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一般講演:講演15分
質疑応答5分

ポスター:紹介3分

1 1月19日(月〉

1 0 : 0 0 ~. 1 1 : 0 0 

座長 神藤平三郎

。L1 ジブカインおよびテトラカインとリン脂質ベシクルとの相互作用研究ー ・・・・ 1
NOESYとROESYの比較
(京大・薬、京薬大) 0黒田義弘、脇田美砂子、藤原靖弘、中川照異

。L2 核酸オリゴマーdCG5T5)が形成する四重らせん構造のNMRおよび ・・・・ 3
エネルギ一計算による解析

(国際基督大、ニューヨーク州立大) 0梅本公子、 M.H. Sarma、J.Luo、R.

H. Sarma 

。L3 抗生物質トロスペクトマイシンの異性体生成 ー溶液中、固体中のダイ ・・・・ 5
ナミクスー

(アップジョン) 0檎山行雄、 RusselH. Robins 

11:00"'12:00 

座長 高橋憲助

L4 発光細菌ルシフエラーゼ関連タンパク質補欠分子の構造について
(関西医大・化、大阪市大・工) 0藤井茂、笠井佐夫、三浦測

• 9 

L5 パナジウム錯体の高分解能NMR.3 複核パナジウム錯体の構造と化 ・・・ 13 
学シフト

(近大・理工) 0北川進、宗像恵、木曽秀典

L 6 ホスト・ゲスト化学における金属イオンのダイナミックスと錯形成形態 ・・・ 17 

(北大・理、北大・応電研) 0市川和彦、神 隆

一昼食一

takai
鉛筆



18:80....，14:80 

座長 荒田洋治

特別講演I

NMR分光法の新しい展開 一温度ジャンプNMRと状態相関NMR .19 

(京大・理) 赤坂一之

14:80"，17:00 

座長 早水紀久子

ポスターセッション I

[P1 四重極子エコー(I= 1)用広帯域複合パルスの数値設計 ・・・ 25 
(日本電子) 0藤原敏道、永山国昭

P2 線形予測z変換によるNMRスペクトルの定量解析 ・・・ 27 
(慶応大・理工) 0内山孝憲、南谷靖之

P3 スピンシミュレータの開発とその応用 ・・・ 31 

(島津製作所) 0藤田 真、寺下衛作、増田潤ー

P4 シムコイルの新しい設計法と試作 ・・・ 35 

(島津製作所) 藤田 真、 O小出淳一

P5 先験情報を有効に利用したNMRパラメータの推定手法 ・・・ 39 

(目立中研、東工大・像情報工研) 0関原謙介、大山永昭

。P6 t 1ーノイズ消去法のHMBC法への応用 ・・・ 41
(東大・農、東大・応撤研) 0降旗一夫、瀬戸治男

P7 タングステンー炭素三重結合をもっカルピン錯体の183W NMR ・・・ 45 
(埼玉大・分析セ、埼玉大・理) 0関野雅人、佐藤勝、永津 明

P 8 15N-NMRによるピリジルメチルリチウム誘導体の研究 ・・・ 49
(名工大・工) 0吉野明広、高橋憲助

P9 13C NMR法による非対称性フルオラン染料の発色脱色変換に伴う構 ・・・ 53 
造解析

(三菱製紙) 0遠藤一央、藤田郁夫、小林直也

P1Q 糖類とアンモニウム塩聞の相互作用に関するNMR的アプローチ ・・・ 57 
(阪大・産研) 0高井嘉雄、静間基博、欧陽嘉、津田正賞、花房昭静

11 

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆

takai
鉛筆



P 1 1 1H-NMRによる s-カゼインホスホペプチドの構造解析 ・・・ 58 
(北大・理、明治乳中研、北大・農) 0津田 栄、桑田 有、仁木良哉、

引地邦男

。P12 NMR緩和時間法によるミセル/水、リポソーム/水系の分配係数 ・・・ 63 

の測定

(阪大・薬) 0宣 永忠、伊藤勝彦、藤原英明

P13 13C-NMRと分子軌道計算による脂環式エポキサイドの構造解析 ・・・ 67 
(東工大・生命理工) 0宇田川敦志、山本泰彦、井上義夫、中篠利一郎

P14 国体化酵素調製用新規架橋剤グルタルアルデヒドオリゴマー異性体の ・・・ 71 
立体構造の決定とアミノ基含有化合物との反応生成物の構造に関する研究

(京大・薬、メレルダウ製薬、丸石製薬中研) 0黒田義弘、田嶋敏男、
今井雅裕、八木茂政、中川照員

P15 13C-NMRによるポリノルボルナジエンの微細構造解析 ・・・ 73 

(三井石化) 0恩田光彦、水野章、相根敏裕

P 1 6 ポリアクリルアミドゲルに吸着された水の動的性質 ・・・ 75 
(北大・低温研) 0花房尚史

P 1 7 消泡剤シリコンオイルのNMRによる解析 ・・・ 77 
(アップジョン) 0青木優規美、西村俊秀、檎山行雄

P 1 8 11 B NMRによるホウ酸とジオールとの間の錯形成に関する研究 ・・・ 81 

(上智大・理工) 0竹田卓也、大井隆夫、垣花秀武

P18 MBPT法による核スピン結合定数の計算 ・・・ 83 
(北見工大) 0福井洋之、三浦宏一、松田弘喜

P44 ヒト骨格筋におけるエネルギー代謝の31P-NMRによる研究 ・・・ 87 

(京府医大・生理、神戸大・体育、生理研) 0吉崎和男、平川和文、
小田慶喜、藤本武利、亘弘

17:00......18:20 

座長 引地邦男

L 7 異核種間NOE相関NMR法 ・・・ 81 

(理研、メクト、日本電子データム) 0鵜沢 淘、柴田俊之、小川智也、浦

本昌和、吉村昌治、坪野浩二

i1i 

takai
鉛筆



L8 二量子フィルタを用いた異種核問三次元NMRの考察 一天然存在比下 ・・・ 95 
での同種核相関NMR一
(日本電子) 0大内宗城、河野静江、今成 司

L 9 1 H rotating frame法の拡張による 13C局在化NMR測定法の開発
(国立環境研) 三森文行

L 1 0 緩和誘起型多量子遷移によるメチル基の束縛回転運動の選択的検出
(日女大・家政、日本電子) 0高橋征三、永山国昭

1 1月20日(火)

9:00"-10:20 

座長 甲斐荘正恒

.99 

. 101 

L 1 1 DN A修復酵素T4 Endonuclease VのNMRシグナル帰属とDN ・・ 105

Aとの複合体の研究

(蛋工研、北大・薬)0李 奉振、阪下日登志、大久保忠恭、土井知子、
岩井成憲、大塚栄子

L 1 2 安定同位体を用いたDNA結合蛋白質の研究 ・・ 109

(阪大・蛋白研、蛋工研) 0白川昌弘、松尾 浩、芹川康治、京極好正、
吉川渉、大久保忠恭

L 1 3 安定同位体核を利用した2次元、 3次元NMR法を用いたインターロ ・・ 113
イキン-lsの構造解析
(都臨床研) 0楯 真一、神田大輔、市川紗織、金子みどり、桝井美弘、
菊本芳和、稲垣冬彦

L 1 4 3次元NMRによる蛋白質の構造解析、 RNaseH(E.coli) 【・・ 11 7 
(日本電子、協和発酵工業、蛋工研) 0山崎俊夫、好田真由美、猿渡 茂、
永山国昭、金谷茂則、中村春木

一休憩ー

IV 



10:40".12:00 

座長 稲垣冬彦

L 1 5 15Nラベル法によるヒトc-Ha-rasタンパク質の構造解析 ・・ 121

(東大・理、国立がんセンタ一、横浜国大・工、日本ブルカー) 0武藤 裕、

伊藤 隆、山崎和彦、藤田純子、西村逼、河合剛太、宮津辰雄、 M.Waelchli、

横山茂之

L 1 6 安定同位体利用NMR技術によるタンパク性プロテアーゼイン ・・ 125

ヒピタ-881の構造研究

(都立大・理、東大・工、バリアン) 0甲斐荘正恒、三宅洋子、韮沢輝美、
安部未央、石原美和、小島修一、熊谷 泉、三浦謹一郎、串田克彦

L 1 7 チトクロム C3における分子間電子移動と分子間相互作用 ・・ 129
(横浜国大・工、アリゾナ大) 0阿久津秀雄、古市 弘、平山浩一、

加野勝宏、朴嘩沫、仁木克己、 M.A. Cusanovich 

L18 NMRによる抗体分子の高次構造解析
(東大・薬、花王生化研) 嶋田一夫、加藤晃一、高橋栄夫、金 載一、 ・・ 131

松永千枝、中山智紀、金 夏享、尾高麻乃、水谷隆太、大和澄江、高羽わかな、

五十嵐貴子、河南俊郎、 0荒田洋治

一昼食一

18:80......14:10 

座長 永山国昭

L19 13C-1HNMR総合スペクトルデータベースシステム ・・ 135

(神田外大、化技研). 0山本修、早水紀久子、柳沢勝

L 2 0 Parallel and Distributed Network Computing: New Tools for . • 1 3 9 
Multi-dimensional NMR Data Analysis and‘NMR Molecular Modeling 

(Syracuse Univ.， New Method Research) OG. C. Levy， P. Kumar， S. Wang 

V 



14:10".16:40 

座長 阿久津秀雄

ポスターセッション 11 

P20 DNA結合タンパク質タイプEの構造とDNAとの相互作用-HUと ・・ 143

IHFとの比較

(東京薬大) 胡桃坂仁志、 O神藤平三郎、佐久間千勢子、松本 潮

P 2 1 溶液中の立体化学における緩和時間T1の利用 VI -抗HIVヌクレ ・・ 145

オシドAZTのDMSO-d6中でのコンフォメーションー

(神女薬大) 0察 東玲、杉浦異喜子、高尾楢雄

P22 RNase Msの連鎖帰属と基質アナログGfPCの結合様式 ・・ 149

(都臨床研、阪大・薬、星薬大) 0稲垣冬彦、上杉晴一、入江昌親)

P23 XPLORによるディスタントジオメトリー計算の詳細 ・・ 151

(都臨床研)0神田大輔、稲垣冬彦

P24 リボヌクレアーゼT1とそのカルボキシメチル化体との構造比較 ・・ 15 3 

(昧の素・中研、東大・理) 0宮野 博、鈴木栄一郎、田之倉優、高橋健治

P25 NMRによるヘム蛋白質の高次構造決定のための新しい解析法 ・・ 155

(東工大・生命理工) 0山本泰彦、七井識成、中僚利一郎

P26 部位特異的アミノ酸置換ヘモグロビンの高次構造 ・・ 157

(京大・工、阪大・医、阪大・基礎工) 0石森港一郎、森島 績、今井清博、
宮崎源太郎

P 2 7 二次元NMRとディスタンスジオメトリーによる生理活性ペプチドの ・・ 161

立体構造と機能相関

(都臨床研、京大・薬、九大・理、新潟医大) ()Jean-Marc Lancelin、

神田大輔、楯真一、玉村啓和、生駒理恵、船越奨、藤井信孝、岩永貞昭、

柳川右千夫、阿部テルオ、佐武 明、稲垣冬彦

P28 ラクトペルオキシダーゼ(LPO)と芳香族基質との相互作用-1HNMR常磁 ・・ 165

性緩和および分子間NOEによる研究一

(千葉大・薬、日本女子大・家政、弘前大・農) 0佐藤康一、高橋征三、
中村伸吾、細谷東一郎

P 2 9 部位特異的変異法によるヒトc-Ha一旦豆タンパク質の構造解析 ・・ 169

(東大・理、国立がんセンタ一、横浜国大・工) 0山崎和彦、伊藤 隆、

武藤 裕、白水美香子、新美達也、藤田純子、西村選、河合剛太、宮津辰雄、

横山茂之

VI 



P30 31p-NMRによる麻酔薬の淡水魚に対する高エネルギーリン酸代謝 ・・ 171
への影響

(近大・医) 0千葉 惇、浜口雅光、徳野達也、朝井俊治、秩父志行

P31 タンパク質プロトンT1の定量的解析 ・・ 175

(京大・理、熊野高専) 0伊島理枝子、柴田 進、赤坂一之

P32 ラット糖白内障の1H-NMR緩和時間とMRIによる解析 ・・ 177

(京都府立医大、明治鍍灸大) 0森 和彦、西川弘恭、赤木好男、照林宏文

P 3 3 モモ花芽の休眠覚醒期における水の援和時間変化 ・・ 181

(農業環境技研、果樹試験場、農業生物資額研) 0吉田 充、杉浦俊彦、
馬越棒、小野祐幸

P34 圏体高分解能NMRにおけるシフト基準の高精度測定 (I) 13C、
29 S i、1H核
(化技研) 0林繁信、早水紀久子

. 185 

P35 国体高分解能NMRを用いたオリゴペプチド及びポリペプチドの水素 ・・ 188
結合の研究 (n)

(東工大・工、群馬大・工) 0黒木重樹、浅川直紀、安藤慎治、黒子弘道、
安藤勲、荘司顕、尾崎拓男

P36 35CI-NQR法によるVTMASの温度較正 ・・ 183

(日本電子) 0田中良二、出口健三、藤戸輝昭

P37 固体高分解能13C-NMRによる微生物産生ポリエステル共重合体の ・・ 185

構造解析

(東工大・生命理工、東工大・資源研) 0神谷尚子、棲弁実、井上義夫、
中篠利一郎、土肥義治

P38 ゴム状態におけるメチレン連鎖の分子運動に関する13Cスピン緩和解 ・・ 188
析

(京大・化研) 0村田ツヨシ、堀井文敬、小谷膏

P39 温度可変固体高分解能13C-NMRによる nーアルカンの構造研究 ・・ 201

(花王研、東工大・工) 0石川伸二、黒子弘道、安藤 勲

P40 固体高分解能NMRを用いたオリゴペプチド及びポリペプチドの水素 ・・ 205
結合の研究(III) Lーアラニン残基

(東工大・工、群馬大・工) 0浅川直紀、黒木重樹、安藤慎治、黒子弘道、
安藤勲、荘司願、尾崎拓男

VII 



P41 ポリ (γ ーペンジルグルタメート)ラセミ混合物の13C一固体高分解 ・・ 207

能NMRとその分子運動

(北大・工) 0堤 耀広、山口雅史、平沖敏文

P42 固体金属カルボニルクラスター C04 (CO) 12における59C0 ・・ 211

Nutation NMR 

(阪大・理、阪大・教養、リパプール大) 0大木寛、武固 定、中村亘男、
中山尋量、江口太郎、 B.T. Heaton、S.Kernaghan 

P43 N-14 NMRを用いた細胞内アンモニウムの測定

(生理研) 0瀬尾芳輝、村上政隆、亘 弘

16:40--..17:40 

座長 斉藤肇

特別講漬11 

Multinuclear NMR Studies of Silica Surfaces 

(Colorado State Univ.) Gary E. Maciel 

1 1月21日(水)

9:00".10:40 

座長 安藤勲

.21 3 

• 217 

L 2 1 31 Pの2次元anti-echoCOSY， Double-quantum，およびZero-quantum .• 2 1 9 
Cross-Polarization Magic-Angle-Spinning NMR 

(東京都立大学、 TheUniversity of British Columbia) 0久保厚、

A. Root 、C.A. McDowell 

L22 状態相関二次元NMR分光法による液晶分子の局所双極子場の分離と ・・ 223

スピン拡散経路の決定

(京大・理、日本電子) 0内藤品、今成司、赤坂一之

L 2 3 固体重水素NMRによるポリ (γ ーベンジル グルタメート)ラセミ ・¥・ 227

混合物の動的構造の研究

(北大・工) 0平沖敏文、小亀郎由、堤耀広

viii 



L24 ポリフエノキシホスファゼンの構造と分子運動
(北大・理、日本曹達) 0竹腰清乃理、引地邦男、東国史朗

L 2 5 多糖の多重鎖構造の13C NMRによる識別基準
(国立がんセンター研、生化学工業、筑波大、東京理大) 0斉藤 肇、
吉岡佑子、横井もと子、明田川純、田中重則、柴田有康、恵良田知樹、

行本 徹、竹山秀伸、矢島博文、遠藤隆一

一休憩一

11:00"-12:20 

座長 内藤品

. 229 

.23 1 

L 2 6 羊毛ケラチン及びSーカルボキシメチル化ケラチンの固体構造研究 ・・ 23 5 

(東工大・工) 0吉水広明、三村博幸、安藤 勲

L 2 7 固体高分解能NMRによる置換ポリアセチレンの局所運動に関する研 ・・ 239

究

(京大・化研、京大・工) 0植田 正、村田ツヨシ、堀井文敬、小谷需、
増田俊夫、東村敏延
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L1 
グプカインおよびテトラカインとリン脂質ベシクルとの相互作用研究

-NOESYとROESYの比較

(京大・薬、*京都薬大)

。黒田義弘、脇田美砂子、*藤原靖弘、中川照異

Interactions between Local Anesthetics (Dibucaine，Tetracaine) and Phospholipid Vesicles as Studied by 
NOESY飢 dROESY Methods in lH-Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 

Yoshihiro Kuroda， Misako Wakita， Yasuhiro Fujiwara'， and Terumichi Nakagawa 
Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University， and ・KyotoPharmaceutical University 

Interactions between local anesthetics (dibucaine，tetracaine) and phospholipid vesicles have been 
studied by two-dimensional NOESY釦 dROESY methods in lH-NMR spectroscopy. In the NOESY spectra， NOEs 
between protons within the drug were overwhelmed by spin diffusion even at a short mixing time. This 
observation reduced the usefulness of the NOESY method， on the one hand; however， remarkably facili-
tated to reveal signals due to the drug hidden in broad resonances of the lipids， on the other. In 
the ROESY spectra. the spin diffusion phenomena were less effective as expected; accordingly the 
ROESY spectra could give the information on the proximity between protons more directly than do NOESY 
spectra. Moreover， the ROESY spectra were found to be able to clearly distinguish the drugs having 
protons which differ in the maguni tude of Tl p. 

1.はじめに

局所麻酔剤の作用機序のーっとして、ナトリウムチ守ンネ Jレ蛋白を取り巻く脂質膜との

相互作用が考えられる。本研究は超音波処理して得られるペシクルを脂質膜として用い、

局所麻酔剤であるジプカインおよびテトラカイン(図 1)の脂質膜中の存在状態(コンホ

メーシ aν、会合状態、存在部位)をNOEにより検討する場合の二次元NMRにおける

NOESY法とROESY法の特徴を明らかにすることを目的とする。

2. 実験方法

重水中にて超音波処理して得られたeggPCベシクル(燐酸緩衝液、 0.1M， pH 6.7、脂質

濃度20-40mM)に薬物 (20-40mM)を添加した溶液についてBruker AM-600 (600 MHz) 

または島津/G E Omega-500 (500 MHz)により Phase-Sensitive NOESYおよびROESYス

ベクトルの測定を種々の混合時間 (50-200ms)およびスピンロック時間 (25-200ms)に

ついて行なった。

3. 結果および考察

図2にジプカイン -eggPC溶液のROESY(A-C)およびNOESY(D-F)スベクトルの例をジ

プカインの芳香環プロトン (7-8.2ppm) と側鎖のプロトン(O. 5-4. 5 ppm) とのクロスピ

ークが期待主れる領域について示す。これらのクロスピークの位相はプラスの対角ピーク

に対してROESYにおけるクロスピークは全てマイナスであり、 NOESYにおけるクロスピーク

は全てプラスであった。 NOESYにおいては図 2Dに見られるように50msの混合時間において

も芳香環プロトンから側鎖のプロトンへのスピン拡散は著しい。例えば7ppm 付近の芳香

環の 3位のプロトンから、ーOCH2CH2CH2CH3及び-CONHCH2CH2N(CH2CH3)2の全てのプロトンへ

のクロスピークが生じている。ー方ROESYにおいても多くのNOE-HOHAHAタイプのリレーぽー

DIBUCAINE 

1 ，CONHCH2CH2N(CH2CH3)2・HCl

05X。CH2CH2CH2CH3
TETRACA 1 NE " 

CH"CH..，CH..，CH..，NH.(( }).COOCH..，CH勺N(CHc，，)..，.HCl31..n21..n2し円2門 ，¥¥ J/''-νν 2 

図1. :lプカインおよびテトヲカインの構造

1-



い
け

何一 兵Jp

クが見られるが、 NOE8Yスベクトルとの際だった遠いはスピンロ?タ時聞が長〈なるにつれ

て試料務液中に少量の成分として存在するジプカインに由来するクロスピークが残って観

測されてくる事である(図 2C)。これらの l 中5 仇 中3

クロスピークは図3に示すスピンロック時

聞を変えて測定した検緩和スベクトルから

もわかるようにTlρ の長いプロトン由来の

ものである。

4. 結論

薬物ーリン脂質ベシクル相互作用系のよ

うに τcの長い (~l/ω8L程度)運動モード

を反映してTlρ の異なったプロトンが存在

するような試料については二次元NOE8Yより

もROE8Yにより距離に関する情報を得るのが

良いと考える。一方NOE8Yは膜成分由来のプ

ロードな信号中に埋もれた薬物のNMRピー

クの帰属に非常に有効である。

[謝辞]Omega-500の測定をして下さいました

島津東京分析センターの大薮又茂博士に感謝

致します.

図 2. :lプカイン (40mM) -egg PC (40 mM) 

溶液の600MHz二次元ROESY(A-C)及びNOESY

(D-F)スベクトル.

スピンロック時間:A， 25晒;B， 50 ms 

C， 100問。

混合時間:D， 50晒;E， 100田;F， 200 ms. 

8:20 7.80 7.40 
f>PM 

図 3. ジプカイン (40mM) -egg PC (40凶)

溶液の600MHz 'H-NMR スベクトル。

(a)通常の'H-NMR""ベクトル; (b)ー(f)

スピンロック時簡を変えて測定した横緩和

スベクトル。 T1ρ(ms)の億をスベクトノレ (a)

に示した.

日

l::ldj 司守毘易

~ lO ・ 8 }叩

寸 .d  '1 -: 
A 

w 

雪量F
4 祖

6-噌 司 守2 ・
I岨

. 
7.0-~ ←~p円以 .. 7.0 P内4 8D 7.0 P内4

E F 
100ms 

+ . . 1.0 }凶

44事診 t t 皐， 一参
• d <? .. 0> ". 

w 

噌 雲寺舎
3D 

令争-ーを参Z参
'. 'D &。 崎

7.0 PP!oI 回 7.0 P併4 .. 7.0 pp阿

~2-

100.ms 

50ms 

20ms 

10ms 

5ms 

7.00 

takai
鉛筆



核酸オリゴマー d (GGGGGTTTTT) が形成する四重らせん構

L2 造の NM Rおよびエネ凡ギー計算による解析

(国際基督教大、 ニューヨーク州立大*) 

。梅本公子、 M. H. Sarma， * J. Luo，本 R.H. Sarma* 

Observation and Structural Analysis of Four-Stranded Helix Formed by d(G T.). 

Guanine-rich oligo- and polynucleotides are known to aggregate easily in 

solutions. Jt has also been observed that poly(G)， when crystalized， forms a 

four-stranded pa'rallel helix， and dGMP in solution associates in the form of a 

tetramer. G-rich sequences frequently occur in telomeric region， the ends of 

chromosomes and considered to play an importa凪t role in the replication process 

On the bases of lD/2D 司MR and AMBER energy minimization studies， we .demonstrate 

that inaqueous solution d(GGGGGTTTTT) forms an exceptionally stable complex， 

d(GCT5)+， in which imino protons are i~accesible to the solvent and the glycosiー

dic torsionis in high-anti conformation. 

グアニンを多く含むヌクレオシドは溶液中で会合しゲル状になりやすいことはよく知ら

れている。 また、 X 線解析で'は p 0 1 y ( G )は四重らせんを形成しており、 d ( G M P) 

も溶液中および結晶中で安定なテトラマーとして存在することが確認されている。 一方、

染色体の尾部である telomereはグアニンを多く含む T 銅 G"の繰り返し配列からな

り、 この部分は染色体の複製を正しく完結させるために重要な役割を担っているとされて

いる。

p 0 1 y ( G )の結晶構造では、 グアニンは図 1に示すような水素結合で結合し、 各 D

N A 鎖の極性は互いに平行になっている。 この構造によれば、 グアニンは一塩基当り 2 本

の水素結合で結合しており、 W a t s 0 n - C r i c kの二重らせん(一塩基当り 1また

は 1. 5本の水素結合)に較べても安定であることが予想される。 チミンについて類似の構

造を図 2に示した。 この場合でも塩基当りの水素結合数は 1であって、 通常の A.T結合

と同じである。 図 1の構造のもう一つの特徴は、 水素結合しているイミノプロトンは四重

らせんの中心部にあって、 糖および塩基で囲まれ、 末端以外は溶媒から遮蔽されている。

以上の特徴をイミノプロトン NM Rの温度依存、 および重水素交換によって確認し、 更に、

N 0 E S Y， M 1 N S Yおよび AM B E Rを用いたエネルギー最適化とから四重らせんの

構造を求めた。

(実験方法)

d (GGGGGTTTTT) は D N A 合成機 (Applied Biosystems Model 380A)で合成し、

カラムで精製した。 NM R試料は 20mMリン酸緩衝液 (pH7.0， 100 mM NaCI， lmM EDTA 
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トヘlρ引

N M R 測定は M 1 T の Francis Bitter D N A 濃度 2 m M で作成した。および TSP含有)中、

温度可変の実験では測定前 3 0分測定温度に保ち、Magnet Lab.の 500MHzの装置を使用した。

7‘5ppm付

各温度における測定時聞は待ち時間を含めて 1時間とした。

図 3 に軽水中のオリゴマーの 1Cにおける N M R スペクトル (7-12ppm)を示す。

9-9.5ppmにアミノプロトン、

(結果と考察)

llppm 付近にイミノプロトンが見られ近に塩基のプロトン、

このイミノプロトンは試料を凍結乾燥後重水に溶解して 7 0 Cで 1時間加熱しても完

観測きれた T 院は 7 5 Cで、

る。

G . G あるいは G ・T のまた、全には重水素化しなかった。

これらのwobble-paired duplexの T 聞が 25-40Cであることと比較すると非常に高く、

四重らせんを形成していることが強く示唆される。すなわち、結果から図 1に示した構造、

イミノプロトンピークの温度依存を詳細に観察すると 20-3 0 Cで消失する部分があ

これはチミンの N 3 イミノプロトンである可能性が強い。り、

が非N 0 E S Y および M 1 N S Y からはグアニンの H 8 あるいはチミンの H 6 と H 1 

の結晶構p 01 y (G) 一方、すなわちグリコシル結合が sy nに近い形が予想された。常に近い、

AMBERにより遣を基にプログラム J U M N A を用いて四重らせんのモデルを構築し、

右巻きら得られた構造は G の部分は結晶構造に非常に近く、エネルギー最適化を行った。

T に関しでもよく似た構造が符らであった。twist angle 310 せんで h~lical rise 3.3A. 

high-anti の領域を赤した。
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L3 抗生物質トロスベクトマイシンの異性体生成

一溶液中， 団体中のダイナミクス

アップジョン コントロール部門

0槍山行雄 Russel H. Robins 

Formation of mutarotationa1 isomers and conversion of keto-di01 in Trospectomycin 

Yukio Hivama (*L and Russe1 H. Robins， Contr01 Research and Deve10p叩ent，日pjohn
Pharmaceutic唱1sLTD (公)， Tsukuba 300-42 and The Upjohn Company， Ka1a皿azoo， Michigan 

Mu1 tinllc1ear magnetic. re:;;_onance， LC-I1S. and !JV studies l).ave teen carried out. to 
investigate.mutãrotatio~~1_.isomèr~ a~d ketq-gi01 conversio~ of_ t~ospectomyci~~ ~n 

g~~e'ì~~説「?腎tc~i32~*: ~1~~1もも込12A2mFEY認rrzfForttZ022E2r3E2t詑ふ
1somers' formation are 5 to 10 hours. The two most abundant isomers' three 
d~mension~1 structure~ aFe d~termi~ed by. scal?r connectivities， _~uclear Overhauser 
effect and proton _ spin-1attice relaxat-ion time _mea_surem~_nts. The major isomer' s 
configuration is t~e same ?s in spectinol!lycin._. The 1?st 2主 isin keto-form of the 
natur孟1configuratj.on .of the drug-_mol~cu).e. Since. the diol-ke.to conv~rsio~ takes 

E詑gesina22tAroT6123もJJEもfff協fEぷrtF3PEZE込~ntlf.~'ic~g~ おnE22U22253J2E tEE 
solid pnase is t~e ~田ne as the JIIajor configuration in solutions ana that the two 
amine groups are both protonated. 

Assay development for trospectomycin has been a difficult problem because it 
has weak UV chromophore and because it appeared to be instable in solution. The 
assay uses UV detection at 214 n皿 becausetrospectomycin has keto character at least 
partially. However bulk drug with more than 3宅 water content shows .no C=O 
stretching band in IR and solution C-13 NMR shows essentially diol form. Formation 
of mutarotational isomers and keto-dia1 conversion may affect analytical methods. 
Therefore intensive study of molecu1ar behavior of trospectomycin has been carried 
out by various spectroscopic methods， multinuc1ear NMR， LC-MS and UV spectroscopy. 

Three dimensio:且alstructure of trospectomycin and NMR assignments 
A single crystal X-ray diffractional study of spectinomycin dihydrobro皿ide

pentahydrate (1) has shown that the spectinomycin moiety takes R-cis configuration 
and the diol form rather than the keto at the 3・position (Figure 1). C-13 NMR 
spectrum of an equilibrated aqueous solution of trospectomycin shows five different 
isomers including the mother configuration， R-cis(Figure 2a). C-13 NMR peaks of 
the mother isomer in spectinomycin occur essentially at the same positions of 
trospectomycin except for the side chains. The similarity can a1so be recognized 
in carbon-proton shift correlation spectra. Therefore we can conclude that the 

OH 
H .": H 

CH.-N...../官、._t0'-l.ィ0.......:ヘ"-../ハ¥
T -1 11・ rs'

HO ミV"。小心) .H.SO， 
.. n~1I、
NH -"0 ・XH，O
CH， 

一

州

叩Hobu 

刷、
J
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i
H
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c
・・4

吋
i
N
'
c

Figure 1. M01ecular structure of Trospectomycin. 
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major configuration of trospectomycin is R-cis as in spectinomycin. A1so the mother 
isomers in aqueous environment are dio1s because there are no corresponding carbony1 
resonances in C-13 NMR for the mother isomers of trospecto皿ycinand spectinomycin. 
For proton signa1 assignments， connectivi ties from N-methy1 proton and the 

deuterium isotope effect on C6 have been uti1ized. Assignments of the two quaterna1 
carbons， C2' and C3・werea1so based upon a deuterium isotope effect. C4' H2 sites 
are found to be exchangeab1e since the molecu1e undergoes keto-伊diolconversion at 
C3・position. By proton inversion recovery spectra(Tab1e 1) one can note that the 
sing1et proton l' has the 10ngest T1， 1. 45s， and that the buthy1 side chain is 
f1exible since 7・and 8' methylene protons have longer T1 than that of 6' or 4・
methylene protons which are included in the spectinomycin skeleton. A1so T1 of 
position 1，3，5 are shorter than those of th守positions2，4 indicating spatia1 spin 
connectivity within the actinamine ring. These T1 data not only support the natural 
R-cis configuration but exc1udes S-trans and R-trans configuration since the T1 
va1ue at position 1・is 1.45s and that 20宅 steady state NOE was observed at the 
posi tion l' by saturating the 5' proton. 

Tab1e 1. 400 MHz H-1 NMR 尾pe~trum of trospectomycin assignment and spin-1attice 
re1axation time in D20 at 2Z C 
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Identity of Isomers-in aqueous solution 

C-13 NMR spectra with S/N > 1000 of trospectomycin can be obtained by extensive 
signal accumu1ation. There are essentia11y five isomers in aqueous environment in 
C-13 NMR. Populations of those isomers "are 6主， 2毛， 1主 and1毛at20・C which are 
n田nedi， j， k and 1， respective1y. There is a carbony1 resonance at 206 ppm at 1宅
1evel in the C-13 NMR spectrum. A C-13 NMR spectrum at 60. C showed a 1arger 
population of 6毛 forthe j isomer and the carbony1 resonance a1so grew according1y. 

On the other hand the rest of the isomers (other than j) did not increase their 
population much at 60・C suggesting that the apparent energy surface for the 
mutarotationa1 isomers is invariant over the temperature range. The set of the j 
resonances lacks 3' resonance in the dio1 carbon region (90 -110 ppm). Therefore 
it is conc1uded that the j isomer is the keto form of the natura1 configuration. 
In freshly made aqueous so1ution， the isomers， i， k， 1 were not detected by the C-13 
NMR whi1e the keto form is seen at fu11 popu1ation for the first data (1ess than 90 
min.). Timesca1e of formation for i， k， 1 is 10 hrs， 5hrs and 10 hrs， respective1y. 
The rate of formation of the i isomer was also monitored by proton NMR. 

rab1~ 3. 1 s spin~lat~ic~ relaxatiq~times(s) of trospectomycin which are affected 
by the configurational changes in D20 

isomer 20・C 60・c
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Structure of Mutarotational Isomers 
Thermospray LC-MS showed that the isomers i， k， 1 gave Mass spectru皿 with

parent ion at 374. Intensity of fragmentation that corresponds actinamine is 1ess 
than 10毛 ofthe parent ion， which suggests that the dioxane ring (the two C-O-C 
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bonds) is intact for the isomers 

In order to determine three dimensiona1 structure of the i isomer out of the 
possib1e four configurations， proton-proton shift corre1ation(COSY) of 

ZL 

b 7 
主

Figure 2. Three dimensiona1 structures of the two most abundant mutarotationa1 
is~mers of Trospectomycin， (a) m:R-cis， natura1 (b) i:S-trans， the 6主 isomer.

trospectomycin in aqueous environment was recorded. The solvent system gives rather 
high popu1a.tion of the i isomer at 6も 1eve1. Since minor cross peaks corresponding 
to the i isomer in the downfie1d region provides a six spin circ1e， the actinamine 
ring is intact. Spin-1attice re1axation time of l' proton， the sing1et， of the i 
isomer is O. 6 s which is主horterby two than that of the mother configuration. So 
this strong1y suggests that the i isomer is S-trans configuration (Figure 2b) where 
the l' proton has another re1axing partner， 5 in addition to the 5・proton.

Mo1ecu1ar Mechanics Ca1cu1ation for Mutarotationa1 Isomers 
Re1ative energetic ca1cu1ation for the mutarotaiona1 isomers in dio1 forms of 

trospectomycin have been carried out in "vacuum" with "Mosaic， MM2 mode". The 
natura1 configuration (R-cis) is most stab1e at -31. 7 kca1/mo1 fo11owed by the 6毛
isomer (S-trans) at -29. 7 kca1/mo1. The third one is S-cis having -28. 1 kca1/mo1 and 
the 1east stab1e isomer is R-trans at -26.4 kca1/mol. This ca1cu1ation predicts 
popu1ation of ca. 3宅 forthe 6毛 isomer. Less than 1 kca1/mo1 shift can make this 
kind of popu1ation change(remember that RT is on1y 0.6 kca1/mo1 at T=300K). In fact 
S-trans's popu1ation varies from 6宅 inaqueous environment to 2. 5毛 inthe potency 
assay mobi1e phase (28宅 pH=2.2 phosphate buffer + 72宅 acetonitri1e).

During the course of the ca1cu1ation， steep activation of more than 10 kca1/mo1 
for the rotation defined by a dihedra1 ang1e of C-C-N-methy1carbon was recognized. 
And there are two minima for each methy1 carbon. This may correspond to slow (a 
day) ， irreversib1e conformationa1 changes near the methy1 carbons. These 
observations were made in fresh1y disso1ved samp1es observed by C-13 and proton NMR. 
Since the 1ast step of synthesis inc1udes knock off 1arge functiona1 groups from the 
amine groups at 10w temperature， we suspect that the methy1 carbons may remain at 
the metastab1.e posi tion in bu1k drug. 

Tab1e 3. Ca1cu1戸tedRe1ative Energy (kca1/mo1) of Mutarotationa1 Isomers by Mo1ecu1ar 
Mechanics Mosaic. 

configuration dio1 keto 

R-cis 
(natura1) 
R-trans 
S-trans 
S-cis 

-31. 7 

-26. 7 
-30. 0 
-28.5 二39:i
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Solid State C-13 NMR Spectrum 
The chemical shifts of the solid spectrum are essentially the same as in 

solution， which indicated the major configuration with the diol is also dominant in 
the solid phase. 
In the cross polarization experiment carbon magnetization comes from the proton 

spin system， proton relaxation times T1 and T1.f' were measured through C-13 NMR 
signal. Proton T1 was O. 6 s at 25 C. T1 of the proton is estimated to be 200 micro 
s， which indicated slow molecular motion on the time scale of 10-6 s. The proton 
spins are coupled with their homo nuclear dipolar interaction resulting in 
homogeneous relaxation behavior， so that local motion such as side chain fluctuation 、
affects relaxation behavior of the enti主emolecule. C-13， on the other hand， is not 
coupled because natural abundance of the spin is 1毛 and its magnetic moment is 
small. Therefore 13C spin can have distinct relaxation time than other carbon 
si tes. C-13 NMR spectrum wi th delayed spin-locking for C-13 shows that T1 f of 
sites 6，7，8 is about 200 micro s. This indicates that the slow molecular motion 
:e~p~~si~:e. for the sho.r: ~ro.ton. an~. C-~~. T1.f. is the side chain fluctuation (si tes 
6，7，8). A1though the sidechain is flexible，-the spectinomycin part reveals rigid 
showing no drastic conversion demonstrated in solution. 

In summary liquid chromatography can have adequate resolution in most cases， 
however it has long time scale (ミ 1minute). On the other hand， NMR probably has 
the highest resolution among the molecular spectroscopic methods and yet has time 
resolving capability， up to z 10 ms for solution techniques. 'We have employed the 
technique to study dynamics of Trospectomycin and were able to improve i ts 
analytical methods. 

References: 
1. "Stereochemistry and Absolute Configuration of the Antibiotic spectinomycin: 
an X-Ray Diffraction Study"， T. G. Cochran， D. J. Abraham， and L. L. Martin. J. 
Chem. Soc. Chem. Comm. 494(1972) 

2. "Isotope Effects on Nuelear Shielding"， P. E. Hanson， Annual Reports on NMR 
Spectroscopy， Vol. 15， G. A. Webb (ed.)， Academic Press， (1983). 
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発光細菌ルシフエラーゼ関連ヲンパク質補欠分子の構造につい τ

L4 
0藤井茂、笠井佐夫*、三浦湖

{関西医大・化学、 女大阪市大・ヱ}

On the structure of a prosthetic group in a protein relating to luciferase of luminous 

bacteria 

Sh主且呈主旦 E豆主工工， Subu KASAI* and Retsu MIURA 

(Laboratory of Chemistry， Kansai Medical University， and *Faculty of Engineering， Osaka 

City University) 

A protein (FP390) in which a flavin derivative is bound was found to be induced 

under the conditions where luciferase was inductively produced. A flavin derivative 

was isolated from FP390， and it was confirmed to consist of FMN and myristic acid by 

elemental anlysis and mass spectroscopy. NMR spectroscopy revealed that the flavin 

derivative was a mixture of two molecules: one in which the p-carbon of 皿yristic acid 

is directly bound to the 6-carbon of FMN， and the other in which the l-carbon of 

myristic acid is bound to the same position of FMN. The ratio of these flavin 

derivatives was determined to be 7:3 by NMR spectroscopy. 

[序論】

発光細菌ルシフエラーゼは、 還元型 FMN (FMNH2) とミリスチンアルデヒド(テト

ラデカナール)を基質として反応する。 笠井らは、 このルシフエラーゼを精製する過程に

おいて、 修飾されたフラビン分子 (Qフラピン、 Q F )を補欠分子として含むタンパク質

(FP390) が多量に存在することを、 見いだした(1)。 また、 最近ごのヲンパク質の遺

伝子が、 ルシフエラーゼの遺伝子と同ーのオベロン中に存在することが示唆され(2 -4)、 こ

のヲンパク質の生理的意義に対する興味が抱かれるようになった。

本研究では、 F P 3 9 0 に結合した Q Fの構造を元素分析、 マススベクトル、 NMRな

どをもちいて決定し、 その構造に興味ある結果が得られたので報告する。

【方法】

精製した F P 3 9 0 を 6 M 塩駿グアニジン存在下でゲル瀦過することにより、 補欠分子

を集め、 これを液滴向流分配クロマトグラフィーなどをもちいて精製した。

NMR  測定には、 バリアン社製 U N 1 T Y 4 0 0を用いて行った。構造決定に際しては、

COSY， HOHAHA， N日ESY などの LH-NMR測定ならびに CH姐 COS Yなどの 1'C-NHR測定により行

った。

{結果および考察]

Q フラビンは、 元素分析、 マススベクトルの結果などから、 F M N とミリスチン酸が直

9-



接結合した化合物であることが明らかに

された(4)。 この化合物を重メヲノール

に溶解し、 NMR測定したところ、 図 1
い
け
川
川
川

U~
J
U
 

に示した H-[ NMRスベクトルを得た。

このスベヲトに示されるように、 芳香族

環に結合したと思われるメチル基のシゲ

ナルが、 2.4 ppm から 2.6 ppm 付近に
、a

Ipp・
3本観測され、 2.60 ppm のシグナルの

図1. Q フラビンの H-[ NMR スベクトル

面積強度が、 他の 2本のシグナルの商積

強度の和に等しいことが朗かとなった。 また、 3 . 55 および 3.98 ppm にミリスチン酸に由

来すると考えられるシグナルが観測されたが、 H日HAHAなどの測定によりこれらのシグナル

は、 それぞれ !}IJのスピン系にあることが確認された。 さらに、 これら両者のシグナルを与

えるプロトシは、 それぞれ 39.6 および 42.7 pp四に観測されるメチン炭素に結合してい

ることが CH-COSY により明かとなった。 ごれらの結果から、 この修飾さたフラビン分子は、

2種類の混合物であることが予想された。

そこで、 これらの化合物の分離を試みたところアセトニトリルー水系の逆相クロマトグラ

フィーによ乃互いに分灘することができた。 これらの分離きれたフラピン化合物の coSY 

スベウトルをそれぞれ図 2に示す。 全体の約 7割を占める主たる化合物{図 2左}のミリ

スチン酸に由来し分離よく観測されるシゲナルは、 それぞれ 0.88，1.02， 1.29， 2.02， 

R 

‘m J?F 
#@ 

回目

量 $ 

~!申

。 &色
書吾

a 
i. 
思

.笥 e
• 

樹蜘

飽節。。

申.

B 
。

事 ，()d

3・
n句.'

3・
n句.'

図 2. 2種類に分離きれた Q フラピンのそれぞれの COS Yスペクトル
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2.31， 3.11， 3.38， 3.98 pp硲

に表れ、 それらのシクナルは、

それぞれミリスチン酸部分の

メチル -H、 o -H、 o -H、

r -H、 r-H、 α-H、 α-H

および β-Hに由来するものと

帰属された。 これらの結果と

CH-COSY スベクトルの結果から

ミリスチン酸の β 位の炭素には

水素原子が 1個のみしか結合し

ておらず、 この部位でフラヒン

分子と結合していることが明か

となった。 また、 もうー方の

分子も同様にしてミリスチン酸

の Y位の炭素とフラビン分子か

結合していることが明かとなり、

ミリスチン酸部分の α、 β、 Y、

占、 ε位および末端のメチル基

審包

‘'伊

L 

。.o 0 0" 

0・，0。
'5' Jf.' 
!署長。.• o 

u 鵠 1

〉〈:

立1i

図 3. Q フラピンの NOESY スベクトル

のプロトンシグナルは、 それ‘ぞれ 2.11ppm(2個分 1 ， 2. 36 と 2.67 ppm(それぞれ 1個

分 l ，3.55ppm(lj国分 1 ， 2. 00 と 2.40 ppm (それぞれ 1個分 1 ， 1. 00 とし 27 PPII 

(それぞれ 1個分)および O.87ppm(3j圏分)に観測された。

ここに、 2種類の修飾されたフラビン分子におけるミリスチン酸側の結合部位は決定さ

れたが、 次にフラビン分子のどの部位と結合しているかを明らかにする。 フラピン分子に

は芳香族性水素がフラピン分子の 6位と 9位に 2j掴存在するが、 これら両者の化合物では

ともに 1個の芳香族性水素しか観測されないことから、 ミリスチン重量がフラビン分子の 6

位あるいは 9位に結合していることが予想された。 この結合部位を朗らかにするため閲 3

に示した担OESY スベクトルを得た。 このスベクトルから芳香族性のプロトンシグナルとリ

ビチル基のプロトンシグナルと

の聞に NOE が観測されるごと

から、 この芳香族性のプロトン

シグナルは 9C立の水素に由来す

るものであることが明かとなり、

ミリスチン酸はフラピン分子の

6位の炭素と直接結合したもで

あると同定された。

また、 低磁場側のメチル基は、

H2C-O-P03H2 H2y -O-P03H2 
HO'C-H HO・C-H
HO-C・H HO-C-H 
HOιーH HO-C-H 
~~ ~~ 

H3C可必ÿN~~')f-O H3C~N~~')f-O 
1 11 '] J 1 11 --1 J 
』、 1 .....148. t¥1目 1、 1 ..... ..14a 1¥1.. 

H.C庁、V"-N;:>ヘ'{f/lj"円 H，C~"N;:>ヘ..y13"門
I 5 0 I 5 0 

H3C(CH2)，oCHCH2C02H H3C(CH2lsCHCH2CH2C02H 

図 4. 決定された Q フラビンの構造
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芳香族性水素との聞に、 高磁場側のメチル基はミリスチン酸の水素との問にそれぞれ NOE

が観測されることから、 それぞれのメチル基のシグナルは、 フラピン分子の 8位および 7

伎のメチル基に由来しているととも聞かとなった。他方の化合物に対しても同様の NOESY

スベクトルが得られ、 フラビン分子の 6 位とミリスチン酸の Y 位が結合したものであるこ

とが明かとなった。

以上の結果から、 F P 3 9 0から遊厳されたフラピン化合物は、 図 4 に示したようにミ

リスチン酸の β 位および γ位とフラビン分子の 6位との間で結合したもの混合物であり、

その存在民家は、 約 7: 3であった。

【文献】

1. S. Kasai， K. Matsui， T. Nakamura (1987) in Flavins and Flavoproteins (D.E. 

Edmondson， D.B. McCor皿iceds.) Walter de Gruyter， Berlin. pp 647-650. 

2. J.A. Mancini， M. Boylan， R.R. Soly， A.F. Graha皿， E.A. Meighen (1988) J. Biol. Chem. 

呈皇呈， 14308-14314. 

3. R.R. Soly， J.A. Macini， S.R. Ferri， M. Boylan， E.A. Meighen (1988) Biochem. Biophys. 

Res. Com皿un. 主主~， 351-358. 

4. S. Kasai， S. Fujii， R. Miura， S. Odani， T. Nakaya， K. Matsui (1990) in Flavins and 

Flavoproteins (B. Curti， S. Ronchi， G. Zanetti eds.) Waltar de Gruyter， Berlin 

in press. 

。，u



L5 
パナジウム錯体の高分解能 NM R. 3 

複核パナジウム錯体の構造と化学シフト

(近也大・型車工) 0北 }II 進・宗像 恵・木曽秀典

High Resolution NMR Spectra of Antiferromagnetically coupled Vanadium Complexes. 

Susumu KITAGAWA， Megumti MUNAKATA and Hidenori KISO (Kinki University) 

1自 NMR spectra of divanadyl complexes， [(VO)2C12(biL)2(OC2H5)2](biL=l，8・

naphthyridine and 1，IO-pbenanthroline1，have been measured，and the signals are 

spread out over the 40 ppm range，characteristic of antiferromagneticaIly coupled 

systems.The chemical shifts are discussed in relation to the superexchange 

coupling constant， J (げ =-2JS，S2)， compared with those of dicopper(H) complexes. 

[ 1 ] パナジウムは -ill価から V価まで幅広い価数をとる金属元素である。その各酸化

状態における価電子数を Table 1に示した。通常、 NMRの観測可能な個数はー 1， 1， V 

である。 しかし d電子数が奇数の場合 (d2は例外)には常磁性であるため NMR訟の対象と

はなり得ない。 この時、 Table 1に示したように複核構造を与える場合に限り NMR観測が

可能である。複核の場合には 2つの相互作用がある。第 1は金属一金属結合が生成する場

Table. 1.パナジウムの酸化数， 価電子数および NMR観測可能な錯体構造

複核

酸化状態 電子数

V d 0 

W d 1 

E d 2 

E d • 

d 4 

。 d 5 

d 6 

0 測定可， X 澗定不可

単核 反強磁性 v-v結合

。

X 奪

0

0

0

 

0(1重結合)

0(2重結合)

0(3重結合)

x 

x 

。
× 。 3重結合?

。

*通常 S=1が基底状態である。
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合で、 これを d1の系を例に Fig1に示した。.IIPち、新し

v-v い結合が生じて、反磁性錯体となることから反磁性種の

NMRスペクトルを与える。一方、 v-v結合を作る程

距離が近接しない場合は橋かけ臨位子を介した相互作用-←〈 〉斗一

、ー←十J が期待される。 この時、 superexchange相互作用により反

8=1 

v-v結合
---+-
-+-

強磁性状態が支記的であれば S= 0が基底状態となるこ

とから~R測定ーとなる 11 。
Vanadyl(V02+)で知られる W価錯体は近年ホヤ類のパナ-33晴、、→ー十'=ー一一

Fig. 1. 

ジウム濃縮機構と密接に闘速があり溶液状態での鯵体の

構造の解明が期待されている。 このバナジウム、(IV )は

d 1電子記置を持ち、単核の錯体の場合は E S Rによる観

匠強磁性

測は可能であるが、 NMRによる測定は出来ない。 しかし、 複核鎌体になると先に述べた

理由により ES Rよりも NMR測定が有用と考えられる。本研究ではこの v(IV) の反強

磁位系の NMRスペクトルの観測に成功し、 これら錯体の溶液構造と化学シフトとの関連

性について検討したので報告する。

[ n ]合成: VO・napy絡体は次のスキームに従い、 アルゴン雰囲気下 EtOH溶娠中で、 VCl. 

に 3倍量の 1，8・naphthyridine(napy)を加えて、合成した。得られたものは、 単結晶または

微結晶として、単離した。

napy 

VCl. [(VO) (napy)Cl (OEt)] 2 

EtOH 

VO・phen鎗体についても同様の方法で行った。単結晶はアセトン拡散により得た。

1) phen 

VCl. [(VO) (phen)Cl (OEt)]2 

EtOH/ acetone 

著書定方法: 'H NMRの測定には、 JEOL JNH-GSX 270 FT-NMRスペクトルメーターを周

い、観測周波数 270.171MHz、観測幅 18KHz、パルス緬 4.0μs、温度 23"cで測定した。

サンプルチュープは 5mmゅのものを使用し、 パナジウム濃度を 10~50 mHに銅製し、 15 Hz 

程度で回転させながら測定した。 内部基準には、 TMSを用いた。

[皿] (1 )複核パナジウム(IV )錯体の構造

[(VO) (napy) Cl (OEt) ]221の X線結局構造解析から.Fig・ 2ような分子構造であることが明

らかとなった。 2個のエトキシ基がバナジウムに橋かけ翻位した 4員環の複核構造であっ

た。 このような typeの複核 VO・VO型錯体は珍しく、 これまで 3例しか合成されていない。 こ

の V…V間相互作用については [V202(μ-OH)2 ([9]aneN.) 2)2+ ・ 1について調べられており

J 値 iJ~ ・ 177 cm-1であり(げ=-2JS，S2)強い反強磁俊樹互作用の存在が明らかにされている。

本系も同様な反強磁位相互作用が期待される。

Aι 
唱
冒

A



[(VO) (napy)Cl(OEt)]2の 10 mH垂水素化メ

タノール溶液の 'H N M Rスペクトルの澱定

を行った。 -2.8 ~ 12.0 pp盛に比較的半値帽

の大きいシグナルを与えた a 常磁性の単核

V02+錯体では全く観測されないことから明ら

かに反強磁性系のスペクトルであると言える。
C(5) 

しかし、 この錯体はどの溶媒にも極めて難溶 C(4)' 

であるため、 溶解している系は Fig 2の構造

とは異なっていることが考えられる。 そこで

溶解性の高い系での観測を試みた。

{2 )複核パナジウム(IV )錯体の NMR

i主主主Lよ

(i) [(VO) (phen)Cl(OEt)]2の 50 mM重水素化

メタノール洛液の 'H N M Rスペクトルは、

通常の反磁性糸の観測範囲 (O~ 10 ppm)に比

ベて、 37.8~ ー 2.1 ppm(Aψ1ノ2= 210 ~ 

C(2) 

Fig. 2. [(VO)(napy)Cl(OEt)]2の分子構造

1600 Hz)と非常に大きな観測 1隔をもち、 し

かも線帽の広いシグナルを与えた (Fig. 4)。

パナジウム(IV )錯体は d'電子記震をもち、

常磁性を示すことからバナジヴム原子上の

電子スピンの緩和時聞が長いためその NM

R シグナルは広幅化して通常観測されない. Fig. 3. [(VO)(phen)Cl(OEt)]2の推定構造

しかし V…V原画監 3.101(1) ~の [(VO) (napy) 

Cl(OEt)]2のような槍かげ臨位子を有する複核錯体では、 2つのパナジウム(IV )がおたが

い反強磁性作用をしている場合は観測される a この場合の化学シフトは

EβA 

Ad，..= X[(exp(・2J/kT))+3]-'

(γ 12π)kT 

A : S= 1状態の縛の超微剥結合定数

γ: 磁気、回転比

k : ポルツマン定数

と表される。

複核の cu (H )錯体(各銅については d・であるが S= 1/2で voと同織の電子砲置}の場合と

同様のこのシフト式が適用できる。 この場合、線幅も [(exp(-2J/kT))+3]-'の項で示される

状隠密度項により小さくなることが指摘されている.本系でも、 同様な相互作尽により小

さいシフトおよび線帽で観測されたものと解釈される.このスペクトルの帰属は [CU2(phen 

zu 

咽

A



8拘 s

α 

~ 

40 30 20 10 
ppm 
。

Fig. 4. [(VO)(phen)Cl(OEt)]2の 'H NMR~ 'I・ H 1I<

)4(OH)]"令， [Cu2(phen)4(Im)]"'

(Table 2)、およびその他の cu (n ) 

反強磁性錯体けの帰属を参考にして以

下のように行なった. -2.1 ppm (Ll '11 

1/2= 325 Hz)のシグナルはエトキシ基

の αーHのシグナル、 4.2 ppm( 225 Hz) 

はエトキシ基の s-Hのシグナルである

と帰属した。 また、 7.5 ppm( 250 Hz)， 

13.5 ppm( 210 Hz)，17.1 ppm( 600Hz) 

のシグナルは、 C u ( n )反強磁性

p h e n .昔体の帰属によりそれぞれ、

5，6-H. 3，8-H. 4，7-Hのシグナルであ
--r 
ー10 ると帰属した。さらに、 37.8ppm

(1600 Hz)のシグナルは C u (n )反強

磁性 phen錯体ではシグナルが広幅化し

て観測されなかったがほかのシグナル

50 mM HeOH-d4溶液 (640scans，BF 1.0 Hz) の半値幅比べてみてもわかるように、

[ C U 2 .( p h e n ) 4 ( 0 H ) ]"'， 

[Cu2(phen)4(Im)]"'より VO-phen錯体の方が、半値幅が小さく観測されている。これより

vo体では 2，9-Hのシグナルが観測できたものと考えられる.[(VO) (phen) Cl (OEt)] 2のよう

な複核パナジウム(lV )錯体のパナジウム…バナジウム聞には 'H NMR観測可能な反強

磁性相互作用があることがわかった。しかしながら、この複核パナジウム(lV )錯体の

5'V NMRスベクトルを測定したがシグナルを得ることができなかった。これより

v-v間相互作用は 5'V NMRが観測可能な程強いとはいえない。
Table. 2. 'H NHR化学シフト値

Complex 

d ppm (Ll '11 ，ノ2Hz) 

s -H α-H 2，9-H 5，6・H 3，8-H 4，7・H
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a)，b) Acetone-d6 was used as a solvent c) Very broad 

1) M.Haekawa，S.Kitagawa，H.Munakata，H.Hasuda，Inorg.Chem.，28，1904(1989). 

2) S.Kitagawa，M.Munakata，M.Ueda，T.Yonezawa，Inorg.Chim.Acta，ill，3L(1990). 

1387. 

3) K.Wieghardt，U.Bossek，K.Volckmar，W.Swirdoff and J.Weiss，Inorg.Chem.，23(1984) 
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/t.スト・ゲスト化学iく九17る金属イオンのダイアミッアスと

し6 錯形氏都港

(:ll:犬理) 0市11¥和培

(主ヒ犬舟電〉 神 隆
Dissociation Kinetics and Morphorogy of the Complex of Metal-工onGuest wェthMolecular 

Host 
女

Kazuhiko工chikawa，Takashi Jin- (Faculty of Science， Hokkaido Univ.， and 工nst. Applied 
Electricity， HokkaエdoUniv.女)

In host-guest chemistry the complexes of metal ions with molecular hosts were 

V工sualized as having three types of common shapes: 1) perching complexes， 2) nesting 
complexes and 3) capsular complexes. Since the complex工ngact must be accompanied by 

the fluctuat工on 工n the structure and conformation of molecular host， the dissociation 
kinetics of the complexes depends on the shapes of molecular hosts in their 

uncomplexed and complexed states. The present work reports the studies on the 

d工ssoc工ationkinetics of calixarene ester-Na+ complexe (as an example of the capsular 

23 complex) from ~JNa longitudinal magnetizat工onrecovery curves and 'H nmr spectra， and 
shows the comparison between the .above complex and ATP-Mg2+ (as perching complex) or 

18C6-Na+ complex (as nest工ngcomplex). 

〔ヰ] ホスト小子 Eある搭Jf!I~ i基かすこといよ t) ノ通当~-イオン・ 4ト子主ゲストビし

てむがえるこヒのできる“久刀吉創りだすことかできる e そのキャピ予イ 11'I W.リ込み

力主示す宮策基群を内壁 1::保持し J その的・大手ざ iご主っ Tゲスト l主対する重択祉を不す.

錯郁~能力 i古 y ホ入ト小手のゴヅホメーデヨツヒ樟造ゆらず;相手間定?の取り込J宇部今の
草J角度全犬きくすせる相補/陛下よって夫めら中七る e それ扶ノホスト介子 VJ&:-A毒イオン取り

込み背手権が金馬イオ γ解離通桂の動力 J学的Jト主質2決定するとJキえられる. クヲム l主主ゐ

ヒヨ種類η錯体り藤掛け状錯体I Z)巣ごモリ状請伴， ヨ)カプセJ)V~え錆体 l之介類され

る. 錯4本3) tして力リックス仁4Jアレツ・工ステ jレ(BCADi図 1)ーアトリウム

イオ)'錯体(B' C A D. Nct) ! J!又リ孝之lt'て J え若葉内lてあげる錯解離過濯の動力与&1/ト主質とホ

スト・ゲスト相歪作用 p 錆形鰹 ζ筒，令部梓，鎖解離機構lミフいて殺告

する c 錯体 1) ヒしてアデノ γプ三リヅ厳ーマグネラ、アムイオジ錯

砕く ATP'M~勺尽ぴ錯体 2) としてクラウ y工ーテ jレーアトリウム

イわ(IgCs.Nぬとμt軟加わくつ¥¥ても報告する。
〔実験〕 試料:BCA D t胤 SCN~ CDcQ.3十tD30D(え:J，V/v) 

ノ図 1
[二とかL濃寝比〈尺=(N(ASCN)I C B乙AE>J)をじ 1.1 )句 lミ調整 … -
Lと。 測定は βN久 N門R-X.L 200 1.用いて J 其鳴崩?良欽円、Z

BCAD: (R=CHzCOCzH5) 

['11 H z.ーで、~l!Uえした。 縦議Aヒ回復凶採は反転回俊之高 (18'0こて_~ 00) 1ミ夜っ1'=.

〔結果と手勢〕 錯形健ヒ借令部位: 図2は， R=-0 J 0、IJ， 1 のおそ~t， ，r;うける 'H'1¥¥I1R 
スベクト)レモ/jミ Lている。 橋戒しメチレヅプロトジのヒ。-1伊 ty)な包、争く('d;B C/¥ J7 E 

構民する4コの部正トガ、乏い i三対都枯のtzぃ形態1tっていて鑑形民l二イ干し、他議場側lミテア

トしているこピからノコ γ小メ-7"ョ γ 瓜Na.t-g_耳元リ込人でいるいない lミかかわらずコー
γ構造である e 意外椋JKスぺクト}し須jえJ介子摂笠の組立てと tHNtv1R又/マクト 1¥/7'.7'セ
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で示される Nr!の化学丈換反rit'E反吠している.
縦捧化回復曲線(1，At管支摂d1f;-{ Bloch才経 4 

PPM 

Eての一般両手 間2 CDce.31宇の '[-¥N門Rスヘo7卜Jレ
CMz'-Mz(Tllf阿z =Z[C1exp(-R1，A・τ1+C2eXp(-R1，B・T、]

l之よって与之られる e 占らかけの縦緩和速度 R帆ゃく~A ， B) 1;): i.丈乳、

R1. a =(D土 Eli2)i2 (α=A，B}， D=R I*，A+R1*，B+1/τ A+lITB/  

あ ~1X E=(R
1
* ，A-Rl* ，B+1/τ A-11τB)2+4!(τA・rB' 

l三よフて丈ピヅー椅手緩和ま皮肉供 J イt守種以のAヒ手交換寿命も

の関軟で与之られる。 めfくを用いて非指数関数的挙動き再現す

否ミヒl二より〈図4の曲線)) 1<刊を夫足することが'でき1=.

実l之RGA)RtB"8.剥えずら決定可能1:ので.(ラ)ノω式、より BCAD' 図3 BCAD' Nct錯体
No..-t"錯停の寿命匂ず決ま 1)，トO!(¥O

2 ~ 1.5)( ¥0-1 S (23~ 1. 3 t) ， (1)式、

の錯解離過程の治性化1¥0"7メーダはAけん=民主6ド:r/""ιAS18z-3守士21日朝oe... ホスト今子 Z

Nよヒの又l立落蝶和介手とばとの相主作用の太子才の比較lま) RtAとRtB1:::よって椎克可能
である. 何政なら-'

Z3NC¥のズピヅ・椅子縁和速度の大於ばNIA枝lこ生成する l電場勾配多 1-::'

よって来安ゐ。 R~AI Rr)~ C~ 約40倍である扶ノ Nht洛曜、介予と比較して，工ステ Jレ置換

基から強い相互作用~，.をけていると芳之られる e

錯解離機構洛完全内 lごみいて羊命手 p ニJn'手各錯解離速友足敢11kl=TAEl，kz=τA-1[Na11。

¥H N門Rス八，.'7ト jレ解析刀、ゎ速度疋薮は [NQTJI二依存しない辛が半11胡しTさので'錯静幣反応;

¥1埠介手反応、である e

錯郡熊ヒ錯!/f疋，f宝との相i聞:錯停の寿命の犬Tさで，i;f 0，5 

b住の錯郡能依存It!~本鰐すする。 力プゼ lレヰ丈の BCAD・EI 0 

M 錯停の寿命民業ニ可り状ISCb'NIÀ.T錯停の 6D情 p 無 ~I注目0，5
操け拭 ATP' 門~2.十錯停のふルよそユo 措であフ氏。 この t

v
スアレン(4}

し，そのキ T リアヒレての機能E持フヴアヲヒ持論でする. -150 
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NMR分光法の新しい展開ー温度ジャンプNMRと状態相関NMR

(京大理学部) 赤坂一之

New Developments in NMR Spectroscopic Methods - Temperature-Jump NMR 

and State-Correlated NMR Spectroscopy 

Kazuyuki Akasaka 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 

Two new techniques were recently introduced to the NMR spectroscopy by 

the authour's group. One is七hetemperature-jump NMR and the other is 

the sta七e-correlated七wo-dimensional NMR spectroscopy. This paper 

describes the principles， constructions， performances， and applications 

of these new methodologies of NMR spectroscopy. Applications were 

largely chosen from those on a protein， ribonuclease A. 

NMR分光i去はこれまで、主として化学的平衡状態にある分子の構造、反応速度の研究

手段として高度に発展してきた。しかし、化学的非平衡系ないしは異なる化学的状態聞の

転移を含む系に対して、 NMR分光学は充分に対処できないできた。たとえば、 0.01-100

秒程度の時間域での過度的な分子種や化学緩和過程を観測することが困難であった。この

時間域を対象としてストップトフローNMR(濃度ジャンプNMR)が既に開発されてい

るが、反応が不可逆的であるために信号積算に難がある。これに対し、温度ジャンプ法は

温度に対して可逆的な過程を対象とする限り信号積算が可能である点で、 NMRに適した

条件を備えている。過去に温度ジャンプNMRの試みはなされたことはあるが、 NMR検

出器内で試料の温度を急速にジャンプさせることはできなかったく1)。これに代わる方法と

して、異なる温度の恒温槽中に試料溶液を連続的に流す ContinuousRecycled Flow法が

開発されたが(2)、これは真の意味での温度‘ジャンプNMR法ではない。

私達は、以下の 1、2に述べる二つの方式により、 NMR分光学に初めて温度ジャンプ

法を導入した。さらに、この過程で開発された高速の温度ジャンプ技術を利用して、 3に

述べる新しい二次元NMR分光法「状態相関NMRJを実現した。

1。ガス流温度ジャンプNMR装置の開発

温度の異なる加圧ガス流を高速で切り替えてNMR検出器に導入することにより、キャ

ピラリー中の試料溶液の温度をジャンプさせる方法で、世界初の温度ジャンプNMR装置

19 



を製作した(3，4)。三つのガス流は空気弁、電磁弁を通じてNMR分光器のコンビューター

により制御され、 NMR観測用のラジオ波パルスと同期されるため、信号積算が可能であ

る (Fig.1)。この方式により 1-2モ/sec程度の速さのジャンプ〈上昇および下降j
を実現することができた(3，4)。この方式の特徴は温度上昇のみならず降下ジャンプが可能

であることである。このためタンパク質の巻戻り過程でのNMRスベクトルの変化などを

記録するのに適している。(昨年度のNMR討論会予稿集参照〕。また、ガスを熱媒体と

してを用いるこの方式は、通常のNMR検出器がそのまま使用できる利点がある。しかし

ながら、この方式では温度ジャンプ速度を数秒以下に短縮することは不可能であることが

わかった。

2。マイクロ波加熱高速温度ジャンプNMR装置の開発

そこで温度ジャンプ(上昇〕の手段として、新たにマイクロ波加熱を採用した。マグネ

トロン(1.KW，2.45 GHz)からのマイクロ波を、同軸ー導波管変換器を経て、 NMR検出器

中に効率よく導入することに成功した。 CW型マグネトロンの出力をCPUで制御するこ

とにより、外経5mmの通常のNMR試料管中のタンパク質水溶液試料に対して、ガス流。
方式よりー桁速い、 1OC/se c の温度ジャンプ速度を実現した(5)。さらに最近、特

別に設計したパルス型マイクロ波発生装置を用いることにより、ジャンプ速度をもうー桁

速くし、最高で10%/0. 1s e c程度のジャンプ速度を達成することができた。ただ

し、温度の上昇効率は試料長、誘電率に大きく依存する。またこれらは試料全体の平均上

昇温度であり、試料内の温度分布は大きしまた分解能も悪い。これらは今後解決しなけ

ればならない課題である。しかし、基本的に熱伝導に頼るガス流方式と比べ、、マイクロ

波は直接試料にエネルギーを与えるので、ジャンプ速度が速いこと以外にも、 (1)温度

が直線的に上がる、 (2)どの温度からでも温度ジャンプ幅がほぼ一定である、 (3)試

料以外(検出立イルなど〉を加熱しない、などの優れた特徴をもっている。
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3。温度ジャンプを利用した状態相関二次元NMR分光法の開発

二次元NMRはNMR信号の分離、相関、あるいは交換の研究に極めて有用な方法であ

る。 二次元NMR、特に二次元分離NMRでは、発展期間と検出期間との間で、何らか

の方法によって、スピンハミルトニアンを、スピン緩和時間T2または少なくともTl内

に変化させる必要がある。これまで多くの場合、これはラジオ波パルスによって行われて

きた。たが、最近では静磁場の大きさや試料回転角度を数十ミリ秒の時間内で変化させ、

ることによる新しい二次元NMRもPines，Maciel， Terao らにより開発された。以上の

方式では、いずれもスピンと磁場との相互作用に直接働きかける。われわれのもくろみは、

分子の「化学状態J (相を含む〉を変化させることによって、結果としてスピンハミルト

ニアンを変化させようというもので、これまでにない方式の二次元NMR分光法であり、

これを「状態相関NMRJと名付けた (5)。いわば広い意味で、"化学"を"二次元NM

R" lこ組み込む試みともいえる。

これが可能となったのは、第一に高い外部磁場(9.4Tesla)の下ではNMRの縦緩和時

間が比較的長いこと(1秒程度以上)、第二に、 1秒をはるかに下回る短時間での温度ジ

ャンプがマイクロ波を用いて再現性よく可能になったことによる。状態相関NMRのパル

ス系列 (Fig.2)は2DexchangeNMRまたは2DNOEのそれと酷似しているが、 「混

合則11IJjに代わって「転移期間」が置かれている。これは、 2DexchangeNMRのように

磁化が互いに交換するのではなく、通常一方向へのみ移動(転移〕するからである。

PREPARATION I EVOLUTION I TRANSITION I DETECTION 
PERIOD I PERIOD I PERIOD I PERIOD 

件-tl -----7f之 究r 斗三 t2ー 4
9~ 9if 9if 

STATE 2 

ATE 1 / 

Fig. 2. The basic pulse sequence for S七a七e-Correla七ed2D NMR Spec七roscopy

'
1
 

0
4
 

takai
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4。温度ジャンプNMRの応用例

(1)反応過程の追跡 (Fig.3) 

秒程度の時間域で起こる反応過程の研究はこれまでNMRでは難しかった。例えば、ペ

プチドプロトンの重水素との交換反応はこれまで分程度の時間域での反応が測定の限度で

あったが、温度ジャンプNMRを用いれば、秒単位で測定できる (Fig.3)。

(2)可逆的構造転移の研究 (Fig.4>

タンパク質のfolding/unfoldingの過程は、ミリ秒から数十秒の範囲にわたることが知ら

れている。 Fig.4の例は タンパク質の協同的構造転移がNMRで観測されたもっとも速

BefzthJUへー

10s 

20s 

30s 

Fig. 3. Hydrogen-deu七eriumexchange 

reac七ionof pepもideNH pro七onsin 

Ribonuclease A， studied by七he

tempera七ure-jumpNMR method. 

The gas-flow T-jump apparaもuswas used. 

ノ

5s_jし~

7s…し~
4 

一一
3 

Fig. 4. Temperaもure-jumpNMR spec七rafor Ribonuclease A (10% in D20). The 
(>~ ._0 

七emperaもurewas j umped from 30 T to abouも45-Cin 150 ms af七erwhich the spec七ra

were recorded aも everyone second. The microwave T-jump NMR apparaもuswas used. 
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この条件の下では RNase Aの unfoldingが温度ジャンプ(150

1ミリ秒後にはすでにN型構造は殆どなくなっていることを示している。また 1秒以後は、

ms)のい伊1であろう。

1ミリ秒と

1ミリ秒後のスベク

しかし、もはやスベクトルには変化がなく、完全にD型のものとなっている。

これは、スベクトノレにわずかであるが変化がるる。

トルがN-D構造転移の中間体のものである可能性を示す。

1秒との間には、

5。状態相関NMRの応用例

( 1 )液晶一等方相間相関

最初の応用として、これを液晶一等方相間転移に適用し、液晶相では完全に重なってい

る複数のプロトンの信号(プロトン間の双極子分裂パターン)を分離観測することに成功

した (6)。通常のNMR~.去を用いる限り、このような信号の分離は、水素核を重水素核で

これ

これ

選択的に置換した試料を準備しなければ不可能である。状態相関NMRは、そのような面

倒な操作を一切必要とせず、重なった信号を簡単に分離できる画期的な方法である。

により、液晶相での分子の配向や運動状態を克明に解析する手軽な方法が実現した。

についてはL-22の講漬要旨を参照されたい。

タンパク質の Native-Den叫uredConformer聞の相関 (Fig.5)(2) 
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Fig. 5 はタンパク質問aseAのN型とD型聞の間での相関NMRスベクトルである。

二つの構造問での相関を示すNMRスベクトルは、これまで両者の共存系で適当な速度で

交換が起こるとき、 2D exchange NMRとして観測されてきた。この場合、両者のスペ

クトノレが混在するため複雑であるばかりでなく、交換速度を平衡定数と独立に選ぶことは

できない。温度ジャンプによる状態相関NMRの場合、ジャンプの温度幅を充分にとれば

二つの構造が混在することはなく、スベクトノレは簡単である。また、温度ジャンプの幅を

選べば転移速度をある程度制御することもできる。

タンパク質の場合、 D型でのアミノ酸の信号の位置は既知であるので、これを基にN型

での信号のアミノ酸タイフ。への帰属が可能である。さらにN型での信号が si七e-specific

に帰属されている場合には、これを用いてD型信号の Slもe-specificな帰属が可能とな

る(注意すれば、 Fig.5でD状態で四つののHis-C2Hの信号が識別される。〕。これは den-

a七uredstaもeのタンパク質の構造の研究に役立つだろう。相関NMRはタンパク質の構造

研究における有力な方法のーっとなる可能性をもっている。

6。温度ジャンプおよび状態相関NMRの今後

温度ジャンプおよび状態相関NMRの応用はまだこれからであり、以上で示したものは

ほんの一部に過ぎない。今後その応用が見込まれる対象として、高分子〈合成高分子、核

酸、脂質など〉の協同的構造転移、有機分子の構造異性体問転移、リガンドの結合解離反

応があり、さらに将来、固相ー液相聞の相関NMRもその対象となろう。すなわち、温度

ジャンプによって引き起こされるあらゆる可逆的構造転移における、キネティックスと信

号の相閥、分離、帰属に利用できる。さらに、状態相関NMRの概念は将来、温度以外の

外的摂動(光、圧力ジャンプ、濃度ジャンプなど〉による状態相関 NMRへと発展する

可能性をもっている。

この研究は、協同研究者の内藤晶、中谷博、今成司とともに、文部省科学研究費

試験研究 の援助の下に行われたものである。また、一部、村田学術財団のお世話になっ

た。記して感謝する。
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用広帯域複合パルスの数値設計( 1 = 1 ) 四重極子エコー

P1 
永山国昭0藤原敏道、生体計測学研究室日本電子(株〕

Numerical Design of Composite Broadband Pulses for Quadrupole Echo in 1=1 Systems. 

T回 himichiFuiiwarl! and Kuniaki Nagayama 

Biome町ologyLab， JEOL Ltd. 3-1之 Musashino，Akishima， Tokyo 196， Japan 

First we New broadband composite pulses for qua合upoleecho in 1=1 systems were designed systematically. 

generated 10' composite excitation pulses each of which was a combination of 450 pulses along th巴x，y， -x and -y axes. 

We selected broadband pulses for the回 hofrom among the pnlses generated， and further optimized the pulses numerically. 

Distortionl巴sseffective bandwidths of th，巴 pulsesrange from :t 1 to :t4怖， wh悶 B，is RF amplitude， and the 1訂gest

bandwidth exceeds巴ffectivebandwidths of the pulses proposed so far. We also found pulses useful only for the first pulse 

of the echo s巴quenceand pulses not phase-alternating which can not be derived by analogy with pulses for 1=1/2 systems. 
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ラジオ複合パルスを用いることによって、
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波出力を増加させることなくより広い帯域を
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デッカプリングすることができ励起や反転、

この方法を四極子分裂巾が最大約 250る。

1 
kHzにもおよぶ重水素核つまり 1= 1のスピ

2 .. 
励起には四極子エコー法ン系へ適用した。

1 .. 
-Delay2 ( C p <) -Delayl-( (CP，) 。
その第 1を用いて行うとして、Acquisition) . 

・.ー， .、 . . 
-・

2 
を新( C P 2) と第 2パルス( C P ，) パルス
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通常の四極子エコー法では、たに設計した。

4 
3 ‘・.. A • = 8 0・yとな( C P 2) 8 0 xと( C P ，) 

+子手
1 今までに四極子エコー用の広帯域っている。

2 .. -・. 今回いくつか提案されているが、ノ~ }レス』ま、

1 .. より広い有効帯は新しい設計法に基づいで、

。。多数のパルス域を持った複合パルスを含め、
1000 500 

9t/。
を作ったので報告する。

複合パルスのパルス巾と規格化し図 1. 
パルス設計法

た有効励起帯域との関係。
多次元パラメータ空間パルスの設計には、

それa と bは、

ぞれ四極子エコーの第 1パルスと第 2パル
少ない計算での最適値探索法を適用したが、

量で効率的に行えるよう、
.は 180・ラジオ波移相スに対応する。

次の手順で系統的

4 5 . y、4 5 x、( 1 )最初に、に行った。

×はそれら以外のみを用いた複合パルス、
4 5・-yのパルスを組み合わせて4 5 . -x、
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使える 10 8個のパルスを選んだ。(2 )次に、 そのパルスの中から、 x y 平面でのシグナ

ル位相を無視した場合に、 広帯域に磁化を励起できるパルスや再結像するパルスを 10 4個

選んだ。(3 )この次にその中から四極子エコ 用パルスとしてシグナル位相の乱れの小

さいものを 10 3個選び、 それらの複合パルスについては、 さらにパルス巾とラジオ波位相

を変数として広帯域にわたってシグナル位相の乱れを少なく出来るようパルスを最適化し

た。(4 )最後に、 それらのうちのすぐれた 100のパルスについては、励起されるべき

帯域を変えて最適化を繰り返し、 励起された同位相磁化 Myの平均が O.88MoCMoは平

衡磁化〕の大きさになる帯域を有効励起帯域どし、 パルスのパラメータを最終的に決めた。

結果と考察

上記の方法で設計した複合パルスの効率を見るため有効励起帯域を複合パルスの全パル

ス巾に対して示したのが図 1である。 図のように有効励起帯域ヒパルス巾は比例している

ことがわかる。 このことから、励起できる帯域の上限は複合パルスの巾によってほぼ決ま

ると考えられる。 これは、励起などの不完全性が四極子結合定数に依存して大きければ大

きいほど、 その補正には長いパルスを用いたスピンの大きな回転を要するからだろう。

上で述べた設計では第 lパルスと第 2パルスはその機能が励起と再結像と言うように異

なるので、 それぞれ独立して設計した。第 lパルスとしてすぐれたものの中には図 lに示

すように複合パルス中に 18 0 '以外のラジオ波位相シフトを持ったものもあるが、 第 2パ

ルスは一般に 18 0 '以外の位相シフトを導入しでもよくならないことがわかる。 180・

位相シフトのみ使う複合パルスの多くは正味のフリップ角が 80・であり、 ラジオ波強度の

不均一性に対しても強いことがわかる。新たに設計したパルスと既存のパルスを用いた四

極子エコ による励起の数 . I 

{直シミュレ ションを図 2 N × 

トー
に示す。 80 'パルスや既存

の複合パルスによるエコ
〉、
:::;: 

〔図 2a、 b )に比べ、 新
-1 

たに設計した複合パルスに

よるエコー(図 2C， d ) トート〉〈4 

では、広い帯域にわったて

シグナル位相を乱すことな
〉、
:三

d 
く励起できることがわかる。

A(¥ 2 。 2 

AJ… ω0/2ω1ω0/2ω1 

十
34U

図 2， 四極子エコーによって励起された同位相磁化 M yと、 反位相磁化 Txz =く 1x 1 z + 
() ¥' 

仏() IzIx>の帯域特性を規格化した結合定数に対して示した図。 aは一般に使用される 80・

パルスによるもの、 b は Raleighらによる複合パルス(文献 1)、 cと dは今回作った複合

パルスで、 それぞれ 31'61'74・73'155・75・65・31'と 83'75・158・66・117'42'66・158'75・66'で

ある。 ここで は 180・移相したラジオ波パルスを表す。

文献し D.P.Raleigh，E.T.Olejniczak， R.. ιGr i ff in. J. Magn. Reson， !li， 455 (1989). 
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P2 
線型予測z変換によるNMRスペクトルの定量解析

(慶大・理工) 0内山孝憲，南谷晴之
31 

Quantitative analysis of ~Lp NMR spectra巴stimatedby linear prediction z-transform 

Takanori Uchiyama， Haruyuki Minamitani 。nst.of B iom edical E時 ineering，Fac. of Science and Technology， Keio University) 
Lin巴arpr巴dictionz-transform (LPZAR) method was applied to quantitative analysis 
31 
of ~Lp NMR spectra. Low prediction order (twice higher than that given by Akaikピs

final pr巴diction巳rrorcriterion)田 timationgives broad p巴aksp巴ctra. High prediction 

order (three times higher than that by AkaikピsFPE) estimation giv巴snarrow peak 

spectra which hav巴 correctpeak splitting. How巴verboth low and high order estimation 

spectra hav巴 almostsam巴 p巴akarea. In conclusion， LPZAR is not s巴nsitiveto 
31 

巴stimationorder and it is useful for quantitative analysis of ~ Lp NM  R sp巴ctra.

1. はじめに
31 

我々は昨年，特異値分解を伴う自己回帰モデル適合によるスペクトル推定法を P 

NMRスペクトルに適用し.位相情報を失うことなく分解能の高いスペクトルが得られる

ことを示したり.また，推定次数の値として許される範囲がMEM(Maximumentropy 

methods)に比べて広いことを示した.しかしながら，特異値分解は計算の上からは時間，

記憶容量ともに多く必要とする欠点を持っている.また，推定次数は比較的広い範囲の値

が許されるものの， FID信号のSN比が低い場合には，特異値分解した際のランクの決定

に困難を伴うことがある.ランクの値はピークの数に直接影響するため， SN比が低い場

合には本来存在するべきピークが失われてしまう可能性がある.そこで我々は，予測係数

の推定にLevinsonの漸化式を用いることができるため，計算上やランク決定に対する問

題を回避できるTangらによって提案された線型予測z変換(Linearprediciton z-transform， 

LPZAR)法2)を31pNMRスペクトルの推定に適用し，その定量性について検討した.

L五主主
試料にはリン化合物の水溶液 (2mMKH2P04， 2mM Glucose 6':"'phospate， 2mM 

adenosine triphosphate， 80mM KC1， 30mM NaCl， 10mM MgC12' Tris-NaOH pH7.2)お
よびWistar系雄性ラット (20週齢)の摘出心臓を Langendorff式潜流したものを用い

た. NMR分光計は多目的低磁場の装置(大塚電子 BEM250/80)を用いた.測定条件は，

共鳴周波数34.53MHz，データ点数1024点とじた.フリップ角はリン化合物語草液の測定で

は90'，潅流心臓ではパルス照射間隔が3秒のときは45'，1秒のときは30。とした.積算

は60固とした.

FFTでは， 8192点まで零フィリングし， 30Hzのラインブロードニングを行なった後に

フーリエ変換した.

LPZARでは，観測されたFID信号を(1)式の前進予測式で近似する.
M 

Xn. = -L amXn_m十四n，n = M，M + 1，...，N.-.l 
m=l 

(1) 

η
t
 

n
，“
 



ここでXn'まサンプリングされたFID信号のn番目 amはM次の予測係数のm番目，wn'まn

番目の観測値に含まれるノイズである.予測係数amをLevinsonの漸化式によって算出し

た後， (2)式によってスペクトルS(z)を計算する.

S(z) = H(z)/G(z)， 
M 

G(z) =乞 αmz-m，
m=O 

H(z) = L cmz-m， 
m=O 

Cm = LanXm-引

α。三 1

(2) 

FFTの場合と異なり， FID信号には前処理は行なわなか

った.ラット濯流心の場合は，磁場の均一性を保ち難くノ

イズが多くなるので，信号成分の強度が大きいFID信号の

初めの部分(2から256番目まで)255点からスペクトルを推

定した.

推定次数の決定には，赤池の最終予測誤差(Final

pr巴diction巴rror，FPE)最小を参考にしたが， FPE最小の条

件が与える次数では分解能が不十分であるため，経験的

にFPEが与える次数の2-3倍の値を用いた.

まず，推定次数の選び方によってピーク面積にどのよう

な影響が現れるか調べるため，前述の溶液のFID信号か

ら50，75 100， 125， 150， 175， 200次でスペクトルを推定し

た.推定したスペクトルからローレンツ曲線をフィッテイ

ングし波形分離によってピーク面積を求めた.

次にラット滋流心のFID信号に適用し，K量H且および再滋

流時のpH変化とPiおよびPCrの信号強度の変化を解析した.

虚血時聞は5分間とし 1分間の積算時間でスペクトルを連

続測定した.

3. 結果および考察

2 

b 

c 

30 20 10 0 -10 -20 -30 
Chemicalshift (ppm) 

Fig.1リン化合物溶液の
31 
PNMRスペクトル

リン化合物溶液のスペクトルをFig.lIこ示した. (a)はFFT，(b)およひ((c)はLPZARによ

るスペクトルである. (b)は推定次数75次， (c)は推定次数175次である.ピークはそれぞ

れ(1)G6P，(2)Pi， (3) r -ATP， (4)α-ATP， (5)β-ATPを示す. LPZARによるスペクトルは

ノイズが著しく抑制されており， しかも推定次数が低い(b)のスペクトルでさえFFTによ

るスペクトルに比べてピークの線幅が狭く分解能が高いことが分かる.但し， FFTでは前

処理でラインブロードニングを行なっているため，ピークの線幅だけでは議論できな

い. LPZARは予測係数の算出方法がBurg法と同じであるため， Burg法と同様に推定次数

が高くなるとピークが分裂する. 175次では， α-ATPおよびβ-ATPはそれぞれ 2本に分

裂し， β-ATPは3本に分裂している.これは実際に観測されるべきピークの分裂であり，

-28-
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- ，~"" • .". .' _ 31 Fig.2虚血・再滋流時のフット滋流心の P NMRスペクトル

矛盾しない・十分高い分解能でスペクトjレを推定するためには次数は高い方が好ましい

が，高すぎると本来存在しないピークを生じやすくなるため，我々はFEP最小の条件で

与えられる次数の2~3倍を適当であるとした.

各推定次数におけるピークの化学シフトの値は， FFTにおける分解能の範囲

内(士0・14ppm)で一致した.ピーク面積をTable1に示した. Piのピーク面積の平均値

を100%として示した.複数のピークに分裂したピークは，それらのピーク面積の和とし

た. 50次から200次という広い推定次数の範囲でピーク面積はほぼ一定に保たれている.
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Table 1推定次数とピーク面積

物 質 相対ピーク面積

G6P 77.8:1:6.1 

Pi 100.0:1: 5.9 

r -ATP 70.0:1: 6.1 

ラット濯流心のスペクトルをFig.2に示した.上段

から虚血前，虚血直後から 1分，虚血後4~5分，再濃

流直後から1分，再濯流後2から3分に得られたスペク

トルである ピークはそれぞれ. (l)Pi， (2)PCr， (3) 

r -ATP， (4)α-ATP， (5)β-ATPに由来する.速い代

謝を追跡するため30。パルスで60回積算と測定条件が

厳しく. FFTによるスペクトルの分解能は低い.

α-ATP 

β-ATP 

50.6土6.2

50.2:1: 5.2 

一方. LPZARによるスペクトルは. FlDのSN比が

小さいにも関わらず，分解能の高いスペクトルが得

られている.これは. FlD信号の初期部分の信号成分

が多く含まれている部分だけを用いてスペクトルを

推定していることによると考えられる.

さらに. LPZARによるスペクトルでは，

虚血直後および再濯流直後のスペクトルにお

いてPiの化学シフトを示す領域にピークが 2

本観測されている.これらはいずれもPiに由

来する考えられ，虚血直後および潅流直後に

は心筋内にpHが高い領域と低い領域が存在

することを示している.これは，虚血直後の

場合は血管から離れた内部の細胞から酸性化

が進行すると考えられる.再濯流の場合は血

管に近い部分からpHが回復し，内部の細胞

のpHが回復するのには時間がかかると考え

られる.虚血直後の pHは. pH7.2およ

び pH6.2であった.再海流直後の pH

は. pH7.4および pH6.4であった. Fig.3 

にLPZARによるスペクトルから得られたPi

のピーク面積の経時変化を示した. FFTによ

るスペクトルでは分解能が低いため定量解析

は困難であった.虚血時に観測されるPiの著

isch. rep. 

主Uc3 40 。。。。
QJ 

c 3.0 
4 

QJ 

〉

三2.0

Eピ 1.01000  。
。 。。。。 。。

。。
5 10 15 

Time (minl 

Fig.3細胞内Piの経時変化

しい増加と再潅流によってもとのレベルに回復する過程が観測されている.
31 

以上のことから. LPAZRは P NMRスペクトルの定量解析に有効であると考えられる.

率直t
1)内山，南谷，坂田:第28回NMR討論会講演要旨集， pp.175-176，(1989)東京.

2) J. Tang and J. R. Norris， J. Magn. Reson.， 78， 23-30 (1988). 
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P3 スピンシミュレータの開発とその応用
0藤田真、 寺下衛作、 増田潤ー

(株)島津製作所第一科学計課Jl事業部技術部

Development of a Versatile Spin Simulation program 

Shin Fu4it.a， Eisaku Terashita and Jun-ichi Masuda 

SH工MADZUCORPORAT工ON

A versat.ile spin simulation program was deveoloped. This 

window based program can keep track of the change in density 

matrix elements at each step of pu工se sequences， making it 

possible to analyze mechanisms of complex multiple pulse 

sequences. 工n.principle， it can also be used for 2D NMR 

experiments. The program can take into account the strong spin 

coupling effects and can treat up to two kinds of nuclei. 

TLe authors are using it for pedagogical purpose as well as 

for research. 

1 .目的

近年では2次元NMRK代表されるようにマルチ・パルスNMR法がたい

へんポピュラーになってきた。磁化移動などを行なうこれらのマルチ・パル

ス法理解のためには、 どうしてもスピン空間での密度行列のようすを追って

Lペ必要がある。 ζれは原理的には有限次元の行列計算を行なえば良いので

あるから、例えば、プロダクト・オベレータ法(1 )などにより、人間が行

なっていく ζ とも可能である。現在ある多くのパルス・シーケンスは実際、

ζのようにして開発されたものである。 とζろが、計算に関与してくるスピ

ンの数が多くなってきたり、 あるいはスピン結合の強結合の効果なども厳密

に取り扱いたいとLヴ状況になると、 手計算では手に負えなくなるというの

が実際のところである。

そとで我々はスピン密度行列を計算するプログラムを開発し、上記のよう

な状況下でも各種のパルス・シーケンスのもとでζれがどのように変化する

のかを追いかけていく ζ とができるようにした。 ζのプログラムは各種のパ

ルス・シーケンスの動作チェックに用いることができるとともに、密度行列

をこれから勉強していこうとt)う学生、 研究者のための補助ツーjしになるζ

とを筆者ろは期待している。

以下にプログラムの機能とアルゴリズムを紹介する。

2.機能とアルゴリズム

唱
E
A
O
O
 



t . .，.."十 0.... . 
;Jcurrent ba:;s:e is eigen co・:a.a.ndpa且01 巨E
Transi tion from 1 to 0 (1) Read na.i 1 to且;a且 Fi1e
。 l Z [Read & Set] 巨互B

。 0.524 0.484 0.491 
H副nil'l:onian File: AMli 

-0.0 180.0 180.0 
Sot工nitialSGH 

Transi tion from 2 to 1 ( Polarize 1 

。 1 z :t Spin: 1.0 s Spin: 0.0 

[ Read SGH ] 巨豆B。 0.000 0.537 0.486 SGH F工LE:sgm_matrix 【。 。 ー0.0 180.0 

γ5宝う壬丸J長〆一ι.，':1 主山主正

1 0.457 。‘002 0.524 [ Show SGM J 巨司
-0.0 -0.0 ー0.0 Transi tion Quantum 1:: -1 

S: 0 
2 0.516 0.475 0.OO5 

Basis: C Eingen 
-0.0 180.0 日 0.0

[ Spectrum J 
司，‘ 

Hucleus O.bserved: C I 

(2) 
puh:e Sequences a且dEvolutions 

( RF puls邑 l
lIucleus: C I 

Puls:e Type: CHard 

~lip .Angle: 90.0 deg. 

Phase: 0.0 deg 

1 EVolution I 
Evolution Tiln邑 0.000 msec 

Puls:e sequence Prograa 

( Execute ] 巴豆B
Horizontal : -57.284 Hz Vertical: 2.222 

Sequence Fil色 1pulse

Horizontal: C Full from: -67.230 to: 120.934 [Redraw] (3) Vertical C Auto from: -0.352 to: 3.867 図I
Phase: 0.0 deg Line Broadening: O.~ト Hz 

プログラムの概観を図 lK示す。当プログラムはサンマイクロシステム社

製のワークステーション上で動作させるζ とができる。ウインドウ・ベース

のプログラムであり、 Sunviewウインドウの動作環境が必要である。

ウインドウは大きく 3つのサブウインドウに分かれている。それは、 1 )密

度行列要素を表示するテキスト・ウインドウ、 2)対応するNMRスベクト

ルを表示するキャンパス・ウインドウ、それに 3)種々の操作をマウスを用

いて指示することのできるパネル・ウインドウである。

プログラムをスタートさせるには まず、スピン・ハミルトニアンをセッ

トする。ケミカルシフト値とスピン結合植はハミルトニアン・ファイルに保

存してあるので、これを読み込む(図 2)。必要に応じてテキスト・サブウ

インドウを開いて編集し直すζ とができる。プログラムは現段階では 2核種

系まで取り扱えるようになっている。 C-Hスピン系などもシミュレーショ

ンするととができる。強結合の効果を正確に取り扱えるようにするため、 プ

ログラムは入力されたハミルトニアンの対角化を行なうがも 対角化のアルゴ

リズムとじてはハウスホルダ一変換と QR法(2 )を採用した。 ζれは、乙

の方法が大きな行列の対角化を高速で行えること、 また、 固有値のみでな

く、 このあとの計算にも必要な対角化ユニタリ行列をいっしょに求めてやる

ととができることが理由である。国有値、固有状態の計算結果は、 プリンタ

ーから出カされ、同時iζスピン系lζ対応する基本的な 1パルスのNMRスベ
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||融叫山口toni国 クトルがキ十ンパス・ウ

， ~5曹三5 --h - 41四目インドウに表示される。
駐;捌 この段階でパネル・ウ

佐1.0 インドウを用いて各種の
し即コマンドでスピン系を操
Iltition Qua 作できるようになってい

船山田る。 基本的な操作として

仁三。 二一二二二 し;は例えば次のようお
I~cr が挙げられる。 まず、 密

lIR 仁三度伊jの初期{ーす
[[r一一一一一-'-rT-~-~戸忘 る。 ζ れは、通常の

Evolution Time N M R実験のときのよう

図2 に z 方向に磁化させてや

っても良いし、 あるいは密度行列ファイルから直接、各要素を読み込ませる

こともできる。後者は 2次元NMRのミキシング・パルスの動作を確認する

ときなどに用いると便利である。次に、パルスを打ってみよう。パルスは I

核あるいは S核のいずれへのものかを選択できる。また、ハード・バルスで

全スピンを影響することもできるし、 ソフト・パルスによってある指定した

核K限ってフリップさせてやってもよい。 もちるん、 パルスのフリップ角

度、位相も任意に指定してやるζ とができる。こ ζで、現プログラムの限界

になるが、パルスの強度は指定できない。パルス強度はケミカルシフトによ

る周波数オフセットに比べて十分に大きなものとして計算されており、 現実

EζはオフセットのためK生じるアーチファクトなどはζのプログラムで評価

する ζ とはできない。 ζ 

のあと、 スピン系をハミ

ルトニアンの影響下で発

展させてやる。 乙の発展

I時間も任意に指定するこ

とができる。

ζ れらの操作中での密

度行列のようすはいつで

もテキスト・ウィンドウ

K表示させる ζ とができ

る。 表示形式はプロダク

ト・オベレーターの方法

ではなく、 個々の遷移を

α仰イ二て仰α
ウマ一一~

TFア
図3

qo 
no 



直接表示する方法を採った。 こうすれば、 スピンの固有状態との対応が明白

である(図 3)。同時に、それぞれの密度行列状態K対応したNMRスベク
トルも牛十ンパス・ウィンドウに表示するζ とができる。

これらの操作を頗番lζ何回か繰り返していけば、 基本的にはどのようなパ

ルスシーケンスにも 1ステップずつ対応できるζ とが判るであろう。現段階

で2核種系まで対応しているので、 DEPTなど異核種を含む実験もシミュ

レーションできる。また、 2次元NMRもこれを、プレバレーション、エボ

リューション、 ミキシング、 ディテクションなどの各段階に分けて考えれ

ば、 ト分tζ解析可能なはずである。乙の他、パルス・シーケンス・プログラ

ム機能では、一連のコマンド操作の内容をシーケンス・ファイ)vK書き込ん

でおき、 ζれを読み込み実行できる。頻繁に利用するシーケンスをマクロ化

するζ とが可能で、ある。 多量子選移励起のシーケンスなどに用いれば便利で

あろう。

3.応用例
現在、我々はζのプログラムを用いて、種々のパルスシーケンスを検討し

てい石ととろである。討議会でほ、実験データも併せて当プログラムの応用

例を示したいと考えている。 また、要望があればプログラムを実際に動作し

てのデモンストレーションも当日会場で行ないたい。

4.まとめ
マルチ・パルス・シーケンスに対応できるスピン・シミュレーション・プ

ログラムを作成した。従来からのものと比べると、その応用範囲は大きく広

がったと考えられる。パルスシーケンスの解析に、また、 NMR法の教育用

に利用できると考えられる。

( 1 ) o. W. Sorensen et al ， Progress in NMR Spectroscopy， vol16 
163~ 1983 

( 2 )戸川 隼人、 マトリックスの数値計算(オーム社) p 1 5 9、

p 1 84 
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P4 シムコイルの新しい設計法と試作
藤田真、 O小出淳一
(株)島津製作所第一科学計浪u事業部技術部

A Nove1 Design Method of NMR Shimcoi1s 

Shin Fujita and ~un-ichi Koide， SH工MADZUCORPORATION 

A nove1 design method of NMR magnet shimcoi1 is deve1oped. 

This method makes it possib1e to design shimcoi1 patterns which 

produce satisfactory shim fie1d strength distribution over a 

1arge vo1ume of space. This shimcoi1 i宇 expectedto be usefu1 in 

combination with new1y deve10ped specia1 type probes which have 

unique samp1e container shapes and 1ocations and might not be 

sh工mmedwe11 by conventiona工 shimcoi1s.

Computationa1 theory as we11 as some experimenta1 resu1ts 

W土11be presented. 

1.目的

今匝;我々はなるべぐrt')字削持V"htr..""7で良好なシム磁場を発生させると
cの℃きるシム己イルの設討を試みた。設計方法は筆者のうち 1名がMRI

の傾斜磁場コイルを設計した際に考案した計算アルゴリズム(1 )を発展さ

せたものである (MR1の傾斜コイルは十分に広い範囲で直線性の良い傾斜

磁場を発生できるζ とが必須条件である。 そうでないと画像が歪んで見えて

しまう)。当発表では設計のための計算原理および、得られたシムコイルの

バターン、 シム磁場の空間分布のようすなどを、いくつかの例とともに示し

たい。

2.設計原理

シムコイルなどの磁場発生装置の設計は通常、 Biot-Savartの

法則を用いて行なうことが多い。 このとき、電流を流す複数の離散的なワイ

ヱ盤霊室を適当に配置させ、発生磁場を計算する。 ワイアの配置位置に関す

るL￥くつかのバラメータを変化さぜて、 例えば中心付近で適当な磁場虫度分

布ができるようにする。

このとき磁場の評価空間Vを適当に大きくとってやり(図 1)広い範囲lζ

渡って良いシム磁場を発生させてやろうとすると、 ワイア線要素の数を増や

し、 パラメータ数を多くしなければなかなかうまくいかないことがわかる。

パラメータ数を増すにしてもどの部分に自由度を持たせれば効果的であるの
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か明白でないし、 また、 いたずらに自

由度を増やすと、 あとで最小自乗法な

どによって最適パラメータを求めたと

きにひどく複雑で単位電流あたりの磁

場発生効率の悪いシムコイル・バター

ンができてしまう。

そとで我々は、 ワイア線要素の個数

を増やしてLパ代わりに、 最初から重

涜が捧続分布しているものとして取り

扱う ζ とにした。 満足できる設計値が

得られたのち、 ζの連続分布した電流

を離散的なワイア線要素で近似してやれば、 シムコイルのバターンを得るζ

とができる。

今、超伝導マグネット・システムでのシムコイルを考えるζ とにすれば、

コイルは円筒表面に巻かれるζ とになる。 ζの円筒表面上に電流がある分布

しているとき内部に発生する聡場はどのように分布するであろうか。 ζれは

( 1 )による流れ関数法によって求めるζ とができる。

円筒の内部、外部(円筒表面は含まない)には電流分布が無いζ とに注目

すると、モれぞれにおいて磁場λカラー・ポテンシャル(磁位)が存在する

ことがわかる。

7 

区司工

Bi = -g r a d (φi) ( i = 0 (内)、 1(外)) 

計算によると、 円筒表面境界におけるφiの差が表面電流分布に対応する流

れ関数になっている。

哩r = (1/μ) (φo φ1) I r=a 

流れ関数とは湧き出し、吸い込み日のない 2次元流を表わす方法で、実際、の

電流はその等高線方向に流れることになる(2 )。また、電流密度は流れ関
数の勾配に比例しているので、 後にこの電流分布を離散ワイア線要素で近似

するときには得られた流れ関数の等間隔等高線に沿ってワイアを配置すれば

良いζとになる(図2)。

上の 2つの式から、流れ関数と内部磁場の問lζ次の形の関係式を導くこと
ができる。

五(x) :::: SdS ず(x，s)* W(s) 

ρ
n
u
 

qδ 



a8  

匿司 2

ここで dSは円筒表面上での面積

分を表わしている。変換核関数 T

をあらかじめ計算してテーブルと

して持っておけば、 上式を計算機

によって評価するのは容易であ

る。 また、 この式は''lq乙関して線

型であるので、 あらかじめ決めて

おいたターゲット磁場(得た日シ

ム磁場強度分布)に最も近い Bo

を発生させるVを最小自乗法で計

算することも可能である。 ところ

が、 前にも述べた理由により、 最

小自乗法では必ずしも満足なシム

コイル・パターンを得るζ とがで

きない。そζで、我々は、変分法を用いるζとにした。~

最初に適当な流れ関数の初期形Vをとり、 これを用いて内部磁をBo を計

算する。次に")[を微小量だけ変化させ、 w+o")[として対応するBoがより
ターゲット磁場K近づくようにするn ζの操作者満尽なさノム疎開1M旦巳れ'7.，

まで繰り越してしベ。 ζの万訟であると、流れ関数の形をモニターしながら

シムコイル・パターンを設計できるので、バターンが必要t1上lζ複雑化する

のを防ぐζ とができる。また、バターンtζ製作上の制約からくる条件を課す

ζ とも容易にできる。

z 3シムコイル・バターンの設計のようすを図 31ζ示す。初期形ではター

ゲット磁場から大きくずれていた Bo強度分布が変分法によってターゲフト

磁場iζ近づいていくことがわかる。

得られた代表的なシムコイル・パターンを図4に示す。

3.まとめ
新しい設計法によって、 広い空間域にわたって良好なシム磁場を発生させ

ることのできるシムコイルが設計できるζ とがわかった。 今後はζのシムコ

イルの特徴をいろいろなプローブに試していきたい。

参考文献:

( 1 )S. Fujita et al ， S五位MBook of Abstracts voll， p27， 1988 
( 2 )今井功、流体力学(岩波全書 1970)p63 
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P5 
先験情報を有効に利用した NMRパラメータの推定手法

O関原 謙介、 大山・永昭*
(株)日立製作所 中央研究所、 *東京工業大学 像情報工学研究施設

Parameter Estimation for Magnetic Resonance Spectroscopy. 

Method When Exact Number of Components is Unknown. 

Kensuke Sekihar a， and Nagaaki Ohyama* 

Central Research Laboratory， Hitachi， Ltd. 

*Imaging Science and Engineering Lab.， Tokyo Institute of Technology 

A Method has been proposed to estimate spectral parameters when the exact number of 

spectral components is unknown. This method incorporates a priori information regarding the 

maximum number of components that can be contained in a spectram. With this method， the 

number of spectral components is， first， set larger than the above maximum number. Then， 

the optimum estimates are calculated by minimizing the sum of the amplitude estimates as 

well as minimizing the degree of mismatching between an estimated FID and a'measured one. 

Computer simulation clearly demonstrates the effectiveness of the proposed method. 

盤亘
我々は、先に最適化演算にsimulatedannealingと呼ばれる手法(1)を用い、スペクトルパラメ

ータについての先験情報を有効に利用し、 SN比の悪いFIDからでもこれらパラメータの正確な

値を推定する手法を開発した(2)。この方法では、スペクトル成分の正確な個数が既知でなけ

ればならなかったが、今回、この手法をさらに発展させ、スペクトル成分の正確な個数が未知

の場合でもその概略値を知ることができればスペクトルパラメータの正確な値を推定できる手

法を開発した(3)ので報告する。

五法
スペクトルに含まれる成分の数をKとするとFIDは

K 

F{t )=エ Ake.bktexp[i{州 +φk)] [1] 

とモデル化できる。ここでパラメータAk，bk，ωk' Cflkはk番目のスペクトル成分の振幅、減衰

定数、共鳴周波数、位相項を示す。本方法においてはまず、 Kを予想される値よりも大きく設

定し、次式で示されるコスト関数

N.1 K 

E= I， IFM{tn) -F{tnW+wI， IAklα 、[勾

を最小にする上記スペクトルパラメータの値を求める。ここで、 F{tn)はこれらパラメータの

推定値を用いて計算した時刻 tnにおけるFIDであり、 FM{tri)はFIDの実際の測定値、 w は定数、

また右辺第 2項のαは Oくα<1なる実数である。先の提案と異なるのは[2]式右辺第 2項の存在

である。この項は振幅推定値の総和に関係した量であり、 Kを実際の値よりも大きく設定する

ことにより生じる過剰な自由度を抑える働きをする。

ここで，[2]式のαの働きについては次のよう仁説明できる。まず、スペクトルのωEの周波数位

置にA.の振幅を持つ成分が存在したとする。推定においては、スペクトルに実際に含まれるよ
りも多くの成分を仮定するため、町の周波数位置に 2個以上の成分が推定されてしまうこと

-39一



が起こりうる。右辺第 l項を最小にすることによりこれらスペクトル成分の振幅推定値の和は

Af，に等しくなる。さらに、 0<α<1と設定しているので、第 2項を最小にすることにより ωEに
推定される各成分の振幅のうち、 lつの成分の振幅が正しい値Af，に等しくなり、他の成分の

振幅はほぼゼロとすることができる。

コンピュータシミュレーション

本提案の有効性を示すため、コンピュータシミュレーシヨンを行った。まず、表 lに示すス

ペクトルパラメータを仮定してデータ発生を行い、次に 7本のスペクトル成分を仮定し推定を

行なった。推定に際しては推定値に制約を設け、、この範囲内で最適推定値を求めた。特に、実

際には 2本のスペクトル成分しか存在しない周波数領域 600-760Hzに5本のスペクト

ル成分を仮定して推定を行った。推定結呆を表2および表3に示す。

表2は[2]式第 2項を用いない (w=Oとした)場合の推定結果であり、表 3は[2]式を用い、

w=l、α=1/2とした場合の推定結果である。表2の結呆では、上記周波数範囲に仮定された成

分のうち第3成分を除きすべて間違った推定値に達しているのに対し、表3の結果ではは正し

い推定値に達した 2つの成分を除き振幅値がすべて非常に小さくなっており、本提案の有効性

が示されている。

室主主Et
(1) S.Kirkpatrick et al.， Science 13， 671 (1983). 

(2) K.Sekihara et al.， Magn.Reson.Med.13，332 (1990). 

(3) K.Sekihara et al.， J.Magn.Reson. in press. 

表 1 データ発生で仮定されたスペクト Jレパラメータ

component 2 3 4 

ωiJ2π(Hz) -100 200 670 700 

Ak 0.5 1.0 0.5 2.0 

bk (sec-1) 10.0 16.7 43.4 50.0 。k (rad) -0.63 ー0.04 0.88 0.94 

表2 [2]式右辺第2項を用いない場合の推定結果

assumed in 600-760Hz 
component 2 3 4 5 6 7 

Wk/2π(Hz) -99.8 200 671 702 693 695 694 

Ak 0.54 0.97 0.51 0.94 0.91 1.39 0.66 

bk (secつ 13.3 16.7 33.3 33.4 52.5 43.8 44.6 
表3 本提案による推定結呆

assumed in 600・760H孟
component 2 3 4 5 6 7 

Wk/2π(Hz) -99.8 200 700 672 706 670 701 

Ak 0.54 0.96 2x10・4 5x10-5 8x10-5 0.49 1.93 

bk単己 13.3 16.4 50.6 44.5 40.5 34.0 47.0 
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t，-ノイズ消去法の HMBC法への応用

P6 東大農、東大応微研 O降旗一夫、瀬戸治男

A New lmproved HMBC Technique with t1 Noise Suppression. 

KazuO Furihata and Haruo Seto 

Department of Agricu1tura1 Ch四 istry，Facu1ty of Agricu1ture， The University of Tokyo 

会lnstituteof App1ied Microbio1ogy， The University of Tokyo 

Heteronuc1ear Mu1tip1e Bonds Corre1ation (HMBC) is one of the most usefu1 NMR techniques for 

structura 1 determi nati on of comp1 i cated organi c mo 1 ecu1 es. One prob 1 em wi th HMBC， however， i s how to 

suppress proton main signa1s・ Iffailed to do this， strong t1 nois巴 wi11 appear i n the NMR spectra 

making it very difficu1t to detect weak but important cross peaks. 

We present here a new improved HMBC technique which has incorporated two high power 10ng pu1ses to 

conventiona1 HMBC in order to suppress proton main signa1s and to do spin locking for refocusing proton 

sate11ite signals to be observed. This improved HMBC technique gives NMR spectra with greatly decreased 

t1 noi se i n shorter machi ne t ime and， therefore， its appl i cat i on i 5 hi ghly pr印nisi ng for structural 

ana1ysis of complicated natural products. 

天然有機化合物の構造研究において二次元 NMRは非常に重要な手段となっている。特に

プロトン観測IJ C-H相関法(HMQC)、 10ngrange C-H栢関法(HMBC)は強力な方法である。

これら lnverse測定法ではプロトンのメインシグナルを如何に消去するかということが重

要な問題であり、その成否がデータの質に大きく影響する。消去が不十分な場合は、しー

ノイズが強く観測され、サテライトシグナルによるクロスピークの検出が困難となる。プ

ロトンのメインシグナルの消去は位相回しによって行なうため、従来法では十分なサンプ

ル量があっても多くの積算回数を必要とした。この問題を解決する一つの方法として、高

1 ) 
出力の 10ngパルスによるシグナル飽和法が検討され、 HSQC法に応用されている。我々はこ

のシグナル飽和法を HMBC法に応用し、しーノイズの消去に有効な新手法である SpinLocked 

HMBC CSL-HMBC)を考案した。また新しい測定法である HSMBC法についても応用を検討した。

[HMBC法のパルス系列]

図 1にHMBC法のパルス系列を示す。 HMBC法では、 HとCの 10ng range coup1ingによる J

変調を多量子選移に転化してHとCの相関を得る。 J-変調の大きさはスピン展開時間ムに依

存し、通常 50-100msと非常に長く設定する。このスピン展開時間が長くなればなるほどプ

ロトンメインシグナルの消去は困難となる。従来の HMBC法 (a)において、 Y軸方向に励起さ

れた磁化はスピン展開時間Aの閣に、回転座標系における X成分、 Y成分の両方を有するシ

グナルを形成する。この二つのシグナル成‘分を差スベクトル法により消去するためには、

多くの積算回数を必要とする。

一方 SL-HMBC法 (b)では、スピン展開時間ムの聞に HとCに新しく 180パルスを加え、スピ

ンエコーを生成させる。この時強度の強い一重線シグナルは Y軸方向に再結集する。またH-

H、H-Cによるスピン結合を有するシグナルは、 J-変調を受け X軸方向に配向する。 HとCの

多量子遷移を形成する磁化は J-変調を受けたシグナルのみである。そこで、 X軸方向から

longパルスをかけ、 X軸方向にシグナルをスピンロックし、 Y軸方向のシグナルのみを飽和

させる。この longパルスの効果により、プロトンのメインシグナルは飽和され、シグナル
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図J_f他 C法のノぐJレス系列(左)

(a) conventional 目白C

(b) new H拙 C.(c) new HSMBC 

図2.longパルス(LP)による飽和に対するスピン

展開時間(β)の影響 (LP=2.5ms)(中上)

(a) 90'.-ムーLP，-ACQ.
(b) 90" xーム/2-180'x-6/2-LP.-ACQ 
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図3.longパルスの長さによるシグナル強度の変化(中下)

90・.-6/2-180'x-6/2-LP，-ACQ ム=60ms

図4.longパルス後の残存FID(ム=500msec)(右)

(a) 90' xーム LPx-ACQ. LPx=2.5ms 
(b) 90'.-ム 1000・x5000'，-ACQ 
(c) 90' x-6-LPx90' .-AQC‘ LPx=2.5ms 

[ Longパルス]

強度が大幅に減少する。その結果差スペクトル法の効果が著しく向上する。

図 2はスピン展開時聞を変化させた時の longパルスによるシグナルの飽和効果を検討し

たものである。 (a)は 90・パルスの後にスピン展開時間ムを入れ、 acquisitionの直前で

longパルスをかける。 (b)ではスピン展開時間の間に 180・パルスを入れてエコー形成段階

で longパルスをかける。 (a)ではスピン展開時間が 0-5msの場合シグナルは十分に飽和され

るが、ムの持聞が長くなるに従いシグナル強度が増大する。これは、シグナルの Y成分は

飽和されるが、 X成分は 10ngパルスによりスピンロックされ、飽和されずに観測されてし

まうからである。 (b)ではムが長くなっても、スピンロックされるシグナル強度は弱いま

ま殆ど変化がみられない。つまり Y軸方向に再結集したシグナルは十分に飽和されている

ことになる。残るシグナルは磁場の不均一性に由来する X成分である。

図 3は上記 (b)の方法で、 HMBC法に典型的なスピン展開時間 60msを設定し、 longパルスの

長さを変えて、飽和の効果を調べたものである。パルスの長さ 500-1000μsで践にシグナ

ルは飽和され、更にパルス巾を長くしてもシグナル強度に大きな変化が起きない事が分る。

なお、 longパルス (>3-5ms)を高出力で使用すると装置の破損を招く恐れがある為、パルス

巾の設定には十分な注意が必要である。

図 2、 3より HMBC法において、長いスピン展開時間の間に 180・パルスを入れ、スピン再結

集した時、 longパルスをかけると Y軸方向のシグナル成分を効率良く飽和できることが分

る。しかし、 H-Hスピン結合により J-変調を受けたメインシグナルはこの方法では消去で

きない。従ってこのシグナルは、差スペクトルで消去する事になる。

[パルス繰り返し時間]

メインシグナルの消去には差スペクトルを何回か積算する必要がある。積算回数を l減少

させれば、それだけメインシグナルの消去が不十分となり、しノイズを大きくする。我
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図5.SL-HMBC法によるCHCl，のメインシグナルの消去

(a)剛SC，(b)捌BCtLPy，(C)削BCt10000' x5000' y， (d)則BCtLPy90'-x， LP~2.5ms 繰り返し時間~O.5sec 

々は、この問題をノ〈ルス繰り返し時間を最小にして、限られた時間内にできるだけ多数の

積算をする方法により解決した。しかし、パルス繰り返し時間が短いと前のパルスで生じ

た横磁化が次の観測ノぐルスに作用し、満足し得る差スペクトルが得られなくなる。従って、

前のパルスで生じた残存横磁化を何らかの方法によって消去しなければならない。
2) 3) 

既に高出力の longパルスによる横磁化消去法が知られているが、 SL-HMBC法では、効率

の良い横磁化消去パルスとして、 long(x)90' yパルスを採用した。

図4で三つの方法による残存横磁化成分の消去の度合いを FIDのまま示した。 90・パルス

に続き、スピン展開時間を 500msとし、その後に longパルスを加えている。 (a)は 1ong(x)

パルスである。 10ngパルスの後にシグナルエコーが生成し、横磁化が残存していることが

わかる。この横磁化は 10ngパルスによりスピンロッックされていたシグナルと考えられる。

(b)は、 10000・x5000・yパルスである。この方法は X軸方向、 Y軸方向に 10ngパルスを加える

事により、(a)で生じたエコー成分を減少させている。 (c)は 10ngパルスに 90・パルスを付

加した方法である。 long(x)パルスにより X輸にスピンロックされた磁化を Z軸方向に配向

させる事により、横磁化成分を消滅させている。

図5は新しい HMBCのパルス系列に図 4で検討した 10ngパルスを付加して測定した SL-HMBC

スペクトルである。 OHzのシグナルはクロロホルムのメインシグナルであり 107Hzのシグナ

ルは、 1'Cに結合したサテライトシグナルの一方である。サテライトシグナルを基準にし

て、それぞれのメインシグナルの消去の度合いを比較すると、 (c)の 1ongパルスを付加し

たSL-HMBC法が最もメインシグナルの消去に効果的である事が分る。

SL-HMBC法のパルス系列において long(x)と10ng(y) 90' xというこつの 10ngパルスの組合

せがメインシグナルの消去にとって非常に重要な役割を果している事が判明した。

[SL-HSMBC法と SL-HSMBC法の複雑な化合物の構造解析への応用]

'JC_Hを観測する HMQC法に対し、一量子遷移を利用した HSQC法の方が感度の点で優れて

いることが最近報告された。そこで、我々の考案した方法をー量子遷移を利用して 10ng

range couplingを観測する HMQC法に応用し、 SL-HSMBC法として実験を試みた。図 lにSレHS

MBC法のパルス系列を示す。 SL-HSMBC法では SL…HMBC法と異なりー量子遷移を取り出す為に

新たな二つの 90・パルスを導入する。図 6にポリエーテル抗生物質ポートミシンの SL-HMBC

とSL-HSMBCのスベクトルを示す。メチル基領域において、従来法では強い t，-ノイズがス

ペクトルの解析を困難しているが、 SL-HMBC、SL-HSMBC法スペクトルでは t，-ノイズが大幅

に減少し、クロスピークが明確に観測されている。
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90 80 70 

図6ポートミシンのH陥C.new H胞CおよびnewHSMBCスベクトル(左)
t， x t， =256 x 512 points. f， x f， =25000Hz x 2500Hz 
積算時間=128回， PD=O. 4sec. LP=2. 5ms 
測定時間=5時間目 (a)従来法.(b) SL一蹴BC.(c) SレHSMBC

円'f"T'市T吋悶~πτ'1'

90 80 70 

図TボートミシンのH"位のクロスセクションスベクトル
C"とC"のシグナル(上) • (a) SL-剛氏， (b) SL-HSMBC 
t， x t， =512 x 512 points， f， x f， =13500Hz x 2500Hz 
積算回数=128回， PD=O.4sec 

図7はSL-HMBC法と SL-HSMBC法の F，軸のク

ロスピークの強度を比較したものである。

SL-HSMBC法では F，車Ihのクロスピーク上に現

われるプロトン間のスピン結合をデカップ

ルし一重線として観測するため、感度の増

図 7しかし、加を期待することができる。

に示すようにデジタル分解能が 10Hz以上の

荒い場合は大幅な感度の増加は望めない。

通常、， 'Cの観測領域(lOKHz-20KHz)を 256-

デヅタル分512ポイントで測定する場合、
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HMBC法は HMQC法に比べプロトンメインシ

ノイズを減少させたスペクトルの測定に成

今回二つの longパルス

を採用した SL-HMBC法と SL-HSMBC法を考案

し、従来の方法に比べ迄かに短時間で t，-

グナルの消去が困難ため、しーノイズが深

点を十分に引出す事は困難と言える。

刻な問題であった。

[まとめ]

ているが、今回の新しい SL-HMBC、SL-HSMBC法の採用により有機化合物の構造研究を格段
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タングステンー炭素三重結合をもっカルピン錯体の 1B3W N M R 

P7 
0関野雅人戸佐藤勝，U 永i翠明 b)

(埼玉大分析セ戸 埼玉大理 b) ) 

1 B3W NMR of Tungsten Carbyne Complexes with 1，1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocene 

Masato SEKINQ，") Masaru SATO，") Akira NAGASAWA b) 

Chemical Analysis Center， Saitama University，") and Department of Chemistry， Faβulty 

of Science， Saitama Universityb) 

The first 1日3WNMR spectra were observed for the new Fischer-type tungsten 

carbyne complexes， [W(三 CR)Cl(CO)2(dppf)](R = Me， Ph， thienyl， and furyl; dppf = 

1，1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene). Of all the 13C， 31p， and 1日3Wsignals， only the 

1B3W and carbyne 13C chemical shifts depends on the carbyne substituent. The 

carbyne 13C is deshielded， and 1日3Wshielded as the π-donating ability of the 

substituent on carbyne increases. The extent of the π-back bonding from the 

tungsten to the carbyne may be responsible for this relationship. 

[緒言] 有機金属錯体のうちで，金属原子と配位子との聞に不飽和結合をもつものが，近

年有機合成化学において多くの点で控目されている.金属一炭素二重結合(M= C)をもっヵ

ルベン錯体 (carbenecomplexes)はよく研究され， 13C NMRはもとより， 53Crなどによ

る金属核NMRの測定も報告されている.リ一方，金属と炭素との聞に三重結合(M三 C)が考え

られるカルピン錯体(carbyne complexes )は，化合物自体が不安定なものが多いことから，

その三重結合の性質や電子状態についても解っていないことが多い.日

さきに，われわれ目は，前期選移金属元素の多核錯体においては，金属原子聞の直接結合

形成にともないその金属核NMR化学シフトが大きく変わること，化学シフトが金属原子間結

合の強さや金属原子の酸化数に相関していることを報告した.金属ー炭素多重結合を含む化

合物にもこの手法を適用し，さらに一般化したいと考えた.

最近，われわれは安定なカルピン錯体として， 1，1ービス(ジフェニルホスフイノ)フエロセ

ン(dppfと略)を配位子として含むタングヌテン化合物(Fig. 1 )を合成した.め そこで，

CEKco 1: R=Me 2: R=Ph 3: R=Th 4: R=Fu 5: R=Fc 

Fig. 1 [W(三 CR)Cl(COh(dppf)]
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この錯体について 13Cや31pと共に 1B3WNMRも測定し，化学シフト相互の相関やカルピン

炭素上の置換基効果をみることにより，多重結合まわりの電子状態を明らかにしようとした.

[実験] 誼且型企盛化合物よー互を既知の方法 4)に従って合成した.いずれも一般式は

[W(三 CR)Cl(CO)2(dppf)]で， Wは形式的には+2価， 2つのカルボニル基はcis位， Clとカル

ビンはtrans位に配位している.また， dppfはFeを含み配位子として特異なので，その特徴

を明かにする目的で， [W(CO)4(dppf)) (錯体旦)を合成した.これらの構造や試料の純度は，

元素分析と 'HNMRの測定によって確認した.

N MR測定 BrukerAM-400 FT-NMR装置を用いた.測定条件を以下に示す.

Table 1. Conditions of NMR Measurernents 

13C 31p 1日3W

Frequency (MHz) 100.62 161.97 16.67 

Solvent CDCla CDCb CD2Cb/CH2C12(20%) 

Pulse width (us) 3.0 3.0 50.0 

Repetition tirne (s) 0.655 3.49 0.855 

Chern.Shift Reference TM3 H3P04(85%) Na2W04/D20(lM) 

[結果] 旧 C NM  R カルボニル炭素，およびdppfの炭素の 13Cシグナルは，それぞれ

210.5-212.2 pprnにl本， 72.1-76.2 pprnに5本現れ，化学シフトや結合定数はカルピン上の

置換基 R を替えてもほとんど変化しない.それに対してカルピン炭素の化学シフトはかな

り大きく変化した.カルピン上の置換基 Rが， Me (275 pprn) > Fc (269) > Ph (267) > Th 

(251) > FU(248)の順に遮蔽が増大した.

31 P NM  R Table 2に結果をまとめた.化学シフトは 16.27-16.52pprnで，置換基の種類

による変化はほとんどない.このシグナルには 183Wとのカップリングがみられたが，結合

定数Jpwはいずれも 238-240Hzで，この値は他のcisーピス(ホスフイン)型タングステン

錯体のものとほぼ同じである.

Table 2. 31 P NMR of Tungsten-Carbyne and the Related Cornplexes 

Cornpds. δ/pprn Jpw/Hz 

[W(三 CR)Cl(COh(dppf)]

R == Me (よ) 16.27 240 

R = Ph (主) 16.28 240 

R = Th (立) 16.27 241 

R = Fu (生) 16.52 238 
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[考察] カルビン上の置換基の効果は，カルビン炭素と 1日3Wの化学シフトには及ぶが，

その先のカルビンのcis位にある配位子には及んでいないことがわかる.さらに，カルピン

の13Cと1B3Wの化学シフトの相闘をみると， R = Meの場合を除きほぼ直線関係になってお

り，化学シフトーの移動方向は両者が逆である.

5p55d
4の電子配置をもっW"とカルピン炭素聞には σ結合と 2つの π結合があり， σ結合

を通じて炭素からの電子供与， π結合ではWからの逆供与が起きていると考えることができ

る. R= Meのように π電子を持たない置換基では，その電子供与性が増大すれば，カルビン

炭素上の電子密度は増して， σ結合を通じてW上の電子密度も増大して π結合も強くなる(

Fig. 3a) .しかし， R = Ph， Th， Fuなどπ電子を持つ置換基をいれると，置換基炭素とカル

ピン炭素聞のπ相互作用のために， Wからの逆供与が起きにくくなり， W -Cの結合次数が

下がるとみられる(Fig. 3b) .π電子供与性の大きさは， PhくFcくThくFuであり， 13C 

の化学シフトはこの順に遮蔽方向に動いている.

輪Fa/
額賀?氏ρ¥

Fig.3a Fig.3b 

W口の低原子価単核錯体では， π逆供与性が小さいほど， 1BBW核の化学シフトは非遮蔽側

に移ることが見いだされている.町 本研究でとりあげたW11カルビン錯体でも，カルピン炭

素の置換基により同様の影響を受けて化学シフトが変化するものと考えられる.これは，カ

ルピン錯体の電子状態や反応性を推察するうえで金属核NMRが有効であることを示唆して

いる.
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1B3W N M R Fig.2にスペクトルの実例を示し， Table 3に結果をまとめた.錯体よ〉主〉

3 >まの)1慣に遮蔽が低下(低磁場シフト)し，カルビン炭素と逆の傾向を示した.いずれもカ

ルピンをもたない錨体主よりかなり低磁場にシグナルが現れており(31p核と逆)，カルピ

ンの配位またはそれに伴う Wの価数の増大が， 3日3W核の化学シフトに及ぼす影響が大きい

ことを示している.なおdppfはフエロセン核をもつが，配位子としてW核に及ぼす効果その

ものは，飽和の炭素鎖を持つ他のジホスフイン配位子と似ていることが， 1日3Wの化学シフ

トや結合定数から推定できる.

ー[400 -[.~O -[440 -[46日・[480
PPM 

Fig.2 1日目WNMR spectra of 

[W(三 CPh)Cl(CO)2(dppf)] 

in CD2Cb-CH2Cb(20%). 

Table 3 1 B3W NMR Data of Tungsten-Carbyne Complexes and the Related Compounds 

Compound 1B3W Solvent Refs. 

a /ppm 'J pw/Hz 

W" complexes: 

[W(三 CR)Cl(CO)2(dppf)]

R= Me (よ) 一1583 244 CD2Cb(20%) This work 

R = Ph (呈) -1443 240 CD2Cb(20%) This work 

R = Th (2.) -1373 243 CD2Cb(20%) This work 

R = Fu (ま) -1365 243 CD2Cb(20%) This work 

Wロcompl巴xes:

[W(CO)，，] -3486 CH2Cb 6 

CIs -[W(CO)4(dppf)] (豆) -3023 CD2Cb(20%) This work 

cuョー[W(CO)4(dppm)] -2957 CH2C12/C"D" 7，8 

cis -[W(CO)4(dppe)] -3291 CH2C12/C"D" 7，8 

cis -[W(CO)4(dppp)] -3158 CH2Cb/C"D" 7，8 

CIs -[W(CO)4(dppb)] -3117 CH2Cb/C"D" 7，8 

Ab breviations 

dppm:Ph2PCH2PPh2; dppe:Ph2PCH2CH2PPh2; dppp:Ph2P(CH2)sPPh2; 

dpp b:Ph2P (CH2) 4PPh2 
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P8 
15N-NMRによるピリジルメチルリチウム誘導体の研究

0青野 明広、高橋 憲助

Nitrogen-15 NMR study of Pyridylmethyllithium derivatives 

(名工大・工)

Akihiro Yoshino and Kensuke Takahashi 

(Department of Applied Chemistry， Nagoya工nstituteof Technology) 

15 
The '~N-NMR spectra have been observed for Pyridylmethyllithium derivatives in 

15 
tetrahydorofuran(THF). The '~N resonances of these anions are found upfield about 100 

15 
-130 ppm from those of precursors. Further， the '-N shift of 4-Pyridylmethyllithium 

is upfェeld12.02 and 7.88 ppm from those of 2-Pyr工dylmethyllithiumfor 2，4-and 

2，4，6-substituted ones， respectively. The charge density of nitrogen atoms also 

calculated using a MNDO MO method. 工nthe an工ons，a good correlation has been obtained 
15 

between the '~N chemical shifts and nitrogen charge densities， but in the precursors， 

1 ，はじめに

correlation has not been obtained. 

由一ピコリンに極性溶媒中で s-BuLiを反応させると 2 ーピリヅ Jレメチルリチウム(1 ) 

を生成する. ( 1 )を代表とするリチウム塩は反応中間体として、またモの余剰電荷の

分布状態や対イオンとの相互作用などについてたいへん興味が持たれる. ととに(1 ) 

のアニオンを特徴付けしている窒素原子からの情報として 15N-NMRは有用であると考

えられる. しかしながら、アニリンから生ずるりチウム塩のような置換基についた窒素

の陰イオンについての報告はあるが、標題化合物のように芳香環に合まれるような室奈に

qf:/H 

Scheme 1 

ついての報告例は少ない。 1).2)

b町
本研究では‘ Scheme1に示される 7種のピリジン

のメチル、ジメチルおよびトリメチル誘導体より生

ずる 9種のカルバニオンについてその 15N-NMR

Li+ 
スペクトル在自然存在比で観測したので報告する.

さらに、求めた 15N化学シフトについて MNDO法
4: 2-CH3 

コJHn 
rz-h 
『ベ
J

n
d
'
 

による分子軌道訟の計算結栄との比較検討を行なっ

て考案する.

よしの あさ μう・たかはし Itんすrt
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2 .実験

出発物質はすべて市販品を高真空下で脱水および蒸留したものを用いた.カルパニオン

の合成は THF または THF-d8を溶媒として n-BuLiを高真空下において接触させて行なった.

試料湿度はすべて1.0 mol dm-' とした。 15N-NMR測定はパリア Y XL-200分光計を

20.28 MHz で操作した。 測定には、 INEPT と DEPTのパルス系列を適時使用した. 検作

条件はそれぞれ、 AT=3.2 sec、 S柑=5000H2 • PW=20us ‘ D1=5 secとし、測定試料の状況に

応じて 3000~ 6000回の積算を行なった. 15 N北学ヤフトはニトロメタ Y を外部標準とし

て用い、それを 380.23pplIとして無水液体アンモニアの値に換算した. 3) 

3 .結果と考察

1)  15N-NMRスペクトル

測定したカ Jレパニオンのスペクトルの一部を図 1に示す. 図より明らかなように、ア

ニオン 3 と 4 は吸収線の線巾が著しく広いので

S/N 比が悪くなっている. これらのシフト備

は、 15Nがエンリッチされた 8 と 9のエーテル

溶液に対して報告された V フトイ直とよく一致し

ている。 2) 表 1に測定された化合物の IS N 化

学シフトの値をまとめて示し、さらに、カルパ

ニオンの曲発物質のものも表わした.

Table 1 15N nmr chemical shifts for carbanions.a) 

compound anion(ppm) precursor{ppm) 

1 2-PyridylLi 205.01 316.88(314.92)b) 

2 3-Me-2-PyLi 204.66 315.54(308.80) 

3 4-Me-2-PyLi 200.32 309.11 (308.63) 

4 2-Me-4-PyLi 188.30 309.11 (308.63) 

5 5-Me-2-PyLi 201.79 315.87(309.32) 

6 6-Me-2-PyLi 213.50 316.23(315.09) 

7 3-Me-4-PyLi 1干8.04 311.42(310.34) 

8 4，6-Me
2
町 2-PyLi 202.41 308.29(306.98) 

9 2，6-Me
2
-4-pyLi 194.53 308.29(306.98) 

15 a) The .....N chemical shifts are referred to 

an external nitromethane (taking 380.23 ppm). 

The sa~ple concentrations are 1.0 rnol dm-3 

and solvents a~e THF-da or THF. 
b} The values in parenthses are chemical shifts 

for neat liquids. 

-5'0 

2 

-169 -1目。
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15 Fig. 1 tJN nmr spectra for title anions. 

The numeric under spectrum are chemical 
shifts referred to an nitromethane 

and take it 0.00 ppm. 



表 1の化学シフト備について化合物 1を例にとって出発物質と比較するとアニオン化によ

る化学ケプト変化量 l士、 111.87 PPIIの高磁場シフトであるとわかる. ほかの化合物も同

様に、 102.73~ 133.38 ppmの高磁場シフトをしている。 さぢに、詳しくみて 3 と 4、そ

して 8 と 9在比較してみると、いずれも後者のほうが高磁場シフトをしており、その値 l土

それぞれ、 12.02 および 7.88 PPIIである。 この変化量について‘置換基化学シフト(S 

c S )の考えかたを導入すると、 1を基準物質として、 E より -0.35pPII (3-M  吋、 3

より4.69 ppm (4 - Me) 、 5 より 3.22 ppm (5 -Me) 、 B より +8.49 PP. (6 -Me) 

のように SC Sパラメータを決定できる. たとえば、 ζ の数値より化合物 4l: 7の化学

シフト差を計算すると (-0.35-3.22)/2-8.49=ー10. 28のように実際のー 10.26 pp.に近い数

字がでて〈る. 一方、出発物質のほうは溶媒効果も考践して THF溶液の値を用いると、

やはり‘ 1を基準物質に、 2 よりー1.34 ppm (3 -Me) 、 3 よりー 7.77 ppm (4  - Me) 

5 よりー 1.01 PPII (5 - Me) 、 B より -0.65 PPII (6 -Me) のように S C S ，{ラメータを

決定できる. 両者の S C Sの値を比較すると 6 -Meに対する数値が特に異なっているの

がわかる. S C Sで化学シフトの予想ができるということは 1~ 9のカルパニオンの繕

造が基本的にはあまり違わないことを意味している. この構造には、溶媒翁1の状態もふ

くめて考えてよいだろう.

2 )分子軌道計算 (MNDO) による考室

15 N化学シフトと電子密度との関連を論じる時、変化が少ない場合には無理がある.日

しかし、標題カルパニオンの場合には、余剰電

荷による化学シフトの差も大きく、また負電荷

の変化も大きいと考えられ、モの点では好都合

である. さらに SC S古、らもわ古、るようにア 210 
キ』

刷
.，.， 
』ω 

ニオン閣の大きな構造変化が見受けられないの

.... 200 
o rq 

.，.， 

E ω 
• 

z tJ》
190 

で、半経験的分子軌道計算法である MNDO扶

を周いて構造の最適化を行なって実験値との比

較を行なった. 4) 出発物質については、 MN
u、z 

D 0法の結果で説明されるようなものは全毛み
F 

180 

あたらなかった. 一方、カルパニオ Y の結果

-0.42 -0.40 -0.38 -0.36 -0.34 

が図 E である. 表 1のデータに対 L ‘ MND
N charge density 

0 計算によって最適な構造を求めてそれをもと

15 
Fig. 2 '-N nmr chemical shifts against 

N charge density(MNDO). 
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に計算した窒素の電荷密度をプロットしたところ、相関係数 o• 926 となった. これより

得られた関係式 i士、Il (15N) = 530.23*(II-charge density) + 399.63となった.

すなわち、今回測定されたカルパニオ Y の 15N化学シフトは MNDO法によって計算さ

れた窒素原子上の余剰電荷で説明されるととがわかった。 その電荷に対する傾き t士、

1 3 C化学シフトに対するー 160 ppm/e1ectron に比べて大きいので、本研究で用いたような

イオン種には十分適用できるものである.
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P9 
Structure Ana1ysis of Co1oring and Deco1oring Unsyrnrnetrica1 

13 
F1uoran Dyes in CDC1

3 
Solution by '-C NMR Method 

主主主旦旦呈主豆 E旦呈9.， 工kuoFujita and Naoya Kobayashi 

Tsukuba Research Laboratory， Mitsubishi Paper Mi11s LTD. 

The purpose of this study is to e1ucidate the structure of co1oring and deco1oring 

unsyrnrnetrica1 f1uoran dyes which are being used in heat-sensitive recording systerns. 

We think it is we11-known that co1oring-to-deco1oring reversib1e reaction of the 

f1uoran dyes depends upon acidity. The reversib1e reaction corresponds to open-to-

c10sed forrns of the 1actone ring. We observed sorne rernarkab1e chernica1 shift 
13 

differences between 23 species of .-C signa1s in open-and c1osed-forrns of 1actone 

ring of 3-diethy1arnino-6-rnethyl-7-ch1orof1uoran(DEAMCF) in CDC1
3・
Accordingto opti-

mized mo1ecu1ar structure of DE且MCFby semi-ernpirica1 MO AM 1 method， in co1or1ess 
neutra1 CDC1

3 
solution， the Xanthene rnoiety was found to be fo1ded as 166 around 

C(spiro)ーO(xanthene) axis and the benzo1actone rnoiety 工sa1rnost perpendicu1ar to the 

xanthene moェety. 工nco1ored solution for.the mo1a1 DEAMCF/H~SOA ratio of 1/2.2， the ， "2--4 

xathene moiety becomes a1most p1anar and has canonical structures， whi1e the 1actone 
r1ng opens. 

DEAMCF is one of.sirnp1e mode1 of unsymmetrica1 f1uoran dyes which are used in 
1 

heat-sensitive recording systerns'; in facsimエ1e，word-processors， POS systems and 
autornatic ticket exarnination. We se1ected DEAMCF as a typica1 cornpound to c1arify the 

structure of the co1oring of 1actone dye-precursors experirnenta11y. Despェtethe.great 

dea1 of the use in heat-sens工tiverecording rnateria1s， we think there has been no 
paper which stated structure dependency of co1oring and deco1orirtg unsymmetrica1 

f1uoran dyes. 工trnay be too difficu1t to identify the coloring species direct1y from 

the raw materia1s. By FT工Rmethod， one can obtain vibrationa1 spectra of the CO group 
in c1osed-or open-forrns of the 1actone ring. However， we think this is too difficu1t 
to discuss the change of the dye mo1ecu1ar structure from the spectra. On the other 

hand， by v工sib1e spectra1 method， we can observe the absorption spectra at the 
coloring state. This spectra is too simp1e to e1ucidate the co1oring mechanism of the 

f1uoran dye from the e1ectronic spectra. We， here， demonstrate that the co1oring 
13 

rnechanism can be c1ar工fiedfrom .-C NMR spectra of DEAMCF in closed-and open-form of 

the 1actone ring. 

Experirnenta1 

Materia1s 

DEAMCF was recrysta1ized from CHC1
3・ TheDEAMCF was cornmercia11y avai1ab1e. We 

observed a vis工b1eabsorption spectrum of DEAMCF dye in co1oring CDC1
3 
solu七ionand a 

ref1ection spectrurn of co1oring samp1e which consists of dispersed partic1es of 

DEAMCF and BPA in P~A 1ayer on A1 plat~‘ by Shimazu UV-3100 spectrohphotorneter at a 

room temperature (25
c
C). 

NMR Measurernents 
13 

、 The '-C spectra were measured at 62.896MHz with Bruker AC 250 spectrometer. 

Between 100 and 1000 transients were accumu1ated using a 2 ps (40 • ) pulse; 32K data 

points were co11ected over a bandwidth of 4 KHz. These rneasurements were made at 

ternperature of 30
D
C. One dimensiona1 carbon and two dimensiona1 COSY and HETCOR(C-H 

corre1ation) spectra were obtained using pulse sequences availab1e in the Bruker 

1ibrary. 

qo 
vnu 



Results and Discussion 
13 
C Signal analysis of DEAMCF in CDCl， 

13_ -
23 Species of '~C signals which correspond to the number of the structural 

formula of DEAMCF dye in CDClョ inFig. 1 and in Table 1 were assigned by the result 
1 3 _ _..... ~ _ '-_ ~ _ 3 1 叫

of '-C工NKAData Bank ，~ 'H COSY and C-H Correlation 2D pulse techniques. We found 

remarkable chemical shifts for some signals of xanthene-ring carbons(the numbers 

denote 2， 4， 9 and 11) in Table 1， in compar工sonwith the observed values in the 
chemical shift ranges of about 110-150 ppm of normal benzene-ring carbons relative to 

TMS carbons. The result may indicate that the chemical shift in high field relative 

to the benzene-ring carbons depends upon molecular structure of DEAMCF. 、
By considering the molecular model of DEAMCF and according to X~ray diffraction 

analysis
4 
of the fluoran dye such as DEAMCF， the xanthene moiety is found to be 

folded as about 160 around C(spiro)ーO(xanthene) axis and the benzolactone moiety is 
13 

almost perpendicular to the xanthene ring. We observed '~C CPMAS NMR spectra in 
13 

DEAMCF crystal エn comparison w工ththe '-C spectra of DE且MCFin CDC1
3 
solution in the 

chemical shift range of 80 to 175 ppm. The good accoordance of the spectra in solid 

with ones in CDC1
3 
solution implies that the structure of DEAMCF in CDC1

3 
solution 

corresponds considerably well to that in DEAMCF solid in closed-form of the lactone 

ring. Thus， we can consiaer that the coloring mechanism of DEAMCF is elucidated from 
13 

analysis of the '-C NMR spectra in CDC1
3 
solution. 

Coloring-to-Decoloring Reversible Reaction of DEAMCF in CDC1
3 
Solution 

工n order to compare the coloring s七ateof DEAMCF dye in CDC1
3 
with the state of 

DEAMCF with BPA in heat-sensitive recordエngsystem， we used visble absorption spec-
tral method. We odserved absorption spectra in the two species of colored states for 

the DEAMCF dye. The double peaks (around 500 and 530 nm) in CDC1
3 
correspond well to 

the reflection spectrum of coloring heat-se~sitivc sample which consists of dispersed 

particles of DEAMCF and BPA in PVA. layer on the Al plate. Then， we confirmed that the 
coloring state in CDCl， is similar to one in PVA layer. 

ぜ 13
Let us examine how the '~C NMR spectra of DEAMCF in CDC1

3 
change as a small 

amount of concentrated H~SO ， is added; as the reddish orange color was deepened. 工n2--4 ~- --::-::-' 
13 (a) ー(c) in Fig. 2， we showed the '~C spectra in the range of 80 to 175 ppm for molal 

DEAMCF/H
2
S0
4 
ratios of 1/0.26， 1/0.54 and 1/2.2， respect工vely. 工nspectionof (a) to 

(c) in the figure indicates that some signals of xanthene ring shift considerably 

largely as the H
2
S0
4 
was added: the assigned signals of numbers 2， 4， 9 and 11 move 

to lower-field， while the signals of 12 and 15 shェftto higher-field. The results 
were tabulated in Table 1. 工n the deepened reddish orange CDC1

3 
solution， most of the 

13 C signals of the xanthene ring exist in the shift range of normal benzene-ring 

carbons of about 110-150 ppm. This may mean that the xanthene ring becomes almost 

planar and has canonical structures in Fig. 3. On the othe.r hand， after the amount of 
4.5 molal NaOH versus 1 molal DEAMCF was added in the sample for molal DEAMCF/H

2
S04 

ratio of 1/2.2， the coloring sample decolored graduately. The decoloring sample 
showed the same spectra as the closed-form in Table 1. We have confirmed the reversi-

ble coloring-to-decoloring reaction three times. This indicates that the reversible 

reaction of DEAMCF depends on acidity and corresponds to open-to-closed form of 

lactone ring. 

工t is very interesting to discuss the correlation between the remarkable 

chemical sh工fts for some signals and canonical and steric structures in coloring 

form. 工nTable 1， large shift differences between open-and closed-form of lactohe 
ring appear to exist in diethylaniline-ring of the xanthene moiety. The large shift 

differences in diethylaniline ring correspond well to a canonical structure in Fig'. 
13 

3. We compared the '~C shifts of the ring in DEAMCF with ones of diethylaniline(DEA) 

4
 

vhυ 



and diethylaniline-ring in Rhodamine B. These comparisons gives us that xanthene 

moiety of DEAMCF 工n coloring form is almost planar and has canonical structures， 
since the shifts of diethylaniline-ring 工nthe coloring form ~re in considerably good 

agreement with ones of DEA and the ring in Rhodamine B. 

工n (a) and (b) in Fig. 4， We showed the opt工mizedmolecular structures in both 
closed and open forms by semi-emp工ricalMO AM 1 method. For the closed form 

in colorless neutral CDClo solution， the xanthene moiety was found to be folded as 3 
166 around C(spiro)-O(xanthene) (C(9)ーO(10)inFig. 1) axis and the benzolactone 

moiety is almost perpendicular to the xanthene. Especially the bond length of C(9)-

0(8) of the lactone ring in Fig. 1 was calculated as 1.48 A which is longer than 

normal C(sp3)ーobond-length 1.43 A. This means that opening of the lactone ring occur 

here. 工n the case of open form in colored solution， the xanthene becomes almost 
planar and has a canonical structure in Fig.3. These results reflect well the infor-

mations from the NMR. 
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Fig.. 1. The struct.ural formula of DEAMCF 

dye 'in closed form. 

Fig. 3. The structural.formula of DEAMCF 

dye 工n:open form. 
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Table 1. 13C Chemical Shif七sof DEAMCF Dye 

in CDC1
3 
Solution. 、eV

11tLι closed-form open-form difference 

shift(ppm) shift(ppm) (ppm) 

21 

Xanthene-rin.g 

128.8 130.5 -1.7 
170 160 150 140 130 120 110 100 。。 BO 

108.5 116.8 -8.3 

152.7 153.0 ー0.3

97.5 108.2 -10.7 

119.0 119.4 -0.4 

138.7 140.8 2.1 

128.5 126.5 2.0 

127.8 130.1 -2.3 

9(spiro) 83.5 94.0 -10.5 

11 104.6 118.0 13.4 

12 152.8 149.0 3.8 

13 149.7 149.7 0.0 

14 118.5 118.3 0.2 170 160 150 140 130 120 110 100 90 BO 

15 150.2 144.0 6.2 

16 127.0 124.8 2.2 (C) 1，18 
17 125.0 127.5 -1.5 

18 129.7 130.5 -0.8 

19 135.0 135.3 -0.3 21 13 

20 124.0 126.6 -2.6 

21 (=CO) 169.4 168.5 0.9 

-N= (~H2-) 2 44.5 51.8 ー7.3

CH2-~H3 12.5 11.1 1.4 

~H3 20.2 20.2 0.0 

士'l'hechemical shifts were reIered from TMS carbon. 

170 160 150 140 130 120 110 100 90 BO 

Fig. 2. 13C spectra of DEAMCF in the range of 80 to 175 ppm 

for three molal DEAMCF/H
2
S0
4 
ratios( (a)， (b) and (c) 

correspond to the ratios of 1/0.26， 1/0.54 and 1/2.2， 
respe.cti vely) • 

(a) closed form (b) open form 

Fig. 4. The opti抽 ized molecular structure of DEAMCF dye 

bya  semi-empirical MO method(AM 1). (a) closed form 

(b) open form 

ρ
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糖類と 7 ンモニウム塩聞の相互作用に関する N M R 的アプローチ

P10 
(阪大産研) 0高井嘉雄・静岡基博・欧陽蕩・漂田正賓・花房昭静

NMR Approch to Complexation between Saccharides and Ammonium Salts 

Yoshio Takai， Motohiro Shizuma， Li Ouyang， Masami Sawada，Terukiyo Hanafusa 

Material Analysis Center， The Insitute of Scientific and Industrial Research， 

Osaka University， 8-1. Mihogaoka， Ibaraki， Osaka 567 

胃e have recently studied complexation between modified mono-saccharides (M) and 

alkylammonium salts(A)+ in gas phase by using FAB-mass spectrometry. Here， we 

report the complexation behavior in liquid phase by using H-NMR spectrometry. 

Stability constant(Ks) is determined as 9M-1 for the association between penta-

methylatedβD-talose and PhCH2CH21Ha多 in CDaCN. Diamagnetic induced shifts and 

competitive paramagnetic shifts are measured for various pairs of M and (A)+. 

〈序> 我々は、 既に FABMS法を用いて、 各種修飾単糖類とアルキルアンモニウムイオン

との気相ホストーゲストコンプレクセーションに関する研究を行ってきた。 気相下、 これ

らコンプレックスの安定度と単糖の立体構造との聞には以下の相関が見い出されている日。

Rbf〉:長iwぺゑ:〉tf伶三予::〉:恥〉hiw〉:冶:R
s-Talα・TaI s.Man α.Man 十GaI α.Gal α.G恒 s-G旬
I;R・H，R'.OCH3 n ;R.CH3' R'・OCH3

今回、 我々は、 液栢下のコンブレクセーションの有無や構造などを知るため、 lH-NMR法

を利用した。 1MRタイトレーション、 常磁性シフト試薬によるシフトなどから、 コンプ

レックスの安定化定数、 単糖聞のコンプレクセーション強度の p憤序が得られ、 塩添加によ

る反磁性シフトの解析から、 コンプレックスの正電荷の位置すなわち構造が推定される。

く実験> 修飾単糖類は箱守法などの常法により合成した。 各種 7 ンモニウム塩、 K+ 

L a'+ + + 塩などは市販品の再結晶、 またはアニオン交換を行い、 精製した。 常磁性シフト

試薬は Eu(fod)3を利用した。 lH-NMR測定溶媒には通常、 重 7 セトユトリルを用い、常磁性

シフト試薬添加実験には重クロロホルムを使用した。 担tl定温度はそれぞれ 300 Cで行った。

く結果と考察> 1. 安定化定数 図‘- 1には完全メチル化タロース(M) と

PhCH2CH2NH3+ (A+)との 2: 1混会溶液の lH-NMRスベヲトルを示した。 中段の (A)+スベクト

ノレに比べ (M+A) +スベクトルの NH 3 +プロトンの低磁場シフトが見られ、 (A) +濃度に対するこ

のプロトンのシフト変化からコンプレックス形成の安定化定数を求めた。 完全メチル化 β

ータロース、 β ーマンノースの安定化定数は 9 M-1、 3 M -1と決定した。

2‘ 塩添加効果 NH3'プロトンと同様なシフト変化が糖環プロトンにも図- 1の点線

で示すように生じている。 各種添加塩による単糖類の環プロトンやメトキシメチルのシフ

ト変化を表ー 1 !こ示した。 ここで中性 7 ミンの添加効果は見られなかった。
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α G 1 cの場合に塩添加効果が見られないことは、 FABMSでのコンプレクセーションの結

果と同様に、 溶液中でもコンプレクセーションが弱いものと考えられる。 一方、 効果の大

きな β ーta 1の場合には、 カチオンの種類にかかわらず、 それぞれの環プロトンのシフトが

特徴的に表われた。 このシフトが電荷によることから、 単糖類に会合する電荷の位置を

Buckinghamの式を用いて推定した。 表-1 

完全メチル化 β ー ta 1 Iこ対するカチオン
Induced Downlield Shilts 01 Proton Signals 01 Saccharides 

on Addition 01 Salts 
盟主

中心は図ー 1 のコンプレックス構造に点配cha出回 目制 Hl H2 問.H4 H5H6 Me 

s-Tal 、 PEA+PF正
1.4xl日・'lM a_Oxl日"M

8.2 16 2.1 14 5.6 5.6 4.9 2.5 0.7 

線で示した酸素原子回りに位置すると考

慮される(多点相互作用)。 この結果は、

FトTal K+SCN* 
4.Bxl 0.3 M 

7.0 8.5 2.0 11 5.5 6.0 6.0 2.5 2.0 
9.6xl0"M 

MNDO-MO計算の結果とほぼ一致している。 9FS-ZT10副4MN2H6HJ10S4CMN. 

3. 常磁性シフト試薬添加効果 海添
。「γ'aI PEA+PF6-
1.4xl0'ZM 6.fxl0-3M 

加効果の実験でわかるように反磁性シフ
s-Man PEA+PFo-
l.4xlO・2M 1.0xl日・'M

ト変化が小さいために、 弱いコンプレク opGIC PE21A1官+4pMF5. 
1.5xl日・，2M 1'.2Xllr2M 

セーションを示す α-01cなどのコンプレ

クセーション程度を直接検出することが

出来ない。 常磁性金属 Eu + + +とのコンブ

Phα1，αl，NH令官'Fi)
レクセーションによる大きな常磁性シ 7

._--.---... .. ， 

(A)T 

トから、 弱いコンプレクセーション能を

この結果から、 β-M a nと β-G a 1とでは s-Tal-SOMe。1) I 
Eu+++ に対するコンプレクセーション能‘ー l 

一一_)l
力に差があることが判る。 得られた順序

は気相下での結果と同じであった。

以上、 液相下でも完全メチル化単糖類

12 18 4.7 18 10 8.8 8.9 4.5 6.8 

1.2 7.0 0 4.7 0.8 0 1.60.6 2.3 0 0 

4.8 4.8 4.8 4.8 2.4 1.8 0.9 1.5 1.5 0.9 

o 0 0 0 0 0 

PEA+PFd-: PhCH2CH2NHtPFd- Solvent: C03CN 

田山間t:CDJCN

，.，・ 2“，.拘 J.'G J.lG 1.1同... 
図-1 

の立体構造と電荷との多点相互作用が主 +事誕巴抽

としてコンプレクセーションに寄与して
fレMan-50胸

いることが判った。 また、 液相のコンブ

レックスの構造は気相のそれと類似して

いるようであった。
+ Eu(FOD.)， 

l)a) M. Sawada. Li.Ouyang. Y. Takai. 内;仙
H.Yamada. and T.Hanafusa. Chem. 

Lett.. 1989. 1743. b) ibid.. Chem. 
1.60 3.10ω1.50 1.10 1.1・3刊 1.10

Lett.. 1990. 1361. c) ibid.. 投稿中 図-2 
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'H-NMRによる β ーカゼインホスホベプチドの構造解析

P11 
0津田栄、築国有、仁木良哉、引.地邦男

〈北大・理、 明治乳中研、 北大・農〉

'H-NMR Conformational Analysis of Box s -Casein Phosphopeptide (1-25)_ 

s akae Tsud ~， Tamotsu Kuwata本， Ryoya Niki， and Kunib Hikichi 

(Hokkaido University and 本円ei j i 円ilk Products Co_，Ltd.) 

On the basis of several empirical 'H-NMR rules， we examined the conformation 

of Boxβ-casein phosphopeptide (CPP). Two-dimensional NMR spectroscopy made us 

to assign proton resonances of 20 residues out of 25 of CPP molecule. The chemi-

cal shift values of the most of the side-chain protonw were withln 0.08ppm of 

those reported for random-coi 1 conformation. By using interresidue NOE data， we 

iden七ified the formation of the type 11β-turn conformation of a segment Va18・

Pro9-Gly10-Gl~ll. A few interresidue NOE's were observed between two residues， 

which are distant on the CPP sequence， suggesting that some of the parts are 

proximal to each other. Ca2+- and pH-titration experiments showed that theβ 司

turn segement undergoes conformational change when side-chains of the acidic 

residues are charged. 

【序論] オリゴペプチドの立体構造を決める上で NMRが与える情報としては過渡的 N

o E、 J結合定数、 及び水素結合がある。 水素結合の形成に関する NMR経験則は次のよ

うなものである; (1) 2次構造〈 αヘリックスや β構造)に基づ〈水素結合が形成され

ると、 そのアミド水素の共鳴綴は低磁場側へ大きくシフトする、 ( 2 )β ターシ構造に基

づく水素結合を形成しているアミドプロトンの温度係数(-..d& /..d T X 103(ppm.K-'))は

そうでないものに比べて小さい(く 4.0)[IJ。 今回我勾はこれらの NMRの情報を利用して、

カゼインという蛋白質の、 N末端側から 2 5番目までのオリゴベプチド断片であるカゼイ

ンホスホペプチド(c p p )の構造を調べた。

c p p のアミノ酸甑列を図 1
5 10 

HR -E -L -E -E -L -N -V -P -G-

11 15 20 
E -1 -V -E -S -L -S -S -S -E-

企 A A A 

に示す。 とのペプチドはカ;1"シ

ウムを結合することで知られて

おり、 その 3次構造 ti:興味が持

たれている。 cp p は燐酸化セ

リン残基 (Ser(P)) を 4 つ持つ

ことを特徴とする。 乙のベプチ

21 25 
E-S-I-T-R A---Ser(P) 

ドに対して Chou-Fasmanの 2次 図1. CPPのアミノ酸配列

nu 
whu 



一部を除いては α 回ヘリックスと算出される。構造予測プログラムをかけると、

c p p は Hi p pの方法を用いて得た β ーカゼインをトリプシン分解して粗精製物を単[実験】

NMR  測定には日本電子社製 GX-500スエヲノール -Ca2+沈減法により精製した。離した後、

[CPP]=lOmM， 帰属の為の祖u定試料の条件は次の通りである;ベクトロメーターを用いた。

後者には 20%の

pHと温度を変えた各々の場合について行った。

これには pHを調整した 0.5Mの CaCI2溶液を母液として用いた。

重水湾液中及び軽水溶液中での測定を行い、

Ca2+滴定実験を、

p H ='6 • 34， 25 oC。

ロック用重水を入れた。

[KCI]=0.2M， 

N 0 E S Yの水消去はパルス

混合時聞は N 0 E S Y に対系列の最後に SR-1331パルスを付けることで行った[2]。

2次元スベクHOHAHA(i:対しでは 30msから 150msを選んだ。しでは 100msから 800ms、

( N M R i社製〉データ処理システム上で行った。トルのアボダイゼージョンは N，M R 2 

化学シフトは内部基準 T S Pからの ppmで表した。

帰属【結果]図 2にcP Pの純位相 HOHAHAスベクトルの拡大図を示す(重水中〉。

個々のクロスピ}クを相当するアミノ酸残基とその残基番号でラベル

Rl ノ~::Jl25
"1' 

LAWK13 
:::~9 "T弘
l九/11-
4駒子守1

:31料zイ::f
~ ..λ 

の結果を示す為に、

ほぽ同じ位置に共鳴しである。

Cコしている 7つの Glu残基を含めて、

かなり明僚に個々のアミノ酸残

基のスピン系が区別されること

我守は次にこれらのが分かる。

ト、J

Cコスピン系を軽水中の C 0 S Y ス

ベクトル上でアミドプロトンの

ω
'
O
 

司
-
刀
刀
7
4

さらに N 0 E S 共鳴線と結び、

9ft Yスベクトル上でそれらの聞の

N 0 E のdNN dβN、d a N、 ， Rもぜ1
~ 

ι一・connectivityを見いだした。

間

R
e
e
 

N7 

噌.

のスペクドル上での主鎖水素の

連続した結び付きを CP Pのア
b 
Cコミノ酸配列と照らし合わせるこ

とで個勾の共鳴線の帰属を完ア

C P P の 25残基のうち Nした。

(R 1 -E -L-末端仰jから 6番目まで

30 4.0 
F2 PPM 

50 

(J1 

Cコの主鎖には上記の N 0 

、
ず

な
れ
・
い

さ

て

だ

し
、
半
a

L

l

 

見

腐

が

帰

い

り

の
v

で

t

ま

町

号
m

番

付

基

E

残

E-E5-L) 

C P Pの純位相 HOHAHAスベクトル

〈混合時間 6 5 m s ) 
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アミノ基の共鳴線は水との交換によ ，1)現れていないことが分かった。 BundiとlIuthrich

(1979)により出されたランダム構造を仮定したときの側鎖水素の化学シフトの値と今回帰

属されたそれらの値を比較すると最大 O.08ppmの範囲内で一致することが分かった[3]。 主

費鎖アミド水素の化学シフトに関しては、 燐 E駿 1 10 20 
化セリン残基のもの

RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR 

現れる乙とが分かつた。 これに対する解釈は
dαトJ

dNN 

図 3は N0 Eの実験から得られた残基閑 N dsN 
others o Eをまとめたものである。 一次構造上離れ

今後の課題である。 ---
-・-比一-J19
9 ←→，13 22 

2ご出5
た残基の主鎖水素の間 lこN 0 Eがあることか

ら、 c p p の全体構造は伸びきったものでは

ないことが予想される。 一方側鎖問には殆ど

N 0 Eが観測されなかった。

図 3. C P Pの残基閑 NOEconnecti v i ty 

Urryと Long(1976)の報告によ石と Val-

Pro・G1 y -G 1 y のアミノ酸配列は β ヲーン構

造を形成する[4]。 この配列と cp p の配

要IJを比較することから， Va 18・Pro9-Gly10-

G 1 u 11に β ターン構造の形成が予怨される。

β ターン構造には多くのヴァリヱーション
，...旬、

があり、 分類の仕方が今日なお検討されて 互

9.0 

8.8 

いる。 cp pの個守のアミノ酸が L体であ ε8.6
..... 

るととを踏まえ、 また Va18と Pro9のあいだ了乞
.c 

のペプチド結合が一般的なトランス型であぴ7

ると仮定すると、 タイプ Iかタイプ Hのど

ちらかのターンを考えればよい。¥lagnerら

(1986)， DysQnら (1988)の報，告によると、

どちらのタイプのターンにしても dNN N 0 

B が G1 y 1 0と G1 u 11の聞に、 また¥!¥!い dαNN 

o Eが Pro9と G1 u 11の聞に期待される[5]。

今図の実験では前者のみが観測された。 ま

た、 タイフ.1なら dNN N 0 E js Pro9と G1y10

の間に、 ヲイプ Eなら dαNN 0 Eがそれら

~ 8.4 
E 
OJ 
.c 
ιJ 

8.2 

8.0 

~人

519 6.36 
517 7.27 

515 8.18 

8.18 

6.59 

V13 9.09 

L3(6) 7.73 

T24 9.09 

Ell 6.82 

V8 9.09 

R25 7.73 

278 288 298 
(K) 

の聞に期待される。 今回の実験では後者が 図 4. '7ミド水素の化学シフト VS. 温度 (K)

観測された〈図 3)。 これらの N 0 E の結

果からこの 4残基のセグメントはタイプ H

右側の数字は温度係数老衰す。

の Pターンを形成すると判断された。 ここで G1u11のアミド基と Val8のカルボニル基の間
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の水素結合は Pターン形成に必須ではないことを付記しておく。

図 4は cp pのアミド水素の化学シフトを温度に対してプロットしたものである。 直線

の傾きから算出された温度係数(-..1a /..1 T X 103(ppm'K-l))の値は、 いずれも 2次構造

に基づくアミド基の水素結合と判断するには大きすぎると言える[1]。

c p p に対する 2 0倍までの Ca2+鴻定実験〈実験の最初と最後の pHは7.2と7.4)では、

Glyl0と燐酸化セリン、 グルタミン酸残基を除いた全ての共鳴線は化学シフト変化を示さ

ずに線幅を増大した。 室温、 低温(4 OC )の両方の実験でこの傾向は同じであった。 これ

らの結果は cp p の酸性残基の側鎖に Ca2 +が結合し、 これが Glyl0近傍の構造を変化させ

ることを示す。 Glyl0の同様な化学シフト変化はアルカリ性から酸性への p H変化実験に

おいても観測された。 この結果は水言語イオンが燐酸化セリン、 グルタミン臣賞に結合す忍と

Ca2+結合のときと同様の構造変化がもたらされることを示してい石。 酸性条件 (p制=5.6)で

の Ca2+潟定実験では全ての残基につい

て化学シフトの変化、 線幅の増大とも

に観測されなかった。 この結果は上記

の酸性残基が水素イオンを結合してい

ると、 Ca2+はこれに置き変わって結合

することができないことを示す。

図 5にG1 y 1 0を含むタイプ IIsター

ン近傍の高次構造モデルを示す。 矢印

は観測された N 0 E を表す。 17と 19番

目の燐酸化セリン残基が 11 e 12と近擦

し、 22番目のセリン残基が Pr09と近援

していることを考え-.:;と、 このターン

部分は cp p の C 末端側後半のペプチ

ド鎖でくくられるような構造をしてい

忍ことが予緩される。
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図 5. タイプ Eβ ターン近傍の構造モデル
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N M R 緩和時間訟によるミセル/水、 リボソーム/水系の分配係数の測定

P12 
(阪大，薬) 0釜 永 j志、 伊藤勝彦、藤原英明.

Measurement of PartitioQ Coefficients in Micelle/Water and Lip~some/Water 

Syste濁s by Para隠ag n e t i c i H N H E R e l a x a t10 n H e t h o d 

Yong-Zhong Da， Katsuhiko lto and Hideaki Fujiwara. 

(Faculty of Phar温aceutical Sciences， Osaka University) 

Partition coefficients were 阻easured for Barbiturates in 鼠icelle/water syste. by 

paramagnetic relaxation 回ethod. The data obtained are so.ewhat larger than those 

reported in l-octanol/water syste血. Also，they give better linear relationships 

againt the reported biologocal activities. 

The similar method is also applied to the liposome/water system with successful 

results 

1. 序論

般的に薬物の生理活性との相関を調べるには、 オクヲノール/水系での分配係数の対

数 1og Pが用いられることが多い。 泊水分配平衡の濁定には、 Flask Shaking法やカロリメ

トリーなどが利用される. 最近では、 有様相をより生体膜の性質に近づ防るため、 ミセル

や二分子膜リボソームなどが利用されるようになってきた。 ミセル/水系の分配係数は、

ガスフロマトグラフィーによる蒸気圧測定法、 溶解度法、 カロリメトリーによる溶解熱測

定法、 動電クロマト法、 蛍光スベクトル法、 ゲルろ過法、 起電力法など、 さまざまな方法

で溺定されているが、 NMRによる緩和時閑法も特徴ある方法の一つである。 同様の方法

がリボゾーム/水系についても応用できるはずであるiJi、 リポソームの場合は化学安定住

や溶解度の低いことが問題となることがある。

NMRの緩和時間法(P a r a薗agnetic Relaxation Method) によるミセル/水系の分配係

数の測定はI!lに報告例がある 1，. この方法では、 ミセル/水系において緩和試薬(カチオ

ン型あるいはアニオン型)が入っている時と入つてない時の溶質の HNMRスピンー裕子

緩和時間の変化が利用される。

2 .方法

溶質のミセルに対する洛解度を ρ とすると、 水相ーミセル稲聞での溶貨の速い交換の状

態において、 溶質の笑測のスピンー絡子緩和速度 R ( R i 緩和時間 TI の逆数}は両相に

おける緩和速度の加重平均となる。 緩和試薬を入れていない時の溶質のスピン一裕子緩和速

たつ えいち申う、 いとう かつひこ、 ふじわら ひであき
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度は次の式で表される

=ρR  .+ (1-ρ)  R _ _ ( 1 ) 
l，obsd ---1(阻ic) l(aq) 

ここで、 R はミセル相中の溶貨の固有緩和速度 R は水相中の溶震の周有緩和
1(.ic) 、 l(aq)

速度を表す。 一方、 緩和試薬を入、れた後での溶質の篠測緩和速度は(2 )式のようになる.

=pR__. ，+ (1-P)R~ 
l，obsd . --1(・ic) 1 (aq) 

( 2 ) 

R
P 
は緩和試薬に影響された f去の水稲中の溶質の閏有スピンー格子緩和速度である. 緩

l(aq) 

和試薬をある湯度以下まで樽めると、 水中の溶貨の筒有緩和速度は早くなるが、 ミセル内

の溶貨の緩和速度には影醤を与えない状況を作ることができる. この時、 ( 1 )式と(2 ) 

式より、 ρが次のように求められる.
P 
R 
l，obsd 

- R 
l，obsd 

( 3 ) ρ 噌

i

--
そして、

R P -
l(aq) --l(aq) 

ミセル/水系にお防る溶質の分配係数 K cは(4 )式のようになる.

K c 
s 
C / C ・icellar phase aqueous phase 

ρv  / ( 1 -ρ)  V ( 4 ) 
aqueous phase ・icellar phase 

Cは各相に分配された溶貨の浪度、 V は水相とミセル相の容積を示す.

3 ・実験

ミセル/水(D 20 )系のミセル相には S D S (Sodiu. Dodecyl Sulfate、 キシダ化学)

を用いた. 緩和試薬には M n C 1 を用いた. 分配係数の測定の溶貨には五つのバルピツー
2 

ル酸誘導体を選んだ.

各々のバルピツール酸誘導体につい τ、 四つのサンプルを調製し、 1H N M R により、

p - p を測定する。 ミセル相の SD Sの濃度は JJ.6mM
1 ( a q)' •• 1， 0 b s a .. 1， 0 b s d •• 1 ( a q) 
である. M n C 1 の有効濃度を求めるため、 予め、 M n C 1 の漫度を変えて、 S D Sの

2 

(S-CH2ー〉の lHRIを測定し、 この R1が変わらなくなるまで M n の濃度を下げた・
Z+ 

2 + 2 + 
Mn  の濃度がこの潰度より低い場合、 ミセル内の溶質の緩和速度は M n 添加の影響を

2+ 
受貯ないこととなる. この限界濃度は【 Mn ) =6.76μMであった。 実際に使われた

2+ 
M n の濃度は、 Phenobarbitalの渇合1.44μM、 それ以外は 5. 20μMと調製した。 スピン

一絡子緩和時間の鴻定は、 日立 R 9 0 H及び R250HT型 F T N M R装置により、 また

・部の測定では J E 0 l ・GX 500型 FT N M R装置を利用した.

リポソ ム/水(D 20 )系については、 リボソームの作成には Lecithin from eggs (M 

ERCK祉)を用いた。 まず Lecithinをクロロホルムに溶かし、 エバポレーターで溶媒留去〈

薄膜形成)、 再び有機相(エーテルなど)に務かじ、 水相(D 20 )を加える. そして、 超

音波処理、 待機 j富媒留去などの処理を fjい、 最後に水性の懸濁滋を得る。 分配係数の測定

には senzylalcoholを選んだ。
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4 .結果と考察

ミセ Jl-- / 水系におげるパルピツール酸誘導体の分配係数の測定結果をまとめた(Table 1、

Table 2 ) 0 Table 1には四種類の粂件下におげる 1HT1の測定値及び ρ値、 また Table2に

は分配係数 K c と 1 ーオクタノ『ル/水系の分配係数 P の文献億を示した. なお、 S D S 

のモル体積として、 0.8669i11/g (30.5・c)の文献値 2)を引用した.

Table 1: 1H T1 
of Barbiturates in the Presence and Absence of Paramagnetic Ions and the Degree of Solubilizations in SDS 

solubilizate T1(aq) Ti(aq) T1，obsd TP I，obsd ρ 

phenobarbi tal (2.2回M) 4.43土日.06 3.74土0.09 1.64士0.02 1.56土0.02 0.21 

(CH3C"2)C3"2
03N2( C6"5) 

barbital (2.95凶〉 1.12土0.01 0.81土0.01 0.17土日.01 1.05土0.01 0.11 

(C"3CH2)C3"203N2 (CH2CII3) 2 

aprobarbital(0.73温M) 2.25土0.09 1. 87:t 0.07 1.69:t0.09 2.03土0.09 0.34 

〈α'12=C8α'2)C311203"2(CJJC2H6) 

secobarbital(0.29mM) 0.24土0.01 0.19:t0.Ol 0.16:t0.01 。18土0.01 0.45 

(CII2=CHCII2)C311203N2 (CH(C"3)C"2CH 2CH3) 

butalbital(0.97値目〉 1.49土0.01 1.02土O.日1 日.99:t0.Ol 1.41土日.日1 0.40 

(CJlZ=CHCHZ)C3"2
03 N2 (C"2
CJlC2"6) 

T1の単位は秒てーある。浴質の濃度はNMRスベクトル強度から求めた。下線の部分はT
1が測定された銭。

Table2より、 測定された 10g K cは
T.，Llι2: Parli(;ial Coefficiant of 8arbiturate in SDS/A屯ueous

1ーオクタノール/水系での 1og P 
solubil izate ρ Kc logKc logP log(1/C) 

と比べてみると、 溶媒が 1 ーオクタ (Ref .3) (Ref.4) 

ノールからミセルに変わり、 溶媒
Phefiobarbi tal 0.21 31.1 1.49 1.42 3.32 

の極性が大きくなると、 分配係数 Barbital 0.11 14.9 1.17 0.70 2.91 

が大きくなることが分かる。 また、
i¥probarbi tal 0.31 54.5 1. 74 1. 22 3.60 

Secubarbi lal 0.45 97.4 1.99 1.97 3.45 
ミセ J~ / 水系、 1 -オクヲノール/ Butalbital 0.40 81.0 1.91 1. 65 3.63 

水系でのハルピツール酸誘導体の

分配係数を用いてパルビツール酸誘導体の活性データを解析してみると、 1 -オクタノー

ル/水系より、 ミセル(S D S ) /水系の分配データの方が QSARにおいて良い稿欄関

係を与えることが分かる(F i g 1、 Fig2 )0 

ょの結果は、 生物 t活性評価の上で、 モデル系としてより生体系に近い分配系を用いるこ

との意義を強調しており、 NMR緩和時間法はそのための良い実験方法になると言える。

上述の方法を用いて、 リボソーム/水系での分配係数の測定を試みたo Lecithinで銅製

されたりポソームを周いて、 リポソーム/水(D 20 )系における Benzylalcoholの緩和時

間を測定した。 Fi g 3はリポソーム/水系(D 20 )に 8enzylalcoholを入れた後のサンプル

の緩和時間のスベクトルである。 Table3にそれらの緩和時間及び解析の結果を示す.
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Fig2 :催眠活性logl/Cとミセル/水系の10gKcの関係
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Fig 1 :催眠活性10g1/CとlogPの関係

以上、 バルピツール酸

誘導体を用いて、 ミセル

(SDS)/水(D 20 ) 

系での分配係数の濁定と

解析が成功した。 また、

同じ方法でリボソーム/

水系への応用も試みた.

従来、 生理活性と栃関関

係を調べるには、 分配特

伎の測定データの多いオ

クヲノール/水が利用さ

れてきたが、 その代わり

に、 ミセル/水系、 ある

いはリボゾーム/水系な

ど、 より生体系に近い特

性を有するモデル系の繍

発及びそこでの測定方法

の開発が QSARの解析

において重要となりつつ

あると結論されよう.
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P13 
13C-NMRと分子軌道計算による脂環式エポキサイドの構造解析

(東工大・生命理工) 0字国川敦志、 山本泰彦、 井上義夫、

中修利一郎

Structural Deter.ination of Cycloaliphatic Epoxide Using 13C-NMR spectroscopy 

and 量oCalculations 

Atsushi Udagawa， Yasuhiko Yamamoto， Yoshio Inoue， and Riichiro Chujo 

(Department of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology) 

The stereochemical structure of the cycloaliphatic epoxy mono祖er，

4-vinylcyclohexene oxide (VCO)， was determined using 13C-NMR spectroscopy and 

quantum chemical calculations. The 13C 2D INADEQUATE NMR spectrum of VCO 

clarified that this material is a mixture of 4 stereochemical isomers. 

Although NMR spectroscopy is unavailable to identify the structure of the 

isomers， the isomeric energy calculations using the MNDO method lead to the 

complete structural determination of them. Among 8 possible isomers in terms 

of the bond connecting cyclohexene oxide ring and ethylene oxiae ring， the 

equatorial forms were more stable than the axial forms. Thus the formers are 

isomers found in the 13C-NMR spectrum of VCO. 

しはじめに

エポキシ樹脂硬化物の物性はその出発物質の構造に大きく依存するので、 モノマーのキ

ャラクタリゼーションは重要である。 脂環式ヱポキシ樹脂は分子内にシクロヘキセンオキ

サイドの環構造を有する化合物である。 シクロヘキセンオキサイドの分子構造は、 イス形

コンフォメーションで知られているシクロヘキサンの構造とは異なり、 むしろシクロヘキ

センに似ている。 酸素原子に近い側の 4 つの炭素原子は平面を形成し、 残りの 2 つの炭素

原子はこの平面の上下に位置している日。

私どもは、 代表的な脂環式エポキシ樹脂¥vひとつである 4 ピニルシクロヘキセンオキ

サイド(V C 0 )の構造を 13C-NMRにより解析したo V C 0 の 13C-NMR共鳴の帰

属は 2D - 1 N A D E Q U A T E法を用いて行い、 得られた帰属よりこのエポキシ樹脂に

は 4 穫の立体異性体が混在することが明らかになった。 これらの異性体の立体構造を半径

験的な分子軌道計算 (MN D O; modified neglect of 'diatomic overlap) 引により決定

した。

うだがわあっし、 やまもとやすひこ、 いのうえよしお、 ちゅうじようりいちろう
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実厳2. 

測定温観測周波数 1 25M  H z、G S X - 5 0 0 を用い、13C-NMR測定は J E 0 L 

lH サンプル濃度は 5 0 w t %に調製した。溶媒は C D C 1 3 を用い、度 4 0 'Cで行った。

N 0 E を積算回数 6 4回で得た。デカップリング 13C スベクトルは繰り返し時間 4 秒、

積算 250の 1 0倍以上)、抑えた 13C スベクトルは繰り返し時間 2 0秒(最も長い Tl

一¥1

繰り返し時間 2秒で各¥1 につ

900 

ー1350 -¥2 (aeq.)のパルス系列 (T=7.14m.)を用いて得た。

2 0 4 8 x 1 2 8のデータマトリクスを 4 0 9 6 x 2 5 6 

中
4
4

180。900 - T -2 D ー 1 N A D E Q U A T E スベクト Jレは、0 固で得た。

き F 1 D を 256回積算した。

フーリエ変換を行った。にゼロ 7 ィリングし、

M N D 0 V C 0 の異性化エネルギーの計算は S U N - 4 ?イクロコンビュータを用い、

ド3)の座標よ原子座標はシクロヘキセンオキサイドリとヱチレンオキサイ法で計算した。

- C 7 軸の回転により生じるいくつかのコンフォマーの

エネルギーを計算し、 最小の値をそのモデルの異性化エネルギーとした。

C 1 各モデルにおいて、り得た。
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3. 結果と考察

V C 0 の 2 D - 1 N A D E Q U A T E スベクトルを図 1 に示す。 V C 0 分子には 8 個の

化学的に非等価な炭素があるのに対し、 13C-NMRスベクトルには 3 2本の共鳴が観測

された。 よって、 V C 0 は 4 種の異性体の混合物であることが示唆される。 2 D スベクト

ルにおいて、 4 つの独立な炭素骨格が観測されたことにより、 4種の異性体の存在が確認

された。 帰属を表 1 にまとめた。 さらに、 V C 0 異性体の組成比を、 定量性のある条件で

測定した N 0 Eを抑えた 13C-NMRスベクトルの C1共鳴の強度から計算し、 表 1 に示

した。

1 N A D E Q U A T E法により、 V C 0の 4種の異性体は同じ分子骨格をもつことが明

らかになった。 よって、 これらの異性体は立体化学的な構造の違いにより生じていると考

えられる。 図 2 に V C 0 の分子モデルを示す。 シクロヘキセンオキサイド環に対するエチ

レンオキサイド部分の結合の仕方は 4 種類あり、 それに対応して 4種の異性体(モデル 1

← 4 )が考えられる。 モデル 1 と 4 ではエチレンオキサイド部分がアキシャルに位置して

いるのに対し、 モデル 2 と 3 ではエクアトリアルである。 C 1 炭素原子とシクロヘキセン

オキサイドの酸素原子の距離はモデル 1 と 2で 3.35 A に対し、 モデノレ 3 と 4 では 3.01A で

ある。 さらに、 C 1と C7はキラルな炭素であるため、 各々のモデルにおいて、 C 7のコンフ

イギュレーションに対応して 2つのジアステレオマーの構造が可能である。 よって、 V C 

O にはモデル 1 R， 1 8， 2 R， 2 8， 3 R， 3 8， 4 R， 4 8 (Rと Sは C7のコン 7 ィ

ギュレーションを表す)の 8種の異性体が考えられる。

8種の異性体の電子構造はそれぞれ異なるので、 13C-NMRスベクトルでは化学シフ

トが違うと考えられる。 1N A D E Q U A T Eスベクトルにおいて 4種の炭素骨格が観測

されたという事実は、 V C 0 には 4 種の異性体が存在していることを示唆している。 そこ

で、 これらの立体構造的な安定性を評価するために、 V C 0 の 8 種の異性体モデルの全エ

ネルギーを M N D 0 j法により計算し、 表 2 に示した。 エネルギーの低い順に、

2 R く 2 8く 3 R く 3 8くく 1 8 く 1 R く 4 R く 4 8 

である。 エネルギーの低い 4つのモデルはすべてエクアトリアルであった。 3 8 と 1.8の

エネルギーの差は 2. 6 7 k Jであった。(つぎに大きいエネルギー差は 1 R と 4 R との

O. 7 4 k Jである。) N M Rでは 4種の異性体しか検出されていないことから、 その構

造はみなエクアトリ 7 ルであることがわかった。 これは他の脂環式エポキサイドの構造解

析の結果 4】と一致した。 異性化エネルギーと表 lの組成比を対照することにより、 N M R 

で検出された異性体 A， B， C， D の立体構造はそれぞれモデル 3 8， 3 R， 2 8， 2 R 

に対応すると結論した。
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Table 1. 13C NMR chemical shift assignments and isomeric 

composition of 4-vinylcyclohexene oxide. 

13C N阿Rchemical shift /ppm 

Iso田erlc

Isomer l 2 3 4 5 6 7 8 composition 

A 35.3 26.5 50.4 51.8 24.1 21.0 55.3 45.5 0.178 

B 34.7 25.5 50.2 51.8 23.8 19.9 54.9 44.9 0.212 

C 32.2 27.1 51.9 51.0 22.6 23.1 55.1 45.4 0.293 

D 31.6 26.8 51.6 51.0 22.3 22.8 55.0 44.8 0.317 

Figure 2. Molecular model of 4-vinyl-

cyclohexene oxide. Mode1 1， R
1
=EO， 

R~=R~=RA=H; Model 2， R~=EO ， R~=RJ=RA=Hi 2 -.'3 -u4 -u， '-.v..~~ ~， u2 -~~， u1 .'3 "4 

Mode1 3， Ro=EO， R，=Ro=R.=H; Mode1 4， ， .'3 ~~， "1 "2 "4 
R.=EO， R.=R~=R~=H ， where EO is the ， "1 "2 "3 --， 
ethy1ene oxide moiety. 

Table 2. 工somericenergy of 4-vinyl-

cyclohexene oxide. 

iVJodel Iso皿ericenergy /kJ.mol-1 
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P14 
固定化酵素調製用新規架橋剤グルタルアルデヒドオリゴマー異性体の

立体構造の決定とアミノ基含有化合物との反応生成物の構造に関する

研究(京大・薬、・メレ Jレ・ダワ製薬、一丸石製薬・中研)

O黒田義弘、-田嶋敏男、一今井雅裕、入木茂政、中川照輿

Structural investigations on the stereochemistry of glutaraldehyde oligo鵬 rsand on the reaction 

products between the oligo皿erand an釧 inogroup containing compound by NMR spectroscopy 

Yoshihiro Kuroda， Toshio Tashima・， Masahiro lmai""， Shigemasa Yagi，釦dTeruInichi Nakagawa 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyoto University， *Merrell Dow Pharmaceuticals K.K.，日Central

Research of Maruishi Pharmacutical Co.， Ltd.) 

Structures of the stereoisomers (substances Pl and P2) of glutaraldehyde oligomers which釘色 useful

as a cross-linking agent of enzymes have been determined by lH-NMR spectroscopy. As a model for the 

cross-linking reactio~ structures of the products obtained from the reaction~between substance P2 

and 0-(2，3， 4，5， 6-pentafluorobenzyl)hydroxylamine (O-PFBHA) have also been investigated. The O~PFBHA 

was found to yield two Schiff's base linkages by reacting with the α， s-unsaturated formyl group and 

the hemiacetal in substance P2. The reaction product due to Michael addition was not detected. 

1. はじめに

昨年のNMR討論会において、固定化酵素調製用新規架橋剤である

グルタルアルデヒドオリゴマー(化合物P2)の構造に関して報告し

た(講演番号P29)。この化合物はスキームIに示すように2分子のグ

ルタルアルデヒド(1)からアルドール縮合により生成した α，s -不

飽和アルデヒド基を有するダイマー(5)であると結論した。このダ

イマーには不斉炭素原子が3グ所(1，4及び9位)ある。これらのうち、

l位に関しては2次元NOESYスベクトルにおける"交換"によるクロ

スピークの出現により、化合物P2は溶液中では水酸基の配向に関

する異性体聞の平衡状態で存在すると結論した。今回、化合物P2

の4及び9位における立体異性体と思われる化合物(P1)を分離精製

することができたので、その立体構造の検討を行った結果を報告

する。また、生体物質と化合物P2との架橋化反応のモデルとして

O-(2，3，4，5，6-penta-fluorobenzyl)hydroxylamine(O-PFBHA)との

反応生成物の構造決定の結果も併せて報告する。

2. 実験方法

化合物P1及びP2は、従来の方法(Chem. Pharm. Bull.， 37， 2463， 

1989)により得られたGAオリゴマーを水系のサイズ排除クロマトグ

ラフ 4ーによりさらに精製処理して分取した。分離条件は昨年の

NMR討論会で報告したものと同じである。 NMRスペクトルはBruker

AM-600及びAC-300により測定した。
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3. 結果及び考察

1 ) 化合物P2とP1の4及び9位の立体配座について

化合物P1はlH及び13C'-NMRスベクトル、及び13C-DEPTの結果から、その組成は化合物P2と

全〈同じであることがわかった。またCOSYスベクトルの解析の結果、そのプロトンのスピ

ン系は(5)の構造で説明できた。従って、化合物P1は4及び9位の不斉炭素原子の配座の違っ

たものと結論した。その立体配座は化合物P2のl位に関する異性体の一方について(図l、。-isomer)、(1)H1と聞の聞にNOE相聞がある、 (2)H1とH4及びH4とH9相互にはNOE相闘が無
い、 (3)3J (H4-1:!9)干10Hzの理由から図lに示すようにH4と聞は共にaxial方向を向いていると

結論した。一方、化合物P1に関するNOEデータは未だ得られていないが、 3J(H4-H9)が2Hz以

下であることよりH9と出はピラン環においてそれぞれaxial及びequatorialに向いていると

結論した。

2 ) 化合物P2とQ-PFBHAとの反応生成物の構造決定

GC-MS及びTLC分析の結果、 2種類の化合物(XG及びXC)が主な反応生成物として存在するこ

とがわかった。このそれぞれの重クロロホルム溶液におけるNMRスベクトルから、両者は数

分以内に相互に異性化して平衡になることが

わかった。しかしシクロヘキサン中において

はこの異性化の速度は遅いことより、シクロ

ヘキサンーd12溶液として2次元COSY、NOESY、

CH-COSY及び問BCスベクトルの測定を行なっ

た。 HMBCスベクトルの例を図21こ示す。これら

の結果から、化合物XGの構造は図3に示すもの

と結論した。また、化合物XCはむを含むオキ

シムがsynのものであると考えられる。

CHO 

‘，_一一 -， 
3、¥ J一一一、一→ト月 / 、v--/OH 1 / 

。，
(a) s-isomer (b) a句 isomer

図1.化合物P2の構造

/
 

1

h可

一川
V

4ρv 
¥
 

/
B
 

山一CH2持
図3. 化合物P2とO-PFBHAとの

反応生成物(化合物XG及びXC)の構造
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I3C-NMRによるポリノルボルナジエンの微細構造解析

P15 
(三井石化) O!恩田光彦、 水野 章、 相板敏裕

13C-NMR Study of Microstructure of Polynorbornadiene 

(Mitsui Petrochemical Industries Ltd.) 11 itsuhiko Ond ll_. Ak i ra M i zuno. and 

Toshihiro Sagane 

Polynorbornadien巴 obtained with AIEtCI2/t-BuCI catalyst system at 白 50"C was 

successively fractionated by boiling toluene and o-dichlorobenzen巴. The micro-

structures of both toluene soluble and o-dichlorobenzene insoluble fractions 

were characterized by I3C NMR in solution and/or-in sol id state and DSC. Both 

the polymer fractions were shown to contain repeating 3.5-disubstituted nortri-

cyclene unit with exo/exo and exo/endo placements present in a 55:45 ratio. The 

polymerization mechanism concerning the stereoregular addition of a norborna-

diene monomer to the carbonium ion at the growing polymer chain-end was also 

proposed. 

よュ___j主一一宣

ノルボルナジエン (NBD)のカチオン重合は、 Kennedy らにより検討され CC2H5Clまた

は CH2Ci2溶媒、 A 1 C 13触媒、 ー123'C---40'C) 、ー 123'Cという極低温に限りベンゼン可溶性ポ

リマーが得られると報告されているけ.生成したポリマーの Tgは 320'Cで、 可溶性、 1 i nea r 

な付加重合型ポリマーでは最高の Tgを示し興味深い。今回、 13C-NMRにより‘ AIEtCI2/t-BuCl

触媒系でカチオン重合したポリノルボルナジエン CPNBD) の立体構造および、 重合機構を

明らかにした引。

三ι 一室一一盛

2-1 試料

AIEtCI2/t-BuCl 触媒系で NBDのカチオン重合を-5 O'Cで行なった。 得られたポリマーを

沸騰トルエンおよび 0-ジクロロベンゼン溶媒で分別し、 トルエン可溶部 CPNBD-S) および

0-ジクロロベンゼン不溶部 CPNBD-I) を、、構造解析に用いた。 モデル化合物として用いた

3-Ethylnort正icyc leneを文献 3)に従って合成した。

2:_ 2 装置

溶液および国体高分解能 NMR測定には、それぞれ、 JEOL GX-500 および GSH-270型核

磁気共鳴装置を使用した。 Tg測定には、 PERKIN-ELMER DSC-7型示差走査熱量計を使用した。

3. 結果 k考察

F i g. 1に PNBD-Sの 13C-NMRスベクトルを示す。 DEPT法により炭素穏を判別した。 高磁場

(9---18ppm)にメチンシグナルが観測されることから、 3員環の構造部分の存在が示唆され
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A 

A2.6 
86 

Al 

7

出
向

オレフィン炭素シグナルが観測されなまた、る。

A3，5 
B5 さらに， TOT，ALのメチレン/メチンシグナいこと、

重合によりル強度比(1/6)を考え合わせると、

nortricycleneユニットが生じていることが判る。

Bl A4， B4 

2種類観測された』チレンシグナルは， n 0 r-

tricycleneユニットの C3，C5位の立体配置の違い

を反映していると考え、 3-ethylnortricyclene句

化学シフト値を基に、モデル化合物 3，5-d i -ethy 1-

nortricycleneの 3種の立体異性体のリング炭素

12，6 
116 

13.5 
115 

の化学シフトを計算し、実測値と比較した (Fi g. 1)。

PNBD-Sは、 [A]: EXO/EXO型，およびその結果、 14 
n4 

[B] : EXO/ENDO型の 2種類の繰り返し構造からなり、

[C] : ENDO/ENDO型構造は存在しないことが判った。

シグナル強度から [A]/[B]=55/45であった。また、

ほぼ問じ 13C-CP/MASPNBD-Sおよび PNBD-]は、
開明

5b lih.4b!I会'お冶 ιdo'1h 五占 a290 'cという高い Tgいずれも、スペクトル示し、

F ig. 1 
125MHz 13C-NMR spectrum of PNBD-S(top) and 
the sick spectrum calculated based on the 

chemical shifts of model compounds(botom) 

PNBD-Iは PNBD-Sと基本的に問

じ構造を持つと推定した。

従って、を与えた。

[C]の繰り返し構造を持たない理由PNBDが、

立体障害を含む前置換基効果のためと考え、

よコ
に示す NBDの重合機構を提案した。

は、

scheme 1 

ーーー

ム

Scheme 1 

steric representation 
of nortricyclene unit 

The polymerization proceeds 
only in the direction A. 

The poly皿erizationproceeds either 
in the direction A or in B. 

生_，_____x_ー盤

133 (1965) Ji， Polymer， 1) J.P.Kennedy and J.A.Hinlicky， 

43(1985) 旦旦_Q，

submitted 

J. Organomet. Chem.， 
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P16 車。リ77リHミドゲIfに吸着された水の動的性質

花房尚史 北大低温研

Dynamics of Water Absorbed to Polyacrylamide gel 

Naofumi Hanafusa Inst. of Low Temp. Sci.，Hokkaido Univ.， Sapporo， Japan 

Polymers of acrylamide Na-salt a工e widely used for gel-electrophoresis， 
b工ogeland e.t.c. 工twas considered that the characteristic of water molecule 

trapped in narrow and small spsce 日as interested. Using 'HNMR， the 
characteristics， the amount and the dynamics of unfrozen water in acrylamide 
gel， were estimated. 且s expected， the amount of unfrozen water was very large 
comparing with agarose or proteins. At room temperature and -35・C，about 
several times of water were contained in the network of polyacrylamide. Mono 

acrylamide salt it'sself had not so mucch hydration water. The extents of the 

interaction，the values of Tc 'and 1).， were rather smsll' than proteins. 

It might be thought that the water molecule contained polyacrylamide were 

separated and trapped mechnically only in the space of the network of polymer 

and not so restricted by the monomer molecule its' self. The characteristeric 

nature of the water in the gel were very simillar with that of ordinary water. 

「はじめに J7791f酸塩の重合体としての，，'97un9Hミドは、ゲ時電気泳動の担体、分子儲としてのjドイオ1"~ 、

などの他、吸水性高分子として紙オAA'、生理用品などに広く用いられている。この重合体のおトワサにトラッ7・さ

れている水分子の動的性質については甚だ興味のあるところである。一般に例えば蛋自の水和量が0.3-0.4

であるのに対し、これは常温で数十倍、数百倍の水を吸収する。また、凍結や乾燥により可逆的に水を吸収、

排出する。勿論これは重合体のネット7サの網目構造の中に吸収されると考えられるが、この細かい空間に分割

された水分子の特性をその不凍水について量的変動と動的性質について'HNMRを用いて誠ベた。

「材料と方法」材料はゲ静電気泳動用のVリnリIf酸7ミド、 BIOGEL60，100，300、ライオンi由脂より提供された紙オ
的用の事。リ77リIfNa塩を用いた。

'HNMRはこれまで同様、 JEOLFX100核磁気共鳴吸収装置(PVT，At・Y日外yゲユニヲト、ゲ51'11)ト1¥'I'A発生装置付き)

を用い、不凍水量は標準試料(23%LiCl，0.01M MnC12，48，5M HzO)の1ヘサゆとの面積比から求めた。分子稲関

時間 Tcはー50--2'Cの温度で反転回復法でT，を求め、最小点法から任意の温度の Tcを近似的に計算した。

自己拡散係数Dは、常温の場合は磁場勾配法で磁場勾配の大きさを変え、その関数として、不凍水(凍結下)

では日ヴキング I\ '~Àの大きさを変えT， ρ を測定し、その関数として計算した。

「結果と論議JFig， 1は種々の大きさのrリ77リ1，酸7ミドゲ時の不凍水量の凍結温度による変化を示す。図とT
able 1に見られるように、蛋自の水和量を示すとされる-35・Cと、 O'Cに外挿した時の不凍水量はホ吋77川酸

7ミドでは通常の蛋自の十数倍も大きい。".9<-の大きさによる違いはこの程度でははっきりしないが、 Fig.2

の T。と温度の関係を示す図と、 biogelの三種類、 BIOGEL60，100，300について比較した結果から、大体に於

いてコ11¥'_トメYトの大きさの小さいほど、不J東水量が多〈、動的性質はより水に近い性質を示す傾向が見られ

た。吸水性高分子として紙~øなどに用いられるホサ77川駿7ミドは吸水すると数ミリ以上の粒径の粒状になる。

単体の7列島酸塩の不凍水量は重合体に比較すると非常に少ない。また、対照として調べた71r'u-Aとγラチンで
は、 7b"Uサの水手口:量はVリ77リ1，駿7ミドとそれほど変わらないが、 t"511ではとれらに比べ比較的少ないが、そ

れでも通常の球状蚤自の二倍以上あるのは、 t"711分子に直接水和した水以外に分子問の網目構造に捕捉さ

れている水分子のためと思はれる。 Fig.1に見られるように、ここではtJ77リ1，酸塩を除き、不凍水量が-40'C

以下の温度で再び増加している。測定は昇混の過程で行なって居り、試料は7・U-T'の中でー70'Cで急速に冷

却してFIDを観察しながら過冷却でなく凍結したのを確認てから測定を開始している。したがって昇温の過

程で不凍水量が減少するように見えるのは、比較的冷却速度が大きいのと、水分子が網巨構造の小さな空間

に閉じ込められているため、水分子の運動が束縛され、局所的に微小な部分で過冷却しているか、微小な7モ

時77Aな氷が生成しそれが再結晶しているのかもしれない。実際、このような-40・C以下での不凍水量の増大

という現象はむトの7~リ時酸塩や蚤白溶液のようなJ\" I，~の溶液系ではみられない。なお、村瀬はDSCを用いて、

その放熱曲線からBIOGELで再結晶と思われる結果を観測している。常温での相互作用の大きさは、 Tcにつ

いては7b'トλを含めて，1.6-3X10-usecのオィ~で、純水より 10倍ほど大きい。 Dについても同様で純水の

半分ほどで、常温でも純水よりより束縛されていることを示している。 O'C以下の不凍水では、 t"うわが蛋白

とほとんど同じような1¥.トンを示し、 τcは比較的大きな値を示す。自己滋散係数Dは、 vn9時重量7ミドでは小
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さな値を示し、例えば、 30・Cで球状蛋白とほぼ同様の3X 10-Ucm2/sec に対し、;j;'~<ーでは1. 5X 10-10.cm2/s 

ecと五倍ほど大きなi直を示す。
これらの結果から、 *")7クリ灯ミトeに捕捉された水は、;j;'')7-の網目構造で形成される空間自体でいわば構

造的にトラッ7' されているのでそのこと自体でその運動が拘束されて居り、網目様造を形成する7クリ J，~l17ミド分

子自体との相互作用は、;j;O')7_の場合に相互作用の大きさがかえって小さくなることから、それほど大きく

ないと考えられる。動的性質は純水と、高分子の分子周辺に水和している水と純水の中間というよりむしろ

より純水に近い性質を示す結果が得られた。とくに、不凍水量が多いのは、この空間により非常に細かく分

割jされているので、局所的な過冷却か、 7モJ，77Aな状態、いわばglassfycationされ、その周辺にいわば氷表
面の「偽液状層」のような液状層が形成されているたのではないかと思われる。ただ、現在の所、過冷却状

態の水、または汽J，77Aな氷についての核磁気的特性はよく判っていない。日用品に用いられる事・リ71川駿7ミド
で低温側での Tc比較的が大きいが、これはは粒径が大きいので、門時77Aな氷よりIce1が生成しやすいので

はないかと思われる。
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Table 1 The characteristicsofPo!yacrylaJlideGel 

24'C -3S'C 

'.CτD  ¥I.Cτ.  

g/g sec c醤2/sec

H.A.A. 1.8X!O-11 1.8 x 10-" 

BIOGEL 60 29 2.7xlO-11 1.6X!O-6 

...血 30 2.1xlO-1l 2.1xlO-6 

0.4. 9.2xlO一9 1.8XI0-U 

5 2.4X!O-& 7.8xU-u 

4.5 1.1xlO-8 4..8xI0・u

gelatin 15 2.2 xlOー亀1 1.4xIOーラ 3.3 3.7xlO一・

1) ~'-c ;束縛水(24'C)または不機水(-35・C)の合畳 o (H20 g/gSa・ple)
2) TC;回転の分子相聞碕問、 D;自己鉱散係数

3) H.A.A.; 
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消 j包剤シリコンオイルの NMRによる解析

P17 
ア y プジョン ファーマシュウテイカルズ リミテッド

0青木優規美 西村俊秀 槍山行雄

NMR Spectroscopic Measurement of Silicon Antifoams 

Upjohn Pharmaceuticals Lirnited 

1ムム立主1. T. Nishimura. Y. Hiyama 

Detection of small amount of silicone antifoam used in food and pharmaceutical 

products reQuires a methodology with high sensitivity and wide dynamic range. 

We could detect signals of fatty acid 巴sters in antifoam emulsions as well as 

methyl groups from a methylpolysiloxane. Furthermore. therrnospray rnass 

spectrometric measurements showed that cyclic silicones were included in linear 

ones in antifoam emulsions. Proton NMR spectroscopy incorporated with TSP mass 

spectrometry is thus able to determine silicone antifoarns of different types by 

10-pprn order. 

1. 序論

シリコンオイルは、下に示されるような直鎖又は環状のポリシロキサンを主成分とし、

つや出し剤、 離型剤、 熱媒体、 拡散ポンプ油、 フッ素ゴムの可塑剤、 繊維の椴水剤、 潤滑

剤等、各分野で広く用いられている物質である。
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R: メチル墓、 フェニル基、水素など

本研究では、食品・医療品用消泡剤を中心として、 シリコンオイルの NMR測定を行なっ

た。 この目的で用いられるシリコンオイルは主にオイル型とエマルジョン型が、 製造され

ているが、 検出 lこは微量 (1 0 pprn程度)で効くため高選択的かっ高ダイナミックレンジの方

法が要求されるのである。

2. 実験方法

試料の NM R illtl定 lこは、 重クロロホルム溶解状態で、 Bruker社 AM 3 0 0を用い世 5mmの試料

管にて測定を行った。 化学シフト値は、 クロロホルムのピークを δ7. 3 pp mとし、 これを

基準とした。
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シリコンの分子量分布は、 FinniganMAT-90高分解能質量分析計において、 フローインジ

エクションによるサーモスプレー(T S P) 質量分析法により測定した。

試料として用いたシリコンオイル及びシリコン消泡剤は以下の通りである。

シリコンオイル

S社の製品で、 一般用のジメチルシリコンオイルとして市販されている K シリーズのなか

で、粘皮の違う二穫、 1 0 C S及び 5 0 0 C Sを使用した。 また、 T社の一般用のジメチ

ルシリコンオイルとして市販されている製品 T - 1と化粧品添加用の環状ポリジメチルシ

ロキサンである T- 2を使用した。

エマルジョン型シリコン消泡期j

S社の食品、 医薬品用 iこ使用可能な五種の製品、 A， B， C， D， Fについて、 また

S 1社の製品より、 S A， S B， S Cの三穫、 N社より A F と D Bの二種、 T D社より T

D 1の一種の製品を用いた。

3. 結果と考察

シリコンオイルのメチルピーク

シリコンオイルとしてはジメチルポリシロキサンが一般的であり、 'H N M R を測定すると、

このメチルピークは o0 . 1 ppm付近に出現する。 直鎖ジメチルシリコンでは粘度が大きい

もののメチルピークはほぼ重なって出現するのでシングレットとしてしか見られないが、

粘度の小さなもの、すなわち分子量の小さなものでは多重線となって出現する。分子量を

測定するため T S P "ススベクトルも合わせて用いた。 Sf.土の K シリーズの 10 C S及び

T社の T- 1はトリプレットのピークである(図 1) 0 Kシリーズの 10 C Sは粘度より

計算すると nの数は 16個前後、質量スベクトルの結果では n= 4 ~ 1 8及び n = 1 9 ~ 

4 4の混合物であり、 T - 1は n = 3の単一物であったo S社の K シリーズの 5 0 0 C S 

は、 粘度より計算すると n= 8 4 8個前後であると考えられ、 メチルシグナノレ分子の大き

さを反映してシングレットであった。 これに対して、 環状ジメチルシリコンである T - 2 

は小さい分子であるが、 メチル基ばすべて等価であるためメチルシグナルは完全なシング

レットを示した(図 1)0 TSP法の結果より、 この分子は n= 5と 6であった。

.4.3 ・2 ・lJ~: 叶叶・J 叶 A ・3 ・2 ・1fp;叶 <t-:3 -;， λ.，・2 ・IP;R・・1叶叶・;， .-九九ム λ p;~ -:1・・2・3・..

T-2 (T社) K-500CS (S社) 図 l T-l (T社) K-l0CS(S社)

-78-



エマルジョン型消泡剤

エマルジョン型消泡剤の 1H N M Rを測定すると S iに結合したメチノレ基は全てシングレ

ットのシクナルであった。 しかし、 エマルジョン型消泡剤では、 シリコンの他に成分中に

乳化剤が含まれており、成分が判明している消泡剤には共通して以下のものが含まれてい

る。

シリコーン樹脂

ソルビタン脂肪酸エステル 数%

グリセリン脂肪酸エステル 数%

ショ糖脂肪酸エステルまたは繊維素グリコール酸ナトリウム o .数%

そこで、 シリコーンシグナル以外にスベクトル上でこれらのシグナルが見られる代表とし

て S社のエマルジョン型消泡剤 A のスベクトルを次に示す。

，....，.....γγマ
7.5 ァ!o'. 6:5 . . 6:。町gJ55Ji.iJ4.，‘:a';:55Jat:s町2:O'. i:s .. i:o .み..o:o 

pp例

エマルジョン型消泡弗oAの 1H N M Rスベクトル

全てのエマルジョン型消泡剤に共通して δo. 9 ppmのトリプレット及び 01.2-1.3

ppmにフロードなシングレットまたはダブレットのシグナルが存在する。 これは脂肪酸中の

メチル基及びメチレン基と考えられる。 また、 δ2 . 3 ppmにトリプレット 04.1-4.2

ppmにマルチプレットのシグナルは多くのエダルジョン型消泡剤で見られる。 δ4  . 1 - 4 

. 2 ppmのシグナルはグリセリン脂肪酸エステル又はソルビタン脂肪酸エスデルのグリセリ

ン部もしくはソルビタン部のメチレン基と考えられる。

製品 A (S社)では、 δ5  . 3 5 ppmにブロードなシングレットのシグナルが、 また、 製品 S

A (S 1社)でも o5 . 4 0 pp mにマルチプレットのシグナルが見られるが、 これは不飽和

脂肪酸のオレフィンプロトンと考えられる。実際、 T S P質量スベクトルにおいても製品

A (S社〉においては、 ソルピタン脂肪酸エステルに不飽和脂肪酸が存在していることが確

認されている。 この、 S社の製品 Aの TS P質量スベクトルを次に示す。
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m;iι斗トム i.土Tmdf
乳化剤の分子イオンピークは、 低質量

領域で観測される。

M/z 

S社 A の低質量領域の質量スベクトル

T S P質量分析法によって、 エマルジョン型消泡剤は S社の A、 F、 D、 また TD社の

T D 1を測定したが、 これらに共通する特徴として、 ポリシロキサンの分子量は n= 5 -

3 5が主であり、 環状シリコンが共通して存在していることが分かった。

‘
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n 
，. .1ιι"-ea，Bs.e ss..h 環状シリコンは、 左図のよ

うに直鎖シリコンのイオン

ピークより 14 am u少ない

ところにイオンピークが現

われているところから確認

された。(闘中ム印〉

M/z 

S社 Aの質量スベクトル

水溶液中にシ‘リコン消泡剤が存在している場合、 クロロホルムにて抽出を行い、 このサン

プルを測定することによって定量を行なうことも可能である。 S社のエマルジョン型消泡

剤 Cの 10 ppm、 5 0 ppm、 1 0 0 ppmの水溶液を重クロロホルムにて抽出し、 この試料にて

'H N M R スベクトル上のシリコンシグナルのピーク高さとノイズレベルの比を求めると、

この時の相関係数は 0， 9 9 8 となり、 この検量線を用い同様の測定条件にで未知の試料

溶液を測定することで、 水溶液中のシリコン量を定量することが可能であった。

4， 結論

以主のことから、 微量のシリコン消泡剤は 1H N M Rを用いて定量を行なうことが可能であ

り、 また T S P質量分析法を併せて用いることで、 シリコン分子の大きさや環状ジメチル

シリコンの存在、 及びエマルジョン型消泡剤由来の乳化剤の存在を確認することで同定も

可能である。
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¥¥B NMR  によるホウ酸とジオールとの問の錯形成に関する研究

P18 
0竹田卓也、大井隆夫、垣花秀武 (上智大・理工〉

Complex formations between borate and diols in aqueous medium as studied 

by "8  N円R

Ta k u y a T "k_eJ! ;>， Takao Oi and Hidetake Kakihana 

(Dep. Chemistry， Sophia Univ.) 

Borate is known to form complexes with polyols in aquous medium. In this study， 

we examine by ¥ ¥8 and ¥3C N刊R spectroscopy complex formations between borate and 

three diols; 1，2-propanediol(1)， 3-amino-l，2-propanediol(2) and 3-dimethylamino-

1，2-propanediolcn. 

At most three signals are observed 'in ¥¥B NMR spectra for each borate-diol solu-

tion. One of these signals is a peak corresponding to the exchange between 

boric acid and borate and the other two signals are assigned to 1:1 and 1:2 

borate/diol complexes. 

Stabi I ity constants between borat巴 and the diols are culculated from the peak 

areas obtained. The decreasing order of the complex stability is.borateー (2) > 

borateーc;n > borateー(1). 

[緒言】 水溶液中でホウ酸イオンはポリオールとの聞で以下に示す錯形成反応をするこ

とが知られている。本研究では、ポリオールとしてジオ}ルである 1，2-プロパシジオール

CH2 (OH)CH(OH)CH3 (_l_)、これにアミノ墓を導入した 3ーアミノー 1，2-プロパンジオール

CH2 (OH)CH(OH)CH2NHz (2_)、 3 ジメチルアミノー 1，2-プロパンジオール CH2(OH)CH(OH)-

CH2N(CH3)2 (_a)を用い、それらとホウ駿との簡の錯形成反応を¥¥ B、¥3 C N丹Rにより研究

することを目的とした。
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[実験] 約o. 1円 (1M = mol dm-3) ホウ援と約 0.5M ジオール(共に正確な濃度がわかっ

ているもの〉を含む 3.0円 NaCI水溶液を NaOHまたは HC I ;を用いて様々な pHに調節し、各 pHに

おいて 11 B、 13 C 出河 Rを測定した。基準物質として1¥8 NMRでは三フッ化ホウ素・ジエチルヱ

}テル、¥3C N:~R では 3 -(トリメチルシリル〉プロパンスルホン酸ナトリウムを用いた。

¥ ¥ B N M Rでは、得られたスベクト){，中でピ}クが重なった場合にはスベクトル分解を行ない、

ピーク面積により対応するホウ素種の濃度を決定した。

[結果と考察] 各試料の 1¥ B N円Rを測定した結果、いずれのホウ重量一ジオール水溶液につ

いても最大三本のピークが観測された。 Fi g. 1， 2にホウ酸-_l_水溶液、ホウ酸-2_水溶液
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ホウ酸一三水溶液は 2の場合と非常に類似したスベの， 'B N門Rスベクトルをそれぞれ示す。

ホ各々のピークは文献値などを参考に B(OH)3 + B(OH)，一(B包+B -) クトルを示した。

Ta b 1 e 1に各に帰属した。2錯体 (B-L2)1 1錯体(B -L )、ウ殻とジオールの 1

ここで B・と Bーは水溶液中での速い交換速度のためピークの， 'B N門R化学シフトを示す。

p Hで決まる両者の存在害IJ合の加重平均によってピークの位置が決， ， B 討円Rでは区別できず、

またアミノ基を含むジオールのホウ音量錯体のピ-'7にまる一本のピークとして現われる。

これはアミノ墓を含むジオールは i欠の平衡玉えについてもわずかな pH依存性が観測された。

それらが共にホウ重量イオンと錯形成するためと考えられる。よる二つの状態が考えられ、

o r 3) ( L = 2 L H' 一一一ーラP
4ト一一一一H ' + L 

Ta b 1 e 1 (こピーク面積より計算された各ジオールのホウ重量錯体について以下で定義される平

K 2 'を示す。K2、K t '、衡定数 K，、

句

1
J
+
 H
 
L
 
[
 

[ B -] / [B-LH+] K
 

[ L ] [B-L] / [B-] K，= 
[ L H ，] [ B -L H令]/ [B-(LH')2] 

。』K 
[ L ] [B-L，] / [B-L] K 2 = 

アミノこれは、j_の!I!li(こ錯形成がしやすいことが分かる。3、この{直よりジオールは 2、

基の電子吸引によりアルコールの OH基の O上の電子密度が変化した影響によるものと考えら

れる。

Table 1 Observed "B  NMR chemical shifts and culculated stabi 1 ity constants 

between borate and the diols 

stabi 1 ity constants (mol-'dm3) 

K， K，' K2 K2' 
chemical shifts (ppm) 

1 : 1錯体 1 : 2錯体d i 01 s 

1.9 

0.57 

1.2 22 

4.4 

8.6 

9.2 

9.6ー 10.t 

5.5 

5.7-6.0 

1. 2-propaned i 0 1 

3-ami no-

1， 2-propanediol 

3-dimethylamino-

1.2-propanediol 

1.9 1.0 18 7.5 9.5-10.0 5.5-6.1 

町
-
一
人
山
町
3

一。江

川

l
i
-
-
1ハ
1
1
Hハ
¥

¥

冶

引

τ川町
υ

。卜
vo
ペ
ゾ
仏
I
1
l
w
J
/
二
よ
七

i
l
l
-
-
M
h
蜘

一

1

1

1

1

k

川

賞

S

O

物

R

M

何
日
基

N
J
l

-82-

nu 
(
 
B
 

O

¥

/日
[
 日(011)J 1s (011)凋一



P19 MBPT法による核スピン結合定数の計算

(北見工大) 0福井洋之、三浦宏一、松田弘喜

Abstract 

The Fermi-contact contributions to the nuc1ear spin-spin coup1ing 

constants are computed for four first-row hydrides， i.e.， HI'， H20， NH3， and 

GH4 using the finite perturbation many-body perturbation .1oheory (FP-MBPT) 

t，hrough the second order in e1ec七r-on correlation correction. The 

ca1cu1ated va1ues of the JXH (X=O，N，C) yie1d the reasonab1e resu1ts， bu下 the

ealculation for JFH and th" genlInal .THH (i n 1120， NH3， and C"4) presents too 

large va1ues. 

1. Method of Ca1eu1ation 

If the Fermi-contact interaction between two particu1ar nuc1ei A and n is 

investi耳ated，the form of the tota1 Hami1tonian H becOlnes 
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where VAZ and VBz can be written as 

VNz = (8h戸BγN/3)( μ。14K)~ð(;Ni)sz(i) =手VNZ(i) ， N = A，B • i ，~..L... i 
(2) 

The phenomenological isotropic coupling constant JAB is defined fro皿 the'seeond ord~3r 

perturbation energy EAB by 

EAB = hJAB . (3) 

We consider a 皿olecularsystem containing even nu田berof e1.，ct.rons interacting 
through the instantaneous mutua1 Cou1omb pot.，ntia1 v・・ and any number ()f nuclei. 

1.1 

Within the fixed nuc1eus approximation， the unperturbed Ha皿i1tonianHO for the syste皿，

exc1uding the inter-nuc1ear repu1sions， is 
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core 
where h(i) is t.he sum of the kinetic energy and the nuc1eus-e1ectron attractive 

potentia1 of the ith e1ectron. In order to solve the Schrodin菖erequation.， we fil"st 

introduce the on.，-body potent.ia1 v giving an appropriate independent-partic1e皿ode1 of 
the Bystem. In t.his paper we sha11 choose v to be the Hartree-Fock (HF) potentia1 

vHF・
Genera11y， in the calculation of correlation contributions to e1ectro皿agnetic

properties of atoms and molecules， the expansion in terms of one-electron states 

determined in 10he presenc.， of the per1ourbation fie1d is expec10ed 100 be more rapidly 
convergent. According1y， i f ..e ob1oain a set of one-e1ec1oron sta10es by s01 ving 10he 

Har1oree-Fock equat.ion in 10he presence of the perturbat.ion vAz' the one-e1ec1oron 

equation 100 be solved is 
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[hco1'e+VHF+λvAzlV>k =εkV>k ' (5 ) 

where {V>k} is a set of unrestricted one-electron spin-01'bital wave functions， and λis  

the pe1'tu1'bation pa1'ameter. In this case the total Handl tonian H is pa1'ti t;ioned as 

H = IIA+Vco1'1'+VBz ' (6) 

where 

core 
IIA =号[h(i) +vHF(i)+λVAz(i)l ， (7) 

l 

Vco1'1' = ，~，Vij-~vHF(i) ・、 (8)
i<j .&.tJ i 

We expand he1'e the second o1'de1' perturbation ene1'gy EAB in te1'ms of the .electron 

correlation potential Vcorr・ Ifwe denote the energy of the jth o1'de1' with 1'espect 

(.il 
to Vcorr and the fi1'st o1'der to both VAz and VBz asεAs'， we have 

ω(.i) 
'AB = ~εAB ・ (9)
j=O 

ei~) is obtained from e~j) ， which is defined as the ene1'gy jth Q1'de1' in Vco1'r and first 

o1'de1' in VBz' by using the equation 
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for the small finite pe1'tu1'bation of λVAz・ Ifthe jth cor1'elation cont1'ibution. to 

J.~ is defined bv 
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(0) 
We note that t.he ze1'oth orde1' co1'r田elationc:ontribution JAii' i8 e吐ualto the finite 

pe1'turbation SCF coupling cOIlstant JAB (FP). Furlher皿o1'e，it Is shown that the fi1'8t 
(1 ) 

o1'de1' contribution JAn' vanishes due to the Brillouin theo1'e皿 as follows. lf we 

denote the g1'ound and excited eigen kets of HA by !O> and !n>， 1'espectively， with the 
(0) ____， D(O) ___ L 

eigen energies EU ~， and E]; -'， we haVH 

e~ 1) = ~'( EO 0)ーEiO)}ーIl<O!VBZ!n><n!Vcorr!伽 <O!Vcorr!n><nIVBzIO>J
主主

occ unocc 唱
-1 r ~，.. I~. .....r.. ... • ..-.r 

= ~ L (εaιr) '[<OIVB 7. IW~><曹;;'IVcorrIO>+くOIVcorrl 曹;;.><曹;'IVB 7. lü >J
a r 

= u ， (13 ) 

where 曹!is the singly excited triplet wave fUIlction皿a<Ie of the excilation frum the 
occupied spin-orbit.al a to the unoccupied one r. The above result due to using HF 。…s…ds…山dethe dlagrams …ing ~ - - - and パ~ ln the MBPT 

approach. 

(2 ) 
'fhe lowest Gorrelation contribution to J AT'. is therefore J 1;:; '. The seeond order AB •• .~=&=.v.= VAB 

(2 ) 
lation energyεE-' is the sum of the contributions of the 12 Feynman diagrams 

(2 ) 
shown in Fig. 1. The algebralc 1'epresenta七ionfor εE-' is easl1y obtained from the 

well known rule ()f the Feynman diagrams. 
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。----。 co 。----。 。。
Fig. 1. Fermi-contact diagrams second order in correl.n.tion and first ord.er in VBz・
• means Vn_ interaction. Bz 

I1. Results 

19 Table 1. Fermi-contact rluclear spin-spin coupling constants for the H'JF 皿olecule

(in Hz). 

* h h'_** ホ*Basis set 6-31G 6-31G. 6-31G--6-311G-- [7s4p2d/5s2p] Exptl. 
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17 Table II. Fermi-contact nuclear spin-spin coupling constants for the H2
1.O molecule 

(in Hz). 

Basis set 6-31G 6-3lG* 6-31G ド本 6-311G 権* Exptl. 

Ji~) -74.2 -67.0 -66.2 ー72.8OH 

.Ji~~) +Ji~) -69.8 -61.1 -59.4 -64.6 -62.2 011 ，vOH 

J，<，2) -24.0 -2，L7 -22.8 -23.9 HH 

J.<'!~) +J，<'~) -20.5 -18.9 -18.7 -19.7 -8.9 HH TVHH 
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14 Table III. Fe，'mi-contact nuclear spin-sp.in coupling constants for the L"NH3 皿olecule
(in lIz). 

Basis set 6-31G 6-31G本 6-31G 本* 6-31lG ホ* Exptl. 

Ji~) 
NH 51.5 44.0 42.2 45.1 

，T!，~)+J'<'~) NH TVNH 48.4 40.7 38.6 41.0 41.7 

J.¥?) HH -29.0 -25.8 -25.3 -23.9 

，T.<.?) +J.\~) HH TVHH -25.8 -22.1 -21.1 -20.0 ー15.9

Table IV. Fermi-contact nuclear spin-spin eoupling eonstants for the 13CH4 moleeule 

(in H，，). 

Basis set 6-31G 6-3lG本 6-3lG*本 6-311G** Exptl. 

J~?) 
CH 167 147 143 141 

J~?) +J~~) CH 'VCH 156 136 131 129 123. !; 

J.¥? ) HH -34.8 -29.2 -28.6 -24.1 

JH(0)+J {2} 
H TVHH -31. 4 -25.5 -24.3 ー20.5 -12.1 

-86-



ヒト骨格筋におけるエネルギー代謝の 3Ip  -N M R による研究

P44 
(京都府立医大・生理、 ・神戸大・体育、 一生理研・分子生理)

O吉崎和男、平川和文¥小田慶喜、森本武利、亘 弘傘 e

3Ip-NMR study on the energy metabolism in skeletal musele of human arm 

K a.ZU0 Yosh j_~_1!__l\ i. Kazufumi Hirakawa・ Yoshinobu Oda. Taketoshi Morimoto. and 

Hiroshi 宵atari" (Dept. PhYSiol.. Kyoto Pref. Univ. Med.. 'Dept. Phys. Edu .. 

Coll. G.A.. Kobe Univ.. and .・ Dept. Mol. Physiol.. 耳atl. Inst. Physiol. Sei.) 

31p-NMR .as shown to be useful for the analysis of energy metabolism in 

skeletal musele of human arm. The surfaee eoil tuned double to phosphorus and 

proton was useful to determine the loeation of sensitive volume using the NMR 

i酒aging of human arm. In the resting musele the eoneentrations of 

phosphoereatine and inorganie phosphate were 34 and 5 mM. respeetiv号1Y. 

ealeulated with the assumption of 8.2 mM ATP. Intraeellular pH was 7.1. 

caleulated from the ehemieal shift (4.8 ppm) of the inorganie phosphate 

〔はじめに〕

ヒト骨格筋におけるエネルギ一代謝は従来、 筋生検による微量の摘出した筋組織の生化

学的分析により解析されてきた。 本研究では非破壊的測定法である NMR 法をヒト骨格筋に

応用し、 表面コイルをもちいた 31p-NMR スベクトル分析によるヒト前腕の骨格筋のエネル

ギ一代謝について報告する。

さらに表面コイル法をヒト前腕の骨格筋に応用する場合、 測定対象となる部位の把握が

必要である。 今回、 1 Hおよび 31 Pの共鳴周波数に二重同調した表面コイルを用いることに

より、 1 H -M R I 画像から測定部位の設定が可能となったことについても報告する。

[方法]

対象は健康成人男子で、 左側・仰臥伎のもとに左前腕内側の浅指屈筋付近の上 l己表面コ

A) B) 

図 1 ヒト左前腕断面の 1H-MR I画像(A)およびその表面コイルによる検出部位の MRI画像(B)。

よしざきかずお、 ひらかわかずふみ、 おだよしのぶ、 もりもとたけとし、 わたりひろし
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イノレをおいた。 表面コイルは半径 40 mmの 31 Pの共鳴周波数に同調したもの、 ならびに 1Hお

よび 31 Pの共鳴周波数に向調した直径 40 m mのものを用いた。 また、 前腕断面の 1H'~ M R 1画像

の測定には直径 10c mのコイル(スロット型)をもちい、 前腕の同一部位をコイル内においた。

MR 1 i画像ならびに 31p-NMRスベクトルの測定には目立製 MRljMRS装置(2目 1 T、 1 Hおよび 31 P 

の共鳴周波数:90および 36 MHz)を用いた。 スベクトル測定の際のシミングには水のシグナ

ルを用いた。 通常、 定量分析には 20秒の繰り返しで 16回積算、 運動負荷時には 2 秒の繰り

返しで約 O.5 分あるいは 1 分間積算した。

安静状態を 15 分以上保った後、 31p-NMRスベクトルを測定し た。 運動負荷としてはゴム

球を 7 秒間、 最大握力でにぎる運動を O.5分あるいは l 分ごとに繰り返した。 阻血負荷に

は駆血帯を上腕にまき、 最大血圧以上の圧を被検者が加え、 血流再開時には同様に被検者

が駆血圧を解放した。 ゴム球を圧トランスジューサにつなぎ、 筋収縮時聞を計測した。

[結果および考察]

1.表面ヨイルによる検出部位の 1H -MR 1画像による同定。

ヒト左前腕の断面の 1H -MR 1 i画像を図 1A に示す。 親指側を左に、 前腕の内側を上に示す。

中央部より左に{申筋群と榛骨、 右に尺骨と屈筋群が認められる。 表面コイルで前腕の 1H-

MR 1 画像を測定すると、 図 1Bに示すようにコイルの半径程度の深さまでが検出できている。

この表面コイルの位置を前腕表層の屈筋群が検出できるように設置した。 このように表面

コイルを 31 Pのみならず 1Hの共鳴周波数にも同調することにより同ーのコイルでの測定部

位の設定が MRI 画像の測定によって容易に確認できるようになった。

2.ヒト前腕骨格筋の 31p-NMR スベクトルによる安静時のエネルギー状態。

安静時の 31p-NMRスベクトルを図 2に示す。 スベクトルの各共鳴線の面積を ATPの β 位の

リンの共鳴線の面積と比較し、 ヒト前腕の安静時の筋細胞内の ATP 濃度を 8.2 m Mとすると、

クレアチン燐酸 (PCr) 34 士 5 mM、 無機燐酸 (Pi)5 :l:1mMとなった。 Piの化学シフトを

PCrを基準として求めると 4.83 :l:0.D5ppmとなり、 筋細胞内 pHを計算すると 7.0 7 士 o. 04と

なった (6 名 mean :l: S. D.)。

3.ヒト前腕筋の運動負荷によるエネルギ一代謝の解析。

運動負荷とL..:C、 ゴム王者を 7 秒間最大握力でに

ぎった直 ベクトルを約 1 分間積，算した。 こ

巣を図 31こ示す。 下から上に 5

ベク Pトル担11定後ぐこの運動を 5 回

繰り返すと干、Cr'lま安静九時の約 90%に減少したが、 細

胞内 pHはほとんど変化しなかった。

つぎに、 阻血下に同じ運動負荷を加えた場合の

スベクトルの変化を図 41こ示す。 安静時のスベク

トルを約 O.5 分ごとに 6 回測定した後、 阻血負荷

を加えても安静状態ではスベクトルに変化を認め

88一
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図 2. ヒト前腕骨格筋の安静時

の 31p-NMRスベクトル。
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図 3. ヒト前腕骨格筋の運動負荷による 図 4 ヒト前腕骨格筋の阻血および運動

31 P-NMRスベクトルの経時変化{下か 負荷による 31p-NMR スベクトルの経

ら上へ，左の数字は Piの化学シフト 時変化(下から上へ)。

から求めた細胞内 pHを示す)。

なかった。 阻血下に運動負荷を加えると一回目の筋収縮でも有意な PCr の減少と Piの増加

を認めたが、 細胞内 pHはあまり変化しなかった。 さらにこの運動を繰り返すと PCr の減少

にともない細胞内 pHの酸性化を認めた。

ところで、 阻血下での筋収縮後に連続して

得た 2 つのスベクトルはほぼ同ーであった。

しかも図 5に示すように、 筋収縮後のスベク

トノレの経時変化でも阻血状態を保っていると

PCr の回復や細胞内 pHの回復は認めらなかっ

た。 駆血帯の圧を緩め、 血流を再開すると l

- 2 分で PCr の急速な回復がみられ、 さらに

血流再開後に一過性に Piが安静時よりも減、少

し、 その後 lこPiが増加して安静時のスベクト

ルとなる傾向が認められた。 また、 酸性化し

た細胞内 pHも血流再開によって回復した。

この結果は、 筋収縮にともなうエネルギー

消費ならびに嫌気的解糖系の冗進が収縮の終

7.1 

7.1 

7.0 

7.0 

7.1 

7.1 

7.0 

7.1 

10 -10 -20 

Chemical shif t (ppm ) 

了とともにただちに終わることを示唆してい 図 5 ヒト前腕骨格筋の阻血運動負荷後

る。 さらに、 酸性化した細胞内 pHは阻血状態 の 31p-NMR スベクトルの経時変化。
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血流再開では ATP があるにもかかわらず回復せず、

細胞内に蓄積したによってはじめて回復したから、

H +イオンの血流による洗い出しが重要であることを

示唆している。

つぎに阻血下での筋収縮による PC r 濃度の減少と

筋収縮により PCr6 ，こ示す。細胞内 pHの酸性化を図

。が減少しでも最初は細胞内 pHの酸性化はあまり認め

7.2 7.0 6.4 6.6 6.6 

Muscle pH 

6.2 

PCrが約 60%以下になると細胞内 pHの酸性化られず、

ヒト骨格筋の阻血運動負荷図細胞内 pHの酸性化が生じた時にはが念、に生じた。

によるクレアチンリン畿の減この時には筋収縮によってはあまり減少せず、PCr 

少と細胞内 pHの酸性化。消費されたエネルギーが嫌気的解糖系の克進によっ

ヒすなわち、て供給されていることを示している。

ト骨格筋における嫌気的解糖系の著明な充進による

が約 60 %以下になったときに生じることが示唆された。エネルギー産生は PCr

の減少と相応する Piの増加が認められたが、さらに阻血下での一回目の筋収縮時には PCr

嫌気的ならびに好気的なエネルギ従って、細胞内 p百の酸性化はあまり認められなかった。

この PCrの減少量は筋収縮に使用された ATP量を反映して一産生を無視できると考えると、

これは 7.8 m Mの AT Pが消5 名の被検者の PC rの減少量は 23 士 4 %であり、いることになる。

最大握力での筋収縮実担rJした収縮時間は 6.9 士 O.4秒であったので、費されたことになる。

この値はヒト筋原線維の ATPase活性時には ATPを1.1 mM/sの速度で使っていることになる。

が 1.3 mM/sであるという報告 1)とほぼ一致している。

通常でを消費する。秒に約 1 mMの ATPヒト骨格筋はその筋収縮によって lまとめると、

この ATPの補給がしかし、ただちに好気的なエネルギー産生によって ATPが補われる。は、

細胞内 pHの酸の減少量が 8 mM以上になると嫌気的解糖系が著明 lこ冗進され、PCr 不足し、

筋収縮が終了するしかもこの嫌気的解糖系の冗進は筋収縮時にのみ生じ、性化を生じる。

筋収縮後のエネルギ一代謝の回復はおもにミトコンドリ従って、とただちに抑制される。

しかも細胞内 pHの回復も血流の再開によアによる好気的ヱネルギー産生の能力を反映し、

って生じることが明らかとなった。

1 Hにも同調させておけば ¥H-MRI 画像から測以上のように表面コイルを 3¥ Pのみならず、

法が有用さらにヒト骨格筋のエネルギ一代謝の研究に 3¥p-NMR定部位が明確になること、

であることが明らかになった。
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0鵜沢 j旬、柴田俊之、小川智也、浦本昌和(理研)

吉村昌治(メクト)、坪野治二(日本電子データム)

DEVELOP阿ENTAND APPLICATION OF HETERONUCLEAR NOE CORRELATED NMR SPECTROSCOPY 

Jun日互型旦.Toshiyuki Shibata. 九moyaOgawa. and阿asakazuUramoto (RIKEN. the Inst. Phys. and Chem. Res.) 

阿asaharuYoshimura (阿ECTCorporation) and Koji Tsubono (JEOL Datum Ltd.) 

A new inethod for measuring heteronuc1ear NOE corre1ated NMR spectrum and its app1ication. are 

presented in this report. The structure ana1ysis of 13C-enriched sia1ic acid which composes gang1iosides. 

the important components of membrane. was carried out by 2D 1H_13C NOE method. The resu1ts most1y 

supported the conformation proposed by S. Sabesan et a1. For the improvement of 2D 1H_13C NOE spectrum. 

the TANGO pu1se sequence and the CYCLING method were proved to be usefu1. The resu1ts measured by the 

TANGO pu1se sequence showed good disappearance of the meaning1ess cross-peaks between direct bonded 

protons and carbons. It is noted that S/N ratio was remarkab1y increased by the use of the CYCLING method . 

.L一度亘

演者らは19 7 ßi~，皮の本討論会において、選択的に 'H を照射したときに特定の 13 Cシグナルの強度が増加する現

象を報告し、これを「選択的I3C{IH}NOE法」として確立した。この測定法は有機化合物の構造解析υ やりン脂質

ミセル (31P{IH)) 21 シクロヌクレオシド(15 N {I H}、 第26回NMR討論会)の構造研究に利用された。呉核種

間の二次元NMR法については2つのグループ3)によって1983年に開発され、演者らもその検討結果を1984年の

本討論会で報告した。二次元法は一次元では得られない貴重な情報も得られる反面、感度が極端に惑いためほと

んど利mされなかった。 1988年後半から異核種間二次元NMR法の感度を向上させる方法(Cycling法)が発表さ
れた"。これを簡単に言えば、 'Hを飽和させてヘテロ核に磁化を移動させる時にミキシングタイムをかなり長く

する必要があるにも係わらず、 IHの緩和時間が短いために磁化移動前に磁化が回復してしまう。これが感度が惑

い一つの原凶であったが、 IHの磁化が少し回復し、部分的に磁化移動したらミキシングタイムを打ち切ってこれ

をすぐに観測しないでループで繰り返し、 NOE増加量を積み上げる方式である。

今回はあまり利mされていない異核種間NOE相関NMR法の応用例と検討中の新しい測定法を紹介し、それ
ぞれの長所と短所を述べる。

Lニ盗忌滋狙illl己正;_{'Hl NOE法

一次元の選択的な13C {_I H} N 0 Eを測定するにはLSPDi去で面積強度を比較するか差スベクトルをとる方法が

最も簡単である。しかし、 S/Nが悪いスベクトルで面積強度を比較するのは誤差が大きく問題が残る。 IHを完

全にデカップリングし、なおかつ13C{'H} NOEを測定するパルス系列が日本電子の装置には用意されている

のでこれも使える日。 このパルス系列(CNOEDIF)は簡単であるが、 IH照射時間をかなり長くしないと肝心のと

ころが見えない。演者の経験では10~15秒位が適当と思われる。一般に、 IH照射時間を短〈して積算時間を増や

すとIHの直接結合した13Cシグナルのみが強調される。

三」二盗孟丘二QJ箆NOE波によるシアル酸の構造解析

シアル酸は生体機能と深い関係があるとされている 9単糖の化合物で、特にガングリオシドの生理作用の発現

にはシアル酸が不可欠であると言われている。シアル酸の垂水中での構造研究はE.B.. BRAUNらが270MHzのNMRス

ベクトルを詳細lに検討し、第1図の様な構造を提起した引。
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;;本:::体::
Conformation of g1ycerol side chain. 

また、 S.SAsESANらはガングリシド GH2

とGMlのけIと"CのNMR研究からシア

ル酸部分の構造について右に示すような

aとbの2+重の可能性を提起した。彼ら

はaだとすると5-11と8寸Iが2.3λ位に近ず

くはずなのにi河者間にNOEが見られな

いことからbの構造を示唆していた円。

これらのシアル酸はいずれも天然にあ

るα製である。

:体:8 OH 

OH 

1
 

4

・A(
 

3
 

、‘。
l
聞

-、，、
'‘一¥L 

HA 

HA OH 

a b 

演者らはシアル酸のー穣である β-Nアセチルノイラミン酸メチルエステルメチルグリコシド (2)のNアセ

チル基の力ルボニル基を90%以上13Cラベルしたものを合成し、 DMSO溶液中の構造解析を基本的な異核種間二次

元NOE法により行った。その結果を第2図に示す。図中のlHの帰属は18-1HCOSY、13C_ll!COSY等による。

OMe 円l
HO 

NH OH 

一λ一一一
2 

T-，rr-r-τ一r-"r一r..r一「ア，-，-
日 7 5 

戸
4 3 

1
13C 

PPM 

Nmie c 

PPM 

2 

第2(羽 DMSO溶媒中における化合物 (2)のlH-"C2DNOEスベクトル

パルス系列は第 3図(A)、PI3=0.4s、PD=7. 36s、64scan、CLPNT=128

ラベルしたカルボニル基の耐となりのメチル基とアミノ基から大きなクロスピークが見られると共に5-H、7-0

H、7-1Iからもクロスピークが見られた。この結果からNアセチルカルボニル基と7-0Hが水素結合し、 7-Hもカルボ

ニル基に近い構造(bにちかい)をとっていることが強く示唆された。また、その他の構造はスピン結合定数が

SABESANらの結果と誤差の範聞で一致するので 図の返りと考えられる。

なお、 'HのTlをinversionrecovery法によって測定した結果、 4-0H;0.48、8-0H;0.46、9-OH;0.6秒であるの

にくらべ、 7-01Iは0.29秒であった。
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三生ι土コ:_Al'L!lQ.土江lkぇζよ五五三之上lk_金差益~

爽核種間NOE相|苅NMR.法はあくまでIHを照射し

て'Hの直接紡合していないカルボニル基など4級炭素

等を観測する昔{II定法である。したがって直接IHの結合

した 13CとのNOEは意味無いので観測パルスにTANGO

を使い別、これを消去する実験を行った。話料はクワガ

ルスをmい、制1111包に[2-1 3口酢搬を投与して生合成し
て得たシヤルコモラシン (3)引を重アセトン溶媒で使

用した。

その紡栄とパルス系列を第3図に示す。左図は従来の

"I10ESY"でi1¥l1定し、布図はlI1の最初のBO。パルスをTANGO

に変えて測定した結果である。けiの直接結合したt3cへ
のクロスピークがrl~ えている。

賀日 3阪i

~ 日 ロE
900 P3 AQ.PA 

13C 口 与
Pl=X，Y，-X，-Y， Y，-X，-Y，X， -X，-Y，X，Y， -Y，X，Y，-X. 

PD 

P2=X，Y，-X，-Y. P3=X，Y，-X，-Y. P4=(X，Y，-X，-Y)4. 
PI3=0.8~2.4sec. PD=3.0sec. 

PPM 
TγTT寸 Tア rn庁ナアTTア TT'ア門寸T 門下r-r-rrr

115 110 105 

G 

(o) 

〈ミ〉

亡コ

(o) 
《霊〉

o 
<Q 

-93ー
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〈コ

HO 

7・T

R.= 

OH 

(3 ) 

円 円日

口
The TANGO pulse sequence replaces 
the 900 x I H 'pulse. 
P!1=1/2J. 

。
.t. 

m 

α3 

トー

o 



豆ι 土CYCLI N企益三iζよ丞盛i変血よ盤墨

第4図

(A) 900 x 900 x.-x (B) 1800 x 

'H日日 B.B.DEC 

BIGLERらの文献にある一次元によるミキ

シングタイムおよびループ回数と NOE増

加1蚤をチェックずるパルス系列を作成し、

試料 (2)在使って測定した結果を第4図

に示す。ループ回数1恒lすなわち通常の方

法で測定すると圃印のようにミキシングタ

イムをI隠してもS/Nの向上は見られない。

PI3 900 P I AQ.P2 PD 2250 P 1 1800 P 1 450 P 1 

"C F二〉 [E日~
Ll 

Pl=(X， Y， -Y， -X)2. The TANGO pulse replaces 

一方、 "CYCLING"j去では・印のように・印

にくらべ著しい日/Nの向上が兇られる。ミキ

シングタイム Xループ回数の増加によって

P2=X，-X，Y ，-Y ，-Y， Y ，-X，X. the 900 1 3 C pulse. 

1直線的にS/Nが域加している15秒程度が最適

とjgわれる。ミキシングタイムはIHのTI

より少とE自に設定し、ループ回数を合計で

15秒程度に合わせれば良い。分子量が大き

くなれば、このi時間は小さくする。

また、観測パルスにTANGOを使うと第4図

の o~p に示すように・ fP に比べむしろ感度

向上が見られる。

ラ4
70 

50 

40 

30 。. 
20ト。

1OI22 
-EE 

。。
日。

。 。
A 

L l:;Q 
E 

lL_ーまζ主主 30 P13*1140 SEC 

奥核.fJljRllN0 E相関 NMH.法はIH-'H同土のスピン結合がなく、 nJ X. Hがゼロまたは小さい場合やnJ X. Hが

あっても 2ポンドか3ボンドかを判定したい場合に有益である。

もし'Hシグナルが分雌していれば一次元のLSPDやCNOEDIFを使う。 'Hが重なり合っている場合は注目するはC

核などをラベルして二次元法を使う。 S/目を向上させるcycling法とスベクトルを単純化させるTANGOパルスを組合

わせることにより挺核種間NOE法は有用性を増すものと思われる。 さらに大きな化合物用にはスピンロック法

が必裂と考えられるが検討する予定である。

終わりに、貴重な試料 (3)を使わせていただきました東邦大学薬学部野村太郎教授に深く感謝します。
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L8 
二重子フィルタを用いた異種核開三次元 NMRの考察

一一天然存在比下での同種核相関 NMR一一

(日本電子) 0大内宗減 河野静江 今成司

Investigation of 自eteronuclear Three-dimensional NKR Spectroscopy by Double 

Quantum Filter. .aC Chemical Shift Editing of DQF-COSY at Natural Abundance. 

(JEOL) 11UNEKI OHUCH 1 SIZUE KOHNO KAMORU IMANARI 

Three-dimensional NMR spectroscopy has been shown to be an effective method 

for resolving spectral overlap encountered in two-dimensional NMR experiments. 

Heteronuclear three-dimensional experiment is combination of a heteronuclear 

shift correlation experiment with homonu~lear two・dimensional NMR experiments. 

Ho廻onuclear two・dimensional spectra can be simplified with this technique by 

editing with respect to the heteronuclear chemical shift in a third-dimension. 

One of heteronuclear three-dimensional techniques， HMQC-COSY has the dispersion 

profile of the diagonal peak. To eliminate dispersion components from the 

diagonal pearks， we developed new heteronuclear three-dimensional HKQC-DQF(COSY) 

tecnique. Therefore， we obtained high resolution spectra. 

1 9 8 6年第 2 7回 ENCにて P 1 a n tらのグループが溶液試料の三次元 NMR訟を

発表して以来、溶液試料の三次元 NMR訟は飛盟約な発展をとげた。三次元 NMR訟は二

次元 NMRスペクトルの信号に重なりがありスペクトルの解析が図書Eな場合、信号の重な

りを効率良く分隠し解析を容易かっ明確にするため考案されたものである。溶液試料の三

次元 NMR訟は同種核三次元 NMR法と異種核三次元 NMR訟に大別できる。異種核三次

元 NMR訟は、異種核二次元 NMR訟と同種核二次元 NMR訟を組み合せたものであり、

第三輸にケミカルシフトの広い'"C核などの異種核を使用し、信号の重なりを効率良く分

離することが可能である。異種核三次元 NMRの実験では測定時間を短繍する目的で、， 5 

N核や '''C核などで同位体ラベルした試料が使用されている。しかし、同位体ラベルが困

難な天然物等を試料として使用する場合は、天然存在比下で三次元 NMRの実験を行なう

必要がある。 '2C核による 'H核信号を消さなければならないので天然存在比下での三次

元 NMRの実験は昨年本討論会で発表したような困難さを伴なう。また昨年本討論会で発

表した HMQC-COSY 訟では対角ピーク iJ~ 分散波形となりこの分散波形が穏健ピーク

と重なってスペクトル解析を困難にしていた。そこで我身は新しく対角ピークが純吸収波

形になる二重子プイルタを用いた HMQC-DQF (COSY) 訟を開発した。部定に要

する時聞が HMQC-COSY法の二倍必要となる欠点を持ちながらもこの HMQC-D

0おおうちむねき こうのしずえ いまなりまもる
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QF (COSY) 法は対角ピークが純吸収波形になるためジグナルの分離が良く飛麹的に

スベクトルの解析が容易になった。

〈実験>

三次元 NMRの測定は HMQC法の測定可総な GSX400を使用し行なった。サンプ

ルは市販トマチン 20mgを CsDsNO.5mlに溶解した。図 1にHMQC-COSY、

HMQC-DQF (COSY) 訟のパルス系列を示した。 図 1bの HMQC-DQF

(COSY)法のパルス系列は図 1aのパルス系列の最後の 900 パルスを二つの 90。

パルスに置き換えたものである。 また、二重子遷移のみを取り出すため、最後の 90 0 

パルスの位相を X ，y ， -x，-yと変え、またレシ}パーの位相も x ，-y，-X，y

と変えている。二次元 NMRにおいても DQF-COSY法ではす/えてのピークが純吸収

波形で表示できるようにこの HMQC-DQF (COSY)法でもすべてのピークが純吸

収波形となる。また、 12C核による IH信号を消すため図 1のパルス系一列にバードパルス

Tomatlne (lycoperslcln) 

MW 1034.22 
lH 

13C 

lH 

13C 

図1 パルス系列

tE22 111i晶 総~~

図2三次元 NMRのスライスヂータ:a .HMQC-COSY b .HHQC‘∞F(CuSY) 
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を付加して異種核三次元 NMRスペクトルを測定した。 HMQC-DQF (COSY) 法

る時間が二倍必要となる。 HMQC-DQF (COSY) 訟の実験条件は次の通りである。

~一一「ーー---一一}戸~一一一-一、----
F1. F2.  F3輔の実測の点数は 55.75.256点で、処理時、 64.128.

256の re a 1点までゼロフイリングを行なった。一つのパルス系列を 0.7秒で繰り

返してそれぞれの点に対して 1 6回の積算を行ない、約 4.5日を費やして三次元 HMQ

C-DQF  (COSY)  NMRデータを採集した。三次元 NMRのデータ処理は昨年本討

論会で報告した方、訟とほぼ同様であるが最初の二次元ヂータセットは信号が検出できず F

3臓の位相情報が正確に得られないため、 F 3軸の位格補正は、すべての輸の複素フーリ

エ変換を行なった後目的のケミカルシフトでのクロスセクション(スライススペクトル)

として取り出した二次元データに対して行なった。その他 F2. F 1軸の位棺補正は計算

儲を使用した。

く結果および考察>

図 2および 3図に HMQC-COSY訟と二重子フィルタを用いた HMQC-DQF

(COSy) 法で測定したトマチンのスライススペクトルを示した。図 2 aに示したよう

にHMQC-COSY訟は対角ピ}クが分散波形で表示されるため対角ピーク近くの椅関

ピークは対角ピ}クに重なりスペクトルの解析は困難である。これに対し、 HMQC-D

QF  (COSY) 法は図 2bに示したように対角ピークと相関ピ}クとも純吸収波形で表

示されるので対角ピ}ク近くの相関ピークの分離が飛 E量的に向上しスペクトルの解析が容

易となる。図 3にトマチンの糖のアノメリック・水素のスライススペクトルを示した。

図 3の下殺の HMQC-COSYのスライススペクトルでは対角ピークが分散波形である

ため重なりが多く完全には相関ピークの分離ができなかった。しかし、図 3の上段の HM

QC-DQF  (COSY) のスライススペクトルでは純吸収ピークのため相関ピークの分

」爪川代L_~川'u___ ____l爪川代L_~川九~
3: 6 

畠 -躍
'
 
。唱e
 
a

-
-1:串1. .. =.・ n

首揖

.。
• IP・
• G tJo h . ~ . ， . . . 
" 

。@
~・ 8， ， 

11 

穏 を逮 キ眉
e. 53← 

. . 
図3アノメリック水素のスライスヂ-!J.:上段HKQC-DQP(COSY)、下段HKQC-COSY 図4 HMQCスペクトル
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図5アグリコン都の三次元NKRのスライスデータ

離が可能になった。 また、 水素のスペクトルの O.5~1.8ppm の範囲ではアグリコン

部分の水素の信号が重なりスペクトルの帰属は二次元 NMR訟を使用しても非常に困難で

ある (たとえば図 4 の HMQCスペクトルなど) ts 三次元日 MQC-DQF  (COSy) 

法を使用することによりスペクトルの解析が非常に容易となる e 図 5にトマチンの三次元

HMQC-DQF  (COSy) の炭素輸に垂直なクロスセクションを取り出し炭素の!阪に

並べ替えた。ただこの三次元 NMR訟のみでは四級炭素やヘテロ原子によりスピン系が切

断されている水素の解析はできないのでさらに HMBCなどの二次元法を併用して複雑な

化合物トマチンの構造解析が可飽となった。

以上、 この三次元 HMQC-DQF (COSy) 法はすべてのピークが純吸収波形で表

示されるため信号の重なりが多い複維な化合物のスペクトル解析に透している。 ただ、 測

定時聞が長い等の欠点も合せて持っている。

参考文献
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4) 大内宗減、 河野静江、 有機合成化学協会総 第 48巻 577 (1990) 
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lH rotating frame法の拡張による 13C局在化 NM R ~Ij 定法の開発
L9 

(国立環境研究所) 三森文行

1H detected 13C localized NMR spec七roscopyby rotating frame imaging method 

Fumiyuki MITSUMOR工 (NationalInstitute for Environmental Studies) 

13~ ，~~~，~~~+~_~ _~~k_À ~~ ~_~~___À k___A  __  1 A new ~_v_C localization method is proposed based on ~H rotating frame ima_ging 
13，.，. '_~_1-:~_+- -I_~ ...__ ___l -l~_..:;) h~-. _À-: .f-.f..-I~_ 11T ，___'-:~_..:I _......__+-__ ~._-I~_ 13~ 1 technique. ~vC localization was realized by edi tting ~H localized， spectra using ~vC-~H 

J 皿odulationwi th 3 coils and 3 pulses system. Spatial resolution of 1.5 mm was 
attained with a phantom sample. 

【序】 測定対象の特定部位からの N M R スベクトルを選択的 iこ測定する局在化測定法は、

丸ごとの実験動物や人聞を対象とした in vivo N M Rの分野において極めて重要な測定技

術である。 現在、 主として静磁場勾配(日目磁場勾配)と周波数選択パルスを組み合わせた

手法の開発が進められているが、 局在化の位置分解能、 精度の点で十分とは言えない。 特

に、 13 Cなどの化学シフト域の広い核種に対しては、 B 0磁場勾配法の直接適用は困難であ

る。 我々は昨年、 ラジオ波磁場勾配(B 1磁場勾配)を用いる rotating frame imaging 法

によって、 プロトン N M R スベクトルを高い位置分解能で局在化測定できることを示した。

今回は、 この方法をさらに発展させ、 13 C核の局在化測定法を開発したので報告する。

【方法と結果】 本法の趣向は、 局在化 ill'l定したプロトン N M R スベクトルを、 13 C - 1 H 

閣のスピン結合定数 Jを利用して変調させ、 差スベクトル法により、 13 C Iこ直接結合した

プロトンのみを選択的に局在化測定しようとするものである。 上記の目的を達成するため

に、 'H rotating frame 法を基盤として、 以下の改造を行った。

(1) Biospec 24/30 分光計 (Bruker) のデカップリングチャンネルを広帯域化して、 13 C 周

波数の出力を可能とした。

(2) 1 H rotating frame imaging 周の 2 重表面コイルに、 13 C照射用の Helmholtzコイル

を付加し、 3 コイルプロープを作製した。

(3) J変調スベクトルを測定するために、 従来の incrementパルスと位相エンコードパルス

の 2パルスよりなる測定パルス列にリフォーカスのための 1 8 0。パルスを付加し担'1定パ

ルス系をスピンエコー法に変換した。

この結果、 測定系は 3 コイル、 3パルスを用いる方法となった。 作製した担'1定プロープ

の全容を図 1 に、 ラジオ i波パルス系を図 2 に示す。

この方法を用いて、 incrementパルスを 1パルスで測定した lsC H 3 C 0 0 H (99 ato調書)

の J変調スベクトルを図 3 に示す (τ=3.858 ms)。 差スベクトルにおいては 13Cに直接結

合したメチル基プロトン信号のみが観測され、 o H基の信号は消去されている。 さらに、

この方法で図 2 のパルス系を用いて rotating frame 局在化担'1定を行い、 13 C H 3信号の選

択的局在化スベクトルを得ることができた(図 3)。

【結論】 Rotating frame imaging 法により、 'H検出による 13C局在化測定が可能とな

った。 本法の主な特長は以下の通りである。
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(1) 1 H の感度で 13C の局在化測定が可能である。

(2) 1 H 検出であるので、 化学シフト域の広い 13C でもオフレレゾナンス効果がほとんどみ

られない。

( 3 )磁場を駆動しないので、 数 ms という短いエコータイムでの測定が可能であるo した

がって、 T 2による信号の減衰を抑えられる。

1日 LJLif

% 円一一

Fig 1. 

Fig 2. 

Fig 3. 

Fig 1. 

A 3 coils probe for 13C localization. 

inner: ~~uble concentric 1H surface coils 
+~;". 13 outer: ~ùC Helmholtz coil 

A 3 rf pulses sequence. 1: incre皿entpulse， 
2: phase encode pulse， 3: 180 degree pulse 

1H spin echo spectra of 13CHQCOOH. 
upper: without J modulation， 
middle: with J modulation (tau=3.858ms)， 
lower: difference spectrum 

Fig 4. lH rotating frame spectra of 13CHQCOOH 

with (right)， and without J modul託tion
(left) . 
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緩和誘起型多量子遷移によるメチル基の束縛回転運動の選択的検出

L10 
(日本女大家政・日本電子生体研)0高橋征三・永山国昭

Selective Detection of Slowly Tumbling Methyl Protons 

by Relaxation Allowed Multiple Quantum Coherence 

Seizo Takahashi and Kuninaki Nagayama (Japan Women's Univ. & JEOL Ltd.) 

Coherence-transfer pathways involving multiple-quantum coherences are 

accessible through multi-exponential relaxation in systems of 

degenerate 3/2 spins. This behavior was utilized to monitor the 

methyl protons of lysozyme. Three-quantum-filtered T1 pulse sequence 

was able to emerge several methyl protons， free from J coupled 
multiple quantum transitions， from the overlapped methyl resonances. 
This method may become a valuable probe for the selective detection of 

the interior methyl residues of macromolecules. 

しはじめに

分子表面に存在する残基，つまり溶媒と接触できる残基が分かれば，蛋白質の構造決定

過程での補助的情報としてかなり有用であろう.さらに運動に関する定量的な情報が得ら

れれば，多型構造を示す蛋白質の動的構造について推論できる.このようなJVJ待のもとに

，我々は蛋白質の分子表面と内部を NMR法で類別・抽出する)jj止を探索している.昨年

本討論会において，我々は溶媒との分子問NOEの情報から，分子表iIH残基をおlllHする試

みについて報告した.その後さらに検討を進めた結果，緩和II~"'\Jの違うメチル~íU土日 IJ に扱

った方がいいことが分かった.分子内部のメチル基はその大部分が束縛EJI転をしていると

考えられる.そこでこの分子内部のメチル基を選択的に検出で、きないかどうか検討した.

多量子遷移には J結合由来のものと緩和由

来のものとがある. extreme narrowingの条

件が成立しない遅い運動のときは，エネルギ

ーの縮退がとけるために，スピン 3/2 ~以上

のもので、は各エネルギーレベル聞の緩和が異

なる.束縛回転をしている多くのメチル基が

τ 

ちょうどこの条件を満たすと考え山トぺ π (付π川 (π川/バ川2幻)

これを 1量子遷移の信号に邪魔されずに 3量

子フィルターを用いて選択的に検出すること| 図 1T 1法による多良子フィルタ

を試みた. I のパルス列
たかはしせいぞう・ながやまくにあき

-101ー



2.方法

① 3量子フィルターの時間応答

緩和過程は図 lのパルス列に基づく密度行列の時間発展で与えられる. 3スピン整列が

進行するときメチル・プロトンの密度行列ρの時間変化は Redfieldの理論より

dρ/dt = Rρ 

に従う.ここでRは Redfieldの緩和行列であり，種々のモデルを月1¥.，て，縦緩和lの値が

計算されている.結論としては，いずれにしても 3量子フィルターの時間応答波形は

S (r， t) = e (exp(-R01r) -exp(-ROzr})exp.(-R3Qt1l (exp(-R11I) -exp(-R1zl}) (1) 

R01 = 2J(ω)， ROz = 2J{2ω)， R11 = J (ω) 十 J( 2ω)， R 1z = J (0) + J (ω) 
J (ω) = 21:"c{l十 (ω 1:"c) ) -1， e = C 0 n s t本(y4hZr ij -6) 

の形になる 1-2) ここでSは信号強度，減衰速度定数 ROと R1はそれぞれ0次と 1次コ

ヒーレンスについての Redfield緩和行列の固有値を意味する.

図2は R対ω 1:"cの関係を示す. 通常の

T1測定においては上式のマイナス符号がプ

ラスになるので信号強度は

R01十ROzおよび R11+R12

に比例するのに対して，T 1パルス列による

3量子フィルターを通過する信号の強度は上

式から

R01-R02 (ニムRO)および R11-R1Z(=ムR1) 

に比例する.

図に見られるようにムドはω 1:"cが増大す| 図2緩和速度立と相関時間の関係

るにつれて急速に大きくなるが，ムROはほと

んど変化しない4) さらに lQF/3Q.Fを計算すると (3/20)とL寸強度因子が入って

くるので， 3量子フィルターのスぺクトル強度はかなりが弱¥.'ことが予想される 1)

T1 パルス列のかわりにTzパルス列を使

えばムROの項のかわりにムR1の項が入る.従

って相対的に S/N比は良い. しかしTzパル

ス列の場合は発展時間中はスピン結合による

変調を受けるので，その寄与を取り除かなけ

ればならない.スピンロック等の手段を講じ

ても微小の不完全性が3量子フィルタ のス

ベクトルを凌駕する可能性があり，非常に困

難が予想される.従って今回はTzパルス列

は考えなかった.
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@スベクトルの線形

( 1 )式より F1 Dは

S (t) oc (exp {-R11I} -expトR1zl) } 

である.これをフーリェ変換すると

1 1 R1.，-R1， 
S (ω)= 一一一一一一一一一一一ー~ ム {3 } 

iω+R11 iω+RIZ (iω十R11) ( iω+R1Z) 

である.式(3)から，吸収スベクトルは広幅の負の吸収の上に比較的シャープな吸収が乗

っていて，全体としての積分強度はゼロになることを示す.従って広中iilの吸収が互いに重

なり合う場合は，そのほとんどが打ち消し合わされると考えられる.つまり蛋白質のよう

な重なり合った信号がある場合，もともとシャーブな信号だけを選択的に拾う可能性は否

定できない.

i
 

n
y
u
 
(
 

S/N比が小さいときは位相合わせが非常に難しく，定量的な信号強度の評価が困難でh

ある.そこでパワー・スベクトル表示をすることにした.そのときスベクトルの線形は

(R1ョ-Rl，}2 
1 S (ω) 12= 己よ

(ωE十(Rll) Z} (ω2十(R1Z)Z) ! 2.0 

となり，ピークが孤立しているときは強度

a 

が(RIZ_R1l)2に比例し，線形は 2つのパワ

一・スぺ2トル
ω2十(Rl1)2 と ω2+(RIZ}2

の積になる.従って 1量子フィルターのパ

ワー・スベクトルよりシャーブな線形が期

待される.

1.0 

1 

3:0 
。】 τ
O'c 

@ 3量子フィルタ一信号強度の解析
(r)式を Taylor展開すると

oFO(r)/orαROz-R01は J( 2ω)-J (Cf '()マ.

図4 (a); [J (2ω)ーj(O}l/r ce 

( b) ; [J ( 2ω)一j(0) J / r cのωrc依存i~l:

OFl(t}/otcに RIZ_R1loc J (ω)-J (2ω) 

になる.従って初期勾配をとると r依存性は ROz-R01を与え. t依存性は RlZ-R 11を

与えるので，根源的な量である J(0). J (ω)， J ( 2ω)の全部を求めることができる.

3.結果および考察

試料は約2mM濃度のリゾチーム重水溶液0.3m L を対称型!ミクロ試料管に入れて，

日本電子のGSX-400を用い 10 'Cで測定した.図 1のOがO。のときめ=6 0
0 

• 

1800 .300。の 3つの組み合わせを使¥". e に 4 種類の杭~IJをH!¥，、ることで3QF

以外の信号を卜分に抑えることができた.上に説明したようにT1パルス列はT2パルス列

に比べ S/N比の点で不利だが. J結合による多量子選移を考胤しなくてよいという利点
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がある.

パルスの繰り返し時聞はメチ

ル基の緩和時間の約2. 5倍に

セットしたが，十分待った場合

と比べてメチル基部分のスベク

トルに有意の差は認められなか

った.ただし溶:~某は decouple し

て信号を抑制した.

図5は通常のスベクトルと r

が200rnsのときの 3量子フィル

ターを通過したパワー・スベク

トルを示す.積算時聞は約40 

分である.図から明らかなよう

にメチル・プロトンの中の限ら

TTH 

12 11 10 9 8 7 6 5 ， 3 2 1 0 -1 -2 
図5 リゾチームの通常スベクトルと発展時間が 200rns

の時の 3量子フィルターパワースベクトル

れたものだけが選択的に観測されている.またメチル基以外のプロトンで3量子フィルタ

ーを通過するものがある.その理由はよく分かっていない.

o p prn付近のメチル基由来のピークはMet-105および11e -9 8と帰属されていて，結晶構
造から判断すると分子内部に存在する.その一方で分子内部にイバEする多くのメチル・プ

ロトンが観測されない. これらの詳細な検討は今後の課題である.

3量子フィルターのスベクトルが正しく測定されていることは発展時|習を変えて1.2pprn 

のA1 a -1 I 0， A 1 a -1 22などに帰属されると思われるピーク強度をプロットすることで確認し

た(図6).この緩和曲線を解析すればメチ

ノレ基の内部回転緩和速度を評価できる.

分子表面に存在し，かっ束縛回転を受けて

いるメチル基は常磁性物質を共存させること

により消去できる可能性があるので，今後検

討していきたい.
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図6 1. 2 pprnメチル基の 3量子信号の
発展時間によるピーク強度変化
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DNA 修復酵素 T4 Endonuclease V の NMR シヲ e ナ J~ 帰属と DNA との

L11 複合体の研究

O李奉振， 阪下日登志，大久保忠恭，土井知子 (蛋工研)

岩井成憲，大塚栄子 (北大薬)

NMR peak assignment of DNA repair enzyme， T4 endonuclease V and study of DNA 

protein complex. 

Lee Bong Jin， H.Sakashita， T.Ohkubo， T.Doi ( Protein Engineering Reseach Insti 

tute )， S.Iwai， E.Ohtsuka ( Hokkaido University ) 

In order to elucidate the structure-function relationship of the T4 endo-

nuclease V， we have taken NMR study of this protein and its complex with oligo-

nucleotides. We succeeded in assignint of nearly all of the resonances in DNA 

and some resonances in protein. To assign the resonances of protein， we used 

stable isotopic labelling. On the basis of the assigned resonances， we could 

detect the evidence thaも T4 endonuclease V exhibited conformational change on 

complex formation with DNA 

序論

生体遺伝物質である DNA は放射線， 紫外線， 化学物質等様々な変異原にさらされてお

り， これらによって生じた DNA損傷の多くは生体内に存在する酵素によって修復され DNA

は安定に傑たれる. このように DNAの修復は生命の維持， 種の保存に重要な役割を果たし

ている T4 エンドヌヲレ7】 t.V は 紫外線により DNAょにヒ。リミシー Y'rィマーが生じた時， これを特異

的に切除修復する酵素である. 分子量は 16，000 でアミl酸 138個からなっている. 小さな

酵素でありながら ヒ。リミシ守 y'J'ィマー DNA ヲsリヨシラ-t' と yt。リミシ eック DN A lYドヌクレア司tゃ と 言う

2つの酵素活性を有しており， その構造活性相関には興味が持たれている(図 1 ) 

この蛋白質の分子量では通常の 1 H - 2次元 N M R だけでは， シタ eナルの帰属が困難であ

るので安定同位体ラV ルを用いた. 一方 T4 工Yドヌクレj'-t. vの DNA結合部位 10mer を合成

し， 全 7 。ロトンシヲーナ J~ を帰属した. これら帰属から 蛋白質ー核酸相互作用を蛋白質棋l及び核酸

調jから調べた. また他 2種類のオワrヌクレオチドについても同様に調べたので以下に詳述す

る.

試料と方法

均ーな 15N ラ¥.J~ はゲヲヲーを保持する大腸菌株を (l5NH4)2S04 を含む M9最小培地で生

育させて行った DNAは化学合成した DNA 10mer， poly(dA)2o， TT を用いた NM R祖rJ定

測定法は DQF-COSY， noesy， tocsy， 1-1 Echo pulse， SQC 等を用いた. 測定には 8ruker
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製 AM-500 及び AM-600装置を使用し 23'C，pH 6，5 で行った.

H イbdHhO13u H、イ~

人!lUfl，)ln山。人日比ァ(

T，T 
〆《、

TT  

何 PDalvcosvl肘 t 的。
刊し:…ァ;追いit:百JM

1. 紫外線によるドリミγY 2量体生成と T4 endonuclease V の活性
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2 ， D 2 0 中の DNA 10 mer の NOESY spectrum 
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結果と考察

DNA の D20 中の NOESY spectra で塩基 proton ( pyrimidine H6， purine H8 )と糖

H1' proton 閣の NOE を通じて 'H resonance の連続帰属を行った right handed DNAで

塩基 proton ( pyrimidine H6， purine H8 )と同- residue の H1' proton そして 5' 

end 側のとなりの塩基の H1' proton 問の距離は NOE 観測可能距離に存在する. 図 2 のよ

うに両鎖に対して連続帰属を行った DQF-COSY， TOCSY，等もij{IJ定してほぼ全非交換性

proton を帰属した. また交換性 proton は Ad.Bax によって開発された 1-1 echo NOESY 

を使用して帰属を行った. 図 3 に H20 中の DNA の NOESY spectrum を表した DNA の

imino proton peak， amino proton peak 等を帰属した DNA の imino proton は DNA の

helix 内部に容在するので DNA helix 構造に起きた変化の prove として imino proton 

resonance が使用できる. 蛋白質 peak と重ならないので peak 変化を追跡しやすい.

D N A に T4 endonucleaseV を入れた時， 全体的な peak の broadening が起きたのと同

時に 7番 imino proton が低磁場 shift した(図 4) この 7番 imino proton は

TT のとなりの塩基の imino proton である. 従って蛋白質の結合によって DNA の全体的

な構造変化よりは局所的構造変化が起こったものと思われる. 蛋白質に DNA を滴定して蛋

白質仰jの構造変化も観測した(図 5 ) 高磁場で顕著な peak 変化と同時に 0.9 ppm， 

1. 3 ppm あたりに新しい peak が現れた. 低磁場でも 10 ppm あたりで peak 変化が起

きたのと同時に 9.6 ppm あたりに新しい peak が現れた. したがって T4 endonucleaseV 

は DNA と結合時蛋白質に構造変化が起きると思われる peak 変化から蛋白質と DNA は

NMR time scale より slow exchange をしているのがわかった TT dimer だげは、 蛋白質

に結合しないこともわかった. そして poly(dA)2o を滴定した時には peak 変化が少し起

こったが大きな変化ではなかった TT dimer と poly(dA)2o を同時に滴定した時は pol

y(dA)20 だけを滴定した時とほぼ同じ蛋白質側の変化が現れた. 従って T4 endonuclease 

V と DNA が結合する時起きる蛋白質の構造変化は DNA の二重らせん構造が必要であり

TT dimer だけでは結合しないことから T4 endonucleaseV は DNA に結合して構造変化が

起きてから TT dimer と結合できるようになる可能性がある. 現在この可能性を調べるた

めに他の oligonucleotide を合成して実験中である.

また arginine と lys ine は正電荷をもっ amino acid で、 これらの側鎖は DNA との

結合に関与することがしられている. 最近 HMQC， SQC という方法を通じて H についてい

る proton を感度よく観測する方法が開発された. これらの手法を用いて arginine と

lysine の NH proton が観測できるようになったが lysine の側鎖の NH3 peak は線幅が

広く観測に低い pH 条件を必要とするので indicator として不適当である. しかし、

arginine の担j鎖の εNH peak は比較的 sharp であり 15N chemical shift が 80 ppm 

あたりに現れるので他の backbone の NH peak と重ならなく よく分離されているので

これらの peak は DNA との結合実験の indicator として使用できる. 均一に 15 N ラ~. J~ 

された T4 endonucleaseV の SQC spectrum を図 6 に示した 80 ppm ('5N)あたりに
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arglnlne の εNH peak があらわれた. これら arginine の側鎖と DNA との結合の可能性

を SQC におげる消定実験から検討中である.
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安定同位体を用いた D N A結合蛋白質の研究

L12 
〈阪大蛋白研〕 。白川昌宏、松尾治、芹川康治、京極好正

(蛋白工学研〉吉川渉、大久保忠恭

Stable isotope aided NMR studies of DNA binding proteins 

M Shirakaw a， H. Matsuo， K. Serikawa， Y. Kyogoku (Institute for Protein Research， 

Osaka University) W. Yoshikawa， T. Ohkubo(Protein Engineering Research Institute) 

Cro protein from bacteriophageλthe DNA binding domain of yeast GAL4 and 

the DNA binding domain of yeast S，cch，ro.yses po.be PAPl and their interactions 
with DNA fragments have been studied by stable isotope aided NMR spectroscopy 

1. Strategy for assignments of the 15N and 1 H resonances due to the 澗3in chain 

of the proteins were obtained by conventional 2-dimensional 'H-NMR spectra 

and various 15N and 1.C aided NMR spectroscopy 

2. Interactions of the proteins with DNAs were monitored by adding DNA fragments 

to series of 15N-labeled proteins. About the interactions of the cro protein 

with DNAs， the result indicates that in the specific interaction， compared to 

the non-specific interaction， a much wider region of Cro makes a tight con-

tact with DNA， allowing conformational changes on both Cro and the operator 

DNA as we showed proviously. 

3. 13C-double filtered 'H-NOESY experiment was performed on the mixture of "C-

labeled Cro protein and 12C Cro protein， which enabled to selectively detect 

inter-subunit NOE cross peaks. 

序

15 N、或いは 19Cなどの安定同位体で蛋白質をラベルする事により、蛋白質 核酸複合

体の複雑なスベクトルから、特定の情報を選択的に取り出す事が可能となった。今回、 こ

の手法をそれぞれ異なる構造モチーフを持っと恩われる 3種の D N A結合蛋白質、 λファ

ージ cro protein 、 yeast GAL4 protein 及び yeast S，cch.romyseS cerevisil♂ PAP 
1 proteinに適用した。

帰属法としては、通常の 2D H-NMRに加えて、 2 D や 3 D の HMQC-NOESY、 HMQC-COSY法、

mutantを用いる方法などに加えて、 carbonYI-13 C、 amide-15Nの double labeling法など

も駆使して行った o 15 N又は 13Cでラベルした蛋白質と種々の D N A との複合体について

も解析を行い、相互作用についての多くの知見も得ている。

一般に塩基配列特異的に D N A に結合する蛋白質は 2量体を形成する。今回取り上げた

3種とも溶液中では 2量体である。 13C又は 15N で uniform ，~ラベルした蛋白質とラベル

していない蛋白質を混ぜ isotropic にヘテロな 2量体を形成させ、 ω1/ω2-double-" C 
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/ '3C-filter を利用し 2 童体聞の N 0 E シグナノレのみを選択的に 2次元で観測する方法

を開発中である。 それにより'"C でラベルした cro protein について inter-molecular の

N 0 E クロスピ クと思lわれるシグナルを検出した。 このテクユックは蛋白質-D N A 間

にも利用できる。

[実験]

( 1 )試料の調整 :λ ファージ cro protein は、 cr 0 遺伝子を ta c プロモ 夕 、或いは

recAプロモータ を持つ発現ベクタ にク口 ニングする事により大腸菌で大量に発現し

たものを用いた。 L y s 3 2 を G 1 n に変えた mutant(Cro KQ32)及び 5 5番目の V a 1を

C y s に変えた mutant(cro VC55)をコ ドする遺伝子は、 oligonucleotide directed mut 

agenesis 法を利用して作成した。 G A L 4 蛋白質の D N A 給合ドメインは、 G A L 4 の N

末 1 1 0 筏基及び 6 2 残基をコードする D N A 断片を用いて大量生産系を構築した。 P A 

P 1 proteinについても、特異的 D N A 結合 jj~ をもっ 7 1残基の D N A 結合ドメインが大

腸菌で効率よく発現されている。 uniform な 15N 及び 13Clabelingは、上記の ta c プロモ

ーターをもっベクターを保持する大腸菌株 TG 1 または BL21 (DE3) を 15NH.C

i及び 13C-glucoseを含む M 9最小培地で生育させることでおこなった。

アミノ酸特異的 13C carbonyl ラベル /uniform-'5N ーラベルは、 '5NH4 C Iを含む M

9最小培地に 13C ーラベルした穏々の 7 ミノ酸を加える事により行った。世1)定はすべて 2

o m M リン酸カリウム /300mMKCI熔液中で行った。

( 2 )パ Jレスーシークエンス

H M Q C法、 H M Q' C - C 0 S Y 法、 H M Q C - N 0 E S Y 法、 S Q C法等のパルスシ

クエンスを用いた。 図 1 には 13C-double filtered-2D-'H- N 0 E S Y のパルスシーク

エンスを示す。 double-filter N 0 E S Y に関しては、 t 1 j調は、 "Cdocouplingしている

が、 t 2期はしていない。 ψ1  = (X、 - X )、 φ乏= [ 2 X、 2 (- X)  ]、 receiver= 

( X、 - x )、 とすると、 t 1期に 13C に結合した， H 核が、 t 2 j切に 12C に結合した 1H 核

が観測される。 これを基本として、 256図の phase 迎しによって測定を行った。

〉く(ω1，ω2)Double Hal f Fil ter 

リ
円 ln li口仁〉 (ω ，: 13 C - selected) ー

(w  2-.，3C - flltered) ー

13C 皿
π門

U D n OJ 
'H -NOESYのパルス系列

[結果と考察]

( 1 )ダブルーラベル法

Cro protein について行った corbonyl-'3C 、 15 N ダブルーラベル法の伊!を図 3 に示
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す。 15N については uniform に、 corbony1
" 
C については、極々のアミノ酸特異的にラベ

ノレしたものの single-quantum-coherence(SQC)スベクトルである。 H M Q C法では F 1方向

の分解能が充分でなく、 同定が困難であったものが、 S Q C法では 'J (15N_'3C) で

doubletに分裂したシグナルを容易に読み取れる。又、 F 2方向の分裂から 2J ('H-13C) 

も測定できる。又、加えた 13C体アミノ酸については 15N のシグナルが消去する事により

ある程鹿の帰属も可能である。

以上の結果や、 mU t a n tや、 アミノ酸特異的 15N ラベルを基にして、 あいまいさの少ない

帰属を進めていき、 Cro protein について殆どの， 5 N 核、 1H 核の帰属をしたが、すでに

あった。

発表されている帰属 (Weber. 旦i 旦1.. 1985. Biochemistry 21)と異なっている箇所が多く

( 2 ) proteln-DNA 相互作用

15 N で uniformal ラベルした Cro protein と化学合成した λcro protein の特呉的結合

部位 oR 3 の 1 7 塩基対 D N A や、非特異的な塩基配列を持つ D N A 断片との複合体の 15 

N/'H  HMQCスベクトノレを Cro protein 単独のそれと比較すると、 いくつかのシフト

や broadeningを個別に Cro protein の X線構造の上にプロットしたのが図 3 である。特異

的相互作用においては、 α2 h e 1 i x (残基 16-23) を含む広範囲が D N A と結合する

面を形成しているようであるのに対して、非特異的相互作用では、 C末の ar m 椛造(残基

60-66) と、 2量体の結合部位辺(残基 5 6 など〉の狭い領域で D N A と綾触してい

るようである。 これは、変位体などを用いたこれまでの解析結果と一致する。
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(3)  X-double-filter を用いた inter-subunit N 0 E の選択的検出

13 C ー或いは 15N ーで uniform にラベルした Cro protein を、 ラベルしていない Cro pr 

o t e i n と 1 : 1 に混ぜ、 55"CI0分或いは、界面活性期jを加える事により、 isotropic 

にヘテロな 2 量体を形成させた。 この試料に対して、図 1 のパルスを用いた IH-NMR

測定を行った。図 4 は、 13 C ラベルの Cro protein について測定した (ωt; 13C-selec

ted) - ~(ω2 - 1 3 C - f i 1 t e r e d) - 1 H - N 0 E S Y である。重水中では 13C に結合した

1 H 核から、 12 C に結合した 1H 核への N 0 E シグナノレが選択的に観測される。 P h e 5 

8 の ring2.611と V a 1 5 5 の r C H 3 問の subunit 間の N 0 E クロスピークと思われるシ

グデノレが観測されている。

以上の手法は、 G A L 4 protein P A P 1 proteinについても適用している。得られ

た、蛋白質-D N A、蛋白質ー蛋白質相互作用についての知見を議論したい。
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L13 
安定同位体核を利用した 2次元、 3次元NMRを用いたインターロイ

キン・1sの構造解析

0楯真一、神田大輔、市川紗織、金子みどり、桝井美弘*、菊本芳和*、

稲垣冬彦 (東京都臨床医学総合研究所、*大塚製薬)

Stuctural analysis of Interleukin-1s with stabl巴isotop巴-aided2D and 3D NMR 

ShinichiτÌltJ~， Daisuke Kohda， Saori Ichikawa， Midori Karteko， Yoshihiro Masui*， 
Yoshikazu Kikumoめ*andF11yuhiko Inagaki 

Tokyo Metropolitan Institut巴ofMedical Scienc巴，Honkomagome3-chome， Bunkyo-ku， Tokyo 113， 

Japan 

* Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd.， Kawautirnachi， Tokushima 771-01， Japan 

ABSTRACT: Almostcomplete assignment ofbackbon巴signa1sofInterleukin-1s (IL-1s) was 

made. Becaus巴ofthe large molecular weight of this protein (17.4kDa， 153residu巴s)，we used 

isotope-aided NMR techniques such as 15N_SQC hetero correlation spectroscopy applied to 15N_ 

13r，，15 sel∞tiv巴or1-u Cj-'..JN-double labeled samples and 3D-NMR. On the basis of our assignments， we 
15 a1yzed the ~-'N-SQC sp即位aoft注目typesmutant 1L・1ss whose biological activities ar巴

dramatically reduced. As a result， w巴observeddistinctive spectral chang巴sin the region consisting of 

amino acid 90 through 95， suggesting that血isregion is i町 ortantto th巴biologicalacti vity of 1L-1 s. 

インターロイキンー 1s (IL-1s)は、アミノ酸残基 153個よりなるサイトカイン

分子であり、 E・2産生の誘導、プロスタグランデインE産生の誘導などの広範な生物活性
2 

を持っている o1L-1s程度の分子量のタンパク質になると1H-NMRのみではスペクト jレの

解析が困難であるが、我々は、安定同位体核(13C，15N)を利用した 2次元、 3次元NMRを

用いることで、その主鎖のシグナルの帰属を終えることができた。今回は、我々が江ーls

のスペクト jレを解析するにあたって用いてきた手法および解析法の詳細について述べる。

また、この帰属をもとにして1L-1s変異体のヘテロ相関スベクトルを解析した結果得られ

たlL-lsの構造と機能に関する知見についても報告する。

1L-1sは、大塚製薬で作成されたプラスミドにより形質転換した大腸菌を用い、

常法に従い調製した[1]0NMRの測定に用いたサンプlレの濃度は0.5mM・2mMであった。測

定は温度は28
0

C、サンプルのpH!はま7.2で

クト jルレの測定は、日本電子GX-400分先器で行なった。

1L-1sの分子量は17.4kDaであるが、このような分子量のタン

《 114zriffl 9 ¥:) じん l f -113-\~{ ~ / (オlιへて〉
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パク質ではシグナルのT2緩和時間が短くなるため、

HOHAHAの混合時間の聞にシグナルが消失してし

まい、従来のようなHOHAHAによるスピン系の解

析ができなくなる。そこで我々は、 15Nで選択的

にラベルしたIL-Isを数多く調製しそのヘテロ相関

スペクト Jレを測定することで、まずアミドプロト

ンのタイプ別帰属を進めた。 TabelIには我々が選択

ラベルに用いたアミノ酸の種類を示しである。 Gly，

Asp， Glnの場合を除くとl次配列から期待できる全

てのシグナルを観測することができた。我々の用い

た系では、 15N_G1uで選択的にラベlレした場合には、

Gluの生体内における代謝によってラベルが希釈さ

れ、ヘテロ相関スベクトル上でシグナルを観測す

ることができなかった。 Gly，Aspの場合にもやはり

代謝によるラベルの希釈が生じたが、これらの場合

にはシグナjレを観測することができた。ただし、

観測されたシグナルの数は1次配列から期待される

よりも多かった。この余分に観測されたシグナル

は、代謝の結果ラベルが流れクロスラベjレされた

ことによるものである。シグナルの帰属を進める

Table 1 : Listing of Residues Labeled at出ePepride Nitrogen 
h由edifferent labeled IL-Is wi血Numbersof Expected and 
Observed NH s.ignals in出eIH_lSN Correla【ion，spectrum

residue expected observed 

Phe 9 9 

TI yle r 
4 4 
5 5 

u凹 15 15 
Me! 6 6 
Lys 15 15 
AI. 5 4 
V.I 11 11 
H~ 

AG叩Iy 
8 27 
s 20 

Glu 11 。

Tabfe rr ; Listing of Residues La.bled at由ePeptide Nitcogen 
and Peplide Carbonyl Carbon in the d汀'ferentIabclcd IL-Is 
w，由 Expectedand Obse円edNumber of Doublet Signals j'n 
由eIH_15N C。π'clationSpec【rum
ト13C 15N expected ob町内ed

Pro Val 
Lys 
Tyr 

Val MCl 
Phe 
Leu 
AI. 

Lys AI. 1 
Ile 2 
Met 1 
Leu 1 

Leu Val 
Lys 
Tyr 

Phe V.I 3 3 

Phe Lue 1 1 

段階で、G1yは、 Serに、 Aspは、 Asn，Glu， Glnにクロスラベルされたことが分かった。こ

のようなクロスラベルは、観測が難しいという点を除くと効率のよくタイプ別帰属を進め

る上で有効であった。

ヘテロ相関スペクトルの測定は、 1種類のアミノ酸でラベルした場合でもシグナルど

うしが近いものがあったのでF
1軸方向に分解能の高い

15N_SQC法が有効であった[勾。
15
N
_
SQC法は多くのパルスを必要とするため、水シグナルの消去が難しいが、我々は

DANIEパルスとスピンーロックパルスを用いることで良好な水シグナルの消去を実現す

ることができ、非常に弱いシグナルを観測する際にも 15N_SQC法を有効に使うことができ

た[3]。

さらに我々は、選択ラベルによってタイプ別帰属のできたいくつかのヘテロ相関シグナ

ルに対して1)3C/15Nダブルラベlレを用いた部位特異的な帰属を行なった。 TableIIには、

我々の行なったダブルラベルの組み合わせを示す。期待できる全てのダブレッドシグナ

ルを観測することができた。 1)3C/15Nによるダブレット・シグナlレは、 E品1QC法ではF1軸

方向の分解能が低いため観測できず、 15N-SQCでのみ観測可能であった。図 lには[1-

13qLys/15N_Ala， Met， Leu， lleラベJレされたIL-1sの15N_SQCスベクト jレを示す。 15N_Ala由

来のシグナルは代謝による希釈のためシグナル強度が弱くなっているが、 DANτEパルス
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とスピンーロック

パルスを用いた

15N-SQC1去を用い

ることで、このよ 130 

135 

10.0 
1H 

9.0 8.0 7.0 

。I104
<>・

うなA1aのシグナJレ

に関しても明瞭な

ダブレットーシグナ

jレを観測すること

ができた。

続級戦護上に
述べたようにして我

々は多くのアミドプ

ロトンのタイプ別1帯
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属を行なったが、ア

ミドプロトンの化学 図1 1_13C;15Nダブルラベル (15N_SQCスペクル)

シフトの重なりのため、かなりのアミドプロトンに対しては、それにJ-結合しているCα

プロトンの位置を知ることができなかった。従って、このようなアミドプロトンのタイプ

別帰属のみでは、連鎖帰属をほとんど進めるこのはできなかった。さらに、 2D-NOESYス

ペクト Jレ上のシグナJレの重なりが大きいという理由からも、 2Dスペクトルのみでは連鎖

帰属を進めることは非常に困難であった。そこで、我々はヘテロ相関スペクト jレ上で帰属

できたシグナルのCαフ。ロトンの帰属と、 NOESYスベクト jレにおけるシグナjレの重なりを

解消する目的のため、 3DHOHAHA-HMQCと3DNOESY-HMQCの2種類の15N-3D-NMRス
ペクトル(4]を用いた。 3DHOHAHA岳部1QCスベクト Jレを用い、シグナjレの15N化学シフト

に対応する面を調べることでヘテロ相関スペクトル上のシグナjレに対応するCαプロトン

を帰属することができる。さらに、それに対応する面の3DNOESY-HMQCスベクトルより

そのアミドプロトンに由来する隣接残基とのNOEシグナルの位置を知ることができる。こ

のように、 15N-3D-NMRを利用することで連鎖帰属における"縦方向"の暖味さを解消する

ことが可能である。しかし、"横方向"の暖昧さは依然として残っていることに注意すべき

である。この"横方向"の暖昧さは、永山らにように13C-3D-NMRを用いることで解消する

ことができる[5]。我々の場合、サンプル溶液のpHが7.2であり、連鎖帰属の連鎖が断続的

になることが予想されたのでこの"横方向Hの暖昧さを、多くのタイプ別帰属と部位特異的

な帰属を行なうことで解消することにした。連鎖帰属の課程で、このようなタイプ別帰属

はCαプロトンの重なった場合には非常に有効あり、特に部位特異的な帰属は l次配列上

の位置を明らかにするので解析を速めるのに役立つた。なお、測定条件は異なるが、我々

の帰属は他のグループによって出された帰属と矛盾しなかった[6]。

1L-IsのN末端側の変異は、その生物活性を著しく低下させる。
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例えば、 N末端側3残基のないll..-ls(4・153)では、

intact ll..-1 sの約20%のレセプター結合能しかなく、

N末端側6残基を失った江ー1sσ-153)はほとんどレ

セプター結合能を持たないことが示されている

さらに、 N末端側にMetが余分に付加した

M巴t-ll..-1sは、 intactIL-1 sの10%未満の生物活'性

しか持たないことも分かっている[1]。我々 は、

上に述べた3種類のll..-ls変異体の15N_SQCスペ

クトルを測定し、このような変異に伴う構造

変化を調べてみた。図2には、 ll..-ls(4-153)の

場合の、 in旬.ct江ー1sとの化学シフトの差をプロ

ットしたものを示す。この結果から、 N末端側

の変異により、意外にも、変異点から離れたア

ミノ酸残基90-95の領域に大きな変化があ

ることが分かった。同様の傾向は他の2種類の

変異体についても見られた。このことは、この

アミノ酸残基90 -9 5の領域がll..-lsの生物活

性に重要な役割を果たしていることを示唆する。この結果は、 K93，K94を化学修飾した

ll..-ゅでは、その生物活性が著しく低下するという実験結果と対応する[8]0
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[7]。

3D-NMRの測定は、日本電子(株)大内宗城博士と共同で行なったものであり、御

協力に感謝致します。
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L14 
3次元 NMRによるタンパク質の構造解析 RNase H (E. col i) 
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Structure determination of a protein， RNase H (E. coli)， by 3D NMR experiments 
Toshio Yamaz紘i1，Mayumi Yoshida2， Shigeru Endd， Shigenori Kanaya3， H紅ukiNakamura3， Kuniaki 
Nagayama1 

1. Biometrology Lab， JEOL， 2. Tokyo R巴searchLaboraωries， Kyowa Ha肱oKogyo， 3. Protein Engin巴巴ring
Research Institu旬

The global fold of a pro総in，RNas巴 H (E. coli)， was d巴terminedby the combination of 3D NMR 
experiments and distance geometry calculation. To ov巴rcomethe problem of overlapping of 1H resonances 
in larger proteins， several kinds of het巴ronuclear3D NMR experiments were applied to the protein. 
Subsequent to 社leassignment of backbone atoms， we assigned aromatic protons and m巴白ylcarbons and 
protons.τ'hese atoms were important to understand the inner 柑 ucturebecause they form hydrophobic cores. 
From吐lespec佐umof 3D HMQC-NOESY for th巴sampleof which aromatic residues were labeled with 12C 
and others were lab巴l巴dwith 13C， 32 NOE cross peaks between the secondary structures were pick巴dup 
(出osewithin出es-sheet were not counted). Through th巴calculationby DADAS90， the global fold was 
determined. 

"安定同位体と多次元 NMRの新しい展開により、分子量 l万以上、 3万以下の

タンパク質の構造決定が現実のものとなった。

1 H NMRのみを用いる従来法の限界・ K. Wuthrich等によって確立された方法は、

20 'H-'H COSY、NOESY を用いて共鳴を帰属して、 NOESYの crosspeak を距離の制約条件

として構造を組み立てるものである1)。タンパク質の分子量が大きくなると、化学シフト

のオーバーラップのためこの方法の適用は困難になる。特に COSY を用いたアミノ酸の種

別への分類は Ala以外の場合適用できない。そこで TOCSY(HOHAHA) やアミノ酸選択的ラ

ベルなどが併せ用いられる。との方法により帰属に関しては分子量 1万を超えるタンパク

質の成功例がある。 しかし、 NOEの crosspeakの帰属の問題は簡単に解決しない。両方

向の周波数軸上での化学シフトにオーバーラ、y プが無い時のみ帰属でき、それを特定の原

子関の距離情報にいれることができる。分子量が増えるに従い、 NOEcross peakの数は増

えるが、帰属可能なものは減少していく。全ての局面で最大の困難は化学シフトのオーバ

ーラ、y プであり、次の困難は横緩和の増大に伴う、 1H問のスカラ結合由来の crosspeak 

の消失である。 この両者が特に側鎖の帰属には致命的である。

新しい次元:オーバーラップした 'H の共鳴を別の次元で展開する。具体的には、

その 'Hが共有結合している原子核〔炭素核、 窒素核〕の化学シフトで再度分解する。但

し、試料を安定同位体(13C. 15N)でラベルする必要がある。 1Hが直接ついている原子核

とのスカラ結合(1 J) は十分大きく、磁化を移す時の損失は小さい。それらの化学シフト

で展開するには、 HMQC.HSQC などを利用する。任意の 1H-1 Hの 2次元の NMR を3次元に拡

張することができるが、 digital resolutionが充分無いので peakの形が in-phase にな

るものが望ましい。我々の実験では NOESY. TOCSY を3次元に拡張した。パルスシーケン

スは特に難しくはなく単に 2次元パルスシーケンスを連ねるだけでよい。但し 'Hの化学シ

フトで展開する時は異種核開の 1J をデカップルする必要がある。例えば、 NOESYの前ま

たは後ろに HMQC を連ね、 3D (1 H屯 '5N-'H) NOESY-HMQC あるいは 3D (15N-1H-1H) HMQC-N 

OESYを作ることができる山。括弧の中に順に展開する化学シフトの核種をならベた。 3次

元以上の実験で気をつけなければならないのは測定時間である。もし粗い分解能でピーク
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が充分に分離するなら、感度は 2次元と比べてそれほど悪くならない。従って、実験を 2

日程度に抑えるように、分解能、観測帯域、位相回転を調整し選ばなければならない。我

々の実験では位相回転を実験にあわせて最小限にしているが、位相回転無しで実験をする

事もできる 3) 0 

タンパク質への応用:タンパク質中の水素は主鎖のアミドが窒素に、 そのほかは

脂肪鎖、芳香環共にほとんど炭素に付いている。 まず、それらをスピン 112の安定同位体

でラベルする。 E. co 1 i等での overproduction の系では最小培地に 15NH4CI と per-

13C gl UCOS巴を用いることによって容易に均一ラベルする事ができる。 NMR装置が両方の

核を同時に照射できない時は実験に合わせて、片方ずつラベルしたものをつくってもよい

引。 14N が 15N に変わることによって線幅は減少する。 12C が 13C に変わることによっ

て線幅は増加する。我々は一昨年より RNaseH (E. col i) 分子量 [7.6kDa (155 a.a.) を

対象として構造解析を目的に新しい測定方法を開発してきた。 この主ンパク質は RNA-DNA

ハイブリッド 2重螺旋を RNA鎖を切る酵素である。等電点はおよそ pH 9で酸性水溶液

中でよく溶ける。 E.co 1 iでの overproduction の系が確立していて安定問{立体によるラ〈

ルが可能である。従来の 'H NMR (NOESY. COSY)スペクトルだけでは共鳴ピークの重なりが

激しく、唆昧さなく共鳴ピークを対応する核に帰属することも NOEの cross peak を核の

組に帰属する事もほとんどの場合不可能であった。

主鎖の帰属:主鎖の帰属に重要な実験は隣合った残基の NH-NH と NH-C白 H 聞の

NOEである。アミド水素の化学シフトをさらにアミド窒素の化学シフトで展開する 3D

NOESY-HMQC (C a H-N-NH) がまずなされるべき実験である。軽水中で測定する必要があり、

検出は水から遠い化学シフトを持つアミドを観測するほうが有利であり、 NOESY-HMQC の順

に連ねる実験がよい。溶媒信号消去の為に、我々は[-[ echo を用いたが、スピンロック

を用いて 'H の singleQuantum を消す方法もある 4)。また逆に Ca 1 H の化学シフトを

13C a の化学シフトで再分解する実験をすることで C江川のオーバーラップを解くことが

できる。 ここでは逆の順に連ね、 3DHMQC-NOESY (C a-C団 H-NH) を用いる。 この場合も検

出核 NHである。水信号の消去では presaturation を用いればよく、 13C日 とのスカラ結

合で分裂した CaH の信号はたとえ水の下にあっても完全には消えない。そのかわり Ca

の展開期にとカルボニル炭素とのスカラ結合をデカップルしたほうがよく、我々の実験で

は[-[ echo を用いた。 さらに残基内と残基聞の NH-Cは H の cross peak を区別するため

に 3DTOCSY-HMQC と 3D HMQC-TOCSY の実験も行った。 これら 4つの 3次元の実験と 14 

種類のアミノ酸選択的にラベルした試料を用いて主鎖の帰属を行った 2)。各原子の直接結

合を辿る実験の成功も報告されている日。

2次構造:主鎖問の近距離 NOE及び J結合情報を整理することにより a-helix、

s -strand を決めることができる。 日 he1 i x は隣接残基間の NH-NH 聞の NOE. 残基内の

NH-CaH 問の Jが小さいことを条件とし、 さらに Ca H と 3つまたは 4つ先の残基の N

H の間に NOE が観測されるが、 この間に含まれていることを条件に加え、決めた。 s-

strand は Ca H と隣接残基の NH の強い NOE と残基内の NH-CαHが大きいことをことを

条件に決めた。 5本の a-hel ix と5本の s-strand が存在する。 5本の s-strand は l枚

の s-sheet を形成してることが主鎖聞の NOE からわかった。

側鎖の帰属: 前記の 13C 3D HMQC-TOCSY のスペクトル中には Ca'H-13Cα-Cβ
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C {3 'H の化学シフトを帰属することができる。これによって， H に対応するピークがある。

必ずしもさらに大この方法はしかし運動性の低いメチレン水素核のシグナルが弱いため、

， H の帰属を'H とメチル基の 13C と芳香環の現在、きなタンパク質に一般化できない。

2D NOESY と重水軽水中の全体構造のトポロジーを求めているところである。先に行い、

さらにそれぞれの主鎖の水素核との間Trp の芳香環水素核をつないだ。2D TOCSY で中の

スペクトル中心)3D HMQC-TOCSY (C出Ala のメチル基は帰属した。NOE を用いて、の

スペクトル中のピーク3D TOCSY-HMQC (メチル炭素中心)と(C四 H-C出ーC(3 H) 中のピーク

(13Cr.Cr'H) の 2つの11 e の(13Cr 2. C r 2'H) Val から帰属した。(C日 H-C同一C(3 H) 

3D (13C占.C a 'H) は主に11 e の3D TOCSY-HMQC を用いた。2D relayed COSY およびLま

この間3D NOESY から一部帰属した。Leu についてはいろいろなNOESY-HMQC を用いた。

完全な帰属に成功して題に対して炭素原子核問の直接結合を辿る実験が報告されていて、

いる 6)。

NOE :芳香環の水素とメチル基の炭素と水素の帰属を先行させたの2次構造問の

hydrophobic core を形成していて構造中心に位これらのアミノ酸残基の側鎖は通常は、

global fold が決定でつまりNOE だけからでも 2次構造聞の配置、これらの聞の置し、

'2 Cの付いた水素核のほうが 13C の付いた水素核のほうきるだろうと考えたためである。

13C_1H-1H HMQC-NOESY methyl-aromatic r~gion aliphatic sharp であることと、が

ω，(13C) 
aromatic carbon を同時にデカ

芳香環ップルすることが容易でないので

carbon と

13C にラベルした'2C残りをアミノ酸を

3D HMQC-NOESY を測定した。試料を用い、

8.1ppm 
検出期に対応する周波数軸の分この場合、

解能は測定時間に関係なく高くできるので、

芳香環水素の化学シフトの展開を最後に持

得られたスペクトルの一部を図ってきた。

同じ化学シフトを持つメチル水1に示す。

E
防

(-z-百
万
ヨ
〉

素核がそれぞれの炭素核の化学シフトで分

cross peak の帰属に必須である解され、

2 5個の 2次構造問結果、ことが分かる。

( (3 -strand 聞のものは含まない〕NOE の

NOE メチル基聞のを得ることができた。

そのほも問じスペクトルから 5つ得た。

まだオーNOE を得た。3 2個のか含め、

この数は当初パラ v プがかなりあるため、 20.5ppm 

の期待よりかなり少ない。

構造の計算:DADAS90 を用いた。

このプログラムは 2面角のみを自由変数に

23.0ppm 

7 6 

図 lω3('H.ppm)

8 
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与えられた距離の制約

van der Waals接触を満足すべく、

分子の構造を作る。

条件と



ユーザの指定した command 1 ist に従い、計算を進める。 command 1 i st 内には距離の制約

条件、 van der Waals接触の重みと範囲、 minimizer の種類などが指定できる。距離の

制約条件として NOE からの情報、角度の制約条件として、 2次構造の情報を主鎖の標準構

造に余裕をもたせていれた。 この計算では、 自由度をさらに減らし計算効率をあげるため、

メチル基などを 1つの原子として扱う united atom model を用いた。 200個のランダム

に選んだ初期構造から始め、化学結合に沿って近距離の条件を極小化し、満足するものを

約 30個選び、 さらに全ての条件を満足するように極小化した。現在得られている最も条

件を充たす構造を図 2に示す。

、、Forgetenlightenment. 1 want you to concentrate 
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15 Nラベル法によるヒト十Ha-r旦三タンパク質の構造解析
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15N-Labeling NMR Study on the Structure of Human c-Ha-Ras Protein 

虫主盛皇盟湛♀1，Yutaka Ito1， Kazuhiko Yamasaki1， Junko Fujita1， Susumu Nishimura2， Gota 

Kawai3， Tatsuo Miyazawa3， Markus Waelchli4， and Shigeyuki YOkoyama1， lFaculty of Sci-

ence， University of Tokyo， 2Biology Division， National Cancer Center Research Insti-
tute， 3Faculty of Engineering， Yokohama National University， and 4Bruker Japan 
By uniform and leucine-specific 15N-labeling and HMQC measurements， conformation of 
human c-Ha-ras protein was analyzed and compared between GDP-bound form and GTP-bound 

form. There is a three-stranded antiparallel/parallelβ-sheet structure in the amino-

terminal domain. One end of this sheet is regularly ordered in the GDP-bound form and 

largely distorted in the GTP-bound form， while the other part is re♂llarly ordered in 
both forms. Such a conformational difference between the two forms is probably impor-

tant for the regulation of biological function of the ras protein. 

ヒト c-Ha-ras遺伝子の産物である rasタンパク質は，細胞の増殖や分化に関与している

と考えられ，多くのがん細胞からこの遺伝子の点突然変異が見いだされている.r旦主タン

パク質は， 189アミノ駿残基よりなる分子量約21000のタンパク質である・主主主タンパク質

は， GDPあるいはGTPを 1分子結合しているが，これにより，細胞における活性カら制御され

ている.すなわち， GTPを結合したE旦主タンパク質が活性型である(ターゲットとなる分子

と相互作用する)のに対し， GDPを結合したE主主タンパク質は不活性型である(ターゲット

分子とは相互作用できない) (図

1 ) • rasタンパク質は，それ自

身でGTPase活性をもっており，結

合している GTPを加水分解するこ

とにより，活性裂から不活性型に

もどることができる.多くの発が

ん性点突然変異体では， GTPase活

性が低下しており，活性型のGTP

結合型rasタンパク質が細胞内に

蓄積することによってがん化する

と考えられている.主主主タンパク

質の正常細胞における機能を明ら

かにし，またras遺伝子の突然変

異による発がん機構を理解するた

めに， rasタンパク質の機能構造

の解明は，重要な課題である.
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図 1. rasタンパク質の機能制御モデル
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我々は， NMRの各種の方法を用い， GDP結合型およびGTP結合型のE主主タンパク質について

高次構造の比較を行ってきた. Jl!tに， r旦主タンパク質に結合したグアニンヌクレオチドの

コンフォーメーションを解析し，結合したGTPとGDPとではコンフォメーションが異なり，

GTPの場合には動的なコンホメーシヨン平衡にあることを示した(第28回目MR討論会) .さ

らに， cα プロトンを重水素化したアミノ酸を用いて， GDP結合型のE豆Eタンパク質には，

Asp38-Va144のストランドと Cys51-Asp57のストランドよりなる逆平行 βシート構造が存

在し，この構造がGDPからGTPへの交換により変化することを見いだしている(文献 1) • 

rasタンパク質のGDP結合型と GTP結合型については， X線結晶解析が既になされている

が，報告された構造は，我々が聞記によって得た構造とは一致しない部分がある.したが

って，水溶液におけるrasタンパク質の構造について，問自Rによる解析をさらに進める必要

がある.上記の逆平行 βシート構造の領域には， 3個のLeu残基 (Leu52，Leu53 ， Leu56) 

が含まれている.そこで，今回は， rasタンパク質をユニフォームに 15Nでラベルし，ま

た， Leu残基のみを選択的に 15Nでラベルして， GDP結合型およびGTP結合型の高次構造を

比較した結果について報告する.

c-Ha-盟三タンパク質の C末端18残基を除いた短鎖E主Eタンパク質(171残基)の合成遺伝

子を導入した大腸菌を最少培地で培養し，タンパク質の大量調製を行なった.ユニフォー

ム15Nラベリングの場合は，唯一の窒素源として 15NH4Clを用いた.選択的な 15Nのラベ

リングの場合は，最少培地を用い，アミノ基を 15Nでラベルしたロイシンとラベルされて

いないその他の19種のアミノ酸を加えた.また， 15 Nの希釈を紡ぐため，大腸菌としては

トランスアミナーゼ欠損株を用いた.

大腸菌E重体から精製された短鎖rasタンパク質は，すべてGDPを結合している.これを測

定用緩衝液(20mM リン駿，印刷 MgC12，150皿MNaCl， pH5.4， 10% D20) に置換し， GDP結

合型E主主タンパク質のNMR測定に用いた.また， GDP結合型主主主タンパク質を， EDTA存在下で

GTPの非水解アナログ (GMPPNP) とともに37'Cでインキュベー卜することを繰り返し， GTP 

結合型rasタンパク質に変換したのち，測定用緩衝液に置換した.

ユニフォームに 15Nラベリングしたrasタンパク質のGDP結合型およびGTP結合型につい

て， HMQC法， HMQC-NOESY法およびHMQC-HOHAHA法によりスペクトルを測定した.GDP結合型

とGTP結合型の主主旦タンパク質のHMQCスペクトル(図 2-A， B )を比較すると， GDP結合型主主主

タンパク質でプロトン化学シフト 10.6ppm付近にあるクロスピークが， GTP結合型では大き

くシフトし，この領域に観測されないなどの差異がある.全体的に， GTP結合型では， GDP 

結合型に比べて，シグナル同土で化学シフトの差が小さく，クロスピークの重なりが顕著

である.さらに解析を進めるため，選択的な 15Nラベリングを行なった.

Leu残基を選択的に 15Nでラベルしたrasタンパク質を作成してGDP結合型と GTP結合型の

試料を調製し， HMQCスペクトルの比較を行なった(図 2-C，D) .この短鎖rasタンパク質

分子には， 13個のLeu残基が存在するが，そのすべてについてクロスピークを観測するこ

とができた.観測されるクロスピークのうち，プロトン化学シフトが8.0-6.0pp阻にあるク
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ロスピークは， GDP結合型と GTP結合型の両者において完全に一致しているのに対し，プロ

トン化学シフトが8.0ppmより低磁場にあるクロスピークでは，変化しているものがある.

さらに Leu残基のシグナルを帰属するため， ω2-filteredNOESYを測定した(図 3) • 

8.0-6.0pp皿のアミドプロトンシグナルについては，アミドプロトン同土の強いNOEを観測

された(rasタンパク質のカルボキシル末端にあるLeu171に由来すると思われるシグナル

を除く) .したがって，これらのシグナルが αヘリックスにあるLeu残基に由来すること

が示唆される.これらのアミドプロトンシグナルから側鎖プロトンへのNOEをみると， GDP 

結合型と GTP結合型とで全く一致しており，これらのLeu残基が存在している αヘリヅクス

部分には， GDP/GTP交換により大きな構造変化が生じていないことがわかる.GDP翠の主主主

タンパク質については，軽水溶液のNOESYスペクトル， HOHAHAスペクトルを ω2-filtered 

NOESYスペクトル， HMQC-HOHAHAスペクトルと合わせて解析することによって，逆平行 β シ

ート構造部分の帰属を完了した(図 4).この!帰属に基づいて逆平行 βシート構造に存在

する Leu残基のHMQCクロスピークを見ると， GDP結合裂と GTP結合型の間で， .Leu52， Leu53 

に由来するシグナルでは化学シフト差が極めて小さいが， Leu56に由来するシグナルでは

大きな化学シフト差がある，これは， GTP結合型では逆平行 βシート構造の一部が関裂し

ていること(文献 1)と対応しており，さらに，この構造上の差異が βシート構造の片方

の端に限られていることを示している.
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Leu52 -Leu56のストランドは，さらに第 3のストランド(ひとつのLeu残基を含む)と

平行 βシート構造を形成していることが示された.この第 3のストランドは， X線結晶解

析の結果(図 5)を参照して， Met1-Va19と推定された.さらに，残基間NOEにより Leu6

に由来するシグナルが帰属され， GDP結合型と GTP結合型とで大きくシフトしていることが

わかった(図 2-C，D) .すなわち， GDP型から GTP型への変換により， rasタンパク質の N

末端ドメインの構造 (β シート構造を中核とする)の片方の端において，逆平行 βシート

構造部分に加えて，平行 βシート構造部分にまで変化が生じていることがわかった.これ

に対し， rasタンパク質の αヘリックスの大半は，構造変化を起こしていない(上述)

現在， Leu以外に， Phe， Tyr， Ile， Val， Arg， Ser， Glyなどについても，選択的 15Nラ

ベリングを行ない，シグナル帰属を進めつつある.今後は， rasタンパク質全体について

さらに詳しい構造解析を行なっていく予定である.
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図 5. rasタンパク質の 2次構造の

模式図 .0は Leu残基の位置.
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L16 -SSIの構造研究

O甲斐荘正恒、三宅洋子、韮沢輝美、安倍未央、石原美和(都立大)

小島修一、熊谷泉、三浦謹一郎(東大工)、串田克彦(バリアン)

Structura1 studies on a protein proteinase inhibitor SSI by means of stable 

isotope assisted NMR spectroscopy 

H. Kainosho， Y. Miyake， T. Nirasawa， M. Abe， M. Ishihara (Tokyo Metro. Univ.) 

S. Kojima， 1. Kumagai， K. Miura (Tokyo Univ.)， K. Kushida (Varian 1nstrument) 

A protein proteinas日 inhibitorSSI， whose molecular weight is 23，000， has been 

extensively used as a model protein system in order to develop stable isotope 

assisted NMR techniques which are useful for larger proteins. The site-directed 

mutagenesis of SSI and 14N-reverse double labeling were found to be useful to 

assign the backbone carbonyl resonances in the degenerat巴ddipeptid巴 units，wher日

normal double labeling could not give unique assignments. Uniform， selective，and 

"block" '3C-labeled a冊inoacids have been used in various neωNMR methods. 

放線菌の生産するタンパク質 SS 1は、特異なダイマー構造とともにセリンプロテアー

ゼに対する幅広い阻害スペクトルにより特徴づけられる。遊離状態では分子量 23，000の

ダイマーとして存在するが、プロテアーゼ類(例えばサブチリシン)と 2: 2の複合体を

形成すると分子量 78，000の高分子タンパク質複合体となる。我々は NMRスペクトルに

よる SS 1の構造と機能の相関に興味を持ち、高分子量タンパク質複合体の構造変化を鋭

敏に検出する方法を開発してきた。 SS 1の活性を最も直接に担う部位はプロテアーゼの

活性セリンと相互作用する目巴t-73 のカルボニル炭素である。従って我々の最初の興味は

遊離および複合体形成時において、 Met-73 のカルボニル炭素を如何にして観測・帰属し

うるかという問題にあった。"15 N. 13 Cーダブルラベル法"はこのような背景から考案

された。 1) ここでは、我々の研究室において最近開発した安定同位体利用 NMR技術のう

ち幾っかをとりあげ、カルボニル炭素シグナルを巡る多彩な手法について紹介する。

( 1 )主鎖カルボニル炭素 13Cーシグナルの補助的帰属手法:ダブルラベル法は問題とす

るカルボニル炭素に隣接する C 末端側残基が岡ーである場合、及び隣接する C一末端側

残基の α 一窒素の高濃度 15Nラベルができない場合に一義的な帰属が困難となる。このよ

うなケースは分子量が増加するとともに頻繁に生じる。その上さらに、分子量が大きくな

るに従いカルボニル炭素の線幅が広くなり 1J C Nを観測するには相当な高濃度の 15Nラベル

が前提となる。したがってダブルラベル法が不成功に終わった場合、代用となる(或いは

補助する)手法の開発が望ましい。次の 2つの手法は有効である。

( a )位置特異的アミノ駿変異体の利用:S S 1の遺伝子はクローン化され高発現系も

確立しており，いかなる部位でも原理的にはアミノ酸置換・削除・挿入が可能である。同

列のアミノ酸配列をもっジペプチド単位(重複配列)の存在により一義的帰属が困難な場
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合にはカルボニル炭素を持つ残基(或いは

アミド窒素を持つ残基)を置換し重複を解

消することができる。変異の前後でのスペ

クトルの比較により帰属を確定するにはタ

ンパク質の全体構造が変化しないように"

保守的"な変異が望ましい。但し、アミノ

酸はどの 2種の変換であってもかなり大き

な(少なくとも局所的には)擾乱を引き起

こすことは避けられない。図 lに SS I 

に 4ヶ所含まれる Leu-Thr配列にある Leu

04，33，63.，80) の7Jルボニル炭素シグナル

の帰属例を示す。この場合 4ヶ所のLeu を

野性型 SS Iには存在しない I1 eに置換し

た 4種の変異体をそれぞれ(1_13C 1 Leu 

…人ん
lLJ L 63J 

177 175 173 ppm 

でラベルしたものと野性型のLeu ラベル体図-1 .位置特異的アミノ酸変異による LT配
列を持つ 4ヶ所の Leu シグナル(決)の帰属。

とのカルボニル炭素シグナルを比較した。 ↓は!1 e置換により消失。 75Mllz，50 .C。

殆どの場合、野性型のスペクトル中*を付けた 4ヶ所の Leu-Thr吉B位のうちで何れのシグ

ナルが変異体で消失しているかは明瞭である。ただ、 LBOI SSIの場合には Leu-79 のシグ

ナルが大きく低磁場シフトしている(帰属は独立なダブルラベルにより決定)。これは主

として側鎖のアルキル基の構造による化学シフト変化に起因する。

カルボニル炭素の帰属にスピン結合の相手側(アミド窒素側)を置換するのも有効な場

合がある。アミノ基転移酵素などの作用で 15Nの選択的な高濃度ラベルが困難なケースに

も役にたつ。 Cys 残基はCys-Ala 2ヶ所 (35，50) ， Cys-Glu 1ケ所 (101)がありダブルラ

ベルによる決定には不向きであるが (C， Gl A3bG SSI のスペクトル(図-2 c )、及

び次項の 14N復帰ダブルラベル法の併用により帰属された(内田・細谷・三宅)

一一T一一一一一寸

( b) 14N一復帰ダブルラベル法:通常の方法

とは全く逆に、特定アミノ駿のカルボニル炭素

をは Cラベルし、さらには Cラベル部位に隣接

する残基を以外を全て均一 15Nラベルする方法

である。 14Nアミノ酸に隣接するカルボニル炭

素シグナルにはセンターが強く観測される。ス

ピン分裂しないセンターの相対強度を用いる本

アプローチは、低ラベル率の場合は特に優れて

176 ...__174 172 PPM 170いる。実験は 15Nラベル菌休から得られるけ N

図-2. Cys カルポニルの帰属。 b14N-Ala 
復帰ダブルラベル (50，35の線型に注意); c アミノ駿混合物にカルボキシル基を 13Cラベル

アミノ酸変異体のダブルラベル (C，G ) A
3b
Gしたアミノ酸、および隣接残基に相当する通常

SS!. 75Mllz; (a)， (b) 80 .C; (c) 40 
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の"14 N "アミノ酸を加えた培地でタンパク質を生産する方法で十分目的が達成できる。

この場合15Nーアミノ酸混合物に含まれる量に比べて十分過剰な萱の))14 N "アミノ酸を

加えることにより、このアミノ酸残基のアミド窒素がある程度選択的に [4Nに"復帰"す

る。このことから"14 N一復帰ダブルラベル法" (14N-Reverse Double Labeling)と命名

した(甲斐荘・細谷)。前項に述べた、 Cys-Ala(35，50) とCys-Glu (101)は図-2に示

したようにセンターピークの強度が等しい 2ヶ所(35，50) と、より弱い 1ヶ所(101) が容

易に見出される。 Ala と Glu はお互いにアミノ基を交換するためにラベルの選択性は低

く、通常のダブルラベル法では Cys-50 とCys-101 の帰属は不確実である。 Cys-Pro配列

の 71 は何れの方法でも帰属できる。

( 11 )主鎖カルボニル炭素シグナルを藍主ょする帰属拡張手法:我々は本討論会において

既に、カルボニル炭素とスピン結合を介して関連づける方法で、主鎖・側鎖原子団の NM

Rシグナルの帰属を確定できることを繰り返し示してきた。引この数年問、この種の帰属

拡張手法の可能性について徹底的に可能性を追求した。

( a )盟二三五 ラベルアミノ酸の利用:異なった同位体濃度の均_13Cラベルアミノ般

はそれぞれ特徴を活かした利用がある。我々は15，36， 98% と3種類アミノ酸をタンパク

質NMRへ応用している。 15%標識体では隣接する炭素が同時にラベルされる確率が低い

ために、各炭素の13Cシグナ Jレを l次元NMRにより直接に観測する場合には好都合であ

る。 36%体では隣接炭素が同時にラベルされる確率が高く、 2D-INADEQUAT'Eによる炭素連

鎖の決定に有用である。 98%体では全炭素が同時に 13Cラベルされているので、 COSY，HO 

lIAHA等を利用して炭素連鎖を一挙に決定できる。 2d) 

( b) J立量笠霊的 2重13C ラベル 7~J盤旦主!l旦:特定の炭素対が選択的に高濃度に [3 C 

ラベルしたアミノ酸は炭素連鎖の個別の決定に有効である。既に我々は(1，2-13C2) アミ

ノ酸が、カルボニル炭素と α炭素の連鎖決定に有用なことを報告している。 2e) カルボニ

ル炭素は低磁場に離れて存在すために、この部分の炭素連鎖の決定を独立に行うことの利

点は大きい。分子量が大きくなるにつれ

最終的にはこのような、炭素対を個別に

決定する手法が有利になると思われ詳し

い検討を行っている。

( c) n ブロック"ラベルアミノ酸の利

且:アミノ酸の微生物発酵原料グルコー

スは、くつかの構成単位"プロック"に

分解された後アミノ酸に取り込まれる。 I

例えば、ロイシンは図 3の構造式に示ー

されているように 3ブロックから構成さ

i 
J。

ーす一一7;ー

~ I 
60 ToPPM 

図-3. 36% "プロック"1 3 C ラベル LeuのI3 c-
れており、各プロックは異なったグルコ NMRスベクトル。 98%13Cb グルコース:グルコ

ヲ }ス(1:2) 混合物から発目手法により合成。ポック
ース分子に由来する。従って、 98% ~;:均スで囲んだ 3 つのプロックから構成される。
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~13 Cラベルしたグルコ}スを 2倍量のグルコースと混合したものを原料としてロイシン

を調製すると、ブロック内は高い確率 (85%)、ブロック聞は低い確率 (30%)でラベルさ

れる。このような生合成過程を反映した不均一な 13C分布を持つアミノ酸を"ブロック"

ラベルアミノ駿と命名した(甲斐荘・武)。ブロックラベル体の重要な利用法としてプロ

キラルなメチル (Val， Leu) の立体特異的帰属があげられる。図 3のスペクトルが示す

ように、 pro-R炭素は隣接炭素も同一ブロックに属していることから doubleLpro-S炭

素は singletとなる。これらのブロックラベル Leuや Valがタンパク質に取り込まれてい

る場合は 2D-INADEQUATE により pro-Rメチル炭素のみが観測できることから、立体特異

的帰属が確定する。

微生物発酵で製造可能な全アミノ酸について"ブロック"ラベル体の調製が可能である

ことが見出された。引我々とは全く独立にNeriら4)はグルコースを炭素源とするタンパク

質の調製時に少量の高濃度に 13Cラベルしたグルコースを混在させることにより、不均ー

なラベルを行った。この方法によりシグナルの全帰属が既に確定しているメチル基の立並

特異的帰属が達成された。しかしながら、彼等の方法では全てのアミノ酸残基が同時にラ

ベルされてしまうために、個々のアミノ駿のブロックラベル体を用いる我々のアプローチ

が少なくとも高分子量タンパク質への応用という点では遥かに優れている。
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チトクロム C3 における分子関電子移動と分子間相互作用

L17 
0阿久津秀雄、 古市弘、 平山浩一、 加野勝宏、 朴埠沫、 仁木克己、

M. A. C u s a n 0 v i c h (横浜国大工、 アリゾナ大)

Intermolecular electron transfer and Intermolecular interctions in Cytochrome c， 

H ideo Akuts u. Hiroshi Furuichi Koichi Hirayama. Katsuhiro Kano. Jang Su Park 

and Katsumi Niki (Yokohama National University). and Michael A. Cusanovich 

(The University of Arizona) 

The electron self exchange rate of cytochrome c， from D. vulgaris MF was 

determined from the line broadening of 'H NMR signals The second order rate 

constant was found to be concentration dependent at a higher concentration 

The rate constant was about 2xl0' M-'s-'. which was much faster than that of 

cytochrome c. The electron transfer from small reductants were also 

investigated by the use of laser flash photolysis. The mechanism of the 

electron transfer will be discussed on the basis of their structures and 

intermolecular interactions. 

[はじめに] チトクロム c ， は絶対嫌気性閣である硫酸還元菌のマーカータンパク質で、

14000の分子量で 4つのへムを持つ特異なチトクロムである。 このタンパク質はパク

テリア内では主にベリプラズムに存在し、 ヒド

ロゲナーゼが水素を分解じて得た電子を直接受

け取り、 細胞内での硫酸イオン還元系に渡す役

割をはたしている。 この電子伝達系に存在する

7 ェレドキシンは in v i t r 0でもチトクロム c， 

と直接電子授受を行うことが知られている。 -'-
のような電子授受において 4 つのへムがどのよ

うな役割をはたしているのかはチトクロム c ， 

の特異性を理解する重要な鍵となる。 われわれ

は既にチトクロム c ， の 4 つのへムの微視的酸

化還元電位を N M R を用いて解析し、 個々のへ

ムがそれぞれ固有の性質を持っていることを示

した。 本講演ではチトクロム c ， の電子移動速

度と分子間相互作用からこの問題を考えてみた

AB 

30 25 20 15 10 5 。
ChE'mical . shift (ppm) 

L、。
図 1 種々の酸化還元状態におけるチトクロム c，の

[実験] 'H-NMRの測定は B r u k e r 

A門400で行った。 レーザf ーフラッシュフォト
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'H N M Rスベクトル 1番上が完全酸化、 1 
番下が完全還元。 S nは n電子還元状態を示す。



リシスでは 5デアザリボフラビンを 386 n m の色素レーザーで励起してチトクロム c， 

への電子移動を観測した。

[結果と考察]図 1 に様々な酸化還元状態にあるチトクロム c，の 'H-NMRスベクトル

示す。 既に報告したように、 これは 5つの巨視的酸化還元状態に対応するスベクトルの重

ね合わせとなっている。 このことは分子閣の電子移動が NM Rの時間尺度より遅いことを

示している。 ところで、 各シグナルの線幅は酸化還元状態とともに変化している。 そこで、

この線幅の変化を使って分子閣の電子移動の定量的解析を行った。 チトクロム c ，は 4 つ

のへムを持つため分子聞と分子内の電子移動が存在するが、 完全酸化型のシグナルの線幅

には分子聞の電子移動のみが影響を与える。 そこで、 完全酸化型のへムメチル基のシグナ

主ぺ へム 1. 2の各濃度における分子間電子移動速度定数

jレを木村の方法(1 )で解析した。その 刷よ

結果を表 lおよび表 2 に示す。 高濃度で

は見かけの電子移動速度が遅くなってい

る。 へム間では大きな違いは認められな

いが、 これは分子内の電子移動が速いた

めであると考えられる。 ここで求まった

電子交換速度はチトクロム cについて報

告されているものよりも 2 桁近く大きい。

一方、 レーザーフラッシュフォトリシス

で小さな分子からの電子移動を見てみる

と、 これはさらに 2 桁以上速い。 しかも、

ヘム 1への電子移動が他のものに比べて

速いことがわっかた。 このことは、 分子

関電子移動ではへムと電子供与体の間の

種々の相互作用がその速度を決める重要

なファクターとなることを示している。

そこで、 チトクロム c，が実際に電子授

受を行う相手であるフェレドキシンが 4

つのへムのいずれかと特異的に相互作用

するかどうかを N M R を用いて調べた。

その結果、 フェレドキシンはへム 1 と最

も強く相互作用することが分かった。 以

上の知見を基に分子関電子移動と分子間

相互作用について考察する。

電子移動速度定数/10・M-'s-'
ヘム

1|
濃度

2

I 1.03/州|目 0.383/.M1I O. 238/.M I 0.137/.M 
，，. t恥

八c1 o. 3~'0. 071 1. HO. 2 1 1. 8ま0.3 I I.HO.3 

1 b I 1 I 0.35主0.061 1.2全0.2 1 1.5主0.2 1 2. "0. 1 
K 0.37主0.06 1.1主0.2 2.1ま0.3 2. 7:!:O. 5 

平均 0.36'0.06 1.3主0.2 1.8'0.3 2. 1!0. 1 

。 0.36土0.07 1.2主0.2 2.2土0.1 1.2ま0.3

O. !7主0.09 1.6主0.2 1.2主0.2 I.4.!O.3 

0.23全O.O! 1.2主0.2 2.1ま0.3 1.0主0.2

M 

平均 1 0.35'0.07 1 1. 3刊 2 1 1.8主0.3 1 1. 2叫 j

a : NMRにより帰属されたへム T:X線結晶解析により帰属されたへム

c : NMRスベクトルのシグナル

本工 へム 3. 4の各濃度におげる分子間電子移動i車皮定数

電子移動速度定数/10・Ir's-I
へム

濃度 1 1. 03/州 I0・383/州 10.238/州 I0・131/聞M

，I'H 

C 心 0.2HO.06 1.2土0.2 2.3ま0.3 3.0全0.5

3'、D 0.37主0.08 1.1主0.2 1.8主0.3 1.9主0.1

Ivb J 0.20主0.03 1.5全0.2 2.2主O.! 1. 7:1:0. 4 

平均 0.27全0.06 1.3ま0.2 Z. I!O. 3 2. 2!O. 4 

E O. !8主0.09 2.2主0.3 3.5土0.6

L 

平均 I 0.!8主0.09 2.2主0.3 1 3.5全0.6

a : NIdRにより帰属されたへム T:X線結品解析により帰属されたへム

c : NMRスベクトルの νク.ナル

[文献 J 1. K. Kimura. J. Magn. Reson.. U. 13-22 (1983) 

[謝辞]本研究における N M R il{IJ定でお世話になった東大理学部の横山茂之助教授と日本

ブルーカー株式会社に感謝いたします。
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L18 
N ]V[R によるま元τ本長ヨ「弓子<7J百当面セ欠牢費支宣録写本斤

鳴回一夫，加藤晃一，高橋栄夫，金毅一，松永千枝，中山智紀，金夏亨，尾高麻乃，

水谷隆太，大和澄3工，高羽わかな，五十嵐貴子，河南俊郎*.差国益治
(東京大学薬学部，花王(椋)生物化学研究所吋

免疫グロプリンは，高等動物の生体防御システムにおいて中心的役割を潰ずる多機能

巨大タンパク質である. 我々 は， NMRによって，免疫グロプリンの高次構造と機能

の関係を研究するために必要なさまざまな方法論の開拓を行ってきた. 本講演では，

安定同位体(2H、13C、15N)標識法とタンパク質化学的手法によって，我々のグル

ープが現時点までに達成した成果を総合的に報告する.

1 .抗ダンシル・スイッチバリアント抗体

解析の対象とした一連の抗ダンシル・スイッチバリアント抗体は次のような特徴を

持っている.

(1) VH， V L. CLドメインの一次構造が同一で，サブクラスのみが異なっている.

(2) C H 1ドメインが欠落した変異体 IgG2a(s)1)をそのメンバーに含む.

(3) IgG2a(s)を限定分解することによって， Fvフラグメント(分子量25K)を得る

ことができる.

II.13C申 NMRシグナルの帰属と応用

多機能タンパク質としての免疫グロプリンの分子構築原理を理解するためには，機能

発現に伴う，複数ドメイン間の相互作用機構を総合的に捉える視点が必須である.

そのためには，巨大な免疫グロプリン分子(分子量150 K)中の，任意の部位からの

情報抽出を可能とする方法の確立が不可欠である. 前回報告したように，アミノ酸

タイプ別に標識した主鎖カルポニル炭素の13C-NMRシグナルは.intactな免疫グロ

プリンを対象とした場合でも，全て観測可能であり，この目的に適った極めて有用な

情報を提供するの. 得られたシグナルの帰属は，次のようにして確立した幻.

(1)限定分解によって Fv，Fab， Fcフラグメントにシグナルを割り振る.

(2)標識抗体と非標識抗体のサプユニットの組み換えによってH鎖， L鎖にシグナル

を割り振る.

(3) F vのスベクトルと比較することによって.FabのシグナルをV領域とC領域に

割り振る.

(4)ダブルラベル法によって位置特異的に帰属を行う.

とくに， (1)ー(のにおいて，ドメイン聞の相互作用により，スベクトル聞の加成則が

成立しない場合，ダブルラベル法の適用が重要である. さらに， 15N-NMRや化学

修飾(鎖間ジスルフィド結合を形成するCys残基のカルポキシメチル化)を組合わせる

ことにより，帰属の可能性は大きく拡張される. こうして，一連のスイッチバリアン

ト抗体に存在する全てのMet残基の帰属を完了した〈図 1). Trp， Tyr， CySに関して

も，帰属を進行中である. これらの残基は，1)抗原結合部位， 2)immunoglobulin 

foldのコア， 3)ドメイン聞の接触部位， 4)ヒンジ額域， 5)糖鎖伸長部位近傍， 6)プロテ

インA結合部位など，抗体の高次構造と機能の関係を考察する上で重要なポイントに
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IgG1 IgG2a IgG2b 

Intact 

哨 j

Fab 

Fc 

180.0 1ア5.0 170.0 180.0 175.0 170.0 180.0 175.0 170.0 
PP阿 PPH PPH 

図1. [l-13C1Metで標識した抗ダンシル・スイッチバリアント抗体IgGl.IgG2a. 

IgG2bのintact.Fab， Fcの13C-NMRスペクトル3)
図中.HはH鎖.LはL鎖に由来することを示す.

位置しており，その13C-NMRシグナルは，これらの領域の高次構造(変化〉を鋭敏

に反映する有用なプロープとなる.

皿.Fvの抗原認識機構の糟密解析

VH， VlのヘテロダイマーからなるFvフラグメントは，抗原認識能を有する最小の
構造単位である. 我々は.IgG2a(s)をプロテアーゼ消化することによって得た抗ダン
シルFvを用いて，特異的抗原 (εーダンシルーレリジン)との相互作用様式をさまざま
な角度から詳細に解析して，現在までに次のような知見を得ることができた.

(1)13C-NMRによる抗原結合部位のmapping

抗原結合によって誘起きれる主鎖カルボニル炭素の化学シフト変化を用いて.F vに

おける抗原結合部位のmappingを行った(図2に，例としてTrpとHisのシクeナルの抗原

結合に伴う変化を示す). 顕著な化学シフト変化を示すシグナルを与える残基はH鎖

CDR3に局在しており，この領域が抗原との直接の結合を担っていると考えられる.
(2) lHー15NS Q Gによる抗原結合部位の動的構造解析

この領域に多数存在しているTyr残基に着目して. [15N1Tyrで標識したFvを調製し，
SQCを用いてアミド水素由来のシクーナルの観測を行った(図3) • ダブルラベル法

によりH鎖CDR3に位置するTyrに帰属されたシグナルは，いずれも抗原結合に伴っ

て化学シフト変化を示した. また.Fv単独の場合，これらのシグナルは，いずれも
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[Trp， Met]Fv [His， Tyr]Fv 

160.0 1)8.() 176.0 l74.0 1?2.0 170.0 168.0 180.0 178.0 

"" 

Heavy chain Lighl chain 

55 CDR2 27 CDR1 

98 CDR3 34 CDR1 

"・ 0"" 
P2.0 

93 CDR3 

-170.0 166.0 

図2.口ー18CJTrpと[l5NJKet(左)および[1-18CJHisと[l5NJTyr(右)でダブル
ラベルを行ったFvの18C-NMRスペクトル

εーダンシルーLーリジンを加えることによって(上段)Hi5-98H， Trp-lulH， 

Trp-105Hにo.lppm以上の化学シフト変化が誘起されている.

重水中で速やかに消失したが，抗原が結合した状態では，このうちの一部のシグナルの

重水素交換速度が著しく減少していることが明かとなった.

(3)NO E S Yによる抗原-Fv相互作用様式の解析り

選択的2H標識を施したFvを用いて.NOESYの測定を行い，抗原結合によって

化学シフト変化を示すTyrの丸5-1Hのシグナルについて，次の結果を得た. 1) F吋ご
対して50%および120%のそル比で抗原を加えた試料のNOESYスベクトル上に現れる

化学交換由来のクロスピークを解析することによって，抗原，抗体双方について，結合

状態と解離状態のシグナルを対応させることができた. 図4の Ex4のピークから，

Tyr-Dのシグナルは，抗原結合によって1.4ppmもの高磁場シフトを示していることが
わかる. 2)抗原一抗体聞に検出されるNOEより，少なくとも.Tyr-Dおよび Tyr-J
がダンシル環と直接コンタクトしていることが判明した. これらのTyrは，上述した
H鎖CDR3に由来している可能性が極めて高い. 現在.1)ヨウ素化による化学修飾，

2)アミド水素を起点として残基内lHを経由した連結.3)カルボニル炭素を起点とした

13C-13CおよびlH-13Cスピン結合による連結などのさまざまなアプローチによって，

これらの残基の位置特異的な帰属を行っている.

なお，今回報告する多核種NMRの成果は，我々のグループが解析を進めている他の

抗原一抗体系においても成功裡に適用されつつある.
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13C-JHNMR総合スベクトルデータベースシステム

L19 
(神田外語大、化技研) 0山本 修、 早水紀久子、柳沢 勝

An Integrated '3C-'HNMR Spectral Database System 

主主主旦よLtAMAM旦工旦， Kikuko HAYAMIZU and Masaru YANAGISAWA (Kanda University of 

International Studies and National Chemical Laboratory for lndustry) 

Nowadays we can easily obtain 'H and '~C NMR spectra for the same sample， and 

'H-'3C shift-correlated two-dimensional spectroscopy can be routinely used in 

many laboratories. To meet the new phase of the situation， we have constructed 

an integrated '3C.'H NHR spectral database system， in which (a) given a '3C 

shift， the corresponding 'H shifts are obtained， and vice versa; (b} given 'H 

and '3C shifts， the substructure satisfying both of the shift values are 

obtained; and (c) given a substructure， 'H and '3C shifts .are estimated for the 

substructure at the same time. 

化学データのデータベ}ス活動において、 スベクトルデータは長い歴史をもつものの一

つである。 赤外スペクトルにおける ASTMや IRDCカードの時代から始まって、 今日では多く

のスペクトルデータがいわゆる computer-readableな形で集積され、 巧妙なソフトウエアの

下で多数実用に供せられるようになった。 特に NMRスペクトルは各シグナルが化合物の部分

構造と直接続びっくために、 単にスペクトル・パターンの一致から同定検察を行う目的だ

けではなく、 スペクトルから部分構造を組み立てて行き、 未知化合物の推定が可能な点に

おいて、 データベースの果たす役割は大きいと考えられる。 わが国における NMRデータベー

スは昭和 47年藤原鎮男教授(現神奈川大)の提唱により日本化学会に NHRデータ小委員会が

設けられた時から実質的な活動が開始されたというべきであろう。 同時に NMRスペクトル及

びデータベースを用いる同定、 構造推定のソフトの研究も盛んになり今日に至っている。

われわれはこのような時代の趨勢の中で NMRを含む総合データベースシステム SDBSを構築

してきた "0 SDBSは赤外、 ， Hおよび， 3 CN 問、 質量、 ES R及びラマンの 6:種のスペクトルが一

つの静香システムの下に統合された総合ヂータベースであり、 次のような基本機能をもっ

ている。(1 )分子式、 化合物名などを検索キーとして出来るだけ真のスベクトルに近いスペ

クトルを出カする。 (2)未知物質のスベクトルデータを入力して、 類似のスペクトルを出力

する。 また NMRスペクトルについては構造情報を入力し部分構造を推定する機能、 逆にスペ

クトルヂータから部分構造を推定する機能が備えられている。

SDBSは異種のスペクトルを統合した総合スペクトルデータベースとして他に例を見ない

ものであり、 現在化合物の同定がただ 1種のスペクトルだけを用いて行われることは希であ
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る点を考えればその利用価値は高いと恩われる。 しかし残念ながら SDBSが総合データベー

スとして価値を十分に発揮できるのは(1)の機能においてだけである。 (2)の機能では各ス

ペクトルの特質がかなり異なっているために、 それぞれの特徴を活かしたシステムを考え

ざるを得ないからである。 1H及び 13Cスペクトル・サブシステムは同じ NIfRシステムなので

同一環境の下に構築されてはいるが、 両システム聞の accessibilitylこ多少費量があったこと

は否めない。 例えば同ーの化合物の 1H及び 13 Cシフト値を同時に取り出したり、 片方のシフ

ト儲から他方のシフト値を推定するのにはかなりの時間と手間がかかる。

近年二次元 NI!Rがルーチン化され、 1 Hと 13Cとのデータが同時に必要になるケースが非常

に多くなってきた。 それに伴ってヂータベースも独立に構築された 1H および 13Cのヂータベ

ースの問に関連を取るのではなく、 少なくとも検索、 推定機能に関するところは始めから

一つのデータベースとして統合しておいた方が望ましいと思われる。 このような点に着目

して従来の SDBSのサブシステムとしての 1H及び 13Cシステムの再構築を行い、 同時に Nl!Rサ

ブシステムを独立に起動できるようにした。 これは将来このシステムをパソコンまたはワ

ーク・ステーシヨン用に移行する際の便宜を考えたものである。 以下これらの点について

報告する。

I. 目的とする機能

本 NI!R総合データベース・システムは以下のような機能をもつものとする。

(1)分子式、 化合物名などを検索キーとするスベクトルの表示。

( 2)構造情報の入力による推定シフト値の表示。

(3 )シフト健の入力による構造情報の表示。

以上は元のシステムとほぼ岡じ機能であるが、 (2 )については必要に応じ 1Hまたは 13Cのい

ずれか、 或いは両方のデータが迅速に得られるようにし、 (3 )についてはデータベースを切

り替えることなく 1Hまたは 13 Cのシフト健が利用できるようにする。

さらに総合ヂ}タベースの利点を活かすために次のような機能を追加する。

(4 )片方のシフト健、 伊lえば 1Hのシフト備を入力してその部分構造に見合う 13 Cのシフト

備を表示する。 逆も同様。

(5 )あるシフト備を入力し、 そのシフト億に見合う部分構造において、 隣接した佼置にあ

るけ Cまたは 1H (この場合はピシナル・プロトン)のシフト債を表示する。 (4)• (5)の機能

をCOSYオベレーションと呼ぶことにする。

以とを基本機能としてデータベースを構築すあことにしたが、 さらにユ}ザーの便を考

えて種 4のアプリケーシヨン機能を付加することが考えられる。 例えば構造情報の入カに

グラフィッタ画面からの入力機能を付加したり、 さらにこれを拡張して一つの化合物の化

学式をグラブイツク画面に描き、 そのシフト値を一度に推定してしまう機能である。 この

部分は使用機種、 利用端末に依存することが多く、 汎用コンピュータをホストとして用い

る場合には、 システムに乗せるのが困難なことが多いが一応は付、加することにした。(パ

ソコンまたはワークステーシヨンなどの場合には、 面倒ではあるがかえってシステムを組
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み易い部分であろう)。

H. データファイルの構成

以上の機能を実現するためには、 最低次の 3種のデータファイルが必要である。

a. 原スベクトルファイル

b. 辞書用のファイル

C. 構造情報ファイル

原スベクトルファイルは上記(1 )のスペクトル表示機能を実現するために必要であり、 と

の部分は従来の SOBSファイルがそのまま利用できる。 しかし SOBSの原スペクトルプアイル

はできるだけスペクトルを忠実に再現するように前慮されているため、 特に 1Hスベクトル

では膨大なヂータ量が必要である。 従ってパソコン等に移行させるときには適当なデータ

圧縮の方法が必要であろう a との点に関しては昨年の情報化学討論会における著者らの報

告を参照されたい。 引

辞書用のファイルは FACOK社のデ}タベース・マネージメント・システム (DBKS)である

FAIRSの上に構築する。 SDBSも FAIRSを利用しているが、 その理由は大型計算機を使用する

限り、 このような DBMSを利用するのが一番便利だからである。 但し他のシステム、 特に大

型以外のシステムに移行する場合には、 この点はかなり問題があろう匂

静香用のファイルの中には種々の目的の検索に用いるデータが適当な項目名の下に格納

されている。 ユーザーは先ず静香ブアイルを開き、 必要な検察を行った後、 所望の情報を

得ることができる。 検察し得る項目を表 1に掲げる。

表 1 静香ファイルの検察項目

NAME 化合物名

HW 分子量

MF 

SV 

分子式

溶媒

ST 構造因子: AROMATIC， SATURATED， C=C， COOH. N02 等約 50種を定義

C，H.N，O，SI.P.S.F.CL.BR，I 当該原子の数

Y X 

H 

ハロゲン原子の総数

上記以外の原子の種類 Z 

C. H.ハロゲン以外の上記原子の総数

H原子の総数

PK.PKl， PK2，PK4 ピークの値: PKは 1旬、 その他はそれぞれ 90. 200. 400MHzにおける

1 Hのピーク f説。 1Hの場合、 約 0.5Hzの区間に最大ピークがあれば、 それをピーク儲

とする。 いずれも強度が組になって格納されている。

SH シフト備、 1 3 Cの場合はピーク備と同じ。 1Hの場合は各スピンの真のシフト催。 こ

れらの備がそのシフト健を与える構造情報番号と組になって格納されている。

構造情報はそのシフトイ遣を与える原子のタイプ(例えば CH3. CH2など、 以後これを SPと

略記する)から 8位までの原子または原子団を採用した。 これはほぼ Bremser等の方法と同

じである引。 ただこれだけでは不十分なので次の点を考慮した。
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a. SPがベンゼン環に置換しているとき、 pa ra位は ε位になるが、 これが往守にしてシフ

トイ直にかなり影響を与えることがあるので、 この効果を考慮する。

b. 幾何異性体に対しては cis及び transを区別した。 この区別は SPが二重結合炭素の場合

( 1自の時はその炭素に結合したプロトンである場合)及び SPが三重結合炭素に対し α位に

ある場合の両方について行われる。

c. 完全ではないが、 ni環式 8員環に対しては axial及び equatorialの区別、 糖に対しては

α 及び日の区別を行った。

このような構造情報のそれぞれに対し、 データベースから切り出したシフト備の平均値

と、 標準偏差が組になって格納されている。 この構造情報ファイルを効果的に使用するこ

とにより、 1 H及び 13 Cの両方に対しシブト健及び部分構造の推定が迅速に行われる。

m. アクセス方法

ユーザーは先ず静香ファイルにアクセスする。 ここで表 1の検索項目によりスペクトルを

絞ることができる。 スペクトルの簡単な内容はすぐ鵠末に表示される。 詳細に知りたけれ

ば GETコマンドを用いて原スペクトルを表示できる。 スペクトルを絞った後、 または直接

INPUTコマンドを用いてパターン・マッチング方式の同定検察を行うことができる。 同様に

COSYコマンドを用いてシフト値、 部分構造の推定または他の COSYオペレーションを行うこ

とができる。 この関係を下図に示す。

構造情報ファイル

部分構造または

シフト値の推定

COSY 

オペレーション

原スぺクト Jレブアイ Jレ

原スペクトルの表示

1) O. Yamamoto， K. Hayamizu， H. Yanagisawa， Anal. Sci.， l1， 141(1989) 及びその中に

記載された文献参照.

2) 山本、 早水、 中川、 宮林、 第 12図情報化学討論会予稿集 p88(1989). 

3) W. Bremser et al， H. Klier， E. Heyer， Org・ Hagn. Resn.，1，97(1975). 
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Parallel and Distributed N etwork Computing: N ew 
Tools for Multi~dimensional NMR Data Analysis and 
NMR Molecular Modeling L20 

George C. Levy， Pankaj Kumar and Sophia Wang， NMR 仰 d Data 
Processing Laboratory， 5νracuse University， Syracuse， New York 13422-4100 
and Aleχander Macur， New Methods Research， Inc.， 6035 Corporate Drive， 
E. Syracuse， New York 13057 

An important area of investigation at Syracuse University involves 
utilization of parallel and distributed computing methods for NMR and related 
data processing. These are initially being applied to two applications: 1) 20 
and 3D NMR data reducti.on， including optimization methods and 2) using a 
genetic algorithm for NMR molecular modeling. 

The basic idea is to optimally utilize， in parallel， workstation雪 andother 
computers coexistent on local and wide-area computer networks. In cases 
where specialized parallel computing hardware such as MIMO (examples: 
Alliant， Stardent， Hypercubes， etc.) or SIMD architectures (example: the 
Connection Machine) are available， an additional opportunity is present to 
dissect computational applications. and allocate appropriate portions to the 
specialized hardware. This type of distribution of processing tasks is 
included in the work underway in our laboratory. Thus， on a computational 
network such as the one existing at Syracuse University (which incorporates 
a large number of Sun workstations， IBM RISC System 6000's， and a large 
configuration Connection Machine 2， as well as an Alliant FX/80)， 1 to 3 
orders of magnitude speed-up may be realized in compute and 1/0 intensive 
applications， such as 3D NMR data processing and the matrix manipulation 
found in aspects of NMR molecular modeling. 

Two-dimensional Maximum Likelihood Method (MLM) spectral optimization is 
one example of computation and 1/0 intensive NMR data reduction. However， 
for NMR spectra of 3・ or higher dimensions， even standard Fast Fourier 
transform (FFT) data reduction can tax computational resources， and 
certainly limit the amount of interaction between the scientist and the data. 
Tomorrow's 3幽dimensional NMR spectra will consist of 108 to 109 data 
elements (or more)， and computation of 3・dimensionalFFT's for such large 
arrays requires a balance of. cpu-intensive and disk I/O-intensive operations 
for sustained calculation efficiency. A maximum Iikelihood calculation on a 
data array of this size would be impractical on today's machines. 

This situation will undoubtedly change over the next few years. Computing 
technology is advancing at such a rapid and accelerating rate， that it is 
anticipated that by 1992-93 a high-end desktop workstation (cost ca. 
$30，000) will have compute power for these types of applications equivalent 
to a Cray XMP; by 1996・98，a single user workstation may approach true 
gigaflop speeds. Those machines will undoubtedly be parallel architectures. 
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An exciting aspect of that fact， is that those parallel architectures will 
probably be fully scalable. That is， a desktop workstation in the year 2000 
might contain approximately 1 % of the computational elements present in a 
year-2000 Teraflop supercomputer， and thereby offer 10 gigaflops of 
compute power， in a compact， low cost package. 

A!I of this science fiction is a few years away. Nevertheless， 
utilization of massive parallelism and distributed network computing will 
not be easily achieved， and it is for this reason that our laboratory is 
spending considerable effort today to develop new computing paradigms to 
take advantage of the expected computing environments. 

We are currently developing computing methods to exploit use of distributed 
and cooperative network computing， with additional fine-grain parallel 
optimization for problems requiring and supporting those capabilities 
(including large array Fourier transform and MLM processing， as well as 
aspects of NMR molecular modeling). Much of the success of using 
distributed computing depends on the existence of efficient distributed 
parallel algorithms. These algorithms must be scalable， i.e.， with an 
increase in the size of the problem they must be able to use more machines 
to keep the overall processing time low. This means that they must exhibit 
linear or near-linear speed-ups. 

The above NMR related applications offer a high degree of parallelism， 
ranging from coarse-grained to fine-grained. The Syracuse University 
distributed system comprises several kinds of architectures including SIMD 
(Connection Machine) and MIMD parallel machines (8 processor Alliant FX/80; 
4 "pipeline" Stardent)， and a network of high performance Sun， DEC and IBM 
workstations. Our goal is to develop the applications in a manner so that 
parallelism is exploited at all levels. This approach would allow the 
different sections of the applications to be mapped onto the most suitable 
architecture. 

Developing distributed programs with linear speedups has until now been 
considered a difficult task. This is because it requires a proper task 
decomposition strategy and elimination of as much synchronization and 
communication overhead as possible. To reduce the effect of 
synchronization， the computation must be restricted to only a small number 
processors. However， to reduce the execution time， more processors must be 
used. To achieve both of these conflicting goals， we use a hierarchical 
scheme， where initially the problem is divided into very coarse-grained 
subproblems. Thus synchronization is limited only to a small number of 
processors. However， each of the subproblems is then recursively subdivided 
into finer-grained subproblems to utilize any remaining idle processors. The 
size and the number of these finer-grained subproblems is decided 
dynamicalケatrun time and is a function of the size of the problem， number 
of processors available， and communication latency. We use a dynamic load 
balancing scheme to achieve the optimal decomposition strategy and size. 
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Initial Performance Results 

As shown in the table below， near linear speed-ups have already been 
obtained for implementation of 3D FFT. Much of this success can be 
attributed to a simple but effective load balancing scheme. Due to load 
balancing， communication was done only when a request was made， which 
was initiated before the requesting processor became idle. Thus， 
communication was able to keep up with the data requirements of the cpus 
acting as workers. Also， since each packet of work contained the sender's 
address， each worker was able to anticipate the needs of other workers; thus 
communication was initiated even before the other worker made a request 
for data. We were thus able to avoid sending data to machines where the 
data was never going to be used. As a result of this load balancing and the 
paradigm used for the algorithm， most communication took place in parallel 
to the computation， without affecting overall processing time. 

Preliminary Results for Distributed 3D FFT 

Data Configuration Timea， secs Speedup 

128x128x128 SPARC1+ 2400 

128x128x128 12 SPARCstations 236 10.16 
(heterogeneous) 

256x256x256 SPARC1+ 18816 

256x256x256 12 SPARCstations 1873 10.04 
(heterogeneous) 

a3D FFT algorithm uses small RAM configuration and is not yet optimized. 

Multi-dimensional Fourier transform processing is certainly not the only 
application for distributed network processing， or for fine-grained parallel 
processing. This paper will also describe initial work utilizing a genetic 
algorithm approach for parallel implementation of NMR molecular modeling. 
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A New Project: Parallel Molecular Modeling Using a Genetic 
Algorithm 

Genetic algorithms simulate natural evolution， with each species evolving 
according to its "fitness" to an environment. As in natural evolution， each 
species searches for beneficial adaptation during its evolution. The genetic 
algorithm is a "weak" method that makes no assumptions about the system at 
hand. It is a search method based on the localization of solutions in 
hyperplanes within the search space. Genetic algorithms can exploit the 
inherent advantage of parallel evolution. The Syracuse laboratory is using 
the genetic algorithmic approach in an attempt to develop a robust NMR 
molecular modeling system which will be able to generate and evaluate 
complex molecular structures. lt is hoped that this approach may also 
produce an adaptive modeling scheme which extends itself， providing 
confidence in later studies. 
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P20 DNA結合タンパク質タイプ Eの構造と DNAとの相互作用
-HUと 1H Fとの比較ー

東藁大 胡桃坂仁志、 O 神藤平三郎、佐久間千勢子、松本潮

The Structure of DNA binding Proteins Tνpe II and Their Interaction with 

DNA. ParallモINHR Study of IHF and HU. 

H. Kurumi2aka. H. ShindQ. A. Chiseko Sakuma. U. 門atsumoto(Tokyo College 

of Pharmacy) 

HU and IHF proteins have high sequence homology but their biological 

functions are quite distinctive. It is therefore interesting to inve-

sitigate the siructural features of the proteins and their interaction 

with ONA. 1 H N門Rstudy of HU and IHF proteins and their complexes with 

oligonucleiotide will be presented. There were several lines of evi-

dence that HU protein has high order structure in solution and that 

the flexible arm region is indeed binding site to ONA. As for HU-ONA 

complex， histidine residue was involved in HU binding and HU protein 

was highly stabi 1 i2ed. These results were compared with the case of IHF. 

高いホモロジーを有する一君事の DNA結合タンパク質が原核細胞中に存在する.

これらは DNA結合タンパク質タイプ Hまたはヒストン機タンパク賀として知ら

れており，それぞれ多械な機能を担っている. H Uタンパク質は大腸菌の核様
体に最も豊富に存在し、 DNAの塩基配列に対して非特異的に結合する.一方、

IHF はlamdaファージの部位特異的な組換えに必須の因子であり、 DN Atこ特異

的に結合する.両者はそのアミノ酸臨列においてホモロジーが高いにもかかわら

ず、 DNAへの結合性およびその機能が異なる点はきわめて興味ある問題である.

前回の討論会において演者らは 1H NMRによって HUα の構造および DNAと

の複合体について報告した.今回はH.Uの研究のその後の進展と共に， 1 H F に

ついても検討したので報告する.

[試料と方法] H U は前回と問機 1)にして得た. 1 H Fの大腸菌産生株、 K

-5746 (H. A. Nashの好意による〉から Nashらの方法2】により精製 IHFタンパ

ク質を得た. このタンパク質は凍結乾燥により変性を起こすので、限外漉過法に

よって H20湾液を D20 (O.IM NaCI， 10州 phosphatepH=7.0)溶液に変換し、
NMRの測定に供した. 1 H NMRの測定には Bruker社製州・500および As-

pect-3000コンビュータを使用した.

[結果と考察] H Uα は90個のアミノ酸残基からなっており、芳香抜アミノ

酸として 1個のHisと3個のPhe残基を含む. β-sheet構造に関与する His54.

Phe50. Phe79， Ser81およびThr49の Cα プロトンピークが帰属できた. これらの

結果は HUとホモロジーの高い HB sについて得られた X線構造解析の結果と矛

盾しなかった. 1 H Fの基本単位は IHFα と 1H Fβ のヘテロダイマーである

が、高次の会合体として存在することを示した. 1 H Fダイマーは芳香族アミノ
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酸として 4個のHi s， 9個のPheおよび 4個のTyrを含む. 図 1に 1H FのlH N 

MRスベクトルを示した.低磁場領域Aは芳香環プロトンに帰属され、 B領域は

s -sheet構造領域内の Cα プロトンに、 またピーク Cおよび Dはそれぞれ Arg
C OおよびLysCε に帰属される.領域 Eは高磁場シフトしたメチルプロトン lこ帰

属される.図 1からいくつかの点が指摘される. a) A群の中で異常に高磁場シ

フトしたピーク (6.0・6.5ppm)が見られる、また b)異常に高磁場シフトしたメ

チルプロトン (-0.4・0.4ppm)が観測される. C) いくつかの Cα プロトンが低

磁場に現れている. a) とb)の結果は HUの場合と同様に PheやTry残基によ

る環電流効果により説明できる. C) の結果は β-sheet構造の存在を示唆してい

る.現在、 1 H Fのスベクトルのより詳細な解析を試みている.

HUの熱安定性については高次構造の転移転 Tmが 37'Cであることは前回既に

報告した. 1 H Fについても、同様に高磁場シフトした Phe環プロトン (5.98

ppm)を指標にしてその転移転を測定した. このピーク強度は、温度の上昇と共に

45-55度で急に減少し、同時に沈澱の生成が見られ、またこの熱過程は非可

逆的であった.それ故、 1 H Fの場合は構造転移と言うよりは変性であると考え

られる. これら熱的な挙動は 2つのタンパク質で著しく異なっている. なお、

IHFのDNAへの結合性について現在検討中である. H Uと IHFとの比較を

表 1に示した.

Table 1. H Uと IHFの基本的性質の比較

Subunit slate in solution Solubility Tm( C) R efi nf z ec ct u rre n t at 200ug/ml 

HU HUα 4-mer >20闘g/ml 37 strong 

IHF IH~ 6-mer c.a. 10 mg/ml 50 strong 

図 1

1 H Fの，1H NMRスベクトル

D 
〆

E 
「一「

8 7 6 5 Q 3 2 m川nドnいnU
 

文献 1)神藤平三郎他、第 28回NMR討論会、東京、 198 9 

2) H. A. Nash et a 1.: ，1. Bacterio. 169， 4124(1987) 
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溶液中の立体化学における緩和時間 T，の利用 V1 

P21 一抗 HIVヌクレオシド AZTの DMSO-d6中での

コンフォメーションー

{神女薬大 ) 0華客 東玲、杉浦奨喜子、高尾橋雄

APPLICATION OF RELAXATION TIMES T， TO STEREOCHEMISTRY IN SOLUTION VI 

-CONFORMATION OF ANTI HIV NUCLEOSIDE AZT IN DMSO-d6 

工.Sai， M. Sugiura， N. Takao 

(宜obe 曹omen's College of Pharmacy) 

The relaxation method using selective(T，') and bi-selective relaxation times 

(T，B') have been applied to anti HIV nucleoslde AZT. lts conformation have been 

discussed based on r;J derived from cross-relaxationσ; J andτc which are 

obtained from T，' and T，B' and the frequency dependence of T，N'. In the DMSO叩 d6

solution， AZT has an anti glycosyl angle x similar to AZT A in the solid state， 

a sugar pucker with equilibrium between C2'-endo and C3'山 endo geometries. 

[はじめに]

AZT(3 '-azido-3 'deoxythymidine)は，図のようにアジド基を

持ったヌクレオシドであるが、 1985年には抗 HIV(human 

immunodeficiency virus)活性を持つことが明らかにされ、

現在では代表的なエイズ治療薬として実用化されている。

その立体化学、特に糖のパッカリング及びグリコシル結合

まわりのコンフォメーションについては多くの議論があり、

その作用機序からも輿昧が持たれている。 X線結晶構造

解析の結果から、， ，その結晶構造には表 1に示すような

A， B 2つのコンフォーマーの存在が知られている。

AZT  

表 1 コンフォーマー 配向 x (04 '-Cl '-NI-C2) 織のパッカリング

A antl 1 Z 7. 1・ CZ'-endo/C3'-exo 

B anti -176.5' C3'-exo/C4'-endo 

一方 JH -H及び JC-N-C-Hを用いた DMSQ-d6中でのコンフォメーション解析がなされており、引

その結果、グリコシル結合に関しては anti、 x=ー165・で Bの値に近く、糖については

CZ'-endoと C3'-endoの平衡にあり、 CZ'-endoが約 60耳の割合で存在すると結論している。

今回演者らは、先に我々の開発した T1 s. T 1 B Sを用いる方法 3'によって DMSO-d6中での AZTの

コンフォメーション解析を試み、 J値から得られている結論との比較を行なった。

l/T，' = R' (i) = ~ N;ρi j +ρ ・
J 

1 /T ， B ， (j) = R; (i j) = N; Cf. ; j + R; (i) = N; cf ; J + ~ N;ρij +ρ-
J 
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1IT， ・ S ~ R' (a 1 1) ~手 R' (i j) ~手 N ，O' 'j+ R' (i) = l.:N，σ;' j +卒 N，ρij +ρ ・ (3) 
J J 

ここで

σ'j= 1/10 y'負2r'j-6[ 6τc 1(1+4臼 2τc2 )τ 。] ( 4) 

ρ'j= 1/10 Y'1i2r'J-6[τc + 3τ 。 1(1 +副 2τc2) +品 τ。 1(1+4曲 2τ 。2) 1 (ラ)

いま ρ ・くく( 0'， J +ρ'j  ) とすると

T， . S (曲.) IT，.S(ω2) ~ (ち + 8ω22τ 。2)(1 + 雪印， 2τ02 + 4印， 'τC 4 ) 

1 (5 + 8曲， 2τc 2 ) (1 + 5曲 22τ 。2 + 4ω24τ c' ) (6) 

また (1)、 (2 )式より R' (i j) 】 R'(i)=N，σij (7 ) 

この方法は、 T，S、 T16 Sより交差緩和 σiJを(7)式によって求め、その (J i j と Tt N Sの周波数

依存性((6) 式)より得られる τcとから H-H悶距離 ri Jを算出し、コンフォメーション解析

に利用するものである。

[実験]

'H NMRの測定は Varian XL-200 ( 200.06 MHz) 及び VXR-500( 499.84 MHz) を用い、

T 1 N Sは 200 MHz，ち00 MHzで通常の IR法を、 T15，T18$は 500MHzで、以前に報告したパルス

シーケンス引を一部改良して測定を行なった。 AZTは濃度 0.06mol dm-'で DMSO-d6に溶解し、

脱ガス、溶封して測定サンプルとした。

[結巣と考察]

表 2に 200 MHz と 500 MHz における T，川の観測値を示した。 (6)式によって得られる

T，. S (500) IT， N S (200) と τ。との関係より、 これらの実測値を用いて τcを求めた(表 1)。

表 3 には、すべての， H について 500MHzで測定した Tけおよび T1 B Sの観測値を示してあ

る。これらの値を用いて (7)式より得られた<1i Jの債を表 4 に示し，さらにこの値と、表 2

に得られている τ 。を用いて、 (4 )式から算出される ri j の値を ri J 0 b sとして表告に示

した。 (j j Jから得られたものと d けから得られたものに多少差のあるものもあるが、溶液

中でのコンブォメーションの揺らぎなどを考慮すれば、これらの差は容認出来る範囲と思

われる。

表 2 200MHz 及び 500MHz における Tf N S と得られた τc

position T，NS(500)/sec T，NS(200)!sec τ，1 s e c 
Me 1. 02 1 O. 69ち 1.41x10-'. 

H-6 1. 333 O. 838 1.62x10-'. 

If -1 ' 1.857 ]. 233 1.47x10-'. 

H -2 ' O. 49 1 O. 339 1.38x10-'. 

H-2" O. 556 O. 400 L27x10-'. 

H -3 ' 1. 369 O. 928 1.42xlO-'. 

H-4 ' 1. 570 1. 012 1.55x10-'日

H -5 ' 5 " O. 463 O. 330 1.29xlO-'白
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表 3 ちOOMHzにおける主な 1HのT1 S及び T1 B S 

position T1S/sec T1BS/sec 

H-6 H-l' H-2 ' H-2" H-3' ij-4' H-5'5" 

H-6 1. 579 1. 622 1. 454 1. 600 1. 487 1. 570 1. 542 

H-1 ' 2. 169 2. 146 2. 103 1. 979 2. 170 2. 147 2. 189 

H-2' O. 658 O. 617 O. 633 O. 623 O. 694 

H-2" O. 742 O. 743 O. 697 O. 725 O. 764 

H-3' 1. 642 1. 541 1. 638 1. 508 1. 595 1. 560 1. 579 

ij-4' 1. 799 1， 784 1. 807 1. 828 1. 787 1. 760 1. 666 

表4 T1S，T1BSの観測値より得られる σ;J(sec-1) 表ち σ'Jとτ。より得られたrij obs 

H-j H-j σ リ び ji riJ
ObS 

H-6 H-1 ' 0.49x10-2 H-6 H-1 ' ~ 4.00 

H-2 ' 5. 44xlO-2 10.10x10-2 H-6 H-2' 2. 40 ~ 2.63 

H-2" H-6 H-2“ 。。
H-3' 3. 92x10-2 3.99xl0-2 H-6 H-3' 2. 78 ~ 2.79 

H-4' 0.36x10-2 0.47x10-2 H-6 H-4' ~ 4.00 

H-5'5" 1. 52x10叩 2 H-6 H-5'5" 3. 25 

H寸' H-2' 1. 45x10-2 6.00x10-2 H-1' H-2' 2.61 ~ 3.30 

H-2" 4. 43x10-2 8.70x10-2 H-1' H-2" 2.46~2.74 

H-3' O. 15x10-2 H-1 ' H-3' 。。
H-4' 0.47x10-2 H-1 ' H-4' ~ 4.00 

H-5'5" H-1' H-5 '5" 日コ

H-2' H-3' 8. 54x10-2 ち.41x10-2 H-2' H-3' 2.46 ...... 2.65 

ij-4 ' H-2' H-4' 。。
H-2" H~3' 3‘16x10-2 1. 79x10-2 H"'"2鴫 H-3' 2.91...... 3.19 

H-4 ' O. 37x10-2 H-2" ij-4 ' ~ 4.00 

H-3' H-4' 3. 20x10-2 1. 23x10-2 H-3' H-4' 2.ヲo...... 3.38 
ij-ち，5" 2.43x10-2 H-3' H-5'γ 3.03 

H-4' H-5'5" 4. 44x10-2 H-4' H-5'5" 2. 73 
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図 1 AZTに予想されるグリコシル結合

まわりのコンフォメーション

このようにして得られたすべての ri iを満足するものが、この化合物の DMSO-d.中での優

位コンフ才メーションであるが、分子模型を実際に組んで検討すると以下のような結論が

得られる。 まずグリコシル結合まわりのコンフォメーションを決定する、fI-品とfI-2'， fI-6 

とfI-3'の距離が比較的近いことから anti配向と結論され、 x""-120・が得られる。これは

表 1の A コンフョt-マーに近い値である.一方、デオキシリボースのパッカリングについ

ては、糖部分の ri Jの値からは、決定的な結論を得ることが出来ないが、 ri Jに巾の見られ

ることからも、コンフォメーションにゆらぎのあること、 IIPち平衡にあることが示唆され

る。ただしfI-2"とH-4'の距離が比較的大きいことから、わずかに C2'-endo側に平衡が片寄

っていることも予想される。

[まとめ]

DMSO-d.中での AZTの T1NS，T1S，T1BSを測定し、 H-fI間距離 ri Jを算出し、コンフォメーショ

ンについて検討を行なった。その結果のグリコシル結合まわりの配向は antiで x"" 120・

(コンフォーマー A)。格部分は C2'-endo側に片寄った平衡にあることが解った。これを J

値を用いて検討された結果と比較すると、糠のパッカリングついてはほぼ一致するが、グ

リコシル結合まわりの配肉については矛盾するものである。

[文献]

1. A. Camerman， D. Mastropao 10， and N. Camerman， Proc. Natl. Acad. Sc i. U. S. A. 84， 8239 

8242 (1987). 

2. G. V. T. Swapna， B. Jagannadh. M. K. Gurjar and A. C. Kunwar， Biochem. Biophys. Res. Com 

mun.， ill， 1086-1092 (1989)，他.

3. a)杉浦、高尾、石田、大石、井上、加際、浜岡、塩入、第 28 回 NMR 討論会講演要旨集

P235 (1989). 

b)M. Sugiura， N. Takao， and fI. Fujiwara. Magn. Reson. Chem. 2..2， 10雪1 (1988). 
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RNaseMsの連鎖帰属と基質アナログ G f P Cの結合様式

P22 (都臨床研・阪大薬&・星薬大勺 O稲垣冬彦・上杉晴ー&

入江昌親#

Two-dimensiona1 NMR investigation of RNaseMs and its nove1 substrate ana10g， 

2' -deoxy-2'ーfluoroguanyl-(3'-5' )cytosine(GfpC) complex 

F uyuhiko lna~ak i"， Seiichi Uesugi2， Masachika lrie3 

(1Tokyo Metropolitan lnstitute of Medical SCience， 2Facu1ty of Pharmaceutica1 

Sciences， Osaka University， 3Department of Microbiology， Hoshi Col1ege of 

Pharmacy) 

Two-dimensional "H-NMR studies have been performed on a guanine and adenine 

specific ribonuclease Ms， RNaseMs， and its GfpC complex. The sequence specific 

resonance assignments of free RNaseMs were obtained for the back-bone protons of 

81 amino acid residues and most of its side-chain protons. RNaseMs contains an 

α-helix and two anii-parallelβ-sheet as secondary structure e1ements， which 

was simi1ar to that of a homo10geous protein RNaseT1・ On the basis of the 

present assignments， the binding modes of the substrate ana10g， GfpC， were 

discussed. 

タンパク質による分子認識、すなわち基質特異性の発現機構を解明することは、 タンパ

ク質工学の基本的な問題のひとつである。 この問題を解くためには遊離型タンパク質及び

タンパク質 複合体の立体構造を明らかにすることが重要であろう。我々はこの問題の解

明をめざして、 リボヌクレ 7 ーゼ M s (RNaseMs) を用いて N M R による構造解析を行った。

RNaseMsは Aspergi11us saitoiが産生する、分子量 12 ， 0 0 0アミノ酸残基数 10 6よりなる酵

素であり、 3・ー環状リン酸中間体を経由してリボヌクレオチドを加水分解する。 その際リボ

ヌクレオチド鎖の 3'担Ijの塩基としてグアニン、 アデニンに対して特異性を示すことが知ら

れている。本研究では、二次元 N M Rを用いて遊離型 RNaseMsのプロトンシグナルの帰属を

行い、高次構造上の特徴を明らかにするとともに、基質アナログである 2'-deoxy-2' f1uor 

oguany1-(3' -5' )cytosine (GfpC)と RNaseMsの複合体についてもプロトンシグナルの帰属

を行い、両者を比較することで基質アナログの結合様式を調べる ζ とを目的とした。

室-~主

RNaseMs5mM溶液(重水;1 0 0克D2 0、軽水; 90%H20-10%D20) を N M R試料として用いた。

RNaseMs-GfpC複合体は、 あらかじめ RNaseMs5mM溶液を GfpC溶液で適定し、 His91C2プロトン

および 11 e 8 9δ メチルプロトンシグナルのケミカノレシフト変化が飽和することを確認して N

M R試料とした。最終的な RNaseMs、 GfpC比は 1・1.98とした。測定温度は 37"C、 pHは 5.7に

調整した。測定には J E 0 L G X - 5 0 0を用いた。 D Q F - C 0 S Y、 H 0 H A H A 

(混合時間 45ms、 85m s) および NOESY(混合時間 150 m s )の測定を純吸収モードで行っ

た。水の suppressionniにはプレサチュレーションを用いた。

盆一一塁

~諺:ー:')翼 連鎖帰属法に従い、 RNaseMsのプロトンシグナルの帰属を行った。まず重水中の D

-149 



軽水および重水中の HOHAHAスベクトルを比較する己とQ F - C 0 S Y スベクト Jレ、

次に各タイプ lこ帰属されたアミノ酸を NOEより得られる距離情でスピン系の同定を行った。

この時一次構造を参照しながらアミノ酸タイプlこ従って接続した。dβN、 dNN)( dαN、報

図 1 ，こ連鎖帰属以上の解析によりこれまでに 81残基の帰属を完了した。の確認を行った。

connectivityをまとめて示す。で確認した N 0 E 

二次連鎖帰属により確定した帰属に基づいて N 0 E S Y 交差ピークを帰属し、三;:?定;権:進

と( Sef14-Ser30) RN.aseMsの二次構造は一本の長い αーへリクッス構造の同定を行った。

これは類縁微生物起源 RNaseである RNaseT1から成っている。(図 2 ) 二組の β ーシート

の三次構造と全体的には良く類似したものである。(一次構造の相同性 57 % ) 

RNaseMs-GfpC複合体と遊離型 RNaseMsについて D Q F 

D Q F - C 0 S Y スベクトルの指紋N 0 E S Y スベクトルの比較を行った。C 0 S Y、

H i s 9 1等の1 1 e 8官、G 1 y 8 1、G 1 u 5 7、 Arg76、 11 e 78、T y r 4 1、G 1 u 4 0、H i s 3 9、領域では Ty r 37、

T P h e 7 9、また芳香族側鎖については、ピークに明瞭なケミカルシフト変化が認められた。

それ以外Ty r 5 6等のシグナルはほとんど変化しなかったが、Tyr28、Tyr37、y r 1 2、 Tyr 2 5、

Trp13のシグナルにケミカルシフト変化あPhe47， 49， 100、のTyr5，37， 41. 44， 55， 58， 64， 67、

GfpCの結合によりシグナル変化を生じたアミノ酸残基を X線構るいは消失が認められた。

図 3 ，こ示すように分子表面の触媒部位、造解析で得られた RNaseT1の構造上で確認すると、

詳細にリン酸基結合部位および塩基認識部位周辺に集まっていることが明らかになった。

~ ~ ~ 
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図 1

RNaseMsの β シート構造
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XPLORによるディスタンスジオメトリー計算の詳細

P23 
0神田大輔、稲垣冬彦

東京都臨床医学総合研究所 生理活性物質研究部門

How to Calculate Protein Tertiary Structures using XPLOR 

Daisuke Kohd~， Fuyuhiko Inagaki The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Scien∞， 

Department of Molecular Physiology 

On巴 of出epurposes of N加1Ranalyses of proteins isωdetermine three-dim巴nsional

structures. This process consists of sequential assignment and distance g∞m凶 ycalculation. 
S巴quential as signm巴nthas become routine work in regard to proteins with the molecular 

W巴ightup to 10 kDa， while distance geom巴trycalculation still remains to be laborious work. 

Here we present details of our calculation procedure using XPLOR. 

1 )はじめに タンパク質のNMR解析の目的の一つはその立体構造の決定である。 2次元

NMRスペクトルを利用した連鎖帰属法 (sequenualresonanc巴 assignmen t) を適用するこ

とにより、分子量が一万以下のタンパク質のスペクト Jレの帰属は、ほとんどルーチンワー

クになっている。ところが、 NOESYスペクトルを解析して距離情報を得るステップとそ

の距離情報を基に立体構造を計算するステップについては、未だ困難な点が多い。後者に

ついて、今回の発表ではXP凶 Rによる立体構造計算の方法を具体的に述べる。

2 )入力データの作成 NOESYからNOE情報のデータのファイ Jレ、およびDQF-COSY、

P.E.COSYの解析から、二面角世とx1に関する情報をまとめたファイ Jレをつくる。これ
らを適当なプログラムでフォーマット変換すると便利である。現在はPC98上でBASICを

用いて変換を行なっている。この変換ではNOE強度とカップリングデータの距離および二

面角制限情報への自動変換、シュード原子の使用とそれに伴う距離の補正、メチlレ基の

NOE強度補正、ふS結合と水素結合情報の付加などが行なわれる。

3) XPIβR計算 XPLORはX線およびNMRの立体構造計算のための特別なパージョン

のCHARMmである。現在のXPLORは種々の改良が行なわれた結果、ポテンシャル関数(タ

ーゲット関数)の形は実質的にDADAS(DISMAN)と閉じになっていて、関数の最小値を見

つけるのにニュートン運動方程式を解く点のみが異なっている。 XPLORの大きな利点は、

XPLORが一種のプログラム言語でありプログラムを組む感覚で計算の流れを自由に書き

変えることができる点にある。ラフな中間構造を作るのに、 Clore & Gronenborn らは

DlSGEOを用いているが、我々は替わりにVariable Target Function (VTF) 法に基づく

XPLORプログラムを用いている円。 DADASでも VTFを採用しているが勺、 DADASでは
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一次構造に沿って関数を変化させるのに対し、 XPLORでは空間的に変化させる点が異な

っている。具体的には、 violationが一定値(例えば 10 A) より小さなNOEのみをポテン

シヤ jレ関数に組み込む。このVTF法と、 NOEポテンシャ Jレ関数として途中でなだらかな山

線にスイッチする関数を採用して、計算の初期においてviolationの大きなNOEが計算に悪
*':1. 

影響を与えないようにしている。後半のSimulatedAnnealing (SA) コでは、原子同士の反

発を表す係数(krepe1) をNOEの係数 (kNOE)よりもゆっくり増やすことにより、原子同

士のすり抜けを許して立体構造の精密化を行なっている。

( 4 )計算の能率を高める方法 オリジナJレの方法ではXPLOR計算を制御するパラメー

タは、プログラム自身に埋め込んで使う。これでは計算の度にプログラムを書き直さなく

てはならないので不便である。そこで、パラメータだけ抜き出して一つのファイ Jレにまと

め、さらにUNIXシェルプログラムで起動するようにした。こうすると、例えば 100個

の計算を初期条件を少しずつ変えて自動的に行なうことが簡単にできる。

( 5 )計算結果の解析 計算の結果得られた座標の解析ツーJレを整備しておくことも重要

である。 UNIXシェ Jレプログラムから解析用のXPIβRプログラムを起動するようにした。

現在、 RMSD (複数の座標聞のRMSDを計算し、平均や標準偏差をとる}、 AVERAGE

(複数の座標の空間平均をとる)、 REFINE (平均座標を精密化する)、 FIT (座標同士

をフィットする)、 ANALYSIS (特定の座標のエネルギー値やviolatedNOEなどのリス

トを作る) などのプログラムを使っている。

( 6 )結果 現在までに以下のタンパク質について計算を行なった。括弧内は残基数であ

る。 1)マウスEGF(53) 2)ヒトEGF(53) 3)ヒトTGF-α(50) 4)Erabutoxin b (62) 5)ミセ

ルに埋め込ん，だmelittin(26) 6)ミセルに埋め込んだLHRH(10) 7)Sapecin(40) 

8)Tachyplesin(17) 9)Conotoxin GIlIA (22) どの場合でも、よい解が得られるのは全計

算の 5-1 0 %であった。計算時間はIris4D/70Gを用いて一つの座標あたり 30分 (10 

残基)から 3時間 (50残基)程度であった。また、ある座標に対するNOEの満足度と原

子同士の反発の程度は片方が大きければもう一方は小さいと一般には考えられるけれども、

実際はほとんどの場合で、 NOEからみてよい構造は原子同士の反発も小さかった。最終的

民5から 10個程度の座標を集めて比較すると、1.5A (主鎖3原子)程度の収束が得ら

れた o Tachyplesin とConotoxin については立体特異的な帰属と千およびXIの制限情報

を入れると 1A程度のRMSDが得られ、かなりよい収束であった。

1) N ilges， M ， Gronen born， A.M.， Brunger， A. T.， & Clore， G.恥1.(1988) Protein 

Engineering.2，27-38. 

2) Braun， W.， &Go， N. (1985) J. Mol. BioJ. 186， 611・626.

3) Nilges， M ， Clore， G. M.， & Gronenborn， A.ル1.(1988) FEBS Lett. 229， 317・324.
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P24 
リボヌクレアーゼTlとそのカルボキシメチル化体との構造比較

〈味の素糊・中研)0宮野博鈴木栄一郎

〈東大・理〉 田之倉優 高橋健治

Structure Comparision between Ribonudease Tl and Its Glu-58 Carboxymethylated Derivative 
By Proton Nudear Magnetic Resonance 

Hiroshi Miyano， EトichiroSuzuki， Masaru Tanokura* and Ke吋iTakahashi* 
Central Reseach Lαborαtories， Ajinomoto Co. キFαcultyof Science， University ofTokyo 

600 MHz lH-NMR sp巴ctraof ribonucl巴aseTl and its Glu-58 carboxymethylat巴dderivativ巴
(inactivat巴d)w巴remeasur巴d. Resonance assignments of both proteins were obtained for the backbon巴
protons of almost all amino acid residu巴susing sequen∞-specific assignment procedures. For 
topological secondary s町ucture，no difference was observed between ribonuc1ease T1 and 
carboxym巴thylated one. Chemical shifts of backbone protons were also compared. Larg巴chemical
shぜtvariation (more than 0.1 ppm) was observed on the紅oundtwenty residues ne紅 theactiv巴site
which suggests that carboxymethylation of Glu-58 induced the comformational distorsion on the active 
S1t巴.

[緒言]

Ribonuclease Tl (RNase Tl) は、コウジ菌 Asper~il lus orvzaeが産生ずるタカジアス

ターゼより主義離された RNA分解酵素で、 RNA中のグアノシン3'-J}ン酸部分のホスホジヱ

ステル結合を極めて選択的に切断ずる。 RNaseTl の構造と活性については、 N門R(こより様

々な検討がなされているρ 特に稲垣らは、 His残基の局所的な存在環境を明らかにし、阻

害剤共存下でのスベクトル変化を解析し、活性部位に関する詳細な研究を行なっている

(1，2)。全体構造に関しては、 RNase Tl と阻害剤 (2'-G門P，3'-倒的とが結合した状態の

X線結晶構造解析の結果があり (3，4)、また、近年 Ruterjansらは、 Gln25が Lysに置換

されたタイプの RNaseTl の 1H目州Rの帰属と二次構造解析を行なっている (5)。

我々は、 RNaseTl の構造、特に活性部位の詳細な構造を N門Rにより明らかにすること

を最終目標として、その構造解析に着手した。まず、 Gln25タイプの RNaseTl及び、活

性発現に重要な役割をはたす残基のひとつ Glu認をカルボキシメチル (C門)化した

RNase Tl (C門-RNaseTl)の二次元 N門R~ 測定し、殆ど全ての残基の主鎖のプロトンシグ

ナルの帰属を行なった。さらに、両者の化学シフトを比較し、活性に大きな影響を与える

C門化が構造的に RNaseTl のどの部分を変化させているかを明かにすることを試みた。

[実験】

RNase T1， C門-RNaseTl の合成、精製は文献に従った(6)。

RNase Tl， Cトl-RNaseTl を濃度が約 2mMとなるように、それぞれ 90%H20/10% 020に

溶解し、川I4.4に調整した。測定は、すべて BrukerA門X600N門Rスベクトロメーターを

用いた。それぞれの試料について、 OQF-COSY，HOHAHA， NOESYの各二次元 NMRスベクト)[.，
を測定した。 HOHAHAの mixing time は 40ms、NOESYの mixingtimeは 150msとし

た。測定温度は 32ocで行なった。
[結果と考察】

(1) RNase Tl の lH-N門R帰属と二次構造

常法に従って、 RNaSe Tl の連鎖帰属を行ない、 C2，N44， P55， Y57， 066， G70~P73 を

除くすべての主鎖のプロトンを帰属した。 Ruterjansらの Lys25タイプ RNaseTl の 1H 

-N~lR では未帰属であった残基のうち、新たに S35 ， N36， N98のシグナルを帰属できた。
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主鎖プロトンの NOEから RNase Tl の二次構造の推定が可能で、その結果、 S13~029 が

α ヘリックスを形成していること、 7 つの逆平行 β シート(3~4 ， 11 ~ 13， 39~40 ， 56~ 

59， 76~81 ， 86~92 ， 100~ 103)が存在していることが明かとなった。これは Ruterjans 

らの報告とよく一致していた。

(2) RNaseTl と C件 RNaseTl の構造比較

C門-RNaseTl についても同様に帰属を行い、主鎖聞の NOEシグナルを解析した。その結

果、 C門-RNaseTl も 1つの αヘリックスと 7つの逆平行βシートを脊しており、それらを

形成する残基は、 RNaseTl と完全に一致していた。 lWち、 C門化によっても RNaseTl の

二次構造はトポロジカルな意味では保持されることが明かとなった。

RNase Tl と C門-RNaseTl の主鎖のアミドプロトン、 αプロトンの化学シフトの比較を

行った(図〉。アミドプロトンの変化の割合が大きかったが、その中で、 0.1ppm以上化

学シフトが異なる残基は、 T5，S12， S13， N36， Y38， H40， Y42， N43， E46， Y57， E58， 
W59， V79， F80， E82， V89であった。 αプロトンで 0.1ppm以上シフトした残基には、
G23， 049， E58， V79， S96があった。修飾残基の近くにある残基だけでなく、 RNaseTr分
子全体の残基の化学シフトをも変化させていることは、 C門化が一次構造上離れた位置にあ

るアミノ駿残基の存在環境に影響を与えていることを示している。その中で、 E58と同様、

活性発現に重要な残基である H40，H92， R77の化学シフト変化は、少なくとも主鎖に関す

るかぎり、特に大きくはなく、一方、 G23~Y24 ， N36~046 ， 076-E82， G94~S96 で変化の

割合が顕著であった。乙れらはいずれも、これまでの NMR、X線結品構造解析より、活性

部位と空間的に近くに位置していることが明かとなっている残基である。

以上の結果は、 Glu58の C門化による RI、laseTl の活性の消失は、その二次構造ないし

はトポロジカルな機造の変化によるのではなく、活性部位近傍の部分的なコンフォメーシ

ョン変化に密接に関連していることを示すものである。

今後、側鎖を含めた NOEデータを収集し、 RNaseTr 及び CM-RNaseTl の三次構造を詳

細に比較考察していきたいと考えている。
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P25 
NMRによるへム蛋白質の高次構造決定のための新しい解析法

(東工大・生命理工)0山本泰彦、七井議成、中篠利一郎

NMR DETERM工NAT工ONOF THE MAGNET工C SUSCEPT工B工L工TYTENSOR OR工ENT且T工ON工NFERR工CLOW-SP工N

FORM OF HEMOPROTE工N

主笠些些2主主笠盟主♀， Norishige NANA工， and Riichiro CHUJO 

(Department of Biomolecular Engineering， Tokyo工nstituteof Technology) 

A novel approach called MATDUHM(Magnetic Aniso七ropyTensor Determination Utilizing 

Heme Methyls) for determining the orientation of七heprincipal magnetェc axes in ferric 

low-spin form of hemoprotein has been established. This method is based on the hyperfine 

shifts of七heheme methyl carbon and attached pro七onresonances and requires neither the 

magnetic property nor the crystal structure uf the protein. Therefore this method can be 

applicable to any hemoproteins to locate experimentally the orientation of .the principal 

magnetic axes at a given temperature， while the applicability of the conventional least-

square search method is limェtedto the proteins of which X-ray crystal coordinates are 

known. The paramagnetic metal-centered dェpolarf工eldin met-cyano sperm whale myoglobin 

was quan七itativelymapped using the results obtained from MATDUHM. The observed shifts 

for some non-coordinated amino acid proton resonances were reasonably predicted by the 

present method. 

くはじめに>

へムを補欠分子とする蛋白質(ヘモグロビン、ミオグロビン、チトクロ ム類等)は、

生物が酸素を利用した効率の良いエネルギー代謝により生命活動を続けるための中心的役

割を担っている。これらのへム蛋白質の生理活性中心は例外なくへム鉄であり、その多様

な生理活性機能はへムと近傍のアミノ酸残基との相互作用によって発現すると考えられて

いる。そこで，へム鉄の反応性がへムと近傍のアミノ酸残基との相互作用にどのように関

連しているかを解明するために、へム蛋白賀の生理活性部位の分子構造を決定し、得られ

た構造をそれぞれの蛋白質の機能に関して比較検討することは有用である。常磁性へム蛋

白質のNMRで観測されるアミノ酸残基のプロトンに由来するシグナルの擬コンタクトシ

フト値は、プロトンスピンと不対電子スピンとの空間的位置関係にきわめて敏感であるの

で、 NMRによるへム蛋白質の活性部位の高次構造決定に重要である。ところで、擬コン

タクトシフトはへム鉄の不対電子の磁化率の異方性により生じ、擬コンタクトシフト値は

磁化率のテンソルの主軸によって実際の分子座標と結び付けられているため、観測される

シフト値をプロトンとへム鉄との相対的位置関係に関して解析するためには、磁化率の主

軸のへムに対する配向の決定が不可欠である。我々は、磁化率の主軸をNMRから決定す

る方法 (MATDUHM:Hagnetic Anisotropy Tensor Determination Utilizing Heme 

Hethyls )を構築した。
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<方法>

解析方法の概要を図1に示した。天然に存在するへム蛋白質のへムは側鎖として四つの

メチル基を有している。それらのメチル基のプロトンとカーボン核に由来するシグナルの

超微細シフトは、 (1)コンタクトシフト、 (2)配位子中心の擬コンタクトシフト、 (3)金

属中心の擬コンタクトシフトの和となっている。(1)と (2)は共に、メチル基が直接共有

結合するピロールカーボンの号軌道にある不対電子密度に比例する (H.H.HcConnell，J. 
Chem. Soc.， 24， 764 (1956))ので、 HcConne11の式により同一へムメチル基のプロトン

とカーボンの超微細シフトを同時に評価することによって、プロトンとカーボンシグナル

それぞれの(3)を決定することができる。 MATDUHMでは磁化率の主軸の決定は、試

料の磁化率の異方性の大きさによって計算過程は

|へムのメチλル基のプロトン|
!とカーボン核に由来するシl
lグナ Lの観即IJおよび帰属|

HcConne 11の関係式
，メチル基が共有結合

コンタクトシフトぱーするピロ ル炭素の
P軌道の不対電子密

4疑コンタクトシフト(() ) 

2=ル(並ヂザ+仏些窄旦主主

磁化率の巽方性1 1磁化率の異方位
が小さい場合 I Iが大きい場合

!壁面宮駅言語元|

|へムに対する磁化率の主軸の決り

図l:MATDUHM
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図2:実測値と計算値の比較

異なるが、へムメチル基のフ。ロトン核(三つの核

の位置の重心)とカーボン核の幾何因子をへム鉄

を原点とすあらゆる配向の直交座標系に関して計

算し，それぞれのシグナルの(3)を満足する最良

の座標系を決定することと等価である。計算プロ

グラムをFORTRANで書き、計算はSUN4で行った。

く結果と考察>

マッコウクジラのミオグロビンのメトシアノ体

に対してMATDUHMを適用して得られた磁化

率テンソルの主軸のへムに対する配向と、アミノ

酸残基のプロトンシグナルの擬コンタクトシフト

の実測値(S.D.Emerson & G.N. La出r，B i 0-

chemistry 29，1545(1990))と計算値との相関を図

2に示した。磁化率テンソルの主軸のZ軸は、へ

ム鉄を通るへム平面の垂線に対して4。傾いてい

る結果となった。また、 Z軸のへム平面への投影

と ~-F- l'伊との成す角は 34 。となった。計

箪値はco体のX綾結晶解析の結果(J.C.Hanson
& B. P.Schoenborn， J. Hol. Biol.， 153， 117 

. (J981))をもとにして得られたものである。実測

値と計算値との相関は比較的良いことから、この

方法論の妥当性がわかる。 MATDUHMは、鉄

三価低スピン状態のあらゆるへム蛋白質の磁化率

テンソルの主軸の配向の決定に適用することがで

きるので、それぞれの蛋白質での不対電子による

常磁性双極子磁場の定式化、そして活性部位の高

次構造解析に用いることができると期待される。
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部位特異的アミノ酸置換ヘモグロビンの高次構造

P26 
0石森浩一郎a、b ・森島績a・今井清博b ・宮崎源太郎c

(京都大学・工学部ヘ大阪大学・医学部¥大阪大学・基礎工学部C)

NMR Study of Recornbinant Hurnan Hernoglobin Mutants 

Eoichiro lshirnoria.b， lsao MorishirnaヘKiyohirolrnaib and Gentaro MiyazakiC 

(aGraduate School of Engineering， Kyoto University， bMedical School， Osaka University， 

CFaculty of Engineering Science， Osaka University) 

Using site-directed rnutagenesis，腕 havegenerated sorne rnutant proteins of hurnan 

hernoglobin (Hb) with altered inter-and intrasubunit hydrogen bonds， in order to exarnine 

the influe~e of these hydrogen bonds on the structure and function. The rnutants 

exarnined here wereα42Tyr→Phe， His， s 37Trp→Ph白，s 145Tyr→Phe. Their NMR spectra 

clearly showed that the intersubunit hydrogen bond between α42Tyr and s 99Asp plays 

an irnportent role in the stabilization of the low oxygen affinity forrn of Hb. However， 

the cleavages of the hydrogen bonds between α94Asp and s 37Trp (intersubuni t) or s 9SVal 

and s 145Tyr (intrasubunit) induce a little structural and functional changes in Hb. 

[序論] ヘモグロビン(Hb)の酸素結合機能を理解する上で、協同効果発現の分子レベルでのメカニ

ズムを解明するごとは最も本質的な課題である。 X線構造解析の結果から、 Hbの酸素結合に伴なう高

次構造変化と協同的酸素結合との関係が議論され、水素結合の生成、解離、ファンデルワールス接触

の変化などの重要性が指摘されてきた。特に水素結合はHbの高次構造や機能を維持するのに大きな役

割を果たしていることが知られており、酸素分子の結合によりHb中の多くの水素結合が解離、生成し

Hbの構造を変化させることにより酸素親和性が影響を受け、協同効果が発現するものと考えられる。

しかし、個々の水素結合がどのような働きをしているかについての笑験的、直接的な証明は困難であ

り、現在まで十分検討されてきたとはいえない。そこで本研究では特に協同効果発現の上で重要な役

割を果たしていると考えられているいくつかのサブユニット問あるいはサブユニット内の水素結合に

注目し、蛋白質工学の技術を応用して特定のアミノ酸を置換したHbを合成し、その高次構造をNMR

測定を中心に検討することによって協同効果発現のメカニズムにおける水素結合の役割について検討

を行なった。

[実験及び方法] アミノ酸置換Hbの調製はNagai1らの方法を用いた。アミノ酸置換Hbの置換部位の

確認はグロビン部分を限定分解し、マススペクトルを用いて確認した。酸素平衡曲線、 NMR測定等

は概報に従ったfs

[結果と考察] 1.α42Tyr置換体6α42Tyrはαls2サブユニット界面に位置し、天然Hbではデオ

キシ状態、つまり fTJ状態で戸サブユニットの99Aspと水素結合を形成していることが知られている。
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水素結合と考えられてきた。そ乙でTyrを比較的立体障害のよく似たPheに置換する (HbYα42F)ことに

より、 s99Aspとの水素結合をできないようにしてみた。図lにその酸素結合体のNMRスペクトルを

示した。低磁場側にはサブユニット界面の水素結合、高次場側にはポルフイリンの環電流によって高

磁場シフトしたヘム近傍残基のシグナルが観測される。 HbYα42Fのスペクトルパターンは多少は異な

る点があるものの、 α1s 2界面に存在する α94Aspとs98Asnとの聞の水素結合や α1s 1界面に存

在する 2個の水素結合に由来するシグナル、及び、 α62Val、s67Valのシグナルは天然型Hbとほぼ同

じ位置に観測され、酸素結合体においては大きな構造変化は検出されなかった。しかし、酸素が解離

したデオキシ状態では大きなスペクトル変化が観測された。近位HisのN1Hの常磁性NMRシグナルは

α、戸サブユニットとも天然Hbに比ペ、より大きな低磁場シフトを示し、また、ヘムメチル基が観測

される領域でもスペクトルパターンに変化がみられる乙とから、ヘム近傍及びヘムの電子状態に大き

な変化が誘起されたことが明らかとなった(図2)。このようなスペクトル変化はデオキシ状態でも

高い酸素親和性を示す天然突然変異Hbや化学修飾Hbの特徴と一致しており、天然Hbではデオキシ状慾

で安定化される低い酸素親和性の構造が乙のHbYα42Fでは安定にとれないことを示している。実際、

酸素平衡曲線の結果(表1)から、このHbは高い酸素親和性と協同効果のない酸素結合能を示すこと
・tG1AIt 

が 明らかになった。-，o，G4 Asn 

一方、 Phe残基の代わりにHisを置換した

HbYα42Hでは、比較的低い酸素親和性と協同

的な酸素結合を示し(表1)、常磁性シグナ

ルのパターンも天然Hbの場合に似ており、構

造的、機能的にその異常は小さいことが示さ

れた。このような構造、機能異常の小さい理

由としてはHbYα42Hの場合α42Hisの=NW基と

s 99Aspのcoo-基の関の水素結合に由来すると

Hb02(a42Tyr-Phe) 

思われるNMRシグナルが観測される(図 2) Native Hbむ

ことから、低酸素親和性の構造と機能がある HK 
程度安定化されるものと考えられる。

10 6 5 -5 -6 -7 -8 

図1

in 50mM Bi.ーTri.-O.1MC1-pH7.1 al 23'・c

Hb(a42Tyr-Ph・}・-

Hb(，，42Tyrー-HI.)

NativeHb 

100 

F山え/t

J 

J 
寸~庁

ppm from H20 

オキシHbA， HbYα42F， HbYα42HのNMRスペクトル

25 20 15 10 11 10 
ppm from H20 

図2 デオキシHbA， HbYα42F， HbYα42HのNMRスペクトル
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2. s 145Tyr置換体 s 145TyrはFおよびHヘリックスと FGコーナーによって図まれた「チロシン

ポケット」に位置しており、デオキシ状態ではTyr残基先端の水酸基がFGコーナーのs98Valの主鎖

カルボニル基と水素結合している。この水素結合はヘムがオキシ化することにより切れ、そのフェノ

ール環がチロシンポケットの外八排出されるように動く乙とがX線構造解析の結果から知られている。

この s145Tyrが置換された天然の異常Hbは著しい機能異常を示し、この s145Tyrとs98Valとの水素結

合は低酸素親和性状態の維持に役立つているものと考えられてきた。しかし、天然の異常Hbはいずれ

も立体障害の差の大きなアミノ酸に置換されており、その機能及び構造異常が水素結合だけに由来す

るのかどうかについては明らかではなかった。そこでTyrを立体障害のよく似たPheに置換したHbYs 1 

45Fの合成を試みた。その酸素結合体のスペクトルは図3に示すようにα位置換体と同様に大きな変化

はみられず、酸素が結合した場合にはアミノ酸置換による構造変化は小さいものと考えられた。また

酸素が解離しでもNMRスペクトルのパターン(図4)は天然Hbに近く、デオキシ状態でも構造的に

は変化が小さいことを示している。酸素平衡曲線の結果からも、酸素親和性は上昇するものの、 HbYα

42Fのような大きな機能異常はみられなかった。従って、ごの s145Tyrとs98Valとの水素結合は低酸

素親和性状態の維持や協同効果発現にある程度の寄与はしているものの、 α42Tyrとs99Aspとの聞の

水素結合のように決定的な役割を持つのでは …p …;勺iL
なく、むしろ天然異常Hbの結果と比較よりベ 山11roMl| 

0， (sC3 Trp → Phe) m Ii¥川 1¥ .1 守¥ n{1 ElI V~I 山、

ンゼン環程度の立体障害を持ったアミノ酸側 I!¥ Ii¥ 川11IV 

鎖がいわゆる「チロシンポケット Jに収まる も吋JiJiJJiuv 
乙との方が重要であることを示唆している。

また、 NMRスペクトルにおいて水からB.4p Hb 0，(βHC2 Tyr→ Phe) A i 

prnfこ観測されるシグナルはs145Tyr ~ s 98Va 川
lとの水素結合に帰属されてきたが、そのTyr 伊~しつ

をPheに置換しでも同じ位置にシグナルが観測 i i 
される乙とからその帰属に対して再考の余地 HbA 0， (sCJ Trp sHC2 Tyr) 

がある乙とを示している。

3. s 37Trp置換体 s 37Trpはα1s2サブユ

図3

図4 デオキシHbA， HbY s 145F， HbW s 37Fの
NMRスペクトル

b (sC3官 p- Phe) 

25 20 15 10 1。
ppm from H!O 
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ニット界面に存在する 2個のinvariantなアミノ酸残基の一つで、 f'I'J状態で同じく invariantなα

94Aspと水素結合を形成している。従ってとの水素結合も協同効果発現において重要な役割を果たして

いると考えられるが、このTrp残基の位置にはその立体障害が大きく異なったSerやArgに置換した天然

異常Hbしか報告されていない。そこでこのinvariantな水素結合の役割を検討するため、ごの残基を比

較的立体障害のよく似たPhe残基に置換してみた。そのNMRスペクトル(オキシ型図3およびデオキ

シ型図4)はデオキシ状態で6.4ppmのシグナルが完全に消失している外は著しい変化はなく、、9.4ppm

のシグナルもやや強度が弱まっているものの観測され、常磁性シグナルの観測位置に大きな変化はな

かった。しかし、酸素親和性は非常に高くなり(表1)、協同性的酸素結合も観測されなかった。こ

のような高次構造と機能の矛盾は、主にアミノ酸置換による二量体一回量体平衡の移動によると考え

られる。つまり、 TrpをPheに置換することによりHbが二量体に解離しやすくなり、 NMR測定濃度

(約3mM)では四量体であるが酸素平衡幽線測定時(約60μM)では二量休に解離し高酸素親和性状態

になっているものと考えられる。実際乙のHbWs 37Fは酸素親和性の濃度依存性が大きく、会合状態の

変化が示唆されている。もしこのHbの高次構造がNMRスペクトルで示唆されたように天然Hbとよく

似た構造であるならば、この水素結合も s145Tyrとs98Valとの水素結合同様低酸素親和性状怒実現の

ためにはα42Tyrとs99Aspとの聞の水素結合ほど大きな役割を持っていないことが推定される。更に、

デオキシ状態のNMRスペクトルで、 6.4ppmのシグナルだけが選択的に消失した乙とから、 2.で触

れたこのシグナルの帰属についてこのα1G1Aspとs237Trpとの水素結合がその候祷のーっとなり得る

ことを示している。

表l 天然及び人工異常Hbの酸素親和性の比 (PXso/PAso)と協同性定数(nmax) 

Hemoglobin PXSO/PASO n回 ax

Hb A 3.1 

Hb Yα42F (α42(C7)Tyr→ Phe) 
Hb Yα42H (α42(C7)Tyr→ His) 

Hb Ys145F (s145(HC2)Tyr→ Phe) 
Hb Nancy (s 145(HC2)Tyr→ Asp) 
Hb Bethesda (s 145(HC2)Tyr→ His) 
Hb Raini er (s 145 (HC2) Tyr→ Cys) 

日一い一一い一

u
m
m

1.2 
2.0 

2.2 

1.1 
1.2 
1.0 

日bW s 37F (s 37(C3)Trp→ Phe) 
Hb Hirose (s 37(C3)Trp→ Ser) 
Hb Rothschild (s 37 (C3)Trp→ Arg) 

8.3 
3.4 
0.57 

~ 
1.5 
1.8 

[参考文献] 1. Nagai， K.， Luisi， B.， Shih， D.， Miyazaki， G.， Imai， K.， Poyart， C.， De You 

ng， A.， Kwiatkowsky， L.， Noble， R. W.， Lin， S.-H.， & Yu， N.-T. (1988) N主且主主主29，858-860. 

2. Imai， K.， Morimoto， H.， Kotani， M.， Watari，札， Hirata， W.， & Kuroda， M. (1970) l!些些
em. Biophys. Acta. 20'1， 189-196. 3. Imai， K. (1973) Iliochemistry 12， 128-134. 4.lshimori， 

K.， & Morishima， 1. (1988) Il iochemistry 27_， 4060-4066. 5. Nagai， K.， & Ki tagawa， T. (198 

0) proc. Natl. Sci. U.S.A. 71， 2033-2037. 6. Ishimori， K.， Morishima， 1.， lmai， K.， Fushi 

tani， K.， Miyazaki， G.， Shih， D.， Tame， J.， P白gnier，J.， & Nagai， K. (1989) J. Biol. Chem. 

14624-14626 
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P27 

Solution Structure of Bioactive Peptides by 
Two-Oimensional NMR and Oistance Geometry Calculations 

Jean-Marc Lancelin， Oaisuke Kodha， Shinichi Tate， Yoshikazu 

Tam勺;;;;ぷ?;::12'Y:::;:;ar2:;;:i主主bui:iaよi;;;，Maaki
and Fuyuhiko工nagaki.

The Tokyo Metropoli tan 工nstitute for Medical Science， 3-18-22 
Honkomagome， Bunkyo-ku， Tokyo 11 3，大Faculty of Pharmaceutical 
Sciences， Kyoto University， Sakyo-ku， Kyoto 606， tf，aculty of 
Science， Kyushu University， Hakozaki， Fukuoka and ffSchool of 
Medecine， Niigata University， Asahimachi， Niigita 951， Japan. 

NMR derived distance constraints and distance geometry 
calculations are now of routine use for stereostructure studies 
of medium sized peptides and small proteins with defined 
structure in water solution [11. We recently applied these 
methods 七o solve two highly biologically ac七ive peptides from 
marine invertebra七es. The first is coming from the Japanese 
horse-shoe crab Tachyplesus tridentatus from which was isola七ed
tachyplesin工， a 17-residue peptide，by acidic extracts of 
hemocytes debris after lysis [21. This peptid~ was shown to have 
a high affinity七obacterial endotoxins of the lipopolysaccharide 
(LPS) series and consequently is most probably involved in prime 
antibacterial self defense mechanisms of this arthropod. The 
second example was taken from the wide family of conotoxins [31. 
Conotoxin G工工工A (geographutoxin)with 22 amino-acids residues， was 
isolated from the venom of Conus qeoqraphu~ (hunting cone snail) 
and was demonstrated 七o be a selective tetrodotoxin competi tor 
for the skeletal muscle Na + chanel. The location of the three 
disulfide bridges was very recently demonstra七ed using chemical 
labelling and mass-spectrometry [41. 

Basically we used four types of NMR experiments，double-
quantum filtered COSY， HOHAHA (MLEV-17)，NOESY and P.E~COSY in the 
phase sensi ti ve mode (Sta tes method) to achieve f i:rst sequence 
specific assignment ..of resonance lines [1l and then 
stereospecific assignments of resolved diastereotopic methylene 
protons-. Two sets o-f experiments at 280C and 1 OOC -were used. A 
250 耳lixingtime was selected for NOESY experiments at 400 or 500 
.MHz 'H frequeQcy. Slow exchangeable amide protons were obsverved 
in 020 at 10

u C. Fig. 1 illustrates the quality of spectrum 
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!{ig.1. 'J{Jl列a.ゆ乞5'yregwns of j!・taε旬お仇I仇:Jf20ーの'2090・10at 500 9>f{jz， 28 0 C印tfp:J{2.9伽 tf'lJ・印noto;rjn(jJI[j! at 
4009>f:J{z， 10'C即 tfp:J{2.5. [noo司"}tfcross.peaR;仇tficates印rrespontfingCOSグconnectivitus.j! '1J.え噌E即 tfspin {OCえtypt
脚臼r叫ppresswnw市山daJ山ingrda伊twnpe巾正副itli.typica['])JiIJIfJ'E pufst of3.4.5'witli.問terva!sof 0.250・0.50011日開ti[c仏
1 s tfu.r出wn.

3J NH，αcoup1ing contants were deduced from 1D-spectrum and 
occasiona11y from a 4Kx512W data points DQF-COSY in H20. 

From pre1iminary ana1ysis (fig.2) it was possib1e to assign 
a secondary structure for 七achyp1esin 工 as an anti-para11e1 s-
sheet from residue 3 to 15 wi th a s-turn formed by residues of 
Tyr 8， Arg 9， G1y 10 and 工1e 11. Variation of NOESY cross-peaks 
intensity associated with termina1 residues 1-3 and 16-17 with 
the temperature indicated some f1exibi1ity for these parts of the 
mo1ecu1e. For conotoxin G工工工A ， no ~secondary structura1 e1ement 

3 was recognized but significative ~J NH，αindicated a defined 
structure in solution. 

A tota1 of 142 and 194 NMR constraints were fina11y derived 
for tachyp1esin 工 and conotoxin G工工工A respective1y. NOE cross-
peak intensities were c1assified to three categories (weak-
medium-strong). Stereospecific assignments were ext1icit1y 
introduced in distance geometry ca1cu1ation when ，possib1e. 1::0ζ 
tachyp1esin 1 each of the four cystein side chains take a 七ιg-'
conformation. Two other stereospecific assignments were 
determined for Arg 9 and Tyr 13 but were not introduced in these 
ca1cu1ations. 
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___，___-" ..2_3 For conotoxin GI工工A a11 cysteins wer~ ~ssigned in tLg 
conformers excepted for Cys 20 found in a gLgJ disposition. For 

Cys 15 ， the stereospec工fic assignments 百戸も no_t_-"po:，s_ib:~ ~~1_~~ 
the chemica1 shift degeneracy. Lys 8 (tLgJ) and G1n 18 (t"'gJ) 
were a1so used. Slow exhangeab1e amido proton information 'was 
not inc1uded as distance constraint but ¥o/aS used as an a 
posteriori checking・ F工g.3disp1ays RMS superposit工onof the best 
structures obtained from 150 runs of XPLOR. 

Carefu11 examination .of one of these structures with side 
chains on disp1ay revea1s the remarkab1e 10cation of guanidinium 
and ammonium groups around each mo1ecu1es. For. tachyp1esin 工 two
pairs formed by the coup1es of Arg 5-Arg 14 and Arg 15-Arg 17 are 
工n opposite directions almost perpendicu1ar from the s-sheet 
p1a~e. If we consider 七hat tachyp1esin 1 interacts with a 
G1c1 P6G1c-1，4' diphosphate glyco1ipid which is shown to be the 
maj or active part of LPS [5]， the distance between guanidinium 
groups within each pair seems suitab1e to fit with phosphates. 
Additiona1 interactions cou1d a1so be provided by the pair Tyr 8-
Arg 9 and the two first amino-acids Lys 1 and His 2. We think 
that this feature is at the origin of the precipitation of LPS by 
tachyp1esin 工 this 1atter acting. as a cross 1inking agent. For 
conotoxin G工工工A the particu1ar fo1ding with the three disu1fide 
bridges concentrated at the center of the structure forms a rea1 
crown of basic residues a1most regu1ary spaced (Arg 13-Lys 16-Arg 
19 and Lys 8-Lys 9-Lys 11) which cou1d interact strong1y with an 
anionic "mouth" of the receptor. 
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High level of molecular organization in the structure of 
tachyples工n 工 and conotoxin G工工工A allowed the 3D-structures 
determination in water solution using NMR data and distance 
geometry calculations. From this study it is highlighted that 
disulfide bridges when properly located can 'constrain a medium 
sized peptide， otherwise subj ected to conforma tional averaging 
over several conformers. The rela tioηship possible between 
biological activities and observed structures is then deduced. 
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ラクトペルオキシダーゼと芳香族基質との相互作用

-lH NMR常磁性緩和および分子間NOEによる研究-

O佐藤康一、高橋征三ヘ中村信吾川、細谷東一郎

(千葉大・薬、本日本女子大・家政、日弘前大・農)

Interaction of Aromatic Donor Molecules with Lactoperoxidase 

Probed by lH NMR Relaxation and Intermolecular NOE 

Koichi Sat0， Seizo TakahashiぺShingoNakamura** and Toichiro Hosoya 
(Fac. Pharmaceutical Sciences， Chiba Univ.; *Dept. Chemistry， Japan Woman's 

Univ. ;事*Fac.Agriculture， Hirosaki Univ.) 

IH NMR was used for investigating the interaction of aromatic donor 

molecules with lactoperoxidase (LPO). Aromatic donor molecules displayed rapid 

and slow-exchange interaction with LPO. Relaxation data of LPO-CN-suggested 

the presence of multiple binding sites in LPO. Thecaluculated distance as a 
binding site of aromatic molecules was 6.5 -7.5 )¥ from ferric iron， which was 

substantially closer to出eheme plane than that of horseradish peroxidase (HRP) 

(8.4 -11.0λ). Intermolecular NOE suggested that the binding site was in the 

distal side close to dis His and Arg. Thus the present results suggest that an 

analogy in terms of structure does not hold between HRP and LPO. 

[序]

ラクトペルオキシダーゼ(LPO)は、分子量約 77500のヘム蛋白質で主として牛乳中に存

在する。補欠分子族は、 8メチル基がメチレンチオールとなったプロトヘム立である。そ

れがアポ蛋白質中のシステイン残基と、ジスルフィド結合していると考えられている。ペ

ルオキシダーゼは一般に、 H202を第1基質とし、第2基質(種々の有機・無機化合物)の

酸化反応を触媒する。この酵素と第2基質との相互作用を明らかにすることは、反応機構

の詳細を知る上できわめて重要である。我々は以前西洋ワサビベルオキシダーゼ(HRP)に

おいて、芳香族基質がヘム鉄からの距離 8.4-11.0)¥で、ヘムの 8メチル基近傍に、ヘム

面にほぼ垂直に結合していることを、 lHNMRによる研究から報告した[lJoLPOの場合11-1

NMR常磁性シフトは broadでL重なり合っており、ヘムの開裂および再構成も困難なことか

ら、シグナルの帰属はなされていない。しかし CNーの配位したLPO(LPO-CN-)では sharp

で分離したピークが現れることが知られ、最近その帰属が報告された[2J。そこで HRPの

場合と同様に酵素一基質分子問NOEおよび常磁性緩和の手法を用いて、 LPOと芳香族基質と

の相互作用を調べ、 HRPとの比較検討を行った。

[実験方法]

サンプル調製 LPOは新鮮なスキムミルクから精製し、 Rz値(A112/A280比)が、 pH7.0で

0.90以上のものを使用した。 LPOの濃度は、モル吸光係数ε112=1.12 X 105 により計算

した。 LPO-CNーはモル比で 1000倍量の pl-J調整 KCN溶液を LPOに加えて調製した。最終的
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にサンプルは重水素化 O.lMリン酸カリウム緩衝液(pH7.4)に溶かした。

NMR測定 lH NMRは BrukerWH-270を用い、 20'Cで測定した。化学シフトは、サンプル中

の HDOを 4.8ppmとして計算した。縦緩和時間(T1)の測定は通常の inversion-recovery法

を用い、得られたデータは一般に用いられている(1)式で最適化した。酵素結合および非

結合の基質問の交換速度が、 NMRのタイムスケールにおいて十分に速いならば、基質の見

かけの縦緩和速度は、酵素結合(T1 b)および非結合(T1 f)それぞれの要素の1次結合で表さ

れる。 Lを酵素基質複合体の解離定数、 S。と E。をそれぞれ基質および酵素の初濃度とす

ると、 So:>Eoのとき (2)式が誘導され、 Tlbおよび Kdが計算できる。分子間NOEは、直接

on-resonanceと off-resonanceをそれぞれ 0.1秒照射し、直接 FIDの差を積算して得た。

(I∞-Iτ) / (2 I∞) = p exp(一τ/T1obs) (1) 

1 1 1 1 1 1 
Eo(一一一一)-1 = Kd(一一)一 1 + So(一一一)-1 (2) 
T10bs T1r T1b T1r T1b T1f 

常磁性緩和の理論 今回の系での核スピンの緩和は、電子スピンとの相互作用によるもの

が支配的となる。その寄与は Solomon-Bloembergen式の双極子項で表されるが、プロトン

が S=5/2または S=1/2の金属と相互作用するとき、 rを常磁性金属とプロトン聞の距離、

τcを常磁性分子の相関時間として、最終的にそれぞれ次の形に導くことができる。

r (cm) = ( 2.88 X 10-31 • T1M • f(τc) ) 1/6 

r (cm) = ( 2.47 X 10-32 • T1M • f(τc) ) 1/6 

(3a) 

(3b) 

τcの値がわかれば、 TrMを求めることにより (3)式から基質プロトンーヘム聞の距離が計

算できる。上述のようにして T10bsから導いた Tlbは、常磁性項(T1M)および反磁性項

(T 1 d)から成るが、一般に後者の寄与は小さく通例 T1M 二 Tlbとみなせる。

[結果]

Fig.lAは LPO/レゾルシノールの系で基質プロトンの inversion-recovery測定結果から

T10bsを求めた 1例、 Fig.lBは一定の酵素濃度下、基質濃度による T10bsの滴定結果の(2)

式に基づくプロットである。この直線から計算された TlbとLの値を TableIに示す。

LPO-CN~存在下においても同様の実験が可能であり、その結果をFig.2およびTable Iに

示した。 LPO-CN一存在下の基質の緩和は So/E。比に依存した点で、 LPO存在下のそれと異な

っている。この値が大きい時 LPO存在下と同様に 1相であるが(Fig.2A)、小さくなると

遅い相が出現し、緩和は見かけ上 2相となった(Fig.2B)。

いくつかの芳香族基質を試した中で、 pークロロフェノールにおいてもレゾルシノールと

同様の結果が現れ、 Tlbと Lが得られた(TableI)。ところが 27メトキシ-4メチルフェ

ノールや pークレゾールを用いた時、 T10bsは基質濃度に対して有意に変化せず(Fig. 3)、

得られた結果は(2)式に全くあてはまらなかった。ここで得られた T10bsの値は、酵素非

存在下の T1とは異なり、縦緩和速度は酵素濃度に対してほぼ直線的に変化した(Fig.3

inset)。このことは、この種の基質では酵素結合および非結合の基質問の交換速度が、

NMRのタイムスケールにおいて十分遅いことを示す。したがってこの T1 0 b sには、酵素溶
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FIG. 1. (A) Semilogarithmic plots (eq 1) for 22.3 mM resorcinol relaxation 
in the presence of 30μM LPO. (B) Plots (eq 2) for resorcinol/LPO'system. 

液のバルクの効果が現れていると考えられ、 T1dはこの T10bsの程度で、あるとみなした。

この値は前出の Tlbに比べ、無視できるほど小さく Tlb =T1Mと考えられる。 LPOのτc

5.5 X 10-10 s[3]を用いて(3)式にしたがって計算した rの値を Table I~.こ示す。

Fig.4には LPO-CNの常磁性シフトプロトンシグナルを照射した時、基質のシグナルに

現れた分子間NOE差スペクトルを、負の NOEを上方に描いて示した。 (A)は pクロロフェ

ノール、 (B)は 2ーメトキシ-4メチルフエノールの場合である。照射位置およびその帰属

は図中に示した。ヘム側鎖の 8-メチレンや 3メチルに比べ、 distalHis CeHや distal

Arg(?)を照射したときの方がはるかに大きい NOEが得られた。
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FIG. 2. Semilogarithmic plots (eq 1) for 7.6 mM resorcinol relaxation in 
the presence of 20μM LPO-CN一 (So/Eo~ 380) (A) and those for 6.0 mM 
resorcinol in the presence of 90μM LPO-CN-(So/Eoミ67)(B). 
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TABLE 1. Binding of aromatic substrates to LPO and LPO-CN-
(A) 

substrate resorcinol p-chloropheno1 7H 
5H 4/6H 2H 間2!即応l

SH • 
e 瓦

:::' 1.0~ 5H~ ; 
\~ I 3Hv _st I _.. T'30 
-ιJ  

白

~2.。

-八む一
-
A
0
 ・AO

q%叩叩Lよよ:!叫H:吋;d凶LUυUJ」J;;;;

::川)川川)川川々町亡:J:ニμ1 ;;; ;; ; 
ノ~川1~シ日司C町H3ん)川 25.1

印0(SA(E占-酎〉/t2s ) Tlb -1 (S-1) 1401 1588 2375 3018 3410 
Kd 18.3 7.8 6.5 13.3 6.8 
r ( 7.5 7.4 6.9 6.6 6.5 

削 N-??)Tlb-1 (S-1 212 462 963 696 996 
lし(mM 4.9 2.5 1.8 6.4 2.2 
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FIG. 3 (1eft). Longitudinal relaxation rates of 2-methoxy-4-methylphenol in the 
presence of 40μM LPO versus So. (inset) Linear relationship for Eo. 
FIG. 4 (right).， Difference intermolecular NOE spectra of 29.6 mM p-chlorophenol plus 
270μM LPO-CN-(A) and 14.8 mM 2-methoxy-4-methylphenol plus 100μM LPO-CN一(B).

[考察]

lH NMR常磁性緩和を基に芳香族基質と LPOとの結合を調べたところ、 LPO-基質相互作用

に rapid-exchangeと slow-exchangeの2種あることが確認された。レゾルシノールと p

クロロフェノールは前者、 2メトキシ-4-メチルフェノールと pークレゾールは後者に属し

た。後者が酵素と結合していない、あるいは交換なしの結合をしている可能性は、 NOE実

験により否定‘された。 rapid-exchangeの基質は、理論的取り扱いによりヘム鉄一基質プロ

トン聞の距離が計算できる。その値は 6.5-7.5Áであり、 HRPにおける値 8.4-1 1. 0Á~こ比

べて顕著に小さかった。 slow-exchangeの基質の緩和速度は、基質濃度に依存せず酵素濃

度にのみ依存した。これは酵素溶液のバルクの効果をみたと考えられる。 LPO-CNーからも

同様にして rの計算が可能であるが、妥当なτcの値が今のところなく、今回は計算して

いない。ただし HRP-CNが基質の緩和に反磁性様の寄与しか示さなかったのとは対照的に

LPO-CNーはあきらかな常磁性の寄与を与えたことは注目に値する。さらに LPO-CN一存在下

基質の緩和は、条件により明らかな複相を呈し、複数の結合部位の存在が示唆された。分

子間NOEの実験からは、 LPOに対する基質の結合部位を知る手がかりがはじめて与えられ

た。基質は HRPのようにヘムの peripheral位で、はなく、 distal側のアミノ酸残基付近に

結合していることが推定された。
[文献]
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部位特異的変異法によるヒト c-Ha-ras タンパク質の構造解析

0山崎和彦，伊藤隆，武藤裕，白水美香子，新美達也. >>泰田純子，

西村這¥河合剛太M ，宮漂辰雄吋，横山茂之

(東大・理・生化，*国立がんセンター研・生物，口横浜国大・工)

An NMR and Site-Directed Mutagenesis Study of Human c-Ha-Has Protein Structure 

互主盟主主担工盟主呈些i，Yutaka Ito， Yutaka Muto， Mikako ~hirouzu ， Tatsuya Niimi， Junko Fuji-

ta， Susumu Nishimura*， Gota Kawai本本， Tatsuo Miyazawa*本， and Shigeyuki Yokoyama， Faculty 

of Science， University of Tokyo， *Biology Division， National Cancer Center Research In-
** stitute， and ~~Faculty of Engineering， Yokohama National University 

By site-directed mutagenesis， a tryptophan residue was introduced in place of Tyr-32 
or Tyr-40 of human c-Ha-ras protein which originally has no tryptophan residue. By 

selective deuteration of phenylalanine and tyrosine residues， NOESY and HOHAHA cross 
peaks due to the single tryptophan residue were clearly observed. It was found that 

the aromatic ring of Trp-32 is buried in the GDP-bound state and exposed in the GTP-

bound state while that of Trp-40 is buried both in the GDP-bound and GTP-bound states. 

ヒトのras遺伝子は，特定の点突然変異によってがん遺伝子となり，種々のがんを引き

起こすが，正常細胞においても増殖や分化に関わるシグナル伝達において重要な役割を果

たしている.rasタンパク質(分子量約2万1千)は.GDPを絡合した状態では「不活性型」

コンホメーションをとるが.GDPが解離して代わりにGTPが結合すると「活性型 Jコンホメ

ーションとなり，シグナル伝達に関与すると考えられている.正常のrasタンパク質は，

結合したGTPを自ら加水分解して不活性なGDP結合型にもどるが.GTP加水分解能が低下し

ている突然、変異体rasタンパク質は，活性型に長くとどまるので，がん化を引き起こす.

rasタンパク質の中で，シグナル伝達のターゲットとの相互作用に直接に関与する領域

は. rエフェクター領域 J と呼ばれ，変異導入の手法により.Tyr 3 2からTyr40までとされ

ている.GTP結合型のみがターゲヅトを認識するのは，このエフェクター領域のコンホメ

ーションがGTP結合型とGDP結合型とで異なるためであると考えられる.我々は，既に，エ

フェクター領域に含まれる38位 -40位のアミノ駿残基が.GDP結合型では βシート構造に

組み込まれているが.GTP結合型ではループ構造をとることを見いだしている(1).本研究

では.rasタンパク質がTrp残基をもたないことに注目し，エフェクター領域に存在して活

性に必須なTyr32およびTyr40を，それぞれTrp.に置換することにより.NMRによるコンホメ

ーション解析のプロープを導入することを計画した.

ヒト c-Ha寸 asタンパク質について.Tyr32→Trp. Tyr40→Trpの変異体遺伝子を部位特異

変異法により作製し，大腸菌で発現させることにより，これらの変異体タンパク質を調製

した.培養細胞を用いて調べたところ，いずれの変具体も，シグナル伝達活性を保持して

いた.したがって.32位あるいは40位に導入されたTrp残基は，本来のTyr残基と同じよう

に機能していると結論された.そこで，これらの変異を導入した短鎖型rasタンパク質

( c末端18残基を除いた 171残基よりなり，高濃度溶液の調裂が容易)を誠製した.GDP結

169ー



合型およびGMPPNP(GTPの非水解アナログ)結合型について， Bruker AM400の装置を用い

37 ocでの400MHzプロトンNMRスペクトルを測定した.2D-HOHAHAの混合時聞は50ミリ秒，

NOESYの混合時間は，皇室水中では 100ミリ秒，軽水中では150ミリ秒である.

2D-HOHAHAスペクトルにおいて，新たに導入したTrp残基のリングプロトンに由来するク

ロスピークは， Phe残基由来のクロスピークと重なっていた.そこで， Phe残基およびTyr

残基を選択的に重水素化した試料を作成し， 2D-HOHAHAスペクトルを測定したところ，ひ

とつのTrp残基に由来するクロスピークのみを観測することができた(図 1) • GDP結合型

とGMPPNP結合型の聞でTrp残基のリングプロトンシグナルの化学シフトを比較すると， Trp 

32の場合は大きく異なるのに対して， Trp40の場合は差異はわずかであった(図 1) .さ

らに，軽水溶液のN.OESYスペクトルを測定することにより， Trp残基のH1およびH2のシグナ

ルを観測し， H4 -H7のシグナルを帰属した (Trp32変異体のGMPPNP結合型を除く) . Trp残

基のプロトンのNOESYクロスピークは， Tr p3 2変異体の場合には， GDP結合型では多いのに

対して， GMPPNP結合壁では著しく少なかった.他方， Trp40変異体の場合には， GDP結合型

でもGMPPNP結合型でもクロスピークは多く，差異はほとんどなかった.

これらの結果により， 40位では， GDP結合型と GTP結合型の両方で，芳香環側鎖がタンパ

ク質表面には露出していないのに対し， 32位では， GDP結合型からGTP結合型への変換によ

って，芳香環側鎖がタンパク質内部に埋もれた状態から表面に露出した状態に移行すると

考えられる.これは， Trp残基の蛍光の解析によっても確認された.したがって，不活性

登から活性型への変換にともなって表面に露出してくる Tyr32の芳香環側鎖が，ターゲッ

トと直接に相互作用することが推定された.現在，ェフェクター領城およびその周辺領域

について種々の変異体を作製し，シグナル伝達活性と高次構造の対応を検討している.

810 
4〆( DO 

..IiWI ~ 7.0 ， 図1• 

ldJf 億
7.5 [2，3，4，5，6-2HlPhe， 。。

[3，5-2HlTyrで標識した

変異体rasタンパク質

bl • t1 。。 7.0 (垂水溶液)のHOHAHA

@。 スペクトルのTrp領域;

tT1| 
。。 7.5 

Trp32変異体(a，b) ， 

@。 Trp40変異体(c，d) ， 

GDP結合型(a，c) ， 

←一一一一一一7一寸.一5一一一一 7一寸.一0一一 ppm r-- ppm 
7.5 7.0 

GMPPNP結合型 (b，d) • 

L K. Yamasaki， G. Kawai， Y. Ito， Y. Muto， J. Fujita， T. Miyazawa， S. Nishimura and S. 

Yokoyama， Biochem. Biophys. Res. Commun. 162 1054 (1989) 
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P30 
3lp← NMR による麻酔薬の淡水魚 K対する高エネルギーリン酸代謝へ

の影響

(近畿大・医・第一生理) 0千葉 惇、浜口雅光.徳野達也、

朝井俊治、秩父志行

Anesthetics effects on high energy metabolism in the loach studied with 31P-NMR 

主主呈旦呈hi旦王主主J Masamitsu HAMAGUCHI， Tatsuya TOKUNO， Toshiharu ASA工 andShiko CHICH工BU

(Dept. Phys工01.， K工nkiUniv. Sch. Med.) 

We evaluated changes in high energy phosphate metabolism on muscles of the loach 

induced by 8 anesthetics with 31P-NMR. The phosphate metabolism in the loach muscle 

during anesthesia could be classified into three types， aerob工c (Pentobarbital， 

Qu工nald工ne，2-Phenoxyethanol)， anaerobic (MS 222， Diethylether， Chloral hydrate) and 

unchanged (Ethyl-p-aminobenzoate) types. Combination of 31P-NMR with characteris七ic

pr口perties is useful for estimating phosphate metabolism in the muscle during 

anesthesia. 

動物実験や手術l時lζ 麻酔をほどこした場合、その麻酔状態の善し悪しが手術の結果 K し

ばしば大きな影響を与える。麻酔レベルの判断は、感覚の消失、瞳孔反射、呼吸状態によ

り行なわれるが、生体のエネルギー状態の変化による判断には適切な検査方法がなかった。

近年、医学生物学領域で無侵襲的に生体の高エネノレギーリン酸代謝物を測定できる 31p_ 

NMRが汎用されており、生体のエネノレギー状態を調べるのが可能となった。外径 5-20mm

のNMR試料管で測定するものは各種細菌から単離細胞、血液、摘出臓器などで、大きな動

物組織やヒトの特定部位については局所スペクトロスコピーが用いられる。しかしながら、

NMRの測定は狭い磁場内で行なうので、測定対象となる標本や動物は目的 K応じて選択す

る必要がある。

著者らは、麻酔中の生体エネルギー状態を調べるためにドジョウを対象として 31p-NMR

を用いて各種麻酔薬の影響を高エネルギーリン酸代謝の面から検討した。対象動物にはシ

マドジョウを選んだ。乙の理由は、シマドジョウの体形が細長く、卵形の断面をもっため

NMR試料管にうまくフィットし、リン酸化合物のシグナノレがたやすく得られるからである。

また、ドジョウは、泥や砂の中 lζ 潜り込む性質があるため細長い NMR試料管!C:入れでも

拘束性ストレスがかかりにくいために用いた。

方法

体長 45mmのシマドジョウ(Cobitis biwae JORDAN et SNYDER (Cobitidae)) を用いた。ド

ジョウを外径 10mm の NMR 試料管~C:頭部を下 K 向けていれ、管底より 50mm の深さになる

ように流速 3mfJ分、水温 200Cの淡水を濯流した。濯流液は、 955ぢ02と 55ぢC02でパプノレし

た好気的条件下の淡水を用いた。 NMR測定には、高分解能核磁気共鳴装置 JEOL-GX400 
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(日本電子)を用い、 31pを 161. 70MHzで測定した。フリップ角 vま、 45。で、パルス繰返し

時間は 2秒で 60回の積算を行なった。図 1K NMR試料管内 K入れたドジョウのようすを図

2と 3K得られたシグナノレを示した。低磁場側より糖リン酸 (SP)、無機リン酸 (Pi)、ク

レアチンリン酸(PCr)、ATP(r，α， s)が得られた。化学シフトの基準は、クレアチンリ

ン酸 (PCr)を Oppmとして求めた。筋細胞内の pHは、 PiとPCrとの化学シフトより求めた。

得られた各シグナノレの面積より各シグナノレの濃度を算出した。用いた麻酔薬は 10種類で、

その濃度と麻酔にかかった時間は表 1K示した。ドジョウを NMR試料管 IC入れ、安定シグ

ナJレを得てから謹流液中に 20~ 45分間麻酔液を含んだ瀧流液を循環させた。回復には、麻

酔液を含まない淡水を用いた o NMR試料管内のドジョウの麻酔状態についての判断は、あ

らかじめ NMRの磁場外で同様のシステムにより、 NMR試料管内でドジョウの機械刺激に対

する応答より麻酔状態を判断した。また、 ドジョウの動きは、尾部のまわりのフィノレムリ

ングを触れることからストレインゲージ (Str.)よりモニターした。その結果から無麻酔期

(淡水濯流)、麻酔期(麻酔液濯流)、そして麻酔回復期(再淡水濯流)を区別した。測

定は、水温 20
0cで行なった。

結果

in vivo 31p-NMRで種々の麻酔時のドジョウの高エネノレギーリン酸代謝の変化をみると

3群に分けられた。麻酔中 lこPCrの濃度上昇と Piや SPの低下が観察されるドジョウの筋

肉内の高エネルギーリン酸代謝が好気状態 lζ 移行するタイプ、 Piの上昇と PCrの低下が観

察される嫌気状態に移行するタイプ、そして麻酔液で濯流したにもかかわらず高エネノレギー

リン酸代謝化合物濃度 IC全く変化のないタイプに分類できた。結果は、表 1K示した。好

気状態 lζ 移行した例としてネンブタールの場合を示したのが図 2である。ネンプターノレで

濯流すると PCrのシグナノレの上昇と Piや SPのシグナノレの低下もしくは消失が認められた。

麻酔液から淡水液に切換えると麻酔前状態の状態となった。ネンプターノレと同じ傾向をも

つものは、キデノレディン、フエノキシエタノーノレであった。嫌気状態に移行するタイプの

例として MS222を示したのが図 3である。麻酔液を濯流し始めると PCrの低下と Piや

SPのシグナノレの上昇が観察された。淡水iζ 切換えると、 PCrの上昇と Piの低下が認められ

るが SPは出現したままの状態であった。 MS222と同じ現象が観察されたのはエーテルや抱

水クロラーノレである。顕著にドジョウの筋の pHが酸性K傾いたのは、ウレタンや MS222 

であったが他の麻酔薬ではあまり変化はなかった。また、ウレタンは、 Piが低下したのに

かかわらず PCrKはほとんど影響を与えなかった。麻講中に全く高エネノレギーリン酸代謝

に影響を与えなかったのは p-アミノ安息香西空ナトリウムであった。

考察

現在、魚 lζ 対する麻酔薬は 20数種類使われている。そのほとんどは、主 lこ薬浴によるも

ので、麻酔中の魚は酸素消費量は約 1/4IC減少する。個体においては、麻酔状態は、エネ

ノレギー消費が少なく、その工ネノレギー状態は主 K体温や呼吸状態の観察、血液中の代謝産

物の変化より判断される。著者らは、 invivo における麻酔中の高エネノレギーリン酸代謝の
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31p-NMR測定を行なった。ドジョウを用いる利点は、束縛性ストレスがかかりにくいこと

と、筋肉が体の大部分を占め、筋のエネノレギー状態が生命のインジケーターとして重要で

あると考えたからである。今回用いた麻酔薬は、 invivo 3lp-NMRで麻酔時のドジョウの

高エネルギーリン酸代謝の変化を調べてみると 3群 K分けられた。一般に、麻酔薬は麻酔

時の解糖系 K対するよりは好気代謝 K及ぼす作用があり、その作用部位は主にミトコンド

リアである。また、麻酔時!L生体内の酸素消費が低下するが、これは臓器機能の低下によ

る代謝量の減少で、ミトコンドリアの呼吸に対する直接効果による抑制作用ではない。し

たがって、麻酔薬が直接臓器の代謝に作用するのか、あるいは神経に作用した結果による

間接作用で臓器代謝!L影響するかを考慮する必要がある。薬浴による麻酔作用は、その麻

酔薬のほとんどがエラから呼吸され、その薬物の魚体内での分布は主に脳 iζ集積し、筋肉

K少ないことから麻酔効果は中枢性と考えられる。ネンブターノレ群は、呼吸循環抑制を引

き起こすにもかかわらず、呼吸系の酵素 lζ 対して阻害作用はなく、むしろ ATP産生酵素の

活性化を引き起乙すためと思われる。魚の麻酔 !C頻用されている MS222 は他の生化学の

データより魚に対して代謝阻害作用があり、 31p_NMRの結果からもそれを示唆している。

一方、 p-アミノ安息香酸エチノレは、神経系のみに対して麻酔効果をもち代謝系にはほとん

ど影響を与えなかった。

麻酔時の生体エネルギー観察のスクリーニングの対象動物として著者らはドジョウを選

んだ。麻酔機構については主に神経レベノレあるいは代謝酵素の活性レベルで論じられてき

た。 invivo における 31p-NMR測定法とドジョウの特性を生かして麻酔時の個体全体のエ

ネルギーを測定したことにより麻酔薬の有効な選択に役立つと恩われる。

-・ー

Medium 
ー咽・-

r. -.1111 

図 1

表 1

Anes!he!ic Concen!ra tion Induction TilDe SP Pi PCr pH 

HS 222 25・100mg 1-3沼in l' T '" 4 

Diethyl ether 10-50 ml 2-3 T T '" Chloral hydrate 0.8・0.9g 8・10 T T 」レ

ーーーー--ー-ーーーーーー『ーー・・ーーーーーーーーーーーーーー ー--国ーーーーー-ーーーー晶・・ーーー

Pento barbital Na 。uinaldine
2-Phenoxyethanol 

Urethan 

Ethyl-p-

Aminobenzoate 

50 mg 

0.01・0.03ml 

0.1・0.5ml 

5・40mg 

0.2・0.3g 

5-10 

1-3 

5-10 

2・3

3・10

-司. ↓ ↑ ... 
守 ↓ ↑ -ー，
4 ↓ T ... 
特↓輔 4

@同・ ・・ .. ・ ・・

* Expressed . in milligra.， gram or mil1ili ter per 1 liter "ater. 
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P31 タンパク貨のプロトン1'1の定量的解析

0伊島理枝子、司き間進、赤坂一之(京大理、 吋則子高王子ー)

Quantitative Ana1ysis of Proton Longitudinal Re1axation 
of Proteins in Solution 
Rieko Ishima， Susumu Shibata* and Kazuyuki Akasaka+ 
( Facu1ty of Science， Kyoto University and *Kumano Technica1 
College ) 

Time courses of the recovery upon non-se1ective inversion 
of a11 individua1 proton magnetizations in severa1 globu1ar 

2 proteins in aqueous ("'H20) solution were ca1cu1ated for var竺Ang
degrees of rotationa1 corre1ation time of the mo1ecu1e ( 10-vsec 
~~) and compared with the experirnental data of various proteins 
at 400 MHz. In the ca1cu1ation， the spin re1axation rnechanism was 
assumed to be solely the dipolar interaction between protons， and 
the three-site random jumps of the methyl groups， besides the 
rotation of the whole mo1ecu1e， were taken into account. The 
fo11owing conc1 usions were drawn. (1) For proteins whose 
mo1ecular weights are be10wへ-10，000， the who1e molecu1ar 
rotation is a dominant source of re1axation， and the 1ongitudina1 
re1axation times(T1's) may vary considerab1y from protons to 
protons. (2) For proteins whose mo1ecu1ar weights are above ハJ
20，000， the methyl group rotations assisted by spin diffusion are 
common and major sources of re1axation， rendering T1 va1ues 
c10se to 1 sec. In the intermidiate region (mo1ecu1ar weight; 
10000へ〆 20000)，both the who1e mo1ecu1ar rotation and the methy1 
group rotations contribute significantly to the relaxation. (3) In 
some proteins， segmenta1 motions are equa1ly important as the 
methy1 group rotations in determining re1axation rate. 

プロトンNMRにおいて、タンパク質仁l'のプロトン'縦緩和l
土、二ヒにプロトンの感じる双極子級以

が分子全体の回転運動や内部運動で括らぐことによって促進される。分子の回転相Wl時間はm肢の
種類、タンパク質の分子量や試料濃度ーから、おおよそ見積もることが，'+'，*る。一方、内部込(動とし

ては、そのlつとして、メチル基の内部関紙をあげることができる。 1宇?吟荘制峨1我立々が州州H用]いている舟向附Iけ叶う分T
古能包NMRで夕ンパク隻質:を井対I象にしたときにlは土、メチル)，tのプロトン'のM緩和il;)'Il¥!(T 1 ) r土j;¥i.くな
b、さらに、メチル基以外のプロトンでもプロトン11収緩和lによって似和を促進されるであろう
ことは知られている。 1 しカか￥し、 分子会体の厄問剛I~転恥示瓜、 メチル4基らの件内内附附!日凶附i告拘糊"11
ど要E図gがどの程皮の寄1与5-ぬカが£あるのかlは立刻m限2浪Eられれdたケ一スてやしカか、H時UJl月!7示j示ミされてlは土いない。 4

そζて@弓1我k々 lは立夕ンパク質のフプeロトン
4けす一般的に明らかにする為、積々の間ll!iキm立lilヰ tnl を :Y}iつ系で二wJj~m(I'J1800反転による縦緩イ:[1を測定
し、得られたタンパク質のプロトンT1を、①内部運動のない坊令、のrjqilsrtfCillJJとしてメチル基の
内部回転を考慮した場合についての計算値と比較し出来る|恨り定iit的な解析を行なった。 d
I計算方法1タンパク費分子を対象とし、プロトンの位置はX料開折により与えられるC、。、 N、
Sの座標から求めたものを用いた。分子全体の時li対日開時tlH、メチル F左の昨阪相問時llfl、ラーモア
周波数を設定し、緩和行列を解いた。得られた縦磁化の時間変イじをlti.ーの指数関数で近似し、その

特性時間iをT
1 とした。メチル

j初附[1[回樹立加ι山羽田Pを仮;Eトたが、内部間転による双

極子ベクトルの変化は、メチル基のフbロトン問のみ?起ザーした。一
[結果と結論1図1は SSI(Streptomyces subtilisin inhibitor)のっちコア領域にある 2581闘の
プロトンについて、実ーなる分子全体の{司転相関Ui'fnn('R=lXIO-Usec， 3X10-Bs札 7XlO-8sω を設
定して非選択的1800反転後の縦磁化の時間変化をプロットしたものである。縦磁化の問復はT，，_=lXl

O-Bsecの場合より，.=7X10-Bsecの;場合のほうがぱらつきが少ないことが分かる。これは、交叉緩和i

によって磁化の平ふじが、起こる為と考えらすLる。これら磁化の附l変化から引がf枯れ、メチル
一法のプロトンと非メチルプロトンの'1'1の比較を行な叶た結果、特にメチル子#悲J志;の内f郎l日悩1日11阪附H悶耐l卜1"転i返が4綬妥手和Hの
シンク として働〈為、 司平正陶化されただ削Tt rは土分 r-の!問I司司転附附キ相111収凶附附見刻刈州州(if附If川i時附州守守計叩I'I世11

秒程皮)ことが理解きれた。
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図2は比較的相関時間の異なる4つの球状タンパク袋、 SSI(附ご23(00)，!ysozyme(M¥Q=14300)， 
RNase S(酔 13680)，BPTI(MW=6500)について解析した結果である。亡コは実験的に求めた平均の
じ (磁化強度の平均の時間変化)、~I立分子会体の問転のみを考威し計算により求めた T ，、
~は分子全体の回転の他にメチル基の内部回転も考1JI し計算により求めた'じである。いず
れもT1は1sec程度であったが、 B円I程度のタンバク質では分子全体の回転の万が、一方 SSI程
度のタンパク質ではメチル基の内部回転の方が主にT，を決める夜間であった。また、特に!ysoZY
meとSSIでは、メチル基の内部回転以外の内部運動の得与が顕著であるが、これは少なくともおI

については国体試料についての測定結果と定性的に一致している。 5

1 A.Ka!k and H.J.C.Berendersen， J.Magn.Reson.， 24， 343(1976) 
2 E. T.O!ejniczak and M. A. ~Ieiss ， J .Magn.Reson.， 86， 148(1990) 
3 R.Ishima， S.Shibata and K.Akasaka， J.Magn.Reson.， in press(l991) 
4 S.Shibata and K.Akasaka， Mag.Res. in Chemistry， 28， 129(1990) 
5 K.Akasaka， K.Takegoshi， T:Terao and S.Ganapathy， Can.J.Chem.， 66，2014(1988) 
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ラット穂白内障の lH-NMR緩和時間と MRIによる解析.

P32 
0森 和彦*1 西川弘恭*，赤木好男*1 照林宏文理 1

京都府立医科大学眼科学教室*1 明治鍛灸大学生理学教室水 2

lH-NMR AND IN VIVO MRI ANALYSIS OF THE RAT SUGAR CATARACT 

旦主主旦~立旦1土 1 Hiroyasu NISHIKAWA". Yoshio AKAGI" and Hirofumi TERUBAYASHI" 

Department of Ophthalmology. Kyoto Prefectural University of Medicine*l 

Dept. of Physiology. Meiji College of Oriental Medicine" 

lH-NMR relaxation times and ~旦 MRI studies were performed. as a non-

invasive evaluation method of rat sugar cataracts. We used the cataracts. in-

cluding rat galactosemic cataract and streptozotocin-induced diabetic cataract. 

From in vitro lH-NMR studies. T， and T， were prolonged before the histological 

changes appeared. The high intensity area of the MRI showed the elongation of 

the relaxation times and the histological liquefaction of the lens cortex 

These results showed that MRI would be useful in the early detection of human 

diabetic cataract and the evaluation of the effectiveness of anti-catara6t 

agents in near future. 

[はじめに]

磁気共鳴画像 (Magnetic Resonance Imaging.MRI)は生体内水の状態や含有量などの情報

が非侵襲的に得られ， 眼科領域でも MR1による種々の研究 1-2 )がなされている E 水晶体へ

の MRIの応用に関しては摘出眼球での報告はあるが 3，4) IJL三よよJdで生きた状態での報告

はない. 一方， ラット糖白内障はヒ卜糖尿病性白内障のモデルであり， アルドース還元酵

素 (AR)を起因酵素とし， 糖アルコール蓄積による水品体線維の膨化・液化がその本態であ

る (PO1 y 01浸透圧説 5) ). また AR阻害斉IJ(A R 1 )は糖アルコ ルの産生を抑制し， この白内障

を予防・治癒させる. 本研究では白内障水品体内の水構造変化を， 水の 'H-NMR緩和時間と

in vivo MRIによって解析し， 組織変化との対応を検討した a

[試料と方法]

試料として Sprague-Dawley系 Ra t (3週齢，体重 509 .雄)の Streptozotocin(STZ)誘発糖尿病

性白内緯 (DM)と Galactose白内障 (Ga 1 )を用いた DM群は STZ(100mg/kg)静注後正常食にて

7週間 Ga 1群は 15.25.50%Galactose含有食!こて 5週間飼育した. これらラット(;:対し経時

的に緩和時間 jsIJ定 MR I)sIJ定， 組織検索を行った.
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Time Course of Tl Fi g. 1 a 
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イメー

摘出後すぐに水品体を

ジング用{;:超伝導型 MRI装置 (CSI-II4.7T，

NMR装置 (JNM-FSE-60E，60MHz，JEOL)，

G E )を周いた.

緩和時間測定は，

NMR装置は，

moi st chamber)にいれ，NMR試料管(10 mm径，
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パルス系列 spin echo(SE) 160mm，GE)を用い，
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FOV 56.02mm/256dotsの条件で，1 . 2 m m ， 編

また組織Proton密度， T， ， T，強調画像を得た.
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(1 )緩和時聞による検討
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水分含有T，(Fig.lc，ld)， Tr(Fig.la，lb)， 

Fi g. 1 d 

T， ， T，とも 2

組織学的に液化変性の

率(F i 9 . 1 e)の経時的変化を示す.

つの成分が認められ，

すなわち 25%Gal群では認められない初期，

1週目から緩和時間の長い成DM群では日目，

また Ga 1群ではこ

Gal actose 濃度に依

分(1 0 n 9 T )に延長を認めた.

れらの緩和時閣の延長は

さらに 10n 9 T ，は白内障進展に平存していた.Fi g. 1 e 

longT，は早期に延長行して延長を示したが，

した後平衡状態もしくはやや低下傾向を示し

さらにとれらの変化はガラクトース濃度た.
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Fi g. 2a 

( 2 ) M R 1 による解析

正常群と DM群の Proton密度強調画像をそれ

ぞれ Fi 9 . 2 a ， 2 b 1:示す. 正常群では水晶体は

周囲の硝子体 (Vt )から明らかに区別され， 水

晶体の皮質(C x )と核 (Nu )の境界は段階的 1:移

Fi g. 2b 

行していた. 一方 DM群 7週目では水晶体皮質領域の緩和時間の延長に基く High intensity 

area(Cx)が出現しており， 硝子体 (Vt)との境界が不鮮明となっていた. また皮質の液化変

性 iこより浮遊状態になった水晶体核 (Nu )が， 液化部分と区別されて水晶体内でやや下方 iこ

偏位した像を示した(C x :水晶体皮質， N u :水晶体核， Vt 硝子体， A C :前房， C 0 :角膜)

Fi g. 3 
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( 3 )組織学的観察

G a 1群の 1i!!!後(F i 9 .3 a )で

は赤道部から前赤道部皮質

{こ膨化液化が認められ，

週頃(3 b )膨化部{立は前・後

皮質に向かつて拡大し 3~

4週(3 c)では全周の皮質が液

化し， 核が浮遊した状態を

示した‘ 方 DM群は 1週後

では日月らかな異常は認めな

かったが 4還後には 25克Ga 1 

群の 1還後に 7週後になる

と 25%Ga1 群の 2~ 3週後に対

応する所見を示した.



[考察]

ラット糖白内障の発症理論である Polyol-

Osmotic説 5.7)では (Fig.4)， ARの働きで徐々

に水品体線維中に蓄積した糖アルコールは，

浸透Y圧差[;::より水を吸引じて水品体線維の膨

化・液化を引き起こす. これらは二次的にタ

ンパク変性をきたし， 水晶体が混濁する. 糖

アルコール蓄積に続く水変化をとらえ， その

進行程度の定量化や AR阻害責1] (A R 1 )のような

ポリオール浸透圧説

AR 
高血糖→glucose→sorbitol→浸透圧上昇

↓HK ↓SDH ↓ 
glucose-6-P fructose 水分吸引
↓ ↓↓  
↓ ↓ 水晶体線維液化膨化
G02 CO 2 ↓ 

タンパク変性

< J.H.Kinoshita (1965) 

Fig. 4 

抗白内障薬の効果をみるには， 生体内の水情報が得られる 8) M R 1が適している.

これまでの水の緩和時聞による解析では， 水晶体皮質に自由水成分(1 0 n 9 T 2)，核!こ結合

水成分 (shortTzlが多く含まれることがわかっている. 今回のデータでは， 組織学的な混

濁の出現前である初期の水晶体皮質における自由水増加に対応して， 自由水成分(10 n 9 T 2 ) 

が著日月に延長した. つまり白内障の進行に伴い水品体内の自由水が増加し， それによりタ

ンパクの高次構造が破壊されるため混濁が出現すると考えられる. また MRIでは Fi 9 . 2 b ， 

2cに示す DM，Gal群の Proton密度強調画像， さらに T2強調画像においても水品体皮質に Hi 9 h 

intensityareaが出現していた. すなわちこれは， 組織学的所見としての皮質における水

晶体線維の膨化・液化[;::対応し in v i t r旦での 10n 9 T 2の延長と一致している. これらの事

実は MR 1が水晶体の代謝の局在性， 膜機能を反映する水の動き z 白内障発症時の代謝動

態などを生きたままの状態で把援し， さらに ARIなどの抗白内障薬の効果判定に使用しう

ることを示したといえる.

[まとめ]

ラット糖白内障の水構造変化が Proton密度や緩和時間の変化， さらには in vivo MRIの

Contrast変化 lこ反映された.
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モモ花芽の休眠覚醒期にお ttる水の緩和時間変化

P33 
0吉田 充、杉浦俊彦事、馬越 淳*志、小野祐幸志

(農業環境技術研究所、 移果樹試験場、 日農業生物資源研究所)

Change in water relaxation ti皿e in flower buds of peach at breaking of dor田ancy

lL_j'_旦且且. T. SugiuraヘJ. Magoshi本本 and S. Ono' 
National Institute of Agro-Environ皿ental Sciences. 本Fruit Tree Research Station. 

毒事National Institute of Agrobiological Resources 

T， of water protons in flower buds of peach was 皿easured from Dece皿ber to 

March. Two water co田pon巴nts with different T， were det日cted in the buds. When 

the rest of the buds was broken in early February. the T， of the 皿ajor water 

co田pon日nt increased a little. At breaking of the imposed dor圃ancy in la te 

February. the T， increased 田arkedly as well as water content of the buds. This 

T， change is considered to become an indicator for the breaking of i皿posed

dor皿ancy. Moreover. physiological change of the buds for flowering can be 阻oni-

tored by the T， change. 

1. 目的

手喜薬果樹の花芽は秋から冬にかけて休限状態にあり、 この時期には気温が上昇しても掬

花できない。 しかし一定の期間の低温期を過ごすと気温が上昇すれば開花できる状態にな

る。気温が上昇しても開花できない休眠状態を自発休眠と呼び、気温が上昇すればいつで

も開花℃きる状態の休眠を他発休眠と呼ぶ。冬から早春にかげては花芽の形態変化はみら

れないが、細胞中では自発休眠覚躍-j也発休眠覚醒ー開花準備という重要な生理変化が起

とっているのである。休眠からの覚醒の時期は、植物生理学上興味深い時期であるばかり

でなく、農業の現場においても大きな意味を持つ。すなわち休眠覚艇の時期を知ることは、

樹液の流動状態を知り、その後の芽の成長過程に適した施胞などの栽培管理を行うために

必要なことであり、 また開花予測にも重要である。そこで休眠覚酸期における花芽の水分

状態の変化を知り、休眠覚酸の時期を容易に推定するための指標を得ることを目的として

この研究を行った。

2. 試料及び方法

茨城県つくば市の果樹試験場内の圃場で栽培されているモモ(品種『白鳳 J )の新梢を

1989年 12 月 5 日から 1990 年 3 月 26 日(機関の 9 日前)まで毎月 2 図 10本ずつ先端より 30~ 40c由

採取した。採取した技は 3組に分け 3反復とし、各組から 251困ずつ(ただし 2月 26日は 20側、

3月 8日は 151閥、 3月 26日は 3個ずつ)花芽をもぎとり、 10m阻悼の NMR試料管に入れ、 JEOL FX 
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測定周波数-90Q装霞を用いて inversion recovery法で水のプロトンの T1の測定を行った。

各試料につI隔を 4500Hz とし、繰り返し時間を 3~5秒、各スベクトルの積算回数は 4 回とした。

一つの試料の測定に要した時間は約 10分であった。いて 20点のデータをサンプリングし、

緩和時間の異な得られた緩和曲線からシンプレックスを用いた非線形最小自乗法により、

る水の各成分の存在割合とその T1の値とを求めた 1)。

20.0の恒温室に 60日間置いて花芽の開花を誹lべ水に捕し、花芽の一部を採取した枝は、

校の総数 10;本に対する花芽が閲花した枝の数の Zとして表した。関花率は、た。

花芽の新鮮重と 80.0で 2週間乾燥させた後の乾物重との差から求め花芽の水分合量は、

不凍水量は示差走査熱量(D S C)測定によって求めた。た。

結果及び考察3. 

1月 24日から 2月5日の聞でモモの花2月5日以降に採取した枝が開花率 100%となったため、

芽は完全に自発休眠から覚醒したと判断できる(図 1)。

自発休眠が完全に12月5日以降自発休眠が明けるまで緩やかに上昇し、花芽の含水率は、

との合水その後急激な上昇がみられた(図 2)。明けた頃にその上昇の度合がやや増加し、

閲花芽に大きな生理変化が生じ、2月5日と 2月26日の問で他発休日民が妨げ、率の変化から、

花準備の一段階として枝からの吸水が盛んになったと推測される。

55上ー/.ー-・-・_.
50 J 
12/5 12/22 1/9 1/24 2/5 2;:お 3/9 3/26 

(

H

)

M

宵

υ育
訓
明

開花率からみたモモ花芽の自発休眠覚程度 モモ花芽の含水率の変化図-2図-1

自発休眠からの覚艇が始まる頃花芽中には T1の長さの異なるこ種類の水が検出された。

他発休眠から覚醒したとに水の主成分(長い T1を持つ水)の T1の緩やかな上昇がみられ、

水の創成分(短い T1を持つ水)の一方、みられる頃にその T1は急激に長くなった(図 3)。

他発休眠明け後もほぼ同じ速度で上昇をT 1は自発休限の明けきる少し前から上昇し始め、

水の主成分の T1の変化パターンは花芽の含水率の変化とかなり一致し、続げた(図 3)。

T 1の増加の原因は水分合量の増加に伴う細胞質中の水の粘度の低下である可能性が高い。

自発休眠の明げる前から徐有に T1の長い水の制

一般的に槌開花直前の 3月26日にその割合が急激に低下した(図4)。
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T 1の長い水と短い水の割合については、

合の減少が見られ、



T 1の短い水は細胞監査結合水であると考え

冬から春にかげでのこの二種類の水の割合の変化から考えると、

T 1の長い水は細胞質中の水、物細胞においては、

モモの花られているが、

T 1の短い水T 1の長い水を液胞中の水、芽においてはこの帰属は妥当なものとは言い難い。

やはり開花直前の各々の割合の急激な変化からみると説を細胞質の水とする説もあるが、

短い水が具体的に細胞のどとに存在すT 1の長い水、モモの花芽において、得力に欠ける。

る水であるかは未だ明らかではない。
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モモ花芽中の水の各成分の割合の変化図-4モモ花芽の水のプロトンのT，変化図-3

含水率や水の主成分の花芽の乾物重当たりの不凍水量は{也発休眠明けとともに上昇し、

{也発休眠明げ f去の吸水期このごとから、T，と同じような変化パターンが見られた(図 5)。

すなわち生体成分の水和が起こっには細胞中の自由水のみでなく結合水も増加している、

春になるに従花芽の全水量に対する不凍水の割合は、しかし一方、ている之とがわかる。

まはっきりした相関はみられなかった。T，の変化との問には、って徐々に減少し(図 6)、

T 1の短い水が不凍水=結合水であたT，の短い水の割合の変化との聞にも相関は見られず、

DSC測定で検出された不凍水と NMRで検出されたるという説はごの結果からも否定される。

水とは細胞内の異なった compart国entに存在するものと考えられる。

20r~ 

30 

15 

(

H

)

酬
v官
嵐
開
時

10 

ぷ0・61

foJ/  
特十~_ _，/'・-・
蝉 0.2↓'・
持|

12/5 1/9 2/5 

0.8 

モモ花芽の金水量に占める不凍水の割合の変化

2/26 3/9 3/26 2/5 1/9 
0 
12/5 

図-6

-183 

2/26 3/9 3/お

モモ花芽の乾物重当りの不凍水の量変化図-5



測定前 5日間の平均気温は波うちながらも 1月 29日まで下降を続け、 それ以後上昇した

(図 7)。花芽が自発休眠から完全に覚躍したのは平均気温が最低を示す 1月 24日と 2月5日

の間である。その後 2月 10日から 2月28日までの季節はずれの異常な気温の上昇のおかげで

他発休眠もここで明けたと推測され、花芽は吸水を開始し、含水率が高まり、水の主成分

の T1の急激な上昇が観測されるようになったと考えられる。 しかし 3月 1日から 3月 12日の問

で一時気温の下がった時期があり、 とのため花芽の生理変化がここで一時止まったと思わ

れ、 それが含水率や不凍水量や T1の変化のグラフ上に『肩」となって現れている(図 2，3，

4，5)。これ以降 3月 26日まで気温はほぼ順調に上昇し、 それに伴い花芽の閲花へ向けての

生理変化も再開したことが含水率やT1の上昇から推測できる。

12 

E 10 
甥 8

4民 E

12/5 12/22 1/9 1/24 2/5 2/2fj 3/9 3/2fj 

図-7 12月から3月にか砂ての5日間の平均気温の変化

4. 結論

①自発休眠からの覚醒時期は、花芽の含水率の変化からおよそ予測可能であるが、 この時

期において水の T1の大きな変化はみられず、水の T，の変化から自発休眠明けを予測するこ

とは難しい。

②他発休眠が明けた結果生ずる開花へ向けての劇的な花芽の生理変化は、合水率のみなら

ず水の主成分の T，に反映され、他発休眠明げを T，の上昇より予測することは可能である。

③他発休眠から覚醒した後の関花に向けた花芽の生理変化の進行の度合いも、含水率や水

の主成分の T，の変化から推測できる。

④ NMRにより検出された花芽中の T1の長い水、及び T1の短い水が具体的に花芽のどこに存在

する水であるかは明らかではない。ただし T，の短い水を結合水とみなすことはできない。

5. 参考文献

1) M. Yoshida and K. Nose， t，_互主k・ Biol. Che 圃~ 51， 339R-3401 (1987). 
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P34 
国体高分解能 NMRにおけるシフト基準の高精度測定

(1) !3C、 29S i、 'H核

(化技研) 0林 繁 信・早水 紀久子

Chemica1 Shift Standards in High-Reso1ution Solid-State NMR 

(1) 13C， 29S1， and 'H Nuc1ei 

S h i ~enobu HAYASH 1 and Kikuko HAYAMIZU 

(Nationa1 Chemica1 Laboratory for Industry) 

The 13C， 29Si， and 'H NKR spectra of the first shift-standard material， 

pure tetramethy1~i1ane ， have been measured with very high reso1ution by spinning 

the 1iquid samp1e at the magic ang1e. The effect of the bulk magnetic 

susceptibi1ity on the chemica1 shift in the magic-angle-spinning (MAS) 

experiment has been checked for pure benzene by use of various types of sample 

containers， and no effect is observ~d when the 1iquid samp1e is span at the 

magic angle. The chemical shifts of several second shift-standard materia1s in 

13C， 29Si， and 'H NMR have 'been determined precise1y. 

化学シフトは基準物質からの共鳴周波数のずれとして表現される。 例えば、 1旬、 29 Si、

1 H核の溶液の NMRでは少量のテトラメチルシラン(T M S )を溶解してそのシグナルを

o ppmとしている。 一方、 固体の NMRでは通常外部基準方式を用いており、 体積磁化率の

効果に注意する必要がある。 我 4は以前に 1)固体高分解能 NMRで用いることのできる 2

次基準物質の化学シフトイ直を測定し報告レた。 このときは、 TMSのスペクトルが高分解

能で測定できず共鳴周波数を TMSと直接比較することができなかった。 このため、 異な

る 2次基準を用いて測定した文献閑での比較ができるという段階にとどまっていた。 また、

体積磁化率の影響についてはあえて検討しなかった。

国体高分解骨量 NMRにおいていくら試料の線輔が狭くできても、 基準物質が高分解骨量で

測定できなければ化学シフト備を正確に測ることができない。 そこで、 本研究では、 TM  

S の 1旬、 29 Si、 1 H核のスベクトルを高分解能で測定することを第 1 目的とした。 シム調整

によって磁場の均一性をあげるとともに、 液体試料をマジック角回転することにより、 半

値幅 0.010 ppm以下の高い分解能を得ることができた。 TMSを高分解能で測定できたこと

により、 2次基準物質の化学シフトを高精度で決めることができた。 さらに、 球形及び円

筒状の試料管を用いて MAS NMRil!'J定時における体積磁化率の影響を調ベた。

[実験] 試料は市販のものをそのまま用いた。

NMR測定はプルカー MSL400を舟いた。 測定周波数は、 13C 100.614 MHz、 29 Si 

79.496 MHz、 'H 400.136 MHzである。 ロータ}の内側にすっぽり入り密閉することのでき
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る円筒型の容器を試作し、 液体試料の回転に用いた。 液体試料の場合は、 0.5-1.0k自zで

回転させた。 図体試料の場合は、 3-4 kHzで回転させた。 また、 球形部分が先端についた

市販の NMR試料管の球形部分を球形の試料容器として用いた。 磁場のドリフトは一日当

り0.006 ppm以下であり、 基準物質のシフト位置は常時チェックした。 シムは液体試料を図

転させながら半債幡 0.010 ppm以下に調整した。 化学シフト値は、 回転させて測定した TM

8 (純粋)をoppmとして外部基準法により決め、 高周波数理Ijを正として表わした。 試料交

換にともなうプロ}プヘッドの出し入れは不要であるため、 試料突換にともなう誤差は無

視し得る。 また、 分解能が高いため、 ヂィジタル分解能にも注意した。

[結果及び考察1

1. 体積磁化率の最善響 球形の試料及び円筒型の試料について体積磁化率の影響を実

験的に調べた。 試料として、 ベンゼン(純粋)を用い、 1 3C、 1 H核の測定を行なった。

Table 1に結果をまとめた。 球形の試料の場合は体積磁化率の~響はない。 ただし、 試料を

静止状態においているため、 磁場の不均一位による線幅が 13 Cでは 0.2 ppmほどあった。 円

筒型言史料をマジック角回転した場合、 非常に高い分解能が得られ、 しかも、 シグナル位置

は実験誤差範囲内で球形試料と一致している。 また、 円筒型試料を静止した場合もシグナ

ル位置は変化しない。 以上のことから HAS NMRのプロープヘッドにおいては体積滋化率の

影響を無視し得ると結論づけることができる。

2. 13 C Figure 1に TM 8 (純粋)のスペクトルを示した。 書記料を回転させること

により、 固体のプロープで液体 NMRに匹敵する分解能が得られた。 デカップルしたスペ

クトル (Fig.1A) の線幅は 0.008 ppmである。 一方、 カップルスペクトル (Fig.1B) には長

距離スピン結合も観測される。 この TM8のシグナル位置を基準として、 2吹基聖書物質と

してよく用いられている化合物の化学シフトを測定した。 得られた結果を Table 2にまとめ

た。

3. 298 i 1 ~ cの場合と同じようにマジック角回転させ"5ことにより、 TM8の高分解

能スペクトルを得ることができた (Fig.2)。 また、 TM8を基準とした 2次基準物質の化

学シフト値を Table 3にまとめた。 表中、 TSPA-d.、 TSPA、 DSSは3・(trimethylsilyl)

propionic-d. acid sodium salt、 3-(trimethylsilyl)propionic acid sodium saU、

3・(trimethylsilyl)propanesulfonic acid sodium saltの略号である。 この 3種の化合物

は高分解能でスペクトルを測定すると Fig.3に示すように微細構造を持っている。 Table3 

には主なピークの化学シフト健と人為的に広幅化して得た平均値とを示した。

4. 1 H 箇体中の 1Hの場合は MA8のみで高分解能が得られるケースが限られており、

CRAMP8 の使用 fJ~ 望まれる。 しかし、 CRAMP8の場合スケーリングフアクターの
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Table 1. Chemical shifts of pure benzene of various shapesa) 

Nucleus Shape Mode δb) FWHMc) 
/ppm /ppm 

13C Cylinder MAS 128.475 (0.005) 0.006 

Sphere Static 128.45 (0.05) 0.19 

Cylinder 旦tatic 128.51 (0.05) 0.22 

lH Cylinder MAS 6.771 (0.005) 0.011 

Sphere Static 6.76 (0.02) 0.050 

Cylinder Static 6.78 (0.03) 0.22 

a) Chemical shifts are expressed "，i th respect to TMS 
spinning at the magic angle 

b) Nurnbers in the parentheses are experirnental errors. 

c) Full width at half rnaximum. 

A 

ー

l
iム

Fig. 1. 13C MAS NMR spectra of pure tetramethylsilane (A) 

with lH decoupling and (B) without decoupllng. The 

resonance frequency is 100.614 MHz 

B 

6 .4 .2 s.il -.2 -.4 '::.6 
PPM 

Fig. 2. 29Si MAS NMR spectra of pure tetramethylsilane (A) 

with lH decoupling and (B) without decoupling. The 

resonance frequency is 79.496 MHz 

Table 2. 13C chemical shifts a) 

Compounds δb) FWHr:c， 
/ ppm / ppm 

Te [Lt irqamue id th，y pl us ri el a] ne 0.008 

Benzene 128.475 (0.005) 0.006 

Chlorofor国 77.966 (0.005) 0.020 

[Solid] 
Adamantane 38.520 (0.005) 0.050 

29.472 (0.004) 0.049 

Glycine 176.46 (0.02) 0.40 
43.67 (0.01) 0.90 

Hexamethylbenzene 132.07 (0.04) 0.83 
17.17 (0.02) 0.80 

Tetrakis (tr imethylsilyl) silane 3.517 (0.005) 0.077 

Sil icone rubber d) 1.422 (0.004) 0.030 
e) 1.412 (0.004) 0.030 

a) Samples are spinning at the magic angle 

b) Numbers in the parentheses are experimental errors 

c) Full width at half maximum 

d)νr壬 1.0kHz. e)νr $; 2.5 kHz 

Table 3. 29Si chemical shifts a) 

Compounds δb) 

/ ppm 
FWHMc) 
/ ppm 

[Liquid， pure] 
Tetramethylsilane 0.008 

6.679 (0.004) 0.011 HexamethYl d isi 1 oxane 

[Solidl 
TSPA-d4 d) 1.669 (0.022) 0.17 

1.445 (0.012) 0.16 
av. 1.50 (0.03) 

1.682 (0.022) 0.24 
1.459 (0.012) 0.17 
1.158 (0.022) 0.28 

av. 1.50 (0.03) 

1.534 (0.012) 0.22 
av. 1.46 (0.03) 

TSPA d) 

DSS d) 

HexamethYlcyclotr isi loxane -9.66 (0.05) 1 .0 

Tetrakis(trimethylsilyl)silane -9.843 (0.006) 0.040 
-135.402 (0.007) 0.059 

Silicone rubber e) -22.319 (0.005) 0.030 
f) -22.333 (0.008) 0.031 

a) Samples are spinning at the magic angle 

b) Numbers in the parentheses are experimental errors. 

c) Full width. at half maximum 

d) Shift values of main peaks are listed. Average values 
indicated by av. are determined by artificial broadening 

e) !lr 重 1.0kHz. f) νr .$; 2.0 kHz 

187 



問題があり、 化学シフトを一つのスペクトルから直媛求めるのは図難である。 ここでは、

その前段階として、 MASのみで線帽の尖鋭化が起きるものを選んで、 TMSを基準とし

た化学シフト備を求めた。 結果を Table4に示した。

{文献J 1) S. Hayashi and K. Hayamizu， Bull. Chem. Soc. Jpn.， 62， 2429 (1989). 

A 

C 

3.0 2.EI 1.21 0.g 
PPM 

Table 4. lH chemical shifts a) 

Compounds 

(Liquid， pure] 
Tetramethylsilane 

Benzene 

Chloroform 

Cyclohexane 

Water 

[Solid] 
Adamantane 

d-Camphor 

Telrakis (trimethylsilyl)silane 

Silicone rubber 

δb) 

/ ppm 
FWHMC) 
/ ppm 

0.012 

6.771 (0.005) 0.011 

7.392 (0.005) 0.006 

1.482 (0.005) 0.014 

4.877 (0.005) 0.024 

1.85 (0.15) 2.5d) 

1.1 (0.1) 2.7d) 

0.249 (0.010) 0.80d) 

e) 0.123 (0.003) 0.048 
f) 0.119 (0.003) 0.047 

a) Samples are spinning at the magic angle. 

b) Numbers in the parentheses 8fe experimental errors 

c) Full width at half maximum 

d) The linevidth depends on the spinning rate. The lisled 
values ....ere obtained at lJr= 4.04， 3.59， and 4.01 kHz 
for adamanlane. d-camphor， and tetrakis(timethylsilyl) 
silane， respectively 

Fig. 3. 29Si CP /MAS NMR spectra of (A) TSPA-d4・(8) TSPA. e)νr 重 1.0kHz. f) νr $; 2.5 kHz. 

and (C) DSS， measured at 1.'0= 79.496 MHz. 
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P35 国体高分解能 NMRを用いたオリゴペプチド及びポリペプチド

の水素結合の研究(II ) ~グリシン残基~

(東工大工) 0黒木重樹・浅川Ii直紀・安藤慎治・黒子弘道・

安藤勲

(群大工) 荘司 顕・尾崎拓男
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1. 緒言

近年、 国体状態でのペプチドの構造研究に国体高分解能I3CNMRが用いられ

てきた"。 この手法により、 グリシン残基をもっオリゴペプチドにおいて、 その

カルボニル炭素のは C化学シフトが水素結合と明確な相関をもつことなどが明ら

かにされている引。

本報告では水素結合に直接関与するもう一つの原子、 アミド窒素の 15N化学シ

フトに注目し、 それが水素結合に対してどのような情報を含んでいるかを議論す

る。 '5N核は天然存在比 0.37%であり、 13 C核に対する相対感度は 0.0214とかな

り低感度であるa しかし、 現在ではこのような低感度の核種も交差分極法などの

新手法の開発や、 NMR検出感度と分解能の向上により天然存在比でも測定が可

能になった。 すでに昨年の本討論会において、 15 N化学シフトが水素結合に関す

る情報を含んでいることは明らかにした 3九 本研究ではさらに深く水素総合とペ

プチドの 15N化学シフトの関係を明らかにしするために、 t 5 Nエンリッチサンプ

ルを調製し等方平均化学シフトのみならず、 化学シフトテンソルのそれぞれの主

値に対しても考察を行った。

2 実験

1 )試料

試料として、 tert ブトキシカルボニル(Bo c )グリシンシーケンスをもっオリ

ゴペプチドを活性エスチル法で合成した。 その際にグリシン残基を t.Nで 10%エ

ンリッチした。 ペプチドにおいて窒素の化学シフトを議論するとき、 注目してい

るアミノ酸残基の 15N化学シフトは、 N端についている前のアミノ酸残基の務響
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を受けて変化する。 今回試料として用いたものはすでに X線回折等で構造が明ら

かになっている。

2 )図休日 NNMR測定

図体高分解能 "NNMRスベクトルは、 CP-MASアクセサリーを付属した

日本電子製 GS X -2 7 0 N M R分光器 (27.25MHz)を用い、 室温で測定を行った。

コンタクトタイムはち師、 繰り返し時閣は 10sである。 積算回数は 100~2000 回であ

る。 化学シフトの基準としては外部基準として国体 1'Nグリシンを用い、 その化

学シフトを 11.59ppmとして、 "NH， N03水溶液基準に換算した。 CP-MASスペ

クトルはシリンダー型ロータに試料を詰め、 マジックアングルで 4~ 5kHz回転させ

測定した。 パウダーパターンスペクトルは回転きせずに測定した。

3. 結果と考察

BocGlyAlaの 15NCP-MAS

NMRスペクトルおよび" Nパ

ウダーパターンスペクトルを

Figure 1に示した。 Figure 2に

おいて等方平均化学シフト

d i 50、 および化学シフトテンソ

ルの 3つの主値(低磁場側から

σ11、 σ 目、 σ33  )を水素結合

距離 N…o( R N…0) に対して

プロットした。 R N ・・。の減少に

伴い、 " N等方平均化学シフト

σ， s。が低磁場シフトしているこ

とがわかる。 また、 それぞれの

化学シフトテンソルの主値は

σ11および cf 22は水素総合距離

との聞に明確な相関は得られて

いないが、 σ日が水素結合距離

の減少にともない直線的に低磁

場シフトしていることがわかる。

したがって、 σ， s 0の水素結合距

離依存はおもにぴ 33の変化によ

って起こっていることがわかるの

FPT-INDO法をもちい

て、 N ーアセチル-N .メチル

150 

時引

100 50 

Figure 1 27. 25MHz 15N CP-MAS NMR spectrum (a) 

and 15N powder pattern spectrum(b) 

of BocGlyAla in the solid state. 
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グリシンアミドをモデルとして、

水素結合距離 R N…。を変化させ

て化学シフトを計算した。その 吉

結果をそれぞれ Figure 3に示す。

計算結果は遮蔽定数なので、 総

対{直が大きい方が{低磁場 i闘であ

る。 RN'・0の減少に{辛い σi50、

σ11、 CI 22、 CI "すべてが低磁

場シフトしていることがわかる。

この結果は σi50および σ33に関

する実験結果を再現しているが、

σ ハおよび σ22の結果をうまく

説明していない。 つまり、 水素

結合距離を変化させたモデルだ

けでは、 実際の系をうまく再現

していないことがわかる。 した

がって、 次に水素結合距離を固

定し、 水素結合の角度 L N - H 

・0 を変化させて、 化学シフト

を計算した。 その結果を Flgure

Hこ示す。 水素結合角度の変化の

影響を σ11と σ2舎が大きく受け、

σ"  はあまり影響を受けていな

いことがわかる。 これにより、

σ33が水素結合距離のみの影響

を受け、 水素結合角の務響を受

けないことが理論計算から証明

された。 したがって、 最大遮蔽

職方向のテンソルの主値である

σ口を測定することにより、 水

素結合距離に対する情報をダイ

レクトに得ることができること

がわかった。
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Figure 2 Plots of the observed chemical shift 

32 
2.9 30 3.1 

N--Olcmg【h (A) 

'against the R.…0， 

(a)Cll，o. (b) CI 11. (C)Cl22 and (d)Cl33 
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3
5C 1 "NQR法によるVTMASの温度較正

P36 
〈日本電子〉 0田中良二，出口健三，藤戸輝昭

Tempratue cal ibration using 35CI NQR in KCI03 for VT門ASNMR 

(JEOL Ltd) Ryo.ii Tanak~ ， Kenzo Deguchi， Teruaki Fujito 

We propose a new technique of tempratue cal ibration for variable temperature 

magic"ang1e spinning (VT門AS)N門R."This technique using 35C1 NQR in KC103 under 

zero field， shows high accuracy temperature calibration over wide range. We 

obtaioed temprature ca1 ibration curve (spinning gas temperature vs sample 

temperature) and temperature distribution in a sample tube by this technique. 

1.はじめに

MASを使った温度可変測定では，多くの場合，試料管に吹きつける気体の温度を制定し

温度コントローラーの表示温度としている.この表示温度は，試料管付近での気体の膨張，熱

リークなどにより実際の試料温度とは異なる1)ので，あらかじめ表示温度から試料温度を求

める較正曲線を棚定しておく必要がある.較正曲線を測定するために試料温度をはかる方法

としては， (1)酢酸サマリウムの常磁性シフトの温度依存性を利用した方法2)，(2)ヱチ

レングリコールの2本のピークの化学シフト差の温度依存性を利用した方法3)などが使わ

れてきた.我々は今まで(1)の方法を使って温度較正してきたが，化学シフトの温度変化量

が小さい，信号強度が弱いなどの理由から高精度で試料温度を決定するのは困難だった.

一方， KC103の35CI・NQRにおいて温度と共鳴周波数の詳細な関係が知られており，その温度

依存性は精密温度計として研究されてきた4勺.

我々はNQRの制定がNMR装置でできることに着目し， KCI03の35C1"NQR共鳴周波数の温度依

存性を使って温度較正をおこなった.(以下No.R法と略す) NQR法は，化学シフトの温度依存

性を使った方法に比べ共鳴周波数の温度変化量が大きく比較的鋭い信号が得られるので高

い精度で温度を決定するできる，広い温度範囲を同ーの方法で連続的に測定できるという

利点がある.また従来，測定が難しかった試料管内部の温度分布についてもNQR法を使うこと

によって情報を得ることができた.

2.実験と結果

実験には JEOLJ附・ESH270固体高分解能N門R装置を使用した.制定に用いたプロープは

270NB"VT附Sで，試料管は外径6φのジルコニア製である.NQRの制定手JI障は無磁場で謹tl定す

たなかりょうじ， でぐちけんぞう， ふじとてるあき
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ること以外は通常の附Rの場合と同じである.

ただし磁場によるプロードニングを防ぐために

試料空聞を1gauss 以下にする必要がある. ?I~ 

定立はシングルパルスを用いた.

KCIO. "C.I-NQR 

図 1はKCI03の室温のNQRスベクトルである.

温度が低いほど共鳴周波数は高くなり，その変

化率は室温付近で約5.2kHzrcである.共鳴周波

数と温度の換算は多項式で与えられていて，

ークの周波数から試料温度を計算した.KCI03 

ピ

28.0927MHz 

24.1・c
28.1127MHz 

20.2・c

に温度分布がなければ，容易にO.l
O

C以下の精

度で温度を決定できる.

上記の方法でコントローラーの表示温度と試

料温度の関慌を示したのが図2である.表示温

度が室温に近い時，試料温度は表示温度より，

ほほ一定の値だけ高いことがわかる.この温度

差は主として回転による摩擦熱だと考えられる.

図3は室温制定での試料管の回転数と試料温

度の関係である.横軸は回転数，縦軸は試料温

度の室温からの上昇分~T である.回転数が増

えると温度上昇も大きくなるので，特に高速回

図 1. KCJ03の35CJ-NQRスベクトル
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転時には試料温度に注意を要する.

また，試料管内の温度分布を調べるために試

料管の一部にKCJ03を詰めて捌定をおこなった.

その結果，室温の制定では試料管内部のラジア

ル方向に1-20Cの温度分布があることがわか

150 
Dlsplay Temp.(.C) 

図2.表示温度の較正 〈回転数5.8kHz)

100 -・50

~ 10 
e 
1-
4 

った.

NQR法での較正値と他の方法での値との比較

5 

もおこなう.。
Spli:Jnlng .Rate，/ r(kHz) 

図3.回転による試料温度の上昇
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P37 固体高分解能 13C-NMRによる
微生物産生ポリヱステノレ共重合体の構造解析

(東工大生命 I盟主)。担11谷尚子、 機*1実、 井上義夫、 qJ i保利一自11

(東工大資源研) 土肥義治

A Study of Cocrystallization of Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
by Solid-State High-Resolution 13C NMR Spectroscopy 

迫A♀主Q Ka旦よエ~， M1noru Sakurai， Yosh1o Inoue， Rl1ch1r凸 Ch也j凸 and Yoshiharu Doi普
Dep. of Biomolecular Englneering and 発ResearchLaboratory of Resources 
Ut11izatlon， Tokyo Inst. of Tech. 

工n the system of 3-hydroxybutyrate-3-hydroxyvalerate copolymers (P(3HB-
3HV)) two k1nds of comono皿erun1ts should crystal11ze together 1n the crysta1-
11ne 1atticeswhich are ana1ogous to those of the parent po1y皿ers. The partlt1on-
1ng of comonomer un1 ts 1n P (3HB-3HV) 1s determ1ned by h1gh-reso1ut10n so11d-
sta te NMR spectroscopy. A theory of i somorphism of A-B random copol.ymers 1s 
formulated and a phase diagram 1s proposed. The exper1mental data on P(3HB-3HV) 
are analyzed us1ng the equations formulated here. The melt1ng p01nts vs. 
composi tion curve of P (3HB-3HV) copolymers 1s consistent w1 th the proposed 
diagram. 

1 . はじめに

ランダム共重合体の結晶相は、 その共重合成分をすべて含む可能性がある。 これは共重

合体の共結品化、 すなわち、 isomorphismである。共重合体の国体物性は、当然、 その結品

成分に大きく依存するので、結晶中の組成比の決定は重要である。 しかし、共結晶化や

isomorphism現象に関しては、 これまで定量的な観測はほとんど報告されていないト'0 ま

た、 その報告例は、共重合組成比が数%以内場合にのみ注目しており、共重合組成が Oか

ら lまで広範囲にわたる挙動を考察しているものは見られない。本研究では isomotphism現

象を示す 5といわれている 3ーヒドロキシブチレートと 3 ヒドロキシパリレートの共重合

体 (P(3自8-3HV))において、 H V モル分率 O.00から O.93までのの結晶中の組成比を求める。

このような、結晶相のみ、 あるいは、 非晶相のみというような物理的に異なる領域の組成

比を別々に観測するには国体高分解能 N M R が有力である。 さらに、求めた組成比を共結

品化の自由エネルギーを考慮した理論により解析する。 これにより共重合体の共結晶化を

定量的に評価するための一方法を示す。

2. 共重合体結晶の組成に関する熱力学

A ホモポリ 7 ーと同じ結晶格子を持つ A B共重合体について考えることにする。共重合

体の融解の自由エネルギーは、 ホモポリ 7 ーのそれと、隣接した 2モノマー閣の相互作用

による自由エネルギ一変化、配列のエントロビーを考慮して求める。 2モノマー間ずの相互

作用は、 A Aの融解の自由エネルギー (LIG白。)(Aホモポリマーの値を用いる。)fこ対する、

A B、 B Bの相互作用によるモルあたりの融解の自由エネルギ一変化をそれぞれ α、 β と

する。融液の Bのモ Jレ分率を Xm、 その融液から形成される結晶中のそれを xcとし、 A、
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このときの融解のB両成分の lモノマーあたりのセグメント数と体積は等しいとすると、

自由エネルギーは、

βX  C2 I!. G 肉 = I!. G 肉A- 2αXc(l-xc)  

)
 
l
 
(
 

l-X"  Xc  
RT[(I-xc)ln 一一一一ーニ +xc1n-ー]

l-xm Xm 

B成また、I!. G けは j の格子における成分 iの融解の自由エネルギーを表す。で表せる。

β 孟 Oである。分は格子の不純物であるので α、

本日平衡を仮定した場合の X..(=Xc)と I!.G Aは

}
 
2
 
(
 

a=ex pLJL[(12xeq)α+ X e qβ] 
R T 

m
 
x
 
a
 

m幽
一+
x
一m
a
-
x
 

7
1
 

q
 
e
 
x
 

共重合体のいずれの結晶も二成分を含む、α=β=  0でない限り o< x ..となり、と Tよる。

このとき融点はisomorphismは必ず起こることがわかる。すなわち、

1
 
3
 
(
 

ln(l-x m+aXm)J 
1 1 R.  (2α ー β)Xe Q 2 
一一一一目
T. T.肉 I!.H 向 R T m 

ここで Tm， I!. H自はホモポ共重合体、 A ホモポリ 7 ーの融点、それぞれ、T m向は、となる。

リマー A の融解熱とする。

相平衡時の共重合体の最安定結晶を考えるには少なくとも Aの格子の他に Bの格子も考

B、A、この B格子についても A格子と同様な式が適用できる。慮しなくてはならない。

これを Fi g. 1 Iこ示す。( 3)式から A B共重合体の相図を求めた。両格子を考慮して(2)、

実験3. 

Aldrich社より購入P(3HB)および H Vモル分率 O.18のP(3HB-3HV) (P (3HB-18%-HV)) は

それ以外の試料は A.eutrophus H16(ATCC17699とNCIB11599)を用いて生合成した。した。

融点以上の温度で溶解

270MHz!H NMR及び 67.9MHz!.C国体高分解能NMR測定は日本

熱履歴をなくすために高真空中、N M R 測定に用いたサンプルは、

急冷し、 5 日以上放置した。

電子側製 GSX-270を用いた。

後、

NEW METHODS RESEARCH. INCのプロカーブリゾリューションは、

グラム N M R 1を用いた。

固体高分解能 NMRによる組成解析4. 

このスベクトノレの化学 y 7 CPMAS NMRスベクトルを測定した。P (3HB-3HV)の67.9MHz'3C

トが H V モル分率 0.00-0.32のサンプルと 0.55-0.93のサンプルで明らかに異なってしずた。

これら二種類の化学シフト値の両方にそれぞれピークがみらP (3HB-41%-3HV)では、まTこ、

P (3HB-3HV)の結晶格子は H V モル分率約 O.4を境に変化することが X線回折により知れた。

HVモル化学シフト変化はこの結晶格子の変化 5.6であると考えられる。られている 5.6。

H Vモル分率 O.41-0 . 93のサンプ分率 0.00-0.41のサンプルにみられる結晶格子を B格子、

V 

ノレにみられる結晶格子を V格子と呼ぶことにする。

化学シフト差の大きい主鎖メチン部分の B格子と V 格子のピークを B格子結品成分、

196 



格子結晶成分と、 非品部分 lこピークを波形分離したo H Bユニットと H V ユニットの結晶

成分の CP効率が同じであると仮定して、 ピーク面積比より結晶中の組成比を決定した。求

めた xcを Ta b 1 e 1 Iこ示す。 その結果、 どのサンプルにおいても、 また、 どの結晶においても

二成分を含む共結晶化が観測され、 B格子の結晶では x cく x、 V格子の結品では x c> x 

となり、 B格子には H B ユニット、 V 格子には H V ユニットが入りやすいことが示された。

50 共結晶化理論の適用

P(3HB-3HV)で、 その共重合体全体の組成を x とし、 X c = X問、 x = X mを仮定して融点

の再現を試みた。 このとき、 P(3 HV)の融点を 1080Cとし、 P(3 HB)、 P(3 H V)の融解熱を、 それ

ぞれ、 IlkJomol-1、 10kJomol-1とした。 D S C測定で求めた融点の実測値は Tablellこ示す。

V格子については、 x =00407とO.554のサンプルの T聞と xc... X より、 ( 2)式を用いて α、

β を決定したところ、 α=1.2kJomol-1、 β = 2. OkJ omol-1であった。 これを (3)式に代入し

て T mを求め、 Fi g. 2に実線で示した。 これにより V 格子の T 聞を再現することができた。 こ

のときの xc、 T .の計算値も Tablellこ示すo 一方、 B格子では(2)式で求めた α と β では実

測の融点にみられるような急激な降下を再現することができなかった。 これは Xc>Xeqで

あることが原因となって起こると考えられる。 Xo=Xeqと X ニ X mの仮定に無理がある場

合、 kineticな条件下で結品化人 あるいは、 α、 β に組成依存性がある場合にこのような

現象が起こる。 この結品の融点を再現するために (2)式を書き換えて、実験式として

a x. 
X 0. = ー一ーーー一ーーーーー一ーーー喝

l-x.+a  x 鋼
a = exp::--::三一[(1-2xc)α 十 x c β]  

R Tκ 
(4 ) 

とする。 κ は棺平衡からのずれの程度を表すために導入されたパラメータである。 κ が大

きくなるほど最近接相互作用の効果が小さくなる。 H V モル分率 O.316とO.407のサンプル

の T.と xc... X を (4)式に代入したところ α/κ=2.1kJomol-1， β/κ=3.2kJomol-1が得られ

た。 (4)式を満たす結晶の融点は次式で表される。

1 1 R 2α(κ1  ) x cー(2αβ)  (κ2  ) x c 2 
In(l-x+xa・)1 (5) 

T 圃 T 陥白 1l H 向 R T .κ 

これを用いて融点を再現すると α 二 5.OkJ omo 1-1， β=  7. 7kJomol-1、 κ = 2.4となった。従

って、 B格子では kinetic条件下で結晶化が進むことが示唆される。 このときの xc、 T .の

計算値も Fi g. 2とTablelに示す。 ここで得られた α と β は、 B格子における共結晶化のエヰ

ルギーの損失が V 格子におけるそれよりも非常に大きいことを表し、大きいモノマーより

も小さいモノマーの方が共結晶化しやすいことを示唆する。

このように、 ここで定式化した共結晶化理論で P(3HB-3HV)の実験値を再現し、 共結晶化

を熱力学的に解釈するためのパラメータを得ることができた。他の共重合体についても、

固体高分解能 N M Rで各相の組成比を求めて、 この理論で解析することで、共重合体の固

体状態に関する理解が深まることが期待される。
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parameters calculated experimental 

Tm/' C 

0.000 
0.183 
0.316 
0.407 
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ゴム状態におけるメチレン連鎖の分子運動に関する

P38 13Cスピン緩和解析

(京大化研) 0村田ツヨシ・堀井文敬・小谷 議

13C Spin-Relaxation Analysis of the Molecular Motion of Methylene Sequences 

in the Rubbery State 

Tsuvoshi Muratg， Fumitaka Horii， and Hisashi Odani 

(Ins↑itu↑e for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyo↑o 611， Japan) 

Carbonω13 spin relaxation analysis has been carried out to characterize the 

molecular motion of methylene sequences of polyethylene (PE) and terephthalic-acid 

polyesters (TPPE)，トCOC6H4COO(CH2)mO-]n (m=2-20)， above the glass transition 
temperature using the 3τmodel where the random motion of the C-H internuclear vector 

is described as a superposition of the rotational diffusion， the libration， and the isotropic 

motion with different correlation times. The analytical results suggest that the rotational 

diffusion may be the cooperative torsional motion for the sequences with about 10 

methylenes， while the libration may be assignable to the motion involviJ?g the trαns-
gαuche trausitions for the sequences composed of more than 20 methylenes. 

1.緒言

気体透過性、耐衝撃性など高分子材料の巨視的性能はその材料に内包される種々のオーダー

の分子鎖運動と密接に関係すると考えられ、高分子の多様な分子運動を明らかにする ζ と重要

である。我々は、既にポリエチレン (PE) 及ぴテレフタル酸系ポリエステ jレ (TPPE)

fCOC 6H4COO(CH2 )mOin (m=2 ~ 10) 固体試料のゴム状成分の13Cスピンー格子緩和定数T1など

のスピン緩和パラメーターの温度依存性を 3'tモデル 1)により解析できることを明らかにした。

国体試料のゴム状成分のT1の場合、測定可能な温度領域で極小値が得られるので、通常T1の極

小値を観測できない溶液の場合と比較して、解析の精度が高い。しかし、 3τモデルで仮定した

3種の運動モードの実体は明らかではない。これらの運動モードの詳細な内容を明らかにする

ため、本研究ではm=12，20について、 VT/MAS 13C NMR法により、これらのメチレン連鎖のゴ

ム状態における分子運動を検討した。

2.実験

TPPE試料は、ジフェニJレテレフタレートとHO(CH2)mOHを重縮合させ、精製後、融体から融

点近傍で等温結晶化させて得た。また、 PE試料は三井石油化学(株)製Hizex Mi1lion M240のゲ

ル乾燥フィルムを145"(で10分間熱処理したものである。 VT/MAS 13C NMR測定はJEOLJNM-

FX200分光計により、 4.7Tの静磁場下で-55"(から80
0

Cの温度領域で行なった。温度の較正は

エチレングリコール法2)により行った。

3.結呆

図 1(a)には、各試料のゴム状成分のNT1を絶対温度の逆数1/Tに対してプロットした。
~ ~ 

、-'-
で、 Nは問題とする炭素に化学結合している 1Hの数で、本研究ではN=2となる。いずれの試料

においても明瞭にTlの極小が観測できる。各曲線は 3τモデルによる解析結果で、実験値と良く

一致する。ここで、 3τモデルはC-Hベクトルの運動を 3種の運動モードの重ね合わせで記述

するモデルである。 3 稜の運動モードとは、図 2 に示したように、第一は、 C~HベクトルがAl

軸のまわりの頂角 28Rのコーンの外周を回転拡散する運動、第 2は、 Al軸がA2軸のまわりの頂

-199 



角29Lのコーンの内部をランダムに揺動するlibration運動、第3は、 A2軸の実験室座標系に対

する等方ランダム運動である。図 1(b)には解析の結果得られた回転拡散、 libration及ぴ等方運

動の相関時間τR，τL，τIを示した。この解析では、 τRは温度に依存しないが、'tL及びτIはアレニ

ウスの式に従って温度変化すると仮定した。また、 τR<τLくτIと仮定した。

10・4
10・5
∞ 10.6 
..._ ~~・i
10"。
U 10・9
ぞー 10.10 
10.11 
10.12 

10 

この解析によれば、 Tlの極小はい

ずれの試料においてもlibration運動の

相関時間'tLが1/ωcに達したときに現

また、 TPPE(m=6)

では、 PEと比べて、ピコ秒オーダー

の回転拡散の振幅(9R)に大きな差が

われるといえる。

ーゼ』・ TPPEm=12 

・・・0・・ TPPE m=20 
'・Eトー PE

ω
¥
同

p
h

足

あったのに対し、 TPPE(m=12， 20)で

は、この運動の振幅もほぼPEのそれ

と一致した。従って、 12個以上のメ

チレンを含むポリエステルの回転拡散

はPEのそれとほぼ一致することが明

(a) 
しかし、図 1(b)に見らかになった。

5.0 3.5 4.0 4.5 
3~ -1 'YT-1 10"'T -~/K 

Fig. 1 ln(NT 1) vs. 1/ T (a) and 
logarithmic correlation times vs. 1/ T (b) 
for different polymers. 

3.0 
0.1 
2.5 

z 

X 

Fig. 2 Schematic diagram of 3't model 

for the motion of a C-H intemuclear 
vector. 

A1 

A2 

られるようにこれらのTPPEのTlの極

小値はなおPEのそれと一致しない。

この主な原因は、 libration運動に差が

あるためであることが判明した。

以上の結果、回転拡散運動は、活性

化エネルギーが O であり、 10~12 メ

チレン連鎖に対するc-c結合のまわ
りの協同的なねじれ運動であると考え

られる。一方、 libration運動の活性化

エネルギーはJ各炭素原子について

trans-gauche遷移が2個程度起こるこ

とを示している。従って、 libration運

動は、 20メチレン以上の連鎖に対し

て、あるc-c結合がtrans-gauche遷移
をすると、そのために起こる歪を相殺

するような形で他のc-c結合がtrans-
gauche遷移を起こす運動で、このよう

な運動がナノ秒オーダーの時間内に分

子鎖内のいずれのc-c結合について
も一様に起こっていると推定される。

文献

1) K. Murayama， F. Holii， and R. Ki旬maru，Bull. Inst. Chem. Res.， Kyoto Univ.， 61，229 (1983). 

2)村田ツヨシ，堀井丈敬，藤戸輝昭，第7回高分子・団体NMR研究会報告集，No.7， 29， (1990). 
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P39 温度可変固体高分解能13C-NMRによる 11ーアルカンの構造研究

(花王研、東工大・工)0石川伸二・松本 清・黒子弘道・安藤 勲

Structural Studies of n-Alkanes by Variable-Temperature Solid-State High-

Resolution 13C NMR 

2且in j i 1 sh i li:awa 1 Kiyoshi Matsumoto1， Hiromichi Kurosu2 and Isao And02 (lKao 

Research Laboratories， Icluli:aimachi. Haga， Tochigi， 2Department of Polymer 

Insti tut日 ofT日chnology，Ool.;:ayama， Meguro-!i:U， Tol(yo) 

Crystal structure and conformation of some n-alIi:anes (n-C19H40'"'-'n-C44!-!90) 

wlth the orthorhomblc or the triclinic form in the solid state have been studied 

through the observation口f13C NMR chemical shift values in a wide range of 

temp巴ratures. 1 n日 C32Hs6，n-C38H78 and n-C"H90 the terminal methyl carbon~ 

or their neighboring methylene carbons give two peaks at temperatures below the 

melting points. This indicates that the three n-alkanes take two types of 

structures. 

l、はじめに

11ーアルカン (C44H9o，C38H78 C3d166' C2oH42， Cld-Lo)は固体状態にお

いてトランスジグザグ構造をとり炭素数によって斜方晶系、三斜晶系などの結晶構造をと

る。 11-アルカンは結品のパッキングの効果を調べるための良い研究対象となるために

いくつかの研究がなされてきた 1 4)。しかしながら、これまでに nープルカンについて固

体高分解能NMRによる広い温度範囲における詳細な構造についての研究はあまりなされ

ていなかった。そこで、我々は温度を変化させて斜方晶系及び三斜晶系の結晶構造をとる

いくつかの nーアルカンについて13C NMRシフトの測定を通して結晶構造とコンホメ

ーションを系統的に研究した。

2、実験

13C CP/MAS及び 13C P S T(pu!se saturation transfer)5l /MA Sスペク

トルの測定は温度可変 CVT)/MAS装置付属の JN M -G X 270 N M R分光器 (67.5

MHz)で測定した。 nーアルカン(東京化成製)をジルコニア製ローターに詰め融点以上の

温度で融解させた後、室温で一晩放置した。測定時にはそれを3.0-4. OkHzで回転させた。

CP時のコンタクトタイムは 3ms、また、パルス遅延時閣は 5s、スペクトル幅は2.71i:Hz

データポイント数は 8K、積算回数は100-1000回とした。 13C化学シフトの外部基準にア

ダマンタンの高磁場ピーク (TMSに対して29.5ppm)を用いた。
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3、結果と考察

図 1にn-C44H90のけ C

VT/MAS NMRスペク

トルを示した。 7 0 oC以下の

温度では CP/MAS法、 8 

。oC以上の温度では PST/
MAS1:去により測定した。 ま

たその 13C化学シフト値を表

lに示した。 αーメチレン炭

素のピークは 60 oC以下の温

度で24.Bppmに現れるが 70 

℃以上の温度でそのピークは

高磁場シフトしている。 この

高磁場シフトはゴーシュ・コ

ンホメーションをとることに

よる 7効果の寄与に因るもの

で、 n-C44H90の融点は

B 6
0

Cであるので融点よりも

1 0 oC以上低い温度で構造に

変化が生じていることになる

。また、 7 OOCの温度でα-

メチレン炭素のピークは23.3

ppmと24.0PPlllの2つある。

前者は非晶状態にあるが、後

者は斜方品系と'異なった結晶

構造をとっていると考えられ

る。 したがって、 αーメチレ

ン炭素には 3種類の状態があ

ると結論される。次にメチル

炭素に注目すると 6 0 oC以

下の温度でそのピークは15.2

ppmに現れるが 70 oC以上の

温度でそれはより高磁場の14

.4ppmに現れる。 メチル炭素

もαーメチレン炭素と同様、

融点以下の温度で再配向が起

90.C 

α・CH2 CHa 

80・c

70.C 

600C 

500C 

32・c

B>lpp皿

50403j2Jl;  

Fig. 1 13C VTIMAS N政ffispectra of n-C叫H90as a f，皿ctionofぬ皿peratures.

Table 1 13C che皿icalshift values of n-C.wH9o in山 solidstate 
at various te皿peratures

Te皿.p.(OC) 

32 

50 

60 

70 

80 

90 

かCH2

34.3 

34.3 

34.3 

_a) 

ーー叫

32.6 

13C che皿icalshin (pp皿)

int-CH2 

32.8 

32.8 

32.9 

33.0 

32.9，30.5 

30.3 

α-CH2 

24.8 

24.8 

24.8 

24.2 

24.0，23.3 

23.2 

a) overlapped wi也 othercarbon peak 
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15.2 

15.2 

14.5 

14.4 
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こっている。

図 2にn-C32H66のはC

VT/MAS NMRスペク

トルを示した。また、その化

学シフト値を表 2に示した。

αーメチレン炭素は 70 OCの

温度では n-C44H9oの場合

と同様、 2種類の状態が存在

している。メチル炭素につい

ては 6 0 oC以下の温度では

14.9ppmと15.lppmの2つの

ピークが重なっている。これ

80・c

70・c

600C 

400C 

らはどちらも結品状態にある '200C 

メチル炭素であると考えられ

る。つまり、 n-C32H66の

メチル炭素は結品状態におい OOC 

て 2種類の構造を含んでいる

。これらの状態を検討するた

めTorchiaのパルスシーケン

ス6)を用いて n-C3d{66の
寸-

50 

a/pp血

~O 30 20 

緩和時間 CT 1 C)の測定を行

った。観測される緩和時間よ

り 14.9ppmのメチル炭素(

T lC=1. 7sec) は15.1ppmの

メチル炭素 CT1c=1.4sec)

よりも柔軟である(メチル炭

素の運動は BPP理論におい

てextremenarrow regionに

ある。)。

Fig. 2 13C VTIMAS NMR spec位aof 任 C32H66as a function of temperatures. 

Table 2 13C che皿icalshift values of n-C32H66皿 thesolid sta同

at various匝皿peratures

13C che皿icalshift ( pp皿)
Temp.(OC) 

s-CH2 int-CH2 島 CH2 CHs 

。 34.1 32.7 24.7 15.1，14.9 

20 34.2 32.7 24.6 15.1，14.9 

40 34.3 32.8 24.7 15.1，14.9 

60 34.3 32.8 24.6 15.1，14.9 

70 _.:_a) 30.4 24.0，23.2 14.4 

80 32.5 30.3 . 23.2 14.4 

a) overlapped wiぬ othercarbon peak 
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固体高分解能 NMRを用いたオリゴベプチド及びボリベブチド

の水素結合の研究(亜) . L ーアラニン残基

〈東ヱ大工) 0浅川直紀・黒木重樹・黒子弘道・安藤
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1. 緒言

国体状態でのペプチドの構造研究に図体高分解能 13CNMRが用いられ口、 グリシ

ン残基をもっオリゴベプチドにおいて、 そのカルボニル炭素の 13 C化学シフトが水

素結合と明確な相関をもつことなどが明らかにされている 2>。

タンバク質の中でグリシン残基を含むものは非常に多く、 またグリシン残基は

アミノ酸残基の中で最も簡単な構造をもっため、 グリシン残基を含ぢベプチド化

合物はタンパク質の優れたモデル化合物と考えられる。 しかし、 タンパク質の中

には不斉炭素原子をもっアミノ駿残基を含むものが大部分であるため、 それらの

効果をペプチド化合物中のグリシニノ残基のみで議論することは難しいと考えられ

る。 本報告では、 不斉炭素原子をもっアミノ酸残基のうち最も簡単な構造をもっ

アラニン残基に注目し、 モデル化合物としていくつかのアラニン残基を含むペプ

チド化合物を用いて国体高分解能 13C CP/MAS NMRの測定を行い、 1 3 C化学シフトと

水素結合、 コンホメーシヨン効果との関係を明らかにすることを研究の百的とす

る。

2. 実験

試料として、 アラニン残基中のカルボニ)J.，基がペプチド結合しているペプチド

化合物を合成した。 今回試料として用いたものはすでに X 線回折により場造が明

らかになっているもので (Table 1)、 すでに報告されている方法で再結晶した。

また国体高分解能 13CNMRスベクトルは、 CP・MASアクセサリーを付属した日本電

子製 GSX-270NMR分光器 (67.80 門Hz)を用い、 室温で測定を行った。 積算回数は 200

- 800厨である。 化学シフトの基準としては外部基準としてアダマンタンを用い、

その化学シフトを 29.50ppmとして、 TMS基準に換算した。

3. 結果と考察

観測して得られたペプチド化合物中のアラニン残基のカルポニル炭素の 13 C化学

シフトを X線回折で決定されている N" ， 0水素結合 E霊能に対してプロザトしたもの

をFig， 1に示す。 プロットは大きく 2 つのグループに分げられる。 グループ(a ) 

は β シートのコンホメーションをもつものである。 一方グループ(b )は、 α ーヘ

リックスのコンホメーションをもつものである(しかし、 現在のところデータが

少ないので今後このグループのデータの補充が必要である。)。 グループ(a)は

N " ， 0水素結合距献の減少にとも主主い、 化学シフトが低磁場シフトしている。 した

しょうじああんどういきお、くろすひろみち、
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あきかわなおき、 くろさしげき、

おざきたくおきら、



がって、 2つのグループの隠の 1， C化学シフト差はコンホメーション効果に由来す
るものと考えられるe これらの結果は、 『水素結合がグリシン残基中のカルポニエ

ル炭素の化学シフトに及ぼす効果は水素結合の「距穫の効果 J が犬きく「コンホ

メーションの効果」は相対的に小さい』と報告している前の結果 2)とは対照的で

ある。 rコンホメーションの効果」は水素結合の「距離の効果」とともにアラニ

ン残基中のカルボニル炭素の化学シフトに大き会影響を及ぼす。 また FPT-INDO

法により、 N-アセチル-N'ーメチルアラニンアミドにホルムアミド 2分子を水素

結合させたモデルを用いて N'" 0水素結合距離とコンホメーション (β シートと α

ヘリ、y クス}を変化させ、 カルボニル炭素の化学シフトを計'算した。 その結果を

F i g・2に示したe 計算で得られる化学シフトは遂厳定数なので、 負の符号は rd e -

shieldingJ を意味している。 Fi g， 2から、 N " ， 0距厳の減少にともない低磁場側

ヘシフトしている乙とがわかる。 したがって、 計算は、 F i g， 1の実験結果を合理的

に再現している。 なお 1N D 0法では 2 中心電子積分の一部を無視しているため安定

な水素結合距離が短めに評価されている U 。

4， 参考文献

1) Saito，H and Ando， I，Ann，Repts，NI!R Spectroscopy，21，209(1989) 

2) Ando，S，et a1.， J，Am，Chem，Soc，， 110，3380(1988) 

3) l!orokuma， K， et a1.， Chem， Phys， Lett" 19， 129 (1911) 

Table 1 Geometrical parameters for peptides 

containing alanine residues， 
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ポリ(y -ベンジルグルヲメート}ラセミ混合物の

P41 " c一回体高分解能 NMRとその分子運動

北大工 山口雅史・平 t申敏文・。堤路広

Holecular Motion of Racemic Poly(γ-benzyl glutamate) Studied by 

Solid State High-Resolution "C-NHR 

Masashi Yamaguchi， Toshifumi Hiraoki， and ak ihiro Tsutsum i (Department of 

Applied Physics， Faculty of Engineering， Hokkaido University， Sapporo， Japan) 

"c  CP/ MAS NMR measurements were made on racemic poly(r -benzyl glutamate)(PBD 

LG) and poly(r -benzyl L-glutamate)(PBLG) in the solid state to investigate the 

effects of the regular side chain stacking on the molecular motion. For PBDLG in 

the stacked state， C and C sho切ed complicated signals which are djfferent from 
βγ  

PBLG." However， above the break down temperature of the stacking， the~ are well 

resolved similarly to PBLG. Race濁ic sample deuterated at C showed two C peaks 
γY  

in the stacked state corresponding to stacked and unstacked side chains. T， of 
ρ 

PBDLG in the stacked state is longer than that of PBLG for all carbons contain-

ing C in the main chain， while at the break down te司perature of the stacking 
α 

T， of PBDLG suddenly changes to the values in PBLG. 1t is noticeable that the 
p 

T， change is the smallest for C".， indicating that phenYl rings undergo 
ρ 

considerable motion even in the stacked state. 

1 ) 固体中で主鎖が安定な α ーヘリックス構造であるポリ(rーベンジルグルタメート)

のラセミ化物中では、 側鎖のブエニルリング同士が重なり合うスヲ、ノキング構造を取る事

が従来から知られている。 スヲッキング状態での構造や分子運動状態について、 x-線図

折 1】、 誘電 21、 力学緩和 3'などを用いた研究がなされ、 x-線回折では、 PBLGには見られな

い反射が現れることや、 スタッキング崩壊に伴い DSCに吸熱ピークが現れる事などが報告さ

れている。 一方、 固体高分解能 H眠、 "c  CP/MAS N郎、 及び、 重水素 NMRIま固体中での分子

の詳細な構造や分子運動を調べる上で非常に有用な手段であるので、 我々はこれらの方法

を PBL日及びそのラセミ体に適用し、 ス夕、yキング状態における側鎖の構造、 分子運動につ

いてより詳細な情報を得るごとを試みた。 本報告では I'C CP/MAS NMR より得られた結果を

述べる。

2)測定に用いた試料は NCA法により合成された pOly(r -benzYl L-glutamate) (PBLG)及び、

po1y(r -benzyl D-g1utamate)(PBDG)との 1寸の混合物である PBDLGの 2種類である。 測定に

はこれらのクロロホルム溶液から室温でキャス卜した fi1mを 130・Cで約 12時間アニールした

やまぐちまさし、 ひらおきとしふみ、 つつみあきひろ
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ものを使用した。 PB DL Gについては DSCでスヲヅキング

崩壊に伴うとされる吸熱ピークが 90'C付近で観測され

た。 又 y-位重水素化 PBDG、 PBLGは、 D-及び、 トグルヲ

PBLG ~he I 与も

一小川，A，，.jk，，"，J¥Jl
7川よ:;:

ミン酸を 6Nの 自C1 中で 105~ 108・Cに熱する事により、 一i
，1.1¥ ，1ιI 300C 

y 
-
位重水素化グルヲミン磁を得た後川、 ベンジル 叫円…目、J叩!U\.ωJ〆''''"t-~~，"""，".. 

エステル化し、 KCAi.去により合成した。

13C CP/MAS HMR測定は Bruker MSL-200 スベヴトロメ

ータ (50.3MHz)を用い、 MAS (Magic Ang1e Spinning) 

rate 3.85KHzで行った。 I'C T Iρ 測定に於げる spin-

10ck周波数は 40.0-73.4KHzである。

3)Fig.lにスタッキング状態及びスヲヅキング崩綴温

度以上におげる PBL G及び PBDLGの 13C CP/MASスベクトル

を示した。 大きな変化がでると予想されたフェニルピ

ークのケミカルシフトにはスヲッキング状態、 及び、

スタッキング崩機後共に PBLGと殆ど違いが見られてい

ない。 一方、 主鎖に近い位置にある Eβ、 Cyのピーク

は PBDLGのスタッキング状態において重なり合いが生じ

ており、 P B L Gの場合と大きく異なっている。 しかしな

がら、 スヲッキング崩壊温度以上においては、 ピーク

は 2本に分殺し PBLGと同様のケミカルシフト値を取っ

ている。 このことは、 スヲ、y キングに関与している Cβ

あるいは Cyがスヲ、ノキングに関与していないちのと異

なったケミカルシフトをもつことを示峻する。

我々は、 y 
-
位 重水素化試料を用い、 これらのピ

ークの分離を試みた。 この様な重水素化試料において

は、 最近緩プロトンが重水素で置き変わっているため

に、 Cyは Cβ に比べ長い TC hをもっていると考えられる。

又、 局所場の大きさも弱くなっているため Tε も長くな

る。 この為、 F i g . 2に示した pulse sequenceを用いるこ

とにより、 Cβ 及び CYピークを強調したスベクトルを

得ることができる。 Fi g . 3 t: Cβ 及び cyピークを強調し

たス守、ソキング状態における PBDLGのスベクトルを示し

た。 これより、 Cβ ピークは対称性のよい線形であり、

単一の lorentz廊線で fittingできることがわかる。 こ

れに対し、 Cyピーク;ま対称性の悪い複雑な線形をもっ

ており、 単一の lorentz曲線では説明不可能であるごと

208-
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がわかる。 即ち、 スタッキングにより生じた新たなピ

ークは Cγ 由来のものであることを示している。 側鎖コ

ンフォメーシヨンとの関係については現在検討中であ

る。

4)次に、 け C CP/MAS NMRから分子運動に関する情報

を得るためには Cの回転系における縦緩和時間 T1 p の

鴻定を行った。T1ρ は固体中でのボンド回転を調べる

上で重要な数十 KHz程度の運動に敏感であり、 13 Cの高

分解能 NMRを用いる事により、 側鎖の各部分の運動を調

べることができる。

しかしながら、 実際の系においては 13 Cの磁化は回転

系においてプロトン系との相互作用のために F i g . 4に示

した様な経路で緩和する。 このうち、 プロトン dipo1e

系の縦緩和時間 110は MA S r皐旬、 ωrに依存して、 1/ 

T 1 0 =π /2 * 3ω2  T D 5 ) と表される。 ごこで、 'z' . = (3/ 

M H H ( 2 ) ) 1〆2 (HHH(21は proton-proton dipo1e相互作用

の 2次モーメント)である。 MH H ( 2 )の f置を過去に行われ

た broad-1ine NMRの結果より見積った結果 6，、 室温付

近では、 TID=17.7usec程度であった。 この憶は後に示

すように、 1 3 Cの回転系における縦緩和時間の測定値

11 p • に比べ非常に短〈、 従って TCH>>1，.の条件が成立

しているとみなせる。 ごの場合、 proton系は 1attice系

と常に熱平衡にあると考えられ、 1 3 Cの磁化は 11ρ と、

T C Hの 2つの過程によって緩和する。 従って、 1/T1ρ ・

=1/T1P+1/TcH で表される 73e ここで、 第一項は分子

Fig.4. A拘ermodynamicmodel 
for七he._，c rOもatingframe 
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運動の効果を反映するのに対し、 第 2項は反映しない。 従って、 測定値がどちらの過程を

主に反映しているかを知ることが重要である。 ここで、 それらの spin-1ock周波数、 ω1 C依

存性は、 T 1ρ~ω1 C 2以下でであるのに対し、 TCH~ exp(C*ω1 C)の依存牲をもっている.

Fig.5に PBLGの室温における各カーボンの T1ρ の spin-lock周波数依存性を示した。 こ

れより、 全てのカーボンにおいて T1 P ・~ω 川 2程度であるごとから、 T 1ρ ・は主に分子

運動過程を反映していることがわかった。 特に、 Cα は他に比べやや大きな T1ρ ・及び ω1C 

依存性をもっている事がわかる。 これは主鎖の運動が側鎖に比べて遅いために TC H からの

寄与が若干増えたためであると考えられる。 悶様の傾向は PBDLGにおいても観測された。

5) C ， h.， Cγ 及び Caの T1 Pの温度依存性を Fi g . 6に示した。 PBL日では minimumが観測さ

れている。 一方、 PBDLGでは室温付近では PBLGに比べ大きな値を取っているが、 図に示した
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温度付近で急激に変化し、 それ以上の温度域では PBLGとほぼ同様な値を取っている。 この



変化械は DSCで観測されたスヲ、ソキング崩壊に対応した吸熱ピークの温度に近い。 同様の

とび'は他の側鎖のカーボン、 主鎖のカーボンに対しても観測されている。 ごのごと

は、 スヲッキンク状態においては、 側鎖のみならず、 主鎖の運動も束縛されており、 スヲ

ッキングの崩嬢により、 運動性が急識に高まる事を示している。 また、 C p h aの TI Pの'と

び， iJl C 'Y に比べて小さいのは特徴的である。 これより、 スタッキング状態においでもフ

ェニルリングは既にかなりの程度の運動状態にあるごとがわかる。 即ち、 いわゆるスヲッ

キング状態では、 フェニルリングは staticに重なり合っているのではな〈、 ブヱニルリン

グがある程度の運動を行いつつ全体の秩序樽造を保った状態にあるごとを示唆している。
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P42 
国体金属カルボニルクラスター C04(CO) 12における .9CO Nutation NMR 

0大木寛，武田定，中村豆男，中山尋量，江口太郎，

B. T. Heaton， 8. Kernaghan 

(阪大理・阪大教養・リバプール大)

59CO 2.D Nutatoin NMR in 801 id C04 (CO) 12 

H. Ohki， 8. Takeda， N. Nakamura; [1. Nakayama，') T. Egu口hi，a) 

B. T. Heaton，h) and 8. Kernaghanb) 

Facu1ty of 8cience and 'Co11ege of Gen巴ra1 Education， Osaka University 

bDepartment of Chemistry， Th巴 Universityof Liverpoo1 

59CO 2.D nutation NMR experiments wer巴 conducted at 47.4B5MHz in order to 

det巴rm.in巴 the quadrupo1e 巴oup1ing constants (e2Qq/h) of 59CO nuc1巴i in solid 

C04 (CO) I • . The 2.D sp巴巴trumobt.ained indi口ates the pr巴senceof two inequiva1ent 

59CO nu口1ei， Co(api巴a1) and Co(basa1). The e.Qq/h and the asym皿etry parameter 

of the EFG， η， were estimated to be 9MHz and 0， and 15MHz and 0.8 for CO(basa1) 

and Co(apica1)， respe口tively. These data support our previo日s proposa1 that the 

symmetry conserved reorientatio日 of C04 cJusters occur巴s in the solid state 

そこで、 Coの

2次元 nutation スペクトルはパルス幅

パルス帽による信号の強度変化を Fig. 2.に示す。

そこでスペクトル幅を広げて l次の satellit巴の検出

(fig.3)。室温では中心のピークから約 700kHz 離れた
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位置に 1本、 176Kでは中心から 650kHz と 200kHz の位置に 2本の sat.ell i te p巴ak

が観測された。 satelliteの位置は e2Qq/h だけでなく 吋にも依存するので、 この低温

スペクトルからこれらのパラメーターを決めるのは無理である。

2次元 nutation NMRの測定結果を Fig.4 Iこ示す。 矢印の

位置がそれぞれ apical と basal の peak に対応する。

simul ation の結果、 e2Qq/h は basal で 9MHz、 apical で

pea瓦に 2次の四極子効果が12MHz 以上になった。 apical の
-，-一一一色でを五E山下一_，事前五一一ー~で省首百一“ーで箱詰「

ないので 日三Qq/h は 15MHz程度と推測できる。 basalの Co に

ついて e2 Qq/h=9MHz，η"'0、 api口al について e
2 Qq/h"'15MHz， 

η"'0.8 を使って ".Co の 1次元 NMRスペクトルの simul atio日を行うと、

とよく一致する結果が得られた。

恥."

turedep庄ld田 ceof 
lites. 

実測スペクトル

溶液中では apical の Co が高い対称性 (Cけを有するととがわかっており図体の場合

とは逆になっている。ま史、 basal の e2 Qq/h は温度上昇とともに apical の儲に近づく

ととも判明した。 これらの結果を前に報告した化学シフトの温度変化との関連のもとに議

諭する。

Reference 

Fig. 4 Contour plot of 2D nutation 
spec町田.

oasal 

江口 太郎.武田定，中村亘男，千原秀昭， B. T. Heaton， and S. Kernaghan， 

第 28問 NMR討論会予稿集， 1989，東京， p245. 

B. T. Heaton， J. Sabounchel， S. Kernaqhan. 日. Nakayama， T. Eguchl， 

S. Takeda， N. Nakamura， and H. Chlhara. 

Bull. Chem. Soc. Jpn.， In press. 
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N-14 NMRを用いた細胞内アンモニウムの測定

P43 
。瀬尾芳輝、村上政隆、亘弘(生理学研究所、分子生理)

Monitoring of intracellular ammonium by using N-14 NMR 
sepctroscopy. 

Yoshiteru SEQ， Masataka MURAKAM工 andHiroshi WATAR工 (Na七ional

工ns七i七U七e for PhysioユogicalSciences， Dept. of Molecular Physiology) 

We have appユiednitrogen.14 nuclear magnetic resonance spec七roscopy

(N-14 NMR) 七othe isola七edperfused rat mandibular sa工ivarygland. Two 

high-resolution resonances:choline (-328 ppm) and betamine (-329 ppm)， 

were observed， and the resonance from endogenous ammonium (-355.6 ppm) 

could not be detected. 工n七racellularand extracellular ammonium 

resonances are discriminated by using 10 rr也1of dysprosium triethylene-

teraminehexaacetic acid (DyTTHA). We have tried to analyze the 

七ranspor七 ofammonium and ceユlularbuffering processes in the acinar 

cells during 20 町~ ammonium pulse applica七土on.

[はじめに] アンモニウムーパルス法は細胞のpH緩衝能力やその機構を解析

する手段として古くから用いられてきた。しかしながら、細胞内のアシモ三ウ

ム濃度を経時的にはかる手段はなくnon-ionic diffusionによりすみやかに細胞

内外のアンモニウムが平衡に達すると仮定されてきた。今回、我々は細胞内外

のアンモニウムをN-14NMR法問を用いて測定し、アンモニウムーパルス負荷

実験中の細胞内アンモニウムの経時的変化を明らかにすることができた。さら

に、細胞内アンモニウムの定量を行なうために基礎実験を行なったので報告す

る。

[方法] べントパルピタール麻酔下のラットより顎下腺(0.2g)を摘出し、

37度C、100%酸素で飽和したクレプスーリンゲル液を定流量潅流し、外径10mm

の試料管内に国定した。ブルカ -WM/AMX-360wb分光器(8.45T)を用い、 N-14

(26 MHz)， P-31 (145MHz)， Na-23 (95恥町z)の測定には10mm径の広帯域フ・ロープを

同調させ、 K-39(16.8恥田z)は10mm径の専用フ。ロープをもちいた。縦緩和時聞は

Inversion"Recovery法で測定Lた。 N-14の化学シフトは 3MLiN03/H心溶液中の

N03の共鳴周波数を外部基準として表わした。
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[結果及び考察] 唾液腺のN-14NMRスペクトル (60度パルス、パルス繰り返し

時間1.2秒、 40960回積算、 13.6時間にて測定)を図1-aに示す。 2本の高分解能スベ

クトル:-328 ppmにコリン、ー329ppmにベータアミン、そして-345ppmあたりに

幅の広い蛋白質等のアミンが検出された [2]。心臓や腎臓では、かなり多量に測

定される細胞内のアンモニウム(-355.6ppm)[2，3]は唾液腺では検出限界以下であ

った。

細胞内外でのアンモニウムの化学シフトはほとんど同じなので、化学シフ

ト試薬 (dysprosiumtrie七hylene七eraminehexaace七icacid (DyTTHA))を10rnM 

用いて、細胞内のアンモニウム(-355ppm)と細胞外のアンモニウム(-352ppm)とを

分離して測定した [4]。図 1-bに20mMアンモニウムーパルス負荷実験中のスベク

トルの経時的変化を示す。各スベクトルは、 90度パルス、パルス繰り返し時間

0.1224秒、 4096回積算、 8.3分間で測定した。細胞外にアンモニウムを負荷する

と、細胞内のアンモニウム信号強度は急速に上昇し、 7.5分以降は一定定常値を

保つ、細胞外のアンモニウムを洗い流すと細胞内のアンモニウムはすみやかに

細胞外に流出し、 10分以降は細胞内のアンモニウムは検出されない。一方、細

胞内無機燐酸のP-31NMR化学シフトから求めた細胞内pHは、細胞外にアンモニ

ウムを負荷すると、一豆、極めて急速に0.5pHunitアルかリ化するが、その後、

細胞内のアンモニウムが一定定常値を保っているにちかかわらず、ゆるやかに

酸性化がすすむ。すなわち、細胞性:pH緩衝機構が働いていることが明らかとな

った。その機構については、細胞内 Na，K量，細胞内 pHの時間変化測定と、想定

される細胞性pH緩衝機構への阻害剤等を用いた実験から解析をすすめている。

細胞性pH緩衝機構をさらにくわしく検討するためにも、 N-14NMRスベクト

ルの定量化が必要なので、アンモニウムの縦媛和時間を測定した。 pH7.4のクレ

プスーリングル液および10mM Dy'百HA添加リンゲル液中のアンモニウムの縦緩

和時間は、各々0.27秒、 0.26秒であった。常磁性イオンが共存しても、アンモニ

ウムのN-14縦緩和時間はほとんど変化しない。しかしながら、縦緩和時間のpH

依存性を調べて見ると、アンモニウムの縦緩和時間は、図2に示すように生理的

pH領域で・大きなpH依存性を示した。測定試料には、 20 mMまたは 40mMNH4Cl 

を添加したクレプスーリンゲル液、 0.1N HClまたは O.lNNaOH 溶液を用いた。

アンモニウムの解離平衡はNH3+ H+ NHl (pK = 9.25)であり、速い交換

をおこなっている。よって、測定されている見かけのアンモニウムの縦緩和時

間σlobs)は加重平均:l/flObs = k 11日間3+ (1-k) 1刀'lNH4，k = [NH3]1(仰H3]+肘I-I4])
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=:' 1/(1+10内(PK-pH))、となっているはずである。このモデルのもとに実測値に非

線形の最適化をおこなった結果が図2の実説であり、 NH3および NH/の縦緩和

時間 (TINH3、TINH4)は各々 5msec、1.57sec、pK値は 9.2であった(r-2= 0.996)。

N.14はスピンが1であるため、対称系の NHlの緩和は長いが、非対称系のNH3

では、四重極緩和が効率よく働いて短い縦緩和時間となる。 NH3の縦緩和時聞が

NH4+に比べほぼ3ケタ短いために、 pK値よりも2pH unitあまり低い生理的pH領域

で、縦緩和時間が大きなpH依存性を示すこととなっている。

20訂M アンモニウムーパルス負荷中に細胞内外のアンモニウムの縦緩和時間

測定をおこなった。細胞外pHが7.4(細胞内pHは7.0-6.6)のとき、細胞内外のアン

モニウムの縦緩和時間は、各々 0.19sec， 0.22 secであった。図 2から予測されるク

レプスーリンゲル液中での縦緩和時聞はpH7.4， 7.0， 6.6の時、各々 0.26，0.52， 0.86 

秒なので、細胞内のアンモニウムの縦緩和時間はかなり短くなっている。アン

モニウムのN-14縦緩和時間は、金属イオンによってはほとんど変化しないので

[旬、細胞内の緩和時間が短いのは、細胞内液の粘性が細胞外液の粘性に比べて

2-5倍高いことによるものと考えられる。現在、粘性の寄与について検討して

おり、生体系でのアンモニウムの定量測定の可否について報告したい.
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Multinuclear NMR Studies of Silioa Surfaces 

Gary E. Maoiel， Charles E. Bronnimann， Robert C. Zeigler and I-Ssuer Chuang 
Department of Chemistry， Co!orado State Universlty， 

Fort Collins， CO 80523 

1H→29Si cross polarization， with magic-angle spinning， provides a 

highly valuable surface-selective approach for observing local silicon envi-

ronments on the silica surface. The 1 H CRAMPS approach distinguishes 

clustered and isolated surface silanols. Correlations of the variations in 

298i and 1 H peak intensities with silane loading !evel in (CH3)38iCI・

derivatized silica gels suggests a specific model of the silica surface. 

Other nuclides， e.g.， 2H. 13C and 15N. along with 29Si， provide valuable 

approaches for the cha'racterization of local structure and motion in 

derivatized (silylated) silicas. 
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3 1 Pの 2次元 anti-echo COSY. Double-quantum. および Zero-quantum

し21 Cross-Polarization 門agic-Angle-Spinning N門R
0久保厚・ A. Root. C.A. 門cDowel1 (東京都立大学・ TheUniv. of 

sritish Columbia) 

Two dimensional 31P NMR coherence transfer experiments under magic-angle sample 

sPlnnlng 

Atsushi Kubo. Andrew Root. and Charles A. McOowell 

(Tokyo Metropolitan Univ.， The Univ. of British Columbia) 

In this paper. we report on two dimensional (20) 31p Cross-polarization (CP) 

magic-angle-spinning (円AS) NMR experiments on the coupled two-spin systems. 

Na4P207.10H20(SP) and (C8H5)2PP(O)(C6H5)ε(TPPO). including anti-echo COSY. 

double-quantum N円Rand zero-quantum NMR experiments. There are two mechanisms of 

coherence transfer;the homonuclear .J-coupl ing and the dipoJar coupJ ing. In the 

case of TPPO. where the two 31 P nucJ e i have d i fferent isotrop ic che田icaJ shift 

values. the flip-flop terms in the hamiltonian can be ignored to interprete the 

experimental 2d spectra. 

1. 研究目的 31 p:を含む固体粉末試料を分析する方法として、 3 1 Pの cross-polariza

tion (CP) 聞agic-angle-spinning(円AS) NMR法は有力である。 31 P核の天然存在比が 100%で

あるため、 3 1 P核スピンの聞には磁気双極子相互作用や J結合が働いており、 CP-MAS N門Rス

ベクトルは複雑な線形を示す。 (2.3) これらのスピシ結合を利用すれば溶液の高分解能 N

同Rでよくもちいられている anti-echoCOSY. double司 quantum. zero・quantum 2次元 NMR 法

で二つ以上の核スピンの相関を見ることが可申告である。 本研究ではこれらの実験を MAS条件

下で行い、 2 次元の spinningside-band intensityから、 化学シフトテンソルの相対的な

方向の決定を試みた。 これらの実験は Kentgenらの 2次元 exchangeCP・MAS N円R法を一般化し

たものである。 (4)またこの方法で得られる化学シフトテンソルの相対的な方向からは粉

末国体やアモルファス固体の化学結合の方向などの物質のミクロな構造についての情報が

得られるはずである。 固体試料の場合、 coherence transferの機構としては磁気双極子相

互作用と J結合がある。 磁気双極子相互作用は円ASIこより時間変化するので、 splnnlng周波

数の整数倍が化学シフトの等方値の差に等しい条件、 rotational resonance condition で

のみ重要になると予想される。(1. 2， 3)  

2. 実験 本研究では Zn[(C2 H5 0)2 PS2]2. Na4 P2 07.1 OH2 O. (C6 H5)2 PP(0)(C6 H5)2の三つ

の試料〈以下 ZNP.SP.TPPOと略す。)を用いた。 ZNPの結晶中には橋かけとキレートの 2種

• 
類の配位子が存在し、 最近接の 31 P核開距離は 4.77Aとかなり離れている。 SPとTPPOはほぼ

2 スピン系と見なせる。 SPの結晶中では P2 07-イオン中のふたヲの 31P核は互いに 2回輸で関

係づけられる位置にある。 これらの 31 P核の化学シフトの等方値は等しいがテンソルの方向
。 。

は異なる。 31 P核問距離はこれらのベアに対し 2.9A、 次の近援 31P核のベアに対し 6.0Aで、
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ほぼ 2 スピン系とみなすことができる。 TPPOでは分子内のふたつの 31 Pは異なる化学シフト
。

の等方 i直を持つ。 P-P一重結合の結合距離は 2.2Aと短いことから、 この系も SP同様 2 スピン

系と考えられる。 以上の三種類の試料について 31 Pの anti -echo COSY NMRスベクトルの測定

を行った。 次式でパルス・シーケンスを示す。

1 H (π12)v(CW)w------decoupl ing---------

31P (CP)-y--t， -ー (π 12)ψ ，--acqusition(ψ ， ) ( 1 ) 

ここで ψ ，(receiver phase)=xψt=X，y，-X，-y とした。

また TPPOと SPについて double-Quantu冊及び zero-quantum N円Rスベクトルの測定を行った。

(2)式でパルス・シーケンスを示した。

1 H (π12)v(CW)w------decoupl ing-ーーーーーーーー

31P (CP)ψ1・ー τ ーー (π)x --τ ーー〈 π 12)x--t，-ー(π 12)ψ2・-acqusition(ψ ，) 

double-quantum NMR;ψ ， =田y，(ψ2 ，ψ ，)=(x，x)，(y，-y)，(-x，-x)，(-y，y) (2a) 

zero・quantum NMR;ψ ， =x， (ψ2  ，ψ ，)=(x，)()， (y，y)，(-x，-x)，(-y，-y) (2b) 

NMRの測定は Bruker社製の CXP200スベクトロメターを用い、 3 ， Pの共鳴周波数 80.98円Hzで行

った。 TPPOの anti-echo COSY N円Rヌベクトルの測定だけは Bruker社製の円SL400スベクトロ

メターを用いて 3'Pの共鳴周波数 161.98門Hzで行った。 absolute mode rourier変換により 2

次元スベクトルを得た。

3. 結果及び解析 図 1は ZNPの anti-echo COSYスベクトルである。 2次元の spinning

sidebandは diagonalにのみ現れている。 anti-echo COSY experimentの signalは次式のよう

te.書ける。

exp{iゆ， (t， ) -iφ1 (0) + iφ2(tt+t2)-i抽2Ct，)} (3) 

ただし
rt 

φk (t)・ゆ ，(0)=J 0ω， (τ)dτ (4) 

ω，(tHtk番目の遷移の角振動数であ石。

ZNPのように磁気双極子相互作用も J結合

も弱い場合には coherence transferは起こ

らず、 横磁化は t，periodと te periodで悶

じ周波数で歳差運動を行う。 この一場合 (3) 

式は t，+れのみの関数となり、 off-diagonal 

の side~and intensityはゼロ Lこなる。 (4)

図 2 aは TPPOの実測の anti-echo COSYスベ

クトルである。 TPPOでは大きな強度の off-

diagonal sideband peakが多数観測できた。 V2 

以前我々は TPPO及び SPの 2 スピン系について 図 1 Z N Pの anti-echo COSYスベクトル

磁気双様子相互作用の 1次元 CP-MAS NMRスベ spinning周波数は 2006Hzであった。
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TPPOのように 2種類の核スピンの化学シフトの等方クトルに与える影響について調べた。

荒い近似ではハミルトニアンは flip-flop項を無視して次のように書組が異なる場合には、

ける。

(5) ω2(t)12Z + {J + 2d(t)}I，zI2Z ω，(t)I，z + H(t) = 

"及び 12ス

d(t)及び Jは磁気

使って 2次元 anti-echo COSY NMRスベ

まず 1次元 CP-MAS

テンソルの主値をふたつの 3'P核につい

て求めた。 次に化学シフトテンソルの

intensity 

のシュミレーションにより化学シフト

双極子相互作用および j結合の結合定

(5)式のハミルトニアンを

もとに productOPerator foma I i s 簡を

NMRスベクトルの sideband

ω， (t) .ω2 ( t)は

ピンの共鳴周波数、

クトルを計算した。

数である。

ここで

相対的な方向を変化させながら 2次元

TPPOの anti-echo COSYスベクトル図 2spinning sideband パターンを計算し、

(a) 実 ìl~(b) 計算sPlnnlng周波数 4120Hz。実現~のスベクトルと良い一致を与える
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得られた計算のスベク

の良い一致は(5 )式の近似がほぼ正しい

図 2 aと 2 b 

配向を求めた。

トルを悶 2 bに示した。

さらにこうして得ことを示している。

た化学シフトテンソルの備を使い double

-quantum N門Rスベクトルの計算を行っ

計算のスベクトルは実測のスベク

トルと良く再現した。 (5)式の近似が

T己・

zero-TPPOについて妥当であることは、

同9quantum NMRの実験からも示すことがで

(5)式のハミルトニアンで表されきた。

(2b)式のパルス・る 2 スピン系では、

ー10V2/kHz 。10 zero-quantum シーケンスを使った時、

TPPOの ze ro・coherence は励起されない。

TPPOの zero-quantunN門Rスベクトル図 3quantum N円買スベクトルは図 3(;:示すよう

splnnlng周波数 3800Hzで測定。
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を用いて i則

定した double-quantu町 N門官スベクトルに

同じ preparationperiod に、



比べて SNが非常に悪い。 この結果も(5 )式 図 4 SPの anti-echoCOSVスベクトル

の近似の妥当性を示している。

SPの場合ふたつのスピンは化学シフ

トテンソルの等方値が等しく、 思向のみが

SPI川 ing周波数は (a)3980Hz(b)2005Hz

(c)1060Hz 

異なる。 この場合はもはや flip-flop項を無視でき

ない。 図 5(こ SPの anti -echo COSVスベクトルを示し

た。 sPlnnlng周波数が低い時、 diagonal に近い部

分にのみ spinningsidebandが現れている。 SPにつ

いては以前に単結晶 3'PNMRを行いふたつの化学シ

ブトテンソルと磁気双極子棺互作用テンソルの大

きさと方向を決定した。 この値を用いて(5 )式より

2次元スベクトルを計算した場合、 実測のスベク

トルを再現することはできなかった。 また (2b)の

パルス・シーケンスを用いて zero-quantum NMRを

観測したところ double-quantu闘 N同Rとほぼ同じ強

度でシグナルが観測できた。 われわれは以前、 SP 

の 1次元 CP・MASN円Rの線形の解析で次式のような

摂動ハミルトニアンをもちいた。 (3)

自1・(t)= 2:{B.I，.12-exp(imω ， t) 

+ B m・1，-12.exp(-imω ，t)} (6) 
r1子 rt

Bm = Trーリ {J-d(t)}/2exp{i I ωパτ〉
J 0 .， U 

ω2(τ)d T i mω ，t}dt (7) 

モーーーーーー一ー一ーーーー

V2 

モー一一一一一一ーー一ー一一

V2 

ここで ωrは spinning周波数、 T，はその逆数である。 1次元 CP-MAS N同Rスベクトルの分裂は

ほぼ 2B. で与えられる。 この項により引き起こされる coherence transferは d(t). 

ω， (t).ω2 ( t )の関数であるため、 これらのテンソルの方向、 あるいは結晶の配向に依存す

る。 また各々の sidebandは、 inho聞ogeneousな相互作用で広がり構造をもっている。 2次元

スベクトルの計算は Jcouplingのみが coherence transferの機構である場合に比べて非常

に複雑となる。 したがって化学シフトテンソルの相対的な方向を決定するという目的では、

磁気双極子相互作用を取り除くことが望まれる。

(la)E.R. Andrew. A. Bradbury. R.G. Eades， and V.T. Wynn. Phys. Letters. 4.99 

(1963). (lb)E.R. Andrew. S. Clough. L.F. Farnell. T.O. Glendhil 1. a~d 1. Roberts 

• Phys. Letters. 21. 505 (1966). (2)円.H. Levitt. O.P. Raleigh. F. Creuzet. and 

R.G. Griffin. J. Chem. Phys.. 92. 6347 (1990). (3)A. Kubo and C.A. McOowell. J. 

Chem，Phys.. 92. 7156 (1990). (4)A.P.M. Kentgens. E.de Boer. and W.S. Veeman. J. 

Chem. Phys.. 87. 6859 (1987). 
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L22 
状態相関二次元NMR分光法による液品分子の局所双極子場の分離と

スピン拡散経路の決定

(京大 理・*日本電子) 0内藤 晶・今成 司*・赤坂一之

Separation of local dipolar fields and d巴termination of spin diffusio 日

pathways in liquid crystals by state correlat巴d2D NMR spectroscopy 

Akil:il_旦lli1'-.Q， Makoto Imanari* and Razuyuki Akasaka 

Faculty 0ヂ Sc:ience，Kyoto Univ巴rsityand *JEOL Ltd. 

Nematic-isotropic phase correlated 20 NMR spectrum was successful1y 

obtained in 4'-ethoxybenzyliden-4-n-butyl昌niline (EBBA). Transition from 

nematic to isotropic phase was realized within 0.2 sec using microwave pulse 

of 2.4E GHz in the transition period in a 日tate correlated ~D NMR pul日e

sequence. Local dipolar fields of eleven magnetical1y different protons in 

EsBA in the nematic phase were 日巴parately observed in Fl dimension by means 

of wel1 resolved signals in the isatropic phase. Spin diffusion caus巴dmixing 

of the spin states and gave mixed patterns in the 20 NMR spectrum in the Fl 

dimension， which gave information on spin diffusion pathways in EBBA in the 

nematic phaae. 

【序] 液品の 'H-NMRスペクトルに現れる双極子パターンには、液品の秩序因子、

分子構造、運動性に関する有用な情報を含んでいる。しかし、液晶の 'H-NMRスペク

トルは、双極子棺互作用による広幅化のため共鳴線は互いに重なり合い、特定の核の双極

子相互作用を分離観測するのは難しいのが通常である。本研究では、演者等によって開発

された状態相関二次元 NMR分光法を用い、液晶相と等方相との簡の NMRスベクトルの

相関をとるごとにより、等方相の分解能で液品相における各共鳴線の局所双極子パターン

を観測するごとを誌みた。 ζ の分光法は液晶の物性研究に対して新しい方法論を提供する

ものである。本講演では、ごの状態相関三次元 NMR分光法を液品試料に適用する場合の

基本的な問題でみる、マイクロ波を用いた高速温度ジャンプによる液晶相等方相転移、局

pJi 5tj!極子場の分離、スピン拡散経路の決定について報告する。

[調11jE原現 J IE 1に状態花関二次元 NMRスペクトル測定のためのパルス系列を示す。

まず準備期間では、記;料を液晶相に保つ温度に設定する。準備期間の最後に 90。パルス

を照射して磁化を磁場に垂直な方向に倒し、発展時間(t ， )磁化を液晶状態で時間推進

させる。 i):1;:: 2番巨の 9 0
0

パルスを照射し、磁化を静磁場の方向に向ける。引き続く転

移W11昔!内にマイクロ波を照射し、液晶相から等方相に素早く相転移を起とさせる。 3番目
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PREPARATlON 
PERIOD 

( t 2 

)に等方相状態で自由誘導減衰(F 

パルス後の検出期間の 9 0 " 

-T  ホ 11ー+ド一九一斗+ー 12ー+ドイト
乙うして得られ 9ぴ 9!/ ~O FID 

ト
t 2 ) +し(

 

を検出する。

f 

D
 

T
E
A
 

る 二次元 F 1 0、

を三次元フーリエ変換するごとによ

「寸MICROWAVE 
F 二次元 NMRスベクトル、り、

Jト
ごの二次ν2  )が得られる。

づL
ISOTROPIC PHASE 

/ 

ν1 

元 NMRスペク卜ルの F 2軸への投

NEMATlC PHASE 
影は等方相のスペクトルを与え、

状態相関二次元 N M R分光法のパルス系列図 1その各々の吸収線の F 1軸には

11寺潤t， ごのパルス系列の特徴は転移時間の存在であり、液晶相での吸収線形が現れる。

スピンー格子緩和時間より短く設定する必要がある。の状態を記憶しているためには、

ーエトキシベンジリデン - 4 -n ブチルアニリン4 液長誌料として、【実験]

'H-NMRのごの試料の等方相液晶相転移温度は 8 0 "Cである。を使用した。B B A) 

温度ジャン測定は日本電子製 GX-400パルス FT-NMR分光器を使用レて行った。

マイクロ波パルスを照射して行

5' 6' 
H ，H 7' 2 3 

s' a' 8 ノHH H 
CHoCHっOーくυì-C~， トイ α a 百 R 
-¥1円H川;;rC叩白2町cH3
3' 2' I-I H 

6 5 

ブの実験は分光器付属の温度可変装置で 78 "Cに設定し、

は東45GHz)  マイクロ f皮(2 . った。

京電子製パルスマイクロ波発生装置(最大

NMR分光を用いて発生し、3 K W) 1 

3i ， 

/\川 I~

器のパルスプログラマーでタイミングを制

マイクロ波NMRプロープには、徹した。

a 

導入した。

[結果と考察]

盗品三室主主主主三一主」乙L..E旦旦

'H-NMRスペクトルを示す。B B Aの

-4 -3 -2 ー1。3 4 5 
医12'aは 8 2 "，仁で減定した等方相状態のス

図 2bは 78 "Cでベクトルを示しており、

測定した液晶状態のスベクトルを示してい

b 
多

図 2

等方梓iにおげる各スペクトル線は、

重J}'[1':ターンを解析するごとにより、

る。

等方栢では線幅~L. 示すように帰属された。

'H-NMRスベクトル

b .液晶相

E B B Aの

等方相、a . 

図 2
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の狭い共鳴線がすべて 10 p p m の範囲内

液晶柱!のスペクトルに分布しているが、



は 7 0 p p m にもわたって分布する線幅の広いスベクト

ルを示しているごとが分かる。したがって、一次元 NM

Rスベクトル単独で共鳴線の帰属を行い、双極子パター

ンを解析するととは不可能である。 状態相関二次元 N

MRスペクトルを得るには、スピン格子緩和時間以内に

相転移を完了させなければならない。そごで、マイクロ

波を用いた温度ジャンプの実験を行い、相転移に要する

時簡を測定した。ごの結果、図 3の時間分解スペクトル

に示すように O. 3秒のマイクロ波照射によって液品は c 

完全に相転移を完了し、等方相に転移するごとが確認さ

れた。しかし、マイクロ波照射直後は残留マイクロ波の

ために、信号にノイズが混入するので、マイクロ波照射 d

60 50 

b 

い
け
川
叫

PPH 

60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 ・30 -40 -50 -60 

ハ
川
川
叫

PP阿

465』込 34261441040J0 ・io-io 品

完了後、 O. 3秒のデッドタイムを開ける必要があった

。図 3では O. 3秒のマイクロ波照射後、 O. 4秒のデ

ッドタイムを開け、図 3bのスペクトルが観測された。

次に、 78"C (液品相)と 8 2"C (等方相)で lH

の縦緩和時聞を測定した結果、液晶相の緩和時間はすべ

ての 'Hについて等しく 1. 4秒であり、等方相の緩和 図 3 高速温度ジャンプ

時間は O. 9秒から 1. 9秒の範囲である乙とが分かっ

た。との液晶試料において液品相から等方相に転移する

とき、縦緩和時間に大きな変化がないごとが判明した。

韮盟主~ ll，Il = _l2;; :li':.Ji旦..B.A -"Z之上止
温度ジャンプの実験から、図 lの

パルス系列における転移時聞を 0

7秒に設定するととが可能にな

った。ごの時間はスピン格子緩和

時間以内でil'Jるので、状態相関二

次元 NMRスベクトルの測定が可

能であると際結できる。実際、準

備期院を 78 "Cに設定して、 O.

3秒のマイクロ波を照射し、 O.

4秒のデッドタイムを開けたパル

ス系列を用いて状態相関二次元

NMRスベクトルを歓測した

5 

図 4 E B B A の状態相関二次元 N M R スベクトル

NMRスベクトル 3

a. マイクロ波照射前

b. 照射後 O. 7秒

c. 2 O. 7秒後

d. 6 O. 7秒後

e. 8 O. 7秒後

O 
F2 

-5 PPM 

結果、図 4に示す二次元 NMRスペクトルが得られた。 F2軸の投影図は等方相のスペク

-225← 



トルを示しており、その各々の 'Hスペクトルの F 1輸

はプロトンの局所双極子場を反映した双極子スペクトル

が現れている。各々のスペクトルの F 1軸への断面図を

図 5に示す。乙の断面図を解析するごとにより、ごのス

ペクトルには次のような特徴が認められた。

①メチルプロトン (δ 、。. )のスベクトルに三重項

パターンを示すスペクトルが現れている。さらにとの三

重項の分裂幅は s • の方が δ より大きい。これは双極子

結合をもっ等価な 3スピン系のパターンを示している。

②芳香族プロトンとメチレンプロトンのスペクトルに

は基本的に大きな分裂幅をもっ三重項線が認められる。

乙れは強い双極子結合をもっ 2スピン系のパターンを示

している。

③各スペクトルは純粋な 3スピン系、 2スピン系の単

独パターンではなく、それらが混ざりあっている。との

原因は転移時間にスピン拡散が起とり、それぞれのプロ

トンの間でスピン交換が起とるからである。ごれは

2 D - N 0 Eや 2 D交換スペクトルにおける交差ピーク 60 

7' 

-6060 o -60 
PPM 

の出現に対応する。したがって、 s.のスペクトルにお 図 5 状態相関三次元 N M R 

いて比較的分離の良い三重項パタ ンが現れているのは、 スベクトルの断面図。

ごのメチルプロトンが他のプロトンから比較的隔離されているごとを示している。この情

報は液晶の分子内スピン拡散経路が決定できるごとを意味している。すなわち、芳香族プ

ロトンやメチレンプロトンのスペクトルは、完全に混ざり合ってよく似た線形を示してい

るが、メチルプロトンは他のプロトンと比較的隔離されているのでメチルプロトン由来の

三重項のパターンが現れている。このごとは、芳香族プロトンやメチレンシプロトンの間

のスピン交換は速く、ごれらのプロトンとメチルプロトンの間のスピン交換は比較的遅い

ごとを意味している。

[まとめ】 本研究において、状態相関二次元 NMR分光法を液晶試料に適用するごとに

より、 'Hの SLF-2Dスペクトルが容易に得られるととが判明した。従来、乙のよう

なスペクトルを得るには多重パルス等調整の困難な実験方法を行うか、または同位体標識

を行う必要が怠った。状態相関二次元 NMR分光法は困難な装置の調整も必要なく、一般

の液品試料に適用できると期待できるので、液品の物性研究にとって非常に優れた方法で

みる。さらに、スピン拡散経路の決定が可能であるととが判明した。装置面ではマイクロ

波パルスの立ち上がり時間が短くなれば、相転移に要する時聞はさらに短縮され、より明

確に局所双極子場の分離やスピン拡散経路の決定が行えるものと期待できる。
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L23 
国体重水素 NMRによるボリ (γ ベンジル グルヲメー卜}

ラセミ混合物の動的構造の研究

{北大ヱ)。平沖敏文、小亀朗自、堤耀広

Side Chain Dynamics of Racemic Poly(y抗 nが静glutamate)
by Solid State 2H-NMR 

T.H国Q主i，A. Kogame， and A. Tsuぉumi
Depar.誼nentof Applied Physics， Fa印 lザofEnginnering， Hokkaido University， Sapporo 060 

It is well known that the phenyl rings of racemic poly(ゃbenzyl斗glutamate)form批 regularstacking in 
th巴solids阻te，and that the stacking breaks down at above 90oC. Deuterium quadrupole echo spectros∞py 
is used to study血巴effectof the side chain dynamics for the stacking. Temperature-dependent lineshapes， 
TIW巴reemployed to d巴terminethe dynamics. 百1巴phenylrings locally undergoes rapid two-fold flip 

even in the racemic form. The onset temperaωres for additionallarge amplitud巴motionsare higher at 
10-20K in th巴racemicform than泊自己 Lfoロn，suggesting仕lat也esid巴chainmotions in the rac巴mic
form are restricted. 

poly(γ-benzYl L-glutamate)(PBLG)は右巻きの α-helixでその D体の PB D Gは左巻きの

α-helixである。 L体と D体のラセミ混合物では、 間体中で隣接する L体と D体の側鎖末端の

フェニル環同志が交互に重なり合う stacking構造をとると考えられている。， ，との規則構造は

9 OOC以上で壊れることが X線回折 21、 誘電緩和 U 、 D S C、 比容などから明らかにされてい

る。 本研究では側鎖を重水素化した P B L G と P B D G のラセミ混合物の stackingの影響がど

のように間体重水素 NMRスベクトルに現れるか検討した。

実験

フェニル基とと位を重水素化した PBLG(PBLG-d5、PBLG-f; d2)は poly(y-methyl L-gluta.ate) 

と対応する重水素化ベンジルアルコールよりエステル交換により調整した。 ラセミ体はこれら

の重水素化 PBLGとPBDGを 1対 1に混合したヲロロホルム溶液からキャストして得た。 いずれの

試料も D S C鴻定により 9 OoC付近に吸熱ピークが存在することを確認した。 固体重水素 NM

R スベクトルは BrukerMSL-200(30.7 MHz)を用い、 四重極エコー法により得た。 90度パルス輔

は約1.4μsである。 T，は Inversion-recovery四重極エコー法で測定した。

結果と考察

( a ) P B L G - d 5 / P B D G 

低温におげるスベクトルを Fi g • 1に示す。 ラセミ体、 L体ともに

四重極分裂幅 129kHzのほぼ軸対称な線形で、 スベクトルの中央部に

分裂幅 28kHzのシグナルが重なっている。 これはフェニル環が約 10

kHzで flip-flopしていることを示してい石。 れ温度上昇に伴いこの

シグナルの強度が増し、 flip-f1opの速度が速〈なる。 両者のスベク 20百 O 
kHz 

-200 

トルに差異は認められなかった。

室温以上におげるスベクトルの温度依存牲を Fig.2に示すo L体

では約 3 O.Cから、 スベクトルの縁形や強度が大き〈変化し始める。
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とれはフェニル環の f1ip-flop運動に加えて、 他の大振幅の

運動が寄与するようになるためであるo 4 )一方、 ラセミ体

ではこの温度は約 5O.C '"c'、 L体よりも 2O.C高い。 さら

に、 L体では 7 5.C以上で、 ラセミ体では 85
0
C以上でス

ベクトルは sing1etになり、 複雑な速い運動が生じている

ことを示している。

2 0 - 7 OoCの温度領域でラセミ体の T，は L体の T，よ

り約 2 0 %長〈、 ごの温度領域は T I • inより低温側にある。

ごれはラセミ体のフェニル環の運動が L体よりもわずかに

抑えられているごとを示している。 この領域以外では両者

の TIはほぼ一致した。

( 2 ) P B L G - ~ d 2 / P B D G 

2 0 Cではラセミ体、 L体ともに四重極分裂幅が約 110

kHzの輪対称なスベクトルが得られた。 この分裂隔は理論

値の 128kHzよりも小さ〈、 速い librationの存在を示して

いる。 温度上昇に伴い excbange broadeningし始めるo L 

体では 8 O.C以上で singletになり、 o E 一C ~輔のまわ

りのジャンプ運動に加えて他の大振幅の速い運動が寄与し

ている。 一方ラセミ体では L体と同様な傾向を示すが、

同じ線形を示す温度が L体よりもほぼ 10 -1 50 C高い。

以上より、 ラセミ体のスベクトルの線形が変化する温度

は、 L体より 10 - 2 OoC高〈、 側鎖フェニル基の

stackingにより側鎖全体が関与する運動が抑えられると考

えられるa フ i ニル環も C位のメチレン基もローカルには

かなり速く運動しているから、 stackingは束縛の緩い状態

にあるものと考えられる。 講演では、 y位を重水素化した

ラセミ体についての結果もあわせて検討する予定である。

謝辞 測定に際し、 お世話になった下川繁三博士に深謝し

ます。
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Flg.2 Te問予eraturedenendence of 2H-t制R
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I)Y.Mitui. et al.， J.Mo1.Bio1.， 24， 15(1967)， J.M.Squire and A.El1iott， J.Mol.Biol.， 

65， 291(1972). 2)M.Yosbikawa， et al.， POlym. J.， 7， 96(1975). 3)T. Takaba.bi， et al 

Macromolecules， 2， 806(1974). 4)T.Hiraoki， et al.，第 28回 NMR討論会(東京) 1989. 
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L24 
ポリフエノキシホスブァゼンの構造と分子運動

(北大・理) 0竹腰

〈日本曹遥)

清乃理、 引地 邦男

東閏 史朗

ポリフエノキシホスファゼン(p p P: 

調べた p p p には校

?~~ 
竹==N七

左図}の主鎖の， 1 P 

の NMR信号は TH F溶液中では 1本で、

別れなどは存在しないことが示されたが、

離れた 2本の共鳴線が観測された(F i g. 

固体では約 1 0 pp国

1 )。 このような

固体にお付る NMR信号の分裂はしばしば観測されて主に以下

存在する、

のような原因が上げられている:

( 2 )溶液中では平均化されている双極子相互作用や

)
 
1
 
(
 
結晶中で非等価な分子が

分子問水素結合などの相互作用が発現する、 などである。 pp  

結果を以下に示す.

Pにおげる分裂の原因を検討するために種々の実験を行った。

(i) 1 Hとの回転系交差緩和による信号の増
PPp 

大は E電磁場側の信号{信号 a )のほうが顕著である、

aが約 14秒、 信号 bが約 5秒であった、

bの強度は増大した(F i g. 2 )。

bの 31P より乏しいごとカi朗かになった。

(ii)311Kでの縦緩和時闘は信号

( i i i )温度を上げると信号 aの強度が減少し信号

以上のことより信号 aを与える 31 P は運動性が信号

• 1 P信号は p p pの結晶性領域{信号 a )と非晶相領域(信号 b)を反映しているのでは

よって p p p において観測された主鎖の 2本の

ないかと考えられた。 このような結晶一非易相におげる共鳴位置の変化は例えばポリエチ

p p p にレンのけ C にも観測されているがその分裂は小さ〈

b 
31p 

α 

31 
Fig.1 --P MAS spectra of PPP taken at 

3ユ1 and 372K. The peaks marked with 女

and~are spinning sidebands of peak-a 

and peak町 b，respectエve1y. The peak with 
* is unknown impurity. The bar denotes 
the resonance position in THF. The 

chemica1 shift is given in ppm by taking 

85 宅H~PO. as an externa1 reference. 3' ~4 

(約 2 p p m、 文献 1 )、

一22

ε 
2:: -21 
¥ 

Jこ
vl 

0 
u 

ε 
(]J 

ぷ=
仁J

0... 
(y) 

っζA-_ -_A-I 60 

350 

Temperature/ K 
400 

Fig.2 Temperature dependence of re1ative 

intensity of peak-a (.l and -b (必.A1so 
31 temperature dependence of ~~P chemica1 

shift is p10tted for peak-a (0 and -b 
(ム.The lines are drawn to guide reader's 
eyes. 
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における大きな分裂(約 10ppm) は 31 Pの化学シフトが 13Cに比べて電子構造の遭い

を大きく反映するということと、 P P Pが結晶/非晶で異なった電子構造をとりうること

などによるものであろう。 例えば、 結晶ではトランス徳造をとり、 二重結合聞の共鳴が起

こっているのに対し、 非晶ではトランスとシス闘を転移運動していて二重結合間の共鳴が

起こりにくくなっているというような違いがれ Pの 10 p p mもの違いとして現れたので

はないかと我々は考えている。 信号強度と共に共鳴位置の温度依存性も観測された(F i 

g. 2)。 温度依存性は非品格のものと考えられた信号 b のほうが著しく、 主鎖の運動が

化学シフトに影響を与えていることが分かる。

"Pの信号は 2本に分裂しているが側鎖の 13 Cの信号にはそのような分裂はみられない

( F i g. 3) 0 3 1 1 K と 37 2 Kでのスベクトルを比較すると、 特に 3 1 1 Kで C4 

の線幅に増大がみられている。 また 3 7 2 K においても C 4の線幅は他のものよりも大き

い。 このことより C 2や C 3においては直接結合した H との双極子相互作用はフェニル環

の 0 ー C結合の廻りの運動より平均化され既に小さくなっていることが分かる。 C 4 にお

げる直接結合した H との双極子相互作用は Pー 0 結合の廻りの運動に影響されるが、 3 1 

1 Kにおげる線娠の増大はこの運動が 31 1 K付近で 'Hスピンの照射による強制回転と干

渉しあっている(文献 2 )ためと考えられる。 即ち、 P-O結合の廻りの運動は 3 1 1 K 

において約 50 k H z程度と示唆される。 このように側鎖はそれ自身で局所的運動を行っ

ており結晶/非晶という巨視的構造の違いは運動により平均化され、 側鎖のけ C において

は主鎖の 3 1 P でのような信号の分裂は観測されていない。

13C 
C3 C2 

C， 

13 Fig.3 ~~C MAS spectra taken at 

311 and 372K. 

(文献)

試料は日本曹達社製 PLP210(分子量約 20 

万}をそのまま用いた。 NMR鴻定は日本電子社製

J E 0 L G X 2 7 0を用いた。" C、 31 P、 'H 

の共鳴周波数はそれぞれ約 67， 1 0 9、 2 7 0 M 

H zでマジザク角回転(回転周波数 6k H z )と

'H核照射(照射強度 56kHz) を併用し τ国体

高分解能スベクトルを得た。

(1) W.L. Earl and D.L. VanderHart， Hacro・olecules， 12， 762 (1979). 
(2) W.P. Rothwell and J.S. Waugh， .J. Chem. Phys. 74， 2721 (1981). 
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L25 
多糖の多重鎖構造の 13CNMRによる識別基準

0斉藤 肇 1 吉岡佑子九横井もと子九明田川純人田中重則ぺ

柴田有康ぺ恵良田知樹 3 行本徹¥竹山秀 f申¥矢島博文ぺ

遠藤隆 _4

( 1国立がんセン担ー， 2生化学工業 3筑波大 4東京理大)

Identification of M~ltiple-stranded Helices of Polysaccharides by 13C NMR 

!L.___e.ιto. Y. Yoshioka.. M. Yokoi. J. Aketagawa. S. Tanaka. Y. Shibata. T. Erata. 

T. Yukimoto. H. Takeyama. H. Yajima and R. Endo 

(Natl. Cancer Ctr. Res. Inst.. Seikagaku Corp.. U. of Tsukuba and Sci. U. of 

Tokyo) 

We examined hydration/dehydration-induced spectral change of 13C NMR spectra 

of some polysaccharides. including (1→3)-I-D-glucan. (1→3)-I-D-Xylan， (1→4)αD 

glucan. agarose and carrageenans. It was found that this method provides a 

convenient means to distinguish the single helical chain from the multiple-

stranded helices. Conformational features thus obtained were related to a 

variety of physical and biological properties of these polysaccharides. 

1. はじめに

多糖の高次構造を明確にする有力な手段は X線困析であることは間違いない。しかし，

この方法は結晶性の良好な試料に限定されること，線維図形であるために回析点の数が限

定され，分子力学等のモデルに強く依存する傾向のある乙と等，多くの問題をふくむ。一

方，分子力学パラメータ は，炭水化物のように水和性の高い系に対しては，蛋白質，核

酸のように疏水的相互作用の大きい系ほどには，信頼性のあるデータが得られないのが現

状である。乙のような現状をふまえると，多糖の高次構造の解明の相補的手段としてのけ

C国体高分解能 NMRの重要性が浮かび上がってくる。 13CNMR法は，結晶，非晶を問

わずコンホメ ションに関する知見が得られるため，多糖の種々の物性，あるいは生物活

性との関連を理解する上で有用である。

多糖は二重あるいは三重ラセンの多重鎖構造をとるものが多い。問題としている糖鎖が

一重あるいは多重鎖のいずれかの決定は. x線回析を用いても容易ではない。しかし，こ

れは種々の物性や生物活性を決定する要因になり得るため，そのコンホメーションを筒便

に決定する方法が望まれる。今回，水あるいは DMSO溶媒系からの脱水，あるいはその

逆過程である水和にともなう 13CNMRのスペクトル変化からこの問題を容易に取り扱え

ることがわかり，多くの系への応用が可能であることがわかったので報告する。
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2. ( 1→ 3)-s-Dーゲルカン(1 )における脱水/水和にともなう変化の特長

多糖の固体におけるコンホメ ションは，必

ずしも最もエネルギー的に安定な一つの状態に

あるとは限らない。(l→3)ー』ーDーグルカンの場合

に詳細に検討した結果を図 lに示すが，前処理

の条件によって三種類のコンホメーション聞で

転換がおこるし引。このときのはCスペクトル

変化のうちで，一般的な変化を表 1にまとめた。

表 1に示す変化の特長は (1)脱水/水和によるス

ベクトル変化を起こすのは一本鎖/一重ラセン

のみであり， (2) D M S 0処

図 1. (l→3)-s-D グルカンの三種類の

コンホメーション聞の転換経路

表1. (1→3) -s-D-グルカンの種々の処理にともなうスペクトル変化
現によって三重ラセンがバ

ラバラになればもとの構造

の特長を失う，という点に

ある。このような変化は，

(l→3)-s-D-グルカンだけで

なく多糖一般の構造変化に

脱水/水和にともなうシフト変化

DMSO処理によるシフト変化

一本鎖/一重ラセン 三重ラセン

+ 

+ 

特長であると考えられ，以下に述べる種々の多糖への応用を試みた。なお，(1→3)ートDーグ

ルカンの一重ラセンの存在は，ゲルの物性のみならず自にリムルステスト，抗鍾蕩性など

の種々の生物活性に影響を及ぼす判。

3 アガロース(II )カラゲーナン引
ね。封。 llIl 

アガロースは Eに示す一次構造を持ち，底鎖

(l→3)ートDーグルカンと同様の弾性ゲルを加熱冷却によって生成する。アガロースゲルのネ

ットワーク構造は Reesらによる二重ラセンの集合体と考えるモデルは有名である。これは

アガロースの X線図析にもとずくモデルではあるが，高度に水和したゲルネットワークに

そのままあてはまるかどうかは疑問である。実際，アガロースゲルは通常の高分解能N.M

Rによって観測し得るピークが多数出現し rigidなネットワ クからはこのようなピー

クの存在が説明できない。図 2に示すようにアガロ スの水和，ゲル化，その凍結乾燥物

のスペクトルパターンは，その閣に線巾の差異がみられるものの，ほぼ一定である。さら

に図 3に示すように， D M A C溶液からキャストし 100"Cで乾燥したフィルムを水和し

たもののスペクトルパターンは，ゲルの場合に著しく類似している。これはゲル化によっ

てランダムコイル∞二重ヘリックス間の転換を考える従来のゲル化機構に対し，一重鎖構

造がドミナントであり，部分的な架橋のゲル化に導くと考える立場を支持する。カラゲ

ナンの場合も同様の結果を得た。
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200 150 6 100 

図 2. アガロース (Type Vll)の 13CNMR

スペクトル

3. (1→ 3 )一日一 Dーキシラン引

(1→3)-s-Dキシラン (m )は，グルカンにくらべて C 5に結合

したヒドロキシメチル基が存在しない構造である。したがって，

高次構造をふくめ(1→3)-I-Dグルカンに類似した構造をとること

が予測できる。緑藻から種々の条件で単離した(1→3)ート

D-キシランの 13CNMRスペクトルを図 4に示す。乙の

スペクトルパタ ンは， (A)-(D)，(E)，(F)の三種類

に分類することができる。 R=CH20Hのおよぼす 13 

C化学シフトにおよぼす置換基効果は，日ーキシロース

と s-グルコースのスペクトル差から容易に見積もるご

とが出来る。その結果，(1→3) トD グルカンで見出ださ

れた三種類のコンホメーション(三重ラセン，一本鎖，

一重ヘリックス)の 13C化学シフトを(1→3)-I-Dーキシラ

ンに上記の置換基効果を考慮して換算すると，図 4にみ

られる三つのグル プの 13Cシフトはグルカンと同様三

重ラセン，一本鎖一重ヘリックスの存在に帰着できるこ

とがわかった。これは，グルカン，キシランとも Rがラ

センの外側に位置することから同等のコンホメ ション

をとっておかしくない。ここに用いたコンホメ ション

は，いうまでもなく表 1の条件を満足する。なお，キシ

ランの三重ラセンは強悶で DMSO処理によっても，そ

の鱒造を維持するごとがわかった。

(0) lyophiUzed 

-〈
F
0
1
h
dユ

(C) Gel 

fB) 1-Iyd陥¥，

(A) p.σwder 

o TYPE V (HYDRATE) 

ζTYPE V (ANHYDRQUS) 

B TYPE VII (HYDRATE) 

A TYPE Vll (ANHYDRαJS) 

図 3

100 O 50 

アガロ ス (Tyoe vllおよび V

フィルムの水和による効果

R 

T 
R=H 

;) II R = CH20H 

一-uuljL~

150 100 ，...剣 50 0 

図 4 種々の条件で単離した(l

3)-I-D キシランの 13CNMl

(A)草量事故体， (B)司量調韓， (C)量北韓量，

(D)河本書札 (E)ZnC12描出，(F)同車和l
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円

i
O
刊。

υ

出 D ーグ Jレカン 7) ( 1→ 4 ) 4. 

アミロースは一重ヘリックスである

二重ヘリックスV アミロ スの他に，

である A及び B型の多形の存在が知ら

ιコDP100 凶 5に示すように，れている。

(A) 
の DMSOからの凍結乾燥物は V形の

そのスペクトルパ担ーンを与えるが，

水和物は一部の V形の他に B形のパ ，$l

高重合度及びオリゴマーンを与える。

(B) のアミロースも同様のパターンを与

150 

図 5.

水和による構造の転換はほぼ

100%であった。水和によって Vから B

えるが，

100 PPM 50 

V アミロース及びその水和物のは Cに転換する過程はすでに Blackwellら

NMRスペクトルによって X線図析からも認められてい

B形を二重ラセンとする考え方に立てば水和のみの条件で一重鎖から二重鎖への組るが，

B形を二重鎖とする考え方に問題があるのこのことは，み換えがおこるとは考えにくい。

NMRともにそのスペクトルパタ ンだけでは識別がつかないのかまたは X線図析，角、

本研究で用いたような試料の処理のヒストリーを考慮すれしかし，どちらかであろう。

このような問題の解決には有用であることがわかる。ば，

結論5 

とくに一本鎖と多重鎖の識別の判定に多糖のとり得る個々のコンホメーションの識別，

および DMSO処理にもとずくスペクトルに変化の検討が有用であるこ脱水/水和，は，

多糖のみならず種々の線維状蛋自に脱水/水和によるスペクトル変化は，とがわかった。

おいても認められている 8. 9} 
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1.緒言

繊維状ヲンパク質は、アミノ駿配列及び高次構造に周期性を持っており、その構造を明らかにする

ことは、物性との相関を議論するためにばかりでなく、ボリベブチドの分子設計に関する情報を得る

上でも極めて重要である。羊毛中に多量に含まれるケラチンタンパク質は、コラーゲンや絹フィブロ

インと比べると、アミノ酸組成が変化に富み、また複数のタンパク質から成っているのが特徴の一つ

である。羊毛ケラテンを構成する成分タンパク質は、繊維のミクロフィブリル構成成分と考えられてい

るCyS残基が少ない成分(α ーへリ、yクス含量が多い)、及び主として非晶マトリックスに由来するCys残

基の多い成分と G旬、Tyr残基の多い成分に大別される1l。私どもは 13C CP/門ASN MRが羊毛及びケ

ラチンタンパク質の国体構造研究に極めて有用な方法であることを示してきた 2， 3)。本報告では、羊

毛及び還元羊毛ケラチンである S-カルボキシメチル化ケラチン(SCMK)を調製することにより、各成分

-'Jンバク質に分離し、その国体構造、及び延伸に伴う構造変化を図体高分解能 13C-NMR法を用いて

検討した。

2. 実験

1 )試料:メリノ羊毛(64'S)を0.3%SOS水溶液で繰り返し洗浄し、水で十分にゆすいだ後アセトンで

脱水して風乾し、試料として用いた。 SCMKはO'Oonnellらの方法4)に従って、 2・メルカブトヱタノー

11--8M尿素水溶液中で羊毛を可溶化した後、ヨード酢酸を用いてSーカルボキシメチル化反応を行い、

更に00¥011i ngらの方法引により三つの成分に分離、調製した。 Cys残基が少ない成分である SCMKAは、溶

媒として0.05MNa2B407を用い、溶解一等電点沈澱を繰り返すことによって精製し、最終的にはSC同KA

Jj(溶液をイオン交換水を用いて透析法により精製した後、凍結乾燥した。 SC問KA膜は水溶液(2wt引をテ

フロン板上lこ流延し、風乾により得た(膜厚は約100μm)o SCMKA艇の延伸は、坂部らの報告 6)を参考に、

70%エタノールー水混合液中で行い、延伸倍率は延伸前後の延伸方向の寸法比で評価した。 SCMKA膜の

熱処理は窒素雰囲気下で200.C、3時間行った。 SCMKAのヘリックスリッチフラグメシト (SCMKA-hf)は、

Crewtherらの方法刊に従い、 α・キモトリプシンで部分加水分解(pH=8.6、37"C、5.5時間〉することによ

りSCMKA台、ら千幸た。

よしみずひろあき ・ みむら ひろゆき ・ あんどう いきお
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2) NM  R測定:固体高分解能1.C CP/MAS NMRスベクトルの測定は、CP/MAS装置付属の JEOLGSX-

アダマン270 N M R分光器(67.8MHz)を用いてTOSSi:去を併用して行った。13C-NMR化学シフトは、

スピンー格子緩和時間(T 1 C) これを TMS基準に換算した。タンを外部基準 (29.5抑制)として測定し、

はTorchia引の方法で、横緩和l時間に対応する時定数(T 0 D) はDipolar D ephasing実験的(DDph) 

により決定した。

結果と考察3. 

図 2にカルボニ1 )図 1に羊毛と各SCMKA試料の 13C CP/MAS TOSS及び DDph NMRスベクトルを、

115-158pp冊付175ppm付近にカルボニル炭素のビ}ク、ル炭素領域の拡大スベクトルをそれぞれ示す。

10-40ppm付近に側鎖アル45・65ppm付近に α炭素のピーク、近に Phe、 Tyr残基の芳香族炭素のピーク、

既 lこボリペプチドにおいて、13C-NMR化学シフトがキル炭素のピークがそれぞれ観測されている。

αーへリックスをとるカルボニ主鎖コンホメーションの情報を与えることが明らかにされており，.)、

s -シートをとるカルボニル炭素は 170.9:t1.2ppmt;:ピ}クを、アミノ酸残ル炭素は 175.8:!:O.8ppmt;:、

図 2を見ると羊毛では 175.3と173.2ppmにピークの頭があり、この二つ基の種類にかかわらず与える。

】

U
U
Z的
自
由
山

Wool 

SCMKA 

HGT 

DDph 

J1f 
JL 
J三
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のコンホメーションが共存していることがわかる。 SC門KA-hfでは 176ppm付近に対称性の良いピークが

観測され、 SCMKAでは 176ppm付近に、高磁場側に肩を持つピークが観測されている。 これとは対称約に

SCMKBとHGTでは 172ppm付近に観測されているピークが低磁場規IHこ肩を持っている。 この観測事実は各

試料の二次構造の組成が異なることを示している。表 1にカルボニル炭素ピークのカーブフィッティ

ング結果を示す。低磁場側成分の相対強度は各試料のαーヘリックス含量に対応する。一方、日炭素及

び側鎖アルキル炭素領域では、アミノ酸残基の種類とコンホメ}ションにより化学シフトは大きく変

化するので、各々のピークの帰属は困難である。その中にあって、 αーへリックスをとる Ala残基の p

炭素のピークは、他の残基のピークの少ない 15.7ppm(ボリ (L-アラニン)の値〉に観測されるので帰属

が可能である。ここで注目されるのは、図 1に示された羊毛及び SCMKA， SC門KA-hfのAlaβ 炭素ピーク

の化学シフトは、何れもボリ (Lーアラニン〉に比べ若干低磁場側にシフト(16.3-16.6ppm)していること

である。l!lIitこ、 2本の αMへリックス鎖が互いに巻き付いたコイルドコイル構造をとっていることが明

らかにされているトロボミオシンにおいても、同様の結果が得られており 1tJ、この低磁場シフトは羊

毛ケラチンタンパク質がコイルドコイル構造をとっていることを示唆している。

Tabl e 1 The observed I.C NMR chemical shifts， half-widths ， and relative peak 
intensities of the main-chain carbonyl carbons in wool， SC円KA，SCMKA-hf， 
SCMKB， and HGT determined by computer fitting 

I.C chemical shift half-width relative pea主 intensity

wool 1 7 6 .3 ppm 4 • 3 ppm 42  % 
1 7 2 .2 ppm 4 • 8 ppm 5 8 % 

SC円KA 1 7 6 .2 ppm 4 . 0 ppm 56  % 
1 7 2 .5 ppm 4 • 8 ppm 44  % 

SCMKA-hf 1 7 6 .4 ppm 3 .6 ppm 6 5 % 
1 7 3 .0 ppm 4 • 5. ppm 3 5 % 

SCMKB 1 7 6 .0 ppm 3 .7 ppm 2 5 % 
1 7 2 .5 ppm 4 • 6 ppm 75  % 

HGT 1 7 6 .6 ppm 4 • 0 ppm 8 % 
1 7 2 .2 ppm 5 • 6 ppm 9 2 % 

2 )次に、 SCMKA膜を 70%ヱタノールー水混合液中で延伸し、 I.C CP/門AS N M Rスベクトルから解析

した。カルボニル炭素ピークのカーブフィッティングを行うと、未延伸、 2倍延伸、 31.音延伸膜の低

磁場併l成分の相対強度はそれぞれ42、錦、 53%となった。 これは、 SCMKA膜中には延伸により s-シー

ト構造が発現してきたことを示している。 また、SC門KA膜の 13C CP /門AS N MRスベクトルにおける α

炭素の領域 (45-65ppm)は種々のアミノ酸のど}クが重なり、ちょうど非常に線幅の広い一本のピ}ク

のようになっている。この広幅なピークは延伸すると高磁場側シヨルダ}ピ}クの強度が増加してき

ている。これをスベクトルシミュレーションで説明する〈図 3)。既に報告されているホモボリベプ

チド等の化学シフト値に、街積強度が SCMKAのアミノ酸組成に比例したガウス曲線を置いてスベクト

ルを再現すると、実祖~の傾向を良〈再現した。これらより、SCMKA膜は羊毛繊維と同様に延伸によって

α→月裂の転移をすると考えられる。
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3 )表 2 ~t SCMKA膜試料のメチル炭素の Tl

とTDD及びカルボニル炭素の TD D値を示す。

ここでメチル炭素の各緩和時聞は試料中の

全てのメチル炭素の平均の値である。主鎖

カ)J，ボニ)J，炭素の TDD値は延伸、加熱〈宋

延伸試料を 100"Cで測定〉及び熱処理によっ

て顕著な変化がみられないのでその運動性

に大きな変化はない。一方、延伸試料と熱

処理試料のメチル及び側鎖カルボニル炭素

の緩和時聞は未処理試料のそれに比べて長

くなっており、1JtIJ鎮の運動性が高くなった

ことを示している。 SC円 KA~立、延伸及び熱処

理によって分子関のパッキングが緩むもの

と考えられる。

Figure 3 

Observed and simu1ated 13C NMR 

spec阻 forthe C" methine carbons 

region in SCMKA films. 
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Table n The observed 13C spin-Iattice relaxation time， Tl， and dipolar dephasing 
t i闘e，TDD of SCMKA films 

聞etqlωbons carbonyl carbons， TDD(μs) 
Tl (s) TDD(μ s) slde-chaln maln-chain 

unstretched (r.t.) 0.70 70 76 73(downfield) 
77(upfield) 

(100"C ) 1. 55 109 130 76(downfield) 
79(upfield) 

200%stretched (r.t.) 0.90 89 166 73(downf i el d) 
70(upfield) 

300%stretched (r.t.) 0.84 87 161 86(downfield) 
72(upfield) 

heated (r. t.) 0.93 83 143 80(downfield) 
65(upfield) 

参考文献
1) for example; J.H.Brabury， Adv.Protein Che四1.，27，111(1973). 
2) H.Yoshimizu and I.Ando， Macromolecules， 23， 2908(1990). 
3) H.Yoshi醐izu，H.Mimura and I.Ando，阿acro闘olecules，in press. 
4) I.J.O'Oonnel and E.O.P.Thompson， AustJ.BioI.Sci.， 17，973(1964). 
5) L.円.Oowling and W.G.Crewther，.Pre.Biochem.， 4，203(1974). 
6) H.Sakabe， T.Miya聞otoand H.lnagaki， Sen-i Gakkaishi， 37，273(1981). 
7) II.G.Crewther and B.S.Harrap， J.Biol.Chem.， 242， 4310(1967). 
8) O.A. Torchi a， J .Magn.Reson.， 30， 613(1978). 
9) S.J.Opella and M.H .Prey， J.A冊.Che悶.Soc.，1 0 1 ， 5856(1979). 
10)for exa聞ple; Saito.H and Ando.I，Ann.Repts.NMR Spectroscopy， 21，209(1989). 
11)S.Tuzi， S.Saka書laki and I.Ando， J.門oI.Struct.，22  1 ， 289(1990). 
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L27 
固体高分解能NMRによる置換ボリアセチレンの

局所運動K関する研究

京大-化研 。植田 正、村田ツヨシ、堀井文敬、小谷 誇

京大ー工 増田俊夫、東村敏延

NIVR Studies on the Local Motions of Substitub剖 POlyacetylenes

T'a也shi Uy，巴dEプ Tsuyoshi MurataブF'ullUta陥 Horiiブ Hisashi 0必niブ

Toshio Misu批判飢d Toshinobu Higashimura** 

( * Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611， JAPAN) 

(** Department of POlymer Chemistry， Kyoto University， Sakyo-ku， Kyoto 606， JAPAN) 

Local motions of substituted polyacetylenes， mainly poly[ 1-(trimethylsilyl)一!-propyne]

[P(TMSPJ J， were studied by high-resolution solid-state NMR spectroscopy for 13C and 2 'Si with 

and without magic-angle spinning(MAS). The 13C and "Si NMR spectra for P(TMSP) reveal that 

the mobility of trimethylsilyl group is extremely high， and that. consequently，_ the mobility 

of main chain carbons is affected by the trimethy!si!y! group， i.e. the mobility of the carbon 

atom bonded to the trimethylsilyl group is somewhat higher than that bonded to the methyl 

group. 

1 .緒言

制 [1-(トリメチルシ川)-1-1ロビン][P(TMSP)1は、測定条件下でガラス状態にあるにもかかわらず極めて

高い気体透過性を示すが、その透過性は真空中 K保持する時間と共に著しく低下する。 ζ れは側

鎖のトリメチルシリル基の活発な運動が剛直な主鎖に影響を及ぼし、膜の微細構造が変化するためと考え

られているけ。また、 P(TMSP) と同様~[_ f Y}f川リル基を有する利[0-(トリiチルシリJv)Jェニル7Hレン][P(TPA)1 

もガラス状高分子でありながら、一般のゴーム状高分子と同程度の高い気体透過性を示す。しかし

透過性の経時変化による低下はP(TMSP)と比べではるかに小さい。本研究では、 13C及び 29S i 

の固体高分解能NMR測定を行う乙とにより、 P(TMSP)及びP(TPA)の主鎖及び側鎖の局所運動に

ついて検討した。

2.実験

試料膜は、 1%ベンゼン溶液から溶媒を蒸発させ(室温、 10日間)作製した。膜中の残留溶

媒は、膜を室温でメタノールに浸潰した後真空乾燥して除去した。 13C及び 29S i団体高分解能

NMR測定は、 JEOLJN問F'X200、JNM-GX400分光計により行った。

3.結果

F'ig. HC ma呂ic-anglespinning(MAS)を行った場合と行っていない場合の、 P(TMSP)室温におけ

る13C NMRスベクトルを示す。主鎖の C1、C2のピークは、 MASを行わない時にはその低い運

動性を反映して非常にブロードである。主鎖K直結している.C3のMASを行わない時のスベクトル

は、 C2-C 3軸κ関する軸対称スベクトルになっている。との ζ とは、 C2-C 3結合の周りの回

転運動はかなり活発であるが、等方運動は拘束されている乙とを示す。一方、 S i ~[_結合してい

るC4については、 MASを行わなくてもシャープなスベクトルが得られる乙とより、 Si -C 4結
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合はほぼ等方的な運動をしていると考えられる。 29S i R:関する同様な測定結果をFig.21C示す。

ζζ には比較のためP(TPA)の結果も示してある。 P(TMSP)の場合、 MASを行わなくても対称的なス

ベクトルが得られるととより、 C1-S i結合はかなり振幅の大きな運動をしている ζ とがわか

る。また、乙の運動は少なくとも 1 7 OOCまでは凍結きれない乙とが確認された。 ζ の高い運

動性のため先に述べた Si -C 4結合の等方運動が促進されるものと思われる。一方、 P(TPA)で

1 5 OOCにおける測定でもスベクトルの形状はFig.2のものとほとんど変わらず軸対称スベは、

クトルが得られた。したがって、ベンゼン環の C とS iの結合の等方運動はかなり制約されてい

るζ とがわかる。 ζ のようなP(TMSP)とP(TPA)の聞の f~ Jf川村基の運動性の差、及びP(TPA)では

け J fJVシリル基と主鎖との問 bζ ベンゼン環が介在しげ J fJV'J ~JV基の運動性 Lζ よる影響が主鎖にまで及ば

ないという ζ とが、両者における透過性の経時変

P(lMSP) 

* c = C tn 
I I I1 

?円 51(T3)3

化の違いの原因と考えられる。 Fig.31ζ 、MASの回

転数を 2kHzlcして、サイドバンドの包絡線とし

て測定した C1、C2の粉末スベクトルを示す。い

ずれも剛直状態のスベクトルではないものの、

C 1の方が C2よりも線幅が若干狭い ζ とより、わ

ずかではあるが C1の方が運動性が高い ζ とがわ

かる。二重結合をしている炭素原子問で運動性に

差があるという乙とは注目きれる結果であり、 ζ

れはかなり活発K運動するトリメチルシリ基が C1の運

動を促進するためと考えられる。現在、コンビュ

ーターシミュレーションにより 29S i共鳴線の形

状 bζ及ぼす分子運動について検討を行っている。
-!ln 

""， r代刈1>6
50 100 150 200 250 

1 )下村秀樹、中西和樹、小谷霧、倉田道夫、増田

Fig.l CP/DD 13C NMR spectra with MAS(6kHz) 俊夫、東村敏延、高分子論文集、担、747、(1986). 

and without MAS for P(TMSP) at r.t. 
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図体 NMR訟による石炭構造の研究(1 ) 

L28 'H緩和幽緩解析によるアルゴンヌ様準石炭の研究

(化技研 )0早水紀久子・林 繁信・河村光隆・神谷国男

The Study on Coal Structure by Solid-State NKR (1) The Analysis of '8 

Relaxation Curves for Argonne Premium Coals 

E ikuko 8avamiz ~， Shigenobu Hayashi， Mitutaka Kawamura， and Kunio Kamiya 

National Chemical Laboratory for Chemistry， Tsukuba， Ibaraki 305 

The '8 re1axation curves were. observed for 8 Argonne premium coals for the 

fresh， degassed， dried and demineralized samples. Most of the coals show 

non-linear relaxation curves， which were analysed by two components. Generally， 

T， values of the 10璃-rank coa1s are shorter than those of high-rank coals 

without acid-treatment. After the demineralization， the TI values of the former 

become longer， while those of the latter become shorter. Then the IH relaxation 

of the 1ow-rank coals is induced by paramagnetic metals， while that of the 

higher-rank coa1s is mainly induced by organic free radicals. 

石炭は炭素資源として将来長期にわたって利用しなければならない重要な天然物であり、

既にかなりの期間にわたる研究がなされているにも関わらず、 構造は不明な点が多い。 従

来の研究は石炭を燃料として利用することに主眼が置かれていたことも原因ではあるが、

石炭は"生き物"で、 採炭後の時間経過によって性質が変化するために、 異なった研究グ

ループあるいは過去の実験の結果を直接に比較できないという大きな問題点があった。 19

73年の第一次オイルシ g ."ク後の一時的な撃身しい石炭研究の時期をすぎて、 現在は長い

将来をみた基礎研究の必要性が認識され始めている。 その中にあって米国の国立アルゴン

ヌ研究所で標識石炭西宮布のプロジェクトを開始した。 多種類の米国炭の中から相当撃の埋

蔵量があり、 炭種としても低ランクの褐炭(炭素含量の低い石炭)から亜歴青炭、 高ラン

クの歴青炭までにわたって 8種が選択され、 採炭の現場から粉砕・混合・アンプル封入ま

でアルゴン雰囲気下で行い、 性質の変化に対して細心の注意を払って製造されている。 こ

の標準炭が西日布されてからはデータの比較ができること、 種々の方法で測定したデータを

そのまま信頼性の高いものとして参照できること等により、 構造に関する研究は著しく進

歩し、 磁気共鳴訟による研究の寄与も大きい。

本研究では 'HN M Rの主に緩和曲線の解析という手法により、 石炭の申に含まれている

水分を除去した乾燥炭、 無機鉱物を除去した脱灰炭を研究した。 また 'HN M Rの緩和機構

を明かにするために E S R の測定を行い、 炭種によって機構が異なることを明らかにした。

1.実験

サンプルは A.アンプル開封菌後にサンプリングした "Fresh"，B. Freshを液体窒素で冷

却しながら真空ポンプで脱気した "Degassed"， C.II0"Cで 8時間以上脱気した "Driedヘ
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D.蓋のついた容器のなかで 1年間保管後乾燥した "Aged". E.50.C、 10%HC1水溶液中で携搾

し、 水洗、 乾燥した "HC1 treatedヘ F.さらに HFで処理した "HCl/HF trea ted"の 6種であ
る。 'HN MRの緩和時間の測定は Bruker/CXP-100で90KHzで遜常の 180. -τ_ 9 O. 法で行

い、 緩和曲線は一成分あるいは二成分として解析した。

2.アルゴンヌ標準石炭の佐賀

石炭のキャラクタリゼーシヨンのために必要な種キの定数が発表されているが、 本報告

に必重な基本的な主主筆を記載宣る。

略号 摩地/鐙重量 C H 

1. N D ND/Beulah-Zap 褐炭 72.94 4.83 

2. W Y WY/Wyodak-Anderson 亜履青炭 75.01 5.35 

3. I L IL!Illinois 韓日 歴青炭(高揮発性) 77.67 5.00 

4. U T UT/Blind Canyon 歴青炭(高揮発性) 80.69 5.76 

5. W V 官官ILewiston-Stockton 歴青炭(高揮発性} 82.58 5. 25 

6. PITT  PA/Pittburgh 書8 歴背炭(高揮発性) 83.20 5.32 

7. U F PA/Upper Freeport 歴青炭(中揮発性) 85.50 4.70 

8. P 0 C VA/Pocahontas 書3 歴萱底{盤翠塗u 91.05 4.44 

3.緩和曲線の解析

緩和曲線は産線にならない場合が多く、 (1)式でシュミレートした。

(M  0-M (τ) ) / M 0 = N ~ C j ex p (-τ/  T， d (1) 

また逆に平均備を(2)式で求めた。

4. 結果

l/T'a = ~ Cj/T'j 

4.1 'HNMRスペクトル・パターンの変化

(2 ) 

H20 Ash 

32.24 9.72 

28.09 8.77 

7.97 15.48 

4.63 4.71 

2. 42 19.84 

1. 65 9.25 

1. 13 13.18 

0.65 4.77 

図 1に 3種の石炭 N D. U T. P 0 Cの Fresh. Degassed. Dried の状態のスペクト

ル変化を示す。 NDでは表からも明かなように、 水分含量が多く脱水していないサンプル

のシグナルは水のシグナルである。 脱ガスすることにより水シグナルの線輔は狭くなり、

溶存する酸素の効果があるものと考えられる。 UTでは水分含量が少ないために、 NMR  

L:: 

_~_JL 
~ー 図1.

a) 
POC 

一_/~~一一
_:__/  ~ ~ー
c) 

3種類の石炭の 'HN MRスペクトル

(a) Fresh. (b) Degassed. (c) Dried 
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POCでは僅かではあるが水の影響がみられる。スペクトルでは水シグナルは分離できる。

低乾燥炭の線幅は炭種によって変化をし、他の石炭でも同様なスベクトルが測定された。

ランク炭の NDとWYでは線輔が狭い。

石炭の処理による T，の変化4.2 

成分比成分比と T，僚とを求めた結果を図 2に示す。緩和曲線を(1)式によって解析し、

POCについて処理の方法のUT、図では ND、は円の面積に比例するように表わした。

水分含量の多い NDの非脱水のサンプルでは水のシ

緩和曲線は二成分として解析グナルを観測していることになり、

され成分比や T，の相互関係が乾燥したサンプルと類似している。

相違による T，の変化が示されている。

全体的に T ，が短くなる。

UTの乾燥炭は一成分に

POCのFreshではスペクトなあが水分や空気酸化によって均ーでなくなることがわかる。

緩和曲線は直線になり T，の値は小さい。ルからは僅かではあるが水分の存在がわかるが、

溶存する酸素ガスの効果があるものと目見ガスをすることにより T，が大きくなることから、

POCでUTでは変化は小さく，酸処理によって NDでは T ，は長くなるが、考えられる。

種々の処理を行なってもまた水のシグナルにおいてもほぼ二成分になは短くなっている。

このことは石炭には大きT ，の長い成分の方が量が多いことなどの特徴は変わらない。り、

くわげて 2つの異なったサイトが存在することを示唆している。
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図 2.種身の処理による T，の変化

0.5 

円の面積は成分比に比例する。
E 口c 日A 

炭種間における比較4.3 

Windらによってアコロラド大学の乾燥炭に対して炭種による T，の変化を図 3に示す。

乾燥法が異なるので厳密な比187KHz で測定されている。と60 ルゴンヌ標準炭の緩和が

90KHz の結果との一教は良好で標識炭のヂータが相互比較がで本報告の較はできないが、

図から明かなように石T，の周波数依存性は非常にわずかである。きることを証明できた。

また二成分のうちの T，が長い成分炭のランクが高くなるにつれて T ，は長くなっている。

これはランクの高い石炭の方が堆積歳月が長〈分子量が大きくの割合が多くなっている。

また図 4に乾燥炭の T，の平均

ここで T，.は表 1で示した石炭の分類に対応した健になって
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なり構造の均一性が増すとされていることと一致している。

備がプロットされているが、



Tlの値を決める要因は緩和機構と分子の運いる。
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T，の億を石炭構造と関連して論じ動性であるが、
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るためには緩和機構を明かにする必要がある。
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500 溶存酸石炭の 'HN M Rの緩和機構については、
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有機のフリーラジカルなどが考常磁住金属、索、

酸素の効果については脱ガスの有えられている。
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50叶
無の比較から石炭中の酸素は明らかに緩和に寄与

20 
脱ガスを行なうことにより酸素は残存しするが、

10斗
ここでは酸処理を行なうことにないと言えよう。

T 
g。75 80 85 

Cabon(% MAFl 

よって常磁性金属の効果を明らかにすることを試

議論を明確にするために (2)式を舟いて平均みた。

T，のランク依存性図 3.HCI/HF 処理炭に対して乾燥炭との T，備を求め、

NDと炭素の含有量でプロットして図 4に示す。 1000 

WYに対しては酸処理の効巣は大きく T，は長くな
500 

従って低ランク炭では明らかに緩和機っている。

HCI/HE' 
treated 高ランク炭では構は常磁性金属であるといえる。

。
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常磁住金属の酸処理によって T，は遂に短くなり、

伊夫¥ョ有機のフリーラジカルによる緩和効果は小ざい。

が考えられので ES Rによるスピン濃度の測定を
50 

E S Rではシャープな吸収だけ行い図 5に示す。

図 5 は有機のを対象にして面積を測定したので、 20 

/ 褐炭や亜歴フリースピン濃度変化と考えられる。

90 75 80 85 
Car加円(%MAF) 

70 菅炭では酸処理によってスピン濃度の変化は見ら

歴青炭ではスピン濃度は上昇し 'HN M R 乾燥炭と酸処理炭の T，れず、 図 4.

従って歴青炭の主たる緩和機の T，は短くなる。
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構は有機のフリーラジカルであるといえよう。

ランク炭の乾燥炭における T，の大きな上昇は石炭

の高分子量化と均質化による運動性の低下で説明

できる。
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1) R. A. ~jnd. et al， Fuel， 68. 1189(1989) 
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E S Rによるスピン密度の変化
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図 5.
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各種異方性相互作用閣の固体相関二次元 N M R 

L29 
(京大理) 芦田淳、 桑原大介、 植垣隆弘、 O 寺尾武彦

Tensorial Interaction Correlation 2D Powder P~tterns 

Jun ASDIDA. Daisu量e KU冒ADARA. Takabiro UEGAK 1. I.l!主主1<i kJ!__11: R ̂_旦 (Ryoto Univcrsity) 

1 :1 
A 2D po・der pattern to・bicb two C cbe.ical sbielding anisotropics and the 

13 13 
C- C dipolar ioteraction contribute bas been observed for DL-・andeIie ncid 

13 
witb lO~ C doubly enriched・etbine and carboxyl carbo白s und(!r o1:f・ugic angle 
spinning using a 2D exchange NMR sequence. So・e otber 2D powder p~tterns will 
also be discussed. 

粉末試料において固体高分解能 NM Rを行なうためには化学シフト異方性、 同種および

異種核問双極子相互作用、 四極子相互作用による広い線幅を適当な方法を用いて消去しな

吋ればならないが、 ζ れらの異方牲はいずれもミクロな静的動的構造に対する情報を与え

るきわめて重要な量である。 とのため、 異方性による powdcr pat1.ern を化学的に異なる

核に対し分離測定する S A S S法などの手法が開発されているが、 一次元スベクトルでは

テンソルの軸方向に関する情報が得難いほか、 複数のテンソルがスベクトルに寄与してい

図 l
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る場合、 各テンソル成分を決定するのは困難である" ζ れらの問題点は 2 つの軸上に異な

る巽方性をもっハミルトニアンを反映させ、 それらの閣の相関を表わす二次元l10 11 d I~ r 

pattern を測定するととにより緩和される。 2つのハミルトニアンは必ずしも共通のスピ

ンを含む必要はなく、 それぞれのハミルトニアンに含まれるスピンが双極子相互作用によ

るネットワークで結ばれていればよいe ただし、 後者の場合も .ixing period を設付て 2

つのスピン聞でコヒーレンスをネヲトワークを通じて動かせる必要がある.

種々のハミルトニアンに対する様有な 2 D p 0冒der pattern が考えられるが. ととでは

13 13 13 
特に分子内の 2 つの C核の化学シフト異方性と c - c双極子相互作用による 2 D 

powder patteroについて述べる. 図 Iは D L ーマンデル酸において(lf:f創3l!ie ungle 

13 
spinningを行ない、 C スピンに対して 2 D excbaoge N M Rのパルス系列を適用して観

測したスベクトルである. メチン炭素とカルポキシル炭素をダブルエンリッチした試料を

通常の試料で 10倍に希釈して測定に供した。 両者の炭素の闘にクロスピークが見られるが、

13 
図 2にそれを拡大したスベクトルを不す。 cの共鳴周波数は 5OMEI z.、 ・ixing 1:il，e は

10圃s.、 回転軸方向は 0・{マジック角度) + 4・、回転速度は 3.9主Hl!.であるゆ シミュレ

ーションを行なうととにより、 メチン炭素とカルボキシル炭素の化学シフト相互作用テン

ソルの主値、 両炭素闘の距種、 2 つのテンソルの主軸方向と核問ベクトルの相対方向の決

定が可能となる。

図 2

75 70 

日
由
。

日
由
。
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in  vivo  NMR  SPECTROSCOPY  

From Animal Physiology to Human Diagnostics 

犬伏俊郎

滋賀医大、 分子神経生物学研究センター

in vivo NHR Spectroscopy 

From Animal Physiology to Human Diagnostics 

Toshiro lnubushi 

月01. Neurobiol. Res. Centr.， Shiga U. Hed. Sci. 

ABSTRACT: Nuclear magnetic resonance i 圃 a~ing has been well developed and has 

been widely used in clinical field as an i盟portant non-invasive morphological 

technique for patients. However， conventional NHR techniques e画ployed inchemical 

and biochemical studies have not been co鵬回only available in medical application. 

We intend to integrate various multi-nuclear HR techniques for invesもigating

animal pathophysiology， and to incorporate the眼 into clinical NHR. Here we 

report so値e of our early experience in this direction. 

緒言:

MR画像法が近年医療診断に於いてきわめて重要な非侵襲的手法になってきているにも

かかわらず、 化学や生化学の分野で使用され τいる NMR装置に較べると本来の磁気共鳴

現象のごく限られた一面の性質しか利用されていない。 磁気共鳴法は広範闘の核種から信

号が検出でき多様な有機、 無機化合物の存在やそれが置かれた環境を知ることが出来る特

異な方法である。

NMRから生体内の水の 'H画像のみでなく飽核種 NMR爾傷を組み合わせ、 NMR固有

の化学分析能を引き出し、 形態学的な爾侮情報に化学的な知見を加味することにより NM

Rが的確な診断と治療のモニヲーのための非侵襲的な手法となり得ょう。 このために我々

は基礎的実験を動物専用の NMR装置にて行い、 パルス系列の開発やデーヲー解析法の展

衡を行い、 これによって蓄積された手法を人体画像用 NMRに応用するごとをめましてい

る。 そして NMRが生体の生理学研究の一手段にとどまるのみならず、 臨床現場での化学

分析の機能を発婦する多角的な利用が関かれることを期待している.

実験;

NMRの鴻定には G E社製 2T 31cII 口径動物用並びに G E社製1.5T人体画像用袋置を用

いた。 この動物用装置には対象動物の生理的状態をコントロール、 モニヲーするために、

血圧計、 心電図、 脳波計、 呼気ガスアナライザー、 など種々の計測器を付設している。 プ

ロープは通常二つ以上の核種の nm r信号、 例えば 3'Pと 'H、 を平行して濁定するために

single port の inductively coupled double tuned coil を自作したものを用いた。
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'H 画像用にはへ}~ムホルツ型コイルを改良して使用した。 得られたデ - Jーは off-line

の personal COIDPuterにおける自作のソフトウェアーにて解析し定量化を試みた。

結果と考察:

先ず始めにラット後肢の虚血モデル作成し骨絡筋

の急性虚血及び再選流後の生理的変化を 31P， 1 H 

NMRスベクトルを装置のセテインクを変更する事

なく平行して追跡した。 31P N M R スペクトルは

虚血潟始直後より PC r (ケレアチンリン酸)の減

少と P i (無機リン酸)の構加が認められ(図 1 )、

8時間後の虚血の最終段階では A T P (アデノシン

三リン酸)が完全に消失しほぼ P iのみのスベクト

ルを呈し、 この状態、での虚血がかなり進行している

事がわかる。 その後再濃流を始めると、 それぞれの

31p NMR信号は虚血前のレヴェルの 80%程度

まで図{草した。 方 これらの変化を 'H 画像で追

跡すると図 2 の様に、 虚血中では全般的な信号強度

の漸増が認められた。 しかし、 再濯流後は一部の

信号強度は減少して虚血前のレヴェ)~に復帰して行 調E

くものの、 anterior tibial 臨us c 1 e 及び

gastrocnemius muscle に於いて強信号が持続し 特

に T ♀強調箇{撃ではさらに上昇を続けた。 この強信号

は H，0 の T 2の変化に由来するものと解釈され、 そ

の分布から white ! red muscleの成分比率に関連し

て再 j蓋流障害を受け安いことを物語っている。

縫常人のふくらはきからのハ 10 3次元化学シフ

ト画像と対応する部位の iH画像を図 3 に示した。

このデ-'7ーは一方向のスライス選択と二 H向の

ヘエースエノコーデイノヴにより非侵験的に 2.5cm

，[ J5の部 i立からスベクト 11，を取得したものて、 調1)定

には 1 0 数分を要した。 それぞれのりォケセルか A

筋肉特有のコ iP N M R スベケト)~が得円れている

ことが分かる。 この様に、 筋肉;ま N M H の測定が最

も容易であり、 また痕労、 代謝隠筈、 種々の l人l部疾患

(糖尿病)なとがその吐 f~ 的メカニズムに鋭敏に反
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国 1. !Il血問後に於げるラヲト後厳の np N MRによるリン殿

化合物の消髭と飽飽内 p Hの変 11:..

occlusion release 
市

6 12 

留 2e a) 寓溜涜f去のラヲト後肢の 'H 厩館、 と b)その異な

った鶴位に於げる函館情号強度の愛11::... A: T 1強関函館 Bi 
T，強稼扇像.



31 3D・PCSI DATA OF CALF MUSCLE 

_l 

ム ..... 

よ

閏3. a)人ふ〈らはぎの lH薗揮と、 b)阿部世からの"p 化学シブト画圃 (CS 1). ー・辺 2. 5 

cm立方自体置からの筋肉の31p NMRデーターを訴す.

映されデーヲーの解折、 ならびに解釈法が確立されれば臨床での利用が期待される方法の

一つである。

次に人脳の忌 1P N M R についての臨床例を報告する。 ここでは表面コイルを用いた D

R E S S法と呼ばれる最も単純な局所化の方法を採用した。 これは、 表面コイルの持つ限

られた感度領域特性と磁場勾配、 選択的 9 0 。パルスの組み合わせによって、 対象の指定

された面(スライス}領域から信号を得る方法である。

この様な手法によってえられた脳梗塞患者からのスベク

トルとその薬物による反応の例を図 4 にしめした。 薬物

投与前のコントロールのスベクトルでは P C r の信号が

小さく、 P iが相対的に大きく、 また全体的に全ての信

号が小さ〈観測される。 しかし、 この症例で血管拡張剤

の投与後の時間変化を追跡すると、 1 5分後、 3 0分後

と次第に信号強度が増大し、 ことに P C rの信号強度は

著し〈増加し、 最終的には典型的な正常人の脳と区別の

つかないれ P のスベヲトルを呈した。 この結果は、 適

当な血液の供給、 換言すれば、 必要量の酸素の供給があ

れば、 リン酸代謝物の濃度が回復し得る事を示唆してお

り、 治療のための参考デーヲーになると考えられる。

EFfECT of DIAMOX. ON BRAIN P-G 1 NNR SPECTRA 
RI併iTIC OCCLUSION. LEFT STENOSIS 
(旺ASUREDRI凶 TSIDE， 45剛 DEEP)

15~人人九州

てJ川~
10 o -10 -20 PPM 

Chemical Shift 

この薬物の一般的な傾向として、 一例を図式化したも図 4. 脳積書且者からの脳血引 P NMR スベクト}~，

のが図 5である。 図 5- d - 1 1の例に較べ、 d - 1の
血管盤強剤投与前撞由スベクトルの茸化を示す.

様に全シグナルの増加が顕著でない場合も見られるが、

PCr/Pi!，直は 30分後ぐらいに最大値を示し{図 5
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-b-I， 11)、 それに呼応して p H が

低下する傾向がみられる。 前者は虚血的

な状況が改善されることによる P i 濃度の

減少によるものと考えられ(図 5 C - 1. 

1 1 )、 f走者は本薬物の効果である血中

C 0 2濃度が増加し、 血液の p H が低下し、

ひいては細胞内 p Hも酸性化傾向を示した

ものと推察される。

これらの例から、 人脳の 31p NMRデ

ーターから梗塞部位の病状や血量の靖加に

よって病変部組織の代謝活動が改善される

かどうか、 等の情報を治療に先だってもた

らすものと考えられる。 この様な方法論が

MR画像のもたらす情報に有意な付加的価

値を与えるかはどうかは、 まだ多数の症例

によって検討されねばならないが、 この様

なデーターがその可能性の一端を示してい

るものと期待される。 今後はルーチン化さ

れた MR画像取得法に比して(1 )測定時

間の短縮化、 ( 2 )測定法の簡便化、 そし

て(3 )測定精度と再現性等の問題が克服

されれば医療現場にてより広範聞な NMR

tまが活擁することになろう。
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図 5. 血管革張剤投与前後四人脳の 31p NMRスベクトル.脳
裡婁患者の左右両側を測定した. 1. 右側、 1 1. 左圃. a)  

リン酸化合物によるNMR揖号の噌畏、 b)リン酸化合軸のAT
Pに対する相対的温度の量11:. c)PCr/Plの重化、 と d) 
pHの量化を投与f量由時間四関般に対して表示した.

本研究は積河メデイカルシステム{綜〉によって設置された寄付講座、 分子神経生物学

研究センター、 生命動態学部門にて行われた。 また全ての共同実験者を列挙できないもの

の本講演でのデーターは、 滋賀医大、 京大医学部主 並びに九大医、 放射線、 北大脳外等の

多くの方々との共同の成果であることを付記します。
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Summary 

フッ素糖の代謝追跡による脳機能評価
Fア

金沢洋子、篠原俊次、小嶋正治・九大薬

In vivo Dynamics of Fluorinated Hexoses Studied by 19F NMR 

Yoko Kanazawa. Shunji Shinohara. Masaharu Kojima 

Kyushu University. Faculty of Pharmaceutical Sciences 

In vivo dymnamics of 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (FDG) in mice was studied 

by 19F NMR. An epimerization of FDG-6-phosphate to FDM-6-phosphate. which has 

been found in mice. was proved to be catalyzed by phosphoglucose isomerase. 

It may be suggested from the present experimental results that the efficiency of 

FDG-FDM conversion depends on the glycolysis activity. The convers'Ion wil1 be 

used as a parameter of energy metabolism in specific organs including brain. 

NMRによる生体計測の一つに標識化合物の動態追跡があるが我々はフッ素ラベル糖の

体内動態を追跡し新規な生化学反応を見出し既に報告した。 1.2)ととではこの反応を臓器

の状態モニタに活用する可能性について検討する。

グルコースは脳の主たるエネルギー源であり、その消費量が脳機能状態を示すものとし

て放射性同位元素でラベルしたグルコースの取り込み量から代謝マップが作成される。即

ち6ーリン酸化の後で代謝トラップを受ける修飾糖として 2-デオキシーD-グルコース (DG)

あるいは 2-デオキシートフルオローD-グルコース (FDG)、が使われる。特にボジトロン放射

核18FでラベルしたFDGを用いる画像法 (PET)が臨床利用されてきた。 2)さて、このよう

な標識糖の代謝物質は主としてクロマトグラフィで分析されてきたが、通常の方法では識

別困難な化合物が多いためにFDG-6-P以後の情報は殆ど得られていなかった。そごで19F

NMRを用いてマウス体内での動態を追跡したととろ、 FDGば体内で FDG-6-Pとして

のみトラップされているのではなく、さらにそのエピマーである2ーデオキシー2-フルオロー

かマンノース 6-リン酸 (FDMーかP) に変換されることが見いだされた。 1)また、 FDG-6-P

と FDM-6-Pとの聞の変換 CFDG-FDM変換)は体内で可逆的に進行するととを実証し、 in

vitroの実験によりその反応がホスホグルコースイソメラーゼ (PGI)によって触媒される

ものであるごとを示唆したU 。

ごとでは通常の酵素反応としては予測されなかったFDGとFDMの聞のエピマー化が

PGIによって触媒されるごとの証明を示すとともに、体内のFDG-FDM変換を糖代謝活

性測定の原理として利用する可能性について検討する。

[委主患食]

試薬:FDGと FDMは合成した。それぞれはエピマーに関して純粋である。
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動物:cldY系雄性マウス。 6-7週令。 16時間絶食後使用。正常マウス (CON)には生理食塩

水(腹腔内投与・)、麻酔マウス (ANE)にはぺン卜パルピタール(65mg/kg， 32.5 IlIg!kgを2h

後に追加、腹腔)、カフェインマウス (CAF)には 30IlIg/kgを投与(静注)した。 FDG静注

後決められた時間に全脳あるいは他の臓器を摘出し、 100oCで 3分で酵素を失活させた。

In vitro実験:脳の水抽出物で FDGとその代謝産生物である FD G-6-Pや FDG-1-P

等を識別定量した。!悩の水1111出物に含まれる FD G -6-PあるいはFD M-6-Pに机ホグ )~J-λイ

リメラ-t"(PGI)あるいは似れン/ースイリメラーγ(PMI)を作用させ、 19F NMRで反応を追跡した。

In vivo実験: 摘出脳の19F NMRスベクトルの面積強度からフッ素糖の集積と FDG

-FDM変換率を得た。覚醒 (CON)、麻酔(ANE)、カフェイン投与 (CAF) を比べた。

投与量:50， 100， 200 IlIg/kgo 時間 :5分-180分。

定量用装置: JEOL FX-100、10IlIm試料管。パルス111M8 or 16μs、パルス繰り返し時間

80 or 160 ms、室温 23-26
0Co 100 -1. 200千四積算、検出限界 ca.20μmol/kg脳。

スペク卜ルデー夕、反応モニタ用装置:，JEOL GSX-270Ws、10IlIm試料管。

[糸古身さ]

lnー註虻旦一反応(図.1) FDGあるいは FDM投与後5分(殆ど 6-P化を受けているが

まだエピマ一化が進んでない時点)で摘出した脳の抽出物中の FD G-6-PあるいはFDM

-6-Pを使って酵素反応を試みたところ FDG-FDM可逆反応を PG 1が触媒した。また、

2つの反応の早さは同じ程度であり、これは体内でのFDG-FDM定常値(約50%)と相容れる。

19 
F NMR 

-Lι…ーェ;柑-50h P-FD~二戸山町ぷご

P-Fて!と~DG-6-P )!. ....1……ーん 9-10.5

一~ぃー~7.日
一叩L -，…ん山
一ーし L 札

__L一一一J山山

一一L………ーL 1日

l . .."叫~一山U)
~一一一ι0-1.5h

P円~ PPM 
市町mnπn甘宵1=目山田lι目e目白川.，・..目白''''1''''"11'1''川 川""1"'"1111[''''''"ι1'"目I目"'T'甘町間戸甘甘町中口市。-5 -10 -15 -20 -25 5 0 -5 -10 -15 -20 

図.1 .マウス脳抽出物を用いた FDG-FDM変換の実証h

左:FDG投与マウスの脳抽出物。右 :FDM投与マウスの脳抽出物。
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lu__y並立反lic，
1.集積量(図. 集積量はデータのバラツキ(個体差)の範囲で動物の状態を殆ど反

映していない。投与量依存からFDGに関して飽和過程であるごとがわかる。 (Fig.2a.b) 

乙れらは脳血管中の血液を含めたデータであるが、 FDG投与後5分においですら6-P体

が 80%以上を占める己とより圧倒的に脳集積を観測しているといえる。
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FDM変換率(図.3) FDG-FDM変換率は Fig.3に見られるようにデータのバ

ラツキは集積より小さい。 CON:dose 200 mg/kg内で飽和傾向がある。 (PGIのプロセスが

酵素の飽和を示す。) ANE:変換率は低い。投与量に関して二相性を示す。 CAF:投与量

100 mg/kg. 60.90分で有意に高かった。即ちl臓器状態によって変化するととが示された。
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[五雪筈宅]

本実験の集積データとマウスの状態との聞に相関はみられなかった。 PET-FDG法で

はラベル糖の集積が糖代謝活性を通じて機能を表すのに対し、本実験条件においては機能

を反映しないが、これらが互いに矛盾しないことが必要である。一方、 FDM生成のデー

タは集積より高い精度で得られており、 ζれが動物の状態に依存する。従って変換率は代

謝活性の指標となりうるようにみられる。はじめに示したFDG-FDM変換が可逆的に

PGIに触媒されるととを前提とし、 FDGがFDMに変換されるまでには次のステップ

を経ることをふまえてζれらの実験結果を考察する。

1.グルコーストランスポータによる血液ー脳関門 (BB B)の通過。

2.ヘキソキナーゼによる 6-リン酸化。

3. P G 1による FD G-6-Pから FDM同トPへの変換

重撞量 :NMRで実測したFDGの集積には強い投与量依存がみられた。一方、 3つの状

態 (CON.ANE. CAF)で有意差がなかったがとれは PET-FDGの結果と合わない。とこでN

MR実験における FDG投与量が多く、血糖値に匹敵するととを考慮すると集積量は血液

中のグルコースと FDG濃度の両方に影響されることになり、活動状態変化による糖摂取

量の変化はその範囲に含まれてしまうとして説明できる。

E旦丘二LD且蓋強 :FDMへの変換率は hrの時間スケールで定常値(約54%)に近付く。

さて、過程3による FDM-6-Pの生成量はFD G-6-Pの濃度できまるはずである。とこ

ろが動物の状態差を無視してすべてのデータをまとめて扱った場合には集積量と FDM生

成量との聞に相関はみられない(図 3b、30分データ)が、CON、ANE、CAFそれぞれを別に

扱えば2つの量に相関がある。また、心臓、骨格筋ではCONとANEの聞の差は脳に比べはる

かに小さかった。川町ち FDG-FDM変換率は臓器の状態により変化するといえる。

[まとめ]

FDG-FDM変換は化学シフト帽の大きい19F NMRを用いるととで他の方法と比較し格

段に容易に測定できる。 FDGとFDMの聞には 5ppmの化学シフト差があるのでとれ

を使うごとによって化学シフトを用いた機能画像化の原理としての可能性を持っている。

現段階ではまだ動物実験およびNMR測定技術面で解決すべき問題点が多々残されている

が、とのような標識化合物の反応は機能測定の新しい原理としてさらに開発されるべきも

のといえる。

1. Y.Kanazawa et a1.， Life Sciences. 39. 737 (1986). 

2. Y. Kanazawa et a1.. Chem. Pharm. Bul1. 35. 895 (1987). 

3.しM.Soko1offet al.. J.Neurochem. 28.897(1977). B.M.Gal1agher et al. J.Nucl. 

Med. 19. 1154 (1978). 

4.一部は日本磁気共鳴医学会大会および Societyof Magnetic Resonance in Medicine. 

8 and 9th Annua1 Meetingで報告した。篠原俊次他、 1989-1990。
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L31 
in-vivo ]9F-HRSによる 5-fluorotryptophanの肝臓におげる代謝の観察

0原田雅史，西谷 弘(徳島大.医)

古賀けい子，三浦 巌(大塚製薬.徳島研)

城戸 亮(和歌山医大.生化学)

Observation of the metabolism of 5-fluorotryptophan 

in the liver_ by in-vivo 19F-MRS 

Hasafumi Harad a， Hiromu Nishitani (School of Medicine，Tokushima University) 

Keiko Koga， 1wao Miura (Tokushima Res.1nst. ，Otsuka Pharmaceutical Co. ，Ltd.) 

Ryou Kido， (Dept. of Biochemistry， Wakayama 皿edical college) 

The metabolism of 5-fluorotryptophan in rat liver was exa皿ined by 

in-vivo 19F-MRS. A high peak due to 5-fluorotryptophan was noted i阻mediately

after 200mg/kg 5-fluorotryptophan injection， and decreased gradually.. .Another 

peak appeared about 40 min after 5-fluorotryptophan injection. This peak， which 

was considered deu to 5-fluorokynurenine， was shifted about 3 ppm fro皿 the peak 

of 5-fl日orotryptophan. 1n the liver injury group， this metabolite peak was low 

and slow to appear compared to the normal liver， which was considered to 

reflect dysfunction of the liver. 

19F-MRS observation of 5-fluorotryptophan was thus considered to be 

useful for the direct evaluation of amino acid metabolis臨.

1.はじめに

19Fは、 ほとんど生体内に存在しないことから、 19F標識薬剤の生体内動態を、 19F-MRSで

観察し、 評価することが可能である。 既に我々は、 in-vivo 19F-MRSを用い、 5-fluoro-

uracilの代謝を観察し、 その有用性を発表してきた 11。これまでの経験から、 19F標識物質

の代謝を観察することにより、 代謝の主たる場所である肝臓の機能評価が可能であること

を見いだし、 5-fluorouraci 1以外の 19F標識物質についても、 肝機能評価に使用できる可能

性があると考えた。今回我々は、 肝臓の amino acidの代謝を評価するため、 19F標識物質と

して 5-fluorotryptophanの代謝を、 in-vivo 19F-MRSを用いて観察し、 amino acidの肝機能

評価に使用できるかを検討した。

2.対象と方法

Wister Kyoto r~t( 柑 K Y)雄性 20適齢を用いた。麻酔は sodìum pentobarbita150Bg/kgを腹

腔内投与して行った。麻酔後、 大腿静脈に catheterを捕入し、 外科的に関腹して肝臓の表

面にサーブェスコイル(直径 20皿皿)が密着するようにプロープを図定した。 肝臓とサーフェ

ku 

whυ 。，“



スコイルとの聞には、 プラスチックフィルムを置いた。 Ratは次のように 2欝に分類した。

1)Contro1群 (n=6):大腿静脈より 5-f1uorotryptophan 200皿g/kgを注入し、 直後よりスベク

トルを測定した。

2)CCl，投与欝 (n=6):CC1，1m1/kgを腹腔内投与後 24時間の ratを用いた。 スベクトルは

5-f1uorotryptophan 200mg/kgを注入後より測定した。 終了後、 採血して GOT，GPTを測定

し、 有意な上昇 (GOT1000IU/L以上，かつ GPT500IU/L以上)をきたしたもののみを検討の対象

とした。

測定装置は、 大塚電子 (U.S.A)INC社製 BEM140/200(磁場強度 4.7Tes1a)を用いた。 測定条

件は、 19 F共鳴周波数 187.4MHz，pulse幅 100μs，繰り返し時間 2.5 s ，積算回数 240回とし、 1ス

ベクトルの測定時間は 10分間とし、 全測定時間は 120分間とした。

3 .結果及び考察

Fig.1， 2に control群と CC 1，肝障害群におげるスベクトルを示す。 5-f1uorotryptophanの

peakを Opp盛とした場合代謝物の peakは約 -3ppm離れた位置に出現した。 代謝物の peakは、 合

成した 5-f1uorokynurenineの peakとshift備がほぼ一致したことより、 5-fluoro-

kynurenineによるものと考えた(5-fluorokynurenineの合成については参考文献 2)を参照

のこと). Fig.3，4に最初の 5-f1uorotryptophanの1"nt e n s i t yを 1として norma1izeした場合

の5・f1uorotryptophanと代謝物の intensityの経時的変化をしめす。 Fig.3より、 正常群と

肝障害群とで、 5-f1uorotryptophanの減少についてはほとんど差がないことが分かる。 し

かし、 Fig.4より代謝物の intensityの変化には両群で大きな差があり、 肝障害群ではほと

んど 5-f1uorotryptophanが代謝されないことが分かる。

以上より、 肝障害群では、 5-f1uorotryptophanはほとんど代謝されず、 それにもかかわ

らず、 5-f1uorotryptophanの減少は両群で差が少ないことから、 腎臓よりの排池が関与し

ているものと推察される。

4.結語

in-vivo 19.F-HRSを用い、 肝臓における 5-f1uorotrYPtophanの代謝が観察でき、 しかも肝

障害群での代謝の低下も検出できるごとから、 肝臓の amino acidの代謝能について、 19F-

MRSで評価できる可能性が示唆された。

5.参考文献

1)Harada，H.. Nishitani，H.， Shirahama.T.. Koga，K. and Miura，I.， Ninth anua1s of 

the Society of Magnetic Resonance in Medicine， abstruct， Newi'ork. USA pp950，1990 

2)Warnell，J.L.， and Berg，C.P.， J.Am.Chem.Soc. 76.1708-17日9，1954
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L32 
N l¥.征 R による R喪主主雪量写室言十t則.

8未主主主き霊t'd

0亀井裕孟，片山義朗〈電子技術総合研究所)

Measurernents of Hurnan Brain Functions by Differential NMR. Perception of Taste. 

H irotake Karne i and Yoshiro Katayarna (Electrotechnical Laboratory) 

Cerebral rnetabolisrn and blood flow are enhanced during the activation of 

regions of the cerebral cortex involved in the performance of specific taskes. 

We developped a differential NMR technique to detect the enhancement of blood 

flow in activated regions. Signals evoked by perception of taste were observed. 

The power law has been found to hold between reduced concentration of saline 

solutiDn and evoked signal intensity. It has been found that there is consider-

able variation in the taste threshold frorn individual to individual and thresh-

old is lowered by taking salt free diet for 6 days. The differential NMR tech-

nique appears to，tave prornise for the analysis of brain functions. 

精神作業を行ったり外的刺激を受容することによって，大脳は活動し，そこで消費され

る酸素及びグルコースを補うため，活動部位の局所血流量が増大する.大脳のプロトン N

MR信号を観測すれば，この血流増大に伴う信号強度変化が観測Sれる筈である. しかし，

このときのプロトン NMR信号強度の変化は大脳全体から得られるプロトン NMR信号強

度の僅かo.1 ~ 10pprn程度と見積られ，通常のA/D変換器を使用している MR1 (rnag-

netic resonance irnaging)装置では， この微弱な変化は 1ビット内に隠れてしまうため

観測することができない.さらに，脳内の血流は心拍に同期して時間的に変動している.

この変化量も大きく，活動に伴う血流の変化を捉えるためには心拍同期測定をしなければ

ならないが，これは脳機能測定にとっては不便であり，また，意味ある測定を行なうこと

は不可能に近い. しかし， もし，脳活動に伴う血流変化が観測されれば，プロトン NMR

信号の観測から大脳の活動部位および活動度を知ることができ， NMRの新しい応用分野

が拓かれるものと期待される.

われわれは微弱な NMR信号の変化を観測することのできる新手法として「差分NMR

法」を開発し1¥精神作業および感覚受容に関わる脳活動の計測に適用している.今回は

味覚受容の計測に適用した結果について報告する.

[差分NMR法の原理]
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大脳は機能的にも構造的にも左右対称ではないが，プロトン NMR信号を観測すると，

ごく大雑把には左右対称の信号が得られる.そこで， 2個の表面コイルを正中面に対して

対称的な頭表面上の位置に設置し，それらに誘導される信号のアナログ差信号を平衡検出

回路を通して観測する.いま，理想的な被験者を想定し，正中面に対して完全に対象的な

脳を持っているとする. もし，理想的な状態で安静時には，左右のコイルに同ーの信号が

誘起されたとすると，差信号としては何も現われない.次いで，外的刺激等によって左脳

が活動すると，そこからの信号強度は増大し，ある振幅を持った差信号が現われる.一方，

右脳が優位に活動した場合にも差信号が観測されるが，その位相は左脳が優位に活動した

ときに観測される差信号のそれとは逆位相になっている.このように，何れの大脳半球が

優位に活動したかは差信号の位相から知ることができる.

正中面に対して垂直な線形磁場勾配，あるいは，正中面に対して対象的な磁場勾配(例

えば，屋根型磁場勾配)を印加することによって，活動部位に関する位置情報を得ること

ができる.理想的な場合，安静状態では差信号は現われないが，活動によって大脳の一部

の血流量が増大したとすると，その部位の信号が増大し，その部位の共鳴周波数の信号の

みが差信号として観測され，他の部位の信号は観測8れない.このように必要な信号のみ

を観測できるのも本手法の持つ大きな特長の一つである.

平衡検出回路で強制的に平衡をとるが，実際には理想的状態とは異なり，人間の脳は構

造的に対象ではないから，完全に平衡をとり安静時の信号をゼロにするということは不可

能であり，非平衡分の信号が出力に現れる. この信号では，脳活動による信号強度の変化

分が全信号強度に占める割合が十分大きいので， A/D変換器を通しでも問題ない.そこ

で，まず，安静時の差信号を観測し，それをコンビュータの記憶装置に蓄えておく.次い

で，脳を活動させた時の信号を記憶させ，両者の差をとることによって，脳活動に伴う N

MR信号のみを観測することができる.正中面に対して対称的な磁場勾配を加えることに

よって，得られる信号の周波数から大脳の活動部位の正中面から垂直方向の位置に関する

情報を得ることができる.これと頭部表面上lζ設置した表面コイルの位置から，大脳活動

部位の位置を三次元的に求めることができる.

[測定]

測定には当所で開発した全身用差分NMR装置を使用した. 測定条件は磁束密度:

O.019T，観測周波数 :800kHz，パルス繰り返し時間:O. 1 s ，積算回数:128回， F 1 

D信号を観測した.

麟昧の測定lこは種々の濃度の食塩水を刺激物として用いた.旨味の測定には旨味物質と

してL-グルタミン酸ナトリウム (MS G)および5'ーイノシン酸ナトリウム (5・-1 M P) 

を取り上げ，種々の濃度の水溶液を刺激物として用いた.用いた.舌の先端近くの右ある

いは左側に味物質水溶液50μlを滴下したときの味覚野からのNMR応答を観測した.ま

た，安静状態の信号を記録し，両者の差信号を活動信号とした.安静状態の信号測定を味
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覚受容測定の前後それぞれに 2回以上行った.各

扱，IJ定終了後は蒸留水で口腔内を十分に洗浄し，前

の測定における刺激の影響がつぎの測定に現れな

いよう配慮した.被験者は右利き男性健常人であ

る.

0.1 

(M) 

図 1.刺激量と応答信号強度.

食塩水濃度 Cと側頭葉からのNMR応

c -c。
0.01 

[結果と考察]

(1)輔昧受容における刺激量と応答信号強度

既に視覚受容においては，照度と応答NMR信

号強度との聞にWeber-Fechner則が成立すること

を見いだしているが，味覚受容においては刺激量

と応答信号強度との聞にどのような関係が成立す

るかを調べた.舌上に滴下する食塩水の濃度の違

いを刺激量の変化とした.測定結果を図 1に示す.

答信号強度 Iとの間には，

が成立する. ここで C。は麟昧受容の闘値濃度である.

( 2 )減塩食摂取による受容闘値濃度の変化

戯味受容関値濃度は一般にO.02Mといわれている.ここでは，先ず闇値の個人差を調べ

応答信号の例を図 2，こ示す.横軸は周波数で，活動部位の正中線からの距離を表

被験者Aは日常的に東京地区でごく一般的な食塩濃度の食事を摂っており，

日常的に塩分の少ない食事を摂っているものは，

C 0) 0.'. K(C f 

てみた.

B している.

は食塩濃度の低い食事を摂取している.

そうでないものに比べ関値が低いようである.

被験者Aについて，減塩食摂取の効果をを調べた. 一日の食塩摂取量 7gの減つぎに，

Jしー

OM  

034M 

0.03 <1M 

川JL~~O.O~いんの\

被験者A

どこへんルーへへ
6日間減塩食摂取後減場食摂取前

被験者A

図3. 減塩食摂取前後の応答信号の変化.
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被験者B

応答信号の個人差.図2.



塩食を 6日間続けた場合の，応答信号を摂取前のそれとともに図 3に示す.闇値は減塩食

摂取前後で0.085Mから0.017Mに減少した.被験者Aの訴えによれば，一般的体調につい

て両測定時に特段の変化はない. この結果は味覚受容闘値が生活条件によって大幅に変化

することを示している.

( 3 )旨味受容

味覚には甘味，酸味，麟昧，苦味の四原昧があるとされているが，光の三原色とは異な

り，四原昧によって全ての味覚を表現することはできない.日本では古くから「鰹だし」

や「見布だし」が使われ，旨味が味覚のーっとなっているが，欧米では旨味を単独の味覚

として捉える概念はないと怠れている.旨昧に対す大脳の応答が，他の四原昧に対する応

答と同様なものであるか，あるいは異なるものかを知るため，旨味受容に対する応答信号

を観測した.また，旨味物質の相乗効果はとくに顕著であるので，相乗効果についても測

定した.

MS G， 5'-I MP， 何れの旨昧物質に対しでも，麟昧，甘味などに対するのと同ーの

領野からのNMR信号が観測され，四原味と同様の脳活動が認められた. M S Gに対する

受容関値濃度は0.05%，5' -1 M Pに対するそれは0.025%であった.これに対し， M S G 

-5' -1 M P等量混合液に対する閥値は0.0125%と低下した， 0.1%混合液 (MS G : 0.05 

%+5・'-1 M P : 0.05%)では， それぞれの信号強度の加算値に対し2.8倍の強度の信号が

観測された.また， M S Gに1.5%の5・-1 M Pを加えた系では，闇値の低下を明確に検出

することはできなかったが，高濃度領域における活動信号強度が， MS G単体のときに比

べ約1.5倍に増大することが認められた.これらの結果は旨味受容における相乗効果を示

すものである.

以上，差分NMR法によって，味覚受容における刺激量と応答信号強度との聞に「べき

則」が成立すること，受容闘値の生活状態による変化，旨味受容における相乗効果を明ら

かにした.今後，活動度の絶対値測定への展開を図りたい.

[文献]

1) H.Kamei， Y.Katayama and H. Yokoyama: in "Microcirculation， An Update，" Ed. M. 

Tsuchiya et al. (Excerpta Medica， Amsterdam， 1987) Vol.1. pp 417. 

2) W. F. Ganong: Review of Medical Physiology， Lange Medical Publicatios， Los 

Altos， 1977， pp118. 
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回転運動を行なっている物体の静止画像を得るイメージング法

L33 
0小椋有希子、 関原謙介
(株)日立製作所 中央研究所

Static Imaging of a Rotating Object. 

Yukiko Ogur!!_， Kensuke Sekihar a 

Central Res巴archLaboratory， Hitachi，Ltd. 

A new method for obtaining a static image of a rotating object has been studied. This method 

requires only one static field gradient in a fix巴ddirection. The nth sideband in the discrete 

spectrum obtained r巴presentsthe magnetization with a point spread function which is equal to 

Bessel function Jn 2. We d巴monstratethe effectiveness of the fs卯血esison the improvement of a 

po泊tspread function. Based on血.eresults， we also clarified the influence of imag泊gparameters on the 

image quality in this method. 

よム盆宣
我々は先に回転運動を行っている物体の静止画像を得るイメージング法を提案してきた 1)。

本法は傾斜磁場を時間的に変調する必要がないので、高空間分解能に必要な大振幅の傾斜磁場

を印加することができ、顕微鏡的NMRイメージングの実現が可能となる。また、対象物体に

回転運動をさせるので、マジック角度試料回転法を併用して、団体NMRイメージングへの応

用の可能性がある。本報告では、本イメージング法における画質向上に関して J2 synthesis2l 

の有効性を実証し、イメージングパラメーターの最適化について検討を行ったので、報告する。

2.像再構成法

Fig.lに本イメージング法にお

いて用いるパルスシーケンスを

示す。以下、像再構成は回転周

波数ωrで回転する物体に固定し

た座標系(x"y，)において考える。

座標系(x，，y，)において、印加され

る傾斜磁場は

G，.(~ = Gcosω，(t+ω[1] 
G，.(i司=G sin ro，(t + ~品

目haseof Ihハハハハハハハハハハハハハハハ
ro祖tlon J Y V V V V V v ¥叫 VVVVVVV

RF -ι-fnj-JTW 
rll，:  11 

Gx ....J 
」ムムー t :_ tk+1 ~i_ t 

A/D _11....1一一「一一LII]一一一J L 

Fig.l The pulse sequence for obtaining a static image from 

a rotating object. The uppermost sequence shows the 

phase of rotation of a specific point. 

と表される。 Fig.1のパルスシーケンスにより得られる信号と exp(iγD(x泊 ，y，か t，tk))の積の平
均値をフー t)エ変換すると、間隔ωrの離散スペクトルを得る。ここで、点(x泊 ，ytO)は再構成す

る吋り山吋釧dイ仰である。この離散川ト)v(f) n番目のサイドバ

ンドの振幅値あるいは面積値は

hトn戸=I崎(い [2] 

'山r
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となる。 Mo(x"れ)は磁化分布、 γは磁気回転比、 Gは傾斜磁場強度を示す。 hnは、 J点イ象分布関

数 (PSF)Jn
2を持つ、点(xro，Y 10)における磁化分布に等しい o Jnはn次の第 1種ベッセル関数で

ある。 42は大きなサイドロープを持つので、 PSFを適当な形に改良する必要がある 3)0 i 
N 

synthesisを用いてPSFをピの線形結合で表わし、 L8nJlとすると、点(x耐 Yro)における磁化分
n担。

布は
N 

んも(九州=L 8nhn 
[3J 

と表すことができる。ここで、 anは係数である。

3.コンピュータシミュレーションおよび実験結果

まず、コンピュータシミュレ
-

，11i， - N=O 

ションにより画質向上に関するJ2 ;/ l ¥¥ ・-_. N=16 

synthesisの有効性を確認し、1.5T

の超伝導磁石を用いてイメージン 『、./、、，、、.，、、ョE 、、./、、~ /" 
グ実験を行なった。対象にはCuSO -10 る

ι-. .・
01' "5"" 1'0 x 

水溶液のファントムを用いた。

1) J 2 synthesisによる画質向上 Fig.2 Point spread function using isynthesis with 

Fig.2にJ2 synthesisを用い、 PSF N = 0 and16. 
を改良した結果を示す。 Nを増加させ

ると、 PSFのサイドロープが減少することがわかる。なお、 PSFの半値幅(FWHM)はN註2で

一定で、その値は的IyGLに比例する
4)
0 Lは視野幅である。 Fig.3にFWHMをパラメータとし、

一¥、入

¥........... N =口一、、一_N = 8 
~ N=12 
8 (mm) 

(a) FWHM = 1.4 mm  

r.-，;;..... ‘ l 可、、'.， 
zzt:J， | とごと，~ N = 0 
I I ¥ N=8 

----J I '--- N=22 

~ 0 8~~ 

(b) FWHM = 0.7 mm  

「 ~~ー--γーーー‘'・・且・ーー『
I.i"'!"- 目 ー

....... 1 I I“、'_ N=O ・ー回国句n I h圃四ー_.ー回国つ | 日目ー_.
N = 22 ----.} I ¥.--- N=44 

・8 0 8 (mm) 

(c) FWHM ='0.35 mm 

Fig.3 Profi1es along the horizontal ax:is at 
the center of images with three 

different FWHMs of PSFs. 

Nを変えたときの画像プロファイ Jレのシミュレー

ション結果を示す。また、 Fig.4にその再構成画

像濃度の誤差を示す。その結果、十分な画質を得

るためには、 FWHM=1.4mm，O.7mm，O.35mmのと

き、それぞれN=11，22，44 とする必要があること

がわかる。このNは観測できるサイドバンドの数
yGL/叫に等しく、 FWHMすなわち空間分解能に反

比例する。
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Fig.4 Relationship between reconstruction error and N. 
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2 )静磁場不均一および傾斜磁場非線形が画質に与える影響

本法では、静磁場不均一および傾斜磁場非線形が存在する場合、離散スペクト jレのサイドバ

ンドの振幅値h;は

I ... 1.， "..  ..¥ I 2/yGp'¥o....l' LL~ I~ .， ..¥....t..J hn ~いAo(x/O -x，拘ー川Jn~(';~)Rell E(ω・偽，Xr1川伽}dx，dy，
[4] 

となり、画像濃度に歪みが生じる。しかし、そのサイドバンドの面積を計算すると、上述の磁

場不均ーの影響を相殺した値を得る。 Fig.5に均一な濃度分布を持ったファントムを用いた、

像再構成結果を示す。サイドバンドの振幅値を用いて像再構成を行なった場合、リング状のア

ーチファクトが生じているが、面積値を用いた場合では均一な濃度分布の画像を得ている。

(a) (b) 

Fig.5 (a) image reconstructed with peak values of sidebands and (b) one with the area 

values of sidebands. 

3 )回転周波数と画質の関係

本法において、空間分解能を向上させる点では叫を小さくする方が有利である。しかし、

サイドバンドはT2事に依存した線幅を持つので、 ωrを小さくすると、隣接するサイドバンドの

分離が劣化し、サイドバンドの面積値が正確な磁化分布を示さなくなる。 Fig.6にωrと画質の

関係を示す。 Fig.7は使用したファントムの断面図である。 Fig.6から、 ωrはサイドバンドの

包絡線が重ならない程度に大きくする必要があることがわかる。

i~~~~~1~~~~~~1~~仙人
12.0m m 

(a) 白，/2π=102 Hz 

ili酬州酬酬~
air 

water 

(b) 曲 ，/2π=61 Hz 
m

m

 

o

d

 

b
E
L
V
 n

o

 

a

t

 

h
u
'
 

P
幻

a
叫

2
1
ρ
L
V
 

oω 
n

n

 

O

E

-

-
u
p
n
 

a
U
T
-
-
h
u
 

r

2

1

 

伊

予

抗

日

e
ω

n

n

r

 

o

a

I

 

内

M
1
A
F
I

t

p

o

 

y

a

S

 

E

-

-

引

1
一

n
直

I

i

E

 i州州酬酬州人
柑 I frequ聞 cy

(c) 曲 ，/2π=41Hz 

100 Hz 

Fig.6 Phantom images with different rotation frequencies 

of 102 Hz，61 Hz， and 41 Hz. 

-265-



iム藍童
本イメージング法の画質向上において、 ]2 synthesisの有効性を確認し、各イメージング

パラメーターの画質に与える影響を明らかにすることができた。

室主主監
1) Y.Ogura and K.Sekihara， J.Magn.Reson.，83，177(1989). 

2) J.P.Wild， in Proc.Roy.Soc.，286，499 (1965). 

3) A.Macovski， Magn.Reson.Med.，2，29 (1985). 

4) Y.Ogura and K.Sekihara， J.Magn.Reson.，88，359(1990). 
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