods to circumvent such aggregation. With several 
simple precautions， the lifetime of protein samples for NMR can be greatly extended. 

{緒言]
溶液NMRにおいて、タンパク質の凝集はみかけの分子量を増大させシグナルの感度と

分離を悪化させる。そこで、バッファー組成などを検討する事によってタンパク質分子が単

分散状態である条件を設定する。しかし、動的光散乱測定等では単分散であると判断され

るサンプルもNMRを測定するとブ、ロード本シグナルを与える事がある。 NMR測定に匝有立

条件を検討したところ、 NMRサンプル管のガラス表面、化学シフト基準物質であるDSS、重
水中の不純物がタンパク質やペプチドを凝集させる事がわかった。

llu-sit出品Lr..athm 副総(.'ui，..ll1:um沿1 品鉱山u油開混3

{結果}

(1)ガラス表面によるタンパク賓の凝集・

m413C(14)とGi1αの混合物をNMRサンプル管

に入れた時の凝集をFig目 1に恭す。サンプル管を

シリコナイズしてい怠いと混合物は強く白濁するが

(在)、シリコナイズ処理を1閤(中央)すると濁度

が下り、 3回処理すると全く濁らえよくえよった(右)。

ガラスのミクロピーズの表面をシリコナイズ処理

するとタンパク賓の吸着量が増えるという結果があ

るが、 NMRサンプル管と閤様えよ管に対する吸着量

iまシリコナイズ処理によって低下する事はあっても、

増える事は無かった(タンパク質の種類で異なる)。
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タンパク賀ペプチド凝集ケイ素化合物

こうりゅう い怠おかよしひこいしいたけしほそだかずおこlぎりかなこかわあいみ

なこむかいひでひとさとうかずきこうのとしゆきわかまっかおり
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(2)化学シフト基準物質によるペプチドの凝集:

m413C(14)の水溶液に化学シフトの基準物質であるDSSを添加するとペプチドのシグナ

ルがブ、ロードになった(上)。また、 DSSのメチルシグナルもフ、ロードであった。

二土立jjJSJし-
Fig. 2: DSS-induced aggregation of peptide. lD proton spectrum of 
m4日C(14)in the absence (bottom) and presence (top) ofDSS. 

(3)重水中の不純物による凝集:

市販の重水には約0.15ppmlこ不純物のプロトンシグ

ナルが観測される事がある(Fig.2， bottom)。重水中の

この不純物は両イオン交換樹脂で除去できるが、精製

した重水を用いると、 PC/PS/CHAPSOのパイセルに入

れたマガイニン2のシグナルが1.1倍高くなった(Fig.3)。

市販の重水を原子吸光で分析したところ、 0.1ppm程

度のケイ素を含む事がわかった。また、タンパク質やペ

プチドの水溶液にケイ酸を添加すると微量でも凝集を

引き起した。

【考察】

タンパク質の立体構造をNMRで決定するためにはタ

ンパク質が長期間安定に単分散の状態で存在する必

要がある。しかし、生理的意義の高いサンプルほど不

安定で、かつ凝集しやすい。例えば、大腸菌のタンパク

質に比べてヒトのタンパク質は凝集しやすく、また単独

i j; 
rJし¥ 'v"'i¥民

}~1\ ... J¥"'¥./ ヘ
悼行 itl 7Ai;帥m 3.2. '7，8 

Fig.3: Purification ofD20 
sharpens HSQC signal of 
magainin 2 in bicelle. 
Left: D20 without purification， 
Right: D20 purified with ion-
exchange resin. 

のタンパク質に比べて複合体(タンパク質/タンパク質、タンパク質/ペプチド、タンパク質/

核酸)は凝集しやすい。そこで、タンパク質を凝集させる要因を極力排除する必要がある。

今回、 NMR測定に固有の条件でタンパク質やペプチドが凝集しうる事を示したが、これらの

凝集原因は簡単な処理で除去できる。質の良いスペクトルを得る事が従来困難で、あったサ

ンプルの構造が、これらの注意を払う事によって決定できるようになると期待される。
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2 LJ5 

Introduction 

Application of the wheat germ ceU-free protein synthesis 

system to NMR studies on protein structure 

Masato Shimizu， Koichi Akiyama， Eugene Hayato Morita 

Integrated Center for Sciences， Ehime University 

To understand living organisms， it is indispensable to analyze the relationships between 

structure and functions of proteins which govem the homeostasis of the cell. To fulfill this 

need， techniques for cell-free protein synthesis systems are rapidly being improved. 

Comparing the traditional gene manipulating techniques (overexpression of recombinant 

proteins)， with a cell-企ee仕anslationsystem， one can synthesize larger proteins at high speed， 

and as accurately as ones by in vivo translation， and can express proteins that would interfere 

with the host cel1 physiology. One of the most convenient and reliable types of eukaryotic 

cell-free translation systems is based on wheat germ embryos containing al1 the components 

for translation in a concen仕ateddried state and ready for protein synthesis after germination. 

With the use of heteronuclear multidimensional NMR techniques (1・5)，we demonstrated that 

wheat germ cell-free protein synthesis system provides enough amounts of proteins (mg sale 

of proteins per ml reaction mixture)， and synthesized proteins holds the native structure and 
biological activities. This means that such a cell-free system is applicable to the analysis of 

the relationships between protein structures and functions. In particular， a wheat germ 

cel1-free protein synthesis system was shown to be a convenient way to synthesize amino-acid 

selectively labeled proteins (2・5).

In this study， we have further developed the noble way to synthesize the proteins with low 

solubility using detergents. From TO下MASSanalysis， we also found that the in some case， 

N-terminals of the synthesized proteins have the heterogeneity. N-terminal methionine 

residues ofproteins synthesized with this system can be lost and the addition ofCH3COmight 

occur at the same time. 

Materials and Methods 

Protein Synthesis-For NMR studies， four-hundred micrograms aliquots of the synthesized 

mRNAs were dissolved in 600μ1 of a. dialysis buffer， and then mixed with a wheat germ 

extract (ZOEGENE Corporation) for protein synthesis . This mixture was dialyzed against 

the dialysis buffer containing 20 amino acids (Iabeled with 15N; 0.3 mM  each) for 2 days. 

Labeled amino acids of cell-free grade were purchased from Taiyo Nippon Sanso Corporation. 

After the synthesis， synthesized proteins were purified with appropriate chromatographic 

techniques and concentrated to a protein concentration of 50μM. 

Detergent Selection-To find the most appropriate detergents for protein synthesis， we 
synthesized the proteins in 1110 scale ofNMR sample preparation with or without detergents. 

In this study， we tested the four detergents (Brij35， B吋58，TritonX四100，and NP・40)with 

0.1 % concentration. 

Measurement of NMR Spectra-D20， as an NMR lock， was added to the concentrated protein 

Key Words: Cell-free， Wheat germ， Amino-acid selectiveJabeling， N-terminal modification 
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solution to the level of 10%. Two-dimensional lH_15N HSQC spectra of the protein were 

obtained with a DMX・500(Bruker) equipped with a cryogenic probe system， and 512 scans 
were averaged. The data were processed using NMRPipe on a Linux workstation. lH 

and 15N chemical shifts were referenced according to the method ofWishart et al. (1995). 

Results and Discussion 

In case for the synthesis with kinase domain of human Jakl protein tyrosine kinase， we 

have tested the effect of four detergents. Without detergents， kinase domain is synthesized 
as the insoluble materials. In the presence of 0.1 % detergents， more than 50% of the 

synthesized proteins are solubilized. However， Brij35 and Triton X-I00 provided lower 

yield of the protein synthesis. Especially， in the presence of Brij35， almost no proteins are 

synthesized. Within these 4 detergents， NP-40 provided the highest yield. In case of 

other proteins， NP・40and Brij35 also provided the highest and the least yield， respectively. 
This means that Brij35 must strongly i出 ibitthe translation 阿 hwayof wheat germ cell-free 

protein synthesis system. We now compare the biological activities of the solubilized 

kinases to find the most effective detergents providing the active kinase domain for structural 

and functional analyses. Another important problem is the molecular mechanism of which 

detergents solubilize the insoluble proteins with lower concentration than critical micelle 

concentration (CMC)， and we also try to clarify this. 

In case of calmodulin (CaM)， we have observed two different molecular weights for 

synthesized protein. Comparing the calculated molecular weight in consideration of the 

amino acid sequence of CaM， observed molecular weights correspond tωo t白h巴 molecular

weights 0ぱf(CaM

with wheat germ cellト-f企旨I'e巴system lacks the N-terminal 恥Met，and addition of CH3CO occurs in 

some ratio. This will give the structural variation in N-terminal region， and this tendency 

was also identified in lH_15N HSQC spectrum ofCaM synthesized with this system. 
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Development of a workflow tool in solution protein NMR: Olivia 

Masashi Yokochi， Yoshihiro Kobashigawa， Shinji Sekiguchi 

and Fuyuhiko Inagaki 

Department of Structural Biology， Graduat巴Schoolof Pharmaceutical Sciences， 

Hokkaido University， N-12， W-6， Kita-ku， Saporo， 00-0812， Japan 

Introduction 

Over the last five years we have designed， implemented and distributed a NMR resonance 

assignment analysis system called Olivia for help of determination of solution protein 

structure. Olivia is designed to share the whole of NMR assignment processes without losing 

confidence level as same as first analyzer could have. Remembering workflow of the NMR 

analysis， there must be solutions for quality management of the analysis that anyone can 

summon multiple spectra accounting assignment decision and that anyone can correct it and 

synchronize the resu1ts within all relevant spectra. From this point of view， NMR 

spectroscopic analysis has been considered as c10sed work even in a same laboratory. That is 

why holding the resu1t solely quite 80 differs from sharing assignment processes in the sense 

of sharing confidence information together. It's possible if rea1-time assignment assessment 

services， assignment navigation too1s and its visualization technique are cooperative1y 

deve10ped in a system. We present Olivia as a workflow too1 for solution protein NMR 

ana1ysis by introducing various techniques that cover from NMR data acquisition (FID) to 

assessment of structure determination (PDB). 

High1ights 

As for assessment services， we have deve10ped peak list， spectra， and structure based 

eva1uation techniques respective1y. Fig.l shows both concept and implementation of unique 

spectra based eva1uation technique. Graph of 10wer part of 3D NOESY spectra repre8ents 

direct spectra1 .corre1ation coefficients: Pearson's product moment corre1ation coefficient， 

Spearman's rank corre1ation co巴fficientsand Kendall's tau. In this case， transpose NOE 

resonances raise all corre1ation coefficients. Fid.2 shows structure based eva1uation technique， 

horizonta1 lines over resonance represents near distance NOEs derived from structure 

information. 

Keywords: NOE assignment 
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Fig.l 

Fig.2 

User support 

Developer team has been formed to adopt Olivia to the latest NMR technology and to 

improve user interface， functionality and performance ∞ntinuously. We already opened 

official web site， httn:/ /fermi. nharm.hokudai.ac. in/oliviaL， which distributes source files， 

development news and documents inc1uding user's manual. And we provides user's 

community site concurrently. User's feedback information has been utilized to improve the 

system. 

System requirements 

Olivia would run on any UNIX variants such as: FreeBSD， Irix， Linux， Mac OS X and Solaris， The syst巴mIS 

designed to work with NMRPipe well， but Azara， UCSF(Sparky)， NMRView and XEASY are supported. For the 

NOE ambiguous assignment program with MD and SA， you can choose from CYANA 2 and ARIA 2 
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A laptop NMR spectrometer1 

Kazuyuki Takeda 2 

Graduate School of Engineering Science， Osaka University， Japan 

ABSTRACT: The digital circuits for an NMR spectrometer have been built into a single chip of 
Field-Programmable Gate-Array (FPGA)， with which a laptop-sized， home-built spectrometer has 

been constructed. 

1. Introduction 
Application of NMR spectroscopy has been diversified into a wide variety of scientific and engineer-

ing fields. In order to meet various demands from various fields， commercial NMR spectrometers 
are very carefully designed and well built. In some cases， however， one may have reasons for want-
ing a home-built spectrom巴ter.For example， some exotic experiments may require modification to 

hardware inside the spectrometer; it is formidable to do it in the commercial spectrometer. 

In this work， it is shown that a handy and operational NMR spectrometer can be built by combining 
the latest semiconductors devices and RF components. The spectrometer presented here has three 

channels， each of which is capable of outputting RF of up to 400 MHz， andmodulating the amplitude， 

phase， and frequency of the RF irradiation. 

The key strategy for developing this spectrometer is to fuIly exploit a Field-Programmable Gate-

Array (FPGA). An FPGA is an LSI composed of a large number of programmable logic gates， in 

which digital circuits， called IP-cores (“IP" stands for “Intellectual Property")， can be built with hard-
ware description codes. An FPGA is attractive in the sense that (i) circuit components are， once 

d巴veloped，re-usable， (ii) the individual circuits built in an FPGA run concurrently， (iii) circuits in the 

chip are re-configurable as many times as necessary， and (iv) development requires only a personal 
computer and adownload cable. In principle， an FPGA can realize any digital circuits within limita-

tions set by the available number of Iogic elements and the operation speed. In白iswork we aimed at 
letting a single FPGA chip do all the digital jobs required for an NMR spectrometer. These include 

(a) triple pulse programmers， (b) Direct Digital Synthesizer (DDS)， (c) a digital receiver composed of 
a digital quadrature demodulator and a digitallow-pass filter， and (d) PC interfaces for command/data 

transfer. The FPGA chip used in this work is EP2C70F672C8， which is one of “Cyclone II" de-

vices by Altera Inc. Its 27x27 mm package has 68，416 logic elements， 1，152，000 RAM bits， 150 
multipliers， 4 PLLs， and 622 1/0 pins. 

2 Architecture of the spectrometer 

Fig. 1 describes the block diagram of one of the three RF channels. In this architecture， two RF 
sources， denoted by DDS(I) and DDS(II)， are used; the former is phase-tunable and frequ巴ncy骨 fixed
at 20 MHz， while the latter is frequency-tumible and 

lKey"ゐrds:Field-Prograrnrnable Gate Array (FPGA)， IP-core， PuIse prograrnrner， Direct DigitaI Synthesizer (DDS)， 
DigitaI receiver 
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Fig. 1. A block diagram for one 

of 位置eeRF channels developed 
in this work. The glossary is 

as fol1ows. PPG: Pulse Pro-

2.1 Pulse programmers 
The design of the pulse programer is based on a prototype developed by Prof. Takegoshi at Kyoto 
University. The original one used rv 1 00 ICs on several circuit boards and enormous wire conn巴ctions
among them. Here， the VHDL 2 codes were written that reproduces this pulse programmer. It operates 
at a clock frequency of 100 MHz， and has a 40-bit timer counter. Thus， the time resolution is 10 ns 
and it can count up to 10 nsx240 > 10000 sec. One 32・bitloop counter and two 16・bitloop counters 
are also incorporated， which can be nested so that叩 iterationof up to 232 X 216 x 216 = 264 times 
is possible. The pulse programmer has 64 line outputs， which is used to control amplitude， phase， 

fr巴quency，transmitter gate， and power-amplifier unblanking for an individual RF channel. 

In this work we went further to incorporate the separate， three identical pulse programmers inside 
the FPGA for upωtriple-resonance exp巴riments.It was as easy as calling a subroutine in computer 
programming， once the code for a single pulse programmer has successfully been written. Rather 

than a single pulse programmer with much more line outputs， we have chosen to put the separate， 
indep巴ndentpulse programmers for controlling the individual RF channels because in some cases， e.g， 
in TPPM decoupling， they are needed to run asynchronously. In this sense， the concurrent property 
makes an FPGA quite advantageous over a microprocessor， which is also capable of digital jobs but 
operates sequentially. 

2.2DDS 

Dir巴ctdigital synthesis (DDS) is a technique to generatβa frequency-and phase-tunable signal by 

using digital data processing， which is nowadays becoming an altemative to traditional analog syn-

thesis. For the 20 MHz signal generator， DDS(I)， all the DDS circuits except for the norトdigital
components， such as an DA converter and a low-pass filter， have been embedded in the FPGA， as 

schematically described in Fig. 2(a). Fig. 2(b) shows the signal monitored at the output of the DA 
converter (AD9740， Analog Devices) driven with the control word generated by the digital p紅tof 

DDS built inside the FPGA. The DDS(I) operates at a c10ck frequency of 160 MHz to generate the 20 

MHz signal， so that 160/20 = 8 discrete steps per period are visible in the signal. The rapid voltage 
change between the steps indicates the existence of higher-frequency Fourier components， which can 
be removed by passing the signal through the low-pass filte 

2VHDL is one of typical hardware description languages. Another typical one is Verilog. 
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Fig.2. (a) A Diagram for the phase-tunable 

DDS synthesizer with a fixed frequency at 

JMほ 20MHz. The digital∞mpone臥 aphase 

V¥I accumulator and phase-to-amplitude con-

900 _ _ verter， were built inside the FPGA by writ-

ベハノ ingthe VHDL codes. A 160 MHz clock is 

used to generate the 20 MHz signal. The 

control word for the DAconverter is thus 

updated every 6.25 ns， as shown in (b)， 

and the fundamental harmonic is extracted 
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o 50 100 ns 0 50 100 ns 

On the other hand， for the other frequency source， DDS (II)， the required frequency (up to ，，-，400 

MHz) is too high to be implemented in the same manner. Accordingly， a DDS-dedicated LSI， AD9858 
(Analog Devices)， was used， which can be driven with a c10ck 企equencyof 1 GHz. Since白巴 maxi-

mum output frequency of a DDS system is typically '" 0.4 times the c10ck frequency， it can generate 
a signal of up to 0.4 x 1 GHz "，400 MHz. The programming of an AD9858 chip is carried out by the 

pulse programmer. 

2.3 Signal acquisition 

Fig. 3(a) is a diagram describing the receiver. The NMR signal with a fr刊 uency1 + A is down-

converted with respect to the reference frequency 1+20 MHzof DDS(II) into the intermediate fre-

quency (IF) at A+ 20 MHz， and the IF signal is digitized by a 14・bitAD convertぽ (AD9245，Analog 
Devices) op巴ratingat 80 Msps. The digitized IF signal is then sentωthe digital receiver built inside 

出eFPGA， and digitalかprocessedin the following manner. First1y， the A+ 20 MHz IF is digitally 

demodulated into in-phase (1) and quadrature (Q) componen岱 havinga frequency (A+ 20 MHz) -

20 MHz = A. In order to demonstrate digital quadrature demodulation， a signal with successive fre-

quency jumps (20.2， 21， and 20.5 MHz) generated by DDS(II) was connected to the input (indicated 
by a star in日g.3(a)) of the AD converter. As shown in Fig. 3(b)， the digital quadrature demodulator 
has successfully converted the input signal into the 1 and Q components with frequencies A of 0.2， 1， 
andO.5MHz. 

(b) 

o 10 20 

f+20MHz 

30 us 

f+d 
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Fig. 3. (a) A diagram for the receiver 

composed of non-digital p紅ts(a mixer and 

an AD conv倒的， and the digital p制 s(a 

quadrature demodulator and digital FIR fil-

ters) built inside the FPGA. For the mixer 

used was AD831 (Analog Devices)， which 

is equipped with a low-pass filter whose 

cutoff frequency is determined by extemal 

capacitors. (b) Demons佐ationof quadra-

ture demodulation performed digitally in-

side the FPGA. See the text for detail. 



The AD-conversion rate of 80 MHz， which is exactly 4 times the demodulation reference frequency 

of 20 MHz， was convenient for writing the VHDL codes for demodulation， because the multiplication 

factors sin(2m・20MHz)and cos(2m・20MHz)used in the demodulation proc凶 scan only take 0，1， 

and -1 at the 80 MHz cIock edge， and the operation becomes much simpler. 

Secondly， each of the 1 and Q components of the signal is passed through a Finite Impulse Response 

(FIR) low-pass filter， also written in VHDL. Fig. 4 demonstrates， as an example， the eff，巴ctof a 

31-stage， Hamming-window FIR filter with a cutoff frequency of 1.5 MHz. In this experiment， a 

frequency-jumped signal， switched from 20.2 to 22.5 MHz in 6 steps， was generated by DDS(II) and 

was digitized， and then quadrature-demodulated in the same way as in the measurement shown in 
Fig. 3. In the demodulated signaI shown in Fig. 4(a)， the observed frequency was varied from 0.2 

(=20.2-20) to 2.5 (=22.5-20) MHz. When this signaI is further passed through the FIR filter， the 

amplitude of the signal above the cutoff frequencies was significantly reduced， as seen in Fig. 4(b). 
The FIR digitaI filters with various cutoff frequencies were incorporatβd， from which the user can 

sel巴ctthe appropriate one according to the sampling intervaI， or spectraI width， of an individual 

巴xperiment.

(a) 

叩川~ト
o 10 20 usec 

Fig. 4. A signal (a) without， and (b) with 

the digital FIR low-pass filter with a cutoff 

frequency of 1.5 MHz. 

The processed data is finally sent to a PC through a USB cable. The same USB cable also serves 

for transferring a pulse program from the PC to the spectrometer. In order to manage transfer of 

both pulse programs and NMR signals via a single USB line， a USB breadboard purchased from 

HuMANDATA Ltd. was used， which is equipped with a two-channel USB IC FT2232C (FTDI). 

In summary， a laptop-sized， three-channel NMR spec仕ometerhas been buiIt. By packing the 

required digital circuits into a single FPGA chip， the system has become pretty compact. Thus， one 
can， for example， take the spectrometer out of the Iaboratory. It is also possible to modify the syst巴m
so as to meet the specific needs of the user. The author hopes and believes that this work could Iower 

the barriar of building a hand-made spectrometer in a laboratory， and promote exotic and exciting 

NMR experiments. 

The snapshot of the spectrometeris presented in Ref. [2]. 

References 

[1] K. Takeda， Single-chip pulse programmer onfield-programmable gate-array， 47th ENC (2006). 

[2J K. Takeda， Packing digital circuits for an NMR spectrometer into a single chip， poster session. 
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2 LJ8 

微量諒料用 microMASプローブの開発と生体高分子への応用
(農工大・工 1)

。山内一夫 1、高橋塁 1、朝倉哲郎 1

Development of MicroMAS Probehead and Its Application to Biopolymers 白

(Depa付ment.ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology') 
OKazuo Yamauchi1， Rui Takahashi1， and Tetsuo Asakura 1 

The probehead (microMAS) is developed for high-resolution solid state NMR 
observation of mass limited samples. Microrotors with 1 mm o.d. or 0.5mm o.d. are 
developed， it has the capability of observaiion wit sub-micro gram to 500l-/g of the 
sample. The probehead gives extremely high sensitivity of the spectra and largely 
improves the limit of detection for solid state NMR. As the results， the NMR spectra 
of IJg order samples could be successfully observed using conventional 400 MHz 
NMR within a few hours. Here， we introduce some applications for the structure 
determination of the biopolymers with microMAS probehead， including REDOR 
experiments using tripleィnicroMASprobehead. 

豊重
NMRの最大の弱点は他の分析機器と比較して、その感度

の低さにある。実際、従来の固体 NMR測定では、ミリグラム

単位、マイクロリットル単位のサンプル量が必要であった。従

って、例えば微量しか得られない生体物質については、固体

NMRの測定が事実上、不可能となる場合もあった。このよう

な微量サンプルの系を固体 NMRの測定対象にするために

は、微量サンプルにターゲットを絞った、感度の高い NMR測

定技術の開発が必要となる。

現在、 NMRの高感度化技術は外部磁場の高磁場化など、

いくつか行われているが、装置やサンプルの観点から汎用的

に微量物質を感度よく測定する方法としてマイクロコイlレNMR

プローブ、を用いることは非常に有利である。我々は微量でも高

感度園高分解能で観測可能な固体 NMR用の microMASプロ

ーフ、を開発し(Fig.l)、検出限界の飛躍的な向上を実現してきて

いる 1同。これにより今まで観測が事実上不可能であったミリグ

ラム以下の試料であっても観測が可能となった。

マイクロコイルコイル NMRを用いた応用例は多岐にわたる

が、本発表においては特にニーズの高い生体試料測定の可能

性を検討した。

プローブ製作

of 
rotor. Samples are set 

in the micro-sample tube and 
rotate with conventional rotor. 

Fig.2 A photo of micro -MAS 
rotor. Rotor diameter is 1 mm 
(up) and 500 IJm (down)， it 
rotates up to 12 kHz 

マイクロコイルプローブは 13C観測、 lHデカップリングの CP/MASを行うことができるシン

グムルコイルダブルチューンの LC回路で構成されるもの、 lmmのローターを用いるために、

ソレノイド型の RFコイルは回転中口ーターと接触し破損しないようにコイル内径 1.2mmの

ものを用いた。

microcoil， MicroMAS， mass-limited sample， silk fibroin， solid state NMR 

やまうちかずお、たかはしるい、あさくらてつお
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サンプル管は Fig.2に示すよう

なサンプル量に応じて、ジルコニ

ア製の外径 1mm内径 500μmお
よび外径 500μm内窪 300μmの 3 
ものを使用した。マイクロローター

は、通常ローターと同軸接続する

協となっているために囲転は通

常口ーターと間じように行う事が

できる。本サンプル管では 10kHz

で安定した回転を確認した。また、

3日以上の長時間測定でも安定

して回転することが確認できた。
さらに、 13C，15N観測、 lHデカッ

プリンク、の REDOR怠どの測定を

Fig.3 (Ie筒).Circ!Jit .for triple tune 
MicroMAS ('JC_ 'JN_' H) probehead 
(right) photo of triple-microMAS 
probehead 

目的とした同様の 3チャンネルフ口ーブの製作を行った。 (Fig.3)

震'J!f霊aブ口ーブ喜平{覇

原子間の距離情報!ま生体高分子の構造情報を得

るために非常に重要である。 REDORえよどの双極子相

互作用を利用した距離測定手法は、正確図精密な距

離情報が簿られるが、プローブをはじめとする装置の

信頼性も重要となってくる。このような点から今田製作時

した triple-microMASプローブを用いて距離が既知的 苦

サンプルであるクリシンの距離測定を行いプローブの

性能を評値した。

Fig.4に REDORの/).S/Soffカーブと理論曲線を示

す。今回測定した力ルボニル使棄とアミド窒棄の距離

は単結晶より 2.48Aと出ているが、今回測定した結果

は:i:0.1A以内の誤差で一致している。特に NcTrが

長くなっても理論曲線と一致している点が特筆すべき

点である。 microcoilが非常に強いデカップリ

ールド(200KHz)を用いることが出来るため、プロトン

との双撞子相互作用が十分に打ち消されているため

であると考えられる。

2 4 6 
NcTr(msec) 

8 10 

Flg.~ REDOR LlS/Soff plot of [1回

'JC，山N]Gly目 Simulaiedline show the 
!heore!ical values for 2.3. 2司4.2.48. 
2.6， and 2.7A. The experimental 
result fi! to 2.48 A and it agrees with 
crystallographic result. 

発表では microMASプローブを用いた翼サンプルへのft.開を含めて発表する予定である。

輯麓
この開発iま独立行政法人科学技術振興機構の先端計j員IJ分析技術園機器開発事業による

成果である。

盤整茎盤
1) K. Yamauchi， J.W.G. Janssen A.P.M. Kentgens， J. Magn. Reson. 161，87. (2004). 
2) K. Yamauchi， T園 Imada，T. Asakura， J. Phys.Chem. 8， 109， 17689.(2005). 
3) K. Yamauchi， T. Asakura， Chem. Lett.35， 426固(2006)固
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2 LJ9 

気体原子の光ポンピングによるアルカリ塩の

核スピン偏極

兵庫県立大 A，Princeton University 

0石)11潔 A，B. Patton， Y・-Y.Jau， and w. Happer 

Nuclear spin polarization of alkali-metal salt by optically pumping atomic vapor 

University of HyogoA， Princeton University 

K. IshikawaA， B. Patton， Y. -Y. Jau， and w. Happer 

We report the nuclear spin polarization of solid alkali-salt by optically-pumping 

atomic v乱por.Here， CsH salt was used as a model solid. The enhancement of NMR 

signals was measured at N2 pressure over a range of 10 to 700 Torr. Spin polarization 

was successfully transferred to solid nuclei at the lower pressures. We will discuss 

the mechanism of spin transfer from 抗omicvapor to solid. 

光ポンピングにより、電子スピンのみ

ならず、あらゆる物質において核スピンを

偏極することは、古くからの挑戦である。

その中で、アノレカリ金属原子気体の光ポン

ピングと、それを利用した希ガス原子の核

スピン偏極は、応用面から見ても成功を収

めてきた。凝縮系の核スピン偏極に関して

は、これまで、有機分子結晶の交換交差と

固態効果を利用したレーザースピン偏極、

イオン結品の常磁性不純物を光ポンピング

した動的核スピン偏極、光を使用せず極低

温・強磁場でラジカル分子などを利用した

動的核スピン偏極などが実現されている。

しかし、個々の系に特化した手法や装置に

頼らざるを得ず、汎用性にかける。ここで

は、アルカリ金属原子の光ポンピングを利

用した固体中の核スピンを偏極する新たな

4..，一一 LaserO符
3 -l thermal signal 

1…四 σ+Iight On 
82ゴ-cr-.light 

.a 
a 

~ 0 
ω 
〉

:需・1
3 
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4 

Cs/CsH 
136.5 'C 
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F陪 quency( rel. to 52386 ) [kHz] 

Figure 1: Signal enh乱ncementof 133Cs nuclei in 

CsH salt by optically pumping Cs vapor. Polar-

ity of enhanced signals w乱sreversed with circu-

lar polarization changed. Spin polarization was 

transferred from polarized vapor to nuclear spin 

in salも. At buffer-gas pressure of 10 Torr， the 
enhanced signals were nearly four times 1乱.rger

th乱n七hermalsignal. 

optical pumping， spin polarization， alkali-metal salt， surface interaction 

いしかわきよし、 ぱっとんぶらいあん、じゃうやんゅう、はーぱーういりあむ
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Figure 2: Pressure dependence of signal en 

hancemen七.The larger signals were observed at 
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手法を提案し、水素化セシウムの核スピン

偏極の実験結果について報告する。

実験では、 Cs原子の水素化物を使って

CsイオンのNMR信号を観測した。磁場は

レーザー9.4T、共鳴周波数は 52.39MHz、

波長は CsDl線 (894nm)、温度は 130rv 

170
0

Cである。図 1は、緩衝ガス圧力 10

Torrで光ポンピングしたときの信号増大の

熱平衡状態の共鳴信号に比

レーザー光をに偏光

ょうすを示す。

べ、 σ+偏光でポンピングすると信号の大き

さが 3.7f音になる。

にすると、信号、の極性が変わり約4倍であ
10 

る。実験手法として従来のレーザー動的核

偏極と異なる点は、試料温度が比較的高温

であること、マイクロ波などを照射しない

FID 信号観測のため RF単パことである。

単ノレスを使用するだけであるのは、希ガス原子のスピン交換光ポンピングと似ている。

現

純で汎用な手法ほど、今後、重要になると思われる。

本研究が立ち上がった元来の目的は、生体のイオンチャンネルへの応用で、ある。その

ためには、さらに偏極率を上げるとともに、多くのイオンでスピン偏極する必要がある。

そもそも、気体のアルカリ金属原子から固体の核スピンに偏極がなぜ移行するのか。

時点で候補となる機構は、以下のものであろう。

1.化学交換で、単に原子が置き換わっているだけ。

2.気相からアノレカリ金属原子が吸着して、核スピン聞の磁気相互作用で移る。

スピン交換相互作用で移る。3.電子スピン偏極した原子が固体表面に衝突して、

4.偏極電子スピンが伝導帯に注入され、固体の核スピンが偏極する。

5.固体の色中心の電子スピンを経由し、核スピンが偏極する。

緩衝ガス圧が低いほど固体の核スピン図2は、信号増大の緩衝ガス圧力依存性である。

気体原子の核スピンは、高磁場では電子との結合が弱い偏極率が向上する傾向にある。

実

験結果は、気体原子の核スピン偏極は重要で、ないことを支持し、上記1.2.を排除する。

-121ー

緩衝ガスとの衝突により初めて核スピン偏極する。ので、光学遷移では偏極しない。
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Multidimensional Solid-State NMR of 

Nanocrystals， Fibrils and Membrane Proteins: 

High Resolution Spectra Leading to Structure 

W. Trent Franks，1 Benjamin 1. Wylie，l Kathryn D. Kloepper，1 Heath巴rL. Frericks， I Ying Li，2 
Donghua H. Zhou， I Deborah_~. BertholdY Sanj<:e.~a Rupasinghe，4 AI_ek~andra Z. Kijac，z. Lai 
Lai Y~p，3 Robert G. Gennis，I，2，3 Stephen G. Sligar，I，2.3 Mary A. Schuler，z，4，5 Jerome Baudryl and 

1.2.3.キChad M. Rienstra1，L，O，' 

Univ. of Illinois at Urbana-Champaign， Departments of Chemistry， I Biophysics & 
Computational Biology，2 Biochemistry，3 Plant Biologl and Cell & Structural Biologl 

600 South Mathews Avenue， Urbana， Illinois， USA 61801 

htto:iiwww.scs.uiuc.eduJ.-rienstr丘

Recent advances in magic-angle spinning solid-state NMR spectroscopy enable highly 
resolved spectra to be measured in a variety of proteins of broad interest to biochemists. 
Multidimensional methods applied to uniformly isotopically enriched proteins obviate the 
traditional requirement of site-specific isotopic labeling. Here we show several examples of 
advanced techniques applied to several bioch巴micalsystems. 

(1) In the nanocrystalline model protein GB 1， especially high spectral resolution and 
sensitivity enable a completeness of signal assignments not previously observed in any solid 
protein， Line widths of -0.1 ppm are observed in many cases， and methods to measure distances 
and orientation-dependent spectroscopic parameters result in a very high-resolution (-0.5 A 
backbone RMSD) structure. 

(2) Studies of the fibrillarprotein α-synuclein yield insights into several aspects of its role in 
neuronal physiology and dysfunction implicated in Parkinson's disease. We have examined the 
wild type and several mutant forms ofα-synuclein in micelle-associated complexes by solution 
NMR and vesicle-associated and fibrillar states accessible only to solid-state NMR. Our 
experimental data demonstrate an important structural role for domains that include the early-
onset mutation sites in the protein. 

(3) Our new instrumental capabilities now permit the routine acquisition of multidimensional 
chemical shift correlation spectra in membrane proteins ranging in molecular weight from 15 to 
-150 kDa. Examples include membrane scaffolding proteins derived from apolipoprotein A-I， 
E. 'co/i proteins involved in disulfide-bond transfer， cytochrome P450 monooxygenases and the 
1，291・・residuecytochrome b03 ubiquinol oxidase， the largest protein so far studied using 3D 
magic-angle spinning techniques. Although technical challenges remain in order to complete the 
assignments and perform high-resolution structural analysis， substantial progress is demonstrated 
in the acquisition and partial analysis of data sets in these challenging membrane protein 
systems. 2D and 3D spectra demonstrate resolution of many hundreds of signals， and we show 
the promise of 4D magic-angle spinning methods for substantially enhancing the resolution and 
size range accessible to this type of solid-state NMR， in combination with molecular modeling 
techniques for simplification of spectral 
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Structure and Dynarnic Pictures ofMernbrane Proteins 

and Mernbrane Associated Peptides as Revealed 

by Solid State NMR 

Akira Naito 

Graduate School ofEngineering， Yokohama National University 79・5Tokiwadai， 

Hodogaya-ku， Yokohama 240・8501，Japan 

Introduction 

It is important to elucidate structure and dynamic pic旬resof membrane bound 

biomolecules to gain insight into the structure function relationship. Solid state NMR 

provides detailed information on the pictures for particularly membrane associated 

biomolecules. Magnetically oriented vesicle systems (MOVS) can provide unique information 

on structure and orientation with respect to the membrane surface if one analyzes the 

chemical shift anisotropies of the sequentially labeled carbonyl carbons of the backbones of 

peptides. Magic angle spinning (MAS) experiment is a powerfuI means to elucidate structure 

and dynamics of membrane proteins. Particularly REDOR-filtered experiments allow to 

selectively observe a labeled nucleus of a particular amino acid among them whose 

inter-nuclear distance is very close. When fast magic angle spinning (f-MAS) experiment is 

applied， one can expect a better resolution in the membrane associated biomolecules. On the 

other hand， sample heating， cross-polarization efficiency， pressure effects have to be 

considered in the f-MAS experiment. Pressure effect by f-MAS has not yet been well 

characterized， although this would be one of the important parameters to make change of the 

dynamics and structures of membrane proteins. We also discuss photo-illumination 

experiments in the membrane proteins during f-MAS. This experiment is particularly useful 

for retinal proteins where retinals are activated by photo-illumination. We will demonstrate 

following three systems to gain insight into the structure function relationship by means of 

solid state NMR. 

Structure and orienta“on of bombolitin 11 
Structure and orientation of bombolitin II (BL T2) bound ωDPPC membrane were 

determined by solid-state 31p and 13C NMR spectroscopy to understand the hemolytic activity 

of也epeptide. 31p NMR spectra showed that BLT2・DPPCmembranes with a peptide-to-lipid 

molar ratio of 1:10 were disrupted into small particles below the Tc and grew large elongated 

vesicles whose long axis is oriented parallel to the static magnetic field through a membrane 

fusion process above Tc. 13C NMR spectra of site-specifically 13C-labelled at the backbone 

Keywords: Solid state NMR， Membrane protein， Membrane associated peptide， Magnetically 

oriented vesicle system， REDOR 
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carbonyl carbons of BLT2 were analyzed to detennine the structure， dynarnics， and 

orientation of BLT2 bound to the rnagnetically oriented vesicle systerns (MOVS). It was 

revealed that the rnernbrane-bound BLT2 

adopts an α.-helical structure and laterally 

diffuses in the rnembrane， rotating around the 

rnernbrane nonnal with the tilt angle of the 

helical axis at 330
• REDOR experirnents 

further showed that BLT2 adopts a rigid 

straight α.-he1ical s仕ucture. These results 

suggest that the rnechanisrn of rnernbrane 

fusion induced by BL T2 is attributed to 

insertion of BL T2 into the lipid bilayer， 

perturbing the lipid bilayer structure to 

prornote lipid同 rnixing between adjacent 

vesicles for rnernbrane fusion 

---戸F ー/〆

Z' 

Z 

Figure 1: Schernatic representation of dynarnic structure 

and orientation of BL T2 bound to DPPC bilayer企orn

analyses of the 13C chernical shift anisotropies. Z' axis is 

the rotation axis of BL T2， which is paralle to the 

membrane nonnal 

Structure and dynamics of bacteriorhodopsin 

Bacteriorhodopsin (bR) is an integral mernbrane protein in purple rnernbrane of 

Halobacterium Salinarum and contains retinal covalent1y linked to Lys216 through a 

protonated Schiff base. bR consists of seven transrnembraneα-helices and shows a function 

as a light-driven proton purnp. bR also shows a variety of local rnotions for the respective 

areas such as in the transmembrane， the interfacial area and the C-tenninus. These dynarnic 

featur邸 rnaycorrelate with the function of rnernbrane proteins. We therefore exarnine the 

local structures and dynarnics of specificpositions near retinal by observing 13C NMR spectra 

of [3-13C]Ala-bR， [l-13C]Val・bRand [2-13C]Val-bR under a rnagic angle spinning (MAS) 

condition. It tumed out that Ala residues in the vicinity of retinal showed higher rnobility 

cornpared to those of other Ala residues in α.-helices as judged from the 13C isotropic 

chernical shifts. Further， pronounced change in the mobility due to the induced pressure under 

a f-MAS condition was observedat the signal position of 16.6 ppm. We have further detected 

pressure induced isomerization of retinal in bR by 15N CP-MAS NMR spectra of 

[C)5N]Lys-labeled bR. In the 15N NMR spectra， both all-trans and 13・cお retinal

configurations have been observed at 148.0 and 155.0 pprn， respectively， with the intensity 

ratio of 1 at the MAS frequency of 4 kHz in the dark. The signal intensity of 13-cis retinal at 
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155.0 ppm was increased when the MAS企equencywas decreased企om12 kHz to 4 kHz. It is， 

therefore， clearly demonstrated that increased pressure induced by f-MAS frequency 

generated isomerization of retinal from all-trans to 13・cisstate in the bR. This pressure 

induced isomerization may cause the change in motion of Ala residue located near the retinal 

(Ala81) to be more flexibIe. 13C spin-lattice (T[) and spin-spin relaxation times (T2) were 

measured in [1-13C]Val・bR.It tumed out that Val residues in the interfacial area have fast 

motion with the frequency of 108 Hz， as revealed from T[ values. On the other hand， Val 

residues inα田heliceshave less components of motions with the企equencyof 104 Hz. These 

results indicate that bR has a variety of motions in various parts of the membrane proteins 

depending also on retinal configurations. Backbone conformations nearザrosinein bR 

corresponding to aI1-trans and 13・cisretinal configurations in the dark were investigated for 

Tyr-X peptide bonds by using double amino acid labeling with [1-13C]，eSN]X_bR by means 

of REDOR-fi1tered experiments. Two 13C NMR peaks were observed for REDOR-fi1tered 

spectrum ofTyr185 in the dark as shown in Figure 2. These two signals are attributed to the 

bR with all-trans and 13・cisretinals. AI1-trans peak intensity was increased in仕lelight 

adapted state as revealed by photo-i11urnination experiment， whi1e the 13・cisstate increased 

for pressure-adapted state. These results clearly indicate that protein structure depends on the 

retinal configurations. 

13C NMRspectωm of{1-t3CrlYr 1r)'I)R 捻CNMR spectrurrrof I1)1lC]Tyr185ih bR 
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Figure 2: 13C CP-MAS and REDOR filtered 13C NMR spectra of [1-13C]Tyr， [lsN]Pro_bR and 

s仕uc知reofbR in the vicinity ofretinal. 

Signal transduction mechanism of phoborhodopsin complex 

Pharaonis phoborhodopsin (ppR or sensory rhodopsin II) is a negative phototaxis 

receptor through complex formation with its cognate transducer (pHtrlI) from Natronomonas 

pharaonis， leading to the photo-induced si伊 altransduction. We examined 13C CP-and 

DD-MAS NMR spectra of [3-13C]Ala.・labeledppR， ppR(1-220) and D75N mutant (an 

activated state) complexed withpHtrII， in order to reveal accompanied dynamics changes and 
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particularly a possible role of a C司 terminalα.-helicalregion protmding from the cytoplasmic 

surface in the signal transduction processes. The C-tenninalα.-helix in the cytoplasmic side 

consists of two regions， more static stem (Ala221) and flexible tip (Ala228ラ 234，236 and 238) 

regions， corresponding to the NMR peaks of [3-13C]Ala ppR at 15.9 and 16.7凶 16.9ppm， 

respectively. The latter tip portion of the C-tenninal a-helix turned out to be participated also 

in the complex forτnation， in addition to the transmembraneα-helices， to result in motions 

with lowered frequency as judged from the suppressed peaks. In contrast， such spectral 

changes were not anymore present whenppR changes to D75N in the pHtrII complex. In fact， 

dynamics changes were induced to accelerate fluctuations in the C閉 tenninalα.-helixof ppR 

during the process of 

photo岨 activation of ppR-pHtrII 

complex (to D75N-pHtrII) as 

observed by solid state 13C NMR. In 

contrast， it turned out that fluctuation 

frequency of the cytoplasmic 

αhelices of the transducer 

([I-13C]AlaてpHtrII)complexed with 

D75N as an activated fonn was 

lowered by one order of magnitude. 

It appears that this caused by a 

switching of pairs in the helix-helix 

interactions in the cytoplasmic 

c幽 tenninalα-helicesof pHtrII from 

ppR to pHtrII itself， concomitant 

with the loosened interactions in the 

transmembrane and C-tenninal 

α.-helices of ppR caused by the 

dismpted salt回 bridges (Figure 3). 

This finding gains insight into a 

signal relay pathway in the initial 

step of phototaxis receptor and its 

cognate transducer protein. 

A 

ひもer吋rial詰pidwli)(

B 

Figure 3: Schematic representation of the manner of 

interaction of the C閉 tenninalα-helicaltip region in ppR (A) 

and D75N (B) with the transmembrane and cytoplasmic 

α-helicies of pHtrII(ト159).The helix回 helixinteractions 

between the cytoplasmic α.-helices are also presented. 

Elliptical gray area and open area show the enhanced and 

weakened interaction partsヲrespectively.
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Solid-state NMR on (membrane) protein complexes 

Ovidiu C. Andronesi， Gitta Angerstein， Manuel Etzkom， Henrike Heise， 
Adam Lange， Robert Schneider， Karsten Seidel， Marc Baldus 

Max Planck Institute for Biophysical Chemistry， Solid-state NMR， Department for NMR-
based S佐ucturalBiology， 37077 Gottingen， Germany 

Keywords: MAS， Membrane proteins， potassium channel， rhodopsin， solid-state NMR 

Solid-state NucJear Magnetic Resonance (ssNMR) offers increasing possibilities to study 
protein complexes at atomic level[1l. Such investigations not only incJude the determination 
of 3D molecular structure， but also provide access to probe molecular motion. In our 
contribution， ssNMR pulse schemes that permit to investigate such aspects using a singly， 
uniformly labelled sample will be discussed and applications in the following research areas 
wi11 be shown: 

A) ssNMR on a chimaeric Kv1.3 Channel 

Potassium (K+) channels are part of a gene super-family of cation channels that play 
important roles in regulating cellular excitability. K+ channels contain a conduction pore and 
a selectivity filter that catalyze， similar to the active site of an enzyme， the transport of K+ 
ions across the plasma membrane. X-ray crystallography _has revolutionized our 
understanding of ion channel structure and function (see， e.g. [2l). SsNMR， on the other 
hand， provides assess to the study of molecular structure and dynamics of ion channels in a 
lipid bilayer environment where protein functionality is often most easily established and 
maintained. For example， we have used two四 dimensionalssNMR to study how the structural 

a 

b 
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aspects of high affinity toxin-
binding to a chimaeric Kv1.3 
channel (KcsA-KvU[3l). Using 
uniformly labelled toxin or 
channel， changes in ssNMR 
resonance frequency and structure 
were monitored on the level of 
individual residues (Figure). Our 
studies revealed that， upon toxin 
binding， structural rearrangernents 
of both constituents occur[4l and 
provide the spec仕oscopic
児島renceto study ligand binding 
in an important cJass of 
membrane proteins. As we wi1l 
show， they also enable the 
residue-specific monitoring of 
channel activation by 2D ssNMR. 
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C) Protein folding and aggregation. 
Similar ssNMR methods can also provide the spectroscopic basis for studying protein 
folding and aggregation at the level of individual residues and in real time. For example， we 
report on recent progress to detelliline the 3D fold of fibrils consisting of α-synuclein by 
multidimensionaf solid-state NMR [6l. 
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3 LE4 

Structural analysis of biomolecular complexes by 

solid-state NMR distance analysis 

Toshimichi Fujiwara and Hideo Akutsu 

Institutefor Protein Research， Osaka University 

Solid-state NMR enables the structural determination of biological 

molecular complexes in unoriented solids. Proteinsjpeptide in lipid bilayers， 

fibrous proteins such as amyloid fibers， and huge molecular assemblies 

are typical targets of the solid-state NMR structural analysis. Though the 

atomic-resolution structures are essential in understanding the biological 

functions， X-ray diffraction and solution NMR do not provide sufficient 

structural information on noncryst副linelarge complexes. We will present 

the usefulness of magic-angle spinning solid-state NMR based on dipolar 

couplings for the structural analysis of 13C uniformly labeled biomolecular 

complexes as follows. 

Atomic structure of bacteriochlorophyll (BChり c assembly in 

chlorosomes was determined by solid-state NMR. Chlorosomes are light 

harvesting (LH) antenna complexes of green photosynthetic bacteria圃

Pigments arrangements are optimized generally by protein complexes in 

plants and purple photosynthetic bacteria. In chlorosomes， however， no 

proteins are involved in the LH systems. This allows the self-organi.zation 

of pigments at a higher density， and makes chlorosome a dedicated device 

for light harvesting under very dark conditions such as in a deep sea. The 

atomic structure model of the chlorosome based on NMR revealed its roles 

in efficient light capture and excitation transfer to reaction centers. In this 

study we have developed a procedure for the structure determination by 

using polarization transfer matrix analysis of 13C_13C spin diffusion 

experiments圃 About100 internuclear distances obtained were assigned to 

intermolecular spin pairs in the BChl c assembly simultaneously with the 

Keywords: solid-state N阿R，magic-angle spinning， bilayer membrane， 

chlorosome， mastoparan-X 
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structure optimization under 13C_13C distance constraints. 

A peptide structure1 and its interactions with phospholipids in 

bilayer membranes were determined by 13C-NMR observation of 

2Hj31P-selective lH-depolarization under magic-angle spinning. A 

solid-state NMR method was developed to observe the signals due to 13C 

spins of a peptide in the close vicinity of 31p and 2H spins in deuterated 

phospholipids bilayers. This method， 13C-NMR observation of 

31Pj2H-selective lH-depolari.zation，2 was applied to a fully 13C，15N labeled 

14-residue peptide， mastoparan-X， forming an αーhelix. The 13C-NMR 

spectral analysis for lH_2H and lH_31p dipolar interactions provided the 

angles for the helix orientation with respect to the membrane at the 

precision 50 and the depth where the helix is located in the membrane at 

the precision of 1 A. 

References 

1. Y. Todokoro.， et al.， Biophys. J.， 91， 1368 (2006). 
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3 LE5 

Transmembrane Helix Interactions in Membrane Protein 
Folding， Function， Misfolding and Disease 

Steven O. Smith， Takeshi Sato， Mahiuddin Ahmed and Saburo Aimoto 

Department of Biochemistry and Cell Biology， Center for Structural Biology， Stony Brook 

University， U.S.A.; Institute for Protein Research， Osaka University， Osaka， Japan 

Helix interactions in membrane protein channels， transporters and receptors are critical for 

both protein structure and function. 1 will describe our work using solid-state NMR 

spectroscopy to establish how transmembrane helices associate in membrane environments 

and how helix motions are coupled to membrane protein function. One of the conclusions 

which emerges from our analysis is that there are statistically significant differences between 

helix interactions in membrane proteins and soluble 怯 bundleproteins. We observe a higher 

diversity of membrane protein interactions and find that there is a high propensity of small 

and polar residues in tightly packed helix interfaces in membrane proteins. These results 

indicate that membrane proteins have at least two general ‘motifs' for mediating helix 

interactions. Both membrane and soluble proteins exhibit “knobs-into-holes" packing 

exemplified by“leucine zippers". Membrane proteins， on the other hand， have a second 

general motif， exemplified by the dimer interface of glycophorin A， in which small and polar 

residues form smooth surfaces that allow very close approach of the backbones of 

interacting helices. The close approach of transmembrane helices permit interhelical 

hydrogen bonding by Ser and Thr residues. 

The structure of the transmembrane dimer of 

glycophorin A (right) exemplies the close 

approach of transmembrane helices in membrane 

proteins (1). Glycophorin A has a well 

characterized GxxxG motif. The two glycines in 

this motif (Gly79 and Gly83， shown as van der 

Waals spheres) pack closely in the helix interface 

and allow interhelical hydrogen bonding of Thr87 

(not shown). 

1 will also describe recent work on the role of glycine in the misfolding of membrane proteins 

and the formation of amyloid fibrils associated with Alzheimer's and a wide range of other 

neurodegenerative diseases. It is known that these fibrils have a cross s-sheet structure 

where main chain hydrogen bonding occurs between s-strands in the direction of the fibril 

axis. However， the structural basis for how the membrane-spanning helix is converted into 

s-sheet or how protofibrils associate into fibrils is not known. We have proposed that glycine 

plays a role in the structural transitions leading to amyloid-like fibrils. Specifically， we show 

that the GxxxG motif， which mediates helix interactions in membrane proteins， provide key 

packing surfaces when they occur in s-sheets. We show that glycines in the glycophorin A 

transmembrane helix promote extended s司 strandformation when the helix pa吋itionsinto 

aqueous environments and stabilize the packing of s-sheets in the formation of amyloid-like 

fibrils. 

Keywords: solid-state NMR， helix interactions， Alzheimer's disease， amyloid， GxxxG 
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Based on these results， we have recently found that in the As amyloid fibrils associated with 

Alzheimer's disease， Met35 packs against Gly33 in the C-terminus of As40 and against 

Gly37 in the C-terminus of As42 (2). We have taken advantage of this structure to design a 

new class of inhibitors that prevents fibril formation. We show that peptide inhibitors based 

on a GxFxGxF framework disrupt sheet-to暦 sheetpacking and inhibit the formation of mature 

As fibrils as assayed by thioflavin T fluorescence and electron microscopy. The GxFxGxF 

motif is complementary to the IxGxMxG motif found in the C-terminal sequence of the As40 

and As42 peptides. Importantly， the designed peptide inhibitors significantly reduce the 

toxicity induced by As42 on cullured rat cortical neurons. 

In the As40 and As42 fibrils， the individual s-strands pack in a parallel and in-register 

orieniation that allows the glycines to form long channels in the protofibril surface. The figure 

above shows how “ridges-into-grooves" packing allows two protofibrils to associate to form a 

mature fibril. 

(1) Smith， S. 0.， Song， D.， Shekar， S.， Groesbeek， M.， Ziliox， M.， and Aimoto， S. (2001) 
Structure of the transmembrane dimer interface of glycophorin A in membrane 
bilayers. Biochemistry 40， 6553・6558.

(2) Sato， T.， Kienlen-Campard， P.， Ahmed， M.， Liu， W.， Li， H.， Elliott， J. 1.， Aimoto， S.， 
Constantinescu， S. N.， Octave， J. N.， and Smith， S. O. (2006) Inhibitors of amyloid 
toxicity based on s -sheet packing of A s 40 and A s 42. Biochemistry 45， 5503・5516.
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3 LE6 

Structure Analysis of the Crystalline Region of 

Silkworm Silks by So叫lid-s“tat卸eNMR

Michi Okono2:i and Tetsuo Asakura 
Department of Biotechnology， 

Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei， Tokyo 184・8588JAPAN 

Silks are a wide c1ass of fibrous proteins with properties which in仕iguescientists ranging 

from structural engineers to polymer chemists and biomedical researchers. The elucidation of 

the structure and structural changes of silk fibroin before and after spinning is important for 

the understanding of the origin of such impressive mechanical properties， and to gain further 

insights for the de novo design of artificial proteins.1) 

In this talk we will discuss the structure of silk fibroins from the well-known domesticated 

silkworm， Bombyx mori， and the wild silkworm， Samiαcynthia ricini studied with solid-state 

NMR. Emphasis will be laid on the crystalline region， because白isregion is thought to 

contribute greatly to the strength and stiffness of these si1ks. Furthermore， the primary 

sequence differs considerably between B. mori and S. c. ricini especially in the crystalline 

region， namely， the former mainly consists of Ala-Gly repetitions and the latter is composed 

of poly-Ala with lengths (Ala)12・13.The use of stable isotope labeled sequential model 

peptides is very useful in determination of detailed local structure. 

B. mori silk fibroin before and after spinning 

The structures of the crystalline region of B. mori silk fibroin before and after spinning 

(silk 1 and silk II respectively) were determined using an appropriate modelp巴ptide，(AG)15， 

with several solid開 stateNMR methods; 13C 2D spin-diffusion solid-state NMR and rotational 

echo double resonance (REDOR) NMR techniques along with the quantitative use of the 

conformation-dependent 13C CP/MAS chemical shifts. Conc1usively， the silk 1 structure has 

been determined to be a repeated トωmtype II structure2)， and the silk II structure has been 
determined to be a lamel1ar structure3)，4). 

S. c. ricini silk fibroin before and after spinning 

The structures of S. c. ricini silk fibroin before and after spinning were determined using a 

model peptide， GGAGGGYGGDGG(A)12GGAGDGYGAG， which is a匂'picalrepeated 

sequence of the silk fibroin， with the solid-state NMR methods mentioned above. The pr∞ise 

structure was elucidated for the pre-spinning structure， where the poly-Ala sequence takes a 

typical α-helix pattem with a tightly wound helical structure at both t怠rminalregions of the 

poly-Ala sequence
5
). For the post-spinning structure however， precise structure elucidation is 

still in progress. Fromseveral 13C and 15N solid-state NMR experiments， it has been shown 

that the poly-Ala regions form s-sheet structures. However， inhomogene⑪us s-sheet structures 

ar右c1earlyobserved from the broad and asymmetric Ala Cs 13C .resonances in the 13C 

CP!MAS NMR spectrum. By extending our studies to the structural analysis of alanine 

Keywords: Silk Fibroin， Crystalline region， Bom付'x mori， Samia cynthia ricini， 

Anti-paral1el and parallel s-sheet structures 
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oligomers， as will be mentioned below， we investigated the origin of this inhomogeneity. 

Highlight topic: 

Anti-parallel and parallel p-sheet structures co-existing in ぶ c.ricini silk fiber 

One possibi1ity of the origin of the inhomogeneous s-sheet structure in S. c. ricini silk 

fiber may be due to the presence of both anti判 ralleland parallel s-sheet structures， which is 

difficult to distinguish by only analyzing silk fiber and its model peptide mentioned above. 

The alanine tripeptide (Ala3) is known to form both anti-parallel (AP) and parallel (P) 

s-sheet structures， depending on the solvent composition during crystallization. Therefore， we 

selected this peptide as the initial step to investigate both types of s-sheet structure by 

solid-state NMR. By combining selective stable-isotope labeling of Ala3 with 13C CP/MAS 

NMR and 2D RFDR (Radio Frequency Driven Recoupling)， we accurately assigned all 13C 

resonances， inc1uding the distinction between the two nonequivalent molecules for each 

s-sheet structure6l. Differences in dynamics were also studied by 13C Tl measurements of AP-

and P-Ala3・Comparedto the AP-structure the P-structure shows a 0.9 ppm shift to low field 

for the central Ala Cs and 2-3 times longer T1 for all Ala Cs， Cα， and carbonyl carbons. 

Simi1ar results were also observed for Alel4， which we recently succeeded in preparing both 

AP-and P-structures. Using these differences in both chemical shift and T1 values， we 

assigned the parallel and anti-parallel 存sheet13C resonances in the asymmetric and broad 

m巴thylspectra of [3-13C]-Ala silk fiber of S. c. ricini. 

Further investigations using 15N and 170 NMR together with theoretical chemical shift 

calculations， and an extension of 13C NMR studies on Ala4， Ala5， Ala6， and Ala7， wil1 also be 

discussed in our presentation. NMR parameters obtained from these studies wi11 be useful for 

not only distinguishing anti-parallel and parallel s-sheet structures co-existing in S. c. ricini 

si1k fiber， but also other types of silks as well， such as spider dragline si1k. 

Acknowledgement TA acknowledges supports企omthe Asahi Glass Foundation， Insect 

Technology Project， Japan， Agriculture Biotechnology Project， Japan and Grant-in Aid for 

Scientific Research by the Ministry of Education， Culture， Sports， Science and Technology 

of Japan (18105007). 
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3 LE7 

Metabolite mixture analysis attracts NMR  researcher's attention 

JI1n Kikuchi1
•
2
•
3

.
4 

1 RIKEN Plant Science Center， 2 Grad. Sch. Bioagri. Sci・，NagoyαUniv. ， 3CREST， JST， 4Int. Grad. 

Sch. Arts Sci.， Yokohama City Univ. 

Since plants can produce a variety of useful metabolites using light energy and 

simple compounds， plant metabomics gain much attention not only for basic science but also 

for applied science. Firstly， 1 will summarize how we have extended uniform stable isotop巳

labeling technologies in higher plants (1-4)， such as Arabidopsis， Rice， Wheat and Populus. 

The 13C labeling allows more accurate molecular identifications by use of our original Java 

software S嗣輔副肌 searchingour original standard database. In addition to this， the 13C 

labeling can be used in metabolic flux analysis ofplant cells at atomic level. Furthermore， we 

have observed nicely resolved lH_I3C cross peaks of non-extracted， insoluble small and 

macromolecules by magic-angle-spinning NMR experiments. These approaches can be 

applied for plant biomass characterization such as wood material processing， bioenergy 

production etc. Secondary，仕leplant biomass can be also used as nutritional resources in 

animal and symbiotic bacterial systems. 1 will introduce how the 13C labeled plants can be 

decomposed by animal organs and symbiotic gut microflora. We also investigated symbiotic 

relationship of two gut microflora system by their 13C labeling and in vivo NMR. Finally， 1 

will review how technological advancements will contribute in NMR-based metabomics. The 

most disadvantage of NMR is its week sensitivity， which can be overcome by use of 

cryogenically cooled probe and careful choice of solvent system [4]. In spite of this， 

13C-dynamic nuc1ear polarization enables significant signal enhancement of purified small 

molecules， which can be also applied in multi-component system by careful use of radical 

doping [5]. 
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3 LE8 

DNP NMR in multi-component systems 

Steven Reynolds 1， Jun Kikuchi2 and Damir今 Blazina1

1 Oxford Instruments Molecular Biotools Ltd.， Tubney Woods， Abingdon， Oxon， UK 
L RIKEN Plant Science Center， Suehiro・cho，Tsurumi-ku， Yokohama， Japan 

One of the main limitations of NMR spectroscopy， in particular when applied to 
heteronuclei， is its relatively low sensitivity. This is caused by the low natural 

abundance of the respective NMR active isotopes (e.g. 1 % for 13C) and by the low 
polarisation of the sample. The extent of polarisation is linked to the relative 
populations of spin states， which is typically in the region of 5-20 ppm and refJects the 
very small amount of sample that actually contributes to the NMR signal. 

One way of increasing the sensitivity of NMR is to create an enhanced， non-
Boltzmann spin state population， which yields enhanced NMR signals. The 
approaches used to achieve this are generally referred to as “hyperpolarisation 
techniques"， and perhaps the most generally applicable is dynamic nuclear 

polarisation (DNP). DNP has been shown to yield signals for 13C and 15N nuclei in 
solution-state NMR that are enhanced by over 10，000 times in comparison with 

conventional NMR spectra.1 The technique involves cooling a sample to <4 K in a 

strong magnetic field (BO = 3.35 T) in the p陪 senceof a trityl radical.2 Under such 

conditions， the unpaired electrons on the trityl radical become strongly polarised， and 
this polarisation can be transferred to nearby atomic nuclei usingmicrowave 
irradiation (v= 94 GHz). Once the polarisation has built up to a sufficient level (typical 
over 0.5-4hours)， the sample is dissolved by the i吋ectionof an aliquot (typically 3-5 
mL) of hot solvent and rapidly (<1 s) transferred to a conventional NMR spectrometer 
for measurement. During sample polarisation the NMR spectrometer is available to 
other users. 

The DNP enhancements that can be obtained are governed by the appropriate 
choice of radical. We investigate this by reference to compounds relevant to plant 
science， including sugars， lipids and peptides. Natural abundance '''c DNP NMR 
spectra are shown， which exhibit significantly enhanced signal intensities compared 
to conventional NMR spectroscopy. By careful sample preparation， a mixture of 
hydrophilic， lipophilic and amphiphilic samples can be polarised. Interactions 
b_etween components in this mixture can be detected by changes in the associated 
'''c NMR spectra. Furthermore， the application of DNP to plant science is discussed. 

References: 
1. Ar吋denl<:吋Jaer-L
M.H.; Ser刊vi加n，R.; Thaning， M.; Golman， K. Proc. Nat. Acad. Sci. 2003， 100， 10158. 
2. Wolber， J.; Ellner， F.; Fridlund， B.; ，Gram， A.; Johannesson， H.; Hansson， G.; 
Hansson， L.H.; Lerche， M.H.; Mansson， S.; Servin， R.; Thaning， M.; Golman， K.; 
Ardenkjaer-Larsen， J. H. Nucl. Inst. Meth. Phys. Res. A 2004，526，173. 
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3 LE9 

Variation of 1H-NMR ;n Saliva of Healthy Young Females 

o Seizo TakahashiI， Takashi Ogin02 and Yukiharu Yamaguche 

1. Department of Chemical and Biological Sciences， Japan Women's University 

2. National Institute ofNeuroscience， NCNP 

3. Division ofClinical Technology， Pfizer Global R & D， pfizer Japan Inc. 

Saliva could be a valuable reporter of physiology because of an intermediate character 

as a biofluid between blood and urine. Human saliva has mostly been analyzed by 

chromatography， although NMR spectroscopy has advantages over it in many respects. The 

aim of this study was to get an insight into the in仕a・ andinter-subject variability of 

physiological response to the intemal hormones of females as a model of drug response. We 

have reported previously that the concentrations of salivary metabolites are extensively varied 

depending on many factors. It was hard to detect as a result the periodic change due to the 

hormonal control of females. Thus， the present study was focused on the time course of 

individual subjects to look for the intra-subject variance compared with the inter-subject 

vanance. 

Materials and民1ethods

Saliva was collected in Sallivet™ (ca. 2mL) immediately after waking in every 
moming for 30 days， and stored in a deep企eezer(・80degree C) for 2 years. The specimens 

from 4 subjects who showed clean periodic basal body tempera仰向 oscillation were sampled 

for NMR measurements. Spec仕awere acquired on a Bruker AMX・400WBspectrometer 

under the following conditions: 

SQ: NS=64， TD=16K， SW口 1Oppm， TE=296K， P18=5s 

DQ: NS=256， D2=5msきrestsare same as SQ 

Results and Discussions 

We found that strong resonance 印刷erin the 8.5 

log-normal dis仕ibutionsamong samples while most主 e

peaks fall in the gamma distributions. When the ~ 

logarithmic intensities of points in the frequency.3 5.5 

domain spectra were sorted to the descending order， 

spectral intensities of salivary metabolites was found 

to fit into 2 linear functions. The result indicates that 4.5 一 20 4s 80 
Order 

80 100 

the scale rule is applicable to the di柑 ibutionof 

salivary metabolites. 
Fig. 1 Log-intensity of a saliv-
ary spectrum sorted to the des-
cending order 

Keywords: metabolite， intensity distribution， intralinter subject variation， double quantum 
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The first group exhibits distinct peaks but highly scattered from sample to sample than the 

other group. The gradient of the fitted line to the second group is stable and could become a 

measure of the overall concentration of the sample as we11 as the ordinate value. The 

ordinate information has most frequently been used for the measure of concentration; 

however it is vulnerable to the change in baseline ro11 and level. The gradient value would 

be better as an indicator ofthe salivary concentration. 

Salivary NMR is characteristic to the 

double quantum spectra (DQ) where molecules ~ 2.'r-+----+--.ir--'---i 
・spincoupling are observable. ~ 

Fig. 2 exhibits the daily change of the spectral ..: 
伺"

intensity of acetate methyl from a subject. It]". 
c 

was shown that the behavior of SQ and DQ was - 1 

similar but the ratios of DQ abainst SQ+DQ 0.5 

were ditTerentiy behaved. There was a 
i 牟

correlation between the SQ and DQ intensities， 10 ~~づo
aay 

2活
" 

but not fOT the ratio agamst SQ and little against Fig.2Dally chang巴 ofmoming saliva 
measured by the integral intensity of 

DQ intensities. The ratio could be regarded as logarithmic SQ， DQ， a';;d DQ/(SQ+DQ) 

a measure of mole合actionbound to the macro-ratlOs. 

molecules in a dynamic equilibrium of metabolites in saliva. The resultabove shows that 

spectral intensity of DQ depends on the molar concentration of samples as shown by SQ 

intensity， but that the mole企action:is independent to the concentration of molecules present 

in saliva. Fig. 2 shows that the variation of molar concentration is larger than that of mole 

fraction except for certain days. It needs to be studied for the origin of sudden change in 

ratios at certain days. 

Acetate was shown previously to distribute in a lognormal shape. Thus the 

variation of acetate concentrationbetween intra-and inter-subjects was compared in the 

logarithmic SQ intensity of methyl resonance. The standard deviation of intra司 subjectswas 

0.15 which was significantly sma11er than 0.26 of 30 subjects. The result suggests that each 

subject may be ditTerent in the physiological expression of metabolites. However， single 

information such as acetate concentration alone sutTers from the highly scattered level to defy 

the ditTerence between two subjects. To overcom巴 thisdifficulty， metabonimics was 

indispensable which uses a numberof metabolite concentrations at a time. It should be 

noted， however， that most metabolite concentrations exhibit the gamma distribution， but the 

the proper analytical method is not known for the data set with gamma distributions. 

Chasing the daily change， itbecame c1ear that the group one resonance， namely the 

high intensity signals， are mostly determined by other factors than the hormonal control. In 

order to look for the hormonal etTect in the salivary spectra， the present study revealed that 

the second group should be intensively explored. 
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Non-targeted NMR Metabolomics: 

Evaluation disease status in toxin-induced 

diabetic nephropathy rat using lH spectra ofurine 

* Tadashi Nemoto1
， Itiro Ando1

ぺKazunoriArifuku3， Taeko Kataoka 1， Kenji Kanazawa1， 

Yasuhiro Natori4and Masako Fujiwara3 

lBiological Information Research Center， National Institute of Advanced lndus仕切1Science 

and Technology (AIST)' 2Environmental Research Center Ltd.， 3mOL DATUM LTD， 

4Department ofClinical Pharmacology， Intemational Medical Center of Japan 

One of the metabolomics technologies， so-called NMR-based metabolic profiling is an 

easy and powerful tool to detect abnormaliちら toassess， and to evaluate metabolomics status. 

By this method， simple water-suppressed 1 d spectra of urine samples were accumulated then 

subjected ωstatistical analysis to get useful 2 or 3 dimensional views. 

We have been trying to push back the front raw of this methodology using normal 

(healthy) and hypertensive male rats to detect physiological difference(s) without any big 

stress.In出ispaper， we tried to evaluate toxin-induced diabetic nephropathy in Wister rats. 

Streptozotocin (STZ) treated rats (11 week-old， 15 males) and controls (same， 5 males) 

were reared and urine samples were coUected once a week as 24hr pooled condition from 1 to 

4 weeks just after STZ treatme凶.Al1 samples were immediately企ozenin -30oC freezer until 

NMR measurements. After a minimum treatment of samples such as centrifuge， addition of 

PBS and D20， water-suppressed lD proton spec仕awere accumulated on a JEOL ECA-500 

spectrometer. All fids were directly processed by ‘ALlCE2 for Metabolome' so食warepackage 

(Version 1.0) to get a Principal ComponentAnalysis (PCA) score plot (Figure). 

匂C老
齢曹、

酷
幅

陣争轄す，*掛

The valued ofPCl (x-axis) and that of 

PC2 (y) were 88% and only 6.6%， 

respectively. In this score plot， on the 

left center， there was an apparent 

dataset圃cIuster.When back to spectra， 

it was found that major effect on this 

score plot was the presence of glucose 

signals with significant strength. There 

were considerable numbers of 

STZ・住eateddata points spread arnong 

controls'. These were the outliers and 

detailed analyses ofthese have been 

completed. By trajectory analysis， 4 of 

Ke刊 rords:metabolomics， multivariate analysis， diabetes， urine， nephropathy 
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the STZ-treated animals were insufficiently responded. Three of them were recovered from 

toxin treatrnent. After several weeks， these 3 individuals have been killed and出us，

NMR-metabolic profiling can evaluate the efficiency of toxin treatrnent in early stage， which 

will greatly reduce the animal rearing cost. 

Using the spectral data of successful1y established diabetes model rats， further PCA have 

been carried OUt. Glucose signal region were removed from the datasets and re-calculated 

again (Figure). In the figure， the data points 

'normal' diabetes rats were aligned to make 

a new c1uster. In the cluster， there was one 

rat that was gradually moved out to right 

upper direction was found. Combined with 

biochemical information， it was found that 

rat was completely diabetes but it was only 

one exceptional: this individual did not 

produce albuminuria (albumin-containing 

urine) within entire rearing period. 

Thus， NMR-metabolic profiling 

method， one of non-targeted metabolomics analysis figures out important keys in the animal 

experiments and represent them very simple way. 
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MAGICAL 

難溶性高分子量タンパク質のための新規帰属方法

(三菱化学生命科学研究所)

0河野俊之

MAGICAL: A Novel Signal Assignment Method for Large and Less Soluble Proteins 
Mitsubishi Kagaku Institute of Li:た Sciences(MITlLS) 

Toshiyuki Kohno 

NMR signal assignments method based on 3D or 4D NMR measurements ever reported 

have some drawbacks: First， the concentrations of target proteins should be high. Second， it 

is difficult to assign all the NMR signals in case of larger proteins. Third， the target proteins 

should be stable for weeks. To overcome these drawbacks， we have developed a novel 

assignment method (MAGICAL) based on the completely selective labeling method. With 

this method， we can now easily assign all the NMR signals of large proteins at lower (0.1-0.2 

mM) concentration， only with 2D NMR measurements， even in the case of larger proteins. 
This method may also be applied to proteins that are not stable to be analyzed by long 3D 

NMR measurements. Furthermore， we can assign the signals very rapidly because the 
assignment strategy is very simple and straightforward. 

従来のタンパク質の主鎖のNMRシグナルの完全帰属方法は、 3次元や4次元NMRスペ
クトル測定を基本としていた。しかし、多次元NMRによる帰属方法を難溶性高分子量タン

パク質に適用しようとすると、いくつかの間題点が有った。(1)多次元NMR測定のためには

高濃度の試料を必要とするので、溶解度の低いタンパク質は解析できない。 (2)高分子量タ

ンパク質の場合は多次nNMRを用いてもシグナルの重なりが激しく解析が困難になる。

(3)多次元NMRを複数測定する必要が有るので、目的タンパク質が室温において数週間

安定に保たれていなければならない。、我々は、この間題点を解決するために、無細胞タン

パク質合成系を基にした以下の方法を開発してきた。(1)小麦旺芽無細胞タンパク質合成系

を用いて、標識した目的タンパク質を無精製または簡易精製するだけで、長時間のNMR

測定に耐えられるようにする技術。 (2)無細胞タンパク質合成に数種類のアミノ酸代謝阻害

剤を加えることで、 20種類のどのアミノ酸でも完全選択的に標識可能な技術。 (3)完全選択

的なアミノ酸標識技術を応用し、系統的なコンビナトリアルアミノ酸標識方法(MAGICAL

法:Method for AssiGnments with Intelligent Combinatorial Amino acid Labeling)を用いるこ

とにより、目的タンパク質のNMRシグナルの完全帰属が可能な新規方法。

これらの方法を用いることにより、高分子量タンパク質であっても、 100-200μMの溶解度

があって数日間安定なタンパク質であれば、 2次元NMR測定を行うだけで、簡便に主鎖の

シグナルの完全帰属が可能になった。

小麦旺芽無細胞蛋白質合成選択的標識 2次元NMR帰属高分子量タンパク質

こうのとしゆき
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MAGICAU:去
MAGICAL法による lH-15NHSQCの各シグナルの帰属の仕方は以下の通りである。

(1)一種類のアミノ酸残基のみを選択的!こ 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸

を15Nのみで標識した目的タンパク質を 20種類調製する。

(2)一種類のアミノ酸残基のみを 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を 15Nの

みで標識した目的タンパク質の2次元 HN(CO)及び2次元 HN(CA)スペクトルを比較し、

HN(CA)スペクトルに存在し、かつ HN(CO)スペクトルに存在しないシグナルを得ることで、

lH-15N HSQCスペクトルにおける各シグナルが、どのアミノ酸の種類に属するかを決定す

る。

(3)一種類のアミノ酸残基のみを 13Cl5N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を 15Nの

みで標識化した目的タンパク質の HN(CO)スペクトルから、それぞれのシグナルがどの種類

のアミノ酸残基の後ろにある残基かを決定する。

(4)(2)(3)の結果とアミノ酸配列表から、アミノ酸の並びを利用してシグナルの帰属を行う。

(5)連続するアミノ酸の並び方が同ーのものが2ケ所以上あるものについては、 2次元

H(N)CAと2次元 H(NCO)CAスペクトルを用いて、さらに手前の帰属済みの残基から帰属を

決定する。手前の残基が同様の状況により帰属が不確定である場合は、さらに手前の残

基から順次帰属を行う。必要に応じて H(N)COとH(NCA)COの組み合わせも使う。

高分子量タンパク質の場合には、重水素化したアミノ酸を用い、 13Cl5N標識のアミノ酸を

13C/15N/Dの三重標識に、 15N標識のアミノ酸を 15N/Dのニ重標識に変更し、測定もTROS

Yベースのものに変更するが、基本的な考え方は上記と同じである。

我々は、このMAGICAL5去をさまざまなタンパク質に適用してきた。そして、 200μM程度の

溶解度しかなく、 3日程度しか安定でないタンパク質でも主鎖の全シグナルの帰属が可能

であること、 250残基程度のタンパク質で、あれば、 1週間の測定と1週間の解析時間で帰属

が可能であることを確認してきた。また、 300残基を超え、 500f.tM 以下の溶解度しかなく、

25 Oc以下でのみ安定でありしかも構造多形を持っているような、従来法では解析が著しく

困難であるタンパク質でもほぼ全てのシク、ナルの帰属が可能であることを見いだした。本

講演では、 MAGICAL5:去の現状とさまざまな適用例について議論する予定である。
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NMR approach of the investigation of cellar surface proteins 

Ichio Shimadaa.b 

aDepartment of Physicalchemistry， Graduate School of Pharinaceutical Sciences， 

University ofTokyo， Tokyo，ゐIpan

bBiological Information Research Center， BIRG， National Insti如 teof Advanced 

Industrial Science and Technolo都 AIST，Aomi Koto・1m，Tokyo，みIpan

ColIagen plays a critical role not only in providing the m巴chanicalstrength for extracelIular 

matrices， but also in mediating a variety of celIular processes， incIuding celI attachment， celI 

developmentラanddisease唱throughinteraction with other matrix proteins and celI-surface receptors. 

Discoidin domain receptor 2 (DDR2)， which belongs to the receptor tyrosine kinase farnily， is a 

receptor for fibriIIar colIagen. DDR2 is expressed in heart， skeletal muscle， lung， brain， kidney， and 

connective tissue and is overexpressed in some tumor celIs. DDR2 regulates celI proIiferation， adhesion， 

and motiIity. In addition， DDR2 controls extraceIlular ma仕ixremodeIing by influencing the expression 

and activity of matrix metalIoproteinases. The direct interaction of colIagen with the discoidin (DS) 

domain in the extracelIular region of DDR2 activates its in仕acelIulartyrosine kinase， leading to the 

downstream intracelIular signaling. 

Here， we report the colIagen recognition mode of the DS domain. The DS domain was 

expressed in Pichia pastris and purified to homogeneity. Surface plasmon resonance study indicated 

the dissociation constant of 15μM for the DS domain binding to colIagen type II， which is typical 

colIagen binding affinity for the colIagen-binding protein. The solution structure of the DS domain has 

been determined， exhibiting a distorted jelIyrolI fold， consisting of eight s-strands. The structure of DS 

was aImost similar to those of coagulation factors V and VIII Cl， C2 domains and neuropilin-l bl 

domain. Then， the binding site on the DS domain to fibriIIar colIagen has been detennined by 

仕'ansferredcross-saturation (TCS) experiment. The residues with high reduction ratio ofthe HSQC 

peak intensities are mainly distribut巴don the top surface of th巴DSdomain， showing that colIagen 

binds to the DS domain at the top surface: loop 1， loop4， loop6. The identified colIagen-binding site of 

the DS domain is∞mposed of the hydrophobic residues， Trp52， Cys73， Ilel12， Phel14， and Metl74， 

and a set ofpositively and negatively charged residues， Argl05 and Glu1l3. These features may reflect 

the specificity ofthe DS domain for colIagen. The colIagen-binding site ofthe DS domain shows no 

S位ucturalsimilarity to other known colIagen-binding proteins. The diversity of colIagen-binding mode 

wiII be discussed， based on白ethree dirnensional structure and colIagen-binding site. 
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Pressure perturbation NMR spectroscopy for protein dynamics 
Kazuyuki Akasaka1

， 2 

1 Department ofBiotechnological Science， Kinki University， Kinokawa-shi 649-6493; 

2RlKEN SPring司 8Center， 1・1・1・ Kouto，Mikazuki-cho， Hyogo 679-5148， Japan 

Proteins are molecules designed to work under physiological conditions. For example， 

protein function is obviously related to the thermal energy available under the 

physiological condition. After thousands or more basic protein structures have b巴印

determined， one of the next m吋ortargets ofNMR spectroscopy would be to explore the 

delicate dynamic design ofproteins for adjusting their functions under respective 

physiological conditions such as temperature， pressure and pH. 

The dynamics ofprotein is unique in two ways; Firstly， the biologically relevant 

fluctuation of a protein may span an extremely wide frequency range (ps~ks). Secondly， 

the fluctuation may also span a wide conformational space 企omthe bottom ofthe folding 

funnel to nearly the top ofit under physiological conditions. Up until now， however， our 

knowledge on protein structure is highly biased toward the bottom ofthe energy 

landscape and our knowledge on protein dynamics is also centered on fast dynamics 

typically in the time range ofps~ns. 

Pressure perturbation is useful in effectively expanding NMR target to lower 

frequency motions and higher energy portions ofthe energy landscape (1， 2). Pressure 

perturbation to proteins can be both mechanical (A) and thermodynamic (B) in nature. 

While the mechanical part ofthe perturbation discloses usually high frequency motions 

(ps~ns) of conformers in the bottom of the energy landscape， the thermodynamic part of 

the perturbation discloses slower， cooperative motions and transitions to conformers 

higher in the energy landscape. The high sensitivity ofthermodynamic response to 

pressure within a few kbar range is generally assured for most globular proteins in 

solution from two general thermodynamic properties of naturally occurring proteins， 

“Marginal Stability" (1) and “Volume Theorem" (3). 

Pressure perturbation combined with NMR is unique in that it can disclose 

“shape" changes of a protein molecule associated with fluctuation. In favorable cases， the 

shape change can be expressed even in atomic coordinates， as were done recently for hen 

lysozyme at 2 kbar (~mechanical response) (4) and and ubiquitin at 3 kbar 

(thermodynamic response) (5)， respectively. 

Key Words: pressure perturbation， mechanical response， thermodynamic response， 

energy landscape， volume theorem 
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3 LE14 

Biomolecular structure and dynamics from solution 

state residual dipolar couplings measured in multiple 

alignment media 

Ke Ruan， Kathryn Briggman， Devon Sheppard， and Joel R. Tolman 
Department of Chemistry， Johns Hopkins University， 3400 N 

Charles St.， Baltimore， MD， USA 21218 

Dipolar coupling interactions occur between 
pairs of magnetic nuclei and thus， like the scalar 
coupling， produce a fine structure or splitting of 
individual resonances in the NMR spectrum. When a 
molecule tumbles in solution such that all orientations 
relative to the magnetic field are assumed with equal 
probability， dipolar interactions contribute only to 
relaxation properties and not to the frequencies of 
lines in the NMR spectrum. As the assumption of 
orientational isotropy normally holds to a high level of 
approximation for moiecules in solution， contributions 
to line splittings from dipolar couplings is not generally 
observed. The introduction of a very weak degree of 
molecular alignment causes the introduction of 
residuals of these dipolar couplings into the spectrum 
while largely preserving the high resolution 
characteristic of solution state NMR‘ As iswell 

Szz 

Syy 

s胤

Figure 1 Measured RDCs 
depend on the orien!a!ion of 
!he internuclear vector rela!ive 
10 a molecular-fixed coordina!e 
sys!em. 

known， these residual dipolar couplings (RDCs) are related to both the distance 
between the coupled nuclei as well as their orientation relative to global molecular 
axes (Figure 1). Indeed， RDCs have become one of the standard tools employed in 
biomolecular structure determination. They have played a particularly important role 
in studies of multi-domain systems or extended systems in which long-range order 
has been traditionally difficult to establish using shorter range restraints such as the 
NOE. In addition to their structural content， RDCs 
also represent potentially valuable probes of 
biomolecular dynamics or flexibility. This aspect of 
RDCs arises from the fact that they are a time 
average over all orientations of the bond relative to a 
molecular frame， occurring on a timescale faster than 
milliseconds. The challenge is to separate 
contributions to the observed RDC which arise due to 
orientational and motional properties. In general， this 
requires that complementary sets of RDCs be 
acquired under different anisotropic solvent 
conditions. 

The nature of molecular alignment is mediated 
by interactions between the biomolecular solute and 
the anisotropic solvent， usually referred to as the 
alignment medium. The use of different alignment 
medium often leads to a different net alignment of the 
biomolecule， which allows complementary information 

Figure 2 The use of two 
differen! alignmen! media 
res!rains !he possible bond 
orien!a!ions !o !he in!ersection 
between !wo flat!ened cones目

Use of more !han two media 
produces an overde!ermined 
si!ua!ion and can allow dynamics 
10 be charac!erized. 

臣室温盟国主 dynamics，alignment， residual dipolar couplings， acrylamide gels， ubiquitin 
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to be acquired (Figure 2). This is a fundamental aspect for the study of biomolecular 
dynamics using RDC methods. We will discuss techniques by which the acquisition 
of RDCs using > 5 different alignment media can allow the determination of 
amplitudes (ie generalized order parameters) and asymmetries of motion for 
individual amide N-H bonds. The characterization of dynamics using multi-alignment 
RDCscan proce~d based on a.set of structural coordinates 1 or even in a completely 
de novo fashion，" in which RDC・basedorder parameters and mean bond orientations 
are determined simultaneously. As these RDC approac~es also provide generalized 
order parameters， they nicely complement established ION spin relaxation methods. 
Notably， the two methods are sensitive.!o different timescales: picosecond to 
nanosecond timescales in the case of 15N spin relaxation and picosecond to 
millisecond timescales in the case of RDCs. 

One of the major difficulties associated with 
multi-alignment RDC approaches to the study of 
dynamics is purely experimental. Although five 
independent alignments are required to separate 
orientational and dynamic contributions to RDCs， it 
remains quite challenging to obtain data which 
correspond more than three independent alignment 
tensors. In general this is because the array of 
available alignment media， although chemically distinct， 
induce molecular alignment by means of fundamental 
steric and electrostatic interactions. As such， the 
resulting molecular ali.gnment tensors often exhibit a 
substantial degree of linear dependence. These 
difficulties are exacerbated by the near lack of 
experimental control which one has over the alignment 
tensor which results from use of a given alignment 
medium. 

We have been exploring means by which greater experimental control over 
the alignment can be achieved. Our approach to this problem is to utilize a single 
composite alignment medium comprised of aligned bacteriophage Pf1 particles 
embedded in a strained polyacrylamide gel matrix (Figure 3). Using this composite 
medium， molecular alignment can be modulated by varying the angle between the 
directors of ordering for the Pf1 and strained gel matrix， by varying the ionic strength 
or concentration of the Pf1 particles.3 This observation reveals the important role of 
symmetry in restricting our ability to modulate molecular alignment. Our goal is to 
achieve control over ma 

ど

Figure 3 Modulation of 
alignment by variation of the 
angle 9， between the 
bacteriophage Pf1 ordering 
director and the axis of strain 
applied to a polyacrylamide 
gel. 
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3 LE15 

Lanthanide Labelling for Structure Determination of 

Protein-Ligand Complexes 

Guido Pintacuda， Michael John， Xun-Cheng Su， Ah-Young Park， Nicholas E. Dixon， 
Christophe Schmitz， Thomas Huber*， Peter Wu， Kiyoshi Ozawa， Qott企iedOtting 

Research School ofChemistry， Australian National University， Canberra， Australia 
本DepartmentofMathematics， University ofQueensland， Brisbane， Australia 

A novel NMR strategy was developed which uses the paramagnetic effects from lanthanide 
labelled proteins to achieve rapid 3D structure determinations of protein-protein and 
protein-ligand complexes. The pseudocontact shifts induced by a site-specifically bound 
lanthanide ion yield the coordinate system of the magnetic s1:lsceptibility tensor in the 
molecular企amesof the two molecules. Simple superposition of the tensors detected in the 
同'0protein molecules brings them together in a 3D model of the protein-protein complex. 
The method is demonstrated with the 30 kDa complex between two subunits of Escherichia 
coli polymerase III， comprising the N-terminal domain ofthe exonuclease subunit e and the 
subunit e， using straightforward 15N_HSQC spectra. 

十 一~

Figure 1: iso・surfacesof pseudocontact shifts originating ftom a bound Dy3+ 
ion in the active site of epsilon， plotted onto e (grey ribbon) and e (yellow 
ribbon)， yield the structure ofthe complex by rigid-body docking 

In addition， methods for rapid assignments of the paramagnetic NMR spectra are presented， 
as well as chemical methods for site-specific lanthanide labelling of proteins. A second 
application involves the determination of the binding site， orientation， and conformation of a 
~!llallligand molecule bound to the lanthanide labelled protein from one-dimensional1H and 
13 C NMR experiments. 

Figure 2: Structure of the epsilon-thymidine complex determined by 
pseudocontact shifts. 

Kの'words: 15N_HSQC， pseudocontact shift， lanthanides， cell-free protein expression， 
epsilon-theta complex 
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Finally， applications of cell-free protein expression will be shown. 
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Structure of the split PH domain and distinct 

lipid-binding properties of the PH・PDZ

supramodule of alpha-syntrophin 

wenvu Wl'en1，2， Jing Yan1， 2， Weiguang Xu¥ Jia-fu Long1， and Mingjie Zhang1 

1 Departmentof Biochemistry， Mol巴cularNeuroscience Center， Hong Kong University of 
Science and Technology， Clear Water Bay， Kowloon， Hong Kong， People's Republic of China 

2 These two authors contributed equaIIy to this work 

Pleckstrin homology (PH) domains play diverse roles in cytoskeletal dynamics and signal 

transduction. Split PH domains represent a unique subc1ass of PH domains that have been 

implicated in interactions with complementary partial PH domains 'hidden' in many proteins. 

Whether partial PH domains exist as independent structural units alone and whether two 

halves of a split PH domain can fold together to form an intact PH domain are not known. 

Here， we solved the structure ofthe PHwPDZ-PHc tandem of alpha-syntr6phin. The split PH 

domain of alpha-syntrophin adopts a canonical PH domain fold. The isolated partial PH 

domains of alpha-syntrophin， although completely unfolded， remain soluble in solution. 
Mixing of the two isolated domains induces de novo folding and yields a stable PH domain. 

Our results demonstrate that two complementary partial PH domains are capable ofbinding to 

each other to form an intact PH domain. 

The spllt PH domaln ofthe P純*-PDZ凧PH.tandemfrom α-syntrophin 
adopts thes詩碑lefold as the two halves Ilnked together 
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supramoduleラ inwhich the split PH domain and the PDZ domain function synergistically in 
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In addition to alpha-syntrophinラ wealso determined the three-dimensional structure of the 

split PH domain of Phospholipase C明 gammal.Similar to the structure of split PH domain of 

alpha-syntrophinラ thesplit PH domain of the enzyme folds into a canonical PH domain fold 

with high thermostability， The SH2SH2SH3 insertion between the two halves of the split PH 

domain has negligible impact on the conformation of the PH domain. (supported by grants 

from the Research Grants Council of Hong Kong) 
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膜関連AAA-ATPaseのN-terminaldomainの構造生物学

(横浜市大院・国際総合科学)

O 慶明秀一

Structural biology of N・terminaldomains dissected from membrane related AAA・ATPases.

Hidekazu Hiroaki 

Intemational Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University 

Some of AAA・ATPasesare working with membrane associating events， such as membrane fusion， 

invaginated membrane formation and protein transport across membrane. These AAA-ATPases usually 

possess unique N-terminal segment of approximately 100 to 500 amino acids in length. We searched 

several isolatable domains from these sequences， and if found， determined their structures and molecular 

functions. Examples inc1ude MIT domain from hVps4b， N-domain from mouse kp60 and N-domain of 

mous巴 PEXl(PEXl・ND).First two domains adopt into up-and-down three helix bundle fold， wh巴reas

PEXIND adopts a double-psi-barrel fold with b-barrel fold similar to other type rr AAA-ATPases， such as 

VCP and NSF. Interestingly， two of them (Vps4MIT and PEXI-ND) showed substantial 

phosphoinositides-binding activities. The residues responsible for maintaining their folding and function 

are further discussed. 

<Background> 

AAA ("ATPase associated with various cellular activities")-ATPases are found in all three 

domains of life and play an important role as molecular chaperones， including the dissociation of protein 

complexes and protein translocation. AAA-ATPase has two c1asses， type 1 and type rr， which contain one 

and two copies of the AAA cassette， respectively. There are some AAA開 ATPaseslocated in organelle 

membranes whose function is c10sely related to maintenance， formation and translocation of the organellar 

membranes. As example， Vps4 is involved in the of formation of invaginated membrane structures at 

multivesicular bodies (MVBs) in concert with the ESCRT-III complex. Whereas native Vps4 is found in the 

cytosol， an ATPase-defective mutant of Vps4b hasbeen observed to accumulate at the endosomal 

membranes. PEXl belongs to the c1ass of type rr AAA-ATPases， whos巴 functionis indispensable for 

normal peroxisomal biogenesis inc1uding the critical step of peroxisomal protein import and peroxisomal 

membrane fusion， with associating another type II AAA-ATPase， PEX6. PEXI-PEX6 complex is involved 

in the dissociation of ubiquitinated PEX5 from the peroxisomal membrane. Ther巴 are other 

membrane-associated type II AAA-ATPases. NSF， and its yeast ortholog Sec18， are responsible for 

heterotypic membrane fusion mainly in exocytic pathways.αー， s・andy~SNAPs are known to be th巴most

important targets of NSF. VCP and yeast CDC48， are involved in ER-associated protein degradation 

(ERAD) as well as in remodeling ofthe Golgi and nuclear membrane. Although the specific target ofVCP 

キーワード:AAAATPase、オルガネラ膜、ホスホイノシタイド結合ドメイン、微小管

著者ふりがな:ひろあきひでかず
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unfoldase activity remains unclear， there are several adaptor molecules， p47， Ufdl ! Np14， VCIPI35， 

Derlin-l and VIMP， which may determine VCP functions. 

To explore any membrane-associating and other functional domains企omthe N-terminal regions 

of AAA-ATPas巴s，we developed a combined approach of stmctural biology with bioinformatics. Firstly， an 

extensiv巴 sequenceanalysis was done for these type 1 and type II ATPases. Secondly， a laboratory-scale 

high-throughput method for constmcting expression vectors of the domains of interest was developed 1. 

Thirdly， the stmctures were determined by using both NMR and X-ray crystal1ography. Finally， an 

evolutionary trace analysis was used to determine the residues critical for protein-lipid interaction. 

<Results and discussion> 

We have determined the solution stmcωre of the MIT (microtubule interacting and trafficking) 

domain isolated from the NHz-terminus of human Vps4b2
• The molecular function of this domain remains 

unclear. MIT domain is a small protein module that is conserved in proteins of diverged function， such as 

Vps4， sorting nexin 15 (SNXI5)， and spastin. The MIT domain adopts an 'up-and-down' three-helix bundle. 

There is a shallow crevice between helices A and C that may serve as a protein司bindingsite. The Ioop 

between helices A and E has been shown to bind a Ca2+ ion. Furthermore， the MIT domains derived from 

Vps4 as well as SNXl5a have been shown to be capable ofbinding phosphoinositides in a Ca2二dependent

fashion. We proposed that the MIT domain is a novel membrane-binding domain involved in endosomal 

trafficking. 

We also identified a putative domain from 印 刷erminalregion of katanin p60 (kp60・NDl

katanin is another microtubule severing enzyme. The structure determination of kp60NTD is under-way. 

Currently， a global fold of up-and-down three helical bundle is obtained， which is similar to hVps4bM1T， 

a1though there is no obvious sequence similarity. Further stmctural comparison with kp60-ND and 
MIT 

h Vps4b
1YlH 

will be discussed. 

We then determined the crystal stmcture ofthe N-terminal domain ofmouse PEXI (PEXI-ND{ 

The structure showed a strikiI1g stmctural similarity between its N-terminal domain (ND) and those of other 

membrane related AAA-ATPas巴s，such as valosin-containing protein (VCP!p97). VCP司NDserves as an 

interface to its adaptor proteins p47 and UfdI， whereas PEXI・ND'sphysiological interaction partner 

remain 

くReferences>
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The combinatory use of relaxation dispersion and 

variable-pressure NMR for protein dynamics analysis: 
Dl domain of annexin 1 

Ryo Kitaharal， Matthieu Gallopin2， Christian Roumestand3， Shigeyuki Yokoyamal人七 Erick
Guittet2

ラ
KazuyukiAkasaka6， aIld Carine van Heijenoort2 

lRIKEN SPring-8 Center， Japan， 2CNRS-ICSN， Gif-syr-Yvette， FRANCE， 3CNRS， INSERM， 
France， 4R1KEN GSC， Japan;5The University ofTokyo， Japan， 6Kinki University， Japan 

Summary: Several NMR approaches have been proposed to study dynamic motions of 
proteins in solution. Here， we show that the combined use of the relaxation dispersion NMR 
and variable pressure NMR enables one to better estimate a series of kinetic and 
thermodynamic parameters of inter・convertingconformers of proteins. 

Recently， NMR relaxation dispersion methods and variable pressure NMR proved to be very 

valuable to probe the dynamic nature of proteins and to relate this dynamics to the function. 
Relaxation dispersion experiments allow the monitoring of conformational fluctuations 

most1y in μs-ms timescale， while variable pressure NMR is useful for exploring protein 
dynamics in a wider conformational space and timescale [1・4].Furthermore， the latter method 
allows one to examine direct1y the structures of high-energy altemative conformers resulting 
from such fluctuations [1]. Here， our concem is whether the two proposed approaches are 
looking at same dynamic motions of proteins， especially the μs-ms motion. We examined the 
dynamics ofD1 domain of annexin 1 (A1D1， 81 residues) using the two approaches. 

15N relaxation dispersion NMR experiments have been carried out at-a series of magnetic 
fields， 500， 600， 700， 800 MHz and temperatures， 288， 298， 30~K， and variable pressure 
experiments (-3 kbar) at 500 MHz and 800 MHz at 293K. 15N relaxation experiments 
showed significant chemical exchange for residues in localized segments of the sequence (Fig. 
1). Interestingly， all HSQC cross-peaks of these residues were remarkably broadened or split 
into two in the nitrogen axis under high pressure. Some examples are shown in Fig.2. This 
reflects probably a decrease in exchange rates under increasing pressures. Hence it enables 

direct measurements of chemical shift difference (企叫 andrelative populations of the two 
exchanging states， resulting in a reliable calculation of forward and reverse interconversion 
rat郎(丸町 kofr)from the relaxation dispersion data (Rex). Otherwise， pressure dependence of 
the relative populations， namely the equilibrium constant， provides the Gibbs free energy 
difference仏G)and partial molar volume difference仏ηbetweenthe two states. In addition， 
broadening and splitting were observed on cross-peaks of many other residues in the proton 
axis under high pressure. This implies that the series of 15N relaxation dispersion approaches 
at multiple magnetic fields can observe backbone motions in a limited timescale. We propose 
that the joint use of the relaxation dispersion and variable-pressure NMR approaches enables 
one to better estimate a series of kinetic and thermodynamic parameters of protein's 
inter-converting conformers. 

Key words: high pressure NMR， relaxation dispersion NMR， protein dynamics， 
thermodynamics 

きたはらりょう、 マシューガロビン、クリスチャンルーメスタンド、よこやましげゆき、エリックギテ、
あかさかかずゆき、カリーナヘイノールト
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Fig. 2. Splitting and broadening of HSQC cross-peaks of D1 domain of annexin 1 at 
lH・500MHz，pH4.4 and 293 K under representative pressures. The cross-peak of residue 71 
splits in N-axis， while that ofresidue 61 splits in H-axis with pressure. 
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高圧 NMRによるシトクロム cの酸化還元電位調節に関わる
内部運動の解析
(筑波大院数物 1、広大院生物圏 2、理研播磨 3、近畿大 4) 高山J真一 I、

高橋陽太I、三上真一 I、太虎林I、河野慎I、三田肇 l、0山本泰彦 l、

三本木至宏2、北原亮3、横山茂之3、赤坂→之 M

High Pressure NMR Characterization of Internal Motion Responsible for the 

Regulation of redox potential of Cytochrome c 

S凶n・ichi1 Takayama1， YかぬTakahashi1， Shin-ichi Mikami1， Hulin Tai1， Shin Kawan'01， Hajime Mita1
， 

o Yasuhik'o Yamam'Ot'01， Y'Oshiliir'O S制 b'OmgF，Ry'O Ki凶lara3，Shige:刊kiY'Ok'Oyama3， and 
b却抑制Akasaka3，4

lDept. 'OfChem.， Univ. 'OfTsukuba， 2Graduate Sch'O'Ol 'OfBi'Osphere Sci.， Hir'Oshima Univ.， 3StruC旬ral

and M'Olecular Bi'Ol'Ogy Lab'Orat'Ory， RIKEN H紅白m Insti旬teat Spring-8， and 4Sch'O'Ol 'Of 

Bi'Ol'Ogy-Oriented Science and Techn'Ol'Ogy， Kinki Univ. 

H thermophill附 cyt'Ochr'OmeCSS2 e油 ibitsa unique dynan甘cproperりr(Zh'Ong et α1.， PNAS (2004))， 
which is manifested inせlebiphasic behavi'Or 'Of仕letemperature dependence 'Of its red'Ox p'Otential 
(Takahashi et al.， Biochemis句!(2006))， Variable-tempera知印刷 -press問 NMRstudies of the 

protein revealed a c'Onf'Ormati'Onal岡山iti'Onbetw田ntw'O different protein s仕uctures，which slightly 
di能:rin the c'Onf'Ormati'On 'Of the l'O'Op bearingせle砿 ialMet residue. 百le血erm'Odynamicproperties 

'Of仕lereducti'On 'Of也isprotein p'Ossessing tw'O di丘erentl'Oop c'Onf'Ormati'Ons sugges句d白.atthe heme 

envir'Onment in the protein s仕ucturewhich emerges at l'Ower temperature is more p'Olar， as a result 'Of 

仕lealtered 'Orienωti'On 'Of the l'O'Op with respect t'O血eheme due t'O its c'Onf'Ormati'Onal change， than血at
in the protein structure at higher tempera加re. 百lepresent study clarified社leimp'Ortance 'Of仕le

proteind戸lamiCSf'Or b'Oth enthalpic and 即位'Opicregulati'On 'Of the red'Ox potential 'Of the pro匂也

序論

私共は、好熱性水素細菌(砂drogenobacter幼ermophil悶)シトクロム令52 (HT) と緑膿菌

(Ps問。Iomonωaeruginosa)シトクロム C551 (PA)を研究対象として、シトクロム Cにおける

酸化還元電位 (ι，)調節の分子樹蕎の解明を目指している[1・710HTとPAのアミノ酸配列

の相向性は56%であり、お互いの立体構造は類似しているが、両者のEηには約 60mVの

差がある。 Emの熱力学的角特庁から、両者の Eηの差は主に還元反応に伴うエンタノレピ一変

化の寄与の差に起因することが明らかになっている[1，2]。本研究では、赤坂ら[8]により開

発された高圧NMRにより、 HTとPAの内部運動を解析し、へム近傍のループ領域のコン

ブオメーション変化のダイナミクスがE官の調節に重要であることを明らかにした。

結果と考察

酸化型HTのNMRスペクトノレで、常惑を性シフトして観測されるへム側鎖ブβロトンに由来

するシグナルは、低温で異常なブロードニングを示した(日♂rre1)。また、これらのシグ

ナルは、室温でも高圧にするとブロードニングした。さらに、圧力 2000barでの 20
0

Cま

での温度変化では、シグ、ナノレは温度低下に伴って連続的に低磁場シフトすると共に、 -200C

で先鋭化した。これらのシグナノレのスピンー格子緩和時間は温度を変えてもほぼ一定である

Keyw'Ord 高圧NMR、シトクロムc、酸化還元電位、内部運動、へム電子構造

たかやまJ.しんいち、たかはしようた、みかみしんいち、たいこりん、かわのしん、みたはじめ、

やまもとやすひこ、さんぽんぎよしひろ、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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ことから、このブロードニングはHTの内部運動に起因すると

推測された。一方、臥のシグナルでは、温度や圧力の変化に

伴うこのようなブロードニングは観測されなかった。

高庄でのシグPナノレの線幅の増大は、内部運動が圧力の上昇に

伴って遅くなることを示しており、運動に伴う活性化体積が正

で大きいことを反映している。つまり、 HTでは、比較的大き

な構造変化を伴う内部運動が起きていることを示している。常

温と-20
0
Cでのへムメチルプロトンシグナルのシフト値は、相

互変換する 2状態それぞれに由来すると考えられることから、

変換速度は~104 8'1であると見績もられた。 HSQCシグナルの

温度および圧力依存性(日gure2)から、へム近傍のループ。領

域(Figure3)に内部運動の存在が示唆されたことから、この

領域のコンブオメーションが2状態の平衡として存在してい

ることが樹則された。溶媒への露出表面積が大きいノレープのコ

ンブオメーションは、疎水性相互作用により影響を受けると考

えられるが、温度低下に伴う溶媒の誘電率の増大により疎水性
相互作用は強くなるため、結果的にノレーブρのコンブオメーショ

ンは低温で変化すると推測される。 PAにも同様なループは存

在するが、そのコンブオメーションが低温でHT同様に変化し

ない理由としては、X鰯吉晶構造[9]で示されているアミノ酸4

残基の聞で、のユニークな水素結合ネットワークにより固定さ

れているからであると考えられる。 HTの場合、温度に対する

Emのプロットは直線にはならないが[1]、ノレープのコンブオメ

ーション変化が原因であると考えられる。

日伊町 3. Sch間四.Ilcrep児期1taIlon
of HT (pDB: 1 YNR). 百1eresidu田
区Fe回附 proteinれ h油血e
l澗I'HHSQCα古田-p田kse対世biuコd
broadening at lower t叩 1pera加問削

Pro residues眠血也ca 白白rkgrey 
and black， resp田tively.
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翻訳開始因子 eIF4Aに結合するアプタマーの

2つのへアピン部分の立体構造

e千葉工大・工・生命環境科学科 2東大・医科研， 3JST・CREST)

O 坂本泰一 1.2.3 小黒明 弘三河合剛太大津敬三中村義一 2.3

Solution Structures ofTwo Hairpin Loops of an RNA Aptamer against Mammalian Initiation 

Factor 4A 

eDepartment ofLife and Environmental Sciences， Faculty ofEngineering， 

Chiba Institute ofTechnology， 2Dep紅白nentof Basic Medical Sciences， Institute of Medical 

Science， University ofTo勾ro，3CREST， JST) 

Taiichi Sakamoto1.2ぺAkihiroOgur02， Gota Kawai1， Takashi Ohtsu2， Yoshikazu Nakamura2.3 

An RNA aptamer against mammalian initiation factor 4A (eIF4A) has been selected from 

combinatorial libraries by in vitro selection (SELEX). Site-directed mutation and truncation 

experimentsrevealed that a 58・nucleotidelong structure (APT58， 58 nucleotides long) of this 

aptamer is required for efficient recognition of eIF4A. To understand the structural basis of 

APT58's global recognition of eIF4A， we determined the solution structure of two essential 

nucleotide loops (AUCGCA and ACAUAGA) within the aptamer using NMR. The AUCGCA 

loop and the ACAUAGA loop are stabilized by a U圃 tummotif and an AUA tri-nucleotide 

loop motif， respectively. The both loops contain non-canonical A:A bilse pairs. Considering 

the known structural and functional properties of APT58， we propose that the Watson-Crick 

edges of C7 and C9 in the AUCGCA loop are directly involved in the interaction with eIF4A. 

1.はじめに

標的物質に結合する DNAlRNAを試験管内で選択する方法 (SELEX法)は，ある

病因タンパク質を標的とした場合に、診断薬や治療薬として期待することができる.

翻訳開始因子 eIF4Aは， mRNAの 5'-UTRの構造をほぐす RNAhelicaseであり，

mRNA上のリボソーム結合部位を提示するのに必要なタンパク質であるが，黒色腫

において過剰発現することが報告されており，癌との関係が注目されている.我々は

すでに， eIF4A (46 kDa) に結合して，翻訳を阻害するアプタマー (APT58) の取

得に成功している1)そこで，アプタマーの立体構造を明らかにすることによって，

より高い活'性を持つアフ。タマーを設計することを計画している.

Keywords: RNA aptamer， Hairpin loop， Initiation factor 4A， AA base pair 

さかもとたいいち，おぐろあきひろ，かわいごうた，おおったかし，

なかむらよしかず
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SELEX法により得られたアプタマ

ーは， 2つのへアピン部分と 1つの内部

ノレーフ。部分を持つ 58残基の RNAであ

る(図 1).APT58を2つのドメインに

分けてeIF4Aとの結合を調べたところ，

各ドメインだけでは eIF4Aと結合しな

いことがわかっている.よって， APT58 

はその構造全体で eIF4Aと結合するこ

とにより，高い親和性(解離定数 50pM) Fig. 1. Secondary structure of the APT58. 
および高い特異性を示していると考え The APT15 and the APT16 is indicated by 
られる.また， eIF4Aは N末端ドメイ boxes. 

ンと C末端ドメインの 2つのドメイン

からなり，各ドメインと APT58との結合を調べたところ， APT58は eIF4Aのそれ

ぞれのドメインだけでは結合しないことがわかっている.よって， APT58は eIF4A

の一部分ではなく全体の構造を認識していることが示唆されている.

APT58とeIF4Aの相互作用メカニズムを明らかにするためには，それらの複合体

の原子座標レベルでの解析が必要で、ある.しかし， NMRによる構造解析では， 58残

基の RNAを解析することですら容易ではない.そこでまず， APT58をドメインごと

に分割し，それぞれの立体構造を決定した後にアブpタマーの全体構造をモデリングす

ることを試みた.今回は，断片化により得られた 2つのへアピン部分 (APT15およ

びAPT16)について立体構造を明らかにしたので報告する 2).

2. 方法

APT15およびAPT16の調製には， T7 RNA polymeraseによる invitro転写系あ

るいは RNA自動合成機を用いた.それぞれの RNA試料をポリアクリノレアミド電気

泳動法によって精製した後， APT15については 10mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH

6.5)に溶解し，APT16およびAPT20については20mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH

6.5)， 50 mM塩化ナトリウムの溶液に溶かした.

DRX-600およびDRX-500(Bruker)を用いて， 10
0

Cで、測定を行った.NMRシグ

ナルの帰属については，定法に従い，おもに NOESYスベクトノレを用いた.さらに，

HNN-COSYにより，塩基対形成を調べた.HCCH-COSYおよびHCCH-TOCSYに

より， リボースのシグナノレの帰属を行い， HCCH-TOCSYを用いてアデノシンの H2

プロトンのシグナルを帰属した. NOESYスペクトノレから距離の情報を得て， 2D 

TOCSY， 2D DQF-COSY， 2D HP司 COSYおよび HCPスペクトルからねじれ角の情

報を得ることができた.

NMRスペクトルより得られた情報を用いて，プログラム discoverにより

simulated annealing (sA)を行った.ランダムな 100個の構造を初期構造として計算

し，これらの構造の中で、総エネルギーの低い 20個の構造を選んだ.計算には， amber 
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の力場を用い，拘束条件の force

constantとしては，距離情報を

50kcalmoPAスねじれ角情報

を 120kcal moP rad-2とした.

3. 結果および考察

図 2のようにイミノフ。ロトン

シグFナノレを帰属し， さらに塩基

U12 

. 
14 

G39 

二13J
. . 
13 12 11 10 

1H chemical shift (ppm) 

やリボースのプロトンについて Figure 2. NMR spectra of exchangeable protons 

もシグ、ナノレを帰属した.APT15 for APT15 and APT16. lmino proton assignments 

については 155個の距離情報お are denoted with residue numbers. 

よび 45個のねじれ角情報が得

られ， APT16については 228個

の距離情報および 46{I固のねじ

れ角情報が得られた.これらの

拘束条件を用いて SAを行い，図

3の立体構造を得ることができ

た.APT15および APT16の両

方の構造について，総エネルギ

ーの低い 20個の構造のそれら

の平均構造に対する重原子の

R.M.S.D.はともに0.87Aで、あり，

よく収束していることがわかっ

た.ノレープ部分の局所的な収束

度を調べるため，重原子の

R.M.S.D.を計算すると， APT15 

のもつ AUCGCAループは 0.52

Aであり， APT16 のもつ

ACAUAGAループは 0.88Aで

あった.ループρ部分に着目して

も，立体構造計算の結果が収束

していることがわかった.

APT15のもつ AUCGCAルー

プは図 4Aに示す A:A塩基対を

含むことがわかった.さらに，

A c 

c 
A 

5・

3・

B 

U D 

c 

A 

Figure 3. Tertiary structures of the APT15 and 

the APT16. A: A superposition of final 20 

structures of the APT15. B: Stereo view of the 

minimized average structure of the APT15. C: 

A superposition of final 20 structures of the 

U6とC7の間のりン酸ジエステ APT16. D: Stereo view of the minimized 

ノレ結合のパックボーンがターン average structure of the APT16. 

をする U-ターンモチーフであ
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ることがわかった.U-ターンモチーフ

では， U6の N3とG8-C9の聞のリン

酸基と水素結合を形成し， U6の2γ'OH

とG8の N7の間で

ることによつて構造を安定化している.

APT16のもつACAUAGAループρは

7残基からなるループと予想されてい

たが，実際は図 4Bに示すA:A塩基対

をステム部分に含み， C:G塩基対で閉

じた AUAのトリノレープであることが

話
…思

ゐ!訴

Figure 4. Schematic representation of 

non.canonical A:A base pairs in the 

APT15 (A) and the APT16 (B). 

わかった(図 2において，ブロードではあるが， G39に由来するイミノプロトンシグ

ナルが観測されている).AUAトリループでは，A38がループρの内側に入り ，A36が

溶液中に露出している • A36の N6アミノ基が A34-C35の間のリン酸基と水素結合

を形成することによって，その立体構造を安定化している.

ACAUAGAループ。を安定な UUCGループに置換すると， eIF4Aとの親和性が低く

なるが，結合できる.よって， APT16の部分は相互作用には直接は関わっていない

がその柔軟性が必要なのだろうと考えている.一方， AUCGCAループρの C7あるい

はC9を他の塩基に置換すると， eIF4Aに全く結合できなくなることがわかっている.

AUCGCAループの U-ターンモチーフでは C7および C9の官能基が外側を向いてお

り，それらの官能基と eIF4Aが相互作用していると考えられる.また， U-ターンを

壊すような変異を導入すると，結合活性が下がることから， eIF4Aはその特徴的な

立体構造も認識していると考えられる.

4.今後の展望

eIF4Aのヘリカーゼ活性の発現には， inchwormメカニズ、ムが考えられており，そ

のメカニズムで、は N末端ドメインと C末端ドメインの動きにより聞いた構造と閉じ

た構造になることが重要である.我々は， APT58がその両方のドメインに結合する

ことによって， eIF4Aの動きを止め，その機能を阻害しているのではなし、かと考えて

いる. この阻害メカニズムを明らかにするには， APT58の全体構造の解析が必要で

ある.そこで現在，まだ構造のわかっていない部分である内部ループロの構造解析を行

っている.今後は，内部ルーフ。部分の構造を決定し，さらに残余双極子相互作用の情

報を用いて各ドメイン聞の相対的な角度情報を解析することによって， APT58の全

体構造モデルを構築する.さらに， eIF4Aとの相互作用解析を行う予定である.

参考文献

1) Oguro A.， Ohtsu T.， Svitkin Y.V.， Sonenberg N.， and Nakamura Y. (2003) RNA 9， 394-407. 

2) Sakamoto T.， Oguro A.， Kawai 0.， Ohtsu T.， and Nakamura Y. (2005) Nuc/eic Acids Res. 

33， 745・54.
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GTF21ドメインリピートの溶液中での構造

1理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

2東京大学理学系研究科、 3横浜市立大学

0片山由貴子1、林文晶I、栃尾尚哉I、小柴生造l、井上真1、原田拓志I、矢吹孝l、
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Solution structures of GTF21 domain repeats of TFII-I 

1. R1KEN Genomic Sciences Center， 2. Graduate School of Science， University of 

Tokyo， 3. Graduate School， Yokohama City University 

OYukiko Doi -Katayamal， Fumiaki Hayashi 1， Naoya Tochio1， Seizo Koshiba¥ 

Makoto 1noue1， Takushi Harada1， Takashi Yabuki1， Masaaki Aoki1， Takanori Kigawa¥ 

Mayumi Yoshida1， Mikako Shirouzu1， Takaho Terada1， Yoshihide HayashizakiI， 

Shigeyuki Yokoyama1
•

2, Hiroshi Hirota1
•

3 

General transcription factor TF11-1 is reported as an unusual 

transcriptional regulator that associates with both basal and signal-induced 

transcription factors. TF11-1 is consisted of six GTF21 repeat domains called 

1-repeats R1-R6. 1t is known that the GTF21 repeat domains are located within 

the critical region of the Wiliams-Beuren syndrome deletion. Nevertheless， the 

structure and function of GTF21 domains have not been known clearly except that 

the domain contains helix-loop-helix motif from the resul t of gene and biological 

analyses. Here we have determined the 3D solution structure of five GTF21 

domains and have found that they have a common fold but have varieties in the 

surface potential distribution. 

GTF21ドメインは基本転写因子TFII-1ファミリーのタンパク質上に存在する繰り

返しドメインであり、その配列は種に関わらず高く保存されている。 TFII-1は基本転

写および、シグナノレ誘導転写の両方に機能する基本転写因子として、またTFII-1をコー

ドする遺伝子GTF2I:がWilliams-Beuren症候群の患者の遺伝子欠損部位に位置する遺

伝子として知られていることから、その機能研究については多数の報告二がある。これ

に対し、 GTF21ドメインの構造およひや機能についての詳細はこれまで、明らかにされて

おらず、構造に関してはGTF21ドメインのみならずTFII-1においても報告されていな

かった。そこで、我々はGTF21ドメインの機能の解明を目的として、マウスおよびヒ

トのTFII-1上に繰り返されるGTF21ドメイン数種について、それらの溶液中での構造

を解析し、それぞれの特徴について明らかにしたので以下に報告する。
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本研究で用いたタンパク質は、 Brutontyrosine kinase-associated protein 135 

(BAP-135)およびSlow-muscle-fiberenhancer binding protein (MusTRD1)である。

BAP-1351こは6個、 MusTRDUこは5個のGTF2Iドメインが繰り返し存在する。このうち、

これまでにBAP-135上のR1(B-Rl)、 R2(B-R2)、R5(B-R5)およびMusTRD1上のR1(M-Rl)、

R5 (M-R5)の構造解析を行った。

各GTF2Iドメインは、各遺伝子フラグメントを用いた大腸菌無細胞発現系にて

13C/明標識体を調製し、それぞれ約1mMの溶液 (H20/D20(9/1) 20 mMリン酸化ナトリ

ウム緩衝液 (pH7_ 0)， 100 mM NaCl， 1 mM d-DTT) に調製した。 NMR測定は、 250 Cで

各種スペクトル(HNCO，HNCA， HNCACB， CBCA (CO) NH， and (HCA) CO (CA) NH，. HBHA (CO) NH， 

HBHANH， CC(CO)NH， HCCH-TOCSY， CCH-TOCSY，判 HSQC，叱 HSQC)を測定し、化学シ

プトの帰属を行った。 NOE情報は、初日N-and 13C-edi ted NOESYスベクトルより得た。

構造計算にはCYANA1. 0および2.0を用いた。

いずれのGTF2IドメインもHelix-loop-helixと逆平行ベータシートに加え、それら

の聞のふたつのターンを含むルーフ。とヘリックスからなるaababという共通トポロジ

ーをもち、 B-R5のみC末側にもうひとつヘリックスを持つことが明らかになった。こ

れらの主鎖はよく一致しているのに対し、各ドメインの分子表面の電荷分布にはそれ

ぞれ特徴が認められた。この特徴が各ドメインの機能に大きく関与していることが示

唆された。

Figure 2. 
StrUcture of GTF21 domain 
(A) Stereopair view of the best 
fit of 20 structur巴sof GTF21 
domain B-R5. 
(B) Ribbon diagrams of GTF21 
domains fitting of the 
secondary structures of the 
B-Rl， B-R2， B-R5， M-Rl， and 
M-R5. 

GTF21 domain; transcription factor; NMR; protein structure 
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転移交差飽和法による Plastocyanin-Photosystem 1間電

子輸送メカニズムの解析

0小 川 雄 大 1、上回卓見 1，2、寺沢宏明 1、嶋田一夫 1，3

1東京大学大学院薬学系研究科 2JBIRC、JBIC、3BIRC、AIST

Structural basis of the electron transport between Photosystem 1 and 

Plastocyanin using the transferred cross司 saturationmethod 

OYuuta Ogawal， Takumi Ueda1ベHiroakiTerasawal， Ichio Shimada1，3 

1 Graduate School of Pharmaceutical Sciences， the University of Tokyo 

2 JBIRC， JBIC 3 BIRC， AIST 

The electron transport between Plastocyanin (Pc) and thylakoid membrane 

protein， Cytochrome b6f (Cyt b6f) and Photosystem 1 (PSI)， is essential for 

photosynthetic light reactions of plants. For the elucidation of the electron 

transport mechanism， we used the transferred cross-saturation (TCS) methods to 

identify the residues of PC interacting with PSI and Cyt b6f. Based on the results 

of the TCS experiments of reduced PC with PSI micelles， Cyt b6f micelles， and 

thylakoid membrane vesicles containing both PSI and Cyt bGf， we conclude that 

residues in loops 3 and 7 are important for both PSI-binding and Cyt b6f-binding， 

whereas residues in loops 1 and 5 are predominantly responsible for the 

PSI -binding. 

[Introduction] 膜タンパク質は、シグナル伝達、イオンや生体物質の輸送および透

過、エネノレギーの合成および代謝などの重要な働きを担っている。一方、膜タンパク

質の多くは、他の生体分子と膜タンパク質複合体を形成したり、立体構造やサブユニ

ット構成、機能の維持に脂質二重膜の条件を必要としたりするため、立体構造解析が

困難な、巨大かっ不均一な状態にある。

チラコイド膜中に存在する Photosystem1 (PSI)および Cytochromeb6f(Cyt b6f)は、

複数のサプユニットおよび補酵素からなる、それぞれ分子量約 50万、 20万の膜タン

パク質複合体である。分子量約 1万の可溶性銅タンパク質である Plastocyanin(Pc)

は、 Cytb6fから電子を受け取り、光励起した PSIに電子を受け渡す。この電子輸送

keyword : membrane protein， transferred cross.saturation， NMR， 

transient protein-protein interaction， paramagnetic proteins 

著者ふりがな :0おがわ ゅうた、うえだたくみ、てらさわひろあき、

しまだいちお
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反応は、光を利用して ATPおよびNADPHを産生する、光合成明反応の一部である。

PSI、Cytbsf、PCの単体での立体構造はすでに解かれているが、複合体状態の立体

構造はまだ解かれていない。一方、 PCの変異体を用いた実験から、 PCのhydrophobic

patch(Loop 1， 3， 5， 7)とacidicpatch(Loop4のD42-E45)に存在する残基(Fig.1B)が、

Cyt b6f、PSIとの相互作用に関与していることが提唱されている。しかし、これまで

に変異体解析が行われた残基は、種間で保存されたものに限られている。したがって、

Pc-PSIおよびPc-Cytb6f聞の相互作用メカニズムの詳細は未だ不明である。そこで

本研究では、PCのPSI相互作用部位および Cytb6f相互作用部位を構造生物学的手法

により明らかにすることを目指した。

[Materials & Methods] 安定同位体標識を施したホウレンソウ由来 PCを、大腸菌

BL21 (DE3) 恒lner™に発現させ、先行論文の方法にしたがって精製した。 PSI、 Cyt

b6fをそれぞれ総タンパク質量の 20%、5%程度合むチラコイド膜ベシクルを、ホウレ

ンソワの葉のチラコイド膜を超音波処理することにより調製し、さらに

dextranlpolyethyleneglycolの水'性二相分離により、内向きと外向きのベシクルを分

離した。 n-dodecyl-s-D司 maltothiopyranosideにより可溶化した PSIミセルおよび

n・undecyl-s・D-maltopyranosideにより可溶化した Cytb6fミセノレを、先行論文の方

A. Schematic diagram 
of the experiment 

B.lntensity reduction of each PC resonances induced by the irradiation 
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法にしたがって、ホウレンソウの葉より調製した。 Flashphotolysisおよび

stopped-f1ow解析により、得られた PSIおよび Cytb6fが電子輸送活性を保持してい

ることを確認した。

[Results & DiscussionJ Pc-PSIおよびPc-Cytb6f間相互作用の解離速度は、 103S"1 

程度であると報告されている。そこで本研究では、転移交差飽和法(Transferred

Cross-Saturation， TCS)により、 PcのPSIおよび Cytbsfへの相互作用部位を決定す

ることにした。はじめに、 Cytb6fおよびPSIのサプユニットが欠落していない状態

で解析を行うために、 PSI、Cytb6fを両方含むチラコイド膜ベシクノレを用いて TCS

実験を行った(Fig.l)oCyt b6fおよびPSIのPc相互作用部位が外側を向いたベシクノレ

と還元型Pcを混合して TCS実験を行った結果(Fig.1B)、Pcのhydrophobicpatch中

のLoopl(G10、S11、L12)、Loop3(F35、H37、N38)、Loop5(L62、N64)、Loop7(Q88、

A90、G91、M92)由来のシグナルに、ラジオ波照射にともなう強度減少が観測された。

一方、 acidicpatchに存在する残基(D42、E43、D44、E45)のシグナル強度減少は観

測されなかった。また、 Cytb6fおよびPSIのPc相互作用部位が内側を向いたベシク

ノレを用いた TCS実験では、有意なシグナノレ強度減少は観測されなかった。

A・B.Schematic diagrams of the experiments 

A. Pc-PSI micelle B. Pc-Cyt bsf micelle 

~I→ 
←l竺笠

C・D.Intensity reduction of each PC resonances induced by the irradiation 
C. Pc-PSI micelle 
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次に、 PCの PSIとの相互作用部位と Cyth6fとの相互作用部位を区別するために、

界面活性剤で可溶化した PSIミセルおよび Cyth6fミセルを用いて TCS実験を行っ

た(Fig.2)oPSIミセノレと還元型PCを用いた TCS実験の結果(Fig.2C)、PCの Loop1、

Loop3、Loop5、Loop7に由来するシグナルに強度減少が観測された。一方、 Cyth6f 

ミセルと還元型 PCを用いた TCS実験の結果(Fig.2D)、PCの Loop3、Loop7に由来

するシグナノレに強度減少が観測された。

以上の TCS実験の結果より、 PCの Loop3とLoop7中の残基は Cyth6fとPSI両

方との相互作用に重要であり、 Loop1とLoop5中の残基は PSIとの相互作用に主に

関与すると結論した。これらの TCS実験により決定された PSI相互作用部位および

Cyth6f相互作用部位中の残基に変異を導入し、 Pc-PSIおよびPC曙 Cyth6f聞の電子輸

送活性を調べた結果、野生型よりも有意に活性が低下していた。この結果は、 TCS

実験の結果を支持している。

PCの acidicpatch中の残基の変具体は、野生型よりも PSIおよび Cyth6fとの電子

輸送活性が低いことが示されている。一方、本研究の TCS実験では、 acidicpatch 

中の残基に由来するシグナルには有意な強度減少が観測されなかった。ニの結果は、

acidic patch中の残基と PSIおよび Cyth6fとの相互作用が、最終的な複合体の安定

化にはあまり寄与しないが、 PCがPSIおよび Cyth6fに近接し、初期の複合体が形成

される段階に重要で、あることを示している可能性がある。

酸化型 PCは、ここまでの TCS実験で用いてきた還元型 PCと非常に類似した立体

構造を持つが、 PSIに対する親和性が還元型 PCよりも 10倍程度弱いことが知られて

いる。この親和性の差は、反応後酸化型になった PCの PSIからの解離を促進し、反

応回転率を向上させると考えられる。現在、酸化型 PCと PSIとの相互作用の TCS

解析により、親和性の差が生じるメカニズ、ムを解明することを試みている。
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3 LJ4 

NMR structure of rice phytochrome B PAS1 domain and 

its dimerization mechanism 

OT，Oshitatsu Kobavashi~， Masaki Mishima¥ Ryo Tabata1， Kayo Akagi2， Nobuya Sakai2， 

Etsuko Kat02， Paul Real， Rintaro Suzuki2， Makoto 11北an03，Toshimasa Yamazaki2， and 

Chojiro Kojima1 

lGraduate School of Biological Sciences， Nara lnstitute of Science and Technology， 8916・5

Takayama， lkoma， Nara 630・0101，Japan， 2Biochemistry Department， and 3Photobiology and 

Photosynthesis Research Unit， National Institute of Agrobiological Sciences， 2-1-2 

Kannondai， Tsukuba， lbaraki 305・8602，Japan

Phytochrome is a dimeric chromoprotein that detects the quantity， quaIity and 

duration ofred or far-red light， and can modulate plant growth and development throughout 

the entire life cycIe ofplants. Phytochrome possesses two PAS domains that contain 

determinants necessary for nucIear translocation and signal transduction. Here the solution 

structure of P AS 1 domain of Oryz，αsativa (rice) phytochrome A (PHYA) and phytochrome B 

(PHYB) is determined by solution NMR. These P AS 1 domain structures maintained typical 

PAS fold except for the Bs strand missing in PHYB. The core region ofloss-of-function 

missense mutations (Quail-box) was located on the s-sheet. The surface structure ofthe PASl 

domain， especiaIIy on the s-sheet side， was perturbed by these mutations， such as A 759V and 

G776R for rice PHYB revealed by the HSQC spec住a.The PASl domain with the N-flanking 

hinge region formed a stable dimer for PHYB， and the deletion mutants clearly showed that 

this N-flanking region is necessary. On the other hand， the corresponding region ofPHYA did 

not form dimer. A series ofpointmutation experiments in the N-flanking region suggested 

that the positively charged residues were necessary to form the dimer. Especially the residue 
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R663 is dominant since the R663D mutant disruptedthe dimer. The N-flanking region of 

PHYB is a kind of glue to stabilize the dimer， and this dimerization process regulated by 

positive charge might be related to the釦nction.

Figure 1. The solution structures of rice 
PHYB666-7田.

Schematic ribbon diagrams ofthe 

energy叩 inimizedaver百gestructures of 
PHYB66ふ782are shown. 
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Figure 2. Dimer色紙ionproperty of site-directed mutants of PHYB647-7田.

(A) Sequence alignment between PHYB647・665andPHYA回6・624_Negatively and positively charged residues within世le

hinge骨 gionare drawn in white characters on red and blue backgrounds， respectively. Arrows indicated residues with 
dif烏rentcharge between PHYA and PHYB. (B) The lH)~ HSQC spectra of問 PHYB647-782at protein 棚田山ationof

05 mM. Expanded region of A693 signal on the lH_l~ HSQC and one-dimensional slice at 129.6 ppm (15N)間

displayed. (C)伽 e-dimensionalslices at 129.6 ppm e~ ofWT and missense mutants ofPHYB647刊 2are displayed. Left 

(-7.7 ppm) and right (ー7.5ppm) indicated monomer and dimer ofPHYB647-782， respectively. 
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3 LJ5 

SUMO-3 CS.mall Ubiquitin-like出Qdifier-3) とSBM(SUMO

binding motif)複合体の構造解析
(京大院工 I、熊本大発生研2、阪大蛋白研 3)

O関山直孝 I、斉藤寿仁 2、池上貴久ヘ初尾豪人 i、白川昌宏 i

SUMO-3 ~mall .!Ibiquitin・like 担金difier) RECOGNITION 

BY A SUMO BINDING MOTIF 

lD伊 αrtment01 Molecular Engineering， Kyoto Universi砂

2Depαrtment 01 Regeneration Medicine， Institute 01 Molecular Embryology and Genetics， 

Kumamoto University 

3Institute戸rProtein Research， Dsaka University 

oNaotaka Sekiyama1， Toshihito Saitoh2， Takahisa Ikegami3， 

Hidehito Tochio 1， Masahiro Shirakawa 1 

Posttranslational modification by small ubiquitin-like modifier (SUMO) has been 

implicated in the regulation of a variety of cellular events. Although four SUMO isoforms 

have been reported for mammals (SUMO-l to -4)， the differences between in vivo functions 

of SUMO-isoforms are still not yet well understood. 

The functional propertiesof SUMO isoforms may reflect their ability to mediate 

distinct protein同protein interactions. Previous studies have shown that SUMO can 

non-covalently bind to other proteins or substrates through SUMO binding motif (SBM). We 

studied the interaction between SUMO-3 and the peptide containing the SBM of 

MBD1・containingchromatin-associated factor (MCAF) by isotope-aided NMR spectroscopy. 

After resonance assignments of SUMO-3 or the peptide in their complex form by 

triple-resonance spectroscopy， chemical perturbation experim巴ntswere performed using 

15N-labeled SUMO-3 or the peptide. The result suggests that the binding surface of SUMO-3 

for the peptide is similar with that of SUMO-l for SBMs observed in previously reported 

structures. 

[序論】 SUMO(，S，mall !1biquitin-like担金difier)はユビキチン様タンパク質のひとつで

ある。ユビキチンと類似の機構を用いて他のタンパク質を修飾することで、転写調節、

DNA修復、細胞周期、局在性変換の細胞機能を制御している。ヒトには SUMOのア

イソフォームとして、 SUMO-l，2， 3が存在する。 SUMO-2とSUMO-3のアミノ酸配列

の相同性は 95%であるのに対し、SUMO-lとSUMO-2/3の相同性はそれぞれ46%、48%

キーワード SUMO、SBM、NMR構造解析

せきやまなおたか、さいとうとしひと、いけがみたかひさ、

とちおひでひと、しらかわまさひろ
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と低い。このことから、 SUMO-lとSUMO-2/3の機能的な差異に興味が持たれる。

SUMOの機能分担は、それぞれのアイソフォームが異なるタンパク質問相E作用を

媒介することで行われていると考えられている。相互作用の媒介には SUMOと結合

するコンセンサス配列 (SBM;~UMO Qinding motit)の存在が示唆されており特定が

進められている。最近、 SUMO-2/3に結合する SBMが遺伝子制御に関与する MCAF

に存在することが、共同研究者である熊本大学の斉藤教授のグループ。により示された。

そこで、 SUMO-3とMCAF由来の SBMの複合体の立体構造を決定し、 SUMO-3の分

子認識を明らかにすることを目指した。

【実験]13C/15Nラベノレ SUMO-3は、GST融合タンパク質として大腸菌により発現し、

アフイニティーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した。 13C/15Nラベル

MCAF由来の SBM(MCAF-SBM)は、GST融合タンパク質として大腸菌により発現し、

アフイ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、 Bruker

社製の 500，700， 800MHzの各NMR装置を用い、解析に必要な多核多次元測定を行っ

た。 Beffer条件は、 20mMPhosphate (pH 6.8)， 298Kである。

[結果と考察]SUMO-3とMCAF-SBMの結合部

位を同定するため、 13C/15Nラベル SUMO-3 と

MCAF-SBM、および 13C;I5NラベノレMCAF-SBMと

SUMO-3 の滴定実験を行った。複合体中の

SUMO-3および MCAF-SBMの主鎖の化学シフト

の帰属を行い、 ])NHSQC化学シフト摂動法により、

SUMO-3とMCAF-SBMの結合表面を推定した。

これまでに報告されている SUMO-lとSBMの

結合様式としては、 SUMO-lのやstrandとα-helix

の聞に存在する疎水性パッチに SBMがはまり込

Fig.l Binding surface of SUM03 identified by 

戸hemicalshift perturbation (PDB code: 1 U4A， Ding， 
H. et a1.， Biochemi注ty， 2005). 
Hydrophobic， basic， and hydrophilic residues in the 
peptide bililding surface are colored in yellow， blue， 
and sky-blue， respectively. 

む機構である。今回の実験からも、 SUMO-3とMCAF-SBMの結合には SUMO幽 3表面

の疎水性パッチの関与が示されたが、その周りを覆う静電的な残基に SUMO-lとの相

違が見られた (Fig.l)。次に MCAF-SBMの滴定実験から、疎水性パッチに結合して

いる MCAF-SBMの残基は、現在までに報告されている SBMと類似の配列に対応す

る4残基で、あった。しかし、この周辺に存在するアスパラギン酸、グルタミン酸の化

学シフトも大きく変化していることから、疎水性パッチを覆う静電相互作用の違いが

SUMOのアイソフォーム聞の認識を区別していることが示唆される。

SUMO-3とMCAF-SBMの結合様式を詳細に解析するには、さらなる構造学的な知

見が必要である。今後は、 MCAF-SBMの側鎖の化学シフトの帰属を行い、 NOESY測

定による距離情報をもとに立体構造計算を行い、 SUMO-3とMCAF-SBMの結合に重

要なアミノ酸残基を原子レベノレで、解明する。
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3 LJ6 
Asymmetric 13C_13C polarization transfer 

under dipolar-drivenrotational resonance 

in magic-angle spinning NMR 

o Ryutaro Ohashi and K. Takegoshi 
Graduat.e SchooI of Science， KyoもoUniversity 

A twoφ3ト-di心ime臼叩ns国sion凶a叫l{ロ2D)homom叩 1蛇凶cIeaぽreの低x詑凶E臼cchar

s油ho玖 乱 ，wsan asymmetric cros鉛s-peakpat“teぽrn、which disturbs quantitative analysis of peak 
intensities. In case when magnetization is prepared using cross polarization (CP)， the 

asymmetry can naively be ascribed to non-equilibrium initial magnetization. For ex-

ample， suppose we observe a 2D exchange spectrum of two spil1S A and B， with the 

initial magnetization being prepared by CP with an unequal intensity ratio， say， 120 : 

80. After a mixing time long enough to achieve internal equilibriul11 al110ng A and B， 

the intensity ratio would become 100 : 100 if the spin-lattice relaxation can be ignored. 

Then the resulting 2D spectrul11 l11ay be schel11atically represented in Fig. 1， showing 

an aSyl11metric 2D spectrum. Therefore， we modify a theory of 2D exchange NMR for 

three π/2 pulses1 to take into account of different CP enhancement factors. The dotted 

lines in Fig. 2 are the best-fit curves from the developed theory. 1n Fig. 2， the dotted 

lines apparently deviate from the experimental data in 2D 13C_13C exchange spectra of 

[2，3-13C) l~alanìne (2，3・Ala)under DARR recoupling2 (squares)， confirl11ing further that 

the different CP enhancement can not fully explain the observed asymmetry. 

We furthermore develop a theory to describe polarizatioll transfer in a two叩 insys-

tem under DARR recoupling. By taking account of effects of the partial spectral overlap 

among 13C signals， which is a unique feature of DARR recoupIing， and lH_lH flip-flop 

exchange， we can successfully explain the observed mixing-time dependence of the peak 

intensities of 2D 13C_13C DARR exchange spectra of 2，3-Ala. Here， we separate each 

l-magnetization (l = A or B) into two groups; Ml1(Tm) is the magnetization involved in 

the transfer and M以Tm)is that not involved in the transfer (Fig. 3). We assume Mn 

and MI2 can exchange magnetizations with a rate kl (the intra-spin exchange rate) ， and 

the ratio of the initial magr同 izationsis given by Ml1(Tm = 0) : MdTm = 0) =入1: 1 入1.

The solid lines in Fig. 2 are the best-fit ones. 1t was shown that the four-sites model 

can explain the observed mixing-time dependence ofもhediagonal and cross peaks. 

[1] J. Jeener， et a1.， J. Chem. Phys. 71 4546 (1979) 

[2] K. Takegoshi， et a1.， J. Chel11. Phys. 118， 2325 (2003). 

Key Words: 2D NMR， exchange NMR， polarization transfer， rotational resonance 
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Fig. 1: Schematic iIIustration of a 20 contour 
spectrum of two exchanging magnetizations 
starting from non-equilibrium initial 
magnetization with a ratio of 120 : 80. The 
projection spectrum in the first domain (F1) 
thus shows two peaks with the intensity ratio of 
120: 80， while that in F2 assumes thermal 
equilibrium (100: 100). Each figure associated 
with the peaks denotes its relative intensity. 

1.21(a)  

o.o+-
に:Fig. 2. Mixing-time (τm ) dependencies 

of peak intensities o~ [(a) and (e)]69 
[(b) and (f)] ， aAS[(c) and (g)]， and aSA 
[(d) and (h)]. 
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Ootled and solid.lines are the best-fit 
curves including the CP effect， and both 
of the CP effect and the four-sites 
model， respectively. 
Squares represent experimental data. 

(a)ー(d)were taken at a CP contact time 
of700μs and (e)-(h) at 50μs. 
Each peak intensity is given by taking 
the largest peak intensity at 
corresponding contact time， ass (τm=5 
ms) at CT = 700μsoraM('m =5ms) 
a1 CT = 50μs，as1.0. 
A and B represent methine and methyl 
carbon in [2，3-13C] l-alanine， 

respectively. 

Fig. 3. Schematicmodeltoexpress 
the magne1ization exchange process 
of a two-spin (A and B) system under 
OARR recoupling. 
The magnetization of each spin is 
divided into two groups as 
represented by boxes; one that can 
exchange polarization as indicated 
with arrows. 
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3 LJ7 

マイクロコイルを用いた
強いRF照射下における MQMASの研究

。犬飼宗弘 1、武田和行 l

大阪大学大学院基礎工学研究科

Studies on MQMAS NMR of half-integer Quadrupolar nuc/ei 
under strong rf pulses 

OMunehiro Inukai1， Kazuyuki Takeda1 

lGraduate School of Engineering Science， Osaka University， Japan 

Abstract: Mu凶山J!山It叫 uan蜘tωu凹umex恥矧ci託削a託tiona吋 c∞on附 sioneffi除伽白k悩ci巴叩n即1にcieωswere st山 din a spin-i 

system under very strong rf irradiation， which was realized by combining a microcoil and 

MAS experiments. 

Most references mentioning the practical tips of MQMAS[l} experiments recommend to use 
the maximum available rf power for the MQ excitation and conversion pulses so as to attain the 
best sensitivity of MQMASspectra[2}. Howev巴r，this may not be the case for unconventional 
cas巴swhere the rf-filed amplitude (Vl) is as large as the magnitude of a quadrupolar interaction. 
Although the optimal Vl for a given quadrupolar coupling constant is predictable by numerically 
simulating the time evolution of the density matrix according to the Liouville-von Neumann 
equation， no experimental verification has been made in the regime of Vl exceedil)g 300 kHz. 

In this work， we have examined MQ excitation and conversion efficiencies for various Vl 
amplitudes up to ca. 1 MHz. Such strong rf irradiation has been realized with a microcoil[3}. 
We present a coin司 shapedmicrocoil prob巴developedto accomodate a microcoil with MAS 
experiments， and show that， for large Vl， the MQ excitation and conversion efficiencies ex-
hibit oscillation that can be accounted for theoretically. Experiments are demonstrated with 
23Na(S=3/2) nuclei in a polycrystalline sample of sodium sulfite. 

Our strategy for combining microcoil and MAS experiments is schematically described in 
Fig. 1. A capillary sample tube was stuck through a cap of a pencil-type 4 mm rotor. With 
the conventional 

. 
compressed-air blQwing， 

• 
the capillary could be spun together with the ro-

tor， and. one end of the capillary sticking out of the rotor was inserted into the microcoil. 
A balanced resonant circuit composed of a microcoil and capaci-
tors was fabricated on a coin-sized， disk~shaped circuit board， the 
microcoil being placed at the center of the board. This coin-shaped 
probe is capable of attaching itself to a spinning module with mini-
mum amount of modification to an田 istingMAS probe[4}. Stable 
spinning of capillary inside the microcoil up to 6 kHz was realized. 

Bo 

Moreover， the microcoil with a diameter of 0.8 mm  has brought Vl ;apilla.ry 
(sample here) 

of up to ca. 1 MHz into practice with a 300 W power amplifier. 
From nutation spectra of aqueous solution of NaCI， the Vl inho-
mogeneity was estimated to be ca. 10%. Fig. 1. Schematic description of 

Experiments were carried out using 0.1 mg polycrystaHine sam- the way employed in this work 
ple of sodium sulfite packed in a glass capillary (o.d.: 0.5 mm， to enable microcoil MAS 
i.d.: 0.3 mm). We used a basic two pulses pulse sequence for 
the separate examinatio 

[0] Keyword: microcoil， MQMAS 
いぬかいむねひろ、たけだかずゆき
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of the absolute value of the echo amplitude for various widths and intensiti回 ofthe first pulse， 
while those of the second pulse were fixed. The conversion efficiency was studied in a simi-

lar manner. All measurements were perfomed at room temperature in a magnetic fie1d of 11.7 
T， which corresponds to the 23Na resonance frequency of 132.2 MHz. The sample spinning 
frequency was 3.5 kHz. 

Fig. 2-3 show the echo amplitudes for various excitation and conversion pulse intensities 

and widths， which reftect the triple-quantum excitation and triple司 to-singlequantum conversion 

efficiencies. For re1atively weak rf amplitudes (Vj < 200 kHz)， the echo intensities show mono-
tonic behavior. On the other hand， osci1lation is clearly visible for 1arger rf amplitudes. This 
oscillatory behavior can b巴explanedby considering the MQ  transition moments from th巴 sys-

tem Hamiltonian. We show that the larger the rf amplitude， the more prominent the oscillation 

is. This work provides a simple guideline for selecting the optimum rf pulse width， particularly 
when very strong rf irradiation is available. 

ν1=120 kHz 1aJ叶セ
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Fig. 2. Excitation efficiency of triple-quantum co-

herence for a spin-3/2 in a powder sample for var-

ious v!. e2qQ/h = 1.2MHz，η='0 and Vr = 0 

were assumed. Solid and broken lines represent 

the simulated dependence with 10% and without 

V! inhomogeneity. 
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Fig. 3. Conversion efficiency of triple to single-

quantum coherence for a spin-3/2 in a powder 

sample for various V!. e2qQ/h = 1.2 MHz，η=0 

and Vr = 0 were assumed. Solid and broken lines 

represent the simulated dependence with 10% and 

without V! inhomogeneity. 

-183ー

[1] L. Frydman， J.S. Harwood， J. Am. Chem. Soc. 117 (1995) 5367. 

[2] J-P. Amoureux， M. Pruski， D. P. Lang， C. Femandez，J. Magn. Reson. 131 (1998) 170. 

[3] D. L. Olson， T. L. Peck A. G. Webb， R. L. Magin， J. V. Sweedler Science. 270 (1995) 1967. 

[4] K. Takeda， CoiIi.-sided probe for solid-stute NMR， 46th ENC (2005). 



3 LJ8 

13C_13C Homonuc1ear Cross Polarization through Dipolar 
Coupling or J Coupling: a Potential Solid-State NMR 

Method 

Qing Luo1， Yuichi Shimoikeda2， Hironori K吋i1， Fumitaka Horii 1 ， 

l.Institute for Chemical Research， Kyoto university， Uji， Kyoto 6111・0011，Japan 

2. JEOL， Akishima， Japan 

(Introduction] Observations of the homonuclear 治 R
cross polarization are reported. It can be achieved 一一一一

through dipolar coupling or J-coupling determined by 匂

experimental conditions. Through homonuclear cross 

polarization， we can detect the homonuclear 

interactions by one dimensional NMR measurements. 

Comparing with two-dimensional NMR methods 

Figure 1. The pulse sequence of the simplest 
homonuclear cross poIarization 

used for the detection of homonuclear interactions， this technique is much more rapid. For 
solid state organic and polymer materials， homonuclear correlations， i.e. 13C_13C interaction， 

contain important structural information. Homonuclear cross polarization also provides a 

potential way of rapid assignments of resonance lines. 

(Experimental] The scheme of homonuclear cross polarization is similar to the normal CP. 

First the magnetization of a spin is established 伊

鴻 ドη 上院1問 問 、 τ汗γ守口γ1and then 仕組sferredω another spin. The 1. U". '("'!!~~， !.U''''4 

difference is that the magnetization is 骨相今、ぃ… 制限認い…吋

蜘伽edfrom Sl→ S2 but not 1→S. So，可 J 恥仏ふ&τ;itiiiA九

selective excitation is needed to bui1d the initial 、

magnetization. Further more， 2 radio frequency 

(RF) spin locking in the normal CP is replaced 

by 1 RF spin locking toachieve the cross ... 

(A) 

や1f間関悶 λヶ岡市寸

polarization. The simplest p叫seseq田 n∞is 加で制品開 門知人消

shown in Figure 1. In恥叱channel，an initial 可…ぷ3低みふふ品勺-31fJv
selective 90

0 
soft 仰 lse excites 出e F忠弘21脱出?:ぉfJtzfttJozztL;時

magnetization of a specific carbon and it is' ~nd t~e magnetiz剖ionof one spin is sel岡町ly-rot蹴 d回 Z制 S

by a DANTE pulse. Waiting until the r抑 gnetizationin XY plane 
subsequent1y spin-locked by the ~fthe-~th~;;戸由民間I蹴d. the magnet剛lonofthdected叩m

radio・freq田 n句 neld-Toincreasethe selectivity ;ZDrip32忠;;szzrrLt訳出:?JL;ttz

of出eselective excitation and experimental zzjsr;は出;AU民法C12222日ぷ22
sensitivitぁ sometechniques including lH/13C 立tZit:?fE1号LtZ訟は叩nel仰 ldbe carefully 

CP， DANTE and shaped. pulses can be 

combined to achieve selective excitation (Figure 2). When not special1y described， the 
on-resonance frequency of the spin locking is on the center of the spin pairs of interest. 

The spec仕awere recorded on a Chemagnetics CMX・400NMR spectrometer equipped 

with a 7.5 mm or 4 mm double-resonance probe. The samples used are 99% 13C-enriched 

s-alanine and natural abundant adamantane. 

Keywords: Homonuclear Cross Polarization， Dipolar Coupling， J coupling， 

(Results and Discussions) 

-184 -



Homonuclear cross polarization through dipolar interaction 

s-alanine has 3 chemically inequivalent carbons. 

However， only 2 peaks can be observed in the 13C 

NMR spectrum because the resonances of the 2 CH2 

.loms 

J5会

).}9 

輔 、 一 砂 場

groups are overlapped (35.5ppm). The spectra of n聯

homonuclear cross polarization experiments of 
唱齢 禽

βalanine under MAS speed of 3 kHz with various 

contact times are shown in Figure 3. No proton 

decoupling was applied during the spin locking. 

When the contact time is in the range of 1 ms to 16 

ms， the intensity of the peak of carbonyl carbon is 
increased with the increase of contact time， indicating 

a勿picalCP phenomenon. 

Homonuclear cross polarization 

coupling 

through J 

Adamatane (ADM) is a soft solid material. The 

I3C MAS (5kHz) spectrum of ADM shows a 

liquid-like high resolution， rendering that the 

anisotropic interaction is completely suppressed by 

molecular motions. In the homonuclear cross 

polarization spectra of ADM， a doublet signal with a 

split of about 30 Hz can be observed. The doublet is 

due to the J-coupling between directly bonded CH 

and CH2 carbon. The presence of the J-split indicates 

that the residue homonuclear dipolar interaction is in 

a negligible level comparing with the J-coupling. It is 

therefore concluded that the homonuclear cross 

polarization occur through the J-coupling rather than 

the residue dipolar coupling. When the MAS speed is 

higher than 10kHz， the efficiency of the homonuclear 

cross polarization of ADM is not decreased. This also 

liJ羽毛.~.

:Sir鳩

rもm-s

‘ふムムJ

0， 宅ふ . o. 

d、四ι“ゐ鋤・a

1脱 臭 母 方事心jし以
f~nl'Hl.!J "l:_~tp: ，を事 PUJl1tHJ ・‘'・ P' lJ l き 1"1'・"

引UO!沢1 2~)昨日H P時一刻 11 知 ~.âüO
i1i'>明

Fi息lre3. The spectrum of selective ~9monuc1ear 
Hartmann-Hahn method in 13C-enriched 
beta.同alaninewith the homonuclear-eomtact tIme 
from 1 ms to 16 ms. The MAS speed is 5kHz 

線

Fi忠lre 4. The 0仔set dependence of the 
homonucJear cross polarization 

supports our deduction because J-coupling is an isotropic interaction and will be not 

suppressed by MAS. 

The homonuclear cross polarization of ADM is found to be very sensitive to the 

frequency offset of the spin locking pulse. It is due to that J coupling is much weaker than 

dipolar coupling. 

By applying the proton decoupling during the spin locking time， effective homonuclear 

cross polarization can also been achieved on s-alanine at MAS speed higher than 11 kHz. In 

that case， the homonuclear cross polarization is induced through J coupling as well as residue 

dipolar interaction. 
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Introdnction 

Solid圃 stateMAS NMR of membrane integrating protein， 
H七ATP synthase subunit c 

M. Kobayashi， 1. Yumen， T. Fujiwara， and H. Akutsu 

1nstitute for Protein Research， Osaka University 

CREST JST， Suita， Osaka 565-0871 

Solid-state NMR (SSlぜMR)for structural determination of biomolecules has been rapidly 

developed in the last decade. Our target protein for structural analysis is H七ATP synthase 

subunit c from E. co/i (79 residues). One of the recent strategies for structural determination 

of peptides and proteins by SSNMR is the analysis of uniformly [¥3C， 15N] labeled samples 

under magic-angle spinning (MAS). Proteins in microcrystaIline states provided high 

resolution spectra， leading to successful signal assignment for smaIl proteins. The 

crystallization of membrane proteins is usually performed in the presence of a surfactant. 

However， the structure and function of a membrane protein in detergent miceIles may be 

different from those in membranes. 1t is important to apply the SSNMR method to a 

membrane protein in non-crystaIline membranes. 

1n SSNMR spectral analysis of transmembrane proteins， small dispersion of the NMR 

signals could be a problem. GeneraIly， the amino acid composition of an integral membrane 

protein includes more hydrophobic residues with low variet)人 SmaIltransmembrane proteins 

prefer α-helical conformations， which lead to signalover1apping because of similar secondary 

shift. To overcome this problem， the inter-residue correlations are mandatory. 1n the case of a 

uniformly labeled sample， we can obtain an aIl inter-residual aliphatic carbon correlations. 

Spectral simulation can be applied to assign the signals and to determine the secondary 

structure of a uniformly labeled sample. 

The structural analysis of subunit c in membranes by SSNMR is our final objective. First， 

we have investigated the pure subunit c in the solid state becausethis sample gaveintense 

signals due to small sample volume. Following this， we prepared membrane embedded 

samples by detergent dialysis method. We can evaluate the membrane protein folding in 

reconstitution procedure by observed chemical shift. Preliminary secondary structure analysis 

of subunit c in lipid bilayer was performed on the basis of intra-residue I3C correlation 

spectrum. 

Experimental 

We performed 2D I3C homonuclear correlation experiments with RFDR and SPCz5， and a 

heteronuclear correlation experiment， an N-CαCs one， to obtain the intra圃 residuecorrelation. 

Keywords: 

solid-state NMR， MAS， membrane protein， signal assignment， secondary structure 
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In order to obtainthe inter-residue correlation， 2D and 3D Ni+1一(C'CαcI¥and2D (CαCs)i+l-

(C'CαCs)i experiments were performed.Most spectra wererecorded at 11.74 T. RFDR and 

3D Ni+1-C';-Cαi correlation spectra were recorded at 14.09 and 16.44 T， respectively. Dipolar 

interactions for 13C and 15N transferred the magnetization during the mixing period. The 

initial magnetization was prepared by cross-polarization from the proton magnetization. 

We utilized structure-based chemical shift prediction programs， SHIFTS， SHIFTX， and 

PROSHIFT to analyze structure-dependent shifts. Spectral simulation based on the prediction 

of chemical shifts and the calculation of cross peak intensities was performed. Optimized 

simulation spectra were obtained so as to minimize RMSD between experimental and 

simulation spectra. ln order to predict backbone dihedral angles中and'l' from the chemical 

shifts of 13Cぺ13Cs，13C'， and 15NH， we utilized the TALOS program. 

Results 

The protein took on a unique structure even in the soli:d state from the 13C JineWidths of 

about 1.7 ppm. On the basis of several inter-and intra-residue 13C_13C and I3C_15N chemical 

shift correlations， 78% of Cぺ72%of Cs， 62% of C' and61 % of NH signals were assigned， 

which provided the secondary structure information for 84% of the 79 residues. Here， 

inter-residue aliphatic carbon correlation involving Gly， Ala and inter-residue heteronuclear 

correlation involving Gly， Pro， and a higher resolutionin the 3D sp田trumWere useful for the 

sequenωspecific assignment. Prediじ匂dbackbone dihedral angles and the deduced seむondary

struむ旬reof subunit cbased on 制 id-s協官官官官、 u..................;"，00000000  .... 

the optimized. . simulation 間盟 関知rf品問止ぽ在品足品ftY府
spectrum were shown. It 

revealed that the subunit c in 

the solid state could be 

specified by α・heliceswith a 

loop structure in the middle (at 

sequence 41-45) as in the case 

of the solution structure in 

spite of additional extended 

conformations at 76-79 at the 

C-terminus; In view of the 

distorted signal shapes and 

suppressed signal intensiti巴s

forM17G18Ll9， thispartmay 

take 

conformations. 
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Predicted backbone dihedral angles and the deduced 

secondary structure of subunit c based on the optimized 

simulation spectrum. The dihedralangles，中 and1jI， were 

predicted by TALOS. 
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Pressure effects on retinaI isomerization and protein dynamics in 

bacteriorhodopsinby fast magic angle spinning solid-state NMR 

o lzuru Kawamura1 
YoshiakiDegawa1 Satoru Tuzi

2 
Katsuyuki Nishimura

3 

Hazime Saito
4 
and Akira Naito

1 

1 Graduate School of Engineering， Yokohama National University， 

2 Department of Life science， Uniν'ersityoflかogo，

3 Institute for Molecular Science， 4CenterタrQuantumL俳 Science，Hiroshima Universif)ノ

Magic Angle Spinning (MAS) is a standard technique to obtain high-resolution spectra by 

solid-state NMR and the rotation frequency of 50 kHz is now available. Ther巴 area lot of 

points to be considered such as the efficiency of dipolar decoupling (DD) and cross 

polarization (CP)， sample temperature and pressur巴forsample etc. in fast MAS experiments. 

Especially， pressure effects on hydrated f1uid sample as membrane proteins have not been well 

considered although it is an important parameter. Bacteriorhodopsin (bR) is a membrane 

protein with retinal in purple membrane. We have detected pressure effects for 

[V5NjLys・labeledbR by a fast MAS NMR. In the 15N CP-MAS NMR spectra， both aU-trans 

and 13-cis， 15・synretinal configurations have been observed at 148.0 and 155.0 ppm， 

respectively at血eMAS仕equencyof 4 kHz in the dark. The signal int怠nsityof 13・cisretinal 

at 155.0 ppm was increased when the MAS frequency was increased to 12 kHz aud 

subsequently decreased to 4 kHz. It is， therefore， demonstrated that increased pressure induced 

by fastMAS企equenciesgenerated isomerization from all-trans to 13・cisretinal in bR. 

1. Bacteriorhodonsin 

Bacteriorhodopsin (bR)， from Halobacterium salinarum， is a 26回喝格榔

membrane protein that consists of 7回 nsmembranehe¥ices with a 

retinal covalently linked to Lys216 through protona旬dSchiffbase. BR 

absorbs light to cause retinal photoisom巴riza討onfrom aII-trans to 

13-cis， 1 5-anti state foIIowed by unidirectional cycIe of proton transfer 

reactions. The retinal ∞nfiguration in the d町k-adaptedbR coexists as 

aII-trans and I3・cお， 15-syn states with the isomeric ratio cIose to 1 Figure 1. Is四nerizationpathways between 

(Figure 1). When light is iIIuminated， the population of alI・transstate 13-cis， 15-syn and all-trans retinal 

is increased. This aII-trans populated state is a light adapted state. The configurations in bR.百leNMR signals of 

population of 13-cis， 15-syn stat疋 canbe increased when the pr官ssureIS the protonated Schiff b田e(ーC~N-) are a 

appIied in the dark. Here， we caII this 13-cis populated state a pressure 田 sitiveprobe in the changes of問tinal

adapted on直， which has not been weII characterized yet. 

Key words; Solid state NMR， Fast MAS， Pressure Effects， Bacteriorhodopsin， Retinal Isomerization 
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2. Materials & Method~ [c_15N]Lys_， [3-13C]Ala-ィ[1-I3C]Val-bRin purple membrane were used for 

this study. The sample was e況cesshumidity pellets and placed in 4.0 mm o.d. Zr02 rotor for fast MAS 

experiments. ln situ continuous Iight-illumination was made through optical fiber from outside of magnet to the 

top part of rotor in which the top part was tightly sealed with a cap made of optical fiber glued to the rotor，ω 

activat疋 bRby Iight and to prevent dehydration of sample during rotor spinning. Photo-iIIumim託ionin the Zr02 

rひtorwas achieved without cont耳ctbetween optical fibぽ andoptical fiber cap while MAS measurements. The 

spinning frequencies were varied in the range of 4-12 kHz and 900 p叫sewas 5.1μs. Probe setting tempera旬re

was set at 293K during MAS experiments of vari叩 srot刀r合官quencies.Variable amplitude CP with two pulse 

phase modulation (TPPM) decoupling was employed for CP-MAS experiment. 15N chemical shift was 

extemaHy referred to 11.59 ppm for the amino nitrogen of glycine fonn NH4N03. Sample tempera旬reon MAS 

仕equencieswas calibrated using PbN03 prior to the series of experiments. Pr巴ssureon社lesamples was 

naturally applied by the centrifugal force induced by MAS frequency. Since the cen仕ifugalf<ぽce1S propωtional 

to the diamet巴rof rotor and the square of rotor frequency， pressure of inner wall of the Zr02 rotor can be 

estimated 80 atm for the企巴quencyof 12 kHz 

3. Results & discussio!! Figure 2 (A)・(D)show the 15N CP-MAS NMR sp民国 of[c_15N]Lys-bR in the 

spectral range b巴tween100 and 200 ppm. Both 15N NMR signals due ω all-trans and 13・cisretinal 

configurations in the dark were observed at 148.0 and 155目oppm 

under the MAS frequency of 4 kHz (Fig. 2(A)). When the MAS 

仕equencywas increased up to 12 kHz， the 15N NMR signals of 

Schiff base of retinal showed broadening (Fig. 2 (B)). The signal 

intensity of the 13・cisretinal at 155.0 ppm increased as the MAS 

合equencywas decreased仕om12 to 4 kHz (Fig. 2(C)). Retinal 

con白伊rationscaused hysteresis by the fast MAS experiments. 

When temperature was increased to 313K corresponding to the 

temperature at 12 kHz and subsequently decreased to 293K by 

keeping the rotor speed of 4 kHz， the signal of 13-cis was not 

increased. These results cIearly indicate thatisomerization from 

all-trans to 13 -cis occur in the presence of pressure about 80 atm. A 

white light was irradiated continuously to bR and significant 

increase of the signal of all-trans was observed (Fig. 2(D)). In 

concIusion， the proportions of retinal isomers are the same as the 

dark-adapted state bR， which is shifted from all-trans to 13-cis rich 

state by the application of pressure and from 13-cis to all-trans rich 

state by the photo-iIIumination. Pressure induced dynamical and 

conformational change of bR wil¥ be discussed in terms of retinal 

isomenzatlOn. 
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labeled bR at乱1AS企equencyof 4 and 12姐h((A)
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decreased from 12 kHz to 4妊Iz(C). In si.加 light-

irradiation measurement(D). 
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lnhibition of phospholipase C-O 1 acti vity by U73122 studied by 

solid state NMR spectroscopy 

OSatoru Tuzi， Masaaki Nakano， Maiko Hasegawa， Masashi Okada， and Hitoshi Yagisawa 

Graduate School of Life Science， University of Hyogo 

1-[6[[17s-3-Methoxyestra・1，3，5(1O)-trien-17司 yl-]amino ]hexyl]-IH-pyrrole-2，5-dione 

(U73122) is widely used as a selective phospholipase C (PLC) inhibitor ωstudy the signal 

transduction mechanism in the cell. Addition of U73122 in a buffer surrounding the cell to 

make the final concentration to 10μM is known to inhibit the intracellular PLC activity. A 

molecular mechanism of the inhibition of the PLC activity by U73122 is， however， sti11 

remains unc1ear. ln this study， we investigated eff白tsof U73 1 22 on the structure and 

dynamics of PLC・o1 by using mass spectroscopy and solid state NMR spectros∞py. PLC-・oI

is inc1udほdin the signal transduction pathway， and hydrolyzes phosphatidylinositol 4，5-

bisphosphate (PIP2) in the plasma membrane as a response to an increase in the intracellular 

Ca2+ concentration to produce the second messengers， diacylgly印 roland inositol 1人5-

trisphosphate. 

Experimental procedure: Rat PLC-ol was expressed in E. coli grown in complex or M9 

media containing 20 amino acids. ¥3C labeled alanine was introduced into the PLC"o 1 as a 

probe for J3C NMR spectroscopy by replacement of alimine in theM9 medium by [3-

I3C]alanine. For the mass spectros心opy，PLC-ol was treated with U73122 or U73343 in 20 

mM  MES buffer (pH6.5) for 30 min at 20oC. Mass spectra were obtained for an intact， 

U73122 treated-and U73343 treat吋ーPLC-olwith Voyager MALDI TOF-mass spectroscopy. 

Hydrolyses of phosphatidylinositol (PI) in vesic1es (molar ratio of PC:PI:PIP2 = 75:20:5) by 

PLC-d 1 in the presence and the ab叩 nceof U73122 were tra∞d by changes in intensities of 

31p NMR signals of出einitial product of the PI hydrolysis， inositol 1，2-cyc1icphosphate (IcP) 

and the final product formed from IcP by PLC・o1，inositolphosphate (IP). The hydrolysis was 

started by addition of CaC12 to叫lIevethe final concen佐伯ionof 1 fAM into the susp叩 sion(20 

mM MES (pH6.5)) containing PLC明 oland the PC/PIIPIP2 vesicle. Cross polarization-magic 

angle spinning (CP-MAS) and single pulse excitation dipolar decoupled四MAS(DD-MAS) 13C 

NMR spectra of the membrane bound PLC-o 1 were measured for PLC-o 1 forming complex 

with PIP2 in the vesic1es (PC:PIP2 = 95:5) suspended in 20 mM MES buffer (pH6.5) without 

ca2へ31pand 13C NMR spectra were obtained with Chemagnetics Infinity-400 spectrometer 

Key words: soIid state NMR， phospholipase C-ol， U73122， signal transduction， inhibitor 
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(13C: 100.6 MHz) at 20oC. 

Results and Discussion: An increase in mass of PLC-dl treated with U73122 revealed 

that about five U73122 molecules were attached to PLC-ol through covalent bonds. These 

chemical modifications of the PLC-d 1 are ascribed to reactions between a maleimido group of 

U73122 and the sidechains of Cys residues exposed to the surface of PLC-d 1. No change in 

mass was induced by U73343， an analog of U73122， in which the maleimido group is 

replaced by a succinimido group. The time course of 31p NMR spectra indicated that 10μM 

U73122 does not entirely abolish the hydrolysis activity of PLC・d1.A rate of formation of IcP 

from PI was， however， markedly reduced， whereas a formation rate of IP and a final amount 

of IP were not affected by U73122. This suggests that U73122 reduces efficiency of 

hydrolysis of the membrane embedded PI by PLC-dl. Similarity of DD-MAS 13C NMR 

spectra of [3-13C]Ala labeled intact-and U73122 treated-PLC-dl revealed that no drastic 

change in the conformation of PLC-δ1 is induced by U73122. CP-MAS 13C'NMR spectra 

were， however， remarkably affected by the treatment with U73122. As shown in Fig. 1， an 

increase in the cross pol紅 izationefficiency between lH and 13C in either the lipid or the 

protein was induced in the presence of U73122. This suggests that the interactions between 

thehydrophobic steroid moieties 

of U73122 covalently linked to the 

surface of PLC-dl and the 

hydrophobic inner layer of the 

membrane anchor PLC-dl at the 

membrane surface. The membrane 

insertion of U73122 may restrict 

orientation and motional freedom 

of PLC-d 1 at the membrane 

surface and reduce efficiency of 

collision between the active site 

and the substrate embedded in the 

membrane. 200 

A 

B 

C 

-a  ----. 

旬-刷輔副同

150 100， . 50 
(ppm) 

.唱。
Fig. 1 CPMAS 13C NMR spectra of PC/PIP2 vesic1e (PC:PIP2 = 

95:5) (A)， intac1 PLC-δ1・ PC/PIP2vesic1e complex (B)， and PLC-dl 

treated with U73122 -PC/PIP2 vesic1e complex (C) suspended in 20 

mM MES buffer (pH6.5) in the absense of Ca2+. An astarisk indicates 

the signals of [3-13C]Ala residues. 
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固体 lHMASNMRによる

ウシラクトフェリシンと酸性リン脂質二重膜との

特異的相互作用解析およびその抗菌作用の解明
0梅山万左子吉良敦史 2 内藤品 1

(1横浜国大・院工 2アルパック)

Interaction of Bovine Lactoferricin with Acidic Phospholipid Bilayers 

and Elucidation ofits Antimicrobial Activity as Revealed by Solid-state 1Il MAS NMR Spectroscopy 

OMasako UmeyamaJ， Atsushi Kira2， Akira NaitoJ 

[ Introductionl 

JGraduate School ofEngineering， Yokohama National University， 

2Research and Development Division， UL V AC. Inc. 

Bovine lactoferricin (LfcinB) is an antimicrobial peptide released by pepsin cleavage of 

lactoferrin. It consists of25 amino acid residues with the sequence ofPhe-Lys-Cys-Arg-Arg5-

Trp-Gln-Trp-Arg-Met10-Lys-Lys-Leu-Gly-Ala15-Pro-Ser-Ile-Thr-Cys20-Val・Arg-Arg-Ala-Phe25

forming a disulfide bond between Cys3 and Cys20. In this work， we investigated the specific 

interaction of LfcinB with acidic phospholipid bilayers with the weight percentage of 65% 

dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG)， 10% cardiolipin (CL) and 25% dimyristoylphos-

phatidylcholine (DMPC) as a mimic of cell membrane of Staphylococcus aureus by means of 

quartz crystal microbalance (QCM)， solid-state 31p， 13C and lH NMR spectroscopy. Moreover， 

it was elucidated by means of potassium ion selective electrode (lSE) that a molecular 

mechanism of the antimicrobial activity of LfcinB could be attributed to the pore formation 

induced by LfcinB. 

A combined study of solid-state 31p DD-static and lH MAS NMR separately provides 

d戸tamicproperties of polar group and acyl chains in lipid bilayers， respectively. Gel-to-liquid 

crystalline phase transition temperatures (Tc) in the mixed bilayer systems were determined 

by measuring the temperaωre variation of relative intensities of acyl chains in 1 H MAS NMR 

spectra. Changes of chemical shift was observed at CH(s) peak of phospholipids in lH MAS 

NMR spectra to be caused by ring current effect from Trp. These results suggest that Trp 

residues exist at the interfacial region of acidic phospholipid bilayers. 

【Materialsand m.ethods】
LfcinB was synthesized by means of a solid phase method. After removing protecting 

groups and cleavage企omthe resin， the synthesized peptides were purified using a high 

performance liquid chromatography (HPLC). The disulfide bridge between Cys3 and Cys20 

Keywords: Antimicrobial peptide， Acidic phospholipid bilayers， Solid-state lH MAS NMR 

spectroscopy， Gel-to-liquid crystalline phase transition， Ring current shi食
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was formed by air oxidation at pH 8.5 and then the crude LfcinB was purified by HPLC. A 

mixture of 65% DMPG， 10% CL and 25% DMPC was dissolved in the solvent with 

chloroform and methanol. The solvent was subsequently evaporated in vacuo， followed by 

hydration with Tris buffer (20 mM  Tris， 100 mM NaCl and pH 7.5). A freeze-thaw cyc1e was 

repeated， followed by incubating the samples for ovemight at 40 oC. 

[Results and discussion】

QCM measurements were performed to show that 

affinity of LfcinB for acidic phospholipid bilayers was 

higher than that for neutral phospholipid bilayers. It was 

also revealed that the association constant of LfcinB was 

larger than that of lactoferrin. 

31p DD-static NMR spectra indicated that LfcinB 

interacted with acidic phospholipid bilayers and bilayer 

defects were observed in the bilayer systems because 

isotropic peaks were c1early appeared. Gel-to-liquid 

crystalline phase transition temperatures (Tc) in the 

mixed bilayer systems were determined by measuring 

the tempera旬revariation of relative intensities of acyl 

chains in 1 H MAS Nl¥侃 spectra(Fig. 1). Tc values of 

DMPC， acidic phospholipid and LfcinB幽 acidic

phospholipid bilayer systems were determined to be 

23.0
0

C， 21.50

C and 24.0
o
C， respectively (Fig. 2). 13C 

DD-MAS NMR spectra indicated出atLfcinB intera心ted

with the part of glycerol group Cαin 

phosphatidylglycerol of phospholipids. Moreover， 

changes of chemical shift caused by ring current effect 

from Trp were observed at CH(s) peak in lH MAS NMR 

spectra. These results suggest that Trp residues exist at 

the interfacial region of lipid bilayers. 

To characterize the bilayer defects， potassium ion 

permeation across the membrane was observed by ISE 

measurements. The experimental results suggest that 

LfcinB caused pores in the acidic phospholipid bilayers. 

Because these pores lead the permeability across the 

membrane， the molecular mechanism of the 

antimicrobial activiりrcould be attributed to the pore 

formation in the bacterial membrane induced by LfcinB. 
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Fig. Temperature variation of 

solid-state lH MAS NMR spectra of 

acidic phospholipid bilayers. The 

signals with arrow indicate the 

methylene protons of acyl chains. 

トl 引阪24.0"C

o 
笥 . . 舗
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Fig. 2 Plot ofTelative intensities of lH 

MAS. NMR signals of m巴thytene

protons of acyl chains in 

LfcinB・acidic phospholipid bilayer 

systems. Tc values of LfcinB-acidic 

phospholipid bilayer systems were 

determined by taking the mid points of 

the curves of the intensity variations. 

[Referencesl M. Umeyama， A. Kira， K. Nishimura， A. Naito， Biochim. Biophys. Acta (2006) in press. 
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lnduction of Morphological Changes in Model Lipid 

Membranes andthe Mechanism ofMembrane Disruption 

by a Large Scorpion-derived Pore-forming Peptide 

Kaoru Nomura*， Gi11es Fe町atμ，Terumi Nakajima*， Herve Darbon#， Takashi Iwashita* 

and Gerardo Corzo*t 

Shimamoto-Cho， 

UMR 6098 and 

*SuntoryιInstitute for Bioorganic Research， Mishima-Gun， 

Wakayamadai ト1・1，Osaka 618・8503，Japan. # AFMB， CNRS 

Universites d'Aix-Marseille 1 and U， 31 Chemin Joseph Aiguier， 13402 Marseil1e 

Cedex 20， France tInstitute of Biotechnology-UNAM， Av. Universidad 2001， 

Cuemavaca， Morelos， 62210， Mexico. 

The orientation and pore-forming mechanisms of pandinin 1 and 2 (pinl and 

pin2) 1， which are antimicrobiaI peptides isolated from venom of the A企icanscorpion 

Pandinus imperator， were studied using 31p， 13C， lH solid-state and multidimensional 

solution圃 statenuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy 2， 3. A high-resolution 

NMR solution structure of pin2 has knoWll to be composed of a single ルhelix，whereas 

pinl has the two distinct α・helicalregions moving around the central hinge region 
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Figure 1. 31p NMR spec住aof 

dispersions of four kinds of 

saturated phosphatidyI-cholines， 

DLPC， DMPC， DPPC， and DSPC， 

in the (a) absence and (b) presence 

of pitll (P/L=1:20) at various 

temperatures. 

Key words : antimicrobial peptides， membrane disruption， solid-state NMR 
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Figure 2. Proposed models for orientation and location of 

(a)pinl and (b) pinl(1-18) in DPPC lipid bilayer above Tm• 

which contains pro19. 31p NMR spectra of lipid membrane in the presence of pinl at 

various temperatures indicated that pinl induces various lipid phase behaviors 

depending on the acyl chain length and charge of phospholipids. Notably， it was found 

that pinl induced formation of the cubic phase in shorter lipid membranes above Tm• 

In contrast， in the presence of pin2， it was found that membrane lysis occurres at 

temperatures below the liquid crystal-gel phase transition ofthe lipid bilayers. lH MAS 

chemical shift measurements suggest that pinl is located at the membrane-water 

interface approximately paral1el to the bilayer surface. Solid-state NMR results 

correlated wel1 with the observed biological activity of pinl in red blood cells and 

bacteria. On the other hand， differential scanning calorimetry measurements showed 

that pin2 induced negative curvature strain in lipid bilayers. The 13Cchemical shift 

values of synthetic pin2 labeled at Gll， Gll， Leu12， Phe17， or Ser18 under static or slow 

magic angle spinning conditions， indicate that pin2 penetrates the membrane with its 

average helical axis perpendicular to the membrane surface. Furthermore， amide H-D 

exchange experiments of 15N_Ala4， Gly8， and Ala9 triply labeled pin2 suggest that this 

peptide forms oligomers and confirms that the N-terminal region creates membrane 

pores. 
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New two dimensional triple resonance NMR experiments 

without necessity of isotopic labeling 

Micha1 MALON， Hiro戸IkiKOSHINO 

RIKEN (The Institute ofPhysica1 and Chemica1 Research)， 2-1 Hirosawa， Wako， 

Saitama 351-0198， Japan 

Two dimensiona1 trip1e resonance NMR experiments have been exp10red in this study with 
the aim to overcome limitations of classica1 HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) 
experiment. Applications can be found in the field of NMR spectroscopy of organic， 

organometallic and inorganic compounds， synthetic as well natural compounds. 
Experiments corre1ating three magnetically active nuclei may be based on INEPT 

(Insensitive Nuc1ei Enhanced by Polarization Transfer) transfer and following HMQC 

(heteronuc1ear multiple quantum correlation) experiment [1]， or two consecutive INEPT 
transfers [2]. I:IXY-experiments exploiting indirect proton detection allow us to study one or 
even two mag~eticaI1y diluted half-spin nuclei such as 13C (1.07 %)， 15N (0.37 %)， 29Si (4.68 
%)， 1!9Sn (8.59 %)， 183W(l4.31 %)， 195pt (33.83 %) and others， at natural abundance. Spectra 
can be measured as original 3D-experiments or one evo1ution period may be removed which 
results in 2D experiments using trip1e resonance. This approach is favourab1e in case that on1y 
one or a few nuclei of X-type are present in the studied compound. Then， significant 
experimental time will be saved. 
The INEPTIHMQC experiment. Up to now， the pulse sequences based on the 

INEPT/HMQC scheme have been used in the case of HCP [1]， HCF [3，4] and HPW [5] 
，experiments. All the experiments use advantage of two nuclei in a 100 %-natura1 abundance 
eH， 31p or IH， 19F) providing excellent sensitivity. Used coup1ing constant values， 
dimensionality and other details are listed in Table 1. 
The double INEPT experiment. Pulse sequences based on the double lNEPT sch巴mehas 

been used in the case of HCP [6]， HPC [5] and HPN [5] experiments， but more interestingly， 
they have been shown to be effective in the case ofHCSi [7，8，10]， HCSn [9] and HCPt [11] 
experiments (Table 1). These experiments correlate protons to two magnetically diluted nuclei 
without necessity of isotopic labeling and provide excel1ent results. However， it' s worthwhile 
to emphasize that those studies usually exploited 1 JCH and relatively large "JXY. 

Keywords: triple resonance; two dimensional; natural abundance; long-range correlation; 
proton detection 
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Table 1. Published applications of2D or 3D triple resonance experiments. 

Type of experiment Experiment Compound JXH Jxy Reference 

(dimensionality) (value， Hz) (value， Hz) 

INEPT/HMQC HCP (3D) diphbsphine lJ (160) 2J (20) [1 ] 
lNEPT/HMQC HCF (3D) polymer lJ (152) 2J (40) [3，4] 
INEPT/HMQC HPW (2D) W(O)-complex 2J (44) lJ (300) [5] 

lJ (10) 

Double lNEPT HCP (3D) oligonucleotid巴 lJ (167) "J (19) [2] 
Double INEPT HCP (3D) polymer lJ (140) lJ (60) [6] 
Double INEPT 日CSi (3D) polymer lJ (140) 2J (5) [7] 
Double INEPT HCSi (3D) polymer lJ (140) lJ (60) [8] 

2J (7) 

Double lNEPT HCSn (3D) polymer lJ (140) lJ (310) [9] 
2.3J (50) 

3 J (20) 

Double INEPT HCSi (3D) pol戸ner 1J (140) lJ (96) [10] 
"J (13) 

"J (5) 

Double lNEPT HCPt (2D) Pt(II)ーcomplexes lJ (140) 4J (35，30) [11] 
Double INEPT HPC (2D) cyclic carbene 4J (8.1) "J (40) [5] 
Double INEPT HPN (2D) azide "J (7) "J (25) [5] 
Double lNEPT HPN (2D) diazaphosphole 2J (50) ツ(15) 回

We have adapted the pulse sequences described in the literature and examined both groups 

of experiments. We have tested and evaluated the pulse programs using HPC， HCP， HSiC and 
HCSi experiments and focused on using long-range coupling constants， both "J(H，X) and 
"](X，Y)， which were not studied intensively before. Consequently， some slight modifications 

inc1uding application of additional pulse field gradients (PFG) ， spinlocking and more 
complicated phase cyc1es had to be done to improve efficiency， artifact and strong t，-noise 
suppression. Finally， we have developed pulse progranis based on the INEPTIHMQC and 

double lNEPT schemes which allow us to correlate protons indirectly to the third nuc1eus (Y) 
up to 5 or 6 bonds in case that long-range coupling constants "]HX and "]xy are used. 

Th巳2D-HXY-INEPT/HMQCpulse sequence diagram is shown in Figure 1. Experimental 

details are inc1uded under the diagram. 

H O.ll4JXHEω • o .DIJ4J瓦白書問1

X 量 • 向日 置.
明日

Y 
i M1'FJ 

Gs 

Gz 

J<1g醤re1. The 2D羽XY~INEPTIHMQCpulse 8equ朗 cediagram‘Openand 80lidrectangles 
repre諸問.t90 and 1自odegre邑pulses.respectively. Composite仰 Ise..'l(90xJ24Oy/90x) are favollrable 
instead of 180 degrec予ulse耳app1iedto X nucleus. G1語ildG2 arepulse field gradi叩 t5U自己dfor 11‘y 

gradient selection朗 dthe ratio 01' gradient草trengthshasωbe証sfollows; 02需 2G1if})/ズ11).Gs 
削 dSL氏、presenthOl11ospoi! gradien路島ndspinl<x‘lal1草，respectively，used to improve the suppassion 
of Ul1wanted magnetization. Heteronuclear decoupling may be applied to X， Y or both X and Y during 
acquisitio段、 Spectraare processed in tbe magnitude modc in Pl， 
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The 2D-HXY-double INEPT pulse sequence diagram is depict巴din Figure 2. Details are 
described under the pulse sequence. 

Hri仰を'11!4JXfl，喜dl

X I 01綿自問守口
E o It1lZ 

a 
E 

zt仇置問主i

rkEWHE E 
o I 

聾

邸
内

w
菌
類

Y ~ 
Gz 聾 量 量

Figure2.会 The2D~HXY-dollble INEPT pulse sequence diagram. Open and solid rectangle-s represellt 90 
and 180 dcgrec pulscふ f保持ctively.Com伊sitcpul葺es(90xJ240y!90x) arc favourabJc instead of 1.80 degree 
pul総 sapplied to X and Y nuclei. G 1 and G2 are pulse field gradients used ぬrH-Y gradient selection and 
the ratio of gradicnt stren;斜18has to be as fotlows: 02盟 2Gly(Yji';(lJ).To achicve P/N-typc総 lection，G2 
おi抑制cdt()r evety other FlD. Gs and 8L r叩.resenthomospoil gradients ilnd叩inlocking，res持ctively，
used to improve the suppression of unwant叫 magn凶zation..Heteronuclear d巴coup1ingmay be applied to 
X， Y Of both X and Y during acquisition. Spectra ar哲proωssedin the phase総 nsitivemode (Ec誌かAηtiecho
or PN-ty抑)i扱FL

As an example， usefulness of the 2D-HSiC-double INEPT experiment will be demonstrated 
on silicon containing compound 4・(tert-butyldimethylsiloxy)phenoL The structure of 
compound is very simple， but the assignment of aromatic carbon signals based on classical 
2D experiments is very difficult. Aromatic ring is characterized by four 13C signals at 115.98， 
120.80， 149.34 and 149.71 ppm. Former two signals belong to two methine carbons， while 
latter two are quatemary carbons. The 'H-"C-PFG-HMBC experiment did not provide any 
correlationfrom tert-butyldimethylsilyl portion to aromatic carbons. Moreover， aromatic 
proton signals are severely overlapped which complicates analysis. We decided to use triple 
resonance experiment and measured the phase sensitive 2D-HSiC-double INEPT experiment 
described above (Figure 2). The resultant spectrum， structure of the compound and used 
acquisition parameters are shown in Figure 3. The spectrum revealed correlation signals from 
both groups ofmethyl protons to methine carbon at 120.80 ppm which is three bonds far仕om
silicon atom， and to quatemary carbon at 149.34 ppm which is two bonds far仕omsilicon. 
When th巴 measurementwas repeated using "JCSi value optimized to 1.7 Hz， the quatemary 

，carbon signal was. significantly suppressed， but weak correlation to another methine carbon 
was apparent (115.98 ppm). Thus， methyl protons of tert-butyl group were indirectly 
correlated to carbon via seven bonds. 

All the spectra are recorded on a JEOL ECA 600 ~位fz NMR spectrometer equipped with an 

5mm inverse triple-resonance lH/13CIX prob巴head，where X can be tuned over the range of 
resonance frequencies企om31p (242.9 -MHz) to 15N (60.8 MHz) ， and z-axis pulse -field 
gradients. 
Although the. pulse sequences of 2D triple resonance experiments are related to 3D 

experiments， the measurement itself and dataprocessing are based on routine knowledge of 
2D experiments. Thus these experiments are available to common NMR users and can be 
useful in the study of suitable organic， organometallic and inorganic compounds. 

More detailed information about experiments and other interesting applications will be 
presentedduring the Annual Meeting. 
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;Figure 3.抑制ionsofthe lH detected 2D_1H_29Si_
J3
C・doubleINEPT 仰 Telationspectrum 

of4・(tert-butyldimethylsiloxy)phenoI.Parameters were adjusted as follows:γ~Si = 6.7 Hz， 

メSi= 2.5 Hz， G I:G 1 :G2 = 60:60:30.18%， Gs = 75%， durations ofPFGs were 1 ms， relaxation 

~elay 2.5 s， 16 scans， 64 increments 
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異性体混合試料に対する DOSY法によるシグナル分離

(日本電子(株)・応用研究グループ。 1、

日産化学工業(株)・分析研究部 2、千葉大学・分析センター3、

横浜国立大学・分析機器評価センター4)

0棲井智司 1、敷井和彰 2、内海博明 1、関宏子 3、中越雅道 4

Separation of signals by DOSY for mixtures of isomers 

(Application & Research Group， JEOL Ltd.l， 

Analysis Research Dept.， Nissan Chemical Industries Ltd人

Chemical Analysis Center， Chiba University円

InstrumentalAnalysis Center， Yokohama National University4) 

Satoshi Sakurai1， Kazuaki Shikii2， Hiroaki Utsumil， 

Hiroko Seki 3， Masamichi N akakoshi 4 

The DOSY is a technique to separate the NMR spectrum for the mixture by using 

the difference of the self-diffusion coefficients. Therefore， it was thought that the 

separation for mixture which species have closed molecular weights is not enabled 

because those diffusion coefficients are very c】osedalso. But， in previous this 

meE:)ting， we proved DOSY method is useful for separating the spectrum of 

mixture which species have closed molecular weights. We think that this 

difference of diffusion coefficients are caused from the differences of volume and 

the interaction for solvents. Then， we examined the key factor of the difference of 

the diffusion coefficients by using the mixture of the isomer. In the results， we 

confirmed the possibility of a spectrum separation by the DOSY method. 

【緒言]DOSY法は、分子の自己拡散係数の差を利用して、混合試料中の NMRスベ

クトルを分離する手法である。このため、分子量が近い試料開の分離は、拡散係数が

近いため行えないという認、識が一般的で、あった。昨年の本会で、我々はエストロンと

8・エストラジオールの混合試料(分子量差:2)、およびミリスチン酸イソプロヒ。ル

とジヒドロベンゾピレン、アピゲニンの混合試料(差ほぼなし)に対する、 DOSYに

よるスベクトル分離の結果を示し、分子量がほぼ等しくても DOSY法でスペクトル

分離できることを証明した。この拡散係数の違いには、分子体積や溶媒との相互作用

などの違いが考えられる。そこで今回は、異性体の混合試料を用い、拡散係数の違い

の主要因が何であるかを検討し、 DOSY法によるスベクトル分離の可能性を確認した。

キーワード:DOSY、diffusioncoefficient、isomer

さくらいさとし、しきいかずあき、うつみひろあき、せきひろこ、なかこしまさみち
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【実験】 DOSY測定は JNM-ECX400で行った。試料には、ネローノレとゲラニオーノレ

の各 19.4mMのCD30D溶液と CDCh溶液を用いた。試料管には外径 3mmの試料

管を用い、測定の主なパラメータは以下の条件で行った。拡散時間ム=200ms、磁場

勾配パルス幅 a=2.6 ms、磁場勾配強度 G=0.1""33 G/cm (16ステップ)。

また、分子体積計算には CACheWorkSystem V5.02ソフトウェアを用いた。ネロ

ーノレとグラニオーノレそれぞれについて、 MOPACのAM1パラメータにより構造最適

化を行ない、得られた値を実験に用いた。

nerol geraniol 

{結果】 CD30D溶媒に対する DOSYスベク

トノレを Fig.2に示す。 CD30D溶液、 CDCh

溶液ともに、ネローノレとゲラニオーノレのシグ

ナノレが拡散係数の差によって分離され、それ

ぞれの溶媒における両成分の拡散係数の比率

は等しかった。また、ネローノレとゲラニオ}

ルのそれぞ、れの体積は、ネローノレが 193.9A3、

ゲラニオールが 203.3A3であった。 Fig.l Structures ofnerol and geraniol 

一一+十一一 -1一一一一一一一市→lト- -nerol 

一一+←一一一ト一一一一一一物寸;1トーー 一-geraniol 

日g.2 lH-DOSY spectrum of mixture in CD30D 

【考察】異性体であるネローノレとゲラニオールの混合試料も、拡散係数の差によって

DOSYによりスベクトノレ分離をすることができた。また、その拡散係数の比率が親水

性溶媒と疎水性溶媒とで等しかったことと、体積計算の結果より、その拡散係数の差

の主要因は分子体積によるものと考えられる。
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Projection Reconstruction NMR法による

タンパク質測定の高速化

(l北大・院薬・構造生物、 2Varian，Ltd) 

O関口真二 1、EriksKupce2、横地政志 l、稲垣冬彦 l

Rapid Acquisition of Protein using Projection Reconstruction NMR 

(lDepartment of Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

じniversity，ZVarian， Ltd) 

Shinji Sekiguchi1， Eriks Kupce， Masashi Yokochi1， Fuyuhiko Inagaki1 

Projection-reconstruction method is one of reduced dimensionality experiments， in which 

time evolutions in indirect dimensions are incremented not independently but simultaneously. 

This method reconstructs multidimensional spectra仕omseveral set of projection spectra 

and reduces NMR machine time. Here， we applied this method to determine the three 

dimensional structure of proteins. The data were collected using 15N/13C labeled Grb2 

C-terminal SH3 domain complexed with peptide. We modjfied the several pulse sequences in 

Varian BIOPACK for projection-reconstruction measurements， and analyzed the data by 

NMRPipe and some originally developed tooIs. 

[はじめにl
NMR法はタンパク質の立体構造解析の手法として主要なものであるが、立体構造の決定

に至るまでに複数の多核多次元測定を行う必要がある。一般的な三次元測定においてその

測定時間は十数時間から数日かかり、四次元測定に至っては一週間かけても十分な分解

能が得られない。 PR-NMR法は多次元スベクトノレのすべてを測定するのではなく、それを二

次元にまで落とした投影スベクトノレを角度を変えて複数枚測定することにより測定時間を短

縮し、その投影スベクトノレから元の多次元スペクトルを再構築する、とし、う方法である。

本研究では当研究室で用いられている Varian社の NMR分光器とそのコンソールアプリ

ケーションVNMRと、 NMRデータ解析ソフト NMRPipeを用いて PR-NMR法による測定と解

析を行うための方法を確立し、実際にタンパク質のシグナノレを解析、帰属した。

【方法]

今回の測定サンプルには 13C，15Nでラベノレした Grb2の SH3ドメイン(159-217)の Gab1由

来ペプチド複合体を用いた。この試料について VarianUNITY INOVA 600を用いて 25
0

Cで

測定した。測定したスペクトルは VarianBIOPACKから主鎖由来シグ、ナノレの帰属のために

HNCO、HN(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NH、HBHA(CO)NH、脂肪族側鎖由来シグナ

キーワード projection-reconstruction、構造解析、高速化

0せきぐちしんじ、えりつくすくぷちぇ、ょこちまさし、いながきふゆひこ
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ノレの脂肪族側鎖由来シグナルの帰属のために C(CO)NH、H(CCO)NH、CCH-TOCSY、

HCCH-TOCSYを用いた。その際、 projectionangle(pra)をarrayとして測定したデータを適

切に並び替えることにより擬似的な三次元スベクトノレとした。それにより一つのパルスシーケ

ンスによる測定を 1つの FIDファイルとして扱うことができ、 NMRPipeへのスムーズな橋渡し

が可能となった。 NMRPipeを用いてFTし、複数の Projectionスベクトノレを得ることができた。

この Projectionスベクトノレから逆ラドン変換により多次元スペクトルを再構築した。しかしこの

方法を用いた場合では再構築したスペクトノレの観測幅が 15Nと13Cで同じになってしまうため、

HNCOなどの観測幅があまり違わない場合は問題はないが、 HNCACBなど観測幅が異なる

場合無駄な領域ができ十分な分解能が得られなかった。そのため図 1に示したようにpraの

増加に伴い観測幅を調整するようにパルスを変更したもので測定を行った。

【結果、考察]

投影枚数を 18枚で行ったところ、通常のスペクトノレとほとんど遜色のない結果が得られた。

他の条件を通常の測定と同様にしたところ、測定時間を通常の1/3以下にまで減らすことが

できた。分解能、 S/N比ともに帰属を行うのに十分なものであり、実際に NMRPipeによる自

動ピークヒ。ツク、 AutoAssignによる自動帰属を行ったところ、プロリンを除く 55残基中通常の

測定法では 36残基、一方 PR-NMR法による測定では 33残基正しく帰属できた。また手動

によるピークヒ。ツクおよび帰属では双方とも 51残基帰属できた。また脂肪族側鎖帰属では

CCH-TOCSYや HCCH-TOCSYの投影スベクトノレを参考にC(CO)NH、H(CCO)NHベース

で帰属を行い通常の測定法と同程度帰属することができた。現在どの程度まで投影枚数を

減らせるかを検討し測定時間のさらなる減少をはかることを試みている。またスベクトノレを芳

香族側鎖帰属に必要なものも測定し、完全な帰属が可能かどうか検討中である。 ぐ
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Rapid acquisition of high resolution triple-resonance 

spectra using nonlinear sampling and maximum 

entropy reconstruction 

Yoshiki Shigemitsu 1， Takahiro Anzai I 
， Markus羽1alchle，

Masaki Mishimal and Yutaka Itol，3，4 

1 Graduate School of Sciences，あわ/0Metropolitan University， 1・1Minami・Ohsawa，Hachioji， 

おかo192-039えJαpαn;2 Bruker Biospin， 3・21・5Ninomiya， Tsukuba， Ibaraki 305・0051，

Japan; 3Research Group for Bio-supramolecular Structure-Function， RIKEN， 1-7-29 

Suehiro-cho， Tsurumi-ku， Yokohama 230・0045，J.αrpan;4CREST， JST 

Triple resonance NMR experiments， which are commonly utilised for the backbone 

resonance assignments of proteins， usually require high sample concentration (~ 1 mM). For 

the analysis of relatively larger proteins， 4 to 6 3D triple-resonance NMR spec仕aare usual1y 

measured in order to reduce the ambiguity caused by signal over1apping， and each requires 

1 ~3 days measurement time. Low solubility and/or low stability of proteins during the NMR 

meaSurements sometimes prevent us from applying heteronuc1ear multidimensional NMR 

experiments. Technologies enabling rapid measurements of multidimensional NMR data are 

therefore very useful for these “difficult" samples. Also these techniques meet the 

requirement from structural genomics projects. 

Nonlinear sampling scheme in combination with maximum entropy processing 

(MaxEnt) is one ofthe most promising approaches for the rapid detection ofmultidimensional 

NMR data. With this technique high resolution can be achieved in much shorter experiment 

times. Advantages of MaxEnt inc1ude the fact that it makes no assumptions regarding the 

number or type of resonances and can handle arbitrary line shapes: MaxEnt has also been 

shown to robust1y handle data with low S/N ratios. 

In this presentation we report our recent applications of the nonlinear 

samplinglMaxEnt processing scheme to our “difficult" samples， human mitochondrial 

ABCBふC，Thermus thermophilus RecX， yeast YUHl， and a 59kDa salmonel1a OppA. We 

also present the backbone resonance assignment of proteins in living E. coli cells， in which 

the nonlinear sampling scheme played crucial role in rapid acquisition of triple-resonance 

spectra. 

The application of the nonlinear sampling scheme enabled us to measure 

3Dtriple-resonance NMR spectra of equivalent quality with approximately 1/3~ 118 duration， 

キーワード:異種核多次元 NMR、nonlinearsampling、MEM、projectionreconstruction 

著者ふりがな:しげみつ よしき、あんざいたかひろ、まるくす ゲえるひり、

みしま まさき、いとう ゆたか
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when compared with employing. a conventional sampling scheme. This showed that this 

approach is very effective for the experiments of protein samples with lower stability. The 

e出ciencyof nonlinear samplescheme was also demonstrated for the case of 4D experiments 

(Figurel). The time gained from this scheme can be used to increase the number of scan， 

suggesting that this approach is also effective for protein sampl巳swith lower solubility. 

Furthermore， nonlinear sampling was shown to be robustly applicable for the processing of 

3D NOESY-type spectra， which contain relatively large number of cross peaks with a variety 

1ll llltensity. 

We also discuss the efficiency and accuracy of the nonlinear sampling scheme by 

comparing the spectra with those obtained by using the recently developed projection 

reconstruction method， which has been shown to be sufficiently competitive approach for the 

rapid measurements ofheteronuclear multidimensional NMR spectra. 

t2 (3) 
者，録。

t3 

帯

司静

Figurel 

t2 
企

t1 

• 

(4) .、

• 

2D (13C，_IHN) slices extracted from 4D HCC(CO)NH spectra of a 13C/15N-labelled llkDa 

protein. The raw data has 32* eH， tl) x 16* e3c， t2) x 12* eSN， t3) x 512* (lHN， t4) complex 

pOlllts. 

(1) Zerofilling(ZF) + Fourier transformation (FT) for all four dimensions. 

(2) ZF + FT for F4 (acquisition) and Fl (indirect IH)， and 2D MaxEnt processing for (!3C) 

and F3 (15N). 

(3) ZF + FT for F4， and 3D MaxEnt processing for Fl， F2 and F3. 

(4) Simulate the norilinearly sampled data [16本(t1)， 10* (t2) and 8* (t3)]. ZF + FT for F4， and 

3D MaxEnt processing for Fl， F2 and F3. 
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MAGICAL法の高分子量タンパク質への応用

(三菱化学生命科学研究所)

0田中手IJ好、小松千江子、小林邦子、田中剛史、河野俊之

Application of MAGICAL for Large Proteins 

Mitsubishi Kagaku Institute of UたSciences(MITILS) 

Rikou Tanaka， Chieko Komatsu， Kuniko Kobayashi， Takeshi Tanaka， and Toshiyuki 

Kohno 

We have developed a novel NMR signal assignment method applicable to larger， less 

soluble， and unstable proteins. With this method， we can obtain enough information to assign 
all the NMR signals with diluted sample， even in the case of larger proteins such as 40 kDa. 
This method does not need complicated analyses， resulting in the unambiguous assignments. 

Here， we demonstrate the application of this method to larger proteins. 

我々は、従来のタンパク質のNMRシグナル帰属法では必須だった、低分子量、高

濃度、安定性といった厳しい制限事項を大幅に緩和することが可能な、新しいNMR

シグナルの帰属方法 (MAGICAL法)を開発した。この方法を用いると、分子量

4万程度のタンパク質においても、従来法よりはるかに低濃度の試料で必要な情報が

全て得られ、複雑な解析も不要で、容易にNMRシグナルの完全な帰属が可能となる。

本研究では、このMAGICAL法を高分子量タンパク質に適用した。

M AGICAUま

MAGICAL法による lH-15NHSQCの各シグナルの帰属の仕方は以下の通りで

ある。

(1)一種類のアミノ酸残基のみを選択的に 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のア

ミノ酸を 15Nのみで標識した目的タンパク質を 20種類調製する。

(2)一種類のアミノ酸残基のみを 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を

15Nのみで標識した目的タンパク質の 2次元 HN(CO)及び2次元 HN(CA)スペクトル

を比較し、 HN(CA)スペクトルに存在し、かつ HN(CO)スベクトルに存在しないシグ

ナルを得ることで、 lH-1SNHSQCスペクトルにおける各シグナルが、どのアミノ酸

の種類に属するかを決定する。

(3)一種類のアミノ酸残基のみを 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を

15Nのみで標識化した目的タンパク質の HN(CO)スベクトルから、それぞれのシグナ

ルがどの種類のアミノ酸残基の後ろにある残基かを決定する。

(4)(2)(3)の結果とアミノ酸配列表から‘アミノ酸の並びを利用してシグナルの帰属を
行う。

(5)連続するアミノ酸の並び方が同ーのものが2ヶ所以上あるものについては、 2次元

H(N)CAと2次元 H(NCO)CAスベクトルを用いて、さらに手前の帰属済みの残基か

ら帰属を決定する。手前の残基が同様の状況により帰属が不確定である場合は、さら

に手前の残基から順次帰属を行う。

小麦班芽無細胞蛋白質合成選択的標識 2次元NMR 帰属 高分子量タンパク質

たなかりこう、こまっちえこ、こばやしくにこ、たなかたけし、こうのとしゆき

-208ー



以下に、大腸菌チオレドキシンタンパク質における帰属例を示す。大腸菌チオレド

キシンは、以下の配列 (Fig.l)のようにフェニルアラニン残基を 4つ持ち、 Fig.2(a)

に示すように、フェニルアラニン残基だけを 15N標識したものの HSQCスベクトルで

は4つのシグナルが観測される。また、 Fig.2(b)Iこ示すように、セリン残基を 13Cj15N

二重標識し、他のアミノ酸を 15N標識したものの HN(CO)スペクトルにおいては、 3

つあるセリン残基の後ろの残基の HNシグナルが観測される。 (a)と(b)のスベクトル

で一致するシグナルは、セリン残基の後ろにあるフェニルアラニン残基であるから、

アミノ酸配列から判断して、図中に矢印で示したシグナルは、 F12であると決定され

る。同様にしてアミノ酸の並びかたが一通りである残基については、同様の方法です

べて一意的な帰属ができる。 172と175のように手前の残基が両方ともグリシンであ

るような場合には、 H(N)CAとH(NCO)CAのスベクトルを用い、 Cαの化学シフトを

介することにより、残基番号を特定できる。

SDK工工HLTDDSFDTDVLKAD GAILVDFWAE WCGPCKMIAP ILDEIADEYQ 50 
GKLTVAKLN工 DQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATK VGALSKGQLK 100 
EFLDANLA 108 

Fig.l Amino acid sequence of E. co/i thioredoxin. 
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この方法を高分子量タンパク質に適用するためには、重水素化したアミノ酸を用い、
13C/15N標識のアミノ酸を 13Cj15N/Dの三重標識に、 15N標識のアミノ酸を 15N/Dの

二重標識に変えて他は同様にしてタンパク質を合成し、測定を行えば良い。また、

HN(CO)、HN(CA)、H(N)CA、H(NCO)CAの測定を全て TROSYタイプの測定に変更

することも分子量増大によるシグナルの線幅の増大や感度低下を抑えるのに有効で

ある。このような工夫により、分子量4万以上のタンパク質においても、低濃度のサ

ンプルを用い、簡便にシグナルの帰属を行うことが可能になった。本学会では、 MA

GICAし法を高分子量蛋白質に適用した例を発表する。
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STUDY OF THE HYDROPHOBIC CA VITY OF s-CRYPTOGEIN 
THROUGH LASER-POLARIZED XENON NMR SPECTROSCOPY 

Ha Phuong Thu1J， Patrick Berthαult， Gaspαrd Huber2! 

1) Institute of Chemistry， Vietnamese Academy of Sciences and Technology 

2) DSM/DRECAM/Service de Chimie Moleculaire， URA CEA/CNRS 331， 
CEAlSaclay， FRANCE 

lntroduction:日icitinsare small proteins that induce a hypersensitive response in plants， even 

including necrosis， cell death， and subsequ巴ntlylead to an unspecific systemic-acquired 

resistance against other pathogens. Their ability to bind sterols has also been recognized and 

elicitins represent a class of sterol carrier proteins. Moreover the binding of sterol seems to be a 

prerequisite in elicitin recognition by their receptor. The crystal structure of s-cryptogein， a 10 

kDa elicitin， has been deterrnined by X-ray dif企action，as well as that of other basic elicitin. The 

solution structure of s-cryptogein has also been deterrnined by NMR. It has fiveα-helices， three 

disulfide bridges and contains a large inner hydrophobic cavity. 

In 2001， it was noticed that s-cryptogein contains structural motifs similar to those of 

nonspecific lipid transfer proteins (ns-LTP). However ns-LTP can't bind sterols. 

The morphology and behaviour of the hydrophobic cavity of s・cryptogeinthus appear 

very different from those of ns-LTPs and deserve further investigation in view of the biological 

relevance of sterol binding in elicitins. 

It seemed interesting to study them through our recently introduced tools using xenon-based 

NMR [1，2，3]. By using therrnal dissolved and laser-polarized gas in liquid-state NMR， the 

interaction ofxenon with s-cryptogein has been studied. 

Experimental: For all the experiments under xenon pressure， solutions containing Iyophilized s-

cryptogein without any buffer in D20 (450μ1) were previously degassed in the NMR tube 

through several freezepump-thaw cycles. The pH value was about 7.4 (no pH adjustment). 

Medium-wall NMR tubes (Wilmad 524・PP)closed by 1. Y oung valves were used. 

The NMR experiments were run on a Bruker DRX600 spectrometer (14 Tesla) at 293 K. 

Laser-polarized xenon was produced in the batch mode by using the apparatus and protocol 

previously described [4]. 

Laser-polarized xenon was transferred by condensation through a vacuurn line into the 

NMR tube containing the protein solution. This operation occurred in the fringe of the NMR 

superconductive magnet in order to avoid important loss of polarization during xenon 

sublimation and企eezing[5]. 

Th 
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mM). 96% Xe from Chemgas was used. The concentration of dissolved gas was 5.2 mM， 

considering a xenon solubility of 44μMkPa'l at 293 K. 

ResuIts and Discussions: The typical NMR spectra， acquired with different mixing times (300， 

500 and 700 ms) were shown in figure 1. Two successive spin polarization-induced nuclear 

Overhauser spec仕oscopyexperiments performed with the same amount of dissolved laser-

polarized gas exhibited significant response of the protons in through-space interaction with 

xenon. After assigning th巴protons，30 Xe-H interactions are detected. These protons are situated 

in the inner core of the protein. 

一-UU1.&1.tlU 払脅$，毎 ~>>'.H>> 蕊$ ~êJJ 現金1，4 UII).$ 

e 治J拘抽

Figure 1:・ … A)J H-N1I1R spectrum 0/βcryptogein in D2o. SPINOE subspectra with B) positiVe or q 
negative xenon polarization. 

Conclusion: These 1'esults support the idea that xenon is a good probe fo1' hyd1'ophobic protein 
reglOns. 
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Signal enhancement by improved extraction procedures and 

its application to metabolic flux analysis 

OYasuyo Sekiyamal， Takashi Hirayama2ム4，Kazuo Shinozaki 1， and Jun Kikuchi 1，2，3，5 
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3CREST， JST， 4RIKEN Envioron. Mo1. Biol.， 5Grad. Sch. ofBioagri. Sci.， Nagoya Univ. 

Introduction 

Metabolomics is an approach for comprehensive analysis of time-related biochemical 

responses and reactions in the cell. NMR techniques can provide information of the global 

pool of al1 measurable metabolites， including both soluble low molecular weight compounds 

and insoluble macromolecules. We have been developing new methodologies for 

metabolomics by combination of stable isotope labeling and multi-dimensional hetero-nuclear 

NMR analysis [1-3]. In the last meeting， we reported that hexafluoroacetonedeuterate 

(HFA)/HEPES-dI8 buffer is useful not only for comprehensive extraction of a variety of 

metabolites but also to obtain constant chemical shifts in NMR spectra for unambiguous 

assignment of each signal [4]. However， the HFA extraction sometimes causes significant 

broadening of NMR signals and decreases detectable signals in multi-dimensional NMR 

spec位aespecial1y in the case of bacteria and animals. In this conference， we describe the 

improved extraction methodologies that can be applicable for a wide range of organisms and 

their application to metabolic flux analysis (Fig.l). 

自tableisotooe labelinll 

r.品川、ζ江戸
Labeling ratio 

Concentration of metabolites 

+ Enbancement of signals 

E益盟盛並且

FWHM 

IJnamhitmous sItmal 8!iilsItmment Fl凹 analvsisa.t atomic level 

Decrease of detectab!e signa!s Detailed analysis of c-c bond 
forrnation and cleavage 

Figure 1. Concept ofthis study for improvement ofNMRゐ岨sedmetabo1omics approach. 

Keywords: metabolomics， stable isotope labeling， extraction procedure， metabolit芯

identification， metabolic flux analysis 
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Extraction methodologies 

The problem of spectral overlap in 2D spectroscopy encountered in NMR-based 

metabolomics can be alleviated by increasing the spectral dimensionality to 3D. Several 

powerful schemes for establishing J connectivity， which is useful for unambiguous 

assignment of metabolites， rely on transferring magnetization in several steps. We expected 

that a large amount ofmacromolecules extracted by HFA causes the increase in the line width 

and the decrease in the efficiency of magnetization transfer by spin-spin relaxation. In order 

to establish extraction methodologies which can be applicable for a wide range of organisms， 

we reinvestigated extraction methodologies using photosynthetic bacteria， Rhodobacter 

sphaeroides IL1 06， which shows pronounced broadening of NMR signals and gives less than 

10 cross peaks in the 3D HCCH-COSY spectrum. Although we tried to remove 

macromolecules in HFAlHEPES extract by ultracentrifugation， ultrafiltration， and gel 

filtration， the quality of NMR spectra were not improved. Therefore， we evaluated a series 

of NMR solvents by distribution of FWHM (full width at half-maximum) of the signals 

observed in 1 H_13C HSQC spectra. Non-polar organic solvents， such as CD30D， acetone司仇，

iPrOD-d8 and CD3CN exhibited significantly nallowing of line width. Examples of the 

Line width 

resulting histograms are shown in Fig. 2. 

Furthermore， we evaluated the solvency of 

these solvents by thenumber and total 

intensity of the lH_13C HSQC signals 

measured Oy both 700 MHz NMR with 

cryogenic probe and 500 MHz NMR with 

conventional prQbe (Fig. 3). While little 

differences in the distribution of the line 

width were observed among the 4 solvents 

described above， CD30D dissolved about two 

times of metabolites those ex仕actedby the 

other 3 solvents. Therefore we decided to 

optimize extraction system using CD30D. 

Compared to these non-polar organic solvents， 

polar aqueous solvents seemed to suffer the 

sensitivity loss of the 700 MHz NMR with 

cryogenic probe. The observation can be 

deduced to be the dielectric 1088 of ionic 
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aqueous solutions， especially at higher magnetic field， as predicted by Horiuchi etal. [5] 
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 To keep pH and chemical shifts constant， we 

optimized concentration of HEPES buffer as 

described in the case of HFA system [4]. 

Based on the solubility of metabolites and line width of the NMR signals， we determined the 

concentration ofHEPES as 10 mM  (CD30DI200 mM  HEPES = 95:5). Only 3% ofthe lH_
J3
C 

HSQC signals showed sIight chemical shift chang回(LlOc0.2・3.0ppm， LloH 0.001・0.2ppm) 

when 2 mM  citrate was added to the CD30D/HEPES extracts of R. sphaeroides. In order to 

confirm that the CD30D/HEPES is widely versatile， we compared the quality of 1 H_
13
C 

HSQC spectra of HFAIHEPES and CD30D/HEPES extracts of a variety of organisms. Line 

width was significantly decreased and detectable signals were increased by CD30D/HEPES 

extraction (Fig. 4). We also examined other organisms， poplar (plant)， Escherichia. co/i 

(bacteria)， and Bombyx mori (animal). Similarly， effects ofline narrowing by CD30DIHEPES 

extraction were remarkable in bacterial and animal samples that seem to contain a large 

amount of macromolecules. 

CD30D IHEPES 

Bacteria Animal 

mouse liver 
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Figure 4. lH_13C HSQC spectra of a series of 13C-labeled organisms (500 MHz). a) HFA/HEPES extract of A. 

thaliana， b) HFAlHEPES extract of R. sphaeroides， c) HFA/HEPES extract ofmouse liver， d) CDpD/HEPES 

extract of A. thaliana， e) CDpD/HEPES extract of R. sphaeroides， f) CD30D IHEPES extract ofmouse liver. 

Enlargements ofthe Arg 0 signal were depicted in a)， b) and c) with FWHM values and intensity ratio. 
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Detailed assignments of the metabolites observed inCD30D/HEPES extracts are now in 

progress. Furthermore， we are going to obtain information about the insoluble biopolymers， 

which is required for understanding the all functions of metabolites and metabolic fluxes in 

whole cells， by high-resolution magic angle spinning (HR-MAS) analysis. 

Application to metabolic flux analysis at atomic level 

In addition to the aforementioned advances， we are also establishing a methodology for the 

uniform stable isotope labeling of plants and metabolic flux analysis. Improved extraction 

methodology and quality of the NMR spectra will make it possible to assign all soluble 

metabolites and monitor the metabolic fluxes in detail. We monitored the incorporation ratio 

of [13C6]glucose Into A. thalianαand contribution of atmospheric 12C02 assimilation by 

LC-MS and lH _13C HSQC spectra (Fig. 5a). To obtain information about the biochemical 

reactions， C-C bond formation and cleavage of main metabolites were analyzed based on the 

13C_13C coupling pattem (Fig. 5b). A detailed time-course of the labeling and the differences 

in the 13C_inco中orationprofiles ofthe major metabolites wi11 be discussed at the conference. 

a) 

E
F
 

h
"
 

Figure 5. Strategies for metabolic f1ux analysis. 
a) Time course ofthe total intensity and number 
of signals observed in lH_13C HSQC spectra of 
A. thaliana grown on [13C61g1ucose medium.; 
b) Time-dependent C-C bond c1eavage of 
serine analyzed by 13C_13C coupling constant. 

-References -

[1] Kikuchi， J.; Shinozaki， K. and Hirayama， T. (2004) Plant Cell Physiol.笠， 1099・1104.

[2] Kikuchi， J. and Hirayama， T. (2005) Biotech. Agri. Forestry 57，94-101. 

[3] Kikuchi， J. and Hirayama， T. (2006) Methods Mol. Biol. (in press). 

[4] Sekiyama， Y. et al.ρ005) The 44th Annual NMR Meeting and Asia-Pacific NMR 

Symposium. 

[5] Horiuchi， T. et al.， (2005) J. Magn. Reson.， 174， 34-42. 

-215 -



P008 

[Summary] 

Mi+ -induced conformational cha時 esofC回 terminaldomain 

of calmodulin 

Wakana Ohashi， Toshio Yamazaki， Hiroshi Hirota 

RIKEN Genomic Sciences Center 

EF・hands，major Ca2 bindingmotifs， play important mles such as modulator ofCa2 
signals 

and Ca2 buffers through the Ca2+ binding/release. While EF・handsbind to Ca
2 
with high 

affmity and selectivity， some EF-hands also bind to Mg2+ with lower affmity. Here， we 

perゐrmedthe structural analysis ofthe Mg2+-10aded form ofC・terminaldomain of 

calmodulin containing two EF-hands (EF・handIII and EF・handIV). For the structural 

analysis of the Mg2+ -loaded form of C・terminaldomain of calmodulin， we consiructed a mutant 

where two aspartates were substituted for the two glutamates at -Z position ofEF・hand.Mg2+ 

titratIon experiment showed that Mg2+ binds to EF-hand IV first. The solution structure of 

Mg2+-10aded form had typical EF-hand structure， helix-loop~helix structure. From the 
comparison ofEF-hand structures， it wasゐundthatEF・handIII ofMg2+-10aded form is s凶lilar

to apo form and EF-hand IV is similar to Ca2十回loadedform. 

[Introduction] 

EF・handssense the transient increase of cytosolic Ca2
十

concentration企omless than 0.1μM 

in resting cells toト10μMin an activated cells and bind tothe Ca2+ even in the presence of an 

excess amount ofMg2+. The intracellular concentration ofMg2+ is on the order ofmM， which 

is about 104~5 fold higher than that ofCa2十.Mg2+ has similar physical and chemical properties 

to Ca2
十

andcan bind to EF-hands. Calmodulin， highly ubiquitous EF・handprotein in 
eukaryotic cells， is responsible for coriverting the intracellular Ca2

十

signalinto a wide range of 

physiological processes through the Ca2+ bindinglrelease to the EF・handmotif. Previous 

studies have shown that Mg2+ binds to EF-hand of calmodulin and some ofthe calmodulin 

targets display decreased affmities for calmodulin in the presence of an excess amount of 

Mg2+. While the tertiary structure of calmodulin for apo and Ca2+-10aded form has been 

determined， the structure ofMg2+-10aded form is still unsolved. Here， we performed NMR 

studies on the Mg2+-10aded form ofEF・handofC圃 terminaldomainof calmodulin. For the 

structural analysis， the optimization of experimental condition including the mutagensis was 
perform巴d.The information ofMg2+ binding property was obtained by titration experiments. 

Using the C-terminal domain of calmodulin mutant， the solution structure ofMg2+-10aded 
form was solved. 

[Methods] 

A mutant where two aspartates were substituted for the two glutamates at -Z position of 

EF・handsofC・terminaldomain of calmodulin was constructed. The 15N_ and 13C， 15N 

labeled proteins were produced by the E.coli expression systems and purified byanion 

Keywords: EF-hand， calmodulin， Mg2+ 
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exchange chromatography and hydrophobic interaction chromatography. For the titration 

experiments， the samples was prepared as 1 mM ofuniformly15N ・labeledprotein in 10 mM 
MES (pH6.5)， 100 mM KCl and 95:5 ofH20: D20. The Mg2+ titration experiments were 

performed by recording a series of 15N HSQC spectra with uniformly 15N-labeled protein in 

the presence ofincreasing amounts ofMg2+ ranging企om1 to 100 molar equivalent ratios. 

The samples used for the structural determination were prepared as 1 mM ofuniformlyl15N-
or 13C， 15N・labeledprotein in 10 mM MES (pH6.5)， 100 mM KCl， and 100 mM MgCh， and 

95:5 ofH20: D20. NMR spectra were measured at 323K on Bruker AVANCE600. Resonance 

assignments were made by analyses of a series of multidimensional heteronuclear NMR 

spectra. The structure calculation was performed using CYANA(1.0.7). 

[Results and Discussion] 

恥111:2+binds to EF -hand IV first and then binds to EF -hand III. 

The protein was titrated with various concentrations ofMg2+ (i.e.， 1，2，3，4，5，6，7，8，9， 10， 
20， 30， 40， 50， 60， 70， 80， 90 and 100 mol equiv/protein). The glycine residues at G96 and 
G 132 are located at the fourth position ofthe 12・residueloop in EF・handsIII and IV， 
respectively. When the 3 equivalent ofMg2

十

wasadded to the protein， the resonances ofG132 
displayed substantialline broadening， whereas the resonances ofG96 remained almost 
unchang吋.When the 10叫uivalentofMg2+ was addedωthe protein， the resonances of G96 
displayed substant凶 linebroadening， suggesting that Mg2+加teractsto EF-hand IV loop frrst 

and then interacts to EF-hand III loop. 

S'olution Structure of M[!-loaded form of C-terminal domain of calmodulin mutant 

The structure was calculated by use ofupper limit distance ∞nstraints in色町宮d企omNOEs

and backtone dihedral angle constraints based on the T ALOS program. The structure of the 

entire polypeptide main-chain has been defined except for the loops ofEF-hands III and IV 

and at the amino and carboxyl terminal. Some resonances企omresidues in the EF-hands III 

and IV loop region exhibited very weak NMR intensities. The se氾ondarystructu印 of

Mg2+-10adedじterininaldomain of calmodulin mutant is very similar to that seen in the 

reported structure of calmodulin. However， the ove釘m凶在11t旬e釘剖的託凶均t“ia町 お削ld0ぱfMg2+半-loa吋dedd 

C-terminal domain of calmodulin mutant is different企omthe overa11 folds of apo and 

Ca2+-10aded C-terminal domain of calmodulin wild type. Structure comparison was made in 

the EF・handsIII and IV between the Mg2+ 

-loaded form and apo form and between the 
Mg2+ -loaded form and Ca2+-10aded form， 

respectively， using the RMSDs ofthe 
main-chain atoms. It was found that the 

structure ofEF-hand凹 oftheMg2+・loaded

form resembles to that of apo form and the 

structure ofEF-hand IV is similar to that of 

Ca2+-10aded form. Fig. Solution structure of Mg2+ -loaded自brmofC-terminal domain of 

calmodulin mutant (Left). Superimposition of2<l structures (Right) 
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human tripartite motifタンパク質ファミリーの RINGドメ

インの溶液構造

(理研・ GSC1，東工大院総理東大院理3)

0宮本和英木川隆則1，2 栃尾尚哉佐藤真奈美苫米地由里小

柴生造井上真横山茂之1，3

Solution Structure ofthe RING domain ofthe human tripartite motifprotein family 

CRIKEN Genomic Sciences Center， 2Interdisciplinary Graduate School of Science and 

Engineering， Tokyo Institute of Technology， 3Graduate School of Science， University of 

Tokyo) 

o Kazuhide Miyamoto1， Takanori Kigawa1.2， Naoya Tochio1， Manami Sato1， Yuri 

Tomabechi¥ Seizo Koshiba1， Makoto Inoue1， Shigeyuki Yokoyama1
，3 

The tripartite motif (TRIM) is comprised of an N-terminal RING domain， one or two 

B・boxdomain， and a coiled-coil domain. Many TRIM function as E3 ubiquitin ligases via 

its RING domain. However， the TRIM RING structure remains unknown. In this study， 

we determined the solution structure of the RING domain of the human TRIM32 by NMR 

spectroscopy， The RING domain binds two zinc atoms in a stable cross-brace fashion. The 

structural core consists of one α-helix and thre~ s-strands. The structure was found to have 

a highly-conserved hydrophobic groove， which was identified as the putative binding site of 

E2s. This site is significant similar to those of the previously known RING structures， 

suggesting that the RING domain binds to the E2s in a similar manner. This is the first 

report ofthe RING structure ofthe TRIM family， and therefore provides a molecular basis for 

further understanding the function of the TRIM family in biological processes. 

[序論]

TRIMタンパク質ファミリーは， RINGドメインおよびB同boxドメインからなるTRIM

motifをN末端に有していることが特徴であり， GBBB syndrome， familial mediterranean 

fever， mulibrey nanism， Limb girdle muscular dystrophyといった疾病に関ることが知ら

れている[1]. TRIMタンパク質に含まれるTRIMmotif'のRINGドメインには， E3ユピ

キチンリガーゼとして機能するものがあると知られているが，未だその構造は分かつ

ていない.そこで，本研究では， TRIM motif'のRINGの構造とその機能との関連性を

明らかにする為に， Limb girdle muscular dys加phyに関与する653残基からなるTRIM32

RING domain， TRIM， cel1-free s戸ltおesis，zinc binding protein， NMR 

みやもとかずひで，きがわたかのり，とちおなおや，さとうまなみ，とまべちゆり，こしばせいぞう，

いのうえまこと，ょこやましげゆき
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の RING ドメイン(TRIM32RING)の溶液構造を NMR法で決定した.今回決定した

RING構造は， TRIMRINGの最初の構造であり，既知の RING構造との比較検討も行

った.

I方法l

無細胞タンパク質合成系により、I3C;J5N標識されたT悶 M32則NGを調製した。 Bruker

社のAVANCE600およびAVANCE700を用いる多核多次元NMR測定後、得られたスベ

クトノレをNMRPipe、NMRViewおよびKuiira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-edited1、JOESYのNOE自動帰属と立体構造計算

にはCYANA・CANDID(ver，ユ0.17)を用いた。

l結果と考察l

CYANA-CANDIDを用いる立体構造計算の結果，得られた構造を Fig.lに示した.

1本のα-helixと3本のs-strandから構成され，二つの ZN(II)と結合した classicalな

RING FOLDであることが分かつた. 既知の RING構造との electrostaticsurfaceの比

較・検討を行ったところ，類似した hydrophobicc1eftがあることを見出し，これを

putative E2・bindingsiteと同定した.今回始めて TRIMRINGの構造解析が行われたこ

とによって， TRIMRINGは，他の E3RINGと同じ mannerで E2と結合することが分

かった.

ZN(II) 

Fig.l Solution Structure ofTRIM32 RING 

References 

[1] E. Kudryashova， D. Kudryashov， I. Kramerova and M. J. Spencer，品is，354， 413・424(2005).

-219-



POI0 

Exhaustive Structural Analysis by NMR Reveals a Diverse 

Wor1dofthe Pleckstrin Hornology Dornain 

eRIKEN GSC， 2JEOL， 3The UniversiザofTokyo，4Kazusa，

5RIKEN RCAI and 6Tokyo Institute ofTechnology) 

o Hua Lil， Tamiji Nakanishi1， Manami Sato1， Tetsuya Suet沈e1，Misao Yoneyama1， Tadashi 

Tomizawa1， Naoya Tochio1， Kohei Saito1， Fumiaki Hayashi1， Nobuaki Nemot02， Kenya 

lzumi1， Takushi Harada1， Makoto Inoue1， Seizo Koshiba1， Takaho Terada1， Akiko Tanaka1， 

Sumio Sugan03， Yoshihide Hayashizaki 1， Osamu Ohara 4ぺTakanoriKigawa1ぺandShigeyuki 

Yokoyama1，3 

The PH domain (plecks位inhomology domain) is the 11 th most abundant domain in 

the human genome (1)， and it occurs in a wide range ofproteins involved in cellular signaling， 

cytoskeletal organization， membrane trafficking and other processes (2， 3)， The PH domain 

was originally identified in 1993 as a stretch of 100~ 120 amino acids that appears twice in the 

platelet protein plecks凶n. Structural characterization of several PH domains quickly 

followed their identification. Each of the PH domain structure determined possesses an 

almost identical core s-sandwich structure， despite their pair.圃 wisesequence identities are 

quite low， ranging from about 10% to 30%. GSC， RIKEN performed an exhaustive 

structural analysis and characterization of the PH domain because of its wide distribution in 

the human genome， low pair-wise sequence identity and functional diversity. Up to now， 

more than 60 structures of the PH domains have been deposited in PDB， about half of which 

was contributed by GSC， RIKEN. All of the PH domain NMR samples were 13C， 15N・

labeled， and synthesized by the cell-free protein expression system (4， 5). First， the amino 

acid sequence of the PH domain selected by GSC is distributed almost evenly over the 

primary sequence space of the PH domain. The detailed structural characterization 

suggested that most of the PH domains may have functions other than phosphoinositide 

binding， the best described function of the PH domain (Fig. 1). Finally， each of the PH 

domain structure is hopefully to serve as a template for the homology modeling， which is 

limited because of the low sequence identity. 

Key words: PH (pleckstrin homology) domain， phosphoinositide binding， NMR， cell-free 

protem expression system 
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Fig. 1 Classification of the PH domain according to its phosphoinositide (PI) binding affinity. The 
electrostatic potential surface of each PH domain studied in GSC is shown along with its PDB 
accession code. The consensus sequence (KXn[KlR]XR， X is any residue type) is reported for the PH 
domain that binds P1 using its 13 1-132 and 133-134 loops. The PH domains are classified into two groups 
according to the consensus sequence: Group 1， the PH domain that is capable of binding PI， and Group 
II， the PH domain that does not bind PI or binds PI very weakly. Moreover， according to how much 
they satisfy the consensus sequence and the binding site， the PH domains in Group 1 are divided into 
three subgroups， Group I-l， the PH domain that binds PI strongly， Group I-2， the PH domain that 
binds PI with int巴rmediateaffinity， Group 1-3， the PH domain binds PI using 131や2and 135-136 loops. 
A representative structure of the PH domain in complex with PI (PDB code: 1 fao) is shown in the 
lower right panel. The arrow gives the direction along which the electrostatic potentiaI surface drawing 
of each PH domain is made. 

References: 
1. Intemational Human Genome Sequencing Consortium (2001) Nature 409，860θ21. 
2. Lemmon， M. A. and Ferguson K. M. (2000) Biochem. J. 350，ト18.
3. Lemmon， M. A. (2004) Biochem. Soc. Trans.32う 707-711.
4. Kigawa， T.， Yabuki， T.， Yoshida， Y.， Tsutsui， M.， Ito， Y.， Shibata， T. and Yokoyama， S. 
(1999) FEBS Lett.， 442， 15-19. 
5. Kigawa， T.， Yabuki， T.， Matsuda， N.， MatsudaぅT.， Nakajima， R.， Tanaka， A. and Yokoyama 
S. (2004) J. Struct. Funct. Genomicsヲ 5，63-68.

-221-



POll 

Isopeptidase-Tlの VBAドメインの C末端領域は ubiquitin

との結合に寄与する
(理研・ GSC1，東工大院総理東大院理3)

0組長華木川隆貝Ij1へ栃尾尚哉加藤真菜美佐藤真

奈 美小柴生造原田拓志¥渡辺暁同仲昭子横山

茂之 L

The C-terminal region ofisoT-l UBA domain contributes to its ubiquitin-binding 

eRIKEN Genomic Sciences Center， 2Interdisciplinary Graduate School of Science and 

Engineering， Tokyo Institute of Technology， 3Graduate School Qf Science， University of 

Tokyo) 

。ChenhuaZhao1
， Takanori Kigawa1ぺNaoyaTochio1

， Tadashi Tomizawa1， Manami Kato1
， 

Manami Sato1
， Seizo Koshiba1， Takushi Harada1

， Satoru Watanabe1
， Akiko Tanaka1

， and 

Shigeyuki Yokoyama1
，3 

The ubiquitin聞 associated(UBA) domain is one of the frequently occurring motifs， 

which recognizes ubiquitin tags. Isopeptidase T (isoT or USP5) is an abundant protein and 

exists in all mammalian cells， which is thought to hydrolyze the isopeptide linkages of 

polyubiquitin chains and play a critical role in the ubiquitin recycling. It contains one 

ZnF-UBP domain in its N・terminusand two UBA domains (iso下1and iso下2)in its 

C-terminus. 

In this study， we determined the solution structure of iso下1UBA domain of human 

isopeptidase T by NMR spectroscopy. We found that isoT-l UBA domain consisted of a 

typical UBA fold， a three-helix bundle structure， and an additional unique structured 

C-terminal region which was usuaUy unstructured in other UBA domains. The isothermal 

titration calorimetry (ITC) and NMR perturbation experiments revealed that isoT-l UBA 

domain had remarkable high affinity for ubiquitin and its largely hydrophobic surface 

contributed to the binding. A shorter construct which lacks the C-terminal region was found to 

form a folded structure， although its ubiquitin-binding affinity was much lower. These results 

indicate that the unique structured C-terminal region is indispensable for the ubiquitin-binding 

of isoT-l UBA domain. 

[序論]

UBAドメインは約 45残基から構成され、脱ubiquitin化酵素などに共通に見られるド

isopeptidaseT， ubiquitin， USP5， UBA domain， NMR， ITC 

ちょうしんか，きがわたかのり，とちおなおや，かとうまなみ，さとうまなみ，こしばせいぞう，は

らだたくし，わたなべさとる，たなかあきこ，よこやましげゆき
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メインとして最初に同定された。 UBPCubiquitin specific protease )ファミリーに属す

るIsopeptidaseTはisoT-l及びisoT-2の二つのUBAdomainを含んでおり、polyubiquitin

鎖のリサイクルに強く関与していることから、この 2つの UBAドメインは ubiquitin

の認識に深く関与していることが示唆されている。しかしながら、これら UBAドメ

インの立体構造は未だわかっていない。そこで、 IsopeptidaseTの UBA ドメインの

monoubiquitin及び、polyubiquitin鎖の認、識機構及び機能制御を構造生物学的な観点から

解明する為に、本研究では、 IsopeptidaseTのisoT-lUBA domainの溶液構造を NMR

法で決定した。さらに、lTC(Isothermal ti回 tion calorimetry)による ubiquitinとの Kd

の測定や、 NMRperturbationの実験により異なるコンストラクトとの比較も行った。

I方法l
無細胞タンパク質合成系により、13C/15N標識された isoT-lUBA ドメインを調製した。

Bruker社の AVANCE600およびAVANCE800を用いる多核多次元 NMR測定後、得ら

れたスベクトノレを NMRPipe、NMRViewおよびKuiira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ユ0.17)を用いた。

I結果と考察I
CYANA-CANDIDを用いる立体構造計算の結果，得られた構造を Fig.lに示した。

今回立体構造を決定した isoT-lUBA domainの構造と、 PDB登録されている既知の

UBAの構造とを比較・検討した。この結果、既知の UBAのFOLDと同様に、 3本の

ヘリックスから構成されているが、 3本自のヘリックスから C末端までに長く延びた

ノレーフ。が構造形成に深く関与しているという新規の知見を得た。この C末端のルーフ。

が果たす役割を ubiquitin結合という観点から解明するために、lTC測定及び NMR

perturbation実験を行った。 ubiquitinとの Kdは46.4μmで、配列上に MGFというモチ

ーフのところに信号が大きく動いていることがわかった。また、 C末端領域を切った

短いコンストラクトも作り、 15N_HSQCスベクトノレから何らかの構造を取っているこ

とがわかり、ubiquitinとの Kdが著しく低くなることもわかった。 IsopeptidaseのIS0下1

UBAdomainのC末端領域の役割が ubiquitinとの結合に大きく寄与していることが初

めてわかった。

The C-terminal region 

ofisoT-l UBA domain 

Fig. 1 Solution Structure of isoT-l UBA domain in isopeptidase T 
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圧力可変NMRによる蛋白質cavity周辺における立体構造の揺らぎ

-T4リゾチーム cavity変異体一

(1近畿大学・生物理工学 2理化学研究所SPring-83オレゴン大学化学科
4
理化学研究

所GSC5東京大学・理学 6グローニンゲン大学生物物理化学)

0 1前野覚大 2北原亮 3FrederickW. Dahlquist 4，5横山茂之 6FransA. A. Mulder 1，2赤坂

一之

Variable pressure NMR reveals conforrnational fluctuation around cavities in a protein: A 

cavity mutant ofT4 Lysozyme 

1Akihiko Maeno， 2Ryo Kitahara， 3Frederick W. Dahlquist， 2人5ShigeyukiYokoyama， 6Frans A. 

A. Mulder and 1，2Kazuyuki Akasaka 

1 Dep. of Biot巴c.Sci.， Grad. Sch.ofBiology-Oriented Sci. and Tec.， Kinki Univ.， 2R1KEN 

SPring-8 Center， 3InSt. ofMol. Biol. and Dep. ofChem.， Univ. ofOregon， USA， 4RIKEN 

Genomic Sciences Center， 5Grad. Sch.l ofSci.， Univ. ofTokyo， 6Dep. ofBiophy. Chem.， 

Univ. ofGroningen， Netherlands 

We have carried out 15N/1H TROSY-HSQC experiments on wild type (WT) and the 

cavity-creating mutant (L99A) ofT4 lysozymβat pressures between 3 and 300 MPa. In L99A， 

a large cavity (atomic defect) containing a water molecule is created in the hydrophobic core 

part of T4 lysozyme. With increasing pressure， some cross-peak intensities of L99A were 

reduced preferentially for residues surrounding the cavity， while all the cross-peaks remain 

intact for WT. This indicatesthat the folded L99A ∞nforrner fluctuates to a lower幽 volume

conforrner with preferential disorder around the cavity， which increases population at higher 

pressure. The fact that the preferential reduction of cross peaks in L99A is not accompanied 

by the appearance of typical “denatured" signals suggests that the disordered segments are 

likely to be multi-conforrnational or undergo relatively slow motions in millisecond 

~microsecond time range. In any case， the result verifies that L99A has an altemative 

conforrner with a slightly highぽ freeenergy with local fluctuations around the cavity. 

The presence of a higher energy conforrner with fluctuations around the cavity was 

previously de匂ct怠dby relaxation dispersion NMR sp∞troscopy [Mulder et. al. Nat. Struct. 

Biol.， 2001， 8， 932・935，Nikolai R. Skrynnikov et al.， J. Am. Chem. Soc.， 2002， 124， 

12352-12360]. Our present resultsupports the above conc1usion from independent 

measurements using pressure. Interestingly， a (ecent high-pressure crystallography study 

revealed that the number of water molecules wi血inthecavitv ofL99A increases considerablv 

Key word:High pressure NMR，間laxation、dispersionl呼MR，conforrnationalfluctuation， cavity 

著者; まえの あきひろ、きたはら りょう、ふれでりつく だるくういすと、よこ

やま しげゆき、ふらんすむるだあ、あかさかかずゆき
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with increasing pressure [Col1ins et al.， PNAS， 2005， 102， 16668・16671].Combined with the 

latter observation in crystal， it is likely that the higher energy， low-volume confomier is 

associated with the higher degree of penetration of water molecules into the cavity. 

蛋白質の構造揺らぎは、その機能発現メカニズムの観点から重要と考えられている。

本発表では比較的遅い、すなわちマイクロ秒からミリ秒で生じる構造揺らぎと分子内

キャピティーの関係について議論する。 T4リゾチームの野生型(WT)とキャビティー

変異体(L99A)に対して 3から 300MPaまでの圧力範囲で二次元15N/IHTROSY司 HSQC

測定を行った。加圧に伴い、 WTとは対照的に分子内キヤビティーを持つL99A変異体

では、キャピティー周辺の残基における信号強度が選択的に減少した。加圧に伴う信

号強度の減少は、それらの部位でより体積の小さな高エネルギー状態に構造転移した

ことを示す。変性状態を示す新たな信号の出現は見られなかった事から、この高エネ

ノレギー構造は、キャピティー周辺でマイクロ秒からミリ秒オーダーで揺らいだ構造を

していると考えられる。同様に、緩和拡散NMR測定法によりキャピティー周辺領域で

化学交換が観測されている。 [Mulderet al. Nat. Struct. Biol.， 2001， 8， 932・935，Nikolai R. 

Skrynnikov et al.， J. Am. Chem. Soc.， 2002， 124， 12352・12360](Fig. 1)。両測定法による結

果がほぼ一致した事から、緩和拡散NMR測定法と高圧NMR測定法はともに、マイク

ロ秒一ミリ秒で揺らぐ高エネルギー構造を検出しているといえる。興味深い事に、加

圧によりキャビティー内の水分子の数が増加することが高圧X線結晶構造解析法から

明らかになった [Collinset al吋 PNAS2005， 102，16668・16671]。これらの結果から、マイ

クロ秒からミリ秒オーダーで起こるキャピティー周辺の立体構造の揺らぎはキャピ

ティーへの水分子の出入りを可能とする構造変化と密接に関わっているものと考え

られる。

Fig. 1 Confonnational fluctuation in L99A cavity mutant of T4 lysozyme‘(L巴ft)The cavities are 

illustrated by blue spheres. The residues showing preferential decreases in cross-peak volumes are 

colored by red. Side chains of cavity-lining residues showing preferential decreases in the volumes are 

colored green. (Right) The residues showing chemical exchange in 1~ relaxation dispersion NMR 

[Skrynnikov et al.， 2002] are marked by red. 
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可変圧力 NMR法を用いた深海微生物由来

ジヒドロ葉酸還元酵素の構造安定特性

0秦和澄1人北原亮2、大前英司王 YingXu4、

月向邦彦3、横山茂之2，5，6，赤坂一之1，2

1近畿大学生物理工、 2理研SPr泊 g-8センタ一、 3広島大学大学院、

4南カルフオノレニア大学、 5理研GSC、6東京大学大学院

Structural Characteristics of Dihydrofolate Reductase from Deep-sea Bacteria by 

Variable Pressure NMR 

o Kazumi Hata 1ベRyoKitahara2， Eiji Ohmae3， Ying Xu4， Kunihiko Gekko3， 

Shigeyuki Yokoyama2，5ベKazuyukiAkasaka 1，2 

1Graduate School of Biology-Oriented Science and Technology， Kinki University， 

2RIKEN SPring-8 Center， 3Graduate School of Science， Hiroshima University， 

4University of Southern California， 5RIKEN Genomic Science Center， 6Graduate 

School of Science， University of Tokyo 

The effect of pressure and temperature on the structural and thermodynamic 

stability of a dihydrofolate reductase (DHFR) from deep-sea bacteria Morit.θojla 

profunda and Shewanella violacea has been investigated in their folate旬bound

form in the pressure range between 3 and 375 MPa and the temperature between 

・5and 30 oC， using the on-line cell variable pressure 1H NMR spectroscopy. We 

determined the free energy difference t:，GJ extrapolated to 1 bar and the volume 

difference t:， V between N (Native state) and D (Denature state) at different 

temperatures. At 15 oC， the stability of MP-DHFR， t:，GJ = 15.8 I・4.1kJ/mol， is 

smaller than even that of apo Escherichia coli・DHFR(EC-DHFR)， t:，GJ = 21.2 +1・

5.8. The difference would be increased for folate-bound EC-DHFR， showing 

marked instability of MP-DHFR against EC‘DHFR. On the other hand， t:， Vis 

smaller for folate-bound (-66 +1-19 mL/mol) than for apo EC-DHFR (-101 +1-29)， 

suggesting that MP-DHFR is less sensitive to pressure than apo EC-DHFR. 

Interestingly， the maximum stability of MP-DHFR is around 5 oC (t:，GJ = 21.4 

kJ/mol)， close to the temperature of the living environment of Moritella profunda. 

Key Words: Variable pressure NMR， Deep園田a，DHFR， Thermodynamics 

はたかずみ、きたはらりょう、おおまええいじ、 YingXu、げっこうくにひこ、よこ
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高圧・低温下に生息する深海微生物が、このような極限環境に耐えられるメカニズ、ム

を知るためには、圧力・温度軸におけるタンパク質の構造や、その安定性を調べなけ

ればならない。本研究では、深海微生物MoritellaprofundaとShθwanellaviolacea 

のジヒドロ葉酸還元酵素 (DHFR)の構造と熱力学量の圧力・温度依存性を、理研・播

磨の 800MHz可変圧力NMR装置を用いて調べ、大腸菌由来DHFR (EC-DHFR)と

比較し、深海微生物由来DHFRがどのような特徴を持っているかを調べることを目的

としている。測定した深海微生物Moritellaprofunda由来DHFR(MP-DHFR)および

A効 ewanellaviolacea由来DHFR(いずれも葉酸結合型)のlHNMRスベクトノレは、

EC-DHFR (アポ型)と同じようなスベクトルで、加圧により疎水性アミノ酸由来の信

号強度が減少し変性由来の信号強度が増加していった。この疎水性コアの信号強度の

減少からN(天然構造)ー D(変性構造)聞の平衡として熱力学量企伊と企Vを求めたとこ

ろ、 150Cにおいて、 MP-DHFRのIJ.GJおよびIJ.Vは 15.8士 4.1kJ/mol . -66 ::t 19 

ml/mol、そしてEC-DHFRのIJ.GJおよび企阿ま 21.2士 5.8kJ/mol' -101 ::t 29 ml/mol 

で、あった。 EC-DHFRでは、アポ型よりもホロ型の方が構造安定性は高いのにもかか

わらず、ホロ型のMP-DHFRはアポ型のEC-DHFRよりも全体的に構造安定性は低く、

また圧力に対する感受性も低かった。そして最も特徴的だ、ったことは、 MP-DHFRは

生息領域付近の温度(5oC)において最も安定な構造を獲得していることがわかった。

これらのことから、深海微生物由来のタンパク質はその生息領域で最安定構造を有し

ていることが明らかになった。

A. Gibbs free energy B. Volume change 
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Fig.1. Plots of the standard Gibbs free energy change for unfolding (IJ.Oo) (A) and 

the volume change upon unfolding (IJ.防 (B)against temperature， for folate-bound 

MP-DHFR(・)and apo EC-DHFR (ム).
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19F NMRによるヘモグロピンのサブユニットの研究

(筑波大院数物 l、長岡高専物質工 2)

0長尾聡 l、長友重紀 l、三田肇 1、山本泰彦 l、鈴木秋弘 2

19F NMR characterlzation of subunit interaction of tetrameric hemoglobin 

Satoshi Nagao/ Shigenori Nagatomo，I Hajime Mita，I Yasuhiko Yamamoto， 
and Akihiro Suzuki

L 

lD句partmentofChemistry， University ofTsukuba， Tsukuba305・8571
LD己partmentof Materials Engineering， Nagaoka College ofTechnology， Nagaoka 940-8532 

The iI1troduction of ring-t1uorinated hemes into b-type hemoproteins provides spectroscopic 
probes highly符nsitiveto heme electronic nature which is relevant to functional properties of 
the proteins. "F NMR allowed the determination of the pKa value of acid-alkaline transition 
and oxygenation in individual subunits ofte仕americhemoglobin. 

序論

ミオグロビン例b)など天然の b型へムタンパク質にフッ素を側

鎖にもつへムを導入すると、 19FNMR測定によりへムタンパク質

の活性部位の電子構造の変化を高感度に検出する事ができる。

フッ素核の緩和で、は化学シフト異方'性(CSA)が支配的であり、観

測対象のタンパク質の分子運動が遅い場合、シグナルがブ‘ロー

ドに観測される。そこで、 CF3基をへム側鎖にもつ 13，17・

bis(2田 carboxylatoethyl)・3，8・diethyl-2，12， 18・trimethyl-7回trit1uoro-
methylporphyrinatoiron(III)(7・PF，Fig. 1)のへムタンパク質への

導入を検討している。 CF3基の 19FNMRシグナルは、 CF3基の

C3軸まわりの高速回転により CSAが小さくなるため、タンパク質の分子量とは無関係に先鋭

化されることが期待されるからである。本研究では、 7・PFを利用して、ヒト成人のヘモグロビン

四量体但bA，α2sUとヒト胎児のへモグロビ、ン(HbF，α2Y2)の活性部位の電子構造解析を 19F

NMRにより行った。また、単量体のMbの解析も行った。

結果と考察

Hbのへムlfefi守票産政"&0γブとヱニ外の親唐

7-PFを組み込んだ、 Mb及びHbA、HbFの

19F NMRスベクトノレをFig.2に示す。Hbの分

子量は約6万5千であり、 Mbの約4倍である

にも関わらず、観測されたシグナルの線幅は

Mbの約1.5倍であり、分子量の増大に伴う線

幅の増加が小さい事が確認された。したがっ

て、分子量 10万を超えるへムタンパク質の研

究にも本手法が有効で、ある事が期待される。

Mbの 19FNMRスペクトルでは、シグナルは 2

本観測された。これは、 7・PFをヘムタンパク質

に導入した際に、ポルフィリン環の 5-15メソ位

を通る軸に関して 180度反転したN 及びR

ぷし~l~_
HbF(α2Y2】

HbA(a:zll2) 

50 40 30 20 
Chemical shift (ppm from TFA) 

Figト219F NMR spec仕aofMb(7-PF)N
3
・，

HbA(7-PF)N3" and HbF(7-PF)N3". 

19FNMR，四次構造変化，ヘモグロビン，フッ素化ヘム，常磁性 NMR

ながおさとし・ながともしげのり・みたはじめ・やまもとやすひこ・すずきあきひろ
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formのへム配向異性体が生じるためである。つまり、 HbAとHbFのスペクトルのシグナノレ 4

本は、サプユニット毎にへム配向異性体が存在することを反映している。へム配向異性体の

シグナルの帰属は、 MbにおいてCF3基から近傍のアミノ酸側鎖への 19F_1HNOEの検出によ

り行い、HbA及びHbFにおけるシグナノレ帰属の参考にした。 α，s， yサブ、ユニットのシグ、ナノレ
はHbAとHbFのスベクトノレ比較から行った。HbAとHbFで共通するαサブ、ユニットに由来す

るシグ、ナノレのシフト値は、お互いに類似していると予想されるからである。HbAの様々な配位

状態において、 19FNMRシグナルはへム鉄の酸化状態及びスピン量子数を反映し、約 100

ppmの範囲に分離良く観測されているσig.3)。これらのシグナノレをフ。ロープ、として、これまで

解析が困難で、あったHb四量体の研究が初めて可能になり、サブユニットやへムの配向がHb

の機能に及ぼす影響の解明が可能になる。

120 
I 
100 

βR 

H，O (Fe3.. S=5/2) 

ピ日記えイ」一一一-t

η… 
CN. (Fe3• , S=1/2) 

O曳y.(Fe2..S=O) 

80 60 
Chemical shift (ppm from TFA) 

T 
40 20 

Fig.3 19F NMR spec仕官 ofHbA(7-PF)in various oxidation， spin， and ligation states. 

Il#IftillllOlJl1ff 
lヤNMRシグナノレの強度の単純な

解析により、Hbの各サブユニット及び

へム配向異性体の酸素結合過程を

観測する事ができる。酸素分圧が異

なるHbAの苛NMRスペクトルをFig. ぜ
対一………-hh

〆~
4 に示す。Hbの酸素平衡は NMRの寸一一~円~\
タイムスケーノレより遅いため、酸素分 I De町 αν\~R cxN. 

I --叩日叩輸--" '-ーー四四~品叫ぬ川由~ "'-肝噂-一日働吋---

圧の上昇に従い、 D∞xy体のシグナ ー
ハ 20

ノレ強度は減少し、一方、 Oxy体のシ 白 emicalshift (pprn frorn TFA) 

グナノレ強度は増加する。一連の酸素 Fig.4吋 NMRspectra of a制問。fmixωresof 
分圧における 19FNMRシグナルの強 d巴侃yHbA(7-PF)and OxyHbA(7担 PF). 

度を解析すれば、 Hb四量体のーサブユニットの酸素親和性を求める事が可能である。
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シトクロムcの熱安定性を増大する分子機構の解明

(筑波大院数物) 0高山J，真一、佐々木寛明、高橋陽太、入江清史、

太虎林、河野慎、三田肇、長友重記、山本泰彦

Elucidation of molecular mechanism responsible forthermos匂billityof cytochrome c 
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I百benno叩p仲凶h悩ileHt御h舵ermo，中p凶hμilz加u附t必:scyt，∞hrome C552 (伺HTη)加 dme岱ωs叩op凶hi凶ile巴R α僻e問 gi，的nωαc叩》戸唯O∞ch恰rom，己 C向5お到5幻1 

(σPA)征己 smaIImonoぬohe悶em巴-cont匂ainingelect仕ront仕ransf氏erproteins， which exhibit脳出 sequenceidentity 

(56 %)， and their main-chainぉ，ldingis almost identical. But HT is much more stable as to heat than 

PA. From a detailed comparison ofthe protein interior betwe叩 HTand PA， ster巴ochemicalpacking
of hydrophobic residues is shown to be crucial to ovemll thennostability of proteins. In order ω 
further enhance the hydrophobic inter司ctionsin HT， we removed hydrophilic OH group of Tyr27， 
which is located nere hydrophobic core， by四bsti旬tionofTyr27 with Phe and sucs問 ded血cons加 cting

HT mutant which exhibit even higher th即 nostabili勿thanwild-type protein. 

序論

好勲↑生71<素細菌H thermophilus由来のc戸ochromeC552 (町、 Fig.1)と緑膿菌P.aeruginosa 

由来の cyt∞hromeC551 (PA)はアミノ酸配列で56%の相向性をもち、両者の主鎖のブオール

ディングは類似しているが， HTの変性温度(九)はPAに比べて約30
0
Cも高い。 HTとPA

の立桝弄造の比較から、 HT内部ではヘム近傍の疎水性コアが安定化されていることが明ら

かになっている。このように、タンパク質内部における疎水性コアの安定化は、タンパク質

全体の熱安定性の増大に寄与すると考えられる。私共は、 HTの疎水性コア近傍に位置する

乃r27f)lJj鎖のOH基をPheへの置換により除去することにより疎水性コアの安定性を増大し、

町の熱安定性をさらに高くすることに成功した[1]0 

結果と考察

HTとPAのY27F変異体は、遺伝子工学

的手法により調製した。 Fig.2に HT、PA

および調製した変異体の酸化型での lH

NMRスペクトルを示す。酸化型シトクロ

ムCでは、へム鉄に存在する不対電子の影

響によりへム側鎖メチルプロトンシグナル

が低磁場側に常磁性シフトして観測される。

Fig.l TI出向九回ctureof HT (left). Heme and 
Tyr27 f'ω.idue are indicated in a stick model. The 
hydrophobic core near heme (right). 百leTyr27 
residue is indicaもedin必rkgrey.

Keyword:シトクロムc、常磁性Nl¥皿、熱安定性、タンパク質フォールデ、イング、疎水性相互作用

たかやまJ.しんいち、ささきひろあき、たかはしようた、いりえきよふみ、たいこりん、かわのしん、

みたはじめ、ながともしげのり、やまもとやすひこ
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これらのシグすルはへムの電子状態を鋭敏に反映してシ 地memethyl

フト変化するが[2]、町、臥共に Y27F変異体の常磁性シ ~1，2_へ 11'1
グナルのシフ同一ンは野生型のものと一致した。この HT 18"U伴卜
ことから、 Y27Fの変異はへム活性部位の構造には大きく 11 ¥ ~， 

影響しないことが明らかとなった。また、 NOESYスベク HT.Y27F ÜJ~ωl 
，12 12 18， 7 1，，111 

トルσig.3)の帰属から得られた主鎖プロトンのシフト値も ¥"- 1-'-1 '1 1醐t
PA L-上~LitlJr'!Wh

変異体と野生型の聞で本質的には変化がなく、主鎖のフォ ー寸寸づL 咽

ーノレディングが保存されていることが示された。 1I I uill 
PA.Y27FI ! I 1.. JI，IiI 

タンパク質の Tmは、α・ヘリックス含量に対応する 222nm 戸~T一千一一一ーは
40 30 20 10 

の円三色性 (CD)の温度変化より求めた (Fig.4tHTは、 Chemical shift (ppm) 

野生型においても 100
0
Cく凡なので、試料提訴夜の沸騰を Fig. 2 Downfield portion of lH 

防ぐため、約 10気圧倒日庄内測定的った[3]。その結 器官協!なiお笠宮ぷ
果求められた酸化型HT、PA、H下Y27FおよびPA幽Y27Fの The assi伊 mentof heme methyl 

Tmはそれぞれ 108.3、 82.3、 116.1、 90.6oCとなり、 HT、PA signals are indicated in the spec加.

いずれにおいても変異の導入により、 Tmが約 8oC上昇した。一方、還元型では、 HT、PA

共に野生型と変異体でほとんど Tmに変化はなかった。このことから、 Y27F変異の導入は主

に酸化型の熱安定性を増大させることが明らかとなった。また、 N恥伎の解析から Y27Fの

変異は主鎖のフォールデ、イングにはほとんど影響を与えないことが示されているので、変異

導入による熱安定性の上昇は主に側鎖のパッキングの変化と、それに伴う疎水性コアの安定

化に起因すると考えられる。
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Structure of the N-terminal domain of .SUMO ligase Sizl 

from Succhromyces cerevisiae 

!L五些些i1，H. Shindo1，2，3， S. Tase1 and T. Yamazaki1 CProtein Research Unit， National 

Institute of Agrobiological Sciences， 2R1KEN Genomic Science Center and 3School of 

Pharmacy， Tokyo University ofPharmacy and Life Science) 

Post-translational modification by SUMO (~mall ybiquitin-like担金difiers)is an important 

mechanism that regulates a wide variety of cellular functions such as gene transcription， viral 

infection， nuc1ear localization， chromatin organization， cell cyc1e progression and so on. 

Sumoylation pathway is very similar to that of ubiquitination which occurs through the 

thioester cascade ofEl (activating enzyme) to E2 (conjugating enzyme) and E3 function as a 

ligase for ubiquitin or SUMO to each target protein. However， functional consequence of 

sumoylation as mentioned above is quite different from that of ubiquitination which involves 

in protein degradation as its major role. 

Sizl (also called Ull1)， a member ofthe PIAS (nrotein inhibitor of呈ctivated~TAT) family， 

was identified as an E3 SUMO ligase for septin components in budding yeast. The family has 

several conserved domains such as the N-terminal domain with SAP motif， the PINIT domain 

and the RING-like zinc finger domain. However， sequence identity between yeast Sizl and 

human PIASl is not so high. For example， the identity of N-terminal domains is 18.5% 

between them， and further more the domain of Sizl is longer by 22 aa than that of PIASl. 

Thus， it is interesting to study the structures and function of the extended region of the SAP 

domains oftwo proteins. 

We have previously determined structure ofthe N-terminal SAP domain of SUMO ligase 

PIAS 1 from human and have shown出atthe domain can bind an A下richDNAl). Here， we 

will report the NMR structure of a putative extended SAP domain in the N-terminus of a 

SUMO ligase Sizl (ト111).We will discuss s加 cturalsimilarityand distinction between the 

N-terminal domains ofthese two SUMO ligases. 

Materials and Methods 

The N-terminal domain (1・111叫 withHis6-tag of yeast Sizl is overexpressed in E. coli 

BL21 in M9 medium containing 15N-enriched ammonium chloride or/and I3C-enriched 

glucose. The recombinant proteins were purified by Ni2+皿 column，and His-tag was c1eaved by 

thrombin， followed by gel filtration. The protein was resolved in 10% D20 containing 

300 mM  NaCl， 20 mM K-Pi (pH 6.1)， 0.2 mM  ZnClz， 5 mM DTT， and multi-dimensional 

NMR spectra were acquired at lOoC on a Bruker DMX750 spectroscQPY. A self-complement 

Keywords: SUMO， ligase Sizl， ligase PIASl， NMR structure， DNA binding 
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DNA16・mer，d(CAAAAATATATTTTTG)2， was used for DNA binding experiments. 

Results and Discussion 

Structural F.ωture of N-terminal Domαin: The spectra were analyzed by the program 

SPARKY3 and the structural calculations were carried out using the program CYANA with its 

standard protocol. The Cαand Cp secondary chemical shifts indicated that the domain Sizl 

0・111)is composed of fiveαーhelicesand that the N-terminal region (1-21) of Sizl， which is 

absent in PIAS 1 (1・85)，has no secondary structure (essentially flexible) as shown in Figure 1. 

Here; the secondary structure of Siz1 (1・111)is compared with the N-terminal extended SAP 

domain of PIAS 1 (1・85)whose structure was previously determined. The primary SAP 

domains (corresponding toα2 and α3占elices)are very similar between Siz1 and PIAS1， 

while the α1・・helixand the loop between α3 and α4 of Sizl are much longer than those of 

PIASl. It should be mentioned that the C-terminal segment ofPIASl (65・85)was a flexible， 

random coil while the corresponding segment of Sizl was in α-helix (Fig. 1). Preliminary 

structural calculations indicated that it has a five-bundle like structure in stead of a 

four-bundle in th巴 caseof PIAS 1. Further refinements for three-dimensional structure are in 

progress. 

DNA Binding AbiliりlofN二terminalDomain: 15N-Iabeled Siz1 (1-111) was titrated with DNA 

lふmerand the chemical shift perturbations were observed using 15N_1H HSQC spectra upon 

DNA binding at various P/D ratios. In Fig. 1， the residues strongly perturbed in chemical shift 

index are labeled with asterisk * at the top andbottom of sequences ofPIASl and Sizl， 

respectively. Although the indiyidual perturbed residues are different betweentwo， they are 

almost all located on the SAP motif (α2 and α3) in both cases， indicating that the pattem of 

DNA binding is similar. 
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N・t巴rminalextended SAP domains ofPIASl and Sizl 
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920 MHz NMR analyses of causative gene products of 

neurodegenerative disorders 

OHiroaki SasakawaJ， Eri Sakata2， Akira， Sumiyoshi2， Maho UtusmiJ
， 2， 

J.2 Yoshiki YamaguchiL and Koichi Kato 

J Institute for Molecular Science， 

2 Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University 

N巴urodegenerativedisorders such as Alzheimer's disease (AD)， Parkinson's disease 

(PD)， and polyglutamine (polyQ) disease are though to be caused by common cellular and 

molecular. mechanisms. The underlying genetic mutations for many familial 

neurodegenerative disorders have been identified in recent years. Here we report an NMR 

approach to obtain deeper insights into the pathological mechanisms of molecular interactions 

of the causative gene products of neurodegenerative disorders， i.e.α-synuclein， amyloid-s 

(As) and polyQ tracts. These proteins have no apparent ordered secondary stmcture in the 

monomeric forms， although recent evidence indices the existence of functionally relevant 

intra-molecular interactions. NMR analyses of these unfolded proteins are generally 

precluded by overlap of signals and lack ofNOE-derived distance constraints. To cope with 

these difficulties， we applied ultra-high field (920 MHz) NMR spectroscopy and the spin 

labeling technique to analyze the intra-and inter-molecular interactions of these proteins in 

solution. 

i) Solution conformation of As 

The conversion of monomeric As to its aggregated， toxic form is a cmcial step in 

Alzheimer's disease. Underlying mechanisms of the initial st芯pof the inter-molecular 

interaction of As leading to its fibrils formation have been poorly understood. We 

characterized恥 conformationalstatus of monomeric As by observing line broadening due to 

the effect of the spin label attached to the N-or C-terminus of As. Inspection of these data 

indicates that恥 conformationof As in solution is not completely random but has a tendency 

to assume a bent conformation. 

Keywords: Neurodegenerative disorders， Intrinsically disordered protein，α-synuclein， 

Amyloid s， Poly-glutamine位act
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ii) Intramolecular in旬ractionof Ataxin・3

Ataxin-3 is the product ofthe causative gene ofMachado-Joseph disease， which is one a 

putative de・ubiquitinatingenzyme， and the C-terminal polyubiquitin interacting motifs 

Pubhl-3 inserting the polyQ tract between Pubh2 and Pubh3. Our NMR data revealed that 

there exist intra-molecular interactions between the Pubhl・2motifs and the polyQ-Pubh3 

segment 

iii) Identification of epitope exhibited on α圃 svnuc1ein

α-Synuc1ein， a causative gene product ofPD， is a 140 amino acid phosphorylated protein 

abundantly expressed in presynaptic t怠rminalsof vert油 rates. We identified the epitope of 

α-synuc1ein recognized by its cognat怠 antibody(LB509) on the basis of the ultra-high 

resolution NMR spectral dataσig. 1). We also analyzed the effects of site-specific 

phosphorylation at Serl29 of α・synuc1ein. Phosphorylation at Serl29 induced chemical 

shift changes at Lys34 and Lys45， which are distal from the phosphorylat怠dsite. These data 

suggest that long-rage ele氾trostaticinteraction(s) exist in the phosporylatedα-s戸mc1ein.
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Fig. 1. lH)5N HSQC spectra of [15N]α-synuc1ein recorded at lH observation frequencies of 

500 MHz and 920 MHz 
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無細胞系によって調製されたイネ NifU1Adomain 1の

NMR立体構造解析

(北大院・生命科学院農水省・農生資研2)

O 斉尾智英小椋賢治久米田博之横地政志

加藤静恵加藤悦子稲垣冬彦1

Structual Analysis of Oryza satil開 NifU1ADomain 1 Prepared 

by Cel/-Free System 

Graduate School of Life Science. Hokkaido University1 

8iochemistry Department. National Institute of Agrobiological Sciences2 

OTomohide Saio¥ Kenji Ogura¥ Hiroyuki Kumeta 1
• Masashi Yokochi¥ 

Shizue Katoh2
• Etsuko Katoh2

• Fuyuhiko Inagaki1 

NifU/NifU-like proteins are known to provide a molecular scaffold for the 

assembly of the iron-sulfur cluster and play important roles not only in electron 

transfer or metaboiic reactions but aiso in gene expression. The chioroplast ・-type

NifU-like protein has a tandem repeat of NFU domains. N terminal domain has CXXC 

motif that is suggested to accept iron-sulfur cluster and transfer it to receptor 

protein. whereas C-terminal domain lacks this motif. This domain arrangement is 

unique to chloroplast-type NifU-like proteins. The solution structure of C-terminal 

domain of NifU-like protein from Oryza sativa (OsNifU1A) has been solved. Here we 

discuss the structure of N-terminal domain of OsNifU1A prepared by cellイreesystem 

using improved dialyzer. 

【序論】

NifU/NifU-likeタンパヲ質は、鉄一硫黄クラスター形成の足場として機能し、電子伝達や代

謝反応ばかりで怠く、遺伝子の発現調節にも関わっていることがわかっている。葉緑体局在

Key words : cell-free protein synthesis. Oryza sativa. photosystem. 

Fe-S cluster protein 

著者ふりが怠:さいおともひで、おぐらけんじ、くめたひろゆき、ょこちまさいかとうしずえ、

かとうえっこ、いおがきふゆひこ
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型 NifU-likeタンパク質によって形成された鉄ー硫黄ワラスターは、光合成における電子伝達

をになう Ferredoxinに受け渡される。葉緑体局在型 Ni町一likeタンパク質は 2回の繰り返し

ドメインを持っていることが明らかにされており、 N 末端側の domain1 は活性中心でBある

CXXCモチーフを持つが、 C末端側の domain11では CXXCモチーフが欠けている。このよう

怠配列構成はほかの生物の NifU/NifU-likeタンパワ質では見られず、植物特有のものであ

る。イネ由来の OsNifU1AのCXXCモチーフを持た怠い domain11はすでに NMRによる立体

構造解析が芯されている。本研究では、大腸菌系無細胞タンパク質合成を用いて調製し

たOsNifU1Adomain IのNMRによる立体構造解析を行った。

無細胞タンパク質合成に用いる透析器は、市販されているものの多くが反応肉液の出し入

れがしにくいことや、透析効率が低くタンパク合成量が少怠いといった短所があった。それらの

短所を改善するため、改良型透析器を考案・作成し、それを用いて NMRサンプルを調製し

た。

【実験】

大腸菌 BL21Star (DE3)菌体を安井器械 MultiBeads Shockerで破砕し、 S30抽出物を

調製した。

次に、無細胞タンパク質合成のための透析器の改良を行った。 15mLディスポーザプル遠心

管にフィットする形状の透析膜型枠を作成した。この型枠に市販透析膜を密着させ、遠心

管をねじ込むことにより透析器を組み立てることができる。この透析器の利点は①あらゆるポ

アサイズの透析膜を使用できること、②タンパワ質合成反応液を遠心|こより口ス怠く回収でlき

ることである。実際にこの透析器と SpectraPor透析器でタンパワ質合成の収量を比較した

ところ、約 2倍の収量向上を確認した。

次に、この改良型透析器を用いた無細胞タンパヲ質合成によって13C15NラベルトlifU1A

domain IをHis-tag融合タンパク質として発現させ、アフィニティーヲ口マトゲラフィ一、ゲルろ過

ワロマトゲラフィー!こよって精製した。

NMR測定はVarian社製UnityInova 600 MHz. 800 MHz分光計を用いて 25
0
C(こて行った。

スペヲトル解析にはOliviaを使用し、 13C_および15N-NOESYからの距離制限とTALOS由来

のニ面角制限を用いて、 CYANA(こよって立体構造計算を行った。

【結果・考察】

改良型透析器を用いて OsNifU1Adomain 1を発現させたところ、 lmL反応内液あたり

2.7mgの収量を得ることができた。

TALOSによる二次構造予測では、 OsNifU1Adomain 1は2本のαヘリッヲスと3本のsシー

トから構成されるという結果が得られ、これはC末端側のdomain11の二次構造と一致してい

た。 CXXCモチーフを構成するアミノ酸残基は[1H15N]-HSQCでピーりが観測されず、その周

辺の残基もピーヲ強度が著しく弱いかもしくは観測され怠かったことから、 CXXCモチーフは柔

軟おループ構造をとっていると考えられる。現在、立体構造解析のためのNMR測定は終了

しており、立体構造決定に向けて解析中である。
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Acyl-coenzyme A binding proteins from human and their 

functional analysis 

Hirovuki Onuki1

ぺA.Z. M. Ruhul Momen1， Yusuke Tsubota
2
， 

Kenichi Yasumuro1， Kazuhito SaωU 1， Takamasa Abe1， Toshiyuki Hamada1

へ
Fumiaki Hayashi 1 ， Kohei Saito 1， Seizo Koshiba 1， Takanori Kigawa 1， 

Shigeyuki Yokoyama1 and Hiroshi Hirota1
，2 

lRIKEN Genomic Sciences Center， 2Graduate Course of Supramolecular 

Biology， Yokohama City University 

The three dimensional structures of two human ACBPs (acyl-CoA binding proteins) were 

detennined by NMR. Based on the structural infonnation， we examined the interaction of 

the two human ACBPs (hACBPl and hACBP2) with acyl-CoAs having various acyllengths 

by NMR chemical shift perturbation method， Distribution of the residues corresponding to 

perturbed signaIs showed that acyl-CoAs interact with ACBPs site-specificaIly， 

Introduction 

ACBPs are proteins with highly conserved amino acids and are present in cells of a wide 

range of eukaryote organisms企omyeast to mammals， They play roles of the storage and 

intracellular transpo氏 ofacyl-CoAs，1 To date， there have been reported numerous 

eukaryotic ACBPs， Human ACBPs have also been cloned， but no structural infonnation of 

human originated ACBPs has been reported yet. Here we report the first three-dimensional 

structures of two human ACBPs (hACBPl and hACBP2)， Based on these structures， we 

demonstrate interaction ofhuman ACBPs with acyl.CoAs having various acyllengths. 

c 

Figure Structure ofhACBPl (left: PDB ID 2CQU) and hACBP2 (right: PDB ID 2 COP) 

Key Words: ACBP， acyl-coenzyme A， functional analysis， chemical shift perturbation 
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Materials and Methods 

hACBPl domain is c located at N-terminus of human f13，f12-enoyl-CoA isomerase (364 

residues). hACBP2 domain is located nearby N-terminus of a hypothetical protein 

containing ankyrin repeat (282 residues). The 13C， 15N・labeledproteins were prepared by 

the E. co/i cel1-free system. NMR spectra were obtained by standard multidimensional 

measurements. Automated NOE cross peak assignment and structure calculation were 

performed by CYANA. For perturbation experiment， acyl-CoAs (CI2， C14， C16 and C18) 

were added to the solution of U_[15N]・ACBPsfrom the molar ratio of 1:0 to 1:5. lH_15N 

HSQC spectra were measured under each concentration ratio to obtain perturbed chemical 

shifts. Dissociation constant (Kd) was calculated by non-linear curve fitting method. 

Results and Discussion 

The fold of the both proteins shows a down・up-up-downfour-alpha-helix bundle. These 

helices ofbothproteins were arranged in a bowl shape with a possible acyl-CoA binding site. 

Most ofthe residues that might bind to adenosine-3'-phosphate are conserved. 

Then we examined interaction of hACBPl and acyl-CoAs. Clear concentration dependent 

signal perturbation was observed only in the case ofCI2-CoA. Intensive analysis ofthe data 

for hACBPl and C12・CoAexperiments revealed that distribution of the residues 

corresponding to perturbed signals showed good agreement with conserved residues reported 

on other ACBPs. From this observation， acyl-CoA interacts with ACBP site-specifically. 

According to the chemical shift changes， Kd was estirnated as the order of 1 x 10-5 M. This 

result is consistent with that of surface plasmon resonance experiment: hACBPl was 

immobilized on a sensor chip surface and C12・CoAwas used as a mobile phase.2，3 When 

we used C14， C16 and C18-CoAs， chemical shift changes were also observed， but we 

observed only two states: free and bound forms， presumably due to slow exchange rate 

between two states. Though it was difficult to calculate dissociation constant as the similar 

manner， perturbed signals were observed at the same residues as in the case of using C 12・CoA

and we could depict residues that interacted with acyl-CoAs. We are also to report the result 

ofNMR chemical shift perturbation experiments ofhACBP2 with acyl-CoAs having various 

acyl lengths as the similar manner. From the analysis of these experiments， we will discuss 

the acyl-chain specificity for ACBPs with the structural viewpoint. 
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19F-NMRを用いた 4Ut) -fluoroprolineを含むコラーゲン

モデルペプチドに関する研究
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19F_NMR Study of Collagen Model Peptides containing 4(R)・fluoroproline

eGraduate School ofPharmaceutical Sciences， Osaka Univeresity， 2 JEOL LTD.， 3Devision of 

Rational Drug Design， Osaka University of Pharmaceutical Sciences， 4Department of 

Materials Science， Wakayama National College of Technology， 5Graduate School of 

Engineering， Osaka University， 6Department of Chemistry， Nara Women's University， 
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o Kazuki Kawahara¥ Nobuaki Nemot02， Yoshinori Nishi3， Masamitsu Doi4， Susumu 

Uchiyama5， Takashi Nakazawa6， Yuji Nishiuchi7， Takuya Yoshida1， Tadayasu Ohkubo1， and 

Yuji Kobayashi 1 

19F_NMR experiments have been carried out on 4(R)-fluoroproline (fProR) containing 

collagen model peptides. It is known that H-(Pro-fProR-GlY)7・OHtakes triple helical structure 

at lower temperature and shows thermal transition to single coil state. Due to much larger 19F 

chemical shift dispersion than that of lH or J3C， we success負l11ytracked triple helix 

monomer transition in a series oftemperature dependence experiments. Analyses on 19F_{ lH} 

heteronuc1ear correlation and relaxation as well as on the temperaぬredependence helped us 

to c1early categorize the 19F signals into three; those of monomer， folding intermediate， or 

triple-helix. The method shown here provides a c1ue to analyze the conformational佐ansition，

dynamics and stabilityof collagen triple helical structure. 

Key Words 19F_NMR， collagen model peptides， temperature dependence， folding 

intermediate， relaxation 

かわはらかずき、ねもとのぶあき、にしよしのり、どいまさみつ、うちゃますすむ、

なかざわたかし、にしうちゅうじ、よしだたくや、おおくぼただやす、こばやしゅう
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I緒言l
コラーゲ、ン分子は(X・Y-G1Y)nの繰り返しアミノ酸配列を持つペプチド鎖からなり、室

温付近では三本のペプチド鎖が螺旋状に絡み合うトリプルヘリックス構造を形成し

ている。配列中のX，Yイ立にはProや 4(R)同 hydroxypro1ine(HypR)が頻繁に存在し、 I型のコ

ラーゲンにおいてはこれらのイミノ酸の含有量が全体の約 30%を占めることが知ら

れている(1]。モデルペプチドを用いた熱安定性の研究から、 Y位のHYPRはトリプルヘ

リックス構造の熱安定性に重要な寄与を示すことが報告され、更に、 HYPRを

4(R)-fluoropro1ine(fProR)に置換したモデルペプチドがより熱安定性の高いトリプノレヘ

リックス構造を形成することが報告されている[2-4]。この様なコラーゲントリプノレヘ

リックス構造の安定化と一本鎖状態から三本鎖状態へのフォールディングの機構を

説明する為これまでにもNMRを使用した様々な研究が行われてきたが、 lHないし

13C-NMRスベクトノレ上で、の信号の重なりの問題の為、三本鎖や一本鎖の信号の帰属が

非常に困難で、あった。今回我々はfProRを含むモデ、ノレペプチド(Pro-fProR心1y)n(n=1~4， 
7)の19F_NMRによる測定を行った。 19Fの化学シフトは、 lHや13Cに比べて、核周辺の小

さな環境変化に敏感で、あり、化学シフトがより広範囲に分散する傾向を持つことが知

られている。

i実験l
化学合成した(Pro-fProR-Gly)n(n=1~4 ， 7)を90%H20 / 10% D20に溶かし測定した。温度

変化実験 (100C~800C) 、 eH} ー 19F HETCOR， {lH} _19F HOESY， 19F・緩和測定などを行

った。

[結果と考察]

19F一単一パルス実験より、 (Pro-fProR圃 G1y)n(n=r~4， 7)のfProRにおける19Fγの化学シフト

が比較的広範囲に分散していることが確認された。これはlH・NMRスペクトル上で 1

本の信号として観測されたfProR中のlHyの結果と対照的である。更に、温度変化実験

(1 OOC~80oC) と eH} 一 19F HOESYおよび19F・緩和測定の測定結果を組み合わせること

によって、 19F一単一パルス実験により観測された各信号は三本鎖状態、一本鎖状態及

び中間状態に大別できることが明らかになった。特に、三本鎖状態と平衡関係にある

一本鎖状態及び中間状態の詳細な解析を行うことは、コラーゲントリプノレヘリックス

構造のフォールディング過程を理解する上で非常に重要である。

I参考文献I
1， P. P. Fietzek and K. Kuhn. (1975) Mol.Cell. Biochem. 8，141・157.
2， Kobayashiうy.et al. (1970) Biopolymers， 9， 414-425. 
3， Ho1mgren， S. K. et al. (1998) Nature 392，666-667. 
4， Hodges， Jonathan， A.， and Raines， R.T. (2003) J. Am. Chem. Soc. 125，9262・9263.
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Solution structure of Hex C-terminal domain and the 

mechanism of the transcriptional activation 

Yuki Horie1， Riyo Yoshikawa1， Shinichiro Asai1， Tamio Noguchi2， Takahisa 

Ikegami3， Hideo Akutsu3， Hiroshi Hirota4， Shige戸lki Y okoyama 4， Shunsuke 

Meshitsuka 1，4 

lTottori University Graduate School of Medical Science，Institute of Regenerative 

Medicine and Biofunction， 20saka Ohtani University Tondabayashi 584-8540， 30saka 

University Institute for Protein Research， 4RIKEN Genomic Sciences Center 

Transcription factor Hex (haematopoietically expressed homeobox) is a homeobox 

protein that regulates differentiation and development of liver and monocyte. Hex has 

three functional domains， N同 terminaldomain， homeo domain and C-terminal domain， of 

which functions are repression， DNA binding and activation， respectively. To explain 

the function of activation by Hex the structural studies have been carried out by NNR. 

The solution structure of Hex C-terminal domain was determined. Binding of the 

C3・domainof the transcription factor GA T A・2to Hex C-terminal domain was 

observed. 

Introduction 

Homeobox genes encode transcription factors that regulate development and 

differentiation. Homeobox genes are c1assified into genomic c1usters named HOXA， 

HOXB， HOXC and HOXD， and there are other types of orphan homeobox genes which 

are independent of HOX c1usters. Hex isone of the 0叩hansidentified in human 

promyelotic leukemia cell line and is found in rat， mouse， chicken， xenopus， zebrafish 

and C.elegance. Hex is a transcription factor constituted of 271 amino acids and has a 

proline-rich repressor domain in the N-terminal region (45-136 AA)， a homeodomain in 

the center (137・196AA) and an activator domain in the C・terminalregion which has 

many negatively charged amino acids such as glutamic acid aIld aspartic acid (197・271

AA). The knock out mouse ofHex is embryonically lethal around ElO.5 due to a lack of 

substantialliver formation， thyroid gland formation， forebrain formation， and monocyte 

and B cell differentiation. Recently， several genes such as thyroglobulin， the precursor 

Key Words: Hex， transcription factor， transcriptional activation， solution structure， 

protem-protem mteractlOn 
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of thyroid hormone， and goosecoid， homeodomain transcription factor involved in 

development of early embryo were found to be repressed by Hex. In contrast， Hex 

activates the expression of Smemb， nonmuscle isoform of the myosin heavy chain and 

sodium dependent bile acid co・transporter.Furthermore， the expressions of GA T A・1，

flk-1 and fil・1which are the transcription factors of endothelial and blood cells for 

differentiation in zebrafish are also activated by Hex. It was also reported that Hex 

binds directly to transcnption factors such as HNF1αand GATA-2， and regulates the 

transcription of their target genes. However， the detail function of Hex has not been 

c1arified yet. 

Experiment 

The domains of Hex were expressed separately in homeodomain and C-terminal 

domain (Hex-C). Also， the domains of GATA・2were expressed separately in five 

domains such as N1， N2， C1， C2 and C3 domains. The interactions between Hex and 

GATA・2were observed by experiments of the surface plasmon resonance. NMR 

spectra of N-HSQC， C-HSQC， HNCO， HNCACO， CBCANH， CBCACONH， 

HCCONH， CCONH， NOESY_N-HSQC， NOESY_C-HSQC， HCCH_TOCSY， 

TOCSY_N-HSQC， and TOCSY_C-HSQC were measured in 66mM phosphate buffer at 

pH7.0 with 50mM KCl at 250C by Varian Unity Inova (500MHz). Analysis of 

spec加 m was performed by NMRPIPE and Sparky. The solution structure of Hex 

C-terminal domain was calculated according to the NOE constraints by Cyana. 

Results 

We obtained a sufficient amount ofHex-C with GST (glutathione S-transferase) 

tag after sufficient purification with gel chomatography. Hex-C did not provide good 

NMR spectra for analysis when GST tag was removed by thrombin. Hence， we have 

measured NMR spectra ofHex-C without c1eaving GST. According to the conventional 

analyses， we obtained the structure of Hex-C， which is abundant of the negatively 

charged amino acids with the transcriptional activation. Hex-C consists of four 

α-helices， and the structure is conserved by hydrophobic core. The surface was fully 

charged negatively as expected. It was observed by binding studies using Biacore 

instrument that the domain of C3 of the transcription factor GA T A・2binds to Hex-C. 

NMR spectra of Hex-C have been observed in presence and absence of GATA・2

domains and analyzed. 
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ジスルフィド結合で拘束したTom20-プoレ配列接合体の動

的振る舞い
0斉藤貴士1.2 伊倉真由美2小島理恵子2帯田孝之2前仲勝実2

神田大輔2

l九州大学デジタルメディシン・イニシアティブ

2九州大学生体防御医学研究所

Dynamic behavior of disulfide-bond tethered Tom20・presequencecomplex. 

OTakashi Saitoh1.2， Ma戸uni19ura2， Rieko Kojima2， Takayuki Obita2， Katsumi Maenaka2， 

Daisuke Kohda2 

'Digital Medicine Initiative， Kyushu University， Fukuoka， Japan. 

2Medical Institute ofBioregulation， Kyushu University， Fukuoka， Japan 

Most mitochondrial proteins are synthesized in the cytosol as precursor proteins with a 

c1eavable N-terminal presequences， and are imported into mitochondria. One of the subunits， 

Tom20， functions as a gen巴ralprotein import receptor by recognizing the pr回 equencesof 

proteins. Two crystal forms of the disulfide bonded Tom20-presequence complex have been 

obtained in our laboratory with different designs of the linker sequence. In the present s旬dy，
we performed two NMR 15N relaxation experiments， the model free analysis and transverse 

cross-correlation rate， to characterize the dynamic properties of the disulfide-bonded Tom20・

presequence complex. We found molecular motions in submilli圃 secondtime scale at the 

interface between Tom20 and the presequence peptide. We propose that Tom20recognizes 

presequeIices through dynamic equilibrium oftwo states revealed by the crystallography. 

ミトコンドリアには独自のゲノムDNA

が含まれているが、このミトコンドリア

ゲノムにコードされているタンパク質は

ごく少数である。ミトコンドリアを構成

するタンパク質の大部分は核のゲノム

DNAIこコードされている。これらのミト

コンドリアタンパク質は細胞質にあるリ

ボソームでプレ配列が付加された前駆体

蛋白質として合成された後、ミトコンド

リアの外膜及び内膜に存在する膜透過装

置(タンパク質からなる超分子複合体で

それぞれ Tom及びTim複合体と呼ばれ

'明en司brane

membrane 

Matrix 

f mitochondrial protein transport 

る)によってミトコンドリア・マトリクスへと輸送される (Fig.1)。このうちプ

レ配列を最初に認識する受容体がTom20で、ある。プレ配列は15から70残基程度の長さ

Relaxation rate， ModelFree analysis， chemical exchange， Tom20 

さいとうたかし、いぐらまゆみ、こじまりえこ、おびたたかゆき、まえなかかっみ、

こうだだいすけ
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Fig. 3 Comparison of the Rex va1ues 

determined from Model Free ana1ysis 

(black bar)加 dηxy(green line). A: 

presequence peptide. B: Tom20 

であるがその種類は多種類存在し、 Tom20が認識するプレ配列のアミノ酸6残基から

なるコンセンサス配列こそ推定されているものの共通のアミノ酸配列は見いだせな

い。当研究室ではこれまでプレ配列とTom20をss結合で固定した複合体において二種

類の結晶でのX線結晶構造解析に成功している。本研究ではTom20~とよるプレ配列認
識機構のメカニズムを立体構造的な基盤から明らかにすることを目的とし、これま

での立体構造解析に加えて， NMRスベクトノレ測定による分子運動性の解析をおこなう。

<実験>Tom20とプレ配列の結合は弱く (KdでμMオーダー)、結合状態と解離状態

の交換は速い。そのため複合体の構造情報を得ることは非常に難しい。そこで本研

究ではプレ配列にシステイン残基を導入し、 Tom20のシステイン残基との聞にss結

合を形成することで複合体を安定にトラップする手法を用いた。実験ではアグリグ

ーションを避けるためにTom20の両末端にあるフレキシブル領域を削除した67残基か

らなるフラグメント (Asp59-Le叫126) を大腸
GPRLSRLLXAGC-SS-すom設。

田町一 菌で発現し，これに aldehydedehydrogenase 
Pr08soqw.:明むの linker 

x ="'A'6rY プレ配列の一部 (Gly12-Leu19) を分子関ss
結合で固定した複合体を調製した。プレ配列と

Tom20を繋ぐリンカ一部分にはAAG(X=A)を導入

した (Fig.2) 0 Tom20及びプレ配列の運動性を調べるためにTom20、プレ配列ペプチ

ドそれぞれを15Nラベルしたサンプノレを調製しNMRスペクトル測定によるModelFree 

解析並びにtransversecross correlation rate constant (ηJの測定を行った。

<結果、考察> 複合体の T1、T2、HetNOEの測定結果を用いて ModelFree解析を行

った結果、 Tom20とプレ配列ペプチドの接触領域において Rexが観察された。また同

時に行った ηxyを用いた解析においても良く一致した結果が得られた (Fig.3)。こ

の結果は Tom20 とプレ配列ペプチドの接触領域

にμSから msの比較的遅い運動性が存在してい

ることを意味している。これまで当研究室のX

線結晶構造解析による研究では、 Tom20とプレ配

列の ss複合体においてリンカ一部分のXに Ala

及び Tyrを導入した複合体でそれぞれ Tom20へ

のプレ配列の結合様式が異なった結品が得られ

ている。これらの構造では、 Aリンカー複合体に

おいては Tom20がプレ配列の Leu18とLeu19を

認識しているのに対し、 Yリンカー接合体では

Leu18とLeu15を認識していた。 Tom20が認識す

るプレ配列の配列パターンは φ1χ2χ3φ4φ5

(ゆ:疎水性残基、 χ:任意のアミノ酸残基)

であることが知られており、一方の複合体構造

のみではこのプレ配列のコンセンサスを説明す

ることはできない。すなわち 2つの結合様式を用

いてプレ配列を動的に認識しているという新たな

モデルが考えられる。本研究で行った緩和解析で

得られた Tom20 とプレ配列の接触面で観察された

運動性はこのモデルを強く支持するものである。

Fig. 2 Design of the presequen.ce peptide 
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Saccharomyces cerevisiae Atg8の溶液構造

0渡部正博I、鈴木展生1、横地政志l、久米田博之i、

藤岡優子l、中戸川イ二2、大隅良典2、稲垣冬彦l

c北大院薬、 2基生研)

Solution Structure of Saccharomyces cerevisiae Atg8 

OMasahiro Watanabe1， Nobuo N. Suzuki1， Masashi Yokochi1， Hiroyuki Kumeta1， Yuko 

F可ioka1，Hitoshi Nakatogawa2， Yoshinori Ohsumi2， Fuyuhiko Inagaki1 

eGraduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University， 2National Institute for 

Basic Biology) 

Atg8， a member of a novel ubiquitin-like protein family， is an indispensable 

component of the autophagy machinery in yeast Saccharomyces cerevisiae. This protein 

consists of 117 amino acid residues， and undergoes the reversible conjugation to 

phosphatidylethanolamine (PE) through a multistep ubiquitin-like process. We determined 

the solution structure of Atg8 variant K26P by NMR methods. K26P is the mutantthat 

reduces the dynamics of the N-terminal region in Atg8. The structure comprises the 

N-terminal helical domain and the ubiquitin-like C-terminaI domain， which is similar to that 

of mammalian Atg8 homologues. Previous report suggested that the PE lipidation induces a 

conformational change in N-terminal region of Atg8. The relationship between the 

dynamics ofthe N-terminal domain and autophagic activity wiIl be discussed. 

【背景】

オートファジー(自食作用)とは、飢餓状態に陥った細胞が生き延びるために、自

己のオルガネラ等を分解してリサイクノレするためのシステムである。酵母から晴乳動

物に至るまで見出され、基本的な生命維持のシステムと考えられている。 1960年代に

その現象が発見され、遺伝学的な研究では、酵母において少なくとも 16個の ATG遺

伝子が関与することが明らかにされているが、分子レベノレにおける解析は未知な点が

多い。オートファジーでは、初期の過程で隔離膜が湾曲しながら伸張して、細胞質の

一部が隔離膜によって取り込まれるオートファゴソームと呼ばれる2重膜構造体が形

キーワード:Atg8， autophagy， ubiquitin-like 

0わたなべまさひろ、すずき のぶお、ょこち まさし、くめたひろゆき、

ふじおかゅうこ、なかとがわひとし、おおすみよしのり、

いながき ふゆひこ
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成されるが、そのメカニズ、ムは不明な点が多い。オートファゴソームの形成に必須な

Atgタンパク質群には、 Atg5とAtg12を結合させる Atg12結合系と、脂質のホスブア

チジルエタノールアミン(PE)とAtg8を結合させる Atg8結合系の 2種類のユビキチン

様反応系がある。本研究の対象となる Atg8系結合システムにおいて、 Atg8は 117ア

ミノ酸残基からなる分子量約 13.6kDaの親水性のタンパク質で、 N末端ドメインとユ

ピキチン様ドメインの 2つからなり、一部がオートファゴソーム膜上に局在化するこ

とが報告されている。

本研究の目的は、 Atg8の N末端ドメインにおける運動性の解明と、 Atg8が PE化

して編離膜に向かつてどのようにしてオートファゴソームが形成されるのかを、 Atg8

系結合システムの反応メカニズムを用いて構造生物学の見地から解明することであ

る。

[結果・考察1
Atg8の溶液中における立体構造を

NMR法によって解析した。野生型のAtg8

では、 lH_15N_HSQCスベクトノレで、N末端

21残基に相当するピークを観測出来な

かった。このため、 N末端ドメインの運

動性を抑制させるAtg8の遺伝子変異体

としてK26Pを作成した。アミノ酸残基 26

番目は、 Atg8のホモログにおいて 2つの

ドメインをつなぐリンカー領域に存在し、

Atg8のホモログで保存されているプロ

リン残基に置換した。K26P変異体を調製

したところ、野生型よりも収量や安定性が増加した。K26P変異体では、 lH)5N-HSQC

スベクトノレにおいて殆どのピークが観測され、 N末端領域の運動性が抑制されたこと

が示唆される(図1)。

K26P変異体の構造解析から、 Atg8のホモログと同様に N末端ドメインとユピキチ

ン様ドメインの 2つからなる構造をとることが明らかになった。構造が収束している

ユピキチン様ドメインとは対照的に、 N末端ドメインは 1本目のα・ヘリックス周辺を

中心に運動性が高いことが示唆された。また、重水素交換実験からの結果もこの領域

の運動性の高さを支持している。

本年会では、構造解析に加えてK26P変異体の PE化修飾およびオートファジー活

性の結果を踏まえて、立体構造と N末端ドメインの運動性や機能についても議論を行

いたい。
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Structural study of a transmembrane signal transducer 

pHtrII by NMR and EPR 

OKokoro Hayashi1， Yuki Sud02， Masaki Mishima1， Hideyuki Hara3 

Naoki Kam02 and Chojiro Kojima1 

lGraduate School of Biological Science， Nara Institute of Science and Technology 
2Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido Univ巴rsity

3ESR Division， Bruker Biospin K.K. 

Background 

The pharaonis halobacterial transducer protein， pHtrII and pharaonis 

phoborhodopsin， ppR (also calIed pharaonis sensory rhodopsin II，八pSRII)are 

phototaxis proteins from extreme halophiIe and alkalophiIic bacteria， Mαtronomonas 

pharaonis， and these proteins form complex. Light signals are transmitted to pHtrII 

through ppR， and phosphorylation cascades that modulate flageIla motors are activated 

(Fig.l). pHtrII is caIled transducer protein， and composed of transmembrane region， 

linker region (called HAMP domain)， methylation region and signaling region. The 

HAMP domain has important roles in many taxis signal transductions. However， 

HAMP domain structure has not been reported， and its function in the signal 

transduction is poorly understood. In this study， we focused on the structure of pHtrII 

Iinker region to elucidate the signaling mechanism between pHtrII and ppR. 

「星 N
linker regi白n(HAMP)I "， 

Methyl吋~~[

…reglon粒子70hBY→静
cheAih』『/n--n---4(e) ua吾f::!11i:1I'皿UL

Fig.l Phoω-signal transduction through ppR and pHtrII 

Keywords : membrane protein， HAMP domain， solution NMR， EPR， ELDOR 
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3D structure determination of HAMP domain by solution NMR 

pHtrlI(1・159)containing linker region and transmembrane region was expressed in E. 

co/i and a trypsin resistant fragment (residue 100-159) was found within the linker 

region. For the structure determination of a trypsin resistant fragment (residue 

100-159)， 15N_ and 15N/13C_labeled samples were prepared， and the 3D structure of 

pHtrII(100-159) was determined by using the multi-dimensional solution NMR 

spectroscopy. These results showed that pHtrII(lOO-159) had an α-helix structure 

(residues D125 toEI53). 

Structural analysis of HAMP domain in liposome by CW-EPR 

In order to exam the structure ofthis region in liposome， continuous wave (CW) EPR 

experiments were carried out. In the EPR experiments， pHtrII(l-159) which was singly 

or doubly spin-labeled and reconstituted into phosphatidylcholine was used. Doubly 

labeled spectra were compared with the sum spectra of singly labeled ones. For two 

doubly labeled pHtrII(1・159)samples (residues 138 and 145， and residues 134 and 

145)， dipolar broadening were observed. In general， the dipolar broadening is observed 

for the spin pair with interspin distance of豆20A. Thus these results suggest that 

α-helical structure found in solution is kept in liposom巴.

Distance measurement between ppR and pHtrII HAMP domain by pulsed EPR 

In order to obtain the distance between pHtrII linker and ppR E-F loop， pulsed 

electron-electron double resonance (ELDORlDEER) was applied. The distances 

between residues 154 of ppR and 98 of pHtrII， and residues 154 of ppR and 134 of 

pHtrII were measured in the dark-state or light-state of ppR. These distances of 

dark四 statesuggest that pHtrII linker region does not form continuous α-helix but same 

special conformation. The differences between dark-state and light-state were small. 

Discussion 

R. Moukhametzianov et al.(2006) reported the crystal structure of the photoactive 

form ppR and the transmembrane region of pHtrII complex. They showed that pHtrII 

responded to the activation of the ppR by c10ckwise rotation of about 15
0 

.of helix 

TM2 and a displacement ofthis helix by 0.9 A at the cytoplasmic surface.Our ELDOR 

data suggest that linker region helix (residue 126同 152)does not have direct interaction 

with ppR E-F loop， and linker region structure does not change drama:tically in the 

signal transduction. Here， we revealed that pHtrII linker region had a structural domain. 

The structure can transduce the subtle structural change of transmembrane helix of 

pHtrII to the methylation region and signaling region. 

-249-



P025 

NJPPl PHA Fメイνの立体構遭解析
c北大・院薬・構造生物北大・生命科学院・構造生物，

3北大・遺制研・情報調節)

0久米田博之小椋賢治'，2 藤岡優子安達聡一郎

田沼延公菊池九二三九稲垣冬彦 1，2

Solu肱motru成田eof也eNlPPl PHA domafn 

('Laboratory of Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

University， 2Laboratory of Structural Biology， Graduate School of Life Science， Hokkaido 

University， 3Division of Biochemical Oncology and Immunology， Institute for Genetic Medicine， 

Hokkaido University) 

OHiroyuki Kumeta'， 1くe吋iOgura'九YukoF吋ioka'，Soichiro Adachi'， 

Nobuhiro Tanuma3， Kunimi Kikuchi3， Fuyuhiko Inagaki"2 

NIPPl was originally discovered as a potent and specific inhibitor of protein Ser/Thr 

phosphatase-l (PPl)， hence its name，旦uclearinhibitor of PPl. NIPPl is a ubiquitous nuclear 

protein that is implicated in transcription and pre-mRNA splicing by mechanisms that do not 

involve PPl. The N-terminal part of NIPPl consists of phosphothreonine-interacting Forkhead-

associated (FHA) domain. The FHA domain of NIPPl interacts with phosphorylated mRNA 

splicing factor proteins. Here， we describe the solution structure of NIPPl FHA domain by 

heteronuclear NMR spectroscopy and discuss the recognition of phosphorylated targets. 

[はじめにl

NIPPlは Ser/Thr残基特異的プロテインフォスファターゼ (PpI)の活性阻害分子として発見

された核内タンパク質であり、そのノックアウトマウスは胎生致死となる。近年、 NIPPlの機能とし

て PPlを介した遺伝子発現の転写後調節への関与ならびに PPlに関係なく pre-mRNAsplicing抑制

に関与することが明らかになった。 NIPPlの N末側には FHAドメインが存在し、このドメインは

mRNA splicing関連タンパク質との相互作用が確認されている。

FHAドメインはリン酸化 Thr(以下 pT)を認識する構造ドメインとして酵母から高等生物に

至るまで幅広い生物種に存在し、その立体構造および pTを含むペプチドの認識機構について複数報

告されている。酵母由来 Rad53pタンパク質中に存在するこつの FHAドメイン (FHAl、FHA2)は

認識配列の選択性が異なり、それぞれ pTxxD、pTxxI/Lを認識する。また、細胞増殖関連タンパク質

であるヒト由来 Ki67の FHAドメインでは結合相手タンパク質である hNIFK中の pTを含む 44残基

からなる領域を認識し、 Rad53pFHAlおよびFHA2とは大きく異なる認z識機構を有している。 NIPPl

FHAドメインは標的分子中の TPに富んだ領域を認識することは明らかになっているが標的とする配

列モチーフおよび認識機構はわかっていない。

FHA domain、NIPPl、mRNAsplicing 

くめたひろゆき、おぐらけんじ、ふじおかゅうこ、あだちそういちろう、たぬまのぶひろ、きくちくにみ、いな

がきふゆひこ
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本発表では、 NIPPlFHAドメインの立体構造解析を行い他の FHAドメインとの比較検討を行

い、標的であるリン酸化された mRNAsplicing関連タンパク質の認識機構について議論する。

[方法・結果l

NMR測定サンプルは 0.5mM J3C/5Nラベル体を用いた。多核多次元 NMR測定は、 Varian社

製 UNITYINOVA 800 MHzおよび 600MHz分光計によって行った。スペクトル処理には NMRPipe、

スペクトル解析には Sparkyをそれぞれ用いた。日Cーおよび 15N-NOESY-HSQCにより NOE信号を取

得し、 CYANA2.1による自動 NOE信号帰属および立体構造計算を行った。構造計算の結果、安定

最終構造 20個の平均 Targetfunctionは 6.11A'になり、 Ala20から Pro130までの主鎖の RMSD

は0.3A、重原子の RMSDは0.88入であった(図)。本構造は、一本の短いαヘリックス (Pro55-Cys58)

とストランド六本による逆平行βシート (Leu29-Lys33、Glu39-Ile43、Thr94-Leu96、Ile99-Leu1 0 1、

Aspl12-Serll6、ArgI22-LeuI26)、およびストランド四本による逆平行βシート (Tyr48-Gly52、

Ala72-Tyr76、Va183-Asp87、Pro1 06-Gln 1 08)から構成される。 βシートは互いに向き合って位置

しており、既知の FHAドメインと似た構造骨格を持っていたo pT認識に必須であり FHAドメイン

聞で完全に保存された残基 (Arg53、Ser68、His7l)はルーフ。上に存在していた。 His71側鎖の Hc

2-N c 2ピークが 'H-'5NHSQC上において観測され、他の FHAドメイン同様にプロトネーションを

受けていることが確認された。

[考察]

pT認識に直接関係する残基は配列上および立体構造上保存されていた。 NIPPlFHAドメイン

との結合が報告されている MELK(Maternal EmbryonicLeucine zipper Kinase)中の pTを含む 18

残基ペプチドとの Titration実験を行った。立体構造から推測された結合領域を構成するアミノ酸の

主鎖アミドピークの移動が確認され、 NIPPlFHAドメインも他の FHA同様の機構で pTを認識する

ことが確認された。標的の選択性に関して Rad53pFHAl、Rad53pFHA2との比較を行った。それ

ぞれ pTより +3位に位置するアミノ酸 (AspまたはIlejLeu)の認識部位は配列上および立体構造上

保存されておらず、異なる認識機構であることが考えられる。 NIPPlFHAドメインの標的分子であ

る CDC5L、SAP155、MEUくにおける認識配列中には TPモチーフが存在するが他に配列特異性は見

当たらない。今後、標的分子と NIPPlFHAドメインの複合体構造解析によって認識機構が明らかに

なると推察される。

Fig. The solution structure of NIPPl FHA domain. 

(left. ensemble 20 structures. right. rbbon diagram with His71 stick model) 
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RIG-I C末端CARDの溶液構造
(1北大・生命科学院、 2北大・院薬、 3京大・ウイルス研)

O都築奈津子1、高橋清大2、堀内正隆1人藤岡優子2、

久米田博之2、小椋賢治1人藤田尚志3、稲垣冬彦1，2

Solution structure of RIG-1 C-terminal CARD 

(lGraduate School of Life Science， Hokkaido University， 2Department of 

Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

U niversity， 3Laboratory of Molecular Genetics， Department of Genetics and 

Molecular Biology， Institute for Virus Research， Kyoto University) 

o Natsuko Tsuzuki1， Kiyohiro Takahasi2， Masataka Horiuchi1ベYukoFujioka2， 

Hiroyuki Kumeta2， Kenji Ogura1ベTakashiFujita3， Fuyuhiko Inagaki1，2 

RIG-I (Retinoic acid-inducible gene 1) is known as a receptor that recognizes viral 

double聞 strandRNA (dsRNA) in cytoplasm. RIG-I consists of N-terminal tandem 

CARD (Caspase recruitment domain) like domains and a C-terminal helicase. 

Upon viral infection， N -terminal CARDs transduce the signal downstream and 

induce type~I interferons. Here we report the solution structure of C-terminal 

domain of tandem CARD and discuss its functional implications. 

【序論】

RIG-I(Retinoic acid-inducible gene 1)は、自然免疫系において、細胞内のウイルス

由来こ重鎖 RNAを認識し、 I型 IFN産生へ至るシグナノレ伝達を仲介する。 RIG-Iは

N末端側に CARD(Caspase recruitment domain)と呼ばれるドメインを 2回繰り返

して持ち、この CARDを使って下流へシグナルを伝達していると考えられているが、

その詳細は未だ明らかでない。そこで今回、 RIG-Iのシグ、ナル伝達様式を解明するた

め、 CARD領域の NMRによる立体構造解析を行った。

【実験】

RIG-IN末端1JlJJの繰り返しCARDのうち、 C末端側 (CARD-C，96残基)をGST融合

タンパク質として大腸菌により発現させた。 13C/15Nラベノレ体作成にはM9培地を使用

し、アフイニティー、ゲノレろ過クロマトグラフィーにより精製した。サンブロノレ濃度

1.2mMの13C/15Nラベル体を用い、VarianUNITY INO凶 600および800を使用し、25
0

C

にてNMR測定を行った。主鎖帰属用に1H・15N-HSQC、HNCO、HN(CO)CA、

【キーワード】 自然免疫 立体構造 シグナノレ伝達 CARD 

【著者ふりがな】 Oつづきなつこ、たかはしきよひろ、ほりうちまさたか、

ふじおかゅうこ、くめたひろゆき、おぐらけんじ、ふじたたかし、いながきふゆひこ
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HNCA、HBHA(CO)NH、HN(CA)HA、CBCA(CO)NH、HNCACB、(HCA)CO(CA)NH、

側鎖帰属用に lH・13C-HSQC、 C(CO)NH、 CCH-TOCSY、HC(C)H-TOCSY、

HbCbCgCdHd、HbCbCgCdCeHe、距離制限として13C-edited3D NOESY、15N-edited

3D NOESYを測定した。データ処理はNMRpipe、スベクトル帰属はSparky、NOE

信号並びにTALOSによる二面角制限情報を用いて、 CYANA2.0による立体構造計算

を行二った。

【結果と考察】

立体構造計算の結果、得られた構造を Fig.Uこ示す。 RIG-ICARD-Cは 6本のαー

ヘリックスから成る球状のコンパクトな構造をとり、主鎖原子の RMSDが 0.30A、

側鎖重原子を含む RMSDが0.84A (103・189)と、よく収束した構造が得られた。ま

た、分子表面に裏表の対になる形で、それぞれ 3本のヘリックスから構成される広い

酸性面と塩基性面が存在した。

CARDは、一般に分子表面に広い酸性面と塩基性面を持ち、この面を使って静電相

互作用により CARD同士で特異性の高い結合をすることが知られている。今回明ら

かとなった RIG-ICARD-Cの構造を、立体構造既知で、ある Caspase9、Apaf-1の

CARDと比較したところ、ヘリックスの配向が類似していると共に、静電ポテンシヤ

ノレにおいても、結合に重要とされる広い酸性面・塩基性面の位置は類似していた。し

かし今回決定した構造においては、両 CARDに比べると電荷が乏しく、相互作用に

重要とされるアミノ酸残基もあまり保存されていなかった。このことから、 RIG-I

CARD-Cは少なくとも既知の CARDほど強固な結合はせず、別な結合様式をとる可

能性も示唆された。

【参考文献】

Yoneyama M， et al. Nature lmmunol. 5， 730・737(2004) 

Qin H， et al. Nature 399，549・557(1999) 

(A) (8) 

Figure 1. Solutionstructure of RIG-I CARD-C 

(A) Superposition of thebackbone atoms of 20 lowest energy structures. 

(B) Ribbon model ofRIG-I CARD-C. 
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標的 RNAとMusashiタンパク質との複合体の構造解析
0大山貴子¥宮ノ入洋平 l、永田崇 l、岡野栄之 2、片平正人 1，3，4

l横浜市立大学・国際総合科学研究科、 2慶応大学・医学部、 3理研・

ゲノム科学センター、 4科技振興・さきがけ

Structural analysis ofMusashi protein complexed with the target RNA 

Takako Ohyama1， Youhei Miyanoiri1， Takashi Nagata1， Hideyuki Okan02， Masato Katahira1，3，4 

1Intemational Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University， 2Keio 

University School of Medicine， 3GSC， RIKEN， 4pRESTO， JST 

Musashil protein regulates differentiation of central nervous system through translational 

inhibition ofthe target gene. Musashil has two RNA binding domains (RBD1 and RBD2). 

We have already determined the structures of each single RBD. Here， we have analyzed the 

RBD1・RBD2(connection of two阻 Ds)in complex with the target RNA. First， we have 

determined the structure of each RBD in the complex. Secondly， we have determined the 

relative orientation of two RBDs in the complex on the basis of residual dipolar couplings 

(RDCs). Thirdly， we are tηring to obtain further structural information企omparamagnetic 

relaxation enhancement (PRE). Fourthly， isotope-fi1tering technique in combination with 

residue-specific labeling is applied to identify the intermolecular NOE contacts. The 

features ofthe complex wi11 be addressed on the basis ofthese analyses. 

序論

Musashiタンパク質は(G/A)UnGU(n = 1-3)配列を有する標的 mRNAに結合してそ

の翻訳を抑制する事で、神経細胞の分化|未分化の非対称分裂を制御している。

Musashiタンパク質は 2つの RNA結合ドメイン(RBD1， RBD2)を有する。我々はこ

れまでに RBD1と RBD2各々の単独の立体構造解析、ダイナミクス、 RNAとの相互

作用を報告し、 RBD1が RBD2に比して高い結合能を有する理由を明らかにしてき

た。 Musashiタンパク質においてはRBD1と RBD2が連結しているが、 RBD1-RBD2

連結体は RBD1よりさらに高い結合能を有する。今回は RBD1-RBD2連結体と標的

RNAの複合体の構造を残余双極子結合(RDC)、常時性緩和促進(P問、残基特異的

な標識、他核フィルターを組み合わせて解析した結果を報告する。

キーワード:Musashi， RNA結合タンパク質，タンパク質-RNλ複合体，NMR，立体構造

おおやまたかこ、みやのいりょうへい、ながたたかし、おかのひでゆき、かたひらまさと
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結果と考察

標的 RNA(15merないしはlOmer)

と複合体を形成した阻D1-RBD2に

闘し、 NMRの共鳴線の帰属を三重

共鳴スベクトノレを用いて常法に従っ

て完了した。次に標的 RNA を

RBD1・RBD2連結体に加えた際のケ

ミカノレシフトパータベーションを解

析した。その結果、町..J"Aの添加に伴

い、まずRBDlに由来する共鳴線の

化学シフト値が変化し、その後引き

続いて阻D2に由来する共鳴線の化

学シフト値が変化した。このことか

ら、 RBD1・RBD2連結体に RBDlが

まず結合し、引き続いていて RBD2

が結合する事が分かつた。これは連

結体において、RBD1と RBD2が両方ともに RNAと相互作用を行うためには2つの

RBDの立体配置のリアレンジメントが必要とされることを示唆している。

そこで、既に報告してきた RBDlとRBD2の各々単独の構造と、残余双極子結合

(RDC)の値を組み合わせることで、複合体中における RBDlとRBD2の相対配向を

決定した。その結果、各ドメインの戸シートを同じ方向に平面的に配置した構造が

示唆された。

さらに、より詳細な RBDI-RBD2連結体の RNA認識機構の解明のために、複合

体を形成した RBD1-RBD2連結体について、個々のドメインの立体構造を NOE情報

等に基づき決定した。今回得られた各ドメインの構造に RDCの情報を組み合わせ

る事で、 RBD1と RBD2の相対配向をより正確に決定した。しかし、ドメイン聞の

NOEの観測が困難であったため、相対配向の完全な決定には至らなかった。そこで

現在、RDCに加え PRE(paramagnetic relaxation enhancement)を利用することで相対配

向の完全な決定を試みている。また、他核フィルターの手法を適用することで、

問 Dl招 D2連結体と RNA聞の分子間 NOEの同定も試みている。これらによって

複合体の立体構造の解明を目指している。
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昆虫外皮由来新規サイトカインの構造解析

l北大院・生命科学、 2佐賀大・農

O神谷昌克1、仲戸川真一1、織田康則2、上島達郎I、相沢智康I、熊木康

裕1、早川洋一2、出村誠I、河野敬一1

Solution structure of a novel cytokine from the larval integument of the armyworm， 
Pseudaletia separata 

IGrad. Sch. ofLife Sci.， Hokkaido Univ.， 2Fac. of Agr.， Saga Univ. 

OMasakatsu Kamiyal， Shin-ichi Nakatogawa1， Yasunori Oda2， Tatsuro Kam詰ima1，Tomoyasu 

Aizawa1， Yasuhiro Kumakil， Yoichi Hayakawa2， Makoto Demura1， Keiichi Kawano1 

Insects are one ofthe most flourishing species in the worlds and live in almost every habitat 

on the earth. Insects lack an acquired immune system seen in higher vertebrates， but they can 

protect themselves from a wide variety of pathogenic microorganisms and parasites by 

intensely-potent innate immune system. Insect blood cells (hemocytes) play an essential role 

in cellular immune responses like phagocytosis， nodulation， and encapsulation. ln thepresent 

studyラ wefocused our attention upon the insect integument where many molecular events 

must occur following an injury， though any immune reactions in that tissue have not been 

revealed yet. In integument cell， a certain type of cytokines could physiologically modulate 

the function .of hemocytes. It is reasonably speculated that a class of molecules are secreted 

企omthe injured integumental ceUs and activate hemocytes to agglutinate or form spreading 

fibriform network around the injured site for defending against the invading microorganisms 

and sealing the open wound. 

The purpose of the present study was to discover the unknown factor that induces 

plasmatocytes to rapidly aggregate企omthe larval integument of Pseudaletia separata， to 

isolate and purify， and to characterize the novel factor. 

キーワード: 新規サイトカイン、自然免疫、昆虫

著者ふりがな: かみやまさかっ、なかとがわしんいち、おだやすのり、かみじ

またつろう、あいざわともやす、くまきやすひろ、はやかわょういち、でむらま

こと、かわのけいいち
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[序論]

我々生物は、病原性微生物に固まれて生活しており、常に感染の危険に晒されている。

この危険から身を守る手段が免疫である。免疫には、抗体が体内から病原性微生物を排除

する獲得免疫と、抗菌ペプチドや血球細胞が体内から病原性微生物を排除する自然免疫

がある。ヒトのような高等脊椎動物は獲得免疫と自然免疫を併せもつが、見虫に代表される

無脊椎動物は自然免疫しカもっていない。しかし見虫は、その強力な生体防御機構と高い

適応能力で地球上のいたるところに分布している。

本研究は、昆虫を研究材料に自然免疫に関与する新規のサイトカインを単離・精製し、そ

の性質と機能を解析することを目的としている。

[結果]

アワヨトウ幼虫の外皮組織中には、血球細胞

の凝集塊形成を誘起する未知なるサイトカイン

が存在することが明らかになった(Fig.1)。この

凝集活性を指標に、活性因子を 5段階の

HPLC操作により単離した。最終精製活性分画

をペプチドシーケンサーで解析した。また、外

皮由来のcDNAライブラリーからクローニングを

行った。最終的に32残基からなるペプチドであ

ることを明らかにし、 hemocyte-aggregation

factor (AGF)と名づけた(Fig.2)。

Fig. 1. Aggregation of hemocytes from P. separata 
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AGFの構造解析を行うために、大腸菌にお

いてTrx融合系による組み換えAGFの大量発

現系を構築し、 His-tag精製、 enterokinase処理

により15Nラベル体を調製した。

15N圃 editedTOCSYおよび15N-editedNOESY 

によりlHJ15Nの帰属を行った(Fig.3)。現在、構

造計算のためのNOE情報を収集している。本

発表では、 AGFの構造の特徴について述べ

たい。
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Fig. 2. Primary structure of AGF 
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Fig. 3. 1H_15N HSQC spectrum for AGF 

本研究の一部は、新技術・新分野創出のための基礎研究推進事業の補助を受けておこな
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P029 

ムスカリン性アセチルコリンレセプター第 3細胞内ループ

部分ペプチド、の溶液構造

(群馬大学工学部1、三菱化学生命科学研究所2)
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Structure of G protein-activating peptide fragrnent from m4 muscarinic acety1cholin巴receptor

CDepぼtmentof Biological and Chemical Engineering， Faculty of Engineering， Gunma 

University， 2Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences) 

Kazuo Hosoda1， Kanako Kobori ¥ Yoshihiko Inaoka1， Takeshi Ishii 1， Makoto Kubota 1， Hidehito 

Mukai2， Toshiyuki Kohn02， Kaori Wakamatsu1 

Abstract 

The peptide fragment corresponding to the C-terminal 14 residue of the third 

intracellular loop of m4 muscarinic acety1choline receptor， m4I3C(14)， selectively activate 

Gi-type G proteins but not Gs and Gq， as does the parent m4 receptor. Thus the peptide is 

expected to be useful as a low-molecular-weight mimetic of the receptor. Because the 

activation of Gi by the peptide is potentiated by the reconstitution of G pro犯insin lipid 

vesicles， the conformation of the peptide in the membrane-bound state is preferable for the 

activation of G protein. We thus analyzed the conformations of the peptide in a G protein-

bound state and in a membraneous state. 

[緒言] 細胞内情報伝達で重要な役割を果すとともに創薬の最大のターゲ、ツトにな

っているG蛋白質共役型レセプター (GPCR)の機能を理解する上で， GPCRとG

蛋白質との相互作用を解析する事は重要である. しかし， GPCRは大量に調製する

事が難しいだけでなく，膜蛋白質であるために構造解析も現状では困難である. m4 

ムスカリン性アセチルコリンレセプター (m4レセプター)の細胞内第三ループのC

末端側 14残基に相当するペプチド m413C(14)は GijGoを活性化するが Gsや Gq

を活性化せず，元の m4レセプターの特異性を保持している (1).そこで，このペプ

チドは m4レセプターの良い低分子モデルとなると期待される.

レセプタ- Gタンパク質ペプチド活性化ミセル

ほそだかずお、こぼりかなこ、いなおかよしひこ、いしいたけし、くぼたまこと、むかいひでひと、

こうのとしゆき、わかまづかおり
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このペプチドによるG蛋白質の活性化はG蛋白質を指質ベシクルに再構成すると増強

されるので，脂質膜に結合した時の立体構造がG蛋白質の活性化に適している可能性

がある.今回， m413C(14)についてG蛋白質に結合した時の構造と脂質に結合した

時の構造を COとNMRで解析した.

[実験および結果] 安定同位体ラベルした m413C(l4)はユピキチン融合蛋白質と

して大腸菌で発現させ， YUHで切断することにより調製した.また，ノンラベルの

ペプチドは化学合成した

このペプチドは水溶液中で、低濃度の場合 randomcoilのCOスベクトルを与えた

が，濃度を上げるとβ構造の形成が観察された.ペプチドにαヘリックス構造を誘導

する事が知られている TFEを加えてもαヘリックスに特徴的なスベクトルは現れな

かった. dodecylphosphocholine (OPC)のミセルや PCjPSjCHAPSOのパイセル

の存在下ではβ構造を含むスベクトルが観察された.

m413C(l4)がG蛋白質に結合した時の構造を TRNOEで決定するために， NMR 

サンプルチューブ、に入れたペプチドに Giαを添加したところ ペプチドと Giαとが沈

殿した.この沈殿形成は NMRサンプルチューブをシリコナイズしておく事でかなり

回避できた.

[考察] G蛋白質を直接活性化するペプチドであるマストパラン-xはG蛋白質に

結合した時も脂質二重膜に結合した時もαヘリックスを形成するのに対し (2，3)，

m413C(14)は指質のミセルやパイセルを共存させても典型的なαヘリックス構造は

形成しなかった m413C(14)は二次構造予測でβ構造の形成が強く示唆されたこと

TFEを加えてもαヘリックスを形成しないことから，このペプチドはαヘリックス

ではない構造 (β構造と思われる)でG蛋白質に結合し活性化している可能性が高い.

現在，指質ミセルに結合した時およびGiαに結合した時の構造を解析中であり，立体

構造とその生理的意義について当日議論する予定である.

[Reference] 

l. F. Kuribayashi， et al.， EMBO J. 21，6312-6320 (2002). 

2. K. Kusunoki， et al.， Biochemistη37，4782--4790 (1998). 

3. T. Fujiwara， et al.， J. Biomol. NMR 28(4)， 311-325 (2004). 
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Aromatic-amide interactions in tripeptides Ar-Gly回，Xaa

as revealed by NMR 

Yasuhiro Kumaki¥ Manabu Nakan02， Masakatsu Kamiya2， 

Tomoyasu Aizawa2， Makoto Demura2， Keiichi Kawan01ベand

Norio Matsushima3 

1High-Resolution NMR Laboratory and 2Division of Biological Sciences， Graduate 

School of Science， Hokkaido University， 3School of Health Sciences， Sapporo 

Medical University， 

Ice nucleation protein (INP)， heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP)， 
prion， plant glycine-rich RNA-binding protein (GRRBP)， Atriplex canescens ozone-
inducible proteins and Cicer arietinum glycine-rich proteins (GRPs) contain repetitive 
glycine-rich sequences intercepted with aromatic residues such as tryptophan or 
tyrosine. Synthetic peptides corresponding to sections of the sequences _ or these 
proteins are analyzed by NMR in order to elucidate the structures[1-61. The 
assignment of these peptides indicates that backbone amide proton resonance of the 
residues located at i+2 in the segment Tyr/Pherrrp(i)-Gly(i+1 )-Xaa(i+2)(吹 aa"means 
an arbitrary amino acid except Pro) in peptides shows significant negative deviation 
form the random coil value (upfield shifts). Such upfield shifts can be ascribed to 
weakly polar interactions between aromatic rings of amino acids at position i and 
hydrogens of backbone amides at position i+2 (Ar(i)-HN(i+2)). The amide protons 
which are associated with Ar(i)-HN(i+2) interactions are located above or below 
aromatic rings， therefore， show upfield ring current shifts. Our results indicates that 
not only Gly but also other residues at position i+2 show significant upfield shifts of 
the backbone amide proton resonance， which suggests that non-Gly residues can be 
the donors in Ar(i)-HN(i+2) interactions in case the residue at position i+1 is Gly. 
However， accordiD9 to the statistical survey based on crystal structures presented by 
Worth and Wade[71~ no Ar(i)-HN(i+2) interactions were found in case Gly at position 
i+1 and any residues other than Gly at position i+2. 
To understand the origin of this discrepancy， we investigated the relationship 

between amino acid sequence and chemicalshift deviation of amide protons by use 
of BMRB chemical shift database. For thisinvestigation， we extractedamide proton 
chemical shifts for Ar-Gly-Xaa sequences from all'H chemical shift entries in BMRB 
database， and obtained their deviation from the random coil values. The result of this 
investigation shows that the chemical shift deviations of amide protons from the 
random coil values for Xaa(i+2) are widely distributed， however， Xaa(i+2) residues 
which is not Gly with significant negative chemical shift deviations certainly exist 
(Fig.1). This suggests that Ar(i)-HN(i+2) interactions is possible in tripeptide Ar-Gly-
Xaa even if Xaa is n 

Keyword: Aromatic-amide interactions， ring current shift， BMRB database 
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Fig圃1Distribution of the chemical shift deviation from the random coil values for the 

backbone amide protons[81 (必(NH))of Gly(i+1) and Xaa(i+2) in ArGX tripeptide 
sequence. (a) The case where Xaa(i+2) is Gly. This dataset contains 57 Ar-G 

tri同ipeptides.The average values of .M(NH) (and standard deviation) is 0.12 (0.80) for 
Gly(i+1)， and -0.49 (1.25) for Gly(i+2). (b) The case where Xaa(i+2) is not Gly 
(nonGly). This dataset contains 693 Ar-Gly，ィlonGlytripeptides.The average values of 

Aδ(NH) (and standard deviation) is 0.16 (0.67) for Gly(i+1)， and -0.13 (0.64) for 

nonGly(i+2). ilo(NH) are widely distributed， however， the fact that nonGly(i+2) 
residues with significant negative ilo(NH) certainly exist suggest that aromatic -(i+2) 
amide interactions is possible in tripeptide Ar・Gly-Xaaeven if Xaa is not Gly. 
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A novel 29-kDa lectin (EW29) isolated from the earthworm Lumbricus 
terrestris consists of two homologous domains (14，500 Da) showing 
27% identity with each other. Further， the C-terminal domain of EW29 
retained its hemagglutinating activity 10-fold lower than the whole 
protein. The NMR structure of the C-terminal domain of EW29 was 
characterized by a s-trefoil fold of a typical protein in the R-type 
lectin family such as galactose specific plant lectins. Further， the 
chemical shift mapping perturbation of the C-terminal domain of 
EW29 with sugar by lH_15N HSQC spectroscopy indicate that the 
protein has two sugar-binding sites. 

1 .はじめに

分子 量が 2万 9千のミミズ由来レクチン(EW29) は、 2 7 %アミ

ノ酸配列が同一の 2つのドメインからなり、さらに、そのアミノ

酸配列中に“ Gly-X-X-X-Gln-X-Trp"と言うモチーフ構造を持つ 10

このモチーフ構 造は 、こ れま で多くの糖認識タンパク質で発見さ

れており、 R-type レクチンファミリーを形成している。従って、

EW29 はガレクチン様タンパク質スクリーニング用である

asialofetuin・agarose 吸着クロマトで分離精製されたにもかかわら

ず、そのアミ ノ酸配列上 R-typeレクチンファミリーに属すると思

われる。さらに、このレクチンの特徴として、 R-type レクチンフ

ァミリーに属する他のタンデムリピートタンパク質がドメイン毎

に一つの糖結合部位しか持たないことから単独のドメインでは赤

血球凝集活性を持たないと考えられているが、 EW29において C

キーワード:レクチン、糖結合タンパク質、糖、相互作用

著者ふりがな:へんみひかる、くのあっし、いとうしげやす、すずきりゅういちろう、

はせがわつねみ、ひらばやしじゅん
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末 端 ド メ イ ン単独でも EW29に比べ 10倍程度低い活性ではあるが

赤 血球凝集活性を持つことが知られている。このことから、 EW29

の C末端ドメインは複数の糖結合部位を持っと考えられるが、未だ

その糖結合部位は同定されていない。今回、 EW29の C末端ドメイ

ンの NMR構造と chemicalshift mapping perturbation法による糖

との相互作用について報告する。

2. 方法

NMR測定サンプノレは、構造解析用として約 1mM15N/13Cラベノレ体

を糖との NMR滴定実験用として約 0.64mM15Nラベノレ体を用いた O

その立体構 造は多核多次元異種核 NMR法を用いて決定し、糖との

NMR滴定実験は、 lH-15NHSQCによる chemicalshift mapping 
perturbation t去により行った。

3 .結果と考察

1) NOEから得られた距離拘束条件、 HNHA及び TALOS計算か

ら得られた主鎖の二面角制約条件、 HNHB及び NOEのパターンか

ら得られた χ1anglesの三面角制約条件、 NOEのパターン及び初

期構造からの水素結合の拘束条件、さらに、 RDC拘束条件(HN-N) 

から CNSを用いて構造計算を行った。その結果、 EW29の C末端

ドメインは、 R-type レクチンファミリーに特徴的な構造である 3

つの繰り返し領域からなる B-trefoil構造をとることが分かった。

2) EW29の C 末端ドメインと糖との相互作用を調べるため、ラ

クトースとの NMRを用いた

titration実験を行った。その

結果、 EW29の C末端ドメイ

ンは交換速度の異 な る 2箇 所

の糖結合部 位を持つことが

示唆された。このことから、

EW29の C 末端ドメインは、

その ド メ イ ン中に 2箇所の糖

結合部位を持つことより、単

独のドメインでも赤血球凝

集活性を維持するものと推

測された。
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Summary 

The solution structure of growth factor receptor.司boundprotein 2 (Grb2) SH2 com-

plexed with a high-affinity inhibitor， having a non phosphorus moiety and a macrocyclic pep-

tide mimetic， was determined by nuc1ear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. The solu-

tion structure showed that overal1 conformation of the inhibitor on the molecular surface of 

Grb2 SH2 was very similar to that of phosphotyrosine蝿 containingligand peptide derived from 

BCR-Abl. The binding interaction between the inhibitor and Grb2 SH2 in the solution struc-

ture proved that the structure-based drug design was appropriate. 

lntroduction 

Growth factor. receptor圃boundprotein 2 (Grb2) is an adaptor protein with a domain 

structure of SH3-SH2-SH3. Upon EGF stimulation， Grb2 SH2 binds to the EGF receptor di-

rectly or indirectly through proteins such as Shc， FAK， Syp and IRS-l by recognizing the 

phosphotyrosine-containing sequences and relocating Sos to the plasma membrane to al10w 

interaction with Ras. Thus， Grb2 mediates signal transduction仕oma variety of extracel1ular 

stimuli to Ras. Among the SH2 domain， the Grb2 SH2 domain directly mediates the activa-

tion of mitogenic Ras pathway. Overexpression of Grb2 protein is also related to liver tumori・

genesis in mice and human breast cancer cel1s. Therefore， development of Grb2 SH2 antago-

nists is an effective approach to block the growth of malignant cel1s. 

Strucωral basis of SH2 domain is wel1 understood by X-ray crystallography and 

NMR spectroscopy. These structural studies shows that the phosphotyrosine-containing pep-

tides bind to SH2 at several sites. In the typical SH2 domains， the ligand peptide forms an ex・

tended conformation on molecular surface of protein. In contrast to these typical SH2 do-

mains， Grb2 SH2 domain binds the high affinity ligand having a consensus sequence of pTyr-

(LeuJVal)-Asn-(ValJPro) with a s剖 mconformation of the peptide backbone. Such a unique 

binding mode suggested it would be possible to design highly specific inhibitors for the Grb2 

SH2 domain. 

Keywords: Grb2， structure・baseddrug design， inhibitor 
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A pTyr-containing tripeptide Ac-pYIN・NH2that was originally reported by Novartis 

Corp・retainingmicro mo1ar affinity to the Grb2 SH2 domain is a starting point to improve the 

binding affinity. pTyr + 1 Ile was rep1aced to aminocyclohexanecarboxy1ic acid (AC6C)， which 

stabi1ize the type-I十tum.C-termina1 3-naphtha1ene-l・y1-propy1was appended to make van 

der Waals contacts with a hydrophobic patch on the surface of the SH2. Because the cytoso1 

has very high 1eve1s of constitutive tyrosine phosphatase activity，. the stability of the phos-

phate 1inkage is a major concem in vivo. Substitution of pTyr with phosphonomethy1 phen-

y1a1anine (Pmp) led to protection企omthe phos-

phatase but a 1itt1e 10ss ofbinding affinity. In order to 

stabi1ize the s-tum conformation， Burke and co帽

workers attempted to constrain the linear peptide 

mimetic macrocyclization. The cyclic analogue (Fig. 

1) exhibited approximate1y 100-fo1d enhancement in 
。

binding affinity (IC50 = 0.02 ftM) in vitro relative to /~ 
HO' r 

its linear counterpart. Therefore， we decided to solve OH 

Figure 1. Structure ofthe macrocyclic inhibi-
the solution structure of the macrocyclic inhibitor ;;;f~; O.rb2Sii'i 
comp1exed with the Grb2 SH2 domain. 
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Materials and methods 

Protein expression and purification 

Grb2 SH2 (residues 58・159)cloned into a pGEX・4T・2vector wasexpressed as a GST 

fusion protein in Escherichia coli BL21(DE3). GST fusion protein was purified using G1u-

tathione Sepharose 4B beads and was cleaved with trypsin. Grb2 SH2 was further purified by 

a ResourceS column and a Superdex 75 co1umn. The protein was concentrated by Centriprep 

YM-3 to final conc. ofO.5 mM. 

NMR司pectroscopy

The macrocyclic inhibitor was disso1ved in 20 mM sodium phosphate buffer (pH 6.3) 

to fina1 concentration of 10 mM  solution. The NMR samp1es contained 0.5 mM Grb2 SH2， 

with the inhibitor solution added to a concentration ofO.75 mM  in order to ensure saturation. 

The buffer system was 20 mM  phosphate buffer pH 6.3; 150 mM  NaC1; 0.05% NaN3・

NMR experiments were run on Varian Unity Inova 800 and 600 MHz spectrometers. 

Chemical shiftassignments and acquisition ofNOEs ofth巴Grb2SH2 were accomplished us・

ing a series of 3D heteronuclear experiments recorded on 13C/15N-1abe1ed Grb2 SH2 com-

p1exed with the inhibitor in 90% H20 I 10% 2H20 solution. 

To complete the chemica1 shi食assignmentsof the inhibitor bound on Grb2 SH2， 2D 

NOESY， 2D DQF-COSY and 2D TOCSY spectra were recorded on the inhibitor comp1exed 

with 2HJl5N-1abe1ed Grb2 SH2 disso1ved in 2H20 solution and 2D 15N・filteredTOCSY and 

2D 15N-filtered NOESY spec住awere measured in 90% H20 solution. 

Intermolecu1ar NOEs between Grb2 SH2 and the inhibitor were obtained with a 3D 

13C-filtered NOESY experiment recorded on 13C/I5N・labeledGrb2 SH2 complexed with the 

-265 -



inhihitor dissolved in 90% H20 /10% 2H20 solution and a 3D 15N-edited NOESY experiment 

recorded on 2H/15N・laheledGrh2 SH2 complexed with the inhibitor dissolved in 90% H20 / 

10% 2H20 solution. 

Structure calculations 

Structures were calculated with the program Cyana version 2.0. To calculate molecular 

complex of proteins and small organic compounds with Cyana， the residue library of the 

small molecule have to be defined and appended into standard cyana.lib file. First， a PDB-

formatted structural model of the inhibitor was created using DunGee PRODRG2 server 

(http://davapc1.bioch.dundee.ac.ukJprograms/prodrg/). Next， the created PDB file was manu-

ally converted into a Residue Libraryイormattedfile of Cyana. 

Results 

NMR assignment 0/ the inhibitor complexed with the Grb2 SH2 domain 

We prepared molecular complex samples of the inhibitor and 15NJ2H・labeledGrb2 

SH2 dissolved in 2H20 and 90% H20 / 10% 2H20. Perdeutration of the Grb2 SH2 brought 

perfect elimination of the signals derived from the SH2， and resulting the simplification of 

analysis of the spectra. Using 2D TOCSY and 1、JOESYspectra of the molecular complex， we 

completed the proton assignment of the inhibitor bound on the Grb2 SH2 without ambiguous-

ness. This assignment strategy using perdeutrated protein is generally applicable to NMR 

structural study ofprotein-ligand complex. 

Structural description 0/ Grb2 SH2 complexed with the inhibitor 

A superposition of the backbone of the Grb2 SH2 and the inhibitor complex from the 

20 final structures is shown in Fig. 2(a). The atomic rmsd about the mean coordinate positions 

for the protein resi-(a) (b) 

dues from Phe61 to 

Asp150 was 0.51士

0.07 A for the back-

bone atoms and 0.90 

土 0.08 A for all 

heavy atoms. 

The topology 

of the Grb2 SH2 was 

very similar to those 

of other SH2 do-

mains. Fig. 2(b) Figure 2. (a) Superposition of 20 low'est energy s加 cturesof Grb2 SH2 complexed 

shows a rihbon dia-with the inhibitor. Rωidues 60-152 of Grb2 SH2 and the inhibitor are shown. 

gram of the NMR-Structures were superimposed by least square fit to average N， Cα， and C' coordi・

derived minimized nates of residues 60・152of Grb2 SH2. (b) Ribbon diagram of Grb2 SH2 com-

mean structure of pl巴xedwith the inhibitor.百leregular secondary structure elements are labeled. 

Grb2 SH2 complexed 
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with the inhibitor. The structure consists of a three-stranded antiparallel s-sheet composed of 

strands sB， sC and sD that is flanked on each side by two a-helices，αAand αB. The central 

βsheet is extended by同10short parallel strands (sA and sG) located on the opposite side of 

the inhibitor-binding site. The protein also contains a second， smal1er s-sheet-like structure 

composed ofstrands sD'， sE and sF. 

Spec折'cinteraction hetween Grh2 SH2 and the inhihitor 

The AC6C (pTyr +1) residue of the inhibitor has intermolecular NOEs with Gln106， 

His107 and Phe108 ofthe Grb2 SH2 (Fig.3(a)). The cyc10hexane group ofthe AC6C residue is 

stuck into the hydrophobic molecular surface of the Grb2 SH2. The side chain protons of Asn 

(pTyr +2) had strong intermolecular NOE interactions with Trp121 and Lys109. NMR signals 

ofthe Ho protons of Asn (pTyr +2) were extremely low-field shifted to 8.80 and 8.15 ppm. 

This low-field shift is due to electric field effects， suggesting that these protons form hydro四

gen bonds with the carbonyl groups of the G出2SH2 as shown in Fig. 3(b). The side chain of 

naphtylpropylamide (pTyr +3) had many NOE contacts with both ofLys109 and Leu111 (Fig. 

3(c)). The residue at pTyr +3 is not conserved or type司 conservedin peptidic ligands， but hy-

drophobic residues are preferred for specific binding with the Grb2 SH2. In the present struc-

ωre， we confirmed that the naphthalene group hydrophobical1y contacted with the side chain 

ofLeulll. 

Figure 3. Details ofthe interaction between the inhibitor and the binding site of Grb2 SH2. (a) pTyr + 1 site; 

(b) pTyr +2 site; (c) pTyr +3 site. The inhibitor are shown in stick model. In (a) and (b)， Glnl06， Hisl07， 

Phel08， and Trp121 ofGrb2 SH2 are shown in stick model. In (c)， Lysl09 and Leul11 are shown in CPK 

model. Dashed red lines in (b) indicate the hydrogen bonds between Ho of Asn (pTyr +2) and Grb2 SH2 

Conclusion 

A high-resolution NMR solution structure has been presented for a complex b巴tween

Grb2 SH2 and a macrocyclic inhibitor. The inhibitor binds in仕lesame site as does a peptidic 

ligand. The present巴dsolution structure should be a basis for further development of the in-

hibitor. 
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溶液NMRによる VAP-A:OSBP複合体の研究
(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、 2首都大学

東京都市教養学部理工学系)
0古板恭子1、三島正規 1，2、児嶋長次郎 1

Solution NMR studies of the VAP-A OSBP complex 
(lGraduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and 

Technology， 2Graduate School of Sciences and Engineering， Tokyo Metropolitan 
University) 
OKyoko Furuital， Masaki Mishima1， 2 and Chojiro Kojima1 

Oxysterol bindingprotein (OSBP) is a cytosolic receptor of oxysterols such as 
25-hydroxycholesterol (25-0HC). OSBP localizes to the cytosolic surface of the 
endoplasmic reticulum (ER)， and translocates to Golgi apparatus membranes after 
addition of 25-0HC. ER localization of OSBP is mediated by complex formation of 
OSBP with VA島fP-associatedprotein-A (VAP-A). VAP-A is an ER integral 
membrane protein that contains a cytoplasmic major sperm protein (MSP) 
domain. There is an FFAT motifin OSBP that is recognized by the MSP domain of 
VAP・A.In this study， to clarify the structural basis of the ER localization of OSBP， 
we performed NMR studies of the complex composed of a VAP-A MSP domain and 
an OSBP peptide containing the FFAT motif. 

[序論]

Oxysterol binding protein (OSBP)は、オキシステロール及びコレステローノレの

細胞内受容体であり、脂質の恒常性に関わっている。 OSBPは25-hydroxycholesterol

(25-0HC) と特に強く結合し、 25-0HC低濃度の細胞では、細胞質及び小胞体に局

在するが、細胞に 25・OHCを添iJJnすると、ゴ、ノレジ体へと移行する。 25-0HC低濃度

下での OSBPの小胞体局在は、OSBPと、小胞体膜貫通タンパク質VAMP-associated
protein A (VAP-A)との相互作用による。 VAP-Aが細胞質側に持つ MajorSperm 

Protein (MSP)ドメインは、 OSBPがその中ほどに持つ FFATモチーフ (two
phenylalanines[FF] in Acidic Tract) と結合する。本研究では、 VAP-Aとの相互作

用による OSBP小胞体局在の構造的基盤を確立する目的で、VAP-AMSPドメインと、

FFATモチーフを含む OSBP由来ペプチドからなる複合体の溶液NMR研究を行った。

[実験]

大腸菌による大量発現系を用い、非標識、 15N標識、及び 13C/15N標識のヒト VAP-A

(5・128)及びヒ卜 OSBP(345・379)のサンプルを作成した。主鎖及び側鎖の帰属に

は、 BrukerAV500または DRX800を用いて測定した各種多次元NMRスベクトノレ

を用いた。複合体の主鎖及び側鎖の帰属には、 13C/15N標識VAP-Aと非標識 OSBP、
非標識VAP-Aと13CI15N標識 OSBP、及び15N標識VAP-Aと15N標識 OSBPから

なる 3種の複合体の NMRスベクトノレを用いた。

キーワード OSBP VAP-A FFATモチーフ

著者ふりがなふるいた きょうこ、みしま まさき、こじま ちょうじろう
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Figure 1， 2D :H_15N HSQC spectra of 13C/ 15N-1abe1ed VAP-A: non-1abe1ed OSBP peptide comp1ex 
(a) and 13C/ 15N-1abe1ed OSBP peptide: non-1abe1ed VAP-A comp1ex (b). Assignme~ts are indic~ted 
with the one-1etter amino acid codes and residue numbers. Asterisks indicate resonances ofresidues 
that are not part of the native sequence. Primes indicate the assignments of the minor conformation 
in Figure 1 (b). 

合，. 

[結果]

VAP司A:OSBP複合体の主鎖及び側鎖を帰属した (figure1)。主鎖原子 (HN、N、

C ¥Cα及び Cβ)に関しては 99%、側鎖原子(主鎖原子を除く脂肪鎖、芳香環、及

びアミノ基)に関しては 91%の帰属を得た。 TALOSプログラムによる、複合体の

HN、N、C'Cα、Cs
及び、Hαの化学シフトを用いた主鎖二面角解析の結呆、複合体中

のVAP-Aは9本の 8ストランドと 2本の αヘリックスを含むこと、 OSBPはFFAT

モチーフ及びその周辺が直線状の構造を持つことが示唆された。

OSBPに関しては、単独での主鎖も帰属した。得られた化学シフトを、 VAP-Aと

の複合体形成時のものと比較したところ(figure2)、OSBPのFFATモチーフ及びその

C末端側が、 VAP-Aによる認識に関与していることが示唆された。

Firure 2. Back bone chemica1 shift 
differences of OSBP peptide upon 
comp1ex formation with VAP-A. 

*: pro1ine residue 
d. ppm=[( d. HN)2+( d. N/5i] 1/2 

…ε-aAM4 
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P034 

NMRを用いた高度好熱菌RecXタンパク質の構造・機能解析

首都大学東京大院・理工1、理研・遺伝生化学2、理研・生体超分子構造

機能研究び、横浜市大院・総合理4、CREST/JSr、理研播磨ストラクチュ

ローム研究c6

O 羽生香織に井上仁以4、美川務制局、柴同武彦込3，1、三島正規Iへ伊藤隆は5

NMR Structural and functional an~lysis of Thermus thermophilus RecX 

Kaori Habu1，Jin Inoue2，3.4， Tsutomu Mikawa2，3，4，5，6， Takehiko Shibata2，3，4， 

Masaki Mishima1ぺandYutaka It01，3，5 

lGraduate School of Sciences and Engineering， Tokyo Metropolitan University; 2Cellu1ar and 

Molecu1ar Biology Laboratory， RIKEN; 3Research Group for Bicトsupramolecu1arS佐ucture-Function，

RIKEN; 4Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University; 5CREST/JST; 

6S飢lC旬romeResearch Group， RIKEN/Harima Institute 

RecA plays a cerr回1role of eubacteria! recombinational DNA repair， Even though RecX was 

identified as an inhibitory regu1ator of RecA， no s仕ucturalinformationhas been reported so far for 

RecX 

In order to delineate the s加 cturalbasis of the biological fu.l}ctions of RecX， we出tiatedthe NMR 

studies of Thermus thermophil附 HB8R民 X(l42a，a ，16KDa). 

By analyzing six 3D出ple-reson組問 spec回 measuredwith nonlinear sampling scheme on 

13c;I~_1油elled RecX， backbone resonances were assigned for 92 out of 138 (67%) non-proline 

residues in RecX Ch四 ucalShift Index analysis showed helix-rich structure of this protein. 百le

incompleteness in the assignments was presumably田usedby the exchange line broadening of 

lH叱l~ correl甜oncross peaks. For the analysis of the RecA-RecX in回 action，NMR ti加 .tion

experiments ofl~-labelled RecX with various fragments ofRecAare in progress. 

<序>

真性細菌において相同組換えを行う中心的なタンパク質としてRecAが知られている。 RecXタ

ンパク質は RecAに作用して RecAの組換え活性を阻害することが報告されている。しかし、

RecXの立体構造や詳細な阻害機構については明らかにされていない。本研究では NMR分光

法を用いて、RecXの立桝再造角勃庁、さらには RecAとの相互作用のメカニズムの解明を行うこと

を目標とした。試料としては、高度好熱菌 Thermus泊。TmophilusHB8由来のRecX(ttRecX、

142残基、 16KDa)を用いた。

今回は、 ttRecXの主鎖の帰属と、 ChemicalSh批 lndex法を用いた二次構i萱解析を行った

ので、それらの結果について報告する。

キーワード:DNA相同組換え、高度好熱菌

著者ふりがな:はぶかおり、し、のうえじん、みかわっとむ、しばたたけひこ、みしままさき、

いとうゆたか
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<結呆・考察>

13C、 l~標言哉R即X言弐料(O.2mM)を調製し、 2 次元lH)~ HSQCスペクトルを測定したところ、下図

のようなスペクトルが得られた。次に異種核多次元NMR?去を用いて主鎖lHN、13Cα、13Cs、13C'、お

よびl~核の帰属を行ったO プロリン 4 残基を除くアミドフ。ロトンが観測可能な 138 残基のうち、約
67%について帰属することができた。 NMR測定は、 CRYOPROBEを装着したBrukerDRX600分

光計を用い、測定温度 313Kの条件で、行った。データ処理とスベクトノレの解析はAZARAv2.7、

ANSIG晶子OpenGLv1.0.6ソフトウェアをそれぞ、れ用いた。

得られた化学シフトの値から、α1開討calShift Index法を用いて二次構造解析を行った結果、ほ

とんどがαヘリックスで、構成されていることがわかった。

主鎖シグナルが帰属されない残基は化学交換によるブ、ロードニングPが起こってしもと考えられ

る。この化学交換は構造多形によるものと、 RecX聞の非特異的な相互作用によるものの2つの可

能性が考えられた。三次構造予測によると、主鎖NMRシグナノレが帰属されない領域は、 αヘリッ

クスの構造をとっていることが推定されるため、当該領域が非特異的相互作用のインターフェイス

に関与してし泊可能性が高いと考えられる。

今後は RecAとのタイトレーション実験を行い、 R∞X上の RecA相互作用部位の特定を目指し

ている。
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P035 

NMR法による酵母タンパク質YUHlの立体構造解析

(1横浜市大院・国際総合科学 2理研・生体超分子構造機能G，

3首都大院・理工学系， 4Univ.ofBirmingham， o理研・和光 6三菱化

学生命科学研， 7CREST/JST) 

O 野尻英里13，池谷鉄兵矢倉島(伊藤)かおり 1，2，Sundaresan Rajesh4， 

柴田武彦1，2，5，河野俊之6，伊藤隆1幻，7

Solution structure of yeast ubiquitin hydrolase， YUHl 

Eri Nojiri1ペTeppeiIkeya3， Kaori Kurashima-Ito1，2， Sundaresan Rajesh4， 

Takehiko Shibata1，2ペToshiyukiKohno6， and Yutaka Ito1ム3，7

IInt. Grad. Sch. of Art.αnd Sci.， Supramol. Biol， YolwhamαCity Univ; 2 Research Group for 

Bio-SupramoI.Struct.-Func.， RlKEN; 3Dept. ofChem.，おかoMetropolitan Univ; 4 Division of 

cancer studies， Sch. ofMedicine， Univ.ofBirmingham， UK;・5Discovery Research Institute， 

RIKEN; 6Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences(MITIL凱・ 7CREST/JST

Even with the latest technologies of solution NMR， there is considerable difficulty in 

analyzing three-dimensional structures of larger (> 25kDa) proteins. In order to optimize 

existing methodologies for larger proteins， we initiated hetrenuc1ear multidimensional NMR 

studies ofyeast ubiquitin hydrolase ，YUHl (236a.a， 26.4KDa). 

A 50% deuterated and uniformly 13C/5N・labelled YUHl sample was prepared. 

Backbone and side-chain resonance assignments were performed from a set of conventional 

3D triple-resonance experiments with deuterium decoupling. 3D TROSy_3hJ-HNCO， 3D 

3C-separated NOESY-HSQC and 15N-separated NOESY二HSQCspectra were utilised for the 

analysis of hydrogen bond-derived and NOE-derived distance restraints. Structural 

calculations with CYANA are in progress. 

[序】

近年の飛躍的な NMR技術の進歩に伴い，分子量 20KDa程度の蛋白質の立体構造

は比較的容易に決定されるようになった.しかし，より大きな蛋白質に関しては，

NMRシグ、ナルのオーバーラップや，緩和による線幅の増大や感度の低下といった問

題が生じ，依然として解析には困難がつきまとう.

キーワード:YUHl， solution structure， larger protein 

著者ふりがな :0のじりえり，いけやてっぺい，くらしま(いとう)かおり，

すんだれさんらじえす， しばたたけひこ，こうのとしゆき，いとうゆたか
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ただし，今後さらに様々な生物学的意義を解明していくためにはNMR法を用いた

高次構造解析における分子量の壁を押し上げていくことは重要と考えられている.

本研究では，ユピキチンプロテアソーム系において働く，脱ユピキチン化酵素の一

つで、ある YeastUbiquitin Hydrolase 1 (以下YUHl，約 26.4KDa)をモデル蛋白質と

して取り上げ，いわゆる一般的な手法を適用する中で，どの程度の構造情報が必要な

のか，また，どのような構造制限情報が有用であるのかといった点を検討しながら立

体構造決定することを目指し，解析を試みた.

{実験]

大腸菌を用いた大量発現系により 50%-2H/13C/15N標識YUHlを調製し測定試料と

した.主鎖NMRシグPナノレの帰属および，側鎖NMRシグ、ナノレの帰属のために必要な，

2次元lH-15NHSQC， lH・13CHSQCスペクトル，および 3次元CBCA(CO)NNH，

CBCANNH， CC(CO)NNH， HBHA(CBCACO)NNH， H(CCCO)NNH， 

HCCH-TOCSYスベクトノレ， TROSY-3hJNC，-HNCO関連， 15N-separated NOESY， 

13C-separated NOESYのNMR測定は， Bruker社 DRX600分光計およびH/C/N3 

重共鳴クライオプロープを用い，測定温度 300Cで、測定を行った.

得られた NMRデータの処理，解析および構造計算には，LinuxlPC上でそれぞれ，

AZARA， ANSIG-for-OpenGL， CYANAソフトウェアを用いた.

[結果と考察]

高分子量蛋白質のlHシグナルの線幅の増大や感度低下を引き起こすlH核由来の双

極子緩和を軽減し，スペクトルの感度を向上させるために，ランダムに 50%程度重水

素化された試料(約 2mM)を用いて一連の測定を行った結果，高分解能のスペクトル

を得ることが出来た.

得られたスペクトルを用いて主鎖 NMRシグ、ナノレの帰属を行ったところプロリン

11残基を除く 225残基中， N末端2残基以外の 223残基の帰属に成功した.さらに，

主鎖の帰属結果に基づき，側鎖 NMRシグナルの帰属を行ったところ 80%程度の帰属

が完了している.

続いて， 15N-separated NOESY， 13C-separated NOESYスベクトルの解析および

帰属を行った.現在， NOE由来の水素原子聞の距離制限情報，水素結合を介した3hJNc'

の観測から得た水素結合情報， TALOSを用いた二面角制限情報を基に， CYANAによ

る立体構造計算を行っている段階で、ある.

今後は，さらなる距離制限情報の取得および解析と構造計算を繰り返し行う中で，

立体構造の精密化を図っていき，生物学的解釈をするに十分な精度の立体構造を決定

したいと考えている.

qa ヴ，
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成長距害因子 GBPのc末端残基伸長部分における

生体膜相互作用と機能との相関
(北大院・理1、北大院・生命ヘ富山大・薬ヘ佐賀大圃農4)

0梅津喜崇¥相沢智康l，Z、武藤香織3、山本宏子¥神谷昌克l，Z、

熊木康裕1ヘ水口峰之3、出村誠1ヘ早川洋ーヘ河野敬一1，Z

The elongated C-terminal of Growth-blocking peptide (GBP) undergoes 

significant changes in conformation upon binding to DPC micelles 

1Graduate School of Science， Hokkaido University， 2Graduate School of Life 

Science， Hokkaido University， 3Faculty of Pharmaceutical Sciences， Toyama 

University， 4Faculty ofAgriculture， Saga University 

Yoshitaka Umetsu 1， Tomoyasu Aizawa 1ベKaoriMuto 3，Hiroko Yamamoto¥ 

Masakatsu Kamiya 1ベYasuhiro Kumaki1，2， Mineyuki Mizuguchi3， Makoto 

Demura1ベYoichiHayakawa4， and Keiichi Kawano1，2 

Growth-blocking peptide (GBP) is a 25・aminoacid peptide isolated from the 

lepidopteran insect Pseuda/etia separata whose development was halted in the 

last larval instar stage by parasitization with the parasitoid wasp Cotesia kariyai. 

cDNA analysis suggested that 23・aminoacid GBP {23GBP) would be expressed 

in non-parasitized larvae though 28-amino acid GBP (28GBP) would be 

expressed in parasitized larvae due to translation continue to next stop codon 

located at nucleotide sequence for 29th amino acid. In this study， we 

characterized the GBP， which have various C-terminal lengths by comparison of 

their bioactivity and stability with three-dimensional structure， 

【緒言】

Growth-blocking peptide CGBP)は、カリヤコマユバチ Cotesiakariyaiに寄生され

たアワヨトウ Pseuda/etiaseparataの幼虫から、幼虫の成長や踊化変態を阻害する

因子とLて発見された 25残基からなるペプチドである。その後の研究で、 GBPはア

ワヨトウの遺伝子由来産物であり、未寄生の幼虫では全長 23残基からなる 23GBP

Growth-blocking peptide， dodecylphosphocholine， cytokine 

うめつよしたか，あいざわともやす，むとうかおり，やまもとひろこ，かみやまさかっ，

くまきやすひろみずぐちみねゆき，でむらまこと，はやかわょういち，

かわのけいいち
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が発現していること、寄生を受けた場合は感染するポリドナウイルスの影響で、終止

コドンがチロシンに翻訳されて 28残基からなる 28GBPとして合成されること、 28残

基として発現されたこのペプチドが血清中のプロテアーゼ、などによって 25残基

(25GBP)まで分解を受けることが示唆されている。興味深いことに、 28GBPは

23，25GBPと比較して強い成長阻害活性を持つことが明らかになっている。しかし一

方では、レセプターが完全には同定されておらず、 28GBPが強い活性を有するメカニ

ズムについてはわかっていない。本研究では、 28GBPがなぜ強い活性を有するのか

についての分子レベルでの知見を得るために、主に NMR法による立体構造の解析

から比較を行った。

【実験】

大腸菌を用いてノンラベル、 15Nラベル23.25.28GBPを発現・精製し、実験に使用し

た。JEOLAlpha 400MHz， ECA 600MHz， Bruker DRX 500MHzのNMR装置を用い

て測定を行い、水溶液中における立体構造解析、及びDPCミセル中での化学シフト

変化の比較、立体構造解析を行った。

【結果と考察】

23，28GBPの水溶液中での立体構

造解析を行った。以前の研究により決

定されていた 25GBPの立体構造との

比較を行うと、活性に重要とされてい

るコア領域(7-21残基)の構造には変

化がなく、 N末端部分にも明確な違い
Fi黛ure4.E湾 総mhleof持続.Rstructtlres uf miceUe 

がないことが明らかになった。従って、 I削 減d28GBPa:枇r側関知抑i時 bac始。ne

これらのペプチドの活性の違いは、フ 厳側15.. f削減騒也事'-2ft

レキシブルな C末端部分が影響していることが示唆される。また、 25，28GBPは生体

膜と結合することがモルカット法により示唆されたため、 dodecylphosphocholine

(DPC)中での立体構造解析を行った。得られた化学シフトは、 N 末端、コア領域では

ほとんど変化がなくこの領域は膜との相互作用への寄与は低いと考えられる。一方、

C末端部分は DPCミセルの影響で大きく変化し、立体構造解析の結果、 28GBPで

は両親媒性のαヘリックスをとっていることが明らかになった。 28GBPはこのαヘリ

ックスの疎水性面において生体膜と相互作用をしていると考えられる。

【謝辞】

本研究の一部は、新技術・新分野創出のための基礎研究推進事業の補助を受け

ておこなわれた。

-275ー



P037 

高度好熱菌由来 RimMのN末ドメインの溶液構造
('理研 GSC、2東大院理)

O 鈴木咲良 1、龍口文子 l、松本英子 I、川|添将仁 1、上西達也 I、

白水美香子 1、武藤裕 l、竹本千重 l、横山茂之 1，2

Solution structure of the N-terminal domain of Therm凶 thermophilusRimM protein: putative 
16S rRNA-processing protein 

1 RIKEN Genomic Sciences Center， 2 Department of Biophysics and Biochemistry， 
Graduate School of Science， University ofあわ10

Sakura Suzuki'， Ayako Tatsuguchi'， Eiko Matsumoto'， Masahito Kawazoe'， Tatsuya Kaminishi1， 
Mikako Shirouzu1， Yutaka Muto'， Chie Takemotol and Shigeyuki Yokoyama1ユ

The RimM protein plays an important role in the maturation of the 30S ribosomaI subunit. 
Previous studies suggested that the RimM  protein is related to a specific region of the head 
domain of the 30S subunit. It was aIso reported that the GST-RimM protein binds to ribosomaI 
protein S19. However， s仕ucturaIinforτnation has not been accumulated. With fuII-Iength RimM 
from Thermus thermophilus， we first found 出 N-terminaIdomain (RimM NTD) folds into a 
single domain. Using a constmct of RimM NTD， we determined its soIution stmcture. RimM 
NTD adopts a sIX-stranded s-barreI fold， which resembles the elongation-factor fold observed in 
domain II of elongation factors Tu and G. However， two characteristic helices cover the top and 
the bottom of theβbarrel stmc旬re，respectively. Successively， this stmctural information assists 
our crystal stmcture analysis. 

[序論]

バクテリアで広く保存されているタンパク質 RimMはバクテリア由来リボソームの 30Sサブ

ユニット単体には結合するが 70Sを形成している 30Sサブ、ユニットには結合しない。これによ

り、 RimMはリボソームの成熟に重要な役割を担うタンパク質であると考えられている[']。変具体

実験より RimMは 30Sサブユニットの head領域にある 16Sr肘-.JAのヘリックス 31，33b，リ

ボソームタンパク質 S19，S13付近をターゲ、ットとすると示唆されている[2]。また、 GS下RimMはリ

ボ、ソームタンパク質 S19に結合する。 RimMの立体構造は現在までに得られていないが、

RimMの C末端領域は PRC-barrelドメインとなることがアミノ酸配列から推測されている[3]

一方 N 末端側の構造については sstrand-richであると推測されているものの、現在までに定

義されている他ド、メインとの類似性については示唆されていない。本研究ではこの構造未知であ

る RimMN末端ド、メイン(RimMNTD)の構造解析を行ったので、これを報告する。

[方法]

FuII-length RimM (残基 1・162)とRimMNTD(残基 1-85)についてはそれぞれ 13C/'5N均

一標識化タンパクとして大腸菌内で大量発現させ精製した。 NMR測定は Bruker社製

AVANCE600および AVANCE800 MHzを用いてそれぞれ 450C、250Cで多核多次元測定

を行ったo バッファ一条件は 20mM sodium phosphate buffer (pH 6.5)である。 RimMNTDの

構造計算については、 CYANA2.0.17を用いた。

キーワード:RimM、リボソーム、 16SrRNAプロセッシング

すずきさくら、たつぐちあやこ、まつもとえし亡、かわぞえまさひと、かみにしたつや、しろうずみか

こ、むとうゆたか、たけもとちえよこやましげゆき
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[結果と考察]

初めに高度好熱菌由来 RimMタンパク質 N 末端領域の RimM(1・83)とRimM(1・85)の

2つのコンストラクトをデザインした。 RimM(1・83)についてはサンフ。ルの安定性が低く、最終サ

ンフ。ルの段階で、沈殿を生じた。一方、 RimM(1-85)については溶解度の高いモノマーとして得

られ、 RimM(1・85)の lH_15NH8QCスベクトノレにおいては、非常に分散の良いシャープなシグ

ナルが観測された。次に、 13C/1雨明RimM全長タンパク質(残基ト162)を準備し、 lH_15N

H8QCを測定した。 RimM(1-85)と全長 RimMの H8QCスベクトノレを比較すると、

RimM(I-85)で観測されたシグ、ナルは、全長 RimMの H8QCスベクトノレ上の同位置に観測

された。これは RimM(I-85)が C末領域の影響を受けずに独立に存在していることを示して

いる。ゆえに、 RimM(1胴 85)は、 RimMにおいて単独ド、メインとなり得ることが分かった。よって構

造解析には RimM(1・85)(以下 RimMNTD)を用いることとした。

RimM NTDの NMR法によって決定された溶液構造は、 6本の逆平行 Pストランドで形成

されるコンパクトな pバレル構造になったo短い 310ヘリックスが仰と仰の聞に、また短い

αヘリックスが s5とs6聞に挿入されており、バレル構造の上下の空間(蓋と底に相当する領

域)をふさぐように配置されていた。バクテリア間での RimMNTDのアミノ酸配列アラインメント

を行うと多くの疎水性残基が高く保存されていることが分かるが、これらの疎水性残基の側鎖の

大半は分子の内部に埋め込まれており、疎水'性コアを形成していた。またこれらのうち数残基は

バレノレ構造の側面に存在していた。よって RimMNTDはこれらの高く保存された疎水性残基

によって安定化されていることが明らかになった。更に、高く保存されている疎水性残基のうち、

その側鎖が溶媒に露出しているものがしてらか存在しており、これらの残基は RimMNTDの

N 末端と C 末端領域に集中していることが分かったoゆえに、 N 末端と C末端領域に位置

する残基で、形成された疎水性パッチが存在している。

DALIを用いて RimMNTDとの構造類似性について調べたところ、 RimMNTDは

elongation factor Tu (EF-Tu)のdomainIIに現れる reductase/isomerase/elongationfactor fold 

スーパーファミリーと似ていることが分かった。これらの翻訳タンパク質の多くで、は、このフォール

ドが tRNAもしくは 168rRNA結合に関与している。一方、 H/ACARNPのコンポーネントで

あり Cbf5タンパク質と直接相互作用する Gar1タンパク質も RimMNTDと高い構造類似性

を示した。このように R面白1:NTDが保持する 6本の Pバレノレ構造は、タンパク質ータンパク

質相互作用とタンパク質一核酸相互作用の両方に関与している。しかし、 EF-Tudomain IIと

RimMNTDは Pバレル構造のトポロジーとして一致するものの、 EF-Tu domain 1Iで、はバレル

構造の蓋に相当する領域に pシートが挿入されているなどの構造的相違が見られる。 EF-Tu

domain IIが RNAを認識するサイトと Gar1の Cbf5認識サイトは主にバレル構造の側面で、

あり、これらは空間的に同一であることが報告されている。 RimMNTDとこれらの構造を重ねる

と、 EF-TuとGar1の認識サイトに相当する RimMNTDの部位では、芳香環リング、もしくは

安定性に寄与している疎水性残基の側鎖で埋められており、ターゲットを認識するた、けの十分

なスペースがないと思われる。→方、興味深いことに RimMNTDの配列アラインメントから、

仰と仰の聞のループに RimMNTDの中で最も保存が高い配列があるが、 EF-Tuや Gar1

で、このノレープに対応する領域は、ターゲット認識サイトの一部になっている。よって、 RimM

NTDは、 EF-Tuや Gar1とは異なり、この保存されたループと RimMNTD特異的な領域で

ターゲットを認識する可能性がある。

[参考文献1
1. Bylund， G.O.， et al.， J Bacteriol， 1997. 179(14)，4567同 4574.

2. Lovgren， J.M.， et al.， RNA， 2004.10(11)， 1798・1812.
3. Anantharaman， V. and L. Aravind， Genome Biol， 2002. 3(11): RE8EARCH0061. 
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Preparation， NMR resonance assignments and binding studies 

with a chromogranin B peptide on a luminal loop region of the 

Inositol-l ，4，5-trisphosphate receptor 

Jinho Kang， Sunmi Kang， Seung Hyun Yoo， and Sunghyouk Park 

Department of Biochemistry and Center for Advanced Medical Education by BK21 project， 

College ofMedicine， Inha University， Incheon 400-712， Korea 

Inositoll人5-trisphosphatereceptor (IP3R) is a membrane channel that conduct calcium ions 

from the intracellular calcium stores. Due to the importance of the calcium control in the cells， 

a lot of research have been performed on the regulation of the receptor. However， most of the 

studies were done on the cytoplasmic part of the IP3R and the corresponding regulators. Here， 

we report the preparation strategies of IP3R intraluminalloop L3-2 region and the studies 

on its binding to the chromogranin B peptide， as chromogranins are the only known luminal 

side activator of the IP3R. The L3-2 loop is at the heart ofthe channel's pore forming region 

and thus considered critical in regulating the entire channel. We solved the problem of poor 

expression of L3-2 by attaching the B 1 domain of protein G (GB 1) in front of the IP3R 

P巴ptide.We did not cleave the GB 1 part and it served both as a reporter for the nativeness of 

the fusion p巴ptideand as an internal control for monitoring possible non-specific binding. The 

use of GB 1 fusion should be generally applicable to study interactions of other ill-behaved 

peptides. Using NMR titration approach， we were able to show that a part of the L3-2 is 

involved in a specific interaction with the chromogranin B peptide. To get a further insights 

into the interaction， we employed triple resonance NMR experiments with 15N and 13C 

double-labeled L3-2 samples. We assigned the backbone amide resonances from the data， 

which revealed that the L3・2uses residue 14-20 for the binding interaction with the 

chromogranin B peptide. Our report is the first study on residue-resolution interaction 

between the luminalloop of the IP3 receptor and its regulator. The sequence specific 

assignments of the L3-2 reported here should also give valuable information for the 

mechanistic understanding of the luminal side regulators found in the future. 

Keywords 

Chromogranin， IP3 receptor， binding， assignment 
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Figure 1. HSQC binding experiments between the lJ>3RL3・2GB1 and由巴 chromograninB 

P巴ptide.Control spectrum with IP3RL3-2 GB1 only is shown in black while the one with the 

chromogranin B peptide is in red. 
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Figure 2. Titration of the IP3RL3-2 GB1 with the chromogranin B peptide. Peak intensity 

changes fol1owing the addition of the indicated molar ratio of the chromogranin B peptide 

were plotted. 
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Recombinant expression and interaction studies 

of calmodulin-binding chromogranin A peptide 

Sunmi Kang， Jinho Kang， Seung H戸mYoo， Sunghyouk Park 

Department ofBiochemistry and Center for Advanced Medical Education by BK21 project， 

College ofMedicin~， Inha University， Incheon 400・712，Korea 

Chromogranin司 derivedpeptides have important biological activiti巳:sand bind to various 

cellular targets. Despite the importance， the molecular mechanism of the interactions between 

the peptides and the target proteins have not been studied much. Here， we recombinantly 

expressed a chromogranin A -derived peptide (CGACaM) and its target protein， calmodulin， 

and studied the interaction between them with stable isotope labeling and heteronuclear NMR 

spectroscopy. While calmodulin was prepared with standard recombinant technologぁ

CGACaM required more steps. The CGACaM was not expressed as 6X-His tagged fonn and 

needed His-GST as the fusion partner for expression， probably due to the degradation of the 

small sized peptides. His-GST-fusion peptide was expressed entirely as insoluble inclusion 

body and was refolded with a step-gradient on-column refolding strategy. The presence of 

GST also allowed rapid assessment of the folding of the fusion peptide. The subsequent TEV珊

cleavage and ethanol precipitation ofthe unwanted proteins gave well-purified peptides. The 

recombinantly produced peptide had the functional calmodulin binding property as shown by 

the HSQC binding experiment. By using the reported resonance assignments， we were able to 

identified the residues in calmodulin most affected by the CGACaM binding and found that 

the pattem of change is close to that ofCaMKIp peptide but is significantly different from 

that of smMKIP. The results suggest that the CGACaM also binds calmodulin in a wrap-

around mechanism and that the conformational change is similar to that induced by CaMKlp 

peptide. Our approaches should be applicable to interaction studies involving other 

chromogranin-derived peptides and their cellular target proteins. 

Keywords 

Chromogranin， CaJmodulin， Refolding， Fusion peptide 
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Figure 1. Chemical shift mapping analysis and the suggested binding mech叩，Ismbetween 

calmodulin and CGACaM. (A)Normalized chemical shift changes after the addition ofthe 

CGACaM were plotted against the residue numbers. The chemical shi食changeswere 

calculated as described previously [19]. The horizontal dotted line indicates the threshold 

value of 0.06 ppm. (B) The wrap-around binding mechanism of calmodulin. The solid black 

color on the upper molecule indicates the residues出atshifted significantly in the chemical 

shift mapping analysis (chemical shift changes > 0.06 ppm). The pdb codes for the 

calmodulin structures are 2BBM (upper) and lX02 (1ower). 

-281-



P040 

Structural and dynamics studies on the L3V region of the IP3 

receptor 

Sunmi Kang， Jinho Kang， Seung H戸mYoo， Sunghyouk Park 

Department ofBiochemistry and Center for Advanced Medica1 Education by BK21 project， 

College ofMedicine， Inha University， Incheon 400・712，Korea 

Calcium is an important messenger in cellu1ar signa1ing and its concentration in the 

cell is very tightly regu1ated. A major p1ayer in mobi1izing calcium from the intracellu1ar 

stores is Inosito1 1人5・triphosphatereceptor (IP3R)， a m巴mbrane-associatedcalcium channel. 

With IP3 and calcium itse1f being the two major regu1ators， there are doz巴nsof small-and 

macromo1ecu1es that affect the IP3R channe1 opening. A1though a 10t more studies have been 

done on IP3R regu1ation in the cytosolic compartment， regu1ators in the 1umina1 side of the 

calcium stores a1so can affect the channe1 activity. Recent1y， it was reported that ER 1umina1 

environment， especially the redox potential， can significantly affect the IP3R channe1 activity 

through a negative regu1ator ERp44. The redox potentia1 was suggested to alter the oxidation 

statuses， thus the pr自己nceof the free su1fhydry1 groups， of the仕lreecritica1 cysteine residues 

in the L3V region of the IP3R， controlling the binding of the ERp44. Therefore， the cysteine 

su1fhydry1 groups cou1d serve as intra1umina1 mo1ecu1ar switch for the regu1ation of the 

cytop1asmic calcium concentration. Since this is the first demonstration of the negative 

regu1ation of the IP3R from the 1umina1 side， it is important to study the detai1ed mechanism， 

especially， how the redox potentia1 affect L3V region. Here， we show that the redox potentia1 

causes the formation of a very speci五cintramo1ecu1ar disu1fide bond out of many other 

possibilities. In addition， the disu1fide bond significantly changed the structura1 and 

dynamica1 properties ofthe L3V which cou1d exp1ain the mechanism ofthe mo1ecu1ar switch 

function of the region. During the course of the structura1 studies， we assigned the resonances 

of the L3V using the non-1inear samp1ed住ip1eresonance spectra. The approach reduced the 

experimenta1 time by a factor of 8， requiring on1y about 13 hours for acquiring all the 

necessary HNCACB， CBCA(CO)NH， HNCO， HN(CA)CO and C(CO)NH experiments. Our 

experimenta1 scheme shou1d be generally app1icab1e to obtaining NMR backbone and 

sidechain data rapid1y for re1ative1y small proteins. 

Keywords 

IP3， redox， regulation， non-linear sampling 
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Figure 1. Comparison ofthe 2 dimensional projection ofthe 15N.羽OESY-HSQCspectra of 

the reduced and oxidized form ofthe L3V region ofIP3 receptor. The upper spectrum is for 

the reduced form and the lower of the oxidized form. Cross peaks appearing on the oxidized 

form only are indicated by the dotted circles. 
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亜鉛結合タンパク質297Bのtandemrepeat zf-C2H2ドメインの

溶液中の構造解析
e理研GSC、2理研・播磨、 3理研RCAI、4かずさDNA研究所、 5東大院・理)

O井上匡子 1、斉藤耕平¥武藤裕l、林文晶l、白水美香子¥.2、

寺田貴帆1，2、木川隆則I、井上真l、矢吹孝1、青木雅昭l、関英戸、

松田貴意l、慶田洋1、好田真由美l、田仲昭子l、小原収3，4、横山茂之1，2，5

Solution structure oftandem repeats ofthe zf-C2H2 domains ofhuman zinc fing巴rprotein 297B， 

crRIKEN GSC， 2R1KEN SPring-8 Center， Harima Institute， 3R1KENRCAI， 4KAZUSA DNA 
Research Institute，5Graduate School ofScience， The University ofTokyo) 

Kyoko Inoue1， Kohei Saito 1， Yutaka Muto 1 ， Fumiaki Hayashi ¥ Mikako Shirouzu 
1

ぺ
Takaho Terada1

ぺTakanoriKigawa¥ Makoto Inoue¥ Takashi Yabuki
l， Masaaki Aoki¥ 

Eiko Seki 1， Takayoshi Matsuda ¥ Hiroshi Hirota 1 ， Ma戸lmiYoshida 1ラAkikoTanaka1， 
3，4 C't.. :~~~_.1，: v~1，~~，~_~l ，2，5 Osamu Ohara"q， Shigeyuki Yokoyama 

The zinc binding protein 297B belongs to the kruppel C2H2・typezinc-finger protein family. 
This protein has the BTB domain in the N-terminus and tandem three repeats of zinc-finger 
domain which is a DNA-binding motifin the C-terminus. 

We have determined the solution structures of the triplet zinc-finger domain in the 
C-tarminus by using heteronuclear multidimensional spectroscopy and CYANA calculation， As a 
result of structural analysis， each of three domains independently form巴da compact structure 
with two s-s仕 組dsand one α-helix， In general， two Cysteins in the s -hairpin and two 

Histidines on the helix coordinate a zinc ion， The E2・nitrogensof both Histidines are used for a 

ligand of zinc coordination， But we found that for the first Histidine， the o l-nitrogen is mainly 
used for a zinc ion coordination in the first zf-C2H2 domain， We will show these evidences and 
discuss stfUctural detail. 

【序I
Kruppel型転写因子ファミリーは C末端側に 3個の Zinc-fingerドメインを持つ特徴的

な構造を持った転写因子群であり、個体の発生、細胞分化あるいは癌を含む病態の形成

に重要であることが知られている。

本研究で用いたヒトの亜鉛結合タンパク質 297Bは約 470残基からなり、 N末端に BTBド

メイン、 C末端に 3個の連続した亜鉛結合ドメイン (C2H2-C2H2 -C2HC)で構成され、

Kruppel C2H2・typezinc-finger protein familyに分類される。今回、 NMR分光法により、 C

末端の 3個の亜鉛結合ドメインを含む配列の立体構造を NMR分光法により解析した。

Keywords: zf-C2H2， DNA-binding 

いのうえきょうこ、さいとうこうへい、むとうゆたか、はやしふみあき、しろうずみか

こ、きがわたかのり、いのうえまこと、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、おはらおさむ、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tandemrepeat zf-C2H2 domainsを発現さ

せた。 Bruker社製 AVANCE600MHz， 700MHzと800MHzを用い25'Cで多核多次元NMRspectrum 

を測定した。 試料溶液は、試料1.18酬を20mMd-Tris-HCl buffer、100凶 NaCl、0.02%

NaN3、100uMZnC12 (90九H20/10免D20)に溶解し、 pH=7.0とした。 スペクトノレの処理、

解析及び構造計算には、 NMRPipe、NMRView-Kujira、CYANA/ CAND IDを用いた。

[結果と考察]

各亜鉛結合ドメインは一組の日-sheetと一本の α-helixで構成され、各々約 25残基の

アミノ酸から成る。このモチーフは zf-C2H2domainとして多くのタンパク質に見出され、

NMR分光法による構造も数多く報告されている。しかし、最近まで亜鉛に結合する

Histidineの配位はほぼNE2位(E配位)で報告されている。今回、 1stzinc finger domain 

において、第三配位残基の HistidineはND1位で配位(a配位)しており、他の亜鉛結

合 Histidineは NE2位で配位していることが実験より得られた。また、この 6配位は E

配位と交換していることが NOESYスベクトノレより明らかとなった。 8配位構造と E配位

構造の交換は空間的に隣接する Phenylalanine残基の NOESYスベクトルからも裏づけら

れた。得られた結果から a&E配位構造が主構造として存在し、且つ E& E配位構造も

同時に系内に存在することがわかった。

今回の発表では、この新しい知見を含む構造の特徴を報告する。

Fig. 1 Ribbon diagram of the three zinc-finger domains. 

Fig.2 Ribbon diagram of the first zinc finger domain. 

Fig.3 Ribbon diagram of the second zinc finger domain. 
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BRCTドメインの網羅的構造解析

1)理研 GSC、2)理研・播磨、 3)理研 RCAI、4)かずさ DNA研究所、 5)

東大医科研、 6)東大院理
0長島敏雄¥林文品¥白水美香子1.2、寺田貴帆1.2、木川隆則1、

井上真 1、矢吹孝¥青木雅昭 1、関英子 1、松田貴意 1、慶田洋 1、

好田真由美¥田仲昭子 1、小原収 3.4、菅野純夫 5、横山茂之 1.2.6

Structural and functional analysis ofBRCT domain 

1) RIKEN GSC， 2) RIKEN Spring-8 Center， 3) RIKEN RCAI， 4) KAZUSA DNA Research 

Institute， 5) The Institute ofMedical Science， The University ofTokyo， 6) Graduate School of 

Science， The University ofTokyo 

Toshio Nagashima1， Fumiaki Hayashi1， Mikako Shirouzu1，2， Takaho Terada1

ぺTakanori

Kigawa1， Makoto Inoue1， Takashi Yabuki1， Masaaki Aoki1， Eiko Seki1， Takayoshi Matsuda1， 

Hiroshi Hirota 1， Ma戸lmiYoshida1， Akiko Tanaka1， Osamu Ohara3ぺSumioSugano5 and 

Shigeyuki YokoyamaJ
，2，6 

Many copies of BRCA1 C-terminal (BRCT) region are found within various proteins 

involved in cell cycle checkpoint， DNA repai巳andtranscription. The function of the domain 

is mainly protein binding through hetero BRCT-BRCT dimer and BRCT司 non-BRCT.

Furthermore， it has been reported that tandemly repeated BRCT domain of BRCA1 tumor 

suppressor could bind phosphopeptide. In this study， we solved solution structures of BRCT 

domain in various proteins by NMR spectroscopy. Comparing the structures， we found 

diversity of structure in BRCT-BRCT interaction site and phosphopeptide binding site. The 

detail ofthe results will be discussed. 

BRCTドメインは 90-100残基程度からおり、転写、細胞周期チェッヲポイントおよび修復に関係

するさまざまなタンパク質に見られる。主怠機能としてはヘテ口ニ量化とBRCT-non-BRCTによるタ

ンパワ質問相互作用が分かっていた。最近におって、ガン抑制遺伝子である BRCA1タンパワ質の

タンデムに並ぶBRCTドメインの二量体で、リン酸化 Serを含む pS-X-X-F/Yモチーフと結合した

構造が報告された。一般に BRCTドメインは DNA損傷応答タンパワ質を集約する働きがあると考

えられている。今回構造解析した BRCTドメインは以下の 6種類のタンパワ質に存在するものであ

り、一部の BRCTドメインは生化学実験で・機能がわかってきているものもある。

TQlloisomerase-1I binding protein 1 (TopBPl) 8個の BRCTドメインのみから怠るタンパワ質で

様々 な核肉タンパク質の足場として機能していると考えられている。 3番目のドメインを解析した。

Terminal deoxvnucleotidyltransferase (TDT)テンプレートに依存し怠いDNAポリメラーぜで、非

相同末端結合に関与している。 B細胞での抗体産生に重要お役割を果たしている。

キーワード:BRC丁、 DNA修復、細胞周期チ工ツヴポイン卜、リン酸化ペプチド

右がしまとしお、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、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、よしだ

まゆみ、たtJ，かあきこ、おはらおさむ、すがのすみお、よこやましげゆき
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Poly(ADP-ribose)polymerase-1 (PARP 1) DNA損傷部位に結合して、自分自身を含め周辺タ

ンパク質をADPリポシル化することによってシゲナル伝達をするタンパワ質。

ECT2 protein有糸分裂の際に RhoGEFとして機能しているタンパヲ質で、ガン細胞で異常発現

している。 8RCTドメインが自身の GEF機能をコントロールしていると考えられている。

茎RC豆1塩基除去修復の際に足場タンパワ質として機能し、 DNA1)ガーゼ1IIと DNAポリメラーゼ

Bと結合する。

DNA polymerase u (Pol ωB細胞において抗体の体細胞超変異とりラススイッチに関与してい

る。

く方法と考察〉すべて 8RCTドメインは無細胞タンパク質発現系を用い、 13Cl5N二重同位体標

i龍を用いた。バッファーはすべてのタンパヲ質で・ 20mM TrisHCI(pH7.0)、100mMNaCI、1mMDT丁、

0.02% NaN3、10%D20を用いた。 NMR測定は Varian社製 INOVA-600、-800、-900を用い、 15

，...， 250Cで行った。主鎖帰属用に 15N-HSQC、HNCO、H(CA)CO(CA)刷、 HN(CO)CA、

C8CA(CO)NH、HNCAC8、側鎖帰属用に 13C-HSQC、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、

CCH-TOCSY、構造解析用に13C-HSQCNOESY， 15N-HSQC NOESYを測定した。データ処理

は NMRPipe、スペワトル解析は NMRViewおよびホームメイドの Kujira、構造計算には

CYANA1.0.7および:2.0.17を用いた。

構造解析の結果のひとつをリボン図で示した。構造は 8RCT ドメインとしてよく保存された

alpha/beta/ alphaの31ayerで・4本ス卜ランドのparallelsシー卜の構造だった。α2の部分はECT2

以外で=ヘリッヲスに怠ったが、ヘリッワスの角度や長さが異なった。α2と別の8RCTドメインのα1とα3

の部分が head-to-tailの結合をすることでヘテ口二量体を形成することが示唆されているため、立

体構造の違いが結合様式の違いにおると考えられる。ヒトの 8RCTドメインのアミノ酸配列アライメ

ン卜の結果、α2の部分はあまり保存されていおかった。リン酸化 Serのリン酸部分に結合する Lys

もα2の部分にあるが同様に保存されて怠かった。アミノ酸配列からはわから怠かったα2の構造が明

らかに怠り、ニ量化やリン酸化ペプチドの結合に関して、構造的観点から解明に繋がると考えられ

る。また、網羅的怠 8RCTドメインの構造解析により 8RCTドメイン聞の相互作用の全容解明に

繋がるものと予想される。

毒多

α1 

The BRCT domain of terminal deoxynuc1eotidyltransferase (2COE) A 

diversity of helixα2 is involved in the specificity of BRCT dimerization. The 

putative binding site of phosphopeptide is up-side loops indicated by arrow. 
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Solution structure of CIDE・N domain of human Cell 

death-inducing DFFA-liI田 effectorA (CIDEA) 

(RIKEN GSC1、RIKEN播磨ヘ東大院理 3)

0秦旭栄1、林文晶1、白水美香子トヘ寺田貴帆1、木川隆員IJ1、井上真1、矢吹孝1、青木雅昭

1、関英子¥松田貴意1、麗田洋1、好田真由美1、横山茂之1，2，3

(RIKEN GSC1、RIKENHarima Institute2and University of T Okyo3) 

QXu-rong Qin1， Fumiaki Hayashi¥ Mikako Shirouzu12， Takaho Terada1
， Takanori Kigawa1

， 

Makoto Inoue1， Takashi Yabuki¥ Masaaki Aoki¥ Eiko Seki¥ Takayoshi Matsuda¥ Hiroshi 

Hirota 1， Mayumi Yoshida 1， Shigeyuki Yokoyama 1， 2・3

Introduction 

Apoptotic DNA fragmentation and chromatin condensation is mediated by a 

caspase-activated DFF40/CAD nuclease， which is chaperoned and inhibited by DFF45/ICAD. 

CAD consists of two domains with differentiated functions. Its C-terminal domain displays 

，DNA nuclease activity， whereas the N-terminal domain shows a regulatory role. N-terminal 

domain of CAD is similar to N-terminal domain of ICAD and their interaction plays a key 

role in the proper functioning of this two-component system. There are reports that the 

N-terminal domain of ICAD alone is unstructured in solution， and its folding is induced upon 

binding to the N-terminal domain ofCAD. 

Those homologous N-terminal domain which has been termedas the “cell-death inducing 

DFF45・likeeffector"(CIDE) domain are conserved within the family of cell death-inducing 

protems. 

CIDEA belongs to the family of cell death-inducing proteins and owns an N-terminal 

domain， the CIDE・Ndomain， homologous to the N-terminal domain of DFFs. We present 

here the structure of the CIDE・Ndomain of human Cell death-inducing DFFA・likeeffector 

A (CIDEA) determined by nuclear magnetic resonance spectroscopy. We will discuss the 

structural characterizition， binding site and relationshipbetween structure and function by 

comparing with known CIDE・Ndomains. 

Keywords: Structural proteomics， E. coil cell-free protein synthesis system， Apoptotic DNA 

fragmentation and CIDE・Ndomain 

しんきょくえい、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、よしだまゆみ、よこやましげゆき
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Materials and恥1ethods

The 13C・and15N-labeled protein was produced by the E. coil cell-IIee synthesis system. 

All NMR measuremens were performed at 298K under ambient pressure on varian INOVA 

600 or， in the case ofthe NOESY experiments， Varian INOVA 800 spectrometers. 

The sequence-specific backbone resonance assignment was achieved through a 

combination ofstandard triple resonances techniques using 2D lH，15N_HSQC and 3D HNCO， 

HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA， HNCACBand CBCA(CO)NH spectra. Side-chain 

assignment was obtained using 2D lH，13C_HSQC and 3D C(CO)NH， (H)CCH-TOCSY and 

HCCH-TOCSY spectra. 3D 15N翻 editedCH，IH)-NOESY and 13C-edited (IH，IH)-NOESY 

spectra were used to determine the distance restraints. 

The programs NMRPipe， NMRView and K可irawere used for spectral processing and 

data analysis. Structure calculation were performed with the program CYANA 2.0.17. 

Result and Discussion 

The domain owns a fold of anα/s-roll and consists ofおurs-strands arranged into a 

single s-sheet with helices packed against it (Figure la). The domain has a prominent 

hydrophobic core consisting of conserved hydrophobic residues that support the packing of 

the helices against the s-sheet. The second hydrophobic cluster is located on the opposite side 

of the s-sheet and is centered around a conserved T:中間idue(T:中 83)in the C-terminal 

region of the domain. Packing of this tηptophan restrains the orientation of the C-terminal 

loop relative to the s-sheet. 

R巴siduesE62・Q66form a short he1ix(α2)， which observed in ICAD and CIDEB but 

absent in CAD. This region in ICAD compris巴sits bindil'lg surface and. it is likely that the 

differel'lces in structure are important for CAD recognition. 

There are two clusters of oppositeIy charged residues located on theopposite side of the 

protein (Figure 1 b)， suggesting a possibility of an electrostatic mode for the CIDE-N/CIDE-N 

mteractlOn. 

a b 

Fig.l Ribbon diagram (a) and electrostatic potential map (b) ofthe CIDE.N (CIDEA) 
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C2H2タイプ zincfingerタンパクの構造の相違
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Structural varieties in C2H2・typezinc finger proteins. 

Genomic Science Center， RIKEN1; Harima institute RIKEλT2; R，θ'search Cen ter 

for AIlθrgy and lmmunology， RIKEN3; KAZUSA DNA Re湾問rchInstitute4，' 

Graduate School of &.α白 ce，The Uni陀叩ityof Toky05 

C~ Kurosakjl， H Endo1， F. HaJ匂shjl，M Yoshida1， M Shirouzu1，2， T. Terada1，2， 

T..KJな;<1W万七 M Inoue1， T. Yabukjl， M Aokjl， E Sekjl， T. Matsuda七HHiro臼IP

A. Tanaka1， 0. OharaS， 4 and S. Yokoyama1，2，5 

C2H2匂rpezinc finger domain bind to specific DNA sequences and play an 

important role in controlling transcription of genes. The domain consists of 

well-defined sequences and forms a compact structure with two s-strands and one 

α-helix. Most of the C2H2・typezinc finger domains exist as tandem repeats 

connected by linkers. The halves of this type of zinc fingers have well conserved 

linkers that play a crucial role in a complex formation with DNA. Wepresent two 

solution structures of C2H2-type of zinc finger domains from KIAA1l96 protein 

and Teashirt homolog 3. Those domains belong to the separated-paired C2H2・type

zinc finger proteins and structural availability of this type of zinc fingers is 

limited. We will discuss the detail feature of the structures comparing with the 

other unusual type of zinc finger proteins. 

キーワード:C2H2-type zinc finger proteins， Teashirt homolog 3， zinc finger 

protein KIAA1l96 
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【序論】

Zinc finger C2H2ドメイン(Zf-C2H2)は特定の DNAの配列に選択的に結合し、細胞

活性において発達、分化および腫療抑制などに分類され、遺伝子の転写制御に重要な

役割を果たす。そのドメインの配列はよく保存されており、 2つの白シートと 1つの

αヘリックスおよび、ルーフ。領域から成る。ほとんどの Zf-C2H2はタンデムに並んでお

り、その内の約半分はドメイン聞に良く保存されたリンカーを持つ。この良く保存さ

れたリンカーは zf-DNA複合体の形成において非常に重要な役割を果たしている。こ

の良く保存されたりンカー領域を持たない KIAA1196タンパク質および Teashirt

homolog 3 (Tsh3)タンパク質のタンデム Zf-C2H2タイプのドメイン構造をNMRを用

いて決定し、このドメインの構造上の特徴を述べる事を試みた。

{方法】

Zf-C2H2タイプのドメインを含む KIAA1196とTsh3の 13C/15N標識タンパク質を

無細胞タンパク質発現系により調製した。 KIAA1日19伺6の zfドメインは NMR測定を

JEOL社製ECA80∞O仏、ECA600およびVa町rI阻an社製INOVA800により 25
0

Cで

Tsh3の zfドメインはVa町rl阻an社製 INOVA800およびINOVA600にて NMR測定を

千行Tつた。両サンプルともシグナノレを帰属するために 15N-HSQC、13C-HSQC、HNCO、

HN(CA)CO、HN(CO)CA、CBCA(CO)NH、HNCACB、HBHA(CO)NH、HBHANH、

CC(CO)NH、HCCH-TOCSY、CCH-TOCSYを測定した。また側鎖の χアングルを

求めるために、 HN(CO)HB、HNHBを測定し、さらに原子間距離情報を得るために、

15N-edited NOES子HSQCおよび 13C-editedNOESY-HQSCを行った。これらのス

ベクトノレの処理と帰属は NMRPipe、NMRView、KUJlRAを用い、構造計算は

CYANAlCANDIDを用いて行った。また得られた構造の評価にはPROCHECK-NMR

を用いた。

[結果と考察1
KlAA1196の領域 493-534はデータベース上ドメインが見出されていない。この領

域を含む領域 493・577に関して、構造解析を行った。その結果、第三 Zf-C2H2の前に、

新たに 1個の Zf-C2H2タイプの存在が明らかとなった。解析を行った第一ドメインに

関して、 N端側に αヘリックスが追加されていること、第一ドメインの Zf-C2H2で保

存された αヘリックスが通常の zf-C2H2より長く、この αヘリックスがドメイン間の

リンカ一部位になっていることが分かり、このような点で新規な構造であると言える。

Tsh3のタンデム Zf-C2H2タイプドメインは 1番目と 2番目のドメインである。一

見は通常の Zf-C2H2タイプと同様で、あるが、亜鉛に配位する 2番目の His残基がヘリ

ックスから伸びたりンカー(またはヘリックス)に位置すること、そしてこの His

の亜鉛の配位が 8窒素原子で行われているところが新規で、あった。また、 2つのドメ

インをつなぐリンカーの長さが 35残基ときわめて長いことも大きな特徴で、あった。

本発表で、は今回解析を行った Zf-C2H2タイプで保存された構造以外の二次構造を持

つ、あるいは特殊なリンカーを持つタンデムzf-C2H2タイプドメインと種々のzf司 C2H2

とを比較し、議論をする予定である。
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網羅的構造解析で見出されたユニークな構造やスペクトルと

その特徴
1)理研G旬、2)理研播磨、3)理研RCAI、4)かずさDNA研究所、 5)東大医科研、6)
東大院理

0林文晶1、長島敏雄1、秦旭葉、末武徹也1、泉顕也1、遠藤弘1、井上匡子1、

佐野(八田)玲子1、清宮恭子1、黒崎干智1、長嶋嘉代子1、好田真由美1、白水美

香子1，2、寺田貴帆1.2、木川隆員1j1、井上真1、矢吹孝1、青木、雅昭1、関英子1、松田

貴意1、慶田洋1、田仲昭子1、本科i奇良英1、小原収3.4、菅野純夫5、横山茂之m

Uniques仕uctura1environments and spec回lpa配msfoundins加伽ralgenomics 
1) RIKEN GSC， 2) RIKEN Spring幽 8Center， 3) RIKEN RCAI， 4) KAZUSA DNA Research Ins蜘民

5)官leInstitute ofM巴dicalScience， The University ofTokyo， 6)百leGmduate Sch∞.} ofScience，百le
Univ邸 ityofTokyo
Fumiaki Hayashi1， Toshio Na.伊凶na¥Xu-rong Qin¥ Tetsuya S即位e¥Kenya Izumi¥回ros悩
Endo1， Kyoko Inoue1， Reiko Sano1， Kyoko Seimiya1， Chisato Kurosaki1， Kayoko Nagashima1， 
M.ayumi Yoshida¥ Mikako Shiro四円 T松山 T明白1，2， Takanori Kigawar， Makoto Inoue1， 

T比ashiYab味i1，Mお鍋kiAoki1， Eiko Sekir， T:水ashiM路 uda1，回roshi回rota1，Akiko Tanaka¥ 
Yoshihide Haya出 zaki1，Osamu Oh翻 3，4，Sumio Sugano5佃 dShige:卯kiYokoy制 a1，2.6

Wehave de匂m1inednearly a世lousandsolution s飢lCturesin the comprehensive analysis progmm of 
明'Otein3000 p吋ect"cond恥凶atRIKEN GSc. 悦 willpresent severa1郎副lplesofunique 1ωd 
s加肉rres釦.dunique s伊佐司lp胡即1sas follows， 1) buried lysins， 2) a ur岡田 spectrヨ1p胡 emof 
res回illedhistidine with special en泊ronments，3) a fewωpics of proteins wi血cis-peptidebonds. 

はじめに

理研GSCで担当してしも「タンパク3000プロジェクト」の網羅的解析ブ。ログラムにおいて、これま

で多数の構i鵠軌庁が行われてきた。この内、構造やスベクトノレにおいて特に特徴的と思われる

例についていくつか紹介したい。

結果と考察

埋もれたL:y!! Lys、Arg、 Glu、Asp等の残基は中'性条件においては電荷をもち、通常典型的な

親水性残基と考えられている。我々は、 CSおよびnuc1earmo刊タンパクファミリーに属するドメイ

ンの構i圭解析の結果、 IぅIS残基が、蛋白質の疎水性コア内に埋もれていることを見出した。 CS、

nuc1ear moveドメインはHsp20スーノfーファミリーに属し、この埋もれたLysは酵母からヒトまで完全

に保存された残基てやあることがわかった。このLysは疎水コア中ではN回の形で電荷を持たず、

主鎖のカノレボエノレ基と水素結合を形成して安定化していた。

Keywωds:b叩 edlysine，r四回.illedhistidine， cis-peptide bonds，柑山知ralg冊。miω

はやしふみあき、ながしまとしお、しんきょくえい、すえたけてつや、いずみけんや、えんどうひろ

し、いのうえきょうこ、さのれいこ、せいみやきょうこ、くろさきちさと、ながしまかよこ、よしだまゆみ、

しろうずみかこ、てらだたかほ、きがわたかのり、いのうえまこと、やぶきたかし、あわせまさあき、

せきえし亡、まつだたかし、ひろたひろし、たなかあきこ、はやしざきよしひで、おはらおさむ、す

がのすみお、よこやましげゆき
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6炭素が炭素方向に強く広幅化した回s 数多くの蛋白質の芳香族領域のHSQCを測定中、ま

れに表記のような回sを観測することがある。ところが、 LIMドメインの構造解析の際には、ずっと

高い頻度でこの特徴的制也、ングナルの広市間七が観測された。このことは、 LIMドメインにおいて

は特徴的粧品の広幅化が起こる構造が保存されていることを示している。この構造がどんな特

徴を持ち、なぜ広幅化が起こるのか検討を行った。

回s
欝撞謹麗麗撞盤

Lys 

A uniq田 broadenmgof the delぬ carbonof 
His71 is sho明 1onthe le貧 Sidechain 

l 祖国19αnentsぽoundthe 回S眠 shσwnon 
HC ppm I the right. 

上図の例のように、広幅化が起こっている回sは例外なく χ2軸に関する回転が束縛されていた。

また、イミダゾーノレ環の横に電苛または水素結合できる官能基を持った側鎖が位置していた。こ

のことから、回sの広中副ヒの原因は次のように考えることができる。回転が束縛されているためイミ

ダPゾーノレ環の横には常に特定の官能基が街主し、この存在のために窒素原子のローンベアは

イミダゾール環のフリップフロップロ時にも、常に片側にの場合Lys側)にあるほうが有利となる。そ

の結果、聞はイミダゾーノレ環のフリップρフロップと同期して、 aNlイ立と EN2位を交換することに

なる。 aNl位または EN2イ立がブρロトン化された時の aCの化浮シフトは IOppmほど異なるため、

このような広申百七が観測されると考えられる。

シスベプチト涼吉合 蛋白質中のポリペプチド鎖のペプチド結合は通常トランス型を取るが、まれ

にシス型の配座となる。また、シス型のペプチド結合は、Proの直前のベブpチド結合で見られるこ

とが多い。現在のところ相同な蛋白質て悌存されたcis-Proを持つことがわかってしももの以外で

シス型ペプチド結合の存在を予測することは困難である。ここでは 2つの観点からシスペプチド

結合に関して考察を加えたい。 1)相同蛋白質において保存されたcis拘の位置が別の残基に

置き換わったときどうなるか、 2)ciシ針。が頻繁に現れる領域を持つドメインに関して立体構造とシ

ス型ペプチド結合との関係はどうか。 1)に関してユピキチン共役酵素ファミリー(UQー∞n)の例を

示したい。 UQ....!∞nはs3とs4をつなぐループ部分によく保存されたcis-Proを持つ。ところが

我々が構i査制庁したUQ一側では、この加はAsnに置換されてし叱。構造鮒庁の結果、興味深

いことに、このAsnの3-4残基後ろに針φ酌oという配列を持つにもかかわらず、このAsnのところで

ClS古躍をとっていた。このことは、この蛋白質の場合、残基の種類よりもむしろ保存された残基の

周りの構造が出配座をとる決め手となっていることを意味する。 2)に関して、免疫グロプリン様ドメ

インはs2とs3をつなぐノレーブコてやしばしばCis-Proの柄主が確認されてしも。 1)の場合とは異なり、

cis:-ProO::: 位置は配列上保存されておらず、このノレーブρ上lこProがあるからといって必ずしもシス

型になるとは限らない。この場合のシス配座と構造の関係について現在角勃庁を進めている。
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Human Structure Proteomics: Solution Structure of the SMR 

Domain of Human Blc-3 Binding Protein (B3BP) 

c理研GSC、2理研播磨、 3J里研RCAI、4かずさ DNA、5東大院理)

O張恵平 l、林文品 I、黒崎千智 l、好田真由美 l、白水美香子 1ヘ
寺田貴帆以、木川隆貝IJ1、井上真 l、矢吹孝 l、青木雅昭 l、関英子 l、

松田貴意 l、震田洋 1、田仲昭子 1、小原 l枚3，4、横山茂之 1，2，

Human Structure Proteomics: Solution Structure of the SMR Domain of Human BIc・3

Binding Protein (B3BP) 

(lRIKEN GSC， 2RIKEN HARIMA， 3RIKEN RCAI， 4KAZUSA DNA Research Institute， 

5Graduate School of Science， The Univ巴rsityofTokyo) 

OHuiping Zhang1， Fumiaki Hayashi1， Chisato Kurosaki1， Mayumi Yoshida1， Mikako 

Shirouzu1ぺTakahoTerada1

ぺTakanoriKigawa1， Makoto Inoue1， Takashi Yabuki1， Masaaki 

Aoki1， Eiko Sekil， Takayoshi Matsuda1， Hiroshi Hirota1， Akiko Tanaka1， Osamu Ohara3，4 

and Shigeyuki Y okoyama 1ム5

Abstract: The solution structures of the SMR domain， which is involved in the human Blc・3

binding protein (B3BP)， has been revealed by using multidimensional NMR spectroscopy. 

In this presentation， we describe the structural detail and discuss relationship between 

structure and function by comparing with other domains from Dali Sever search. 

Introduction: SMR domain is an around 90・residuedomain found in the small mutS related 

(SMR) proteins from bacteria and eukaryotes. Usually， SMR proteins could be involved in 

mismatch repair (MMR) or/and chromosome crossing-over and segregation. The precise 

biological function of this protein has not been yet clear， although it has been supposed that the 

SMR domain may act as a nicking endonuclease. In order to understand the detail biological 

function， it is important to elucidate the structure of SMR domain. As a part of the project 

PROTEIN 3000， we have determined the NMR structure of the SMR domain in Blc・3binding 

protein (B3BP)， which is only human protein containing the SMR domain. 

Keywords: SMR domain; Blc-3 binding protein; NMR; Solution structure; Cell-企eeprotein 

expresslOn system 

ちょうけいへい、はやしふみあき、くろさきちさと、よしだまゆみ、しろうずみかこ、てらだたか

ほ、きがわたかのり、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、おはらおさむ、よこやましげゆき
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Materials and Methorls 

The 13C;I5N-labeled protein was produced by the cell-企eesynthesis system. All NMR 

measurements were performed at 20 oC under ambient pressure on JEOL ECA 600， JEOL 

ECA 800 and Varian INOVA 800 spectrometers. The sequence-specific backbone 

resonance assignment was achieved through a combination of standard triple resonances 

techniques using 2D 15N_HSQC and 3D HNCO， HN(CA)CO， HN(CO) CA， HNCACB and 

CBCA (CO)NH spectra. Side-chain assignment was obtained using 2D 13C-HSQC and 3D 

HBHA(CO)NH， HBHANH， C(CO)NH， HCCH圃 TOCSY and CCH・-TOCSY spectra. 

Distance restraints were established using 3D 15N-edited-NOESY and 13C-edited-NOESY 

spec住a. Th巴programsNMRPipe， NMRView and Kujira were used for spec仕alprocessing 

and data analysis. Structure calculatiotls were performed with the program CY ANA2.0.17. 

Results and Discussion 

100 conformers were calculated; of those 20 CY ANA conformers with the lowest target 

function were selected to represent the structure (Figure la). The structure of SMR domain 

folds into a two-layered alpha/beta-sandwich structure with a beta-alpha-beta-alpha-beta-beta 

topology， comprising a mixed four-stranded beta-sheet stacked against two alpha-helices， 

both of which are nearly parallel to the strands of the beta-sheet， as shown as the ribbon 

diagram (Figure lb). We have elucidated the structure ofthe SMR domain for the first time. In 

this presentation， we describe the structural detail and discuss relationship between structure 

and function by comparing with other domains from Dali Server search. 

N-term 

Fig.l Ensemble of20 structures ofthe lowest energy in 100 (a) and ribbon diagram (b). 
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20 selective-TOCSY-OQFCOSYを用いたラクトースの

水酸基シグナルの完全婦属とグリコシド結合の同定

1ブルカーバイオスピン横浜市立大学大学院国際総合科学研究科

O佐藤一梶原康宏 2

A Complete Assignment of HydroxYllH Signals and 

Identification of Glycosidi.c Linkage by 20 Selective-TOCSY-OQFCOSY 
lBruker Biospin， 

21nternational 6raduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University 

OHajime Sato1， Yasuhiro Kajihara2 

[Abstract] We have achieved a complete assignment of non-exchangeable lH and 13C 

NMR signals of a biantennary undecasaccharide by the 20 selective-TOCSY-OQFCOSY and 

selective-TOCSY-HSQC experiments. In this poster. we expand the experiments into 

assignment of hydroxyl proton signals (OH' s). The experiments were examined on 

lactose. Finally. all hydroxyl proton signals were unambiguously assigned. By using the 

assignment， OH・4's in α-and s -glucose and OH-l inβ-galactose were not observed. 

This evidence potentially suggests that the linkage is to be the s -1，4 mode. 

[要旨]我々はすでに 11糖から二分岐のN型糖鎖の lHと13Cシグナルを非経験的に完全

帰属するための方法を開発している.この測定法は，選択励起パルスを伴ったTOCSYと

DQ下COSY法およびHSQC法を組み合わせた二次元NMR法であり，得られるスペクト

ルでは単糖ごとのシグナルのみが観測されるので，解析が容易となる.本研究では，この

方法を用いて糖水酸基のシグナルの帰属を試みた.

近年，遊離水酸基を有する糖受容体にグリコシル化反応を行って，糖鎖を短工程で合成

する技術が進歩している.したがって，糖の連結位置を容易に同定する手法が品要となる医

糖水酸基は，保護基の導入や脱保護，またはグリコシル化反応において，対象となる官能

基であるにもかかわらず，通常.NMRを用いて反応前後の解析は行われていない.本研

究では，上記測定法をまずラクトースに応用した.その結果， αーおよびβーグルコースなら

びにs-ガラクトース残基の水酸基プロトンシグナルを容易に帰属できた固また，この実験

において， α-およびβ岨グルコースの 4位ならびにβーガラクトース残基の 1位の水酸基は

観測されず，グリコシド結合様式が， 1・4結合であることを確認できるとともに，未知の糖鎖

のグリコシド結合様式を推定する手法にも利用できることが判明した

キーワード:グリコシド結合，水酸基プロトンシグナル， 20 selective-TOCSY -DQFCOSY 

著者ふりがな:さとうはじめ，かじはらやすひろ
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[実刷本研究ではラクトースを用いた.この試料(2.55mg)を重OMSO(0.5mL)に溶かして

NMR測定試料とした.全ての測定IまBRUKER社製5mmTXI-lプローブを装着したAV-400機

を用いて行った.温度は293Kに設定した.20 selective-TOCSY -OQFCOSYにおいて，各糖

残基の分離したシグナルを選択励起するためにRE-BURP(80ms-100 ms)を用いた.この

濁定においてTOCSY混合時聞を200msrこ設定し，積算回数を16囲，展開倒を640ポイント

取り込んだ.この測定を合計三残基に対して行った.

[結果と考察]まず，単積分のOQFCOSYスペクトルを得る

ために， 6.34ppmのシグナルを選択励起した測定を行っ

た.Fig. 1 (A)に示すように， 6.34ppmの対角ピークから連

鎖掃属を開始して，クロスピークへつなぎ，クロスピークか

ら対角ピークへつないだ.このシグナルパターンは明らか

にαーグルコース残基由来であることがわかった且つぎに，

Fig. 1 (B)に示すように.6.68ppmのシグナルを選択励起し

たOQFCOSYスペクトルにおいて， Fig. l(A)と同様な解析を

行った.その結果，このシグナルパターンは， βーグルコー

ス残基由来であることがわかった.最後に， Fig. 1 (C)Iこ示

すように， 4.18ppmのシグナルを選択励起したOQF- J.._J 

COSYスペクトルにおいて， Fig. 1 (A)と同様な解析を行 ，r--

った.その結果，このシグナルパターンは， β・ガラクト

ース残基由来であることがわかった.ガラクトース残基 一泊

において，カップリング定数JH4-H5が1Hz以下であること

から， H-4からH-5へTOCSYによる磁化移動が効果的に

起こらない.したがって， H-5，H-6およびOH-6は，検出さ

Fig. l(A) 
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ive-TOCSY -OQFCOSY法を用いて， -!~半ι
ガラクトース残基のH-5，H-6およびOH-6を除く全ての非 旧日印刷fppm)

交換性および水酸基lHシグナルを非経験的に掃属する

ことができた.この方法で検出されないシグナルの帰属

は20HSQC-TOCSY法により行った.帰属の結果， α-お
よびβーグルコース残基のOH-4ならびに8・ガラクトース

残基のOH-lシグナルが観測されず，グリコシド結合様

式が，ト4結合であることを確認できた.この方法は，三

残基程度の精鎖に対して有効であり，また， OHシグナ

ルを全て帰属できた場合には，グリコシル位を推定する

簡便な手法であることが判明した圃現在，この方法を用

いて，より大きい糟鎖への応用を試みている.

叫ムλ

Fig. 1. 400MHz 20 selective-TOCSY -OQFCOSY spectra for Fig. l(C) 

αー(A)and β-glucose (B) and β-galactose (C) in lactose. Normal 10 lH and 10 

selective-TOCSY spectra are shown on top and the left of the 20 spectra. respectively. 
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HMBC法の新しい応用測定一一一Sel-HR-HMBC法について，

東大院農・応生化、*東大・分生研

0降旗一夫、*瀬戸治男
Selective HR-HMBC， A New Method for Measuring Heteronuclear Long Range Coupling 

Constants of乱1ethineProton Signals Attached to a Methyl Group 

We present an improved version of the HR-HMBC (High Resolution HMBC) technique named 
Selective HR-HMBC. This method enhances the sensitivity of cross peaks of methine proton 
signals attached to a methyl group in the HR-I弘1BCspectra and enables to determine the long 
range Jm couplings of methine signals. HR・-HMBCwas developed to observe long range JCH 

couplings by incorporating the J-scaling pulse sequence into HMBC. 
A methine proton adjacent to a m巴thylgroup spIits into a multiplet with weak signal intensity 

due to several spin couplings with surrounding vicinal proωns. This phenomenon causes 
d巳terminationof long range JCH couplings of methine protons in HR-HMBC spectra difficult. 

The important point of Selective HR司 MBCis to transfer selectively the magnetization of a 
methyl group to its adjacent methine proωn. As a result， the cross peaks of the corresponding 
methine proton are enhanced to enable easy determination of long range JCH coupling constants in 
HR-HMBC spectra. 

Application of this new 鉛chniqueto model compounds， portmicin and monazomycin， proved 
白atthis method is useful for determination of JCH of complicated molecules. 

天然有機化合物の構造解析において、 longrange JCHを如何にして効率よく観測するか

が重要な課題の一つである。すでに、 HMBC法を利用した longrange JCHを観測する方

法としてJ-resolvedHMBC法1)、 HR-HMBC法 2)を報告し、相対立体の決定に有効であ

ることを示した。しかし、 multipletに分裂したプロトンからは、 longrange J CHの観測

は依然として困難な問題として残っている。例えば、ポリケタイド抗生物質には

-CH-CH(CH3)-CHーとし当ったメチル基を多く含んだ化合物が存在する。メチル基の付け

根のメチンプロトンは隣接プロトンが多く、 multipletに分裂しブロードとなる。この分

裂の度合いがシグナルの高さを決定づける。そのため、通常の HMBCスベクトルでも、

S/Nの低い crosspeakとなって観測され、検出が困難になることがしばしばある。また、

メチル基の付け根のメチン炭素はアシメ炭素であることが多く、この炭素に結合した置換

基の相対立体の解析には、この炭素に結合したプロトンからのスピン結合の解析は重要な

ポイントになる。そこで、メチル基の付け根のプロトンの感度を高め、なおかつ longrange 

JCHを観測する方法として、 Selective(Sel)HR-HMBC-l，-2の検討を試みた。

パルス系列

この Sel-HR-HMBC法は、 lD-COSY法と HR-HMBCのコンビネーションからなって

いる。この方法は、感度の高いメチル基の磁化をメチンプロトンに移動し、その磁化を

HR-HMBC展開することにある。図 1に

Sel-HR-HMBCの模式図を示す。

メチル基を有する-Ha(CH3)-Hb-Hcー

のスピン系を考える。通常の HMBCスペ

クトル(図a)では、 Haから炭素 Cbと Cc

にクロスピークを観測するとする。これに

対して、 Sel-HR-HMBC-lスペクトル(図

b)は、メチル基の磁化を選択的に励起しプ

ロトン Haに移動させる。そして、 Haの磁

化とメチル基の磁化を足し合わせて

市主 t!!I!鴎C..:r;:，時酔硯輯

M…gnetization f~~ ~逗"""..>J，.". " 0-11-11ね 明 治 榊 糊
transfer 拳r--...ll ¥e  

相田町CH冊目問。拘備自由CH由時間CH申由由

純益

百叫ーし

a)偽丹時伶締雌
蝋轟む

主 ムユ一

回目
b)憐明暗欝蝉噛1出n c)被害ト酷場制匙鍬供

t捕議臨夜討結叡;(atKfJ 申書話機軒続BC榊 1)

HMBCスペクトルを測定する。この場合、 図1iizztL121U毘守二tK253昆1.c)立 L-HR-HMBC-2
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Haのクロスピークは自分自身の磁化に対してメチル基からの磁化が加わり、感度の増加

したスペクトルとなる。このスペクトルではメチル基のシグナルは観測されないか感度は

低下するが、その他のプロトンでは、通常の HMBCスペクトルとして使用することは可

能である。 Sel-HR-HMBC-2スペクトル(図 c)は、メチル基の磁化を Haに移動させ、

この磁化のみを観測する。このスペクトルでは目的とするクロスピークのみが観測される。

そのため、複雑なスペクトルでは解析は容易となる。

図2にSel-HR-HMBC-1，-2のパルス系列を示す。

Sel-HR-HMBC-lは、メチ

ル基の付け根のメチンプロ

トンの感度の向上とともに、

このメチンプロトン以外の

プロトンは通常の

HR-HMBCスベクトjレを

叫払“手ももぷ託、ぷ奇手 掛晶、浪曲<~γVγ~ ん:M訣弘 同伯母詩 句挺満山句 J 町、町，~'-$W圭 d叫掛
戸、

測定することを目的とする。 議.lD詰投獄弘、州民科学化時丸紅毛苦渋

このパルス系列は lD- $0-}if1-制約判決z.;.:~J: ?R':tf;凶器棋会側4駅舎料会さがな主制持、:

COSY(90x(sel)-dl/2-180x一d1/2-90y)法と HR-HMBC法の結合である。 HR-HMBC
法は通常の HMBC法にJ-scaling法を結合したlongrange JCHを観測する方法である 2h
lD-COSY法では、 90x(sel)パjレスはメチル基のみを励起し、 90yパルスはメチル基の磁

化をメチンプロトンへ移動させる。それと同時に、メチル基以外のプロトンに対しては

HR-HMBC磁化を励起する。そのため、メチル基に結合したプロトンはメチル基の磁化と

それ自身の磁化が合わさって励起するために、シグナル感度を高めることになる。また、

それ以外のプロトンはselectivepu1seの影響を受けないために、通常の HR-HMBCスペ

クトルの観測を可能にする。 Selectivepulseとしては、 pulse巾が短く、複数のメチル基

を同時に励起しても、スピン結合にも化学シフトにも影響されず位相が揃い、なおかつシ

グナルの選択性が高いことが重要である。ここでは、 e-burpを使用した 3)。このe-burp

を使用するにあたっては、 pulse巾を短くするために、他のシグナルに影響しない程度に

出来るだけ広い範囲を励起するように設定することが重要である。

SEL-HR-HMBC-2のパルス系列は、メチル基の付け根、メチンプロトンのみを観測し、

スペクトルを単純化することを目的にする。この pulse系列はSEL-HR-HMBC-l
の pulse系列をそのままに、

selective pulseとreciverの{立 ω
相を可変しメチル基に結合した

メチンプロトンのみを観測する。

SEL-HR-HMBC-2 の

selective pulseとしては、

b) 

ξ ， ， 品'安ぞ， ，自著君主事 3 語 モ

霊草 書，霊 1最 も4 1.1) 

DPFGSE法に置き換えること

は可能であるが、このpulseは、

二つの soft pulseと四つの

fg-pulseを使用しているため、

e-burpのような pulseではパ

ルス巾が長くなり S/Nの低下

の原因となる。そのため、ここ

では使用しない。使用する場合

はsquarepulseかgauspu1se 鱒3)Portn'lidn診 S磁舵駒噂 lD-COSγ 又ベクトル

が良いと思われる。 畠~ H).r唱MR b)鞠蜘蜘elo-NMR c)S燃は鳩 10-COSY
~紘j伊章容体-務 l，3m撰跨 謝野街路(d1J泌槌t桜蹴
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SEL-HR-HMBC-l， -2のどちらにおいても HMBCの delaytimeの中聞に、

selective180パルス (re-burp) を導入している。このパルスは、メチル基との

J-modurationを消去するためにある。その結果、メチンプロトンにおいて、さらなる感

度の向上があった。

図3では e-burpのselectivelDスペクトルと、 selective-1D-COSYのスベクトルを

示す。 E-burpの設定は 0.4ppm"-'1.lppm(350Hz)を励起範囲とし、 pulse巾は 12.8mse

であった。 SelectivelDスペクトルでは、 Portmicinの6-Me、8-Me、22-Me、そじて、

18-Meのみが選択的に、なおかつスペクトルの位相が揃って観測されている。複数のメチ

ル基を同時に測定したときの lDスペクトルにおいて、観測シグナルの位相が揃うことが

phasemodeでの lD-COSYスペクトルでは重要になる。 Selective-1D-COSYのスペク

トルでは、 6-Me、8-Me、22-Me、18-Meの付け根のメチンプロトン、 6-H、8-H、18-H、

22-Hのシグナルを観測した。SEL-HR-HMBC-2スペクトルでは、この磁化をHR-HMBC

測定することになる。

ポートミシンの Sel-HR-HMBCスペクトル

図4にportmicinのSEL-HR-HMBC-2のスペクトルを示す。

通常の HMBCスペクトルでは、

ポートミシンの H8のプロトン

はクロスピークが重なり S/N
が低いために解析が困難となっ

ている。この H8からの long

range 1cH を観測するために

SEL-HR-HMBC-2スペクトル

を測定した。その結果、 H8 か

らのクロスピーク、 C6，C7， C9 
と8-Meが斜め二本線となって

観測した。スピロケタール環の

6員環において、H8のプロトン

とH7はスピン結合が3.9Hzと

小さく、また、 H7がエカトリ

アルであることから、 H8がア

クシャルなのかエカトリアルな

のかは、プロトンのスピン結合

からは判断できない。この H8

とC6はJCHが2.8Hz
であり、 gaucheの配置を取る。

また、 H8とC7は2JCHが 2.8Hzと小さいことからで H8とO-Meはantiの関係である。

この関係から H8はアクシャルであることが判明する。また、 H8とC9は 2JCHは4.7Hz

と大きく分裂する。これは、 H8とC9に結合した二つの酸素原子が一つはgaucheに一つ

はantiに結合することを指示する。また、 H8とCl0にクロスピークが観測されないこ

とは、H8とCl0はスピン結合が小さく、H8とCl0はgaucheの関係であることを示す。

モナゾマアイシンへの応用

一図 5にはmonazomycinのSEL-HR-HMBC-lのスペクトルを示す。

Monazomycinのメチル基の付けのメチンプロトンはブロードなマルチプレットに分裂し、

通常の HMBCスペクトルでも、クロスピークの観測は困難である。そのため、少しでも

感度を得るために SEL-HR-HMBC-lを測定した。しかも、クロスピー

:ヰ〈二
時科手

HjJ 
S梅々人

G会晶

22ド輔e

..一一、》

ソ品融
当、一一一司h

t与 2JlHz) 当 5.1lHz)噌

23 

、ー一一、
;::、平;ピ一一

e 

1.60 

1.70 

H.s 

H-18 
F2 

静岡}

麗4)Portmicin SEL-対応HMBC-2スペクトJ(..

F1 x F2= 140伎は2250(Hz)，t1 x f2 = 256 x 40叩(poin!)
dl =69 msec， d3ニ69m鎚 c，sむans=64， sca!ing factor詰 25.
E-B日rp90pu給e= 12.8 ms (O.4ppm宙L1ppm)
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クの S/Nを高めるために、

ntjmax (253ms)が短くなる

ようにf1軸データ点

(204point)を少なく設定した。

H46からのクロスピーク、 C44，
C45，C47と46-Meが斜め二本

線として観測することが可能で

あった。 H46とH45は 3.0Hz
に分裂し gaucheの関係にある

が、45-0HとC44はH46に対

してどちらがantiで、どちらが

gaucheであるか判明すること

が出来ない。しかし、スペクト

ルから、H46とC44の間で 2JCH

が 5.5Hzと観測されたことか

ら、 H46とC44はantiの関係

にあることが容易に判明した。

また、 H46と C45の間で 2JCH

が 5.5Hzを観測し、 H45と

46-0Hが gaucheであること

が判明した。

ネヰ1-iお

多制

1.揖

念'"

Sゑ叫

~.1o-

時
輯鴫

τ 
輔

、与や 矢.~.

RY糊 ヨピーJ11
額約 Monazomycin SEL-HR-HMBC-lスペクトiレ

5ご1xぬ = 鎖 的ox 3000{Hz}， t1 x t2 ::: 204耳5146{抑 i時，
dl端部ms.必需 69ms.scans.:= 4ぬ
scating factor帯 25，ntJmax瑠 253ms， 
E*Burp 90 pu!se = 12.9 ms ( O.4ppm制L1ppm)

一方、 H46とH47は9.7Hzであることから、 47-0とC48はともに gaucheの関係に

あることが予想され、 C47に 2JCHが 5.5Hzが観測され、また、 C48とはスピン結合が小

さく観測されなかった。

主主主主
SEL-HR-HMBC-1，2の二つの方法は観測が困難になるメチル基の付け根のメチンプロ

トンを強調して観測する方法である。 SEL-HR-HMBC-1法は Me基のシグナル強度は低

下するものの通常の HMBC法と同様のスペクトルを得ることができる。これに対して、

SEL-HR-HMBC-2はMe基の付け根のメチンプロトンを選択的に観測することが可能で

ある。

どちらの方法においても、 HR-HMBC法を使用し、 longrange JCHを観測することを目

的にしている。そのため、 ntjmaxを 250msec(4Hz)から 500msec(2Hz)位と長い値をと

るように設定するために、通常の HMBC法に比べて、かなりスペクトルの S/Nが低下す

る。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。 SEL-HR-HMBC-1，2の二つの方法は Me基の付け根のメチンプロトンという

限られたスピン系の解析手段であるが、このブロードなシグナルからのクロスピークを如

何に観測するかという問題の一つの解決法である。これらの方法により、従来法では解析

が困難な化合物の構造解析が容易になることが期待される。

1)第 37回NMR討論会講演要旨集、横浜、 100pp，(1998) 
2)第 40回NMR討論会講演要旨集、京都、 218pp，(2001) 
3) H. Geen， R. Freeman， J. Magn. Reson. 87，4125，1990 
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P049 

NMR を用いた Escherichiα coli ATCC23505 由 来

lipopolysaccharide O-antigenの構造解析

東京薬科大学大学院薬学研究科， 0多田塁三浦典子安達禎之

大野尚仁 l

An unambiguous assignment and structural analysis using solution NMR experiments of 

O-antigen 企'Om Escherichia co/i ATCC23505 (serotype 09)， 1 Laboratory for 

1mmunopharmacology of Microbial Products， School of Pharmacy， Tokyo University of 

Pharmacy and Life Science， ORui Tada1， Noriko Nagi-Miura1， YoshiyukiAdachi1， Naohito 

Ohno1 

Bacterial lipopolysaccharide from Escherichia co/i 09 (09 LPS) has various 

characteristic biological activities other than endotoxic activities. The biological activities 

exhibited depend on the structure of the O-antigen. The O-antigen region of 09 LPS is 

composed of the mannose homopolysaccharide (MHP). This structure was reported 

previously， but not all its proton and carbon signals were assigned. 1n the present study， we 

completely assign all proton and carbon signals of the O-antigen of 09 LPS using lH_ and 

13C・NMRspectroscopy， including the DQF-COSY， TOCSY， 2D-selective TOCSY-DQFCOSY， 

NOESY， HSQC， H2BC and HMBC methods. 

【背景]

Lipopolysaccharide (LPS)はグラム陰性菌の外膜に存在し，グラム陰性菌感染の病原

性に関わる糖脂質である. LPSは lipidA， core regionおよび，菌の抗原性を担う

O-antigenより構成されている.エンドトキシンショックやサイトカイン誘導など LPS

の持つ多くの生物活性は lipidA部分により toll-likereceptor 4 (TLR4)を介して発現す

る.しかしながら，一部の O-antigenにmannosehomopolymer (MHP)を有する LPSは

通常のエンドトキシンショックではない特徴的なアナフィラキシ一様ショックを惹

起することが知られている.これらの活性は mannose-bindinglectin (MBL)を介した

O-antigenの認識により誘導される.これらの O-antigenが関与する生物活性のメカニ

ズム理解には構造情報が有益である • E.coli 09のO-antigen構造は ID-1HNMR，メチ

ル化分析およびスミス分解等を用いた構造決定が既報であるものの，各々の lHおよ

び 13Cの詳細な帰属はなされていない.

そこで本研究では，溶液 NMR を用い， DQF-COSY， TOCSY， 2D叩 lective

TOCSY-DQFCOSY， NOESY， HSQC， H2BCならびに HMBC等，様々なパルス系列を用

Escherichiαcoli 09; O-antigen; lipopolysaccharide; high mannose type 

ただるい，みうらのりこ，あだちよしゆき，おおのなおひと
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いE.co/i091ipopolysaccharide由来O-antigen構造中に存在する全ての IHおよびI3Cの

明瞭かつ完全帰属を試みた.

[方法}

LPSは既報に従い，フェノーノレー水抽出により得た.0同 antigenは 1%HOAc， 100
o
C， 

1hで加水分解し，ゲル櫨過法により分画した.糖組成は常法に従い GLCで分析した.

NMRはO-antigenをD20に溶解し，TXI-xyz gradient prob巴(I3c検出のみBBO・.zgradient 

probe)が備わった BrukerAvance 500叩即位ometerを用い，測定温度 35
0

Cで測定した.

[結果および、考察]

糖組成を GLCを用い分析したところ， mannoseより構成されていた. 1D_1H NMR 

spectrum (Fig.l)より， anomeric領域には糖残基 5つ分のシグナノレが観測された.これ

らのシグ、ナルを低磁場側から A，B， B'，C， Dとした.全ての糖残基は，取り込み中に

decouplingしなし、 IH，I3C・HSQCを用い測定した IJHl， CIよりα-configurationで、あった.

すべての IHと 13Cシグナルを DQF-COSY， TOCSY， 2D-selective TOCSY-DQFCOSY， 

I3C-edited HSQCならびに H2BCを用いて帰属した(Fig.2& Table 1). さらに-， NOEと

HMBCから，結合様式と配列を決定した(Fig勾.この構造は既報でメチル化分析，化

学分解や化学合成などの手法で決定した構造と一致していた.
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Table 1. Chemical shi食s(ppm) of IH and 13C NMR signals 

1fIl13C 

Sugar Residue 1 2 3 4 5 6a 6b 

A 5.36 4.07 3.99 3.68 3.77 3.90 3.78 

102.5 80.60 72.02 69.03 75.28 62.90 

B 5.28 4.10 3.94 3.70 3.75 3.90 3.78 

102.5 80.37 71.97 68.87 75.41 62.90 

B' 5.28 4.08 3.96 3.73 3.75 3.90 3.78 

102.5 80.56 71.29 68.87 75.41 62.90 

C 5.12 4.21 3.99 3.76 3.82 3.93 3.78 

103.9 71.61 80.32 68.11 75.20 63.01 

D 5.03 4.21 3.93 3.77 3.84 3.93 3.75 

103.9 71.55 79.97 68.11 75.34 63.01 

B' A C D B 

{卜トトいい幻伽山………αゆ叫叫一一一D刊山山………M陥伽向叫a叩叫州州n叩削判p判川(οl→ …n咋削刷叶?阿凶叶(ο山一1..... → 
卜n

Fig.4. Chemical structure of O-antigen polysaccharide企om09LPS 
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P050 

J値を用いたブチルアルコールの水和メカニズ、ム

についての研究

福井大・院工 O山村卓矢，水野和子

A study of Hydration mechanism of the Butyl alcohol in terms of J value 
Department of Applied Chemistry and Biotechnology， University of Fukui， 

OTakuya Yamamura， Kazuko Mizuno 

Four structural isomers of butyl alcohol are miscible with water in different 

concentration area. We estimated that the differences in the miscibility should 

come from those in the Hydrogen bond and the C-H ... Ow interactions. To 

demonstrate this， we carried out IR' NMR studies and simulation(MO). NMR 

measured with NON' NOE(250C) using External double reference method， and 

analyzed J value and Chemical shifts. The simulation was executed by the DFT 

method by using Gaussian03. The result obtained show that weak C-H"'Ow 

interaction to strong 0・HBuOH"'Ow and contribute to the difference. 

【緒言】

我々の研究室では，これまでに様々な極性基を持つ有機化合物と水との溶液中での

相互作用について IR'NMRを用いた実験と，コンヒoュータを用いた分子シミュレー

ションによって詳細な解析を行ってきた.

本研究では，溶質に低分子アルコールで、ある Butylalcohol (BuOH)を用いてこれまで

の研究を発展させることを目的とした.BuOHには4種の構造異性体が存在し，それ

ぞれ水との混合領域が異なっている. (Fig.2) 

t-BuOH以外の 3種は，7kと相分離する領域が存在しており，これらの混合性の違い

に注目し実験・計算を行うことを目的として， [BuOH-水]系のサンフ。ノレを作成し IR

とNMRを用いた実験を行った.また，実験に加えて MO(分子軌道)法による分子

シミュレーションによる[アルコールー水]系について構造解析を行い実験結果の補足

データとした.

【実験と計算1
4種の BuOHと純水を用いて各濃度の溶液を調整し BuOHの多い混合領域と，水

の多い混合領域それぞれについて IR(BuOH/D20)とNMR(BuOH/H20)の測定を行

った.非混合領域については，今回測定は行っていない.

NMRの測定では， Fig.lのような外部被基準法 CExternaldouble reference method) 

による測定法を用いた.内管には，基準物質として HMDO(Hexamethyldisioxane) 

を，外管には目的となるサンフ。ノレ溶液 (BuOH/H20)を割り当てている.各濃度のサ

ンブ勺レについて NON. NOE (250C)で測定を行い，ケミカルシフトと J値に

Keyword 外部複基準法， J値，水素結合， CH・..0interaction 

やまむらたくや，みずのかずこ
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よる解析と同サンプルの IRスベクトノレとの比較・考察を行った.

また実験に加えて， Gaussian03アプリケーションを用いた分子シミュレーションに

よる解析を行った.計算方法には密度半関数法 (B3LYP)を用いて，構造最適化，振

動数，ケミカルシフト.J値の計算を各 BuOH分子単体と BuOH-フ7}

それぞ、れ計算を行つた.得られた計算結果を実験で得られた IR'NMRのデータと比

較を行い，データの補足と更なる詳細な構造解析を行った.

【結果と考察】

得られた IRスベクトノレの C-H伸縮振動バンドの濃度変化 (Fig.3) から，7kが増

えるにしたがって C-Hバンドの高波数側へのシフト(ブルーシフト)が生じている

ことが分かる.溶媒分子である水が多い場合と，溶質分子が多い場合とでは C-H基

への寄与が異なることが予想、され，これらの結果を詳細に解析する為に現在 NMRで

得られたデータから， J値とケミカルシフトの解析を行っている.

また，計算結果と比較することによって水素結合をメインとした溶液中での相互作用

について詳細な解析を行っており，アルキル基水和のメカニズ、ムの解明が期待で、きる.

Sample reference 

Shielding by bulk 

shield by electrons 

around the nucleus 

f{ is shape factoT. 

Fig .1: External Double Reference Method 
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【Reference】

Mizuno.K， Yuka Tamiya， Mamoru Mekata Pure Aool. Chem. Vol. 76， 

No.l，pp.l05・114，2004.

-307-



P051 

エチレングリコール誘導体一水系の
ケミカルシフトの温度依存性

(福井大・院工) 0林真弘，兵藤公彦，市丸哲也，水野和子

Temperature dependency of chemical shifts of [ethylene glycol derivative/water] 

system 
Department of Applied Chemistry and Biotechnology， U niversity of Fukui， 
Masahiro Hayashi ， Kimihiko Hyoudou ， Tetsuya Ichimaru ， Kazuko Mizuno 

In order to study concentration and temperature dependence of chemical shifts 

exactly， the lH chemical shifts of [1，2-Dimethoxyethane(1，2DME)/water] system 

were measured by External double reference method with bulk magnetic 

susceptibilities corrected. It was observed that more polarized water molecules 
than that of pure water were formed at X[1，2DME]<O.1. On the other hand， it 
was also found that less polarized water molecules than that of pure water were 

formed at X[1，2DME]>O.1. The changes in the polarization increases with 

decreasing temperature. We are going to investigate origins of the changes in the 

polarization of the water molecules in the mixture. 

緒言

非イオン性界面活性剤の親水性基であるポリオキシエチレン(POE)鎖の水和メカニ

ズムを明らかにすることは，基礎化学と応用化学の両方の観点から興味深い研究課題

である.本研究ではこの POEを構成する最小単位の化合物として 1，2-ジメトキシエ

タンU，2DME)を用いている.我々はこれまでに 1，2DMEを[D20/H20=95/5]に溶かし

た時の IRスベクトルの O-H伸縮バンドの測定から， X(1，2DME]=O.05以下で、純水

な水よりも分極の大きい水分子が出来ていることをピークの波数から結論してきた.

しかし，バンドの吸収強度が波数によって変化するので，ピークの波数は，水素結合の

強さと定量的に関係づけることはできない.水分子の水素結合の強さを表す量として

水プロトンのケミカルシフト OH20がある.O H20はすべての化学種の幾何平均値とし

て定量的に得られる.そこで本研究では OH20の濃度を測定した.ここでは濃度依存

性と温度依存性を厳密に議論できるケミカノレシフトの測定法として用いた外部複基

準法とその温度補正についても述べる.

外部複基準法について

異なる試料で測定したケミカルシフトを正確に比較するた

めには，外部基準法を使うことと，試料と基準物質のバルク

の磁気遮蔽の差を補正することが必須である.この両方を満

たすための方法として我々は外部複基準法で測定してきた.

キーワード:外部複基準法(ExternalDouble Reference 
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外部複基準法によるケミカノレシフトは次の式で求めることができる.

呉ι九o回 διo吋拍b白s一4竿手(仏Z払んんs卯抑u昨岬捌叫m
-' -'K 

ここで r5∞rは補正後のケミカルシフト，r5 obsはシリンダー内の referenceのピー

クを Oppmとして観測されたサンプノレのケミカルシフト，t::. O referenceはシリンダ一部

分と球部分とにある referenceピークの差，そして， κは球部分の形状因子である.

ケミカルシフトの温度依存性

ケミカルシフトの温度依存性を厳

密に測定するためには，基準物質の体

積磁化率の温度変化の効果を補正す

る必要がある.Fig.2のように， l
OC 

と 20
0Cでヘキサメチノレジシロキサン

を基準物質とした場合， Oppmの位置 20
0

C 

のずれは超伝導磁石の外部磁場の測

定時間内のゆらぎをはるかに超える.

そこで今回我々は， 20
0

Cでの液体の
ヘキサメチノレジシロキサン (HMDO)の Fig.2 : The chemical shifts (j cor(T) measured at 

共鳴線を Oppmとして，測定した全て TOC and {(j cor(T) }20 t:: referred to the reference 
o ，--7 L -lc. y.ft ___ 1 peak at a reference temperature， 200

C 
の温度でのケミカルシフトを統一し

たスケーノレで表わした.これによってケミカルシフトの温度依存性を厳密に議論でき

るようになる.

結果

Fig.3は 1，2DMEをHODで希釈し IRで測定した O-H伸縮のピークの変化をま

とめたものである.これと対応して， Fig.4より NMRの結果からもX[1，2DME]<O.1

で、は純粋な水よりも分極の大きな水分子が存在し， X[1，2DME]>O.1では分極の小さ

な水分子が存在していることが確認できた.また，温度が下がると分極が大きくなっ

ていることからこれは水素結合によるものだと考えられる.

3540 

3520 

0

0

0

0

 

0

8

6

4

 

5

4

4

4

 

3

3

3

3

 

』。a
E
3
C
@〉
間
主

3420 

3400 

0.2 0.4 0.6 0.8 

X[l，2DME] mole fraction 

Fig.3 Concentration dependency of the 
wavenumber at the peak of v(u-H) band 
for HOD in [D20+H20] solutions of 
l，2DME 

reference 
Sarpple cy sp 

δcor(T) 
TOC 

!δcor(T)} 

δcor(20) 

Oppm 
at 200C 

¥

¥

¥

 

¥

¥

¥

 

¥

¥

h

.

 

¥

¥

 

唱

画

、

見

町

、
~
~

、
~
~

』

4

4

L4FWLtwf作

O
N
Z
句

F 

5.5ト
‘ー

5.4 t-

0.05 0.1 0.15 

X[l，2DME] mole fraction 
0.2 

Fig.4 : Temperature and concentration 
dependence of the chemical shifts of the 
water protons in aqueous binary mixtures 
ofl，2DME 

-309ー



P052 

NMR ANALYSIS OF CARRAGEENAN EXTRACTED FROM RED 

SEA WEED KAPPAPHYCUS ALVAREZIl IN VIETNAM SEA. 

Thanh Thi Thu Thuy， Dang Vu Luong， Nguyen Tien Tai 

Institute ofChemistry， Vi巴tnameseAcademy for Sci巴nceand Technology 

Introduction: Carrageenans are sulfated polysaccharide extracted from the cell wall of red 

seaweed. Sinc巴theirnontoxicity and characteristic properties， carrageenans are applied to many 

fields of daily Iife， inc1uding food， pharmaceutical and cosmetic industries [1]. 

In previous paper [21， we reported the experimental procedure of isolation and purification of 

carrageenan extracted from red seaweed， Kαrppaphycus alvarezii， in Ninh Thuan province of 

Vietnam， and we proposed that this carrageenan is K-carrageenan， which has an idealized 

chemical structure consisting of s-(1-3)-D-galactose-4-sulfate (Galp4S : G residue) and ル(ト4)・

3，6・anhydro-D-galactose(AnGalp: A residue) repeating units as ilIustrated in Figure 1. 

In this work， we decided to undertake a detailed 

examination into the structure of this carrageenan by using 

lD， 2D NMR spectroscopy. 

Experimental: The carrageenan extracted from red 

seaw巴ed，Kappaphycus alvarezii was then passed through 

an Amberlite ion exchanged resin 120 H+ column 

immediately followed by neutralization with a 0.1 M NaOH Fig.1: ldealized chemical 

solution and subsequent lyophilization. The Na dissociated structure ofαdisaccharide unit 

form of carrageenan was used for structural analysis. of K-camαgeenαn 

lD and 2D NMR spectra of2% (w/w) D20 soIutions of carrageenan sample were measured on a 

Bruker A V ANCE 500MHz. AlI measurements were performed at 800C to avoid gel formation. 

Results and Discussions: Twelve signals were observed on well resolved 13C spectrum， assigned 

to the major disaccharide repeat unit of 1，3 linked s -D -galactopyranosyl units altemating with 

1，4 linked α-D-galactopyranosyl units. The 13C chemical shift assignments are summarized in 

Table 1. 

Table 1: Chemical shi:ft (ppm) assignments in the 13C NMR measuredαt800C 

Residues α-(1・3)-D-galactose-4・sulfate(G residue) β(1-4)・3，6・anhydro-D-galactose(A residue) 

Position Cl C2 C3 C4 C5 C6 Cl C2 C3 C4 C5 C6 

Chem. shi自ts102.5 69.6 78.9 74.1 74.7 61.3 95.3 69.9 79.1 78.3 76.8 69.4 

KのJwords:NMR， assignment， carrageenan， red seaweed. 
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H-H COSY， H-H TOCSY and HMQC spectra were measuresed for full struture illucidation. 

Assignment of chemical shift data of COSY and 1 H sp巴ctrato the structure were shown in tables 

2 and 3， respect1y. 

Table 2: Connectivities arisingjトomCOSY spectrum 

Cross-peak Coordinates (ppm) 

AHl/AH2 5.14/4.18 

AH2/AH3 4.18/4.55 

GHl/GH2 4.67/3.65 

GH2/GH3 3.65/4.00 

GH3/GH4 4.00/4.86 

Table 3: Chemical shift (ppm) assignments in the lH NMR 

Residues αー(1-3)ーD-galactose-4-sulfate(G residue) s-(l-4)-3，6-anhydro-D-galactose (A residue) 

Position H1 H2 H3 H4 H5 H6a H6b Hl H2 H3 H4 H5 H6a H6b 

Chem. shifts 4.67 3.65 4.00 4.86 3.84 3.84 3.84 5.14 4.18 4.55 4.66 4.66 4.18 4.18 

Conclusion: We confirm structure of the K-carrageenan consisting of altemating s-(1-3)-D-

galactose-4・sulfate(Galp4S) and α-(1・4)・3，6・anhydro-D-galactose(AnGalp) repeating units of 

studied carrageenan， extracted from Kappaphycus alvalezii at Ninh Thuan province by more 

detailed assignments of lD and 2D NMR spectroscopy. The availability of these chemical shift 

assignments support to interprete more complex spectra. In addition， the assignments provide 

novel reference data of galactan compounds. 

References 

1. Proceeding of National workshop on carrageenan and carrageenophytes， 23rd to 25th Nov.， 
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Homogeneity study of reference material using 

1H NMR 

Takeshi SAITO 

National Metrology Institute of Japan， AIST 

Introduction 

Producing a reference material requires three impor柏ntrequirements. These are its 

property value to be certified， homogeneity and stability of the material. In this study， 

homogeneity study was peげOrmedusing quantitative 1H NMR. In this study， ERETIC 

method (Electronic REference To access In vivo Concentrations) 1， which used a 

pseudo signal that was generated by own NMR synthesizer， was introduced in order 

to obtain reference signal though out the homogeneity test. 

Experimental 

AIl NMR experiments were preformed on a Varian UNITYINOVA 600A spectrometer; a 

1H{
15
N_31p} 5 mm XYZ PFG Indirect Deteclion Probe was used. 

ERETIC method 

ERETIC method uses pseudo FID 

signal that is generated by 

synthesizer. The pseudo FID signal 

was observed through NMR probe. 

Figure 2 shows the basic ERETIC 

configuration used in this work. We 

used a 1H channel synthesizer; the 

signal was split into two channels. 

The first channel generates observing 

pulse. The second channel was used 

for passing thorough ERETIC signal 

to probe. Figure 1 shows the 1H NMR 

spectrum of allyl glycidyl ether (AGE) 

in CDCh・ERETICsignal was found 

around -0.7 ppm in this spectrum. 

Note that there TMS， water and 

CHCh signals are also there. 

Figure 2 A block diagram of ERETIC method 
used in this study. 

Figure 1 1H NMR spectrum of AGE in CDCI3. 
This spectrum was acquired with sw=15，OOOHz， 
at=4s， pw=6.5us (pw90)， d1=45s. 

さいとうたけし

Quantitative NMR， ERETIC， homogeneity study， reference materials， reproducibility 
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In this method， we can control frequency or position of the reference signal in a 

spectrum， amplitude， phase， shape and length of this pseudo FID. When the FID is 

generated by NMR console， then stability of this signal is expected to be similar or 

better than NMR signal observed with the same instrument. Furthermore， once the 

pseudo signal is calibrated in its magnitude， there is no need to re-calibrate the 

magnitude of the signal as long as the system uses same condition. Thus this signal is 

an ideal for a reference signal for the quantitative analysis. 

Results and discussion 

In order to perform a stability test with ERETIC method， the reference signal must 

have certain level of stability. Table 1 shows the stability of ERETIC signal and other 

NMR signals for AGE shown in Figure 1. The stronger the signal intensity is， the better 

the stability was， whoever， this result suggested that some unknown source of noise 

interfere ERETIC signal. As explained above， stability of ERETIC signal is expected to 

be similar or beUer than the NMR signals. One possible solution to stabilize ERETIC 

signal is just make the signal intensity stronger. Unfortunately this approach is not 

practical because the pseudo FID was generated and fed into the probe during the 

acquisition period. If strong ERETIC signal was fed during such a period， the signal 

interferer to the real signals; make the quality of spectrum worse. Therefore， for 

applying the ERETIC method to the stability test of the reference materials， further 

modification is required. 

Table 1 Stability of ERETIC signal and NMR signals of AGE. 

Run CHCI， AGE 1 H AGE 2H AGE 2H AGE 1 H AGE 1 H AGE 1 H AGE 1 H AGE 1 H water TMS ERETIC 

4.0526 6.6670 13.3251 13.3091 6.7301 6.6162 6.5552 6.6046 6.6219 12.940014.9411 1.6371 

2 4.0574 6.6591 13.3064 13.3111 6.7393 6.6222 6.5634 6.6084 6.6293 12.9287 14.9344 1.6402 

4.0479 6.6689 13.3147 13.3048 6.7365 6.6283 6.5642 6.6109 6.6300 12.9261 14.9268 1.6411 

4 4.0503 6.6686 13.3161 13.3094 6.7280 6.6180 6.5634 6.6251 6.6133 12.9343 14.9272 1.6464 

4.0516 6.6684 13.3118 13.3110 6.7347 6.6238 6.5667 6.6060 6.6325 12.9365 14.9187 1.6384 

Average 4.0520 6.6664 13.3148 13.3091 6.7337 6.6217 6.5626 6.6110 6.6254 12.9331 14.9296 1.6406 

STD 0.0035 0.0041 0.0068 0.0026 0.0046 0.0048 0.0043 0.0082 0.0078 0.0057 0.0085 0.0036 

CV(首 0.0871覧 0.0618百 0.0514目 0.0192百 0.0688覧 0.0724首 0.0660% 0.1246覧 0.1183唱 。0439百 0.0568唱 0.2191百

I would like to discuss some approach to make the ERETIC signal stable and 

application to the homogeneity study of reference materials at the poster. 

Reference 

1 Akoka， Serge; Barantin， Laurent; Trierweiler， Michel Anal. Chem. 1999，.71，2554・2557.
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Cross Polarization with Simultaneous 

Adiabatic Frequency Sweep on 1 and S spins 

OWeng Kung Peng and Kazuyuki Takeda 

Graduate School 01 Engineering Science， 

Osaka University， Japan 

ABSTRACT 

We propose an improved heteronuc1ear cross polarization [1， 2] scheme， which provides 
higher transfer efficiency than our previously proposed NICP technique (Fig. l(i)) [3]. NICP， 
which utilizes adiabatic frequency from far off"resonance to on-resonance on 1 spins， alIows all 
the spin packets to be locked efficiently with moderate rf poweιThis technique is particularly 
important for spin species with large spectral distribution or experiments under high static field， 
when high rf power is not readily available. Since the effective field of 1 spin is swept through 
a wide range ofvalues， similarly to existing phase or amplitude modulated CP schemes [4-10]， 

flat Hartmann-Hahn matching profil巴canb巴restoredfor experiment under high speed MAS. 
With NICP， 'complete transfer' is possible provided that the sweeping over the Hartmann-Hahn 
condition be made sufficiently slow. This however， came at the巴xp巴nseof relaxation. Thus， 
NICP may not be of advantage for S spin species with extremely short Tlp. 

In order to overcome this drawback， in the present work， adiabatic frequency sw巴epIS ap-
plied on S spin as well (Fig. 1 (ii)). As the technique implies， we would like to call this 
scheme as SimuItaneous ADIabatic Spin-locking Cross Polarization (SADIS CP) [11]. Adi-
abatic spin locking provides robust spin-locking with moderate rf power， while simultaneous 
irradiations allow us to minimize the rate e百'ectivefield mismatching in z巴ro・quantumsubspac巴

and thereby increasing the transfer efficiency. In other words， high efficiency in polarization 
transfer increase the number of contacts between 1 and S spins without having to increase the 
entire ‘mixing time' ， which willlimit the effect of T lp relaxation. Four con佐ollableparameters 
(WlI， W1s， Llω1/， Llω!s") introduced here， offer the f1exibility to control the adiabaticity， which 
have direct implication on出eefficiency of polarization transfer (Fig. 2(i)). It is experimentally 
demonstrated that 13C magnetization in uniformly enriched L-Alanine under fast sample spin-
ning were greatly enhanced over wider range of rf powers (Fig. 2(i)) and contact times (Fig.2 
(ii)). 

(i) (ii) 

A可否レf ム可否レf

frequency 

w~可L
frequency 

w~瓜 TPPM L 。mplitude amplitude 

S 
ムωプγfrequency 

S w~ S 
wtLt.，そFI企 a ・amplitude amplitude 

Figure 1. Pulse sequenc巴for(i) NICP and (ii) SADIS CP used in this work. 

Kりwords:Cross polarization， Simultaneous Adiabatic Sweep， Spin-locking， short Tlp 
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Figure 2. (i) Magnetization of I3C as a function rf power， W II for various adiabaticity in zero-quantum 

subscape， QZQ. Efl白ciencyof polarization transfl巴r(quantified as QZQ) in SADIS CP can be controlled by 

manipulating experimental parameters as mentioned in the text. SADIS CP of high QZQ (solid line) has 

higher transfer efficiency than that of lower QZQ (light solid line). NICP (dash line)， which has the lowest 

QZQ， resulting in low transfer efficiency and narrower matching profile. For comparison， conventional CP 

(Iight dot) at W 18=45 kHz for a mixing tim巴=0.20 ms is shown. Data taken from methine (13CH) at spinning 

frequency， 13.86 kHz under magnetic field of 11.7 T 

(ii) Magnetization of 13C (normalized to single pulse excitation) as a function of mixing tim巴， measured 

with three different techniqu巴sconventional CP (solid line)， NICP (diamond) and SADIS CP (circle). For 

conventional CP， rf amplitudes were set to match at sideband (+ 1) condition. Data taken from m巴thine(13CH) 

at sample spinning frequency， 13.86 kHz under magnetic field of 11.7 T. 
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Ultra Fast MASプロープにおける二重共鳴測定
Siegfried Hafner1， Allen palmer2， Mircea Cormos2， 0芦田淳3

(Varian Deutschland GmbH1、VarianInc.2、
バリアンテクノロジーズジャパン3)

Double Resonance Solid State NMR Spectroscopy with Ultra Fast MAS Probe. 
Siegfried Hafner1 ， Allen palmer2， Mircea Cormos2， and Jun Ashida3 

(Varian Deutschland GmbH"， Varian Inc. L， Varian Technologies Japan Ltd.') 

Small rotor size means smalI sample volume， however does not always means 
low sensitivity， because the sensitivity also depends on sample coil volume. Indeed， 
the sample volume of Ultra Fast MAS™ probe is only ca. 1 % of that of standard 
5mmゆMASprobe， however sensitivity of UItra Fast MAS™ probe is ca. 6%. 
Therefore， for smaIl molecule work， Ultra Fast MAS™ probe wilI be practical for not 
only 1 H but 13C experiments. Furthermore， under fast MAS condition， conventional 
high power 'H decoupling is not necessary， and can be replaced by low power 
decoupling， which is essential when heat sensitive samples are investigated. 

In this work， we present some double resonance experiments with a new 1 H 
decoupling scheme. 

{緒言}

サンフ。ノレ管が小さくなるということは、必然的にサンプル量も少なくなる O

しかしこれは必ずしも感度が低くなるということと同義で、はない。ソレノイド

コイルの場合、サンブケレコイルの長さと直径が小さいほど NMRの感度は高くな

る[1]。つまり単位重量あたりの感度は、サンフ。/レ管が小さくなるほど大きくで

きる。

Ultra Fast MAS™プロープでは、通常よく用いられている 5mm中と比較する
とサンプル容量が約 11100と非常に少ない。しかしサンプルコイルの径もロータ

ーに合わせて小さくなるため、結果として感度の低下は約 1116程度に抑えられ
ている。従ってlHだけでなく、 13Cなどの多核種の測定も可能である。

また 13C測定において高分解能スベクトルを得るためには、 13C/lH異種核開

双極子相互作用を消去することが必要である。 20kHz程度以下の試料回転速度で

は、 100kHz程度の高出力lHデカップリングが必要であるが、 50kHz以上の超高

速回転下ではそれほど強いlHデカップリングは必要なく、回転速度よりもはる

かに弱いラジオ波磁場を照射するだけで十分で、あることが知られている[2]。従

ってデカップリングパルス照射によるサンプノレの温度上昇を抑えられるので、

温度に敏感な試料にとっては非常に有用である。

本発表では、新しく開発した 65kHzで試料回転できるUltraFast MAS™プロ
ーブを用いた 13Cの二重共鳴測定について報告する。また、別掲のポスターでは

lHの 1次元、および同種核開 2次元測定についても報告しているので¥そちら

も参照されたい。

低出力CP、高速MAS、プロープ、 lHデカップリング

Siegfried Hafner、AlIenPalmer、MirceaCormos、あしだ じゅん

-316-



【IHデカップリング PIPS】

これまでに、高速試料回転下で有

効な低出力 CWや XiXデカップリング

[2，3]が発表されているが、ここでは試

料回転に同期した Hahnエコーパルス
デカップリング[4]を基にした PI-Pulse いIl'fv…仲町五ζ 一…，

Synchronized (PIPS)デカップリング Fig.l BasiC cyc1e of PIPS decoupling. It 

を提案する。図 1に PIPSデカップリ consists of two phase shi白edp pulses which 

ングのスキームを示す。 2つの異なっ are synchronized to n times the rotor period. 

た位相を持つπパノレスを試料回転周期の n
倍に同期して照射する。ここで nが大きい

ほど dutycycleが小さくなるので、デカッ

プリングによる発熱を抑えることができ

る。

図 2にグリシンの 60kHz試料回転下
での様々なIHデカツブプ

o
リング条件におけ 干¥一 '1 ".'.'11 輔 蛇 州

るI日3C-CPMASスべクト/ルレを示す。 P町IP凶Sデ i ‘ 
カ幻ツプ灯リ ンげグ(阿阿F吋刊6の)で叩は刷帥ωdω似州u凶町tyc付y戸凶凶cl“le附eは肘CW附と 手よ「r;二…二…や伊vw沼v鴻VVvv吋…字一♂竺吹て 蝿附

時

比較して約 1ν/β5卸Oだが、より高分解能のス

ベクトルが得られる。

緒言で述べたように、感度はサンプノレ

量の割には悪くないので、 HETCORなどの decouolin!!. 

2次元測定も可能である。しかも通常の

HETCORとは異なり、 T1次元に多重パノレスを照射する必要がないので、ここで

もパルス照射によって生じるサンブツレの温度上昇の問題から解放される。図 3

にパニリン lmgのIHlI3C HETCORスベクトノレを示す。非常に少量のサンプノレ量

だが、一晩の積算で十分な感度の信号が得られている。

発表当日は、UltraFast MAS™プロープの他の応用面についても言及する予
定である。
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Fig.2 60kHz MAS I3C-CPMAS spectra of 

L-alanine. (Bottom) MAS only， (middle) 

high power CW decoupling， and (top) PIPS 

Fig.3 HETCOR spectrum of lmg 

vanillin with 60kHz MAS and 

PIPS decoupling. The experiment 

time was 10 hours. 
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Peptide secondary structure analysis using selective 13C NMR 

spectrum line broadening due to overtone NMR irradiation to 
14 

neighboring l"N 
。lJ.U. N. Fukazawa， lK. Takegoshi， 2Akira Shoji 

lDepartment of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto Universiザ

2Department of Biological Sciences， University of Gunma 
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Ni仕ogenconstitutes the main 

chain of polypeptides is 

important atom about this 

function and structures， such as a 

hydrogen bonding. Although the 

isotope， 14N has a natural 

existence ratio as high as 99.63%， 

it is very difficult to obtain its 

high resolution solid state NMR 

spec仕um since it is spin-l 

nucleus and it has quadrupolar 

coupling. In order to conquer this 

problem， overtone NMR was 

designed. Although 

14N solid state NMR spectra have 

a few MHz line width come from 

quadrupolar shift， 

overtone spectra line width is 

an 

traditional 

order first 

喜四

large to obtain high 

resolution 14N NMR spec佐a.

on the other hand， it is 

advocated from before that you can get the knowledge of dihedral angles of main chain by the 

second order shift. But it is difficult to observe it using these overtone spectra because of the 

lowness of overtone excitation probabiliザ・ Inrecent years， our group developed 14N indirect 

spectroscopy obtained企omthe line width of 13C under 14N overtone irradiating and 13C_14N 

recoupling under MAS to the powder sample. 

Figure 1. 13C spectra of peptides 

C=O (capital letters) and 14N 

spectra plotting the width of 13c 
spectra (sma111etters.) 

A， a: (Ala*， Ala)=50:50(α) 
B， b: (Ala)3-A1"本 (Ala)3(s) 

C， c: (Ala*，Val)=20:80(s) 
D， d， d': (Ala*，Val)=30:70 
d: left peak(α)， d': right peak (s) 

kHz only 

because of second order shift. 

But several hundreds kHz is 

hundreds several 

too 

14N， overtone NMR， quadrupole， structure， selective recoupling 

-318-



In this research， fundamental examination for 

performing the structural analysis of polypeptides was 
14 performed using l'+N overtone spectrum obtained by 

14 this indirect spec仕oscopy.l"N overtone spectra were 

actually measured using 13C indirect assay to several 

powder samples from which the secondary structure 

(α-helixlβsheet) differ， each were compared， and it 

was shown that those secondary structure distinction 

is possible企om14N overtone spectra (Figure 1). 

Furthermore， by ab initio calculation by Gaussian， to 

each secondary structure， quadrupolar interaction of 

14N was calculated， the simulation of the form of a 

spectra were carried out using them， and there is a 

correlation between the peak position of the 14N 

overtone spectrum and the structure of the structure of 

polypeptide (Figure 2).τ'he line shape is not so 

matching but the peak position is matching. 

R*宮崎蝿
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M. A. Robb， J. R. Cheeseman， J. A. Montgomerγ， Jr.， T. Vreven， 
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Figure 2. 14N indirect overtone spectra plotting 
the width of 13C spectra (small letters) and 
simulation of them (capitalletters.) 
a，A: (Alaホ， Ala)=50:50(α) 
and the simulation (eQq=-4.305MHz，η=0.2931) 
b， B: (Ala)，-Ala*ー(Ala)，(日)
and the simulation (eQa=-4.023MHz.η=0.4399) 

[4]P. L. Stewart， R. Tycko， and S. J. Opella， J Chem. Soc.， Paraday 7子四s.1，84(11)， 3803(1988). 
[5]S. Wi， L. Frydman， J Am. Chem. Soc. 123， 10354(2001). 
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Theoretical and Experimental Verification ofTime Averaged 

Nutation in SolidState NMR. 

Institute for Molecular Science 0 Katsuyuki Nishimura 

The scaling factors ofheteronuclear dipolar interactiolIunder a series oftime-averaged 

nutation schemes obtained from zero司 orderaverage Hamiltonian theory， numerical calculation， 

and experimental results were compared. Under normal experimental settings， the scaling 

factor for heteronuclear dipolar interaction from 0・orderaverage Hamiltonian exhibited 

identical values to those obtained from numerical calculation. 

Author has been successfully developed a series ofnew cross-polarization techniques1
，4) 

and spin exchange type of separated local field experiments2，3) using time-averaged nutaion 

technique. In this study， scaling factors'for heteronuclear dipolar interaction oftime-averaged 

nutation schemes企omかorderAverage Hamiltonian (AH) theory and numerical calculation 

were compared. 

The numerical analyses of scaling factors have been carried out using SIMPSON 

software based on the scripts written by author. Th巴 resultswere compared with those 

obtained企omO-order average Hamiltonian (AH) which author corrected from previously 

reported. All time-averaged nutation schemes are shown in Figure 1. Figure 2 shows the plot 

of the scaling factors of heteronuclear dipolar interaction for duration time-averaged nutation 

(DTAN) schemeat complete cycle for the case of duration time averaging factor (DTAF) of 

1/3. Thus the rf field of observed nuclei is 1/3 of lH effective field. The longitudinal and 

horizontal axes are scaling factor and τC lrLG， respectively. Where τLG and τc are 2n rotation 

period ofLG and a unit cycle time oftime-averaging， respectively. Normally experiments will 

be carried out at the condition ofτLGlrcく1.5，thus under such conditions， the O-order AH gives 

sufficiently accurate scaling factors for heteronuclear dipolar interaction under time司 averaging

schemes. Although numerical analysis can be carried out easily using available software such 

as SIMPSON and GAMMA， numerical calculation dose not provide any insight ofthe factors 

affecting to spin dynamics. Thus analytical form of scaling factor 合omかorderAH calculated 

by author gives simple perspective of spin dynamics for time-averaging scheme. 

Author will show about the comparison of scaling factors between numerical and 

analytical solutions for other time-averaging schemes such as amplitude time-averaged 

solid-state NMR， time averaged nutation， weak rf power 
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nutation (ATAN)， and duration & amplitude time-averaged nutaion (DATAN) schemes. Then 

the comparison between experimental and theoretical results wi1l be discussed for liquid 

crystalline solvent. 

(a) (d) 

1糾 1H 

。♀~ 0.8 
Obs 

S‘‘。幽剛，院 0.6 ・…n 

(b) 盤町|(e) 
的Eg刃0.4 

1H 1H 

Obs揮四 Obs 
n ¥ /n、 /n 0.2 

o 
O 0.5 1.5 2 2.5 3 

'tclτLG 

Figure 1. Various time-averaged nutation 

schemes evaluated in this study. (a) duration 

time-averaged nutation (DTAN)， (b) amplitude 

time-averaged nutation (ATAN)， (c) duration & 

amplitude time averaged nutation (DATAN)， 

respectively. And (d)-( f) are the complete cycle 

of (a)ー(c)，respectively. Grayed and white 

colored box indicate + and -LG condition for 

lH， and +X and -X phase spin locking for 

observed nuclei， respectively. Where 'tc =τ1+τ2・

The number of “n" must be integer satisfying 

the relationship of n = ('tLGIDTAN x tc). 

References 

Figure 2. The plot of scaling factors 

for duration time-averaging nutation 

scheme at complete cycle for DTAF 

= 113 obtained from corrected O-order 

AH (solid line)， numerical simulation 

(dashed line)， respectively. 
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即時oNMRのタンパク質溶液への応用

1.農工大工、 2.ドレスデン高分子研究所

O大郷耕輔 I、FrankBagusat2、UlrichScheler、朝倉哲郎 l

Application ofRheoNMR for Investigation ofProtein Solutions 

Kosuke Ohgol， Frank Bagusae， Ulrich Scheler2， Tetsuo Asakural 

IDepartment ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology 

2Institute for Polymer Research Dresden 

Abstract : We applied RheoNMR method to investigate the structural change of 

Bombyx mori silk fibroin aqueous solution under shear. Decreasingand sudden 

jump of peak intensities were observed during shearing. After experiments the 

aggregates of silk were found in the rheometric cell， thus we successfully observed 

the process of structural change of silk fibroin by using RheoNMR. 

{緒言】 RheoNMRは、 Rheologyすなわち“ずり"と核磁気共鳴法を組み合わせた

測定法であり、 NMR分光計内で測定試料に“ずり"をかけながら高分子挙動の観察

を行う手法である。これまで、 CallaghanグループP1)が精力的に研究を進める一方、共

同著者である Schelerグループも RheoNMRを用いた研究を推進している。 2)

一方、朝倉グ、ループは、これまで NMRによる構造解析をベースとして、絹フィブロ

インの機能解明及び応用研究を推し進めてきた。 3) その中のーっとして興味深いテ

ーマが、絹フィブロイン繊維化過程の解明である。絹ブイブロインは、カイコ体内で

は絹水溶液として蓄えられ、これが吐糸管を通過する際、常温常圧下で繊維化が起こ

る事から、機構解明は工業的な応用も含め、大変興味深い。これまでの繊維化過程の

研究から、吐糸管内で発生すると考えられる“ずり"が絹の繊維化に関与していると

考えられている。実際に絹水溶液に一定のずりを与えると、絹の凝固が起こることは

よく知られている。

そこで我々は、 RhoNMR装置により、 NMR分光計内で絹の繊維化過程を人為的に

起こし、その際の絹の構造情報を NMRにより検出することを試みたので報告する。

【実験]絹繊維を 9MLiBr水溶液に溶解後、透析する事で絹水溶液を得た。また絹

水溶液を凍結乾燥することにより得られるスポンジ状試料は水に可溶で、あることか

ら、このスポンジを D20に溶解させることで、絹フィブロイン重水溶液を作成した。

溶液の pHは NaOHを加え pH=9-11に調製した。 RheoNMR測定は Bruker社

Key words: RheoNMR， Shearing， Rheology， B. mori Silk Fibroin solution， Structural Change 

著者ふりがな:おおごう こうすけ、ふらんく ばぐさっと、うるりつひ しえら一、

あさくら てつお
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Avance300 NMR分光計を用いて行った。プロープに内

径 20mmのバードゲージ型フ。ロープ、ヘッドを装着して

用いた。モータ一、 ドライブシャフトを分光計に装着、

自作の CouetteCell (内筒外径6.8mm、外筒内径8.8mm、

ギャップ1.0mm) を用いて (Fig.l)、内簡の回転速度

を 2Hzで絹溶液にずりを印加した。これらの装置を用

い、 1D lH NMRスベクトル(水溶液では water

suppressionも併用)及び Z軸 profile像を経時的に測

定(時間分解能 2-3分に設定)、ピーク、信号強 Fig日間l.Rh巴oNMRsystem (left) and 
Couette cell (right). 

度の挙動を観測した。

i結果@考察]絹水溶液について NMR測定を行った結

果、絹の lHピークは約 3時間ほどで半減し、約 5時間 ~ 3 

でピークはほぼ観測されなくなった (Fig.2a)。また同 52 
時にコイル中心から土10mmの profile像(主に H20の 1 1 

信号が寄与)を観測したところ、信号強度が、絹の lH

NMRピーク強度とほぼ同期して減少している (Fig.2b)。

測定後、絹凝固物が Cell内に見られた事から、双方の結

果は絹分子の繊維化過程を検出した結果であると結論づ

けられる。更に詳細なピークの変化を観察するために、

H20ピ}クの影響が少ない絹重水溶液で測定を行った。

その結果、 lHピークの経時変化中に、急激な強度変化が

数回見られた (Fig.3)0 各ピークで同時的に見られるこ

とから、これは Cell内に出来た絹凝集塊近辺でずり速度

が上昇し、その結果、更なる絹の構造転移が引き起こさ

マ1
0 

100 200 300 400 日o$00 700 800 
time[minj 

れたものと考えられる。今後は、ずり印加後の Figllre2. Peak intensities of Ala CsH3 (solid 
line) and Val CYH3 (broken line) in H20 

絹凝集塊の固体NMR測定及び溶液一回体の中叫ution(a) and water咋nalp吋ectionsalong 

問状態を検出する事で、絹繊維化過程の解明を theBo direction (b)・

行っていく。

なお本研究は一部、平成 18年度科学研究費補助金基盤S

(18105007) で、行われた。 言
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Effect of membrane curvature on the structure 

of the phospholipase C-81 PH domain 
detected by solid-state NMR spectroscopy 

ONaoko Uekama， TakahiroAoki， Akiko Hatakeyama， 

Masashi Okada， Hitoshi Yagisawa， Satoru Tuzi 

Graduate School of Life Science， University of Hyogo 

The PH domain of PLC-δ1 is known to dominate the membrane localization 

of PLC-ol. Previously， we reported that local conformation of the PH domain 

alters at the membrane surface due to an interaction between the 

amphipathicα2 helix and the interface of the lipid bilayer. In this work， we 

investigated influence of the membranecurvature on the structure of the 

PH domain of PLC-ol. The conformational alternation was induced as the 

PH domain was bound to the vesicle with a diameter greater than 300 A， 

whereas no such conformational alternation was observed for the PH domain 

forming complex with the micelle. 

Introduction Phospholipase C・o1(PLC・ol)hydrolyzes phosphatidylinositol 

4，5・bisphosphate(PIP2) in the plasma membrane to produce the second 

messengers， inositol1，4，5廿 isphosphate(IP3) and diacylglycer叫.PH domain 

located at the N-terminus of PLC-ol selectively forms high affinity complex 

with PIP2 in the plasma membrane and IP3 in the cytoplasm， and 

consequently regulates membrane localization of PLC-ol. Previously， we 

have reported that structure of the PH dβmain of PLC-O1 bound to PIP2 

embedded in a phosphatidylcholine (PC) multilamellar vesicle (MLV) 

containing 5% PIP2 differs from that of the PH domain forming ∞mplex with 

IP3 in solution1l. This conformational change at the membrane surface would 

be induced by an interaction between the amphipathicα2 helix of the PH 

domain and the interface of the lipid bilayer. 

Since a diameter of MLV is greater than 1000 A， a curvature of the outer 

surface of MLV is very small and virtually negligible. The curvatures of the 

membranes of the living cell are， however， expected to be altered dynamically， 

and a local membrane structure with a great curvature could be formed. 

Keywords membrane curvature， sοlid-state NMR， PLC-ol PH domain， 

signal transduction 
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Such alternations of the curvature may affect the structure of the PH domain 

at the membrane surface. 

In this study， we investigated the structure of the PH domain of PLC-o1 

which is bound to vesicles and a micelle with different diameters by using 

solid-state 13C NMR spectroscopy. 

Experimental Procedure [3・13C]Alalabeled PH domain of PLC-δ1 was 

expressed as GST fusion protein in E. coli. After isolation from GST-tag by 

thrombin cleavage， the obtained protein was mixed with lipid bilayer or 

micelle shown below and used for solid-state 13C NMR measurements. The 

mole ratios of the PH domain and PIP2 was adjusted to 1 : 2. 

diameter (A) curvature (k
1
) mole ratio 

Micelle 40.2 0.04975 PIP2 : n-Dodecyl-s・D-maltoside= 1 : 40 

SUV 314 0.00159 PIP2 : POPC = 1・20

MLV >1280 >0.00039 PIP2 : PC = 1 : 20 

Solid state 13C NMR spectra were recorded ona Chemagnetics CMX 

Infinity-400 spectrometer (13C: 100.6 MHz)， using single pulse excitation 

dipolar decoupled-magic angle spinning (DD-MAS) method， at 20oC. 

Results andDiscussion Fig. 2 shows the DD-MAS 13C NMR spectra of 

[3・13C]Alaiabeled PH domain of PLC~ò1 forming complex with PIPz in MLV， 

SUV， and micelle (Fig. 2A-C)， and with IP3 (Fig. 2D). In the previous work， 

the signals of Ala residues in the PH domain bound to MLV have been 

assigned as follows; Ala118: 15.3 ppm， Ala116: 15.8 ppm， Ala112: 18.6・19.2

ppm. The chemical shifts of these residues coincide with those in the 

spectrum of PH domain bound to SUV (Fig. 2B) except for the signal of 

Ala112 at 18・19ppm. This indicates that the conformation of Ala88 located 

at the C-terminus of α2 helix andAla116 andAla118 involved in the α3 helix 

(Fig. 1) are not affected by the size ofthe vesicles. Ala112 is resonated at 18.8 

ppm in Fig.2B as a peak with narrow line width in contrast to the broad peak 

of Ala112 at 18.6・ 19.2ppm in Fig. 2A. This reveals that the conformational 

inhomogeneity of Ala 112 at the surface of MLV would be averaged out by a 

. conformational exchange with a frequency greater than 60 Hz at the surface 

ofSUV. 

In the spectrum of the PH domain bound to the micelle (Fig. 2C)， the Ala88 

peak at 16.8 ppm is reduced compared with that in the spectra of the PH 
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domain forming complex with MLV and SUV， and a new peak at 17.6 ppm 

which is not observed for the PH domain bound to MUV or SUV (Fig. 2A， 2B) 

appears. The chemical shift of the latter peak coincides with that of the 

Ala88 signal in the PH domain forming complex with IP3 (17.5 ppm). The 

chemical shift of the signal of Ala1l2 (18.5 ppm) in the spectrum of the PH 

domain forming complex with the micelle (Fig. 2C) also agrees with that in 

the spectrum of the PH domain-IP3 complex (Fig. 2D). These chemical shift 

displacements of Ala88 and Ala1l2 observed for the PH domain bound to the 

micelle compare with the PH domain bound to MLV and SUV indicate that 

the conformation of Ala88 and Ala1l2 of the PH domainforming complex 

with the micelle is different from those at the surface of the lipid bilayer. On 

the contrary， the signals of Ala1l6 and Ala1l8 which is identical among the 

spectra in Fig~ 2 indicate that conformations of these residues are insensitive 

to the membrane environment around PIP2・

In conclusion， the difference of membrane curvature between MLV and 

SUV has no drastic effect on the conformation of the PH domain， expect for 

the probable increase in mobility of Ala1l2 at the surface of SUV. On the 

contrary， the local conformational change of the PH domain induced at the 

membrane surface is not induced at the interface of the micelle. This 

suggests that the interaction between the α2 helix and the aqueous phasel 

hydrophobic phase interface is eliminated at the surface of the micelle with 

the diameter smaller than 40 A. 

Reference 

1) Tuzi， S.， Uekama， N.， Okada， M.， Yamaguchi， S.， Saito， S.， and Yagisawa， 

H. (2003) J. Biol. Chem. 278， 28019-28025 

2) Ferguson， K. M.， Lemmon M. A.， Schlessinger， J.， and Sigler， P.B. (1995) 

Ce1l83， 1037・1046
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Fig. 1τ'hree-dimensional model 

structure of PLC・o1PH domain 

-IP3∞mplexu. Positions of Ala 

residues are indicated as white 

spheres with residue numbers. 

Position ofαhelices (α1，α2 and 

α3) and s5/s6 loop are indicated. 

Fig. 2τ'he DD-MAS 13C NMR 

spectra of [3・13C]Ala1abeled PH 

domain of PLC・o1 forming 

complex with MLV仏)， SUV (B)， 

micelle (C) and IP3ω). Residue 

numbers of Ala residues are 

shown at the top of the peaks. 

Asterisks indicate signals from 

lipid molecules. 
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固体高分解能 NMRによる

Lーフェニルアラニン含有ジペプチド誘導体の構造研究

(群馬大工)0新村素晴、荘司頼、尾崎拓男

Structural Studies of Dipep土ideDerivatives Containing L-Phenylalanine Residue 

by High-resolution Solid-state NMR 

Subaru Numura， Akira Shoji， Takuo Ozaki 
Dθpt. Biological Science，局 Facultyof Engineering， Gunma University 

We studied the structural feature of model dipeptide derivatives containing 

L-phenylalanine residue， Ac-Xaa-Phe-NHMe [Xaa = Gly， L-Val， L-Ile， L-Glu， 

L-Prol， by 13C and 15N CP-MAS NMR measurements， in order to demonstrate the 

neighboring amino-acid sequence effect for L-phenylalanine residue in proteins. 

As a result， we found that the 13C and 15N chemical shifts of the L-phenylalanine 

residue were changed depending on the nature of the Xaa residue. 

序論:タンパク質は約 20種類の標準アミノ酸がペプチド結合によって連結した鎖状

高分子として解釈される。本研究では、この解釈からさらに「連続した 2残基から構

成されるジペプチド連鎖がタンパク質の構造(及び機能)発現の基本単位となるj こ

とを提唱し実証を試みた。そのため、生理活性部分に多く見られるLーフェニノレアラニ

ン残基(Phe)に着目し、アセチノレジペプチドメチルアミド、 Ac-Xaa-Phe-NHMe

(Scheme 1)を合成し、国体13Cおよび15NCP-MAS NMRスベクトノレを測定し、その

固体状態における構造特性を調べた。 Xaa残基には、グリシン(Gly)、Lーパリン(VaI)、

L-イソロイシン(IIe)、Lグルタミン酸(Glu)およびLープロリン(Pro)を導入した。

9R  H?q  
Jに 〉 之 、 ノN、 ^ ノCH内

H内 C' 、N' 可i }:ケ、N'

o A り H)山
C6Hs 

Scheme 1. Chemical structure of Ac-Xaa-Phe-NHMe 

[Xaa = Gly， Val， Ile， Glu， ProJ. 

キーワード:dipeptide; L-phenylalanine; CP-MAS NMR; chemical shift 

著者:にいむらすばる しょうじあきら おざきたくお
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測定法: 固体高分解能NMR測定はBrukerDSX300分光計(13C共鳴周波数 75MHz、

15N共鳴周波数 30MHz)により、 4mm(または 2.5mm) CP-MASプロープを用いて

行った。 13CNMRの測定条件は、 CP接触時間 :2・3ms、繰り返し時間:6 s、MAS

速度:6000""11000 Hz、積算回数:800""2048とした。 13C化学シフトはアダマンタン

(29.50 ppm ; TMS:O ppm)を二次基準として使用した。 13C化学シフト値の実験誤差は

:t0.3 ppmである。ピーク分離にはDmfitプログラム1)を使用した。

結果及び考察 Ac-Val-Phe-NHMeの13CCP-MAS NMRスペクトノレをFigure1に

示す。 Lフェニルアラニン残基のピークはCα(53.6ppm)、Cs(40.7)、Cy(136.9)、フ

ェニノレCo一Cc(128.9-127.0)に帰属した。その他のピークはアセチノレCH3(24.4)、メチ

ノレアミドCH3(26.4)、Lーパリン残基のCα(58.6)、Cs(33.3)、Cy(20.1，19.7)に帰属した。

カルボニル領域の一部重複したピークは 171.4、 170.8、170.6ppmの三本に分離され

たがそれぞれの帰属は現在検討中である。本研究で用いたすべてのジペプチド試料に

ついて得られたLーフェニノレアラニン残基の13C化学シフト値を比較した結果、 Cα、Cs、

Cyの化学シフト値がXaa残基の種類によって変化することが明らかになった。特に

Cß の化学シフト値の変化量は大きく 3ppm~こも及ぶことを見出した。これらの13C化

学シフトの変化は、試料の主鎖および側鎖のコンホメーションの違いを反映している

と考えられる。発表では13Cの結果と併せてアミノ酸配列効果を評価できる15N化学シ

フト値の結果についても考察する。

200 100 o [ppm] 

Figure 1. 75 MHz 13C CP-MAS NMR spectrum ofAc-Val-Phe-NHMe. 

参考文献

1) D.Massiot et. al.， "Modelling one-and two-dimensional Solid State NMR 

spectra"， Magnetic Resonance in Chemistry， 40， 70・76，2002.
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固体高分解能 NMRによる

L-プロリン含有ジペプチド誘導体の構造研究

(群馬大工) 0相馬洋之，荘司顛，尾崎拓男

Structural Studies of Dipeptide Derivatives Containing L-Proline Residue 

by High-resolution Solid-state NMR 

Hiroyuki Souma， Akira Shoji， Takuo Ozaki 
Dept. Biological Sd，θ'nce，ふFacuJtyof EngineerinぁGunmaUniversity 

We studied the structural feature of model dipeptide derivatives containing 

L-proline residue， Ac-Xaa-Pro-NHMe [Xaa = G恥L-Ala，L-Leu， L-Ile， L-Phe， and 

L-Met]， by 13C CP-MAS NMR method， in order to demonstrate the neighboring 

amino-acid sequence effect for L-proline residue in proteins. As a result， we 

found that the 13C chemical shifts of the L-proline residue were changed among 

these dipeptide derivertives. 

序論:本研究ではタンパク質内におけるL プロリン残基の構造特性を明らかにするた

め， L-プロリン残基を含むアセチノレジベブρチドメチノレアミド、Ac-Xaa-Pro-NHMe

(Scheme.l)を合成し、 13CCP-MAS NMR法によりその隣接残基間相互作用(隣接ア

ミノ酸残基効果)を固体高分解能NMRにより研究を行なった.Xaa残基には，グリ

シン(Gly)， Lーアラニン(Ala)， Lーロイシン(Leu)， Lーイソロイシン(Ile)，L-フェニ

ルアラニン(Phe)およびLーメチオン(Met)を導入した.

R (. ¥ 

HI  1 1 H 
CH3--Q一一-.N一一朗-..-0一一-=N-.-CH-.. -c-N一一-CH3

G O l 
Scheme 1. Chemical structure of Ac-Xaa-Pro-NHMe. 

Key Words: dipeptide; L-proline; CP-MAS NMR; chemical shift 

著者: そうまひろゆき，しようじあきら，おざきたくお
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NMR測定:固体高分解能13CCP-MAS NMR測定は， Bruker DSX 300分光計(13C:

共鳴周波数 75.48MHz)で， 4mm CP-MASプロープを用いて行った.測定条件は，

CP接触時間:3ms，繰り返し時間:6s，π/2パルス幅:2.8μs， MAS速度:6000 Hz， 

積算回数:800とした.13C化学シフトはアダマンタン(8=29.5)を二次基準 (TMS:

8 =0)とした. 13C化学シフトの実験誤差は:t0.3ppm以内である.ピーク分離には

Dmfitプログラム[1]を使用した.

結果および考察:Ac-Gly-Pro-NHMeの13CCP-MAS NMRスベクトノレをFigure1に

例示する.Lプロリン残基の各ピークは低磁場側からC=o(169.5 ppm) ， Cα(60.5) ， 

Co (48.1)， Cs (30.5)， Cy (25.9)と帰属した.その他のピークは，低磁場からGlyC=O

(173.4) ，アセチノレC=O(171.4)， Gly Cα(42.6) ，メチルアミドCH3(25.9)，アセチ

ノレCH3(22.8)と帰属できた.本研究で用いたすべてのジペプチド誘導体について得ら

れたL一プロリン残基の13C化学シフト値を比較すると，各試料間で、次のような13Cシフ

ト値の変化が観測された.すなわち、主鎖C=o: 3.2 ppm， Cu : 0.6 ppm，ピロリジ

ン環のCo: 1.2 ppm， Cs : 1.8 ppm， Cy : 2.6 ppmで、あり，この中で， C=OおよびCyの

シフト変化が非常に大きいことが注目される.以上の結果は，ジペプチド誘導体にお

けるL プロリン残基の主鎖及び側鎖のコンホメーションが隣接アミノ酸残基の影響

を受けて変化していることを示している.すなわち，Xaa残基の種類によってL一プロ

リン残基の二面角 (φ，φ，ω)および環構造に変化が生じている可能性が示唆される.

本研究では，これらのことを実証するため，量子化学計算による局所的安定構造と化

学シフトの計算、および15NCP-MAS NMRスペクトル測定による構造解析を進めて

おり，これらの結果についてもあわせて発表する.

200 

Figure 1. 

引用文献
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Comparison of solution-state and MAS-NMR 

spectra of stable isotope labeled Populus 

0丁目suyaMori1， Takashi Hirayama1，2 and Jun Kikuchi1，3.4 

C Int. Grad， Sch， Arts Sci.， Yokohama City Univ， 2 Environ Mol. Biol. Lab.， RIKEN， 

3 RIKEN Plant Science Center and 4 Grad. Sch. Bioagri. Sci.， Nagoya Univ.) 

1. Introduction 

Measurements of extracted soluble fraction of biological samples by certain solvents are 

m勾ormethods in current metabolome analysis， However， in case of plants， insoluble 

fractions are mixed with insoluble metabolites and useful macromolecular materials 

including biomass， Thus， analysis of these metabolites might contribute in not only basic 

science， but also in industrial applications. We are willing to follow carbon fixation and 

assimilation by 13C6-glucose， 13C02 labeling in plants and their multi-dimensional NMR using 

the potential ability of molecular identification and non-invasive measurement (Fig. 1). 
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Soluble and insoluble metabolites 

HR-MAS-NMR 

g 8 ...7. ~ • 5....~ 3， 2 I 9 B 7 6 5 .. 3 2 I 
'H"開国，，.耐{ppm} ~ • IH'dI圃i叫 8I1lfl(pplll)

、』ーー
ーー--

ーー---Analvsis of multi-dimensional NMR 

吋 u 可 勾Af
いお義E- 』 zdEiz
;宅湾aj45.令 3 

..- '-" ーも肘....- 明

、。みぷ泊脚孟1

Soluble and insoluble metabolites NMR measurements 

together by HR-MAS 

Analysis of insoluble macromoleculer materials by 
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Figure 1. Scheme of multi-dimensional NMR metabolome analysis in this study 
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2. 13C stable isotope labeling of Popu/us for multi-dimensional NMR analysis 

Firstly， we monitored incorporations of 13C6-glucose and 13C02 into Popu/us by 13C HSQC 

signal intensities of their extracted solutions. 

3. Comparison of HR-MAS non-invasive， extracted sample， and insoluble sample 

measurements 

Next， we measured the non-extracted Popu/us， by non-invasive magic angle spinning 

(MAS) method. Although ordinal solution NMR suffers problem of solubility in metabolite 

mixture solution， whereas MAS-NMR exhibits both soluble and insoluble metabolites. In 

spite of this， several metabolites 幅咽問山

measured in only solution NMR but 

not in MAS-NMR. These 

metabolites could not be detected 

by MAS-NMR， suggesting that 

non-invasive measurement might 

ref1ect information on intracellular 

localization. Furthermore， 

detecting same signals with 

insoluble cell wall fraction by 

MAS-NMR exhibits its ability to 

observe macromolecular materials 

(Fig.2). 
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Figure 2. Superposition of non-invasive(MAS)， KPi extract， 

and cell-wall insoluble fraction in 13C HSQC spectra Of13C 

uniformly labeled Popu/us. 

えか:non-invasive織:KPi extract三三 : cell wall fraction 

4. Physicochemical characterization of plant biomass by solid-state NMR 

Further， we have analyzed cell-wall components and their physical characterization by 

solid-state NMR. Future perspective of physicochemical characterization of plant biomass 

as useful materials in human Iife will be discussed in the conference. 
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Abstract 

N-H distances and the secondary structures of polypeptides 

Masashi Fukuchi¥ Hiroki Ishii'， Kiyonori Takegoshi'， 

and Akira Shoji2 

'Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University， 

'Department of Biological Science， Faculty of Engineer， Gunma University 

To examine correlation of the N-H distances and the secondary structur巴sof polypeptides， 

we measured the N-H distances of various polypeptides of known secondary structures with 

the PMLG (phase modulated Lee-Goldburg) [1] -m2mm sequence [2]， which is a variation 

of the FSLG (frequency-switched Lee-Goldburg)-m2mm sequence [3]. 

Hydrogen bonds are important for stabilizing the secondary structures of polypeptides and 

proteins. So far， N-H ... o=c distances or N-H ... 0 distances over the hydrogen bonds 

have been extensively examined. In this work， we evaluated N-H distances by measuring a 

15N_1H heteronuclear dipolar interaction. 

For this purpose， the FSLG-m2mm sequence proposed by Takegoshi et al. [3] for 

recoupling heteronuclear dipolar interaction under fast magic-angle spinning (MAS) is used. 

Because of some limitation of our machine， FSLG-m2mm was modified to use 

phase-modulated RF irradiation (PMLG-m2mm [2]). The FSLG開m2mm(PMLG-m2mm) 

sequence is applicable under fast MAS to recouple heteronuclear dipolar interaction and to 

decouple homonuclear dipolar interaction. 

Fig.l shows N-H dipolar powder pattems of fully 15N-labeled poly(L-alanine) (PLA) 

adopting right-handed α-helix (the solid line) and antiparallel s-sheet (the dotted line) 

conforrnations obtained by applying PMLG-m2mm under MAS (v， = 10 kHz). The strength 

of the lH rf field was 62.5kHz， and that of the PMLG effective field was 80kHz. The 

experiments were perforrnedon a 300 MHz CMX Infinity NMR spectrometer using a Doty 

double resonance 5 mm MAS probe. 

Keywords: Solid-state NMR， PMLG， secondary s仕uc知re
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Table.1 shows N-H distances in peptides which were obtained by fitting the experimental 

lineshapes (Fig.l) to theoretical ones with the N-H distances as an adjusting parameter. We 

also examined PBLA (poly(s-benzyl L-aspartate)). Table.l shows that the N-H distance of 

s-sheet is longer than that of α-helix. 

Fig.l N-H powder patterns of 

fully 15N-labeled PLA adopting 

α占elix. (the soJid line) and 

s-sheet (the dotted line) 

conformations. 
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Peptide Secondary structure N-H distance (our studies) N-H distance[4] 

ω-helix (left turn) 1.005 A:t 0.005 A 

PBLA α-helix (left turn) 1.005 A:t 0.005 A 

α-helix (right turn) 1.005 A土 0.005A 

s-sheet (anti-parallel) 1.025 A:t 0.005 A 

PLA α-helix 1.025 A:t 0.005 A 1.09 A 

s-sheet 1.035 A:t 0.005 A 1.12 A 
L 

Table.l N・Hdistances in peptides which were analyzed from this method. 

PBLA: poly(s-benzyl L-aspartate)， PLA: poly(L-alanine). 
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国体13CNMRを用いた Poly(昏benzylL-aspartate)の

構造転移の研究
O中西梓、笠原慎一、水野敬、竹腰清乃理、荘司顕*

京都大学大学院理学研究科

*群馬大学工学部生物化学工学科

Solid-State13C NMR studies on conformational transformation of 
Poly(p-benzyl L-aspartate) 

A.Nakanishi， S.Kasahara， T.Mizuno， K.Takegoshi， and A.Shoji* 
Department of Chemistry， Graduate School of Science， 

局;otoUniversity，め;oto，606-8502 
*Department ofBiologicα1 and Chemical Engineering， 

Faculty ofEngineering， Gunma Universi帆 Gunma，376幽 8515

We studied dynamics in conformationa1加 nsformationof Po1y(s-benzy1 L-aspartate) 
(PBLA) by high reso1utiona1 solid-state 13C NMR. The αR-he1ica1 PBLA is transformed into 

theωL -he1ix with a change of the he1ix sense by heating at about 70・140oC ， and further heat 
treatment causes the change of conformation from the 仇・he1ixform to the s-'sheet form [1]. 

Figure 1 shows the C=O signa1 of PBLA after heat-treatment at 140
o
C. The 1ineshape 

change observed for C=O peaks indicates白atthe 10nger the heating time the more PBLA 

transforms into theωL -he1ix and the s-sheet forms. Interesting1y theωL -he1ix didn't transform 
into the s-sheet form comp1ete1y contrary to the observation at 150

0

C [2];-theωL-helix 

changed a1most comp1ete1y into the s-sheet form. 

The re1ative peak intensities of these conformers are deterinined by fitting the signa1 to a 
sum of Gaussian 1ineshapes(Figure 2) and using this resu1t， the reaction rate constant of the 
transformation from the αR-he1ica1 to the another conformer is obtained to be 3.78*10-3 

S-I at 
140

0

C ，which is comparab1e to the va1ue (4.0*10-3 
S-I) determined at 150oC[2]. 

Similar experiments at different heat-treatment are undergoing to determine the 
transformation energy. 

[1] T.Akieda， H.Miura， S.Kurosu， and I.Ando Macromolecules， 1992，25，5794 
[2] S.Kasahara， K.Takegoshi， and A，Shoji 

The 44th Annua1 NMR Meeting ofthe NMR Society of Japan， Abstracts，page204 

key words: solid-state 13C NMR Poly(s・benzy1L-aspartate) 

なかにしあずさ
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Figure 1. 
13C CP/MAS spectra of PBLA 
(a) with no thermal treatment 
(b) heated at 140

0C for lmin 
(c) heated at 1400C for 2min 
(d) heated at 1400C for 3min 
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Lineshape analysis using 
Gaussian lineshapes. 
Thick line is observed spectrum 
(Figurel (b)) 
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固体NMR法を用いた各種水溶性絹モデルペプチドの精密構造解析

農工大・工 O中津靖元・山口恵理香・菊池有加・佐藤博彦・朝倉哲郎

Structural Analysis ofwate阿 olublesilk model peptides using Solid-state NMR 

Yasumoto Nakazaw!!， Erika Yamaguchi， Yuka Kikuchi， Hirohiko Sato， Tetsuo Asakura 
Department ofBiotechnology and Life Science， Tokyo University of Agriculture and 

Technology， Kogβnei， Tok)叫 184-8588，Japan 

Abstract Selective isotope labeling can be introduced in synthetic peptides more easily than 
in the native materials and one can focus on the specific local areas of interest in the proteins 
in the solid-state NMR analysis. In recent works we have shown that torsion-angle 
distributions in several silk model peptides can be analyzed using a combination of 2D 
spin-diffusion NMR and REDOR techniques. Here we present an altemative approach， 
which allows a more detailed determination of the torsion-angle distribution， by using the 
double-quantum single-quantum correlation experiment (DOQSY). We have applied this 
approach to several model peptides， with sequences based on silk and the related analysis. 

【緒言] 本研究ではこれまで、家蚕、エリ蚕、クモなどが生産する絹の繊維化前後

における構造を精度良く決定するため、特定アミノ酸残基に安定同位体ラベルを施し

たモデ、/レベフ。チドを合成、固体NMR法を用いた内部回転角決定法を用いて、繊維タ

ンパク質の詳細な構造解析を行ってきた 1-3

絹フィブロインやクモ牽引糸はカイコ体内において可溶化して存在しているが、吐

糸されることにより、劇的な構造変化を遂げ、繊維状態になる l。当研究室では既に、

エリ蚕絹フィブロインについて各種固体NMR法を用いて、 α・ヘリックス構造を中心

とする繊維化前の構造のモデルペプチドを合成し、その精密な構造を決定するととも

に2、繊維化後の構造についても、固体NMR法を中心とした解析を進めている 3へ
本研究では、これら一連の構造分布を踏まえた、二次元スピン拡散法、 DOQSY法

などの各種構造解析手法を用い、モデルペプチドの特定アミノ酸の内部回転角を定量

的に評価した結果について述べる。また、これまで作成してきた絹モデルペプチドに

加え、新たに水溶性を付与したモデルペプチドを作成、繊維化に伴う構造変化に関す

る検討を行う。

【実験】

Sample# 

#1 

#2 
#3 
者4
#5 
#6 

ペプチドはすべて、 Fmoc固栢合成法により合成した(Table1)。

T'able 1 Primary strucnlres of model peptides of the si1ks企百mSιriciJ1i，B. mori and N. c!(fl'ipes 
Peptide Sequences Origin 

GGAGGGYGGDGGAAAAA[l-JJqA時[l-13qA'"AAAAAGGAGDGYGAG S. c. ricini 
GGAGGGYGGDG[1-lJC]G12{l-l3C)A l3 AAAAAAAAAAAGGAGDGYGAG 主C.ricini 
AGGAGGA∞AGG AG[1-13C]G15 [1ペザ16GGAGG AGG AGG AGG 双山咋町

AGG AGG AGG AGG AGG A[1_13C]GI4[1_13C)G15 AGG AGG AGG AGG N. c!avipes 
(E)sGGLGGQGAGAAAAAAGGAGQGGYGG N. c!a巾。

(E)，AGSGAGAGSGAGAGSGAGAGSGAGAGSGAG B. mori 

Sample #l~4 に関しては、エリ蚕絹フィブロインおよびNdωI注目牽引糸のモデルペ
プチドであり、また Sample#5， #6では、水溶性を付与するため、 N末端側に poly-Glu

を導入している。

Solid-state NMR， DOQSY， 2D spin-diffusio唄 NMR，isotope-labeled model peptide， Silk fibroin 

なかざわやすもと，やまぐちえりか，きくちゆか，さとうひろひこ，あさくらてつお

-338-



DOQSY法は VarianInfiniザPlus(300MHz)を用いて行った。 Singleexitation cycle 

1.5msec、Contacttime l.4msec、13CFrequency 75MHz， Recycle delay 4sec、試料は 30~70mg、
スベクトノレのプロセッシングは matNMR4を用いた。

{結果・考察] 本研究では、これまで当

研究で行ってきた各種絹フィブロインの構

造解析に加え、 DOQSY法を用い、内部回

転角の分布を考慮した構造解析について検

討した。 Figure1にはエリ蚕絹モデルペプ

チドの DOQSYスベクトノレを示した。

Sample #1の実測スベクトノレσigurel(a))に

関して、取り得る内部回転角の分布を検討

するため、確率分布関数のプロットを

Figure 1(吋に示した。この結果、 Sample#1 

のスベクトルは、おおむね単一の構造から

構成されており、(中，'1')=(・600，・450
)の内部

回転角、すなわち、 α・helix構造に対応する

ことが明らかとなった。一方、 Ala連鎖領

域のN末端側に存在する Ala13の内部回転

角を決定するための Sample#3に関しても

同様の検討を行った。実測スベクトル

(Figure l(b))の確率分布関数による内部回

1(1(>保守 j 
吟 .

-!"<!}会 i
4加込 f

一 手i

-1* -1餅 4鞄朗 J:-;:::

明芳一一事

坤 r"険 会お

込 j
'!>;l 管 j

"・-J~t ‘ A 全

転角の分布で、は((Fi伊 re1(t))、 SampIe#lと Figure 1帥 Experimental2D DOQSY蜘 C回 0

同様の内部回転角である(中， '1')=( -600 ，・450
) the model peptide #1 and (b) model pept由 #3帥切

に加え、(中川=(・75
0
，-30

0
)が存在すること Zぷ誌J官民主-ぷ;2.5;;23)な52

がわかった。この内部回転角は以前、当研 corresponding best fits. (e) and (f) show the 
究室で決定した(ゆ，'1')=(・700，・300)とおおむ 問問tiveprobめilitydis凶butionfunctions P(中"1jI)・

ね一致する。この内部回転角を持つhelix構造は、 helix末端の水素結合が i+3となる

ことで、安定化していることがわかっている。 Ala連鎖領域N末端側にこれら二種類

の構造成分が存在する理由として、水溶液状態で、はエリ蚕絹フィブロインの Ala連鎖

領域のN末端側は典型的なα-helix構造と末端がすぼまった安定化構造の聞の平衡状

態にあり、国体状態においては、それら二状態が独立して観測されたものと推測した。

尚、本発表では、エリ蚕絹フィブロインの他にも、各種絹モデ、ノレベブロチドの内部回

転角決定を中心とした解析を報告する。特に、 Sample#5および Sample揃のモデルペ

プチドに関しては、 Glu残基の導入により、これまで困難であった水溶性が付与され

た絹モデ、ノレベフ。チドの作製に成功、さらに、 pHの変化によって、比較的均一なs-sheet

構造を形成することが確認された。発表では、これら水溶性ペプチドの解析について

も報告する予定である。

[参考文献]
(1) Nakazawa， Y.; Asakura， T. FEBS Lett. 2002，529，188-192. 
(2) Nakazawa， Y.; Asakura， T. J. Am. Chem. Soc. 2003， 125，7230-7237 
(3) Asakura， T.; Yao， J.; Yamane， T.; Umemura， K.; UJrich， A. S. J. Am. Chem. Soc. 20回，124，8794・8795.
(の MatNMRis a toolbox for processing m担 IEPR da匂 underMATLAB and can be downroaded freely at 

http://matnmr.sourceforge.netl. 
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脂質2重膜結合ペプチドの固体 NMRによる測定

阪大蛋白研 1、京大院工 2、武田薬品工業 3

O 小見伸泰 1、大河佳代 1、立石寛之 2、井ノ岡博3、 白川昌宏 2、藤原敏道 1、

阿久津秀雄 1

Solid-State NMR measurement of PACAP Bound to Lipid Membrane 

1Jnstitute for Protein Resarch， Osaka University， 2Graduate School of Engineering， 

Kyoto Univiersity， 3Takeda Chemical lndustries Ltd. 

o Nobuyasu Komil， Kayo Okawal， Hiroyuki Tateishi2， Hiroshi Inooka3， 

Masahiro Shirakawa2， Toshimichi Fujiwaral，and Hideo Akustu1 

Pituitary adenylate-cyclase activating peptide (PACAP) is one of hormone 

peptides. PACAP regulates the cardiovascular， endocrine， and immune systems by 

rmsmg cAMP levels. We studied stable isotope-labeled PACAP27 and 21 by 

high-resolution multidimensional solid-state NMR. We have assigned 13C signals 

of PACAP27 by 13C correlation experiments using RFDR and DQ dipolar 

recoupling sequences， and predicted the secondary structure from chemical shifts 

by TALOS. TALOS predicted membrane bourid PACAP27 takes an all-extend 

form. Our solid-state NMR results differ from the previously determined structure 

(lnooka 2001). 

序

PACAPは視床下部より分泌されるペプチドで神経伝達物質として神経系の活性化

に働く。このペプチドの受容体は脳だけでなく全身に存在しており筋収縮や、血管拡

張を促すホノレモンとしても作用する。 PACAPの 1次構造は晴乳類では完全に保存さ

れており原索動物のものとも高い相向性を示す。しかしながら、その受容体活性化の

分子メカニズムは明らかになっていない。近年、 trNOEにより溶液中のミセルに結

合した PACAPの構造が解析されている1)。しかし、この測定法は膜に結合じた状態

のPACAPを置接測定するものではない。我々は膜受容体に結合した状態でのPACAP

構造解析を行うことを目標とし、その第一歩として脂質二重膜結合PACAPの固体

キーワード: 国体NMR、ホノレモンペプチド

こみのぶやす、おおかわかよ、たていしひろゆき、いのおかひろし、しらかわまさひ

ろ、ふじわらとしみち、あくつひでお
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NMR測定を開始した。

実験

PACAPは 13C安定同位体標識M9培地で培養した大腸菌BL21(DE3)株にチオレド

キシン融合蛋白として発現させ、精製したのち酵素処理により、チオレドキシンの切

断と C末端のアミド化を行って得た。脂質二重膜は脂肪鎖が重水素化された脂質を凍

結融解し調製した。測定に用いた試料は PACAPを脂質二重膜に結合させ、相対湿度

を32%に調整したものである。用いた装置は Varian社 InfinityPlus 500 (3.2mm。
spinner)、(4mmφspinner)と InfinityPlus700 (3.2mmゆspinner)であり、 13C共鳴

周波数はそれぞれ 125.6、175.9MHzである。測定に際してマジック角試料回転を

12.5或いは 16kHzで、行った。我々が用いた測定法は O量子 13C双極子相関法

(RFDR)、2量子 13C双極子相関 (SPC5)、残基内、残基間 13C-15N相関測定法、そ

して 13Cスピン拡散法である。

結果・考察

残基毎の信号帰属にはRFDR(混合時間1.5、2.5、2.96ms)、SPC5(混合時間1.25、

1.75 ms)、残基内 15N・13Cα13C，1相関測定(混合時間 7ms)を用いた。 SPC5のスベ

クトノレから各側鎖の同定を行い RFDRのスベクトノレで、カノレボニノレ残基内 15N-13Cα

13Cβ 相関でアミドの信号を各残基に帰属した。これらの情報を基に残基間 15Ni+l

・13C'i13Cα1 相関測定(N-C混合時間 5msC'-Cα 混合時間 2.24ms)で各信号をアミノ

酸配列に対応させた。

このようにして帰属した脂質膜(d54・DMPC)結合PACAP27(モノレ比 ペプチド:脂質

= 1:20)の C、Cα、Cs、Nの化学シフト値から 2次構造予測プログラム (TALOS)

で予測した結果、全長にわたり 8ストランド構造を示した。又、脂質膜

(d62-DPPC:d62DPPG = 4:1)に結合した PACAP21(モル比ペプチド:脂質=1:32)の

13Cスピン拡散スベクトノレ(混合時間 17ms)と比較すると、ピーク位置がよく一致し

ていること、主鎖カノレボ、ニノレのピークがベータ構造に特有の位置に偏っていることか

らPACAP21も大部分が8ストランドで占められた構造をとっていると予測される。

ピーク位置のシフトは 5から 7番目の残基のイソロイシン、フェニノレアラニン、スレ

オニンで見られた。これらのピークすべてが αヘリックス構造と予想される側に

1ppm程度移動していた。 trNOEで決定された溶液中の構造は N末端 7残基が日タ

ーンで他の残基αヘリックスをとっている。この違いを引き起こした原因として脂質

の電荷、ペプチドの濃度が挙げられる(trNOEの測定では モノレ比 ペプチド:脂質=

1:100)。

Reference 

1) H. Inooka， etal. Nature Struc. BIo18， 161・165(2001). 
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The characterization of hydrogen bonding in native 

cellulose by high-field solid-state NMR 

Qing Luo1， Shi吋iSu拙 i1， Yasumasa Kanie 1， Hironori 刷 i1， Fumitaka 

Horiit， Tadashi Shimizu2， Masataka Tansh02， Takahiro Nemot03， Takashi 

Mizun04 and Kiyonori Takegoshi4 

1 Institute for Chemical Research， Kyoto Univ巴rsity，Uji， Kyoto 611-0011， Japan 

2 High Magnetic Field Center， NIMS， Tsukuba， Japan 

3 JEOL， Akishima， Japan 

4 Faculty ofScience， Kyoto University， Japan 

(Introduction) It is well known that the native cellulose crystals consist of同'0allormorphs， 
cellulose Ia and Is. Recently， Nishiyama. et al. 1) reported the precise crystal structures 

including the positions of hydrogen atoms for cellulose Ia and Is by using highly crystalline 

and high1y uniaxially oriented samples. However， different kinds of inter-and intra-molecular 

hydrogen bondings， particularly associated with the CH20H side groups， are distributed 
almost statistically in each allomorph and their dynamic structure is not unc1ear. In this paper， 

we charact怠rizethe hydrogen bonding in native cellulose by using lH CRAMPS， lH113C 

HETCOR and 2H MAS and lHPH HETCOR detection. The chemical shifts of different OH 

groups are first assigned. 

[Experimental) lH CRAMPS， lH113C PMLG HETCOR and 2H MAS spectra were measured 

on a CMX-400 ECA・500and ECA・930solid-state NMR spectrometers， respectively. OH 

deuterated samples were prepared by treating with NaOD/D20 at 190 -210 .ln the 

HETCOR experiments， the LG-CP was applied in the cross polarization process to prevent the 
homonuc1ear spin diffusion. 

[Results and Discussion) The deut怠rationphenomenon can be used to measure the 

acc凶 sibilityof cellulose. lH CRAMPS spec仕a

were m伺 sured for the ぬnicate samples of 

deut廷ratedat 190 for 30， 60 and 90 min 

respectively. The lH CRAMPS spectra show that 

the process time of 60 min is enough to fully A 

induce the H-D exchange process. The H-D 

exchange rate of the different OH group is almost 鈴

the same， indicating no selectivi勿 ofthe exchange 

reaction. Figure 1 shows the lH CRAMPS spectra ( ./'丸町、

of the native tunicate cellulose and the 削 ly…ーで .":'mウ--

OH-deuぬratedone. The difference spectrum of . ~. 1 

Figure 1. The 'H CRAMPS spectra. (a): 
these two spectra shows the lH resonance lines of 削除 OH-deuterated tunicate cellulose. (b) the 
OH groups. 3 broad peaks can be distinguished in native tunica匂 cellulose.(c) the differen田

oectrumofa 加，db
the difference spectrum. AI白oughせleresolution is 

not high， A1though the resolution is not high， it is c1ear that the ratio of the 3 peaks is not 

Key words: Hydrogen bonding， Native cellulose， lH CRAMPS， High-field solid圃 state

NMR， 2H CP/MAS 
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1: 1: 1. Thus， these 3 peaks can not be assigned to OH(2)， OH(3) and OH( 6)， respectively 
directly. 

As it is well known， the 2H NMR shows a 

similar chemical shift as that of 1 H NMR. By 

using ultrahigh-field 930 MHz NMR 

spectrometer， ECA・930，high resolution 2H 

MAS NMR spectra of the OH-deuterated 

tunicate cellulose samples were measured. 

Figure2 shows the central band of the 2H 

CPIMAS spectra of the deuterated tunicate 時 間 四

cellulose which shows a much higher resolution撃事

compared with the CRAMPS spectra. This hints 

that the low resolution of OH signals in lH 
Fi伊9町 e2. The CPIふ孔MAS2H spectrum of OH-de叩ut旬erat匂ed

CRAMPS s恥p戸附附巴即則則cはctraむraおsn削Oωtd伽u田etωo t批hechemicalωu町l
shift diおst佐ribut丘ion but the residue dipolar 

interaction. At least 4 peaks can be distinguished by curve fitting. 

Figure 3 shows the lH/3C PMLG HETCOR spectra of the native tunicate cellulose. A 

relative long contact time (0.7ms) was used. The range ofthe chemical shift ofthe OH proton 

has already been determined by the lH CRAMPS measurements. By establishing the 

correlation of the carbon and OH proton in the 

PMLG HETCOR spectrum， the assignments of 

the OH peaks is available， and so of the 

assignment of the 2H spectrum. Peak a and b in 

the 2H spectrum is from as OH・2，OH-6， and c， 
d are from OH-3 with different local 

envlronment. 

Since the chemical shifts of the OH protons 

are assigned， further lH;UC HETCOR 

experiments with different contact time can be 

performed to establish the correlation between 
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those OH groups with C-l and C・4.Because Figure 3. The PMLG HETCOR sp田trumof native 
there is no OH group connecting with C-l and t~icate cellulose. The contact time' is 0.7 ms. 

C-4 directly， the correlation may through the 
hydrogen bonding. lHPH HETCOR experiment of partially deuterated sample was also 

performed to provide more detailed inforrnation about the hydrogen bonding. 

1) Nishiyama et alリ J.Am. Chem. Soc. 124， 9074 (2002); J. Am. Chem. Soc. 125， 14300 
(2003) 
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固体NMRによるポリエチレン単斜品に関する研究
群馬大工橋爪憲司、上原宏樹、 O山延健、甲本忠史

Solid-State NMR Study of Monoclinic Form of Polyethylene (Gunma University)Kenji 
Hashizume， Hiroki Uehara， 11akeshi Yamanob~， Tadashi Komoto 
[Abstract] PolyethyIene has two stable crystal structures. One is orthorhombic form in which 
all-trans zigzag pIanes are pe叩endicularto each other， the other is monoc1inic form in which 
those planes are parallel to儲 chother. Monoc1inic form is produced by drawing and 
compression. The amount of monoc1inic form depends on the compression pressur巴， thedraw 
ratio and the compression tαnperature. At high temperature， monoc1inic form is transformed 
to orthorhombic one. By 2D exchange NMR， the cross peaks between the monoclinic and 
orthorhombic forms and intermediate phase are observed. Therefore， at high temperature， 
there is a component which exchanges between th巴 monoclinicand orthorhombic forms and 
intermediate phase. By the spin diffusion experiments， the domain sizes will be discussed. 

【緒言】ポリエチレン(PE)は斜方晶と単斜晶

の2つの結晶構造を持つことが知られてい

る。常圧下で溶融結晶化を行うと斜方晶の結

品をとる。これに対して、延伸、圧縮などを

行うと単斜晶が生じる。また、低温で重合さ
れた超高分子量ポリエチレンにおいて単斜 Orthorhombic Monoclinic 

晶が多く生成する。これら 2つの結晶形では 時 Crystalline 割問ctu配ぱ orth町h叩 b日制

分子鎖はall-transz山iほg一z碑a昭gのコンフオメ一 mo加卿n即削由

シヨンをとつており、分子鎖間の相対的な方向が異

なっている。一方で、生成した単斜晶は融点以下で

の熱処理により斜方品へと転移する。本研究では
13C国体高分解能 NMR法を用いることにより単斜晶

の生成、消失についての検討を行った。

【実験】試料として超高分子量ポリエチレン

(UHMWPE: Mw=2. 0 x 106
)を使用した。パウダーから

180
0

Cにて溶融結品化フィルムを作製し、様々な条

件にて延伸・圧縮して試料とした。固体 NMR測定は

Bruker製AVANCE DSX300鵬により行った。

【結果・考察】

単斜晶の生成条件 Fig.2に延伸試料を圧縮する
ことにより得られた試料の 13CCPMAS NMRスペクト Chemical shift / ppm 

ルの圧縮温度依存性を示した。スペクトルにおいて 与ιbcmimper糊redepend聞は
QI ししt'lVlf¥.;) l¥llVlK SDeCtra. 

約31ppmの幅広なピークは非品、約 33ppmのピーク E 

は斜方晶、 34ppmのピークは単斜品のピークである。単斜晶のピークは oocでの圧縮

により最も強いことがわかる。室温以上ではポリエチレン鎖の分子運動の開始により、

分子鎖の滑りが生じ単斜晶から斜方晶への構造緩和が生じるために単斜品の生成が

少なくなる。これに対して、低温では非晶部分の運動性が著しく悪いために、結晶面

の移動が生じにくく斜方晶から単斜晶への転移が生じにくいために OOC付近で単斜晶

の生成が最大になると考えられる。単斜晶の生成は圧縮温度のみならず、圧力、延伸

倍率、圧縮方向によっても影響される。高延伸倍率の試料に対して、分子鎖に垂直に
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なるように高圧力で圧縮することにより、より多

くの単斜晶を生成することが明らかになった。

単斜品の消滅機構 Fig.3に各温度で熱処理した

延伸一圧縮試料 (9倍延伸後 520MPaで圧縮、熱処

理)の国体高分解能 NMRスペクトルを示した。熱

処理温度の上昇とともに単斜晶が減少している。

特に熱処理温度が 600cから単斜品は急激に減少

している。しかし、 900C熱処理試料でも単斜晶の

存在がわずかながら確認された。更に、 900cで熱

処理した試料を室温で測定すると 900cで存在し

た単斜晶のピーク強度より強くなっていることが
わかった。ピーク分離を行うと非晶、斜方品、単 Fig・?NMRSPECtra of kat-tmtEd 

sample as a function of thermal 
斜品に加えて、斜方晶と単斜品の聞の中間相が存 treatment低mperatu陀・

在しており、 600C以上では中間相の分率が増加す

ることが明らかになった。単結晶ポリエチレンで

はこの温度でラメラの厚化が生じ、結晶化度の増

加が観測されている。このことからポリエチレン

の主鎖のすべりの開始とともに単斜晶から斜方晶

への転移が生じると考えられる。ほとんどの単斜

晶はこれにより斜方品へと転移する。これに対し

て、冷却すると再び単斜品が現れることは高温で

斜方晶へ転移していたものが室温に戻る際に逆に

単斜晶に戻る成分が存在する場合と、高温で単斜

晶と斜方晶の聞で交換していたものが低温で単斜

品に安定化する場合が考えられる。最初の状況は 忠弘明記官明記凱
Fig.4に示すエネルギーの状態で考えると、通常は forms. 

斜方品が安定であるため 一度単斜品から転移し

た斜方晶は戻ることは考えられない。しかし、局所的に圧縮により加えられた応力が

緩和できない状態があるとすると斜方晶のエネルギーは上昇し、単斜晶よりも不安定

になる可能性もある。 2番目の理由である交換が生じているとすると 2次元交換スペ

クトルを測定することにより観測できるはずである。実際に 2次元交換測定をしてみ

ると、高温で3つの相の間の交換ピークを観測することができた。このことは高温で

中間相の割合が非常に多くなることを考えても理解できる。これらのことより、高温

では分子鎖の滑りの開始とともにほとんどの単斜晶が斜方晶へ転移するが、一部の成

分は単斜品と斜方晶の閤を交換しており、それが室温に戻る段階で、単斜品、中間相、

斜方晶へと安定化するものと考えられる。

単斜品、斜方晶、非品のドメイン単斜品、斜方晶、非晶のそれぞれのドメインがど

れくらいの大きさで、どの様な配列になっているかというのは興味深い問題である。

このような情報は電子顕微鏡を用いて行われる。しかし、延伸試料等では延伸による

分子配向により、結晶、非品のコントラストが付きにくくなり観察することができな

い。そこで、スピン拡散を用いてこれらの相の付いての情報を得ることを試みた。非

品成分からのスピン拡散の挙動を見てみると最初に単斜晶成分のピークが回復し、そ

れに続いて、斜方晶成分のピークが回復した。このことから、単斜晶成分が非晶成分

に近い部分にあることがわかった。

F
同
U

Sιτ つd

40 35 30 
Chemical shift I ppm 

25 

Intermediate 

Orthorhombic 



P069 

Characterization ofMicrobial 

Poly(ε-L-lysine)/ Poly(L-lactic acid) Blend Films 

Shir'O Maedal， Qsamu Kin'Oshiぱ，Yas吐血oFIdiwaral， 

Kensuke Sakurai2， and K'O・KiKunim'Ot'0
3 

lDivisi'On 'Of Applied Chemis句Tand Bi'Otec凶'Ol'Ogy，and 2Divisi'O叩'OfMaterials 

Science， Graduate Sch'O'Ol 'OfEngineering， University 'OfF北 ui，F止ui910・8507，

Japan， and 3Divisi'On 'Of Material En伊eering，Graduate Sch'O'Ol bf Natural 

Science and Techn'Ol'Ogy， Kanazawa University， Kan偲awa920・1192，Japan. 

Structural analysis 'Ofbi'Odegradable p'Oly(L-lactic acid)/p'OlY(e-L-lysine) (pLLAle-PL) blend fi凶 cast

企omchl'Orof'Orm/methan'Ol s'Oluti'On and that fr'Om hexaflu'Orois'Opropan'Ol s'Oluti'On were d'One by using 

s'Olid-state NMR， IR and DSC. Chemical shifts 'Of e-PL P回 ks'Of the f'Ormer are alm'Ost the same as 

th'Ose 'Of e-PL p'Owder. H'Owever，せl'Ose'Of the latter shift t'Oward upfield and are alm'Ost the same as 

th'Ose 'Of hydr'Ochl'Oric acid salt 'Of e-PL (e-PLIHCl). C'Onf'Ormati'On 'Of methylene伺 rb'Onchain 'Of e手L

m也巴 f'Ormerfilm and the la抗.erfilm may have alm'Ost the same c'Onf'Ormati'On 'Of e-PL p'Owder and 

e-PむHCl，respectively. 

Intl叫 uction

Inrecent yeぽs，there has been c'Onsiderable interest in 

bi'Opolymers because 'Of c'Oncem 'Over the envir'Onmental 

irnpacts arising企om血edisp'Osal 'Of petroleum based 

plastics. It is加IpO此antωdevel'Opn'Ovel bi'Od巴gradable

materials which substitute f'Or n'On"bi'Od巴gradable

syn也巴:ticpolymers made企ompe位。leum.P'Oly(L-lactic 

(a) CH3 耐 NH。

ザ。ハ川計
o 0 

Figure 1. Structure of (a) Poly(L-lactic acid) 

and (b) poly( e-L-Lysine) ， respectively. 

acid) (PLLA) is m'Ost expected material as a bi'Ode伊 dablep'Olymer made fr'Om natural res'Ources such 

as c'Om starch. Microbia:l P'OlY(e-L-Lysine) (e-PL) is a product 'Of a variant 'Of助 -eptomycesalbulus， 

having amide linkage between 

broad spectrum 'Of micr'O'Organisms， e-PL has f'Ound applicati'On as a preservative f'Or vari'Ous f'O'Od 

productsl). It may be an effective way of 'Obtaining m'Ore useful characteristics and irnpro吋ngdefeω 'Of

both PLLA and e-PL t'O make a p'Olymer blend 'OfPLLA and e-PL. 

Experimental 

PLLA (Mitsui chemicals， LACEA) and e-PL (Chiss'O C'Orp.) were diss'Olved in CHClyCH30H 

mixed s'Olvent and hexaflu'Orois'Opropan'Ol (HFIP).百 les'Oluti'Ons were cast 'On a Tefl'On dishes and dried 

at ro'Om temperaωre t'O make a film，社lendried in vacu'O.百lePLLAle-PL blend films were 

characterized by using s'Olid-翻 teNMR， IR and DSC. I3C S'Olid-翻 teNMR sp民国 weremeasured 

wl也Chemagneticsα，fXIn副司y300 'Op明白19at 75阻Iz.恥仏Ssp田dwas 5.0 kHz. I3C chemical 

shifts were referenced t'O the methyl res'On組問'Ofhexamethylb巴nzene(17.35 ppm企"OmMe4Si).

Key w'Ords: P'Oly(L-lactic acid)， P'Oly( e-L-lysine)， S'Olid-S匂teN1¥底，DSC， p'Olymer blend 
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Results and Discussion 

PLLA/i;-L-PL blend film cast from CHCh/CH30H mixed 

solvent was not transparent but cloudy. Figure 2 shows 

honeycomb structure observed on the su由回 ofPLLAls-PL 

blend film (411) by using optical microscope. A diameter of a 

hollow is about 4.2開n.Honeycomb structure may be fonned 

because two solvents have different properties; methanol is 

hydrophilic and chlorofonn is hydrophobic. on也eother hand， 

the blend film cast企omHFIPis仕加sparent.

Figure 3 shows solid-state 13C CPIMAS spec回 ofs-PL， PLLA， and PLLAls-PL (1/1) blend film 

cast from CHCh/CH30H and HFIP. Chemical shifts of s-PL are summarized in Table 1. Chemical 

shifts of s-PL in社leblend film cast企omCHCb/CH30H are a1most the same as in s-PL. 1t implies由at

confonnation of s-PL in the crystal 

component of the blend film is 

m勾ntainedas in s-PL which has 

s-sheet like confonnation2J• on the 
other hand， those回 stfrom HFIP show 

upfield shift probably due to y-gauche 

effect. It sugg白 tsthat仕leconfonnation 

is changed in the blend film cast企om

HFIP. Peak profile of PLLA in the 

blend film伺 st企omCHClyCH30H 

looks like也atofαーαystalform of 

PLLA. 1t implies出at社leratio of 

crys句1component has increased wi仕1

addition of s-PL; it may accelera鈴

crystall包ationofPLLA. 

As described above， crystal struc旬re

of the blend film changes with solvent 

although constituent p紅tsof白.eblend 

film and its mtio is th巴 same.It may 

result from the difference in miscibility 

of the blend film.官lecorrelation of 

miscibility and change of crystal 

s加 C同reis under investigation by 

measurements of lH relax組ontime of 

Figure 2. The miα'Os∞'pic photograph 
of blend fihn PLLNE-PL (411) cast 
from CHCIJCH30H. 

α 

15O . 100 •• sd .. PPM 

Figure 3. 13C白瓜，fASNMRs阿国of(a)E-PL， (b)PLLNE-PL 
(1/1) cast from HFlP蜘伽， (c)PLLNE-PL (111) cast fr'O叩
αCI/CH30Hsοlution， and (d) PLLA. 

Table 1. Chemiω1 shi偽 ofE-PL in E-PL powder and PLLNE-PL 
(1/1) blend fihns cおけomchlorofonnlmethanol and HFIP in 
ppm. 

PLLNE-PL 
(111) blend 
自1mωst

企'OmHFIP
55.3 
39.8 
30.9 

24.6 

PLLNE-PL (111) 
blendfihnωstfrom 
chloro伽m1me白飢'01

57.9 
40.3 
38.0 
34.0 
27.9 
177.5 

ε-PL 
powdぽ

57.9 
40.4 

38.1 
34.0 
27.9 
177.6 

Carbon 

α
E
P
8
y

∞
 

176.5 

PLLAls-PL blend films. 
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1) S. Maeda， T. Mori， C. S郎副，and K. Kunimoto， Kobunshikako， 52， 516-522 (2ω3). 
2) S. Maeda， K. Kunimoto， C. Sas必，A.Kuwae， and K. Hanai， J. Mol. sl加 ct.，655， 149-155(2∞'3).. 
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by solid state NMR and solid state CD 
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Structural anaゆisofmicrobia1 poly (e-L-lysine) (MPL) was done byusing solid 湖 teNMR and solid 

御 tecircular dichroism (CD). We had elucidated that MPL takes βsh白 tlike conforrnation in仕lesolid 

由 teand degree of cl)'s旬lliniてywas estimated to 63% by田 ingsolid-state NMR. In addition， solid 踊 te

circular dichroism (CD) measぽ.ementswi白出巴 artifact企eemethod which was derived by using 

Muellerma仕ixapproach to eliminate組紅tifact企omapparent CD signal show that conforrnation of 

MPL films cast企omaqueous solutions at various pH depends on its pH.百lesolid state NMR 

spectrnmof恥1PLfilm cast企omaqu叩，ussolution shows broad linewidth compared with that of恥1PL

powderdueωheterogeneity ofthe molecular conforrnation.百lemolecular s仕uctureand conforrnation 

ofMPL films cast企omaqu巴O国 solutionwith various pH studied by using solid state NMR and solid 

state CD are also discussed. 

In位刀duction

In recent years， there has been considerable interest in 

biopolymers because of concern over血.eenvironmental 

impacts arising from the disposal of pe住oleumbased 

plastics. Poly( anlino acid)s provide a class of 

biopolymers based on natura1 amino acids linked by 

O 

バ~いや
NH2 

Fi思rre1. S加伽陀ofpoly( E-L-lysine) 

amide bonds. Microbial poly(e-L-lysine) (MPL) is made ofL・lysine，having linkage between e-anlinO 

andルcarboxylgroup. MPL is biodegradable， antibiotic and water soluble. Applications of MPL as 

biodegradable fibers， food preservatives and合ugcaiTier百havebeen investigated. MPL has a high1y 

reactive side chain，α.-NH2，仕lereforeits derivatives are expected to have a wide variety of applications. 

CDspec回 ofsolid sample with macros∞pic anisotropy show apparent CD with artifact resulted企om

linearbire企ingenceand linear dichroism1J• 

Experimental 

MPL was produced企omthe culture broth of a variant of Streptomyces albu/;ωby Chisso Corp. Mn 

= 4090， Tm = 172.8T and Tg = 88'C.叱 solids句teNMRspec回 wereml問問redwi社lChema伊etiω

CMX Infinity 300 opera位19at75.0 1任Izat room temperaωre. MAS speed was 7 kHz. Solid state CD 

sp郎防weremeasured with modified JASCO J.・500byusing訂tifact企eemethod2J. 

Ke刊 Tords:Microbial polymer， Solid S匂.teN1但， SolidState CD， poly (e・L-lysine)，poly (anlino acid) 
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The CD spec回 ofthe恥1PLfilms cast企uma basic and an 

acidic pH aqueous solution are shown in Fi伊良 2aand 

Figure 2b， respectively.百leformer have a negative band at 

about22仇1mand a positive band at about 20Onm. lt suggests 

恥1PLfilm cast from a basic pH aqueous solution takes 

s-sheet like conformation. On the 0白erhand，社lela抗erhave

an only positive band at about 200nm. It suggests the 

conformation of恥1PLfilm cast企oman acidic pH aqueous 

solution紘 esan elec柱。staticallyexpanded chain. The 

sinular CD spec回 hadbeen observed by Kushwaha et al.戸

and by us 4) in the solution CD measurements of synthesized 

and microbial e-PL， r，巴spectively.

Solid state J3C NMR spectra 

13C CPぶ1ASspec仕aof MPL film cast企oma午leo凶

solution of pH9， pH5 and pH3 are shown in Figure 3a， 3b， and 3c， respectively. Pe北sare assigned 

bas吋 onthe assi伊mentofMPL5). Th巴chemiω1shifts of aliphatic carbons in high field region of pH9 

are almost the same as those of乱世L.It suggests MPL film伺 stfrom a basic pH aqu切出 solution、

takes s-sheet like conformation in crystalline ∞ImpoIl!巴nt.on the other hand，せlechemical shifts of 

aliphatic carbons of pH5 and pH3 show a little upfield shi丘ascompared with those of pH9 and仕ley

Results and discussion 

Solid state CD伊ectra

are almost the same as those of 

恥1PLIHCl.The peaks of伺 rbonylcarbon 

were observed at 176勾Ipm，171勾Ipm

and 170.4ppm for pH9， pH5 and pH3， 

respectively. 官官 chemical shifts of 

carbonyl carbon of pH5 and pH3 show 

about 5 ppm upfield shift as∞mpared 

with that ofpH9. It suggests the distance 

of intermolecular hydrogen bonding 

betw田n任問rbonylgroup and e-anlIllo 

group become longer as compぽedwith 

白紙ofpH9 or the hydrogen bonding brakes. 

のpH9

C=O 
b)pH5 

4 

a) basic pH 。pH6.38 
X pH 8.99 ・pH9.55
ノ pHlI.42
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Figure 2. Solid 瑚 teCDspec回 ofMPLfilm
cast企oma) basic pH， and b) acidic pH 
aquωus solution， respectively. 

-349ー

Y 

100 nr 
p
r
 

一
2Eλ竺
Figure 3. 13C CPIMAS m在Rspec回 ofMPL film cast from 

叫uωussolution ofa) pH9， b)pH5 andc) pH3， resp巴ctively.
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Molecular structure and formation mechanism of chitosan (CS) / carboxymethyl cellulose (CMC) 

polymer complex (CS/CMC) were elucidated by using high resolution solid state 13C NMR and IR 

spectroscopies. Dilute hydrochloric acid aqueous solution was used for the solvent. A carbonyl 

carbon peak in 1:1 CS/CMC appeared at about 175ppm， which is slightly upfield compared with 

178ppm in CMC-Na. This upfield shift was at廿ibutedto poly-ionic polymer complex formation 

between CS and α1C. 

[Introduction】

百lereare many studies on chitosan/polysaccharide pol戸nercomplex and社leyare characterized 

by means of infrared spec仕oscopy(IR)， differential scanning calo出田町のSC)，X-ray di缶action

analysis， scanning electron rnicrosco郎 etc.In this work， solid-state N1¥在Ranalysis was undertaken 

to elucidate intermolecular interaction between CS and αt1c. A uniform cast film is obtained when 

a forrnic acid aqueous solution is used as a solvent because intermolecular in総:ractionis weak. 

However， formylation of CS takes place and it causes complicated problem to elucidate 

intermolecular interaction.τnerefore dilute hydrochloric acid aqueous solution was used as a 

solvent in this study， whereas intermolecular interaction between CS and CMC is strong， and 

rnixture oftwo polymer solutions is cloudy. 

O O O O 

(b) (a) 

H H 

Figurel. Chernical structures of (a) chitosan and (b) carboxymethylcellulose. 

【(Ex耶p戸erim訂加加紅m悶e

CS(侭Kat匂akuraCαh凶uk肱ka紅ri血nn台泊nCo. Ltd.， the degree of deacetylation DAC=96%) was st町ed for 8 hrs in 

5% sodium perborate aqueous solution， filtered， washed with distilled water， and dried in vacuo for 

24 hrs. Degree ofpolymerization of depolymerized CS was 479. CS and CMC-Na were dissolved in 

Keywords: chitosan， carboxymethyl cellulose， solid N1¥但，polymer complex. 
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1 % hydrochloric acid aqueous solution and in water， re叩ectively，to make 2 w妙。 solution.

CS/CMC polymer complex was prepared as follows. Each solution was mixed to be仕leratioof3:1， 

1: 1， and 1:3 stoichiometrically. C10udy whitish mixtures were cen出向gedand the precipitate was 

filtered and dried under vacuum. Solid 湖 te13C CPIMAS NMR spec凶 weremeasured with 

Chemagnetics CMX Infmity 300 opera白19at 300MHz for lH and 75MHz for 13C at room 

temperature. Chemical shifts were referenced to hexamethylbenzene (17.35ppm from Me4Si). 

[Resu1ts and Disc田 sionl

Figure 2 shows the 13C CPIMAS 

NMR spec回 of(a) CS， (b) 1:1 

CS/CMC polymer complex， and 

(c) CMC-Na， respective1y. Pe紘s

appeared in the region企om50 to 

100 ppm are carbon peaks of 

glucosamine ring of CS. Carbonyl 

carbon peak in 1:1 CS/CMC 

appeared at about 175 ppm， which 

is slightly upfield compared with 

178 ppm in CMC-Na. Carbonyl 

carbon peaks in CS/CMC∞mplex 

with a ratio of 1:1， 1:3， and 3:1 are 

deconvoluted into two p回ks;a 

peak which has the same chemical 

shift wi血 CMC・Nais assigned to 

carbonyl carbon peak of CMC-Na without complex formation， and another peak which has the 

same chemical shift wi仕13:1CS/CMC complex is assigned to由atwith complex formation.百le

ratio of the latter peak is 25 % and 90 %血 1:3and 1: 1 CS/CMC complex， respectively. Upfield 

shi金ofcarbonyl carbon p朗 kvia complex formation are considered as follows. Complex formation 

breaks intermolecular hydrogen bonding between carboxyl groups in CMC・Nawhich causes 

downIIeld shift of carbonyl carbon and makes poly叩niccomplex between NH3 + of CS and COO 

ofCMC resul住宅 mめ upfieldshift of carbonyl carbon.百leformation mechanism of CS/CMC 

pol戸nercomplex derived企omsolid state NMR measurements agrees wi自社latreported based on 

IR measurements1，2) 

180 140 100 60 PPM 

C=O 
基

(a) 

Figure 2. 13C CPIMAS NMR spectra of (a)CS castfilm企om

1 % hydrochloric acid aqueous solution， (b) 1: 1 CS/CMC 

complex， and (c) CMC-Na castfilm from aquω田 solution.

[Re会rencesl

1) C. Rosca， M. Popa， G Lisa， G; Chitanu， Carbohydrate Polym.， 62， 35-41 (2005). 

2) K.V Harish Prashanth， F. S.Kittur， R.N.官laranathan，CarboめIdratePolym.， 50， 27・33(2002) 
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固体 NMRによる

poly(ethy lene-co-l， 5・hexadiene)の構造と運動性

(奈良女院・生環)0山本優理、藤川亜紀、(東工大・精密工学)曽根正人、

(芝浦工大・工)永直文、(奈良女子大院・共生自然科学)黒子弘道

Structure and Dynamics of Poly(ethylene-co-l，5-hexadiene) 
as Studied by Solid State 13C NMR 

OYuuri Yamamotol)， Aki Fujikawal)， Masato Sone2>， 
Naofumi Naga 3) and Hiromichi Kurosul) 

1) Nara Women's University， 2) Tokyo Institute of Technology， 3) Shibaura 
Institute of Technology 

((Abstruct)) 

Poly(匂et出hy升lene-c∞0-1，点5
and 1，点5-hexadi色en(HD)and higher-order structure was studied by solid state 13C 

NMR. The methylene peaks of the observed 13C CPIMAS NMR spectra for the 

three samples are decomposed into three peaks. Three decomposed peaks of the 

methylene carbon are designated peaks α， s， y from downfield. The highest field 

peak y (31.4ppm) shifts lower field as compared with the amorphous polyethylene 

peak and the T1 measurement shows that the mobility of the polymer become 

higher as the HD content is increased. This shows that even in the sample with 

the smallest eontent of HD， the conformation of peak y is restricted to the 

structure of the trans rich conformation. 

<緒言>

ポリエチレン主鎖に五員環構造を有する共

重合体は、架橋ジルコノセン触媒によるエチ

レンと 1，5 ヘキサジエン (HD)の環化反応

を伴う共重合により得られる。この共重合体

の結晶構造を明らかにし、有用性を示すこと

は様々な高分子材料の構造決定や、分子設計

につながると期待される。そこで、本研究で

。IS-f.‘.:t--CY司Pf(JDflntlllUi 

"CFSD迎撃-;， 3'-<'.務噌向勝説明Uno

Poly(ethνlene-oo叫 HO)
はポリエチレンの主鎖に五員環構造を形成することにより結晶構造にどのような変

化が生じているのかを分子運動性や分子構造に着目して考察した。

キーワード:Structure， Dynamics， Isomorphism 

著者ふりがな:やまもと ゅうり、ふじかわあき、そねまさと、

なが なおふみ、くろすひろみち
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<試料>

試料は、架橋ジノレコノセン触媒を用い、エチレンと 1，5ーヘキサジエン (HD)の環

化反応により HD含量が1.8%，9.7%，20.3%の 3

種の(エチレン-HD)共重合体を得た。それぞ

れ samplea， b， cとした。

<測定>

上記 3種の試料についてJEOLEX包70を用い

て13CCPIMAS測定、 PST!MAS測定、 T1C測定を

行った。さらにメルトクエンチ処理を施した後に

CP!MAS測定、 PST!MAS調~定を行った。

<結果と考察> Figure.l CPIMAS spectrum of sampleb. 

試料bのメルトクエンチ処理前の13CCP!MASスペクトノレをFig.1にスベクトノレフィ

ッティングの結果と共に示す。

また、各試料のメノレトクエンチ前後の化学シフトをTable1に示す。Fig.1およびTable

1にあるようにメチレン鎖は低磁場からピーク α、。、 γに分けられ、その化学シフ

ト値から単斜品、斜方晶、非晶に対応すると考えられる。

FTable 1 13C chemical shifts of samples a， b and c(CPIMAS) 

Chemical shift/ppm ヘキサジエン (HD)含有量の異

なる 3種の一番高磁場側のピーク

(ピーク γ)に着目すると、わずか1.8

mol%の HDの取り込みがポリエチ

レン非晶とは異なるコンホメーシ

ヨンを形成させることが分かつた。

また、メノレトクエンチ処理後におい

Sample c 34.50 33.05 31.30 て化学シフト値は処理前よりも高
一一一一一一一一一一一一一磁場シフトし、トランスコンホメー

ションをとる割合が増加していることから、メノレトしでもその直後にトランスの構造

をとろうとする傾向が強く、 HD含有量が多いサンプノレほどよりトランスリッチな構

造をとりやすいのではないかと考えられる。緩和時間測定において、1.8 と9.7mol%

のサンプノレは 2成分あらわれた。低磁場側の結晶系のピークに短い成分があらわれた

のであるが、これは五員環がパッキング中に入ったことにより共結晶が起こり、パッ

キングの緩みにより運動性が高くなったためではないかと考えられる。以上のことよ

り、 HDを取り込むことでポリエチレン分子全体の運動性が大きく向上し、 HD含有

量が多くなることで分子運動性が高くなることが分かつた。

α 。 γ 

Before Sample a 34.30 32.90 31.35 

Melt'quench Sample b 34.30 33.05 31.35 

Sample c 34.30 33.20 31.35 

After Sample a 34.30 32.95 3l.l0 

Melt-quench Sample b 34.00 33.05 31.25 
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固体NMRによるポリグルタミン酸金属錯体の構造研究

北大院工 O藤江正樹・鈴木晃生・平沖敏文

Metal ion Complexes of PolY(D-glutamic acid) by solid state NMR 

Graduαte School 01 Engineering， Hokkαido University， Sαpporo， 060-8628. 

Masaki FUJI~， Kouo SUZUKI， and Toshifumi HIRAOKI 

The confortnation of polY(D-glutamic acid)-metal ion complexes with Mg， Ca， Cd， 
and Pb was characterized by 13C CP /MAS NMR spectroscopy. All complexes pre-
p町 'edin ambient temperature have an α-helical conおrmationas judged from the 
chemical shi此 valuesof the main chain carbon resοlances. The chemical shift val-
ues-UrCd -and C~reson!llices -depend-un tliβloniciaAus .6f the metal ion used. The 
annealing effect of the complexes was investigated in order to elucidate their confor-
mational stabilities. Ca-PG A keeps its comformation as an α-helix till 240 oC， while 
conformations of other complexes show disorde町 dstates over 180

0

C. 

1.緒言

ポリペプチドは様々な規則構造をとることが知られている。 Keithらはポリグル

タミン酸 (PGA)の側鎖に Mg、Ca、Ba、Srが結合した錯体の固体構造を X線

回折、電子線回折により調べ、 Mg-PGAはかhelix、その他の PGA金属錯体は

β-sheetであることを示した。 (1) この構造の差は用いた金属のイオン半径に起因

すると考えられている。本研究では試料の調製温度に着目し、イオン半径の異なる

幾つかの金属イオンが結合した PGA金属錯体の二次構造を 13CCP /MAS NMR 

により検討した。また構造安定性を調べるた

め、熱処理温度依存性を調べた。

2.実験

Na-PGAと金属イオンからなる混合水溶液

を、 (1)室温でエタノーノレを加えて沈殿させ

て得た試料(室温調製)と、 (2)90
0Cまで加

熱し、その後冷却して得られた試料 (900C

調製)を用いた。また熱処理実験では、室

温調製試料を真空下で約 20時間加熱し、そ

の後ゆっくりと室温まで戻した。固体 13C

CP/MAS NMRは共鳴周波数 75MHzで、

全て室温で測定した。きパノレスは 3.5問、

MAS速度は 4kHzである。

禍理事 l飽問調 鈎 ぬ 4抱 .， " 
j，醐

6'伊箆 1'"" 

Fig.l 13C CP/MAS NMR 

spectra of PGA-metal ion 

complexes prepared in ambi-

ent temperature. 

keyword: Poly(glutamic acid)， secondary structure， metal ion 

Oふじえまさき、すずき こうお、ひらおき としふみ
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3.結果と考察

調製温度依存性

室温調製試料の 13CCPjMAS NMRスベ

クトルを Fig.1に示す。ランダムコイル構

造をとる Na-PGAに比べ、 (2)PGA金属錯

体主鎖の C白、 C'のシグナルは低磁場側へ、

側鎖の Cβ のシグナルは高磁場側へ変化し

た。これは室温調製の試料は全て α-helix

構造をとることを示している。また側鎖 C"

とGyの化学シフト量は金属イオン半径に

依存して変化することがわかった。一方、90

℃調製の試料のうち Mg-PGAはα-helix構

造をとり、 Cかと Pb-PGAはランダムコイ

ルであることがわかった。これらの結果は

PGA金属錯体の二次構造は試料調製温度

に依存することを示している。 ぷ泌拡FliA

線治或llA

熱処理温度依存性

Fig.2(a)~(d) にそれぞれ Mg-、 Cd-、 Ca戸、

Pb-PGAの熱処理温度を変えた試料の 13C

CPjMAS NMRスベクトルを示す。 Ca戸

PGAでは熱処理温度を 240
0
Cに上げても

化学シフト値は変化しておらず、 α-helix構

造を保っているが、各シグナノレの線幅は広

がった。一方 Ca-PGA以外の 3つの試料で

は、 180
0

Cから 200
0

C以上の温度で化学シ

フトの変化や新たなピークの出現がみられ

た。これは高温で不規則構造に変化したこ

とを示している。

以上の結果は、 Ca-PGAのα-helix構造は

他の金属錯体に比べ安定であることを示し
Fig.2 13C CP jMAS NMR 
spectra of PGA-me七alioncom-
plexes annealed at various tem-
peratures. (a)Mg-PGA，(b)Cd-

References PGA， (c)Ca-PGA，(d)Pb-PGA. 

(l)H. D. Keith， G. G即 lno叫 andF .J. Padde， Biopolymers， 7， 775(1969). 

(2)H. Pivcova， V. Saudek， P. Schmidt， D. Hlavata， and J. Plestil， Pol官mer，28， 991(1987). 
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固体NMRによるポリ(アルキルプロピオレート)の研究

北大院工 O鈴木晃生・馬渡康輝・田畑昌祥・平沖敏文

Poly(alkyl propiolate)s as Studied by So1id State NMR 

Graduate School of Engineering'; Hokkaido Uni開 TSL収 Sappωfη 060・8628
kouoSUZURI路suteru..MA~問TARI， Masayoshi TABATA and Toshifumi HlRAOKI 

Poly(n-alkyl propiolate)s with methyl to pentyl groups were characterized by 13C CP/MAS 
NMR spectroscopy. Their conformations were estimated form heteronuclear 
dipolar-coupled correlation measurements. With increasing the side chain length， the C n 

resonances in the main chain for all polymers became sharper， with keeping their 
chemical shift values. On the other hand， the C s resonances in the main chain showed 
broad singlet for methyl and ethyl groups， and doublet for propyl， butyl and pentyl groups. 
Any change was not observed in other resonances. These results suggest slow internal 
rotation in the side chain， due to the conjugation ofπelectrons from the main chain to 
the carbonyl group. 

<諸言>Rh系触媒により合成された置換ボリアセチレンはcis-transoid構造をもち、その主

鎖はらせん構造をとると推定されている立体規則性高分子である。 1)置換ポリアセチレンの

うち側鎖がエステル型のポリプロピオレートは固体状態で擬六方晶の構造をとることが見出

された。本研究で、は側鎖エステル基のアノレキル鎖長がメチノレ基からベンチノレ基までのポリ (n-

アノレキルプロピオレート)(Scheme.Uについてそれぞ、れ固体13CCP/MAS NMR測定を行い、

その構造を比較検討した。

<実験>モノマーは既知の方法で合成し、 Rh錯体触媒の存在下、

MeOH溶媒中で、 40
0

C、4時間重合して、目的の高分子を得た。 13CNMR

測定はBrukerDSX300 (75MHz)とJEOLECA920 (230MHz)を用巳

寸C.H=、r
C.=O /. 

O 

¥ 
R 

いて、室温で、行った。 Scheme.l Poly(n-alkyl propiolate) 

<結果・考察>Fig.1にアルキル鎖長がメチル基からベンチノレ基までのポリ (n-アルキルプロ

ピオレート)の13CCPIMAS NMRスベクトノレ(コンタクトタイム 1ms)を示す。主鎖の帰属

はdipolardephasing法を用いて行い、 135.1ppmのシグナノレがC"、128ppm付近のシグナル

がCβであることがわかった。またプロヒ。ル基で、は 128.0ppmのシグナノレはシャープρになり、

さらに 126.1ppmに新たなシグナルが表れ、ダブレットになった。ダブレットの線幅はアノレ

キル鎖長が長くなるにつれてシャープになった。一方、主鎖Csに直接結合している側鎖Cyシ

グナノレは一本のシャープな線形を示し、化学シフト値はエステノレ基の違いに依存せず変化し

ない。

KeyWord: polyacetylene derivative I poly(propiolate) I structure 

0すずき こうお、まわたり やすてる、たばたまさよし、ひらおき としふみ
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これらの結果は、主鎖と側鎖カルボニル基が超共役しているために、側鎖は限られたコン

ブオメーションをとり、しかも大きな磁気的異方性を持つカノレボニノレ基が主鎖に対して限ら

れた配向をとることを示唆している。

Fig.2に230MHzにおける13C-1Hdipolar-hetcor法で測定したポリ (n-ブチルフ。ロピオレー

ト)の二次元スベクトノレを示す。混合時間が O.3msで、は空間的距離が近い直接結合した

Cα-Hα問、 Cβ-Hα聞とブチノレ基間内のC-H対に相関ピークが現れた。 O.5msでは、新たに

Cγ-Hα どCγ-Hε聞にも相関ピークが現れた。 1msで、は、カルボニル基を含むエステル基内で

はすべてのC-H聞で相関ピークが現れ、スピン拡散が生じていることを示している。 3msで、

は、 Csとエステル基のすべての水素原子間で強度が小さい相関ピークが現れた。しかも二本

のCsの相関ピークのパターンとピーク強度はほぼ同じである。一方主鎖のCα とエステノレ基水

素聞には相関ピークが観測できなかった。

これらの結果はポリ (n-ブ、チノレプロピオレート)の主鎖はランダムではなく規則構造を形成

し、 Cα とCsの相関ピークの出方の違いから、側鎖は延びきったtransジグザグ構造をとるこ

とを示唆している。他のn-プロヒ。ノレ基、 n-ベンチル基を持つポリ(プロピオレート)でも上記と

同様なhetcorスペクトノレが得られ、ポリ (n-ブ、チ Oy Ca Cs Ce 

ルプロピオレ一ト付)と同様な固体構造をとるも ，伺仙河司首

のと考えられる。

150 100 50 

o/ppm 

Fig.l13C CPIMAS NMR spectra of Poly(alkyl 
propiolate) ; (a)methyl， (b)ethyl， (c) propyl， (d) butyl， 
(e)pentyl. 

。(d) 

む
&
g
b

!
 

!
 

お 包括ゾど~".締鳥芯 .. 

Fig.2 Dipolar-hetcor spectra of Poly(n-butyl 
propiolate) at 230MHz. Mixing time is (a)O.3ms， 
(b)O.5ms， (c)lms， and (d)3ms 仕omthe top to the 

bottom. 

本研究は、分子科学研究所「分子物質ナノサイエンスj の支援を得た。

ρM Tabata， Y. lnaba， K }らIkota，Y. NozakJ; J. Polym.， Sa， PureAppl. Chemリ A31白998)，465.
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エリ蚕絹繊維の構造解析と関連した

pシ}ト構造を有するアラニンオリゴマーの固体NMR研究
(東京農工大工 I、奈良女子大 2)

0小此木美智 l、堀口氏美子 I、山内一夫¥黒子弘道 2、朝倉哲郎 I

Solid-State NMR Analysis of Alanine Oligomers with J}-Sheet Structures in Relation印

the Structure of Sam仰のmthiaricini Silk Fiber 

(To匂oUniversity of Agriculture and Technologyl， Nara Women's University 2) 

OMichi OKONOGI1， Kumiko HORIGUCHI1， Kazuo YAMAUCHI1， 
Hiromichi KUROSU2， Tetsuo ASAKURA 1 

To gain further insights for the precise stmcture of polyalanine regions in Samia cynthia 

ricini silk fibroin after spinning， we performed solid-state NMR analysis on a series of alanine 

oligomers. I3C CPIMAS NMR spectra and I3C spin-lattice relaxation times (T1) were 

observed in accordance to s-sheet stmcture types and chain lengths. Especially for the 

well-known alanine tripeptide (Ala3) with antiparalldl and parallet2l s-sheet stmctures 

(AP-Ala3 and P.Ala3)， we additionally observed 15N and 170 solid-state NMR chemical shifts 

for the central residue and made comparisons with theoretical chemical shi食calculations.

[緒言]各種絹の構造・物性に関する知見の蓄

積は、絹をベースとした新しい機能性材料の創

製に必要不可欠である。その中で、野蚕種であ

るエリ蚕(S.c.ricini)の絹フィブロインは、 Ala連

鎖領域と Glyリッチ領域が繰り返されたユニー

クな構造を有するσig.l)。本研究では、 Ala連

鎖領域の詳細な構造解明を目標とし、一連の

アラニンオリゴマーを用いた多角的な固体

NMR研究を行なった。逆平行(AP)と平行(P)

s-sheet構造の違い、および、連鎖長に応じて

N-terminal . . . 
Silk fibroin 悠必込録数主主主主 GGAGSGYGGGARGGYGHGYGSDG
from S.c.ricini銃五五銭主総数主主 GGSGGGYGGDGGE盟 蝋…制酬附A納A糊附……A総阿刈AG川Gω…G臥附A焔G

必主絵終銭滋銘d主総主 GωGA焔GS鉛GY将GGωGYGH附GYGS釦DGωG 

」一一一一.. 'C-terminal 

闘は~r
形成されうる二次構造の違いを、 13CCP/MAS Antiparallel併sheet Parallel Jl-sheet 

NMRや 13Cスヒ。ン・格子緩和時間(T1)測定を行 Fig.l The primary叫 uenceof S .c. ricini silk fibroin， _ _，~ _ together with a schematic diagram of the structural transition 
なうことで順次評価した。また、一種類の occurringin the polyalanine時 ionbefore and after spinning 

p・sheet構造をとるアラニン三量体(Ala3)ll，2lについては、中央残基に着目した 15Nおよび 170

固体NMR観測も行ない、化学シフトの理論計算と合わせて帰属と構造の検討を行なった。

[実験】P-Ala3 と P-Ala4 は各々、 40%~DMF水溶液と 75%~メタノール水溶液に溶解後、再沈

殿させることにより調製し、 IRにて構造を確認した(調製前は全て AP-構造)013Cと 15N

CPIMASNMR、およびTl測定(Torchia法)は CMXInfi凶ty400にて、 170MAS NMR測定

は JEOLECA930にて行なった。化学シフト計算には Gaussian03プログラムを利用し、

GIAO・CHF法にて行なった[基底関数:6・31lG(d，p)]。

Ke円 rords:アラニンオリゴマー、エリ蚕絹繊維、逆平行および平行トsheet構造、
スピン.格子緩和時間、化学シフト計算
おこのぎみち、ほりぐちくみこ、やまうちかずお、くろすひろみち、あさくらてつお
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[結果・考察l
Al<l4は沈殿処理を工夫することにより、 APーと P-構造を形成することができた。各 13C

CPIMASスペクトルパターンは Ala3の場合と類似していた (Fig.2)oAla4の詳細なピーク帰

属は現在進行中であるが、 Ala3の場合と同様、 P-構造はAP-構造よりもペプチド鎖全体の運

動性が著しく高いことが T1より示唆された。この差異は、不均一な s-sheet構造を有するエリ

蚕絹繊維での AP-、P-構造を検出するための有用なレファレンスデータとなった。

惣 C=o Cα Cs 関槻勝機 C=o Cα 加しCs
今l1 oø~ J!. Qoø~ 1: 143 ~I 67田 cf 22 s即よ ms民事

…日lJ九二!と!ゴ)P-AI~人JしJ!U~
円 υ19sec 352 ms民

今 1 ^^^ 9 sec 99 / I 件吐~c 'A I 円、

… 戸哀いん忠仁 (d)P・Al~r--d九ノL
印Ipm) (ppm) 

Fig.2 13C CPIMAS spectra of (a，b)A1a) and (c，d)Ala4 with either AP-or P-structure.ー→and---~ indicate the 
peaks which were previously assigned'勾 to出ec四ltralresidue (each rep問 sentingthe 2 crystallographically 
independent molecules A and B)， The av町ageT， val田 sof Ala3 and Ala4 are also shown.) 

AP-とP-Ala3はともに、非対称単位中に 2分子 A、Bを有する。中央残基に着目した際、

15NCPIMASスベクトノレ(Fig.3a，b)で、はP-構造の場合に2.9ppmの化学シフト差が、 170MAS

スベクトノレ(Fig.3c，d)で、はAP構造の場合に 33ppmの化学シフト差が観測された。 APーとP-構

造の原子座標に基づいた化学シフト計算は、この実測パターンをよく再現し、 AとB分子の

帰属を可能にさせた。本研究ではさらに、 Alal2を含んだ 32merのエリ蚕絹モデルペプチド

についても 170MASスペクトルを測定し、異なる二次構造の観測に成功した。

100 

ca131 

印>pm)

{まとめ]Al旬、 Al<l4を用いて得た 13C化学シフトおよび13CT1は、 AP・とP-構造を区別するた

めの有用なレフアレンスデータとなった。 Ala3の15N、170 固体NMR観測においても両構造

の差異は明確で、あった。発表においては、連鎖長がさらに長いアラニンオリゴマ}、および、

エリ蚕絹繊維モデノレペプチドについての測定結果も合わせて報告する予定である。

[参考文献1
1) J. Fawcett， N， Camerman， and A. Camerman， Acta Crystallogr. 831，658(1975). 
2) A. Hempel， N. Camerman， and A. Camerman， Biopolymers 31，187 (1991). 
3) T. Asakura， M. Okonogi， Y. Nakazawa， and K. Yamauchi， J. Am. Chem. Soc. 128，6231 (2006). 
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DEVELOPMENT OF A DYNAMICAL IMAGING SPECTROMETER USING A SMALL 

FERROMAGNET AND APPLICATION TO POLYMERIC GRADED MATERIALS持

NaokiAsakawat and Yoshio Inoue 

Dep叫rtmentof Biom時 ωlarEr怒ineeri略 TokyoInstitute of Technolo.か

4259 B-55 Nagatsuta-cho， Midori-ku， Yokohama， Kanagawa 226-8501， 

JAPAN email: nasakawa@bio.titech.ac.jp. Phone: 045-924-57ヲ6，FAχ: 045-924-5827 

Abstract: We have developed an instrument for dynamical imaging by NMR relaxation 

spectroscopy. We call沼ynamicalimaging" a imaging method for dynamical properties such 

as spectrum density function oflocal magnetic field fluctuation or the spatio-temporal cor-

relation function. We built a versatile low field NMR spectrometer and a probe equiped with 

a small ferromagnet， which is a source of large magnetic field gradient up to 86T 1m.百le

method will be applicable to polymeric graded materials. 

Introduction stray field imaging(STRAFI). However， the PFG 

H UGE
n 
~AGNETIC FIELD GRADIENT by a meth~~suff~~s_ fr~~ ~.~a~~k ~.~ ~~~~i~~: _~_~~~~tu~~ 

small ferromagnet reaches from 102 up to to achieve the su伍cientspatial resolutionゐr

105 T/m， and it would be approximately 104 imaging of solid materials such as polymer films. 

times larger than those by pulsed field gra- Although SFF and STRAFI methods have been 

dient(PFG， ~20T/m) ， superconducting fringe proved to be applicable to micro imaging， these 

field(SFF，~60T/m) ， and anti-Helmholtz su- methods are unfortunately not straightforward 

perconducting magnet(~200T/m). Our final to perform variable frequency{variable field) 

research object is to visualize not only the static measurements. In SFF based STRAFI measure-

but also dynamical structure using the huge ments， one can vary the resonance frequency 

magnetic field gradient. We are interested in by changing the probe position in the super-

dynamical properties such as spatial distribution conducting magnet， but at the same time the 

of molecular dynamics or spatial variation of magnetic field gradient can be inevitably changed 

dimensionality of local field fluctuation. For our 百lerefore，one cannot perform variable frequency 

understanding of highly functionalized advanced measurements under the constant gradient. As 

matarials and devices， it is important for us to for STRAFI measurements with GarField type 

make visualization of molecular structure and permanent magnet，2 the fi.xed resonace丘equency

molecular dynamics from the viewpoint of the is mainly used. In order ωovercome the issue， 

wide range of continuous length and time scales. we have examined the possibility of an imaging 

In this research， we seek for establishment of method using huge magnetic field gradient from 

an NMR imaging method for visualization of a small ferromagnet. 

spatio-temporallocal correlation function.百lIs

can be done by frequency dependent relaxation 

time imaging. So far several MRI techniques for 

solids have been developed induding PFG， SFF or 

枠KeyWords: NMR relaxation spectroscopドinstrumenJa-

Experimental 

We have developed a PulseBlaster-

DDS(SpinCore， Inc.) and Linux based home-built 

versatile low field NMR/NQR spectrometer(5-

30MHz) and NMR probes with a small ferro-

tion， magnetic field gradient， small ferromagnet， polymeric magnet(Fig.1)0 We . employed a neodymiulll 

(Nd2Fe'4B) magnet as a source of magnetic field 

gradient. A gauss-meter(Lake Shore 410) was 
-360 -
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We will perform variable frequency longitudi-

nal relaxation measurements in order to obtain in-

formation about dimensionality of fluctuation of 

the local field， namely functional shape of spec-

trum density function. 
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used for measurements of magnetic field from the 

magnet. We used 35Cl nuclear quadrupole reso-

nance of KCI03 powders and 'H NMR of water 

and two layer film ofpoly(vinylchloride)/poly(L-

lactic acid)[PVC/PLLA] for the calibration of our 

instrument.百lethickness of PVC and PLLA 

films are 200μmand 150μm， respectivelド
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FIG. 1: Schematics of a versatile low field NMR instru-

ments under static magnetic field by a small ferromag-

and 

FIG. 3: One-dimensionaI 'H imaging ofpolymer films 

by two pulse Hahn echo measurements at the reso-

nance frequency of 28.1MHz(echo time:lOoμs). 

。
o 

FIG. 2: 百le profiles for magnetic 

magnetic field gradient by a small neodymium 

magnet(Nd2Fe'4B). 
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Reswts and Discussion 

Fig.2 shows the magnetic field profile from the 

neodymium magnet.百levalue of x denotes the 

distance(mm) from the surface of the ferromag-

net. At the surface， the magnetic field gradi:ent was 

estimated as G = 86T/m， which is comparable to 

typical magnitudes of superconducting magnetic 

field gradient(~60T/m)1 and of GarField magnet 

for STRAFI measurements(~20T/m)2. 

We succeeded in observation of'H NMR Hahn 

spin echo measureri1ents under the static mag-

netic field gradient using the neodymium mag-

net. Fig.3 shows the two pulse Hahn echo spec-

tra of the PVC film under the condition of x = 
2mm(l4.7T/m) and the PVC/PLLA two layer film 

atx = 5mm (3.5T/m).百lee長 ctivemagnetic field 

gradient was calculated by the following equa-

tiorピ G 年兵=ゥ五y} ・4止whereBn. 
UYVB~+B(y}2 uy-

B(y)， and Betr respectively denote the external 

static field from electromagnet， the field frori1 the 

neodymium magnet， and effective external field. 

1 R.Kimmich et al.， J， Magn. Reson.， 91， 136(1991). 

2 P.M.Glover et aI.， J，Magn.Reson.， 139，90(1999). 
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Solid-State NMR Observation of Strain-Induced s-Form in 

Poly[(R)・3・hydroxybutyrate]

Yusuke Nishiyama1， Toshihisa Tanaka2， Toshio Yamazaki1， 

and Tadahisa Iwata2 

lGenomic Sciences Center， RIKEN Institute， Tsurumi-ku， Yokohama， Kanagawa 230・0045，

Japan， and 2Polymer Chemistry Laboratory， RIKEN Insti旬te，2・1Hirosawa， Wako・shi，

Saitama 351・0198，Japan 

Pol砂y[(R町)-ふ3-句占.

extensively studied as a biodegradable and bioc∞ompatiゐblee 

th巴m百not仕ropiおcpolymer. Iwata et al. succeeded in processing 

uniaxial P(3HB) films and fibers with high tensile strength 

by同'o-stepdrawing and annealing procedures [1]. Two 

types of molecular conformations of P(3HB) are observed 

in wide-angle X-ray dif企action(WAXD) measurement: the 

211 helix conformation (α-form) [2] and the planar zigzag 

zcry 11 c司 aXlS

conformation (s・form)[3] (Fig. 1). s品 rmis responsible α-form 

for a good mechanical properties of the two-step-drawn 

P(3HB) sample. However， no other methods besides 

WAXD have detected s-form in the P(3HB)日lmsand 

fibers. Furthermore， no experimental observation of the 

molecular conformation of s-form has been reported: a 

s-form model was proposed on the basis of an 
(PAS of the carbonyl carbon CSA 

empirical energy calculation [3]. 
tensor) and WAXD diagrams of 

In this oaoer. we observe s-form seoaratelv 
α-form and s也rmofP(3HB)〆

企0叩 α-form and determine each molecular 

conformation bv 2D NMR method. We observed σ2!ef 2D NMR spectra under 

off-magic-angle spinning [4， 5， 6]. The σi and (T terms represent chemical shift anisotropy 

(CSA) which depends on molecular conformation other th組 theangle around the spinning 

axis (y-encoded). Thus the 2D spectra provide a sharp peak for a uniaxially orient怠dsample in 

which the molecules are rotationally distributed around the spinning axis. The peak position 

reflects the molecular conformation and is directly transformed into the principal axis system 

(PAS) orientation of the CSA tensor in the rotor-fixed frame [4]. The PAS orientation is 

closely related to the molecular conformation. For the carbonyl carbon， it is known that (Tn 

(yAうtendsto lie along the C=O bond axis， that (T33 (ZPAS) along the axis perpendicularωthe 

O=C・Cplane， and that (Tll (xPAS) tends to lie in the O=C-C plane [7]. Thus， we can determine 

the ori印刷onof批 O=C圃 Cmoiety ofα-form and s-form IIom each peak position of the 

carbonyl carbon in theσ2!ef 叩切tra.
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The 2D NMR spectrum of the uniaxially cold-drawn P(3HB) film was recorded to 

observe α・fonn(Fig.2). A peak 企omα-fonnappeared in the 2D spectrum. The 2D peak is 

broadened due to the distribution ofthe crystal c-axis in the rotor-fixed frame. Taking account 

of this effect， we calculate the spectra for various (αpc， spc) angles which describe orientation 

ofPAS in the crystal frame with zcry axis parallel to the c-axis (Fig. 1). We obtain the plot of 

the root-mean--squared deviation(RMSD)E 

between the experimental spectra and出eミ-
o nu 

叫 culated spectra. Minimun RMSD ~ 

structures were obtained for (αpc， spc)=(14' ，S 
32 ')， which agrees well the previously <.> 。竺時間200 150 

cherr羽田Ishift σ/ppm 
proposed angle of (αpc， spc)=(26 " 31') 

based on WAXD analysis. 
Fig. 2σ)0' 2D NMR spec仕um and 

We observed the 2D NMR spectrum 

of the uniaxially同10・step-drawnP(3HB) 

自lms(Fig.3).Anew peakhIZIP-form E 
appears at 0'=130 ppm. The附 SDplot ~~ 50 

gives a minimum value at (α.pc， sp制 10。';
Y(1047)，which is completely different i 。

、〆戸、
唱

200 150 
chemical shiftσ/ppm 

h 長~

)g' 

。。 30 60 90 

α陀/degree 
from that ofα・fonn.The agreement between 

the present result and the previously 

proposed model ((αpc， spc)=(4'， 10') is 

satisfactory. While the WAXD experiment 

Fig. 3σ2/0' 2D測しpectrum and 

RMSD plot of the two-step-drawn P(3HB) 

provid回 onlythe fiber repeat length， the present results reveal the orientation of the carbonyl 

carbon. This result strongly supports the molecular model of s-fonn. 
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固体重水素 NMR法による有機 EL非晶薄膜の検出
京大化研 O美濃明良，瀬々井巌士，梶弘典，堀井文敬

Detection of amorphous thin films in organic LEDs by solid-state 2H NMR 
Institute for Chemical Research， Kyoto University， Gokasho， Uji， Kyoto 611・0011，Japan 

OAkira Mino， Takashi Sesei， Hironori Kaji， and Fumitaka Horii 

Abstract 
In organic light-emitting devices(LEDs)， it is considered that the hole transport property is 

closely related to the molecular structure. However， the analysis has been difficult because 
materials in organic LEDs are in amorphous thin film state. N，N'-diphenyl-N，N'-di(m・tolyl)
benzidine(TPD) is wi4ely used as a hole transport material in organic LEDs. In this study， we 
attempted solid-state LH NMR detection of vacuum-deposited TPD thin films with 100 nm 
thicknesses. For the deuterated TPD thin films， we could successfully observe clear Pake 
pattems both for methyl-2H and aromatic-2H in TPD. The detailed orientational distributions 
will be discussed in the presentation. 

1.緒言

近年、有機エレクトロノレミネッセンス(EL)素

子は注目を集めており、そこに用いられる有機

非晶質材料の電荷輪送特性の解明が期待されて

いる。電荷輸送特性の解明には素子中における

分子の構造解析が必要であるが、非品状態であ

ることに加え、超薄膜であることからその解析

は容易ではない。本研究では、有機EL素子の王

孔輸送材料として知られる N，N二diphenyl-N，N'-

di(m・tolyl)benzidine(TPD)(図 1)の重水素化試料

を合成し、100nm程度有機非晶薄膜に対して 2H
NMRシグ、ナノレの検出が可能で、あるか、さらに

は分子の構造解析への検討を行った。

2.実験

O 
yN%..~ 

O 
Fig. 1. The structure of TPD 

測定に際して、 Aldrich社製の TPDの重水素化を行った。得られた重水素化試料

(D・TPD)に対して溶液lHおよび溶液 2HNMR測定を行った結果、 TPDの重水素化率

はそれぞれメチノレ基で 95%および91%、芳香環で 85%および 81%であった。この

D-TPDを真空蒸着法を用いて NMR測定用ガラス基板に膜厚 100nmとなるように蒸

着した。これを 150枚作製し、すべてを NMR試料管に供した。静磁場(Bo)に対し平行

および垂直となるように設置した試料基板に対しての固体 2H，NMR測定を行った(図

2)。リファレンスとして D・TPDを200ocの溶融状態から oOCまで急冷することによ

って得た非晶粉末状試料に対しても同様の測定を行った。測定は全て Chemagnitics

CMX-400 infinity分光計を用いて、 9.4Tの静磁場下、室温にて行った。

Keywords:有機EL，非晶，薄膜，固体NMR，2HNMR

0みのあきら，せせいたかし，かじひろのり，ほりいふみたか
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3.結果と考察

飽和回復法により D-TPD非晶粉末

試料のスピン 格子緩和時間(Tm)を

測定した結果、メチル基では 5.6士0.3
s、芳香環では 12.3土0.2sという値が

得られ、メチル基の緩和時間は予想よ

りも長い値となった。

垂直

図3には各試料に対する固体2HNMR

測定の結果得られたスベクトルを示

している。(吋は D・・TPD非品粉末試

料に対する測定によるスペクトノレで

ある。メチル基の共鳴線が:t17をピ

ークに持つ Pakeパターンとして、ま

た芳香環由来の共鳴線が:t64をピー

サンフツレ管 平行

Fig. 2. The arrangement of substrate 

湖 ICl.lUmd磁慎重鴻胸damorp針路姐器翻開富

(b) substrate.lBo 

2tl0 
す

む 知事00 .200主Hz

Fig. 3. Solid圃 state2H NMR spectra of vacuum deposited 

amorphous D-TPD; (b) substrate上Bo，(c) substrate/ / Bo・The

spectrum of amorphous powder D・TPDis also shown in (a) 

for reference. 
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クに持つ Pakeパターンとし

てそれぞれ現れている。図

3(b)， (c)にはそれぞれ薄膜試

料を Boに対して垂直および

平行に配置した場合の 2H

NMRスベクトルを示す。これ

らのスベクトノレから、 100nm
程度の薄い蒸着膜に対しても

固体 NMR測定が可能である

ことが分かる。図 3(b)，(c)を比

較すると、 Boに対する基板の

向きによるスベクトノレの形状

変化があまり見られないこと

から、巨視的には基板に対す

る分子の配向がないことが示

唆される。しかし、(b)と(c)

とのスベクトノレではメチル基

と芳香環のシグナル強度比に

若干の違いが見受けられる。

この違いに対しては、今後、

さらに充分な S/ Nを有する

スペクトノレを得ることにより

検討を行う予定である。また、

有機 EL素子において正孔注

入層に用いられるフタロシア

ニン系材料に対しても重水素

化により同様の検討を行う予

定である。
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Molecular dynamics in paramagnetic materials as studied by 

magic-angle spinning deuterium NMR 
Motohiro MizunQ， YI叩 S田 uki，K沼田lakaEndo 
Gr，ω為tateSchool ofNatural Science andTechnology， 

Kanazav問。1iversity，Kan沼山aKakuma-machi 920-1192， Jcψ'an 

百letechnique of 2H MAS NMR spectroscopy is presented for the investigation of molecular 

dynamics in paramagnetic materials. For paramagnetic samples with several structurally 
nonequivalent sites， the iso仕opicparamagnetic shift due to Fermi-contact interaction is useful for 
separation of the spinning sideband pa悦 ms企omthe deuterons in the different sites. The use of 

two-dimensional NMR spec位o~copy for separation of the spinning sidebands is discussed. The 
simulation of two-dimensional 2H -NMR spectrum including-paramagnetic effects and molecular 

motions is performed. 

Introduction 
2H NMR spectroscopy is a powerful method for studying molecular dynamics and local 

S加 C旬rein solids. However， the line broadening of a few hundred kHz for the static-powder 2H 

NMR spec住umand the molecular motion with intermediate rate obviously lead to poor spectral 
resolution and low sensitivity. To remove these difficulties， the enhancements of the 
signal-to-noise ratio and of the sensitivityωd戸1amicprocesses due to the MAS 2H NMR method 
have been demonstrated for the diamagnetic materials. The 2H MAS NMR spectra with spinning 
sideband is sensitive to the motion with the rates， k<103 

S-I， k> 107 
S-I: which are -almost 

undetectable in the static-powder 2H NMR spectrum.官官:refore，the 2H MAS NMR spec仕al

analysis is e妊ectivefor studying molecular dynamics in paramagnetic samples. We have 
developed the simulation method of位lestatic-powder 2H NMR spectrum for the paramagnetic 

materials. The reliable information about the molecular motion， the local s加lctureand the 
paramagnetic ion can be obtained企omthe 2H NMR spectral sirnulation including both the 
quadrupole interaction and the paramagnetic interaction. In the present study， we investigated 
experimentally and numerically the application of the MAS 2H NMR method toせleparamagnetic 
materials.百leuse of two-dimensional NMR spectroscopy for separation of the spinning 
sidebands is discussed.百lesimulation of two-dimensional 2H NMR spectrum including 
paramagnetic effi邸 18and molecular motions is performed. 

Experimen祖I

The 2H NMR spec仕awere measured by a Chemagnetics CMX・300spectrometer at 45.826 

MHz. The 2H NMR MAS sp民仕aof deuterated NiCh・6H20crystal were obtained using 7.5 mm 

rotor at 5 kHz. 

Results and Discussion 

The time evolution of the magnetization vectorM+(t) under MAS can be written 

as M+ (t) == L(t)M+ (0)， where L(t) = exp{(i.Q(t) + W + R(t))t} . .Q(t) is the diagonal matrix 

composed by the frequencies at each deuterium site determined by the quadrupole interaction and 
the paramagnetic interactions. W is a kinetic matrix composed by the rate k of the deuterium 

jumping between each site. R(t) is a matrix of血espin-spin relaxation due to the paramagnetic 

interaction. For the short time periodL1t ， by assuming tirne-independent .Q(nL1t)， 

Keywords: deuterium NMR， magic-angle spinning， paramagnetic material 
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L(n1'1t) "" exp ((iD(ndt) + W)1'1t}L((n -1)1'1t) is obtained. M+ (n1'1t) is ca1culated by 

diagonalizing(iD(n1'1t) + W). The 2H NMR MAS spectrum can be obtained by Fourier transfonn 
2 

of M+ (n1'1t). Fig. 1 shows the experimental LH NMR MAS spec回 at293 K obtained by 

chemical shift echo (n-1:・n/2)sequence. For six water molecules in NiClz・6H20，four coordinated 
waters are directly coordinated to the metals， whereas two crystallization waters do not. So， the 
deuterons of coordinated waters show larger isotropic paramagnetic shift than those of 

crystallization waters. The asymmetric line shape of the spec住umis caused by the dipolar 
interaction between 2H nucleus and Ni2+. The spinning side-band pattems reveal that the electric 

field gradient (EFG) at 2H nuclei in coordinated and crystal1ization waters are already averaged by 
the fast 180

0

自ipof the water molecule at 293 K. Fig.2 shows two-dimensional one-pulse (TOP) 
spectrum. The 2H NMR broad-line spectra of deuterons of coordinated and crystallization waters 

in the paramagnetic NiClz・6H20 crystal could ~ be separated by the TOP spectrum. The TOP 

method is convenient for the separation of the 官 NMRspectra of the deuterons with di妊erent

contact shifts， since a two-dimensional data ma仕ixis obtained from a one-dimensional MAS 

spectrum [1]. However， the TOP spectra are represented by a superposition of absorption and 

dispersion lineshapes which reduces the resolution of the spec仕a.The methods for separation of 

LH NMR spectra using iso仕opicparamagnetic shi丘arediscussed by comparing TOP and other 

two-dimensional methods. 
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Fig. 1 2H MAS N恥1Rspectrum ofNiClz・6H20at293K 

coordinated water 

Fig.2 2H NMR TOP spec仕切nofNiClz・6H20at293 K 

[1] B. B1umich， P. B1umler and J. Jansen， Solid State Nucl. Ma停1.Reson. 1， 111 (1992). 
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N，N'-diphenyl-N，Nにdi(m-tolyl)benzidineの中性、カチオン、
ジカチオン状態における反磁性、常磁性、

フェノレミコンタクトシフトー
京大化研 O山田知典、塚本直樹、日下康成、梶弘典、堀井文敬

Diamagnetic， paramagnetic， and Fermi contact shifts of 

N，N巳diphenyl-N，N'-di(m-tolyl)benzidinein neutral， c叫 onic， and dicationic states 

、 Institute戸rChemical Research，勾'otoUniversity， Gokasho， Uji，勾'oto611・0011， Japan 

OTomonori Yamada， Naoki T:剖kamoto，Yasunari Kusaka， Hironori Kaji，組dFumitaka Horii 

N，N七diphenyl-N，N'-di(m-tolyl)benzidine(TPD)芯 awidely used hole transport material in 

organic LEDs. In this study， we have analyzed the 15N chemical shi金 changesaccornpanying 

dicationization of TPD， measured by solid-御 teI~ NMR. Quantum chemical calculations clari命

that the change of the chemical shifts originate企omthe changes of xx and yy components of 

paramagnetic term， both ofwhich are perpendicular to the nitrogen lone pair， 2pz. Compared to the 

two terms， the changes of the pararnagnetic zz components and all the diamagnetic ∞mponents are 

found to be negligible. Since the pararnagnetic term depends on the orbital angular momentum of 

p-orbital， the changes ofthe paramagnetic xx and yy components should be related to the 0∞upancy 

of 2pz orbital. This is supported by natural population analysis， which indicates the decrease of 2pz 

occupancy with dicationization. The analysis ゐrcationic TPD will be also discussed. 

[緒言I有機 EL正孔輸送材料の電子状態を明確にする

ことは、その正孔輸送特性を考察する上で重要である。

本研究では、有機EL正孔輸送材料として広く知られて

いる N，N二diphenyl-N， N二di(m・tolyl)benzidine(TPD、図 1)

の、非晶およびジカチオン状態における電子状態に関

する知見を得ることを目的として、固体 I~m偲測定

から得られた化学シフトに関し、その理論的解釈を量

Fig. 1. Constitutional formula of 
TPD. x and yaxes are in the plane 
a， and z axis is pe中巴ndicularto 

子化学計算によって行った。 theplane a. 

[実験lI5N同位体ラベルしたTPD(I5N_TPD)を合成し、これを用いて中性(非晶)試料およ

び五塩化アンチモンドープ試料を作製した。中性試料は、 l~_TPD を 200 0C の溶融状態か

らOoCに急冷することによって作製した。五塩化アンチモンドープ言鵡ヰは、 15N_TPDのク

ロロホノレム溶液に、三当量の五塩化アンチモンのクロロホノレム搭液を混合した後、減圧乾

燥することによって作製した。これらの試料に対して、等方化学シフトを与える CPIMAS

15N NMR 測定および I~ 化学シフト異方性 (CSA) 測定を?子った。測定はすべて

Chemagnetics CMX-400分光計を用い、 9.4Tの静磁場下、室温にて行った。

キーワード:有機EL、反磁性、常磁性、フェルミコンタクト、量子化学計算

oゃまだとものり、っかもとなおき、くさかやすなり、かじひろのり、ほりいふみたか
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TPDの中性、ジカチオン状態について、量子化学計算によって構造最適化を行った。得

られた構造に対して、遮蔽テンソルの反磁性項と常磁性項を計算した。計算は、密度汎関

数法の1FT)にて B3LYP汎関数および6-31G(の基底関数を用い、G制 御103によって行っ

た。

I結果・考察I図2に固体 15NNMR測定を
CP!MAS CSA 

行った結果を示す。縦線で示したのは、量 (a)n印刷 (a) neutral 

ョ長
3∞ 2ω{∞ 

子化学計算によって得られた中性および

ジカチオン状態における TPDの I~核の等 … 
方化学シフトσ即および化学シフトテンソ ゆSbCb-doped (b) SbCb-doped 

ルの主値σ11、σ22、町3である。実測のスベ

クトノレとの比較から、五塩化アンチモン

ドープ試料がジカチオンであることが示

唆された。

l ，0担。 ルベよ
3∞ 200 ∞ 3∞ 200' r∞ 

ppm員百mIiq， NH3 ppm from liq， NH3 

量子化学計算による構造最適化の結果、

TPDは、中性、ジカチオンのいずれの状態

においても、 N原子とこれに結合した三つ

のC原子が同一平面(図 1の平面α)上に

存在することがわかった。

Fig. 2. CPIMAS 15N NMR spectra and 15N CSA 

sp即位aof n即位a1(a) and SbC15・doped(b) 
samples. Verticallines泊diω，teσi助 σ11，σ'22，and 
句 3of neutral (a) and dicationic (b) TPD 
obωined bγquantmn chemical calculations. 

表 lに、中性およびジカチオン状態における、
15
N核のσ1曲および化学シフトテンソルの対角

成分σ目、 σw、むの、反磁性項ならびに常磁

性項の計算結果を示す。ここで、 xおよび、y軸

は平面。内にあり、 z軸は平面。に垂直である

とした(図 1)。この結果から、 σmおよびσyyの

常磁性項が大きく変化することが明らかになっ

た。遮蔽テンソルの αβ成分 (αβXX，xy，…， 

zz)の常磁性項が

f1 -;晶ρ _L
σ『 8=二一 <If/(Bα)I~ニラ~~IIf/(Ba) >IB=o 

叩 dBa ， 'U'  ， 2mc j 可 U

で表されることから、民この変化はN核周りの電

子の軌道角運動量Lのxおよびy成分の変化に

Table 1. The diamagnetic and the 

p紅 amagneticterms of the chemical shi食
tensor for 15N of neutral and dicationic TPD 

obtained by q凶 n旬m chemical calculations. 

The values are relative to the diamagnetic 
isotopic shielding ofneutral TPD. 

diamgnetlcterm par，una呂田世cte団司
f ppm ./ pp処

ne叫t:ra1 dication neutra1 dic抵(on

(ijso 0..0. -1.2 lo.o..5 19~1 

σ滋*ー2，8 -5.3 99.8 243.5 

旬*ー1Q.6 -4.6. 105.4 263.1 

σ:zz * 13.2 63 96.3 90..6 

本 (σmσyy，σzz)∞rrespondsω(σ払 σ33，
σ11) and (σ11， σ払 σ'33)for neutral and 
dicationic TPD. respectively. 

起因すると考えられる。ここで、If/(Ba)は磁場Bα存在下での波動関数、乃は核と電子jの

距離を表す。この軌道角運動量の変化は、 natura1population解析によって示された、軌道

角運動量の Z成分がOである、 N原子の 2pz軌道の占有数の減少と密接に関係していると

考えられる。発表当日には、カチオン状態におけるフェルミコンタクトシフトについて検

討を行った結果も報告寸る予定である。
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Structure of hydrous aluminosilicate melts (glasses):ending a 

long-standing controversy by lH_27 AI HETCOR and 

3QMASlHETCOR NMR 

Xianyu Xue* and Masami Kanzaki 
Institute for Study ofthe Earth's Interior， Okayama University， Misasa， Tottori 

682-0193 Japan. *芯mail:xianvu@misasa.okavama-u.ac.io 

Introdnction 
The dissolution mechanisms of water in silicat巴meltsand glasses is an issue of major 

interest in both earth sciences and materials sciences， because a small amount of water may 
have dramatic effects on their phase relations and physical properties， and these effects are 
strongly compositional dependent. Although it is now generalIy accept巴dthat wat巴ris 
dissolved in (alumino)silicate me1ts/glasses as both molecular H20 and hydroxyls (OH)， 
controversy remains as to the form of OH groups. For Al-free silica and alkali silicate 
compositions， SiOH has b巴enconfirmed to be a major OH species by 29Si MAS and IH今29Si
cross-polarization (CP) MAS NMR studies; its formation is thought to be largely responsible 
for the reduction ofmelt viscosity， via breakage ofthe strong Si-O-Si linkages. However， for 
aluminosilicate compositions， debate continues as to whether similar depolymerization occurs 
(e.g. Zeng et aI.， 2000)， or whether the dissolution of water merely involves M-H cation 
exchange and formation of bridging OH (Si(OH)Al) and MOH complexes (e.g. Kohn et aI.， 
1989). The controversy arose mainly due to ambiguities in the interpretations of 29Si and 27 Al 
NMR and vibrational spectra， as their resolutions tend to be lowered in the presence of AI. 

ln this study， we have applied 1D IH MAS NMR and 27 Al今IHCP MAS NMR， as well as 
2D 27 Al triple-quantum (3Q) MAS NMR， 27 Al今 IHheteronuclear correlation (HETCOR) (2D 
CP MAS) and high-resolution 3QMASlHETCOR NMR techniques to anhydrous and hydrous 
KAlSiPR(Or)，NaAlSiP8 (Ab) and NaAlSi04 (Ne) glasses containing 1-2 wt% H20 to shed 
new light on the dissolution mechanisms of water in aluminosilicate melts (glasses). The 
27Al今IHCP MAS NMR technique provides direct information about H-Al proximity and， 
combined with knowledge from ab initio caIculations， leads to unambiguous identification of 
AIOH. The 2D 27 Al今IHHETCOR and 3QMASlHETCOR NMR resu1ts allowed the 27Al 
NMR parameters of Al(Q3)ーOHto be revealed for the first time. 

Experimental 
Anhydrous glasses were synthesized from analytical-grade Na2CO/K2C03， Al203 and 

Si02 via me1ting at 1500-1650
o
C. Hydrous glasses were synthesized by me1ting anhydrous 

glass plus deionized water in a sealed pt capsule at 2 kbar and 1400-1500
o
C， followed by 

isobaric quenching， using an intemally heated gas pressure vessel， similar to that described in 
Xue and Kanzaki (2004). The NMR spectra were obtained using a Varian Unity-Inova 400 
spec住ometerand a Doty 4 mm CP MAS probe at a resonance frequency of 104.3 MHz for 
27Al and 400.4 MHz for IH. Chemical shifts are referenced to tetramethyl silane (TMS) for IH 
組 d1 M aqueous Al(N03)3 for 27 Al. 

Keywords: hydrous， aluminosilicate， glass， IH_27Al， HETCOR， 3QMASIHETCOR 
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Results and Discussions 
The lH MAS NMR spectra of hydrous glasses show peaks near 1.4-1.7， 4， and 6.5 ppm 

(Fig. 1). The 27 AlーラlHCP MAS NMR spectra acquired with a range of contact times (0.25-20 
ms) (Fig. 2) suggest that the components near 1.4-1.9 ppm， 6.5 ppm and 4 ppm represent 
protons increasingly farther away from Al (less enhanced by CP). 1n combination with 
knowledge from ab initio ca1culations (Xue and Kanzaki 2001， 2004)， the peak near 1.4-1.9 
ppm can be unambiguously attributed to AIOH. Peaks near 6.5 ppm can be best attributed to 
SiOH in the vicinity of Al， and that near 4 ppm may be due to SiOH farther away from Al 
(plus minor molecular H20). 

11111" 1:1::1:1'ξ':I'H'I'U'jH<IドEミ'1""1'11;1ι"'t" !ll'!l'! II!I P 1: 'I"!ll n Hp~J 11'主 Iljlミ '1

80 60 40 20 0 -20 -40 ・60 ppm 

fjo伽/」a川 /-jMW

SP //ii///¥... ¥1-..¥ ~// /'三
一一ハ¥¥-'''-一一----".'../ " ¥ l，_ \.-一一--~// /\\:.~ 
CP / /" . ¥¥̂" r: __  ././ \[~， ~ __ ¥¥ 

• .，./八円 5ms /' / "" 'Jd{¥ 5 ms _/ / ，'， ¥ 
¥¥ ‘' 品 -~，...，. ./ ;"¥ f1\'~戸、 :"""""'--~- ./ / ¥¥、~山内
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lH chemical shift (ppm) 

Fig. 1. lH MAS NMR (SP) and 27AI今 lHCP MAS NMR (CP) spec住a(a)， and an enlarged 
view near the central band (b) for hydrous Or glass with 2.3 wt% HzU (or2w)， Ab glass with 
1.2 wt% H20 (ablw) and Ne glass with 2.0 wt% H20 (ne2w). Contact times for the CP 
spectra (0.25， 1，2 and 5 ms) are as marked. 

All the 27 Al MAS NMR and 3QMAS NMR spec住acontain a single， unresolved peak 
attributable to four-coordinat，巴AI(Fig. 2). On the other hand， the 2D 27AlうlHHETCOR and 
3QMAS/HETCOR NMR sp田 traacquired with a contact time of 1 ms for hydrous Or and Ab 
glasses (Fig. 3) c1early show two peaks: a main peak with a maximum near 4 ppm and a 
smaller one near 1.2 ppm in the IH dimension. From the lH chemical shift information， the 
former may be at住ibutedto the dominant Al Q4 and the latter to AI Q3 -OH. The estimated 
mean 27Al isotropic chemical shift (oj

Al
) for AI Q3_0H are 64-68 ppm， about 3-6 ppm Iarger 

than those of AI Q4. Their quadrupolar coupling constants are within the range ofthe latter. 
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Despite the difference in ot1， it is only through 27 Al今lHHETCOR and 3QMASIHETCOR， 
but not 27 Al MAS or 3QMAS NMR that the peaks are resolved. 
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Fig.3.27AI今lHHETCOR (left) and 

3QMASIHETCOR spectra (right)， acquired 
with a contact time of 1 ms， for hydrous Or， 
Ab and Ne glasses (as labeled in Fig. 1). All 
contours are drawn in logarithmic scale with 
12 levels and a spacing factor of 1.2. 

Fig. 2..27 Al 3QMAS MAS NMR spectra of 
anhydrous (anh.) and hydrous Or， Ab and 
Ne glasses. All contours are drawn in 
logarithmic scale with 121evels and a 
spacing factor of 1.4. 
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Conclusions 
Our lH MAS and 27AlうlHCP-MAS NMR data， combined with ab initio ca1culation 

results， indicate that the OH spωies in hydrous Or， Ab and Ne glasses are in the form of 
SiOH and AIOH， with the abundance of the latter increasing with bulk Al/Si ratio. Our 2D 
27Al今lHHETCOR and 3QMAS/HETCOR results provided the first direct information for 
the 27 Al NMR parameters for Al Q3 -OH in hydrous aluminosilicate glasses. 

This study has demonstrated that depolymerization and formation of AIOHlSiOH is a 
general water dissolution mechanism for polymerized aluminosilicate melts (glasses)， and 
HETCOR and 3QMASIHETCOR NMR experiments involving lH are the key to its 
revelation. 
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金属錯体Alq3の構造一発光特性相関の解明
京大化研 O久我香子・日下康成・梶弘典・小野山吾郎・堀井文敬

Two-Dimensional Double同 Quantum15N Solid-State NMR Characterization of 
the Isomeric States in Tris(8占ydroxyquinoline)Aluminum(III) (Alq3) 

Takako Kuga， Yasunari Kusaka， Hironori Kaji， Goro Onoyama， Fumitaka Horii 
Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611-0011， JAPAN 

Abstract: The isomeric states of tris(8・hydroxyquinoline)aluminum(III) (Alq3) have been 
analyzed by an advanced solid-state NMR technique， 15N two-dimensional double-quantum 
(2D DOQSY) NMR. This experiment correlates the principal axis directions of the two 
relevant 15N chemical shift tensors. Therefore， the meridional (mer) and facia! ifac) isomers 
are expected to be c1early distinguished by this technique. The experimental 2D DOQSY 
spectra ofthe 15N・labeledAlq3 C5N-Alq3) in the αーandamorphous forms are well reproduced 
by the calculated spectrum for mer-Alq3・ Incontrast，ふAlq3provides a c1early different 
spectral pattem， which agrees well with the calculated pattem for声。Alq3・ Theseresults 
provide c1ear experimental evidence that the α-and amorphous Alq3 are composed of 
mer-Alq3 whereas 8・Alq3is composed of戸c-Alq3・

<緒言> 金属錯体tris(8・hydroxyquinoline)aluminum(III) (Al旬、図1)は、電子輪送特

性と発光特性を併せ持つ優れた材料で、ある。 1987年に有機electroluminescence(EL)デ

バイスに用いられて以来l、そのデバイス応用に関する研究が広く行われてきた一方

で、その基礎的研究はほとんど行われてこなかった。 2000年にはじめて結晶構造が広

角X線回折法(WAXD)によって調べられへその後、 Alめにはα，s，y，8型の四つの結晶形

が存在することがわかった2，3(最近では、 E型4も報告されている)。また、その構造が

その発光特性、特に発光波長に大きく影響することは興味深い。

Alq3分子には、図 Iに示した 2つの構造異性体、 meridional(mer)体とfacialifac)体が

存在する。 Brin1由lannら2はαーAlq3をmeridional体からなると報告しており、多くの論

文でそのように認知されている。しかし、昨年、 Kodakのグルーフ。4は単結晶構造解析

の結果から α-Alq3はfacial体からなるとの報告を行っている。また、 TM-Alq3tこ対し、

Collらはfacial体からなると報告している10 しかし、その粉末WAXDパターンは

meridional体からなると仮定しでもわずかにR因子が大きくなるのみであり、facial対で、

あると明確に断定するには至っていない。これらの背景に基づき、我々はこれまで27A!

および13C固体NMR測定によるAlq3の局所構造解析5，6を行ってきた。本発表では、 15N

核を用いた二次元二量子固体(2DDOQSY) NMR法7-9を用いて、 Alq3分子の構造異性に

関する明確な実験的確証を得るとともに、発光特性との相関について検討を行った。

<実験> 15N核を同位体ラベノレしたAlq3C5N-Alq3)は、 HI5N03より合成した。昇華精

Key Word: Alq3 I solid-state NMR I organic LED I double-quantum NMR 
(くがたかこ，くさかやすなり，かじひろのり，おのやまごろう，ほりいふみたか)
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Fig. 1. (a)Schematic form of 2D DOQSY spectrum. (b)Schematic repres巴ntationof ch巴mical-sh治 tensor

orientations in mer-Alq3' There are three pa甘emsofthe coupled sites. 

製により αーAlq3を、その熱処理によりふAlq3を得た。非品Alq3は42S
0
Cからの急冷によ

り得た。測定はChemagneticsCMX・400Infinity分光計により、室温で、行った。

<原理> 2D DOQSY NMR測定では、二量子励起により 2つのdipole聞の配向相関を

明らかにすることができる7-9 その 2次元スベクトノレの模式図を図 l(a)に示す。縦軸

ω1は二量子遷移 (2つの核の化学シフト異方性(CSA)の和、 ωA十 ωB) であり、横軸

ω2は一量子遷移(各サイトのCSA、ωA及びωB) である。二量子遷移 (ωA+ωB) は

核の配向関係を反映する。本実験

では、 15N_Alq3を用いることによ

り、 2つの15N核問の相関から、

Alq3の構造についての情報を得

た。図 l(b)に示したように、例え

ばmer-Alq3でのdipole-dipoleカッ

プリングの場合、考え得るカップ

リングは分子内だけで 3通りあ

る。シミュレーションでは、各カ

ップリングによるスペクトルの

長納~iaIA1113 

(b) amorphousAlQ3 (a)α・Alq3

σHσ3立。ぉ σtP21σむ σttGllσ柏

崎由自由自 吻 蜘 岳 山 ら 拍 柏 市 山 b
ppnl ppm pplll 

me1武動naIA1lI3 

合計として結晶のスベクトノレを

得た。

図2にαヘ非晶、

o-Alq3に対する

DOQSYスベクトルを等高線表示

でよ示す。色が濃い方がスベクトル

強度が高いことを示す。 α-Al旬、

非品Alq3で、は、 (σ11，2σll)近傍で、シグナノレ強度が最大となっているのに対し、ふAlq3で、

はこの部分にピークが見られない(図 2(c))。

Fig. 2. Experimental 15N 2D DOQSY spec仕'aof (a)αー， (b) 

amorphous， and (c)ふAlq3・ Thecorresponding photographs 

under UV light are shown below. Alq3 in the meridional and 

facial isomeric states are shown above. 
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この違いは分子内15N一15N配向相関の違い、すなわち構造異性に起因すると考えら

れる。 mer-Alq3で、は図 l(b)のように 3パターンの分子内のdipole-dipoleカップリング

が存在し、パ夕一ン(ωiり)では向かい合つた15切N核のσ町11方向がほぼ反平行に並んだ

とるため、(付σl山1，2σ町11)~にこ強いピ一クが観測される(図 1(ωa吟)参H照R引)。一烹fac-Alq3での分

子内カップリングでは全て図 1(b-ii)のような配向をとり、 σ11は互いにほぼ直交してお

り、この場合(σ11，2σ11)近傍にピークが出ないと予想される。

8・Alq3の結品構造についてはColleらが、その構成分子をそれぞ、れmeridional体、 facial

体と仮定した場合のX線構造解析結果を公表している 10。これらを用いて、

2DDOQSYシミュレーシ

ヨンを行った(図 3(a)

(b)) o この結果からも分?

子の構造異性が 2D~

DOQSYのスベクトルパ;

ターンによって区別でi

きることが明確であろみ

う。実測スベクトル(図

2(c)) と比較すると、図

(揖)ii-Alq3(mer.Colle) ゆ}ふAlq3(facモCol1c) (c)bcst-fit simulation 

σIP22σ'JJσIP22σ3J 
色

400 3m 2m 1(耳) (1 400五xl2m 1m (1 
ppm ppm 

σlρ22 (J持

者約百約百Xl l∞o 
ppm 

3(b) にお いて (σII.Fig.3. CaIculated 15N 20 OOQSY spectra of Ii必q3in the case when the 

σ11+σ33) (σ33. σ22+σ33)イ寸crystal蹴 considered ∞ntains (a)the meridional isomer時 O巾 dby C凸lIe，
(b )the facial isomer reported by Colle， (c) Best-fit simulation for ふAlq3・

近に実測スベクトルに

見られないピークが生じている。 3つリガンドが互いに直交性が高い場合には、この

ようなピークが生じるが、リガンドの直交性・等価性を低くした構造を仮定すると、

より実測に近いスペクトルが得られた(図 3(c))。

さらにα-Alq3について、 Brinkmannらの示ιたmeridional分子からなるα田 Alq3の結晶

構造に基づく 2DDOQSYシミュレーションを行った(図 4)0 (的が隣接分子聞の相互

作用を無視した場合、 (b)が考慮、した場合である。これらの比較から分子聞の相互作用

の影響が(σ11.2σ11)(σ22. 2σ2U (σ33. 2cr33)を通る傾き 2の稜線として現れるのがわかっ

た。 (c)(のでは、さらに構造の乱れを考慮して化学シフトテンソルの主軸方向に分布を

もたせた。 (c)は隣接分子聞の相互作用を無視した場合、 (d)が考慮した場合である。(坊

との比較から構造の乱れにより、スベクトル上部で等高線の幅が広がることがわかっ

た。

これらを図 2の実測スベクトノレと比較すると、 α・および非晶Alq3においても構造の

disorderが観測されていることがわかる。スベクトル上部の等高線の幅は非晶Alq3の方

が広く、 α-Alq3より大きなdisorderがあると示唆される。
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(d)(b) with distributed 
princip也1shielding axes 

(c)(a) with distributed 
principal shieIding axes 

(b)with inter molecule 
mteraιtion 

(a)single molecule 
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Fig. 4. Ca1culated 15N 20 OOQSY spectra of mer-Alq3 in theαcrystal form (a) without inter-molecular 
interaction， (b) with inter-molecular interaction， (c) with.out inter-molecular interaction and with distributed 
principal shielding axes and (d) with inter-molecular interaction and with distributed principal shi巴ldingaxes. 

一方、分子聞の相互作用による稜線はα-Alq3で明瞭に観測される。非晶Alq3で、稜

線が見えないのは、隣接分子との配向が一定でないため、相互作用が平均化されるか

らと考えられる。

以上の解析から、 α-Alq3はmeridional体、 8・Alq3はfacial体で、あることがこの解析より

明確となった。また、非晶Alq3の実験結果は、図 4(c)に示した分子間相互作用を考慮、

しない一分子のdisorderのあるmeridional体に対する計算スベクトルとして、うまく再

現されることから、非晶Alq3もmeridional体からなっていること、および非晶試料にお

いては分子間相互作用が平均化されて観測されないことが示された。

さらにAlq3分子の発光特性という観点では、 α-Alq3や非晶Alq3が黄緑色の発光をし

ているのに対してふAlq3が青色発光をしている。よって、構成する分子がmer-Alq3な

らば黄緑色Jac・Alq3ならば青色の発光になり、発光色とAlq3分子の構造異性との相関が

示されたといえる。
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(1) Tang， C. w.; VanSlyke， S. A. Appl. Phys. Lett.1987， 51， 913. 
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P083 

1次元固体状態スピン交換 NMRによる 9・ヒドロキシ

フェナレノンの互変異性の研究

(電気通信大学量子・物質工学科1.東邦大学理学部2)

0中村英章1・桑原大介 1 .古家野宏行 1 ・間中泰輔 1 .持田智行2

Research ofthe tautomerisum for 9-hydroxyphenalenone by one-dimensional solid-state 

spin exchange NMR 

Hideaki Nakamura1 ， Daisuke Kuwahara1 ， Hiro戸u<iKoyano1 ， Taisuke Manaka1 ， and 

Tomoyuki Mochidi 

(Department of applied Physics and Chemistry ， The University of 

Electro-Communications1 ， Department of Chemistry ， Faculty of Science ， Toho 

Universitl) 

We present a new NMR method to clarify the dynamics of proton tautomerism in 

solid 9・hydroxyphenalenone.Two 13C resonance lines influenced by the proton 

tautomerism have a chemical-shift difference between them. In order to depict the 

precise potential curve of the proton tautomerism， the chemical-shift difference when 

the proton tautomerism is completely frozen is necessary. Ifthe freezing temperature is 

under -100 oC ， it is very difficult to obtain the shift difference. The NMR experiments 

based on this new method are performed at a temperature significantly higher than 

司 100oC. The new methodyields the 13C spin relaxation rates， the rates for the proton 

tautomerism， and the populations of the two tautomers. Using the populations and the 

I3C chemical-shift difference at that temperature， we determine the chemical-shift 

difference at the freezing temperature. 

プロトン互変異性、緩和速度、交換速度、ポテンシャルプロファイノレ

なかむらひであき、くわはらだいすけ、こやのひろゆき、まなかたいすけ、

もちだともゆき
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1.緒言

9-ヒドロキシフェナレノン誘導体は互変異性に基づいた誘電応答を示す。その

互変異性はフ。ロトン移動と同期して引き起こされる。最近、与ヒドロキシフェナ

レノンの相転移の振る舞いが持田らによって報告された 1。彼らは、これらの誘

導体の誘電応答が、プロトン互変異性と関連した分極反転によって引き起こさ

れることを示した。

分子内または分子間水素結合は固体状態中で、プロトン互変異性を生み出す重

要な要因の 1つである。 9-ヒドロキシフェナレノン誘導体に関して、プロトン移

動は分子内の水素結合に沿って起こる。加えて、分子は水素結合を持った孤立

系と見なすことができる。それ故、それらは、水素結合によるプロトン互変異

性と、誘電応答の関連性を研究するための理想的な系である。

Fig.l は9・ヒドロキシフェナレノンの 2つの互変体を示す。プロトン互変異性

に対するポテンシャル曲線の略図はFig.2示されている4 プロトン移動のダイナ

ミクスは反応座標に沿ったポテンシヤノレの形に大いに依存する。一般には、以

下のパラメーター(交換速度kJ， kl、エネノレギー差 Ll G、反応エネルギ~ LI Gt
) 

がポテンシャル曲線を記述するために使われる。 2つの互変体は図の上で左右対

称であるが、結品学的環境の差によるポテンシャルエネノレギー差を持っている。

、‘‘，，
冒
E
-
a

ra

、
、‘，

J

冒・孟
Y
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i
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Figure 1. Two tautomers ( 1) and 

(ll) of9・hydoxyphenalenone.

Figure 2. Potential curve for the proton 

transfer between two the tautomers (1 ) 

and ( II ) of 9-hydroxyphenalenone. 

Limbachらは、ポリフィリン誘導体のプロトン移動のダイナミクスの研究にお

いて、 15Nマジックアングノレスピニング (MAS)NMRスベクトノレの分裂幅ovが、

51-k 
v= 一一一':::'~v

l+K 、.ノ
1
1
 

〆，.‘、

で与えられることを見出した 2。ここで企vはプロトン互変異性が完全に止まっ
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ている時の化学シフト差(静的な分裂幅と呼ぶことにする)、 Kは平衡定数であ

る。しかし、 9-ヒドロキシフェナレノンの場合、互変異性が完全に止まる時の温

度は・1000C以下である。安定した高速試料回転が実現可能な温度範囲の下限は、

普通・1000Cである。それ故、 DotySuper-TV MASプロープのような特殊なMAS

プロープでない限り、企vの値を得ることはできない。たとえ特殊なフ。ローブを

使用したとしても、・140
0
C以下において 5kHz以上の試料回転速度を実現するこ

とは非常に難しい。

本研究において、我々は MASNMR実験からの静的な分裂幅Avを求めるため

の新しい方法を提案する。我々は以下の 2つの方法、交差分極マジックアング

ルスヒoニング (Cp.ぶ1AS) と1次元 (ID)固体状態スピン交換NMRの組み合わ

せを用いた。

2.実験

NMRスペクトノレは、 BrukerMAS 4mmプロープを備えたBrukerAvance 300分

光計を用いて記録した。 NMR実験は13Cに対して 75.43MHzで、行った。試料回転

速度は 9kHz、CP時間は lmmで、あった。

我々が新しく考案した 1次元スピン交換NMRバノレス系列は、

lH: (π/2) (CP) Decoupling 

13C: (CP) (π/2)(πl2)s.e.・τー(π/2)acquision 

である。ここで τは交換時間である。 (π/2)s.e.はClに対する共鳴線(共鳴Aとす

る)またはC9対する共鳴線(共鳴B)の選択的励起を行う 90
0

パルスである。

サンフ。ルの温度はサマリワムアセテートのカノレボキシノレ炭素の化学シフトを使

って修Eした。すべてのNMR実験は・IOOOCよりも高い温度で行った。高速試料

回転下でCPを効率的に行うためにRAMPCP法を用いた。 lHデカップリングには

TPPMデカップリング系列を使用した。

3結果と考察

Fig.3は1次元スヒ。ン交換NMRパルス系列を用いて・70.6
0
Cにおいて記録された

13CNMRスペクトノレである。共鳴Aはスピン緩和やプロトン交換によって次第に

大きくなる。従って、これらの強度の変化は、一般に、 T1A，TIB， 1IkI， 11んという

時定数を使って表現することができる。

与ヒドロキシフェナレノンは Tc=-18.20Cで、構造相転移を持つ。分裂幅dvは温
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度の減少と共に 11.6ppmに漸近して近づくことが分かつた。・70.6
0Cにおいてb

は 7.26ppmなので、 9・ヒドロキシフェナレノンの静的な分裂幅が 12ppm付近と

仮定すると、その時の平衡定数Kは方程式(1)から、ー70.6
0Cにおいて約 0.23であ

る。交換速度は O.lsのオーダーである。よって交換速度は O.Olsのオーダーにな

る。これらの結果を元に最終的に磁化A，Bに対して、

M(九坊(τ)-M仇+z)(τ) ヲ

λsー o叫ニ1-P・r+Q・r"
α1vl ;. "HA 

が導かれた。但し、 P= 2X2k_I> Q = t Pk_p 

X2は互変体(II)の占有数で、ある。最小二乗

法を用いて P，Qの値はそれぞれ、 ァ=18

P= 0.048:t 0.007， Q= 0.0015:t 0.0006と求

まった。これより、 ι，=0.12士0.05s-1，

X2 = 0.20:t 0.08， x， = 0.80:t 0.08が得られ

た。占有数からKは・70.6
0

Cにおいて

0.25:t0.l0である。ー70.6
0CにおけるKと

δvの値を用いて、我々は、静止な分裂幅

が~v = 12.1:t 2.6 ppmで、あることを見出

した。この値は与ヒドロキシフェナレノ

ンに対する上記の見積もりに非常に近い。

この結果は本研究のNMR実験が静的な

分裂幅~V を正確に決定できることを示

している。本研究で考案した新しいパル

ス系列の詳細及びポテンシヤル曲線を特

徴付けるその他のすべてのパラメーター

については会場にて報告する。

4.文献
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Sugawara， T. J. Phys. Chem. B 2003， 107， 12315. 

(2) Limbach， H且;Wehr1e， B.; Schlabach， 

Figure 3. Variation in resonances A 

and B with the indicated exchange 

periods. 

M.; Kendrick， R.; Yannoni， C.S. J. Magn. Reson. 
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P084 

13C-NMR緩和時間および誘電緩和時間に基づく非品質

ジヒドロピリジン系薬物の分子運動性の測定
(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡澄江、宮崎玉樹、川西徹

Molecular mobility of some 1，4-dihydropyridines in the amorphous state 

determined by 13C-NMR relaxation and dielectric relaxation measurements. 

(National Institute of Health Sciences) Yukio Aso， Sumie Yoshioka， Tamaki 

Miyazaki， Toru Kawanishi 

The crystallization rate of 1，4-dihydropyridines studied was in the order: 

nifedipine> nitrendipine> nilvadipine. The local mobility of amorphous 

nilvadipine， as indicated by s-relaxation time， was lower than that of nifedipine or 

nitrendipine. 13C-NMR relaxation time measurements showed that crystalline 

nilvadipine exhibited higher molecular mobility than the other two drugs did. 

These results suggest that the crystallization rate of these drugs correlates with 

local mobility， and that local mobility affects stability of amorphous drugs as well 

as global mobility indicated by glass transition temperature. 

はじめに

水に溶けにくい医薬品の溶解性を改善するために、非品質化することが多くの医薬

品において行われている。非晶質化した医薬品は結晶に比べ運動性が高く、保存中に

結晶化しやすいが、ガラス転移温度(Tg)の高い高分子添加剤は非品質薬物を安定化す

ることが知られている。高分子は Tgを高めマトリックスのグローパルな運動を低下

させる作用に加え、薬物と相互作用し、薬物のローカノレな運動性を低下させることに

よって安定化することが示唆されている。本研究においては Fig.lに示すジヒドロピ

リジン系薬物について、13C-NMRスヒ。ン格子緩和時間(Tl)および誘電緩和時間の測定

を行い、非品質薬物の結晶化速度に及ぼすローカルな運動性の影響を考察した。

H3C 

CH300C 

Rl 

COOR2 

R3 

~ 

Rl R2 R3 ~ 

nifedipine CH3 CH3 N02 H 

m廿endipine CH3 C2Hs H N02 

nilvadipine CN (CH3hCH H N02 

Fig. 1 Chemical structure of 1，4-dihydropyridines. 

緩和時間、結晶化、非品質

あそゆきお、よしおかすみえ、みやざきたまき、かわにしとおる
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室墜
非晶質薬物は結晶を融点以上に加熱し、急冷することによって調製した。薬物炭素

の Tlは固体高分解能 NMR(Varian、400MHz) を用いて 27
0
Cで測定した。誘電緩

和時間は DEA2970 Dielectric Analyzer (TA Instrument)を用い、 -50~900Cで測定し

た。

結果および考察

昇温速度 lOC/minにおいて測定したニフェジピン、ニノレパジピン、ニトレンジピン

のTgはそれぞれの 41、43、270Cであった。ニルパジピンの Tgはニフェジピンより 2
0
C

高いが、その結晶化はニフェジピンに比べ2オーダー以上遅かった。また、ニトレン

ジピンの Tgはニフェジピンに比べ 40C低いにもかかわらずニフェジピンと同様の速

度で結晶化した。これらの薬物の結晶化速度は Tgを指標とするマトリックスのグロ

ーパルな運動性とは密接な関連が見られず、同様のグローパルな運動性を有する温度

において比較すると、ニフェジピン>ニトレンジピン>ニノレパジピンの順であった。

非品質ニフェジピン、ニノレパジピン、ニトレンジピンの誘電緩和時間測定の結果、

ガラス転移の動きと関連するαー緩和とそれよりも速い動きと関連する?緩和が観測

された。ニフェジピンにくらべニノレパジピンの骨緩和時間は 2オーダー長く、ニフェ

ジピンにくらべローカルな運動性が低いことが示された。

フェニノレ基の結合した CH炭素のスピン-格子緩和の減表曲線を Fig.2に示す。非

品質状態においては Tgの低いニトレンジピンが最も減衰が速やかであった。誘電緩

和測定において観測されたs-緩和の動きよりも、 Tgを指標とするマトリックスのグロ

ーパルな運動性が、非晶質状態の CH炭素のスピン-格子緩和に大きく影響するもの

と考えられる。それに対し、結品状態においては、結晶化の最も遅いニルパジピンの

CH炭素が速やかに緩和した。 o門 ー CHca伽 n

これは、ニノレパジピンでは他の

薬物に比べ、結晶相にある薬物

分子が非品質相へ移動しやすい

ことを示唆し、それがニルパジ

ピンの結晶化が他の薬物より遅

い理由のひとつと考えることが

できる。

誘電緩和時間や NMR緩和時

間の測定によって得られるロー

カルな運動性もグローパノレな運

動性と共に非品質薬物の安定性

に大きく影響することが示され
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Fig. 2 Tl decay of CH carbon of 1，4-dihydropyridines. 
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P085 

lHMASNMRによる水素結合ネットワーク系における

プロトン拡散

(産総研計測フロンティア)0尾身洋典、鈴木浩一、林繁信

Proton diffusion in hydrogen bond network systems probed by IH MAS NMR 

(Research Institute of Instrumentation Frontier， National Institute of Advanced Industrial 

Science and Technology (AIST)) 

Hironori Omi， Koh-ichi Suzuki and Shigenobu Hayashi 

Inorganic solid acid salts have much attracted attention as candidates for solid electrolytes 

in fuel cells. In the present studぁ IHMAS NMR spectra of CS3(HS04)2(H2P04) were 

measured in the tempera知rerange of 185 K -340 K in order to study the proton diffusIon in 

hydrogen bond network systems. In the low temperature region， the broad and complicated 

peak at凶butedto the acidic proton was observed around 13 ppm. This complicated peak 

was composed of several peaks arising企omthe inequivalent sites for the acidic protons. 

This peak became sharp and could be represented by single component as the result of 

chemical exchange of acidic proton with increasing in temperature. 

【序]CsHS04などに代表される無機固体酸塩では、 A04型の四面体イオン(A= S， P) 

が水素結合のネットワークを形成している。これらの物質は、無加湿の状態で、かっ

100
0

C以上の温度において高いプロトン伝導性を示すために中温作動型燃料電池の固

体電解質の有力な候補としで注目されている。我々のグループで、は、これまでに幾つ

かの硫酸塩や硫酸・リン酸混合塩について研究を行い、 S04(P04)四面体の回転運動が

プロトン並進拡散の律速過程であることを報告した [1，2]。本研究では、

CS3(HS04h(H2P04)を取り上げ、 IHMAS NMRスベクトノレの温度変化の測定から、水

素結合ネットワーク上のプロトン拡散を支配する水素結合について調べた。

【実験1NMR測定には、 CS3(HS04h(H2P04)の粉末試料を 350K，真空排気下で加熱乾

燥させたものを用いた。 IHMASNMRの測定は、 BrukerMSL400分光計(共鳴周波数

400.13阻 Iz) を用い、 185K - 340Kの温度範囲で、行った。

【結果・考察1CS3(HS04h(H2P04)1こ対する IHMAS NMRスベクトノレの温度変化を

Figure 1に示す。 13ppm付近に酸'性プロトンに対応するブロードな信号が観測された。

また、 6ppm付近に付着水に由来するシャープな信号が観測された。低温では、酸性

プロトンダイナミクス、水素結合ネットワーク、プロトン拡散、無機固体酸塩、固体

N乱1R

おみひろのり、すずきこういち、はやししげのぶ
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プロトンに対応する信号が、複雑な線形を示しており、複数の信号が重なり合ってい

ると考えられる。温度が上昇するにつれて徐々にそれぞれの信号が区別できなくなる。

室温付近においては、約 11ppmおよび 16ppmにshoulderが観測される。高温にする

と、高磁場側の shoulderが徐々に消失し、さらに温度を上げると低磁場側の shoulder

もみえなくなり、 330Kより高温では酸性フ。ロトンに対応する信号をひとつの成分と

して表すことができるようになる。

lHNMR化学シフト値と水素結合距離(O-H…0)には式(1)のような相闘があること

が知られている。

え。(ppm)= 79.05 -255d(0-H…O)(nm) (1) 

ここで oisoは化学シフトの等方値、 d(O-H…0)は O-H…O 距離である。

Cs3(HS04h(H2P04)の室温相において、酸'1生フoロトンに対して 5つの非等価なサイトが

報告されており、式(1)から予想される化学シフト値は、それぞれ 12.42，14.31， 14.59， 

16.22， 16.47 ppmである。このスペクトルの線形の温度変化は、温度の上昇により、こ

れらの水素結合が切断され、プロトン同士の交換が起こるためだと考えられる。これ

より、 CS3(HS04h(H2P04)Iこおいて P-O-H-O-P水素結合の方が、 P-O-H-O-S

や S-O-H-O-S水素結合よりも切断されにくいことが示された。このように lH

MASNMRを用いて、プロトン拡散を支配する水素結合の解裂過程に関する知見が得

られた。
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Figure 1. Temperature dependence of lH MAS NMR spectra in CS3(HS04MH2P04). The spiIining 

rate ofthe sample was set at (a) 8 kHz and (b) 6 kHz. 

[参考文献]
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様々な水酸化物における CP条件の検討と考察

(日銀テクノリサーチ)0畠山盛明

(新日本製織(株)先端嗣)粛藤公児、藤部康弘

Study ofCP conditionsゐrvarious inorganic compounds 

別ipponSteel Techno Research) Moriaki Hatakeyama 

(Nippon Steel CorporationAdvanced Research Lab.) Koji Saito，Yasuhiro Toubu 
CPIMAS technique is y~ry poP.lllar for various materials to get chemical information using solid 

湖 teNMR. In the case of I3e aÎll1~ nuclei， there are many papers about CP conditions， but -on the 
other hand， very few repo出 arereported in the case of quadrapolar nuclei. InJhis g{tper"owe have 
demons回 ted耐 optimized白 conditionsfor vario田 quadrapolarnuclei e5Mg;43êa，2~a etc.) 
samples which have hydroxyl groups. Individual CP build-up c町veprofile shows each optimized 
conditions， respectively. In the case of quadrapolar nuclei， CP technique is not sensitive to位le
enhanced SIN but出ee島ctof the selectivity， which is via the bond connectivity出rough批 space
fromprotonωq回伽lpolar

1.はじめに

固体NMRの測定手法の一つであるCPIMAS法は構造解析を行うには不可欠な手法である

が CP条件の検討には材料や測定核によって多くの時聞が必要になる場合がある。特に

contact timeについては重要なパラメーターのひとつであるが、典型的な核軍重である炭素や窒

素については既に多くの知見 1)がある。しかし、その他の核種、特に四極子核については報

告例2)が非常に少ない。実際に、四極子核はそのものの感度や共鳴周波数が低い場合が多く、

実用材料での含有量が低い場合があり、CP条件の検討は困難な場合が珍しくない。そこで、

今回は四極子核を含む様々な水酸化物を実用材料でのモデルとして選び、それらについて

contact timeの検討を行った。また、 MASおよびCPIMAS測定の測定条件も検討し、その感

度向上効果に関しでも検討したので報告する。

2.実験

NMR測定は、 V湖 ANUNITY INOVA 500(NB)を使用し、測定した試料とそれぞれの共

鳴周波数についてはTable1 に示マ九フ。ロープはT3プローブ、の3.2mmを使用した。低周波

数 f5Mg、43Ca)ではLowGamma Boxを使用し測定した。回転数は20kHzとした。化学シ

フトは外部基準とし、それぞれのケミカルシフト値及び実験に使用した標準試料については、

Standard Chemical shift values Table2 I孔錦町司lanceFr，町uencyfor model samples 

主主
3/2 
5/2 
-1/2 

-7/2 
-5/2 一一一一一一一

Tablel 

solid state m依，CPIMAS，inorganic rnaterials 

はたけやまもりあき、さいとうこうじ、とうぶやすひろ
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Table 2に示す。尚、 NaOHとKCl

については水分に敏感なため、簡易

的な無菌パックを使用して窒素ガ

ス雰囲気中で試料管に詰めて、ただ

ちに測定を実施した。

3.結果・考察

それぞれのサンプルについて
20 

ヤ」

a込

①1H900pulse |oo mU仰仰'0 8000 10000 12000 

②lH緩和時間 | ∞ntact time (u開。}

③測定核の900Pulseと緩和時間 Fig.l CP∞nditions profile for various叩剖mpolarnuclei 

を求めた。 CPIMAS測定の条件については∞n伽 t他国について検討した。各試料で得られ

たCP条件の検言村吉果 (CPでのピノレドアップρカーブ)を Fig.1に示す。 S/Nに関しては規

格化している。明らかに核種毎にその CP条件での信号強度の挙動は異なることがわかる。

また 25Mgゃ 43Ca ではその印条件の最適値は、コンタクト時聞が長いのに対して、 ~aや

27Alではコンタクト時間は短い。それはOH基と対象となる四極子核との距離や化学構造等

に依存していると考えられるが、得られる結果は非

常に興味深く、今後様々な四極子核を含む材料系を

測定する際に適用できると考えている。

Fig.2にCa(OH)zのMAS及びCPIMASのスベク

トルを示す。F町、のデータ処理条件等は同じである。

S/Nは同等に見えるが積算回数は MASが20回、

CPIMASは1024固と 50倍強となっている。よって、

明らかに α'IMASの結果の方が S/Nが低いことが

わかる。この結果はOH基からのα条件であるが、

期待される S/N向上効果は観察されていない。化

学構造にも依存しているが、 25Mgやωcaのような F以侶臼.-CP!MAS脚回ofC咲0町2

四極子核での CPはどちらかというと、感度向上効果ではなく結合に依存した効果が反映さ

れると思われ、この結果はPとOでの実験結果勾と矛盾しなし、

4.まとめ

本研究では、様々な四極子核と水酸基との CP条件を検討し、その最適化を行った。

CPでのビルドアップ。カーブでは核種に応じて大きくその挙動が異なっており、それは

化学構造等に依存していると考えられる。また四極子核と水素核との CPでは、最適化

を実施しでも感度向上効果は少なく、どちらかというと水酸基との結合による選択効果

の方が強いことがわかった。

参考文献

1)例えば高分子学会編「高分子の構造(1)磁気共鳴法」共立出版

2)KojiSaiω，1(，吋iKanehashi and Ikuo Komaki，;Annual R，叩ortsonNMR甲ぽ加配OP)ら，vo1.44，23・74，(2∞1)

3)K，句iKanehashi組 dKojiSaiω;臼 emis町l織問.，No.7，668-669， (2∞2) 
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全核高分解固体NMRを用いた珪酸塩スラグの構造解析

0下回景士l、藤部康弘l、金橋康二l、根本貴宏九驚藤公児I

l新日本製錨先端技術研究所、 2日本電子

Total understanding of amorpho嚇 slags佐山ture:perspective合ommulti皿nucleare9Si， 27 AI， 
170， 25Mg， and 43Ca) solid stat芯 NMR

Keiji Shimoda 1， YasuhiroTobu 1， Koji Kanehashi 1， Takahiro Nemoω2， Koji Saito 1 
'Advanced Technology Research Lαboratories， Nippon Steel Corporation， 

kshimoda@re.nsc.co.i12， ~JEOL Ltd. 

We applied multiple叩Iantummagic幽 anglespinning nuclear magnetic resonance (MQMAS 
NMR) spectroscopy to understand the local environments of the constituting elements in a 
silicate slag structure. Si and AI atoms were tetrahedrally coordinated by oxygens as have 
already been reported. 170 MQMAS spec仕umshowed that the oxygens occupy several sites， 
depending on their bridging nature. 43Ca and 25Mg MQMAS spectra demonstrated that these 
cations also showed multi-site occupancy， and that the average coordination numbers were 
estimated to about 7 and 6， respectively. Our results underscore， the impact of the high 
magnetic field MQMAS technique when applied to non-crystalline solids. 

重み
高炉スラグは製鉄・製鋼の過程で大量に生じる副産物であり、主にCaO，Ah03， Si02等の

酸化物から構成される。冷却プロセスの違いにより徐冷スラグと水砕スラグに大別され、徐冷

スラグは結晶質である一方、水砕スラグは非晶質であることが知られている。しかしながら、

“副産物"として扱われてきたが故に、高炉スラグ、とりわけ水砕スラグ、の構造について詳細

な解析例は極めて少ない。

水砕スラグ、は非品質であるためアルミノ珪酸塩ガラスとして取り扱うことがで、きる。ガラスの

構造解析法として主にX線回折やラマン・赤外分光とし、った手法が挙げられるが、原則的に

特定元素に関する情報は抜き出すことができないという欠点がある。

核磁気共鳴(NMR)法はそのような場合に効力を発揮する。 NMRは特定の原子種のみに

焦点を当てる解析法の1つであり、ほぼ全ての核種が対象となるため、ガラス組成の全ての

元素について多角的な情報を得ることができるという大きな利点がある。 NMRによるスラグ

の構造解析は29Si，27 AI及び、より少ない例として19F(製鋼スラグの場合)のMAS測定に限定

されている。

本研究では水砕スラグの非品質構造に焦点を当て、スラグを構成する全ての核種につい

て高磁場下での NMR測定を行うことで包括的な構造情報を得ることに成功した。とりわけ、

半整数スピン核種に関してはMQMAS法によって詳細なサイト分布を明らかにしたo

塞墜
用いた合成試料は典型的な高炉スラグの主成分組成に準じている(43.0wt%CaO， 7.0 

wt%MgO， 15.0 wt%Ah03， 35.0 wt %Si02)。水砕スラグをモデノレ化するため、試薬粉末を

Keywords: 43Ca， 25Mg， solid state NMR， MQMAS， slag 

しもだけいじ、とうぶやすひろ、かねはしこうじ、ねもとたかひろ、さいとうこうじ
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1500
0

Cで 30分熔融し急冷することで、無色透明なガラスが作成された[1]。

NMR測定のためにスラグ、中のCa，Mg， 0核種は同位体エンリッチされている。 43Caの天然

存在比は 0.135%であり、 66%エンリッチ43CaC03試薬をスターティングマテリアノレとして用い

た。 25Mg核(天然存在比 10.13%)は 99%エンリッチ25MgOを、 170核(天然存在比 0.037%)

は25%エンyッチH217O(ISOTEC)を用いた。
NMR測定は刑M-ECA700(16.4 T)で行った。 29Si，27Al，17o，25Mg及び43Ca核の操作周

波数は各々 139.1MHz， 182.4 MHz， 94.9 MHz， 42.9 MHZ及び 47.1MHzである。全ての測
定は 18kHzでMAS回転させて行った。 27Al，170， 25Mg及び43Ca同位体核種は半整数核スヒ。

ン(それぞれ，J= 5/2， -5/2， -5/2，ー7/2)を持つため、高分解能なMQMAS測定を行った。
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盤是主主室
Spin echo~去による25Mg MASスペクトルを

Fig.1に示す。スラグ中のMg含有量は少ない

ためにSINは悪いが、~ -80 ppmにピークトッフ。

を持つブロードなシングノレピークが得られた。

3QMASスベクトノレはSINが極めて悪いものの、

幾つかのサイトの存在を示唆した。真の化学シ

フト dcs値は~14ppmと見積もられ、スラグ中の
Mgは六配位であることが結論付けられる。また、

QIS軸に沿ったヒ。ーク分布は六配位Mgの配位

環境が歪んでいるということを意味している。こ

れらの結果は、実際の製鋼スラグに対して天

然存在比で、の25Mg3QMAS測定を行った

Hatakeyama et al.[2]とも調和的である。

170MASスペクトルは 130ppm及び 55ppm付

近にトップを持つダブルピークが観察される。

高分解能な 5QMASスペクトルではさらに多数

のサイトが確認できる(Fig.2)。これらのサイトの

アサインメントは容易ではないが、 120ppm付

近のピークはCa-NBO・Siに関係したサイトであ

り、 Mg-NBO・Siサイトはおそらく 90ppm付近の

ピークであると考えられる[3]。一方、 90ppmfA 

下の高磁場領域はSi・0・Si，Si-O・Al，AI-O-Alと

いった架橋酸素サイトで占められていると考え

られる。

我々は、さらに28Si，27 Al， 43Ca NMRスベクト

ノレも含め、ポスター紙上にて高炉スラグの全体

像について考察する。本研究の一部は科学振

興調整費で行われている。 930MHzマグ、ネット

使用許可に関して、物質材料研究機構の清水

禎先生に感謝します。

委盤
[11 Shimoda et al. (2006)， Solid State Nuc/ Magn Reson 30， 114; [2] Hatakeyama etal. (2005)， 
Chem Lett 34， 864; [3] Allwardt & Stebbins (2004)， Am Minera189， 777. 
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NMR Study of Ammonium Sulfate 

Kwan Soo Hong1) and Insuk Yu2) 

1) Advanc邑dMagnetic-Resonance Rese品rchBuilding， Korea Basic Science Institute， 

Oh Chang， Chung Won， Choongbuk， 363・883，Korea. 

2) Department of Physics and Astronomy and the Nano Systems Institute(NSI-NCRC)， 

Seoul National University， Seoul， 151・742，Korea 

Ammonium sulfate ((NH4)2S04) is a pseudo-proper ferroelectrics which shows a transition to 

ferroelectric phase at Tc = 223 K. Its Curie-Weiss constant is very small and the temperature 

dependence of spontaneous polarization is anomalous. The two sub-Iattice stmctures with 

NH/(I) and NH/(II) ions are playing an important role in the characteristics of ammonium 

sulfate. We study the dynamic properties of NH4 + ions by using the pulse NMR techniques. 

lH NMR spectra and relaxation times are investigated for ammonium sulfate powder sample 

at temperatures ranging from 102 K to 440 K using the Bruker MSL 200 and Avance II 500 

MHz Solid NMR spectrometers. Above 100 K， the intra-molecular dipolar interaction of 

NH4 + ions are averaged out due to the fast rotational motion of the ions and the NMR line 

width is determined by the inter-molecular interaction ofthe ammonium ions. The line width 

is further reduced by magic angle spinning over 5 kHz. lH spin-lattice relaxation time T1 is 

mainly reflecting the hindered rotation of the ammonium ions. At temperatures below 318 K 

the initial1H spin-lattice relaxation has non-exponential behavior with the exponent 1く nく 2，

i.e.， S(t) = S(O)exp{一(t1T1t}. Above 318 K the relaxation is single-exponential. We believe 

this is a manifestation of the bottleneck effect in the spin-lattice relaxation of the nuclear spin 

system through the hindered rotation of ammonium ions. This is compared with the 

measurement of spin-Iattice relaxation with different initial condition of the spin system. In 

the ferroelectric phase the correlation time for the hindered rotation ofNH/(I) ions is longer 

than that of NH/(II) ions，but the difference between the two correlation times becomes 

smaller as temperature approaches the Tc. From the temperature dependent spin-Iattice 

relaxation time in the ferroelectric phase， the activation energies for the hindered rotation are 

found for the two types of NH4 ions as， EaI 
= 0.27土0.02eV and EaII = 0.12土0.01eY. In the 

paraelectric phase the relaxation is determined by the NH/(II) ions. 

Keywords: Ammonium sulfate， ferroelectric transition， hindered rotation， spin-lattice 

relaxation， bottleneck effect. 
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2D NMR spectra and relaxation times are studied for the deuterated ammonium sulfate， 

(ND4hS04 at temperatures 180 K ~ 430 K. The 2D NMR spectra are typical ofthe quadrupole 

broaden lines. The quadrupole coupling constants estimated from the line shapes are different 

for the two ammonium ions， ND/(I) and ND/(I1). The spin-lattice relaxation is ofthe double 

exponential form in the ferroelectric phase， but it becomes single exponential at the 

ferroelectric phase transition temperature Tc‘= 223 K. The discontinuous changes of relaxation 
2 

times， correlation times， and quadrupole coupling constants of"'D nuclei are observed at Tc. 

15N NMR is also studied for the 15N enriched ammonium sulfate (15NH4hS04・Incontrast to 

the lH and 2D NMR， the 15N nuclei show only the single exponential relaxation behavior at all 

temperatures. However， the relaxation time T1 shows an abrupt change at the ferroelectric 

phase transition temperature Tc = 223 K. The activation energy obtained from the temperature 

dependent spin-lattice relaxation times in the paraelectric phase is the same as the one 

obtained for the NH/(I1) ions. 

It is noticed that the ferroelectric phase transition temperature Tc is the same for all the three 

ammonium sulfates (NH4hS04， (ND4)2S04 and e5NH4)2S04・Thisis suggestive that the 

motion of NH4 + ions is not the driving force for the phase transition. On the other hand， the 

NMR spectra and relaxation times show abrupt changes at the transition temperature which 

fact is an indication that the transition changes the dynamics ofN~ + ions largely. We will try 

to explain the observed results， as well as some new findings， in a united way. 

This work was supported by part by the Korea Science and Engineering Foundation through 

the National Core Research Center program (Nano Systems Institute， Seoul National 

University). The experiments in this work were performed using the NMR facilities of the 

Korea Basic Science Institute and the National Center for Inter-University Research Facility， 

Seoul National University. 
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Improved sensitivity and resolution in the indirect dimension of HSQC 

experiment for probe molecules aligned in strongly orienting media 

Bikash BaishyaaぺRaghavG Mavinkurve<， Suresh Kumar Vasac and N. Suryaprakashb，d 

aSolid State and Structural Chemistry Unit， bNMR Research Centre， cDepartment of 

Physics， Indian Institute of Science， Bangalore 560 012， India 

The spectra of molecules oriented in liquid crystalline media are dominated by partially 

averaged dipolar couplings. In the 13C_1H HSQC， due to inefficient hetero田nuc1ear

dipolar decoupling in the indirect dimension， normally carried out by using a πpulse， 

thereis a considerable loss ofresolution. Furthermore， in such strongly orienting media 

the IH)H and IH_13C dipolar couplings leads to fast dephasing of transverse 

magnetization causing inefficient polarization transfer and hence the loss of sensitivity in 

the indirect dimension. 

We have carried out HSQC experim巴ntwith efficient polarization transfer 合omlH to 13C 

for molecules aligned in liquid crystalline media. The homonuclear dipolar decoupling 

using FSLG during the INEPT transfer delays and also during evolution period combined 

with theπpulse heteronuc1ear decoupling in the tl period has been applied. The studies 

resulted in a significant reduction in RDC and thereby resolution and sensitivity 

enhancement in the indirect dimension. This has been demonstrated on pyridazine and 
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pyrimidine oriented in the liquid crystal. The two closely resonating carboI1S in 

pyrimidine which were broad and unresolved in earlier experiments have been resolved. 
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Fractional anisotropyとTraceindexに基づくマウス脳 MR画像の取得

0若松永憲、横井美佳、今泉好偉、杉原文徳、荻野孝史、瀬尾芳輝

濁協医科大学/医学部/生理学(生体制御)

Mouse brain MR imaging based on fractional anisotropy and trace index 

QH. Wakamatsul， M. Yokoil， Y. Imaizumil， F. Sugihara2， T. Ogino3， Y. Seol 

IDept of Regulatory Physiology， Dokkyo University School of Medicine， 

2Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University， 

3Dept of Biochemistrγand Cellular Biology， National Institute of Neuroscience， 

National Center of Neurology and Psychiatry 

We are working on the calculation of tensor value from DWI， the conversion of 
the tensor value into fractional anisotropy (FA) and trace index (TI)， and the 

production of the parameter image of the brain to achieve the diagnosis at the 

early stage of the nerve disease. In order to establish a basic system in 

vertical high-field MR micro-imaging system， we had made a probe with the 

stereotaxic coordinates for mice inside a gradient system. FA indices provide 

clear images of brain structures. It is high in numerical value in corpus 

callosum. But there was little difference betweencerebral cortexes. However， 
TI is high in ventricles， and show low contrast images. Though other areas 
hardly showed the difference of TI， the part of the dentate gyrus showed a 

numerical value that was lower than other areas. 

はじめに

我々は現在、「揺さぶられっこ症候群」のような症例における神経性疾患を早期に診断す

る手法を確立するプロジェクトに参画している。幼少期における脳内微小出血は成長ととも

に解剖学的な痕跡は消失し、障害部位の検出は困難となる。しかし、その後遺症は思春期

の素行不良や社会生活不順応という形で現れてくると考えられている。また、虚血や外傷に

よる神経変性は白質神経線維の脱髄による所が大きく、髄鞘形成過程にある小児、幼少期

の脳内の傷害を検出する手法の開発は必須の課題である。以上の要求に対する答えとして、

拡散強調画像を中心とした MRイメージング手法が最適な手法であると考えられる。我々の

達成目標は脳内微小出血を発症するモデ、ル動物を用いて基礎データを収集するための

小型動物を対象とした MRイメージング手法の開発である。

Key words: diffusion， tensor imaging， fractional anisotropy， trace index 

著者ふりがな:わかまっひさのり、よこいみか、いまいずみよしえ、すぎはらふみのり、おぎの

たかし、せおよしてる
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手法と材料

実験動物

本計画の基本戦略として、揺さぶりの障害を受けたモデ、ノレラットの解析を計画の中心に据

えている。そのため、幼齢ラットと同サイズで、簡便に扱える実験動物として C57BL系のマウ

ス (5-7週齢)を用いて計画初期の装置開発と測定条件の調整を行った。

MRI測定装置

本研究において、幼齢ラットの成長段階にともなった脳画像を取得するための装置の開

発が達成目標の一つである。よって、成獣マウスの測定に適したサイズ、と感度を備える

Micro 2.5 gradient system (Bruker Biospin)を採用した。また、この装置に適合する脳定位

固定装置は市販されていないため、併せてそれも開発した。 (Figl).

Figl Layout of stereotaxiccordinate probe 

拡散強調画像の撮像

全てのボクセルについての拡散テンソルは出拡散強調画像から計算によって得られたC

画像取得の際のパラーメターとして FOV，1.5x 1.5 cm2;matrix size ，128 x 1280 b値は 50か

ら2800s/mm2tこ渡る5つの画像から取得。ボクセルサイズは 117x1l7x500μnf、スライス厚

は0.5mmとした。次に、固有値の算出を行ったO 一つのボクセルに対し X，Y，Xの3つの軸と

それらの中間である XY、XZ、YZの3軸、合計6つの軸の画像情報が得られることになり、こ

れらは拡散テンソノレとしてまとめられる。この拡散テンソルに対角化を用いることで固有値λ1>

ん，んを得る。これらを元に下式に従って FAとTIを算出したoFAは拡散による分子の拡

散の異方性を知る指標であり、 TIはその分子の拡散ベクトノレの絶対値を反映している。拡散

現象に影響を与える脳の微細な組織構造に外傷あるいは脱髄のような変化が起れば、これ

らFA，TIに変化が現れると推測されるO それぞれ FA画橡と拡散係数絶対値画像(TI画像)

を取得した。
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実験結果

Fig2 FA 

coronal slice 

images integrated 

from water 

diffusion 

coe白cientof six 

axes 

FA画像では組織の解剖学的な構造が明確に表現されていた。特に数値が高かったのは

側脳室や第亜脳室の辺縁の部分、脳梁の部分で、あった。その他の脳実質領域は低い数値

を示していた (Fig.2)。多くの神経軸索は髄鞘によって被膜されているために、細胞内の水

の拡散に対して強固な障壁となる。髄鞘化された白質線維が集中する脳梁のような場所に

おいて高い FAが示されるのはこの有髄神経内での水分子の制限拡散を反映した結果と考

えられる。脳室内での水は何ら制約を受けていないため、あらゆる方向に拡散でき、 FAは

低くなると予想される。にもかかわらず、これらの領域の辺縁で FAが高く見えるのは部分体

積効果によるアーティファクトと考えられるO 一方、 TI画像では脳室領域の数値が著明に高

く、その他の脳実質問での数値の差を見て取るのは困難であった。 (Fig.3)。
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我々はより詳細な数値のデータを得るために、いくつかの脳領域について FA，TI両方の

画像の数値を集計した(Fig4)0FA画像においてはやはり脳梁部分がもっとも高く (0.65土

0.02 n=4)、大脳皮質の間でほとんど差は見られなかった。

TI画像で、は検索対象外とした脳室以外の領域はほとんど差が見られなかったが、海馬に

おいて歯状回の部分 (0.87土0.01)が他よりも低いと言う結果を示した。これは海馬内の他

の2領域 (mol:1.07士O.Ol;Py:1.02土0.01)のみならず、他の大脳皮質領域に対しても同様

である。

FA n (x1G-3ml'1'l21車問}

OB 

0.1 
0.6 
0.5 0.' 
0.4 ~~:FA 

0.3 0.4 0.2 
0.1 0.2 

("u Q:-c1' 000， (}t;合 母子 ~~ 0勺:f:"らdもrら心t' <J:J- &，fS. q"'¥' r.P q..0'i' ~c::f~ ょ it ~' ~'J.. c./5c， .... ~ぷ:JF ヂ J ポ

Fig.4 Comparison ofnumerical values between brain areas in FA and TI 

まとめ

本研究では小動物用に調整した MR画像装置によって FAとTIからなるテンソル画像を

取得することができた。

海馬の領域について歯状回だけがTI値が低いとしづ結果になったが、その理由について

は現時点では示唆する証拠は得られていない。歯状回と比較して計算した他の領域に錐体

細胞が集中している領域があるため、当初は単純に細胞の種類や形状の差によるものかと

推測もした。しかし、歯状回の中においても頼粒細胞層、分子層、多形細胞層と細分化され

ており、今回そこまでの測定精度が発揮できたとは言いがたい。まして、大脳皮質領域との

差を鑑みれば、投射する神経の走行や護数の細胞層の配置についても考察せねばならな

い。受傷モデル動物の解析に取り組むためのスタンダードの第一段階はクリアしたものの、

まだ、改良すべき点は多分にある。

次のステッブρとしては、現在正常の幼齢ラットの成長段階に沿った画像の取得に取り組ん

でいる。正常ラットの画像を蓄積しつつ、受傷ラットの画像取得にも順次平行して取りかかるO

さらに、ガドリニウム等の造影剤の利用による画像の鮮明化も今後の計画の一環として粛々

ど準備中である。
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Tj強調 3D画像からの脳梁断面の抽出:脳梁断面の性差について

国立環境研究所 O高 屋 展 宏，渡遺英宏，三森文行

Segmentation of the corpus callosum from T1-weighted 3D 

image: Sex differences in the corpus callosum 

Nationallnstitute for Environmental Studies 

Nobuhiro Takaya， Hidehiro Watanabe， Fumiyuki Mitsumori 

It was reported that fhere are sex di仔erencesin the human brain morphology. 

Despite decades of research， there is still no agreement over the presence of 

sex-differences in the human corpus callosum (CC). In this study， the mid-sagittal 

slice of CC was extracted from T1W 3D image with 1mm3 spatial resolution obtained 

by 3D MDEFT sequence at 4.7T. Average area of CC in healthy subjects were 5.44:t 

O.98cm2 in male (n=33) and 5.35:tO.64cm2 in female (n=36) . Student t-test'gives no 

significant difference. The mid幽 sagiitalCC area normalized with the. intracranial 

volume in female was significantly higher than that of male. In addition， the area of the 

CC showed a positive correlation with the brain volume in male， while no correlation 

was found in female. 

【序]

脳梁は左右の大脳半球を連結する重要な神経組織である。今までに大きさ、形状に

ついて脳梁の性差に関する研究は多くあるが、今もなお MRによる測定で脳梁の解剖

学的な性差に関する議論が盛んである。今回我々は、 lmmの空間分解能を持つT1強調

の3次元画像から脳梁正中断面を抽出、断面積を計測して、その性差について論じる。

【方法]

装置はVarian社製 4.7T/9Z.5cmシステムにlHTEMコイルを使用した。 4.7T用に最適

化した測定条件で空間分解能 lmmのヒト脳の 3D MDEFT画像を取得した。被験者は

健常な成人 69人。脳梁断面は白質画像から抽出するため、 MDEFT画像を灰白質、白

質、 CSFtこ組織分画した。得られたMDEFT画像は強いBl不均ーのために画像の中心が明

るいため、組織分画の前に信号強度の補正を行った。組織分画後、正中断面を得るた

めに、 SPM99のcoregistertoolで、白質画像をテンプレートに合わせて座標変換して、

画像の中心断面を脳梁の正中断面とした。最後は白質の確率画像の正中断面より MEDx

ソフトウエアをつかって手作業で脳梁正中断面を抽出した。脳梁断面積は各ピクセノレ

の確率値にピクセルの面積(0.01cm2)を乗算した値を合計して求めた。

キーワード:high field MRI， human brain， corpus callosum， MDEFT， tissue segmentation 

著者ふりがな:たかやのぶひろ，わたなべひでひろ，みつもり ふみゆき
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[結果と考察]

脳梁断面積の平均値は男性:5. 44::t0. 98cnr，女性:5.35士0.64cm2で、あった。年齢

による傾向は見ーられなかった。 t検定の結果、男女聞に有意な差は見られなかった。

この結果は、これまでに報告されている文献値と比較して若干小さい。しかし、日本

人を対象にしたMRI測定の報告は我々の値に近い。

個体差を補正するため、脳梁断面積を頭蓋内体積で標準化(脳梁断面積/頭蓋内体

積)した場合は、男性:3.45 X 10-3 (cm-I
)，女性:3.87 X 10 -3 (cm-I

)で t検定の結果、

男女間に有意な差が見られた (pく0.001)。他の文献でも標準化した値に性差があり、

女性において脳梁断面積の割合が男性より高いと報告されている。

頭蓋内体積が大きい男性群と小さい女性群で、比較を行っているが、頭蓋内体積が同

じ男女を比較した場合も女性の脳梁の割合が高いか否かを調べるために、脳梁断面積

と頭蓋内体積の関係を調べた。

その結果、脳梁断面積と頭蓋内体積との聞に、女性では相関があまりみられなかっ

た(r=0.25)のに対して、男性では中程度の相闘がみられた(r=O.48， P<O. 01)。

脳梁は白質中のもっとも大きな組織であるため、白質体積と脳梁断面積の関係も調べ

た。その結果、男性には中程度の相関が見られた(r=O.43， PくO~ 05)のに対して、女性

では相関がほとんど見られなかった(r=-0.03)。

以上の結果を総合して、女性では脳梁断面積が、頭蓋内体積、白質体積等、頭の大

きさを示す指標に対して独立しているのに対して、男性では頭の大きさに依存する新

たな性差が浮かび上がってきた。すなわち、脳梁の性差の有無の判断は単に脳梁断面

積や頭蓋内体積による標準化した値の比較のみでなく、頭の大きさに対する依存性の

有無も考慮する必要がある。依存性になぜ男女差が認められるかは、これまで、の結果

からは明らかでない。

Fig首 Mid-sagittalslice images of white matter (a) and corpus callosum (b). 

Mid-sagittal plane of CC was manually extracted from a WM  probability image using 

MEDx software. Before extraction of CC， the probability image of WM  was rotaied to 

align the mid-sagittal plane in the sagittal slice. 
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introduction 

Simultaneous quantitation of glutamate and GABA 

in the human bra.in 

using a localized 20 constant time COSY 

H. Watanabe， N. Takaya， F. Mitsumori 

National Institute for Environmental Studies 

Glutamate and GABA are major neurotransmitters in the human brain. Glutamine is a 

precursor of glutamate， localized in astrocytes. Then， in vivo peak detection of these 

metabolites is one of the important themes in 1H magnetic resonance spectroscopy. 

However， since these have complex spin systems， it is difficult. 80， we have 

developed a localized 2D constant time C08Y method and have demonst悶 ted的 Wぃo

peak detection in the human brain on a 2D spectrum at 4.7 T. In this work， 1 will 

present an absolute quantitation method and demonstrate an absolute quantitation of 

glutョmateand GABA in the human brain. 

盟盤国坐
On the localized 2D CT-C08Y spectra of the human brain， three peaks related to 

glutamate and GABA were able to be resolved; the diagonal peaks of Glu C4H at 2.35 

ppm and GABA C2H at 2.28 ppm， and the cross peak between Glu C4H and Glu C3H 

(1). We used two diagonal peaks of Glu C4H and GABA C2H for quantitation here. 

In the localized CT-C08Y sequence， T2 decay occurs during Tct. In addition to this 

decay， the signal intensities are varied due to 1 H_1 H ∞upling， JHH • We calculated this 

dependence function，問Tct)， using GAMMA (2) with the reported values of the 

chemical shifts and JHH (3). Then， the net signal intensities were proportional to a 

function， e-TctlT2 * f(Tot). Thus， T2 was calculated by curve-fitting the measured data to 

this function. 

In case of glutamate， the peak of Glu C4H on the human brain spectrum was 

curve-fitted using the peak on the spectrum of the 50 mM glutamate phantom. Then， 

the peak volume ratio， PVr悶tio，which is the quotient of the peak volume on the human 

brain spectrum to that on the phantom was calculated. We used the phantom 

immersed in a bath of 0.9 % saline solution for 陪 alizinga similar coil-Ioading condition 

to the human brain. The di仔erenceof coil-Ioading factor was corrected using water 

reference method. Then， the concentration of glutamate in the human brain， ConCbrain， 

was written as foUows using the concentration of the glutamate phantom， ConCphantom; 

where VO/brain and VO/phantom denote the voxel volumes in the human brain and in the 

phantom， respectively. The concentration of GABA was also obtained using this 

Keywords: human brain， glutamate， GABA， CT C08Y， in vivo 
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AII experiments were performed using a 4.7 T whole-body NMR spectrometer 

(INO以，ぬrian). First， for validation of this proposed metod， we did phantom 

experiments using a 10 mM glu抱matephantom. Next， human volunteer studies were 

performed. The volume of interest was 36 ml and was set inside the parieto・occipital

lobe. Four spectra with Tct of 11 Oms， 130 ms， 150 ms， and 270 ms were obtained for 

ち measurement.Concentrations of glutamate and GABA we開 obtainedafter peak 

volume calculation，ち correctionsand water 陪 ferencecalculation. 

R~SyJtj; & DJscussion 

In the 50 mM phantom experiments， the measured peak volumes of GluC4H were 

well fitted to the proposed function， Aもxp(-TctJT2)明Tct)(Fig圃 1(a)). The calculatedち

value was 580 ms， which was used as T2phantom in the proposed quantitation equation. 

In validation experiments using the 10 mM glutamate phantom， the calculated 

concentration was 9.62 mM. 

In the human volunteer studies， T2 value of Glu C4H was calculated as 117 ms 

(Fig. 1 (b)). Afterちcor陪 ctions，the calculated concentrations of glutamate and GABA 

in the human brain were 11.7 mM and 0.95 mM， respectively. Those two values were 

in good agreement with the previously reported values. 

Conclusions 

Glutamate and GABA in the human brain were quantitated by the proposed method 

with T2 correction and peak volume calculation. The calculated concentrations were 

within the previously reported values. 
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Fig. 1. The measured si.gnal inten~~e~. of ~~ <?4H ~ere w_ell fitted to a function， 
A*exp(・TctJT2)*f(Tct).The function， f(!?t)!s ~ Tct depe~dence function due to JHH・(a):
the 50'mM giutamate phantom data， (b): the human brain data. 
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異種核多次元 NMRを用いた細胞内大量発現蛋白質の解析

。首都大学東京・院理工 2CREST/JST.3理研 4藤田保衛大)
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Heteronuclear multidimensional NMR of proteins overexpressed in cells 

Atsuko Sasaki 1ぺDaisukeSakakibara1ぺAkiIij ima 1， Satoko Suenaga 1， 

Masatoshi Yoshimasu3， Nobuhiro Hayashi4， Masaki Mishima1
，2 and Yutaka Ito1

，2 

lDξpartment 01 Chemistη，おかoMetropolitan Universi秋 2CREST， JST; 3 RIKEN;・4pujUα

Heαlth University 

Recent developments of NMR spectroscopy allowed us to observe high resolution 

heteronuc1ear multi-dimensional NMR spectra of overexpressed proteins inside living cells. 

In this presentation， we report our recent studies on this“In-Cell NMR" method 

applied to several proteins expressed in E， coli cells. For the measurement of 3D“in-cell" 

triple-resonance NMR spectra， a nonlinear sampling scheme for indirectly acquired 

dimensions was shown to be very effective， in order to overcome the low sensitivity and 

instability of samples. Further， we succeeded to obtain long-range NOEs合omIn-Cell NMR 

samples， which were prepared with selective protonation at methyl-groups with deuterated 

background. Based on these results we will discuss future perspectives on the 

methodological developments of In-Cell NMR. 

【序】 In-CellNMR法は，蛋白質を発現させた細胞そのものを測定試料として異種核多

次元NMRスペクトノレを測定するもので、ある.ln-Cell NMRが提唱された当時は，大腸菌な

どのバクテリアで発現させた蛋白質の lH-15Nもしくは lH-13C異種核相関 NMRの測定例

が報告されたのみで、あったが，最近になって，大腸菌内発現系を用いた蛋白質の主鎖

NMRシグナルの帰属や，蛋白質問相互作用解析の例が報告され，さらにアフリカツメカエ

ル卵へのマイクロインジェクションの系を利用した異種核相関 NMR測定や蛋白質問相互

作用解析の例も報告されるようになってきている.しかし，細胞と標的蛋白質の適切な組み

合わせで、は驚くほど明瞭なスベクトノレを与えてくれるこの手法も，様々な細胞と蛋白質の組

み合わせで普遍的に測定が可能になるまでには，まだ多くの方法論的改良がなされなけれ

ばならない.NMR測定については，特に短時間で、高感度のスペクトノレを観測する手法が

キーワード ln-Cell NMR，異種核多次元 NMR，非線形サンプリング，立体構造

ささき あっこ，さかきぱら だいすけ，いいじま あき，すえなが さとこ，

よしますまさとし，はやしのぶひろ，みしま まさき，いとう ゆたか
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希求されている.また，細胞内蛋白質の高次構造情報(NOEなど)を如何にして取得する

か，という点についても方法論的検討を要する.

今回の報告では，われわれの研究室が現在試みている ln-CellNMR測定法の研究の

中から，主として「非線形サンプリング、法を用いた高感度高分解能 ln-CellNMRスペクトル

の迅速な測定J，および「選択的プロトン標識を用いた細胞内蛋白質の高次構造情報の取

得Jの試みについて紹介し， ln-Cell NMR法についての展望についても議論を行う.

【実験，結果，および今後の展望】 本研究ではカノレモジュリン(CaM)を標的蛋白質と

し，大腸菌内発現系を用いて，1IγCellNMR法による細胞内 CaMのlH-15NHSQC測定，

および 3DHNCA， HN(CO)CA， HNCO， HN(CA)CO， CBCANH， CBCA(CO)NH測

定を行った.3D三重共鳴 NMRの間接観測軸には非線形サンプリング法を用い，測定感

度を損なわずに測定時間を著しく短縮することに成功した.Figureに， CBCA(CO)NH， 

HN(CA)COおよび HNCOスベクトノレの一部を示した.現在までに主鎖シグナノレの部分帰

属に成功しているが，完全帰属のためには，より効率的な 3重共鳴 NMR測定法が必要で、

ある.非線形サンプリング法の最適化およびデータ処理法の改良を行なっている.

また，細胞内 CaMの高次構造情報の取得も試みた.CaMのln-CellNMRスペクトル

は，主としてシグナルの線幅の増大によってスペクトル中のクロスピークの分離が著しく低下

する.これを克服するために，メチル基を選択的にフ。ロトン標識し，残りを重水素化した

ln-Cell NMR試料を調製し，選択的 NOE情報の観測を試みた.現在までに lH司 13C

HMQC，および3D13C/13C-separated NOESYを測定することで，細胞内CaMが選択的

プロトン標識されていることを確認するとともに，してつかのメチル基聞の NOEの観測に成

功した.現在は芳香環選択的標識法などを併用して，さらなる高次構造情報の収集を試み

ており，細胞内 CaMのグローパルフォールドの決定を目指す.

CBCA(CO)NH HN(CA)CO/HNCO 
T44 1:.45 A46 E47 L48 _ T44 E45 A46 E47 

)回11 II~ 
寸11 I円11 11司品

Figure.3D“10・Cell"triple-resonance spectra of CaM 
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of 

Plant metabolomics has been recently growing rapidly. However most of their reports 

tend to rely on statistical analysis without molecular identification. Whereas， we are 

developing methodologies for melabolites identification by a combination 

multi圃 dimensionalNM尺measurementsof uniformly stable isotope labeled plants and 

signal assignment with our standard 1H， 13C chemical shifts data base [1回 3].Here， we 

discuss atomic redistribuiion [4] of protons and carbons in Isotope labeled plant cells. 

品。。
2
0ヨ
行

ω
一ω豆
諸
(
官
官
ヨ
)

Figure 1; Schematic representation of our strategy for following 13C_13C couplings in 

the metabolism of C3C6]・-glucoseincorporated plant cells. Both 1H_13C HSQC and 

13CaliPhatic嗣 coupledHCACO spectra exhibit atomic reconstruction from 1Jc_c coupling 

constants (Hz) and signal inlensities. Gray arrows indicate the course of the metabolic 

pathway， and their line widlh show metabolic flux at the analysis point. 
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We optimized the culture condition of Arabidopsis T87 cells to pursuer the 

metabolic changes by labeling from C3C6] glucose. The 0.1 M-KPi extracted 

metabolites were analyzed on 1H_13C_HSQC and 13C_13C coupling constants 

exhibited time-dependent changes of signal intensities of major metabolites. In 

same cases， signal intensity rates changed among the atoms in a compound. 

Therefore， we found that relative 1H_13C signal intensity changes within the assigned 

metabolites can be applied to metabolic flux analysis at the atomic level. Additionally 

in 1H-13C-HSQC spectra， the informaiion of carbonyl carbon is indirect， we also 

examined HCACO spectra that enable us to analyze the carbonyl carbons directly. 

For example， 1Jcαーc'values in malate carbon exhibited almost same values 

observed in 1H_13C_HSQC and 13CaliPhatic-coupled HCACO spectra， that indicates 

C_13C atomic redistribution.in carbonyl carbon can be monitored in this method 

(Fig.1). From these result， we suppose the new methodologies. for the direct 

analysis of carbonyl carbon， whereas conventional approach hasnot described (5). 

In addition to 13C labeling， we investigated deuterium (020 or eH7] glucose) 

incorporation into the T87 cells. Firstly， the T87 cells were cultured with eH7] glucose 

and 020. eH7] glucose didn't inhibit the growth and cells were deuterium labeled. 

We also discuss the efficient labeling methodologies of 020 without any growth 

inhibition. 

We show here the development of novel meめodologiesfor the analysis of 

“dynamic change" of metabolism at atomic level. Future perspective of their 

capability will be discussed at this conference. 
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Although methodologies for meta-genomic analysis have been published in recent years [1，2]， 

molecular mechanism in symbiotic systems is still unclear due to lack of strategy to investigate 

it， For example， huge time and costs are required for transcriptome and proteome analysis， 

resulting that time-dependent those analysis could be waste for laboratory' s resources 

However， analysis of chemical responses influenced on interaction among organisms by 

time-dependent manner might gaininsight in this problem. Therefore， we have been developing in 

vivo real-time NMR measurement of the metabolites [3]. In this study， we used Escherichia co/i 

0157:H7 and Bifidobacterium longum as the symbiosis model， since their complete genome 
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o hr 

舎
建

ド
十'nha， 

A
匂

$

4与
を

E 、
右 翼槍

~. tt 
〈‘舎ι.. 
3 3 、.. 
Z 

2 を，，1
z ξ きミ-t 

宅

h 
寸rP 

5 

‘ 

仁〉

R hr o hr 

、内'-〆

B.longum 

E.coli0157:H7 

sequences are available， 

8acterial symbiotic systems 

Firstly， we found these two bacteria could 

grow by living together and reached 

full-growth in NMR tube after optimization 

of a rich medium under anaerobic condition. 

These bacteria were cultured for 8 hr in 

NMR magnet at 37
0
C， and measured 1D-1H 

and lH-13C HSQC by every 30 minutes， 

lH-NMR analysis was used to examine 
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Figure 1. Methods of in vivo NMR of three kinds of 

bacterial systems. : (bottom) Z-matrix is introduced 

as calculated lH-NMR intensities， defined as 

Z= ( Ii -1 ave ) /σ 
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changes 

in aliphatic region 

dramatic changes in three kinds of bacterial 

media (Fig.1)， 

From this result， we focused on organic 

acids， and their signal assignments were 

performed by lH_13C HSQC spectra， There， 

we found increase of acetate and decrease 

of pyruvate intensities in co-culture state， 

Furthermore， microarray analysis showed 

related metabolic gene expressions. 

These measurements showed bacterial 

intakes of nutrients and metabolism during 

growth and their differences of the metabolic movements in between mono-culture and 

co-culture states. In addition to this， we rationalized from gene to the metabolite better than the 
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transcriptome analysis alone 

Animal symbiotic systems 

Secondly， we have investigated how these metabolite changesin three kinds of bacterial 

systems can affect on metabolism in symbiotic animal system. Then， these bacteria were orally 

administered into germ-free mice. When Eco/i 0157:H7 administrated， these mice died during 

almost one week， whereas B/ongum administered mice could alive. Therefore， we collected cecal 

contents samples from Eco/i 0157:H7 administered mice at day 1， 3 and 5， B./ongum 

administered mice at day 1， 8 and 14， and Eco/i 0 157:H7 / B/ongum administered mice at day 8， 

10， 12 and 14. These samples were extracted by 0.1 M-KPi and lH-NMR metabolic profiling 

(principal component analysis， PCA) were performed to quantify these metabolic differences. As 

expected from previous bacterial metabolomic studies， the PCA of mice samples were also 

classified as these associated bacterial systems 

PC1 
Figure 2. PCA score plots of cecal contents extracts. Each administered bacteria is 

denoted by different symbols. GF: germ-free， E: Eco/i 0157:H7， B: B./ongum， BE: 

Eco/IJ157:H7 + B/ongum . Note that numbers 1， 3， 5， 8， 10， 12， 14 are days after each 

bacterial administrations， respectively. 
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NMRメタボローム解析技術を用いたラット組織の

死後変化に関する代謝学的研究
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An NMR metabolomic investigation of metabolic disturbances after death in the rat tissues. 

Department of Legal medicine and NMR laboratory， Nippon Medical School 1) 
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Bio-IT Group， Fujitsu Co.Ltd. 3) 

Keiko Hirkawall， Kyoko Uekusall， KBoru Koike2)， Kohtaro Yuta3) and Youkichi Ohnoll 

In this study pattern recognition of spectra derived from 1H NMR spectroscopy was used to 

investigate metabolic disturbances after death in the rat skeletal muscles and brain. In early 

stage after death， principal component analysis (PCA) readily differentiated the NMR spectra 

of skeletal muscle extracts ofthe rat killed by different modes. PCA scores ofthe spectra of 

the tissue extract from the rat died of hypoxia varied by the hour. 

NMR based metabolomic data may provide useful informations to estimate postmortem 

interval and to investigate the cause of death of the cadaver. 

【背景】我々 は、 NMRデータを用いた死後経過時間の推定法の確立を目指している。これま

でにラットを用いた基礎的実験で、死体大腿部骨格筋のInvIvo 31 P NMRおよび摘出脳・骨

格筋試料の1HNMRデータによる検討を行った結果、スベクトノレ上で、観測可能な数種の代

謝物質のうち、アラニンや酢酸などの分析値が死後経過時間と高い相関関係示すことを明

らかにすることができた。これらの分析値を用いて死後経過時間の推定法の確立を目指した

が、残念ながら正確な予測モデノレを作成するにはいたらなかった。そこで、、組織中の代謝物

について網羅的な分析を行う必要があると考え、あらたにlHNMR based metabolomicsを用

いた死体組織の代謝物プロファイリングを行い、死因による死体組織の代謝像の違いや死

後経過時間との関連を検討した。死後経過時間の推定根拠に応用されている死体現象で

ある死後硬直の発現時期や強度との関連についても検討を加えた。

Key Words: NMR-based metabolomics， postmortem changes， skeletal muscle， brain， rat 
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【方法】

(1 )動物実験および話料の前処理:Wistar系雄ラットを用いてTable1に示す条件でと殺実

験を行った。と殺は、酸素欠乏のほか死後硬直の発現開始時期や強度との関連を調べる目

的でコカインおよび臭化パンクロニウムの大量投与にて行った。心停止確認後死体を 20
0

C

の恒温槽内に保存した。 15分以内、 1、4、8、16、24、および48時間後に大腿部骨格筋お

よび脳を迅速に採取、液体窒素中で凍結し、クライオプレスTM(マイクロテックニチオン)にて

液体窒素中で凍結粉砕した。さらに冷O.6N過塩素酸溶液を加えて撹#し、その遠心上清に

ロック用DzO、内部標準物質TSPを一定量添加したものをlHNMR測定試料とした。 (2)lH

NMR-based metabolomics: 300MHzFT-NMR装置(LA-300、JEOL)で得たlHNMRスペクト

ルデータをAlice2for metabolome ™ ver.l.O (日本電子データム(株))にて数値化し、主成分

分析法(principalcomponent analysis， PCA)によるデータの可視化とSIMCA法による分類を

試みた。同様にADOMEWORKS/ Model8uilder™ ver3.1 (富士通)を用いて主成分分析その

他の手法での解析を行い解析結果を比較した。

【結果および考察】

動物実験の概要はTable1に示すとおりで、心停止前の運動量や痘撃の有無や程度と死後

硬直の発現時期および強度に強し、関連性があることが確認できた。

採取した骨格筋および脳組織抽出物のIHNMRスペクトノレデータについてAlice2for 

metabolome ™を用いて行ったメタボローム解析の結果は以下のとおりで、ある。(1)骨格筋抽

出物:主成分分析(PCA)の結果、心停止 15分以内でのデータ群では、 scoreplot上でと殺

条件の違いによる明らかなクラスター化が視覚的に観察された。時間の経過に伴って死因

によるscoreの差は小さくなり、 4時間後では死因を特徴づける代謝像を抽出することは困難

となった(Fig.1)。同一死因 (hypoxia)では、死後 1時間以内、 4.-...;8時間後、 16""'24時間

後および48時間のデータ群でそれぞれクラスター化が認められ、死後硬直発現開始前、死

後硬直発現期および緩解期から腐敗開始に至るまでの骨格筋の死後変化を特徴づける代

謝像を抽出することが可能であった(Fig.2)。クラスター化したデータ群を用いて、 SIMCA法

を用いた分類を試みたところ同一の死後経過時間での死因や、同ーの死因での死後経過

時間について良好な結果を得ることができた。 (2)脳抽出物:主成分分析(PCA)の結果、脳

抽出物では、今回のと殺条件では、脳組織に関しては、同一の死後経過時間で死因を特

徴づけるようなscoreの違いは観察されなかった。同一死因 (hypoxia)では、心停止後 15分

以内、 I時間後、 4""'16時間後、 24時間および 48時間後のデータ群でクラスター化が認め

られ、死後経過時間にともなう組織の死後変化を特徴づける代謝像を抽出することが可能

で、あった(Fig.3) 0 SIMCA法を用いて骨格筋と同様の検討を行ったところ、死因の異なるデ

ータ群を用いても死後経過時間についてデータ群の分類が可能である結果が得られた。

以上の結果から、死体組織中の代謝物を NMRメタボローム解析法によって網羅的に分析

することにより、死後経過時間をより客観的に推定しうる可能性が示された。
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Table 1 Summary of observations of the experiment in this study 

modes of killing 
surviving time muscular 

convulsion 
rigor mortis 

{min} activity onset intensity 

hypoxia 
3 hastened +++ +++ 

(100% N2 gas chamber) 

cocaine hydrochloride 
4-11 hastened +++ +++ +++++ 

(200 mg/kg i.p.) 

pancuronium bromide 
1.5-4 delayed ± 

(1 mg/kg i.p.) 

ノ

• hypoxia ~ cocaine @ pancuronium bromide 

Fig.l Principal component analysis (PCA) of lH NMR spectra from 

the acid soluble metabolites extracted from skeletal muscular 

tissues in the rat cadaver. 
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Fig. 2 Principal component analysis (PCA) of lH NMR spectra from 

the acid soluble metabolites extracted from skeletal muscular 

tissues in the rat cadaver died of hypoxia. 
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Fig. 3 Principal component analysis (PCA) of lH NMR spectra from 

the acid soluble metabolites extracted fヤomcerebral tissues in the 

rat cadaver died of hypoxia. 
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Non-targeted NMR Metabolomics: 

Evaluation of metabolic variation in female spontaneous 

hypertensive model rats using lH spectra of urine 
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Katsuo Asakura4 and Tadashi Nemot02 
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4JEOLLTD. 

We have been developing a new method of non-targeted NMR analysis of mixture samples.1
) 

We had analyzed male spontaneously hypertensive model rats (SHR) and normal (control) 

rats of 10-week-old by this method to r巴vealdiumal variation of their urine， and their 

difference between the two strains.2) The numbers ofmeasured spectra from each strain were 

10 which were fairly insufficient to high statistical reliability. 

Therefore， we colIected about 900 urine samples from 6・week-to 15・week-oldfemale rats 

and acquired water-suppressed lH-NMR spectra by JEOL ECA800 spectrometer. Al1 the data 

were processed by ‘ALICE 2 for Metabolome' software package (ver.1.0). In the score plot 

by principal component analysis (PCA)， clustering pattems ofurine ofmoming， day and night 

are differentiated企omeach other as in the case of male rats that we have published2). Fig. 1 

shows an example of the PCA score plot of day (131 points) and llight (116) urine data from 

female SHR rats. In this figure，女 and0 indicate the datasets of night and day， 

respectively. The left lower cluster was datasets企omnight; the right upper one was that of 

from daytime. 

In figure 2， it is shown the discrimination of the datasets of SHR strain against controls. In 

this figure，カ and* indicate the datasets of 116 SHR rats and 129 controls， respectively. 

We also tried to observe the es.trus cycle of each female rat combined with vaginal smear 

check data. A sub":space method of multivariate analysis methods (SIMCA) was submitting 

to differentiate the estrus cycle of pubertal female rat s' urine. 

Data analysis for extremely complicated elements of the datasets (growth， circadian 

rhythm， estrus cycle， hypertensive and so on) will be discussed. 

Keywords: metabolomics， multivariate analysis， hypertensive， urine， rat 
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Non-targeted NMR Metabolomics: 

Detection andevaluation for disease status of inbom 

errors ofmetabolism using lH spectra ofhuman urine 

*Masako Fujiwara，l Itiro Ando，2，3 Kazunori Arifuku，l Taeko Kataoka，3 Kenji Kanazawa，3 

Tadashi Nemoto，3 and Tomiko Kuhara4 

lJEOL DATUM LTD， 2Environmental Research Center Ltd.， 3Biological Information 

Research Center， National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST)， 

4Division of Human Genetics， Kanazawa Medical University 

We propose NMR-based Metabolomics using Non-targeted profiling， which provides not 

only excellent discriminant analysis for mixture samples1
，2) but also promising scope for 

c1inical use. The pioneer work of metabolic research for c1inical applications had performed 

by Prof: Kuhara's group using the gas chromatographic -mass spectroscopy (GC-MS) 

technique.3) Their urease method captures wide c1ass ofmetabolites and they have established 

diagnostic method for over 130 kinds ofinbom errors ofmetabolism. 

Our pilot study has done using urine sarnples企ombabies inc1uding inbom errors of 

metabolism. Eighteen urine samples were given， 10 were normal， and other 8 were abnormal 

samples with several inherited disorders resulted from GC-MS diagnosis. Samples were 

prepared by adding phosphate buffer and measured lH-NMR spec仕ausing JEOL ECAδ00 

spectrometer. All the FID data were processed and analyzed by 、ALICE2for Metabolome' 

version1.0 (JEOL) software package to get plots ofPrincipal Component Analysis (PCA) and 

a sub-space method (SIMCA). The spectra showed very different pattems企omeach other (in 

the right figure). PCA score plot submitted by18 spectra resulted in c1ear c1assification oftwo 

groups consisting of 10 and 3 samples respectively， from others. As far we conc1uded that 10 

might be normal and 3 might be one of disorders. Then， the two groups were made as 

independent mathematical models for conducting SIMCA， and the remainder 5 were fitted 

onto the Cooman's plot which visualizes the similarity of each sample to pre・definedmodeIs. 

As shown in the left figure， 5 samples lined up， which revealed to discriminate each disease 

and aIso disease status企ommild to severe. Three methylmalonic aciduria samples (A1，2，3) 

contain methylmalonic acid as its biomarker (indicated ... in the spectra). They can not be 

differentiated by conventionaI single marker-detective analysis. This non-targeted profiling， 

however， enables us to recognize a spectral pattem as possessing multi-biomarkers and to 

evaluate definite disease status， e.g.， attack with or without treatmentラ onset，or remission 

(well-controlled and masked condition of disease) even in the sarne disease. This method will 

be directly applicable to clinical use for the first and fast screening. 

Keywords: non-targeted metabolomics， multivariate analysis， inbom error， urine， GC-MS 
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Cooman's plot ofSIMCA 
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In the left figure， X axis represents normal model (n=10)， Y axis represents B model (n=3) of 

s-Ureidopropyonase deficiency. A1 is during severe attack treated with glucose， A2 is 

during attack without treatment and A3 is in remission， of Methylmalonic acduria. C is 

Citrullunemia， D is OTC (omi白血ecarbamoyl trasferase) deficiency， C and D are both during 

onset. A3 and B are both during remission. 
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An efficient strategy for the screening and 

characterization of Arabidopsis mutants with 

visible phenotypes by one-and 

multi-dimensional NMR spectra analysis 

Chunjie 百an1，Yuri Tsuboi1， Eisuke Chikayama2， Yasuyo Sekiyama2， Takashi Kuromore， 
Kazuo Shinozaki2 and Jun Kikuchi2， Takashi Hirayama1，3，4 ， 

lEnv. Mol. Bio.， RlKEN; 2PSC， RIKEN， 3GSC， RlKEN， 4Yokohama City Univ. 

Metabolomics is wel1 known to be producing vast useful data which might be needed to 

describe the biological problem adequately， so it is an ideal strategy to use high-dimensional 
data from metabolic profiling to elucidate the function of gene which is sti11 a main focus in 

the post-genomic era. Gene disruption mutant plants with visible phenotype are often used for 

the gene function analysis. As a result of a multiplicity of regulatory interactions at alllevels 

in plant cells， different gene mutations may result in similar phenotypes， such asαlbino 

mutants which may owe to different gene mutation. Accordingly， it is necessary to find an 

efficient way to clarify the difference of mutants with similar phenotype for explaining the 

complex responses of single point mutation. 

Unbiased metabolite analysis will offer a direct link between a gene sequence and 

function with the metabolic network in plants， which is an important complement for existing 
functional genomics methodologies. The method for metabolite profiling should be fast， 

reliable， sensitiveラ andsuitable for automation， as well as covering a significant number of 

metabolites. In accordance with these requests， Nuclear magnetic resonance (NMR) 

techniques， based upon the observation and characterization of the magnetizations of nuclear 

spins in different chemical environments， now play an important role in investigating the 

physiology and metabolism of living systems. The metabolic profiling based on NMR 

measurement offers easier sample preparation and higher cost-effective technology than other 

omics methods such as transcriptome and proteome. In addition， since the metabolites， as the 

end products of cellular regulatory process， may represent the ultimate and direct responses of 

plants to genetic or environmenta:l change， the comprehensive measurement of them can 
reveal the effect of most mutations， 

As a test case， here several Ds transposon insertion mutants of Arabidopsis with albino 
phenotype were selected for NMR measurement based on the detection and quantification of 

compounds from plant leafextract. Our goals were 1. to obtain and compare the metabolic 

profiling of different albino mutants for the elucidation of gene function of different mutations; 

2. to establish a practical system formetabolic analysis， and confirm the efficiency of lD-1H 

fast screening together with 2D spectra assignment for characterizatio 

Key word: Metabolic profiling， Nuclear magnetic resonance， Arabidopsis thaliana， albino， 
mutant 
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compare the overall chemical composition of samples， the unassigned lD-1H N恥1Rspec仕a

were used for fast screening of several albino mutants in terms of metabolite accumulations. 

Then， we labeled the mutants with 13C uniformly by I3C6-g1ucose uptake， and the 
2D-I3C-HSQC spectra were acquired. These well-separated 2D-spectra allow the accurate 

identification ofmajor metabolites by our original Java program， SpinAssign. 

By Z-matrix and PC analysis for lD spectroscopy， the albino mutants and control were 

well-differentiated， and the unique chemical regions for di仔erentlines were identified and the 

key metabolites were deduced. Different statistical methods based on lD-NMR spectroscopy 

analysis not only made it easy to screen and characterization lines with different metabolite 

profiles， but also to clarify which chemical region is unique for different lines， since the 
relative intensity of chemical region provided the direct spectra pattem for comparison within 

lines. So， it suggested that this approach could be used for the selection of mutants with 

interesting metabolic phenotype for further analysis， especially for screening a large amount 

ofmutants. 

However， although with the advantage for the fast screening and characterizing 

amounts of mutants， lH・lDspectra analysis showed the deficiency: most of the chemical 

compounds represented in the chemical shift were unknown and difficult to be assigned 

according to the database available until now. An attractive altemative is to introduce of I3C 

chemical shifts in second dimension by stable isotope labeling techniques in NMR samples， 

which will not only enhance the 13C-signals， but also trace the metabolic movement of carbon 

element. In addition， the enhanced and separated signals in 2D-13C-HSQC spectroscopy are 

more feasible for assignment comparing with lD spectroscopy， which wi11 offer more detail 
information for characterizing different mutants by metabolic approach. After labeled withl3C 

uniformly by I3C6-glucose uptake of the seedlings， 2D-13C-HSQC spectra was investigated， 

and the well-separated 2D-spectra provided accurate identification of m吋ormetabolites by 

our original Java program，争inAssign.By statistics， it was found that Asn and Pro were key 

metabolites for distinguishing albino mutants from control lines besides the higher content of 

sucrose in albino mutants， and Glu， Gln and Ser were key metab 
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量子化学計算による αヘリックス形ポリ (L-アラニン)

の精密な構造解析

(群馬大工)0荘司額、相馬洋之、(奈良女)黒子弘道、(東京工大)安藤勲

Precise Structure Analysis ofα，-Helical Poly(L-alanine) 

by Quantum Chemical Calculation 

AkiraSh吋i1， Hiroyuki Souma1，Hiromichi Kurosu2， Isao Ando3 

1 Dept.Biological Science.ふ Faculty01 Engineering， Gunma日1Iversi，収 2Graduate

School 01 Humanities and Sciθ'nces， 焔 raWomen's日1Iversi収 3ゐ>IntGraduate 

School Program 01 Tokyo Institut，θolTechnology-Tsinghua University臼勾(jngJ.

We calculated the chemical shifts of α-helical poly(L-alanine) based on the 

quantum chemistry with Gaussian 03 software. As a result， the calculated 13C 

chemical shifts of the main-chain C=O and Cαsignals were identical with those of 

measurement， whereas the calculated 13C chemical shift of the side-chain Cs 

signal was different by 2.8 ppm from that of measurement. Furthermore， we 

developed the hydrogen-bonding feature of α-helical poly(L-alanine). 

緒言:ポリペプチドの αヘリックス構造は分子内水素結合により安定化されるため、

分子間相互作用は小さいと考えられる。したがって、一本鎖ポリペプチドの量子化学

計算に基づく構造最適化と化学シフトの計算結果を固体高分解能川R測定による化学

シフト実測値と比較することは意義深い。

本研究では、 Gaussian03ソフトウェアを用いて、 αヘリックスコンホメーション

をとる一本鎖ポリ (Lーアラニン)をモデ、ノレ分子とし、その化学シフト値を計算した。そ

の結果、主鎖カルボニノレ(C=O)とα炭素(CJの13C化学シフトの計算値と実測値との聞

に極めてよい一致が見られた。またこの計算によって得られた最適化構造の二面角

(φ，φ，ω)、水素結合距離などの構造特性パラメータを基に αヘリックス形ポリ (L

アラニン)に関する精密な構造解析を行った。蛋白質の立体構造解析に量子化学計算

がどの程度有用であるかについて検討する。

キーワード:ポリ (L-アラニン)、 αヘリックス、構造計算、量子化学

著者:しょうじあきら、そうまひろゆき、くろすひろみち、あんどういさお
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計算方法: 量子化学計算は Gaussian03ソフトウエアにより行った。構造計算には

DFT(b31yp)法を用い、 6・31G(d)の基底関数を用いて構造最適化を行い、化学シフト

はDFT/6-31lG(d，p)を用い GIAO・CHF法により評価した。分子構造パラメータの初

期条件として、二面角 (φ，φ，ω)を(-57，-47，180)と設定した。

実験 15N標識した(ヘリックス形ポリ (Lーアラニン)試料J)の固体高分解能13Cおよび

15N NMR測定には、 BrukerDRX-600分光計を用いた(測定にご協力いただいた

Leipzig大学(ドイツ)分析化学研究所のStefanBerger教授に感謝する)。

結果および考察: αヘリックス形ポリ (Lーアラニン)の13Cおよび15N等方性化学シフ

トの計算値及び実測値をTable1に示す。化学シフト値の基準にはそれぞれテトラメ

チルシラン(Si(CH3)4)および硝酸アンモニウム(15NH4N03)を採用した。

Table 1. 13C and 15N chemical shifts of α-helical poly(L-alanine) calculated 

and measured. 

13C chem i ca I sh i fts， 8;80 (ppm) 15N chem i ca I 

C=o Cα Cs sh i fts， 8;80 (ppm) 

Calculation 176.9 53.8 12.8 98.9 

Measurement 177.0 53.2 15.6 98.8 

Table 1からわかるように、ポリ (L-アラニン)の主鎖C=OおよびCαの計算された13C

化学シフト値は実測値と非常によい一致を示した。一方、側鎖Csの13C化学シフトの

計算値は実測値より約 3ppm小さかった。この差は分子聞における側鎖間相互作用に

起因すると考えられる。従って、一本鎖の αヘリックス形ポリペプチドの量子化学計

算による構造最適化と化学シフトの計算結果は、その主鎖コンホメーション(二次構

造)を議論する上で信頼に値する重要な知見を呈することが明らかとなった。更に分

子間相互作用を考慮した量子化学計算を行なうことによって、より精密な立体構造解

析が行えるものと期待できる。

本研究では、 α ヘリックス形ポリ (Lーアラニン)の二面角 (φ，ψ，ω)、水素結合距

離、化学シフトテンソルなどの構造パラメータの解析結果についても発表する予定で

あり、蛋白質の精密な立体構造解析に量子化学計算が有用であることを示す。

文献・1)H. Kimura， T. Ozaki， H. Sugisawa， K. Deguchi， A. Shoji， Macromolecules 

31， 7398-7403， 1998. 
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モデル構造を用いた自動帰属法

1大阪大学大学院薬学研究科 2大阪薬科大学

O吉田卓也 1，小林祐次 2，大久保忠恭 1

Automatic resonance assignment method based on homology model 

lGraduate School ofPharmaceutical Sciences， Osaka University， 20saka University of 

Pharmaceutical Sciences 

Takuya Yoshida1， Yuji Kobayashi2， Tadayasu Ohkubo1 

Here， we report an approach to solve the assignment problem automatically from structural 

information of a homologus protein. In this approach， sets of chemical shifts are predicted 

企oma determined structure or a model 柑 uctureof the target protein constructed by 

homology modeling. They are combined to the observed resonances of the target by using a 

bipartite graph matching algorithm. At first， we tested this procedure with proteins which had 

been analyzed by both of NMR and X-ray crystallography. When the known structure of a 

target protein was used as an ideal model structure (reverse assignment)， about 60% of 

backbone assignments were correctly obtained. Then， this method was applied to parkin and 

ribosome recycling factor. The homology structure based method with an additional 

optimization using NOE information yielded almost all correct assignments. 

[緒言]タンパク質の NMRにおける帰属は、しばしばX線結晶構造解析における位相

問題に例えられる。 X線結晶構造解析においては、対象分子と相同性が高い分子の立

体構造が既に決定されている場合、分子置換法がもっとも効率の良い位相決定法とし

て確立されている。一方、 NMR法において確立している帰属法では多数のスベクト

ルや、異なった標識試料が必要であり、その効率は高いとはいえない。 NMR法は、

分子内運動やフォールディング、分子間相互作用といった様々な情報をアミノ酸残基

レベル、あるいは原子レベルで、得ることができる大変優れた手法である。従って近年

構造ゲノム科学の成果により多くのタンパク質の立体構造が決定されていることを

考慮すれば、今後立体構造が既知で、あるか、あるいはホモロジーモデ、ルが構築可能な

帰属、自動化、ホモロジーモデル

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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タンパク質についてその帰属を簡便に行う手法が重要になると考えられる。本研究で

は、そのような手法の開発をおこなった。

[方法]まず、主鎖化学シフト情報のみに基づく逆帰属法の検討を行った。この方法で

は、既知立体構造から、期待される化学シフトを計算し、観測された化学シフトとの

差を最小化することによって帰属をおこなう。この場合計算値と観測値は 1:1に対応

し、その組み合わせは N!通りあるが、それぞれを独立に評価できるので、 2部グラフ

のマッチング、アルゴ、リズムを応用し多項式時間で最適化できる。次に、アミドプロト

ン間の距離情報(NOE)を用いた手法を検討した。 NOEは2つのプロトンの帰属に依存

するため、上述の手法では最適化できない。そこで、遺伝的アノレゴ、リズムを用いた探

索法及び予測NOEパターンと実測NOEパターンの類似性を評価し最適化する手法を

検討した。

[結果と考察] 立体構造及び主鎖の化学シフト帰属が既知のタンパク質数種類につい

て、化学シフト情報に基づく逆帰属法を評価した。主鎖 HN，N，C'を用いた場合平均 20%

の化学シフトを正しく帰属できた。これは 3DHNCO実験のみを使用した場合に相当

する。また主鎖 HN，N，Cα，Cα(・1)を用いた場合(3DHNCA実験のみを使用した場合に相

当)、 Cαの連結性を用いることなく平均 60%の化学シフトを正しく帰属でき、 Cαの連

結性を用いればほぼ完全な帰属が可能であった。

アミドプロトン間の NOE情報を用いた場合の結果は探索の初期解に依存した。シ

ミュレーションの結果初期解が 20%以上正しければ、 NOE情報によってその間違い

が訂正でき、最終的にほぼ 100%正しい帰属が可能であることが示された。従って構

造既知のタンパク質においては、 HNCO及び 15N-editedNOESYのみで、主鎖 HN，N，C'

核の帰属が可能であることが示唆された。これらの実験は比較的高分子量のタンパク

質でも感度良く測定可能であり、 X線結晶構造解析で得られた高分子量タンパク質の

構造情報を NMR解析に活用する上で有用で、あると考えられる。

最後にこれらの手法を、ホモロジーモデリングによって構築したモデル構造に対し

て用いることを検討した。対象として NMR帰属情報が既知である parkin(78残基)及

び緑膿菌 ribosomerecycling factor (RRF， 185残基)を用いた。モデ、ノレ構造はそれぞ、れユ

ビキチン及び超好熱菌 RRFを用い構築した。アミノ酸の同一性はそれぞれ 34%，41%

である。 parkinの場合、主鎖 HN，N，C'を用い 17%の化学シフトを正しく帰属できた。

さらにその結果をアミドプロトン聞の距離情報を用いて改良したところ、 90%以上の

帰属を正しく得ることに成功した。一方 RRFの場合、主鎖 HN，N，C'及び距離情報だけ

では探索過程が十分に収束しなかったため、現在パラメータの最適化を行っている。
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フラグメント (FMO)分子軌道法による生体分子の NMRシフ

トの推算

I東京工業大学，生命理工学研究科三菱化学科学技術研究センター

&]ST-CREST， 3三菱化学生命科学研究所センター

コウチ01，横島智小林高雄河野俊之中村振一郎2

Ab initio calculations of NMR chemical shift of bimolecular system by FMO 

method 

lDepartment of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technologぁ2Science 

and Technology Research Center， Mitsubishi Chemical Group， & JST-CREST， 

3Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences 

Qi. GaoO¥ Satoshi. Yokojima2， Takao. Kobayashi2， Kohno.Toshiyuki3， Shinichiro. 

Nakamura2 

Abstract 

Fragment molecular orbital (FMO) approach together with the gauge invariant 

atomic orbital (GIAO) method has been used to calculate the chemical shift values 

of several bio-molecular systems G.e. small peptide and ubiquitin protein). The 

chemical shifts calculated by the FMO・GIAOmethod accurately reproduce those 

obtained by the full GIAO calculation. The calculated values of ubiquitin protein 

are in good agreement with the experimental data， which is observed in a natural 

environment. This ab initio quantum approach also allows us to calculate 

chemical shifts for large bio-molecular system with an acceptable computational 

cost. 

本文

今日、 NMR(nuclear magnetic resonance)スベクトル法はひとつの強力な実験

手法として生体分子(例:たんぱく質、 DNAなど)の構造やダイナミックなどの情

報を調べるのにひろく使用されている。しかし、一方で、は、生体分子の揺らぎや実験

装置自身の限界などの問題で、完全に生体分子の構造、とくに局小的な情報が現時点

での NMR実験で測定できないことも事実である。これらの問題を解決するひとつの

方法としてはコンビュータを駆使し、計算科学の理論を基づいて、生体分子のケミカ

ルシフトを推算することである。

キーワード:FMO Protein Abinitio Chemical shift 

著者ふりがな:こうち、よこじまさとし、こばやしたかお、こうのとしゆき、な

かむらしんいちろう
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NMRのケミカノレシフトの理論的な推算がこの半世紀に渡って多くの研究者たちに

よって取り組まれてきた。現在では比較的小さい有機分子の炭素なら、とても高い精

度のケミカルシフトが推算できる。しかし、環境に敏感な水素や窒素などの原子種に

対する正確な理論推算はまだ難しい。またコンビュータのコストを考えると、生体分

子全体のケミカルシフトの推算は困難で、ある。本研究では FMO (Fragment 

Molecular OrbitaD という計算手法を用いて、 abinitio法によるたんぱく質のケミ

カルシフトの理論推算が実行した。テスト計算としてユピキチンが用いられた。計算

の結果と実験値を比較し、炭素、水素と窒素がすべてにわたって実験値とよい一致を

みた (Fig. 1)。従って、この手法によって、大きな系でも比較的小さな計算コスト

でケミカルシフトの推算ができるようになった。さらに精度や計算時間などを改善し

ていけば、将来的にきっと多くの研究 (ex:構造解析や分子相互作用など)に不可欠

な存在になるだろう。
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Expected peak overlap in multidimensional 

NMR spectra 

Roland Schmucki1ベPeterGuntert1 

1RIKEN Genomic Sciences Center 
2Graduate School of Science， The University of Tokyo 

The major problems when analyzing muftidimensional NMR spectra for the 
determination of three-dimensional protein structures are peak overlap， low signaトto‘

noise ratios， and spectral artifacts. Peaks can readily be identified and analyzed only 
if they are above the noise level and not overlapped with other peaks or spectral 
artifacts. 

The extent of peak overJap depends on the size and amino acid composition of the 
protein， the sample conditions and relaxation properties which are manifested mainly 
in the resonance line widths， the type of experiment， and the type of cross peak 
under investigation. 

Here， we present a measure for estimating expected peak overlap in protein NMR 
spectra. Given the amino sequence of the protein， all theoretically expected peaks in 
a given NMR spectrum are determined on the basis of the knowledge of the protein 
sequence and the magnetization transfer pathways of the pulse sequence that was 
used to acquire the spectrum (1). Then， the probability that an expected peak 
overlaps with other expected peaks in the spectrum is calculat~d. For this calculation， 
we assume that the chemical shift values of each 1H， 13C and 15N atom in a protein 
are distributed according to a Gaussian probability distribution. Its mean value and 
standard deviation are derived from a statistics over a large number of proteins for 
which chemical shift assignments are stored in the BioMagResBank (BMRB) (2). 

The main goal of the expected peak overfap probability calculation is to provide a 
measure that can be computed readily before measuring or analyzing the spectrum 
for predicting which peaks in a spectrum will be likely to show overlap. 

Our measure for the expected peak overlap in multidimensional NMR spectra 
formalizes and quantifies with only a small number of assumptions the common 
experience of NMR spectroscopists that ce吋ainkinds of spectra， signals and spectral 
regions are "easy" or "difficult" to analyze because they show few or extensive peak 
overlap. For instance， the crowding of NOEs between aliphatic side-chain protons or 
in the vicinity of the diagonal result naturally from the expected peak overlap 
calculation without additional，heuristic assumptions. 

This information can be used in the design of new sample preparation methods， 
including optimal isotope labeling， and to guide the development of novel pulse 

Keywords: Peak picking; Overlap probability; Resonance assignment; Automated 
spectra analysis; Automated structure determination 
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sequences in NMR experiments. The feasibility of resonance assignment strategies 
that rely on the interpretation of certain classes of cross peaks can be estimated 
before performing the NMR measurements. Such a prediction is particularly 
advantageous when the sample preparation is demanding， as for example in the 
case of larger proteins which resultin more and broader peaks than small proteins， or 
when studying membrane proteins under conditions that result in increased 
linewidths， e.g.， in mixed protein-detergent micelles (3). 

Furthermore， the knowledge of expected peak overlap is useful in the process of 
automatically assigning the resonance frequencies by automated computer 
algorithms (1，4). The information about the expected peak overlap can help the 
automated algorithm to score possible peak identifications and assignments. For 
instance， it is possible to objectively impose a higher penalty if an expected cross 
peak is not found in a virtually non-overlapping spectral region， e.g.， in a triple 
resonance spectrum for the assignment of the polypeptide tackbone， than if another 
cross peak in a crowded region of an HCCH-TOCSY spectrum is missed. 

References: 

(1) Bartels， C.， Guntert， P.， Billeter， M. & Wuthrich， K. GARANT -A general algorithm 
for resonance assignment of multidimensional nuclear magnetic resonance spectra. 
J. Comp. Chem. 18， 139・149(1997). 

(2) Seavey， B. R.， Farr， E. A.， Westler， W. M. & Markley， J. L. A relational database 
for sequence-specific protein NMR data. J. Biomol. NMR 1， 217・236(1991). 

(3) Fernandez， C.， Hilty， C.， Wider， G.， Guntert， P. & Wuthrich， K. NMR structure of 
the integral membrane protein OmpX. J. Mol. Biol. 336， 1211・1221(2004). 

(4) Gronwald， W. & Kalbitzer， H. R. Automated structure deiermination of proteins by 
NMR spectroscopy. Prog. NMR Spectrosc. 44， 33-96 (2004). 
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SpinAss梅田:多次元 NMRメタボミクスのためのコンビューター支

援スペクトル解析システム

1理化学研究所植物科学研究センターJ横市院国際総合、 3CRESTJST， 4名大院生

命農

O近山英輔1、平山隆志1.2.3、篠崎一雄1、菊地淳は4

SpinAssign: a Computer-Aided Spectral Analysis System for Multi-dimensional 

NMR-based Metabomics 

IRIKEN Plant Science Center， 2Int. Grad. Sch. Arts Sci.， Yokohama City Univ.， 3CREST， 

JST， 4Grad. Sch. Bioagr. Sci.， Nagoya Univ. 

Eisuke ChikayamaI， Takashi HirayamaI幻 ，Kazuo Shinozaki 1 and Jun Kikuchi 1ム4

Abstract: Conventional NMR-based metabomics approaches based on multivariate 

analysis show global aspects of NMR spectra of metabolite mixtures without 

assignments of individual signals. We are aiming at precisely identifying metabolites 

from biological samples by in vitro or in vivo NMR， assigning the individual peaks as 

many as possible. Therefore， we developed a computer-aided spectral analysis system 

for hetero-nuc1ear multi-dimensional NMR-based metabomics named as Spi岨ssign.

Using our system， which contains standard chemical shifts data for 140 metabolites， we 

obtained more than 100 unique assignments (about 50 metabolites) for each peaks in 

13C-HSQC spectra. Furthermore， we confirmed exact assignment of them by 

through-bond connectivity in the 3D HCCH-COSY spectra of uniformly 13C-labeled 

ArabidopsおT87ceIls using our developed system. 

我々は NMRを用いたメタボローム研究の方法論構築を目指している。従来は、多変

量解析的方法論を用いて全体スペクトルの変動で生命システムの輪郭を描き出すこ

とが重要視されてきた。代謝活動は、分子群のネットワークとバランスで成立しており、

これらの全体像を輪郭として捉える従来法のアプローチは重要である。

Ke刊 rords:

Metabomics， HSQC， Signal assignment， Database， Java， 

ふりがな:

ちかやまえいすけ、ひらやまたかし、しのざきかずお、きくちじゅん
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しかしながら、ゲノム機能に関連づけてトランスクリプトームやプロテオームとの統合

的解析を将来目指すのであれば、個々の代謝産物の網羅的な同定を行うことが必要

になると考える。従って我々は、生物試料の invitro / in vivo m置による代謝産物一

斉帰属方法論の開発を遂行している。これを従来の方法論と統合することで、複雑な

生命システムを理解するメタボローム研究の基礎方法論が完成すると期待する。ここ

では、 NMRメタボミクス研究の基盤ソフトウエアとしてスペクトル解析システム

S岡崎鏑同町(Fig.l)の開発現状を報告する。現在までに代謝経路中に存在する 140の

代謝産物について、標準化合物を用い13C-HSQCを個々に測定、 IHとI3Cケミカルシフ

トを標準データベースとして収集し、スペクトル解析システムに実装した。関心のある

生物試料からのI3C-HSQCスペクトルは、このシステムにより標準ケミカルシフトデー

タベースと照合され、代謝産物の有無が一斉に帰属される。このシステムでは、さら

に信頼性を追及するために 3Dスペクトルにも対応しており、 3Dスペクトル内のピーク

を 2DI3C-HSQCスペクトルの帰属結果と連動して探索できる設計により、効率的な

帰属の検証を行うことができる。また関連するスペクトルファイルと更新時間や帰属

時の注釈などを含む帰属テーブルファイルを 1つのプロジェクトとして保存しておくこと

ができ、長期間の帰属作業も容易に行うことができる。今回我々は13C標識化カイコ

体液およびシロイヌナズナT87培養細胞からNMRサンプルを調整し、 13C_HSQCと3D

HCCH・COSYを測定した。その結果、代謝産物由来の約 550のHSQCピークを 1つの

NMRサンプル管から得た。そしてこのシステムを用いて代謝産物の一斉帰属を行っ

た結果、約 50種の代謝産物に相当する約 100のピークが標準データベースとユニー

クにマッチし帰属された(Table1)。さらに 3DHCCH-COSYのスペクトルを帰属結果と

連動させてシステマティックに解析し、 T87に関しては 24種の代謝産物について 2D

の帰属結果と整合する相関ピークを見出すことができ、極めて高い確率でその代謝

産物が存在していることを証明することができた(Table2) 0結果として代謝産物24種

別原子の帰属テーブルを得た。

混乱、品川叩 W 

出向山、、。.

言語:一品安奮
気宮ぷ智 、

Figure 1. A snapshot of 
computer崎aidedspectrum analysis system for 
hetero-nuclear multi-dimensional NMR-based 
metabomics 
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Table 1. Summary of b喰tch・.assignedpeaks 
and compounds (in parentheses) 

T'otal Assigned Unique 

Silkworm 552 188 125 

(97) (64) 

T87 544 192 

(108) 

122 

(60) 

I'able 2. Confinnation by 3D HCCH-COSY 

Confirmed assignments 

silkworm 34 (11) 

T87 89 (24) 
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低温 MAS四 NMRプロープの開発にむけて
O水野敬(日本龍子園)、竹腰清乃理(京都大・理)

The Depvelopment of Cryogenic MAS-NMR probe 

Takashi Mizuno1 and K. Takegoshi2 

(1JEOL ltd.， 2Faculty of Science， Kyo七oUniversity) 

固体NMRは、様々な相互作用からもたらされる磁気的環境を反映したスベクトル

を得られ情報量が多く、化合物の同定だけでなく、複合材料の構造@ダイナミクス情報の

解析を行ううえで、非常に強力な測定手段である。その一方、 NMRは静磁場下の核スピ
ンの磁気モーメントからなる統計集団を観測対象としており、分光学的にエネルギーの最

も低いラジオ波領域の遷移を扱うため、雑音の影響を受けやすく、感度が低いことが分析
装置としての最大の弱点であった。

我々 は、 NMRの感度を向上させる方法のーっとして、磁化信号の検出機構である

NMRプロープの熱雑音に注目した。 NMR分光法における雑音源の大部分は、試料磁化に
よる誘導起電力を生じる検出コイルにおける熱雑音であり、信号の初段アンプにおける付

加的雑音がそれに次ぐ。よく知られているように、ある帯域幅B[Hz]における抵抗R[D]
の抵抗体の熱雑音の雑音スベクトル強度内[V]は、周囲と熱平衡にある温度T[K]のとき、

室主査~
C謹二]
騒盤整璽

Figure 1:低温 MAS-NMRプロ}ブの構成概念図。試料を室温空間に保持しながら、検出系や信号受信
系をヘジウム温度に冷却する構造とする。

10みずのたかし、たけごしきよのり

Key Words: MAS， probe， cryo， solid-state NMR 

-428-



εn =V4青豆豆 、.hEB

，，
1
E
ム(
 として表され、温度の 1/2乗に比例する(ただし、 kはボノレツマン定数)。そこで、 NMRプ

ロープ電気回路を冷却することによって、これらの雑音が減少すれば、l¥'MR信号の感度
が増加する。このアイディアは、「クライオプロープJとして研究が進められ、溶液NMR

においてはすでに実用化に至っている。このアイディアを国体高分解能NMR法に適用す
るには、まず検出器冷却システムを備えた低温プロープに試料管回転システムを据え付け

る必要がある。我々は、 300MHz用のワイドボアマグネットに適用可能な、低温プロー

プ用の試料管回転システムを設計した。 Figure.1(下)は、 5ゅの試料管を常温下に、サ
ンプルコイルを4K下に置くように熱設計を最適化した場合のプローブ上部の、検出コ
イル付近の断面概念図である。中心に、試料管がマジック角になるように配置し、試料回
転システムは両脇の凹んだ、ところに入る。濃い網掛で示した空間に液体ヘリウムが充填さ

れる。薄い網掛は真空層である。今後、回路性能や熱特性などを検討し、プローブ、の製作

を行う予定である。
信号の初段アンプは能動素子であるため、その雑音は上式の熱雑音のみに由来し

ないけれども、低温で動作させることによって、あるていど感度が改善されることは見
出される。 MITEQ社より液体ヘリウム温度での動作を謡っているもの (AFS3)を購入し
て自作NMR装置 (7T)において雑音の温度依存性について検討した。室温測定用のプ

ロープを用いて、信号アンプだけを室温から 10度おきに-150Kまで冷却して信号雑音比

(SN比)を測定した(下図左)ところ、 300Kから 240Kまでアンプ冷却による約1.5倍の
SN比の向上が観測されたが、それ以下の温度での SN比の向上は観測されなかった(下
図右)。これは雑音がコイルの熱雑音に支配される領域になったためであると考えられ、

現在、コイノレを液体ヘリウムに潰す構造のプローブを作成して、コイル温度と SN比の関

係を測定する準備を行っている。
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Figure 2: NMRスペクトルのプリアンプの温度に対する依存性。(左図)各プリアンプ温度におけるべン
ゼンの lH-NMRスベクトル。右はノイズ部分を 50倍に拡大したもの。(右図)SjN強度比をプリアンプ

温度に対してプロットしたもの。ノイズ強度は、検出されたノイズの RMSとしている。
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PI07 
揺動磁場下での高分解能NMR

(京大院理 1、物材機構 2)

0飯島隆広 1、竹腰清乃理 1、端健二郎 2、藤戸輝昭2、清水禎2

High-resolution NMR under an unstable magnetic field 
T.I出旦~J ， K. Takegoshi¥ K. H剖 hi2，T.日jito2，and T. Shimizu2 

lDepαrtment of Chemistry， Kyoto Univ巴rsity

2N，αtionα1 Inst伽 tefor Materials Science (NIMS) 

A method for compensating effect of field fluctuation is examined to attain high-

resolution NMR spectra under an unstable magnetic field. In this method， time depen-
dence of electromotive force induced for a pickup coil attached near a sample is measured 

synchronously with an acquisition of NMR. Observed voltage across the pickup coil is 

then converted to field fluctuation data， which is used to deconvolute NMR signals. The 

feasibility of the method is studied by 79Br MAS NMR of KBr under a 30 T magnetic 

field of a hybrid magnet. Twenty single-scan NMR signals were accumulated after the 

manipulation， resulting in aspectrum of a single main peak with its spinning sidebands. 

【始めに】平衡磁化や化学シフトの大きさは印加磁場の大きさに比例するため、感度や分

解能の向上のために磁場の強磁場化は極めて有用である。高分解能NMRを行うには、磁

場の強度に加え安定性が重要となる。

NMR用の強磁場磁石としては超伝導磁石、 7k冷銅磁石、ハイブリッド磁石、パルス磁

石がある。このうち、かなり安定じた磁場を提供する超伝導磁石がこれまでほとんどの高

分解能NMRに用いられてきたが、その磁場強度はせいぜい22-23Tである。一方、パル

ス磁石は非常に大きな磁場を提供可能で、 58Tまでの磁場での NMR測定が行われてい

る[1J。しかし、磁場の持続時聞はミリ秒のオーダーであり、種々の NMR測定には短すぎ

る。更に、磁場の再現性は不十分であり、また均一度も極めて悪いため、現状ではパルス

磁石は高分解能NMRには適さない。そのため、磁場が 1時間以上持続し、かっ、良好な

均一度も望める水冷銅磁石やハイブリッド磁石が、高分解能NMR用の強磁場磁石として

期待される。実際に、 Ganらはフロリダの NHMFLに設置されているハイブリッド磁石

を用いて、 40Tの磁場での 27AIMAS NMRスベクトルを報告している [2J。しかし、通

常は水冷銅磁石やハイブリッド磁石の磁場の安定度は悪く、これらの磁石を使った高分解

能NMRは一般的でない。例えば、筑波の NIMSのハイブリッド磁石では、数 10Hz付近

の周波数成分をもっ振幅 3mT程度の磁場揺動が起こっている [3J。従って、このような

磁石で高分解能NMRスベクトルを測定するには、磁場揺動の影響を取り除くことが必須

である。

磁場の変化は超伝導磁石にも存在している。 ドリフトと呼ばれるこの変化は通常NMR

ロックにより補正されている。しかし、 NMRロックは周波数 1Hz以下、かっ振幅 1mT 

high-field NMR， field fluctuation， pickup coil， hybrid magnet 

いいじまたかひろ、たけごしきよのり、はしけんじろう、ふじとてるあき、しみずただし
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以下の小さな変化しか補正できず、上記のハイブリッド磁石で生じるような速い、大きな

揺らぎを NMRロックで補正することはできない。

水冷銅磁石やノ¥イブリッド磁石で高分解能 NMRスベクトルを測定するための方法は、

これまでに幾っか報告されている。しかしながら、それらの多くは試料などに制約があ

る。そこで本研究では、 NMR測定は通常通り行い、これとの同期測定によって得られる

磁場揺動データを用いて、 NMR信号中の磁場揺動成分を補正する方法を開発する。 NIMS

のハイブリッド磁石を用い、 KBr試料の 79BrMAS NMRで、本法の実証実験を行った。

【原理】水冷銅またはハイブリッド磁石によって提供される磁場B(t)は以下で表すことが

できる。

B(t) = Bo十 Bf(t)ヲ (1) 

ここで Boは数 10テスラのstaticな強磁場、 Bf(t)はミリテスラのオーダーの振幅を持つ

時間に依存した揺動磁場である。 (1)式の磁場下でシングル・スキャンのNMR測定を行っ

た場合、 η個の Lorentzianカーブの FID信号g(t)は次式で表される。

g(t) =乞αjexp[-i(ムω~t+ 仇(t) +内)-tjT2j]， (2) 
jニ 1

ここで、 α'J'ムωJ'ゆOj及びT2jはそれぞれj番目のスベクトル成分の強度、磁場 Boでの

NMR周波数、初期位相、及びスピンースピン緩和時間を表す。針。)が揺動磁場Bf(t)の

ために生じる、時間に依存した位相角であり、次式で与えられる。

州 )=γムBf(t')dt'ぅ (3)

ここでγは観測核の磁気回転比である。 Tdは照射rfのパルス幅と acquisitiondelayの和

である。時間の原点は FID信号の取り込み開始時間に一致している。

本研究ではBf(t)を、サンプル近くに取り付けたヒ。ックアップ・コイノレに発生する誘導

起電力 (inducedelectromotive force， IEF)の信号V(t)の測定により求める。 V(t)の測定

はFID信号g(t)の測定と同期して行う。この場合、 Bf(t)は以下の式を用いて V(t)から

見積もることが出来る。

Bf(t) = BfO _~C n t V(t') dt'. 
rnu J-tini 

(4) 

ここで、 m とSはそれぞれピックアップ・コイノレの巻き数と断面積である。 cはコイノレの

内部にある物質の透磁率を表すパラメータである。 V(t)の取り込みは、条件tini主Tdを

満たす-tiniから始まる。 BfOは揺動礎場のオフセットであるが、これは以下の 2つの理由

により生ずる。一つは、 t= -tiniでの揺動磁場はゼロとは限らないことである。もう一

つのより重要な理由は、周期が数 10msを超える遅い揺動が起こり得るが、そのような

遅い揺動をピックアップ・コイルで正しく検出するのは困難だからである。尚、 C とBfO
はフイツティング・パラメータとして扱い、数値的に求める。 NMR信号の磁場揺動成分

の補正は、 IEF信号V(t)と式 (3)，(4)からゆf(t)を求めた後に補正信号exp[i針。)]を作成

し、 FID信号g(t)を以下のように deconvolutionすることにより行う。

ダ(t) g(t) x exp[i(h(t)] 

2二α'jexp[-i(ムω'jt+内)-tjT2j]. (5) 
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生成される信号ダ(t)はゆf(t)を含まず、 staticな磁場Boの下での FID信号になる。

【実験】 NMRとIEFの信号測定はNIMSのハイブリッド磁石を用いて行った。印加磁場

30 Tの内訳は超伝導磁石による磁場 14Tと水冷銅磁石による磁場 16Tで、あった。

プロープには、 JEOL社製4mmゆMASユニットを装着したナローボア用単核NMRプ

ロープを用いた。プローブ・ヘッドを厚さ 0.5mmのシールド管で覆い、 0.435mm<tの銅

線を長さ 100mmに渡ってこれに巻きつけ磁場揺動読取用のピックアップコイルとし

た。 IEF信号は0.4μsのdwelltimeでデジタル・オシロスコープρにより測定した。

粉末KBr試料の 79BrMAS NMRは百cmagAPOLLO分光器を用い、共鳴周波数324.0

MHzで測定した。 MAS周波数はνr= 15.23 kHzであった。 rfパルスの幅は5μs、acquisition

delayは6仰であり、 0.8μsのdwelltimeでFIDを測定した。分光器からオシロスコープ

へ同期信号を送り、 FIDとIEF信号の同期測定を行った。 IEF測定の開始はtini二 50ms 

であった。

【結果と考察】 KBrの79BrMAS NMRのシングノレ・ショットの測定と、これと同期して行

う誘導起電力 (IEF)の測定を、 30Tに励磁したハイブリッド磁石で20回実行した。 20個

のうちの 1個のFID信号とそのスベクトノレをFigs.l(a-i)， l(a-ii)にそれぞれ示す。 KBrの

79Br MAS NMRスペクトルは、一本のメインピーク (v')とνfから MAS周波数の整数倍

だけ離れた位置(v'土nvr)に現れる複数のスピニング・サイドバンドから成る。 Fig.1(剖 i)

のスベクトルはおおよそそのような練形であり、〆=-82 ppmのメインピークと η が2

程度までのサイドバンドによるスベクトルであった。しかし、ハイブリッド磁石の磁場揺

動のため、測定の度にピーク位置及びスベクトルの位相は大きく変化し、また、ピークの

片方の脇にはリップノレが生じた。 20個のNMR信号を補正なしで足し合わせた結果が Fig.

l(e)である。スベクトルは約 206ppm (-183-23 ppm)にも及んでおり、補正なしでは高

分解能NMRが測定できないことが分かる。尚、メインピークの半値幅を位相補正の後に

見積もったところ、 Fig.l(a-ii)のスペクトノレでは4.7ppmであり、 20個のスペクトノレの

平均は4.4土1.6ppmで、あった。

Fig. 2(a)に、 NMRフ。ロープの周りに巻いたピックアップ・コイルで、 Fig.l(a)のFID

信号と同期測定した IEF信号V(t)の時間依存性を示す。 Fig.2(b)は、この V(t)を式(4)

により変換した揺動磁場Bf(t)である。 2つのパラメータ c，BfOのうち、 Cの値は 20個の

データ全てに共通で、、 5.0X 104 TmZV-1s-1で、あった。一方、 BfOは各データにより異な

り、 -3.0-2.7mTの聞の値で、あった。 Fig.2のデータでは BfOは0.4mTであった。 Fig.

2(c)に、 Fig.2(b)のBf(t)と式(3)を用いて見積もった位相角命(t)の時間依存性を示す。

Fig. l(b-i)に、 Fig.2(c)で求められたゆf(t)から計算した補正信号exp[i仇(t)]を示す。

式 (5)に従い、 g(t)(Fig. l(a-i))とexp[i仇(t)](Fig. l(b-i))を掛け合わせdeconvolutionし

た信号ダ(t)がFig.1( c-i)である。補正によりスベクトル(Fig.1( c-ii))のメインピークは

位置が約一82ppmから -60ppmへシフトし、位相はout-of-phaseから in-phaseへ変化

し、また半値幅は4.7ppmから 3.2ppmへと減少した。更に、ピークの高周波側にあった

リップノレは取り除かれた。サイドバンドも補正後のメインピーク位置に対して Vrの整数

倍の位置へシフトした。

Fig. l(d)に補正後の20個のデータを足し合わせた結果を示す。積算により、 Fig.l(d-ii) 

のスベクトルはFig.l(c-ii)のスベクトルと比べて SN比が向上していることが分かる。補

正と積算を行ったスベクトルでは、 4次(v'士4vr)またはそれ以上のスピニング・サイド

バンドが明瞭になった。 Fig.l(d-ii)のスベクトルの半値幅は3.3ppmであり、補正前の
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Fig. 1: (a) and (c)ー(e):FID signals of MAS NMR 
of 7gBr in KBr measured with the hybrid magnet 
at却 T(i) and the corresponding FT叩ectra(ii) 
(a) shows the single-scan raw signal. (b-i) rep-
resents the compensation signal for (a)， cosゆf(t)， 
fabricated from the IEF data shown in Fig. 2. 
(c-i) shows the deconvoh山 dsignal obtained by 
multiplying the raw signal (a-i) and the ∞mpen-
satIon signal (b-i) (see Eq. (5)). (d) and (e) sho明
仕1eaccumulateddata of twenty deconvoluted and 
raw signals， respe氾tively.All the data are normal-
ized. 
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Fig. 2: Time depend巴配eof (a) 
the IEF signal V(t) measured syn-
chronously with the FID siganl of Fig. 
1(a-i)， (b) the corresponding field fluc-
tuation Bf(t) calculated by Eq. (4)， 
and (c) the phase angleゆf(t)by Eq. 
(3). 

平均半値幅4.4ppmよりもかなり小さくなった。補正後にも残った線幅は磁場の不均一性

による。

【終わりに】本研究では、ピックアップ・コイルに生ずる IEF信号を FID信号と同期測定

し、得られたデータを用いて FID信号を deconvolutionすることで、揺動磁場下で高分解

能NMRスベクトノレを得る方法を開発した。 NIMSの30Tのハイブリッド磁石を用いKBr

の7gBrMASNMRで本法の有効性を実証した。強磁場NMRは、半整数スピン四極子核

の高分解能スベクトノレの取得に特に有用である。今後、四極子核を用いた無機物質の精密

構造解析等に進展が期待できる。

【謝辞】本研究は文部科学省科学技術振興調整費及び科学研究費補助金によって行われた。
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Ultra Fast MASプロープにおける lH測定

O芦田淳1、Allenpalmer2， Mircea Cormos2， 
Charles E. Bronnimann2， and Siegfried Hafner3 

(バリアンテクノロジーズジャパン¥ VarianInc.2、

Varian Deutschland GmbH3) 

lH Solid State NMR Spectroscopy with Ultra Fast MAS Probe. 
Jun Ashid~l ， Allen Palmer2， Mircea Cormos2， Charles E. Bronnimann2， and 

Siegfried Hafner3 

(Varian Technologies Japan Ltd. c， Varian Inc.2， Varian Deutschland GmbH3) 

It has been shown that very fast MAS is an effective means for partially 
averaging the homonuc1ear J H dipole interaction in solid samples， aIlowing in many 
cases for the simple acquisition of chemical shift resolved lH spectra. In both 
theory[2] and experiment[3]， the linewidth contribution from dipolar coupling is 
approximately linear with lIcor， and the resulting linewidths in typical organic 
molecules over 60kHz spinning have been reduced to a few hundred Hz. 

For this contribution we present new JH NMR data using new Ultra Fast 
MASTM spinner mounted on a narrow bore T3probe and report onlhe SPedroscopic 
performance up to the maximum spinning speed. 

[緒言]

固体NMRの実験手法が溶液NMRのそれと最も異なっている点は、あまり

lH-NMRを測定しないことであろう。ゼオライト中に吸着された水などのように

lHの含有量が少ない場合は測定することはあるが、有機物ではlH_1Hの同種核問

双極子相互作用が"-'100kHzと非常に大きく、単純な 1パルスの測定では非常に

線幅の広いスベクトルになってしまい、ほとんど情報を得ることができない。

水素中のプロトンeH)の存在比は"-'99%と多くてしかも磁気回転比が大きいの

で13Cと比較して圧倒的に感度は良いが、国体NMRでは逆にたくさんありすぎる

ことが高分解能スベクトルを得られない原因となる。

国体lH・NMR測定法としては、 MagicAngle Spinningと多重パルスを組み合

わせたCRAMPS法[1]がよく知られているが、パルス幅が有限値であるため双極

子相互作用を完全に消去することができないこと、パルス設定時に波形の不完

全性の補正が必要なこと、多重パルスを用いているため正確な化学シフト値を

求めるためには補正が必要なことなど様々な問題があるため、それほど広く使

われているとは言い難い状況である。

本発表では、新しく開発した 65kHzで、試料回転で、きるUltraFast MAS™プロ
ーブおよびそれを用いたlH-NMR測定について報告する。また、別掲のポスター

ではlH以外の核種で、の測定についても報告しているので、そちらも参照された
し、。

固体lHNMR、高速MAS、プローブ

あしだ じゅん、 AllenPalmer、MirceaCormos、CharlesE. Bronnimann、Siegfried
Hafner 
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【プロープ】

スピナーモジュールおよびローターは、これまで我々が開発してきた

PENCIL™タイプを踏襲している。このプロープでは IH測定を前提としているた
め、パックグラウンドを除くためにスピナーモジューノレのサンプルコイル周辺

部はI
Hを含まないフッ素樹脂で作られている。また、ロータ一本体はジルコニ

ア製、 ドライブチップとエンドキャップはポリアミドイミド樹脂製で、 I
Hのパ

ックグラウンドを除くためにスベーサーにはやはりフッ素樹脂を用いている。

【スべクトル例]

図 1に試料回転速度を 2却0""'70位kHzま
でで、変化させたアラニンの 1官H

トルを示す。 IHMASスベクトノレの線幅は

試料回転速度が""'100kHz程度までは、試

料回転速度に反比例することが理論的に

も[2]実験的にも [3]報告されているが、図

1でもそれが示されている。これまでの市

販プロープの最高速度であった""'30kHz 

のスベクトルでは、メチノレ、メチン、カノルレ

ボキシル水素の信号の分離が十分ではな F日igιμ.160ωOMHz1也Hsωpe閃ct回ra0ぱfL-ala叩nineaω t 
かつたが、 7河OkHzの試料回転下で、は、それ s叩pmm叫I

ぞぞ、れのフプ。ロトンのピ一クがほぼ完全に分

離測定できる。

このように低分子試料に対してはUltraFast MAS™プロープの優位性を示
すことができたが、プロトンのネットワークが強い高分子などの試料では、

70kHzの高速回転でもまだ不十分で、CRAMPS法の方が高分解能スベクトノレが得

られる場合がある。しかし溶液NMRと

同様に、固体NMRでも多次元化によっ

て重なっている信号を分離することが

可能になる場合がある。

図 2にモノエチノレフマル酸の IH2

次元 NOESYスベクトノレを示す。

CRAMPS法では、 TI次元、 T2次元ともに

多重パノレスを照射しなければならない

のでパルスの最適化が煩雑で、あるが、高

速回転下では 3つの 90度パルスを照射 Fig.2 1H NOESY spectmm OJf 

するだけで高分解能の IH2次元スベクト ethylfumarate at 65kHz MAS and 

ノレを観測できる。 500ms.mixing time. 

発表当日は CRAMPS法との比較についてももう少し詳細に議論する予定で

ある。
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Packing digital circuits for an NMR spectrometer into a single chip 1 

Kazuyuki Takeda 2 

Graduate School of Engineering Science， Osaka University， Japan 

ABSTRACT: In order to develop a compact-sized， home-made NMRspectrometer， digital circuits 

required for the spectrometer are inCorporelted into a single FPGA (Field-Programmable Gate-Array) 

chip 

A Field-Programmable Gate-Array (FPGA) is an LSI composed of a large number of programmable 
logic gates， in which digita1 circuits， ca11ed IP-cores (“IP" stands for “Intellectual Property")， can be 

built with hardware description codes. An FPGA is attractive in the sense that 

(1) circuit components are， once developed， re-usabl巴，

(2) the individual circuits built in an FPGA run concurrently， 

(3) the circuits in the FPGA chip are re-configurable as many times as necessary， and 

(4) development requires only a personal computer and a download cable. 

In principle， an FPGA can realize any digital circuits within limitations set by the available number 
of logic elements and the operation speed. In this work the anthor aimedat letting a single FPGA 

ch伊doall由巳 digitaljobs required for an NMR spectromete工 Theseinclude 

(a) triple pulse programmers[l)， 

(b) Direct Digital Synthesizers (DDS)， 

(c) phas巴凶cyclememory arrays， 

(d) digital receiver composed of digital quadrature demodulator and digitallow-pass副総r，and 

(e) PC interfaces forcommand/data transfer. 

The FPGA chip used in this work is EP2C70F672C8， which is one of “Cyclone 11" devices by Altera 
Inc. Its 27x27 mm package has 68，41610gic elements， 1，152，000 RAM bits， 150 multipliers， 4 PLLs， 

and 622 1/0 pins. The Cyclone 11 breadboard was purchased from HuMANDATA Ltd.， and devel四

opment was carried out on a software， Quartus 11 Web edition， which is provided for 仕切 byAltera. 

VHDL codes for (a)司 (e)have been written， debugged， andfinally programmed into the Cyclone 11 
chip. As a result， the FPGA chip serves as a very compact digital module， and can be used to control 
non-digiral NMR peripherals， which aredescribed in another presentation in this conference[2]. 

IKey"ゐrds:Field-Programmable Gate Array (FPGA)， IP-core，Pulse programmer， Direct Digital Synthesizer (DDS)， 
Digital receiver 
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Fig. 1. (a) A snapshot of the laptop-sized NMR spectrometer， which is also presented 

in the oral session[2). For a feel of its size， a ballpoint pen is also shown in the 

picture. The assembly of modules are shown in (b). The schematic of these modules 

are described in Ref. [2) 
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偏極キセノンポンヒ。ングセル加熱方法の検討

(秋田県立脳血管研究センター)0中村和浩、近藤靖、 DavidWright、三浦修一

(放射線医学総合研究所)若井篤志、 Jeff Kershaw、菅野巌、

(東横化学株式会社)大竹紀夫、外間省吾

An effective method for heating hyperpolarized Xenon pumping cell 
OK.Nakamura， Y. Kondoh， D. Wright， S. Miura (Akita Research Institute for 

Brain and Blood Vessels) A.Wakai， J. Kershaw， I. Kanno (National Institute for 
Radiological Sciences) ， N. Ohtake， S. Sotoma (Toyoko Kagaku Co. Ltd.) 

We have evaluated nine pumping cells to date. Of these， only three cells 
provided sufficient levels of polarization. Three other cells also showed some 
minor polarization that was too small to be considered for biological applications. 
We were unable to moderate temperature in the remaining three cells due to 
uncontrollable heating by pumping laser irradiation resulting in a high density of 
Rb vapor and an excessive coating of Rb on the walls of the cell. A jacket-type 
electrical heater with thermal insulation was ineffective in solving the problem 
and we have since developed a new method for heating the pumping cell using a 
glass hood and heated airflow that provides proper temperature control of the 
pumping ceIl. 

1.はじめに

アルカリ金属原子を用いた光ポンピング法により 129Xe原子核の偏極率を熱平衡状

態の 1万倍以上にできることが知られており、感度が非常に低い分光法である核磁気

共鳴法においては画期的な手法である。臨床応用においては、肺といった空隙部分の

撮像に大きな意味があるが、脳血流量測定といったトレーサーを用いる測定法にも、

その応用が期待されている。我々もここ数年偏極キセノンの臨床応用研究を進めてい

るが、研究において問題となっているのは、生成偏極ガスの偏極率についてその再現

性が悪いことである。東横化学社製の偏極装置 (HPXE2・04H) を用いることで経時

的な変化は少なくなったが、ルビジウム(Rb)金属を封入したガラスセル(偏極セノレ)

によるぱらつきが大きい。満足のいく高偏極率が得られた偏極セノレにおいてもその初

期状態は様々であった。こうした偏極セルの初期状態について報告すると共に、偏極

セルが温度制御不能となる状態を改善するため、加熱方法を検討したので報告する。

キーワード:高偏極， Xe，ポンヒ。ングセル

著者:なかむらかずひろ、こんどう やすし、で、いびつど らいと、みうら し

ゅういち、わかい あっし、じえふかーしよう、かんのいわお、おおたけ のり

お、そとま しょうご
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2.偏極セノレの初期状態評価方法

東横化学社製偏極装置 (HPXE2-04H) を用

い、 9個の異なる偏極セノレ (RBCP2101)につ

いて計測をおこなった。偏極セノレは周囲に配置

された電熱線と断熱素材からなるジャケットヒ

ーターにより加熱され、セル外壁部の温度を熱

電対により測定することにより、偏極セル温度

を制御した (Fig.1) 0 偏極ガスは自然配合比の

キセノン 70%、窒素 30%の混合ガスを用い、ガ

ス圧は1.4気圧、ポンピング用の波長 795nmの

レーザーノfワーは 80Wとした。偏極セルは電

気ヒーターにより、 1100Cに保持された。レー

ザーを 24時間連続的に照射し、光ポンピング

ical Heater 

による偏極操作を連続的におこなった状態で、 Fig. 1 Schematic of the experiment 
一時間毎に 30ccのガスを取り出した。このガス setup. Pumping cell temperature was 

monitored by thermo-coupler and 
を4.7テスラ MRスベクトロメータ内のガラス heated by jacket-type electrical 

容器(内容積約 50cc)に封入した。その後、ガ heater. 

ラス容器の周囲に配置したサドル型高周波コイルから核磁気共鳴信号を計測した。取

得した核磁気共鳴信号に指数関数による重み付け乗算(バンド幅 80Hz増相当)をお

こなった後、フーリエ変換をおこない、スペクトラム強度の最大値を測定値とした。

得られた測定値は 129Xeの偏極率を反映した植となり、測定値が大きいほど高い偏極

率が得られたといえる。

3.編極セノレの初期状態評価結果

これまでの実験から測定値が lX106程度あれば、およそ 10%の偏極率であり、動

物実験に利用してト分な信号強度が得られることがわかっている。偏極セノレ設置後、

評価した 9個の偏極セルにおいて、満足のいく高偏極信号が得られる偏極セノレは 3個

であり、 3個は低い測定値を示し、 3個はレーザー照射時に温度制御不能となった。

高偏極信号が得られる偏極セルについても測定値の時間変遷は様々で、あった。開始か

ら5時間後に最高値に達した後、その後減少し、 12時間後には最高値の 112から 1/4

程度に落ち着く現象が見られた偏牟極セノレ#4 (Fig. 2a) もあれば、 30分ほどで、最

高値に達し、 24時間測定値が変化しない偏極セル#6 (Fig.2 b)もあった。高偏極信

号が得られた偏極セノレ#1は偏極セル#6と同様の傾向を示した。また、偏極セル#

6は設置直後には、低い測定値を示したが、 48時間といった長い時間を経て次第に

測定値が上昇する傾向が認められた。 Fig2bにおいて、 11日後の測定結果に代表され

る測定値の時間変遷は従来報告されているものとよく一致しているが、設置直後に見

られる現象や、 Fig2aで観察されるような時間変遷を説明することは難しい。偏極率

を決めるパラメータとして、アルカリ金属原子の光ポンピング率とスピン崩壊率、ア
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ノレカリ原子と 129Xe原子核とのスピン交換反応の確率、 129Xeスピンの緩和率(壁緩

和、磁場不均一性に起因する緩和、キセノン間の双極子一双極子相互作用等を含む)

が考えられるが、これらのパラメータが時間に依存しない定数であれば、従来のモデ

ノレでは説明できないと考えている。ひとつの原因として、 Rb金属の容器内壁への付

着によるキセノン緩和過程の変化を考えているが、内壁面の状態を実測することは難

しく仮説の域をでない。

低い測定値を示したり、温度制御不能となった偏極セルで、は、 Rb金属が偏極セル

内に飛散した状態が観察された。特に、温度制御不能となった偏極セルで、はレーザー

光入射面に金属の付着が認められた。飛び散ってガラス内壁面に付着した Rb金属は

キセノンの壁緩和時間を短くし、測定値を低くする原因になっている可能性がある。

また、偏極セル表面に付着した Rb金属がレーザー照射により過剰に蒸発することで、

レーザー光から供給される熱量が放熱量を上回り、過剰な加熱により温度制御不能に

なったと考えている。特に断熱素材からなるジャケットヒーターは放熱を抑えるため、

温度制御が困難になりやすいと考えた。
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Fig. 2:司lpicalsignal changes of polarized xenon in pumping cells. Two different cells 
were shown in (a) and (b). The data acquired immediately a氏ercell setting were shown 
by open triangle and the data after eleven days were shown in solid triangle. 
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4.偏極セノレ加熱方法の検討

偏極セノレ 9個の初期状態を検討した結果、 Rb金属を封入する際飛散しないように

することが望ましく、加熱だけではなく、放熱も可能な温度制御方法が必要であると

考えた。まず、 Rb金属を飛散せずに封入するため、偏極セルの中央部に溝上の凹部

を形成し、 Rb金属が自然に流れ落ちるようにした。加熱方法については、 Fig.3に

示すように、偏極セノレの外部を覆うガラス製のフードを作製し、高温の空気を送風す

ることにした。偏極セル表面の温度を熱電対で検出し、ヒーター(ライスター3300

型)に印加する電流をサイリスタレギュレータ(チノー JB-2040)で制御した。送

風機(ライスターロングライフ型)から 900Q/分の流量で送風されているため、レー

ザ一光により偏極セルが加熱された場合でも放熱可能となる。本手法において偏極セ
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ノレが 180
0

C程度まで加熱

できることを確認し、レ

ーザ一光の照射により温

度制御不能になることも d 

な くなった。('

新たに作成した偏極セ ヱご
ノレを本手法により加熱し、[

←ロレーザーを照射しキセノ 匂

ンガスを偏極して得られ

た測定値を Fig.4に示す。

動物実験に十分使用可能

な高い偏極信号が得られ

ている。また、偏極セル

#6ほど顕著で、はないが、

時間と共に次第に信号値

が増大していく傾向が認

められた。照射するレーザ、

一光を 160Wとすると、ほ

ぼ2倍の信号強度が得られ

た。

5. まとめ

高温の空気を送風する

ことにより偏極セルを加

熱する手法は有効であり、

高偏極率を有する偏極

129Xe ガスを再現性良く供

給することに役立っと考

えられる。

Heater Air Blower 

Fig. 3 : Schematic of pumping cell heating. Blown air through 
the heater was induced to the glass hood. The temperature of 
airflow was controlled by electric current to the heater 
depending on the temperature measured by thermo-coupler on 
the cell. 

ムTMMW110℃1
A. 2 days later 1300C I 

l 竺14days later 1300C i 

z10F06f関忍. . 令1
~ 8.0E+05ド一一一一 一一一斗

;:::::子一千七
2.0日 5!- 八ムム凸 一一一一「

+00 ~Q今 j
6:00 Time仏1U九nl 18:00 0:00 

Fig. 4: Signal changes of xenon in the newly developed 
pumping cell. The data acquired immediately after cell 
setting at 110 degrees were shown by open triangle and 
the data after 2 days and 14 days at 130 degrees were 
shown in solid triangle and square， respectively. 
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394-GHzジャイロトロンを用いた

高磁場動的核分極(DNP)用装置の開発

(阪大歪白研 1、福井大遠赤センター2)

0高橋大樹 1、出原敏孝 2、斉藤輝雄ヘ光藤誠太郎 2、阿久津秀雄九藤原敏道 1

Instrumentation for Dynamic Nuclear Polarization at 14 T with a 394-GHz Gyrotron 

1 lnstitute for Protein Research， Osaka University 

2 Research Center for Development of Far-Infrared Region， University of Fukui 

Hiroki Takahashi1， Toshitaka ldehara2， Teruo Sait02， Seitaro Mitsud02， Hideo Akutsu1， and 

Toshimichi Fujiwara1 

High-field dynamic nuclear polarization (DNP) using electron spins is a promising 

technique for biological systems which can significantly enhance the sensitivity of 

high-resolution solid-state NMR. This report presents the instrumentation for dynamic 

nuclear polarization at 14 T with a 394-GHz second harmonic gyrotron. The gyrotron 

oscillator generates continuous waves at a power level of 0.7 kW in the丁E26 mode. A 

sub-millimeter wave is transmitted to a liquid-N2 temperature magic-angle-spinning probe 

through a circular waveguide. The temperature of the sample is controlled by low 

temperature N2 gas purified from the air. The mechanism of high-field DNP is also 

discussed. 

【緒言】

固体NMR法は超分子システムの構造解析法として重要な役割を果たしている。そのよう

なシステム(s莫蛋白質など)は単結品が得られなかったり、可溶化すると機能を失ったりする

ので、X線結品構造解析法や溶液NMRIこ不向きである。近年、固体 NMRによる構造決定

法の様々なテクニックが開発されてきているが、いずれも分解能や感度の低さのため巨大

分子への応用は難しい。感度を上げる方法として電子スピンの分極を核スピンに移す動的

核分極法(DNP)がある。電子スピンの磁気回転比は lHに比べて約660倍大きいので、 DNP

法を用いれば感度が劇的に増大する。 1953年にOverhauser効果が示されて以来、低磁場

キーワード:DNP， Gyrotron， Solid-State NMR. Electron Spin， Sensitivity Enhancement 

たかはしひろき、 いではらとしたか、 さいとうてるお、 みつどうせいたろう、 あくつひで

お、 ふじわらとしみち
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においてDNPの研究が数多くされてきたが、生体系の高分解能NMRIこは高磁場が必要

である。しかし、高磁場DNPは電子スピンを飽和させる高出力(lOOW以上)テラヘルツ波光

源の欠如のためほとんど手付かずであった。そこで、我々は高磁場DNP用の光源(ジャイ

ロトロン)を作成した。また、電子スピンの緩和を抑えるため、試料を液体窒素温度にして長

時間測定するシステムも開発した。さらに、これまで行われてきた低磁場でのDNPとは異

なり、高磁場DNPではメカニズムが明らかにされておらず、効率的な分極移動を行うため

にラジカル密度などを考慮に入れた理論的研究も重要となっている。

【394GHzジャイロトロン】

ジャイロトロンはサイクロトロンメーザ一作用を発振

原理とする高周波光源である。電子銃により放射さ

れた電子は軸方向磁場に沿って螺旋運動をしながら

空洞共振器部分に入る。そこで電場と相互作用をし

てサブミリ波が発生し、上部のウインドウから伝送系

を通りプローブへと伝わる。また、空洞部を通り抜け

た電子は冷却水によって冷やされコレクターで回収

される。

我々が作成した 394GHzジャイロトロンは7Tの無

冷媒超伝導マク、ネットを用い、 2次の高調波で作動

する。空洞共振器の径を小さく(半径:1.95 mm)してモ

ード分離を行い、 TE26モードで最高出力O.7kWのcw

を発振する。伝送系での損失を考えてもDNP実験に

collector 

helium 
free 

1.9 m 

Cavity 

Fig.l : 394 GHz Gyrotron 

は十分な出力である。伝送系には銅製の円形導波管を使用した。電子銃部での力ソード、

アノード電圧はそれぞれ 18kV、14.4kVであり、電流は O.4Aである。

【液体窒素温度DNP用マジック角試料回転プローブシステム】

また、 DNP実験用IこれIMRマグネット及びプローブ、を改良した。 NMR測定には 14TVarian 

CMX600 Infinity+、4mm中二重共鳴 T3プローブを用いた。今回作成したジャイロトロンは周

波数固定のため、高分解能NMRマグネット(14.lTwide-bore)の磁場を掃引しサブミリ波照

射の効果を最適化する。プローブ肉は 6mm中の円形導波管で伝送し、テーパーで 2.1mmま

で絞って試料に口ーターと平行にマジック角方向から照射する。第 44回NMR討論会(ポス

ター番号:AP153)では窒素ガスセバレータを用いて大気中から窒素を分離し、少ない窒素

消費量で長時間低温測定ができるシステムを発表した。現在、 MAS周波数 8kHzにおいて

試料混度が 120Kまで到達できた。
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500M誼z簿;濃 NMRF調41記事童館j量ブ間一

l理研 GSC，2横市大院東工大院総理工 4東大院理ラ 5理研播磨

O 高橋雅人 1，2 由本富巳 1，3 保母史郎 lぺ岡村哲至ペ横山茂之 1，4ぺ

前田秀明 1，2

Performanc岳ofa4 KeI耳rinCryogenic Probe for 500 MHz SOllltiol11 NMR 

lGSCラ RIKENYokohama Inst.; 2Grad. Sch. Integ. Sci・， Yokohama City Univ.; 3Grad. Sch. 

Integ. Sci. Eng.ラ TokyoTech.; 4Grad. Sch. Sci.， Univ. Tokyo; 5Cell. Sign. Lab.ラ RIKEN

Harima Inst. 

OMasato Takahashi1

ぺFumiYoshimoto1

へ
FumioHobo1

，2， Tetsuji Okamura3， Shige戸lki

Yokoyama1人5and Hideaki Maeda1
，2 

A 4K cryogenic probe system has been developed for higher sensitivity gain than 

commercial system. When a RF coil of NMR is cooled down to 4K， higher sensitivity， 

temperature stability at the RF coil against large heat input can be achieved. A cryogenic 

preamplifier and a RF switch have been developed and installed into the cryogenic probe to 

reduce thermal noise. The effect on the sensitivity is demonstrated. 

錯書

NMR法の弱点である感度を向上させるため

にFig.1に示すような 4ケルビン極低温プロー

ブの開発を行っている(1)0RFコイルを 4ケルビ

ンに冷却することで、従来の GM冷凍機のみ利

用の極低温フ。ロープ (25ケルビン)に比べて更

なる高感度化が期待できるとともに、 RFパノレス

による発熱に対する温度変化が小さくなるため

より高性能な極低温プロープが実現可能である。

冷調1韓鱒の関舞

Fig. 1. 500 MHz Cryogenic probe 

溶液用 NMRプロープではサンフ。ノレを室温に保つ必要があるため、極低温に冷却さ

れる RFコイノレとの間に大きな温度差が存在する。また、計測の都合上電磁波を遮る

ことはできないため熱輯射が大きな熱侵入源として残る。本研究のプロープでは熱輯

射も含めた 4K冷却ステージへの熱侵入は実験により 1.7W程度と見積もることがで

キーワード:極低温プローブ、 4ケルビン冷却、 高感度化

たかはしまさと、よしもとふみ、ほぼふみお、おかむらでつじ、よこやましげゆき、

まえだひであき
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きた。この値は極低温部分への熱侵入としては非常に大きく、冷却ステージと RFコ

イル近傍で、大きな温度差が発生した。そこで熱接触抵抗を減らす改良とともに熱伝導

部品を超高純度アルミニウムに変更した。これにより RFコイノレ近傍の温度は 7.5K程

度になった。 一

熱雑音の低減

極低温用の RFスイッチとプリアンプを新たに開発した。この RFスイッチは高周

波用 PINダイオードを使用し、送信系と受信系のアイソレーションが・65dB、送信系

と送受信コイル間(受信系も同様)の通過特性が約 1dBである。今回開発した 500MHz

用初段プリアンプは HEMTを用い、極低温時の安定性を重視した設計を行った。そ

の結果、室温で、ゲイン 18dB、ノイズ温度 72K(NFO.97dB)、 77Kでゲイン 20dB、ノ
イズ温度 24K(NF0.35dB)の特性が得られた ...r:.'............................ f.一 一一…一一

NMR測定結果

本極低温プロープにおける線形測定試料

(l%CDCh) におけるピークの 0.55%の線幅が

9Hz、0.11%で 22Hz、50%で 0.54Hzであった。

0.1 %Ethy1benzeneで測定した感度は室温で 300、

極低温で 1746で、あった。また、極低温プローブ、

で測定した重水溶媒リゾチームの 2DNOESYス

ペクトルを Fig.2に示す。

Fig.3は計算で求めた感度上昇率と実験結果を

比較したものである(横軸は RFコイル近傍の

温度)。プリアンプを 68Kに冷却(実線)す

ると、プリアンプが室温の時 (1点鎖線)より

20 

ロ15
6 
b心

感度が 50%向上するが、プリアンプのノイズ

が無い理想的な場合(点線)より特性が低い。

従って、 4K極低温ブロロープの更なる高感度化

にはプリアンプの改良による熱雑音の低減が

重要である。ただし、現状の構成でも、 RFコ

イノレを 10Kまで冷やすことで、 RFコイルの

者10
..... 
00 
g 
()) 

∞ 5 

、

r脅:;送;怒ミ
J心;己，.三::J」!母私稔4t:‘ ‘ 

Fig. 2. NOESY for Lysozyme 

、、、、、、、、、、、、、、、、、、、

Exveriment 
• Preamp@300K 
・Preamp@68K

Theory 
一一Preamp@300K
一一-Pr四mp@68K
一--Noiseless pream 

p!'蛤

25K冷却より感度が 30%向上している。今後、

プリアンプの改良とともに基本性能を向上さ

せることで4K極低温プロープの感度向上を行

U5102550  loo 300 
Temperature [K] 

っていく予定である。

参考文献

Fig. 3. Sensitivity gain by the 

cryogenic probe 

(1) F. Yoshimoto， M. Takahashi， T. Horiuchi， F. Hobo， K. Inoue， T. Miki， M. Hamada， T. Okamura， 
S. Yokoyama and H. Maeda Advances in Cryogenic Engineering， (2006)旦p.704-711
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ガラス容器中のアルカリ金属相転移と不純物

兵庫県立大A，Princeton University 

0石川潔 A，B. Patton， Y. -Y. Jau， and W. Happer 

Phase transition and intrinsic impuriti田 inglass alkali-vapor cells 

University of HyogoA， Princeton University 

K. IshikawaA， B. Patton， Y. -Y. Jau， and W. Happer 

We report NMR spectra of metal1ic 133CS in glass cells. The cells were cycled in 

temperature and the solid-liquid phase transition was studied. NMR lines in these 

phases are resolvable 叫 9.4T because of di狂erencein Knight shif七ofmetal nuclei. 

Moreover， two other NMR peaks were observed 叫 temperaturesbelow the melting 

point. We a七七ributethese extraneous signals to 七wodistinct chemical impurities. 

One of the peaks was confirmed by intentional oxidization. 

アルカリ金属原子は、原子分光で使う

ために、ガラス容器に封入されることが多

い。 GPS原子時計や原子磁束計、核スピン

偏極希ガスメーザーでは、電子や核のスピ

ン偏極などを利用する。精密計測のために

は、それら量子状態の壁における緩和を抑

えることが重要である。特に、携帯機器に

搭載する目的で開発中の原子時計は、小型

のガラス容器に封入されるので、アルカリ

金属やガラス表面の性質が計測精度に及ぼ

す影響をできる限り小さくしたい。 また、

アルカリ金属を少しだけ酸化させると、偏

極 Heガスのスピン緩和時聞が長くなるこ

とが報告されている。 しかし、壁における

スピン緩和機構と、その経年変化は、いま

-10寸コ二二 一一

十スf 嶋 一之宇一一一 [s]

主
語a ・20
g 

B 

歪

2 E 40 

-50 
20 25 30 35 

Temperature [oC] 

Figure 1: R巴sonancefrequencies of 133Cs nu-

clei measured by temperature cycles for many 

glass cells. In additionもo[s] solid and [1] liq-

uid peaks， ex七raneousα 乱ndβpeakswere ob-

served. Knight shif七sof these乱dditionalpeaks 

depend strongly on temperature. Supercooled 
だに明らかになっていない。本研究は、化

liquid was also observed below melting point of 
学反応性の高いアルカリ金属のガラス容器 pure Cs metal (28.52 oC). 

alkali-metal， glass cell， phase transition， Knight shift 

いしかわきよし、 ぱっとんぷらいあん、じゃうやんゅう、はーぱーういりあむ
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内における状態を明らかにし、スピン緩和

機構を調べることを目的とする。

実験では、磁場 9.4Tにおけるガラス

面上の 133CS金属のNMR信号(53MHz)を

計測し、金属の相転移を観測した。表皮効
Cs[d.] + Cs-X[l] 

果のため高周波磁場が金属に浸透する厚さ

Figure 2: Phase diagram and Knigh七shif1七.As 

contamina七edliquid is cooled down， a part of liq-

uid is solidified and the ratio of impurities in liq-

uid increases along the equilibriull1 curve. Since 

impuriもiestake electrons out of liquid metal， 
Knight shift decreases and approaches to the fre 

quency of compounds. 

at. %X  O 
は、室温で 30μmであり、ガラス表面の

金属を観測するのに都合がよい。金属内の

NMR共鳴周波数は、伝導電子の影響でシ

フトする (Knightshift)。高磁場では固体と

液体の共鳴線は分解でき、実際に光学実験

で、使用する容器内のアルカリ金属の状態を

図 1は、多くのガラス容器で観測した

CsNMR共鳴周波数の温度依存性である。固体 [s]と液体 [1]の共鳴以外に、 2種類の共鳴

線 [α，β]を観測で、きる。これら共鳴周波数の温度依存性は大きく、純粋な金属の理論で

は説明できない。凝固点効果が見られるので不純物が混入していると仮定し、図2のよう

な相図を使うと実験結果を説明できる。不純物が金属から電子を奪うので、 Knightshif七

温度が下がり純粋な固体が析出し、不純物濃度が高くなるほど、共鳴が

低周波側に移動する。これを証明するため、容器に酸素を導入し、アルカリ金属を酸化し

酸素ガス圧を 10-5Torr程度にし、均一な亜酸化物 (suboxide)が得られるようにす

ると、 F共鳴線と一致する信号が得られた。

β共鳴線は、蒸留により除去可能なことも

確認した。

調べるのに、 NMR計測が適している。

がイ、さくなる。

[O}=5.6叫が;-1，0吋ポ%

一方、 α共鳴線は、容器を清浄

特定できて

いないが、アルカリ金属がガラスと反応し、

ガラスの成分あるいは Si自身が溶け出して

いる可能性が高い。

にするほど現れるようである。

.{O}= s.69鴨

た。

相

叫

噌

剖

却

制

{単車

{
g
v
g
o
z
g
h叫
zgu疲れ怖 これが本当であれば、

ガラス容器が容器の体をなしている問、ア

ルカリ金属と反応を続け、精密分光実験の

30 15 20 25 
Teml喝聞知問{勺}

10 

結呆に影響を与え続けることになり、非常

に深刻な問題である。
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Universal control of a qubit system under Lee-Goldburg 

irradiation for solid圃 stateNMR quantum computing 

o Makoto Negoro， Shogo Yamanaka， Akinori Kagawa， 

Kazuyuki Takeda and乱1asahiroKitagawa 

Graduate School 01 Engineering Science， Osaka Universiか

Abstract: We show theoretically and experimentally that universal contI'ol of solid-state NMR 

quantum computer is possible under continuous decoupling of homonuclear dipolar interac-

tlons. 

Recently， the focus of interest in quantum computing by means of NMR has been shifted 

from experiments in liquids to those in solids， mainly because high nuclear spin polarization 

can be attained[l]. In solid-state NMR quantum computing， controlled two-qubit gate opeト

ation is driven by the dipolar interaction between the nuclear spins under interest. However， 

as an inevitable consequenceof using the through-space dipolar interaction， time evolution of 

the system is affected by dipolar interactions across the molecules that constitute an ensemble 

quantum computer. Since the individual elernents of the ensemble system should be indepen-

dent from one another， the intermolecular dipolar interactions are not welcome from the view-

point of solid-state NMR quantum computing. In particular， the dipolar interactions among like 

spins should be eliminated， because the on-speaking ftip-ftop term causes considerable deco-

herence.ln出iswork， we propos巴anew approach to universal gate operation under continuous 

application of homonuclear decoupling. 

In this approach， the homonuclear dipolar interactions are eliminated by the Lee-Goldburg 

(LG) technique[2]， which employs RF irradiation with carefully chosen amplitude ω1 and offset 

frequencyωsuch thatωt!!lω=但.Taking advantage of the fact that the phase 1> of the貯

irradiation can arbitrarily be chosen without violating the LG condition， we show that appropri-

ate modulation of 1> enables universal one-qubit gate operation under continuous LG irradiation. 

Two-qubit operation is also shown to be possible under LG with the LGCP technique[3]， where 

th巴ftip-ftopHamiltonian between the qubits can be utilized to implement the ISWAP gate. 

Experimental demonstrations were carried out in a singlecrystal sample of 2-13C-labeled 1-

alanine. As demonstrated in Fig.l， the decay of oscillation caused by the lH_1H homonuclear 

interactions has successfully been suppressed in both the one-qubit rotation under LG irradia-

tion and the LGCP experiments as compared to the conventional quantum gate operation using 

on-resonance irradiation. 

The combination of the ISWAP gate and anarbitrary one-qubit gate can implement any quan-

tum circuits. Thus， this work opens a new way toward universal control of a solid-statβNMR 

quantum computer under continuous decoupling of homonuclear dipolar interactions across 

the individual molecules in the blllk ensem 

Key Word: quantum computer， Lee-Goldburg irradiation， LGCP 
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Fig. 1: (a)Evolution of the 1 H magnetization under one qubit rotation in the conventional (open 

circles) and the present (filled squares) approaches. It was indirect1y monitored through th巴I3C

magnetization by transferring polarization from the 1 H spins to I3C spins by the LGCP scheme. 

(b)IH-tosC magnetization transfer under cross polarization (open circles) and LGCP (filled 

squares) sequences. 

present work with dynamic nuclear polarization is also under progress， which is pr凶 entedin 

another poster[ 4] . 
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Initialization of a solid-state NMR quantum computer by DNP 

using photo-excited triplet electron spins 

OAkinori Kagawa， Makoto Negoro， Shogo Yamanaka， Yu Murokawa， 

Kazuyuki Takeda and Masahiro Kitagawa 

Graduate School of Engineering Science， Osaka University， Japan 

Abstract: In order to realize NMR quantum computing with high nuclear polarization 

beyond the entanglement threshold， dynamic nuclear polarization using electron spins 

in the photo-excited triplet state was utilized. In order both to attain high polarization 

and to implement quantum computing， an experimental setup is developed. Require-

ments on the material is also discussed. 

Previous experiments on NMR quantum computing (NMRQC) are not “true" imple-
mentations of quantum computing， owing to the low nuclear pOlarization， with which 

one must rely on pseudo-initialization schemes. The pseudo-initialization schemes 

require exponentially increasing experimental steps with the number of qubits. Fur-

thermore，めequantum state of the system started from the pseudo-initialized state 

cannot be entangled， unless the initial nuclear polarization exceeds a certain thresh-

old given by the separability criterion [2]. The only example of NMRQC experiment 

above the entanglement threshold reported so far has utilized para-hydrogen induced 

high polarization in a liquid sample. In this work we propose an alternative approach 

toward NMRQC with high polarization， in which dynamic nuclear polarization (DNP) 
using electron spins in thephoto-excited triplet state， which we henceforth refer to as 

吋riplet-DNP"，is utilized. Toward the ultimate goal of realizing NMRQC with high polar-

ization above the entanglement threshold， we set the following three mid-term tasks. 

1. Design of the material suitable for both triplet-DNP and NMRQC with up to several 

qubits 

2. Hardware development for triplet-DNP togther with NMR experiments 

3. Development of pulse sequences for quantum gate operations specific to the 

mate.rial found out in 1 

Although the material quest is still underway， we are fairly sure about some features 

that the appropriate materials should have as follows. 

a. The sample has to be host/guest single crystal， in which the guest molecules 

are photo-excitable to the triplet state having the large electron polarization， and 

serves as the sources of polarization. 

Key Words : quantum computer， DNp， photo-excited triplet electron spins 
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b. The guest also has to act as a quantum computer， or the second guest material 

for the quantum computer may be co・doped.

c. The 1 H spin diffusion rate of the host material should appropriately be controlled 

by adjusting the deuteration factor， because the host protons are irrelevant to 

NMRQC and used only to transport the polarization from the triplet electrons to 

the co・dopedmolecules for quantum computing. 

Here， we performed triplet-DNP experiments in a system that is known one can 

attain high nuclear polarization: pentacene-doped in naphthalene or p-terphenyl. We 

aimed at letting one of the 13C spins in a naphthalene molecule and its adjacent lH spin 

serve as a 2・qubitsystem. Since 1 H spins in the host naphthalene has successfully 

been built Up to the ultimate value (0.69) that coincides with the electron polarization 

of the pl:1oto-excited triplet state of pentacene [3]， NMRQC with polarization beyond 

the entanglement threshold (0.41) is expected with this approach. The issue of pulse 

sequences for quantum gate operation is dealt with in another poster [5]. 

For the host naphthalene， we used two differently labeled materials : (a) ~ 99 % 

deuterated naphthalene， and (b) 1-13C naphthalene (undeuterated). (a) and (b) were 

mixed with a ratio of 9:1 together with a small amount ( ~ 0.01 mol%) of pentacene， 

and single crystal was grown from the melt. In this sample， the residual protons in 

(a) and those in (b) transport polarization by spin diffusion， and the e 13C spin， which 

is intended to be used as the first qubit， can also be polarized with CP. In order to 

let the nearest lH spin to the 13C spin act as the second qubit， Lee-Goldburg (LG) 

irradiation [4] is applied after the DNP process， so that the dipolar couplings among the 
protons are eliminated. We showed that appropriate phase modulation that keeps the 

LG condition enables 1・qubitgate as well as controlled gate operations [5]. 

SCM 
(11.7 T) 

NMRQC 

Triplet-DNP 

slide 

Fig. 1: A schematic diagram of an ex-
Fig. 2: triple-resonance probe head 

perimental system 

For practical reasons， relatively low magnetic fields around 0.3 T are suitable for 

the triplet-DNP experiments， while NMRQC is desirable to be carried out in the con-

ventional high fields. In order to meet both of these demands， we have developed 
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an X-band ESR system with an electromagnet， a lH_13C_2H triple-resonance probe for 

NMR experiments in a 11.7 T wide bore superconducting magnet， and a sample shut憎

tle system between the low and high magnetic fields (Fig.1). The X-band ESR system 

consists of a resonator and a field sweep coil. For the microwave irradiation， we used 

a slotted-tube resonator， which has a sample access along the resonator's cylindrical 

axis and is easily accommodated to the sample-shu削esystem. For the NMR coil in 

the high field， on the other hand， the priority was given to rf-irradiation efficiency， and 

accordingly， a solenoid coil was employed. In order to put samples into the solenoid 

coil smoothly， a guide slide is placed in the NMR probe head (Fig.2). 

The demonstration of triplet-DNP with a shuttle system have been performed at room 

temperature in single crystal of pentacened-doped p-terphenyl (3mg). For the triplet-

DNP experiment， the Integrated Cross Polarization (ICP) technique [3] was used with 

a repetition rate of 20Hz， as depicted in Fig.3. 

After 10min repetition of the ICP sequence， the 1 H polarization was enhanced to ca. 

0.01 (Fig.4)， which is 250 times larger than that in thermal equilibrium. The enhanced 

lH polarization can further be transferred to the 13C spins by Cp， as demonstrated in 

Fig.5. The attained 13C polarization was ca. 0.0027. 

la~l;l rpul!!e 
(590.nm) 

mlcrowave 
(-9.6 GHz at 3150 G) 

magnetic field sweep 

'H 一→'円r:Ar--
Fig. 3: a pulse sequence for the ICP technique 

To summarize， we have successfully implemented triplet-DNP with the sample shut-

tle system. The nuclear polarizations attained here are rather small， due to relatively 

short T1 at room temperature. In order to suppress 1 H spin-Iattice relaxation， we are 

now developing a cryogenic system， with which significant enhancement of nuclear po・

larization beyond the entanglement threshold is expected. Thus， the present work on 

triplet-DNP combined with our new approach toward universalquantum gate operation 

[5] would realize “ture" NMR quantum computing. 
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Fig. 4: Single scan 1 H spectra in single crystal of 0.05 mol% pentacene-doped p-

terphenyl obtained (a) by applying the ICP sequence for 10 min at a repetition rate of 

20Hz. (b) under thermal equilibrium. In order to avoid receiver saturation， the pream-

plifier was not used. 
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Fig. 5: Single scan 13C CP spectrum in p-terphenyl (3 mg) after polarizing the protons 

by the ICP technique. 
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高速フーリエ変換法によるNMR量子コンビュータ用

ラジオ波ノ屯ルス列の生成法

松山大学経営学部 福見俊夫

790・8578松山市文京4・2

FFT method of rf-pulse generation in NMR quantum computer 

Toshio Fukumi 

Faculty of Business Administration， Matsuyama University 

4-2 Bunkyo， Matsuyama， Ehime 790 8578， Japan 

NMR quantum computation is to employ evolving of spins according to 

unitary operators.1 For this purpose we must encode unitary operator into 

rf-pulses. Up to date no clear technique for rf-pulse sequence has not been 

described explicitly， although researchers have been using it implicitly. The 

purpose of the present paper is to explore the method of rf-pulse sequence 

form unitary operator. The schematic of rf-pulse generation can be 

summarized as follows. 

Step 1. Factor包ationof unitary matrix into direct products. 

Step 2. Rewrite factor包edmatrix by spin operator. 

Step3 . Construction of infinitesimal operator. 

Step 4. Exponential homomorphism of infinitesimal operator provides 

rf-sequence. 

Unfortunately， however， factorization of matrix is a NP-Problem， that is， 

exponentially complex problem. Generic algorithm is a recent attempt.3 

In the present study， the author would like to propose to employ operator 

valued FFT technique to generate a large rf-pulse sequence. The amplitude 

spectrum provides the measure of the importance of individual elementary 

gates. In case， in which underlying group has a large automorphism， FFTs 

for many finite groups exists. As a simple example， in the case in which the 

underlying group is abelian， the classical Cooley-Turkey FFT provides a fast 

algorithm. More generally， FFTs work for symmetric groups， super-solvable 

groups， and the Lie groups of finite type. At a first glance， quantum Fourier 

transform(QFT) seems promising as the method of implementation into 

-454 -



NMR quantum computer is known. Unfortunately， however， QFT is a 

quantum version of Cooley-Turkey FFT which was originally aimed to 

factorize large integers and so it can not factorize unitary matrixes. For this 

reason we must rely on conventional computers to factorize large unitary 

matrixes employing a group theoretic FFT for the present purpose. Finally， it 

should be noted that FFT method is sometimes not effective as we may 

encounter TSP(τ'raveling Salesman Problem) which is a typical 

NP-Complete problem which is exponentially complex. 
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NMRデータベース;BMRBの新登録インターフェイス (ADIT-NMR)
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New deposition web interface (ADIT-NMR) ofBMRB as a NMR database. 

1Institute for Protein Research， Osaka University， 2Japan Science and Technology Agency -BIRD 

Eiichi Nakatani1

ぺYokoHarano'， Toshimichi Fujiwara'， Haruki Nakamura'， Hideo Akutsu' 

The s version of data deposition web interfac巴 (ADI下NMR) of BMRB database 

(BioMagResBank， University of Wisconsin Madison， USA， PI. John L. Markley) had been 

released in September， 2006 at Madison. In near future， the ADI下NMRwi1l be renewed as a 

production version instead of current ADIT-NMR. The new ADIT-NMR allows to deposit both 

NMR experimental and structural data of a protein to either BMRB and PDB (Protein Data Bank) 

viaa web interface. Furthermore， the description for solid-state NMR data are developed in 

cooperation with PD町(ProteinData B創立japan，Head; Haruki Nakamura). 

【Thepresent system】 【Newsystem】

Author 

っち ぐ〉

Fig.l The flow of data deposition ωPDB and BMRB. 

三襲警鞍襲撃~ 襲警機長 主. 11 手

-陥同国"'田川
.t，...u..叩i田間瑚
胤同

Fig.2 The top page ofnew ADI下NMR(s version). 

従来の PDBとBMRBの登録ではそれぞれ独自の登録ウェブサイト (ADITおよびADI1二NMR)を

公開して研究者が実験で求めた蛋白質の立体構造データと NMRデータの登録を受け付けていた。

今回、 ADIT-NMRの改良でそれらは一つのインターフェイスに統合された。その結果、一度の登録

作業で両データベースにデータ登録を行うことが可能となり、同じようなデータを重複してそれぞれ

のインターフェイスに入力する必要がなくなった。

キーワード :BMRB、NMRデータベース、 PDBj

なかたにえいいち、はらのようこ、ふじわらとしみち、なかむらはるき、あくつひでお
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新 ADI1二NMRでは PDBとBMRB登録のためのデータ入力の表示モード (Fig.3)が設けられた。

両登録に必要な入力項目の組はそれぞれのモードで異なるが、共通項目において一方のモード上で

入力されたデータは両モードで共有される。入力の完了後、PDBモードで登録すると PDBの登録が、

BMRBモードでは BMRBの登録がそれぞれ行われる。

データ登録ボタン

Fig.3 A switch for exchanging screen 

between PDB and BMRB input layout. 

データカテゴリ

入力保存ボタン データ項目

Fig.4 The input screen ofnew ADIτ~NMR. 

PDBや BMRBの既存の登録ファイルを新 ADI下NMRにアップロードすると、そのファイノレから

抽出されたデータが入力欄に既定表示される。登録者はそれらのデータを修正、あるいは不足する

データを補うことで新規の登録を行うことが可能となった。この結果、登録を行う際の入力作業の

負担を減らす事ができた。

PD時 (ProteinData Bank japan，統括;中村春木)では、団体NMR特有のデータを BMRBフォーマ

ットに記述することを可能とするためのデータ項目の追加と、 ADIT-NMR利用勝手向上のための開発

をBioMagResBankと共同で行っている。本討論会では、新ADIT-NMRが旧パージョンから変更され

た点や新ADI下NMRを使用したPDBとBMRBデータ登録の方法、固体NMRに関連するデータ項目、

およびBMRBデータベースの利用統計について説明する。
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Restricted diffusion of water in clay gel saturated porous media 
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2Institute of Research and lnnovation 

The time-d巴pendentdiffusion coefficients of ftuid molecules in confining geometries hav巴

been studied by NMR experiments with magnetic gradient. The characteristics of porous media 

such as the ratio of the surface area to pore volume， S /Vp， and tortuosity，γ， are extracted by 

analyzing the diffusion coefficient of ftuid molecules as a function of di飢Isiontime， Ileff. Since 

S/Vp and γare related to permeability， it have been a very powerful technique fo1' investigating 

the transport phenomena of ftuids in porous med此 Therefore，we attempted to apply thes巴

methods to clay saturated porous media which would b巴conside1'edas barri巴renvlronment 

in geological disposal system of high-level radioactive waste. NMR measurements of time-

dependent diffusion coefficient were perfo1'med to estimate S /Vp andγfor water and clay gel 

saturated porous media modeled by glass beads beds. 

Th巴pu1'ifiednatural Na-montmo1'illonite (purity is over 98 %)， from Tsukinuno Mine， Yam-

agata， Japan (~1μmp制icle size) were used as clay minerals. This clay contains paramagnetic 

ions like Fe2+ and Fe3+ in a crystal structure. Hence， a low field permanent magnet at 0.55 

T was used to avoid the short 1'elaxation time in higher magnetic field due to paramagnetic 

ions. The clay gel saturated porous media were p1'epared by mixing glass beads beds (50μm 

and 150μm with 10 % error cata10g values) and clay gel， which was p1'epared by mixing clay 

and deionized wate1' at a weight rate of 1 to 20. The sample was put into the glass container 

(ゆ 14mm)， sonicated and centrifuged to remove air bubbles. 17 inte1'val bipolar gradient 

stimulated echo[I] (企eff= 6 ms ~ 200 ms) and oscillating g1'adient spin echo sequences[2] 

(Ileff = 0.625 ms ~ 5.626 ms) were used to measure time司 dependentdiffusion coefficients. All 

measu1'ements were carrying out on a Resonance Instrument Maran Ultra NMR spectromete1' 

equipped with a 250 G/cm at 30 oc. Mitra equation[3] and Pade app1'oximation[4] give by 

Eqs. (1) and (2) were applied to analyze time-dependent diff・usioncoefficient fo1' the purpose of 

extracting 1 and S /Vp' 

D (Ileff) 

D (Ileff) 

Do (1 -c) 

Do -Dnf 1 -..!. i x __  C+ (1 -1/γ)勾 /8
- V ¥γ)  (1 -1/γ) + c + (1 -1/1)企eff/θ

4 S r-一一-
9 -yn V

p 
"DOIleff' 

where 8 is related to the sphere diamete1' of po陀.

(1) 

(2) 

The diffusion coe節cientsof water and bulk c1ay gel were 2.54 x 1 0-9 m2 / s and 1.64 x 1 0-9 m2 / s 

with independent of Ilめ respectively.The result of bulk c1ay gel means that the minimum Ileff 

kのIwords:Clay gel， porous media， 17 interva1 bipolar gradient stimulated echo， Oscillating gradient spin echo， 

Restricted diffusion 
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of 0.625 ms was already over the range of restricted diffusion regime of water molecules in clay 

gel. 

Figures 1 and 2 show that Mitra equation for L¥.e1f<6 ms and Pade approximation for L¥.elfく200

ms were applied to fit time-dependentdiffusion coefficients for each samples. The fitting pro-

cedures with variable Do in Fig. 2 were not able to obtain a valid fitting result. Therefore， we 

performed fitting procedure with fixed Do to 2.54 xlO-9 m2js and 1.64 xlO-9 m2js for water 

and clay gel saturated media， respectively. S jVp values estimated from Mitra equation in water 

saturated 50 and 150μm glass beads beds were 1890 cm-I and 629 cm-I， respectively. Assum-

ing close packed structure， beads diameters were calculated to be 52 and 156μm， indicating 

very good agreement with the ideal values of the glass beads. On the other hand， estimation of 

S jVp for claygel saturated samples were 1462 cm-
I and 517 cm-I， respectively. Similarly， 'f 

were evaluated from Pade approximation for time-dependent di汀usioncoe伍cientsof all sam-

ples， and were 1.79 and 1.57 for clay gel saturated 50μmand 150μm glass beads samples， and 

1.86 and 1.49 for water saturated 50μmand 150μm glass beads samples， respectively. It would 

appear from these results thatthe evaluation of S jVp and 'f in day saturated porous media by 

measuring time-dependent diffusion coe伍cientsis feasibility. 
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地雷探知のための NQRパルスシーケンス

大阪大学基礎工学研究科(1)、物質・材料研究機構(2)

小林和彦 1、太田剛 1、Jammie8arras 1、田村潤 1、糸崎秀夫 1、立木実 2

NQR Pulse Sequence for Explosive Detection 

1 Graduate School of Science Engineering，Osaka University， 

2National Institute for Materials Science 

Kazuhiko Kobayashi1， Go Ota1， Jammie 8arras1， Jun Tamura1， Hideo Itozaki1， 

Minoru T achiki2 

Abstract 

Nuclear quadrupole resonance (NQR) has been paid attention to as an explosive 

detection technique， which detects the 14N nuclei in an explosive material. The 

explosive materials widely contained in a landmine， RDX and TNT have resonant 

frequency in the range from 700 kHz to 5 MHz. It is so necessary to detect the NQR 

signal from a landmine quickly and robustly for a practical application that we 

considered rapid pulse sequences of SLSE and SORC instead of a usual sequence 

of FID detection. The signal from RDX and TNT were identified efficiently by these 

sequences. 

本文

核四極共鳴(NuclearQuadrupole Resonance;NQR)は化学物質を直接探知で・きる手

法であるため、金属探知機等に代わる地雷探知の新しい方法として実用化が期待され

ている。

NQRとは各種物質中の原子核スピンに、ある特定の共鳴周波数の電波を照射すること

で核スピンを励起し、そのスピンが緩和する際に同じ共鳴周波数の電波を放出する、とい

う現象である。共鳴周波数はスピンの周りの電場勾配によって決定される。電場勾配はそ

れぞれの化学物質により異怠るため、共鳴周波数は物質ごとに異怠る数値を取る。このた

め、 NQRを利用することにより物質の特定ができるだけで怠く、想定してiいる物質の有無を

調べることも可能とおる。また、 NMRが静磁場をかけてスピンを整列させるのに対し、 NQR

は分子の電場勾配を利用するため、超伝導磁石のよう怠大規模お装置を必要としな

現在、 NQRでは一般的にパルス法が用いられている。単一のパルスによる励起で得られる

FID信号は一般に S/N比が低く、何回も積算することでS/N比を高める必要がある。積

Key Words: NQR， pulse sequence， explosive， land mine， sensitivity 

著者ふりが怠:こばやしかずひこ
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算する際には励起されたスピンが緩和して元の状態に戻るのを待ってから、次のパルスを

照射したほうが強い信号が得られる。

この、励起されたスピンが緩和するまでの時聞がT1で・ある。実際にはパルスを照射する

間隔をT1の3......4倍以上取ったときに最大強度の信号が得られる。 T1に依存する緩和は

縦緩和であり、エネルギーのやり取りによるものである。スピンの緩和には縦緩和の他に、

横緩和がある。横緩和の時定数はT2*でEある。

地雷に含まれる代表的お爆薬としてはRDXとTNTが挙げられるが、 RDXのT1は 32ミリ

秒であるのlこ対してTNTのT1は約 3秒と非常に長い。このため、 RDXは1分間にFID信号

を100回以上積算できるが、 TNTは1分間に3......4回程度しか積算でき怠い。実際の地

雷探知では数分程度で地雷を見つける必要があるため、 FID信号の観測のみでは地雷

探知に応用することは極めて難しい。ゆえに現在、シンゲルパルスによるFID信号観測だけ

でなく、パルスの位相や照射するタイミンヴ怠ど、パルスの当て方を工夫してスピンを効率的

に励起する様々 怠パルスシーケンスが研究されている。

NQR信号を効率的に得るシーケンスの 1つの例として、 SLSE(SpinLocking Spin 

Echo)シーケンスが挙げられる。 SLSEは主に NMRで用いられているシーケンスで、スピンが

横緩和していくのをマルチパルスにより抑制する、という考えlこ基づいている。この、横緩和

を抑制する SLSEにより、 TNTのよう怠縦緩和に非常に長い時聞がかかる物質においても

短時間で積算回数を多く取る事ができると考えた。今回、我々はTNTIこSLSEを適用す

ることで効率よく NQR信号を取得することに成功した。

また、 RDXは通常のFID信号の観測である程度のS/N比を持つ信号を得ることができ

るが、更に短時間に積算回数を増やすことでノイズの多い環境でも信号を観測することが

できると考え、 RDXにも FID以外のパルスシーケンスの適用を検討した。そこで、我々 は

SORC(Strong Off Resonance Comb)シーケンスlこ着目した。 SORCシーケンスは FIDi言
号と工コ一信号を重ね合わせて擬似的お定常信号を得るものである。そこで、 SORCシー

ケンスを用いることで更に積算回数を増やすことができると考え、実際に SORCシーケンス

を用いて RDXのNQR信号を取得することに成功した。
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磁場勾配NMRによるベシクル内包分子の選択的検出

(花王附)0中村文彦、)11日高広、香春武史

Selective Detection of Molecules in Vesicle by Pulse Field Gradient NMR (Kao 

Corporation) OFumihiko Nakamura， Takahiro Kawaguchi， and Takeshi Kaharu 

Vesic1e and multi-emulsion include water molecules in dispersed phase and 

continuous phase respectively. We developed a novel method for detecting a signal 

only from dispersed phase selectively， by making good use ofPFG-NMR. We found 

that by increasing diffusion time extremely， a signal from continuous phase is 

eliminated， besides a signal from dispersed phase remains because of restricted 

diffusion. By this method， we can estimate the molecules distribution， relaxation 

time of molecules in dispersed phase and so on. 

We applied this method to typical sample that includes multi-lamellar vesic1es， 

and estimate proportion of molecules in vesic1e. The order of these estimated 

proportion agreed with an observation by polarizing microscope. 

【序論】ベシクルや多重ミセノレのような、分散相と連続相に同種の化合物が存在する

溶液構造を有する組成物がある。こうした組成物において、分散相と連続相の違いと

いうのは巨視的なものであり、 2つの領域に分かれて存在している分子を、 NMRス

ベクトルやその緩和時間といった、微視的な環境しか反映しない情報によって見分け

ることは不可能である。しかし、事実、これらは異なる状態にある分子で、あって、こ

れらの比率が巨視的な物性に影響を与えることもある。したがって、分光的にこれら

を識別することができれば、意義深いと考えられる。今回、我々は磁場勾配NMRを

応用することで、分散相に存在する分子だけを選択的に検出できる方法を開発したの

で報告する。

{原理】磁場勾配スピンエコー法によれば、注目した化合物の拡散の程度を式(1)

に示したシグナノレの強度変化として捉えることができる。

M= M，。吋_y2t52
g

2
(ß-互い-~~ (1) 

l' ~ ¥ 3 )毛|

Mo 減衰を受けない場合のシグナノレ強度 γ:磁気回転比

d :磁場勾配パルス幅 g 磁場勾配強度 1:1:拡散観測時間

D 自己拡散係数 τ:遅延時間 (=21:1) Tz:横緩和時間

キーワード:磁場勾配NMR、溶液構造、ベシクル

著者ふりがな:なかむらふみひこ、かわぐちたかひろ、かはるたけし
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拡散時間 Aの聞の 2乗平均移動距離<X2>は自己拡散係数がDのとき式 (2) のよ

うに表されることから、t::，.")> 0 / 3のとき、式(1)は、式(3 )のように、 <X2>に

対する式に書きなおせる。

A
 

D
 

「，
h一一

、、、
I
I

今
'L

X
 

，，s
d

、、、
( 2 ) 

さらに、本研究で注目しているような組成物においては、分散相と連続相のそれぞ

れに存在する分子からのシグナノレ強度の足し合わせとして、式 (4)のように導ける。

なお、式 (4) 中、添え字のAは分散相を、 Bは連続相を意味する。

M叩叶j〆δ州』一三)叩却H〆δW)B-£)(4)

このとき、 Aを充分長くとれば、連続相では分子の拡散が著しく進行するため<X2

>B→∞となり、式 (4)の第 2項全体が消失する。それに対し、分散構造自体の拡

散が無視できるとすると、閉じた分散相内での分子の拡散には限界が有り、 <X2>A 

はある一定の値<X2>AOO~こ収束する。その結果、 A を充分大きくとれば式 (4) は式

( 5 )のように単純化できる。

(5) 

したがって、以上の条件が満たされるとき、連続相からのシグナノレが消失し、分散

相からのシグナノレのみを検出で、きることになる。このとき、連続相のシグナノレが消失

したことは、シグナル強度の τ(=2 t::，.)に対する対数プロットが gによらず同じ傾

き(-l/T2A) の直線に収束することで確認される。

こうして得られた車線から、分散相の分子の T2を求められるが、さらに τ、 g2に

対して外挿を行うことにより、 MAが得られ、分散相と連続相の存在比を見積もること

ができる。また、ここでは詳細は略すが、 <X2>A∞を求め、分散相の大きさも見積も

ることも可能である。

【実験】主な成分としてカチオン界面活性剤と高級アルコールを含む水系の化粧料用

組成物を種々の乳化条件の下で調製し、マルチラメラベシクル量の異なる 3つの試料
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を得た。これらの試料中の水("-'84%)のシグ、ナノレを磁場勾配スピンエコー法により

測定し、原理の項で説明した方法により、分散相からのシグ、ナノレを分離した。磁場勾

配の大きさ gは0"-'300Gauss/cm、磁場勾配パルス幅は 1000μsecとし、ムは最大で

0.5sec (τ で1.0sec)まで伸ばした。

【結果と考察]Fig.1に、得られた、ングナノレ強度変化の一例を示す。 gが 100Gauss/cm

以上になると、 τの大きい領域では gによらず、同じイ噴きの直線に収束していること

が読み取れる。この領域が分散相に由来するシグナノレのみになっていると考えられ、

これから分散相の比率を算出した。他の 2つの試料に対しても同様にプロットを行い、

それぞれ分散相比率を算出した。各試料について算出した分散相比率を、試料の偏光

顕微鏡写真とともに Fig.2に示す。本法で求められた分散相比率の序列は、偏光顕微

鏡で観測されるマルチラメラベ、ンクルの多さの序列に一致し、分散相であるベシクル

内部からのシグpナノレの選択的な検出に成功しているものと考えられた。
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Fig.1 An example of signal intensity plot. 
( Dispersed phase proportion of this sample was estimated at 1.3%. ) 
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Fig.2 Optical texture of sample by a polarizing microscope and their 
dispersed phase proportion estimated by this method. 
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P099 Ta kashi Hiraya ma 

1 LJ7 Ta kashi Hiraya ma 

P067 Ta kashi Hiraya ma 

PI07 Takashi Hirayama 

PO 10 Ta kashi Hiraya ma 

PO 11 Ta kashi Hiraya ma 

P020 Takashi Iwashh 

PI02 Takashi Kuromori 

3LEI0τakashi Ma !suda 

P098 Takashi Mizuno 

P099 Takashi Mizuno 

3LJ1 Takashi Nagata 
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P083 Ta kashi Naga ta 

P004 Takashi Nakazawa 

P059τa kashi Ogino 

PI07 Ta kashi Ogino 

P120τakashi Ohtsu 

1 LEll Ta kashi Saito h 

P067 Ta kashi Sesei 

P087τakashi Yabuki . 

P118 Takashi Yabuki 

3IJ5 Takashi Yabuki 

P021 Takashi Yabuki 

3LJ2τa kashi Yabuki 

POlO Takayoshi Matsuda 

P041 Takayoshi Matsuda 

P043 Takayoshi Matsuda 

P045 Ta kayuki Obita 

P046 Tak田 kiNaito 

lLE8 τa kehiko Shibata 

P082τakehiko Shibata 

2LE13τakeshi Ishii 

P027τakeshi Ishii 

P019τ瓦keshiKaha ru 

lLE2τ瓦keshiSaito 

3LJ2τakeshi Sato 

POωTa  keshi Ta naka 

POI0τa keshi Ya manobe 

POllτakeyuki Hashimoto 

P019 Takumi Ueda 

P041 Ta kunori H arada 

P043 Takuo Ozaki 

P045 Ta kuo Oza ki 

P046 TaklJshiHarada 

P032 TakushiHarada 

lLE15 Takus hi Harada 

PI03 Takuya Umehara 

P026τakuya Yamamura 

lLJ10 Takuya Yamamura 

P007 Ta kuya Yoshida 

P062τa kuya Yoshida 

P095 Tamaki Miyazaki 

Pl∞ Ta miji Naka nishi 

PI05 Taniio Noguchi 

3LJ13 Tatsuro Kamijima 

Pl∞ Ta tsuya Ka minishi 

P045 Teppei Ikeya 

P067 Teppei Ikeya 

PI06 Terrence R. Burke 

2LE13 Teruaki Fujito 
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Terumi Na kajima 

Teruo Saito 

Tetsuji Okamura 

Tetsuo Asakura 

Tetsuo Asakura 

Tetsuo Asakura 

Tetsuo Asa kura 

Tetsuo ASAKURA 

Tetsuya ltimaru 

Tetsuya Mori 

Tetsuya Suetake 

Tetsuya Suetake 

τbanhThiτbuτbuy 

τbomas Huber 

Tohru Oishi 

Tomiko Kuhara 

Tomohide Saio 

Tomoko Asano 

Tomoya su Aizawa 

TomoyasuAizawa 

Tomoya su Aizawa 

Tomoyuki Mochida 

TOI目uKawanishi

Toshifumi Hiraoki 

Toshifumi Hi聞はi

Toshihiko I naoka 

Toshihisa Tanaka 

Toshihito Saitoh 

Toshikazu Miyoshi 

Toshimasa Yamazaki 

Toshimasa Yamazaki 

Toshimichi Fujiwa ra 

Toshimichi Fujiwa ra 

Toshimichi Fujiwa ra 

Toshimichi Fujiwara 

Toshimichi Fujiwa ra 

Toshio Fukumi 

Toshio Nagas hima 

Toshio Yamazaki 

Toshio Yamazaki 

Toshio Yama zaki 

Toshita ka Ideha ra 

Toshitatsu Kobayashi 

Toshiyuki Ha mada 

Toshiyuki Kohno 

Toshiyuki Kohno 

Toshiyuki Kohno 

Toshiyuki Kohno 

3W13 Toshiyuki Kohno 

Pl11 Toshiyuki M町 i

P1l2 Ts unemi Hasega wa 

2LJ8 Tsutomu Mikawa 

3LE6 Ulrich Scheler 

P05唱 Victor C.-K. Yu 

P065 W. Trent Franks 

P075 Wakana Ohashi 

P051 WeiHu 

P062 Weiguang Xu 

POI0 Weng Kung Peng 

PO必 WenyuWen

P052 Wnliam Ha即er

3LE15 Wnliam Happer 

lLJ8 Wolfgang Bermel 

P099 Xia n，yu Xue 

P018 Xiaoyan Sun 

lW5 XunCher事 Su

P028 Xurong Qin 

P030 Xurong Qin 

P036 Y.lma註凹ni

P083 Y. Seo 

P084 Y.P. Xiong 

P073 Yamada Tomonori 

P074 YanXu 

2LJ4 Yasuhiko Yamamoto 

P077 Yasuhiko Yamamoto 

3LJ5 Yasuhiko Yamamoto 

1 LJ3 Ya suhiro Fujiwa ra 

3LJ4 Yasuhiro Kajihara 

P016 Yasuhiro Kumaki 

3LE4 Yasuhiro Kumaki 

3 LJ9 Ya suhiro Kumaki 

P066 Yasuhiro Na加n

Pl11 Yasuhiro Tobu 

P117 Yasuhiro Tobu 

P116 Yasuhiro Tobu 

P045 Ya sumasa Kanie 

lLE2 Yasumoto Nakazawa 

P008 Ya sunari Kusa ka 

P077 Yasunari Kusaka 

Plll Yasunori Oda 

3LJ4 Yasushi Kondoh 

P019 Yasuteru Mawatari 

2LJ4 Yasuyo Sekiy叩混

3 LEll Ya suyo Sekiya ma 

P005 Ying Li 

P029 Ying Xu 
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P035 Yoichi Hayakawa 

lLJ7 Yoichi Hayakawa 

P031 Yoko H arano 

P034 YongHongZhang 

P058 Yoshiaki Degawa 

lLE3 Yoshielmaizumi 

3LEl Y<ishifumi Murata 

P008 Yoshiha ruτ'sujita 

1 LJ3 Yoshihide H aya shizaki 

3LE16 Yoshihide Hayashizaki 

P054 Yoshihide H aya shizaki 

3LE16 Yoshihide Hayashizaki 

2W9 Yoshihiko Inaoka 

P113 Yoshihiro Kobashigawa 

lLE16 Yoshihiro Kobashigawa 

P081 Yoshihiro Sambongi 

2LE12 Yoshikazu Nakamu国

3LE15 Yoshiki Shigem並su

P043 Yoshiki Yamaguchi 

P045 Yoshiki Yama guc hi 

P090 Ytishinori Nishi 

P090 Yoshinori Ohs田ni

lLE10 Yoshio Ino田

P080 Yoshio Inoue 

2LE13 Yoshitaka Umetsu 

3LE19 YoshiteruSeo 

P014 Yoshiyuki Adachi 

P015 Yota Takahashi 

P069 Yota Takahashi 

P047 You S田 ul日

P028 Youhei Miyanoiri 

P030 Youkichi Ohno 

P036 Yu M urokawa 

3LEI0 YuanYuJau 

lLEll YuanYu Ja u 

P086 YuichiShimoikeda 

P087 Yuichi Umegawa 

P067 Yuji Kobayashi 

P065 Yuji Kobayashi 

P080 Yuji Nishiuchi 

P082 Yuka Kikuchi 

P028 YuKeungMok 

PII0 Yuki Horie 

P074 Yuki Sudo 

P007 Yukiharu Yamaguchi 

Pl∞ Yukiko DoiKatayama 

3LEl YukioAso 

P013 Yuko Fujimoto 
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Yuko Fujioka P023 

Yuko Fujioka P025 

Yuko Fujioka P026 

Yurniko M izukos hi 2LJ2 

Yurniko N akanishi P096 

Yuri Tornabec hi P009 

Yuriτ'suboi Plω 

Yusuke Ka sai lLJ8 

Yusuke N ishiyarna P077 

Yusuke Tsubota P019 

Yutaka Ito lLE13 

Yutaka Ito P004 

Yutaka Ito P034 

Yutaka Ito P035 

Yutaka Ito P094 

Yuta ka Muto lLE2 

Yutaka Muto P037 

Yutaka Muto P041 

Yuta ka Taka hashi 2LJ1 

Yuuki Noguchi 2LE13 

Yuuri Yarnarnoto P072 

Yuuta Ogawa 3LJ3 

Zhaornin H ou lLE6 
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参加者名簿

名前

相 沢智康

Tomoyasu刈zawa

赤木謙 -

Ke作 ichiAkagi 

秋 山 かずえ

Kazue Akiyama 

阿久津秀雄

Hi偽 oAkutsu 

朝倉哲 郎

Tetsuo Asakura 

浅 野敦志

向 sushiA組問

浅 野朋子

Tomoko Asano 

浅野間文夫

Fumio Asanoma 

芦田 j享

J叩 Ashida

阿 曽幸男

YukioAs。

阿 部孝政

Takamasa Abe 

飯島隆広

Takaliro lijima 

池 上貴久

Takalisa Ikegami 

石川潔

kiyoshi ishikawa 

石川洋土

Hiroto Ishikawa 

泉川 美穂

Miho Iz凶nikawa

射手国佳 子

Yoshi ko Itezono 

出 回圭子

Keiko Ideta 

犬 飼宗弘

Munehiro Inukai 

井 上匡子

Kyoko Inoue 

所属

北海道大学大学院先端生命科学研究院

Ho同<aidoUniverstty 

医薬基盤研究所

National Institute of Biomedicallnnovation 

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻

大阪大学蛋白質研究所

Institutefor Prdein Research， Osaka University 

東京農工大学

Tokyo University of Agriculture and Technology 

防衛大学校

National Def聞 seAcademy 

名古屋工業大学大学院工学研究科物質工学専攻

奈良先端科学技術大学院大学

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

Varian Technologies Japan Limitω 

国立医薬品食品衛生研究所

Nationall田 tttuteof Heatth Sciences 

理化学研究所 ゲノム科学総合研究セン宮-

RIKEN， GSC 

京都大学大学院理学研究科

Department of Chemistry， Kyoto University 

大阪大学蛋白質研究所構造プロテオミ 7ス

Institutefor Prdein Research， Osaka University 

兵庫県立大学

京都大学大学院理学研究科化学専攻

独立行政法人 理化学研究所

RIKEN Yokohama Institute 

中外製薬

九州大学先導物質化学研究所

Institutefor Materials Chemisttry and Engineering， Kyushu Univ 

大阪大学大学院基礎工学研究科

Grad岨 teSchool of Engineering ScienCE元O田 kaU niversity， Japan 

理化学研究所横浜研究所 ゲノム科学総合研究セレ5-
RIKEN Yokohama Institute Genomic Scien田 sCenter 
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参加者名簿

名前

井上院

Satcru lnoue 

井 ノ岡樽

Hiroshi In∞ka 

今 泉好偉

Yoshie Imaizumi 

井町美佐子

Imachi Misako 

岩 津秀樹

Hicおkilwasawa

岩下孝

Takashi Iwas h~a 

岩瀬由紀子

Yukiko Iwase 

上釜奈緒 子

Naoko Uekama 

植木定雄

Ueki Sac担。

上松照幸

Teruyuki Uemalsu 

内田健一

Ke吋chiUchida 

内海博明

Hiroaki Utsumi 

梅川雄一

Yuichi Umegawa 

梅 津喜崇

Yoshi祖kaUme!su 

梅山万左子

Masako U meyama 

大 郷耕輔

Kosuke Ohgo 

大島(坂本) 曜子

Yohko Ohshima 

太田将 信

Masanobu Ota 

大 竹紀夫

Norio Ohtake 

大 貫裕之

トliroyukiOn出i

所属

京都大学理学部理学科化学専攻

武田薬品工業株式会社

Take也 PharmaceuticalC ompany Ltd 

濁協医科大学医学部生理学(生体制御)

00除 yoUniver副司ySchool 01 Medicine， Oepartmentol Regulalory Physiol句Y

ブルカーバイオスピン(株)

検浜市立大学大学院 国際総合科学研究科 生体超分子科学専攻

(財)サントリ一生物有機科学研究所

Sun!ory Institute for Bioorganic Research 

福岡大学薬学部

Fukuol叩 Univers~y Faculty 01 Pharmaceutical S臼ence

兵庫県立大学大学院 生命理学研究科

Grad. Sch!. Life Sci.， Univ. Hyogo 

ブルカーバイオスピン(*il

株式会社巴商会

Tomoe Shokai Co.， Ltd. 

帝京大学理工学部バイオサイエンス学科

日本電子株式会社 分析機器本部

JEOL Ltd 

大阪大学大学院理学研究科

Osaka Univ. 

北海道大学大学院理学研究科

Grad岨 teSchool 01 Science， Hokkaido University 

横浜国立大学大学院工学府

Yokohama National Universny 

東京農工大学

Tokyo Univ. Agri. T田 h.

東邦大学薬学部 NMR 

Facutty of Pharma田 uticalScien四 s，Toho University 

田辺製薬株式会社医薬化学研究所

東横化学株式会社研究開発室

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン安一

RIKEN Gen四nicSciences Cen!er 
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参加者名簿

名前

大野靖

Yasushi Ohno 

大橋竜太郎

Ryutar 0 0 hashi 

大橋若奈

Waana Ohashi 

尾身洋典

Hironori Omi 

大 山貴子

Takako Ohyama 

岡田敦司

Atsushi Okada 

岡本真美

Mami Okamoto 

小JlI潔

Kiyoshi Ogawa 

小 川雄大

YutaOgawa 

荻野孝 史

Takashi Ogino 

小此木美智

Michi Okonogi 

香川晃 徳

Akinori Kagawa 

垣回 f言吾
S hingo Kakita 

加嶋洋 祐

Yo国 ukeKashima 

片平正人

Ma坦 toKatahira 

門良一

Rydchi K剖 o

加藤久美 子

Kumiko Katou 

門原寛

Kadohara Hiroshi 

神 原孝之

Takayuki Kamihara 

神谷昌克

MasakalSu Kamiya 

所属

日本たばこ産業株式会社 医薬総合研究所

京都大学大学院理学研究科

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン歩-

RIKEN GSC 

産業技術総合研究所計測フロンティア研究部門ナノ移動解析研究グループ

National Inst~ute of Advan田 dI ndustrial S臼en田 andTechnology (AIST) 

横浜市立大学

YokohamaCity University 

大正製薬株式会社

Taisho pharmaceutical co Itd 

横浜市立大学大学院国際総合科学研究科

Int. Grad. Sch. Arts Sci.，Yokohama City U niv 

旭化成ファーマ(株) 倉j薬研究所

Asahi-Kasei Pharma Corpolation 

東京大学大学院薬学系研究科

Grad岨 teSchool of Pharmaceutical Scienas， the Univers討tyof Toky。

国立精神・神経セン安一神経研究所

Nationallr習st~ute.01 Neuroscience 

東京農工大学 工学府

大阪大学大学院基礎工学研究科

graduate school of田 gineeringsci朗 ce，osaka univers~y 

協和発酵王業株式会社

Kyowa Hakko Kogyo Co.， Ltd. 

塩野義製薬株式会社

横浜市立大学国際総合科学研究科

YOkohamaCity University 

京都産業大学理学部

Kyoto S田 gyoUniversity 

福井大学 生物応用化学科 生物物理化学グループ

university of F UKUI 

ブルカーバイオスピン(株)大阪営業

京都大学大学院理学研究科

北海道大学大学院先端生命科学研究院

Grad国 teSchool of Life Sc間国， Hokkaido University 
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参加者名簿

名前

亀岡篤司

Atsushi Kameda 

川 島裕之

Hiroyuki Kawashima 

河野敬 -

Keiichi Kawan。

川村出

Izuru Kawamura 

木川隆則

Takanori Kigawa 

菊池 j享

Jun Kikuchi 

北原亮

Ryo Kitahara 

木下理

Osamu Kinoshita 

木 村一雄

Kazuo附mura

E事献宇

XianyuXue 

久我香子

Takako Kuga 

串田克彦

Katsuhiko Kushida 

熊木康裕

Yasuhiro Kumaki 

熊沢茂IIIJ

Shigenori Kumazawa 

久米田博之

Hiroyuki Kumeta 

栗 田順一

J肌 ichiKurita 

菓林秀人

HicおtoKuribayashi 

黒木重樹

Shigeki K日 oki

累 崎千智

Chisato Kur曲 a附

黒 子弘道

Hiromichi Kurosu 

所属

大阪大学蛋白質研究所 蛋白質構造形成研究室

Laboratory 01 Protein Fdding， Institute lor Protein Research 

産業技術総合研究所

北海道大学大学院理学研究院

Hokkaido University， Faculty 01 Science 

横浜国立大学大学院 工学府機能発現工学専攻

Gradt品¥eSchool 01 Engineering， Yok凶 amaNalional U 同versity

理化学研究所

RIKEN 

理化学研究所植物科学研究セン宮-

RIKEN Plant Science Center 

理化学研究所スプリング 8センタ-

RIKEN SPring-8 

福井大学

University 01 F UKUI 

(株)東レリサーチセン安一

岡山大学地球物質科学研究センヲー

Instilutelor Studyol the Ea-th's Interior， Okayama University 

京都大学化学研究所

Kyoulo Univ. I吊 lilute01 Chemical Research 

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

Varian Technologies Japan Ltd 

北海道大学大学院理学研究院高分解能核磁気共鳴装置研究室

High-Resolution NMR Laboratory， Grad岨 leSchool 01 Science， Hokkaido University 

静岡県立大学

University olShizuoka 

北海道大学薬学部構造生物学研究室

Laboratory 01 Structural Bidogy， Graduate School 01 Pharmaceutical Scienc田， Hokkaido University 

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

Varian Technologies Japan Ltd 

バリアンテヲノ口ジーズジャパンリミテッド

Varian Technologies Japan Limitω 

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

Tokyo Instituleol Technology，Department 01 Chemistry and Materials Sロence

理研GSC

RIKEN， GSC 

奈良女子大学

Nara Worr田n's University 
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参加者名簿

名前

黒 田幸夫

Kuroda Yukio 

河 野俊之

Toshiyuki Kohno 

甲 野裕之

Kouno Hiroyul引

越野広雪

Hiroyuki Koshino 

小 柴生造

Seizo Koshiba 

児嶋長次郎

Chojlro Kojima 

小橋川 敬 博

Yoshihiro Kob担 higawa

小 林広和

Hirokazu Kobayashi 

小林将俊

Masatoshi Kぬayashi

事審藤 公児

Koji Saito 

斉藤貴士

Takashi Saitoh 

斎藤 剛

Takeshi Saito 

斉藤肇

Hazime Saito 

坂本泰一

Taiichi Sakamoto 

佐久間千勢子

Chiseko Sakuma 

桜井愛子

Aiko Sakurai 

楼井智司

Sat曲 hiSakurEi 

笹川拡明

Hiroaki Sasakawa 

佐藤 -

Satou Hajime 

佐野玲子

Reiko S問。

所属

ブルカ バイオスピン(株)

三菱化学生命科学研究所

Mhsubishi KagホuInstitute 01 Lffe Sciences 

ブルカ バイオスピン(株)

独立行政法人理化学研究所

RIKEN 

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン合一

Genomic Sciences Center RIKEN Yokohama Institute 

奈良先端科学技術大学院大学

Nara Institute of Science and Technology 

北海道大畢大学院薬学研究院

Grad岨 teSchool 01 Pharma回 uticalSciences， Hokkaido University 

大阪大学大学院基礎工学研究科

Grad岨 teSchool 01 Engineering Science， Osaka U而versity，

大阪大学蛋白質研究所

Osaka University， Institute lor Protein R田 earch

新日本製銭(株)先端技術研究所

九州大学 デジ女ルメディシン・イニシアティブ

Kyushu univ 

独立行政法人産業技術総合研究所

広島大学量子生命科学プロジェヲトセン安一

QuLis， Hiroshima University 

千葉工業大学工学部生命環境科学科
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理化学研究所
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