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第47回 NMR討論会

The 47th Annual Meeting of The NMR Society of Japan 
会期 11月12日(水)，..， 11月14日(金)

Period November 12-14， 2008 
会場 筑波大学大学会館講堂

Venue University of Tsukuba (Auditorium) 

第一日 11月12日(水)

Day 1: November 12 (Wednesday) 
9:25 -9:30 

開会の挨拶 Opening Remarks 

9:30 -10:10 

座長 阿久津秀雄

1L 1 T/i緩和速度を用いるヒト脳フエリチン鉄の定量

1L2 

0三森文行，渡遺英宏，高屋展宏 (国立環境研)

遺伝的アルゴリズムを用いた選択励起 RFパルスの最適化

O待井豊，石川尭洋，半田晋也，巨瀬勝美 (筑波大院数物)

10:10 -10:50 

座長 三好利-

2 

4 

1L3 MAS用口ーターの気密性テスト方法 8 

0林繁信 (産総研)

1L4 H+-ATP合成酵素サブユニット c・リングと指質膜の相互作用 10 

小林将俊¥戸所泰人¥A.v. Struts2，藤原敏道 1，M. F. Brown2
， 0阿久津秀雄 1

(阪大蛋白研1アリゾナ大 2)

10:50 -11 :05 - Co汗eeBreakー

11:05-12:05 

座長 稲垣冬彦

1 L5 ZZ exchange法による“見えない"分子間相互作用のダイナミクス解析 12 
0菅瀬謙治 ( (財)サントリ一生物有機科学研)

1L6 超高感度タンパク質立体構造解析技術の開発 16 

Jee JunGoo1
ペ西ケ谷有輝1田中利好 3 河野俊之 3，0児嶋長次郎 1

(奈良先端大バイオサイエンス研1首都大東京戦略研 2

三菱化学生命科学研 3)

1L7 蛋白質NMRの感度向上一一ーもう一つの視点と方法 18 

0赤坂一之 (近畿大学先端技術総合研究所 a高圧力蛋白質研究センター)



12:05 -12:30 

日本核磁気共鴫学会総会 Meeting of The NMR Society of J~pan 

13:30 -15:00 

ポスターセッション(奇数番号)

若手ポスター賞ポスター発表審査

15:00 -16:10 

座長 加藤晃一，神田大輔

Poster Presentations (Odd Poster Number) 

Poster Presentations for Young Scientists poster 

Awards 

若手ポスター賞口頭発表審査 (7件)Oral Presentations for Young Scientists Poster 

{漕液 NMR:YP01四 YP07) Awards (Solution NMR : YP01四 YP07)

YP01 NMR立体構造解析のためのタグを用いた常磁性ランタノイドプローブ 98 

0斉尾智英，小椋賢治，横地政志，稲垣冬彦 (北海道大学大学院生命科学院)

YP02 大環状ジピリンオリゴマーの構造解析およびそのホウ素錯体の認識能評価 100 

0坂本直也，池田忠作，鍋島達弥 (筑波大学大学院数理物質科学研究科)

YP03 腫癒抑制因子APC-SAMPモチーフと DDEF1・SH3ドメインの相互作用解析 102 

0海江田修至1松井千幸 2 清末優子 2 池上貴久 1

(大阪大学蛋白質研究所1株式会社力ン研究所有

YP04 NMR解析に基づくらせん型擬クリブタンドの多重イオン認識能の評価 104 

0古川裕理，秋根茂久，鍋島達弥(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

YP05 HID交換法による s2ミクログロブリンのアミロイド線維静成中間体の検出 108 

0小沼剛仁茶谷絵里 2 八木正奥 3 大西玲奈¥棲井一正内木宏延 4

後藤祐児 1 (大阪大学蛋白質研究所1立命館大学薬学部 2

大阪大学微生物病研究所 3 福井大学医学部 4)

YP06 アルキル架橋ウリジンニ量体を含む DNAオリゴマーの NMR構造解析 110 

0古板恭子¥村田俊平 2，Jee， JunGoo1.3，市川聡 2 松田彰 2 児嶋長次郎 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

北海道大学大学院薬学研究院 2首都大学東京戦略研究センタ _3)

YP07 Brome mosaic virusゲノム RNA3・-UTR由来のステムループの

立体構造解析 112 

0篠阿弥宇1三浦謹一郎 2 河合剛太 T

(千葉工業大学工学部生命環境科学科東京大学大学院新領域創成科学研究科 2)

16:10 -16:25 - Co汗eeBreak -

11 



16:25 -17:35 

座長 朝倉哲郎，出村誠

若手ポスター賞口頭発表審査 (7件)Oral Presentations for Young Scientists Poster 

{国体 NMR:YP08-YP14) Awards (Solid NMR: YP08四.yP14)

YP08 Utilization of Discarded Coherences in a 2D Experiment Using the States 

Method: COCODARR & Double-acquisition 116 

0福地将志1犬飼宗弘 2 武田和行竹腰清乃理 T

(京都大学大学院理学研究科化学専攻1
大阪大学大学院基礎工学研買科システム創成専攻 2)

YP09 平行および逆平行トシート構造ならびにその混在系に関する国体 NMR

構造解析 120 

0堀口紅実子，亀谷懐輔，山内一夫，朝倉哲郎

(東京農工大学大学院共生科学技術研究院)

YP10 国体 NMRを用いた 13C標識レチナールのタンパク質中での光照射および

圧力印加による異性化メカニズムの解析 124 

0田島可奈1川村出和田昭盛 2 西川大英1辻暁 3 内藤品 T

(横浜国立大学1神戸薬科大学 2 兵庫県立大学 3)

YP11 固体 NMR法によるイオン液体の新しい基幹物質、デカメチルフエロセン・

アセナフテンキノン錯体の研究 128 

0中村英章桑原大介持田智行 2

(電気通信大学大学院電気通信学研究科量子物質 E 工学専攻1
神戸大学大学院理学研究科化学専攻 2)

YP12 構成原子数の揃った(CdSe)nナノ粒子の CP/MASNMRによる構造解析 130 

0野田泰斗1山間精一朗1粕谷厚生 2 前川英己 1

(東北大学大学院工学研究科1東北大学国際高等融合領域研究所 2)

YP13 四極子核に対する高分解能固体 NMRの高感度化

-STMAS用新規プローブ開発と微量元素の化学構造解析の実現ー 132 

0高橋貴文1金橋康ニヘ下池田勇一 2 根本貴宏 2 粛藤公児 3

(新日本製錨(株)先端技術研究所1日本電子 2

新日本製錨(株)環境・プロセス研究開発センタ _3)

YP14 多次元マジック角回転国体 NMR法による膜タンパク質ハロロドプシンの

構造解析 136 

0樋口真理花1江川文子 2 神谷昌克1相沢智康河野敬 1，3

藤原敏道 2 出村誠 T (北海道大学大学院先端生命科学研究院1
大阪大学蛋白質研究所 2 北海道大学大学院理学研究院 3)

III 



17:35 -17:50 - Co仔eeBreak -

17:50 -18:40 

座長 楯真一，藤原敏道

若手ポスター賞口頭発表審査 (5件)Oral Presentations for Young Scientists Poster 

(NMR技術:YP15-YP19) Awards (NMR technology : YP15-YP19) 

YP15 Active compensation of RF pulse transients能動制御による

ラジオ波パルス過漉現象の補正 140 

0田謀IJ豊1根来誠1岸 田 拓 郎 北 川 勝浩1武田和行 2

(大阪大学大学院基礎工学研究科1京都大学大学院理学研究科 2)

YP16 電源励磁による高温超電導磁石を使った国体 NMR用外部ロックの開発 144 

0高橋雅人 1，2 斎藤雄太 3 柳津吉紀 4 保母史郎 2 高尾智明 3

中込秀樹 4 細野政美 5 漬田衛 6 木吉司 7 山崎俊夫前田秀明日

(理化学研究所 SSBC1，横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 2

上智大学理工学研究科 3 千葉大学大学院工学研究科 4 日本電子 5

神戸製鋼 6 物質材料研究機構 7)

YP17 CPMG法を利用した瞳骨骨密度計測手法の開発 148 

0谷口和也1半田晋也 2 巨瀬勝美 1

(筑波大学大学院数理物質科学研究科1日本学術振興会特別研究員 P02
)

YP18 部分構造検索を用いた HSQCシグナルからの構造予測法の開発 152 

0春名英明 1近山英輔 2 菊地淳 1，2，3

(横浜市立大学大学院国際総合科学研究科ヘ

理化学研究所植物科学研究センター2 名古屋大学大学院生命農学研究科 3)

YP19 2H NMRによる，ナノ層状シリケート Na-RUB-18肉部に閉じ込められた

水分子の微視的構造とダイナミクスの研究 156 

0渡辺啓介 1，2，Klaus Mωle戸，小園正晴1
(東京工業大学大学院理工学研究科¥

Universitat Stuttgart Institut fur Physikalische Chemie2) 

18:40 -20:00 

日本核磁気共鳴学会評議員会 Meeting of the Council of TheNMR Society of Japan 

lV 



第二日 11月13日(木)

Day 2: November 13 (Thursday) 

9:30 -10:15 

Chairperson Ms.satsune Kainosho 

2L 1 Invited Lecture 

Understanding the Molecular level Events in the Non-Classical 

Pathway of Acidic Fibroblast Growth Factor 22 

OChin Yu (National Tsing Hua University (Taiwan)) 

10:15 -10:55 

Chairperson Ichio Shimada 

2L2 The Molecular Morphology Analysis of Proteins Using 

the Orientation Induced TROSY Shift Changes 

2L3 

OShin-ichi Tate 1，2 (Hiroshima University ¥ PRESTO/JST 2) 

Investigating Protein Three圃 dimensionalStructures 

Inside living Cells by In-cell NMR Spectroscopy 

OYutaka It01，2，3 ， Daisuke Sakakibara1ベAtsukoSasaki1ベTeppeiIkeya 1
へ1.2 Junpei Hamatsu'， Masaki Mishima "¥ Tsutomu Mikawa~ ， Markus Walchli"， 

Brian O. Smith6， Masahiro Shirakawa2，7， Peter Guntert1，4 

(Department of Chemistry， Tokyo Metropolitan University1， CREST/JST2， 

Research Group for Bio圃 supramolecularStructure-Function， RIKEN3， 

Institute of Biophysical Chemistry， J. W. Goethe-University 

Frankfurt (Germany)4， Bruker BioSpin5， Division of Biochemistry and 

Molecular Biology， University of Glasgow (UK)6， Department of Molecular 

Engineering， Kyoto Universit/) 

10:55 -11 :10 - Coffee 8reak -

11 :10 -12:15 

Chairperson Kiyonori Takegoshi 

2L4 Structures of Silks and Silk-like Materials studied with 

24 

26 

Solid-state NMR， and Application to Biomaterials 28 

OKazuo Yamauchi 1， Yumi Tanioka 1， Toshiki Tamura 2， Yasumoto Nakazawa3， 

Tetsuo Asakura 1，3 (Department of Biotechnology， Tokyo University of 

Agriculture and Technology ¥ National Institute of Agrobiological Sciences 2， 

Nature and Science Museum， Tokyo University of Agriculture and Technology3) 

2L5 Invited Lecture 

NMR Powder Crystallography 30 

OLyndon Emsley (University of Lyon (France)) 

V 



12:15 -13:30 

日本核磁気共鳴学会新評議員会 Meeting of the Council of The NMR Society of Japan 

日本核磁気共鳴学会新理事会 Meeting of the Directors of The NMR Society of Japan 

13:40 -14:25 

Chairperson Fumiyuki Mitsumori 

2L6 Invited Lecture 

Detecting Fleeting MRI Signals Using Frequency-Modulated (FM) 

Radio Waves 32 

OMichael Garwood (University of Minnesota (USA)) 

14:25 -15:10 

Chairperson Yoji Arata 

2L7 Honorary Lecture 

My Research with ESR， NMR and MRI 

OTokuko Watanabe (Aoyama Gakuin Women's Junior College) 

15:10 -15:30 - Co背eeBreakー

15:30 -16:35 

Chairperson Takehiko Terao 

2L8 Invited Lecture 

Hyperpolarized Singlet State NMR and Intermolecular 

Multiple-Quantum Coherence Imaging with Anisotropic 

Contrast Agents 

OWarren S. Warren (Duke University (USA)) 

34 

36 

2L9 Solid皿stateNMR Analysis of Membrane Protein and High-field DNP 40 

OToshimichi Fujiwara 
1
， Hiroki Takahashi

1
， Ayako Egawa 1， Miwako Saeki

1
， 

Hideo Akutsu ¥ Kokoro Hayashi2
， Chojiro KOjima2

， Toshitaka Idehara3， 

Isamu Ogawa3， Mitsuru Toda4 (Osaka University1， Nara Institute of 

Science and Technolog!， University of Fukui
3
， JEOL Ud.4

) 

16:35 -17:40 

Chairperson Isao Ando 

2L 10 Probing DNP Enhancements for Biological Applications 

OUlrich しGunther(University of Birmingham (UK)) 

2L 11 Invited Lecture 

Dipole Recoupling and Dynamic Nuclear Polarization 

at High Magnetic Fields 

ORobert G. Griffin (MIT (USA)) 

18:00 Banquet (On-Campus Restaurant "Plaza") 

Vl 

42 

44 



第三日 11月14日(金)

Day 3: November 14 (Friday) 

9:30 -10:10 

座長 河合剛太

3L 1 NMRによるイオン液体の拡散移動と分子運動の研究

O早水紀久子1都築誠ニヘ闘志朗 2 (産総研1
財団法;人電力中央研究所材料科学研究所 2)

3L2 NMRによるヘパリン不純物問題への対応

0山口秀幸，品川麻衣，榛葉信久，鈴木業一郎 (昧の素株式会社)

10:10 -10:50 

座長 田中俊之

3L3 Sortase Aを用いた Proteinligation法の溶液 NMRへの応用:

3L4 

INSET (isotopically INvisible Solubility/Stability Enhancement 

Tag)の開発

0小橋川;敬博，久米田博之，小椋賢治，稲垣冬彦 (北大院薬)

高温での港液 NMR潰IJ定における蛋白質の NDSBによる安定化

O若松馨¥石井毅1向車細田和男神谷歩金子敬輔¥

榎本舞弓井上裕介¥窪田健ニヘ行木信河野俊之 2

(群馬大学大学院工学研究科三菱化学生命科学研究所 2)

10:50-11:05ーCoffeeBreak -

11 :05 -11:45 
座長 内藤晶

3L5 国体 NMRによる医薬品とシクロデキストリン混合粉砕物中の

3L6 

医薬品分子状態の検討

0高木美菜子，吉橋泰生，米持悦生，寺田勝英 (東邦大院薬)

微生物産生高分子ポリ (E-l-リジン)およびそのポリマーフレンドの

国体NMRち

0前田史郎加藤久美子¥国本浩喜 2 (福井大院エヘ 金沢大院自然 2)

11 :45 -12:25 

座長 林繁信

48 

52 

54 

58 

60 

64 

3L7 多孔質シリカゲルの表面および肉部水酸基密度 68 

0関庚薫宮原浩嘉 2 (旭硝子(欄中央研究所1旭硝子エスアイテック(械2)

Vll 



3L8 多孔質 BCN系における竹B•14N の交差分極法および HETCOR の応用
O村上美和清水禎1丹所正孝 1，Vinu Ajayan 1，有賀克彦森利之1
竹腰清乃理 2 物質・材料研究機構1京大院理 2)

13:30 -15:00 

ポスターセッシヨン(偶数番号) Poster Presentations (Even Poster Number) 

15:00 -16:00 

座長 山崎俊正

72 

3L9 1 H •NMR メタポロミクスの医療応用ーCKD (慢性腎臓病)患者血襲の解析 74 

0藤原正子 1，3 小林武志1城守隆宏 2 丸凶穣 3 竹内和久 1，4今井潤 1，3

(東北大院薬1東北大薬 2 東北大学 21世紀 COE"CRESCENDO"3， 

宏人会中央クリニツク 4)

3L10 生命の環境調和システムへの異種相関解析の鼠み 76 

0菊地淳 1，2，3 近山英輔1須藤倫崇 2 吉田拓 2 持田恵

(理化学研究所植物科学研究センタ横浜市大院国際総合科学 2

名大院生命農学 3)

3L 11 光励起三重項電子スピンを用いた DNPのための部分的重水素化による

プロトン密度の最適化 80 

0香川晃徳 1，3 室川遊¥北川勝浩1武田和行 2

(阪大院基礎エヘ京大院理 2，CREST， Japan Science and Technology Agencl) 

16:00 -16:20ー CoffeeBreakー

16:20 -17:00 

座長 西村善文

3L12 AR過程に基づくピーク推定による FIDの変換:J蕎波数と減衰率の同時推定 84 

0村田恵介1河合剛太 2 久保田 1 (千葉工業大工電気電子情報工学1
千葉工業大工生命環境科学 2)

3L 13 Multi.dimensional NMR spectroscopy of proteins in living human cells 88 

0栢尾豪人猪俣晃介¥大野綾子1磯貝信1天野岡IJ志 3 伊藤隆 4

慶明秀一 3 二木史郎 2 白川昌宏 1

(京大院エヘ京大化学研 2 神戸大医 3 首都大東京 4)

Vlll 



17:00 -17:40 

座長 伊藤隆

3L14 ペプチドモチーフを認識するタンパク質機能ドメイン群の複合体構造解析 90 

小柴生造 1，2葛西卓磨李華1元田 容子栃尾尚哉1田仲昭子1
林崎良英 3 菅野純夫 4 山本雅 5 横山茂之 1，6，0木川隆則 1，7

(理化学研究所生命分子システム基盤研究領域1
横浜市立大院国際総合科学 2 理化学研究所オミックス基盤研究領域 3

東大院新領域創成科学 4 東大医科学研 5 東大院理 6 東工大院総合理工 7)

3L15 RDC、PRE及び PCSに基づいた Musashi-RNA複合体と

プリオンタンパク質に対する RNAアプタマーの構造とダイナミクス 94 

大山貴子口，松上明IE1，古JlL亜矢子1真嶋司 1杉山孝司 1今井貴雄 3

岡野栄之 3 西川富美子 4 西川諭 4 山崎俊夫 2 永田崇 1，0片平正人 1，5

(横浜市大院国際総合科学1理研・ SSBC2，慶慮大医 3

産総研年齢軸生命工学研究センターペ JST/PRESTO5) 

17:40 -17:45 

閉会の挨拶 Closing Remarks 

lX 



若手ポスター賞候補者発表

Candidates for Young Scientist Poster Awards 

YP01 NMR立体構造解析のためのタグを用いた常磁性ランタノイドプローブ

0斉尾智英，小椋賢治，横地政志，稲垣冬彦

(北海道大学大学院生命科学院)

YP02 大環状ジピリンオリゴマーの構造解析およびそのホウ素錯体の認識能評価

0坂本直也，池田忠作，鍋島達弥

(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

YP03 腫癌抑制因子 APC-SAMPモチーフと DDEF1-SH3ドメインの相互作用の解析

0海江田修至仁松井千幸 2 清末優子 2 池上貴久 1

(大阪大学蛋白質研究所1株式会社力ン研究所 2)

YP04 NMR解析に基づくらせん型擬クリブタンドの多重イオン認識能の評価

0古川裕理，秋根茂久，鍋島達弥

(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

YP05 H/D交換法による恥ミクログロブリンのアミロイド線維形成中間体の検出

0小沼岡Ij1，茶谷絵里 2 八木正典 3 大西玲奈1棲井一正 1内木宏延 4 後藤祐児 1

(大阪大学蛋白質研究所1立命館大学薬学部 2 大阪大学微生物病研究所 3

福井大学医学部 4)

YP06 アルキル架橋ウリジンニ量体を含む DNAオリゴマーの NMR構造解析
0古板恭子1村田俊平 2，JunGoo Jee 1，3，市川聡 2 松田彰 2 児嶋長次郎 T

(奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科1
北海道大学大学院薬学研究院 2首都大学東京戦略研究センタ _3)

YP07 Brome mosaic virusゲノム RNA 3'-UTR由来のステムループの立体構造解析

O篠阿弥宇¥三浦謹一郎 2 河合剛太 1

(千葉工業大学工学部生命環境科学科1東京大学大学院新領域創成科学研究科 2)

YP08 Utilization of Discarded Coherences in a 2D Experiment Using the States 

Method; COCODARR & Double-acquisition 

0福地将志1犬飼宗弘 2 武田和行1竹腰清乃理 1

(京都大学大学院理学研究科化学専攻1
大阪大学大学院基礎工学研究科システム創成専攻 2)

YP09 平行および逆平行Fシート構造ならびにその混在系に関する固体 NMR構造解析

0堀口紅実子，亀谷俊輔，山内一夫，朝倉哲郎

(東京農工大学大学院共生科学技術研究院)

YP10 国体 NMRを用いた 13C標識レチナールのタンパク質中での光照射および圧力印加に

よる異性化メカニズムの解析

0田島可奈1川村出¥和田昭盛 2 西川大英1社暁 3 内藤晶 1

(横浜国立大学1神戸薬科大学 2兵庫県立大学 3)

X 



YP11 固体 NMR法によるイオン液体の新しい基幹物質、デカメチルフエロセン・

アセナフテンキノン錯体の研究

0中村英章1桑原大介1持田智行 2

(電気通信大学大学院電気通信学研究科量子物質・工学専攻1
神戸大学大学院理学研究科化学専攻 2)

YP12 構成原子数の揃った(CdSe)nナノ粒子の CP/MASNMRによる構造解析

0野田泰斗山向精一朗1粕谷厚生 2 前川英己 1

(東北大学大学院工学研究科1東北大学国際高等融合領域研究所 2)

YP13 四極子核に対する高分解能国体 NMRの高感度化-STMAS用新規プローブ開発と

微量元素の化学構造解析の実現一

0高橋貴文 金 橋 康 二 根 本 貴 宏 2 下池田勇一 2 粛藤公児 3

(新日本製錨(株)先端技術研究所日本電子 2

新日本製錦(株)環境・プロセス研究開発センタ _3)

YP14 多次元マジック角回転国体 NMR法による膜タンパク質ハロロドプシンの構造解析

0樋口真理花江川文子 2 神谷昌克1相沢智康¥河野敬一 1，3 藤原敏道 2 出村誠 T

(北港道大学大学院先端生命科学研究院1大阪大学蛋白質研究所 2

北海道大学大学院理学研究院 3)

YP15 Active compensation of RF pulse transients能動制御によるラジオ波パルス過渡

現象の補正

O団法IJ豊1根来誠1岸田拓部北川勝浩武田和行 2

(大阪大学大学院基礎工学研究科1京都大学大学院理学研史科 2)

YP16 電源励磁による高温超電導磁石を使った国体 NMR用外部ロックの開発

0高橋雅人口，斎藤雄太 3 柳津吉紀 4 保母史郎 2 高尾智明 3 申込秀樹ぺ

細野政美 5，j賓田衛 6 木吉司 7 山崎俊夫¥前田秀明 1，2

(理化学研究所 SSBC¥横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 2

上智大学理工学研究科 3 千葉大学大学院工学研究科 4 日本電子 5 神戸製鋼 6

物質材料研究機構 7)

YP17 CPMG法を利用した彊骨骨密度計測手法の開発

0谷口和也1半田晋也 2 巨瀬勝美 1

(筑波大学大学院数理物質科学研究科1日本学術振興会特別研究員 P0
2
)

YP18 部分構造検索を用いた HSQCシグナルからの構造予測法の開発
0春名英明 1，2 近山英輔¥菊地淳 1，2，3

(理化学研究所植物科学研究センタ横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 2

名古屋大学大学院生命農学研究科 3)

YP19 2H NMRによる，ナノ層状シリケート Na-RUB-18内部に閉じ込められた水分子の

微視的構造とダイナミクスの研究

0渡辺啓介 1，2 小園正晴七 KlausMuller2 

(東京工業大学大学院理工学研究科1
Universitat Stuttgart Institut fur Physikalische Chemie

2
) 

Xl 



一般ポスター発表

Poster Presentation 

P001 巨大タンパク質複合体のモデル構築を目的とした残基選択的交差飽和法の開発
0小津新一郎五十嵐俊介1大津匡範1鈴木勉 2 甲斐荘正恒 3，4，5 嶋田一夫叩
(東京大学大学院薬学系研究科¥東京大学大学院工学系研究科 2

名古屋大学大学院理学研究科へ首都大学東京戦略研究センタ _ 4

フランクフルト大学 5産業技術総合研究所バイオメディシナル情報研究センタ_6)

P002 Water選択励起 pulseの開発一一新Water-LOGSY法について
0降旗一夫1田代(下高原)棲子 2 田代充 3

(東京大学大学院農学生命科学研究科東京薬科大学薬学部 2 明皇太学理工学部 3)

P003 

ゆ
P005 

P006 

P007 

P008 

P009 

P010 

DIORITE法による mRNACappingEnzymeのドメイン配向解析
。岸本浩一仁田中利好 2 河野俊之 2 楯真_1，3

(広島大院理・数理分子1三菱化学生命研 2，PRESTO/JST3) 

HR・MASを用いた生体超分子における分子認識機構を解明する NMR手法の開発
O豊永開1大j畢匡範1横川真梨子1嶋田一夫 1，2

(東京大学大学院薬学系研究科1産業技術総合研究所
バイオメディシナル情報研究センターワ

Investigations of Protein Dynamics by the SAIL Method 
O武田光広1小野明 2 寺内勉 2 甲斐荘正恒 1，3

(名古屋大学大学院理学研究科1首都大学東京戦略研究センターへ
フランクフルト大学 3)

可変圧力 13C/1HHSQC NMRによる分子肉 Cavityの水和と構造揺らぎ・T4リゾチーム
O前野覚大日，北原亮 2，Frederick W， Dahlquise，横山茂之 4，5，Frans A. A， MUlder6， 
赤坂一之 1，2，7

(近畿大学大学院生物理工学研究科1理研播磨 2，Dept. Chem" Univ. of Oregon
3
， 

理研GSC4，東京大学大学院理学系研究科5，Dept. Biophys. Chem.， Univ. of Groningen6， 
近畿大学高圧力蛋白質研究センター7)

非線形サンプリング法を用いた迅速な異種核 4次元 NMR測定法の有用性の検証
O重光佳基 1，2 土江祐介 1，2 三島正規 1，2，Daniel Nietlispach3， MarlωS Walchli4， 
伊藤隆 1，2

(首都大学東京大学院理工学研究科 1，CREST/JST2， Department of chemistry， 
University of Cambridge

3
，ブルカーバイオスピン 4)

Brevibacillus choshinensis分泌発現系を用いた 15N安定同位体標識試料作成
O谷生道一，田中利好，田中間史，河野俊之
( (株)三菱化学生命科学研究所)

新規酵母発現系を用いた安定問位体標識試料の調製法
O杉木俊彦 1ペ高橋栄夫 2 嶋田一夫 2，3

( (社)バイオ産業情報化コンソーシアムヘ産業技術総合研究所
バイオメディシナル情報研究センターベ東京大学大学院薬学系研究科 3)

植物培養細胞と誘導可能なウィルスベクターを利用したタンパク質試料の調製
O竹内誠1玉井淳史 2 土肥浩二 2 森正之 2 大木進野 1

(北陸先端科学技術大学院大学ナノマテリアルテクノロジーセンタ
石川県立大学生物資源工学研究所 2)

Xll 



P011 共発現を利用した不溶性頼粒発現法の抗菌ペプチド立体構造解析への応用
0相沢智康 1，2北侮江里1梅津喜崇神谷昌克2熊木康裕 3 出村誠2河野敬一 2，3
(北海道大学大学院理学院1北海道大学大学院先端生命科学研究院 2

北海道大学大学院理学研究院 3)

P012 大腸菌無細胞タンパク質合成系による安定同位体標識技術の改良
0横山JI慎1，2ペ松田貴意 2関英子2，3 松田夏子2小柴生造2へ木川隆則 2，3
(大陽日酸(株) つくば研究所理化学研究所 SSBCNMR パイプライン2
東京工業大学大学院総合理工学研究科三横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 4)

P013 コールドショックベクタ一、 pCold-GSTの構築と NMRへの応用
0林こころ，児嶋長次郎
(奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科)

P014 NMRによるミミズ由来 R型レクチンc末端ドメインの特異的な糖結合活性に関する

研究
O逸見光1久野敦2海野幸子2平林淳2
(農研機構食総研産総研糖鎖医工学研究センター2)

P015 高い細胞接着活性を有する絹様材料の NMR構造解析
0吉田愛¥，田中千香子 1，2 神谷昌克 3 出村誠 3 朝倉哲郎 1

(東京農工大学大学院共生科学技術研究院1防衛大学校応用化学科 2

北海道大学先端生命科学研究院 3)

P016 ループ変異により誘導される励起構造の変化による酵素反応変調機構の解明
0堀内裕司 1大前英司月向邦彦1楯真_1，2

(広島大学大学院理学研究科 1，PRESTO/JST2) 

P017 好熱性緑色光合成細菌由来 CytochromeCzの大量発現と NMRによる構造機能評価
0樋口誠1逸見光 2 平野優¥大岡宏造 3 大友征宇 1

(茨城大学理学部1農研機構・食総研 2 大阪大学理学研究科生物科学専攻 3)

P018 微小管制御因子 EB1の構造解析
0金場哲平1森智行 2 前崎綾子1伊藤隆1箱嶋敏雄 2 三島正規 1

(首都大学東京理エヘ奈良先端大学情報 2)

P019 RlRタンパク質、 MDA5および lGP2C末端ドメインの構造解析
0久米田博之1高橋清大1都築奈津子 2 小椋賢治1堀内正隆1米山光俊 3

成田亮 3 平井玲子 3 藤田尚志 3 稲垣冬彦 1，2

(北海道大学薬学部構造生物学研究室1北海道大学大学院生命科学院 2

京都大学ウイルス研究所遺伝子動態調節研究部門，j)

P020 大腸菌リポソームの休眠促進国子 HPFの立体構造解析
0佐藤明子1永井義崇1渡辺拓実1上田雅美 2，3 牧泰史 2伊藤隆1和田明 2ペ三島正規， '''''''1 "7'"_".... ， *____"...."，..... ，-.-....._，.... '~ 

(首都大学東京大学院・理工学研究科1大阪医科大学園物理 2 吉田生物研究所 3)

P021 分子園転異方性の強い蛋白質のドメイン配向解析
0上脇隼楯 真_ 1，2

(広島大院理・数理分子 1，PRESTO/JST2) 

P022 転写コアクチベータ-MBF1が形成する複合体の港液構造の解析
0永井義崇 1広瀬進 2 白川昌宏 3 伊藤隆1三島正規 1

(首都大院理エヘ国立遺伝学研究所 2京大工学研 3)

Xlll 



P023 

P024 

P025 

P026 

P027 

P028 

P029 

P030 

P031 

P032 

マウス由来ペプチド性フェロモン ESP1の構造活性相関
0吉永壮佐1はが紗智子 2 佐藤徹 2 木本裕子 2 嶋田一夫 3 東原和成 2 寺沢宏明 1

(熊本大学大学院医学薬学研究部東京大学大学院新領域創成科学研究科 2

東京大学大学院薬学系研究科 3)

GPVIとコラーゲ、ン及び結合リガンドとの相互作用解析
0小野克輝 1，2 上田寛 3 吉j畢良隆 3 加藤こずえ 3 赤漂大輔 3 谷村隆次 3

高橋栄夫 2 嶋田一夫 2，4

(JBIC
1
，産総研バイオメディシナル情報研究センター2，JBIC・東レ分室 3

東京大学大学院薬学系 4)

タバコ ADP-ribosylationfactor-like protein ARLA1dの NMR解析
。岡村英保，錦織雅樹，石川雅之，加藤悦子
(農業生物資源研究所植物微生物相互作用ユニット)

好熱性紅色光合成細菌の電子伝達タンパク質 HiPIPとCytc'の機能と構造解析
。村岡義之1逸見光 2 吉田充 2 高崎将充 3 大友征宇 3

(山形県工業技術センタ農研機構圃食総研 2 茨城大学理学部 3)

LysM domainのキチンオリゴ糖認識機構の解明
岡村英保¥大沼貴之翁長章子へ平良東記ヘ 0加藤悦子 1

(農業生物資源研究所植物也微生物間相互作用ユニットヘ琉球大学農学部 2)

タキプレシン lとリポ多糖の相互作用解析
0神谷昌克杉田圭太郎 2 相沢智康 2 水口峰之 3 川畑俊一郎 4 出村誠¥
河野敬一 2

(北海道大学大学院生命科学院1北海道大学大学院理学院 2

富山大学大学院医学薬学研究部〈九州大学大学院理学研究院")

異種核多次元 NMR法による高度好熱菌 RecO蛋白質の高次構造解析
。永江峰幸井上仁 2 美川務 2 三島正規柴田武彦 2 伊藤隆 1

(首都大学東京大学院・理工学研究科1
理化学研買所園生体超分子構造園機能研史協力グループL)

Trim5αB園box2ドメインの構造園機能研究
0秦旭栄長島敏雄1梅原崇史林文晶 1渡部暁1原田拓志1矢吹孝1
青木雅昭関英子松田貴意1好田真由美慶田洋1木川隆貝IJ1，2，横山茂之 1，3

(理研横浜・生命分子システム領域1東工大・院総理工・知能システム 2

東大・院理・生化。)

呼吸鎖末端酸化酵素における電子伝達複合体の動的構造解析
0坂本光 神谷昌克 2 伊藤(新津)恭子 3 内田毅1相沢智康 2 出村誠 2

河野敬吉川信也 3 石森浩一郎 2

(北海道大学大学院理学院1北海道大学大学院先端生命科学研究院へ
兵庫県立大学大学院生命理学研究科 3)

異種核多次元 NMRによる細胞内大量発現蛋白質の解析
0浜津順平¥岩崎亜衣1花島知美1榊原大介1佐々木敦子1林宣宏 2 三島正規1
伊藤隆 T

(首都大学東京大学院理工学研究科1藤田保健衛生大学総合医科学研究所 2)
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P033 GM1ミセルの親水性l疎水性境界面におけるアミロイド pペプチドのトポロジーの
NMR解析
。内海真穂 1ヱ，山口芳樹 1ペ笹川拡明 2 山本直樹 4 柳津勝彦 5 加藤晃_1，2，6，7 

(名古屋市立大学大学院薬学研究科1分子科学研究所 2 理化学研究所 3

立命館大学薬学部へ長寿医療センター研究所。，岡崎統合バイオサイエンスセンターへ
お茶の水女子大学糖鎖科学教育研究センタ_7)

P034 溶液 NMRによるフィトクロムATP結合ドメインの構造・機能解析
0西ヶ谷有輝 1，Jee， JunGoo1，2，田中利好 3 河野俊之 3 加藤悦子 4，5 高野誠 4

山崎俊正 4 児嶋長次郎 1

(奈良先端大，バイオヘ首都大園戦略研究センタ _ 2 三菱化学生命研 3

農業生物資源研 4名大院園生命農学研究科 5)

P035 巻き戻し条件下におけるタグ蛋白質の構造及び動的性質
0熊木康裕梅津喜崇 2 相沢智康 2 神谷昌克 2 出村誠 2 河野敬_1，2

(北海道大学大学院理学研虫院1北海道大学大学院先端生命科学研究院 2)

P036 酵母 Ire1pによって部位特異的な切断を受ける RNAの NMR構造解析
0河原郁美¥Jee JunGoo 1，2，箱嶋敏雄 3 今川佑介， 5可野憲二¥児嶋長次郎 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1
首都大学東京戦略研究センタ_2奈良先端科学技術大学院大学情報科学研究科 3)

P037 へム近傍の静電的環境の変化がシトクロム cの機能と構造に与える影響
0三上真一，入江清史，太虎林，長友重紀，山本泰彦

(筑波大院数物)

P038 好熱性水素細菌由来シトクロム C552の機能調節に関わるダイナミクス解析
0入 江 清史太虎林1長友重紀1山本泰彦¥逸見光 2 北原亮 3 横山茂之 4

赤阪一之 5

(筑波大院数物農研機構食総研 2 立命館大薬 3 東大院理 4 近大生物理工 5)

P039 ヒト成人および胎児ヘモグロビン四量体と単離鎖との構造比較を通したサブユニット
聞相互作用の解析
。柴田友和，太虎林，長友重紀，山本泰彦

(筑波大院数物)

P040 フッ素化ヘム再構成ヘモグロビン(Hb)の 19FNMRによる機能解析
07.1<関和哉太虎林1長友重紀山本泰彦鈴木秋弘 2

(筑波大院数物1長岡高専物質 2)

P041 フッ素化へム再構成へムタンパク質の 19FNMRシグナルの磁場依存性の解析
0宮崎泰斗1太虎林¥長友重紀山本泰彦1鈴木秋弘 2

(筑波大院数物1長岡高専物質 2)

P042 各サブユニットを区別したヒト成人ヘモグロビン(HbA)の機能解析
0佐藤惇志，太虎林，長友重紀，山本泰彦

(筑波大院数物)

P043 C2対称フッ素化へム再構成へムタンパク質の活性部位構造の 19FNMRによる解析
0古 市 英資太虎林1長友重紀1山本泰彦1鈴木秋弘 2

(筑波大院数物1長岡高専物質 2)
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P044 Structural Studies on Immunotherapeutic Peptides for. Autoimmul'le Disease 
Myasthenia Gravis 

OHyun Ho Jung，トIwaJung Yi， Chan Hyung Bae， Sin-Hyeog 1m， Jae II.Kim 
(Gwangju Institute of Science and Technology) 

P045 Characterisation of Salt Bridges toしysinesin Protein G 
Jennifer H. Wolstencrofe ，Saif Ullah

2
， Poul Erik Hansen2， OMichael P. Williamson 1，3 . 

(Department of Molecular Biology and Biotechnology， University .of Sheffield'， 
Department of Science， Systems and Models，尽oskildeUniversitl， 
Institute of Protein Research， Osaka University") 

P046 NMRを用いた p62UBAドメインのニ量体形成モデルの検証
0磯貝信1森本大智¥阿部朔吾1有国恭平1雲財悟 2 天野剛志 3 有吉轟理子1
初尾豪人1小松雅明 4 白川昌宏田中啓二 4

(京都大学大学院工学研究科1横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 2

神戸大学大学院医学研究科七東京都臨床医学総合研究所勺

P047 クロマチン凝集メカニズムの解明を目指したヒト Polycombクロモドメインの NMR
構造解析
。福井陽子，大木出，児嶋長次郎

(奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科)

P048 磁気共鳴法を用いたアフリカツメガエル卵母細胞内におけるタンパク質の立体構造

情報の収集
。五十嵐龍治1酒井智美 2 原英之 3 天野剛志 4，Markus Walchli3，伊藤隆 5

初尾豪人1白川昌宏 f

(京都大院 R エペ横浜市大院・国際総合 2 ブル力一・バイオスピンベ
神戸大院・医七首都大院・理工。)

P049 フィトステロール型界面活性剤とポリオキシエチレン・ポリオキシプロピレン
ジメチルエーテルを用いた難溶性紫外線吸収剤の可溶化メカニズムの解明

0福原忠雄，勅使河原喬史，宮原令二，岡隆司

(資生堂リサーチセンター)

P050 溶液 DNP-NMRの代謝研究への応用
0阿部孝政1久保均 2 原田雅史 2

(オックスフォードーインストウルメンツ株式会社 MRl/Biotools事業本部 1
徳島大学大学院ヘルスパイオサイエンス研究部画像情報医学分野 L)

P051 DOSY法によるスチレンブタジエン共重合ポリマーの組成/分子量相関解析

0名雪三依，橋本康博，吉田和之

(旭化成株式会社基盤技術研究所)

P052 LC-NMRにおける 1H_1Hロングレンジカップリングを利用した微量試料の構造解析例

0中野隆行，木村一雄，m口謙

(東レリサーチセンタ一生物科学研究部)

P053 NMR滴定法による大環状オリゴオキシム金屠錯体の構造解析
0田所利雄，秋根茂久，鍋島達弥

(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

P054 シフト項がある場合の spin-1核の QCPMGNMR 
0飯島隆広，西村勝之

(分子科学研究所)
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P055 内部相互作用増幅型2次元相関 NMRスペクトルの開発
O西村勝之
(分子科学研究所)

P056 高速試料回転における強/弱 RFパルスの利用
0芦田淳

(バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド)

P057 多重パルスと待ち時間を用いたリンギングの抑制
0大橋竜太郎1中井利仁 2 清水禎 1

(独立行政法人物質材料研究機構1日本電子 2)

P058 固体 NMRによるパクテリオロドプシンのレチナール異性化に依存した Tyr残基の
動的構造変化の解析
0)11村出 1田辺純子1西尾拓道¥辻暁 2 内藤晶 1

(横浜国立大学大学院工学研究院1兵庫県立大学 2)

P059 国体 NMRによる阻害剤および脂質膜存在下でのアミロイド線維形成昭害機構の解明 。
0内藤品 1伊藤ひかり 1山根衣寿美1阿部友樹川村出 1上平美弥 2

(横浜国立大学大学院工学研究院1東北大学多元物質科学研究所 2)

P060 アンフォテリシン Bーステロール複合体の固体 NMR解析 。松森信明，梅川雄一，松下直広，多原主哲，土川博史，山本寛子，大石徹， 0村田道雄
(大阪大学大学院理学研究科)

P061 脂質膜上における局所構造の特徴に基づく pleckstrinhomology domain ー脂質膜聞
相互作用の解析
0徳田尚美1八木津仁1福井泰久 2 辻暁 T

(兵庫県立大学大学院生命理学研究科1星薬科大学創薬科学研究センター2)

P062 ポリアニリンおよびその誘導体の 1HMAS NMR 
辻重幸川原晃 2，0本多尚 1，2

(横浜市立大学国際総合科学部1横浜市立大学大学院国際総合科学研究科 2)

P063 溶液及び溶融状態から調製した超高分子量ポリエチレンフィルムの延伸l圧縮による
単斜晶の生成
0森田詞~ 1，撹上将規 2 上原宏樹山延健 T

(群馬大学大学院工学研究科1東京工業大学大学院理工学研究科 2)

P064 129Xe NMRによるゼオライトの吸着特性評価

0佐治修吾，田中克業，安達裕子，河田陽子，木村敦臣，藤原英明
(大阪大学大学院医学系研究科)

¥ 

P065 生体吸収縫合糸ポリグリコール酸の延伸にともなう構造変化に関する国体NMR研究 Q 0関根素馨 1，2 咲山航 2 山内一夫 2 朝倉哲郎 2

(三井化学分析センター材料物性研究部1東京農工大学大学院共生科学技術研究院 2)

P066 ポリ(y-グルタミン酸)およびそのポリマーブレンドの固体NMR
前田史郎， 0清水裕太
(福井大院工)

P067 緩和時間を利用した電解質膜中の水の同定
0大窪貴洋，貴惇名甲，大平明博
(産業技術総合研究所固体高分子型燃料電池基盤研究センタ一)
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。P068 高分子結品中における高分子鎮の領域の軌跡

P069 

iiym 
P071 

P072 

P073 

P074 

P075 

P076 

P077 

P078 

O三好利一， ALMamun 
(産業技術総合研究所ナノテクノロジー研究部門)

Structual Investigation on Amorphous and Crystal Alq3 by Solid-state 27 AI 
MQMAS NMR Spectroscopy 
0西山裕介 1ペ福島達也 2 高見j告介 2 日下康成 2 山崎俊夫 3 梶弘典 2

(日本電子京都大学化学研究所へ理化学研究所ゲノムサイエンスセンタ_3)

13
C標識ニトレンジピン光学異性体の分子運動性に及ぼす高分子添加剤の影響

O阿曽幸男，宮崎玉樹，)11西徹
(国立医薬品食品衛生研究所)

SBRの高速 MAS固体 1HNMR 
0堀俊祐，田中千香子，浅野敦志，黒津車三
(防衛大学校応用化学科)

31p CP MAS NMRによるナノ粒子表面の修飾有機分子の結合状態

。千葉亮，林繁信
(産業技術総合研究所計測フロンティア研究部門)

高磁場を利用した Sc-45NMR測定によるペロブスカイト型プロトン伝導体の
構造解析
0安東真理子1及川格1野田泰斗 1前川英己1雨j畢浩史清野肇 2 丹所正孝 3

j青水禎 3

(東北大学大学院工学研究科¥北海道大学大学院工学研究科 2 物質・材料研究機構 3)

1HPAI FSLG HETCORを用いた AI-MCM-41、シリカアルミナ系触媒の活性点近傍の
局所構造解析
0高橋利和，岩浪克之，坂倉俊康，安田弘之
(産業技術総合研究所環境化学技術研究部門)

超高磁場 21.8TNMRシステムを用いた Ti幽Mg触媒の構造解明
0中井利仁仁粛藤雅由 2 内海博明 1藤田孝 2 出口健三 3 大橋竜太郎 3 清水禎 3

(日本電子(株) 1 東邦チタニウム(株)2， (独)物質材料研究機構 3)

各種カーボンナノファイパーの分子吸着特性の解析
松尾賢典 2，0出田圭子1宮脇仁1斎藤公児 3 持田勲 4 予聖畏 1

(九州大学先導物質化学研究所1九州大学総合理工学府量子プロセス理工学専攻 2

新日本製錨(株)3，九州大学産学連携センタ_4)

多核固体 NMRを用いた電気二重層キャパシタにおける電解質イオン挙動の解析
0驚藤正規金泰坤¥張相敏1出田圭子¥宮脇仁斎藤公児 2 予聖畏持田勲 T

(九州大学先導物質化学研究所1新日本製錨(株)2) 

固体 NMRを用いた木質材料と各種溶液の相互作用の検討
O杉元宏行1三木恒久1金山公三1西田雅一 2

(独立行政法人産業技術総合研究所相汁プ }~x刊7}~研究部門 1
独立行政法人産業技術総合研究所計測フロンティア研究部門サ。P079 固体附Rによるフエリチン結品の水和水のダイナミクスの研究
0新屋隆士，宮東達也，水野元博
(金沢大学大学院自然科学研究科)
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P080 超高温 in-situNMRプローブの開発とガラス材料への応用
0金橋康ニヘ山腰良晃 2 気回佳喜 2

(新日本製錨(株)先端技術研究所1日本電子(株)2) 

P081 固体 NMRによるカテキン類とリン脂質膜との相互作用解析
0植草義徳七上平美弥1杉本収1丹治健中村浩蔵 2 石井岡1/志1熊j畢茂則1
内藤品 3 中山勉 1

(静岡県立大学大学院生活健康科学研究科1信州大学農学部 2

横浜国立大学大学院工学府 3)

P082 国体 NMRによるサーモトロピック液晶 6BAの局所構造解析
0鈴木陽ぺ水野元博1村上美和 2 丹所正孝 2 清水禎 2

(金沢大学大学院自然科学研究科1物質・材料研究機構 2)

P083 HBABのネマチック液晶相における固体高分解能 13CNMR 
0萩原祥子，藤森裕基

(日本大学大学院総合基礎科学研究科)

P084 気体拡散挙動からみた高分子のガラス状態-NMR法によるデータをもとに
吉水広明，神野哲史， 0岡j畢誠裕

(名古屋工業大学大学院工学研究科)

P085 ポリ 4・メチル・1・ペンテンの結晶相の気体輸送特性と NMR
吉水広明，藤原弘文， 0奥村佑生

(名古屋工業大学大学院工学研究科)

P086 有機保護基を有する白金ナノ粒子の固体 195PtNMR測定
0小林広 和 武 田 和 行 米j畢徹 2

(京都大学大学院理学研究科1東京大学大学院理学系研究科 2)

P087 地盤液状化モヂル系を用いたレイリーテイラー不安定性のMR1による可視化
0石川尭洋1待井豊安達聖¥半田晋也¥巨瀬勝美1納口恭明 2

{筑波大学大学院数理物質科学研究科1独立行政法人防災科学技術研究所 2)

P088 MR画像歪み定量化手法による静磁場分布および勾配磁場分布の評価
0半田晋也，繁木良介，巨瀬勝美

(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

P089 分画法を援用したヒト脳組織 T1分布の自動抽出法の検討

0高屋展宏，渡遺英宏，三森文行

(国立環境研究所)

P090 マジックエコーDANTE法によるスライス選択における横緩和効果
0増本秀史 橋 本 雄 幸 2 松井茂 1

(筑波大学大学院数理物質科学研究科1横浜創英短期大学情報学科 2)

P091 NMRマイクロイメージンゲによるマウスてんかん脳の濯流画像取得
0太田千香子，山本めぐみ，木村敦臣，藤原英明

(大阪大学大学院医学系研究科)

P092 2D CT -PRESSによるヒト脳内高感度・高分解 invivo 1Hスベクトロスコピー
0;度遺英宏，高屋展宏，三森文行

(国立環境研究所)
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P093 唾液成分の個体内l個体;間変動による濃度分布
0高橋征三1荻野孝史 2 山口行治 3

(呂本女子大学理学部物質生物科学科1国立精神・神経センター神経研究所 2

実行データサイエンス側、

P094 DNP-NMRを用いた多核 NMRメタポロミクスに関する基礎的研究
0平川慶子阿部孝政へ小池薫 3 佐藤格夫 4 増野智彦 4 大野曜吉 1

(日本医科大学 NMR研究施設 1，;t_ックスフォード・インストウルメンツ(株)2， 
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1L1 T2t緩和速度を用いるヒト脳フェリチン鉄の定量

(国立環境研 1)0三森文行，渡遺英宏，高屋展宏，

Quantification of ferritin iron in human brain usingapparent 

transverse relaxation rate of the tissue water at 4.7T 
(National Institute for Environmental Studies) 

EMitsumor!， H.Watanabe， N.Takaya 

We propose a quantification method of ferritin iron ([Fe]) in human brain in vivo using a 
high linear correlation between [Fe] and theapparent transverse relaxation rate (R2t = 
lIT2t) of the tissue water at 4.7T. The estimated [Fe] based on the linear relationship in 
the 5 grey matter (GM) regions in 54 human subjects revealed a good inter四 gional
distribution of [Fe] as wel1 as its age'司dependentchange as reported previously. Taking 
into account the contribution of the regional macromolecular fraction (ωto R2t in 
addition to that of [FeJ， the quantification of [Fe] in GM was significantly improved， and 
[Fe] in the white matter region was inclusively quantified. 

[はじめに1鉄は生体にとって必須の金属元素であり、その欠乏、過剰はさまざまな疾病を

引き起こすことが知られている。無セノレロプラスミン血症や neuroferritinopathyなど脳にお

ける鉄代謝異常症が鉄の過剰蓄積から神経変性を引き起こすことは明らかである[I)。パーキ

ンソン病の発症にも鉄の存在が関わる疑いが持たれ[2]、最近の研究で、はアノレツハイマー病の

老人斑を形成するアミロイド0の沈着に酸化還元能を有する鉄や銅イオンが大きく関わるこ

とが明らかになりつつある[3]。フェリチン鉄は生体内最大の鉄の貯蔵形態であり、この鉄量

を lnVIVOで定量することは上述の神経変性疾患の診断や治療にも重要である。我々は平成

18年度の本討論会においてヒト脳組織水の見かけの横緩和速度 R2tが非ヘム鉄の濃度[Fe]と
高い直線相関(R= 0.97)を示すことを示した[4]。今回は新たに 54名の被験者の測定を行い、

横緩和速度を用いて脳内のフェリチン鉄濃度をどこまで正確に定量できるか検証する。

[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 1HTEM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 54名(男性 26名， 21・71歳、女

性 28名， 20・64歳)の健常被験者について MRI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、 T1，T2分布画像等の測定を行った。 T2tの測定には MASE(multi-echo 
adiabatic spin echo)法を用いた[4]oMASE測定の 180。パルスには 7msのhyperbolicsecant 
型パルスを 2個用いて偶数番目のエコーのみを収集し、 1回の励起で 6エコーを測定した。

パルス繰り返し時間は4秒、最小のエコー間隔 (echospacing)は 13ms、エコータイム (TE)

は26'""156msである。

【結果と考察]12名の男女被験者で得られた脳組織水の R2tと[Fe]の聞の相関関係、

R2t(S'1) = 0.551 [Fe] (mg 1100 g fresh wt.) + 14.1 (S'l) (1) 

を新たに測定した 54名に適用し、淡蒼球(g.pallidus)、尾状核(caudate)、前頭皮質(fr.cortex)
で推定された[Fe]を年齢に対してプロットした結果を Fig.1(a)に示す。各部位の[Fe]値は

Hallgrenらの実測値[5]とよく一致するのみならず、彼らの報告する[Fe]の指数関数的な年齢

依存性をも再現した。また、唯一指数関数的上昇を示さず、 30歳以降で年齢とともに減少す

るとされる視床(thalamus)部位で、の年齢依存性も再現した (Fig.1(b))。こめ結果は、 R2tを用

いる脳組織[Fe]推定の高い信頼'性を示す。しかし、視床での推定値が実測値を'""40%過大評

キーワード:鉄、フェリチン、ヒト脳、 T2t緩和速度、分子イメージング

みつもり ふみゆき、わたなべひでひろ、たかやのぶひろ
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価する、直線相関からずれる白質には適用できな

い等の問題点が残る。そこで、新たに測定した 54

名の内、 30歳以上の 38名の脳内各部位の横緩和

速度の平均値を[Fe]に対して再プロットを行った

(Fig.2(a))。この結果を前回の 12名の結果 (insert)

と比べると、(1)R2tと[Fe]の間の直線相関の再現性

はきわめて高い、 (2)各部位の相関直線からのずれ

は 38名群と 12名群で完全に一致していることが

わかる。 (2)は、このずれがランダム誤差ではなく、

R2tに影響を与える組織的要因が[Fe]以外にもある

ことを示唆する。 R2の機構を考えると磁性の大き

な[Fe]とともに分子運動の遅い組織内の高分子量

分画の寄与が考えられる。そこで、組織内の水 (fw)

を除く画分を高分子量分画 (fM)と定義し、

R2t=α[Fe] + s fM +γ(2)  

の実験式を用いて、実測 R2tの最小 2乗フィットを

行った。なお、脳組織各部位の fwは文献値を用い

た[6，7]。この結果、 α=0.470， s = 24.9，γ=  

9.54を得た。 Fig.2(b)にフィッティング結果を示

す。 [Fe]だけで説明できなかった白質 (fr.WM)も

含めて R2tはより良い再現が得られている。 R2tに

占める[Fe]、fM、定数項の寄与を破線で示す。

式(2)と最小 2乗で得られたパラメータを用いて

実測 R2tより [Fe]の再計算を実施した。この結果、

各部位で得られた[Fe]の平均値はHallgrenらの実

測値と土2mg/100g wet wt以内の良い一致を示し、

視床での誤差は 0.14mg/100g f.w.、自質も 0.24

mg/100g f. w.の誤差で[Fe]の推定が可能となった。

【結語)4.7T高磁場 MRIによりヒト脳で測定

された横緩和速度より局所フェリチン鉄濃度を ln

vivo脳で定量することが可能で、ある。ヒト脳にお

ける組織水の横緩和は局所の鉄濃度と高分子量分

画の多寡により変化している。

{参考文献l
[1] Madsen E， Gitlin JD， Annu. Rev. Neurosci. 
30， 317， 2007. 
[2] Goetz ME， Double K， Gerlach M， Youdim 
MBH， Riederer P， Ann. N.Y. Acad. Sci. 1012， 193， 
2004. 
[3] Smith DG， Cappai R， Barnham KJ， Biochim. 
Biophys. Acta. 1768， 1976・1990，2007.
[4] Mitsumori F， Watanabe H， Takaya N， 
Garwood M， Magn.Reson.Med.， 58， 1054 (2007). 
[5] Hallgren B， Sourander P， ，J. Neurochem.， 3， 
41 (1958). 
[6] Randall LO， J. Biol. Chem.，124， 481 (1938). 
[7] Gelman N， Ewing JR， Corell JM， Spickler 
EM， Solomon EG， Magn. Reson. Med.， 45， 71 
(2001). 
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1L2 遺伝的アルゴリズムを用いた選択励起 RFパルスの最適化

0待井豊，石川尭洋，半田晋也， 巨瀬勝美

筑波大学数理物質科学研究科

Selective Excitation RF Pulse Optimization U sing the Genetic Algorithm 

OY.Machii， T.Ishikawa， S.Handa， K.Kose Institute of Applied Physics， University ofTsukuba 

SpatiaIIy selective inversion property of an RF pulse was optimized using the Genetic AIgorithm (GA). 

lnitial amplitude ofthe RF pulse was expressed as 64 discrete points sampled from the 1800 excitation sinc 

function with -4n -+4n side lobes. The initial RF pulse was evolved according to the GA. The spatiaIIy 

selective inversion property of the RF pulse was evaluated with absolute difference between the profile of 

the longitudinal magnetization for an ideal (回pezoidal)inversion pulse and that for the designed RF pulse. 

As a result， an optimiz巴dRF pulse with the inversion property be抗erthan that obtained from the 

Shinnar-L巴 Rouxpulse. Therefore， it was conchided that the GA was a useful approach to design of 

selectiv巴excitationpulses. 

1.はじめに

MRIで、は選択励起ノミノレスとして sincパルス等が広く用いられているが[1]，sincパルスの 180。

選択励起特性は理想的なものとは言えない. 180。選択励起特d生の優れたパノレスとして，デジタル

フィルタ設計問題を用いて設計された Shinnar-LeRouxパルス (SLRパルス)が提案されているが

[3]，本研究では別のアプローチとして遺伝的アノレゴ、リズム (GA) を用いて 180"選択励起特性の

優れたパルスの設計を試みた.

2.遺伝的アノレゴ、リズム (GeneticAIgorithm:GA) とは

GAとは 1975年にミシガン大学の JohnHol1andによって提案された最適解を探索するアルゴリ

ズムである. GAでは解の候補を遺伝子で表現し、選択・交叉・突然変異などの操作を繰り返し

ながら解を探索する. GAは評価関数の可微分性や単峰性などの知識がない場合で、あっても，適

用可能な非線形最適化手法である.

3.選択励起RFパルスの設計方法

選択励起RFパノレスの遺伝子の表現方法として， 32点、の数値(パノレス強度)の並びを一個体と

した.一つの数値は睡5.00~25.00 の値で、精度は小数点第 2 桁までとし，またコード化にはGray

コードを用いた.180。選択励起特性を評価する際，パノレス波形の対称性から 32点の数値の並びを

対称に折り返したものを後に続け 64点の数値の並びにし，さらに評価値の計算精度を向上させる

ために 1280点に補聞を行った.MRl装置に実装する際は256点を標本化したパルスを使用した.

180"選択励起特性の評価には，核磁化の台形状の反転分布と得られた RFパルスから作られる縦磁

化の分布との差の絶対値を各点に関して加えたものを評価値とした.縦磁化の分布は， Bloch方

キーワード:遺伝的アノレゴリズム， Shinnar-Le Rouxパノレス， 180。選択励起特性

著者:まちいゆたか，いしかわたかひろ，はんだ しんや，こせかつみ
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程式をノレンゲ・クッタ法により緩和時聞を無視して解くことにより求めた.台形状の分布として

はSLRパルスとの比較のため，同様のバンド幅 3.75kHzで，立ち上がり特性は SLRパルスと同

じものと向上させたものの 2種類の台形を使用した.初期個体群は 20個の sincパルス(土4π) と

し，選択・交叉・突然変具を何度も繰り返すことにより， 180。選択励起特性の優れた選択励起 RF

ノfノレスを千尋た.

SLRパルスのそれぞれの

4.設計結果

Fig.l， Fig.2， Fig.3に sincハルスと GAにより設計した GAパルス，

波形と計算によって求めたその 180
0

選択励起特性のグラフを示す.
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Fig.l Pulse shape and spatially se.lective inversion profile of the 180
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Fig.2 Pulse shape and spatially se1ective inversion profile of the GA pulse 
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Fig.3 Pulse shape and spatially selective inversion profile ofthe SLR pulse 

Fig.4に GAパルスにおいて 180。選択励起特性の立ち上がり特性を向上させたパルス(立ち上が

り幅と励起幅の比は Fig.2のGAパルス:約 69%，Fig.4の GAパルス:約 77%)の波形とその 180。

選択励起特性のグラフを示す.
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Fig.4 Pulse shape and spatial1y selective inversion profile of the GA pulse (77%) 

Fig.l ~3 より， GAにより得られたパノレス波形は， SLRパルスの波形の両端のローブを無くした

ような波形となっており，また，パルス強度は sincパルスの約 2倍の強度を必要としていること

が分かる.また， 180'選択励起特性としては， SLRパルスで見られていたリップルが消滅したも

のが得られた. Fig.4より， GAパルスにおいて 180'選択励起特性の立ち上がり特性を向上させる

と180'選択励起特性上にリップノレが発生していることが分かる.

5.実装によるパルスの評価

Fig.5 に Fig.1~4 で示した smc パノレス， GAパルス(立ち上がり特性約 69%と約 70%)， SLR 

パルスを MR1装置に実装し， 180'選択励起を行った後の画像と，そのスライス面に垂直な方向の

プロファイルを示す.
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Fig.5 MR images acquired after 180' selective excitation and their profiles 

(a) sinc puls久 (b)GApulse (69%)， (c) SLRpulse， (d) GApulse (77%) 
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Fig.6には，それぞれの 180。パルスをリード勾配をかけながら印加することにより，リフォーカ

ス特性を計測した画像とそのプロファイルを示す.また， Tabl巴 lには上記のリフォーカス特性を

評価するため，それぞれのパルスを用いて，スヒピOンエコ一y法去において 9伺O

180"ノパfルス印加し，スライス選択を行った画像の SNRを比較した結果を示す.このように GAで

設計したパノレスで高い SNRが得られた.

6.結語

トーーーイ

コト===t十つ

(a) 

! 一一一一 一一一一

(c) 

lfjJ二
』4-dj

Fig.6 MR images acquired with 180" refocusing pulses and their profiles 

(a) sinc pulseラ (b)GA pulse (69%)， (c) SLR pulse， (d) GA pulse (77九)

Table.l SNR ofMR images acquired with 180" refocusing pulses 

sinc pulse 

31.1 

GA pulse (69%) 

50.7 

SLRpulse 

48.2 

GApuls巴 (77%)

53.0 

GAを用いることにより smcパルスよりも 180。選択励起特性の優れたパルスを設計することに

成功した.得られたパルス波形は SLRパルスの波形と類似したものとなった.この RFパノレスを

MRI装置に実装し 180"選択励起特性とリフォーカス特性を評価すると，計算機シミュレーション

とほぼ一致する smcパルスよりも良好な特性が得られた.今後は GAプログラムの更なる改良

と共に， GAの自由度を活かし，様々なパラメータを変えたパルスの作成，また，マルススライ

ス法，マルチエコー法，高速スピンエコー法等への実装を行う予定である
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1L3 MAS用ローターの気密性テスト方法

(産総研計測フロンティア)0林繁信

Sealing Test ofMagic-Angle-Spinning Rotors in Solid-State NMR 

(Research Institute of Instrumentation Frontier， National Institute of Advanced Industrial 

Science and Technology (AIST)) 

Shigenobu Hayashi 

Several methods are proposed to check the sealing of the magic-angle-spinning (MAS) 

rotor: Intrusion of moisture into the MAS rotor is checked by moisture-sensitivematerials. 

Trimethylphosphine oxide is highly hygroscopic， and its hydrated form is separately observed 

in 31p MAS NMR spectra from thecrystalline (anhydrous) form. The quantity of the 

hydrated form can be evaluated企omits signal sintensity. lH MAS NMR can 1Uonitor the 

hydrated form， the crystal1ine form， and. adsorbed water independently. Gas leakage 企om

the MAS rotor is monitored by measuring 129Xe MAS NMR spectra of xenon (Xe) confined 

in zeolites. The Xe pressure in the gas phase is estimated from the 129Xe chemicalshiti .of 

Xe in zeolites. Leakage of helium (He) gas Is monitored by tracing 3He MAS NMR spectra 

oeHe gas. The signal intensity is monitored as a function oftime. 

[序]現在多くの分野でマジック角回転法を用いた固体高分解能 NMR測定が行われ

ている。試料の中には、空気中の湿気や酸素と容易に反応してしまう物質もある。試

料を空気中の湿気や酸素と接触しないようにする試みは古くから行われているが、試

料を密封して、かつ、 MASローターを安定に高速回転させるのは手間のかかる作業

である。本研究では、 MASローターがどの程度の気密性を持っているのかを定量的

に確認する方法をいくつか提案して、実際の測定に使われている MASローターの気

密性をテストした。潮解性物質、キセノンガス、ヘリウムー3ガスなどを用いて、ロー

ター内部の状態を非接触でNMR観測することにより、気密性をテストした。

[実験j31p、lH、129XeMAS NMR測定は、BrukerASX400 (共鳴周波数 31p:161.98 MHz、

lH: 400.13 MHz、129Xe:110.68 MHz)を用いて行った。 3HeMASNMR測定には、 Bruker

ASX200 (152.46 MHz) を用いた。

【結果・考察1MASローターへの湿気の侵入のテストには湿気に敏感な物質を用い

た。 トリメチノレホスフィンオキシド (TMPO;(CH3)3P=O)は潮解性化合物である。空

気中で迅速に MASローターに充填して測定した 31PMASNMRスペクトルを Fig.lA 

に示した。 44.9ppmと42.0ppmにシグナルが観測された。前者は水和物、後者は無

MASロータ一、気密性、潮解性物質、キセノン、ヘリウム

はやししげのぶ
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水結晶に帰属される。空気中では容易に水和することがわかる。真空乾燥すると 44.9

ppmのシグFナノレが消失した。 MASローターに充填したまま水和物のシグPナル強度の

時間変化を測定することによって湿気の侵入を観測できる。Fig.1Bに乾燥試料を充填

してから 48日間後のスベクトルを示した。 44.9ppmにごくわずかのシグナルが認め

られるが、このシグナルは当初から存在し、水和物の増加は確認されなかった。 lH

MASNMRスベクトノレからは、無水結晶、水和物、吸着水分子を区別して観測するこ

とができ、 48日後の試料において吸着水分子のわずかな増加を観測した。

ゼオライトの細孔中の Xeの 129XeMAS NMRスベクトルを測定することにより、

MASローターからの気体の漏れを調べた。 Fig.2Aに、 Xeガスを導入したNaY5.3ゼ

オライトのスベクトノレを示した。 101.6ppmにシグナルが観測された。 19日後には

100.5 ppmにシグナノレがシフトした (Fig.2C)。静止試料を用いて、 129Xe化学シフト

の気相圧依存性を測定して検量線を作成した。この検量線から、 101.6ppm、100.5ppm 

のシフト値は 108.4kPa、106.0kPaの気相圧に相当した。 19日間で 2.4kPa減少したこ

とになる。さらに、ヘリウムガスを用い MASローターからの漏れを調べた。 MASロ

ーターに 3Heガスを導入して 3HeMASNMRスベクトルを測定し、シグナノレ強度の時

間変化を追った。 2日間で約 10%のガスが流出した。

* 

* 

200 100 O 

o /ppm 

* 

* * 

-100 

Fig. 1 31p MAS NMR spectra of 

trimethylphosphine oxide. (A) A 

partially hydrated sample and (B) a 

sample kept in a rotor for 48 days a武er

packing a dried sample. The marks * 
show spinning sidebands. 

9-

「一r-r
100 

110 

* 
..---.-ーr-r

50 

o /ppm 

B、//¥¥，. C 

100 

δ/ppm 

O 

90 

Fig. 2 129Xe MAS NMR spectra of 
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lL4 H+-ATP合成酵素サプ、ユニット Cーリングと指質膜の相互作用

(阪大蛋白研1¥、アリゾナ大z勺)小林将俊 1¥，戸所泰人 1¥，A.且V.8t廿rl叫t
藤原敏道 1¥，M. F. Brown2， 0阿久津秀雄1

Interaction of H+ -ATP synthase Subunit c-ring with Lipid Membrane 

(IPR， Osaka Univ. ¥ Univ. Arizona2) Toshimasa Kobayashi1， Yasuto Todokoro¥ 

A. V. Struts2， Toshimichi F吋iwara1，M. F. Brown2 and Hideo Akutsu1 

The F1Fo-ATP synthase utilizes the transmembrane H+ gradient for the synthesis of ATP. 

Fo subunit c-ring plays a key role in transporting H+ through Fo in the membrane. We 

investigated the interactions of E. co/i subunit c with dimyristoyl phosphatidylcholine 

(DMPC-ds4) at lipid/protein ratios of 50:1 and 20:1 by means of 2H solid司 stateNMR. In the 

liquid-crystal1ine state， the 2H NMR moment and the order parameter were little affected by 

the pr回 enceof c-ring， suggesting a matching of the bilayer thickness to the transmembrane 
hydrophobic surface of c-ring. Moreover， the viscoelastisity was also litt1e inf1uenced by 

c-ring. These findings may be important for the torque generation in the rotary catalytic 

mechanism of the F1Fo motor. 

くはじめに〉

W-ATP合成酵素は生体エネルギー変換系の最後に位置する重要なタンパク質複合体

で、約 500kDaの巨大な膜酵素である。膜に形成されたプロトン濃度勾配を用いて

ATPを合成するが、そこでは囲転触媒機構が働いている。この酵素はATPを合成する

水溶性の F1と膜に埋まった疎水性の F。からなる。 F。においては Cサブ、ユニットから

なるリングがプロトン移動に共役して毘転する。F。全体の結品構造はまだ報告されて
いない。サブ、ユニット C単体の溶液構造については 6irvinおよびわれわれのグルー

プが大腸菌、および好熱菌について報告している。われわれは現在、膜に再構成され

た cーリングに注目して固体NMRによる解析に取り組んでいる。

く実験〉

本研究では大腸菌の Cサブユニット (EFoc)を大量発現させて、精製して実験に用い

た。 Cサブ、ユニットが脂質膜に再構成されたときにリング構造を取るかどうかをまず

確認する必要がある。そこで、膜に再構成する直前の界面活性剤オクチルグルコシド

ミセル中の沈降速度を調べたところ、均一な沈降係数を示すバンドが主成分であった。

界面活性剤中で EFocはリング構造を取ることが既に電子顕微鏡で確かめられている

ので、このオリゴマー構造はリング構造を取っていると考えて研究を進めた。 EFoc/

脂質膜の再構成には、脂肪酸部分が重水素化された Lージミリストイルホスファチジ

ルコリン(DMPC-d54)を用いた。再構成の際のタンパク質と脂質のモル比は 1:50， 1: 20 
である。これらの膜の超遠心沈殿物を NMR測定試料とした。測定にはバリアン CMX500 
Infinity plus固体N服装置を用いた。

く結果と考察〉

プロトン移動とリング回転の共役がどのような機構で行われるにしても Cーリングは

指質膜の中を回らなければならない。したがって、両者の聞にどのようなエネルギー

損失が出るかは重要な問題である。そこでわれわれは固体重水素 NMRを用いて Cーリ

Key words : F1Fo-ATP synthase， subunit c-ring， 2H-NMR， hydrophobic matching 

こばやし、とどころ、ストラッツ、ふじわら、ブラウン、あくつ
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ングと指質膜の相互作用を調べた(1)。さまざまな膜試料の液品状態 (300c)での固
体重水素NMR粉末スペクトルを Fig.1aに示す。重水素核はスピン量子数が 1である

ので四極子相互作用によって、対称的な粉末スペクトルを与える。四極子分裂は C-D
結合の秩序パラメータ Sr.nと関係づけられる。

詮)I 重水素化ミリスチン酸Ii12個の CDzと一つ

のCD3を持つ。DMPCには2本のミリスチン酸
が含まれている。これら由来のシグナルが全
て重なって見えるために複雑になっている。

中央付近の鋭いシグナルはメチル由来のも
のである。温度が 150C以下のゲル状態では

ー「←-'.._~"'~--"---'--"'~---rー「 スペクトル全体がブロードになる。液品状態
.30 -20 

'H加 q同時J柑 Z ではメチレン基のシグナルは全て帰属され
ている。四極子分裂から求めた指肪酸の各炭

的| 素位置での秩序パラメータを三つの試料で
比較するとタンパク質の影響はほとんど見
られない(Fi g. 1 b)。ゲル状態では各メチレン

基由来のシグナルは線幅が広がるため分離
して観測されない。しかし、タンパク質の存
在下では純粋な脂質膜に比較して明らかに
スペクトル幅が狭くなっていた。これは cー

リングの存在が液晶状態では脂質の揺らぎ
に大きな影響を与えていないが、ゲル状態で
はその秩序構造を乱していることを示す。ゲ
ル状態では脂質膜の厚さが大きくなるため
にタンパク質の疎水性領域の厚さとの間で

ミスマッチを起こすものと考えられる。

動的性質への影響を見るために各炭素部位
での縦緩和速度の測定も行った。これには若

干の違いが見られるがやはりタンパク質の影
響は小さい。縦緩和速度を秩序パラメータの 229 
ニ乗に対してプロットするとその傾きは膜の
粘弾性(一定の数の脂質分子集団の性質)に
よって変化する。 Fig.2aにそのプロットを示

す。 DMPC膜にコレステロールを加えて固くし
た場合と非イオン性界面活性剤を加えて柔ら
かくした場合を合わせて示しである。この場
合は傾きが大きく変わる。これらと比較する
と、 c-リングの存在は膜の弾性的な柔らかさ
にもほとんど影響を与えないと結論できる。
以土の結果は液晶状態にある DMPC程度の

厚さの膜ではサブユニット cーリングと脂質
の聞の関係は非常にマッチングがよく
(Fig.2b)、脂質膜中での cーリングの回転は

スムーズであると考えられる。
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1L5 ZZexchange法による“見えなしゅ分子間
相互作用のダイナミクス解析

サントリー生有研・第1研究部 O菅瀬謙治

Probing “invisible" molecular interactions by ZZ-exchange spectroscopy 

Div. of Spectrosc. Struct. Res.， Suntory Inst. for Bioorg. Resリ KenjiSugase 

We have developed a new method to analyze dynamics of molecular interactions utilizing 

ZZ-exchange spectroscopy and applied it to binding ofthe Bl domain ofprotein G (GBl) to 

immunoglobulin G (IgG). A prerequisite for ZZ-exchange experiments is that both free and 

bound resonances are observable at the same time， but no NMR signal was observed for the 

bound state of GB 1 due to its high molecular weight in complex with IgG， meaning that 

GBI-IgG interaction is “invisible" to NMR. However， we could determine the association and 

dissociation rates by analyzing ZZ回 exchangeprofiles of free GB 1 resonances col1ected with 

samples containing no IgG or sub-stoichiometric amounts of IgG. This method is potentially 

applicable 加 awide range of biomolecular interactions， especial1y in the rather common case 

where bound signals are unobservable due to high molecular weights or intermediate 

exchange. 

緒言

近年、生体分子の機能を詳細に理解するためには、ダイナミクス解析が不可欠と認知さ

れつつある。そして現在のところ、そのための手法として緩和分散法が最もパワフルなダイ

ナミクス解析法として名声を得ている 1，2)。しかしながら、緩和分散法は、大きな化学シフト変

化(構造変化)を伴う反応を解析するための手法であるため測定対象を限定する。たとえば

分子間相互作用の場合、結合に伴う化学シフト変化が非常に小さい球状タンパク質や交換

速度が非常に遅い(結合が非常に強い)系を苦手とする。そこで、本研究では、緩和分散法

よりも遅い時間領域を扱うことができ、かっ化学シフト変化を必要としない ZZ・偲change法 3)

を利用して、分子間相互作用のダイナミクスを解析するための新規方法論を開発した。従来

の ZZ-exchange実験では、遊離状態と結合状態の NMRシグナルが同時に観測されること

を前提条件とするが、今回開発した手法では、 ZZ-exchangeカーブの濃度比依存性を解析

することにより、結合状態の NMRシグナノレなしでも解析を可能とした。この手法を免疫グロ

プリン G(IgG)に結合するプロテイン Gの Blドメイン(GBl)に適用し、結合速度定数 konと

解離速度定数ko汀の決定に成功した。なお GBlの結合状態のNMRシグナルは、見かけの

分子量が非常に大きいため観測できなかった。さらに緩和分散法では、 GBlの構造変化が

小さく、かつ結合一解離速度が遅すぎるため、 GBI-IgG相互作用を解析できなかった。

ZZ-exchange ~去、緩和分散法、分子間相互作用、ダイナミクス

すがせけんじ
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理論

ZZ-exchange法は縦緩和速度実験であるため、化学シフトの影響を受けない。さらに生

体高分子の場合、縦緩和速度は横緩和速度よりも遅いため、 ZZ-exchange法では、緩和分

散法(横緩和速度実験)よりも遅い時間領域のダイナミクスを解析できる。すなわち、

ZZ-exchange法を用いると、緩和分散法が苦手とする球状タンパク質の結合イベントや非常

に結合の強い系を解析できる。ただし、従来のZZ-exchange実験では、カーブフィッティング

により得られる解を1つに絞るため、遊離状態と結合状態の NMRシグナルに加えて2つの

交換シグナル(遊離→結合、結合→遊離)から得られる4つ(少なくとも3つ)の ZZ-exchange

ブρロファイルを必要とする 3)。ゆえに、分子量の制限などの理由から結合状態のシグナルが

観測不可能な場合、交換シグFナノレも観測不可能なため、 ZZ-exchange法を用いることができ

ない。しかし、遊離シグナルの ZZ-exchangeプロファイノレ h(のは、 2状態モデル(A十 B 付

A:B)の場合、以下の式で示すようにタンパク質の濃度[A]oと[B]。に依存する。さらに[B]oをO

に設定すると、 IF(のは遊離状態の縦緩和速度 RlFOだけにより決定される (JF(t)= 

h(O)exp( -R1F Ot))。

叫附tけ←)ト=己工T[(いん一4一[B暗恥F

九叶寸=寸4十j4[4山+叶R品ル叫品ト削+[布[恒B恥川叶(RPF叫恥M叫叫ψ)2+4[刷帖司恥ιM叶] (1) 

[問B町]=i[一KD一仲附~(炉仇(伴怖KD 叫一附+咽哨4佃例B町]0

したがつて、ターゲット分子を含まない完全な遊離状態のサンブ
ρ

ルと、ターゲット分子を

わずかに加えたサンプルを複数調整して ZZ-exchange実験を行い、得られた遊離シグナル

の ZZ-exchangeプロファイルを式(1)で解析することによって、結合速度定数 konと解離速度

定数koff、延いては解離定数KD(= kOff/kon)を決定することができる。

実験
'‘ . 

GBl (56残基)は IgG中に2

つ存在する Fc領域それぞれに1

分子ずつ結合する。遊離状態で会

は、上質な NMRスペクトノレを得 s
ることができたが、 IgG結合状態茅

では、見かけの分子量 (~160

kDa)が非常に大きくなることもさ

ることながら、 IgG過剰時に生じる

非特異的な相互作用のために粘

性が高くなり、結合状態の NMR

シグナルはほぼ何も観測されな

かった(Fig.1)。

上述した原理に基づいて、

-. 
‘ ;・・. 

-
e
 

e
 --

• 
帥
・

• 

• t，.・;・-'. ・・ 「. ・ . • 

< • 

μ .  .~:..‘ .， ・.
.、

討対 (ppm)

Fig. 1 TROSY spectra of GBl. The free fonn is shown in black and 
the bound fonn in gray. They were collected with Bruker Avance 750 
with a cryo-probe at 298 K. The inset represents a schematic model 
of GBI-IgG interaction， in which only the Fc fragment of IgG is 
shown. The gray background depicts that this interaction is 
“invisible" to NMR since GB 1 bound resonances are unobservable. 
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200μMのeH，15N]ーGBlに対して、 0，0.1，0ム0.3等量の非標識 IgGを加えたサンプノレを調

整し、 ZZ-exchange実験を行った。 Fig.2 1 

にGB1遊離シグ、ナルの ZZ-exchangeプ I.~ Thr2 

ロファイノレを示す。開始Met1を除く全て

の残基に対して、濃度比依存的に変化

する ZZ-exchangeカーブを得ることがで

きた。一方で、結合状態のシグナルと2

つの交換シグナルは、何も観測されな

かった。 -0 O~S 0:6 0:9 1:2 1:5 
1:0 (=GB1:IgG)のサンブツレは、 GB1 De祖y恒}

の完全な遊離状態であるため、その日g.2 ZZ-exchange profiles of free GBl resonances. The 
annotation for each ZZ-exchange curve represents 

ZZ-exchangeフ。ロファイノレは縦緩和速度 GBl:IgGconcen回 tionratio. 

RIFOだ、けにより決定される。それ以外のサンプルでは、 RIFOに結合一解離の速度が加わった

ため、見かけの縦緩和速度が速くなっている。

なお、同じサンフ。/レで緩和分散実験も行ったが、得られた緩和分散カーブは全てフラッ

トな直線で、 GB1-IgG相互作用のダイナミクスを解析するに至らなかったo

結果

Peter E. Wright教授(TheScripps Research Institute， San Diego)から提供していただい

た緩和分散カーブフィッテイング、用プログラム GLOVE1，2)に式(1)を組み込み、 GB1の

ZZ-exchangeカーブの解析を行った。この際に、 GB1とIgGの濃度およびkonとkoffを全ての

残基に共通なグローバルパラメータとしてフィッテイング、を行った。結果、 kon= 1.55 X 107 

M-1's-1， koff= 2.20 s-¥ KD = 142.3 nMと決定することができた。 KDは等温滴定カロリメトリーに

より決定されたものと良い一致を得た。また、この結果からGB1・IgG相互作用の結合一解離

速度は、本実験の条件では、高々3.2S-lで、あることが分かった。ゆえに、この相互作用のダ

イナミクスは、結合に伴う化学シフト変化が小さいだけで、なく、交換速度が遅すぎるため緩和

分散法で、は解析できないことが分かった。

次に比較のために、それぞれの ZZ-exchangeカーブを個別に Rl実験の式 I(の=
I(0)exp(-R1t)で、フィッティングを行ったが、赤池の情報量基準から、式(1)の方が 5.30xlO477 

倍もっともらしいと言う結果になった。

考察

NMRで分子間相互作用を解析する際に、結合状態のシグナルが観測で、きないという

状況に頻繁に遭遇する。その原因としては、 (1)片方の分子を大量に調整できないため結

合状態の存在比を上げられない (2)片方(または両方)の分子を過剰に加えると凝集を起

こす (3)結合状態の分子量が大きすぎるためシグナルが広幅化する (4)結合一遊離の

化学交換により結合状態のシグナルが広幅化する、と言ったことが挙げられる。このような場

合でも、わずかにターゲット分子を加えたサンフ。ノレであれば、遊離状態のシグナルを観測で
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きる場合がある。このようなサンプルでは、たとえ結合状態のシグナルが観測不可能でも、観

測可能な遊離状態のシグナノレの緩和には、結合 解離の情報も含むため、緩和実験から

その相互作用のダイナミクスを解析することができる。本研究では、この考えに基づき、さら

に ZZ-exchange法の特性を活かして、緩和分散法が苦手とする系でも解析できる新規方法

論を開発した。緩和分散法だけであれば、解析できる分子間相互作用はペプチドや天然変

性タンパク質などの結合に伴う構造(化学シフト)変化が大きいものだけに限られてしまうが、

今回開発した手法が加わることにより、広範な分子間相互作用を解析することが可能になっ

たと言える。

参考文献

1. Sugase， K.， Dyson， H. J.， & Wright， P. E. (2007) Nature 447， 1021-1025. 

2. Sugase， K.， Lansing， J. C.， Dyson， H. J.， & Wright， P. E. (2007) J. Am. Chem. Soc. 129， 

13406-13407. 

3. Farrow， N. A.， Zhang， 0.， Forman-Kay， J. D.， & Kay， L. E. (1994) J. Biomol. NMR 4， 

727-734. 
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1L6 超高感度タンパク質立体構造解析技術の開発

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首都大学東京

戦略研究センター三菱化学生命科学研究所

Jee， JunGoo1 •Z，西ケ谷有輝田中利好3 河野俊之3 0児嶋長次郎1

Extremely sensitive NMR method for protein structure determination 

1 Graduαte School 01 Biological Sciences， Mαrα Institute 01 Science and Technology， 2Center 

lor Priority Areαs，おかoMetropolitan University， 3 Mitsubishi Kagaku Institute 01 Life 

Sciences (MI刀'LS).

JunGoo Jee1ぺYukiNishigaya1， Rikou Tanaka3， Toshiyuki Kohn03 and OChojiro Kojima1 

NMR is one of the most powerful methods to determine the protein structure. However， for 

NMR structure determination high concentration sample ~ 1 mM  is required. Recently 

developed non~linear sampling method can reduce the measuring time keeping the spectral 

resolution. Here we applied this non-linear sampling method to the multidimensional NMR 

data acquisition to reduce the measurement time， and very nice 3D spectra were obtained for 

20 kDa protein at 0.017 mM  concentration. With the aid of amino acid selective labeling， the 

backbone signals of this protein were completely assigned. This information is very useful for 

NMR structure determination and NMR perturbation experiments. Thus the non-linear 

sampling method reported here wi11 be useful for most protein samples， especially for 

triple-resonance experiments for very low concentration samples. 

盛皇金主
NMR法と X線結晶解析法はタンパク質の立体構造を決定する主要な技術として広く認知

されている。近年の NMR技術、特に構造解析ソフトウエアの急激な進歩により、ペプチドや

比較的小さなタンパク質の立体構造決定では NMR法が X線結晶解析法より優れていると

考えられるようになってきた。実際に構造ゲ、ノムフ。ロジェクトにおいては分子量2万を境に

NMR法とX線結晶解析法が使い分けられている。分子量2万以上のタンパク質の立体構造

決定において NMR法が抱える問題は、サンフ。ノレ濃度とイ言号の重なりであるo

タンパク質の NMR構造解析においては一般に濃厚溶液が必要である。目安として、主鎖

帰属で 0.1-0.5mM程度、立体構造決定で 1mM程度のサンフ。ルが必要で、あり、分子量 10

万のタンパク質の立体構造決定で、は 100mg/ml (10%)濃度に達する。生物学的に重要なタ

ンパク質の多くが会合性で、あることを考えると、 1mg/ml程度のタンパク質濃度が現実的な

上限であろう。そこで、大きなタンパク質の立体構造決定を NMR法で、ルーチン的に実施する

ためには、既存法の 100倍高い感度での構造決定技術の開発が必要となる。

キーワード:非線形サンフ。リング、 MaxEnt、アミノ酸選択標識

じーじゅんぐ一、にしがやゅうき、たなかりこう、こうのとしゆき、こじまちょうじろう
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NMR法では分子量に比例して信号数が増えるため、高分子量タンパク質では信号の重な

りは極めて深刻な問題である。信号の重なりを解決する手法としては、安定同位体標識技

術が広く知られている。そこで今回我々は、 0.017mMのタンパク質サンフ。ノレにアミノ酸選択

標識技術と非線形サンプリング法を最適化して適用することで、分子量2万のタンパク質の

主鎖帰属を完了することに成功したので報告する。

低温度サンプルの NMR泊定

非線形サンプリング法は3次元NMRの2つの間接測定軸に適用した。パルスプログラムは

Wagner Lab (Harvard Medical School)のものを一部改変して用い、クライオブρロープ付き

Bruker Avance 500 NMR装置で測定した。サンブρリングスケジュールは自作プログラム(Jee，

unpublished)で発生させた。周波数スペクトルへの変換には RowlandNMR Toolkitを用いた。

サンブρノレには低濃度かっ低塩強度で安定な分子量2万の 0.017mMタンパク質を用いた。

図1に0.017mMタンパク質に非線形サンブ。リング法を適用した結果を示す(左、 HNCO(測

定時間 24時間)、右、 HNCA(測定時間 68時間))。両者とも良好なスペクトルが得られてい

る。他の主鎖帰属のための測定 HN(CO)CA、HN(CA)CB、HN(COCA)CBも同様に比較的

短い時間で良好なスペクトルを得ることに成功した。

HC型空恒日立!N~~恒生虫7mll<O

憲司良事免唱 。
o .. .4' 

移

静

@ 

Q 

Figure 1. 2D projection spectra of 3D HNCO (left) and HNCA (right) for 0.017 
mM  protein sample. Total experimental times are 24 and 68 hrs for left and right 
spectra， respectively. 

盤量畳屋
0.017 mMタンパク質の主鎖帰属には非線形サンプリング法で、測定した5つのスペクトルを

用いた。さらにアミノ酸選択標識体を小麦臨芽無細胞タンパク質合成系により調製し、

HSQC/HNCA/HN(CO)CAの各スペクトルを測定することで、主鎖帰属を完了することに成

功した。側鎖についても理研横浜研究所のクライオプローブ付き BrukerAvance 800 NMR 

装置などで測定を行い、良好なデータを得ることに成功している。現在、側鎖の帰属と

NOESYスペクトルの解析を進めながら立体構造構築のための計算機手法の開発を進めて

いる。発表では我々が開発している、アミノ酸選択標識技術と非線形サンプリング法を組み

合わせた超高感度タンパク質解析技術の詳細とその将来展望を報告する。
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1L7 

蛋白質NMRの感度向上一一一ーもう一つの視点と方法

Increasing NMR sensitivity of proteins-another aspect and method 

近畿大学先端技術総合研究所・高圧力蛋白質研究センター

赤坂一之

蛋白質のNMRによる研究において、 NMR検出感度の向上は至上命令である。これまで

(1) 高磁場化によるポラリゼーションの向上

( 20 クロスポラリゼーションによる観測核ポラリゼーションの向上

(.3) 低温化による熱力学的ポラリゼーションの向上

が行われてきた。これらはメジャースベシーズ(主要種)の検出感度向上を図るものであ

る。

ところで、生物進化を支配する最大のルールの一つは熱力学であり、蛋白質も数十億年の

長きにわたって、地球表面の条件に適するように進化してきた。その帰結の一つが、

“Anfinsenのドグマ"と呼ばれるものである。それによれば、進化の帰結として現存する

蛋白質は、生理条件下で、自ずから、それぞれに特徴的な立体構造を、短時間で作り上げ

る。その検証として、長く X線結晶解析と NMR構造解析が行われてきた。それらの方法

の進展によって、それぞれに特徴的な立体構造が示されてきた。

しかし、近年、蛋白質の機能を考えるとき、蛋白質の動的側面を知ることが必須と考えら

れるようになった。さらに最近では、より積極的に、結晶化する基底構造とは別に、機能

する励起構造が存在するという考えが生まれてきた。もっともこれは、古くはヘモグロビ

ンのT-R平衡として知られていることとほぼ同義であるが、現在は、これがより一般的に、

蛋白質機能のルールとさえ考えられるようになった。

しかし問題は、そのような励起構造はそのポピュレーションが小さく(通常数%以下)、 N

MRをはじめとする通常の分光法では検出できない。これに代わる方法として、役割を果

たして来たのが重水素交換法である。この方法では、稀にしか起こらない出来事を、時間

をかけて積み重ね、見えるまで大きくして観測する、巧妙な方法である。しかしその弱点

は、励起種そのものを直接観測していないということで、これまでも、何がおこっている

のか、何が観測されているのか、ということについて、議論が別れてきたところである。

さて、われわれの高圧NMRは、圧力を利用して、その稀な励起構造のポピュレ

ーションを直接増大させ、直接NMR等でそのスベクトルを直接観測しようというもので

ある。その原理は「体積原理」と呼ぶもので、「励起構造の体積(部分モノレ体積を意味する)

は基底構造の体積より小さいJという一般原理を適用することで、加圧下で励起種のポピ

ュレーションを増し、 NMRで観測するものである。つまり、体積軸での熱力学原理を用

いて、稀な励起種のポピュレーションを、何桁も増大させる。蛋白質の励起種に限るが、

NMRの感度を 1000倍、 1万倍、さらにそれ以上も向上させる一般的な方法である。

講演では、具体的な例と数値を交えて話す予定である。
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2L1 Understanding the molecular level events in the non-classical pathway of 

acidic fibroblast growth factor 

Chin YU 
Department 01 Chemistlア， MαtionalTsing Hua Universi帆 Hsinchu，1(αiwan.

Soluble secretary proteins characteristically include hydrophobic N-terrninal signal 
peptides that direct them to the translocation apparatus ofthe endoplasmic reticulum. Following 
vesicular transport企omthe ER via Golgi to the cell surface， luminal proteins are released into 
the extracellular space by fusion of Golgi derived secretary vesicles to the plasma membrane. 
This pathway of protein expression from eukaryotic cells is known as a classical Golgi/ER 
dependent secretary pathway. However， the proteins such as acidic fibroblast growth factor 
(FGF・1)，Ann悶e
vesicular p40企agmentofSy戸tllack the classical signal sequence could exported企omcell in the 
absence of白ncti白ona鴎alERlGolgi system. 

Fibroblast growth factors (FGFs) are key regulators of cell proliferation， differentiation， 
tumor-induced angiogenesis and migration. FGFs are essential for early embryonic development， 
organ formation and angiogenesis. They play important role in tumor formation， inf1ammation， 
wound healing and restenosis. FGFs biological effects are mediated through the activation ofthe 
four transmembrane phosphotyrosine kinase receptors (FGFRs) in the presence of heparin sulfate 
proteoglycans (HSPGs) and therefore require the release of these proteins into the extracellular 
space. Maciag et al. demonstrated that under cel1ular stress， FGF・1is exported through a non-
classical release pathway involving the formation of a specific copper (Cu2l・dependentmulti-
protein complex. The protein constituents ofthis complex include the FGF-l， S100A13 (the Cal+ 

binding protein)， and the p40 form of synaptotagmin 1 (Sytl). As FGF-l plays an important role 
in tumor formation， it is clear that to prevent the formation of the multi-protein complex is an 
effective strategy to inhibit a wide range of cancers. To understand the molecular events inFGF-
1 releasing pathway， we have studied the interactions of FGF-l with C2A and S100A13 by 
various biophysical experiments. We have characterized the binary complex s加lcturesofFGF・1圃

C2A FGF・トS100A13 and S100A13・C2Aby using variety of multi-dimensional NMR 
experiments. We白rthercharacterized FGF・1四 S100A13幽 C2Atemary complex with the same 
techniques. Structural studies reveal that S100A13 is acting as template during the formation of 
the multi-protein complex. The interaction among the proteins is mainly hydrophobic and 
charge-charge interactions. 

知、
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2L2 The molecular morphology analysis of proteins using the orientation 

Abstract 

induced TROSY shift changes 

Shin-ichi Tate1
•
2 

lDepartment ofMathematical and Life Sciences， 

Graduate School of Science， Hiroshima University， 

2PRESTO/JST 

Our group has been devising a new approach for determining the alignment tensors for a 

weakly aligned protein by using the orientation dependent TROSY shift changes， which 

approach is named as DIORITE. The DIORITE re1ies on the TROSY spectroscopy and 

therefore the approach enables the molecular orientation analysis for the proteins in the range 

of the molecular size to which the conventional RDC experiments were not successfully 

applied. In this presentation， 1 am going to report the practical aspects ofthe DIORITE 

analysis with showing the results on several types of proteins， which exempli命theDIROITE

application to determine the domain orientation of the proteins greater than 30kDa. 

Introduction 

Proteins exert their functions with significant structural changes in most of the cases. In 

particular， the proteins with multiple domains or subunits show the large amplitude structural 

changes， which include domain reorientation and subunit rearrangement. The large structural 

changes， which can be recognized as molecular morphologicα1 changes， should have essential 

roles in their functional regulations. In spite of the possible importance of the protein 

morphological change， its significance has not been clearly explored. X-ray crystallography 

does not give us the right answers. The crystal contacts may deform the domain arrangement 

even though they do not affect the core structure. On the other hand， NMR hardly tackles with 

the proteins with multiple domains or subunits， because their molecular weight tend to be 

greater than the range to which the conventional RDC based approach can not be applied. To 

overcome the present experimentallimitations， we have devised an altemative approach for 

determining the alignment tensor for the protein in weakly aligned statesラwhichapproach is 

named as DIORITE that stands for “Determination ofthe Induced ORIentation by Trosy 

KのIword:protein structure， weak alignment， solution NMR method， anisotropic spin 

interaction， CSA 

たで しんいち
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Experiments". Because this approach requires only TROSY spectra for the protein in an 

isotropic and an anisotropic states， therefore the approach can expand the NMR application to 

the domain orientation analysis of the larger proteins. 

The DIOR1TE analysis requires two prerequisites; protein coordinate for which 

domain orientation is to be determined and 15N CSA tensor values. These two parameters may 

contain errors. One comes企omthe structural difference between the crystal structure and its 

solution structure in particular the core structural region. Another error source resides in the 

15N CSA tensor values used in the DIOR1TE calculation. In the DIOR1TE calculation， the 15N 

CSA tensor values are assumed but the 15N CSA tensor of each peptide bond varies according 

to the local structure and its accurate value is hard to know a priori. 

In the present work， we estimated the effects of these noises on the resultant 

alignment tensors using 15N-labeled ubiquitin in an anisotropically compressed acrylamide ge1. 

In the present experiments， we re-determined the 15N CSA tensors for the ubiqutin for each 

secondary structural unit. From the DIOR1TE analysis using the determined secondary 

structure specific 15N CSA tensors， we obtained the closer Euler angles to the corresponding 

values from the RDCs; the deviations in the angles are close to the corresponding values 

caused by the s仕ucturalnoise (Table). It is noted that the alignment magnitude from the 

DIOR1TE analysis causes approximately 10% systematic error， which is larger than the value 

caused by the structural noise. This is ascribed to the lack of accurate principal values of each 

15N CSA tensors. From the present analysis， the use ofthe secondary structure specific 15N 

CSAs is shown to allow us to determine the more accurate a1ignment tensor than that企omthe

analysis using a single set ofthe assumed CSA values. The DIORITE analysis using the 

secondary structure specific 15N CSA tensors can be the practical way to estimate the domain 

orientation ofthe proteins in the molecular size over 30kDa. 

In the presentatiort， 1 am going to show several examples ofthe DIOR1TE application， 

where the various types of proteins were analyzed. Those examples may emphasize the 

usefulness ofthe DIOR1TE approach. 
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2L3 Investigating protein three四 dimensionalstructures inside 

living cells by in-cell NMR spectroscopy 

Yutaka Ito
1
ムヘ DaisukeSakakibara

1

ぺAtsukoSasaki1ぺTeppeiIkeya
1

ぺ
Junpei Hamatsu 

1， Masaki Mishima 1ぺTsutomu Mikawa3， Mar1王us
Wa1chli5， Brian O. Smith6， Masahiro Shirakawa2，7 and Peter Guntert1，4 

lDψαrtment 01 Chemistry， ToかoMetropolitan Universiか，Japan; 2CREST/JST; 3Resωrch 
Group戸rBio-supramolecular Structure-Function， ~KEN; 4Institute 01 Biophysiau 
Chemistry， J. W. Goethe-University Fran砂rt，Germany;・5BrukerBio争in，Japan; 6Division 
01 Biochemistη and Molecu/'αr Biology， University 01 Glasgow， UK; 7 Department 01 
Molecular Engineering， Kyoto Universiり1，Japαn. 

Abstract 
Determining protein structures in a living environment at atomic resolution is a major goal 

of molecular biology. Recent developments in NMR hardware and methodology have 
enabled the measurement of heteronuclear multi-dimensional NMR spectra of 
macromolecules in living cells (in-cell NMR). However， the low sensitivity and short life 
time of the samples have so far prevented the structure determination of proteins by in-cell 
NMR. Here we show the first 3D protein structure calculated exclusively on the basis of 
information obtained in living cells. The structure of Thermus thermophilus HB8 
TTHA1718 overexpressed in E. coli cells was solved by in-cell NMR. Rapid collection of 
the 3D NMR data by nonlinear sampling was employed to overcome problems caused by the 
instability and the low sensitivity of living E. coli samples. Almost all the expected 
backbone NMR resonances and the m吋orityof side-chain NMR resonances were assigned 
enabling high resolution structures to be calculated that are very similar to the in vitro 
structure ofTTHA1718 determined independently. 

Introduction 
In vivo observations of three-dimensional s佐uctures，structural changes， dynamics or 

interactions of proteins are essential for the explicit understanding of the structural basis of 
their functions inside cells. The non-invasive character and its abi1iザ toprovide data at 
atomic resolution make NMR spectroscopy ideally suited for the task. Despite the interest in 
observing hetronuclear multi-dimensional NMR of macromolecules in living cells (in-cell 
NMR) ， it has not yet been confmned whether the existing NMR methods for the struc加re
determination of purified proteins can be applicable to proteins in living cells. 

Results and Discussion 
We use as a model system the Thermus thermophilus HB8 TTHA1718 gene product， a 

putative heavy metal binding protein consisting of 66 amino acids that was overexpressed in 
E. coli cells to a concentration of 3-4 mM. The stability of the live E. coli samples were 
examined under measurement conditions and confirmed that TTHA1718 in-cell NMR 
samples are stable for at least 6 hours. 

First we performed backbone resonance assignment ofTTHA1718 in E. coli cells using six 
3D triple-resonance NMR spectra. We app1ied a nonlinear sampling scheme for the 
indirectly acquired dimensions， which has been shown in combination with maximum entropy 

Key words: in四 cellNMR， nonlinear sampling， maximum entropy processing， selective 
methyl protonation， protein structure 
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processing to provide significant 議

time savings in the measurement 
of multidimensional NMR exper回

iments. All backbone reso帽

nances of the norトN欄 terminal

and non明 proline residues in 

TTHA1718 were assigned except 
for three residues in the hypo-
thetical metal binding loop pre-

dicted from primary sequence 
analysis. Similar1y we assigned 
the majority of side圃 chainreso-

nances by analysing three 
additional 3D triple町 resonance

NMR spectra. 
Next， we performed NMR 

experiments of TTHA1718 in E. 
co/i cel1s with selectively lH/13C国

labelled methyl groups of Ala， 
Leu and Valラ aimingat obtaining 
unambiguous long-range distance 
restraints involving methyl 
groups. Further NOE圃 derived

distance restraints were obtained 
from 3D 15N圃 separatedNOESY 

and 3D 13C-separated NOESY 

spectra me部 uredon uniformly 

labelled E.coli samples. 

d 

Figure 1 NMR solutiolKl stmcture of TT盈A1718in liiving E. 
coli cells. a， A superposition of the 20 final structures of 
TTHA1718 in living E. coli cells， showing the backbone (Nラ Cαラ
C') atoms. b， A superposition of the 20 final structures of 
purifi巴dTTHA1718 in vitro. c， A sup巴rpositionof the 20 final 
structures of TTHA1718 in living E. coli cells ca1culated 
without distance r巴straintsderived from NOEs involving methyl 
groups obtained in methyl-selectively protonated in-cell NMR 
samples. d， Secondary structure of TTHA1718 in living E. 
coli c巴l1s. The sidechains of Ala， Leu and Val residues whose 

1rT t1 methyl groups wer巴 labelledwith lH/13C are shown. e. 
Distance r巴straintsderived from methyl group-corr巴latedand 
other NOEs are represented in the ribbon model with thick and 
thin lines， resp巴ctively.

The structure calculation of TTHA1718 in E. coli cel1s was performed with the prog1'am 
CYANA v3.0 on the basis of NOE-derived distance restraints， TALOS-de1'ived backbone 
to1'sion angle 1'estraints， and restraints fo1' hydrogen bonds in α-helices and s-sheets. The 
1'esulting structu1'e is well-conve1'ged with a backbone RMSD of 0.96 A to the mean 
coordinates (Figure la)， and Is very similar to the st印刷1'ethat was determined independently 

in vitro from a purified TTHA1718 sample (Figure lb). The backbone RMSD between the 

in-cell and in vitro s1ructures is 1.16 A. 
This result strongly suggests that high 1'esolu1Ion 3D structures of proteins can be 

determined in solution in the cytoplasm of bacte1'ial cells. Rapid data measurement using 

nonlinear sampling scheme with maximum entropy 1'econstruction， which provided spect1'a of 
much highe1' quality than conventional spectra 1'ecorded in the same short measurement timeラ

and selective protonation at methyl groups (Figure ld and le) to enable the observation of 
long回1'angeunambiguous NOEs we1'e key for the success ofthis study (Figu1'e lc). 

By extending this approach it wil1 become possible to study the conformations of proteins 
in detai1 and how they change in 1'esponse to biological events in living environments. In 

particula1'ラ thisapproach provides the tools that will permit the effects of molecular crowding 
in the cytosol and the conformations of intrinsically disordered proteins to be investigated in 

living cells. 
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2L4 Structures of Silks and Silk-like Materials Studied with Solid凶 stateNMRラ

and Application to Biomaterials 

OKazuo Yamauchi¥ Yumi Tanioka1ラToshikiTamura
2

ラ

Yasumoto Nakazawa3
ラ
andTetsuo Asakura 1，3 

(
1 Department of Biotechnologyラand~Nature and Science Museum， Tokyo University of 

Agriculture and Technology and 2National Institute of Agrobiologic-al Sciences) 

Todayヲ developmentof excellent biomaterials becomes 
very important. For exampleラ rapiddevelopment of cell 
engineering needs excellent biomaterials as scaffold. 
Silk has been used as excel1ent textures for long timesラ

but it has been also used as suture because of the high 
tensile properties and high biocompatibility. Therefore， 
silk will be a good candidate for such biomaterials. The 
process for development of silks for biomaterials is 
summarized in Figure 1 as a flowchart. 

There are several kinds of silkworms including spiders 
to produce silk fibers with different physical properties. Fig.1 flowchartof development of 
This is also suitable for biomaterials be~ause a~ va~iety of biomaterials with silk 

properties are required depending on the purpose. In addition， development of biotechnology 
becomes possible to produce new爾 silklike materials which are suitable for the biomaterials. 
Thusラ itis necessary to accumulate information on structure and property of many silks as 
much as possible. 

Solid開 state NMR is suitable to 
characterize silk fibers because it is difficult 
to prepare single crystals for structural 
determination with X闘 raydiffraction method. 
In addition， the structure of such silk fiber is 
basically s-sheet in the solid state and 
random coil in aqueous solution. Therefore 
solution NMR is not available for the 
structural determination. 

In this talk， the structural determination of 
Bombyx mori silk fibroin which is a well幽

known silk fiber will be described. In 
generalラ thereare many repeated amino acid 
sequences in the primary structure of silk 
fibroins and therefore the use of model 
peptides including stable-isotope labe1ing of 
appropriate positions is very usefu1. Several 
solid state NMR techniques including uC 

chemical shiftラ 2D spin-diffusion NMR， 
RFDR， REDOR and relaxation could be 
used for the structural determination. Two 

modified silk fibroin 

聞酒圃 functionalsequence 

example: 

す)Cell funclion (RG口)
ま}開ineralizationfunction (poly-E) 

Test 01 Juminescence to 
check the trans~genetic 

Fig.2 strategy and roadmap of silk and siU←like 
materials to apply the biomaterials 

国体高分解能 NMR，遺伝子組み換え力イコ，ラメラ構造，親水性残基，細胞譲着性配夢IJ

やまうちかずお、たにおかゆみ、たむらとしき、なかざわやすもと、あさくらてつお
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distinct structures of B.mori silk fibroin in the solid state have been proposed as Silk 1 (Silk 
structure before spinning) and Silk II (Silk structure after spinning). Our NMR studies reveal 
that the conformation of Silk 1 is a repeated type II βtum and Silk II is a heterogeneous 
structure with mainly s-sheet structure. 

Thenラ thestructure determination with sold司 stateNMR wi11 be also described for silk 
fibroins from wild silkworms such as S，αmia cynthia ricini or Anaphe together with silks from 
spiders. Especial1yラ Alanineoligomers are model peptides of the crystalline regions of 
S.c.ricini or Nephila clavatα(a spider) and the st印刷raldetermination for a series of alanine 
oligomers gives very precise information on the anti-parallel and parallel s-structures. 

On the basis of these structural information on silkラ wecan design new白 silklike materials. 
For exampleラ asshown in Figure 2ラ itwas proposed by us that the model peptide， poly(Ala-
Gly) for the crystalline region of B. mori silk fibroin with Silk II fiぽm，took lamella structure 
by using l.)C site-specific labeling peptide samples and several 1.)C solid state NMR. The 
proposed lamella structure is suitable to design si1k-like materials with several functional 
groups. In the lamella structureラ thestem part contributes to the stiffness through inter-
molecular hydrogen bond formation and the tum part is possible to be sites for introduction of 
functional groups. The production of silk回 likeproteins with repeated such sequences was 
possible with E. coli and transgenic silkworms using biotechnology. 

Silks and silk幽 likematerials can be used in several forms， long fiberラ nonwoven同 fiber，film 
and sponge after appropriate processing process as shown in Figure 2. Solid四 stateNMR can 
be also used to characterIze the structure and to monitor the structural change in order to 
develop the silk国 basedscaffold. 

The development in the hardware of solid-state NMR was performed in our laboratory to 
study the structure and structural change of silk and silk同 likematerials. Namelyラ wehave 
developed a higher sensitive probehead for mass坦 limitedsample by using small coil and rotor 
(lmmφ). Figure 3 shows an example of application to investigate the properties of silk fiber 
using this probehead. The strength of silk fiber is an important property for suture and the 
structure of silk fibroin fiber should be uniform. We observed fracture of si1k by our lmmφ 
rotor and it is found that the fractured fiber 
gives wide line with according to the variation 
of structure. It means in the fracture of fiber is 
not only with βsheet and it cause the weakness 
of fiber. These approaches could not be 
possible with ordinary solid state NMR. 
Another example， the structure of biomaterial 
coated with silk are investigated by 1 mmφ 
rotor because the coated silk is very small 
quantities compare with standar・dsample. 

Fig.3 13C CP/MAS spectra of [1_13C]Gly s.c. ricini 
主主主IT旦ces . _ . . . _ . _ _. _ _ . fibroin fiber and fracture using 1 mmφMAS 
1) T. Asakura， et al.， J.MoI.Biol.， 306ラ291，(2001) 
2) T. Asakura， et al.， J.Amer.Chem.Soc.， 1124， 8794， (2002) 
3) T. Asakura， et al.， JAmer.Chem.Soc.， 112玖5703，(2007) 
4) T. Asakura， et al.， Macromoleculeム40ラ8983，(2007) 
5) K. Yamauchiラ etal.， J. Phys.Chem. B， 109， 17689.(2005) 
6) K. Yamauchi， T. Asakura， Chem. Lett.35ラ 426.(2006)
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2L5 NMR Powder Crystallography 

Lyndon Emsley 

Universite de Lyon， CNRS / ENS Lyon / UCB Lyon1， Centre de RMN a Tres Hauts Champs， 

5 rue de la Doua， 69100 Villeurbanne， France. 

We wi11 discuss various aspects ofprogress towards powder crystallography by NMR. We wi1l 
explore recent advances with methods for ab intio structure determination企ompowdered 
samples in both small molecuh溶 atnatural abundance， notably of interest to the pharmaceutical 
industry，as well as approaches for studying structure and dynamics in biologically relevant 
systems. 

1n particular， using high-resolution proton spectroscopy of powders， we present the refmement of 
the three-dimensional structure of organic compounds， at natural isotopic abundance， obtained by 
an approach that in the first step combines molecular modeling (MM) in the Xplor-N1H program 
with experimental proton spin-diffusiondata (PSD) obtained from high-resolution solid-state 
NMR of protons. This approach enables us to refine the molecular structure of b・Asp-Alaat 
natural abundance and in powder form to obtain a group of sなuctureswith an average rmsd of 
O.lA， and which deviates from the known structure by only ~0.6Á. Additionally， the 
conformation of thymol in its crystalline arrangement is investigated following the same MM-
PSD optimization scheme. Thymol is a monoterpene phenol found in oil of thyme， with strong 
antiseptic properties. Due to the ease of obtaining large crystaIs， it was among the first systems 
studied by crystallographers， even be白rethe advent of X-Ray methods. We then show how the 
PSD・MMstructures can be used as a starting point白rfurther refinement based on plane wave 
DFT geometry optimization and chemical shift calculations. This procedure resuIts in structures 
that are identical to the known X-ray structure to within <0.2A， and its validity is confirmed by 
comparing the DFT calculated chemical shifts for lH and 13C withぬeexperimental shifts. We 
observe a substantial improvement in the agreement between the calculations and experiments 
after DFT 政 uc如reoptimization. We will also invoke aspects of small molecule crystallography 、
involving paramagnetic metal centers悩 referencepoints for determination of structures in 
organometallic coordination complexes. 

We will also present progress in the development ofNMR methods for structural and biophysical 
characterization of microcrystalline proteins， with particular emphasis on paramagnetic systems. 
Specifically， we will discuss progress towards making the active sites in paramagnetic proteins 
visible to NMR studies. This has led us to investigate some unusual effects observed as a 
consequence of the use of MAS at very high speeds (>60 kHz)， and these effects wi11 be 
discussed in detail. Also， in this context， coherence lifetimes are of paramount importance. 
Different con佐ibutionsto linewidths in paramagnetic systems wil1 be discussed， and it is shown 
that in most cases the intrinsic linewidths in paramagneticsolids wi11 be narrower than in the 
liquid state. 
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2L6 Detecting Fleeting MRI Signals U sing 

Frequency-Modulated (FM) Radio Waves 
Michae1 Garwood， Ph.D. 

Centerfor Mαgnetic Resonαnce Research 
University of Minnesota， Minneαrpolis， Minnesota， USA 

The tempora1田quenceof radiofrequency (RF) p叫sesand magnetic fie1d gradients 
forms the equiva1ent of a “musica1 score" in nudear magnetic resonance experiments. 
Like the notes in music， the number， duration， and shapes of RF pu1ses in the pu1se 
sequence can be altered to create different effects. In MRI， for example， the pu1se 
sequen∞can be “tuned" to maximize contrast for detecting different microscopic and 
mωroscopic properties of tissue. In this way， MR images can be generated to disp1ay not 
on1y anatomy， but molecu1ar signatures， physiology， and function. Advances in pu1se 
sequence design are 1eading to improved da鈎 qua1ityand increased sensitivity and 
specificity to differentiat芯 betweennorma1 tissues and path010gy with MRI. 

Traditionally， on1y仕leamp1itude， and not the企'equencyof the RF pu1se is mod叫ated
when it is transmitted in a pu1se sequence. Exceptions to this inc1ude the p1ass of 
frequency-modu1ated (FM) pu1ses白at白nction“adiabatically"(for review， see (1)). 
Currently， adiabatic pu1ses are exp10ited mostly to avoid de1eterious effects from 
experimenta1 imperfections， such as RF fie1d non-uniformity. However， recent1y we have 
demonstrated that FM pu1ses operating ~ub-adiabatically can be used. to manipu1ate 
nuc1ear spins in new ways and to create unique images with contrast based on spin 
re1axation never observed previous1y. Examp1es inc1ude MRI signa1s that decay too 
rapid1y to be detected by conventiona1 methods. 

In出ispresentation， 1 wi11 describe method010gies and app1ications for白is
fundamentally different approach to MRI. The main technique to be discussed is known 
部 SWIFT(SWeep Imaging with Fourier Transformation) (2). This and other new FM 
techniques promise to expand the r01e of MRI in areas such as materials science， 
neuroscience， m01ecu1ar imaging， and c1inical medicine. 

1. Garwood M， DelaBarre L. The retum of the frequency sweep: Designing 
adiabatic pulses for contemporary NMR. J Magn Reson 2001; 153: 155-177. 

2. Idiyatu11in D， Corum C， Park J-Y， Garwood M. Fast and quiet MRI using a swept 
radiofrequency. J Magn Reson 2006;181:342-349. 
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2L7 My Research with ESR， NMR and MRI 

Tokuko Watanabe 

Aoyama Gakuin WomenきJuniorCollege 

In this talk， 1 would like to overview my works done together with my colleagues and 

students， mainly by using NMR methods. Topics are as fol1ows: 

• Multiexponential proton relaxation processes of compartmentalized water in gels such as 

sephadex gels and starch sol and gels. 

. Sol/gel transition processes and thenetwork structures of the microbial polysaccharide 

gellan gum hydrogels， gelatin， and starch gels by lH-NMR relaxation measurement， water 

diffusion phenomena and circular dichroism methods. 

• Theoretical analysis of water lH-T2' based on chemical exchange and polysaccharide 

mobility during gelation. 

• Studies on clay components such as allophone， imogolite， and kaolinite by high-resolution 

solid-state 29Si・ and27 AI-NMR and ESR: 29Si・T1relaxation， structuralvariation with 

Si02/Ah03， and thermal transformation. 

• Solid state NMR for materials， such as Yttrium compounds， Boron Carbide， by 89y， 27 Al， 

13C， llB nuclei. 

• Development of contrast agents for MRI and evaluation as a new experimental models for 

MRI 
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2L8 Hyperpolarized Singlet State NMR and Intenp.olecular Multiple-Quantum Coherence 
Imaging with Anisotropic Contrast Agents 
Warren S. Warren 
D句partmentof Chemistry and the Center for Molecular and Biomoleculαr Imaging， Duke 
University， Mailstop 90346， Durham， North Caro/ina 27708 USA 

NMR is by far the most powerful fonn of spectroscopy to the practicing chemist， and 
MRI has become a very powerful c1inical imaging modality， for two fundamental reasons. 
First， the hardware is mature: modern NMR spectrometers and MRI machines routinely give 
complex sequences of arbitrarily shaped radiofrequency pulses to create precise excitation， 
and give magnetic fie1d gradient pulses to suppress magnetization or obtain spatial resolution. 
More importantly， however， the theoretical j均meworkis mature. No other modern 
spectroscopy has such a strong theoretical basis， which of CO_Ufse is used to understand the 
structures of molecules as complicated as proteins in solution. This maturi匂Tis even more 
important in MRI: complications associated with imaging in vivo can often be reduced or 
eliminated by c1ever pulse sequence design. 

However， the maturity of that theoretical企ameworkalso implies that the known 
limitations of MRI are rather fundamenta1. The Boltzmann distribution implies that the net 
fractional magnetization is small at room temperature， so in most MRI studies， the signal 
arises most1y from water. Con仕astthen arises primarily from parameters that can be traced 
back to the spin physics explorations of the 1940s and 1950s (the local bulk magnetization 
Mo， the relaxation parameters Tj，む andT2*， and local values of diffusion， sometimes in 
different directions)， which often only have very indirect c1inical relevance or correlation 
with metabolism and cell biochemistry. Con佐astagents have limited specificity， and usually 
need to be present in high concentration to affect the signa1. Magnetic resonance 
spectroscopy in vivo is hampered by low concen仕ations，by competition with the strong water 
peak， and (in many organs) by local susceptibility variations that broaden resonances and thus 
r巴duceselectivity. 

The work discussed in this presentation addresses these fundamentallimitations. The 
principal focus is the use of intennolecular multiple叩 mntumcoherences (iMQCs)， both by 
themselves and with a varie勿 ofnext-generation contrast agents and long-lived 
hyperpolarized reagents. Over the last decade， OUf group and others have shown that 
intennolecular multiple-quantum coherences-simultaneously flipping multiple spins， 
separated by a macroscopic distance-can give readily detectable signals that provide different 
contrast in magnetic resonance imaging. Ear1y obse 
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function， and longevity， and may find several clinical applications.7 One pressing need for 
this technology is in the real-time monitoring of hyperthぽmiccancer treatments. These 
adjunctive therapies deliver localiz巴dheat ωenhance many仕aditionaltreatments and have 
already seen positive Phase III clinical trials. However， delivering a clinically relevant dose 
requires accurate temperature imaging in vivo， and this has proven very challenging. 8，9，10 
The best endogenous approach to位aditionalMR thermome佐Y11，12 uses the change in 
chemical shi食 ofwater protons with temperature (0.01 ppmrC， or 3Hzrc in a 7 Tesla 
magnet) to monitor temperature changes. The frequency ofthe water peak has been used as a 
thermometer for decades in traditional NMR13 where lineshapes are narrow and shifts are 
unambiguous， and in that case absolute temperatures can be measured by the企equency
difference between water and a reference peak.14，15，16 However， 1ineshapes in vivo are-broad 
and shifting， since the topography of the local magnetic field (which generates the 
inhomogeneous lineshape) changes dramatically with motion， heating， drift， and 
susceptibility gradients. These macroscopic effects easily overshadow~he thermal coefficient 
and， even with elaborate approximations and correction factors17 can lead to large 
inaccuracies. As a result， these methods are commonly used only to image relative 
temperatures， for example during a heating therapy. Our method， which measures the 
simultaneous spin flips of fat (which has no temperature dependence) and water， removes 
these complications and thus peロnitsabsolute tempera旬remeasurement. We have also 
shown that these methods cari be used to do localized spec佐oscopyof fatty tissues， resolving 
resonances that are inaccessible by conventional imaging. 

The second topic will be discussion of novel contrast in iMQC imaging. lntermolecular 
multiple-quantum coherences have an inhere凶， very high sensitivity to local aniso住opy
which is missing企omconventional magnetic resonance.For example， in an isotropic sample 
such as a test tube of water， the signal from a double-quantum or zero-quantum CRAZED 

sequence scales as (3 cos2e・1)，where e is the direction between the applied gradient pulses 
and the z-axis; so using x-or y-gradients multiplies the signal by -112， and the sum of the 
three images obtained by using X-， y-and z・・.gradientimages vanishes. With local aniso仕opy，

1 W. S. Warren， W. Richter， A. H. Andreotti and S. Farmer， "Generation ofimpossible 
correlation peaks between bulk wαter and biomolecules in solution NMR，" Science ~昼~，
2005・2009(1993). 

2W. Richter， S. Lee， W. S. Warren， and Q. He，“lmaging with lntermolecular Multiple-
Quantum Coherences in Solution NMR "， Science 267， 654・657(1995) 
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3Warren S. Warren， Sangdoo Ahn，Rahim R. Rizi， JeffHopkins， John S. Leigh， Marlene 
Mescher， W olf民ngRichter， Michael Garwood， and Kamil U gurbil，“MR Imaging Contrast 
Based on Intermolecular Zero-Quantum Coherences，" Science 281， 247・250(1998)

4S. Vathyam， S. Lee and W. S. Warren，“Homogeneous NMR争ectrain Inhomogeneous 
Fieldγ" Science 272，92-96 (1996) 

5 Yung-Ya Lin， Natalia Lisitza， Sangdoo Ahn， and Warren S. Warren，官esurrectionof 
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2L9 膜タンパク質国体 NMR構造解析と高磁場 DNP

(阪大・蛋白研奈良先端大・バイオサイエンス

福井大・遠赤外センタペ日本電子(株)・開発本部4)

0藤原敏道高橋大樹江川文子佐伯美和子阿久津秀雄

林こころ児島長次郎出原敏孝久小川葺戸田充4

Solid-state NMR analysis of membrane protein and high四 fieldDNP 

Osaka Univ.1， Nara Inst. Sci. Tech.2， Univ. Fukui3， JEOL Ltd人

Toshimichi FUjiwara1， Hiroki Takahashil， Ayako Egawa¥ Miwako Saeki¥ Hideo 

Aku也u¥Kokoro Hayashi2， Chojiro KOjima2， Toshitaka Idehara3， Isamu Ogawa3， 
Mitsuru Toda4 

We have applied magic-angle spinning NMR to 159・redisueu-13C，15N-labeled回 nsducer

protein pHtrII reconstituted into lipid bilayers. lH_13C correlations of mobile segments were 

obtained with HC-INEPT and HCC-TOCSY experiments. The chemical shifts indicated that 

water-soluble loop and C-terminal regions formα-helices to transmit signal企om

phoborhodopsin. The transmembrane region was studied with 13C spin diffusion. The 

quality and number of structural constraints for the proteins are limited by the sensitivity of 

multidimensional NMR. We have developed the instruments for high-field dynamic-nuclear 

polarization to enhance the sensitivity. A newly designed gyrotron generated 394.5冒 GHz

submillimeter wave with 40 Wat the second harmonics operation. The DNP at 14.1 T was 

confirmed by the field dependence of 13C-NMR signal amplitudes of samples at 100 K. 

{序]脂質二重膜にある膜タンパク質の構造解析は、代表的な解析手法である溶液NMRやX線

結品解析法で行うことがむずかしい。これは、脂質二重膜系では運動性が低くなり磁気緩和に

より、溶液NMRでは信号感度が低下し、また、単結晶の作成も難しいからである。そこで私た

ちは、固体NMR法で二重膜に貫通しているタンパク質の構造を解析するための方法を開発して

いる。タンパク質は13C，15Nで均一に標識して、多次元NMR法で多数の構造情報を得られるよう

にする。この方法を二回膜貫通タンパク質pHtrIIに適用した。また、これら構造解析において

得られる構造制約の数や質はNMRの感度に依存している。固体NMRで膜にあるタンパク質の

ような複雑な生体高分子複合体を構造解析するためには、飛躍的に感度を高める必

Keywords: 固体核磁気共鳴、膜タンパク質、動的核分極、脂質二重膜、電子スピン

ふじわらとしみち、たかはしひろき、えがわあやこ、さえきみわこ、あくつひでお、はやし

こころ、こじまちょうじろう、いではらとしたか、おがわいさむ、とだみつる
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要がある。そこで私たちは、室温核スピン分極に比べると約 5000倍大きな分極を持つ、約 30K

の電子スピンの分極を核スピンに移動させる動的核分極法を行う装置を開発している。高磁場

で電子スピンを飽和させるためには、強力なサブミリ波光源が必要であるが、これまで利用で

きなかった。本発表では、新しく開発した高輝度光源ジャイロトロンを用いた DNPの装置と実

験結果を発表する。

i結果}膜タンパク質についての実験は、 pHtrIIを重水素化したリン脂質 DMPCで、作った脂

質二重膜に組み込んで、約 283Kの温度、試料回転数約 12kHzで実験を行った。運動性の高い

領域について、帰属に用いた H-C相関スベクトルの例を下に示した。信号帰属から得られた化

学シフトを用いて、主鎖構造を解析した。
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以下の図では、高磁場動的核分極を行うために製作したジャイロトロンを示した。それが発生

したサブミリ波は、試料内のラジカルスピンの遷移を部分的に飽和し核スピン強度を増大する。
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2LlO Probing DNP Enhancements for Biological Applications 

Ulrich Gunther 

HWB-NMR， CR UK Institute of Cancer Studies， University of Birmingham， Vincent Drive， Edgbaston， 
Birmingham B15 2TT 

Dynamic Nuclear Polarisation (DNP) is used to transfer the high spin polarization of unpaired 
electrons to coupled nuclear spins. Stable radicals are added to a solution of the analyte and irradiating with 
microwaves is applied for 1・3hat the EPR lines of the radical. In such experiments enhancements of 
>10，000 were achieved [1] after rapidly warming up polarised samples to approx. 300K where spectra are 
recorded after transfer to a high field magnet. This implementation of DNP requires efficient transfer of 
polarisation from stable radicals to the analytes which is facilitated by an optimal contact between the radical 
and the analyte in a glass state formed at low temperature. 

We have explored different strategies to optimise polarisation for different substances， including 
typical metabolites found in body fluids. In this study we found several determinants for good polarisation [2]. 
The life time of the polarisation after the transfer to an NMR magnet depends primarily on the longitudinal 
relaxation time T1 of the polarised molecules. T1 is usually long for quaternary carbons. However， optimal . 
contact between the radical and the analyte is equally important. For the Ox63 radical we observe higher 
polarisations for amides compared to carboxylic acids， most likely as a consequence of betler contact to the 
negatively charged Ox63 radical [2]. Another contribution arises from methyl groups which seem to make a 
direct contribution to the overall polarisation [3]. 

To improve the polarisability of small molecules we have acetylated compounds using a 13C-labelled 
acetyl group. This allows polarisation transfer from long-lived 13C-labelled carbonyl groups to carbon atoms 
with a shorter T1 relaxation times via a 13CC-nuclear Overhauser e仔'ect.This principle can be exploited to 
enhance the life-time of polarisation and to further enhance the observed polarisation at room temperature. 
This allowed us to record fast two-dimensional HMQC spectra during the life time of labelled carbonyl atom 

Moreover， polarisation transfer in the glass state can be further improved by adding long lived 
carbonyls to the glass state， e.g by adding 13C(2)・acetone.The use of such substances -here termed co-
polarisation agents -improves spin diffusion in the glass state thus allowing for a more efficient polarisation 
of molecules. This has substantially broadened the applicability of DNP to substances which are otherwise 
difficult to polarise， including citrate and glucose. This new principle can be employed in many ways for NMR 
based metabolomics. 

Most interestingly the use of co・polarisationagents often showed negative signals for methyl 
carbons. These signals arise from quantum rotor effects of methyl groups which develop in the absence of 
radicals and microwave irradiation. Since the methyl signals have opposite sign compared to the DNP 
signals it is important to polarise at a microwave frequency of ω.+ωN rather than the commonly used ω「ωN
where the the two interfere constructively rather thandestructively [3]. The addition of methyl bearing 
molecules can also be used to further enhance polarisations and bears a huge potential in allowing radical 
free polarisation arising from quantum rotors. 

In summary， the observed e仔ectshad significant impact for the application of DNP in metabolomics 
Many molecules which could not be polarised yield a high polarisation in the presence of co・polarisation
agents and by using a microwave frequency of 00.+倫 ι
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2Lll Dipole Recoupling and Dynamic Nuclear Polarization at High Magnetic Fields 

R. G. Griffin 
Francis Bitter Magnet Laboratory and Department of Chemistry 

Massachusetts Institute of Technology， 
Cambridge， MA 02139 

rgg@mit.edu 

At high MAS frequencies (ωr/2nさ 20kHz) currently used at high magnetic fields (700・900
MHz 1H)， the existing repertoire of first order dipole recoupling experiments require application 
ofげpowersthat are incompatible with the integrity of the sample and the probe. Accordingly， 
we have developed new approaches to homonuclear and heteronuclear recoupling that 
circumvent this problem. For spectral assignments we use the CMpRR and RFDR sequences 
that perform recoupling without decoupling. In addition， to measure distances we have 
developed a second order recoupling method， third spin assisted recoupling (TSAR)， that 

functions well atωr/2π ミ20kHz. Application of the appropriate rf fields leads to zero quantum 

terms in the Hamiltonian such as A土B平Cz'where A and B are the spins to be recoupled and can 

be either a homo-(i.e. 13C_13C or 15N_15N) or heteronuclear C3C_15N) spin pair. C is an assisting 
spin and is generally 'H. We demonstrate the utility of the TSAR sequences with applications to 
peptides and proteins where we have assigned spectra and determined distance constraints 
and structures. In an example we have constrained the backbone structure of the model protein 
Crh to an RMSD -0.6 A. 

Over the last few years we have developed gyrotron microwave sources that operate at 
frequencies of 140， 250， and 460 GHz that permit DNP enhanced NMR (DNP/NMR) 
experiments in magnetic fields of 5-16.4 T CH NMR frequencies of 211， 380， and 700 MHz， 
respectively). We review the instrumentation used for these experiments， and discuss two 
mechanisms that are currently used for DNP experiments in solids at high fields -the solid 
effect and cross effect --and the polarizing agents appropriate for each. These include 
biradicals that enable increased enhancements at reduced concentrations of the paramagnetic 
center. In addition， we discuss applications of DNP/NMR that iIIustrate its utility in enhancing 
signal-to・noisein MAS NMR spectra of a variety of biological systems including membrane and 
amyloid proteins whose structures are of considerable scientific interest. Presently， 
enhancements ranging from 40・260are routinely available depending on experimental variables 
such as temperature， magnetic field， microwave B1， polarizin号agent，etc. Finally， we describe 
extensions of these experiments that permit observation of 13C liquid state spectra where we 
have observed enhancements of 140・400in 2D spectra of small molecules and a protein. 
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3L1 NMRによるイオン液体の拡散移動と分子運動の研究

(産総研 o早水紀久子、都築誠二(電中研) 闘 志朗

NMR Studies of Translational and Molecular Motions of Room-Temperature Ionic 

Liquids (RTIL) 

Kikuko Hayamizu and 缶詰 Tsuzuki(National Institute of Advanced Industrial Science and 

Technology (AIST)) and Shiro Seki (Central Research Institute ofElectric Power Industry (CRIEPI)) 

Room-temperature ionic liquids (RTIL) are consisted of only cations and anions and stable in 

the wide temperaωre range. Recent1y RTILs have been attracted much attention due to their 

specific properties and possible usages as electrolytes and green solvents. The molecular level 

review paper pointed out present status of the understanding of these interesting liquids 

summarized by Weingartner.1 We have published diffusion coefficients (D's) ofvarious ILs 

measured by the PGSE methods2 and also molecular motions obtained企omT 1 values.3 In the 

present study we will present the translational and molecular motions of quatemary triethyl 

pentyl cation based RTILs of center atoms ofN [TEPA][TFSA] and P [TEPP][TFSA]， where 
the anion is bis(trifluoromethanesulfgnyl)amide (TFSA). 

1.緒言

室温イオン液体(RTIL)は有機カチオンとアニオンのみで、構成される液体で、熱安定性が

高く、非揮発性でイオン伝導度があり、電解質、グリーン溶媒など多目的の利用が実現し，さ

らに応用範聞を広げている。しかしながら、イオンだけで構成され、分子間力などに関して

活発な研究が行われているが未解決の問題が多い。本報告では p+とN+を中心原子として

3個のエチル基と1個のベンチル鎖を持つ四級カチオンからなる RTILのイオン拡散と T1の

温度変化測定からアニオンとカチオンの並進運動と分子回転運動を明らかにした。分子軌

道計算から得られたイオン間力を参照しながら分子運動を考察する。

2.実験

Fig.l. 

τ1τ2τ1  
.一一・・ 4・一一一一一一一・..・一一"

1~ ~ト」:加

E門 g円

STE pulse sequence. 

NMR測定は 6.4T のワイドボア SCMに
Tecmagの Appolo-NTNMR、JEOLのマノレチ
核測定用磁場勾配 (PFG) プロープを付属
して測定した。温度変化は JEOLのコンツ
ーノレを用いた。カチオンの測定は lHと j1p
(TEPPのみ)、アニオンの測定は IヲFで行

った。カチオン(lHNM町の PGSE測定では
Jーカップリングによる効果のために、 Hahn
パノレス系列ではなく STEパルス系列
(900

・h・900
・'t"r900-τl-AcQ) を用い't"1=3msで

測定した (Fig.l 参照):
アニオン(19FNMR)の拡散測定は Hahnパルス系列を用い、 31pNMRでも線幅はシャープpで、

はやみずきくこ、 つづきせいじ、せきしろう

イオン液体、拡散移動、分子運動、イオン性、分子間力
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Tzは長かったので、Hahn系列で、測定した。 T1の測定は通常の1800-τ-900-Acqパルス系列で、

ある。温度変化は高温から下げる方向で行った。 Fig.lで 8の値を変えて観測したエコ

ーシグナルをStejskal-Tanner equation， 

E =exp(-rγ5
2
D(企-5/3))

でプロットし、非線形のフィットからイオンの拡散係数D を求めた。

本研究で用いた 2種の RTILの構造を示す。

民CLC3hc-i-Nfq
|:ciトよH3O

HCL[ど士!-cF
[TEPA] [TFSA] [TEPP] [TFSA] 

サンプルは日本化学工業から購入し、真空乾燥してからシゲミ製二重管に高さ 5mm
で封入して NMR測定に用いた。

lHNMRのスベクトルパターンを Fig.lに示す。

RTILは粘性が高いので、 NMRスペクトノレ

はブロードになる。 Pを中心元素にした四

級化合物では高磁場シフトがあるのは一
般的であり、また P-Etシグナルに 31pとの

J-coupling がみられる。 H-H 聞の

J-couplingは明確に観測されていないが、

Hahn のエコーで観測すると明確な

modurationにより、エコーシグナルは小さく

なる。

拡散測定では均一系では Fig.lに示した

ムに依存しない Dが求められるが、粘性

が大きい RTIL、特に低温ではム依存性

がみられる。 300C で 測 定 し た

[TEPP] [TFSA]のみかけにの DapparentのA
依存性を Fig.3に示す。ここでは観測で

きる全てのシグナノレに対して求めた

Dapparentの{直をプロットした。ム =20ms

の時には各々のシグナルに対してバラ

ツキが大きくなっている o 長い Aの時

(平衡時)のDの値を物理定数とした。

また高温で、は対流効果が D に加算さ

れる可能性があり、ムが長くなると対流

効果は増大されることがわかっている

ので、少なくとも 2つのムに対して同じ

値になることを確かめて確かな D を求

めた。

3.結果と考察
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(b)τ'EPP 

2 
ppm 
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self-diffusion coefficients measured for 
each peak of lH and tht)n31p resonances 
of [TEPP] and [TFSA] (口Fresonance) . 

• 
' 
70 

-49-



Dの温度依存性を Fig.4に示す。同一サンフ。ル内ではアニオンとカチオンのDの差は

小さく、 [TFPP][TFSA]の方が[TFPA] [TFSA ]よりも全温度で D が大きくなる。この傾
向は粘性の傾向と一致している。Fig.4のアレニウスプロットは上に凸の曲線となり、

電気化学の分野で多用されている VTFの式 D= Do exp(-B /(T一九))でフィットして
パラメータを Table1に与える。

lσ10 

官 10-11

"'s 
Q 

1び12

2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3_8 4.0 

lOoorr 

Fig. 4. The tempera同re dependent di伍lsion coefficients of [TEPP] [TFSA] and 

[TEPA] [TFSA]. The curves were伽 edby the VTF勾peequation D=Doexp(-B/(T-To))， and 

the fitting parameters are given in Table 1. 

Table 1 The fi伐ingparameters ofVTF勾peequation D=Doeスp(-B/(T-To))

Do (m2s-1 B(K) To(K) 

TFPA十CH) 4.18土0.01x 10-8 1316土52 147土3

TFSA-(19F) 6.34土0.01x 10・8 1419土65 143土4

TEPP+ (lH) 8.48土0.01x 10-8 1651 :t 63 113:t3 

TFSK (19F) 5.85土0.01x 10-8 1463 :t 53 126:t 3 

一般に溶液の lHNMRのT1は温度上昇とともに単調に長くなり、分子運動の相関時間

τcは T1に反比例するがそれ以上の情報は得られないためにほとんど観測されなかっ

た。拡散測定の条件設定にもの測定は不可欠であることからその温度依存性を観測

した。多くの RTII:.の場合に T1極小値が拡散測定温度内で存在することがわかり、

N，2-dimethyl-N-propyl imidazoliumカチオンについて詳細に解析して、並進運動の相関

時間より 2桁短い分子運動の相関時間の温度依存性、小さな角度の分子全体の回転運

動を明らかにした。 3 本報告では [TEPA]および[TEPP]の lHT1の温度依存性および

[TFSA]の 19FT1について測定した。 Fig.5 Iこ[TEPA][TFSA]の全ての核の Tjの温度依

存性と極小値から計算した lH シグナノレの相関時間の温度依存性を示す。小さなτcは

速い分子運動に対応する。
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Fig.5. (a) The temperature dependent Tl of each species of lH signal and 19F CF3 of [TEPA] 

[TFSA] and (b) the corresponding correlation times of lH signals ca1culated from the BPP 
equation at the minimum points， where ω。τc=0.616. 

lHNMRで、は[TEPA]のすべてのシグナルにT1の極小値が観測され、 Et基の CHz並びにペ

ンチノレ基の CHzシグナノレの <cは温度に対して類似の挙動をとり、活性化エネルギーは

23KJ/molになる。これは分子の再配向運動の相関時間に対応すると解釈できる。

一方ベンチル鎖の CH3は他と比べると低温時に約 2.3倍、高温時に約 5.5倍の速い運動

が見られる。 Et基の CH3は高温時には他の CHzと似た相関時間をもつが、温度が下がるに

つれて相対的に速い回転相関時間を持つようになる。 Terminal-CH3の活性化エネルギー

は 14KJ/molで3回軸周りの分子内回転運動が寄与する。一方[TEPP]の lHT1は[TEPA]に

比べると長くなり(分子運動が速い)極小値をもっシグナノレは Et基の CHzシグナルで計算

したτcも短くなる。 MOの計算から P-C間距離は P-N間距離より長くなることがわかってい

るので、その効果が側鎖運動、即ち lHT1に鋭敏に反映していると考えられる。

参考文献

l.Weingartner， H. Angew. Chem. Int. Ed. 2008， 47， 654-670. 

2. A. Noda，巴tal. JPCB ，105，4603(2001); H. Tokuda， et al， JPCB， 108， 16593(2004)，・ H.Tokuda， et al 

JPCB 109， 6103(2005); H. Tokuda， et al， JPCB 110， 2833(2006)， H. Tokuda， et al， JPCB 110， 19593 

(2006)， K. Hayamizu， et al， JCPB， 108， 19527(2004)， K. Hayamizu， et al， JPCB， 112， 1189(2008). 

3. K. Hayamizu， et al， JPCA in press. 
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3L2 NMRによるヘパリン不純物問題への対応

(味の素閥ライフサイエンス研究所)

0山口秀幸、品川麻衣、榛葉信久、鈴木築一郎

NMR application to the heparin contaminant crisis 

(Institute ofLife Sciences， Ajinomoto Co.) 

OHideyuki Yamaguchi， Mai Shinagawa， Nobuhisa Shimba， Ei-ichiro Suzuki 

Recently， it has been reported that certain 10ts of heparin are associated with an acute， rapid 

onset of serious side effects indicative of allergic reaction， and 1H NMR is one of the 

convenience but strong ana1ytica1 methods to identifシacontaminant in heparin. However， an 

NMR signa1 from the contaminant in some cases is over1apped with a satellite peak from 

heparin， 1eading a misunderstanding of the presence of the contaminant. Here， we show the 

satellite peak observed c10se to the NMR signal of the contaminant， and recommend the 13C 

decoupling NMR to discriminate the satellite peak from the contaminant. This is one of the 

good examp1es of the NMR contribution in indus甘y.

{序論】

へパリンはグリコサミノグリカン重合によって形成された多糖であり、血液透析時

の血液凝固の防止や血栓塞栓症の治療等、種々のケースにて抗凝血剤として使用され

ている。しかしながら、今年初め、米国にて、へパリンを静脈内注射数分後に血管性

浮腫や血圧低下、もしくはそれらに関連したアナフィラキシ一様症状が現れ、患者が

死亡する事例が報告された。これらはヘパリンに混入した不純物が原因とされ、過硫

酸化されたコンドロイチン硫酸が原因物質と考えられている 1)。日本においても、2008

年 3月よりへパリン製剤の一部回収が行われるなど大きな社会問題となっている。

早期に問題の沈静化を図るために、過硫酸化されたコンドロイチン硫酸の検出には

NMR法が提唱された 2)。簡便な方法であり、当面は、過硫酸化されたコンドロイチ

ン硫酸の検出に適していると考えられている。へパリンのアセチノレ基のフ。ロトンシグ

ナルが 2.04ppmに観測される一方、過硫酸化されたコンドローイチン硫酸のアセチル基

のプロト可シグナルは 2.15ppmであり、この化学シフト差を使って過硫酸化されたコ

ンドロイチン硫酸の存在を確認することができる。しかし、天然には 13Cが約 1.1%存

在しており、 13Cに結合したプロトンのサテライトシグナルが 13C)Hのカップリング

定数に応じて異なる化学シフトに観測される。過硫酸化されたコンドロイチン硫酸が

含まれていなくても、へパリンのアセチノレ基由来のサテライトシグナノレが 2.15ppm 

キーワード:へパリン、サテライトシグナノレ、純度試験

やまぐちひでゆき、しながわまい、しんばのぶひさ、すずきえいいちろう
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近傍に観測されることがあり、過硫酸化されたコンドロイチン硫酸とへパリンのサテ

ライトシグ、ナノレを識別する必要がある。本発表では、事件が日本でも社会問題に発展

した 2008年 3月から、 NMRを用いたへパリンの純度試験法が日本薬局方に盛り込ま

れるに至る 2008年 7月までの経緯について報告する。

【結果・考察】

Fig.1a，bに代表的なへパリンの lH-NMRスペクトルを示す。 2.04ppmにヘパリンの

アセチノレ基由来シグナノレが観測されている。一方、 oscsのアセチル基が観測される

2.15ppm付近にも、ー僅かながらピークが観測されている。そこで、 13cデカップリン

グ (Fig.lc) とサテライトシグナルの磁場依存性 (Fig.2) により、このピークがサテ

ライトシグナノレであることを示し、本へパリン試料には不純物である oscsが検出限

界以下であることを証明した 3)。

Fig.l Fig.2 

{出ι 止 j'曜し
止 J
止J，~fハへ~ : 
?巴tjPし

Fig.l. NMR spectra of Heparin (a)， and the extended region (b) in which the satel1ite peaks are c1early observed. One of the 

sate1lite peaks shown with the arrow， is over1apped with the signal from the ∞ntaminant. (c) NMR spectrum with 13C 

decoupling， in which the sate1lite peaks are apparently disappeared. 

Fig.2. NMR spec紅aof Heparin m巴asuredwith 900 MHz， 800 MHz， 600 MHz and 500 MHz NMR spec位ometers.Chemical 

shifts of the sate1lite peaks depend on the magnetic fields. 

事件が日本でも社会問題に発展した 2008年 3月の時点では、不純物である oscs
の混入は化学シフトの情報のみから判断するしかない状況であった。一方、米国にて

多数の死亡者が報告されたことからへパリン製品の自主回収が相次ぎ、供給不足に陥

る危険性に直面していた。そのような中、当グループではサテライトシグナルの検出

に注意を促し、結果として、それが考慮されて日本薬局方の改正に至っている。

1) Kishimoto T. K， et al.: N. Engl. J. Med.， 358， 2457・2467(2008). 

2) Guerrini M， et al.: Nature Biotechnology， 26， 669-675 (2008). 

3) Yamaguchi H， et al.:ぬkugakuZasshi (2008) in pr回 s.
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3L3 Sortase Aを用いた ProteinLigation法の溶液NMRへの応用 :INSET

(isotopically INvisible Solubility/Stability Enhancement Tag)の開発

(北海道大学大学院薬学研究院)

0小橋川敬博、久米田博之、小椋賢治、稲垣冬彦

Attachment of isotopically invisible solubility/stability enhancement tag for solution 

NMR studies using sortase-mediated protein ligation method 

o Yoshihiro Kobashigawa， Hiroyuki Kumeta， Kenji Ogura， Fuyuhiko Inagaki 

(Graduate School ofPharmaceutical Sciences， Hokkaido Univ.) 

Sample solubility is essential for structural s旬diesof proteins by solution NMR. Attachment 

of a solubility enhancement tag， such as GB 1， MBP and thioredoxin， to a target protein has 

been used for this purpose. However， signal overlap of the tag with the target protein often 

made the spectral analysis difficult. We applied here a sortase同 mediatedprotein ligation 

method to eliminate NMR signals arising from the tag. We expressed the isotopically labeled 

target proteins fused with a cleavable GBl tag at its N-terminus， to which non labeled GBl 

was ligated to its C-terminus by sortase-mediated reaction. The N聞 terminalGB 1ぺagthat 

prevented sample precipitation during ligation reaction was subsequently removed after 

ligation. Thus， we prepared the isotopically labeled target protein attached with the 

nOlトlabeledGB 1 tag at the C-termInus. We applied this method for NMR structural analysis 

of Vav C町 terminusSH3 and elucidated that the sortase-mediated protein 1igation was an 

efficient and convenient method to prepare the isotopically labeled protein attached to the 

NMR-invisible solubility enhancement tag (INSET). 

溶液NMRを用いたタンパク質の立体構造解析において、高い溶解性および長期安

定性はサンフ。ルに求められる不可欠な条件であり、溶媒条件の検討等、その検討には

多大な労力が割かれてきた。一方、 Thioredoxin、MBP、GBl、GSTなどの可溶化タグ

は目的タンパク質の溶解性および安定性を改善するために利用されてきたが、可溶化

タグ由来の信号が NMRスペクトノレを複雑にし、構造解析を行う上での妨げとなって

キーワード sortase，ligation， intein， solubility， segment label， GBl 

Oこばしがわ よしひろ、くめたひろゆき、おぐら けんじ、いながき ふゆひこ
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きた。この問題点を解決する有効な手段として同位体ラベルした目的タンパク質に対

して非標識の可溶化タグ(到SET:isotopically INvisible Solubility/Stability Enhancement 

Tag)をProteinLigationの手法により付加することが挙げられる。インテインを用いた

Protein Linagionはそのための方法の一つで、ある。しかしながら、インテインを用いる

手法ではインテインとの融合タンパク質として目的タンパク質を発現させる必要が

あり、かっ反拡効率を上げるためには反応させる断片の濃度を挙げたり、相互作用モ

ジュールを付加するなどの工夫が必要である。そのため、コンストラクトの構築、精

製が煩雑になったり、溶解度が低いサンフ。ノレへの適用が困難になるなどの問題を有し

ていた。近年、 transpeptidaseである SortaseAを用いることで、 ProteinLigationを行え

るニとや報草されている

乙SortaseA I::l)グ
九十

ラよ~l~十生菌(の細

胞表層タンパク

質の提示に関る

タンパク質であ

る 2 (Fig. 1) 0 、

LPXTGモチーフ

を認識し、その T

とG との間でベ

プチド鎖を切断 CY 

し、ベンタグリシ

ンを有する細胞

十右側蜘π

脳研鈴母i三士三三沼郡滋離職轍盤士J

壁の構成成分で

あるペプチドグ

Fig.l. Sch巴maticrepresentation of the physiological role of sortase A. 

リカンに標的タンパク質を付加する。 invitroの実験において C末端断片には少なく

とも N末端に露出した Glyがあれば連結反応が進行することが示されている。 N末

端の Gly残基の数に比例して連結効率は高まるが、 Gly-Gly閉 Glyがあれば十分な連結

効率が得られる。 Sortase-mediatedprotein ligationは有用な反応であるにも関らず現在

までのところ溶液 NMRへの応用例は報告されていない。我々は Sortaseを用いた

Protein Ligation法を用いることで、同位体標識した目的タンパク質に対して非標識の

可溶化タグ(INSET)を連結した試料を効率的かっ簡便に付加する手法を考案した。ま

た、 INSETが難溶性タンパク質の構造解析において有効であることを VavC末端側

SH3 (VcSH3)で、確認した。

INSET付加のためのコンストラクトとプロトコーノレ

発現レベルの向上、精製および Ligation反応中の目的タンパク質の沈澱を抑えるた

めに次のコンストラクトを構築した。 N末端 GBI-HRV3Cプロテアーゼ切断サイト

一目的タンパク質-LPETG-His-tag (Fig. 2)0 N末端に付加した GBlはHRV3Cプロ
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テアーゼ、消化により目的タンパ

ク質から切り離すことが可能で

ある。一方、 INSETとして以下の

コンストラクトを構築した o

His-tag -TEVプロテアーゼ切断

サイト -GBI-His-tag (Fig 2) 0 

TEV プロテアーゼ消化により

Gly-Gly園 Gly-をN末端に露出させ

た後、これらの断片と SortaseA 

を混合し、室温で 3日間 Ligation

反応を行った。その後、 HRV3C

プロテアーゼによる消化により N

末端の GB1を切り離した。次に、

透析、 Ni-NTA精製、ゲ、ルろ過を

行うことで INSETが C末端に付

加された同位体標識した目的

タンパク質試料を得た。

VcSH3 の溶解度の改善への試

主主

VcSH3 をテスト試料として

用いた。 VcSH3 は中性付近の

pHでは 50llM以下の溶解度し

かなく、多次元 NMRスペクト

ノレの測定は困難であり、構造決

定には至っていなかった。 Fig.

3聞 aはVcSH3のSortase四 mediated

protein ligationの結果を示す。

レーン lは反応前、レーン 2は

反応開始 3日後、レーン 3はレ

ーン 2の産物を透析、 HRV3C

プロテアーゼ消化、 Ni-NTA精

製を行ったもの、レーン 4はそ

れを更にゲルろ過精製をした

ものである。反応 3日後におい

て 90%以上の効率で連結反応

が起こっていた。また、連結反

応中における VcSH3の沈澱は

Targ院etp悶崎凶日
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Fig.2. Schematic representation of the protoco! for 
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Fig. 3. (a) SDS-PAGE analysis of sortase-“mediated protein 
ligation， and purification of V cSH3 attached with INSET. 
Lane 1， before sortase reaction; !ane 2ラ reactedfor three days; 
lane 3， after ligation， dialysis and Ni-NTA purification; !ane 4， 
furth巴rpurification by g巴!filtration. (b) The 'H_uN HSQC 

13，-， ，15 spectrum of "C/uN VcSH3 attached with INSET. (c) The 
lH_15N HSQC spectr旦ofuniformly15N-labeled GBI-VcSH3. 
(d) Overlay of the twenty NMR structure of 13C/15N VcSH3 
attach巴dwith INSET (left) and ribbon representation. 
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見られなかった。収量は 16mgのVcSH3コンストラクトから約 4mgであった。最終

産物を 0.6mMまで濃縮し、 NMR測定に用いた。 INSETの付加により VcSH3の溶解

度は 10倍以上に向上していた。 Fig.3-bはINSETを付加した VcSH3のlH)5NHSQC 

スベクトルを示す。 Fig.3・cは、比較として 15Nラベルした GB1-VcSH3融合タンパク

質の lH)5NHSQCスペクトノレを示す。 Fig.3-bでは Fig.3-cに見られる GB1のシグナ

ノレが観測されていない。次にこのサンフ。ノレを用いもて VcSH3の立体構造を決定した(Fig.

3-d)。よく収束した構造が得られ、 INSETが NMRスベクトルの重なりを増大させる

ことなくサンブρルの溶解'性を改善する良好なタグであることを確認した。また、

Sortase-mediated protein ligationが区分選択同位体標識タンパク質を調製する上で有用

な手法であり、本手法により構造解析を行う上で十分な量およひ、精製度のサンフ。ノレを

得られることを確認した。

本要旨集においては VcSH3の溶解度を改善するために INSETを応用した例につい

てのみ記述した。しかしながら、溶液NMRによるタンパク質立体構造解析において

は溶解性のみではなくサンプルの長期安定性も併せて求められる。本講演では長期安

定性向上へ向けた応用例についても紹介する。溶液NMRの測定に十分な溶解度は得

られるものの短時間で沈殿を生じ、2"'-'3週間の長期測定が行うことができなかったサ

ンフ。ルに対する適用例、 C末端に flexibleな領域を有し、発現、精製の際に混入した

微量の大腸菌由来プロテアーゼによりその領域が分解されるため、長期測定ができな

かったサンフ。ノレに対する適用例についても紹介する。また、 Maoらの論文 1において

も、我々が Sortase-mediatedprotein ligationの研究を開始した初期の段階においても、

タンパク質問の ligation反応においてはせいぜい 20%"'-'30%程度の反応効率しか得ら

れていなかった。いくつかの改良を行うことにより反応効率を著しく向上させること

に成功し、 VcSH3を含め複数のタンパク質の立体構造解析への適用が可能となった。

反応効率を向上させるために行った工夫についても本会では紹介する予定である。

REFERENCES 

(1) Mao， H.; Hart， S. A.; Schink， A.; Pollok， B. A. J Am Chem Soc. 2004， 126，2670・2671.

(2) Mazmanian， S. K.; Ton皿 That，H.; Schneewind， O. Mol Microbiol. 2001，40，1049-1057. 
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3L4 高温での溶液NMR測定における蛋白質のNDSBによる

安定化
1群大工 2三菱化学生命研

0若松馨石井毅向瀧細田和男神谷歩金子敬輔榎

本舞弓井上裕介窪田健二河野俊之 2 行木信一 I

. Stabilization of protein by NDSB during NMR m~asurements at high temperatures 
('Graduate School ofEngineering， GunmaUniversity，、lITILS)
kaori Wakamatsu~， Takeshi Ishii 1， Long Xiang1， Kazuo Hosoda 1， A戸lmiKamiyaI， Keisuke 
Kaneko¥ Mayu Enomo句1，Yusuke Inoue1， Kenji Kubota1， Toshiyuki Kohn02， Nobukazu 
Nameki1 

In solution NMR， better sensitivity. and resolution are obtained by raising sample 
temperature， but proteins aggregate at too high temperatures due to thermal denaturation. 
Because pharmaceutically important proteins tend to aggregate more easily than 
housekeeping proteins， prevention of protein aggregation is one of challenging tasks in 
protein NMR. We previously found that non-detergent sulfobetaines (NDSBs) are use白1白r
high temperature NMR measurements of proteins. Here we report the interaction (sites and 
strengths) of NDSB四 195with acidic fibroblast growth factor (aFGF)， and the effects of 
NDSB-195 on the static and dynamic s佐ucturesof aFGF. We also report the s佐ucture
determination in the presence ofNDSBs. 

{緒言]

蛋白質の凝集はNMRやX線による構造解析で大きなボトルネックになっている.

創薬のターゲットとなりうる蛋白質ほど凝集しやすい傾向があるので，蛋白質の凝

集を防止することは基礎科学的にも実用的にも重要である. Non-Detergent 

SulfoBetaine (NDSB)は蛋白質を安定化し凝集を防止する試薬として知られていたが，

我々はNDSBがNMR測定においても有用である事を示してきた.本発表では凝集し

やすい事が知られている酸性線維芽細胞増殖因子 (acidicFGF) とNDSB-195との相

互作用について報告する.また， NDSB存在下でのNMR測定や構造決定についても

報告する.

{結果]
(1) aFGF上のNDSBの相互作用部位と相互作用の強さ:

種々のNDSB-195濃度でaFGFの15N_HSQCを測定することにより， NDSBとの相互

作用部位を決定した.NDSBと相互作用するアミノ酸残基の化学構造に強い傾向は観

測されず，酸性・塩基性・中性・疎水性全ての残基が影響された.一方，影響され

た残基の2/3以上は二次構造 (s-strand，31O-helix) とループとの接合部位に存在した

(Fig. 1) .また，相互作用の見かけの解離定数 (Kd) は0.04-3Mの広い範囲にわた

凝集安定性 NDSB 運 動 性 構 造 決 定

わかまっかおり いしいたけし こうりゅう ほそだかずおかみやあゆみ

かねこけいすけ えのもとまゆ いのうえゅうすけ くぼたけんじ

こうのとしゆき なめきのぶかず
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っていた.この値は通常の酵素・基質の親和性 (Km) より 2桁弱いので， NDSBは

酵素・基質相互作用を妨害しないと予想される.

" " "W  " "" " 

21 41 61 81 101 121 141 

Residue No. 

" Kd<0.1 M " 0.1 M.:Kd<0.5M 曹 0，5M .:Kd< 1.0 M 曹 1，0M .: Kd < 3，0 M 

時 s-strand f-helix 

Fig. 1: The residues whose chemical shifts were affected by NDSB・195with apparent 
Kd values smaller than 3 M are indicated along the sequence of aFGF. Different 
affinities of the interaction are indicated by different symbols. 

(2) NDSBがaFGFの静的・動的構造に及ぼす効果:

aFGFの遠紫外の円偏光二色性 (CD) スペクトノレはNDSB・195を添加しでも変化し

なかったので， aFGFの二次構造はNDSBにより影響を受けないことがわかった.一

方， NDSBの添加により近紫外CDは絶対値が大きくなり，またトリプトファンの蛍

光も若干強くなった.このことから， NDSBはaFGFの三次構造を安定化していると

考えられる.

ps-nsの運動を反映する 15N_1H NOEはNDSB幽 195を添加しても有意に変化しなかっ

た.そこでNDSBはこのタイムスケールの運動に影響しないことがわかった.μs-ms

の運動を反映する 15Nの横緩和速度 (R2) は溶液の粘度にほぼ比例する. 0.5 M 

NDSB-195の添加により溶液の粘度は1.21倍上昇するので， R2も1.21倍上昇する事が

期待されたが，実際には1.03倍という小さい上昇が観測された.このことは， aFGF 

の三次構造が安定化され，コンパクトになった事を反映していると考えられる.

(3) NDSB-195存在下でのNMR測定と立体構造計算:

0.5 M NDSB-195存在下でも主鎖・側鎖のシグナル帰属に必要なNMRスペクトルは

問題なく測定でき，帰属も完了した.また， 15N-edited NOESYも測定できたが 13C_

edited NOESYにはNDSB・195由来のノイズが強く現れ，多くのNOESYシグナルが観

測できなかった.その結果，収束した構造は得られなかった.我々はNDSB-195のア

ナログ (NDSB-new) とその重水素化物を合成したが， NDSB-newの存在下では13C_

edited NOESYにノイズは現れず，最終的に収束した構造が得られた.そこで，重水

素化したNDSB-newは不安定な蛋白質のNMRによる立体構造決定に非常に有用であ

ると期待される.

[参考文献l
L. Xiang， T. Ishii， K. Hosoda，A. Kamiya， M. Enomoto， N. Nameki， Y. Inoue， K. Kubota， T. 
Kohno， K. Wakamatsu (2008) "Interaction of anti-aggregation agent dimethylethylammonium 
propane sulfonate with acidic fibroblast growth factor"， J. Magn. Reson.， 194， 147-151. 
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3L5 固体NMRによる医薬品とシクロデキストリン

混合粉砕物中の医薬品分子状態の検討

東邦大院・薬 O高木美菜子、古橋泰生、米持悦生、寺田勝英

Molecular States of Drug in Ground Mixtures 

With Cyclodextrin Evaluatedby Solid State NMR 

Facu1ty of Pharmaceutical Science， Toho University 

OMinako Takagi， Yasuo Yoshihashi， Etsuo Yonemochi， Katsuhide Terada 

Molecular states in ground mixtures of aspirin and s-cyclodextrin were 

investigated by 13C CP/MAS NMR measurement. The NMR signals due to 

aromatic carbon moiety of aspirin observed in ground mixture were the same 

positions as that observed in inclusion compound. NMR signals of acetoxyl group 

and carboxyl group of aspirin were different in both samples. To gain the inclusion 

mode of aspirin in ground mixtures， we carried out a series of 2D HETCOR NMR 

experiment. In the HETCOR spectrum of ground mixture， correlation peaks 

appeared between C8 ，C9 of aspirin and s-cyclodextrin protons. It was suggested 

that not only acetoxyl group but carboxyl group of aspirin would be included in the 

s-cyclodextrin cavity in the ground mixture. 

背景

シクロデキストリンと医薬品を混合粉砕することで医薬品が非品質化し、難溶性医

薬品においてはその溶解性が改善されるという事は既に良く知られている。しかし、

混合粉砕物中の分子状態についてはこれまでラマン、 IRスベクトルにより検討が行

われてきたがその包接様式は未だ十分に解明されていない。本研究では、医薬品とシ

クロデキストリンの包接化合物結品及び混合粉砕物について固体NMRスペクトル測

定を行い、それらの医薬品の分子状態について検討した。

実験

医薬品には結品状態で二量体を形成するアスピリン CASP)を用い、シクロデキスト

リンはPーシクロデキストリン(日-CD)を用いた。包接化合物は共沈法により調製した。

固体NMR、包接化合物

たかぎ、みなこ、よしはしやすお、よねもちえつお、てらだかつひで
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混合粉砕には振動ロツドミルを用い、モノレ比 1:1で 45分行った。包接化合物及び混

合粉砕物中における医薬品の分子状態の評価は固体 NMR(Bruker杜 AVANCE

300MHz digital NMR) を用いて行った。

結果、考察

1)各試料中のs-CDの分子状態

CP/MASNMR測定により包接化合物、混合粉砕物中の戸ーCD分子の状態を比較し

た。各試料のs-CDに帰属するシグ、ナル部分を Fig.1に示した。混合粉砕物の全ての

シグナノレは、 s-CD結晶のシグ、ナルの位置に対し高磁場側にシフトしていた。これは

ASPの包接化により遮へい度が増し、高磁場側へのシフトが起きたためと考えられる。

また、混合粉砕物の
シグナルは包接化合 Fig.l 13C CPIMAS NMR 

物のシグナノレに比べ spectra of s"Cyclodextrin 

ブロードなシグナル (a) Ground mixtures 

であった。包接化合 仏)Inclusion compound 

物のシグナル位置は た)s"Cyclodextrin crystal 

s-CD結晶のシグナ

ルに対し全て高磁場

側にシフトしており、

混合粉砕物の結果と

一致していた。

[~酬 J0. 

開。… 7

8t即 tureof s"cyclod凶 m

Cl 

(a) 

、、.，
f

Lυ 
〆，‘、

2)各試料中の ASPの分子状態

CPIMAS NMR測定により包接化合物、混合粉砕物中の ASPの分子状態の比較を

行った。各試料の ASPのシク、ナル部分を Fig.2に示した。混合粉砕物のシグナルは

C4'""C7がASP結品のシク、ナノレに対して低磁場側にシフトしていた。さらに、 C1'"" 

C2のシグナルはブFロード、なシグ、ナルで、あった。また、 C9のシグナルは低磁場側 (0)

と高磁場恨IJ (・)の二つのシグナノレとして現われていた。

包接化合物はASPのC4'""C9のケミカノレシフトが低磁場側へシフトしていた。C1、

C2はASP結晶と一致するシグナノレ(@)と高磁場側へシフトしたシグナル(犬、大)

が確認された。このことから包接化合物中の CLC2には複数の状態が存在している

ことが示唆された。

これらの結果から、混合粉砕物中においても ASPのベンゼン環は包接されている

ことが示唆された。また、アセトキシ基にあたる C9のうち低磁場側のシグナノレ (0)

が包接化合物の C9のシグ、ナルとよく一致していたため、混合粉砕物では C9の方向

からも包接されていることが示唆された。ただし、 C9の高磁場側のシグナル(・)

は包接化合物と一致しないことから、包接されていない C9も存在することが示唆さ

れた。

-61-



(c) 

110 30 25 20 15 
~m ~m 

Fig.2 13C CPIMAS NMR spectra of Samples 

(a) Ground mixtures (b) Inclusion compound (c) Aspirin crystal 

C8 
O 

(a) 

、‘.ノ唱。，，.‘、

(a) 

、.y'hu 
Jt
‘、

3)混合粉砕物中での ASP分子の包接様式

混合粉砕物中での ASP分子の包接様式を検討するため、国体 NMRlH・13C

heteronuclear correlation (HETCOR)測定を種々の拡散時間で、行った。 Fig.3には包

接化合物の拡散時間(a)100μs、(b)500μsでの HETCORスベクトノレを示した。拡散

時間 100μSのHETCOR測定では、 ASP、s-CDそれぞれの分子内での lH-13C相互

作用によるシグナルが認められた。拡散時間 500μSのスベクトルでは ASPの C1"'-'

C2/fこ帰属されるシグナルがs-CDのlHと相互作用していることが確認された。C1、

C2に帰属するシグナルのうち ASP結晶と同じ位置に見られたシグナノレ(@)はアセ

トキシ基由来の 3.5 "'-'4ppmにシグナルが認、められ、このシグ、ナルは、 C9の lHに近

いアセトキシ基の C2に帰属されることが示唆された。

Fig.4には混合粉砕物と包接化合物の拡散時間 500μsでのHETCOR測定の結果を

示した。混合粉砕物のスベクトルでASPとs-CD聞の lH・13C相互作用のシグナノレが

見られたのはアセトキシ基の C9(0) のシグナルとベンゼン環の C8シグナルであ

った。この結果は Fig.2(a)のアセトキシ基の C9(0)が包接化され、 C9Ce)は

包接化されていないことが示唆された。さらに C8のシグナルも確認されていること

から、 ASP分子がカノレボキシノレ基方向からs-CDに包接される様式も存在していると

考えられた。また、混合粉砕物の HETCORスベクトノレはノイズが包接化合物に比べ

大きく、混合粉砕物中の ASPの分子状態は様々で、不均一な状態であることが確認

された。
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Fig.31H-13C HETCOR NMR spectra of lnclusion compound with different spin diffusion time 

(a) 100us (b) 500us 

Fig.4 lH-13C HETCOR NMR 

spectra of inclusion compound 

and ground mixtures with spin 

diffusion time of 500us 

(a) Ground mixtures 

(b) lnclusion compound 



3L6 微生物産生高分子ポリ (ε-Lーリジン)

およびそのポリマーブレンドの固体 NMR
福井大院工 1，金沢大院自然 2

0前田史郎 I，加藤久美子入国本浩喜 2

Solid-State NMR of~icrobial Poly(ε-:L-lysine) and Its Polymer Blends 
Shiro Maeda'， Kumiko Kato'， and Ko-Ki Kunimoto.l 

IDivision of Applied Chemistry and Biotechnology， Graduate School of Engineering， 
University of Fukui， Japan and "'Division of Applied Science， Graduate School of Natural 
Science and Technology， Kanazawa University， Japan 

In recent years， there has been considerable interest in biopolymers because of concern 
over the environmental impacts arising企omthe disposal of petroleum based plastics. 
Poly(amino acid)s provide a class of biopolymers based on natural amino acids linked by 

amide bonds. The molecular structure ofmicrobial poly(e-lysine) and its polymer blends with 
poly(acrylic acid) (PAA) ， carboxy methyl cellulose (CMC)， poly(vinyl alcohol)σVA)， and 
poly(L-lactic acid) (PLLA) were investigated by using high-resolution solid-state uC and 口N
NMR spectroscopy. 

[緒言]ポリ (e-L-リジン)(ε-PL)は，放線菌の

一種 Streptomyc，θ'8albulu8が産生する微生物

由来の生分解生高分子である.e-PLは天然に存

在するポリアミノ酸のひとつであり，必須アミ

ノ酸 Lーリジンのαーカノレボキシノレ基とε一アミノ

基がペプチド結合した直鎖状高分子である

斗N~~州f

Fig.l Structure of poly(e-L-lysine) 

(Fig.l) 1).ε-PLは水溶性であり，抗菌性，凝集・吸水性等，多様で有用な特性を持つ.

e-PLは， {JIJJ鎖に反応性の高いεーアミノ基(α-NH2)があるため，化学修飾による機能性

の高いポリマーへの応用が期待される.そこで，新しい機能性ポリマーの開発を目的

として， ε-PLと水溶性を持つポリアクリノレ酸(PAA)，ポリピニルアルコール(PVA)， 

カノレボキシメチルセルロース(CMC)，ならびにポリ乳酸(PLLA)とのポリマーブレン

ドを作成し，固体高分解能 NMR，IRを用いて構造解析を試みた 2)

[実験]e-PLは数平均分子量4，090，平均重合度 32の白色粉末でありチッソ(株)から

提供されたものをそのまま用いた.ブレンドポリマーの作成条件は次のようである.

e-PLlPAA: e-PLとPAAをそれぞれメタノールに溶解後，混合した.撹枠中，徐々に

白色沈殿が生じたので，遠心分離を行うことで上澄みを除去し，沈殿のみを回収した.

沈殿から溶媒を除去するため，減圧乾燥処理を行い，様々な比率のブレンド粉末を作

製した.e-PLlCMCおよびe-PLlPVA:εーPLとCMC-Naまたは PVAをそれぞれ蒸留水

に溶解後，混合した.混合溶液をテフロンシャーレ上にキャストし，室温で風乾させ

た後に，さらに減圧乾燥させ，無色透明でフレキシブルなブレンドフィルムを得た.

キーワード:微生物産生高分子，ポリ (e-L-リジン)，固体 NMR，ポリマーブレンド，

生分解性高分子

まえだ しろう，かとう くみこ，くにもと こうき
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E-PLIPLLA:クロロホルム/メタノールの混合溶媒、ヘキサフルオロイソブpロパノール

の2種類の溶媒を用いて上記と同様な操作で様々な比率のブレンドフィルムを作成し

た. L-ポリ乳酸(PLLA)は数平均分子量210，000であり三井化学(株)から提供された

ものをそのまま用いた.固体高分解能 13Cおよび15NNMR測定にはChemagneticsCMX 

Infmity300を用いて，それぞれ 75.56MHzと30.45MHzで測定した 13C化学シフトは

HMBのメチル炭素を TMSから 17.35ppm，15N化学シフトは GlycineをNH3(liq.，25
0C)

から 32.5ppmとした.測定は室温で行い， MAS回転数は 5-7k:Hzで、あった.

【結果と考察]

(1) E-PL/PAA :ε-PL， E-PLlPAAお

よびPAAの 13CCP/MAS NMRス

ペクトルを Fig.2に示す. E-PLと

PAAをブレンドすることにより，

E-PLのカノレボニノレ基(C=O)のピー

クが高磁場に， PAAの C=Oピー

クが低磁場にシフトした.ε-PLと

E-PL塩酸塩(E-PL眉 Cl)のC=Oピー
クの化学シフト 3，4) を比較すると，

E-PLは， C=O・・・NHの水素結合の

ためにε-PLlHClよりも低磁場シ

フトする.複合体中のかPLのC=O

ピークが高磁場シフトした原因は，

ブレンドにより E-PLの C=O・e ・

NHの水素結合が切れ， PAAと新た

な相互作用が形成されたためであ

ると考えられる.また， E-PLの

α-CHおよび， y-CH2ピークが高磁

場シフトした.これは，y-gauche効

果によるもので， ε手Lのコンブオ

メーション変化を示唆する.

Fig.3 ~こかPL， かPLlHCl，Methyl 

Orange を化学修飾したかPLゐ10

(Scheme1)および、E-PLIPAA(1/1)の

固体 15NCP/MAS NMRスベクトル

を示す .ε-PLlPAA(1/1)の主鎖

E-NHCOは 121ppm，側鎖α-NH2は

38ppmに現れた.これらのピーク

はかPLと比較すると， ε-PL厄 Cl，

E-PL1MO と同様に低磁場シフトし

ている.ε手LlMOはイオンコンプ

レックスを形成しているため，低

磁場シフトを示す 3) 以上の結果は，

PAAをブレンドすることにより，

E-PLのコンブォメーション変化，

100 . . • • 50 1 
PPM 

r-ー『
150 

Fig.2 13C CP!MAS NMR spectra of (a) 6-PL powder; 
(b)6-PLlPAA (3/1)，(c) E-PLIPAA (111)， (d) E-PLIPAA 
(113) and (e) PAApowder. 
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Fig.3 15N CP!MAS NMR spec仕aof (a) E-PL powder， (b) 
E-PLIHC1， (c) E-PL!Mu and (の E-PLIPAA(111). 
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イオンコンプレックスの形成を示

唆する.

(2)ε-PL/CMC: Fig.4に水からキャ

ストした CMC フイノレム，

e-PLlCMC，水からキャストした

かPLフイノレムの 13CCPIMAS NMR 

スペクトルを示す.ε-PL/CMCは透

明で柔軟なフィルムである. Fig. 5 

に e-PLおよびかPLlCMCの 15N

CP/MAS NMRスペクトルを示す.

e-PLlCMCの90ppm付近にe-PL粉末

にはないピークが現れた.当初，化

学シフト値からアミド窒素と帰属

し， ε-PLのかNH2とCMCのカノレボ

キシ基がアミド結合を形成する可

能性を検討した.しかし，水からキ

ャストした e-PL フイノレムの 15N

NMRスペクトノレにも 90ppmにピー

クが観測された.同様に Fig.4(e)の

13Cスペクトノレにも 127ppm付近に

かPL粉末にはないピークが現れる.

水からキャストしたε-PLに現れるこ

れらのピークの帰属および高分子聞

の相互作用について現在検討中であ

る.相溶性を評価するために T1P
H を

測定した.ε -PLlCMC= 2/1ブレンド

フィルムの T1P
H 値はほぼ均一で，

e-PLとCMCのホモポリマーの T1p
H

値の中間であった.T1P
H測定から，

e-PLとCMCは2-5nmのスケーノレで、

相溶していると考えられる。

(3)ε-PLlPVA : Fig. 6に， ε-PL，水

溶液 からキャストしたかPL，

e-PL/PVA， PVAの 13C NMRスペク

トノレを示す.ε-PLlPVAは透明で柔

軟なフィノレムである. e-PL/PVAの

C=oおよびCαピークがε-PLに比べ

て高磁場シフトを示していない.ま
た 15N スベクトノレ測定を行ったと

ころ E手L1CMCと同様のスベクトル

を与え， α-NH2が低磁場シフトを示

していないので， ε-PL/PVAはポリイ

Fig. 4. 13C CPMAS NMR spec回 of(a)CMC cast film 
企omaqueous solution， (b) E-PLlCMC=1/2 blend film， 
(c) E-PLlCMC=l/1 blend film， (d) E-PLlCMC=2/1 blend 
film，阻d(e) E-PL cast film企omaqueous solution. 

(a) 

(c) 
回，、

E.NHCO α-NH2 

I • ， ， '150' ， ， '160' ， ， 'SO ' ， ， PPM 

Fig. 5. 15N CP/MAS NMR spec仕aof (a) E-P!.-powder， 
(b) E-PLlCMC=1/1 blend film， and (ゆ E-PLlCMC=2/1
blend film. 

r-ーーを
今田

す
老師

マ
.~ 

τ .，、 -叩，
墨田島

Fig. 6. 13C CPMAS NMR spectra of(a) s-PL， (b)ε-PL 
cast film企omaqueoussolution， (c) E-PLIPVA(1/I)， and 
(d) PV A powder. 
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オンコンプレックスではないと考えることができる.私たちは PVAの 13CNMRスベ

クトノレにおいて CHピークが分裂し，それが分子内水素結合に起因することを見出し

ているの.プレンド比率によって， 3本に分裂した CHピークの相対比率が変化する

ことを見出したが，これはブレンド比率によって高分子聞の水素結合様式が違うこと

を示している.TI
H測定により求めた TI

H値は，すべてのブレンドにおいて一致した.

これは，s-PLlPVAブレンドが 20'"'"'50nmのドメインで非常によく混ざり合っているこ

とを示唆している.一方，T1p
H測定により求めた T1/ 値は，どのプレンドにおいても

一致しなかった.しかし，各ポリマーの T1p
H

11直と比較すると，互いに平均の値に近づ

いている.これは， 2'"'"'5nmのドメインでは完全に混ざり合っていないが，部分的に

相溶していることを示唆する.

(3)ε-PL/PLLA:メタノール/クロ

ロホルム溶液からキャストしたかPL，

s-PL/PLLAおよび PLLAフィルムの

13CNMRスペクトルを Fig.7に示す.

PLLAの結品構造には 103らせんのα

品31らせんのP晶の2種類があるが、

Fig. 7(e)からわずかにα晶が混ざっ

ているがほぼ非晶であると考えられ

る.ε-PLlPLLA複合体のスペクトノレ

Fig. 7 (b)ー(d)をみると， ε-PLの比率が

増大するにつれて、 PLLAのスペク

トルがα晶に特徴的なスペクトルに

変化していることが分かる.このこ

とから， PLLAが非晶からα晶に変化 戸{

していると考えられる.このことは 1田 100 切 PPM

DSCからも確かめられた.この原因

としては、結晶化速度の違いが考え

られる.一方， ε-PLのスベクトルに

は大きな変化は見られないので， s 

Fig. 7. 13C CPIMAS NMR spectra ofpolymer blend 
films cast from methanolJchloroform solution :(a) 
e-PL， (b) e-PI1PLLA (3/1)， (c) e-PI1PLLA (V1)， (d) 
e-PLlPLLA (V3)， and (e)PLLA. 

ーシート構造を保っていると考えられる.

【謝辞]大学院生として本研究に協力していただいた森貴志，村中淳之介，木下理，
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3L7 多孔質シリカゲ、ノレの表面および内部水酸基密度

旭硝子側 O関庚薫

AGCエスアイテック附宮原浩嘉

Surface and internal hydroxyl group density of porous silica gel 

Asahi Glass Co.， Ltd. Kyon Hun Min 

AGC Si-Tech Co.， Ltd. Hiroyoshi Miyahara 

Surface hydroxyl group of porous silica gel plays an important role on its 

chemical and physical properties. Quantification of surface hydroxyl group 

density possess some difficulties due to its internal hydroxyl group. In this work， 

we estimated surface and internal hydroxyl group densities using 29Si NMR 

technique. Signal intensities of 29Si NMR spectra-provide ratios of Q4， Q3 and 

Q2. The correlation between specific surface area of porous silica gels and ratios 

of Q4， Q3 and Q2 of various porous silica gels provides both surface and internal 

hydroxyl group densities. We concluded that surface and internal hydroxyl 

group densities are 6.17μmol/m2 and 1.88mmol/g， respectively. Signal to noise 

ratio of 29Si NMR spectra have also been improved dramatically using relaxation 

agent for solid porous material， leading to higher accuracy of the densities. 

1.はじめに

多孔質シリカゲノレの用途として、医薬品精製用および分析用のカラム充填剤、ペプ

チド合成用の担体等が挙げられる。何れの用途においても 多孔質シリカゲノレ表面の

有機修飾処理は必須で、ある。有機修飾品の特性、例えば耐アルカリ性は、表面水酸基

の残存率に大きく影響される。このため、表面水酸基密度の算出は、多孔質シリカゲ

ルの構造解析において極めて重要で、ある。水酸基の定量法としては、固体29SiNMR法

と赤外分光法が挙げられる。何れの分析手法も、表面水酸基と内部水酸基を区別する

ことはできない。このため、表面および内部の水酸基密度を算出することは困難であ

った。本報では、適切な試料群を揃えることで、この課題の解決を試みる。分析手法

には、国体29SiNMR法を用いる。同法の短所であるデータ積算効率の低さを改善する

目的で、緩和試薬1)の利用を試みた。固体試料に対して緩和試薬を利用する場合、試
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料と緩和試薬とを融解混合することが一般的である 2-4)。ここでは、試料が比表面積

の大きい多孔質体であることを利用する。緩和試薬を試料表面に吸着させることで、

その機能発現を期待する。

2.実験方法

試料は、工業的に調製された多孔質シリカゲ、ノレ 9点。各試料の比表面積は、

150-900m2/ gの範囲内に収まる。

NMR測定には、日本電子社製 ECP400を用いた。共鳴周波数は、 29Si核:79.41阻1z

である。 29Si核パノレス幅は、 450(2.75μs)である。測定には、 MAS法を採用する。デ

ータ積算における待ち時間は、未処理試料の場合 200-300s、前処理した試料の場合

1. 0-2. 5sである。 MAS速度は、約 5kHzとする。ポイント数は 40960 フーリエ変換時

のBF値は 20-50Hzとし、ピーク分離に用いるワイブルグ係数は 2とする。縦緩和時

間T]の測定には、 Saturation-Recovery法を採用した。

緩和試薬の利用法について述べる。緩和試薬で、あるクロム (III)アセチノレアセトナー

トのアセトン溶液を調製する。この溶液とシリカゲ、ルをパイヤル中で混合し、超音波

処理を行う。次いで時計皿に移し、ホットプレート上90
0Cで加熱乾固し、測定に供す

る。アセチノレアセトンクロム塩添加量は、クロム元素換算で、シリカゲ、ル総重量に対

して1wt出とした。

3. 実験結果と考察

試料の典型的な 29Si剛Rスベクトノレを Fig.11こ示す。同スベクトルは、 3本のピー

クに分離可能である。 3本のピークは、高磁場慣IJから Q4、Q3、Q2に帰属される。ピー

ク面積比から、 Q4、Q3、Q2の組成比を算出可能である。全試料について、 Q4-Q2の組

成比を算出し、比表面積に対してプロットした (Fig.2) 0 比表面積の増大に伴い、水

酸基を有する Q2とQ3の分率は増大し、水酸基を持たない Q4の分率は減少する。 Q4、
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Q3、Q2の各成分の比率と比表面積との関係は、直線で近似できる。このことから、各

直線の傾きによって、表面水酸基密度を算出で、きる。また、各直線の y切片は、比表

面積がゼロの状態における Q4-Q2の組成比を表す。つまり、各直線の y切片から、内

部水酸基密度を算出することができる。これによると、表面水酸基密度は 6.84μ

mol/m2であり、内部水酸基密度は 2.33mmol/gである。

'i，.c，)¥J毎

F もを宅 さふき \ふいお。ふ ~f:!

Figure 1 Peak resolved 29Si NMR 

spectra of porous silica gel 
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Figure 2 The relationship between 

surface area and Q4-Q2 ratio of each 

sample 

Fig. 1に示すスペクトルは、取得に 20hrを要し、 S/N比は 11である。 S/N比が低い

ため、微量成分である Q2は、その組成比に大きな実験誤差を含む。この実験誤差を

低減するためには、スベクトノレの積算効率向上が有効である。ここでは、その手段と

して、緩和試薬の活用を試みた。緩和試薬処理を行うことで、試料の T)を500分の l

Figure 3 Peak resolved 29Si NMR 

spectra of porous silica gel treated 

with relaxation reagent 

-70-

に短縮可能である。緩和試薬処理した

試料の 29SiNMRスベクトルを Fig.3に

示す。測定時間は 2hrであり、 S/N比

は43である。Fig.1に比べ、Fig.3は、

取得時間が1/10と短い上に、S/N比も

4倍高い。緩和試薬処理した試料を用

いて、改めて水酸基密度の算出を行っ

た。これによると、表面水酸基密度は



6.17μmol/m2であり、内部水酸基密度は 1.88mmol/gである。緩和試薬処理を行うこ

とで、比表面積と Q2、Q3の成分比との関係における相関係数は、向上していること

を確認済みである。

さらには、表面および内部の各水酸基密度について、 Q3とQ2各成分の寄与率を算

出した。興味深いことに、何れの水酸基密度についても、 Q3とQ2各成分の寄与率は

75 : 25であり、同じ値を示す。

4. まとめ

多孔質シリカゲルについて、国体 29SiNMR法により、内部水酸基量と表面水酸基量

を見積もることに成功した。表面水酸基密度は 6.17μmol/m2であり、内部水酸基密度

は 1.88mmol/gである。国体 29SiNMR法の欠点であるデータ積算効率の低さを改善す

るために、緩和試薬の活用を試み、これに成功した。これにより、 NMRスベクトルの

積算効率が改善され、定量性は大幅に向上した。

参考文献

1 )宮津辰雄、荒田洋治、編、 NMR総説と実験ガイド[II] 化学の領域増刊 142号

南江堂、東京、 (1983) 167 

2) K.]. D. Mackenzie and M. E. Smi th， Mul tinuclear Solid-State NMR of lnorganic 

Materials， Pergamon， Amsterdam， (2002) 202 

3) J.S. Hartman， A. Narayanan and Y-X. Wang， J. Amer. Chem. Soc.， 116 (1994) 
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4) R. H. Meinhold and K. J. D. MacKenzie， Solid State Nucl. Mag. Reson.， 5 (1995) 

151. 
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3L8 多孔質 BCN系における llB_14N の交差分極法

および HETCORの応用
(物質・材料研究機構京大・理2)

O村上美和丹所正孝清水禎l，ViI111Ajayanl， 
有 賀 克 彦森利之竹腰清乃理2

l1B_14N Cross polarization in mesoporous BCN and application of HETCOR 
(National Institute for Materials Science'， Graduate School of Science， 

Kyoto University2) M. Murakami 1， M. Tansho1， T. Shimizu 1， A. Vinu 1， K. 
Ariga 1， T. Mori 1， K. Takegoshi2 

By analyzing the llB MAS NMR of mesoporous BCN， we reported it 
consists of three boron sites. From comparison with similar compounds， 
these three sites were assigned to (1) boron coordinated to three nitrogens， 
(2) boron carbon nitride， and (3) boron coordinated to four nitrogens. 
Recently， to confirm these assignments， we examined 14N MAS NMR and 
found that the assignment is too naive. Toestablish more accurate 
assignment， an application of HETCOR is invoked. In this work， we report 
our first results of CP among llB_14N， which is prerequisite for HETCOR. 

{緒言】我々はこれまでに llBMAS NMRの測定から多孔質 BN(MBN)

および BCN(MBCN)には 3種類のホウ素サイト(図 1の a，b， c)があるこ

とを報告した 1)。それらは類似の化合物の llBMASスベクトルとの比

較から、各々、窒素 3配位ホウ素 (a)、窒素 4配位ホウ素 (c)、および炭

素を含む BN構造(b)と帰属した(図 1)。ところが、 14N MAS NMRを測

定したところ、上記の単純な llBの帰属に対して疑問が生じた。そこで、

この問題を解決するために、 llB_14NHETCORの適用を考え、まず、そ

れに必要な llB_14N の CPを検討した。

【実験】 MBCNおよび MBN
は既報 2)の試料を用いた。

cubic BN (cBN)は昭和電工よ

り、 hexagonalBN (hBN)は信越

化学より購入した。 llBおよび

14N MAS NMR測定には、 JEOL

社製 ECA930(21.8 T、共鳴周

波数 llB:298.377 MHz、14N:

67.155 MHz)および ECA500
(11. 7T、共鳴周波数 llB:

160.471 MHz、14N:36.145 MHz) 

を用いた。

a 
1¥ MBN 

川 内
JI¥ 工 c

，今 c

la f¥ MBCN 

;LCBN 

-LJ 
60 40 20 0 ー岳o 100 50 0 -50 -100 

C加mi国 IShlft' ppm Offset!kHz 

Fig.l llB (left) and 14N (right) MAS NMR 
spectra for BN samples measured at 21.8 T. 

キーワード 11 B，14N，CP，HETCOR，BCN 

むらかみみわ・たんしょまさたか・しみずただし・ヴィヌアジャヤン・

ありがかつひこ・もりとしゆき・たけごしきよのり
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[結果と考察】 CP時には両方の核

にラジオ波照射を行うが、ラジオ

波による核スピンの nutation周波

数は四極子相互作用により影響を

うけると考えられる。 MAS下で効

率良く CPを行うためには、

V nut 14N= V nut llB 土 n VR (V nut は
nutation周波数、 VRは MAS周波数)

の n=・1か 1の条件で行う必要があ

る。そこで、まず四極子の小さい

cBN を用いて、 11.7 T の磁場で
l1B_14N の CP実験を行った。図 2

に 10kHzの MAS下で 14Nのラジ

オ波強度は約 50kHzで 11Bのラジ

オ波強度を変えたときに得られた
14Nの信号強度を示す。 MAS によ

る l1B_14N の双極子相互作用の変

調により CP 条件がサイドバンド

化していることが示されている o

つまり、四極子が小さければ CP

条件に MAS 回転を考慮に入れて

ラジオ波強度を適切に設定するこ

とで、効率的な分極移動を起こす

ことが可能であることを確認でき

た。次に四極子の大きな MBNを用いて同

様の実験を行った結果を図 3に示す。.MBN

では主に llBのラジオ波による nutation周

波数が四極子の影響を受け、 nutation周波

数が照射したラジオ波強度(周波数単位)

の約 2倍になっていることが示された。こ

れは、 llB の四極子が大きいためである。

このような四極子による CP条件のずれは

四極 子 の 大 きさが異なるサイトを 持 つ

MBCNのような系で HETCORを行う際に

問題になると考えられる。またこれ以外に

四極子が大きい場合の CPの問題として CP FigA New frequency-sweeped 
による感度向上が小さいことが判った。こ CP pulse sequence 

れは照射しているラジオ波強度が四極子よりも小さいためにスベクト

ル全体を励起できないためであると考えた。そこで、これらの問題点

を克服するために CPの間で照射磁場を掃引する手法(図的を考案し

た O この手法は lH_
31p の系で評価を行い、有効性を確認できている。

現在は l1B_14N の系への適用を検討している O
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3L9 lH-NMRメタボロミクスの医療応用

- CKD (慢性腎臓病)患者血媛の解析

東北大院・果、東北大圏薬 2、東北大 21世紀COEプログラム CRESCEl叩03

宏人会中央クリニック
4

0藤原正子 1. 小林武志 1、城守隆宏 2 丸山穣 3、竹内和久 1.4、今井潤 1.3

Clinical Application of lu-NMR-Metabolomics to Chronic Kidney Disease 

Graduate School ofPhannaceutical Sciences， Tohoku Universityl， Faculty of 

Phannaceutical Sciei1ces， Tohoku UniversiザラTheTohoku University 21st Century COE 

Program "CRESCENDO"へKoujinkaiChuo Clinic4 

Masako Fujiwara 
1

ぺTakeshiKobayashi
1， Takahiro Jomore， Yutaka Maruyama3， 

Kazuhisa Takeuchi3

へ
Yutakalmai 1，3 

lH NMR spectroscopic and pattem-recognition-based methods were applied to the 

metabolic profiling studies on the plasma from patients in CKD (Chronic Kidney Disease). 

Plasma samples企ompatients of pre-and post-hemodialysis and from in every stage of 

CKD were col1ected and measured by 600 MHz NMR spectroscopy. Each spectrum was 

data-processed and subjected to principal component analysis. Spectral pattems of plasma 

between pre-and post-dialysis were c1early discriminated together with significant 

fluc旬ationsin the level of low-molecular-weight metabolites. Spectral quantitation of 

these metabolites in plasma with high density of proteins was attempted to monitoring 

dialysis treatment and for classification of CKD stages. 

く目的> NMRメタポロミクスの方法として我々は、含まれる代謝物の量比を水

素核 NMRスペクトルのパターンとして丸ごと把握するノンターゲテド法を用いる。

本法は全身に及ぶ代謝変動を把握し連動するマー力一群を抽出するために有用であ

る。また生体サンプルの前処理をほとんど必要としない非破壊法であるため、医療

応用としての可能性を持つ。生活習彊病の中でも深刻で複雑な病態を持つ慢性腎臓

病 CKD(Chronic Kidney Disease)に適用し新規な病態把握法を確立する。

く対象> CKD は一般に腎臓障害の進行度を 5 ステージ(I~V) に評価し、最終ス

テージVでは血液透析を導入することになる。各ステージおよび透析患者の透析直

前と直後の血液を病院から収集した。

キーワード:メタボロミクス、混合物NMR、代謝物、パターン認識、慢性腎臓病

ふじわらまさこ、こばやしたけし、じようもりたかひろ、まるやまゆたか、たけう

ちかずひさ、いまいゆたか
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く方法〉血援 200pL，rこ生理食塩水、 D20、TSP-d4(内部標準物質)を加えたもの

を1サンプルとし、これを 600MHz NMR (JEOL ECA)により lHNMR測定し

た。水消しは事前照射法を用いた。得られた多検体スペクトルを PCA(主成分分析

法)や SIMCA(部分空間法)により解析した。スペクトル処理および解析にはALICE

2 for metabolome (JEOL Ltd.)を用いた。水に由来するピーク付近 (5.2-4.3 ppm) 

は解析対象から外した。

く結果・考察>CKDステージの進行に伴ってクレアチニンのみならず TMAO(ト

リメチルアミンオキシド)の蓄積が見られ、特に透析導入前のステージVのスペク

トルは他と顕著な区別を呈したoPCA解析にて透析前後のスペクトルパターンは明

確に区別され、前後に変動する低分子代謝物のプロファイル(クレアチニン、グル

コース、アミノ酸、 TMAO、ラクテート、および透析液成分など)を得た。これら

のプロファイルによって、多様な代謝異常や生活習慣を背景に持つ患者でも透析の

効果を表す解析軸を抽出できた。アセテート含有および非含有の 2種類の透析液を

用いた透析においてもプロファイルを検討した。スペクトルパターンの定性解析だ

けでなく、高分子成分を多く含む血襲スペクトルで、重要な低分子代謝物について

は定量を行い変化量について考察する。これらの変動プロファイルは透析効果や病

状管理などの指標として有用性をもつものとして提案する。

L~t 全。
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Figure; lH NMR spectral and pattern-recognition analysis for plasma from patients of pre-

and post-dialysis using aβetate as the dialysate buffer 
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3LIO 生命の環境調和システムへの異種相関解析の試み

菊地淳 1，2，3、近山英輔 1、須藤倫崇 2、古田拓 2、持田恵一 1

1J里研 PSC、2横市院国際総合、 3名大院生命農

Developments of integrated analytical methods for metabolic balance in living and ecosystem. 

Jun Kikuchi1，2，3， Eisuke Chikayama1， Michitaka Sut02， Taku Furuta2 and Keiichi Mochida1 

lRIKEN PSC， Japan; 2Yokohama City Univ.， Japan; 3Nagoya Univ.， Japan 

Living organisms have been survived by response to various environmental changes， resulting its 

physiological mechanism is retained in genetic information. Furthermore， their homeostasis are 

maintained by changing metabolic balance. Therefore， we凶edto develop integrated analytical 

methods for metabolic balance in同10living systems， genetically diverged world rice core collection 

and invertebrate model animal， silkworm. Former case enabled predictions of remarkable gene 

functions by correlation display of genetic and metabolic diversities of rice. In the latter case， we 

proposed new method for coarse-grained views of metabolic pathways by following 13C movement. 

くはじめに〉アメリカ国防大学より、“石油資源が遺伝資源に代替される時代"の到来

が予測されて6年の間!こ、ゲノム時代を革新した C.ベンタ一氏は自費でクルーザーを購

入し、"海洋メタゲノム解析“と呼ぶ壮大な計画で、環境生物叢からの遺伝子資源収集

を始めている。また、 DOEもヒトゲノム計画以上の規模で、多年草・樹木の比較ゲノム解

析や、土壌微生物叢・腐食連鎖動物の腸内微生物叢のメタゲノム解析を推進している。

これらの遺伝子資源には光合成生物によるバイオマス蓄積、あるいは微生物分解に関

わる酵素のみならず、刻々と変動する地球環境に対して鋭敏に調和しようとする生物叢

の生態学的情報までが満載されているため、情報価値が極めて高い。

まず、生産者である植物は、動けないために環境変動に対して化合物応答する機構

が進化している。さらに、栽培化植物の場合、例えばイネでは 1万年近くもの歳月をかけ

て、選抜を繰り返してきた“歴史"が多様な遺伝子資源に秘められている。他方、消費

者である動物の場合、大規模な環境変動に弱い肉食動物に対して、 4億年の進化史を

超えた昆虫には、栄養飢餓に耐えられる代謝調節機構が備わっている。本会では、①

世界に散在するイネ遺伝的多型と代謝表現型の相関解析、②代謝物・代謝物相関を

応用した昆虫の生理状態評価の2例について、ゲノム等の異種情報とNMR情報を相関

解析させ、環境調和システムに迫る試みについて議論したい。

キーワード:データマイニング、遺伝的多型・代謝物相関、代謝物・代謝物栢関

きくちじゅん、ちかやまえいすけ、すとうみちたか、ふるたたく、もちだけいいち
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くNMR情報解析システムとしての異種相関法〉次に、本発表で提案する解析手法

について概説する。通常、 NMRで

多次元相関法と言えば、多次元

NMRの種々のパルス系列を示し

ているが、ここでは lH-NMRや

13C-HSQCのような単純なスペクト

ルを計測した後の、データマイニ

ング(1)の解析手法を示すこととす

る。解析具体例の第一の系は、 2

次元ヒートマップ化されており、

lH-NMR対 RFLP遺伝的多型の

相関解析である(図1-1)。第二 Fig.l Concept of our integrated analytical methods. 

の系は動物に対する安定同位体

標識(2)の手法で得られた 13C-HSQCスペクトルで同定された代謝物置代謝物聞の相関

解析法(3，4)である(図1-2)。いずれも、 bin化処理等のメタボローム解析で用いられる、

計測情報の最大限活用、スペク卜jレ情報のマトリックス化を利用している点に大きな特

徴がある。 NMRデータがマトリックス化されていると、異種の計測手法、例えば DGGEの

微生物叢情報(中西ら、本会発表)等と相関解析をすることも可能となる(図1-3)。

く遺伝的多型・代謝物相関解析>今世紀に顕在化する食糧問題は、人口急増に対

し作物の育種速度が追従できない事が難点である。生物の系統間の代謝物の違いを

左右する遺伝子(群)の決定技術は、食糧や環境・エネルギー資源の増産に関わる作

物育種に貢献する重要技術とさ

れる。そこで我々は、世界に広く

散在する遺伝的背景の多様な

穀物コアコレクションが確立され

ているイネを対象とし、表現型が

多様な 18系統を選出した。遺

伝的多型に関しては、各系統の

128のRFLPマー力ーの遺伝的

な染色体座乗位置情報から、

18系統聞の遺伝的距離行列を

算出した。また、代謝表現型に
Fig.2 Corre1ation display of genetic and metabolic 

関しては、これらイネ種子の各
iversities ofworld rice core collection. 

lH-NMRスペクトルを 250のbin

に区切り、 18系統聞のユークリッド距離による距離行列を計算した。これらを基に NMR
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化学シフトbinを横軸、イネ染色体に沿ったRFLPマーカーを縦軸にした栢関係数マトリッ

クスを作成し、代謝表現型と遺伝的多型の相関をヒートマップとして視覚的に表示した

(図2)。両者の相関の高い部位に着目すると、例えばコリンのメチル基には1番染色体

の 176.5cMにコリンフオスファターゼ 1が、指質のメチレン基には5番染色体 92.8cMや

8番染色体 123.7cMに脂質分解酵素群のクラスターが存在することを見出した(5)。
このように世界に散在する生物資源を系統的に比較する事で、環境に調和して選択さ

れてきた遺伝子情報にまで辿り着くことができれば、作物育種が飛躍的に高効率化する

と同時に、土地環境に応じた作物生産技術の開発にも繋がると期待できる。一つの鍵

技術は高速ゲノム解析である。 1995年当時には、世界中のDNAシーケンサーを稼働し

てもヒトゲノム解析には 10年かかると言われていたものの、 2010年にはわずか数分で

済むと目されている。バイオリファイナリーや構ず成的生物学の先端技術が植物科学に導

入されることで、生物生産に技術革新が起こると期待されている(6，7)。

く代謝物・代謝物相関解析〉前述の解析例は 1H-NMRのbin化したデータの距離行

列から、遺伝子機能推測にまで、絞り込めるという利点があるものの、多様性のある遺伝

的多型データが同時に必要であるという点は、ゲノムサイズの巨大な非モデル動植物に

は、やや難点があるという見方もできる。ヒトでは急速に遺伝子多型解析が進み、いずれ

は大病院に1台のシーケンサーが導入される時代が到来するかもしれない。しかし、まだ

有用とは見なされておらず、ゲノム解析さえ着手されていないヒ卜以外の非モデル動物で

も、重要なものは多い。例えば、環境評価を行う動物として、土壌のミミズ、水圏の貝類

といった無脊椎動物の生理状態解析が着目されている。ここでは、無脊椎動物のうちで

も我々が手掛けていたカイコの 13C標識系をパイロット実験として、生理状態変化を記述

する新手法の確立を試みた(8)。
実験データとしては4齢初期の力イコから摂食により 13C標識を始め、 5齢変態前まで

時系列で体液サンプルを採取し、既法の手法(9，10)により 13C-HSQC計測で同定した

56代謝物のシグナル強度を用いた。図3(a)には、 56代謝物の経時的なシグナル強度

変化を、代謝物・代謝物相関としてヒートマップで示した。すると、昆虫特有の窒素リサイ

クルに関わる代謝物のクラスターと、炭素エネルギー代謝に関わる代謝物のクラスター

とに大別された。これらは、摂食により入力された 13Cの動態情報を有しているために、

代謝経路上では近接した関係に位置するはずである。しかし、 KEGG等の現存する代謝

経路図は、あくまで作成者が任意に代謝ネットワークを2次元上に図示したた、けのもので

ある。そこで、刻々と変動する生理状態を代謝物の NMRデータで反映できるよう、代謝

経路の疎視化(Coarse-grainedview)を試みた。

56代謝物の 13C-HSQC強度4制限情報として、 KEGGよりダウンロードした 132経路ピ

クセルに対して、の以下のシミユレーテッドアニーリンク、計算で 3*106Kから 1*103Kま

で徐冷し、系のエネルギーEを計算した。
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E=£竺芋辻土〆 nzn¥i+L8，
同 叫 1'=1品)11一生111-dij 1 

~ A，) l Aj) 

ここで、尽は中心から/経路ピクセルまで

の距離、 Nrま経路の数、 OI)はがの重複、

Ajは/経路ピクセルの面積、島は界面(図

3(b)一(d)の外側の四角枠)外への侵害

を示している。すると、 4齢初期(図3(b))
では 56代謝物の属する代謝経路の配

置に傾向は見られないものの、脱皮直
rained views of metabolic pathways. 

後(図3(c):絶食後)では炭素エネルギー代謝に関わる代謝経路が、逆に踊への変態

直前(図3(d))では窒素リサイクルに関わる代謝経路が中心にクラスターを形成すること

を、疎視化することができた。この手法では、従来の要素のみの解析では得られない組

織化された情報を、集合化した数値化情報の計算により、浮き彫りにすることができた。
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3L11 光励起三重項電子スピンを用いたDNPのための
部分的重水素化によるプロトン密度の最適化

阪大院基京大院理2

CREST， Japan Science and Technology Agency3 

O香川晃徳川室川遊北川勝浩武田和行2

Optimization of 1 H spin density for DNP using photo-excited triplet 
electron spins 

OAkinori Kagawal
ペYuMurokawal， Masahiro Kitagawal， Kazuyuki Takeda2 

I Graduate Schoof of Engineering Science， Osaka University， Japan 

2Graduate Schoof of Science， Kyoto University， Japan 

3CREST， Japan Science and Technofogy Agency 

Abstract: In dynarilIc nuc1ear polarization (DNP) using photo-excited triplet electron spins， 

the attainable I H polarization is determined by the ratio of the buildup rate and the spin国 lattice

relaxation rate， in turn depend on the I H spin density. It is shown that the :final I H polarization 

can be enhanced by diluting the I H spins with partial deuteration. The DNP experiments are 

demonstrated in 0.05 mol% pentacene凶 dopedp-terpheny for various IH abundances. It is also 

shown that the I H spin diffusion coe血cientcan be determined by examining the initial bui1dup 

rate of I H polarization for various repetition rates of the DNP sequence . 

NMRの感度向上のために電子スピンを用いた動的核偏極(DNP:Dynamic Nuc1ear Polar-

ization)が利用されている。 DNPでは、ホスト分子中に不対電子スピンをもった偏極用分

子と観測対象である生体高分子などをドープした試料を用いる [1]0NMR信号の大きさは

偏極率に比例するため、いかに偏極率を大きくするかが重要である。その 1つの手段とし

て本研究ではホスト分子の部分的重水素化を行った。 DNP実験は、 p-ターフェニルに光

励起三重項電子スピンをもっベンタセンを 0.05mol%ドープした単結晶を用いた。その結

果、得られる最大の偏極率と偏極のピノレドアップρレートがホスト分子の重水素化率に大き

く依存することが明らかになった。また、偏極率を決定する要因であるスピンF 格子緩和

時間、スヒ。ン拡散定数について考察した。

HenstraらによってHartmann-Hahnマッチングに基づいたDNPの手法である ICP(Integrated

Cross Polarization)法が提案され、光励起三重項電子スヒ。ンを用いたDNPに利用されている

[2，3，4]0 ICP法では、実験室座標系の核スピンと回転座標系の電子スヒoンの間で、Hartmann-

Hahnマッチングを満たすようにマイクロ波の照射強度を最適化し、電子スピンから核ス

ピンへ偏極移動を起こす。また、そのマイクロ波照射と同時に静磁場を掃引し、 inhomo-

geneousに広がった全ての電子スピンパケットを DNPに参加させることで効率を向上す

Key Words : DNP， photo-excited triplet electron spins， deuteration， spin diffusion 

著者ふりがなかがわあきのり、むろかわゅう、きたがわまさひろ、たけだかずゆき
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ることができる。このICPシーケンスを繰り返し行うことで、ホスト分子全体の偏極がス

ピン拡散によって大きくなっていく。

ベンタセンを用いた ICP実験では様々なパラメータが最適化され、ナフタレンをホス

トとした単結晶の偏極率が 0.7土0.07まで高偏極化されている [3]。また、同様の実験が

99.2%・重水素化されたナフタレンを用いて行われており、その偏極のピルドアッフ。の時定

数が全て 1Hのナフタレンに対して 20倍程短くなったという実験結果が報告されている

[4]。その 2つの実験結果からホスト分子の重水素化が偏極率増大メカニズムに大きく関

与していると考えられる。

一般的に、偏極率Pの時間変化は下記の式で表される [5]。

= Pfina1 [1 -叶(B+ま)t}]
B -

= 一一ーァPe

B十五

ここで、 Pe、B、T1は、電子スピンの偏極率、ビソレドアップレート、 ICP中の 1Hスピン

のスピンー格子緩和時間を表す。最終偏極率九回lは、ピルドアップレート Bとスピンー格

子緩和時間の逆数 1fT1の比で決定される。重水素化率の異なるサンプノレに対してそれぞ

れのPfina1とB+ 1fT1を実験から求めた。

ICP実験は、室温、約 0.3Tの磁場中で行った。光励起には、 Cynosure製の色素レーザ

(LFDL・3)を用いた。レーザ波長、パルス幅、パルスパワーは、それぞれ590nm、1μs、8

mJfp叫seで単結晶中のペンタセンを効率よく励起できる。静磁場掃印は、土5mTの大きさ

で15μsで行った。マイクロ波のパワーは40Wを使用した。これらの値は、信号強度が

最大となるように最適化している。サンブP;レの重水素化率は、非重水素化p-ターフェニル

と98.3%酬重水素化p-ターフェニルの混合する割合によって調節した。一
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Fig. 1: Bui1dup curves ofthe 1H polariza-

tion of (a) 98.3%-deuterated p-terphenyl 

and (b) undeuterated p却 rphenyldoped 

with 0.05 mol% pentacene. 

Fig. 2: Finally attained 1H polarization 

(PfinaD as a function Of2H abundance. 

図 1に、 ICPを繰り返し周波数 50Hzで、行ったときのピノレドアップカーブの例を示す。

98.3%ー重水素化サンプノレ(a)の方が、全く重水素化していないサンブρル(b)よりピノレドアッ
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プが速く、最終的に得られる偏極率も大きくなっていることが分かる。図2、図 3に、実

験から得られたPfina，と緩和も含んだ実効的なピノレドアップレート B+ 1fT，の重水素化率

依存性を示す。その結果、我々の実験系では重水素化率が約 92.5%で偏極率が最も高く、

非重水素化サンブρノレにに対して約2倍の 7.1%で、あった。 B+ 1fT，は重水素化率を高くす

るにつれて速くなる傾向を示した。
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Fig. 4: 2H concentration dependence of the 

buildup rate (B) ca1culated from experimerト

tal data in Fig. 2 and Fig. 3 using Eq. (1) 

and (2). Pe = 0.63 was used[6]. 
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Fig. 3: 2H concentration dependence of the 

rat怠 (B+ 1fT，) ofthe bui1dup obtained by 

least square fitting. 

100 。

次に実験結果の考察を行う。 Pfina，とB+ 1fT1の実験結果(図2、図 3)を、式(1)、(2)に

代入するとビノレドアップ。レート BとICP中のスピンー格子緩和時間T1が得られる(図4、図

5)。図4より、重水素化率を上げるほどピルドアッフ。が速くなっていることが分かる。こ

の結果、重水素化率が 0~98.3%の間では、重水素化率を上げたことによるスピン拡散速度

の低下よりも、高偏極化させなければならない lHスピンの容量が小さくなる効果の方が

偏極のピノレドアップに支配的であると考えられる。次に、スヒoン圃格子緩和時間の重水素

化率依存性について考察する。図 6に、 ICPを行っていない場合(光励起による不対電子

スピンが存在しない時)の T1の測定結果を示す。図 5、図 6の結果から、光励起によって

作り出された不対電子スピンにより T1が大幅に短くなっていることが分かる。また、重

水素化率が高いサンプルの方がより T1の減少が顕著である。これは、 1Hスピンの量が多

い方が、電子スピンの緩和の影響が平均化されるためであると考えられる。 Pfina，はBと

lfT1の比によって決定されるので、 ICP中の T1の重水素化率依存性が偏極率の最も高く

なる最適な濃度が現れる一因となっている。

さらに、初期ピルドアップレートの周波数依存性から 98.3%重水素化サンフ。ルのスピ

ン拡散定数を求めた。初期ピルドアップレートとは t = 0 s付近でのピノレドアップカー

ブの傾きで T1に依存しない量である。その実験結果とスピン拡散定数を変化させた数値

シミュレーション結果からスピン拡散定数が約4.5x10-19m2fsであると推定した。この値

は、全て 1Hスピンのサンフ。ノレの 10-16オーダーに比べてかなり小さい。この推定値から、

重水素化率を変えることでスピン拡散速度を大きく変化できることを確認した。

偏極率が最も高くなる最適点は、重水素化率だけではなく、偏極用分子のドープ量、ホ

スト分子の T1、ICPシーケンスの繰り返し周波数など様々なパラメータにより決定される
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ため、この実験から得られた約 92.5%という重水素化率は一般的に適用できるものでは

ない。しかし、この実験結果から単純に lHスピンの量を減らして熱浴の容量eHスピン

の数)を下げるだけはなく、スピン拡散速度、 ICP中のスピンー格子緩和時間を考慮して重

水素化率を決定することにより効率よく偏極を高めることができると考えられる。

本研究は日本科学技術振興機構の戦略的創造研究推進事業の援助を受けて行われた。

References 

[1] T. Maly et al.， J. Chem. Phys. 128，052211 (2008). 

[2] A. Henstra et al.， Chem. Phys. Lett. 165， 6 (1990). 

[3] K. Takeda et al.， J. Phys. Soc. Japan 73，2313 (2004). 

[4] K. Takeda et al.， J. Phys. Soc. Japan 73，2319 (2004). 

[5] M. Iinuma et al.， Phys. Rev. Lett. 84， 171 (2000). 

[6] M. Iinuma et al.， J. Phys. Soc. Japan， 742622 (2005). 



3L12 AR過程に基づくピーク推定による FIDの変換:

周波数と減衰率の同時推定

1千葉工業大学工学部電気電子情報工学科

2千葉工業大学工学部生命環境科学科

0村田恵介 1 河合剛太 2 久保田ー 1

FID transformation by peak estimation based on AR  process : 

simu1taneous estimation of fequency and decay factor 

1 Dept. Elecl.， Elecs. and Comp. Eng.， Fac. Eng.， Chiba Inst. Tech. 

2 Dept. Life Env. Sci.， Fac. Eng.， Chiba Inst. Tech. 
o Keisuke Muratal， Gota Kawai2， Hajime Kubota1 

Abstract It is possible to transform a one-dirnensional FID into a two-dimensional 

spectrum which consists of frequency domain and decay factor， if the Laplace transform 
is applied. In this case， a NMR signal is shown as a peak on two dimensions. A method 

based on the AR process， which is commonly used for this approach， has a problem that 

large error occurred if applied for a spectrum with. many peaks. In the present study， we 
applied the Multi-Staged Pole Estimation with High-Precise Peak Estimation method to 

the analysis of one-dimensional FID. It was shown that frequency and decay factor were 

estimated precisely. 

1 序論

通常， FIDの解析は，フーリエ変換を用いて周波数領域のスベクトノレに変換すること

によって行っているが，ラプラス変換を用いれば，周波数領域と減衰率の領域からなる二

次元のスペクトノレに変換することができる.しかし，数値ラプラス変換は一般的に困難

であることが知られている [1].このラプラス変換におけるピークを求める方法としては，

PadふLaplace法や線形予測を用いる方法をはじめとするさまざまな方法 [2]があるが，い

ずれの方法も最終的にピークを求めるときに因数分解による求根操作が必要となり，ピー

クの数が多い場合は，ここで大きな誤差が生じることが問題で、あった.

今回は，推定系の多段化と帯域分割による AR(自己回帰)過程に基づく高精度なピー

ク推定法と NMRへの応用について報告する.これらの方法は，ピーク数の増大による誤

差の現象に効果がある.

AR過程とは，線形予測などが適用可能で、あるための信号の性質である. NMRにおけ

るFIDのモデルとして用いられており，ディジタノレフィルタではフィードパック要素を

含んだ無限インパルス応答長フィノレタによって表現される.

また，ランダ、ム初期値，焼きなまし法を用いた局所最適解の問題へのアプローチについ

ても合わせて報告する.また， NMRデータに適用した際の結果によってその有用性を示す.

ke円 Tords:データ処理，ピーク推定，減衰率，自己回帰過程
著者ふりがな.むらたけいすけ，かわいごうた，くぼたはじめ
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2 提案する推定手法

提案手法は大きく分けて 2種類ある.ひとつは求根精度を高めるためのもの (2.1，2.4 

参照)で，もうひとつは大域的最適解を求めるためもの (2.2，2.3参照)である.

信号処理アルゴリズムの多くは実信号に対するものであることが多い.しかし， NMR 

によって quadrature検出された FID信号は複素信号であるので，処理するには複素 FID

信号を実FID信号に変換する前処理が必要となる. FID信号の中で必要な情報は初期位

相補正済みのスベクトルに含まれるから，用いる実 FID信号はこの情報を含んでいれば

よい.そこで，位相補正済みのスベクトルを逆フーリエ変換して得られる実信号(疑似

FID信号， pFID) を以下の解析に用いた.

2.1 AR過程に基づく多段極推定法 [3]

AR過程に基づく多段極推定法:Multi-Staged Pole Es-

timation based on AR process (以下， MSPEAR)は，推

定系をより低次数の MA(移動平均)フィルタの縦続構

成とすることによって，高次多項式の求根精度を向上さ

せることができる手法である.単純に高い次数MxN

次の線形予測の結果からピーク推定を行う場合，誤差が

大きすぎるため，小さな次数Nの推定系を M段縦続接

続してしてピーク推定することによって，誤差を小さく

することが出来る.

MSPEARのアノレゴ、リズムを Table.1に示す.ただし，

L十1はFID信号の長さ，X Mは入力信号ベクトル，Wk， 

<Tkは入力信号行列，bkは推定したフィルタ係数ベクト

ノレ，るk= [1， -bkTfである.入k::l::はIm[入k++入k一]=0
およびIm[入計九 ]=0を満たす未知 ARシステムの極

Table. 1: Algori七hmof MS-

PEAR 
INPUT・XM;

OUTPUT: 入1，・・・3λM'
b2，...，bM←0; e ←0; 
Do: 

End 

Fork= M，.・・，2do: 
Xk-1←lJ1kbk; 

End 
b1←(可q)1)-1争120;
For k = 2，...， (M -1) do・

bk←b(k+1); 
End 
bM ←b1; 

If Ilxoll竺 ethen break; 
e ←Ilxoll 

For k = 1，.. . ， M do目

九← Factorize(bk);
End 

である.また Factorize(c)は， c = [C1 ••• CN]としたとき 1+ c1Q + C2Q2 +・・・十 CNqN= 0 

の根入=[>'1 ...入N]を求める操作である.なお，以下では得られた多項式から根(ピー

ク)を求める方法として， Jenkins-τraub法 [7]を用いることにする. MSPEARのアノレゴ

リズムをブロック図として表したものを Fig.1に示す.
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2.2 ランダム初期値による方法 [4]

MSPEARは初期値によって異なる局所最適解を導く.そこで，初期値をランダムに設

定し結果を何回か求め，その結果pFIDと推定したピークから再構成した FIDとの二乗

誤差が最も小さいものを解とするのがランダム初期値を用いる方法 (MSPEAR-RI)であ

る.これによって，大域的最適解を求めることが出来る.

2.3 焼きなまし法による方法問

MSPEARによって求められた解を，焼きなまし法を用いて再びMSPEARの初期値と

して採用する方法 (MSPEAR-SA)である.これによって，大域的最適解を求めることが

出来る.

この手法は， 2.2と同様に局所最適解の問題に対して有効であるが，各種パラメータ調

整が経験に依存すること，良質な解を得ようとすると計算コストが指数関数的に高まるこ

となどの問題がある.

2.4 帯域分割極推定法 [6]

帯域分割極推定法:Frequency-Division Pole Estimation based on AR process (以下，

FDPEAR)は，入力信号を適当な D個の帯域に分割して，それぞれの帯域においてピー

クを求めることにより，高次多項式の求根精度を向上させることができる手法である.こ

の手法は帯域ごとに線形予測を用いるため，初期値に依存しない.

MSPEARでは，周波数的に偏っているピークを求めることが難しいことが問題となっ

ているが， FDPEARはFIDによく見られるこのような信号のピークを求める際に特に有

効である.なお， FDPEARはMSPEARと組み合わせることも可能で、ある.

3 方法

7残基のDNA(GpCpGpTpApGpC)を

31p-NMRで測定した際に得られたFID信

号に対して2.2で示したMSPEAR-RIを用

いて解析を行った.分光計は Bruker社製

AMX-500型，測定周波数は 202.46MHz 

(31P-NMR)，測定温度は 298K，試料濃度

0.54mM，積算回数は 200回であった.

また，観測信号のサンブ。ノレ数は 4096，

MSPEAR-RIの繰り返し回数を 1000固と

し， 1000通りのランダム初期値を用い，各

段の次数 N 16，段数 M 8とし

た.比較対象として各シグナルの半値幅

の逆数から緩和時間を求める標準的な方

法 (Lorentzian近似)を用いた.

4 結果と考察

0.00 

i)比ムムJ
1000 500 500 1000 

仕equency[Hz] 

Fig. 2: Result of analysis of the 31 P NMR 
data [topJ X澗七imatedpeaks， O:peaks from 
Lore凶 zianapprox.;骨ottomJFFT spectrum. 

Fig.2の上側に得られた周波数減衰率プロットを，下側に FFTによって得られたスベ

クトルを示す.図にはスベクトノレにおける代表的な7つのピークに対応するピークのみが
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示されており，その他のピークは減衰率が大きいため図には示されていない.二乗誤差は

MSPEAR-RIが3.54X 10-3，比較手法が 4.12X 10-3となった.MATLABによって記述

しPentium42.4GHzを使用した場合，計算時間は約48分で、あった.

スベクトノレとの比較より，求められたピークは妥当であるといえる.また， MSPEAR-RI 

と従来法によるピークはおおむね一致した.これらのピークの振幅を求めるには， FIDと

それぞれのピークとの相関を用いればよい [2].
最小二乗法によるピーク推定は，出力の二乗誤差を最小にするようにパラメータを推定

する方法であり，一般的に二乗誤差が最小となるパラメータが必ずしも好ましいものであ

る保障はない.一度に推定しようとするピークの個数が増えるに従ってこの傾向は顕著に

なる.このような理由で，推定されたピークが真のピークに近いかどうかを知ることは出

来ず，ピークの良否を判断する規範がないことが問題点である.また，本来はピークの個

数をあらかじめ知っておく必要がある.ピークの個数を求めるには赤池情報量基準 [8]な

どを用いる方法が知られているが，実際には困難で、あるため，ピークの個数は多めにして

ピークを推定しておき，その後スペクトノレと見比べて具体的にピークを確定する方法が現

実的であると考えられる.

今後は， 2.4に示した帯域分割極推定法の NMRに対する結果について検討する予定で

ある.また， DOSYにおける拡散係数を推定するためにこれらの手法を用い，その結果

についても検討する予定である.
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3L13 生きたヒト細胞内におけるタンパク質の多核多次元 NMR
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Multi-dimensional NMR spectroscopy of proteins in living human cells 

OHidehito Tochiol， Kosuke Inomatal， Ayako Ohnol， Shin Isogail， Takeshi Tenno3， 

Yutaka Ito4， Hidekazu Hiroaki3， Shiro Futaki2， Masahiro Shirakawa1 

lGraduate School of Engineering， 2Institute for Chemical Research Kyoto 

University， 3Graduate School of Medi凶ne，University of Kobe， 4Graduate School of 

Sciences and EngineerinιTokyo Metropolitan白1Iversity

Structure of proteins in live cells is changing dynamically via interactions with 

other proteins and/or biological molecules. Such structural changes are often 

closely related to cellular events. Therefore，direct structural analysis of proteins 

in living cells provides clues to understanding protein functions. Here， we report a 

new methodology for acquiring multi-dimensional NMR spectra of proteins inside 

human-derived cultured cells， which enables a direct assessment of protein 

structure inside the cells. 

[序論】

細胞内におけるタンパク質は化学修飾、立体構造変化、タンパク質問相互作用、リガンド結

合等をとおして、その「形jを変えつつ機能を発揮している。生体低侵襲的に原子分解能の

情報を与える NMRを用いれば、生細胞内でダイナミックに変化するタンパク質の構造情報

を得ることが可能である。我々は以前、アフリカツメガエル卵母細胞内におけるタンパク質の

状態変化を二吹元 lH-15N相関スペクトルにより検出できることを報告した(参考文献 1)。し

かしながら、医学・薬学を含む、より広範な生命科学分野への適用を考えると、マウスやヒト

など高等哨乳動物由来の細胞系で、の“In-CellNMR"の実現が不可欠である。本研究では、

ヒト由来培養細胞中で、特定のタンパク質の多核多次元 NMRスペクトルを測定する方法の開

発を行なった。

キーワード

培養細胞、 In-CellNMR、細胞膜透過性ペプチド

著者ふりがな

とちおひでひと、いのまたこうすけ、おおのあやこ、いそがし1 しん、てんのたけし、い

とうゆたか、ひろあきひでかず、ふたきしろう、しらかわまさひろ
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培養細胞中で特定のタンパク質を 15N等の安定同位体で標識するためには、同位体を

栄養源に含む培地中で培養し、目的タンパク質を発現させる方法が考えられる。しか

しながら、ヒト由来培養細胞の場合、培地のコストと現状の NMR装置の感度を勘案

すると、この方法は現実的でない。そこで、あらかじめ同位体標識タンパク質を調製

し、これを培養中の細胞内に導入するという方法を採用した。タンパク質導入のため

の手法としては、遺伝子導入の技術を応用するなど、幾つかの方法が考えられるが、

本研究では比較的低コストで実現できる、細胞膜透過性ペプチドを用いることにした。

[実験]

細胞膜透過性ペプチドを共有結合させた 15N標

識タンパク質を調製し、これをヒト子宮頚癌由来

のHeLa細胞内に導入した。導入後の細胞をバッ

ファーに懸濁させ、生きた状態を保ったまま

NMR管に詰めて、 37
0
Cにて 2DlH-15N相関ス

ベクトノレの測定を行なった。測定後、細胞を取り

出し、上澄み液及び細胞破砕液の lD1日一{15N}

SOFAST-HMQCを測定し、細胞内から外液への漏

れが無いことを確認した。また、測定毎に細胞の生

存能をトリパンブ、ノレー染色で、確認した。細胞内局在

については、蛍光試薬 Alexa488で、タンパク質を標

識後細胞内導入し、共焦点レーザー顕微鏡で確認
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Fig. 1. 2D lH-15N correlation spectrum 

した。 NMR測定は Bruker社製の DRX700I of 15N Protein G Bl domain in living 

(CryoProbe付き)を用い、データ処理はソフ IHeLa cells. 

トウェア NMRPipe(F. Delaglio)、AZARA(W. 

Boucher) を使用し、解析は Sparky(UCSF)で

[結果と考察I
Fig. 1に示すように、生きた HeLa細胞内の吋J標識タンパク質について、良好な lH-15N相

関スペクトルを得ることに成功した。良好なスベクトノレを得るために必要な時間は、タンパク

質の種類にもよるが、 2'""-'6時間で、あったO トリパンブルー染色による判定で、は、 6時間の測

定後でも 95%以上の細胞が生存能を保っていた。以上の結果より、本手法によって、生

きたヒト由来培養細胞内でタンパク質の構造解析が可能であることが示された。討論

会では、複数種のタンパク質について行なった実験結果をもとに、細胞内タンパク質

の相互作用等について議論する。

参考文献 1.Sakai T. et al. J Biomol NMR.， 36， 179-88 (2006). 
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3L14 ペプチドモチーフを認識するタンパク質機能ドメイン群の

複合体構造解析

e理研・ SSBC，2横市大・院・国際総合理研・ OSC，4東大・院・

新領域東大・医科研東大・院・理 7東工大・院・総理工)

小柴生造 1.2 葛西卓磨李華元田容子栃尾尚哉田仲昭子

林崎良英三菅野純夫七山本雅横山茂之 1.6，0木川隆則 1.7

Complex structures of peptide recognition domains〆

lRIKEN SSBC， 2International Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama CiηUniv.， 

3RIKEN OSC， 4Graduate School of Frontier Sciences， The Universiのlofあわ肌 5Instituteof 

Medical Science， The Universiの10fToわ肌 6GraduateSchool of Science， The Universiのlof

おか0，and 7Interdisciplinαry Graduate School of Science and Engineering，おかoInstitute of 

Tきchnology

Seizo Koshiba1ぺTakumaKasail， Hua Lil， Yoko Motoda1， Naoya Tochio1， Akiko Tanakal， 

Yoshihide Hayashiz北i3，Sumio Sugano4， Tadashi Yamamoto5， Shigeyuki Yokoyama1

ぺand

Takanori Kigawa1
•
7 

はじめに

細胞内情報伝達系においては，様々なタンパク質が互いに相互作用することにより

情報が伝達され，これらの相互作用は，各タンパク質に含まれる多様な機能ドメイン

によって制御されている.我々は，これら機能ドメイン群の相互作用を高次構造レベ

ルで解明することを目指して研究を進めている.本発表では，比較的短いアミノ酸配

列(ペプチド)を特異的に認識する機能ドメインである，SH2ドメインと PIDjPTB

ドメイン(以下， PIDドメイン)の複合体の立体構造解析について報告するとともに，

これら機能ドメインの複合体立体構造解析を進めるために我々が開発した標識試料

調製法や，得られた立体構造を基にした阻害剤探索に関しても報告する.

キーワード:タンパク質機能ドメイシ，ペプチド認識，リン酸化，細胞情報伝達，

複合体構造解析

こしばせいぞう，かさいたくま，り ふあ，もとだようこ，とちおなおや，

たなかあきこ，はやしざき よしひで，すがのすみお，やまもと ただし，よ

こやま しげゆき，きがわ たかのり
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本研究で研究対象とした SH2ドメイン， PIDドメインともに， リン酸化チロシン

を含む特定の配列を認識することが報告されているが，PIDドメインに関しては近年，

非リン酸化配列に結合する種類があることが報告されている.我々はこれら非リン酸

化配列を結合する PIDドメインの基質認識機構を明らかにするため，アミロイド前駆

体 (APP)由来ペプチドを認識する Fe65Llの C末側の PIDドメイン，及び未分化リ

ンパ腫キナーゼ (ALK)由来ペプチドを認識する SNT-2のPIDドメインについて，

それぞれ複合体の立体構造を決定し，おのおのの基質認識機構を明らかにした.

また， SH2ドメインに関しては，無細胞タンパク質合成系を用いた網羅的発現系の

構築と構造解析を進めている.なかでも NK細胞の抑制性受容体に結合するチロシン

フォスファターゼ SHP-lなど数例に関しては，複合体の立体構造も決定した.

( 1) APP由来ペプチドを認識する Fe65Llの C末側 PIDドメインの複合体

立体構造

アダプタータンパク質 Fe65Llは， APPの細胞内領域とリン酸化非依存的に相互

作用し， APPの働きを制御していると考えられている.今回我々は， Fe65Llの C末

側のPIDドメインと APPの細胞内領域由来の32残基のペプチドとの複合体の立体構

造を決定した.その結果， Fe65Llの PIDドメインは典型的な PID/PTBフォールド

を形成していたが，ペプチド基質の認識機構は，他の PIDドメインでは見られない新

規のものであった (Fig.1).複合体の状態では，ペプチドの C端側は，典型的な PID

ドメインの結合様式をとっていたのに対し， N端側が新たにヘリックスを形成して

PIDドメインの C末端のヘリックスと相互作用している.ITC等の実験結果も，この

領域が相互作用に必要不可欠であることを支持しており，今回我々が決めた立体構造

が APPの機能の理解に重要な役割を果たすと考えられる.なお，今回我々は，複合

体のスペクトルの帰属を容易にするために， Fe65Llの PIDドメインと APPの細胞内

領域由来の 32残基のペプチドとをリンカーを介して接続したキメラタンパクも作成

し，安定同位体標識を行った.その結果，非標識のペプチドを用いた複合体を解析す

る場合と比較して，シグナル帰属を容易に確実に行うことが可能となった.

(2) ALK由来ペプチドを認識する SNT-2の PIDドメインの複合体立体構造

ALK発癌性融合タンパク質変異体 (NPM-ALK) は，未分化大細胞型リンパ腫

(ALCL)に関わるタンパク質である.SNTはNPM-ALKに結合するアダプタータン

パク質で， NPM-ALKの3カ所の領域に結合するが，内 lヶ所はリン酸化非依存的に

結合する.この NPM-ALK中の SNT結合部位3ヶ所全てに変異を導入して SNT結

合能を失わせると， トランスフォーム活性が著しく減少することがわかっている.
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Fig. 1. Ribbon representation of the 2nd PID domain of Fe65Ll and APP-32mer complex. 

今回我々は SNT-2のPIDドメインと， NPM四ALK由来の非リン酸化ペプチド(19残

基)との複合体の立体構造を決定した (Fig.2). その結果， NPM-ALK由来ペプチド

は，典型的な PIDドメインの結合様式とは異なり， SNT-2のβシート面に存在する

疎水性領域に伸びた状態、で結合していることが明らかになった。この結合様式は，他

の2ヶ所のリン酸化依存的結合部位が SNT-2と相互作用する際に使用する領域に比

べて非常に広く， SNT-2が NPM四ALKのリン酸化非依存的結合部位とリン酸化依存

的結合部位を，異なる様式で認識していることが明らかになった.

Fig. 2. Schematic representation of a representative structure of the SN下2PID domain 

(ribbon model) in complex with NPM-ALK-19mer (stick model). 
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(3) SH2ドメインの網羅的解析

SH2ドメインは 100アミノ酸残基程度のドメインであり， リン酸化されたチロシ

ン残基を含むアミノ酸配列を特異的に認識する.SH2ドメインとチロシンリン酸化ペ

プチドとの援合体の立体構造解析により， SH2ドメインによるリガンド認識機構が明

らかになり，配列選択性の予測や結合する薬剤候補の設計に役立つことが期待される.

我々はこれまでに， SH2ドメインに対する阻害剤@薬剤開発のための基盤となる発現

系や技術の開発をおこなってきた。すなわち， 1)立体構造解析や結合選択性評価の

ための無細胞タンパク質合成系を用いたヒト(あるいはマウス)SH2ドメインの網羅

的な発現系の構築， 2)複合体立体構造解析を効率的に進めるための安定同位体標識

修飾ペプチド調製法の開発， 3)自動 NOE帰属を利用した援合体立体構造解析法，な

どである。

本発表では，これら開発された発現系や技術を紹介し， SH2ドメインの網羅的な発

現結果 (Fig.3a)を示すと共に， SH2 domain-containing phosphatase l(SHPl)タ

ンパク質の SH2ドメインとチロシンリン酸化ペプチドの複合体立体構造を NMR法

で解析し (Fig.3b)，その立体構造に基づく insi1icoスクリーニングと NMRによる

結合解析により， SH2ドメインに結合する化合物を探索した例についても発表する.

Fig. 3. (a) Comprehensive analysis of solubility and foldness of SH2 domains. (b) Schematic 

representation of the SHP-l C-SH2 domain (ribbon model) in complex with theNKG2A-p Y8 

phosphopeptide (stick model). 
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RDC、PRE及びPCSに基づいた Musashi-RNA複合体と
プリオンタンパク質に対する RNAアプタマーの構造とダイ
ナミクス
1横浜市立大学 2理研 3慶臆大学 4産総研， 5JST'PRESTO 
大山貴子 1ぺ 松上明正 古川亜矢子真嶋司
杉山孝司 今井貴雄 3 岡野栄之乙 西川富美子 4

西川諭 4 山崎俊夫 2 永田崇七 O片平E人 1，4

3L15 

Structure and dynamics ofMusashi-RNA comp1ex and RNA aptamer for prion protein with 
RDC， PRE and PCS 
Ohyama， T.1

ぺMatsugami，A.1， Furukawa， A.1， Mashima， T. 1， Sugiyama， T.1， Imai， T人Okano，
H人Nishikawa，F.4， Nishikawa， S人Yamazaki，TリNagata，T.1 and Katahira， M.1

，4 

lYokohama City Univ.， 2RIKEN， 3Keio Univ.， 4AIST and 5JST' PRESTO 

Structure of a Musashi protein， composed of two RNA圃bindingdomains， in comp1ex with the 
target RNA was successfully determined with the combination of short園 and10ng-range 
structura1 infoimation derived from NOE， RDC and PRE. The change in the arrangement of 
同TORNA-binding domains upon complex formation with RNA was a1so sensitive1y detected 
with PRE. RNA aptamers for a prion protein obtained with in vitro se1ection turned out to 
frequent1y contain an r(GGAGGAGGAGGA) (RNA 12-mer) sequence. The structure ofRNA 
12・merwas determined. One RNA 12圃 merm01ecu1e formed a quadrup1ex with G:G:G:G 
tetrad and G:A:G:G:A:G hexad p1anes， and a dimer is formed through hexad-hexad stacking. 
Comparison of the obtained structure with the previous1y . determined structure of 
d(GGAGGAGGAGGA) revea1ed severa1 interesting differences between RNA and DNA. 

[NMR試料管内における APOBEC3Gタンパク質によるデアミネーションの実時間モニタ
リング]
ヒトの APOBEC3Gタンパク質は、逆転写で生成されたウイノレスのマイナス鎖 DNA

のシトシンをデアミネーションしてウラシノレに変換する事で、ウィルス遺伝子を不活
化する。こうして APOBEC3Gタンパク質は、 HIV等のレトロウィルスによる感染に
対する防御機構として機能している。今回、 APOBEC3Gのデアミネースドメインの
構造決定、基質 DNAとの相互作用様式の解析、及び酵素反応の実時間モニタリング
に関して報告する(千葉工大・高久教授等との共同研究)。
今回研究対象とした天然型 APOBEC3Gの構造は、溶解度を上げる為に 5箇所に変

異が導入された変異型APOBEC3Gの構造(Chenet al.， Natureο008))と基本的に同一で
あった。但し天然型には、 N 末側にαヘリックス様のエレメントが余分に 1つ存在し
ていた。基質 DNAとの相互作用様式を、ケミカルシフトパータベーション法によっ
て解析した。天然型と変異型とで、同様なパータベーションが見られる部位に加え、天
然型で、のみパータベーションが見られる部位が存在する事が分かつた。さらに、シト
シンからウラシルへのデアミネーションを、 NMR試料管内において実時間で、モニタ
リングできる事を見出した。このモニタリングの結果、基質 DNA中の連続したシト
シン残基に関して、まず 3'{JlI]のシトシンがデアミネーションされてワラシルに変換さ
れ、続いて 5'側のシトシンがデアミネーションされる事が分かつた。

常磁性緩和促進，擬コンタクトシフトラ残余双極子結合， RNAアプタマー
RNA結合タンパク質

まつがみあきまさ， ふるかわあやこ， ましまっかさ，
いまいたかおー おかのひでゆき. にしかわふみこ
やまざきとしお， ながたたかしjかたひらまさと
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[Musashiタンパク質一RNA複合体の構造決定]
Musashiタンパク質は、 2つの RNA結合ドメインが協同して標的遺伝子の mRNA

に結合することでその遺伝子の翻訳を抑制し、神経幹細胞の分化・未分化を制御して

いる。 Musashi-RNA複合体におけるタンパク質部分の構造決定を行なった。 NOEに

基づいた短距離情報を用いた場合、 2つの RNA結合ドメイン各々の構造を決定する

事はできたが、ドメイン聞をまたがる距離情報の欠如の為、 2つのドメインの相対配
置を決定する事はできなかった。これに RDC(残余双極子結合)に基づいた配向情報を

加味する事で、 2つのドメインの相対配向は決定できたが、並進の自由度が依然残っ

てしまった。さらに PRE(常磁性緩和促進)に基づいた長距離情報を加える事で、 2つ

のドメインの相対配置まで決定する事ができた。

常磁性中心はシステイン残基に MTSLを結合させる事で導入したが、その際システ

イン残基を 1った、け有する変異体を調製する必要がある。どのような変異体を調製し

た際に良好な結果が得られたのかについて、報告する。常磁性横緩和速度むの取得に

際しては、 1タイムポイント法と、 2タイムポイント法の 2つを試したので、両方の

長所・短所について報告する。またむの値を距離に変換してから構造計算した場合と、

むの値を直接用いて構造計算した場合の両方を試したので、それについても報告する。

さらに、 RNAの結合に伴う 2つの RNA結合ドメインの相対配置の変化を、 PREによ

って敏感に検出する事ができたので、それについても報告する。

[プリオンタンパク質に対する RNAアプタマーの構造決定]
プリオンタンパク質は日甫乳類全般で広く確認されており、狂牛病の原因となるタン

パク質である。現在狂牛病に対する有効な治療方法は確立されていない。試験管内分

子進化法によって、プリオンタンパク質に高い親和性を示す RNA分子(RNAアプタ

マー)が得られた(西川I他)。得られた RNAアプタマーの多くには、

r(GGAGGAGGAGGA) (以下RNA12・mer)配列が含まれていたO そしてこの配列に変異
を導入すると、 RNAアプタマーのブρリオンタンパク質に対する親和性が落ちる事も

分かつた。即ちプリオンタンパク質との結合に際して、 RNA12-merが重要な役割を

担っている。そこで今回、 RNA12-merの構造を決定した。我々は以前今回の配列の

DNA版である d(GGAGGAGGAGGA)(以下DNA12-mer)の構造決定を行なっているの

で、それとの比較も行なった。

RNA 12・merは生理的なイオン条件下で 4重鎖構造を形成する事が分かつた。 1
つの RNA12-mer分子は、 G:G:G:Gテトラッド平面と G:A:G:G:A:Gヘキサッド平面か

らなる 4重鎖を形成し、さらにヘキサッド平面同志のスタッキングによりダイマー構

造をとる事がわかった。以前構造を決定した DNA12-merでは、 G:G:G:Gテトラッド

平面と G:A:G:A:G:A:Gへプタッド平面からなる 4重鎖がダイマーを形成していたが、

RNA版においては、 A残基の参画が 1つ少ないヘキサッド平面が形成されている点

に違いがあった。またダイマー中の 2つのモノマーを関係づける 2回軸の位置も、

DNA 12-merとRNA12-merとでは 90
0

ずれている事が分かつた。これはモノマー聞

のインターフェイスがへプタッド(7角形)からヘキサッド(6角形)に変わった為に、最

大のスタッキングを達成する為の配置が変わったとして、合理的に解釈できた。
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YPOl NMR立体構造解析のためのタグを用いた常磁性ランタノイドプローブ

北大・生命科学院

O斉尾智英，小椋賢治，横地政志，稲垣冬彦

Paramagnetic lanthanide tagging for NMR structural analysis 

Graduate School of Life Science， Hokkaido University， Sapporo， Hokkaido， Japan. 
o Tomohide Saio， Kenji Ogura， Masashi Yokochi， Fuyuhiko Inagaki 

Paramagnetic lanthanide ions induce several NMR e仔ectson observed 
nuclei， including PCS and RDC， which provide distance and angular information of 
the nuclei. The lanthanide binding tags (LBTs) are required to be fixed against the 
protein frame for obtaining accurate structural information. However， LBTs reported 
so far are all suffering from the flexibility of the tag against the protein frame. Here， 
we introduce a novel lanthanide-tagging method that utilizes the lanthanide田 binding
peptide linked to the target protein via two points: a disulfide bridge and a N-terminal 
fusion. PCS and RDC value， and the tensors from them indicated that our method 
dramatically improves the rigidity of the tag， thus provides stronger paramagnetic 
effect than ever reported and almost as strong as metalloprotein. 

【序論]

分子量の大きなタンパク質やその複合体を対象としたNMR立体構造解析で

は、 NOE情報の不足により精度の高い立体構造解析が困難となる。このような場

合、ランタノイドによる常磁性プローブが有用となる。常磁性ランタノイドを対

象タンパク質に結合させることで、ランタノイドを中心として約40A以内という

広範囲におけるタンパク質原子の位置情報を得ることができる。カルシウムなど

の金属イオンを結合するタンパク質に対してはランタノイドと内在性イオンを置

き換えることでランタノイドプローブが応用可能である。しかし、他の一般的な

タンパク質に対してはランタノイドをタンパク質に固定化するタグが必要であ

る。様々なランタノイド結合タグ(LBT)が開発されているが、対象タンパク質に対

するタグの運動性が高いために、 LBTを用いたランタノイドプローブの構造解析

への応用は進んでいない。 LBTの運動性が高く、タンパク質に対するランタノイ

ドの位置が固定されていなければ、 RDCやPCSなどの常磁性効果は平均化により

減弱し、さらにそれらから得られる構造情報の信頼性が低下する。

本研究では、ランタノイド結合ペプチドをタンパク質に2点で固定すること

によって、より強固なLBTを開発した。 PCSやRDCなどの常磁性効果の解析に

よって、本研究により開発されたランタノイドタグが、従来のLBTよりもランタ

ノイドをより強固に固定し、より強い常磁性効果を与えることを示した。

Key Words: lanthanide ion， pseudo-contact shift， residual dipolar coupling， 
lanthanide binding tag 
著者ふりがな:さいおともひで，おぐらけんじ，ょこちまさし，いながきふゆひこ
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【実験]
モデルタンパク質としてGBlを用いた。 GBHこ対してペプチド性LBTを固定

し、 GBlに対する常磁性効果を検証することにした。ペプチド性LBTをタンパク

質の2点で固定する場合、 LBTが対象タンパク質に結合する方向をコントロール

し、単一の生成物が得られるようlこする必要がある。そこで、ジスルフィド架橋

とペプチド結合という2種の異なる結合によってLBTを目的タンパク質に付加す

る、以下の手法を考案した(Fig.1)。① GBl表面にシステイン変異を導入し、ラ

ンタノイド結合ペプチド配列をN末端に融合したコンストラク卜を作成する。こ

れを以下L2GBと呼ぷ。② L2GBを発現・精製したのち、 TEVproteaseにより

消化してLBTのN末端システインを露出させる。③ DTNBを加えて酸化し、 LBT

N末端とGBl表面のシステインをジスルフィド結合によって架橋する。

[結果・考察1
15N L2GB'こ対してLa3+，Er3+， Tm3+， Dy3+， Tb3+の各ランタノイドを滴下

し、 [1H_15N] HSQCスベクトルを測定したところ、 GBl由来のシグナルに大きな

PCSが観測された。 LBTをジスルフィド結合1点のみで結合させたLlGBを作成

し、 L2GBと共に常磁性ランタノイド存在下でRDC測定を行なった。その結果、

L2GBを用いた場合、LlGBの場合の2-3倍大きなRDCが観測された。また、

PCS、RDCのそれぞれから磁化率テンソルおよび配向テンソルを計算したとこ

ろ、 L2GBの配向テンソルはLlGBの場合の2-3倍の強度を示し、磁化率テンソル

は金属結合タンパク質であるcalbindinの場合と同等の強度を示した。これより、

ペプチド性LBTを対象タンパク質に対して2点で固定することによって、従来の1

点固定化タグと比較してランタノイドがより強固に固定され、金属結合タンパク

質の場合に匹敵するほどの強い常磁性効果が得られることが示された。今後この

タグを用いることで、常磁性ランタノイドプローブが金属結合タンパク質以外の

一般的なタンパク質に対しても応用可能になると考えられる。

¥ENL 
忽診

す主Vprot容器$器

digestion 

G診

DTNB 

Fig. 1 Schematic overview of 
the two point attachment of the 

peptide LBT， and the structure 

of L2GB. 

持表tide益金時

99 



YP02 大環状ジピリンオリゴマーの構造解析および

そのホウ素錯体の認識能評価

筑波大院数理物質 O坂本直也・池田忠作・鍋島達弥

Structural Analysis of Macrocyclic Dip戸巾Oligomersand Evaluation of Recognition Ability 
ofthe Boron Complex. 
Graduate School 01 Pure and Applied Sciences， University 01 Tsukuba 
ONaoya Sakamoto， Chusaku Ikeda， Tatsuya Nabeshima 
Structural analysis of macrocyclic dip戸rino1igomers and eyaluation of the guest recognition 

ability ofthe boron complex were carried out using lH， llB， 19p NMR spec仕oscopictechniques. 
lHNMRspec佐oscoryindicated that 1 h部組antiaromaticcharacter due to the planar structure 
wi也 the4rut-ele出 onicsystem. Novel interaction between BP2 moieties of the dipyrrin 
complex and cationic guest was suggested by lH， llB， 19p NMR spectral changes in 3 upon 

addition of the cationic guest. 

ジピリン BP2錯体は強い蛍光を発するため、様々な蛍光セン

サーとして応用されているが、 BP2部位を利用した超分子会合

体は知られていない。本研究では、電気陰性度の大きなフッ素

原子が 2つ結合した BF2部f立がカチオン性ゲ、ストと相互作用す

ると期待されることから、フッ素原子 6つが事前組織化した 3

を合成し、カチオン性ゲストとの相互作用を lHNMR、llBNMR、19PNMRの各NMR

を用いて詳細に検討したので報告する。

まず、配位子 1の構造について lHNMR測定により 2、4との比較を行なった (Pigure

1)0 2のピークは4とほぼ同じ化学シフトで観察されたのに対し、 1のメトキシプロト

ン、ピローノレ戸プロトンは2に比べてそれぞれ約 0.5ppm低磁場側三および約 0.2ppm

高磁場側に観察された。 1は平面性の高い三角形の骨格と 36π系の電子構造を有する

ため、反芳香族性の性質が含まれた結果、このような化学シフトの差が生じたと考え

られる。実際に X線結晶構造解析から得られた構造では、 1が2より平面性が高いこ
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とが明らかになった。

次に、 1のホウ素錯

体3を合成し、lHm在R

で3にノレビFジウムイオ

ンを添加したところス

ベクトノレ変化が観察さ

れた(Figure2)。この変 C 
化を非線形最小二乗法

により解析すると、 1:1

4 

ジピリン・イオン認識・ llBNMR・19PNMR

Oさかもと なおや・いけだちゅうさく・なベしま たつや
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会合体を生成していることが明らかと

なった。フェニレンプロトンやヒ。ロー

ノレpプロトンのシグナルが大きく変化

しているにもかかわらず、メトキシプ

ロトンではほとんど変化が見られなか

ったことから、メトキシ酸素とルピジ

ウムイオンの間に相互作用がないこと

がわかった。また、スベクトノレの対称

性は保たれていることから、 3が環の

中心のフッ素6つに固まれた空孔で、ゲ、

ストを認識していることが示唆された

(Scheme 1)。
続いて、 3とルピジウムイオンとの

相互作用を吋 NMRを用いて検討し

た。 3のみの 19FNMRスベクトルは室

温ではブロードなピークを与えたが、

温度を 220Kに下げて測定を行なった

ところ 6つのピークが観察された

σi伊re3a)。これはフェニレン環の回転

による二種類のアトロプ異性体がそれ

ぞれ観察されたためで、あると考えられ

る。さらに、これら 6つのピークはル

ピジウムイオンの添加により化学シフ

トの変化を示したことから、フッ素原

子とカチオンとの相互作用が示唆され

た。また、 llBNMRにおいてもピーク

が若干高磁場シフトし、フッ素核との

カップリング定数の増大が観察された。

これはフッ素がカチオンと相互作用す

ることによってホウ素とフッ素間の結

合が変化したことを示している。

本報告では、 19FNMR、lHNMR、llB

Nお伎を用いて大環状トリスジピリン

ホウ素錯体3のゲスト認識能について

総合的に検討した結果、ジピリンホウ

素錯体の BF2部位がカチオン性ゲ、スト

認識能を有することを初めて明らかに

することができた。

2 

「一一一I
4.0 3.5 

Figure 1. lH NMR spec仕aof (ωp) 4， (middle) 2， and 
(botωm) 1. 300 MHz， CDCb， room temp巴ra加re.
Pyrrolic-s proωns and methoxy proωns are indicated with ・and.， respectively. 
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Figure 3. やNMRsp∞仕aof(め3鉱ld(b) 3 + RbTFPB 
(5 eq.). 470阻 Iz，ωCb/CDPD(10:1)， [3] = 1.0 mM， 
220K 
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YP03 腫蕩抑制因子 APC-SAMPモチーフと DDEF1-SH3ドメイン

の相互作用解析

1大阪大学蛋白質研究所、 2株式会社力ン研究所

O海江田修至¥松井千幸2、清末優子2、池上貴久1

Analysis of interactions between the APC-SAMP motif and the DDEF1..SH3 domain 

1 Institute for Protein Research， Osaka University， 2 KAN Research Institute， Inc. 

OShuji Kaieda1， Chi戸lkiMatsui2， Yuko Mimori-Kiyosue2， Takahisa Ikegami1 

The adenomatous polyposis coli (APC) tumour suppressor protein is a mu1ti伽 lctionalprotein 

with well-characterized roles in the Wnt signal transduction pathway and in cytoskeletal 

regulation. The SAMP motifs of APC， Axin-binding sites， are known to be important for 

tumour suppression and for the developmental function of APC. We identified the SH3 

domain of the development and differentiation enhancing factor 1 (DDEFl) as another 

binding partner of the first SAMP motif-containing region of Xenopus APC. The chemical 

shift perturbation experiments revealed that the SAMP motifs specifically bind to 

DDEFl-SH3 domain. Moreover， the results indicated that the SAMP motif interacts at the 

same surface of the DDEFl-SH3 domain as the well-known SH3 binding motif， PxxP. Our 

new findings will provide further understanding of the functions of APC. 

αdenomαtous polyposis coli (αrpc)遺伝子は、遺伝性大腸癌の原因遺伝子の一つであり、

遺伝性に限らず多くの大腸癌で変異が見られる。これらの変異の大多数は αrpc遺伝

子の中央付近で起こり、その結果、切断型変異体が発現される。変異によって切断を

受ける APC蛋白質の中央部位には、 SAMPモチーフと呼ばれる繰り返し配列が 3つ

存在する。 SAMPモチーフは APCの腫場抑制に重要な役割を担っており、 APC蛋

白質の腫蕩抑制能には SAMPモチーフが少なくとも 1つ必要であることが報告され

ている。 APCの SAMPモチーフは、 Axinとの相互作用部位であることが既に明ら

かとなっている。 APCと Axinは共に Wntシグpナノレ伝達経路の負の制御因子として

働くため、これまで、 APC-SAMPモチーフによる腫、虜抑制は、 Axin及び Wntシグ

ナノレ伝達経路とのみ関連付けてられていた。しかしながら、 APCは Wntシグナル伝

キーワード:蛋白質問相互作用、蛋白質複合体、 SH3ドメイン、 Adenomatouspolyposis 

coli 

著者ふりがな:かいえだしゅうじ、まついちゆき、きょすえゅうこ、いけがみたかひ

さ
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達以外にも多くの機能を有しており、 APCの腫場抑制機能のメカニズムは完全に解

明されているわけではない。我々のグループは、 APC の SAMP モチーフが

development and differentiation enhancing factor 1 (DDEF1) と DDEF2それぞれの SH3

ドメインと特異的に相互作用することを見出し、 APC-SAMPモチーフがAxin以外

の分子とも相互作用することを初めて明らかにした。 Chemicalshi白perturbationの結

果から、これらの分子が直接相互作用し、また、その解離定数は数 μM程度であり、

生理的に比較的強い結合であることも明らかとなった。更に、 SAMPモチーフと他の

SH3 ドメインとの聞の相互作用はほとんど認められず、 SAMPモチーフが DDEFの

SH3 ドメインに高い選択性を示すことがわかった。 SH3 ドメインは、 PxxPモチーフ

と呼ばれるプロリンに富んだ配列を認識することがよく知られており、 DDEFl-SH3

もfocaladhesion kinase (F AK)の PxxPモチーフと相互作用することが報告されてい

る。 APC-SAMPモチーフと FAK-PxxPモチーフの DDEF1・SH3 ドメイン上での相互

作用部位を調べた結果、驚くべきことに、二つの異なる配列が同じ部位に、同程度の

親和性で相互作用することが明らかとなった。このように、 SAMPモチ一フと

DDEF日1-

APCは、細胞骨格を制御し、細胞運動や細胞接着に関わることも報告されている。

DDEF1 も、同様に細胞運動に関わっていることから、 APC と協調して細胞骨格の制

御を行うと予想される。 APC-SAMPモチーフと DDEFl・SH3 ドメインの相互作用、

複合体構造の解析を通し、 APCの機能に関する更なる知見を得ることが出来ると考

えられる。

旬N/ppm

Fig1. Overlaid 2D lH)5N HSQC spectra of 

eSN]-Xenopus DDEFl-SH3 with 0 (blue)， 0.5 

(yellow)， and 1.0 (red) equivalent amounts of 

110 

115 

温匙. 
.島修
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Fig2. Mapping of the residues for which chemical shi丘

changes were observed wh巴nFLAG-SAMP#l (left) or 

FLAG-FAK-SII (right) was added to the solution of 

eSNトDDEFl-SH3 on the 3D structure of human 

Intersectin2-SH3 (PDB coordinate: lUDL)， which shows the 

highest sequence similarity to Xenopus DDEFl-SH3 in the 

Protein Data Bank. Residues are colored according to the 

scale of the chemical shift changes. 

-103-



YP04 NMR解析に基づくらせん型擬クリプタンドの

多重イオン認識能の評価

筑波大院数理物質 O古川裕理・秋根茂久・鍋島達弥

Evaluation of Multiple Recognition of Helical Pseudocryptand Based on NMR Analysis 

Graduαte School of Pureαnd Applied Sciences， UniversiのJofTsukuba 

o Yusuk:e Furuk:awa， Shigehisa Akine， Tatsuya Nabeshima 

We report here synthesis of a novel tripodand bearing nine amide groups to achieve a new 

binding mode. lH NMR， ESI-MS， and UV-vis spectra suggested that the tripodand was 

converted to the corresponding C3 symmetric pseudocryptand by the complexation with 

Fe(II). We determined assoCIation constants with cations in the presence and absence of cr 
by lH NMR spectroscopy. The cation binding affinity was enhanced by the addition of Cr. 
This indicates that the metallohost cooperatively recognizes Cl-and the cations. These 

assoCIation constants are much larger than those of the tripodand bearing six amide groups， 

probably due to counter anion effect that supported by 19F NMR spectroscopy. 

【序論}

当研究室ではこれまでに末端にピピリジン

を有するトリポダンドと FeIIイオンとの錯形

成によるらせん型擬クリプタンドの合成、お

よびそれを利用したゲスト認識能の制御につ

いて検討を行ってきた。この骨格のそれぞれ

の鎖にアミド基とオリゴエーテル部位を導入

すれば、アミド水素でアニオン認識を、また

アミドのカノレボニノレ基とエーテノレ部位で、カチ

オン認識を行うことができると予想される。

すでに、当研究室において各鎖にアミド基を 2
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Cationic Guests 

Pseudocryptand 

[Ll・Fef+
つもつホストを合成し、アニオンとカチオン

を同時に認識することを見出しており、このホストのキヤピティを大きくすることで、

より大きな分子の認識も期待される。そこで、本研究では各鎖にアミド基を 3つ導入

イオン認識・擬クリブタンド・鉄錯体・ lHNMR・19FNMR

0ふるかわゅうすけ・あきねしげひさ・なべしまたつや
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した擬クリブタンド[Ll・Fe](BF4)2の合成とゲスト認識能について検討した。

【オリゴペプチド擬クリプタンドの合成}

2-ベンジルオキシフェノ)ルから 4段階で合成したトリカルボン酸1と、 s-ピコリ

ンから 5段階で合成したピピリジン誘導体2を縮合剤3の存在下で脱水縮合すること

により、 目的の配位子 Llを収率 64%で得た(Scheme1)。

(で~nrペ可~#ド O' OH 

、
O 

" N.，，( 

吟兵ペH

O-O

イ
H

附 11〈日〉 o w<， N C!" 
Q〆目f寸t刊寸寸〈す〉
N必長…イくJ〈〈〈i〈 日 〉
八

'--' ¥ Nペ
3 P • 

o 0 0 \~\~ 

Scheme 1. Synthesis of Ll 

Llの FeIlイオンとの錯形成について検討す

るため、各種滴定実験を行った。 l
HNMR滴

定では、 Llにテトラフノレオロホワ酸鉄(I1)を

添加していくと、 l当量までは Llのピークが

消失していき、かわりに Ll-鉄(II)錯体由来の

新たなピークの強度が増大した (Figure1)。

ESI-MS スベクトルでは、 ml左 770.26 

[LleFef+のピークが観測され、 UV-visスベク

トルでもテトラフノレオロホウ酸鉄(II)をl当量

以上加えても変化が見られなかった。以上の

結果から、 Ll陪溶液中で Fellイオンと定量的

に1: 1錯体を形成することがわかった。

etLょによ
止しょλLJlL-

叫叫叫LJLlL
UはよJLL
9.0 

of Ll (0.50 mM) by the addition of 

続いて、この錯体のすべてのピークをlH-1HCOSY、ROESYにより帰属した (Figure

2)。ここでピピリジン由来のピークがどの鎖でも等価に観測されたことから、 C3対称

の構造をとっていることがわかる。また、錯形成前はシングレットとして観測された

メチレンプロトンHi、Hk、Hmのシグナノレが、ジアステレオトピックに観測されたこ

とから、この鉄錯体がらせん構造あるいはそれに類する構造をとっていると考えてい

る。
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Figure 2 
1 H NMR spec佐umof[Ll・Fef+in CD3CN. 293K， 600 MHz. 

【ホスト[Ll0Fe](BF4)2のゲスト認識能】

[Ll・Fe](BF4)2のゲスト認識を検討

するため、 lHNMRによる滴定実験

を行った。 塩化物イオン存在下お

よび非存在下における[Ll・Fe](BF4)2

のアルカリ金属イオンとの会合定

数を非線形最小二乗法により算出

した (Table1) 0 
lH NMRスベクト

ノレにおいて、アミドプロトンは

[Ll・Fe](BF4)2と比べて大きく低磁

場シフトし、メチレンプロトンの化

学シフトも変化した (Figure3)。こ

れらのことから、ホストはアミド部

位とエーテル部位で、アニオンとカ

チオンをそれぞれ認識しているこ

とが明らかになった。

各鎖にアミド基を 2つもつホストと比較すると、どちらのホストでも塩化物イオン

を加えたことで会合定数が大きく増大することが確認された。これは空孔に取り込ま

れたアニオンーカチオン聞の分子内での静電的な相互作用のためだと考えられる。こ

こで、塩化物イオンを加えたことによる会合定数の増大の割合が、各鎖にアミド基を

3つもつホストの方が大きいことがわかった。この理由 1っとして、 FeIIイオンの対

アニオンである BF4がホストに包接され、アニオンやカチオンの認識に影響を与えて

いることが考えられる。そこで、 19FNMRにより、その影響を調べた。

iJ;;包よ~G~
Eiii:ヰム以J.ームム-.J
5ii:えよJL吋ん-J
cr (1 eq) ん~ -.-l心」
none JよiJ~

Figure 3. 'H NMR spectral changes of 

[Ll・Fe](BF4)2by the addition ofKTFPB in 

the presence ofルBll4NCl(1 eq) in CD3CN， 
600 MHz at 293K. [[Ll・Fe](BF4)2]

[n-Bu4NCl] = 1 mM. 
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Table 1 Association constants between [Ll・Fe]2十 andvarious cations. 

Guest none cr none cr 

Na+1
) 340士20 > 104 300土 10 6800土 1600

K+1
) 380士20 > 105 460土 40 2600土 500

Rb+ 1) 70土 10 3300士600 220士30 640士70

Association constants were determined by lH NMR spectros心opy(CD3CN， 600 MHz， 
[[Ll・Fe](BF4)2]= 1.0 mM). 1) added as TFPB-salts~ 
TFPB; tetrakis-(3，5-bis(trifluoromethyl)phenyl)borate 

スベクトノレ (a)ー(h)より BF4のシグナノレにおいてはイオン対を形成したためと考

えられる若干の変化が見られた。ここで、 [LloFef+存在下で顕著に低磁場にシフトが

((e)ー(防)見られたことから BF4ーは[Ll・Fe]2+に包接されていると考えられる。さらに、

各鎖にアミド基を 2つもつホストでは、単結晶 X線結晶構造解析から BF4-iがホスト

に包接されていることが明らかになっていること、および 19FNMRスベクトルにおい

て BF4のシグナルがホスト存在下で顕著に低磁場にシフトしたことも BF4-の包接を

支持している。しかし、 (d)と(めから BF4-の NBu4+塩と[Ll・Fe](BF4)2の化学シフト

の差0.08ppmはBF4-のNBu4十塩と各鎖にアミド基を2つ有するホストの化学シフトの

差 0.12ppmより小さいことから、 [Ll・Fe]2十では BF4ーとの錯形成率は低いと考えられる。

したがって、 [Ll・Fe]2+の方が BF4-によりゲストの認識が阻害されることが少ないため、

塩化物イオンを加えた場合のカチオンの会合定数がより大きくなったと考えられる。

このように[Ll・Fe](BF4)2を用いることで非常に協同効果の高いイオン対認識が実現

できることを NMRの詳細な検討により明らかにすることができた。

λ---̂、

人~主104

-152.2 ・152.3
Chemical Shift (ppm) 

Figure 4. 19F NMR叩ectrumof [LloFe]2+ and BF4-in CD3CN. 
[[Fe(bpY)3](BF4)2] = 1.0 mM. [n-Bll4NBF4] = 2 mM. 293 K. 376 MHz. 
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YP05 H/D交換法による s2ミクログロプリンのアミロイド線維形

成中間体の検出

O小沼剛茶谷絵理八木正典九大酉玲奈棲井

一正 内木宏 延 後藤祐児 1

(大阪大学蛋白質研究所立命館大学薬学部 2 大阪大学微生物病研究所 3，

福井大学医学部 4)

Detection ofthe kinetic intermediate on the amyloid fibri11ation ofs2-microglobulin byNMR 

combined with H/D exchange 

Tsuyoshi Konuma1， Eri Chatani2， Masanori Yagi3， Reina Onishi¥ Kazumasa Sakurai1， 

Hironobu Naiki4， and Yuji Goto1 

eInstitute for Protein Research， Osaka University， 2paculty of Pharmaceutical Sciences， 

Ritsumeikan University， 3Research Institute for Microbial Diseases， Osaka University， 

4Paculty ofMedical Sciences， University ofPukui) 

We introduce a new NMR method combined with the hydrogenldeuterium (H/D) exchange 

to characterize the kinetic intermediate in the amyloid fibri11ation. We used s2・microglobulin

(s2m) which is responsible for the dialysis amyloidosis， as a model protein. We observed that 

an intermediate state accumulates in the ear1y stage of the reaction in the presence of the 

excessive concentration ofthe seeds. To obtain structural information ofthe intermediate， the 

s2m molecule was labeled with deuterium during the ear1y stage of the fibri11ation by 

quenched-flow HID exchange， and the proton occupancies of each residue were calculated 

企omthe lH)5N HSQC spectrum. The analysis of the proton occupancy data identified the 

interacting regions of the intermediate to the fibri1s. This method would be applicable to the 

study of the fibri1 formation of various amyloidogenic proteins， providing detailed structural 

information ofthe intermediate in the amyloid fibri11ation. 

蛋白質の中には間違って折り畳むことでアミロイド線維として知られる超分子複

合体を形成するものがいくらか知られている。このアミロイド線維の沈着はアルツハ

イマー病、プリオン病そしてパーキンソン病など 20種類以上の重篤なアミロイド病

と関わっている。近年、アミロイド線維の研究は盛んに行われており、この形成反応

は二段階で起こることが提案されている。第一段階は核形成反応であり、蛋白質が凝

集して線維の核(シード)を形成する。そして第二段階では、単量体の蛋白質がシー

ドに結合し、それを鋳型をとして構造変化する。この反応が連続的に起こることでア

s2ミクログロプリン アミロイド線維 HID交換法

こぬまつよし

108-



ミロイド線維伸長が進行する。アミロイド線維形成における伸長反応の分子機構を理

解することはアミロイド病の予防と治療法の確立に繋がると考えられる。

本研究では、アミロイド線維形成反応中に形成する中間体を検出するために水素/

重水素 (H/D)交換と NMRを組み合わせた方法を応用した。モデル蛋白質として、

透析アミロイドーシスの原因蛋白質であるs2ミクログロプリン (s2m)を用いたos2m 

のアミロイド線維形成反応は低濃度のシード存在下では見かけ二状態的に起こる一

方で、過剰なシード存在下では中間体を形成することを観測した。このs2m中間体構

造の情報を得るために、クエンチト・フロー装置を用いて H/D交換反応を行った。そ

して、このサンブρルの lH)5NHSQCを測定し、プロトンの占有率を計算した。この結

果から、線維形成におけるs2m中間体の線維との相互作用部位を同定した。ここで用

いた手法は様々な蛋白質のアミロイド線維形成の研究に応用可能であり、線維形成に

おける中間体構造について原子レベルの情報を与える。

Figure. Sample collection by using the quenched-f1ow device. In the delay line 1， 

the fibril extends after monomer protein (solution 1) and seed (solution 2) are 

mixed. The fibril solution is mixed with alkali buffer (solution 3) to exchange 

rapidly the hydrogen and deuterium in the delay line 2. Finally the solution is 

quenched by acid buffer (solution 4). 

日可
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YP06 アルキル架橋ウリジン二量体を含むDNAオリゴマーのNMR構造

解析

。古板恭子 1 村田俊平2 Jee， JunGool，3 市川聡2 松田彰2 児嶋長次郎 1

(1奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科、 2北海道大学大学院

薬学研究院、 3首都大学東京 戦略研究センター)

NMR structural analysis of DNA oligomers containing alkylene crosslinked cyclic 
2'-deoxyuridylate dimmers 

OKyoko Furuital， Shunpei Murata2， JunGoo Jee1ベSatoshiIchikawa2， Akira 
Matsuda2 and Chojiro Kojima1 

(1Graduate School of Biological Sciences， Nara Institute of Science and Technology， 
2Fuculty of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University， 3Center for Priority 

Areas， Tokyo Metropolitan University) 

A 2'-deoxyuridylate dimer cyclized via cross-linkage by ethylene (UetpU) or 
propylene (UprpU) linker was incorporated in DNA oligomer. Fluorescence 
resonance energy transfer (FRET) experiment showed that they bent at a sharp 
angle of approximately 90 degree. HMGB1 A-box protein， which selectively binds 
to bent DNA， binds to the UetpU DNA oligomer with high affinity， but not to the 
UprpU. In order to explain this difference， we have studied the solution structures 
of the UetpU and UprpU DNA oligomers using NMR. In both DNA oligomers， 
alkylene cross-linked 2'-deoxyuridylates form Watson-Crick base-pairs， and both 
the UetpU and UprpU DNA oligomers have right-handed B-form like structures 
that are distorted around the cross-linked sites. However， local structures around 
the cross-linked sites are different. 

{はじめに】エチレン架橋ウリジン二量体 (UetpU) を含む DNAオリゴマーとプロ

ピレン架橋ウリジン二量体 (UprpU)(Figure 1)を含む DNAオリゴマーはともに蛍

光共鳴エネルギー移動 (FRET)実験の結果から 90度近いベント角で、曲がった構造

を持っと考えられている (Murata，S.et. a1， J. Am. Chem. Soc.， 2007) 0 HMGB1 

A-boxタンパク質は、例えばシスプラチン架橋 DNAのような歪んだ構造を持つ DNA
を特異的に結合することが知られているが、 UetpUを含む DNAオリゴ、マーは

HMGB1A-boxタンパク質と解離定数およそ 2nMと強く結合するのに対し、 UprpU

を含むDNAオリゴマーは結合しない(Murata，S.et. a1.， J. Am.白 θ'm.Soc.， 2007)。
本研究では UetpUを含む DNAオリゴマーと UprpUを含む DNAオリゴ、マーとの聞

のHMGB1A圃boxタンパク質との親和性における違いを説明するために、UetpU及び

UprpUを含む DNAオリゴマー (Figure2)の溶液構造を解析した。

キーワード bentDNA、立体構造

著者ふりがな: ふるいた きょうこ、むらた しゅんぺい、じー じゅんぐ一、い

ちかわ さとし、まつだあきら、こじま ちょうじろう
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円片耐吋刈疋《 引蜘n伊叫=2 
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Figure 1 Structure of alkylene 
cross-linked cyclic 2'-deoxyuridylate 
dimmers. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 
5'ーCCTTCAUUACTTCC-3'

3' -T T C C T G AA T G AA G G -5' 
2827262524232221201918171615 

Figure 2 Sequence of DNA oligomers containing 
UetpU or UprpU. Alkylene cross-linked 
2'-deoxyuridylates are shown in bold type face. 

【方法190/10% H20/D20あるいは 100%D20中の UetpUを含む DNAオリゴマー

(0.7 mM)及びUprpUを含む DNAオリゴマー (0.5mM)のサンブツレに対し、 lH・lH

NOESYスペクトノレ(混合時間:30、120、及び200ms)、DQF-COSYスペクトノレ、

TOCSYスベクトノレ及びnaturalabundance lH-13C HSQCスベクトルを測定した。

これらのスベクトノレを用い、両DNAオリゴマーの化学シフトを帰属した。立体構造

計算は、 MARDIGRASを用いて決定した距離制限情報を用い、 CNSで、行った。

[結果と考察1UetpU及び UprpUを含む DNAオリゴマーに関して、 H4'、H5'/H5"

及び Gの NH2を除くプロトン化学シフトの帰属をほぼ完了した。 DQF-COSYスベ

クトノレにおける H1九H2'及び H1'-H2"交差ピークの形状から、両 DNAオリゴマーに

おいてウリジンダイ、マーの 5官，Ijのウリジンの糖は N型のコンブオメーションを持ち、

その他は S型のコンブオメーションを持つことが分かつた。決定した両DNAオリゴ

マーの立体構造 (Figure3)において、両 DNAオリゴマーはともに全体的に B型

DNA様構造を有し、リンカ一周辺において曲がっていた。しかし、屈曲部分の構造

は両DNAオリゴ、マーで、異なっていた。ウリジンダイマ一部分における構造のゆがみ

はUprpUを含む DNAオリゴ、マーよりも UetpUを含む DNAオリゴマーの方が大き

かった。過去に、HMGB1A-boxタンパク質と強く結合するシスプラチン架橋DNAの

溶液構造が決定されているが、 UprpUを含む DNAオリゴ、マーよりも UetpUを含む

DNAオリゴ、マーの方が屈曲部分の構造がシスプラチン架橋 DNAに近かった。 DNA

オリゴマーの屈曲部分の構造が HMGB1 A-boxタンパク質による DNA認識に重要

であると考えられる。発表では、安定同位体標識核酸を用いたDNAオリゴマーのbent

角の決定についても触れる。

(A) UetpU (B) UprpU 

Figure 3 Superimposed pictures 
of 10 lowest energy structures of 
the UetpU (A) and UprpU (B) 
DNA oligomers. 



YP07 Brome mosaic virusゲノム RNA

3'-UTR由来のステムノレーブρの立体構造解析

l千葉工業大学工学部生命環境科学科

2東京大学大学院新領域創成科学研究科

O篠阿弥宇三浦謹一郎 2 河合剛太 I

Structural analysis of a stem loop from 3' -UTR in Brome mosaic virus genomic RNA 

CDept. Life Env. Sci.， Fac. Eng.， Chiba Inst. Tech.， 2Grad. Sch. Frontier Sci.， Univ. Tokyo) 

oAmiu ShinoI， Kin-ichiro Miura2， Gota KawaiI 

Brome mosaic virus (但BMV町)genomic RNA c印a舵加汀出問iおe白sthe tR附NAんA-li肱ikesはtruc旬r問e(σTLSめ) 

consisting of 155 nucleotide residues in its 3'仁ι-叩司

thought tωob加eimportant for the replication 0ぱfv吋irusRNA. In the present study， we analyzed 

the tertiary structure of a stem loop of TLS， stem loop C (BMV-SLC)， including an internal 

loop and an AUA trinucleotide loop. By using samples with 13C/I5N stable isotopic labeling 

in nucleotide specific or residue specific manner as well as without labeling， the NMR signals 

were effectively analyzed. The simulated annealing calculation gave accepted struc加res

with the r.m.s.d. values of 1.98 A. To improve the convergence of the calculation， RDC 

values were measured and the structure calculation including RDC is in progress. 

序論

RNAウイルスにおいて，ウイノレス RNAの立体構造がウイルスの複製に重要な役割

を果たすと考えられている. Brome mosaic virus (BMV)ゲノム RNAのY末端には約

160残基からなる tRNA-likestruc仰向 (TLS)と呼ばれる構造が存在する (Fig.la). TLS 

は複製に重要であることが示されているが，機
内、 Cao

能の詳細とそのメカニズムは明らかとなって 町・
ーキTLS
J 

いない. TLSの一部分である stemloop Cは，

内部ノレーブロと AUAトリループρを持ち， レプリ

カーゼと相互作用すると考えられている.今回

は，この stemloop Cから NMR法による解析を

行うために 35残基のステムループ RNA

(BMV-SLC ; Fig. 1 b)をデザインし，立体構造の

解析を行った.

Keywords : RNA，安定同位体標識， RDC 

b) 15 A U A 
C-G 
G-C 
U-A20 
U-A 

lOC-G 
G.-U 

:;-C;， 25 
G UI~ 

~A 

U G 
A 

5 il.-lJ"30 
C-G 
G-U 
GC  
G-C35 
5' 3' 

Fig. 1 a) BMV genomic RNA and TLS. 

b) Secondary structure of BMV・SLC.

しのあみう，みうらきんいちろう，かわいごうた
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方法

[標識RNAによる NMRスベクトルの帰属]

塩基特異的標識 AmpliScribe™T7-Flash Transcription Kitを用いて，試験管内転写合

成法により BMV-SLCを調製したきC/15N安定同位体標識NTP(大陽日酸)を用いて，

アデノシン (A)，ウリジン (U)，グアノシン (G)，シチジン(c)のそれぞれを標識し

た塩基特異的標識試料も合わせて調製した.

残基特異的標識 BMV-SLCの内部ノレーブρの配列を持つ28残基のRNAをデザインし，

!3C/15N安定同位体標識アミダイト(大陽日酸)を用いて内部ループの l残基だけを標

識した残基特異的標識試料を化学合成法により調製した.

NMRスベクトルの測定は， 50mM塩化ナトリウムを含む 20mMリン酸ナトリワ

ム緩衝液(pH6.5)中で，測定温度 293Kで行った.測定には主に 500MHzおよび 600

MHzのNMR分光計 (Brukぽ)を用いた.高分解能が必要な測定には 800MHzのNMR

分光計 (CryoProbe付， Bruker，理化学研究所所有)を用いた.

[構造情報の抽出と立体構造計算]

NMRデータの処理は XWIN-NMR(Bruk町)で行った.構造情報の抽出には Felix97

(Accelrys)を用いた.立体構造の計算は， .CNSver.l.l1
)を用い， Simulated Annealing (SA) 

法で行った.

[RDCを用いた立体構造計算]

重水溶媒中の塩基特異的標識試料それぞれに pf1phage (ASLA biotech) を 8~10

mg/ml共存させて，残余双極子相互作用 (RDC)を計測した. RDCの計測には，

non-decoupling SQC， TROSY， lH-decoupling SQC等を用いた.また， RDCを用いた

立体構造計算は XPLOR-NIH2)を用いて行った.

結果および考察

[標識RNAによる NMRスベクトノレの帰属]

塩基特異的標識

非標識試料で重水中の NMRスベクトノレを測定した結果， NOESYスベクトルでは

H21H6/H8-H5厄 l'領域でもシグナルの重なりが多く見られた (Fig.2).そこで塩基特異

的標識試料を調製し， filter吋-NOESYスベクトノレや 3DHSQC-NOESYスベクトルによ

りシグナルの分離を図った.これにより多くのシグナルが帰属できた.しかし依然と

して，内部ループのいくつかの残基では，シグナルがブロードであったり，重なって

いたりするために帰属が困難であった.

残基特異的標識

内部ループ部分の帰属を明確なものとし，かつ， NOEの距離情報を得るために，

残基特異的標識試料を調製した.化学合成法の合成効率の問題から， BMV-SLCのス

テムを切り詰めた 28残基の短い RNAとしたが，イミノプロトンスペクトルの比較か

ら，変異部位の前後以外には化学シフト値の変化がなく内部ループを挟むステムが

BMV-SLCと同様に形成されていることが確認できている.さらに，重水中の NOESY
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スベクトルの比較からも変異部位以外のシグナルに

は基本的に変化がないことを確認している.

A29とA30はNOEが非常にブロードで，また， A

同士が隣り合っているために塩基特異的標識試料で

は残基内のシグナルと残基聞のシグナノレの区別がつ

けられなかった.また， NOESYスベクトノレ上で， U25 

のH6-H1'とH6・H5およびU31のHふH1'のNOEシグ

ナノレが重なっていると考えられた.特に U25は全て

のシグナルが塩基特異的標識試料だけでは帰属でき

なかった.そこで， A29， U25， U26， U31をー残基ず

つ標識した.U標識については 0.5~1 mMと高濃度試

料の調製に成功し， NOESYスペクトルの測定を行う

ことができた.各試料で filtered-NOESYを測定した結

果， U25のシグナルと U31の残基内のシグナルは重

なっていることがわかった.また， U26においては

H6-H5とU25からの残基聞のシグナノレが重なってい

たことがわかった.一方， A標識については 15凶4と

低濃度で、はあったが，高感度NMR装置の利用によっ

て，高分解能な SQCスベクトルが測定でき， 1Hの化

学シフトから帰属を行うことができた.A29の帰属に

よって，前後の残基の帰属も行うことができた.

さらに，内部ルーフ。とステムの境目である U25と

の標識試料のイミノプロトンスベクトルから，

U25は塩基対を形成しないこと， A5とU31が弱し、塩

基対を形成することがわかり，ステムとノレ)プを明確

に分けることができた.

U31 

義

2D NOESY spectra. 

H21H61H8・H51H1'region was shown. 

Stable isotopic labeled nucleotidel 

residue was indicate each panel. 

5.5 

Fig.2 

二種類の標識方法により， H2/H61H8-H5注目'領域で

は U25 の前後で連鎖帰属することができ，

H21H61H8注目圧n'の聞に観測されたほぼ全ての NOE

シグナルを帰属できた.

NMR法による RNAの立体構造解析は，帰属の難し

さから，大きいものは分割するなどして 30残基以下

の試料を用いることも多いが，今回のように塩基特異

的な標識と残基特異的な標識を併用することで，これ

までよりも大きい RNAを一度に解析でき，構造解析

のスピードアップが図れると考えられた.
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[構造情報の抽出と立体構造計算]

H2/H6/H8・H5/H1'領域以外の領域についても同様に帰属を行い， NOEから距離情報

を抽出した.残基特異的に標識した 3つの Uについては， NOESY上で、は重なってい

たが， filtered-NOESYで分離して観測された NOEシグナノレについては，距離情報と

して立体構造計算の拘束に入れることができた.また， HOHAHAスベクトノレで

Hγ-H2'のシグナルが観測されていない残基はリボースのパッカリングを C3'-endoと

し，強いシグナルが観測された残基は C2'-endoとして，二面角情報を加えた.その他，

イミノプロトンスペクトノレの帰属結果から A 型らせんであることが推定できる領域

については，水素結合や塩基対平面情報を加え，さらにステム部分に A型らせんとグ

リコシド結合のまわりのコンホメーションの情報を拘束条件として加えて，立体構造

計算を行った.

立体構造計算の結果，現在までに Fig.3の暫

定構造が得られている.計算に用いた拘束条件

を全て満たした構造のうち，エネノレギーの低い

10個の構造を重ね合わせたときの RMSDは

1.98 Aであった.

AUAトリループ。の構造は， 12残基のステム

ノレーブoの立体構造としてすでに報告されている

が 3) 今回得られた構造はそれとは異なるもの

であった.この違いは A17と G18との間の

NOEの帰属の違いによるものと考えられる.こ

れは，特異的な標識による帰属と，高分解能な

NMRスペクトルの必要性を示す結果で、あると

にい

Fig.3 Superposition ofthe 10 structures. 

いえるだろう.

[lU)Cを用いた立体構造計算]

SA法で得られた構造を片方のステムで重ね合わせると，内部ノレープの折れ曲がり

によって各構造がずれていた.NOEの短距離情報のみでは，これ以上構造を収束さ

せるのは難しいと考えられた.そこで， RDCを用いた計算を行った.RDCは，塩基

特異的標識試料を用い， pf1 phaseによる配向を用いて計測した.塩基特異的標識試料

を用いたためシグナルの重なりも少なく，全標識試料を用いる場合よりも多くの RDC

を計測できた.現在， RDCを用いた立体構造計算を進めている.

1) Brunger， A. T.， et al.， Acta Cη'st. D54， 905同 921(1998). 

2) Schwieters， C. D.， et al.， J Mαgn. Reson. 160， 65-73 (2003). 

3) Kim， C.-H.， et a1.， Nαture Struct. Biol. 7，415-423 (2000). 
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YP08 States法を用いた二次元実験における磁化の有効活用

京都大学大学院理学研究科¥大阪大学大学院基礎工学研究科 2

0福地将志 l、犬飼宗弘 2、武田和行 1、竹腰清乃理 1

Utilization ofDiscarded Coherences in a 2D Experiment USIng the States Method: 

COCODARR & Double-acquisition 

lGraduate School of Science， Kyoto University， 

2Graduate School of Engineering Science， Osaka Universiけ

o Masashi Fukuchi 1 ， Munehiro Inukai2， Kazuyuki Takeda 1， K. Takegoshi 1 

Abstract: In order to save the spectrometer time， we propose a new data-acquisition 

scheme applicable to the 2D experiments using the States method， in which the so・fardis-

carded longitudinal inagnetization in the conventional States method is utilized. This 

scheme is demonstrated in two new pulse sequences employing two acquisition periods in a 

single scan， enabling us either to obtain同TOseparate 2D spec仕ain a single experiment or to 

halve the acquisition time of a single 2D experiment. 

The low sensitivity in NMR 0氏en

forces us to accumulate signals many 

times. In multidimensional experiments， 

the acquisition time can take several 

weeks， limiting the throughput of research. 

The long acquisition time is also un岳町“

able considering the stability of current 

hardware. In order to save the spectro-

meter time as much as possible， we pro-

pose a new data-acquisition scheme ap-

plicable to the 2D experiments using the 

States method [1]， which is widelyused to 

obtain pure 2D absorption spec仕a. In Figure 1. Pulse sequences of COCODARR (a) 

the conventional States method， the un- and double-acquisition (b). The中0，中1，~2，やお

wanted coherence is converted into the and φdenote the phase of the first lH 90
0 

pulse， 

zero-quantum coherence， or equivalently， the CP pulse， the 90
0 

pulse after t[， the last 90。

the longitudinal magnetization by apply- pulse， and the receiver phase， respectively. 

キーワード:COCODARR， Double-acquisition， FSLG・.242，Dipolar recoupling， 

Chemical-shift anisotropy recoupling 

著者ふりがな :0ふくち まさし、いぬかいむねひろ、たけだかずゆき、

たけごし きよのり
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ing a 900 pulse after the t1 period. In the spirit ofutilizing this so-far discarded longitudin-

al magnetization， we present two sequences employing臥TOacquisition periods in a single 

scan， enabling us either to obtain two separate 2D spectra in a single experiment or to halve 

the acquisition time of a single 2D experiment. 

Figure la is a pulse sequence to obtain both 2D through-bond (COSY) and 2D through-

space (DARR) [2] 13C correlation spec佐ain a single experiment. This sequence is ana-

logous to 1H COCONOSY [3] and combined COSY-NOESY [4] experiments in solution 

NMR， and is referred to as COCO-

DARR [5]. 

The NMR experiments were carried 

out using a Chemagnetics CMX Infini-

ty-300 spectrometer operating at a 13C 

resonance frequency of 75.55 MHz 

with a double-tuned 5mm CP/MAS 

probe (Doty Sci. Inc.). The rf-field 

、intensityfor both 1H 90
0 pulse and CP 

was 62.5 kHz， and both the nutation 

and the phase-modulation angles in the 

TPPM decoupling [6] were optimized 

for an rf intensity of :::::80 kHz to be 

1800 and土7S， respectively. Both of 

(a)NH2開 C2H園 C100H

HOC3H 

C4H3 

，. 

-・. . 

r-80 

ト120

ト160

ト200

the MAS frequency v地 sand t山 rf 阿「
intensity V1 for DARR irradiation were 

丁 T 丁

トO

15 kHz to 白lfil1the n = 1 DARR re-

coupling condition with the mixing 

time of 50 ms. The 13C chemical 

shifts were calibrated in ppm by taking 

the chemical shift of solid adamantane 

as an extemal standard. 16 FIDs were 

accumulated for each t1 value with a 

relaxation delay of 2.5 s. The expe-

riment was carried out at room temper-

ature， and the total experimental time 

was about 6 hr. 

Figure 2 shows 13C COSY (a) and 

DARR (b) spectra of uniformly 13C， 

15N-labeled L-threonine (inset) ob圃

tained by a single COCODARR expe-

riment. These spectra were found to 

be identical to the COSY and DARR 

C1 

-. 

C3C2 C4 

2∞ 160 120 80 40 0 
13 
C Chemical Shift / ppm 

ト40

ト80

ト120

ト160

ト200

Figure 2. 13C COSY (a) and DA限 (b:the 

mixing time = 50 ms) spectra ofuniformly 13C， 

15N-labe1ed L-threonine (inset) obtained by a 

single COCODARR experiment. 

-117 



spectra obtained separately taking twice the spectrometer time. 

Shown in Figure 1 b is another pulse sequence， referred to as double-acquisition [7]， 

which is applicable to 2D separation experiments， and halves the spectrometer time com-

pared to the conventional approach. We demons回 tethe double-acquisition scheme for a 

2D separation experiment ofthe 1H)~ dipolar interaction using the FSLG・24"2[8] dipolar 

recoupling scheme under MAS， which eliminates the homonuc1ear dipolar interactions 

among the abundant 1 H spins while re・introducingthe MAS-removed heteronuc1ear 1H_15N 

dipolar interaction. 

TheNMR叫 erimentswe民 carriedout I(a) 

using a Chemagnetics CMX Infinity・300

spec仕ometeroperating at a 15N resonance 

frequency of 30.45 MHz with a doub-

ly-tuned 5 mm CPIMAS probe (Doty Sci. 

Incふ Therf-field intensity for both 1H 

90
0 

pulse and CP was 62.5 kHz， and both 

the nutation and the phase-modulation 

angles in the TPPM decoupling were op-

timized for an rf intensity of ::::;80 kHz to 

be 180
0 

and土7S， respectively. The 

MAS frequency VMAS w部 10kHz. To 

suppress the spin echo in the second h 

period， we inserted a z-filter during which 

1H irradiation is suspended between the 

first t2 period and the last 90
0 

pulse (not 

shown in Figure 1 b for c1arity). The du-

ration ofthe z-filter was 25.6μs. For the 

2D FSLG-242 sequence， the rf-field in-

tensity and the corresponding switching 

frequency were 71.0 kHz and 50.2 kHz， 

and the corresponding duration time for a 

2n LG pulse was 11.5μs. The intervals 

for phase and 企equencyjump were 0.2 

and 0.8μs. These settings are to白lfill

the n 1 recoupling condition for the 

FSLG-2 42 sequence for the MAS企e-

quency at 10 kHz. 16 FIDs were accu-

mulated for each t1 value with a relaxation 

delay of 2.0 s. The experiment was car-

ried out at room temperature， and the total 

experimental time was about 72.9 min. 

-2 

O 

Z N 

..:.:: 

2 --
0c 3 

a 
コ
O 。

(b) ‘ー何
o a 

ロ
-2 Z 

工

O 

2 

124 120 
15N Chemical Shift / ppm 

Figure 3.15N2D FSLG47i2spec仕aof 

NAV obtained by the double-acquisition 

scheme (a) and the conventional sin-

gle-acquisition scheme (b). The experimen-

tal times were 72.9 min. for (a) and 70.2 min. 
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Figure 3 shows 15N 2D FSLG-2ヰ2
spectra of N-ace勿1 [1，2-13C， 15N] 

DL-va1ine (NAV) obtained by the 

double-acquisition scheme (a) and the 

conventional single-acquisition scheme 

(b)， and their respective slice spectra 

along the Ji dimension are depicted in 

Figure 4 (吋 and(b). No intentional 

vertical scaling was performed in Fig-

町 e4. Note that ca. .i 2 fold en-

hancement in signal-to-noise ratio was 

attained in (a) as compared to that in 

(b) within nearly identical experimental 

times of 72.9 min for (a) and 70.2 min 

for (b)， while no appreciable spectral 

distortion was found. 
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YP09平行および逆平行s-シート構造ならびにその混在系に関する

国体 NMR構造解析

(農工大院工・科博)

O堀口紅実子、亀谷俊輔、 山内一夫、 朝倉哲郎

80叫li泊d~沿st阻at旬e NMR Analyses of Parallel and Anti -parallel s 
Their Mixing 8ystem. 

(Department of Biotechnology， N ature and 8cience Museum， 
Tokyo University of Agriculture and Technology，) 

oKumiko Horiguchi， 8hunsuke Kametani， Kazuo Yamauchi and Tetsuo Asakura 

The s-sheet structures of alanine oligopeptides， SamiaりTnthiaricini silk fibroin 

and their model peptides were studied with solid-state NMR including 13C 

spin-lattice relaxation time and X-ray diffraction powder pattern analyses. The 

appearance of unique structures which consist of mixture of parallel and 

anti-parallel s-sheet structures was observed for longer alanine peptides than 

(Alah・Thesimilar structure was also proposed for Samia cynthia ricini silk 

fibroin fibers. 8ince the structure of the silk fibroin fibers has been considered to 

be exclusively anti-parallel s"sheet structure， this proposed structure will give 

new insight on their structure"property relationship. 

[緒言}

生体高分子にみられる二次構造の一つである s"sheet構造は、重大な神経性の病気

を引き起こすアミロイド線維の構造と対応することもあって、現在、その構造研究は

非常に注目を浴びてきている。。我々は、これまで、ポリアラニン残基のメチル基の

化学シフトは s"sheet内での平行型 CParallel、P)と逆平行型 CAnti-Parallel、AP)

の違いを反映して異なることを報告してきた 80

本研究は、鎖長を変化させた一連のポリアラニンの詳細な固体NMR研究から、ア

ラニンが 7残基以上で、平行型。叶leet構造と逆平行型 s"sheet構造が一定の割合

で混ざった、特有の分子間配置を優先的にとることを見出した。その時のアラニン残

基自身の運動性は高く、単結晶X線解析等の手法では得られない固体 NMR独自の知

見と考えられる。また、このような特有の分子間配置の発現は、実際に、ポリアラニ

ンを多く含む野蚕の一種であるエリ蚕の絹フィブロインでも確認された。これまでは、

絹繊維の構造は、逆平行型 s"sheet構造と考えられてきたが、平行型。圃sheet構造

も大きく関与した特有の分子間配置をとることが明らかとなった。

平行および逆平行。シート構造、固体NMR構造解析、安定同位体ラベル、

アラニンオリゴマー、 X線構造解析

ほりぐちくみこ、かめたにしゅんすけ、やまうちかずお、あさくらてつお

ク -120-



【実験】

Fmoc固相ペプチド合成法を用いて、一連のアラニンオリゴペプチド、(Ala)s・(Ala)s、

(A1ah2ならびに(A1ah2の両端にGly-rich領域が結合した34残基からなるエリ蚕絹の

モデルペプチドを合成した。その際、目的に応じて、適宜、残基特異的に 13Cラベル

化を行った。また、 (Ala)sと(Ala)4については、溶媒処理を変えることによって 100%

平行型と 100%逆平行型。 -sheet構造に調整した。

一連の自体 NMRデータを取得するために、 13CCP瓜ilASNMR、RFDR、2次元ス

ピン拡散 NMR、13Cスヒ。ン・格子緩和時間(Tl)等の測定を、 BrukerAvance 400なら

びに CMXInfinity 400を用いて行った。また、一連のアラニンオリゴペプチドにつ

いて、分子間配置の情報を得るために、粉末X線測定を行い、面間隔を決定した。さ

らに、特有の分子間配置を持つ8・sheet構造に関して、水溶液からの発現を検討する

ために、 MaterialStudio Discoverを用いて、長期間にわたる MD計算を行った。

[結果]

アラニンオリゴペプチドにおける特有の分子間配置の出現

Fig.1に、一連のアラニンオリゴペプチド、

(Ala)s・(Ala)gについて、 13CCPIMASNMRスペク

トルのメチルピークと粉末 X線回折の結果を示

した。(A1a)s・(Ala)6までは、 100%逆平行型。

-sheet構造である(ペプチドの両端と内部で

A1aCsの化学シフトが異なることを反映してピ

ークが分裂するが、長くなると 20.5ppm付近に

収束する)。一方、 (Alah以上から、ピークの線

形が大きく変化する。(A1a)gならびに(A1ah2、

(A1ah2を含むエリ蚕絹フィブロインさらに 34残

基のモデノレベブpチドでも メチルピークは仏lah

と同様の線形である。また、粉末X線パターンは、

仏lah以上で、突然、面間隔が大きく異なり(破

線)、特有の分子間配置の出現を示している。こ

の傾向は、固体NMRデータと一致する。

(Alahの13Cメチルピークについての詳細な解析

そこで、 (Alahについて詳細に固体 NMR解析

を進めた。中央部の 4残基目のみを選択的に 13C

ラベルした A3[3・13C]A4A3を合成し、そのメチル

ピークの線形をノンラベノレ試料仏lahと比較した

(Fig.2)。高磁場側の 17.5ppm付近のブロード

なピーク(↓印，Fig.2)は、中央部をラベルした
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試料では消失することから、ペプチド鎖末端のピーク (randomcoil)に帰属される。

従って、 13Cラベノレ試料で、観測された 3つのピーク(破線部)は、 (Alahの中央部に

帰属される。次に、この 3つのピークは、。 -sheet構造の範囲で内部回転角の違いを

反映しているのか、または、分子間配置の違いを反映しているのかを区別する必要が

ある。

そこで、先ず、当研究室で作成したAlaCsの化学シ

フト等高線マップ3)を用い、。 -sheet構造の範囲内で

の内部回転角の変化に伴う化学シフトの変化を検討し

た (Fig.3)。その結果、 s-sheet構造の範囲内では、

内部回転角が異なっても、化学シフトの違いはわずか

であり、 3つのピークの出現は、主に分子間配置の違

いを反映することが明らかとなった。

mw ¥¥.¥¥ 

AP¥¥¥、
1田~ )抗予 与1~$φi メ，

'-、ず/仏 II 

120~ _ _ . -+19-:む8.. 
=え--. ../ /.ペ4τ

.1朋 .1印 4
φ 

Fig.3 13C Ala CB chemical shift 
contour plot as a function of 
torsion angles in B-sheet region. 

次に、 A3[3・13C]A4A3の 13Cラベル部位の 13CTlの測

定を行い、各ピークについて、その部分緩和スベクト

ルを詳細に検討した(Fig.4)。低磁場ピーク(A)のln(Mo・Mz)vsτzのプロットは、直線

となるので 1成分で、あった。一方、高磁場側の 2個のピーク(B，C)は、直線からずれ

て、 2成分から成ることが明らかとなった。 Tab.1に、各ピークの 13CTl値とその割

合をまとめた。

(Alahのメチノレ基の 13CTlの温度変化の実験から、高温では 13CT1値は長くなるこ

とから、本実験の状況下では、 13CTl値が長いほど運動性が高いと考えられる。 Fig.1

の逆平行。・sheet構造の(Alah・(Ala)6までの 13CTl値は 90・160msの範囲で、あった。

一方、(Alahの3個の主ピークの 13CTl値は 7・10倍程度長くなっており (Tab.l)、(Alah

以上の鎖長で急激に運動性が上昇したことが分かる。すなわち、分子聞の構造が急激

に変化し、徹密な逆平行型s-sheet構造の分子間配置から、メチノレ基が回転しやすい

平行型s-sheet構造の分子間配置に、その構造が変化したことに起因すると考えられ

る。実際、 100%平行型と 100%逆平行

C -4 

山じ
24 20 [6 

問問問VS'tz山 ofωAl州

型 s-sheet構造をとる (Alahおよび

(Ala) 4では、平行型のメチル基のTlは、

逆平行型と比較して 3倍以上長いこと

を報告している。 2) Tab.1の Bのピー

ク中には、 9%の 170msの成分があり、

これが (Alah・CAla)6 までの逆平行。

-sheet構造の成分に相当すると考えら
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れる。実際、 Bの化学シフトは、 (Ala)6と一致する。

興味深いことは、 (Ala)s(Ala)12ならびに(Alah2を含むエリ蚕絹フィブロインなら

びに 34残基のモデ、ノレベブ9チドのメチル基は、大きく 3本に分裂し、基本的に(Alah

のメチノレ基の線形と同じである点、さらに、その緩和挙動も同じである点である。こ

のことは、ポリアラニンの分子鎖が 7残基以上で急激に動きやすくなっただけではな

く、特有の分子間構造が新たに発現し、それが主構造となったことを意味する。この

平行型s-sheet構造を基本とした、 (Alah以上で発現する特有の分子間構造を有する

モデルの詳細については、現在、検討中である。

ポリアラニンに特有な分子聞配置の発現に関する分子動力学 (MD) による検討

水溶液中で、ランダムに平行または逆平行をとらせて配置した伸びた状態のポリア

ラニン鎖が水分子の減少に伴い、その分子間配置を自由に変えながら、最終的に乾燥

状態で凝集した8叶leet構造を形成するシミュレーションを行った。すなわち、 100

本の(Ala)12をa軸方向に並べ、その周囲に 5000の水分子を配置し、溶解状態とした

(Fig.5・A)。この初期構造から水分子を 14段階(各 50Psec)にわたって、徐々に減

らすとともに、 b，c軸方向の分子間配置は、自由に変えることができるようにして、

MDシミュレーションを開始した。

水分子が除かれた最終的な凝集状態 (Fig.5・B)では、ポリアラニン鎖で形成され

るs-sheet構造は、平行型と逆平行型が独立の領域を形成するのではなく、同一シー

ト内に両0・sheet構造が混在した分子間配置が多く出現するという結果(一例として

B図中の網かけ部分)となった。この結果は、固体 NMRの結果に対応する。

A 
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O::.L主よ

H
2
0 (Ala)'2 
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!f-f¥-
AP 
h 
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P 
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P 

tsheet 

Fig.5 MD simulation concerning aggregation of polyalanine chains. The special structures with 
parallel and anti旬parallels-sheet chains were generated after removal of water molecules. 
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YPI0 固体NMRを用いた 13c標識レチナールのタンパク質中での

光照射および圧力印加による異性化メカニズムの解析

(1横浜国立大、 2神戸薬科大、 3兵庫県立大)

O田島可奈 l、)11村出 l、和田昭盛 2、西川大英 1、社暁3、内藤品 l

Analysis of the isomerIzation mechanism of 13C labeled retinal in membrane protein 

under photo illumination and pressure conditions by Solid-State NMR 

o Kana Tajima 1， Izuru Kawamura 1， Akimori羽Tada2，HirohideNishi匙awa1，
Satoru Tuzi3， Akira Naito1 

1 Graduαte School ofEngineering， Yokohama Nationα1 University， 

2 Kobe Pharmaceutical University， 3 Dep例 mentof Life Science， University ofj砂ogo

Bacteriorhodopsin (BR) is a light-driven H+ pump protein in purple membrane consisting of 7 

transmembrane helices and retinal molecule as a chromophore. The populations of retinal with 

all-trαns or 13-cis， 15・synstates can be controlled either by light illumination or pressurization. 

To analyze the change of dynamic structure of BR corresponding to the retinal isomerization， 

NMR spectra of [15， 2Cト13C]Retinaland [~ _15N]Lys-Iabeled BR were examined by solid-state 

NMR under in-situ photcトilluminationMAS and fast MAS conditions. The 13C NMR signals of 

all-trαns and 13・cisretinal were largely broadening at the MAS frequency of 10kHz and the 15N 

NMR signal of 13-cis state of [~ -15N]Lys-Iabeled BR was increased by the pressure of about 60 

bar induced by fast MAS condition. It tumed out that the increase ofthe ratio of all-trans to 13-cis 

retinal and the change of dynamics around retinal was caused by the pressure of about ωbar. 

I序論】

パクテリオロドプシン(BR)は町ポンプ機能をもっ高度好塩菌由来の膜タンパク質で

あり、 7本の膜貫通ヘリックスと発色団レチナールで構成されている。 BR中のレチ

ナールは暗)1慎応状態で、 Al1-tr，αns型と 13・cis，15田 syn型が 1:1で存在し、明順応状態では

All-trans型レチナーノレのみで存在する。また圧力を加えると All-trans型から 13・cis，

15・syn型に平衡が移動し、 13-cis，15・syn型レチナールの割合が増加する(Figure1)。こ

のときにタンパク質の体積減少を伴っていること(1)から、 Al1-tr，αns型と 13-cis，15-syn 

型のレチナールを含むタンパク質の構造が異なっていることが考えられているが、そ

の詳細はわかっていない。本研究では、まず固体NMR分光器に設置可能な光照射シ

ステムの開発と、高速MASを用いた圧力印加システムの構築を行った。このシステ

ムを用いて、 BRのレチナーノレの異性化メカニズ、ムについて解析を行った。

キーワード:レチナール異性化、固体NMR、光照射、高速MAS

たじま かな、かわむら いずる、わだあきもり、にしかわひろひで、つじさとる、ないとうあきら
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[実験】

BRから天然存在比のレチナーノレをブリーチしたパクテリオオプシン(BO)に対して、

15，20位の炭素を 13C標識したレチナールを再構成した[15，2ふ13C]Retinal-BRを十分

に水和させた状態の試料を用いた。 NMR測定には ChemagneticsCMX Infinity-400 

F下NMR分光器とジルコニア試料管を使用し、 RAMPCP-MAS測定時の MAS回転速

度を 4，6，8，10 kHzと変化させて圧力を印加し、レチナーノレの信号の変化を測定した。

ここで、高速回転時に生じる温度上昇については、硝酸鉛 Pb(N03)2を用いて温度校

正実験を行った(2)。また、 BRの明順応状態の測定にはNMRに外部から導入した光

ファイパーとジルコニア NMR試料管に光ファイパーキャップを装着させて、 MAS

回転条件下で光を試料管内部に非接触に照射できるシステムを開発した。

[結果と考察】

硝酸鉛 Pb(NO~}，や用いた MAS の温度校正土圧力の見積卒、り

高速 MAS における試料に対する温度と圧力の効果をわけるために、硝酸鉛

Pb(N03hを用いた MAS回転速度の温度校正を行った。MAS10kHzでは表示温度20
0
C

に対して、試料温度は 32
0
Cまで上昇していることがわかった。また 12紅白では 40

0
C

に上昇しているσi別問2)0 MAS回転数を上昇させると、遠心力が試料管内の流体に

働き静水圧を生じる。半径rの円筒試料管の側面lこ印加山圧力 PはP÷Wε

と表される。ここで V は試料管の回転数、 Eは流体の密度を表している。この関係を

用いて MAS12kHzでは最大 63bar程度の圧力が試料にかかっていることを計算から

見積もった。

I15.20-13C1Retinal標識 BRの信号左ダイナミクス

13C標識試料と天然存在比の試料について CP-MAS測定を行い、その差スペクトル

から Al1-transと13-cお， 15・syn型の信号をそれぞれ 13.1ppmと22.1ppmに帰属した。

さらにレチナール 20番目のメチル炭素の Tj測定を行ったところ、 10.9s (Aルtrans)

と19.2s (13圃 cis，15-syn)と観測され、 13-cis，15-syn型は All-trans型に比べてフレキシ

ブノレな状態であることがわかった。このことからタンパク質とレチナーノレとの相互作

用が異なっていることが示唆される。
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Figure 1. Isomerization pathways between 13-cis， 

15・synand all-trans retinal configurations in BR 
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高速MAS下で[15，20-13C]Retinal-BRの 13CNMRスベクトノレを測定した。この結果、

MAS 6kHzまではレチナールの 15番目の炭素の信号強度は高かったが、 MASI0kHz 

では大きくブロ}ドニングした。また 20番目のメチル炭素も信号強度が減少した

(Figure 3)。高速回転後の MAS4 kHzでのレチナーノレ信号強度は、もとの 4kHzの信

号よりも減少した。一方、回転数を 4kHzに固定して温度を上昇させた実験において

は、 MAS10 kHzに対応すると考えられる温度においても信号の広幅化は見られなか

った。これらの結果はレチナール信号の広幅化は温度ではなく圧力印加によることが

わかった。さらに、メチルの信号からは圧力効果による[13-cis]/[all-trans]の増加はは

っきりとは見られなかった。

Il_15NlL羽田標識 BRの高涼 MAS測定

MASは磁場に対して 54ア傾けた軸の周りで試料管を高速回転させ、化学シフト異方

性を消去する固体NMRの測定手法であるが、高速回転することで試料に圧力がかか

ることに注目した。[(_15N]~戸-BR の CP-MAS NMRスペクトルについてレチナーノレ

の異性化に与える圧力効果を観測した。 MAS4kHzでは All-trans(148.0 ppm)と13・cis

(155.0 ppm)が 1:1で観測され、 MAS12 kHzの測定では試料に約 60b訂の圧力がかか

りσigure2)、レチナーノレの信号が広幅化した。さらに 4kHzで再度測定したところ、

13・cisの信号が All-transよりも増加し、明らかに 12kHzに対する履歴現象を起こし

ていることがわかった(3)(Fi別問 4(A))o MAS 4 kHzの測定で温度のみを変化させた場

合は、レチナーノレの信号の割合は変化しない。この結果はMAS12kHzの圧力により、

All-transが 13・cおに異性化を起こしたことを示している(Figure4 (B))。

I1520-13C1Retinal標識 BRの光照射NMR測定

光照射下での MASNMR測定を行うため、 NMRに外部から導入した光ファイパーと

ジルコニア NMR試料管にファイパーキャップを装着させる方法を試みた。[( 

_15N]Lys-BRにおいて、光照射によって 13-cisから all-trαnsに信号が移動した(Figure

4 (B))o しかし、濃度の高い試料では光が試料表面にしか当たらず、試料全体では光

異性化しなかった。また濃度の低い試料では、十分な信号強度が得られなかった。現

在、 MAS回転条件下で光を試料に照射し、試料全体を異性化させた状態で NMR測

定を行う方法を検討中である。

【まとめ]

今回の実験から高速 MASによる圧力効果は、特にレチナールとその近傍アミノ酸

残基に影響があることがわかった。レチナールタンパク質などの構造変化を観測する

ために、高速MASや光照射システムによりレチナールの配座を制御する実験は重要

であると考えられるため、より詳細に条件検討を行っていく必要がある。

[参考文献]

(1) M. Tsuda & T. Ebrey (1980) Biophys. J. J旦149・158.，K. Bryl & K. Y oshihara (2002) Eur. 

Biophys. J. 31 539・548.

(2)A. Bie1ecki & D. P. Burum (1995)J. Magn. R四 on.Ser. A且重215-220.

(3) 1. Kawamura et a1. (2007) Photochem. Photobiol. 83 346-350. 

-126 



F 

Figure 3. 

(A) 
13"CIs 

品 4並識語
ppm 

(8) 

13_ _~ ••• _ • ，. .~ . .. _ __ 13 
(A) '"C CP-MAS NMR spectra of [15， 20・C]Retinal-BRat various MAS frequencies up to 10 kHz. After 

13 
fast spinning sample， '"C CP-MAS NMR was observed at 4 kHz 

13_ _~ ..._ .，..~ ..._ __ 13 
(B) '"C CP-MAS NMR spectra of [15，20・C]Retinal司 BRat various temperatures and MAS 4 kHz 

(1¥) 
1J-d富

裕i¥Sヰ紗Iz

[鈎
1ザ磁

主題℃

惑発麹溜 1勾 121) 1部翻晶湖 1お f隣

知m 抑顎

127-

Figure 4 

(A)'5N CP-MAS NMR spectra of [と-'5NJLys

。fSchiff base in bR at MAS frequencies of 4 

and 12 kHz， respectively. After spinning 

sample at 12 kHz， CP-MAS spectrum was 

obse刊 edat 4 kHz 

(B)'5N CP-MAS NMR spectra of [と-'5NJLys

。fSchiff base in bR at various temperatures 

and MAS 4 kHz. 



YPl1 固体 NMR法によるイオン液体の新しい基幹物質、デカメチル

ブエロセン・アセナフテンキノン錯体の研究

(電通大院量子・物質工学専攻1・神戸大学理学部2)

0中村英章1 ・桑原大介1 ・持田智行2

Hideaki Nakamura1 ，Daisuke Kuwahara1 ，and Tomoyuki Mochida2 

(The University ofElectro-Communications1 ，Department ofscience， Kobe Universilf) 

Research of decamethyl-ferrocene acenaphthenequinone: phase transition of a new 

component of ionic liquid studied by solid state NMR 

Abstract 
Decamethylイヒrroceneacenaphthenequinone complex (DA) is a new substance，which was 
recently synthesized by Mochida et. al.， in Kobe University. This complex has electronic 
function based on organometallic characteristic and a distinctive molecular structure. 
Therefore， this complex and its derivatives should serve as functional materials in the field of 
electrochemistry. In order to employ the functionality of this complex， it is necessary to 
elucidate the molecular structure and physical properりに Differentialscanning calorimetric 
experiments have shown that DA has a phase transition near -20oC. However， little is known 
about the origin of the phase transition and the molecular behavior around the phase transition. 
We revealed structural change ofDA around the phase transition by high-resolution solid state 
lH NMR. We wi11 present the detailed experimental and analytical results in the conference. 

1.緒言

近年、イオン液体の開発と機能性に関する研究

が盛んである。イオン液体は、多様な物性・機能 |¥1とう".-I I 0， ，0 

性を示すことで注目されており、イオン伝導性を|プ九ーで I I rr 
生かした電子材料などへの応用が期待されてい| 下i，..----.，ど 11 (、γ「
る。本研究で、扱ったデカメチルフエロセン・アセ 1---苛戸(¥II ~ヘJ

ナフテンキノン錯体 (DA錯体)はフエロセンの

特徴を生かした電子機能と特徴的な分子骨格 ー A 

Fhmre 1. Structure of decamethvl 
を持つ新規物質で、ある。この錯体の物性や構 &Eocene acenaOMeneoiinone- J 

造を明らかに出来れば、ブエロセン誘導体の

融点を下げることに繋がる。その結果、磁性体であるフエロセンを用いた電気化学特

性に優れる「ブエロセン系イオン液体」の実現が期待できる。そのためにDA錯体の

数々の物性研究がなされてきたが、低温での相転移の原因はこれまで明らかにされて

いなかった。我々は特に固体高分解能lHNMRの手法を用いてDA錯体の相転移前後の

構造変化を解明することに成功した。本講演で、はその詳細について報告する。

キーワード:イオン液体、国体高分解能lHNMR、相転移、 lHスピン拡散、

分子間距離

なかむらひであき、くわはらだいすけ、もちだともゆき

1 
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2.実験

最初に、 CP/MAS、SP/MAS、dipolardephasing法を用いた13CNMR測定を行い、 DA

錯体のNMRスペクトルの帰属を行った。次に、 DA錯体とアセナフテンキノン分子に

ついて、低温 (200C"'-'-700C)で13CCP瓜!lAS測定を行った。最後に、 DA錯体の固体

高分解能lHスピン拡散の実験を行い、低温 (200C"，-， - 1 OOOC)でのスピン拡散速度の

変化を求めた。測定は、 7.05Tの超伝導磁石で、行った。

3.結果と考察

Fig町'e2は、 DA錯体中のアセナフテンキノン

分子の低温での13CNMRスペクトルである。こ

の結果から、アセナフテンキノン分子が-500C
以下で相転移を起こしプていることが分かる。ア

セナフテンキノン分子単体の低温実験では、相

転移は確認されなかった。これより、 DA錯体の lj0.1401 ljoslio' 

相転移は、錯体中のフエロセン分子とアセナフ Figure2. The variation in the spectra 
テンキノン分子聞に有効な相互作用が働いて ofDAwith indicated tempera卸re.

いることが原因と考えられる。 を

Figure 3は、 lHスピン拡散の実験から求めた 2
各温度におけるスピン拡散速度の変化である。 z
この結果とスピン拡散一次元格子モデルの式、;

寺金=2n[州小叫(t)J ' n=づ(1)i-1即日 -60 -40 20 

temperature(OC) 

を用いて、各温度におけるデカメチルフエロセ Figure3. Variation in IH spin diffusion 
tes ofDA complex with temperature. 

ン分子とアセナフテンキノン分子関の距離の変 rates

化を求めた (Table1)。ここで拡散速度Qは分子

間距離、 r
6
に反比町る。我々はDA錯体のよう立法cJよ認九よmJE322弘r

な固体状態の擬似百-/H2スピン系においても、 andacenaphtenequinone with temperature. 

核オーバーハウザー効果と同様にQがr6に反比

例することを見出した。この関係を用いて、相

転移時にデカメチノレフエロセン分子とアセナフ

テンキノン分子聞の距離が O.37A縮まっている

ことが分かつた。

以上の結果から DA錯体の相転移前後におけ

る結品構造をモデノレ化したものを、 Figure4に示

した。これより DA錯体は相転移時にアセナフ

テンキノン分子が傾くことが原因で 2つの分子

間距離が縮んでいると考えられる。会場では分

子動力学計算で求めたアセナフテンキノン分子

のイ噴きの角度及びその変化についても合わせて Figure 4. Variation in structure ofDA 
報告する。 aroundthe phase transition. 
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YP12 構成原子数の揃った(CdSe)nナノ粒子の

CP/MASNMRによる構造解析

0野田泰斗山同精一朗粕谷厚生 2 前川英己 l

1東北大学大学院工学研究科 2東北大学国際高等融合領域研究所

Structure Analysis of Atomically Precise (CdSe)n lnm-particle by CP瓜1ASNMR

OYasuto Noda¥ Seiichiro Sando1， Atsuo Kasuya2， Hideki Maekawa1 

lDepwtntent-Q/Metαllurgy， Graduαte School of Engineering， Tohoku University 
"Institute for International Advanced Interdisc伊linaryResearch， Tohoku Universiか

Small 1 nm-particle of CdSe showing a sharp photoabsorption peak at 350 nm has 
been selec!!vely synthesized as a single species in solution. Solid CP/MAS NMR spectra of 
113Cd and 77Se exhibited a single narrow peak with much larger chemical shift anisotropy and 
自由teasymmetry compared with the essentially isotropic bulk CdSe. The result is 
interpreted that this extremely small nanoparticle has most of atoms on the surface deforming 
企omthe bulk fragment of Sp3 configuration into an assembly consisting of all apex of 
equivalent symmetry on the surface to be particularly stable and grown preferentially. 

【背景と目的】

ナノ粒子はバルク結晶とは大きく異なる原子配置をとり，特に表面原子の配置は発光や

光触媒反応といった物理的・化学的な物質機能に重要な役割を果たす。ナノ粒子に特有の

物質機能の研究は，測定に耐える充分な量の原子レベノレで、整った構造のナノ粒子を作製

し構造と機能の関係を理解することが必要である。化合物半導体ナノ粒子，中でも CdSeの

ナノ粒子は，量子閉じ込め効果により粒径だ、けで、発光波長を可視光全領域に渡って制御で、

きる。 2nmより大きな粒子の構造はウノレツ鉱型バルク結品に近いことが透過型電子顕微鏡な

どにより観測されている。 lnm台の粒子は作製と評

価が困難になりその詳細は明らかにされていない。

これまでに我々は Fig.1に示すような鋭い吸光ピ

ークを波長415nmに現す大きさ1.5nmの (CdSe)34

ナノ粒子が選択的に溶液中に生成することを報告

してきた[1]。本研究では界面活性剤を (CdSe)34ト

ルエン溶液に添加することでFig.lに示すように波

長 350nmに吸光スペクトルを現す原子数と化学量

論比が定まった大きさ lnmの (CdSe)nナノ粒子を

選択的に作製し，表面に存在する界面活性剤の
lHによる CP/MASNMRを用いてその構造を明ら

かにすることを目的とした。
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W?lvelength I nm 
Fig.l Time-resolved -photoabsorption 
spectra of (CdSe)n nanopartic1es growing 
after addition of a surfactant to (CdSe)34 
toluene solution. 

キーワード:半導体ナノ粒子，固体NMR，CP!MAS，構造十解析，表面

著者ふりなが:のだやすと，さんどうせいいちろう，かすやあっお，まえかわひでき
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【実験方法】

溶液法により作製した(CdSe)nトノレエン溶液にメタノーノレを添加して(CdSe)nナノ粒子を沈

殿させ，遠心分離で不純物から分離して回収したのち自然乾燥させて黄緑色の(CdSe)n粉

末固体を得た。この粉末試料を 4mmローターに詰め 113Cdと77SeCP/MASをMASの回転

数と接触時間を変えて測定した。分光器は BrukerDRX 400を用いた。

【結果と考察】

Fig. 2にMASの回転数を変えて測定した 113Cd 

(CdSe)nナノ粒子の 113Cd(左)と 77Se(右)の

CPIMASスペクトルを示す(灰色はバルク

CdSeのシングワレパノレス)。矢印で示した

(CdSe)n ナノ粒子の等方化学シフト(~so)の信
号は 113Cdと77Seの両方とも鋭しリ本のピー

77_ 
~e ~ 

Bulk IBulk 

NPs 11 
(MAS目 8kHz) I ハ一 ………リ日山叫 z
'可曹司マ 苛品川守す智「守 司司 ""j 可 R 町，，，，，.，，マ

l R 川1. NPs 
クのみである。ピーク位置と半値幅の値はそ • AAAaAAnnAAl¥lUlI1. (MAS: 2 kHz) 

れぞれ 113Cdでは 576ppmと6.6ppm，77Se 800700600500訪日

では-671ppmと12.5ppmである。また化学シ 172ppm 刊

フトテンソノレの主値(品]，ゐ， 5
33

)を 1冗d と Fig.2 UJωοeft)如 d"se(dgJht)CP/MASNMR 
sp即位aof (CdSe)n nanop九耐clesσilPs)and 

77Seのそれそやれのスベクトルのスピニングサイ singl巴抑l総 NMRsp耐aof bulk CdSe 
ドバンドを解析することで決定し，化学シフト Arrows d四 ote批 isotropicshi武.

異方性の大きさ(d..5 = 533 -(511 +δ~2)/2 )と非対称性因子 (η=(522一司J/(533一δ;，J)を

CdSeナノ粒子で初めて求めた(Table1) 0 さらに交差分極の接触時間7を変えて信号強度

M(τ)を測定し，M(τ) =Mo(exp(-τ/ら )-exp(-げら))jv一九/ら)でフイツテイングし交差

緩和時間九を求めたところ 113Cdでは 3.10ms， 77Seでは 2.22msを得た。

これまでに報告された大きさ2nm以上の CdSeナノ粒子の77SeNMRでは，ファセットと稜，

頂点のサイトで化学シフトの値はそれぞれ・635ppm，・592ppm， -550 ppmである[2]。一方で

[(SeCd8(SePh)16)]エ錯体の 113Cd溶液NMRでは，内側のサイトの信号は 509ppm，外側のサ

イトは 549ppmに現われる[3]。企δはバルクの値に対し数倍以上大きく，バルクの Sp3結合と

は異なる構造で安定化していることを示唆している。またc軸を持つバルク構造ではCdとSe

は結晶学的に同じサイトに属すため両方ともηが0になるのに対し， (CdSe)nナノ粒子ではCd

は1に近いが Seは大きく異なる値になり， CdとSeが違うサイトに属していると考えられる。ま

たI;sは77Seの方が短いことから Seがより表面に出ている可能性を示唆している。以上のこと

から，大きさ lnmの(CdSe)nナノ粒子の表面は全て等価な頂点からなる構造に変化すること

で安定化していると結論付けた。

I'able 1. l13Cd and77Se peak profiles ofCdSe nanoparticles (NPs) and bulk CdSe. 

~so (ppm) dl1 (ppm) OJ.2 (ppm) 633 (ppm) dδ(ppm)η  
113
CdNPs 576 464 475 789 320 0.05 

77n δeNPs 四 671 -588 -669 ー756 -128 0.95 

113CdBulk 554 534.3 534.3 593.3 59 O 

77S 巴Bulk -473 -502.3 -458.3 -458.3 -44 O 

【参考文献】
[1] A. Kasuya， Y. No由，1.Dmi加lk，V. Romanyuk， Y. Bamakov， K. Tohji， V. Kumar， R. Belosludov， 

Y. Kawazoe， and N. Ohuchi， Eur. Phys. 1. D 34， 39 (2005). 
[2] M. G. Berrettini， G. Braun， 1. G. Hu， and G. F. S仕ouse，J. Am. Chem. Soc. 126， 7063 (2004). 
[3] P. A. W. Dean， 1. J. Vittal and N. C. Payne， Inorg. Chem. 26， 1683 (1987). 
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YP13 四極子核に対する高分解能固体NM:Rの高感度化

-8τMAS用新規プロープ、開発と微量元素の化学構造解析の実現一

(1新日銭(株)・先立冊、 2日本電子(株)、 3新日餓倣)・ EPC)

0高橋貴文 1、金橋康二 1、下池田勇一2、根本貴宏2、粛藤公児3

Increasing sensitivity of high-resolution solid state NMR for quad叩 polarnuclei 
・・・.sevelopmentof a novel STMAS probe and achievement of chemical s釘uc伽reanalysis of trace elements-
CAdvancedl1巴chnologyR，巴searchLab.， l'匂ponSteelCo中omtion，2JEQL Ltd.， 3EPC， Nippo!1 Steel Corpo.r組on)

Taka白miTakah出 hir，KojiKanehashir， Yuichi Shimoikea，2， Takahiro Nemot02， Koji Saiぬ3

Structural analysis of回 ceelements with half-integer qu剖rupolarspins has been achieved by 
S百 仏S(Sa凶 te-仕組sitionmagic-angle叩出血19).First， we have developed a novel narrow-bore 
probeforS刊仏S白紙iscapable ofthe precise magic-angle setting (< 0.0020

) and the long-term s帥 le
spin凶ng.To evaluate usability of STMAS， practical comparison betw田:nSTMAS and MQMAS in 
sensitivi句Tand resolution has been exan1Ined. S仕ongr. f. field is d回irableωobtainhigher sensitivity in 
both STMAS and MQMAS.百ledegree of sensitivityenhancement in STMAS d叩聞出 on
C巧lstallinityof the samples. ~回oIution ofS百i1ASsp∞trais a能 ctedby the ma，伊i旬deofq国批upolar
interaction. Consequently， we have demonstrated e自己ctivenessof SτR仏 Sto s加 cturaI姐 alysisof the 
仕aceeIement， boron in coal fly出 h，by first observation of high-resolution "B m底叩∞trawhich 
have not been ob伽 ledby MQMAS. 

【緒言】

半整数スピンの四極子核に対する高分解能固体m在Rは、 MQMASの開発によって飛躍的

に進歩した。しかしながら、多量子遷移を利用する MQMASは感度に乏しいため、測定の

長期化が避けられず、現在までのところ、その適用範囲も一部の核種に限られている。一方、

エネノレギーおよひ噴き境の分野においては、近年の土壌・水質汚染物質に対する規制強化等を

背景として、環境負荷物質となる四極子核を中心とした微量元素の化学布生状態が注目され

始めており、より高感度に 2次の核四極子相互作用を平均化できる手法が求められている。

従来、パルスシーケンスの操作による MQMAS高感度化への試みは、多くのグループ。によ

ってなされているが、パルス調整が煩雑であるのと同時に、最大1.5""'2倍程度の感度向上

効果しか得られず、一般的な手法とは成り得ていない。そこで、我々は、多量子遷移の利用

自体を抜本的に見直し、単量子のサテライト遷移を利用する S批 ui匂仕組sitionMAS (STMAS) 

[1]に着目した。 S百仏Sは飛躍的な感度向上効果が期待できるものの、厳密なマジック角の

調整とその長期保持、さらに安定した回転周波数が必要とされるため、プローブに対する制

約がMQMASより格段に大きい。また、これまでの理論的研究[2]によって、 STMASによる

感度向上効果はMQMASの3寸倍とされているが、その実験的検証は未だに不足しており、

実用材料系へ S百仏Sを展開した例もほとんどない。そこで、今回、新たにナローボア型

S四fAS用プローブを開発するとともに、実用無機材料を用いて S百fASとMQMASの感度

および錦織を比較し、 STh仏Sの有効性を定量的に明らかにした。さらに、実用材料中の

微量元素として、石炭灰中の微量ボロン但)に着目し、 llB高分解能N乱依スペクトルの取得

を試みた。その結果、 llBMQMASでは感度不足のため達成しえなかったが、 llBSTMASに

より、初めて良好なスペクトルが観測され、石炭灰中 Bの詳細な化明書造を特定すること

に成功したので報告する。

Key words: STMAS、四極子核、微量元素、高感度化
著者:たかはしたかふみ、かねはしこうじ、しもいけだゅういち、ねもとたかひろ、

さいとうこうじ
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【実験I
NMRスベクトノレ測定は、 JEOLECA-700(16.4T)、自作の 3.2mm用回'MASフ。ロープ

を用いて行った。測定中の回転周波数は、 MASコントローラーによって 2白:0.003kHzに

制御した。 S百1ASスペクトノレ測定では、試料管の底部に少量の硫酸ナトリウム(Na2S04)、

中心部に測定用試料をつめることで、 23NaS百，fASスベクトノレにより正確にマジック角

(54. 73W:O. 0020
) を調整した後、角度のずれの原因となるプローブの脱着作業を挿まずに、

実サンプル測定に移行できるようにした。

①実用無機材料を用いたSTMASとMQMASの感度および分解能比較

四極子相互作用の大きさおよび結晶性の異なる実用無機材料として、カオリン

(AhSh05(O町'4)、ガラス(43.1CaO-12.5Ah03-44.4Si02)を準備し、これらを用いて 27Al(1弓12)

S百仏SとMQMASの感度および分解能を比較した。 S百仏Sフ。ロープの 27Alに対する最大

r.f.蜘支は、AlCh水溺夜に対して 96kHZである。 S百仏Sでは、ノ勺レスシーケンスとして

double-quantum filterのQF)、doubleq回 nωm(DQ)、DQF・so食pulseadd吋m凶ng(DQF-S~必のを

用い、 MQMASでは、 3Q-z-filter(3Qz)、5Q司z-filt叫5Qz)および3Q同 SE品 4を用いた佃g.l)。

② 石炭灰の llBMAS、STMASおよび、3QMASスペクトノレ測定

B濃度がおよそ 500ppmである 2種類の石炭灰試料を入手し、それぞれα灰、 P灰とラベ

ルした。 llBMASスベクトル測定は、180パルス (0.63同)にて行い、llBSTMASおよび3QMAS

スベクトノレ測定には、 DQF-S~品1(Fig.l司、 3Q回SE品在(Fig.l町シーケンスをそれぞれ用いた。
パルス条件は、 DQF・S~品在シーケンスに対し田1=1.4 ト18， HP2=1.2ドs，SP1=20μs，SP2=1O同

とし、3Q-SE品 4シーケンスに対し田1=3.8μs，HP2= 1 f.lS， SP1 = 10仰とした。また、ぱ強度は、

H3B03水樹夜に対して、ハードパルス(HP)を 147kHz，ソフトノ勺レス(S町を 10.3虹Izとした。

(a) (b) (c) 

上高ーシ LJι 
ji111111111と云~::l~::::::::::::::)j長ぷ:j!?11111111仁会議ii;ijjiii;iJi;jiii:

(d) (e) }
 

f
 

(
 

1寸ιI4三ド il?で五
時 3-::;三ヨーiifμ: 

Fig.l. Pu1s巴S叫悶lcesused伽誼leSTh仏S(剃 c)andMQMAS (，のー(f).(a)DQF， (b)DQ， (c)DQF-SE刷， ~の3Qz， (e )5Qz， 
and (e )3Q-SPAM. Phase cycles，中，are described in a litera仰向[3].

[結果および考察1
1.STMASとMQMASの感度およて粉解能比較

カオリンおよびガラスの代表的な27AlSTMASおよび3QMASスベクトルをFig.2に示す。

カオリンの 6配位構造 ([61Al)とガラスの 4配位構造 ([41Al) について、 S刊仏Sおよび

MQMASスベクトルより等方化学シフト(diso)および四極子結合定数(CQ)をそれぞれ評価した。

その結果、 MQMASとS百仏Sとで良く一致した値が得られ、これらの平均値としてカオリ

ンの[句IAlは、diso=8.9:l:O.3ppm、CQ=3.5土0.41¥征Iz、ガラスの伊1Alは、6四 .=71.5土0.5ppm、CQ=6.8土0.6

閲Izと見積もられた。
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次に、感度の比較を行うため、 F2軸への投影スペクトルより S/N比を算出した。各パル

スシーケンスで得られる S/Nのぱ強度依存性をFig.2に示す。 S百ifASおよびMQMASに

おいて良いS/Nを得るには、できる限り強いr.王磁場が必要であることが分かる。ただし、 r.f.

強度の増加に伴う S/Nの増大効果も、 90kHZ以上になると弱まってくる。また、ガラスに

対してS百ifASが示す感度向上効果は、カオリンに対するものより小さい。例えば、最大r.f.

5副支において、カオリンでは、 3Qzに比べ最大4.5倍の感度向上効果が得られるのに対し、

ガラスでは、最大3倍の効果しか得られない。こうした感度向上効果の違いは、四極子相互

作用の大きさの違いより、むしろ詩科の結晶性に起因すると考えられる。すなわち、ガラス

のようなアモルファス試料では、サイドバンド形式のサテライト (ST) シグナルが、より

結晶性の高いカオリンに比べ出現しにくいため、観測される STシグナノレの強度が減少し、

S百ifASで得られる感度向上効果に減表が生じると推定される。

21(a)km[m DQF智明1I
20
1 (b) IGla~s 

10 

音寺 メ竃誼島 1)罰 /曹富島 何/ nハr I 15 
8 

6 
S/N 

4 

。2030 50 70 90 100 0 50 70- -90100 
ω11kHz to AICI3 aq W1lkHz AICI3 aq 

Fig・2乃'Pica127 Al S百1ASand 3QMAS sp∞回必ra
kaolin and a glass. S1MAS叩むC往afor世lekaolin (の
and the glas呂 (C)WI巴reobtained using DQF-pulse 
sequence， while 3QMAS Sp∞仕a必rth巴kaolin(b) and 
血egJass (d) were ob旬m巴dusing 30z one. 

Fig. 3. Dependence of S/N ratios on世ler. f field power for the 
kaolin (:吟組dthe glass (b). Note that all S/N r油oswere 
nonnalized by the lowest value obtained by吐1巴 3Qzp叫se
S巴quence.

さらに、各パルスシーケンスの分解能を評価するため、 Fl軸への投影スベクトルより半

値幅を算出した。半値幅のr.f.強度依存性は見出せなかったため、最大r.王強度で得られた値

を各ノfノレスシーケンスの半値幅とした。カオリン、ガラスそれぞれの測定で得られた半値幅

と既報のhomogeneousbroadening factor [4]との比較をTablelに示す。比較を容易にするため、

測定値、文献値ともに 3Qzの示す値で規格化してある。カオリンで得られる半値幅の傾向

は、文献値とほぼ一致するのに対し、ガラスでは文献値と異なり、 STMASの半値幅が

MQMASより一貫して広いことが分かる。これは、ガラスの伊1Alサイトの核四極子相互作用

が大きいことを考えると、対称遷移に対しては影響を及ぼさない高次の相互作用 (3次の核

四極子相互作用、化学シフトの異方性と 2次の核四極子相互作用との交差項)の影響により、

S百ifASスベクトルが広幅化したためと考えられる。

四ble1 Comparison of resolu加nbetwe明1STMAS and MQMAS based on estimation of白11width at half 
maximumσ明弘t1)forspec位aprojec旬:da10ng the Fl axis. 

DQF-SP.品!1 DQF DQ 3Q-S臥 M 3年 5Qz

Kωlin*l 0.96 0.96 1.31 0.87 1.00 0.45 

GIass勺1 .26 1.26 1.36 1.08 1.00 0フ9

Ret:*3 1.00 1.00 1.77 1.00 1.00 0.24 

叩百leFWI削 ofe吋 lpu1s町巴quen∞lsnom凶iz吋 by吐latof the z-fil町 3QMASs叫問問。Qz).
場3Homogenωsbro吋悶ngfac蜘 repo由 dbyTrebo唱cetal.(200の[4].
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2.石炭灰中微量ボロン (B)の化学構造解析

α灰およびp灰の llBMASスベクトノレより、両試料において主要な3配位型([31B)および若

干の 4配位型(開B)の存在を確認した。今回、主要な化学種であった[31Bの詳細な化物薄造

を明らかにするために、llB高分解能NMRスベクトルの取得を試みた。良好なS/NのSTMAS

およびMQMASスベクトノレを得るため、前述の実験に基づき、①最大r.f強度を適用すると

ともに、②IDQF・SE品 4および3Q-SE品 4パノレスシーケンスを用いた。その結果、 llB3QMAS

では、感度不足により Bの2次元ピークを観測できなかったが、 S百t1ASでは、 α灰に 1種
類の[31B、。灰に化学シフトに分布を持つ [31Bを観測することができた。また、 α灰に含まれ

る[31Bサイトの 6四および CQ値より、この[31Bはリング状の骨格を持つことが示唆された。

そこで、さらに α灰中 [31Bの詳細な帰属を行うため、幾つかのB化合物の S百t1ASスベクト

ノレを取得し、 Fig.4 (ゆと重ね合わせた結果、 Ca2B20SとCa3B206の中間的化学組成を持った状

態で存在していることが明らかとなった。このような Bの化学存在状態は、高感度元素マ

ッピングの結果とも整合的で、あったことから、 S四仏Sによる高感度化が、実用材料中の微

量元素の構i凱特庁に対して非常に有効であることが実証された。

D

O

F

G

O

N

 

E
凪
且
』
F
比

。
55 
30.0' ' '20，0 ~~ ，...~ '16，0 F2/ppm 'V，V 

Fig.4.11B S百ilASNMRsp民団forαー∞al宜yash(:吟ands-coal fly ash (b). (の:16 t1 Increments of 50 !1S， 4800 transients， 
andrecycle delayofO.5 s， (b):16t1 Increments of50同，18000 transients， and recycle delay of 1 s. 

【結言1
1. 四極子核に対する高分解能固体Nl¥痕の高感度化を達成するため、 STMASに着目し、

S百t1AS用新規プローブを開発した。さらに、その実際の効果を、実用材料を用いて定

量的に明らかにした。 STMASの分解能は、試料によって 3QMASよりわずかに低下す

ることがあるものの、感度向上の恩恵は大きく、 MQMASでは感度が不足し、測定対象

とならないような材料系に対して極めて有効である。

開発したプローブを用いて、 llBS百仏Sによる石炭灰中Bの化判毒造の特定に成功し、

STh仏Sが微量元素の化学構畳鮒斤に有効な手法であることを実証した。この他にも、

様々な実用材料中の微量元素や、低天然存在比の核種に対して、 S百仏S適用範囲の拡

大が期待できる。

2. 
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ハロロドプシンの構造解析

。北大院・先端生命、 2阪大・蛋白研、 3北大院・理)

0樋口真理花¥江川文子 2、神谷昌克¥相沢智康¥河野敬一三藤原敏道 2、出村誠 T

Structural Analysis of Membrane Protein Halorhodopsin by Solid State NMR under MAS 

lFaculty ofLife Sci.， Hokkaido Univ.， 2Institute for Protein Research， Osaka Univ.， 

3Faculty of Sci.， Hokkaido Un.iv. 

Marika Higuchi 1， Ayako Egawa2， Masakatsu Kamiya 1， Tomoyasu Aizawa 1， Keiichi Kawan03， 

Toshimichi Fujiwara2， and Makoto Demura1 

Rhodopsin is a membrane protein having a typical seven-transmembrane-helical structure. 

Archael rhodopsin， the structural family of rhodopsin， functions as light-driven ion pump or 
sensor. Halorhodopsin (HR) ， one of archael rhodopsin， is an inward-directed light-driven 

chloride pump. In the photo-excited state or chloride-bound state， HR would undergo 

dynamic s仕ucturalchanges such as helix moving， opening of uptake channel， and 

re-orientation of the specific side回 chain.However， there is no direct evidence for these 

structural changes of HR. The pu甲oseof this study is structural characterization of HR by 

using solid-state NMR， so we performed optimization of sample preparation and various 2D 

solid-state NMR experiments ofHR for signal assignments and structural analysis. 

【序論】

NMRで膜タンパク質の構造R機能解析を行なうためには、安定同位体標識された大量

かつ良質なサンプルが必要であるが、一般に膜タンパク質はこのような研究対象としては

難解析性タンパク質として扱われる。そのため、大腸菌による大量発現系などのサンプル

調製法の確立は、 NMRによる膜タンパク質研究の重要課題である。今回は膜タンパク質

の固体 NMR構造解析に向けたサンプル調製法の最適化と測定結果について報告する。

Gタンパク質共役型受容体 (GPCR)ファミリーの中の 7回膜貫通型ヘリックス構造をも

っ代表例がロドプシン (rhodopsin)である。この構造ファミリーである古細菌型ロドプシン

の一種lこハロロドプシン(halorhodopsin)という CIーを輸送する膜タンパク質がある。この

crの光駆動ポンプ機能は構造変化を伴っていると予想されているが、その原子レベルのメ

カニズムは詳しく解明されていない。そこで本研究では crの存在がハロロドプシンの構造

変化にどのように寄与するかを固体 NMRで解明することを目的とした。本発表では、安定

同位体標識サンプル調製の最適化と各種固体 NMR測定結果について述べる。

膜タンパク質、光駆動型アニオンポンプ、脂質再構成、多次元マジック角回転固体 NMR法

ひぐちまりか、えがわあやこ、かみやまさかっ、あいざわともやす、かわのけいいち、ふじわらとしみち、

でむらまこと
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[実験〕

但)サンプル調製

古細菌 Natronomonaspha悶 onis由来のハ口口ドブシン(以下 NpHR)を大腸菌

BL21 (DE3)株に野質転換し、 M思最少培地で 13C，15Nの均一二重ラベル化培養を行った。

菌体破砕後に縛られた NpHR膜圏分は、界面活性剤 n召 odecyl-s-D-maltoside(DDM) 

で可溶化し、 Ni-NTA力ラムで活性型 NpトIRを精製した。買に、重水素化 L-a四 phosphatidyl

choline， dimyristoyl (DMPC-d67)とNpHRで指貫再構成 (DDM-DMPC置換)を行った。

その際に、脂質とタンパク質の再構成比、 DDM園 DMPC置換度について詳細に検討を行怠

い、最終的に、 AFMにより NpHRの脂質ニ重膜への組み込み状混を確認した。

また 13C，15N のニ重ラベルサンプル~製で!立、均一うベルの{也、特定のアミノ酸のうベ

ル率を下げるリバースラベルサンプルも作製した。脂質再構成サンプルI立、 cr結合型と cr
非結合型サンプlレ書官製も行えよった。

(2)園体 NMR測定

指質再構成サンプル約 50mg(湿重量)を固体 NMR試料管(4mmφ)に詰めて密閉した。

固体 NMR測定!ま、 2次元 13Cスピン拡散測定では ChemagneticInfinity嗣 plus600分光

計 C 3C 共鳴周波数は 150MHz) を用い、マジック角試料回転速度 12kHz~ プ口ーブ温度
-400Cで行なった。 2 次元同_13C

FLOPSY 測定 (Fig. 1)で は 、 官
!1(rl事e

Chemagnetic Infinity-plus 700分光計

C3C 共鳴周波数は 175MHz)を用い、 C 

マジック角試料回転速度 12kHz，プ口一

温度 15
0

Cで行なった。 FID は

NMRPipeで処理し、スペクトんの解析 Fig.l HCC回 FLOPSYpulse sequence 

には SPARKYを使用した。

[結果と考察]

口上二すンプjレ調製

本研究で作製した 13C. 15N均一ニ重ラベル

NpHR試料!立大腸菌発現系で約 10mg/しの収率で

“活性型"として得られ、国体 NMR試料として十分

な発現量であった。また、界菌活性弗l頁n容化系から

脂質膜への再構成で1;1:，脂質相乾移温度以下の

条件で調製する方法が組み込み効率がよいことが

わかった。買に脂質再構成比と得られる試料の性

質を詳細に検討した結果、モル比でNpHR:DMPC 

::: 1 : 30が最適であり、 AFMにより NpHRが脂鷺ニ

重膜中に均一に組み込まれたニ次元結晶が確認で
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Fig.2 AFM Imag巴ofNpHR showing [6 
x trimer] units. Protein : Lipid 口 1: 30 
(30mM NaCl， 10mM  MOPS， pH7.0) 



きた(Fig.2)。従来の古細菌口ドブシンの固体 NMR測定用の脂質再構成では、 Protein

Lipid = 1 :50再構成モル比が用いられることが多かったが、二次元固体 NMR等の測定!こ

は、試料管への Fillingfactorの向上は S/N向上にメリットもあり、今回、 NpHRとDMPC

(J)再構成比を NMR測定用に最適化で曹たことは貴重えよ成果である。

怠お、 2H，13C，15N均一五重うベル j¥IpHR試料の大腸菌発現系の構築も進めており、約

8mg/Lの収率で団体 NMR試料として十分な発現量を得ることに成功している。

以上より、膜タンパク質の NMR試料調製lま一般的に難しいにも関わらず、本研究では

NMRの測定姐解析を行えようために大量かっ良質な安定同位体サンプルの大腸菌発現系を

構築できた。車lこ脂質再構成比を検討することで二次完結晶化iこ成功し、国体 NMR構造

解析に向けたサンプル調製j去を最適化で告た。

(2)国体 NMR測定

一般に脂質二重膜を貫通する膜タンパク質の運動性は、膜貫通鎮域と膜表面領域で異

なると考えられる。本研究ではそれらの運動性の遣いを利用したニ次元 NMR信号の検出

を行い、帰属作業の簡略化に適用できるかをまず検討した。
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Fig.3 2D 13C_13C spin diffusion spectrum for immobile region of labeled NpHR. (black) 
U[13C， 15N]_label巴dNpHR with Cl二(gray)uC3C， 15N¥(V，L，F，Y)]-labeled NpHR with cr. 
TheMAS fr巴quencywas 12 kHz. The probe temperature was set at -40oC. 

immobile regionな膜貫通領域をターゲ、ツトとして 13C，15Nの均一ニ重ラベjレサンプルで

2次元 13Cスピン拡散測定を行った (Fig.3black)。その結果 13Cピーク強度から全ての炭

素が均一うベルされている良質えよサンプルであることがわかり、更に 180ppm付近の C'ピ

ークiまNpHRモデ、ル立体構造から計算される C'のニ次化学シフトとよく一致した。この測

定は-40
0
Cの低温で行っているため、 NpHR(299a.a.)のほぼ全領域について観測されて

いる。この帰属の簡略化を目的とし、 NpHRの 1次配列中の約 32%を占め、大多数が膜貫

通領域に存在する Val，Leu， Phe， Tyrをノンラベルにしたリパースラベルサンプルについて

間様の測定を行った (Fig.3gray)。その結果、特定領域の相関ピークの減少を観測できる
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ことがわかり、重なりの多い Val，Leu， lIeなど藤水性残基の帰属を効率化できた。
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Fig.4 2D lH_13C FLOPSY spectrum for mobile region of labeled NpHR. (black) 
U[13C， 15N]-label巴dNjヮHRwith cr， (gray) U[!3C， 15Nトlabe1edNjフHRwithout cr. 
The MAS frequency was 12 kHz. The probe temperature was set at lSoC. 
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膜表面領域のlレープ構造はcrの輸送に重要な働きをしていることが予想されている。そ

こで mobileregionをうまーゲ、ツトとしてcr結合に伴う構造変化の解析を行なうために、 C印r白結
合型と C引r非結合型の 2種類のサンブjルレについて各々2次元 1H_

1η
3CFLOPSY;現測則リ定を行つ

た(作Fig.思咽 4引)。アミノ酸レベjルレでの帰属結果から主鎖構造の指標である CSI(イ化ヒ学シフトイン

ヂツクス)計算を行なつたところ、 mobileregionの 1怜3C化学シフト判Iはま CI

合型の NpHRの方がよりへリシテイが高い{鰻噴向であつた。これは N，¥VpHRの mobileregion 

のコンフォメーション変化にcr依存性があることを示唆する。

〔まとめ1
NpHRの国体 NMR;，員1I定のための安定閤位体試料調製を最適化し、多次元固体 NMR

illl定と帰属を行った。 NpHR(まcr依存性の化学シフト変化を示すことがわかった。今後、

夕、イナミクスやインターフェイスを考慮した詳細測定、連鎖帰属から局所的な立体構造情報

の報集と解析を進める予定である。

[謝辞1
AFM測定では金沢大学の安藤敏夫教捜、内橋貴之准教護、山下隼人民に感謝いたし

ます。
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YP15 能動制御によるラジオ波パルス過渡現象の補正

O 田淵豊根来誠h岸田拓郎北川勝f告人武田和行 2

(1大阪大学大学院基礎工学研究科 2京都大学大学院理学研究科)

Active compensation of RF pulse transients 

Yutaka Tabuchi¥ Makoto Negoro1， Takuro Kishida¥ Masahiro Kitagawa1， 

and Kazuyuki Takeda2 

1Graduate School of Engineering Science， Osaka University， 

2Graduate School of Science， Kyoto University 

In the conventional NMR experiments using a tuned resonant circuitう thesensitivity 

increases with the Q factor of the tank circuit. As increasing the Q factor， on the other 

hand， the amplitude profile of an RF pulse created inside the NMR coil deviates from 

that of the voltage programmed in the NMR spectrometer. In this work， we propose an 

approach to actively compensate the deviation， so that the nuclear spins 'feel' the RF pulse 

exactly as intended. This work enables to generate accurate pulse shapes without reducing 

the Q-factor， and would be essential in demanding experiments， including multiple pulse 

experiments using a high-Q， cryo-coil solid-state NMR probes. This approach can also 

be used to reduce the receiver dead time， because the. transient tail of the rf pulse can 

e百ectivelybe suppressed. 

NMR測定の感度向上のためにはフ。ロープの共振回路のQ値は高い方が望ましい反面?回

路の時定数が長くなるために意図するパノレスの形状が得られなくなってしまう (Fig.l(a)). 

そのため感度を犠牲にしてまでQ値を下げて対処することもある.我々は，コイル内で、実

際に発生させたい任意のパルス波形を生成するための励起ノ《ルス波形を逆算するアプロー

チを提案する (Fig.l(b)). 

一般的な共振系が従う微分方程式は

d2x(t) ωodx(t) ーゐ
一一十一 一一+wtx(t) =ωぬ(t)
dt2 'Q dt 

、‘，，，，
1
i
 

/
'
t

、

と表される.ここで x(t)は共振している物理量，ここで、は共振器回路のコイル内に発生す

るラジオ波磁場に相当する.ω。は共振周波数，QはQ値，y(t)は入力信号?すなわち NMR

送信機から発するラジオ波ノ勺レス信号の電圧である.ここで Q~ 1と仮定し，初期条件

キーワード:能動制御3 ラジオ波パルス，Q値，過渡現象，インパノレス応答

O たぶちゆたか，ねごろまこと，きしだたくろう?きたがわまさひろ，たけだかずゆき
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(a) 
actual 

pparrmoopgmlrie atumdme ed 一一→' amplitude 
profile 

(b) ? 
‘一一ー

intended 
a amplitude 

profile 

Fig. 1: (a) The rf pu1se shape that the nuclear spins in a tuned coil 'fee1' differs from th抗

programmed in the transmitter. The centra1 issue of this work is to provide a procedure for 

programming the amplitude profi1e that gives an arbitrary pu1se shape of the rf fie1d inside the 

coil， as depicted in (b) 

叫Oい ?z|Lしb吋t=o 守吋階段入肋山川力川州U以仰(tト(十s討i

ると?

z叶 1-叫す)]co 

(t三0)

(t < 0) 
に対する解を求め

(2) 

を得る.ここで振動の振幅 1-exp{-(ωo/2Q)t}に注目すると，階段入力に対して波形

が時定数 T = 2Q/ω。を持って鈍っていることがわかる.制御工学で確立されている伝

達関数の概念を用いると?階段入力に対する指数関数的な波形鈍りはう共振回路が振幅に

関して T/(l+ Ts)の伝達関数を持つことを意味する.ここで S はラプラス演算子であ

りうこの伝達関数はT= 2Q/ω。の時定数をもって指数関数的に減衰するインパノレス応答

g(t)ニ exp(-t/T)を与える.

送信機から発するパノレスの振幅 f(t)とコイノレ内で実際に発生するパルスの振幅u(t)には

u(t) = g(t) * f(t) = 1: dt' g(t')f(t 内 (3)

の関係がある.ここで*は合成積を表す.これを f(t)について解いて?任意のパルス振幅

u(t)に対して補償ノ勺レス f(t)振幅を得るために， (3)式の両辺をラプラス変換し?合成積

のラプラス変換がそれぞれのラプラス変換の積に等しいことを用いるとう

U(s) = G(s)F(s) 

となる.またう

f∞"  I巾 T
G(s) = I dte-t

/
1e-st =一一一

ん l+sT

であるからう

l+Ts 
F(s) =一子:'::U(s)

(4) 

(5) 

(6) 
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を得る.逆ラプラス変換によって f(t)を求めると

du(t) 
f(t) = u(t) + T一一

dt 
(7) 

を得る.これはパルス波形 u(t)を実際に核スピン系に照射するためには?送信機から発す

るパルス波形f(t)を，u(t)に重みTをかけた u(t)の時間微分を加えた形にする必要があ

ることを意味する.Q値が低い極限では T<<1であり (7)式右辺の第2項は無視できて，

コイル内に発生するパルス磁場波形は送信ノミノレス波形に一致する.一方Q値が高くなる

につれて第2項の寄与が大きくなりう両者は一致しなくなる.この場合は (7)式を満たす

ようなパルス波形を送信することにより ，Q値を下げることなく核スピン系に望みどお

りのパルス波形を照射することが可能となる.

ここで我々が導出した (7)式は?制御工学で確立されている能動制御による信号波形の

補償法を NMRプロープに用いられる共振回路に適用した結果得られたものである.以後

我々 は， (7)式を満たすようにデザインされたラジオ波パルスを補償パルスと呼ぶ.

(a) (c) 

(b) (d) 

400 。 200 400 

Time[ns] 

Fig. 2: (a) A Gaussian pulse created by an arbitrary waveform generator， and (b) the resultant 

rf-field profile monitored with a pickup coil placed beside the NMR coil tuned at 102 MHz. The 

Q factor was measured to be "，40. (c) The compensated Gaussian pulse created by an arもitrary

waveform generator according to Eq. (7) using T = 2Qjωo = 125 ns， and (d) the monitored 
rιfield profile. 

デモンストレーションとしてう微分操作を解析的に行うことができるガウスパルスを

用いて補償ノ勺レスの効果の検証を行った. Fig.2 (a)， (c)に任意波形発生器 (Tek位onix，

AWG7102)を用いて生成したガウスパノレスおよび補償ノ勺レスの入射， Fig.2 (b)， (d)に共

振回路のコイル近傍でピックアップしたラジオ波パノレスの波形を示す.補償ノミノレスを用い

ない場合には?パルスを切った後に数百ナノ秒程度継続する過渡現象が見られる.一方補

償パルスを用いた場合にはう過渡現象が観測されなくなりう共振器内に意図した通りのパ

ルスが生じていることがわかる.
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Fig. 3: 1 H NMR spectra of silicon r由 berobtained usi時 (a)a ga回目1r/2 pulse， (b) a compensated 

gaussπ/2 pulse， and (c) the spin-echo sequence. The bo七tomrow shows the vertically magnified 
spectra. The experiments were carried out at room temperature in乱 magneticfield of 298 mT 

using a home-built probe tuned at the lH resonance frequency of 12.70 MHz. 

シリコンゴムの lHNMRスペクトルにおける補償ノ勺レスの効果を Fig.3に示す. (a)は

ガウス、パルスで測定したものう (b)は補償ガウスパルスで、測定したものである. (a)の信号

の裾にある 500kHz程に広がっているパルスの過渡現象にに起因するベースラインの歪

みが (b)では消えている

共振器回路の過渡現象は?磁場すなわち周波数が低くなればなるほど?またQ値が高く

なればなるほど長い時定数を持つ.ここで我々が提案した補償ノミノレスのアプローチを用い

れば，Q値を下げることなく効果的に過渡現象を抑制することができるだけでなくフ意図

する通りの正確なパノレス波形を核スヒ。ン系に照射することが可能となる したがって補償

パルスは例えばクライオコイルプローブ [1]のような Q値の高い共振回路を用いて短い

パルスを照射したり ，T2の短い試料の測定を行うときには不可欠である.
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A novel method to stabilize a magnetic field and a new generation NMR magnet using 

High Temperature Superconductor (HTS) are demons仕ated.Achieving higher magnetic field 

is important for higher sensitivity， resolution and solid state NMR. But commonly used Low 

Temperature Superconductor (LTS) can not generate beyond 1 GHz (23.5 T). We started a 

pr吋ectwhich the innermost insert coil ofthe 920 MHz NMR (21.6 T) is replaced from Nb3Sn 

to Bi開 HTSfor beyond 1 GHz operation (supported by Sentan， JST)(1). Unfortunately HTS has 

small residual resistance and connection resistance， which prevents operation in persistent 

mode. Thus an outer power supply is needed， causing e1ectric current fluctuations. 

The stabilizingmethod in this study uses signals of microcoil NMR and a frequency 

counter. This external lock system for solid state NMR can acquire the企equencyof NMR 

FID signal and compensation coil current to stabilize the magnetic field is calculated from the 

企equencycounter and other results. 

500 MHz NMR using the HTS as an innermost insert coi1 is also developed. The HTS tape 

conductor generates undesirable magnetization due to its shape and it causes magnetic field 

inhomogeneity， fluctuation and bad adjustabiliザ.However， we recent1y acquired acceptable 

solution NMR spectrurn using internal10ck with improved parameters. These are great steps 

for 1.05 GHz NMR (24.6 T). 

緒言

NMRでは高磁場化によって、高感度、高分解能なスベクトルを得ることができる。

さらに、固体NMRの四極子核計測では、高磁場化はさらに有効である。しかし超 lGHz

のNMRを実現するには、これまで使われてきた金属系超電導線ではなく高温超電導

線を用いる必要がある。これは、 20Tを超える高磁場中では、金属系超電導線の臨界

電流密度が小さくなり十分な磁場を発生できないためである。一方、高温超電導線は

キーワード:高磁場NMR、高温超電導、磁場安定化、固体NMR、外部ロック

たかはしまさと、さいとうゅうた、ゃなぎさわよしのり、ほぼふみお、

たかおともあき、なかごめひでき、ほそのまさみ、はまだまもる、きよしっかさ、

やまざきとしお、まえだひであき
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高磁場中でも高い臨界電流が得られるため、 lGHz(23.5T)以上を実現できる。この観

点から我々は、高温超電導線を用いた超 lGHzNMRシステムの開発(1)を開始した。

高温超電導線は、大きな電流を流すとわずかではあるものの抵抗が発生する。また、

線同士の超電導接続は実現していない。このため、通常の NMR磁石のように永久電

流モードで使用すると、この抵抗により電流が急速に減衰してしまうため、 NMRで

必要な磁場安定度を実現できない。

そこで、超 lGHzNMRでは永久電流モードではなく、外部電源から電流を常に供

給する方法(通電モード)を採用した。これにより、磁場減衰を抑えることができる

が、外部電源の電流変動の影響を受けてしまう。この電流変動は lppmか、ら 10ppmあ

り永久電流に比べて数桁大きく NMR計測に適用できない。我々は、すでに通電モー

ドの溶液 NMR計測について、一定の条件下で 2H内部ロックが有効であることを報

告した明。ここでは、固体NMR用の外部ロックを開発したので報告する。

本開発では物質・材料研究機構に設置しである 920MHzNMR(21.6T)の最内層コイル

を、外部電源通電モードの高温超電導コイルに置き換えることで 1.05GHz(24.6T)で運

転する計画である。その第一段階として、高温超電導線を最内層コイノレに用いた

500MHzNMR磁石を製作し、高温超電導NMRとして世界で初めて実用的な溶液NMR

信号を得ることに成功した。この結果についても報告する。

(1)通電モードにおける国体 NMR用外

部ロック(金属系 NMR磁石)

Fig.1に本開発で考案した手法を示す。

固体NMRプロープ内に7Li溶液マイクロ

コイルを設置し、この FID信号を周波数

カウンタで測定した。この磁場測定値を

用いて、プロープ内に設置した磁場補正

コイノレの電流を制御し、中心磁場が時間

的に一定になるようi乙フィードパック制

御を行った(外部ロック)。マイクロコイ

ルは内径 O.8mm、外径 1.2mmのチューブ

に飽和塩化リチウム水溶液を封入し、ま

わりに O.lmmの銅線を 6ターン巻いたも

のを用いた。マッチング回路を含めたマ

Feedback Control 

Fig. 1. A magnetic field stabi1ization system using 
a microcoil NMR and a frequency counter. This 
system is worked as an extemal lock system for 
solid state NMR using an extemal power supplie'd 
magnet. 

イクロコイルNMRプロープの直径は 4.5mmである。

溶液 NMRで広く使われている内部ロックは、 NMR信号の位相を用いて磁場が一

定になるように制御している。固体 NMRでは 2H溶媒などを用いた内部ロックが使

用できないため、外部ロックを行う必要がある。本開発で用いた周波数カウンタを用

いる方式は、計測周波数が磁場ロックの目標周波数からどれだけずれているか絶対値

を知ることができる。一方、位相を用いる方式では目標周波数に対する相対的なずれ

の方向がわかるのみである。

また、外部ロックでは磁場計測点と NMR測定試料の場所が異なるために、両者の

磁場強度や変動が異なる場合がある。このため、磁場計測点の磁場を一定にするだけ

では、 NMR測定試料の場所の磁場を一定にできない。このため、磁場強度の絶対値

を測定できる周波数カウンタを用いる方式は外部ロックの方法として優れている。た
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Fig. 2. The magnetic field stabilization result of 
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also shown as the fluctuation of a compensation 
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Fig. 3. A stacked plot of solid-state ""C NMR for 
adamantane measured every 3 minutes in the 
extemal current mode， while the extemal lock 
system continuously. stabilize the magnetic field 
for 3 hours shown in Fig. 2. 

とえば、磁場計測後に様々な補正計算を行い、その結果から磁場補正コイノレの電流を

決定することが可能である。その例を以下に示す。

本開発では、 ZOと Z2コイルの磁場補正コイルを用いたが、外部ロック用マイクロ

コイルを設置した場所(磁場中心から 12mm上方)では1.8%の発生磁場強度の差(磁

場エラー)があった。電源通電モード磁石では、磁場変動が数桁大きいため、大きな

磁場補正能力が必要で、磁場エラーも大きくなるので問題である。本開発では、磁場

測定値と磁場補正コイルの電流値から中心磁場が一定になるように制御を行った。こ

のときの結果が Fig.2である。ここでは、周波数カウンタの測定値Fextを使って Fcenter

が一定になるように磁場補正コイノレの電流を制御した。この電流値を補正した磁場の

大きさに換算したものを図に示した(つまり磁場変動に等しい)。同時に行った 13
C

アダマンタンの固体 NMRスペクトノレが Fig.3である。超電導磁石の磁場が約 1ppm

変動(Fig.2)したにもかかわらず、外部ロックにより磁場は一定に保たれており変動幅

は 0.02ppm以下で、あった。今後、以下で述べる高温超電導磁石、さらには1.05GHz

磁石にもこの外部ロック方式を適用し固体NMR測定を行う予定である。

(2)高温超電導線を用いた 500MHz用 NMR磁石

NMR磁石の最内層磁石のみを、高温超電導線を用いたコイノレ(発生磁場:1.8T) 

に交換し 500MHzC11.74T)で励磁した。磁石を Danfysik社の直流電源(水冷式)で通

電モード運転し、磁場安定度計測、磁場調整、 NMR計測などを実施した。本電源は

世界最高レベルの安定度を持ち、電流変動は 1ppm以下である。

磁石のクライオスタットには、熱侵入の小さい高温超電導パノレクを使った電流リー

ドを用い、さらに磁石容器に小型 GM冷凍機を取り付けた。この結果、液体ヘリウム

蒸発がなく冷媒補充が不必要になった。これまで通電モードでの NMR計測は、液体

ヘリウムの蒸発が激しく実験時聞が 10時間程度に限られていたが、本磁石は l年以

上にわたりヘリウム蒸発が無く安定な NMR計測を実施できる特性を持つ。
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磁場変動を Fig.1の周波数カウンタで測定した結

果を Fig.4に示す。磁場は、短期的には約 O.3ppmの

幅(Fig.4(a))で変動した。一方、長期的には、外気温

と連動して一日単位で約 0.7ppm変動した(Fig.4(b))。

日単位の変動は冷却水の温度変動または環境の温度

変動などが影響しているものと推測している。

上記の様に、溶液NMRの磁場を安定に保持するに
は、 2H 内部ロックの適用が必要である。しかし、 2H

ロックは、磁場ドリフトが数 ppm以下でなければ動 一一一一一 一ζ=一一一一一;;;'Hz
作しない。ここでは、通電モードにおけるロックの動 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 

作の長期試験を実施した(Fig.5)。ここではクロロホ

ノレムの溶液NMR計測を行った。内部ロックについて

はパラメータを調整し向、どと Z2の autoshim(自動シ

ム調整)を併用して測定した。 60時間にわたりロッ

クが保持され、磁場変動は 2ppb以下である。その間

に主にどが変動したものの、安定して NMR測定が

可能であった。現在までに超電導シム磁場の時間変

Fig. 5. A stack巴dplot of solution 
lH NMR for 1 % CHCb in 
Acetone-d6 measured every 1 hour 
in the extemal current mode of the 
500MHz HTS magn巴t，while the 
intemal lock and autoshim 
continuously adjust the magnetic 
field for 60 hours. 

動、小型冷凍機の振動、高温超電導テープ線材に生じる渦電流磁場の影響など特有な

現象があった。これらを解決しながら、高分解能NMRにむけた改良を進めていく予

定である。そして、 1.05GHzNMRを用いて溶液NMRでの TROSY効果の実証や固体

NMRでの 170測定などに活用したいと考えている。
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YP17 CPMG法を利用した躍膏骨密度計測手法の開発
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Development of a Compact MRI for Assessments of 

Trabecular Bone Density in the Calcaneus 

K.Taniguchi¥ S.Handa2， K.Kose1 

1. Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， 2. JSPS Research Fellow 

AcompactM悶 systemfor assessments of trabecular bone (TB) density at the calcaneus was 

developed using a 0.21 T permanent magnet. Compared to the compact MRI system 

previously reported， the installation space was drastically reduced using a local RF shield. The 

measurement time for the TB density was also reduced using a multiple spin-echo technique 

and an RF coil with a large homogeneous volume of the RF magnetic field. Reproducibi1ity of 

the measurements was evaluated using seven male volunteers.The obtained CV (coefficient 

of variance: standard deviation divided by the mean) averaged over the subjects was 0.069. 

Therefore， it is conc1uded仕切talthough further improvements are required， the compact MRI 

system could be a useful tool for TB density measurements of the calcaneus. 

1.研究の背景・目的

骨粗繋症は，主として加齢に伴う骨量減少により骨強度が減少し，骨折が起こりや

すくなった状態であり，高齢者および閉経後の女性に多い疾患である.骨粗繋症が進

行すると治療は困難とされ，早期発見・早期治療が望まれている.そこで，本研究室

では，骨粗繋症診断を目的とした，骨密度計測用コンパクト M阻の開発を 2001年よ

り行ってきた.計測対象には，骨代謝が活発であり，骨量の変化を捉えやすい海綿骨

を多く含む，腫骨を選んだ (Fig.l).しかし，従来のシステムは，骨密度の計測に 5

分弱を要し，ノレーチン計測を行うには時聞がやや長いという課題があった.

そこで本研究では，腫骨骨密度計測用コンパクト MRIにおいて，計測時間短縮の

ためのマルチエコー法である CPMG法を導入し，被験者計測によって，従来のシン

グルスピンエコー (SSE)法と比較することにより，その有用性を検証することを目

的とした.

コンパクト MRI，腫骨骨密度計測，海綿骨体積率 (TBVF)

たにぐちかずや，はんだしんや，こせかつみ
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Fig.1 Calcaneus image and bony architecture 

Trabecular 
bone 

2. 骨草皆目聖書十議IH去

88E法によって，瞳骨の 2D画像を，画素内に海綿骨領域と骨髄領域が混在するよ

う低い分解能にて取得する.その画素強度 fから定数 k，T1および T2緩和による信

号減衰の項を補正することにより，骨髄の密度ρを求めることができる.画素内には

海綿骨と骨髄の 2種類しか存在しないため，海綿骨体積率 (TBVF)は相補的に次の

ように計算できる.

1 (x，y) = kρ(x，y) {1 -exp (-TR/T1(九y))}exp (帽TE/ T2(x， y)) 

TBVF = 1-ρ(x，y) 

TBVFを求めるためには，k， T1， T2の項を補正しなければならないが，kは外部

標準ファントムにより，T1の項は， 5T1 < TRとなる TRの使用により， T2の項は，

TEを変えた 2枚の画像より補正することができる.ここで， T2緩和補正には，従来

は88E法による撮像を 2回行う必要があったが，新たに CPMG法を用いることで， 1 

回の撮像で TEの異なる 2枚の画像を取得することができ，計測時間を半減すること

ができる.

3.襲験装竃

今回の計測に用いた永久磁石， RFコイノレおよび局所シールドを Fig.2に示す.永久

磁石の磁場強度は O.21T(共鳴周波数 8.9MHz) である.

RFコイノレは CPMG法における計測の安定性を向上するため，遺伝的アノレゴ、リズム

を用いて，磁場の均一性を高めたコイノレの巻き線ノ《ターンを設計@作製した.

局所シーノレドとは，薄い銅製のシートを被験者の膝下に筒状に巻いたもので，生体

を介して侵入する外来雑音を抑制することができる.局所シーノレドの外来雑音除去特

性を調べたものを Fig.3に示す.局所シールドを使用することで，およそ 40dBの雑音

除去効果が得られていることがわかる.これにより，従来使用していた金属製のシー

ルドルームを不要とすることが可能になった.
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Fig.3 Frequency characteristics of exogenous noise 

4. ~翼験方法

7名の健常男性被験者 (age: 23-24) に対し， SSE法と CPMG法で各々 10回計測を

行い， TBVFとその CV値(=(J / average)を算出した.撮像ノ《ラメータは， TE (SSE) = 

16 ms， 96 ms， TE (CPMG) = 32 ms， 96 msラ TRニ 1400msラ matrixsize = 128 X 64， voxel 

size = 0.8 mmX 1.6 mmラ slicethickness = 12 mmラ acquisitiontime = 200 sec (SSE)ラ 100sec 

(CPMG)である. Fig.3に示すように，撞骨スライス位置および解析領域を設定した.

Fig.4 Slice position and analytic area of calcaneus 
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5.結果・考察

SSE 法および CPMG法による被験者計測によって算出した TBVFの結果を Fig.4に

示す. SSE法は CPMG法に比べ 2倍の撮像時間を要するため，被験者の動きに対す

る計測の誤差を生じているところが見られる.

7名の被験者それぞれの計測の再現性を評価したものを Table.lに示す.CPMG法は

SSE法に比べ，若干再現性が劣る結果となった.

Measurements using SSE method Measurements using CPMG method 
0.3 0.3 

印刷ct-&A 骨 B +C  -c-D 骨 E 骨 F +G  Subject '-EトA 事号8 ・脚C 場.D 今令E 鳴>F →駒G

0.25 

生0.2

R 
0.15 

0.1 

0.05 

0.25 

注目
∞ ト・

0.15 

0.1 

0.05 

10 

Number of scan 

10 

Number of scan 

Fig.4 Result of measurements by SSE and CPMG 

Table.1 Reproducibility of measurements of 7 male subjects ----¥ A B C D E F G 

CV_SSE(%) 14 2.4 2.8 4.7 4.6 5.3 6.3 

CV_CPMG(%) 7:2 4.0 6.5 5.0 6.5 7.9 11 

AVE 

5.0 

6.9 

腫骨の海綿骨構造は三次元的に非常に不均一であり，腫骨の位置の変動が TBVFの

誤差の要因になると考えられ，これは，解析領域を大きく設定することで改善される

と考えられる.また， CPMG法は RFパルスを連続して複数発生させるため， RFパル

ス強度の変動が計測の誤差を生じていると考えられる.

6. 結語

被験者計測による再現性評価において，従来法(SSE法)の CV=5.0%に対し， CPMG

法は CV= 6.9%を達成し，従来法に近い計測精度を得ることができた.これにより，

計測時間短縮を目的とした CPMG法が SSE法に代わる計測手法として利用可能であ

ることが示唆された.
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YP18 部分構造検索を用いた HSQCシグナルからの構

造予測法の開発
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A Method for Predicting Chemical Structures Based on HSQC Signals Using Sub-graph 
Isomorphism Search 
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Methods for identification of metabolites by a combination of stable isotope 

labeling and multidimensional NMR spectra have been developed [1・3]in which 

chemical shift database of metabolites collected at the same physicochemical 

condition is important [4]. However， unidentified peaks in experimental HSQC 

spectra of biological crude extracts are still remaining in many cases， therefore， a 

new method to identify the remaining peaks is expected. We report a new method 

for effectively predicting candidate metabolites for the unidentified peaks from 

KEGG compounds based on structural similarity in which dissected substructures 

of compounds are evaluated. The algorithm was implemented into HalMol system 

and the performance was examined. 

1.はじめに

NMRによるメタボローム解析のアフ。ローチには、高い再現性や非侵襲性、代謝フラ

ックス解析のような原子レベルでの計測能といった長所がある。我々は、安定同位体

標識と多次元NMRスペクトノレを用いた、代謝産物の網羅的同定および原子レベノレでの

代謝動態解析を目指している[1-4]。そこでは物理化学条件を一定にしたNMR計測によ

る代謝物化学シフトデータベースが構築され、それを実装した代謝物一斉同定システ

ムSpinAssignによる生体抽出物サンフ。ノレ由来の13C-HSQCスペクトル解析が可能とな

っている。代謝物に対する網羅的な化学シフトデータベースの構築は多くのNMRマシ

ンタイムと労力を必要とするため、効率的なデータベース構築法が期待される。さら

に現状では生体サンブ。ノレ内にデータベ}スと照合されない未同定ピークが半分以上

存在しており、残りの未同定ピークに対する代謝物候補を決定する方法が望まれる。

そこで我々は未同定ピークに対しKEGGの全代謝物の部分構造を比較し、類似性を評

価することで効率的に代謝物候補を予測する方法を開発した (Fig.l、点線内)。抽出

物サンフ。ルで、あることから未同定ピークには複数の代謝物由来のピークが

キーワード:メタボローム、ケモインフォマティクス、部分構造検索、化学シフト予

測、構造予測

はるなひであき、ちかやま えいすけ、きくち じゅん
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混在している ため、我々の方法は

HSQC-TOCSYなどの測定から原子の結合

情報を得た上でI分子内のピークを入力と

する。この予測法と予測結果の実験的検証

により、効率的なデータベース構築が達成

され、さらなる網羅的な代謝物一斉同定が

可能となると期待される。

2.方法

我々の予測法は次のステップより成

る:(1)阻 GG全代謝物について MDL社の

SDfileの結合情報から炭素原子を中心とす

る仮想球体で原子周囲を記述する HOSE

コード [5][Hierarchically Ordered Spherical 

Dscription of Environrnent、例えば第一層は、

中心原子から 1結合離れたすべての原子に

より定義される(Fig.2a)]を作成し、 HOSE

コードから化学シフトを予測した。この

KEGG化合物の化学シフト予測値を未同

定ピークと照合し候補化合物を200個に絞

り込んだ。照合は KEGG化学シフト予測

値と未同定ピークの類似性を次の類似性

スコア Sで評価した。 Sは小さいほど類似

する。

Mixed unknown 
peaks(UPs) 

separate intra-molecule UPs with 
additional 2D or 3D spectra 
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then rank them as predictions(PDs) 

円

U
Experimentally verify the PDs by NMR 
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even failed 
Success!! 

Fig. 1 Schematic representations of prediction 

of chemical structure from mixed unknown 

peaks using HalMol. 
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ここでNはKEGG予測化学シフト数、 Mは未同定ピークの化学シフト数、 XiはKEGG予

測化学シフト、 Yiは未同定ピークの化学シフト、 xminlまYiと差が最小なKEGG予測化学

シフト、 yminl土Xiと差が最小な未同定ピークの化学シフトである。 (2)未同定ピークを

我々の13C-HSQCベースの化学シフトデータベースと照合し複数の類似化合物を得た。

さらに、それらを部分構造に分解し最も頻度の高い部分構造を抽出し、これらの部分

構造の集合をG1と定義した。部分構造を炭素から 2結合離れた全ての原子と定義し、

SDfileiOミら結合情報を得た。部分構造が共通であるかは、部分構造の原子を頂点、結

合を辺とするグラフとし、グラフ同型問題としてパックトラッキング・アルゴリズム

で解し1た(Fig.2b)。このアルゴリズムは、比較する 2つの部分グラフの一方の 1原子

と他方の 1原子の比較から始め、そのすべての隣接原子を再帰的に順次比較してゆく

方法である。全原子と全結合種が一致するとグラフの同型性が証明される。 (3)同様の

部分構造抽出をKEGGの各化合物 1つ 1つにつき行ないこれをG2とした。そして、
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GlとG2からJaccard係数(JC)を算出した。 JC11宜は Oから 1の聞を取る値で以下の式で

定義され、全部分構造に対する共通な部分構造の割合であり 2つの化合物の類似性を

評価できる。

(2) 
Gl nG2 

JG(GゎG公立一一一一
G1UG2 

ある未同定ピ)クについてJC値が最も高くランクされる KEGG化合物を予測代謝物

とした。一般にグラフ同型判定はNP完全であり大きな実行時間を要するため(1)の化

学シフト予測で候補化合物を 200個に絞ることでこの問題を回避した。

以上のアルゴリズムは対話的ユーザーインターフェースを備えたオリジナル Javaソ

フトウエア HalMolに実装された。化学シフト予測値を計算するために Javaの化学情

報ライブラリーCDK(ChemicalDevelopment Kit)を用いた。

sub-graph 

(b) 
predict sub-structure of 

unknown peak 

C¥R/O 

ι一

γγ

(a) 
e.9. 

号事

graph Is。岬lorphism

Fig. 2 (a)Examples of one sphere HOSE codes for substructures in adenosine. Predicted I3C 

chemical shifts are also shown. (b) Backtracking algorithm for detecting equivalent subs仕uc旬res.

Substructures in both predicted and KEGG candidate compounds are transformed into so-called 

sub-graphs， and then graph isomorphism， or equivalence， between them is determined by 

backtracking and comparing nodes within the graphs. Each node of sub-graph (A， B， C， D) within 
a KEGG compound is backtracked and matched to that of predicted whether atoms are same or not 

sequentially (numbered in a box). Sixth box (1ム3，4)is matched and graph isomorphism is 

determined. 

3.結果および考察

我々の方法を検証するために、 12579個の KEGG代謝物と我々の構築している代謝

物化学シフトデータベースを用いて、シグナル既知である 4種の化合物 adenosine、
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iso1eucine、g1ucose、CoAについて予

測順位を求めた。その結果、それぞれ

につき予測順位が 2、3、1、15位とな

り、実際にこのアルゴリズムが有効で

あることがわかった(Table.1)。これ

は、正しい化学シフトの組み合わせを

クエリーにすれば正しい構造を予測

できると示唆される。このアルゴリズ

ムを Ha1Mo1 に実装した結果、

Windows PC上にて 30秒程度で全て

の KEGG代謝物との比較を終了する

ことができた(Fig.3)。

本研究では、入力の未同定ピークを

単一の化合物由来に分離する問題と

実験的検証の問題が残っている。生体

抽出物は代謝物が混在するため、我々

はHSQC-TOCSYや他の 3Dスベクト

ノレを用いた未同定ピークの分離作業

を進めている。また予測結果の化合物

の HSQCを測定しピークが一致する

Table 1. Ranks of correct compound by means of 
Jaccard∞巴fficientsin 12579 KEGG compounds. 
compounds ranks 

Adenosine 2 

I1e 3 

G1ucose 1 

CoA 15 

Fig. 3 Interfac巴ofJava software HalMo1. Predicted 
chemical structures are visualized on 2D(right)， and 
sub戸 structureofunknown peaks in 3D(left). 

かの実験的検証も進めているが、予測結果が得られたとしても、膨大な代謝物が存在

するため、その化合物が入手できるとは限らず、検証することができない場合もあり、

さらに検証結果が必ず当たるとは限らない。しかしながら予測した代謝物についての

検証の結果得られた新しい化学シフトデータをさらに Ha1Mo1の化学シフトデータベ

ースに繰り返し追加することで予測精度が向上してゆくと考えられる。

今回我々が開発した方法により、化学シフト予測で候補代謝物を絞り込み、グラフ

同型判定により JC値を求めることで未同定ピークがどの KEGG化合物である確率が

高いか評価することができた。さらに 4種の既知化合物について検証した結果、実用

可能な水準に達していることがわかり、現在我々は植物抽出物の未同定ピークに対し

て Ha1Mo1で得た予測結果の実験的検証を進めている。この方法はさらなる網羅的な

代謝物一斉同定法の構築に貢献すると期待される。
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YP192
HNMRによる，ナノ層状シリケート Na-RUB四 18内部に閉じ込められた

水分子の微視的構造とダイナミクスの研究

東京工業大学大学院理工学研究科， Universitat Stuttgart Institut臼rPhysikalisch Chemie 

O渡辺啓介KlausMuller，小園正晴

The nano layer silicate， Na-RUB同 18，NasSis206iOHh・32H20，accommodates 

Na-ions and water molecules. Na-RUB-18 has a high proton conductivity with 

water molecules. We carried out 2H NMR of the deuterated Na-RUB-18 for the 

line shape study and the Tl relaxation analysis to investigate the dynamics of the 

water molecules confined between the nano layers. The results indicate that the 

water molecules are highly mobile and jump each site. Then， we suggest a model 

that proton conducts via the water molecular translation. The model explains the 

anomaly of the proton conductivity at the high temperature because the high 

mobility of the water molecules can interfere a process of the proton coIiduction 

via 1-D hydrogen-bond network partially and temporarily. 

[序]制限細孔内の水の性質は，パノレクの水に比べ一見特殊であり，生命活動と地球

輪廻に重要でないと思われるかもしれない.しかし，そうではない.物質輸送，化学

反応場，たんぱく質の 3次構造形成などにおいて重要な役割を果たしている.

水の役割はブ。ロトン輸送機構においても重要である.多くのプロトン伝導性の固体

電解質膜やプロトン伝導体ガラスにおいて，水は欠かせない存在であるが，これらの

物質に共通する問題点として，高温でプロトン伝導度が安定しないことが挙げられる.

この理由としては.一般に伝導体界面の水が高温での脱離が原因であると説明がなさ

れているが，その詳細は明らかではない.そこで

本研究では，高いプロトン伝導性を持つ層状シリ

ケ ート Na-RUB-18 結晶を取り上げた .

Na-RUB-18の構造は，層間1.1nmの隙聞に層状

薄膜水を有しており，これがプロトン輸送の役割

を担っている.(Fig. 1参照)Na-RUB-18は，ヒド

ロキシイオンが層聞を伝導することにより.見か

け上プロトンが伝導しているようにみえると強く

示唆されており，大変ユニークな伝導体である.

界面 の構造がよくわかっている結晶性の
12'. 1 the structure of the 

Na-RUB-18を対象とすることで水分子のダイナ 邑

• ， _ = '" hvdrated sodium ion between 
ミクスをより深く議論し，かっ高温における層状 J 

the lavers of Na-RUB-18 
薄膜水分子ダイナミクスとプロトン伝導機構に関 J 

する統ーした，詳細な解明が期待される.

キーワード 層状シリケート，層状薄膜水，水分子ダイナミクス

著者ふりがな わたなべけいすけ，くらうす・みゆらー，おぐにまさはる
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Fig.2 Variable temperature 2H NMR of 

Na-RUB-18 spectra 

自 e 

[実験・結果]重水置換した Na-RUB-18層間

の2HNMR測定を行い， 2HNMRスペクトル

の温度依存牲と線形解析を行い，さらに Z緩

和時間を反転回復方により測定した.

Fig.2に， 2HNMRスベクトルの 370Kか

ら153Kにおける温度依存性を示す.すべて

の温度域において，層間水の重水素によるシグ

ナルが観測された.

高温域 (370Kから 293K)において，セン

ターピークと 1成分のベークダブレット(分裂

幅 34kHz) が観測された.層間水分子の一部

が，早い等方的な回転運動をしていることが示

唆され，ペークダブレットの線形解析より，層

間水は， Naイオンの周りで，配置交換を行っ

ていることがわかった.

中温域 (293Kから 213K)において， 1成

分のベークダブレットが観測され，その積分強

度は温度の低下とともに減少していった.

低温域 (213Kから 153K)においては，ブ

ロードなベークダブレット(分裂幅 150kHz) 

が観測された.

中温域へと温度を下降させていくと，その運

Fig. 3 'I¥vo models on the mechanism of the 動の相関時聞が長くなっていき，低温域ではつ

pro刷 conduction a， the process via a し、に，運動の凍結現象がブロードなベークダブ

one曲 nensionalhydrogen bond network: b， レット(分裂幅 150kHz)として観測された.

th巴processvia a wat巴rmolecular translation Na-RUB-18のプロトン伝導度は， 290K以上

で異常性を示すことがわかっているが， 290K

以上における 2HNMRスペクトルの積分強度の変化は小さい.仮に，層間水の脱離

が進行するとすれば，センターピークはよりシャープで強度の大きいものになるはず

であるが，シグナルとして観測されたセンターピークは，全体の数%である.したが

って， 290K以上での，プロトン伝導の異常性は，水の脱離によるものではなく.水

の運動性による配置交換運動が大きく寄与していると結論づけた.

これまで考えられてきたプロトン伝導機構は， Fig.3に示すような，層間水分子と

界面シラノーノレ基で形成される一次元水素結合ネットワークを介してヒドロキシイ

オンが移動することにより，見かけ上，プロトンが伝導する(プロセス A) と考えら

れてきた.しかし， 290K以上での水分子の高い配置交換運動は，当然ブロロセス Aを

担う一次元水素結合ネットワークを瞬間的に断ち切り，プロトン伝導の異常性に寄与

することが考えられる.そこで，高温域では，プロトン伝導水分子そのものがキャリ

アとなってプロトンが伝導する(プロセス B) というモデ、ノレを提唱するにいたった.

プロセス Bの水分子がジャンプする配置聞の距離は， Na-RUB-18内部の水分子の並

進拡散定数より見積もった平均自由行程(<(Ax)2>=6Dt)とよく一致する.したがっ

て，高温域にプロトン伝導度の異常性は，水分子ダイナミクスが，競合するプロセス

AとBの聞のクロスオーバーによるものであると考えられる.
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POOl 巨大タンパク質複合体のモデル構築を目的とした

残基選択的交差飽和法の開発

e東大・院薬系、 2東大"院工系、 3名大星院理、 4首都大東京・戦略研究センタ一、

5フランクフルト大学、 6産総研・バイオメディシナル情報研究センター)

0小津新一郎 1、五十嵐俊介 1、大津匡範 1、鈴木勉 2、甲斐荘正恒 3，4，5、嶋田一夫 1，6

Development of residue selective cross-saturation method 

for modeling a large protein圃 proteincomplex 

1 Grad， Sch. Phann. Sci.， The Univ. of Tokyo， 2Grad. Sch. Eng.， The Univ. of Tokyo， 3Grad. 

Sch. Sci.， Nagoya Univ.， 4Center for Priority Areas， Tokyo Metropolitan Univ.， 5Institute of 

Biophys. Chem.， JW Goethe Univ. ofFrankfurt， 6BIRC， AIST 

OShin-ichiro Ozawa1， Shunsuke Igarashi1， Masanori Osawa1， Tsutomu Suzuki2， Masatsune 

Kainosh03人5，and Ichio Shimada1，6 

Structural analyses of protein-protein interactions are important in order to reveal their 

structural mechanism of the functions， since the initial step is the specific recognition of the 

target proteins. We previously developed NMR techniques， cross-saturation (CS) and amino 

acid selective CS (ASCS) methods. The ASCS method provides the candidates of the 

proximal residue pairs between阿roprotein molecules， which enables to build a structural 

model of the complex with reference to the structural complementarity of the individual 

structures. In order to identifシtheproximal residue pairs unambiguously， we propose here a 

residue selective CS (RSCS) method， which uses a residue selective lH-labeled protein as a 

CS-donor. In this presentation， selectivity and efficiency of the residue selective lH冒 labeling

as well as the application to a complex ofubiquitin and ubiquitin hydrolase will be discussed. 

【背景 E 目的】 タンパク質の機能を解明するためには、タンパク質単体の立体構造

に加え、標的分子との特異的な認識機構を解明する必要がある。

これまでに当研究室では、タンパク質ータンパク質複合体の分子認識様式を解明す

るNMR手法として、結合界面残基を同定する交差飽和法(CS~去、 Takahashi et a 1.， Nat. 

Struct. Bio/. (2000))および分子聞の近接残基対を同定するアミノ酸選択的cs法

タンパク質問相互作用、交差飽和法、無細胞タンパク質合成、

一残基選択的安定同位体標識、重水素標識

おざわしんいちろう、いがらししゅんすけ、おおさわまさのり、

すずきっとむ、かいのしようまさつね、しまだいちお
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(ASCS法、 Igarashi et a 1.， JACS (2008)) 

を開発してきた。ASCS法は CSドナー分子をア

ミノ酸選択的に 1H標識し、交差飽和源を一種

類のアミノ酸に限定する手法である。複合体

中の個々のタンパク質の立体構造が既知の場

合、 CSドナー分子表面の 1H標識アミノ酸の分

布と交差飽和を受けたアクセプタ一分子上の

アミドプロトンの位置関係から、分子聞の近

Fig.l Schematic representation of 

ASCS (A) and RSCS (B) methods. 

(A) Multiple candidates are postulated 
接残基対を同定でき、複合体モデルが構築可

by ASCS results. 
能となる。

(B) A proximal residue pair can be 
しかしながら、高分子量複合体においては

mbiguously identified by RSCS 
分子表面積の増大とともにドナ一分子表面に

類似したアミノ酸分布パターンが複数出現し、
'esults. 

近接残基対の一義的な決定が困難となることが問題であった。また、近接残基対同定

にはタンパク質表面への出現頻度の低い芳香族アミノ酸などを CSドナーとした ASCS

実験結果が重要となるが、そのようなアミノ酸が結合界面に存在しない場合にも、近

接残基対の候補が複数挙がってしまう。

そこで本研究では、ドナー分子上の特定のー残基を 1H、他を 2H標識して交差飽和

源をー残基のみに限定する「残基選択的 CS法(RSCS法)Jの開発を目的とした。 RSCS

法においては交差飽和源となるアミノ酸残基があらかじめ分かつているため、近接残

基対を一義的に同定することができる。したがって、 CS法、 ASCS法と組み合わせる

ことにより、巨大タンパク質複合体においても複合体モデルの構築が可能となる。

【方法】 複合体の立体構造が既知である酵母ユピキチン (Ub; 8. 6kDa)一酵母ユビキ

チン加水分解酵素 C90S変異体(YUH; 26kDa)複合体に RSCS法を適用することとし、

CSドナーである YUH上の複数のアミノ酸残基にー残基選択 1H標識を試みた。

まず、均一 2H標識タンパク質調製を可能とする無細胞発現系(Tor i zawa et a卜，J

Biomo/. NMR. (2004)， Etezady-Esfarjani et aト， J 8 i omo /. NMR (2007))を構築

した。次に、 amber変異を導入した YUH鋳型プラスミド、 amberコドンを認識するサ

プレツサ-tRNA(stRNA)およびstRNAに1Hアミノ酸を付加するアミノアシルtRNA合成

酵素を調製した。 stRNAは、 CCA付加酵素を添加した転写反応により高純度に調製し、

目的の 1Hアミノ酸でアミノアシル化したものを用いた。これらを用いた均一 2H標識

無細胞発現系にて、一残基選択 1H標識YUHの発現を行った。

【結果】 構築した無細抱発現系において合成した標準タンパク質 Thioredoxinの

NMR測定の結果、 90出程度の標識率にて均一 2H標識タンパク質が調製可能であること

が判明した。また、タンパク質の一残基選択 1H標識に必要となるアミノアシル stRNA

を80-90怖という高い収率にて調製することに成功した。現在、これらを用いて、 YUH

のー残基選択 1H標識および Ub-YUH複合体に対する RSCS実験の検討を進めている。
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P002 Water選択励起 pulseの開発一新 Water-LOGSY法について。
東大院農・応生化東薬大・薬 2 明星大・理工 3

降旗一夫田代(下高原)棲子三田代充 3

An efficient use of the WATERGATE-W5 sequence for observing 

a ligand binding with a protein receptor 

a. Division of Agriculture and Agricultural Life Sciences， The University of Tokyo， 

b. School of Pharmacy， Tokyo University of Pharmacy and Life Science， 

c. Department of Chemistry， College of Science and Technology， Meisei University， 

Kazuo Furihata"， Sakurako Shimotakaharab and Mitsuru Tashiroc 

An efficient pulse sequence for observing a ligand binding with a receptor has been developed by 

incorporating the WATERGATE W5 sequence. In the conventional water ligand obse刊 edvia 

gradient spectroscopy (WatβrLOGSY) techniques， the water resonance is selectively excited 

using，e.g. the double-pulsed field gradient spin-echo (DPFGSE) sequence at the initial portion of 

pulse sequence. In the current version， the modified WATERGATE W5 sequence is incorporated at 

the initial portion of the pulse s叫 uence，and the resonance at the water frequency can be selectively 

reserved by出emodified WATERGATE W5 sequence. The efficiency of ligand-observed NMR 

screening techniques has been demonstr乱tedusing the human serum albumin (HSA)・tryptophan

complex. 

且♀盈ζ

レセプターと結合するリガンドを観察する方法として、 WaterLOGSY法が知られている

(1)ω。この方法は waterを励起し、この磁化をレセプターに移動させ、レセプターと結合

しているリガンドを検出する。通常は、 water励起パルスは選択的 softpulseを使用す

ることが一般的であった。一方、軽水溶液では、観測段階で如何に waterを消去するかが

問題であった。この方法のーっとして、 softpulseによる WATERGATE法が有効であるが、

最近は、 hardpulseによる WATERGATE法に取って代わるようになってきた(3)。そこで、

励起段階においても、 softpulseによる water励起法と同じく、 hardpulseによる water

の選択励起法が適用可能か検討した結果、 WATERGATEW5 (0/180) pulseが選択励起 pulse

として有効であることが判明した。この pulseを WaterLOGSY法に応用し、良好な結果を

得ることが判明したので報告す
る(4)。

パルス系列、

Fig. 1に Water-LOGSYのパノレ

ス系列を示す。 WATERGATEW5 

(0/180)を用いた選択励起法によ

るW5-WaterLOGSYノ勺レスである。

シグナルの観測段階で、は軽水シ

グナルを消去するために、 DPFGSE

法による WATERGATE法を採用し

ている。

WATER-GATE-W5， WATER-LOGSY 

Se!ec1ive water 
excitation 
ー‘ー一一---J・-.時

w5(0/180) 90φ190φ2 

mixingtime 

PFG む初日

Water gate-W5 

_.‘-ーーーーーーー・-
90φ3 w5 w5 

91 : 2G/cm 92: 8G/cm 93・0.5G/cm 94: 13G/cm 95: 7G/cm 
mix=1.2 sec d=mix/n n与10

Fig.l. Pulse sequence of WATERGATE W5(O/180) LOGSY. 

ふりはたかずお、しもたかはら(たしろ)さくらこ、たしろみつる
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WATERGATE法は軽水サ

ンプノレを測定する際、不

要な水シグナルを消去す

るために用いられてきた

ものである o WATERGATE 

pulseは励起 profileが

示すように (Fig.2)、観

測中心が nullpointsで

ある。この nullpoints 

を軽水の消去領域として

設定した場合、水のシグ

ナノレは観測されない。 W5-Water

LOGSY法はこの WATERGATEW5 pulse 

の nullpointsを利用じて軽水の

シグナルのみを選択励起に応用し

たものである。方法としては、

WATERGATE pulse がある場合と

WATERGATE pulseがない場合の差

スベクトルを測定することにより、

水シグナルのみを観測する。

Fig.3において WATERGATE

w5(0/180)の pulse系列を示す。

WATERGATE W5の flipangleは、

7.8' ， 18. 5 ' ， 37. 2 ' ， 70. 4' ， 134.2 

の長いパルストレインである。 W5-

WaterLOGSY法で使用した

WATERGATE W5 (0/180) pulseは図

に示したように、 WATERGATEW5の

各 flipangleを二等分にし、

その位相を φ1，φ2として

積算をする。例えば、

WATERGATE W5 (0')は7.8'

(x)パルスを 3.9' (x) 3. 9 ' 

(-x)、WATERGATEW5 (180') 

は 7.8'(x)ノ勺レスを 3.9
0

(x) 3. 9 ' (x)とし、 WATERGATE

W5 (0)とWATERGATEW5 (180) 

の積算により選択測定を可

能にした。

Fig.4a f土 WATERGATE W5 

(180x) -90-ACQ.で観測した

スベクトルであり、 Fig.4b

はWATERGATEW5 (Ox)-90-ACQ 

で観測したスペクトルであ

る。 Fig.4cは 4aと4bのス

下

ー3000(Hz) 

Fig. 2. Profiles of the water gate W5 acquired using the pulse sequence 
(90-w5-w5-acq.) 
Resonance offsets were recorded at 40 Hz increments 

-2000 -1000 O 1000 2000 3000 

134.2。
r一-----，

70.4
0 

r-ーーーー』可

37.2。
r-ー「

7.80 18.5。
「ー-， .--可

τ 

ん
町
一
咲

X

φ
一x
x

φ1φzφ1φ2φ1φz 

W5(O) x -x x-x x-x 

W5(180) x x x x x x 

(a) 

WATERGATE 
W5(0/180) 90x 

U
H
 

(b) 

Fig. 3. (a) WATERGATE W5(0/180) sequence 
(b) Water selective exciation pulse using 

the WATERGATEW5(0/180) sequence 

FG 

lllilllllllill~lli~lllllil~lllllllllllll~fI'C"II~1 
(a) 

JI~UI"__ 
(b) 

(c) 

-3000 (Hz) 

Fig. 4. Profiles of the water signal acquired using the pulse sequence 
of Fig. 1 (b). Resonance offsets were recorded at 40 Hz increments. 

(a)目 WATERGATE-W5(0)
(b). WATERGATE-W5(180) 
(c). WATERGATE-W5(Oj180) 
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ベクトルを加算することにより、水シグナル以外は差し引きされ、水シグ、ナルのみが選択

に観測されている。実際は 2scanを基本にした連続した積算によりスベクトルを得る。

WATERGATE W5 LOGSYのパルスは NOESYの最初の 90パノレスをこの WATERGATEW5 (0/180)-90 

のパルスに置き換えたものである。なお、 WATERGATEW5を使用するのは他の WATERGATE

pulseに比べ。シグ、ナルの選択性が高いために使用した。

Radiation damoingについて

軽水シグナルの観測におい

ては radiationdampingの問

題が深刻である。この

radiation dampingが生じた

場合は水磁化の緩和を非常に

早くし、シグナルの線幅を広

くし、磁化の移動が生じない。

この問題の解決は既にいくつ

かの方法が提案されている o

本方法では、軽水サンプρルでの NOESY測定に応用された方法を採用する。この方法は、NOESY

の mixingtimeの問、長い弱いグラジエントを連続的に加えることにより、 radiation

dampingを押さえるものである。本法では、 Fig.1cに示されるように、最初に短い強い

グラジエント (g2)を加える。このグラジエントにより、 x-y平面の磁化は消去され、相当

の radiationdamping効果を抑えることは可能であったが、それでも磁場が漏洩し

radiation damingを抑え切るには不十分であった。そのため更に、非常に弱いグラジエ

ント (g3)を断続的に加える方法を採った。このグラジエントの設定に関して、長いグラジ

エントを連続的に加える方法を採ることは可能であるが、条件設定のミス等により probe

にダメージを与える恐れがあるため、実際には断続的なグラジエントを使用した (Fig.1)。

Fig.5に断続的グラジエントを入れた場合と入れない場合の WaterLOGSYのシグナルの感

度の違いを示す。断続的なグラジエントの効果により、 radiationdampingを抑え、感度

が上がっていることがわかる。

Water LOGSYスベクトノレ

モデノレ化合物として、

human serum albumin 

(HSA) O.lmMと

tryptophan 2酬の

complex 、 (10九 DzO， pH 

7.2)を使用した。 Fig.6a

は tryptophan と

albumin (HAS)の mixture

の pre-saturationの 1D

スベクトノレである。この

スペクトノレからは

tryptophan ~~ 

albumin (HAS)に結合して

いるか判明しない。

Fig.6b は WATERGATE

W5 (0/180)一LOGSYのスベ

クトルである。飽和され

7.8 6.6 ppm 
一「寸一γー「寸一~~-r---rーァ一一寸一「ー「

7.8 7.4 7.0 6.6 ppm 7.0 7.4 

(a) WATERGATE-W5 without g3 (b) WATERGATE-W5 with g3 

Fig.5. Radiation Damping suppression in mixing priod 
of WATERGATE圃W5

，
 

、¥
J
J
 

町

、

)
 

c
 宮

町
1
1
i』

Jl 

R
巾
U
U
B

a) 

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 ppm 
Fig. 6. WATERGATE-W5-LOGSY expand spectra 

(a). Presaturation 1 D spectrum (mixture) 
(b). WATERGATE-W5 LOGSY spectrum (complex) 
(c)目 WATERGATE-W5LOGSY spectrum (Tyriptophan) 

0.1 mM Human Serum Albumin (HSA) solution in the presence of 2.0 mM L-Tr 
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た水の磁化が

albumin(HAS)に移動し

更に albumin(HAS)に結

合した tryptophanをも

飽和させていることが

示される。 Tryptophan

のシグナルがタンパク

質 albumin(HAS)と同じ

方向で観測されること

により、 tryptophanが

albumin (HAS)と結合す

ることが示された。

Fig. 6c I土 tryptophan

のみの WaterLOGSYスベ

NH 
i F1(465ppm)-simA R 111 

叩~!，ゾ いヘー~丸一一
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 F2 (ppm) 

......‘喝・・・・開園田圃-・

(ppn¥) 1 

Fig. 7. 2D spectrum of the WATERGATE W5(Oj180) LOGSY. 
fl x f2=64 x 2048 . 16scans 

クトノレである。 Tryptophan単独のスベクトルでは LOGSYシグナノレはタンパク質(大きな

分子は負の NOE)とは逆方向のシグナノレを与える(小さな分子は正の NOE)。この tryptophan

のシグナノレの向きにより、タンパク質との結合の有無を判断できる。尚、 LOGSY効果を定

量する場合は、 complexシク、ナノレ強度(Fig.6b)と単独シグナノレ強度 (Fig.6c) との差を取

る必要がある。

Fig. 7に WATERGATEW5 (0/180) LOGSYの 2Dスベクトルを示すO このスベクトノレは1Dー

スペクトノレにおいて、 WATERGATEW5 (0/180) pulseによる軽水の選択励起により、 LOGSY

スベクトルが確実に観測されるか示すために測定したものである。 2D測定の結果、 Fj軸

の水の化学シフトの位置にのみ LOGSYシグナノレを与えていること、また、対角軸には

tryptophan及び albuminのシグナノレは観測されず、軽水の選択励起実験として、 WATERGATE

W5 (0/180) pulseは十分有効であることが示された。

まとめ

レセプターと結合するリガンドを観察する方法として、 STD(saturationtransfer 

difference)法が知られている (5)。この STD法の一つの変法として WaterLOGSY法がある。

STD法はタンパク質のある部分を照射してタンパク質の全体へ saturationを及ぼす。そ

れに対して、 Water-LOGSY法は水溶性のタンパク質という制限があるものの、 Waterを照

射することにより、タンパク質全体に容易に saturationを及ぼすことができる点が特徴

である。この saturationの度合いがスベクトノレ感度に影響する。 W5(0/180)-WaterLOGSY

法は hardpulseによる選択励起法を用いた WaterLOGSY法である。この方法は softpulse 

を用いないために、それだけ測定条件の設定は容易で、ある。重水素置換することなく、軽

水サンプノレで、薬剤スクリーニング、およびレセプターとリガンドの相互作用解析に使用で

き、条件設定が容易で、あることは本法の大きな利点である。

1). C. Dalvit， P. Pevarello， M. Tato， M. Veronesi， A. Vulp巴tti，M. Sundstrom， J. BiomoL NMR 2000，18，65. 

2). C. Dalvit， G目 P.Fogliatto， A. Stewart， M. Veron巴si，B. J. Stockman， J. Biomol. NMR 2001，21，349. 

3). M. Liu， X. Mao， C. Ye， H. Huang， J. K. Nicholson， J. C. Lindon， J. Magn. Reson. 1998， 132， 125. 

4). K. Furihata， S. Simotakahara and M. Tashiro， Magn. Reson. Chem. 2008， 46， 799-802 

5). M. Mayer， B. Meyer， J. Am. Chem. Soc. 2001，123，6108. 
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P003 DIORITE法による

mRNA capping enzymeのドメイン配向解析

e広島大院・理・数理分子、 2三菱化学生命研、 3PRESOT/JST)

0岸本浩一 1、田中利好 2、河野俊之 2、楯真一 1，3

D'Omain 'Orientati'On analysis 'Of the mRNA capping enzyme by DIORITE 

1Dept. Mathematical and Life Sciences， Hir'Oshima Univ.， 

2Mitsubishi Kagaku Institute 'Of Life Sciences， 

3PRESTO/JST 

OHir'Okazu Kishim'Ot'01， Rik'Ou Tanaka2， T'Oshiyuki K'Ohn'02， Shin-ichi Tate1，3 

Abstract 

We have been devel'Oping a new approach f'Or determining the alignment tens'Or f'Or a weakly 

aligned protein s'Olely based 'On the 'Orientati'On dependent TROSY shift changes， which is 

named as DIORITE. This approach can expand the d'Omain 'Orientati'On analysis 'Of proteins t'O 

higher m'Olecular weight. In this presentati'On， we rep'Ort the d'Omain 'Orientati'On analysis 'Of the 

mRNA capping enzyme (38kDa) by using DIORITE. Because 'Of the l'Ow s'Olubility and the 

thermal instabiliりT'Of the protein， the c'Onventi'Onal RDC approaches were n'Ot use白1f'Or the 

analysis. Tw'O crystal structures are rep'Orted f'Or the protein， they are 'Open and cl'Ose f'Orms and 

b'Oth 'Of them are crystallized as the GTP b'Ound f'Orm， but n'O ap'O・f'Ormstructure is available. 

The present DIORITE analysis has sh'Own that the ap'O-f'Orm 'Of the pr'Otein is different企om

the 'Open-f'Orm crystal struc加re;the OB d'Omain is rotated by 78 deg. fr'Om the c'Orresp'Onding 

X-ray structure. This 'Observed structural difference can be explained by the crystal packing 

effect f'Or the crystal structures， which wilI be discussed in detail in relati'On t'O its bi'Ol'Ogical 

白ncti'On.

【緒言】

私たちは大きな振幅の分子構造変化(分子形態変化)を原子分解能で定量的に解析

することを目的として、独自の NMR構造解析技術である DIORITE法の開発を進めて

いる。本研究で対象とするmRNAcapping enzyme (以下 CE)は、 GTP共存下で'Open，

cl'Ose型と分類される 2つの異なる構造が結品構造解析から得られている (Fig.l)。今

回は結品構造が得られていない基質がない状態での CEのドメイン相対配向解析を行

った。 CEは 38kDaと分子量も大きく、溶解度が低いうえ熱的にも不安定 (2S
0

C以下

でしか測定ができなし、)であるため、 RDCを用いた従来の NMR法ではドメイン配向

Keyw'Ords : NMR， deuterium label， CSA， d'Omain 'Orientati'On， capping enzyme 

きしもとひろかず、たなかりこう、こうのとしゆき、たてしんいち



解析を行うことができなかった。 2H/15N 標識した CEを用いて分子配向依存的な

TROSY化学シフト変化から DIORITE法により CEを構成する 2つのドメインそれぞ

れの配向テンソノレを決定し、それにもとづいてドメイン聞の相対配向を決定すること

に成功した。

[実験・結果】

異方性圧縮アクリノレアミドゲノレ

により CEを磁場に対して弱く配向

させることで分子配向依存的な

TROSYシフト変化量を明瞭に観測

できた(Fig.2)。 Fig.l τ'wo crystal structures of CE : open state 
(1eft) and c10se state (right) (PDB: lCKN) 

15 
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Fig.3 Observed and back ca1culated Trosy shift changes. 

暢9.2HzT212 

10 -10 

-10 

一15

IH 

Fig.2 Trosy shift changes for CE in 
compressed and uncompressed gel. 

15N 

このシグナノレの変化量から、対応するアミノ酸残基のペプチド面の磁場に対する配

向情報を獲得し、そのデータをN末端側、 C末端側の各ドメイン単位で集積すること

で各ドメインの磁場配向テンソルを決定した。 Fig.3はその配向テンソル解析の結果

であり、観測された TROSYシフト変化量と計算値(backcalculation)の一致度を示して

いる。このことから、各ドメインに対して精度良く配向テンソルが決定できたといえ

る。

各ドメインで計算された配向テンソル値が一致するようにドメイン構造を回転さ

せ得られた構造を、 open型結晶構造と比較した。基質のない状態では、 CEの2つの

ドメインは結晶中の open型構造よりもさらに聞いた構造を持つことが明らかとなっ

た。この違いは、 open型結品構造に対するクリスタルパッキングの効果により説明で

きる。発表では、得られたドメイン配向に関しての生物学的な意味についても議論す

る予定である。
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P004 HR-MASを用いた生体超分子における分子認識機構を

解明する NMR手法の開発
1東大・院薬系、 2産総研 バイオメヂィシナル情報研究センター

O豊永朔 1、大津匡範 1、横川真梨子 1、嶋田一夫 1.2

Development of the NMR method for structural analysis of the interaction in the 

supramolecular systems using HR-MAS 

1 Grad. Sch. Pharm. Sci.， The Univ. ofTokyo， 2 BIRC， AIST 

Shou Toyonagar， Masanori Osawa1， Mariko Yokogawa1 & Ichio Shimada1ユ

We previously reported that bead-linked proteoliposomes (BPL) keep the high concentration 

of the membrane protein in the lipid bilayer. A1though NMR signals from bead-containing 

sample such as BPL exhibit line-broadening due to the heterogeneity of the local magnetic 

field， we applied HR-MAS to overcome the problem， resulting in the identification of the 

interface by transferred cross-saturation on ubiquitin (Ub) in solution with yeast ubiquitin 

hydrolase 1 (YUH) that was immobilized on Zn-NTA silica beads. However， the nonspecific 

interactions of the ZrトNTA moiety with YUH and ub reduced the ligand binding activity， of 

the YUH and the spectral sensitivity of Ub， respectively. Here， we introduced new silica 

beads with carboxymethyl groups， which retain the 85% of the activity of the immobilized 

YUH and accomplish the 4-fold increase the SIN ratio for the NMR signals ofUb. 

【背景圃目的】

マイクロドメインや指質ラフトにおけるシグナル伝達のように、脂質二重膜上に複

数分子が必ずしも均一でない状態で集合することによって、効率と特異性の高いシグ

ナル伝達が可能となっていることが明らかとなり、その生物学的重要性が着目されて

いる。このような不均一系超分子における分子間相互作用を解明するには、超分子形

成の場となっている脂質二重膜を含む、より生体内に近い状態で解析する必要がある。

これまでに我々は、膜タンパク質をアフィニティビーズに固定化した状態で指質二重

膜中に再構成する>>bead-I inked proteol iposome (BPL) >>を開発し、実際にカリウ

ムチャネル KcsAを再構成した BPLとチャネルブロッカーである Agitoxin2の相互作

用を転移交差飽和(TCS)法により解析することに成功した (YokogawaM. et a 1. J Am. 

Chem. Soc 2005)。また、ビーズなどの不溶性成分の存在による NMRスペクトルの広

幅化に対して、溶液中の酵母ユビキチン (Ub: 8. 6kDa)と10xHisタグを介して Zn-NTA

s i I i ca beadsに固定化した酵母ユビキチン加水分解酵素 (YUH: 26kDa)との聞の TCS

転移交差飽和法、 HR・-MAS、相互作用、不均一系

とよながしょう、おおさわまさのり、よこがわまりこ、しまだいちお



実験に HR-MASを適用することで高感度・高分解能な NMRスペクトルを取得し、分子

間相互作用の構造生物学的解析に成功した。(第 46回 NMR討論会 YP01)

一方で、 Zn-NTAs i I i ca beadsに対する Ubの非特異吸着のため、 NMRスペクトルの

感度が理論値の 25目程度まで低下すること、固定化した YUHの Ub結合活性が 10見以下

まで低下することが問題となっていた。これまでの検討の結果、この非特異吸着は

Znなどの 2価カチオンが NTAに結合すると顕著に起こることが明らかとなった。

そこで今回は、 Ubの NMRスペクトルの感度の向上と、固定化 YUHの Ub結合活性の

向上を目的として、固定化担体として新たに carboxymethyl(CM)-si I ica beadsを導

入し、その性状解析を行なった。

【方法]

(1) 固定化 YUHの Ub結合活性の評価

YUHをCM-silica beads (AGC Si-Tech Co. ，Ltd圃)に対して 90-660μM固定化し、

buffer(50mM NaPi， 50mM NaCI， pH6.5)にて平衡化後、 1.3mMの Ub溶液を添加した。

液相中の Ubを定量することで、固定化 YUHと結合した Ubの量を算出し、 YUHの Ub

結合活性を定量した。

(2) Ubの NMRスペクトルの感度の評価

500μM 15N-Ub溶液と、同溶液を CM-si I i ca beadsおよびYUH固定化 CMs i I i ca beads 

と懸濁したサンプルに闘して HSQCスペクトルの S/N比を比較することで、 Ubの NMR

スペクトルの感度を評価した。

(3) MAS条件下での TCS法による相互作用界面の同定

2mM均一 2H，15N標識 Ub溶液 (50mMNaCI， 50mM NaPi， pH6.5， 80目D20)にて YUH非

固定化ビーズ¥260μM非標識YUH固定化ビーズをそれぞれ平衡化し、 4mmHR-MASロ

ータに詰めることにより NMR試料とした。 MAS回転速度 9kHz、250
Cにおいて、 TCS法

の測定を行った。

【結果・考察】

Amine coupl ingにより CM-si I i ca beads Iこ固定化された YUHは、 NMR5JlIJ定条件下に

おいて Ub結合活性を 85目以上保持していることが判明した。また、 Ubの S/Nが試料

中の液相の体積比から算出される理論値とほぼ一致したことから、従来用いていた

Zn-NTA s i I i ca beadsと比較して 4倍の S/Nの向上に成功した。また、対照実験とし

て行ったYUH非固定化ビーズとのTCS実験において顕著な交差飽和は観測されなかっ

た。以上のことから、 Ub、YUHともにビーズとの非特異吸着は Zn-NTAsi I ica beads 

の場合と比較して大幅に抑制されていることがわかった。

今回導入した新規担体を用いることにより、固定化蛋白質との TCSが高感度で観測

できるようになった。このことは、本手法の適用範囲を、より低収量・不安定なタン

パク質へと拡大することにつながる。

【謝辞】

CM-s i I i ca beadsをご提供くださいましたAGCSi-Tech Co. . Ltd.に感謝いたします。
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P005 SAIL法を用いたタンパク質の動態解析
e名大院・理、 2(株)SAILテクノロジーズ、 3首都大東京)

O武田光広 I、小野明 2、寺内勉 2、甲斐荘正恒 1，3

Investigations of protein dynamics by the SAIL method 

i'vfitsuhiro Takeda1cAkira Mei Ono2， Tsutomu Terauchi2， Mt.ω仰仰eKainosho1，3 

1 Graduαte School 0孔5icience，Nagoya UniversitlSAIL Technologies， 3 Center for Priority 
Areas， ToかoMetropolitan University 

Abstract 
The stereo-array isotope labeling (SAIL) method has been widely recognized as the optimal 
isotope labeling strategy for the structure determination of proteins by NMR. This new 
approach is also expected to yield innovative methods for studying protein dynamics. Here， 
we have explored the possibilities of using the ring flipping behaviors of phenylalanine (Phe) 
and tyrosine (乃r)，which tend to exist in the hydrophobic core ofproteins， to characterize the 
large amplitude， slow motion. This kind of motion， which is often called “the breathing 
motion"， occurs on a much slower time-scale than those studied by relaxation measurements， 
and thus might be closely related to various biological events. Preliminary studies using 
proteins specifically labeled with various勿pesof SAIL-Phe and -Tyr wi11 demonstrate that 
the selective SAIL method will open unprecedented opportunities to exploit protein d戸mmics.

There are growing interests in protein dynamics on the slow time scale， ranging企om
micro-seconds to seconds， which are likely to be related to their biological白nctions.
However， little is known about the biological relevance of the large amplitude， slow breathing 
motion of the hydrophobic core of a protein. However， researchers have known for more 
than 20 years that most of the aromatic rings of Phe and Tyr residues embedded in the tightly 

packed hydrophobic core regions of proteins can rotate around their Cs-Cy axes fast enough to 
average the chemical shifts of theふ ands-proton pairs of the rings. This was， in fact， one of 
the most significant contributions of early biological NMR studies， which completely changed 
the static views of globular protein structures obtained by X-ray crystallography. The aromatic 
ring flipping requires cooperative movements of the nearby residues in order to allow the 
hydrophobic core to render sufficient space for such motions. These phenomena， which can 
only be studied by NMR spectroscopy， have attracted much attention， and many physical 
chemistry studies have been performed. However， it has been difficu1t to correlate such large 
amplitude breathing motions to the biological functions of proteins， since detai1ed NMR 
analyses for aromatic ring resonances are only possible for small proteins， such as BPTI， HPr， 
and cytochrome c. Even for medium-size proteins， such as calmodulin (17kDa) and EPPlb 
(18 kDa)， the NMR signals of the Tyr and Phe rings are very di田cu1tto analyze， especially 
for the residues whose rings丑ipat slow or medium rates. Since the residuesthat show flipping 
rate-dependent NMR signals are the ones that yield quantitative information for the breathing 
motion， we have to develop a general NMR method to observe the aromatic ring resonances 
for Phe and Tyr flipping at any rate. 

キーワード SAIL，芳香環の回転運動、運動性

たけだみつひろ、おのあきら、てらうちっとむ、かいのしようまさつね
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The aromatic amino acidsthat we have developed for the SAIL method have altemative 13C， 
2H-labeling pattems， as shown in the figure. The ring signals of these SAIL aromatic amino 
acids lack one-bond 13C)3C scalar couplings and strong lH)H dipolar couplings within the 
ring moieties. Therefore， the ring signals become enormously simplified and thus can be 
observed with extremely high sensitivities. The unambiguous assignments can be achieved 
either by the straightforward NOE connectivity between Ho and H， or by the through 13C_13C 
coupling networks， as shown in the figure. 
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(a) Chemical structures ofvarious types of SAIL Phe and Tyr， and the assignment pathways. 
(b) lH_13C HSQC spectra ufEPPIb labeled with δー，e-and C-Pheラ respectively. For EPPIb 

labeled with the d-and e-Phe types， the signals due to 3 ofthe 12 Phe residues in the protein 
were broadened beyond detection， due to intermediate ring flipping rates， whereas all 12 
peaks were c1ear1y observed， since the C-signals are free ofthe ring flipping rates. 

6.1) 

町 2主主

In this presentation， the applications of various SAIL Phe and Tyr to study the aromatic ring 
flipping motion wi11 be reported for EPPIb (E. coli peptidyl prolyl cis-trans isomerase) and 
calmodulin. 
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P006 可変圧力 13C/1HHSQC NMRによる分子内 Cavityの水和と

構造揺らぎ-T4リゾチーム

(1近大院・生物理工 2理研 Spring目 8，3InSt. Mo1. Bio1. and Dept.Chem.， 

Univ. of Oregon， 4理研 GSC，5東大院・理，6Dept. Biophys. Chem.， Univ. of Groningen， 7近

大・高圧力蛋白質研究センター)

o 1，2前野覚大 2北原亮， 3Frederick W. Dahlquist， 4，5横山茂之， 6Frans A. A. Mulder， 

7赤 坂一之

Study of f1uctuation and hydration of intemal cavity by 

variable pressure 13C/1H HSQC NMR -T4 lysozyme 

1Grad. Sch.of Biology-Orient怠dSci. and Tec.， Kinki Univ.， 2RIKEN SPring-8 Center， 3Inst. 

Mo1. Bio1. and Dept.Chem.， Univ. of Oregon， 4RIKEN GSC， 5 Grad. Sch.l of Sci.， Univ. of 

Tokyo， 6Dept. Biophys. Chem.， Univ. of Groningen， 7High Pressu民 ProteinResearch Center， 

Kinki Univ. 

1，2Akihiro MaenQ， 2Ryo Kitahara， 3Frederick W. Dahlquist， 4乍hige戸lkiY okoyama， 6Frans A. 

A.M叫derand 7Kazuyuki Akasaka 

In general， protein in solution f1uc加atesamong multiple conformations， differing in partial 

molar volume and their population， at a加losphericpressure. Pressure shifts the equilibrium 

distribution of relative conformers through partial volume differences among them. Thus， 

variable pressure NMR allows one to explore protein dynamics in a wider conformational 

space and time scale. In this study， 13C/1H HSQC were carried out under high pressure (from 

3 MPa旬 300MPa) at pH 6.0， 298 K a伊instT4 lysozyme cavity mutant， increasing in 

volume of their cavity due to amino acid displacement of Leu99→Ala. With increasing 

hydrostatic p問 ssure，preferentially reductions of cross-peak intensities were observed on the 

side chain methyl groups surrounding a large cavity. Gener・ally，since partial volume 

reduction of the protein accompany with the water penetration into the intemal cavity， we 

could reveal direct1y the correlation between slow conformational fluctuation and selective 

hydration of intemal cavity. 

[緒言]

一般に溶液中の蛋白質は、基底構造(いわゆる天然構造)から変性構造に至るまでの広

い構造空間において異なる部分モル体積をもっ多重構造の間で熱力学的平衡状態にある。

しかし、生理的条件下(常温・常圧)では、自由エネルギー的に最安定な基底構造が“メジャ

ー"な構造となるため、それよりも自由エネルギー的に不安定な“マイナー"な構造を分光学

キーワード:圧力，蛋白質ダイナミクス，遅い構造揺らぎ，キャピティ

まえのあきひろ、きたはらりょう、よこやましげゆき、フレデ、リック・ダノレクィスト

フランス・ムノレダー、あかさかかずゆき
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的に捉える事は困難である。これは、状態間の自由エネルギー差と分布率が指数関数の関

係にあるため、僅かな自由エネルギー差が大きな分布率の差を生じるからである(式1)。

flG 

L1G = -RTlnK • ・ . K = e RT 式1)

ここで、L1G，R， T， Kはそれぞれ状態聞のギブズ自由エネルギー差、気体定数、絶対温度及

び平衡定数を示す。我々が唱える“体積原理"に従うと、蛋白質の部分モル体積の減少と立

体構造形成の程度とはパラレルな関係にある(R.Kitahara et al.， J. Mol. Biol. (2002)320， 

311)。圧力摂動は、各状態間の部分モノレ体積差を通じて“マイナー"構造の分布率 k昇を

誘導すると共に、より体積が小さい構造状態が圧力下で安定化される(L1G= L1d + L1印)(K.

Akasaka.， Chem. Rev. (2006)106， 1814-1835)。これにより、可変圧力NMR法を用いた広い

構造空間・時間域で生じる蛋白質構造揺らぎの原子レベルで、の探索が可能となる。今回は、

アミノ酸置換によりC末端側の分子内キャピティ体積を人工的に増加させたT4リゾチーム変

異体 L99A(164残基)について、遅い時間スケールで、生じる構造揺らぎ、と分子内キャピティ

の水和に関して 13C/1HHSQCの結果を中心に議論する。

[結果と考察]

L99A変異体に対して 1-3000気圧の圧力範囲で二次元 15N/1HTROSY， 13C/1H HSQC測

定(lH・800.16MHz，298K， pH6.0)を行った。その結果、加圧と伴に多くの相関信号で強度の

減少とそれに伴う線幅の増大が確認された。 15N/1HTROSYスペクトルにおいて加圧に伴う

典型的な変性構造由来の相関信号 eH:8.0-8.6 ppm， 15N: 120・128ppm， 13C: ppm)が確認、

されなかった事から、 L99A変異体で観測された線幅の増大は、少なくとも2つの熱力学的

に定義できるフォールド状態への構造転移と、その構造転移速度が加圧と伴に遅くなった

事を意味する。圧力下で著しいNMR信号の線幅増大が観測されたアミノ酸残基をL99Aの

リボ、ンモデル上にプロットしたところ、主にHelix4，5， 6からなる特定の領域に集中している事

がわかった。ここで Helix4，5，6は体積増加したキャピティの周辺領域と一致する。興味深い

ことに、側鎖メチル基における圧力下で、の相関信号のブロードニングは、体積増加したキャ

ピティを直接形成する疎水性アミノ酸のみで観測された(Figure1)。高圧下で安定化される

“マイナー"構造は蛋白質の水和による部分モル体積の減少を伴うと考えられる事から、 T4

リゾチーム L99Aが水和の進んだ、複数のフォールド構造聞で、揺らいでいる事が示された。同

時に、蛋白質の遅い時間スケールで生じる構造揺らぎが分子内キャピティの選択的な水和

と密接に関わってしも事が強く示唆された。

Figure 1. The location of several side chain methyl 

groups were shown by green sticks， indicating 

preferentially reductions of their cross-peak 

intensities at 3000 bar. All of residues of side-chain 

L133methyl detected on 13C/lH HSQC spectra were 

drawn by sticks， except for green ones. Navy-blue 

spheres correspond with the internal cavities. 
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P007 非線形サンプリング法を用いた迅速な異種核 4次元 NMR

測定法の有用性の検証
c首都大学東京(東京都立大)， 2CREST/JST， 3Cambridge大，

4ブ、ル力一バイオスピン)

0重光佳基 1，2 土江祐介 1，2 三島正規 1，2，Daniel Nietlispach3， 

Markus Walchli4，伊藤隆 1，2

Applications of nonlinear sampling scheme to four dimensional triple 

resonance NMR spectroscopy. 

OYoshiki Shigemitsu 1ベYuusukeTsuchie 1ペMasakiMishimザベ DanielNietlispach3， 

MarlくusWalchli4 and Yutaka It01，2 

t Department of Chemistry， Tokyo Metropolitan University; 2CREST/JST; 

3Department of Biochemist，りf， University of Cambridge; 4Bruker Bわspin)

Despite its potential advantages in analysis， long duration of measurement and 

limited digital resolution in indirectly observed dimensions prevent 4D NMR experiments from 

being used in protein NMR projects routinely. Applications of recently proposed new 

acquisition schemes for speeding up multidimensional NMR experiments are therefore 

expected to be extremely beneficial for 4D experiments. In this presentation， we demonstrate 

the benefits of this nonlinear sampling and 3D MaxEnt processing in 4D triple-resonance 

experiments. We applied this nonlinear sampling and 3D MaxEnt processing to 4D 13C/15N 

separated NOESY， and then we evaluated the expected artefacts in 4D spectra arising from 

nonlinear sampling and MaxEnt processing， such as the mis-calibration of iritensities and the 

emergence or disappearance of cross peaks. 

[序]

3重共鳴4次元NMR法は，暖昧さの少ない解析が可能であるなどの長所が知られているが，

新しい間接観測軸の導入による感度の低下，間接観測軸のデータポイントの不足に起因する

スペクトル分解能の不足，そして測定時間が長時間に及ぶ事，などの問題などから霊白質

の解析に日常的に用いられる事は多くなかった.今回我々は，近年注目を集めている迅速に

異種核多次元 NMRスペクトルを測定できる手法の一つである非線形サンプリング法

(nonlinear sampling)と3次元最大エント口ピ一法(3DMaxEnt)によるデータ処理法を， 3重共

鳴 4次元 NOESY測定に適用する事を試み，それぞれについてその有用性について検証を行

ったので報告する.

キーワード :4DNMR， 3重共鳴 NMR，非線形サンプリング，最大エントロビー法

著者ふりがな:しげみつよしき，っちえゅうすけ，みしままさき

だにえるにーとりすぱつは，まるくす守えるひり，いとうゆたか
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[実験l
NMR測定には，均一に 13C/15N標識された高度好熱菌由来 TTHA1718遺伝子産物(66残基)

を試料に用い. 37
0

Cで測定を行った.

40 13C/15N separated NOESY測定は，従来法 512γHN
)x 32γH) X 24*C3C) X 8安C5N)の測

定を行い(データ①).このデータポイントから nonlinearsamplingのシミュレーションのデ

ータを作成し解析を行った.作成したシミュレーションのデータは.512*CHN)x3072 random 

sampling complex points (データ②).512γHN
) x 1536 random sampling complex points (デ

ータ③). 512γHN) x 768 random sampling complex points (データ④)の 3種類である.

[結果・考察]

Figure 1a. 1b. 旬、 1dは上記 13C/15Nseparated NOESY測定のうち①，②，③，④のデ

ータについて 30MaxEntで処理したものから. 1HN
: 8.351 ppm. 15N: 129.32 ppmの化学シ

フトに相当する 201H_13C平面を切り出したものである.このように nonlinearsamplingを

用いても，高分解能で良好なスペクトルが得ることができる事が分かつた. しかしクロスピ

ークによっては，データポイントが少なくなるにつれて感度の低下あるいはピークの消失が

観測される事が分かつた(図中点線O印) そこで帰属が完了した従来法及びシミュレーショ

ンの結果を用いて，各ピーク強度の比較を行った結果、従来法のピーク強度と比較し. ;J!IJ定

データポイン卜が少なくなるにつれて，従来法でのピーク強度が低たいものほど， ピーク強度

がより低く見積もられる傾向がある事が判明した この事は，データポイントを削減する事

により，低強度の NOEが観測されにくくなる事を示唆している.

さらにこれら帰属のついたピークのみを用いて構造計算を行った結果，低強度の NOEが見

えにくくなるため精密性が低下していくものの，測定時間にして約 15時間に相当する 1/8に

までデータポイントを削減しでも正確なグローバルフオールドが得られる，という結果が得

られた且そのため，この測定を応用する事で，構造未知の蛋白質の立体構造を決定する際に

短時間で重要な手掛かりを得られる事が期待できる.
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Figure 1a， 1b， 1c， 1d : Contour plots of the 1H/13C planes CHN chemical shift : 8.351 ppm， 

15N chemical shift : 129.32 ppm) from 40 13C/15N separated NOESY spectra. 
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P008 Brevibacillus choshinensis分泌発現系を用いた

15N安定同位体標識試料作成

三菱化学生論科学研究方印刷円LS)

0谷生道一，田中利好，田中剛史，河野俊之

15N isotope labeling of a protein secreted by Brevibacillus choshinensis for NMR study 
Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences (MITlLS) 

OMichikazu Tanio， Rikou Tanaka， Takeshi Tanaka， and Toshiyuki Kohno 

The Brevibacillus choshinensis expression system is useful to produce recombinant proteins 
with disulfide bonds as secreted proteins. To use this expression system白rprotein NMR 
studies， we developed a method for the 15N-isotope labeling of a recombinant protein. We 
found that the labeled protein can be produced by using the 15N labeled medium commonly 
used in the Escherichia coli expression system， and that the stable isotope incorporation rate 
is approximately 91 %. 1 H -15N HSQC spectra revealed that the 15N -labeled protein is correctly 
folded and retains its activity. Therefore， the B. choshinensis expression system should be 
useful for protein NMR studies. 

【序】 NMRによるタンパク質研究において、安定同位体標識は必要不可欠な技術で

ある。最も良く用いられている大腸菌発現系では、比較的低コストによる安定同位体

標識試料作成が可能であるが、分泌性タンパク質のようにジスルフィド (88)結合

を有するタンパク質などの発現では、封入体を形成することが多く適切ではない。酵

母 Pich伺 pastoris分泌発現系では、 88結合を多く含むタンパク質の大量発現の成功

例が多く報告されており、比較的低コストでの安定同位体標識法も確立されているが

この系による発現量は、目的タンパク質に依存することが多い。また昆虫細胞、動物

細胞、あるいは無細胞発現系を用いた同位体標識法も確立されているが、一般的に発

現量が低く、高コストである。一方、グラム陽性菌の Brevibacilluschoshinensis分泌

発現系は、遺伝子の由来にかかわらず、 8S結合を有するタンパク質の大量分泌生産

に数多く成功しており、扱いやすさと安全性、さらに低コストで培養できることから、

優れた発現系と考えられている。そこで本研究では、 88結合を有するタンパク質の

NMRによる構造および機能研究支援のため、 B.choshinensisを用いた安定同位体標

識試料作成法の確立を目的とした。

【方法1発現条件検討のためのモデルタンパク質として、細胞質タンパク質である

12-kDaヒト FK506結合タンパク質 (FKBP)を採用し、発現ベクターは pNCM02(タ

カラバイオ)を用いた。作成したベクターはエレクトロポレーション法により B.

choshinensis HPD31・8P3株(タカラバイオ)に形質転換した。形質転換体は、 15N

安定同位体標識 C.H.L培地 (-97%15N、 クロレラ工業)にて 48"""72時間培養し、

培地中に分泌された 15N標識 FKBPを、アフィニティーおよびゲル濯過クロマトグラ

フィーにより精製し、質量分析および 1H_15NH8QC NMR 測定を行った。

Brevibacillus choshinensis， secretion， isotope labeling， recombinant protein 

たにおみちかず、たなかりこう、たなかたけし、こうのとしゆき
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【結果と考察】 B.choshinensisに

より生産した非標識および 15N標 Unlabeled l 
識 FKBPの質量分析の結果、本方 FKBP¥:: 

法による 15N標識率は、約 91%で 12989.3 ji 
あることが分かった (Fig.1)。ま ‘ 
た、この試料の 1H_15N HSQC ‘ 

15N・FKBP

'/13141.9 

NMRスペクトル (Fig.2A)は、

大腸菌発現系により得られている 一/ ¥J、Je---、一-
それと類似していることから、 B. uaoo . . 12900' . 13000 .・ 1adobs ・1的 b'J340bl』叫00

mlz 
choshinensisによって発現した Fig.1. MALDI-TOF mass spectra of unlabeled 
FKBPは正常なfoldingを保持して (…) and 15N-labeled (ー)FKBP， secreted by 

いることが分かった。一方、 M9 B. choshinensis. The 1bN isotope incorporation 

培地による発現実験を試みたが、 悶 teis ca. 91 %. 

菌の発育は見られるものの、目的タンパク質の発現量は極めて低いことが分かつた。

以上のことから、 B.choshinensis分泌発現系を用いた組み換えタンパク質の安定同位
体標識試料作成には、 C.H.L.培地が有用であることが分かつた 1)。

次に、同様の方法を用いて、 SS結合を 2ヵ所持つ分泌性タンパク質ヒト M-フィコ

リンフィブリノーゲン様ドメイン (F町、 26.8kDa)の15N標識試料作成を試みた。

FD1 は、大腸菌発現では封入体を形成することが知られている。 FD1 の B.

choshinensisによる発現を試みた結果、正常活性を保持したタンパク質の分泌生産に

成功した。さらに、 15N標識 C.H.L培地を用いることで、 15N標識 FD1の試料調製、

および 1H_15NHSQC NMRスペクトルの取得に成功した(Fig.2B)。

これらの結果は、 B.choshinensis分泌発現系が、 SS結合を有する分泌性タンパク

質の NMR研究に極めて有用であることを示している。
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Fig.2. 1H_15N HSQC spectra of 15N labeled FKBP (A) and human M-ficolin fibrinogen 
胴 likedomain (FD1， B)， secreted by B. choshinensis. FD1 has two disulfide bonds"'. 

【参考文献]1) Tanio etal.， (2008) Anal. Biochem. 373，164-166. 

2) Tanio et81.， (2007) J. Biol. Chem. 282， 3889・3895.
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P009 新規酵母発現系を用いた安定同位体標識試料の調製法

0杉木俊彦 1人高橋栄夫人嶋田一夫 2，3

1社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム、 2産総研・バイオメディシナル情報研究

センター、 3東大・院薬系

A method of stable isotope labeling of proteins by yeast Kluyveromyces lactis 

。ToshihikoSugiki 1ぺHideoTakahashi2， and Ichio Shimada2，3 

lJapan Biological Infomatics Consortium ρ'BiC) 

2 Biomedicinallnformαtion Research Center (BIRC)， NationαlInstitute of Advanced Industrial 

Science and Technology (AIS刀

3Graduate school ofPharmαceutical Sciences， the University ofおかo

Escherichia coli (E. coli) protein expression systems are frequent1y used for stable 

isotope labeling， due to the high-level expression and reasonable costs. However， in some 

cases， E. co/i or other prokaryotic cells are not necessarily appropriate to express the correctly 

folded heterologous proteins. In that cases， as a eukaryotic cell， methylotrophic yeast Pichia 

pas加ris (P pastoris) expression system is widely used. However， the costs for 

isotope-labeling of proteins using P pαstoris is approximately 5-10 fold higher than E. coli 

expression systems. In present study， we established a culture method for isotope labeling of 

target proteins using hemiascomycete yeast Kluyveromuces lactis (K. lactis)， which enabled 

the production of labeled proteins with same costs and same expression level as E. coli. 

安定同位体標識タンパク質の発現には、容易かっ適切な標識コストにて大量発現が

可能な大腸菌発現系が一般的に用いられる。しかし、ヒト由来のタンパク質や、高次

構造形成に複雑なジスルフィド結合や翻訳後修飾が必要なタンパク質などの場合、大

腸菌を含む原核細胞では発現が困難である場合も多い。そのような場合、真核細胞の

中でも比較的大量に安定同位体標識タンパク質を発現できる酵母 Pichiapastoris (P 

P創的ris)発現系が検討されることが多い。しかし、安定同位体標識コストが大腸菌

発現系の約 5"'-'10倍かかるなどの難点があった。

我々は、酵母Kluyveromyceslactis (K. Zactis )発現系を用いて、大腸菌発現系と同等

のコストで安定同位体標識タンパク質を大量に発現することに成功した。

酵母、 Kluyveromyceslact日 (K.lactis)、分担巨、発現、安定同位体標識

すぎき としひこ、たかはしひでお、しまだいちお
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[方法および結果]

1. K.. Zactisの炭素源および培養法の検討

K. lactisは、タンパク質発現誘導剤および単一炭素源として、 20g/Lのガラクトー

スを利用する。しかし、 13C標識ガラクトースは高価 (13Cグルコースの 10数倍の価

格)であるため、 13C標識における障壁となりうる。そこで、グルコースでもタンパ

ク質発現誘導は可能であるという報告 1)をもとに、グルコースを用いて K.lactisに目

的タンパク質を大量発現させる発現条件の検討を行った。モデノレタンパク質として

maltose binding protein (MBP)を使用し、ファーメンター培養で MBPを培地上清中へ

と分花、発現させた。しかし、グルコースで十分量のタンパク質発現を達成するには 20

g/L必要であり (Fig1， lane 1)、大腸菌発現系と同レベルの 4g/Lのグルコース量では十

分な発現誘導は認められなかった (Fig1， lane 2)。そこで、培養法を詳細に検討した結

果、ファーメンター培養中に新鮮な培地をベリスタポンプ

で供給しつづける Fed-Batch法により、大腸菌発現系とほ

ぼ同レベルのグルコース量 (5g/L)でも十分な発現誘導が

達成されることを見出した (Fig1， 1ane 3) 2)。

Fig 1. SDS-PAGE of MBP secreted into culture supematants after batch cultur巴

using minimal media containing 20 g/L D-glucose (lane 1) and 4 g/L D-glucose 

(Iane 2)， or Fed-Batch cultivation that continuously supplied 5 g/L D-glucos巴 (Iane

3). Purified MBP is shown in lane 4 

2.安定同位体標識効率の確認

発現させた均一 13Cラ
15N標識 MBPの性質と標識効率を、 lH)5N HSQCおよび 3D

HNCAスベクトルの測定と MALDITOF-mass測定によって評価した。 IH)5NHSQCシ

グナルは良好に分散しており、発現した MBPが正しいフォーノレドを形成しているこ

とを確認できた。 3DHNCAスペクトルも S/N比が十分高く、主鎖シグナルの連鎖帰

属を進めることができたことから、十分高い効率で 13C.15N標識されていることが示

された。非標識、均一 15N 標識、および均一 13C.15N 標識 MBPについて MALDI

TOF-massスペクトノレの測定を行い、標識効率を確認した結果、この培養法による 15N

および 13C915Nの標識効率は、それぞれ約 93%、約 96%であることが確認された。

[まとめ}

酵母K.lactisを使用し、かっ炭素源および培養法を工夫することにより、安定同位

体標識のコストを大腸菌発現系と同レベノレまで抑えた酵母発現系を構築することが

できた。本発表では、酵母瓦 lactisの持つ利点や特長についても紹介する。

[ Reference ] 

1) Merico A et al. (2004) J Biotechnol. 109ラ
139-146

2) Sugiki Tラ Shimada1ラandTakahashi H (2008) J Biomol. NMR (In press) 
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POlO 植物培養細胞と誘導可能なウイルスベクターを

利用したタンパク質試料の調製

0竹内誠九玉井淳史 2 土肥浩二 2 森正之 Z，大木進野 1

(北陸先端大学院大l，石川県立大2)

A protein sample preparation using suspension-cultured plant cells and an 

inducible virus vectors 

M. Takeuchil， A. Tamai2， K. Dohi2， M. Mori2， S. Ohki1 

(JAISTl， and Ishikawa Pref. Univ.2) 

A new method for preparing uniformly stable isotope-labeled proteins was successfully 

established using suspension-cultured plant cells infected with an inducible virus vector. 

Some proteins， which were confirmed to express in the EscherIchIa coli.， were employed as 

models. These lH-15N HSQC spectra clearly indicated that their structures were identical to 

those of their counterparts reported previously. In addition， we examined the growth of B子2

in several different culture medium conditions to check the possibility of 13C-labeling. The 

results indicate the possibility of uniform 13C-labeling using this system. 

<序論>

タンパク質の NMR研究では、一般的に大腸菌や酵母を利用した試料作製が行われている。そ

れらが採用されている主な理由は 15Nや 13Cを含む安定同位体標識試薬を利用しやすく、取り扱

いが比較的簡便なためである。近年では、生きた細胞では発現が困難な毒性のあるタンパク質で

さえ無細胞タンパク質合成系による作製が可能になってきている。各タンパク質発現系が異なる

特徴を有するため、発現系の多様化は多くのチャンスを研究者に与えるようになったが、未だど

の発現系を使用しでも調製できないタンパク質や封入体として得られるため巻き戻し困難なタン

パク質も多い。これら諸問題を解決する可能性の高い方法のひとつは、今日まで利用されていな

かった生物種を採用した新規なタンパク質発現系を確立することである。

我々はウイルスベクターと植物細胞を用いたタンパク質発現系を NMR試料調製に最適化しよ

うと試みている。今回は、この系を利用して数種の安定同位体標識タンパク質試料の調製ができ

たこと、ならびに、培地の条件を検討した結果を報告したい。

キ}ワード:植物細胞，ワイノレスベクター，安定同位体標識，タンパク質

発表者指名:たけうちまこと，たまいあっし，どひこうじ，もりまさし，おおきしんや
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く実験>

目的タンパク質の遺伝子を組み込んだトマトモザイクワイノレス由来のウイノレスベクターを、植

物細胞(タバコ培養細胞 B予2)に取り込ませた(参考文献1)。目的タンパク質として、 DHFR

(dihydrofolate reductase)、CaM(calmodulin)、および CPI-17(22圃 120)(functional domain of 

a 17kDa PP1 inhibitor)を用いた。この細胞を前培養し、発現誘導物質であるエストラジオール

を添加してから 72時間後に細胞を回収した。培地の炭素・窒素源は、スクロース (3%(w/v))、

1.9 g/LKN03、および1.65g/L NH4N03である。15N標識のためには市販の標識KN03とNH4N03

を利用した。また、スクロースを他の試薬に置き換えた培地で B子2を培養し、 13C標識の可能性

を検討した。

15N標識タンパク質の精製は、大腸菌で目的タンパク質を発現した際と同様に行った。調製し

た試料の NMRスベクトノレを VarianINOVA750 (750MHz)で測定し、得られたデータを

NMRPipe/NMRDrawを用いて処理/表示した。

<結果と考察>

上記 3種類のタンパク質の NMR用 15N標識試料の調製と測定ができた。培地 50mLあたり数

mg回収できるタンパク質もあり、 NMR測定に十分な量を得ることができた。これらの 15N標識

タンパク質の lH-15NHSQCスベクトノレは、これまでに研究された結果と同ーのスベクトノレが得

られた。

また、各種炭素源の利用可能性ついて調べたところ、スクロースの他にも幾つかの異なる物質

(フノレクトースやグルコース、あるいはそれらの混合物)でも B子2細胞を増殖できるという結

果が得られた。以上より、 NMR用試料作製に対するこの系の利用可能性がさらに高まったとい

える。

<参考文献>

1) Dohi， K.， Nishikori， M. Tamai， A. Ishiwaka， M.， Meshi， T.， and Mori， M. (2006) Archives of 

防~ology151， 1075・1084.
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POll 共発現を利用した不溶性頼粒発現法の

抗菌ペプチド立体構造解析への応用
(北海道大学・大学院理学院 l、

北海道大学・大学院先端生命科学研究院 2、

北海道大学・大学院理学研究院 3)

0相沢智康 1，2、北候江里 1、梅津喜崇 l、

神谷昌克 2、熊木康裕久出村誠 2、河野敬一日

NMR structural analysis of antimicrobial peptides produced by aggregation-prone 

protein coexpression method 

1 Grad. Sch. of Sci.， Hokkaido Univ.， 2Fac. of Advanced Life Sci.， Hokkaido Univ.， 3Fac. of 

Sci.， Hokkaido Univ. 

TomoyasuAizawa1，2， Eri Hojo¥ Yoshitaka Umetsu¥ Masakatsu Kamiya2， Yasuhiro Kumake， 

Makoto Demura2， Keiichi Kawano1
， 3 

We demonstrated that coexpression ofthe aggregation-prone protein remarkably enhanced the 

target peptide 's expression level. It seems that overexpression of the partner protein protects 

the target peptide from proteolytic degradation by forming insoluble inclusion bodies， thus 

accounting for the higher observed yields. Antimicrobial factor (ABF)， one of our targets， is a 

small antimicrobial peptide consisting of 67 residues stabilized with four intramolecular 

disulfide bridges derived企omthe nematode C. elegans. In the case of overexpression in E. 

co/i by using vector without partner protein， ABF was hard to synthesize even in insoluble 

form， probably because of proteolysis. In the case of coexpression of ABF and a positively 

charged partner protein， the amount of expressed ABF was significant1y reduced although the 

partner protein was clear1y overexpressed as an inclusion body. 

{序論】

抗菌ペプチドは一般には比較的残基数が少ないため、化学合成を用いた試料調整が

一般的である。しかしながら、 NMR法を用いた立体構造解析や相互作用解析に有用

である安定同位体ラベル化などのために、微生物を用いた調整が望まれる場合も少な

くない。この場合、抗菌ペプチドの毒性や分解の回避のために、不溶性頼粒としての

発現がしばしば選択され、自発的な不溶性頼粒形成が期待出来ないケースでは、不溶

性の高い蛋白質との融合蛋白質として発現する方法などが用いられている。我々は目

<キーワード> 大腸菌、共発現、不溶性頼粒、抗菌ペプチド

あいざわ ともやす、ほうじよう えり、うめっ ょしたか、かみやまさかっ、

くまき やすひろ、でむら まこと、かわの けいいち
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的蛋白質を不溶性頼粒として安定かっ大量に発現させる新しい方法として、不溶性頼

粒形成能の高い蛋白質との共発現系が有用であることを見出し、検討を重ねている。

この手法の改良と、安定同位体ラベル化試料の効率的な調整に成功し立体構造解析を

進めている抗菌ペプチド、の研究例について報告する。

【実験I
単独では不溶性頼粒形成が困難で、発現量が極めて少ない線虫C.elegans由来抗菌

ペプチド ABF-2(antibacterial factor-2， Mw. = 6999)と不溶性頼粒形成能が極めて高いこ

とが知られる数種のリゾチームスーパーファミリーに属する蛋白質との共発現系を

構築し、大腸菌内で、の発現の検討を行った。回収した不溶性頼粒は変性剤による可溶

化の後、イオン交換クロマトグラフィによって共発現蛋白質および爽雑物を分離し、

透析法による巻き戻しを行った。巻き戻しが完了したサンプノレを逆相 HPLCにより精

製し、正しいジスルフィド結合を持った ABF-2を得た。安定同位体を含む培地を用い

ることで、 15Nおよび 13C/15N標識ABF・2の調製をおこない、 NMR法による帰属及び

立体構造解析を進めた。

【結果・考察】

ABF-2は単独の発現系ではわずかにしか発現が認められなかったが、不溶性頼粒形

成能を有する蛋白質との共発現を行うことで、不溶性頼粒化に成功し大量の発現が確

認された。興味深いことに、高い不溶性頼粒形成能を有するリゾチームスーパーファ

ミリー内の蛋白質問においても、共発現による ABF-2の不溶性頼粒化促進の度合いに

違いが見られた。特に不溶性頼粒を形成する蛋白質の等電点が、目的ペプチドの不溶

性頼粒化に大きく関係すると考えられ、高い塩基性の ABF-2の不溶性頼粒化には、低

い等電点を持つ共発現蛋白質が極めて有効であった。

NMR法による解析の結果、 ABF-2は他

の線虫由来抗菌ペプチドと同様に、 N末端

はジスルフィド結合により安定化された

CS α8モチーフを有していたが、 C末端側

には構造の収束しない領域があることが

明らかになった。活性の調節に関与すると

予想されるこの領域は、特にプロテアーゼ

の分解を受けやすいことが予想されるた

め、共発現系を用いた試料調整法は極めて

有効であると考えられる。

【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

受けて行われた。
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P012 大腸菌無細胞タンパク質合成系による安定同位体標識技術の改良

I大陽日酸(株)つくば研究所 2理化学研究所 SSBCNMRパイフ。ライン，

3東京工業大学大学院総合理工学研究科 4横浜市立大学大学院国際総合科学研究科

O横山順 1，2へ松田貴意三関英子 2ぺ松田夏子 2 小柴生造 2ぺ木川隆則 2，3

Improvement of E coli cell-free protein synthesis system for stable isotope labeling 

lTsukuba lab. S1.， Taiyo Nippon Sanso corp， 2NMR Pipeline.， RlKEN SSBC， 3Grad. Sch. 

Integ. Sci. Eng.， Tokyo Inst. ofTech.， 4Int. Grad. Sch. Art. Sci.， Yokohama City Univ.， 

OJun Yokoyama1，2，3， Takayoshi Matsuda2， Eiko Seki2，3， Natsuko Matsuda2， Seizo Koshiba2ぺ
and Takanori Kigawa2，3 

Advances in cell-free protein synthesis system (cel1-free system) made it possible to 

produce wide variety of eukaryotic and prokaryotic proteins in large quantity. With respect to 

stable-isotope (13C， 15N， 2H) labeling for NMR analysis， highly enriched labeling was 

achieved by many kinds of improvements. In recent years， we determined large numbers of 

structures of白nctionalprotein domains by using high-throughput robotic. cel1-free system 

and high performance NMR spectroscopy. However， an expensiveness of stable 

isotope園 labeledamino acid prevents the cel1-free system from becoming popular in NMR 

application. In this study， we developed a simple and inexpensive niethod for stable 

isotope-labeled protein production using E. coli cel1-free system by taking advantage of 

endogenous amino acids metabo1ic conversion. 

偶者言〉

無細胞タンパク質合成系は、様々なタンパク質の性質に適した反応系の改良が容易で、あ

り、 PCRで増幅した直鎖状鋳型を利用した多検体発現が可能など、生細胞による発現系と

比較して優位な特徴を持つ。近年では種々の改良により質及び量の両面において飛躍的

な改善がなされ、高等真核生物のタンパク質発現においても構造解析に十分な生産性を達

成している。

キーワード:無細胞タンパク質合成、安定同位体

著者ふりがな:よこやまじゅん，まつだたかよし，せきえいこ，まつだなつこ，こしば

せいぞう，きがわたかのり
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我々は大腸菌の無細胞タンパク質合成系を基盤技術としたタンパク質合成と NMR法に

よる立体構造解析ノミイブ9ラインを構築し、その産業利用を積極的に推進している。今後は無

細胞タンパク質合成系が汎用的なNMR測定サンフ。ノレ合成法として広く一般に普及すること

が期待されるが、安定同位体標識アミノ酸のコストが高いなどの課題も残されている。そこで

大腸菌の無細胞タンパク質合成系を用いて経済的かっ効率的に安定同位体標識タンパク

質を合成する方法の開発を行ったのでこれを報告する。

(方法〉

比較的安価に入手可能な藻類分解物由来の安定同位体標識アミノ酸ミクスチャー(16種

類のアミノ酸混合物)と、これに含まれない4種類のアミノ酸(Asn，Gln， TrpおよびCys)を、

無細胞タンパク質合成系に内在するアミノ酸合成酵素を利用して、系内で合成するために

必要な基質を添加することにより、効率的に安定同位体標識タンパク質を合成可能か試み

た。

(結果と考察)

無細胞タンパク質合成系内で、高価なアミノ酸を補完的に合成することで、経済的かつ効率

的に安定同位体標識タンパク質を合成することが可能であった。また、 20種類のアミノ酸を

添加して合成した場合と比較しても合成量、 15N_HSQCスペクトルの結果において同等であ

った。今後は無細胞タンパク質合成系において翻訳以外の代謝反応を抑えるだ、けで、なく、

積極的に利用することで、新たな共役系への展開も期待される。
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Fig. 2. Comparison of cross peak intensiti凶 inthe 

lH_l~ HSQC spectrum of UBA proteins 

synthesized with 20 kinds of 15N-labeled amino acids 

(white bars) and 15N_algal am泊oacids mixture， Na2S 
and indole (black bars)， respectively 



P0l3 コーノレドショックベクタ一、 pCold開 GSTの構築と NMRへの応用

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

0林こころ、児嶋長次郎

A cold-shock vector.ラ pCold-GSTand its Application for NMR 

Graduαte School of Biological Science， Nαra Institute of Science and Technology 

OKokoro Hayashi and Chojiro Kojima 

The production of recombinant protein in Escherichia coli affords many advantages for 

preparing NMR sample. But it is often hampered by low expression levels and low solubility. 

There are many techniques to improve the protein expression， for example， the use of 

expression tags， and pCold expression system (Qing et al.， Nature Biotech， 2004). Hereラ we

improved the pCold expression system combined with the expression tag technique and 

applied it to about 60 proteins. In our system， 90% proteins were successfully expressed in 

soluble 合action.2 smal1 proteins that tend to be degraded were successful1y purified. These 

purified proteins were stable enough to measure NMR spectra for 1 week. Thusラ pCold四 GST

vector is a powerful tool to prepare NMR samples. 

屋重量
NMRを用いたタンパク質の解析には安定同位体標識された大量のサンフ。ルが必

要である。大腸菌による大量発現系は最も広く用いられているサンフ。ノレ調製法の一つ

であり、これまでに組換えタンパク質の溶解度や安定性を上げるための戦略として

glutathione回ふtransferase(GST)や maltose-binding protein (MBP)などの可溶性タグを用

いる方法や、発現誘導を低温で行うコールドショックベクター(pColdI~ IV)を用いる

方法(Qinget alリ NatureBiotech， 2004)などが開

発されてきた。しかし、これらの方法を用い

ても発現精製の困難なタンパク質が数多く存

在する。昨年度の NMR討論会において、我々

は pCold1ベクターと GSTタグを組み合わせ

た新規発現ベクタ一、pCold-GST(Fig. 1)の構築

を行い、当研究室において発現困難であった

10種類のタンパク質に適用した結果から、そ

の有効性を示した (Hayashiand Kojima， Protein 

Expr. Purif.， 2008) 0 今回、 pCold開 GSTをさらに

多数のタンパク質に適用し、そのうちのいく Fig. 1 Strructurre of pCohll-GST vectorr. 

キーワード:大量発現、大腸菌、コーノレドショックベクター、可溶性タグ

はやしこころ、こじまちょうじろう
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合わせてっかについて同位体標識サンブワレの調製と NMRによる解析を行ったので、

報告する。

pCold-GSTベクター

pCold 1ベクターは目的タンパク質の N末端に Hisタグを融合発現するよう設計さ

れたコールドショックベクターである。 pCold四 GSTはpCold1の Hisタグ配列とマル

チクローニングサイトの聞に GSTを導入しているため、 N末端に Hisタグと GSTが

付加した融合タンパク質として目的物を得ることができる。また、精製過程でのタグ

切断を容易にするため、極めて特異性の高い HRV3Cproteaseの切断サイトを導入した。

タンパク質の発現精製と NMR実験

当研究室においてこれまで発

現に成功していなかった 10種類

の組換えタンパク質を含む、 61

種類のタンパク質に上記の発現

系を適用したところ、 53種類の

タンパク質を可溶性画分に発現

させることに成功した(匂ble1)。分解を受けやすいタンパク質については分解産物と

の分離を容易にするため、 C末端にも Hisタグ配列を付加した。 C末端にも Hisタグ

を付加した Tsr(214-269)と NHE1(503圃 545)について発現精製したところ、発現精製過

程では分解を受けるものの、最終精製物は安定で、約 1週間の NMR測定を経て主鎖

の帰属を行うことができた(Fig.2)。

Table 1 R岳sultsof proteilll! expressiolll! by pCold-GST，。

number of protein expressed in soluble fraction 
mammalian protein plant protein other protein 

7/7 2/3 1/1 

呂18 2/2 3/5 

3/5 11/11 313 

5/7 8/9 0/0 

a.a 

-50 

51-150 

151-300 

301~ 

B 
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Fig. 2 NMR sample pr母paratiolll!of Ts!(214-269). (A) Purification by glutathione sepharose resIn 
(left)， and Final sample (right). (B) lH_1コNHSQC spectra ofTsr(214-269) with assignments. 

まとめ

本研究で構築した発現ベクター、 pCold回 GSTは、幅広い種、分子量のタンパク質を

含む、約 9割のタンパク質を可溶性画分に発現させることが可能である。本発現シス

テムでは、発現段階で分解を受けやすい組換えタンパク質にも有効であるため、 NMR

サンフ。ノレ調製において幅広い応用が期待される。発表では、 GST以外のタグとコール

ドショックベクターを組み合わせた発現系などについても合わせて議論する。
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P0l4 NMRによるミミズ由来 R型レクチン C末端ドメイン

の特異的な糖結合活性に関 する研究
1農研機構・食品総合研究所、 2産総研・糖鎖医工学研究センタ

O逸見光 1、久 野 敦 2、海野幸子 2、平林淳 2

NMR studies on the interaction of C回 tenninaldomain of an R-勿pelectin企omearthwonn 
with some sugars 

lNational Food Research Institute， National Agriculture and Food Research Organization 
(NARO)， L.Research Center白rMedical Glycoscience， National Institute of Advanced 

Industrial Science and Technology (AIST) 
o Hikaru Hemmi1， Atsushi Kuno2， Sachiko Unno2， Jun Hirabayashi2 

An R-type 29・kDa lectin (EW29) isolated from the earthworm 
Lumbricus terrestris consists of two homologous domains (14，500 Da). 
Recently， the crystal structures of the complex between the C-terminal 
domain of EW29 (EW29Ch) and ligand sugars were reported， but the 
tertiary structure of EW29Ch in the sugar-free state has not been 
determined yet. We have determined the high-resolution NMR 
structure of EW29Ch in the sugar-free state. The slight differences are 
shown between the tertiary structure of EW29Ch in the sugar-free state 
and that of the lactose-bound EW29Ch. The differences were observed 
at some loop regions and some residues related with sugar-binding. 

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)を形成している O 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末端ドメイン単独

(EW29Ch)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。最近、 EW29Chと糖との結晶

構造が解析され、分子内に 2つ の 糖結合部位が存在することがわか

ったが、遊離状態での EW29Chの構造は未だ解析されていない。ま

た 、その生理的 機 能 は 依 然 不 明 で ある。今回、 EW29Chと糖との相

互作用解析の一 環 と し て 、 多 核 多 次元 NMR法及び残余双極子結合

定数を用いて、溶液中における EW29Chの遊離状態での立体構造を

解析したので、その結果について報告する。

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、うんのさちこ、ひらばやしじゅん



2. 方法

NMR測定サンプノレとして、遊離状態での約 0.8mM 15N標 識 及 び

13C，15N 標識の EW29Ch を用いた。 NMR 測定は、 Bruker 社 製

Avance 600MHzを用いて 25
0

Cにて行った。さらに、タンパク質濃

度を一定にし、糖/タンパク質比を変化させたサンプノレに対して、

約 1時間室温で静置後、 lH-15NHSQCスベクトノレの測定を行い、

糖結合定数を算出した。

3. 結果と考察

1) EW29Ch と各種糖(単糖及び二糖)との相互作用を調べるた

め、 NMRを 用 い た titration実験を行った。その結果、 αと γ の

2つ のサブドメインでのみ糖結合部 位 が 確 認 さ れ 、 α結合部位に

お け る 結 合 定数が K D ="'-'1 0-1 -1  0-2m M に対して、 γ の結合

部位においては、 K D
二 "'-'3-8mMであった。従って、 α結合部

位 の方が γ 結合部位に比べ逢かに強い結合定数を持つことが分か

った。

2 )遊離状態における EW29Chの立体構造を決定した (Figure1)。

その結果、糖 との複合体である結 晶構造と同様に、。-trefoil構

造を形成して お り 、 結 晶 構 造 と 大 変類似していたが、一部ノレープ

領域や糖結合に関係する残基において構造の違いが観測された。

以上の結果より、糖との結合による構造変化が重要であることが

分かったが、 今後、その構造変化 と α及 び γ 結合部位の結合定数

の違いとの関係をより詳細に調べる必要がある。

γ 

Figure 1. Ribbon diagram of EW29Ch in the sugar-free state using CNS 
version 1.1 with residual lDNH couplings. 

References 
1. Hirabayashi， J.， Dutta， S. K. and Kasai， K. (1998) J. Biol. 
Chem. 273， 14450-14460. 
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高い細胞接着活性を有する絹様材料の NMR構造解析

(1農工大院・エ 2防衛大・応化 3北大・先端生命科学院)

01吉田愛 1，2田中千香子 3神谷昌克 3出村誠朝倉哲郎

NMR analysis of silk-like materials containing the cell adhesive sequence 

1 Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology 

2Department of Applied Chemistry， National Defense Academy 

3Graduate School of Advanced Life Science， Hokkaido University 

O 1AiYi倒対a，Tセhi陥koTa闇陥，M翻陥阻JI匂miya，3Ma知toDemu悶，TT蜘 XJA田知悶

Silk-like proteins which consist of alternative seque nces of main sequences from 

Bombyx mori silk fibroin and the sequence TGRGDSPA in fibronectin with high cell 

adhesion ability were produced by E.coli. The cell adhesive ability of this protein was 

higher than those of only silk fibroin or fibroin plus RGD mixture. In order to clarify the 

origin， both the solid state NMR analysis of the 13C selectively labeled model peptides 

containing both silk fibroin sequences and TGRGDSPA， and solution NMR analyses 

of 13C，15NべJniform labeled silk-like proteins and only 13C，15N-uniform labeled 

(TGRGDSPA)a were performed. 

[緒言]

絹フィブ口インは機械的強度や生体適合性

に優れ、高い形状加工性を持つため、骨や歯

等の硬組織の再生医療材料として有力である。
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我々は、このように優れた絹フィブロインの

細胞接着性を一層向上させるために、フィブロ

ネクチンの細胞接着配列である RGDを含む連

鎖 TGRGDSPAを絹の一次構造中に含む絹様
s F円i匂g仰ur陪'e1. Adhesive e似xp問e円附me肌nt恰5ofMCω3T3-E日1ω倒11恰

and HDP cells on thr巴ekinds of silk-based films by 
n on タンパク質と、比較用に TGRGDSPAの繰り返 2h加our削 ul仕tiv附v凋叫叫a剖釧tio刷

し配列のみから成る組換えタンパク質を作成した。骨芽細胞および歯髄細胞を用いた

細胞接着活性の評価を行ったところ、絹様タンパク質が格段に高い細胞活性を示した

(Figure.1 )。絹様タンパク質のこのような高機能発現の原因を解明するために、絹の

連鎖と RGDを含む 13Cラベルモデルペプチドを合成し、 13CCP/MAS測定による面

体構造解析を行うとともに、安定同位体標識された絹様タンパク質を作成し、溶液

NMR測定による構造とダイナミクス解析を行った。

NMR structure analysisl RGD sequencel cell adhesion abilityl silk-like materials 

よしだあい/たなかちかこ/カWやまさかっ/でむらまこと/あさくらてつお
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[実験]

1 モデルペプチドの合成と固体 13CCP/MAS NMR測定

Table.1 のペプチド(b)~(りを F-moc 固相法にて合成を行った。
Table 1. Several model peptides synthesized by solid-phase method for 13C CP/MAS NMR experiments. 

samples 

(a) (AG)15 

(b) (AGh[3_13C]AG(AGhAST[2ト13C]GR[1-13C]GDSPMS(AG17

(c) (MGhA[3-13C]AG(MG)2AST[2-13C]GR[1-13C]GDSPMS仏AGlo

(d) (Alo[<ト包c]A(A)oGGMSTGRGDSPMSDGG(A}，2 

(e) AGSGAG[<ト13C]AGSGAGAGSGGT[2-13C]GR[1-13C]GDSPAGG(GAGAGSkGAG

(f) TSTGRGDSPASTST[2-13C]GR[1-13C]GD⑤PASTSTGRGDSPAS (RGDh 

測定は CMX・400および BruckerAVANCE-400を用い、室温にて行った。

2.安定同位体標識タンパク質の作成と溶液 NMR測定

以下の句Nまたは 13c;f5N安定開封剥需哉タンパク質を大腸菌にて発現させ、精製後白川<er

DR沼∞を用いて3σ広 10%D;zOを含む日mMリン置脅かファー中古則定した。

1 : RGD8， His tag_(1T2S3-rG5R6G7D8S9p10A 11S)8-His也g

II : SLPF10， His tag-[TGRGDSPAGG(GAGAGS)JJ1Q・Histag 

[結果と考察]

一連のモデルペプチドの 13CCP/MASスペクトルを Figure21こ示した。 (b)--(f)の

各ピークは 13Cラベル部位の局所構造の情報を反映す

る。 (b)では AlaCsピークは、 16.7ppmにシャープな主

ピークを持つことから、絹連鎖部位は Typell型s-turn 

構造が主であることがわかる。 (C)ー(e)では、 AlaCsの主

ピークはブロードであり、かつ、その化学シフト位置

を考慮すると、絹連鎖部位は概ね distortedβ-sheet 

構造であると言える。一方 RGD部位の局所構造を反映

する GlyC，αおよび GlyC=Oピークはブロードである

ことに加え、その化学シフトから、 (b)--(りのいずれも

今後、細胞評価時

の環境を再現するため、含水状態で 13CCP/MAS 

スペクトル測定を行い、 RGD部位の運動性につ

いて比較する予定である。 また、 RGDが絹連鎖

中に導入された場合と単独の場合での、水溶液状

出態での RGD部位の構造とダイナミクスを検討す

ることを試みている。

Figure.3は、一例として、安定同位体標識を行っ

たRGD8の1H_15NHSQCスペクトルを示した。

randomな構造をとると言える。
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P016 ループ。変異により誘導される励起構造の変化による酵素反応

Abstract 

変調機構の解明

e広島大学・院理・数理分子， 2PRESTO/JST) 

0堀内裕司 l、大前英司 1、月向邦彦 1、楯真一 1，2

Y'uii Horiuchi1， Eiji Ohmael， Kunihko Gekko1 and Shin-ichi Tate1，2 

lDepartment ofMathematical and Life Sciences， 

Graduate School of Science， Hiroshima UIiiversity， 

2PRESTO/JST 

Protein structure has intrinsic structural f1uctuations and their 血nctionalsignificance has 

become focused. In this presentation， we are going to show that the intrinsic f1uctuation of 

dihydrofolate reductase (DHFR) has a significant role in its enzymatic reaction. One loop 

mutant we found shows the reduced enzymatic reaction. It is intriguing that the mutation site 

is far from the active site ofthe DHFR by approximately 30A. The T2 re1axation dispersion 

experiments for the wild type and the two loop mutants， G67 A and G67V， have shown the 

G67V mutant with reduced activity has different low population structure but is it not the case 

for the G67 A mutant that maintains the activity. This suggests that the low population 

structure caused in the in仕insicstructural f1uctuation is related to the en可maticreaction of 

DHFR. 

Introduction 

The intemal structural fluctuation of protein may have essential roles in its function. Recent1y， 

T2 spin relaxation dispersion analyses on the proteins have focused the functional significance 

of the protein intrinsic fluctuation. Some proteins are shown to have low population structures 

in solution through the analysis， which are in the slight1y higher energetic state. In the case of 

dihydrofolate reductase (DHFR)， the DHFR in the temary complex DHFRJNADP+/folate， 

which mimics to the ES complex， has shown to form the structure in the complex of the 

reaction end products as a low population structure. This observation may demonstrate the 

structural f1uctuation can cause a higher energetic s仕uctureto accelerate the reaction， which 

appears as a low population structure in the fluctuation. 

Keyword: relaxation dispersion， protein dynamics， collective motion， DHFR 

ほりうちゅうじ、おおまええいじ、げっこうくにひこ、たて しんいち



Our group found that the singe amino acid replacement to the residue in the flexible 

loop ofDHFR， G67V， has resulted in the significant reduction in its enzymatic activi勿.It is 

intriguing that G67 is far from the active site by approximately 30A. We are interested in how 

白ismutation can affect the activity through the long distance and how the effect is related to 

the enzymatic reaction. To explore the mutation effect on the enzymatic reaction， we have 

carried out the T2 relaxation dispersion experiments on the wild type and two loop mutants; 

G67 A and G67V. G67V mutant shows the significant reduction in the enzymatic activity. On 

the other hand， G67 A mutant retains the activity， which mutant can be used as a reference to 

estimate the G67 mutation effect on the activity. 

Results 

The representative T2 relaxation dispersion curves， collected at 600MHz magnetic 

field， are shown on the residues in the wild type， G67A and G67V mutant DHFR (Fig.l). The 

comparison of the data shows that the relaxation profiles between the wild-type and the G67 A 

mutant are close to each other， but the profiles of the G67V mutant are significantly different 

from those for the wild-句rpe.This observation， thus， demonstrates that the G67V has different 

internal dynamics from those in the wile-type and the G67 A mutants and the G67V mutation 

causes the perturbation on the internal dynamics of the residues surrounding the active site. 

This long-range perturbation on the dynamics can be mediated by the disturbance on the 

collective motions containing the G67 loop and the residues around the active site. The further 

characterization combined with the relaxation dispersion data on a 900MHz spectrometer has 

revealed that the G67V has different low population s佐ucturethat is represented by the sω15N 

values between the ground state and the excited state structures. The present result shows that 

the low population structure caused by the internal fluctuation is essential for the DHFR 

enzymatic reaction and the reduced G67V mutant activity is explained by the deformation of 

the excited state s仕切れlre，although its ground state structure is maintained close to that of the 

wild-type. 

Wild 

2た..~司t

師 utationsite 

G67V 

1:11事

雌

11I<j>N<.jj 

G67A 

600MHz experi嗣叩砧.
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Fig.l: The relaxation dispersion 

profiles for the DHFR wild-type， 

G67 A， and G67V mutants， whose 

data were collected on a 600MHz 

spectrometer. 
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P0l7 野脇佳緑色先合成細菌由来 CytochromeCz (/)大量発現と

NMR による構造梅飽醇信

e茨城大学理学部、 2農研機構・食総研、 3大阪大学理学研究科生物科学専攻)

0樋口誠 l、逸見光 2、平野優 l、大岡宏造 3、大友征宇 l

Over-expression and NMR Analysis of Cytochrome Cz 

from Thermophilic Green Photosynthetic Bacterium 

(lFaculty ofScience， lbaraki University， 2National Food Research lnstitute， 

3Department ofBiological Sciences， Graduate school ofScience， Osaka Universi砂j

o Makoto Higuchi 1， Hikaru Hemmi2， Yu Hirano 1， Hirozo Oh-oka3， Seiu Otomo1 

Green sulfur bacteria have the type 1 reaction center similar to photosystem 1 and consists 

of four subunits， PscA， PscB， PscC and PscD. The PscC subunit， which is membrane-bound 

monoheme cytochrome (cyt) Cz， serves as a direct electron donor to the special pair of 

bacteriochlorophyll (BChl)α， P840， in the homodimeric core PscA. The cyt Cz is anchored to 

membranes with its N-terminal hydrophobic helices and holds a heme c in its C-terminal 

hydrophilic domain. 

The C-terminal heme-containing portion (C-cyt cz) was over-expressed in Escherichia coli 

in order to study its reaction characteristics in detail. The lH-NMR spectrum ofthe expressed 

oxidized C-cyt Cz revealed larger paramagnetic shifts in low-field region. This suggests that 

the configuration around the heme pocket is different from that of other c-type cytochromes. 

【舗冨】
光合成は、生物が進化の過程で獲得した光から化学エネルギーへの変換を高効率に

行う機能である。近年、この反応の中心を担うタンパク質色素の超分子複合体の構造

が次々に明らかにされてきており、反応機構の原子レベルで、の解明が人工光合成系へ

の応用につながる事が期待される。しかしながら、高等植物の光化学系 Iの祖先と考

えられている緑色光合成細菌の光合成反応中心は、その不安定さから安定な標品を得

る事が難しく、未だその構造は明らかにされていない。この緑色細菌の一種である緑

色硫黄細菌 Chlorobiumtepidumの反応中心複合体は、 PscA，PscB， PscC， PscDという 4

つのサブ、ユニットから構成されている。この内、 PscC(cytochrome Cz ; cyt Cz )は、ホ

モダイマー型のコアタンパク質PscA内に含まれるスペシャルベアP840への電子ドナ

ーとして機能し、空間的に大きく‘揺らぎ'ながら電子伝達を行っていると考えられ

ている。また、この cytCzは、 N末端側に膜3回貫通のアンカ一部分を持ち、 C末端

側に 1つの hemecを持つ水溶性機能部分から構成されていると考えられている。本

研究では、 cytCzの C 末端側の水溶性機能部分(C-terminalfunctional domain of 

cytochrome Cz ; C-cyt cz)のみを大腸菌に発現させ、その立体構造と機能解明を目指す。

ヘムタンパク質、光合成、電子伝達、常磁性シフト

ひぐちまこと、へんみひかる、ひらのゅう、おおおかひろぞう、おおともせいう
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【奥験1
618 bpから成る cytCz遺伝子の内、 349~ 618 bpの部分をプラスミドに挿入し、大腸

菌で発現させた。得られた C-cytCzは、浸透圧衝撃法により回収し、陰イオン交換ク

ロマトグラフィーで精製を行った。精製した C-cytCzは、電子吸収スベクトノレ，円偏光

二色性 (CD)，磁気円偏光二色性 (MCD)，NMRを用いて特性評価を行った。

また、結品構造解析の為、シッティングドロップ蒸気拡散法を用いての結品化及び

回折実験、溶液構造解析の為、 15N，13Cで均一に標識した試料を用いて 2DHSQC， 3D 

HNCACB， CBCA(CO)NH， 15N-edited NOESY， 15N-edited TOCSYの測定を行った。

【鏑畢・場事】
電子吸収スペクトノレ， CD' MCDスベクトルの結果から、 C-cytCzは、典型的な low

spin状態の hemecを保有する事が分かつた。しかしながら、酸化型 C-cytCzの400MHz

lH-NMRスベクトルでは、極端に低磁場側に hemecのringmethyl由来のシグナルが

観測された (Fig.l)。通常、酸化型 cytcの lH-NMRスベクトルで、観測される hemec ring 

methylの低磁場シフトは、 hemecの中心鉄が酸化型の時に 1/2の不対電子スピンを持

つ事に由来する O すなわち、酸化型 C-cytCzで観測された極端な低磁場シフトは、 heme

C周辺の環境が、他の cytcの環境とは異なる事を示唆している。

シッティングドロップ蒸気拡散法により得られた長さ約 0.3mmの酸化型 C-cytCz 

の正八面体形の結晶に X線を照射したところ、 1.3Aの回折データが得られ、 heme鉄

の異常分散効果を用いた短波長異常分散法により構造決定を行った。得られた結晶構

造から、酸化型 C-cytCzのhemecは、他の cytcに比べて大きく溶媒に露出されてい

る事が分かつた。さらに、この構造的制約から、 hemecのaxialligandである Metと

His'の配位形式も特徴的であり (Fig.2)、これが lH-NMRスベクトルで観測された極

端に大きな低磁場シフトの原因であると考えられる。

現在、溶液構造決定の為に 3次元 NMRの解析途中であり、電子伝達の際の‘揺ら

ぎ'を特徴づけるシグナルの同定を行っていきたいと考えている。

一一一一一一一日一-40 3S 30 15 0 pp菰

Fig.l The molecular structure of the heme c and 400 MHz Fig.2 The orientation of the axial Met and 

lH-NMR spectra of the oxidized C-cyt Cz measured at His， with respect to the heme c， in the 

various temperatures. oxidized C-cyt Cz・

-195-



P0l8 微小管制御因子 EBlの構造解析

首都大学東京・理工 1、奈良先端大学・情報 2

O 金場哲平 1、森智行人前崎綾子 1、伊藤隆 1、箱嶋敏雄 2、

三島正規 1

Structural analysis of microtubule plus-end tracking protein EBl 

OTeppei Kanabal， Tomoyuki Mori2， Ryoko Maesakil， Yutaka Itol， 

Toshio Hakoshima2， and Masaki Mishima1 

lGraduate School of Science and Technology， Tokyo Metropolitan University 

2Structural Biology Laboratory， Nara Institute of Science and Technology 

End binding 1 (EBl) protein is a member of highly conserved +TIPs (plus-end tracking 

proteins) that bind to microtubule (MT) plus-ends and regulate MT dynamics. In addition， 

EBl leads MT plus-ends to cell peripherals by interactions between its C-terminal domain 

and other cytoskeletal proteins. However， the molecular mechanisms of these processes are 

poorly understood. Our purpose is the structure determination of EBl complex and 

elucidation of the regulation mechanisms of MT. In this study， we will discuss solution 

structure of the C-terminal region of EBl and interaction with its target protein. 

【序論】

微小管は主にそのプラス端で伸長と収縮を繰り返すというダイナミックな性質を持

ち、それにより細胞内のあらゆる局面において重要な役割を果たしている。近年この

ダイナミクスを制御する因子として微小管プラス端集積因子(+TIPs)が同定され、注

目を集めている。 EBlは最も研究が行われている+TIPsのひとつであり、伸長期の

微小管プラス端に集積する。また EBlは C末端ドメインにより細胞表層に存在する

細胞骨格蛋白質群と相互作用することで、微小管の先端を細胞の抹消部にアンカリン

グする役割を果たす。しかし EBl複合体による微小管アンカリングの詳細な分子機

構はいまだに明らかになっていない。本研究では EBlと、そのターゲットとなる蛋

白質の複合体の立体構造解析を目的とし、それにより EBl複合体による微小管制御

メカニズムの解明を行う。

キーワード:微小管、 +TIPs、EBl、蛋白質の構造解析

かなばてっぺい、もり ともゆき、まえさき りょうこ、いとう ゆたか、はこし

まとしお、みしままさき



【概要】

まず EB1C末端ドメイン(189・268)の

1H・15NHSQCを測定した。次に主鎖シ

グナルの帰属のための各種三次元測定

(HNCACB、CBCA(CO)NH、HNCO、

HN(CA)CO)を行い、 EB1の主鎖シグ

ナルの帰属を完成させた。プロセスに

は NMRPipe、解析には Sparkyを用

いた。またターゲットとなるペプチド
the absence (left) or presence of an equivalent amount of target 

との滴定実験を行い、シグナルに変化
ptide (right). Significantly perturbed signals are circled. 

が見られた事から両者の相互作用を確

認することが出来た(Fig1)。さらに 1凹

EB1単体でのスペクトルのシグナル強草加

度と、滴定実験の結果得られたスペク 3回

トルのシグナル強度を比較し(Fig2)、 主

EB1の結合領域を特定した。逆にペプ 20 

チド側から見た EB1との滴定実験を行 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31制 37相時特柑

い、ペプチド側からも両者の相互作用
igure 2目 Theintensity ratio calculated from the following 

を確認した(Fig3)。さらに主鎖シグナ formula・(I酌帥 leo白。m陶ω)/Iι'"恥Y回e
ルの帰属を行い、結合領域を特定した。
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Figure 4. Crystal structure of EB1 C terminal 

domain (Slep， K.C.et al:J.Cell Biology，168). The 

amount of EB1 (right). Significantly perturbed signals are binding regions are dark 

circled. 

本実験により判明した結合領域を、 EB1C末端ドメインの結晶構造に対してマッ

ピングを行った(Fig4)。この領域は軸策輸送を行う複合体ダイナクチンのサブ、ユニ

ットである p150g1uedとの結合領域と良く一致している。これより、この+TIPsと

p150g1uedは競合的に EBlと結合している可能性があるといえる。これら相互作用

については今後明らかにする必要があるが、本実験の結果は EB1複合体による微小

管の制御機構の解明における大きな知見となるであろう。今後は複合体の構造解析

を行う予定である。

円
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P0l9 RLRタンパク質， MDA5およびLGP2C末端ドメインの

構造解析

(1北大・院薬・構造生物 2北大・生命科学・構造生物 3京大・ウィルス研・遺伝子

動態調節)

0久米田博之 I，高橋清大人都築奈津子 2，小椋賢治 l，堀内正隆 l，米山

光俊3，成田亮3，平井玲子 3，藤田尚志 3，稲垣冬彦 1.2

NMR structure analyses of C-terminal domain of RLR proteins， MDA5 and LGP2. 

(1Laboratory of Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， 
Hokkaido University， 2Laboratory of Structural Biology， Graduate School of Life 
Science， Hokkaido University， 3Laboratory of Molecular Genetics， Institute for 

Virus Research， and Laboratory of Molecular Celf Biology， Graduate School of 
Biostudies， Kyoto University) 

Hiroyuki Kumetal， Kiyohiro Takahasil， Natsuko Tsuduki2， Kenji Ogural， 

Masataka Horiuchil， Mitsutoshi Yoneyama3， Ryo Narita3， Reiko Hirai3， Takashi 

Fujita3， Fuyuhiko Inagaki1.2 

The innate immune system initially recognizes RNA virus infection and 

evokes antiviral responses by producing type 1 interferons. Viral RNA is 

recognized by specific Toll-like receptors or by cytoplasmic retioic acid-inducible 

gene 1 (RIG圃I)-likereceptors (RLRs)， RIG-I and MDA5. RIG-I and MDA5 are 

comprised of two N-terminal caspase-recruitment domains (CARDs)， helicase 

domain， and C-terminal domain (CTD). LGP2， a related receptor that lacks 

CARDs， recognizes viral RNA. Recently， we elucidated that RIG-1 CTD 

specifically recognized viral RNA. Here， we report the solution structures of 
MDA5 and LGP2 CTDs and discuss their target recognition. 

[はじめに]I型interferon産生を含む生体のウイノレス応答は， ウイノレスによって複製

された非自己 RNAの認識によって開始される.細胞内に侵入したウィルス RNAは

retioic acid-inducible gene 1 (RIG-I)・likereceptor (RLR)である RIG-Iや MDA5

によって認識される. RLR の caspase recruitment domain (CARD)と

IPS-lIMAVS/CardifIVISAの CARDとの相互作用によって下流へとシグナルが伝達

される. RIG-Iおよび MDA5は両者ともに N 末端より二つの CARD，helicase 

domain， C末端ドメイン(以下、 CTD)から構成され，応答するウィルス種が異な

る.一方， LGP2は CARDを欠き， helicase domainとCTDから構成されており，

キーワード:自然免疫， RLR， MDA5， LGP2 
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RIG-IおよびMDA5のRNA認識における negativeregulatorとして機能すると言わ

れている.また，ウィルス由来の特徴である doublestrand RNAの認識にはhelicase
domainとCTDの両方が必須であり，近年， RIG-I CTDが全長RIG-Iと同様の RNA
結合特性を示すことから， CTDが標的の特異性を決定する領域であることが示唆さ

れている.

昨年の NMR討論会において RIG-ICTDの立体構造，ならびに RNA結合

面の決定について報告した.今回の発表では，MDA5およびLGP2のCTDについて，

立体構造決定を行い， RLRの標的認識機構について考察を行う.

[方法・結果]配列アライメントおよびバイオインフォマティクスを用いて MDA5，
LGP2の CTD領域を決定した.大腸菌による発現系，精製系を確立し， NMR法に

より立体構造解析を行った.

得られた MDA5，LGP2 CTD立体構造の骨格は既に解かれている RIG-I
CTDと同様で、あった (Fig).また， RIG-Iにおいて決定された RNA結合領域は，

MDA5， LGP2ともに RIG-I同様に広く塩基性を呈しており，塩基性面を構成する残

基は RLR間で保存されていた.このことから MDA5および LGP2も同様にこの塩

基性面によって RNA認識を行うと示唆された.構造比較および配列アライメントか

らRIG-Iにおいて二本鎖RNAとの結合に必須で、あった K858，K861がMDA5では

それぞれ 1956，E959であり RNA結合能の減弱が示唆された.BIACOREを用い

た各種RNAに対する SPR解析により， RIG-I， LGP2 CTDはdoublestrand RNA 
に対して特異的に結合するが MDA5CTDは結合しないことが示された.

MDA5CτD LGP2 CTD 

Fig. Ribbon diagram ofMDA5 and LGP2 CTD. 
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P020 大腸菌リボソームの休眠促進因子HPFの立体構造解析
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3D structure of the ribosomal hibernation promoting factor HPF 

Akiko 8atol， Yoshitaka Ngail， Takumi Watanabel， Masami Ueta2ベ
Yasushi Maki2， Yutaka Itol， Akira Wada2ベandMasaki Mishima 1 

lGraduate School ofScience and Engineerin，ι1bkyo Metropolitan白liversi，収

2Department of E古'Ysics，Osaka Medical Colllθwe， 3Yoshida Biological Laboratory 

Ribosomes in Escherichia coli change their composition and conformation in the 

stationary phase. RMF， HPF， YfIA， and 8RA interact with stationary phase 

ribosomes. RMF association with 708 ribosome causes the loss of translational 

activity and its dimerization， which is called 1008 ribosomes. HPF (hibernation 

promoting factor) and YfIA share 40% sequence homology， suggesting that their 

binding sites overlap. Previous genetic studies using HPF and YfIA null mutants 

showed that HPF and YfIA had antagonistic function in 1008 ribosome formation : 

YfIA functions to inhibit 1008 ribosome formation， whereas HPF functions to 

promote it. Here， we report the solution structure of HPF and structural comparison 

with YfIA. 

I序論】大腸菌の 708リボソームは、定常期に入ると RMF、HPF、YfIA、8RAなどの定常期

特異的蛋白質が結合する。このうちRMFとHPFの結合により 708リボソームが二量体化して

活性を持たない 1008リボソームとなり、休眠段階(hibernationstage)に入ることが知られて

いる。 HPFとYflAは 40%という高いアミノ酸配列相向性を持っており、リボソーム上の同じ部

位に結合することが予想され、実際に遺伝子欠失株を用いた研究から、 HPFとYflAはリボソ

ーム上に重複する結合部位を持ち拾抗して作用し、 HPFは 1008リボソーム形成を促進し、

YflAはこれを阻害していることが明らかになっているO なぜHPFとYflAは高い相向性を持つ

にもかかわらず、リボソームに異なる構造変化をもたらし、反対の働きをするのか、本研究では

その機構解明を目的とし、まずHPFがリボソームの構造変化を促進する分子機構を詳細に検

討するため、 HPFの立体構造を決定した。

キーワード:!)ボソーム、 HPF、YflA、立体構造
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【実験】大腸菌発現系を用いて 13C/15N標識および 15N標識の HPF蛋白質を調製した。蛋

白質主鎖の NMR信号の帰属のため非線形サンプリング法を用いて、 CBCANH、

CBCA(CO)NH、HN(CA)CO、HNCOの各種 3次元測定を行い、側鎖の信号は 4D

HC(CO)NHと定法により帰属を行った。水素原子間距離は定法の 3D-NOESYより収集した。

NMR測定は、 CRYOPROBEを装着したBruckerAVANCE 600分光計を用い、測定温度

303Kで、行った。データ処理およびスベクトノレの解析はAzara、NMRPipe、Sparkyを用いて

行った。 pf1ファージを用いて試料を配向させ、 HNCOを用いて NHのRDCを測定した。こ

れらNOEによる距離情報やRDCに加え、 TALOSから得られた主鎖の二面角情報、 HNHB

とHN(CO)HBから得られたχ1角度情報から CYANAver. 3.0を用いて構造計算を行った。

最終的には CNSver.1.2を用いて構造を決定した。

争

Fig. 1 Solution structure of HPF 

A best-fit superimposition of the final 20 simulated 
annealing s加 cωres._ Average backbone RMSDω 
mean: 0.26 :t0.05 A. Average all heavy atom RMSD 
to mean : 0.62土0.05A

YfiA HPF 

Fig. 2 Comparison ofYfIA and HPF 
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【結果と考察】構造解析の結果田F

は4本のストランドからなる 8シート

と2本のヘリックスからなり、高いホ

モロジーから予想されたように YfiA

とよく似た構造をしていた(Fig.l)o70S 

リボソームと YfiAが結合した状態の

立体構造は分解能が極めて低し¥(11め
ながらもすでに報告されており、 YfiA

のR22、K25、K28、K79、R82、R86

がリボソームとの相互作用をしてい

いきたい。



P021 分子回転異方性の強い蛋白質のドメイン配向解析
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Domain orientation analysis of the protein in a strongly 

anisotropic rotational state 

Jun-ichi Uewaki1 and Shin-ichiτ'ate1，2 

1Department ofMathematical and Life Sciences， Graduate School of Science， 

Hiroshima University， 2PRESTO/JST 

Abstract 

In this presentation， we show the domain orientation analysis of the proteins 

showing strong rotational anisotropy， whose NMR signals have rapid transverse 

relaxation. Because ofthe short T2， the conventional RDC based approach was not 

useful on the anisotropically tumbling molecule， even its molecular size is less 

than the 20kDa. Our devising TROSY-based alignment tensor analysis method， 

DIORITE， was found essential for the domain orientation analysis on the protein. 

In this work， we analyzed the HMGB2 protein having two HMG-boxes that show 

a characteristic L-shape structure. The usefulness of the DIORITE will be 

emphasized even for the middle-size proteins， when they show strong rotational 

anisotropy. 

私たちは、蛋白質の機能を発現する際に生じるドメイン再配向など、振幅の大きな

構造変化と機能の相関の研究を進めている。本研究では、強い分子回転異方性を示す

L宇型の立体構造を持つHMGドメイン2つからなる DNA結合蛋白質問GB2の溶液中に

おけるドメイン間相対配向解析を行った結果を報告する。HMGB2蛋白質は全長で 18kDa

の分子量であるが、構成する各ドメインが示す強い分子回転異方性のために 15N核の

横緩和時聞が短くなり、分子配向条件下で観測された IPAP-HSQCスベクトル上の各ダ

ブレットシグナルのうち高磁場成分のS/Nが極端に低下するために十分な数のRDCデ

ータを集積することができなかった。一方、私たちが開発を進めている TROSYを用い

た分子配向解析法(DIORITE)を用いて解析を行ったところ、全てのシグ、ナルから分子

配向依存的な TROSYシグナル変化量を高精度に観測することができ、溶液中での

HMGB2の2つのドメイン相対配向情報を得ることに成功した。

Keyword : NMR， anisotropic rotation， CSA， domain orientation， HMG 

うえわき じゅんいち、 たて しんいち
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HMGB2蛋白質は、 2つの醐Gboxが約 10残基のリンカーでつながれた構造を持つ。

興味深いことに、間GB2全長の lH-15NHSQCスペクトノレ上で観測される各ドメイン由来

のシグナノレをみると、C末端部の HMGboxのシグナルはドメイン単独の時のシグナルと

重なるのに対して、N末端部 HMGboxのシグナルは単離されたドメインの場合とは大き

く異なっている。これは、 HMGB2全長構造中では、 N末端部ドメインがリンカーと相

互作用していることを示していると考えられる。このため、 HMGB2はDNAが存在しな

い状態でもN末端ドメインとリンカーとの相互作用を介して特定のドメイン配向を優

位に持つものと考える。そこで、 DIORITE解析の結果得られた各ドメインの配向テン

ソノレを基にして 2つのドメインの相対配向を解析したので、その結果を報告する。

DIORITEによる分子配向解析の

結果を Fig.1に示す。分子配向依

存的な TROSY シフト変化量

(企otrosy)の観測値を計算値(back

calculation)が良く一致しており

HMGB2全長中での各ドメインの配

向テンソノレ量が精度良く決定でき

たことを示す。 ドメイン単独で立

体構造解析した各ドメインの NMR

構造を用いて配向テンソノレ解析を

obs. vs back calc. AOtrosy 
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行ったがいくつかの残基では計算 Fig.l Correlation plot between the observed and 
値との食い違いがみられた。これ back calculated 必 trosy. B1ack: N-terminal 

domain. Red: C-terminal domain. 
は、立体構造決定を行った場合と

今回の配向解析実験での実験条件の違いや、特に N末端ドメインに関しては、リンカ

ーとの相互作用によりペプチド面の配向が変化したことによると考えられる。

異方性圧縮アクリノレアミド、ゲ、ノレを用いた解

析で得られた各ドメインの毘向テンソルからは、

4つの相対配向が可能となるが、N末ドメインと

リンカーとの選択的な相互作用を考え Fig.2に

示す相対配向が妥当と考えられる。現在は、こ

のモデル構造を検証し精密化するために、今回

とは異なる磁場配向条件による配向テンソノレ解

析を合わせてドメイン相対配向関係の精密化を

進める一方で、PREを用いた距離情報の取得を試

みており、その結果についても合わせて報告す v 帆 J

Fig.2: Possible relati 
る。 thedomains in HMGB2. 
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P022 転写コアクチベーターMBFlが形成する複合体の溶液

構造の解析
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Solution structure analysis of a pro旬in-DNAcomplex including transcriptional 

coactivator MBFl 

lGraduate School of Science and Technology， Tokyo Metropolitan University， 

2National Institute of Genetics， 3Graduate School of Engineering， Kyoto University 

Yoshitaka Nagail， Susumu Hirose2，Masahiro Shirakawa3， Yutaka Itol， 

Masaki Mishima 1 

'1旨anscriptionalcoactivator MBFl is conserved among various eukaryotes， and it 

regulates activity of the heterodimer transcription factor AP-l， which consists of the 

bZIP proteins Jun and Fos. Oxidation of cysteine of Jun causes AP-l inactivation， 

while MBFl prevents the cysteine from being oxidized by binding with the basic 

region of Jun. 

Toward the understanding the mechanism of transcriptional regulation by MBFl， 

our purpose is structure determination of the JunJFos/AP-l sitelMBFl complex. We 

have studied the structure of MBFl and an interaction between JunJFos and AP-l 

site using hetero nuclear NMR. 

く序論〉

転写コアクチベータ~MBFl は、あらゆる真核生物に保存されており、 bZIP 蛋白質

JunとFosによって形成されるヘテロダイマ一転写制御因子AP-lの活性を調節する。

AP-lは、細胞の分化、自然免疫、酸化ストレスに対する防御といった機能を備えている。

MBFlは、 AP-lを形成している Junの塩基性領域と直接結合し、 JunのCys229の酸

化修飾が原因でおこる AP-lの失活を防ぐことで、 AP-lのDNAへの結合を促進し、酸

化ストレス防御に寄与していることが知られている。しかし、どのように MBFlが

JunJFoslDNAのAP-lsiteと相互作用し、 Junのシステイン残基の酸化を防ぐかは明ら

かになっていない。本研究では、ショウジョウパエ由来の JunJFos/AP-lsitelMBFl複

合体の溶液中での立体構造を角卒析することによってJunの酸化防御による転写制御の詳

細を明らかにすることを目的とし、まず、多次元 NMR測定によって MBFlの立体構造

キーワード:転写、 MBFl、コアクチベータ一、 AP-l

著者ふりがな:ながいよしたか、ひろせすすむ、しらかわまさひろ、いとうゆたか、みしままさき
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を解析、次に Jun/Fos/AP-lsitelMBFlの4者複合体の溶液中での再構成と立体構造解

析を目指して Jun/FosとAP-lサイトとの結合実験を行った。

〈実験〉

大腸菌内で 13C/15N標識、 15N標識のショウジョウパエ由来の MBFl全長(145残基)

を発現させ、それらを精製し、試料を調製した。 13C/15N標識の試料を用いて、 2次元

lH-15N HSQCを測定した。さらに、同じ試料を用いて非線形サンプリング法により、

CBCANH、CBCA(CO)NH、HN(CA)CO、HNCOを測定した。また、側鎖の帰属のた

め、 H(CCO)NH、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、4DH(CCO)NHの各種測定を行ったO

4者複合体の溶液中での再構成にあたり、まず、 15NJun、ノンラベルFos、ノンラ

ベノレDNAおよび 15NFos、ノンラベルJun、ノンラベルDNAを用いて lH-15NHSQC 

を測定することで Jun/FosとAP胴 1サイトとの結合実験を行った。非線形な測定データ

はAZARAを用いて MEM法によりプロセスし、その他データ処理にはN五回Pipeを用

いた。スベクトルの解析は Sparkyを用いて行った。

〈結果・考察〉

MBFlの単体に関し

ては、各種 3次元測定

によって得られたスベ

クトノレから解析を行い、

主鎖の帰属を完了した。

現在、側鎖の帰属を行

っている。

次に、 15NFos、ノン

ラベル Jun、ノンラベ

ル DNAを用いた再構

成実験を行った。 15N

FosとノンラベノレJunの混合

溶液にAP-lsite DNAを添加

すると、右図のようにスベク

トノレに変化が見られている。
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Fig.l. lH-15N HSQC spectra of 0.2 mM 15N-labeled 
Fos/Jun Oeft) or 15N-labeled Fos/Jun品P-1site (right). 
Significantly perturbed signals are circled. 
50 mM  K-Phos(pH6.9)， 100 mM KCl at 303K. 
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DNAの添加によって明らかにスペクトルの変化が見られたことから、複合体の溶液中

での再構成に成功したと考えている。しかしながら、 Jun単体での性質が十分でなく、

精製時に凝集を起こし収量が少ないため、現在、発現系や精製法の改良に取り組んでい

る。

今後は、まずMBFlの立体構造の解析を進めるとともに、 Jun、Fos、DNAとの結合

を確認し、最終的に Jun/Fos/AP-site複合体と MBFlの複合体を形成させ、目的である

複合体の立体構造の解析を目指す。
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P023 マウス由来ペプチド性フェロモン ESPlの構造活性相関
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Structure-Activity relationship of a murine peptidic pheromone ESP1. 
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Pheromones are species-specific chemical signals that regulate a wide range of social 

and sexual behaviours in many animals. The vomeronasal organ (VNO) mediates the 

pheromonal information via vomeronasal sensory neurons (VSNs) in mice. We identified a 

male-specific peptide ESPl (豆xocrine岨gland-~ecreting 12eptide 1). secreted into tear fluids that 

stimulates female's VSNs (1). The aim ofthis study is to elucidate mechanisms underlying 

the pheromone-reception system. We report here the solution NMR analyses of ESP 1. 

ESPl is elucidated to be composed mainly of anα-helix and random-coi1 regions by the 

analyses of NOESY and eH}ー15NNOE spec仕aand chemical. shifts. We discuss about 

structure-activity relationship of ESPl based on the structural data and mutational effects on 

theVSNシstimulatingactivity. 

【背景・目的]

フェロモンは，ある個体が発し，同種の個体に特定の行動の誘発や生理的な変化を

引き起こす物質である。多くの晴乳動物において，フェロモンは鋤鼻器官・鋤鼻神経

系を介して受容・感知されることが知られている。複数の揮発性低分子がフェロモン

として同定されていたが，東原らは，メスマウスの鋤鼻神経系を刺激する不揮発性の

ペプチドESPl(豆xocrine圃 glandさecreting12eptide 1) を，オスマウスの涙腺から同定した

(1)。また， ESPlと相向性のある遺伝子を，マウスから 38個，ラットから 10個見

い出し，性・系統の違いに応じて発現パターンが異なることを明らかにした (2)。こ

れらは， ESPファミリーが，茜歯類において，性・系統・種の情報を伝達する分子群

であることを示唆する。

(キーワード)フェロモン，ペプチド，ファミリー， GPCR 

(著者ふりがな)0よしながそうすけ，はがさちこ，さとうとおる，きもとひろこ，

しまだいちお，とうはらかずしげ，てらさわひろあき
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本研究は，ESPlの立体構造を決定し，受容体認識機構を明らかにすることにより，

ペプチド性フェロモンファミリーが媒介する個体間コミュニケーションの構造学的

基盤を確立することを目的とする。ここでは， ESPlのNMR解析について報告する。

【方法】

溶液NMR法による立体構造解析に必要な安定同位体標識タンパク質は，大腸菌を

用いた大量発現系において M9培地を用いることで得た。発現させたタンパク質から

ヒスチジンタグを分離するため，ニッケルアフイニティークロマトグラフィーにて粗

精製後， トロンピン処理を行った。陰イオン交換，ゲ、ル鴻過，逆相の各クロマトグラ

フィーを行い，精製タンパク質を得た。立体構造解析に用いる NMRスペクトルは，

各種の多核多次元相関分光法にて取得した。スベクトルの解析には Olivia，立体構造

計算には CYANAを用いた。

[結果・考察]

ジスルフィド結合の架け違いで生じる ESPl分子種のうち，分子内ジスノレフィド結

合をもっ単量体のみにメスマウスの鋤鼻神経系を刺激する活性があることを確認し

た。この単量体について 15Nおよび 13C15N標識タンパク質を調製し，多核多次元相関

NMRスペクトルを用いて，各原子核由来のNMR信号の帰属を行った。

NOESYスベクトノレ， eH}ー15NNOEスペクトノレ，化学シフトの解析より ，ESPlは

αーヘリックスを主とする特定の立体構造，およびランダムコイル領域から構成され

ることが分かつた。 N末端のランダムコイル領域を欠失させた変異体を調製し，鋤鼻

神経系刺激活性能を調べたところ，活性を保持しており， C末端側に活性をもっ部位

があることが明らかになった。

また，金属イオン結合能を有することを， lH_15N HSQC測定を用いた滴定実験にて

明らかにした。オスマウス由来の ESPlは， N末端 13残基を欠失している(1)。欠

失部位は，金属イオン結合部位の N末端側に隣接していることから，金属イオンの結

合が， C末端側の鋤鼻神経系刺激活性をもっ部位のプロテアーゼ分解を防いでいるこ

とが示唆される。

NMR解析ならびに変異体解析の結果に基づき， ESPlの構造活性相関について議論

する。

【展望I
ESPl受容体タンパク質の調製を行い，転移交差飽和法 (3，4)などを用いて，受容

体認識を担う立体構造部位を特定する。活性ESPファミリー各構成分子の受容体認識

機構を解明することで相違点，類似点を抽出し，個体間コミュニケーションの構造学

的基盤を明らかにする。

【参考文献】

(1) Kimoto H. et al.， Nature， 437， 898-901 (2005) 

(2) Kimoto H. et al.， Current Biology， 17， 1879・1884(2007) 

(3) Nakanishi T. et al.， Journal of Molecular Biology， 318， 245・249(2002) 

(4) Shimada I.， Methods in Enzymology， 394， 483司 506(2005) 
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P024 GPVIとコラーゲン及び結合リガンドとの相E作用解析

0小野克輝1，2、上田寛3、吉津良隆3、加藤こずえに赤津大輔3、

谷村隆次 3、高橋栄夫九嶋田一夫 2，4

リBiC、2産総研・バイオメディシナル情報研究センター、

3JBiC・東レ分室、 4東大・院薬系

Interaction Analysis of GPVI with Collagen and its Binding Ligands 

oKatsuki On01，2， Hiroshi Ueda3， Yoshitaka Yoshizawa3， Kozue Kat03， 
DaisukeAkazawa3， Ryuji Tanimura3， Hideo Takahashi2， and Ichio Shimada2，4 

1JBiC， 2Biomedicinal Information Research Center， AIST，3JBiC， Toray Branch， 
4Graduate School of Pharmaceutical Sciences， The University of Tokyo 

Glycoprotein (GP) VI is a key receptor for collagen-induced platelet adhesion and 

aggregation. In human， GPVI deficiency causes a loss of platelet activation in 

response to collagen， and loss or inhibition of GPVI prevents arterial thrombus 

formation in animal models but causes only mildly prolonged bleeding times. 

Therefore， GPVI is considered as a potent target molecule for therapy of thrombotic 

disease. However， little is known about recognition mechanism for the interaction 
between GPVI and its binding ligands. In the present study， collagen binding site in 
GPVI was identified by interaction. analysis using NMR and mutagenesis studies. 

Moreover， we indicated that losartan which inhibits the activity of platelet 

aggregation directly interacts with a specific region of GPVI， and determined its 
reliable compleχstructure by using combination of NMR data and in silico tool. A 

collagen binding inhibition mechanism against GPVI of losartan wi1l be discussed. 

《序論》

Glycoprotein (GP) VIは血小板凝集に関与する膜タンパク質であり、血管損傷部位に

露出しだコラーゲンと結合することで血小板の活性化を引き起こす。この活性化によ

り血小板接着因子インテグリンヘ情報が伝達され、フィブリノーゲンを介して血小板

同士が架橋されることで凝集が促進される。 GPVIを欠損ま疋は抑制レた揚合、動脈

血栓の形成が抑制されることから、 GPVIは血栓予防治療薬の標的タンパク質として

注目されている。これまでの研究から GPVIはコラーゲンのGPO(Gly-Pro-Hyp)配列

を特異的に認識していることが報告されている。しかし、その認識機構の詳細につい

キーワード:GPVI、コラーゲン、血小板凝集、 losartan

おのかっき、うえだひろし、よしざわょしたか、かとうこす、え、あかざわだいすけ、

たにむらりゅうじ、疋かはしひでお、しまだいちお
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ては明らになっていない。 GPVIのコラーゲンに対する結合の特異性を示す機構を解

明し、更にその結合を阻害する値分子創出のための情報を得ることができれば、立体

構造を指標とする創薬の促進に繋がると考えられる。

一万、 ATl受容体括抗薬として知られているlosartanにはコラーゲン惹起による血小

板凝集の阻害活性があり、直接的な結合は示されていないがGPVIに作用レているこ

とを示唆する報告がある。そこで我々は、 losartanがGPVIに対し直接結合すること

を明らかにし、更に GPVIとlosartanのより信頼性の高い複合体構造の決定を NMR

と計算科学の併用により試みた。

《結果と考察》

GPVIに対する losartanの化学シフト摂ま

動実験(CSP)の結果は、 losartanがGPVI

のstrandC'及びEからなる疎水ポケット

領域に結合していることを示してい疋。

更に GPVI表面に dockingsoft (Glide及

びsievgene)を用いて CSPより得られた

losartan結合領域に苅する結合ポーズを

複数発生させ、得られたポーズを RMSD

解析により 4つのグループに分類レた。

そレて、 GPVIと losa町r旬 nとの分子間

NOE解析により、候補となっている複合

体構造の中から絞り込みを行った。 Figu見 Represe附 tivedocking stn肌 lreof 

(Figure) GPVI and losartan. Observed intermolecular 
得られた GPVIとlosartan複合体構造に NOEs between GPVI and losartan are 

苅して球形に水を倍加したMDシミユレ represented by a do取 dline. 
ーションを行うことで、複合体構造の安

定性を調べた。その結果、 losartanはシミュレーションを行っている問、 GPVIから

解離することなく安定レ疋状態を維持していることが明らかとなった。また、このシ

ミュレーション結果を詳細に解析することで、 losartanがGPVIと結合する上でビフ

工二ル基のテトラゾール基が修飾されているがフ工ニル基が重要であることを特定

レた。

我々は NMRと点変異体を用いだ実験の結果から、 GPVIのコラーゲン結合部位がこ

れまで想定されていた疎水ポケット領域とは異なつだ strandC， C'，及びFからなる

βsheet領域であることを明らかにレた。更に固定されだ領域は losartan結合領域と

ち異なっているだめ、 losartanによるコラーゲン結合阻害は競合的なものではないと

考えた。本発表では、得られだ結果を基に losartanが如何に GPVIとコラーゲンの結

合を阻害しているのかを考察する。

《謝辞》

本研究はNEDOの支援を受けました。
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P025 タバコADP-ribosylationfactor-Iike proteinARLAldのNMR解析
((独)農業生物資源研究所植物・微生物間相互作用ユニット)

0岡村英保、錦織雅樹、石川雅之、加藤悦子

NMR study of Nicotiana tabacum ADP-ribosylation factor-like protein ARLA1d 

National Institute of Agrobiological Sciences (NIAS)， 
Plant-Microbe Interactions Research Unit 
oHideyasu Okamura， Masaki Nishikiori， Masayuki Ishikawa， Etsuko Katoh 

The replication of eukaryotic positive strand RNA virus genomes occurs in 
membrane-bound replication complexes which consist of virus同codedreplication 
proteins and host proteins. Knowledge about the molecular mechanisms of 
replication complex formation would help to develop inhibitors of viral RNA 
replication. Recently， we found that Nicotiana tabacum ADP同ribosylation
factor-like protein Ald (Ni品RLAld)is a host protein that associates with the 
tobacco mosaic virus replication complex. For structural elucidation of 
interactions between virus rep1ication proteins and host proteins， we are studying 
NtARLA1d by using NMR. 

真核生物に感染するプラス鎖 RNAウイルスのゲノム複製は、ウイルスにコードさ

れた複製タンパク質と宿主タンパク質からなる膜結合性の複製複合体で起こること

が知られている。複製複合体の形成機構を明らかにすれば、それを阻害する薬剤の開

発に大きく貢献できるであろう。近年、錦織らにより、タバコモザイクウイルスの

RNA複製に関与する宿主因子のーっとしてタバコ ADP-ribosylationfactor-like 
protein A1d (NtARLA1d)が同定された。本研究では、原子レベルでのウイルス側一

宿主側因子間相互作用の解明と、その相互作用を特異的に阻害する薬剤の開発に向け

て、 NMRによる溶液の N仏RLA1dの立体構造解析及びウイルス増殖関連因子との

相互作用解析を進行中である。

NtARLAldは20.5kDaの低分子量GTP結合タンパク質群のARFファミリーに属

するタンパク質であり、 GTP結合型と GDP結合型の立体構造変化により分子スイッ

チとして機能すると考えられている。また、 N末には両親媒性ヘリックスを形成する

と考えられている ARFファミリーに特徴的なモチーフが存在している。今回、我々

は溶解性の問題からこのモチーフを含む N末の 16残基を欠損したoN-.1¥担出LAld

(17-184)について、溶液 NMRにより GTPおよび GDP結合型の立体構造解析を試み

た。 ON-N凶RLA1dは His-tag融合タンパク質として大腸菌大量発現系により産生

した。条件検討の結果、 oN-.1¥な;ARLAldはGTPへの結合能が GDPに比べてはるか

に強く、また GTPの加水分解活性も 40C条件化では非常に弱いことがわかった。こ

れらのことをふまえて GTP存在下で精製することによりほぼ単一の GTP結合型企N
-N凶RLA1dを得た。構造解析用のサンフ。ノレとして 0.3mMの企N-N仏RLAldに対し

て過剰量(終濃度 5.0mM)のGTPを加えることにより、 2週間程度の NMR測定を可

キーワード 立体構造解析，ウイルス増殖関連因子，低分子量Gタンパク質， ARL 

0おかむらひでやす，にしきおりまさき，いしかわまさゆき，かとうえっこ
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能にした(Fig.l(left))。また、得られたGTP結合型i1N-NtARLAldは27
0

Cで約 5日放

置することで自身のGTPase活性によりほぼ完全にGDP型に変換するので、これによ

りGDP結合型企N-NtJ四LAldを得た。 GDP結合型に関してはTris-HCI緩衝液と終濃

度 20mMのMgCbを用いることにより安定なNMRスベクトノレを得た(Fig.l(right))。

NMR測定にはBruker社製Avance500およびAvance600を用し、た。NMRスペクトル

の処理，解析にはNMRPipe/NMRWishを用いた。現在、 GTP及びGDP結合型につい

てCyana及びCNSを用いて、立体構造計算を行っている。 Fig.2にはGTP型企N

-NtARLAldの溶液構造の結果を示した。当日は詳細なGTP，GDP型の立体構造ととも

に、ワイルス増殖関連因子との相互作用解析の状況についても報告する予定である。
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Figure 1. lH-15N HSQC spectra of LlN-NtARLA1d-GTP in 20 mM NaPB， pH7.0， 100 mM 
NaCl， 5 mM MgCb (left) and LlN-NtARLA1d-GDP in 20 mM Tris恒 Cl，pH7.0， 100 mM 
NaCl， 20 mM MgCb (right) 

Figure 2. The solution structure of the GTP form of LlN -M凶RLA1d
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P026 好熱性紅色光合成細菌の電子伝達タンパク質

HiPIPとCytdの機能と構造解析
(山形県工業技術センターI，農研機構・食総研2，茨城大学理学部 3)

0村岡義之 l，逸見光 2，吉田充 2，高崎将充 3，大友征宇 3

NMR Analysis of HiPIP and Cytochrome c' from a Thermophilic Sulfur Photosynthetic 

Bacterium Thermochromatium tepidum 

eYamagata Rωearch lnstitute of Technology， 2National Food Research 1J附 titute，National 

Agriculture and Food Research Organization， 3 F aculty of Science， lbaraki University ) 

OYoshi戸lkiMuraoka1， Hikaru HemmP， Mitsuru Yoshida2， Masamitsu Takasaki3， Seiu Otomo3 

Thermophilic sulfur photosyn仕leticbacterium Thermochromatium tepidum poss邸 sesone high 

potential iron-sul白rprotein (HiPIP)， one cytochrome c' and two low potential cytochrome c-552's. 

In this work， we established the large-scale stable isotope-labeling and purification procedures for 

these proteins and conducted solution NMR measurements for社leHiPIP and cytochrome c '. 

Temperature-dependent paramagnetic chemical shifts have been investigated and the amino acids 

around the active sites have been characterized. 

[緒言】

好熱性紅色硫黄光合成細菌 Thermochromatium(Tch.)tepidumに含まれる水溶性電子

伝達タンパク質には、高電位鉄 硫黄タンパク質(HiPIP:High-Potential Iron-Sulfur 

Protein)， Cyt d及び2つの低電位CytD.552の4種類のタンパク質を保有していると考えられて

いる。通常 HiPIPと呼ばれるタンパク質

は 4Fe-4S型の鉄 硫黄クラスターを含

んだ、タンパク質で、あり、現時点において X

線結晶構造解析で、決定されたタンパク質

の立体構造の中で最高の分解能をもっ。 同 plasmic脚 e

¥@/ 

cytochrome bCI∞mplex 

錨接 redoxbl蜘

Cytc' 

@ 

/ 

LHI-RC 

また、 Cytdは循環的な電子伝達経路に

おいてベリプラズム側にて酸化還元電位

のバランスを保つ redoxbufferとしての

役割があると考えられているへムタンパク

質であるが、その機能は不明なところが

多い。そこで本研究ではこれら電子伝達

タンパク質について精製方法を確立し、

NMRによる機能と構造の解析を行うこと

を目的とした。

Fig.1 Photosynthetic reaction cen総rand elec仕on回 nsfer
components of 1古ermochromatiumtepidum. 

光合成，電子伝達タンパク質，常磁性シフト

むらおかよしゆき，へんみひかる，よしだみつる，たかさきまさみつ，おおともせいう
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[実験方法}

実験に用いた光合成細菌を安定同位体であるNaH13C03，13CH313COONa，15NH4Clを含

む培地で標識し、タンパク質をラベノレ化した。集菌した菌体を超音波破砕した後、超遠心分離

により菌体に含まれる可溶性タンパク質の抽出を行った。抽出したタンパク質は DEAE陰イオ

ン交換カラムを用いた定圧クロマトグラフィーシステム及び硫安分画法により4種類の水溶性電

子伝達タンパク質を精製した。これらのタンパク質のうち、 HiPIP及び Cytdについては核磁

気共鳴法により解析を行った。

[結果・考察]

精製したHiPIP及びCytdはバッファ交換，濃縮を行い、 NMR測定用としてタンパク質濃

度 lmM 以上の試料を得ることが出来た。構造解析には HNCACB， TOC8~H8QC 等の三

次元NMRによる解析を行うことで、 Tch.tepidum Iこ特有な領域について連鎖帰属を行った。

また、活性中心にある鉄 硫黄クラスターにあるシステインのアミノ酸残基はシグナルを得るこ

とが出来なかったことから、 HiPIPの活性中心は強固な結合であることが考えられる。また、

Cyt dについては現在アミノ酸配列を解析中である。

HiPIPは鉄 硫黄クラスターに含

まれる Fe(II)と Fe(III)で、構成される

べアのスピン状態を変えることで酸化

還元電位を変化させ、電子伝達が行

われる。 Tch.tlθpidumに含まれる酸

化型のHiPIPに含まれる鉄硫黄ク

ラスターの全スピンは 8=112であるこ

とから、この部位近傍に結合したシス

テインのアミノ酸残基由来の

lH-NMRシグナルは-40ppmから

110ppmの範囲で常磁性シフトとして

観測される。そこで、この常磁性シフト

の温度依存性について解析を行った。

Fig.2にその結果を示す。鉄一硫黄

クラスターには4つのシステインが結

合しているが、各々の残基によりシフ

トする値が異なっていることがわかる。

一般に常磁性シフトでは Fe(II)と

Fe(III)がベアを形成する混合原子価状

態では低磁場側に、 Fe(III)同士がベアを形成する状誌では交換結合定数の値によって高磁

場側か低磁場側にシフトすることが決まる。今回得られた結果は Allochromatium切losum

に含まれる HiPIPと同様な傾向を示したことから、 Tch.t，ψddumでは Cys63，Cys77が混合

原子価状態に結合し、 Cys43，Cys46がFe(III)同士のペアに結合していることが示唆された。
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Fig.2 Temperature dep巴:ndenceof the paramagnetic shifts 
on oxidized-凶PIP企omThennochromatium tepidum. 
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P027 LysM domainのキチンオリゴ糖認識機構の解明

( (独)生物研・植微ユニット、琉球大学・農学部)

岡村英保、大沼貴之、翁長章子、平良東紀、 O加藤悦子

NMR analysis of chitooligosaccharide binding to LysM domain of Pteris ηukyuensis 

chitinase 

National Institute of Agrobiological Sciences1， R;戸:tkyuUniversity2 

Hideyasu Okamura 1， Takayuki Ohnuma 1， Shoko Onaga2， Toki Taira2， and Etsuko Katoh 1 

The LysM domain probably binds peptidoglycans， but how it does so has yet to be 

described. For this report， we measured the thermal stabilities of recombinant LysM domains 

derived 企omPteris ryuかuensischitinase-A (PrChi-A) and monitored their binding to 

N-acetylglucosamine oligomers ((GlcNAc)n) using isothermal titration calorimetry， and NMR 

spectroscopy. We thereby characterized certain of the domains' functional and structural 

features. We determined solution structure of LysM domain and monitored by NMR 

spectroscopy， allowed us to identifシthedomain residues that are critical for (GlcNAc)5 

binding. The binding site is a shallow groove formed by the N-terminal part of helix 1， the 

loop between strand 1 and helix 1， the C-terminal part ofhelix 2， and the loop between helix 

2 and strand 2. Furthermore， mutagenesis experiments reiterate the critical involvement of 

Tyr72 in (GlcNAc)n/LysM domain binding. Ours is the first report describing the physical 

structure of a LysM oligosaccharide-binding site based on experimental data. 

[序論JLysMdomainは約 40アミノ酸残基からなる比較的小さなドメインである。これまで原核

および真核生物由来のペプチドグリカン分解酵素やキチナーゼ、植物における根粒菌形成

に関与する NodFactorや植物病原菌に対する防御応答を引き起こすキチンオリゴ糖エリシ

ターのレセプター細胞外ドメインとして機能していることが報告されている。しかし、 LysM

domainの立体構造の報告例は少なく、そのリガンド認識機構は不明である。本研究では琉

球シダ植物由来キチナーゼ、σrChi-A)のLysMdomainの溶液構造を決定し、キチンオリ

ゴ糖との相互作用について解析を行った。

Key words: NMR， LysM， N-acetylglucosamine (GlcNAc)，等温滴定型カロリメトリー(ITC)

おかむらひでやす、おおぬまたかゆき、おながしょうこ、たいらとうき、かとうえっこ
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[方法]

NMR測定サンプルは 0.8mM 13 C/1SNラベノレ体を用いた。 NMR測定は、 Bruker社製

AV600およびAV500を用い 300Kにて測定を行った。構造計算はCYANAを用いた。

[結果と考察]

1.立体構造解析

NOEから 782個の距離情報、 TALOSから 56個のふ v、13組の水素結合情報、 3組の

s-s結合情報を収集し、 CYANAを用いて構造計算を行った。その結果、 2本の戸ストラ

ンドからなる逆平行ベータシートを 2本のαヘリックスが裏打ちするPααsfoldを形

成していることが明らかとなった。この構造は、すでに報告されている大腸菌由来の

MltD LysM domainと類似していた (Fig.la)。

2. LysM domainと(GlcNAc)sの相互作用

NMR滴定実験により、 LysMdomainと(GlcNAc)sの相互作用解析を行った。その結果、

(GlcNAc)sの結合部位は、 N末の helix1と、 sstrand 1とhelix1をつなぐループ、およ

びC末のhelix2と、 helix2とstrand2をつなぐループにより形成された溝であることが

分かつた(Fig.lb)。またこの部分に存在する、 Tyr72が(GlcNAc)nlLysM複合体形成に

重要であることが予測された。その結果を元にY72F変異体を作成し、 ITC実験により

結合活性を測定した結果、明らかlこTyr72が(GlcNAc)nの認識に重要であることがわ

かった。また、 LysMdomainは多くの場合重複して存在することが知られている。そ

こで、 LysMdomainがタンデムに存在する蛋白質を作成し、 NMR滴定実験を行った。

しかし、現在のところ、 LysMdomainがタンデムに存在することによる糖鎖認識機構

に明確な差は得られていない。

(a) (b) 

Fig. 1 The solution structure (a) and surface structure (b) of LysM domain. Residues whose 

amide backbone resonances were significant1y perturbed owing to the presence ofbound (GlcNAc)s， 

are colored black. 



P028 タキプレシンIとリポ多糖の相互作用解析

1北大院・生命科学、 2北大院・理、 3富山大・薬、 4九大院・理

O神谷昌克1、杉田圭太郎2、相沢智康2、水口峰之3、川畑俊一郎4、出村

誠1、河野敬一2

NMR analysis of Tachyplesin 1 with LPS 

1 Grad. Sch. of Life Sci.， Hokkaido Univ.， 2Grad. Sch. of Sci.， Hokkaido Univ.， 3Fac. of 

Pharmaceut. Sci.， Toyama Univ.， 4Dept. ofBio1.， Grad. Sch. ofSci.， Kyushu Univ. 

o Masakatsu Kamiya1， Keitaro Sugita2， Tomoyasu Aizawa2， Mine戸lki Mizuguchi3， 

Shun-ichiro Kawabata4， Makoto Demurar， Keiichi Kawan02 

Antimicrobial peptides are a key component of the innate immune systems of most 

mu1ti-cellular organisms. An antimicrobial peptide， Tachyplesin 1， was found in hemocytes of 

the Japanese horseshoe crab. Tachyplesin 1 is a 17-residue cyc1ic peptide which is active 

against 白ngi and Gram-positive and Gram-negative bacteria. In aqueous solution， 

Tachyplesin 1 adopts a s-hairpin fold by two disulfide bridges. 

Despite broad divergences in sequence and taxonomy， most antimicrobial peptides share a 

common mechanism， i.e.， membrane permeabi1ization of the pathogen. The action mechanism 

of tachyplesin 1 is also believed to disrupt or permeabilize bacterial membranes. Previous 

studies have shown that Tachyplesin 1 is capable of interacting with lipopolysaccharide (LPS). 

LPS is the major constituent of the outer membrane of Gram-negative bacteria. However， the 

molecular mechanism has yet to be elucidated. To better understand the action mechanism of 

Tachyplesin 1， we performed a structural analysis of tachyplesin 1 in the presence of LPS. In 

this presentation， we would like to discuss the action mechanism of antimicrobial activity 

based on the structures ofTachyplesin 1 with LPS .. 

キーワード: 抗菌ペプチド、リポ多糖、佐NOE

著者ふりがな: かみやまさかっ、すぎたけいたろう、あいざわともやす、みず

ぐち みねゆき、かわばた しゅんいちろう、でむらまこと、かわのけいいち
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[序論]

タキプレシン 1(TP)はカブトガニの血球から発見された抗菌ペプチドであり、グラム

陰性菌・陽性菌の両方に活性をもっ (Fig.1)。抗菌ペプチドは一般に細菌の細胞膜を

破壊することで抗菌活性を示すと考えられているが、詳細な分子機構については未だ、

議論の的である。タキプレシン Iやそのアナログは様々な感染症に対する治療に有効

であると考えられており、抗菌活性の分子機構の解明が期待される。本研究では、グ

ラム陰性菌の細胞壁外膜の構成成分であるリポ多糖 (LPS)との相互作用解析を行う

ことにより、その一端を明らかにすることを目的とする。本発表では、タキプレシン

I・リポ多糖複合体のモデ、ノレ構造を提示し、その活性機構について議論する予定であ

る。

[方法]

固相合成法によりタキプレシンIペプチドを合成した。空

気酸化により、システイン聞のジスルフィド結合を形成さ

せたのち、逆相HPLCにより精製し、凍結乾燥させたも

のを測定試料として用いた。 LPSは、 E.coli 0111:B4由

来のものをSIGMAから購入した。測定試料の条件は

1mM TP， 10 % D20， pH 4.2である。全ての測定は

Bruker DRX 500 MHzまたは 600MHz(クライオブρロ

ープ付)の装置で行われた。

[結果]

一次元lHNMRによるLPS滴定実験からTP/LPS複合体試

料のLPSの量を 0.8mgとした(datanot shownt Fig.2は

TP単体およびLPSとの複合体試料のlHTOCSYスベクト

ルである。 LPSの添加により、 Cys'3，Arg15， Arg17および

C末アミド基に相当するピークの化学シフトに有意な変化

が見られた。このことは、 LPSがFig.lにおける左側に位置

するアミノ酸残基すなわちN末、C末の両末端部分でタキプ

レシンIと相互作用することが明らかになった。また、 lH

NOESYスベクトノレにおいて、TP単体に比べてTP/LPS複合

体では両末端部分に位置する原子聞のNOE相関ピークが

Fig.l Schematic diagram of Taehyplesin 1 
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多く観測された。 TP単体では末端部分はNOE距離制限の

不足により、構造の収束があまり良くない。したがって、

複合体でのNOE相関ピークの増加はこの部分がよりリジ

Fig.2 lH TOCSY spectra ofTP/LPS complex 

ットな構造に変化したことを示唆する O 現在、複合体の構造計算を行っている。また、 STD

(Saturation Transfer Difference)法により、 LPS倶IJの相互作用部位を同定することによって、構

造計算の結果と合わせて合理的なTP/LPS複合体を提示する予定である。
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P029 異種核多次元 NMR法による

高度好熱菌 RecO蛋白質の高次構造解析

(1首都大学東京大学院・理工学研究科 2理化学研究所・生体超分

子構造・機能研究協力グループ)

0永江峰幸 l，井上仁久美川務 2，三島正規 1，柴田武彦 2，

伊藤 隆 1

Structural analysis of Thermus thermophilus RecO by heteronuclear 

multidimensional NMR spectroscopy 

oTakayuki Nagae1， Jin Inoue2， Tsutomu Mikawa2， Masaki Mishima1，Takehiko Shibata2 and 

YutakaIto1 

1 Department of Chemistη¥ Tokyo Metropolitan University，・2Research Group for 

Bio-supramolecular Structure-Function， RIKEN 

RecO protein is one of the key components of the RecFOR dependent DNA 

recombinational repair pathway， which is widely conserved in eubacteria. 

RecO is supposed to play the central role in the pathway， since RecO on its own has an 

activity to exchange homologous regions of single-stranded and double-stranded DNA 

molecules. In order to understand the structural bases of RecO‘DNA interactions and the 

strand-exchange activitぁwehave initiated NMR studies of Thermus thermophilus HB8 RecO 

(ttRecO). Almost complete backbone NMR resonance assignment has been achieved by 

analysing 3D triple-resonance NMR spectra measured on 13C;15N-labelled ttRecO. Side-chain 

resonance assignment and structure calculations are in progress. 

[序] rDNA相同組換え」は， DNA間でほぼ閉じ塩基配列を持つ領域を交換また

は置き換えるという，生命に普遍的に起こる遺伝現象である. rDNA相同組換え」を

行う蛋白質として，大腸菌などの原核生物では RecA蛋白質が、真核生物では Rad51

蛋白質などが知られている.一方で DNA相同組換えのメカニズムは組換え修復」

として遺伝子の修復にも重要な役割を果たしており，真正細菌では RecFOR経路左

いう組換え修復メカニズムが存在する.

Keyword DNA組換え修復異種核多次元 NMR 立体構造解析

ながえたかゆき，いのうえ じん，みかわっとむ，みしま まさき，

しばたたけひこ，いとう ゆたか
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RecFOR経路に関わる主な蛋白質である RecF，RecO， RecRの中で， RecO蛋白

質は単独で一本鎖 DNAと二本鎖 DNAの相同領域の組換え反応活性を持つことが報

告されており， RecFOR経路の中心的役割を担っていると考えられている.そこで

我々はこの RecO蛋白質と DNAの相互作用と鎖交換反応についての構造的知見を得

るため，異種核多次元 NMR法による解析を進めている.

{実験および結果} 試料として高度好熱菌 Thermusthermophilus HB8由来の

RecO蛋白質 (ttRecO蛋白質)を選択し，大腸菌内の大量発現系を用いて， NMR測

定に用いる 13C/15N標識した ttRecO蛋白質を調製した.蛋白質主鎖 NMRシグナル

の帰属のために 2次元 lH-15NHSQCスベクトノレに加えて 4種の 3次元

triple-resonance NMRスペクトル(CBCA(CO)NH、CBCANH、HNCO、HN(CA)CO)

の測定を行った.解析の結果、 ttRecO蛋白質の全229残基のうち N末端とプロリン

残基を除いた観測可能な 211残基の内 199残基(約 94%)のシグナルを帰属するこ

とができた (Figure1).さらに 2次元 lH・13CHSQCスペクトルに加えて， 5種の 3

次元 triple-resonance NMR スベクトル(CBCA(CO)NH， CC(CO)NH， 

HBHA(CO)NH， H(CCCO)NH， HCCH-TOCSY) を解析することで，蛋白質側鎖

NMRシグナノレの帰属を行った.ttRecO蛋白質にはアラニンが 28残基，ロイシンが

43残基，パリンが 13残基，イソロイシンが 5残基存在しているが，シグナルのオー

ノミーラップによりこれらの蛋白質側鎖 NMRシグナルの帰属が困難で、あった.そこで

シグPナノレのオーバーラップを

解消し蛋白質側鎖 NMRシグ

ナノレの帰属をさらに進めるた

め，また疎水性アミノ酸残其

が形成する蛋白質コア部分の

高次構造情報を得るため，

ttRecO蛋白質の疎水性アミノ

酸の側鎖のうちパリンのγ位 15N1 

ロイシンの創立，イソロイシン (ppm) . 

の8位のメチノレ基を選択的に

lH/13C標識(残りは重水素化)

し，これらの試料を用いて側

鎖メチル基シグナルの誤りの

ない帰属と， NOEシグナルの

解析を進めている.また， NOE

由来の高次構造情報を基にし

た ttRecO蛋白質の高次構造

計算も現在試みている.

10.5 10.0 9.5 9回o8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 

1H(ppm) 

Figure lH・15N HSQC spectrum of 

ttRecO in presence of Mg2+ 
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P030 Trim5αB四 box ドメインの構造・機能研究

(理研横浜・生命分子システム研究領域東工大・院総理工東大・院理3)

O秦旭栄1、長島敏雄1、梅原崇史l、林文品l、渡部暁1、原田拓志1、矢吹孝1、青木雅昭1、

関英子1、松田貴意1、好田真由美1、慶田洋1、木)11隆則1ヘ横山茂之1.3

Studies on the structure and function of Trim5αB同 boxdomain 

(RI 悶 NBBSC1， Tokyo Insti加teofTechnology 2， Un加n剖1I附verぽ郎悶r路s位i

o Xu-rong Qinぜ ToshioNagashima1， Takashi Umehara1， Fumiaki Hayashil， Satoru 

Watanabel， Takushi HaradaI， Takashi Yabuki1， Masaaki AokiI， Eiko Seki1， Takayo~hi 

Matsudal， Mayumi Yoshidal， Hiroshi Hirota1， Takanori Kigawa1
•
2 and Shigeyuki 

Y okoyamal
•
3 

Introduction 

It has been identified that Trim5αprotein restricts retroviruses such as HIV-l and 

murine leukemia virus. Previous studies demonstrated that Trim5αproteins specifically 

recognize the viral cores and accelerate the uncoating process， thus potentially interfering 

with the order1y disassembly ofthe viral capsid. 

Trim5α. proteins are composed of four domains， a RING， B-box 2， coi1ed-coil and 

B30.2/SPRY. The RING domain plays an important role in the rapid degradationpathway of 

Trim5q，; the B-box 2 domain， which provides an effector function to restriction， is essential to 

block viral replication; the coiled-coi1 domain， which allows oligomerization of Trim5q" is 

critical :白rinteraction of the B30.2(SPRY) domain with the HIV-l capsid; and finally， the 

B30.2(SPRY) domain， which provides the capsid recognition motif， dictates the specificity of 

restriction. 

Some residues in B・box2 domain are reported to play very important role in retroviral 

restriction. To gain insights into structure・負担lctionrelationships， we have solved the monomer 

structure of the B-box 2 domain (86-131)企omhuman Trim5αusing multidimensional NMR 

spectroscopy (PDB entry 2YRG). 

Keywords: Retrovir叫 restriction，Trim5αprotein， B-box 2 domain. 

しんきょくえい、ながしまとしお、うめはらたかし、はやしふみあき、わたなべさとる、はらだたくし、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、よしだまゆみ、ひろたひろし、きがわたかのり、よこ

やましげゆき
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Materials and Methods 

The 13C幽 and15N四 labeledprotein was produced by the E. coil cell国 freesynthesis system. 

All NMR measuremens were performed at 293K under ambient pressure on varian INOVA 

600 or， in the case ofthe NOESY experimentsヲVarianINOVA 800 and 900 spectrometers. 

The sequence-specific backbone resonance assignment was achieved through a 

combination of standard triple resonances techniques using 2D lH，15N圃 HS守Cand 3D HNCO， 

HN(CA)CO， HNCAラ HN(CO)CAラ HNCACB and CBCA(CO)NH spectra. Side-chain 

assignment was obtained using 2D lH，13C曲 HSQCand 3D C(CO)NHラ (H)CCH-TOCSYand

HCCH-TOCSY spectra. 3D 15N-edited CH，lH)-NOESY and 13C-edited CH，lH)剖 OESY

spectra were used to determine the distance restraints. 

The programs NMRPipe， NMRView and Kujira wer・eused for spectral processing and 

data analysis. Structure calculation were performed with the program CYANA 2.0.17. 

Resl.llt and Discl.lssion 

The B-box 2 domain from Trim5αadopted a ssαRING-like fold which is maintained 

by two zinc ions and CHCDC2H2・typezinc coordination(Fig.l). The maj ority of hydrophobic 

residues are solvent-exposed and clusteredラ formingtwo hydrophobic patches on the surfaces 

of the domain. One located on the outer surface of the helix and the first s-sheet and was 

formed by residues Ll 03ラLl04，W115 and Ll16 and the other located on the region formed 

by FI05， V112 and F129. The former patch is surrounded by negatively charged residue E118 

and positively charged residue R119， which have been proved to be very important for the 

function. 

a b 

Fig.l Ribbon diagram (a) and electrostatic potential map (b) of the τ'rim5αB'box 2 
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P031 呼吸鎖末端酸化酵素における電子伝達複合体の動的構造解析

0坂本光一神谷昌克2 伊藤(新津)恭子三内田毅
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Dynamic Structural Analysis of the Electron Transfer Complex 

between Cytochrome c and Cytochrome c Oxidase in the Respiratory Chain 

Koichi Sakamoto1， Masakatsu Kamiya2， Shinzawa~Itoh Kyok03， Takeshi Uchida1， Tomoyasu 

Aizawa4， Makoto Demura2， Keiichi Kawan04， Shinya Yoshikawa3， Koichiro Ishimori1 

eDivision of Chemistry， Graduate School of Science， Hokkaido Universiのう 2 Division of 

Molecular Life Science， Graduαte School of L{戸Science，Hokkaido University， 3Dψαr仰 entof

Life Science， Graduate School of Life Science， University of均lOgO，4Division of Biologicαl 

Sciences， Graduαte School ofScience， Hokkaido University) 

To understand the structural basis for the specific electron transfer reaction from Cyt c to CcO， 

we performed relaxation measurements and Modelfree analysis of ferrous Cyt c in the 

absence and presence of CcO. Our analysis revealed that the binding site for CcO on Cyt c 

shows the highly restricted niotion and the motion of the binding site is further suppressed 

upon the binding to CcO. These results suggest that formation of the Cyt c-CcO complex 

would be mediated by the reslricted backbone fluc同ation，which characterizes the electron 

transfer reaction from Cyt c to CcO. 

{緒言】シトクロムc(Cytc)は，呼吸鎖のシトクロムbCl複合体(CytbCl)とシトクロムC

酸化酵素(CcO)聞の電子伝達を担うへムタンパク質である. Cyt cとCcOは，複合体を

形成することにより，電子がCytcのへムからCcOのCUAに伝達され，その後 hemeaを

経由し，最終的に酸素還元中心であるhemeα3・CUBにおいてプロトンおよび分子状酸素

と反応して水へと還元される.この酸素還元反応には 4電子が必要であるにもかかわ

らず， Cytcは複合体形成時に l個の電子しかCcOに供与できないため， CytcとCcOは

その酸化還元状態に応じて会合・解離を繰り返しながら電子を授受することになると

考えられる.したがって，このようなCytc-CcO間電子伝達反応には，両者の酸化還

元状態に応じてその会合・解離を制御する機構が存在すると想定されるが，その構造

化学的知見は十分得られてはいない.そこで我々は，このような酸化還元状態に応じ

たCytcとCcO聞の会合・解離の分子機構を構造化学的に解明するため， chemical shi氏

p erturbation測定を行い，ヘム近傍のLysやGluなどの極性残基だけでな

Keywひ吋s:電子伝達，蛋白質一蛋白質問相互作用，緩和解析，モデルフリー解析

著者ふりがな:さかもとこういち，かみやまさかっ，いとう(しんざわ)きょうこ， うちだたけし，

あいざわともやす，でむらまこと，かわのけいいち，よしかわしんや，いしもりこういちろう
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く， Ileなどの非極性のアミノ酸残基が CcOとの相互作用に関与し，その相互作用が

Cyt cの酸化還元状態に応じて変化することを明らにしてきた.しかし，タンパク質

複合体の結合・解離にはタンパク質構造の「静的」な構造だけでなく，構造上の「揺

らぎJ，すなわち運動性が重要な役割を果たしており，また，タンパク質構造の「揺

ぎJによる電子伝達反応の制御も指摘されている.そこで本研究では，構造の動的特

性の変化を検討可能な NMR緩和測定を用いて Cytcの立体構造の「揺らぎJを検討

することにより， Cyt c-CcO間電子伝達反応についての構造化学的知見を得ることを

目的とした.

[実験】還元型15NCyt cおよび、還元型15N Cyt cにCcOを添加した試料を調製し， T1， 

T2および~NOEの緩和測定を行った.各残基のT1 ， T2の緩和速度および~OE比を用いて
モデルフリー解析を行うことにより，タンパク質構造の「揺らぎ」を反映するオーダ

ーパラメータゲおよび、平衡状態にあるアミノ酸残基の交換速度定数Rexを求めた.

【結果と考察】オーダーパラメータS2はN-H結合が等方的でランダムな運動をしてい

る状態では Oであり，完全に主鎖の運動性が制限された状態では lを示す.今回の解

析の結果から， Cytcの分子全体のS2平均は 0.884と見積もることができ， Cytcは分子

全体にかなり運動性が制限された構造をしていることが示された.特に， CytCのCcO

結合部位のS2平均は 0.902であり，その運動性は，局所的にさらに制限されているこ

とが明らかとなった.さらに， S2とともに構造の「揺らぎ、」を反映する化学交換ノ号ラ

メータRexについても検討したところ，CcO結合部位のほとんどのアミノ酸残基では化

学交換が観測されなかった.以上の結果から，CcOはCytcにおいて構造的揺らぎの小

さな領域と相互作用をすることで複合体の形成を行うと考えられ，このような機構は，

DNA結合タンパク質にみられるような比較的構造的揺らぎの大きな領域が複合体の

形成部位となる会合機構とは大きく異なっていた.DNA結合タンパク質では，構造的

揺らぎの大きな領域がDNAと相互作用することで非特異的な遭遇複合体が最初に形

成され，その後，特定の認識部位を探索することで，最終的な特異的複合体が形成さ

れると考えられている.このような準安定な遭遇複合体がCytcとCcO間にも生成する

と， Cyt cからCcOのCUA以外の部位への電子伝達が起こる可能性があり，その結果，

CcOにおいて酸素還元反応が効率的に行なわれなくなる.したがって，相互作用部位

の特異性を高め，部位特異的な電子伝達複合体を選択的に形成するため， CytCのCcO

結合部位の構造的揺らぎは小さく抑えられていると考えることができる.さらに，電

子伝達反応が起こるCytc・CcO複合体の構造的揺らぎを検討するため，還元型Cytdこ

CcOを添加した場合においても同様に緩和解析を行ったところ，CcO結合部位に存在

するアミノ酸残基のS2平均は 0.981と求められ，複合体形成前に比べてさらに内部運

動が制限されていることが明らかとなった.このような複合体における緩和解析には

さらに詳細な検討が必要なものの， CytcからCcOへの電子移動は構造的揺らぎが非常

に小さな状態で進行することを示唆しており，この運動性の制限がCytcのへムから

CcOのCUAへの部位特異的で、効率的な電子伝達を行う上で、重要な役割を担っているも

のと考えられる.
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P032 異種核多次元 NMRを用いた細胞内大量発現蛋白質の解析

c首都大学東京 4藤田保健衛生大学)

O 浜津順平 1岩崎重衣¥花島知美榊原大介佐々木敦子ぺ

林 宣 宏 2 三島正規ぺ伊藤隆 1

Heteronuclear multi-dimensional NMR of proteins overexpressed in cells 

Junpei hamatsu1， Ai Iwasaki1， Tomomi Hanashima1，Daisuke Sakakibara1， Atsuko Sasaki1， 

Nobu叫凶1辻血hiroHa句y向as由hi子2

lD句epαart.伽me伺ntofCh舵emi.邸strηy，おかoMetropolitan University; 2 FujiωHealth University 

In vivo detection of protein dynamics， structural changes or interactions is strongly 

required for the explicit understanding of structural basis of their functions in living systems. 

Recent developments of NMR spectroscopy allow us in vivo observation of high-resolution 

heteronuclear multi-dimensional NMR spectra of an overexpressed protein. 

In this presentation， we report our recent studies on this “In-Cell NMR" method applied 

to several proteins expressed in E.coli cells. Backbone and sidechain resonance assignments 

have been shown to be achievable by applying methods for rapid acquisition of 

multi-dimensional NMR spectra. Further， we wi11 also report our recent trial of obtaining 

long-range distance restraints from In-Cell NMR samples. 

【序】 近年， NMRのハードウエアの性能の向上や，新規測定法の研究・開発により，

生細胞内における蛋白質の高分解能異種核多次元NMRスベクトノレの観測が可能とな

った(In-CellNMR). この手法の発展により，細胞内での蛋白質の動態，構造変化，

結合現象といった様々な細胞内での生命現象の研究がなされてきた.しかしながら，

“生きた"細胞がサンフ。ルで、あるため，シグ?ナルが低感度で、あることやサンフ。ノレ寿命

が短いことから，細胞内の蛋白質の高次構造決定を行うのに十分な構造情報を得るこ

とは困難とされてきた.

本研究では，大腸菌内発現系を用いた複数の蛋白質をターゲット試料とし，

triple-resonance NMRスペクトルの解析による主鎖，側鎖 NMRシグナルの帰属や，

NOEによる高次構造情報の取得を試みた.測定においては，サンフ。ルの寿命が短いこと

から長時間の測定を必要とする各種 3次元測定では non-linersampling法を適用する

ことにより測定時間の短縮を図った

In-Cell NMR，異種核多次元 NMR，非線形サンプリング，選択的プロトン標識，カルモジュリン，
EF-hand 
はまつじゅんぺい，いわさきあい，はなしまともみ，さかきぱらだいすけ，ささきあっこ，
はやしのぶひろ，みしままさき，いとうゆたか
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【実験，結果および今後の展望】ターゲ、ツト試料としては， Calmodulin (CaM)の全長お

よび， N 末端ドメインを用いて解析を行ってきた.今回はこれらの試料に加えて高度好熱菌

由来の TTHAl718蛋白質についても検討を行った.いずれの試料についても，大腸菌内

発現系を用いた.

主鎖の帰属のためには， 13C/15N均一標識試料を調製し， 6種の 3DNMR(HNCA， 

HN(CO)CA， CBCANH， CBCA(CO)NH， HNCACO， HNCO)の測定を行った.測定の

際には，間接観測軸に非線形サンプリング法を適用し，短時間で良好なスペクトルを得るこ

とに成功した.スペクトルを解析した結果， CaMのN末端ドメイン(77残基)については，主

鎖シグナノレの約 70%の帰属に成功した.帰属されなかった約 30%の領域は Ca2
+結合領域

に近接しており，当該領域が Ca2+非存在下で、フレキシブノレな性質を示すことにより，主鎖

NMRシグナノレがブロードニング、している可能性が考えられる.TTHAl718については，主

鎖シグナルの約 94%の帰属に成功したため，さらに 3 種の 3D NMR 

(HBHA(CBCACO)NH， H(CCCO)NH， (H)CC(CO)NH)の測定を行い，側鎖シグナル

の帰属を行った.

また， TTHAl718についてはさらにNOE由来の高次構造情報の取得を試みた.同様

に非線形サンフ。リング法を適用することによって，短時間で良好な 3D15N -separated 

NOESY-HSQCの測定に成功した.さらにメチル基選択的プロトン標識試料を調製し， 3D

13C/13C separated HMQC-NOESY-HMQCを測定することにより，メチル基聞の NOEを

選択的に観測することにも成功した.これらの NOE情報を基にTTHAl718の大腸菌細胞

内での高次構造決定にも成功している.現在はさらに， 15N核の緩和解析を行い，生細胞

内における蛋白質の動態の解明を試みている.

10 9 8 
'H(ppm) 

(a) 1 H_15N HSQC spec住umofthe 13C/15N labelled TTHA1718 

(b)Ove町aidlHN_
1H cross-sections ofthe 3D HBHA(CBCACO)NH(Black) and H(CCCO)NH(gray) 

spec位a

Figure (a) 
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P033 GMlミセルの親水性/疎水性境界面における

アミロイドpペプチドのトポロジーの NMR解析
0内海真穂 1，2、山口芳樹 1，3、笹川拡明 2、山本直樹 4、柳津勝彦 5、加藤晃一 1，2，6，7

(1名古屋市立大学大学院薬学研究科、 2分子科学研究所、 3理化学研究所、 4立命館

大学薬学部、 5長寿医療センター研究所、 6岡崎統合バイオサイエンスセンター、

7お茶の水女子大学糖鎖科学教育研究センター)

NMR analyses of amyloid s-peptide lying on hydrophilic/hydrophobic interface of GMl 

micelles 

OMaho Utsumi1， 2， Yoshiki Yamaguchi1，3， Hiroaki Sasakawa2， Naoki Yamamot04， Katsuhiko 

Yanagisawa5， and Koichi Kato1，2， 6， 7 

( 
1 Graduate School Of Phαrmαceutical Scienc叫 NαgoyaCity University， 2Institute for 

Molecular Science， 3 RIKEN， Advanced Science Institute;砂'stemsGl;ノcobiologyResearch 

Group， 4Ritsumeik，αn University， 5 Mαtionα1 Institute for Longevif)ノSciences，National Center 

for Geriatrics and Gerontology， 60kazaki Institute for Integrative Bioscie町 e，7 Glycoscie町 e

Institute， Ochαnomizu University) 

Growing evidence has indicated that GMl ganglioside specifically interacts with Amyloid 

s-peptide (As) and thereby promotes Alzheimer's disease-associated As assembly. To 

characterize the conformation of As bound to the ganglioside， we performed NMR analyses 

using isotopically labeled As(I-40) in association with GMl and lyso・GMlmicelles. Our 

NMR data revealed that As( 1-40) lies on hydrophobic/hydrophilic interface of the ganglioside 

cluster exhibiting an up-and-down topological mode in which the two discontinuous α-helices 

and the C-terminal d坦eptidesegment are in contact with the hydrophobic interior， whereas 

the remaining disordered regions are exposed to the aqueous environment. These findings 

suggest that the ganglioside clusters serve as aunique platform for binding coupled with 

conformational transition of As molecules， rendering their spatial rearrangements restricted to 

promote specific intermolecular interactions. 

[目的]アノレツハイマー病の発症にはアミロイドpペプチド(As)の神経細胞膜への凝

集・沈着が深く関わっている。神経細胞膜に豊富に存在する糖脂質である GMlガン

グリオシドは、Asの重合を促進する環境因子のーっとして注目されており、AsとGMl

の複合体が核となって Asの凝集が促進される可能性が報告されている。本研究では、

キーワード:アミロイドト GMlガングリオシド、糖脂質ータンパク質相互作用、アルツハイマー病

Oうつみまほ、やまぐちよしき、ささかわひろあき、やまもとなおき、ゃなぎさわか

っひこ、かとうこういち
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GMlガングリオシドとの相互作用が引き金となって開始する Asの重合メカニズムを

解明するために、超高磁場NMR計測を行い、 AsとGMlの相互作用の構造的基盤を

明らかにすることを試みた。

[結果および考察]13C、15N、2Hで三重標識した As(1-40)を用いて 920MHz超高磁

場NMR装置を利用した計測を行うことにより、これまで、は観測が困難だ、った糖脂質

ミセノレに結合した状態の As(1-40)のNMRシグナルを観測することに成功した。 NMR

解析の結果から、 As(1-40)は中央部分に 2つのαヘリックス構造を形成してガングリ

オシドミセルに結合しており、他の領域は特定の二次構造を形成していないことが判

明した。また、飽和移動差スベクトノレ測定の結果から、 As(1-40)はガングリオシドク

ラスターの疎水性部分(脂質)と親水性部分(糖鎖)の境界面において、 2つのαヘリック

スと C末端のジペプチド部分(Va139-Va140)は疎水的環境に位置し、残りの領域別末端

領域およびαヘリックスのリンカー領域)は親水的環境に露出しているトポロジーを

呈していることが明らかとなった。

以上の結果より、ガングリオシドクラスターは As分子の構造遷移を誘起するとと

もにその空間配置を規定するような環境場を形成していることが明らかとなった。こ

れにより As同士の特異的な分子間相互作用が促され、アミロイド形成に至るものと

考察される。
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Fig.l Plots of the intensity ratios of the backbone amide peaks with on-resonance and 

off-resonance irradiation of the acyl (CH2) groups of lyso-GMl (upper) and H20 (lower). The 

location of α-helices are represented by cylinders along with the primary structure of As(1-40) 

peptide. Asterisk indicates the amino acid residue that did not exhibit observable peak in the 

spectrum due to severe broadening. Intensity ratio are the mean 土S.D.of three independent 

experiments. 

[謝辞】本研究は CREST/JSTの支援により行われたものです。ここに謝意を表します。
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P034 溶液 NMRによるフィトクロム ATP結合ドメインの構造・機能解析

(1奈良先端大・バイオ、 2首都大・戦略研究センタ一、

3三菱化学生命研、 4農業生物資源、研、 5名大院・生命農学研究科)

O西ヶ谷有輝人 Jee.JunGoo1人田中利好 3、河野俊之 3、

加藤悦子 4，5、高野誠4、山崎俊正 4、児嶋長次郎 1

Yi.Jki Nishigav!!1， JunGoo Jeel

ぺRikouTanaka3， Toshiyuki Kohn03， Etsuko Kaωh45，Makoto 

T北an04，Toshimasa Yamazaki4 and Chojiro Kojimal 

(1 Grad. School of Bio1. E!ci.， NAIST， 2Center for Priority Areas， Tokyo Me仕o.Univ.， 

3Mitsubishi Kagaku Inst. Life.， 4Nat. Inst. Agrobio1. Sci.， 5Grad. School ofBioagricultual Sci.， 

Nagoya Univ.) 

Phytochrome， a red/far田 redphotoreceptor， regulates many aspects of the life cyc1e in higher 

plants. Phytochrome is a dimeric and soluble protein， which consists N-terminal photosensory 

domain， PAS repeat domain and histidine kinase like domain (HKLD). HKLD shows 

sequence homology to histidine kinase， however， higher plant phytochromes are lacking 

histidine kinase activity. So far， the function of HKLD is not clear. In order to investigate the 

HKLD， the over expression and purification system of HKLD was established for 

Ar，αbidopsis thalianαphyA and rice phyB. NMR titration experiments revealed that rice phyB 

HKLD direct1y interacted with ADP and ATP analog. Weak but significant ATPase activity 

was detected in phyA and phyB HKLD. 

[序論]

植物の赤色/遠赤色光受容体で、あるフィトクロムは安定な二量体を形成する可溶性タンパ

ク質である。フィトクロムの N 末端ドメインは発色団を共有結合し光受容能を有しており、 C

末端ドメインは安定な二量体を構成している。 c末端ドメインはさらにPAS(Per-ARNT-Sim) 

リピートドメインおよび、 HKLD(Histidine Kinase Like Domain)から成る。高等植物フィ

トクロムの HKLDはヒスチジンキナーゼと弱い相同性を持つもののヒスチジンキナーゼ活

性は無いとされている。一方、フィトクロム全長ではセリン/スレオニンキナーゼ、活性が報告さ

れているが、このキナーゼ活性を担っている部位は明らかにされていない。そこで生化学

実験および溶液 NMR実験により、フィトクロム HKLDの立体構造とキナーゼ活性

の有無など分子機能の解明を目指した。

キーワード 光受容体 フィトクロムヒスチジンキナーゼ様ドメイン ATPアーゼ

にしがやゅうき、じーじゅんぐ一、たなかりこう、こうのとしゆき

かとうえっこ、たかのまこと、やまざきとしまさ、こじまちょうじろう
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[方法]

シロイヌナズナ phyAHKLDおよびイネ phyBHKLDは大腸菌を用いた大量発現系に

より調製した。 HKLDはヒスチジンキナーゼとの相同性から2つのサブ?ドメイン(2量体化ドメ

イン、キナーゼドメイン)からなると考えられるが、本研究ではキナーゼドメインに相当する領

域のみをHKLDと呼んでいる。 NMRタイトレーション実験は、イネphyBHKLDが濃度依

存的に多量体を形成するため、単量体として良好なスペクトルを与える低濃度高温条件下

(17 p.M、313K)で、行った。また NMR測定にはクライオプローブ付き BrukerAVANCE 

500を用いた。

[結果・考察]

イネ phyBHKLDは低濃度(17p.M)では良好な NMRスペクトルを与えるが、それ以上

の濃度では分子閉会合により広幅化する。そこで非線形サンプリングを用いた多次元NMR

とアミノ酸選択的標識技術を併用し、 17p.M での主鎖帰属に成功した。次に ADPおよび

AMP-PNPが結合するかどうかを検討するため、 lH-15NHSQCを用いたタイトレーション実

験を行った。有意な化学シフト差のあった残基をモデ、ノレ構造にマッヒ。ングしたところ、

ATP/Mg2+結合モチーフ(Nbox、G1box、Fbox、G2box)近傍に複数の残基が同定され

た。これはHKLDがGHKLスーパーファミリーと同様なATP結合サイトを持つ可能性を示

唆する。そこで ATP加水分解活性を検討する生化学実験を行い、シロイヌナズナ phyA

HKLDおよびイネ phyBHKLDからATP加水分解活性を検出することに成功した。また

NboxのD1059およびG2boxのRl119をアラニンに変えたイネphyBHKLDの変異体

を作成したところ、 ATP加水分解活性が阻害された。これらの結果から、フィトクロム HKLD

はGHKLスーパーファミリーのATP加水分解酵素で、あると考えられる。次にリン酸化活性を

検討した。フィトクロム全長の基質である HistoneH1を用い、シロイヌナズナ phyAHKLD、

イネphyBHKLDのキナーゼ活性を測定したが、リン酸化は検出されなかった。発表では、

低濃度タンパク質試料の帰属と機能解析の詳細について報告する。
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Figure 1. NMR titrationexperiment of rice phyB HKLD with 10 mM ADP (1eft) and its 

chemical shift pe巾 rbationmapped on the modeled structure (right). 
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P035 巻き戻し条件下におけるタグ蛋白質の構造及び動的性質
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The strcture and dynamics of the fusion partner protein under the refolding condition 

CGraduate School of Science， Hokkaido University， 2Graduate School of Life Science， 

Hokkaido University， 3Graduate School of Medicine and Pharmaceutical Science for 

Research， Toyama University) 

Yasuhiro Kumaki¥ Yoshitaka Umetsu2， Tomoyasu Aizawa2， MasalくatsuKamiya2， Makoto 

Demura2 and Keiichi Kawano1
，2 

The expression system using fusion protein with the suitable fusion partner is very 

useful for the abundant expression of proteins and peptides because the interaction 

between the target and fusion partner regions protects the degradation by host-derived 

peptidases and invalidates the toxicity to the host bacteria. The elucidation of the 

mechanism of this interaction provides the basis for the design and development of a 

novel fusion partner. The goal of the present study is to elucidate the structure of the 

fusion protein by NMR. Especially， we focus on the structure under the refolding condition， 

where the fusion protein expressed as an inclusion body is treated. For the first step， we 

investigate the structure and dynamics.of E colithioredoxin-based fusion partner protein 

without target protein. 

融合蛋白質発現系は微生物を用いた蛋白質固ペプチドの大量発現に極めて有効である

ことが知られている。例えば抗菌活性を持つペプチド(抗菌ペプチド)は、宿主である微生物

に対し毒性を示すこと、また宿主由来のプロテアーゼによる分解を受けやすいことから、単

体での大量発現は困難である。一方このような抗菌ペプチドを適切なタグ分子との融合蛋

白質として発現させた場合、抗菌ペプチド領域はタグ分子領域との相互作用によって、プロ

テアーゼによる分解から保護され、また宿主に対する毒性が抑制される。これによって目

的の抗菌ペプチドを効率的に大量生産することが可能となる。

キーワード:タグ蛋白質、チオレドキシン、巻き戻し条件

くまきやすひろ、うめつよしたか、あいざわともやす、かみやまさかっ、でむらまこと、かわの

けいいち
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融合蛋白質発現系によって目的蛋白質・ペプチド(ターゲ、ツト)を効率的に生産するため

には、適切なタグ分子の選択が重要である。プロテアーゼによる分解からの保護や宿主に

対する毒性の抑制に有効なタグーターゲット聞の相互作用機構の分子レベルでの解明は、

より有効な新規タグ分子のデザイン及び開発のための基礎を与える。

本研究の目標は融合蛋白質の立体構造及び動的性質を NMRで明らかにすることで、タ

グーターゲ、ツト聞の相互作用に関する知見を得ることである。封入体として発現された融合

蛋白質からターゲットを得るためには可溶化や巻き戻しのステップが必要であるが、我々

はとりわけこの巻き戻し条件下における融合蛋白質の構造的性質に注目する。その第一

段階として、タグ分子として一般的な大腸菌由来のチオレドキシンをベースとしたタグ蛋白

質(ヒスタグーリン力一一チオレドキシン)単体での巻き戻し条件における立体構造及び動

的性質を NMRを用いて明らかにする。

13C，15Nラベルされたタグ蛋白質について巻き戻し条件下において各種三重共鳴測定を

行い、主鎖の帰属を完了した。現在、側鎖の帰属及び立体構造解析を進行中である。

立5

0.4ョ一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一ー一一一 一一一一一一一一一 一一一一一一一一 一一一

E 
笥弘2

。
o 1() 20 30 40 50 60 70 8草野o 100 110 

F竜奪草idue

Fig圃1Chemical shift differences of the amide protons and nitrogens between the 
standard and refolding conditions for thioredoxin region fusion partner protein. 
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P036 酵母 Irelpによって部位特異的な切断を受ける RNAの NMR

構造解析

奈良先端大・バイオヘ首都大・戦略研究センターへ

奈良先端大・情報 3

0河原郁美， Jee， JunGoo1， 2，箱嶋敏雄3 今川佑介河野憲三

児嶋長次郎 1

NMR structural study of RNA recognized by site specific endoribonuclease Irelp 

lkumi Kwahara1， JunGoo JeeペToshioHakoshimα3， Yusuke Imagawa1， Ke'!ii Kohno
1 
and 

Ch~戸ro Kojima1 (1 Graduate School Of Biological Sciences， Mαra lnstitute of Science and 

Technology， 2 Center戸rPriority Areas，おかoMetropolitan University， and 3Graduate School 

of lnformation Science， Nara lnstitute Of Scienceαnd Technology ) 

The r回ponseto ER stress is known as Unfolded Protein Response (UPR). lREl is an ER 

transmembrane protein conserved on many of eucaηrotes and it is a sensor protein of 

endoplasmic reticulum (ER) stress. Ire1p is an yeast hoinolog of lREl. Cytosolic domain of 

Irelp is composed of a kinase domain and a site-specific endoribonuc1ease (RNase) domain. 

Hac1 is the UPR-specific transcription factor in yeast. HACl mRNA has one intron between 

the 5' and 3' exons. Irelp c1eaves two intron-exsonjunctions inHACl mRNA. Both c1eavage 

sites are located on the stem-loop region. In yeast， this splicing is a key step ofUPR signaling. 

Here we report白atthe stem-loop region of HACl mRNA direct1y interact with Irelp RNase 

domain at both c1eavage sites. 

[序論1
lRElは酵母からヒトに至るまで幅広い生物で、保存された小胞体ストレスセンサー

である。この小胞体ストレスに対する応答は、ストレスが異常タンパクの蓄積から引

き起こされることにちなんで UnfoldedProtein Response (UPR)と呼ばれる。Irelpは出

芽酵母の UPRにおいて中心的な役割を果たす小胞体膜貫通タンパク質である。 Irelp

は細胞質側に Kinaseドメインと RNaseドメインを持ち、この RNaseドメインが HACl

mRNAの部位特異的な切断を行なうことによって、下流の転写因子 Hac1のスプライ

シングを引き起こすと考えられている。 ι4ClmRNAがIrelpによって切断を受ける

部位は二箇所存在し、それぞ、れステムノレープ構造のループ部分に位置している事が予

測されている。

キーワード: タンパク質 RNA 小胞体ストレス UPR 

著者: かわはら いくみ、じー じゅんぐ一、はこしま としお、

いまがわ ゅうすけ、こうの けんじ、こじま ちょうじろう
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本研究ではこの切断部位を:含むステムループ構造をIrelpがどのように認識し切断

しているのか、ステムループの構造情報から解明することを目指した。

【試料l
IrelpのRNaseドメインは大腸菌の大量発現系を用いて

調製した。 HAClRNAは、二ヶ所それぞ、れの切断箇所に

ついて切断部位を含むステムノレーブ。領域のみ(図1)を化

学合成または RNAポリメラーゼを用いて調製した。ここ

では使用した 2つの RNAフラグメントのうち、 5'狽.lJの

切断部位を含むステムループを 5'佃Ijステムノレープ、 3'

側の切断部位を含む方を 3'恨Ijステムノレーフ。とよぶ。

【結果と考察1
HACIRNAとIre1pRNaseドメインとの相互作用を確

認するために、 IrelpRNaseドメイン存在下と非存在下

でそれぞれの RNAのイミノプロトンを測定した。その結
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Figure.1 

Predicted secondary structure of 

HAC1 mRNA splicing site. Arrows 

show Ire1 p c1eavage site. (a) 5' 

and (b) 3' stem-Ioop 

果、 5'側ステムノレーフ。で、は Irelp存在下において全体的

な線幅の広がりと低磁場シフトしたピークを観測した。また、 3'側ステムループで

はIre1p存在下において全体的な線幅の広がりと新たなピークを観測した。これによ

り、実験に用いた mRNAとIrelpRNaseドメインの聞に直接的な相互作用が存在する

ことが示された。そこで、まず5'側ステムノレープについて、 lH)HNOESYとlH)H

TOCSYスペクトノレからイミノプロトンの帰属を行なったところ、変化の見られたイ

ミノプロトンのシグナルはルーフ。直下の G塩基 (G15)に由来するもので、あった(図

2)。また G15を除くステム由来の信号には Irelpの有無で変化が見られなかったこ

とから、 Irelpと瓦4ClRNAとの相互作用はステムが認識されているのではなく、主

に切断部位のあるループ部分で行なわれていると考えられた。そこでより詳細な解析

を行うために、現在RNAの13C/15N安定同位体標識を進めている。発表ではこれら

HACIRNAのNMRデータを元に、どのようにして Irelpが特定の RNA配列を認識し

切断するのかについて議論する。

Figure .2 
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ヘム近傍の静電的環境の変化がシトクロム Cの

機能と構造に与える影響
筑波大院数物

O三上真一、入江清史、太虎林、長友重紀、山本泰彦

P037 

Regulation of Redox Potential of Pseudomonas aeruginosa Cytochrome c through 
Alteration of Electrostatic Environment around Heme 17・propionicAcid 

OShin-ichi Mikami， Kiyofumi Irie， Hulin Tai， Shigenori Nagatomo， 
and Yasuhiko Yamamoto 

Dept. ofChem.， Univ. ofTsukuba 

Pseudomonas aeruginosa cytochrome C55I (PA) is a small redox protein that consists 
of 82 amino acid residues and a heme. In order to elucidate the relationship between the 
redox potential (Em) and pKa value of heme 17 -propionic acid，. we prepared four 
mutants ofPA， i.e. F34Y， E43Y， R47L and W56F. All the residues mutated were located 
near heme 17・propionicacid， and hence the mutations were expected to alter the 
electrostatic environment around the heme side chain. The values of < 4.5， 5.0， 6.7， 
and 7.9 were determined as the pKa values of heme 17・propionicacids， differ企om6.1 
for PA. And Em of the protein changes by ~60 m V near the pKa value of heme 
17・propionicacid. Thus both the pKa value of heme 17・propionicacid and pH profile of 
Em in the protein can be regulated through protein engineering. 

序論緑膿菌 (Pseudomonasaeruginosa)シトクロム

C55I (PA、Fig.1)は、アミノ酸 82残基と補欠分子族のヘ

ムからなる分子量約 9000のタンパク質であり、へム鉄

の酸化と還元を利用して生体内で、の電子伝達を行って

いる。通常、シトクロム C の機能は標準酸化還元電位

(Em)により評価される。従来の研究より、 PAのιはヘ

ム側鎖 17同プロピオン酸基の電離状態に依存すること

が明らかとなっている。本研究では、へム 17・プロピオ

ン酸基近傍のアミノ酸残基を置換した変異体 F34Y、

E43Y、R47L、W56Fを調製し、アミノ酸置換により誘

起されたへムの構造化学的環境の変化が、 PAの Emや

電子伝達の熱力学に与える影響について解析を行った。
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結果・考察 酸化型のシトクロム C ではへム鉄の不対電子の影響を受け、へム

メチルプロトンのシグナルは大きく低磁場シフトして観測される。へム側鎖 17・

プロピオン酸基の pKaは、これらのシグナルの化学シフトの pH依存性の解析よ

り、 PA(pKa = 6.1)、 F34Y(く4.5)、E43Y(5.0)、R47L(6.7)、W56F(7.9)と求めら

れた (Fig.2) 0 F34YとE43Yでは、アミノ酸置換により、 17-プロピオン酸基に

対する水素結合ドナーが新たに導入されたため pKaが低下し、一方、R47L、W56F

では、水素結合ドナーが除去されたため、 pKaが上昇したと考えられる。

Keywords:常磁性NMR、シトクロム c、酸化還元電位、熱安定性、へム

みかみ しんいち、いりえきよふみ、たい こりん、ながとも しげのり、
やまもと やすひこ
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Fig. 2 Downfield-shifted portions of the 'H NMR spectra of PA and its mutants at the 
indicat巳dpH. pKa values of. heme 17・propionicacids in the proteins re refl巴ct芯din the 
pH圃 dependentshifts of heme me仕1Y1proωn signals. 

サイクリックボルタンメトリーにより Emの pH依存性を測定した結果、ヘム

側鎖 17-プロピオン酸基の pKaに対応する pH領域で、 EmがpHの上昇に伴い約

60 mV低下した。この結果は、正味の電荷として十 1をもっている酸化型へム

が、 pH上昇に伴う 17・プロピオン酸基の電離により生じた負電荷により部分的

に中和され安定化されることを反映している。このように、へム側鎖 17-プロピ

オン酸基の pKaの調節を通して、 Emを変えることが可能である。

次に、 17・プロピオン酸基の pKaが還元に伴う熱力学ノfラメー夕、特にエント

ロビー変化(L1S)に与える影響について解析した。L1Sは温度に対する Emのプロッ

トの傾きから求められ、酸化/還元に伴うペプチド鎖の運動性の変化や、溶媒の

配向様式の変化により影響を受けると考えられている。 PAと F34Y、W56Fの

pH 6でのL1S (Table 1)の比較から、L1Sと 17-プロピオン酸基の電離平衡との聞

に次のような関係が見いだされた。まず、 PAの酸化型と還元型の pKaを考慮す

ると、 pH6では酸化型 PAの 17・プロピオン酸基の約 50%が電離しているのに対

して、還元型 PAの 17-プロピオン酸基はほとんど電離していないことになる。

この酸化/還元に伴う 17-プロピオン酸基の電離状態の変化がL1Sの絶対値を増大

させる要因になっていると考えることができる。疎水性へムポケットに存在し

ている 17-プロピオン酸基の電離により生じた負電荷はヘムポケット内の疎水

性相互作用を弱める効果があると予想されるため、酸化型 PAでは、還元型 PA
に比べて、ヘムポケットのパッキングが弱いと考えられ、そのことがL1Sの絶対

値の大きさに反映されていると考えることができる。一方、 pH6では、 F34Y、

W56F共に、 PAの場合のような酸化/

還元に伴う 17-プロピオン酸基の電

離状態の変化が生じないため、 PAに

比べてL1Sの絶対値が小さいと考えら

れる。 pH5で、 PAではL1Sの絶対値

が減少したこと、 F34Yでは逆に増大

じたことも、本研究で明らかになっ

たL1Sと 17-プロピオン酸基の電離平

衡との関係を支持している。

Table 1 pKa values ofheme 17-propionic acids 
of the proteins (PKox and pKred for the values of 
the oxidized and reduced forms， respectively) and 
L1S values for the r巴ductionof the proteins. 

Protein 

F34Y 

PA 

W56F 

pKox 

4.5く

5.9 

7.9 

p~ed LIS (kJmol"K-l) 

5.5く-42

7.0 -69 

8.4 -36 

結論 17-プロピオン酸基の pKaはアミノ酸置換により調節可能であり、その

pKaの変化はEmのpH依存性だけでなく、還元反応のL1Sにも影響を与えている

ことが示された。
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P038 好熱性水素細菌由来シトクロムCSS2の機能調節に関わる

ダイナミクスの解析

統皮大院数物農研樹蕎食総研，立制宮大震，東大腸聖近大生物理工5

0入江清史太虎林長友重紀山本泰彦逸見光 2 北原亮横山茂之 4 赤坂一之 5

Characte由州onof Intemal町閣凶CSofThermophile均ldrogenobacterthermophuus 

Cytochrome CS52 

OKiyoぬmibid，H叫血Tai1，Shlgenori Nagatomo¥ Yasuluko Yamamoto¥回karuH田nni2，RyoKi旬hMd，
Shige:刊kiYokoy:加1a4， and Kazu戸kiAk制ka5

Dept. ofChem.， Univ. of1.均kuba1，Natl. Food Rω. Inst.三Dept.ofPhαrm.，Ritsumeikan Univ.3， 

Dept. ofBiophys. andBiochem.， Univ. ofTokyo4，αndDept. ofBiotech. Sci.， Kinki Univ.5 

Jn order ωelucidate mol∞叫arml∞加nismsresponsible for an叩parentbiplmsic belmvior of the 

蜘阿蜘e何回denceof也eredoxpo回 tialof砂drogenobacterf，舵rmophil附句協:hromeC552， its hem巳
active site s凶肉眼加sbeen C:加m仰 :rized血'Oughvariable-temperature and -pressure Nお位協凶中国.

百lestudy revealed a回nperature-dependent∞nfommtional佐沼1Sitionbetween two different pro白血

struc回目， which slightly di能:rin the ∞nfommtion of也e1，∞pb朗 ringthe Fe-bound axial Met residue. 

百leh四 leenvironment in血eproもeinstruc仰向whichemerges at lower加叩悶旬rewasおundωbemore

polar， as a result of血eal股redorienl捌 onofthe I∞pwi血re叩邸tω也eheme due ωi飴 ∞nゐmmtional

change，也組曲atin仕leprotein位uc附 athigher蜘阿ature. 百le]:官邸叩rt:s旬dydemons回副首le

impo血n旬 ofthes加 C旬raland dynar凶cprop剖 esof血epolyp叩tideclmin in close proximity to the h即 le

for the redox regu1ation of the protein. 

序論

好勲|生水素細菌(均ldrogenobacterthermophil:ω)由来のシトクロム C552但工Fig.1)ど糊農菌

(Pseudomonas aernginos.α)由来のシトクロム c551(PA)は、一次構造の相向性が 56%であり、お

互いに立体構造は類似しているが、機能の指標である酸

化還元電位(E，Jの温度依存性は両者で著しく異なる。 Em
の温度に対するプロットは、PAで、はNemstの式から予想

される通り直線になるのに対して、HTでは曲率を示す。

また、ヘムの電子状態の変化を敏感に反映するヘム側鎖

メチノレプロトンに由来するNMRシグナノレは、HTの場合、

低温で異常なブロードニングを示すが、 PAではそのよう

な現象は観測されない。本研究では、 HTとPAのこれら

の差は、両者のタンバク質のダイナミクスの差に起因す

るという作業仮説に基づき、高圧NMR、13CNMRなど
により角材斤を行った。Fig.l Terti町 struc加巴 of町~(pDB:IYNR)

Keyworl也:常酸性N乱位、シトクロムc、酸化還元電位、タンパク質のダイナミクス、ヘム

し1りえきよふみ、たいこりん、ながともしげのり、やまもとやすひこ、へんみひかる、

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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結果・考察

酸化型HTのスベクトルで、常磁性シフトして観測されるヘム側鎖プロトンに由来するシ

グナノレは、低温で異常なブロード、ニングを示した伺g.2)。また、 HTのシグナノレは、室温で

も高圧にするとブロードニングした。さらに、高圧下では、温度の低下に伴い、シグナノレの

連続的な低減場シフトと共に、 oOCで最大にブロードニングしたシグナノレは -20
0
Cで先鋭

化した。一方、酸化型PAのシグナルでは、温度や圧力の変化に伴うこのような異常なブロ

ードニングは観測されなかったo HTのシグ、ナノレは、温度変化に伴って線幅は著しく変化す

るものの、スピンー格子緩和時間にはあまり大きな変化は観測されないことから、このブロ

ードニングは、 HTのへム近傍のポリペプチド鎖の内部運動の存在を反映していることが考

えられる。また、 HTのシグナノレのブ、ロードニング可土、反磁性である還元型でも観測される

ことから、鉄の磁気的性質はこのブロードニング1こは関連しないことが確認されている。

高圧で、のシグナルの線幅の増大は、内部運動のタイムスケーノレが高圧下で遅くなる、すな

わち構造変化に伴う運動の活性化体積が正で大きいことを示している。また、 ooCより低温

では、シグナノレのシフト値と線幅が変化しており、内部運動のタイムスケーノレが変化すると

同時に、低温でタンパク質が新たな構造に変化することが反映されている。低温におけるシ

フト変化から、相互変換のタイムスケールはιD.1ms であると見積られた。 HT の l~ ラベル
体で観測される HSQCシグナルの温度および圧力依存d性の解析から、ヘム近傍のルーフ領

域での内部運動の存在が検出された。また、 HTのlH_13C目的Cではへムメチル基および軸

配位子Met61のC
EH3基の lH_13C相関ピークは、 lH、13C軸共におから 15oCで大きくブロ

ードニングした(Fig.3A)。さらに、 Met61を含むループ領域に近い7、12位のへムメチノレ基

は、分子内部に埋もれしている 2、18位のへムメチル基と比較してブロードニングの程度が

大きいことが示されたσ19.3B)。これらの結果より、 HTのEmの異常な温度依存性は、この

ルーフ領域のダイナミクスに起因することが明らかとなったo HTとPAは、ルーフ。の干高萱

化学的因子に関しても類似しているが、 PAのループのコンブオメーションはアミノ酸4残

基による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ため、構造変化が起こらな

いと考えられる。 HTのへムの環境は近傍のループの内部運動により影響を受けることが考

えられ、そのことがEmの異常な温度依存性に反映されていると推測される。
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。Fig.3 A Tem抑制redependence of lH_13C HMQC s戸C回 ofthe
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axial Met 61.百le時 onburied in pro阻11I凶orand the 1<∞'P region 
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P039 ヒト成人および胎児ヘモグロビン四量体と単離鎖との
構造比較を通したサブユニット間相互作用の解析

筑波大院数物

O柴田友和，太虎林，長友重紀，山本泰彦

Characterization of Subunit Interaction in Human Adult and Fetal Hemoglobins 
through Comparative Studies between the Constituent Subunits in Their Tetrameric and 

Isolated States 
OTomokazu Shibata， Hulin Tai， Shigenori Nagatomo， and Yasuhiko Yamamoto 

Dept. of Chemリ Univ.ofTsukuba 

Subunit interaction in human adult and fetal hemoglobins， i.e.， Hb A and Hb F， respectively， 

which is responsible for the cooperative oxygen binding of the proteins， has been shown to be 

manifested in the shift differences between heme peripheral side chain proton signals of 

met-azido adducts of the constituent subunits in their tetrameric and isolated states. 

Downfield shifts ofthe signals of s and y subunits in Hb A and Hb F， respectively， relative to 

the corresponding signals in the isolated ones could be attributed to an increase in the high 

spin contents of the subunits in the former than the latter， as a result of an elongation of the 

coordination bond between heme Fe and axial His imidazole. 

序論
酸素濁椴タンパク質求人ヘモグロピシ"U!bA)は均'.Uこ示 。

すように四薗本(匂似分子量645∞1))として存在している.HbA P 
の αおよび、 pサブユニット同最欠おに子族としてへムをもち，酸 . 
素分守はヘム(Fig.2)に結合して濁椴される.HbAによる酸
素週椴の効率は寸子フ、ユニット聞の相互作用により高められて
いる.したがって，各サブ江ニットを単離した単再出員で防車般
効率が著しく低下する.私共は助 Aと単商館員のN限スペク
トノLの上搬を通して， N阻によるサブユニット時日互作用の
検出を言式みた.また， sサブユニットのかわり同サブ江ニット
をもっ胎見ヘモグロビン仔lbめについても時議の紺斤を行った

と夕、~，. 司-

結果・考察 ~1~}.~~~~肌rre of oxyHb A. 
HbAとHbFの各サブユニットのハ¥ム鉄にアジドイオン例3] (PDB: 2DNl) 

カ糖合したN3'体の HNMRスペクトルで，簡滋場に常磁↑生シ
フトして替閲されるシグナルを地3に上撤して示す.Fig.3 ~こ
示す通り，出Aと助FのN3'体のスペクトルでは各サデユニ
ットのへムの恨i鎖メチルプロトンに由来するシグナルが分離
して替閲される.HbAと地Fのシグナノレで，閉じ代洋シフト
を示すシグナルを両者で共通ずるαサブユニット由来，一方，
異なるイ昨シフトを示すシグナルをs，yサヌユニット由来であ
ると帰属した.
各サブユニットのヘムメチノレブρロトンシグナルのシフト値

は Tablelに示す通り，助AまたはHbF併再成要素として存
在オる状態と，単離された状態では身迂る.このように、サブ
ユニット聞の相互作用は各サブユニットか泊近傍叫帯葺変
イ凶こ反映される.

H2Q H ，GH2 
H2r C，H2 

-OOC COO-

Fig. 2. Molecular structure of 
heme. 

Keywords:常磁性NMR，ヘモグ〉ロビン，単離鎖，サプユニット，へム

しばたともかず，たいこりん，ながともしげのり，やまもとやすひこ
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たとえばFig.4に示した助Fのスベク
トノレでは， γサブユニットのへムメチノレプ
ロトンシグナノレは、四量術的或によりで低
磁場シフトしで観測された.通常N司体の
へム鉄のスピ以伏態は低スピパs=112)と
高スピシ。=512)の平衡にあり，観測され
た倍持場シフトは四量府既成により平衡 ィ

α，y 

が摘高ス刈ピンバに偏つ北たこ日と剖比に鴫こ起因町する批と d叩0 Ch憎附附附附e釘即側州r町m川附向n刈巾li山削i旬同c伺吋a
考えることができる. これは， へム鉄日l!.3. D助o明帆1温宣制巳d咽ld品i働ftedoortions QぱflH NMR烏叩問n閃巴邸c佐回a0ぱf 
とその併車繭己世J位'立立子であるヒスチジ冴.醐)の m品呂ι.唱咽但悶id由o旧 A叩削d由 f而函，三20似%"2'屯弘日H20例/氾80%Hρ，pH8.1 
結合(Fe-回s結合扮可申長したためであると at25

0
C. 

考えられる.lHNl¥偲では， HbAとHbF
の四車彬成で各サブユニットのへムメ E1tiki路間品;m拙 ylpro刷出品 ofHbA， 
チルプロトンのシフト変化カ準服隠れな HbA 

かった. α(ppm) 
ところで~Hb A とHb F の各サプユニ 12・CH3 2・CH3 18-CH3 12・CH3 2・CH3 18-CH3 

ットを単離する際には，p-ヒドロキ汁銀 Telram町 27.47 22.44 14.47 26.26 20.乃 13.59 
事息香酸但MB)が用しもれる.Pl¥侶がシ刷出曲川28.25 22.21 14.54 お 67 20.34 11.71 
ステイン(初)の仰鎖に結合することによ 2Ii…羽田7i!i....・a・-ー+0'::2"3…ーei:eW........+ei:S.g...........+('i:4S.......・"+f8・6・

り誘起される構造変可凶こより，四量樹葡査
が局鵠?ずるからである.s， yサブユニット HbF 
ではヘム鈎噴出立している回sの隣こある α(ppm) y(ppm) 
cys兜をF畑で!館前することで，酸素親 12-CH3 2・CH3 18-CH3 12同 CH3 2・CH3 18・CH3

和性が著しく低下することが知られてい Telramer27.47 22.33 14.67 25.97 

る._s， yサブユニットのN3-体のへムメチ問戸!?29212.5 22:21“1.4.:.24..."" .??:4.~.""."...?Q.:.9..!>...""".1.?..&4."..... 
/レプロトンシグナノしは Pl¥侶修飾により A8 ・0.78 +0.12 +0.13 +0.48 

{閣議場側にシフトした(Fig.4 (yサプユニツ
トのみを示均一こ明記弱ま，結合したPMBとへムの立僻宰害で恥出結合洲申長し，スピン平衡
が高スピンに偏ったことを立唆していると考えることができる便為勃.PMB{I鶴市による ιy ブユ
ニットのFe-:団s結合の伸長と酸素親和性の低下が，四量潤隣町こより両サブユニットに起される
変化と同撲であることを考慮オると， PMB修飾サブユニットは四量体同3けるモれ疋れのサプユ
ニットの良し守デルであると見なすことがてもきる.

2-CH3 

Chemical shift!ppm 
Fig. 4. Downfield-shifi巴dportions OflH NMR spectra ofmet-azido 
αsubunit (A and B)， in llie presence and absence ofPMB， Hb F 
(C)， and y su];lunit (E and D) in the pres~nce and absence of 
PMB， in 20%'H20/80%H20， pH 8.1 at 25

u
C. The assignments 

of the resolved heme methyl proton signals are given with the 
sp巴ctra.

Cys93 

Fig. 5. Schematic dr耳wingof the 
orientation of PMB with respect to 
heme in PMB-modified y subunit. 

結論

drTJ，l音量繍型犯!ネ?品龍zi害時制溜龍谷信
PMB付青合によりそれぞれ刀サプユニットか¥ムに誘起される電子構造の変化と類以していること
が示された.
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P040 フッ素化ヘム再構成ヘモグロビンの
19F NMRによる機能解析

筑波大院数物長田高専物質2

0水関和哉太虎林長友重紀山本泰彦鈴木秋弘2

Functional Analysis of 19F NMR of Reconstituted Hemoglobin Possessing 

Fluorinated Heme 

OKazuya Mizuseki1， Hulin Tai1， Shigenori Nagatomo1， 

Yasuhiko Yamamoto 1， and Akihiro Suzuki2 

Dept. ofChem.， Univ. ofTsukuba1 and Nagaok，αNatl. Coll. ofTech? 

Taking advantages of 19F NMR， we have shown that the introduction of fluorinated hemes 
into b-type hemoproteins provides spectroscopic probes highly sensitive to heme electronic 
nature which is relevant to functional properties of the proteins. In the present study， we 
elucidated oxygen binding of the individual subunits of human adult hemoglobin (Hb A). 
The study demonstrated that the incorporation of a C2-symmetrically fluorinated heme into 
the protein results in a significant non-equivalence between the oxygen binding a伍nitiesof 
the subunits. This finding indicated the significance of the heme-protein interaction in the 
regulation ofthe functional properties ofHb A. 

【序論】
成人ヘモグロビン(HbA) は、 α2s2の四

量体として存在する分子量約64500の代表的

なへムタンパク質であり、生体内で酸素運搬

の役割を果たしている。HbAの機能を解明す

るためには、補欠分子族として存在するへム

(Fig. 1， R2 = R7 = -CH3， R3 = R8 = -CH=CH2)の
電子構造や、ヘム近傍のタンパク質の立体構

造について明らかにすることが重要である。
lHNMRによるHbAの研究では、観測されるシ
グナルのオーバーラップにより、スベクトル

の解析が困難である(Fig.2)。本研究では、生
体内にはほとんど含まれないフッ素をへム側
鎖に導入したフッ素化へムを用いて、 19FNMR

によるHbAの研究の可能性を検証した。

【実験】
天然のHbAから、 Teale(1959)の方法に従って、ヘムを除去し、その後へムの側鎖

にCF3基を導入したC2対称2，ふDPFフッ素化へム(Fig.1， R2 = R8 = --CF3， R3 = R7 = -CH3) 

を組み込んで、 2，ふDPF再構成HbA[Hb A(2，8-DPF)]を調製した。 HbA(2，8-DPF)をジチ
オナイトにより還元して、 oxy体とし、機能測定及び19FNMR測定を行った。なお、

Deoxy体はOxy体を脱気して調製した。

R3 

内

4

.

内
，
-

H

2

0

 

C
/
凶

1
c

Fig. 1. The structures and numbering system 
for protoheme (R2 = R7 = -CH3， R3 = Rg = 
CH=CHz) and 2，ふDPF(R2 = Rg = -CF3， R3 
=R7=-CH3). 

Keywords : 19F NMR、ヘモグロビン、酸素親和性、常磁性シフト、フッ素化ヘム

みずせきかずや、たいこりん、ながともしげのり、やまもとやすひこ、

すずき あきひろ
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【結果・考察】
撞盤盤宜:HbA(2，8・DPF)の酸素親和性

と協同性の指標である50%酸素化が達成

される酸素分圧 (P50)と協同性を反映す

るHill係数 (n)を、 HbAでの対応する値

と比較してTable1にまとめて示す。 Hb

A(2，8-DPF)は、 HbAより酸素親和性と協

同性が共に低下しているが、酸素運搬体

としての機能は保持されていることが確

認された。

撞造盤宜:Oxy体、 Deoxy体、及び
19FNMR  

相L
什ーす吋「

1_. 
Oxy心 eoxy中間体のスベクトノレ測定を行 5iO 可 | ム i 

った住ig.3t Oxy-De問中間体のスベク FμlmMJZZ413!?;;NMR脚岡山

トノレでは、 Oxy体およびDeoxy体由来のシ

グナルが共に観測された。また、 Deoxy

体のへム8位CF3基由来のシグナノレ1つは、
Oxy体のシグナノレと重なって観測された。

T'able 1. Oxy~en bindin2s properties 

Oxy-Deoxy中間体で観測されたそれぞれ 内向....._......-・ P5oa(mmHg) nb 

8.9 1.64 
のシグナル強度の解析から、一方のサブ N…圃・ 1..， 1'""'11. 

e HbA 
ユニットのDeoxy体のシグナル強度が、

5.9 2.99 

ure of O2 at [Deoxy Hb]=[Oxy Hb] 
もう一方のDeoxy体のシグナノレ強度の約 b : Hill coefficient representing the cooperativety目

2.5倍であることが明らかとなり、 2つの

サブユニットで酸素親和性が異なること

が示された。一方、天然のHbAでは、 α，s 
の酸素親和性には大差無いことが示され

ている。これは、 HbAとHbA(2，8-DPF) A L 
uコ
cA:)Jc六二

とで、へム側鎖置換基の違いにより、へ ι 

ム近傍タンパク質との相互作用が異なる

ことに起因すると考えられる。本研究で

用いた2，8-DPFは、プロトヘムと比較す

ると、 3，8位のピニル基がそれぞれCH3基

とCF3基に置換され、また、 2，8-DPFの分

子構造はC2対称である(Fig.l)oHb Aでは、

ヘム側鎖ピニル基が機能に与える影響が

大きいと考えられているため、 HbA

(2，8皿 DPF)における結果は、そのことを支

持している。ヘム側鎖の置換基の変化に

よりへムとタンパク質との相互作用が変

化し、その変化がHbAの四次構造変化に

影響を与え、結果的に酸素親和性が変化

したものと推測される。

【結論】

戸ー す

60 55 50 

Chemical shift印pm)

T 

35 30 25 ppm 

Fig. 3. 19F NMR spec位aof (A)oxy Hb A(2，8-DPF)， 
(B) Hb A(2，8・DPF) intennediate state and 
(C)deoxy Hb A(2，8-DPF)， 250

C and pH 7.0. As 
shown with the spectra， the assignments of the 
signals to th巴 individual subunits were not 
completed at the present. 

フッ素化ヘム再構成HbAの19FNMR研究は、 HbAの機能解析に有用であることが示

された。 HbA(2，8・DPF)においては、天然のHbAとは異なり、各サブユニットの酸素

親和性が異なる事が示唆された。
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P041 フッ素化ヘム再構成へムタンパク質の 19FNMR 
シグナルの磁場強度依存性の解析

筑波大院数物¥長岡高専物質 2

0宮崎泰斗 1、太虎林1、長友重紀 1、山本泰彦 1、鈴木秋弘 2

Study of Magnetic Field Dependence of 19F NMR Signals of Hemoproteins Reconstitufed 

with a Ring Fluorinated Hemes 

OTaito Miyazaki¥ Hulin Tai1， Shigenori Nagatomo1， yi回世ukoYamamoto1， 

and Akihiro Suzuki2 

D p々t.ofChemパlniv.ofTsukuba1 and Nagaoka Natl. Coll. ofTech. 2 

The analysis ofnuclear relaxation has provided a wealth of information about structural and 

dynamic properties of molecules. Particularly， in the case of metalloproteins carrying unpaired 

electron(s)， d戸lamicnature of the molecule is sh仰 lymanifested in paramagnetic relaxation. In 

this study， we haveshown that the correlation times ofthe proteins can be estimated through the 

analysis of field dependence of the paramagnetic Curie spinrelaxation. 

序論

本研究では、フッ素原子を側鎖にもつフッ素化へム

(3，7・DF， 13，17・bis(2・carboxylatoethyl)-3，7・difluoro・2，8，12，18・

tetramethyl-7，12，18-porphyrinatoiron(III)， Fig. 1)をミオグロピ

ン(Mb)、成人ヘモグロビン(HbA)に組み込み、観測される 19F

NMRシグナルの線幅の磁場強度依存性の解析から、タンパ

ク質の回転拡散運動の相関時間を見積もるための解析法の

構築を試みた。

結 果・考察
Fig. 1. Molecularstructure 

3，7同 DFを組み込んだMb、HbA のdeoxy体および一連の of3，7-DF. 

外部配位子(H20，N3-， CN-， 02， CO)を結合させた状態の 19FNMR測定を 2つの異なる磁

場強度 (Bo= 9.4 T(共鳴周波数 376MHz)、Bo= 11.7 T (470 MHz))で、行った。 Fig.2に、

Mbの deoxy体の 19FNMRシグナルの磁場強度依存性を示す。シグナルの線幅が磁場強

度の増大に伴い増大することが確認できる (Table1)。これらのシグナルの線幅(横緩

和速度 (Rob;))は、反磁性緩和速度 (Rdia)、 常磁性緩和速度 (Rpara)、双極子・双極子

緩和機構 (RDD
)、化学シフト異方性緩和機構 (RCS.今、反磁性緩和機構のその他の寄与

(RO的勺、 擬コンタクト相互作用による二種類の緩和機構(中心金属上に局在化した不対

電子スピンによる機構(J?̂1C)、および配位子に非局在化した不対電子スピンによる機構

(RLう、コンタクト相互作用による緩和機構(RC)、キュリースピン緩和機構(R伽同)により、

Keywords: 19F NMRへムタンパク質常磁性緩和分子運動フッ素化へム

みやざきたいと，たいこりん，ながともしげのり，やまもとやすひニ，

すずきあきひろ
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Robs = Rdia + Rpara (1) 

Rdia=RDD+RCSA+Rother(2) 
RC百

&1= ~~ OJ;d;(3J(ω'[ )+4J(O)) (4) 
40 

4μ'0， \2.ωfg4μ:~S2(S+1/ 
Rpara=RMC+RLC+RC+R白 rze (3) Rα巾 =-f-j d 67c(5) 

5' 4，./ (3kT )"r; 

的:Lamor frequency of 19p， J(.吋:Spectral density釦nction，rM: Distance between 19p nuc1eus and heme 

iron(5.62A)，τc: Correlation time of overall molecular tumbling. Other parameters represent usual meanings. 

Eqs. (1) '" (3)で表わされる。こ

れら緩和機構でRαAとR白胞のみi

磁場強度依存性内を示すので、{Eqs:

(4) & (5))、:Robsの磁場強度依存性~

から、 RCSAの磁場強度依存性の寄

与を差し引くニとにより、 R
白府

を分離することができる。反磁性

(s= 0)のco体のシグナルの線

幅の磁場強度依存性の解析から

R臼Aを見積り、常磁性 (s=2)の

deoxy体のシグ、ナルの線幅への

R白rze の寄与を分離した結果を v

Table 1にまとめて示す。

100010000 縄 1000-2000 2000 10000 -1000 ~2000 

[Hz] [Hz] 

Pig. 2. 19p NMR spectra Qf deoxy Mb re∞nstiぬtedwith 

3 ，7~DP， 富士 9.4T and 11.7 T 

本研究で用いた 3，7・DFでは、フッ素原子はポルフフfリン環に固定されており対また

これらのタンパク質に導入されたへムのポルフィリン環はタシバク質と同ーのτcをも

つことが示されている(LaMar et al. (1989)) ことから、 3，7-DFのフッ素原子の運動の解

析を通して、タシパク質全体のτcを見積もることが可能となる。

RCuri~ を Eq. (5)に基づいて解析することによりィ1:c-30nsが得られた。.Mbのτcとして

は -10nsが報告されていることから (Marshallet al. (1980))ィ本研究で提唱した方法で

1:cを高精度で見積るためには、より多くの異なる磁場強度での測定が必要であると思わ

れる。

Table 1. Line widths of 19p NMR signals， re1axation rates of deoxy恥1b，reconstituted with 3;7・DP，泊90%H20/

10 % 2H20， pH7.0， at 250C. Rα&1 values are estimated through the analysis ofthe signals ofCOfonn cifMb. 

一 Bo=9.4T Brt=11.7T B0=9.4T 

signa1 LI vob/Hz) Rn加(s一1) L1vobsZ) R2
耐 (S.I) LIR/bs(S.I) L1Rα~(S-I) L1RCurits.l) Rα匂正1) τc(ns) 

3-F 710士:71 2230土220 910士91 2890土290 630土290 54，士31 580土290' 1320土520 27i'13 

7-F 660土66 2070士210 950土95 2980士300 910土300 69土41 840土300 1490士530 37土14

結 論

フッ素化へム再構成へムタンパク質で観測される 19FNMRシグナルの線幅の磁場強

度依存性の解析により、シグナ/レの線幅への化学シフト異方性、キュリースピン緩和

の寄与をそれぞれ分離しへムタンパク質の相関時間を見積もる手法を提唱した。
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P042 各サブユニットを区別したヒト成人ヘモグロビンの

機能解析

筑波大院数物

O佐藤惇志、太虎林、長友重紀、山本泰彦

lH NMR Characterization of Functional Properties of the Individual Subunits 

of Human Adult Hemoglobin 

OAtsushi Saω，Hulin Tai， Shigenori Nagatomo， and Yasuhiko Yamamoto 

Dept. of Chemリ Univ.ofTsukuba 

Based on a combined use ofthe measurements of lH NMR and absorption spec佐久 wehave 
established a technique which enables characterization of oxygen binding properties of the 
individual subunits of intact Hb A. Characterization of the effects of allosteric effectors， 
2ふbispho叩hoglycerate(BPG) and inositolhexaphospha旬。HP)，on the oxygen affinities of 
the individual subunits of Hb A revealed that the a伍nitiesof bo白 αands subunits are 
deteriorated by the allosteric effectors， and that the deterioration of the a盟国tyin the former 
subunit is much largerthan the latter. Difference in the oxygen affinity between the subunits 
is likely ωbe essential ωcooperative oxygen binding of Hb A. 

[序論] ヒト成人ヘモグロビン(HbA，α:2s2)の機能と構造の関係を解明する研究にお
いて、各サブユニットの機能を区別して解析することが重要である。一般的に、 HbA
の酸素運搬機能は、酸素飽和度が 50%の時の酸素分庄町。を指標として評価される。
私共は、 deoxyHbAの lHNMRスペクトルにおいて、軸配位子の HisF8NoH由来のシ
グナルが、低磁場に常磁性シフトして観測され、さらに各サブユニットで異なる化学
シフト値を示すことに注目し、各サブユニットの P50を lHNMRとUV-VISを組み合
わせることにより計測する手法の確立を目指している。本研究では、生体内の環境に
近い状態で HbAの機能と構造の解析を行うために、赤血球自体の lHNMR測定を行
った。そこで、通常の方法で精製した HbAと成人赤血球内のHbAの構造を lHNMR
スベクトノレの解析を通して比較した。さらに、赤血球内に存在する 2，3-ピスホスホグ
リセリン酸(2，3-BPG)を除去した HbA、イノシトールヘキサリン酸(IHP)を加えたHbA
の解析から、これらアロステリックエフェクターが HbAのα、戸サブユニットのどち
らの機能により大きな影響を及ぼすかについて明らかにした。

[結果・考察]

赤血球内 HbAの構造
赤血球内HbAの構造解析のた EflU373ZXJ115向 edNMR s刺 Sぱ 助 Ain

めに、赤血球内HbAと精製した
Hb Aの lHNMRスベクトルで機 nfbi悶Ishift (ppm) Li隅~width(同一一
能解析に用いる deoxy体および 百日明)_(Val主送出，百品川町 dE2也
oxy体の指標となるシグナルのシ 向 'rified 6む 7f7 .2A 品4 1A4 72JL 
フト値と線幅の比較を行った In cell 臥 7 75.7 -2.43 
(1油 le1)。その結果、各状態の指 D雌 mce+03 0 ・0.05 + 809 + 790 + 26.38 
標となるシグナノレをはじめ、その Once川 U柿凶}

他の常磁性シフトしたシグナノレのシフト値がほぼ同一であることから、活性部位であ
るヘム近傍の電子構造は両者でほぼ等しいことが示された。一方、シグナルの線幅は、
赤血球内HbAの方が精製したHbAより広いことが明らかとなり、赤血球内部のHbA
の運動性が抑制されていることが示唆された。

Keywords:常磁性NMR，ヘモグロビン，酸素親和性，協同性，ヘム

さとうあっし，たいこりん，ながともしげのり，やまもとやすひこ
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赤血球内 HbAの酸素化過程 ι 

赤血球内 HbAの lHNMRスベクトノレ w ナ2

の酸素分圧依存性を Fig.lに示す。酸素 明 ，-一一一一一一一ー
分圧が低いときはdeoxy体由来のシグナ -LJI-一一十一一十一一
/レのみ~70 ppmに観測され(G.N. La Mar Oxy ¥一一7二一て十一一

(1980))、酸素分圧の上昇に伴い t I 1二二ι二三二ご二
deoxy体由来のシグナル強度の減少と共 11 1一二一一一一一一一
に、 oxy体由来のシグナノレ(~・3 ppm， C. 11 I ~ー~一一
Dalvit and C. HO (1985))強度の増大が観 一一 I~ー~一
測された。酸素分圧が高くなると最終的 協刈一一~\Jヘーー
に oxy体由来のシグナルのみ観測され庄町i--lmk-
た。このように lHNMR により、各サプ U~V^Y I 9li Sb v元凶ゐ sb与

ユニットの酸素化過程を区別して観測 Ch削 cal副 陥 (ppm) Chemi叫 shift(ppm) 

することが可能である。 Fig.lに示した Fig. 1. 'H NMR Characterization of Hb A oxygenation in 
一連の lHNMRスベクトノレの測定結果 町throcyteat physiological temperature and pH. 

と吸収スベクトルの測定結果から得られた赤血球内 Hb.A四量体の酸素平衡曲線(A.
H. M. Mawjood and K. lmai (1999))を用いて、各サブユニットの酸素平衡曲線およ
び Psoの算出を行った。 Deoxy体由来のシグナノレ強度の解析により求めた各サブユニ
ットそれぞれの酸素飽和度を酸素分圧に対してプロットすることにより、各サブユニ
ットの酸素平衡曲線Fig.2を求めることができる。このようにして得られた酸素平衡
曲線から Psoは、αサブユニットが 24.7土 1.2mmHg、Pサブユニットが 28.9士1.6mmHg
と見積もることができ、 Psoを区別して決定することが可能であることが示された。

アロステリックエフェクターがHbAの酸素化に与える影響
赤血球内 HbAと同様に、 lHNMRス 100 

ベクトノレの酸素分圧依存性から、各サブ
ユニットの酸素平衡曲線(Fig.2)および
Psoの計測を行った。アロステリックエ
フェクターとして知られている IHP存
在下で、の各サブ、ユニットの Psoはαサブ
ユニットが 44.3土1.9mmHg、ssubunit 
が53.7土 2.7mmHgと求まり、両者の差
と赤血球内つまり血液中に存在するア
ロステリックエフェクターである
2，3・BPG存在下での Psoの差を比較する
と、前者の差の方が大きいことが示され
た。この結果から 2，3・BPGよりも田Pの
方がHbAの機能、特にPサブユニット
の機能により大きな影Jを及ぼすこと
が明らかとなった。一方しアロステリッ
クエフェクター非存在下での各サブユ
ニットのPsoはαサフ、ユニットが5.28土 0.11mmHg、Pサブユニットが5.36土 0.13mmHg 
と求まり、両者の差は IHPまたは 2，3・BPG存在下での差よりも小さくなった。これ
らの結果から、 HbAの機能にアロステリックエフェクターが及ぼす影響は各サブユ
ニットで異なることが初めて実証された。 HbAが協同的な酸素結合性を発現するた
めには、 α、Pサブユニットの酸素親和性が著しく異なることが不可欠であると考え
られる。
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Fig. 2. Oxygen equilibrium curves ofthe individual subunits 
of 2，3-BPG-depleted Hb A (circl巴s)，Hb A in erythrocyte 
(triangle) and Hb A in吐leprωenceofIHP (square). 

[結論] lH NMRとUV-VISを組み合わせることにより、HbAの各サブユニットの
Psoの決定が可能であることが示された。 IHP存在下で、 HbAの両サブユニットのPso
は共に増大するが、その増大の程度は骨サブユニットの方が大きいことが明らかとな
った。 IHPは、 HbAの日 ls2問に結合する考えられることから、 IHPの結合は酸素結
合に伴う四次構造変化を抑制し、 Pのみならずαサブユニットの Psoも増大させること
が示唆された。
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P043 C2対称フッ素化ヘム再構成ヘムタンパク質の活性部位構造の

19F NMRによる解析

筑波大院数物長岡高専物質2

O 古市英資水関和哉太虎林長友重紀山本泰彦鈴木秋弘2

19F NMR Comparative Study between Human Adult and Fetal Hemoglobins Bearing 

C2・symmetricallyFluorinated Hieme 

OEisukeF町 uichi1， Kazuya Mizuse~i 1 ，Hulin Tai 1， /Shigen_ori N agatomo 1， 
Yasuhiko Yamamoto" andAk:ihiro Suzuki'" 

Dept. of Chemリ Univ.ofTsukubαIαndNagaoka Natl. Coll. ofTech. 2 

We report here the results from 19F NMR studies ofhuman adult hemoglobin (Hb A) and 
human fetal hemoglobin (Hb F) possessing C2 fluorinated heme. The orientation ofaxial His 
F8 imidazole relative to heme in the subunits of Hb A and Hb F has been estimated through 
the analysis of paramagnetic 19F NMR shifts. The study suggested a possible difference in the 
orientation ofHisF8 imidazole relative to heme between the αsubunits of the two Hbs， 
indicating that the His F8 imidazole orientation in the αsubunit is affected through the 
subunit interaction. 

序論 -
ヒト成人ヘモグロビン(HbA， U2s2)、

胎児ヘモグロビン(HbF， α2Y2 )は、共
に四量体構造をもち、各サブユニット
にへムを 1つずつ含む。ヘム鉄には、

近位ヒスチジン(HisF8)が配位してお ι.一一ー孟ι孟温II!!" c 
り(Fig.1)、この HisF8のへムに対す 宅謹，歯F 判 n ynz 
る配向は Hisのイミダゾール窒素の 司監~曹暫十t;> }!l~ ~-
p軌道とへム鉄の d軌道との相互作用 FigJ.1u伽 mIJLmDglob泊aJd∞。吋imtiztfax凶

を介して、ヘムの電子構造に影響を及 His to heme. The φ姐 gledefines批 orientationof 
ぼす。 HbA、HbFの機能は、ヘムの 拡 ialHis imidazole plane with respectωheme. 

電子構造やポリペプチドサプユニットの立体構造により調節されている。本研究では、
2 つの CF3基を 側 鎖 に も ち 、 分 子構造が G 対称である 2，8-DPF
(13，17-bis(2・carboxylatoethyl)・(3，7，12，18-tetramethyl-2，8-diperfluoromethyl-
porphyrinatoiron (III))をHbAおよび HbFに組み込み、 19FNMRによりへムの電子
構造やへムに対する HisF8の配向角(φ(Fig.1) )を解析した。

結果・考察
2，8-DPF再構成 HbF (2，8-DPF Hb F)の一連の配位状態(CO体(Fe2+，8=0)、02

体(Fe2+，企0)、CN'体(Fe3+， S= 112 )、N3-体(Fe3+， S= 1/2 )、 Deoxy体(Fe2+， S= 2 ) ) 
における 19FNMRスベクトノレで、は、不対電子の数の増大に伴い、シグナルのより大
きな低磁場シフトが観測された(Fig.2)。また、 2，8-DPFがタンパク質に組み込まれ
た際には、 2つの CF3基に由来するシグナルの縮退は解けて、分裂する。このシグナ
ノレの分裂幅は、主に HisF8の配位に依存すると考えられることから、シフト値の解
析より、ヘムに対する HisF8の配向角(φ(Fig.1))を見積もることができる。常磁性

Keywords : 19F NMR， へムタンパク質， 配位結合， 常磁性シフト， フッ素化ヘム

ふるいちえいすけ， みずせきかずや， たいこりん， ながともしげのり
やまもとやすひこ，すずきあきひろ
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Fig.2. 19F NMR spectra of2，8・DPFHb F in various oxidation， 
spin， and ligation states ofheme iron at 25 oC and pH 7.0. 

シフトしたシグ、ナノレのシフト値(d' obs )は、反磁性シ
フト(内ia)と常磁性シフト(d' para )の和として表さ
れる。ここで、 CF3のシグナルの d'paraでは、コン
タクトシフト(ム。Jの寄与が支配的である。したが
って、ミオグロビン(Mb)、HbFの CN.体における
シグナルの分裂に寄与する内iaとムonのうち、 d 
diaの寄与が CO体での値と等しいと仮定すれば、 d
conの寄与は(d' obs - d' dia)で、求めることができる。 Fig.

3に示した 2，8-DPFHb Aおよび HbFの CNイ本の
19F NMRスベクトノレの化学シフト(d' obs )からそれ
ぞれのタンパク質での 2-CF3と8-CF3に由来するシ
グナルのムonの差 (，1d' con)を計算し、天然型の Hb
ACN司体の X線結晶構造解析より求めた φの値を理
論式 (，1d' con = A cos2φ+B 、A，Bは定数)でブイツ
ティングすることにより、関係式 ，1 d' con 
7.9 cos2φ+ 3.7を得た。なお、解析の際は、天然
の Mb、HbA の CN.配位型の X線結晶構造解析で
示された φ値が 2，8・DPFHbAでも保持されている
と仮定した。また、シグナノレ帰属は、 HbAとHbF

で共通する αサブユニット由来のシグナルのシフト
値はお互いに類似しているとの予想に基づいて暫定
的に行った。また、 2，8-DPFHb Fのシグナノレのシ
フト値と得られた関係式より、2，8-DPFHbFのCN蜘

体における HisF8イミダゾーノレ配向角を求めたと
ころ(Fig.4)、 αサブユニット(φ=14.9

0
)、 γサブ

ユニット(φ=17.3
0

)が得られ、 HbACN帽体の αサ
ブユニット (φ=15.5

0)、 0サブユニット (φ  

=19.5
0 

)とは異なることが示唆された。

40 30 20 
Chemical shift ( ppm骨omTFAl

Fig. 3. 19F NMR spectra of CN. 
forms ofHb F(2，8-DPF) and Hb A 
(2，8-DPF) at 25 oC and pH 7.0. 
The signal assignments are given 
with the spectra. 
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14，'~1 ， l~~.r 
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φ 

Fig. 4. Plots of L1ocon against φfor 
Mb(2，8-DPF)， Hb A(2，ふDPF)， and 
Hb F(2，ふDPF). L1ocon is the'di臼erence
in the Ocon contribution between 2・CF3
and 8・CF3sig&als. In the cases of仕le
2・CF3 and 8-CF3 signals， since Ocon 
dominates in Opara， Ocon can be ca1culated 
by the equationδ∞n =Oobs -Od昨 Theφ
values reported for the X-ray crystal 
atrucωr巴s of native proteins， i.e.， 
φ3.0 for Mb (PDB:2JHO)， and 
φ= 15.5 1)ωαsubunit and φ= 19.5 for 
s one ofHb A (PDB:10 1I)， have be喝n
used forth巴plots.

結論

Hb A とHbFで共通する αサブユニットのへムの電子構造の比較から、ヘムに対
する HisF8の配向がそれぞれの αサブユニットで異なることが示唆された。したが
って、 HbAにおける αサブユニットと日サブユニット、 HbFにおける αサプユニッ
トと γサブユニットそれぞれのサブユニット間相互作用は異なると考えられる。
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P044 Structural studies on immunotherapeutic peptides 

for autoimmune disease myasthenia gravis 

Hyun Ho Jung， Hwa Jung Yi， Chan Hyung Bae， Sin-Hyeog 1m， Jae Il Kim 

Gwangju Institute of Science and Technology， Research Center for Biomolecular 

Nanotechnology， Department ofLife Sciences， 500-712 Gwangju， Korea 

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease in which major pathogenic antibodies 

attack the main immunogenic region (MIR) of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR). 

In previous attempt to prevent the anti-MIR-mediated pathogenicity， the peptide Pep.l was 

identified 企omphage display system， and Cyclic extended Pep.l (Cyc.ext.Pep.l)， which has 

greater affinity for the anti-MIR antibody mAb198 than Pep.1 and reduces symptoms ofMG， 

was developed by several modifications. In the present study， we investigated the structural 

characteristics related to dif~rent affinity for mAb 198 of Pep.l and Cyc.ext.Pep.l using NMR 

spectroscopy and alanine scanning analysis. 

Introduction 

Myasthenia gravis (MG) and its animal model， experimental MG (EAMG) ， are T-cell-

dependent antibody-mediated autoimmune disease manifested by muscle weakness and 

fatigue， caused by an autoimmune attack on the nicotinic ace勿lcholinereceptor ofthe skeletal 

muscle cell. Anti-AcChoR antibody (mAb198) is directed against the main immunogenic 

region (MIR) localized on the extracellular surface of the AcChoRα-subunit， resulting in 

accelerating internalization and degradation of AcChoR [1]. In collaboration with Venkatesh 

et a1.， we previously identified a candidate immunotherapeutic peptide (Pep.l， 

PMTLPENYFSERPYH) for MG through the screening of phage-epitope libraries. To increase 

the affinity by mimicking of the conformation of the phage construct， additional residues were 

incorporated at both ends， yielding Cyc.ext.Pep.l (CAEPMTLPENYFSERPYHPPPPC). 

Cyc.ext.Pep.l has three orders of magnitude greater affinity for mAb 198 than Pep.l and the 

ability to competitively inhibit its binding to the nAChR [2]. The structural basis for the 

increased affinity of Cyc.ext.Pep: 1 remained unknown， however. 

In the present study， we carried out NMR structural analysis to compare the structures 

of Pep.l and Cyc.ext.Pep.l， and alanine-scanning functional analysis of Pep.l to define the 

factors under1ying the difference in the a伍nitiesof Pep.l and Cyc.ext.Pep.l for mAb 198. In 

addition， to assess the structure of the antigen epitope within the nAChR， the structure of 

mAbl98-bound Pep.1 was determined using TRNOE. 

Methods 

Calculation ofthe structures ofmAb198-bound Pep.1 and Cyc.ext.Pep.1. Transferred NOEs in 

the case ofto mAbl98-bound Pep.l and NOE data for Cyc.ext.Pep.1 were classified into four 
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distance ranges. The backbone NH田 CαHcoupling constants were measured仕omthe DQF-

COSYspec佐umand were translated to backbone torsion angle constraints according to the 

following rules. Calculation of the structures of both peptides was carried out using the X-

PLOR 3.851 program. Based on the minimum overall energy and Lennard-Jones van der 

Waa1s energy， the final 20 structures were chosen for structura1 analysis. The structural 

ana1ysis of both peptides was carried out using the PROCHECK_NMR and PROMOTIF 

software packages. 

Competitive inhibition assays using alanine anαlogues 01 Pep.l. Microtiter p1ates were coated 
withHα1-205 in PBS and incubated overnight at 40C. After b10cking with 1% BSA in PBS， 

mAb 198 preincubated in the presence of different concentrations of peptide was added to the 

wells. Bound mAb198 was detected by incubation with horseradish peroxidase-conjugated 

goat anti-rat IgG (1/10，000 di1ution)， followed by determination of horseradish peroxidase 

activlty. 

Results and Discussion 

NMR αnαかsisand determination 01 the 
structure 01 Cyc.ext.Pep.l. Complete 

sequence-specific resonance assignments 

for Cyc.ext.Pep.1 were determined using 

a standard protocol based on a set of 

traditional two-dimensiona1 experiments. 

To calcu1ate the structure of 

Fig 1. Stereoview of 16 converged stmctures of 

Cyc.ext.Pep.l. 

Cyc.ext.Pep.1， a total of 230 constraints were identified， including 222 distance constraints 

obtained from the interproton NOE cross-peaks， 7 dihedral ang1e constraints from the 

coupling constraints， and 1 disu1fide bond constraint. We executed the simu1ated annealing 

calculations beginning with 100 random Cyc.ext.Pep.1 structures， and selected 16 final 

structures that were in good accordance with the NMR experimental cons佐aints.The average 

rms deviation企omresidues 7 to 19 was 2.20土 0.84A for the backbone atoms and 3.41土

1.16 A for all heavy atoms. The overall structure of Cyc.ext.Pep.1 contains several turn 
structures. Two type IV s剖 rnstructures appear in the region of residues Pr08・Tyrlland 

Pr020・Cys23，and aγ剖 ms位協同reis seen between Arg15 and Tyr17. Among these structural 

regions， the Pro8・TyrllandArg15 Tyr17 regions are conserved in the sequences ofPep.1. 

NMR analysis and determination 01 the structure 01 mAb 198-bound p，々p.l.To calculate the 

structure ofmAb198ゐoundPep.1， we uti1ized 129 distance constraints derived企omthe two-

dimensional TRNOE difference spectra [3]. We carried out the same processes with 

Cyc.ext.Pep.1 to obtain 20 final structures from 100 random structures of mAB198-bound 
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Pep.1. The average nns deviation in the region extending from residue 4 to 12 was 0.93土

0.32 A for the backbone atoms and 2.05士0.52A for al1 heavy atoms. The molecular structure 

of mAbl98-bound Pep.l is characterized by tight turn structures. Two y-旬msare fonned in 

the regions ofresidues Ser10-Arg12 and Arg12田 Tyr14.In addition， 1勿peIV s-turn structure 

is seen in the region between Pr05 and Tyr8. In the surface model ofPep.l bound to mAb198， 

the region between Pr05 and Arg12 protrudes. Interestingly， Asn7 and Glull are in close 

proximity upon binding to mAb198， causing the residues between Asn7 and Glull to be 

crowded into the functional patch. Within the fixed structural region of mAb 198-bound Pep.l， 

the regions between residue Pro5 and Tyr8 are consistent with the sequences of the structural 

regions of Cyc.ext.Pep.l. Moreover， residues Asn7 and Tyr8 in this common structural region 

are included in the prot四 dingregion. 

Competitive inhibition 仰の'swith alanineαnα10伊 esof A 

Pep.l. Using an ELISA， we assessed the degree to 

隠 終

which a set of Pep.l analogues， in which an alanine was 

sequentially substituted for each amino acid， could 

inhibit mAb198 binding to Hα1-205. Interestingly， the 

N7 A and EIIA analogues showed virtually no 

inhibitory activity. The inhibitory activities of the Y8A 

and F9A analogues were diminished by about 80% and 

72%， respective1y， as compared to Pep.l. Jn addition， 

the inhibitofy activity of the P5A analogue was 

diminished to about 44% of control， which might be 

indicative of its role in the induction of tight turn 

structures. Within the structure of mAb198・boundPep.1， 

important residues for the binding of Pep.l to mAb198 

are located in the tight-turn structure and the protruding 

B 

Figure 2. Stereopairs of 20 converged 

stmctures (A) and surface model (B) 

ofmAb198ゐoundPep.l. 

region， and provide binding motifs for mAb198. Among the residues comprising the binding 

motifs， Asn7 and Tyr8 overlapped upon structural superimposition of Cyc.ext.Pep.l and 

mAb198・boundPep.1. It thus appears that modification of Pep.l to Cys.ext.Pep.l causes 

structural simi1arities to develop between key residues of mAb 1 98-bound Pep.l and 

Cys.ext.Pep.l， and by sati吟ingtheconfonnational dependency of mAb198， these structural 

similarities mediate the increase in binding affinity for mAb198. 
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P045 Characterisation of salt bridges to lysines in Protein G 
Jennifer H. Wolstencroft，' SaifUllah，+ Poul Erik Hansen， + andMichael P. Williamsonl ，~ 

fDepartment 01 Molecular Biology and Biotechnology， Universiの!01 Sheffield， Firth Court， 

Western 助成 Sheffield，S10 2TN， f D句partment01 Science，砂'stemsαndModels， Roskilde 
University， Denmark and ~ Institute 01 Protein Reseαrch，Osak，αUniversiか

In crystal structures of proteins， salt bridges are frequently observed between lysine and 
arginine sidechains and the carboxylates of aspartates and glutamates. There is good evidence 
that such salt bridges have important functions when they are buried inside the protein. 
However， it is not clear whether surface exposed salt bridges are functionally important or 
indeed whether they are even energetically preferred: the entropic penalty of keeping hydrated 
charged groups a司jacentis very large and of a simi1ar magnitude to the enthalpic energy 
gained企omthe coulombic interaction. We have therefore used NMR to probe potential salt 
bridges involving lysines in the Bl domain ofprotein G. Protein G has six lysine residues， of 
which three are consistently found to forrn surface爾 exposedsalt bridges in crystal s加 山res，
whi1e the other three are not， and it is therefore a good system to examine this question. 

In HSQC spectra at norrnal temperature and pH， it is not possible to observe lysine 
sidechain NH3 + groups. At pH 5.5 and 5 oC，同osignals can be observed at the expected 
position (a 15N shi自ofabout 32 ppm). Signals are broadened by the rapid exchange of amino 

protons， which produces relaxation of the nitrogen. By using a recent1y described experiment 
called HISQC in which scalar coupling is suppressed，l all six lysine signals can be observed. 
Three signa1s are sharp and three are broad. The signals were assigned using three-
dimensional shift corre1ation spec位a，showing' that the three sharp signals correspond to the 
lysines that are not found in salt bridges in crystals， whereas the three broad signals笠皇

hydrogen bonded. The NC and HC chemical shifts of all six 1ysines are similar， with no 
evidence of chemica1 shift perturbation by hydrogen bonding， and are not affected 
significant1y by pH titration of the carboxylate groups in the protein， as would be expected if 
some are inv01ved in salt bridges. 

Deuterium isotope effects on nitrogen and proton were measured using spectra 
acquired in 40% D20， where three signals were observed for each lysine (Figure 1).The 
isotope shifts a問 ofthe size expected for a simple hydrated amine (a result supported by 
density functional theory calculations)， and a1so do not titrate with the carboxylates. 

惑を
審議翠

9事

!twJ 

iミ

Figure 1. An HISQC spectrum of lysine NH3 
groups ofprotein Gat pH 5.45， 278 K in 40 % 
D20. Three peaks are seen for K18， K21， K36 
and K58 corresponding to NH3， NH2D and 
NHD2 groups (bottom right to top left， 
respectively)， while K12 only shows two peaks 
(the NHD2 signal is 10st in the negative wings 
of larger neighboring signa1s but is visible 
using different processing) and K39 has on1y a 
single broad signal due to chemical exchange 
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J-coupled 1s'N signals are quartets as expected， but their intensities are distorted from 
the expected 3: 1: 1:3 by relaxation effects， similar to the ‘methyl TROSY' effects discussed by 
Kay.2 These relaxation effects are strongly dependent on the correlation time of the lysine 
sidechain， and therefore the intensities are a sensitive probe of correlation time and any 
restriction of rotation of the lysine.1

，3 All the intensity ratios are similar and suggestive of 
rapid internal reorientation of the NH3 + group. 

The pKas of aspartate and glutamate side chains are expected ωbe affected by 
involvement in salt bridges. The pKa of a carboxylate side chain in a salt bridge is expected to 
be lower than average as the salt bridge would favor the negatively charged state. Therefore， 
pKa values have been measured for all aspartate and glutamate sidechains，企ompH 
dependence of the sidechain carbons and protons. As an example， Figure 2 shows the 
titrations for the glutamates. Glu50 could not be measured because of broad signals and 
overlap with other residues. The PKa values are typical of those found in proteins (4.0 for 
抑制御 and4.4 for glutamate): the pKa ofD30 is low because it is at the N-terminal end of 
an α-helix.4 There is thusno evidence for sa1t bridge formation企omcarboxylate pKa values. 

182.日
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喜177.0
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176.0 

175.0 
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pH 

Figure 2. The change in glutamate 
carbonyl chemical shifts with pH fit 

the standard eql，lati 
Residue pKa 
E23 4.37土0.004
E27 4.16土0.004
D30 2.78土0.011

E35 
3.91土 0.042and 4.90 

土 0.023
D44 3.75::1: 0.004 
D48 3.67土0.005
D54 3.93 ::1: 0.006b 

D55 3.24土 0.004

E64 
3.23士0.030and 4.51土

0.041 

The pKa values for lysine sidechains were also measured， by following the pH 
dependence of the NC chemical shifts.5 The titration could not be continued past pH 11.0 as 
the protein unfolded at pH 11.5. As the residues had not reached the end ofthe titration by pH 
11.0， the total chemical shift change with pH was fixed to 8.0 ppm to assist the fitting. 
Nevertheless， good fits were obtained with reliable pKa values (Figure 3). The variation in 
pKa is small， and again there is no evidence for perturbation of pKa values by salt bridge 
formation. 

34.C 

Figure 3. The change in lysine NC chemical shi武
with pH for K12 (cyan)， K18 (black)， K21 (green)， 
K36 (blue)， K39 (yellow) and K58 (red). The fitted 
pKa values are respectively 10.7士 0.04，11.1士 0.05，
11.4土 0.06，10.8土0.04，11.1士0.04and 11.4土0.08.
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In summary， protein G presents no evidence from NMR for the presence of salt 
bridges. The chemical shif王sof lysine sidechains are very similar and do not ti佐atewith pH; 
deuterium isotope effects are very similar and do not titrate with pH; all sidechains have 
unrestricted mobility; and there are no effects on pKa values of glutamate， aspartate， or lysine 
that can be attributed to hydrogen bonding. There is thus no evidence that the three lysines 
seen consistently to form salt bridges in crystals do so in solution. 

The only differential effect seen is that the lysines that are involved in salt bridges in 
the crystal display faster exchange of the amine protons with the solvent. For K39， the effect 
is most noticeable and corresponds to an exchange rate of approximately 25 S-l. Comparison 
with related data'叩 impliesan expected intrinsic exchange rate for exposed lysines of around 
5・10S-1 under our conditions. It is therefore likely that K12， K39 and K58 have an accelerated 

/〆f ヘ、 u exchange rate rather than K18，K2l and K36having a 
o一人L reduced exchange rate.The increased exchange rate most 

ハ~n r計六____ lik均 arises企omgeneralやaseω均 sedexchange by the 
o ""H¥neighboring carboxylates ¥ (Figure 4). The increase in 

exchange rate is however not large， implying that in this 
占 casethe population of‘salt bridge' is very low. In 
←¥conclusion， the study demonstrates that the six surface-
ó~ exposed lysines in protein G are not involved in any 

HrlD、 significa凶 saltbridge interactions， even though such 
~ ) interactions are found consistent1y in 抑制struωres.

九円~H- H、/

へよo HN¥-

i 
〈ム。 一山六九
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P046 NMRを用いた p62UBAドメインの二量体形成モデ、ノレの検証

(京大院工1，横浜市大院国際総合2 神戸大院医3，東京都臨床研4)

磯貝信1、森本大智1、阿部朔吾1、有田恭平1、雲財悟2、天野剛志3、有吉異理子1、

杭尾豪人1、小松雅明4、日中啓二4、白)11昌宏1

Shin Isogail， Daichi Morimotol， Shogo Abe1， Takeshi Tenno2， Satoru Unzai3， 

Hidehito Tochiol， Kyouhei Arital， Mariko Ariyoshil， Keiji Tanaka4， and Masahiro 
Shirakawa1 

1. Graduate School of Engineering， Kyoto University， Kyoto， JAPAN 
2. Graduate School ofMedicine， Kobe University， Kobe， JAPAN 
3. International Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University， 
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4. Tokyo Metropolitan Institute of Medical Scienc伐 Tokyo，JAPAN 

p62 is one ofthe proteins known to recognize poly-linked ubiquitin chains through 
its ubiquitin associated (UBA) domain. p62 is known to accumulate in 
ubiquitin且positive inclusions in neurodegenerative diseases， suggesting the 
important role of the UBA domain in such diseases; 

Upon the interaction between p62 UBA and ubiquitin， several cross peaks of 
the lH-15N correlation spectrum of 15N-labeled p62 UBA displayed both 'slow' and 
‘fast' exchange scheme， while those of 15N-labeled ubiquitin only did ‘fast' 
exchange scheme. Series of analysis by X-ray crystallography， analytical 
centrifugation， analytical gel-filtration， and NMR revealed that p62 UBA forms a 
dimer in the solution and dissociates when it binds to ubiquitin. 

【概要}

ユピキチン"プロテアソームタンパク質分解系において、 p62は C 末端の

ubiquitin-associated (UBA)ドメインを介してポリユピキチン修飾されたタンパク

質を認識し、プロテアソームへと移行するシャトルタンパク質のひとつと考えられて

いる。一方で、 p62はオートファゴソーム形成に関与する LC3と相互作用することか

ら、オートファジーを介したタンパク質分解にも関与する。また、神経変性疾患にお

いて観察されるユピキチン陽性細胞内凝集体と共局在し、これらの疾患における重要

な役割が示唆されている。本実験は p62におけるユピキチン鎖認識部位である UBA
ドメインのユピキチン認識機構を明らかにすることを目的として実験を行った。 15N
標識 p62UBAドメインとユピキチンとの結合をlH-15NHSQCを用いて観察すると、

早い交換と遅い交換の化学シフト摂動が同時に見られる。この二つの交換反応が

UBAとユピキチンの結合のどのような状態に起因するのか、 NMRに加え、 X娘結晶

構造解析、分析超遠心等を用いて分析を行った。その結果、 p62UBAドメインは二

量体を形成しており、結合時にはその解離が必須であることが解った。

キーワード:ユピキチン、 UBAドメイン、二量体

いそがいしん、もりもとだいち、あべしょうご、ありたきょうへい、うんざいさとる、

てんのたけし、ありよしまりこ、とちおひでひと、こまつまさあき、たなかけいじ、

しらかわまさひろ

po 
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【背景・目的]

ユピキチン プロテアソーム系においてポリユピキチン化された基質は268プロ

テアソームに運ばれ、分解される。その際、ポリユピキチン鎖を認識し、基質をプロ

テアソームまで輸送するシャトノレタンパク質の存在が知られている。 p62タンパク質

はそのシャトルタンパク質のひとつであり、 C末端にユピキチン認識を行う UBAド

メイン、N末端にブ。ロテアソームサブユニットと結合する PB1ドメインをもっ。また、

神経変性疾患における細胞内凝集体では、ポリユピキチンと p62との共局在が観察さ

れる。近年におけるオートファジ一関連タンパク質 LC3との相互作用から、 p62を介

したユピキチン プロテアソーム系と、オートファジーによるタンパク質分解系との

クロスオーバーも示唆される。本研究では p62UBAドメインがどのようにポリユピ

キチン鎖を認識するかを解明することを目的とし、実験を行った。

[実験および結果】

D62UBAの2量体形成

マウス p62UBAドメインをコードする遺伝子

(391・438) をpGEX-6P1ベクターに導入し、大

腸菌発現系を用いて発現精製したo p62 UBAお E 

よびユピキチンの15Nラベル、ノンラベル体を用

いてlH・15NH8QCスペクトルで、の結合実験の結

果、 p62UBAはユビキチンとの結合を示すこと

がわかった。しかし、 15N標識ユピキチンをプロ

ープとして滴定を行った場合、 p62UBAとの結

合の際に「速い」交換が観察され、 15N標識 p62

UBAをプロープとして滴定を行った場合には E

「遅いJ交換に「速しリ交換が混じる形でのピー

ク移動が観察された。「遅いJ交換が見られた残

基は UBAドメインに一般に見られるユピキチン

結合部位とは異なった部位に分布していた。また、

p62 UBAのlH・15NH8QCスペクトルにはピー

ク強度の低いマイナーヒ04クが多数観察され、こ

のピークが徐々に希釈するとともに濃度依存的

に相対強度を増すことがわかった(Fig.1)。
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日g.llH-15N HSQC spectrum of p62 
UBA at various concentrations 
Number of peaks in the higher 
concentration at the top (200μM) is 
almost doubled in the lower 
concentration spectra at the bottom 
(-3μM). 

分析超遠心および分析ゲルろ過クロマトグラフィーにより、溶液中での p62UBA 

の分子量測定を行ったところ、 p62UBAは2分子分の見かけの分子量を示した。また、

p62UBAドメイン単体の結品構造解析により得られた p62UBA結晶構造では、結晶

格子中に非対称分子が2分子含まれており、 2分子の間には600A2程度の疎水性相互作

用表面が存在していた(Fig.2)。 また、結合実験で「遅しリ交換が見られた残基はこ

-257-



の2量体分子の相互作用表面にあたることがわ

かった。

そこで、溶液中での2量体構造が結晶中のもの

と同様であるか検証するため、 2量体相互作用

表面に位置する W414、L418、1433に残基特

異的な変異を導入し、その2量体形成能を分析

ゲルろ過および超遠心分析、 lH-15NHSQCス

ペクトノレを用いて確認した。 2量体相互作用表

面に変異を導入した変異体のほぼすべてが単

↑ 

Fig.2 Cry自talstructure of p62 UBA 
p62 UBA appeared to be a dimer in 
the crystallographic asymmetric unit. 
τ'womolecules are related to each 
other by C2 rotational symmetry 

量体の分子量を示し、 lH咽 15NHSQCスベクトノレにおいて p62UBA単体の低濃度サ

ンプルにみられるスベクトノレに部分的に類似のパターンを示した。このことから、p62

UBAは溶液中でも結品中と同様に2量体を形成していることが確認された。

2量体po2UBAのユピキチン結合機構

15N標識p62UBAに対するユピキチンの滴定実験から、 2量体 p62UBAは単量体

化を経てユピキチンに結合することが示唆された。ただし、「遅しリ交換と「速い」

交換の混じったスベクトルでは「速し1 交換にあたるユピキチン結合部位を同定する

ことができなかった。そこで、この2つの交換過程の分離を試みた。 2量体 p62UBA 

の界面は疎水性相互作用により保持されていることから、界面活性剤(CHAPS)ま

たは疎水性溶媒 (DMSO) を添加し、 2量体の解離を誘起した。どちらの添加剤によ

っても解離が誘起されたが、 CHAPSでは限界ミセノレ濃度を超えたため、スペクトル

のS/N比が低下した。また、 DMSOは100μMp62UBAサンブ。ノレにて完全な解離を

観察するのに20%(v/v)の濃度を要した。

DMSOを添加した条件において、各状態での p62UBAのlH-15Nピーク帰属を行

った。 2量体、ユピキチン複合体、 DMSO添加サンプルの3つについて3重共鳴法を利

用した連鎖帰属を行い、 DMSO中のユピキチン複合体および単量体の帰属は滴定時

の交換ピークの軌跡からピークの帰属を行った。単量体、 2量体、ユピキチン複合体

ピークの化学シフトを比較すると、単量体 2量体間での摂動は2量体界面に起きてお

り、単量体 ユピキチン複合体間での摂動はα1、α31こ見られ、従来の UBAーユピキ

チン結合表面と一致した。また、それぞれの状態における化学シフトのパターンを主

成分分析により分類したところ、 DMSO添加サンブツレは単量体スベクトノレのそれと

類似しており、 DMSO中にて p62UBAが単量体であることが確認できた。

以上の結果から、 p62UBA は溶液中で2量体を形成しており、ユピキチン結合の際

には、その解離が起きると考える Fig.3のような平衡状態を引き起こすことが示され

た。

Dim告rU監A MむnomE三rU 平ニニ主 U島〈ごorす1pl母xUBA 
Fig.3 p62 UBA binding states 
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Fig.4 Separation of p62 UBA dissociation and UB binding pathway 
(A) Relationship between various p62 UBA spectra. (B) Principle component analysis of p62 
UBA peaks in the different自tates.(C) Dimerization surface and ubiquitin binding surface 
d巴I甘edfrom the DMSO experiments. 

[まとめ@今後の展望l
p62 UBA は溶液中で2量体をとり、ユピキチンの結合の際に解離が起こることが種々

の実験結果から示唆された。この UBAの2量体一単量体平衡における解離定数品は

ユピキチン結合における解離定数よりも10倍程度小さいことが予備実験からわかっ

ている。今後は、全長 p62タンパク質での解析を含め、この2量体一単量体平衡がユ

ピキチン結合、さらにはポリユピキチン鎖結合選択性にどのように影響するのかを中

心に解析を行っていく予定である。
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P047 クロマチン凝集メカニズムの解明を目指した

ヒト Polycombクロモドメインの NMR構造解析

(奈良先端科学技術大学院大学・バイオサイエンス研究科)

0福井陽子、大木出、児嶋長次郎

NMR analysis of thehuman Polycomb chromodomain 

OYoko Fukui1， Ohki Izurul， Chojiro Kojima1 

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

Polycomb group complex affects transcription restraint of the homeotypic gene 

group， and regulates morphosis， cell proliferation and epigenetic silencing 

through heterochromatin formation. Human Polycomb protein (hPc) is included in 

polycomb eOlllplex and interacts directly methylated histone H3 tail. Recently， it 

was reported that hPc also interacts with transcriptional repressor MBDl and 

cooperates in chromatin condensation. Despite the biological importance of this 

interaction， the molecular mechanism remains unknown. To reveal the 

condensation mechanism， we perform the structural analysis of the 

chromodomain of hPc by solution NMR spectroscopy. 

【序論】口

ポリコーム群複合体はホメオティック遺伝子群の転写抑制に関わり、発生、形態形

成、細胞増殖、エヒ。ジェネティックな制御など幅広い生命現象に関わっているといわ

れている.特に、これに含まれるポリコーム (Pc)のクロモドメインはメチノレ化され

たヒストン H3の27番目のリジン (H3K27me)と結合することでクロマチンの凝集

を担っていることが知られている。昨年、 PCのクロモドメインは H3K27meと相互

作用するだけでなく、 Methyl-CpGbinding domain 1 (MBDl)と呼ばれる転写抑制

因子と直接相互作用することが報告された CSakamotoet. a1.， 2007) 0 MBDlではメ

チノレ化 CpGに結合することでヘテロクロマチンを形成して遺伝子の発現を抑制し、

ポリコーム群複合体と相乗的に働いていると考えられているが、その詳細は明らかと

なっていない。そこで、本研究では PC単体での NMRを用いた構造解析を行い、そ

れを基にメチル化ヒストンペプチドや MBDl等の結合分子聞の相互作用様式を調べ

キーワード Polycomb、構造解析、クロマチン

ふりがな: ふくいようこ、おおきいずる、こじまちょうじろう
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ることで、相乗的なクロマチン凝集メカニズ、ムの解明を目指す。

【実験]

大腸菌による大量発現系により 15N、13C/15Nラベルしたヒト由来 PC(hPc)を調製

し、測定試料とした。 NMR測定は、 CRYOPROBEを装着した BrukerAVANCE 500 

を用いて 298Kで、行った。主鎖の帰属には非線形サンプリング法を用いて HNCACB，

HN(CO)CACB， HNCA， HN(CO)CA， HNCOの各種3次元測定を行った。これをもと

にChemicalshift index法およびTALOSを用いてhPcの二次構造を解析した。また、

側鎖の帰属は C(CO)NH，H(CCO)NH， HCCH-TOCSY測定により行った。測定デー

タの処理は RowlandNMR Toolkitおよび、 NMRpipeを用いて行いた。スペクトル

解析には Sparkyを用いた。

[結呆と考察1
15N標識試料を用いた 2次元 lH・15N

HSQCにおいて、 Fig.lのような良好 1聞

なスベクトルを得ることができた。ま 1拍

た、hPcは62残基からなるタンパク質!115 

であり、これまでに Proを除く全てのそ 1

主鎖の化学シフトを帰属することがで

きた。帰属した化学シフト値を用いて

Chemical Shift lndex法と TALOSに

よる二次構造予測を行ったところ、

hPcはN末端側カミら順に 3つの日シー

130 

11 

11 

10 

7 

10 

- - 事

a酔，か

盛 骨骨-ゅ主@帯

齢トーさ主
-~ 

嶋 悟ゆ哩勘

@ 

。".'H(ppm) 

Fig. l1H-15N HSQC spectrum ofhPc 

105 

110 

115 

120 

125 

130 

トと 1つの αヘリックスを持つことが推定され、すでに X線結品構造解析により解明

されている DrosophilaPolycombのクロモドメイン (Minet.alリ 2003)の二次構造

に類似した構造を持つことがわかった。また、 hPcのαヘリックスは dPcのαヘリ

ックスよりも一巻き程度長い事が判明した。この領域は結晶構造より H3K27me結合

に関与していないことが明らかとなっており、MBDlなどの分子との相互作用に関与

している可能性がある。

現在は、 hPcと相互作用分子 MBDlや H3K27meペプチドとの NMRタイトレー

ション実験を進めており、 hPc上のこれらの分子との相互作用部位から結合様式を明

らかにし、相乗的なクロマチン凝集メカニズムの解明を目指している。本発表では

hPcの立体構造および相互作用分子とのタイトレーション実験の結果について議論

する。
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P048 磁気共鳴法を用いたアフリカツメガエル卵母細胞内における

タンパク質の立体構造情報の収集

e京都大院・工、 2横浜市大院・国際総合、 3ブルカー・バイオスヒ。ン、

4神戸大院・医、 5首都大院・理工)

0五十嵐龍治 1、酒井智美ヘ原英之ヘ天野剛志¥MarkusWalchli3
、伊藤隆ヘ栢

尾豪人¥白JII昌宏 1

Structural studies of proteins in Xenopus 1aevis oocytes by using rnagnetic 

resonance spectroscopy 

o Ryuji Igarashi¥ Tornorni Sakai2， Hideyuki Hara3， Takeshi Tenno¥ Markus 

Walchli3， Yutaka Ito5， Hidehito Tochio¥ Masahiro Shirakawa1 

lGraduate Schoo1 of Engineering， Kyoto University， 2Internationa1 Graduate 

Schoo1 of Arts and Sciences， Yokohama City University， 3Bruker Biospin， 

4Graduate Schoo1 of Medicine， University of Kobe， 5Graduate Schoo1 of Sciences 

and Engineering， Tokyo Metropolitan University 

Previously， we showed that two-dirnensional (2D) lH_15N correlation spectra can 

be used to detect change in state of proteins inside living Xenopus 1aθvis oocytes. 

However， in order to obtain detailed inforrnation on the protein structure， 

rneasurernent of three-dirnensional (3D) NMR is required. In this study， 3D triple 

resonance experirnents were perforrned by rnaking use of several fast 

rneasurernent strategies， which are the Band-selective Excitation Short-

τ旨ansient(BEST)， NonLinear Sarnpling (NLS)， Maxirnurn Entropy Method 

(MEM) and MultiDirnensional Decornposition (MDD). Moreover， we report here 

that in-cell pulsed ESR can be another useful approach to obtaining structural 

inforrnation on proteins in Xenopus oocytes. 

【序論】我々は以前、アフリカツメガエノレ卵母細胞内におけるタンパク質の状態変化を二次

元 lH_
15N相関スペクトルにより検出できることを報告したが(参考文献)、詳細なタンパク質

構造情報を得るには三次元 NMR測定が必要である。本研究では、 BEST(Band-selective 

Excitation Short-Transient)三重共鳴、非線形サンプリング(NLS)、最大エントロピー法を組

Xenopus laevis oocyte， BEST (Band-selective Excitation Short-Transient)，非線形

サンプリング，in -cell NMR，パルスESR

いがらしりゅうじ，さかいともみ，はらひでゆき，てんのたけし，まるくすゲえるひり，いと

うゆたか，とちおひでひと，しらかわまさひろ
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み合わせた高速測定を、生きた卵母細胞内の 13C/町二重標識タンパク質に適用し、三次

元NMRスペクトルの取得を試みたoまた、卵母細胞内におけるタンパク質の構造情報を得

るための別のアプローチとして、細胞内パルス ESR法を試みた。ニトロキシノレラジカルで、スヒQ

ンラベルしたタンパク質のスヒ。ン間距離を同細胞内において電子スピン二重共鳴法により決

定することに成功したので合わせて報告する。

【実験】使用した 13Cp5N標識および無標識のヒトユピキチン変異体は大腸菌にて発現

させた。 13Cp5N標識ユピキチン変異体は 8.3mMに濃縮した後、アフリカツメガエル

卵母細胞 1個あたり約 22nLをマイクロインジェクターで注入し、 MBSで3回洗浄

した後、卵母細胞220個を用いて NMR測定を行った。無標識のユピキチン変異体は

システイン残基を 3

5印OnLを注入し洗浄した卵母細胞 5ωO個を用いて、 80K凍結下においてパルス DEER

(Double Electron -Electron Resonance)測定を行った。 NMR測定は BrukerBiospin 

社製の 700MHzNMR装置を用いて行った。パノレス ESR測定はBrukerBiospin社製

のX-bandパルス ESR装置を用いて行った。

[結果と考察1[in-ce.ll3D NMR] BEST三重共鳴、

非線形サンプリングおよび最大エントロビー法を用

いることで、生きた卵母細胞内の 13cj15N標識ユピ

キチン L8A，I44A，V70Aの三次元 HNCOを測定

したところ、約六時間の測定で観測されるべき交差

ピークの8割以上を観測できた。(百g.1)。現在、

HNCA、HN(CO)CAの測定を試みている。また、

MEM 法と MDD (MultiDimensional Decomposition) 

法の比較についても報告する。

[in-ce.ll DEER]卵母細胞内に存在するスピン

ラベル化ユピキチン S20C，G35Cについて、 ln

vitroの測定と同様の変調を受けたパルス

DEERスベクトルが得られた(fig.2)。得られた

DEERスベクトルから 2つのスピンラベル聞

の距離を求めたところ、 incellでは 2.98nmと、

in vitroでの結果 3.15nmとよく一致する値が

得られた。またスピンラベル化ユピキチンを注

入後に 18
0

Cで 2時間インキュベーションを行

fig.1 Projections of 3D HNCO spectra 
of a ubiquitin mutant in the cell 

in vitro 

In叫 (2ぺ、長
心 0.2 0.6 

Time(μs) 

fig.2In-cθ，]] DEER spectra of the 
spin-labeled (S20C， G35C)-ubiquitin 

ってから測定をした場合には、ラジカルが細胞内において還元を受けたため DEER

シグナノレは弱いものの、得られた距離は 3.02nmとやはり invitroとほぼ一致する値

が得られた。本手法により、当該細胞内でのタンパク質構造変化を検出できることが

示された。 参考文献 Sakai T. et al. J Biomol NMR.， 36， 179・88(2006). 
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P049 Jィトステロ寸哩界面活性剤と本。リオキシ工チレン，本。リオキシプロピレンゲメチルエ→'J~

を用いた難溶性紫外線吸収剤の可溶化メカニズムの解明

(資生堂リサーチセン9-)0福原忠雄、勅使河原喬史、宮原令ニ、岡隆司

Investigation of solub掴泊19mechanism of sparingly soluble UV absorbers in a Phytosterol 

surfactant and polyoxyethylene/polyo可propylened加 ethylether mixed system 

(Shiseido research center) 0 Tadao Fukuhara， 11北部:hi11白higawara，&吋iMiyahara， Takashi Oka 

Phytosterol s班 factant∞nta凶ngpolyoxyethylen (30 mol) / polyoxypropyleneσmol) block 

copolymer (EOPO-PS) is knownωsolubilize sparingly soluble UV absorbers by fonning a micro 

emulsion. Recently we found仕mtthe solubility ofUV absorbers and the stability ofthe micro emulsion 

were drastical1y improved by adding polyoxyethylene/polyoxypropylene dimethyl ether (EPDME) to 

the system. Nお偲 resultsindicated that EPDME and EOPO-PS formed a complex in the system. 

Detailed analysis suggested that EPDME w:出 inco1poratedinω 血enarrow gap between the 

hy'合ophobicmoieties ofせleEOPO-PS surfac伽 tand rel眠 edthe tight arrangement for increased 

solubility of UV absorbers. Excess EPDME w出 thoughtωberesponsible accounting for improved 

stability of emulsion by residing around hydrophilic moiety of micelles. 

【序】紫外線 (UV)吸収剤に代表される水難溶性物質は、化粧品製剤では、極性の高い油分

に溶解して用いられており、化粧水のように油分が少ない製剤に配合することは困難であっ

た。これらの難溶性物質の多くは、構造内に芳香族環のような平面構造を有しており、極性

油中でも結晶化しやすい性質がある。しかし、フィトステロールを疎水基とし、ポリオキシ

エチレン (30モル)ポリオキシプロピレン (7モル)フ、ロック共重合体を親水基とする界面

活性剤 (EOPO-PS)を用いると、活性剤の嵩高い平面構造の疎水基が、難溶性uv吸収剤と

良好な親和性を示すため、 uv吸収剤を安定に可溶化させることができ、油分の少ない製剤へ

の配合が可能となる。このマイクロエマルションは、疎水基の聞に被可溶物を取り込んだ超

微細園体が、周囲をポリオキシエチレン鎖に固まれて凝集が防がれた超微細工マルション様

の構造であると推察された。今回、この系に、ポリオキシエチレン (14モル).ポリオキシ

プロピレン (7モjレ)ランダム共重合体ジメチルエーテル (EPDME)を加えると、 uv吸収

剤の可溶化量が高くなり、その上、超微細工マルシヨンの安定性も高くなる興味深い知見が
得られた。そこで、これらのメカニズムを検 Table 1. 5匂amp帥1恰es則olu凶叫I此t叫ion陥sf伽o併rNMRme闘as剖u町『陪削e釘『町me

証するため、NMRIにこより、自己拡散係数(Dsel)、

スピン同格子緩和時間 (T1)測定を行った。

Sample EOPO・PSEPOME BEMT 

【サンプルおよび実験】難溶性uv吸収剤は、

2，4嗣bis-[{4-(2-ethylhexyloxy)-2-hydroxy}

-phenyl]圃 1，3，5・triazine(BEMT)を用いた。

NMR測定用サンプルの組成はTable1に示

NM・1
NM.2 
NM.3 
NM-4 

NM・5
NM・6
NM・7

0.49 
0.49 
0.4g 
O.4g 
0.4g 
0.4g 

キーワード:自己拡散係数、緩和時問、可溶化、紫外線吸収剤

0.19 

O.lg 
0.5g 
1.09 
2.0g 

ふくはらただお、てしがわらたかし、みやはられいじ、おかたかし
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0.19 
0.1g 
O.lg 
0.19 
O.lg 

EOPO.PSI 
020 EPDME 

molratio 
8.49 
8.19 1.0/0.0 

8.5g 1.0/0.0 

7目9g 1.0/0.5 

7目5g 1.0/2.5 

7目Og 1.0/5.0 

6.0g 1.0/10.0 



した。 Dゐ11ま、 JNMECA-400を用い、 BPP-LED法により、磁場勾配強度を 0.287T/m、Aを

200ms、5を4msとして測定を行った。 T1は、 Inve陪 ion開偲∞，very法で測定を行った。

【結果と考察1
~Dseli盟皇 Fig.11こNM-1 ，3，4の1H・NMRスペクトjレと帰属を示した。 EPDMEの九はc
の両末端メチル基の信号を用いて算出した。 EOPO-PSのD鈎 lは、フィトステリル基由来の信

号aがブロードで利用できないため、 EPDMEと重なっているbの信号を用い、 NMR信号のカ

ーブフイツテイングの過程で、EOPO圃 PSとEPDMEのDselを別々に見積もることで算出した。

EPDME単独のNM・1では、 cの口闘が 4.22x 10-10m2/sであるのに対しbは4.13x 10-10m2/sで

あり、同一分子のため一致していた。 e e e 
Phytoー (CHCH2017一(CH2C向。ho"H

EOPO-PS単独のNM・3では、 bは2.10 ""~ とH究 e d 

x 10-10m2/sであった。 EPDMEと b EOPO・PS

EOPO-PSが共存したNM-4では、 bの 、 CH30ー (05ctob(C同CH20h4ー C同
D制は 1成分しか検出されず 2.20x C とH3 e d C 

b EPDME 
10-10tn2/Sであり、EPDME由来のcのDsel

は 2.55x 10-10m2/sであった。 bとcの

D副がほぼ一致し、 EOPO-PS単独

(NM-3)のbのD民!とも一致したことか い盟M竺 a 

ら、 EPDMEとEOPO-PSの運動性は同 ゐ ゐ

じである、即ち複合体を形成している Chemicalsh削 ppm)

ことが示唆された。 Fig.11H田NMRspectra of NM・1，3，4

~上T1遺i室~ Fig.21こNM・1-7のT1測定結果を示した。ミセjレ最外部のeのT1は、 EPDMEの

添加量増加に伴いEPDME単独の下1に近づいていくだけであり、 EPDME添加の効果は認めら

れなかった。ミセルコア部分のaのT1
は、 EPDMEの添加により長くなってい

き、 2.5倍モル以上の添加 (NM-5)で

プラトーに達していることから、

EPDMEの添加によりコア部分の運動

性が高められていき、一定濃度以上で

その効果は頭打ちになることが示唆さ

れた。ミセルコア直近のbの円について

も、 EPDMEの添加により長くなってい

き、コア部分の運動性を高めている結

果カt得られたが、 5倍モル以上の濃度

(NM四6)ではEPDMEが過剰になるた

め、 EPDME単独の11に近づいていく結

果となった。

1.00 r一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
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帥
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• 

NM-2 NM・3NM-4 NM・5NM・6NM・7NM・1
without EPDME 
EPDME increasing EPDME alone 

Fig.2 Results of T1 measurement 

(3) EPDME添加効果のメカニズム考察 D剖測定から、 EPDMEはEOPO-PSと複合体を形

成していること、 T1測定からEPDMEはミセルコアの運動性を高める効果が確認されたこと

から‘ EPDMEはEOPO-PSのミセルにコサーファクタントとして作用し、一部がコアおよび

その直近に入り込むことにより、 EOPO-PS単独では固く閉じられているコア部分の配列を

弱め、 BEMTの可溶化量を高めていることが示唆された。また、コア部分に作用していない

過剰のEPDM目立、ミセルの親水基部分に存在し、超微細工マルションの安定性に寄与して

いるものと示唆された。
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P050 溶液 DNP・判MRの代謝研究への応用

0阿部孝政 l、久保均 2、原田雅史 2

lオックスフォード・インストウルメンツ株式会社MRIlBiotools事業本部

2徳島大学大学院へノレスパイオサイエンス研究部画像情報医学分野

Metabolic Study by Solution State DNP・NMR

TakamasaAbeI， Hitoshi Kub02， Masafumi Harada2 

lMR1溜iotoolsDivision， 0ゆrdInstruments KK， 2 D句partmentof Medical Imaging， 

Institute of Health Bioscienc四 GraduateSchool， The University ofTo初shima

Recently， dynamic nuc1ear polarisation (DNP) has been shown to greatly enhanced signal 

intensity ofNMR nuclei in solution-state NMR spectroscopy. In 2003， Ardenkjaer-Larsen et 

al. developed an automated method to polarise 13C nuc1ei at low tempera知resinas仕ong

magnetic field ul the presence of a佐itylradical then bring the sample to room tempera制re

very quick1y to perform solution-state NMR measurements.l
) This method was most 

practical for long TI 13C nuc1ei such as non-protonated carbonyl or carboxyl carbons in 

rapidly tumbling small molecules， which yielded NMR signal enhancements of 10，000・foldor 

higher. Therefore， DNP is expected ωbe useful to metabolic study such as metabolic 

imaging， metabolic diagnostics and metabonomics. We have been performed to measure 

some metabolic relevant molecules for these studies. The results wi11 be discussed. 

1.はじめに

NMRおよびMRIの弱点である感度の問題を、超偏極技術を利用することによって克服

する試みが近年活発に行われており、最近では応用研究の報告も増えてきている。超偏極

技術には 129Xeや 3Heなどの希ガスを用いる手法やパラ水素添加法、動的核偏極法(DNP)

などいくつか知られており、それらをシステマティックに行うための装置も開発されてきた。

DNPに関しては、 2003年にArdenkiaer-Larsenらが極低温・強磁場中にて試料と安定なトリ

チルラジカルを共存させた条件で、13C核を偏極し、その後瞬時にサンフ。ルを室温へ戻して溶

液NMR測定を行うためのオートメーション化された手法を開発した 1)。この手法は、すばやく

タンブリングしている低分子化合物におけるカルボニル炭素などのフ。ロトンが結合していな

い 4級炭素のように、長い T1を持つ 13C核に対しては 1万倍あるいはそれ以上のシグナル

増幅をもたらす。その魅力的なアブ
ρ

リケーションのーっとして、生きた動物で 13
C化学シフトイ

メージングを用いた 1)3Cヒ。ルピン酸、 l_13C乳酸、 l_13Cアラニンのリアルタイム代謝イメージ

ングを Golmanらが報告している 2)。このように DNPの技術を用いることによってこれまで、感

度不足のために実現が困難であった特定の化合物の代謝をリアルタイムで、モニターすること

を可能にするだけでなく、微量な成分を数多く含む代謝物の網羅的解析すなわちメタボロミ

Keywords: dynamic nuc1ear polarization， DNP， DNP-NMR， hyperpolarisation， metabonomics 

あべたかまさ、くぼひとし、はらだまさふみ
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クス研究への応用にも役立つものと思われ代謝研究の発展に大きく貢献していくものと期

待される。本研究で、は生体内の代謝活動をリアルタイムにモニターすることが期待されうる数

種の代謝関連物質を用いて溶液 DNP-NMR測定を行い、検討を行った。

2.実験方法

代謝関連物質として、 lye-glucose，1.13c・acetate，1-I3C_p戸uvate，1-13C-glutamate， 

1-13C-Glycineを選択し、 13C核について DNPによるシグ、ナノレ増強度の評価を行った。それ

ぞ、れの化合物数百同~数 mgをDzOIDMSO-d6=1 : 1または D20/Glycerol=3:2のガラス化

溶媒に溶解し、そこに 15mMの濃度となるようにtritylradical(OX63またはFinland)を添加し

た。核偏極装置には HyperSense(OxfordInstruments製)を用い、適量の試料を1.4Kで60

分間偏極を行った。偏極した試料を溶解するための溶媒として4mlの0.25mg/ml EDTA水

溶液を用い、NMRには BrukerDRX600を用いて 60度または 90度ノ勺レスにより FIDを収

集した。また、 DNP-NMRスベクトノレを取得後、比較のためにthermalスペクトルも収集した。

3.実験結果と考察

シグナノレ増強が化合物によってどの程度違いがあるのか確かめるため、すべての化合

物について13CDNP_悶偲測定を行った。それぞ、れについて検討した結果、 thermalスペクト

ノレと比較して数 10""'数 1000倍にSINが増加したスペクトルが得られた。特に 1_13C_p戸uvate

は著しいエンハンスが見られたが(Fig.1)、1-I3C-glucoseに関してはそれほど大きな効果が得

られなかったO この差は観測しているI3C核の縦緩和時間 T1に強く依存しており、およそ 50

秒と比較的長い緩和時聞を持つp戸uvateの l位の炭素と比べてglucoseの 1位の炭素は 1

""'2秒と非常に短く、測定時には大部分の偏極が夫われてしまったためで、ある。

以上の結果から、 DNP後の溶液 NMR測定におけるシグナル増強は観測核の T1値に

大きく依存するため、モニターの対象とする化合物にはカルボニル炭素など長い T1値を持

つ 4級炭素を持つことが理想、であり、今回測定した化合物で、グノレコースを除くすべての化合

物で代謝研究に応用できる可能性が示唆された。現在は代謝のモデ、ル系としてマウスの癌

細胞を用い、さらに研究を進めているところで、ある。

13C (ppm) 
山間的." ".."  11.向刷出山田山田市.. ..初伺ゐ... ..・ h ゐ.~

Fig.1 13C DNP-NMR spectraof1-I3C-pyruvate 

参考文献

1) Ardenkjar圃 LarsenJ且 etal.，PNA8，100， 18，10158・10163(2003) 

2) Go1man K. et al.， P此48，103，30，11270-11275 (2006) 

-267-



P051 DOSY法によるスチレンブ7シ1ン共重合ホ。リマ]の組成/分子量相関角特斤

旭化成(株)基盤技術研究所 O名雪三依、橋本康博、吉田和之

DOSY characterization ofMolecular Weight Dependency 

of拘rrene-ButadieneCopolymer Composition 
ASAHIKASEI CORPORATION， Analysis and Simulation Center 

OMieNa'戸ki，Yi描由iroHashimoω，K担 M卯kiYoshida

Molecular weight dependency of the copolymer composition，白叩iteof its impo抗釦cefor material 

properties， has not much been characterized because of the redundant procedur邸 ofthe conventional 

GPC剖 乱 伎 町 GPCfraction analysis. Altematively，. DOSY method， a more promising and 

s回igh出抑 制 tec凶 que，provides self-diffusion coe伍cientsthat shou1d be伽 lsformedinωthe 

molecular weight dis出bution.官邸 information，impor刷 ctly，∞，u1dbe obぬinedfor every甲eCles

individ田 lly.Here， we present a 甜ucturecharacteriz淵onof styrene-butadiene synthetic copolymer 

using a high field gradient unit up to 13 T 1m. 

[背景・目的】

合成高分子が複数のモノマーの共重合体である場合、そのモノマー組成が高分子の構造を

規定するパラメーターとしてよく用いられる。モノマー組成比は一次元のNMR測定で得ら

れるが、高分子の実際の物性は一次元測定で得られる平均的な組成だけでなく、組成の分子

量依存性や分布の違いにより支配される場合が少なくない。

組成の分子量依存性については、従来GPC-NMR法などにより解析されてきたが、DOSY

(Diffusion-ordered NMR spectroscopy)法を用い、各成分由来のシグナルごとの自己拡散

係数とその分布を求め、それを分子量とその分布に変換して、組成/分子量の相関を評価す

ることも可能である。ただし、合成高分子、特に高分子量体の場合は拡散係数が小さく、通

常よく用いられる 1T/m以下の磁場勾配ではその評価が難しい。

今回我々は、 13T/mまで印加可能なプローブを用いてスチレンーブタジエン共重合ポリマ

ーについて拡散係数測定を行い、組成/分子量の解析を行った。この結果について紹介するO

[実験方法】

装置:JEOL ECA400、核種:lH(400MHz)、温度:室温

パルスシーケンス:Stimulated echo法 (BPP-STE-LED) 

[結果と考察]

Figure 1に分子量の異なる標準ポリスチレンの拡散係数と分子量の相関を示した。両対数

プロットにおいでほぼ直線の関係が得られ、この相関を検量線として用いることにより、得

られた拡散係数を分子量に換算することができると考えられる。

次に、スチレンーブタジエン共重合ポリマーについて、DOSY測定を行った結果を Figure

2に示した。スチレンユニットの芳香環シグナノレ (7.0ppm) とブタジエンユニットの二重

DOSY、共重合ポリマー、組成一分子量相関

なゆきみえ、はしもとやすひろ、よしだかずゆき

口

δpo 
q'u 



F 

結合シグナル (5.4ppm)におけるスラ

イスデータをFigure中に示したが、自

己拡散係数とその分布に違いがあるこ

とがわかる。

この拡散係数とその分布から、

Figure 1の検墨線を用いて分子量換算

を行い、 GPC分取した各フラクション

のNMR組成解析(従来法)の結果と

比較した (Figure3)。

その結果、 GPC分取物のNMR測定

で求めた組成の分子量依存性と DOSY

測定で求めた結果はよく一致しており、

DOSY測定の妥当性が橘忍できた。

DOSY測定の結果、今回のスチレン

ーブタジエン共重合ポリマーのモノマ

ー組成には分子量依存性があり、高分

子成分はスチレンユニットがリッチで、

分子量が 100万1盟支の成分はスチレン

がほぼ 100%あること、一方、数万の

低分子量成分はスチレンとブタジエン

の比はほぼ同等か、ブタジエンのほう

が若干多いことなどが示された。

このように、 DOSY測定を行うこと

で、高分子の詳細なキャラクタリゼー

ションが可能であることがわかった。

DOSY法では従来法に比べて飛躍的に

簡便であるばかりでなく、分取物が濃

縮乾固時に変成する心配がないなどの

利点がある。

DOSY法で得られる情報は組成の分

子量依存性であり、 2次元GPC-LC法

で得られるような組成“分布"角勃庁ま

でには至らないものの、 GPC-NMR法

のような使い方は可能と考えられ、合

成高分子のキャラクタリゼーション手

法のーっとして有効であると考えられ

る。

【参考文献1
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weight W)  and self-diffusion coefficient (D) 
obtained for standard polystyrene. 

伸一←烹 長 石-----，;;----t¥， ----，.-→→~ 

slice data 
St ¥iま Bd ザ

A

4 菱田

E母 g
s護 s
噂羽E 唱

詔語 自

岬守宮-ゐ~l易払底噌で日，.."..，."，.....，.-，伊守守令--同宮守噌一帯司馬押明宅~己主当~市川_.
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Figure 3 Molecular weight distribution of individual 
copolymer unit (styrene and butadiene) obtained by (A) 
DOSY method and (B) GPC fraction analysis with NMR. 

1) C.S.Johnson Jr.， Progress 1n Nuclear Magnetic Resonance Spec附∞pぁ34，203-256(1999) 
2)右手浩一，高分子，51，824ο002)

3)右手浩一，生産と技術，59，26 (2007) 
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P052 LC-NMRにおける lH_1Hロングレンジカップリングを

利用した微量試料の構造解析例

(株)東レリサーチセンタ一 生物科学研究部

O中野隆行、木村一雄、)11口謙

The app1ication of small amount samp1e ana1ysis by using lH_1H 10ng range spin coupling in 

LC-NMR 

Bi010gica1 Science Laboratories， Toray Research Center， Inc. OTakayuki Nakano， Kazuo 

Kimura， Ken Kawaguchi 

In the structura1 ana1ysis by NMR， HMBC is common1y used to connect sub-structures that 

are bonded through hetero-atom (oxygen， nitrogen). But H恥侶Cmeasuring is inapp1icab1e for 

the ana1ysis ofvery small amount samp1e (for examp1e， impurities or metilbolites of合ug

substances) . 

In this research， we tried to detect the 10ng-range corre1ation through nitrogen atom by 

using LC-NMR. 15μg of inosine was ana1yzed as a mode1 samp1e. On the 10ng range COSY 

spectrum， the corre1ation between proton 8 and l' was clearly observed. 

[序論I
NMRを用いて化合物の分子構造を決定する際，通常， N原子や O原子が途中に挟

まれた箇所の結合を繋ぐためには HMBC測定法が用いられる.しかし，医薬品の不

純物や代謝物など試料が微量な場合は，感度が悪い HMBC測定法を用いることが困

難になる.

本研究では， LC剖 MRを用いて N原子を含む微量化合物の NMRシグナルを帰属す

ることを試みた.モデル化合物としてイノ

シンを用い (Fig.l)， HMBC測定法の代わ

りに lH)Hロングレンジカップリングを利

用した lH)H10ng range COSY測定法を用

いた.

【実験】

lmg/mLに調製したイノシン重水溶液

15μLをLC-NMR付属のHPLCに注入した.

HPLCの移動相は重水:重アセトニトリノレ

/9 : 1，流速 1mL/minで、行った.

HO 

HO 

キーワード:LC-NMR， lH)H 10ng range COSY，微量試料

O 

Fig.l stmcture of inosine 

著者ふりがな:なかのたかゆき，きむらかずお，かわぐちけん
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イノシンのクロマトピークが観測されたところで， HPLCの送液を止めて目的成分を

NMRプロープ内に閉じ込めた.続いて， lH NMR， lH_1H Long range COSY測定を実施

した.溶媒シグナルは WET法により消去した.

【結果】

得られた lHNMRスベクトノレ及び lH_1HLong range COSYスベクトノレを Fig.2及び

Fig.3に示した.帰属を図中に示した.帰属には Fig.1に示した炭素番号を用いた.

Fig.3に示した通り， 8位と 1'位のプロトン相闘が観測された.この様に 15陪の試料

量でN原子を介した結合を繋ぐことに成功した.

この方法は， LC・NMRの様な微量成分の構造解析において， 1HNMRのみから構造

を推定する際に有効な方法であると考えられる.

溶媒

4・

2 ，
 

1
 

2
 

，
 

戸、dd
H
H日

d
a
T
 

今、u

G 

(1'， 8) 

。(8，1') 

8 

Fig. 2 lH NMR spectrum of inosine 

(experiment time 1.5 hr， line broadening 5 Hz) 

Fig. 3 lH_1H long range cosy spectrum of inosine 

(exp巴rimenttime 20 hr) 
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P053 NMR滴定法による大環状オリゴオキシム金属錯体の

構造解析

筑波大院数理物質 O回目庁利雄・秋根茂久・鍋島達弥

S仕ucturalAnalysisofMacrocyclic Oligo Oxime Metal Complexes Based on m但 Ti回 tion

Graduate School ofPure andApplied Sciences， University ofTsukuba 

OToshio Tadokoro， ShigehisaAkine， Tatsuya Nabeshima 

We designed and s戸lthesizedacyclic tetraoxime ligand ~1， which has an allyl group at仕le

5・positionof the tenninal benzene rings. Cyclic monomer ligand ~ 2 and dimer ligand HsL3 were 

prepared by ring-closing metathesis of ~ 1 and its metal complex， respectively.百lelH NMR 

6仕組onshowed that acyclic ligand ~ 1 forms homo出nuclearcomplex [L lZn3f+ in a cooperative 

白shionupon仕lecomplexation with zinc(ll) aceta匂.On the other hand， the complexation of cyclic 
monomer ligand ~2 with zinc(町acetate'gave a mixture of吐lecomplexes. Cyclic dimer ligand 

HsL3 forms hexanuclear zinc(II) complex [L3ZIl6t+ upon the complexation with zinc(ll) acetate. 

1.序論

これまでに我々は、 2つの N202配位サイトを持つ直鎖状テトラオキシム配位子の錯

形成能について明らかにしてきた。この甑位子は、 3当量の酢酸亜鉛(ll)と協同的に錯

形成してホモ三核錯体を与える。さらに、このホモ三核錯体は、 l当量のゲストイオ

ンと 1:1で錯形成してヘテロ三核錯体となる。本研究では、この骨格の末端ベンゼン

環の 5位にアリル基を導入した直鎖状テトラオキシム配位子 H4Ll及びその金属錯体

を合成し、オレフィンメタセ

シスにより単量体及び二量体

の環状配位子(それぞれ H4L2，

HsL3)へ変換した。これらの直

鎖状及び環状配位子の錯形成

能を、 lHNMR滴定法により

検討したので報告する。

2.実験及び考察

凪 凪 函
Figure 1. Acyclic， cyclic monomer， and dimer ligands. 

アリル基を導入した直鎖状配位子H4Ll及び環状配位子H4L2，HsL3の錯形成能を、lH

NMR滴定により検討した。初めに、直鎖状配位子 H4Llに酢酸亜鉛(ll)を添加していく

と、新たなシグナルが出現した。 3当量で H4Llのシグナル強度は完全に消失し、過剰

量の亜鉛(II)を添加しでもそれ以上のスペクトル変化がみられないことから、亜鉛(II)

ホモ三核錯体[L1Zn3f+が生成したことがわかった。また、1.5当量の亜鉛(II)存在下で

H4Llと[L1Zn3f+のシグナルのみが観測されたことから、この三核錯体の生成が協同的

であることがわかる。さらに、この[L1Zn3f+にランタン(III)イオンを添加することで、

閉環メタセシス・オキシム・金属錯体・大環状配位子・ NMR滴定

Oたどころとしお・あきねしげひさ・なべしまたつや
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ヘテロ三核錯体[LlZn2La ]3+に変換するこ

ともできた。

一方、環状の H4L2に酢酸亜鉛(II)を添

加していくとブロードニングした複雑な

スペクトルとなった。また、ランタン(III)

イオンを添加しでも、シグナノレは複雑な

ままで、あった。これは、環状構造に固定

したために 2つの N202キレート部が同

時に四座型で配位できなくなり、分子間

での錯形成が優先したためだと考えられ

る。

また、環状二量体 HsL3の場合、 6当量

の亜鉛(II)を添加すると亜鉛(II)ホモ六核

錯体[L3Zn6]4+が生成した。また、 3当量

の亜鉛(II)存在下では、 HsU，[L3Zn614十と

は異なる複数のシグナルが観測されたこ

とから、この六核錯体の生成は協同的で

はないことがわかった。この[L3Zn6t+に

2当量のランタン(III)イオンを添加する

ことでヘテロ六核錯体に変換できること

もわかった。

3.結論

アリノレ基を導入した直鎖状オキシム配

位子 H4L1および環状の H4Lz，HBL3の錯

形成挙動について lHNMR滴定により明

らかにした。直鎖状の H4L1 は、協同的

にホモ三核錯体[L1Zn3i十を形成するのに

対し、単量体の環状配位子H4
L2は、複数

の錯体の混合物となった。一方、二量体

の環状配位子 HsL
3と亜鉛(II)の錯形成は、

協同的ではないことがわかった。

oXlme 

Zn(lI) (3 eq.) ・・
aromatic 

La(lIl) (1 e旦:斗んにJ '-------~u~ 

dL-Zn訓制訓州n川州附刷(引刊川11川lり)

制刑州11仰)川川(3e恒，~心: fl d~ 
00 同

Zn(ll) (1.5問土工~L L一一-~し人，-，L一一
I JI 
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P054 シフト項がある場合のspin-l核のQCPMGNMR 
(分子研)0飯島隆広、西村勝之

QCPMG NMR of spin-l nuclein in the presence of shift 
interaction 

T. Iijima， K. Nishimura 

Institute for Molecular Science 

The conventional QCPMG method for spin 1 = 1 nuclei is modified for obtaining a 

spectrum withou七distortionsin the presence of a shift interac七ion.Essence of the proposed 

method is (i) addition of 1800 pl出eswhich refocus magnetization dephased by the shift in-

teraction and (ii) irradiation of strong rf field for removing unwanted coherence pathways. 

The present method is demonstrated with 2H NMR of paramagnetic CoSiF 6・H20where 

a large paramagnetic shift interaction in addition to a first order quadrupole interaction 

contribute to the spectrum. 

【緒言】

Quadrupole Curr-Purcel-Meiboom-Gill (QCPMG)は、固体の四極子核NMRにおい

て、 refocusingpulseを繰り返し照射して逐次エコーを取得することにより、スベクトル

の感度を簡便に向上させる方法として、現在広く用いられている。特に半整数スピンの四

極子核では、スタティック試料を始め、 MAS下でのスベクトル、 MQMAS、更には分子

運動がある場合にも有用であることが示されている。また、 QCPMGは観測段階で用い

る手法であるため、 doublefrequency sweepなどと組み合わせ、更なる感度向上も図られ

ている。

一方、整数スピンの Iニ 1では、四極子エコーを元にした基礎的な QCPMGのパル

ス列は開発されている。しかしながら、このバルス列は一次の核四極相互作用のみを考

慮しているため、その他の大きな相互作用が寄与する場合には有効な手法とはならない。

このような問題が生じる例としては、配位高分子の 2HNMRがある。配位高分子におけ

る金属イオンは常磁性であることが多々あり、その場合、 2HNMRに対し常磁性シフト

の効果を及ぼす。また、別例として 14Nでは、一般に核四極相互作用が大きい('"'-'MHz) 

ため、その二次のシフトも無視できない大きさになる。

本研究では、このようなシフト項が存在する場合にも 1=1核で QCPMGにより感

度向上が行えるようにするための測定法を検討し、実証した。

固体NMR，QCPMG，感度向上

いいじまたかひろ、にしむらかつゆき
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[方法1
1 = 1のQCPMGにおいてシ

フト項の影響を取り除くための方法

としては、 (1)コヒーレンス経路を

単一に制限する方法、 (II)多量子コ

ヒーレンスを用いる方法、 (nI)1800 

パルスによりシフト補正を行う方法

などが考えられるが、このうち (1)

及び (II)の方法は、 QCPMGのre-

focusingパルスの照射の度に感度が

減少するため、望ましくない。その

ため本研究では (II1)のパルス列を

採用した。

この (III)のノ勺レス列で、は 1800 パ

ルスが繰り返し照射されるため、特

にパルス幅が問題となる。これは、

(a) 

、‘，ノ10
 

r'E

・、、

200 100 0 -100 -200 
v/kHz v/kHz 
(i) (ii) 

Fig. 1: 2H QCPMG spectrum of CoSiF6・6H20at 
room temperature. (a) and (b) show the spectra by 
the conventional and modified pulse sequences， re-
spectively. (i) and (ii) show the measured and simu-
lated spectra， respectively. The rf field used was 210 
kHz. 

有限のパルス幅は不要なコヒーレンス成分の混入につながるためである。本研究では、サ

ンプノレ・コイノレの小径化により強いラジオ波を照射可能とし、パルス幅の短縮を図った。

【実験]

本法の実証実験を行うため、 JEOL社製MASプロープのヘッドを 1mmゆコイルの

スタティック仕様に改造した。 9.4Tの外部磁場の下、 Tecmag社製 APOLLO分光器を

用い、共鳴周波数61.385MHzで2HのNMR測定を行った。試料は重水素化した常磁性

CoSiF6・6H20結品を用いた。

【結果と考察】

Fig. 1 (a-i)に通常のパルス列で、測定した CoSiF6.6H20の2HQCPMG NMRスベク

トノレを示す。 [Co(H20)6j2+イオンには3対称性が存在し、且つ、室温ではH20分子は速

い1800 フリッフ。を行っているため、 2Hのサイトは一つである。また、 2HNMRにはC02十

イオンの不対電子により生じる Co2+-2Hの常磁性シフト (ν'p= 48 kHz)が寄与するため

スベクトノレは左右対称の線形を示さない。上述した通り、通常の QCPMGのパルス列の

設計には一次の核四極相互作用しか考慮されていないため、本試料のような常磁性シフト

がある試料には有効とはならず、得られる QCPMGスベクトノレは各スパイクの位相が歪

んでしまう (Fig.1(a-i)) 0 Fig. 1(b-i)が本研究で提案した手法で測定した QCPMGスベ

クトルである。 1800 パルスの挿入によりシフト項も refocusされ、また、核四極相互作用

の大きさ (Cqニ 122kHz) よりも十分に大きな RF強度 (ν'1= 210 kHz) を照射してい

るため、 in-phaseのQCPMGスペクトノレが得られた。このようなスペクトルは比較的容

易にシミュレーシヨンでき (Fig.1(b-ii))、NMRパラメータを得ることが可能となる。

{謝辞]本研究は JSTCREST及び科研費補助金の援助のもとに行われたものである。
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P055 内部相互作用増幅型2次元相関 NMRスペクトルの開発

分子科学研究所 O 西村勝之

“A simple approach to enhance spectral resolution based 2D constant time correlation 

spectroscopy in solid人 Institutefor Molecular Science， Katsuyuki Nishimura 

In order to enhance a spectral resolution of 2D correlation experiments in solid state NMR 

spectroscopy， a general scheme enabling doubly magnified evolution of specific internal 

interaction was developed. The efficacy of this approach was verified by applying it to several 

conventional techniques. As first example， doubly magnified heteronuc1ear 2D J-spectroscopy 

under magic angle spinning (MAS) in solid was developed to enhance separation of multiplet 

signals due to heteronuc1ear J-coupling. 

く序論>分子運動により平均化を受けた弱い異方的相互作用、をスペクトルとLて正確に

測定する方法は少ない。または Jーカップリングのような弱い等方的相互作用を固体試料で

観測する場合十分な分解能が得られにくい。上記のような問題を解決するには、これらの

内部相互作用を擬似的に増幅して観測するアプローチが考えられる。本研究では国定展

開時間型の 2次元固体相関 NMRの間接軸でこれらの内部相互作用の時間推進を擬似的

lこ2倍に増幅して検出することにより、間接軸の相互作用が示すスペクトルの分解能を2倍

に高分解能化する手法を考案した。以下に lH-
13Cの J分解スペクトルを MAS下で観測す

るための手法を例として示す。

く測定法>Figure 1 (a)にMAS下での一般的な2次元異種核 J分解分光法のパルスシーケ

ンスを示す。 Jカップリングの展開期は固定型とする。 lH 同種核問磁気双極子相互作用を

削除するためにマルチパルス(MP)を試料回転周期に同期して照射する。運動性の高い試

料では 13C化学シフト異方性や lH-
13

C 異種核問磁気双極子相互作用などの異方的相互作

用が十分小さく、 MASにより消去することが可能である1)。回転周期毎に異種核双極子デ力

ップリングシーケンスを MPで置き換えていくことにより、 lH-
13CJカップリングが時間発展し、

この2次元スペクトルは等方化学シフト値を直接軸l二、間接軸に lH-
13CJカップリングによる

多重線を示す2次元異種核 J分解スペクトルを生じる。一方、 Figure1 (b)に示したように、

固定展開期に同期したMPを照射し、試料回転周期に同期して、 MPを符号が反転したシー

ケンスで置き換えを行うように時間発展させると、同じ dwelltimeで2倍の有効時開発展を

生じる。

固体 NMR、新規測定法、開発

にしむらかつゆき
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く実験および結果>測定には Varian 社製

INOVA400分光器に日本電子製ナローボア固

体 MAS6mmプローブを設置して用いた。試料

回転速度は2kHz程度の低速で行っている。 MP

には BLEW122，3)を用いた。 Figure 1(a)、(b)の各 m 翻 40 20 

シーケンスから得られた J分解スペクトルを “Cche附 倒 蜘(p側

Figure 2(a)、(b)に各々示す。 2倍増幅時間発

展法で測定したスペクトルである。実験では F明 re2 (吟 CP-MASspe伽 m for Camp!Ior with 

上記のスキーム以外は全て同一の実験変 時副総SI伊 nents.1H_!3C heteronuclear J-spectra for 

数を用いている。 Figure2(b)のスペクトルに Camphor under MAS obtained from 批判uences(b) 

対して、 (c)のスペクトルでは、 lH-13CJカップ conventional， and (c) n開 lydeveloped shown in 

リングによる多重線が2倍になっていること F明 re1， resp附 ively.

が分かる。また線幅はほぼ同一で変化がないため、スペクトルの分解能は2倍に改善され

たことになる。

H 

。

〈結論>上記のように本研究で開発したアプローチは弱い相互作用をスペクトル線形から

解析するような測定で有効である。本アプローチは MAS下では試料回転速度には依存し

ないため、高速回転下でも適用可能であり、その場合はより近代的な高効率リ力ップリング

シーケンスを同様に適用できる。同様なアプローチを異種核問磁気双極子相互作用にも適

用可能である。発表では、その適用例についても報告する。

く参考文献>

1) T. Terao， H， Miura and A Saika， J Chem. Phys.， 75，1573-1574 (1981) 

2) D. P. Burum M. Linder and R. R. Ernst， J Magn. Reson. 44 173-188 (1981). 

3) T. Fujiwara， T. Shimomura， and H. Akutsu， J Magn. Reson. 124， 147-153 (1997) 
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P056 高速試料回転における強/弱 RFパルスの利用

O芦田 淳 (バリアンテクノロジーズジャパン)

High / Low Power RF with U1tra Fast Sample Spinning. 
Jun Ashida (Varian Technologies Japan Ltd.) 

Smal1 rotor is very effective for solid state NMR to obtain high resolution spectra 
because of not only the capability of fast sample spinning at magic angle but also the 
ability of strong RF pulse irradiation. For crystal1ized sample， such as pharmaceutical 
compounds， 200kHz proton CW decoup1ing is still not enough to completely decouple 
lH_13C heteronuclear dipolar interaction. However， recently it was investigated that 
low power decoupling is much more efficient than high power decoupling at >50kHz 
sample spinning. In this presentation， some applications of strong and weak RF pulse 

under ultra fast sample spinning using 1.2mm中UltraFastMAS™ probe are shown. 

【緒言}

固体試料と溶液試料の違いは運動性である。国体 NMRが溶液 NMRと比較

して一般的に低分解能なのは、試料の運動性が低いので異方的な相互作用が平

均化されずスペクトルにそのまま反映されるためである。従って、固体高分解

能 NMRスベクトルを得るためには、双極子相互作用や化学シフト相互作用の異

方性成分を小さくすることが要求される。

高出力 1H decouplingは、 lH_X異種核問双極子相互作用を平均化するための

手法として有機試料において広く使われており、マジック角試料回転(MAS)と併

用されることが多い。特に結晶化度の高い薬剤試料などの国体13CNMR測定で

は、 13C_1H間双極子相互作用を切るためには、通常 200kHz以上もの非常に強いlH

decoupling強度を必要とする。しかし一般的に普及している 3mm程度の径のロー

ターを用いると 150kHz程度が限界であり、まだまだ十分とはいえない。

近年、直径 1，-.，..，2mmと今までよりも小さな試料管を用いて、さらなる高速回

転を行うプロープが開発されている[ト3]。このような微小ローターの利点は、

50kHz以上もの超高速回転が可能なだけではなく、サンプルコイノレの径が小さい

のでより強いパノレスをより小さな電力で照射することである。超高速MAS下で

の13CNMR測定では逆に、むしろ弱い1H decouplingの方が有効な場合もあるとい

う報告もなされている [4，5]。
本発表では、 1.2mmゅのローターを用いて、さまざまなRF強度でのスペクト

ルの振る舞いを調べた。このプロープでは試料の入ったローターを 60kHzで、回

転させ、 1H decouplingは 278kHzを照射することが可能である。

【実験】

実験は VarianNMR System 600MHzと1.2mm中T3HXY U1tra Fast MASプロ

ープを用いた。

固体 NMR 高速試料回転

あしだ じゅん
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[結果と考察}

アダマンタンを用いた lHと13Cのパルス幅調整の結果を図 1~こ示す。 lH 側
が 100Wの入力で 450kHz、13C側が 180Wの入力で 320kHzのRFパノレスを照射する

ことができた。また、わずか 38Wの入力でプロープスペックの 278kHzもの lH

decouplingを照射することが可能である O

Fig.l(a) lH pulse nutation of 
adamantane from O.2us to 3.0us (left 
to right) at 1 OOW. 

次に、超高速MAS下におけ

るlHdecoupling強度と 13C スベ

クトルの分解能の相関を調べた。

図 2 に試料回転速度 60kHz~こお
ける C Wお よび XiX lH 

decoupling強度とグリシンのメ

チン炭素のピーク強度の相関図

を示す。ピークの積分値は一定

なので、ピーク強度が大きいほど線幅

が細いことを示している o CW  

decouplingで、は 278kHzの非常に強い

140 
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者100
z 
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!?t 40 
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0 

Fig.l (b) 13 C pulse nutation of 

adamantane from O.2us to 4.0us (left 
to right) at 180W. 

0 50 100 150 200 

decoupling power(kHz) 

250 300 

Fig.2 lH decoup1ing field dependence 
of 13C CPMAS signal Intensity for 

Glycine CH2 carbon 

RFを照射するよりも、むしろ 30kHz程度(約 500mWの出力)の弱いRFを照射す

る方が分解能が高いことがわかる。またXiXdecouplingで、は中程度の強度のRF

で、 C Wdecouplingでの最高値よりもさらに高分解能になることがわかる O

当日のポスターでは、運動性の高いエラストマー試料への応用や、 TPPM[6]

や XiX[7，8]などの変調 decouplingを用いた場合とのより詳細な比較も行う予定

である。

i参考文献1
1. A. A. Pa1mer， M. Cormosヲ C.E. Bronnimann， and S. Hafner， 47th ENC， Pacific Grove 

(2006) 
2. A. Samoson， T. Tuhermヲ J.Pastヲ A.Reinhold， T. Anupo1dラ and1. Heinmaa， Topics in 

Current Chemistry， 246， 15-31 (2004) 
3. K. Yamauchi， and T. Asakura， Chem. Lett.， 35， 426嗣 427(2006) 
4. M. Ernst， A. Samosonヲ andB. H. Meierラ Chem.Phys. Lett.， 348， 293-302 (2001) 
5. M. Kotecha， N. P. Wickramasinghe， and Y. Ishii， Magn. Reson. Chem.， 45， S221開 230

(2007) 
6. A. E. Bennett， C. M. Rienstra， M. Auger， K. V. Lakshmi， and R. G. Griffin， J. Chem. 

Phys.， 103，695ト6958(1995) 
7. A. Detken， E. H. Hardy， M. Ernst， and B. H. Meier， Chem. Phys. Lett.， 356う 298-304
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P057 多重パルスと待ち時間を用いたリンギングの抑制

0大橋竜太郎 1、中 井 利 仁 2、清水禎 1

1.独立行政法人 物質・材料研究機構、 2.日本電子株式会社

Suppression of ringing using multiple pulse 

o Ryutaro Ohashi，l Toshihito Nakai，2 and Tadashi Shimizu1 

1. National Institute for Materials Science， 2. JEOL Ltd. 

NMR spectroscopy of quadrupolar nuclear spins is one of useful methods to obtain 

structural information of molecules. In quadrupolar NMR spectroscopy， however， it may 
be a serious problem that ringing signals from NMR probes mix and overlap with a large 

part of NMR signals， usually short because of fast quadrupolar relaxation. Ringing effects 

are classified into acoustic ringing and piezoelectric ringing， and specifically in this work 

we try to suppress only acoustic ringing (we will call just "ri時 ing"below).. The ringing 

e旺'ectis more problematic in low-frequency NMR， such as 47，49Ti observations even at 

high magnetic fields， since the length of the ringing signal is inversely proportional to七he

Larmor frequencies; the 47，49Ti Larmor frequency is 52.4 MHz at an ultra high magnetic 

五eldof 21.8 T (1 H: 930MHz). To s叩 pressthe ringing effect， several methods are developed 

[1ぅ 2].Patt et al. [2] proposed that longitudinal magnetizations be stored along +Z or 

-Z axis before a 1f/2 pulse for excitation in RIDE (Rlng Down Elimination) techniques 

[1， 3]; theπ/2 pulse along十Yaxis， for example，produces magnetizations along -X or 

+ X axis， not changing the phase of ringing， so that the ringing e旺ectscan be canceled 

with alternating receiver phases while the NMR signals are accumulated. However， in 

the case of quadrupolar nuclei， we cannot set an exact 1f pulse because of quadrupolar 

interactions (Figure 1). As a result， the signal in even number of scans using πand π/2 

pl出回 becomesmuch weaker than that in odd number of scans using only a 1f /2 pulse. To 

circumvent this inefficiency in the RIDE experiments for quadrupolar nuclei， we set quite 

short a relaxation delay before even number of scans as Figure 2 (b)， giving up collecting 

NMR signals and obtaining only backgrou凶 signals.The resultant S /N of the bottom 

spectrum in Figure 2 (a) is larger than that of the center spectrum; the r叫ioof S/N for 

bottom/ center is about 1.4. 

[山1リ]Sha姐n凶l凶 n Zhan時略g，Xi悶aolir時 Wu肌1，ar凶 Michael Meh耐1町山r

(1990). 

[2] Steven L. Patt， J. Magn. Reson. 49， 161 (1990). 

[3] J. P. Kintzinger， NMR-Basic Principles and Progress， 17， 1 (1981). 

Key words: Solid state NMR， Ringing， Quadrupolar nuclear 

著者ふりがな: おおはし りゅうたろう、なかい としひと、しみずただし
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Pulse width 

= 0.5 us 1.5 us 2.5 us 3.5 us 4.5 us 5.5 us 6.5 us 7.5 us 

州中 中叫山叩附
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<¥; / ppt 

Figure 1: Pul回目widthdep巴ndenceof single pulse experiments for BaTi03・Weset pulse-width as 0.5， 

1.5， 2.5， 3.5， 4.5， 5.5， 6.5， 7.5μs. As shown in these spectra， we cannot irradiate exact 180 and 270 pulses 
for 47，49Ti in BaTi03・

47
Ti 

(a) 
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RIDE 

This work 

O 
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Figure 2: (a) 47，49Ti NMR spectra of BaTi03， using singl巴 pulsesequence (top)， RIDE [1] sequence 

(center)ぅ thepuls巴 sequencein (b) (bottom). All spectra are scaled as乱mplitudesof no問 are乱lmost

same. (b) The pl出eseq町田eof this work. Repeating tim巴ischanged from conventional RIDE technique 

Repeating time before odd number of scans is 250 ms， while repeating time before even number of sc乱ns

is 2 ms. The 8/N ratio of this work is about 1.4 times of that .of RIDE experim巴nts.
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P058 固体NMRによるバクテリオロドプシンのレチナール異性化に

依存した Tyr残基の動的構造変化の解析

(1横浜国立大、 2兵庫県立大)

0)11村出 l、回辺純子 l、西尾拓道 1、社暁2、内藤晶 l

Dynamic structure of Tyr residues in bacteriorhodopsin corresponding to四tinal

configurations as studied by solid-state NMR 

o Izuru Kawamura 1， Junko Tanabe 1， Takudo Nishio1， 

Satoru Tuzi2， Akira Naito1 

1 Graduate School of Engineering， Yokohama Ncαtional University， 

2Depar伽 entofL俳 Science，University of 1かogo

Bacteriorhodopsin (bR)企ompu叩lemembrane (PM) of H. salinarum cells is a 

retinal-binding membrare protein which functions拙 alight聞 drivenproton pump. It is 

important to understand how retinal configurations activate protein in view of retinal-protein 

interactions. Therefore， we investigate dynamic structure of bacteriorhodopsin (bR) 

corresponding to retinal configurations. Carbonyl carbon signals of Tyr26， 57， 64， 79， 133， 

150 and 185 in bR were uniquely observed by REDOR technique in solid state NMR at 293K. 

In particular， two 13C N恥1Rpeaks were observed for REDOR-filtered spec回 ofT戸57，79，

133 and 185 in the dark， respectivelぁOurresults indicate that protein local conformations 

and dynamics with the change of hydrogen bond network between retinal binding site and 

extracellular surface are different from the state of two retinal configuratio ns . in the dark. 

[緒言]パクテリオロドプシン(bR)は高度好塩菌H.salinarumの紫膜中で 2次元的に

配列した膜タンパク質であり、レチナーノレの光異性化によって細胞外へプロトンを輸

送する。 bR中のレチナールは暗順応状態で All-trans型と 13-cis，15・syn型が 1:1の割

合で存在し、光や圧力でその割合を変化させることができる。当研究室では bR中の

乃rをブρロープとして、 REDOR法を用い、レチナールの配座に対応する局所構造解

析を行ってきた。本研究では、さらに他の T戸について REDORを用いた観測を行い、

温度変化を行った測定などとあわせて、レチナールの All-trans型と 13-cis，15叫vn型

に対応したタンパク質の動的な構造について検討Lた。

[実験][1sC]T戸;eSN]X-bR (X= Leu， Pro， Val， Arg， Phe， Gly or T中)の二重標識試料を

それぞれ調製した。 13C_15N同位体標識した試料に異種核問の磁気双極子相互作用を

選択的に復活させる回転エコー二重共鳴法 REDORを適用して、蛋白質内で 13C_15N

固体NMR、REDORFilter、レチナール、ダイナミクス、膜タンパク質

かわむらいずる、たなべじゅんこ、にしおたくど、つじさとる、ないとうあきら
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が直接結合で結ぼれることで、強い磁気双極子相互作用を有する Tyrの 13CNMR信

号を選択して観測した (REDORFi1ter1)。測定は Chemagnetics CMX Infini停400

FT-NMR分光器、三重共鳴プロープを用いて、 MAS4 kHz，測定温度 20
0
C、REDOR

展開時間を 2msに設定して行った。この設定時間では 13CsNが直接結合している場

合に REDOR効果による信号の減表が特に速くなり、多重標識試料からも他のアミノ

酸と区別できるため、信号の帰属が可能となる。またレチナールをプリーチした

[l-13C]Tyr標識バクテリオオプシン(bO)や3-40
0

Cの温度範囲でbRの13CCP-MAS測定

を行い、レチナールが結合していない状態や温度に対する T戸の信号変化を観測した。

【結果と考察】これまでに REDORFilterによって、 Tyr57，79，185に関しては暗順応

状態bRで2種類存在するレチナーノレに対応した 2つのコンブオメーションをもつこ

とを明らかにしている 1，2。今回さらに Tyr133に関しでも 173.8ppm(13-cis， 15-syn型)

と176.1ppm (All-trans型)に信号を観測し、レチナール異性化に依存する残基である

ことが判明した。 REDORを用いた Tyrに関する結果から、 Tyr57，79， 133， 185の 13C

化学シフト差が大きい 2つの信号は、レチナーノレが All-trαns型と 13-cis，15・syn型で

タンパク質の構造がかなり異なることを示している。これによって CP-MASで観測

される 174.0(13-仰 ，15-syn型)と 176.0ppm(All-trans型)の 2つの主要な信号は、レチ

ナーノレの配座に依存した Tyrの信号と考えることができる(Fi伊 re1 (A))。さらにレチ

ナールを除去したオプシンbOの13CCP-MAS 

NMRスベクトル(Figure1 (B))においては、こ

れらの信号が大きく減少することからも、 T戸

の信号はレチナールに強く依存していること

がわかった 3。また Tyr57，79， 133， 185などは

BRのレチナーノレ結合部位から細胞外側の間

で発達している水素結合ネットワークに関係

し、レチナーノレの異性化がネットワークを通

してタンパク質主鎖のコンブオメーションに

まで影響を及ぼしていることが示唆された。

これらの帰属をもとに、[1sC]Tyr-bRの温

度変化や緩和時間測定を行ったデータから、

レチナーノレの配座に依存したタンパク質のダ

イナミクスについて考察を行う予定である。

[参考文献】

(A) bR 

内科~

/\'~いi
「一ー 房 押~守一一"を

翰墨 路島 ザ事 17邑 1毒事
事院情

Figure 1. 13C CP-MAS NMR spec仕aof 

[l-i3C]Tyr-bR (A) and [l-i3C]Tyr-bO? 

1.1. Kawamura et al. (2007) J. Am. Chem. Soc. 129 101ふ1017.

2.第 46回 NMR討論会講演要旨集、 (2007)札幌、 3L154・57.

3.1. Kawamura et al. (2007) Biochim. Biophys. Act，α.立盛3090-3097.
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P059 固体 NMRによる阻害剤および脂質膜存在下での

アミロイド線維形成阻害機構の解明

(横浜国大院工¥東北大多元研2)

0内藤 晶1、伊藤ひかりに山根衣寿美1、阿部友樹1、川村出1、上平美弥2

Amyloid fibrillation mechanism in the presence of inhibitor and lipid bilayers as revealed by 

solid-state NMR spectroscopy 

lGraduate School ofEngineering， Yokohama National University， 2Institute of 

Multidisciplinary Research， Tohoku University 

Akira Naito1， Hikari Itoh1， Izumi Yamane1， TomokiAbe1， Izuru Kawamura1 and 

Miya Kamihira2 

Human calcitonin(hCT) is known as an amyloid forming peptide by taking two step 

reaction mechanism such as homogeneous association to form nucleus (k1) and autocatalytic 

elongation of the fibrils (k2). In this study， threeちrpesof fibril inhibition mechanisms for hCT 

were investigated. First， F16L and F19L-hCTs were prepared and the fibrillation kinetics were 

examined. It turned out that the k2 was significantly reduced in this mutants.. Second， charged 
amino acid such as Asp can also inhibit the fibril formation of hCT. In this case， k1 was 

significantly reduced， while k2 was not reduced. Third， polyphenol compound crucmin 

completely inhibited the fibril formation. We have also examined the inhibition of fibril 

formation of glucagon in the presence of lipid bilayers. In this case k2 was decreased， while k1 

was increased， indicating that lipids were affected to form amyloid fibri1. 

[序論} ヒトカルシトニン(hCT)はすい臓で分泌され、カルシウムの代謝調節に関

わるぺプチドホルモンである。hCTは水溶液中で、容易にアミロイド線維を形成するこ

とが知られており、甲状腺で骨髄腫を誘発することが知られている。 hCTの線維形成

についてはこれまで固体 NMRを用いてその線維形成機構について研究した結果、

hCTは核形成過程と線維成長過程の 2段階自己触媒反応機構で線維化することが明

らかになった 1.4。さらに、 hCTの中央部で、はα-helix構造がs-sheet構造に転移する

ことが分かつた。グノレカゴンはすい臓で分泌されるペプチドホルモンであり、肝臓で

グリコーゲンの分解を促進して、血糖値を上昇させる作用をもっ。グルカゴンは酸性

水溶液によく溶解し、アミロイド様線維形成をすることが知られている。このグソレカ

ゴンの線維もs-sheet構造を多く含み、細胞毒性をもつことが知られている。

キーワード:固体 NMR、アミロイド線維、アミロイド線維阻害、アミロイド線維形

成速度、脂質膜

ないとう あきら、いとう ひかり、やまねいずみ、あべともき、かわむらい

ずる、かみひらみや
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本研究では、 hCTの線維形成阻害機構を解明する目的で、変異体形成による線維化阻

害と添加剤による線維化阻害について反応速度解析から線維化阻害機構の解明を試

みた。さらに、生体内での線維形成機構を解明するため、リン脂質二重膜存在下での

線維形成機構についても固体NMRを用いて明らかにする試みを行った。

【実験方法] 13C同位体標識したヒトカルシトニンとグルカゴンは固相法によりペ

プチド合成機を用いて調製した。合成したヒトカノレシトニンは脱保護、空気酸化後、

逆相 HPLCにより精製した。精製したヒトカルシトニンは 20mMリン酸緩衝液

(pH7.4)および 15mM酢酸水溶液(pH3.3)に溶解して、線維形成の経時変化を測定し

た。グルカゴンについてはカノレシトニンと同様に合成および精製を行った。精製試料

は酢酸水溶液に溶かし、さらに DHPC:DMPC=1:3モル比で、生成したパイセル膜をグ

ノレカゴンに対して 5倍モノレ量添加してから線維形成の経時変化を測定した。

固体 NMR測定はモノマ一に対しては 9卯O度励起パルスに引き続いて高出力デカツ

プリングパスル下でで、信号検出をする DD

CP圃MAS法を用いて測定した。測定でで、は DD圃MASとCP

させて同じ試料についてモノマ一と線維の信号を分離して測定を行つた。

[結果と考察】 DD-MAS CP・MAS
171.9 ppm I 170.0ppm 
α-helix s-sheet 

Fig.lにヒトカルシトニン変異体 (F19L-hCT) の I 10 hr 
線維成長の経時変化を示している。この線維成長の 一叶… 州刑ザ

強度変化をプロットしたところ、一定の遅延時間の I 27~~. ，~ 
後に線維が成長していく様子が観測された。この結 …ケ 54hr ト

果、カルシトニン変異体の線維形成機構は 2段階自 ! 訓~r""'"

己触媒反応として解析できることが判明した。この ¥ 112 hr固い
反応機構で速度定数を解析した結果、核形成速度定 ーん

数(kl)および線維成長(k2)速度定数を決定して

ヒトカルシトニン変異体の線維形成の経時変化

一-:600 150 200 150 

Table 1にまとめた。この値を WT-hCTと比較し ーFiQ.1. 13C NMR snectra of 
たところ、核形成速度 klはあまり変化しなかった [1・13C]Glyl0-FI9L-hCTin the time 

のに対して、線維成長速度 k2は格段に遅くなるこ course of fibril formation. 

とが判明した。以前の研究からヒトカノレシトニンは逆平行s-sheet構造を形成するこ

とを明らかにしたえこの結果、 F16とF19のフェニルアラニンの芳香環がπ一π相互

TabIe-l. Kinetics parameters for fibril formation ofWT-hCT， F19L-hCT and F16L-hCT 
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Fig. 2. Time course of fibril 
formation of hCT in addition of Asp 

Fig. 4. Time course of fibril formation of hCT in 

addition of curcumin 

作用により線維形成を安定化することを明らかにしたが、線維成長が遅くなったこと

から芳香環の相互作用の存在を支持する結果となった。

阻害剤によるヒトカルシトニンの線維形成阻害機構

Fig.2にヒトカルシトニンに電荷をもっアミノ酸Aspを添加したときの線維形成の経

時変化を示す。 2段階自己触媒反応速度解析から核形成速度定数と線維成長速度定数

を決定し Table2にまとめた。この結果、 Aspの濃度を高くすると核形成速度が遅く

なり、線維成長速度定数はほぼ一定であることが観測された。この結果は、

Table 2. Kinetics paramet町 sfor hCT in the presence of Asp 

k1 (S-I) k2 (s-IM勺

Asp 0 mM 2.33(:t0.90)xl0-5 0.300(:t0.042) 

Asp 3.75 mM 2. 17(:t2.09)xl0-6 0.363(土0.70)

Asp 7.50 mM  1.08(:t0.99)xI0-6 0.227(土0.041)

電荷を持つアミノ酸はヒトカルシトニンと溶液中で弱い相互作用をもち、ヒトカルシ

トニン同士が会合するのを阻害するため、核形成速度が遅くなったと考察した。一方、

阻害剤としてポリフェノールのクルクミンを添加した場合、カノレシトニンに対して

0.5モル量を添加しただけでも、線維形成はほとんど起こらなった(Fig.4)。この結果

からクルクミンがヒトカルシトニンと強い相互作用で結合してカルシトニン同士の

会合が抑制されるため、線維形成が強く阻害されたものと考察した。

脂質膜存在下でのグルカゴンの線維形成機構

Fig.5にグソレカゴンにパイセル膜を添加した場合の線維形成の 13CNMRスベクトノレ

を示している。グルカゴンは水溶液中で線維形成すると N-末端部位と C-末端部は

α-helixからs-sheetに転移することが観測された。それに対して、グルカゴン水溶

液にパイセル膜を添加すると、 C-末端はs-sheetが形成するのに対し N-末端は

α-helixのままでs-sheetが形成されないことが判明した(Fig.6B，C)。さらに線維形成
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の経時変化をプロット

したグラフを Fig.6A 

に示す。この結果から、

kl，k2 を決定して

Table3にまとめた。目莫

が存在しない場合と存

在する場合を比較する

と、k1は膜が存在する

と速くなるのに対し、

k2は膜が存在するとFig. 5. 13C NMR spectra of monomer(top) and fibril(bottom) of 
hCT. A: in the absence of lipids. B: in the prωence of lipids. 遅くなることが判明し

た。グノレカゴンは膜に対して親和性の高いことが分かつているので、膜に結合したグ

ノレカゴンは膜表面で濃縮される。このため、グルカゴン同士が会合を起こしやすくな

るために klは速くなると考察できる。それに対して、線維にモノマーが結合するこ

とで、線維成長が起こると考えられるが、グノレカゴンの場合、膜存在下の線維は膜が

ない場合に比べて N圃末端がs-sheetになっていないため線維の安定性は膜存在下の

線維の方が低いと考えることができる。このため、線維成長の速度は膜存在下の方が

遅くなったと考察できる。
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Fig.6. A: Time course of 
fibril formation of hCT in 
the presence () and 
absence (s) of bicelles. B: 
Fibril structure of 
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structure of glucagons in 
the presence of bicelles. 

T'able 3. Kinetics parameters for glucagons in the absence and presence oflipids 

Glucagon 
Glucagon + Bicelle 
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P060 アンフォテリシン Bーステロール複合体の固体 NMR解析

(阪大院理) 松森信明、梅川雄一、松下直弘、多原主哲、土川博史、

山本寛子、大石徹、 O村田道雄

Membrane圃 boundcomplex of amphotericin B and sterol examined by 

solid-state NMR 

Nobuaki， Matsumori， Yuichi Umekawa， Naohiro Matsushita， Kazuaki 

Tahara， Hiroshi Tsuchikawa， Hiroko Yamamoto， Tohru Oishi， Michio Murata 

Graduate School of Science， Osaka University 

To examine the interaction between AmBs in the presence and absence of 

ergosterol， REDOR (RDX) experiments were carried out using 19F_ and 13C-labeled 

AmB. The interatomic distance among AmB molecules depended on ergosterol 

contents in membrane， indicating that ergosterol makes AmB assemblies more 

flexible， which possibly correspond to ion channels. 

ある種の抗生物質は脂質二重膜中で自己組織化してイオン透過性チャネルを形成

するが、これらチャネノレ複合体の構造はほとんど解明されていない。本研究で着目し

たアンフォテリシンB (AmB)は放線菌が生産する抗生物質で、発見以来 50年を経

た現在でも抗真菌剤としての地位を保っている。その生理活性は真菌類の細胞膜中で

特異的に形成されるイオン透過性チャル会合体に由来する。また、選択毒性はAmB

が晴乳類のコレステロールよりも真菌の膜含有エルゴ、ステローノレに対して強い親和

性を持つことに起因する。このチャネノレ会合体として、 1970年代にAmB分子が円形

に並んだ樽板モデルが提唱されて以来1)、スペクトル測定、分子動力学計算をはじめ

実に多くの研究がなされてきたが、いまだに自己会合体の詳細な構造は不明である。

本研究では、 ArnBの自己会合体の精密構造解明を目指して、脂質膜系の測定に有効

である固体NMRの適用を試みた。このためには、標識体を調製する必要があり、な

かでも位置特異的な同位体標識が必要である。まず、ステロールとの分子認識に重

要であると考えられる極性部分およびへプタエン部分を、それぞれ19Fで標識した

ArnB2
)誘導体を調製し、 REDORの変法であるRDX3

)の測定を行った。その結果、図1

のようにステロールの有無に関わらずArnBの2種のフッ素標識体(14・F-AmBと

28-F・ArnB)および炭素・13の標識体の聞にシグナルの減衰が観測され、分子親水性側

同士、また、疎水性側同士が接近していることが判明した。

キーワード: アンプオテリシンB、脂質膜、 REDOR、2HNMR、エルゴステローノレ

まつもりのぶあき、うめかわゅういち、まつしたなおひろ、たはらかずあき、つちか

わひろし、やまもとひろこ、おおいしとおる、むらたみちお

お



これらの結果は、樽板モデノレを支持する。さらに、ステロールとAmBを連結した分

子を調整し、同様の固体NMR測定によって、比較的短寿命のエノレゴ、ステロールーAm

が形成する 2分子複合体の構造解析を行った400 また、ステロールと同様にイオン

チャネル形成に重要な役割を担うリン脂質との相互作用も同様の手法を用いて明ら

かにしているので併せて報告するの。

r一一「一ーァ一一「一一、---T--; マ一一~-，一一γー"~一吋町一一「ー「ー←~下叩--r-~~一一「一一一1

200 日。 100 目。

刊C-AmB

図1. リン脂質膜における標識アンフォテリシンBのRDXスペクトル
フッ素標識アンプオテリシンBと炭素-13全標識体の分子間相互作用をリン脂質
(ステロール非含有DMPC)二重膜中で固体NMRを測定。アルファベットはリン脂質

由来のシグナル。エノレゴステロール存在下でも同様の REDOR減衰がみとめられた。
上段と中段のスベクトノレL1Sは炭素・13標識体を、それぞれ C14(上部)と C28(下部)
を特異的にフッ素標識したものと混合し、フッ素を照射して測定した (RDX差スベ
クトノレ)0C14フッ化体では極性部分の C13とC41に減衰が認められ、 C28フッ化体
では疎水的ポリエン部分に減衰が認められた。

参考文献

1. De-Kruijff， B.; Demel， R.A. Biochim. Biophys. Actα1974，339，57-70. 

2. Tsuchikawa， H.; Matsushita， N.; Matsumori， N.; Murata， M.; Oishi， T. 1をtrahedronLett. 

2006，47， 6187同 6191.

3. a) Gullion， T.; Schaefer， J. J. Magn. Reson. 1989，81， 196-200; (b) Mehta， A. K.; Schaefer， 

J. J. Magn. Reson. 2003， 163， 188・191.

4. Matsumori， N.; Eiraku， N.; Matsuoka， S.; Oishi， T.; Murata， M.; Aoki， T.; Ide， T. Chem. 

Biol. 2004， 11， 673・679.

5. Matsumori， N.; Sawada， Y.; Murata， M. J. Am. Chem. Soc. 2005，127， 10667・10675.

6. Kasai， Y.; Matsumori， N.; Matsuoka， S.; Umegawa， Y.; Ueno， H.; Ikeuchi， H.; Oishi， T.; 

民.furata，M. Chem. Eur. J. 2008， 14， 1178・1185.

7. Matsuoka， S.; Ikeuchi， H.; Matsumori， N.; Murata， M. Biochemistry， 2005，44， 704・710.

-289 



P061 脂質膜上における局所構造の特徴に基づく

pleckstrin homology domainー脂質膜間相互作用の解析
0徳田尚美 I、八木津仁 1、福井泰久 2、辻暁 1

c'兵庫県立大学大学院生命理学研究科、 2星薬科大学創薬科学研究センター)

Alterations of local structures of the pleckstrin homology domain 
induced by the protein-lipid bilayer interaction at the membrane surface 

ONaomi TokudaI， Hitoshi Yagisawa1， Yasuhisa Fukui2， Satoru Tuzi1 

eGrad. Sch1. Life Sci.， Univ. Hyogo ， 2Hoshi Univ. ) 

The PH domain is a rather smal1 lipid-binding domain consists of 100-120 amino acid 
residues frequently foundin the proteins included in the important cellular functions such as 
cellular signal transduction and cytoskeletal organization. One ofthe well-known functions of 
the PH domain is tomediate membrane localization of the proteins by stereospecific 
recognition and binding to phosphoinositides. Previously， we reported by using solid-state 13C 
NMR spec佐oscopythat alterations of s佐uctureand dynamics of the PLC・81PH domain are 
induced by the interaction between the PH domain and the membrane interface at the 
hydrated lipid bilayer surface. In this study， we investigated the SWAp.ヴoPH domain t白ha侃thas 
dωi 町能er問en凶tcharacteristics 0ぱft批heprimary and the secondary st加ruct加u町1汀re郎s0ぱft批hes防51戸6 loop 
compared with the corresponding membrane-penetrating loop of the PLC-8臼1PH domain. 
Solid-state 13C NMR spectra revealed that the dynamic structure ofthe SWAP-70 PH domain 
bound to PIP3 embedded in the membrane is affected by electrostatic interaction between the 
PH domain and the lipid head groups suggesting contribution of the s 1/s2 and s5/s6 loops as 
anon四 canonicalmembrane binding site. 

[序論1PHドメインは、細胞内情報伝達系、細胞骨格系などの重要な細胞機能に関与す

る蛋白質中に多く見いだされ、 主要な機能として脂質頭部との相互作用を介して、膜表在

性蛋白質の膜局在を制御することが知られている。本研究室では、固体 13CNMRを用いて

脂質膜上に結合した際の PHドメインの立体構造を直接に観測し、その脂質膜結合機能を

脂質膜ベシクル上における構造情幸良から解析することを目的として研究を行っている。これ

までに PLC-δ1PHドメインに関して脂質膜上での構造の解析を行い、脂質膜表面への局

在時に防/s6ループ聞に存在する両親媒性αヘリックスが非特異的な膜結合サイトとして膜

へ挿入し、構造および配向の変化を生じることを見いだした。ここでは、防Is6ノレーブ。部位に、

PLC-81における両親媒性αヘリックスに替わり、荷電性側鎖を多く持つ SWAP-70PHドメイ

ンを対象として、局所構造の違いが脂質膜ードメイン間相互作用および膜上における立体構

造に及ぼす影響を解析した。生体中では SWAP-70PHドメインは、脂質膜中の PIP3を特異

的に認識し、結合することで SWAP-70の脂質膜への局在を制御し、 PI3キナーゼ依存的な

細胞骨格系の制御に関与する事が知られている。

[実験]ヒト由来 SWAP-70PHドメインを GST融合蛋白質として大量発現し、 [3-13C]Ala安

定同位体標識導入を行なったO 得られた蛋白質はアフィニティーレジンを用いて精製した後

thrombin切断により単離し、基質である D-myo・phosphatidylinositol3，4，5-trisphosphate 

(PIP3 )を含む脂質二重膜懸濁液、又は基質と同じ位置にリン酸基を持つイノシトールリン酸

D-myo-inositol 1ム4，ふtetraphosphate( IP 4 )に結合させて測定試料とした。

キーワード PHdomain、SWAP-70、PLC・81、脂質二重膜

著者ふりがな:とくだなおみ、 ゃぎさわひとし、 ふくし、やすひさ、 つじさとる
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これらの試料は、脂質膜懸濁液及び溶液状態で固体 NMR測定用試料管中に密封し測定

に用いた。固体 1η3CNMR測定は DD

CMXlnぽ凶f自in凶lItyμ-400(♂lη3C:ゴ100.6MHz司)により 200Cで、行なつた。

【結果と考察】 Fig.2A，BにPOPCIPIP3ベシクル及び IP4
共存下における[3-

13
C]Ala標識 SWAP-70PHドメインの

固体 13CNMRスペクトルを示す。スペクトル中では、

SWAP-70PHドメインに含まれる4つのAla残基に由来す

る信号が分離観測されている。逆三角形で示したピーク

は、 N 末端のランダムコイル部位に位置する 2つの Ala

残基由来と考えられる。二次構造と化学シフトの対応より、

Fig.2Aの15.8ppm及び18.4ppmに見られる信号は、 Fig.l Three-dimensional structure 
それぞれ溶液状態において報告されている立体構造中 of SWAP-70 PH domain in solution. 

(Fig. 1)において、 α3ヘリックスおよび、s7ストランドに含ま (Li， H et al. PDB ID: 2DN6) 

れるAla300及びAla288由来であると帰属できる。 POPC/PIP3ベシクノレ中の PIP3に結合し

た状態(Fig.2B)においては、 16.2ppmおよび 18.8ppm付近に新たな信号が検出された。

これらの信号は、 DD-MAS法により測定されたFig.2Bでは強度が低いが、 CP-MAS法によ

る測定では相対的に高い強度で検出され、信号が由来する核の交差緩和の効率が高いと

考えられる。このことより、脂質膜中のPIP3頭部に結合した際には、 IP4共存下の水溶液中で

見られる立体構造とともに、より脂質膜と強く結合し、運動性の制限された、コンホメーション

の異なる立体構造が共存していることが示唆される。

SWAP-70 PHドメインでは、 PIP3に立体特異的に結合するサイト (sl!向、問/s4および

s6/s7ノレーブ。)に隣接する部位(s1/s2およびs5/s6ループ問)に塩基性アミノ酸残基が多く

分布している。また、戸1Is2ループには、 spectrin-s2、ArhGAP9等の PHドメインに見いださ

れる低い基質特異性を持ち、戸11戸2及びs5/s6ノレーフ。聞に位置するnon-canonicalな基質結

合部位のアミノ酸配列と類似の配列が見出される。これらのことから、膜結合時に見られる運

動性の低い立体構造が、 PIP3特異的結合部位に加え、 s1/戸2及びs5/s6ルーフ。周辺部位と

脂質頭部との静電相互作用による特異性の低い結合により生じる可能性を考え、酸性脂質

である PSを20%----40%含む膜上において PIP3と結合した PHドメインの立体構造変化の

解析を行なった(Fig.2C，D)。脂質二重膜中のPS含量

の増加に伴って、 15.8ppm及び 18.4ppmの信号強

度の減少と、膜結合時に特徴的な 16.2ppmの信号

の信号強度増加が見出された。このことは、脂質膜上

における SWAP-70PHドメインの立体構造変化が、

PHドメインー脂質頭部聞の静電的相互作用により誘

起されうることを示している。

v 

D

一f
Y 
19 

AI~ 300¥ 

司込

Fig. 2 DD-MAS NMR spec仕aof the [3-¥3C]Ala labeled 
SWAP-70 PHdomain forming complex with IP4 (A)， and with 
PIP3 in the vesicles whose lipid compositions are POPC : PIP3 
= 95 : 5 (B)， POPC : PIP3 : PS = 75 : 5 : 20 (C)， POPC : PIP3 : 
PS = 55 : 5 : 40 (D)， at 20o

C. Assignments and chemical shifts 
are indicated at the top of the spectra. Arrows indicate positions 
of the peaks characteristic for the membrane bound state of the 
PH domain. The peaks around 16.8 ppm indicated by inverted 
triangles are ascribed to the Ala residues included in the 
N-terminal random coil structure. 
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P062 ポリアニリンおよびその誘導体の lHMASNMR

(横市大国際総合科学部 1横市大院 国際総合科学研究科 2)

辻重幸 1 0)11原晃 2 本多尚 1，2

1H MAS NMR Studies of Polyaniline and Derivatives 

Shigeyuki Tuji1， OAkira Kawahara2， Hisashi Honda1，2 

1. Faculty of Science， Yokohama Ci・'tyUniversity 

2. International Graduate School of Arts and ScienceめあJwhamaα;tyUniversity 

In order to reveal some correlations between conductivity and NMR 

parameters (chemical shift and relaxation times)， we carried out solid-state 

high-resolution 1H MAS NMR and electric conductivity measurernents of 

polyaniline and its derivatives. 1H NMR signals showed high-field shift and line 

broadening with increasing concentration of dope materials. The obtained 

spectrum could be separated by 4 lines; two of them took short spin-lattice 

relaxation time (1i ) and the others had long 1i. From these results we can 

determine ratios of non -crystal and crystal parts in polyaniline. Above tendencies 

were recorded in polyaniline derivatives. 

[序論]

ポリアニリンは伝導性高分子の代表的なものとしてよく知られている。有機高分子

は本来、絶縁体か、半導体であるが、ポリアニリンはドーパントをドープすることで

電気伝導性を示すことがわかっている。ポリアニリンは、原料が安く、空気中で安定

であるという利点を持っているが、水や有機溶媒に難溶なので、フィルムなどに加工

することが難しい点も持っている。この難点を克服する→つの方法として、コポリマ

ーを作成するという方法がある。溶媒に溶解しやすい官能基を持つモノマーを導入す

ることで、溶解性が上がるが、その反面、伝導性が変化する場合がある。そこで、本

研究では、ポリアニリンとそのコポリマーの物性変化を NMR法で調べた。

これまで、固体 13CCP /MAS NMR測定が、高分子研究に多用されているが、物性変化

に対する 13C核のケミカルシフト変化が小さいことも多く報告されている。一方、高

速MASの技術が飛躍的に進歩している今日ではあるが、伝導性高分子に対する lHMAS

NMR測定の報告例が少ない。そこで、本研究では、固体高分解明MASNMR測定を行い、

伝導性とケミカルシフトの関係を明らかにすることを試みた。

Key wordsポリアニリン lH MAS NMR 

Nameつじしげゆきにかわはらあきら 2、ほんだひさし U
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[実験]

本研究では、電気重合法でポリアニリンを合成した。その際、溶液の種類やアニリ

ンの濃度を変え、試料の調整方法と物性の関係を調べた。ポリアニリンの場合、電気

重合した状態がドープ状態である。そのため、合成時の陽極と陰極を変えて、脱ドー

プ状態を得た。これらの試料を NMRと電気伝導度測定に用いた。 lHMAS NMR測定には

Bruker社製Avance600を用い、共鳴周波数 600.13 MHz、MAS速度 30kHzでスベクト

ルを行った。また、ケミカノレシフトの内部標準としてシリコンゴム(o::= O. 12 ppm)を

用いた。また、 o-，m一，pーアミノ安息香酸とアニリンのコポリマーも電気重合法で、合

成し、同様の測定を行った。

[結果と考察]

ポリアニリンの脱ドープ状態の lHMASNMRスベクトルを図 1に示す。得られた線形

は少なくとも 4種類の信号が重なっていることが、線形解析から明らかになった。一

方、ドープ状態は図 2のようになった。図 2から、ドープ量が増加するに従い、ケミ

カノレシフトが高磁場シフトすることが分かつた。この変化量は、これまでに報告され

ている 13C核のスベクトル変化よりも顕著であった。しかし、ポリアニリンについて

報告されている叱CP川ASNMRスペクトルは、ドープ量に対し低磁場シフトするので、

lH核と 13C核で見ている現象が異なるおそれがある。そこで、 Gaussian03Wを用いて、

各原子上の電子密度等を計算した。その結果、ドープすることにより、炭素上の電子

化が、ケミカノレシフト値に強く影響していると考えることができる。よって、 13C核

よりも lH核の方が伝導性高分子の物性、特に電子状態に関する知見を得るのに適して

いるということができる。

また、線形解析で得られた各信号のスピンー格子緩和時間宅が異なることも、明ら

かになった。この結果から、高分子中の結晶領域と非晶領域の割合が求められること

も明らかになった。

アニリンと o--，lJ1，[rアミノ安息香酸のコポリマーにおいても同様の傾向が得られ

たので、伝導性高分子の物性研究には吋核よりも lH核の方が感度がよいことが分か

った。
*silicon 

a 

* a: dope 
b : dedope 

b 

20 ー1010 

αlemical Shi世Ippm

Fig. l'H MAS NMR spectrum of dedope'polyaniline 

ハ
U1

 
ー10

Chernical Shift / pprn 

Fig.2 'H MAS NMR spectra of (a)dope and (b)dedope 

polyaniline 
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P063 溶液及び溶融状態から調製した超高分子量

ポリエチレンフィルムの延伸/圧縮による単斜晶の生成
群馬大院工 1・東工大院理工 2 0森田朔 l・撹上将規 2・上原宏樹 l・山延健 l

Monoclinic Crystal Formation Induced by Drawing / Compression for Ultra-High 
MolecularWeight Polyethylene Films P問 pa問 dfrom Solution and Melt 

/ S位泊h加loMo目叩ritω!!2.， Ma倒sa北kiKa北ki均age
2，Hi仕iro位k恒iUe出h班a紅抑ra吋a'，an凶dTa:北ke凶叫slげ 4??P戸a閣叩n帥1

De.伊pαU例rげtmel開ntoザfCα'he仰em明nistryand Chemical Biology， Gunma Universi収おかoInstitute of 
Technology) 

Ultra冒 highmolecular weight polyethylene films were prepared under different crystallization 
conditions. Combinationofdrawing and subsequent compression of these films gave 
monocl~ic formation which was detectable using wide-angle X-ray diffraction measurement 
and the "c solid-state NMR. Acomparison ofthe monoclinic content for the films drawn up 
to the similar ratios indicated that monoclinic formation is controlled by initial morphology of 
the prepared films. 

1)緒言
通常、ポリエチレンは斜方晶の結晶構造をとる。これに対して延伸/圧縮といった応

力を加えることで単斜品が生成されることが知られている。どちらの結晶構造でも、

分子鎖コンホメーションはトランスジグザグ構造であるが、分子鎖パッキング状態は

異なり、斜方晶ではジグザグ面が互いにほぼ垂直に配列しているのに対し、単斜晶で

は平行に配列している。この単斜品の生成には、延伸倍率、延伸速度、温度などとい

った成形加工条件が影響することが報告されている。本研究では、超高分子量ポリエ

チレンブイノレムの作製条件の違いや、分子量、延伸方法の違いによる単斜品生成への

影響について検討した。

2)実験

試料は、三井化学(株)製 Hizexmillion 145M(Mv=I.0 X 106)、240M(Mv=2.0x 1的、
340M(Mv=3.0X 10う、 630M(Mv=6.0X106)の4種の超高分子量ポリエチレン(四MWPE)

を用いた。原料パウダーを 180
0Cで溶融、圧縮徐冷して溶融結晶化フィルムを、圧縮

急冷してクエンチフィルムを作製した。また、原料パワダーをp-xyleneに溶解し室温

にてキャスト、乾燥しキャストフィルムを作製した。これらのフィルムを 10mmX

70mmの短冊状試験片に切り出し、延伸速度 10mmlmin、延伸温度 125
0
Cで延伸し延伸

試料を、さらに延伸方向に対して垂直に 350MPaで圧縮し延伸/圧縮試料を得た。また、

ロール延伸は短冊状試験片に切り出したフィノレムを延伸速度 0.25叩m、延伸温度

23.S
0

Cで行ないロール延伸試料を作製した。これらの試料の結晶構造を比較するため

に広角 X線回折(WAXD)及びJ3C固体NMR測定を行った。

3)結果と考察

図 1に各条件で作製された 240Mフィルムを延伸/圧縮した試料の固体NMRスベク

トルを示すO 延伸倍率 (DR) は9倍程度にそろえた。単斜晶が 34.2ppm、斜方晶が

キーワード:配向度/モルホロジー/単斜晶/延伸・圧縮/超高分子量ポリエ

チレン

もりたしょう・かきあげまさき・うえはらひろき・やまのべたけし
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32.7ppm、非晶が 31.3ppm付近に観

測される。また、ピーク分離の結

果 33.2ppm付近に中間相の存在も

確認できた。この結果、単斜品の

生成量は、溶融結晶化フィルムで

最も多く、キャストフィルムで、最

も少ないことがわかる。ここで溶

融結晶化フィノレムとクエンチフィ

ノレムでは結品化度に差がある。単

斜晶は非品ではなく斜方晶の分子

鎖面がすべることで生成すること

が知られている。クエンチフィル

ムは結晶量が少ないため単斜晶の

生成量が少なかったと考えられる。

。
A:角norphous
。:Ortho巾ombic
M:Mon倒 inic

M 

40 35 25 30 

Chemical shift I ppm 
Fig.1 NMR spectra of 240M films pr巴:paredunder different 
conditions. 

キャストフィルムでは、非晶成分が他のフィルムに比べ顕著に少ない。つまり、初

期モノレホロジーの違いが単斜晶の生成量に影響すると考えられる。ある程度の非品成

分の存在が、分子鎖の移動に影響

することがわかる。

図 2に未延伸試料、延伸試料、

延伸/圧縮試料、ロール延伸試料の

固体 NMRスペクトルを示す。こ

の結果から延伸のみでは単斜晶の

生成量はあまり増加せず、延伸後

圧縮することにより増加している

ことがわかる。延伸することで斜

方品の化学シフトは高磁場側にシ

フトし、非晶は低磁場側にシフト

。
M Monoclinic 
I Intermediate 
o Orthorhombic 
AAmor凶。us

一一…一明…
40 35 25 30 

していた。このことから延伸によ Chemical shi悦Ippm

り結品成分では非晶成分の一部が Fig.2 NMR spectra of240M films were taken different s悦 ss

入り込むことで不完全な成分が増

加し、非晶成分では延伸によりトランスの割合が増加すると考えられる。

また、未延伸フィルムからはロール延伸のみで単斜品が生成されることがわかった。

この結果からロール延伸では延伸・圧縮の過程が一度に行われていると考えることが

できる。ローノレ延伸では延伸/圧縮試料に比べ斜方晶は高磁場側に、非晶は低磁場側に

観察された。この結果は異なる分子量でも同じ傾向がみられた。以上の結果から調製

法の異なる試料では配向度の違いだけではなく非晶成分の量も単斜品の生成に影響

を及ぼす。延伸/圧縮やロール延伸といった応力のかけ方の違いで、単斜晶の生成量やコ

ンホメーションに違いがでてくることが明らかになった。
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P064 129XeNMRによるゼオライトの吸着特性評価

(大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻)

0佐治修吾、田中克業、安達裕子、河田陽子、木村敦臣、藤原英明

Adsorption profile of zeolites studied by 129Xe NMR 

(Division of Health Sciences， Graduate School of Medicine， Osaka University) 

OShugo S可i，Katsunari Tanaka， Yuko Adachi， Yoko Kawata， 

Atsuomi Kimura， Hideaki Fujiwara 

129Xe NMR is known to offer a powerful technique to characterize surface in solids 

or polymers. The 129Xe NMR data， signal intensity and chemical shift， obtained 

between 0.05 and 1.5 atm in the adsorbed state on ZSM-5 were analyzed based on 

Dubinin-Radushkevich equation. The analysis has disclosed partially the profile 

of adsorption such as energetic aspects， surface area， saturated amount of Xe 

adsorption and specific parameters of 129Xe chemical shift. Such an analysis of 

signal intensity and chemical shift data will be useful in performing nano-

material analysis on 129Xe NMR without invoking to the traditional methodology 

of gravimetric or volumetric adsorption experiments. 

{緒言】

近年、ゼオライトや高分子材料において、 129Xeをプロープとする NMRによる多

孔性微粒子の研究が注目されている。 Xe原子は直径が 4.4Aと非常に小さいため、多

孔性微粒子の内部まで吸着させた測定が可能となることから、細孔構造の解明に非常

に有効な手段となっている。 XeNMRから得られるデータは化学シフトと信号強度で

あり、両者から吸着特性に必要なデータを得ることができる。今回ゼオライトを4種

選び、圧力を1.5atm以下で吸着等温線を測定し DR解析を適用したところ、化学シ

フトと信号強度から求めた Peqとqst(こ大きな帯離が見られた。この問題を解消すべく、

両者を同時に含めた解析法を開発し適用したところ、問題点の解消に有効なことが確

認できた。

{実験】

ゼオライトとして ZSM-5(ZeolistInternational製)を選んだ。前処理としてサンプ

キーワード:129XeNMR、ゼオライト、吸着、化学シフト、信号強度

著者ふりがな:さじしゅうご、たなかかっなり、あだちゅうこ、かわたようこ、

きむらあっおみ、ふじわらひであき
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ノレチューブ(10φ)に詰め、 10匂orr以下の高真空化で 10分間脱気した後、 2K1min程

度の速度で 573Kまで、ゆっくりと上昇させた。 573Kに達したところで 8時間保持し

た。その後室温まで戻し、空気にさらすことなくマグネット内にセットし測定を行っ

たω。測定に用いた NMR装置は VarianUnity-INOVA (9.4T)である。用いたサンプ

ノレの特性は Table.1に示す。

得られた信号強度と化学シフト双方のデータを Dubinin-Raduskevich (D R)式に基

づいて最小二乗解析をした。また、データ解析には Levenberg-Marquardt法による

最小二乗法プログラム Originver7.5 (Light8tone)を用いた。

Table.1 Parameters of four samples 

Si02/AI203 Cation 
Na20 

ZeOIlst Product Mole Ratio (wt/%) 

CBV2314 23 Ammonium 425 

CBV5514G 50 Ammonium 425 
CBV8014 80 Ammonium 425 

CBV28014 280 Ammonium 400 

[結果]

式(1)は DR式の基本式で表れる重量比 wa/waoをピーク面積比 8ob.l8∞で置き換えた

ものである。ここでは 8001まゼオライト細孔表面全体が被覆された最大吸着量相当の

ピーク面積、 80bsは圧力 Pにおける 129Xe-NMRピーク面積の実測値、。 E。は Xe吸着

ポテンシヤノレエネノレギー、 Peqは見かけの飽和蒸気圧である。

[ln(800/8ob.)P/2=(RTI s Eo)(lnPeq-lnP) (1) 

また河田らが考案した、 DRモデ、ルの重量比を virial展開して化学シフトに適用する

式(2)を示す。

6ぬs=e5 s+Gl(w/waohG2(Wa/waO)2+G/wa/waO)3+… (2) 

~=åHv+ß~ 00 
ここでe5obs、仁およびムHvはそれぞれ化学シフトの実測値、圧力 Oに外挿した化

学シフト値、及びXeの沸点における蒸発エンタルビー12.6kJ/molである。また、 qst

は等比体積吸着熱である。

式(1)、 (2)より化学シフトを用いた DR解析は

[lnG/( e5 obs-e5 s)]山=(s Eo)(lnPeq-lnP) (4) 

と表せられる。 qstは式(3)から導いた。

今回我々はsE。、 Peqを共通ノfラメータとし、式(5)のように化学シフトと信号強度

の両者を含む関数Fを最小二乗化する解析を行ったω。式(5)のωは重み係数である。

(Fig.1) 

F=ω"L(e5obs-e5回IY+ωsL(Sobs-8ω)2 (5) 

式(2)、(4)、(5)から得られた結果を Table.2、3に示す。
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Fig.l Simulation of the 129Xe intensity and chemical shift data. The obtained at 

25
0C are simulated using s Eo aIid Peq as parameters common to intensity and 

chemical shift data.. Intensity (peak area)， [arbitrary unit];・， chemical 

shift， [ ppm]. 

Table.2 Analysis of 129Xe adsorption isotherms on the DR equations (CBV28014，ωo=ω.=1) 

Data source Parameter 
T emperature (K) 

298 273 248 

信号強度(S) s Eo (kJ/moJ) 6.52士0.22 8.98:t0.58 10.26:t 0.58 
qst (kJ/moJ) 19.12:t0.22 21.18:t0.58 22.86:t0.58 
Peq (atm) 1.45:t0.14 1.81土0.49 1.04:t0.27 

S∞X 10-6 40:t0.6 50:t1.6 60:t1.4 

化学シフト(δ) s Eo (kJ/mol) 6.59:t0.06 6.60:t0.14 7.08:t0.24 
qst (kJ/moJ) 19.19土0.06 19.20:t0.14 19.68:t0.24 
Peq (atm) 3.47:t0.12 1.98:t0.13 1.13:t0.10 
δs (ppm) 105.54:t0.08 106.85:t0.27 108.70:t0.64 
G1 (ppm) 45.63:t0.42 50.57土0.63 54.97:t0.88 

S、6の同時解析 s Eo (kJ/mol) 6.20:t0.15 8.15:t0.58 9.91 :t0.95 

qst (kJ/moJ) 18.80:t0.15 20.75:t0.58 22.51土0.95

Peq (atm) 1.31 :t0.09 1.32:t0.33 0.94:t0.30 

S∞X 10-6 38.93:t 0.46 48.06:t 1.56 64.98:t 1.81 
δs (ppm) 104.36:t0.42 1 02.80:t 1.40 99.94土2.47
G1 (ppm) 25.92:t 1.16 38.28:t 3.42 51.38:t4.60 
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Table.3 q叫 andP eq values obtained from the Analysis of 129Xe adsorption isotherms on the DR 

equations (298K) 

qst Si/AI S，δ同時解析 信号強度(S) 化学シフト(δ)

CBV2314 23 22.58:!::O.80 23.45土1.48 19.81土0.09

CBV5514G 50 20.12土0.22 21.17土0.38 19.09:!::O.05 
CBV8014 80 20.38:!::0.48 21.32:!::O.60 19.39:!::O.05 
CBV28014 280 18.80:!::O.15 19.12土0.22 19.19:!::O.06 

Peα 
CBV2314 23 11.33土7.24 19.96:!::22.10 3.27:!::O.14 
CBV5514G 50 1.68:!::O.25 2.42:!::0.45 2.57:!::O.06 
CBV8014 80 2.31 :!::0.46 3.47:!: 1.12 3.39土0.09
CBV28014 280 1.31 :!::O.09 1.45:!::O.14 3.47:!::O.12 

qst、Peqにおいて信号強度による解析と化学シフトによる解析とではわずかに希離

が見られた。これは圧力が上昇するにつれてピーク面積のシグナノレがブロードになる

傾向にあるため、信号強度の読み取りの際に誤差が大きくなったためと考えられる。

また、 Table.3より Si/Al比が大きくなるにつれでもの値が小さくなる。これはAl

に比べて Siのイオン化エネルギーが大きいため、 Xeと壁との相互作用が弱まり、 Xe

の吸着熱が下がると考えられる。

本研究では低い圧力範囲における ZSM-5への Xeの吸着の検討において、吸着

NMR信号強度・化学シフトの温度圧力依存性の検討結果から、等比体積吸着熱など

の重要なパラメータの見積もりが可能であることを明らかにした。

【参考文献】

(1)安達裕子 “修士論文" (大阪大学、平成 19年 3月)

(2) Y.Kawata， Y.Adachi， S.Haga， J.Fukutomi， H.Imai， A.Kimura， H.Fujiwara， Anal 

Sci.， 2007，23，1397 
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P065 生体吸収縫合糸ポリグリコール酸め延伸にともなう

構造変化に関する固体NMR研究

農工大院・工 1 三井化学分析センター2

0関根素馨山、咲山航1、山内一夫人朝倉哲郎 1

Structural change of poly(glycolic acid) fiber with elongation 

studied using solid-state NMR. 

lDepartment of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology 

2Mitsui Chemical Analysis & Consulting Service Inc. 

Sokei SEKINElベWataruSAKIYλMA1， Kazuo YAMAUCHI 1， 

Tetsuo ASAKURA 1 

Polyglycolic acid (PGA) is one of semi-crystalline biodegradable polyesters which 

has been known as suture. 13C CP/MAS NMR was used to characterize the 

conformation of PGA fibers. The line-shape of CH2 carbon of uniaxially stretched 

PGA fiber is asymmetric and split into two peaks. The lower field peak was 

assigned to all trans and the higher field one to fast-exchange between trans and 

gauche conformations. 13C spin-lattice relaxation time and lH pulse NMR 

experiments were used to characterize the heterogeneous PGA structures in 

viewpoint of dynamics. The structural change in the oriented PGA fiber was 

studied with angle-dependent 13C CP NMR spectra. 

【緒言】ポリグリコール酸(PGA)繊維は、生体吸収性縫合糸として医療分野に用い

られており、溶融紡糸後の延伸過程を経て製品化しているが、延伸条件によって加

水分解性能が大きく変化することが知られている。これまで我々はパルス NMRと

X線回折を用いて、延伸倍率を変えた PGA縫合糸の加水分解速度ならびに強度保

持力と構造に関する研究を行ってきた1)。

本研究では、未延伸および延伸倍率を変えた PGA試料に関して、 13CCPIMAS 

NMR、13C緩和時間および 13CCPNMRの測定を行い、結晶および非晶部分の構造

と分子運動性ならびに配向性に関する研究を行ったので報告する。

[実験]未延伸および1.5倍-----3.5倍に延伸した PGA繊維を実験に用いた。 X線回

折は、リガク(株)製の RINT2550測定装置を用い、イメージングプレートにて測定

を行なった。 13C-CP/MASおよび 13Cスピンー格子緩和時間(13CTl)測定は

Chemagnetics製 CMX300の装置を用いて行なった。 13CCPNMR測定は、 Bruker

社製 AVANCE400を用い、高感度化が図れるように工夫したコイノレを用い、 PGA

の繊維軸と磁場のなす角度を変化させて行った。

Keywords:ポリグリコール酸、縫合糸、延伸、配向性、国体 NMR

せきねそけい、さきやまわたる、やまうちかずお、あさくらてつお
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[結果および、考察】延伸倍率を1.5倍"'3.5倍に増加させることにより、 X線回折の

F(020)における配向度は 0.82"'0.95と高くなった。しかし結晶化度の違いは見られ

なかった。

次に未延伸と 3倍延伸の PGA繊維の 13C-CP/MASNMRを測定した。未延伸サン

プルの CH2ピークは、ブロードな 1成分であるが、 3倍延伸のサンブツレの線形は非

対称であり、 2成分に波形分離された。 γ-gauche効果を考慮すると、低磁場側の

62.5ppmはalltrans、61.6ppmはtransとgaucheの速い交換と帰属され、後者は

未延伸ピーク位置と一致した。

CH2シグナルの 13C-T1測定より、未延伸のサンプルの場合、 13C緩和挙動は 1

成分であり 13C-Tl=8.8secで、あった。 一方、 3倍延伸のサンプノレにおいて波形分離

された 62.5ppmおよび 61.6ppmはそれぞれ 13C-T1が2成分存在し、 62.5ppmは

202.6secと5.1sec、各成分比は、 32%

と 15%.となった。 61.6ppmのシグナ

ルは、 64.3secと6.2secで、各成分比

は、 33%と 20%となった。低磁場側

の62.5ppmにおいて、緩和時間の長い

202.6secの成分は、結品成分由来と考

えられる。これはX線回折測定より算

出された結晶化度 34%とほぼ近い値 (a) 

となる。それ以外のピークは非晶領域

と考えられる。

anlOI下houscomponent 

↓ 

次に 3倍延伸繊椎を静磁場に対して

0"'900
に傾けて一連の 13CCPNMR 

測定を行った (Fig.1 ) 0 (e)は無配向の

未延伸サンプルであり、角度依存性は

ゆ)L，グ、ー一一へisF=53 d平Z寸

ない。 (a)"'(d)において、図中の sFは
(c) 

繊維軸と静磁場の角度であり、。 F

=0。の場合、繊維軸の σ33軸方向と静

~ 一ζ竺ミ~\
ls F=90 degree 

磁場Boが一致する。この解析結果より、

amorphous componentの割合は 45%、

oriented component 1で示される延伸

軸に配向の割合は 35%となった。また (の
oriented component 2はσ33軸が繊維 amorpho田 sample

軸から約 17
0
傾いた成分であり、その

割合は 20%である。延伸軸に配向した

成分(35%)はX線回折の結品化度34%

および緩和時間から得られた 33%と

ほぼ一致した。延伸軸から傾いて配向

している成分に関しては今後詳細な検

討を行う予定である。

(e) 
260 240 却 2回 180 100 1~ 1m 100 

ppm 

Fig.l (a)ー(d)A seriωof I3C CP NMR spectra of 

PGA fiber block with stretching ratio 3.0 and (e) 

聞甜etchedfiber block. 

(1) S.Sekine， H.Akieda， I.~ndo and T.Asakura， Polym.J.， 40，1-7(2008). 
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P066 ポリ (γ"グルタミン酸)および

そのポリマーブレンドの固体NMR
福井大院工前田史郎， 0清水裕太

Solid-State NMR ofPoly(y・glutamicacid) and Its Polymer Blends 
Shiro Maeda and Yuta Shimi却

Division of Applied Chemistry and Biotechnology， 
Graduate School ofEngineering， University ofFukui， Japan 

In recent years， there has been considerable interest in biopolymers because of concern 
over the environmental impacts arising企'Om the disposal of petroleum based plastics. 
Poly(amino acid)s provide a classof biopolymers based on natural amino acids linked by 
amide bonds. The molecular structure of microbial poly(y田 glutamicacid) and its polymer 
blends were investigated by using high-resolution solid-state 13C NMR spectroscopy. 

[緒言】環境適応型の機能性生分解性高分子の ~~~ー
COOH、

研究が活発に進められている.中でも微生物産 '1"'-''-'..1...1. 

生の高分子は主に 3種類知られており、ポリ (ε・ 、下小、ィ、什f
リジン)、ポリ0・グノレタミン酸)(PGA)、シアノ H P O 
フィチンである.PGA CFig. 1) はyイ立のカノレボ
キシノレ基とαイ立のアミノ基がペプチド結合で連 Fig.l Structure of poly(y・glutamicacid) 

なったポリマーで、主として納豆菌などの ( y-PGA). 

Bacillus属菌によって産生される水溶性および生分解性を有するアニオン性ポリマー

であり、機能性高分子化合物として化粧品・医用材料等の幅広い分野で用途開発が期

待される物質である. PGAとそのナトリウム塩であるポリ (y-グルタミン酸ナトリウ

ム)(PGA/Na)の固体構造の比較およびそのポリマーブレンドの溶液および固体NMR

を用いた構造解析結果を試みた.

【実験】平均分子量 200，000'"'-'500，000のPGA、PGA/NaC和光純薬)をそのまま使用

した.固体NMR測定には ChemagneticsCMX Infinity 300を使用した.共鳴周波数は

lH 300MHz、13C75.MHzで、外部基準は HexamethylbenzeneのCH3ピークを TMSか

ら17.35ppmとした. lH 90
0

パルス幅は 4.0μs， MAS Speedは7紅白であった. PGA 

は DMSOを， PGA/Naは H20を，それぞれ溶媒として用い、テフロンシャーレにキ

ャストし凍結乾燥させキャストフィルムとした.国体NMR測定はそれぞれ粉末、キ

ャストフィルムの 2種類で行った.IR測定は PGA、PGA/Naともに KBr錠剤法と溶

媒キャスト法で測定し、キャスト法に関してそれぞれ試料濃度 lwt%で、 CaF2窓板に

PGAは DMSO溶液から、 PGA/Naは水溶液からキャストして乾燥させ測定した.溶

液 NMR測定には日本電子 LA-500を使用した.PGAは溶媒に DMSOを、 PGA/Naは

溶媒に D20/DMSOを用いて測定した.

キーワード:微生物産生高分子，ポリヤグノレタミン酸)，固体NMR，ポリマーブレン

ド，生分解性高分子

まえだ しろう，しみずゅうた
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【結果と考察] PGA および

PGAlNaの 13CCP/MAS NMRスベ

クトノレを Fig.2に示す.PGAlNaの

スベクトルおよび帰属は Hanと

Choiの結果と一致する 1).PGAの

カノレボ、ニノレ炭素ピークは少なくと

も3成分の重ね合わせと考えられ

るので波形解析を行った.PGAlNa 

のカルボ、ニル炭素ピークは主鎖お

よび側鎖 C=oの 2成分とした.

波形解析および溶液 NMR測定結

果を Tab1e1に示す.脂肪族炭素

部分について化学シフト値は固

体 NMRと溶液 NMR測定でほぼ

一致した.PGAの C=Oピークの

高磁場側の 2本を側鎖 C=oと帰

属したが，側鎖カノレボ、キシル基が

水素結合によって二量体を形成し

ている場合とフリーな場合に帰属

できるのではないかと考えている.

PGAおよび、PGん'Naの相構造を調

べるために 13Cの T1p測定を行っ

た結果を Fig.3に示す. PGAの

C=oは86ms，Cαは38ms，PGA/Na 

はそれぞれ26msと9msであった.

Eの場合も 1成分でフィッドでき

た.DMSO溶液および水溶液から，

それぞれキャストしたフィルムに

ついても同様の結果が得られた.

このことは PGA，PGAlNaともに

1成分であることを示唆している.

いずれの場合も PGA に比べて

PGAlNaの方が T1pが短いのは運動

性を反映していると考えられる.ブ

レンドポリマーについても発表す

る予定である.

200 PPM 150 100 50 

Fig.2 13C CPIMAS NMR spec仕aof (a) PGA and (b) 

PGAlNa powder. 

Table 1. Chemical shifts of PGA and PGAlNa in solution 
and in solids. 

C=O(main) C=O(side) Cα Cs Qj 
PGA in solids 177 174/171 52 27 35 

(ppm) in solution 173.5 171.7 51.6 27.1 

PGAlNa in solids 179 176 55 28 33 I 

日中一}in solution 179.3 176.2 56.3 29.5 33.9 
ー」

10' 
10' 

(a) 、，JL
U
 

(
 

• 11 
10 

10 15 20 

τIms 
25 30 10 10. 15 20 25 

τ1m. 

Fig. 3. T lp plots of peak area vs. delay timeτfor (a) PGA 

powder and (b) PGA注-rapowd巴r.

eC=O (l77ppm)，・Cα(52ppm).

【引用文献1
1) Oc Hee Han and Hyuk Joon Choi， Bull. Korean Chem. Soc.， 20， 921-924(1999) 
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P067 緩和時間を利用した電解質膜中の水の同定

産総研 FC-Cubic，0大窪貴洋，貴惇名甲，大平昭博

Analysis of water state in polymer electrolyte membrane 

by using 1 H NMR relaxometry 

OTakahiro Ohkubo， Koh Kidena， Akihiro Ohira 

Polymer Electrolyte Fuel Cell Cutting-Edge Research Center， AIST 

lH NMR relaxation time (1i and 12) ofwater in polymer electrolyte membranes 
(PEMs) for fuel cell were evaluated by assuming discrete and continuous 
distribution relaxation time. The relaxation time of water in N117， which is 
typical perf1uorinated PEJ¥札 indicateda single relaxation time for discrete 
analysis and a single sharp peak for continuous distribution analysis. On the 
other hand， hydrocarbon PEMs showed multiple relaxation time and broad 
distribution of relaxation time. It seems that the distinction between 
perf1uorinated and hydrocarbon PEMs ref1ects structure of water channel 
regarding proton conductivity. 

【緒言】国体高分子形燃料電池の構成要素である電解質膜は、様々な環境下でプロト

ンを効率良く伝導させる機能が求められる。プロトン伝導は、高分子材料である電解

質膜中のスノレホン酸基周りに形成されるナノメ)タオーダーで、の水チャンネルを介

して起こると考えられ、より高機能な新規電解質膜開発のためには、水チャンネルの

構造評価および水の状態解析が必要である。これまでに、 NMRによる電解質膜中の

水の解析として、緩和時間を利用した水の運動性評価や多重の緩和時間を仮定した解

析により複数の水の状態を識別した研究が報告されている[1]。しかしながら、Kim

らが指摘しているように、離散化した緩和時間による解析は、電解質膜中のフ。ロトン

を識別する手法としては単純化した解析であり、実際の水の状態を理解するためには、

連続的に分布した緩和時間を仮定して解析する必要がある。そこで本研究では、電解

質膜中の水の評価を行うため、 NMR測定から得られる減衰信号に対して、従来の離

散化した緩和時間を仮定した解析に加え、ラプラス逆変換に相当する処理を適用する

ことにより連続的な緩和時間分布を仮定Lた解析を行ったので報告する。

[実験】 NMR測定は、日本電子製 ECA-500を用い、室温(26.0::t0.50C)で行った。

縦緩和時間(1i)の測定は、 InversionRecovery法により行った。 0.001"'-'5sの範囲で

指数関数的に変化させた回復時間τ(50ポイント)に対して、 NMR信号を観測したo

1:=5sの信号に基づいて位相補正を行った後、 FIDの最初の 2ポイントを強度として

カウントした。 τ=5sの信号強度を M(∞)として、 M(∞)-M(1:)の減衰曲線を求め、各

データポイントでランダムノイズを仮定して解析を行い、 Z分布を得た。横緩和時間

(12)の測定は、信号が完全に減衰するエコ一時間を 50-200μsの範囲で設定し、 4096

ポイントのエコートレインを観測した。解析は、位相補正を行った後、パックグラウ

ンド信号の影響を考慮、して 500μ 以下の信号をカットした減衰曲線に対して行った。

緩和時間の離散(DISCRETE)および連続分布(CONTIN)を仮定した解析は、

DISCRETE[2]および CONTIN[3]を組み込んだ自作プログラムにより行った。
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電解質膜は、フッ素系としてナフイオン(N117)および炭化水素系としてイオン交換

容量(IEC)の異なる 3種類(1.4(PPS14)，1.6(PPS1ω， 1.8(PPS18) meq/g)の poly
(phenylene sulfide)を用いた。電解質膜のプロトン伝導性は、相対湿度(RH)に強く依

存することが知られていることから、全ての膜を K2S04飽和水溶液にて RH=97%に

調湿した後、 NMR測定を行った。

{結果】膜中の水の緩和時間について、 DISCRETEおよび CONTINにより解析し

た結果を Fig.1に示す。図中のパルス状のラインは、 2成分を仮定した DISCRETE、
連続的な分布曲線は、 CONTINの結果を示す。縦軸は、それぞれの成分の相対頻度

を示す。まず DISCRETEの結果は、 N117が Zおよび Eで 1成分の緩和時間を示

すのに対し、 IECに関係なく PPSは2成分の緩和時間を示した。電解質膜中のプロ

トンサイトは、スルホン酸基に結合したプロトンおよび水分子のプロトンが考えられ

る。これらプロトンは、 NMRの時間スケーノレよりも早く交換していることが知られ

ており、緩和時間は、これらプロトンが持つ緩和時間の平均として決定されると考え

られる。言い換えれば、プロトンが交換可能なバルク水とスルホン酸基のモノレ比で緩

和時間が決定されることから、緩和時間は、水チャンネルのサイズを反映していると

考えられる。このような観点から、 PPSに対して観測された 2つの緩和成分は、異な

るサイズの、互いに交換することのできない非交換な水チャンネノレのフ。ロトンに相当

し、不連続な水チャンネノレの存在を示唆している。 CONTIN解析の結果は、 N117の

緩和時間分布が単一でシャープな分布を示すのに対し、 PPSは、複数のピークを持っ

た幅広な分布を示した。 PP8の緩和時聞が非常に幅広な分布を示す理由として、水チ

ャンネノレのサイズ分布を反映していることが考えられる。
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P068 高分子結品中における高分子鎖の軌跡

産総研ナノテク O三好利-Al Mamun 

Trajectory of Polymer Chains 

Froshikazu Mi voshi.AIMamun 

Research Institute ofNanotechnology， National Institute for Advanced Industrial Science and 

Technology (AIST)， Centra15-1 Higashi 1-1-1， Tsukuba， Ibaraki 305-8565， Jap組

Tel +81-298・61-9392，Fax +81-298・61-4432e-mai1 t-mivoshi@aist.go.10 

Keywords， polymer crysta1/topology/ trajectory/ solid-state NMR 

Abstract: We wi11 demonstrate newly structural information about polymer chains in the 

crystalline regions. Our s仕ategyrelies on selectivery ~ isotope 13C labe1ing and isolation of 

labeled polymer chains in the non-labeled polymer ma位ix.lH spin皿 diffusionexperiment 

reveals that labeled polymers are mixed with non-labeled polymers in a wide temperature 

range. 13C_13C double quantum (DQ) NMR allows us to selectively excite inter-stem 

correlated signals. As a result， it is found that polymer chains show a very complicated 

tr吋ectory(multi-direction folding). We also show how chain folding directions depends on 

crystallization temperatures. 

緒言 高分子結晶構造は、高分子鎖のコンブオメーションやパッキングが織り成す結品単

位構造にはじまり、折りたたまれたステムが形成するラメラ構造、ラメラが集積した球晶構

造とオングストローム~ミクロンレベルへと多岐にわたる階層構造をとることが知られてい

る。このような階層スケールの構造解析には固体NMR、ラマン、 IRなどの分光学的な手法、

広角、小角エックス線、中性子などの散乱、電子顕微鏡や光学顕微鏡などの分析機器が解析

に用いられる。高分子の階層構造は結晶ラメラの厚みより遥かに長い高分子鎖固有のトポロ

ジーと高分子鎖が描く軌跡によって形成される。しかし、従来の分析手法では高分子構造の

断片的な情報を供給することができるが、高分子鎖一本の構造を解き明かかすことはできな

い。 我々は、昨年度のNMR討論会において!3cラベルした高分子鎖を未ラベル試料で希釈し

てステムレベノレで共結晶化できることを二次元スピン拡散法から検証した。今回はNMRスベ

クトノレから、高分子鎖が措く軌跡に関する情報を取得したので報告する。

結果と考察

我々の実験の戦略を図 lに模式的に示した。・印は結品ラメラ内部に存在する高分子鎖のス

テムを意味する。一つのラメラ内に存在する高分子鎖の一部分を示す。(高分子鎖全体の構造

キーワード高分子結晶 トポロジー軌跡固体 NMR

著者 みよしとし か ず あ る ま む ー
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在する高分子鎖の一部分を示す。(高分子鎖全体の構造ではない。)在する高分子鎖の一部分

を示す。(高分子鎖全体の構造ではな

い。)未ラベノレ試料においてはステム聞

の相関NMRシグナルを検出すること

はできない。我々が使用する結晶性高

分子(イソタクチック ポリ 3メチル

1ブテン)のモノマー内の一つのメチ

ノレ基を選択的に同位体ラベノレした試料

を合成した。このような同位体ラベル

箇所のデザインは、エックス線構造解

析1)により得られた隣接ステム間の最

近接13C_13C原子核間距離(3.54・ 4.04A) 

が同一ステム内における最近接原子核

a) non-labeled stems b) rnixture oflabeled/non-labeled stems 
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Fig. 1 Our central SS-NMR strategy for阻 alysisof回gectoryof polymer chains in由c
crysta1line region.O叩 d・representnon-labeled and 13C laheled stems， respectively. 

間距離 4.16Aより、短距離となり、 13C核ベアを作り出すことができる。このような試料調整

により、高分子鎖が描く軌跡を反映したステム聞の相関スベクトルが計測可能となる。 実験

としては、ラベル試料を希釈するために、ラベル試料:未ラベル試料=1:9のプレンドの共結

品化試料を使用した。ラベノレ試料が多量の未ラベノレ試料と分子鎖レベノレで混ぜることにより、

ラベノレ試料をラメラ内部に孤立させ、図 1(b)のような状態を作り出すことができる。

摂氏 3200Cの状態(融点九=3040C)で融解した試料を氷水中にクエンチして試料を作

製した。 iP3MlBのパッキング構造と 10wt%含んだ、ラベル試料の固体高分解能13C-NMRスベ

クトノレを図 2に示す。これまでに報告した試料2) (結晶化温度九=2850C) と比較して、若干

線幅は広く、個々のピークの強度が異なる。

線幅の違いは結晶化温度の違いにより、原

子レベルで、の構造の不均一性を反映して

いることによる。後者は異なる結晶化温度

において結品内部のパッキング構造の分

布に変化が生じたことによると考えられ

る。 当日は、 2D-DQ NMRスペクトノレに

よる高分子鎖の軌跡が如何に結晶化温度

に依存するかを示す。

持
究
開

衿
み

J
e

Melt-quench 
Into ice water 

に=558K 

30 25 20 

Chemical shift / ppm 

Fig. 2 crystal packing s加1CtureofiP3M1 B and 13C CPMAS NMR spec加 m五or
melt叩 lenchiP3MIB at 273K姐 dcrys阻llizedat T，~558K. 
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P069 Structural investigation on arriorphous and crystal Alq3 
by solid-state 4.1 AI MQMAS NMR spectroscopy 

OYusuke NishivamdペTatsuyaFukushima2， Kousuke Takami
2
， 

Yasunari Kusaka2， Toshio Yamazaki3， and Hironori K司i2

1)JEOL Ltd.， Akishima， Tokyo 196-8558， JAPAN， 
2)lnstitute for Chemical Research， Kyoto University， Uji，Kyoto 611・0011，JAPAN~ 

3)Genomic Sciences Center， RIKEN Institute， Yokohama， Kanagawa 230同 0045，JAPAN 

0西山裕介1，3、福島達也2、高見浩介2、日下康成人山崎俊夫3、梶弘典2

1)日本電子、 2)京都大学化学研究所、 3)理化学研究所ゲノムサイエンスセンター

Introduction 
Attention has been paid to the isomeric state of Alq3， which is widely used in 

organic light emitting diodes (OLEDs); facial Alq3 e，Xhibits a strongly blue-shiftted 

fluorescence in contrast to meridional Alq3 [1]. Alq3 in u・crystallinephase (u-Alq3) 

have been found to consist of the uniformly ordered facial isomer and α-Alq3 is the 

disordered meridional isomer [2]. y-Alq3 and amorphous-Alq3 (amo-Alq3) structures 
are now under debate. It have been repoはedthat the facial isomer has an axially 

symmetric quadolupolar tensor (η=0) and meridional has η=0.72 by means of DFT 

calculations [3， 4]. We investigate 仕， y-，ふ andamo-Alq3 by 27 AI MAS NMR 
experiments under various magnetic fields and 27 AI MQMAS NMR experiments. We 

determined isomers for α・， y-， u・andamo・Alq3，using asymmetry parameter ηofthe 
quadrupolar tensor. 

Materials and methods 

The y-and ふAlq3samples were prepared by 
thermal annealing， and amo・Alq3were obtained from 
evaporated thin films on a substrate. The NMR 
experiments were performed on JEOL ECA400， 500 
and 600 spectrometer and Chemagnetics 
Infinity-plus400 spectrometer. The 1 D 27 AI spectra 
under MAS were observedby single pulse excitation. 
The 2D 27 AI MQMAS spectra were obtained by the 
split-t1 method under the magnetic field of 9.4 T. A 
MAS frequency of 15.015 kHz was used. 

Results and discussion 

Figure 1 shows MQMAS spectrum of y-Alq3圃

The experimental spectrum of y-Alq3 is well 

reproduced by 11=0 and χ=4.9 MHz without 
distribution of quadrupolar parameters; We assigned 

y-Alq3 as uniformly ordered facial Alq3・

Key Words: OLEDs， MQMAS， 27 AI 
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Figure 1. 
1 H decoupted 27 AI MQMAS 

spectrum of y-Alq3・

ふりがな: にしやまゅうすけ、ふくしまたつや、たかみこうすけ、

くさかやすなり、やまざきとしお、かじひろのり
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Figure 2. 
Experimental (Ieft) and 
simulated _jright) 'H 
decoupled LI AI MQMAS 

spectra of amo圃 Alq3・The
simulated spectrum is 
calculated， assuming the 

distribution of χ. 

Figure 2 shows experimental and simulated MQMAS spectrum of amo・Alq3・

The experimental spectra are well reproduced with large ηof 0.90 with distribution of 

χ;amo・Alq3contains meridional isomers with structural distribution. We calculated the 

MQMAS spectrum of mixture of amo-Alq3 and ふAlq3at various ratios (spectra not 
shown). Then we estimated that the percentage of facial isomer in amo-Alq3 is less 
than 3 % at most.The spectrum observed under various Bo field is shown in Figure 3. 
The experimental results support the probability function of χused in simulating the 
MQMAS experiments. 
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Figure 3. 
Experimental (Ieft) and 
simulated (right) 'H 
decoupled LI AI MAS spectra 
of amo四 Alq3observed at 9.4， 
11.7， and 14.1 T. The spectra 
are observed with single 
pulse excitation. 

While the y-and 8・Alq3(facial) show ordered structure， amo-and α-Alq3 
(meridional) show disordered structure. This may account for difficulty to form uniform 

crystal in meridional isomer due to steric hindrance. The spectrum of 8-and α-Alq3 will 
be shown in the presentation 

References 
[1] M. Braun et al.， J. Chem. Phys. 114 (2001) 9625. 
[2] Hironori K司iet al.， J. Am. Chem. Phys. (2006) 128，4292. 
[3] Marcel Utz et al.， Appl圃 Phys.Lett. (2003) 83， 4023. 
[4] Hironori K吋iet al.， J. J. Appl. Phys. {2005} 44，3706. 

-309-



P070 13C標識ニトレンジピン光学異性体の分子運動性に及ぼ

す高分子添加剤の影響
(国立衛研)0阿曽幸男、宮崎玉樹、)11西徹

Effect of polymer excipients on molecular mobility of 13C-labeled nitrendipine 

enantiomers 

(National Institute of Health Sciences) Yukio Aso， Tamaki Miyazaki， Toru Kawanishi 

The crystallization rate of (+)圃nitrendipinein HPMC solid dispersions was 

smaller than that of (・)圃nitrendipine. 13C-NMR relaxation measurements of 

13C-labeled nitrendipine enantiomers suggest that this difference may be 

explained in terms of differences in the molecular mobility as measured by 13C 

spin-Iattice relaxation time in the rotating frame of dihydropyridine ring carbon. 

且♀並区
ニトレンジヒoンはカノレシウムレセプター措抗薬として用いられる不斉炭素を有する

医薬品である。水に難溶解性であるため、非晶質化して用いることが試みられている

が、保存中の結晶化は有効性の低下を引き起こすため問題になる。光学分割した非品

質ニトレンジピンの結晶化速度はヒドロキシプロピノレメチノレセルロース(HPMC)や

ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタレートなどのセルロース誘導体が共存す

るときにエナンチオマー聞に差がみられ、(・)・体に比べ(+)-体の結晶化速度は遅く、安

定で、あった。一方、ポリピニノレピロリドン(PVP)のように不斉炭素を有しない高分子

が共存するときにはエナンチオマー間で、差が見られなかった。ニトレンジピンエナン

チオマーの結晶化速度に及ぼす高分子添加剤の影響を、 13C-標識ニトレンジピンを用

いて測定した 13C-NMR緩和時間に基づき考察した。

実験

13C標識ニトレンジピンは 13C標識アセト酢酸エチノレ(CambridgeIsotope 

Laboratories， Inc.)を用い、下に示すスキームに従って調製した。得られたニトレン

ジピン(純度 97%、HPLC)をキラノレカラム(CHIRALCELOJ-H、ダイセル化学工業)

を用いて光学分割し、光学純度がほぼ 100%の 13C標識ニトレンジピンエナンチオマ

ーを得た。ニトレンジピン単独あるいはニトレンジピンと高分子との混合物を 170
0

C

に加熱し、急冷することによって非晶質ニトレンジピンあるいは固体分散体を調製し

た。 13C-CPIMASNMR (Varian、400MHz)を用い、 T1およびTlpの測定を行った。

キーワード(緩和時間、結晶化、非晶質)

著者ふりがな あそゆきお、みやざきたまき、かわにしとおる

310-



13C標識Nitrendipineの合成

。九30…川ず ザ。

。:404Hc…→ O
tH3|Hz-p ;l|2H3 

13C標識ニトレンジピンの CP/MASNMRスペクトルはジヒドロピリジン環および

メチル基の炭素に帰属されるシグナルが非標識体と同様の 100ppmと20ppm付近に

観測された。溶融法によって得られた非品質ニトレンジヒ。ンについて、 27
0

Cにおいて

Tl及び T1pの測定を行ったところ、非標識ニトレンジピンの 100ppmおよび 20ppm

の炭素の Tlは78sおよび22sで、あったのに対し、標識ニトレンジピンにおいては 27s

および 25sで、あった。標識体においてはジヒドロピリジン環炭素とメチル炭素の間で

スピン拡散が起こり、両炭素の Tlに差が見られないものと考えられる。一方、 100ppm

および20ppmの炭素の Tlpは 160msおよび 110msであり、異なる温度依存性を示し

た。非標識ニトレンジピンの 100ppmおよび 20ppmの炭素の Tlpが 370msおよび

46msであることから、スピン拡散の影響は無視できないと考えられるが、以下の検

討においては 100ppmに見られるジヒドロピリジン環炭素の T1pを運動性の指標とし

て用いた。非品質ニトレンジピンのジヒ

ドロピリジン環炭素の Tlpの温度依存性

をFig.1に示す。エナンチオマー聞に結

晶化速度の差が見られなかった薬物単

独系や PVPとの固体分散体において、 ~ 100 

Tlpもエナンチオマ}聞に差が見られな z 
かった。それに対して、(・)体のニトレンジ

ヒ。ンに比べ(+)・体が安定で、あった HPMCと

の固体分散体においては、差は小さいも

のの、(+)・体の Tlpが(ー)ー体より大きい傾

向がみられた。 HPMCとの固体分散体

においては(+)・体の方が運動性が低いた

め、(ー)圃体より安定であると考えられる。

Tlpの差が小さい理由はスピン拡散の影

響と考えられ、 13C-標識する部位を適切

に選択することが重要と考えられる。

結果および考察
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P071 SBRの高速MAS固体lHNMR

(防大応化 o堀 俊祐、田中千香子、浅野敦志、黒津卓三

Solid-state lH NMR of SBR under VFMAS 

Shunsuke Hori， Chikako Tanaka， Atsushi Asano， Takuzo Kurotsu 

Department of Applied Chemistry， National Defense Academy， Japan 

Solid-state lH NMR spectrum of SBR (styrene-butadiene rubber) shows a tremendously 

high resolution under the very品 stmagic-angle spinning (VFMAS). This is because VFMAS 

reduces the relatively weak 1 H -lH dipolar interaction of SBR effectively. The high.圃resolution

solid-state lH NMR spectrum allows us to detect the lH spin-lattice relaxation time (TIH
) of 

each functional group. In this study， we have revealed the influences of VFMAS and inner 

pressure of sample tube produced by VFMAS on TIH
. Furthermore， we have studied the 

difference between end-chain modified SBR and pristine SBR in SBRlSi composites from a 

quantitative analysis of the tempera加redependence of T1
H

• 

【はじめに}スチレンーブタジエンゴム (SBR) の国体lHNMRスペクトルが、高速

MAS法に起因する、 lH_1H双極子相互作用の効果的デカップリングと試料が感じる温

度の上昇に基づく分子運動の向上により、劇的に高分解能化することは前回報告した。

さらに、ベンゼン環のlHスピンー格子緩和時間 (T1
H
)の温度依存性の観測から、 MAS

速度の上昇に伴いTIHの最小値が変化することを見出した。これは、高速MAS法によ

るlH)H双極子相互作用のデカップリング効果、ならびに試料が感じる温度の上昇と

MASの遠心力に伴う試料管内部の圧力上昇による分子運動の変化に起因すると考え

られた。

本研究は、 MAS速度がSBRの分子運動に与える影響をさらに詳細に検討するため、

2種類の試料管 (3.2mmゆと 6.0mm妙)を用いて、 2kHzから 25kHzへ段階的にMAS速度

を変化させながら、 250Cから 1450Cと温度を変化させてTIHとlHスベクトルを観測し

た。実験に用いたSBRはシリカを充填したコンポジットである。シリカと親和性を高

めるためにSBR末端をアルコキシシリル基で、変性させた末端変性SBRと未変性SBRを

用いて、各官能基の分子運動に与える末端変性の影響についても議論した。

[結果と考察】 Figure 1に6.0mmゅの試料管を用いて観測したMAS速度 2.13紅白と、

3.2mmゅの試料管を用いて観測したMAS速度 20kHzでの単結合部位 (CH2基とCH基)

のT1
Hの温度依存性を示した。実測データは、誤差を考慮するとMAS速度が 2.13抵1z

と20kHzの場合で;T1
Hの温度依存性に大きな違いは存在しないと考えられる。このこと

は、 MAS速度に関係なく T1
Hの温度依存性がSBRの分子運動変化を直接反映している

ことを示し、主鎖の分子運動に与えるMAS速度の影響は小さいと言える。

Keywords: SBR (Styrene-Butadiene-Rubber)， lHスピンー格子緩和時間，固体lHNMR， 

very品 stmagic-angle-spinning 

著者ふりがな:ほりしゅんすけ、たなかちかこ、あさのあっし、くろったくぞう
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Figure 2には、ベンゼン環のTIHの温度依存性を示した。ベンゼン環のT1
Hは単結合

部分のTI
Hと比べて主に側鎖の分子運動状態を反映する。 MAS速度が 2.13kHzと

426kHzのTI
Hの温度依存性を比較すると、 MAS速度の上昇により T1

Hの最小値は長く

なった。 MAS速度が 426kHzから 15抵訟で、は、各MAS速度ともに試料管の径に関係な

く、 T1
Hの温度依存性は図中の実線で表した曲線の範囲内に観測された。これよりMAS

速度が 4kHz程度でlH双極子相互作用は効果的にデカップリングされ、スピン拡散の

影響はほぼ無視できると考えられる。実際、 Figure2とFigure1のMAS速度 2.13妊Iz

におけるTI
Hの値は、ほぼ同様の温度依存性を示しており、 MAS速度が低い場合はデ

カップリング効果が小さく、単結合部分のCH2基、 CH基とベンゼン環のlH間にスピン

拡散が効果的に働いていることを示している。

一方、 3.2mm砂の試料管を用いて観測し

たMAS速度が 5kHzのTIHの温度依存性は、

6.0mm砂の試料管で測定したMAS速度が

4.16師Izのそれとは大きく異なった傾向

を示した。 T1
HがMAS速度のみに依存する

のであれば、 5kHzのTI
Hも2本の実線で固

まれた範囲内に現れるはずであるが、径

の異なる試料管で測定すると、 T1
Hの値が

MAS速度に影響されて観測された。 MAS

速度が同じで、あっても試料管の径が異な

M れば内部試料が感じる遠心力(またはそ

れにより生じる圧力)が異なる。よって、

Figure 1. Obs巴rvedT1
H 
of single-bond CH2 and 遠心力または圧力が側鎖の分子運動性に

CH protons against the inverse oftempera旬re. 影響を与えていると考えられる。実際、

MAS速度が 20kHz以上で、は、約 1000C以
上でベンゼン環のスベクトノレ線幅が温度

上昇とともに減少せずに、逆に幅広くな

ることが確認され、高速MAS下でベンゼ

ン環の運動が束縛されていることが示唆

された。以上の観測結果は、末端変性SBR

と未変性SBRとで大きな差は観測されな

かった。

MAS速度を 25kHzまで上げると、未変

M 性SBRのTI
Hの温度依存性の方が、末端変

性SBRよりも高温域でのTIHの上昇が大

きくなった。末端変性SBRに比べて、未

変性SBRの方が高い歪み領域において弾

性率の低下が著しい(ベイン効果)。よっ

て、遠心力または圧力が高い場合は、ベ

イン効果による物性の差がT1
H
fこ表れる

と考えられた。
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P072 31p CP MAS NMRによるナノ粒子表面の修飾有機分子の

結合状態

(産総研計測フロンティア)0千葉亮、林繁信

Bonding states of organic molecules modi命ingthe surface of nano・partic1esprobed by 3Ip CP 

MASNMR 

(Research Institute of Ins佐umentationFrontier， National Institute of Advanced Industrial 

Science and Technology (AIST)) 

Ryo Chiba and Shigenobu Hayashi 

It is important that the surface of nano-partic1es is modified by chemical species having 

high affinity with the matrix in order to disperse uniformly nano・partic1es.In the present s加dy，

we have s印diedthe bonding states of phosphate group of propylphosphonic acid (PPA) and 

decylphosphonic acid (DPA) on the surface of Ti02 and Zr02 nano・partic1esby 3Ip CP MAS 

NMR. The observed signals are broad ranging from 40 ppm to 10 ppm. The chemical shift is 

lower than that of the free acids. We found that the phosphate group binds to the surface of 

nano-partic1es by monodentate and bidentate forms. Additionalpeaks at 9.3 ppm and 7.3 ppm 

in DPAlTi02 are assigned tridentate bonding states ofphosphate group. 

【序1ナノ粒子をマトリックス中に均一に分散するために、マトリックスと相溶性の

高い化学種でナノ粒子表面を修飾することが重要である。そのためには、表面修飾剤

は粒子表面に共有結合で強固に結合している必要がある。そこで、金属ナノ粒子と有

機分子のハイブリッド試料を調製し、粒子表面の有機分子の結合状態を固体NMR法

により調べた。

【実験】表面修飾剤としてプロピルホスホン酸♂PA)、デシノレホスホン酸(DPA)を用い、

二酸化チタンナノ粒子(アナターゼ型)Ti02および二酸化ジルコウムナノ粒子 Zr02と

のハイブリッド試料を調製した。それぞれの試料中のナノ粒子表面のリン酸基の結合

状態を 31pCP MAS NMR法により調べた。測定には、 BrukerASX400分光計(共鳴周

波数 161.98MHz) を用いた。

【結果・考察】 Figurelaにプロピノレホスホン酸(PPA)とプロピルホスホン酸で表面修

飾した二酸化チタンナノ粒子試料(PPAlTi02)と二酸化ジルコニウムナノ粒子

(PPAlzr02)の31pCP MAS NMRスベクトノレを示すo PPAでは 37.4ppmに一本の鋭いピ

ークが観測された。 PPAlTi02とPPA/Zr02では、 40ppmから 10ppm付近まで広がっ

固体NMR、ナノ粒子、表面修飾、結合状態

ちば りょう、はやししげのぶ
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たシグナルが観測され、複数のピークが確認された。 Figure1bにデ、シルホスホン酸

(DPA)とDPAで修飾した Ti02ナノ粒子と Zr02ナノ粒子のスベクトルを示す。 DPAで

は、 31.1ppmと31.8ppmに鋭い二つのピークを観測した。 DPAlTi02では、 28.4ppm 

の鋭いピークと、 40ppmから 11ppmに広がるブロードなシグナノレが観測された。さ

らに 9.3ppmと7.3ppmの位置に 2本のピークが観測された。 DPAlZr02では、 44ppm

から 10ppmまで、広がったシグナルが観測され、 25.4ppm、35.9ppmの位置にピーク

が観測された。

ナノ粒子表面へリン酸基が吸着すると 31pNMRシグナノレが低周波数側へシフトし、

このシフトの変化量はリン酸基の結合状態の違いを反映していることが既に報告さ

れている [1]0PPAlTi02とPPAlZr02ではリン酸基がナノ粒子表面と 1座配位、 2座配

位で結合していることがわかった。同様に、 DPA/Ti02とDPAlZr02ではリン酸基が 1

座配位と 2座配位でナノ粒子表面へ結合してことがわかった。また、 DPAlTi02では、

9.3 ppmと7.3ppmのピ}クが観測されたことから、 3座配位しているリン酸基も存在

していることが明らかになった。 PPAlZr02では-4.2ppmにもピークが観測されたが、

これは炭素と結合が切れたリン酸であると考えられる。

31p CP MAS NMRにより、二酸化チタンナノ粒子と二酸化ジルコニムナノ粒子の表

面に結合している PPAとDPAのリン酸基の状態を明らかにした。

、‘，，，LU
 

DP!iZr0
2 

PPA DPA 

120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 ・60

shift / ppm shift / ppm 

Figure 1: 31p CP MAS NMR spectra of a) PPA， PPA /TiOz， and PPAlZrOz， and 

b) DPA， DPAlTiOz， and DPA/ZrOz・

本研究は、 NEDO超ハイブリッド部材技術開発プロジェクトの支援を受けて行なわれ

たものである。

{参考文献]

[1]: W. Gao， L. Dickinson， C. Grozinger， F. G. M.， and L. Reven， Lαngmuir 12， 6429 (1996). 

F
同

υ
q
J
 



P073 高磁場を潤思した意0-45時MR瀦定による

ペロブスカイト型プロトン伝導体の構造解新

(東北大学・工 1、北海道大学・工人物質・材料研究機構:1)

O安東糞理子仁及川務¥野陣泰斗 l、雨津措史 l、

請堅手議 2、丹所IE量挙 3、清水禎 3、前JJI英己 1

Structural analysis of perovskite type proton conductors 
by hi窃hmagnetic field Sc・45NMR

M. Ando1， 1. Oikawa1， y. Noda1， K. Amezawa1， H.K.iyono2， M.Tansho3， S.Shimizu3， H. 
Maekawa' 
(1Graduate School of Engineerjng Tohoku University， 2Graduate School of 

Engine.ering Hokkaido University， "NIMS) 

Perovskite type protonic conductors e~ibít high electric.al conductivity aud chemical 
stabi1ity that makes these oxides asa candidate materie).l for intermediate temperatut(¥おe1
cells. However， the proton migration mechanismofthese materials has not been c1arifled on 
the basis of def杭tchemistry. Solid-state m峨 canbe a very useful method to study the 
local structure and dynamics of protons these勿pesof conductors. In the present 
investigatiort，出eloeal structure of defects in ScべlopedBaZt03 has been investigat吋 by
Sc-45 solid state MAS羽恥低 Scandiumion commonly formsa trivalent state with its ionic 
radius andchemica1 properties similar to y3十回 The gyromagnetic ratio Of45SC iSCdmparable 
to that of l'>C with 100% natural abundance， thus a reJatively high sensitivity can be expected. 
狂owever 斗5SCis 1=-7/2 witha Iarge quadrupole moment of問 0.22X1028/m2， a おwreport 

concerning 8c・-45solid state九1A8ゐM えhasbeen reported. 1n the present investigation， the 
high magnetic field 8c-45 MAS司、品位 wasutilized for the local structure analysis of the 

BaZrJ_，，8cx03-d protonic conductor.‘ 

間合先 ι.maila.t1do@tech.en喜.tohoku.ac.jp 

I存者言1結晶性イオン伝導体へ添加された微量イオンの局所摘、墳を明らかにすること

は、高イオン伝導機構の解明のため擬めて議擦である。プロトン伝導.体である希土類

元素を添加したペロブスカイト型酸化物は、 1高い電気指導度を示し、化学的安定性が

比較的高いこどから中甑型燃料電池の議解質への応用が期待されている。このプロト

ン指導性薦変化物の欠陥構造と伝導度の関係を理解することは、イオン指導性材料の設

訴をおこなうよで非常に蓮華さである。本研究では、高磁場関{本分解能Nお低装鐙によ

り、 BaZrl-xSC，，03・ (BSZ)の 8c-45NMR による話国定者行い、 8c配位数の頼成変化を

捉え、イオン伝導機構との関係を明らかにすることを目的とした。

[~経験方法]BZS サンプルはBaZrl_"SCl/03_ ，l炉O.05~O.6)の組成で、以下の手jl院で、作製したo

BaC03および Zr弘、 8C203粉米を混合L-BaZrl-xScx03_ o(ド Q.05---0.2)については 1300
0
C

で 6hか焼した後、 1600oCで 6h 焼結した。また、 BaZrl_xSck03・ dか=OA~0.6)について
は 130000で、 6もか焼した後、 1600oCで 12h焼結した。 XRD測定により単相 BZSで

あることを織かめた。 NMR装離に BCん 930(JEOL)、j議場強度 21.8Tを用い、 3.2mm

φの試料管を用いて 22kHzまで閉転させた。 Sc-45NMRの測定は共鳴周波数 225.78

h倒 z、SC(N03)3を化学、ンブトの標準として用いた。
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{結果と考察1Figl ~こf標準物質として用いた Ba:i$C409 のスペクトノレを示すu 結晶学的
に等価li2つの酸素 6配位サイトに対応しで 2本のピークが観測された。標準試料の

瀕定から、化学シブトと配位数、 Sc~O 距離の聞に相関が見られた。 BZS にウいては
Fig2に示したようなピ}クが符られた。 Sc高濃度側になるとピークの形態が変化し

ており、少なくとも 2本以上のピークが重なっている。これはS:c周闘の酸素配位数

の変化に対応していると考えられる。発表ではピータ分権I~結果と焼結温度、雰囲気依
孝子牲はついて報脅するσ

を封 i 総3ミsu:21~ m 主~l

Fig.l Sc-45 MAS Nお銭叩ectrafor Ba3SC40ヲandits peak Sepa印 tion.

主
E
S
Z同

100 120 140 160 180 200 220 240 

Chemical Shift Ippm 

Fig.2 Sひ45MAS-Nち倣spec:traof B aZr l-xSCxU3・6
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P074 lH-27AI FSLG HETCORを用いた AI-MCM-41、

シリカアルミナ系触媒材料の活性点近傍の局所構造解析

(産総研)0高橋利和・岩浪克之・坂倉俊康・安田弘之

FSLG HETCOR Study of AI・MCM・41and Silica-alumina Catalysts Probing the 

Local Structure of AI(lII) Sites 

Toshikazu TAKAHASHI， Katsuyuki IWANAMI， Toshiyasu SAKAKURA， Hiroyuki 

YASUDA， AIST. 

We have found that Al・MCM-41(Si/Al=20) is an excellent catalyst for the 
cyanosi1ylation of organic carbonyl compounds by TMSCN (2008， ChemComm). The 
Al， highly acidic proton， and the ordered mesopore are essential for the catalytic activity. 
To probe the local coordination environment of Al(III) having proton(s) in its c10se 
proximity， we have carried out FSLG HETCOR experiments for the detection of 
'H_.l

' 
Al dipole-djpole interactions. Several numbers of the pea](s those can be 

assigned to AIIV(tetrahedral)-OH， AI1V-OH2， Alv1-O(H+)-Si， Alv1(octahedral)ーOH，
Alv1-OH2， and AlVI-O(H+)・Sihas been observed. The AI-MCM-41(Si/Al=20) has 

every type of AI-OH species that can be responsible for the high catalytic activity. 

【はじめに]われわれは

AI-MCM-41が TMSCN等を口』戸U r"¥ T I¥Jft:"l" PhCHO + TMSCN • ;:MS Catalyst 

用いたアルデ、ヒド、ケトンの CH2CI2， 0 OC 

シアノシリル化反応の効率

よい触媒となることを見出した(スキーム， 2008， 

ChemComm)。この触媒系では Al、プロトン、規則的細孔の

3要素が必須であることがわかっている。固体NMRはアモ

ルフアス材料の局所構造の手掛かりを与えてくれる数少な

い手法のひとつである。シリカアルミナ系触媒中では

Si・O(H+)-Al型架橋酸素上に結合した水素イオンが強い酸性

を示す活性サイトとして働く。ここでは活性点にかかわり

の深い lH_27Al関の双極子相互作用の観測を目指した。

[試料]表に示すように Al

リカア/ルレミナ ASA20(AI-MCM-41とテンプレ一トを用いな

A Mode I structure 

いほかまったく同様の方法で作成したアモルファスシリカアルミナ)(B)を用い

た。触媒活性の測定と同様、直前に加熱乾燥させた状態か、室内の環境で水和

させた状態のサンプルをローターに充填し、適宜測定に用いた。

Al・MCM-41(A) ASA (B) MCM-41 

(SilAl = 20) (SilAl=20) 

Reaction rate constant k / min-
1 
1 1.6 1.3 X 10-4 0.00 

2 -1 b 
BET surface area / m-g 965 157 1056 

3 -1 
Pore Volume / cm . g 1.14 1.21 1.06 

a. Conditions:PhCHO (1.0 mmol)， TMSCN (1.2 mmol)， catalyst (5 mg)， in dry CH2Clz (10 mL)， 
o oC， under Ar. b Obtained by N2 adsorption at 77K. 



【実験】 実験は lH-XMASプローブを備えた BrukerAVANCE NMR装置(VOH: 

400.l3 MHz)上、 4mm砂ローター、回転速度 12.5kHzで測定した。

FSLGHETCOR実験はパルス強度 71旺fZの lHFSLG シーケンス(LlVlH=83.3 

kHz)照射直後、 lH→27Al Ramped CPを行い、 27AlのFIDを観測した。 FSLG時

間を tl、FIDの時間を t2軸として、 96個の FIDを取得し、二次元フーリエ変換

を行った (Fig.1) 0 F1軸の校正ど接触時間策定のために、モノエチルフマル酸の

lH_13C FSLG HETCOR実験を別途行い、接触時間を 200f.iSに設定することで CH2

型ジェミナノレプロトンのシグナノレが分離可能で、あることと、 C-H間距離2.5A以

内のシグナルを選択的に観測できることを確認し、 lH_27Al実験の lH側で同一

の条件を用いた。

【結果と考察]A においては四配位 (AlIV;

'"'"'50 ppm)、六配位 (AlVI; '"'"'0 ppm) ともに

-1 '"'"'2、3'"'"'6、6'"'"'8ppm付近にそれぞれ交差

ピークが見出された(Fig.1)。われわれはこれ

らのシグナノレをそれぞ、れAl-OH(配位水酸

基)、Al-OH2(配位水)、Al・O(H+)-Si(架橋

水酸基)とアサインした。四配位の配位水及

び架橋水酸基は強い酸性を示し、六配位の水

酸基は塩基性をもっサイトとなると推定さ

れる (Fig.2)。なお、配位水のアサインに関

しては、(1)これらのピークが lHMASlDス

ベクトノレの孤立したプロトンに基づくシグ

ナルとは異なるブロードな水の位置にケミカ

ルシフト値を持つこと，

(2) FSLGを用いない

HETCOR実験におい

て、ブロードなシグナ

ルとしてのみ見出され、

ピークとして現れない

こと、の 2点を根拠と

した。結果として Aに

は酸点、塩基点ともに

存在することが分か

った。一方、 Bには四

配位が優勢で六配位がほとんど観測されず、塩基点が見出されなかったことか

ら、高活性発現のためには酸点、塩基点の双方が必要であると考えられる。(本

研究は新エネノレギー・産業技術総合開発機構(NEDO)の支援により行われた)。

AI1V_OH蕗

AI
1V
-OH21i' 
主主 務羽

O(H+)-Si'晴

E-
喰

量

;:J・

聾
Eー「守宰
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Fig.1 1HP AI FSLG HETCOR of A. 
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Fig. 2 Plausible AI(lII) local coordination environments in silica-alumina. 

キーワード lH_27Al FSLG HETCOR， 固体NMR，AI-MCM-41触媒，アモノレフ

アスシリカアルミナ触媒，シアノシリル化反応

0たかはしとしかず、いわなみかつゆき、さかくらとしやす、やすだひろゆき
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P075 超高磁場 21.8TNMRシステムを用いた

TトMg触媒の構造解明

1日本電子(株)、 2東邦チタニウム(株)、 3(独)物質材料研究機構

O中井利仁 1、粛藤雅由 2、内海博明 1、藤田孝 2、出口健三 3、大橋竜太郎 3、

清水禎 3

47.49........ __ -' 25 
Under an ultra high magnetic field of 21.8 T， -" ，-'::1Ti and LJMg NMR spectra 

were， for the first time， observed successfully for materials of practical value. 
47.49.......， _._ -' 25 

The resonance frequencies of"" ，"'::1Ti and L"'Mg at 21.8 T are respectively 52.4 

MHz and 56.9 MHz， whereas the 1卜Iresonance frequency is 929.84 MHz; 
47，49，..; ~~... 25 Ti and LJMg are， what we call， low-y nuclei whose NMR signals are difficult 

to detect under moderate magnetic fields. Specifically in this study， we 
9........ _ . _， 25 

illustrate the ""，コTiand L.JMg spectra of co-milling of TiCI4 and MgCI2， one of 

MgC1r supported Ti-Mg catalysts， promoting polymerization of polyethylene. 
7.49 The ...， ，"'::1Ti spectra change from sharp lines to quadrupolar powder patterns as 

co岨 millingtime increases. The microscopic structures are discussed in details. 

〈序〉 通常、 47，49Tiや 25Mgのように Larmor周波数の低い、いわゆる低y核に対

する NMR測定は困難であり、ちっぱら一部の「好都合な化合物Jに対するスペクト

ルが報告されている。困難の根本的な原因は低い観測周波数に基づく低感度であり、

さらに上記のような四極子核に対しては、 2次回極子相互作用による共鳴周波数の広

がりが一層の感度の低下を招く。この問題を解決し、低y核の NMR測定を通じて実

用的な物質を研究するためには、超高磁場 NMRシステムの開発とその利用が必須と

なる。

我々は、物質材料研究機構に建設された超高磁場21.8TNMRシステムfECA930J

を用いて、実用的な材料物質に対する 47，49Tiおよび 25Mgスペクトルの測定に成功

した。特に本研究では、特定のTi-Mg触媒を題材として、触媒作用機序の発現と微視

的構造の関連の解明を目指している。

〈NMR測定〉・分光計: 物質材料研究機構JNM-ECA930

-プローブ JEOLSH93X4L平衡共振一重共鳴4mmMASプローブ

・静磁場強度 80: 21.84 T eH Larmor 周波数 929.84阿Hz)

・測定核種と Larmor周波数 47，49Ti: 52.4 MHz、25Mg:56.9阿Hz

キーワード: 超高磁場、低y核、 47，49Ti、25Mg、Ti-Mg触媒

なかいとしひと、さいとうまさよし、うつみひろあき、ふじたたかし、

でぐちけんぞう、おおはしりゅうたろう、しみずただし
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く濃!iZ霊試料> . MgCI2担持型触媒として、 MgCI2(無水和物)と TiCI4(neat liquid) 

の混合物を振動ミルにて共粉砕し、粉砕時聞を0、2、5、20時間とした4つの異

なる試料を用意した。なお、この実試料 rTi-Mg触媒jとの比較のため、また 47，49Ti

化学シフト標準として、 TiCI4(neat Iiquid)ち合わせて測定した。

. Ti-阿g触媒はポリエチレン

(PE)重合のための触媒と

して作用することが知られて

いる。その触媒活性 (PEの

yield)と粉砕時間の相関は

右図の通りである。すなわち、

粉砕時間の延長に伴い触媒

活性が車線的!こ向上すること

が確認された。 、鞠J

事 1襲

く41，49Ti関関良測定鱒襲〉 下図に各粉砕時間をかけて用意した4つのTト阿臼触媒

に対する 47，49TiMAS NMRスペクトルを掲げる。比較のため、 TiCI4(neat liquid) 

!こ対するスペクトルを最上に示す。図中には、それぞれの共鳴線の位置(化学シフト

Ippm)と線幅(半値全幅1Hz)を表示している。

町乏アG蜘護軍事>10符主 78甥 6持z

6飴2pp狩官

ヰ1:室料z 叩27~場、軍事 pp符官会主主三主将2芝

-9.雪 pp狩哲

主主主主S持率 m ニ霊感胃ぺ pp約百 1798紙芝
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く47，49Ti スペクト)~b~‘去最す鞠韓親善襲〉 図2に示したように、 TiCl4(neat liquid) 

あるいは粉砕時間むのTiCI4' MgCI2混合物から出発して粉砕時間を延長した場合、

47，49Ti共鳴線の位置および線幅に変化が見られた。粉砕時間 0"-'5時間の試料{ζ対す

るスペクトル(;i5液体スペクトんに類似しており、粉砕時間時閣の試料[ζ対するス

ペクトルは 2次回極子相互作用を反映した四極子粉末パターンである。すなわち最も

自然な解釈として、上記のスペクトル変化は自由なTiCI4液体分子が阿gCI2微粉末粒

子に担持@聞定化される過程を示している。

スペクトルの詳細は以下の通りである。粉砕時間 20時間の試料に対する粉末パタ

ーンは、 2次回極子相互作用に由来する共鳴線の広がり A4および高磁場側への等方

的四極子シフトAoを示している。ここでAoおよびA4は、 2次回極子相互作用と化

学シフトに支配された核に対する共鳴周波数、

V = [Viso + VCSA' P2(cosBm) ] 

+ [ Ao + A2' P2(cosBm) + A4' P4(cosBm) ]， 

の係数である (MASのために P2(cosBm)の環は除去されている)。また当然ながら、

TiCI4 (neat liqu;d)の共鳴線位置は等方的化学シフト1ノisoのみで与えられる。

粉砕時間 0'"'-'5時間の試料は、 TiCI4液体分子と国体Ti原子に対するスペクトルの

「中間的なスペクトルJを示しており、両状態にある丁i原子の速い交換を反映して

いる; 粉砕時間延長に伴う共鳴線位置の変化(高磁場シフト)と線幅の変化(広幅

化)は、交換現象の平衡が液体側から固体側へと漸次、移動することを示している。

線幅(こ関しては次の議論が

成り立つ。四極子粉末パターン

の広がりL1v(;iiX式で与えられる。

議会
p 

同位体47Tiおよび49Tiの諸定数

(右表)より、酉体生来の
47
Ti共鳴線は

49Ti共鳴線のおよそ3倍の広がりをもつ

ことが分かる(右の模式図参照)。

叫

時

前買のτ;-問自触媒スペクトルにおいて、

粉砕時間延長に伴い線幅の比はおよそ 1: 1から

1 : 2 (こ場加しており、完全な国体に対する比

1 : 3固44へと漸近する途中であると推察する

ことができる。この推察が正しければ、上述の「中間的なスペクトルjが液体状態の

TiCI4分子と固体状態のTi原子の交換スペクトんであることを強力に支持するちのと

なろう。
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〈繰曜の換爵""，25問自スペクトJl;> Ti-Mg触媒では高い確度でτi原子の交換が起こ

っているが、同時に、粉砕によって MgCI2粒子径が小さくなることにより、体積磁化

率のために局所磁場が乱れて 47A9
Ti共鳴線が広幅化する可能性は排除できない。

この不均一磁場の効果を評価するために、同じ試料に対して
25

Mg測定を行怠い、

Ti原子の交換がない系として MgCI2を単独で粉砕した場合のスペクトルと比較した。

MgCI2に対する結果は、確かに粉砕による粒子窪減少により、 Ti原子の交換と無関係

に共鳴線の広幅化が起こることを示している。しかし、 TトMg触媒における広幅化は

不均一磁場の寄与を大きく越えるものであり、 Ti原子交換の変化が反映されている。

く共事骨霊平が曜51t告す鞠理現毒装〉 以上のように、問gCI2• TiCI4混合物の共粉砕はTi

原子の液体@自体聞の交換を変化させる。しかし、 Ti原子力SMgCI2自体格子に取り

込まれることはあって志、 MgCI2粒子近傍の TiCI4液体分子全体(または分子中の Ti

原子)が園体格子中に固定化され再び自由な液体分子に戻る速い交換は考えにくい。

現在考えられるモデルは、自由な TiCI4液体分子と MgCI2表面に束縛された TiCI4分

子の交換の平衡が共粉砕と

とち!こ移動するちのである。

医 5正xchan宮emodel 

れ

く縞音量〉 低y核に対して超高臨場 NMRシステムを利用することによって初めて、

TトMg触媒の動的構造が明ら力¥になった。しかしその一方で、触媒作用の機序が充分

(こ解明されたわけではない。広大な触媒化学!こ対して、本研究が NMRを用いた最初

の小さな一歩になることを祈念してやまない。
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P076 各種力ーポンナノファイHーの分子吸着特性の解析

九大先導研九大総理工新日本製錨(株)3，九大産学連携セ4

松尾賢典2，0出田圭子宮脇仁驚藤公児持田勲4 予聖美1

Analysis of molecular adsorption property in various surfaces of carbon nano一首bers

Yoshinori Matsuo2， Keiko Ideta¥ Jin Miyawaki¥ Koji Saito3， Isao Mochida4， Seong-ho Yoon1 

lInstitute for Material Chemistry and Engineering， Kyushu University， 

2Interdisciplinary Graduate School of Engineering Sciences， Kyushu University， 

3Environment & Process T echnology Center， Ironmaking R&D Div.， Nippon Steel Corp. 

4Art， Science and Technology Center for Cooperative Research， Kyushu University 

Carbon nano fiber (CNF) is a promising nano-material for the wide applications to the 

advance energy and environmental devices because of its variety of surfaces， shapes， 

crystalline properties and dimensions. In this presentation， the authors examined adsorption 

properties of polar and non-polar solvents to the specified surfaces of carbon nanofibers. 

Well designed CNFs which have different surfaces of edge and basal ends of molecular 

arrangements were used for 2H-NMR measurements. 

【序論】

カーボンナノファイパー(CNF)はその多様な表面、形態、結品性、及びサイズによりエネル

ギーと環境分野への広範な応用が期待されている。 CNFは基本的に Platelet(PCNF)， Tubular 

(TCNF)， Herringbone (HCNF)の異なる組織を持ち、その表面は炭素六角網面の配列によって

端面と基底面に区別できる。こうした CNFは2800
0

Cで熱処理することによって表面がドーム

型の基底面に変わると共に合成触媒金属が完全に除去され、炭素のみで構成される。これら

の CNFに対して硝酸表面処理を行い、端面部分の形状や官能基を変化させたものに対して、

溶媒を物理吸着させることにより CNFの構造のみの違いによる吸着能の違いを検討すること

が可能である。今回は、極性の異なるいくつかの重水素化分子を吸着させ、固体 2H-NMRを測

定することにより、各種 CNFにおける吸着状態の解析を行った。

[実験】

各種 CNFは、触媒及びガス種の調整により作成した後、 2800
0
Cで熱処理することによって黒

鉛化を行うことによって表面の基底面化を行うと共に合成触媒金属を除去した。さらに、こ

れらに対し硝酸処理を行うことで、表面ドーム構造が除去されて端面が露出した (Fig. 1)。

つづいて、水素処理を行うと、端面の官能基が除去される。 2H-NMR測定は、 ]EOL ECA-400 

(2H; 61. 4MHz， 2H 20を基準 Oppmとした。)を使用し、 6mmφCP川ASプロープを用いた。各

CNFに重水素化液体分子(2H20， C6
2H6等)と混合したものを 8 kHzにて MAS測定し、飽和回復

法により T1を求めた。

キーワード: 国体2H-NMR 炭素ナノ繊維、吸着、極性、端面、基底面

まつおよしのり、いでた けいこ、みやわき じん、さいとう こうじ、もちだいさお、

ゅんそんほ
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[結果と考察l
Fig. 2に示したように、 CNFの表面構造の違いによってgraphitized-TCNFは高磁場側、

PCNFは低磁場組IJに吸着のピークが現れており、硝酸により CNF表面の端面を出すこと

によっていずれも高磁場シフトした。

Fig.1 TEM images of (a) graphit邑zed-PCNF，(b) 

graphitzed-TCNF， (c) HN03 treated-PCNF， and (d) 

HN03 treated-TCNF 

PCNFとTCNFは繊維方向に対するグラフ

ァイト面の方向が約90度異なる。

PCNFの端面がドーム構造 (graphitized-

PCNF) の場合、吸着状態を表すブロードな

ピークは吸着していないシャープなピー

クに対し低磁場側にあるが、硝酸処理を施

すことで端面を露出させると高磁場シフト

し、シャープなピークとの化学シフト差が

無くなっている。

対して、 graphitized-TCNFは高磁場側に

吸着ピークが出ており、硝酸処理後はさら

に高磁場シフトする。これらの現象は吸着

10 

X:2H 

。

一1010

-10 

Fig.2 2H-MAS spectrum of graphitized or HN03-

treated CNFs. Adsorbed molecule of (a)一(d)and 

(e)ー(h) is C6
2H6. 2H 20， respectively. (a)，(日);

graphitzed-PCNF， (b)，(f); graphitzed-TCNF， (C)，(g); 

HN03 tr邑ated-PCNF，and (d)，(h); HN03 treated-

TCNF. 

分子の極性にかかわらず、類似の傾向にあり、それぞれCNFの構造を反映しているも

のと考えられる。

さらに、吸着分子が2H20の場合はその変化が顕著に表れており、分子の極性の影響

が現れたものと考えている。

今後、端面数とT[測定による吸着強度の定量的相闘を更に検討する予定である。
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P077 多核国体NMRを用いた電気二重層キャパシタにおける

電解質イオン挙動の解析

1九州大学先導物質化学研究所、

2新日本製餓(株) 環境・プロセス研究開発センター製銑研究開発部

O 斎藤正規入金泰増 1、張相敏 1、出田圭子 1、宮脇仁 1、驚藤公児 2、

O す聖美 l、持田勲 1

Behavior of Electrolyte Ions in Electric Double Layer capacitor by Multiple-Quantum 

Solid State NMR 

1 Institute for Materials Chemistry and Engineering， K;戸lshuUniversity，2Nippon Steel 

Corporation Environment & Process Technology Center; Ironmaking R&D Div. 

OMasanori Saito1， Tae-Gon Kim¥ Sang-Min Jangl， Keiko Ideta1， Jin Miyawakil， 
Koji Sait02， Seong-Ho Yoon1， Isao Mochida1 

The anion behaviors of EDLC electrolyte were examined using solid NMR method. 

Chemically activated carbons with various surface areas (500-2000m2/g) and pore size 

distributions were selected as e1ectrode materials of ED LC. Tetrafluoroborate anion (BF n in 
organic EDLC showed sharp and broad peaks at the impregnated， charged and discharged 

states， which meant different ionic patterns according to the adsorption states. The authors 

assigned that the sharp peak is ascribed to企'eeBF4-and broad peak to the adsorbed BF4-on 

the pore wall surfaces， respectively. The longitudinal relaxation.time (Tl) of each peaks were 

also obtained at each impregnated， charged and discharged states. T 1 decreased at the charged 

state， meaning the constrained state of ions by也efonnation of elec佐icdouble layer. 

1.はじめに

電気二重層キャパシタ (ElectricDouble Layer Capacitor: EDLC)はサイクノレ特

性、急速充放電、寿命などの点で優れており、電気貯蔵デバイスとして期待されてい

る。こうした電気二重層キャパシタの容量とレート特性は、電解質を形成するイオン

の挙動によって影響されると知られている。しかしながら、電気二重層を形成する活

性炭の表面と気孔内におけるイオンの挙動はまだ明らかになっていない。

本研究では、賦活条件を精密に制御し様々な表面積や気孔サイズを持つ活性炭を調

製した。これらを電極とし、充放電時、有機系と無機系電解質イオンの挙動を多核固

体NMRで調べ、表面積と気孔のサイズに対するイオンの充放電挙動を精密に検討した。

キーワード:多核国体N腕、活性炭、電気二重層キャパシタ

著者ふりがな:さいとうまさのり、きむてごん、じゃんさんみん、いでたけいこ、

みやわきじん、さいとうこうじ、ゅんそんほ、もちだいさお
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主塞墜
高密度粒子状コークス (HighDensity Particular Cokes : HDPC) をKOHで薬品賦活

することで調製した。電気二重層キャパシタ用電極は、調製した活性炭を活物質、ケ

ッチェン・ブラック (KetjenBlack:KB)を導電材、ポリテトラフルオロエチレン

(Polytetorafluoroethylene:PTFE) をパインダーとし、それぞれ8: 1 : 1の割合で混

練し作成した。作成した電極を有機系 (Et4NBF4)および無機系 (D2S04)の電解質溶液

中で2.5Vまで充放電させた。電解質溶液の含浸、充電、及び放電状態の電極について

]EOL ECA400 llB国体NMR(llB: 128. 3MHz)で測定を行い、電解質イオンの状態を調べた。

3.結果と考察

活性炭はKOH/HDPC比や賦活温度を変化させる

ことにより、表面積を5oom2/g""'-'2000m2 
/ gの範囲で

調整することができた。 KOH/HDPC比や賦活温度が

高くなると表面積が増加する傾向を示した。

一例として、表面積1200m2/gの活性炭 (M1200)

を用いた有機系電気二重層キャパシタのキャパ

シタンスはおよそ31F/g(15F/ml)を示した。Fig.1 

にM1200を用いた電極の正極について固体llBNMR 

測定を行った結果を示す。いずれの状態において

も幅広いピーク (A) と鋭いピーク (B)が観察さ

れた。ここで、 (A)は細孔内に吸着しているBF4、

(B)はフリーなBF4によると考えた。これらのピ

ークの緩和時間 (T1) をTable.Hこ示す。充電時

のT1が他の状態に比べ短くなっている。これは、

正極とアニオン (BF4-) が強く相互作用している

ことによりT1が短くなったためと考えられる。

発表では、異なる表面積を有する活性炭の測定

結果をまじえて、表面積、気孔サイズ、電解質イ

オンの影響について報告する。

Table.l Longi tudinal relaxation time (T1) 

of two peaks at impregnated， charged and 

discharged states. 

~盛
4.35 s 
0.40 s 
5.05 s 
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P078 固体NMRを用いた木質材料と各種溶液の相互作用の検討

独立行政法人産業技術総合研究所サステナフツレマテリアル研究部門)， 計測

フロンティア研究部門2，0杉元宏行)，三木恒久)，金山公三)，西田雅一2

Study on the interaction between wood materials and various solvents with the solid state NMR 
method 
Materials Research Institute for Sustainable Development， AIST 

Abstract: To c1arifシtherelationship between the fine structure and the properties of wood 
materials， we performed solid-state NMR analysis on the wood materials and the cellulose 
pulp(Cel) impregnated with、varioussolvents. Despite being above me1ting tempera加 eof 
solvents， "c CP/MAS NMR spectra were observed in the wood materials in accordance to 
Ethylene Glycol (EG) and Methanol (MeOH). These resu1ts suggested that the movement of the 
solvent molecules in wood was restricted in the micro pore. This assumption is consistent with 
the dielectric and dynamic mechanical measurements results in our preceding studies. On the 
other hand， a1though MeOH peak was observed in Cel above me1ting temperature， EG peak was 
not observed. The micro pore which can restrict the movement of EG may Ifot exist in Ce1. 

【緒言]

近年、石油資源由来フ。ラスチックの代替として、木質材料が注目を集めている。その構造・物

性に関する知見の蓄積は、木質材料をベースとした新しい機能性材料とその工業的な製造・加

工に必要不可欠である。木質材料は、結晶・非結晶性セルロースおよびへミセルロース、リグニ

ンが水素結合により複雑に絡み合った構造を持っていると考えられているため(図1)、微細構

造変化と物性との対応については、解明されていない点が多い。 特に、水をはじめとした水素

結合性の溶媒による吸・脱着は、木質材料の著しい強度と寸法の変化を招くが、それに伴う微

細構造の変化についての詳細は不明で、ある。

これまで、発表者らは、様々な含水率の木材に対して誘電緩和測定および動的粘弾性試験

を行い、木質材料の微細構造と水との相互作用について調べてきた。その結果、木質材料中

の水酸基などの吸着点を有するナノ空間に束縛された水分子は、氷類似の運動性を持ってい

ることを明らかとした。

本研究では、各種溶媒(EG:エチレングリコーノレ、 MeOH:メタノーノレ、 EtOH:エタノーノレ、

Tol:トノレエン)を吸着させた木質材料に対して温度可変13CCP/MAS測定を行うことにより、上

記微細空間中での液体の運動性と木質材料との相互作用について検討した。

Key Word: Wood Materials， Solid"state NMR， Solvent， Variable temperature， 
Ethylene glycol 

すぎもとひろゆき、みきつねひさ、かなやまこうぞう、にしだまさかず
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[実験】

奈良県産ヒノキ(Chamαecyparisobtusa)の辺材部をウィレーミノレにより粉砕し、細胞構造が保た

れる 100meshオンの粉末を選別した。この粉末とそれに各種溶媒(EG:エチレングリコール、

MeOH:メタノーノレ、 EtOH:エタノール、 Tol:トルエン)を減圧含浸したものを試料として用いた。

固体NMR測定は、乾燥試料については、 Varian社製 Inova300でDoty社製 7mm国体用プ

ロープを用い、試料回転数 4krpm、CPtime: 2 msecで行い、溶媒含浸試料については、

Varian社製NMRsystems400で、Varian社製4mmリキッドローターを用い、試料回転数:10k rpm、

CP time: 2 msec、測定温度-50'"'-'100
0
Cで、スペクトル測定を行った。

{結果・考察]

図 2に種々の温度で測定を行った

EGを含浸したヒノキの13C固体NMRの

スベクトルを示す。 EGの融点(-

12.6
0
C) 以上であるにもかかわらず、

全ての測定温度で 63ppm付近にEGに基

づくピークが検出された。木質材料単

独ではこのピークは観測されないため、

これは木質材料中のEGによるものと Fig.l.Schematic illustration 0ぱfthe児efine 

考えられる。これまでの誘電緩和およ

び動的粘弾性測定によるわれわれの研究におい

て、吸着している溶媒分子の運動に基づく緩和

がArrhenius型を示すことを明らかにしてきてお

り、その原因として、細胞壁中のマイクロ孔(図

1 )内に閉じ込められた吸着分子が局所的な運

動性を持つためであると推察してきた1)。また、

その運動性は極度に低下しており、例えば水の

場合は、氷と類似の運動性を示すことを明らか

にしている2)02msecのCP条件下で、EG由来のスベ

クトルが得られたことから、木質材料中のEGの

運動性が極度に低下していることが推察され、

この結果は上記仮説を支持するもので、あった。
120 100 80 60 40 

一方、セルロースバルブ。にEGを含浸させた場合、 Fig.2.Solid.state刊 NMRspectra of EG-Wood 

同様のピークは観測されなかった。次に、 MeOH

について同様の測定を行ったところ、融点以上であるにもかかわらず、木質材料・セル

ロースパルプ。共にMeOHのピークが見出された。これらのことから、溶媒を閉じ込める

微細な空隙がセルロース微結晶聞に存在に存在すること、およびその空隙の性質が木質

材料とセルロースバルブ。とで異なることがそれぞれ推定された。今後、極性および分子

寸法の異なる溶媒分子についても検討し、それらと木質材料との相互作用についても検

討する。

1) H.Sugimoto， T. Miki， K. Kanayama， M. Nishida， Nth Intemational conference on TIMES 
OF POLYMERS and composites， AIP Conference Proc. 2008 

2) H. Sugimoto， T. Miki， K. Kanayama， M. Norimoto， J. NorトCryst.Solids.， 354 (27)，2008 
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P079 固体NMRによるフェリチン結品の水和水

のダイナミクスの研究

(金沢大院・自然) 0新屋隆士，宮東達也，水野元博

Solid NMR study of hydrated water dynamics in ferritin crystals 

エA盟主盆， T. Miyatou， M. Mizuno 

Graduate School ofNatural Science and Technology， Kanazawa Universi句r

In this study， we prepared ferritin， the protein involving paramagnetic Fe. We measured the 

temperature dependence of 2H NMR spectra and spin-lattice relaxation time (Tr) for the 

powder samples with different amount of hydrated water. Magnetization recovery showed two 

components. The minimum of Tr were observed at about 260 K for the short component. The 

long component could be fitted by single exponential function. The 2H spectra showed 

asymmetric line shape due to the effect of paramagnetic meta1. The temperature dependence 

of 2H NMR spectra and Tr were simulated by considering the quadrupole interaction and the 

dipole interaction between the 2H nuc1eus and the Fe3+ ion. The dynamics ofwater molecules 

in the ferritin crystal were analyzed. 

<序>

近年、タンパク質結晶は構造解析のために用いられるだけでなく、新規機能性材料

としても注目されており、様々な物性研究が行われている。フェリチンは、直径約 13

nmの球状タンパク質で、中心に空洞を持ち、空洞内に鉄(1lI)イオンを取り込んでいる

ことが知られている。金属イオンを有するタンパク質結晶は、新規の半導体加工技術

としての応用が期待されている。また、タンパク質結品は水和量による構造や機能の

変化が示されてきた。このようにタンパク質結晶の構造や機能は、水和水の影響を大

きく受けるため、水和水の局所的な構造やダイナミクスの解析はタンパク質結晶の物

性の研究において極めて重要である。本研究では、常磁性金属の鉄(1lI)イオンを含ん

だ異なる水和量のフェリチン結品について、固体重水素 NMRスベクトル、およびTr
を室温から司100oc以下の温度領域について測定を行った。フェリチン結晶中の水分

子の様々な運動と常磁性金属の影響を考慮した、スペクトルおよび Trのシミュレー

ション解析によって、異なる水和量のリゾチーム結品についてそれぞ、れ水和水の挙動

を詳細に調べた。

<実験>

ウマ牌臓由来のフェリチンを重水で3回再結晶することによって水分子を重水素化

しこれを試料とした。水和量は、重水蒸気を吸着させる時間と乾燥時間によって調

節した。 2HNMRの測定は ChemagneticsCMX-300を用い、共鳴周波数45.818MHzで

行った。 2HNMRスペクトルの測定は四極子エコー法と exocyc1e四極子エコー法[1]、

Trの測定には反転回復法を用いた。

重水素NMR、タンパク質結晶、常磁性

あらやたかし、みやとうたっや、みずのもとひろ
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Fig. 1 Temperature dependence of旬 NMRT1for(的wetsample and (b) dry sample. 

<結果>

Fig.lに水和量の異なる 2種類の重水素化フェリチンの T，の温度変化を示す。どち

らの試料においても short成分は 260K付近に水分子の等方回転運動に伴う極小が観

測された。水和量の多い試料が、より等方回転運動

による極小の影響が顕著に現れた。 T，の極小付近で

BPPの理論式を用いてフィッティングを行うと水分

子の運動の活性化エネルギーが、水和量の多い試料

は 19kJmor'、水和量の少ない試料は 16kJmor'と見

積もられた。また、 short成分は 240K以下で、高温

側の nの曲線からずれ、単一の指数関数によってフ

イツティングができた。 long成分は、両方の試料と

もすべての温度領域で単一の指数関数によってアイ

ッティングができた。

Fig.2に2HNMRスベクトルの温度変化を示す。水

和量の多い試料は、室温領域で水分子の速い等方回

転運動による中心付近のシャープρな成分が観測され

た。温度の低下とともに等方回転運動が徐々に遅く

なり、ブロードな成分が現れた。ブロードな成分は

非対称な線形となっているが、これは常磁性金属の

影響による歪みであると考えられる。水和量の少な

い試料は室温からブロードな成分が観測された。

2H NMRスベクトノレの中心付近のシャーブρな成分

は、ブロードな成分よりも早い磁化の回復が観測さ

れた。 short成分は中心付近の成分、 long成分はブロ

ードな成分で、このことからも、 260K付近に見られ

る T，の short成分の極小は水分子の等方回転運動に

伴うものであると予想される。

常磁性金属の効果を考慮したシミュレーションを

用い、 2H NMRスベクトルの変化についても解析を

行う。

(a) 250 200 T(K) 166.7 、‘，，，'b
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Fig. 2 Temperature dependence of 
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[1] S. Antonijevic， S. Wimperis， J. Magn. Reson. 164 (2003) 343. 
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P080 超高温in・situNMRプローブの開発とガラス材料への

応用

新日銭先端研[1]、日本電子[2]

0金橋康ニ[1]、山腰良晃[2]、気回住喜[2]

Development of in-situ high temperature NMR probe and. its 

application to a glass material 

Advanced Technology Research Laboratories， Nippon 8teel Corporation[1]， 

JEOL Ltd.[2] 

K吋iKanehashi[1]， Yoshiaki Yamakoshi[2] and Yoshiki Kida[2] 

A new in-situ high temperature NMR probe has been developed for 9.4 

T (1H: 400 MHz). The probe stably works up to 1500 degrees C. Tuning 
covers a very wide frequency range， 400 -61.1 MHz， and major inorganic 

nuclei composed of glass， ceramics， catalyst etc. such as 31 P (161.83 

MHz)， 11 B (128.27 MHz)， 27 AI (104.17 MHz)， 298i (79.43 MHz) are within 

this range. Irradiation of RF fields is very effective: 208 and 43 kHz .at 25 

and 1500 degrees C for 27 AI， respectively. We have obtained preliminary 

results of the temperature dependence (25 -1500 degrees C) of 27 AI and 

298i NMR spectra for a calcium aluminosilicate glass. 

無機材料の高温溶融状態(10000C以上)の構造を直接捉えることは、地質・地

球科学の学術分野ばかりでなく、産業分野に対しても重要な知見を与える。製

鉄業においても、複合無機溶融酸化物は鉄の純度を高めるための重要な役割

を果たしている。それらの融体の解析法としては、これまで高温X線やラマン分

光が中心で、あったが、詳細な解析を行う上では未だ十分な情報が得られている

とは言い難い。 NMRは核種別の局所構造情報のみならず、ダイナミクスに関す

る情報を得られる点で非常に魅力的な手法であるが、最高測定温度に限界が

あった。

そこで今回、室温から15000Cまで、の温度域でのin-situでのNMR測定が可能な

プローブを新たに開発した。さらに、その有効性を示すために、無機ガラスの代

表的成分系であるカルシウムアルミノシリケート(CA8)ガラスが、温度上昇に伴っ

て融体へと変化する際のin-situNMRスペクトルを取得したので報告する。

超高温in-situプローブ， 1500
o
C，ガラス，溶融状態

かねはしこうじ，やまこしよしあき，きだよしき
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くIn-situ staticプローブ概要>

測定温度:室温-15000C+α

コイルおよびヒーター線:Mo線

測定雰囲気:高温では不活性雰囲気

に限定(常温では特に問わず)

試料管:BNあるいはAI203製

観測周波数範囲 :400MHz-61.1 

MHz 

主な測定対象核 (9.4T): 1H， 19F， 

31p， 7Li， 11B， 23Na， 27 AI， 207Pb， 29Si 

くNMR測定>

Fig. 1に27AIの900

パルス幅の温度依存

性を示す。温度上昇に伴い、パルス幅は長

くなっていくものの、 15000CIこ達しても比較

的強いRFを照射することが可能である。

Fig.21こは、当該プローブを用いて測定し

た43.1CaO-12.5 AI203-44.4 Si02ガラス

(Tg: 810oC， Tm: 12650C)の一連の27AI

NMRスペクトルを示した。 Tgを超えたあた

りから分子運動が急激に高まり、 motional

narrowingが観測された後、 10000Cを超え

たあたりから四極子核特有のmotional

broadeningが観測された。Tmを超えると四

極子相互作用は完全に平均化され、融体

の粘性の低下と共にシグナルがシャープに

なっていく様子が観測されるのと同時に、

AI平均配位数の上昇が示唆された。

また、 29Siにおいても、温度上昇に伴い、

化学シフト異方性が減少してシグナルが

シャープになってL'(様子が観測された。
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Fig. 1 Temperature dependence of 90 deg 
pulse widths for 27AI from 25 to 15000 

C. 

一次二

Fig.2 27AI static spectra for the CAS glass and 
melt from 25 to 1500 0 C 

以上のように、当該プローブ、を用いることによって、任意の温度でのスペクトル

測定(および緩和時間測定)が可能となる。今後、いくつかの無機ガラス系に関

して、多核種のデータの蓄積を行い、高温溶融状態の解析を実施していく予定

である。
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P081固体NMRによるカテキン類とPン脂質膜との相互作用解析

(静岡県大院生活健信州大農 2横浜国大院工 3)

0植草義徳上平美弥杉本収丹治健一中村浩蔵 2 石 井 剛 志

熊津茂則内藤晶中山勉 I

Interaction of tea catechins with phospholipid bilayers as revealed 

by solid-state NMR spectroscopy 

1Department of Food and Nutritional SGIences， UniversiのJof Shizuoka 

2Department of BiosGIence and Biotechnology， Shinshu Universiη 
3Graduate School of Engineering， Yokohama Nationα1 University 

Yoshinori U ekusf!1， Miya Kamihira1， OsamuSugimoto1， Ken-ichiτ'anW， Kozo Nakamura2， 

Takeshi Ishii1， Shigenori Kumazawa1， Akira Naito3， and Tsutomu Nakayama1 

Epicatechin gallate (ECg) is one of catechins found in green tea， and has various 

physiological effects. We have reported that ECg strongly interacts with the surface of 

phospholipid bilayers of bicelles by NOESY experiments in the solution state. In this study， 

we investigated the dynamics and orientation of ECg in DMPC liposomes by solid-state 13C 

and 31p NMR spectroscopy using 13C labeled ECg (C3C]-ECg). Results of these experiments 

indicate that [13C]-ECg molecules rotate about the bilayers normal with the constant ti1t angle 

to the axis because they provide a axially symmetric powder pattern in the solid-state 13C 

NMR measurements. Furthermore， we obtained the 13C_31P intermolecular distance between 

[13C]-ECg and phosphate group in DMPC with 5.8 :t 0.2 A by using 13C_31P REDOR method. 

【序論】 Epicatechingallate (ECg) (Fig. 1)は緑茶中に含まれるカ " 

テキン類の一種であり、抗菌作用や抗酸化作用などの様々な生理 問

機能を有している。カテキン類の生理機能メカニズ、ムは詳細には解

明されていないが、我々はこれらの生理機能を発現するためには

第一段階として脂質二重層への相互作用が重要であると考えてい

る。モデ、ノレ生体膜である小型のパイセノレ (isotropicbi化C印cell同e的)にカテ 酬 10。

キン類を作用させ溶液NMRCH NMR， Tj緩和時間測定，NOESY) 即 ιtr叫 吋 問 崎

を測定したところ、カテキン類は脂質二重層の表面付近と相互作用し、カテキン類の B環と

galloyl基が重要であることを明らかにした 1，2)。しかし、脂質二重層中におけるカテキン類の

動的挙動についての情報はあまり得られていなかった。そこで本研究では、国体 31p，13C 

NMRや REDOR法を用い 13C_31p距離測定、多重膜リポソーム (MLV)中における動的構

造や配向性の情報を取得し、カテキン類と脂質二重層との相互作用メカニズムを解明するこ

とを目的とした。

キーワード:カテキン，脂質二重層，固体NMR，相互作用， REDOR 

うえくさよしのり，かみひらみや，すぎもとおさむ，たんじけんいち，なかむらこうぞう，

いしいたけし，くまざわしげのり，なし1とうあきら，なかやまっとむ
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【実験方法】化学合成した[I3C]-ECg(Fig. 1)とDMPCを、モル比が 1:20になるように量

り取り、トリス緩衝液 (20mM  Tris， 100 mM  NaCl， pH 7.0)を加えて水和した。その後、凍

結・融解操作を繰り返して MLV試料溶液を作製した。固体 会 * L1pld内

NMRスベクトノレは ChemagneticsCMX infinity-400 NMR分

光器を用いて測定した。水和試料に対して DD

DD-static法を用いて3lp及びI3CNMR測定を行つた。さらに

急速凍結・凍結乾燥させた粉末試料を用いて、 CP-MAS法に

よる低速 MAS測定を行った。また、[I3C]占CgとDMPCのモ i i i 寸行寸T 寸ヤー寸

/ルレ比が 1上:ゴl叩Oになるように量り取り札、同様に粉末試料を作製し 悶 2白制帥包門附附R叩{但仰o凹町0.. 喝噛句刷制tf，血f何刷巴

て13C一_31pREDOR測定を行い、 [13臼3C]-ECgのカノルレボ、ニル炭素 川 MP同c引ffp

とリン脂質のリンとの分子間原子間距離測定を試みた。 UNREDOR

{結果と考察】固体31pNMR測定において、 ECgが作用

した MLVのスベクトノレは非存在下 3)と比較して、化学シ

フト具方性及び九。の値に変化が見られた。さらに温度を

* Lipid (C=O) 

Jい
変化させると、それらの値にも変化が観測された。この結 掴 捌 畑同訓 醐 畑町

果より、 ECgは脂質二重層と相互作用することで、膜の流 Fig. 3. 13C_31P臨 132P;;urmriF01mltposomes

動性、特にリン脂質のリン酸基の運動性に影響を与えて

いることが示唆された。一方、固体 13CNMR (DD-static) I S/~o 

では、 OI/とムの 2軸で表される軸対称粉末線形 (Fig. 日

2)を示した。この結果、 ECgは脂質二重層中で 1軸対称 0.5 

回転運動を行っていることが明らかとなった。また、粉末

試料を低速 CP-MAS(2000 Hz)測定したところ、運動の 附 阿

5.8A 

ない状態のサイドバンドパターンを得る事に成功した。現 向 4ThemtiC312P4121137ZTPMme脚 Idata 

在は得られたこれらのスペクトルから、カノレボ、ニル炭素 rγH 
の化学シフトテンソルの主値 (Ou，O釦 O33)の決定と軸 てì(J....~\。H i 

、、f、、/.""'"、
対称回転運動の詳細を解析している。 !H ム A 叫 5.8A

13C_3Ip REDORの測定を行ったところ、 ECgのかレボ ぺえ
ニル炭素にREDOR効果による信号強度の減衰が観測 OH 

された (Fig.3)。この信号強度の減衰を理論曲線にフ

イツテイングPさせることで、 ECgのカルボ、ニノレ炭素と MLV Fig. 5. :ntt; ;~::~~:~~:~'::~~:t~O;yO~~ci話tZ2rrE旬

構成リン脂質のリンとの間で分子間I3C_31p原子間距離を算出した (Fig.4)。その結果、そ

の原子間距離は 5.8:t 0.2 Aであり、先行研究における NOESY実験で得られた結果を支

持するものであった。さらに、リン脂質分子内コリン基のトリメチル基炭素とリンとの REDOR

効果も観測され、同様の解析からこれらの分子内原子間距離は 5.1:t 0.2 Aであり、 ECgと

の分子間原子間距離と同程度の値であった。本研究で得られた固体NMRの結果は、脂質

二重層に相互作用したカテキン類の動的状態を表す重要な情報であり、カテキン類と脂質

二重層との相互作用メカニズムの解明につながると期待される。

[参考文献]1) Uekusa， Y. et al.， J. Agric. Food Chem. 55，9986-9992 (2007). 
2)第 46回NMR討論会講演要旨集 p.1l4(2007). 

3) Kajiya， K. et al.， Biosci. Biotechnol. Biochem. 68， 1743-1747 (2004). 
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P082 間体NMRによるサーモトロピック液晶 6BAの

局所構造解析

I金沢大学大学院自然科学研究科、 2物質・材料研究機構

O鈴木陽 1，2、水野元博 1、村上美和 2、丹所正孝久清水禎2

Local-Structure Analysis ofThermotropic Liquid Crysta16BA using Solid田 StateNMR

1Graduate School ofNatural Science and Technology， Kanazawa University， 

2National Institute for Materials Science 

You Suzuki1，2， Motohiro Mi却 no1，Miwa Murakarni2， MasatakaTansho2， and Tadashi Shirnizu2 

4・n-alkylbenzoicacid (nBA， n is the number of carbon of alkyl chain) has a liquid crystal 

phase for n~4. The crystal-nematic transition temperature of 6BA is 370.5 K， and the 

nematic-isotropic transition temperature is 385.7 K. From an investigation using in企ared

spectra， it is known that 6BA form dimmer (Fig.l) by two hydrogen bonds in crystal phase， 

and some of dimmer open one of their hydrogen bond in nematic phase. In this study， we 

investigate the molecular dynamics and orientation of 6BA by measuring 2H NMR and 13C 

NMR spectra and spin-lattice relaxation time. 

[序]

国体 NMRは分子の運動や配向分布などの情報を

与え、機能性材料の研究に用いられている。液晶性

物質においては磁場や電場に対する分子の配向性を

調べるのに固体 NMRは有効である。本研究では、

企 n-アルキル安息香酸(nBA:nはアノレキノレ鎖の炭素

数)について分子の配向性および運動性を調べた。

nBAのnが4以上のものは液晶相を持つ。また、nBA

のカルボキシノレ基部分が水素結合のプロトンドナー

として利用でき、ピリジン環を含む物質などのプロ

トンアクセプターと混合することで新たな液晶性物

質を作ることができる液品材料としても注目されて

いる。これまでに DSCの概定(1)から 6BAの結晶一

ネマヂック相転移点は 370.5K、ネマチック一等方性

液体転移点は 385.7Kであることが分かつている。

また、赤外吸収スベクトルによる研究(2)から 5BA

2H NMR， 13C NMR， liquid crystal， 4-n-alkylbenzoic acid 

¥引0ゴ同¥

¥叫一日/

2日¥
ロlonomer

Fig. 1 Structure of 6BA dimmer 

すずきょう、みずのもとひろ、むらかみみわ、たんしょまさたか、しみずただし
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および 6BAについては結晶相ではカルボキシノレ基が向かい合った二量体構造(Fig.1)

であり、;夜品相では水素結合していない C=O結合が存在しているため、一部の二量

体が解離し始め、単量体となることが知られている。本研究では 6BAについて国体

2HJ3C NMRのスベクトル及び、スピンー格子緩和時間(T])を測定し、結品相、液品相の

局所構造について考察した。

[実験]

試料は 13CNMRの測定では東京化成工業の 6BAを用いた。固体 2HNMRの測定で

は試料を重エタノーノレで、再結品し、カノレボ、キシノレ基の水素を重水素化したものを用い

た。固体 2H，13CNMRのスベクトル及び、 T]の測定には ChemagneticsCMX-300 (7.0 T) 

およびJEOLECA・500(11.7 T)を用い、2HNMRの測定周波数はそれぞれ45.8，76.3 MHz， 

13CNMRの測定周波数は 75.125MHzで、行った。 2HNMRスベクトノレの測定には四極

子エコー法を、 T]の測定には反転回復法を用い、 ]3CNMRスペクトルの測定には

CP-MAS法、 T]の測定には Torchiaのパルス系列を用いた。

[結果と考察]

結晶相である 293Kの固体2HNMRスペクトル(Fig.2)から四極子結合定数は 150::t3 

kHz、非対称パラメータは 0.10土0.05と見積もられた。また、相転移点付近では結品

相のブロードなスペクトルと液晶相のシャープ。なスベクトルが混在しており、 373K 

以上の液晶では 2本の鋭いピークのみとなった。このスベクトノレの分裂幅から分子の

配向状態を示すオーダーパラメーターを求めたところ温度上昇とともに減少し、共鳴

周波数が 45.8MHzによる測定で、オーダーパラメータの減少は顕著で、あった。これは

強磁場が中では温度を上げても分子が配向性を保っていることを示している。
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o 76.3 MHz 
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Fig. 3 Temperature dependence of order 

parameter obtained by 2H Nお1Rspec回.

Fig. 2 2H NMR spectra of 6BA. v =45.8 MHz 

(a) nematic phase (b) transition temperature 

(c) crystal phase 

(1) Manuel J. S. Monte et al. J. Chem. Thermodynamics鍾 (2004)385・ 392

(2) Takashi Kato et a1. Bull. Chem. Soc. Jpn.重量(1993)358ト 3584
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P083 HBABのネマチック液品相における

固体高分解能 13CNMR

0萩原祥子，藤森裕基 日本大学大学院総合基礎科学研究科

High-resolution !3C NMR ofHBAB in nematic phase 

OShoko HAGIWARA and Hiroki FUJIMORI. 

Graduate School of Integrated Basic Sciences， Nihon University 

High-resolution !3C NMR experiments were performed in nematic and iso位opic-liquidphases 

of liquid crystal， N-p-hexyloxybenzylidene-p-aminobenzonitri1e (HBAB). Complete 

assignments of the !3C NMR lines on the nematic phase aligned in the magnetic field have 

been established for HBAB. Spin-lattice relaxation times (Tj) of the !3C NMR lines were 

measured by 1t-'t-1t/2 pulse sequence. The temperature dependences of the Tj of all carbon 

atoms showed continuous in the nematic phase. 

[緒言]N-p-hexyloxybenzylidene-p・aminobenzonitri1e(HBAB， Fig. 1)は、特定の温度範囲

内で液晶相を示す。高温側から分子の配向、配列が共に無秩序で分子が自由な運動を

している等方性液体(1)相、分子配向に一軸性の秩序をもっネマチック(N)相、そして

分子配向及び分子の重心位置に三次元の周期性をもっ結晶(c)相へと相転移する。

HBABは同じく液晶物質である 4-octyloxy羽田(4-cyanobenzylidene)ani1ine (CBOOA， Fig. 

2)との混合系において大気圧下でリエントラントネマチック相を形成することが知

られている[1，2]0 この様な液晶相の形成には、分子構造やそれに伴う分子間相互作用

が密接に関与している。そのため、液晶相形成のメカニズムの解明にはメゾスコピッ

クな領域における研究が必要となる。しかし液晶相においては、その流動性の高さの

ため一般的な構造解析法が適用されない。そのため、分子の各構成原子核について測

定することのできる NMRは、液晶の物性研究において非常に有用な測定法となる。

しかし、液晶の物性研究における NMRの利用には、液品相におけるスベクトル帰属

法の確立が必須となる。そこで本研究では、液晶相転移後に生じる配向誘起シフト

(AIS)の大きさ及びその符合の比較を各炭素核で行い、その結果の帰属への利用を試み

た。帰属を決定した後、各炭素核におけるスピン 格子緩和時間(Tj)を測定した。

Keyword:固体，高分解能，液晶，帰属，スピンー格子緩和

はぎわら しょうこ・ふじもり ひろき
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[実験]重クロロホノレム溶媒における HBABの IHNMR，13C NMR，及び lH_13CCOSY 

NMR測定を行い、溶液における各スペクトルの帰属を行った。磁場中で配向させた

静止試料に対しては温度範囲 328'"'-'383K、共鳴周波数 67.94MHzにおいて 13CNMR 

測定を行った。 AISを基に帰属を決定した後、各炭素核における T1測定をπ τ一

π/2パルス系列における反転回復法により測定した。

[結果・考察]Fig. 3はHBABのI相(a)とN相(b)の 13CNMRスペクトノレとその帰属結

果を示す。 HBABにおける各炭素核の T1測定の結果を、類似化合物である CBOOA

における結果[3]と比較すると、分子末端シアノ基における相互作用が液晶の層形成に

関与している可能性が示唆された。

H 8 9 

ιa-N+D旦。へん♂ 16

Fig. 1. Molecular structure of HBAB and numbering of carbon atoms. 

Nぶ O半N包 20
13 15 17 

12 14 16 18 

Fig. 2. Molecular s加lCtureof CBOOA and numbering of carbon atoms. 

③@4b@ 

(a:l 

Fig. 3. 13C NMR spectra of CBOOA in 1 phase (a) and N phase (b). 

[1] P. E. Cladis， R. K. Bogardus， and D. Aadsen， Phys. Rev. A18， 2292 (1978). 

[2] D. Guillon， P. E. Cladis， D. Aadsen， and W. B. Daniels， Phys. Rev. A21， 658 (1980). 

[3] S. Hagiwara， Y. Iwama， and H. Fujimori， Complex Systems， 725 (2008). 
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P084 気体拡散挙動からみた高分子のガラス状態

-NMR法によるデータをもとに

吉水広明，神野哲史， 0岡津誠裕

Characterization of the Polymer in Glassy State through Gas Diffusion 

Behaviors by NMR Spectroscopy 

Graduate School ofEngineering， Nagoya Institute ofTechnology 

Hiroaki Yoshimizu， Satoshi Jin-no， OMasahiro Okazawa 

In this study， the gas transport behaviors of a glassy polymer were discussed 合om
the spectrum width of the gas in the polymer and the self-diffusion coefficient 
determined by pulsed field gradient (PFG) NMR and 129Xe NMR methods for the 

poly(phenylene oxide) (PPO) such as a glassy polymer. The relationships among 
self-diffusion coefficient， 129Xe NMR chemical shifts and 129Xe NMR line width were 

investigated. Self-diffusion coefficient showed a dependence of Xe concentration， 
although the NMR signal intensity decayed single同 exponentiallyunder each pressure. 
In other words， the apparent diffusion behaviors were averaging in observation timescale 
of the order of ms. As a result， it showed the dependence of gas concentration in PPO. 
In more short time， however， diffusion of the Xe in PPO was not averaging completely. 

く緒言>

高分子膜材料を気体分離膜等へ応用するには，膜中での気体拡散挙動の詳細を

知ることが重要である.拡散挙動検討の一つに拡散係数の測定が挙げられるが，

ガラス状高分子では拡散経路が複雑なこともあり，単純な拡散方程式に基づく拡

散係数の算出は正確ではない.一方，磁場勾配パルス(PFG)NMR法は拡散分子

そのものの NMR信号から自己拡散係数を決定する方法であり，複雑な系におい

て有効な一手段と思われる.本研究ではガラス状高分子中の気体拡散挙動につい

て， PFGNMR法を適用するとともに， 129Xe NMR化学シフトイ直及びスペクトノレ

線幅から検討を試みた.

く実験〉

ガラス状高分子として，ポリ (2，6・ジメチノレー1，4-フェニレンオキサイド)(PPO : 

T主主220
0

C)を用いた. PPO中の XeとC02の自己拡散係数を PFGNMR法で決

定した.また， Solid -echo ~去によるスピン スピン緩和時間(T2)測定を行い，緩

和減衰時間τに伴う線幅の変化を観察した.

キーワード: ガラス状態，気体拡散係数， 129Xe NMR， PFG NMR，高分子膜

よしみずひろあき，じんのさとし， 0おかざわまさひろ
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く結果と考察〉

129Xe NMR化学シフト値は Xeと

高分子との相互作用に起因し，これ

は両者の時間平均距離に対応付け

られるので，系の自由体積を検討で

きる.系の自由体積の大小で拡散性

が一義的に理解される，液体及びゴ

ム状高分子では， Xeの拡散係数は

129Xe NMR化学シフト値から見積

もれる.一方，ガラス状高分子での

観測値に二元収着モデルを適用し

て見 積も られる Henry 及び

Langmuirサイトの各化学シフト値

と拡散係数との聞に定量的相関は

得られなかった.次に， PFGNMR 

測定を行いPPO中のXe原子の拡散

挙動を観察した.Figure 1に70
0C，

7atmにおける 129Xeの NMR相対

信号強度が拡散挙動に基づき減衰

する様子を示した(磁場勾配パルス

の印加時間 6=1.2ms，拡散時間

~=400ms，磁場勾配パルス強度 g=O ，-......， 1000G/cm). Figure 1は単一指数減衰なの

で，この系における拡散成分は 1成分である.これは，部分不動化モデルで考え

られる Henry 及び Langmuir 各サイトでの拡散が ~=400ms の聞に既に平均化さ

れていることを意味している. Figure 2に 70
0

C，~=400ms における自己拡散係

数の圧力(=濃度)依存性を示す.ガラス状高分子一気体系における気体輸送特性が

二元収着並びに部分不動化モデルで説明可能な場合， Henryサイトにおける拡散

係数は Langmuirサイトにおけるそれよりも大きく，分率は圧力とともに増える.

したがって Figure2は， PPO中を拡散する Xeは少なくとも 400msの聞に

Henry' Langmuir両サイトを頻繁に行き来した結果，平均値としての自己拡散

係数が 1成分としてしか観測できず，これが分率に従い増加したと解釈される.

スベクトル線幅の検討結果はこれらの解釈を概ね補足するもので、あったが， T2測

定の際に使用したt値は数百μsのオーダーで， τイ直とともに線幅は先鋭化した.即

ち，数百μs以下の時間では完全な平均化は起こらないことが明らかとなった.

6.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 

γ2g20 2( s -0 13) X 10-7(secJcm2) 

0.0 

'

e

a

a

A
守

a

o

a

o

 

(
(
包
同
¥
(
凶
)
同
)
畠

-0.8 
0 

-0.6 

Figure 1 The plots ofln [A(g)1 A(O)] against 

γ2g20 2( s -0 13) for the 129Xe in PPO at 700C 

200 400 600 

Pressure(cmHg) 

Figure 2 Pressure dependence of Xe self-diffusion 
coefficient for PPO membrane at 70

o
C. 

800 

4砂• • 
4砂4砂

12 

。。

8 

4 

(
-
u
g
k呂
u)亀
岡
×
白

-341-



P085 ポリ 4・メチル・1・ペンテンの結晶相の気体輸送特性と NMR

吉水広明，藤原弘文， 0奥村佑生

Gas Transport Properties and NMR of Crystalline Phase of 

Poly(4・methyl-1・pentene)

Graduate School of Engineering， Nagoya Institute of Technology 

Hiroaki Yoshimizu， Hirofumi Fujiwara， OYuki Okumura 

The gas permeability and diffusivity for crystalline parts of poly( 4聞 methyl-

l-pentene )(PMP) are lower. than those of PMP amorphous one above around room 

temperature. These findings contradict the relationship between free volume and gas 
transport properties. In this study， PMP was investigated by permeation and so叩tion
measurements using several membranes with various degree of crystallinity under glass 

transition temperature. Further， 129Xe NMR measurements were carried out to 

characterize the inter-chain spaces of PMP， and solid-state high-resolution 13C NMR 
measurements and Dynamic Mechanical Analysis were performed to clarify the 

molecular motions of PMP. From the results， the abilities of gas transport in 
crystal1ine phase of PMP， and it was pointed out that these properties should be explained 
by not only free volume but also the local molecular motions. 

く緒言〉ポリ 4-メチノレ・1・ペンテン(PMP)の結晶形態 I型は， 7/2ヘリックス鎖が

正方晶に並び，その鎖間隙にヘリックス軸に沿った直径約 4Aのシリンダー状空

孔を有する.この特徴を反映して，非晶相に比べ低密度の結晶相でもこの高分子

間隙で比較的小さな気体分子の収着，拡散，透過が起こり得る.これまでに室温

及びそれ以上の温度における PMPの透過及び収着測定を行ってきたが，非晶相

における透過性及び拡散性が結晶相のものを上回り，自由体積分率の大小と気体

輸送特性の関係とは相反する結果となった.これらの評価は，ガラス転移温度 Tg

以上の温度域で非品相がゴム状態であるから，自由体積分率よりも分子鎖の運動

性の寄与の方が，気体輸送特性に大きく反映されているためと思われる.本研究

では PMPの気体輸送特性を詳細に検討する目的で， Tg以下における気体収着及

び 129XeNMR測定を行い， Xe収着に有効な極微小空隙サイズなどとの相関関係

を検討した.更に分子運動性評価も行い，気体輸送特性の良し悪しを決定する分

子構造的要因について，考察を試みた.

キーワード:ポリ 4-メチノレー1-ベンテン，結晶相，気体収着特性，気体拡散特性， 129XeNMR

よしみずひろあき，ふじわらひろふみ， 0おくむらゅうき
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く実験〉種々の結晶化度を有する PMPサンフ。ノレを調製し，これらの気体透過及

び収着測定を，室温及びそれ以下の温度域で、行った.Xeが存在し得る有効空間の

平均サイズを見積もるために 129XeNMR測定を行ない， PMPに収着した 129Xe

核の示す NMR化学シフト値の濃度依存性を解析した.また PMPの局所分子運

動性を検討するために動的粘弾性(DMS)並びに 13CNMR測定を行った.

く結果と考察>PMP54(数字は結品化度

[%])の Xe収着等温線を Fig.1に示す.温

度低下に伴い収着量は増え，等温線は典

型的な 2元収着型になった.Table 1に解

析結果をまとめたが， Langmuir項の値

(CH'と b)の温度依存が Henry項のそれ

(kD)より著しいのがわかる.次に，種々の

Xe圧力下で 129XeNMR測定を行い，PMP

に収着した Xeの 129XeNMR化学シフト

値の濃度依存性を評価した.OOC以下では，

結品相及び非晶相における Henry並びに

Langmuirサイト，即ち 3つの収着サイト

が存在すると考えられるが， .NMRスペク

トル上には収着Xeに帰属されるピークは

80 

星 60
E 

右
ω 

言40

'" 
も
~ 20 
u 

。
o 200 400 600 800 1000 

p (c皿時)

Figure 1 Xe sorption isotherms of PMP54. 

Table 1 Dual-mode sorption parameters 
of Xe for PMP54 at various temperatures 

T'emp. kD X 102 CH' b X 103 

。OC 3.95 3.68 10.1 
・10oC 4.61 8.43 10.9 
-20 oC 6.43 13.87 21.4 
3o oC 8.10 20.20 45.9 

kD! cm3(STP)/cm3pOIY皿 .cmHg
CH': cm3(STP)/cm3 poly皿・， b: cmHg-1 

単一で対象性の良いものであった.従っ

て NMR観測タイムスケーノレ内における

拡散移動に基づく速いサイト間交換 T'able 2 Diameters， ds and dc of PMP samples 

現象から， 3つの収着サイトの平均情

報が反映されているといえる.以上を

踏まえ，濃度依存化学シフト値から分

子鎖間隙に対応するサイズを見積も

った.球状または円柱状を仮定して算

Temp. ds (A) dc (A) 

25 oC 。oC

-20 oC 
・50oC 

Amorphous PMP33 PMP80 Crystal 

(4.7) 
(5.0) 
(5.0) 

ー・'

4.6 
4.9 
5.0 
5.1 

4.6 
4.8 
4.9 
. 

(4.5) 
(4.7) 
(4.7) 

-.-

出される直径(Table2:それぞれ ds，dcと表現)を，結晶化度 O及び 100%に外挿

して非品相と結晶相の値も見積もった.これらの値は温度低下に伴い大きくなる

傾向を示し， Xeが収着・拡散できる有効体積は，結晶・非品を問わず僅かながら

拡がっている.更に結晶相の拡散の活性化エネルギーは非晶相のものより低いこ

とから，非品相の極微小空隙よりも，シリンダー状に連結した結晶相の分子鎖間

隙空間の方がより有効な拡散経路となり得るので，側鎖の分子運動もかなり低下

する低温域において結品相の方が拡散性に優れるようになったと考えられた.、
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P080 有機保護基を有する白金ナノ粒子の固体 195PtNMR測定

1京大院理 2東大院理 O小林広和 1武田和行 1米津徹 2

Solid state 195Pt NMR ofPt nanopartic1es protected by organic molecules 

lGraduate School ofScience，吟otoUniversi帆 2SchoolofScience，The University ofTo砂o

oHirokazu Kobayashi，l Kazu戸lkiTakeda，l Tetsu Yonezawa2 

Abstract 

195pt solid state NMR studies are carried out in Pt nanopartic1es (Pt NPs) protected by 

alkylthiols (CnH加 lSH)for various alkyl chain lengths. 1n order to trace the 195Pt resonance 

line which can be as broad as several MHz due to the Knight shift， experiments are performed 

at a fixed frequency and variable static fields at 77 K using a home同bui1tNMR system 

specially developed for this purpose. Each spec佐umis analyzed on the basis of the “NMR 

layer model" developed by Bucher et al.， and is reproduced by a superposition of several 

Gaussian-type functions， the number of which depends on the size of the Pt NPs. The 

dependence of the 195pt NMR spectra on the length of alkyl chain and/or the diameter of Pt 

NPs is examined in detail. 

[序論】

近年，白金ナノ粒子 CPtNPs)は，触媒や燃料電池の材料として注目を集めている.

PtNPsの物性は表面 Pt原子の電子状態に大きく依存し，これを詳細に調べるために

は固体 195PtNMR法が非常に有効である.しかし， Pt NPsの 195PtNMRスベクト

ノレはナイトシフトにより数 MHzの線幅をもつため，通常の装置，手法での測定は困

難である.これを克服するため，われわれは無冷媒磁石と， 77 Kでインピーダンス

マッチングできる自作のプロープを用い，磁場可変，周波数固定(町=53.9MHz)の条

件下で PtNPsの 195PtNMRスベクトル測定を行ってきた 1，2 また，測定を低ノイ

ズで安定に制御するために，武田が開発した OPENCORENMR分光計 3，4を用いた.

本研究では，アルキル鎖長の異なるさまざまなアルキルチオールを保護基とする

Pt NPsを合成し， 195Pt NMRスペクトルのアルキル鎖長依存性を調べた.また，同

一のアノレキルチオール保護基をもち，粒径が異なる PtNPsの 195PtNMRスベクトノレ

を測定し，その違いを比較，検討した.

固体 195PtNMR， OPENCORE NMR分光計， Ptナノ粒子，ナイトシフト

こばやしひろかず，たけだかずゆき，よねざわてつ
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【実験】

アルキル鎖長の異なる n圃アノレキノレチオーノレ (CnH2n+lSH，n = 6， 8， 10， 12， 18， そ

れぞれ CnSHと略記)で保護された PtNPsをそれぞれ合成し， 195PtNMRスベクト

ノレを測定した. 195Pt NMR測定は上述の装置群を用い， 5.7・6.2Tの範囲で磁場を変

化させながら行った. 195Pt NMRスベクトルは， CPMG法によって得られたスピン

エコーのピーク面積を，磁場/共鳴周波数(島/vo) に対し，一点ずつプロットするこ

とにより得た.

【結果】

Figure 1にドデカンチオール

(C12)保護 PtNPs (PtC12SH) 

の 195PtNMRスベクトルを示す.

このとき， NMR層モデ、ル 5を適

用すると，スベクトノレは粒径に応

じた個数の Gauss型関数の重ね

合わせでフィッテイングできる.

1.01 1.09 1.11 1.13 

Bo/vo (主G/制Hz)

PtC12SHにおいては， 4層の Pt

原子殻からなると仮定した場合に

実験結果をよく再現でき，表面 Pt

原子に由来する低磁場側のピーク

が強く観測された.また，各ガウ

ス型関数のピーク面積比も，その

仮定と矛盾しない結果が得られた.

このことから，得られた

Pt-C12NPsがほぼ均一な粒径(d
"""-' 2 nm)をもつことが示唆され

た. 当日は，他のアノレキノレチオー

Figure 1. 195Pt NMR spectrum of Pt-C12SH 

and the reproduced spec佐umusing NMR layer 

model. 

ル保護基をもっ PtNPsの測定結果についても示し，アノレキノレ鎖や粒径の違いによる

195PtNMRスペクトノレの違いを議論し， PtNPsの表面電子状態について詳細に述べ

る.
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P087地盤液状化モデル系を用いたレイリーテイラー不安定性のMRIによる可視化

0石川尭洋 1、待井豊¥安達聖 1、半田晋也 1、巨瀬勝美 1、納口恭明 2

1筑波大学数理物質科学研究科電子"物理工学専攻

2独立行政法人防災科学技術研究所

Visualization of Rayleigh-Taylor instability of Liquefaction Simulator Using MRI 

Olshikawa T¥ Machii y1， Adachi 81， Handa 81， Kose K1， Nohguchi y2 

1 Institute of Applied Physics， University of T sukuba 

2 National Research Institute for Earth 8cience and Disaster Prevention 

F1uid mechanica1 instability in a liquefaction system was visua1ized using a compact MRI system. The 

liquefaction system consists oftwo vertica11ayers of glass beads with differentdiameters (0.05 mm and 0.2 

mm) naturally pi1ed up in a bottle water. Vertica1 cross-sectiona1 MR images of the interface between the 

two 1ayers wer巴 successive1yacquired using a fast spin-echo sequence (slice thickness = 10 mm， matrix 

size = 128 x 64， pixe1 size = 0.5 mm x 4.0 mm， TR/TE = 450ms110ms， ETL = 32) at 0.9 s time interva1s. 

As a result， emergence of water 1ayer and its wavy instabi1iけatthe interface was c1early visua1ized just 

after extema1 mechanica1 impacts to the bottle. Therefor巳， it was conc1uded that Ray1eigh-Taylor instabi1ity 

was c1early observed in the 1iquefaction system. 

1.はじめに

MRIは，光を通さない多孔質体中の流体計測において非常に有力な手法であり，これまでにも

多様な応用例が報告されている[1].その代表的な応用例の一つが，地盤，土砂，岩石などの中の

流体(水や石油など)の計測である.さて，最近，エキジョッカーと呼ばれる，ベットボトルを

用いて地盤の液状化現象や噴砂現象を手軽に再現した系が，子供向けの科学イベントなどで大き

な人気を集めている[2]. この系は，実験室における MR計測にも適した構造を有しており，地盤

の液状化に伴う物理現象を解明する上で非常に有用である.そこで，本研究では，この系におけ

る水の挙動を可視化し，液状化のメカニズムを明らかにすることを目的として MR撮像を行った.

2.試料と実験装置

試料は， 500m1のベットボトルの中に粒径の異なる 2種類のガラスビーズと水を入れて作成し

た，以下の 3種類のものである[2](Fig.1 (a)) .すなわち，平均粒径 O.2mmのガラスビーズは 187.5g

で一定とし，平均粒径 0.05mmのガラスビーズは 10g，25g， 50gの 3種類に量を変化させ，それ

ぞれに 450m1の純水と O.lmmo1/1塩化ガドリニウム水溶液 (5ml)を加えて作成した.この試料は

振り混ぜた後，十分な時開放置すると，ガラスビーズの粒径の差によって落下速度が異なるため，

Fig.l(b)のように上から}I闘に溶液，平均粒径0.05mmのガラスビーズが堆積した層，平均粒径0.2mrn

のガラスビーズが堆積した層と層構造を形成する.この時ガラスビーズが堆積した層にも溶液は

存在している.堆積した平均粒径 0.05mmガラスビーズの層の厚さは， lOg試料では 2mm，25g 

試料では 4mm，50g試料では 10mmとなっている.また，水の粘性を高めて現象の時間変化をゆ

るやかにするために，それぞれの試料は，冷蔵庫で約 5
0

Cに冷却した後に実験に使用した.

キーワーや液状化， レイリーテイラー不安定性

著者:いしかわたかひろ， まちいゆたか， あだちさとる， はんだしんや， こせかつみ， のうぐちゃすあき
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(a) Liquefaction system in PET bottles (b) Schematic diagram of the liquefaction system 

Fig.1 Specimens used in MRI experiments 

Fig.2 Overview of the compact MRI Fig.3 Impact system for the PET bottle 

Fig.2に木研究で使用した MRI装置の全体像を示す.本システムは，永久磁石磁気回路(静磁

場強度 O.2T，ギャップ 250mm，25ppm均一領域 150mm球)，勾配磁場コイル， RFプローブ¥コ

ンパクト MRIコンソールからなる.磁石のギャップには，挿入型勾配磁場コイノレと 500mlペット

ボトル容器のサイズに適した関口径 80mm，高さ 150mmのRFプロープを挿入した.なお，勾配

磁場コイノレの製作には TargetField法を用いた[3ラ 4]. また Fig.3に示したソレノイド撃力機構によ

り，シーケンスに同期させて系に軽い振動を加えることができるようにした.

3.実験方法

まず， MR画像の画素強度解析の基礎データとなる，試料の各層に対応する成分を，それぞれ

内径 20mm，高さ 30mmの樹脂製容器の中に入れ， 2Dスピンエコー法で TRとTEを変化させて

撮像し，水のプロトン密度， Tl， T2を算出した.なお撮像は，それらのサンブコルの温度を，それ

ぞれ室温 (25
0

C) と5
0

Cに保持して行った.

試料の撮像は，それらを冷蔵庫から取り出して十分に振った後，ガラスビーズを完全に沈降さ

せてから行った.撮像シーケンスには，プロトン密度強諦高速スピンエコー法 (slicethickness = 

10mm， matrix size= 128x64， pixel size = O.5mmx4.0mm， TRlTE = 450110ms， ETL= 32， NEX = 1， 

acq.time = O.9sec.)を用いた.取得したデータは，フーリエ補聞により pixelsize = O.5mmx 1.0mm， 

matrix size 128x256とした後，中心の 128x128部分を切り出した.なお，撮像時には，噴砂現象を

発生させるために，ベットボトノレの蓋をソレノイド撃力機構によりシーケンスに同期させ繰り返

し時間毎に打撃した E
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4. 実験結果

Table.1にNMRパラメタ計測結果を示す.プロトン密度は溶液部分を 1とした相対密度で示し

た.このように，ガラスピーズを含む部分における T2の短縮が顕著で、ある.

Fig.4~6 に，それぞれ甚径 0.05mm のガラスビーズを 10g~50g 使用した試料の 0.9 秒間隔の画

像を示す.このように，ガラスビーズ 10gの系では，直径 0.2mmのガラスビーズの層から発生す

る水路は観測で、きなかったが，他の系では，矢印で示すように，波状の水分布が観測された.

Table.1 NMR parameters in the liquefaction system 

常温 5
0

C 

ブ。ロトン密度 Tl (ms) T2 (ms) T1 (ms) T2 (ms) 

溶液層 350 250 220 190 

中0.05mmのビーズを含む層 0.42 70 12 75 14 

中0.2mmのビーズを含む層 0.47 140 30 150 40 

Fig.4 Successive images of a vertical cross section of the liquefaction system (10g of 0.05 mm 

diameter grass beads) acquired at 0.9 s time interval. 

Fig.5 Successive images of a vertical cross section of the liquefaction system (25g of 0.05 mm 

diameter grass beads) acquired at 0.9 s time interval 

Fig.6 Successive images of a vertical cross section of the liquefaction system (50g of 0.05 mm 

diameter grass beads) acquired at 0.9 s time interval. 
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5.考察

エキジョッカーにおける液状化と噴砂現象に関しては，納口によってそのメカニズムの説明が

提案されている[5]固 Fig.7を用いて，その仮説を紹介し，これにしたがって実験結果を検討する.

Fig.7 (a) は流体中で， 2種類の粒径の異なるガラスビーズにより層構造が形成された状態であ

る.(a)の状態に外部から衝撃を加えると，粒径が大きく透水性の良い下層から排出された水が，

粒径が小さく透水性の小さい上層の下部に溜まる (Fig.7(b)).その結果，密度不安定性(レイリ

ー。テイラー不安定性)が発生し，噴砂パターンを生み出す (Fig.7(c)). このパターンの代表波

長が密度不安定が発達する上部の層の厚さによって変化する.これは， Fig.5とFig.6に示された

実験結果と一致するものである.

‘
 

• 
-.
 伺

. .τ盲.←

園，事~" ~. ~ 
一 ーを

~ .動

(a) (b) 

Fig.7 Mechanism of sand boiling 

(c) 

6. むすび

ベットボトルの内部に構築された地盤液状化モデ、/レ系を，時間分解能 0.9秒の高速スピンエコ

ー法で撮像することにより，理論的に予見されていた，レイリー@テイラー不安定性に基づくパ

ターン形成を観測することに成功した.今後は，撮像法の改良，撃力とそのタイミングのコント

ロールなどを行い，実験の再現性の向上とアーチファクトの解消などを行っていく予定である.
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P088 MR画像査み定量化手法による

静磁場分布および勾配磁場分布の評価

筑波大学大学院 数理物質科学研究科

0半田晋也ペ繁木良 介¥巨瀬勝美 1

Assessment of a static magnetic field and magnetic gradient fields 

in a compact MRI utilizing the geometric distortion of MR images. 

Institute of Applied Physics， University of Tsukuba 

08. Handa 1， R. 8higeki1， K.Kose 1 

Spatial distribution ofthe static magnetic field and magnetic gradient fields ina 0.3 T permanent magnetic 

circuit for a compact MRI was quantitatively evaluated using geome仕icdistortion visualized in MR images 

ofa 3D geome仕icalphantom. The spatial distribution of the gradient fields ca1culated企omthe geometric 

distortion showed a good agreement with that ca1culated企omthe theoretical wire pattem of the gradient 

coils and shape of the pole piece of the magnet. However， the homogenei勿 (about171 ppm) of the static 

magnetic field in the 200 mm x 200 mm x 80 mm ellipsoidal volume ca1culated from the geome佐ical

distortion was much worse than that (30.0 ppm) achieved in the factory. Therefore， it was concluded that 

inhomogeneity ofthe static magnetic field should be shirmned after installation ofthe magnetic circuit. 

1.はじめに

我々のグループではこれまで，様々な応用に適したコンパクト MRIを開発してきた.それらの

コンパクト MRI装置は小型化が優先させるため，しばしば撮像視野の周辺部において静磁場の不

均一性や勾配磁場の非線形性によって画像歪みが生じる.撮像視野の決定やシステムのトータル

での性能評価を行う上で，画像歪みの定量化を行い静磁場、勾配磁場の分布を評価することは非

常に重要である.そこで，本研究では， 3次元幾何学標準ファントムを作成し， 0.3 T永久磁石磁

気回路を用いたコンパクト MRIシステムにおける MR画像歪みの定量化を行い，静磁場分布，勾

配磁場分布の評価を行った.

2. MR画像における勾配磁場分布と静磁場分布の与える影響

MR画像上の座標を(u，v， w)，撮像対象の実座標を(x，y， z)と定義する.理想的な勾配磁場(G)

と静磁場(Bo)においては， x=u， y=v， z=wが成り立っている.実際の MR画像上には，勾配

磁場と静磁場の不完全性により画像歪みが生じる.一般的な 3次元 SE法において MR画像の座

標は，周波数エンコード軸の勾配磁場強度を Gx，位相エンコード軸の勾配磁場強度を Gy ， Gzと

おくと，次式で表される[1]. 

ー +MG
x
(x，y，z) 必 o(x，y，z) 企BGy(x，y，z) 目 MG

z
(x，y，z) 

~~~:.-. ， v=y+ ， w=z+ 
Gy Gz 

コンパクト MRI，画像歪み

著者 : はんだしんや， しげきりょうすけ， こせかつみ
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ここでsBo(x，y，z)は静磁場の不完全性を，sBG， (x，y，z)， !illG， (X，y，z)' sBG，Cx，y，z)はそれぞれ Gx，

Gy， Gzの非直線性成分を表している.Gxが±の場合，周波数エンコード軸の MR座標 Uct は

U 可 +ABGx(x，yラZ)+ABo(x，y，z) __ . L1BGx (x，y，z) L1Bo(x，y，z) 
.~=x+ + U =x十 一一一一一一一一一一

~ ~ ~ ~ 
で表される.両者の加算平均を取った座標 uと，両者の差分を取り 2で割った座標 uは次式で与

えられる.

(u+ +u_) 企Bc，(x，y，z " .~. (u+ -u_) ~~. L1Bo(x，y，z) 
u 一-一一一一=x+ u"=x+一一一一一一-'-=x+一一一一一一一

2 ~ 2 ~ 

上式から分かるように uは勾配磁場の非直線性成分のみを含み u"は静磁場の不完全性のみを含

んでいる.よって，すでに幾何学的な寸法の分かつている特徴点を複数有するファントムの MR

画像から特徴点座標を抽出し，それをあらかじめ図面上より計算で求めた座標と比較を行うこと

で，勾配磁場コイノレの非直線性は次式で、求められ.

AX ， ABC
x 
(x，y，z) 

=u -x= 
Gx 

ABa (x，y，z) L1Ba (x，y，z) 
Ay z v-y =YGy'Az=w-Z =z  Z 

G 

また，静磁場の分布は，次式を用いて導出される.

組 。 川 村u+_U_)Gy{ 
3.実験及びヂータ解析方法

幾何学歪の測定を行うために関節リウマチ診断用に開発された手専用コンパクト MRIシステム

(Fig 1)を使用した.このシステムの永久磁石磁気回路は，静磁場強度 0.30T，ギャップは 140mm，

均一領域は 200mm X 200 mm X 80 mmの回転楕円体内で 38.6ppm，重量700Kgとなっている.

勾配磁場コイノレは， Gx， Gyに関しては TargetField法[2]により設計した 25ターンのコイル， Gz 

に関しては，遺伝的アルゴリズムで設計した 30ターンのコイルを使用した. Gx， Gy， Gzの勾配

磁場効率は，それぞれ 0.18，0.18， 0.29 G/cmJAとなっている.

(a) Overview of the system (b) Gx coil (c) Gz coil 

Fig 1
‘

0.3 T compact MRI system and the gradient coil set 

このシステムの勾配磁場分布と静磁場分布を測定するために 3次元標準ファントムを設計@製

作した.この標準ファントム内には，幾何学標準として， 10 mm間隔で幅 10mm，深さ 4mmの

溝を縦横に掘った厚さ 8mmのアクリル板を入れて使用した.外形寸法の異なる溝彫りされたア

クリル板を 3種類それぞれ 2枚ずつフライス加工により製作した. 1組で 6枚の加工済みアクリ

ノレ板をアクリノレ樹脂系接着剤で、貼り合わせ，それを幅 124mm，高さ 64mm，長さ 120mmの長円
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形容器に装填し，フタで密閉後，注口よりベビーオイルを充填した.上記の標準ファントムを 2

組作成し， Fig 2のように組み合わせて使用した.標準ファントム内容物の図面を図 2に示す.こ

の標準ファントムを 3D幽 SE法(TRJTE= 100 msl16 ms， NEXニ 4，画素数:512 x 256 x 128，画素サイ

ズ:(0.5 mmi，撮像時間:4時間)を用いて，周波数読み出し方向の勾配磁場の極性を変え 2田撮

像を行った.この撮像結果から，手動で特徴点の抽出を行い，幾何学歪の定量化を行った.

10 

(a) Overview of the 3D geometrical phantom 

m 
w 

120 120 

一一
48 

寺 再三三雫弓コ弓コミコ?，:::;::ロミ二日三ζと王手

7 三三三三三昌幸喜害事
(b) Definition of the coordinate 

日
什
れ

m

i♀盆主島必呈 8.0.05 

Ì=~一ーゴ
(c) Schematic view of the 3D geometrical phantom 

Fig 2. Overview of the 3D geometrical phantom used in this study 

3. f.最{象実験結果と考察

Fig 3に標準ファントムの Zニ 5.5mmの面における撮像結果と特徴点座標の抽出結果を示す こ

の画像上で特徴点の座標は BSpline関数による補間処理を行い表示したこれから，周波数読み

出し軸方向 (u方向)に非対称な歪みが観測された. Fig 4に勾配磁場の非線形性による画像歪み

の分布と二乗平均(RMS:Root mean square)の統計結果を示す.これから，中心面から， Z方向に離

れるにしたがって，勾配磁場の非線形性が低下していくことが分かる.これは，勾配磁場分布の

シミュレーション結果とよく一致しており，勾配磁場コイルが設計通り機能していることが確認

できる.Fig 5に静磁場の不均一性による画像歪みの計測結果とそれから求めた静磁場分布(Zニ 5.5

mm)を示す.この結果から，均一領域(200 mm  x 200 mm x 80 mmの回転楕円体)内での均一度を計

算した結果， 171 ppmとなった.この結果は工場出荷時のフ。ロトン磁力計による検査結果である

30.0 ppmを大幅に上回っていた.この静磁場均一一度の悪化は，輸送時の環境変化の影響や，設置

場所における建物の構造部材の影響を受けている可能性を示唆しており，設置後に静磁場の再調

整が必要で、あると考えられる.
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Fig 3. Cross-sectional images of the 3D geometrical phantom acquired with 3D spin echo sequence .. 

Left column image was acquire with a positive readout gradient Right column image was acquired with 

a minus readout gradient. 
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Fig 4. The spatial distribution of the gradient fields calculated from the geometric distortion.しeftcolumn 

image show the geometrical distortion map for the XY plane at Z :: 5.5 mm. Right column image show 

the RMS geometrical distortion (L'.x， L'.y， L主z)for the each XY plane. 
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Right column image show the RMS geometrical distortion for the each XY plane. 
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P089 分画法を援用したヒト脳組織T1分布の自動抽出法の検討
国立環境研究所 O高 屋展 宏，渡遺英宏i三森文行

Automated analysis of T 1 map aided by the tissue-segmentation. 
National Institute for Environmental Studies 

N. Takav~， H. Watanabe， F. Mitsumori 

T1 relaxation time of tissue waterin human brain is an important parameter to 
indicate microscopic circumstances of the tissue. We measured a T1 map in human 
brain at 4.7T using an IR-Tu巾oFlashsequence. We analyze the T1 distribution in grey 
matter (GM) or white matter (WM) regions by using tissue templates obtained from the 
tissue-segmentation. For the template， pixels which have probability of GM or W M  
over 50% was selected on the corresponding plane of 3D MDEFT image. 
Discrimination of pixels on the T1 map from GM or WM  was improved by performing a 
multi-components Gaussian fitting to the T 1 histogram extracted from the segmented 
T1 map. Obtained T1 values were 1.74s and 1.08s in GM and WM， which is consistent 
with those obtained bya ROI method. 

【はじめに】

脳組織水の縦緩和時間(T1)は横緩和時間とともに生体の状態を反映し、診断にも用

いられる重要なパラメータである。組織内の制限された分子運動状態でT1は静磁場の

増加に伴って延長する。我々はこれまでに 4.7Teslaにおけるヒト脳の灰白質、白質の

T1値を測定し、その値が 3Tや4Tに比べて延長していることを確認した。通常、組織

ごとのT1を読み取るにはT1マップ上iこROI(regionof interest)を設定してその平均値

を得るのが一般的である。この方法では、 ROIの選択にばらつきがある点と、組織の

全体像を把握することができない問題点がある。標的組織のT1値の平均値や分布を自

動読み取りできれば、より精密な解析が可能になると考え、昨年の本大会でT1マップ

と3D組織分画画像を用いた組織分画T1マップを作成する試みを報告した[1]。しかし、

この方法には課題があり、組織の境界領域における他組織の混入が問題であった。今

回はこの対策についてあらかじめ組織テンプレートで選択したT1値のヒストグラム

を多成分のガウス関数でフイツテイングする方法について報告する。

【方法】

装置はVarian社製 4.7T/92.5cmシステムlこ1HTEMコイルを使用した。健常被験者か

らIR-TurboFlashシークエンスで反転回復時間の異なる大脳基底核を含むTransaxial

面の画像を 9枚測定した。条件はTRlTE=9.0/4.0ms，FOV=25.6x25.6cm，マトリック

ス=256x256，スライス厚=2.5mm，フリップ角度=100，反転回復時間=

O圃01，0.1，0.2，0.4，0.8，1.6，3.2，6.5，15秒。待ち時間は 15秒、 2回積算で全測定時間は 11

分 30秒である。これらの画像より T1マップを作成した。同時にT1強調の 3DMDEFT 

画像も測定して組織分画画像を作成した。最初の処理は白質の存在確率が

94%，90%，80%，50%以上の領域のみを利用して、組織分画面像を抽出した。スライス

厚肉のパーシャルボリュームの問題を考慮してT1マップと間じスライス面を含む前

後3枚のスライスより組織分画画像を抽出した。次に 3枚の画像を重ね合わせた画を

キーワード :T1緩和時間、脳、高磁場MRI、イメージング、画像解析

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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マスク画像として、 T1マップにマスク処理した。この後、前頭領域のみを抽出し、ヒ

ストグラムの形式でT11麗を取り出し 2成分(自賞、氏自質)のガウス関数でフイツ

イン夕、した。今回はバリヂーションのために前頭自質を手動抽出してヒストグラムを

得てガウス関数による解析も行った。前頭皮質の場合lま50%以上の領域を用いてマス

ク園穫を作成し、得られたとストグラムlま3成分(白賞、灰自輩、 CSF)のガウス関

数でフィッティングした。

{結果と考察}

マスク処理に梗う由貿画像の確率を高くすると弛組織のj毘入のない領域を抽出で

きるが、本来自質部に分類されるべき領域も逸失してしまう。確率を低くすると白質

のほとんどを抽出することができるが、 T1i置の分布iま2成分からえより、境界領域から

の原由貿のj毘入があった (Fig.1)。そのため、 50%で得Tニヒストグラムを 2成分の

ガウス関数でフィツテイングして手動抽出に近い妥当えよ解析結果を得た (Fig.2)。

Figure 1. T1 maps extracted using white 
matter segments with probabilities >50%(left) 
and >90%(right) as templates in human brain. 

600 

500 

∞
∞
∞
 

4

3

2

 

古

x-a
ち
旨
』
E
コ
Z

100 

0.5 1.5 
T， (sec) 

Figure 2. Distribution of T1 values in the 
frontal white matter segment in a human 
brain (solid line) with fitted two-component 
Gaussian curves. (broken lines) 

Ek.白質(前頭皮質)についても白質と同様に、灰白質の確率が 50%以上の領域を

罷ってヒストグラム解析をした。由貿の場合はj毘入する灰由貿を考慮して 2成分フィ

ットを行ったが、灰白質の場合l立、自質とCSFのj毘入があるので、 3成分でフィッテ

イングした。 3成分のガウス関数で解析した前頭白質のτ1i直IまROl5去で測定した{直に

ほぼ同じく、 3成分でフィットすることにより、 1成分フィットと比べて約 32%の

混入領域を除去することができた (Fi臼.3)。

本方法で得たヒストグラムよりT1値の分布を得ることがで脅るが、この分布には測

定やフィッテイング時の誤差が含まれており、解析は車なる検討を要する。
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Figure 3. Distribution of T1 values in 
the frontal grey matter segment in a 
human brain (solid line) with fitted 
three-component Gaussian curves. 
(broken lines) 
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P090 
マジックエコーDANTE法によるスライス選択における横緩和効果

筑波大学大学院数理物質科学研究科1 .横浜創英短期大学情報学科2

0増本秀史1、橋本雄幸2、松井茂1

Transverse relaxation effects in slice se1ection by the magic-echo DANTE method 

H. Masumoto， * T. Hashimoto， t and S. Matsui， * 
* Graduate School of Pure and Applied Sciences， University of Tsukuba， 

Tsukuba，lbaraki305-8573 

tD々partmentof lnformation Technology， YokohamαSoei Junior College， 

ゐkohamα，Kanagawa226-0015 

We previously proposed a slice selection method for solid-state MRI by combined use of 

DANTE and magic echoes. Transverse relaxation effects are important in application of the 

method. It may be usual to compare profiles obtained by non-selective and selective 

excitation to estimate the transverse relaxation effects. However， the non-negligible receiver 

dead time hirtders accurate measurement of the profi1e corresponding to the thermal 

equi1ibrium magnetization， leading to incorrect estimation of the relaxation effects. Here， we 

attempt to measure the transverse relaxation effects by comparing selective excitation profiles 

which have different transverse relaxation effects and by referencing simulation results. 

{導入]我々は固体MRI用 slice選択法として MagicEcho (ME) DANTE法を前々

回の本討論会で提案した。この方法における slice選択中に起こる横緩和の影響は、

この方法の有用性を左右するもので、検討が必要である。そこで我々は、横緩和の効

果をシミュレーションおよび実験により調査した。特に、 DANTE選択励起法との組

み合わせにより、選択励起中における MEline narrowingの効率の低下に注目した。

選択励起中に起こる横緩和の影響を評価するには、非選択励起と選択励起の profile

を比較することが簡潔であると考えられる。ここで、非選択励起 profileは横緩和が

起こっていない熱平衡核磁化に相当している。しかし、一般に固体サンプルでは

receIverの deadtimeの為に厳密に正しい熱平衡核磁化を得るのは困難であるため、

この様な profileの比較では横緩和の評価に誤差が生じてしまう。そこで我々は異な

る横緩和効果を含む選択励起同士の profileを比較し、シミュレーションと実験の対

応をとることで横緩和効果を得ることを試みた。

【シミュレーションと実験】用いたシーケンスを Fig.lに示す。

キーワード 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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異なる横緩和の効果を導入するため、固体で、の実験で、は'tD=180，360問、 7kとシミュ

レーションで、はτD=120，300仰の二種類を用いた。これにより二種類の励起時間(=

横緩和の影響が含まれる時間)をslice選択法に導入した。

緩和の効果は一般に、 MEline narrowingを用いない場合はT1，T2の効果が、 MEline 

narrowmgを用いる場合はTl，Tlρ， T21n(line narrowing下で、の横緩和時間)の効果が、

それぞれ存在するが、 Tl，Tlρ>>T (図を参照)として縦緩和の影響は無視し、 T2およ

びT2lnの横緩和の影響のみを考慮した。

実験は自作の装置により、共鳴周波数 60MHzでプρロトンに対して行なった。 90度ノf

ルスの幅は2.5μsで、ある。磁場勾配の強度は、例えば'tD=120μsの場合4.1G/cmである。
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Fig.l Magic Echo DANTE Sequence. Solid sample experiments were perfonned with Magic 

Echo line narrowing (TREV-8). Water sample experime山 andsimulations were perfonned 

without TREV-8. N was fixed at6. 

【結果と考察)Fig.2にシミュレーションで得られたprofileのT2/T依存性を示すoT2/T 
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の低下に伴ってprofileのスベクトル強度は低

下するが、形状はほとんど変化しないことが

わか る。このことから十分に高い line

narrowing効率が得られないサンフ。ノレに対し

でもMEDANTE法は有効であると言える。

予備実験として、水 (T2=7ms) を用いて

~ I DANTE実験を行なった。 τD=120，300μsで得

Fig.2 Simulation results. られたprofileを比較した結果、ピーク強度比

T2 broadening effect in Monitoring 80.4%を得た。この強度比はシミュレーション

peri6d (Fig. 1) is inc1uded. により得られた値 79%と良く一致している。

現在、固体サンプルとして adamantane，polycarbonateを用いた実験を行なってい

る。実験結果はポスターにて発表する予定である。

【参考文献1s. Matsui， H. Masumoto and T. Hashimoto， J Magn. Reson. 186， 

238・242(2007) 

-357-



P091 NMRマイクロイメージングによるマウスてんかん脳の

濯流画像取得

大阪大学大学院医学系研究科

0太田千香子山本めぐみ木村敦臣藤原英明

Acquisition of perfusion images of epileptic mice brain by NMR micro-imaging 

Graduate School ofMedicine， the University of Osaka 

Chikako Ota， Megumi Yamamoto， Atsuomi Kimura， Hideaki Fujiwara 

To measure brain perfusion that explains blood flow of capillary vessels or 

functional vessels， nuclear medicinal technique has been used widely as the most 

accurate method. However， recent technological advancements allow us to measure 

the perfusion by MRI. Using FAIR (Flow-sensitive Alternating Inversion Recovery) 

based on a spin labeling method that magnetically labels arterial blood， we can 

measure the brain perfusion non-invasively. Therefore， we intended to enable the 

acquisition of the perfusion image of mice brain under a high magnetic field 

condition by the FAIR technique involving b-SSFP (balanced Steady State Free 

Precession) sequence. As a result， we succeeded in acquiring the images and 

monitoring the temporal change of the brain perfusion of epileptic mice. 

【背景・目的】

脳組織の毛細血管あるいはそれに準ずる機能血管系の血流を表す脳濯流の測定は

これまで核医学的手法が最も正確とされ汎用されてきたが、近年の技術進歩により

MRIによる測定が可能となりつつある。動脈血を磁気的に標識するスピンラベリン

グ法に基づく FAIR法を用いることにより、脳濯流を非侵襲的に測定することが可能

である。我々は FAIR法に b-SSFPを応用した手法を用い、超高磁場条件下(9.4T)で

マウス脳の濯流画像を取得すること、及びカイニン酸投与マウスにおける濯流値の経

時変化を観察することを目的として実験を行った。

キーワード NMRマイクロイメージング濯流 FAIRb-SSFPてんかん

おおたちかこ やまもとめぐみ きむらあっおみふじわらひであき
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【方法}

測定はVarian-INOVA400WB(9.4T)を用い、 presaturationFAIR法1)にて行なっ

た。撮影条件は TR/TE==4.2/2.1msec、フリップ角(α)==60。、スライス厚==1.0mm、

FOV==1.92 x 1.92 cm 2、matrix==128X 128、8shot、NEX==8であり、撮像シーケンス

には b-SSFPを用いた。また、 T1測定は飽和回復法(反転時間(TI)=0.63，0.9， 1.3， 2.0， 

4.0， 10 s)で行なった。実験動物はネンブタール麻酔下の雄性ddyマウス(健常6匹、

病態モデノレ4匹)を用いた。

得られた信号強度を以下の式。によって解析することにより、濯流値 f(m1l100g， 

tissue/min)を求めた。
f [exp(-t /Tlapp) -exp(-t / Tla)] 

t:.M (t) = Mns(t) -Mss(t) = 2αoM o~' L-"n . ~::.n ，" -'"/J • [1-exp(一τ/T吋]
λο/Tla-lITl中'1')

ここでMns(t)とMss{t)はそれぞれ反転パルスを測定スライスを含む全脳に照射した場

合と測定スライスと同程度に照射した場合の信号強度、 Moは平衡磁化、 T1appはみか

けのT1、Tlaは動脈血のT1、αoは反転効率、 τはpresaturationからの回復時間、 λ

は血液組織分配係数を示す。

【結果]

得られた瀧流画像と濯流値の経時変化を Fig.1及び Fig.3に示す。局所的な濯流値

を求めるための ROIは脳解剖図(Fig.2)2)を参考にして Mo画像上に囲った。健常マウ

スの測定値より脳濯流は皮質と視床で高い事がわかった(p<0.05)。これは先行研究の

結果に一致する九また Fig.3よりカイニン酸投与により濯流量が投与後 30分をピ

ークに変化する事がわかった。

【考察】

FAIR法に b-SSFPを応用した手法にて首尾よく脳濯流画像を時系列的に取得する

ことが可能となり、カイニン酸投与により得たてんかんモデノレマウスにおいて濯流量

の変化を捉えることができた。 Fig.3の30分後のピークはてんかん発作による神経細

胞の過剰な興奮状態を反映していると思われた。

pre 0-3030-61&0-9090-120-24h 
120 150 

.....all 

-+-Ieft 
-+-right 
→←cortex 
-+-thalamus 

Fig.l Perfusion image ofmouse brain Fig.2 Mouse brain map Fig.3 Temporal perfusion change 
Shaded portion is thalamus of epileptic mice 
and checked portion is cortex. 

[参考文献1
1) Duhamel G， Callot V， Cozwne PJ， Kober F. Spinal Cord Blood Flow Measurement by 

Arterial Spin Labeling. Magn Reson Med 2008; 59: 846-854. 
2) P白血osG， F加制inKBJ.官leMouse Brain in Stereot由民 C∞rdinates.San Diego: 

Academic Press; 2001. 
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P092 2D CT-PRESSによるヒト脳内高感度・高分解

的 vivo1Hスペクトロスコピー

Oi度遺英宏，高屋展宏，三森文行

独立行政法人 国立環境研究所

Highly sensitive and resolved in vivo 1 H spectroscopy in human brain 
using 20 CT-PRESS 

Abstract 

Hidehiro Watanabe， Nobuhiro Takaya， Fumiyuki Mitsumori 

National Institute for Environmental Studies 

An 1818 CT-PRE88 sequence which is a spin echo type of the constant time method 

was implemented on a 4.7-T whole-body spectrometer for peak detection of 

glutamate， GABA and glutamine in human brain with higher sensitivity. Three diagonal 

peaks of GABA C2H (2.28 ppm)， Glu C4H (2.35 ppm) and Gln C4H (2.44 ppm) were 

resolved on CT-PRE88 spectra in a phantom containing m司orbrain metabolites. 

Signal to noise ratio of Glu C4H on a CT開 PRE88spectrum was 2.24 times higher than 

that obtained by，localized CT閏 C08Y.In volunteer studies， these three peaks were 

also resolved on CT-PRE88 spectra of parieto-occipital regions with sensitivity 

improvement by a factor of 1.7. 

1 .はじめに

これまで、局所励起 20constant time C08Y法をヒト用 4.7TMR装置で用いるこ

とで、円方向のデカップリングという特徴を利用して、ヒト脳内の神経伝達物質とし

て重要なグルタミン酸 (Glu)、yーアミノ酪酸 (GABA)のピーク検出、濃度定量が

できることを報告してきた (1，2)。定量化では、 constanttime delay， Tctを変化させ

た複数のスペクトルを取得する。これらのスペクトルに対して、基底スペクトルを用

いたスペクトル解析によるピーク体積計算、 JHHによる信号強度変化を考慮した九補

正、内部水基準による RFコイル負荷の補正を行い、濃度定量を行う。この方法では、

体積コイルを用いたヒト脳代謝物定量の場合、感度の点から 1時間 20分の測定時聞

が必要であり、時間短縮の必要があった。

一方、これまでの CT-C08Yによる検討の結果、ヒト脳スペクトル上で、 2.28ppm 

の GABAC2H、2.35ppmの GluC4Hの対角ピークが検出でき、これらのピークを解

析することで定量化できることがわかってきた。そこで、今回、対角ピークのみの検

出のため、高感度化が期待できるスピンエコー型の CT-PRESS法を開発して、ヒト

脳内でピーク検出ができるかを検討した。

2. 方法

開発した 1818CT-PRE88は、水信号抑圧パルス、領域外飽和パルスに続き、局所

Keywords: human brain， glutamate， GABA， CT PRES8， in vivo 

わたなべひでひろ，たかやのぶひろ，みつもりふみゆき
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励起モジュールである ISIS局所励起モジュール (x方向)ー90
0

スライスパルス (y

方向) -1/2*丁目 -180。パルス-1/2*(TE1+ TE2)-L1t1/2-180。スライスパルス (z

方向)一{データ収集}で構成される。それぞれの hステップ毎にL1t1/2シフトした

時刻に第 2番目の 180
0

パルスを印加し、得られたエコー信号の収集を行った。全 t1

ステップ終了後、得られた20データセットに対して constanttime条件を満たす様に、

1ライン毎の FIOデータの前段に 0補填を行い、再構成後、円方向に 1Hデカップル

が施された 20CT-PRESSスペクトルを得た。

実験は、ヒト用 4.7T MR装置 (Varian社製、 INOVA)で行い、 RFコイルには体積

TEMコイルを用いた。ファントム実験では、脳内の代謝物を模擬した 10mM NAA、

8 mM Cr、9mM Glu、3mM Gln、2mM GABAの混合ファントムを用い、局所領域

からの CT-PRESS信号、CT-COSY信号をそれぞれ取得した。ボランティア測定では、

頭頂ー後頭葉領域 27ml (30 x 30 x 30 mm3) から測定時間 20分で CT-PRESS信号

を取得した。ファントム実験、ボランティア測定のいずれも、 CT-PRESSでは丁目=

15 ms、TE2= 36 ms、九t= 126 msとした。ファントム実験では、 CT-COSYの Tct
を 110msとした。全測定で、スペクトル帯域は、円=1 KHz， F2 = 2 KHzとし、 t1

ステップ数=150、積算回数は 2固とした。 relaxationdelayは、ファントム実験で

は3s、ボランティア測定では、 4sとした。

3. 結果

図 1に、 C丁目PRESS(a)および CT-COSY(b)によるファントムスペクトルを示す。い

ずれのスペクトル上においても、 GABAC2H (2.28 ppm)、GluC4H (2.35 ppm)、Gln

C4H (2.44 ppm)の3つの対角ピークが検出できた。 CT-PRESSスペクトル上で、 Glu

C4Hの信号対ノイズ比 (SNR) は、 C下COSYのそれと比較して 2.24倍であった。

図2には、ヒト脳 C下PRESSスペクトルを示す。ファントムスペクトルと同様、

3つの対角ピークを検出できた。得られた GluC4Hの単位時間当たりの SNRは、こ

れまでに取得したヒト脳 CT-COSYスペクトルと比較して 1.7倍であった。

(a) 一 一一一一一i よ己フY
ABAC2H/，，! 

2.& .1. / -， 
ζ ー《

Glu C4H ゑ/

E 2・者 、Fずみ
a. 

ILN 2.4f 

2.1望 日干

I/ι~ 

2.5 2.4 2.3 2.2 
F1[ppm] 

Fig. 1. Spectra of a brain phantom obtained by 
(a) Cτ~PRESS and (b) CT-COSY. 

4 結語

GABA C2Httf'O 
2.2t Glu C4H ¥r s子

守内ぷ 、p、必 .〆j-一-ILN2.4iO 
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Fig. 2. A CT-PRESS spectrum 
of the human brain. 

CT-PRESS法で、ヒト脳内からグルタミン酸、 GABAの高感度なピーク検出が可能

であり、 CT-COSY法を用いるよりも短縮した測定時間での定量化が期待できる。

References 
1. Watanebe， H.， Takaya， N.， Mitsumori， NMR Biomed.， 21(5)， 518田 526，2008. ー

2.渡遺英宏・高屋展宏・三森文行， Simultaneous quantitation of glutamate and GABA 

in the human brain using localized 20 C下COSY:2nd問 poは，第 46回 NMR討論会講

演要旨集， pp.368・371
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P093 唾液成分の個体内/個体間変動による濃度分布

高橋征三l、荻野孝史2、山口行治3

1日本女子大学理学部物質生物科学科 2国立精神・神経センター 神経研究所

3実行データサイエンス(欄

Distribution of concentrations in salivary metabolites caused by 

intra圃 /inter-subjectvariations. 

Seizo Takahashil， Takashi Ogino2 and Yukiharu Yamaguchi3 

1. Dept. Chem.& Biol. Sci.， Japan Women's Univ. 2 Inst. Neuroscience， NCNP 

3 Jikko Data Science. Inc. 

Morning saliva before rising was collected from healthy young adult females to investigate the 

variation of metabolit巴concentrationsby lH-NMR. The concentrations ofmost metabolites obeyed 

neither normal nor lognormal.distributions. Fitting to inverse-Gaussian distribution was also 

unsuccessful. Thus the Box-Cox transformation was performed to make the data normal. It gave 

the average Box-Cox coefficient as 0.17土0.02. The value of 0.2 was adequate enough to an 

approximate coefficient for the analyses of metabolites in question of unknown distribution. The 

transformation reduces the apparent intra/inter subject variations. 

我々は唾液の代謝物成分のなかから月経周期に応じた周期的変動を探索する目的で、 lH-NMRにより

代謝物濃度の同時定量を試みてきた。唾液はその大部分が体内に再吸収される外分泌液で、血液と尿の

中間的性格をもつにもかかわらず、臨床診断にはほとんど使われていない。その理由は、唾液成分が種々

の外的、内的要因で大きく変動し、有意な生理的変化を抽出することが極めて難しいからである。

一般に薬物応答には個体問/個体内変動があり、そのメカニズムは分っていない。唾液は、神経支配を

うけて血中から選択的に唾液腺を通って口腔に放出されるので、投与薬物が血液から組織に輸送される

メカニズムに酷似していると考えることができる。ヒトへの臨床開発において、標的組織中の薬物濃度

を適切に評価する手段がない現在、唾液代謝物濃度の研究は、薬物の血中濃度と組織内濃度の関係、な

らびに薬物応答の個体問/個体内変動について、なんらかの洞察を与えるものと期待される。

「実験J2名の健康な若年女性を選び、起床直後の唾液を毎日 30日間採取したもの、および基礎体温

の高温期と低温期に 1日4回採取したものを使った。起床直後の唾液は-400Cで長期保存し、使用直前

に室温で解凍して、サリベット加から遠心抽出した。測定には水信号を抑制する複合パルス列を考案し

て、 BrukerAMX-400WBを用い、 295Kで測定した。データ解析には統計解析ソフトJMP、STATAお

よびPLS_ToolboxとMATLABプログラムMATNMRおよび自作プログラムを使用した。

キーワード 濃度分布、代謝物質、唾t夜、正規分布、個体変動

たかはしせいぞう、 おぎのたかし、 やまぐち ゆきはる
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「結果と考察」

信号強度は吸収スベクトノレを Voigt曲線でフィッ卜して求めた。分裂ピークは他と重なる成分を極力

除外するために任意の狭い領域を選択し、ベースラインは直線で評価した。スベクトノレの位相補正はマ

ニュアルで行った。位相補正の誤差による強度評価の揺らぎはせいぜい数%以内であり、今回の解析結

果には直接影響しない。

得られた代謝成分の強度データをヒストグラムにして描くと、最大値やピークの広がりは物質ごとに

違ったが、大多数が次式に示す正規分布と対数正規分布の中間の分布パターンを示した。正規分布は確

率変数xの確率分布から平均μ、分散σが定まる。

(x-μ)2 
N(x;μ，σ)=っァーexp{-"'"ァ} ー∞

、IL.1< σ L.U 

一方、対数正規分布は次式で定義され、同様に μ，σが得られる。ここで得られる μは相乗平均値であり、

正規分布から得られる相加平均値μより小さい値として評価される。

(lnx-μ)2 
LgN(x; μσ)=つ~ - exp{一一てでT一} x>O 

、IL.1<σX L.U 

唾液成分の代謝物濃度の中央値は常に相加平均値と相乗平均値の中聞に位置した。しかもヒストグラム

を対数正規分布と正規分布を混合してフィッティングすることは難しいことが分った。

1915年に Schrodingerと Smoluchowskiは独立に、正にドリフトするブラワン運動の最初の通過時

聞が逆正規分布することを発見した。唾液の場合、ランダムな時間にパノレス的に分泌した代謝物質が、

ー定速度で一定長の唾液腺をブラウン運動で拡散しながら通過し、最初に口腔に到達した濃度分布と考

えれば、逆正規分布の可能性は十分にあると考えた。次式に示す逆正規分布は、 2つのパラメータでひ

ずみの違う分布を対数正規分布よりも柔軟にフィットできる特徴があり、正規分布と同様に加法則が成

り立つなど対数正規分布より好ましい性質をもっている。

jλλ(x-μ)2 
IG(x;μ，λ)=リ三ιX-

3/2
exp{一一?一一} x，μ，λ>0 

V 21<勾I~X

毎朝島

fト.....I山

o 500000 1500000 250000CJ500001 

蜘穐 d 

Fig. 1 Histogram of Pyruvate Concentration in Saliva 

Curves are fitted to the Normal， Log-Normal(Left)， and inverse Gaussian.Distributions(Right). 

Note that the Log-Normal and inverse Gaussian Distributions underestimate the pyruvate 

concentration， and that hardly fit the concentrations nearby zero. 
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逆正規分布で一連のデータを解析した結果、期待どおり対数正規分布より適用範囲が広いが、必ずし

も結果は好ましくないことが分った。たとえば図l(右)に示すように、ゼロ濃度近傍の立ち上がり部分

では対数正規分布のほうが優れている場合がある。さらに濃度ゼロでは定義されないという本質的な困

難があるため、必ずしも代謝物濃度の解析に適していないと考えられる。そこでひずみ率など 3番目の

パラメータを入れる代わりに変数変換で正規化することを試みた。

たとえば図 1に示したピルビン酸のデータを Box.Cox変換して 0.214土0.056のべき乗をとると、図 2

(左)に示すように正規化できる。このようにして得た Box.Cox係数の平均は 0.18土 0.02であった。し

たがって正規分布する物質が観測される可能性は無視でき、対数正規分布からも系統的にずれていると

結論された。複雑系のネットワーク理論は、自律的に存在し、他の物質によるフィードパック制御を受

けない物質は正規分布し、鎖状に連なった複雑な代謝系をなす物質は対数正規分布すると主張する。実

験結果は、観測される代謝系はそれらの中間にあることを意味する。

一-[ill- ー-[}--

0.2-0.10 .1 .2 .3 .4 .5 .6 

Fig. 2 (Left) Pyruvate Distribution of Concentration after the Box.Cox τ旨ansformationwith 

the coefficientλ= 0.214士0.056. (Right) Distribution of Box.Cox Coefficients for all metabolites 

今回の結果から、生体物質の濃度の評価において、

従来のいわゆる平均濃度の求め方は、系統的なずれ

により、分散成分の混入が無視できないため、個体

差変動を過大評価していた可能性を示唆する。また

観測値を正規分布させるためのスケール変換係数、

つまり Box.Cox係数とスケール変換後の平均濃度

に対応する Box.Cox定数の対数との聞の直線関係

の中に、下に凸の系統的なズレが認められた(図 3)。

そこで Box.Cox定数のスケール逆変換から得られ

た、代謝物濃度の平均値に相当する値と、 Box.Cox

係数との相闘を調べたところ、ゆるい正の相闘が見

出された。この結果は、高濃度の代謝物質ほど対数

正規分布から離れることを意味する。
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もし Box-Cox係数の大きさが代謝制御ネットワークの長さや複雑さに関係しているならば、濃度の高い

代謝物質は比較的少数の代謝制御系から構成されること、および濃度の低い代謝物質ほど精密に制御さ

れ、濃度の揺らぎは小さいことが示唆される。

今回の結果から、代謝物濃度分布は Box-Cox係数としては非常に狭い範囲にあることが分ったので、

濃度分布未知の生体成分の評価には、濃度の約 0.2乗というスケーノレ変換で正規化し、通常の統計解析

をすれば、ほとんどの場合に系統誤差を避けることができると期待される。

系統誤差の一例として、図 4に正規分布、対数正規分布、 Box-Cox変換による統計解析の結果を示す。

統計分布を無視して統計解析すると、たとえばヒ。ルピン酸の代謝に及ぼす影響は、乳酸がヒ。/レピン酸の

濃度を増大させる効果があり、酢酸より乳酸のほうが効果が大きいと推論されるが、じつは乳酸の効果

は酢酸と同じかやや小さく、しかもヒ。ルピン酸の濃度を押し下げる方向に働くらしい。図の例では、対

数正規分布するとした場合と、 Box-Cox変換による結果がほぼ一致した。おそらく強度の 0.2乗と対数

値で構成される強度分布の違いを検出できるほどデータの質が良くないのであろう。その意味で、対数

正規分布による過去の統計解析結果に大きな間違いはないのかもしれない。

Fig. 4 Partition of Pyruvate Data against Ethanol， Lactate and Acetate. 

Data are used intact intensities (Left)， logarithmic intensities (Center) and involved intensities using power of 0.2 

(Right)，. It corresponds to make the assumption of Normal Distribution， Log-Normal Distribution， and Normal 

Distribution after the Box-Cox transformation， respectively. The calculation under a normal distribution 

underestimates the contribution of Ethanol while overestimate that of Lactate. The latter two cases get similar 

results because of the difference in intensity distribution are rather small. 
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P094 DNP-NMRを用いた多核 NMRメタボロミクスに関する
基礎的研究

日本医科大学 NMR研究施設1)、オックスフォード・インストウルメンツ(株)2)、

京都大学初期診療田救急医学講座3)、日本医科大学救急医学講座4)

0平川慶子1)、阿部孝政2)、小池薫3)、佐藤搭夫4)、増野智彦4)、大野曜吉1)

Basic research for multinuclear NMR based metabolomics with DNP-NMR 

NMR laboratory， Nippon Medical 8chooI1
)， Oxford Instruments KK

2
) ー

Department of Primary Care & Emergency Medicine， Kyoto Un.iversity vJ 
Department of Criticaf Care Medicine， Nippon Medical School4) 

Keiko Hirkawa 1)， Takamasa Abe2)， Kaoru Koike3)， Norio 8at04)， Tomohiko Masusn04) 

and Youkichi Ohn01) 

Dynamic Nuc1ear Polarisation (DNP) yields greatly enhanced signal fcr 13C， 31P and 15N 
nuc1ei in solution-state NMR spectroscopy. This procedure has been shown to yield a signal-

to-noise enhancement of over 10，000 times compared to conventional NMR experiment. 
The present study investigated the feasibi1ity ofusing DNP-NMR for metabolomic s加dy.

【背景】我々 は、NMRメタボロミクスを用いた疾患解明システムの確立をめざしている。

これまでに、各種疾患における体液や臓器内の代謝物について、 lHNMRスベクトルを

用いた網羅的解析を行った結果、出血性ショック後の蘇生効果や髄膜腫摘出物の新た

な鑑別診断などに関して臨床応用につながる結果を得ることができた。

炭素、窒素、リンは、生体分子に含まれる重要な元素であるが、観測対象となる同位

体(13C、15N、31P) の相対感度が低く、体液や臓器抽出物の NMRスベクトルについ

ては、これまで良質なデータを得ることが困難であった。しかしながら、これらの観

測核はケミカルシフト範囲が広く、代謝物 1分子中に含まれる同一元素数も少ないな

ど分子情報を得るうえでは数々の利点があり、測定手法の改善により十分な S/N比が

獲得できれば、複数の核種による NMRスペクトルデータを用いた高精度のメタボロー

ム解析が期待できる。感度の向上法としては、高磁場マグネットの使用、同位体濃縮

などがあるが、設置環境やコスト面から、汎用性が低く、病態解析や診断応用などの

臨床応用を目的とした NMRメタボロミクスへの応用は現在のところ困難である。

KeyWords: DNP-NMR. metabolomics， phospholipid， ATP， choline 

ひらかわけいこ
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そこで、我々は、あらたに近年話題の DNP-NMR法を用いた超高感度測定に注目し、多

核NMRスペクトルによるメタボローム解析への有用性に関する基礎的研究を開始した。

今回、エネノレギ一代謝関連リン化合物およびリン脂質化合物の標準品などを用いて

31P， 13C、15Nについて DNP-NMR測定におけるサンプル調整や測定条件の最適化と共

に、 thermal測定データとの比較も行った。

【方法】

(1)測定試料;①ATP②ADP③PC④PEA⑤PtC⑥PtEA⑦大豆由来リン脂質混合物

(2) NMR測定;NMR測定はすべて横浜理化学研究所NMR施設の 600MHzDRXR600型

FT-NMR装置 (Bruker) にて行った。 DNP-NMR測定における試料の超偏極化は装

置に付設された invitro DNP polarizer、 Hypersense™ (Oxford instruments) 

を用いて行った。

【結果】

ラジカルの選択、偏極時間、ガラス化溶媒などを最適化することにより、今回測定し

た化合物については、 31P，13C、15Nすべての核種について、 DNP-NMR測定で、 1回の

積算で S/N比のよいスペクトルデータを得ることができた。

緩和時間の影響など、今後検討するべき課題は多いが、リン脂質やエネルギ一代謝関

連リン化合物など、従来の測定法では満足の得られなかった代謝物の解析への活用が

期待できる結果が得られた。

ゅー~v 

31 P Thermal spectra of 500口9ATP with OX63‘ 

(Left: 1scan， Right: 512 scan) 
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from Soy bean.(1 scan) 
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P095 ln-Cell NMR法による真核細胞内におけるタンパク質

ータンパク質およびタンパク質-低分子薬剤間相互作用

の観察への試み

1京都大学工学研究科， 2CREST/JST， 3神戸大学医学研究科 4京

都大学化学研究所， 5S0RST/JST， 6首都大学東京 7理研横浜研究所

O猪股晃介 1，2，大野(真板)綾子 I，初尾豪人口，磯貝信 l，天野剛志

2，3，中瀬生彦 4，武内敏秀 4，二木史朗 4，5，伊藤隆 2，6，慶明秀一 2ベ
白川昌宏 1，2，7

Trial for observation of protein-protein and protein-drug interaction inside eukaryotic cells by 

In-CellNMR 

Kohsuke Inomata 1 

ぺAyako Ohno1， Hidehito Tochio1 

ぺShin Isogai 1， Take郎shiTennoぷ3丸叫，2

Ikuhi比koNa北ka部se4，Toshihide Takeuchi4， Shiroh Futaki4ぺYutaka1t06，2 ，Hidekazu Hiroaki3ぺ&
Masahiro Shirakawa1，2，7 

1 Department of Molecular Engineering， Graduate School of Engineering，め10toUniversity，; 2 

CREST， JST，; 3 Division of Structural Biology， Graduate School of Medicine， Kobe University，; 

4 Institute for Chemical Research， Kyoto University，; 5 SORST， JST，; 6 Department of 

Chemistry，おかoMetropolitan Universi帆;7 RIKEN， Yokohαma Institute， Suehirocho， 

Tsurumi，ゐkohamα230-0045，Japαn 

In-cell NMR is an isotope-aided multi-dimensional NMR technique that enables 

observations of conformations and functions of proteins in living cells. This method has been 

success白llyapplied to proteins in bacteria. However， application of in-cell NMR to 

eukaryotic cells is far limited to Xenopus laevis oocytes. We wi11 a method to obtain 

high-resolution two-dimensional heteronuclear NMR spectra of proteins inside living human 

cells. And we wi11 discuss the potential as the method for observation of protein-protein and 

protein-drug interaction inside mammalian cells. 

In-CellNMR法とは、 NMRの生体非侵襲性を活かして 生きた細胞内におけるタ

ンパク質等生体高分子を異種核多次元 NMR測定するである。それにより、それら生

体高分子の動態を選択的に観察・解析することができる。この方法は大腸菌を用いた

ln-Cell NMR，異種核多次元 NMR，高等晴乳細胞，

いのまた こうすけ，おおの あやこ，とちおひでひと，いそがい しん，てんの

たけし，なかせいくひこ，たけうち としひで，ふたき しろう，いとう ゆたか，

ひろあき ひでかず，しらかわまさひろ
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実験系によってまず提案された。大腸菌を用いた ln-CellNMRによって、いくつか

のグループが現在までに生細胞内におけるタンパク質 タンパク質およびタンパク

質一低分子リガンド相互作用の検出等の実験を報告している。更にこのような原核細

胞での成功に続き、近年我々を含むいくつかのグルーフ。が真核細胞の一種で、あるアフ

リカツメガエルの卵母細胞を用いた ln-CellNMR法の確立がなされた。卵母細胞で

は大腸菌とは異なり、安定同位体標識されたタンパク質を効率よく発現させることが

できない。そのため、あらかじめ大腸菌等から大量に発現・精製した、安定同位体標

識されたタンパク質をマイクロインジェクション法といった物理的な方法によって

卵母細胞の中に注入することによって異種核多次元 NMR測定を行う。つまり、細胞

の体積が大きいアフリカツメガエノレの卵母細胞等にしか応用できないという制約が

ある。

そこで我々は、この ln-CellNMR法を、上記卵母細胞以外の真核細胞、例えばヒ

ト等の哨乳動物体細胞へ拡張し、その中におけるタンパク質 タンパク質およびタン

パク質一低分子薬剤間相互作用等を観察するための方法の開発を行っている。本発表

では、 In-CellNMR法に適用する真核細胞をヒト由来細胞株として、観察したいタン

パク質を高効率に細胞内へ導入する方法の検討を行い、細胞内におけるタンパク質の

lH・15N二次元 NMR測定を行った結果を示すことによって、 ln-CellNMR法による

ヒト等の高等動物体細胞内におけるタンパク質 タンパク質およびタンパク質一低

分子薬剤間相互作用解析等への応用についての展望を議論する。
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Two-dimensional1H-15N correlation spectra of 15N labeled ubiquitin derivative 

(a) in-cell NMR 
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P096 19
F標識したタンパク質性・低分子化合物プローブを

使った In-cellNMR測定手法の開発

e京都大学工学研究科分子工学専攻 2横浜市立大学大学院総合理学研究科生体超分子

システム科学専攻 3大阪大学大学院工学研究科生命先端工学専攻)

0真板(大里子)綾子析尾豪人猪俣晃介 杉原文徳 2、菊地和也ヘ白川昌宏 l

9F-Iabeled protein probes for detection by in-cell NMR spectroscopy and 19F-Iabeled 

relaxation-based MRI probe 

e Department of MolecuZ，αr Engineering， Graduate School of Engineering，めlotoUniversity; 

2 International Graduate School of Arts and Sciences， Yokohama City University; 3 Division 

of Advanced Science αnd Biotechnology， Graduate School of Engineering， OsaklαUniversi砂)

Ayako Ohno1， Hidehito Tochio1， Kohsuke Inomata1， Fuminori Sugihara2， Kazuya Kikuchi3 & 

Masahiro Shirakawa1 

Analyses of structures， dynamics and interactions with ligands or binding-partners in living 

cel1s are vital to understand the functions of intracellular proteins. In this study， we focused on 

19F nuc1ei， which provides high NMR sensitivity and gives nearly no in vivo background 

signal. We have developed the 19F-labeled proteinaceous probes and low molecular weight 

compounds， which are aimed to be used for the detection of protein by in-cel1 NMR or an 

enzyme activity by MRl. The former is a 19F/1SN_labeded ubiquitin derivative， which is 

in仕'Oducedinto human HeLa cel1. We detected signals for two phenylalanine residues of 

ubiquitin in in-cell 19F喝NMRexperiment. The latter is paramagnetic relaxation-based MRl 

probe for detecting caspase-3. In vitro MRl signal has appeared accompanying 

e伺nz可yme-acω凶t“i討vate吋dc1eavage of t白hiおsprobe due to attenuation of paramagnetic relaxation by 

Gd3+ compound. 

生体内での細胞内タンパク質の構造、動態や、リガンドとの相互作用を的situで解

析することは、タンパク質の機能を理解する上で極めて重要である。本研究では、生

きた細胞内でのタンパク質の構造、機能解析に向けて、 NMRによる高感度検出が可

能で、生体内には観測可能な状態では殆ど存在しない 19F核を利用したタンパク質性

プロープや低分子化合物の開発を目指し、その有用性を In-cel1NMRや invitro MRl 

キーワード 19F標識 In同 cel1NMR，分子プローブ

著者ふりがな:まいた(おおの)あやこ、とちお ひでひと、いのまた こうすけ、

すぎはらふみのり、きくちかずや しらかわまさひろ
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により評価した。

タンパク質性プロープ

フッ素ラベル化アミノ酸を用いて 19p標識したタンパク質性のプロープを、噛乳類の

培養細胞へ導入し、 In-ceU19P-NMR測定により標的タンパク質由来のシグナノレや、薬

剤などのリガンド結合に伴う化学シフト変化を検出することを目指した。まず、モデ

ルタンパク質としてユピキチンを研究対象に用いた。フッ素ラベル化アミノ酸

(4-Pluoro-L-Phenylalanine)により、ユピキチンの Phe4とPhe45に、 19p標識を導入し

た。この標識ユピキチンを CPP(細胞膜透過性ペプチド)によって細胞内へ導入し、

In-cellでの 19p_NMR測定を行った。その結果、 400MHzのNMR装置においても、非

常に弱いが、ユピキチンの二つのフェニルアラニン由来のピークを検出することがで

きた。 19p_NMR測定後に、上清の一次元 lH_e5N}SOPAST-HMQCを測定し、細胞外

にユピキチンーCPPが漏れていないことを確認した。さらに、他のタンパク質を導入

するための系も、現在、開発中である。ターゲットには、 PK506やラパマイシンなど

の免疫抑制剤に結合するプロリン異性化酵素 PKBP12(12印 a)を用いた。まず、フッ

素ラベノレ化アミノ酸 (5-Pluoro-L-句'ptophan) を用いて、 PKBP12のトリプトファン残

基(T中59)に 19pを導入した標識体を調製した。 T中59の側鎖は、免疫抑制剤との複合

体結晶構造 (PDB:lPKJ)より、薬剤の認識に重要な役割を果たしていることが明ら

かにされている。 19p標識PKBP12を用いて、 invitroでの 19p_NMRによってリガンド

結合に伴う化学シフト変化を調べた結果、 T中59の側鎖由来のピークが、 PK506やラ

パマイシンとの結合に伴い、有意に変化することを確認した。現在、 19p標識PKBP12

を細胞に導入するための系を準備中である。

低分子化合物プロープ

低分子化合物プロープでは、常磁性効果を利用した 19pスイッチングMRIプロープ

を作成し、ファントムを使った invitroでの MRIにより Casp儲か3の酵素活性の検出

に成功した。この低分子化合物プロープ Gd-DOTA-DEVD-Tfbは、エフェクタ一部位

のガドリウム錯体と、 Casp出 e-3に認識されるセンサ一部位と 19pのプロープ部分から

なる。インタクトな状態では、 19pのプロープ部分とガドリウム錯体が近接するため、

常磁性効果により、弱い MRIシグナルしか観測されないが、 Caspase-3による酵素切

断を受けることにより、エフェクタ一部位が切り離され、高感度な MRIシグナルが

観測される。まず、 invitroの NMR測定を行い、インタクトな状態のプロ)ブ

Gd-DOTA・DEVD・Tfbと、エフェクターのガドリニウムがない DOTA-DEVD-Tfbの

19p_NMRを測定し、後者に強い 19pシグナルが観測されることを確認した。また、こ

のプロープに、Capase-3を添加した後の経時変化を、 19p田NMRで追跡した。その結果、

時間を追うごとにプロープの 19pシグナルの増大がみられた。さらに、このプロープ

のファントムを使った invitro MRIを観測したところ、 19p羽 MRと同様に、 C出 P出 e3

の添加に伴い、 MRIシグナノレが顕著に検出された。
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P097 代謝物同定システム SpinAssignを用いた網羅的メタボロー

ム計測へ向けた戦略

1理研PSC、2横市院国際総合、 3名大院生命農

O近山英輔l、春名英明2、菊地淳1，2，3

Toward NMR-based comprehensive metabolomic analysis with SpinAssign 
'RIKEN PSC， "Intemational Graduate School of Arts and Sゆnces，Yokohama City 
University， 3Graduate School ofBioagri. Sci.， Nagoya University 

Toward comprehensive metabolite identification by NMR， w~ have been developing 
SpinAssign， an NMR spectrum analysis system， and an HSQC-based metabolite chemical 
shi食database.Currently， we have detected more than 600 peaks derived from metabolites in a 
UC-HSQC spectrum， which is one ofthe most comprehensive detection in the world， by using 
SpinAssign， the database， a stable isotope labeling technique， and refined protocols. Further， 
we have been integrating several relating methodologies inc1uding SpinAssign LIMS and 
HalMol toward the method of the most comprehensive identification of metabolites by NMR. 

<はじめに>メタボローム解析における NMRは質量分析計(MS)に比べ感度が低いとい

う欠点があるものの、分解能の高さ、サンフ。ノレ計測時の非侵襲性の利点が高い。後者は特

に的 vivo計測を可能とし、 NMRによるメタボローム計測は現在の分子論的オミクス技術の

中で唯一、生きた細胞内のオームデータを非破壊で計測することのできる技術であり、完全

な初期条件の再現性が難しい複雑な生命システムを理解するための貴重な方法論として今

後の更なる発展が期待される。

<代謝物同定システムSpinAssignの機能拡張> NMRによる代謝物の網羅的同定に向

けて、我々はこれまで13C-HSQCベースの代謝物化学シフトデータベース (CSOB)と

Windows上で動作するJavaソフトウエアSpinAssignを開発してきた。 CSOBは我々自身が

計測し蓄積している標品の化学シフトデータベースであり、溶媒と測定条件を一定にするこ

とで高精度のCSOBの構築を目指している。 SpinAssignはメタボ、ロミクス用NMRスペクトノレ

解析ソフトウエアで、現在 10/20/30スペクトルに対応しており、 CSOBとそれを用いた生体

抽出物の13C-HSQCスペクトルの解析が主機能で、ある。複数のスベクトノレ上で、複数のクロス

ヘアを同期して対話的に解析することに優れているため、 13C-HSQCスペクトル上で、CSOB

によって代謝物候補をアノテー卜されたピークを他の異種核多次元相関スベクトノレで、結合し

高信頼の代謝物同定を達成することに特に優れている。我々はさらにNMRによるメタボロー

ム解析を一般利用可能とするために我々のCSOBとSpinAssignの簡易機能をワエブ上に

実装したSpinAssignWEBを構築した。これはPRIMe(hUp:llprime.psc.riken.jp)上で無料

利用可能である。現在ユーザーの抽出物13C-HSQCクエリーピーク(リン酸緩衝液、 pH7、

298 K)に対し約 80代謝物のアノテーションが可能となっており、今後は 300代謝物に増強

予定である。我々は上記システムを用いて、生物サンブロルからの代謝混合物の一斉検出を

目指している。現在、細胞への安定同位体標識技術、 NMRサンフ。ノレ条件の最適化によりを

キーワード:メタボローム、L1MS、データベース、代謝物、ウエブ

ちかやまえいすけ、はるなひであき、きくちじゅん
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クライオプローブを装備した 700MHzマシンによる13C園 HSQCスペクトルの長時間測定で、

Arabidopsis T87培養細胞粗抽出物から細胞内代謝物由来の 600以上という世界最高レ

ベルの13C圃 HSQCピーク数を検出することが可能となったO このうち約 40%がCSDBと一致

し、 78 個の代謝物の検出が確認された。未同定ピークを含めると全体で 150~200 代謝物
程度の検出が達成されていると見積もられた。我々はさらなる低濃度物質の一斉検出に向

けて、 NMRサンフ。ノレ調製と計測/解析方法論の開発を進めている。

<C富島B構築の高効率化:Hal臨01ソフトウエアとLI醐事開発>一方、自然界には数十万

以上の代謝物が存在すると考えられているため、 CSDBの対象化合物をランダムに選択し

計測することは極めて非効率的である。従って、実際に研究対象としているサンフ。ノレ中で、す

でに検出されている代謝物を優先的に同定しデータベース化することが望ましい。そこで

我々は検出されてはいるがデータベースに存在しない未同定ピークに対して候補化合物を

予測するHalMolシステムを構築した。さらに新規開発中のSpinAssignLlMS (LlMS)と組み

合わせ標品計測ルーチンに組み込むことで効率的な薬品リソースとNMRリソースの運用が

可能となりつつある (F地調 1)0このLlMSは代謝物情報とNMRデータを蓄積するサーバ髄!と

データ閲覧と化学シフト登録部分を持つクライアント側より成る。サーバー側は、関係データ

ベース(RDB)上に代謝物データとNMRスペクトノレ/ピーク、原子アサイン、計測ステータス、

ユーザーアカウントなどをテープツレ化し実装したoRDBfこはKEGGから約 12000の代謝物

情報をインポートした。クライアント部からは複数のNMR計測者による13C-HSQCスペクトル

からの化学シフトの蓄積を容易にする。このシステムは化学シフトの入力エラー発見をサポ

ートする自動機能が複数実装されており、データベースのキュレーションに役立てている。

我々はこれらのシステムを統合し世界最高の網羅的一斉同定法の達成を目指す。
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P098 マウス新生仔尿の NMR-メタボリック・プロファイリン
グ解析
産総研バイオメディシナル情報研究センター・東京薬科大学

O清水悠介

東京薬科大学

高橋滋，青柳俊，高橋勇二，

産総研バイオメディシナル情報解析研究センター

須永絵理，金津健治，根本直

Non-target and targeted NMR-metabolic profiling with urine from newborn 

mouse. 

Biomedicinal Information Research Center， AIST/ 

Tokyo University of Pharmacy and Life Sciences 

Yusuke Shimizu 

Tokyo University of Pharmacy and Life Sciences 

Shigeru Takahashi， Shun Aoyagi， Yuji Takahashi 

Biomedicinal Information Research Center， AIST 

Eri Sunaga， Kenji Kanazawa， Tadashi Nemoto 

Non-target NMR-metabolic profiling is one of simple and useful approaches to assess， 

evaluate， and track metabolic situations in biological systems by using mixture solution 

like urine. However， once in a while， problems in limitations such as sample volume， 

viscosity， salt concentration， and others take place as far as using biological samples. 

In this study， we tried to measure NMR spectra using highly diluted urine with 

conventional NMR spectrometer/probe head and with standard 5mm diameter NMR 

tubes， then analyzed by principal component analysis (PCA). Urine samples from 

newborn mice (<O.03ml) were collected by pressing their abdoinen and analyzed along 

with that from adults. Target spectrum was further analyzed by targeted profiling to 

grasp major chemicals. Methodology， protocol， and its usefulness will bepresented. 

マウス新生仔は人間の未熟児モデ、ルとも言われているが、誕生後に劇的に変

化すると考えられるその代謝系の基礎的な情報は十分に得られていると言うわ

けではない。

メタボリック・プロファイリング、マウス新生{子、尿、混合物解析、多変量解析

しみずゅうすけ、たかはししげる、すながえり、あおやぎしゅん、かなざわけんじ、

たかはしゅうじ、ねもとただし
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そこで、怪発生開始後 18.5日目と考えられる時期に帝王切開により強制出産

させたマウス新生仔個体から尿を採取して、代謝変化を包括的に把握する混合

物解析法であるメタボリック・プロファイリングを行い、その変化を追跡する

ことを計画した。

マウス新生仔は体重約 2グラムと大変に小さい。 1回に採取できる尿量は 20

"'30μL程度であり、標準的NMR装置の 5mmプローブヘッドを使う限り試料量は

絶対的に不足しているが、我々以外のラボで簡便に実施できる手技・手法の確

立を目指してあえて標準的プロープヘッドを利用して大希釈で計測、解析を試

みた。

試料尿 10μLを60倍に希釈し、ロック溶媒、内部標準 (TSP)を添加して DANTE

パルスによる溶媒前飽和 lDスベクトル ]EOLECA-800 (800MHz. HCN5mm・

S/N=1360) を用いて計測した。

FIDは 16kのrealpointsを与え 128回の積算を行って得た。 FFT後は絶対値

微分を行い、その後 0.04ppmごとに積分を行って数値化した。

プロファイリングの結果、親尿および新生仔尿の希釈スペクトノレは十分な S/N

を示し、 PCA散布図を描くことが出来た。また標的型解析を適用することで各群

を特徴でづける物質を検討した。

またより広く利用されている 500MHz機にでも本手法が可能であると確認した。
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P099 ガドリニウム造影剤投与後の持続的スピンラベル法

による脳血流計測値の変化
(秋田県立脳血管研究センター)0中村和浩、近藤靖、木下俊文

(秋田県立大学システム科学技術学部)陳 国躍

Influence of dynamic susceptibility contrast agent to cerebral blood flow estimated 
by continuous arterial spin labeling. 

o K. Nakamura， Y. Kondoh， T. Kinoshita (Akita Research Institute for Brain and 
Blood Vessels) G.Chen (Akita Prefectural University) 

Rat cerebral blood flow (CBF) estimation of continuous arterial spin lab~ling 
(CASL) techniques is influenced by dynamic susceptibility contrast (DSC) agent 
injection. Mter injection of DSC agent， CBF value of CASL is dramatically 
reduced as the decrement of water longitudinal decay time in blood vessels. We 
evaluated the duration of the DSC agent influence. The CBF estimation of CASL 
after DSC agent injection shows that at least 60 min is required for the recovery. 

1.はじめに

我々はこれまで、、ガドリニウム造影剤 (Gd造影剤)を用いた動的磁化率コントラ

スト(DSC)法と持続的スピンラベル (CASL)法を用いた脳血流量計測法に関してそ

の相違を検討してきた[1-310CASL法は脳組織へ流入する血液中プロトンの縦磁化を

反転させた状態で撮像した画像と縦磁化を反転させない状態で撮像した画像の差画

像に基づき脳血流量 (CBF) を推定する手法である[4，5]0そのため CASL法では、

血液中プロトンの反転磁化が対象組織に到達するまで充分保たれていなければなら

ない。血液中プロトンの縦緩和時間はおよそ1.5秒程度であり、ラット等の小動物で

は頚動脈において反転されたフ。ロトンが脳組織に到達する時間は数 100msであるこ

とから、頚動脈で血液中プロトンを反転させる CASL法が適応できる。一方、 DSC

法は Gd造影剤を静脈内へ注入し、磁気共鳴信号を連続的に測定することで、その信

号動態から CBFを推定する[610Gd造影剤を投与すると血液中プロトンの縦緩和時

聞が減少し、頚動脈でプロトンを反転させる CASL法での測定が困難になる。本発表

では、 Gd造影剤投与後の CASL法測定例について報告し、投与後どの程度の時間間

隔をおけば CASL法での測定が可能になるかを検討した結果について報告する。

キーワード:脳血流量計測、 DSC法、 CASL法、 Gd造影剤

著者:なかむらかずひろ、こんどう やすし、ちん こくやく、きのした とし

ふみ
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2.方法

MRI装置内で Gd造影剤を投

与するためのポリエチレンチュ

ーブ(PENo.50，イントラメディ

ック社)90 cmを麻酔下におい

てあらかじめ尾静脈に挿入した

5匹の Sprague-Dawleyラット

(8週令;290土 30g)を用いた。

CASL 法による

CBF(CBF-CASL)画像の取得に

は、送受信分離型 RFコイルお

よび頚部ラベルコイノレ(Rapid

Complete， Rapid biomedical 

社)を利用した。 CBFの推定に用

いるMR画像は、グラジエント

エコー法により TR/TE:8 ms/4 
msで取得し、 10回の加算平均

画像を使用した。 CBF-CASLは

}.，j~b . (M2 -M;s ) / (M;s + (2α-1)M2)より算出される。 λは脳組織と血液の分配係数、

九は脳組織プロトンの縦緩和時間、M;はコントロール画像における信号強度、MFは

反転パルス印加画像における信号強度、 αはラベル化効率である [1，2，3，5J0 

CBF-CASL の算出において ~b 、 α 、 λ はそれぞれ1.7 sec， 0.9， 1.0 とした[5J。

CBF-CASLを測定後、 Gd造影剤(OMNISCAN⑧、第一三共)0.2ccを尾静脈より投与

し、その直後から 15分ごとに 6回にわたって CASL-CBFを計測した。 CASL-CBF

は尾状核領域に関心領域を設定しその平均値を求め、投与前の値との比を検討した。

/十f---f

n=5 

o 10 20 30 40 50 60 70 80 

Time after Gd contrast agent i吋ection[min.] 

Fig. 1 : Recovery of CASL-CBF after Gd contrast 
agent injection. CASL-CBF value was indicated 
with the ratio between after and before contrast 
agent injection. 
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3.結果・考察

Gd造影剤投与前の CASL-CBFは 118土19ml/100g/minで、あった。 Fig.1に Gd

造影剤投与後の CASL-CBFの変化を示す。Gd造影剤を投与すると血液中プロトンの

縦緩和時間は短くなり、頚動脈で、反転させた血中フ。ロトンは脳組織に到達する前に元

の状態へ戻ってしまう。そのため、ラベル化効率を定数とすれば、 CASL-CBFの値

は著しく減少することになる。 Gd造影剤の血竣中濃度は 50分ほどの半減期をもつこ

とが知られており、 Fig.1にみられる CASL-CBFの変化は Gd造影剤の血襲中濃度

を反映したものと考えられる。測定の度にラベノレ化効率を実測することは難しく、 Gd

造影剤投与後少なくとも 60分は CASL法による CBF計測は難しいことが理解され

た。

参考文献

[1] Kagaya et al.， Proc ISMRM 14 (2006) 1467、[2]加賀谷ら，生体医工学 44(200ω286-292、

Nakamura et al.， Proc IEEE EMBC 30 (2008) 839 -842、[4]Donald SW et al.， Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA. 89 (1992) 212-216、[5]Silva AC et al.， Magn Reson Med. 33 (1995) 209-214、[6]Ostergaard L 

[3] 
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PlOO 機能性食品摂取による腸内環境変動の

評価法のための技術開発

c横市院総科、 2早大先進理工、 3理研RCAI、4理研PSC、5名大院生命農)

O中西裕美子¥縫島裕美人伊達康博2、加藤完¥福田真嗣1，3、近山英輔4、

大野博司1，3、菊地淳1，4，5

Platform for the evaluation of functional foods based on gut microbial ecology 

Clnt. Grad. Sch困 Arts.Sci・，YokohamaCity Univ， 2 Dept. Life Sci. Med. Sci.， Grad. Sch. 

Adv. Sci. Eng.， Waseda Univ.， 3RIKEN RCAI， 4RIKEN PSC， 5Grad. Sch. of Bioagri. 

Sci.， Nagoya Univ.) 

OYumilくoNakanishi， Yumi Nuijima， Yasuhiro Date， Tamotsu Kato， Shinji Fukuda， 

Eisuke Chikayama， Hiroshi Ohno， and Jun Kikuchi 

{緒言]

腸内細菌叢の改善が宿主の

健康維持@増進に貢献すること

から、現在、 NMRメタボノミ

クス研究においても、腸内細菌

叢と NMRによる代謝物の解析

が行われ、腸内細菌叢と代謝物

の関連性から複雑な腸内の解

析が試みられている。機能性食 主

品の摂取が腸内環境の改善を

もたらすことから、我々は、食

事による腸内細菌叢の変動と

健康との関連性に着目した。マ

DG臼E lH-t昔蹴R

2 

凶
邸
周
》
門
凶

ウスをモデノレとし、繊維食と通

常食を交互に与え、変動する腸 官同盟関髄畏

内細菌叢と代謝物を経時的に Fig圃 1.Scheme of the correlation analysis 

採取し、腸内細菌叢と代謝物と between microflora and metabolites 

の相関解析を行った。この解析法により、繊維を利用する腸内細菌とその代謝物との

関連性が示唆された。このような食事と腸内細菌叢と代謝物の関連性を追跡していく

ことで、健康な腸内環境の評価を代謝物解析から行うことが可能になると考えられる。

キーワード:腸内フローラ、ニュートヲメタボノミクス、機能性食品、相関解析、デ

ータマイニング

なかにしゆみこ、ぬいじまゆみ、だてやすひろ、かとうたもつ、ふくだしんじ、

ちかやまえいすけ、おおのひろし、きくちじゅん

-378-



[方法]

BALB/cマウスに 5%セルロースを含む繊維食と通常食を交互に一週間与え、毎日糞便

を採取した。糞便をリン酸緩衝液で抽出し、 1H-NMRにより代謝物を測定した。腸内

細菌叢の解析はDenaturantGradient Gel Electrophoresis(DGGE)法により解析を行い、

この電気泳動のバンドの位置と強度を数値化した。 1H国 NMRも同様にケミカノレシフト

と強度を数値化し、これら 2つの数値データの相関係数を計算した。相関の強い

DGGEバンドはDNAシークエンスによる微生物種の同定、 NMR代謝物データベース

から代謝物の物質問定を行った。

Tyr 

8 7 

Fig. 2. The correlation display between microflora and metabolites. 

Contours indicate the value of correlation coefficients adopted O.5<lrl. 

[結果と考察]

DGGE解析により、繊維食摂食群で Butyrivibriosp.、C/ostridiumsp.、Lactobacillus

johnsonii、Prevotellasp.、Barnesiellasp.が増加していた。この中で C/ostridiumsp.、

Prevotella sp.、Barnesiellasp.はButyrate、Acetate、Lysのシグナルと正の相関があ

り、 TyrとPheとは負の相関があることがわかった。セルロース摂食により Butyrate

が増加することが知られているため、今回の解析で Butyrate産生にかかわる菌種を特

定することができた。しかし、相関関係から腸内細菌と代謝物を直接もしくは間接的

に産生しているかはわからない。今後、より明確な関連性が見出すための試みも始動

しており、本会で討論をしたいと考えている。

[参考文献]

(1) Akiyama， K.， Chikayama， E.， Yuasa， H.， Shimada， Y， Tohgeラ工， Shinozaki， K.， 

Hirai-Yokota， M.， Sakurai， T.*， Kikuchi， J.* and Saito， K. In Silico Biology~， e27 (2008). 
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PIOl シミュレーションによるプローブ、コイルの性能予測

f厳)B:uN作所B:U研究所f、物質./;f14研究緩揮2

0朴ミンソク 1、岡田道哉¥北口仁 2

Predicting Performances of a Probe Coil by Computer Simulation 

1 Hitachi Research Laboratory， Hitachi， Ltd.， 2Nationallnstitute for Materials Science， 

Minseok Park 1， Michiya Okada 1， and Hitoshi Kitaguchi2 

The Signal-to-Noise Ratio (SNR) of a solenoidal coil for the 600MHz cryogenic probe 

is predicted by means of simulation. Computer simulation is a must to use tool in 

designing modern probe coils， especially when the probe operates under a special 

environment such as cryogenic temperature. To enhance the prediction accuracy， the 

distribution of the radio frequency magnetic field should be taken into consideration. 

The SNR formula is refined and combined with field simulation to predict the SNR of a 

solenoidal coil. The predicted SNR is 5048 being 12% higher than the measured SNR 

4523. Coils with higher SNR were designed and are under evaluation. 

1 .緒言

高性能のプローブを開発する上で、シミュレーションは有効な手段の一つである。特に、

温度や圧力などの使用条件が特殊なプローブを開発する場合には、実機試験に多大な時

間と労力がかかるため、シミュレーションを用いた性能予測が更に重要になる。

今までの多くの研究は、プローブ、コイルから照射される高周波磁場CRadio-Frequency磁

場、以下、 RF磁場)の分布を求めるために、 Biot-Savart法員11を用いて来た。 2000年以後は、

Biot-Savart法の他に、高周波電磁波の数値解析例も報告されている 1)。

我々は、数値電磁場解析法を利用してプローブ、コイルの感度CSignal-to-NoiseRatio、以

下、 SNRJ予測を行った。今までの研究1)が RF磁場と電界の分布を求めコイル形状聞の優

劣を評価するに止まっていたことに対し、我々は、シミュレーションで求めた RF磁場と電界

から Q値とfillingfactor、磁場均一度を計算し、 SNRの絶対値を予測した。

2 シミュレーションと SNR計算

Houltらは reciprocaltheoremを用いて、 SNRを

¥f' =KM。両立/8kB~F 、‘，
J

d
E
E

・
，，目、、

キーワード:プローブコイルシミュレーション SNR

著者 oぱくみんそく、おかだみちゃ、きたぐちひとし
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と表現した2)。ここで、 KIま RF鶴場の不均一度を表す inhomogeneityfactor、η!まfilling

facto人しもは試料体積、仇はコイルの qualityfactor、花 iまコイル温度、 Ffま受信回路の雑

審 factor、Llf Iま受信帯域幅である。我々は、式(1)を基に SNRの計算方法を検討し、

inhomogeneity factor Kの表現として、

K=土=L……町距削叫吋吋X宜m岬吋n叩削帥JJ】Pが仲JPμ内JJlk1λB月Bl叫 rBl 勾~ωo)dV/ ¥J孔仏仏J比比ιL附i
(2) 

を得た。 811まRF磁場の強度、 τ90Iま90度パルスの幅である。

載々!はま、 Compu叫』比te軒rSimulation T echnology社の電磯場

s勧蜘a創『町Y

甲…由吋，..-福9
1閑;秘雇t一

U叩司を式(ω1り)と釘(2幻)で解析して、新方式 NMR装置に用いる

600MHz用低誼ブ口ーブの SNRを計算した。新方式

NMR装置l志通講の趨電導礎若を2つに分割したスブ

1)ット方式認電導目撃若をもっており、スプリット方式趨電

導櫨石でl立、図1に示すように通常の試料管測定にソ

レノイド型のプ口ーブ、コイんを用いることができる。ソレ

RF B-fie!d by Solenoidal Coll ノイド型ブ口ーブコイjレi立、一般的に使われるブ口

Fig. 2. New NMR Spectrometer コイルより SNRが高いことが知られており、母温ブ口一

ブにソレノイド型ブ口一ブ、コイルを搭載することで SNR

向上が期待される。図21こ、シミュレーションで求

めたソレノイド型ブ口ーブコイんの電犠場分布を示

す。本報告の方法で予測した SNRIま5048であり、

実測値 4523と12%の誤差で一致し、設計ツールと

して有用性を確認した。誤差の原因iまシミュレーシ

ヨンで表現されてない実装要因と、目盛場鈎一度と

考えられる。

3.まとめ

憧温ブ口ーブ用コイルを開発するため、シミュレ

ーションによる SNR予jJ!lJ5:去を開発した。 SNRの計 Fig冒 1.A 2-turn 8olenoidal coil: (a) 

算値と実測値との誤差は 12%であった。現在、本 simulation model， (仲b)the RF.胃開品号司'

報告の方j法去を用いて設計した新Tたニなブ口一フ、コイ di恰8t廿ribuぱ凶j兵胤t討i拍on，and (c吋)the E園-fi打fie剖Id乱. 

jレの評価試験を行っており、今後も高 SNRのブ口ーブ開発を続行する予定である。

本研賓の推進に際して、正田英介先生、本村錫ー先生、神田大輔先生、森田勇人

先生、高蓑孝光先生のご指導、ご支援を賜りました。また、本研究の一部i弘文部科学省

科学技術課興費委託研究、(19文科譲199号)の一環として行われました。

4.善参考文献

(1) F. Doty， et. al. J. Magn. Reson. 182， 239 (2006) 

(2) D. 1. Hoult and R. E. Richards， J. Magn. Reson. 71 (1976) 
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PI02 クライオコイノレMASプロープによる
固体高分解能NMRの高感度化

0水野敬、樋岡克哉(日本電子.CRESTj JST)、

藤岡耕治(クライオウェア)、竹腰清乃理(京都大.CREST j JST) 

Highly gained sensitivアitywith high-resolution solid-staもeNMR

by means of Cr}ァo-CoilMAS NMR probe 

Takashi Mizuno，l，4 Katsuya Hioka，l，4 Koji Fujioka2 and K. Takegoshi3，4 

(lJEOL ltdう 2CryoWare Inc.， 3Kyoto U山ァersityぅ4CRESTjJST) 

Cryo-Coil MAS -cryogenical system of the detector circuit thermally insulated from 

sample area for high-resolution solid-state NMR -has been developed to gain SjN. There 

have been innovated some elementary techniques for cryogenical s.y引emぅsuchas detector 

coil with high山 Qvalue and duplexer. At the moment， in cooling the whole detector日 circuit，
the SjN gain of 3.4-fold compared with room-temperature in high-resolution 1 H NMR 

(301.4 l¥1Hz) was obtained. A group of these elem伐ltarytechniq問 sare applicable for a 

variety of band including low frequency nuclei. 

1.序論近年、溶液NMRでは、マグネットの高磁場化と、クライオプロープの導入に

よって、 NMRの感度が劇的な向上を見せている。クライオプロープは、検出コイルを冷

却することによって第一の主要な熱雑音を抑制し、導体抵抗の減少に伴ってコイルQを増

加させ、アンプの雑音温度を下げることができる。その反面、熱的隔離を行うためフィリ

ングファクタは小さくなるが、改善面がその減少分を上回れば、総合的に高い SjNのゲ

イン(感度向上比)を得ることができる。

本共同研究では、固体高分解能 N~'vIR におい
てクライオプロープを達成することを一つの目

的として、試料を室温下に回転し検出系を断熱

的に冷却する装置を開発してきた。 Figure1aは、

Crvo-Coil MASプロープのプロトタイプ第I号

機で、 8kHzで回転する試料管と 12-25Kに冷却

されたコイノレをともなう検出回路との聞を断熱

したものである。ここでは、真空で運転できる

こと、試料系白検出コイノレ系間隔が 1mmの設計

においてコイルを冷却することができることな

どの、プロープの基盤となる技術は示されたが、

コイノレのみの冷却による感度向上状況を確認し

たに過ぎない。 [1]
NMRのSjNは、プローブ中に含まれる諸特

性値に対して、以下の様な関係にある。 [2]

ト而E 、、t
h

，，F2
11ム

ノ
4
t
'
1
1
1

、、、

Key Words:クライオプローブう固体 NMR，i¥!IAS，感度向上

0みずのたかし、ひおかかっや、ふじおかこうじ、
たけごしきよのり
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ただし、 QはコイルQ値、 ηはフィリングファクタ一、 Tcはコイル温度、 Tα はアンプの雑

音温度である。この式から、数倍におよぶ S/Nゲインの向上には、コイルのみの冷却で、

は不十分であり、低雑音プリアンプの導入が不可欠であることが指摘される。今回、我々

は、コイル以外の検出システム(デュプレクサ、プリアンプ)も冷却して lHMAS-NMR 

観測を行うことができるシステムを開発することができたので、ここに報告する。

2. 回路の冷却仕様 [3] 開発当初は液体ヘリウム貯留式で、

持ったプロープを考えてきたが、機械設計

の検討を進めるうちに、加工性。非磁性@

堅牢性@熱絶縁性などの観点から、 FRP製

の真空多重管(トランスフアーチューブ)

を利用した液体ヘリウムフロー式へと方針

を転換した。すなわち、真空層に FRP/真

鏑製のトランスブアーチューブを挿入する。

FRPにより室温域に置かれた部品からの熱

流入を遮断したその先端に、無酸素鍋でで

きた第 1熱交換器を設置する。第 1熱交換

器は液体ヘリウムの気化により，，-，1W の冷

却能力を維持する。実際には、第 1熱交換

器に接続された部品(主としてサンプルコ

イルまわりのパーツ)が rv 10 Kまで冷却

されることが確認された。

気化した低温のヘリウムガスは、 トラ

ンスフアーチューブの外管を通って内管を

冷やしながら戻ってくる。チューブの中ほ

どにはアルミのブロックが置かれ、そこに

すえつけられた銅ノミイプを冷却するため

の第2熱交換器が形成されている。このパ

イプは輯射シールドと呼ばれ、輯射熱を反

射し第 1熱交換器およびトランスブアーチ

ューブに対する熱流入を防ぐためのもので

ある。シールドはプローブの下方まで延長

され、そこにアルミ製のプレートが接続さ

れる。もちろん、このプレートも室温域に

置かれた部品に直接接触はしていない。プ

レート上に信号切替系(プリアンプ、デュ

プレクサ、方向性結合器)を設置した状態

で、 45K まで冷却されることが確認され

た。この冷却システムは、冷凍機を必要と

せず、液体ヘリウムのみを必要とするため、

システム全体が熱平衡に到達するまで時間

が 2，，-，3時間と省時間でできる。また、送液

用のトランスフアーチューブがフレキシブ

ノレであるため、冷却運転させながらプロー

プを磁場から出し入れすることが可能で、

ある。

ステンレス製の外壁を

(a) 

)
 

h
u
 

，gE
‘、

。

heater 

Figure 2: Cηァog巴nicalspeci五cationof the pro 
totype of Cryo-Coil MAS probe. (乱)Schematical 
illustration of NMR-detection rf circuits and heat 
exchangers. (b) A cross-section view of the pro-
totype. Hatched zone indicates liquid helium and 
vaporized gas helium flowing path. 
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Figure 3: Coil's temperature dependence of the 
loaded】 Q for the prototype of Cryo-Coil MAS 
probe. (0. Solid line) Experimental plot日 of
loaded Q of the thin layer solenoid / sapphire bob-
bin system measured by 3 dB line width of net目

work analyzer. (Dotted line) Theoretical deduced 
curve of loaded Q for the temperature dependence 
of resistivity of typical oxygen-free-copper based 
on classical electromagn巴ti瓜 (Dashedline) The-
oretical deduced curve of loaded Q for the temper-
ature dependence of resistivity of typical oxygen-
free-copper modified by free el巴ctrongas model. 

3.表面インピーダンスの理論的解析 Q値(いわゆる Loaded-Q値)の、コイノレ冷却によ

る依存性をネットワークアナライザによって調べた。 Figure3.に、その実験結果を示す。

Q値は、当該の回路に電流を流したときに蓄えられるエネルギーと、回路で消費される

損失の比で与えられ、高周波損失は導体損・誘電損・放射損に由来する。温度依存性が

顕著なのは導体損であるから、冷却によって Q値を向上するには、できるだけ純度の高

い導体で、誘電損などの効果を抑えたボビ
ンを使うことが重要で、ある。今回のフ。ロト

タイプに用いられた NMRコイルは、搬送

周波数を 7.1Tの磁場に対する lHの周波

数 (301.4MHz)に対して最適化されたソレ

ノイドの寸法形状にしたがって、ボビンを

サファイヤで導体を無電解メッキで作成さ

れた。

導体損由来の抵抗は、禍電流分布を解

くことで得られる表面インピーダンスの実

成分に対応する。表面インピーダンスを、

形状因子(導体線路の形状に由来)と表面

粗度因子(導体表面/界面の面粗度に由来)

とに分け、電磁気学に従って禍電流分布を

解析的に解いた理論値のグラフを (Figure 

3う dottedline) に示す。しかし、これによ

り得られる理論的なQ-T依存性は、低温に

なるほど実験値と帯離が大きくなっている。

古典電磁気学では、電流密度に限界を設け

ず、無限に大きくなり得るものとして扱っ

ていたが、導体の電気伝導度に由来する電

子の平均自由行程長さよりも表皮深さが小

さくなる領域においては、電流密度は制限
を受ける。この自由電子ガスモデ、ルに基づ

いて導体の表面インピーダンスの計算を行

い、古典電磁気学によって得られた値に補

正を加えた (Figure3， dashed line)。この

結果は、電気伝導度、温度、周波数による

導体損の変化と、それに基づく Q-T依存

性を定性的に説明している。
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4.1H・NMRスペクトルクライオプロープでは、プリアンプを冷却して低雑音化するた

め、デ、ュプレクサーも冷却する必要がある。我々は、低温で利用できる GaAs系ダイオー

ドを利用し、さらに低抵抗のスイッチング素子として MEMS(Micro-Electro-Mechanical 

Systems)スイッチを利用した (GaAs系ダイオードは動的抵抗が比較的に高く、 RFパル

ス照射時に過大なプリアンプ入力を及ぼす恐れがあるため)新規なデュプレクサーを製作

した。プレート上に信号切替系(プリアンプ、デュフ。レクサ、方向性結合器)を設置した

状態で、実際に 45Kの周囲温度下でデュプレクサが動作し、 NMR信号を観測すること

ができた。 [4]
高いLoaded-Q値依存性を伴う検出コイノレ、低温用デ、ユフ。レクサ、それに市販の低温用低

雑音プリアンプ(形式 BZP12UB1CR: B&Z technologies Co.)を適用した Cryo-CoilMAS 

プロープpのフ。ロトタイプ、およびSjNのゲインを比較するため、同ーのスヒ。ニングシステ
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ムを利用した市販機 (Var-

ian technologies Co.)、を

使った実験により得られ

た lH-NMR スベクトル

を Figure4に示す。共通

実験条件は下記のとおり。

試料:アダマンタン(試料

管径 5 mm， 内径 3.4

mm)，回転速度 7.2kHz， 

磁場:7.1TWB (搬送周波

数:301.4MHz at 1 H)う分光

言十:OPENCORENMR シ

ステム(京大)， 1スキャ

ン.[5] 
全体を室温に置いたと

きのスベクトルを Figure

4aに、極低温に冷却した

ときのスベクトルを Fig-

ure 4bに示す。また、比

較のため、同じ試料管/シ

ステムを利用している、

Chemagnetics杜の三重共

鳴プロープにより得られ

たスベクトルを Figure4c 

に示す。 Figure4aとめ

を比較することにより、冷

却による SjNのゲインが

3.4倍得られたことが分か

ったO また、市販機の結果

(Figure 4c)と比較しでも、

，，-，3.0倍のゲインの増加が

得られた。

(c) (b) 

20 0 ・20 ・40

OffsetlkHz 

(a) 

40 20 0 ・20 -40 20 0 ・20 -40 

OffsetlkHz OffsetlkHz 

Figure 4: The Comparison of 1 H NMR spectra observed by Cryo-
Coil MAS probe，乱ndconventional room-temperature probe. The 
noise level of each sepctrum is same. (a， b) The spectra by the 1st 
prototype of Cryo-Coil MAS probe using low-temperature duplexer. 
The experime凶 alcondition are日hownas follows: (a) sample temp.: 
r.t. (~298 K)， coil temp.:r.t.， ambient temp. around preamplifier: 
r.t.， (b) sample temp.: r.t. (~298 K)， coil temp.:~10 I仏ambient
temp. around preamplifier: ~45 K， (c) The spectra by the Che-
magnetics 5 mm triple-tuned MAS probe using low lossy duplexer 
(>-0.2 dB). sample temp.: r.t.， coil同mp.:rム ambienttemp. a加ro、oun
p戸re回ar訂，m中pが凶li泊i五1巴ぽ肱r:r ι 

5.結論 300MHzの帯域において、 Cryo-CoilMASプロープにより、室温時の約 3倍の

SjNのゲインを示すことが確かめられた。この結果は、 Cryo-CoilMASプロープがすで

に実用化されている溶液クライオプロープと同等のゲイン性能を得ていることを示す。現

在、無機材料・工業材料への応用を念頭に低周波核種にターゲットを絞り、フィリングファ

クタ向上のために試料系ー検出コイル系間隔を 0.5mmとした、 Cryo-CoilMASプロープ

のプロトタイプ第2号機を製作中である (Figurelb)。
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P103 新方式 NMRにおけるプローブ由来の不整磁場

初B:uN作所B:U研究所f、物質.$1 lJf 1ilfJ'e 1111:揮2

O 田中秀樹 1、長谷川学 1、間国道哉\~ヒロ仁 2

Magnetic field inhomogeneity derived from probe of advanced NMR system 

1 Hitachi Research Laboratory， Hitachi， Ltd.， 2Nationallnstitute for Materials Science 

H. Tanaka1， M. Hasegawa 1， M. Okada 1 and H. Kitaguchi2 

We present an advanced NMR system which has a probe with a solenoidal RF coil 

and a superconducting split magnet. In this system， the probe is combined 

horizontally with the magnet and a sample tube is inserted from above. Therefore， the 

probe's RF shield needs passage holes where the sample tube passes through. 

These passage holes are not necessary in conventional NMR systems. In this poster， 

we present the differences of the magnetic field inhomogeneity between our 

advanced NMR system and conventional NMR systems. 

1 .はじめに

NMR信号測定に用いるアンテナコイルにおいて、ソレノイドアンテナはサドルアン

テナよりも高感度である1)。我々が開発を行っている NMRシステムでは、スプリツト

型超電導磁石を用いることで、ソレノイドアンテナと通常試験管の組み合わせを容易

としている2)。Fi g.1にスプリット型超電導磁石とプローブの組み合わせ概念図を示

す。スプリツト型超電導磁石にプローブを水平方向から挿入し、試験管を鉛直方向か

ら挿入する構造である。ただしプローブ重体には試験管を通過させるための穴が必要

となる。

2. 試験管通過口に伴う不整磁場

Fig.2に従来附Rと新方式 NMRにおけるプローブ僅体の差異を示す。 1970年代で主

に使用されていたシステムでは，銅線を用いた電磁石または永久磁石で水平方向に静

磁場を作り，これに対し鉛直方向からプローブを挿入していた。磁石が超電導化した

1980年代からは，鉛直方向静磁場と平行してプローブを挿入している。一方，我々が

提案している新方式NMRは水平方向静磁場と平行してプローブを挿入する形状であり，

キーワード:新方式NMR，スフ。リッ卜型超電導磁石，水平磁場，プローブ，不整磁場

田中 秀樹 (たなかひでき)
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Fig.2捕odelsof N闘Rprobe and results of numerical calculation. 

唯一，ブ口ーブと試験管が直交するシステムである。 Fig.2にブ口ーブ竃体起因の不

整櫨場を数{直計算で求めた結果を示す。護雑な分布を持つ Z2C2や Z4C2などの磁場モ

ードにおいて，新方式附Rの不整磯場が大きいという結果が鐸られた。これらの不整

轍場は試験管通過口に起因している。

不整犠場対策としてブ口ーブ材料の無櫨性化などを行った結果，ク呂田ホルムを用

いたスペクトル幅評舗で半値幅 O.3Hz， O. 55見高さ幅 7.7Hzえよど良野怠{直が得られた。

詳細!ま当日報告する。
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P104 水素貯蔵材料評価用高温町雰囲気制御 NMRシステムの開発

(東北大学特定領域研究推進支援センター¥〆東北大学大学院工学研究科 2、
(株)プローブ工房ヘ日本電子(株)4) 

0橋本真一¥野田泰斗 2、前川英己 2、高村仁 1，2、藤戸輝昭三池田武義4

Development of NMR system for in-situ analysis of hydride materials 

under high temperature and pressure 

1 Tohoku University， Center for Research Strategy and Support， 2Tohoku University， 

Graduate School of Engineering， 3 JOEL Ltd.， 4Probe Kobo Ltd. 

S.Hashimot01， H.Noda2， H.Maekawa2， H.Takamura1ベT.F吋it03，T.lkeda4 

An NMR system for in-situ analysis of hydride materials under high temperature 

and pressure conditions was developed. The system consists of gas pressure and 

flow rate controlling system， temperature controlling system， a high temperature NMR 

probe for both 1H and multinuclear measurements and a sample tube holder. Sample 

temperature can be controlled up to 3500C by heated N2 gas flow. Atmosphere in the 

sample tube can be substituted by H2 or Ar and pressurized up to 1 MPa. 

はじめに

水素貯蔵材料として用いられる金属水素化物の水素の結合状態や、そのダイナミク

スの観測は水素吸放出特性を理解する上で重要である。国体 NMRによる測定は原子

レベルの観測が可能なため、有用な手法の一つだが、実際の水素吸放出条件で観測さ

れている例はまだ少ない。そこで、本研究では、水素吸放出条件下での高分解能 NMR

測定を in-situで可能にした高温・雰囲気制御 NMRシステムを開発したので報告する。

システムの概要

開発は Chemagnetics社製 CMXInfinity 300 wide bore MNR分光装置 (300MHz)

をベースに行った。開発したシステムはガス圧力・流量制御部、温度可変装置部、高

温プローブ、試料管ホルダーからなる。図 1に全体の構成図を示す。ガス圧力・流量

制御部のマスフローコントローラーおよび、試料管ホルダー後方の背圧弁を操作する

ことにより、試料管内を H2または Ar雰囲気に保持し、一定流量(最大 100ml/min)

キーワード 水素貯蔵材料、国体 NMR、高温、高圧、装置開発

著者ふりがな はしもとしんいち、のだはると、まえかわひでき、

たかむらひとし、ふじとてるあき、いけだたけよし



を供給し怠がら雰囲気正力を 1MPa(絶対臣)まで昇庄可能にした。試料はグ口一フ、

監OX内で試料管に設置後、大気に暴露されることが怠いように、試料管ホルダーに

は小型バルブを取り付けるとともに、ガス圧力包流量制御部には菌己管内のパージが可

能なように真空排気系を設けた。

図2に高温ブ田ーブの外観を示す。開発した高温ブ口ーブiまジャンパ一線の取付け

により高周波用 (1H) と抵周波用(多核)を切替えることが出来る。 1~パックグラ

ンド化のため、高逼ブ口ーブのコイルセンターから離れた部分にプローブヒータを設

置し、試料温度lま加熱した N2の熱風により試料温度を最大 3500Cまで制御可能にし

た。その結果、昇温時でもパックグラウンドノイズは比較的鑑く抑えられ、 2500C

におけるLiBH4の高過相での同スベクトル観測が可能であることを確認した。今後、

測定する水素貯蔵材料および条件の拡大を図っていく予定である。
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P105 新方式NMR用低温プローブの開発 (2)

線 )B.Jt.妻役所B.Jt研究所7、{得)B.JtN併万五療研究所2

持tJJ!l.#14研究線揮3
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Development of Cryogenic Probe System for NMR Spectrometer with 

Superconducting Split-Magnet (2) 

1 Hitachi Research Laboratory， Hitachi， Ltd.， 

2 Advanced Research Laboratory， Hitachi， Ltd.リ

3Nationallnstitute for Materia/s Science 

Y. Ichiki1， K. Kawasaki1， Y. 'Fukuda 1， H. Yamamot02， M. Okada 1， H. Kitaguchi3 

For high sensitivity NMR measurement we have developed cryogenic NMR probes 

with a solenoidal RF coil for a split幽 pairsuperconducting magnet. Signal圃 to・noise

ratio (SNR) of a four.圃 turnsolenoidal RF coil and a two圃 turnone installed in the 

cryogenic probe was measured. The results indicated that the SNR of two-turn RF 

coil was higher than that of four同 turnone. The reason is that the quality factor of the 

specimen Qs of two-turn RF coil is higher than that of four-turn one. 

1.はじめに

我々のグループでは、スプリツト型超電導磁石を用いた新方式 NMR装置を開発し

ている。本装置の特徴は、高感度化が期待できるソレノイド型 RFコイルを使用し

て、溶液 NMR計測が可能なことである。これまでに常温プローブを用いた感度評価

試験により、ソレノイド型 RFコイルによる感度向上を実証したい]。またさらなる

高感度化を目指し、 600MHz超電導磁石用の低温プローブの開発を進めている[2]。
今回、ターン数の異なる 2つのソレノイド型 RFコイルを低温プローブへ実装し

てSNR(信号対雑音比)測定を行い、その比較結果から得られた高感度化への見通

しについて報告する。

2.新方式 NMR用低温プローブの概要

新方式 NMR用低温プローブシステムの構成を Fig.1に示す。低温プローブは冷却

ユニットとトランスファチューブで接続されており、その中には極低温のヘリウム

ガスを循環させるための配管が設置されている。 RFコイル近傍には熱交換器が設置

され、前述したヘリウムガスによって約 5Kに冷却される。 RFコイルは、熱交換器

に固定された支持構造を通じて約 10Kに伝導冷却される。

キーワード:スプリット型超電導磁石、溶液 NMR、低温プローブ、ソレノイド、感度

いちきょうた
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3.測定結果

RFコイルの Q値と SNRの関係を調べ

るために、 4ターンおよび2ターンの RF

コイルを低温プローブ、へ実装し、 SNR測

定を実施した。測定試料は 0.1%エチル

ベンゼンである。 Table1にそれぞれの

RFコイルの Q値および SNRをまとめた。

OL、Ocはそれぞれ、試料を挿入した RF

コイルの Q値、 RFコイル単体の Q値で

ある。また Osは試料の損失による Q値

であり、次式によって計算される。

1 1 1  
-=-+一 (1) 
QL Qc Qs 

Sample tube after 4tserting 

Sample tube be島田 1出師団g

¥Directionof 
I ma酔 eticfiel 

Fig. 1 Schematic of cryogenic probe 

system for split-pair superconducting 

magnet. 

Table 1を見ると、 Ocは2ターンよりも 4ターンの方が大きいが、 OsはOcの差以上

に2ターンの方が大きく、結果的に OLは2ターンの方が大きい値となった。 SNR

はOLの 1/2乗に比例するため、結局 2ターンの方が高い SNRを得られた。以上よ

り、ターン数を増やしただけでは Os が低下し~ SNRが下がってしまうことがわか

った。高感度化のためには Ocだけでなく、 Osの向上が重要である。 Osは主に RF

コイルが発生する電界による操失で決まるため、 RFコイル形状に依存する値である。

したがって、 RFコイル形状を最適化し、 Osを向上させることが必要である。

また、 LNA(低雑音増幅器)の改良により、 2ターンの SNRは4523から 5226に

向上した。発表では、 LNAの改良による SNR向上についても報告する。

4.謝辞

Table 1 Quality factors and SNR for cryogenic probe. 

Coil 

立堕
OL 

4turns 1660 

2 turns 1990 

Oc 

2730 

2140 

Os 

4240 

28400 

SNR 

3359 

4523 

笠笠笠i
安:改良した LNAを用いた値
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P106 超 lGHzNMRにむけて;

電源通電モードにおける磁場安定化と 3D-NMR計測

l理化学研究所 SSBC，2千葉大院・工，

3日本電子 4神戸製鋼 5物材機構 6横浜市大院
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Towards a beyond 1 GHz NMR spectrometer; 

Field stabilization and 3D-NMR measurement in an external current mode 

lRIKEN， 2Chiba Univ.， 3JEOL Ltd.， 4Kobe Steel， Ltd.， 5NIMS， 6Yokohama City Univ. 

Y oshinori Y anagisawa 1べHidekiNakagome2， Masami Hoson03， Mamoru Hamada4， 

Tsukasa Kiyoshi5， Fumio Hob06， Toshio Yamazaki1， Masato Takahashi1

ぺ
OHideaki Maeda1

，6 

We have started a project to develop a beyond lGHz NMR by using a Bi-2223 high 
tempera加resuperconducting (HTS) innermost coil. Due to small residual resistance in the 
HTS conductor， stable persistent current， such as lOHzlh， is improbable for the NMR magnet 
and therefore a current is supplied by the outer power supply. However， current ripples caused 
by the power supply lead to magnetic field ripples， which have to be stabilized. In this study 
we show results ofNMR measurements using a conventiona1500 MHz NMR spectrometer in 
such an extemal current mode. The field fluctuation is stabilized by an intemal 2H lock. The 
quality of the lD-solution NMR spec仕aand the 3D-叩 ectrumof ubiquitin observed in 
extemal current mode are equivalent to those in persistent current mode. 

く緒言〉

NMRでは高磁場化によって、高感度、高分解能なスペクトルを得ることができる。

我々は、 Bi-2223高温超伝導インサートコイルを用いた超lGHzNMRスペクトロメータを開!

発するプロジェクトを進めている九高温超伝導コイルには微弱な残留抵抗があり、超伝導接

続も開発されていない。それゆえ、永久電流モードでは NMRに要求されるレベルの磁場安

定度(10Hz/h)を実現できないので、安定化外部電源による通電モードでの運転が必要に

なる。通電モードでは、電源電流リッフ。ノレにより磁場が変動するので、これを安定化しなけれ

ば良質な NMRスペクトルを取得できない。本報では通電モードにおける磁場安定化手法と

して2H内部ロックを一定の条件化で、使用すれば従来の永久電流モードと同じレベルの高分

解能多次元溶液 NMRが可能であることを実証するの， 3)。

キーワード:超 lGHzNMR、磁場変動、 2H内部ロック、通電モード、 HNCO

著者ふりがな:ゃなぎさわ よしのり、なかごめ ひでき、ほその まさみ、はまだ

まもる、きよしっかさ、ほぼふみお、やまざき としお、たかはしまさと、

まえだひであき
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く実験方法〉

最初に、 500MHz NMR (Bruker Biospin社)を永久電流モードで運転した状態で室温シム

調整を行っておく。次に外部電源をコイノレに接続し、永久電流スイッチを"閉じた"状態で、電

源電流値をコイル電流値まで上昇させる。次いで、永久電流スイッチを"開く"ことで、電源通電

モードに移行する。電源電流値とコイル電流値にわずかな差があるため、通電モード移行

直後は磁場の値が20-30ppmだけ変動する。この磁場の初期変動 (~1 時間)が収まった後

再び室温シムを調整し磁場均一度を向上させた後、溶液 NMR計測を行った。今回の実験

系では電流リードからの熱侵入(10W)により液体ヘリウム冷媒が急速に蒸発してしまうため、

一回の実験でNMR計測に使える時間は最長5時間程度に制限される。計測は以下の手順

で行った。なお、通電に使用した電源(DanちTsik，854)は世界最高レベルの安定度を持つ。

(1)通電モード時の磁場変動計測

(2)長時間の 2H内部ロックの安定性評価

(3)基礎 NMR特性評価:線形・感度・水消し(Presaturation、3919WATERGATE)

(4) 3D-HNCO計測(ユピキチン)

く結果と考察〉

(1)通電モードの磁場変動 Fig. 1に通電モードにおける磁場安定度を示す。磁場の値

はNMRピークの周波数を計測した。磁場変動振幅は土O.lppm程度で、ある。既に報告し

た様に、 2H内部ロックで、安定化可能な変動レベノレは::t1.5ppm2lであるが、磁場変動幅

はこれに比べて十分小さい。
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Fig. 1. Nonna1ized field :fluctuation in 
extemal current mode. 
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Fig. 2. L!Jng-tenn stabil町 ofthe NMR spec回 with
intemal "'H lock and auto shimming of z and z. in 
extemal current mode.. 

(2) 2H内部ロックの効果:通電モードにおいて、内部ロックを動作させながら、 2分ごとに

5時間にわたって線形試験を続けた結果を Fig.2示す。サンプルは重水素化アセトン
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溶媒中の 1%クロロホノレムである。通電モードでは電流リードからの熱侵入により液体 He

が急速に蒸発するためクライオ内圧が変動し磁場均一度が崩れてしまう。そのためZ、Z2

項をオートシムにより常時補正しながら計測を行った。スペクトルのピーク周波数と線形

がほぼ完全に保たれている。今回の実験では冷媒の液体Heが蒸発してしまうため計測

は 5時間で、打ち切ったが、液体ヘリウム冷媒補充の必要がない小型冷凍機を用しもヘ

リウム再凝縮型のクライオスタット 4)を使用すれば同じ技術で 100時間以上連続してロッ

クを動作させ高分解能 NMR計測が可能である。これについては別報で、示した。 4)

(3) NMR基礎特性:Fig. 3に通電モードでの NMRスペクトルの線形試験の結果を

示す。サンフ。ルは重水素化アセトン溶媒中 1%クロロホノレムである。 +20Hzのピ

ークはサンプルスピンによるサイドバンドである。ピークの線形は 0.53、8、11Hz

であり、永久電流モードと同等である。また適切なループ時間を選択することで

電源電流由来の 2Hzの磁場変動ピーク 2)が抑えられている。 Fig.4 に

3919WATERGATEを用いた水消し試験の結果を示す。サンブρルは 2mMスクロ

ース水溶液である。 PFG印加直後はロックの制御系に入力されるエラー信号 5)が

ゼロになる空白時間が生じる。通電モードでは、磁場が定常的に変動しているの

で、これが大きな影響を及ぼす。制御系の積分時定数 2)をそれより長く設定する

ことでリフォーカスが問題なく実行され、水シグナルがよく消えた良質なスベク

トルが取得できている。

劉車IJ !iO D ..;!富田 -100 
IHHz 

Fig. 3. The line shape of CHCL3 in 
acetone司d6 obtained in external 
current mode 

以~ ~ 
畢 16543 2:宅 D

ヨ侵 .... 司

Fig. 4. Water suppression test with 
3919WATERGATE obtained in 
external current mode. 

(4)多次元NMR:以上の結果より線形・水消し・長時間磁場安定度など多次元NMR計測を

通電モードで行う要素がクリアできたので、次に標識クロレラユピキチンの、 3D-HNCO

計測を行った。計測中には 2H内部ロックを動作させた。計測ポイント数は、 1H:1024、

15N: 32、13C:64とした。計測時間は約 3時間である。磁場均一度悪化を防ぐため Z、

Z2項をオートシムで調整した。 Fig.5 (a)に3次元スペクトルを、 Fig.5 (b)に3次元

スペクトルの lH・15N平面への投影(13Cの時間領域における最初のデータセット

を2次元フーリエ変換したもの)を示す。スベクトルに tlノイズはなく、計測時

間中に磁場変動が 2H内部ロックで完全に安定化されていることがわかる。また

水シグナルも消えており、 PFG後のリフォーカスが問題なく行われていることが

わかる。計測されたスベクトルは永久電流モードで取得されたスペクトルと同等
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であり、通電モードにおいても 2H内部ロックで磁場変動を安定化することによ

りタンパクの 3D-NMR計測が可能であることが実証された。
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く結論〉

通電モードでも2H内部ロックを活用すれば、従来の永久電流と同レベルの多次元

NMRが可能である。今回の試験では、ヘリウム蒸発量の関係で計測時間が5時間程度

に限定されたが、今後、ヘリウム再凝縮型のクライオを用いることで、計測時間を100

時間以上に拡張できる。本開発は、 (独)科学技術振興機構の先端計測分析技術・機

器開発事業による成果である。
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P107 改良したハイブリッド磁石を用いた強磁場NMRの開発

(独)物質・材料研究機構

0端健二郎、清水禎、藤戸輝昭、後藤敦、大木忍

High-Field NMR with a Newly Designed Hybrid Magnet System 

NIMS 

K. Hashi， T. Shimizu， T. Fujito， A. Goto and S. Ohki 

NMR measurements with a newly designed hybrid magnet system installed in 

the National Institute for Materials Science were performed up to 28 T. A 

modified resistive insert magnet improved the field homogeneity of the hybrid 

magnet from 186 ppml土5mmto 16 ppml土5mmalong the z-axis. Reconstruction of 

a power source for the resistive magnet suppressed the field instability from 30 

ppmrms to 3 ppmrms. These improvements enable us to have an NMR spectrum 

with narrower line width. 

アルミやホウ素など核スピンが 1/2

より大きい四極子核はガラスや触媒な

どの多くの機能性材料に含まれている

が、その高分解能NMR測定では、四

極子相互作用による線幅の増大によっ

て十分な分解能を得ることが困難であ

ることが多い。四極子核の高分解能N

MRスベクトルを得るために、 MQM

ASなどの方法も考えられているが、

測定磁場を高くすることが最も原理的

に有効な手段である。そこで超伝導磁

石のみでは達成することが困難な 25 

Tを超える定常磁場での固体NMR測

定を可能とするために電磁石と超伝導

磁石を組み合わせたハイブリッド磁石

を用いた装置開発を行っている。これ
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Fig.l Field profiles of (a) the new and (b) the 
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までの測定で空間分解能、時間安定度

とも 100ppm程度しかないことが

分かつていた[1L今回、空間分解能を

向上させるために電磁石の構造を変え、~

磁場分布がより均一になるよう変更を E 
行った[2]。また時間安定度を向上させ

るために、電磁石電源にFETドロッ

ノミーを導入するなどの改良を行った[3]。

これらの改良を行ったハイブリッド磁

石を用いたNMR測定結果について報

告する。測定はKBrの 79Br核をプロ

ープとした NMR測定を行い、試料位

置を変化させながら共鳴周波数を測定

することによって磁場プロファイルを

得た。また、磁場中心において、シン

グルショットスペクトノレの共鳴周波数

の時間変化を測定することによって、

時間安定度の測定を行った。

図1に改良前と改良後の磁場プロフ

ァイルを示す。磁場中心は変わってい

ないが、均一度が改良前の 186ppml土

5mmから 16ppml土5mmまで、およ

そ12倍改善されていることがわかる。

図2に改良前と改良後の磁場の時間変

化を示す。改良前には 30ppmrmsあっ

た磁場の揺らぎが改良後には 3ppmrms

まで低減化されている。これら空間分

解能、時間安定度を向上させたハイブリッド磁石を用いたシングルショットNMRス

ペクトルを図 3に示す。改良前に同一試料について測定した結果と比べて信号対雑音

比(S/N)と線幅が格段に改善されていることが分かる。中心ピークの裾にあるウィグ

ルも小さくなり、線幅は約 700Hz(2pmm)まで、狭くなっている。しかし、固体高分解

能の目安となる 1ppm以下の分解能には達していない。特に磁場の揺らぎは信号の積

算を困難にするため、より一層の磁場の安定化が必要となっている。今後、磁場揺ら

ぎの補正機や室温シムの開発が必要である。
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P108 溶液 338NMR低温プロープの開発

l理化学研究所 SSBC，2横浜市立大学 3上智大学

O 保母史郎乙高橋雅人 1，2 斎 藤 雄 太 3

高尾智明乙前田秀明 1，2

Development of 33S Cryogenic probe 

1 RIKEN， 2Yokohama City Univ.， 3Sophia Univ. 

oFumio Hobo2， Masato Takahashi1，2， Yuta Saito3， Tomoaki Takao3， Hideaki Maeda1，2 

A cryogenic probe for 33S solution NMR has been developed for higher sensitivity gain than 
a commercial probe. "s・detectedexperiments have the advantage of absence of solvent peaks 
and high conductivity tolerance. However， their inherently low sensitivity has made 
measurement difficult. The introduction of cryogenic probes with high "S-sensitivity is an 
important development for practical utilities of 33S solution NMR. The effect on the 
sensitivity by "s cryogenic probe wi11 be presented. 

はじめに

硫黄の NMR計測可能な唯一の同位体が硫黄33(338)である。338は四極子核(1=3/2)

であり、低い天然存在比(0.76%)、小さい磁気回転比(2.0517x107rad T-l S-I)、大き

い四極子モーメント(Q=-6.4X 10-28 m2)、そして低い共鳴周波数を持つ。この性質が

338の検出感度を下げ、 338NMR計測を難しくしている。このため 338NMRに関す

る溶液 NMRの研究例は少なく、固体 NMRでも僅かしかない。

338 NMRはケミカノレシフトが 1000ppmに及び、線幅も数 Hzから数千 Hzと化合

物によって大きな多様性がある。溶液 338NMRは硫黄核が対称電場中にあるスルホ

ン酸やスノレホン酸塩の研究例が多いが、最近では In-vivoNMRや高出力プロープに

よる非対称電場中の硫黄核の計測例も出ている。しかし 338NMRの感度はまだ不十

分であり、高い積算回数と高濃度サンブ。ノレが必要で、ある。例えば、タウリンを多く含

む貝類(カキは 100gあたり1.2g程度)は計測可能だが、メタボローム研究に向けたヒ

ト血液中のタウリン(約 160μM)計測は、サンフ。ノレ濃度が低いため困難で、ある。そこ

で本研究では、生体の低濃度サンブロノレの 338NMRなど低周波核の計測を容易にする

高感度ブρロープの開発を目的としている。

NMRの感度を向上させる技術の 1つに、低温フOロープとして高周波(RF)コイルや

プリアンプを冷却し熱ノイズを減らす方法がある。 lH低温フ。ロープはイオン伝導や

誘電損失による感度低下が問題になる。しかし 338のような低周波核では低温プロー

プでもサンプルロスの影響が小さくなるので、大口径のサンブツレ管を用いサンフ。ル量

を増やし、感度を向上させる手法も併用できる。本研究では大口径(10mm)の溶液 338

NMR低温ブ9ロープを開発し、標準試料として用いられる硫酸ナトリウムをはじめ、

生体試料のタウリンやシステイン酸を計測したので報告する。
33S低温プローブ

11.7テスラ超伝導マグネット用(IHで 500MHz)の溶液 338低温プロープを開発し

た。システムは 2段小型冷凍機(GMlJT冷凍機)、ヘリウム輸送ライン、低温フ。ロープ

から構成されている。冷却システムは当研究室で開発された[1]。

キーワード:338 NMR spectroscopy， Cryogenic probe technology， 
8ensitivity， 8ignal-to-noise ratio 

ほぼふみお、たかはしまさと、さいとうゅうた、たかおともあき、まえだひであき
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本研究では Fig.1に示す 338NMRシグナノレを

検出する RFユニット(=RFコイノレ+RF回路)

を制作し、低温プロープ内部の冷却ステージに

接続固定した。プロープは口径 10mmのサン

ブρル管タイプであり、計測には約 3mlのサンプ

ノレを要する。 RFユニットは 338(38.36MHz)コ

イルと 2H地場周波数ロックの 2つの RFコイ

ルで、構成されている。内側の 338用コイルは低

周波数であり、インピーダンス整合を容易にす

るために、 3田巻きコイルを直列に接続した内

径 14.9mmの鞍型コイルを用いた。 338用コイ

ノレは無酸素銅箔から基盤作成機で切り抜き、成

形後、サファイア管に固定して熱アンカーをと

っている。重水ロックコイルは直径 20mmの

鞍型コイルを用いた。このコイルはアルミニウ

ム箔から切り抜き、テアロン治具に固定した。

それぞれの RFコイルには非磁性コンデンサー

が半田付けして、独立した RF共振回路を構成

している。

338低温プローブと市販 5mmブロードバン

ドプロープ(ブ、ノレカーV8P500)の感度を比較し

て Fig.2，Fig.3 tこ示す。理論上は 10倍程度の高

感度化をサンブ。/レ量増加と RFコイル冷却から

期待できる。本実験で、は共振回路のマッチング

がまだ十分ではなく、プリアンプも室温である

が、硫酸ナトワウム、タウリンで約 3倍の感度

上昇を得た。これらの改良により今後は理論値

までの感度が増加するものと期待している。今

回の結果で特徴的なのは、 1M硫酸ナトリウム

水溶液は高イオン導電率の試料だが、導電率の

ほとんど無い 20mMタウリンと同じ感度上昇

率になっている点である。このことから低周波

核の低温プロープでは、大口径サンフ。ル管を用

いてもサンプノレロスの影響が少ないことが分

かる O これは塩濃度の高い生体サンプルや

In-vivoの計測において利点となる。

当日には、 2mMのタウリン水溶液と 20mM

システイン酸水溶液の 338NMRも併せて報告

する。

Fig.1 RF circuit unit of 335 cryog巴nicprobe. 

The inner coil is a RF coil of 38.36MHz for 
335目 Theouter coil is a RF coil of 76.75 MHz 

for 2H lock. 

(b) 
5/N = 33.2 
(500scans) 

(a) 

S/N = 105.9 
(500 scans) 

15 10 5 0 -5 -10 -15 

Chemical Shift (ppm) 

Fig.2 33S NMR spectrum of a 1M Na2S04 

solution， r巴cordedby (a) 10mm 335 cryogenic 
probe at the RF coil temperature of 11.4 K， 
(b) 5mm Bruker broadband prob巴V5P500.

(b) 5/N = 5.2 

(a) 

w. 
10 

Chemical Shift (ppm) 

Fig.3 335 NMR spectrum of a 20mM Taurine 

solution， record巴dby (a) 10mm 335 cryogenic 

probe at the RF coil temperature of 18 1<， 

(b) 5mm Bruker broadband prob巴 VSP500.

重量帯文献

1) F. Yoshimoto， M. Takahashi， T. Horiuchi， F. Hobo， K. Inoue， T. Miki， M. Hamada， T. 
Okamura， S. Y okoyama and H. Maeda， Advances in CηJogenic Engineering:・
Tr.αnsactions of the Cryogenic Engineering Con;たrence51 (2006) 704-711. 

ハ可
U

ハ
同
d

q
J
 



'P109 超偏極 Xeガス連続生成装置の小型化と
129Xe NMRによる多孔質材料への Xeガス吸着解析

産業技術総合研究所光技術研究部門
0服部峰之、平賀隆、早水紀久子、山本典孝、浅沼達哉

Apparatus for Producing Hyp_~rpolarized Xenon Gas and Adsorption Property of Xenon Gas on 
Mesoporous Materials using j2gXe Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 

Photonics R. 1.， Nationallnstitute of Advanced Industrial Science and Technology. 
lVlinevuki HattorL Takashi Hiraga， Kikuko Hayamizu， Noritaka Yamamoto， Tatsuya Asanuma 

[abstract] An apparatus for producing a hyperpolarized noble gas by polarizing a noble gas in the 
presence of an optical pumping catalyst under application of magnetic field and laser light， including 
a cell having a thin reaction chamber， a gas introduction conduit connected in fluid communication 
with the reaction chamber for feeding the noble gas， a gas discharge conduit connected in fluid 
communication with the reaction chamber， a first gate valve having an outlet port connected to the 
gas introduction conduit and an inlet port adapted to be in fluid communication with a noble gas 
introduction line， a second gate valve having an inlet poはconnectedto the gas discharge conduit 
and an outlet port， and a capillary tube removably connected to the outlet port of the second valve 
for recovering a hyperpolarized noble gas produced in the reaction chamber. The apparatus may 
be directly connected to NMR or MRI. 

【目的】 3He，129Xeの核スピンが 1/2の希ガスは、 RbのD1線 (52S1/2-52p1/Uを光ポン
ピンク、したアルカリ金属とのスピン交換を行って、 NMR信号を飛躍的に増強できる[1]。
超偏極希ガスの生成については希ガスを滞留させた状態で、すなわちバッチ方式によ
る超偏極希ガスに変換する方法や、フローセルを用いた連続的な変換を行う方法が各
種提案されている[2，3]0 しかしながら、従来の方法においては、いずれも超偏極希ガ
スの生成効率が低く、その利用効率は利用能率が悪いという問題があったことから、
これまでに以下の装置を提案してきた。固体ルビジウムと固体キセノンとが酸素不在
の減圧状態で封入されたガラスセルを加温して気体キセノンと気液混合ルビジウムと
する手段と、そのガラスセルに磁場をかけてレーザー光を照射する手段とを具備し、
生成した超偏極キセノンガスを取り出しながらキセノンガスを導入する手段と該操作
で圧力が降下しないように制御する圧力調整手段とを具備することを特徴とする超偏
極キセノンガスの生成装置問。さらに、隙聞を介して対向する平板面を有し、照射す
るレーザー光の光パワー密度が充分に生かせる範囲の照射面積を有する平面型フロー
セル部内の隙聞に希ガスと光ポンピンク、用触媒の混合気体を一方向に流通させる超偏
極希ガスの生成装置[5]。また、セルや配管等の内壁と衝突によるスピン緩和の発生を
抑制して、長距離送給しても超偏極希ガスのNMR信号強度が低下しない生成装置と、
超偏極希ガス生成セルの下流に、内径 O.1-1.25mmの極細キャピラリー管を備えるこ
とが有効であることを見出し、改善された新しい装置を提案している[6]。これまで提
案の装置や方法は各々の特徴を有し、優れた効果を奏するものであるが、バッチ方式
とフローセル方式の双方の特徴を生かし、しかも装置そのものの製造、組立て、メン
テナンスが容易であって、かつ偏極希ガスの生成効率とその利用効率性にも優れたシ
ステムを構成するとの観点においては検討すべき余地が残されていた。ここでは、以
上の課題を解決することのできる新しい超偏極希ガスの生成装置を開発し、これを
NMRlMRI装置へ利用することを目的としている。

超偏極， 129Xe NMR.連続フロー，多孔質吸着

はっとりみねゆき，ひらがたかしやまもとのりたか，あさぬまたつや
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{方法〕光ポンピンク、用触媒の Rbの濃度を高めることができれば、励走塁光を強くして

Xe接と舗極 Rbとの種i突函数も増大させられ、嬬極効率を効果的に上昇させられるこ

とが予想される。 只bの数密度を増加させる方法として、ここでは、儒極曝作を行うセ

jレ部分の温度を上昇させることを考える。 Rbの蒸気圧の温度依存性を圏 1.に示す[7]。
これから、 Rb金属を透明なセjレに封入して Rbランプからの光を照射すると透過する

光量iまセjレの温度の上昇に伴い減少することが期待される。闇 2.に Rbランプ光の透
過率の実測{直を示すが、実際にこのよう怠譲る舞いが観測されている。これまでの円

筒状ガラス容器を採用した嬬極装置[2-4]で!志励起光強度は入射方向の入射面からの
距離に依手干して指数関数で減少する。円筒状ガラス容器内での Rb等の濃度!立、励起光

が強い部位に最適化して決定するため、入射菌からの距離が離れた励起光強度が弱い

部分がかなりの体積を占めることになる。こうした励起効率の低い部位での嬬極率の
也下!立、ガス分子が対流 m 拡散によって効率の高い部位に移動することにより解消さ

れるが、全体の励起効率を低下させている原因とえよる。
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図 1. Rbの蒸気圧の温度依存性 図2. Rbランプ光の透過率の温度依存性

和泊二日、、

図3. (上)励起光の分布、(中段)溜式(Batch)と(下)連続フ口一式(Flow)の比較
図4. (中央)嬬極セlレ部の断面圏、(右;写真)真空チャンパ一等で利用する ICFフ
ンジと若英製ピ、ユーポートを利用した小型の連続フ口一型{車種セルを開発した(特願

2006-316485 )。
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この問題を回避するため、図 3. に示すような、最大効率で超偏極希ガスを得られ
る構造として、隙聞を介して対向する平板面を有l.，;，照射するレーザー光の光パワー
密度が充分に生かせる範囲の照射面積を有する平面型フローセル部内の隙間に希ガス
と光ポンピング用触媒の混合気体を一方向に流通させるとともに、隙聞を有するフロ
ーセル部内には励起光を照射し、かつフローセル部の励起光照射面に垂置に磁力線が
通過するように磁場を印加するようにした[5]。

図4. に今回開発した超偏極希ガスの生成装置を示す。この装置は以下の特徴をも
っ、(1 )隙聞を介して対向する平板面を有し、隙聞には希ガスと光ポンピング用触媒
の混合気体が流通する平面型セル部と、レーザー光を照射して平面型セル内に励起用
光を照射するレーザー光照射部と、平板面に垂直もしくは略垂直に磁力線が通過する
ようにした磁場印加部と、平面型セル部の温度調節部とを備えた超偏極希ガスの生成
装置であって、前記平面型セル部は、少なくとも平板面の一方がレーザー光透過性と
し、希ガス導入のための気体導入部と生成された超偏極希ガスの導出部を有し、気体
導入部は希ガスの導入とその停止が、パルプ、を開けた時に気体導入のための上流側か
ら平面型セル部である下流側を見通すことが可能な構造のバルブ、により切換え自在と
されているとともに、超偏極希ガスの導出部は平面型セル部である上流側から生成さ
れた超偏極希ガスの導出部となる下流側を見通すことが可能な構造のバルブ、により導
出と停止が切換え自在とされ、かつ、該導出部には極細キャピラリー管が連結と脱着
可能に設けられている。 (2)平面型セル部は、光ポンピンク、用触媒の供給部を、気体
導入部と一体または別体として備えている。 (3)平面型セル部は、次の部材:(A) 

レーザー光透過性の円形平板面をリング状支持体に支持した光透過平板面部材、 (8)

円形の平板面に希ガスの導入管部と超偏極希ガスの導出管部を垂直もしくは略垂直に
立設して開孔させた気体導入出平板面部材、(C)前記 (A) と (8)の部材の接続用
金具により接続一体化され、必要に応じて分離可能な構造により構成されている。 (4) 

光ポンピンク、用触媒は、気体導入部側に設置されたバルフ、に接続されて設置された触
媒酒より (A)光透過平板面部材のレーザー光透過性の平板面に移送される。図 5.

に偏極用セルの中に Rb触媒を移送する際の構成と、超偏極希ガスを生成するときの構
成を示した。

52 

54 

57 

図5. (左)Rb触媒の移送の場合、(右)超偏極キセノンガスの生成の場合
58  平板型セル部 51、52、53、54、55、56 バルブ 57 超
高真空排気系 59 触媒溜 60 加熱装置 62、63 分離機構 ;64

極細キャピラリー管 65 気体導入部 66、67 バルブ 70 加熱装
置 71 レーザー光照射装置 72 儲場発生装置
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図6. 129Xe NMR 信号強度のj昆j輩、流速f衣存性

{実目安と幸吉果]NMR tecmag Apollo、129Xe 74.747MHz~ FA=90口、 NS=16、Xe:N2;，露

合比(98%:2%)、励起光源:PD-LD: LML-794.7呂-05(27W 0.2nm)~ Cell gap = 0圃38mm。
圏6. に結果を示す。 27rC、80sccmの場合に最大の信号強度を得た。

本装置を用いて、吸着物を除いたポア径 0.5，1，約 2nmのシリカ (5A，13X，Low-k)に
吸着した Xeの 129XeNMRスベクトjレを 168......313Kの温度で取得した。趨備極 Xeガ

スを流通させた場合は信号強度l志熱平衡のガスよりも大き志信号を与え、これら
多孔質でのガス交換の存在が恭された。

[まとめ}新しく開発した生成装置[~~金属製フランジと石英製ビューポートを利帰
した連続フ口ータイプのセルで次のような長所がある。(1)いままでのガうスセルに
比べて、本構成では、セjレ肉をより加圧することがで曹るので、偏櫨率と超偏極希ガ
ス生成量を同時に増大できる。 (2)長いキャピラリーを取り付けて内部の超偏極した

ガスを直接 NM畏装置へ導入できる。 (3)男IJに用意した真空マニュホールドにおいて
んピジウム金属を蒸着して、セル部分だけを交換する構成怠ので、 MRI装置に真空機

器を近づけなくてよい。また、セjレの再手IJ用がいままでのガラスセルに比べて容易。

今回の装置は、これまで開発してきた嬬撞希ガスの生成装置を夏!こ発展させ、パッチ

方式とフ口ーセル方式の双方の特徴を生かし、しかも装置そのものの製造、組立て、
メンテナンスが容易であって、かつ備極希ガスの生成効率とその利用効率性にも優れ

たシステムを構成することが可能となった。
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PllO 半導体における動的核偏極技術の開発

物質・材料研究機構ナノ計測センターヘ科学技術振興機構さきがけ 2

0後藤穀1え清水禎¥端健二郎¥大木忍1. 瀧津智恵子1

Development of dynamic nuc1ear polarization techniques in semiconductors 

National Institute for Materials Science¥ PRESTO-Japan Science and Technology Agenci 

Atsushi GotoJ，2， Tadωhi Shimizu1， Kenjiro Rαshi1， Shinobu Ohki1 and Chieko Takizawa1 

We have studied polarization transfer dynamics in optically oriented nuclear spins in 

the semi-insulating semiconductor InP:Fe in order to examine local environments at 

hyperpolarized nuclei. Couplings in optically oriented nuclear spins have been 

revealed by the cross relaxation rates under the optical pumping condition. 

[研究の背景と目的] 固体中の偏極核スピン(超偏極〉は NMRや偏極中性子散乱な

どの先端計測・分析や原子核実験において高感度な観測プローブになるものと期待さ

れています。また、近年では、半導体ナノ構造内の電子スピン物性(半導体スピント

口二クス〉の研究の進展に伴い、半導体における超偏極に注目が集まりつつあります。

このような状況を背景に、私達は半導体における儒極核スピンの生成と制御のための

技術開発を進めています[1]。具体的には、化合物半導体における光ポンピング法を

偏極源とし、さらにNMRの手法を援用することで、目的の揚所に目的の核スピンの

偏極を生成する手法の開発を目指しています。

ところで、 E体中の超偏極では、よく知られた気体中の超偏極とは異なった固有の

興味深い現象が観測されます。これらは、国体における複雑な相E作用に起因するち

のと考えられています。私達は、国体の超偏極状態における相E作用の知見を得るこ

とを目的に、化合物半導体、リン化インジウム InPにおいて、光ポンピング条件下で

核スピン聞の偏極移動の夕、イナミクスを調べました。その結果から、偏極核スピン系

における相互作用の詳細が明らかとなりました[2]。

キーワード:光ポンピング、動的核偏極、化合物半導体

ごとうあっし、しみすただし、はしけんじろう、おおきしのぶ、たきざわちえこ
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Fig. 1 System configuration (left) and the probe end (right) 

[実験結果]測定は、私達が開発したシステム(図

1 )を用いて行いまし疋[1]。試料を(100)面が

磁場に垂直になるように設置し、円偏光を表面に

垂直(磁揚に平行〉に照射した状態で、 31p_1151n

の交差緩和時間 7与を測定し、その結果から交差

分極スペクトル密度を解析しました[2J。その結

果、 InPの超偏極状態では、通常の双極子相互作

用の{也、電子スピンを介した kHzオーダーの間

接相互作用(u{s)が醇在することが明らかとなりま

しだ。まだ、この結果から間接相直作用の巽万性

についての知見ち得られましだ。

Fig. 2 Intemuclear couplings in 

InP. Aij and Biラ homo回 and

hetero-nuclear dipolar couplings. 

Jrs: heteronuclear indirect 

couplings between neighboring 

sltes. 
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だします。大木は NIMSナノテクノ口ジー拠点ブ口ジェクト(文部科学省「先端研究
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[2] A. Goto， et al.ラ PhysicalReview B 77ラ115203(2008). 

-405-



Plll 磁場循環tr布let-DNPNMRシステムの開発

e阪大院基、 2京大院理)

O根来誠 l、香川|晃徳 1、武田和行人北川勝浩 l

A magnetic-field cycling triplet-DNP NMR system 

o Makoto Negoro1， Akinori Kagawa1， Kazu戸JkiTakeda2， and Masahiro Kitagawa1 

Graduate Schoo/ 01 Engineering Science， Osα初日uversity

Graduate Schoo/ 01 Science， KyoωUniversity 

Abstract: Toward NMR quantum computing with hyperp01arized nuc1ear spins beyond the 

entang1ement thresh01d， a system has been deve10ped enabling dynamic nuc1ear polarization 

(DNP) using e1ectron spins in the photo-excited trip1et state with X-band microwave apparatus， 
followed by s01id-state NMR experiments using the p01arized nuc1ear spin system. In order 

to perform the trip1et-DNP and NMR procedures in different magnetic fields， the triplet-DNP 

system and the NMR system are made to be spatially separated， between which the samp1e 

can be shutt1ed. It is shown that the system deve10ped in this work fu1fi1s the requirements for 

solid-state NMR quan如mcomputing with hyperpolarized nuc1ear spin systems according to 

our scenario discussed in the text. 

量子計算が古典計算を凌駕するためにはエンタングルメントが必要不可欠であり、エン

タング、ノレメントを利用した真のNMR量子計算には、超偏極核スピンを量子ピット (qubit)

として用いる必要がある [1，2]。我々は「光励起三重項電子スピンを用いた動的核偏極

(trip1et圃 DNP)Jによって核スピンを高偏極させて、 NMR量子計算に応用する方策をとっ

ている。 trip1et-DNPによるアプローチは、 NMR量子計算を目指している他のグループ

による「フリーラジカルを用いた動的核偏極」に比べて [3]、以下の二点で優れていると

考えられる。まずーっ目は、三重項電子の寿命は有限であるので、偏極後に光励起を止

めれば常磁性電子からの核スピン系へのデコヒーレンスに苦しまされないという点であ

る。もう一つの利点は、いくつかの光励起可能な分子の三重項状態の電子スピン偏極は

温度、磁場に関係なく 0.1の才一ダーであるので、ミリ波技術や極低温技術なしで目標

の核スピン偏極を達成できることである。実際trip1et-DNPを用いて、光励起可能なペン

タセンを少量ドープしたナフタレンの lH偏極が 100K、0.3T下で0.7まで向上できるこ

とが報告されている [4ラ5]0NMR量子計算では共鳴周波数の違い、すなわち、核種や化

学シフトの違いでそれぞれの核スピンを別の qubitとして区別する。 O.3Tという磁場は

trip1et-DNPが非常に良く確立されている磁場ではあるが、量子計算の観点からはより多

くの qubitを確保するため出来るだけ高磁場であることが望まれる。

KeyWord:仕ip1et-DNP，s01id-state NMR qu組如mcomputing， DNP， fie1d-cycling， entangle-
ment 

ねごろまこと、かがわあきのり、たけだかずゆき、きたがわまさひろ
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(a) 

11.7T 
SCM 

NMR probe 

図W~

electro 
magnet 

TE011 mode 
cavity 

(b) R..F shield goniometer 

図 1:(a) Schematic diagram of a field-cycling triplet心NPNMR system. The sample is to be shuttled 

be同reenthe high magnetic field (11.7 T) in a superconducting magnet (SCM) and the low field (~ 0.3 

T) in an el即位omagnet.The system is thermally insulated with a vacuum double-layered tube (not 

shown in the figure)， and the sample can be cooled with nitrogen gas flow. In the high field， the 
sample moves along a guide slope toward inside the NMR coil until the sample holder is docked with 

the goniometer， as described in (b). In the low field， a TEOll mode X-band cavity is employed as 

described in (c)， and a laser beam and X-band microwav巴 irradiationscan b巴 appliedtogether with 

magnetic field sweep by means of a quadrupole coil which is composed of four field-modulation rods. 
The sample holder can also be docked with th巴goniometerassembled with the cavity. 

そこで本研究では図 1に示す、低磁場で triplet-DNPを行った後サンプルを高磁場に

シャトルし、高磁場で量子計算、 NMR観測を行える磁場循環佐iplet-DNPNMRシステ

ムを開発した。スプリット電磁石に置かれた図 l(c)に示すキャピティー中でtriplet-DNP

が行われる。このキャピティーの共振周波数は 9.065GHz(Xバンド)で、レーザー照射

用の窓が取り付けられている。 triplet-DNPにおいて最も効率の良い電子ー核開の偏極移

動メカニズムであると報告されている ICP(IntegratedCross Poalrization)を行うために、

磁場スイープのためのコイノレも内装されている [4，5，6]。三重項状態の電子スピン偏極

はサンフ。ノレの磁場に対する角度に大きく依存するので [7]、ゴニオメーターでサンプノレ

の角度を調節可能にしてある。また、スピン格子緩和を抑制するために冷却窒素ガスフ

ローでサンブPノレの温度を下げることができるようになっている。 triplet-DNPで十分な偏

極が達成された後、サンプルホルダーにつけられた紐を引っ張って図 l(b)に示す直上の

11.7Tの超伝導磁石内のNMRプロープへとシャトルされる。シャトルにかかる時間は約

5秒で、この間に磁化がほとんど緩和しないことは確認済みである。また、サンブPノレの
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急激な温度変化はサンフ。ノレの質を著しく低下させるので、サンプルの通り道、 NMRプ

ローブも冷却窒素ガスが充満するようになっている。サンプルをある程度重水素化すれ

ば熱容量が低くなるので早く偏極することが知られている [8]。ただし2H核は 13C観測

時に線幅の原因となるため、 2Hデカップノレが必要となる。よって我々は、 500MHzeH)、

125MHze3C)、 76MHzeH)の三重共振回路を製作した。 300Wのパワーアンフ。を用いて、

それぞ、れのチャンネルで 130kHz、110kHz、55kHzの強度のラジオ波照射が可能である。

開発した系の性能を確かめるために三つの

実験を行った。まず、濃度 O.Olmol%で、ベンタ

センをドープしたナフタレン単結晶試料で lH

の高偏極化を確認した。 0.2958T、203K下に

おいて 50Hzで 90分間 ICPを繰り返した後に

11.7Tにシャトルして得られたスベクトノレを図

2に示す。熱平衡状態の信号強度と比較すると、

偏極率は 0.11であると見積もられる。これは

0.2958T(11. 7T)、203K下の熱平衡状態の lH偏

極のおよそ74000(1900)倍になる。次に、同じサ

ンフ。ノレを用いて天然存在 13Cの高偏極化を行っ

た。図 3(a)ー(d)はゴニオメーターで角度を 30度

ずつ変えて測定した 13Cの交差偏極(CP)スペク

トルで、図 3(e)は再び図 3(a)の角度に戻して測

(a) 

(b) 

40 20 O -20 -40 
kHz 

図 2:1 H NMR spectra obtained (a) after re-
peating the ICP sequences at a rate of 50 Hz 
for 90 minutes， and (b) without the ICP se-

定したものであり、シャトノレを何度も繰り返し quence.

ても角度の再現性が保たれていることを示して

いる。最後に、 99.4%の割合で2重水素化されたナフタレンに O.Olmol%の濃度でベンタ

センをドープした単結晶試料において、 0.6%の存在比で残留する lHの偏極を仕iplet-DNP

により飛躍的に増大化させた後、 NMR測定を行った。図 4(b)に示すように、 lH_1H間

の双極子相互作用が弱いために図 2(a)の重水素化していない試料のスベクトノレと比べ

て、線幅は 1桁程度狭くなったO この場合、線幅の主な要因は lH_2H聞の双極子相互作

用であり、 2Hデカップリングを施すことによって、スベクトノレはさらに先鋭化した(図

4(a))。

我々は今回磁場循環 triplet-DNPlHsC_2H三重共鳴固体NMRシステムを開発した。

この装置を使えば、ベンタセンドープ99.4%2Hナフタレンに 1-13Cナフタレンをドープ

した系を用い、 lHデカップリングや2Hデカップリングを行うことで、 lHsCの2qubit

系でエンタングルメントを利用した真のNMR量子計算が行えると考えている [9]。残念

ながら図 3に示すように、ナフタレンは分子構造の対称性が高いため、複数の 13Cを化

学シフトの違いで識別することが難しい。そこで我々は現在、より多qubitの量子計算を

目指し、化学シフトの違いが大きい別の分子をベンタセンドープ2Hナフタレンにドー

プする方法を研究している。本研究で開発した装置は高偏極化された固体核スピン系の

高精度量子操作、高分解能NMR分光を可能にするまったく新しい装置である。我々は

この装置を NMR量子計算以外の実験以外にも応用できないかを模索している。

本研究は日本科学技術振興機構の戦略的創造研究推進事業の援助を受けて行われた。
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(d) 

(e) 

20 10 

~ 

o -10 -20 

kHz 

(a) 

(b) 

(c) 

10 O 

kHz 

-10 

図 3:E吐lancednatural・abundance13C CP spec仕ain 図 4: Polarized residual lH NMR spectra 
single crystal of pentacene-doped naphthalene under 1 H (a) with and (b) without double-quantum 2H 
decoupling. The re1ative goniom巴terangles in (b )-(の decoupling. For comparison， the spectrum 
with respect to that in (a) were 30，60， and 90 degrees. without佐iple心NPis shown in (c). 
The spectrum shown in (e) was measured after obtain目

ing the spectra in (a)ー(d)by restoring the goniometer 
angle to that used for (a). 
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P1l2 生備高分子NMRデータバンク BMRBと蛋白質髄データバンク

PDBハの登録サポートサイト; 即時-BMRB恥 bsite

l大阪大学蛋白質研究所 2科学技術振興機構品IRD

0原野陽子I 中谷英一1，2 中村春木1 阿久津秀雄1 藤原敏道1

Data deposition supporting website at Osaka for Biological Magnetic Resonance Data Bank 

(BMRB) and Protein Data Bank (PDB) 

1 Institute for Protein Research， Osaka University 

2 Japan Science and Technology Agency -BIRD 

OYoko Harano1， Eiichi Nakatani1ぺHarukiNakamuraI， Hideo AkutsuI， Toshimichi Fujiwara1 

BMRB and PDB are intemational databases for NMRsxperimental and structural data 

derived 企om NMR， X-ray and electron microscopy investigations of biological 

macromolecules. Especiallぁanew single web interface allows depositing the NMR data to 

both BMRB and PDB. PDBj-BMRB (Protein Data Bank Japan， Osaka) works for supporting 

that these databases become more convenient for researchers in Asia and Oceania. In this 

poster， we would like to present new and updated contents of our website for supporting data 

deposition this year. 

BMRBとPDBは共に国際的生体高分子データベースであり、化学シフト等のNMR実験デ

ー夕、X 線・NMR'電子顕微鏡実験から解析された構造データを其々取り扱っている。特に、

生体高分子NMR研究の分野において共通する為、NMR実験データ・NMR構造デ-$1の

一括登録サイトADIT-NMRが昨年公開された。

PDBj-BMRBグループは、大阪大学蛋白質研究所に拠点をおき、アジア・オセアニア地域

の NMR研究者に BMRBがより利用しやすくなるようなシステムの構築に取組んでいる。

特にこの 1年は、当グループが独自に運営しているADIT-NMR登録サポートサイト[Fig.l]

の充実化に重点をおいて取組んできた。

生体高分子データベース、 NMR、BMRB(Biological Magnetic Resonance Data Bank)、

PDB (Protein Data Bank)、 PDBj(Protein Data Bank Japan) 

はらのようこ、なかたにえいいち、なかむらはるき、あくつひでお、ふじわらとしみち
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主な追加国更新コンテンツlま次のとおりである。

ADIT圃 NMR操作説明書の更新

ADIT同 NMR入力項目説明書の BMRB項目更新と PDB項目追加

BMRBが提供している登録データファイlレ作成ソフトの操作説明書の車新

登録に関慌のある PDB、BMRBからの最新違憲事項のお知らせ

BMRBヂくースの利用統計の公開

サイトの多言語化(英語版、日本語版、韓国語版、構体E繁体中国語版)
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P1l3 磁気アルキメデス浮上物体における核磁化の力学的寄与l

0武田和行 2

京都大学大学院理学研究科化学専攻

Contribution ofnuclear magnetism in levitating objects by the 

magneto同 Archimedeseffect 

Kazuyuki Takeda 2 

Division 01 Chemistη¥ Graduate School 01 Science， KyoωUniversity， Japan 

ABSTRACT: The role ofthe nuclear magnetization in a diamagnetic body levitating by the magneto闘

Archimedes effect is investigated. A correction is given to the original巴quationdescribing the 

magneto-Archimedes levitation condition by taking account ofnuclear magnetic susceptibility， which 

has not been con5idered 50 far. This work predicts that the force acting on the nuclear spins can make 

a discemibleヲ macroscopickinetic effect in the levitating bodyラ whenthe nuclear magnetization is 

manipulated by the established NMR technology. An experimental setup developed to confirm this 

prediction is also presented together with a demonstration ofthe magneto-Archimedes levitation in-

side an NMR magnet. 

1. Il11ltrodllllctiol11l 

A diamagnetic body such as a droplet of wat巴rhas， by its very definitionぅnegativemagnetic suscep嗣

tibility. In the presence of a magnetic fieldラ aforce acts on the diamagnetic body when the scale of 

the magneticイieldinhomogeneity is larger than the size of the body. This effect of the diamagnetic 

force is to push the body out of the magnet. In the upper region of the bore of a vertical supercon-

ducting magnetラthediamagnetic force is against the gravitational force. These forces balance when 

the magnetic field times the magnetic-field gradient equals to 1400 T2 m 1. Then the water droplet 

i5 known to stay floating in the air[ 1]ラ forminga spherical shape like that in an agravic spacecraft. 

Diamagnetic levitation of a frog[2] and an apple[3] have also been demonstrated. 

Diamagnetic 
Body 

Fig. 1. A cartoon drawn to explain that 

a diamagn巴ticobject can levitate inside a 

vertical superconducting magnet when the 

diamagnetic force cancels the gravitational 

pull toward the earth目

lKey Words:磁気浮上、磁気アノレキメデス効果、核磁化

2たけだかずゆき
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2. Mag祖母to幽 Arch.imedeslevitatimJ. 

Unfortunately the condition 1400 T2 m 1 is so demanding that only a few institutes in the world 

having very strong magnets can demonstrate diamagnetic levitation. Nevertheless， 1evitation is a1so 

possib1e in more popularly used， less strong magnets by introducing paramagnetic medium 1ike oxy-

gen gas[4J， which has a tendency of， in contrast to the diamagnetic materialラ beingattracted toward 

inside the magnet. As the oxygen gas is dragged into the magnet， its density gradient becomes so 

strong that the buoyant force is significantly enhanced according to the Archimedesラ principleラwhich

states that the buoyancy is given by the weight of the medium pushed away by the body. In this case， 

when the condition 
dB(zO) 

[(Xw Xa)/内]B(zO)一 一ェ (Pw Pa)g ρwg (1) 
dz 

is satisfied， the body， e.g.， a water droplet， stays floating in the air at the position Zo that fulfills Eq園(1).

Here， Xw and Xαare the susceptibilities of water and oxygen gas， andρw and Pa are their densities. 

μ0=  4n 10 7 H m 1 and g 9.8 m s 2 are the permeability ofvacuum and the acceleration of 

gravity. The static magnetic field B is assumed to be axially symmetric about the z axis. For exam開

pleラ atroom temperature and atmospheric pressure， Xw 9.0 10 6 and Xa 1.8 10 6 Then， 

according to Eq. (1)ぅ the1巴vitationcondition is obtained as B (dB / dz) 1140 T2 m 1. The require.胆

ment on the magnetic field becomes 1ess demanding as increasing the pr巴ssureof the oxygen ga5. 

At 10 atmラ Xais 10 times that at 1 atm， 50 that the levitation condition redUCe5 to B(dB/dz) 455 

T2 m 1 Magnetic enhancement of the buoyant force in the paramagnetic media is known as the 

magneto制 Archimedeseffect[ 4J. 
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3. Don't disregard th阜nucl宮前 magnetism!

This work addresses previously unconsidered contribution of the nuclear magnetization in the mag-

netical1y levitating bodies. To be specific， let us consider the proton magnetization in water levitating 

by the magneto-Archimedes effect. Assuming that the proton spin system is in thermal equilibrium 
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at room temperature， its susceptibility Xp is given by 

b μoprli2I(I + 1) 
y 3kT 

ニ 4109 (2) 

，where，p 6. 7 ~1028， m 3 .is.thedensi!y<ofth~proton&.inwate.r."y2π ，~t26 .107 xad.s 1 T l，js.the 

"~gyrom毎gnèticl'rïltìQ，

to correct Eq. (1) as 
dB(zo) 

[(Xw Xa十Xp)/μo]B(zo)"-d~VJ Pwg. (3) 

That is， in the :floating body there should be a balance of forces due to the nuclear paramagnetic force 

as well as the gravity， the diamagnetic force， and the buoyancy， as described in Fig. 2. 

4. How to detect the contribution ofthe nuclear magnetism? 

1n order to verifY whether the nuclear paramagnetism does really in fact have a discemible effect on 

the balance of forces， the author proposes an experiment exploiting the unique feature of the nuclear 

magnetism; the nuclear magnetization can be man伊ulatedby the established NMR technology. The 

idea is to manipulate the proton magnetization by applying resonant rf pulses at the levitating object， 

and to observe the motion of the body with a CCD camera placed beside the body， as described in 

Fig. 3(a). When the proton susceptibility Xp is modulated by the resonant rf irradiation， the body 

is expected to shi食 itspos江ionso as to fulfill the balance of forces given by Eq. (3). Thus， the 

contribution of the proton spins to the levitation condition can be observed through the position of 

the body. Let us now consider that the sign of the proton susceptibility Xp is inverted by applying a π 

pulse or adiabatic inversion. Then the point zo of the balanced forces would be such that 

dB(ZO) 
[(Xw Xa Xp)/μoiB(zb)-zL Pd- (4) 

Thus， the e能 ctofthe spin inversion would be to shift the balanced point byδzニ 4 勾.1n order to 

estimate the shiftδz， we note that the field times the field gradient B( dB / dz) should shift by 

I ¥ dB(z~) D{  _ ¥ dB(zo) 2Xp 
B(ZO)一-L B(zo)一一一 向Pwg一一一一 (5) dz /""Ut'Wo (Xw Xa)2 ' 

which is， when the oxygen tressure is 10 atm， ca. 0.14 T2 m 1 The shift dz one would expect 

depends on the field profile ofthe magnet in use. For one of our superconducting magnets (a JASTEC 

wide-bore 14 T magnet)， dz is estimated to be on the order of 10μm， which is rather small but not 

impossible to observe. 

Moreover， the kinetic motion of the body could be enhanced by mechanical r，ωonance by apply-

ing successive spin inversions in synchronous with the characteristic oscillation ofthe levitating body 

around the balanced point. 1n fact， it was observed that levitating bodies by the magneto-Archimedes 

effect bobbed up and down upon perturbations such as slight and sudden change of the oxygen pres-

sure. For the case of a piece of Delaware grape shown in Fig. 3(b)， the body was found to oscillate 

with a period of several hundred milliseconds. The characteristic企'equencyof the mechanical reso-

nance can be derived by approximating B ( dB / dz) by a linear function in the vicini勿ofthe balanced 
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point zo， i.eラB(dBjdz) α(z zo). ThenラtheNewton's equation of motion is reduced to th抗 ofa

harmonic osci1lator， from which the characteristic frequency兵isobtained as 

!cニ UαIxw Xal 
V 包l.. I;OPw 

(6) 

Since thejuicy Delaware grape is composea almost of water，its suscep'ti回lityane1 e1ensity were ap回

proximated by those ofwater. Thenラusinga 8000 T2 m 2 for our case， the period of oscillation (the 

inverse of the characteristic frequency !c) was calculated to be 800 ms， which is quite consistent 

with what was observed. 

The experimental examination ofwhether the nuclear spins can really "shake円 amacroscopic body 

is in progress， and will be presented elsewhere. 

(a) 
O2 

日間"1 ~ 同
ハ+一一一一←j @l I~1'叫tating
V計 J~ay 
l喜

@ 

@ 

@ 

NMR Spectrometer 

)
 

・h
u(
 

Fig. 3. (a) An experimental setup to 

be plac巴dinside the bore of a ver-

tical superconducting magnet. (b ) 

A piece of Delaware grape fioating 

by the magneto-Archimedes巴ffect

inside a 14 T superconducting mag-

net at 0.3 m above the magnet cen-

ter. The bore was filled with oxygen 

gas with a pr巴ssureof 0.72 MPa 

The white spots at the comers ofthe 

frame are due to illumination LEDs 

placed inside the dark bore 
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P1l4 加硫天然ゴムのFG-MASを用いたインパース測定による

解析手法の検討

(日本電子(株)・応用研究グループ l、長岡技術科学大学工学部物質・材料系 2)

0棲井智司 1、内海博明 1、河原成元 2

Investigation of a1falysis for vulcanized natural rubber by 

inverse measurements with FG-MAS probe 

(Application & Research Group， JEOL Ltd.1， 

Department of Chemistry， Nagaoka University of Technology2) 

Satoshi Sakurail， Hiroaki Utsumil， Seiichi Kawahara2 

Analysis of crosslinking junctions of crosslinked rubber samples has been made 

through solid-， solution-and latex-state NMR spectroscopies up to date. If we 

apply ordinary pulse techniques of solution-state NMR spectroscopy under MAS， 

it is possible to positively analyze the crosslinking junctions， more exactly， 

because the rubber samples have high mobility. In this case， the analysis through 

inverse measurements are quite effective to shorten a time for the measurement. 

However， because the signals assigned to the main chains are too big， the huge 

correlation signals of the main peaks interfere with the small signals of the 

crosslinking junctions under a resolution of the 1H observation. In the present 

study， an attempt to analyze the crosslinking junctions of the rubber samples was 

made by solution-state NMR spectroscopy under MAS with selective neglection of 

the main correlation signals. 

【緒言}ゴム試料に関しては、これまで固体NMRでの解析や、ラッテクス状態の溶

液NMRによる解析結果が報告されている1)。多くのゴム試料は運動性が高いため、高

速MAS下では通常溶液NMRで使用されている測定手法を用いることが可能であり、

特にインパース測定による解析は時間短縮に有効であると考えられる。しかしながら、

ゴム試料では主鎖由来の信号が側鎖由来の信号に比べ大き過ぎるために、 1H観測の分

離能ではメインピークの巨大な相関信号が邪魔になる。そこでメインの相関信号を

13C選択波形パルスを用いることによってセレクトアウトすることにより、微細構造

由来の解析が可能であるかを検討した。

キーワード:ゴム、 FG-MAS、インパース測定

さくらいさとし、うつみひろあき、かわはらせいいち
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【実験]測定は JNM司 ECA600で行い、プロープには 4mmゆFG-MASプロープを使

用した。試料には架橋密度1.36X 10-4 mol/cm3の加硫天然ゴムを使用し、試料の中心

に約 1mmゅの穴を開け、その空間に Lock溶媒として D20溶媒を加えた。その状態で

NMR Lockを掛け、試料回転速度 17kHzで、 lH、13C、13C-DEPT、yselectlH-13C 

HMQCを測定した。 yselectlH-13C HMQCは13C核側の最後の 90度ノミルスを波形

パノレス (EBURP)に変更したシーケンスを作成して用いた (Fig_1) 0 

lH 

13C 

Gz 

Fig. 1 Pulse Sequence of yselect 1 H・13CHMQC 

{結果]13C棋!Jの選択波形パルスを使用して、メイン信号由来の相関ピークをセレク

トアウトすることにより、インパース測定による架橋構造由来の相関信号を観測する

ことができた。

萄
低
晶
画

宅b

毒

主，-

省弓

0; 

Fig.2 yselect lH-13C HMQC spectrum 

【考察]FG-MASを用いることにより、メイン信号由来の相関ピークをセレクトア

ウトしたインパース測定による解析が可能になり、従来よりの 13C観測手法に比べ時

間短縮を行うことができた。ただし、メインピークに近い相関信号を解析するために

はまだ十分ではなく、更なる改善が必要であると思われる。

1. ~本ゴム協会誌、河原成元、第 79 巻、第 10 号 (2006) p.487・493
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P1l5 NQRによる TNTの非接触検知

大阪大学大学院基礎工学研究科

0東馬真矢、糸崎秀夫、安田大輔

Non-contact detection ofTNT by Nuclear Quadrupole Resonance 

Graduate School of Science Engineering，Osaka University 

Shinya Toma， Hideo Itozaki， Daisuke Yasuda 

Abstract 

In the Nuclear Quadrupole Resonance (NQR)， detecting TNT which is included 

in explosives is one of the most important subject. TNT signal has so long T1 and 

so short T2* relaxation time that it is difficult to detect quickly. In this paper， we 

considered TNT detection techniques， Q-damping， multi-pulse sequence SLSE， 

and antenna. Q-damper enables to detect short T:♂materials. SLSE is effective to 

long T1 materials. As a result， we can detect TNT located in 4cm of the antenna. 

本文

核四極共鳴(NuclearQuadrupole Resonance: NQR)は化学物質を直接探知できる

技術である。多くの爆発物や不正薬物は、その窒素核 14NがNQR反応を起こすため、

地雷探知やテロ対策の分野への応用が期待されている。

NQRはある一定の共鳴周波数を持った電波を物質に照射することで核スピンの励

起を行い、その緩和の過程を計測する方法である。この共鳴周波数は、物質の電場勾

配によって決定される。この電場勾配は物質の構造に依存するため、物質固有である。

そのため、共鳴周波数の違いによって物質の同定が可能となる。 NQRは物質が持つ

電場勾配を利用するため、 NMRのように事前にスピンの整列を行う必要がないため

強磁場を照射する必要がない。

NQRにおいて、重要な課題のひとつが爆発物である TNTの探知である。 TNTは、

700kHzから 900kHzの低周波数に複数の共鳴周波数を持つ。また物性としては、縦

緩和時間(T1)が約 3sと非常に長く、横緩和時間(T♂)は 300'"'-'600μsと非常に短い。

T1が計測時間に、 T2*が信号発生時間に影響を与えることを考えると、 TNTは短時間

で積算の回数を増やすことが困難であるといえる。このことは、地雷探知や手荷物検

査といった非接触検知をする際には大きな問題となってくる。

非接触検知を短時間に行うために、次に示す課題の研究とその結果を報告する。

キーワード :NQR、核四極共鳴、 TNT

著者ふりがな:とうま しんや
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1. Q-damperの使用による送信信号の残留成分の低減

700kHzから 900kHzのパルスを照射すると、送信信号の残留成分により NQR信

号を受信するまでの時聞が長くなる問題がある。この問題を解決するために、

Q-damper回路を用いた。この回路は送信パルス終了と同時に動作し、一時的にアン

テナの Q値を低下させることが可能である。これにより送信信号の残留成分を大幅に

減らし、速いタイミングで強い信号を得ることが可能となった。

I1v hv 

(a)Q-damper off -F(b)Q-damper on 50凶

Fig.l: Transmitting pulse shapes;(a)Q-damper off， (b)Q-damper on while trigger pulse 

2.マルチパルスシーケンスの検討による高感度化

1回の励起で複数回の積算が可能となるマルチパルスシーケンスである、

Spin-Locking Spin -Echo( SLSE:θ。ーヤ-(}90一τ-)Jによる検討を行った。 SLSEは

T1が長い物質に適したシーケンスであり、励起後に拡散していく核スピンを何度も再

結合させ、その過程で発生するエコー信号を観測する方法である。これにより、同一

時 間における積算回数を 100 倍以上 に す る こ と が 可 能 と な っ た 。
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Fig.2: The SLSE signal from TNT(837kHz)， τ=0.8ms，scan number 40000 

Q-damperの使用と SLSEの併用により TNTの信号計測を短時間で行うことが可

能となった。またアンテナと周辺回路の改良によって高電力投入を可能にし、 240g

のTNTサンフ。ノレの 4cmまでの非接触検知に成功した。

-419-



~信頼性の高いデーータ構築への取組み~

産業技術総合研究所計測標準研究部門

O鍋島真美、山路俊樹、衣笠晋一、驚藤剛

SDBS-NMR P1l6 

Our activities on a high reliable data -construction 

National Metrology Institute of Japan (NMIJ)， AIST 

MamiNabeshimf!" Toshiki盗旦釘.i， Shinichi Kinug-asf!" Takeshi S.辺白

SDBS-NMR 

We have been constructing a highly reliable NMR database of SDBS (Spectral 

Database for Organic Compounds， SDBS-NMR) open freely through AIST's web 

site. SDBS-NMR has following characteristics. We 剖 cumulatehigh quality NMR 

spectra， which are measured and evaluated by ourselves. Chemical structures for 

the spectra with their chemical shift assignments are also provided. We analyze 

DEPT， HMBC and other spectra for supporting accurate NMR assignments. We 

also take into account concentration of the solutions for keeping the best NMR 

measurement conditions. The number of accesses to SDBS-NMR is more than a 

half of all SDBS accesses， which exceeds a hundred thousand accesses a day. 

【はじめに】

SDBS(有機化合物のスペクトルデ

ータベース)は、産総研がWebを通し

て無料公開している、一つの化合物

に対し 6種類(MS、1HNMR... 13C NMR， 

IR、Ramanおよび ESR)のスペクトル

を有するスペクトルデータベースであ

る(SDBS-Web)0 SDBS-Web は、

2007年度1日平均 10万件以上のア

クセスがあり、アクセス数は年々増加

の傾向にある。 SDBS-NMRは、この

中の NMRのスペクトルデータベース

である。多岐にわたる種類の有機化

合物の 1HNMR、13CNMRの溶液NMRスペクトルを集積し、それらのスペクトル画像・ピーク

及びシフトリスト・帰属情報を付与した構造式画像を公開している。
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【SDBS-NMRの特徴】

ここに収録した一つ一つの NMRスペクトルの特徴は、

.正確な化学シフトと定量性を確保している点

-独自に測定した高分解能なデータから構築している点

.得られた測定データを精査選定している点

司構造式に帰属を付与している点

である。 Webに公開する為のスペクトルは、化合物ごとに最適な調製を行った溶液で測定し

ている。代表的な測定条件は表 1に示した。この条件下では、磁場のシム条件がスペクト

ルの分解能に大きな影響を与えるので、良好な測定条件での測定を行っていることを常に

確認している。公開する為のスペクトルは、以 Table1.苛picalconditions on SDBS-NMR 

下の条件を満たすことを最低限の原則として measurements. 

いる。すなわち lHNMRのTMSピークが、窓 'HNMR "CNMR 

関数無しでプロセスして半値幅 0.5Hz以下で
Spectral Width 4000 Hz 20253 Hz 

あり、かつ TMSの29Siサテライトのピーク高さ
Acquisition Time 16.38 s 3.23 s 

の位置でピーク幅が3Hz以下であることであ
Relaxation Delay 13.72 s 2.75 s 

る。
Scan Times 32 1000 

【SDBS-NMRの取組み】

SDBS-NMRでは、常に信頼性の高いスペクトルを公開するために、以下の点を配慮した

作業を行っている。

①化学シフトの基準を TMSとしている(重水溶媒の場合は TSPをTMSに換算)、

②測定温度を一定(30
0
C)にしている、

③必要に応じて表 1で示した観測幅を広げる、

④調製濃度をなるべく一定にしている。

これらに加え、特に 13CNMRでは必要に応じて、積算回数を増したり、遅延時間を長くした

りすることで、感度の良くない信号もしっかりとピークとして認識ができるようにしている。

さらに Webには公開しないが、 DEPT'HMQC・HMBC等の測定及び解析を行い、帰属の

正確さを確保している。以上のような、厳密な条件下で、調製・浪IJ定・解析を行い、スペクト

ルの精度と正確な帰属を維持し、その結果としての高い信頼性を得ている。

【終わりに】

上に述べたような、日々の努力の積み重ねが、 SDBS-Web全体のアクセスのうち半数以

上に上る NMRを支えている。溶液 NMRベクトルの利便性・有用性は周知のことである。そ

れがさらに多くのユーザーから信頼支持され活用されるために、高品質のスペクトルを集

積したデータベース構築を継続しなければならない。ユーザーの声に耳を傾けることで即

応性を備え、時代のニーズを常に感じとりながら、世界に正確で適格な化合物スペクトル情

報の発信が行えるよう、発展させていく計画である。
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P1l7 アルカロイド系分子の NQR周波数同定

大阪大学大学院基礎工学研究科

0稲垣大介、宋宇光、東馬真矢、安田大輔、糸崎秀夫

NQR Frequency Identification of Alkaloid 

Graduate School of Science Engineering， Osaka University 

Daisuke Inagaki， Yuguang Song， Shinya Toma， Daisuke Yasuda， 

Hideo Itozaki 

NQR frequencies of norephedrine are identified experimentally with 

referring to quantum chemical simulation. Their frequencies are 3.088MHz 

and 3.092MHz， which correspond to l-norephedrine and d-norephedrine 

respectively. Quantum chemical simulations support to determine search 

frequency region in the experiment. 6・31+G(d) basis function and DFTare 

used in this simulation. 

序論

NQR周波数は原子核周辺の電場勾配に依存する。分子によって電場勾配は異

なるため、 NQR周波数も分子ごとに違う数値となるので、 NQRを用いること

で分子の特定が可能となる。アルカロイド系分子を始めとして、 NQR周波数が

調べられていない物質が多く存在し、効率的に NQR周波数のデータを収集する

ことが課題となっている。

本研究では、アルカロイド系分子であるノルエフェドリンに注目し、量子化

学計算とその結果に基づく実験によって、 NQR周波数の同定を試み、 NQR周

波数を求めることができた。

計算

量子化学計算は Gaussian03を用いて行った。短時間で精度よく構造計算を

するために、本実験では DFT(PBE1PBE)を用い、 6-31G+(d)の基底系によって

構造最適化を行った。

キーワード :NQR、量子化学計算、アルカロイド

著者ふりがな:いながき だいすけ
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DFT は全エネルギーが最小lこなるように電子密度を決定して同時に系のエネ

ルギーも見積もる方法であり、汎関数には経験的な側面があるものの、

Hartree-Fock法や2次の摂動法を用いた計算より精度よく、しかも低コストで

計算ができる。また、基底系である 6-31G+(d)は、それぞれの原子価に二つの基

底関数を持ち、水素以外の原子に d関数および diffuse関数を考慮に入れたもの

となっている。

構造最適化の後、核スピンの電場勾配テンソノレを計算し、 NQR周波数の予測

を行う。本研究では 14N原子核の NQRを用いるため、 14N周辺の構造が似てい

る分子による NQR周波数の計算予測値と実験値の計算誤差は同程度になるも

のと考えられる。そこで、本研究ではNQRに用いる 14N原子周辺の構造がノノレ

エフェドリンに類似し、かっ NQR周波数が判明している分子としてイソプロピ

ルアミン、テトラブチノレアミンを選択し、ノノレエフェドリンの NQR周波数予測

値と実測値の計算誤差を推定する基準とした。また、ノノレエフェドリンの構造

異性体であるノルブρソイドエフェドリンについても計算を行った。

実験

計算により得られた結果をもとに、絞り込まれた周波数域に対し実験を行っ

た。本研究ではノルエフェドリン25gが入った未開封の瓶を試薬とし、直径5cm、

高さ 5cmの厚紙の筒に直径0.5mmのリッツ線を 10回巻いたコイルを使用した。

照射ノ勺レスは磁場強度 0.0073T、パルスの幅を 100問、間隔を 100msとした。

単一のパルスを照射することによる励起で得られる FID信号は一般に S/N比

が低いため、積算回数を 1000回にして S/N比を高めた。

結果、考察

ノノレエフェドリン、ノノレプソイドエフェドリン、イソプロピノレアミン、テト

ラプチルアミンの分子構造を Fig.1に示す。ただし、ノルエフェドリンおよびノ

ルブρソイドエフェドリンはL型と D型の二種類の構造が存在するので、それら

を別個に示した。また、 Fig.1に示した物質について、 NQR周波数の計算値お

よび実験値を Table1に示す。ただし、ノノレエフェドリンは今回の実験でNQR
周波数を計測したため、実験値と誤差の項目に※印を付している。また、ノル

プソイドエフェドリンは今回計測しておらず、 NQR周波数が調べられていない

物質であるため、実験値については示していない。
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Fig.1 Structure of molecules 

Fig.1から、ノノレエフェドリン、ノノレブ。ソイドエフェドリン、イソプρロピノレア

ミン、テトラブチルアミンはすべて 14Nが二つの lHおよび 12Cと単結合してお

り、 14N周辺の構造は類似しているといえる。

Table 1 Result of NQR frequencies simulation 

Molecule 
NQR frequency [MHz] 

Error [%] 
Experiment Simulation 

L-Norephedrine 3.088※ 3.238 4.86※ 

D-Norephedrine 3.092※ 3.240 4.79※ 

L-Norpseudoephedrine 3.261 

D-Norpseudoephedrine 3.261 

Isopropylamine 3.2611) 3.357 2.9 

tert-Butylamine 3.3551) 3.397 1.1 

Table 1から、基底系 6・31G+(ωにより DFT(PBE1PBE)で計算したイソプ

ロピルアミンとテトラブチノレアミンの NQR周波数は実験値との計算誤差が比

較的小さかったことから、ノノレエフェドリンも同様に誤差が小さくなると考え、

周波数域 3.076"'-'3.238MHzの範囲で FID計測を行い、実験により周波数同定

を試みた。その結果、送信周波数 3.090MHzのときに、 3.088MHzと3.092MHz

でNQR信号を観測できた (Fig.2)。
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Fig.2 NQR frequency identify of Norephedrine 

サンブ。/レの有無による比較を繰り返して確認したが、サンブρルが有る場合の

み常に 3.088MHzと3.092MHzのピークが観測できた。両者の NQR周波数差

はO.004MHz程度である。一方量子化学計算では、ノルエフェドリンのD型と

L型の差は 0.002MHz程度であるが、ノノレプソイドエフェドリンとは 0.02MHz

の違いがあることから、これらのピークはノルエフェドリンの D型と L型と判

断した。

予測値と実験値の約 4.8%の計算誤差は、量子化学計算が絶対零度を前提とし

ているのに対して、実験が室温(300K)で測定していることなどが考えられる。

まとめ

本研究では、 Gaussian03を用いて量子化学計算を行った結果、分子の NQR

周波数を精度よく予測し、それを基にしてノルエフェドリンの NQR周波数を

3.088MHz、3.092MHzと同定することができた。

参考文献

l)Onda S; Harada H; Nakamura D; Kubo M; JOMRA4 J Magn Resonance; 8; 

3; 1972; 238; 242; 
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キーワード索引 (B) 
B-box 2 domain P030 

(数字・アルファベット) BCN 3L8 
+TIPs P018 bentDNA YP06 
llB 3L8 BEST (Band-selective Excitation 
llBNMR YP02 Short-Transient) P048 
129XeNMR P064 BMRB (Biological Magnetic Resonance 
129XeNMR P084 DataBank) P1l2 
129XeNMR P085 BPTI POI0 
129XeNMR PI09 Brevibacillus choshinensis P008 
I3CNMR P082 b-SSPP P091 
I3C・DNP-NMR 2L10 s2ミクログロブリン YP05 
14N 3L8 
15000C P080 (c) 
19pNMR P040 Capping enzyme P003 
19PNMR P041 CASL 法 P099 
19PNMR P043 Cell adhesion ability P015 
19PNMR YP02 Chmical戸 shiftanisotropy recoupling YP08 
19PNMR YP04 Choline P094 
19p標識 P096 COCODARR YP08 
195PtNMR P086 Collective motion P016 
lHMASNMR P062 CP 3L8 
lHNMR YP04 CPIMAS YP12 
lH_1H Long range COSY P052 CPMAS P074 
lH_27Al PSLG HETCOR P074 CPMG YP17 
lHスピン拡散 YPll Cryogenic probe technology PI08 
IHスピンー格子緩和時間 P071 CSA 2L2 
1800

選択励起特性 lL2 CSA P003 
25Mg P075 CSA P021 
27Al P069 CT-PRESS P092 
2HNMR lL4 
2HNMR P060 (D) 
2HNMR P082 DANTE P090 
33S NMR spectroscopy P108 Deuterium label P003 
3DNMR計測 P106 Deuteration 3L11 
47，49Ti P075 DHPR P016 
4DNMR P007 Dipolar recoup1ing YP08 
4-n-alkylbenzoic acid P082 DNA組換え修復 P029 

DNP 2L9 
(A) DNP 3Lll 

Adenomatous polyposis coli YP03 DNP P050 
Al・MCM-41触媒 P074 DNP P1l1 
Alq3 P069 DNP-NMR P050 
AnisDtropic rotatIon P021 DNP-NMR P094 
Anisotropic spin interaction 2L2 Domain orientation P003 
Antiretroviral activity P030 Domain orientation P021 
AP-l P022 DOSY P051 
ARL P025 Double戸 acquisition YP08 
ATP P094 DSC 法 P099 
ATPアーゼ P034 Dynamic nuclear polarisation P050 

Dynamic Nuclear Polarization(DNP) 2L10 
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(E) (L) 
EBl P018 Lanthanide binding tag YPOl 
EF-hand P032 Lanthanide ion YPOl 
Entanglement P1l1 LC-N恥1R P052 
Ethylene glycol P078 LGP2 ~ P019 
Eukaryotic cells P095 Ligation 3L3 

LIMS P097 
(F) Line narrowing P090 

FIFo-ATP synthase lL4 Liquid crystal P082 
FAIR P091 Loop mutation P016 
FG-MAS P114 Losartan P024 
Field-cyc1ing P1l1 LysM domain P027 
FSLG-242 YP08 

(M) 
(G) Magic echo P090 

GABA P092 MAS PI02 
GBl 3L3 MAS口ーター lL3 
Gd造影剤 P099 恥1axEnt lL6 
Glutamate P092 Maximum entropy processing 2L3 
GMlガンゲリオシド P033 お1BFl P022 
GPCR P023 MDA5 P019 
GPVI P024 Metabolomics P094 

Metabonomics P050 
(H) MQMAS P069 

HID交換法 YP05 MQNMR P056 
H+-ATP合成酵素 lL4 MRI P090 
HeLa細胞 3L13 
HETCOR 3L8 (N) 
HMG P021 N‘acetyl glucosamine (GlcNAc) P027 
HNCO PI06 NDSB 3L4 
HPF P020 NMR P003 
HR-MAS P004 NMR P021 
Human brain P092 NMR P027 
Hydrophobic matching lL4 NMR P1l2 
Hydroxyl group density 3L7 NMR構造解析 P015 
Hyperpolarisation P050 NMR滴定 P053 

NMRマイクロイメージンゲ P091 
(り Non-linear sampling P048 

In-cell N恥1R 2L3 NQR P115 
In-cell NMR 3L13 NQR P1l7 
In-Cell NMR P032 
In-cell NMR P048 (0) 

In-Cell NMR P095 OLED P069 
In-cellNMR P096 OPENCORE NMR分光計 P086 
Intein 3L3 
In vivo P092 (P) 
Isotope labeling P008 PDB (Protein Data Bank) P1l2 

PDBj (protein Data Bank Japan) P112 
(K) PFGNMR 2L10 

Kluyveromyces lactis P009 PFGNMR P084 
PH domain P061 
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Photo-excited triplet spin 3L11 Solvent P078 
Phospholipid P094 Sortase 3L3 
PLC-ol P061 Spin diffusion 3Lll 
Polycomb P047 STMAS YP13 
Protein dynamics P016 S佐ucturalproteomics P030 
Pro鉛inligation 3L3 Styereneゐutadiene-rubber(SBR) P071 
Protein structure 2L2 SWAP-70 P061 
Protein structure 2L3 
Pseudo-contact shift YPOl (T) 
Ptナノ粒子 P086 T1緩和時間 P089 
PulsedESR P048 T2t緩和速度 lL1 

Ti-Mg触媒 P075 
(Q) TNT P115 

QCPお1G P054 Trim5α P030 
Q 値 YP15 Triplet-DNP Pll1 

trNOE P028 
(R) 

RDC YP07 (U) 
Recombinant protein P008 UBAドメイン P046 
REDOR P060 UPR P036 
REDOR P081 
REDOR Filter P058 (V) 
Re1axation dispersion P016 Variable temperature P078 
Relaxation reagent 3L7 Very-fast magic-angle spinning P071 
Residual dipolar coupling YPOl 
Retrovital restruction P030 (W) 
RFコイjレ YP17 Water-gate P002 
RGDU[l.列 P015 Water-LOGSY P002 
RLR P019 Weak alignment 2L2 
RNA P036 Web P116 
RNA YP07 W ood Materials P078 
RNAアプタマー 3L15 
RNA結合タンパク質 3L15 (X) 

Xe-129NMR 2L10 
(S) Xe-129NMR P084 

SAIL P005 Xe-129NMR P085 
Sc・45NMR P073 Xenopus laevis oocyte P048 
SDBS P116 X線構造解析 YP09 
Secretion P008 
Segment labe1 3L3 (Y) 
Sensitivity P108 YfiA P020 

SH3ドメイン YP03 
Signal-to-noise ratio P108 (Z) 

Silica 3L7 ZZ exchange }，去 lL5 

Silk-like materials P015 
Solid-state P069 
Solid-state NMR P078 
Solid-state NMR quantum computing P 111 
Solid state 29Si NMR 3L7 
Solubility 3L3 
Solution NMR method 2L2 
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(あ行) 延伸・圧縮 P063 

圧力 P006 オキシム P053 

アミノ酸選択標識 lL6 遅い構造揺らぎ P006 

アミ口イド線維 P059 

アミロイド線維 YP05 (か行)

アミ口イド線維形成阻害 P059 加圧 P104 

アミ口イド線維形成速度 P059 カーボンナノファイバー P076 

アミロイドP P033 開発 P055 

アモルファスシリ力アルミナ P074 外部ロック YP16 

アラニンオリゴマー YP09 化学シフト P064 

アルカロイド P117 化学シフト予測 YP18 

アルキル安息香酸 P082 E重骨骨密度計測 YP17 

アルツハイマー病 P033 拡散移動 3L1 

アロステリックエフェクター P042 拡散係数 PI04 

安定化 3L4 核磁化 P1l3 

安定同位体 P012 核磁気共鳴 2L9 

安定同位体標識 P009 核四極共鳴 P115 

安定同位体標識 YP07 化合物半導体 PIlO 

安定同位体標識タンパク質 POlO カルモジュリン P032 

安定同位体ラベル YP09 画像解析 P089 

アンフォテリシン B P060 画像歪み P088 

イオン液体 3L1 活性炭 P077 

イオン液体 YPll カテキン類 P081 

イオン性 3L1 過渡現象 YP15 

イオン認識 YP02 可溶化 P049 

イオン認識 YP04 可溶性タグ P013 

異種核多次元NMR 2L3 ガラス P080 

異種核多次元 NMR P029 ガラス状態 P084 

異種核多次元 NMR P032 感度 3L4 

異種核多次元 NMR P095 感度 PI05 

一残基選択的安定同位体標識 POOl 感度向上 P054 

遺伝的多型ー代謝物相関 3L10 感度向上 PI02 

遺伝的アルゴリズム lL2 濯流 P091 

遺伝子組み換えカイコ 2L4 緩和解析 P031 

イメージング P089 緩和時間 P049 

インパース測定 P114 緩和時間解析 lL4 

インパルス応答 YP15 緩和時間分布、電解質膜 P067 

ウイルス増殖関連因子 P025 緩和時間 P070 

ウィルスベクター POlO 緩和試薬 3L7 

ウエブ P097 緩和分散法 lL5 

運動性 3L4 擬クリブタンド YP04 

運動性 P005 擬コンタクトシフト 3L15 

運動性 P070 木質材料 P078 

液晶 P082 キセノン lL3 

液晶 P083 帰属 P083 

液状化現象 P087 気体拡散係数 P084 

エチレングリコール P078 気体拡散特性 P085 

エッジ面.ベーサル面 P076 気体収着特性 P085 

エルゴステロール P060 キチナーゼ P027 

延伸 P065 キチンオリゴ糖 P027 
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基底面 P076 高分解能国体NMR 2L9 
絹様材料 P015 高分子 P068 
機能性食品 P100 高分子膜 2LlO 

気密性 lL3 高分子膜 P084 

キャビティ P006 酵母 P009 
吸着 P064 コールドショックベクター P013 

吸着 P076 国体 P083 

吸着 Pll0 国体問PtNMR P086 

強磁場 PI07 国体 lHNMR P071 

凝集 3L4 国体 29SiNMR 3L7 

共重合ポリマー P051 固体 2H-NMR P076 
共発現 POll 固体M悶 P090 

極性 P076 固体NMR 3L6 
金属錯体 P053 固体 NMR P054 

クライオプローブ PI02 固体 NMR P055 
夕、Jレタミン P092 固体NMR P056 

グルタミン酸 P092 固体NMR P057 
結合状態 P072 固体NMR P058 
結晶化 P070 国体NMR P059 
結晶構造解析 P068 固体 NMR P066 

結晶相 P085 固体 NMR P068 
血小板凝集 P024 固体NMR P072 

ケモインフオマティクス YP18 固体NMR P081 

減衰率 3L12 国体NMR PI04 

コアクチベーター P022 国体NMR YP12 

コイjレ PI0l 固体NMR YP16 
高圧 PI04 固体NMR構造解析 YP09 

高温 PI04 固体NMR YPlO 

高温超電導 P106 固体NMR 3L5 

高温超電導 YP16 国体高分解能NMR PI02 
高感度化 YP13 固体高分解能2次元 NMR lL4 

抗菌ペプチド POll 固体重水素NMR lL4 

抗菌ペプチド P028 個体変動 P093 

光合成 P017 骨密度 YP17 

光合成 P026 固定化 P004 

交差飽和法 POOl ゴム P114 

高磁場 MRI P089 コラーゲン P024 

高確場NMR P106 クロマチン P047 

高磁場NMR YP16 混合物 NMR 3L9 

構造解析 P047 混合物解析 P098 

構造解析 YP12 混合粉砕 3L5 

構造決定 3L4 コンI~クト MRI YP17 

構造決定 コンI~クト MRI P088 

構造予測 YP18 
高速 MAS YPlO (さ行)
高速試料回転 P056 最大エントロビー法 P007 

高等日甫乳細胞 P095 細胞情報伝達 3L14 

高分解能 P083 細胞接着性 P015 

固体核磁気共鳴 2L9 細胞接着性配列 2L4 
固体高分解能 lHNMR YPll 細胞膜透過性ペプチド 3L13 

固体高分解能NMR 2L4 サテライトシグナル 3L2 
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サフ、ユニット P039 水酸基密度 3L7 

酸化還元電位 P037 水素貯蔵材料 PI04 

酸化還元電位 P038 水平磁場 PI03 

三重共鳴NMR P007 スピンー格子緩和 P083 

酸素親和性 P040 スプリツト型超電導磁石 P103 

サンプル 3L4 スプリット型超電導マグネット PI05 

残余双極子結合 3L15 スライス選択 P090 

紫外線吸収剤 P049 正規分布 P093 

磁気アルキメデス効果 P113 生体高分子データベース P112 

磁気浮上 Pl13 性能予測 P101 

四極子核 YP13 生分解性高分子 3L6 

四極子核 P057 生分解性高分子 P066 

自己回帰過程 3L12 ゼオライト P064 

自己拡散係数 P049 赤血球 P042 

脂質再構成 YP14 選択的プロトン標識 2L3 
指質ニ重膜 2L9 選択的プロトン標識 P032 

脂質二重膜 P061 相関解析 P100 

脂質二重膜 P081 相関時間 P041 

脂質膜 P059 相互作用 P004 

脂質膜 P060 相互作用 P014 

ジスルフィド結合 POI0 相互作用 P081 

自然免疲 P019 層状シリケート YP19 

シトクロム C P038 層状薄膜水 YP19 

磁場安定化 P106 装置開発 PI04 

碓場安定化 YP16 装置開発 P107 

ジピリン YP02 相転移 YPll 

シミュレーション PI0l 組成一分子量相関 P051 

重水素NMR P079 ソレノイド型アンテナ PI05 

重水素標識 POOl 
純度試験 3L2 (た行)
常磁性 P079 大環状配位子 P053 

常磁性NMR P037 代謝物 3L9 

常磁性NMR P038 代謝物 P097 

常磁性NMR P039 代謝物ー代謝物相関 3L10 

常磁性NMR P042 代謝物質 P093 

常磁性緩和 P041 大腸菌 POll 

常磁性緩和促進 3L15 大腸菌 P013 

常磁性シフト P017 ダイナミクス lL5 

常磁性シフト P026 ダイナミクス P058 

常磁性シフト P040 大量発現 P013 

常磁性シフト P043 唾液 P093 

小胞体ストレス P036 多核固体NMR P077 

植物細胞 POlO タグ蛋白質 P035 

シリカゲル 3L7 多孔質 Pll0 

新規測定法 P055 多次元マジック角回転固体NMR法

信号強度 P064 YP14 

信号対雑音比 PI01 多変量解析 P098 

親水性残基 2L4 単斜晶 P063 

新生仔 P098 炭素ナノ繊維 P076 

新方式NMR P103 蛋白質 2L3 
信頼性 Pl16 タンパク質 POI0 
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タンパク質 P036 (な行)
タンパク質問相互作用 3L14 ナイトシフト P086 

タンパク質問相互作用 POOl 内部ロック P106 

蛋白質問相互作用 YP03 ナノ粒子 P072 

タンパク質機能ドメイン 3L14 ニュートリメタボノミクス P100 

タンパク質結品 P079 原 P098 

蛋白質.代謝物相関 3L10 ニ量子遷移 P068 

タンパク質，タンパク質問相互作用 二量体 P046 

P031 熱安定性 P037 

蛋白質ダイナミクス P006 I出 P089 

タンパク質のダイナミクス P038 脳血流量計測 P099 

蛋白質の立体構造解析 P018 能動制御 YP15 

蛋白質複合体 YP03 濃度分布 P093 

単離鎖 P039 

チオレドキシン P035 (は行)

秩序パラメータ lL4 配位結合 P043 

潮解性物質 lL3 配向性 P065 

超 lGHzNMR PI06 配向度 P063 

超高温 in-situプローブ P080 ハイブリッド磁石 PI07 

超高磁場 P073 培養細胞 3L13 

超高磁場 P075 パターン認識 3L9 

超高分子量ポリエチレン P063 半導体ナノ粒子 YP12 

腸内フローラ PI00 ピーク推定 3L12 

超偏極 PI09 光駆動型アニオンポンプ YP14 

通電モード P106 光受容体 P034 

低温プローブ P101 光照射 YPlO 

低温プローブ P105 光ポンピン夕、 P1l0 

低y核 P075 光励起=重項電子スピン 3L11 

低分子量 Gタンパク質 P025 微小管 P018 

データ処理 3L12 非品質 P070 

データベース P097 ヒスチジンキナーゼ様ドメイン P034 

データペース構築 P116 微生物産生高分子 3L6 

データマイニング PI00 微生物産生高分子 P066 

鉄 lL1 非線形サンプリング lL6 

鉄錯体 YP04 非線形サンプリング 2L3 

転移交差飽和法 P004 非線形サンプリング P007 

添加剤 P070 非線形サンプリング P032 

てんかん P091 ヒト脳 lL1 

電気二重層キャパシタ P077 ヒト脳 P092 

電子スピン 2L9 表面 YP12 

電子伝達 P017 表面修飾 P072 

電子伝達 P026 微量元素 YP13 

電子伝達 P031 微量成分 P052 

転写 P022 ファミリー P023 

糖 P014 フィトクロム P034 

等温滴定型力ロリメトリー(ITC) P027 フェリチン lL1 

糖結合タンパク質 P014 フェロモン P023 

糖指質圃タンパク質相互作用 P033 不均一系 P004 

動的核分極 2L9 不均一系触媒 P074 

複合体構造解析 3L14 

不整磁場 P103 
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フッ素化へム P040 

フッ素化へム P041 

フッ素化へム P043 

部分構造検索 YP18 

部分的重水素化 3L11 
不溶性穎粒 POll 

プローブ PI03 
プロープ、コイル PI01 

噴砂現象 P087 

分子イメージング lL1 
分子運動 3L1 
分子間距離 YPll 

分子間相互作用 lL5 

分子間力 3L1 
分子クラスター P056 

分子プローブ P096 

分泌発現 P009 

開環メタセシス P053 

平行および逆平行 pシート構造 YP09 

へパリン 3L2 
ペプチド P023 

ペプチド認識 3L14 
へム P037 
ヘム P038 

ヘム P039 

へム P042 

へムタンパク質 P017 

へムタンパク質 P041 

へムタンパク質 P043 

ヘモグロビン P039 

ヘモグロビン P040 

ヘモグロビン P042 

ヘリウム lL3 
ペロブスカイト型プロトン伝導体 P073

変性 3L4 

縫合糸 P065 

芳香環の回転運動 向 05

包接化合物 3L5 

ポリ (e-しリジン) 3L6 

ポリ (y-グルタミン酸) P066 

ポリ 4-メチルー 1-ペンテン P085 

ポリアニリン P062 

ポリグリコール酸 P065 

ポリマーブレンド 3L6 

ポリマーブレンド P066 

マウス新生仔

巻き戻し条件

膜タンパク質

膜タンパク質

(ま行)
P098 

P035 

2L9 

P058 

膜タンパク質 YP14 

マジックエコ P090

慢性腎臓病 3L9 

水分子ダイナミクス YP19 

無細胞タンパク質合成 P012 

無細胞タンパク質合成 POOl 

メタボリック・プロファイリング P098

メタボリツクバランス 3L10 
メタボローム P097 

メタボローム YP18 

メタボロミクス 3L9 

モデルフリー解析 P031 

モルホロジ P063

ユピキチン

溶液

溶液

溶液NMR
溶液 NMR

溶媒和効果

溶融状態

横緩和

四極子核

(や行)

(ら行)

P046 

P027 

P078 

PI05 

P116 

P056 

P080 

P090 

YP13 

ラジオ波パルス YP15 

ラメラ構造 2L4 

立体構造 P020 

立体構造 P032 

立体構造 YP06 

立体構造解析 P025 

立体構造解析 P029 

リボソーム P020 

リポソーム P081 
リポ多糖 P028 

量子化学計算 P117 

緑膿菌(Pseudomonasaeruginosa) P037 

リンギング P057 

リン酸化ベプチド 3L14 

リン指質膜 P081 

レイリーテイラー不安定性 P087 

レクチン P014 

レチナール P058 

レチナール異性化 YPlO 

連続フロー P109 
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著者索引 Tetsuo Asakura 2L4 池上貴久 YP03 
Tokuko Watanabe 2L7 池田武義 PI04 

(アルファベット) Toshiki Tamura 2L4 池田忠作 YP02 
A. V. Struts lL4 Toshimichi Fuiiwara 2L9 石井毅 3L4 
Ajayan Vinu 3L8 Toshitaka Idehara 2L9 石井剛志 P081 
ALMamun P068 Tsutomu Mikawa 2L3 石川尭洋 lL2 
Atsuko Sasaki 2L3 Ulrich L. Gunther 2L10 石川尭洋 P087 
Ayako Egawa 2L9 Warren S. Warren 2L8 右川雅之 P025 
Brian O. Smith 2L3 Yasumoto Nakazawa 2L4 石森浩一郎 P031 
Chan Hyung Bae P044 Yumi Tanioka 2L4 磯貝信 3L13 
Chin YU 2L1 Yutaka Ito 2L3 磯貝信 P046 
Chojiro Kojima 2L9 磯貝信 P095 
Daisuke Sakakibara 2L3 (あ行) 市川聡 YP06 
Daniel Nietlispach P007 相沢智康 POll 一木洋太 PI05 
Frans A. A. Mulder P006 相沢智康 P028 出回圭子 P076 
Frederick W. Dahlquist 相沢智康 P031 出回圭子 P077 

P006 相沢智康 P035 伊藤(新津)恭子 P031 
Hideo Akutsu 2L9 相沢智康 YP14 伊藤ひかり P059 
Hiroki Takahashi 2L9 青木雅昭 P030 伊藤隆 3L13 
Hwa Jung Yi P044 青柳俊 P098 伊藤隆 P007 
HyunHo Jung P044 赤坂一之 lL7 伊藤隆 P018 
IsamuOgawa 2L9 赤坂一之 P006 伊藤隆 P020 
Jae IlKim P044 赤阪一之 P038 伊藤隆 P022 
Jee JunGoo P036 赤j畢大輔 P024 伊藤隆 P029 
JeeJunGoo lL6 秋根茂久 P053¥ 伊藤隆 P032 
Jennifer H. Wolstencroft 秋根茂久 YP04 伊藤隆 P048 

P045 阿久津秀雄 lL4 伊藤隆 P095 
JunGoo Jee P034 阿久津秀雄 P112 糸崎秀夫 P1l5 
JunGoo Jee YP06 撹上将規 P063 糸崎秀夫 Pl17 
Junpei Hamatsu 2L4 阿部友樹 P059 稲垣大介 P117 
Kazuo Yamauchi 2L4 朝倉哲郎 P015 稲垣冬彦 3L3 
Klaus Muller YP19 朝倉哲郎 P065 稲垣冬彦 P019 
Kokoro Hayashi 2L9 朝倉哲郎 YP09 稲垣冬彦 YPOl 
Lyndon Emsley 2L5 浅沼達哉 P109 犬飼宗弘 YP08 
M. F. Brown lL4 浅野敦志 P071 井上仁 P029 
Markus Walchli 2L3 芦田淳 P056 井上裕介 3L4 
Markus Walchli P048 阿曽幸男 P070 猪俣晃介 3L13 
Markus Walchli P007 安達聖 P087 猪股晃介 P095 
Masahiro Shirakawa 2L3 安達裕子 P064 猪俣晃介 P096 
Masaki Mishima 2L3 阿部朔吾 P046 今井潤 3L9 
Michael Garwood 2L6 阿部孝政 P050 今井貴雄 3L15 
Michael P. WilliamsonP045 阿部孝政 P094 今川佑介 P036 
Mitsuru Toda 2L9 雨j畢浩史 P073 入江清史 P037 
Miwako Saeki 2L9 新屋隆士 P079 入江清史 P038 
Peter Guntert 2L3 有賀克彦 3L8 岩崎E衣 P032 
Poul Erik Hansen P045 有国恭平 P046 岩浪克之 P074 

Robert G. Griffin 2L11 有吉真理子 P046 植草義徳 P081 

SaifUl1ah P045 安東真理子 P073 上田寛 P024 

Shin-ichi Tate 2L2 飯島隆広 P054 上田雅美 P020 

Sin-Hyeog 1m P044 五十嵐俊介 POOl 上原宏樹 P063 

Teppeilkeya 2L3 五十嵐龍治 P048 上脇隼ー P021 
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内木宏延 YP05 小津新一郎 POOl 川畑俊一郎 P028 

内田毅 P031 翁長章子 P027 川原晃 P062 

内海博明 P075 小野明 P005 河原郁美 P036 

内海博明 P114 小野克輝 P024 河原成元 P114 

内海真穂 P033 岡田道哉 PI0l 川村出 P058 

梅川雄一 P060 川村出 P059 

梅津喜崇 POll (か行) 川村出 YPlO 

梅津喜崇 P035 海江田修至 YP03 木川隆員1] 3L14 

梅原崇史 P030 甲斐荘正憧 POOl 木川隆則 P012 

雲財悟 P046 甲斐荘正恒 P005 木川隆則 P030 

海野幸子 P014 香川晃徳 3Lll 北川勝浩 3L11 

江川文子 YP14 香川晃徳 Pll1 北川勝浩 Pll1 

榎本舞弓 3L4 葛西卓磨 3L14 菊地和也 P096 

及川格 P073 梶弘典 P069 菊地淳 3L10 

大石徹 P060 粕谷厚生 YP12 菊地淳 P097 

大岡宏造 P017 片平正人 3L15 菊地淳 P100 

大木出 P047 加藤悦子 P025 菊地淳 YP18 

大木忍 P107 加藤悦子 P027 岸田拓郎 YP15 

大木忍 Pll0 加藤悦子 P034 岸本浩一 P003 

大木進野 POlO 加藤久美子 3L6 北川勝浩 YP15 

大窪貴洋 P067 加藤晃一 P033 北口仁 P101 

大津匡範 POOl 加藤こずえ P024 北口仁 P103 

大津匡範 P004 加藤完 P100 北口仁 P105 

太田千香子 P091 金津健治 P098 北原亮 P006 

大友征宇 P017 金場哲平 P018 北原亮 P038 

大友征宇 P026 金山公= P078 集団佳喜 P080 

大西玲奈 YP05 金子敬輔 3L4 貴博名甲 P067 

大沼貴之 P027 金橋康二 YP13 衣笠晋ー P116 

大野綾子 3L13 金橋康二 P080 木下俊文 P099 

大野綾子 P095 神野哲史 P084 木村敦臣 P064 

大野博司 PI00 神谷歩 3L4 木村敦臣 P091 

大野曜吉 P094 神谷昌克 POll 木村一雄 P052 

大橋竜太郎 P057 神谷昌克 P015 木本裕子 P023 

大橋竜太郎 P075 神谷昌克 P028 木吉司 PI06 

大平昭博 P067 神谷昌克 P031 木吉司 YP16 

大前英司 P016 神谷昌克 P035 清末優子 YP03 

大山貴子 3L15 神谷昌克 YP14 清野肇 P073 

岡j畢誠裕 P084 上平美弥 P059 金泰坤 P077 

岡隆司 P049 上平美弥 P081 日下康成 P069 

岡田道哉 P101 亀谷俊輔 YP09 国本浩喜 3L6 

岡田道哉 P103 河合剛太 3L12 窪田健二 3L4 

岡田道哉 P105 河合剛太 YP07 久保田一 3L12 

岡野栄之 3L15 川口謙 P052 久保均 P050 

岡村英保 P025 川崎健司 P105 熊木康裕 POl1 

岡村英保 P027 河田陽子 P064 熊木康裕 P035 

荻野孝史 P093 川西徹 P070 熊j畢茂則 P081 

小園正晴 YP19 河野敬一 P028 久米田博之 3L3 

奥村佑生 P085 河野敬一 P031 久米田博之 P019 

小椋賢治 3L3 河野敬一 YP14 黒津卓三 P071 

小椋賢治 P019 河野敬一 P035 桑原大介 YPll 

小椋賢治 YPOl 河野敬一 POll 月向邦彦 P016 

438-



小池薫 P094 佐治修吾 P064 須藤倫崇 3LlO 

河野憲ニ P036 佐藤明子 P020 須永絵理 P098 

河野俊之 lL6 佐藤樟志 P042 関英子 P012 

河野俊之 3L4 佐藤格夫 P094 関英子 P030 

河野俊之 P003 佐藤徹 P023 関志朗 3L1 

河野俊之 P008 山間精一朗 YP12 関根素馨 P065 

河野俊之 P034 繁木良介 P088 宋宇光 P117 

向車 3L4 重光{圭基 P007 
小柴生造 3L14 品川麻衣 3L2 (た行)
小柴生造 P012 篠阿弥宇 YP07 太虎林 P037 

児嶋長次郎 lL6 柴田武彦 P029 太虎林 P038 

児嶋長次郎 P013 柴田友和 P039 太虎林 P039 

児嶋長次郎 P034 嶋田一夫 POOl 太虎林 P040 

児嶋長次郎 P036 嶋田一夫 P004 太虎林 P041 

児嶋長次郎 P047 嶋田一夫 P009 太虎林 P042 

児嶋長次郎 YP06 嶋田一夫 P023 太虎林 P043 

巨瀬勝美 lL2 嶋田一夫 P024 高尾智明 PI08 

巨瀬勝美 P087 清水禎 3L8 高尾智明 YP16 

巨瀬勝美 P088 清水禎 P057 高木美菜子 3L5 

巨瀬勝美 YP17 清水禎 P073 高崎将充 P026 

後藤敦 PI07 j青水禎 P075 高野誠 P034 

後藤敦 Pll0 清水禎 P082 高橋清大 P019 

後藤祐児 YP05 清水禎 PI07 高橋滋 P098 

小沼剛 YP05 清水禎 Pll0 高橋征三 P093 

小橋川敬博 3L3 清水悠介 P098 高橋貴文 YP13 

小林武志 3L9 清水裕太 P066 高橋利和 P074 

小林広和 P086 下池田勇一 YP13 高橋栄夫 P009 

小林将俊 lL4 張相敏 P077 高橋栄夫 P024 

小松雅明 P046 白川昌宏 3L13 高橋雅人 PI06 

近藤靖 P099 白川昌宏 P022 高橋雅人 PI08 

白川昌宏 P046 高橋雅人 YP16 

(さ行) 白川昌宏 P048 高橋勇二 P098 

斉尾智英 YPOl 白川昌宏 P095 高見浩介 P069 

粛藤公児 P076 白川昌宏 P096 高村仁 P104 

粛藤公児 P077 城守隆宏 3L9 高屋展宏 lL1 

驚藤公児 YP13 秦旭栄 P030 高屋展宏 P089 

粛藤剛 P116 榛葉信久 3L2 高屋展宏 P092 

粛藤正規 P077 菅瀬謙治 lL5 瀧j畢智恵子 PIlO 

粛藤雅由 P075 菅野純夫 3L14 竹内和久 3L9 

斎藤雄太 PI08 杉木俊彦 P009 武内敏秀 P095 

斎藤雄太 YP16 杉田圭太郎 P028 竹内誠 POI0 

酒井智美 P048 杉本収 P081 竹腰清乃理 3L8 

榊原大介 P032 杉元宏行 P078 竹腰清乃理 P102 

坂倉俊震 P074 杉山孝司 3L15 竹腰清乃理 YP08 

坂本光一 P031 杉原文徳 P096 武田和行 3L11 

坂本直也 YP02 鈴木秋弘 P040 武田和行 P086 

咲山航 P065 鈴木秋弘 P041 武田和行 Pl11 

棲井一正 YP05 鈴木秋弘 P043 武田和行 Pl13 

棲井智司 P114 鈴木柴一郎 3L2 武田和行 YP08 

笹川拡明 P033 鈴木勉 POOl 武田和行 YP15 

佐々木敦子 P032 鈴木陽 P082 武田光広 P005 

-439-



田島可奈 YPlO 出村誠 P035 中山勉 P081 

田代(下高原)桜子P002 出村誠 YP14 鍋島達弥 P053 

田代充 P002 寺内勉 P005 鍋島達弥 YP02 

楯真一 P003 寺沢宏明 P023 鍋島達弥 YP04 

楯真一 P016 寺田勝英 3L5 鍋島真美 P116 

楯真一 P021 天野剛志 3L13 行木信一 3L4 

伊達康博 P100 天野剛志 P046 名雪=依 P051 

田所利雄 P053 天野剛志 P048 成田亮 P019 

田仲昭子 3L14 天野剛志 P095 西尾拓道 P058 

田中克業 P064 東馬真矢 P115 西ケ谷有輝 lL6 

田中啓二 P046 東馬真矢 P117 西ヶ谷有輝 P034 

田中間IJ史 P008 徳田向美 P061 西川諭 3L15 

田中千香子 P015 栃尾尚哉 3L14 西川富美子 3L15 

田中千香子 P071 桁尾豪人 3L13 西川大英 YPlO 

田中秀樹 PI03 柘尾豪人 P046 錦織雅樹 P025 

田中利好 lL6 栢尾豪人 P048 西国雅一 P078 

田中利好 P003 柘尾豪人 P095 西村勝之 P054 

田中利好 P008 柘尾豪人 P096 西村勝之 P055 

田中利好 P034 戸所泰人 lL4 西山裕介 P069 

田辺純子 P058 土肥浩二 POI0 縫島裕美 P100 

谷生道一 P008 豊永朔 P004 根来誠 Pl11 

谷口和也 YP17 根来誠 YP15 

谷村隆次 P024 (な行) 根本貴宏 YP13 

多原主哲 P060 内藤品 P058 根本直 P098 

団法IJ豊 YP15 内藤晶 P059 納口恭明 P087 

玉井淳史 POlO 内藤晶 P081 野田泰斗 P104 

丹治健一 P081 内藤品 YPlO 野田泰斗 P073 

丹所正孝 3L8 中井手IJ仁 P057 野田泰斗 YP12 

丹所正孝 P073 中井利仁 P075 

丹所正孝 P082 永井義崇 P020 (は行)

近山英輔 3L10 永井義崇 P022 はが紗智子 P023 

近山英輔 P097 永江峰幸 P029 萩原祥子 P083 

近山英輔 PI00 中込秀樹 P106 キトミンソク PIOl 

近山英輔 YP18 中込秀樹 YP16 箱嶋敏雄 P018 

千葉亮 P072 長島敏雄 P030 箱嶋敏雄 P036 

茶谷絵里 YP05 中瀬生彦 P095 端健二郎 P107 

陳国躍 P099 永田崇 3L15 端健二郎 PIlO 

辻暁 P058 中谷英一 P112 橋本真一 P104 

辻暁 P061 長友重紀 P037 橋本雄幸 P090 

辻暁 YPlO 長友重紀 P038 橋本康博 P051 

辻重幸 P062 長友重紀 P039 長谷川学 P103 

土江祐介 P007 長友重紀 P040 服部峰之 PI09 

土川博史 P060 長友重紀 P041 花島知美 P032 

都築誠二 3L1 長友重紀 P042 j賓田衛 PI06 

都築奈津子 P019 長友重紀 P043 j賓田衛 YP16 

出口{建三 P075 中西裕美子 PI00 浜津順平 P032 

勅使河原喬史 P049 中野隆行 P052 林こころ P013 

出村誠 POll 中村和浩 P099 林崎良英 3L14 

出村誠 P015 中村浩蔵 P081 林繁信 lL3 

出村誠 P028 中村春木 P112 林繁信 P072 

出村誠 P031 中村英章 YPll 林宣宏 P032 
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林文品 P030 古板恭子 YP06 三浦謹一郎 YP07 

早水紀久子 3L1 古市英資 P043 三上真一 P037 

早水紀久子 P109 古川亜矢子 3L15 美川務 P029 

原田拓志 P030 古川裕理 YP04 三木恒久 P078 

原田雅史 P050 吉田拓 3L10 三島正規 P007 

原野陽子 P112 逸見光 P014 三島正規 P018 

原英之 P048 逸見光 P017 三島正規 P020 

春名英明 P097 逸見光 P026 三島正規 P022 

春名英明 YP18 逸見光 P038 三島正規 P029 

半田晋也 1L2 北侮江里 POll 三島正規 P032 

半田晋也 P087 細田和男 3L4 水口峰之 P028 

半田晋也 P088 細野政美 P106 水関和哉 P040 

半田晋也 YP17 細野政美 YP16 水野敬 P102 

樋岡克哉 P102 保母史郎 P106 水野元博 P079 

東原和成 P023 保母史郎 P108 水野元博 P082 

樋口誠 P017 保母史郎 YP16 三森文行 1L1 

樋口真理花 YP14 堀内正隆 P019 三森文行 P089 

久野敦 P014 堀内裕司 P016 三森文行 P092 

平井玲子 P019 堀口紅実子 YP09 宮崎泰斗 P041 

平賀隆 PI09 堀俊祐 P071 宮崎玉樹 P070 

平川慶子 P094 本多尚 P062 宮東達也 P079 

平野優 P017 宮原浩嘉 3L7 

平林j享 P014 (ま行) 宮原令二 P049 

平良東記 P027 真板(大野)綾子 P096 宮脇仁 P076 

慶明秀一 3L13 前川英己 P073 宮脇仁 P077 

慶明秀一 P095 前川英己 PI04 三好利一 P068 

広瀬進 P022 前川英己 YP12 間庚薫 3L7 

慶田洋 P030 前崎綾子 P018 村岡義之 P026 

福井泰久 P061 前田史郎 3L6 村上美和 3L8 

福井陽子 P047 前田史郎 P066 村上美和 P082 

福島達也 P069 前田秀明 P106 村田恵介 3L12 

福田真嗣 P100 前田秀明 P108 村田俊平 YP06 

福田祐三 P105 前田秀明 YP16 村田道雄 P060 

福地将志 YP08 前野覚大 P006 室川遊 3L11 

福原忠雄 P049 牧泰史 P020 持田勲 P076 

藤岡耕治 P102 真嶋司 3L15 持田勲 P077 

藤田尚志 P019 増野智彦 P094 持田恵一 3L10 

藤田孝 P075 増本秀史 P090 持田智行 YPll 

藤戸輝昭 P104 待井豊 1L2 元田容子 3L14 

藤p輝昭 P107 待井豊 P087 森田朔 P063 

藤原敏道 lL4 松井茂 P090 森利之 3L8 

藤原敏道 P1l2 松井千幸 YP03 森智行 P018 

藤原敏道 YP14 松尾賢典 P076 森正之 POlO 

藤原英明 P064 松上明正 3L15 森本大智 P046 

藤原英明 P091 松下直弘 P060 

藤原弘文 P085 松田彰 YP06 (や行)

藤原正子 3L9 松田貴意 P012 八木津仁 P061 

藤森裕基 P083 松田貴意 P030 八木正典 YP05 

二木史郎 3L13 松田夏子 P012 安田大輔 P1l5 

二木史朗 P095 松森信明 P060 安田大輔 P1l7 

降旗一夫 P002 丸山穣 3L9 安田弘之 P074 

-441 



柳津勝彦 P033 米持悦生 3L5 
柳j畢吉紀 P106 米山光俊 P019 
柳j畢吉紀 YP16 
矢吹孝 P030 (ら行)
山内一夫 P065 李華 3L14 
山内一夫 YP09 
山口秀幸 3L2 (わ行)
山口{T治 P093 若松馨 3L4 
山口芳樹 P033 和田昭盛 YPlO 
山腰良晃 P080 和田明 P020 
山崎俊夫 3L15 渡辺啓介 YP19 
山崎俊夫 P069 渡部暁 P030 
山崎俊夫 PI06 渡辺拓実 P020 
山崎俊夫 YP16 渡逼英宏 lL1 
山崎俊正 P034 渡遺英宏 P089 
山路俊樹 P116 渡遺英宏 P092 
山根衣寿美 P059 
山延健 P063 
山本雅 3L14 
山本直樹 P033 
山本典孝 P109 
山本浩之 P105 
山本めぐみ P091 
山本泰彦 P037 
山本泰彦 P038 
山本泰彦 P039 
山本泰彦 P040 
山本泰彦 P041 
山本泰彦 P042 
山本泰彦 P043 
山本寛子 P060 
予聖畏 P076 
予聖畏 P077 
横川真梨子 P004 
横地政志 YPOl 
横山茂之 3L14 
横山茂之 P006 
横山茂之 P030 
横山茂之 P038 
横山順 P012 
吉川信也 P031 
吉j畢良隆 P024 
吉田愛 P015 
吉田和之 P051 
吉田充 P026 
好田真由美 P030 
吉永壮佐 P023 
吉橋泰生 3L5 
吉水広明 P084 
吉水広明 P085 
米j畢徹 P086 
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参加登録者一覧

氏名

I招待講演者l

Lyndon Emsley 

Michael Garwood 

Robert G. Griffin 

Wa汀 enS. Warren 

ChinYu 

渡部徳子

I参加登録者l

相沢智康

赤坂一之

阿久津秀雄

朝倉哲郎

浅野敦志

芦田淳

東利雄

阿曽幸男

安達清治

阿部孝政

天野剛志

新井彩子

荒井珠貴

荒木涼子

荒木力太

荒田洋治

新屋隆士

安藤勲

飯島隆広

飯塚舜介

飯淵宏昭

石川尭洋

磯貝信

所属

Univ. of Lyon (France) 

Univ. ofMinnesota (USA) 

MIT(USA) 

Duke Univ. (USA) 

National Tsing Hua Univ. (Taiwan) 

青山学院女子短期大学

北海道大学大学院先端生命科学研究院

近畿大学先端技術総合研究所

大阪大学蛋白質研究所

東京農工大学大学院共生科学技術研究院

防衛大学校

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

アステラス製薬合成技術研究所

国立医薬品食品衛生研究所

大阪大学理学部

オックスフォード・インストウルメンツ株式会社MRIIBiotools事業本部

神戸大学大学院医学研究科

三菱化学科学技術研究センター

筑波大学自然学類化学専攻

筑波大学自然学類

ブルカー圃バイオスピン株式会社

東京大学名誉教授

金沢大学大学院自然科学研究科

東京工業大学名誉教授

分子科学研究所

鳥取大学大学院医学系研究科

千葉工業大学工学研究科生命環境科学専攻構造生物学研究室

筑波大学大学院数理物質科学研究科電子・物理工学専攻巨瀬研究室

京都大学大学院工学研究科
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一木洋太

出田圭子

伊藤隆

稲垣冬彦

稲角直也

猪股晃介

今井美咲

入江清史

岩下孝

岩田健太郎

植木定雄

植草義徳

上松照幸

上脇隼一

内海博明

内海真穂

江奈武一郎

大木出

大木進野

大窪貴洋

太田千香子

大友征宇

大野靖

大橋竜太部

同津誠裕

岡田敦司

岡村英保

小川あきつ

奥村佑生

小津新一郎

小野克輝

大原智輝

海江田修至

鹿毛真人

梶山聡美

片平正人

株式会社日立製作所目立研究所

九州大学先導物質化学研究所

首都大学東京大学院理工学研究科

北大大学院薬学研究院

大阪大学大学院理学研究科技術部

京都大学大学院工学研究科

千葉工業大学工学研究科生命環境科学専攻構造生物学研究室

筑波大学大学院数理物質科学研究科化学専攻

(財)サントリ一生物有機科学研究所

武田薬品工業株式会社

ブルカー・バイオスピン株式会社

静岡県立大学大学院生活健康科学研究科

株式会社巴商会

広島大学大学院理学研究科

目本電子(株)AIDARG1T

名古屋市立大学大学院薬学研究科

株式会社住化分析センター

奈良先端科学技術大学院大学

北陸先端科学技術大学院大学

産業技術総合研究所

大阪大学大学院医学系研究科

茨城大学理学部

日本たばこ産業株式会社

独立行政法人物質材料研究所

名古屋工業大学工学部

大正製薬株式会社

独立行政法人農業生物資源研究所植物・微生物相互作用研究ユニット

杏林製薬

名古屋工業大学工学部

東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室

(社)バイオ産業情報化コンソーシアム

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

大阪大学蛋白質研究所

筑波大学大学院数理物質科学研究科

大日本住友製薬株式会社薬物動態研究所

横浜市立大学・国際総合科学研究科
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片平律子

加藤賢一

門良一

金坂将

金橋康ニ

金場哲平

神谷昌克

神原孝之

河合剛太

川口哲朗

川島裕之

河野敬一

河原郁美

川村出

木川隆則

菊地淳

岸本浩一

衣笠晋一

久昌正寛

清谷多美子

串田克彦

久保田由美子

熊木康裕

熊j畢茂則

久米田博之

栗田順一

栗林秀人

黒津卓三

河野俊之

木暮希望

児嶋長次郎

後藤敦

小沼岡IJ

小橋川敬博

小林尚玄

小林広和

協和発酵

ブルカー・バイオスピン株式会社

京都産業大学理学部物理科学科

住友化学

新日本製錨(株)

首都大学東京大学院理工学研究科

北大院 E 先端生命

京都大学理学研究科

千葉工業大学工学部

ブルカー圃バイオスピン株式会社

産業技術総合研究所

北海道大学大学院理学研究院

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

横浜国立大学大学院工学研究院

理化学研究所 SSBC

理化学研究所

広島大学大学院理学研究科

(独)産業技術総合研究所

三菱化学科学技術研究センタ一

昭和薬科大学

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

財団法人微生物化学研究会

北海道大学大学院理学院高分解能核磁気共鳴装置研究室

静岡県立大学

北海道大学薬学部構造生物学研究室

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド

防衛大学校応用化学科

三菱化学生命科学研究所

住友化学筑波研究所

t 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

独立行政法人物質・材料研究機構ナノ計測センター

大破大学蛋白質研究所構造形成研究室

北海道大学大学院薬学研究院

新潟大学脳研究所

京大院理
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小林将俊

近藤晃弘

斉尾智英

斉藤香織

薦藤剛

斉藤裕之

坂本光一

坂本泰一

坂本直也

坂本雅夫

佐久間千勢子

棲井愛子

棲井智司

笹川拡明

佐治修吾

佐藤明子

佐藤惇志

佐藤一

佐野孝

沢辺紀子

重光佳基

篠阿弥宇

柴田友和

清水貴宏

秦旭栄

神藤平三郎

菅瀬謙治

杉浦虞喜子

杉木俊彦

杉元宏行

助川伸也

鈴木浩一

鈴木倫太郎

鈴木楊

関口和彦

関根素馨

住友ゴム工業(株)

(株)住化分析センター

北海道大学生命科学院構造生物学

筑波大学自然学類化学専攻

産業技術総合研究所

千葉工業大学構造生物学研究室

北海道大学大学院理学院化学専攻

千葉工業大学工学部

筑波大学大学院数理物質科学研究科

JSR株式会社物性分析室

東京薬科大学

(株)三菱化学科学技術研究センタ一

日本電子株式会社応用研究センター

日本電子株式会社分析機器本部応用研究グループ第一チーム

大阪大学大学院医学系研究科

首都大学東京大学院理工学研究科

筑波大学大学院数理物質科学研究科

ブルカ-.バイオスピン株式会社

新日本石油株式会社

東京理科大学薬学部

首都大学東京理工学研究科

千葉工業大学大学院工学研究科生命環境科学専攻構造生物学研究室

筑波大学大学院数理物質科学研究科化学専攻生物無機化学研究室

ブル力一・バイオスピン株式会社

理研・横浜研究所・ SSBC

農業生物資源研究所

(財)サントリー生物有機科学研究所 E 第 1研究部

神戸薬科大学

社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム

独立行政法人産業技術総合研究所サステナブルマテリアル研究部門

千葉工業大学大学院

ソニー株式会社

農業生物資源研究所

金沢大学大学院

富山化学工業株式会社

三井化学分析センター
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瀬野和l直

太虎林

DaiBona 

高橋征三

高橋貴文

高橋利和

高橋雅人

高屋展宏

竹内誠

竹腰清乃理

武田和行

武田光広

田島可奈

楯真一

回所利雄

田中俊之

田中秀樹

田中亮

谷生道一

谷口和也

田淵豊

田村友美

丹所正孝

近山英輔

千葉亮

塚原剛彦

津田栄

土江松美

津野久幸

出口知章

手島圭三

出村誠

寺尾武彦

東馬真矢

堂本竹雄

徳田尚美

広島大学総合科学部

筑波大学大学院数理物質科学研究科

東京海洋大学海洋科学部

日本女子大学理学部物質生物科学科

新日本製錯(株)先端技術研究所

産業技術総合研究所

理化学研究所生命分子システム基盤研究領域

国立環境研究所

北陸先端科学技術大学院大学ナノマテリアルテクノロジーセンター

京都大学大学院理学研究科化学

京都大学大学院理学研究科

名古屋大学

横浜国立大学大学院

広島大学大学院理学研究科

筑波大学大学院数理物質科学研究科物質創成先端科学専攻

筑波大学大学院生命環境科学研究科

日立製作所

東横化学株式会社

(株)三菱化学生命科学研究所

筑波大学大学院数理物質科学研究科

大阪大学基礎工学研究科システム創成専攻電子光科学領域

ブルカ一・バイオスピン株式会社

(独)物質 E 材料研究機構

理化学研究所

産業技術総合研究所計測フロンティア研究部門

東京工業大学

産業技術総合研究所ゲノムファクトリー研究部門

大阪市立大学理学研究科

日本電子(株)分析機器嘗業本部 AI販促G

千葉工業大学大学院工学研究科生命環境科学専攻構造生物学研究室

広島大学生物園科学研究科

北大先端生命

京都大学名誉教授

大阪大学基礎工学研究科糸崎研究室

ブル力一圃バイオスピン株式会社

兵庫県立大学大学院生命理学研究科
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戸田芳子

栢尾豪人

都出千里

豊永朔

鳥居実恵

内藤晶

永井義崇

永江峰幸

長尾聡

中島矧平

中嶋勇輔

永田崇

長友重紀

中西裕美子

中野隆行

中野路子

中野佑亮

中村和浩

中村英章

鍋島達弥

鍋島真美

名雪三依

西ヶ谷有輝

西川忠輝

西村勝之

西村浩人

西山裕介

根来誠

根本直

野田康夫

野田泰斗

野間弘昭

野村祐介

萩原祥子

朴ミンソク

端健二郎

旭化成基盤技術研究所

京都大学大学院工学研究科

神戸薬科大学

東京大学大学院薬学系研究科

名古屋大学全学技術センター工学技術系

横浜国立大学大学院工学研究院

首都大学東京大学院理工学研究科

首都大学東京大学院

奈良先端科学技術大学院大学

アサヒビール(欄健康おいしさ研究所

京都大学理学部

横浜市立大学大学院

筑波大学大学院数理物質科学研究科

横浜市立大学大学院国際総合科学研究科

(株)東レリサーチセンタ一生物科学研究部

自然科学研究機構分子科学研究所

筑波大学自然学類

秋田県立脳血管研究センター

電気通信大学大学院電気通信学研究科量子・物質工学専攻

筑波大学大学院数理物質科学研究科

産業技術総合研究所計測標準研究部門先端材料科高分子標準研究室

旭化成株式会社

奈良先端科学技術大学院大学

ブル力一・バイオスピン株式会社

分子科学研究所

ブルカー・バイオスピン株式会社

日本電子

大阪大学大学院基礎工学研究科

産業技術総合研究所

関西学院大学理工学部

東北大学工学研究科

(独)産業技術総合研究所

千葉工業大学

日本大学大学院総合基礎科学研究科

目立製作所目立研究所

(独)物質・材料研究機構
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橋本真一

畑中稔

服部峰之

林こころ

林繁信

早水紀久子

原野陽子

原英之

半田晋也

樋口真理花

平川慶子

平田清美

麗瀬功治

深津隼

福井陽子

福士江里

福地将志

福原忠雄

藤原敏道

藤原英明

藤原正子

二見紘史

降旗一夫

古板恭子

古市英資

古川裕理

東北大学特定領域研究推進支援センター

フ、ルカ- 0バイオスピン株式会社

(独)産業技術総合研究所

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

産業技術総合研究所

独立行政法人産業技術総合研究所

大阪大学蛋白質研究所

ブルカー・バイオスピン株式会社

日本学術振興会特別研究員 PD(筑波大学大学院数理物質科学研究科)

北海道大学生命科学院

日本匿科大学NMR研究施設

株式会社巴商会

ブルカ一・バイオスピン株式会社

京大院理

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

北海道大学大学院農学研究院

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

資生堂リサーチセンター

大阪大学蛋白研

大阪大学医学系研究科

東北大学大学院薬学研究科

千葉工業大学工学研究科生命環境科学専攻

東京大学大学院・農学生命科学研究科

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

筑波大学大学院数理物質科学研究科化学専攻

筑波大学大学院数理物質科学研究科物質創成先端科学専攻

ベルヒリマーカス ブル力一・バイオスピン株式会社

逸見光

細田和男

保母史郎

堀井文敬

堀内裕司

堀口紅実子

堀俊祐

本多尚

前田史郎

農研機構・食品総合研究所

前橋工科大学生命情報学科西川研

横浜市立大学大学院

福井大遠赤外研究セ

広島大学大学院理学研究科

農工大院工・科博

防衛大学校応用化学科

横浜市立大学

福井大学大学院工学研究科
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真板(大野)綾子

前野覚大

増田慧子

増本秀史

待井豊

松井茂

松川真吾

松永達弥

松原康史

松本一史

松森信明

丸吉京介

三上真一

水関和哉

三田雅典

水野敬

水野元博

三森文行

宮崎泰斗

宮ノ入洋平

三好利一

関庚薫

村上美和

村木裕

村田恵介

村田道雄

田谷太樹

最上祐貴

森田朔

守谷潤

八島秀仁

柳津吉紀

山内一夫

山口秀幸

山崎俊正

山田啓太

京都大学工学研究科分子工学専攻生体分子機能化学講座

近畿大学大学院生物理工学研究科

千葉工業大学構造生物学研究室

筑液大学数理物質科学研究科

筑波大学数理物質科学研究科

筑波大学物理工学系

東京海洋大学海洋科学部

京大院理学部分子構造化学研究室

三菱化学株式会社イノベーションセンター横浜センター

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室

大阪大学大学院理学研究科

第一三共株式会社

筑波大学大学院数理物質科学研覧科

筑波大学大学院数理物質科学研究科化学専攻

株式会社村田製作所野測事業所

日本電子株式会社

金沢大学大学院自然科学研究科

国立環境研究所

筑波大学大学院数理物質科学研究科

名古屋大学

産業技術総合研究所

旭硝子側

物質・材料研究機構

山田化学工業株式会社

千葉工業大学工学専攻科

大阪大学大学院理学研究科

千葉工業大学

京都大学理学部化学科分子構造化学

群馬大学大学院工学研究科

エーザイ株式会社

ブルカ-.バイオスピン株式会社

千葉大学

東京農工大学大学院共生科学技術研究院

味の素株式会社

農業生物資源研究所

京都大学理学部分子構造研究室
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山路俊樹 独立行政法人産業技術総合研究所

山延健 群馬大学大学院工学研究科

山本昭彦 ブルカー・バイオスピン株式会社

山本泰彦 筑波大学大学院数理物質科学研究科

横田信三 宇都宮大学農学部森林科学科

吉田愛 東京農工大学工学部朝倉研究室

吉田充 農研機構食品総合研究所

吉永壮佐 熊本大学大学院医学薬学研究部構造機能物理化学分野

吉水広明 名古屋工業大学大学院

米持悦生 東邦大学薬学部

若松馨 群馬大学大学院工学研究科

渡辺啓介 東京工業大学大学院理工学研究科

渡辺直樹 筑波大学自然学類

渡遺英宏 国立環境研究所化学環境研究領域
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