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The C-terminal Elongation of Growth-Blocking Peptide (GBP) Enhances 
Its Biological Activity and Micelle Binding Affinity 

Yoshitaka Umetsu1, Tomoyasu Aizawa1,2, Kaori Muto3, Hiroko Yamamoto1, Masakatsu 
Kamiya1,2, Yasuhiro Kumaki1,2, Mineyuki Mizuguchi3, Makoto Demura1,2, Yoichi Hayakawa4,
and Keiichi Kawano1,2
1
Graduate School of Science, Hokkaido University, Sapporo Japan. 

2
Graduate School of Life Science, Hokkaido University, Sapporo Japan. 

3
Graduate School of Medicine and Pharmaceutical Sciences, Toyama University, Toyama 

Japan
4
Department of Applied Biological Sciences, Saga University, Saga Japan 

Growth-blocking peptide (GBP) is a hormone-like peptide that suppresses the growth of 
the host armyworm. While 23 amino acid GBP (1-23 GBP) is expressed in nonparasitized 
armyworm plasma, the parasitization by wasp produces 28 amino acid GBP (1-28 GBP) 
through an elongation of the C-terminal amino acid sequence. In this study, we characterized 
the GBP variants, which consist of various lengths of the C-terminal region, by comparing 
their biological activities and three-dimensional structures. The results of an injection study 
indicate that 1-28 GBP most strongly suppresses larval growth. NMR analysis shows that the 
C-terminal region of 1-28 GBP undergoes a conformational transition from a random-coiled 
state to an α-helical state in the presence of dodecylphosphocholine (DPC) micelles. This 
suggests that binding of the C-terminal region would affect larval growth activity. 
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FIGURE. Interface between 1-28 GBP 
and DPC micelles. A, helical region 
(Thr22-Thr28) is viewed along the 
helical axis. B, view of the surface 
model of membrane-bound 1-28 GBP. 
The side-chains of residues Val8, Ala9, 
Tyr11, Phe23, Tyr24, Leu26, and Ile27 
form a hydrophobic patch.
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Dynamical property of amelogein 
Yasuhiro Kumaki1, Tomoyasu Aizawa2, Masakatsu Kamiya2, Makoto 
Demura2 and Keiichi Kawano1,2

(1Graduate School of Science, Hokkaido University, 2Graduate School of 
Life Science, Hokkaido University)

Amelogenin is a major component of enamel matrix proteins. The self-assembly of the 
amelogenin is believed to play an essential role in regulating the growth and organization of 
enamel crystals during enamel formation. Recently, it was reported that the self-assembly of 
the amelogenin is sensitive to the temperature and pH. The elucidation of the amelogenin 
assembly process is indispensable for the understanding of the mechanisms of enamel 
formation. The purpose of the present study is to obtain the insight into the self-assembly 
process of the amelogenin in the atomic level. As a first step, we have completed NMR 
assignments of the 13C/15N-labeled recombinant porcine amelogenin under the condition 
where amelogenin is monomeric. In addition, the dynamic property such as the relaxation are 
being examined in several temperatures and pH's.  
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Fig.1 1H-15N HSQC spectra for 15N-labeled recombinant porcine amelogenin at pH 
3.0 and 283 K.

[1] Moradian-Oldak J, Leung W, Fincham AG. J. Struct. Biol. 122:320-327, 1998.
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(Suppl. 1): 308-314, 2006. 
[3] Delak K, Harcup C, Lakshminarayanan R, Sun Z, Fan Y, Moradian-Oldak J, Evans JS. 

Biochemistry, 48, 2272-2281, 2009. 
[4] Buchko GW, Tarasevich BJ, Bekhazi J, Snead ML, Shaw WJ. Biochemistry, 47, 13215-

13222, 2008. 
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Structural and functional analysis of a novel chemokine, HCP from an 
insect 

Suguru Ichihashi1, Masakatsu Kamiya2, Tomoyasu Aizawa1, Yasuhiro Kumaki1, Takashi 
Kikukawa1, Makoto Demura2, Yoichi Hayakawa3, and Keiichi Kawano1

1Graduate School of Sciences, Hokkaido University, Sapporo, Japan.
2Graduate School of Life Sciences, Hokkaido University, Sapporo, Japan.
3Faculty of Agriculture, Saga University, Saga, Japan.  

Insect blood cells (hemocytes) comprise an essential arm of the immune system. Several 
factors mediating recognition and phagocytosis of foreign intruders by hemocytes have been 
identified but the mechanisms regulating hemocyte movement remain fragmentary. 
Embryonic hemocytes from Drosophila migrate along stereotypical routes in response to 
chemotactic signals from PVF ligands: members of the platelet-derived growth factor family. 
Embryonic and larval hemocytes also accumulate at external wounds, but PVFs are not 
required for this response suggesting involvement by other, unknown factors. Here we report 
the identification of hemocyte chemotactic peptide (HCP) from the moth Pseudaletia 
separata, and present evidence that it stimulates aggregation and directed movement of 
phagocytic hemocytes. Spatio-temporal studies revealed that HCP is expressed in both 
epidermal cells and hemocytes, while structure-function studies identified post-translational 
modifications important for activity. HCP also shares similarities with another group of 
cytokines from moths called ENF-peptides. Taken together, our results identify HCP as a 
chemotactic cytokine that enhances clotting at wound sites in larvae.  

Hemocyte chemotactics peptide (HCP) Fig. 1, 2 HCP 32

NMR (Fig. 3) HCP
HCP

NMR

Chemokine, Innate immunity, Peptide 
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Fig. 3. NMR structure of HCP 
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Nakatogawa S, Oda Y, Kamiya M, Kamijima T, Aizawa T, Clark KD, Demura M, 
Kawano K, Strand MR, Hayakawa Y. A novel peptide mediates aggregation and 
migration of hemocytes from an insect. Curr Biol. 2009 19:779-85. 

Fig. 2. Primary structure of HCP 

Fig. 1. Hemocyte aggregation by HCP 
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ビッグディフェンシンのミセル相互作用と抗菌活性発現
機構 
河野隆英1, 水口峰之2, 相沢智康3, 出村誠3, 川畑俊一郎4, ○河野敬
一3 
1ミネソタ大，2富山大・薬，3北大・理，4九大・理 

Big Defensin Changes Its N-Terminal Structure to Associate with the 
Target Membrane 
Takahide Kouno1, Mineyuki Mizuguchi2, Tomoyasu Aizawa3, Makoto Demura3, Shun-ichiro 
Kawabata4, ○Keiichi Kawano3

1Dep Biochem Mol Biol & Biophys, Minnesota University, Minneapolis, USA. 
2Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Toyama, Toyama, Japan. 
3Division of Biological Sciences, Graduate School of Science, Hokkaido University, Sapporo, 
Japan.
4Department of Biology, Kyushu University, Fukuoka, Japan. 
 

ビッグディフェンシンは 79 残基からなる抗菌ペプチドであり、N 端領域がグラム陽
性菌に活性をもち、C端領域がグラム陰性菌に活性を示す。C端領域はヒトディフェ
ンシンと同じ立体構造であったが、N端領域は水溶液中で独自の構造を示した。一方、
ミセル中では N端領域は交換のため NMR信号が観測できなかった。N端のペプチド
のみをミセル中で NMR 測定したところ、長いαヘリックスを形成していた。更に常
磁性ラベルを用いてミセル中でのヘリックスの配向を検討し、グラム陽性菌に対する

ビッグディフェンシンの新しい活性発現機構を明らかにした。

We resolved the solution structure of big defensin and demonstrated that the C-terminal 
domain forms a β-sheet structure with three disulfide bonds just like the β-defensin structure, 
whereas the N-terminal domain adopts a unique globular conformation consisting of a parallel 
β-sheet and two -helices (1). Intriguingly, circular dichroism (CD) and nuclear magnetic 
resonance (NMR) data indicated that the hydrophobic N-terminal domain undergoes a 
conformational change in a micellar environment, resulting in a disruption of the parallel 
β-sheet structure. However, the structure of big defensin bound to micelles remains to be 
resolved. In this study, we successfully determined the solution structure of the N-terminal 
fragment of big defensin in sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles and observed the 
association of the fragment peptide with the micelles using paramagnetic probes (2). These 
results provide a picture of how the N-terminal domain is used by big defensin to recognize 
the target cell membrane. 

antimicrobial peptide, paramagnetic probe, micelle interaction 
 

こうのたかひで，みずぐちみねゆき，あいざわともやす，でむらまこと，かわばたし

ゅんいちろう，○かわのけいいち 
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To identify the interaction of N-terminal fragment of big defensin with SDS micelles, the 
effect of paramagnetic probes was estimated from two-dimensional TOCSY spectra with and 
without 16-Dox, Mn2+ ion, or Mn2+ and EDTA. EDTA chelates Mn2+ ion to form a 
Mn(EDTA)2- complex with a negative charge, thereby preventing electrostatic interactions 
between Mn2+ ions and the sulfate groups of SDS molecules. All residues were significantly 
affected by the addition of 16-Dox, and the signal intensity was decreased to 30% of the 
original level even in the cross-peak with the least attenuation. As expected, the pattern of the 
plot obtained by the addition of Mn2+ ion appears to have a complementary relationship to 
that obtained by the addition of 16-Dox.  
  In micellar systems, signal attenuation induced by 16-Dox or Mn2+ ion indicates that the 
corresponding amino acid is buried in the interior of the micelle or is exposed to solvent, 
respectively. In our study, the attenuation profile in the presence of 16-Dox or Mn2+

consistently showed that the N-terminal half of the -helix and residues I3-I5 of big-N 
peptide contact SDS micelles, while the C-terminal half of the -helix and residues A7 and 
T8 are exposed to solvent. Residues V13-V18, in particular, exhibited strong exclusion from 
Mn2+ ions, implying that this region is completely buried in the interior of the micelle and 
interacts with its hydrophobic core. Residues I3-I5 also exhibited a preference for micellar 
environments rather than the solvent. However, the signal attenuations of residues I3-I5 upon 
addition of Mn2+ ion were significantly smaller than those of residues V13-V18, and the 
cross-peaks derived from residues I3-I5 were hardly detected in the presence of Mn2+ ions 
alone. Thus, residues I3-I5 are most likely located in the micellar interface in which the 
sulfate groups of SDS molecules are most frequently found. Considering that the side chains 
of residues I3-I5 are arranged as a flat surface, it is likely that they face the hydrophobic core, 
whereas the backbone is located in the interface region. L20, and V21 are located on one face 
of the -helix to form a surface favorable for making contacts with the hydrophobic core of 
the membrane. Taken together, the N-terminal half of the -helix dips in the membrane 
interior through membrane preferring residues, whereas the C-terminal half is exposed to 
solvent (Figure 1). 

(1) Kouno, T., et al., Biochemistry 47, 10611-10619 (2008) 
(2) Kouno, T., et al., Biochemistry 48, 7629-7635 (2009) 

Figure 1 
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Stabilization of Tom20-presequence peptide complexes by 
intermolecular disulfide bond, and investigation of their molecular 
motions 

Keisei Izumi1,2,Takashi Saitoh2,and Daisuke Kohda2 

1Faculty of pharmacy , Kumamoto University  
2Medical Institute of Bioregulation, Kyushu University  

Most mitochondrial proteins are synthesized in the cytosol as precursor proteins 
with a cleavable N-terminal presequences, and are imported into mitochondria. One of 
the subunits, Tom20, functions as a general protein import receptor by recognizing the 
presequences of proteins. It is difficult to obtain the structural information using NMR 
spectroscopy and X-ray crystallography due to the weak affinity of presequence 
peptides for Tom20.  

In the previous study, we used the technique that tethered the ALDH presequence 
peptide onto Tom20 via an intermolecular disulfide bond by adding the linker region 
and a cysteine residue at the C-terminus of the peptide. In this study, we designed a 
peptide containing a homo-cysteine residue, which was linked to a Tom20 mutant by an 
intermolecular disulfide bond at the most suitable position. The result of 15N NMR 
relaxation analysis indicated that this complex was useful for the dynamic analysis of 
presequences in the bound state. 
 

DNA
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Fig. 1 Diagram of mitochondrial   
protein transport 
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P006 細胞内へのグルコース取り込みの調節に関るタンパク質 CIP4 の TC10

および CDC42 結合ドメインの溶液構造解析

(北海道大学大学院薬学研究院) 

○小橋川 敬博、久米田 博之、叶 大輔、稲垣 冬彦 

The NMR structure of the TC10- and Cdc42-interacting domain of CIP4

Yoshihiro Kobashigawa, Hiroyuki Kumeta, Daisuke Kanoh, Fuyuhiko Inagaki

(Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Hokkaido Univ.)

Insulin stimulates glucose transport into striated (skeletal and cardiac) muscle and adipose

tissue via the insulin-responsive glucose transporter GLUT4. The vast majority of GLUT4

resides within the cell in the basal state. Activation of insulin receptors by insulin binding

triggers the relocation of GLUT4 vesicles to the cell surface to enhance glucose uptake into

the cells. CIP4 (Cdc42-interacting protein 4) regulates GLUT4 relocation via association with

the activated Rho-family GTPase protein TC10. Here, we will show the solution structure of

CIP4332-425 and study the mode of interaction of CIP4332-425 with both TC10 and Cdc42.

インスリンはグルコース輸送担体 GLUT4 を介して筋肉や脂肪組織へのグルコース

の取り込みを誘導するペプチド性ホルモンである(1)。GLUT4 は細胞表層と細胞質内の

GLUT4 storage compartment を行き来し、Basal 状態では多くが細胞質内に存在する。

インスリン刺激により細胞表層に存在する GLUT4 の割合が増え、細胞内へのグルコ

ースの取り込み量が増加する(2)。CIP4(Cdc42-interacting protein 4)はこの過程の制御に

関るタンパク質である(3)。

CIP4 は N 末端から FCH ドメイン、1st Coiled-Coil
ドメイン、2nd Coiled-Coil ドメイン、SH3 ドメインに

より構成される(Fig. 1)。2nd Coiled-Coil ドメインは

GTPase である TC10(4)および Cdc42 との結合に関り(5)、

SH3 ドメインは Rab ファミリーGTPase の GTP/GDP nucleotide Exchange Factor (GEF)
であるGapex-5との結合に関る。Basal状態ではCIP4はSH3ドメインを介してGapex-5
と結合し、細胞質内のRab31を活性化することでGLUT4の細胞質への移行を促す(Fig.
2-a)。インスリン刺激により細胞膜に存在する TC10 が GTP 結合型に変換され活性化

キーワード：CIP4、GLUT4、insulin

○こばしがわ よしひろ、くめた ひろゆき、かのう だいすけ、いながき ふゆひこ

Fig.1. Schematic representation of
the domain structure of CIP4.
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されると CIP4 は 2nd Coiled-Coil 領域を介して

TC10 と結合し、細胞膜へと移行する。その際、

CIP4 に SH3 を介して結合した Gapex-5 も細胞

膜に移行することで Rab31 が不活性され、

GLUT4 の細胞質への移行が阻害される。これ

により細胞表層の GLUT4 が増加し、Glucose
が細胞内へ流入する(3)(Fig. 2-b)。また、この経

路では細胞質へ移行した Gapex-5 を介して

Rab5 が活性化され、それが Class III PI3K を活

性化する(6)。Class III PI3K は macro autophagy
の誘導に関ることが知られており、polyQ の除

去に関ることが示されている(7)。そのため、

CIP4 を介したインスリンシグナル伝達経路の

ハンチントン病を含む神経変性疾患との関り

にも興味が持たれる。

本研究では CIP4 の TC10 および Cdc42 との

結合機構に関する知見を得ることを目的とし

て CIP4 の 2nd Coiled-Coil domain (CIP4332-425)
の溶液構造を決定した(Fig. 3)。その結果、

CIP4332-425 は逆平行の 2 本の -helix からなる

Coiled-Coil を形成していた。helix 間の相互作

用面には I、L、V が多く存在しており、疎水

性相互作用を形成していた。また、GTP 結合

型の TC10 および Cdc42 との滴定実験を行っ

たところ、1 本目の helix の C 末端側、helix 間

の loop、2 本目の helix の N 末端側に存在する

残基の NMR 信号の消失が確認された。消失し

たピークは TC10 と Cdc42 で同一であり、こ

れらの GTPase が CIP4332-425 の同じ領域に結合

することが示された。TC10 および Cdc42 と

CIP4332-425の相互作用機構についても考察した

ので本会では報告する予定である。

References
(1) Chang et al., 2004 Mol. Med. 10, 65-71.
(2) Bryant et al., 2002 Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 3, 267-277.
(3) Lodhi et al., 2007 Cell Metab. 5, 59-72.
(4) Chang et al., 2002 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 12835–12840.
(5) Aspenstrom. 1997 Curr. Biol. 7, 479–487.
(6) Lodhi et al., 2008 Mo.l Bio.l Cell. 19, 2718-2728.
(7) Yamamoto et al., 2006 J. Cell Biol. 172, 719-731.

basal state

insulin stimulated state

Fig.2. A schematic representation of the
regulation mechanism of the translocation
of Glut4.

Fig. 3. Solution structure of CIP4332-425. (a)
Overlay of the ensemble of 20 final
energy-minimized CYANA structures in
stereo with heavy atoms from 339 to 421
are superimposed. The side chains are
shown in blue. (b) Ribbon diagrams of the
lowest energy structure. (c) Wheel analysis
of the coiled-coil of CIP4332-425.



－ 164 － － 165 －

Cyt bc1 CcO

matrix

Cyt c e-e-

inner
membrane

4H+ 2H+

1/2O2+2H
+

H2O

intermembrane 
space

呼吸鎖におけるシトクロム c とシトクロム c 酸化酵素
間電子伝達の機構解明 
○野本直子1、坂本光一1、内田毅1、伊藤(新澤)恭子2、吉川信也2、

石森浩一郎1 
1 北大・院理

2兵県大院・生命理

Electron transfer mechanism between cytochrome c and cytochrome c
oxidase

○ Naoko Nomoto1, Koichi Sakamoto1, Takeshi Uchida1, Kyoko Shinzawa-Itoh2,
 Shinya Yoshikawa2 and Koichiro Ishimori1

1Faculty of Science, Hokkaido University.  
2Department of Life Science, University of Hyogo.  
 

Oxidative phosphorylation, an energy metabolism to produce ATP, is coupled with electron 
transfer chain carried out by a series of redox proteins. Cytochrome c oxidase (CcO), a 
mitochondrial membrane protein complex, accepts an electron from cytochrome c (Cyt c), a 
soluble protein with a c-type heme. The electron transfer from Cyt c to CcO is needed to be 
fast not to limit the overall rate of the metabolic pathway, therefore the binding constant for 
the complex formation is limited by high dissociation rate constant, necessary for a high 
turnover rate. On the other hands, the redox partners have to form a specific complex with the 
redox centers of the molecules in close approximation to fast electron transfer. In this study, 
to reveal the molecular mechanism of the fast electron transfer, we investigated the interaction 
mode of Cyt c and CcO.  
 

【緒言】

細胞呼吸における酸化的リン酸化

は、ミトコンドリア内膜上のタンパク

質間の電子伝達を駆動することによ

り、生体に必須のエネルギーである

ATP を合成する反応である。可溶性

の電子キャリアータンパク質である

シトクロム c (Cyt c) から、ミトコンドリ

ア内膜貫通タンパク質であるシトクロム

Fig.1 Schematic diagram of the electron transfer pathway 
around cytochrome c(Cyt c) in mitochondria.  

cytochrome c, cytochrome c oxidase, electron transfer 
 

○ のもとなおこ，さかもとこういち，うちだたけし，いとう(しんざわ)きょうこ，

よしかわしんや，いしもりこういちろう

P007



－ 164 － － 165 －

c 酸化酵素 (CcO) への電子伝達 (Fig.1) は、酸化的リン酸化の重要な制御点の 1 つで

ある。CcO は酸化的リン酸化における唯一の不可逆反応を担い、その活性は還元型

Cyt c の供給量のみで制御されている。したがって、Cyt c から CcO への電子伝達は

特異的かつ高効率に進行する必要がある。そこで、本研究においては、高い反応回転

効率と特異性を両立する複合体形成機構を解明することを目的として、Cyt c と CcO
の相互作用解析を行った。

【材料および方法】

安定同位体標識を施したヒト由来 Cyt c は、大腸菌 Rosetta2(DE3)pLysS を用いて

大量発現させ、超音波破砕後可溶性画分より Hiprep SP 10/16 XL カラムを用いて

SDS-PAGE に て 単 一 バ ン ド と な る ま で 精 製 し た 。 CcO は ウ シ 心 筋 か ら

decyl-maltoside(DM) を用いて可溶化させ、酸性沈殿および硫安沈殿を繰り返すことに

より精製を行った。50 mM NaPi, pH 7.0, 0.1% DM, 1 mM DTT に溶解した、均一

[2H,15N] 標識 Cyt c に対し、DM で可溶化した CcO を 1/10 倍量混合し、NMR サ

ンプルとした。NMR 測定は、クライオプローブを装着した Avance 600 を用いて、

測定温度 15 ℃ にて行った。

【結果】

特異性と反応回転効率を両立する Cyt c-CcO 間複合体形成の分子機構を解明する

ためには、結合界面の性質を調べる必要がある。本研究においては、CcO が分子量

400K の巨大な膜タンパク質であることを考慮し、転移交差飽和 (TCS) 実験により

Cyt c 上の CcO との結合界面を同定することとした。Cyt c と CcO ミセルを混合し

たサンプルを調製し、TCS 実験を行った結果、Cyt c に対して DM のみを添加した

対照実験の結果と比較して、A51, N54, K55 をはじめとする数残基において、ラジオ

波照射に伴う特異的なシグナル強度減少が観測された。これらの残基を Cyt c の立体

構造上にマッピングした結果、heme edge 近傍の Cyt c 分子表面に連続面を形成して

いた。

【考察】

 TCS 実験により検出された結合界面残基は、heme edge 近傍の疎水性残基および塩

基性残基から構成されていた。これまでに明らかとされている、Cyt c 上のシトクロ

ム bc1 結合界面およびシトクロム c ペルオキシダーゼ結合界面も同様に heme cleft 
近傍の疎水性および塩基性残基を含んでいるが、いずれも疎水性残基がよりヘム近傍

に位置している。このことから、結合界面上の疎水性残基の役割として、疎水性相互

作用による複合体の安定化に加えて、補欠分子族間の電子移動に適した疎水性環境を

提供することが考えられる。一方、Cyt c の塩基性残基と CcO の酸性残基の相互作

用が複合体形成に関与することがクロスリンク実験により示されている。この静電相

互作用は、素早い会合もしくは複合体の配向決定に主要に寄与することが推測される。

今後は、酸化型 Cyt c と CcO の相互作用解析を行い、還元型の結果と比較すること

により、高い反応効率を可能とする複合体解離機構の解明を目指す。
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膜タンパク質，溶液NMR

◯つかもと たかし，り こうらん，はながた のぶたか，でむら まこと

膜タンパク質 Ifitm5 の立体構造研究；
溶液NMR法による立体構造解析に向けた試料調製
◯塚本 卓1，李 香蘭2，花方 信孝2，出村 誠1

1 北海道大学 大学院生命科学院
2独立行政法人 物質・材料研究機構 ナノテクノロジー融合センター

Structural study of interferon-inducible transmembrane protein 5;
sample preparation for solution-state NMR analysis
Takashi Tsukamoto1, Li Xiang Lan2, Nobutaka Hanagata2, Makoto Demura1

1Graduate School of Life Science, Hokkaido University, Sapporo, Japan.
2Nanotechnology Innovation Center, National Institute for Materials Science, Tsukuba, Japan.

Interferon-inducible transmembrane protein 5 (Ifitm5) is a double transmembrane α-helical 
protein and specifically expresses in osteoblast cells of any species.  In previous studies, it 
was cleared that the expression of Ifitm5 is independent of well-known transcription factors 
for osteoblast cell differentiation.  Therefore, it is suggested that Ifitm5 is a novel factor for 
the bone morphogenetic.  In this study, we challenged to figure out the dynamic structure of 
human Ifitm5 by solution-state NMR spectroscopy.  We prepared the overexpression system 
using E. coli and 15N,13C/15N stable-isotope labeled Ifitm5.  Far-UV CD spectra showed that 
detergent-solubilized Ifitm5 forms α-helical conformation.  In conclusion, we succeeded in 
obtaining Ifitm5 in native state.  Further NMR analysis under solubilized system are in 
progress.

インターフェロンにより発現が誘導される膜タンパク質ファミリーとして，Ifitm

が知られており，現在までに 7 種類の相同体が確認されている。 これらはいずれも

二回膜貫通型タンパク質で，一次配列が非常に類似した膜貫通ドメインと，多様性

に富んだアミノ末端およびカルボキシ末端をもっている。 これまでの Ifitm ファミ

リーに関する知見は，ノックアウト・RNAi などの in vivo・遺伝子レベルでの研究を

中心に報告されており，単独の Ifitm タンパク質に注目した in vitro での詳細な研究

は行われてこなかった。

我々は、Ifitm タンパク質ファミリーのひとつである Ifitm5 に注目して研究を行っ

てきた。 in vivo での研究より，Ifitm5 は骨芽細胞にのみ特異的に発現し，その発現

にはインターフェロン，骨芽細胞の分化に重要な因子 Runx2/Cbfa1 および Osterix

は関与しないことが明らかになった。 すなわち，Ifitm5 は，骨芽細胞に特異的に発現
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Structural study of interferon-inducible transmembrane protein 5;
sample preparation for solution-state NMR analysis
Takashi Tsukamoto1, Li Xiang Lan2, Nobutaka Hanagata2, Makoto Demura1

1Graduate School of Life Science, Hokkaido University, Sapporo, Japan.
2Nanotechnology Innovation Center, National Institute for Materials Science, Tsukuba, Japan.

Interferon-inducible transmembrane protein 5 (Ifitm5) is a double transmembrane α-helical 
protein and specifically expresses in osteoblast cells of any species.  In previous studies, it 
was cleared that the expression of Ifitm5 is independent of well-known transcription factors 
for osteoblast cell differentiation.  Therefore, it is suggested that Ifitm5 is a novel factor for 
the bone morphogenetic.  In this study, we challenged to figure out the dynamic structure of 
human Ifitm5 by solution-state NMR spectroscopy.  We prepared the overexpression system 
using E. coli and 15N,13C/15N stable-isotope labeled Ifitm5.  Far-UV CD spectra showed that 
detergent-solubilized Ifitm5 forms α-helical conformation.  In conclusion, we succeeded in 
obtaining Ifitm5 in native state.  Further NMR analysis under solubilized system are in 
progress.

インターフェロンにより発現が誘導される膜タンパク質ファミリーとして，Ifitm

が知られており，現在までに 7 種類の相同体が確認されている。 これらはいずれも

二回膜貫通型タンパク質で，一次配列が非常に類似した膜貫通ドメインと，多様性

に富んだアミノ末端およびカルボキシ末端をもっている。 これまでの Ifitm ファミ

リーに関する知見は，ノックアウト・RNAi などの in vivo・遺伝子レベルでの研究を

中心に報告されており，単独の Ifitm タンパク質に注目した in vitro での詳細な研究

は行われてこなかった。

我々は、Ifitm タンパク質ファミリーのひとつである Ifitm5 に注目して研究を行っ

てきた。 in vivo での研究より，Ifitm5 は骨芽細胞にのみ特異的に発現し，その発現

にはインターフェロン，骨芽細胞の分化に重要な因子 Runx2/Cbfa1 および Osterix

は関与しないことが明らかになった。 すなわち，Ifitm5 は，骨芽細胞に特異的に発現

[Fig.1]
The amino acid sequence of Ifitm5. (SOSUI; http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/)

して骨形成を促す，新規の膜タンパク質であることが示唆された。また，Ifitm5 は

数種類のタンパク質と相互作用することが示唆されており，骨形成や骨に関する様々

な疾患との関連が予想される。

 

そこで我々は，溶液 NMR 法を用いて，膜タンパク質 Ifitm5 のもつダイナミック

な構造を解くことを目的とし，その第一段階として NMR 解析のための試料調製を

行った。一般に，膜タンパク質の試料調製は困難であると言われている。しかしな

がら，我々は大腸菌を用いた大量発現系を構築し，1L 培養あたり約 47mg の Ifitm5

を得ることに成功した。また，MALDI-TOF マススペクトロメトリー，C 末端側 His 

tag をターゲットとしたウェスタンブロッティング，N 末端側のアミノ酸配列分析に

よって，Ifitm5 は全長でかつ大腸菌膜に発現していることを確認した。さらに，界

面活性剤スクリーニングを行ったところ，双性イオン性の LDAO（N-Lauroyl- 

dimethyl amineoxide）が最も可溶化能に優れていた。LDAO 可溶化状態での遠紫外

CD を測定したところ，スペクトルは 222nm と 207nm に極値をもつαへリックス

のパターンを示した。K2D（http://www.embl-heidelberg.de/̃andrade/ k2d/）を用

いた解析結果（Fig.1）を考慮すると，本研究で構築した調製法によって天然状態の

Ifitm5 を得ることに成功した。本会では，この発現系を用いて 15N，13C/15N 安定同

位体ラベル化試料を作成し，NMR測定を行った結果も合わせて報告する予定である。
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Structural characterization of all-parallel G-quadruplex DNAs formed 
from a series of sequences 

Yusuke Nakano1, Hulin Tai1, Shigenori Nagatomo1, Yasuhiko Yamamoto1 and 
Hikaru Hemmi2

1Dept. of Chem., Univ. of Tsukuba1 and Natl. Food Res. Inst.2

 A G-quadruplex DNA is composed of stacked G-quartets, each of which involves the planar 
association of four guanine bases. We have characterized the molecular structures of 
G-quadruplex DNAs formed from DNA sequences possessing various number of consecutive 
guanines such as d(TTGAGG), d(TTGAGGT), and d(TTGAGGG), in order to elucidate the 
effects of the sequence on the G-quadruplex DNA structure.  Similarly to the G-quartet, 
adenine bases have been shown to be associated to form A-quartets in the G-quadruplex 
DNAs of the present DNA sequences.  The alteration of the sequence was found to induce 
structural change of the A-quartet, which in turn influences the G-quadruplex DNA structure. 

N

NN

N

O

N
H

H

H

N
N

N N

O

NH H
H

N

N N

N

O

N

H

H

N
N

NN

O

N HH
H

H

N

NN

N

O

N
H

H

H

N
N

N N

O

NH H
H

N

N N

N

O

N

H

H

N
N

NN

O

N HH
H

H

Fig. 1. Molecular structure of G-
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hydrogen bonds, respectively.
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Fig. 2. 1H NMR spectra of G-quadruplex DNAs 
formed from d(TTGAGG) (top) and d(TTAGGG)
(bottom) at pH 6.80 and 25ºC.
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Fig. 3. Putative molecular structure of A-quartet. 
Ellipeses and thick lines represent deoxyriboses
and hydrogen bonds, respectively.
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Fig. 4. Portions of 1H NMR and NOESY
spectra of (d(TTGAGGT))4 at pH 6.80 and 5ºC.
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Fig. 5. Temperature dependence of 1H NMR
spectra of (d(TTGAGGG))4 at pH 6.80.
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ヘム－四重鎖DNA複合体の立体構造解析 
○斉藤香織1, 太虎林1, 長友重紀1, 山本泰彦1, 逸見光2 
1筑波大院数物, 2農研機構・食総研 

 
Structural characterization of a complex between heme and G-quadruplex 
DNA 
○Kaori Saito1, Hulin Tai1, Shigenori Nagatomo1, Yasuhiko Yamamoto1, and Hikaru Hemmi2 
1Dept. of Chem., Univ. of Tsukuba and 2Natl. Food Res. Inst. 
 

A single repeat sequence of the human telomere, d(TTAGGG), has been shown to form all 
parallel G-quadruplex DNA in the presence of K+, which spontaneously dimerizes through the 
stacking of the 3’-terminal G-quartets. We have previously demonstrated that heme, 
iron(III)-protoporphyrin IX complex, and G-quadruplex DNA assembled from d(TTAGGG) 
form a stable complex called “heme-DNA complex”. In this study, we characterized the 
solution structure of the heme-DNA complex using 1H NMR. Analysis of signal intensities 
yielded the stoichiometric ratio of 1:2 between heme and G-quadruplex DNA, and 
intermolecular NOEs between heme peripheral side chain and G6 protons were observed. 
These results revealed that heme is sandwiched between 3’-terminal G-quartets of two 
G-quadruplex DNAs. 
 

序論 

  四重鎖DNAは、グアニン四量体（G-カルテット、Fig. 1）により形成されるDNAの
高次構造の一種である。私共はこれまでの研究において、ヘム（鉄-ポルフィリンIX
錯体、Fig. 2）がDNA塩基配列d(TTAGGG)により形成される四重鎖に対して特異的に
結合し、ヘム-DNA複合体を形成することを報告してきた1-3。複合体におけるヘム鉄

の配位構造は、特徴的なpH依存性
“酸塩基平衡”を示し、中性pHにお
いて三価・高スピン型錯体（S = 5/2）、
塩基性において低スピン型錯体（S = 
1/2）となる（pKa = 8.7）。本研究で
は、常磁性の影響がより小さく、二

次元NMRの測定が容易になる塩基
性pHの条件下において、複合体の構
造解析を1H NMRにより行った。 
 

結果・考察 

 通常の四重鎖DNAにおいて、1H NMRのシグナルは0 - 12 ppmに観測される（Fig. 3）。
(d(TTAGGG))4におけるDNA 4分子はすべて等価であり、~10 ppmより低磁場にシフト 

 

キーワード：ヘム, 四重鎖DNA, 常磁性NMR 
 
○さいとうかおり，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 
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したシグナルは、各々のG-カルテット中で水素結合を形成したグアニンのイミノプロ
トンに由来する。一方、ヘム-DNA複合体では、シグナルが-6.4 - 18 ppmの広範囲に観
測され（Fig. 3）、ヘム側鎖およびヘム近傍のDNAプロトンに由来するシグナルがヘ
ム鉄の不対電子の影響を受けて大きく常磁性シフトすることが反映されている。ヘム

-DNA複合体のシグナル帰属はNOESY、DQF-COSYにより行い、ヘム側鎖プロトンシ
グナルの帰属を完了すると共に、ほとんど全てのDNAプロトンシグナルの帰属も得る
ことができた。 
 さらに、NOESYにおいては、ヘム-DNA複合
体の立体構造決定に重要なヘムとDNAの分子
間NOEも観測された。ヘムのメチルプロトンお
よびビニルプロトンが四重鎖DNAの6番目の残
基であるG6の塩基およびリボースのプロトン
とNOEを示したことから（Fig. 4）、ヘムはDNA
の3’末端側のG-カルテットにスタッキングして
いることが示された。G6のイミノプロトンの選
択的スピン-格子緩和時間selT1は約20msと短く、
ヘム鉄の不対電子による常磁性緩和の影響を強

く受けていることが明らかとなった。 
また、9 - 18 ppmに分離良く観測された3つの

G-カルテット由来のイミノプロトン、および4
つのヘムメチルプロトンシグナルの強度比から、

ヘム-DNA複合体におけるヘムと四重鎖DNAの
化学量論は、約1:2であることが示された。 
 
結論 
 ヘム-DNA複合体は、塩基性pHにおいて、2つの四重鎖DNAの3’末端にヘムが挟まれ
たサンドイッチ型構造であることが明らかになった。 
 
References 
1. T. Mikuma, N. Terui, Y. Yamamoto, and H. Hori, Nucleic Acids Res. Suppl. No. 2, 2002, 285-286. 
2. T. Mikuma, T. Ohyama, N. Terui, Y. Yamamoto, and H. Hori, Chem. Comm., 2003, 14, 1708-1709. 
3. T. Ohyama, Y. Kato, H. Mita, and Y. Yamamoto, Chem. Lett., 2006, 35, 126-127. 

Fig. 3. 1H NMR spectra of heme-DNA complex (top) and G-quadruplex DNA (bottom) in 
90%D2O/10%H2O, pH 9.7, at 298K. In the spectrum of heme-DNA complex, heme methyl and guanine 
imino proton signals are marked by filled circles and squares, respectively. 
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Fig. 4. Schematic drawing of G-quadruplex 
DNA. Base and ribose protons that exhibited 
intermolecular NOEs with heme peripheral 
side chain protons are represented by balls. 
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NMR analyses of the binding of sugar to the C-terminal domain of an 
R-type lectin from earthworm 

Hikaru Hemmi1, Atsushi Kuno2, Sachiko Unno2, and Jun Hirabayashi2

1National Food Research Institute, National Agriculture and Food Research Organization 
(NARO), Tsukuba, Japan.  
2Research Center for Medical Glycoscience, National Institute of Advanced Industrial 
Science and Technology (AIST), Tsukuba, Japan.  

The C-terminal domain of an R-type 29-kDa lectin (EW29Ch) from the earthworm Lumbricus
terrestris has two sugar-binding sites (  and ). Our recent paper1 showed that the Kd value of 
the  sugar-binding site were approximated to 0.01-0.07mM for lactose, whereas that of the 
sugar-binding site was 2.66mM for lactose. Although the crystal structure of the complex 
between EW29Ch and lactose was reported, it is still unclear why the  sugar-binding site 
binds to lactose more strongly. In the [13C,1H]-HSQC spectra of 13C-labeled lactose upon the 
addition of non-label EW29Ch, mainly the NMR signals of the galactose residue of the 
lactose were broadened and shifted. These results agree well with those from the crystal 
structure of EW29Ch with lactose and the STD-NMR experiments of lactose with EW29Ch1.
Further, we are currently analyzing the NOEs between EW29Ch and lactose. 

2 9 EW29
Gly-X-X-X-Gln-X-Trp

R-type
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13C EW29Ch
[13C,1H]-HSQC NMR

NOE 13C,15N EW29Ch
NOE

NMR
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0.5 20 [13C,1H]-HSQC 13C-edited

NOESY 13C-edited TOCSY

EW29Ch
NOE
EW29Ch X

EW29Ch NOE 15N
EW29Ch 13C,15N EW29Ch
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OsLHP1 NMR

Epigenetic regulation for gene expression and silencing by histone modifications plays 
important roles in eukaryotes. Especially, methylation of histone H3 at K9 or K27 is essential 
for epigenetic silencing. The methylated H3 are recognized mainly by HP1 and Polycomb 
family proteins that contain chromodomain as binding site. Chromodomain is conserved in 
from yeast to higher organisms. In plant species, LHP1 which belongs to HP1 family in DNA 
sequence is likely to play a role as Polycomb, while detailed mechanism is unclear. In this 
study, we performed structural analysis of the chromodomain in rice LHP1 (OsLHP1-CD) by 
solution NMR spectroscopy, to reveal the detailed recognition mechanism of methylated 
histones. Backbone NMR resonance assignment has been achieved by analyzing 3D 
triple-resonance NMR spectra measured on 13C/15N-labelled OsLHP1-CD. Side-chain 
resonance assignment, structure calculations and NMR titration analysis are in progress. 

H3 K9 K27 (H3K9me, 
H3K27me)

H3K9me HP1 H3K27me
Polycomb

60 Polycomb
HP1 LHP1

Polycomb

LHP1(OsLHP1) NMR

P012



－ 174 － － 175 －

LHP1 (OsLHP1-CD, 59 ) 15N
13C/15N NMR Bruker DMX750

283K HNCACB, HN(CO)CACB, HNCO, 
HCACO, HBHACONH C(CO)NH, 
HC(CO)NH, HCCH-TOCSY, 15N-NOESY-HSQC, 13C-NOESY-HSQC, 13C/15N-separated
NOESY-HSQC NMRpipe
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(Fig. 1)
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Fig, 1 1H-15N HSQC spectrum of OsLHP1-CD
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NMR Relaxation Analysis of Conformational Changes  
in Small G-Protein NtARL8

National Institute of Agrobiological Sciences (NIAS), 
Plant-Microbe Interactions Research Unit 

Hideyasu Okamura, Masaki Nishikiori, Hongyu Xiang,  
Masayuki Ishikawa and Etsuko Katoh 

The replication of eukaryotic positive strand RNA virus genomes occurs in 
membrane-bound replication complexes which consist of virus-coded replication 
proteins and host proteins. Nicotiana tabacum ADP-ribosylation factor-like 
protein 8 (NtARL8) is a host protein that associates with the tabacco mosaic virus 
replication complex. NtARL8 belongs to the ARF family of the small G proteins 
and functions as a molecular switch associated with nucleotide exchange. 
Knowledge about the dynamic mechanisms of conformational changes in NtARL8 
would help to understand the role of NtARL8 on the virus replication complex. 
Here, we investigated conformational changes in NtARL8 by NMR relaxation 
analysis, including ZZ-exchange and 15N R2 relaxation dispersion experiments. 

RNA

RNA  ADP-ribosylation factor-like 
protein 8 (NtARL8) NtARL8

(Fig.1) NtARL8 20.5kDa G
ARF GTP GDP

ARF
N Helix

GTP,GDP N

N 7-NtARL8 (
8-184) 16-NtARL8 ( 17-184) NMR

G , R2 , ZZ-exchange
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Fig.1 Crystal structure of Human ARL8a(9-182)-GDP (Atanassova, A. et al.) (GDP form) 
and solution structures of 16-NtARL8-GDP,Mg2+ (GTP-like form) and 

16-NtARL8-GTP,Mg2+ (GTP form)

Fig.2 1H-15N HSQC spectra of 7-NtARL8 and 16-NtARL8 in 20 mM sodium phosphate 
buffer (pH 7.0), 100 mM NaCl with or without 10 mM MgCl2

7-NtARL8 GDP 16-NtARL8
GTP N Helix GDP-GTP

NMR
(ITC) GDP GTP 16-NtARL8

7-NtARL8 16-NtARL8 GDP
GTP NtARL8
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(GTP-like GDP) 20.6 1.8 kcal/mol, 0.0193 0.0063 kcal/mol K
(Fig. 3) 8.78 2.52

kcal/mol ITC Mg2+

GDP
GTP-like GDP NMR

7-NtARL8 16-NtARL8
16-NtARL8 GTP-like

GDP

NtARL8

Fig. 3 ZZ-exchange peak intensity profiles for S184 of 16-NtARL8 in 20mM sodium 
phosphate buffer (pH 7.0), 100mM NaCl with or without 1mM MgCl2, and Eyring 
plots and energy diagrams for 16-NtARL8 conformational changes in the buffer 
solution without MgCl2 at 298K. 

Fig. 4 15N R2 relaxation dispersion profiles at 600 MHz 1H Larmor frequency for 
representative residues of 7-NtARL8 and 16-NtARL8 
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Refinement of structure of protein-DNA complex using residual dipolar couplings

Kazuhiko Yamasaki1,2, Takanori Kigawa2,3, Satoru Watanabe2, Tomoko Yamasaki1,

Makoto Inoue2, Motoaki Seki4, Kazuo Shinozaki4, and Shigeyuki Yokoyama2,5

1
Age Dimension Research Center, AIST, Tsukuba, Japan,

2
RIKEN Systems and Structural

Biology Center, Yokohama, Japan,
3
Interdisciplinary Graduate School of Science and

Engineering, Tokyo Institute of Technology, Yokoyama, Japan,
4
RIKEN Plant Science Center,

Yokohama, Japan,
5
Graduate School of Science, Univ. of Tokyo, Tokyo, Japan

NOE-based structure determination of a protein-DNA complex tends to be inaccurate in the

intermolecular contacting region, where the proton density is relatively low. To refine the

structure, residual dipolar couplings of both the protein and DNA may be useful, which

constrain the relative position of the two molecules. We applied this method to the complex

of the plant-specific WRKY transcription factor DNA-binding domain and a recognition DNA,

and labeled the DNA thymine bases as well as the protein with 15N isotope. A structure with

RMSD of 1.4 Å for the all non-hydrogen atoms was obtained, which enabled us to understand

the sequence recognition mechanism.
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1H

1H-1H NOE

DNA

P015



－ 182 － － 183 －
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RDC N3-H3

N-H 88 Nε-Hε 3

RDC

Fig. 1: IPAP-HSQC spectra of the WRKY-DNA complex. a) sequence of the double strand

DNA used in the experiment, where the box indicate the putative recognition sequence of

WRKY domains, W-box. b) IPAP-HSQC spectra in the DNA imide region, where the N3-H3

cross-peaks of the five labeled T bases are observed. Peaks in black and grey are from the

two subspectra of IPAP-HSQC, after addition or subtraction. The sample for the spectra in

the right panel contains 12mg/ml Pf1 phage. Splitting values as well as RDCs (lower, in the

right) in Hz are shown inside the spectra.
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Fig. 2: Solution structure of WRKY-DNA complex. Structure ensemble shown in stereo,

where T bases in this region are marked.
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Site-specific stable-isotope labeling toward the structural analysis of larger 
RNA
Amiu Shino1, Misaki Imai1, Yuri Iyano1, Hiroyuki Saito1, Kenji Fukuda2, Gota Kawai1

1Department of Life and Environmental Sciences, Chiba Institute of Technology, Japan.  
2Tsukuba Laboratory SI., Taiyo Nippon Sanso Corporation, Japan.  

RNA is now known to have variety of biological functions and, thus, structure of functional 
RNA domains must be analyzed. In order to challenge to RNA domains consists of more than 
100 residues, methods for site-specific stable-isotope labeling of larger RNA is required. 
   In this presentation, we introduce two techniques for labeling of larger RNA by (1) 
chemical synthesis of RNA fragment with stable-isotopically labeled phosphoramidite unit, 
and (2) enzymatic ligation of labeled RNA fragments. 135nt RNAs corresponding to the 
tRNA-like structure located at the 3 -terminus of Brome mosaic virus genomic RNA were 
prepared by the combination of the two techniques and NMR spectra of those were measured.  
These techniques will increase the length of RNA to be analyzed by NMR. 

ncRNA
RNA

NMR
RNA

RNA
RNA

RNA

Brome
mosaic virus BMV

RNA 3 160
tRNA-like

structure TLS Fig. 1
RNA, ,

Fig. 1  Secondary structure of BMV TLS. 

Ligation sites 
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Fig. 2  Preparation of TLS by 3 step ligation.
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Fig. 3  Results of Ligation reaction. 

Fig. 4  13C-1H SQC spectrum of a 135 residues 

TLS prepared by ligation with a fragment 
having two [13C/15N]adenosine residues. 
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Structural analysis of the catalytic center of an artificial ligase ribozyme  
Hirotatsu Meya1, Yoshiya Ikawa2,3, Gota Kawai1, Taiichi Sakamoto1

1Department of Life and Environmental Sciences, Chiba Institute of Technology. 
2Department of Chemistry and Biochemistry, Graduate School of Engineering, Kyushu 
University, 3PRESTO, Japan Science and Technology Agency (JST). 

An artificial ligase ribozyme consisted of a designed RNA scaffold and a selected active site 
has been obtained and biochemical studies revealed that the ribozyme requires Mg2+ ions. To 
investigate structure-function relationship of the ribozyme, we analyzed the tertiary structure 
of the catalytic core (L24) of the ribozyme and the interaction between L24 and metal ions. 
The calculated structures of L24 were converged well in the stem regions. To improve the 
convergence of the calculated structures of L24, we will introduce information from residual 
dipolar couplings into the structure calculation. It was suggested, by a titration experiment 
with Co(NH3)6

3+, that metal ions bind to the internal loop. 
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In-cell NMR法を用いた生細胞内におけるプロテインG B1
ドメインの高次構造解析 
 
○花島 知美1,2，浜津 順平1,2，白川 昌宏2,3，三島 正規1,2，池谷 鉄
平1,4，Peter Güntert1,4，伊藤 隆1,2 
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Structure determination of protein G B1 domain in living cells by in-cell 
NMR spectroscopy 
 
○Tomomi Hanashima1,2, Junpei Hamatsu1,2, Masahiro Shirakawa2,3, Masaki Mishima1,2 
Teppei Ikeya1,4, Peter Güntert1,4, and Yutaka Ito1,2 
(1Dept. of Chem., Tokyo Metropolitan Univ.,  2CREST/JST,  3Dept. of Eng., Univ. of Kyoto,  
4

 Institute of Biophysical Chemistry and Center for Biomolecular Magnetic Resonance, J. W. 
Goethe-Univ. Frankfurt)  
 

In-cell NMR spectroscopy yields multi-dimensional NMR spectra of macromolecules in 
living cells. We reported the first 3D protein structure calculated exclusively on the basis of 
information obtained in living cells.  

In this presentation, as an another demonstration of our methodologies for protein structural 
analyses in vivo, we report in-cell NMR studies of Streptococcus protein G B1 domain 
overexpressed in E. coli cells. For backbone and side-chain resonance assignments, we 
measured and analysed the 3D triple-resonance NMR spectra. Rapid data collection using 
nonlinear sampling, combined with maximum entropy data processing, was the key for the 
spectral analyses of G B1. This method provided 3D NMR spectra of much higher quality 
than conventional spectra recorded in the same short measurement time. All backbone 
resonances of G B1 have been assigned exclusively from the data obtained in living E. coli 
cells. Side-chain analysis, collection of NOE-data distance restraints and three dimensional 
structure determination of G B1 in E. coli cells is in progress. 

 

【序】 単離・精製した蛋白質の高次構造解析は，NMRや X線結晶構造解析などに
より日常的に行われているが，このような構造生物学的解析を，生細胞内環境で行う

ことは不可能であった．そのため，細胞内の蛋白質の構造やダイナミクスを高分解能

で測定する in-cell NMRという手法が注目されている．わたしたちは既に in-cell NMR
を用いて，世界で初めて生細胞内の蛋白質の高次構造解析に成功した[D. Sakakibara 
et al. Nature (2009) ]．この研究において，大腸菌内で発現させた高度好熱菌 Thermus 
 

In-cell NMR, 異種核多次元NMR, 立体構造 

 

○はなしまともみ，はまつじゅんぺい，しらかわまさひろ，みしままさき，いけやて

っぺい，ぺーたー ぎゅんたー，いとうゆたか 
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Structure determination of protein G B1 domain in living cells by in-cell 
NMR spectroscopy 
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In-cell NMR spectroscopy yields multi-dimensional NMR spectra of macromolecules in 
living cells. We reported the first 3D protein structure calculated exclusively on the basis of 
information obtained in living cells.  

In this presentation, as an another demonstration of our methodologies for protein structural 
analyses in vivo, we report in-cell NMR studies of Streptococcus protein G B1 domain 
overexpressed in E. coli cells. For backbone and side-chain resonance assignments, we 
measured and analysed the 3D triple-resonance NMR spectra. Rapid data collection using 
nonlinear sampling, combined with maximum entropy data processing, was the key for the 
spectral analyses of G B1. This method provided 3D NMR spectra of much higher quality 
than conventional spectra recorded in the same short measurement time. All backbone 
resonances of G B1 have been assigned exclusively from the data obtained in living E. coli 
cells. Side-chain analysis, collection of NOE-data distance restraints and three dimensional 
structure determination of G B1 in E. coli cells is in progress. 

 

【序】 単離・精製した蛋白質の高次構造解析は，NMRや X線結晶構造解析などに
より日常的に行われているが，このような構造生物学的解析を，生細胞内環境で行う

ことは不可能であった．そのため，細胞内の蛋白質の構造やダイナミクスを高分解能

で測定する in-cell NMRという手法が注目されている．わたしたちは既に in-cell NMR
を用いて，世界で初めて生細胞内の蛋白質の高次構造解析に成功した[D. Sakakibara 
et al. Nature (2009) ]．この研究において，大腸菌内で発現させた高度好熱菌 Thermus 
 

In-cell NMR, 異種核多次元NMR, 立体構造 

 

○はなしまともみ，はまつじゅんぺい，しらかわまさひろ，みしままさき，いけやて

っぺい，ぺーたー ぎゅんたー，いとうゆたか 

thermophilus HB8 由来蛋白質 TTHA1718(66a.a.)の高分解能な構造を得た． 
本研究では，わたしたちの手法の次なる応用例として，Streptococcus protein 

GB1(57a.a.)をターゲット試料とし in-cell NMRによる構造解析を試みた．異種核 3次
元 NMR測定を迅速に行うため，非線形サンプリング法を用いて測定を行い，最大エ
ントロピー法でスペクトルを再構築することで，測定時間の短縮を図った． 
 
【実験，結果および今後の展望】 ターゲット試料 GB1 を大腸菌発現系を用いて調
製し in-cell NMR測定を行った．蛋白質主鎖の帰属のため，13C/15N均一標識試料を調
製し，3種の 3重共鳴 3次元 NMR測定（HNCA，CBCA(CO)NH，HBHA(CBCACO)NH）
を行った．非線形サンプリング法を用いて測定を行い，最大エントロピー法でスペク

トルを再構築することで，短時間で良好なスペクトルを得ることに成功し，全ての主

鎖シグナルの帰属が完了した(Figure)．蛋白質側鎖の帰属のため、さらに 2種の 3重共
鳴 3次元 NMR測定（CC(CO)NH, HCC(CO)NH)の測定を行った． 
また，NOE 由来の高次構造情報の取得も試みた．同様に非線形サンプリング法を
適用することによって，短時間で良好な 15N-separated NOESY-HSQC，13C-separated 
NOESY-HSQC の測定に成功した．現在, さらなる側鎖の帰属と NOE 解析のための 3
次元 NMR測定及び解析を行っており，高次構造決定を目指す． 
 
Figure (a)           (b) 

 
Figure:  
(a)The 1H-15N HSQC spectrum of the 13C/15N-labelled GB1 in E.coli cells. Cross peaks are 
labelled with their corresponding backbone assignments. 
(b)Overlaid 1HN-13C cross-sections of the 3D HNCA and CBCA(CO)NH spectra 
corresponding to the 15N frequencies of residues from Leu6 to Gly10. Sequential 
connectivities are represented by lines. Intraresidue correlations are indicated with boxes. 
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Structural and dynamical studies of TTHA1718 protein in living cells 
by in-cell NMR spectroscopy 

Junpei Hamatsu1,2, Tomomi Hanashima1,2, Masaki Mishima1,2, Teppei Ikeya3, 
Peter Güntert3, Masahiro Shirakawa2,4, and Yutaka Ito1,2 

1Department of Chemistry, Tokyo Metropolitan University; 2CREST/JST; 3Institute of Biophysical 
Chemistry, J.W. Goethe-University Frankfurt, Germany; 4Graduate School of Engineering, Kyoto 
University 

In-cell NMR has been used to detect various intracellular events such as conformational 
changes, dynamics and binding events in bacterial cells. Very recently, we reported the high 
resolution 3D structure of a putative heavy metal binding protein TTHA1718 from Thermus 
Thermophilus HB8 in living E. coli cells. 

In this presentation, we report our recent studies of TTHA1718 focused on identifying the 
“in-cell” effects. NMR studies on the mutants that lack metal-binding activity suggested that 
interactions with metal ions in the E. coli cytosol may affect the conformation of the 
metal-binding region. Furthermore, we will discuss the effect of intracellular environment to 
protein dynamics based on the 15N relaxation parameter measured both in vivo and in vitro. 

In-cell NMR

NMR

in-cell NMR
Thermus Thermophilus HB8 TTHA1718

TTHA1718
15N

TTHA1718  CXXC motif 
TTHA1718

CXXC motif NMR
CXXC motif

In-cell NMR
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CXXC motif 
Cys Ala Ser

NMR
NMR

TTHA1718

15N  2D 1H-15N HSQC T1, T2

Lys 15N 1D 1H-15N HSQC 
T1, T2 TTHA1718

 2D 1H-15N HSQC T1, T2

TTHA1718
(Figure1, Table1)

Macromolecular crowding
15N 2D 1H-15N HSQC T1, T2

TTHA1718

1) Serber, Z. et al. J. Am. Chem. Soc. 123, 2446–2447 (2001). 
2) Dedmon, M. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 12681-12684(2002). 
3) Inomata, K. et al. Nature, 458, 106-109(2009). 
4) Sakakibara, D. et al. Nature. 458, 102-105 (2009). 

b d

Figure1: 15N T1 and T2 data for the backbone 
amide 15N nuclei of lysine residues of 

TTHA1718in E. coli cells (a and b) and in vitro (c 
and d) are displayed with their single-exponential 
least-squares best-fit curves.

Table 1: 15N T1 and T2 relaxation times for backbone 
15N nuclei of lysine residues of TTHA1718 in E. coli 
cells and in vitro, at a spectrometer frequency of 600 
MHz and a temperature of 310 K.

a c
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Structural studies of the complex of transcriptional coactivator MBF1 with 
transcriptional factor AP-1 related to oxidative stress 

Kumiko Kawasaki1, Yoshitaka Nagai1, Susumu Hirose2, Masahiro Shirakawa3, Yutaka Ito1,
and Masaki Mishima1

1Graduate School of Science and Engineering, Tokyo Metropolitan University, Tokyo, Japan.  
2Department of Developmental Genetics, National Institute of Genetics, Shizuoka, Japan.
3Graduate School of Engineering, University of Kyoto, Kyoto, Japan.  

MBF1, a transcriptional coactivator, which bridges between the general transcriptional factors 
and the bZIP type transcriptional factors. It has been reported that MBF1 null Drosophila
shows a remarkable phenotype under the oxidative stress, such as a shortened life span. 

MBF1 prevents Cys229 of the transcriptional factor Jun from oxidation by interacting and 
covering with the basic region including the cysteine residue. To elucidate the mechanism 
transcriptional activation under oxidative stress by MBF1, we attempted to determine 3D 
structure of the MBF1/Jun/Fos/DNA AP1-site quaternary complex. To date, we have 
succeeded in the 3D structure determination of Drosophila MBF1 alone, and in forming the 
complex in vitro. We will present structural analysis of the complex by NMR  

MBF1 Multiprotein Bridging Factor-1 bZIP TBP
TATA-box Binding protein

(Fig. 1)
MBF1
MBF1

Drosophila MBF1 Jun, Fos bZIP
AP-1 Jun Jun Cys229

Jun/Fos DNA
MBF1 Cys229 Jun

Jun Cys229  AP-1site

P020



－ 194 － － 195 －

MBF1
Drosophila MBF1/Jun/Fos/DNA AP-1 site

MBF1 NMR N
C 4

DNA
(Fig. 2)

1. GST Jun
His Jun

Jun GST GST

Fig. 1 Schematic representation 
of MBF1 in transactivation. 
MBF1 bridges between the 
general transcriptional factor TBP 
and the bZIP type transcriptional 
factors. 

Fig. 2 MBF1 structures. 
A. 20 ensemble structures of full length Drosophila MBF1. N–terminal part (1-72) does 
not adopt a well defined structure. B. 20 ensemble structures of Drosophila MBF1 
(73-145) . C. Ribbon model of the representative structure of Drosophila MBF1(73-145). 

A B C
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Jun 15N Jun
DEAE GSH Sepharose GST

GSH Sepharose
NMR HSQC

2. Jun/Fos
GST Jun, His Fos DNA

Jun Fos
bZIP

Mg2+

3. Jun/Fos AP-1 site, MBF1
Jun/Fos DNA AP-1 site GSH Sepharose Jun/Fos

Jun/Fos DNA AP-1 site

1. Jun
Jun

Jun Jun
HSQC

DNA Fos MBF1
HSQC

Jun
Jun

Jun/Fos
AP1-site

Jun,Fos
( 5 )

Jun/Fos/AP1-site
Jun/Fos/AP1-site

Jun/Fos
TROSY

(Fig.3 )

Fig. 3 TROSY spectrum 
2H,15N labeled Jun/Fos in 
complex with nonlabel AP-1 site
Mg2+ (5 mM) 
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2. AP1-site Jun/Fos

AP1-site

Jun/fos AP1-site
(Fig. 4)

(Fig. 4)
DNA

AP1-site

Jun/fos

NMR

DNA

AP1
CRE
DNA

CRE

CRE

Jun/Fos/CRE
Jun/Fos TROSY

Jun Fos DNA NMR
Jun/Fos/CRE MBF1

Jun/Fos/AP1-site(CRE) MBF1
Paramagnetic 

Relaxation Enhancement

Fig. 4 1H spectra of imino region 
A. AP-1 site alone B. Jun/Fos/AP1-site 

A

B
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Structural studies of split PH domain of Rho-kinase using paramagnetic 
relaxation enhancement 
Akiko Sato1, Teppei Kanaba1, Shinichi Terawaki2, Yutaka Ito1, Mutsuki Amano3, Kozo 
Kaibuchi3, Toshio Hakoshima2 and Masaki Mishima1

1Graduate School of Science and Engineering, Tokyo Metropolitan University 
2Graduate School of Information Science, Nara Institute of Science and Technology 
3Graduate School of Medicine, Nagoya University 

Rho-kinase, an effector of Rho small GTPase, plays a crucial role in regulation of 
cytoskeleton. Rho-kinase has the split PH domain consists of the PH subdomain and the C1 
subdomain. Interestingly, the C1 subdomain is inserted in the middle of the PH subdomain. 
Although each tertiary structures of these subdomains were already reported(1), the structure 
of whole split PH domain is still unkonwn. Structure determination of the split PH domain 
including the orientation between the PH subdomain and the C1 subdomain is crucial for 
understanding its function. In this study, we report three dimensional structure of intact split 
PH dmain using paramagnetic relaxation enhancement (PRE) and multidimensional NMR 
spectroscopy.

Rho-kinase G Rho

Rho-kinase N
Rho C PH

PH (C1
) PH

PH
Rho-kinase

PH
Rho-kinase PH

Rho-kinase PH
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Rho-kinase
PH

(1) PH 2

X
NOE Rho-kinase

2 Rho-kinase
PH

PH Rho-kinase
(PRE) NMR

PH

(1) Wen, W., et al. J. Biol. Chem., 283(38), 26263-26273 (2008) 

Rho-kinase PH
1151-1350 RhoKSPH RhoKSPH GST

GSH PreScission Protease
RhoKSPH

1H-15N HSQC HNCACB HN(CO)CACB HNCA HN(CO)CA HN(CA)CO HNCO
3 C(CO)NH

H(CCO)NH 4 13C/15N separated NOESY

NMRPipe Sparky
PH PRE

PROXYL

RhoKSPH C1

2 (C107 C150)
C107SC150S 2H, 15N, 13C

RhoKSPH C107SC150S 3

C150S V49CC107SC150S
N123CC107SC150S 150C 49C 123C

Wen 30
NMR PROXYL

1H-15N HSQC
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Wen
PDB Protein Data Bank PDB ID PH 2ROV

C1 2ROW

RhoKSPH C107SC150S

RhoKSPH C107SC150S
2D 1H-15N HSQC

(IPRE)
(Iref)

(Fig.2)

CYANA ver 3.0

PH
Fig.2 2

APBS
(Fig.3)

Rho-kinase PH 2

C

Fig.1 The plots of signal intensity ratio of Rho-kinase 
mutants.  
(A)C150S, (B)V49CC107SC150S, (C)N123CC107SC150S
with error bars. 

A

B
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PH 2

PH
PH

2

PH
PRE

Fig.2 Structure of the split 
PH domain of Rho-kinase.
Best-fit superimposition of the 
final 20 simulated annealing 
structures (A) and final 10 
ribbon models (B). Average 
backbone RMSD to the mean : 
3.01 +/- 1.01 Å.  

Fig.3 The electrostatic potentials mapped on the molecular surface of the split PH domain.
Molecular orientation of the left image is same as Fig. 2, and right image is 180° rotated. Positively 
charged regions are dark. 
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Structural and functional studies of transcriptional corepressor 
SHARP/SMRT complex by solution NMR 

Suzuka Mikami, Yutaka Ito, and Masaki Mishima 
Department of Chemistry, Tokyo Metropolitan University. 

SHARP is a component of transcriptional repression complex in Notch/RBP-JK signaling 
pathway. SHARP recruits HDAC complex regulates transcription at the chromatin level. 
SHARP has three RRM domains at N-terminal part and the SPOC domain at C-terminal. The 
SPOC domain binds the C-terminal tail of SMRT. However, it was not reported the structure 
of this complex. In this study, we aimed to determine the structure of SPOC/SMRT complex 
and establish the structural basis for mechanism of transcriptional repression by SHARP. We 
will present biochemical and solution NMR study for the complex.
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CCR5―リガンド間相互作用に関する構造生物学的解析 
 
○吉浦 知絵1、幸福 裕1、上田 卓見1、寺島 裕也2, 3、松島 綱治 2、

嶋田 一夫1, 4 
1東大・院薬系、 2東大・院医系、3エフェクター細胞研究所、 
4 産総研 バイオメディシナル情報研究センター 

 
Structural analysis for the interaction between CCR5 and its ligands 
○Chie Yoshiura1, Yutaka Kofuku1, Takumi Ueda1, Yuya Terashima2, 3, Kouji Matsushima2, 
and Ichio Shimada1, 4 
1Grad. Sch. Pharm. Sci., the Univ. of Tokyo, Tokyo, Japan.  2Grad. Sch. Med., the Univ. of 
Tokyo, Tokyo, Japan.  3ECI, Inc., Tokyo, Japan. 4BIRC, AIST, Tokyo, Japan. 
 

 CC-chemokine receptor 5 (CCR5) belongs to the G protein coupled receptors (GPCRs) 
family.  CCR5 plays important roles in inflammatory responses and its ligands are known as 
inhibitors of HIV infection.  In this study, using a reconstituted HDL (rHDL) system, we 
have established a new sample preparation method for CCR5 with its functions, which is 
suitable for NMR analyses.  By using this sample preparation method along with the 
transferred cross-saturation (TCS) method, we demonstrated that valine 63 of MIP-1 and 
MIP-1, which were not investigated in previous mutational studies, are in close proximity to 
CCR5.  
 

ケモカイン受容体CCR5 は、G タンパク質共役型受容体(GPCR) に属する膜タンパク
質である。CCR5 とそのリガンド(MIP-1, MIP-1, RANTES) 間の相互作用は、Gi タンパク
質へのシグナル伝達を介し、CCR5 を発現した白血球の遊走反応を誘起する。また、CCR5 
はHIV-1 の共受容体であり、CCR5 のリガンドはHIV 感染に競合することが報告されてい
る。このため、CCR5―リガンド間相互作用に関する構造生物学解析は、抗HIV 薬の開発
において有用な知見を与えることが期待される。 

しかし、CCR5 は発現量が少なく、可溶化状態において不安定である。このため、生物
学的活性を保持した状態にてCCR5 を大量調製する手法は確立されておらず、構造生物
学的解析は困難であった。 

そこで本研究では、脂質二重膜再構成法の一種である再構成HDL (rHDL) を改良し、 
生物学的活性を保持したCCR5 の大量調製法の確立を目指した。さらに、rHDL に再構成
したCCR5 とリガンド間相互作用に関する構造生物学的知見を得ることを目的とし、メチル
プロトン検出型 TCS 実験を行った。CCR5 のリガンドである MIP-1 およびMIP-1 分

子上におけるCCR5 結合部位を同定することにより、CCR5 のリガンド認識機構の解明を目
指した。 
GPCR, 転移交差飽和法  

 

○よしうら ちえ，こうふく ゆたか，うえだ たくみ，てらしま ゆうや，まつしま こ

うじ，しまだ いちお 
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【方法】 CCR5 は昆虫細胞発現系にて発現した。CCR5 を発現した細胞に対して超音波
破砕およびショ糖密度勾配遠心を行い、CCR5 を含む細胞膜画分を得た。膜画分を 1 % 
n-dodecyl--D-maltopyranoside (DDM) を含むバッファーにて可溶化し、その直後に 
rHDL への再構成を行った。得られたrHDL に対して、Ni アフィニティークロマトグラフィー
および1D4 抗体アフィニティークロマトグラフィーによる精製を行い、CCR5-rHDL を得た。 
  メチルプロトン検出型TCS 実験には、[u-2H,15N/(Ile, Leu, Val)-13C1H3] 標識 MIP-1 
およびMIP-1 を用いた。このリガンド10 M に対してCCR5-rHDL を約 1M 含む試料
を調製した。測定温度を10 ℃ とし、TCS 実験を行った。コントロール実験として、CCR5 
を含まないrHDL を用いたTCS 実験を行った。 
 
【結果】 (1) CCR5-rHDL の調製 
  上記の方法により、80 % 以上の純度でCCR5-rHDL を得たことをSDS-PAGE 解析によ
り確認した。また、昆虫細胞 1L 培養から調製したrHDL に含まれるCCR5 の収量は、約 
10 g と見積もられた。 
  調製したCCR5-rHDL が、構造認識抗体2D7 との結合活性を保持することをSPR 法に
より確認した。また、CCR5-rHDL の安定性を評価するため、2D7 結合量の経時変化を調
べた。4 ℃、24 時間後にも85 % の2D7 結合量が保持されることがわかった。 
  MIP-1 を用いたプルダウンアッセイを行い、調製したCCR5-rHDL がリガンド結合活性
を保持していることを確認した。さらに、G タンパク質上のGDP-GTP 交換アッセイを行い、
CCR5-rHDL がリガンド結合依存的にG サブユニットへのシグナル伝達を誘起することを
確認した。 
(2) メチル検出型 TCS 実験 
MIP-1 を用いたTCS 実験では、
V59 およびV63 のH シグナル
において、コントロール実験と比較

して有意な強度減少が観測された

(Fig.1, 2)。MIP-1 を用いたTCS 
実験では、V25、V26、V63 のH 
シグナルにおいて強度減少が観

測された。 
 
【考察】MIP-1 を用いたTCS 実験においてV25、
V26 にシグナル強度減少が観測されたことは、
V25、V26 に近接するR22 への変異導入により
CCR5 との親和性が低下するという報告と対応し
ている。加えて、MIP-1、MIP-1 ともに、変異

導入が行われていないV63 近傍にもシグナル強
度減少が観測された。MIP-1、MIP-1 はともに
CCR5 のリガンドであるが、生体内における機能に
は相違点がある。このため両者の受容体相互作用

様式においても、共通点と相違点が存在する可能

性が高い。本研究において明らかになったV63 に
おいて、MIP-1 とMIP-1 は、CCR5 に対する共通の相互作用様式を有すると考えた。 

Fig. 1 Result of the TCS experiment of MIP-1 
■■: the TCS experiment using CCR5-rHDL 
□: the control TCS experiment using empty-rHDL 

Fig. 2 Mapping of the residues affected by 
the irradiation on MIP-1 molecule 
■: Residues affected by the irradiation 
■: Not affected by the irradiation 
 

V59 

V63 
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プラストシアニンと光合成明反応膜蛋白質の高効率電子
輸送機構の構造生物学的解明 
○古我征道1, 小笠広起1, 野本直子1, 上田卓見1, 嶋田一夫1, 2

1東京大学大学院薬学系研究科 
2バイオメディシナル情報研究センター（BIRC）、産業技術総合研

究所（AIST）

Structural clarification of the efficient electron transfer mechanism 
between Plastocyanin and photosynthetic membrane proteins 
○Masamichi Koga1, Hiroki Ogasa1, Naoko Nomoto1, Takumi Ueda1, and Ichio Shimada1, 2

1Graduate School of Pharmaceutical Sciences, The University of Tokyo, Tokyo, Japan.  
2Biomedicinal Information Research Center(BIRC), National Institute of Advanced Industrial 
Science and Technology(AIST)  

Plastocyanin (Pc) is a copper protein that donates an electron to Photosystem I (PSI) in 
photosynthesis. The oxidized Pc, which is formed after the electron donation, reportedly has a 
lower affinity for PSI than the reduced Pc. The rapid dissociation of the oxidized Pc from PSI 
results in an initiation of another reaction cycle in PSI, which enables the efficient electron 
transport. Here, we utilized the transferred cross-saturation (TCS) methods to identify the PSI 
binding interface of the cadmium-substituted Pc (Cd-Pc), which is a diamagnetic analog of 
the oxidized Pc. G10, S11 and L12 were not included in the PSI binding interface of the 
Cd-Pc, whereas they were included in that of the reduced Pc. We conclude that the difference 
is due to the increase of the mobility of L12 induced by the decrease of the distance between 
H87, which is in close proximity to L12, and the copper ion upon oxidation. 
 

【目的】光合成明反応は、光のエネルギーをATPやNADPHといった化学エネルギーに変

換する、植物の生命に必須な反応である。Plastocyanin（Pc）は可溶性銅結合蛋白質

で、光合成明反応において、膜蛋白質複合体であるPhotosystem I（PSI）に電子を受

け渡す。酸化型Pcは、還元型Pcに比べてPSIに対する親和性が10倍程度低いことが明

らかになっている。このことは、反応後に生じる酸化型PcがPSIから素早く解離する

ことで次のPc分子が迅速にPSIと結合することを可能とし、その結果全体として電子

輸送反応が効率良く起こることを示している。これまでに当研究室では、転移交差飽

和法（TCS法）を用いて、還元型PcのPSIとの結合様式を解明した。しかし酸化型Pcの

PSI結合様式は不明であった。そこで本研究では、酸化型PcのPSIとの結合様式をNMR

により同定し、還元型PcのPSI結合様式と比較することにより、効率的電子輸送反応

の機構を解明することを目的とした。 

【方法】酸化型Pcにおける常磁性緩和増大効果を回避するため、反磁性の酸化型Pcア

ナログである、カドミウム置換体Pc（Cd-Pc）を調製した。Cd-Pcの主鎖NMRシグナル

の連鎖帰属を行い、先行文献で報告されたCd-Pcのアミドプロトンの化学シフトと比 

 

光合成, 転移交差飽和,  

 

○こがまさみち，おがさひろき、のもとなおこ、うえだたくみ、しまだいちお 
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較することにより、立体構造を保持した状

態のCd-Pcが単離されたことを確認した。 

[2H,15N]均一標識Cd-Pc 144μMに対して非

標識PSIミセル11μMを混合したサンプル

を調製し、転移交差飽和（TCS）実験を行

った。 

【結果と考察】TCS実験で有意な強度減少

が観測された残基は、銅イオン近傍の

hydrophobic patchおよびE59,E60を含む

acidic patch上で連続面を形成していた

（Fig.1, Fig.2(A)）。したがって、この

領域がCd-Pc上のPSI結合界面であると結論した。得られた結合界面を還元型Pc上の

PSI結合界面と比較すると、Cd-Pc上の結合界面にはG10,S11,L12が含まれていない点

が違っていた（Fig.2(A),(B)）。以上の結果および先行論文で報告されている非結合

状態の還元型・酸化型Pcの立体構造の比較から、PSI親和性の減少による効率的電子

輸送の機構を、次のように考察した。１．Pcが酸化型になると、銅イオンとH87が近

接し、近傍のL12の運動性に変化が生じる。２．その結果、L12ならびに同一ループ上

に位置するG10,S11を介したPSIとの相互作用が減弱し、電子移動後のPSIからの素早

い解離が実現され、効率的電子輸送反応が起こる。現在、非結合状態の還元型Pc、酸

化型PcおよびCd-Pcの構造およびダイナミクスの詳細な比較を行っている。 

Fig.1 Plot of the peak intensity reduction
of Cd-Pc in the TCS experiment with PSI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)

 

 

 

 

 

 

 

 

(B)

Fig.2 Mapping of the PSI binding interface residues of (A) Cd-Pc and (B) reduced Pc 
determined by TCS
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重水中におけるmono-3-amino-3-deoxy(2AS, 3AS)-α-お
よびβ-CyDの1H, 13C-NMR化学シフト全帰属 
高橋圭子、○安藤啓太 

東工芸大・工 

 
Assigning carbon and proton signals of mono-3-amino-3-deoxy(2AS, 
3AS)-  and -CyD in D2O 
Takahashi Keiko, and ○Keita Andou 

 

Many modified cyclodextrins(CyDs) on secondary hydroxyl site have been reported. Since 
mono-3-amino-3-deoxy(2AS,3AS)-CyDs involve an altrose residue, molecular conformation 
should be different from that of native CyD. The measurements of proton and carbon 
resonance for mono-3-amino-3-deoxy(2AS, 3AS)- and -CyDs are performed. All 
chemical shifts of CyDs has been assigned. 
 

[緒言] 

シクロデキストリン(CyD)はグルコースが6, 7および8個 -1, 4グリコシド結合で環
状に結合したオリゴ糖で、空洞の大きさの異なるα，βおよびγ-CyDがよく知られて
いる。二級位水酸基にアミノ基を導入したmono-3-amino-3-deoxy(2AS, 3AS) -, -, お
よび -CyD (3A- , および -CyD) は二級位修飾体の基幹化合物として注目されてい
る1)。これら二級位水酸基にアミノ基を導入したCyDは導入されたグルコースがアル
トロースへと変換され、CyD空洞が歪み、アミ
ノ基導入前のCyDよりNMRスペクトルは複雑
になっている(Scheme 1)。当研究室ではC1, C4炭

素の化学シフト値とグリコシド結合二面角の

相関性をCyDの -1, 4グリコシド結合の推測に
適用し、CyDの環立体構造について報告してい
る2)。本研究では、NMRからCyD環構造を解析
するための第一段階として3A-CyD化学シフト
の1H, 13Cの全帰属を行い達成したので報告する。 

 
[実験と結果] 
測定はJEOL NM-Lambda-500を用い、5 管中30℃にて行った。試料濃度は27.4mMで

ある。1H, 13Cに続き、2D CHSHFでアルトロース3Aプロトンを確定し、COSYでアル
トロース1A, 2A, 4A, 5A, 6Aプロトンを確定した。続いてROESYにて -1, 4結合の両端
のプロトン(B4, F1)を確定し、同様の操作を繰り返しA～F環の全プロトンを確定した。 
アミノデオキシ誘導体, シクロデキストリン, アルトロース 

 

たかはしけいこ、○あんどうけいた 

Scheme 1. Structure of 3A- , , and -CyD

n

Cyclo

B F, G H

altrose glucose
n

Cyclo

B F, G H

altrose glucose

P025



－ 208 － － 209 －

-CyDについても同様に行った(Scheme 2)。構成元素の数が多く ROESY, TOCSYでは
相関ピークの重複を避け、帰属を正確に行うためF1, F2-acquisitionパラメーターポイ
ントを同数とっての測定が必要であった。 

1Hおよび13Cの全帰属をFig.1に示す。Scheme 2に示した方法は、他のオリゴ糖帰属に
も応用でき、有用である。 

 

 
[参考文献] 
1) Christpher J Easton, Stephen F Lincoln,  Imperial College Press, 
Singapore (1999). 
 
2) Keiko,T.; ., 66, 550-554 (1993).  
 

4.9 

Scheme 2. Strategy for assignment of modified CyD derivative. 

Fig.1. 1H NMR (A) and 13C NMR (B) spectra of mono-3-amino-3-deoxy(2AS,3AS) -CyD (bottom) , 
mono-3-amino-3-deoxy(2AS,3AS) -CyD(middle) and -CyD(top). 
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Structural studies on the presumed chromodomain from a histone 
acetyltransferase, Esa1

Hideaki Shimojo1, Norihiko Sano2, Yoshihito Moriwaki1, Masahiko Okuda1, Masami 
Horikoshi2, and Yoshifumi Nishimura1

1Department of Supermolecular Biology, Graduate School of Nanobioscience, Yokohama City 
University, Kanagawa, Japan.  
2Laboratory of Developmental Biology, Institute of Molecular and Cellular Biosciences, 
University of Tokyo, Tokyo, Japan.  

Chromodomains are methylated histone binding modules which have been widely studied. 
Interestingly some chromodomains are reported to bind to RNA and/or DNA, although the 
molecular basis of their RNA/DNA interactions has not been solved. Essential Sas-related 
acetyltransferase 1 (Esa1) contains a presumed chromodomain. We initially determined the 
solution structure of the Esa1 presumed chromodomain and showed it to consist of a well 
folded structure containing a five stranded  barrel similar to the tudor domain and to have no 
RNA/DNA binding ability. Since its N-terminus forms a helical turn, we prepared an 
N-terminally extended version of the protein, which was surprisingly found to bind to poly(U) 
and to be critical for in vivo function. This extended protein contains an additional -sheet
which acts as a knot for the tudor domain. The knot does not globally change the core 
structure but induces a well defined loop in the tudor domain itself, which is responsible for 
RNA binding. 
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Fig. 1 Schematic representation of the Esa1 
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The structural analysis of the nucleosome core by MR spectroscopy 
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The structural analysis of the nucleosome core by MR spectroscopy 
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2

NMR study of protein structure and dynamics by using SAIL aromatic 
amino acids 

Mitsuhiro Takeda1, and Masatsune Kainosho1, 2

1 Graduate School of Science, Nagoya University, Nagoya, Japan.  
2 Center for Priority Areas, Tokyo Metropolitan University, Hachioji, Japan.  

The extensive collection of NOE constraint data involving the aromatic ring signals is 
essential for accurate protein structure determination, although it is often hampered in practice 
by the pervasive signal overlapping and tight spin couplings for aromatic rings. We have 
prepared various types of stereo-array isotope labeled phenylalanines ( -, - and -SAIL Phe )
and tyrosine ( -, -SAIL Tyr) to overcome these problems. Each of the various types of SAIL 
Phe and SAIL Tyr yields well-resolved resonances for the -, -or -13C/1H signals, 
respectively, which can readily be assigned by simple and robust pulse sequences. We 
demonstrate for the NMR analysis of an 18.2 kDa protein, E. coli peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase b (EPPIb) that the concomitant use of various types of SAIL-Phe and SAIL-Tyr 
would be effective in generating accurate protein structures. 

 Fig. 1 Structures and assignment strategies of SAIL 
phenylalanine and tyrosine residues 
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Å

Å

 Å

Å

 Fig. 2 NMR spectral comparisons of the aromatic regions 
of EPPIb’s selectively labeled with the -, -,
and -SAIL phenylalanines, to that of the uniformly 
13C-labeled EPPIb. (DRX600, 30ºC)
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Rap80ユビキチン結合モチーフによるLys63結合型ポリユビキチン鎖 
認識機構 
○関山直孝1、磯貝信1、有吉眞理子1、杤尾豪人1、白川昌宏1 
1京大院工、 
 
Structural analysis of Lys63-linked polyubiquitin recognition 
○Naotaka Sekiyama1, Shin Isogai1, Mariko Ariyoshi1, Hidehito Tochio1,  
Masahiro Shirakawa1 
1Graduate School of Engineering, Kyoto University, Kyoto, Japan  
 
Lys63-linked polyubiquitin chains play an important role for DNA repair at the site of DNA 
double-strand breaks in human cells. Rap80 is known to recognize Lys63-linked polyubiquitin 
chains through its tandem ubiquitin interacting motifs (tandem UIMs) and recruit DNA repair 
machinery. In this study, we investigated the Lys63-linked polyubiquitin recognition 
mechanism using NMR spectroscopy. Based on solution NMR derived data such as chemical 
shift perturbations, paramagnetic relaxation enhancement and residual dipolar coupling, we 
built a structure model of the complex between tandem UIMs of Rap80 and Lys63-linked 
diubiquitin. The model reveals that the interaction mode between each pair of UIM and 
ubiquitin is identical to conventional UIM-ubiquitin complexes, and N-terminal UIM interacts 
with proximal ubiquitin and C-terminal UIM interacts with distal ubiquitin.  
 
<序論> ユビキチンは酵母からヒトまで真核生物に高度に保存された蛋白質修飾タ
グである。ユビキチンは、自身の Lys48や Lys63を介してポリユビキチン鎖を形成し、
その形成パターンにより異なる機能を発揮することが知られている。特に Lys63結合
型のポリユビキチンは DNA 二重鎖切断修復にも関与している。最近、Lys63 結合型
ポリユビキチンの認識を行う蛋白質として Rap80 (Receptor-accociated protein 80) が同
定された 1,2。Rap80は DNA二重鎖切断が生じた部位に形成される Lys-63結合型ポリ
ユビキチンを認識し、様々な修復酵素をリクルートする蛋白質複合体形成の足場とし

ての役割を担っていると考えられている。本研究では Rap80 による Lys-63 結合型ポ
リユビキチン認識機構を構造学的に解明することを目的とした。 
<結果および考察> Rap80には UIM (ubiquitin-interacting motif) と呼ばれるユビキチ
ン結合モチーフが 2個存在する (tandem UIMs)。この tandem UIMsとユビキチンおよ
びポリユビキチン鎖との結合実験を行ったところ、Rap80の tandem UIMsはモノユビ
キチンや Lys48結合型ポリユビキチン鎖には全く結合しないが、Lys63 結合型ジユビ
キチン鎖 (Lys63 結合型 Ub2) には非常に強い親和性で結合することを見出した。
Lys63 結合型 Ub2の Rap80 に対する相互作用表面を同定するため、NMR による化学
シフト摂動法を行ったところ、Ubの Ile44を中心とした疎水的な表面に集中していた。 
 
Key words : Lys63-linked polyubiquitin, Rap80, DNA double-strand breaks 
○せきやまなおたか，いそがいしん、ありよしまりこ、とちおひでひと、 
しらかわまさひろ 
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Rap80ユビキチン結合モチーフによるLys63結合型ポリユビキチン鎖 
認識機構 
○関山直孝1、磯貝信1、有吉眞理子1、杤尾豪人1、白川昌宏1 
1京大院工、 
 
Structural analysis of Lys63-linked polyubiquitin recognition 
○Naotaka Sekiyama1, Shin Isogai1, Mariko Ariyoshi1, Hidehito Tochio1,  
Masahiro Shirakawa1 
1Graduate School of Engineering, Kyoto University, Kyoto, Japan  
 
Lys63-linked polyubiquitin chains play an important role for DNA repair at the site of DNA 
double-strand breaks in human cells. Rap80 is known to recognize Lys63-linked polyubiquitin 
chains through its tandem ubiquitin interacting motifs (tandem UIMs) and recruit DNA repair 
machinery. In this study, we investigated the Lys63-linked polyubiquitin recognition 
mechanism using NMR spectroscopy. Based on solution NMR derived data such as chemical 
shift perturbations, paramagnetic relaxation enhancement and residual dipolar coupling, we 
built a structure model of the complex between tandem UIMs of Rap80 and Lys63-linked 
diubiquitin. The model reveals that the interaction mode between each pair of UIM and 
ubiquitin is identical to conventional UIM-ubiquitin complexes, and N-terminal UIM interacts 
with proximal ubiquitin and C-terminal UIM interacts with distal ubiquitin.  
 
<序論> ユビキチンは酵母からヒトまで真核生物に高度に保存された蛋白質修飾タ
グである。ユビキチンは、自身の Lys48や Lys63を介してポリユビキチン鎖を形成し、
その形成パターンにより異なる機能を発揮することが知られている。特に Lys63結合
型のポリユビキチンは DNA 二重鎖切断修復にも関与している。最近、Lys63 結合型
ポリユビキチンの認識を行う蛋白質として Rap80 (Receptor-accociated protein 80) が同
定された 1,2。Rap80は DNA二重鎖切断が生じた部位に形成される Lys-63結合型ポリ
ユビキチンを認識し、様々な修復酵素をリクルートする蛋白質複合体形成の足場とし

ての役割を担っていると考えられている。本研究では Rap80 による Lys-63 結合型ポ
リユビキチン認識機構を構造学的に解明することを目的とした。 
<結果および考察> Rap80には UIM (ubiquitin-interacting motif) と呼ばれるユビキチ
ン結合モチーフが 2個存在する (tandem UIMs)。この tandem UIMsとユビキチンおよ
びポリユビキチン鎖との結合実験を行ったところ、Rap80の tandem UIMsはモノユビ
キチンや Lys48 結合型ポリユビキチン鎖には全く結合しないが、Lys63 結合型ジユビ
キチン鎖 (Lys63 結合型 Ub2) には非常に強い親和性で結合することを見出した。
Lys63 結合型 Ub2の Rap80 に対する相互作用表面を同定するため、NMR による化学
シフト摂動法を行ったところ、Ubの Ile44を中心とした疎水的な表面に集中していた。 
 
Key words : Lys63-linked polyubiquitin, Rap80, DNA double-strand breaks 
○せきやまなおたか，いそがいしん、ありよしまりこ、とちおひでひと、 
しらかわまさひろ 

これは以前に報告さ

れたユビキチンと

UIM の相互作用表面
と一致していた (Fig. 
1)。 
次に、tandem UIMs
の Lys63 結合型 Ub2

に対する配向を調べ

るために、スピンラ

ベルを用いた常磁性

緩和効果の測定を行

った。 tandem UIMs
の C 末端に存在する
Cys 残基にスピンラ
ベ ル 試 薬 MTSL 
((1-Oxyl-2, 2, 5, 
5-Tetramethyl-3-Pyrroline-3-Methyl) Methanethiosulfonate) を導入し、二つの Ubそれぞ
れに安定同位体ラベルを導入した Lys63結合型 Ub2を結合させた。スピンラベルを導

入したサンプルでは、遠位（Distal）Ubにおいて 1H-15N HSQCスペクトルのピーク強
度が減少していた。これは tandem UIMsの C末端が遠位 Ubの近傍に存在しているこ
とを示している。以上の結果から、N 末端側の UIM (UIM1) と近位（Proximal）Ub、
C末端側の UIM (UIM2) と遠位 Ubで相互作用していることがわかった。 

Lys63結合型 Ub2の二つの Ubの配向を残余双極子相互作用により検証した。Ubに
安定同位体ラベルを導入したサンプルを、4%ポリアクリルアミドゲルに浸漬させ
NMR チューブに圧縮、充填した。このような分子配向条件下において、

IPAP-[1H-15N]-HSQCにより 1H-15N残余双極子相互作用を測定したところ、二つの Ub
の UIM との相互作用表面は同一の方向

にあることがわかった。以上の実験から

得られた構造情報をもとに tandem UIMs
と Lys63結合型Ub2の複合体構造のモデ

ルを構築した (Fig. 2)。 
現在はtandem UIMs、遠位Ub、近位Ub

それぞれのNOEによる距離制限をもと
にtandem UIMsとLys63結合型Ub2の複合

体構造を計算しており、討論会ではその

結果を含めて議論する。 
 

1 Kim, H., Chen, J. & Yu, X. Ubiquitin-binding protein RAP80 mediates 
BRCA1-dependent DNA damage response. Science 316, 1202-1205 (2007). 

2 Sobhian, B. et al. RAP80 targets BRCA1 to specific ubiquitin structures at DNA 
damage sites. Science 316, 1198-1202 (2007). 

Fig. 2 The tandem UIMs-Lys63-linked Ub2 
complex structure model 

Fig. 1 Chemical Shift perturbation 
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Structural analysis of the complex between the APC-SAMP motif and the 

DDEF1-SH3 domain

Shuji Kaieda
1
, Chiyuki Matsui

2
, Yuko Mimori-Kiyosue

3
, and Takahisa Ikegami

1

1
Institute for Protein Research, Osaka University, 

2
KAN Research Institute, Inc.,

3
RIKEN

Center for Developmental Biology

The adenomatous polyposis coli (APC) tumour suppressor protein is a multifunctional protein

with well-characterised 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 both

the tumour suppressing and the developmental functions of APC. We identified the SH3 

domain of the development- and differentiation-enhancing factor 1 (DDEF1) as another 

binding partner of the first SAMP motif-containing region of APC. Interestingly, the SAMP 

motifs and the canonical SH3-binding sequence, PxxP motif, caused similar patterns of 

chemical shift perturbation in the resonances of the DDEF1-SH3 domain. To gain insight into 

the interaction between APC-SAMP motif and the DDEF1-SH3 domain, we determined the 

three-dimensional structure of the complex in solution.

adenomatous polyposis coli (apc)

apc

 APC 

SAMP SAMP

 APC 

SAMP APC  SAMP 

Axin APC  Axin 

Wnt APC-SAMP

Axin  Wnt 
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APC  Wnt APC

APC  SAMP

development- and differentiation-enhancing factor 1 (DDEF1) SH3

APC-SAMP  Axin 

Chemical shift perturbation 

SAMP SH3 SAMP

 DDEF SH3 SH3 PxxP

DDEF1-SH3

focal adhesion kinase PxxP FAK-SII

APC-SAMP  FAK-SII  DDEF1-SH3

SAMP  DDEF1-SH3

APC-SAMP

DDEF1-SH3 APC

DDEF1

APC APC-SAMP

 DDEF1-SH3 APC

← Fig 2. Mapping of the residues for which chemical shift 

changes were observed when FLAG-SAMP#1 (left) or 

FLAG-FAK-SII (right) was added to the solution of 

[
15

N]-DDEF1-SH3 on the 3D structure of human 

Intersectin2-SH3 (PDB coordinate: 1UDL), which shows the 

highest sequence similarity to DDEF1-SH3 in the Protein 

Data Bank. Residues are coloured according to the scale of 

the chemical shift changes. 

→ Fig 1. Overlaid 2D 
1
H-

15
N HSQC 

spectra of  [U-
15

N]-DDEF1-SH3 

with 0 (purple), 0.25 (blue), 0.5 

(cyan), 1.0 (green), 1.5 (yellow), and 

2.0 (red) equivalent amounts of the 

FLAG-SAMP#1 (left) or the 

FLAG-FAK-SII (right) peptide.
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Solution structure of the terminal and internal GA-AG mismatches in RNA duplexes 
Institute for Protein Research, Osaka University 
Mayumi Amano 

 The solution structure of the terminal and internal tandem GA mismatches with the closing 
GC base pair in RNA duplexes were studied by H-NMR. The terminal tandem GA 
mismatches form the sheared conformation, while the internal tandem GA mismatches form 
both the sheared and Watson-Crick conformations. Stability of the sheared tandem GA base 
pairs depends on the closing base pair. The sheared conformation with CG base pair 
5’adjacent to the tandem GA mismatches is more stable than that with GC base pair. The 
solution structure of the internal tandem GA mismatches with the closing UA base pair was 
also studied by H-NMR. The internal tandem GA mismatches form the sheared conformation 
at low temperature and unpaired conformation at high temperature. It suggests that in RNA 
duplexes, the unpaired G is stabilized by the close A base, but not by the close G base.  

GA-AG Watson-Crick sheared
CG

Watson-Crick GC sheared 
GA-AG NMR

GA-AG UA
CG

GA-AG
0.1M NaCl, 1mM EDTA, 3mM sodium cacolylate, 10 D2O, pH 6.5

DRX 600NMR D, D-NOESY
GA-AG sheared , Watson-Crick
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sequential NOE

10ppm
sheared GA

GA-AG
sheared

GA-AG
sheared
12.5 ppm
Watson-Crick

Figure 1. NMR spectra for the imino proton region of RNA oligomers with 
 the internal or terminal tandem GA base pairs and the assignment 

sheared GA

GC

sheared

Figure 2. The imino protons as a function of temperature
10ppm 12.5ppm Watson-Crick

 Watson-Crick aromatic 
C-H region D-NOESY A, B
Watson-Crick sheared seauential NOE

GA-AG CG, GC
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Figure 3. The 800 ms mixing time 2D 
NOESY spectra of the H8/H2/H6 to 
H1’/H5 region of (rGCACGAGUGC)2:
A1 (at 30oC) and A2 (at 10oC), and 
(rGCUGGACAGC)2: B1 (at 30 oC) and 
B2 (at 5 oC).

UA
GA-AG

NMR

9.7ppm sheared GA-AG 
0.2 ppm

GA-AG UA6 0.6 ppm
GA-AG UA6 chemical shift

UA GA-AG
sheared Watson-Crick

C-H
D-NOESY NOE

UA GA-AG
G A Watson-Crick GA

strand AU,GC

Figure . NMR spectrum for the imino proton region of
(rCCUGUUGAAACAGG)2 at 5 oC and the assignment  
of the imino proton peaks and as a function of temperature. 
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G
UA

G NH
GA-AG

Figure . The 
800 ms mixing 
time 2D-NOESY 
spectra of the 
H8/H2/H6 to 
H1’/H5 region of 
(rCCUGUUGAAA
CAGG)2: A (at 
30oC) and B (at 
10oC).

Figure . Schematic model of kinetics of 
conformational change of the internal tandem 
GA mismatches with the closing UA or CG base 
pairs.
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NMR analysis of self-association of green fluorescent protein GFP 
Kenichi Kosami , Kyoko Furuita and Chojiro Kojima 

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

   NMR analysis of the green fluorescent protein (GFP) from the jellyfish Aequorea Victoria
is not easy because of its is self-association charactor. In crystal , GFP is dimmer and three 
amino acids A206, L221 and F223 exist on the dimerization interface. The self-association of 
YFP has been suppressed by mutations of these residues. In this study, we have tried to 
suppress the self-association of GFP and examined self-association of several GFPs by NMR .  
Finaly We obtained self-association suppressed GFP mutants.  

[ ]
GFP

GFP
NMR

pH GFP

GFP NMR
GFP GFP GFP

NMR GFP
GFP NMR

GFP
NMR GFP [(1)

Aequorea Victoria AvGFP (2) GFP AvGFP
35 EGFP (AvGFP (F64L/S65T)) (3)AvGFP 18

GFPuv (AvGFP (F99S/M153T/V163A) ) (4)AvGFP  pH 
pHluorin (5) Aequorea coerulescens

AcGFP] GFP
NMR

GFP,
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[ ]
DNA pCold-GST

GFP 15N 13C
NMR AVANCE 500, 800 (Bruker Biospin) GFP 15N

GFP (1 mM  0.8 mM) (0.1 mM)
1H-15N HSQC

HNCA, HN(CO)CA, HN(CA)CB,
HN(COCA)CB

[ ]
1H-15N HSQC , GFP

 (Fig.1) GFP
YFP A206 K

GFP AvGFP, GFPuv, EGFP,
pHluorin A206K AcGFP A207K

1H-15N HSQC GFPuv, EGFP,pHluorin
 (Fig.2) GFPuv, EGFP, 

pHluorin A206K
A206K GFPuv, EGFP, pHluorin GFPuv,

pHluorin pHluorin(A206K)
GFPuv(A206K) 238 54

GFP
GFP N 1-154 C 155-238

13C/15N
SortaseA Protein Ligation

 Fig. 1 Chemical shift differences of backbone amide groups 

between 0.1 mM and 1 mM. GFPuv (wild-type)  
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Fig. 2 Chemical shift differences ratios of mutant to 

wild-type for each GFP. Chemical shift differences of 

backbone amide groups are calculated between 0.1 and 1 mM 

GFPs.
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によるヌクレオソームシャペロンタンパク質

のドメイン相対配向解析 

上脇隼一
 森内 寛

 楯 直子
 楯 真一


（


広島大院・理武蔵野大・薬）


Domain orientation analysis of nucleosome chaperon protein HMGB2 

by NMR 

Jun-ichi Uewaki
1
, Hiroshi Moriuchi

2
, Naoko Utsunomiya-Tate

2
, and Shin-ichi Tate

1

1
Dept. Mathematical and Life Sciences, School of Science, Hiroshima University, 

2
 Research Institute of Pharmaceutical Sciences, Musashino University 

HMGB2 protein has two DNA binding domains that are linked by ten-residue-long linker. 

The comparison of the 
1
H-

15
N HSQC spectra between the isolated domains and the linked 

domains has suggested the linker exclusively contacts the N-terminal domain; some signals in 

the spectrum of the isolated N-terminal domain have changed their spectral positions in the 

spectrum for the protein comprising of two linked domains, while the C-terminal domain did 

not show any spectral changes. This may implicate that the inter-domain linker, which is 

actually an intrinsically unstructured element, should define the relative domain orientation 

through the linker – N-terminal domain contact. This prompted us to explore the precise 

orientation of the two domains in HMGB2 in solution, which orientation may presumably 

have biological significance in the sequence non-specific but structure specific features of the 

HMGB2-DNA interaction. For this purpose, we employed DIORITE and lanthanide labeling 

methods. The details in the experimentally determined overall structure of HMGB2 will be 

reported.  

    
タンパク質は、ドメインの再配向などを伴う大きな分子形態変化を伴ってその独自の

機能を発現する。そのため、タンパク質の機能制御機構を研究するためにはドメイン

の相対配向を明らかにすることが必要不可欠である。本発表では、字型の立体構造

を持つHMGドメインつからなるヌクレオソーム形成因子であるタンパク質

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。タンパ

ク質は全長での分子量であるが、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
核の横緩和時間が短くなり、分子配向条件下で観測された

スペクトル上の各ダブレットシグナルのうち高磁場成分の が極端

に低下するために十分な数の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を用いた分子配向解析法()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、溶液中でののつのドメイン相対配向情報を得る

ことに成功した。 

 


 

うえわき じゅんいち、 もりうち ひろし、 たて なおこ、 たて しんいち 
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タンパク質は、つのが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、全長の
スペクトル上で観測される各ドメ

イン由来のシグナルをみると、末端部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、末端部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、全長構造中では、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、は
が存在しない状態でも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、解析の結果得られた各

ドメインの配向テンソルを基にしてつのドメインの相対配向の解析を行った。さら

に，解析から得られたドメイン相対配向を確認すると同時に，ドメイン間

の距離情報を得るため、ランタニドイオン標識を用いての
解析を行った。 

 

【実験・結果】 

空間的な異方性もつように圧縮した

アクリルアミドゲルを用いて、
を磁場に対して弱く配向させることで、

解析に必要なスペク

トル上での変化量を観測した。観測値

から個々のドメインの磁場に対する配

向テンソルを決定し、それに基づいて
つのドメインの相対配向を決定した。

得られた各ドメインの配向テンソルか

らは、つの相対配向が可能となるが、

末ドメインとリンカーとの選択的な

相互作用を考えに示す相対配向が

妥当と考えられた。この相対配向では、

を構成するつのドメインが

結合ループを同じ側に持つような

相対配向になっており、と相互作

用するには有利な構造を持つことが考えられる。 

解析からは、ドメイン間の距離情報を得ることができないため、ランタ

ニドイオンによるおよび緩和誘導効果（
）からドメイン間距離情報を得ることを試みた。の末端部にランタニ

ドイオン結合配列を導入し、 効果の異なるランタニドイオン
、

、
、


、

により標識した。ランタニドイオンの種類に応じた明瞭な、が観

測された。観測されたデータに基づいて、解析から決定されたドメイン配

向情報と併せて、中のつのドメインの相対配向とダイナミックスについて

議論する。 


相互作用部位







   
 






－ 228 － － 229 －

DIORITE法を用いた高分子量タンパク質の 

ドメイン再配向解析 

○岸本浩一 、田中利好 、河野俊之 、楯 真一  

広島大院・理・数理分子 

三菱化学生命研

Domain reorientation analysis of high-molecular-weight protein by 

DIORITE 

○Hirokazu Kishimoto
1
, Rikou Tanaka

2
, Toshiyuki Kohno

2
, and Shin-ichi Tate

1

1
Dept.Mathematical and Life Sciences, Hiroshima University  

2
Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences  

 

We have been developing a new approach for determining the alignment tensor for a weakly 

aligned protein solely based on the orientation-induced TROSY shift changes, which is 

named as DIORITE. This approach can expand the domain orientation analysis of proteins to 

higher molecular weight. We report the domain orientation analysis of mRNA capping 

enzyme (38kDa) by using DIORITE. The conventional RDC-based approaches were not 

useful for the analysis. Two crystal structures are reported for the protein, they are open and 

close forms and both of them are crystallized as the GTP bound form. The DIORITE analysis 

has shown that the apo-form of the protein is different from the open-form crystal structure. In 

addition to the angular information based on DIORITE analysis, distance information from 

PRE experiments will be incorporated to refine the apo-form structure of CE in solution.  

 

  我々は新規ＮＭＲ構造解析技術で

あるDIORITE法の開発と応用研究を進

めてきている。本研究で対象とする

mRNA capping enzyme（以下CE）は、

GTP共存下でopen型、close型と分類さ

れる２つの異なる構造が結晶構造解

析から得られている (Fig.1)。そこで

結晶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であるため、RDCを用いた従来のNMR法ではド

メイン配向解析を行うことができなかった。 H/ N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

の配向テンソルを決定し、それに基づいてドメイン間の相対配向を決定することに成

功した。このDIORITE法を用いたapo型のCEのドメイン相対配向は、結晶構造から予測

されていたopen型構造とは大きく異なるものであった。今発表では、DIORITE法から 

 

KeywordsKeywordsKeywordsKeywords：：：：deuterium label, CSA, domain orientation 

 

○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 
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得られたドメイン相対配向角情報に加え、緩和誘導法などを用いて２つのドメイン間

距離情報を得ることでCEのapo型構造の精密化を行う予定である。 

 

 異方性圧縮アクリルアミドゲルにより 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)。 

 このシグナルの変化量から、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。Apo 型の CE の２つのドメインは

結晶中の open 型構造よりもさらに開いた構造を

持つことを昨年の本討論会で発表した。

今回は、DIORITE 法から決定したドメイン間相

対配向に加え、ドメイン間距離情報を加えることで、CE の apo 型構造を決定すること

を試みた。C 末端部にランタニドタグを導入した CE、および CE 中に 3 か所ある Cys

のうち1つのみを残す変異体を作成した。ランタニドイオンによる緩和誘導効果(PRE)、

擬接触シフト(pseudo contact shift, PCS)を用いてドメイン間距離情報を得ること

を試みた。また、cys 変異体では nitroxide 標識を行い、NO ラジカルによる PRE効果

からドメイン間距離の取得を試みた。 

ランタニドイオンを利用する方法では、ランタニドイオン導入時に激しくタンパク

質が沈殿してしまい、十分な感度での解析ができなかった。nitroxide 標識では、0.3 

mM 程度の濃度の標識試料を調製することができたので現在、MTSL 標識試料を用いて

ドメイン間距離情報の取得を試みている。発表では、試料調製の詳細とともに MTSL

実験の結果を合わせて報告する。 

変異体CE中に1つ残したCys282へMTSL

を結合させた試料を用いてドメイン間距

離情報を得る(Figs.3,4)。参照用データ

の取得には、定法に従いアスコルビン酸

を加え NOラジカルを消去したサンプルを

用いる。二つのスペクトルのピーク強度

比からスピンラベルを導入した OBドメイ

ンと NTドメインの間の距離情報を取得す

る。解析の結果得られるドメイン間距離

情報と DIORITE 解析から得られるドメイ

ン間の配向角情報に基づいて apo 型 CE の

全体構造を決定する予定である。 
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沖縄モズクから抽出した高分子フコイダンの構造 

○オジェイルＦエゾモ 1、モハメドＳムスタク 1、堀江迪喜 1、高橋和也 1、

川本仁志 2、三木康成 2、木村隆之 2、飯塚舜介 1 

1鳥取大学大学院医学系研究科機能再生医科学専攻 
2（株）海産物のきむらや 

 

NMR studies of the structure of high molecular weight native fucoidan 
from the brown seaweed (Cladosiphon okamuranus) 

 Ojeiru F. Ezomo1, Mohammed S. Mustak1, Yuki Horie1, Kazuya Takahashi1,  
Hitoshi Kawamoto2, Yasunari Miki2, Takayuki Kimura2, Shunsuke Meshitsuka1 

1Tottori University Graduate School of Medical Science, Yonago, 683-8503     
2Marine Products Kimuraya Co., Sakaiminato, 684-0072. 

  
フコイダンは、抗菌・抗ウィルス作用があることが知られている．また、抗がん作用

があることも報告されている．さらに、健康維持のためのサプリメントとしての効果

も期待されている．沖縄モズクから、なるべく手を加えないで抽出したフコイダンは、

クロマトグラフで単一バンドを示す分子量約 300,000 Da の高分子物質である．低分子

化したフコイダンの構造に関する報告は数多くあるが、天然高分子の構造に関する報

告は見当たらない．そこで、乾燥粉末天然フコイダンを溶解した水溶液のＮＭＲを測

定した．TOCSY, COSY, NOESY などの２次元ＮＭＲから推定される天然フコイダン

の構造を報告する． 

 

It has been reported that fucoidan has functions of anti-bacteria and anti-virus effects. Also, 
recently it has been reported that fucoidan reveals the effects on cancer therapy. In addition, 
fucoidan is expected as a material to maintain a healthy condition as a food supplement. 
Fucoidan extracted from Okinawa mozuku (Cladosiphon okamuranus) revealed a single band 
in chromatography of about 300,000 Da molecular weight. The structure of native high 
molecular weight fucoidan was estimated from 2D-NMR spectra such as TOCSY, COSY and 
NOESY. 

 

fucoidan, 2D-NMR, brown algae 

○オジェイルＦエゾモ 1、モハメドＳムスタク 1、ほりえゆうき 1、たかはしかずや 1、

かわもとひとし 2、みきやすなり 2、きむらたかゆき 2、めしつかしゅんすけ 1 
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It has been reported that fucoidan has functions of anti-bacteria and anti-virus effects. Also, 
recently it has been reported that fucoidan reveals the effects on cancer therapy. In addition, 
fucoidan is expected as a material to maintain a healthy condition as a food supplement. 
Fucoidan extracted from Okinawa mozuku (Cladosiphon okamuranus) revealed a single band 
in chromatography of about 300,000 Da molecular weight. The structure of native high 
molecular weight fucoidan was estimated from 2D-NMR spectra such as TOCSY, COSY and 
NOESY. 
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かわもとひとし 2、みきやすなり 2、きむらたかゆき 2、めしつかしゅんすけ 1 

Fucoidans are one kind of polysaccharides found in brown algae. They usually contain 
large proportions of L-fucose and sulfates and also small proportions of galactose, mannose, 
xylose and uronic acids moieties have also been observed in various fucoidans. Recently 
fucoidans have been extracted, analyzed and studied from several types’ brown algae due to 
their promising biological activities and therapeutic applications. The several reports have 
shown that fucoidans extracted from different kind of brown algae exhibit several biological 
activities such as anti-tumor, anti-coagulant, contraceptive, anti-inflammatory, anti-HIV and 
inducing apoptosis. The present study is focused on the fucoidan isolated from Cladosiphon 
okamuranus (C. okamuranus ) edible brown algae which is commercially cultured around the 
Okinawa Island, Japan. Interestingly, in addition to many biological functions of fucoidans, 
isolated from C. okamuranus, it can also block the adhesion of the helictobacter pylori to 
human gastric cell line and can also induce macrophage activation. However, studies have 
shown that the biological activities of fucoidans are depending on their structure and sulfation 
content.  

In spite of many studies attempting to determine the fine structure of fucoidans isolated 
from C. okamuranus, there are still no satisfactory regular structure has been described. In the 
previous studies it is reported that the structure of fucoidan from C. okamuranus has linear 
polysaccharides backbone built up of (1￫3) linked α-L-fucopyrunose residue with single 
branches (D-glucuronate) at 2 position of sixth fucose residue. However the structural 
heterogeneity of fucoidan from C. okamuranus with respect to linkage, branching point and 
position of acetyl and sulfate groups are still not determined in its native form. Therefore, the 
purpose of the present study is to investigate the regular structure of fucoidan in native form 
of about 300,000 Da molecular weight isolated from C. okamuranus using high field 2D 
NMR spectroscopy. The present study shows that the assignment of the signals in the spectra 
such as COSY, TOCSY, NOESY and also 13C-NMR. The regular structure of fucoidan from C. 
okamuranus and the composition of substituents and their terminal residues are reported to be 
different from earlier studies.    
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Solution Structures of TICAM-1 and TICAM-2 TIR Domain.
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Toll / interleukin-1 receptor (TIR) domain is a key mediator in the Toll-like receptor (TLR) 

signaling. TIR containing adaptor protein-1 (TICAM-1) is established as the adaptor 

controlling both TLR3- and TLR4-mediated IFN production signal. TICAM-2 functions as a

bridging adaptor, which plays TICAM-1-recruiting to TLR4. The homo- and 

hetero-oligomerization of the TIR domains of these receptors and adaptors brings about the 

activation of NF-κB and IRF-3, which regulate the synthesis of pro-inflammatory cytokines 

and IFN-β, respectively. Here, we solved the solution structures of homo-oligomerization

deletion variant of TIR domain of TICAM-1 and TICAM-2, and will discuss the TIR-TIR

interaction of the TLRs and TICAMs.

Toll / interleukin-1 receptor (TIR) Toll-like receptor 

(TLR)

TLR TIR

TLR TIR TIR

TIR Myeloid differentiation primary 

response gene88 (MyD88) MyD88 adaptor-like (Mal TIRAP) TIR containing 

adaptor molecule-1 (TICAM-1 TRIF) 2 TICAM-2 TRAM sterile

α-motif and HEAT/armadillo repeats (SARM) TIR

TLR1 TLR2 TLR10 IL-1RAPL

MyD88

TICAM-1 TLR3 4 MyD88

TICAM-2 TLR4 TICAM-1

TICAM-1 TICAM-2 TIR
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NMR analyses of interaction between chemokine receptor CCR2  
and its regulator FROUNT 

Kaori Esaki1, Akihiro Sonoda1, Sosuke Yoshinaga1, Ichio Shimada2, Yuya Terashima3,4,
Etsuko Toda3, Kouji Matsushima3 and Hiroaki Terasawa1

1Grad. Sch. Med. and Pharm. Sci., Kumamoto Univ., 2Grad. Sch. Pharm. Sci., Univ. Tokyo,   
3Grad. Sch. Med., Univ. Tokyo, 4ECI, Inc. 

Chemokine receptor CCR2 belongs to the family of G protein-coupled receptors 
(GPCRs) and mediates chemokine signaling.  The C-terminus of CCR2 is exposed to the 
intracellular space.  Its membrane-proximal region (CCR2 Pro-C) is necessary for 
chemokine signaling.  We found that FROUNT activates the signaling through binding to 
the CCR2 pro-C on the cytoplasmic side.  FROUNT is expected as a new target for 
anti-inflammatory therapies.  Elucidation of the interaction between CCR2 and FROUNT 
would contribute to understanding mechanisms of GPCR regulation and the drug discovery.  

We revealed that the CCR2 Pro-C forms -helix with DPC micelles.  Cross 
saturation and transferred cross saturation experiments showed that the hydrophobic residues 
of CCR2 Pro-C interact with both membrane and FROUNT. 

G
GPCR CCR2

CCR2
C
Pro-C

CCR2 Pro-C
(1)(Fig 1) GPCR

GPCR
CCR2—

GPCR

Figure 1.  The model of 
CCR2—FROUNT complex.

P037



－ 234 － － 235 －
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NMR HNCACB, HN(CO)CACB, 

H(CCO)NH, HCCH-TOCSY 13C edited NOESY
15N edited NOESY NMRPipe, Olivia

TALOS

CCR2 Pro-C 16 FROUNT
CCR2 Pro-C

NMR
CCR2 Pro-C -

DPC -
DPC CCR2 Pro-C -

CCR2 Pro-C
trNOE

CCR2 Pro-C 15N edited NOESY
NOE CCR2 Pro-C

CCR2 Pro-C
(2) -

CCR2 Pro-C
(2)
-

CCR2 Pro-C DPC
- CCR2 Pro-C

- CCR2 Pro-C
CCR2

CCL2 CCR2
(1) CCL2 CCR2
Pro-C

(1) Terashima, Y. et al., Nat Immunol 6 (8), 827-835 (2005).
(2) Shimada, I., Methods Enzymol 394, 483-506 (2005). 
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Structural analyses of FROUNT: a cytoplasmic mediator of chemokine 
signaling 

Akihiro Sonoda1, Kaori Esaki1, Sosuke Yoshinaga1, Ichio Shimada2, Yuya Terashima3,4,
Etsuko Toda 3, Kouji Matsushima3, Hiroaki Terasawa1

1Grad. Sch. Med. and Pharm. Sci., Kumamoto Univ., 2Grad. Sch. Pharm. Sci., Univ. Tokyo,   
3Grad. Sch. Med., Univ. Tokyo, 4ECI, Inc.

Immune cells such as monocytes and macrophages migrate to the inflamed site 
during inflammation.  The migration is induced by binding of chemokines to chemokine 
receptors.  We identified a novel cytoplasmic protein FROUNT that mediates chemokine 
signaling by the interaction between its C-terminal domain (FNT-C) and the C-terminal region 
of CCR2 (Pro-C).  The purpose of this study is elucidation of the binding mode of FNT-C 
with CCR2 Pro-C and development of therapeutic agents for chronic inflammatory diseases.  
We report here the NMR analyses of the interactions between FNT-C and CCR2 Pro-C.  The 
CCR2 binding site of FNT-C and the amino acid residues involved in binding will be 
discussed.

G

CCR2 C Pro-C CCR2
FROUNT 1 FROUNT

CCR2 FROUNT C FNT-C 1

FNT-C CCR2
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FROUNT 
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FNT-C 15N
FNT-C NMR

FNT-CB FNT-CB CCR2
FROUNT Pro-C

15N FNT-CB 1H-15N HSQC
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NMR FNT-CB NMR
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FNT-CB CCR2 Pro-C NMR

CCR2 Pro-C 
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CCR2 Pro-C C

FROUNT CCR2 Pro-C NMR
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(1) Terashima Y. et al., Nature Immunology, 6, 827 - 835 (2005)  
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Structural and functional analyses of a male-mice-specific pheromone 
ESP1.

Sosuke Yoshinaga1, Toru Sato2, Makoto Hirakane1, Sachiko Haga2, Hiroko Kimoto2,
Ichio Shimada3, Kazushige Touhara2, and Hiroaki Terasawa1

1Faculty of Medical and Pharmaceutical Sciences, Kumamoto University, 
2Graduate School of Frontier Sciences, The University of Tokyo, 
3Graduate School of Pharmaceutical Sciences, The University of Tokyo

Pheromones are perceived by a vomeronasal organ (VNO) and vomeronasal sensory 
neurons (VSNs) in many mammals.  We previously identified a male-specific peptide ESP1 
secreted into tear fluid of mice.  ESP1 is received by its own receptor V2Rp5 expressed in 
female’s VNO.  ESP1 turned out to be a member of a new multigene family which is 
supposed to convey information on sex, strain, and species in rodents.  The aim of this study 
is to elucidate mechanisms underlying the pheromone-reception system on the ESP family.  
We report here the three-dimensional structure and the V2Rp5-binding sites of ESP1, based 
on solution NMR analyses and mutational effects on the VSNs-stimulating activity.  
Structural informations of ESP1 give a way to elucidate specific ligand-receptor recognition 
mechanism on the ESP family. 

ESP1 exocrine-gland-secreting peptide 1 1) ESP1
G V2Rp5 vomeronasal 

type 2 receptor p5 2) ESP1

ESP 3)

___________________________________________________________________________
GPCR
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1) Kimoto H. et al., Nature, 437, 898-901 (2005) 
2) Haga S. et al., Pure and Applied Chemistry, 79, 775-783 (2007) 
3) Kimoto H. et al., Current Biology, 17, 1879-1884 (2007)
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Solution structures of the UBA domains of Cbl-b and c-Cbl and reliability 
of CYANA structure calculations for homodimeric proteins 

Toshiyuki Hamada1,2,3, Yi-Jan Lin1, Chisato Kurosaki1,3, Seizo Koshiba1,3, Naohiro 
Kobayashi1, Makoto Inoue1,3, Takanori Kigawa1,3,4, Fumiaki Hayashi1,3, Yutaka Muto1,3,
Wakana Ohashi1, Manami Sato1,3, Ryogo Akasaka1,3, Mutsuko Kukimoto-Niino1,3, Takaho 
Terada1,3, Mikako Shirouzu1,3, Mayumi Yoshida1,3, Akiko Tanaka1,3, Yoshihide Hayashizaki1,
Shigeyuki Yokoyama1,3,5, Hiroshi Hirota1, and Peter Güntert1,6

1RIKEN Genomic Sciences Center, Yokohama, Japan. 
2Graduate School of Science and Engineering, Kagoshima University 
3RIKEN Systems and Structural Biology Center(SSBC), Yokohama, Japan. 
4Int. Graduate School of Science and Engineering, Tokyo Institute of Technology, Yokohama, Japan. 
5Graduate School of Science, The University of Tokyo, Tokyo, Japan. 
6Institute of Biophysical Chemistry and Biomolecular Magnetic Resonance Center, Goethe University, Frankfurt 
am Main, Germany. 

c-Cbl and Cbl-b are ubiquitously expressed in a variety of mammalian cells and regulate 
signal transduction pathways in the E3 ubiquitin-ligation process. Dimerization of the 
C-terminal UBA domain in both Cbl proteins is essential for their ubiquitin-binding and 
signal transduction functions. In this presentation, we show the first structural analysis of the 
homo-dimeric structures of the mammalian UBAc and UBAb domains by multi-dimensional 
NMR experiments and CYANA structure calculations. NMR structures of UBAc dimers 
(PDB ID: 2D9S) were in excellent agreement with a subsequently published corresponding 
crystal structure (PDB ID: 2OO9), indicating the high reliability of our approach for the 
structure determination of homodimeric proteins.  

Yi-Jan Lin, 

-

Peter Güntert 
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- Ubiquitin-proteasome systems; UPS
/ DNA

13C, 
15N- Filtered NOESY NMR

A                             B

Figure 1. Two orthogonal views of a ribbon representation of one conformer of the 
NMR structures of the UBAc (A) and UBAb dimers (B). 
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Structural Analysis of Membrane Protein Halorhodopsin by Solid State 

NMR

Marika Higuchi
1
, Ayako Egawa

2
, Hajime Tamaki

1
, Masakatsu Kamiya

1
, Tomoyasu Aizawa

1
,

Keiichi Kawano
3
, Toshimichi Fujiwara

2
, and Makoto Demura

1

1
Faculty of Life Science, Hokkaido University, Sapporo, Japan. 

2
Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka, Japan. 

3
Faculty of Science, Hokkaido University, Sapporo, Japan.

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 structural changes such as helix moving, opening of uptake channel, and 

re-orientation of the specific side-chain. However, there is no direct evidence for these 

structural changes of HR. The purpose of this study is structural characterization of HR by 

using solid-state NMR. In this presentation, we introduce multi-dimensional magic angle 

spinning solid state NMR of uniformly and selectively 
13

C and 
15

N labeled HR, which is 

reconstituted with lipid, for the assignments and structural analysis.

Membrane Protein, Light-driven anion pump, Lipid reconstitution
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Fig. 1 Chemical shift perturbation in 
the BC loop of NpHR by adding Cl

-
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ポリアミノ酸-金属イオン錯体の固体NMR 
北大院工 ○平沖敏文、藤江正樹 

 
Solid state NMR studies on Poly(amino acid)s-Metal ion complexes

○
Toshifumi Hiraoki and Masaki Fujie

Graduate School of Engineering, Hokkaido University, Sapporo, 060-8628

The structures of poly(D-glutamic acid)(PGA) and poly (L-aspartic acid) (PAA) complexes with 
various metal ions in solid state were characterized by 

13
C CP/MAS NMR spectroscopy. Most of

complexes show the α-helical conformation as judged from the chemical shift values of the main-chain 
carbons. The chemical shift value of the carboxylate carbons of PGA- and PAA-metal complexes 
depends on the ionic radius of the metal ion used, suggesting the contribution of the δ22 component of 
the chemical shift anisotropy for the carboxylate carbon resonance.

 ポリグルタミン酸（PGA)とポリアスパラギン酸（PAA)は様々な金属イオンと錯体を形成
する。二価金属イオンと PGA との錯体は、固体状態で主鎖構造は用いる金属イオンに依存
して様々な二次構造をとる。1) 側鎖カルボキシル炭素の化学シフト値は金属イオン半径と原
子価数に依存して変化することが分かった。本研究では、PGA金属イオン錯体と側鎖メチレ
ン基が１つ少ないPAA の金属イオン錯体を固体 13C-NMR により調べ、PGA 錯体と比較検
討した。又、PGA錯体の側鎖カルボキシル基炭素の化学シフト
異方性を測定し、金属イオン半径との関係を調べた。 
 高分子金属イオン錯体はNaPGA、NaPAA水溶液に目的の金
属塩を加えて調整した。13C-CPMAS NMR測定は室温、75MHz
で行った。 
 Fig. 1にPGAと5種の金属イオン錯体
の13C-CPMASスペクトルを示す。主鎖C'、
Cα、Cβの化学シフト値は176、56、26ppm
であり、いずれの錯体もα-ヘリックス構造
を示す。これは、コイル状態のNaPGAは
二価金属イオンを結合すると α-ヘリック
スにコンフォメーション変化することを示
している。さらに側鎖Cδの化学シフト値は
Fig.4 に示すように金属イオン半径に依存
して変化した。 
 Cαシグナルには右肩が観測され、この化
学シフト値はコイル状態を示す。線形分離
して求めた α-ヘリックス含量は金属イオ
ン半径の増加にともない、90 から 70%に
減少した。
 PGA－三価金属イオン錯体の13C CP/MAS NMRスペクトルをFig. 2に示す。これらの錯 
key word : poly(amino acid), metal ion complex, solid NMR 
○ひらおき としふみ、ふじえ まさき 

Fig. 1 
13

C-CPMAS NMR spectra of PGA-divalent ion 

complexes.
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体の C’、Cα、Cβ の化学シフト値は二価金属錯体と同様であり、α-ヘリックス構造であるこ
とを示す。Cα シグナルには肩が観測され、コイル構造の存在を示す。波形分離して求めた
α-ヘリックス含量は65～70%で、金属イオン半径に依存してわずかに増加した。この傾向は
二価金属錯体とは異なる。Cδの化学シフト値はFig.4に示すように金属イオン半径依存性を
示し、その変化量(3.8ppm/Å)は二価金属錯体(6.3ppm/Å)に比べ小さい。ここでY-とLa-PGA
のCδは数ppmの常磁性シフトを示した。 
 Fig.3にPAA金属錯体の13C CP/MAS NMR
スペクトルを示す。NaPAA では 173，52，
39ppmにC'、Cα、Cβがそれぞれ観測され、主
鎖構造がα-ヘリックスであることを示す。PAA
金属錯体では C'と Cγのシグナルが重なってい
るので、波形分離して化学シフト値を求めた。
MgPAA、CaPAA、PbPAAのC'、Cα、Cβの化
学シフト値はPAA-Naの値とほぼ等しく、PAA-
二価金属錯体もα-ヘリックス構造であること
を示している。 
 PAA の Cγの化学シフトの金属イオン半径依
存性をFig.４に示す。金属イオン半径が大きく
なると、PAAの化学シフト値はPGAと同様に
増加するが、その変化量(2.2ppm/Å)はPGAよ
り小さい。 
 カルボキシル炭素の化学シフト値の金属イオ
ン半径依存性を検討するため、Herzfeld-Berger
法よりPGAのCδの化学シフト異方性を求めた。
δ22 Fig.5 δiso

(5.5 ppm/Å) δ11+δ33

δ22の方向は
Cδ−金属イオン軸方向に垂直

Cδ の

1) H. D. Keith, et al, Biopolymers, 7, 775(1969).

Fig. 3 13
C CP/MAS NMR spectra of PAA-metal complexes. 
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Solid state multi nuclear NMR studies on 
poly(L-lysine) - hydrogenphosphate complex 

Keisuke Nagai and Toshifumi Hiraoki 
Graduate School of Engineering, Hokkaido University, Sapporo

The conformation of poly(L-lysine) - hydrogenphosphate complex in solid state was 
characterized by 13C CP/MAS NMR spectroscopy. The complex formed the 
α-helical as well as the random coil conformations as judged from the chemical shift 
values of the main chain carbon resonances. HETCOR spectra showed the fast spin 
diffusion. Chemical-shift-anisotropy parameters of the phosphate were obtained 
from 31P CP/MAS NMR spectroscopy. δ11 and δ22 values of the complex were 
different from those of Na2HPO4 12H2O, while δiso and δ33 values of the complex 
were close to those of Na2HPO4 12H2O.  

Keith L (PLL) HPO4
2 -

PLL-HPO4 α-helix X
(1 ) 1 3C CP/MAS NMR FT-IR

PLL-HPO4
13C-1H dipolar HETCOR

3 1P
CP/MAS NMR Herzfeld- Berger

HPO4
2 -

PLL-HBr 12 Na2HPO4

20

PLL HPO4
13C CP/MAS 31P

CP/MAS 75.5MHz
121.5MHz HETCOR

13C 231.5 MHz ECA 920

NH3
+

(NH C H C’O)n
C H2

C H2

C

C H2

NH3
+ HPO4

2-

Fig.1 Schematic model of 

PLL-HPO4 complex. 

Poly(L-lysine) 1 3C NMR  conformation 
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(1) 1 3C CP/MAS 

Fig.3 13C-1H HETCOR spectra of  
PLL-HPO4 at various 
mixing time. 

Fig.2 13C CP/MAS NMR spectra of PLL-HBr 
and PLL-HPO4 .
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NMR

Drawing of silk of the hornet (Vespa xanthoptera) using by solid-state NMR 
Tsunenori Kameda 

National Institute of Agrobiological Sciences, Tsukuba, Ibaraki, Japan 

Hornet silk obtained from the cocoons of yellow hornet (Vespa simillima, Vespinae, Vespidae) in their 
native state have an α-helix with coiled-coil structure and a β-sheet. When hornet silk gel films (HSGFs) 
are formed by pressing and drying the hornet silk hydrogel, the structure of the silk fibers in the native 
cocoon is restored. Wet HSGFs are flexible and can be uniaxially drawn with a draw ratio of 2. In order to 
clarify the deformation mechanism during uniaxial drawing, changes occurring in the conformation and 
molecular orientation of the films during drawing are examined by solid-state 13C and 15N NMR. The 
results show that during wet drawing, molecular orientation proceeds preferentially over 
transformation. Furthermore, molecular orientation of the -helix proceeds preferentially over that of the 

-sheet.

(HS)
-helix 1 -helix

Coiled-coil 2, 3 -sheet
4-6 Coiled-coil

(Wet )
HS

NMR Coiled-coil

9M
LiBr HS

(HS 7)
1wt% 1-2mm

NMR Varian infinity 300(( ) ) Slow-MAS Static
7.5mmf CP-MAS 13C 15N

CP-MAS 4mmf CP-MAS

HS Wet 2 2

Coiled-coil
Wet HS X

(WAXD) helix sheet helix Coiled-coil
2 helix sheet  
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1. Kameda et al., Z.Naturforschung. C,, 60, 906 (2005). 2. Kameda et al., Int. J. 
Biol. Macromol,. 44, 64 (2009). 3. Sezutsu et al., Biosci.Biotech. & Biochem., 71, 2725 (2007). 
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Fig.1 Peak intensity losses (%) of the NMR 
first-order spinning side bands at higher 
(+1) and lower (—1) frequency for the 
carbonyl carbon of Ser ( -sheet) ( ), Ala 
( -sheet) ( ), and Ala ( helix) ( ), when 
the orientation of the drawing axis of the 
gel film of hornet silk changed from 
random to aligned along the spinning axis. 
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固体NMRとTEMによるヒトカルシトニンのアミロイド様線
維形成機構とその阻害効果の解析
○渡邉（伊藤）ひかり1、上平美弥2、近藤正志3、佐藤道夫3、中越

雅道3、内藤晶1

1横浜国大院・工学府、2東北大・多元研、3横浜国大・機器分析評価

センター

Analyses of amyloid fibrillation mechanism and its inhibition effect of hCT 
as studied by 13C solid-state NMR and TEM
○Hikari Watanabe(Itoh)1, Miya Kamihira2, Masasi Konndou3, Michio Sato3, Masamichi 
Nakakoshi3, and Akira Naito1

1Gradute School of Engineering, Yokohama National University
2Institute of Multidisciplinary Research Tohoku University
3Instrumental Analysis Center, Yokohama National University 

Human calcitonin (hCT) is known as forming amyloid fibril in concentrated aqueous solution. 
We have shown that the fibrillation mechanism of hCT can be analyzed by the two step 
autocatalytic reaction mechanism. In this study, we investigated inhibition effect in the 
fibrillation of hCT. First, we investigated inhibition effect on a variety of solvent in fibrillation.
The morphology of hCT in the initial step of fibrillation in HEPES aqueous solution was 
examined by means of TEM. It was revealed that the fibrillation rate became very slow and 
consequently spherical intermediate appeared. In addition, 13C NMR experiments were 
performed on the fibrillations of hCT mutants in HEPES aqueous solution. The 13C NMR 
signals showed that structur -sheet and 
random coil near C-terminal regions appeared during fibrillation. These results suggest that 
HEPES aqueous solution pronouncedly inhibit the fibrillation in case of hCT mutant.

アミロイド線維形成はアルツハイマー病やパーキンソン病などで知られるアミロ

イド病の直接的な原因とされており、この線維形成機構や線維形成阻害機構を解明す

ることは、線維形成が起こる全般的な病気（アミロイド病）の治療法や予防法の開発

の手がかりになる。アミロイド線維は結晶を形成せず、沈殿物を形成するため、X線
回折法や溶液NMRを用いることは適さない。よって、我々はアミロイド線維に対して、
固体NMRを使用することで、線維構造に関する詳細な情報の提供を示してきた。
本実験で使用するヒトカルシトニン（hCT）は骨粗鬆症、Paget病及び高カルシウム

血症の治療薬として以前使用されていたペプチドであったが、水溶液中で容易にアミ

ロイド様線維を形成することが確認されたため、治療薬として使用されなくなってい

る。これまでの結果、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
維形成することを報告した。

固体NMR、アミロイド線維、アミロイド線維阻害

○わたなべ（いとう）ひかり、かみひらみや、こんどうまさし、さとうみちお、なか

こしまさみち、ないとうあきら
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本研究では、溶媒による線維形成阻害効果と、線維の促進因子となるアミノ酸の特

定するため、hCT変異体による線維形成阻害機構について、固体NMRを用いて解析し、
検証した。

【実験】Wt-hCT・hCT変異体（F19L-hCTとF16L-hCT）は、Fmoc基を導入した13C標識
したアミノ酸を用いて、固相法により化学合成を行い、脱保護、逆相HPLCにより精
製し、目的の試料を得た。次に、hCT変異体（F19L-hCTとF16L-hCT）は、20mM リ
ン酸緩衝液（pH7.4）に、15mM 酢酸水溶液（pH3.3）に溶かし、Wt-hCTとF19L-hCT
は、20mM HEPES水溶液（pH5.3）に溶かすことで線維形成を開始し、その経時変化
を固体NMR及びTEMにより測定した。固体NMR測定では、モノマー成分の観測に90
度励起パルスに引き続いて高出力デカップリングパルス下で信号検出するDD-MAS
法を用い、線維成分の観測に交差分離とデカップリングを組み合わせたCP-MAS法を
用いて、同じ試料に対し、交互に線維形成過程を測定した。

【結果と考察】

１．

hCT の線維形成は①核形成（モノマーがミセルを形成し、そのミセルが構造転移
を起こし、 -sheet からなる核を形成する過程）と②線維成長（線維の核にモノマー
が会合し、線維が伸長していく過程）の律速段階をもつ 2 段階自己触媒反応機構
（Fig.1）で起こることを我々の研究では提唱している。

電子顕微鏡による線維形成の観察

この線維形成機構において、hCTのそれぞれの状態を
明確に確認できるような溶媒を確定するため、様々な溶

媒で線維化を試した。この結果、線維化が中性の場合に

比べて遅い酢酸水溶液（pH3.3）よりも、さらに線維化
が遅い HEPES水溶液（pH5.3）を溶媒に決定した。この HEPES水溶液での線維化に
おいて、透過型電子顕微鏡（TEM）を使用することで、Wt-hCTの中間体（核）およ
び中間体（核）から線維が伸びて成長する様子が観測された。Fig.2では、一面に様々
な大きさの球状の中間体（核）、（直径 10.8[nm]～40.3[nm]）が多数存在していた。こ
れにより、様々な大きさのミセルが中間体（核）に構造転移を起こしたと考えられ

る。

２．

それぞれの溶媒下でWt-hCTの線維化と hCT変異体の線維化を行い、DD-MAS法
及びCP-MAS法により観察したモノマーおよび線維の二次構造情報をTable 1に示す。

線維の構造解析

Fig.2 Wt-hCT image
in the initial step of fibrillation

in HEPES aqueous solution

k2

micelle nucleus fibr ilmonomer 
Fig.1 The mechanism of fibrillation
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Sample Gly10 C=O Ala26 CH3

Condition: pH3.3（酢酸）
hCT Monomer(a)

Fibril(b)
-helix)
-sheet)

16.9 (random coil)
- -sheet)

F19L-hCT Monomer(a)
Fibril(b)

-helix)
-sheet)

16.9 (random coil)
-sheet), 17.0 (random coil)

F16L-hCT Monomer(a)
Fibril(b)

-helix)
-sheet), 170.6 (random coil)

16.9 (random coil)
-sheet), 18.0 (random coil)

Condition: pH5.3（HEPES）
F19L-hCT Monomer(a)

Fibril(b)
-helix)
-sheet)

16.9 (random coil)
19.1 -sheet), 17.0 (random coil)

Condition: pH7.4（リン酸）
hCT Monomer(a) -helix) 16.9 (random coil)

F19L-hCT Monomer(a) -helix) 16.9 (random coil)
F16L-hCT Monomer(a) -helix) 16.9 (random coil)

(a) DD-MAS,  (b) CP-MAS

モノマー成分では、溶媒や変異体に関係なくペプチドの分子中央部ではα-helix構
造、C末端では random coil構造を示していた。これは、線維形成前のペプチドの状
態は溶媒や芳香族の数に影響を受けず、同一の構造を取っていることが分かる。次

に、pH3.3下で hCT変異体（F19L-hCT, F16L-hCT）の C末端は random coil構造から
線維化後に -sheet 構造と random coil 構造の混在状態へと構造変化が起こった。
Wt-hCTと比較すると、芳香環を一つ失うことで構造上、比
較的柔らかい線維が形成したと考えられる。

また、F19L-hCTにおいて、pH3.3下と pH5.3下を比較す
ると、構造上の変化は見られなかったので、溶媒によって

構造が変化するのではないことが明らかになった。

３．

hCT の線維形成は二段階自己触媒反応機構（Fig.1）を基
にして解析した。核形成反応と線維成長反応からなる反応

機構において、核形成反応の速度定数 k1、と線維成長反応

の速度定数 k2を決定した。

線維形成機構においての反応速度解析

hCT変異体（F19L-hCT）においては、線維成長の経時変
化に着目した。まず、CP-MAS の NMR スペクトル信号
（Fig.3）は線維が -sheetであることを示した。この線維成
長の強度変化をプロットする（Fig.4）と、一定時間後、線
維成分が成長し始めたことから、二段階自己触媒反応機構

で線維化が起こることが分かった。この機構で反応速度解

ppm

10hr

27hr

54hr

112hr

170.0ppm
β-sheet

CP-MAS

Table 1. 13C chemical shifts of hCT and its mutants (ppm from TMS) and their assignments

Fig.3 13C NMR sprctra of 
[1-13C]Gly10,F19L-hCT
at CP-MAS in the time 

course of fibril formation
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析を行い、速度定数を導き出した。各条件下における速度定数を Table 2に示す。

Table 2 Kinetics parameters for fibril formation of Wt-hCT, F19L-hCT and F16L-hCT

Table 2よりWt-hCTと比較して、hCT変異体の
k1では、ほぼ一定値であるのに対し、k2は中性水

溶液中で 100倍、酸性水溶液中で約 4倍、値が小
さくなり、線維成長反応が遅くなった。これによ

り、線維成長段階に芳香族アミノ酸が阻害効果を

及ぼすことが示唆された。その理由として、F19L, 
F16L-hCTでは、ベンゼン環同士の - stacking（疎
水性相互作用）が１つなくなり、 -sheet構造を形
成する安定化エネルギーが減少するため、大きな

線維阻害の効果が現われたと考えられる。

４．溶媒による線維形成阻害

Wt-hCT の線維化において、溶媒による阻害効果を検討した。最初に、電子顕微鏡
にて同じ濃度の下で、酢酸水溶液下での線維化と HEPES 水溶液下での線維化を観察
した。細い線維が確認され始めた時間を比較すると、酢酸水溶液では 2日目で確認さ
れたことに対し、HEPES水溶液では 7週間で確認した。このことから、HEPES水溶
液は線形成を阻害して、反応速度が格段に遅くなったと考えられる。

次に、hCT 変異体（F19L-hCT）の線維化においても溶媒による阻害効果を検討す
るため、同様な実験を試みた。固体 NMRを用いて、線維形成過程を定量的に解析し
た。線維成分を測定する CP-MAS法の NMRスペクトル信号が伸長し始めた時間を比
較すると、酢酸水溶液では Fig.3で示すように線維形成が線維化開始 27時間後で確認
された。これに対し、HEPES水溶液では、11日後に CP-MASの NMRスペクトル信
号を確認することができた。以上から、Wt-hCTだけではなく、hCT変異体でも HEPES
水溶液は線維形成阻害効果があることが判明した。

【結論】ヒトカルシトニンにおいて F19および F16は線維を安定化するため、線維成
長速度を促進することが分かった。線維形成を阻害する溶媒を検討した結果、HEPES
は強い線維形成阻害効果を示すことが分かった。この HEPES 溶媒を用いて、線維形
成過程を観測したところ球状の中間体の存在が明らかになった。

pH 7.4 pH3.3
k１[s-1] k2[s-1M-1] k1[s-1] k2[s-1M-1]

Wt-hCT 2.79×10-6 2.29 3.28×10-6 2.04×10-3

F19L-hCT 7.41×10-9 2.90×10-2 1.27×10-6 1.58×10-3

F16L-hCT 1.52×10-6 1.03×10-2 1.85×10-6 6.14×10-4

Fig.4 Time course of 13C NMR signal
intensity at CP-MAS [1-13C]Gly10
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Analysis of the interaction between tea catechins and phospholipid 
membranes as determined by NMR spectroscopy

Yoshinori Uekusa1, Miya Kamihira1, Osamu Sugimoto1, Ken-ichi Tanji1, Kozo Nakamura2,
Takeshi Ishii1, Shigenori Kumazawa1, Akira Naito3, and Tsutomu Nakayama1

1Department of Food and Nutritional Sciences, University of Shizuoka
2Department of Bioscience and Biotechnology, Shinshu University
3Graduate School of Engineering, Yokohama National University

We have clarified that a beneficial green tea component, epicatechin gallate (ECg), 
strongly interacts with the surface of phospholipid bilayers by solution and solid-state NMR 
measurements. In this study, we examined the location of ECg in phospholipid membranes 
using 13C labeled ECg ([13C]-ECg) and various NMR techniques. The results of 1HÐ13C
heteronuclear NOE experiments demonstrated that the carbonyl carbon of [13C]-ECg locates 
near the phospholipidÕs γ protons. Using the 13CÐ31P REDOR measurements, we determined
the accurate interatomic distance between the carbonyl carbon of [13C]-ECg and the 
phosphorus of phospholipids to be 5.3 ± 0.1 Å. Furthermore, we also measured the distance 
between the carbonyl carbon and the γ carbons of phospholipids with/without ECg. These 
results provide insights into the interaction mechanism of tea catechins with lipid membranes.
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CMX infinity-400 NMR ��������xy-4
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���� γ ��������������
[13C]-ECg � galloyl �����������
����� NOE������ (Fig. 1) ����
������� α �� β ����
[13C]-ECg����������������
��������� NOESY �������
���������������������

��������������������

������������ NMR � 13CÐ31P
REDOR ��������[13C]-ECg ����
��������������������

������������������

[13C]-ECg���� 13C����������
��������� 13CÐ31P �������
��� (Fig. 2) ������������ 5.3 
± 0.1 Å ������ 47� NMR�����
��� REDOR�������������
����������� REDOR�����
� π (31P) ���������������
���������������������

����������� γ �������
���������� ECg �������
��������������������

��������������������

��������������������

�������������������

���

Fig. 1. 13C NMR (A) and 1HÐ13C heteronuclear NOE (B) 
spectra of [13C]-ECg interacting with bicelles. 
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Fig. 3. The schematic representation of correlations 
between [13C]-ECg and phospholipid obtained by 1HÐ13C
heteronuclear NOE and 13CÐ31P REDOR experiments.
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Structural analysis of H+-ATP synthase subunit c-ring by Solid-state NMR 
and COMPASS method 

Yasuto Todokoro1, Kentaro Tanaka1, Ikuko Yumen1, Iku Iwasaki1, Masatoshi Kobayashi1,
Toshiharu Suzuki2,3, Masasuke Yoshida2,3, Toshimichi Fujiwara1, Hideo Akutsu1

1IPR, Osaka Univ., Japan, 2CRL, Tokyo Inst. of Tech., Japan, 3ATP-synthesis regulation 
project, ICORP, JST, Japan

A rotary motor ATP synthase is located in bacterial plasma membranes, thylakoid 
membranes of chloroplasts, and mitochondrial inner membranes. F-type ATP synthase from a 
thermophilic Bacillus PS3 (TFoF1-ATP synthase) is one of them. TFo subunit c (TFoc)
consists of 72 amino acids, and forms an oligomeric ring, which acts as a proton motor. The 
proton-transfer mechanism has not been resolved, because whole structure of c-ring is not 
determined. Thus, we are trying to analyze the three dimensional structure of the TFoc-ring
reconstituted into liposomes for clarification of the proton-transfer mechanism. Cα (90%), and 
CO, NH (80%) signals could be sequentially assigned by COMPASS method using a series of 
selectively labeled amino acids. The chemical shifts suggest that major parts of the TFoc-ring 
in liposomes take on α-helices, similarly to the monomer structure in organic solution. 

P051



－ 264 － － 265 －

13
C

i+
1

/  
pp

m

13C i / ppm

13C i / ppm
13

C
i+

1
/  

pp
m

 Fig. 1  Model spectra of 13Cα
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i

correlation are plotted from chemical 
shifts of monomer. (a) 13C, 15N uniformly 
labeled TFoc and (b) reverse labeled TFoc
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Solid State NMR of High Speed 1mm Probehead and Its Application 
Kazuo Yamauchi1, Yusuke Nishiyama2, Yoshitaka Ishii3, Tetsuo Asakura1, Katsuya Hioka2

1Department of Biotechnology, Tokyo University of Agriculture and Technology, Tokyo, Japan. 
2JEOL Ltd., Tokyo, Japan. 

3Department of Chemistry, University of Illinois, IL, U.S.A.

The probehead is developed for high-resolution solid state NMR observation with 
high speed spinning of the samples. The probehead is composed with stator for 1mmΦ. rotor 
and it span over 70kHz and it has the capability of observation with sub-micro gram sample.  
As the result, spectra obtained by this probehead are high resolution and high sensitivity.  
Here, we introduce some applications using this probehead with 800MHz instrument 
including basic specification of it and also the potentiality for new applications specially 
using high speed spinning and high field NMR for solid state NMR.  

solids state NMR, MAS, high speed spinning 

Fig.2 1mm MAS
probehead for 800
MHz instrument 

Fig.1 1mm rotor for high 
speed MAS and rice grain.  
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1) K. Yamauchi, J.W.G. Janssen A.P.M. Kentgens, J. Magn. Reson. 167, 87. (2004). 
2) K. Yamauchi, T. Asakura, Chem. Lett.35, 426.(2006).

-3-2-119 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

10kHz

20kHz

30kHz

40kHz

50kHz

60kHz

70kHz

Fig.3 1H MAS spectra of L-
alanine by changing spinning
speed  

250 200 150 100 50 0 ppm

Fig.4 13C CP/MAS spectrum of glycine by
50kHz MAS spinning speed with 10kHz
decoupling field  
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MAS

, ,

Temperature distribution map of inside of rotor 
under fast MAS using 207Pb signal

Atsushi Asano, Masashi Kitamura, Chikako Tanaka, Takuzo Kurotsu 
Department of Applied Chemistry, National Defense Academy, Japan 

It is important to calibrate the regulated temperature for the solid state NMR experiment 
under fast magic-angle spinning (MAS). Previously, we calibrate the regulated temperature 
under MAS by methanol method1 to elucidate the molecular motion of rubbers,2 because the 
temperature can be directly known from the chemical shift difference between 1H signals of 
CH3 and OH. However, methanol is liquid so that the temperature distribution in a rotor is 
averaged by its very fast molecular motion and migration. For investigation of molecular 
motion of solid polymers, it is necessary to know the correct temperature distribution inside 
of rotor utilized. 207Pb signal of lead nitrate (Pb(NO3)2) has widely used to calibrate the 
temperature for variable-temperature (VT) MAS experiments.3,4 On the other hand, there is 
some ambiguity to calibrate temperature directly even though temperature dependence of 
chemical shift change is very large. In this study, we investigate the temperature distribution 
using both Pb(NO3)2 and methanol methods at both various temperatures and MAS rates. 

MAS VT Bearing
MAS

NMR
3

Pb(NO3)2
207Pb 207Pb

3,4

0 ppm
Takahasi 4 29 0 ppm

Keywords MAS, , 207Pb
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3.2mm MAS 6 kHz
30

29
207Pb 0 ppm

Pb(NO3)2 2mm center Drive
bottom top

MAS 5
207Pb

Pb(NO3)2 a
top b center c bottom d 207Pb MAS

MAS 6 kHz
30 b d

top bottom

MAS

0 MAS
VT 30

MAS
MAS

MAS 25 kHz 6

1: van Geet, A.L., Anal. Chem., 42, 679-680 (1970).  
2: A. Asano et al., IRC’08 proceedings, 1118-1135 (2008).  
3: A. Bielecki, D.P. Burum, J. Magn. Reson. A, 116, 215-220 (1995).  
4: T. Takahashi, et al., Solid State Nuc. Magn. Reson., 15, 119-123 (1999) 

Figure 1. Position dependence of 207Pb MAS 
NMR spectra of Pb(NO3)2 at 30 C and MAS = 6 
kHz: (a) whole, (b) top, (c) center, and (d) 
bottom in 3.2mm  rotor. The sample height of 
(b) to (d) is ca. 2 mm. 

Figure 2. Temperature distribution map for 
3.2mm  rotor regulated at 30 C: (a) full and (b) 
expanded map at MAS = 25  0.2 kHz. 
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固体13C CPMAS NMR擬似的クロマトグラフ法

○ 西山裕介1, Michael H. Frey2, Sseziwa Mukasa2, 内海博明1

1 日本電子株式会社 NM事業ユニット, 2 JEOL USA Inc.

13C Solid-State NMR Chromatography by Magic Angle Spinning 1H T1

Relaxation Ordered Spectroscopy
○Yusuke Nishiyama1, Michael H. Frey2, Sseziwa Mukasa2, Hiroaki Utsumi1

1 NM Business Unit, JEOL Ltd., 2 JEOL USA Inc. 

A practical method to separate 13C NMR spectra of solid mixtures is introduced. The 
1H longitudinal (T1) relaxation time is used to separate the overlapping 13C spectra of solid
mixtures via an inverse Laplace transform of the relaxation dimension. The resulting 2D 
spectrum contains separate 13C spectra for each component of the mixture that are identical to 
13C spectra of the isolated materials. The separation is based on the equalization of 1H T1

values in a single domain by rapid 1H spin diffusion and on the 1H T1 value differences
between different domains. The method is demonstrated on a commercial drug containing 
several compounds. 

はじめに

ここでは、固体混合物のNMRスペクトルを構成物ごとに分離する手法を提案

する。1HのT1緩和時間により混合物の13Cスペクトルを分離できることが知られている

[1]。この手法は、1)1H-1H間のスピン拡散により1HのT1がドメイン内で均一になるこ

と、2)異なるドメイン間では1HのT1が異なる値になることを利用している。しかしな

がら、非常に長い測定時間が要求され実用的に使うには問題があった。ここでは、緩

和時間解析に逆ラプラス変換(ILT)を利用することにより測定時間を一桁短縮する

Relaxation Ordered Spectroscopy (ROSY)法を提案する。

NMR 測定

測定は一般的な13C観測の1H T1時間測定

である(図 1)。saturation recovery を用いることに

よりT1の値に関わらず短時間での繰り返し測定が

可能となる。また有効に1H拡散を行うために中程

度の試料回転(<15kHz)を用い、スピニン

グサイドバンドはcogwheel phase cycled Fig1. Pulse scheme used for the ROSY experiments.

Acq.

Dec.CP

CP

saturation

cpsat

1H

13C

TOSS
n r t

13C CPMAS, 混合物, 固体NMR

○にしやまゆうすけ、Michael H. Frey、Sseziwa Mukasa, うつみひろあき
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TOSSにより消去した[2]。NICPにより効率のよい磁化移動を実現した[3]。

解析

従来法では の間隔に均等なサンプリング間隔しか許されない DECRA という

線形解析を利用していた。緩和時間測定には均等なサンプリング間隔は非効率であり、

log スケールのサンプリング間隔が望ましい。解析に ILT を用いることにより任意の

サンプリング間隔が利用可能となり、２～４倍の測定時間の短縮が可能となる。

NMR 信号 S(t, )は以下のように表記できる。

111 exp1exp,, TtiTIdTdtS , (1)

ILTは指数関数 1exp T に適用することによりT1の位置にピークを与えるので、S(t,
) – S(t, )のt次元へのFourier変換に引き続き 次元にILTを行うことでROSYスペク

トルI( , T1)が得られる。

結果

市販の鎮痛薬の

ROSY測定結果を図２に

示す。1HのT1緩和時間次元

に 3 つのピークが現れた。

T1 = 94s 付近の信号は

acetaminophen、T1 = 7.4sは
ethenzamideの信号であり、

単離したサンプルの 13C
CPMASスペクトルとよい

一致を示した。T1 = 2.2s付
近には、賦形剤のデンプンや糖

の信号が現れた。従来法では

570 時間 測定時間が必要で

あったが、ROSY法により 50
時間に短縮することができた。

本試料はT

の

1が長いため長い測

定時間が必要であるが、T1 = 5s程度の試料では数時間での測定が可能である。当日は

試料回転が1HのT1に与える影響、ドメインサイズについても議論を行う。

200 100 0

chemical shift / ppm

200 100 0

25

50

75

100

1 H
T 1 /

 s

chemical shift / ppm

OTC tablet
pure acetaminophen (T1 = 100 s)

slice at 94 s

pure ethenzamide (T1 = 7.4 s)

slice at 8.3 s

slice at 2.2 s

(a)

(b) (c)

Figure 2. 13C spectra of an OTC drug and two pure materials,

ethenzamide and acetaminophen, at 15 kHz MAS. (a) 13C CPMAS

and (b) ROSY spectra of the OTC drug. 18 spectra were recorded

with  = 0.1 to 400 s for the ROSY spectrum. An expansion from

115 to 126 ppm is superimposed on the ROSY spectrum. (c) 13C

CPMAS and ROSY slices.

参考文献

[1] N. Zumbulyadis, et Al., J. Am. Chem. Soc. 121 (1999) 11554.
[2] N. Ivchenko, et al., J. Magn. Reson. 164 (2003) 286. 
[3] W.K. Peng, et al., Chem. Phys. Lett. 417 (2006) 58. 



－ 278 － － 279 －

固体 プローブにおける
マジック角の微小角度精密調整法
○水野　敬、樋岡克哉 日本電子 株 、
竹腰清乃理 京都大学大学院理学研究科

■はじめに 固体 においてマジック角回転法 は、内部相互作用の空間部
分のうち、外部磁場と試料回転軸との為す角度 に関する に依存した項を消去
することにより、高分解能 を可能ならしめる手法として定着している。従来、固体
ＮＭＲプローブにおけるマジック角の調整は、単純な接合機構などを用いた手動の機械操
作によって行われてきた。
四極子核 の固体高分解能 では、比較的大きな四極子相互作用

数 ～数 のために、マジック角のわずかな誤差によってもスペクトル分解
能が悪くなる。たとえば我々が実施した天然存在比の では、 °の偏
差まで合わせこむ必要があった 。また、四極子核の高分解能 法として注目され
る 法では、 で、 °以内の誤差範囲が要求された例もある 。これを
既存の角度調整機構によって手作業でルーチン的に達成することは、非常な困難を伴う。

θ

B0 B '0

δθ

δΒ
δΙ

方向の静磁場 下で均一
磁場コイル に電流 を流して 軸
方向に磁場 を作ったとき。このとき、
回転試料 の感じる磁場は合成ベクト
ル に相当し、試料回転軸 と全外
部磁場との為す角度は となる。

そこで、我々は、機械的な動作によらず、高精度
かつ高再現的なマジック角の精密調整を容易に
可能にすることができる「シムコイル」を考案し
た。この「シムコイル」は、 に示すよう
に、試料空間における外部静磁場方向（以下、
方向という）に対して、垂直な方向（以下、 方
向という）にごく小さい均一な静磁場を発生す
るためのものである。トータルの静磁場は 方
向と 方向の合成によって与えられるから、「シ
ムコイル」に電流を流すことで、外部磁場全体を
方向からわずかに傾け、マジック角を調整する
ことができる。
我々はこの「シムコイル」を、ヘルムホルツ

コイル（鞍型コイルのペア）形状で仕様を検討
した。外部磁場強度が の場合、角度を
傾けるのに必要な 方向の磁場は約 で

○みずの　たかし、ひおか　かつや、たけごし　きよのり
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ある。この磁場強度は、ヘルムホルツコイルをワイドボア・プローブの最外周に設置した
とき、丸線直径 で約 ターンのコイルに の電流を流すことに相当する。こ

（左）実証試験機のシムコイ
ルおよびボビンの模式図。（右）シムコイ
ルの片側（平角線鞍型コイル）の拡大図。
平角線寸法：厚さ 幅 絶
縁被覆厚み 。コイル寸法：半径

高さ 巻数 。

こで我々は、このコイルを断面形状が矩形状の
「平角線」によって作ることを提案した（特許出
願中）。平角線は、通常よく用いられる「丸線」
と比較して、線と線の間に空隙が無く、稠密性に
優れることから 設置空間あたりの磁場強
度を大きくでき、 熱伝導性・堅牢性に優れ、
単一層で巻けることからコイル形状が理想形

に近似し、スペクトル分解能への影響を少なく
できる といった長所を有し、多数ターンの
鞍型コイルに適用するに相応であると考えた。
■実験・結果 実証試験機として、 社
のワイドボア 二重共鳴 プ
ローブに対して適合した、マジック角調整シム
コイルおよびボビンを設計した 。この
シムコイルを装着したプローブにおいて、
を試料としてシムコイルに流す 電流を変化

Offset/kHz
40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40

実証試験機による スペクトル。
外部磁場 。シムコイルに流す電流を＋ ～－
まで 刻みで変化し、それぞれについて 回積算した。
電流変化 あたり角度変化 °と推定される。

させながら を測定し
た 。シムコイルに流
れる電流を変化させることによ
り、センターバンドおよびサイ
ドバンド強度が連続的に変化し、
試料回転軸の角度変化に対応す
ることが確認された。
■むすびに 平角線ヘルムホ
ルツコイルによって、固体
におけるマジック角を 電流
により微小制御できることを実
験的に示すことができた。本シ
ムコイルは、アタッチメントと
して、全ての固体高分解能
プローブに対して取り付けて、
マジック角の精密調整を容易化・
オートメーション化することが
できる。また、試料系の周囲に
特殊な実験環境（真空、極低温、
高温、高圧、特殊雰囲気・・・
）を設定された特殊プローブ（たとえば、クライオコイル においては、試料管と
検出コイルの間に断熱真空層の壁を挿入するため、試料管の角度はプローブ筐体に対して
固定されることが望ましい）において、非 機械的にマジック角の精密制御を担保するシ
ステムとしても機能する。

謝辞 本研究は、 平成 年度採択 により財政的に支援された。平角線の提供および巻線作業
について、三菱電線工業 株 機器部品事業部 部および浦谷エンジニアリング 株 に感謝する。
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SASS法による 

PBLAの 13C化学シフト異方性の測定と二次構造の評価 

○神原孝之 1、水野敬 2、竹腰清乃理 1、莊司顯 3 
1京都大学大学院理学研究科、2日本電子(株)、 
3群馬大学大学院工学研究科 

 
Conformational analysis of poly(β-benzyl L-aspartate) 
by 13C chemical shift anisotropies 
○Takayuki Kamihara1, Takashi Mizuno2, Kiyonori Takegoshi1, and Akira Shoji3 
1Graduate School of Science, Kyoto University, Kyoto, Japan, 2JEOL ltd., 
3Graduate School of Engineering, Gunma University, Gunma, Japan 
 
Poly(β-benzyl L-aspartate) (PBLA) is a unique polypeptide undergoing irreversible 

transformation of its conformation in the solid-state by heat treatment. In order to study origin 
of its unique property, we measured 13C chemical shift anisotropy (CSA) of the peptide 
carbon in PBLA by the high-speed Switching-Angle Sample-Spinning (SASS) technique and 
made comparison with CSAs of similar polypeptides. We observe a low-frequency shift of the 
δ22 value in the peptide carbon of αR-helix PBLA, which indicates weaker intramolecular 
hydrogen bond in its αR form. We conclude this suggests its structural instability and thereby 
its unique property regarding to the conformational transformation. 
 
  ポリペプチドである poly(β-benzyl L-aspartate) 

(PBLA)は、固体状態で加熱によってその二次構造が不

可逆的に転移することが知られている[1]。このような

転移は他のポリペプチドには見られない。我々は PBLA

固有の転移を引き起こす原因を明らかにするため、化

学シフト異方性（CSA; chemical shift anisotropy）

を測定し、類似ペプチドのものと比較した。化学シフ

ト異方性は、原子核の周りの電子雲による外部磁場の

遮蔽に関する情報を含んでおり、３つの主値(δ11、δ22、δ33)で特徴づけられる回転

楕円体様の広がりを持っていると近似できる。特にペプチド炭素のδ22の方向はほぼ

C=O 結合の方向を向いていることが知られ、その構造に重要な水素結合に関する情報

を含んでいる。化学シフト異方性の情報を得るためには、 Switching-Angle 

Sample-Spinning (SASS)法[2]を適用した。 

今回用いた２次元高速 SASS法では、試料回転角を１次元目に off-magic angleに、

２次元目に magic angleに置いて実験を行った。こうして得られた２次元スペクトル 

では、１次元目に off-magic angleでスケーリングされた CSAパウダーパターンが、 
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SASS法による 

PBLAの 13C化学シフト異方性の測定と二次構造の評価 
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Conformational analysis of poly(β-benzyl L-aspartate) 
by 13C chemical shift anisotropies 
○Takayuki Kamihara1, Takashi Mizuno2, Kiyonori Takegoshi1, and Akira Shoji3 
1Graduate School of Science, Kyoto University, Kyoto, Japan, 2JEOL ltd., 
3Graduate School of Engineering, Gunma University, Gunma, Japan 
 
Poly(β-benzyl L-aspartate) (PBLA) is a unique polypeptide undergoing irreversible 

transformation of its conformation in the solid-state by heat treatment. In order to study origin 
of its unique property, we measured 13C chemical shift anisotropy (CSA) of the peptide 
carbon in PBLA by the high-speed Switching-Angle Sample-Spinning (SASS) technique and 
made comparison with CSAs of similar polypeptides. We observe a low-frequency shift of the 
δ22 value in the peptide carbon of αR-helix PBLA, which indicates weaker intramolecular 
hydrogen bond in its αR form. We conclude this suggests its structural instability and thereby 
its unique property regarding to the conformational transformation. 
 
  ポリペプチドである poly(β-benzyl L-aspartate) 

(PBLA)は、固体状態で加熱によってその二次構造が不

可逆的に転移することが知られている[1]。このような

転移は他のポリペプチドには見られない。我々は PBLA

固有の転移を引き起こす原因を明らかにするため、化

学シフト異方性（CSA; chemical shift anisotropy）

を測定し、類似ペプチドのものと比較した。化学シフ

ト異方性は、原子核の周りの電子雲による外部磁場の

遮蔽に関する情報を含んでおり、３つの主値(δ11、δ22、δ33)で特徴づけられる回転

楕円体様の広がりを持っていると近似できる。特にペプチド炭素のδ22の方向はほぼ

C=O 結合の方向を向いていることが知られ、その構造に重要な水素結合に関する情報

を含んでいる。化学シフト異方性の情報を得るためには、 Switching-Angle 

Sample-Spinning (SASS)法[2]を適用した。 

今回用いた２次元高速 SASS法では、試料回転角を１次元目に off-magic angleに、

２次元目に magic angleに置いて実験を行った。こうして得られた２次元スペクトル 

では、１次元目に off-magic angleでスケーリングされた CSAパウダーパターンが、 
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 ２次元目に magic angleでの先鋭なスペクトルがそれぞれ得られる。各サンプルに対

して得られたスペクトルから C=O炭素のパウダーパターンを取り出し、最小二乗フィ

ッティングを行うことで化学シフト異方性の値を決定した。 

測定したサンプルは、PBLA のαR-helix、αL-helix、類似のポリペプチド poly(γ

-benzyl L-glutamate) (PBLG)のαR-helix である。得られた２次元 SASS スペクトル

のペプチド炭素の部分を拡大したもの、それを t1軸方向にスライスして得られたパウ

ダーパターンをフィッティングしたものを Fig. 2に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  δ11 δ22 δ33 δiso 

αR-helix 
(PBLA) 245.5 183.7 95.0 175.3 
(PBLG) 255.8 196.9 76.4 176.4 

αL-helix (PBLA) 233.0 166.0 113.7 172.3 
 

 

ここから得られた CSAの値(Table 1)を比較すると、PBLAのαR-helixにおけるδ22

の値は、PBLGのものより低周波数側に大きくシフトしている。ポリペプチドにおいて

は、水素結合距離が大きくなるほどδ22 の値は小さくなることが知られている
[3]。ま

た、αL-helixという構造はαR-helixよりも水素結合が弱いため不安定とされている。

実際にその δ22 の値はαR のものより小さい。これらのことから、PBLA のαR-helix

は他のポリペプチドのαR-helix よりも弱い水素結合をしていると考えた。したがっ

て、PBLAのαR-helix構造の不安定性や特異な構造転移はその弱い水素結合に起因す

るのではないかと考えられる。 

 

 References: [1] T. Akieda, et al., Macromolecules 32, 5794 (1992) 

           [2] T. Terao, et al., Chem. Phys. Lett. 107, 145 (1984) 
           [3] T. Kameda, et al., J. Mol. Struct. 384, 17 (1996) 
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slices of peptide carbons in 
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Table 1. Principal values of 13C CSA 
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Dynamic Nuclear Polarization using a Rigid Biradical

Yoh Matsuki
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In an effort optimizing the efficiency of dynamic nuclear polarization (DNP) in high magnetic 

field conditions, we rationally designed, synthesized and tested a novel TEMPO-based

biradical polarizing agent, called 

bis-TEMPO-bisketal (bTbk). A rigid 

spiro tether connects two 

2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl 

(TEMPO) moieties in the new 

biradical (see structure) with superior 

performance in dynamic nuclear 

polarization. The 
1
H DNP 

enhancement observed in a 
13

C

spectrum of an organic compound after 

cross-polarization (CP) was ε~250,

and by a factor about 1.4 times larger

 Fig. 1 Crystal structure of a new biradical bTbk, and 

NMR signal of 13C-labeled urea observed after CP with 

and without microwave irradiation.
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than that using TOTAPOL, a previously described TEMPO-based biradical with a flexible 

tether.
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光励起三重項DNPによる室温での
p-terphenyl結晶におけるプロトンの高偏極化

(阪大院基)　�根来　誠,立石　健一郎,香川　晃徳,北川　勝浩

High proton polarization at room temperature
with p-terphenyl crystal by DNP using photoexcited triplets

�Makoto Negoro, Kenichiro Tateishi, Akinori Kagawa, and Masahiro Kitagawa
Graduate School of Engineering Science, Osaka University

Abstract: In this work, we have obtained high 1H polarization of 0.11 in a single crystal of
0.1mol% pentacene-doped p-terphenyl using Dynamic Nuclear Polarization with photoexcited
triplets (triplet-DNP). The polarization is achieved in 10 minutes at room temperature and in
0.4 T. In triplet-DNP, the polarization of 0.11 is the highest at room temperature and the time
required for obtaining the polarization of order 0.1 is the shortest in the undeuterated sample.

NMR分光という観測手法は感度が非常に低いのが欠点で,現在,それを補うための手
段として動的核偏極 (DNP; Dynamic Nuclear Polarization)の研究が盛んに行われている
[1]. DNPとは電子スピンの偏極率を ESR周波数近くのマイクロ波照射によって,超微細
結合を通して核スピンに伝えることで感度を向上する手法である. He温度以下, ESR周
波数がサブテラヘルツ領域にかかる磁場下で DNPを行うことで, 0.1のオーダーの核ス
ピン偏極を得ることが出来る. 普通, DNPを行うときは観測したい試料にフリーラジカ
ルをドープするのであるが,フリーラジカルの代わりに光励起電子を持つ分子をドープ
し,その光励起電子で DNPを行うという方法もあり,これを triplet-DNPと呼ぶ. ペンタ
センのような分子は光励起三重項電子スピン状態を持ち,その占有数分布が温度,磁場に
関係なく非常に大きく偏るということが知られている. それゆえ, ペンタセンを用いた
triplet-DNPでは従来のDNPより比較的扱いやすい低磁場,高温度の環境で核スピン系を
0.1のオーダーの偏極率まで高めることが出来る.
我々の研究室では NMRを用いた量子計算の研究を行っている. 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,エンタングルメントを利
用した真のNMR量子計算には, 0.1のオーダーの偏極率を持った核スピンを量子ビット
(qubit)として用いる必要がある [2]. 我々は triplet-DNPによって高偏極化させた核スピ
ン系でNMR量子計算実験を行うことを目指している. このアプローチは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 DNPにより高偏極化させ
るアプローチに比べて [3],デコヒーレンス (スピン緩和)が少ないという点で優れている

Key Word: DNP, triplet-DNP,量子計算
ねごろまこと,たていしけんいちろう,かがわあきのり,きたがわまさひろ
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と考えられる. 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のである.
武田らによって triplet-DNPのためのパルスシーケンスの中で最も効率的と言われてい

る ICPシーケンスを 50 Hzで繰り返し行い, 0.018 mol%ペンタセンを少量ドープしたナ
フタレンの 1H偏極が 100 K, 0.3 T下で 0.7まで向上できることが報告されている [4]. こ
の時の偏極のビルドアップカーブの時定数は約 2時間であり, 高偏極化には非常に時間
がかかっていた.

図 1: Buildup curve of the 1H polarization in a
single crystal of 0.1 mol% pentacene doped p-
terphenyl. The ICP sequence was repeated at a
rate of 50 Hz in 0.4 T and at room temperature.

本研究では,ホスト分子を p-terphenylに代
えることで短時間で高偏極化が可能であるこ
とを示す. p-terphenylはナフタレンに比べて
ペンタセンをより多くドープすることができ,
偏極の高速化が期待できる. マイクロ波強度,
スイープ磁場パラメータ,レーザーパラメータ
を最適化し, 0.1 mol%ペンタセンをドープし
たp-terphenyl単結晶中の 1H偏極が室温, 0.4 T
下で 10分で 0.11まで向上できることを示し
た. 1H偏極率の時間変化を図 1に示す. ICP
シーケンスは50 Hzで繰り返した. ビルドアッ
プカーブの時定数は約 2分で, 高偏極化にか
かる時間がナフタレンに比べて大幅に短縮さ
れている. 0.11という偏極率は室温で行われ
た triplet-DNP実験で得られた最も高い偏極
率で, このビルドアップの早さは部分的重水
素化されていないサンプルで行われたものの
なかでは最も早いものである.
発表では, 様々なパラメータで行った実験
の結果を紹介し, 偏極の高速化について詳し
く議論する.
本研究に関して,多大なるご支援,ご助言を頂いた京都大学の武田和行先生に感謝いた
します. また,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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マイクロコイルMAS，リチウムイオン電池，極微量固体NMR 
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Micro Amount NMR of Thin-film Lithium-ion Battery Materials Using of 

Microcoil MAS 

○Yasuto Noda
1
, Kazuyuki Takeda

2
, Junichi Kawamura

3
, and Hideki Maekawa

1

1
Graduate School of Engineering, Tohoku University, Sendai, Japan.  

2
 Graduate Scholl of Science, Kyoto University, Kyoto, Japan. 

3
Institute of Multidisciplinary Research for Advanced Materials, Tohoku University, Sendai, 

Japan. 

 

Thin-film lithium-ion batteries are lightweight and have properties including high energy 

density, feasibility to built-on semiconductor devices. For the improving the properties, the 

precise analysis of cathode materials are desired. Although MAS NMR is powerful tool to 

investigate local structure and electron state in cathode materials, the less S/N prevented 

analysis due to micro amount of the samples. Microcoil MAS is a key method to investigate 

precisely such micro amount samples. 

 

半導体を用いた電子機器は幅広く普及し、携帯電話やノートPCといったモバイル機

器の小型・軽量化や長時間駆動などの機能や特性の向上が望まれている。リチウムイ

オン電池は高エネルギー密度を有し、モバイル機器の電源として最も採用されている。

電子機器性能の向上の要求に伴い、その電源であるリチウムイオン電池の更なる軽量

化や高安全性、高機能化が求められている。現在普及しているリチウムイオン電池は

発火につながる有機電解液が用いられているが、この電解液を固体電解質に置き換え

た全固体電池は従来の電池と比較して漏液や自己放電がなく、高信頼性と有する魅力

的な電源である。全固体電池の中でも薄膜リチウムイオン電池は比較的任意の基板上

に電池を薄膜技術のみで作製できるため他の機能素子との複合化が可能になる。薄膜

リチウムイオン電池用電極材料に必要とされる性能は、良好な電子伝導性と電極中の

Liイオンの拡散能が大きいことである。リチウムイオン電池のサイクル特性やパワー

特性、容量の向上のためには正極材料のリチウムイオンの拡散経路や格納サイトと密

接な関係があるLiの局所構造を評価することが必要であると考えられる。 

7

Li NMRは電子スピンまたは非局在化電子の存在に極めて敏感である。そのため、電

極材料に用いられている層間化合物の局所構造を緻密に評価することが可能である。

しかし、薄膜リチウムイオン電池では正極材料が1 mg以下と極微量しか得られず、従

来のMAS NMR法では評価することが困難である。近年、ソレノイドマイクロコイルを
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用いて微量試料を高感度に測定可能なMAS NMR法が開発された[2]。マイクロコイルを

用いたNMRは微量試料に対し大きなフィリングファクタと巨大な有効磁場強度が実現

でき微量試料を高感度で測定可能となる。今回はマイクロコイルを組み込んだプロー

ブを自作し、リチウムイオン電池の正極材料であるLiCoO
2
とLiMn

2
O
4
を

7

Li MAS NMRによ

り評価することを目的とした。 

薄膜試料はパルスレーザーアブレーション法（Pulsed Laser Deposition; PLD）に

より作製された。薄膜形状は1 cm x 1 cm x 400 nmである。質量はバルクLiCoO
2
の密

度5.05 g/cm
3

からおよそ0.2 mgと求められる。マイクロコイルプローブは0.05 mmの銅

線を20回巻いた内径0.8 mmのソレノイドコイルとコンデンサから自作した。この予稿

では、作製したマイクロコイルプローブにより実際の薄膜正極材料と同じ質量の粉末

正極材料を予備実験として測定した結果を掲載する。試料は内径0.4 mm、外径0.5 mm

の石英キャピラリに充填した。静磁場強度は7 Tである。 

作製したマイクロコイルMASプローブのラジオ波強度の入力パワーに対する依存性

をFig. 1に示す。小さな入力パワーで大きな有効磁場が得られている。この作製した

マイクロコイルで測定したLiCoO
2
の

7

Li MAS NMR をFig. 2に示す。MASの回転速度は8 

kHzであり、スピニングサイドバンドをアスタリスクで示した。 

討論会当日は現在取り組んでいる実際に薄膜リチウム電池の正極材料の測定結果

とローターの中にマイクロコイルを組み込み、コイルごとMASをして測定した結果も

合わせて報告したい。 

 

Fig. 1 Effective field dependence on rf-power 

obtained by nutation experiments of 
7
Li in 

solid LiCl. 

15 10 5 0 -5 -10 -15

kHz

Fig. 2. 
7
Li NMR spectrum of LiCoO2

particlesof 10 µs in diameter measured by 

single pulse sequence. The MAS frequency 

is 8 kHz and the acquisition time is 10,000.
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固体高分解能NMRによるナノ粒子表面の修飾有機分子の
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Bonding states of organic molecules modifying the surface of nano-particles 
and structures of hybrid materials studied by high-resolution solid-state 
NMR
○Hiroyuki Souma, Ryo Chiba, Shigenobu Hayashi
Research Institute of Instrumentation Frontier, National Institute of Advanced Industrial 
Science and Technology (AIST), Tsukuba, Japan

It is important that the surface of nano-particles is modified by chemical species having high 
affinity with the matrix in order to disperse nano-particles uniformly in the matrix. And 
solid-state nuclear magnetic resonance (SSNMR) is a powerful technique to characterize the 
modified surface of nano-particles. In the present study, we have synthesized titania (TiO2)
nano-particles modified by propylphosphonic acid (PPA) and decylphosphonic acid (DPA),
and have demonstrated that SSNMR can detect the bonding between the surface of the 
nano-particles and the surface-modified reagent. And we proved that SSNMR is very useful 
to characterize the modified surface of nano-particles.

【序論】

ナノ粒子をマトリックス中に均一に分散させるためには、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(PPA)、デシルホスホン酸(DPA)を用い、二酸

化チタンナノ粒子（アナターゼ型）TiO2とのハイブリッド試料を、調製時間や温度、

さらに調製方法を変えて調製した。それぞれの試料中のナノ粒子表面のリン酸基の結

合状態とそれらの構造を31P、13C CPMAS NMR法、1H SPMAS法により調べた。測定には、

Bruker MSL400分光計、Bruker ASX400分光計（共鳴周波数 31P：161.98MHz 、13C：

100.62MHz 、1H：400.13MHz）を用いた。さらに、調製したハイブリッド試料の構造を

解析するために、Rigaku MiniFlexを用い、X線粉末回折測定を行った。

【結果・考察】

Figure 1aに表面修飾剤としてデシルホスホン酸(DPA)を用いたハイブリッド試料

(DPA/TiO2)の
31P CPMAS NMRスペクトルを示す。Sample A～Cは、それぞれ調製条件の

異なる試料である。

このスペクトルより、Sample Aにおいて9.4ppm、7.4ppmのシグナルが他と比べて大

固体NMR、ナノ粒子、表面修飾

○そうまひろゆき、ちばりょう、はやししげのぶ
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nano-particles modified by propylphosphonic acid (PPA) and decylphosphonic acid (DPA),
and have demonstrated that SSNMR can detect the bonding between the surface of the 
nano-particles and the surface-modified reagent. And we proved that SSNMR is very useful 
to characterize the modified surface of nano-particles.
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ナノ粒子をマトリックス中に均一に分散させるためには、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(PPA)、デシルホスホン酸(DPA)を用い、二酸

化チタンナノ粒子（アナターゼ型）TiO2とのハイブリッド試料を、調製時間や温度、

さらに調製方法を変えて調製した。それぞれの試料中のナノ粒子表面のリン酸基の結

合状態とそれらの構造を31P、13C CPMAS NMR法、1H SPMAS法により調べた。測定には、

Bruker MSL400分光計、Bruker ASX400分光計（共鳴周波数 31P：161.98MHz 、13C：

100.62MHz 、1H：400.13MHz）を用いた。さらに、調製したハイブリッド試料の構造を

解析するために、Rigaku MiniFlexを用い、X線粉末回折測定を行った。

【結果・考察】

Figure 1aに表面修飾剤としてデシルホスホン酸(DPA)を用いたハイブリッド試料

(DPA/TiO2)の
31P CPMAS NMRスペクトルを示す。Sample A～Cは、それぞれ調製条件の

異なる試料である。

このスペクトルより、Sample Aにおいて9.4ppm、7.4ppmのシグナルが他と比べて大

固体NMR、ナノ粒子、表面修飾

○そうまひろゆき、ちばりょう、はやししげのぶ

きいことがわかった。このシグナルは、表面修飾剤の酸素原子が全て二酸化チタンナ

ノ粒子と共有結合した3座配位に由来するシグナルである[1]。Sample Aは、3日間オイ

ルバスを用いて均一に100℃で加熱して調製した試料であり、表面修飾剤にプロピル

ホスホン酸(PPA)を用いた場合も、同様の調製を行った試料の31P CPMAS NMRスペクト

ルにおいて、同様の傾向があった。これより、均一に長時間加熱することが3座配位

の増加につながることが明らかとなった。

Figure 1bに各ハイブリッド試料DPA/TiO2の
13C CPMAS NMRスペクトルを示す。

ここで注目すべき点として、Sample Aでのみ観測された35ppm付近のシグナルと、13、

15ppm付近のシグナルが挙げられ

る。DPAのCH2鎖は、各スペクトル

の30.4ppmのシグナルに帰属され

るが、Sample Aにおける35ppmの

シグナルは、このCH2鎖のシグナ

ルがシフトしたものであると考

えられる。鎖がトランス型になっ

た場合、このようなシフトを示す

ことが以前の研究で明らかにな

っており[2]、ここでもSample A

のCH2鎖がトランス型となってい

ることが予測される。さらに13、

15ppmのシグナルは末端CH3に帰

属されるが、Sample Aのみ明確に

分かれている。CH3基は構造上込

み入った空間に入ると高周波数

シフトを生じることが明らかに

なっている[3]。これらの結果から、
この試料には層状構造となった

部分が含まれることが予測され

る。X線粉末回折測定の結果でも、

この予測を支持する結果が得ら

れた。

このように、固体NMRを用いて、

ハイブリッド試料の表面修飾剤

の結合状態や、その構造を明らか

にした。

本研究は、NEDO超ハイブリッド

材料技術開発プロジェクトの支

援を受けて行われたものである。
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Figure 1. 
a) 31P CPMAS NMR spectra of DPA/TiO2.
b) 13C CPMAS NMR spectra of DPA/TiO2.
Sample A : 3 days at 100oC (an oil bath)
Sample B : 1 days at 100oC (an oil bath)
Sample C : 3 days at 100oC (a mantle heater)
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Study of inter-molecular interactions in CBOOA/HBAB mixture by 
high-resolution 13C NMR. 

Shoko HAGIWARA1, Noboru TANIMOTO1, and Hiroki FUJIMORI1

1 Graduate School of Integrated Basic Sciences, Nihon University.  

4-octyloxy-N-(4-cyanobenzylidene)aniline (CBOOA) has the thermotropic phase sequence, 
isotropic (I) – nematic (N) – smectic Ad (SAd) – crystal (C), on lowering the temperature at 
atmospheric pressure. When CBOOA is mixed with N-p-hexyloxybenzylidene-p-amino- 
benzonitrile (HBAB), which has the similar molecular structure to CBOOA but the different 
phase sequence, reentrant nematic (RN) phase is appeared at atmospheric pressure. To 
understand the molecular dynamics and the inter-molecular interactions in the liquid 
crystalline phases, the 13C high-resolution NMR experiments were carried out for CBOOA, 
HBAB, and CBOOA/HBAB mixture.  
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 Fig. 1. Molecular structures of CBOOA (a) and HBAB (b) and 
numbering of carbon atoms. 

Fig. 2. 1H-decoupled 13C NMR spectra of HBAB (a), 
CBOOA0.91HBAB0.09 (b), and CBOOA (c) in liquid-crystalline phases. 
Numbers indicate the results of line assignment. 

Fig. 4. Temperature dependencies of T1 of C(1) for HBAB (a), 
CBOOA0.91HBAB0.09 (b), and CBOOA (c). The dotted lines represent 
the transition temperatures. 

Fig. 3. Temperature dependencies of T1 of typical carbons, C(8), C(10), and C(11), 
for HBAB (a), CBOOA0.91HBAB0.09 (b), and CBOOA (c). The triangle, diamond 
and square marks represent the results of C(8), C(10), and C(11), respectively. The 
dotted lines represent the transition temperatures.
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固体ＮＭＲを用いた不飽和脂質を含有する 

バイセルに関する研究
○上釜 奈緒子 1、辻 暁 2、西村 勝之 1 

1分子科学研究所, 2兵庫県立大学 

 

Properties of Bicelle Composed of Un-, and Saturated Phosphatidylcholine 
Revealed by Solid State NMR Spectroscopy 

Naoko Uekama1, Satoru Tuzi2, and Katsuyuki Nishimura1

1Institute for Molecular Science, 2University of Hyogo 

In this study, we report development of new bicelle composed of un-, and saturated lipids 
together with phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (PIP2). That possesses planer lipid 
bilayer as same as conventional bicelle, but can be magnetically aligned at room temperature 
stably. The orientational property of developed bicelle was assessed by using 31P-NMR.
Rearrangements of lipids in bicelle were observed by differential interference microscope at 
various temperatures.  
 

Introduction: Conventional bicelle prepared from the hydrated mixture of saturated lipids 
possessing short and long acyl-chains at proper composition forms planer lipid bilayer and 
can be magnetically aligned under static magnetic field from 30 to 40 °C. Triba et al., 
proposed a bicelle prepared by mixture of saturated lipid 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DMPC) and unsaturated lipid 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- 
phosphocholine (POPC) for long acyl chain lipids, and 1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3- 
phosphocholine (DHPC) for short acyl chain lipid, respectively, in order to achieve magnetic 
alignment at temperature lower than that of conventional bicelle1). In the following we refer 
above bicelle to as POPC/DMPC/DHPC-bicelle.
 

Experimental: POPC/DMPC/DHPC-bicelle was prepared with q value of 3.0 as described 
in ref (1). Our developed bicelle consists of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) in 
addition to above lipids at proper molar ratio. We refer new bicelle to as 
PIP2/POPC/DMPC/DHPC-bicelle. Similarly, PIP2/POPC/DMPC/DHPC- bicelle was prepared 
with q value of 3.0. Orientational property of developed bicelle was compared to that for 
POPC/DMPC/DHPC-bicelle based on 31P-NMR. All of NMR experiments were carried out 
using Varian INOVA 400 spectrometer equipped with JEOL 6 mm o.d. narrow bore MAS  

固体 NMR バイセル 

 

○ うえかま なおこ、つじ さとる、にしむら かつゆき 
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Fig. 2  Differential interference microscope 

pictures of (a) PIP2/POPC/DMPC/DHPC-bicelle 

and (b) POPC/DMPC/DHPC-bicelle at 16°C. 

℃

℃

℃

℃

℃

℃

Fig. 1 31P-NMR spectra of (a) PIP2/POPC/DMPC/ 

DHPC-bicelle and (b) POPC/DMPC/DHPC-bicelle 

from 12 to 22 °C. 

probe at static mode. Temperature was 
increased from 0 to 30 °C. 

Results and Discussions: Figure 1 
shows the comparison of 31P-NMR
spectra for (a) PIP2/POPC/DMPC/ 
DHPC-bicelle and (b) POPC/DMPC/ 
DHPC-bicelle. The peaks around -3 and 
-11 ppm are originated from DHPC and 
POPC/DMPC mixture, respectively.  
The peak around -15.5 ppm is ⊥edge
of axially symmetric powder pattern of 
31P chemical shift anisotropy from multi 
lamella vesicles (MLVs). As shown in 
Figure 1 (a), PIP2/POPC/DMPC/DHPC 
-bicelle was magnetically aligned stably 
from 14 to 20°C. In contrast, POPC/ 
DMPC/DHPC-bicelle was magnetically 
aligned only at 16 °C. At 18 °C, ⊥edge
of axially symmetric powder pattern of 

31P chemical shift anisotropy from MLVs 
was appeared. 

Differential interference microscope 
pictures of (a) PIP2/POPC/DMPC/DHPC 
-bicelle and (b) POPC/DMPC-bicelle at 
16 °C are shown in Figure 2. No visible 
size objects were observed for PIP2/
POPC/DMPC/DHPC-bicelle at 16 °C, in 
contrast to observation of visible size of 
bicelle for POPC/DMPC/DHPC-bicelle. 
This result indicates that the size of those 

two bicelles were significantly different, even though those were prepared by same q value.  
We have successfully developed bicelle which can be magnetically aligned stably at 

room temperature. The developed bicelle may be useful for structural characterization of 
membrane proteins. 
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Characterization of epoxy resin reinforced with silsesquioxanes  
by solid NMR 

Shiro Maeda1, Shingo Oumae1, Yuta Shimizu1, Yoshiaki Murakami2
1Division of Applied Chemistry and Biotechnology, Graduate School of Engineering,  
University of Fukui, Fukui,910-8507, Japan. 2Nitto Shinko Corp., Sakai, Fukui, 910-0381, 
Japan    

Characterization of epoxy resin reinforced with silsesquioxanes [1] was done by using 13C
and 29Si solid-state high resolution NMR measurements. 13C and 29Si spin-lattice relaxation 
times and 13C depolarization time constants of [1] were measured with Torchia’s T1CP pulse 
sequence and Wu’s depolarization pulse sequence, respectively. 29Si DD/MAS spectrum of 
[1] was curve fitted to four peaks.  

(RSiO3/2)n

13C 29Si NMR

A

13C 29Si NMR
Chemagnetics CMX Infinity 300 75.56MHz 59.69MHz

13C TMS
17.35ppm,29Si TMS -34.1ppm

Table 1.  13C Chemical shifts, depolarization time constants, Td, and relaxation times, T1
C

of epoxy resin reinforced with silsesquioxanes.
Peak Number  1,1' 2 3 3' 4 5 5' 6 7 8 8' 9 10 11 

Chemical shift/ppm 157 144 130 130 115 72 72 51 41 31 31 23 17 8 

Td/µs 600, 590 540  490  71 81 38 38 270 400 240 60  76  180  60  

T1/s 11, 22 11 30 5.0 4.4 0.7 6.6 4.3 4.1 9.9 0.3 0.7 5.7 0.8 
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Figure 3. 29Si DD/MAS spectrum of 
epoxy resin reinforced with 
silsesquioxanes. 

Figure 1. 13C CP/MAS-TOSS spectrum of 
epoxy resin reinforced with 
silsesquioxanes. 

Figure 2. 13C CP/MAS depolarization 
spectra of epoxy resin reinforced with 
silsesquioxanes: depolarization times 
are a)40µs, b)100µs, and c)400µs,  
respectively. 

(a) 

(b) 

(c) 
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固体 NMR を用いた新規水素貯蔵材料M(Al(NH2)4)xの 

局所構造解析 

 

Systematic study on local structure of novel hydrogen storage

materialM(Al(NH2)4)x by solid state NMR
Taisuke Ono1, Keiji Shimoda2, Masami Tsubota2,

Ken-ichi Kojima3, Takayuki Ichikawa2, Yoshitsugu Kojima2

1.The Graduate School of Advanced Sciences of Matter, Hiroshima University

2.Institute for Advanced Materials Research, Hiroshima University

3.The Graduate School of Integrated Arts and Sciences, Hiroshima University

Novel metal aluminum amides M(Al(NH2)4)x (M = Li, Na, K, Mg, and Ca; x = 1, 2) were

synthesized by ball milling method under liquid ammonia. Thermogravimetry and mass

spectroscopy (TG/MS), synchrotron radiation X-ray powder diffraction (SR-XRD), and 27Al

MAS and 3QMAS NMR experiments have been performed in order to investigate the thermal

decomposition and structural properties. 27Al MAS spectra showed that Al(NH2)4- units

actually existed in M(Al(NH2)4)x. We found the correlation between decomposition

temperature and the 27Al isotropic chemical shift in 3QMAS spectra.

Key words: Hydrogen Storage Material; 27Al 3QMAS NMR
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Novel metal aluminum amides M(Al(NH2)4)x (M = Li, Na, K, Mg, and Ca; x = 1, 2) were

synthesized by ball milling method under liquid ammonia. Thermogravimetry and mass

spectroscopy (TG/MS), synchrotron radiation X-ray powder diffraction (SR-XRD), and 27Al

MAS and 3QMAS NMR experiments have been performed in order to investigate the thermal

decomposition and structural properties. 27Al MAS spectra showed that Al(NH2)4- units

actually existed in M(Al(NH2)4)x. We found the correlation between decomposition

temperature and the 27Al isotropic chemical shift in 3QMAS spectra.
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M(Al(NH2)4)x (M = Li, Na, K, Mg, Ca; x = 1, 2) M = Li

5.1 % / LiH 6.1

% 130℃ [1]

M(Al(NH2)4)x

M(Al(NH2)4)x Al

4 10 27Al MAS 3QMAS

JEOL ECA600 (14.1 T) 15kHz MAS

AlCl3 1M

Fig.1 LiAl(NH2)4

[2] Al NH2
-

LiAl(NH2)4

27Al MAS 3QMAS NMR

Al(NH2)4- Al

Fig.2 LiAl(NH2)4 27Al

3QMAS 3QMAS

[1] R. Janot et al., J. Phys. Chem. C 111

(2007) 2335-2340.

[2] H. Jacobs et al., Z. Anorg. Allg. Chem. 581

(1985) 125-139.



－ 300 － － 301 －

高圧水素ガスシール用ゴム材料中に溶解した水素の固体NMR
による解析 
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Evaluation of Hydrogen Dissolved in Rubber for High Pressure 
Hydrogen Sealing using Solid state NMR 
○Hirotada Fujiwara1, Junichiro Yamabe1,2 and Shin Nishimura 1,3

1 National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST) 
 Research Center for Hydrogen Industrial Use and Storage (HYDROGENIUS)  
2 International Research Center for Hydrogen Energy, Kyushu University 
3 Department of Mechanical Engineering in Faculty of Engineering, Kyushu University 

Rubber materials for high-pressure hydrogen gas sealing are repeatedly exposed 
to hydrogen gas. Hydrogen gas dissolves in rubber in high-pressure hydrogen gas. 
The dissolved hydrogen in rubber causes blister fracture, which starts from inner 
bubbles emerged during hydrogen desorption. In this study, we evaluate content and 
state of the dissolved hydrogen in NBR after 100MPa hydrogen gas exposure, using 
solid state NMR, aiming to clarify the mechanism of the fracture. As a result, two types 
of hydrogen with different chemical shifts were determined by NMR spectra. 
Examination of the relaxation time clarified the significant difference of the mobility of 
the two types of hydrogen. 
 
【緒言】燃料電池システムなどに用いられる高圧水素ガス貯蔵容器シール用ゴム材料の設

計指針を確立する目的で，高圧水素ガスのゴム材料への影響評価を進めている．高圧水

素ガス曝露によりゴム材料にはブリスタと呼ばれる破壊現象が生じるが，これは，ゴム中に

溶解した水素の脱離過程において発生した気泡が進展することで起こる現象 2)であることを

既に報告した．破壊現象にはゴム材料の化学構造変化を伴わないことを NMR,IR,ラマン測

定により確認した 1）．高圧水素曝露による破壊のメカニズムの解明に際しては，曝露時にゴ

ム中に溶解した水素の状態把握と定量が不可欠である．本研究では NBR(アクリロニトリル

ブタジエンゴム)を用い 100MPa 圧力条件にて水素ガス曝露に供した試験片の固体 NMR 測

定を行う事でゴム中に溶解した水素の状態と濃度評価を行った． 

【実験】実験には原料ゴムである NBR(日本ゼオン Nipol 1042)に硫黄 1.5phr および加硫促

進剤を配合した試験片を用いた．ジルコニア製固体 NMR 測定用φ7mm ローターに円柱試

験片を充填したサンプルを 100MPa・30℃・65 時間の条件にて水素曝露に供し，超伝導固

体 NMR 装置 CMX-300(日本電子(株))を用い，シリコンゴム(0ppm)を基準物質として 1H ケミ

カルシフトを観測した．残存水素量は同条件にて曝露した試験片を TDA：昇温脱離分析装

置JSH-201 (Jサイエンス社製)にて別途測定した．また，水素ガスをNMR管に封管し，重ク

Hydrogen GAS, Solid state NMR, Fuel cell 

○ふじわらひろただ，やまべじゅんいちろう，にしむらしん 
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ロロホルムを外部ロック試薬

と し て 超 伝 導 NMR 

ECP-400(日本電子(株))にて

測定した． 

【結果・考察】Fig. 1 に曝露後

ゴム中に水素ガスが溶解し

た状態の試験片について

MAS 速度 3,000Hz で固体 1H 

NMR 測定を行った結果を水

素ガスのスペクトルと合わせ

て示す．曝露後 1 時間経過

した試験片には 2.2ppm と

5.5ppm をピークトップとする

NBR由来のスペクトルの他，

未曝露の NBR では観測され

ない 4.49 ppm[A] (半値幅：

148Hz)と4.8 ppm[B] (47Hz)に2種類

のピークが発現した．一方，水素ガ

スのスペクトルは約 7.3 ppm 付近に

観測されたことから，[A] [B]は測定

中に試験片から脱離した水素ガス

由来のスペクトルでないことが示唆

される．NMR スペクトルの経時変化

を測定した結果，[A] [B]は時間の

経過とともに減少し 30 時間後消滅

した．30 時間後のスペクトルは未曝

露 NBR 試験片のスペクトルと一致

することが確認され，試験片中の残

存水素量は TDA により 0ｗｔ・ppm で

あるこが確認された．NBRの分子構

造は水素曝露の影響を受けないこ

とから[A] [B]を水素分子と仮定した場合の濃度をスペクトルの波形分離によって NBR の面

積比率を基に算出した．別途 TDA により NMR 測定温度と同条件下で測定した試験片中の

残存水素濃度との関係を Fig. 2 に示す．[A]と[B]の合計水素量は TDA 測定による水素脱

離挙動と一致した．TDA 測定により観測されるガスは水素分子であることが確認されてい

るため，[A] [B]はゴム試験片中に溶解している水素分子であることが確認された．よって，

ゴム中に溶解した水素ガスは，ケミカルシフトと半値幅が異なることから分子運動性の異な

る 2 種類の水素分子で存在していることが示唆された． 

1) 第 58 回高分子討論会 2R-15 藤原広匡 山辺純一郎 西村伸. 

2) J. Yamabe, S. Nishimura, Int. J. Hydrogen Energy, 34, 1997 (2009). 

【謝辞】ゴム試験片を作製いただきました高石工業（株）に感謝します．本研究成果の一部
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CsHSO4-シリカナノ粒子複合材料における水素結合と
プロトン拡散
○治村 圭子, 林 繁信

産業技術総合研究所 計測フロンティア研究部門

Hydrogen bonds and proton dynamics in hybrid materials of CsHSO4-silica 
nanoparticle prepared by mechanical milling
○Keiko Jimura and Shigenobu Hayashi
Research Institute of Instrumentation Frontier, National Institute of Advanced Industrial 
Science and Technology (AIST)

In inorganic solid acid salts such as cesium hydrogen sulfate CsHSO4, tetrahedral AO4 (A
= S, P) anions form hydrogen-bond networks. It is well known that a high proton conductivity 
is observed at temperatures higher than 100 C. Proton dynamics is closely related with 
rotation of AO4 tetrahedral ions, and proton transport takes place through the hydrogen bond 
networks. The proton transport phenomenon is expected to be changed or improved, if the 
hydrogen-bond states are changed or controlled. In the present work, we have synthesized 
hybrid materials of CsHSO4 and silica nanoparticle by use of mechanical milling, and have 
studied the hydrogen-bond states and the proton dynamics by 1H solid-state NMR.

【序】 CsHSO4に代表される無機固体酸塩では、AO4型の四面体イオン（A = S, P）
が水素結合のネットワークを形成しており、100℃以上の温度において高いプロトン
伝導性を示すことが知られている。プロトンの拡散は四面体イオンの回転と密接に関

係しており、プロトンは水素結合ネットワークを移動する。水素結合の状態を変化さ

せることにより、プロトンの拡散挙動が大きく変化することが期待できる。本研究で

は、CsHSO4 とシリカナノ粒子とをメカニカルミリングで複合化した試料について、

その水素結合状態と水素拡散挙動を 1H NMRを用いて調べたので報告する。
【実験】CsHSO4 とシリカナノ粒子をメカニカルミリングで複合化して調製した。ジ

ルコニア製粉砕ジャーに CsHSO4とシリカナノ粒子を所定量秤取り、遊星型ボールミ

ルで２時間ミリングした。調製中に材料が吸湿した可能性があるので、複合化した試

料を室温減圧下で乾燥した。複合材料 xSiO2-(1-x)CsHSO4の組成は mol比率：x = 0～
0.95とした。1H MAS NMR測定には、Bruker MSL400（共鳴周波数 400.13MHz）を用
いた。

【結果・考察】組成比の異なる複合材料の 1H MAS NMRスペクトルを Fig.1 に示す。
x = 0の材料では 12.4 ppm にシグナルが観測された。これは bulk CsHSO4（phase III）

固体 NMR、水素結合、無機固体酸塩

○じむら けいこ、はやし しげのぶ
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CsHSO4-シリカナノ粒子複合材料における水素結合と
プロトン拡散
○治村 圭子, 林 繁信

産業技術総合研究所 計測フロンティア研究部門

Hydrogen bonds and proton dynamics in hybrid materials of CsHSO4-silica 
nanoparticle prepared by mechanical milling
○Keiko Jimura and Shigenobu Hayashi
Research Institute of Instrumentation Frontier, National Institute of Advanced Industrial 
Science and Technology (AIST)

In inorganic solid acid salts such as cesium hydrogen sulfate CsHSO4, tetrahedral AO4 (A
= S, P) anions form hydrogen-bond networks. It is well known that a high proton conductivity 
is observed at temperatures higher than 100 C. Proton dynamics is closely related with 
rotation of AO4 tetrahedral ions, and proton transport takes place through the hydrogen bond 
networks. The proton transport phenomenon is expected to be changed or improved, if the 
hydrogen-bond states are changed or controlled. In the present work, we have synthesized 
hybrid materials of CsHSO4 and silica nanoparticle by use of mechanical milling, and have 
studied the hydrogen-bond states and the proton dynamics by 1H solid-state NMR.

【序】 CsHSO4に代表される無機固体酸塩では、AO4型の四面体イオン（A = S, P）
が水素結合のネットワークを形成しており、100℃以上の温度において高いプロトン
伝導性を示すことが知られている。プロトンの拡散は四面体イオンの回転と密接に関

係しており、プロトンは水素結合ネットワークを移動する。水素結合の状態を変化さ

せることにより、プロトンの拡散挙動が大きく変化することが期待できる。本研究で

は、CsHSO4 とシリカナノ粒子とをメカニカルミリングで複合化した試料について、

その水素結合状態と水素拡散挙動を 1H NMRを用いて調べたので報告する。
【実験】CsHSO4 とシリカナノ粒子をメカニカルミリングで複合化して調製した。ジ

ルコニア製粉砕ジャーに CsHSO4とシリカナノ粒子を所定量秤取り、遊星型ボールミ

ルで２時間ミリングした。調製中に材料が吸湿した可能性があるので、複合化した試

料を室温減圧下で乾燥した。複合材料 xSiO2-(1-x)CsHSO4の組成は mol比率：x = 0～
0.95とした。1H MAS NMR測定には、Bruker MSL400（共鳴周波数 400.13MHz）を用
いた。

【結果・考察】組成比の異なる複合材料の 1H MAS NMRスペクトルを Fig.1 に示す。
x = 0の材料では 12.4 ppm にシグナルが観測された。これは bulk CsHSO4（phase III）

固体 NMR、水素結合、無機固体酸塩

○じむら けいこ、はやし しげのぶ

に帰属される。シリカナノ粒子を加えずに調製した複合材料にはメカニカルミリング

の影響がないことを示している。一方、x > 0の材料では 11 ppm ～ 3 ppm 付近まで
シグナルが広がっており、11 ppm、 8～6 ppm、3～5 ppmに三種類のピークが確認さ
れた。後者二つのシグナルは、11 ppmのピークよりも線幅がブロードであった。Bulk 
CsHSO4 （phase II）の化学シフトが 11.2 ppmであることから、11 ppmのピークは、
CsHSO4（phase II）like部分に帰属される。5～3 ppmのピークは、シリカナノ粒子の
OH基に帰属される。8～6 ppmのピークは、CsHSO4領域とシリカ領域の境界部分に

帰属される。これらの結果から、複合材料の水素結合状態は明らかに bulk CsHSO4と

異なる。水素結合の状態が変化したことから、プロトンの拡散挙動も大きく変化して

いると期待される。

複合材料 x = 0.8の 1H MAS NMRスペクトルの温度依存性を Fig. 2 に示す。温度
上昇に伴う各ピークの水素量変化は観測されなかった。すなわち、3種類のプロトン
が別々に存在していることを示した。一方、温度上昇に伴い、11 ppmのピークでは線
幅がブロードになり、8~6 ppm のピークでは線幅がシャープになった。この結果は、
CsHSO4（phase II）like 部分と複合材料境界部分のプロトンが運動していることを示
しているが、その運動モードが異なることを示唆している。

Fig. 1 1H MAS NMR spectra of hybrid 
materials, xSiO2-(1-x) CsHSO4, x = 0-0.95.
The spin rates were 10.0 kHz.

Fig. 2 1H MAS NMR spectra of hybrid 
materials, xSiO2-(1-x) CsHSO4, x = 0.8. 
The spin rates were 8.0 kHz. The 
temperature was 296 ~360K.
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ゼオライトに吸着したジクロロメタンの観測 

NMR observation of dichloromethane adsorbed on zeolites 
Natsuko Kojima and Shigenobu Hayashi 

Research Institute of Instrumentation Frontier, National institute of Advanced Industrial 
Science and Technology (AIST)  

Dichloromethane is one of organic solvents, which can well dissolve organic substances. 
The solvent has been used when a solid substance was adsorbed on an adsorbent. Everyone 
believes that dichloromethane is easily removed by evacuation at room temperature. However, 
we find out that some zeolites do not release dichloromethane under vaccum. In the present 
work, we study the adsorption state of dichloromethane molecules by means of solid-state 
NMR.  
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Figure 1. 1H MAS NMR spectra of H-type 
mordenites and HY after CH2Cl2 adsorption 
followed by evacuation. 

Figure 2. 13C MAS NMR spectra of HM10 and HY 
after CH2Cl2 adsorption followed by evacuation. 
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1 1B-1 1B 2D MAS NMR studies on borosilicate glass 
M. Murakami1 ,  T.  Shimizu1 ,  M.  Tansho1 ,  Tomoko Akai2 ,  Tetsuo Yazawa 3

1Nat ional  Inst i tute  for  Materials  Science,   
2Nat ional  Inst i tute  of  Advanced Industr ial  Science  and Technology,  
3Universi ty  of  Hyogo

To study micro-s t ructure  of  Na 2O-B2O3-SiO2-Al2O3 glass ,  which is  a  
s tar t ing mater ia l  for  prepar ing porous glass ,  2 9Si , 2 3Na, 2 7 Al ,  and 11 B
one-dimensional  (1D) magic-angle  spinning (MAS) spectra  and resul t  of  
two-dimensional  (2D) 11 B-11B homonuclear  correla t ion experiment  under  
MAS are  examined a t  21.8  T.  We conclude  that  two of  the  four  peaks  
observed for  11B are  ass igned to  bora te  r ings ,  which we ass ign to  as  the  
main components  in  the  boron-r ich phase to  be  removed by acid leaching.  

Phase separat ion of  a lkal i  borosi l icate  
glass  is  the  most  important  process  in  prepar ing 
porous  glass . 1 , 2   So far  numerous s tudies  on the  
phase separat ion using var ious spect roscopic  
means such as  X-ray,  Raman,  and NMR have 
been done.   In  this  work,  we report  our  recent  
resul ts  us ing high-resolut ion one-  and 
two-dimensional  NMR exper iment  on Al-added 
borosi l icate  glass .   
    In  Figure  1 ,  we compare 2 9Si ,  2 3 Na,  2 7Al ,  
and 11B one-dimensional  (1D) MAS spectra .   
Except  for  the  11B spectrum, the spectra  consis t  
of  a  broad character less  peak.   For  2 9Si ,  i t s  
chemical  shif t  value indicates  most  of  Si  exis ts  
as  te t rahedral ly  coordinated Si .   Similar ly  
most  of  Al  is  ass igned to  te t rahedral  one.  The  
observed s imple  spectrum for  2 3Na is  an  
expected one because Na exis ts  as  a  posi t ive  ion 
near  the  four  coordinated Al/B in  the  glass  
matr ix .   On the other  hand,  11B exhibi ts  a t  least  
two groups of  s ignals .  From their  chemical  shi f t  
values ,  the  s ignal  a t  around 0 ppm is  ascr ibed to  
the  te t rahedral ly  coordinated boron and those  a t  
10-20 ppm are  the  t r igonal ly  coordinated one .    

30 20 10 0 -10

Chemical shift / ppm

11B

a

b
c

d
90 80 70 60 50 40 30 20

27Al

30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50

23Na

-80 -100 -120 -140

29Si

Figure  1 .  2 9 S i , 2 3 Na , 2 7 Al ,
and 1 1 B MAS spec t ra  o f  
Al 2 O 3 -added  sod ium 
boros i l i ca te  g lass .  2 9 S i
spec t rum was  t aken  a t  11 .7  
T and  the  o the r  spec t ra  
were  t aken  a t  21 .8  T.  
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So far,  i t  has  been proposed that  there  
are  mainly four  11 B s ignals  in  a  MAS 
spectrum of  a lkal i -borosi l icate  glass ;  (a)  
te t rahedral  boron surrounded by -O-Si-  
(hereaf ter,  B(4,0B)) ,  (b)  te t rahedral  boron 
with  one  of  the  four  coordinat ion is  to  
-O-B- (B(4,1B)) ,  (c)  t r igonal  boron in  a  
r ing s t ructure  (B(3,r) ) ,  and (d)  t r igonal  
born in  a  non-r ing s t ructure  (B(3,nr)) . 3

Indeed the observed 1D MAS spectrum 
fol low the ass ignment ;  the  le t ter-a  to  –d in  
Figure  1  are  drawn fol lowing the  
abovementioned ass ignment .  The quest ion 
is  then what  is  the  r ing/non-r ing boron?  
How they are  re la ted/connected with  each 
other  and/or  with  the te t rahedral  borons?   
To answer  these quest ions ,  we under took 
two-dimensional  (2D) 11 B-11 B homonuclear  
corre la t ion exper iment  us ing the  
convent ional  three  90o  pulses  sequence  
(Figure  2) . 4

    Figure  3  is  the  observed 2D 11 B-11B
homonuclear  correla t ion spectrum with a  
mixing t ime of  2  s .   St rong cross  peaks are  
observed between peak-b and peak-d,  
indicat ing the exis tence of  a  local  s t ructure  
of  –B(4,1B)-O-B(3, r) - .   The large 
intensi ty  of  the  cross  peak a lso indicates  
that  most  of  B(4,1B) and B(3,r )  forms such 
local  s t ructure .  This  leads  us  to  conclude  
that  these  borons exis t  as  borate  s t ructures  
(Figure  4a)  in  the  borosi l icate  glass .  B(3,r )  
is  a lso inc luded in  the boroxol  r ing (Figure  
4b) .

   In  the  poster,  we shal l  a lso  present  
l ineshape analysis  of  the  11B l ineshape 
taking the second-order  quadrupolar  
interact ion into  account .  
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F igure  2 .  Pu l se  sequence  fo r  
2D homonuc lea r  co r re la t ion  
exper iment .   

F igure  3 .  Observed  2D 1 1 B- 1 1 B
homonuc lea r  co r re la t i on  
spec t rum wi th  a  mix ing  t ime  
of  2 s .

F igure  4 .  Two examples  fo r  r ing  
s t ruc tu res .  ( a )  t r ibora te  and  (b )  
boroxo l .
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バナジウム重水素化物の相構造および重水素の存在状態

○鈴木 陽、林 繁信

産業技術総合研究所 計測フロンティア研究部門

Phase structures and states of deuterium in vanadium deuterides
○You Suzuki, Shigenobu Hayashi
Research institute of instrumentation frontier, National institute of advanced industrial 
science and technology (AIST)

Vanadium (V) metal can absorb a large amount of hydrogen to the extent of a 
hydrogen-to-metal atomic ratio of 2. The structures and phase diagrams of vanadium hydrides 
have extensively been studied so far, including vanadium deuterides. The crystal structure and 
deuterium site are dependent on the D concentration, and there are three phases denoted D,

D and D in the VDx system (0<x<1) at room temperature. The phase diagram around x = 0.5 
D D and D phases. Nuclear magnetic resonance 

(NMR) is useful to study deuterium and vanadium in metal deuterides. In the present work, 
we have studied the phase structure and deuterium site in the VDx system (0.4 x
temperature using 2H MAS NMR and 51V NMR.

[序] バナジウム金属は重水素ガスと反応し、安定な重水素化物を形成する。室温

付近においてバナジウム重水素化物(VDx)は重水素濃度の増加につれて D 相 D 相,
D相の 3 つの相を持つことが知られている。これらの相においてバナジウムが形成
する格子の構造はそれぞれ体心立方、体心正方、体心立方であり、重水素が吸蔵され

るサイトは 4配位、6配位、4配位である。室温付近において D相 D相 D相の 3
つの相が存在するため、VDxは 0.4 x において複雑な相図を示す。固体 NMRは水
素や重水素などを直接観測することができ、局所構造や水素の運動性に関する情報を

得ることのできる有用な方法である。本研究では、バナジウム重水素化物における相

構造や重水素のサイト、運動性について 2Hおよび 51V NMRスペクトルを測定して調
べたので報告する。

[実験] 試料はバナジウム金属の粉末と重水素ガスを反応させて合成し、重水素含

有量は吸蔵された重水素ガスの体積から決定した。2H および 51V NMR の測定には
Bruker ASX400 (共鳴周波数 2H 61.42 MHz, 51V 105MHz)を用いた。51V NMRスペクト
ルは静止試料について四極エコー法を用い測定した。51Vは非常に Knightシフトが大
きく非常に広い線幅を持つことから、観測周波数を変え複数回測定し、その包絡線を

計算することで 51V NMRスペクトルの正しい線形を得た。2H NMRスペクトルの測定
は、試料を外径 2.5 mmのジルコニアローターに充填し、マジック角回転(MAS)を 15 
kHzで行った。通常のシングルパルス法で測定を行った。また、選択的反転回復法 ( -

- - Td - )を用いて、2Hシグナル間の相互作用の有無を調べた。

金属水素化物 (Metal hydrides), 51V NMR, 2H NMR
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バナジウム重水素化物の相構造および重水素の存在状態

○鈴木 陽、林 繁信

産業技術総合研究所 計測フロンティア研究部門

Phase structures and states of deuterium in vanadium deuterides
○You Suzuki, Shigenobu Hayashi
Research institute of instrumentation frontier, National institute of advanced industrial 
science and technology (AIST)

Vanadium (V) metal can absorb a large amount of hydrogen to the extent of a 
hydrogen-to-metal atomic ratio of 2. The structures and phase diagrams of vanadium hydrides 
have extensively been studied so far, including vanadium deuterides. The crystal structure and 
deuterium site are dependent on the D concentration, and there are three phases denoted D,

D and D in the VDx system (0<x<1) at room temperature. The phase diagram around x = 0.5 
D D and D phases. Nuclear magnetic resonance 

(NMR) is useful to study deuterium and vanadium in metal deuterides. In the present work, 
we have studied the phase structure and deuterium site in the VDx system (0.4 x
temperature using 2H MAS NMR and 51V NMR.

[序] バナジウム金属は重水素ガスと反応し、安定な重水素化物を形成する。室温

付近においてバナジウム重水素化物(VDx)は重水素濃度の増加につれて D 相 D 相,
D相の 3 つの相を持つことが知られている。これらの相においてバナジウムが形成
する格子の構造はそれぞれ体心立方、体心正方、体心立方であり、重水素が吸蔵され

るサイトは 4配位、6配位、4配位である。室温付近において D相 D相 D相の 3
つの相が存在するため、VDxは 0.4 x において複雑な相図を示す。固体 NMRは水
素や重水素などを直接観測することができ、局所構造や水素の運動性に関する情報を

得ることのできる有用な方法である。本研究では、バナジウム重水素化物における相

構造や重水素のサイト、運動性について 2Hおよび 51V NMRスペクトルを測定して調
べたので報告する。

[実験] 試料はバナジウム金属の粉末と重水素ガスを反応させて合成し、重水素含

有量は吸蔵された重水素ガスの体積から決定した。2H および 51V NMR の測定には
Bruker ASX400 (共鳴周波数 2H 61.42 MHz, 51V 105MHz)を用いた。51V NMRスペクト
ルは静止試料について四極エコー法を用い測定した。51Vは非常に Knightシフトが大
きく非常に広い線幅を持つことから、観測周波数を変え複数回測定し、その包絡線を

計算することで 51V NMRスペクトルの正しい線形を得た。2H NMRスペクトルの測定
は、試料を外径 2.5 mmのジルコニアローターに充填し、マジック角回転(MAS)を 15 
kHzで行った。通常のシングルパルス法で測定を行った。また、選択的反転回復法 ( -

- - Td - )を用いて、2Hシグナル間の相互作用の有無を調べた。

金属水素化物 (Metal hydrides), 51V NMR, 2H NMR

[結果と考察] Fig. 1に51V NMRスペクトル
を示す。それぞれのスペクトルを数本のピー

クに波形分離し、それぞれのピークを D相,
D相 D相に帰属した。VD0.40では5250 ppm
および6260 ppmの2つのピークが存在し、重
水素含有量からそれぞれ D相 D相のピーク

であると考えられる。VD0.50では D相に相当

する5390 ppmのピークが減少し、6470 ppm
の D相のピークが増加した。また、6670 ppm
に D相ピークが存在した。VD0.57では6760
ppmの D相のピークが大部分を占めており、

6470 ppmに少量の 相のピークが観測された。

それぞれのスペクトルについて D相 D相,
D相の割合をTable 1に示す。

VD0.50の
2H MAS NMRスペクトルをFig. 2に示す。VD0.50では-44 ppmと-36 ppmに D

相と D相のピークが存在した。 D相のピークは線幅が広く複数のスピニングサイド

バンドを持つのに対し、 D相のピークは線幅が狭くスピニングサイドバンドを持た

ない。これは、2つの相における重水素の運動性の違いを表わしている。-44 ppmと-36
ppmのシグナルが同じ相内の異なるサイトに存在する重水素である可能性もあるため、
2つのシグナル間で重水素の交換もしくはスピン拡散が起こっているかを選択的反転
回復法の測定によって調べた。中央のピークでは-44 ppmと-36 ppmのピーク間が8 ppm
と近接しているため選択的反転を行うことが難しい。そこで、-44 ppmのピークにの
み観測されているスピニングサイドバンドを反転するように を調整した。また、反

転後の遅延時間TdはMASの回転周期に同調す
るように調整した。その結果、-44 ppmのピー
クではスピン－格子緩和時間に比べ早い磁化

の回復が観測された。これは、拡散運動によ

って選択的反転で生じた磁化が移動したこと

を示している。-36 ppmのピークでは磁化の回
復に大きな変化は認められなかった。このこ

とから、-44 ppmと-36 ppmのシグナル間で重水
素の交換もしくはスピン拡散は観測されず、

異なる相と帰属することが妥当である。

[ ] NEDO
(HYDRO STAR)

8000 6000 4000
(ppm)

(A)

(B)

(C)

Fig. 1. 51V NMR spectra of VDx, referenced 
to the signal of VOCl3. (A) x = 0.40, (B) x =
0.50, and (C) x = 0.57.

Fig. 2. A 2H MAS NMR spectrum of VD0.50,
referenced to the signal of D2O. The marks *
indicate spinning side bands.

600 400 200 0 -200 -400 -600
(ppm)

*
* *

*

Table 1. The fraction of each phase in VDx (0.4 x at room temperature.

D D 'D

VD0.40 0.20 0.80
VD0.50 0.09 0.82 0.09
VD0.57 0.17 0.83
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2

Structural Revision of Natural Products by Synthesis and Application of 
the CAST/CNMR System 

Hiroyuki Koshino1, Yue Qi Ye1, Shunya Takahashi1, and Hiroko Satoh2

1RIKEN, Wako, Japan.  
2National Institute of Informatics, Tokyo, Japan.  

We report structural revision of a series of p-terphenyl natural products by synthesis and 
NMR study with the help of a CAST/CNMR system, a program code for 13C-NMR chemical 
shift prediction using a chemical shift-structure database. We synthesized the originally 
proposed structure of thelephantin G and its NMR data did not match with that of reported. 
Based on the NMR data, we could propose the revised structure for thelephantin G, and its 
structure was confirmed by total synthesis. Besides, the structures of thelephantins A-F, J, 
and N, thelephorin A, and curtisian M-Q with p-hydroquinone diesters like ganbajunin E are 
suspected to be wrong, and p-hydroquinone diester substitutions in the most of these 
p-terphenyls are supposed to correct to a catechol type ortho diesters like thelephantin G. 
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拡散、ブロック共重合体、モルフォロジー

○おおくぼ たかひろ, たべるにえ ぶるーの, きでな こう, おおひら あきひろ

スルホン酸基を有するブロック共重合体中の水の拡散特性 

○大窪貴洋, タベルニエ ブルーノ, 貴傳名甲, 大平昭博 

産総研・FC-Cubic 

Diffusion behavior of water in sulfonated block copolymers 
○Takahiro Ohkubo, Tavernier Bruno, Koh Kidena and Akihiro Ohira 

Polymer Electrolyte Fuel Cell Cutting-Edge Research Center, Advanced Industrial Science 
and Technology, Tokyo, Japan. 

The longitudinal and transverse relaxation time and diffusion order 2D 1H NMR spectra of 
water in sulfonated block copolymer for fuel cells were estimated by use of inverse laplace 
treatment (CONTIN method). The water with different state around sulfonated acid group or 
not, which correspond to slow and fast diffusion coefficients, can be identified from 2D NMR 
spectra. 

緒言

燃料電池を構成する要素の中で、電解質膜は、プロトンや水を透過させる機能を持

ち、高いプロトン電導性が求められている。プロトン伝導は、水チャンネルと呼ばれ

る高分子中の親水部を介して起こることから、その中での水の動的特性や水チャンネ

ルのモルフォロジーに関する研究が、これまで多数報告されている。近年、新しい材

料開発の試みとして疎水鎖と親水鎖によるブロック化により水チャンネルの高次構

造を制御したブロックコポリマー開発が行われている。これらブロックコポリマーの

構造は、散乱実験によってキャラクタリゼーションされるが、プロトン伝導の担い手

となる水そのものの解析についてはほとんど行われていない。そこで本研究では、高

いプロトン伝導性を示す代表的なブロックコポリマー

poly(styrenesulfonate-methylbutylne) (PSS-PMB)を対象とし、水のキャラクタリゼーショ

ンのために緩和と拡散を利用した
1H NMR によリ解析を行ったので報告する。

実験

Polymer Source から購入した PSS-PMB を THF により融かし、溶媒キャスト法によ

り厚さ 50µm の膜を作成した。得られた膜を真空下 40°C にて脱水処理を行い、4mm
×5mm の短冊状にカットし NMR 管に充填した。含水は、膜の入った NMR 管のまま

調湿チャンバーにて 50%RH(40C)の条件で行い、NMR 測定中の含水率変化を抑制す

るために、NMR 管の膜以外のデッドボリュームをテフロンロッドで塞いだ。

NMR 測定は、ECA500(11.7T)で行った。測定は、Inversion-recovery (IR)、
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)による T1, T2 測定および Bipolar-gradient-pulse pair 

P077



－ 314 － － 315 －

longitudinal eddy current delay(BPPLED)による拡散測定を行った。本研究では、CONTIN
法を組み込んだ自作プログラムにより逆ラプラス処理を行い、周波数ドメイン(横軸)
と T1, T2および拡散ドメイン(縦軸)による 2次元スペクトルを得た。
結果

T1, T2そして拡散係数を縦軸にした 2次元スペクトルを図 2に示す。ケミカルシフ
トの注意は、払っていない。まず T1 orderのスペクトルにおいて、低磁場側(3.6kH)に
2つの縦緩和時間 420msおよび 39msを中心に持つピーク(A1, A2)が観測された。また
幅広の高磁場側のピーク(C)中心は、430sの縦緩和
時間であった。低磁場側ピークの 2つの縦緩和時
間は、横緩和時間のスペクトルでも観測され、ピ

ーク中心は、それぞれ 6.7msおよび 0.19msであっ
た。また、高磁場側ピークの中心は、3.1msであ
る。低磁場側へのシフトは、主に SO3Hとの交換
によるシフトと考えられ、2種の緩和時間につい
ては、NMRのタイムスケールで交換できない空
隙に存在する水と考えられる。また、各ピーク中

心の T2/T1比を計算すると、A1:0.016, A2:0.0049, 
C:0.0072であった。緩和時間のタイムスケールと
比較して、SO3H-H2Oの早い交換を仮定すると、
T2/T1の比が小さい A2および Cピークに相当する
プロトンは、高分子表面での吸着により長い滞留

時間を有している水由来と考えられる。拡散オー

ダーのスペクトルは、低磁場側から 1.4×10-11
、1.3

×10-12
および 1.0×10-12  m2/sをピーク中心に持つ

ピークが観測された。緩和時間で観測された A2
ピークは、短い T2のため、拡散オーダーの測定で

は、観測できていないと考えられる。Aピークは、
10-11

オーダの拡散係数を有しており、スルホン酸基

周りの親水部に存在し水チャンネル内を拡散して

いる水と考えられる。一方、高磁場側のピークは、

10-12
オーダの拡散係数であり、高分子内の疎水部に

存在する水が自由に拡散できないため、10-12
オーダ

ーの遅い拡散係数を有していると考えられる。

以上、緩和時間と拡散係数を利用した 2次元スペ
クトルにより、複数の水を識別し、プロトン伝導に

関係する運動性を評価することが可能であった。発

表では、T1-T2および T1-Dの結果についても報告す
る予定である。

Fig. 2 Longitudinal, transverse 
relaxation time and diffusion order 2D 
NMR spectra of water in PSS-PMB 
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27Al NMR

1 Jonathan F. Stebbins2

1

2

Temperature Effects on Melt Structure of Calcium
Aluminosilicates by using 27Al NMR

Koji Kanehashi1, Jonathan F. Stebbins2

1Advanced Technology Research Laboratories, Nippon Steel Corporation
2Dept. of Geological and Environmental Sciences, Stanford University

Structural changes with increasing temperature are important to understand the
correlation with macroscopic properties such as viscous flow of most
aluminosilicate melts, but remain much less well characterized in general. In this
study, we determine temperature effects on melt structure of calcium
aluminosilicates experimentally by investigating glass samples prepared with
varying cooling rates and in situ methods. The content of five-coordinated
aluminum increases with cooling rates and thus with fictive temperature, which is
agreement with in situ high temperature NMR data. Five-coordinated aluminum is
considered the intermediate of configurational changes of MO4 (M=Si, Al)
tetrahedra.

1 2 in situ
2 NMR2 NMR

CaO-Al2O3-SiO2 Al
[1]

Table 1
Water quench Tf

Slow cooled Fast quench

1D 27Al MAS NMR Varian Unity/Inova 18.8
T 20 kHz
30 27Al 3QMAS NMR Varian Unity/Inova

27Al NMR
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14.1 T shifted-echo in situ
27Al NMR [2] 27Al NMR
Al(NO3)3 0 ppm

Al2O3 SiO2 CaO Al2O3 SiO2 CaO
   Slow cooled 25 50 25 25.4 49.6 25.0   1 ± 0.03 * 10-1    1110 ± 5
   Fast quench 25 50 25 25.3 50.1 24.6   2 ± 1 * 104    1260 ± 20
   Slow cooled 10 60 30 10.1 60.3 29.6   1 ± 0.03 * 10-1    1060 ± 5

Fast quench 10 60 30 10 1 60 3 29 6 8 ± 4 * 103 1290 ± 20

CAS25.50

CAS10.60

Cooling rate (K/s) Tf (K)
Nominal composition (mol %) Analyzed composition (mol %)

Sample

Table 1     Nominal & analyzed compositions, estimated quench rates, and  calculated fictive temperatures of CAS glasses

CAS13.44 27Al MAS Fig. 1 4
Al [4]Al 5 [5]Al

Tf
[5]Al

Fast quench 10 60 30 10.1 60.3 29.6 8 ± 4 * 10 1290 ± 20
   Slow cooled 12.5 44.4 43.1 12.6 44.5 42.9   1 ± 0.03 * 10-1    1065 ± 5
   Water quench 12.5 44.4 43.1 - - -   1 ± 0.5 * 102    1105 ± 10
   Fast quench 12.5 44.4 43.1 12.7 44.4 42.9   10 ± 5 * 104    1140 ± 20

CAS13.44

[4]Al
Al Si

Fig. 2 [5]Al [4]Al [5]Al
log10([5]Al/[4]Al) 1/T

CAS13.44 1400

24 % [5]Al
Fig. 2 Si
Tf

Al
[5]Al

[1] J F St bbi E V D bi k K K h hi K E K l G hi C hi A t 72 (2008) 910

Fig.1 27Al MAS NMR spectra for CAS13.44. Solid 
line: fast quench, dotted line: water quench, 
dashed line: slow cooled.

Fig.2 Relationship between the log10 of the [5]Al/[4]Al
ratio and inverse temperature  for the glass and/or 
melt samples.

[1] J. F. Stebbins, E. V. Dubinsky, K. Kanehashi, K. E. Kelsey: Geochim. Cosmochim. Acta, 72 (2008), 910.

[2] K. Kanehashi, J. F. Stebbins: J. Non-Cryst. Solids, 353 (2007), 4001.
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Key words: STMAS

Chemical structure analysis of trace amount of boron in coals
Takafumi Takahashi, Koji Kanehashi 

1Advanced Technology Research Laboratories, Nippon Steel Corporation, Shintomi20-1, Futtsu, Japan 

Chemical structure analysis of trace amounts of boron (60ppm~120ppm in mass) in coals 
has been performed by 11B MAS and STMAS. As a result, three structures with isotropic 
chemical shift ( iso) of approximately 1ppm 7pmm, and 14ppm are clearly distinguished. All 
sites are characterized by quite small quadrupolar products (PQ<0.5MHz). These results 
indicate that boron in coals mainly occurs as four coordinate organo-complexes although the 
previous studies using solid state NMR suggest that boron occurs as three coordinate species 
in gangue minerals such as tourmaline and illite. Furthermore, we have proposed structures 
for the organo-boron complexes which are supported by 11B-1H CPMAS experiments. 

NMR
STMAS

Kuwabara
[1] 11B MAS NMR 

11B(
I=3/2)

MQMAS
STMAS

60~120ppm
70~80%

(2wt%) 60oC
NMR JEOL 

ECA-700(16.4T) 3.2mm STMAS

MAS 20kHz±0.003
kHz STMAS

Fig.1. DQF-SPAM pulse sequence for STMAS 
experiments. The time of t1 and t2 was set to 1.6ms 
and 10.2ms, respectively.
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1/3 (Na2SO4)
23Na-STMAS 54.736o±0.002o

1 11B-MAS 18o 11B-STMAS
DQF-SPAM (Fig.1)

11B MAS 
Fig.2

0ppm 15ppm
[2] MAS

STMAS
Fig.3

(Table 1) c

a,b

a,b

Fig.4

Table 1. Isotropic chemical shifts iso (ppm) and quadrupolar 
products PQ (MHz) estimated for three boron sites.

iso C Q iso C Q iso C Q

0.9 0.8 8.0 0.8 15 0.7

a b c

STMAS

STMAS

(1) Takahashi et al.(2008) J.Magn.Reson. 198:228-235. (2) Kuwabara et al.
(2007) J. Jpn. Inst. Energy 86:455-461

Fig.2. A typical 11B MAS spectrum  
of coal. 

Fig.3. 11B STMAS spectra of coal 
cited in figure 1. 

Fig.4. Structures proposed for boron 
sites (b, c). 
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高磁場43Ca固体NMRによるカルシウムハイドロシリケート
の構造解析 
○橋本康博1,名雪三依1,松野信也1,松井久仁雄2,丹所正孝3,清水禎3

1旭化成(株) 
2旭化成建材(株) 
3(独)物質・材料研究機構 

Natural-abundance 43Ca solid state NMR study of calcium hydrosilicate
○Yasuhiro Hashimoto1, Mie Nayuki1, Shinya Matsuno1, Kunio Matsui2, Masataka Tansho3,
Tadashi Shimizu3

1Asahi kasei Corporation, Shizuoka, Japan. 
2Asahi Kasei Construction Materials, Ibaraki, Japan. 
3National Institute for Material Science, Ibaraki, Japan. 
 

Tobermorite, a naturally present hydrated calcium silicate, is also hydrothermally produced.
Taking advantages of the strength and stability, it is widely used as a binder in cement and 
concrete materials. However, when used in the construction materials, the crystal structure is 
gradually altered over a few decades leading to deterioration of the material strength. This
may be due to a reaction of the calcium with CO2 in the air to produce CaCO3. To investigate 
the details of the degradation mechanism that still remains unknown, structure analysis means
are required. In particular, information of the calcium, aluminum, and boron structure 
arrangement should be desired. Here we present the application of a ultra-high field 21.8T 
NMR to obtain natural-abundance solid-state 43Ca, 27Al, and 11B NMR spectrum. Detailed 
structure information obtained will also be discussed. 

【概要】トバモライト (Ca5Si6O17・

5H2O)は、Fig.1に示すような、CaOと

SiO2層からなる板状結晶カルシウム

ハイドロシリケートである。4面体

SiO2の一部のSiがAlで置換されたり、

SiO2層にCa2+(H2O)nが存在したり、ま

たあるいは、微量にBを含む場合があ

る。水熱合成により得られ、軽量気泡

コンクリート(ALC)などの建築材料

の主成分として使用され、高強度、耐

久性、耐火性、耐水性など優れた性質を有する。さらなる耐久性を目指すときの問題

は、トバモライト中のカルシウムが大気中の二酸化炭素と反応して炭酸カルシウムを

生成する劣化(炭酸化劣化)である。一方、トバモライトは天然にも産することが知ら

れており、その産状から合成品に比べて炭酸化が起こりにくいと予想される。天然品

CaO layer

CaO layer

SiO2 layer

Al substitution

Ca2+Ca2+

CaO layer

CaO layer

SiO2 layer

Al substitution

Ca2+Ca2+

    Fig.1 Tobermorite structure.

カルシウムハイドロシリケート、トバモライト、43CaNMR
○はしもとやすひろ、なゆきみえ、まつのしんや、まついくにお、たんしょまさた

か、しみずただし
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と合成品の違い、そして炭酸劣化機構を解明することが重要であり、そのために、炭

酸化に直接関係するとくにカルシウムの状態評価法が重要である。今回我々は超高磁

場21.8T NMR装置で、天然存在比での43Ca固体NMR法を試み、さらには27Al、および11B
固体NMR法もあわせて構造情報取得を試みた。

【実験】43Ca、27Al、11B固体NMR測定は、JEOL ECA930 (21.8T) 装置で行った。43Ca
は1次元single pulse法(積算時間：約

50hr、繰返し待ち時間：0.5sec)を、
11Bと27Alは、さらに3QMAS測定を

行った。試料は同位体標識を行わ

ず天然存在比のまま測定を行った。

【結果】Fig.2に、水熱合成品とそ

の炭酸劣化促進試験品の43Ca固体

NMRスペクトルを示した。43Caは、

四極子核で、低周波数核であり、

さらには天然存在比が非常に低い

(0.135%)が、今回天然存在比のま

ま良好なスペクトルを得ることが

できた。今後、天然品、あるいは

種々促進劣化品の比較により、炭

酸化メカニズム機構解明への貢献

が期待できる。

 Fig.3に天然トバモライト(千葉

県南房総市平久里産)と水熱合成

品の27Al固体NMRスペクトルを示

した。参考のため、9.4T NMR装置

(Bruker Biospin DSX400)で測定し

たデータと比較した。9.4T 装置で

得られたスペクトルでは4配位Al
にショルダーが観測され、両試料

の違いはそのショルダーピーク強

度比の違いが認められるのみであ

るが、21.8Tでの測定により、この

ショルダーピークが明瞭に分離し、

さらには天然品と合成品でその化

学状態が異なることが明らかにな

った。発表では、その詳細構造に

ついて言及する。

PPM
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blank

degradated with CO2

PPM

200 150 100 50 0 -50 -100 -150 -200

blank

degradated with CO2

Fig.2 43Ca solid-state NMR spectrum of 
synthesized tobermorite.
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Fig.3 27Al solid-state NMR spectrum of (A): 
natural Heguri, and (B):synthesized tobermorite.
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感謝いたします。



－ 322 － － 323 －

混合原子価モリブデン (V, VI)ポリ酸の固体 95Mo NMR
◯飯島隆広 1, 西村勝之 1, 山瀬利博 2, 丹所正孝 3, 清水　禎 3

（分子研 1, 東工大 2, 物材機構 3）

Solid state 95Mo NMR of mixed valence polyoxomolybdates(V, VI)
T. Iijima1, K. Nishimura1, T. Yamase2, M. Tansho3, T. Shimizu3

Institute for Molecular Science1, Tokyo Institute of Technology2, National Institute for

Materials Science3

We report solid state NMR of 95Mo NMR of MoV, MoV,VI and MoVI species in

mixed valence polyoxomolybdates(V, VI) with localized or delocalized d1 electrons. 95Mo

MAS NMR spectra for diamagnetic crystals of [Me3NH]6[H2MoV
12O28(OH)12(MoVIO3)4] ·

2H2O (1) and [NMe4]2[NH4]8[(MoVI
6 MoVO23)2] · 8H2O (2) were measured under moder-

ate (9.4 T) and ultrahigh (21.8 T) magnetic fields. Parameters about chemical shift and

quadrupole interactions were obtained by simulation of the observed spectra and relativis-

tic density functional theory (DFT) calculations. The isotropic and anisotropic chemical

shifts of sites of MoV in 1 and MoV,VI in 2, respectively, exhibited absolute values quite

larger than those of other MoVI sites.

【緒言】近年、NMR用超電導磁石の到達磁場が上昇し、強磁場固体高分解能NMRの測定
が可能になってきている。特に半整数スピンの四極子核では、強磁場化により核四極相互
作用の二次のシフトが小さくなるためスペクトルの高分解能化が起こり、平衡磁化の増大
による感度向上とあいまって、これまで困難とされていた核種を用いたNMR構造解析が
行えるようになっている。実際、近年強磁場NMRによる 95Mo等のいわゆる low-γの核
の基礎研究が活発になっている。

95Mo NMRはモリブデンの酸化数 (Mo0-MoVI)により分類できる。溶液 NMRでは
全ての整数酸化数について 95Mo NMRが報告されており、特にMo0, MoII, MoVIの 95Mo

NMRは配位化学や反応性の研究で多用されている。一方、固体NMRの研究は多くなく、
これまで酸化物や錯体分子のMo0, MoIV, MoVIや金属状態のMoについて 95Mo NMR 測
定が報告されている。

本研究では、混合原子価モリブデン (V, VI)ポリ酸のMoV, MoV,VI, MoVIの固体 95Mo

NMRを報告する。MoVは、�-Kegginアニオンやリング、チューブ、ボール状のナノサイ
ズのポリ酸などに多く含まれているが、これまで二核または三核錯体について溶液 95Mo

NMRが測定されているのみである。本研究で対象としたのは局在化及び非局在化した d1

電子を有する反磁性のポリ酸 [Me3NH]6[H2MoV
12O28(OH)12(MoVIO3)4] · 2H2O (1)及び

95Mo, 混合原子価, DFT

○いいじま　たかひろ、にしむら　かつゆき、やませ　としひろ、たんしょ　まさたか、
しみず　ただし

P081



－ 322 － － 323 －

[NMe4]2[NH4]8[(MoVI
6 MoVO23)2] · 8H2O (2)である。9.4 T及び 21.8 Tの強磁場で固体

95Mo MAS NMRスペクトルを測定し、得られたスペクトルのシミュレーションや相対論
的DFT計算から局所構造や電子構造を考察した。

【実験】9.4 Tでの 95Mo固体NMRはVarian Inova 400分光器を用い、共鳴周波数 26.060

MHzで測定した。21.8 Tでは JEOL ECA 930 分光器を利用し共鳴周波数 60.572 MHzで
95Mo固体NMR測定を行った。測定は 16 kHzのMAS及びエコー法で行った。スペクト
ル・シミュレーションは自作のプログラムを用いて行った。NMRパラメータのDFT計算
は、VWN + BPの汎関数及び triple-ζレベルの Slater型基底関数を用い、ADF 2008.01

で行った。

【結果と考察】Figs. 1(i-a)および 1(ii-a)にそ
れぞれ、9.4, 21.8 Tの磁場で測定した2の実
測 95Mo MAS NMRスペクトルを示す。9.4

Tのスペクトルは、二次の核四極相互作用や
複数のスペクトル成分の重なりのため非常に
ブロードであったが、21.8 Tで測定を行うこ
とによりかなり分解されたスペクトルが得ら
れた。4つのMoサイトを考慮することによ
り、これらのスペクトルをシミュレーション
できた。その結果を Fig. 1(b)に、また構成
成分を Figs. 1(c)-1(f)に示す。

DFT 計算からも 4 つの異なる Mo

サイト（MoVI(1), MoVI(2), MoVI(3),

MoV,VI(4)）の NMR パラメータが得ら
れた。[(MoVI

6 MoVO23)2]
10− ({Mo14}) は、

[MoVI
7 O24]

6− ({Mo7})の脱水二量化による光
還元種であり、注入された 2つの電子は μ-

-100001000
υ / ppm

(i)

(a) Obs.

(b) Sim.

(c) MoVI(1)

(d) MoVI(2)

(e) MoVI(3)

(f) MoV,VI(4)

-100001000
υ / ppm

(ii)

Fig. 1: 95Mo MAS NMR spectra of 2 un-
der (i) 9.4 and (ii) 21.8 T. (a) and (b) show
the observed and simulated spectra, respec-
tively. (c-f) denote spectral components
constituting the spectrum in (b).

oxo酸素原子を介してつながっている分子中央の 4つのMoO6八面体に非局在化している
と考えられている。4つのサイトのうちMoV,VI(4)がこの中央の 4つのMoO6八面体のMo

であった。MoV,VI(4)は、光還元前の {Mo7}ではMoVI(1)に相当するが、NMRパラメー
タはMoVI(1)とは大きく異なっていた。特に等方化学シフトはMoVI(1)では 56 ppmであ
るのに対し、MoV,VI(4) は 730 ppmであった。

一方、1では d1電子はMoV-MoV結合により局在化している。NMRスペクトルや
DFTの結果より、MoVとMoVIの 2種類のMoサイトが確認され、MoVのサイトの化学
シフト異方性の絶対値は極めて大きいことが分かった（−990 ppm）。

1, 2とも、HOMOを含む高エネルギーの占有軌道は、MoV またはMoV,VIの 4d軌
道であり、低エネルギーの仮想軌道にもこれらの 4d軌道が多く含まれていた。大きな化
学シフトはこれらの分子軌道間の磁気双極子許容遷移に伴う常磁性項の寄与により生じ
ており、d1電子の局在性にかかわらず、95Mo核はMoVを含む固体ポリ酸の分子や電子の
構造を調べる良いプローブとなることが分かった。
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A study of rubber structure by high-field and high-speed MAS 1H NMR 
Masatoshi Kobayashi1, Yoshihiko Komori1 and Toshimichi Fujiwara2

1R&D HQ, Sumitomo Rubber Industries, Kobe, Japan.  
2Institute for Protein Research, Osaka University, Suita, Japan.  

Solid-state NMR studies for structural analysis of cross-linking point of rubber have been 
performed with 13C observation because 1H spectra of rubber are broad and featureless. We 
performed 1H NMR experiments under ultra high-field with fast magic-angle spinning to 
obtain high-resolution 1H spectra and successfully observed the 1H signals assigned to 
cross-linking point in a short experimental time.  

Ultra high-field NMR is valuable tool for the structural analysis of soft materials like 
rubber.

3.5ppm
4.1ppm 

40 min 

22 min 

17 min 

12 min 

Fig. 1. 1H NMR spectra of poly(isoprene) rubber depending on cure time observed at ultra high-field (21.6T) with 17kHz MAS.  
Arrows indicate signals due to cross-linking, the assignment of which is based on solution NMR study of model 
compond1).

1) Y. Komori, R. Tokimune and M. Sugiura, Paper 104A presented at the 172nd Technical meeting of the 
Rubber Division of American Chemical Society, Cleveland, OH, October 16-18, 2007. 
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Masatoshi Kobayashi1, Yoshihiko Komori1 and Toshimichi Fujiwara2

1R&D HQ, Sumitomo Rubber Industries, Kobe, Japan.  
2Institute for Protein Research, Osaka University, Suita, Japan.  

Solid-state NMR studies for structural analysis of cross-linking point of rubber have been 
performed with 13C observation because 1H spectra of rubber are broad and featureless. We 
performed 1H NMR experiments under ultra high-field with fast magic-angle spinning to 
obtain high-resolution 1H spectra and successfully observed the 1H signals assigned to 
cross-linking point in a short experimental time.  

Ultra high-field NMR is valuable tool for the structural analysis of soft materials like 
rubber.
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Fig. 1. 1H NMR spectra of poly(isoprene) rubber depending on cure time observed at ultra high-field (21.6T) with 17kHz MAS.  
Arrows indicate signals due to cross-linking, the assignment of which is based on solution NMR study of model 
compond1).

1) Y. Komori, R. Tokimune and M. Sugiura, Paper 104A presented at the 172nd Technical meeting of the 
Rubber Division of American Chemical Society, Cleveland, OH, October 16-18, 2007. 



－ 330 － － 331 －

P084



－ 330 － － 331 －



－ 332 － － 333 －

P085



－ 332 － － 333 －



－ 334 － － 335 －

    高圧リフォールディングによるタンパク質立体構造解析試料の 
    調製法 

Hydrostatic pressure refolding from inclusion bodies for protein structural 
study
Kenji Ogura, Tomohide Saio, Yoshihiro Kobashigawa, and Fuyuhiko Inagaki
Grad. Sch. Pharm. Sci., Hokkaido University

Recently, it has been reported that overexpressed protein forming inclusion bodies 
in E. coli. expression systems are solubilized and refolded by hydrostatic pressure. The aim of 
this study is to prove the pressure-refolding very effective for structural biology by NMR 
analysis. Inclusion bodies containing the following overexpressed protein: MOE2 Zn-finger, 
ZIP PB1, and mTOR FRB were solubilized by max. 250 MPa hydrostatic pressure for 16 h. 
The solubilized protein samples were purified by affinity and size-exclusion chromatography. 
NMR-based structural analysis showed that the solubilized proteins formed the same folding 
with the samples from soluble fractions.

【序論】大腸菌発現系において封入体を形成したタンパク質を可溶化するためには，
尿素などの変性剤による巻き戻しおよびアルギニン添加が広く用いられている．最近，
静水圧によりタンパク質が可溶化できることが示されているが(1)，立体構造解析に応
用されたのは一例のみである(2)．本研究の目的は，静水圧により封入体から可溶化し
たタンパク質の立体構造をNMRにより解析することにより，立体構造研究のための
試料調製法としての本手法の有用性およびその至適条件を提示することである． 
【実験】Histag-GB1 融合タンパク質（MOE2 tandem Zn-finger ドメインおよび
mTOR FRB ドメイン）およびGST融合タンパク質（ZIP PB1 ドメイン）を含む封入
体を各種緩衝液に懸濁し，Barofold 社M150 型圧力装置を用いて最大 250 MPa，16
時間，室温にて静水圧を加え，可溶化した．加圧後試料を遠心した上清を各種クロマ
トグラフィーにより目的タンパク質を精製し，NMR スペクトルを測定，立体構造を
評価・解析した． 
_________________________________________________________________________ 
圧力，リフォールディング，タンパク質立体構造解析 
○ おぐらけんじ，さいおともひで，こばしがわよしひろ，いながきふゆひこ 
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【結果】Histag 融合MOE2 tandem Zn-finger ドメインは，全量が不溶性画分として
発現した．封入体を各種緩衝液に懸濁し，200 MPa で 16 h 加圧したところ，50 µM 
ZnSO4および20 µM β-メルカプトエタノールを含むpH8の緩衝液条件にてもっとも
可溶化された．Ni-NTA樹脂アフィニティー精製ののち，融合タグ切除およびゲル濾
過クロマトグラフィーにより最終精製試料を得た．三重共鳴多次元NMR法により本
試料の立体構造を決定し，他のC2H2型 Zn-finger と類似の立体構造を形成している
ことを確認した． 
 GST 融合 ZIP PB1 ドメインは，可溶性と不溶性の発現割合がほぼ等量であった．
不溶性画分は，10 mM DTT を含む pH8の緩衝液条件にてもっとも可溶化された．
Glutathione-Sepharose 4B 樹脂アフィニティー精製ののち，融合タグ切除およびゲ
ル濾過クロマトグラフィーにより最終精製試料を得た．NMR 測定をおこない，可溶
性画分由来の精製試料のNMRスペクトルと比較したところ，両スペクトルは一致し
たため，圧力により可溶化した ZIP PB1 ドメインは正しい立体構造を有しているこ
とを確認した． 
 Histag-GB1 融合 mTOR FRB ドメインは，全量が不溶性画分として発現した．不
溶性画分は，20 µM β-メルカプトエタノールを含む pH8の緩衝液条件にてもっとも
可溶化された．Ni-NTA樹脂アフィニティー精製ののち，融合タグ切除およびゲル濾
過クロマトグラフィーにより最終精製試料を得た．NMR 測定をおこない，高次構造
の存在を確認した．本ドメインの認識標的物質である rapamycin を滴定した際の
1H-15N HSQCスペクトルの摂動により，標的結合部位を同定した．その部位は文献デ
ータと一致したので，本タンパク質が天然状態と同じ標的認識機能を有していること
が確認された． 
【結論】静水圧により可溶化したタンパク質は，NMR スペクトル測定および立体構
造解析により，天然状態と同じ立体構造を保持していることが確認された．本手法は，
構造生物学のための試料調製法として有効であり，特に GST 融合タンパク質につい
てはこれまで有効な可溶化法が提案されておらず，本手法の意義は大きいと考えられ
る． 
【文献】 
(1) Qoronfleh MW, Hesterberg LK, Seefeldt MB, Confronting high-throughput protein refolding 

using high pressure and solution screens. Protein Expr Purif. 2007 Oct;55(2):209-24. 

(2) Shieh HS, Mathis KJ, Williams JM, Hills RL, Wiese JF, Benson TE, Kiefer JR, Marino MH, 

Carroll JN, Leone JW, Malfait AM, Arner EC, Tortorella MD, Tomasselli A, High resolution 

crystal structure of the catalytic domain of ADAMTS-5 (aggrecanase-2). J Biol Chem. 2008 

Jan 18;283(3):1501-7. 
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Determination of NMR process parameter sets which give accurate results 
in quantitation of organic compounds 

Toru MIURA1, Takeshi SAITO1, Toshihide IHARA1, Masayoshi Koike1 , Tsuneaki 
MAEDA1, Naoki SUGIMOTO2, Atsuko TADA2, Tetsuji NISHIMURA2, Kazunori 
ARIFUKU3, Takako SUEMATSU3, Yuuko YAMADA4, Yuuichi YOSHIDA4

1National Metrology Institute of Japan, AIST, 2National Institute of Health Sciences, 3JEOL
Ltd., 4Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 

Abstract
Quantification using NMR is one of the attractive methods for purity determination of organic 
compounds. We have determined parameter sets for spectral acquisition and their associated 
uncertainties for the quantification. Here, determination of process parameters, phase 
correction, baseline correction, and peak integration range, is discussed. We found that 
manually phase corrected data did not give much influence on the purity. Baseline correction 
was important for our data because of the back ground broad peak. Baseline correction 
influenced the peak area and its range of integration. Peak areas with baseline corrected 
properly became constant as integrating range reached as wide as 13C satellite peaks; while 
the area kept increasing when baseline was not constructed by the correction. For accurate 
purity determination, area integrations needed to be wider than the 13C satellite positions.  
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Metabolic Analysis of Hyperpolarized 13C-Labeled Pyruvate on Mouse 
Mammary Cancer Cell and Observation of Drug Induced Changes 
○Takamasa Abe1, Hitoshi Kubo2, Masafumi Harada2, Hiroshi Maezawa3 and Hiromu 
Nishitani4 
1

2

3

4

 

The application of nuclear magnetic resonance (NMR) for metabolic analysis has been 
limited by the intrinsically low sensitivity of 13C nuclei. Recently, dynamic nuclear 
polarization (DNP), which is a technique for increasing NMR signal intensity, has been shown 
to enable to detect  metabolism and pathological process1), 2). In this study, 
hyperpolarized 1-13C pyruvate was utilized as a metabolic tracer to monitor metabolism on 
mouse mammary cancer cell cultivated in the RPMI1640 medium with/without glucose, and 
5-fluorouracil (5FU) was added to the culture medium to investigate the drug effect for 
metabolism. The conversion of pyruvate to lactate, alanine and bicarbonate was observed with 
high signal-to-noise ratio in acquired spectra. From the results of calculated kP/cell, kL/cell 
and AUC(Lac/Pyr), it was confirmed that 5FU affect the cell metabolism. 
 
1. はじめに 
近年、生体機能や代謝解析に核磁気共鳴法が用いられるようになってきたが、短

時間での代謝変化を検出する場合には感度の問題から 1Hや 31Pといった核に限られて
いる。13C および 15N 核は広範囲な化学シフトを持つためシグナル分離がよく、代謝
物の同定が容易であることからその応用が期待されているものの、感度が低く短時間

で情報を得ることは難しい。そこで、動的核偏極（DNP）の手法を用いて 13C核の感

 

hyperpolarization, dynamic nuclear polarization, DNP 
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度を劇的に改善することにより、生体内の機能を直接的に観測しようとする試みがい

くつか報告され 1), 2)、注目を集めている。我々は 13Cピルビン酸をトレーサーとして
グルコースの有無が異なる 2種類の培養液で培養したマウス由来乳がん細胞における
代謝変化を検出することを試みた。さらに、抗がん剤の 1種である 5-fluorouracil (5FU)
の添加による代謝への影響を観察したので報告する。 
 
2. 実験方法 

1-13Cピルビン酸 2.6mgを 50 l D2O/Glycerol＝3:2ガラス化溶媒に溶解し、そこに
15 mM の濃度となるように trityl radical(OX63)を添加した。核偏極装置には
HyperSense®(Oxford Instruments製)を用い、試料を 3.35 Tの静磁場下で 1.4 Kに冷却し
て 70 分間の偏極を行った。対象細胞はマウス由来 FM3A 乳がん細胞で、RPMI1640
培地およびそこからグルコースのみ抜いたもので 48時間培養した。5FUは 2 μMを測
定 22時間前に加え、さらに 200μMを測定 1時間前に添加した。測定直前に培養細胞
を遠心分離して濃縮しておき、PBS に 0.01 % EDTA添加した溶液 3 mlで偏極試料を
溶解した後、直ちにそれらを混合してNMR測定を行った。NMR装置はBruker DRX600、
5 mmφのブロードバンドプローブを用い、プロトンデカップリングを併用した 15度
パルスにより 1秒間隔、4回積算の測定を 120秒間経過するまで行った。得られたス
ペクトルのピルビン酸およびその代謝物である乳酸のシグナル強度を2状態モデルで
フィットし 3)、細胞あたりのピルビン酸及び乳酸の反応速度定数(kP/cell, kL/cell)、曲
線下面積の乳酸/ピルビン酸比(AUC(Lac/Pyr))を求めた。また、NMR 測定後に測定サ
ンプルの一部を取り出してトリパンブルー染色後、顕微鏡下での観察により細胞数お

よび細胞生存率を調べた。 
 
3. 実験結果と考察 
培地のグルコースの有無、そして 5FU添加の有無によって、得られるスペクトル

に差異が確認された。そして算出した kP/cell、kL/cell および AUC(Lac/Pyr)から以下
の点が明らかとなった。1. グルコース含有培地に比してグルコース無添加培地では
kP, kLが有意に高い。2. 5FUを添加した場合では kP, kLが有意に低い。3. グルコース
無添加培地では 5FU投与時の kP低下の度合いがグルコース含有培地に比して大きく、
また kL 上昇の度合いが小さい。これらの結果から、DNA 合成阻害剤である 5FU は
がん細胞において糖代謝にも影響を及ぼすことが確認され、特に低栄養下において与

える効果が大きいことが示唆された。 
 
参考文献 
1) Golman K. , , 103, 30, 11270-11275 (2006) 
2) F. A. Gallagher,  453(7197), 940-943 (2008) 
3) Day SE, , 13(11), 1382-87 (2007) 
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Self-Diffusion of Ions in a Confined Nanostructure: NMR Assessment of 
Ionic Conduction in a Thermotropic Ionic Liquid Crystal 
○Anton E. Frise1,2, Takahiro Ichikawa1, Masafumi Yoshio1, Hiroyuki Ohno3, 
Sergey V. Dvinskikh2, Istvan Furo2, and Takashi Kato1 

1Department of Chemistry and Biotechnology, School of Engineering, The University of 
Tokyo, Tokyo, Japan 
2Division of Physical Chemistry, Department of Chemistry, Royal Institute of Technology, 
Stockholm, Sweden 
3Department of Biotechnology, Tokyo University of Agriculture and Technology, Koganei, 
Tokyo, Japan. 
 
Abstract 
Detailed investigation of molecular mobility in nanostructured ion-conductive materials is 
essential for understanding their dynamic functions. For this purpose we have determined the 
distinct self-diffusion coefficients of anions and cations in an ion-conductive material that 
exhibits a thermotropic bicontinuous cubic liquid-crystalline phase by Pulsed-Field-Gradient 
Nuclear Magnetic Resonance (PFG-NMR) spectroscopy. The results show that dissociating 
cations and anions in the nanostructured liquid-crystalline phase form ion pairs and clusters in 
the isotropic phase. 
 
Introduction 
Ionic interactions can be utilized for the self-assembly and phase segregation of amphiphilic 
molecules to achieve new functional liquid-crystalline soft materials [1]. We have previously 
reported that an ionic liquid based on a fan-shaped ammonium salt (Fig. 1) exhibits a 
bicontinuous cubic (Cubbi) liquid-crystalline phase [2]. The self-organized material forms a 
continuous network of ion nano-channels that promote efficient ion conduction. The material 
shows a steep decrease in ion conductivity at the Cubbi to isotropic phase transition, 
presumably due to a collapse of the ion channel network [2].  

 In this study, the diffusion coefficients of ions in 
ionic liquid crystal 1 were measured by NMR 
spectroscopy to investigate the dynamic properties of 
the material. Compound 1 melts to the Cubbi phase at 
42°C and shows a phase transition from Cubbi to 
isotropic (disordered) liquid at 82°C. Pulsed-Field-
Gradient (PFG) NMR was employed to determine 
the diffusion coefficients of both cation and anion 
over a temperature interval encompassing both Cubbi 
and isotropic phases. The self-diffusion coefficients 
were determined by 1H- and 19F-NMR for the 
cations and anions, respectively. 

Experimental 
The measurements were performed on a Bruker DMX200 spectrometer equipped with a 10 
mm pulsed field gradient probe with 9.6 T/m maximum gradient. The temperature at the 
sample position was carefully measured with an external thermocouple for both proton and 

Fig.1 Fan-shaped ammonium salt 
exhibiting a bicontinuous cubic liquid-
crystalline phase. 

Crystal 42 Cubbi 82 Isotropic 

1 
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fluorine radiofrequency inserts. The stimulated-echo 
pulse sequence was employed and the self-diffusion 
coefficients were obtained by fitting the echo 
attenuations to the Stejskal-Tanner equation [3]. A 
typical echo attenuation is shown in Fig. 2. The 
nominal values for all diffusion coefficients were 
calibrated towards the diffusion of water at 298 K 
[4].  

Results 
In Table 1, typical values for the diffusion 
coefficients of cation and anion in both phases are 
shown. In the Cubbi phase we have found that the 
anion diffusion is approximately twice as fast as the 
cation diffusion, while in the isotropic phase the 
difference in diffusion coefficients between cation 
and anion is insignificant. Thus, the NMR results 
suggest that dissociating cations and anions in the 
liquid-crystalline phase form ion clusters in the 
isotropic phase, leading to the reduction in the ionic 
conductivity. 

Table 1. Examples of diffusion coefficients in the ion-conductive material. 

Diffusion coefficient (m2 s-1) 

 Cation Anion 

60°C (Cubbi) 4.63×10-14 1.15×10-13 

90°C (Iso) 2.39×10-12 2.29×10-12 
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Fig. 2 Normalized signal amplitudes of a 
stimulated echo decay vs. the Stejskal-
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crystalline phase (66 °C). The solid line 
is a linear fit with an adjusted R2-value 
higher than 0.9999. 



－ 344 － － 345 －

P090



－ 344 － － 345 －



－ 346 － － 347 －



－ 346 － － 347 －



－ 348 － － 349 －

P091



－ 348 － － 349 －



－ 350 － － 351 －

P092



－ 350 － － 351 －



－ 352 － － 353 －

Introduction to NMR Metabolomics with SpinAssign: A Comprehensive 
Metabolite Annotation Server 
Eisuke Chikayama1, Yuuri Tsuboi2, Junko Nagahama1, Yasuyo Sekiyama1, Jun Kikuchi1,3,4

1RIKEN PSC, 2RIEKN ASI, 3Graduate School of Bionano., Yokohama City University, 
4Graduate School of Bioagri. Sci., Nagoya University

NMR-based Metabolomics has become a practical and analytical methodology for 
discovering novel genes, biomarkers, metabolic phenotypes, and dynamical cell behaviors in 
organisms. Recently we devised and implemented a statistical index, SpinAssign p-value, in 
NMR-based metabolomics for large-scale metabolite annotation and provided information to 
the public. We will tutor introductory cases of NMR-based metabolomics by SpinAssign.

NMR
1H NMR

SpinAssign NMR
270

13C-HSQC 13C-HSQC
HSQC

SpinAssign p-value
100 200

NMR NMR
NMR SpinAssign NMR

NMR
350 L 150 L NMR

1D 1H water gate 2D 13C-HSQC
13C-HSQC DSS 1 1 1H<tab>13C

SpinAssign http://prime.psc.riken.jp/?action=nmr_search
[do SpinAssign]
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A B A B

1D 1H
A B 1.12-1.18 .51-2.67

ppm A
Fig. 1 13C-HSQC A B A B

SpinAssign A /
B Propane-1,2-diol/ethanol/citrate Fig.

1 A B

A B
NMR

1H/13C
NMR

A
B

NMR

[ ] KH2PO4 (1 M, 1.15 mL), K2HPO4 (1 M, 
1.85 mL), (D2O, 27.0 mL), 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate (DSS) (6.5 mg)

30 mL (100 mM, pH 7.0, 1.0 mM DSS).
[NMR ] Bruker Avance II 700 MHz water
gate p3919gp 13C-HSQC hsqcetgp 298 K 13C-HSQC
20/140 ppm 4.7 /60 ppm 1024/344 4

Cola B 

Cola A 

Milk A 

Milk B Figure 1. 1D 1H NMR spectra (left) and annotations
with SpinAssign for Cola B (right). 

5 01H (ppm) 
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Comparative metabolome analysis using
13

C-labeled organisms and

profiling plant metabolites throughout extraction processes

Yasuyo Sekiyama
1
, Eisuke Chikayama

1
, Jun Kikuchi

1,2,3

1RIKEN Plant Science Center, 1-7-22 Suehiro-cho, Tsurumi-ku, Yokohama 235-0045, Japan.

2 Graduate School of Nanobiosciencs, Yokohama City University, 1-7-29 Suehirocho, Tsurumi-ku,

Yokohama 230-0045, Japan.

3Graduate School of Bioagricultural Sciences and School of Agricultural Sciences, Nagoya University,

1 Furo-cho, Chikusa-ku, Nagoya-shi, 464-8601, Japan.

NMR techniques can provide structure-based information on a global pool of metabolites, not

only in isotropic solvent extracts, but also in heterogeneous samples, such as intact tissues or

extraction residues containing insoluble materials. At first, we describe the evaluation of

extraction solvents that can be applicable for NMR-based metabolomics of a wide range of

organisms and their application to comparative metabolome analysis using
13

C-labeled plants,

animals and microorganisms. In metabolomic analyses, care should be exercised as to

which metabolites are extracted from the sample and which remain in the residue. The

second, we tried to visualize changes in plant metabolite profiles throughout a series of

repeated extraction process using a combined solution-state and HR-MAS NMR approach. In

addition to the metabolite profile, we will discuss a relationship between metabolite structure

and behavior throughout the repeated extraction process.

NMR

[1-3]

Figure

(1)

(2)

NMR

NMR
13

C
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SAIL法による蛋白質のTrp環シグナルの効率的帰属 
○宮ノ入洋平1,武田光広1,寺内勉2,3,小野明2,3,甲斐荘正恒1,2 
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3SAILテクノロジーズ㈱

Facile assignment of the Trp r ing signals in a pr otein by the SAIL method
○Yohei Miyanoiri1, Mitsuhiro Takeda1, Tsutomu Terauchi2,3, Akira Mei Ono2,3 and
Masatsune Kainosho1,2

1Structural Biology Research Center, Graduate School of Science, Nagoya University.
2Center for Priority Areas, Tokyo Metropolitan University.
3SAIL Technologies

We are currently exploring further optimizations of the isotope-labeling patterns for various
stereo-array isotope-labeled (SAIL) amino acids, in order to establish a method for the robust
NMR signal assignment and automated structural determination for large proteins and their
complexes, which are somewhat difficult to handle even with the original SAIL method. For
example, we recently showed that the combined use of various types of SAIL-Phe/Tyr
allowed us to determine a protein structure more accurately (Takeda et al., JBNMR, 2009,
DPI 10.1007/s10858-009-9360-9). In this presentation, we introduce a new SAIL-Trp, which
has an optimal labeling pattern for the most efficient observation and assignment of the ring
signals, as revealed for the six Trp residues of a DNA binding domain of c-Myb (Myb-R2R3).
 

[序]   

芳香族アミノ酸(Phe, Tyr, Trp)は疎水性コア領域に存在し、蛋白質の立体構造の形

成・維持に大きな役割を果たすだけで無く、分子表面や内部において様々な相互作用

を通じて蛋白質の機能発現に深く関わっている重要な残基である。我々は従来の均一

標識試料を用いたNMR解析法では盲点となってきたPhe/Tyr残基の芳香環シグナルの

観測と帰属、及びそれらに由来するNMR構造情報の取得がSAIL法により迅速、且つ

高感度に可能となり、更にそれらの構造決定への有用性を明らかにしている。Trp残
基に関してもSAIL法を適用し、それらの環シグナルのNMR情報を得ていたものの、

最適な標識パターンに関しては様々な試行錯誤が必要であった。本研究では、より高

分子量の蛋白質にも適用可能な高感度な芳香環シグナルの帰属を目的に改良した

SAIL-Trpを用いて、簡便且つ有効な帰属手法の開発を行った。検証に用いたモデル蛋

白質としては、6残のTrpを持つc-Myb蛋白質DNA結合ドメイン(Myb-R2R3)を用い、遊

離状態、及びDNA結合状態におけるインドール環シグナルの帰属を試みた。

 

SAIL法, 芳香環シグナル、NMR帰属法

○ みやのいり ようへい, たけだ みつひろ, てらうち つとむ, おの あきら, か

いのしょう まさつね 
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(b) (a) 

d1 

e1 

e3 

h2 

[方法] 

Fig.(a)に示したSAIL-Trpを最少培地 1Lあたり5mg加えることにより、選択的SAIL-Trp
標識したMyb-R2R3を調製した。0.6 mM の精製試料を用いて、15N NOESY-HSQC, 15N
TOCSY-HSQC, 13C NOESY-HSQC 及び 1H-13C HSQCスペクトルを測定した。NMR測
定はBruker 500, 600,及び800MHz装置を使用した。インドール環シグナルについて、

He3 はHa,Hb2 とのNOEにより帰属した。Hd1はHN若しくはHb2とのNOEにより帰属した。

He1はHd1とのNOE、Hh2に関してはCe3とのスピン結合により帰属した。

[結果と考察] 

Myb-R2R3の6残基のTrpが含まれており、均一標識法によってはそれらの環シグナル

の完全帰属は不可能である。一方、新たに合成したSAIL-Trpでは、NOESY,HSQC実験

によって、Trpの標識部位シグナルの完全帰属が容易に達成できた{Fig.(b)}。 

(a) Chemical structure of SAIL-Trp. The arrows indicate the assignment pathways.
(b) The 1H-13C HSQC spectrum of Myb-R2R3 labeled with SAIL-Trp.
 

Myb-R2R3の結晶構造中では、Trp115(W115)、Trp166(W166)、及びTrp134(W134)の環

シグナルは近接するHis残基やTrp残基による環電流の影響を大きく受ける事が予想

される。このことは、W115とW166のHh2シグナル及びW134のHd1シグナルが他のTrp
残基のシグナルと比較して、大きく高磁場シフトを示す事実と一致する。これらのシ

グナルは、標的DNAを加えることにより、大きな化学シフト変化を示すことから、

DNAとの相互作用に関与している事が示された。

[謝辞] 本研究内容の一部は文科省ターゲットタンパク研究プログラムにおけるSAIL
法技術開発の一環として、横浜市大西村教授の協力を得て行われた。
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Selective measurement of choline accumulation and glucose metabolites in 
cells and organs using multi-resonance NMR 

Ryuji Igarashi, Hidehito Tochio, Keigo Mizusawa, Kosei Uehira, Shinsuke Sando, 
Yasuhiro Aoyama and Masahiro Shirakawa 
Graduate School of Engineering, Kyoto University, Kyoto, Japan. 

NMR is one of the most suitable methods to visualize in vivo localization of biomolecules 
without damaging the organisms. However, molecular specific imaging in biological 
organisms with NMR/MRI is difficult because NMR signals of target molecules suffer from 
higher background signals from coexisting molecules. In this study, we employ heteronuclear 
multiple-resonance NMR techniques to take advantages of their molecular identification 
ability. A stable-isotope-labeled choline or D-glucose was injected into tumor-bearing mouse, 
the organs were surgically collected and the homogenized extracts were subjected to NMR 
measurements. We found that triple-resonance NMR enabled observation of accumulated 
cholines and lactates, known markers of tumor metabolism, in organ homogenates in a highly 
molecular specific manner
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Protein expression using cold-shock vector with soluble protein tag and its 
application for NMR 

Kokoro Hayashi and Chojiro Kojima 
Graduate School of Biological Science, Nara Institute of Science and Technology

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). We 
reported the development of the pCold I-GST vector which combined pCold I vector with  
glutathione S-sepharose (GST) (Hayashi and Kojima, Protein Exp. Purif. 2008). Here, we 
developed the expression vector which combined pCold I vector with another three protein 
tag, maltose binding protein (MBP), protein G B1 domain (GB1) and thioredoxin (Trx). 
Additionally, we show the C-terminal tag which inhibits the protein degradation. 

GST MBP
(pColdI IV) (Qing et al., Nature Biotech, 2004)

pCold I GST
pCold-GST 

(Fig. 1)
10

Hayashi and 
Kojima, Protein Expr. Purif., 2008

GST pCold I

Fig. 1 Structure of pCold-GST vector.
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C

pCold-GST
pCold I N His

pCold I His
MBP Trx GB1 pCold-MBP, 

pCold-Trx, pCold-GB1 pCold-GST N His

HRV3C protease

NMR
pCold-GST

85 79

Fig.1 pCold-GST

1H-15N HSQC
pCold-GST

NMR C His

C
(Fig.2)

pCold-GST
NMR

C C

Fig. 2 Protein expression and purification of 
GST-tagged Tsr with or without C-terminal 
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Automated assignment of NMR signals and structure analysis using
structure and chemical shift databases

Naohiro Kobayashi1, Hideo Akutsu1 and Toshimichi Fujiwara1

1Institute for Protein Research, Osaka University, Suita 565-0871, Japan.

The number of protein structures deposited in the PDB are now reaching 60,000, many of
which for the last half decade has been accelerated by the comprehensive analysis for protein
structures by structural genomics.  This enables us to obtain a homologue structure of the
target with high sequence identity much easier than it used to be.  On the other hand, the
recent developments of solution NMR techniques have successfully improved the cost and
time of the experiment and analysis for study on a small protein, however, the assignment
works are still intricate even if using the information of coordinate and chemical shift data of
the homologue protein.  In this study, we have developed a highly automated assignment
system for NMR main-chain and C  signals which can incorporate information of known
structure or assignments derived from database such as PDB and BMRB.

2009 9
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LAM MPI

3 HNCO, HNCACB, CBCA(CO)NH
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High-Precision Metabolic Profiling with NMR and Mass Spectrometry

Yoshinori Fujimura
1
, Daisuke Miura

1
, Satoko Kakoi

2
, Eri Sunaga

3
, Tadashi Nemoto

1, 3, 4
,

Katsutoshi Takahashi
1, 3, 4

, and Hiroyuki Wariishi
1, 4, 5

1
Innovation Center for Medical Redox Navigation, 

2
Graduate School of Bioresource and 

Bioenvironmental Sciences, 
3
Bio-Architecture Center, 

4
Faculty of Agriculture, Kyushu 

University, Fukuoka, Japan;
5
National Institute of Advanced Industrial Science and 

Technology, Tsukuba & Odaiba, Japan.

Metabolic profiling (MP) is a powerful methodology to discover novel biomarkers as an 

indicator metabolite of a biological state. The identification of chemical structure of

metabolites is a key strategy for functional and applied studies in pharmaceutical research or 

clinical diagnosis. Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and mass spectrometry 

(MS) are often used as analytical platform for MP. However, determination of chemical 

structure of candidate biomarkers from an independent data of NMR or MS is very difficult

because each data shows only a partial structure or molecular weight information of 

metabolites, respectively. In the present study, we examined a possibility of the integration of 

NMR- and MS-based MP to develop a novel strategy for detecting many metabolites and 

reducing the number of candidate biomarker metabolites as well as identifying the chemical 

structure of unknown metabolites.
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NMR MS MS/MS

Metabolic profiling, NMR, MS
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血管径の変化によるガドリニウム造影剤濃度推定誤差の
検討 
○中村和浩1, 近藤靖1, 水沢重則1, 曽雌泰央2, 陳国躍2,木下俊文1 
1秋田県立脳血管研究センター 
2秋田県立大学・システム科学技術学部 

 
Estimation error of gadolinium tracer concentration relating to blood vessel 
diameter 
○Kazuhiro Nakamura1, Yasushi Kondoh1, Shigenori Mizusawa1, Yasufumi Soshi2, Guoyue 
Chen2, Toshibumi Kinoshita1 

 

Cerebral blood flow (CBF) in rat ischemic tissue is not properly estimated using dynamic 
susceptibility contrast (DSC) technique. An assumption of proportional constant between 
signal intensity and tracer concentration should be different between normal and ischemic 
tissue. We simulated the NMR signal reduction of DSC technique using the vessel model 
including different vessel diameter with reasonable physiological condition. The results 
suppose the proportional constant in the ischemic tissue is increased according to the vessel 
diameter distribution. 
 

1. はじめに 
我々はガドリニウム(Gd)造影剤を用いた動的磁化率コントラスト(DSC)法および、

持続的スピンラベリング (CASL)法によりラット脳虚血領域での脳血流量(CBF)推定

値を比較検討してきた。この結果、正常血流量から50％以上のCBF低下領域において

DSC法とCASL法で相対的血流低下量が異なることを報告してきた[1,2]。DSC法では、

MRI信号強度の変化(⊿R2
*)が組織の造影剤濃度に比例するという関係を利用する。こ

の比例定数は一般に定数と考えられるが、プロトンの拡散距離を考慮すると、血管径

や血管密度によってその比例係数

は異なることが知られている[3]。

我々は、この比例係数の変化につい

て、シミュレーションモデルを用い

て検討することにした。シミュレー

ションモデルではFig.1に示すよう

に、血管を模擬した磁化率の異なる

円柱を一定範囲内にランダムに配

置する。実際の生体モデルに近づけ

るため、血管径分布を正規分布させ

てランダムに配置した血管モデル

についても合わせて検討した。 

脳血流量計測、Gd造影剤、磁化率効果  

○ なかむらかずひろ，こんどうやすし, みずさわしげのり, そしやすふみ, ちんこ

くやく, きのしたとしふみ 

Fig. 1 Blood vessel distribution model. The model 
with same vessel radius (left) and different 
distributed radius (right) are shown. 
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2. 方法 
プロトンの拡散距離を考慮したうえで、造影剤の磁気遮蔽効果を計算し、造影剤濃

度と信号強度の関係をモデル論的に計算する手法が知られている[3]。我々はこの手

法を参考にした。シミュレーションモデルは、Matlab（Mathwork社,USA）で作成し、

アルゴリズムの確認をおこなった後、計算処理速度を考慮し、C言語でプログラムを

作成した。水素原子核は、時間⊿t毎にx, y, z各方向に，平均0, 標準偏差 でランダ

ムに移動する。Ｄは拡散係数である。個々の磁気じょう乱体が水素原子核に及ぼす磁

界変化の総和から，水素原子核移動先の磁界を求め、磁界変化量から位相変化量を計

算し、個々の水素原子核の位相変化量は100msまで計算した．また，水素原子核40000

個の位相変化を求め，平均値を計算した。測定される信号強度は，位相変化量に基づ

き計算され、この信号強度変化から勾配磁場法とSpin Echo法を用いた信号強度変化

である⊿R2
*と⊿R2をそれぞれ求めた。また、磁気じょう乱体の半径を変化させてシミ

ュレーションモデル実験をおこなうことで、血管径増大に伴う信号変化を模擬した。 

 

3. 結果・考察 
血管径分布を正規分布させ

てランダムに配置した血管モ

デルについて検討した結果、そ

の平均血管径で考えれば、単一

血管径からなるモデルとほぼ

同等のシミュレーション結果

であった。血管径を増大させ、

信号減推量を模擬した結果を

Fig.2に示す。この図は、血管

の数を増加させ、脳血液量を増

加させた場合に比べて、血管の

数は同数で血管径が増大した

場合に信号減推量がどの程度

大きくなるかを示している。血

管径がおよそ２倍になると信号変化は単純な体積増加に比べて１．５倍程度信号減衰

量が大きくなった。磁気じょう乱体である血管が増加すれば、信号強度は減衰するが、

同じ脳血液量の増加であっても、配置される脳血管径が異なることで、信号減推量が

異なることを示している。このことは、造影剤濃度に変換する比例定数が血管径の分

布で見かけ上異なることを意味する。虚血領域で観察される脳血液量の増大は、血管

の配置は変わらず、それぞれの血管径が増大するためだと考えるのが生理学的には妥

当であり、この条件下では脳虚血領域で血管径が増大していることにより比例定数が

増加し、ＤＳＣ法では虚血領域で脳血流量の過大評価されることが説明できたと考え

られる。 

 

参考文献 
[1] Kagaya et al., Proc ISMRM 14 (2006) 1467 、[2] 加賀谷ら,生体医工学 44 (2006) 

286 – 292、 [3] Boxerman et al., MRM, 34 (1995), 555-566 

Fig. 2 Simulation result of NMR signal reduction ratio with 
different radius dilation.  
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Self-refocused slice selection by the magic echo DANTE method 
○H. Masumoto1, T. Hashimoto2 and S. Matsui1

1 Graduate School of Pure and Applied Sciences, University of Tsukuba, Tsukuba, Ibaraki 
2 Department of Information Technology, Yokohama Soei Junior College, 
Yokohama, Kanagawa 

The method of slice selection proposed for solid-state MRI by combining DANTE selective 
excitation with magic-echo (ME) line narrowing requires a rephasing period 0.58 times the 
DANTE excitation period. The added rephasing period results in a significant loss of 
sensitivity due to transverse relaxation. To solve the sensitivity problem, we make use of the 
self-refocusing effect of the 270° Gaussian-shaped soft pulse by introducing a 270° flipping 
Gaussian modulation to the ME DANTE method. This eliminates the rephasing period. The 
utility of the improved method is demonstrated by experiments performed on test samples of 
adamantane and polycarbonate. 
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高磁場環境対応の高性能非磁性薬液注入装置の開発 

○平川慶子１，森川秀行２，村木秀樹２，佐藤挌夫４，小池薫３，増野

智彦４，大野曜吉１ 
１日本医科大学 NMR 研究施設 
２（株）ユニフローズ 
３京都大学 初期診療・救急医学 
４日本医科大学 救急医学 

 

 

Injection system especially designed for clinical and analytical use in a high 
magnetic field strength above 7 tesla 
Keiko Hirkawa1, Hideyuki Mori2, Hideki Muraki2, Norio Sato4, Kaoru Koike3, Tomohiko 
Masusno4 and Youkichi Ohno1

1NMR laboratory, Nippon Medical School 
2Uniflows Co. Ltd. 
3Department of Primary Care & Emergency Medicine, Kyoto University 3)

4Department of Emergency and Critical Care Medicine, Nippon Medical School4)

 

We have succeeded in development with MR injection system designed for use in all MR 
Scanner field strengths up to and beyond 7T. Our device uses The new device enables to 
control the pump hydropneumatically with an improved space-saving design. The device has 
proven reliability and high performance enough to clinical practice. 

【背景】MRI 診断は、医療技術として、今日広く臨床応用されている。特に、脳症、

髄膜炎、脳梗塞等の脳 MRI の有用性は極めて高く、急性症状が強く、迅速な確定診断

が必要とされる小児の高熱性の疾患においても、有用性が高いとされている。3T 以上

の高磁場装置の導入も急速に拡がり、測定技術・画像解析法の進歩、優れた造影剤の

開発に伴って、迅速・高情報量かつ高画質の画像測定が日常的に行われるようになっ

てきた。 

しかしながら、MRI 装置の設置環境は強磁界空間であるために、医療現場での画像測

定実施においては、磁場の乱れによる性能低下および安全確保の観点から磁性体の持

ち込みは厳禁である。また、MRI の検出信号に悪影響を及ぼす電気ノイズの発生の可

能性がある電気製品も高画質の画像測定には不適である。 

シリンジポンプ，非磁性

○ひらかわけいこ，もりかわひでゆき，むらきひでき，さとうのりお，こいけかおる、

ますのともひこ、おおのようきち
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このため、医療現場で広く使われている輸液ポンプ・シリンジポンプといった薬液注

入装置は、磁性体を含み、磁気モーターが使用されているために、MRI 室への持ち込

みが禁止されている。MRI 室対応の装置もすでに開発はされているが、高精度・安価、

操作性・メンテナンスのすべてを満たす製品はない。実際には、治療の都合上持続的

な薬剤投与が必要な症例も多く、撮像中の体動による画像の乱れが懸念される小児に

おいては、撮像中の鎮静剤持続投与が必要になる場合もある。一般の医療施設では、

不本意ながらMRI適用外となってしまう患者が多いのが現状である。以上の背景から、

3T 以上の高磁場の MRI 装置内でも安心して使用できる、汎用性の高い高性能の非磁性

薬液注入装置が必要であると考え、新たに医療現場で実用可能な高磁場 MRI 装置対応

のシリンジポンプを開発した。 

【開発の経緯】高磁場 MRI 室用シリンジポンプとして開発すべき要素は①非磁性であ

ること②電気ノイズを発生しないこと③高精度の速度・液量制御が可能であること④

安全性・操作性・メンテナンスにすぐれた仕様を実現できること⑤小型・安価である

ことであると考え、ＮＭＲ技術者・臨床医・輸液ポンプ開発に実績のある企業との共

同研究を行った。 

【装置の概要】強磁場空間である MRI 装置あるいは周辺には磁性体や電気製品を一切

使用しないことが必須と考え、MRI 室内には非磁性体の薬液注入用シリンジおよびシ

リンジ駆動用複動型液圧シリンダからなる①シリンジ部を設置し、MRI 室外（非磁場

環境）に動力側液圧シリンダ・動力発生用モーターおよびコントローラーからなる②

動力部を設置することとした。①および②の両シリンダ間は、非磁性液を充填後、外

部から密閉した非磁性配管でつなぎ、ハイドロニューマチックなコントロールが可能

な装置を試作した。小動物用 7T MRI 装置内で、高磁場環境内で問題なく高精度の動

作が確認できた。この結果、少ない構成要素を用いて、小型・安価かつ操作性に優れ、

シンプルで高精度の仕様が可能なポンプの製品化が可能となった。 

【考察】我々が開発した装置は MRI 室に設置するシリンジ部が完全に非磁性であり、

電気部品を全く用いておらず、7 テスラ以上の高磁場 MRI 装置内への設置も可能なこ

とが確認できた。①小型・操作性・安全性の観点から、患者・医療従事者および装置

の安全と利便性が確保される。②磁場・電場の乱れがないために、高画質の画像測定

が期待できる。③シリンジ部を患者近くに設置できるために、薬液の浪費を防ぐこと

ができる等の利点があり、医療従事者の負担の軽減、MRI 装置稼働率の向上、高磁場

MRI 画像診断患者の適用拡大等による医療の質向上が期待できる。 

本技術は、高磁場 MRI 装置を用いた動物実験研究や高分解能 NMR 装置におけるシリン

ジポンプによる液体持続注入（合成反応・酵素反応等のリアルタイム NMR 観測等）へ

の応用等も可能であり、これまで、強磁場空間ゆえに不可能であった実験研究への応

用が実現できると考えている。 
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Clinical Application of 1H-NMR Metabolomics to Hemodialysis
Masako Fujiwara1, Itiro Ando1, 2, Tadashi Nemoto 2, Kazuhisa Takeuchi 1,3, Yutaka Imai1

1 Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Tohoku University, Sendai, Japan.
2 Biomedicinal Information Research Center, AIST, Tsukuba, Japan.
3CKD Center, Koujinkai Central Hemodialysis Clinic, Sendai, Japan

Plasma from patients of pre- and post- hemodialysis together with their waste-fluid during dialysis

treatment were collected and measured by 600 MHz NMR spectroscopy. Spectral patterns of

plasma between pre- and post- dialysis were clearly discriminated together with significant

fluctuations in the level of low-molecular-weight metabolites. Several metabolites such as lactate

and alanine have decreased with the different ratio from that of creatinine, which suggested

endogenous generation during treatment. Spectral quantitation of these metabolites in plasma with

high density of proteins was attempted to monitoring dialysis treatment.

:
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Fig 1. 600 MHz 1H NMR spectra of plasma from

pre- and post- dialysis (A, B), and of waste fluid

(C) in the higher field, respectively. Cr indicates

creatinine signal. In each spectra (A, C), there was

a signal of urea at 5.78 ppm inserted to the figure

with enlargement, respectively. In (C), the

asterisk-marked signals indicate valine, threonine,

alanine form the right, respectively. Acetate was

included in the dialysate buffer.

Masako Fujiwara et al. Pattern Recognition Analysis for 1H NMR Spectra of Plasma from

Hemodialysis Patients. 2009, Ana. Bioana. Chem. 394, 1655-1660

Itiro Ando et al. A study of the use of formate as concentration standard for 1H NMR

metabolomics of plasma. 2009, J. Toxicol. Sci. in press.

NMR

MOOK16

2009.11

Fig.2 Correlation of the concentration between pre- and difference of 37 subjects in mM,

respectively. post – pre, While creatinine was cleared by dialysis, lactate level elevated

in post-dialysis plasma.
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新方式ＮＭＲを用いたタンパク質測定 
○田中秀樹1，長谷川学1, 岡田道哉1, 高妻孝光2，北口仁3 
1日立製作所 日立研究所 
2茨城大学
3物質・材料研究機構

Protein NMR measurements by newly Configured NMR 
with Superconducting Split-Magnet and Solenoidal RF Coil 
○Hideki Tanaka1, Manabu Hasegawa1, Michiya Okada1, Takamitsu Kohzuma2

and Hitoshi Kitaguchi3
1Hitachi Research Laboratory, Hitachi Ltd., Hitachi, Japan. 
2Ibaraki University, Mito, Japan. 
3National Institute for Materials Science, Tsukuba, Japan. 

  Theoretically, solenoidal RF coils have higher NMR sensitivity than saddle RF coils. And 
we have experimentally shown this effectiveness with 0.1% E.B. by developing a newly 
configured NMR. In protein NMR measurements, salt and buffer cause dielectric losses and 
decrease sensitivity. So, we compared sensitivities of protein NMR between conventional 700 
MHz NMR system and our 600 MHz NMR system. In the results, sensitivities of our system 
have 1.6 times higher than that of conventional system. 
 

ＮＭＲの測定感度において，ソレノイド型ＲＦコイルはサドル型ＲＦコイルよりも

優れていることが知られている(1)。近年ではその高感度を活かし，固体ＮＭＲの測定

にソレノイド型ＲＦコイルが用いられている。一方溶液ＮＭＲにおいては，静磁場用

電磁石の超電導化以降，ソレノイド型ＲＦコイルの用途は限られてきた。これに対し，

我々はスプリット型超電導磁石を有する新方式ＮＭＲを開発し，溶液ＮＭＲにおける

高感度化の実証を行ってきた(2)。

Fig.1 に新方式ＮＭＲの断面図を示す。試験管は，超電導磁石の隙間から鉛直方向

に装填される。静磁場は水平方向，ＲＦ磁

場は鉛直方向である。従来形式では困難で

あったソレノイド型ＲＦコイルへの試験管

装填を，超電導磁石を左右に分割すること

で容易とした。これまでに300MHz機と

600MHz機を作製し，標準試料（0.1% E.B.）
を用いて新方式ＮＭＲの優位性を示した(3)。

タンパク質ＮＭＲ測定では，誘電損失に

より測定感度が低下することが知られてい

る。誘電損失は，試料中の塩・バッファー

と，ＲＦコイルが作る電界分布に依存する。

Supercond. Split-Mag.

ProbeSolenoidal
RF Coil

Sample Tube

B0

Fig. 1 Schematic diagram of newly configured 
NMR with solenodal RF coil 

新方式ＮＭＲ，スプリット型超電導磁石，ソレノイド型ＲＦコイル 

 

○たなかひでき,はせがわまなぶ,おかだみちや,こうづまたかみつ,きたぐちひとし
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そこで，タンパク質ＮＭＲ測定におけ

る新方式ＮＭＲの感度優位性を実証す

るために，塩・バッファーを含む試料

で，従来方式との感度比較を行った。

 Table1 にサンプル条件を示す。バッ

ファー濃度，塩濃度はタンパク質測定

で用いられている一般的な濃度を採用

した。Fig.2(a)に試験管の外観を示す。

誘電損失は試料体積にも依存するため，

試料領域の高さを変更しつつ，感度比

較を行った。Fig.2(b)に，信号強度の

定義を示す。信号強度はアノメリック

プロトン信号を対象とし，そのスペク

トル高さ Speakとスペクトル面積 Sareaを

評価した。一般的に試料高さを 10mm 以

下に設定すると，静磁場均一度調整（シ

ム）が困難となり，感度評価が不正確

になる。しかし，スペクトル面積を感

度指標とすることで，シムの影響を排

除し，システムの持つ感度ポテンシャ

ルを比較することが可能となる。ノイ

ズ強度は帯域 100Hz での標準偏差を用

いた。なお，ノイズ強度比較を正確に

行うため，スペクトル表示時の周波数

分解能は0.12Hzで共通とした。以上の条件において，新方式600MHzと従来方式700MHz

機の感度比較をそれぞれの低温プローブを用いて行った。 

 Fig.3 に測定結果を示す。縦軸はスペクトル面積を信号強度とした場合の S/N 比，

横軸はサンプル領域高さである。新方式 600MHz 機は，従来方式 700MHz 機と比べ，1.6

倍程度高い測定感度を有することが明らかとなった。 

 

本研究の推進に際して、正田英介 先生、木村錫一 先生、神田大輔 先生、森田勇

人 先生のご指導、ご支援を賜りました。また、本研究の一部は、文部科学省科学技

術振興費委託研究、（19文科振199号）の一環として行われました。 

 

(1) D.I.Hoult and R.E.Rechards, J. Magn. Resonance 24, 71(1976) 

(2) 新方式ＮＭＲ用スプリット方式超電導磁石の開発 岡田，北口 第46回NMR討論

会 講演要旨集 P82 (2007) 

(3) 新方式ＮＭＲ用低温プローブの開発(2) 一木，川﨑，福田，山本，岡田，北口 

第47回NMR討論会 講演要旨集 P390 (2008) 

新方式ＮＭＲ，スプリット型超電導磁石，ソレノイド型ＲＦコイル 

 

○たなかひでき,はせがわまなぶ,おかだみちや,こうづまたかみつ,きたぐちひとし 

Table 1  Sample condition 
Sucrose / D2O 10mM 

Phosphate buffer 20mM 
NaCl 50mM 

Speak Sarea

sample
height

5mm
tube 

(b)(a)

Fig. 2 (a) Appearance of sample tube with various 
sample height. (b) Anomeric proton singnal and 
definitions of Speak and Sarea.

0 10 20 30 40
0

1000

2000

3000

sample height (mm)

S a
re

a
/ N

 (H
z)

conventional 700MHz

new 600MHz

Fig. 3 Sensitivity competition at various 
sample height
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2

Line-Shape Prediction by Integrating Simulations of the Radio-Frequency 
Electromagnetic Field and the Static Magnetic Field 

Minseok Park1, Michiya Okada1, and Hitoshi Kitaguchi2

1Hitachi Research Laboratory, Hitachi Ltd., Hitachi, Japan.  
2National Institute for Materials Science, Tsukuba, Japan.  

Line-shape is of great importance in most NMR experiments. Acquiring good line-shape 
needs extremely carefully fabricated RF coil, because the magnetization of the coil dominates 
the B0 inhomogeneity in most of the practical magnets. Many efforts have been devoted to the 
engineering of the coil magnetism, and achieved linewidth approaching 1 ppb in casual 
probes. However, a cryogenic probe still yields rather broad spectrum. Computer simulation 
may accelerate the design of the magnetism of the cryogenic probe. 
   In this presentation, we introduce a novel technique to calculate not only the B0

distribution in a sample but also the line-shape of the spectrum. The technique combines the 
B0 distribution with the B1 distribution obtained by RF field simulation. The technique was 
applied to designing a solenoidal RF coil for a cryogenic probe of a novel 600 MHz system. 

RF B-field by Solenoidal Coil

Sample Tube

B0-field

Splitted
Superconducting

Magnet

Fig. 1 Key concept of the novel NMR 
system 
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Fig. 2 Distributions of (a) sensitivity and (b) B0 inhomogen- 
eity in the sample. Height unit is the RF coil height, and 
radius unit is the sample radius.

Fig. 3 Predicted line-shapes of CH2 quartet of ethylbenz 
–ene.
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2

Micro coil NMR using compact superconducting bulk magnet 
Takashi Nakamura1, Yoichi Muro1, Hiroyuki Koshino1, Teruaki Fujito2

and Takehiko Terao3

1Molecular Characterization Team, RIKEN, Saitama, Japan.  
2PROBE Laboratory Inc., Tokyo, Japan.,  3Kyoto University, Kyoto, Japan.  

    We developed new type of superconducting magnet using bulk superconductor. This 
magnet was designed for NMR application. It maintains magnetic field strength 4.7T and 
consists of a piece of three SmBaCuO and four EuBaCuO and has 20mm inner diameter room 
temperature bore. Temperature of bulk superconductor has kept in 40K below Tc using a 
pulse tube refrigerator. The area of NMR signal detection is too small, because size of magnet 
was very limited. Therefore, we must present more effective signal detection methods for this 
magnet. Magic Angle Coil and sample Spinning (MACS) is a powerful application for limited 
quantity sample. We build a MACS probe and detected signal of 400nl ethanol sample. 

 Fig. 1 Design of superconducting magnet  

Room temperature bore 20 mm  

Cold Finger 

SmBaCuO

EuBaCuO

Vacuum 

chamber

P111



－ 386 － － 387 －

 Fig. 2 Design of probe using magic angle coil

and sample spinning system  

micro coil 

transmitter coil 

Magic Angle Spinning 

capacitor

 Fig. 3 Photograph of micro coil  

    a) bottom view b) side view 

capacitor

micro coil 

1 mm 

a)

b)
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超電導バルク磁石のNMR信号による磁場分布解析 
 
○室洋一, 仲村高志, 越野広雪 

理化学研究所 物質構造解析チーム 

Field Map Analysis of Superconducting Bulk Magnet using NMR signal 
○Yoichi Muro, Takashi Nakamura and Hiroyuki Koshino 
Molecular Characterization Team, RIKEN, Wako, Saitama, Japan.  
 

We have proposed a new type of NMR system with a superconducting bulk magnet. This 
system is expected to have several advantages over a conventional NMR apparatus, such that 
no liquid helium is required and a very compact total design is realizable. In order to achieve 
a more high-resolution spectral, a number of attempts have been performed.  
   In this presentation, we show field map analysis of our magnet by observing NMR 
signals.
 

１．はじめに 

 

 NMR 現象の発見以来これまでの間、NMR 分光装置が画期的な発展を遂げてきたこ

とは周知のとおりである。様々な分野の技術革新がその発展に寄与してきたわけであ

るが、この関係は今後も続いていくと期待される。我々は、高温超電導バルク材料の

進歩に注目し NMR 用磁石に応用することによって、既存の装置と比べて圧倒的に小

型で経済的な装置構成の実現可能性を示した [1]。

 現在、より実用的な NMR スペクトルを得るための種々の手法の開発に取り組んで

いる。本発表は、その一連の試みの一つである。

２．内容

我々が開発を進めている超電導バルク体を用いた磁石の模式図を Fig. 1 に示す。組

成は Eu - Ba - Cu - O 系であり、サイズは直径 60 mm×高さ 120 mm、磁場は 4.7 T で

ある。

NMR 分析に利用するための磁石では高安定な磁場強度と均一な磁場分布が必要で

ある。我々の超電導バルク磁石は非常に安定した磁場強度を示すが、バルクの直径が

60 mm と現在使用されている市販の NMR 用超電導磁石のコイル系（200 mm 以上）

に比較して非常に小さいため、均一な磁場空間が市販のものより限定された空間とな

る。これを NMR 観測に有効な範囲に広げるためには、この磁石専用の磁場補正が必

要となる。このため、その基礎として超電導バルク磁石の磁場分布解析を試みた。

 

 

超電導バルク磁石, 磁場分布解析 

 

○むろよういち，なかむらたかし，こしのひろゆき 
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３．実験と結果

超電導バルク磁石のボア径は 20 mm（以前の発表では 10 mm）であり、この内部の

磁場分布を見積もるために、Fig. 2 のような簡易プローブを製作（コイル径：0.5 mm、

コイル長：2 mm）し エタノールの 1H 測定を行うことによって、その共鳴周波数を

プロットした。結果の一例を Fig. 3 に示す。z 軸方向の測定間隔が 2 mm と粗く詳細

な議論はまだできないが、室温ボア底面からの高さが 75 mm 付近が最も均一度が高

いことがわかる。今後、この付近のより詳細なデータを収集し、磁場補正の方法を検

討する予定である。詳細は当日報告する。

[1] T. Nakamura et al., Concepts in Magnetic Resonance 31B(2) 65–70 (2007)  

Fig. 1 Schematic diagram of the bulk magnet 

Fig. 3 An example of the magnetic field distribution (a) at the points shown in (b), 
represented as resonance frequency of 1H of ethanol 

-100

-50

0

50

100

30 40 50 60 70 80 90 100

底面からの高さ Z (mm)

(a) (b)

磁石断面

Fig. 2 Photograph of the probe used for 
the measurement 
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溶液 33S NMR低温プローブの開発 
1理化学研究所 SSBC, 2横浜市立大学, 3上智大学 
 保母 史郎 1,2, 高橋 雅人 1,2, 斎藤 雄太 1,3, 
佐藤 直樹 1,2, 高尾 智明 3, ○前田 秀明 1,2 

 
Development of 33S Cryogenic probe 

１RIKEN, 2Yokohama City Univ., 3Sophia Univ. 
Fumio Hobo1,2, Masato Takahashi1,2, Yuta Saito3,  

Naoki Sato1,2, Tomoaki Takao3, ○Hideaki Maeda1,2 
 

 A cryogenic probe for 33S solution NMR has been developed for higher sensitivity gain than 
a commercial probe. We applied the 33S cryogenic probe to biological samples such as a 
scallop flesh and chondroitin-sulfate A derived from whale cartilages. Both SO4

2- ion or 
-SO4

2-group and -SO3
- group showed a notable NMR peak, as the surrounding electric field 

gradient is symmetric and the quadrapole effect is weak; e.g. the mantle of the scallop showed 
SO4

2- peak of the extrapallial fluid and -SO3
-group peak of taurine; chondroitin-sulfate A 

showed a chondroitin-sulfate unsaturated disaccharide -SO3
- group peak. It is suggested that if 

we make a chemical shift table for biological molecules with SO3
- group and SO4

2- group, we 
will be able to assign them by 33S NMR spectroscopy. 
 
１． 序 
硫黄は主要な生体構成元素であり、含硫アミノ酸や硫酸化多糖などの生体高分子に

様々な機能を付加する特徴も持つ。その重要性にもかかわらず、硫黄 NMRは、その
極めて低い感度から生物学研究への利用が困難な状況にある。硫黄の NMR計測可能
な唯一の同位体が硫黄 33（33S）である。33S は四極子核(I=3/2)であり、低い天然存
在比(0.76%)、小さい磁気回転比(2.0517×107 rad T−1 s−1)、大きい四極子モーメント
(Q=−6.4×10−30 m2)を持ち、この性質が 33Sの検出感度を下げ、33S NMR計測を難し
くしている。そのため 33S NMR計測の高感度化は重要な技術的課題である。  
タウリンの生理機能に関する研究は現象レベルのものが尐なくないが、これは生体

中のタウリン計測の難しさが大きな原因である。例えば 1H NMRによる in-vivoタウ
リン計測は有効な解析手段の１つだが、無数の代謝物のシグナルオーバーラップによ

り解析が難しくなる問題がある。この問題の解決手段として、in-vivo 33S NMRによ
る方法がMusioと Sciacovelliにより考案されている。しかし、通常のブロードバンド
プローブを用いた 33S NMRでは感度が不十分であり、タウリンの場合では 5 mM程
度が検出限界となる。例えば人に含まれるタウリンの場合その濃度は低く（血液:159 ± 
19 μM, 尿:778.9 ± 71 μM）、従来の装置では計測は不可能である。 
本研究の目的は、従来に比べて 1桁高い感度を実現できる 33S NMR低温プローブ

の開発を行い、33S NMRによる計測の適用範囲を大幅に拡張して、33S NMRに基づ
く新しい生体 NMR計測の世界を切り開くことである。 
開発した低温プローブの特徴は、①冷凍機による冷却プローブとしてはこれまでに

なく低い共鳴周波数をもつこと、②RF(radio frequency)コイル温度がこれまでより低
いことである。この様な実験室低温プローブによる NMR計測を可能にするために、 
 

キーワード：33S NMR spectroscopy, Cryogenic probe technology,  
Signal-to-noise ratio 

ほぼふみお、たかはしまさと、さいとうゆうた、さとうなおき、たかおともあき、まえだひであき 
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独自に RF コイルの設計技術と冷却技術を開発した。また、33S のような低周波核で
は低温プローブでもサンプルの損失が小さいので、大口径のサンプル管としてサンプ

ル量を増やし、感度を向上させた。開発したプローブを用いて、これまで計測が難し

かった生体試料（ホタテ貝の組織やコンドロイチン硫酸 A）の計測を実施し、低温プ
ローブによる 33S NMRへの適用性を評価した。最後に、
33S NMRの生物学に対する適用法や考え方を提示した。 
 
２．実験方法 
 11.75テスラ超伝導マグネット用(1Hで 500 MHz)の
33S溶液 NMR低温プローブを開発した(Fig.1(a))。冷却
システムは当研究室で独自に開発したもので、2段小型
冷凍機(GM/JT 冷凍機)、ヘリウム輸送ライン、低温プ
ローブから構成される。JTバルブを僅かに開けるとバ
ルブを通ったヘリウムが膨張するのでヘリウム温度が

4.7Kに下がる。一方、バルブを十分開くと膨張しなくなり 17Kになる。ヘリウムは
NMR プローブ内部の冷却ステージを冷却する。このステージに RF コイルが固定さ
れ、熱伝導で冷却される。 
 Fig.1(b)に示す 33S NMRシグナルを検出する RFユニット(=RFコイル+共振回路)
を制作し、低温プローブ内部の冷却ステージに固定した。プローブは 10 mmタイプ
であり、約 3 mlのサンプルを挿入できる。RFユニットは 33S(38.36 MHz)コイルと
2H(76.5 MHz)コイル（磁場-周波数ロック用）の 2つの RFコイルが直交する向きで
同軸になる構造とした。共振回路は干渉を避けるために独立しており、B1均一度を向

上させるためにバランス型回路を採用した。 
内側の 33S用コイルはサファイア管にテフロン熱収縮チューブで固定した。本研究

で新たに考案した超音波半田を用いる独自の方法でサファイアとRFコイルの銅板を
接続し、接触熱抵抗を減らして冷却性能を高めた。銅板の端部はアルミ基板とアルミ

管にインジウムを挟み込む形でネジ止めした。この方法により RFコイル設計の自由
度を向上させると共に、RFコイル温度を 9 Kまで冷却することが可能になった。 
共振回路のチューニング、マッチングの静電容量は、RF コイルの内部抵抗とイン

ダクタンスに依存する。低温プローブでは、室温から低温に冷却する過程で内部抵抗

が急激に変化する。このとき RFコイルは、自己共振周波数が計測周波数より大きく
なる範囲で、インダクタンスを十分大きく設計することで、より小さいコンデンサー

でマッチング、チューニングの調整が可能になる。この理由から、3 回巻き(内径
14.9mm)の RF コイルを採用した。33S の縦緩和時間は十分短いので、スピン－スピ
ンカップリングの効果は無視できる。このため、1H デカップリングパルスは照射し

ない（1Hコイルは設置していない）。低温プローブは室温のプリアンプに接続されて
いる。アンプの熱ノイズが比較的大きい（NF:1.6dB）ので、プローブの感度はこれ
に制約されている。現在、熱ノイズの尐ない低温アンプに変更するための開発を進め

ている。33S NMR計測は 500 MHz NMR 分光器(DMX 500, Bruker Spectrospin)で実施
した。各 NMR計測の 90˚パルス幅は 45～60μsに設定した。 
 
３．研究結果 
３－１）低温プローブの性能評価 
 20 mMタウリン水溶液により感度計測試験を行った。結果を室温 5 mmブロード

Fig.1. 33S cryogenic probe: (a) outer 
appearance and (b) RF circuit unit.

(a)                                 (b)
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バンドプローブ(Bruker, VSP500)と比較した。
33S低温プローブと市販 5 mmブロードバンド
プローブ(Bruker, VSP500)の感度を比較して
Fig.2 に示す。低温プローブで従来プローブの
5.6 倍の感度上昇を得たことが明らかである。
この結果、生体試料計測に必要な濃度である 1 
mM以下のタウリンで 33S NMR計測が可能に
なった。 
次に、1 M硫酸ナトリウム水溶液を用いて RF
磁場（B1磁場）均一度試験を行った(Fig.3)。こ
れは 810˚パルスと 90˚パルス照射から得られ
たシグナル強度の比から、B1磁場の均一度や生

成効率を見積もる方法である。その結果 810°
/90°で 82％の B1磁場均一度を得た。市販 5 
mm ブロードバンドプローブの均一度は 66%
であり、従来品より優れた B1磁場均一度を実

現できた。 
両試験の結果から、RF コイルの形状とイン

ダクタンスが適正であり、また正常なマッチン

グとバランスにより共振回路がよく機能して

いることが明らかになった。また、本プローブ

を用いることで、通常プローブの 5.6 倍の 33S 
NMR感度を実現できることが明らかになった。 
 
３－２）生体試料の 33S NMR計測 
 開発した 33S 低温プローブを生体試料に適
応した。1番目の生体試料としてホタテ貝の外
套膜、中腸線、貝柱、比較用の海水を計測した

(Fig.4)。ホタテ貝の試料は、それぞれの組織を
切り出し水洗いした後、重水に入れ計測した。

また比較のため海水試料は、海水:重水=9:1 に
調整し計測した。ホタテ貝の組織は共に-6.6 
ppm付近にシグナルを示した。これらは、Fig.2
よりタウリンのシグナルと帰属できる。また、

海水は 2.65 g/kg の SO42-を含むが、Fig.4(d)
の 0 ppmシグナルはこの硫酸イオンである。
Fig.4で特徴的なのは、外套膜で硫酸イオン（0 
ppm）シグナルを観測できることである。外套
膜は貝殻を形成する器官であり、硫酸イオンを

含む様々なイオンや有機基質を含む外套膜外液を分泌することで CaCO3結晶を作り

出す。その結晶構造は多様であり形成メカニズムは明らかではない。ここでは、外套

膜上皮細胞内の硫酸イオンを検知できたのではないかと考えている。今後の実験解析

により貝形成のメカニズム解明に繋がる知見が得られるものと期待している。 
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 2 番目の生体試料として、コンドロイチン硫酸 A
の酵素（コンドロイチナーゼ ACII）分解試料につい
て 33S NMR を計測した(Fig.5)。酵素分解試料は次
の手順で用意した。１試料当たり、二糖硫酸換算で

400 μmolのコンドロイチン硫酸Aを含む試料溶液
を 4 ml（400 μlの 0.4 M緩衝酢酸溶液-pH6.0、400 
μlの 0.4 M酢酸ナトリウム水溶液、400 μlの 0.1 %
ウシ血清アルブミン水溶液、純水を含む）を作成し

た。3 つの試料溶液には 1U の酵素を加え、37℃で
それぞれ40,100,400分間反応させ、5分間煮沸した。
酵素を加えてない試料についても煮沸処理し、作成

した試料溶液 2.7 mlに重水 300 μlを加えた。Fig.5
にそれぞれの試料の 33S NMR 計測結果を示す。酵
素を加えない試料では、33S シグナルが現れなかっ
た (Fig.5(a))。一方、酵素を加えた試料では、硫酸
基の化学シフト(0 ppm)に相当するピークが現れ (Fig5(b))た。ピークは酵素反応時間
に応じて強度を増した。この結果は、コンドロイチン硫酸が、酵素分解で二糖硫酸基

に分解される過程を検知できたと考えている。ピークが遊離硫酸イオン由来である可

能性もあるので、今後、この点につき更に研究を進める。本計測では、信号強度が微

弱であり低温プローブにより初めて計測が可能になった。 
 
４，検討 
 生体試料の 33S NMRはほとんど例がなく、33S NMR計測が切り開く世界（どのよ
うに適用できるのか）の全貌は明らかになっていない。本低温プローブ開発により、

有力なツールを構築できた。 
 33S は四極子核であり緩和が速いため NMR 信号が小さくなる欠点があるが、本研
究の低温プローブの利用により、SO3-や SO42-など核の周囲の電場の空間的な対称性

の高い遊離基や置換基をもつ分子では、十分明確な信号を取得できることが明らかに

なった。本研究では、SO3-としてタウリン、SO42-としてコンドロイチン硫酸を示し

たが、それ以外の類似の構造を持つ重要な生体分子についても化学シフトや線幅の弁

別が十分可能であり、この面で今後大きな発展性がある。多種類の分子の化学シフト

の有意な分離のためには、高磁場 NMRの適用も非常に有効である。一方、メチオニ
ンやシステインなどのアミノ酸や、それらを含むタンパク質の中に含まれる 33Sなど
の計測では、核の周りの電場の対象性が悪く四極子緩和が大きいので、低温プローブ

でも有意な信号を得ていない。更なるプローブ感度の向上や装置の高磁場化によりこ

の種の分子の NMRを計測できれば、33S計測の有効性が更に広がると考えている。 
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Fig. 1. Pulse schemes of 2D HETCOR 
experiments. (a) and (b) is the conven-
tional one and the present one for the 
covariance method.
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In this work, we apply the direct covariance method [1,2], originally used to analyze 
two-dimensional (2D) homonuclear correlation experiment, to 2D heteronuclear correlation
(HETCOR) experiment. In contrast to 2D Fourier transform (2D-FT) NMR, the covariance 
technique requires less sampling points in the indirect dimension, thus enabling us to save 
spectrometer time. In fact, we show a factor of 32 reduction.

Recently, covariance NMR spectroscopy, an alternative way to process 2D free in-
duction decay (FID) data in homonuclear correlation experiments, has been introduced in 
liquids [1] and in solids [2]. In this method, spin correlations are directly showed in terms of a 
covariance matrix of a series of one-dimensional (1D) spectra. In the conventional 2D-FT 
NMR, insufficient evolution time makes ripples on cross-sections along the indirect dimen-
sion. Therefore, lengthy sampling in the indirect 
dimension is required, leading to a long experi-
mental time. In the covariance approach, however, 
insufficient evolution time doesn’t induce the 
ripples along the indirect dimension. The cova-
riance method, thus, requires less sampling points
along the indirect dimension, thereby reducing 
spectrometer time in homonuclear correlation 
spectra. It is worthy to point out here that the 
covariance technique does not require any pre-
vious information of the positions and linewidths 
of the resonances. So far, the covariance approach
has only been applied in homonuclear correlation 
experiment. In this work, we applied the cova-
riance method to HETCOR experiments.

Schematical pulse schemes of 2D 
HETCOR experiments are described in Figure 1,
where (a) represents a conventional one and (b) is 
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Fig. 2. Pulse sequence used in this study.
The 13C and 15N magnetizations are cor-
related with each other through 1H-1H
spin diffusion, thus realizing CHHN, 
NHHC, CHHC, and NHHN correlation 
by this experiment.

Fig. 3. 1D 13C and 15N spectra of NAV.
The reference shift in the 2D covariance 
experiment (Fig. 1b) is indicated as ar-
rows.

that used in the present work. In contrast to the conventional scheme (Fig. 1a), the scheme for 
the covariance technique (Fig. 1b) obtains two FIDs from X and Y channels for each evolution 
time (te). These two FIDs maybe acquired at the same time by a dual-receiver system. In this 
work, as we have not yet built a dual-receiver system, we used the single-receiver system. 
Hence, we had to do the same experiment twice for a given te to obtain two FIDs from X and 
Y channels. One notable difference among Fig.1a and b is that we applied a shift of the X and 
Y reference frequencies in the evolution period ( fX and fY). The switching of the reference 
frequency in te is required in order to avoid spectral overlapping of the X and the Y F1 spectra 
in the combined spectra.

The two 2D FID data matrixes thus ob-
tained are a Ne×NdX matrix for X (sX (te, tdX)) and 
a Ne×NdY matrix for Y (sY (te, tdY)), where Ne is 
the sampling point along the indirect dimension
and NdX and NdY are those along the direct di-
mension for X and for Y, respectively. After 
1D-FT, phase correction, and apodization, we 
have two series of 1D processed 2D spectrum SX

(te, dX) and SY (te, dY), which are combined into 
one Ne×(NdX + NdY) matrix, S(te, d).This com-
bined 2D matrix S(te, d), then, is computed 
according to

eee dttStSC ),(),(),( 2121 (1)

in the same manner as the covariance method in 
homonuclear correlation experiment.

In Figure 2, the pulse sequence used in 
this study is shown. We applied a 1H-13C-15N
triple resonance experiment to obtain 13C-15N
heteronuclear correlations in solid-state through 
1H-1H spin diffusion [3] in the mixing time. Here, 
recoupling among 13C-13C / 15N-15N also occurs
during the mixing time. Hence, this experiment 
also produced 13C-13C / 15N-15N homonuclear 
correlation spectra. Figure 3 shows 13C and 15N
spectra of N-acetyl [1,2-13C, 15N] DL-valine 
(NAV) [4]. To avoid spectral overlap in the indi-
rect dimension, the reference frequencies of 13C
and 15N channels in the evolution period were 
switched up +8 kHz and down -13 kHz. Other-
wise, the 15N peak at offset = 0.4 kHz and the two 
13C signals at -4.6 and 7.3 kHz are plotted in the
same range and may be confusing.
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All experiments were performed on a 400 MHz OPENCORE NMR spectrometer
[5] operating at 400.24, 100.65, and 40.56 MHz for 1H, 13C, and 15N nuclei, respectively. A 5 
mm triple-resonance Doty MAS probe was used at room temperature. The rf-field intensity 
for both 1H 90 -modulation 
angles in the TPPM decoupling [6] were optimized for an RF intensity of 
180 1.6 ms and the MAS frequency
were 10 kHz. The 13C and 15N chemical shifts were calibrated in ppm by taking the chemical 
shift of solid adamantane as an external standard and NAV as an internal standard, respec-
tively. For both 13C and 15N channels, NdX, NdY, = 2048 data points were collected with td

increment = 25.0 s. 16 FIDs were accumulated for each te value with the relaxation delay of 
2.0 sec, and the spectra were recorded for Ne = 1024 complex points along the te dimension (te

increment = 25.0 s) in the States method [7]. The total experimental time was about 19 hr * 
2. With a dual-receiver system, this will be reduced to 19 hr. Note that, as will be shown 
below, 32 complex points are enough for the covariance method. Hence, 19 hr * 2 * 32 / 1024 
= 1.19 hr may be required.

Figure 4 shows the 2D 13C-15N HETCOR and 13C-13C correlation spectra of NAV,
where (a) is processed by 2D-FT with Ne = 1024 complex points and (b) is calculated by the 
covariance, equation (1), using Ne = 32 complex points, respectively. Both 2D spectra shows 
cross peaks among all labeled 13C and 15N peaks and are very similar. The cross-section spec-
tra (the slice spectra) at 13C-H peak along the indirect dimension are also shown in Figure 5.
In the slice spectra, however, that by the 2D-FT method has the wiggle despite of the 1024
complex points, while that of the covariance approach does not even with the 32 complex 
points. In the indirect slice spectra in Figure 5, there is also slight difference in peak ratio 
between the 2D-FT (a) and the covariance spectrum (b). The difference is because 2D-FT 
spectra are not symmetrized but covariance spectra are, thus, 1D slice spectra of the indirect
and direct dimensions are completely the same in the covariance method.

Fig.4. 2D mixed spectra of NAV processed by 2D-FT (a) and the covariance method (b). Ne

was set to 1024 complex points for (a) and 32 complex points for (b), respectively.
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Abstract: In this work we demonstrate MRI experiments using an OPENCORE NMR 
spectrometer, which is an open-design, FPGA-based NMR spectrometer originally designed 
for solid-state NMR experiments and equipped with three RF channels operational at up to 
440 MHz. In order to make 1H MRI experiments in static fields of up to 14.1 T feasible, we 
extended its operation frequency to 600 MHz, and built a two-channels field-gradient control 
extension on the OPENCORE NMR spectrometer. This work is an example of hardware 
modification in an open-design NMR spectrometer that has lowered the barrier of building 
spectrometers for those who intend to put their own new ideas in practice. 
 

 
Recently, we reported on an open-design, field-programmable gate-array (FPGA)-based 

NMR spectrometer, referred to as the OPENCORE NMR spectrometer [1, 2]. It has a 
noteworthy feature that resources including FPGA source codes, a console software, circuit 
diagrams, and board drawing are open and available on our web site [3]. So far, several solid 
state NMR experiments were demonstrated using the OPENCORE NMR spectrometer. If the 
spectrometer is used in not only solid state NMR experiments but also MRI experiment, the 
spectrometer will encourage scientist and engineers who need to develop home-built MRI 
spectrometer because useful resources are available on web site. The purpose of this work is 
to modify the OPENCORE NMR spectrometer so as to perform MRI experiments at 14.1 T. 

In order to carry out two-dimensional MRI experiments, we equipped the spectrometer with 
a two-channels field-gradient controller. Converting the two RF channels into the 
two-channels field-gradient controller, we constructed the spectrometer consisting of one RF 
transmitter, one signal receiver, and the two-channels field-gradient controller shown in Fig. 1. 
Also, we extended its operation frequency up to 600 MHz so that the spectrometer can carry 
out microimaging for magnetic field up 14.1 T. In order to extend maximum operation 
frequency from 440 MHz to 600 MHz without heavy hardware modification, we utilized DDS 
image frequency shown in Fig. 2 (a). So far the fundamental signal at 20 MHz was selected 
by cutting off the image frequencies, but instead, one of the image frequencies can be 
extracted by passing the signal though a band-pass filter. Figure 2 (b) shows a scheme to 
generate a higher frequency signal at 600 MHz. Mixing the DDS image signal at 180 MHz  
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from DDS () and a RF source at 420 MHz from DDS (II), which can generate RF source at 5 
~ 420 MHz, after though band pass filter, the spectrometer generates the signal at 600 MHz. 
Also we have to do something in the receiver, because the receiver digitizing a FID at 80 
MHz is required to digitize it at 180 MHz, but it is possible by super-Nyquist sampling [4]. 

To test the spectrometer, we demonstrated two types 1H imaging experiments.  One type is 
microimaging to use stationery a 14.1 T MRI system. Another type is portable MRI to use a 1 
T permanent magnet MRI system. In the poster, we will show images using the OPENCORE 
NMR spectrometer. 
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Fig. 1. A diagram for one RF transmitter, one signal receiver and a two-channels field 
gradient controller in the OPENCORE NMR spectrometer. The glossary is as follows. 
PPG: Pulse ProGrammer, DA: DA converter, DDS: Direct Digital Synthesizer, AM: 
Amplitude Modulator, SW: SWitch, RCVR: ReCeiVeR, Op Amp: Operational Amplifier. 

Fig. 2. (a) A schematic figure that DDS output is a superposition of a fundamental signal 
and image signals. (b) A scheme to generate a RF signal at 600 MHz using the DDS image 
at 180 MHz instead of the DDS fundamental signal at 20 MHz. 
キーワード：プロトンイメージング、MRI分光計、マイクロイメージング 
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LC-CD-NMR system for analyzing chiral compounds has been constructed, in which CD unit

has been inserted between column and photodiode array units of LC-NMR system. With this

hyphenated system, CD and UV chromatogram and NMR spectra are measured

simultaneously.

The mixture of chiral pyridylalanine derivatives was used to analyze using this system,

and structures were elucidated for these derivatives and optical isomers were discriminated.
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 The increased sensitivity provided by recent developments in NMR instruments makes fast 
NMR data acquisition methods increasingly attractive. It is now widely recognized that 
nonlinear sampling (NLS) technique makes it possible to reduce data acquisition time 
substantially. However, because fast Fourier transformation cannot be directly applied to NLS 
data, time-consuming methods, including maximum entropy reconstruction, are required. In 
this presentation, we will describe an improved reconstruction method using a priori 
information to constrain the spectrum and its fast implementation on GPU.   
 

 
「目的」  

 近年、NMR装置の高感度化が進み少ない積算回数でも高いSN比が実現されるように

なったが、通常の多次元NMR測定では各次元の分解能に依存したポイント数の積のデ

ータ取得が必要であり、測定時間の短縮には至らない。そのため、非線形サンプリン

グ(Nonlinear sampling; NLS) によって、多次元空間の一部のみをサンプリングすること

が有効であると認識され盛んに応用されつつある[1]。NLSデータには高速フーリエ変

換を適用することが出来ないため、試行スペクトルと観測データの残差を最小化する

ようなスペクトル再構成法を用いる必要がある。また、サンプリング数が周波数領域

で必要な分解能を満たさず劣決定系となるため、解を正則化するための手法が必要と

なる。しばしば用いられる最大エントロピー法(MaxEnt)[2]では、式1の目的関数を最

大化することによってスペクトルを再構成するため、測定データを満たすスペクトル

のうち式中の”エントロピー”項Sを最大にするものが解となる。ここで、Sは一般に平

坦なスペクトルで最大値を取り、推定されるスペクトルには特別なバイアスが無いと

考えられることから、その使用が正当化される。しかし、多次元NMRスペクトルを数

種類組み合わせて用いる際、ほとんどの場合にはスペクトル間で相関がある。従って

既知のスペクトルがある場合、平坦なスペクトルモデルが最善とはいえない。 
 

非線形サンプリング, 最大エントロピー法 
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 そこで、スペクトル再構成時に既知のスペクトル情報を取り入れる手法について検

討した。 

𝑄𝑄 𝑓𝑓 = 𝑆𝑆 𝑓𝑓 − 𝜆𝜆 1
2 𝜒𝜒2 𝑓𝑓         1  

 

 

 

「方法・結果」 

 スペクトル再構成における目的関数を式2のように既知情報と試行スペクトルの差

に依存するペナルティ関数Rを含むものとした。 

 

𝑄𝑄 𝑓𝑓 = 𝑆𝑆 𝑓𝑓 − 𝜅𝜅𝑅𝑅 𝑓𝑓 − 𝜆𝜆 1
2 𝜒𝜒2 𝑓𝑓            2  

   

 ２次元のシミュレーションデータを用い、既知情報として１次元投影スペクトルデ

ータを用いた場合、実質的には“エントロピー”項の寄与が無くてもNLSデータから

スペクトルを再構成することが出来た。そこで、３次元以上のデータについても低次

元スペクトル等の情報を用いた再構成を試みている。 

 また、スペクトル再構成は収束するまで繰り返し計算が必要であり、多次元NMRス

ペクトルの処理には大きな計算コストがかかる。目的関数の最適化において、その勾

配を繰り返し計算するため、多数回のフーリエ変換・逆変換を行う。そこで、フーリ

エ変換をGPU（Graphics Processing Unit）を用いて並列実行することによってNLSデー

タを高速に処理するシステムを構築している。 
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[2] Hoch J. C. & Stern A.S. (1996) NMR data processing. Wiley-Liss, NY 
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Total compensation of pulse transients based on resonator response
Yutaka Tabuchi1, Makoto Negoro1, Kazuyuki Takeda2 and Masahiro Kitagawa1

1Graduate School of Engineering Science, Osaka University
2Graduate School of Science, Kyoto University

Abstract: We propose a method of designing the shape and phase of an rf-pulse so as to
form intended profile in a resonator. The profile of the designed pulse is computed based on
the resonator’s response which can be measured using a pick-up coil placed beside the sample
coil. The resultant profiles in a resonant circuit show decrease of transient phenomena even in
the existence of non-linear devices. NMR spectra also shows much less phase distortion arising
from the phase transient of the rf pulse in the resonator.

従来のパルス核磁気共鳴実験において,プログラムされたパルス磁場は我々が意図した
ものとは逸れ,スピンは振幅や位相について誤差を含んだラジオ波磁場を感じている. こ
の誤差は分光計内のフィルタやアンプなどの回路素子や,プローブに用いられる共振回路
の過渡現象に起因する. 過渡現象による振幅や位相の誤差はスピンのダイナミクスを複雑
にし, 高速な変調を必要とする多重パルス実験や, 正確なスピンコントロールを必要とす
る量子計算において特に問題となる. 最近,我々は振幅の誤差に関する補償法を線形応答
理論に基づいて展開した [1]. 波形を大きく歪める共振回路をある応答関数によって近似さ
せ,波形歪みを打ち消すことのできるパルス励起電圧波形を計算する手法を提案した. 本
研究ではプローブ回路を含めた分光計全体を詳細に評価し,得られた応答関数に基づいた
補償法を提案する.
核磁気共鳴分光計内のD/Aコンバータの出力電圧波形は,様々な要因によって歪み,パ
ルス照射磁場としてスピン系に照射される. この歪みの原因をモデル化するために, 我々
は線形応答理論を分光計全体に適用する. D/Aコンバータの出力電圧 v(t)と照射磁場波形
B1(t)の間に線形性を仮定すると,線形応答理論によれば v(t)と B1(t)の間の関係は

B1(t) = h(t)∗ v(t) =
∫ t

−∞
h(t − τ)v(τ)dτ (1)

と記述される. ここで ∗記号は畳み込み積分を意味し,また h(t)は応答関数と呼ばれる波
形歪みの原因を記述するモデルの核であり, Tesla/voltsの次元を持つ. 例えば全く歪みの無
い理想的な場合であれば, h(t) = kδ (t)とDiracのデルタ関数と適当な比例係数 kによって
与えられ, B1(t) = kv(t)が導かれる. もし波形ひずみの原因 h(t)を知ることができれば,任
意の磁場照射波形 B1(t)を共振コイル内に与える電圧波形 v(t)を計算することができる.
ラプラス変換L [a(t)] = A(s) =

∫ ∞
0 a(t)exp(−st)dt を用いて,

v(t) = L −1 [H(s)/B1(s)] (2)

と表現することができる. ここで H(s)とB1(s)は h(s), B1(s)のラプラス変換でありL −1[ · ]
は逆ラプラス変換を意味する記号である. この電圧波形を “補償パルス”と呼ぶ.
キーワード: 過渡現象,応答関数,共振回路
たぶちゆたか,ねごろまこと, たけだかずゆき,きたがわまさひろ
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Fig. 1: A schematic diagram of the experimental setup.

線形応答理論によれば,応答関数は適当な入力に対する出力を得ることで導くことがで
きる. 適当な入力電圧を u(t)とし,対応する磁場波形を y(t)とする. するとこの関係は

y(t) = h(t)∗u(t) (3)

となる。ここで h(t)は前述の応答関数である。この応答関数を求めるために入力 u(t)に
対する応答磁場波形 y(t)を実測することが出来れば,両辺をラプラス変換することで

H(s) = Y (s)/U(s) (4)

が与えられる. この関係を式 (2)に代入することによって

v(t) = L −1
[

Y (s)
U(s)B1(s)

]
(5)

を得る. つまり, 予めある適当な入力 u(t)に対する応答 y(t)を測定しておき, 共振コイル
内に発生させる磁場波形 B1(t)を与えることで補償パルスは計算することができる.
実験系は Fig. 1のように構成した. 任意波形発生器 (AWG7102, Tektronix)からの励起電
圧波形はパワーアンプで増大されクロスダイオードと λ/4線から成るデュプレクサに入
力される. 共振回路は 12.7 MHzの共振周波数となるように調整し,給電路と整合がとられ
ている. ネットワークアナライザによって測定した Q値は約 35であった. 共振コイルから
の磁場は 3cm離れたピックアップコイルによって,またNMR信号は増幅された後にディ
ジタルオシロスコープ (DPO7254, Tektronix)によって観測される.
スピンが感じる照射磁場をピックアップコイルを用いて測定することによって,補償パ

ルスの効果を確認した. ここではデュプレクサ以降 NMR観測系は取り外している. 初め

T

d

Fig. 2: A profile of an rf-pulse with cosine rising and trailing edges (transition time d) and a
plateau (dutation T ).
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に系の応答を測定し,応答から補償パルスを構成した. 任意波形発生器から 10 GS/sの時間
分解能でステップ入力 u(t) = sin(ω0t) (t > 0)を与え,アンプ直後の電力が約 10 Wとなる
ように減衰器を調整した. 磁場応答 y(t)はピックアップコイルを通してディジタルオシロ
スコープで観測され,標本化レートは任意波形発生器と同じ 10 GS/sに設定した. 観測され
た応答 y(t)は離散的なデータであり,数値的ラプラス変換 [2]を用いると補償パルスの計
算ができる. 目的磁場波形 B1(t)としてコサイン立ち上がりパルス (Fig. 2)を採用した. こ
のパルス波形は次式のように定義される.

B1(t) =





1
2 [1− cos(πt/d)]sin(ω0t +φ) (0 ≤ t < d)
sin(ω0t +φ) (d ≤ t < T )
1
2 [1− cos(π(T +d − t)/d)]sin(ω0t +φ) (T ≤ t < T +d)
0 (otherwise)

(6)

ここでT = 7 µs, d = 1 µsとし,式 (5)に基づいて補償パルスを計算した. 計算結果をFig. 3(b)
に示す.
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Fig. 3: (a) A cosine rise and trailing pulse generated by an arbitrary wave form generator, and
(b) its compensation pulse, the shape of which was computed from Eq. (5). Both of them have
the same carrier frequency of 12.7 MHz. The resultant magnetic field without compensation
is shown in (c), and conpensated one is in (d), demodulated into two orthogonal components.
Solid and dashed lines denote the in-phase components and the quadrature-phase ones respec-
tively.

Fig. 3(a)(b)のコサイン立ち上がりパルスとその補償パルスを励起電圧として与え,ピッ
クアップコイルを通して共振コイルに生じる磁場波形をオシロスコープによって観測し
た. ディジタル直交復調を施した結果を Fig. 3(c) (d)に示す. 図から明らかなように,振幅
の鈍りの改善と同時に,立ち上がりや立下りの位相変化の結果として生じる直交成分を良
く抑制できていることが分かる.
次に水の 1H NMRによる補償パルスの効果を確認した. Fig. 1の実験系においてステッ
プ応答を計測し,この応答に基づいて補償パルスを計算する. 0.298 Teslaのマグネットを
用い, d = 1 µsとし,照射時間 T に対する FID信号を観測した. Fig. 4に照射時間に対する
スペクトル波形を示す. 従来のパルスを用いた場合と補償パルスを用いた場合のNutation
周波数が等しくなるように可変減衰器を調整している.
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パルスの立ち上がりや立下りに生じる位相の変化は,パルス照射時の FIDスペクトルを
分散波形へと導く. 本実験ではパルス長さ T = 4.3 µsが π パルスであり,従来のパルス照
射では π パルス照射時に分散波形が観測されている (Fig. 4(a)). 一方補償パルスを用いる
ことで分散波形は消失し, 正弦的な Nutationの様子が見られる (Fig. 4(b)). これらの結果
よりパルスの立ち上がり,または立下りにおける位相変化の影響を良く抑制していると言
える.

 2  4  6  8  10  12

 0

 0  0  2  4  6  8  10  12

Pulse Dura�on      [    ] Pulse Dura�on      [    ]

(a) (b)

Fig. 4: Nutation of 1H NMR spectra of water using (a) conventional cosine rise and fall pulse
and (b) compensated one.

観測に関する不感時間については, 全不感時間 15 µsに対して 4 µs程度の低減しか見
られなかった. Fig. 3(d)から分かるように,実際にはNMR信号強度に対して十分に過渡信
号が小さくなるような完全な補償は行えていない. これらの補償の不完全の原因としてパ
ワーアンプやクロスダイオード等の非線形素子が考えられ,次のステップとして非線形モ
デルを採用した補償パルスの開発が必要となる.
本研究は補償パルスの構成法を提案し,その効果を実験により確認した. その結果,振幅
と位相に関する誤差を良く抑制できていることを示した. 共振器の振幅 ·位相過渡現象は
共振器の時定数 τ = 2Q/ω0 に対してパルス幅 T が小さくなればなる程顕著となる. 本研
究は Q値の高いクライオコイルプローブ [3]や,周波数が低く高速な変調を必要とする固
体材料に対する多重パルス実験,また正確なスピンコントロールを必要とするNMR/ESR
量子計算機の実現に十分な効果が発揮できると期待される.
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In this paper we study the application of nuclear quadrupole resonance (NQR) to the detection 
of illicit substances hidden in shoes.  By combining two gradiometer antennas in parallel, we 
formed a cloverleaf shaped antenna covering a 26cm square.  After simulating the magnetic 
field distribution, we optimized the strong offresonance comb (SORC) pulse sequence.  As 
a result, we were able to obtain a clear NQR signal from a 200g sample of HMT in 5 seconds. 
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Release of SMSDep (Small Molecule Structure Deposition) website at PDBj 
in Japan. 
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Kobayashi2, Eldon. L. Ulrich3, John L. Markley3, Hideo Akutsu2, Haruki Nakamura2,
Toshimichi Fujiwara2

1Japan Science and Technology Agency – BIRD, 2Institute for Protein Research, Osaka 
University, 3University of Wisconsin Madison, BioMagResBank 

A data deposition website, “SMSDep” (Small Molecule Structure Deposition) has been 
released at PDBj in Japan in this autumn following at BMRB main site in University of 
Wisconsin Madison. The SMSDep is a data deposition system for the NMR structures of 
small biological molecules that fall outside the guidelines of the PDB (i.e. the molecule is a 
peptide with 23 or fewer residues, a polynucleotide with 3 or fewer residues, a polysaccharide 
with 3 or fewer sugar residues, or a natural product) along with their chemical shifts. These 
NMR structures are accepted by BMRB entry, not by PDB. Authors choose the website either 
ADIT-NMR or SMSDep based on the size of studied molecule. The deposition process in 
SMSDep is quite similar to that in ADIT-NMR. The website of “BMRB/PDB deposition 
tutorial” at PDBj will be available to support the data deposition of SMSDep and ADIT-NMR. 

BMRB (Biological Magnetic Resonance Data Bank) PDB (Protein Data Bank)
23 3 3

NMR PDBj Protein Data Bank Japan
NMR

BMRB SMSDep
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Fig. 3 The top page of PDBj-BMRB website

for BMRB/PDB data deposition tutorial. 

URL: http://bmrbdep.protein.osaka-u.ac.jp

Fig. 2 Data inputting page of SMSDepFig. 1 Top page of SMSDep 

URL: http://smsdep.protein.osaka-u.ac.jp/bmrb-adit
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NMR dynamics of the acidic domain of human TFII E alpha
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In eukaryotic cells, many nuclear proteins contain intrinsically disordered regions under 

physiological conditions. Transcription of protein-encoding genes is performed by RNA 

polymerase II together with general transcription factors including TFIIE and TFIIH. We have 

already established the interaction mode between TFIIE and TFIIH; the acidic domain of

TFIIE alpha contains an intrinsically disordered region in its free state and upon binding to the 

PH domain of the TFIIH p62 subunit, the disordered region takes an extended conformation

forming a beta-sheet with the PH domain. Here, we have examined the dynamics of the acidic 

domain of TFIIE alpha upon binding to the PH domain of TFIIH by NMR R2 dispersion 

spectroscopy, which is a sensitive technique for characterizing to the chemical exchange 

processes on sub millisecond-millisecond time scale.

Fig. 1 Binding mode of the acidic domain of human TFIIEalpha to the 

PH domain of human THIIH p62 subunit.

Free acidic domain Encounter complex Intermediate Bound acdic domain

Intrinsically

disordered

region

P121
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 Fig. 2 15N R2 relaxation dispersion profile 

for F387 of the acidic domain of TFIIE 

recorded at two static magnetic fields.

 Fig. 3 Structure of the acidic domain of 

human TFIIE alpha bound to the PH 

domain of human TFIIH p62 subunit.
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