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主催

日時
会場

第 32回 NMR討論会
プログラム

日本化学会・日本生物物理学会・日本生化学会・日本分析化学会
日本農芸化学会・日本薬学会・高分子学会・日本物理学会
11月4日(木) ~11月 6 日(土)
日本都市センタ一
千代田区平河町2-4-1
電話 (03) 3265-8211 
I交通I 有楽町線 永田町駅下車徒歩約2分

丸の内線 赤坂見附駅下車徒歩約5分
中央線 四谷駅下車徒歩約15分

一般講演 発表 15分， 討論5分

1 1月 4日(木)

(9 : 3 0・10:50)

座長藤原英明

L 1 

L2 

座長

L 3 

L4 

クロロベンゾアントロンのNMRスベクトルにおける塩素置換の位置特異性と
準水素結合・.... 
(東邦大，明星大)竹JII実・青木淳治・岩島聴・ O上田豊甫

アニリルリチウムとアニリンの Li-H交換に対するクラウンエーテルの効果
(名工大・工)0吉野明広・服部勇・中村典雅・高橋憲助

北JII 進

水溶液中に形成された気体水和キレートに関する'HNMRの研究
(物質研)0早水紀久子・柳沢勝・菊地直人

5 

9 

困体高分解能13CNMR法によるエチレンアイオノマーの構造解析・・・・・・・・・・・・・ 13
(名工大・材料工学)0吉水広明・村田裕介・辻田義治・武井美幸・木下降利

一休憩ー

(11:10-12:10) 

座長

L5 

L 6 

L 7 

松井 茂

パルス磁場勾西日NMR法による細胞内合19F化合物の制限拡散の解析
(生理研)0瀬尾芳輝，ウテ アンマ，石川透，村上政隆

磁場中に開放静置された水，植物の緩和時間・.. 
(電総研)0亀井裕孟

PFG-NMR法を用いた多糖類ハイドロゲルの構造および内部の水の運動性に関

15 

19 

する研究 1・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 23 
(東水産大)0大塚章宏・渡部徳子

(12:30-15:00) 

ポスターセッション

(15:00-17:00) 

座長

L 8 

L9 

横山茂之

ベントDNAを認識する蛋白質、 H-NSおよびその欠失断片の溶液構造・・・・・・・・・・ 27
(東京薬大，理研，名大農，中外製薬)0神藤平三郎・岩城隆信・家田了一-
佐久間千勢子・松本潮・胡桃坂仁志・水野猛・久保庭均

常磁性'H-NMR飽和移動法によるフェリ型ミオグロピンの配位子結合反応の
研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 31 
(東工大・生命理工，西東京科学大・理工)0山本泰彦・井上義夫・
中篠利一郎
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座長 稲垣冬彦

35 チトクロムC3の酸化還ー電位とへム軸配位子の性質・.......... 
(横浜国大・工)0阿ね津秀雄・平湾政明・ M.M.Dhingra・堀住輝男

L 1 0 

L 1 1 坑けいれん作用を有するAralkylCarbamate類のりン脂質リポソーム践との
相互作用・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 39 
(神女薬大)0杉浦員喜子・山上知佐子

座長阿久津秀雄

L 1 2 3重共鳴3次元
(阪大・蛋白研)

4次元NMRによるDNA結合蛋白質の構造解析・・・・・・・・・・・・ 43
0白川昌宏・松尾浩・上垣浩一・森田勇人・京極好正

L 1 3 選択的同位体標識-NMR測定法における最近の進歩・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 47 
(都立大・理，青学大・理工)0甲斐荘正恒・楯真一・三宅洋子・鎌田創・
滝沢由紀子・千野貴史・潮田利夫・鮫島達也

(17:00-18:20) 

座長瀬戸治男

L 1 4 NMRによるショウジョウパエSxl蛋白質のRNA結合ドメインの解析・・・・・・・・・ 51
(東大・理，京大・理)0武藤裕・木)1(隆則・武田佳宏・坂本博・志村令郎・
横山茂之

L 1 5 多次元NMRによるタンパク質の構造解析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 55 
(都臨床研，日本バリアン)0稲垣冬彦・神田大輪・永田宏次・畠中秀樹・
市川さおり・串田克彦

座長神藤平三郎

L 1 6 

L 1 7 

Nano-Scale Dynamics of Ferritin Channel as Revealed by lH NMR 
Relaxation Techniques 
(新技術事業団)ODaiwen Yang，宝玉充・蝦名恵・永山国昭

がん原遺伝子産物c-Mybの DNA結合領域及び特異的DNAとの複合体の
構造・
(横浜市大・総合理，蛋工研，阪大・蛋白研，理研・筑波LS，都臨床研)
O緒方一博・守川壮一・井上泰子・関川あい・佐々木元子・長土居有隆・
江成政人・張若・権絹大・北僚裕信・相本三郎・中村春木・皿井明倫・
石井俊輔・西村善文

1 1月5日(金)

(9:00-10:00) 

座長 京極好正 (Y.Kyogoku)

特別講演 I 
NMR in Biochemistry .. 
(Department of Molecular Biology， The Scripps Research Institute，USA) 
P.E.Wright 

(10:00-11:00) 

座長 斉藤 肇 (H.Saito)

特別講演 2 
Multidimensional Solid State NMR of Polymers . 
(Max-Plank Institute fur Polymerforschung，Germany) 
H.W.Spiess 

(11:00-12:00) 

座長 森島 績(I.Morishh目的
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特別講演 3 
NMR Spectroscopy at High Pressure ................... . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 69 
(Department of Chemistry， University of Illinois， USA) 
J.Jonas 

(12:30-15:00) 

ポスターセッション

(15:00-16:00) 

71 

福井洋之 (H.Fukui)

特別講演 4 
Some Recent Advances in Nuclear Shielding Calculations . 
(Department of Chemistry， University of Surrey，UK) 
G.A.Webb 

座長

(16:00-17:00) 

赤坂一之 (K.Akasaka)

特別講演 5 

Multinuclear and Multiple Quantum Filtered NMR Studies of the Heart・・・・・・ 73 
(Department of Chemistry， Tel Aviv University) 
G.Navon 

座長

(17:00-18:00) 

65 

甲斐荘正恒 (M.Kainosho)
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座長

荒田洋治 (Y.Arata)

懇親会(日本都市センターホール)18:30 

1 1月 6日(土)

(9:00-10:40) 

永山国昭座長

81 

85 

シスー1.12-ジ置換[12]パラシクロファンの高圧高分解能NMR..... 
(神戸大・理)山田博開・椋野邦子・ O梅田万美・前田孝泰・世良明

NMR顕微鏡による植物組織のコンパートメントサイズの測定・・・・・
(農水省・食総研，農水省・生物資源研，日本電子データム)0石田信昭・
狩野広美・小川秀次郎

L 1 8 

L 1 9 

亀井裕孟

多重パルス 2次元NMR法による液晶の同種核問双極子相互作用の新しい
解析方法・・・・・・・・・
(京大・理)0星野鉄哉・久保厚・寺尾武彦

座長

L 2 0 
89 

93 

95 

レーザー照射NMR法の開発とその応用・・
(東工大・原子炉研)0原田雅幸・冨安博

13Cラベルした同体試料のMAS条件下での広帯域 J-HOHAHAと双極子
HOHAHA実験・... 
(横国大・工，日本電子・基礎研・生体研・ NMグループ)0藤原敏道-
A. Ramamoorthy・永山国昭・樋岡克哉・藤戸輝昭

-iii-
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一休憩一

(11:00一 12:40)

座長

L 2 3 

L24 

遠藤一央

RPA/LORG法による視物質発色団の化学シフトの計算と構造の解析
(東工大・生命理工，日本クレイ)0和田光人・襖井実・井上義夫・
田村祐介・渡辺庸一

化学シフトにおける電子相関効果・・・・・
(北見工大)0福井洋之・馬場雄久・松田弘喜・三浦宏一

座長池田龍一

97 

101 

L 2 5 マジック角回転がスピンー格子緩和におよlます影響・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 105
(物質工学工業技術研究所)0林繁信・上回貴洋・早水紀久子

L26 図体重水素NMRによるα-Lactal ubuminの研究:リジン側鎖の
ダイナミックス・・・・
(北大・工， Calgary大)0平沖敏文・瀬川和哉・ H.J.Vogel・堤耀庚

109 

L27 アセトキシおよびポリアセトキシトロポンの廿0・ダイナミックNMRの研究・・・ 111
(第一薬大)0加藤祐子・小川崎・野上靖純・古賀俊隆

(12:40-15:00) 

ポスターセッション

(15:00一 16:20)

座長

L 2 8 

L 2 9 

堀井文敏

国体高分解NMRによるカルドポリマーの構造研究・・
(新日鉄)0斉藤公児・手島志帆・畠山盛明・藤城光一・川里弘信・
古川雅也・寺本武郎

同体DNP(DynamicNuclear Polarization) -29Si NMR法によるシリカ
表面の選択的観察・・・
(コロラド州立大)0小林淳二・ G.E.Maciel

座長寺尾武彦

115 

119 

温度可変選択励起SASS13CNMRによる高分子の分子運動解析・・・・・・・・・・・・・ 123
(京大化研) 別府隆幸・高江洲昇・石田正登 .0堀井文敬

L 3 0 

L 3 1 国体高分解能13C-NMRによるポリオレフィンの構造解析・・・・・・・・・・
(農工大・工，徳山曹達)0青木明良・伊達健・出村誠・林哲男・
朝倉哲郎

127 

一休憩一

(16:40-18:00) 

座長

L 3 2 

L 3 3 

座長

L 3 4 

朝倉哲郎

図体高分解能NMRによる距離測定(1)
REDORによる日C-"N精密原子間距離測定の基礎検討
(姫路工大・理，東レリサーチ)0内藤品・西村勝之・荻野純一・辻暁・
斉藤肇

15N NMRによるポリペプチドの国体構造解析:

131 

ポリ {β ーベンジル Lーアスパラテート) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 135 
(群大・工，東工大・工)0芦川幹也・荘司顕・尾崎拓男・安藤勲

内藤 晶

国体NMRによるアスパルテーム結晶の構造研究
一分子動力学計算によるスベクトルの解釈ー・・・

一iv-

139 



L 3 5 

(味の素・中研，北里大・薬)0海老沢計慶・鈴木祭一郎・福原健一・
公文哲・米田茂隆・梅山秀明

液晶NMR法の改良と応用。マジック角近くでの試料回転と二次元NMR..... 141 
(阪大・薬)鹿野哲司・高木達也・木村敦臣・ O藤原英明

ポスターセッション演題

1 1月 4日(木)

技術

P 1 

P 2 

P 3 

P 4 

P 5 

P 6 

P 7 

P 8 

理詰

P 9 

P 1 0 

NMRの検出感度表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 145
(シーメンス旭メディテック)入口紀男

磁場勾配パルスを用いたHMBC法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 147
(理研，日本電子，理科大)0鵜湾淘・内海博明・越野広雪・日元徹・
安斎謙太郎

1800.Cまで昇温可能なNMR装置と無機化合物への応用・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 151 
(北大・理，北大・工)0前川英己・中尾俊章・加藤智史・横川敏雄・
下川繁三

磁場勾配パルスを用いた多次元NMR................................... 153 
(8本電子)0内海博明・阿部教・山崎千春・日元徹・今成司

ステアリン酸の固体構造研究における固体高分解能NMR法・・・・・・・・・・・・・・・・・ 157
(東工大・工)0荒田晋・黒子弘道・安藤勲

多次元NMRデータの半自動解析システムの構築・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 161 
(都臨床研)0市川さおり・畠中秀樹・神田大輪・永田宏次・稲垣冬彦

トリプルレゾナンスNMR法を用いたフッ素化合物の構造解析手法の開発・・・・・・ 163
(セントラル硝子，日本電子，東工大・工)0加藤悦子・小椋賢治・安藤勲

固体における13C_15N間ベークダブレット観測のためのCPMG系列のパルス不
完全性効果の解析と改良型系列の提案・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 167 
(京大・理)0石井佳誉・芦田淳・寺尾武彦

固体状態、におけるポリピロールの構造と電子状態・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 171 
(東工大・工)菊池瑞代・ O黒子弘道・安藤勲

NMRケミカルシフトに及ぼす重原子効果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 175
(三菱製紙・筑波研)0遠藤一央・山本京之介・藤田郁夫・相田正之

圃体NMR

P 1 1 

P 1 2 

P 1 3 

P 1 4 

P 1 5 

交差緩和時間測定による合成高分子ゲル及びマウス水晶体内の水構造の研究・・ 179
(岐阜大・医，藤田保衛大)0恵良聖一・中村浩二・曽我美勝・高橋昭彦・
中上寧

固体高分解能29Si_NMRによるポリシランの構造研究 (11)・・・・・・・・・・・・・・・ 183 
(神奈川大工，東工大・工)0高山俊夫・安藤勲

国体15NNMRによる芳香族ポリアミドならびにポリイミドの構造解析・・・・・・・ 185
(農工大・工，三井東圧化学)0出村誠・呂奏洪・朝倉哲郎・浅沼正

p-t-プチルカリクス[4]アレン包接化合物の図体高分解能NMRによる研究・・・・・189
{群大・工，東工大・工，金沢大・工)0山延健・中村一成・日比野和伸・
甲本忠史・黒子弘道・安藤勲・中本義章・石田真一郎

商停状態におけるポリ ('Y -n-アルキル Lグルタメート)の構造と分子
運動 (IV) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 193 
(東工芸大・工，群大・工，東工大・工)0内藤良之・山延健・植松淑子・
安藤勲
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甲本忠史・黒子弘道・安藤勲・中本義章・石田真一郎

国体状態におけるポリ(y -n-アルキル Lグルタメート)の構造と分子
運動 (IV) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 193 
(東工芸大・工，群大・工，東工大・工)0内藤良之・山延健・植松淑子・
安藤勲

P 1 5 

重水素NMR法による液品分子のコンホメーション解析[2 ]・・・・・・・・・・・・・・ 197
(東大教養)鳥海弥和

闘体高分解能NMRを用いたポリピニルアルコール/ポリ(3ーヒドロキシ
プチラート)プレンドの相溶性の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 201
(東工大・生命理工)0吉江尚子・東洋一郎・襖井実・井上義夫

P 1 6 

P 1 7 

13C CP/MAS-NMRによる油脂(トリグリセリド)結晶の解析・・・・・・・・・・・・・・205
(不二製油・つくば研究開発センター)0杉本恭子・有島俊治・佐藤清隆・
木綿良介

P 1 8 

国体高分解能NMRによる距離測定 (11)
2D SLDF/CP-MAS NMRによるN・H原子間距離測定と水素結合との関連・・・・・207
(姫路工大・理)内藤品・福谷章・辻暁・ O斉藤肇

P 1 9 

マジックエコーシーケンスによるIH_13C交差分極・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 211
{住友化学・筑波研，筑波大・物理工学)0三浦等・松井茂

P 2 0 

固体2次元NMR法の高分子混合体への応用・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 213 
(北大・理)0竹腰清乃理・手塚亮典・引地邦男

P 2 1 

閲体高分解能170NMRによるグリシン残慕を合むペプチドの構造研究・・・・・・ 217
(東工大・工，群大・工)0黒木重樹・高橋昭裕・安藤勲・荘司顕・尾崎拓男

P 2 2 
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Ll クロロベンゾアントロンのNMRスペクトルにおける

塩素置換の位置特異性と準水素結合

竹川実、 青木淳治、 岩島聴牟、 0上田豊甫ホ

東邦大理化、 明星大理工化*

Complete Assignment of lH and 13C NMR Spectra of 
Chlorobenzanthrones and Substitution Effects 
of C! and Quasi Hydrogen Bond 

Minoru Takekawa，Junji Aoki， 

Satoshi Iwashima* and OToyotoshi Ueda* 

Department of Chemistry， Toho University， 

*Department of Chemistry， Meisei University 

1H and 13C N恥1Rstudies were carried out on benzanthrone， 3-， 4-， 6-， 
8-， 9-， 10-and ll-chlorobenzanthrones. Complete assignments of proton and 
carbon resonances were made with the aid of HH-COSY， HH-NOESY， CH-COSY 
and HMBC techniques. Substitution effects of chlorine are not large， but give a 

systematic change particularly to 13C shift values. Anomalous downfield shift of 
the H( 1) signal in ll-chlorobenzanthrone was explained by the electrostatic 
attraction with the opposite electronegative C立atomlike hydrogen bond ， which 
was supported by the result of an MNDO-PM3 calculation. 

縮合多環芳香族化合物は二次元π電子系として、優れた建染め染料の原料となるほか

、珍しい半導体特性や導電性・光伝導性を示す。 n クロロベンゾアントロン(n-C1)はベ

ンゾアントロン(Bz)のnの位置を塩素置換したもので、上記化合物の出発原料であり、多

数の異性体を単離精製し構造確認をする事が必要である。 500MHz二次元 NMRは狭い領域の

'H， '3Cの全シグナルの完全帰属を行うことが出来、多環芳香族異性体の構造同定に最適

であることが判明した。解析の結果、両シグナルのBzからの化学シフト変移は、塩素原子

をπ電子系に組み入れた形での局所構造を強く反映することが見い出された。また 11-Cl

においてH(1)だけが極端に大きく低磁場シフトし、堅いπ電子配置に固定されたためにCl

とHの聞に水素結合に類似した静電的相E作用が生じていることが認められた。本結果は

先に報告した1)、 Bz骨格の各位置に芳香族六員環を縮合した場合に見られる C=oとSp2CH 

聞における準水素結合の存在を、確認しさらに拡大したものと考えられる。

〔実験〕

n-Clの合成はアントラキノンを出発原料として3法に

より行った。 2クロロアントラキノンのグリセリン縮合に

より4-C1 (mp. 198-1990C， A m口 390nm)、9-Cl085-186. 5 

OC， 392nm)、10-Cl(187-188~ ， 384nm)が得られた。 1-

クロロアントラキノンのグリセリン縮合からは6-Cl047-

トCI'"

。

148 oC， 384.5 nm)、8-CIC183.5-184. 50C， 387.4nm)、11-C1 ( 175-175. 50C， 387nm)が得

キ ワード:2 D-'H'3CNMR、クロロベンゾアントロン、準水素結合、塩素置換効果

たけかわみのる、あおき じゅんじ、いわしま さとし、 Oうえだとょとし
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られた。アントラキノンをグリセリン縮合して得られるBzの塩素化でiま3-C1 Cl79-180oC， 
394nm)が得られた。

NMRの測定はJEOLJNM A-500分光器 (IH500MHz; 13C 125.7阻)を使い、約3mgの試

料をDMSO-d6 0.5miに溶かし径 5mmの試料管に封じて、 900Cに保持して行った。 1Hおよび

13Cの一次元測定は 65536点を用い、スペクトル幅を 10000及び 33898Hzとし、拡大因子

を0.01及び 0.5Hz、遅延時間を5及び3秒とし、 44回及び3000回積算して行った。二次元

日H-COSY及びHH-NOESY(混合時間 750μs)によってlHの帰属を、 CH-COSy(IJH-C~ 145Hz 

)及び醐BC(3JH-C ~ 7Hz)によって 13Cの完全帰属を行った。間BCの測定は 512x256

の点を各点 256回積算して、その後両座標とも 0を満たして1024点とし SBELL形のウイン

ドウ関数を用いて換算した。多環芳香族のHMBCでは1助、ら結合3本隔てた 13Cの交差ピ

クが非常に規則的に現れた。唯一の例外としてCl置換した 13Cでは結合2本隔てた交差ピ

クが弱く現れることもあった。

〔結果および考察〕

Bzおよび、n-Cl合計8つの化合物の一次元1Hおよび13CNMRスペクトルを図l、2およ

び Table1， 2に示す。図1、2では比較し易いように横軸の化学シフト値を揃えてあり

、中に記した数字は各シグナルに帰属された位置である。一見して分かることは、各シグ

ナルが親分子Biのものにかなり良く対応していること、 1Hでは tripletパタ ンが高磁場

側にくること、塩素で置換された 13Cは低磁場シフトする事などである。 17個全ての 18C

Fig.1 1H spectra of Bz and n-Cl' s 
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Fig.2 13C spectra of Bz and n-Cl' s 
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のシグナルが分離して観測された CCH-COSYから8-ClのC(1)とCCllb)は125.25ppmに重な

る)ことからも、多環芳香族の解析には500削zが必要なことが分かる。縮合環にCHが1個

2個3個4個連接した通常のパタ ンは s;d， d; d， t， d; d， t， t， dとなるが、良く分解さ

れたパターンで

は後者2つがdd，
Tab1e 1. 1H chemica1 shifts of ch1orobenzanthrones (ppm) 

11-C1 

9.62 
7.84 
8.26 
8.49 
7.91 
8.65 
8.45 
7.62 
7.98 

Tab1e 2. 13C NMR che皿ica1shifts of ch1orobenzanthrones (ppm) 
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dd， dd; ddd， ddd， 

ddd， dddとなる。

例えばBzの HC8，

9， 10， 11)では最

後の4つの ddd

パターンとなり、

スピン結合定数

は1Js.9=7.8Hz，

1 J 9. 10二7.2Hz， 

1 J 1 O. 1 1 =8. 1Hz， 

2 J 8. 10二1.5Hz， 

2J9.11=1.1HZ， 

3 J S. 1 1 =0. 5Hzと

算出される。

n-Clのシフ

ト値の親分子Bz

からの変移を

Fig.4 13C shift diff. of n-Cl' s from Bz of n-Cl' s from Bz Fig.3 lH shift diff. 
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ムδ日 (n-CI)=δH (n-C 1)一 δH(Bz)、及びムδc(n-CI) =δc (n-CI)一 δc(Bz) とし

て示したものが図3、4である。 1H変移を見ると、l1-ClのH(1)が異常に低磁場シフトし

ていることが分かる。次に大きな変移は3-Cl及び4-Clにおいてペリ位置の4位及び3位の

プロトンが大きく低磁場シフトしている事である。これと対照的なことが図4に見られ、

ペリ位置が13Cで大きく高磁場シフトしている。即ち電気陰性度の大きなCl原子が隣接し

たために Cd+-Cldと Hd+-Cdーと部分電荷を生じ結合分極をもたらしていることが分か

った。この分極により、アルカリ融解中の二分子縮合は3-4，4-3， 4-7で進行することが

よく理解できる。

図4の13C変移を見ると塩素がと、の様な局所構造に置換されたかによって、変移が特

徴付けられることが分かる。スキームのようにlーク凹仰や、半島状(peninsula-like;9-C 

1， lO-CI)、湾状(bay-like;3-Cl，4-Cl)、入江状(fiord-like;6-Cl，8-Cl， ll-Cl )にわけで

考えると、順に α)>p(一)>m)>o，α)>m>m4>p(一)， m' (一)>α~ 04(一)>p' >m4， 

α)> o~ 04(-) >叫>叫， (一) と全く異なる。ここにαはCl置換位置、 o，m，pはがレト，月，

バラ位を示し、 4は四級炭素、'は隣接環、(-)は高磁場シフトを示す。しかし各グル プ

内ではよく似ており、脂肪族化合物と同じような加成則があり得ることが認められる。

ll-Clの異常な低磁場シフトは9，8-1:リジ//'(')ゾ7'Jトロ')， 8，9ーのゾベYゾ7')トロYの準水素結合と

同類のものと考えられる 1)。後者では同位体置換、 MS・1Rスペクトル、分子軌道法に

よっても確かめた。後者の C=O…H-CではじOの異方性効果が大きいと思われるので、異
方性効果のずっと小さいC-Cl...H-Cで準水素結合を検討したものである。 MSでもH(l)が

極端にとれ易いことが分かつた。 MOPACVer. 6. 02による 4異性体の削DO-PM3の計算結果を

Table 3に示す。本法の二中心エネルギ EABは通常の結合エネルギ に相当するもので

値自身は3倍ほど大きな値を示すが、定性的には信頼できるとされている。 Cl...Hn 

t 間ではll-Clのみ一O.76 eVの安定化を示し、さらにこの両端原子を繋ぐ 2つの結合C-Cl

と C…Hnearest においても ll-Clのみ0.2，0.4eVほど不安定になっている。他の結合・

非結合領域では全く変化がない。これはHnearest からClに電子が流れ、水素結合に準じ

た静電的引力相互作用を及ぼし、その反動として隣接2結合が弱まったものと考えられる

。即ち縮合多環において、相似た原子間で過密を生じたときは反発して環の上下に按じれ

るが、陰陽原子の近接においては静電的に引き合って過密を援和するものと解される。

1)をゆ，森山、竹川、青木、大薮、岩島、上田;日本化学会第65春季年会2A704Cl993).

Table 3. Two-center bond energies (aEAB. eV) for 3-CR， 
8-CR， 9-CR and ll-CR benzanthrones by MNDQ-PM3 

EAB/eV 
bond 3-C且 8-C.f! 9-CR l1-CR 

CR. . . Hnearest -0.08 -0.76 
C-C且 -11. 90 ー12.02 -11.94 -11.73 
C-Hnearest -13.07 -13.18 -13.02 -12.64 

H1. . .HU 同 0.21 -0.22 -0.20 
C=o -25.52 -25.53 -25.53 -25.49 
0・・・H6 -0.26 -0.26 自 0.26 ー0.26
0・・・H8 -0.26 -0.29 ー0.29
0・・・C.f! -0.14 -0.08 

a EAB is the tota1 of electronic energy and nuclear 
energy between two atorns of A and B. and corresponds 
to bonding energy. 
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L2 アニリルリチウムとアニリンの Li-H交換に対する

クラウンエーテルの効果

(名工大工 )0吉野明広・服部勇・中村典雅・高橋憲助

E百'ectof Crown Ethers on Lithium-Hydrogen-Exchange 

Reactions between Lithium Anilide and Aniline 

o Akihiro Yosh註10，Isamu Hattori， Norimasa Nakamura， 
Kensuke Takahashi 

(Department of Applied Chemistry， Nagoya Institute of Tech.) 

We report Li-H exchange rates between lithium anilide and aniline in 

THF. The thermodynamical parameters for the title exchange reaction are 

obtained by means of the DNMR technique. The activation energy of ex-

change reaction is 6.6 kJ/mol lower than that of the restricted rotation of 

the N-C bond on lithium anilide. Effect of crown ether on exchange rates 

has been also discussed. The activation energy increases of 1.8 or 15.7 

kJ/mol訂1the presence of 12-crown-4 or 1 5-crown-5， respectively. 

1. はじめに

アニリン(1 )に THF中で nープチルリチウムを反応させるとリチウムアニ

リド(2 )を生成する。 2のN-C結合まわりの束縛回転についてはすでに活性化

エネルギーが31.5kJmol-1と報告されている。 1)本研究では、 Scheme1で示される

ように 1と2がTHF中で等量存在する条件下において相互吏換する速度を種々の

温度で測定し、活性化パラメータを算出することを目的とする。また、クラウンエ

ーテル(1 5ークラウン -5または 12ークラウン-4 )の共存が Li-H交換反

応にどのような効果を及ぼすかを検証し、相互交換の機構を検討する。

。+。 。+。
，、 r 、 ， ，〆、
H H H Li H Li H H 
1 2 

Scheme 1 

キーワード :DNMR・7LiNMR'13CNMR.リチウムアニリド・ Li-H吏換

よしの あきひろ・はっとり いさむ・なかむら のりまさ・たかはし けんすけ
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2. 実験

出発物質はすべて市販品を CaH2を用いて脱水し、さらにそれを高真空下で蒸留

したものを用いた。リチウムアニリドの合成はヘキサンを溶媒として n-BuLiを高真

空下において接触させて行い、その後に THFに溶媒交換した。試料の濃度はアニ

リン約1.0moldm-3に対し、 n-BuLiを約0.5moldm-3となるように加えた。クラウン

エーテルは後から約0.5moldm-3となるように添加した。 NMRスペクトルの測定

はVarianXL-200分光計を lHは200MHzで 13Cは50.31MHzで 7L iは77.72MHzで操作し

た。周波数の精度はそれぞれ:t0.3、士 0.4、土o.1Hzであり、温度可変実験は-90'"
200Cの範囲で行い、精度は:t0.10Cであった。計算に用いた 1: 2の組成比は lHの

積分と 13C化学シフトより求めた。理論的な DNMRスペクトルは修正されたプロ

グラム ClatuxによりシャープMZ-80Bパーソナルコンビュータで計算した。 2) 

3. 結果と考察

1と2およびその混合物にクラウンエーテルを添加した試料の 13Cスペクトル

を図 1に示す。 2ではN-C結合廻りの回転も考えられるが、対称性より変化が現

れるはずの C2、C3、C5、C6の炭素は変化なく、 Cl・C4の炭素の吸収線の低温

での分裂が観測された。すなわちこの変化は 1と2の相互変換によるものである。

低温での化学シフトは 1ではほとんど変化していないが、 2では Cj、 C4がそれぞ

れ低磁場と高磁場に移動している。特にパラ位に当たる炭素が 1.lppm高磁場シフト

していることよりクラウンエーテルがリチウムアニリドのリチウムに錯形成したも

のと推察される。アニリンからリチウ

ムアニリドへの変化ではパラ位は9.3

ppm高磁場シフトするため錯形成によ

り 11 %の余剰電子が増加したことに

なる。錯形成のために低温極限での化

学シフトが異なるので、 DNMR解析

ではそれぞれの -900Cでの化学シフト

を用いた。リチウムアニリドーアニリ

ン系では -900Cでも相互交換が止まら

ないため 1と2の同一進度の試料の化

学シフトを用いた。

また、 15-crown-5を添加した系では

N-C結合廻りの回転に由来する吸収

線の分裂も観測された。これは相互交

換の速度定数の59005-1に対し回転の

速度定数の40005-1が近いためである。

D NMR解析

図2に種々の温度で測定された 13C 

NMRスペクトルを示す。 15-crown-5

では、低温になるとともに吸収線の線

Fig.l 

(f)1+2+15C5 at 200C 

(e)1+2+15C5 at -90
o
C 

~ 

/ 

(a) 1 

'60 1<0 
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幅が増大し、ついにー300Cで融合温度となったのち、 -500Cでは 2本の吸収線として

再び現れる様子が分かる。一方、 12-crown-4では融合温度はー5OOC '" -60oCであり、

クラウンエーテルを添加しない場合の融合温度は-90oC以下であった。 また、 2の

N-C結合回りの束縛回転の融合温度は-650Cと報告されている。 DNMR解析は

C1とC4に対して 1と2の2サイトとして行ったが、 ClとC4から決定された速度

定数は互いによく一致した。 C1とC4に対して求められた半値幅をそれぞれ図 3と

図4に示す。 2つの図で ClとC4を比較すると 1と2のシフト差が大きい C1の半

値幅のほうが常に大きくなっている。各温度の速度定数は計算スペクトルと実測ス

ペクトルを目視によるフィッティングをして求めた。決定された速度定数を用いて

ArrheniusとEylingのプロットを行い、種々の熱力学パラメータを算出した。 図6

にArrheniusプロットを示す。さらに、表 1に算出した熱力学的パラメータを示す。

2のN-C結合回りの束縛回転の活性化エネルギーは31.5kJ/molと報告されている

ので、表 1から Li-H交換の方が起こりやすいことがわかる。さらに表 1から、

Li-H突換の活性化エネルギーと活性化エンタルビーに対するクラウンエーテル

の効果は12-Crown-4よりも15-Crown-5の方が大きい。

F i g. 3 Hall-line widlh 01 C-1 carbon 

t=20.C ~ j~ 
10.C A 'LL 
日。c

-20.C 

_300c 

50.C 

-60.C 

_700C 

一二一一Jし…
-90.C 

160 140 100 

13 
C NMR spectra of phenyl region of 1+2+15C5エnTHF. 

100 

N 

出

¥ 
:ミ • 

nL 
~50 O 

t /'C 

Fig.4 
Half-line widlh 01 C-4 carbon 

100 

日

出

¥
A

nL 
~50 
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また、活性化エントロビーについては大きな負の値が零の方向に移動している。活

性化エントロビーが負の時には活性錯合体の生成を示唆している。すなわち、 Li 

-H交換反応においては 12-Crown-4よりも 15-Crown-5の方が錯形成能が強く、活性

錯合体の生成を阻止して反応しにくくしていると結論される。

7LiNMR 

-800Cで測定された7LiNMRの結果を図 6に示す。 12-Crown-4の添加は低温で

もLiの線幅をさほど増大させていない。それに対して、 15-Crown-5の添加は低温

において 3種のリチウムイオンを存在させる。ぞれらの帰属はクラウンエーテルと

リチウムアニリドが錯形成したもの、フリーのリチウムアニリドによるもの、 THF

に溶媒和されたものであると考えられる。このことより、 15-Crown-5ではクラウン

エーテルは Liイオンを 2から引き離して溶媒和しているのではなく、 2の Li原

子の位置で 2に強く錯形成してアニオン中心をかさ高くしていることが分かった。

4. まとめ

本研究で示されるように DNMR法によ Fig.6 

り求められた活性化パラメータはアニオンー

カチオン相互作用に対し鋭敏である。ここで

使用したクラウンエーテルはアニオンーカチ

オンの結合状態を適度に変化させ、アニオン

ーカチオン相互作用を詳しく研究する上で有

用な添加剤となる。

F ig. 5 Arrhenius plo!s lor Li-H exchange 01 anions 

v一
戸
」

0.0035 0.004 
1/T 

1+2 

4 -2 

7li NHR sp..c+ra. at -110・C .:" THF. 

Talbe 1 Thermodynamic Parameters for Aniline Derivatives 

Ea [kJmon lnA 6.Hキ[kJmon 6.5キ[JK'mol"']

アニリン+n.BuLi 24.9土1.6 22.9土0.3 22.8士3.9 -61.2土14.3

アニリン+n.BuLi+12C4 26.7土0.9 23.3:t0.4 24.4土0.9 -58.6士 3.3

アニリン+n.BuLI+15C5 40.6士2.9 27.9土1.3 38.3士2.9 -20.3土10.6REF. 

l)S.Ide己t.al. 

lIagnetic resonance clJell1.，25，675(1987). 

2 )G. Binsch， Topi cs in StreoclJem.. 3， 97( 1968). 
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L3 水溶液中に形成された気体水和キレートに関する 1HNMRの研究

(物質研)0早水紀久子、柳沢 勝、菊地直人

1HNMR study on the formation of hydrate clathrate of 

1.1-dicholoro-1-fluoroethane in the solution state 

OKikuko Hayamizu. Masaru Yanagisawa and Naoto Kikuchi. 

National Institute of Materials and Chemical Research 

1.1-dichloro-1-fluoroethane ( CHrCC12F. HCFC-141b) has been proposed 

to use as an alternative Freon for a cool storage system. Once the hydrate 

clathrates are formed in the H20 solution. even if the temperature outside 

increases. its temperature can be maintained constant until all the 

hydrate clathrates vanish. The decomposition temperature of the hydrate 

clathrate of the H20-141b system曹asdetermined to be 8.4 oC. In this 

paper we observed lHNMR spectra of the methyl protons of 141b in D20 

solution and found the clear evidence that the hydrate chelates are formed 

in the liquid state after several freeze-thra曹 cycles.

ある種のフロンは水の中で容易に水和キレートを形成する性質があり、その性質

により蓄熱に利用されている。郎ち低温状態で水和キレートが形成されると、周辺

温度が上昇しでも水和キレートが存在する聞はその水溶液は低温状態で保持される。

代替フロンとして1.1-dichloro-1-fluoroethane ( CH3一CC12F. HCFC-141b)が提案さ

れ有効性が実証されている。熱力学的なデータや視覚的な研究から水和キレートの

形成が仮定されているが、分子論的な観点からの証拠は未だ得られていない。一方

種々の気体が固相において形成した水和キレートを NMRで証明し、その構造を解

明する研究がカナダの宜ipmeesterらによって 10数年前から行われている。これらの

研究では、 H2S.CO. C02. PH3. H2Se. D2Se. D2S. CD3F. CD3Br. C2D2. C2D4. 13 Cでラベルし

たメタン、Xeなどの気体を氷の中に閉じこめて水和キレートをつくり、液体窒素温度

から融解するまでの温度で気体の示す NMRシグナルを観測して、その構造につい

て研究している。これらの気体はサイズが小さいので、氷の構造の大きなケージと

小さなケージ内に存在することが示された。しかしながら、これらの研究はすべて

氷の系であって、水溶液の系については全く研究されていない。本研究では代替フ

ロンとして蓄熱に対して有効であることが証明された141bが氷の中だけではなく、

水の中でも水和キレートを形成していることを 1HNM  Rで研究した。

キーワード: 1HNMR 水溶液状態 水和キレート 代替フロン

はやみず きくこ、ゃなぎさわ まさる、きくち なおと
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実験

実験の確実さのために H20な代わりに重水素化率99%の重水 (D20) を用いた。

外径5mmのNMRサンプル管にO.5m 1の重水をとり、これに約O.0 5m 1の141bを加えて

サンプルとした。 lHN M RはJEOL-GSH200 によって199.76MHzで測定した。温度

は室温 (220C)から-1 40Cの範囲で変化させた。温度変化の精度は土 O.10C以内

である。温度変化時にはロックはかけていない。

結果と考察

1. 141bの均一系における lHN M Rスベクトル

最初に141b(CHrCC12F)をlHN MRの標準的な条件で測定した。 CDC13寸前系で

は均ーに溶解し、 δ=2. 453ppm、 JHF= 16. 5Hzであった。 D20-TSPでは180Cにおい

てδ=2. 504ppm、JHF=17.2Hzであり、スピン結合定数もわずかであるが有機溶媒

中での測定値と比べると大きく、差は実験誤差よりは大きい。残存する HDOのシ

フト値は4.831ppmであり、シグナルの有無は氷結状態と融解状態の検証のために有

効であった。 TSPが含まれていると、後述のような不均一系のシグナルは観測できず

水和キレートは形成されない。

2. 水和キレートの形成

本研究は熱力学的なデータと相闘を持つために H20-141b系で開始したが、圧倒

的に大きな水シグナルに対して 141bの

メチルシグナルは相対的に極めて小さ

くなり、精度は低下する。また同時に

水和キレートの中の141b分子は H-H

の双極子相互作用よりは小さな D-H

双極子相互作用を受ける事になる。純

粋の D20の融点は3.810Cであるために、

熱力学的な温度は軽水系と異なる筈で

あるが重水系のデータは得られていな

い。

2. 1 温度サイクル

D20-141b系において、 141bの溶解度

が低いので過剰な141bを含むと均一系

は形成されず、エマルジョン状になる。

即ちシャープなダブレット CJHF=17.2H

z)と幾分ブロードなダブレ.:;ト(JHF=1

6.5Hz)シグナルが重なる。徐冷しでも

スベクトル・パターンは変化せず、過

冷却の後にー 120Cで氷結してダブレ

ットのシグナルが残る。このシグナル

a) 

b) 

。

d) 

'.0 3.5 3.0 2.5 2.0 

・パターンは温度を保持しでも、温度、 図 1 141b-D 20系の各サイクル毎の

を上昇しでも 3oCで融解が始まるまで 氷結した状態における lHNMR  

変化しない。例としてー20Cで測定した スベクトル

-10 -
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スベクトルを図 1(a)に示す。 JHF=16. 5Hzである。完全融解直後(5 OC) のスベク

トルを図 2(a)に示す。高磁場側にブロードなシグナルがわずかに見える。

一晩室温で放置した後で 2回目の低温サイクルを行った。ー140Cで氷結しダブレッ

トのピークが観測され、その後スベクトルの変化はなく4"Cで融解した。氷結時-20C

および融解後60Cのスベクトルをそれぞれ図1(b)と図2(b)に示す。同様に低温サイク

ルを繰り返した時の 3回目と 4回目のスベクトルを図1と図2の(c)と(d)に示した。

4回目の温度サイクルではシャープなダブレットの JHFは融解状態で17.2Hz、氷結

状態では16.5Hzであった。シグナルの位置は氷結状態でー10"Cの時2.74ppm、2
0

Cの時

2.71ppmで温度上昇とともにわずかながら高磁場側へ移動するが、融解時は2.505::t

O.005ppmで温度変化しない。融解時と氷結時にスベクトル全体が約O.25ppm移動する

のは系の反磁性磁化率の変化として説明できる。

2. 2 サイトの性質

低温履歴を繰り返した後で141b分子は 2種類のサイトに存在すると考えられる o

即ち、サイト Aでは 141b分子はシャープなダブレットを示し等方的な自由運動をし

ている。サイト Aは氷結した時にも大きな影響は受けず、安定した空閣を形成して

いると考えられる。もう 1つのサイト Bは異方的な空間であり、温度の下降、上昇

After melt 

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 

図 2 141b-D20系の各サイクル毎の

氷結状態から融解直後の 1HN M R 

スベクト Jレ

を繰り返すことによって 141b分子の移

動が生じ、サイト Bにおける占有率は

増加する。サイト Bでは 141b分子は等

方的な運動はできずに、異方的な化学

シフト値をもつようになる。氷結状態

におけるこの異方的な空間での141bの

メチル水素の化学シフト値は σ11  = 

σ22= 2. Oppmでσ33=3.8ppmであり、等

方的なシフト値 σlso=2.6ppm、化学シ

フトの異方性Aσ=+ 1. 8ppmとなる。

また融解後の化学シフト値は σ11  = 

σ22= 1. 8ppmで σ33=3.6ppmであり、 σ

lso=2.4ppm、化学シフトの異方性Aσ

= + 1. 8ppmとなる。氷結時と融解後で
の化学シフト値の比較からシグナルは

平行移動したものであり、これは系金

体の状態の相違から生じた反磁性磁化

率の差として説明できる。 1H化学シフ

トの異方性&σ は従来液品に配向した

分子から求められ141bそのもののデー

タはみつからなかったが、類似した化

合物としてCH3・CC13のデータがあり、

Aσ=ー4.1ppmと符号も異なっている。

この点は今後の検討が必要である。
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図 3 水和物が形成する氷の構

7.1<和キレートを形成する氷の構造として図 3に示

すようなケージが提案されて、 2種類のケージに

より氷の構造 Iと 11が構成されると考えられて

いる。 141bーD20系で観測した lHNM  Rスベク

トルを、 Ripmeesterらが報告している氷の中の水

和キレートの NMRスベクトルと比較する。彼ら

の研究から 141bは分子サイズが大きいので12-Hed

ron (異法的空間〉と 16-Hedron(等法的空間)か

らなる氷の構造 11を取ると仮定できる。サイト

Bが異方的な空聞の水和キレートであることは明

造lと構造11において水分子が かであるが、サイト Aが水和キレートであるか自

つくる多面体ケージ、 0:酸素 由空間であるかについてはもうすこし確認の必要

線の位置:水素結合計 がある。

3.まとめ

1)D20-141b系では過冷却状態を経て氷結するが、その温度は繰り返すサイクルに

より変動する。また解氷・溶解温度も必ずしも一定しないうえに、平衡に達するま

で長い時聞が必要である。

2)低温サイクルを繰り返すことによって水和キレートが形成され、 141b分子は水和

キレートの中に存在するようになる。 141b分子を D20と混合すると水和キレ トが

形成され、等方的な大きなケージ〈自由空聞に近い可能性がある)と異方的な小さ

なケージに141b分子が入る。低温への温度サイクルを繰り返すと 141b分子はすべて

いずれかケージに入り、水和物の量は増加する。

3)温度サイクルを繰り返す時に融解して水溶液になっても氷の構造、すなわち水和

キレートは残り、履歴が存在する。水和キレート構造における 2つのケージの形成

およびそのケージ内における 141b分子の存在割合は氷結・融解の過程で変化する。

水和キレート構造は室温においても維持され、温度が上昇すると大きなケージ中の

存在確率が増加し、分子運動が活性化していることがわかる。温度を下げても氷結

するまでは存在確率は変化せず、氷結することによって 141b分子を小さな異方的な

ケージへ移動させることができる。

4.問題点

水和キレートの作成プロセスにおける再現性について現段階で不明確な点がある

ので、確実な再現性を達成するために現在検討中である。
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L4 固体高分解能13CNJlR法による
エチレンアイオノマーの構造解析

0吉水広明、村田裕介、辻田義治、武井美幸、木下隆利
名古屋工業大学材料工学科

A Structural Study of Ethylene-ionomer by High ・ReS olu t ion 

Solid-State 13 C NおfR

Eliroaki YOSHIMIZl.I， Yusuke MURATA， Yoshiharu TSUJITA， 
Miyuki TAKEI， and Taka tosh i KI NOSHITA 

Department of Materials Science & Engineering， 

Nagoya Institu te of Technology 

Th e high-r esolu tion solid -stat e 13 C NMR spectra of zinc salt s 

of ethylene-methacrylic acid copolymer (ethylene ionom er) 
were m easured in order to clarify the structure and molecular 
dynamics of the ionomers. In ethylene Ionomer， the 13CNMR 
signals of the methylene carbons in the crystalline a.nd 
am orphous regions were independently observed as well as the 
case of polyethylene. How巴ver， the 13C spin -lat tice relaxat ion 
time of the crystalline region of ionomer were shorter than that 
of polyethylene: 

1 )アイオノマーはカルボン酸などの解離基を数%有する高分子で、多くの場合これ

が金属等によって中和されるに従いイオンクラスターが形成され、諸物性が大きく変

化する。アイオノマー中のイオンクラスターの形成や構造・機能については今なお活

発に研究が行われているが、イオンクラスター相でない部分、即ちマトリックス相の

構造や分子運動性の変化について検討することも重要である。既に市販され、様々な

分野に応用されているエチレンーメタクリル酸共重合体では、エチレン鎖部分がマト

リックス相を、メタクリル酸ー金属塩部分がイオンクラスター相を形成する。本研究

ではエチレンーメタクリル酸共重合体及びそのzn塩アイオノマーのマトリックス相の
構造と分子運動性を、固体高分解能13CNMR法を用いて検討した。

2)今回用いた試料は酸含量は、 5.4 mol%のエチレンーメタクリル酸共重合体

(EMAA:三井デュポンポリケミカル(株)より供与)及びそのzn塩(EMAA・0.9Zn:中
和度は90%)である。固体高分解能13CNMRスペクトルの測定はバリアン社製

UNITY 400 plus NMR分光計を用いて、 100.58MHzにて行なった。試料回転速

度は約4kHzであった。

キーワード:国体高分解能13CN服、エチレンアイオノマ一、分子運動、緩和時間

よしみずひろあき、むらたゅうすけ、つじたよしはる、たけい みゆき、きのした たかとし
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3 )Fig.1にEMAAとEMAA司o.9Znの13Cα/MASNMRスペクトルを示す。 31及

び33ppm付近にメチレン炭素由来の大きなピークが、 15及び47、185pp m付近

にメチル炭素及び四級炭素、カルボニル炭素由来の小さなピークがそれぞれ観測され

ている。 2本のメチレン炭素ピークは、ポリエチレンのデータを参考にして、低磁場

側を結晶部に高磁場側を非品部にそれぞれ帰属した。これは、結晶部のTICが非品部

のそれより長いことからも確認された。しかしながら、結晶部のTIC値は1秒未満で

あり、ポリエチレンで報告されている値に比べ、かなり短かった。一方、ポリメタク

リル酸のメチレン炭素由来のピークは55・60ppm付近に観測されるが、 EMAA及

びEMAA-O.9Znではこの付近にピークは観測されていない。これは、共重合体中に

メタクリル酸の連鎖はほとんど存在していないことを示している。また、 Asadaら

はポリメタクリル酸の水素結合に関与しているカルボニル炭素の13CNMR化学シフ

ト値は、 18仏 187pp mの領域に観測されると報告しており 1)、ここで得られた

EMAAの値は、試料中の多くのカルボニル炭素が水素結合に関与していることを示

唆している。一方、 EMAA・o.9Znでは新たに189ppmにピークが観測され、これ
はポリメタクリル酸zn塩のカルボニル炭素の値1)と良く一致している。

参考文献

1) M. Asada， N. Asada， 

A. Toy oda， I. Ando and 

H. Kurosu，よ Mol.

Struct.， 244，237 

(1991 ) 

CH2 

cryst. 

C=o 

…zJ¥… CH3 

EMAA Jし
1111111111111111'1111111111111 

196 1日日 180 ppm 

13 Fig.l .I."'C CP/MAS NMR spectra of EMAA and 
EMAA・o. 9 Zn a t r 0 0 m t e m p e r a t u r e . 
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L5 Restricted Diffusion of A 19F Labelled Compound in the 

Intracellular Fluid Analyzed by 19F Pulsed Fielded Gradient NMR 

YoshiteruSEO， UteAMMER， ToruISIllKAWAandM.MURAKAMI 

Laboratory for Magnetic R回onanceImaging and Spectroscopy， Department of 

Molecular Physiology， National Institute for Physiologi四1Scienc回，Ok但 aki

Japan 

パルス磁場勾配NMR法による細胞内含19p'化合物の制限拡散の解析

。瀬尾芳輝、ウテアンマ、石川透、村上政隆

生理学研究所、分子生理研究系、磁気共鳴装置室

医学生物学領域におけるF-19NMR応用として、生体に投与した19p'ラベル化合物を

用いての薬物代謝や膜輸送機構の観察が大きく進んでいる.しかしながら、下19

NMRにおいてはinvivoで有効な化学シフト剤がないことなどから、細胞内外の信号を

分離して観察することができなかった.私たちは、パルス磁場勾配NMR法をもちい

た細胞内信号の分離を試みてきた.前提条件として、細胞内の弗素ラベルした化合物

のみかけの拡散速度が細胞外に比べて遅いことがある.ヒト赤血球及び赤血球ゴース

トを用いて、 3-trif1uoromethylhyppur倒的拡散速度を拡散時間を変化させ測定した.拡

散時間の延長に伴い細胞内分子の拡散速度の著しい減少が測定され、赤血球のサイズ

に依存した制限拡散がみかけの拡散速度の減少に大きく寄与していることが明かにな

った.

Introduction: We have applied f1uorescence spectr，ωcopy [1] and 19F NMR spectroscopy [2] 

to study organic acid excretion by the rat kidney in situ. One criticism on the 19F NMR paper is 

uncer凶ntyof signal quantification. We observed the to凶 signalfrom the kidney， since chemical 

shift rl回gentsare not able to separate the intracellular re回nancefrom the extracellular one in 

吋vo.Thus， we tried to discriminate the intracellular 19F NMR signal by using the pulsed fielded 

gradient NMR t配hnique[3]. We expect that diffusion velocity of intracellular molecules much 

slower than that of the extracellular one. In this paper， we tested this hypothesis by using human 

red blood cells and sealed right-side-out cell ghost. 

Methods: From a h回lthyhuman volunteer， 5 ml ofblood w槌 collected，and the red bl∞d 
cells (RBC) were washed 3 times by 0.9 % NaCl solution. The sealed right-side-out ghosts were 

obtained by a method reported by Steck and Kant [4].百leRBC or ghost suspension (2 mI) w描

filled in a 10 mm diameter NMR tube. 19F NMR spectra were observed at 2.34 T at 250C using 

anMSL-I00 (2.34 T， Bruker) spectrometer with a 19F RF-coil (15 mm in diametertuned to 94.2 

MHz) and a micro-imaging probe. Chemical shift of resonance was m伺 suredusing an extemal 

reference (5% trifluoroacetic aci<Vwater solution). Diffusion coefficients of 19F compound in the 

RBC suspension were measured by the stimulated echo pulsed field gradient sequence (STE 

声、J
4
E
A
 



PFG; d-900-t1・6・t2・90。・T・900-t1・5・t2・acquire).Typi回lvalu回国edare pulsed gradient field 

strengths varied from 0.5 to 4.0 mT/cm (16 valu白 wereused)， 900 pulse of 12μsec， t1 of 1 

msec， t20f 17・15msec， A (pulse distance = t1 +δ+ t2 +T) of60・1000msec andδ(width 

of pulsed gradient) was 2・4msec (5). 

Results and Discussion: Two 19F labelled substances were measured: i) 

te回 fluorlωucc泊ate(TFS， -41.6 ppm) and ii) 3・trifluoromethylhippurate(TF聞王， 13.3 ppm) (2). 

The both substances were added to the intact RBC suspension with the final concentration of 10 

mM. There回nancesfrom血eintra-and extracellular TFS over1apped completely， but the 

r回onancefrom the intracellular TFMH shifted by 0.4 ppm to the down field from the r，回onance

from the extracellular TFMH. The broad 11回onance(shifted by 0.4 ppm from the sharp 

resonance) w部 assignedas the intracel1ular TFMH， since 1) the 紅白ofthebroad r，白onanceis

proportiona1 to Hct (fraction of cell volume) and 2) we伺 nobserve increase of the broad 

re田nanceafter addition ofTFMH in the RBC suspension. This shift might be due to changes in 

the bulk susceptibility， since the shift (in Hz unit) w出 proportionalto the Bo field strength and it 

disappeared in hemolyzed solution. The absence of the shift in TFS suggests th創出e19F 

chemi回1shift strongly depends on the chemical structure. The shift observed in TFMH is one of 

the larg回tshifts compared with reported values in RBC suspension (0.1・0.25ppm (6)). 

However， the intrinsic shift may not be enough to discriminate the intracellular and the 

extraαllular r，回onances泊invivospectroscopy. ，¥ 

[1 

-一"""T""'-'_""一一-一叩寸?一山ヤ一『一 司守?一-守?

200 1叩00 ~~Q__ -1叩o。凶200
HEFtiZ 

Fig. 1 19F NMR spectra ofTFMH observed by STE PFG sequence in red blood cell 

su甲ension(Hct = 47.5%) with 10 mM TFMH at 250C. The upper and lower spectra obtained 
with the gradient strength of 5 and 25 G/cm respectively. A and O were 220 and 3 msec 

r時pectively.A sha中 r回onanceat 0 ppm is the extracellular TFMH and the br伺.dresonance at 

0.4 ppm is the intracel1ular TFMH. 
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Fig. 1 shows a set of spectra ofTFMH in the intact RBC suspension measured by STE PFG 

with a gradient streng白from5 and 25 G/cm. The extracel1ular TFMH re回 nanceat 0 Hz reduced 

significantly by the higher field gradient， and the intracellular TFMl王将回nanceat 34 Hz 

maiO'組泊edits intensity. P回 .kheights of intra-and extracellular TFMH r，回onanc白 wereplotted 

in Fig. 2. The dif釘I凶t

s討ign姐if臼ic伺antl勿ysmallert白h創加1the value of tl白leex刻:tracel1U叫llarTFMH(0.3到9.10・5 αn2.sec). 

。

- -1 。
主

= 主 -2 、・... 
φ 

巴" -3 。

-4 

-5 。 2 4 6 8 10 12 
s (E+5 sec/cm2) 

Fig. 2 19F NMR signal attenuation of resonances of intracellular TFMH (x) and the 

extracellular TFMH (0) observed by STE PFG sequence in red blood cel1 suspension (Hct = 

46%) with 10 mM TFMH at 250C.百les value for X axis w;出 representedby y2g2(1l・o，t3)(・105

cm-2.sec). 

0_00 

(t.-8/3)';占
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O
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注
豆
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心。。
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Fig. 3 19F NMR signal attenuation of r田onancesof intracellular TFMH with various 

difTusion time (ll・o(3)observed by STE PFG sequen白 insealed right-side-out cel1 ghost 

suspension (Hct = 55%) with 5.5 mM  TFMH at 250C. 
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There are several candidates to回usethis small diffusion coefficient of the intracellular TFMH， 

such as viscosity， restricted diffusion by cell wall or reduced cross section by protein molecules. 

First of all we consider a restricted diffusion by cell boundary， since the transport process of 

TFMH in RBC membrane is much slower thanνf10fTFMH. S伺 ledright-side-out cell ghost 

from human red blood cells have a1most the回mesize (except spherical shape)， but the 

intracellular proteins and small molecules were washed out， and the intracellular fluid 

composition is儲 the阻me部 theextracellular saline solution with 5 mM NaPi bufTer at pH 8.0. 

Using a chemi田.1shift r，回ge附 (DyTTHA)and Na・23NMR spectra， we confirmed seal of ghost 

membrane and its stability. 

A single resonance卸 da single T 1 rel位 ationtime were obtained in 5 mM T町田inthe ghosts 

suspension. Biexponential decay w;出 observedby STE PFG experiment， and the slower 

diffusion coefficient is出 signed部 theintracellular TFMH and the faster one is assigned as the 

extracellular TF島田.This biexponential behavior strongly suggest a contribution of restricted 

diffusion by cell membrane. 

The difTusion coefficients ofTFMH in ghosts were observed in several diffusion time (from 60 

ms民 to1 sec). R，儲ultsare summarized in Fig. 3. The slower diffusion coefficient decreased 

significantly when the difTusion time (.d.-ν3o) was increased. On the other hand， theぬster

diffusion coefficient (corresponds to the extracellular TFMH) is kept constant value (0.55 :t 

0.12・10・5cm2.sec). The calculated values ofthe mean displacement (R = (2D.d.)1/2) were 2.6 :t 

0.54μm. Additiona11y， the diffusion coefficient of the intracellular TFMH obtained in the intact 

RBC suspension is almost the回me出 thevalue obtained in the ghost suspension with the same 

diffusion time. 

Conclusion: From these results， we conc1ude that the observed slow diffusion coefficient 

of the intracellular Fluorine subs回lcemainly explained by the restricted diffusion by the cell 

boundary， and the efTects of viscosity of intracellular fluid and the intracellular macro-molecules 

a陀 notthe major factor. 

Acknowledgement: We thank Dr. H.P. Juretschke (Hoechst)， Dr. M. C. Malet-Martino， and 

Dr. R. Martino (Unive凶tePaul Sabatier) for helpful discussion. 
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L6 磁場中に開放静置された水，植物の緩和時間

亀井裕孟

電子技術総合研究所

Effects of Magnetic Fields on the Concentration of Oxygen in Water and Plants. 

Hirotake Kamei 

Electrotechnical Laboratory 

The concentration of oxygen disolved in water and plant tissues is measured by means of 

proton re I axat i on. It has been found that the oxygen absorption processes in water and 

plants are modulated by magnetic fields. 

生体機能に対する静磁場の影響を考える上で常磁性分子である酸素分子が機能に与える影響の重要性

が指摘されている.例えば，過酸素状態における生体膜構成脂質分子の酸化による膜機能の失活，染色

体の損傷等の可能性があげられている，) 植物の発芽，成長，酸素消費量等に対する静磁場の影響は

数多く研究されているが 2) その機構については明確でない点が多い.一方， Ueno and Haradaは水

中に溶存した酸素の放出過程は磁場の影響を受けるが，酸素吸収過程に対する磁場影響は見いだされな

かったと報告している 3)

生体組織中の溶存酸素濯度も静磁場の影響を受け，それが生体機能に影響することが予測される.そ

こで，生体組織中の酸素濃度に対する静滋場の影響を調べるため，植物の葉のプロトン緩和時閣の静磁

場中での経時変化を観測した.その結果，緩和時間の短縮が観測された.これは比較的小さな静磁場勾

配でも，生体組織中の酸素濃度に影響を与えるものと解釈される.一方，純水を用いて雰囲気中の酸素

濃度と緩和時間との関係を求め，無侵襲計測法である緩和時間測定法が溶液中溶存酸素量変化の計測法

として有用であることを検証した.

1.液中溶存酸素濃度の無侵襲計測法

核磁気共鳴法は優れた無侵襲計測法である.既に，イメージングおよびスペクトロスコピーが生体計

測に広く利用されている.ここでは生体中の溶存酸素濃度の無侵襲計測のための基礎測定技術として，

液中溶存酸素濃度の計測法を水を例にとって説明する.空気中に置かれた水の実測されるスピンー格子

緩和速度(1/T，)00.は次式で与えられる.

(1 /T ， ) 00， = (1 /T ，) 0 t h + (1/T ， ) 0 (1) 

ここで， (1 /T，) 0 t hは溶存酸素による寄与， (1/T，) 0，以外の機構による緩和速度すなわち，脱酸素した

水で観測される緩和速度である.水の場合主なものは分子内および分子聞のプロトン同士の双極子相互

作用によるものである.常磁性である溶存酸素分子による寄与は

キーワード:溶存酸素濃度，生体磁場効果，緩和時間，無侵襲計測

かめいひろたけ
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(1/T，)0=12π2y2nNμ.，，2/5kT (2) 

で与えられる.ここで， ηは水の粘度. Nは水 1cm 3中の溶存酸素分子数， μ • f fは離素分子の有効磁気モ

ーメン卜である.従って，緩和時間の測定から水中の溶存酸素量を知ることができる.しかし，生体の

場合には. (1/T，) 0 t h を直接測定することは困難なので，溶存酸素濃度の絶対値を高い精度で求めるこ

とは難しいが，その相対的変化を知ることは容易である.

2.装置および測定

使用した装置のブロック図を図 1に示す.磁石はJMT社の B2.0/310型超伝導磁石を使用した.磁束密

スプログラマはJEOlJNM-DP-1 (改造).変調および復調にはHP-10514A.高周波電力増幅にはENト320L. 

日
図1.使用したNMR装置のブロック図.

信号検出には自家製のAnderson型ブリッジ，高周波信号増幅にはHP-8447D.音声潤波増幅には自家製の

増幅器，積算および信号表示にはAdvantestR9211Cを使用した.

磁石関口部には蓋をし，ポア内に窒素および酸素ガスを導入するこ

とにとってポア内雰囲気の酸素濃度を制御した.空気中酸素濃度測定

にはジコ一社のOM-25ANl型酸素モニタを使用した.水中溶存酸素濃度

の測定には東亜電波工業DO-20A型溶存酸素計を使用した.

水はイオン交換および逆浸透法による精製水を使用した.試料管の

外径は10mm長さは130mmで， 上端から15mmまで水を満たした.水面近

傍における試料管軸方向の磁場勾配は約 O.5冊T/mである.植物試料と

してオリヅルランを使用した.試料の模式図を図2に示す.試料管底

部にある水の信号は検出コイルから十分離れているため検出されない.

試料はボア内温度に対し:tO. 1・Cで制御された空気恒温槽内に保存

)11. 

図2.植物試料の模式図.

し，緩和時間測定に対する温度差の影響をできるだけ小さくするようにした.T，の測定には180・-90・パ

ルス列を.T2の測定には90・ー180・パルス列を使用した.パルス列繰り返し時間は水の場合15s. オリヅ

ルランの場合は9sとした.

3.結果と考察

3. 1.純水の緩和時閣の雰囲気酸素濃度依存

雰囲気中の酸素濃度を変化させて水のプロトンのT，を測定した.磁場外に置かれ，酸素および窒素を
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既知流量で導入し，所定の槽内酸素分圧に制御され

た恒温槽内に水を規定量いれた試料管を5時間開放

静置した後取り出し，密栓して測定試料とした.測

定温度は23.1・Cである.液体に対する酸素溶解度に
He n ryの法則が成り立てば，雰囲気中の酸素分圧PO

と純水の (l/T，)0..との聞には直線関係が成り立つ
筈である.実験結果を図3に示す.両者間にはよい

直線関係が成り立つ.Po=Oのとき(1/T，)o'h=O. 305 

s-'が得られる.この値は脱気した純水の緩和速度

0.297 s-'とよく一致する.水に対する酸素のBuns-

en吸収係数を0.029cm3とし，雰囲気酸素濃度100%

のときの (l/T，)0.'の実測値を用いると， Nに関する

実験式

0.3 

が得られ，緩和時間の測定から溶液中の酸素濃度を

知ることができる.

3. 2.静磁場中に置かれた純水の緩和時閣の経時変化

上端を開放した試料管中の水のT，の経時変化の様子を図4に示す.時間と共にT，は短くなり， 2時間

程度で一定値に達する.一方，脱気したのち封じた試料では図5に示すように経時変化はみられない.

0.5 

(105Pa) 

図3.雰囲気酸素分圧と緩和速度.
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図5.脱気した純水のT1の経時変化.

従って，開口試料における緩和時間の短縮は水中の溶存酸素濃度が増加したことに起因していると解釈

される.このときの溶存酸素濃度を求めると N=0.28X10-8 molである.この値に対応する試料管関

口部の雰囲気酸素濃度を推算すると21.9%となる.一方，試料中の溶存酸素濃度を隔膜形ガルパニ電池
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式溶存酸素計を用いて測定したところ， N=O. 246x 10自問。|であった.

3. 3.オリヅルランの緩和時間の雰囲気酸素濃度依存

雰囲気酸素濃度を変化させたときのオリヅルランの葉のプロトン緩和速度を図6に示す.純水の場合

と同様に雰囲気酸素分圧の増大とともに緩和速度は大きくなっている.このことは雰囲気酸素分圧の増

大とともに葉中の酸素濃度が増大することを示していよう.純水の場合と異なり，生体の場合は雰囲気

酸素分圧と緩和速度との聞には，一般に，直線関係が成立しないと考えるのが妥当であろう.また，こ

の関係の解析によって生体系の酸素取り込みに関する情報を得ることもできる.しかし，ここでは便宜

的に狭い酸素分圧範囲では直線関係が成り立つと仮定すると， (l/T，) 0 t hが求められ，その値はO.309 s 

4 となる.これは純水の値0.305c'とほぼ一致し興味深い.一般に，生体中には犬ざっぱに分けて結

合水と自由水とがあり，これらの聞では速い速度での交換が行われている.ここで観測しているのは自

由水に相当するものであるが，水の状態を詳しく論じるためには，詳細な解析が必要である.
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図7.静磁場中におけるオリヅルランの

緩和時聞の経時変化.
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図6.雰囲気酸素分圧とオリヅルランの緩和速度.
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3. 4.静磁場中に置かれたオリヅルランの緩和時間の経時変化

静磁場中に置かれたオリヅルランのプロトン緩和時間の経時変化を図7に示す.純水の場合と同様に，

時間とともに緩和時聞は減少し，約1時間後には一定値に達する.純水の場合に比べ，平衡値に達する

時聞が短いのは酸素との接触面積が大幅に大きいことによるものとみることができょう.緩和時間の短

縮は磁場中での雰囲気酸素濃度増大に伴い葉中の酸素濃度が増大したものと解釈される.

核磁気緩和時間を用いた液中溶存酸素濃度無侵襲計測法の有用性を示し，オリヅルランの葉中酸素濃

度が静磁場の影響を受けることを明らかにした.この手法を生体系の酸素濃度計測に適用するには，ま

だ，定性的な域にあるが，今後の展開によって定量測定が可能となり，生体中酸素濃度の無侵襲計測法

としての有用性を増すであろう.
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L7 PFG-NMR法を用いた多糖類ハイドロゲルの構造およぴ内部の水の運動'性

に関する研究 l

0大塚章宏・渡部徳子
東水産大水産食品

Study of Water Mob出ty泊PolysaccharideHydro Gels by PFG-NMR Method 1 

OAkihiro Ohtsuka， Tokuko Watanabe 

D明出nentof Food Science and Engineering， Tokyo University of Fish回目

Wa町 diffusionphenomena in potato starch gels were charac町izedas re町icteddiffusion by 

PFG-STE-NMR. We回timated白esire of water∞mpartments in血es凶 chgels， diffusion 
coe伍cientof ∞mp:紅加len凶並edwater， and伊芳m回b出tyof barriers which res凶ctswat釘
diffusion. on the basis of these three paramaters，∞n叩n回 tionand r出 ogra也.tiond叩endences
of the starch gel s住uc旬rewill be discussed. 

31.目的
澱粉ゲルは半透明であるため、その構造を非破壊的に直接観察することは困難であ

る。一方、細胞中の水の様に障壁によって閉まれている水の拡散を短い時間スケール

で観察すると、障壁間の距離、障壁の透過性等に依存した、見かけの拡散係数の減少、

すなわち制限拡散が観察されることがある。澱粉のつくるゲルも、ゲjレの骨格によっ

てその内部に水のコンパートメントを形成していると考えられ、内部の水に制限拡散

が観察されることが期待される。本研究では磁場勾配 NMR法を用い、馬鈴薯澱粉ゲル

中の水の制限拡散を観察し、澱粉ゲルの構造についての知見を得ることを目的とした。

また、澱粉ゲJレは室温に放置することによって老化し、国くなって行くことが知られ

ている。そこで本研究では上記の方法と閉じ方法を用い、老化による構造の変化につ

いても議論する。

3 z.試料の調製および測定方法
馬鈴薯澱粉は(株)和光純薬製のものを用いた。外径5mmのNMR用サンプルチュ

ープに馬鈴薯澱粉と蒸留水を懸濁させ、 3日開放置し、十分に膨潤させた。この懸濁

液をよく撹持しながら98.7:t0.4'Cの温度で 1時間加熱し、室温に 10分間放置して冷

まし、濃度17.1-42.0%の澱粉ゲルサンプルを調製した。また、それぞれの試料は測

定後に5'Cで保存し、老化澱粉試料とした。

NMRの測定にはブルカ一社製 MSL100を用いた。パルスシーケンスは、スティミュ

レーテッドエコーパルスシーケンスを用いた。このシーケンスでは、長さ δで大きさ

キーワード:パルス磁場勾配NMR、澱粉ゲル、制限拡散

0おおつかあきひろ、わたなべ とくこ
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zの二つの等しい磁場勾配パルスを間隔Aで与えたことによるエコーの滅衰比Rは以下

の式(1)によって示される。

ln [R] =一D(δgy ) 2 (s -d /3) ( 1 ) 

ここで、 Dは拡散係数、 yはプロトンの磁気回転比であろ。本研究では、拡散時間企

を60-1010msの聞で固定し、 gを0.5-5.0mT/cmの間で変化させて、各々のsにおける

見かけの拡散係数の値を測定した。また、 δの値はlmsを用いた。

S 3.結果と考察
濃度42.0怖の澱粉ゲルにおける測定結果をFig.lに示す。この図は、 (1)式の

(og)2(s-O/3)に対してln[R]をプロットしたものであり、この直線の傾きから見かけの

拡散係数が求められる。見かけの拡散係数の値は、拡散時間企の増加にともなって減

少し、ある一定値に近づいて行く傾向を示した(Fig.2)。この結果は透過性のある障

壁による水の制限拡散によって説明することができる。そこで、複雑な澱粉ゲルの構

造を定量的に評価するために、澱粉ゲルの構造のモデルとして、透過性のある障壁が

等間隔aで平行に並んでいる構造を仮定した。このような構造による制限拡散は、

von Meerwall等によって数式化されている。この式と実測データを最小二乗法により

フイツティングさせることによって、障壁の透過性p[cm/s]、障壁聞の距離a [μmJ、

ゲル中の水の自己拡散係数Do[cm2/s]の値を求めた。 Fig.2に、濃度17.1%、 33.3施、

42.0もの澱粉ゲルの場合についてのフイツテイングの結果を示した。この図に示した

ように、計算より求められた曲線と、拡散係数の実測値は、非常に良い一致を示して

いた。そのほかのサンプルにおいても、計算によって得られた曲線は、実測値と良い

一致を示していた。
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得られた pとD。をもとに、澱粉濃度とゲル構造の関係および、澱粉の老化による

ゲル構造の変化についての考察を行った。

澱粉濃度と澱粉ゲjレの構造との関係

障壁の透過性pと澱粉濃度との関係をFig.3aに示す。 pの値は澱粉濃度の増加にと

もなって、徐々に減少していた。これは、澱粉濃度の増加にともなって、障壁が密な

構造になって行くことを示している。またD。の値は、純水の自己拡散係数の値より

も小さく、濃度の増加にともなって減少して行く傾向を示していた (Fig.3b)。もし、

見かけの拡散係数の減少が制限拡散のみによって起こっているのならば、得られる

D。の値は純水の自己拡散係数の値とほぼ等しくなるはずである。したがって、実測

されたD。の値の減少は、コンパートメントの中に存在している高分子による障害効

果および水和効果が原因であると考えられる。よって、我々は澱粉ゲルの構造につい

て以下のように考えた。

一部の高分子は凝集してゲルの骨格を形成しており、一部のの高分子は骨格の形成

に関与せずに骨格の作ったコンパートメント中で水に溶け込んだ状態で存在している。

このようなモデルによれば、澱粉漉度の高いゲjレにおいて、障壁はより密な構造にな

り、コンパートメント中の水に溶けている高分子の量はより増加するといえる。
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澱粉の老化によるゲル構造の変化

D。の値は全てのサンプルにおいて、保存時間の増加にともなって徐々に増加する

傾向を示した (Fig.4a)。これは、澱粉の老化の進行にともなって、コンパートメン

トの中に存在していた高分子の量が減少していることを示唆している。 pの値は、濃

度17.1ものサンプjレにおいては、保存時間の増加にともなって減少する傾向を示して

いたが、そのほかのサンプル(濃度27.3協-42.0弛)においては、保存時間によらずほ

ぽ一定の値を示していた (Fig.4b)。これらの結果より、澱粉ゲ、Jレの老化について、

以下のようなモデルをたてた。比較的濃度の低い澱粉ゲlレでは、澱粉の老化にともな

って再結晶化した高分子はコンパートメントを形成している障壁に凝集する。また、

比較的濃度の高い澱粉ゲルでは、水のコンパートメントの中に存在している高分子の

量が多いために高分子の運動が束縛され、コンパートメントの中で再結晶化する。ど

ちらの場合も、老化によって、コンパートメント中に溶けた状態で存在している高分

子の量は減少するため、 D。の値は増加する。
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L8 ベント DNAを認識する蛋白質、 H-NSおよびその欠失断片の稽液構造

0神藤平三郎、岩城隆信、家田了一、佐久間千勢子、松本 潮、胡桃坂仁志1)、

水野猛2)、久保庭均3) 

東京薬大、 1)理研、 2)名古屋大・農、 3)中外製薬

Solution Structure of Deletion門utantsof H-NS Protein Which recognizes 

Bent DNA. 

o H. Shindo， T. Iwaki， R. leda， U.門atsumoto，H. Kurumizaka1)， 
T.門izun02) and H. Kuboniwa3) 

Tokyo College of PHarmacy， I)Riken Institute， 2) Nagoya Univ.， and 

3)Chugai Pharmaceutical CO. Ltd. 

Solution structures of H-NS protein and its tr;Jpsin叶 igestedfragment HNS47(90・

136) were studied by proton N門Rspectroscopν. In the structure of HNS47， anti-

paralle 1β-sheet (Ala94午rpl08)and α-hel ix (VaII17-GlyI26) were identified. The 

c-terminal region (LeuI29-LeuI33) is more 1 ikely to form anα-helix. One important 

feature of the structure is the formation of a hydrophobic cluster composed of the 

side chains of Tyr96， Trp98， Trpl08 and 11e118. 

H-NSは大腸菌由来の 136アミノ酸残基からなる中性タンパク質であり、細胞中で2量

体または3量体として存在すると考えられている。このタンパク質は、他のヒストン様タンパ

ク質と同様に原核細胞中の核様体の形成に関与しているものと考えられていたが、最近の研究

によれば1)、このタンパク質は、プロモータ領域の湾曲したDNAに結合して多くの遺伝子の

発現に対する抑制因子として機能していることが明らかにされつつある。このタンパク質の構

造的な興味は、それが通常のrepressorタンパク質のように塩基配列ではなく、 DNAの高次構

造である湾曲構造を認識することにある。従って、このタンパク質の構造に興味が注がれてい

る理由は、タンパク質によるDNAの新しい認識モードやモチーフの可能性を秘めているから

である。

昨年の本討論会において、我々は intactH-NSについてNMRによる研究結果を報告し

た。その中で、 H-NSのCOSYおよび1Hー {15N}HMQCスベクトルにおいて予想され

るクロスピークの数に比べて、観謝されたピークの数が約半分であるという、問題に直面した。

それはH-NSが多量体として存在し、そのコアーの領域からの信号は広幅のため観測されな

いが、 C端の flexibleな領域からの信号のみが観測されたものと考えたf7

キ}ワード:lH NMR， H-NSタンパク質、変異タンパク質、溶液構造

0しんどう へいさぶろう、いわき たかのぶ、いえだ りょういち、さくま ちせこ、

まつもと うしぼ、くるみざかひとし、みずの たけし、くぼにわ ひとし
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今回、この問題を解決するために、 H-NSタンパク質の断片化あるいは欠失変異体の作成
を試み、それらの構造解析を行ったので報告する。

[試料および実験方法]天然のH-NSは大腸菌を用いた大量発現系から分離精製した。 15N

で均一に標識したものおよび9種のアミノ酸 (Ala.Val. Leu. Ile. Arg. Lys， Thr， Ser)に

対して選択的に標識したタンパク質を得た。 N端を欠失した断片、 HN S 100 (40・136)は

大腸菌を用いた大量発現系から分離精製した。また、欠失断片、 HN S 4 7 (90・136)はトリ

プシンによる部分消化により得られた。 intact H--N S試料は、印刷 KPi，0.3門NaCI，pH 

5.5の bufferに対して透析後、セントリコンを用いて濃縮し、 NMR測定に棋した。 HNS

47の試料は、水に対して透析後、凍結乾燥し、上記 bufferに溶かしたものをNMR測定に
供した。

NOESY， DQFCOSYおよびHOHAHAの測定には日本電子製 GX-500を、 HMQC
の測定には Bruker製州・500を用いた。制定温度は270Cで行った。

[結果及び考察]トリプシン処理したH-NSは、ヘバリンカラムを用い、塩濃度勾配法によ

り溶離させた。そのクロマトグラムは2本のピークを与え、対応する断片のアミノ酸配列の分

析の結果、その一つは88番目の Lys残基で、もう一つが89番目の Arg残基のC端で切断

されていることが分かった。欠失断片のDNA結合能に関するゲルシフトの実験に基づいて、

HNSI00 はその結合能を維持するが、 HNS47はそれを有しないことが分かった。
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Fig. 1. Finger print region of superimposed NOESY and OQFCOSY spectra from HNS47. 
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一方、著者の一人〈水野ら〉によるポイント変異体に関する遺伝学的実験によれば、これらの

変異体の機能の異常な低下または消失は、 Ar又89・Lys95および Thrl09・Thr114の2つの領域

に集中していた。これらの結果は、日 -NSのDNA結合ドメインがC端側にあることを示唆

する。それゆえ、 HNS47もまた、 DNAの結合ドメインの一部を構成するものと、予想さ

れる。

図1にHNS47のNOESYとDQFCOSYスベクトルの指紋領域を示す。スベクトル

からも明かのように、 HNS47は高次構造を有する。事実、これらのクロスピークの位置は

はH-NSのそれらと驚くほど一致していた。それゆえ、 HNS47はH-NSの構造をその

まま保持していると結論できる。 HNS47は分子中に4個の芳香族残基 (1Trp， 2 Tyr， 1 

Phe)を含む。これらの ringprotonの帰属から、指紋領域のCαプロトンの帰属を行い、こ

れを基準に連鎖帰属を行った結果、 N端側の数残基を除いて、すべての主鎖プロトンの帰属が

できた。図には、混雑をさけるために、 C端側の Val118-Asn136までのNH-Cαプロトンの

連鎖を示した。ただし、 U125は水の信号と重なるためこの点で帰属の連鎖が切れている。これ

らの帰属を基にして、 NOESYピークを帰属して、図2に示すようなN0 E mapを作成した。
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Fig. 2. Summary of the sequencial and medium range lH-IH NOE's 

in HNS47 fragment. 

図から明らかなように、 Ala94・AsplOO，Glul04・Trpl08，および Glnll1・Thr114の領域におい

て αNおよびβNプロトン聞で強いNOEが観測される事実は、これらの領域がβ-sheet構

造であることが示唆される。 Ala94・AsplOOと Glul04-Trpl08の間で strand間NOEが観測

されるので、これらは逆平衡β-sheetを形成する〈図3を参照〉。また、 Va1117-Gly126の領

域では、 αN(it3)あるいは αN(it4)のNOEが観糊されることから、この領域はα-helix 

構造をとること、また、 Leu129-Leu133においてはα-helix様の構造が推察される。さらに、

Trpl08は Tyr96，98， l1el18および Phe132のプロトンに強い残基間NOEを与えること、

また、 Phe132が Trp-108，11e1l8および Tyr96のプロトンにNOEを与える。それゆえ、

この欠失断片の構造の特徴は、これらの疎水的な残基が安定な疎水コアーを形成していること
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である。さらに、図 1で示されたように、 1118の NHおよび Cα プロトンの異常な高磁場シ

フトはこれらのプロトンがいくつかの芳香族環の極近傍に存在することを示す。このように、

疎水コアーの形成はこのHNS47断片がなぜトリプシンの攻撃から保護されているかを説明

する。

El04 T10S Kl06 T107 UJI08 
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Fig. 3. Antiparallel β-sheet structure in the region of the residues 

(Ala94・Trpl08)in HNS47. 

現在、 HNS47の側鎖プロトンのNOEピークの帰属を進めており、 HNS47の立体構

造の決定もそう遠くないものと思われる。 H-NSの結果と合わせて議論する予定である。

文献
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2)家田了一他、第31回NMR討論会、 p.317、姫路、 1992年
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L9 常磁性1H-NMR飽和移動法によるフエリ型ミオグロビンの配位子結合反応

の研究

0山本泰彦、井上義夫(東工大生命理工)中保利一郎(西東京科大理工)

Paramagnetic 1 H-NMR saturation transfer study of ligand exchange in ferric 

myoglobins 

Yasuhiko Yamamoto 1， Yoshio Inoue 1 and Riichiro Chuj02 

10epa代mentof Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology 

20epa同mentof Material Engineering， Nishi-Tokyo Unive陪ity

1 H-NMR saturation transfer experiments have been successfully used in 

connecting ferric high-spin and low-spin forms of equine， a mollusc， Dolabella 

auricularia ， and a shark， Mustelus japonicus ，myoglobins. With the known signal 
assignments in the high-spin form， the heme peripheral proton resonances in met-

azido and met-imidazole complexes of the myoglobins have be~n straightfo附 ardly

assigned via the saturation transfer connectivities. The analysis on the extent of the 

saturation transfer has provided the kinetics of the ligand exchange. 

[はじめに]ある分子にニつの状態(A，B)が存在し、平衡反応によりA，Bが相互変換し

ているような場合、 Aのある磁化に対してラジオ波照射により摂動を与えた時、 Bで

の対応する磁化にもその影響力f及ぶ場合がある。実験的にはAのピークを飽和させ、

交換反応によりBのピークへ伝達される飽和を観測する。飽和移動法は古くから知ら

れた測定法であり、分子の一つの状態でのシグナル帰 H 

属が既知であれば¥飽和移動による相聞からもう一つ

の状態でのシグナル帰属が簡単に行な

移動の程度を解析することにより交換反応速度を見積

もることができることから幅広い研究分野で利用され

ている。 NMRによるヘム蛋白質の研究でも、還元型、

酸化型シトクロームc1)、酸化型西洋ワサビベルオキ

シダーゼCN-錯体2)でのヘム(図 1)の側鎖プロトン

のシグナル帰属が飽和移動法により行なわれている。 bH2 qH2 
本研究では、飽和移動法が常磁性ヘム蛋白質のNMRシ

;0'2 CO"2 

グナル帰属にもっと一般的に利用できるはずであると
図1 へムの分子構造。

考え、その可能性について調べた。飽和移動が検出でき

キーワード:常磁性NMR、ミオグロビン、へム、飽和移動、配位子結合反応

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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スベクトルの低磁場に超微細シフトしたシグナル

[実験方法]1H-NMRは、日本電子製GSX- の領域(35.C) . (A)pD 7.56. (B)+0.25mH N
3 
、

270で行なった。標準的スペクトルは、スペ pD8.23. (C)+5酬 N3 、pD8.41. N 3 を加

クトル幅70kHz，16kデーターポイント、 90・えるとともにフェリ割bのがメトアジ開btこ刻コ

パルス幅9.5μsで、約2000回積算して測定し り、両者のシグナlV'まきれいに分離して観測され

た。水のシグナルは40msの照射パルスによ る。番号はへムメチルシグナル州最属を示す。

り飽和させることにより消去した。選択的ス

ピン格子緩和時間σ，intr)は、選択的ラジオ波
パルス照射を用いた飽和回復法により測定し

た。一次元飽和移動差スペクトルの測定は、

本質的にはNOE差スペクトルを測定する時の

パルスシーケンスを利用した。二次元スペク

トルを測定する際にはシグナルの緩和速度と

飽和移動速度を考慮し混合時聞を決定した。

測定時間は、約4時間であった。タイムドメ

インデータ (1kX256)をゼロフィリングに

よりはX512として二次元FTを行なった。ウ

インドウ関数にはsin関数を使った。スペクト

ルは、絶対値表示で示しである。また、化学

る条件としては、 2つの状態に由来するシ

グナルが分離して観測されること('t-1<<d.li ; 

τ、寿命、d.li:両状態のシグナルの共鳴周波

数の差)と、シグナルの緩和速度が交換速 C 

度とほぼ同じ程度であること (T，・1_or<'t-1)

が要求される。そこで、へム鉄に配位する

ことによりスピン状態の変化を伴い、ヘム

鉄に対して中程度の親和性を持つN3-，イミ

ダゾールを配位子として選び、ミオグロビ

ン (Mb) (ウマ心筋Mb，軟体動物節足類

(00伯bellaauricularia) Mb，サメ (Mustelus

japonicus) Mb)で、配位子結合反応を介し

ての飽和移動の観測を試みた。

シフトの基準はDSSである。

3 

3 

'00 80 60 40 国

図2 0.5耐ウマ心筋フェリ型附の270附z1H-NHR 

metMbN3
・・ 3 

metMb 

'00 aコ 60 40 20 

B 

[結果と考察]フェリ型ウマMb(pD7.56，35
0

C) 
図3 図2(B)の試科で行った一次元飽事移動差

の1H-NMRスペクトルで低磁場に常磁性シフト
スベクトル。フェリ型肋のへムメチルシグナルを

したシグナルの領域を図2Atこ示した。観測されそれぞれ選択的に照射することによりメトアジド

ているシグナルのほとんどがヘム側鎖のプロト肋の対応するシグナルt;:s蹄孫嬉肋覗測される。

ウ
-
4
3
 



ンに由来し、シグナル帰属は発表されている 3)。

ヘムの電子構造をNMRにより研究する際に重要

なメチルプロトンシグナルの帰属は、スペクト

ルとともに番号で示されている。これまでに報

告されているさまざまなフェリ型Mbのメチルプ

ロトンシグナルのシフトパターンは、 Mbの種類

によらず不変である(すなわち低磁場側から8，5，

3， 1・メチル)。このことは、 8=5/2であるへム鉄

の3d電子の配置の場合、メチルプロトンシグナル

のシフトパターンは、近位ヒスチジン側鎖のイミ

ダゾール環のへムに対する配向に、 8=1/2の状態

の場合4)ほども影響を受けないことに起因する。

0.5当量のN3・を加えた時のスペクトルを図28に示

した。フェリ型ウマMbのヘム鉄にはH20が配位し

にいるが、 N3・がへム鉄に配位してメトアジドMb

100 

B 

metMb 
3 

田 60 40 

ι十一一寸
D 

E 

国

となるとスピン状態が高スピン(8=5/2)から低ス 図4 1Jo.々Bノパ1i{フェリ型肋とメトアジド肋が

ピン(8=1/2)に変わり、メトアジドMbのシグナル混在する試料(pD8.23， 35
0

C)で、フェリ型Hbの
へムメチルシグナルを選択的に照射することによ

は10・30ppmに観測される。また、フェリ型Mbの
って観測される一次元飽和移動差スペクトル.

シグナルの線幅が広くなっているのは、このMbで

100 

B 

の酸・塩基平衡反応のexchangebroadeningtこ起因

する。このように 2つのスピン状態のMbのシグナ

ルの共鳴周波数の差は大きく、これら 2状態聞の

交換反応を解析する際にきわめて有利なNMRタイ

ムスケールを与えている。また、もし配位子の結

合反応と解離反応との速度が等しいならば¥シグ

ナルの緩和時聞が長い方で飽和移動を観測した方

が有利である 5)。フエリ型MbとメトアジドMbの

メチルプロトンのT，intrはそれぞれ約10ms，約20ms 豆+
であるので、これらの混在した試料での測定では、

フェリ型Mbのシグナルを飽和させ(図中↓で示し D 
たピーク)メトアジドMbのシグナルへの飽和移動

を観測する(図 3)白 Dolabellaauricularia Mbで E 
行った同様な測定結果を図4に示している。この

Mbでの配位子交換反応のタイムスケールは飽和移

metMb 
3 

政3

+ 

田 40 

++ 

田

同ヰ4
7ー

図5 図4の試料でメトアジドHbのへムメチルシ
動観測に都合良く、メトアジドMb→フェリ型Mbの

グナルを照射することによって観潤される一次元
飽和移動も容易に観測できる(図5)。図4、5中

0、+で示されたピークは、このMbtこ存在するへ
飽和移動差スベクトル.
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図6 図4、ちで使用した試料につい

て欝謝された二次元交換スベクトル

i昆伊摘は 5ms./JtJ，必1/Je//oa.フェリ
100 間 60 40 20 型Hbのへム憤儲プロトンシグナル制需

a 

:~ E 
属はわかっているので、アルファベッ

巴 @ 

トで示したクロスピークよりメトアジb 
@ .目

ド体での対応するシグナル倒語属が容
c 。 骨 易に行える.二次元法を用いることに

e より、一「次元誌にある罪謝パルスの選

九9! 
。
g 

@ 択性の問題(図3-5参照)を回避す
。 。

ることができるが、クロスピーク、ダ、 . -ho， i 

。 さ イアゴナルピークd潜渡は混合時間、
J!l) 展開時間での磁化反緩和により誠少寸

唖.

るのて三次元法でl話倒話移動のための@ 
ロ !)，コ3 

申
。。

十分な時間をスピン系に与えることが。

できない。

ム回転異性体に由来するシグナル間での飽和移動によるものである。

同じ試料で測定した二次元交換スペクトルを図6に示した。飽和移動による相関

ピークは、 Mbのニつの状態でのシグナルの対応をはっきりと表している。二次元法

では、一次元差スペクトル法で生じる照射パルスの選択性の問題を回避することがで

きる。一方、一次元法では飽和移動が平衡値に達するまでシグナルを飽和させている

時間を十分長くすることができるが、二次元スペクトルのピーク強度は、これら常磁

性へム蛋白質の場合、常磁性緩和によりmsのタイムスケールで減少するため、混合

時間の設定には十分注意する必要がある。

飽和移動法は、系の交換反応と磁気緩和のタイムスケールによってその適用範囲が

限定される方法論ではあるが、本研究で示されたように、常磁性へム蛋白質のNMR

シグナルの帰属、配位子結合反応の動力学的解析6)にはきわめて有力な手段となる

ことがわかった。

[謝辞]Dolabella auricularia Mb， Mustelus japonicus Mbをご提供下さいました高知

大学理学部生物学科鈴木知彦先生に感謝致します。酉東京科学大学理工学部物質工学

科の谷田部純氏には、図2のNMRスベクトル測定に関してお世話になりました。

[参考文献]1. R. M. Keller and K. Wuthrich (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun.， 83，1132・

1139. 2. V. Thanabal etal. (1987) J. Am. Chem. Soc.， 109，265-272. 3. Y. Yamamoto etal. (1990) 

Eur. J. Biochem.， 192， 225・229. 4. Y. Yamamoto et al. (1990) FEBS Lett.， 264， 113-116. 5. N. R. 

Krishna et al. (1979) Biophys. J.， 26， 345・366. 6. Y. Yamamoto etal. (1992) FEBS Lett.， 310， 71・74;

Biochim. Biophys. Acta， in press. 
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Ll0 チトクロム Csの酸化還元電位とへム軸配位子の性質

横浜国大工 O阿久津秀雄、平津政明、 M.M. Dh i ngra，堀住輝男

Redox Potentials of Cytochorme Cs and the Properties of 

Its Axial Ligands. 

() H. Akutsu， M. Hirasawa， M. M. Dhingra， T. Horizumi 

Department of Bioengineering， Yokohama National University 

Cytochrome Cs is distinguished from the more commonly studied cytochromes 

by the presence of multiple heme groups in a single polypeptide. All of the 

axial ligands are the imidazole groups of histidine residues. All of the C2 

proton signals of the coordinated imidazole rings were identified by specific 

deuteration. They appeared at extremely high fields and scattered in a wide 

range from -4 to -22 ppm. This clearly shows that the chemical properties of 

the coordinated imidazole rings are Quite different from one another. This 

might be responsible for the extremely low redox potentials of the four hemes. 

Characterization of these signals has been carried out. 

1.はじめに

チトクロム Csは硫酸還元菌の電子伝達系において中心的役割を果たしている。その電

子授受の中心であるへム鉄には、ヒスチジンのイミダゾールが2つづっ配位しており、こ

れらのヒスチジンは電子授受に深く関係している可能性がある。またチトクロム Csは、

他のC型へムに比べてその酸化還元電位が非常に低いことを特徴としているが、これにも

配位しているヒスチジンの化学的性質が関係している可能性がある。これらを調べる上で、

ヒスチジンイミダゾールのC2あるいば、C4プロトンは良いプロープとなる。このプロー

プを使うためには、チトクロム Csの lH-NMRスペクトルから、ヒスチジンのイミダ

ゾールC2あるいはC4プロトン由来のシグナルを特定する必要がある。しかも、これら

が同定でき、解析することができれば、軸配位しているヒスチジンがどのような形で分子

内電子移動、及び酸化還元電位に関与しているかを知るてがかりを得ることができる。ヘ

ムモデル系、あるいは酸化還元電位の低いへムタンパク質で、軸配位しているイミダゾー

ルC2プロトンが lH-NMRでタンパク質領域よりもかなり高磁場側にシグナルを与え

ることが報告されている。そこで、本研究ではチトクロム Cs内のヒスチジジイミダゾー

ルC2プロトン由来のシグナルを同定し、アミノ酸配列上での帰属を行い、その酸化還元

電位との関係を考察することを目的とした。

キーワード:電子伝達タンパク質、チトクロム Cs、酸化還元電位、軸配位子

0あくつ ひでお、ひらきわ まさあき、 M.M.ディングラ、ほりずみてるお
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2.実験

ヒスチジンのイミダゾールC2プロトンの選択的重水素化は、ヒスチジンをp2H8.2の重

水中、 80'Cで48時間還流することによりおこなった。つぎに、当研究室で開発した化学合

成培地に重水素化ヒスチジンを加えて硫酸還元菌宮崎F株を培養して、チトクロム C3 の

ヒスチジン残基の重水素化をおこなった。硫酸還元菌宮崎F株および Hildenborough株か

らのチトクロム C3の精製には、陽イオン交換クロマトグラフィー (S-Sepharose)と分子

ふるいクロマトグラフィー (Superdex)を用いた。純度はSDSーポリアクリルアミド電

気泳動および、PurityIndexで確認した。チトクロム C3の1H-NMRの測定にはBRUKER

AM-400を用いた。縦緩和時間の測定はinversion-recovery法によった。差NOEスペクト

ルはon、offresonanceを16回づっ交互に積算したFIDの差をとることによって得た。

3.結果と考察

(1)ヒスチジンのイミダゾールC2プロトンの同定

酸化型チトクロム C3の1HNMRスペクトルの高磁場側ー5--25ppmあたりにはFig.3 

に見るように、非常に幅の広いシグナルが観測された。このようなシグナルはへムそのも

の、あるいはへムに配位しているものに由来すると考えられる。特に、配位ヒスチジンの

C2プロトンが高磁場側に現れるとの報告があるので、チトクロムC3のヒスチジン残基

の選択的重水素化を行った。すると、ヒスチジンを選択的に重水素化したチトクロム C3 

では、高磁場側の8個のシグナルの強度が著しく減少した。したがって、この8個のシグ

ナルは、へム鉄に配位しているヒスチジンのC2プロトンに帰属できる。これらのシグナ

ルに低磁場側から Im1-1mBと番号を付けた。これら8個のシグナルは、高磁場側に行け

ば行く程、線幅が広くなるという特徴を持っている。

。
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(2)ヒスチジンC2プロトンシグナルの

キャラクタリゼーション

ヒスチジンC2プロトンの8つのシグ

ナルのpH滴定実験の結果をFig.lに示

す。図からわかるように、この pH範囲

内ではイミダゾールのNHプロトンの解

離はないと考えられる。また、 1m3と1m

7、Im4と1mBがそれぞれ似たような変化

を示すので、(1m3，Im7)、(lm4，1mB)が同

じへムの第5、第6配位子になっている

可能性が示唆される。

次に、溶媒のへム配位子への近接度を

調べるために、ヒスチジンC2プロトン

シグナルのアルコール濃度依存性を調べ

た。メタノール、エタノール、イソプロ

パノールについての結果をFig.2にまと

R削3以i問ag釘如3計?制沼;訟詑I:L波杭2れ3z蹴獄;r伺ω1s鈎h刷1川f
けが変化しており、 (A)メタノール、 (B)
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エタノール、 (C)イソプロパノールと、アルコール分子の大きさが大きくなるに従って、

変化の割合が小さくなっていることがわかる。特に Im2については、メタノールでは変化

があるものの、エタノールになるとほとんど変化が観られなくなっている。これらのシグ

ナルの変化が、タンパク質の変性によるものかどうかを調べるために、 αヘリックスの 1

つに含まれている His67の変化を追跡したところ、 Im2.3. 6の変化とは異なっていた。

したがって、 Im2.3. 6の化学シフトの変化はアルコールとの相互作用の局所的影響による

といえる。ところで、 X線結晶構造解析によれば、 8個の配位ヒスチジンのうち、 His22. 

His 34. His 106の側には、水が入り込んでいる。これら3つのヒスチジンは溶媒の影響

を受け易いと考えられるので、 Im2.3. 6は His22. His 34. His 106のどれかに対応して

いると考えられる。

シグナルIml-ImBについて、スピン格子緩和時間 (T1)値を測定したものを Table1 

に示す。なお、待ち時間τに対してプロットする際の強度については、シグナルがブロー

ドであるため、その高さを強度として用いた。いずれのシグナルも、鉄の常磁性の影響を

受けて、非常に短い緩和時間を持っている。その中にあって、 ImIは比較的長いTI値を

持っている。

Table 1 TI values of the ligated imidazole protons 

(a t 30"C / ms) 

Iml Im2 1m3 Im4 Im5 Im6 I皿7 ImB 

TI 2. 0 1.2 1.0 1.0 1.2 O. 6 O. 7 

(3) 1次元NOE

本研究で対象にしているプロトンは、ヘム鉄に直接配位しているため、緩和が非常に速

いことは前節で述べた。このため、そのプロトンのNOEを測定することは非常に困難で
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ある。そこで本研究では、測定の繰り返し時間を短くして、緩和の速いプロトンのみを観

測できるようにパラメーターをセットした。このようにして得られたNOEの差スペクト

ルを解析することで、そのシグナルの帰属を試みた。幸いにも、チトクロム C3の場合、

X線結晶解析によって、各プロトンの座標が解っているので、その座標から、 NOEが現

れると期待される 5A以内のプロトンに注目して測定を行った

Im'.......Imsまで8個のシグナルについて様々な条件で測定してみたが、その中でも比較的

きれいにNOEの現れたのは、 Im7を照射したときであった。 Im7を照射によって観測さ

れた6.0ppmのシグナルは、既に帰属されている Tyr66のシグナルで、このことから、 I

皿7 はへム4の第6配位子である His70に帰属できる。

(4) Hildenborough株のチトクロム CaのNMRスペクトルとの比較

D.v.Hildenborough (以下 D.v.Hと記す)は宮崎株に非常に近い株で、チトクロム C3

の一次構造はやく 80%の相同性がある。配位子であるヒスチジンのイミダゾール基に水

素結合している水分子は、 D.v.MF由来のチトクロム C3では3つあるのに対して、 D.v. 

H由来のチトクロム C3では2つしかないことが、姫路工大の安岡らのX先結晶解析によ

って明らかにされている。そこで、 D.v.Hチトクロム C3のNMRスペクトルをFig.3に

示す。 D.v.Mで見られたヒスチジンC2プロトンシグナルのうち、高磁場側のものはほぼ同

じ位置に見られるが、低磁場側のものはかなり高磁場側に移っている。また、化学シフト

のアルコール依存性についても比較するために、 D.v.Hチトクロム C3のヒスチジンイミ

ダゾールシグナルのメタノール渡度依存性を調べた。その結果、変化のあったシグナルは

2つで、配位子に水素結合している水分子が2つであるというX線結品解析の結果と対応

している。

宮崎株とHildenborough株のチトクロム C3のイミダゾールシグナルのの温度依存性をも

調べた。宮崎株のチトクロム C3では Im"lm2がキュリ一則からはずれるような挙動を示

している。これに対し、 D.v.Hのチトクロム C3では、キュリ一則からはずれるような挙

動を示すシグナルはない。この結果は、 D.v.Mチトクロム C3のへム配位子のうち 2つは

温度とともに、構造あるいは運動性に変化が起こることを示唆する。
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(5)まとめ

以上の結果をも

とに、 8個のイミ

ダゾールシグナル

を4つのへムに帰

属した。この結果

をもとに、配位子

の性質と酸化還元

伝の関係について

考察する。

takai
鉛筆

takai
鉛筆



抗けいれん作用を有するAralkylCarbamate類のリン脂質リボソー

ム膜との相互作用
Lll 

山上知佐子0杉浦異喜子神女薬大

Interaction of Anticonvulsant Aralkyl Carbamates with Lipid Bilayer. 

o Makiko Sugiura and Chisako Yamagami 
Kobe Women's College ofPharmacy 

The interaction of a series of aralkyl carbamates which have anticonvulsant activities with 

lipid bilayer has been studied using 1 H T 1 and signalline width. The values of lH T 1 of the 

drugs are deduced with the incorporation in the lipid bilayer. This effect depends on the log p 

of the drug， and is larger in In-derivatives than in Ph-derivatives. 

The values of lH T 1 of lipid bilayer are not affected but the values of signalline width are 

deduced by the addition of the drugs. This observation suggests the increase of fluidity of the 

lipid bilayer， and this effect seems to depend on the length or volume of the drug. 

[はじめに]

薬物と膜との相互作用を検討することは、その薬物の作用機序を知る手がかりと

なることが多く、種々の手法を用いての実験、研究が数多くなされている。その内

NMRの緩和パラメータは、膜の側、あるいは薬物側の運動性の情報、そして時に距

離の情報も与えうることから、このような研究には欠かせない手法である。
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やまがみちさこ

リポソーム膜、

すぎうらまきこ、
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ところでR10CONRs3であらわされる一連の AralkyI及びAlkyICarbamateは抗け

いれん作用を有することが知られている。その定量的構造活性相関の研究はすでに

詳細になされ、その IogPと EDsoとの間にはある相関のあることなどが見いだされ

ている。 1) 演者らは、これら薬物の薬理活性は、当然細胞膜の透過性、親和性とも

関係あるものと考え、その基礎実験として、 DPPC による合成リン脂質リポソーム

膜とこれら薬物との相互作用について、主にシグナルの線幅と T1の変化を用いて検

討を加えた。今回用いたのは前ページに示すような AralkylCarbameteである。

[実験]

DPPC濃度 O.04M、薬物濃度 0.01M (M/薬物=4/1) または 0.04M (M/薬物=1/ 

1)になるように、常法によりリボソーム膜あるいは薬物を含んだリポソーム膜を調

表 1.Freeな状態 (CD，OD中)とリボソーム膜中での
薬物 1HT1 (secrの比較 (40

0

C)

PHl 
M+PHl 

PH2 
M+PH2 

R 
CH3 

4.56 
0.99 

PH3 3.97 
M +PH3 1.21 

(1.30) 

PH4 4.70 
M +PH4 1.11 

(1.18) 

PH5 
M+PH5 

PH6 
M+PH6 

INl 
M+ INl 

IN2 
M+IN2 

IN3 
M+IN3 

IN4 
M+IN4 

PYl 
M+PYl 

4.23 
1.01 

4.21 
0.96 

3.16 
0.80 

3.64 
0.68 

2.16 
0.42 

CH2 
}' 2曹

3.61 
0.62 
(0.71) 

3.38 
0.69 
(0.64) 

3.97 
0.67 
(0.67) 

2.90 2.89 
0.61 0.49 

3' 
Ar 
2，6 3，5 4 

6.28 5.75 6.06 
1.64 1.62 1.53 

6.55 6.39 
1.76 1.62 
(2.20) (2.00) 

6.40 
1.46 
(1.45) 

7.15 6.88 
1.48 1.36 
(1.41) (1.27) 

5.81 5.71 6.54 
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整し、 40
0

C、500MHzで lHT1及びシグナル半値幅の測定を行なった。一部の物に

ついては、併せて ROESYの測定も行なった。

また、それぞれの薬物を 0.01M濃度で COpOに溶解し、同じく 40
0Cで lHT1の

測定を行なった。

[結果と考察]

表 1にFreeな状態とリポソーム膜中での薬物側の T1の変化を、また表2、表3に

は、薬物添加によるリボソーム膜側の T1及び半値幅の変化を示した。

表 1で明らかなように、 PY1は、リポソーム膜共存の状態でも、ほとんどその T1
値は COpO 中での値と差が見られない。このことは、この薬物がリボソーム膜中

へは入り込んでいないことを示唆し、 PYlの小さい LogPからも十分に予想出来る

ことでもある。

PY1以外の薬物は、いずれもその T1値がCOpO中に比べ著しく小さくなってお

り、リボソーム膜内部に薬物の入り込んでいることが示唆される。おおざっぱに見

て、リポソーム膜中での T1 値は C0300 中での T1 値の 1O~20 %に減少している。

一般に LogPの大きいもの程その減少の度合いが大きく、リボソーム膜中に入りや

すいことを示している。また、 In誘導体のほうが、 Ph誘導体より T1の値は大きく

減少しており、その効果の大きいことが分かる。

16 4-15 2 l' 

CH3(CH2ωH2CH2CoofH2 

CH3(CH2)12CH2CH2C00?H21"2"+ 

CH20'fO∞CH2CH2洲州N州(CH同3心)
3γo OPPC 

Pし
VρしVレ

u
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』

の
亦
久
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町

、ンH
 
各首穴ムソポる

牛
J於℃

 
n
u
 

A
斗ヲ臼表

H16 H4-15 H2 H2' H 1" H2" NMe 

島f 0.75 0.62 0.38 0.30 0.31 0.39 0.44 

M+PH1 0.83 0.61 0.39 0.31 0.30 0.41 0.46 
M+PH2 0.78 0.58 0.36 0.26 0.31 0.37 0.42 

(0.74) (0.56) (0.35) (0.25) (0.25) (0.36) (0.41) 
M+PH3 0.84 0.64 0.37 0.28 0.29 0.39 0.46 

(0.62) (0.51) (0.36) (0.27) (0.29) (0.38) (0.41) 
M+PH4 0.88 0.63 0.40 0.30 0.31 0.42 0.46 

(0.62) (0.50) (0.34) (0.26) (0.29) (0.38) (0.40) 
M+PH5 0.88 0.65 0.41 0.31 0.44 0.50 
M+PH6 0.81 0.62 0.39 0.26 0.30 0.41 0.47 

M+IN1 0.81 0.60 0.40 0.34 0.33 0.43 0.47 
M+IN2 0.67 0.53 0.34 0.28 0.29 0.36 0.41 
M+IN3 0.63 0.51 0.32 0.27 0.27 0.35 0.38 
M+IN4 0.65 0.54 0.37 0.30 0.32 0.39 0.40 

恥1+PYl 0.84 0.61 0.38 0.23 0.27 0.38 0.45 

( )内は、 M/薬物=1/1での値
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一方表2から

解かるように、

リボソーム膜側

の各プロトンの

T1 は、薬物添加
によっても顕著

な変化は見られ

ない。このこと

は恐らくリポソー

ム膜の lHT1が

主にリポソーム

の大きさで決まっ

てきていること、

また薬物の添加

の有無、種類に

かかわらず、出

来上がったリポ

ソームの大きさ

はほとんど同じ

であることを示

す結果と思われ

る。

これに対して

各 lHシグナルの

線幅には、薬物



添加によって、一部を除き一般に細くなるという傾向が見られる。(表3) これは、

薬物添加によってリポソーム膜の流動性が増したと解釈出来る。しかしその変化の

仕方は、疎水性部分と膜表面にあたる親水性部分とでは微妙に異なり、また Ph誘

導体と In誘導体との聞にも差が見られる。ここでも In誘導体の方が効果が大きい。

表 3.400Cに於けるリポソーム膜各 lHシグナルの
半値幅変化 (Hz)

H 16 H4-15 H2 H2' H 1" H2" 

M 42 86 108 63 54 37 

M+PHl 39 63 103 65 52 38 
M+PH2 32 62 102 51 47 36 

( 25) (57) (88) (28) (32) (23) 
M+PH3 32 58 101 55 48 37 

( 26) (59) (99) (31) (31) (25) 
M+PH4 32 59 101 51 46 34 

( 27) (58) (88) (33) (30) (23) 
M+PH5 31 58 89 51 30 
M+PH6 30 60 89 46 40 29 

M+INl 26 53 88 44 60 34 
M+IN2 27 63 83 44 55 36 
M+IN3 28 70 85 45 45 37 
M+IN4 28 71 105 38 48 28 

M + PYl 38 57 111 57 51 33 

膜の疎水性部

分を代表する 16-

Me 基では、 Ph

誘導体の場合分

子の長さに依存

して線幅の減少

が見られ、 Me基

の運動性が増し

ていることが分

かる。一方 R 置

換基の違いはあ

まり問題になら

ない。これに対

しIn誘導体の場

合は、その差は

A、さい治宝むしろ
R 置換基の小さ

い程Me基の運動

に影響を与えて
()内は、 M/薬物=1//1での値 いる。これは、

Ph誘導体と In誘

導体のリポソー

ム膜内でのコンフォメーションの違いを反映していると思われる。すなわちPh誘導

体は比較的長く延びた型で存在し、より長く延びた分子ほど疎水性部分末端の Me

基の運動に影響を与え、一方 In誘導体は折れ曲がって比較的コンパクトな型で存在

しているため、より小さな分子の方が膜内部の疎水性部分に入り込んでいると解釈

出来る。一方膜の外側に位置する H2"には、両誘導体共に、薬物の大きさあるいは

長さがある程度以上で初めて影響を与えており、薬物は、むしろ膜表面よりも膜内

部に入りこんでいる可能性を示唆している。

以上のように、薬物側の lHT
1
、リポソーム膜側の線幅の変化によって、 Ph誘導

体、 In誘導体共にリポソーム膜中に入り込んでいること、その入りやすさは分子の

型と logPの両方に依存していることが明らかになった。また両誘導体共、かなり

膜内部に入り込んでいる可能性が高いが、その膜中でのコンフォメーションには差

があることも予想される。

1) M.Tanak:a， K.Horisak:a， C. Yamagami， N.Tak:ao， and T.Fujita， 

Chem. Pharm. Bull. 33， 2403 (1985). 
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L12 3重共鳴3次元， 4次元NMRによるDNA結合蛋白質の構

造解析

O白川昌宏，松尾浩，上垣浩一，森田勇人，京極好正

(阪大蛋白研〉

Structural Studies of DNA Binding Proteins by Means of Triple-Resonance 

Three-Dimensional (3D) and Four-Dimensional (4D) NMR 

oM. Shirakawa， H. Matsuo， K. Uegaki， E. H. Morita and Y.Kyogoku 

(Institute for Protein Research， Osaka University) 

Triple-resonancse three-dimensional (3D) and four-dimensional (4D) NMR 

approach was examined in the structure studies of three DNA binding proteins. 

By using the techniques， almost all the resonances of lH， 15N and 13C in the 
proteins were assigned. Especially， the combination of three four-dimensional 
spectroscopies seems to be powerful. Determination of the solution sturctures of 

the proteins wil1 also be discussed. 

[序論] 3次元， 4次元などの多次元NMRへの次元の拡張と、 1H/
15N/13C 3重共鳴NMRの開発により， NMRによる蛋白質の構造

解析は飛躍的な進歩を遂げた。加えて， 15N核， 13C核に対するフィル

ターを使うことにより，蛋白質ー蛋白質複合体，蛋白質一核酸複合体な

どの相互作用の解析も可能になってきた。

今回我々は、異なる構造モチーフを持つ3種類のDNA結合蛋白質で

あるえファージCr 0蛋白質，マウス IRF-2蛋白質DNA結合ドメ

イン，マウスOct-3のホメオドメインについて15N， 13C安定同位

体を利用したNMRの全シグナルの解析と、それにもとずく構造決定を

行ったので報告する。

蛋白質のNMRシグナルの帰属のかなりの部分は 3重共鳴法とHCC

H法によって行った。特に、いくつかの 4次元NMRを組み合わせて行

うことによりほぼ自動的に主鎖、側鎖とも帰属する手法についても検討
した。

[キーワード] 3重共鳴NMR 4次元NMR DNA結合蛋白質立

体構造決定

しらかわまさひろ， まつお ひろし，

りた はやと， きょうごく よしまさ
うえがき こういち， も

弓、U4・



[実験] AファージCr 0野性型，及びV55C変異体，マウス IRF-
2蛋白質DNA結合ドメイン (1-112)及び62残基からなるマウス
Oct-3ホメオドメイン蛋白質はいづれも T7ファージ ct1 0プロモ
ーター，又は大腸菌 ta cプロモーターの下流に対応する遺伝子を組み
込むことにより大腸菌で発現させた.安定同位体ラベルは大腸菌を培養

するM9合成培地に 15NH4Cl，又は 13Cーグルコースを加えること

により行った。結合するDNA断片は， Applied Biosystem社製DNA合成

機で調製した。
NMR測定は主にBrukerAMX・500spectrometerとB.B.inverseプローブ，
triple-resonanceプローブを使用した。測定したスペクトルは以下の通りで

ある。
2重共鳴2次元NM R : lH_15N HSQC， lH_13C HSQC， lH_15N HMQC-J， 1 H_15N 

HSQC-NOESY 

2重共鳴3次元NMR: lH_15N NOESY-HSQC， lH_15N TOCSY-HSQC， lH_ 
13CNOESY-HSQC， HCCH-COSY， HCCH-TOCSY， HCCH-TOCSY-J 

3重共鳴3次元NM R : HNCA， HN(CO) CA， HNCO， HCACO， HN 
(CA)CO， H(CA)(CO)NNH， 
4次元NMR: HCA(CO)NNH， HNCAHA， HCCH-TOCSY 

結果と考察

[ 1 ]主鎖の帰属

(a) 3重共鳴3次元NMRを組み合わせる方法

まず主鎖を構成する 5種類の核(アミドプロトン，アミド窒素， α炭
素， αプロトン，カルボニル炭素)の化学シフトの内，分離がよく、測
定の容易なアミドプロトンとアミド窒素の化学シフトを、 lH_15NHSQCス

ペクトルで決定し，それを残基の同定に用いる。
残基聞の相関を得るのには， (i) αプロトンを使う， [ lH_15N TOCSY-

HSQC， H(CA)(CO)NNH ]， (ii)α炭素 ct3cα)を使う，[HNCA， HN 
(CO)CA]， (iii)カルボニル炭素を使う，[HNCO， HN(CA)CO] 

という 3つの方法を使った。
実際には、これらのスペクトルを全て測り、残基内のアミド、プロトン，

アミド窒素， α炭素， αプロトン，カルボニル炭素、及び、一つ前の残

基のα炭素， αプロトン，カルボニル炭素の化学シフトを可能な限りす
べて決定して表を作り、簡単なソーテイング プログラムによって半自

動的な帰属を行う方法が有効であった。

これら3種の方法の内，比較的化学シフトの分離がよく連鎖帰属に有
効と思われたのは (i)と(iii)である.しかし， (iii)での残基内のアミドプ

ロトンーカルボニル炭素の相関を求めるHN(CA)COの感度は他の測定法

に較べて低く、また、 13Cα核の緩和時間に敏感なため，適用し得る蛋

白質の分子量，及び濃度に制約がある。
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3重共鳴法の中で比較的簡単に測定でき，比較的感度の良いスペクト
ルの組み合せで行う (ii)の方法では，残基の種類の散らばりが少なく、ヘ
リックス構造を多く持つDNA結合蛋白質では， α炭素の化学シフトの

重なりが多いことによる制約があった。
(b) 2つの3重共鳴4次元NMRを使う方法
同一残基内のアミドプロトン，アミド窒素， α炭素， αプロトンの化
学シフトを同時に決定する4DHNCAHAと，残基内のアミドプロトン，

アミド窒素と，一つ前の残基のα炭素， αプロトンの化学シフトを同時
に決定する4D HCA(CO)NNHの2つの4次元NMRによって主鎖の連鎖

帰属を行う。実際にはHNCAHAはかなりの割合で一つ前の残基のα炭素，

αプロトンの化学シフトをも同時に与える.帰属の様子を図 1に示す.
まずlH_15NHSQCスペクトル上で同定したアミドプロトン，アミド窒素の
化学シフトに対応する4DHNCAHAのlHα_13Cα2次元プレーン上で残

基内のα炭素， αプロトンを帰属し、その化学シフトを基に、 4D HCA 

(CO)NNHスペクトル上で1つ前の残基のアミドプロトン，アミド窒素の

化学シフトを求める。この作業を続けるのである。
利点としては， 2つのスペクトルのみ(多くの場合は、 4DHNC必弘の

1つのスペクトルのみ)で帰属をするので，実験ごとの再現性の制約を
受けないこと，次元を上げたことによりシグナルの重なりが激減するこ

と，連鎖帰属の手順がかなり直線的で簡便であることなどが挙げられる。
この方法で帰属をし、 (a)の(並i)の方法でカルボニル炭素の化学シフトの

情報で相補，確認を行うのが効率的であると思われる。
[ 2 ]側鎖の帰属
側鎖の帰属の場合、 3DHCCH-TOCSYと3DHCCH -COSYを併用する方

法は、 Lys， Argなどの長い側鎖を持つ残基に関してはシグナルの重なり

が著しく、また、炭素核の帰属の手順が繁雑で誤りの無い帰属を得るの

が困難であった。
4 D HCCH-TOCSYを用いれば、その問題が解決される。 4D
HNCAHA， 4D HCA(CO)NNHなどで帰属した主鎖lHα核、 13Cα核の化

学シフトに対応する ωlCHα)-ω 2e3cα)2次元プレーン上で，側鎖の
プロトン， 13C核の帰属を行う。図 2にスペクトルの 1部を示す。 Lysの

ように長い側鎖も簡便かっ確実に帰属できる。

[ 3 ]構造計算
得られた帰属を基に主として、 3次元 lH_15N NOESY-HSQC， lH_13C 

NOESY-HSQCなどからプロトン聞の距離情報を， IH.15N HMQCJ， 

HCCH-TOCSY-J， E-COSYなどから角度情報を収集し，溶液中での立体構
造を計算した。特にCroの場合には13C-doublehalf filtered NOESYによっ

て2量体閣の分子間NOEを測定し、これを2量体構造の計算に用いた。
構造計算にはGuntertらの開発した distance geometryプログラムDIANA，
中井らの開発したmolecular dynamicsプログラム EMBOSS (Nakai， T.， 
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Kidera， A.， and Nakamura， H. 1993，よBiomol.NMR. 3， 19-40.)を用いた。 Cro
で得られた構造を図3に示す。
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L13 選択的同位体標識-NMR測定法における最近の進歩
0甲斐荘正恒、楯 真一、三宅洋子、鎌田 創、滝沢由紀子、千野貴史

潮田利夫専、鮫島達也$

都立大・理、 事青山学院大学・理工

Recent Progress in Mutidimensional NMR Methods Using Selective Isotope Labeling 

Techniques 

Masatsune Kainosho， Shin' ichi Tate， Yoko Miyake， Hajime Kamada， Yukiko Takizawa 

Takashi Chino， Toshio Ushioda * ， Tatsuya Samejima* 

Tokyo Metropolitan University， Aoyama Gakuin University 宇

ABSTRACT Selective isotope labeling methods have been compared with the conven 

tional multidimensional multinuclear NMR methods in the aspect of structural 

studies of proteins over 20 kDa molecular weight. Laborious works to prepare 

variety of selectivelY labeled proteins seems to be rewarding for getting 

precise local structural information in the region of interest. 

はじめに 遺伝子工学の進歩により容易に調製可能となった13C，15N-高濃度均一標識試

料の利用により、 '1iバク質の溶液内立体構造の決定手法は画期的な発展を遂げた。様身な多

核・多次元 (3D-，4D-)NMR技術の発展が、対象となる '1i II'J質の分子量限界を大きく拡張す

るとともに、スベクトJv解析の効率を著しく向上させる役割を担った。いうまでもなく、 '1i II'J 

質の機能と構造との関連を解明するには、それらの立体構造の知識は不可欠である。しか

しながら、打川質の構造化学的研究においてNMR分光学の果たすべき役割が、単に立体構

造の決定のみにあるとみなすのは正しくない。むしろ、現在のところ20kDaを大きく超え

る分子量を持つ'1i II'J質においては、 NMRシグナルの帰属そのものが困難であり、近い将来にこ

の程度の分子量を持つ'1iM質の立体構造決定が日常的に行なわれるようになる見通しは明

るくない。このような状況においては、立体構造決定における分子量限界を拡張する努力

と並んで、 NMR ベ̂クトJv法が本来持つ局所的構造情報をより精度高く、より効率的に入手す

る手法の開発にも再び目をむける必要がある。その意味で、我々が長年に渡って展開して

きた様身な安定同位体利用NMR技術を比較検討することは有意義であろう。

安定同位体標識法のバ1)エ-13i :安定同位体標識法は多次元NMR測定技術においては副次

的な地位にあると見なされてきた。しかしながら、この両者は全く独立の手法であり、そ

れらの相補的成長こそ今後のNMR技術の発展の鍵となる。多次元NMR法の最近の動向を振

り返れば、高濃度に均一13C，15N-標識した'1i II'J質の応用としては既に徹底的に利用し尽く

された感は否めまし、。現在の多次元NMR技術ではカバーできない高分子量の'1i II'J質複合系に

安定同位体標識、 '1i/I'!質、多次元NMR、SSI、7日付標識了ミ/酸、 CTHSQC， 

かいのしょう・まさつね、たて・しんいち、みやけ・ょうこ、かまだ・はじめ、たきざわ

ゆきこ、ちの .t;こかし、うしおだ・としお、さめじま・たつや
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ついて、より機能に密着した構造情報を得ようとするならば、戦略の抜本的再構築が不可

欠である。我々が手にすることのできる同位体標識技術は実に様々であり、現在繁用され

ている均一同位体標識法はその内の最も簡便な一つに過ぎなし、。以下に、様々な同位体標

識法のバ1)エ-'J3'j を示し、それらの特徴を大雑把に説明する。

(1)特定の位置のみを同位体標識した了ミ/酸の利用:例えば、 α炭素やカルポニル炭素のみを

高濃度に13C一標識した1U酸を合成し、それらを用いて7ミ/酸911EIJに9i1¥'J質を標識する

方法であり、いわば最も古典
100 

的な手法である。このような

標識打M質を用いれば、特定
105 

残基の、しかも特定原子関す

る詳細な構造化学的知見が、

より高感度な低次元(lD.2D)

NMR J..ベクト J~ を用いることによ

って得ることができる。低次

元でのNMRは測定時間ゃれ')9

110 

115 

120-1 
J~ 分解能の点で有利であるだ

けでなく、 NOEの灼スピーク強度

e 
110 
@ 

96 69 

o D 

20 • 
。
。16

91 • 
':2 

85 
78 。
@ 

~ ，74 。
のように多次元NMRにおいて ~ ~ ~ ~ m m 
は本質的に低下する場ムγは 図ー113C_l:N HSBç_.~l\nJ~ Q^IV.^ 1! 1-::~~N1SS!..3Q!!!g!? I!l! ?』 EH7.30.05M lY酸バヲ 7~::~3C'SW~250H~~Y~NUSW~í2ÕÔHz
特に大きな利点となろっ。さ 32 comp 1 exo 500C、 UNITY-300。

らに、特定部位を標識した了ミ/酸とそれ以外の了ミ/酸を異なったバ9-'jで標識したものと組

み合わせる方法も有効である。例えば、力J~ポニJ~ 炭素や α 炭素のみを 13C-標識し、他の1U

酸を含めて全ての主鎖nド基を15N-均一標識することは比較的容易に達成できる。このよ
うな標識9iM質はトう'jJ..1ミナイによる 15N-濃度の希釈がない為に、感度が低い2D13C-[15Nl 

川7の実験に適している。 SSIにおいては10T1-fJ認識部位のト7部分に相当する7ミドプロトy

は高濃度均一標識体を用いての3DHNCA J..1\ 7 ト J~ においては一部げナJ~が観測できないが、選

択標識したSSIの2D13C-[15N1 J..1\ 7~' から n~ 窒素の 15N-NMR シグナルを全て帰属することが

できた(図一1)。

(2)複数の部位を同時に標識した1U 酸の利用;主鎖カルポニル炭素げナJ~の帰属に関しては、

選択的打J~ラベル法と 1U 酸変異体を組み合わせることにより、分子量78kDa の SS ト10テ7ーゼ複

合体においても一義的な帰属が可能であることを既に報告している。このような主鎖カ附ニ

ル炭素シグナルを必要とする側鎖部分の帰属へと関連づけることは、一対の隣接炭素聞を同時

に高濃度13C標識した7ミ/酸を利用する方法が優れている。同様の帰属拡張は特定の州7

の了ミ/酸のみを均一高濃度に13C-標識した9'j II7質の3DHCCH TOCSY実験によっても原理的

には可能である。この場合が炭素鎖の帰属相関が一挙に得られる利点があるが、高分子量

9 'j/I7質においてはじの制約により、必ずしもそのような結果にならない場合が多い。

高濃度に13C-標識した炭素源(グルコース、酢酸)と非標識体との混合物を炭素源として生

合成した7ミ/酸は、生合成径路の立体・位置特異性を反映して、不均ーな同位体分布を示

し、それらの標識体を"10，7>>標識7ミ/酸と名付けた。 10，713C-標識したEイシYやバ1)i等で
は、 10キラル炭素に結合している nステレオトピリ汁J~基の内、 pro-S は川内外、 pro-R は隣接炭
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素も同時に標識されるために'i11;，トとな

る。このような特徴を活かし、 CTHSQC 

3法を用いることによりpro-Sのみを測定
することや、 pro-Rとpro-Sの位相を反

転させることもできる(図一2) 。汁I~ 基
o 
岩の立体特異的帰属以外にも、このような

pro-S 選択条件をIÎI~A 列に組み入れるこ

。とにより、 7iバク質の内部構造の精密化に

竺有用な構造情報が得られる。

適当な 2ケ所の炭素を同時・高濃度に

13C-標識した了ミ/酸を用い、 3Jcc或いは

3J
CHを正確に測定すること可能である。

図一2._lH-13CCT HSQC_Aサト~o_33% [BL~13C1Leu このようなAI:)結合の二面角依存性を利
ラベル SSI. pH 7.3 、f.5 mMo 2T=28ms. 32x14。
測定時曲、v切 inin~_. p_i:o-S!Uを四角モ曲った。 用してx-7ï 'f l~を実験的に、且つ正確に
AM二500を用いて測定
決定するこ正ができ右。最近は、高浪度・均一標識9i/I7質を対象に側鎖の立体配座を推定

し、立体構造の精密化に応用する報告がNIH 'f1~-1を中心に報告されている。但し、これら

の方法では直接にJ値を観測しているわけではなく、ここで述べたような選択的に13C-多

重標識したタンパク質を用いれば、内スピーク強度からJ-値を推定する手法に比べて、より確実

なデ-7を与えることになろう。

(3)低濃度13C-標識した了ミ/酸の利用:高分子量打バ?質の13C-NMRシグナルの直接観測は必ず

しも一般的に利用されている手法ではな ~'o しかし、我々の SSI 、および SS トプ日子了寸複合

体の研究、或いは荒田等の免疫'fu1リ Y 関連の見事な研究から主鎖カルポニI~ 炭素の 13C-NMRげ

刊の構造化学的有用性は明らかである。カI~ポニ I~ 炭素以外のスベクトI~ も十分実用的な時間内で

測定が可能であるが、望みの位置を選択的に13C一標識する7ミ/酸を合成することは必ずし

も容易ではなし、。各位置の炭素シグナルを実際に観測するための便法として比較的簡単、且つ

経済的に実行可能な方法として低濃度(例えば15%)に13C-標識した7ミ/酸を調製し、これ

らを用いて川7別に標識したり川質の利用が可能である。この濃度では、殆ど全ての炭素

は、天然存在比の場合と同じように、シi'fレ7トシグナルとして観測されるために、その線幅はFイ

ナ~， 7λ を直接反映し、またそれらの HSQCA"7 ~I~ を利用した 13C-緩和時間の測定や化学シ7 ト

の測定を容易に行なうことができる。 SSIに2残基含まれるLysの局所的存在状態に関し

て興味ある結果が13C-NMRの線幅から得られた。

打Ji7質の13C-げナjレの化学シ7トの精密な測定は高濃度に13C-均一標識した試料を用いて、

CT HSQC により測定される場合が多いが、この場合には 13C-軸のディ:l 71~ 分解能を上げるこ

とには大きな制約がある。一方、均一に1日程度にlSC-均一標識した7iJi7質では、 CTの測

定が不必要なためにそのような制約はなく、極めて高い精度が得られる。シリチiAに関す

る実験を現在行なっているが、選択的標識体を用いるSSIの結果を参照するば、測定感度

の点からも満足すべき結果が得られている。現時点においては、 15%に13C-標識したグルコー

スは一般的な入手は困難であるが、 98%lSC_標識体に比べれば当然安価であり 9iJi7質F什ミ

リスの研究等に今後利用を検討すべきものの一つである。標識酢酸を炭素源とする発現系

の利用も一つの方法である。
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(4)重水素との組み合わ!せ標識体の利用:高分子量打パク質のNMR研究において最大の問題

点はじが分子量に比例して短くなる点に起因する。カルポニJ~ 炭素の直接観測ように、化学シ7

卜の異方性が大きなげナJ~の ID NMR測定であれば、線幅の減少という意味で低磁場での測定

が有効である。一方、多次元NMRの場合は滋化移動の時間が長く、その間に失われる磁化

はじが短くなればなるほど大きな問題となる。また、分子量が大きくなると打Ji7質の一部

のmobileな領域のシグナル強度と、その他の比較的固い部分に由来するシグナル強度の差は極めて

大きくなり、測定上の重大な障害となる。 T2を長く伸ばすことができれば、 NMRにより研

究対象となる '1iJi7質の分子量範囲は大幅に拡大し、また選択的同位体標識法との組み合わ

せがより大きな意味を持つことにもなる。重水素化がその唯一の実用的な可能性である 0

13C.15N-標識したり即質でのプロトyの緩和時間は直接結合しているけC.15Nとの双極子緩和

機構と共に、近隣に存在する他の7ロトyとの双極子相互作用により定まる。後者の項は重水

素化により減少させることができる。但し、重水素化率に関してはどこに最適の点がある

かは、現在に至るも十分な実験的結論は得られていない。憩慰也翠匙去と記長重

主
我々は、 50%の重水素化率と98% 13C-標識した1J~J-Aを用いて以上のような基本的な問

題についての解答を得ようとしている。

将来への展望:NMRにより '1iJI'1質や核酸の立体構造が溶液内で決定できることが立証さ

れ、しかも短期間でかなり確立した方法論となったことの意義は図りしれない。一般に、

溶液内で揺らいでいる領域が多い'1i Ji'1質であっても、適当な分子量範囲にあり、良いNMR

À'\ '1ト J~ が得られる '1i Ji'1質であれば構造が強固な部分についてはハ7判と、揺らぐ部分につい

ては (NOEによる距離制限が少ないために)酌刊とした描像が得られる。一般に、このよ

うなり市質は結品化しにくいものが多く、 NMRの立体構造決定手段としての意義はこのよ

うな場合に特に大きい。

しかしながら、ある程度以上の大きさに'!iJI'1質にとってはN闘を立体構造決定の手段と

するのは著しく非効率的となることは明らかである。多次元NMRの帰属の自動化について

も既に長い閉その登場が望まれているが、未だに完成したということを聞かない。恐らく

自動化可能な程度に良質のA'¥'1~J~ が得られれば、その帰属はそもそもそれほど困難ではな

いのかもしれない。仮に、素晴らしい自動化'J7卜が完成したところで、高分子量打バ?質の

多次元NMRの測定・解析上の国難を解決することと、構造決定に必要とするNOE距離制限

を完全に集めることとは両立しない可能性が高い。このようなことを考えれば、我が国に

おいて最も盛んな高度な安定同位体標識法の利用や、 13C-NMRの直接観測等による構造変

化部位の円ti'1'、pHや温度変化による '1iJI'1質の局所構造の揺らぎに関する詳細な研究等の

ような、時代の波に乗り損なったようにも思えた研究が、新しい技術進歩を取り込みなが

ら発展を遂げるといった事態も十分考えられるのではあるまいか。我々の今後の予定とし

てはパルス磁場勾配法の利用、および外部磁場強度の影響などを組み合わせ、高分子量打バク

質のNMRAベクトルの困難さの原因を明確にしつつ新たな方法論の確立を目指したい。

謝辞:本研究を遂行するにあたり、標識7U酸の微生物濠欝に協力して頂いた味の素暢

中央研究所に深謝します。また、本研究は主として科学技術庁振興調整費の助成により行

なわれたことを付記する。
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L14 NMRによるショウジョウパエ Sxl蛋白質の RNA結合

ドメインの解析

0武藤裕1V木川隆則1}，武田佳宏1}，坂本博2).3}，

志村令郎 2)，横山茂之 1) 

( 1 )東大・理・生化， 2}京大・理， S》現・神戸大・理)

An NMR study on the RNP domain of Sxl protein by stable isotope-

labeling technique 

Yutaka Muto1， Takanori Kigawa1， Yoshihiro Takeda1， Hiroshi 

Sakamoto2，3， Yoshiro Shimura2 and Shigeyuki Yokoyama1 

lGraduate School of Science， University of Tokyo， 2Faculty of 
Sciences， Kyoto University， 3present Address: Graduate School of 
Science， Kobe University 
In order to elucidate e the mechanism of interaction betweert 

one of the RNP domains (96 amino acid residues) of the Sxl 

protein and its target RNA sequence， were ana1yze the tertiary 
structure of the RNP domain by isotope-aided 2D and 3D NMR exper-

iments for uniformly 15N - 13C labe1ed samp1es. First， a11 the 

backbone resonances (N， HN ， Cα ， HCα) were assigned for the RNP 

domain by lH-15N NOESY-HSQC， TOCSY-HSQC， CT-HNCA and CT-HNCOCA 
experiments. Second， were performed 3D HCCH-TOCSY and homoー
nuc1ear 2D TOCSY experiments to observe side chain resonances. 

Third， the secondary structure were e1ucidated by lH-15N NOESY-
HSQC and lH-13C NOESY-HMQC experiments. Thus， a four-stranded 
antipara1le1β-sheet structure and two he1ices were found in the 

RNP domain. 

【はじめに】 ショウジョウパエの性決定に関与する遺伝子としてsxl.tra.tra2な

どが知られている.これらの遺伝子産物は， RNA結合蛋白質として働き，標的と

なる mRNAのスプライシングを調節することにより性決定のオールタナティブス

プライシングの方向性を決定しているが，その作用の様式は，それぞれ異なってい

る.すなわちSxl蛋白質は. m RN  Aへの結合によって，結合した部分のスプライ

シングを抑えてTra蛋白質の合成を促するのに対して.Tra2蛋白質は， Tra蛋白質と

ともにターゲヅトとなるdsxのmRNAのスプライシングを進める方向に作用し，

メス型 mRNAの生成に働いていることが明らかになっている (1).(2). RNA結

合活性をもっこれらの因子の作用機序の違いを理解するためには，これらの因子と

RNAとの相互作用を解明することが必要である.本研究では， Sxl蛋白質のなか

のRNA結合ドメインのみ発現する系を作成し，これを用いて 15N，13Cによる安

定同位体標識を行い，多次元核磁気共鳴分光法を用いることにより，その構造につ

いての知見を得ることを目的とした.

Sxlタンパク質 安定同位体標識 二次元，三次元NMR分光法

むとうゆたか きがおたか曲り たりだよしuろ さかもとBろし しむらよしろう よこやましげ噴き
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324 

NH2 
RNP I RNP 
domain 1 I domain 2 

81→ト874三 96~l-。
図 1 Sxl蛋白質のドメイン構造

COOH 

【材料および方法】

試料の調製 アミノ酸324残基からなるSxl蛋白質は，その分子中に RNA結合に関

与すると考えられるドメイン (RN Pドメイン)をタンデムにふたつもっている.

このなかで二番目の RNPドメイン(アミノ酸96残基)部分の遺伝子を PCR法を

用いて切り出し， T7RNAポリメラーゼをIPTGによって誘導できるBL21(DE3)株を利用

し蛋白質の大量発現系を構築した.15 N標識および13C標識を行なうために， 2 x 

m合成培地により大腸菌の培養を行なった.この場合唯一の窒素源，炭素源として

15NH4Clおよび [Uーは CJグルコースを用いた.これにより， 15N，13Cで

二重標識された蛋白質を調製した. 測定のために限外温過を繰り返すことによっ

て測定用緩衝液(50mMリン脱蹴 pH 5.5 10% 2H20)への溶媒置換を行ない，軽水

中の試料とした.重水中の試料として99.9%2H20を用いた測定用緩衝液によって溶

媒交換を行なった.

測定 NMR測定は， Bruker社製 AMX-500， AMX-600スペクトルメーター

を用い測定温度目。Cで行なった.この条件で以下のスペクトルを測定した.

15 N標識した試料について 2D HSQC， HMQC-Jおよび 3D NOESY 

-H S Q C (mixing time= 100ms) ， T 0 C S Y -H S Q C (DIPSI2によるmixing

time =35ms)の測定を行なった.15N，13Cで二重標識を行なった試料について

軽水中で 3D CT-HNCA， CT-HN (CO) CAの測定を行なった.さら

に二重標識を行なった試料を用いて，重水中で 2D 1 Hーは C HMQC， 3D  

H C C H -T 0 C S Y (DIPSI3によるmixingtime = 25ms):および、 3D 1H_13C 

N 0 E S Y -H M Q C (mixing ti皿e=100ms)スペクトルを測定した.

【結果および考察】

1 )主鎖部分のシグナルの帰属

主鎖アミドプロトン Cαプロトンのシグナルの帰属のため， 15 N標識した試料に

ついて測定した 3D NOESY-HSQCおよびTOCSY-HSQCスペクト

ルの解析を行なった.これにより， dNN， d.Nなどの相闘を明らかにすることがで

きる.この相関により，おもに βストランド部分および αヘリックス部分などのし

っかりした二次構造をもっ部分のシグナルの帰属を進めることができた.さらに，

NOEを用いたこのような連鎖帰属とともに， 15N，13C二重標識を行なった試料

を用いて測定した CT-HNCAおよび CT-HN(CO) CAスベクトルの解析

から，すべてのアミドプロトンおよびアミド窒素のシグナルの帰属を一義的に進め

ることができた.

司
'
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，3
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図2 Sxl蛋白質のHCCH-TOCSYスペクトル

mixing はDIPSI3を用いている. 13 C軸 (F2軸)については，スペクトル

の折り返しを利用している. (A) のスペクトルはnegati阿部分の表示であり，

Leu残基のデルタメチル基からの展開である. (B)のスペクトルは， positive 

部分の表示でアルファプロトンからの展開を示している.

dNa 
dNH 
dNβ 
dN(孟》叫い3)
dH (i) a( i巴 2，
dp( i)lI'{ i-3) 

dN 
【dN川4叫州N 4 
【dN団，
du (i }<<(ト3)
dN(孟)a( i-2) 
dA(i)a{i-3) 

10 20 30 40 50 
SYARPGGESIKDTNLYVTNLPRTITDDQLDTIFGKYGSIVQKNILRDKLT 
一』・・.園田一 -圃h・・・・-

日 田a ・・・・-_..-............- ・・・・句。 “・E・ーー"・・-_...........__.....-
・・・.......-岬・ ーーー----園田畑 周鳳 ーー -・・ーー

i 一一ー一一一一一ー ーτ=害号孟二三三デ」 ーー一ーー
「古=-。 トー-<>←亨=埠噌 。戸一一唱 。一一→ 。ーーーーー問。 。明ーーー。

β1  

00 m 00 00 00 
GR P R G VA FVRYN KR E EAQ EA I SA LN NVIP E GG S Q P L S VR LA E EH GK 

aE 圃園 自ー・ーーー司_.-.......・ 一ー
ー ---...............-.-・ ・......-ーー・ー・・ ーー

-・ ・-...・・・・・・・園田ー・.........._.....__.....-ー ・・ -一=主主主君主ζ了 一...........“

β3  

トー寸界一『 。一一守 ←ーーω一一噌
ー一--二回4嶋田-ーー司ー一一一一
α2 

図3 Sxl蛋白質の 2次構造
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図4 βシート構造のトポロジー

太い矢印は，ストランド閣の強い NOEを示す.破線の矢印は，中程度の強度の

NOEが観察されたことを示す.

2 )側鎖部分のシグナルの帰属

Sxl蛋白質の RNPドメインは，アミノ酸が 96残基で構成されているのでプロ

トンによる 2Dスペクトルでも側鎖の短いアミノ酸残基については帰属を行なうこ

とができる.しかし，側鎖の長いものでは，プロトンによる 2D TOCSYスペ

クトルだけでは，磁化移動の効率が悪く完全に帰属をすることは困難となる.さら

に構造情報を得るためには，側鎖プロトンの結合しているはC核の化学シフトも同

定する必要がある.このため 3D HCCH-TOCSYスベクトルの解析を行な

い，ほぼすべてのプロトンシグナルについて帰属を行なうことができた.

3 ) Sxl蛋白質の2次構造の決定

プロトン 2Dスペクトル， 3D 'H_'5N NOESY-HSQCスペクトル，

および 3D 1 Hーは C NOESY-HMQCスペクトルを用いた解析の結果， Sx 1 

蛋白質の RNPドメインは， 4本の βストランドからなる逆平行 βシート構造と 2，

本の αヘリックス構造を持つことがわかった(図 3).さらにこの逆平行 β シート

構造のトポロジーは図 4に示すようになっていることがわかった.現在立体構造を

明らかにするため，さらに解析を進めている.
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多次元NMR によるタンパク質の構造解析~t\}A 代チー

S {o 0。

り
(財)東京都臨床医学総合研究所、日本バリアン・

稲垣冬彦、神田大輔、市川さおり、永田宏治、畠中秀樹、串田克彦・

Structural analysis of proteins by multidimensional NMR 

Fuyuhiko Inagaki， Daisuke Kohda， Saori Ichikawa， Kouji Nagata， Hideki Hatanaka 
and Katsuhiko Kushida* 

Tokyo Metropolitan Institute ofMedical Science and Varian Jap釦*

At frrst， we report an algorithm for automatic assignments of NOESY cross peaks.百1Is
algorithm w邸 appliedfor the structural determination of several proteins， which gave high 
resolution solution s町田知rescomparable to X-ray analysis. Thus， the detailed compぽisonofthe 
protein s回 cturesin solution and in crystalline state is now feasible. 
Recently， pulse field gradient technique (pFG) has been shown ωbe effective for water 
suppression. We incorporated PFG into several pulse sequences and compar吋 thePFGspec回
with those obtained by conventional techniques. 

( 1 )はじめに

測定法の改良、構造計算法の進歩によりNMR法により溶液状態におけるタンパク質の立体構造を X

線結晶構造解析に匹敵する分解能で決定することが出来るようになった。本報告では、はじめに自動構

造解析を目的としたアルゴリズムの検討と、このアルゴリズムを用いて決定したタンパク質の立体構造

について報告する。次に軽水シグナルの消去に有効な磁場勾配法 (PF G)をタンパク質のNMR測定

に適用し、実験条件の検討を行なったのでその結果について報告する。

(2 )立体構造計算法の検討

精密なタンパク質の溶液構造決定はタンパク質の機能を理解する上からも重要である。このためには

できるだけ多くのNOE交差ピークの帰属を正確に行なうことが必要である。しかし通常シグナルの重

なりのために一義的に帰属のつく場合は少なく、縮重した帰属の中から正しい帰属を選び出すことが必

要となる。このプロセスを客観的な基準に従って行なうアルゴリズムの開発は立体構造決定の自動化に

不可欠である。まづ一義的に帰属のついた交差ピーク (10 0個程度)と二次構造情報を用いてラフな

構造を計算する。この構造を満足する帰属を縮重した帰属の中から選び出す。ついで新たに確定したN

OEの帰属を含めて構造計算を行なう。このプロセスを繰り返すことにより 9割以上のNOE交差ピー

クについて帰属を確立することが出来た。残った 1割程度の交差ピークは二つ以上に帰属されるもので

あり、構造と比較しながらマニュアルで帰属を確認する。このようにして帰属の確定した総てのNOE

交差ピークを用い、ランダム構造から出発し構造計算を行ない最終構造を得る。このアルゴリズムをP
シート構造に富むエラプトキシンb、LS3等蛇神経毒タンパク質やαヘリックス構造を多く含むと考
えられる蚕のインシュリン族ペプチド、ボンピキシンに適用し、いづれも良好な結果を得た。このシス

テムを多次元NMRに拡張することを目的として、現在三重共鳴三次元NMRを用いたNMRシグナJレ

の自動帰属の検討を行なっている。

(3)磁場勾配法 (PFG法)を用いたNMR測定の検討軽水シグナルの消去はタンパク質のNMR

スペクトルの測定に不可欠である。近年、磁場勾配 (pF G)を用いると、軽水シグナルの消去が効率
的に行なえることが報告されている。 PFGの特徴は位相回しに代わって、目的とするコヒーレンス経

キーワード: 自動構造解析、ディスタンスジェオメトリー、多次元NMR、磁場勾配法、 ssパルス

いながき ふゆひこ、こうだだいすけ、いちかわ さおり、ながた こうじ、はたなかひでき、

くしだ かつひこ
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路を選択することが可能な点であり、測定時間を著しく短縮することができる。多次元NMRの測定を

行なう場合には、この点は極めて重要なPFGの特徴となる。ここではPFG法をタンパク質に適用し、

実験条件を検討した。測定にはVarian UNITY500を使用した。

(a) S Sパルスと磁場勾配の組み合わせによる軽水シグナルの消去(1) 軽水シグナルの消去にはラ

ジオ波照射の他にオフセット周波数(軽水の周波数)領域を励起しないbinomia1パルスを観測パルス

として使う場合が多い。しかし、これらのパルスは周波数に依存した位相特性を持ち、ペースラインの

歪みを生じる。そこでオフセットより高磁場、低磁場側にそれぞれ対称的に励起領域をシフトさせたラ

ミナーパルス (SSパルス)を作製した。 Smallcombeが提唱したこのパルスの位相特性は周

波数依存性がなく二次元NMR測定の観測パルスとして使うことができる。 SSパルスはオフセット周

りのシグナルの非励起範囲が広いため、 binom訟Iパルスに比較して軽水シグナルの消去効率は高い。

実際のNOESYの測定では、エコー取り込みとし、エコーの待ち待問に磁場勾配を加えることにより

更に軽水の消去効率を高めたパルス系列を用いた。 SSパルスと磁場勾配を用いて測定したエラプトキ

シンbのNOESYスペクトルの特徴は、飽和移動がないためシグナル強度が強〈観測される事、軽水

と重なったシグナルについてもはっきりした交差ピークが観測される。またNOESYスペクトルには

多くの軽水との交換ピークが観測される。しかし励起域の端では交差ピークの強度は弱くなり、強度補

正を加える必要がある。磁場勾配を加えたSSパルスは通常の二次元、三次元NMRの観測パルスとし

て容易に組み込むことが出来、弱い磁場勾配でも十分軽水の消去はできるため、測定条件の設定は容易

であった。

(b)磁場勾配を用いたHSQC法の検討 (2) K e e 1 e r等が提唱した磁場勾配を用いたHSQC

法のパルス系列を用いて測定した軽水溶液の15N/13C均一ラベルユピキチンの13C-HSQCスペ

クトルを図 1(a)に示す。このパルス系列の特徴は磁場勾配をかけた時間内の位相の進みを補償する

ためdelayτ-180・gradientτ のユニットを用いている点である。また2番目の磁場勾配の極性をかえる

ことにより PおよびNタイプの選択を行なう。即ち、 Pタイプ、 Nタイプの測定を交互に取り込むこと

により、純位相スペクトルを得ることができる。 HSQCフィ Jレターに加えて磁場勾配による溶媒消去

を行なうため軽水シグナルの消去効率は高い。しかし13C相互のスピン結合によるシグナルの分裂の

ため大部分のシグナルは重なり合っている(図 1(a) )。そこで展開時間をコンスタントタイム (C

T)に変更し、 13C問のスピン結合のデカップルを行なった (3)。図 1(b)に示すように短時間で極

めてS/Nが高く、かつシグナルの分離の良いスペクトJレを得ることが出来た。
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L 16 NANO・SCALECONFORMATIONAL FLUC刊 ATIONOF FERRITIN 
CHANNELS AS REVEALED BY 1 H NMR RELAXA TION TECHNIQUES 

0ダイウェンヤン、宝玉充、蝦名恵、永山国昭
つくば市東光台5・9・1 TRCパイロット研究棟
新技術事業団永山たん白集積プロジェクト

ODaiwen Yang， Michiru Hogyoku， Satoshi Ebina， and Kuniaki Nagayama 
Nagayama Protein Array Project， ERATO， JRDC， Tsukuba Research Consortium， 
5・9・1TOkodai， Tsukuba， 300・26Japan 

NMR relaxation techniques were used to investigate the dynamics of ferritin channels. By 

analyzing the relaxation time， T 2， of the proton signals in apoferritin and the solvent 

accessible surface area， it was shown that there is a large degree of mobility in the interior 
regions of the ferritin shell. By comparing the proton relaxation times of probe molecules 
(water and [CaEDTA]2・)in apoferritin and holoferritin sOlutions， it was found that these 
probes transverse into the ferritin cavity through channels in the ferritin. Based on these 
results， we propose a model for ferritin molecules that involve flexible channels of which the 

size fluctuates in the range of 3-10 A. 

Holoferritin consists of a protein shell (apoferritin， 23 A thick and 
with an inner diameter of 76 A)， which is composed of 24 subunits (each 

20 kDa)， that surrounds an iron core ("，，50 A). The protein shell is 
transversed by channels with diameters of 3-4 A (1). The channels are 
believed to be the pathways for the iron ions in the iron uptake and 

release process. For the iron release process， it is assumed that 

reductant and chelator can pass freely through the channels during the 

transversal process (2，3)， although this mechanism has not directly been 

proven. To examine this mechanism， we used the 1 H NMR relaxation of 

the ferritin and probe molecules (H20 and [CaEDTA]2-) to analyze the 

mobility of the protein shell and the transversal of the probe molecules. 

The iron core was used to advantage as an intrinsic paramagnetic center. 

MATERIALS AND METHODS 

For the NMR samples， the water in the solution of ferritin was 
replaced four times with 2H 20 by using an Amicon ultrafiltration 

apparatus (YM 100). The 1 H NMR spectra were obtained with an NMR 

spectrometer (JNM-A500， JEOL) at 500 MHz and 20 oC. Relaxation times 

Key Words: Probe， Iron-Core， Mobility， and Transversal 

0やん だいうえん、ほうぎよく みちる、えぴな さとし、ながやま くにあき
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T 1 and T2 were measured using the IR and CPMG pulse sequences， 

respectively. AII relaxation experiments were repeated three times and 

the results were averaged. 

In large proteins， the relaxation time T 2 is sensitive to both the 

overall motion of the protein as well as internal motions in the protein. 

The effective correlation time，τeff， taking into account both the overall 

and internal motions， can be obtained from both T 2 and the interproton 

distance by using the relaxation equation of Solomon. 

In ferritin solution， we may divide the probe molecules 

phenomenologically into two groups: A， probes far from the iron core， 

thus relaxation is not affected by the core; and 8， probes near the iron 
core surface thus is strongly magnetically affected by the core. There 

will be exchange of probe molecules between the two groups A and 8. If 

the exchange is much faster than the relaxation rate of the protons， the 

observable relaxation rate (1/Tj， where i=1 or 2) equals the weighted 

average of the relaxation rates for the molecules in group A (1/Tj，a 

which is similar to the value of probe molecules in apoferritin solution) 

and 8 (1/Tj，b) (4)， as shown in equation 1. 
1 Xn Xh 
-=ー径一+二ι (1) 
1f 1f，a 1f，b 

Here， Xa and Xb are the mole fractions of the probe molecules in groups A 

and 8， respectively. If the exchange is much slower than the relaxation 

rate of the protons， the relaxation is described by a two-exponential 
decay (4). 

RESUL TS AND DISCUSSION 

The 1 H spectra of apoferritin and holoferritin are shown in Figure 1. 

The T 2 decay curves of the resonance signals over the entire spectral 

range for the apoferritin and holoferritin protons could be fitted by 

two-exponential decays， indicating the presence of slow and fast 

relaxation components in the protein. There is no significant difference 

in the fraction of fast components for protons at different chemical 

shifts. For the slow motion component， theもff and the fraction were 

about 2.5 x 10・7S and 60%， respectively. For the fast motion component， 

they were 0.4 x 10・7 S and 40%， respectively. The 'teff for the slow 

motion is comparable to the rotational correlation time of ferritin，τR， 

which is expected for a rigid sphere. This indicates that the slow 

motion corresponds to rigid regions and the fast motion to mobile 

regions. The fraction of mobile regions determined by NMR is 40%， while 
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that for all protons located at surfaces is 18% calculated by us from the 

surface area accessible to solvents based on the crystallographic 

structure. Consequently， nearly 20% of the mobile regions are located 

inside the protein shell， although the regions are not identified at this 

stage. 

The value of T 2 for the fast motion components in holoferritin is 

found to be almost equal to that in apoferritin. Thus， the effect of the 

iron core on the relaxation of the protons near the outer surface of the 

shell is negligible. Therefore， we can consider the molecules outside 

and inside the protein shell as group A and group B， respectively. The T 2 

and T1 relaxation times of the solvent protons in 2H20 solutions of 

holoferritin and apoferritin were monoexponential. Hence， the exchange 

between groups A and B is fast. Little variation of T 2 was seen at 
different pulse intervals， indicating that the local magnetic field 

inhomogeneities do not dominate the relaxation time T 2・

The T1 and T2 of the protons in commercial 2H20 were 15.4 and 4.4 5， 

respectively， while those for the filtrate of holoferritin. were 14.8 and 
3.6 5， respectively. The T1 and T 2 for the protons of 1 H2HO were 9.9 and 

1.5 5， respectively， in a 4.8 mg/ml apoferritin solution， while they 

decreased to 1.5 5 and 14.1 ms， respectively， in a 4.8 mg/ml holoferritin 

solution. 

The values of T1 for the Ha and Hb protons of [CaEDTA]2-were 290.0 and 

385.1 ms， respectively， and remained almost the same for the 
holoferritin concentrations from 0 to 1.5 mg/ml. The T2 (Ha) and T 2 (Hb) 

were 181.1 and 249.0 ms， respectively， in the absence of ferritin. The 

values were 168.9 and 230.4 ms， respectively， in the presence of 1.5 

mg/ml of apoferritin， while they were 71.0 and 82.0 ms， respectively， in 

the presence of 1.5 mg/ml of holoferritin. 

If the probe molecules do not transverse into the shell and approach to 

the core (i.e.， Xb = 0)， the relaxation times observed in holoferritin should 

be similar to those in apoferritin solution (eq 1). Otherwise， the 

relaxation times will be shortened in holoferritin solution. 

Experimental results indicate that the T1 and T 2 of heavy water in 4.8 

mg/ml holoferritin solution are about 7 and 70 times shorter， 
respectively， than those in the same concentration of apoferritin 

solution. The T 2 for [CaEDTA]2-in 1.5 mg/ml holoferritin solution is 

about 2.5 times shorter than that in apoferritin solution. Consequently， 
water molecules (<3.4 A) and [CaEDTA]2-ions (>7.6 A) transverse into the 

ferritin cavity and experience fast exchange. 

-59-



Because large probes such as [CaEDTA]2・ cantransverse into the 

cavity through the channels， the channels must be flexible enough to 

allow such a transversal. Therefore， mobile regions should be located 

around the channels. Based on the studies of iron release using 

reductants， it has been suggested that the channels expand in solution to 

more than 10 A (2，3). Because circular dichroism studies on ferritin 
indicate that the secondary structure of ferritin in solution is the same 

as that in crystal， these two structures have only local differences. 

Based on the findings described above， a new model for the dynamic 

structure of ferritin channels and the transversal of probe molecules is 

proposed as shown in Figure 2. State 1 is similar to the structure 

obtained by X-ray cryst剖lography. When ferritin is in State 11， the 

channels open wider by compressing the mobile regions， thus allowing 

molecules larger than the size of the channels in State 1 to transverse 

into the interior. We propose that ferritin molecules can fluctuate 

between these two states， preserving the overall size and symmetry of 

ferritin. 

In conclusion， the ferritin molecule contains a significant amount of 

mobile regions that are located near the channels. With rapid exchange 

between the two conformations， as proposed in our model， the size of 

the channels fluctuates in the range of 3・10A， thus allowing larger 
molecules to transverse into the ferritin cavity. 
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Figure 2. Model ot the dynamic structure ot 
territin showing how the transversal ot probes 
occurs. The light shadows indicate loosely tolded 
regions that are mobile while the dark shadows 
indicatethe same regions packed more tightly. 
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L17 がん原遺伝子産物c-MybのDNA結合領域及び特異的DNAどの複合体の構造

(横浜市大・総合理 1、都臨床研 2、蛋エ研 3、阪大・蛋白研ヘ理研・

筑波LS 5) 0緒方一博 1、2、守川壮_3、中村春木 3、井上泰子 l、関川あい 1、
佐々木元子1、長土居有穫1、江成政人1、張者会、権嫡大4、北保裕信ヘ

相本三郎 4、皿弁明倫 5、石井俊輔 5、西村善文 1

Structure of a DNA-binding region of a protooncogene product， c-Myb and its 

comp1ex with a specific DNA. 

(1Graduate Schoo1 of Integrated Science， Yokohama City University， 2TokyO 

Metropo1itan Institute of Medica1 Science， 3Protein Engineering Research 

Institute， 4Institute for Protein Research， Osaka University， 5Tsukuba Life 

Science Center， Institute of Physical and Chemica1 Research) .Kazuhiro Out al，2， 

Souichi Morikawa3， Haruki Nakamura3， Taiko Inoue1， Ai Sekikawa1， Motoko Sasaki 1， 

Ari taka Nagadoi 1， Masato Enari 1， Zhang Ruoheng4， Kwon Yeon-Dae4， Hironobu HOj04， 

Saburo Aimoto4， Akinori Sarai 5， Shunsuke Ishii 5， Yoshifumi Nishimura1 

A protooncogene product， C-Myb， is a transcriptiona1 regu1ator in the mye10id 

1ineage， which binds specifica11y to a DNA with the consensus sequence AACxG. A 

DNA-binding region of c-Myb consists of three imperfect1y-conserved repeats of 

52 residues， referred as R1， R2， and R3 from N-terminus. Each repeat has three 

tryptophans at interva1s of 18 or 19 residues. R23 (R2 and R3) is essentia1 for 

specific DNA binding・Usinghomo and heteronuc1ear mu1tidimensiona1 NMR， high-

res01ved solution structures of each repeats were revealed and were conserved in 

the overa11 DNA-binding region containing a11 repeats. Specific DNA complexes of 

R23 and R123 were also analysed and the complex structure has been determined by 

NOEs between protein and DNA. And further， the dynamic structure of R23 and its 

stabi1ized mutant wi11 be discussed. 

[はじめに]がん原遺伝子c-lOy/l，.ま主に造血系細胞で発現され、ぞの遺伝子産物c-Mybは

分イb制御に関与している。 c-Mybはコンセンサス配列AACxGを含むDNAに対して特異的

結合能を有する転写調節因子で、そのDNA結合領域は3つのリピートからなり、 N端側か

らR1，R2， R3と名付ける。各リピートは52残基からなり、それぞれのリピート内には保存さ

がん原遺伝子産物、 c-Myb、転写調節因子、 DNA結合領域、複合体、動的性質

おがたかずひろ、もりかわそういち、なかむらはるき、いのうえたいこ、せきかわあい、

ささきもとこ、ながどいありたか、えなりまさと、ざんるうへん、こんよんでえ、

ほうじようひろのぷ、あいもとさぶろう、さらいあきのり、いしいしゅんすけ、にしむら

よしふみ
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れた3つのトリプトファン残基が一定の間隔をおいて存在する。 DNAとの特異的結合には

R2とR3を含む領域 (R23)が必須で、 Rlの役割に関しては明確な結論は得られていない。我

々は既にR3単独の立体構造を決定しているが(1)、今回、各リピートの続密な構造を明ら

かにし、 R3についてもさらに精密他を図った。また全リピートを含むタンパク質を 15Nラ

ベル体の多次元NMRを用いて解析した(二次構造については昨年の本討論会要旨参照)。

さらに特異的DNAとの複合体の測定から、 Myb-DNA複合体の構造を決定した。また各リピー

トの動的性質の違いを 15N核のT1，T2，NOEの各緩和パラメーターの測定から調べ(昨年の

本討論会)、その結果的がRlやR3に較べて著しく構造的に不安定であることが明らかにな

ったが、今回疎水性コアの検討からR2領域のアミノ酸変異体 (R23VI03L);を作製し、 R2領

域を安定イじすることができたので、併せて報告する。

[実験]①Rl，R2，R3の立体構造計算

化学合成した2.5酬のRl、4.2酬のR2、1.8酬のR3の各ペプチド溶液 (pH6.8、5.2，8.2284K 

"'300K)についてTOCSY(r皿=9-100ms)、NOESY(rm=50、150ms)、DQF-COSYの各スペクトルを
Bruker製AMX-500を用いて測定し、 NOEと角度データを基にEMBOSS(ディスタンス・ジオメ

トリー)と PRESTO(シミュレーテイド・アニーリング)により構造計算を行なった。

②R23，R123の構造解析

T7プロモーター支配下にR23，R123をコードする遺伝子を組込み、 BL21細胞で発現させ、

15Nラベル体を精製した。 pH6.8、290-300Kで2酬の 15N-R23，R123について 3DNOE SY -HMQC， 

TOCSY-HMQC， HMQC-NOESY-HMQCの各スペクトルを測定した(昨年の本討論会要旨参照)。
③R23-DNA，RI23-DNA複合体の構造解析

15N-R23、R123に対しコンセンサス配列(前記)を含む16merDNAを1: 1の割合で混合し、

pH5. 2-8. 2， 290-310KでH20サンプルについて、 HSQC，3DNOHSY-HMQC， N-decoupled NOHSY、

D20サンプルについてNOESY，TOCSYの各スペクトルを泌定した。

④R23におけるR2領域の変異体の作製

PCR法により R2領域のVI03をLに変異させたR23VI03Lの発現系を作製し、 15Nラベル体を

精製してpH6.8，290-300KでHSQC、15N核のT2，Tl， NOEの各種緩和スペクトルを測定した。

[結果・考察]各リピートのプロトンシグナルの帰属は交換の速い解様性プロトン (Lys，

Tyrの側鎖等)以外全てについて行なった。立体特異的帰属に関しては、検討した測定条件

全てにわたってシグナルの重なりが見られる場合以外は、側鎖のコンフォメーションが固

定されているものについてすべて行なった。その結果Cpプロトン以外にC7(Ile， Lys， Arg)、
Co (Arg)プロトン、メチル基 (Val， Leu)について帰属できた。その他プロリンのCP，Coプロ
トン、側鎖アミド (Asn，Gln)プロトンについても特異的に帰属した。またペプチド骨格の

構造が十分収束した段階でグリシンの2つのCaプロトンを特異的に帰属した。側鎖の角度

制限は上記の特異的帰属に伴い、 x'(Val， Ile， Thrを含む)、 x2(Leu， Ile， Lys， Arg)、X3 (Arg) 
について行なった。

構造計算はRlでは640コのNOH(残基内8、残基聞632)と65コの角度制限、 R2では924コの

NOH (残基内8、残基間916)と61コの角度制限、 R3では536コのNOH(残基内6、残基間530)と

70コの角度制限を用いた。残基内NOEは立体特異的帰属や側鎖の角度制限にも情報として

含まれているので、長鎖を持った残基に限ってコンフォメーションを規定するために重要

な残基内遠隔NOHのみ用いた。これらの制限から各リピートについてそれぞれ約190コの構

造計算からエネルギーの低い50コの構造を求めた結果、 RMSDはRlでは骨格でO.37 A、側鎖
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を含めO.95A、R2では骨格で O.33A、側鎖を含めO.82A、R3では骨格でO.32A、側鎖を含め

O. 83Aであった。 violationは距離制限でO.lA以下、角度制限で2・以下であった。

得られた構造から、各リピートともほぼ対応する領域に3本のヘリヅクスが認められ、

第2から第3ヘリックスにかけてはヘリヅクス・ターン・ヘリックス類似の構造をとって

いた。 3つのトリプトファンのインドール環はR3では2つのヒスチジンのイミダゾール環

とともに芳香環コアを形成していたが、 R1， R2では2つのヒスチジン残基に対応する部位

にはパリンとアルギニン残基が存在し、パリンのメチル基とアルギニンのメチレン鎖部分

が疎水性コアに寄与していた。さらにこのアルギニン残基は遠隔のアスパラギン酸とイオ

ン対を作り、固定されていた。

各リピート内には前に述べたように第2から第3へリヅクスにかけてヘリックス・ター

ン・ヘリックス類似の構造モティーフを有し、第3へリヅクスがDNAのmajorgrooveに入

って塩基を特異的に認識する結合モデルが考えられた(1)0 このモデルを検証するために

R23-DNA及びRI23-DNA複合体の構造解析を行なった。 R23，R123に対しコンセンサス配列(前

述)を有するDNAを1: 1になる様に加え、塩基プロトン (A-H8，H2; G-H8， H 1; T-H6， Me， H3; C-H6， 

H5， H4)、槍プロトン (Hl'，H2'， H2'， H3'， H4')の帰属を行ない、 DNA単独の化学シフト値と比

較したところ、コンセンサス配列近傍でO.3ppmを超える大きなシフト差が見られた。また

R23-DNAとRI23-DNA複合体を比較してD自A側のシグナルのシフト差を調べたところ、最も大

きなものでも O.lppm程度で、 Rl領域とDNAとの相互作用はR23領域と比べてかなり弱いと考

えられた。このことはR23領域のみでDNAに特異的に結合し、 R23とR123の特異的DNAに対す

る解離定数の違いは数倍程度 (R23-DNAで"，4xl0-9、RI23-DNAで叶XI0-10)であることと矛盾

しない。一方、 lH-15NHSQCスペクトルを用いてアスパラギン、グルタミン残基側鎖のア

ミドプロトンシグナルのDNA結合に伴う変化を見ると、 R23領域で第3ヘリックス中のDNA

側を向くと想定されるアミド基、第 1ターン中の糠リン酸骨格と相E作用すると考えられ

るアミド基由来のシグナルがexchangebroadeningを起こして消失するのに対し、ぞれ以

外のアミド基シグナルに大きな変化は見られなかった。このことからMybとDNAの結合は完

全に固定されているのではなくある程度揺らいでいて、またこのことがDNAの塩基の芳香

環やリン酸基の負電荷の影響で佑学シフトの変イじをきたすためにシグナルのbroadeningが

生じている可能性がある。 R3領域ではこの第3ヘリヅクス中のアスパラギン残基がDNAを

特異的に認識していると考えられる。側鎖アミド基以外にも第3ヘリックス中のDNAに面

する残基は非解雌性プロトンを含め、シグナルのbroadeningが見られた。これに対しRl領

域では側鎖アミドプロトンについて、第3へリヅクスでは両端に存在する残基のシグナル

の消失が見られたものの、ヘリックス中央の残基ではシグナルの大きな変佑は見られなか

った。以上のことから、 Rl領域のDNAに対する作用は非特異的であると推定される。さら

にR23-DNA複合体のD20，H20中でのNOESYスペクトルからR2-DNA砲とR3-DNA聞のNOEを同定し、

26コの分子間NOEにより分子動力学計算を行ない、 MybR23-DNA複合体の構造を求めた(図1)。

なおRI23-DNA複合体において、 RI-DNA閣のNOEは認められていない。

各リピートの動的構造については 15N核のT1，T2，NOEの緩和パラメーターの測定により

検討したが(昨年の本討論会)、特にR2領域において h値の減少、 TdT2の増加が著しく、

conformational exchangeの寄与が推定された。カロリメトリー (DSC)の実験からも melt-

ing pointはRl，R3に比べR2で明らかに低く (2)、R2領域は不安定で揺らいでいると考えら

れた。 R2領域がRlやR3領域に比べて構造的に不安定である理由として疎水性コアの安定性
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の差異が一因となっていることが考えられ、コア形成残基を各リピート聞で比較した。第

1と第3へリヅクスの突差する領域は疎水位コアの中心部にあたり、 R3では第 1ヘリック

スと第3へリヅクスから 2つのイソロイシン側鎖が向い合って配置している。 Rlではそれ

ぞれロイシンとシステイン残基が対応しているが、 R2ではパリンとシステイン残基が向い

合っていてR3やRlに比べて互いの側鎖閣のギャップが大きくなっている。そこでR23タン

パク質においてこのR2領域の第 1ヘリックス側のパリン残基 (V103)をロイシン残基に置換

したR23Vl03L変異体をsite-directedmutagenesisを用いて作製した。 wildtypeのR2領域

はHSQC上リピート全体にわたってプロトン及び 15Nシグナルがbroadeningしていて特に第

3ヘリックスで著しいが、これには疎水性コアを形成しているトリプトファン残基のイン

ドール環のreorientationの影響があると考えられる。即日103LのHSQCスペクトルではこ

れらの残基由来のシグナルは明らかに先鋭化し、 T2緩和時間も延長した。ケミカルシフト

値は置換残基近傍の局所的なシフト以外ほぼ保たれ、 3次元NOESY-HMQCスペクトル上では

wild typeと同様のNOEパターンを示しており、立体構造を変イじさせずにトリプトファン残

基を含む疎水位コアの揺らぎを抑え、安定イじさせたと考えられる。現在この変異体の活性

を検討中である。

主藍

国 1 MybR23-DNA複合体の構造(ステレオ図)

DNA配列は{図上)5' -cCTIAAOT園A園ACACAT-3'(囲下)。但し囲文字はコンセンサス配列

3'-GGA[llCj咽T園TGTGTA-5'

DNAに対し左側がR2領域、右側がR3領域

(1) Ogata， K.， Hojo， H.， Aimoto， S.， Nakai， T.， Nakamura， H.， Sarai， A.， Ishii， S. 

Nishimura， Y. Proc. H8tl. AC8r1. Sci. {/SA， 89， 6428， 1992. 

(2) Sarai， A.， Uedaira， H.， Morii， H.， Yasukawa， T.， Ogata， K.， Nishimura， Y.， 

Ishii， S. Biocnemistry， 32， 7759， 1993. 
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特別講演 1

NMR Structural Studies of Flexible Proteins and Peptides 

Peter E. Wright 
Depa口mentofl'vlolecular Biology 
The Scripps Research Institute 
La Jolla， Califomia 92037 
じnitedStates of .A.merica 

Abstract 

Technological develοpments over the past decade hav'e made multi-dimensional i¥lv1R spectroscopy a 
PO¥¥官五11tool for protein stnlCture determination. Less attention has been directed toward measureηlent 
o[ prolein dynamics and development of methods for stmctural characterization of conformationally 
averaged systems. !5:.J and 13C relaxation measurements offer great promise for providing detailed 
insights into protein dynamics on a picosecond time scale. 1n addition， exchange contributions to T2 
provide information on much slower events involving conformationa1 f1uctuations. The application of 
heteronuc1ear rela'(ation measurements to investigate the dynamics of severaJ proteins [enzyme IIAgk (り，
l.inc tingers (2)， and oxidized and reduced thioredoxin (3)] '..vill be described. 

Conformationally averaged systems pose pa口icularproblems for i\~虫 structure determination. 
Strategies for dealing with these probl巴msto identiちconformationalpreferences in linear peptides in 
aqueous solution will be describεd SequentiaJ backbone-backbone )lOEs provide information on the 

relとtivepopulations of a ancl 0 backbone dihedral angles ¥、hilemedium-range i¥OEs allov，: idemification 
of folded structmes in the p叩tideconformational ensemble (4). Quantification of the population of 
folded stれIcturesrernains problematic Ho日巴ver‘byCai告白Iuse of chemical shift， coupling constant. and 
)iOE data， supp!err:ented by ciicular dichroisrn in favorable cases司 atJeast a senii-quantitative m己asureof 
population is frequently achi巴vable Examples of he!ical and問、erse turn-forming peptides ¥>;ill be 
discusseJ 

References 

(1) "Backbone dynamics of the Bσcif!/Is subrilis glucos己 perrneaseIIA domain detem1ined from 15[¥' 
トJ!¥'lRrelaxation measurements." t-.1.J. Stone， ¥V.J. Fairbrother， A.G. Palmer IIl， J. Reizer， ¥tH. Saier 
Jr and P.E. ¥¥・right(1992)βiochemisl/"y 31.4394-4406 

(2) "Characterization 0[' arnino acid side chain dynamics in日 zincfinger peptide using J 3C )Jiv1R 
spcctroscopy and timc-rcsoいccltluorescencc spectroscopy. '1 A. G. Palmcr， IIl， R.A. Hochstrasser. 
D P ;¥[illar， t¥L Rance and P.E. ¥¥/right (199.3) J Am<!r. Chelll. Soc. 115， 6333-6345 

(3 )川Comparisonof backbonc ancl tryptophan siclechain dynamics of reduced and oxidized E. co!i 
thioredoxin Llsing 15;-.I :-i1¥-!R relaxation measuremcnts'・M.J.Stone， K. Chanclrasekhar， A Holrngren， 
P E Wright and H.J. Dyson (1993)βiochemiSII) 32. 426・4JS

('1) "Defining 5olu!ioll conform昌!ionsof 5mall linear peptides" H.J. Dyson and P E Wright (1991) Ann. 
Rn・βlのρjり'sicsBiρ'phys. Ch<:llI. 20， 519・538
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特別講演 1 NMR in Biochemi山ツ
P. E. Wrigh七
Depar七men七 ofMolecular Biology 
The Scr工ppsResearch Ins七ユtu七e
La Jolla， California， u. s. A. 
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特別講演 2
MULTIOIMENSIONAL SOLlO STATE NMR OF POLYMERS 

H.W.Spiess 
Max-Planck Institut fur Polymeげ'orschung
Postfact可3148，D開55021Mainz， Germany 

Multidimensional solid NMR spectroscopy 0仔ersuinique possibilities for studying structure 
and dynamics of polymer materials. This concerns both the spectral resolution needed to 
obtain the required selectivity in the solid state as well the information that can be extracted 
from the spectra. After a brief introduction into solid state NMR an overview of techniques 
developed in our laboratory and recent applications will be given. 

The increase of spectral resultion will be demonstated on multidimensional MAS sideband 
spectra. Here efficient ways of separating iso-and anisotropic chemical shifts offer various 
possibilities of generating highly resolved 30-MAS NMR spectra， from which， e.g.， the 
molecular order in partially ordered polymers can be extracted. More complex alignments of 
polymer chains， resulting from advanced industrial processing of films can e仔ectivelybe 
studied by 20-or 30-exchange NMR. This technique， introduced by H~nrichs back in 1986 
has recently been extended by us (DECODER NMR) to show that it maps out the 
orientational distribution function into the multidimensional NMR spectra in complete analogy 
to X-ray scattering. 

The information provided by multidimensional NMR probably is most unique as far as slow 
molecular dynamics in polymers and its relation to the materials properties are concerned 
Here it will be shown that fundamental differences between the chain dynamics in crystalline 
and amorphous polymers are detected by 30-exchange NMR. Chain dynamics above the 
caloric glass transition will be compared with internal dynamics within macromolecular 
chains and local dynamics of side groups in the glassy state. The nature of the non-
exponential loss of correlation can be unraveled by reduced 40-exchange NMR， which 
relates the loss of correlation during a given period of time at the beginning of the 
experiment with the loss of correlation the same molecules experience over an equally long 
period at much later times. 

It will be shown how spatial information about the packing in amorphous systems and 
characteristic length scales of structural as well as motional heterogeneities can be probed 

both via spin diffusion (1-100 nm) and spatially resolved NMR ( >50μm). 

The techniques will be demonstrated on various polymer materials including homopolymers， 
block copolymers and blends as well as liquid crystalline polymers of different molecular 
architecture. 

References 
H.W. Spiess， Chem. Rev. 91，1321 (1991) 
H.W.Spiess and K. Schmidt-Rohr "Multidimensional Solid State NMR and Polymers"， 
Academic Press (1994) 
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特別講演 3
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NMR SPECTROSCOPY AT HIGH PRESSURE 

JIRIJONAS 

Beckman Institute for Advanced Science and Technology 
and 

Department of Chemistry 
School of Chemical Sciences 
U niversity of IIIinois 
Urbana， IL 61801 USA 

Nuclear magnetic measurements at high pressure provide unique information about the 

microscopic behavior of chemical and biochemical systems. In view of the high information 

content of advanced high resolution NMR techniques including 2D NMR， the ability of 

penorming these experiments at high pressure opens a very promising direction in high 

pressure research. 

This lecture is organized in the following way. The introduction， which outlines the 

fundamental reasons for penorming high pressure experiments on chemical and 

biochemical systems， is followed by a discussion of the specialized instrumentation needed 

for high pressure NMR experiments. Specific examples of recent high pressure NMR 

pressure NMR can study a wide spectrum of problems ranging from the dynamics of 

:エロヱヱ:江口口ωexpezcdellzqrne 
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特別講演 4

SO咽leRecent Advances in Nuc1ear Shie1ding C冶1cu1ations

G A Webb 

Department of Chemistry， University of Surrey， 
Gui1dford， Surrey， Eng1and 
工tis genera11y thought that the theor，r of nuc1ear shie1dings dates fro岨 thesentient 

l 
paper by Ramsey in 1950.-In princip1e， it has therefore been known for many years 
ho岬 toc司1cu1atenuc1ear shie1dings. However， it is on1y in recent years that a 
meaningfu1 accuracy has been brought to such ca1c~ations. 

In the quantum mechanica1 appr唖achto nuβ1ear shie1ding，七hewave function of.the 

rr.o1ec只1eis perturbed by the app1ied magnetic fie1d in the NMR experiment. The effect 

of this is to produce preferred currents which shie1d七henuc1eus from the app1ied 

~agnetic fie1d. The magnetic perturbation is expressed by the angu1ar momentu血 operator

which is not invariant with respect to tr宮ns1a七ions. Consequent1y枕leca1cu1a ted 

va1四 ofthe nuc1ear shie1ding can become origin (or伊 uge)dependent whereas the 

experimenta1 data do not have this property. Thus great efforts have'been expended 

in attempts to rem由vethe gauge dependence from the ca1c氾1atedresu1ts. 

In些よ込込2mo1ecu1ar orbita1 ca1cu1ations there have been two main apProaches to 

dea1ing with this difficu1ty. One is to emp10y a sufficient1y 1arge basis set 

such that gauge dependent effects are minimised. The other depends upon using a 

sma1ler basis set and introducing gauge factor宮 insuch a way that the resu1ts are 

independent of gauge origin. The for也erof these avenues has been explored in calcu1atiご=

on smal1 mo1ecu1es whereas the 1at七erapproach is wide1y employed for 1arger mo1ecules. 
2 

Gauge Included Atomic Orbita1s (GIAUS) C have found mu出 usein nuclear shie1ding ‘ 
ラ4ca1cu1ations~'~ Another ap司roachuses Individua1 Gauge Origins for different Loca1ised 

Mo1ecu1ar Orbita1s (目印)~
A different approach七oca1cu1ating second order magnetic properties is to use七he

6 
equations of motion method-. A variant of this procedure results in the use of. localise:. 

molecular orbita1s with Loca1 Origins (山田)for nuc1ear shie1ding calcu1ations! 

TheGI且0，IGLO and L侃~G me七hodsare a11 r哩asonab1ysuccessfu1 in calcu1a七ingnuclear 

shie1ding tensors. 

More recent1y the inc1usion of e1ectron corre1ation effects in ca1cu1ations of nuclear 

shie1dings for electron rich mo1ecules has been addressed. GIAOs and many body 
8，9 per七urbationtheory have been emp1oyed-'~ another approach is to use multiconfiguratio~ 

10 
IGLO ca1cu1ations --whi1e the second order po1arisation propa伊 torapproximationha~ 

been combined with the LORG procedure to give the S0100 method of including e1ectron 
11 

correlation effects in nuc1ear shie1ding ca1cu1ations. 工ngenera1 a11 of these 

ca1cu1ations tend to overemphasise corre1ation effects on nuc1ear shielding but are 

more satisfactory than the corresponding ca1cu1ations which do not inc1ude e1ectron 

corre1ation. 

A comp1ete1y different approach to ca1cu1ating molecular properties， not involving 
Hartree Fock theory，is the use of Density Functiona1 Theory (D円入D円 removesthe 
necessity of ca1cu1ating e1ectron corre1ation effects and has been shown to be 

successfu1 in ca1cu1ating nuclear shielding冨 formolecules which show dynamic and 

strong electron correlation interactions.12，13 
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些手足且2ca1cu1ations have a1so been reported for the nuc1ear shie1dings of heavy 
14.15 meta1s as we11 as for the 1ighter atoms of the periodic tab1e.-~'-J The resu1ts 

obtained reproduce a number of experimenta1 trends in spite of using modest basis 

sets in七heca1cu1ations. These data do not inc1ude either e1ectron corre1ation 

or re1ativis七iceffects. Both of which may be reasonab1y expected to p1ay a ro1e 

in the determination of nuc1ear shie1din‘s for heavier nuc1ei. 

Referenβes 

1. N.F・ R~sey. Phys. Rev.. 19うO，zz，567
2. F.London， J.Phys.Radium， 1937必う97
3. R. Ditchfie1d， J.Chem.Phys.， 1972必，ぅ688
4. K.Wolinsk:i:， J.F.Hinton and P.Pu1ay， J.Amer.Chem.Soc.， 1990，斗三，8251
5. M.Schind1er and W.Kutze1nigg， J.Chem.Phys.， 1982必，1919
6. D.J.Rowe， Rev.Mod.Phys.， 1968.AQ，153 
7. A.E.Hansen and T.D.Bouman. J.Chem.Phys.， 1985.主主，5035

8. H.Fukui， K.Miura and H.Mats~a ， J.Chem.Phys.， 1992，22，2039 
9・J.Gauss，Chem.Phys.Lett.， 1992，12l，614 
10. W.Ku七ze1nigg，C.van WU)len， U.F1eischer， R.Franke and T. von Mourik， in 
Nuc1ear Shie1dings and Mo1ecu1ar Struc七ure，NATO ASI Series， 1993，三単三，159

11. T.D.Bouman and A.E.Hansen， Chem.Phys.Lett.， 1990，11三.292
12. V.G.Ma1kin， O.L.Ma1kina and D.R.Sa1ahub， Chem.Phys.Lett.， 1993，204，80 
1)0 V.G.~31kin， 0.L.Ma1kina and D.R.Sa1ahub， Chem.Phys.Lett.， 1993，~， 87 

14. H.Nakatsuji， T.工noueand T.Nakao， Chem.Phys.Le七七.， 1990，167，111 
15. H.Nakatsuji and T.Nakao， Chem.Phys.Lett.， 1990，1&1，571 
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特別講演 5

Multinuclear and Multiple Quantum Filtered NMR Studies of the Heart 

G. Navon 

School of Chemistry， Tel Aviv University， Ramat Aviv， Tel Aviv 699;8， Israel 

Open heart surger)' is now t~e most common major operation in the Western world. During 
such an operation the heart is disconnected from its blood supply， and therefore ischemic. ft 
is imI?erati~e to minimize the damage <:au~ed to the ~eart duri~g this :period. An. emex:.gi~8 
procedure that gains now a momentum is heart transplantation. Improved preservation o( tlie 
heart during ischemia will enable the transportation of the heart over large distances. 
Multinuclear NMR can give us a comprehensive view of the heart physiology and biochemistry. It 
was found out that ionic nuxes play a crucial role in heart physiology. In fact， most of the 
drugs used today in trealing heart diseases are directed toward ionic pumps and channels. We 
have found that during hypothermic ischemic preservation there is a massive influx of sodium 
into the myocardium [1]. The NMR shifts produced by the shift reagents [2-4] at concentration 
that are tolerated by the heart are usually not big enough 
to give an adequa熔 separationbetween the intracellular and 
the extracellular “Na signals， and thus， the intracellular 
sodium signal is masketl by Ote much larger extracellular 
signa1. Recently the method of multiple quantum filtered 
(MQ町NMRspectroscopy was shown to suppress the signal for 
the extracellular sodium; The observation of MQF NMR signal 
depends 00 the presence of bioexponential transverse 
relaxation which is the result of sodium binding to slowly 
rotating macromolecules. T与us，th~ soJium outside lhe heart 
and in the vascular system is expected not to contribute to 
the MQF signal. However， the MQF experiment does not 
completely eliminate the signal of the sodium from the 
interstitial compartment. A complete elimination of the 
extracellular sodium signal in the presence of shift 
reagents could be accomplished by a selection of a 
particular delay time in lhe MQF sequence [5] (see Fig.l). 
!L~as 蜘wn 出at of the two possible MQF techniques for 
Na (1=3/2)， double and triple quantum filtering the 
latter is by far superior [5]. 
The measurement of imracellular volume is important 

because of two reasons: (a) in order to convert the amounts 
of metabolites measured by NMR to molar concentrations， (b) 
to assess the extent of intracellular edema， which may be a 
decisive factor determining the cell viability. We were able 
to measure intracellular volumes in ra¥， hearts [6] using a 
combination of cobalt-59 NMR of Co(CN)f and H・2NMRofD20
[7] and found 16% increase of same volume during 30 min of 
normothermic global ischemia. The result~ also enabled us to 
calculate molar concentrations of. Na T and phosphorus 
metabolites. 

References 
1. Asksenasy et al， Magn. Reson. Med. .f.皇， 249 (1992). 
2. R.K. Gupta釦 dP. Gupta， J. Magn. Reson.笠， 344 (1982). 
3. S. C・K.Chu et al， J. Magn. Reson. 2.昼， 33 (1984s). 
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4. A.D. Sherry et all， J. Magn. Reson. 1ι528 (1988). 
5. G. Navon， .Soc. Magn. Reson. Medicine， 11th Ann. Sci. Mtg.， p.843， Berlin (1992)， 
恥1agn.Reson.恥led.，in press. 

6. N. Askenasy et al， Soc. Magn. Reson. Med.， 11th Ann. Sci. Mtg・， p.2321， Berlin (1992). 
7. H. Shinar and G. Navon， FEBS Lett. 193， 75 (1985). 
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(東大・薬) 荒田洋治

NMR and Bigger Systems 

Yoji Arata 

Faculty of Pharmaceutical Sciences. University of Tokyo 

Abstract: Immunoglobulin G(IgG)， which is a multidomain glycoprotein with a 

molecular weight of 150，000， plays a crucial role in immune response. We 

have been developing a multinuclear NMR strategy for the molecular struc-

tural analyses of the intact IgG and a variety of proteolytic fragments 

thereof. The standard method of NMR structural analyses of proteins in 

solution is of little use in these bigger systems. In the present talk. 1 

will summarize how this difficult problem has been tackled and what kinds of 

information have so far been obtained. 

【走己】 模索のとき:援軍来る

今年で 32回を迎えたNMR討論会が誕生以来そのなかばにさしかかった頃.私は

197 1年から 2年間滞在した研究室(スタンフォード大学)の OlegJardetzky 

教授の傘の下からの脱出を模索していました. それまでの十数年の私のNMRの

世界は，アクリル酸やアミノ酸のスベクトル解析，メタノールやエタノールにおける

緩和現象の解析を中心とするものでした. スタンフォードで見たものは.その全て

がそれまでの私の経験を越えたものでした. 物理化学と生化学が揮然一体となって

動いている研究室，使い捨ての実験器具. 100リットルのドラム缶から，無雑作に

湯水のごとく重水を汲みだすボスドク達.それにも況して，グループのリーダーであ

る Jardetzky教授の「ストーリ一テラー」としての驚くべき才能. この押し潰さ

れそうな excitingで有意義な2年間の経験を土台に，自分はごれから何をなすべき

かを考えました.

研究室(藤原研究室)で使える装置は.cwの 100MHz分光計(日本電子
PS-100.1%エチルベンゼン，周波数掃引. S/N 30)でした. まず，

S/NをFTなみとし，かつ 100MHzなりに特徴を持たせるため.J.Dadok博士

の発案になる高速掃引相関NMRの測定ができるよう.当時大学院学生であった小沢
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宏君.中嶋佑次さん(中嶋技研)と凸凹コンビを組んでソフト.ハードの改造をはじ

めました. 時間がかかりましたが.ごの改造は期待した以上に成功し.荻野孝史君

は大腸菌代謝過程の解析で多大の成果を上げました. ごの仕事は.続いて今井康彦

君によって光合成細菌へと発展しました. いずれも.水溶液中における低濃度物質

の検出に相関NMR法が大いに役に立ちました.

NMRによるタンパク質の構造解析の方法論を発展させるべく熟慮したすえ，とり

あえず Jardetzky路線を継承し，蛋白研の成田耕造先生のグループと協同で.リボ

ヌクレアーゼTlの活性中心の解析を行いました.

何か新しい系でユニークな仕事をしたいと.ぼんやり考えていた時，ふと開いた本

に免疫グロプリンの文字を見つけ.読み進むうちに胸が高まってきました.その本は

漬口浩三先生の書かれた「蛋白質機能の分子論」でした. 偶然は重なるもので，

藤原鎮男先生の代理で出席した山村雄一先生の免疫の特定研究の班会議で清水章先生

(当時，阪大第三内科)と知り合いました. 清水先生は好奇心のかたまりのような

方でした. ふたりはたちまち意気投合し，とにかくなにか初めようということに

なりました. 私のそれ以後の十数年の進路を決める援軍との出会いでした.

【夫妻ミ】 見えるものを見る

免疫グロプリンは.未知を認識するために，自然が長い年月をかけて創り上げた，

魅力に満ちた.芸術品ともいえるタンパク質群です. 代表的な免疫グロプリンであ

るIgGは. 2本のH鎖と 2本のL鎖が 12個のドメインを形成する.分子量 15万

のタンパク質です. 当時.Wuthrich教授のグループによって，低分子タンパク質

の有機化学的，解剖学的解析が圧倒的な迫力で進められていました. タンパク質の

全体構造を指向する.この Wuthrich路線の素晴らしさに魅せられて. NMRによる

生体分子の構造研究の中心がそちらに移動し.私は，ひとり娘帳の外に取り残された

形になりました. そんな「化け者のようなものJに手をだして何になるという声が

聞とえてきました. しかし，私の方針は変りませんでした r心に決めた相手が

偶々巨大であったJのですから，時の流行がなんであれ.方針を変えるわけにはいか

なかったのです.

清水先生と相談の上. L鎖のダイマーである BenceJonesタンパク質(分子量

5万)から初め.とにかく見えるものを見ょうというごとになりました. 最初の

スベクトルを見た時.なかば予想したとととはいえ.大変ショックを受けました.

水より低磁場には.ぼってりした芳香環プロトンの大きな山があるだけでした.

それでも気を取り直してはスペクトルを何度も測定し.何度も何度もスベクトルを見

直しているうちに.巨大な山の低磁場側に.小さいけれどシグナルらしきものがある
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ごとに気がつきました. 相関NMRの利点を生かし.その部分だけを測定し直して，

これはシグナルに遣いないと確信しました. 直ちにこの結果を電話で清水先生に

お知らせし. r出来るだけ多種類の BenceJonesタンパク質Jを世界中の研究室

(といっても数箇所ですが)から集めて欲しいとお願いしました. それからあとは.

体力との闘いでした. 来る日も.来る日も.pH滴定の実験を続けた結果.相当の

量のデータを集めるととが出来ました. 努力のわりには.得られた結果は多くは

ありませんでしたが.とこで明確になった点は以下の通りです. ①見えたシグナル

は，すべて.His残基の C2-Hプロトンに由来する.② BenceJonesタンパク質に

共通なC領域の2個の His残基は.つねに明瞭なシグナルを与える，③ごの Hisの

シグナルは，成田一松尾法によって帰属できる，④C領域の2個の Hisのうち 1個

は異常に低い pkaを持ち.その pKaはアイソタイプ(アミノ酸一一四残基の置換)

によって鋭敏に変化する.⑤V領域由来の HisのシグナルのpH滴定曲線は. C領域

由来の2個の His由来の滴定曲線の聞にランダムに分布する. これらの結果を

清水先生と協力して纏めて.Biochemistryに投稿して受理された時の感激は忘れる

ことが出来ません. 努力して改造した 100MHzの装置を使い，夜を日に継いで

なんとかとこまでたどり着いたからでした.

ずっとあとのととになりますが.阪大蛋白研の京極好正さんと林文品君にお願いし

てCIDNPの測定していただいた結果.林君が大変興味のあることを見つけました.

Bence Jonesタンパク質の Tyr残基のうち.CIDNPシグナルを与えるのは，①

超可変領域にある Tyr残基に限られる.②しかし.超可変領域にあるからといって.

すべての Tyr残基がCIDNPシグナルを与えるとは限らない. この結果は.

抗原結合部位になぜか多数存在する Tyr残基について，今後解析を進めて行くに

あたり.非常に役に立つのではないかと思い，記憶に留めておくつもりです.

話を元にもどしますが.Bence Jonesタンパク質の pH滴定の結果に力を得で.

内心無謀とは知りつつ. 1 g G (分子量 15万)に.100MHzの装置で挑戦する

ことにしました. 芳香環領域に小さなシグナルが存在するととを確認するのに，

今回はさほど手間取りませんでした. 1 g Gから様々なフラグメントを切りだし，

スベクトルの比較を丹念に行った結果.このシグナルが IgGのヒンジ領域の His

残基に由来することを結論しました. NMRスベクトルが，環境の微細な変化に

応じて敏感に変化することからいって.との帰属は完全なものとはいえませんでした.

その後.富津研究室に移り.遠藤聡史君が.正常の IgGとヒンジの欠損した

IgGのスピン拡散を比較した結果.との帰属が正しいこと.さらにヒンジ領域が

分子量 15万の IgG分子のなかで極端に flexibleな部分であることが明らかにな

りました. スピン拡散を用いるアイディアは.赤坂一之さんがミオシンでなさった
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実験からヒントを得ました. 遠藤君の実験には400MHzの装置を用いましたが.

とびきりfleibleなヒンジのシグナルが Hisのほかに二.三見えたほかは. 1 00 

MHzでの実験に付け加える新しいデータを得るごとは出来ませんでした. ごの

経験に基づいていいますと.Wuthrich路線を踏襲するタンパク質のNMR構造解析

における分子量の壁は，たとえ仮に 1000MHzになっても 2000MHzになっ

ても(とんな装置がそう簡単に出来るとは思いませんが)破れるとはとても思えませ

ん. なにしろ.緩和時間は.磁場が上がって短くなることはあっても.長くなるこ

とはありませんから. ζの時期，岩津律夫君はさらに巨大な IgMに取り組んでい

ました. また.伊藤渉君はヒンジ領域のペプチドを切りだし，二本のジスルフィド

結合と Pro残基に富んだこの部分のコンホメーションを丹念に解析し， intactな

1 g G分子中におけるヒンジ領域の動的構造について大変魅力的なモデルを提出しま

した. しかし.見えるものを見るアプローチは，これが限界でした. 当時，伊藤

君が.intactなまま IgGのヒンジを見たいと言っていたのをよく覚えています.

この夢は，数年後に現実のものとなりました.

【車云】 見たいものを見る:新たな援軍来る

1 965年東京で聞かれた第 1回磁気共鳴国際会議の講演で.Jardetzky教授は

見たいものを見るためにタンパク質を安定同位体によって標識するというアイディア

を夢として語りました. 同教授(当時.メルク研究所)のグループは. 1 960年

の末に重水素化アミノ酸を導入した Staphnuc1easeの最初のスベクトルを発表しま

した. この夢の実現は. NMRによるタンパク質の構造解析の可能性に興味をもっ

世界の研究者に大きなインパクトを与えました Jardetzky教授はその後.スタン

フォード大学に移られました. 私が同教授のグループに加わったのはその頃です.

1980年代半ばに差し掛かった頃，スタンフォード大学の McConnel1教授の

研究室では.Anglister博士を中心に. 1 g Gの抗原結合部位の構造を.安定同位体

標識法によって解析するととを目標に仕事が初められました. ごのグループの仕事

の最大の問題点は，スベクトルの帰属でした.

ちょうどとの頃，私は薬学部に移り，生まれて初めて研究室を持つごとになりまし

た. 研究室では.田中俊之君を中心に，ハイブリドーマの無血清培地における培養

のプロトコールを確立し.重水素ラベル 1g Gとそのフラグメントを調製し.学生諸

君がそれぞれの進むべき道を模索していました. 加藤晃一君と高橋栄夫君は.世界

の研究の流れを多大の賀昧を持って注目していました. 日本には.安定同位体標識

法にかけては，甲斐荘正恒さんがすでに世界のリーダーの一人としての地位を確立し.

13 C標識SS 1を用いて膨大なデータを集積しておられました r灯台もと暗しJ
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とは正にごのことでした. 研究室を訪れた加藤，高橋両君の話を熱心に聴いていた

だいた甲斐荘さんは.虎の子の Met-1-13Cを100mg恵与くださり.とにかく

やってみるようにと二人を励まして下さいました. 加藤君は直ちに実験にとりかか

りました. 最初の13C標識 IgGのスベクトルの測定結果が出たのは. 1 988年

1 0月31日のことです. この日の感激と興奮は，いつまでも忘れることはないと

思います. 分子量 15万の IgGに含まれるすべての Met残基の主鎖カルボニル

炭素のシグナルが分離していました. さらに.驚いたことに，甲斐荘さんが始めら

れたダブルラベル法が，この巨大な系で利用できることが分かり，私たちの進路は決

りました.

こごから先は文字どうりー潟千里でした. その結果は. i安定同位体標識多核種

NMRによる IgGのドメイン構造解析と相互作用部位の構造構築」を主旨として

本討論会で毎年報告すると共に.論文にも発表して来ました.

加藤君は.多くの学生諸君の協力を得て，これまでに.①ダブルラベル法に種々の

方法を組合わせてシグナル部位特異的帰属が可能であること.②帰属されたカルボ

ニル炭素のシグナルが，抗原結合部位やFcにおけるプロテインA結合部位における

相互作用解析のプロープとなること.③intactなIg G分子のヒンジ領域の動的

構造解析が可能であるごとを示して来ました. 伊藤君の夢はここに正夢となりまし

た. 加藤君はさらに.より大きい方向を指向した研究を発展して来ました. その

結果，④抗原・抗体コンプレックス(分子量 11 0万)でも，ヒンジを含めいくつか

のシグナルが観測可能であることが分かりました. ζれによって.抗原・抗体反応

の本質に迫る構造化学的な方向が見えてきたのではないかと考えています.

私たちの研究は，多核種安定同位体標識法の導入によって.抗原結合部位の静的，

動的構造解析へ広がって行きました. これは.次の二つの幸運を抜きにしては語る

ことが出来ません. まず何と言っても大きいのは，嶋田一夫君(当時，臨床研)の

研究室への加入です. 嶋田君の加入によって.研究室のNMRの力は革命的に向上

しました. もう一つの幸運は，我々の用いている抗ダンシル IgGが，スタンフォ

ード大学の Herzenberg教授のグループによってスクリーンされた Switchvariant 

抗体であったととです. これら一群の抗体は完全に同一のV領域をもち.c領域が
少しづつことなる点が特徴で、す. さらに，との抗体群には.c領域の一つのドメイ
ンが欠落した variantが含まれています. これらの抗体群をもとにして，最小の

抗原結合フラグメントである Fvのほか. 3ドメイン. 4ドメインから成る Fab車.

Fabを大量に調製するプロトコールが確立しました. これらの抗原結合フラグ

メントは.抗原・抗体反応におけるドメイン間相互作用の役割など非常に興味のある

問題に迫るために重要な役割を果たすものと期待しております.
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現在までに，嶋田君をリーダーとして，高橋栄夫君を中心に実験が進められ.抗原

抗体反応の本質に徐々に迫りつつあると実感しています. さらに.中山智紀君は.

抗原刺激を続けるにつれて.抗体の親和性，特異性が上界していくマチュレーション

の現象の構造化学的解明を目指して.分子量5万のFabを用いて興味ある成果を

得つつあります. ごれらの研究の結果については，まとまったものから本討論会に

報告し，またその都度論文にして発表して来ました.

【糸吉】 努力して待てば海路の日和有り

現時点では.との項で語るべきごとはまだ多くありません. 研究室員諸君のごれ

までの並々ならぬ努力によって.鍋の中は次第に煮えたぎって来ました. 私たちの

進むべき道は決まっています. これから先.どんな料理を創って行くか.研究室員

一人一人にとってふたたび模索のときとなりました. ごとでもう一度.初心に返り.

「原子一つづ、つを手に取って見るごとのできるjNMRの原点を見据えつつ.知恵を

絞りぬいて道を切り開かなければならないと決意を新たにしております.

議ず舌辛

NMRのABCから御指導いただいた藤原鎮男先生，清水博先生.昭和57年，

研究室の一員に加えていただき，かっ多くの有益な助言をいただいた故宮津辰雄先生

に心よりお礼申し上げます.

私自身のアイディアといえば，①免疫グロプリンによる構造構築と認識の関連を

NMRによって解析して見たい.②ドメイン間相互作用と機能発現部位の構造の関連

を調べる上で.Switch variant抗体群が役に立つのではないかの二点だけです.

それ以外のアイディアと成果は.援軍となっていただいた多くの方々，まとまりの

無いごとをたまにしか口にしない私を.ごれまで支えていただいた嶋田一夫君をはじ

めとする研究室の諸君全員にすべて帰されるべきものであります. 研究室ではまた.

嶋田君と学生諸君によって.さまざまな低分子量タンパク質のNMR構造解析が進行

中です. ごとに.嶋田君を中心とするスタッ 7.学生諸君全員の熱意と努力に

心より感謝の意を表したく思います.

研究費は.文部省の科学研究費.科学技術庁の振興調整費.三菱財団，上原記念

生命科学財団，島津科学技術振貿財団.医科学応用研究財団.すかいらーくフード

サイエンス研究所.さらに民間各社よりの奨学寄付金の御援助をいただきました.

とくに. 6年間にわたり，科学技術庁振興調整費の研究班の班員に加えていただき，

抗体の安定問位体標識の実験に助言と理解と援助を惜しまれなかった甲斐荘正恒班長

に厚くお礼申し上げます.
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L18 シスー1.12-ジ置換[12]パラシクロファンの高圧高分解能NHR

山田博昭、椋野邦子、 0梅田万美、前田孝泰、世良明

神戸大理化

High-pressure NMR study on the Hindered Rotation in 

cis-l，12-Disubstituted [12]paracyclophanes 

Hiroaki Yamada， Kuniko Mukuno， ()Mami Umeda， Takayasu Maeda， 

Akira Sera 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kobe University 

Effect of hydrostatic pressure on凶erate of internal rotation of title compounds has 

been examined by DNMR method up to 190 MPa. The high-pressure NMR spectra were obtained on 

1，1，2，2-tetrachloroethane-d2 solutions in a quartz high-pressure cell at 83・Cand at 105・c
using a Jeol FX-90Q spectrometer. An increase in pressure was found to accelerate the 

rotation of the benzene ring of cyclophane molecule. 

シクロファンをはじめとするいわゆる大環状分子については、その特異な構造に由来する分子内回

転運動に興味がもたれ、 DN}IR法を駆使した詳細な研究がさかんにおこなわれている。 1) しかしなが

ら、それらはいずれも常圧におけるスベクトルの温度変化から交換平衡、交換速度等に関する熱力学

的パラメーターを求めたものである。

大環状分子は骨格のフレキシピリテイから想像されるように高圧力の印加によって骨格構造が変形

したり、あるいは分子内運動の速度、モードが影響をうけると予想されるのであるが、この点に注目

した高圧NHR2)の研究例は少ない。 3，4)以前われわれは、 2，11-

ジチア[3，3，n]パラシクロファン(n写1，2)の高圧NMRを測定し、加

圧により環プロトン、 Hxが異常に高磁場シフト(8"'9Hz/ Vo =100 

MHz， t:， p = 150MPa)することを見いだした。 3)この現象は、高圧

下でベンゼン環A、Bを結ぶ結合内のニ面角が変化して、環全体が

わずかに縮み、 A......Bの距離が接近して、ベンゼン環Bによる磁気異

方性効果が増大したためとして説明された。今回は表記の化合物

についてベンゼン環の内部回転運動に対する圧力効果を調べよう

としたものであるが、高圧下で環カt縮小すること及び溶媒の結度

が増加することを想定すると、加圧によってベンゼン環の回転速

度は小さくなるであろうと予想された。

B

、不
H

r

均、

n = 1，2 

2，11-Dithia[3，3，n]paracyclophane 

キーワード:高圧高分解能NHR、パラシクロファン、分子内回転、圧力効果、活性化体積

ゃまだひろあき、むくのくにこ、 0うめだまみ、まえだたかやす、せらあきら
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[実験]

高圧装置の基本的構成はFig.1に示すように、ノンスピニングタイプの高圧セルを従来の方法により

昇圧装置に接続したものである。 5.6)ただし、セルは酸・水素焔を用いて石英管から作製した。本体

(o.d./i.d. = 3 mm/0.8 mm)および、それからのびる毛細管部(C.300-400 mm length)から成り、毛細

管の先端(o.d.= 0.5 mm)をステンレス製ノズル(B)に接着しである。破壊テストはまだ行っていない

が従来の2級硬質ガラス、あるいはパイレックスガラスよりも耐圧性能に優れているはずである。 6)
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Fig.l Schematic illustration 

of the high四pressureNMR 

equipment setup. 

A:Separator. 

B:Stainless steel nozzle. 

C:Flexible capillary. 

Heise 9αuge 

試料溶液をまず小型ポンプ内にいれ、 2-10MPa(約20-100atm.)の加圧によって、ヘリウムを満たし

たセル内に導入する。その際、ヘリウムは圧縮され小さな気抱となるが、これを浮上させ毛細管部を

通して逃がす。測定終了後、試料搭液は凍結、再融解して気泡を発生させ減圧により排出し(気泡がな

いと排出不能!)、適当な溶媒で洗浄、乾燥して次の実験に備える。このように、セルの繰り返し使用

が可能となった。

試料のパラシクロファンはジブロモ体、

ジヒドロキシ体、ジアセトキシ体の3種を

中崎らの方法7)により合成したが、このう

ちジプロモ体はセバレーター(Fig.1.A)内

の水銀と反応するため使用できず、ジヒド

ロキシ体は溶解度が不十分でS/Nのよいス

ベクトルを得ることが出来なかった4従っ

て今回はジアセトキシ体の測定結果を中心

x= OAc.OH 

cis-l.12-Disubstituted [12]paracyclophanes 
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に報告する。ジアセトキシ体 6mol%の1，1，2，2・テトラクロロエタンーd2溶液を上述の石英セル内に圧

入し、 27・C、60'C、83'Cおよび105'Cで高圧NHRを測定した。 JeolFX-90Q分光計を使用し、 external
lockにより槌場安定化をはかり、約100回の積算を行った。

[結果と考察1

27' Cではベンゼン環の回転が停止しており、また IJA8・A8' I <<1 LlOA B ， A B・|なのて環プロトン

シグナルはHA，HA'とH8，HB・に対応するsinglet2本となる。温度を上げるにともない、 2本のシグナル

は融合に向かうが、 60'Cではまだ回転が遅すぎて波形の圧力変化をとらえにくい。そこで、 Tcに近い

83・Cおよび 105'Cの環プロトンシグナルについて波形解析をおこなった。 JA8= 0， JA8・=0と近似
し、シフト差、LlOA8は各圧力下、 27・CにおけるLlOA8を元にして求め計算に使用した。

(a) (b) 
p 

50Hz 。 50Hz 。

λ」山_K'-ji:_
95MPal A 95HP， 川6sis

__}¥__ E 
k=295-1 

3MPa ^ at +83・c at +105・c at +83・c at +105' C 

Fig，2 Observed(a) and calculated (b) 1 H NMR spectra (v 0=89.55HHz) of the aromatic protons 

in cis-l， 12-diacetoxy [12] paracyclophane at various pressures at +83・Cand +105'C. 
(solv.:CDC12CDC12， conc.:6mol%l 

観測披形と計算法形をFig.2に示す。高圧力の印加によって、ベンゼン環の回転が加速されている

ことがわかる。ジヒドロキシ体については上述のごとく、 S/N不良のため披形のシミュレーションが困

難であったが、 3.5，52， 95， 131， 194 MPa (105'Clでの測定により、やはり加圧によって、回転が加

速される(k= 30......40 sec・1/3.5HPa， 50......60 sec-I/194 MPa)と推定された。

以上の結果は当初予想した圧力効果の方向とは逆である。このことは加圧による分子の変形(環構造

の縮小)および粘度増大の効果が小さく、回転の遷移抗態の体積が減少すること(負の活性化体積)によ

る効果の方がむしろ支配的になったとして説明されよう。
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Fig.3は lnkを圧力 pに対してプロットした

ものである。次式にしたがい、

d(ln k) /dp = -l:l. V; /RT 

直線の勾配から回転の活性化体積を求めてみると、

l:l. Y'= -6-ー7cm3 mol-1 (105' C)、-5-ー10cm3 mol-1 

(83' C)となった。これが遷移状態における体積の減

少分に相当するものであるが、現段階では次の各項

に起因すると考えている:

a.遷移状態でベンゼン環がメチレンブリッジの空洞

内に入り込むため分子の体積が小さくなる。

b.この遷移状態の構造は原系のそれに比べて偏平で

あり、溶媒とのパッキングが密になりやすい。

c.もし、遷移状態で分子の極性が増大しているので

あれば、その場合は静電気的な溶媒和がきつくなり、

やはりl:l.Y'に対して負の寄与となる。

4 

• • 
~ 

at +105・c
3.5 

3 

さ2.5

2 

' 
at +83・c

ー

1.5 

。 50 100 150 200 
P IMPa 

Fig.3 Pressure effect on ln k for cis-

1，12-diacetoxY[12]paracyclophane. 

しかし、これらの寄与因子の籍正と、定量的評価は現段階ではできない。より高圧の領域における

高分解能実験、 SCM分光計を使用したinternallock法による測定の実現等と共に今後の課題である。

謝辞 ジヒドロキシおよびジアセトキシシクロファンの合成、分離精製について大阪府立大学総合
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L19 

~~ュハメfじんし
NMR顕微鏡による植物組織のコンパートメントサイズの測定

( 1農水省・食総研、 2農水省・生物研、 3日本電子データム)

O石田信昭1、狩野広美2、小川秀次郎2

Measurement of Compatment Sizes of Cell-associated Water in Plant Tissues 

by an NMR Microscope. 

(lNational Food Research Institute， 2National Institute of Agrobiological 

Resources. 3 JEOL Dat um Ltd.) 

Nobuaki Ishida1， Hiromi Kano2， Hidejiro Ogawa3 

Self-diffusion coefficients and restricted diffusion of cell-associated 

water in barley seeds during ripening were examined by an NMR microscope 

using a pulse gradient spin-echo method and a pulse gradient stimulated-

echo method. Self-diffusion coefficients of cell-associated water were 

mai nt ai ned h i gh (> 1. Ox 10-5cm2 /s) throughou t growth s tages. Large compart-

ments were observed in endosperm before ripening and those of the vascular 

bundle and the nucellar projection were 23::1:: 9 and 32::1:: 7μm. respectively， 

細胞の水は、主に細胞内を移動循環するが、その一部は他の細胞の水の動きと有

機的な関係を持っている。そして、細胞の水の運動性または移動速度は基質及び代

謝生産物の輸送、酸素の供給と炭酸ガスの排出、さらには、細胞内で発生する熱の

放出を通して細胞の活性をコントロールしており、組織の生育状態や生理状態と強

い関連を持っているものと考えられる。本研究では登熟中の大麦種子を用いて、生

育ステージに伴う細胞の水の移動速度及び移動距離の変化を、 1H -N M R ミクロイ

メージングによって検討した。

【材料及び方法】

登熟中の大麦の穏を生育ステージを追って採取し、一粒を残して子実を穏より取

り去り、残った子実をサンプルとして用いた。

大麦子実の稗を水につけた状態で、 JEOLGSX-270WB N M Rスベクトロメータ-，こ

装着可能なミクロイメージングプロープにセットし、 pulsegradint spin-echo法及

びpulsegradient stimulated-echo法 (Fig.l， a， b) によって拡散イメージを測定し

た 1)0 R Fパルスは sinc-function-modulatedpulse (270MHz 2ms、励起幅4KHz) を

用いた。イメージングは X，Y， Z軸にそれぞれ58mT/mの磁場勾配を用いて、 TE=

27ms、TR=5.0sで測定を行った。 X軸方向のデータ取り込みは 256ポイント、 Y軸

キーワード: NM  R顕微鏡、拡散、パルス磁場勾配、細胞の水、大麦、子実

いしだのぶあき、かのひろみ、おがわひでじろう
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方向のエンコーディングは 128ステップであり、画像は 256x256のマトリックス上で

構成した。イメージの平面分解能は O.05mrnxO. 05田盟でスライス厚1.6闇酷であった。拡

散イメージ測定用のパルス磁場勾配は最大278mT/部で Z軸方向に印加し、パルス長は

3酷Sであった。また、コンパートメントサイズはCa11昌ghanの方法 2)を用いてム =200

m とし、パルス磁場勾配の強度を変化させて測定した。

( a ) ~~ )
 

h
u
 

(
 _jl_jl_一一一凡~

モー-T一一←〉十一一 τ一一う
←一一一一-Tn 一一一一一一一-~

6-T--~ E---Tーータ

<'-------T" 

X一一一Jつ一一一一 了一一ーし-

Y--G 
z___jーし

z----__IL一一一一1 一一
千一一一一一ーム一一一一一一一与

Fig.l Pulse se号泣encesof a pulse gr昌dient spin-echo (a) and a pulse 

gradient sti田ulated-echo (b) rnethod 

1 d a y 2 d a y 1 1 d a y 3 2 d a y 4 4 d a y 

Fig.2 Diffusion i冊昌gesof ripening barley seeds 聞easuredby the pulse 

gradient spin-echo 田et h od (!J. = 1 2回s. G=278冊T/闇). 

upper:¥H-NMR i問age，間iddle:diffusion 官eighted i盟age

10官er:diffusionrate image 

{結果及び考察}

出穂後生育ステージを追ってpulsegradient spin-echo法 (Fig.l.a) で制定した
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Tab1e 1 Se1f-diffusion coefficients ce11-associated water at 
various p工acesof ripening bar1ey seegs. 

(x 10-5cm2/s) 

day husk or vascu1ar wa七er endosperm 
seed coat bund1e cavity 

1 1. 65土0.20 1. 24土0.16
4 1. 77土0.03 1. 78:t0. 02 1.49土0.05
11 1. 66土0.43 1. 59士0.03 1. 90土0.19 1. 55土0.06
32 1. 49:t0. 31 1. 79士0.03 2.14土0.04 1.31土0.12
44 1. 77士0.25 1. 92土0.08 1.34士0.08

Se1f-diffusion coefficien七sa七 threesma11 areas in the 
individua1 tissues were measured on the da七aof Fig. 2. 

1 H -N M Rイメージ、拡散イメージ、及び、

それらをもとに計算した拡散係数イメージ

を、 Fi g. 2に示す。 1H -N M Rイメージにお

いて、匹乳の水は生育にともなって減少し、

また、 watercavityが小さくなった。しか

し、 NMRによって検出されるバルクの水

の拡散速度は水の量と相関せず全生育ステ

ージにわたって高く保たれた。 Stejskal-

Tannerの式 3)により算出した各組織の自己

拡散係数をTable1に示した。自己拡散係

数の最大値は 2xl0-5crn2/s に達し、純水(

2.14x 10-5crn2/s) と同じレベルの値を示し

た。細胞の水は高濃度の溶質を含む溶液で

あることを考えると、細胞の水の運動性は

エネルギー供給反応に強く依存しているも

のと考えられる。

細胞の水の移動を拡散時間(ム)を変え

てpulsegradient stirnulated-echo法によ

って測定した (Fig.3)。子実全体の水のシ

ditfusion period (11 白 msec)

O t 1∞2∞3∞叩 5qo

〈ー0.5
¥ 
〈

c: I いefl"---:-~一企 A ニー-，，-，，- 44 Iday 

〉ー1.0

-1.5 

』ー2.0
0 

C 
D 

3-25l o 

2: -" 

-3.0 

15 day 

Fig.3 Relationship between 

reduction of signal intensity 

and diffusion period. 

(g=110rnT/rn) 

グナルの拡散による減衰率(一ln(A/加))は、出穂後 30日頃までは拡散時間に対し

て曲線的に低下した。この変化は半透膜を通した水の拡散モデルに類似した変化で

ある。一方、出穂後 4 0日頃になるとシグナルの減衰率は拡散時間が 150ms.I2J.上では

一定値となり、典型的な制限拡散の様子を示した。この時期には旺、乳の自由水はほ

とんど検出されなくなり、匹珠と維管束のみに水が観察された (Fig.2)。出穂後 3

2日目の子実のpulsegradient stirnulated-echo法で測定したイメージを Fi g. 4'こ示

す。この時期の子実の水の運動性はかなり高く保たれている(Table1) にもかかわ

らず、 T1は短く仰の拡散時聞に伴う低下が著しいことが測定上の問題点であった。

F i g. 4は、維管束の拡散係数は 171rnsまで低下し、ほぼそのレベルを保つが、匹乳

及びwatercavityではそれ以上の拡散時間の領域でも低下し続けることを示した。
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未熟な匹乳及び多量の水を含む

cavityは半透過性を持った大きなコンパートメントより構成されているものと考え

られる。次に、 Fi g. 3において 150ms以上の拡散時間でシグナル減衰率が一定となる

4 0日呂の子実を用いて、維管束と佐珠(部分的 lこ小さくなった官昌ter cavityを含

のコンパートメントサイズを拡散時間(.0. )を 200臨sとし、パルス磁場勾配の強

さを変えて Callaghanの方法2)，こ従って制定した (Fig.5)。維管束及び匪珠におけ

官aterF i g. 4の結果を総合的に考えると、F i g. 3、

む)

細組のサイズとほぼ同るコンパートメントの大きさは 23士9μ 踊と 32:t7μmとなり、

程度であるものと考えられた。

3 21m  s 2 7 1 m s 2 21m  s 1 7 1 m s 1 21m  s A 工 7 1 m s 

F i g. 4 C h an g e S 0 f d i f f日sion i間age 官ith increasing diff叫sion period of a 

ripening barley seed at 32 day after heading 悶easured by th己 pulse

gradient sti悶叫lated-echo 田ethod (G=8 9mT 1m) 

Fig.5 Relationshlp bet官een reduc-

intensity and 酷agnl-

tude of the pulse gradient 稲agnetic

(the vascular bundle of 昌

barley seed at 40 day) 
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L20 
多重パルス 2次元 NMR法による液晶の同種核問双極子相互作用の新

い幌祈方法。 IイdイづZコり?"1J
0星野鉄哉、久保厚、寺尾武彦 115ヂ
1.京大理。 βγ 

lH and 19p Multiple-pulse two dimensional NMR experimenta on liq-

uid crystalline materials. 

OTetsuya Hoshino， Atsushi Kubo， and Takehiko Terao 
Department oi Chemistry， Kyoto University 

We tested the three types oi the multiple pulse two dimensional (2D) experiments 

on liquid crystalline samples. At fir凶st，we periormed a "HOmonuclea訂.rSepa訂r悶a抗t百“dLocal 
Pield exper目rmロlme
period， while the spin evolves under chemical shiit and dipolar interactions during the tl 
period. Next we periormed two types oi 2D exchange experiments， in which BR24 was 
applied both during the t1 and t2 periods. The cross-peak intensities were monitored as 

functions of the mixing period. In these experiments， we applied no r.f. pulses， or applied 
a spin-Iocking pulse during the mixing period. Theory was developed to determine the 

dipolar interactions of the liquid crystalline samples. 

[序] lHや19pなどで大きな磁気双極子相互作用を有する系では、スピン拡散のダイナ

ミクスに関する基礎研究があまりなされていない。 Haぬerlenらは [1]、多重パルスN恥位法

と2次元NMR法を組み合わせて、磁気双極子相互作用で分裂したスペクトルを化学シフト

で分離している。(以下ではこの実験を"HOmonuclearSeparated Local Pieldは periment"

= "HOSLP"と呼ぶ。得られたスベクトルよりシグナルの帰属をおこなった。また内藤、赤
坂らは [2]、温度ジャンプNMR法を用い、液晶棺と等方棺の相関スペクトルを測定し、液

晶の磁気双極子相互作用を決定している。今回、我々は H舵 berlenらと同様の実験を繰り

返すとともに、新たに tlおよび t2時聞に BR24多重パルスを用いた 2次元交換NMRの実

験を行った。これらの方法を用いて、化学シフトの異なるlHまたは19p聞の磁気双極子相

互作用の決定を試みた。

[実験]BR24多重パルス (3]を用いて 3種類の実験を行った。 BR24の24個の 90。パ

ルスの位相として (xyyx)(xyyx) (yxxy)(yxyx) (xyyx)(勾勾)を用いた。この様な位相を用
いた時、化学シフト相互作用の有効磁場の向きは (-1，1，1)の方向になっている。後の説明が

容易になるように、有効磁場の方向を z'軸、 (1ム0)及び(・1，1，・2)の方向にど軸と y'輸を
定義する。

HOSLPの実験では次のパルス系列を使用した。

(900 )Ol -t 1一(35.260)45"- BR24(αcq山sition;科) (1) 

cosmeの実験では(ゆ1，科)= (1350， 00) ，(3150， 1800)の位相で実験を行い、シグナルを足し
合わせた。 slneの実験では (450，00)， (2250， 1800)の位相を用いた。次にt1およびt2時間に

BR24多重パルスを加えた2次元交換NMRの実験を行い、クロスピークの強度の混合時間

依存性を測定した。まず混合時間に何もパルスをかけない実験 ("MultiplePulse NOESY" 

キーワード: 多重パルス NMR、2次元交換NIv皿、清品。

0ほしのてつや、くぼあっし、てらおたけひこ
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= "MPNOESY"と呼ぶ。)を、次のパルス系列を使用して行った。

(s1)ゆ1-BR24(tl)ー (90
0
)φ2-tmー (900)の-BR24(αcq山れti仇科)

(sl)仇 - BR24(t1)一(1800)450(900)φ2 -tm -(900)O3 -BR24(αcqui sition，φr) 
(2) 

cosmeの実験では、 (s1)φ1 を(900)135。に固定し、(ゆ2，4>3，科)を (3150，1350， 00) (3150， 
3150， 1800) (1350， 1350， 00) (1350， 3150， 1800) と変え位相回しを行った。 smeの実験では、

最初のパルスを (35.260)450とし、あとは同じ位相回しを行った。それぞれの実験について

計8個の PIDを足し合わせた。

また混合時聞に rf磁場を加える実験も行った。(以下、 "MultiplePulse ROESY" = 

"MPROESY"と呼ぶ。)使用したパルス系列を次の式でしめす。

(sl)Ol -BR24(tI)ー(CW)45O: tm -BR24(αcquisition，科)

(sl)Ol -BR24(tt)ー (1800)450 ー (CW)450 : tm -BR24(αcquisitio凡ゆr)
(3) 

cosmeの実験ではsl= 90。とし、(ゆ}，科)= (1350， 00)， (3150， 1800)で(3 )式の2つの
実験を行い、計4つのFIDを足し合わせた。 smeの実験では、最初のパルスを (35.260)45。

および (35.260)225。に変え、あとは coslneの実験と同じ位相を用いた。

NMRの実験は Chemimagnetic社製の CMX300スペクトロ・メーターを用い、 lHと

19pの共鳴周波数 300.4市1z、および282.68MHzで実験を行った。実験は室温 (25土30C)

で行い、特に温度制御は行わなかった。 C6PsClを液晶 ZLI1115に溶かした試料および液晶

試料島田BA(4'ーメトキシベンジリデン、 4-nーブチルアニリン)についてそれぞれ

19pとlHの実験を行った。 MBBAとC6PsClは東京化成社製の試薬を、 ZLI1115はMerck

社製の試薬をそのまま使用した。 C6PsClの試料はスピニングを行わずに、 MBBAについ

ては磁場に対して 45.73。の角度で回転させながら測定を行った。

[理論]HOSLPの実験については2次元PIDは次の様に書ける。

s(町t}，t2) = Tr{P+UZI(t2)PUO(tt)P-U(tl)-l p-1Uzl (t2)-1} (4) 

ここでFまは全スピン・オペレーター28I?で、 Pはパルスの時開発展演算子である。 U.，(t)

はBR24パルス照射時の時開発展演算子で次式で与えられる。

U./(市叫{-i~ンi. sf . Iizd} (5) 

sfはスケーリング因子で BR24では、 (900)パルス保持限小の時、 5おとなる。抗
日(t)は自由歳差運動の間の時開発展演算子で、磁気双極子相互作用のハミルトニアン HD

= 2:;>j d;j (2!iz Ijz -I;，，，ん.，-Iiyljy)および化学シフト・ハミルトニアン Hcs= 2:iω;I;z 
を使って、次式の様に表される。

Uo(t) = exp {-i(HD + Hcs )t} (6) 

(4)式の p+を図1のどy'z'座標系で表すとつぎの様になる。

p+ =ム(、!3+ 1)(1 + i)P+' +ム(、/5-mh)FJ-4(1ー机I (7) 
2V6 ぜる
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(4)式の traceの中の順置換により、 P-1Uz，(tI)-1をp+の前に持ってくる。 UJIF+Uz，を

計草すると p.'の項はω2= 0の位置に、 p+'の項はω2=ω，の位置に、また p-'の項はω2

=一凶の位置にそれぞれピークを与える。 BR24の実験ではすべての共鳴線がrf周波数の片

聞にくる様にrf周波数を設定し、 p+'または p-'の一方のみを観測する。よって (7)式のう

ち、 p+'のみを考えればよい。パルスのオペレーター Pで逆変換すると、 If'はI7になる。
結局、

P-1Uz，(t2)一1P+Uz，(t2)P→乞If叫 iWjsft2 (8) 

の置き換えが可能である。この式を (1)式に代入し2次元日Dとして次式をえた。

S(1)(t1， t2) = 2: Tr{ItUO(t1)P-UO(む)一1}exp (山内) (9) 

ω2 =ω，のクロス・セクションは次式で与えられる。

Si(ω1) = I dt1Tr{1tUo(tl)P-UO(tt)-1} exp (ーω1t1) 
JO 

同様な式がHaeberlenにより導かれている。 [1]

MPNOESYの実験については2次元日Dは次の式で与えられる。

S(2)(t1， t2) = Tr{P+Uz，(t2)P2UO(tm)PIUz，(t1)F-' • 

x Uz，(t1)ー1P1 -1Uo(tm)一1P2 -lUz，(t2)ーl}

(11 )式において、 (8)式に類似した計算を行うと、次式をえる。

S(2)(ω 

(10) 

一、、E
，，，
t
i
 

4
i
 

〆
t
t
‘、

j，k 
(12a) 

αjk(tm) = Tr{JjzUo(tm)hzUo(tm)一1} (12b) 

ここでajk(tm)がクロス・ピークの強度となっている。 MPROESYの実験ではクロス・ピー

クの強度は(l1b)式と同様の式で与えられる。ただし、 z軸を d磁場の方向に選び、混合時

閣の時間発展演算子を U1(t)= exp -~HDt に置き換えなければならない。
[結果及び考察]C6F5CIのBR24を用いて測定したスベクトルは3本の共鳴線を示し

た。これらの共鳴線は、高周波数側よりオルト、パラ、メタに帰属できる。図 1はこの化合

物のMPROESYスベクトルのダイアゴナルおよびクロス・ピークの混合時間依存性である。

C6F5CIについては、シングル・パルス・スベクトルのシュミレーションより、磁気双極子

相互作用、化学シフト、 J結合のすべてを決定した。図 lの実線はこれらの値を使用して計

算した結果である。実験をほぼ再現できている。 C6F5CIの双極子結合はオルトーメタのF

間で、 770Hz、メターパラ聞で420Hz、オルトーパラ聞で 130Hzであった。クロス・ピー

クの掻動の周波数はこれらの値よりも若干大きい。

図2にMBBAのHOSLFスベクトルのω1方向の断面図を示した。 α-メチレン、ベン

ジリデン及びベンゼン環の3'、5'位の1Hでは、単純な2スピン系では扱えないスベク

トルとなった。隣の炭素についた1Hからの磁気双極子相互作用を考慮しなければならない。

現在、これらのスベクトルと MPNOESYの実験についてシュミレーションを行っている。

[参考文献]

[1] N. Schuff， and U. Ha怠berlen，J. Magn. Reson. 52， 267 (1983). 

[2] A. Naω， M. lmanari， and K. Akasaka， J. Magn. Reson. 92，85 (1991) 

[3] D. P. Burum and W. K. Rhim， J. Chem. Phys. 71，944 (1979). 
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L21 レーザー照射NMR法の開発とその応用

0原田雅幸、冨安博

東工大原子炉研

The Development and Application of a Laser Irradiation N恥偲Instrument

o Masayuki Harada，回roshiTomiyasu 
To防oInstitute Technology， Research Laboratory for Nuclear Reactors 

A laser irradiatin NMR instrument has been developed for the pu叩oseof measuring 

high resolution N乱1Rspectra under the irradiation of a laser. The laser irradiation was caηied 

out from the bottom of a sample tube passing through the inside of temperature controller. The 

condition of photo-irradiation was quantative and su伍cientto measure the phot-induced effect 

for the ligand exchange reactions of metal complexes. Nお1Rparamagnetic shifts and 

paramagnetic relazations were observed企omthe photo-excitation of diarnagnaetic ura凶um(VI)

(uranyl) ions. The rate of intramolecular exchange reaction was accerated品racetylacetonato 

ligands in bis( acetylacetonato)( dimethyl sulfoxide) uranyl complex. The remarkable photo-

induced effect was observed for the oxygen exchange in the uranyl ion by oxygen 17 N恥R

measurments 

光照射を行いながらNMR測定する方法は、 CIDNPとして広く行われ、理論的

取扱いもされている。しかしながら、金属錯体の光誘起効果及び、光誘起交換反応に

ついての報告はない。このようなNMR装置による速度測定に係る光誘起効果は、定

量的で、大光量の照射が必要である。特に測定に関しては試料温度が十分に制御され

ていることが重要で、ある。そこで、定量的、大光量の光照射を行うことのできる装置

を製作した。この装置を用いて、ウラン(VI)(ウラニノレ、 O=U=02+)錯体の分子間交換反

応と置換反応、及び、ルテニウム錯体の電子交換反応についての光誘起効果に関する知

見を得たので報告する。

[実験] 光照射装置はNMR装置本体の温度制御部を改造し製作した。図 1にその概

要を示した。光源は定量的で、大光量の照射が可能なアノレゴ‘ンイオンレーザーとした。

このレーザー光は光ファイパーケープ、ルを使用して、試料管の下部より試料へと導い

た。従来の温度制御用熱電対は試料管直下にあるが、光照射の妨げとなるために、図

の位置とした。このようにNMRプロープ本体には直接改造をしていないため分解能

等に影響はなかった。試料温度は試料管に温度校正用の溶媒を入れた細管を挿入する

か、直接熱電対を挿入することで、校正を行った。試料管は5φにおいて底の平らな特

殊管を使用した。 10φの試料管は通常の試料管を使用して、 5φ試料管とともに二

重管として使用した。交換反応の速度解析には2状態聞の式、及びローレンツの式で

キーワード:光励起、光照射NMR、錯体、化学反応速度論

0はらだまさゆき、とみやすひろし
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S出門PLETUBE 

図1 レーザー照射装置の概要

カーブフィットして求めた。金属錯体

は既知の方法で合成した。

[結果]ウラン (VI)に結合したウラニ

ル酸素の170-NMRは、ウラニルの光励起

状態の常磁性緩和と常磁性シフトによ

り、線幅の広幅化と低磁場シフトを示

した。解離的機構で進行するピス(アセ

チルアセトナト)(ジメチルスノレホキシ

ド)ウラ二ル(VI)錯体の分子内交換反応

はレーザー照射により速くなることが

分かった。一方、会合的反応であるフ

ルオロウラニノレ錯体の反応は、光誘起

効果が極めて小さいことが示された。

ウラニルのオキソ酸素は水の酸素と交

換するが、その光誘起効果を図 2に示

した。図から、光照射時間とともにウラニルオキソ酸素の強度が大きくなって交換が

起こっていることが分かる。この反応の速度定数は暗反応と比べて104倍大きな値と

なった。ピス(2，2'ーピピリジノレ)ルテニウム(II)、(III)の間の電子交換反応は2状態間

305 

Os 

図2 ウラニル酸素のスベクトル変化

(レーザー強度O.lW 488nm) 

また、電

図3ノレテニウム(II)、(田)錯体の電子交

換反応のレーザー強度依存性
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L22 13Cラベルした固体試料のMAS条件下での

広帯域JHOHAHAと双極子HOHAHA実験

0藤原敏道、 A.Ramamoorthy'、永山国昭b、樋岡克哉c、藤戸輝昭c

横浜田大・工、日本電子(株)・基礎研a・NMグループヘ東京大・教養b

Broadband J and Dipolar HOHAHA Experiments under MAS 
Conditions for 13C-Labeled Solids 

OT. Fujiwara¥ A. R創namoorthy2，K. Nagayama¥ K. Hioka4， T. F吋ito4

Dep訂tmentof Bioengineering， Yokohama National University'; Basic 
Research Division2 and NM Group4， JEOL Ltd.; and Dep紅佃lentof 
Pure and Applied Sciences， the University of Tokyo3 

RF pulse sequences for homonuclear H訂tmann-Hahn(HOHAHA) dipolar and 
J cross polarization under MAS conditions have been developed. 官ledipolar 
HOHAHA sequence suppresses isotropic and anisotropic chemical shifts and 
heteronuclear dipolar interactions， and recovers由ehomonuclear dipolar interactions 
over broad ranges of offset and chemical-shift difference. The J HOHAHA sequence 
makes only the J interactions effective. The dipolar HOHAHA and J HOHAHA 
experiments， respectively， provide spin connectivities through space and bonds， 
similarly to NOESY and HOHAHA in liquid NMR. The two sequences were applied 
to 13C-isotropic-shift correlated 2-D NMR. Experimental and numerically simulated 
results紅'eshown for powdered amino acids enriched with carbon-13 spins. 

[序] 複雑な生体分子などの構造解析を行う場合、スペクトルの分解能.をよくし多くの構造情

報を少数の実験で得ることが必要になる。そのためには溶液NMRと同様、 J結合と双極子結合

による等方化学シフト聞の相関多次元NMRが有効である。

本研究では高分解能スペクトルが得られるMAS条件下での多次元NMRの開発を行っている。

このために、 2つの混合パルス系列を設計して実験した。双極子HOHAHAでは、多重パルス

で異種核双極子結合と化学シフトを消して、広いオッフセット帯域にわたって同種核双極子相互

作用が残るように工夫する。これにより13C_13Cの同種核問の through-spaceでの磁化移動が

可能になる。もうひとつのパルス列JHOHAHAは、更に13C双極子相互作用も除き13C同種

核問の through-bondのみによる磁化移動を行うものある。これらのパルス列は、それぞれ溶液

NMRにおけるNOEとHOHAHAに対応する。昨年の本討論会ではこの方法の理論と計算機

シミュレーションについてのみ報告した。今回は、一様に13Cラベルしたアミノ酸を用いて実験

に基づいてこれら方法の有効性を示す。

キーワード:固体多次元NMR、安定同位体標識試料、炭素間スピン結合、ラジオ波多重パルス。

0ふじわら としみち、えい らまむーし一、ながやま くにあき、ひおかかっや、

ふじと てるあき
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[実験J 13C-NMRスペクトルの測定は ChemagneticsCMX-300を用いて、 13C共鳴周波数

75 MHzで行った。直径 5mmのローターを用い、試料回転数は約 4kHzであった。 CH双極子

結合のデカップリングを行うために、 HOHAHAによるミキシング中のラジオ披強度は13Cに

ついて 50kHz、IHについて 100kHzとした。試料は、アラニンとグリシンで、それぞれについ

て99.8完全13Cラベルアミノ酸とラベルなしアミノ酸を 1:9で混合したものである。

[双極子HOHAHAJ このパルス列は、実効双極子結合定数の符号を変えないスピンエコー

とそれを変えるマジックエコーをマジック角試料回転と同期して照射するもの(USEME:Unified 

Spin Echo and Magic Echo)である。このパルス列によるグリシンのカルポキシル炭素からメチレ

ン炭素への磁化移動の実験結果を図 lに示す。この実験では、ミキシング期直前にメチレンの磁

化を、選択励起している。 O.15 nm隔てられた2つの炭素については約1.5 msで、回転系にお

ける擬熱平衡値に達することがわかる。図中の実線は、 CH2とカルポキシル炭素の4スピンにつ

いての数値シミュレーション結果である。

[J HOHAHAJ このパルス列は、溶液NMRのHOHAHAパルス列に近いが、マジッ

ク角試料回転により変化する化学シフトの異方性や双極子相互作用を消すためにMASを積極的

に利用している。このパルス列によるカルボキシル炭素からメチレン炭素への磁化移動実験の結

果を図2に示す。約 8msで磁化の移動は最大になり初期磁化の 25%に達した。溶液中のように

100%の磁化移動にならないのは、主にCH双極子結合の影響である。シミュレーションによる

解析結果では、この磁化移動の 90%が 53HzのJ相互作用によるものであった。

講演では、これらHOHAHAパルス系列による二次元スペクトルや、より高いMAS周波数

での実験結果も示す予定である。

1 

0.8 ~企

0.6 ~企
A 

A 

0.4 .... .... .... 
A 

0.2 
13CH2 • 
。 1 2 3450 246  8 10 12 

τ臨/msτ臨/ms 

図1、双極子HOHAHAによる磁化移動。 図2、JHOHAHAによる磁化移動。

・:グリシンのメチレン13C磁化の実験値。.，.:カルボキシル13C磁化の実験値。 0:メチレン磁化

の計算値。ム:カルボキシル磁化の計算値。計算値は実線で結んでいる。 MAS周波数は4kHz。

[文献] 藤原ら、第31回NMR討論会予稿集(1992); T. Fuj i wara et a1.， Chem. Phys. Let t. 

(1993) in press; A. Ramamoorthy et a1.， J.肋gn.lleson. (1993) in press. 
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L23 RPA/LORG法による視物質発色団の化学シフトの計算と構造の解析

0和田光人・棲井 実・井上義夫〈東工大生命理工生体分子)

田村祐介・渡辺庸一(臼本クレイ)・

Ab lnitio Study of Electronic Structure and NMR Chemical Shift 

of Visual Pigments 

OMi tsuhi to Wada. Minoru Sakurai. Yoshio lnoue. Yusuke Tamura. 

Yoichi Watanabe 

Department of Biomolecular Engineering. Tokyo lnstitute of Technology 

Cray Research Japan LTD. 

The C5=C6-C7=C8 dihedral angle (O) of chromophore retinals within 

rhodopsin and bacteriorhodopsin are estimated by means of ab inition 

shielding calculations. bas巴don localized orbital / local origin method. The 

shielding calculations were carried out for a retinal analogue in order to 

investigate dependence of chemical shift on the dihedral angleφWe found 

that the chemical shifts of C5 and C8 carbons are paticularly sensitive to 

the change of this angel. The correlation between the φangle and the 

chemical shifts of these carbons allows quantitative determination of the 

angleφchromophores from the observed chemical shifts of rhodopsin and 

bacteriorhodopsin. 

ロドプシンは、網膜中に存在する膜内在性蛋白質で、視覚の初期過程を担っている。そ

の活性中心あるレチナールは、プロトン化したシッフ塩基結合を介して、アポ蛋白質のリ

シン残基と共有結合している。光プロトンポンプを駆動するパクテリオロドプシンも、レ

チナール発色団をもち構造が類似していることから、ロドプシンのモデル系としても研究

されている。

これらの蛋白質環境中でのレチナール発色団の構造を調べるために、固体国体高分解能

NMRを用いた数多くの実験的研究が行われてきた。しかし、観測される化学シフトに対

して、必ずしもその電子構造に対応した解釈が行われてきたわけではない。我々の研究の

目的は、化学シフト計算を通して観測される化学シフトを理論的に解釈し、蚤白質中にお

けるレチナール発色団の構造、電子構造を解析することにある。

本研究では、特にレチナールの環状部分と鎖状部分のねじれ角に着目し、化学シフト計

キーワード: ab in i t io、化学シフト、レチナール、ロドプシン、パクテリオロドプシン

0わだ みつひと、さくらい みのる、いのうえ よしお、たむら ゅうすけ、

わたなべ よういち
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算を行った。というのも、このねじれ角の変化は、レチナール蛋白質の吸収波長を制御す

る主要因と成り得るからである。レチナールアナログを用い、このねじれ角と 13 C化学

シフトの杷闘を調べ、ロドプシン、パクテリオロドプシン中におけるレチナール発色団の

この部分のコンフォメーションを推測した。

《計算方法》

化学シフト計算には、 Cray-YMP8E/8128 スーパーコンビューターを使用し、 Hansenと

Boumanの開発したRPA(RandomPhase Approximation)一LORG(Localized Orbital / Local 

Origin)法1)に基づくプログラム RPAC9.0を、 Gaussian90と接続して用い、。この方法で

は、化学シフトの常磁性項に RPAの

理論を適用し、各局在化分子軌道に複

素位相因子を作用させ、ゲージ依存性

をなくしている。

まず、この方法の信頼性を確認する

ために、オールトランスレチナール

(Fig.l) の化学シフト計算を行った。

炭素骨格の構造は X線の実験値引を使

用し、そのほかの幾何パラメーターは、

4 -3 1 Gの基底関数系を用いて最適

化を行った。 13C化学シフトも

4-31G基底関数系を用いて計算した。

16 17 

~にん久ペ
all-trans retlnal 

19 11 、イ、
analogue 1 

( f3 -ionylideneacetaldehyde) 

Figure 1 Structures of all-trans retinal and its analogue. 

次にレチナールアナログ (Fig.l) を用い、 C5=C6-C7=C8二面角(ゆ)と 13C化学シフト

の相聞を調べた。 φの値を固定し、残りの幾何パラメーターを PM3法により最適化した

構造を用い、 4-3 1 Gレベルでの化学シフト計算を行った。

《結果》

①オールトランスレチナールの化学シフト計算

Figure 2は、オールトランスレチナールの

化学シフトの計算値と実験値引の相関図で

ある。化学シフト値は、両者ともにメタン

基準に変換しており、正符号が低磁場側を

表している。計算値は実験値を高い精度

(:t 3. 3 ppm) で再現しており、 4- 3 1 

レベルでの計算を行えば、レチナール発色

団の化学シフトを定量的な議論が可能とな

ることがわかる。

②レチナールアナログ 1の化学シフト計算

環状部分の C5から鎖状部分の C8の化学

シフトの等方回転平均値 (σ;50) は、 φ

の値に依存した比較的大きな変化を示すの

ε
a
a
 

140 160 180 200 

σ。bod.1ppm 

Figure 2 Correlation between the 4-31G and the 
experimental chemical shifts for the unsatureted 
carbons of all-trans retinal. Experimental data are 
taken from ref. 3. 
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Figure 4 Principal components of the chemical shift tensor for C5 of analogue 
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に対して、鎖状部分の C9から C1 1までの σ，50 は殆ど変化しない (Fig.3)。特に C

5とC8のσi50は、 φに対して周期的に変化することが見出された (Fig.3)。化学シフ

トテンソルの主値を高磁場側から σ11、 σ22、 σ33成分と定義すると、不飽和炭素核の場

合、 σ11成分は共役系に対して垂直方向を指し、 σ22、 σ33成分は共役系平面内にある。

C 5、C8ともに、 φに対して、 σ22、 σ33成分は東j期的に変化するが、 σ11成分は屯ど

変化しない (Fig.4)。また、 MullikenPopulation解析により、 atomicbond population 

及びchargedistributionを調べたところ、共役系の分断・回復が約180
0

周期で繰り返され

ることがわかった。これらのことから、 C5及び C8のU i50の周期性起源は、 C16、C17あ

るいはC18メチル基と 8位の水素との立体障害にあるというより、共役系の分断・回復にあ
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るといえる。周期性をもつこと確認された σj90の値は、次式で示す 2次までのφのフーリ

エ級数でかなりよく近似できる。

a C5 = 138.4 -1. 466cosφ+ 4.238cos2φ 

σC8 = 142.4 + 2.729cosφ-2. 368cos2 o 
さらに、 σC6とσC8との差をAσ(=σC6

σC8) と定義する。 Fig. 5は、 Aσ をφ

に対してプロットしたものである。ここで

注目すべきことは、 Aσ か負になるのは

planar 6-s-trans型(140。くゆく1800 ) 

の場合に限られるということである。パク

テリオロドプシンの場合、 Aσ は -12.4

pp聞と報告されており 4)、この相関図から

発色団はplanar6-s-trans型をとっている

と推測される。またロドプシンの場合、

Aσ は 8.4ppmと報告されている5)。した

がって、レチナール発色団のこの部分の構

造はねじれていると推測される。しかし、

Aσ はゅの一価関数ではないために、 C5 

)
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とC8の化学シフトの情報だけでは、 skewed6-s-cisか sk(.，，_d 6-s-transかを決定する

ことはできない。
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L24 化学シフトにおける電子相関効果

(北見工大) 0福井洋之、馬場雄久、松田弘喜、三浦宏一

Calculation of nuclear magnetic shieldings. 
Electron correlation effects 

o H. Fukui， T. Baba， H. Matsuda， and K. Miura 
Kitarni Institute of Technology 

N uclear magnetic shieldings were calculated with electron correlations 

through third order. The calculation was performed on a use of London's 

gauge invariant atomic orbitals (GIAO) and the白山e一五eldmany-body per-

turbation theory (FF-MBPT)， in which the two kinds of perturbation fields， 
i.e.， the external magnetic field and the field due to the nuclear magnetic mo-
ment， were introduced to get the perturbed one--electron states. The Hartree 
Foc1王 (HF)values and the second-and third-order correlation corrections of 

the nuclear magnetic shieldings were calculated in (i) four first-row hydrides， 
HF， H20， NH3， and CH4ヲand(ii) three linear molecules with a multiple bond， 
N2， CO， and HCN. The calculations showed that the post-HF correlations 
are important and much improve the calculated shielding values， and that the 
second-order corrections are positiveヲbutthe third-order ones are negative. 

Furthermoreヲthevibrational corrections to the F and H shielding constants 

in the HF molecule at 300 K were estimated to be -9.9 ppm and -0.66 ppm， 
respecti vel y. 

I. INTRODUCTION 

Nearly all ab initio calculations of nuclear magnetic shieldingsσhave been performed 

using the coupled Hartree-Foc1王 (CHF)approximation and its variants. Very few studies 

go beyond CHF. CHF calculations， which include first-order electron correlation， give in 

most cases quite good shieldings， and the successes of the CHF method have led to the 

general consensus that the post-CHF correlations are not so important in nuclear magnetic 

shielding calculations. Furthermore， di缶cultydue to the gauge origin dependence of σ，a 
problem that is absent in spin-spin coupling calculations， has prevented us from going be-
yond CHF. Thus， appearance of the correlation calculations in nuclear magnetic shieldings 
was long delayed. We presented the gauge invariant finite-field many-body perturbation 

theory (GIFF-MBPT)l to settle both the problems of the gauge origin dependence and 

キーワード:他学シフト、電子相関効果、 GIAO

0ふくいひろゆき、ばばたけひさ、まつだひろき、みうらこういち
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the electron correlation， which was applied to the calculation of the second-order electron 
correlation effects on the nuclear magnetic shieldings in four first-row hydrides， i.e.， HF， 
H20ラNH3，and OH4・Inour previous paper， we reported that the second-order correlation 
corrections are not small， i. e・ヲ 11 -15ppm for Nラ0， and F in NH3ぅH20， and HF， and 
about 6 ppm for 0 in OH4・However，it was shown七hatthe positive sign of the second 
order correlation correction σ(2) even enlarges the difference between the calculated and 

experimental nuclear magnetic shieldings. 

In our previous paper， we introduced only the external magnetic五eldas a五nite五eld.In 
this paper， we introduce the two kinds ofperturbation fields， i.e.， the external field and the 
field due to the nuclear magnetic moment， as finite fields， and estimate the correlation cor-

rections through third order. The second-and third-order electron correlation corrections 

of the nuclear magnetic shieldings were calculated in (i) four first-row hydrides， HF， H20， 
NH3， and OH4， and (ii) three linear molecules with a multiple bond， N2， 00， and HON. To 
our knowledge， the present article is the first report on the third-order correlation effects 
on the magnetic shieldings. Section II is devoted to the presentation and discussion of the 

computational results. 

II. RESULTS AND DISCUSSION 

A. Electron correlation effect in first-row hydrides 

The nuclear magnetic shieldings in hydrogen fl.uoride were calculated by using four dif-

ferent bases. The computational results are presented in Table 1 with the experimental 

values. Table 1 shows that the isotropic second-order correlation correctionsポ2)(F)for 

自uorinenucleus are positive， about +10 ppm， but the third-order on白万(3)(F)are nega-
tive， about -6 ppm. We note that the introduction of the diffuse sp functions is important 
and provides a large decrement of the O'(F)， about -5 ppm. Our previous paper stated 

that the inclusion of the second-order correlation gives too high万(F)value with respect 

to experimental one. This work indicates that the negative third-order correlation correc-

tions partly cancel the positive second-order contributions and improve the computational 

results. The calculated万(F)obtained with the largest basis and inclusion of the third-

order correlation is more positive than七heexperimental value by cα. 8 ppm. However， we 
have to take the vibration corrections into account before attempting a comparison with 

experimental results， which will be stated later. Most part of the correlation correction 

m万(F)comes from the (J.L component. This is because the paramagnetic part in the σ11 

component is zero and the diamagnetic part has very small correlation contributions. 

The proton shielding of hydrogen fl.uoride shows the very small correlation effects， about 

+ 1.0 ppm. Both the second-and third-order correlations町 esmall positive. The O'(H) 

obtained with the largest basis is more positive than the experimental value by cα.1 ppm. 

The isotropic nuclear magnetic shieldings in H20‘NH3， and OH4 molecules are presented 

in Table II. Table II shows that the correlation effects are large in the heavy nuclei of H20 

and NH3， that is， about +20ppm for the second-order effect and about -10ppm for the 
third-order one. The heav;y nucleuscorrelation effects in OH4 are smaller than thosein H20 
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and NH3・Thatis，万(2)(C)= +lOppm a吋ポ3)(C)= -2ppm. The diffuse sp functions 
considerably lower the calculated ef values for 0ヲNヲandC. Table II shows that the proton 

magnetic shieldings in H20， NH3， and CH4 have smaller correlation contributions than 
that of H in HF. The second-order correlation corrections are small negative. The proton 

chemical shifts are too subtle to predict theoretically. 

As a conclusion of this 自由sectionwe want to indicate that (i) the second~ and third~ 

order correlations in shielding calculation of first~row hydrides are..not small， and (ii) the 
second~order term and the third~order one partly cancel out each other. The successes of 

the CHF method which includes only the first-order correlation may be due to fortuitous 

cancellation among the post~CHF correlations higher than五rstorder. The inclusion of 

diffuse sp functions is important in GIAO basis. 

We calculated the vibrational corrections to the F and H shielding constants in hydro-

gen flωride at 300 K， and obtained -9.9 ppm and -0.66 ppm for the ef(F) and ef(H) ， 
respectively. The vibration correction makes the calc叫atedvalue of万(F)a little lower (cα. 

2 ppm) than the experimental value. 

B. Linear molecules with a multiple bond 

The nuclear magnetic shieldings in the three linear molecules with a multiple bond， N2， 
CO， and HCNラarepresented in Table III. 6~311 G* and 6-311 G** give the same results 

for N2 and CO. Table III shows that the correlation effects are very large in the shieldings 

of these molecules. Especially， the second~ and third~order correlations in N2 are largest 
in our calculations， that is， ef(2J(N) = +70 ppm andポ3l(N)= -30 ppm. Oddershede and 
Geertsen2 indicated that correlation effects play a large role in the shielding of N2， which 
hωN lone pairs and N~N multiple bonds. The values which they reported for the ef(N) 

in N2 are o=CHF(N) = -106.5 ppm and efSOPPA(N) = -72.2 ppm. So the second-order 
correlationポ2)(N)by them is 34 ppm， which is smaller than that by us. Cybl出kiand 
Bishop3 recently reported the calculation of N 2 shielding， which are -111.25 ppm at the 
SCF level and -39.52 ppm at the MP2 level. Our results are similar to theirs. Table III 

shows that the calculated shielding values in Nゎ CO，and HCN are much improved by the 
inclusion of the third-order correlations. 

Our basis sets used are rather small， but triple~zeta + polarization functions bases 

present quantative agreement with the experimental values. The CHF calculations for 

the basis sets including diffuse sp functions show that the diffuse sp functions lower the 

magnitude of万HFvalues of the heavy nuclei by only a few ppm. Electron correlation effects 

seem to be much more significant than the b出 isset error. 
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Table 1. Nuclear magnetic shielding components，九組dσ11'and isotropic values o' in hydrogen fluoride. 
The symbols H F =σHF， S=σHF +σ(2)，組dT=σHF+σ(2) +σ(3) are used (in ppm). 

6-311G手証 6-311++G** 6-311G++(2d，2p) [7 s4p2dj5s2p) Expt. 
HF S T HF S T HF S T HF S T 

σム 386.2399.7 390.9 379.8 395.8 386.1 379.6 395.6 386.1 379.3 395.0 385.6 
Fσ11 482.5 482.4 482.4 480.5 480.1 480.3 480.5 480.0 480.2 482.5 481.9 492.0 
o' 418.3 427.2 421.4 413.3 423.9 417.5 413.2 423.7 417.5 413.7 424.0 417.7 410.0土6

σムー 22.0 23.0 23.3 22.0 22.9 23.2 20.9 21.9 22.1 21.0 21.9 22.1 

EσH 44.1 44.3 44.4 43.9 44.1 44.2 44.0 44.2 44.3 44.1 44.3 44.4 
σ 29.4 30.1 30.3 29.3 30.0 30.2 28.6 29.3 29.5 28.7 29.4 29.6 28.8土0.5

Table II.Isotropic nuclear +maσg(2n) etlc shieldings EFln H2O，NHLand CE4・ Thesymbols H F =σHF 
S=σHF +σ(2)， and T =σHF + 0"(2) +σ(3) are used (in ppm). 

6-311G* 6-311G(2d) 6-311++G本 6一面扇面
Expt. 

HF S T HF S T HF S T HF S T 
H20 0339.2360.835293412364.8351.0322134513362342.0359.6350.7334 
H 31.9 31.6 31.8 32.2 32.0 32.1 31.8 31.5 31.7 31.5 31.7 31.9 30.09 

NHq N 271.0 290.1 284.1 270.7 289.4 283.4 261.0 279.7 274.2 273.0 287.0 280.8 264.5 
3 H 32.7 33.0 32.0 30.68 32.3 32.4 32.8 32.4 32.5 32.1 32.3 32.3 32.4 

CH
d 
~ 1~~.~ 204.0 2~2.~ 193.7 203.0 2~~.2 195.5 204.6 202.9 196.1 201.9 199.8 1~!.~ 
4 H 31.9 31.6 31.6 32.0 31.7 31.6 31.9 31.6 31.6 31.7 31.6 31.7 30.61 

Table II1. N uclear magnetic shielding componenω，σム andσ11' and isotropic values o' in N2， CO， and 

HCN. The symbols H F =σHF， S =σHF +σ(2) ，叩dT=σHF+σ(2) +σ(3)紅 eused (in ppm). 

6-311G* 6-311G** 6-311++G** 
Expt. 

HF S T HF S T CHF 
N2 

σ ム -329.1 -219.0 -260.4 -329.1 -219.0 -26u.4 -326.4 

σ11 339.0 340.0 339.6 339.0 340.0 339.6 338.7 
σ -106.4 -32.7 -60.4 -106.4 -32.7 -60.4 -104.7 -61.6 

CO 

σ ム -332.5 -266.3 -295.0 -332.5 -266.3 -295.0 -326.9 。σ H 410.6 410.1 410.3 410.6 410.1 410.3 410.7 
σ -84.8 -40.8 -58.9 -84.8 -40.8 -58.9 -81.1 -40.1土 17.2

σ ム -166.6 -106.2 -127.2 -166.6 -106.2 -127.2 -167.0 
C σH 271.1 273.3 272.7 271.1 273.3 272.7 271.2 
σ -20.7 20.3 6.1 -20.7 20.3 6.1 -20.9 3.0土0.9

HCN 

σ ム -244.2 -164.4 -201.6 -245.9 -164.8 -201.6 -236.9 
N σ11 339.3 341.2 339.8 339.5 340.3 340.0 339.4 
σ -49.7 4.1 -21.1 -50.8 3.6 -21.1 -44.8 -20.4 

σ ム -27.0 2.9 -7.6 -27.6 2.9 -7.4 -29.5 
C σH 277.8 278.9 278.8 277.9 279.0 278.8 277.8 
σ 74.6 94.9 87.9 74.3 94.9 88.0 72.9 82.1 

σ ム 24.7 24.3 24.4 24.9 24.6 24.9 24.8 
H σH 38.8 38.8 38.8 38.9 39.0 39.0 39.1 
σ 29.4 29.1 29.2 29.5 29.4 29.6 29.5 28.32 
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L25 マジック角回転がスピンー格子緩和におよぽす影響

(物質研1・筑波大化2) 0林 繁信1.2、上回 貴洋1、早水 紀久子1

Magic-angle-spinning effects on the spin-lattice relaxation caused by 

paramagnetic impurities 

(National Institute of Materials and Chemical Research1 and University of 

Tsukuba2) Shigenobu Hayashi1.2， Takahiro Ueda1， and Ki註ukoHayamizu1 

29Si and 1H spin-lattice relaxation times have been measured for kaolinite 

and talc under magic-angle-spinning conditions. The 29Si relaxation time 

increases with the spinning rate for kaolinite， while it is constant for talc. 

29Si spins relax by the dipole-dipole interaction with electron spins on 

paramagnetic impurities， and spinning averages out the interaction with distant 

impurities. The 1H relaxation time decreases at first and then increases with 

the spinning rate. Spin diffusion between 1H spins plays an important role in 

the relaxation， and the diffusion rate reflects the spinning rate dependence of 

the relaxation time. The relaxations of the two spins have been analyzed 

theoreti cally. 

天然の層状ケイ酸塩もしくは層状アルミノケイ酸塩は不純物として鉄やマンガンなどを

含んでいる。これらの常磁性不純物は核のスピンー格子緩和における緩和中心として働く。

我々は、天然および合成のカオリナイトについて1H、 27Al、 29Si核のスピンー格子緩和時

間の測定を行ない、緩和機構の検討を行なった 11。その結果、 どの核種においても鉄など

の常磁性不純物が緩和中心として働いていることを明らかにした。さらに、 1Hおよび

27Al核においてはスピン拡散が律速であること、 29Si核ではスピン拡散の寄与がなく常磁

性不純物の電子スピンとの双極子一双極子相互作用で直後緩和していることを明らかにし

た。この研究の過程において、 29Siの緩和時聞がマジック角回転 (MAS)を行なうと変

化すること、 27Alの緩和曲線の一部がMASによって変化することを見いだした。

本研究においては、 29Siの緩和時間の回転速度依存性を詳細に測定するとともに、 1Hの

緩和についても MASの効果を調べた。試料としては、カオリナイトA12Si205(OH)4とタル

クMg3Si401日(OHhを選択した。 29SiとlHとでは緩和機構が異なり、回転速度依存性におい

て異なった結果が得られた。これらの結果に理論的な考察を加えた。

【実験】試料として、関白カオリナイト(日本粘土学会、参考試料 JCSS-II01) とタルク

(J.T.Baker社)を用いた。 NMR測定には、 BrukerMSL400を用いた。測定周波数は、

29Si 79.496 MHz、 lH 400.14MHzである。測定はすべて室温で行なった。

【結果及び考察】 Fig.lに29Siスペクトルを示した。カオリナイトはテトラメチルシラン

キーワード: NMR、スピンー格子緩和、 29S i、 lH、マジック角回転

はやし しげのぷ、うえだ たかひろ、はやみず きくこ
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基準で-90.9ppmと-91.4ppmにピークを示す。一方、タルクは-98.0ppmに l本のピークを示

す。どのピークも非架橋酸素を 1つもつSi04四面体、 Q3 (OAl) に帰属される。 Alもしく

はMgにOH基が結合しており、 とのlHからのクロスポーラリゼーションによって 29Siスペ

クトルを測定することができる。

Fig.2に、カオリナイトの緩和曲線を示した。 2本のピークがあるが同ーの緩和挙動を示

す。緩和時間が非常に長いため、 Torchiaのパルス系列を用いて測定した。また、偲々の

29 Siスピンが電子スピンとの双極子一双極子相E作用によって直接緩和しているため、横

軸に時間の平方根をとると見かけ上指数関数的な減衰を示す。この直線の傾きから、平均

的な緩和時間T1 a vが得られる。 Fig.3にT1 a vを回転速度に対してプロットした。回転速度

の増加につれて T1 a v は単調に増加する。

Fig.4にタルクの緩和曲線を示した。この試料では MASの効果は観測されなかった。

T 1 a vは約46秒であり、カオリナイト試料に比べて 1桁以上短い。用いたタルク試料がカオ

リナイトに比べて多量の常磁性不純物を含んでいるためである。

Fig.5にlHスペクトルを示した。カオリナイトは線幅の異なる 2つの成分が混在してい

るが、線幅の狭い成分は外表面に吸着した水であり本研究では除外する。線幅の広い成分

がOH基であり、 28kHzの線幅を示す。この線幅は、 lH-1HおよびlH-27Al聞の双極子

一双極子相互作用によるものであり、前者による線幅は約20kHzである。一方、タルクの線

幅は9kHzであるが、線幅の磁場依存性の測定から双極子一双極子相互作用による線隔は

5.8kHzと見積られた。これがlH-lH簡の双極子相E作用の大きさである。残りの線隔は、

常磁性不純物を比較的多く含んでいるために生じた体積磁化率に起因している。

スピン拡散の速度を決める lHー lH聞の双極子相互作用の大きさがカオリナイトとタル

クとでは異なるため、回転速度依存性にも違いが出てくる。 Fig.6に、タルクのlH緩和曲

Kaolinite 

Talc 

-80 -90 -100 
ppm 

fig. 1. 29Si CP/MAS NMR spectra 

with a spinning rate of 3.000 kHz. 

(δwith respect to TMS.) 

100 

80 

τ60  

~ 

40 

。 10 20 30 

r 112 (51危)

Fig. 2. 29Si spin-lattice relaxation 

curves of kaolinite， measured 

with Torchia's sequence. 

-106 -



1600 I 
100 

/ 
(80ト ¥島¥ MAS 
与占

トご

ミ 60 

4.0 

。 2 3 

νr (kHz) 

Fig. 3. Spinning rate dependence of 

the average value of 29Si T1 

in註aolinite.

@ψ
吋
¥ 
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4.0 20 o -20 由4.0
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Fig. 5. 1H NMR spectra for static 

samples. 

。4 4. 8 

τ1β(51/2) 

¥Torc ia's sequence 

としーいA S'吋九 3向イωs~:t小
I 2・0 はい九字dl を~

1.0 
、~、 MAS 

ぎ 0.5

トー

~ 
ミ【 0.2

4kHz 
0.1 

0.0 

• 

0.5 

τ(5) 

1.5 

Fig. 6. 1H spin-lattice relaxation 

curves of talc， measured with 

the inversion recovery method. 

線を示した。 MASによって緩和曲線は大きく変化する。 Tの長い部分の傾きからスピン

拡散律速の緩和時間を求め、 Fi.7に回転速度に対してプロットした。緩和時間は回転によ

っていったん短くなり、ぞれから増加傾向に転じる。 MASによる線幅の尖鋭化によりス

ピン拡散がいったんは促進されるが、回転数の増加につれて双極子相互作用が平均化され

スピン拡散が抑制される。 2つの効果の重ねあわせによって一見複雑に見える挙動を示す。

カオリナイトの場合も Fig.8のようにタルクと同じような挙動を示すが、タルクに比べて

-107 -

takai
鉛筆

takai
鉛筆



1.2 

1.0 

( ) ω 

トご o. B 

0.6 

0.4-。 4 8 12 

νr (kHz) 

Fig. 7. Spinning rate dependence of 

1 H T 1 i n ta 1 c . 

1 H-l H聞の双極子相E作用が強いため、

12kHzの回転をしても静止試料より短い Tl

を示す。

29 Si緩和の場合は 29Si一電子スピン間の

双極子相互作用が、 lH緩和の場合はlH-

lH聞の双極子紹E作用がマジック角田転に

よって抑制され、緩和が還くなる。ここで、

どの程度の双極子相互作用がマジック角回

転によって抑制されるかを実験結果から見

積った。ここで Dcutoffより小さい双極子

相互作用は回転によってすべてゼロになり、

ぞれより大きい相互作用は影響を受けない

と仮定した。計算の詳細は当日話すことに

して、得られた結果のみをFig.9に示した。

カオリナイトの 29Si緩和とタルクのlH緩和

から得られた結果を同ーのグラフ上に示し

たが、緩和機構や核種が異なっているにも

かかわらずほぽ一致した結果が得られた。

回転数の約 1/10が敷居値になっている

と考えられる。

o 
ミ
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ー1.
0rt 

い 0.5

~ 
o 
2さ

0.2 

• MAS 

MAS ./〆
8kHz 

1.0 
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Fig. 8. lH spin-lattice relaxation 

curves of kaolinite， measured 

with the inversion recovery 

method. 
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12 

Fig. 9. Cutoff values of the dipole-

dipole interaction as a function 

of the spinning rate. 

【文献】 1) S. Hayashi， T. Ueda， K. Hayamizu， and E. Akiba， J. Phys. Chem.， 96， 

10928 (1992). 
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『州l.-t IJ氏(的sI¥ュ?ゆLOνlbLyfμま
戸:::;-IJCc Dû乙 pl(~ト 10 1 0
J 国体重水素NMRによるαーlac凶buminの研究:

リジン側鎖のダイナミックス

(北大工、 Calgary大)。平沖敏文、瀬川和哉、 HansJ. Vogel、堤耀贋

Dimethyla鈴d・Lysinresidues Dynamics of α，-lactalbumin by Solid State Deuterium NMR 

T. Hiraoki， K. Segawa， H. J. Vogel*， and A. Tsutsumi 

Department of年opliedPhysics， Ho紙aidoUniversi砂，Sapporoα前日ωul*Depar仰聞tlゲBωlogicalSciences， 
University ofCalgary， Calgary， Alberta， C;ωω00. 

Solid-State 2.H-NMR w部 usedto examine the dynamics of twelve lysyl and a N-terminal 
amino groups di・deuterio・methylatedin bovineα・lactalbumin.Temperature-dependent line咽
sha戸s，their intensities，τdependence and T IS were employed to characterize molecular motions 
of methyl groups on the surfa閃 ofthe protein. At low低m戸raturesbelow・200Ca Pake 
pa恥 rnis observed， indicating fast limit motion， which is characterized by the three-fold jump 
motion. Temperature-dependent study yields the activation energy of 13 kJ/mol and the 
correlation time of 0.15 ns at・200C. In addition， small-amplitude fast librational motions 
∞n回buteto the line shapes. 

国体重水素陥侭は特定の部位を重水素でラベルすることで、その部位の分子運動を

詳細に調べることができる有用な方法である。本研究では国体状態にある蛋白質の動

的挙動を調べるため、牛α・lactalbumin(α・l.A)のリジン側鎖末端のアミノ基とαアミノ

基を重水素ジメチル化して、その分子運動を検討した。この化学修飾により電荷数は

変化せず、酵素活性と高次構造はintactなα，-l.Aと同じである。。この結果と結晶構造，2)

を考え合わせると、導入された大部分のメチル基は分子表面に露出しているものと考

えられる。

牛α・lactalbuminのアミノ基のジメチル化はJenωfと民arbonの方法3)にしたがって020

中で行なった。本法によりN端とリジン側鎖末端のアミノ基が選択的に重水素ジメチ

ル化される。凍結乾燥した試料の重水素NMRの測定lはまBruke釘rMS乱Lし-2∞(σ30.九f旧Hz吟)で
なつた。スベクトルは四重極エコー法でもとめ、観測幅はlMHz、 90。パルス幅は1.5凶

である。

Fig，1に重水素NMRスベクト jレの温度依存性を示す。このスベクトルは13x 2=26ケの

メチル基の重ね合わせである。測定した温度領域で線形が大きく異なるメチル基は観

測されず、大部分のメチル基は同じような線形を持つ運動状態にあることを示唆して

いる。 .ω。C以下では3細 zの四重極分裂幅を持つ粉末平均スベクトjレが観測される。
これはアミノ基の窒素原子に結合している 2ヶのメチル基がそれぞれG軸のまわりを

十分速く回転していることを示している。

キーワード;固体重水素間保、 α・ラクトアルブミン、分子運動、ジメチル化、リジン、アミノ基

。ひらおきとしふみ、せがわかづや、ハンス・1ボーゲJレ、つつみあきひろ

-109ー

takai
鉛筆



寸代)>て¥C町) --'ifoJt J什
Fig.2に重水素陥rfRスベクトjレの四重極分裂幅の温度依存性を示す。低温で観測され

るお妊Izの分裂幅は理論値42凶 zよりも小さく、 G回転以外の運動が存在することを示

している。四重極エコ 4スベクト Jレのτ依存性には明瞭な変化がなく、小振幅の速い

li1:rationが寄与していることを示している。分裂幅より求めたli1:rationの大きさ(r.m.s.)

はほぼ18。である。昇温に伴い、分裂幅が減少し、線形も変化し始める。室温のスベク

トルはかなりプロ}ドで、 C3軸にはC3回転とlib則 ion以外に10妊Izオ}ダーの運動が存

在することを示している。 t

Fig.3に重水素NMRスベクト jレのO.L成分のT1の温度依存性を示す。 T1は+20
0Cから

・700Cまでほぼ直線的に減少する。・WOC以下ではスベクトルの0.1成分とq，成分のT1は

異なりσ1(σd匂T1(011))、メチル基の~回転が回転拡散ではなく、 3-sitejumpであること

を示している。この運動の活性化エネルギーはAE= 12 KJ/molで、。OCにおける相関時
聞は九=1 X 10-10 Sである。これらの値はDL-valやL-Ieuのメチル基の場合とほぼ同じであ

る。勾 ホモポリペプチド固体の側鎖末端の酸素原子に結合したメチル基の場合に比べ

(AE "" 8 kJ/mol、τ:c=3xlO・12S(ooC))、めアミノ基の窒素原子や炭素原子に結合したこケ

のメチル基の~回転はかなり抑えられていることを示している。

I)T. A. Gerk個 ，Biochemistry， 23， ~犯(1気W).

2)N.Jen1ばtaIidD.G.D儲rbon，よBω1.Chem.， 2尉，4359(1タ79). 45ド L 

3) K. R. Acharya， et al.， J. Mol. Biol吋 2風開'(1質問.

4) M. A. Keniry， et al， Biochemistry， 23，笈賂(閥均.

5り平沖敏文他、第30回NMR討論会、 283(1991).
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L27 アセトキシおよびポリアセトキシトロポンの 170・ダイナミック NMRの研究

第一薬大 O加藤祐子、 小川 哨、 野上靖純、 古賀俊隆

17 
O-Dynamic NMR of Acetoxy and Polyacetoxy-tropones， Model Compounds 
of Acyl Group Transfer process in Proteins 

エ盟主旦主主生， Haru Ogawa， Yasuyoshi Nogami， and Toshitaka Koga 
Daiichi College of Pharmaceutical Sciences 

主主旦旦主工: A "carousel"-type degenerated rearrangement， in which the positions 0 f 

six acetoxy groups introduced on a tropone ring are equally exchangeable with 
17 

that of the carbonyl oxygen， was studied by dynamic .， O-NMR spectroscopy. 

[緒論] 動的な分子について、その分子を構成するすべての原子核の NMRを観測すると思いがけない

転位反応や confonnation変化に気づくことが多い。さきに我々は、 170・N1vfRを用いて、トロポンの高

級同族体である [15]アヌレノン1が光照射によって、そのカJレボニJレ酸素とフラン環のエーテル性酸素

を互いに交換し合うという縮退転位 (g立lÞ~!s)を証明することができた [Scheme1]0 1)一方、

Scheme 4に示した、アセトキシトロポンの7員環上で起こるアシJレ基転位も 4aζ:"4bの様に縮退転{立とし

て起こる。 2) 今回、ヘキサアセトキシトロポン2をScheme2に従って合成し、 2)その IH_. 13C_ .及び

170-NMRを測定してこの分子がNMRの時間尺度で"回転木馬型"縮退転位[Schem巴3]を与えることを

発表する。この転位反応は 170・NMRのi昆度変化によって最も劇的にかつ直接的に証明することができ

る。これに先立ち、まずアセトキシトロボンの 170_NMRの温度変化について検討すると以下のような有

意義な結果が得られた。
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Scheme 3 
A "carousel"-type rearrangement of hexaac~t~xytropone 
and its escaping mode to lowered degree of degeneracy 

R令
“〈ト

R~ .R1 
R
吋つγ.

170

R4J、R2
R3 
1I 

Iミ1= R2 = R3 = R4 = Rs = R6 = OCOCH3 

1. アセトキシトロポンの 170_NMRの温度変化

アセトキシトロボンの >C=O基と OAc基問で起こる acyl法転位金=生[Scheme4)は、口C-NMRに

よって研究されているが、 170-NMRによる研究はこれまで前例がない。 Fig.1に170・NMR(67.8 ]¥佃z)

による結果を示す。 CD2C12中測定すると 0"Cで既にアシJレ基交換の凍結が見られ始め、 15(C=O)を

463 ppmに、また、 15(・0・)を 207ppmに2本の口OシグナJレとして与えた。加温すると、これらの

2つのシグナルは融合し、 15-70 "cの広い温度領域にわたうてこの融合シグナルは nonvisibl巴であ

った [Fig.1)。融合シグナルはプロムベンゼンー d5中 100"cに加熱して始めて識別できるブロードな

シグナルとして出現した。 Fig.lの結果は本研究の主題であるヘキサアセトキシトロボンの 170司 NMRス

ベクトJレに関して以下のような予想、づけを可能にした。

( 1 )シグナルの融合はアセトキシトロボンのそれとほぼ同じ温度領域付近でおこる。

(2) 2のアセトキシ基転位の速度は 2site exchangeプログラムを用いて最も容易に算出できる。

(3) (2)で得られる交換速皮を 2よりも縮退皮の低いトロボン類から得られる交換速度と比較して

速度に与える縮退の多重度の効果の有無について検討できる。

Scheme 4 
Acetoxy group 
rearrangement 

ln acetoxytropone 

Q~ Me 
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2.ヘキサアセトキシトロポンの合成とその 170エンリッチメント

ヘキサアセトキシトロポンの合成は Scheme2に示す方法で行った。アセチルトリフロロアセテート

(ATA)を用いるアセトリシスによる 2の収率は最高でも 0.5%という低枚率である。しかしこの低枚率

ですら C7CIgを発煙硫酸中 220Cで長時間加熱しでも C7Claの8個の CIのうち2個の CIのみがOH基に

低枚率で変換されるにすぎないという結果3)と比較すれば、 2の良い合成ルートであるといえよう。 ヘ

キサアセトキシトロボンは C7CIgが多段階のアセトリシスを繰り返して生じる多数の中間体が最終的に収

束する重複した縮退転位productとして得られる。 C7C1aのacetolysateを液体クロマトグラフィーに

かけ、マルチ.釘も光度計で生成物の各フラクションを分析した結果、 2は7.2分に留出するピークとし

て存在することがわかった。

348.8 ppm 
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J¥ 
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600 500 400 300 200 100 ppm 

in bromobenzene-d
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Fig. 1 

The170-NMR Spectra ofd久cetoxytroponein CD2C12 at 67.8 M-Iz 

-113 -



3.高歪分子としてのヘキサアセトキシトロポンとその部分加水う討究生成物ベンタアセトキシトロボロ

ンの生成

2は7員環上に6個のacetoxy基をもつため一種の高歪分子である。その一つのacetoxy基は2のクロ

マトグラフィーによる単離精製過程で容易に加水分解されて、ペンタアセトキシトロポロンを与えるとい

う第2の重要な知見が得られた。ペンタアセトキシトロポロンには3種の位置異性体が存在する[Scheme 

3 ]。その 'H-N1伎の温度変化を調べた結果、加水分解物の構造は 3bや3cでなく 3aであることがわ

かった。この結果はアセトトロピーを行う 3aがプロトトロピーを行う 3bよりも優先して生成してくる

事を示す点で興味深い。換言するとNMRが示唆する 2の脱縮退経路は Scheme3の左側で示した経路な

のである。3aはアセトキシトロボン型の通常の縮退転伎を行うに過ぎないが、ーたびその OH基が

acetoxy基に変えられると"回転木馬型"縮退転位に移行する前駆体として存在し、アセトトロピーが

C17HI60'2で示されるべンタアセトキシトロポロンの他の congener，3b ， 3cよりも 3aを優先させる

という pictureがN加尽によって示唆されたわけである。

4.ヘキサアセトキシトロボロンの"回転木馬型"アシル基転位の直接証明

ヘキサアセトキシトロボンの"回転木馬型"アシル基転位に関して竹下らの日C-NMRによる報告があ

る。しかし報告された13C-NMRの温度依存性スペクトルはペンタアセトキシトロボロン 3aとの関連に

おいてなお詳細に検討する余地を残している。最も重要な事は2の転位を170・NMRによる直接証明によ

り証明することである。本研究では 170エンリッチした ATAを用いて"回転木馬型"アシjレ基転位の直

接証明を計った。これらに関する最新の研究成果についてのぺる。

5.結び

内部変換を行う化学系の構造が、変換の遷移状態の構造と相似であると、その変換速度は酵素反応の速

度オーダーに接近して来る。 170・NMRの化学シフトは通常0-800 ppmの広範囲に及ぶので、もし適当

な 170エンリッチメントが実現されれば、高速転位速度を NMRのシグナルの線形解析からil!U定可能とな

る。著者らはアセトキシトロポン誘導体のアシル基転移を 170_NMRを用いて調べた。この理由はアセトキシ

トロポンのアシJレ基転位はセリンプロテアーゼがその活性部位で起こすアシJレ基転位の遷移状態アナログ

とみなしうるからである。今後本研究を発展させて170・N1伎の広領域にわたる化学シフトを利用して、

各謹mutantenzymeの高速反応速度の実測を目指す将来的研究につなぎたい。

謝辞重要な合成中間体を快く提供して下さいました、大阪市立大学の楠田貢典教授に深く感謝致しま

す。
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2) H. Takeshita， A. Mori， H. Watanabe， and T. Kusaba， Bull. Chem. Soc. J pn.， 
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L28 国体高分解能NMRによるカルドポリマーの構造研究

0斎藤公児，手島志眠，畠山盛明，麗揖光一.Jf(旦浩信，
古Jf(重也，寺本武郎{新日本製値{棒}先培技術研究所)

S仕uc:tualS加di儒 ofCardo-polym.. by High-R情。i叫ion50Iid-Sta'也 NMR

o Koji勧 ito. 5hiho li舗 hima， Moria刷出凶町ama， K削除hi向Ijishira.
Hirono凶Kaw師団0， Mas町唱印刷担制帽， Takwoli網開。ω

M咽 nQl岨Ma加祖Is& 1i凶'"01咽yR個個rohLa防団信禍
Nippon 5'回 1Corpo咽 ion

W8d81刷。pad官uoran8-b国剖 car由 polym..which 'had an a揖倒防叫
阿 mi曲lity旬r0)1四割問m田国tiwprop町旬. 50W8 m制刷r凶 a闘ri個
d 回 rdo-typapolyim id舗 byHigh R園。lutionSolid-S愉拍 t司CNMR. On 
tha凶8iaof1he 18 C c加mi岨 I.hi世間dr由剖ionpanunataraσCH， T l， 
Tlρ)， W8 found a .1切htdif畑町問。Ifboth imide car抑制and聞由
姐 rbonbo蜘咽anfil町man1and情1m智P圃. Additionally ， T l C'. at im凶e
伺 rbonyl回 rbonhad a go叫開問凶onto tha凶 m帽 bili世田 ofthia
aeri曲。fpoIymers. 刊arefora，胴S制申arationproapec1隔Iyd時制daon
tha molacular vib阻tionE嘘拘叫10-8 88c of世me鵬剖8.

1.輯言

当社が開発したフルオレン理をカルド構造として保有するポリイミドは、耐熱

性に優れているとともに、優れたガス遭遇住，酸素/量棄の遭択的な分量能を保

持している.しかし中空糸状とフィルム状の場合、ガス分霊能に差があったり、

またがス遭遇能に構造のどの部分が支配的かなど不明な点が多かった.そこで、

国体高分解能NMRをカルドポリマーに適応し、それらの構造とガス分躍睡につ

いて検討したので報告する.

ーくヌコー吋〉工:〉寸
G 11" 

5n 
UNITD 

;均β:ぐ:xy∞な:〉-
dbD 

5n 

UNITA 

合 β「〈:な:〉-

db 
UNITC 

Fig.l Ch8mi個 i曲 ucturaof imid・儲r由凶ymar

固体高分解能NMR，カルドポリマー，ガス分量，揖和時間

0きいとうこうじ，てしましほ，桔たけやまもりあき，ふじしろこういち
かわさとひろのぷ，ふるかわまきや，てらもとたけろう
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2.実験

NMRの酒定は、スピンコントローラーシステムを付帯した日本電子{棒)製

EX-4000ドーC: 1 00. 4 MH z )を使用した.多くの測定は、 5.7 K 
Hzでスピニングし、室温で酒定された.化学シフトの基準は、外部基準として
ヘキサメチルベンゼンを使用し、高磁場のメチル基の睡眠を 17.3ppmとし

た.試料は、糸設及びフィルム我イミド系カルドポリマーをそのまま充填した.

典型的な測定条件は、スベクトル幅:2KHz，データ点数:2K点，フーリエ
変換点数 :8K点.9 0度パルス幅:5μ 蹴，コンタクトタイム3000μ・ec.
積算回数 :1000固であった.パルスシーケンス等は、すべて装置に内蔵され

ているものをそのまま使用した.

3.結果と考察

①試料形置による揖遣の差異についての検討

円g.2にHA55町{山ITA+UNITB)の読料の原料モノマーと糸状及びフィル

ム状のUCNMRCPMASスベクトルをT油恰1に化学シフトとTl及びTlρ

の値を示す.糸状とフィルム抗では、いくつかの部分で顕著に化学シフトυの差

が見られるし、置和時間の差も見られる.これは試料を糸設に引く時に、かなり

の外部的な力が加わったため主鏑等の捧れが生じたためと考えられる.また揖和

時間ではTlよりもTlρに顕著な差が見られることから、糸状試料とフィルム技

試科の遭遇速度や分霞能のわずかな差は、主に結晶化度に依存したものと推定さ

れる.

(a)monome1'8 

200 1:刃 100 50 q 

Fig.2 l:a C CPMAS NMR 8岡崎aof (i吋monomera，(b)fil・nnentand 
(c)film旬P8Iofト叫随BT(UNIT A+UNT B)回n:loー旬開polyimid.
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T曲抱 1 The NMRpa悶m.耐aofmonom.r.・，慣耐m田tand 
稲1m旬P田 d出唱5BT(UNITA+凶唱ITB)個『由ー旬pepo刷mid蝿

.ono・er filer.ent fil. 

A 658 .0 pp・694.5 4 5 pp・6169..7 6 pp・
TI 28.2 sec sec sec T1， 25.7 .sec 132. .sec 103.4 .sec 

B 1662 .5 pp・ pp・12136..9 9 pp・
TI 32.2 sec 2 68. sec sec T1， 79.1 .sec uec .sec 

C pp. 19201..6 8 6 pp・ pp・
TI sec sec sec T1， .sec 63. .sec .sec 

D 126.1 pp・12169..1 1 pp・ pp. 
TI 22.0 sec sec sec T1， 58.9 .sec 55.7 .sec 40.9 .sec 

E pp・140.7 pp・14204..0 9 pp・
TI 32. sec sec sec T1， 64.4 .sec 3.1 .sec 41.9 uec 

F 26.9 pp・26.1 pp・27.3 pp・
TI 0.6 sec 16 .8 sec sec T1， 8.0 .sec 15.3 .sec 10.8 .sec 

G pp・ pp. 
31 811...0 s 7 

PP. 
TI sec sec sec 
TI， 10.5 .sec 14.4 .sec .sec 

a 80..2 4 S0..B 1 
P O2 barrer 

@各種フィルム状カルド霊ポリイミドの雄和時聞による検討

ガスの遭遇については、様々な研究がなされており、構成する分子の運動性が

膨曹を与えていることが示唆されている22.そこで、 8種類のカルド型ポリイミ

ドについて、様々な緩和時聞の酒定を実施した.その結果をガスの分櫨特性のデ

ータとともにT噛恰Zに示す.

Tab抱2 1118 t<NR 柑ua1:ionpann8崎市d闘 m・1日1m.of 
縄 E由-ty岡阿yimid_

UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A UNIT A 

CF8 UNIT B Rl=R2 置5= UNIT C 

T) 一C- =R3=R4 R)-I5=H COOH 
Th CFs =Et 

A sec 12. 1 19.6 14.3 16.1 18.7 15.3 

田sec 45.4 103.4 409.6 78.5 62.9 58.9 

B sec 12.8 21. 9 17. 1 18.9 20.9 18.4 
圃sec 108.7 58.4 109.4 124.5 118.4 106.5 

C sec 20.1 11.8 14.6 17.1 13.7 
圃sec 59.6 99.2 49.2 56.5 34.2 

D s ec 11. 2 17.5 12.3 13.3 14.1 13.0 
msec 35.5 40.9 101.0 38.5 36.8 33.3 

E sec 14.4 24.0 15.1 16.6 21. 5 16.0 
圃sec 70.8 41. 9 276.9 52.7 78.0 107.1 

α 4.4 9.0 4.3 6.3 7.3. 5.0 

P O2 16.7 0.11 13.0 2.3 0.53 7.0 
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UNIT A UNIT A UNIT A 

R5= R5= Rl=R2 

COOMe COO =Me 

COH1S 

18.5 14.0 13.5 

54.5 40.5 
20.1 19.5 18.6 

149.3 104.8 66.8 

15.6 14.8 14.2 

40.1 33.3 10.7 

16.4 14.0 13.8 
37.2 35.6 103.8 I 
25.7 25.3 17.0 
66.1 76.6 107.8 I 

5.9 6.2 6. 1 

1.3 2.0 



ガスの遭遇性については輯和時聞に依害しているとする報告別があるが、構造の

どの部分に歓盛かについては不明である.円g.3に'IJルド中心の4鼠炭素とイミ

ドカルボニル炭素におけるTlの道教{雄和速度}とガスの遭遇速度との関慌を示

す.両者は高い相関性を示し、 CFa基を導入したポリマーを除いて、特にイミド

粛の相関鹿は非常に高い.一方、イミドカルポニルやカルド炭素部分のT1Pの道

教とガスの遭遇速度の聞には、特に相闘が見られない.すなわち、ガスの遭遇速

度は、分子のTlに関揮する 10-ー程度の分子の相関連動に主に依存していると推

定できる.また2種の4艶炭素に見られたTlの遣いは、イミド構造が剛直である

ためにポリマー主鎮の運動性を高く反映しているのに対して、カルド中心の4鼠

炭素は、主舗の運動性のみならず、様々な置換基のついたフルオレン環及びベン

ゼン環の運動性を受けていると予想される.すなわち、このことはガスの遭遇速

度が主舗の運動性の支配を強く受けていることを示唆している.

O:imide carbonyl 
X:cardo carbon 

D 02(bareer) p 02(bareer) 

100 100 

Ox 。 x 
x 。 X 

1 0 10 
。

。× × 。
o X o X 
XO  
OXOX x × 

x 。。 。
1. 0 

XO  x 。
OX  。 × 

O. 11  O. 1 
4 5 6 7 8 O. 1 5 1 0 1 5 20 

100/T. (l/sec) l/T.ρ (l/sec) 

Fig.3 官官er輔副ion8hip回M・聞1庁 E 町 1/T1. and開m舗副lit回
d踊 me官1m.of cardoー旬pepolyimid舗

4: .結論

カルド型ポリイミドの設腫の差は、構造の差となって現れており、その原因は

結晶化鹿の遣いであると2替えられる.またこれらのポリマーでのがスの遭遇性は、

Tlに闘偏する分子の運動性が効いていることがわかった.

以上述べたように、高分子ポリマーでのガスの遭遇性のメカニズムを検討する

上でも、国体高分解能NMRは非常に有効であることが確認された.

参考文眠
1 ) J. L.陥副白川崎 ot 81. M館 romol舘 u回 141327-1333 (1鵠1)
2 )岡本ら高分子 42駒 (1関3)
3)笠井ら剛抑.Preprint Jpn. 40 536 (1翻}
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L29 間体DNP(DynamicNuclear Polarization)-29Si NMR法によるシリカ表面の選
択的観察

0小林淳こ束、 GaryE.Maciel 

コロラド州立大化学科い現在:三菱電機 材研)

2宮SiDynamic Nuclear Polarization of Silica Surfaces 

()Junji KOBAYASHI， Gary E.MACIEL 

Department of Chemistry， Colorado State University 

The polarization of a nuclear spin system can be enhanced by irradiating 

at or near electron Larmor frequency ωe， yielding the dynamic nuclear 

polarization (DNP) effect. The DNP enhancement of NMR spectroscopy has not 

been reported so far on any surface species. We could observe the enhancement 

of at least a factor of 50 on 2宮Sisolid NMR spectra of silicagel covered with 

approximately 0.5%ML BDPA. The depth of enhanced regions of silica surfaces 

was deeper in the DNP effect from a electron spin system than in a CP effect 

from a lH nuclear spin system. We could not acquire the DNP enhancement of lH 

NMR signals. 

<はじめに>

磁気核と不対電子が共存する物質に、電子のラーモア周波数 (ωe)付近の電磁波を照

射すると、核分極が理想的には γe/γn倍も増加する [DNP(DynamicNuclear Polarizat 

ion)] .国体でも、電子がωe程度の揺らぎを生じている場合(金属、半導体様物質)は、

まさに ωeの周波数による照射が最大の増感効果を与える(トハゐーハウザー効果).一方、電

子が固定されている系においては、電子・核スピン間の相互作用ハミルトニアンの空間

部分が時間平均されないので、例えばL+Szj項により 1++>状態の卜+>状態への混成

が生ずる.結果として、 ωe+ωnの周波数において禁制遷移が有限の確率w+にて起ごり、

核分極が増加することになる. (国体状態効果あるいは熱的混合効果)1)混成の程度

あるいはw+は、電子核問距離の 3乗で小さくなる一方、核スピンの格子緩和時聞は、逆

に大きくなるので、ごの増感率は一見距離に依存しない様に思えるが、電子の存在に独

立な核緩和のために、電子の近傍で増感率は大きくなる.

したがって、固体のDNPは、国体NMR法の高感度化と同時に電子スピン近傍のみのNMRを

選択的に取得できるという大きな特徴をもっている.しかし、これまで後者の特質を生

かした研究は最近のJ.Schaefer等2)による異種ポリマー界面での仕事しかない.ごこで

キーワード:DNP，固体高分解能29SiNMR，表面，シリカ

Oごばやし じゅんじ、 GaryE. Maci el 
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は国体表面の選択的かっ高感度なNMR法の実現に向けて、特定のフリーラジカルを吸着さ

せたシリカ表面において50倍程度のDNP増感を達成したごとを報告する.固体表面におい

てDNP増感が観測されたのは本研究が初めてである.

<実験>

1 .装置とDNP/MAS測定: DNPのためのマイクロ波 (39.4602GHz固定)照射機構を備えた

自作の国体高分解能用のNMR装置 (60MHz、1.4T可変、二重共鳴型)を用いた. Del ft大

(オランダ)型試料回転装置により、マジックアングルスピニング (4KHz)した. DNP現象

は、照射するマイクロ波の周波数に非常に敏感である.本装置では、ロック周波数(約9.

2MHz)の変化により磁場を変えている(ロヴク周波数fmwの0.0141MHzの変化が、 ωeの60MHz

変化に対応).照射マイクロ波ハ。ワーは約5Wである. (詳細は、文献3)を参照). 

後記の様に、 DNP効果の達成には、常磁性酸素の影響をのぞく必要から自作の工7ータイトな

抗。ナーを使用した.材質はKe1-fである (GAYタイ7。のがラス管を用いた回転システムはSiの

ffilj定には使用不可. )まず、 BDPA/本。リスチレン試料にてlH-DNPのトハぜーハウザー条件を見つけそ

の後、磁場を多少ずらせた固体状態効果(あるいは熱的混合効果)の起こるべき条件で

測定した.

2.試料調整: シリカゲル (FisherScientific S-679.550 m2/g)を150Cにて脱水後、グ

ロープぷ"けス内で、 4種の7リーラジ也市.(BDPA.DPPH.TEMPO及びDoxy1-Cho1estane) をそれぞれ、

イ yゼツに溶解後、ロートヘvーハ。ーをもちいて、表面に均一に物理吸着させた.その際、表面

被覆率を0.01-15%の範囲で 5、6段階、変えた.表面吸着種の運動性、緩和時間、均一

性等を評価するために、 ESR測定を行った.

<結果と考察>

1. ESR: ESRJ."。クト島から、表面被覆率の増加と共にプロトンとの超微細分裂が、スピン交

換のため消失し，さらに交換ナローイングを起こす様子がわかる. O. 5 %程度の被覆でも、

結晶化した成分があり狭幅成分を生じた.飽和挙動から、電子スピンの格子緩和時聞を

評価した結果、空気中では、 10-8 sec台であり、 100msec以下の核スピン緩和時間とな

ってしまう.一方、真空中(10-3Torr)では、 BDPA(O.日程度cov.) /silica系のみにおい

て、約10-6sec台の緩和が得られた. DNP /MAS測定にはこの系の試料を用いた.

2.1H DNP-NMR: DNP現象とは結局、電子から核への分極移動である.したがって、 DNP

-NMRの実現経路として、本系では、 1)電子一)lH、2)電子一)29Si、3)電子一)lH一)29Si.と

いう経路が考えられる.詳細は略すが、 1)の経路ではDNP増感を得る事が出来なかった.

理由として、 l)BDPAの分子運動、及び2):;l)'}]表面での水素原子 (-OH)の良好な運動、による

効率的な近傍水素の緩和及びそのたγ拡散があげられる.

3.29Si DNP-NMB: BDPA (0.5%被覆率)/シリカケ}系にて、電子スピンから川口核スピンへの直

接的分極移動によってDNP増感現象が観測できた. (図 1にはCP/MASとの比較で示す. ) 

CP/MAS測定と同程度のS/N比がDNP/MASでは、 1 0分の 1の測定時間で得られた.粗い見

積では、約50倍の増感を達成できている.また、 3本のピーク(A;Si事 (OSi芸)4:-109.3
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PPM. B; (HO)出家 (OSi三)3:-99.8及びC;(HO) zSi率 (OSi=)z:-90.6)のピーク強度比が、 CP/MA

Sで、 2:9: 6なのに対して、 DNP/MASでは、 2:10:14と後者では、アロー7'領域がより深い事

がわかる.

図2は待ち時間 (RD)依存性であるが、 3秒から 250ミリ秒と短くなるにつれて、

表面種(ピークB.C)による信号の比が増加している.ごの理由は、 1)表面種がより電子スヒ-

yに近く格子援和時聞が短い、 2)待ち時聞を長くすると急激に信号取得可能なハ根川シリコYの

数が増えるためであろう.

図3は、 DNP増感の照射マイクロ波周波数依存性を示す.固体のDNP特有の変化を示し

ておりここでの増感現象がマイクロ波照射による熱的な援和時間の変化等によるもので

なく、固体状態効果あるいは熱的混合効果によるDNP現象によることが明かである.

ごのようなDNP増感現象は、スピナーのエアータイト性によって著しく影響される.本

実験では、 1日以上測定を続けると微量酸素の侵入の為DNP増感が消失した.今後は、 G

AYタイ7'の回転システムを用いたDNP/MASプロープの活用が望まれる.

国Si-DNP/MAS{BDPA{O.5%cov)/Silicagel)

BDPA{O.5%∞v)/Silicagel 

"SトCP/MAS

200 100 。 ー100 PPM 200 100 。 ー100 PPM 

図 1: ODPA I被閣率日.5%)/刈紗・晶の

"Si-DNP/MAS及びCP/MAS ~~.外ル
図 2 "Si-DNP/MAS"ヘ・ 7r~の待ち時間依存性
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a) 
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The 29Si DNP enhancement of BDPA (O.5%Cov.) / Silicagel 
回 afunction of the microwave offset frequency，ωーωe
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(The MW frequency (/mw) dependence 
01 DNP enhar恕ements}

図 3:DNP工川以内ト率の照射7イクロ波周波数依存性
(al DNP/MAS X，'クト~.blピ-'1強度)

ι玄車E
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L30 温度可変選択励起 SA S S 13C NM  Rによる

高分子の分子運動解析

(京大化研)別府隆幸、高江洲昇、石田正登、・堀井文敬

Analyses of Molecular Motions of Polymers by 

Variable Temperature Selective Exitation SASS 13C NMR 

T. Beppu， N. Takaesu， M. Ishida，組dF. Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto Univ.， Uji， Kyoto 611 

13C chemical shift anisotropy (CSA) spec回 ofnatural abundant CH carbons of bisphenol 

A (BPA) residues have been measured for BPA polycarbonate and polyarylate， which is∞m-
posed of BPA and ph也alicacids， by the selective excitation switching angle sarnple spinning 

(SESASS) spectroscopy. Doty double spiru血gtype rotors were partly modified by use of a 

m何回.pfor v訂iable"temperaωre measurements. CSA spectra obtained below around room 

temperaωre have been well analyzed in terms of the two site exchange model considering血E

dis位ibutionsof flip血 glesof the phenylene ring紅ound00 and 1800
• In con回 stadditional 

motions such as血efluctuation of白巴flip砿 isshould be泊troducedfor the phenylene motion 

above room temperaωre.τ¥vod泊lensionalSESASS have also been measured for the character-

ization of slower motions. 

1 .緒言

高分子のガラス状態における 104-105日之の分子運動は耐衝撃性や気体透過性などの巨視的

な物性に密接に関係していると考えられているが、その分子運動の詳細はほとんど明らかに

されていない。我々は化学シフトの異方性(CSA)を反映した共鳴線や2HNMR共鳴線によりこ

れらの分子運動解析を行ってきた。本研究では、選択励起switchingangle sample spinnin 

g (SASS)によりピスフェノールAポリカーボネート (BPAPC)およびBPAを含有するポリアリレ

ート (PAr)固体についてBPA残基の CH炭素の CSAスペクトルを室温以下の温度を含む種々

の温度で測定し、 2サイト交換モデルにより解析した結果を報告する。また、二次元交換選

択励起SASSによる低速運動の検討結果についても述べる。

2.実験

13C N M R測定は、 JEOLJNM-GSX200分光計により4.7Tの静磁場場下で行った。選択励起

SASS法による一次元及び二次元交換スベクトルの測定は、 DotyScienticfic lnc.製のDASプ

ロープを用いて行った。 lHおよび13C核の回転磁場場強度rBt!2nは62.5kHz、試料の回転

速度はスピニングサイドバンドが無視できる7kHzとした。選択励起にはDANTEのパルス系列

を用いたが、このパルス系列は試料の回転周期またはその 2倍に相当する時間間隔をもっパ

キーワード:選択励起 SASSNMR、化学シフトの異方性、 2サイト交換モデル、 1800 flip 

ベっぷ たかゆき、たかえす のぼる、いしだ まさと、ほりい ふみたか
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と450または470(offmagic angle)の聞で試料の回転軸を高速(20μs以内)で切り換えた。本

研究では、室温以下でのSASS測定も行ったが、このためDoty製のdoublespinnigロータの上

部キャップとしてネジ式のキャ・yプを作製した。

用いた試料は非晶性のビスフェノールAポリカーボネート (BPAPC)およびBPAとフタル

酸〈テレフタル酸/イソフタル酸=1/1)からなるポリアリレート (PAr)フィルムである。

3. 結果及び考察

(1) BPAPC:図1には、一次元選択励起SASSによるBPAPCのC5炭素のCSAの測定(250C)を示す。

ここで、 (a)はDANTEパルス系列による選択励起の効率と

試料の回転数の影響を調べるため、常に冊agicangleに

セットしてC5共鳴線を選択的に測定した結果である。 DA (c!) 

NTEの選択励起が有効であり、スピニングサイドバンド

もほとんど現れないことがわかる。

図1(C)は、選択励起SASSにより測定したC5炭素のCSA

スベクトルである。低速試料回転の場合に比べて共鳴中

心付近の強度の減少がほとんど認められず、この場合は

精度良く CSAが測定できたと考えられる。ここで、得ら

れた共鳴線は、試料の回転軸を静磁場に対してes= 450 

傾けて測定しているため、共鳴中心を中心としてスケー

リング因子fs=(3cos2θ s-1)/2だけスケールされている。

図1(d)には、スケール補正後の静止状態に対応するCSA

スベクトルを示す。

図2には、同様な方法により種々の温度で測定したC5

炭素のCSAスベクトルを実線で示す。 250Cでは高磁場仰j

に化学シフトテンソルの主値σ33成分lこ基づくショルダ

ーが認められるが、温度上昇に伴ってこのショ

ルダーが消失し、かなり狭幅化する。これらの

共鳴線の形状を説明するため、 2サイト交換モ

デルによるシミュレーションを行った。すなわ

ち、フェニレン環がその結合軸のまわりでフリ

ップ運動をするとし、そのフリップ角 δおよび

フリップ周波数を κとしてC5炭素のCSAのシミ

ュレーションを行った1)。しかし、これらの実

測スベクトルは単一の角度δの2サイトフリッ

プ運動に対するシミュレーションの結果とは全

く一致しない。このことはフェニレン環のフリ

ップの周波数およびフリップ角に分布が存在す

るためと考えられ、その検討を行った。

図2には、実測CSAスベクトルに最も良く一

致するシミュレーションスベクトルを破線で示

した。この解析では、 κ孟105Hzで・いわゆる
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(d) descaled C5 CSA spectrum. 
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Fig.2. CSA spectra of the C5 carbon of BPAPC at 
different temperatures. (一-):observed， 
(ーー-):simulated. 



first limitであり、 δは00および1800を中心としたガウス関数で近似される分布が存在す

ると仮定した。 250Cにおいては実測スベクトルとシミュレーションスベクトルは良く一致

する。しかし、温度の上昇に伴って、高磁場側の不一致が増大する。このことは700C以上

ではフェニレンの回転軸自身の運動もCSAスベクトルの形状に影響するものと考えられる。

本研究で得られた結果は、 Jones2)らのマルチサイト交換モデルでも説明可能であるが、フ

リップの周波数が低く見積られ、 2H NMRの解析結果3)や次に述べるT1の解析結果と一致

しない。サイトの数を特定しないでいたずらにサイトの数を多くとるとすれば、マルチサイ

ト交換モデルの利用には問題があると考えられる。

フェニレン環のフリップ速度のオーダーを知るため、 C5炭素のT1をCPTlまたは飽和

回復法により種々の温度で測定した。図3には、 C5炭素のT1を絶対温度の逆数に対してプ

ロットした。このT1の温度依存性を我々の提案したモデルフリーの取り扱い引により解析し

た。すなわち、フェニレン環の運動がいくつかの互いに独立なランダムな運動の重ね合せで

記述されるとし、それらの運動の相関時聞を τoiとすればスベクトル密度 Jq (ω)は

で表わされる。ここで、 Ko=2/5、K1=2/15、K2=8/15、Ai

は各項の係数である。図3の実線はN=2とした場合のシ

ミュレーションの結果である。実験結果とシミュレーシと
u 

ヨンの結果は良く一致する。この結果得られた各τcの よ 1

温度依存性を図3上部に示した。 i=2に相当するこの運

動の相関時聞がこの測定温度領域で10-9-10-7sであり、

2H NMRの解析結果3)と良く一致することからこの運 0.1 

動がフェニレン環のフリップ運動であると帰属される。

一方、 i=lに相当する運動はフェニレン環の回転軸まわ

りのポテンシャル極小付近の速い揺動運動と考えられる。

したがって、これらの運動は図 2に示した1800を中心と

N 2τ oi 

J q (ω) = Kq ~ A i 
i=1 1 +ω2τE，2 

したフリップ運動と 00を中心と

した小振幅の揺動運動に対応づけ

られる。

BPAPCのフェニレン環が1秒程

度のタイムスケールでみた場合ど

のような運動を行っているかを検

べるため、 13C CSA二次元交換選

択励起SASSスベクトルを測定した。

室温のC5炭素についての結果を図

4に示す。混合時聞は0.5sである。

測定に約4日を要したが、なお

1 SO 100 SO 0 

• q = o. 1. 2 lo~a 

0
 0
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fig・3.:emp~~at~r:_~~~endences_~~.TIC 
values for CS of BPAPC. 0: by CPTl. 
・: by the saturation recovery method. 
(一一):simulated by model-free 
treatment. 

Fig.4 2D exchange selective excitation SASS spectrum 
of CSA for CS carbon of BPAPC at room temperature. 
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S/軒比は不十分である。しかし、対角線上には

一次元CSAスベクトルが明瞭に認められ、ほと

んど交差ピークは存在しないことがわかる。こ

のことは、一次元CSAスベクトルの形状に関与

する105Hz以上の運動以外に 1秒程度のタイム

スケールで認められる運動は存在しないといえ

る。現在より高温での低速運動について同様な

測定を行っている。

(2) P A r (U-ポリマー): 図5には、 PAr

フィルムの室温における CP/MAS 13CN

MRスベクトルを示す。 BPA残基の C4炭素

の共鳴線のみ独立の共鳴線であるため、この共

鳴線について BPAPCの場合と同様の解析を

行った。図6には、選択励起SASS法により

種々の温度で測定した PArのC4炭素の CS 

Aスベクトルを実線で示す。 BPAPCのC5

炭素の室温における CSAスベクトルに比べて、

PArのC4炭素の CSAスベクトスは室温お

よび-300Cいずれの温度においてもかなり狭

幅化している。また、 1000Cのスベクトルは明

らかに軸対称スベクトルとは異なっている。

BPAPCの場合と同様、シミュレーション

を行った。その結果を図6の破線でを示す。こ

の場合も、フリップ速度はfastlimit(κ 孟105

Hz)であり、フリップ角には 00と1800を中心

としたガウス分布が存在すると仮定した。その結果、 PArの場合も室温以下の場合は実測

-.-@-中。L。γ。τ
ー。。十OOPT

200 100 0 

ppm from Me~Si 

r
 

a
ハnγ
 
e
 

目

n
ト

a
、
rι 0
 
m
 

Hu r
 

L
.
 c
 

ρ
、nν
 c円リ》

戸
U

勺
、
d

t
-
A
 

-

S

C

 

An

。

M
H
巴
J

'''今
4

nr 
F
U

ト」a
 

-
E
J
e
u
 

-
m
 

oe
唱よ

.、A

.

、目晶
r
r
e
A
 

一 一-200 100 0 

-
咽
つ
凶
つ
凶
，。 E目。

"酬 t"，.・同，51
'11" "..，If '"t''I_ 

Fi8~. CSA spectrD o( th. C4 carbon of PAr at 
~ifferent temperatures. (ーー):observed. 
(---J 只imlll:Hptl.

スベクトルにかなり近いシミュレーションスベクトルが得られた。

一方、 600Cのスベクトルに関してはフリップ角の分布の中心を1350，付近にとった場合、

実測スベクトルにかなり近い結果が得られた。このことは、 600CではO→ 1800フリップを

基本とする運動モードが崩れ始めていることを意味する。そして、この傾向は温度上昇とと

もにさらに助長され、 1000Cにおける非軸対称スペクトルの出現につながっているものと考

えられる。今後より精密なモデルにより PArの分子運動の特徴を明らかにする予定である。

1) Horii. F. et al.. Bull. Inst. Che皿. Res.. Kyoto Univ.. 70. 198 (1992). 

2) Roy. A. K. and J ones. A. A.. J. Magn. Reson.. 6(. 441 (1985). 

3) Wehrle. M.. et al.. Colloid Polym. Sci.. 265. 815 (1987). 

4) Horii. F. et al.. Bull. Inst. Chem. Res.. Kyot Inv.. 66. 317 (1988). 
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L31 団体高分解能13C-NMRによるポリオレフィンの構造解析

。青木明良 Il 2 l、伊達健川、出村誠1l 

林哲男 2l、朝倉哲郎 1l 

I l農工大 工学部、 2l徳山曹達(株) 樹脂研究所

High-Resolution Solid-State 13C-NMR Spectroscopy of Polyolefines 

Akira Aokil'2'， Takeshi Date1l， Makoto Demura1l， Tetsuo Hayashi.2l 

Tetsuo Asakura1l l)Faculty of Technology， Tokyo University of Agriculture 

and Technology， 2)Plastic Research Laboratory， Tokuyama Soda Co. Ltd. 

The packing effect on the 13C CP-MAS NMR spectrum of isotactic poly-

propylene was examined in detail by taking into account the intermolecular 

chain arrangement. Th巴 peaksp!itting observed for the methy! and 

methylene carbons of isotactic po!ypropy!ene withα-form were interpreted 

in terms with steric shi巴!dingeffect proposed by Grant et al. 

1 .緒言

ポリオレフィンの固体高分解能13C-NMRによる研究はポリエチレン Il 2 )をはじ

めアイソタクチックポリプロピレン(i_PP)3l4l5lやシンジオタクチックポリプロピ

レン (s-PP)引7l、アイソタクチックポリ 1ーブテン引等について行われ、そのほC

-NMRスベクトルは分子鎖のコンホーメションや結晶中の分子鎖の配列様式(パ

ッキング)の差を鋭敏に反映することが報告されてきた。

F i g. 1にi-PP (α-form)の団体高

分解能13C-NMRスベクトルを示

した.メチル炭素領域と、メチレン

炭素領域においてピークの分裂が観

測される.一般にポリオレフィンの

場合、溶液、国体を間わずピークの

分裂は、 13C-NMR化学シフトの

γ効果とそのコンホメーションを関

連づけて説明されてきた 8l 9 l。しか

しながら、この i-PP国体の分子鎖形

態は 31ヘリックス (T G) nであり、

各々の炭素種について他の炭素原子

CH 

CH2 
CH3 

40 30 20 
ppm from TMS 

Fig.l CP-MAS 13C-NMR spectrum ofα 一

form crystalline of i-PP. 

キーワード 国体高分解能13C-NMR、ポリプロピレン、 α-form、しゃへい効果

。あおさあきら、だてたけし、でむらまこと、はやしてつお、あさくらてつお

寸
J

司，，
U

4

・A



から受ける γ効果の影響は同じであり、 γ効果のみからはピークの分裂が生じない

ことが予想される。これらの分裂の原因についてBunnらはトppの結晶格子中におけ

る分子鎖配列様式の違い(パッキングの差)であると考察している引。しかしなが

ら、その配列を考慮して定量的に化学シフトを評価したわけではないので、何故、

分裂が生じたかという理由については明確に説明できているわけではない。

本研究の目的は i-PP (α-form)について X線回折法で報告されてきた結晶格子

中の分子鎖パッキングが、 13C化学シフトに与える影響を化学シフト計算に基づい

て定量的に評価することである。

2.実験

i-PPサンプルはmmmmべンタッド分率が0.95以上の高立体規則性ポリプロビレ

ンを用い、 1 4 O.Cで4日間熱処理することによりほぼ完全な α-formに調製した

(X線回折法により確認).13 C固体高分解能 NMR測定は JEOL製GX400ス

ベクトロメータ(13C:I00.4MHz)を用いて室温で行った.接触時間は 1m s、積算

回数は400、MAS速度は 6.2kHzである。

3.13C-NMR化学シフトの評価方法

分子鎖聞の立体障害(パッキングの差)

が、 13C-NMR化学シフトに与える影

響を評価するために、 GrantlBIらの式を

用いた。 Grantらはこの立体障害によるし

ゃへいの効果が非結合水素間同士の反発

相互作用に依存するとしてその効果を以

下の式によって評価している.

l) CI 3 (ppm) = 1680 x cosθexp(-2.671r) 

ここで l)Cl 3 (ppm)は注目している炭素原

子が受けるしゃへい効果、 θは注目して

いる炭素原子と直接結合している水素原

子とのなすべクトルと、炭素と結合して

いる水素原子と隣接する水素原子がなす

ベクトルの聞の角度、 r(A)は結合して

いる水素原子と隣接する水素原子閣の距

離である(Fig. 2参照)。この式は芳香

環についた一連のメチル基のはC化学シ

フトの実験データから求めたものである

カ〈 最近のAb-Initioの計算111による

コンホメーション依存の化学シフト曲線

は、この式で表現される曲線とよく対応

している.

お戸、
Fig.2 The steric relationship 

between protons on 1.4-carbon 

atoms of n-butane. 

Fig.3 Crystal Structure ofα 一

form of i-PP. 
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1本の分子鎖は末端の影響が無視できるように ppの9量体とし、その中央部の

3量体部分に存在する各炭素についてしゃへい効果の計算を行った.結晶格子中の

分子鎮の配列様式については、 Nattal2lらのX線回折による報告例を用いた (F ig. 

3 )。着目した炭素原子はFig. 3に示された 1........6の分子鎖の・の位置に存在するも

のであり、各炭素について他の 9本の分子鎖から受けるしゃへい効果を上式に基づ

いて計算した.

4. 結果及び考察

Table.1に、しゃへい

効果の計算結果を示した.

表中の番号はFig.3中のi-

PP分子鎖番号に対応して

している.各炭素につい

て、最もしゃへい効果の

小さな値をOppmとし、相

対値として表した.

しキへい効果の計算結

果に基づいて、謀幅を 1

ppmとしたガウス型ピ

ークとして表示したスベ

クトルをFig.4に示した.

以下に各炭素領域につい

て詳細に比較検討を進め

る.

メチル炭素領域

1. 2. 3. 4の分子鎖

中のメチ・ル炭素は 5. 6 

の分子鎖中のメチル炭素

より1. ラ.__1 . 9pp  

m大きなしゃへい効果(

高磁場シフト)を受ける.

そのため 2本に分裂した

ピークが予想され、 その

強度比は高磁場側のピー

クが低磁場開のピークの

2信となる.この分裂の

傾向は実測のNMRスベ

クトルの結果と対応する.

Table.l The calculated shielding effect for 

each carbon atom in i-PP wlth α-form. 

Carbon O Cl 3 (ppm) 

type 1 2 3 4 5 6 

C Hs 1. 50 1. 62 1. 89 1. 71 0.00 O. 01 

C H2 O. 04 0.00 2. 12 2. 12 0.29 0.41 

CH 1. 06 0.95 0.00 0.00 1. 81 1. 74 

The positive value means high field shift. 

2ppm 
L四ー--'

: .:言¥ r'::: 

..主主.¥l j":'~ 
l.:):.~î ミ ?5
:.': :己主.え

CH2 

2ppm 
'----' 

JJ・2庁三i
ii:dH 
l/ i.PJl t 
t f三三三
--三主主~

CH 

2ppm 
L..-...J 

!r': iも:
.. .句・主主j
，l{ 1 g~ ~l: 

_:" i:F:喜三

CH3 

Fig.4 Peak slmulations based on the calculated 

shielding for 13C-NMR chemical shift. 
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メチレン炭素領域

3， 4の分子鎖中のメチレン炭素は1. 2， 5， 6の分子鎖中のメチレン炭素よ

りも約2ppm大きなしゃへい効果を受ける。そのため、この領域では2本のピー

クが予想され、それらの強度比は低磁場側のピークが高磁場側のピークの 2倍とな

る。この結果は実割のNMRスベクトルをよく再現する。

メチン炭素領域

しゃへい効果の計算結果から、 1"-'6のメチン炭素閣でしゃへい効果の大きさに

大きな変化がなく、ピークの分裂は観測されないと予想される。この結果は実測ス

ペクトル中でメチン炭素領域では、ピークの分裂がほとんど観測されないことと対

応する。シミュレーションの結果は、実測のスベクトルより線幅が広くなっている。

国体高分解能13C-NMRスベクトルに現れる α型のi-PPのピークの化学シフト

について、パッキングサイトの差によるピークの分裂を定量的に評価することを試

みた。一部不一致点はあるものの、概ね実測のスベクトルを再現することができた。

これまでポリオレフィンの 1本の分子鎖のコンホメーションと 13C-NMR化学シ

フトの相関については、 γ効果によって定量的に説明できることが示されてきた。

さらに本計算結果に基づいて分子鎮聞のパッキング効果まで含めた系統的な13C-

NMRピークの帰属が可能となった。
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L32 固体高分解能NMRによる距離測定 (1) 

REDORによるI3C_15N精密原子間距離測定の基礎検討

0内藤品、西村勝之、荻野純一*、辻暁、斉藤肇
(姫路工大・理、*東レリサーチセンター)

Measurement of Inieratomic Distance Using High Resolution SoIid State NMR (1) 

Precise Determination of 13C_15N Interatomic Distances by REDOR Method 

Akira Nait0， Katsuyuki Nishimura， Junichi OginoぺSatoruTuzi， and Hazime Saito 
Department of Life Science， Himeji Institute of Technology， *Toray Research Cen総r

Accurate determination of internuclear distances using REDOR method has been examined 

for the doubly labelled C5N，1-13C]glycine and its Cd and Zn complexes. Intemuclear distances 
between the amino nitrogen and the carboxyl carbon were determined for glycine and the 

metal complexes. The origen of sIight discrepancy from the results obtained by X-ray diffraction 

method was discussed by taking into account the contribution to the dipolar interaction of the 

natural abundant isorope and the scaling effect by finite lenghs of π-pulses. Internuclear 

distance between C5N]Gly2 and [1 _13C]Gll of pentapeptide， [Mef]EnkephaIin was determined 
to be 5.7 A. It turned out that REDOR method is usefull means to determine fairly remote 

internuclear distances in the renge of 2.0 to 6.0 A. 

[はじめに} 固体試料において原子聞の距離情報、すなわち核問の双極子相互

作用を精密に測定するためには、安定同位体による二重標識などで特定の原子対を

選択的に観測することに加えて、高分解能を保ちながら双極子相互作用を復活させ

る工夫が必要である。この中で特に異種核問の比較的遠距離の距離情報を与える

REDOR(Rotational Echo Double Resonance)法を用いた原子間距離測定について基

礎検討を行なったので報告する。

[REDOR法】 直接には化学結合していないサイトを安定同位体で二重標識した

13C_15N対に見られる比較的弱い異種核問双極子相互作用を、 MASの条件で測定した

場合、サイドバンドの強度も低く、スペクトルの線形から双極子相互作用の大きさ

を見積ることは困難である。このような弱い異種核問双極子相互作用をMASの条件

下で巧みに復活させ、核問距離を精密に解析する方法の一つがREDOR法である。

REDOR法では、観測核(S)と双極子結合をもっ核 (1)の共鳴周波数のπパルスを回転

周期の中間に挿入する。この πパルスによって観測核の歳差運動の方向が反転し、

一周期毎の回転エコーの強度 (Sf)が全エコー強度(So)に対して減少する。このエ

コーの減少の程度(So-Sf)は双極子相互作用の大きさに依存するので，このエコーの減

少の程度から双極子相互作用の大きさを見積ることができる。これにより核聞の距

離を正確に決定することが可能となる。

REDOR， 原子間距離、双極子相互作用、グリシン、エンケファリン

0ないとう あきら、にしむら かつゆき、おぎの じゅんいち、つじ さとる
さいとう はじめ

4
a
A
 

司

3
4
E
A
 



[REDOR法の実際1 REDORの実験を行なうための基本パルス系列を図 1に示す。
距離情報を得るにはREDORとUNREDORの二つの実験を行なう必要がある。図 Iに

15N核を観測する場合のパルス系列を示す。この系列では回転の二周期目にREDOR

により減衰した回転エコー(st)が観測される。 13C核には回転周期の中間に πパルス

を照射してREDOR効果を起こしている。 15N核に照射した πパルスによって化学シ

フトによる寄与を消去している。 UNREDORのパルス系列では双極子結合核である

13C核を照射しない実験を行ない全エコー強度(so)を得る。 REDORの実験は

Chemagnetics社製CMX・4∞および三重共鳴用プローブを使用しておこなった。

REDOR 

H 回
N 

巨]
C 

。
ROTOR 

UNREDOR 

H 回
N 

巨〕
。

ROTOR 

DECOUPL.町G

π 

日
π π 

日
1 

h 

2 

DECOUPL副 G

π 

H 
1 2 

図1 REDORの基本パルス系列

{試料の調製] 本実験ではアミノ基の窒素とカルボキシル基の炭素核をそれぞれ

15N，13C核で二重標識したグリシンを用いて、グリシン自身、 Cd-グリシン錯体、およ

びZn-グリシン錯体の結晶を調製した。ここで、二重標識グリシンの希釈率はそれぞ

れ、 20%，10%，10%である。生理活性ペプチドの構造解析への応用例として、

[
15
N]Gly2'[1_13C]Gly3で二重標識した [Met5]Enkephalinと[Leu5]Enkephali nを、 Applied

Biosystems社製ペフ。チド合成器により合成し、 EtOH/H20 およびMeOH畑p溶液から
それぞれ結晶を調製した。

{結果】 図2に20%に希釈した二重標識グリシン結晶のREDORの結果を示す。図

2aからREDORとUNREDORのエコー強度に大きな差のあることがわかる。さらに

このエコー強度の比をNcTrの関数として観測した結果を図 2bに示す。ここで、Ncは

う
2
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グリシンZn錯体の13C岨REDOR

ロータ一周期の数、 Trはローターの回転周期である。実線は理論計算から求めた曲

線である。この結果、 15N_13C間の距離は2.75Aが最も実験値に近いことが判明した。

図3にはZn・グリシン錯体の13C-REDORの結果を示す。ここでは4本の13C-NMR信号

が現われた。この錯体の詳しいx-線回折の結果は報告されていないが、結晶の空間
群から 4種類のグリシン分子の存在が示唆されている事実とこの結果は一致する。

13C-REDORの実験から 4種類のグリシン分子の核問距離が独立に決定でき、 2.75Aと

2.85Aの2種類の距離が得られた。図4には二重標識した[Met5]Enkephalinの15N_

REDORの結果を示す。この原子間距離を解析した結果、 15N_I3C間距離は5.6Aと決定

できた。この結果は、結品中で分子がextendedformを形成していることを支持して

いる。

図3グリシンの15N-REDOR図2

【考察】 表 1に示すようにREDORの実験から得られた核問距離と、 x-線回折
の結果には大きな差がある。この原因として天然同位体からの寄与およびパルス長

の寄与について以下のように検討した。(1)対を形成していない同位体、例えば
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伊恨のい払ωけjgu¥$c 

(15N_12C、勺ま観測核)の

割合はREDOR効果を減少す

る働きがあるのでREDORお

よびUNREDORのエコー強

度からこの寄与を差し引く

必要がある。この寄与は

20%に希釈したグリシンの

15N-REDORの場合は1.5%程

度である。さらに、 ( 2 ) 
直接結合した同位体(l5 N*-

13C_ 13C*、*は標識核)との

REDOR効果を除く必要があ

る。これはREDOR効果を増

加する方向に作用し、 1%程

度の寄与になる。(3 )特
に遠隔の核問距離を測定す

るときには分子内のみなら

ず分子間の寄与を考慮する

必要がある。この寄与は二

重標識分子を天然存在比の

分子で希釈することによっ

て十分低く押さえることが

できる。(4 )次に πパル
ス長が有限であることによ

る双極子相互作用のスケー

リングの効果を考慮する必

要がある。 rfパルス長のロー

タ一周期に対する割合をdと

すると双極子相互作用のケー

リング効果はdとなる。本実

験ではロータ一周波数が

2000Hzで!3C核と15N核のπパ

ルス長がそれぞれ16μs，20μs[15N，1-13C]Glycine 

であるので7.2%のスケーリ1ω-r5N，1-13C]GI卯ine
ング効果を補正しなけれは
ならない。これらの効果を Zn-p5N，1-13C]Glycine

考慮して補正した原子間距

離の結果を表1にまとめる。 Tyト[15N]Gly引_13C]Gly-Phe-Met

この表からわかるように、

REDORとx-回折の実験から得られた原子間距離は非常に良い一致を示すことがわか
る。したがって、 REDOR法は6A程度までの核問距離の精密測定に非常に有効であ

ることが判明

した。

Tyr-C5N]Gly-[1-13C]Gly-Phe-Met 

KHi 

1・・・・1・・・・ 1・・・・1・・・.I・・・・ 1・..・』・・・・1
2 1 ・0 ・1 ・2 -3 -4 -5 

6.10A 

10.0 

[Mef]E出ephalinの15N-REDOR

15N・UNREDOR

8.0 

15N-REDOR 

4.0 6.0 
NcTr(msec} 

2.0 。

図4

1.0 

omHPω

・0ω
)

-c-( 

REDORより得られた15N_13C原子間距離表 l

X-RAY(A) REDOR (A) 
∞π田 ted

2.48 

2.57 2.74 

2.56 
2.65 

2.51 

3.00 

2.75 
2.85 

2.75 

5.57 

-134 -

6.10 

takai
鉛筆

takai
鉛筆



L33 15N NMRによるポリペプチドの国体構造解析:

ポリ (β圃ベンジルしアスパラテー卜)

0芦川幹也、荘司願、尾崎拓男、安藤勲合
(群馬大工、東工大工*) 

Structural Analysis of Solid Polypeptides by 15N NMR : 

Poly (s-benzyl L-aspaはate)

Mikiya Ashikawa， Akira Shoji， Takuo Ozaki and Isao Ando* 
(Department.ol Biological Sciences， Faculty 01 Engineering， Gunmaυniversity， and 
.Department 01 Polymer Chemistry， Faculty 01 Engineering， Tokyo Institute 01 Technology.) 

Abstruct: The relation between the chemical structures (right-handedα-helix， 

left-handed α-helix， left-handed 砂 helix，and f3-sheet conformations) and the 15N 
chemical shift tensors (σ11'σ22'σ33) as well as the isotropic chemical shift (σ帥)of 

poly(f3・benzyl L-aspa同副e) containing 15N-labeled f3-benzyl しaspartate residues 
[Asp(OBzり*]was studied by means of 15N NMR. It was .found th剖 theσ帥 of

Asp(OBzl)* is conformation-dependent and is also sensitive to the helix sence. 

Further， it was confirmed that the 15N chemical shift tenSOJS (σ11'σ'22'σ:33) are useful for 

conformational analysis of solid polypeptides. 

1.緒言

我々は今までに、団体高分解能15NNMR法による一連のモデルポリペプチドの立体

構造の研究から、次の点を明らかにしたい4) : (1)等方性 15N化学シフト(σω)および

15N化学シフトテンソル主値(σ11，0'22'σ'33)はアミノ酸残基の種類、アミノ酸配列順序、

およびコンホメーションに依存する; (2) L一口イシン残基およびL-バリン残基の σ即

値はポリペプチドやタンパク質のコンホメーション解析に有効である(但し、グリシン

およびLーアラニン残基の%。値から直接ポリペプチドやタンパク質のコンホメーショ

ンを決定するのは難しい) ; (3) 15N化学シフトテンソルの主値σnは、ポリペプチド

やタンパク質のコンホメーション解析に有効である。

今までの研究に用いたモデルポリペプチドまたはオリゴペプチドの試料は、いずれも

同一試料では一種類のコンホメーションしかとらないもの(あるいは二種類のコンホメ

ーションが混在するもの)であった。しかしながら、化学シフトとコンホメーションと

固体高分解能NMR・ポリ (β・べンジルしアスパラテー卜) ・化学シフト・コンホメーション

あしかわみきや、しょうじ あきら、おざき たくお、あんどう いさお
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の関係をより明確にするためには、同一試料で複数のコンホメーションをそれぞれとる

ようなポリペプチドを用いて研究を行うことが必要である。この点で、ポリ (β・ベン

ジル L・アスパラテート) は、同一試料から溶媒処理や熱処理を行う三とにより、右巻

α・ヘリックス (αR-helix)、左巻き α・ヘリックス (αchelix)、左巻きω・ヘリックス

(町一helix)、および逆平行β・シート (s-sheet)の四種類の異なるコンホメーション

をとるため、研究対象として優れているト7)。特に、今までは、調べたコンホメーショ

ンは αR-helixとs-sheet形が中心であったが、ここでは oャhelixや町一helix形等のコ
ンホメーションについても議論できる。更に、これまでは主にアルキル側鎖をもっアミ

ノ酸残基について調べてきたが、側鎖にベンジルエステル基を持つアミノ酸残基での

15N化学シフトの実験結果は重要であると考えられる。

そこで本研究では、 15N標識β・ベンジルしアスパラギン酸残基を含むポリ (β・ベン

ジルしアスパラテート)[Asp(OBzり*]nを合成し、これを溶媒処理または熱処理して得

た四種類のコンホメーション (αR-helix、αchelix、町一helix、s-sheet)について 15N

化学シフト((JiSO'(J 11' (J22'σ:33)を測定し、 15N化学シフトとコンホメーションとの関係を調

べた。

2.実験

2・1 試料

本研究で用いた [Asp(OBzl)*]nの試料は、 N-カルポキシアミノ酸無水物 (NCA)法に

より合成した。得られた試料には 99%15N標識アミノ酸が約20%含まれている。各コ

ンホメーションの試料は、 (1 )合成して得たそのままのもの (αR-helix}、(2)クロロ

ホルム溶液から溶媒をキャストしたフィルム (αchelix)、(3)合成試料を150"Cで 3時

間熱処理したもの(町一helix)、および(4)合成試料を220.Cで2時間熱処理したもの

(s-sheet)である。各試料のコンホメーション解析は 13CCP-MAS NMRスペクトルと

赤外吸収スペクトルにより行った。

2・2 測定

15Nおよび13CCP-MAS NMRスペクトルの測定は、 JEOLEX・270WB分光計により、

27.4 MHz C5N核)および 67.8MHz C3C核)で測定した。 NMRスペクトルの測定条
件は、接触時間:2ms、繰り返し時間 :5s、90.パルス幅:3.0.......5.8μs、スペクトル

幅:20 kHz、データポイント :8K、積算回数:200.......15000回であった。 15N化学シ

フトは 15NH4NOsを外部基準 (8=0ppm) とし、 15NH4CI ( 8 = 18.0 ppm) を二次基

準とした。

赤外吸収スペクトルは、 JASCOA・702分光計を用い、 KBr錠剤法およびフィルム法

により 400Q-200cm・1の範囲で測定した。

3. 結果および考察

3・1 [Asp(OBzl)*]nのコンホメーション解析

溶媒処理または熱処理によって得た4種類の試料の国体コンホメーションは赤外吸収

スペクトルと 13CCP-MAS NMRスペクトルにより確認した。
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ポリペプチドの赤外吸収スペクトルによるコンホメーションの確認は、主に、アミド

lおよび11バンドより行った :αR-helix(アミド 1:1660cm'
1，アミド11: 1555 cm勺、

町一helix(アミド I: 1663 cm'1，アミド 11: 1557 cm'
1
)、町一helix(アミド 1:1675 

cm'1，アミド11:1533 cm勺、 s-sheet(アミド 1:1638 cm'1，アミド 11:1520 cm勺。

次に、団体高分解能 13CCP-MAS NMRスペクトルの測定結果に基づいて、ポリペプ

チドの主鎖カルボニル(アミド)ピーク、主鎖Cα ピーク、および側鎖CIlピークの 13C

化学シフトよりコンホメーションを解析した :αR-helix(アミド CO:175.1 ppm、

Cα: 54.2、CIl:35.9)、αl-helix(アミド CO: 172.0 ppm、Cα:52.1、CIl:35.3)、

ωchelix (アミド CO: 172.3 ppm、Ca:52.5、CIl:34.4)、 s-sheet(アミド CO:

171.0 ppm、Cα:51.1、CIl:39.36)。
以上のように、本研究で用いた [Asp(OBzl)*]nの四種類の各試料は、目的のコンホメ

ーションをもつことが確認できた。

3・2 Asp(OBzl)残基の 15N化学シフト(O";SO'σ11'σ22'σ33)

四種のそれぞれ異なるコンホメーションをとる [Asp(OBzl)]nの15NCP-MAS NMRス

ベクトルを Figure.1に、また、得られた%。値をTable.1に示す。その結果、次の点が

明らかになった: (1)αR-helix (99.2 ppm)はs-sheet(100.4 ppm)より1.2ppm高

磁場に現われる。この傾向は、これまで行ったアルキル側鎖を持つアミノ酸残基のσ闘

の場合と良く一致している。 (2)αR-helix(99.2 ppm)はαchelix(97.0 ppm)より

2.2 ppm低磁場にシフトしている。これは、ポリ (0-アラニン)の左巻α・ヘリックス

に巻こまれた L-Ala残基の結果 (αR-helix: 98.8 ppm、αchelix: 96.7 ppm) と同様で

あった。従って、 Asp(OBzl}残基の%。はヘリックスセンスに関する情報を提供すると

考えられる。 (3)町一helix(96.8 ppm) はαchelix(97.0 ppm)の値と非常に近い。

これは、両コンホメーションの類似した摂れ角を反映したものであろうと考えられる。

Table.1 Isotropic 15N chemical shifts of [Asp(OBzり]nwith various conformations 
(αR-helix，αl-helix， O¥_-helix， s-sheet }.(ppm from 15NH4N03， +0.5ppm) 

sample conformation σi.o( ppm) 

PBLAsp α民:-helix 99.2 

PBLAsp-1 αchelix 97.0 

PBLAsp-2 ωchelix 96.8 

PBLAsp-3 s-sheet 100.4 

また、 [Asp(OBzl)*]nのそれぞれのコンホメーションと 15N化学シフトテンソル (σ11'

σ22'σ33)との関係については講演において詳細に発表する。

7
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Figure.1. 27.4 MHz 15N CP-MAS NMR spectra of poly(s-benzylしaspa吋ate)in the 

solid st副e;(A)αL-helix， (8)αR-helix， (C) ro..-helix， and (0) s-sheet) 
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L34 固体NMRによるアスバルテーム結晶の構造研究
一分子動力学計算によるスペクトルの解釈-

(味の素側・中研)0海老沢計慶、鈴木築一郎、福原健一、公文哲、

(北里大・薬) 米田茂隆、 梅山秀明

Structural Studies on Asp紅tameCrystal by Solid State NMR 

-Spectral Interpretation by Molecular Dynamics Simulation ・

kazuvoshi Ebisawa*，Eiich討。 Suzuki*，Ken-ichi Fukuhara*， Satoshi Kumon* 

Sigetaka ~oneda*穴Hide北i Umeyama** 

* 0即位ヨ1Reseach Laboratories， Ajinomoto Co.， Inc. 
帥 Sch∞1of Ph紅mac四 ucalSciences， Kitasato University 

In these ye紅swe have studied Ule crystal s住uctureof Aspartame (AP) by using CPMAS 

13C_NMR， and could have determined a1most血eall carbon signal槌signments. Considering 

UleX酬rayαysta1structure， these assignments were reasonable except the amide carbonyl carbon 

(signal4 in fig.l)，which wぉ observed部 adoublet. That should be observed部 asinglet， 

because AP has on1y one conformation in this crystal form (IIA). A reasonable組 swertoUlis 

problem was found by Molecular Dynamics (MD) simulation of APαysta1 anda∞nsistent 
15N_NMR resu1t was obtained. The details w温 bepresented泊血issymposium. 

[緒言}

我々は、アスバルテーム(L-α-asp制 yl-L-phenylalaninemeUlylester、以下、 AP)の結晶構造

について、既に、本討論会において、 13C_国体高分解能Nお低を用いた構造研究の経過を報告し

てきた 1)。その際、各シグナルの帰属については、溶液状態での完全帰属を基本に、結晶状態

における重水素 (D)化やアミド結合部の重窒素 e5N)化などの影響を調べることで、ほほ全
てのシグナルの帰属を終了している。また、 AP結晶には、異なったコンフォマーに基づく結晶

多形が知られており、 X繰結晶構造解析の結果、 IA品については、結晶中に 3種のコンブオ

マーが存在すること、また llA晶については、結品内のコンフオメーションが同一であること

が分かつている。そこで、これらの知見と団体N恥仮による各種の検討結果を総合することで、

各々のスベクトルについて、全体としては、統一的な解釈が成り立つことを報告してきた。

但し、 llA晶のアミド結合部のカ Jレポニル炭素については、 fig.lに示すように、団体NMRシグ

ナルの先端が2本に分裂しており、結晶内のコンフオメーションが同一であるという X線解析

の結果では、単純に解釈できないため、課題となっていた。

一方、 APの結晶状態における安定構造などを研究する目的で、 llA晶の構造シミュレーショ

ンを行った結果、上記の課題に対して、 lつの合理的な解釈を見い出すことができた。

即ち、 llA晶では単位格子中に4分子のAPと2分子の結晶水が存在するため、結晶水の位置が

原理的に、 AP分子の対称性を崩すことになるが、 X線解析では、空間平均を観測していたため、

4分子は同ーのコンフォマーとして解析された、という解釈が得られたので報告する。

侭EYWORD)アスバルテーム、固体高分解能NMR、構造シミュレーション、

0えぴさわ かずよし、すずき えいいちろう、ふくはら けんいち、くもん さとし
よねだ しげたか、 うめやま ひであき
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【方法】

国体NMR測定には、 JEOLEX・270及びEX-4∞を使用した。また、 IIA晶の結晶構造には、

ケンブリッジ結晶データペースに登録されているX線データをモデルとして利用し、構造シミュ

レーションには、北里大・梅山研で開発されたプログラムであるAP悶α)Tを結晶用にパージョ

ンアップしたものを使用した。

[結果】

1) IIA晶の構造シミュレーションに関して

①結晶状態におけるAP分子の動的な揺らぎの大きさは、 X線構造解析に基づく温度因子の値

をよく再現していることが明かとなった。 従って、本研究による構造シミュレーション

の結果は、以下の議論においても、十分、信頼し得る情報を与えるものと考えられる。

②APのアミド結合部のカルポニル炭素は、結晶内で分子間水素結合を形成している。

構造シミュレーションの結果、この分子間水素結合の平均的な距離は、結晶水の対称性を

反映して、 2種類の状態を実現することが明らかとなった。

2)ISNεPMAS測定による IIA晶の窒素シグナルの観測

IIA晶が上記のように、実際 2種類の分子間水素結合距離を有しているとすれば、そのアミ

ド窒素の固体Nお低シグナルも 2種類、観測される可能性がある。そこで、 ISN_CPMAS測定

により、 IIA晶の窒素核の団体NMRシグナルの観測を行ったところ、アミド窒素のシグナル

は、アミノ基の窒素のシグナルに比べ、約2倍の線幅であることが分かり、アミド窒素の領

域には、 2種類のシグナルが重なっていることが示唆された。 これは、 13CζPMASおよび

上記の計算結果と符号するものである。

[考察I
IIA晶の構造シミュレーションの結果、アミドの

カJレポニル炭素シグナルの分裂は、結晶内の水素結

合状態が結晶水の対称性の影響を受け、 2種類存在

することによるものであることが示唆された。この

場合、 2種類の水素結合距離の差は、約0.1λであり、

結晶構造の対称性の偏りは非常に小さいものである。

従って、マクロに見れば、 X線解析の結果は妥当で

あり、実際、他の固体N島1Rシグナルについては、

前述のように、解釈上の問題はない。しかし、分子

間水素結合のネットワークを形成しているアミド結

合部のカルボニル炭素では、その結合距離の微小な

変化が団体NMRシグナルに反映し、 2状態を示して

いる点は非常に興味深い。また、 ISN~αMAS の結果

は、 13C~MAS の結果ほど、シグナル分離が明瞭で

はないが、両者は同じ状態に起因するものとして、

統一的に解釈できる点が重要である。

[文献1
1)第30回NMR討論会要旨集(p.269) (1991) 
第31回NMR討論会要旨集(p.263) (1992) 
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L35 液晶 NMR法の改良と応用.マジック角近くでの試料回転と

二次元 NMR

(阪大・薬) 鹿野哲司、高木達也、木村敦臣、 0藤原英明

Development and Application of the Liquid Crystal NMR. 

Sample Spinning at Near Magic-Angle and 2D NMR 

Tetsushi Kano， Tatsuya Takagi， Atsuomi Kimura， and 

o Hideaki Fujiwara 

Faculty of Pharmaceutical sciences， Osaka University 

A new version of the liquid crystal NMR spectroscopy has been develqped 

which utilizes sample spinning at near magic-angle. Two dimensional NMR 

were measured under near magic-angle spinning for tyramine dissolved in a 

lyotropic liquid crystal， for which normal lH NMR spectra were heavily 

complicated and overlapped preventing a successful spectral simulation by 

a program including direct couplings. The J-resolved 2D spectra showed 

well resolved multiplet patterns for each methylene and aromatic protons. 

The Liquid Crystal Near Magic-Angle Spinning 2D NMR (LC/NMAS 2D NMR) is 

expected to be applied more widely， withdrawing the restrictions hitherto 

observed in the original liquid crystal NMR. 

液晶 NMR法は、液晶ではあるが溶液内の精密な化学構造を与える点で他の構造

解析法と著しく異なる。液晶内の溶存分子は固体と比べて比較的自由に運動してい

るが、特定方向の運動が優勢となるために核聞の直接結合定数(D )がゼロとなら

ない。この Dは構造情報を直接的に含んでいるので、 Dの値より液晶内の溶液構造

を知ることができる。このような構造は安定構造の研究や、特にリオトロピック液

晶の場合には、生体内構造の研究に興味ある情報を提供してくれる。 ところで、

Dの値をスペクトルから読みとるには、複雑なスペクトル解析が必要となることが

多い。著者らは、既にいくつかの比較的大きな分子(特に医薬品関連分子)につい

て、このような解析例を報告してきた。また、圏内でも、このような研究例は最近

増えつつある。

本報告では、複雑なスペクトル解析の一助として、また液晶 NMR法の汎用性を

高めることを目的として、液晶試料の Magic-Angle近くでの回転による Dの大幅な

減少を利用し、二次元 NMRの測定法を種々検討した。用いたサンプルはチラミン

(Fig. 1) である。

キーワード: 液晶 NMR、二次元 NMR、マジック角回転、チラミン

かの てっし、たかぎ たつや、きむら あっおみ、 Oふじわら ひであき
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Fig. 4 Magic Angle + 8。の角度で回転した試料の lHスペクトル
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[実験] 液晶にはリオトロピック液晶を選んだが、通常のこの種の液晶は Hを多

く含み Magic-Angle近くでの試料回転により溶媒の信号が強く出ることを避けるた

め、 Hを含まない CesiumPerfluorooctanoateを主成分とする系を用いた。

試料回転には市販の CP/MAS 固体測定プローブを用い、 VarianVXR200分光器によ

り 200MHz にて lHN M Rを測定した。この時の回転数は数百 Hzである。温度制

御は、試料回転用の空気を 27 0 C 付近で一定にコントロールすることにより行っ

た。また溶媒の DzO信号に Loc訟をかけた。

[結果と考察] チラミンの液晶中の lHN M Rスペクトルは Fi g. 2のようであり、

配向パラメーターの比較的小さい 8スピン系となるので信号の重なりが著しく一部

は幅広いピークしか与えず、 このままでは詳しい解析は困難である。試料回転車自を

Magic-Angleから 2。大きい方向にずらせて測定したスペクトルは Fi g. 3 となる。

この図では 4種類の lHが，、殆ど 1st order に近いパターンとして観測される。

Magic-Angle から 8。大きい方向にずらせたスペクトル (Fig. 4)では、芳香族lH

同士の問に Dが見えている。また、メチレン部分は Fi g. 3と同様に高磁場側が

quartet、低磁場側が doublettripletであり、これらの重なり"として説明できる。

F ig. 3の条件下でシフト相関(COSY) 二次元スペクトルを測定すると Fi g. 5 とな

り、高磁場側のメチレン (H3，H 4) と芳香族プロトンとの閥に交差ピーク(図中

のO印)が明瞭に見ら Pれる。従って、スペクトルには明確に分裂は見えないが、こ

れらの lHの聞に有意の大きさの Dがあることが分かる。また、この交差ピークの出

現は、 H 3とH4がベンゼン環に近い方のメチレンであるとする帰属を支持している。

さらに同様の試料条件下で測定した J分解 (hom2dj) スペクトルを Fi g. 6に示

す。この図の multipletが良く分かるようにスライス図形を示したのが Fig. 7で

ある。このように二次元測定することにより、一次元スペクトルでは磁場の不均一

性のために観察出来なかった小さな分裂幅が明瞭に読み取れることが分かる。これ

らのパターンの解釈は、 Dによる分裂が(通常の等方溶液のスペクトルでは)等価

と見なせる核の間にも実際に働くことを考慮して行われなければならない。例えば、

メチレンプロトン同土の Dも分裂パターンに大きく影響し、 Hョと H4が基本パター

ンとして大きな Dによる doublet を示すのもこの Dによる。

芳香環プロトンの J分解スペクトルにおける分裂パターンは特徴的でる。高磁場

側の芳香環プロトンは二つの Dによる doubletdoubletパターンを示す。低磁場側

のピークについては、一見 doubletであるが、符号の異なる Dによる doublet

doubletの結果として、内側のピーク強度がかなり弱く出ていると解釈できょう。

以上の一次元および二次元NMRスペクトルを LAOCN等のプログラムを用いて詳

細に解析することは、現在進行中である。スピン系の増大や信号の重なり等のため

に一次元スペクトルから Dの値が決められない場合でも、液晶の NearMagic-Angle 

Spinning 二次元NMR(LC/NMAS 2D  NMR)により、必要な Dの値

が得られると期待される。どこまで複雑な系を扱い得るかは、今後積々の化合物を

取り上げることにより追求して行きたい。
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Pl NM.R.OJ布註仕事辰義居室事長

0 入口紀男

シーメンス旭メディテック株式会社 開発製造本部

The Sensitivity of Magnetic Resonance Experiments 

o Norio lriguchi 
SieIDens--Asahi Medical Techno1ogies LiIDited 

When the samp1e is conductive， noise is caused by random1y 

fluctuating currents in the samp1e. The inc1usive resistance 

can be defined by R = R.， +応， whereR" is the coil resistance 

and 品 thesamp1e inductive resistance. Any noise contribution 

from die1ectric 10ss is neg1ected. On the basis of formulae 

given by Hoult and Lauterbur， these resistances are expressed 

as R.， =αωOV2 and }乙 =βωi.Both a and s depend upon the 

coi1 and samp1e geometries. 1n addition， a depends upon the 

coil conductivity， and s upon the conductivity of the samp1e. 

For low-loss samples (αωOV2 >>βω02)， the SNR (signal--to-noise 

ratio) f盛田 ω0714 " = B07l4 γ凶. For high-1oss samp1es (αωOV2 << 

βωl)， oα:ω0" = Bo ，，2. For physiological tissues， since the 
specific conductivity 0 varies with frequency， the factor 

must be included in discussing the SNR. 

核スピンの数が同じであるとき、磁気共鳴の検出感度は、 yωi1(1+1)に比例する

ものと考えられている.一方、 ω。="Boであるから、検出感度は，，31( 1 + 1 ) B02 
に比例し、もし磁束密度Boが一定なら、磁気共鳴の検出感度は，，31( 1 + 1)に比例すると

考えられている.様々な核種について、 yとIの値から検出感度の表が作成されて参照さ

れているB 例えば、回Cは、 1Hに対して1.6%の検出掛度を有することになっており、そのこ

とは広く信じられている。ところが実際には、回Cは官に対して 2-6%以上の検出感度

を有している.その理由は、検出には、実験糸に固有の雑音が伴うからである D 1Hには高

周波ゆえに叱よりも大きな雑音カミ伴い、相対的に回Cの検出感度は従来考えられていたより

も高いD (あるいは、世の感度は、従来考えられていたよりも低いD ) 

SNR(signal--to-noise ratio)、サンプル損失抵抗導電率

いりぐち のりまヨ
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コイルに単位電請を識して磁界品が発生するとき、逆に単位体積の核スピンが磁界島

の照射を受けてそのコイルに誘導される起電力(EMF)は、 む=一{θ/at)(品・品}

で表される。 ω単位体積の磁化のベクトルは、比ニ n，;，2 h2J ( J + 1 )/(3.k1:> 

である。 nは単位体積のスピンの数、 yは磁気回転比、 Iはスピン量子数、 kはボルツマ

ンの定数、えはサンプルの温度である。スピンが 90n パルスを受けるとき、 EMFのピー

ク値は、 /;s= ω02n ';' h2J (1 + l)B， /(3.kTs)であり、 ω。はラーモア角周波数で
ある。一方、雑音EMFの実効値は、 !;N = (4.k T .d.f R)凶で与えられる(冶fは受

信帯域幅、 Rは温度Tに怠ける有効抵抗値}。

サンプルが導電性を有するとき、サンプル中には熱雑音が発生する。総合的な抵抗値は、

R =凡+}もで定義され、凡はコイルの抵抗、民はサンプルの誘導抵抗である。誘

電損失は無視される(コイルの設計に依存し小さくされ縛る)0 Hoult t. Lauterbur 

の式によって、抵抗値は、 Rc 民 αωOV2 eI3よび応 oc βωJ と表される.4勾

単位帯域幅あたりの信号雑音比(SNR)φ は、 φ=込山 ξs/ (2 v2 1; N) よりω

φα: T2V2 n ω02 ';' J ( J + 1 )( a ωoU2+βω02 ) -V2 

t.表される.4剖定数αとsは、コイルとサンプルの形状と寸法に依存する.αは、コイル

の導電性にも依存し、 sは、サンプルの導電性にも依存する.特に、生体組織においては、

導電率σ(r;;rim-l)は測定周波数によってほぼ対数的に変化し、数100MHzに8りる固有

抵抗は、数MHZ，こ怠ける固有抵抗よりも2-4倍高い傾向にある。 (5)吹の表は、以上を

考慮した多核種に関するNMRの相対検出感度表である.

SNR at a given field 

Nucleus SNR at a Low-loss High--loss ( aωOV' <(βω0') 

I y 回ly1竺In t-req. ( aω。凶》βω0') o =-const. 
ooc RlFo+g 1}ω~ 

拘-7radT、‘ ( 1 + 1) Y町‘1( 1 + 1) 'Y' l( 1 + 1) 'Y'U噌 'Y)-V'

l}f V2 26.70 1 1 

阪F ν::: 25.2 0.94 0.85 0.89 0.90 

'11-' ν2 10.8 0.40 0.083 0.16 0.19 

すI斗 3/2 10.4 1.9 0.3γ 0.76 0.90 

1'>> 3/2 8.58 1.6 0.22 0.51 0.63 

出Na3ノ2 7.08 1.3 0.13 0.35 0.45 

飽C V2 6.73 0.25 0.023 0.063 0.083 

忌H 4.11 0.41 0.015 0.063 0.096 

1'，υ 512 3.63 1.58 0.048 0.22 0.35 

鼠N V2 ー-2:/1 0.10 0.0018 0.010 0.018 

“ N 1 1.93 0.19 0.0019 0.014 0.031 

一
1. D.l.Hoult and R.E.Richards， J.Magn.Reson.24:71，'76 

2. D.I.Hoult and P.C.Lauterbur， J.Magn.Reson.34:425，'79 

3. R.R.Ernst and W.A.Anderson， Rev.Sci.JnstI二37:93，'66

4. N.lriguchi， J.App].P，勾i's.73:2956， '93 

5. H.P.Schwan and K.P.Foster， Proc.JEEE.68:104，'80 
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P2 磁場勾直パルスを用いたHMBC法

一天然存在 15Nスベクトル解析への応用一

。鵜湾淘、内海博明 a)、越野広雪、目元徹 U 、安斎謙太郎 b)

(理研、日本電子a)、理科大b))

Pulsed Field Gradients HHBC Spectroscopy 

-Application for Natural Abandance 15N Spectroscopy-

担主主盟主主， Hiroaki Ulumi， Hiroyuki Koshino， Tetsu Hinomoto， 

Kentaro Anzai 

Recently， pulsed field gradients spectroscopy were widely applied for 2D NMR 

spectroscopy. In the case of HMBC，however，there are some introductory reports in 

spi te of its usefulness for structural studies. In this symposium we report pulsed 

field gradients lH-Detecled Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy 

(PFG-HMBC) of long-range proton-nitrogen correlation for natural abundance 15N 

compounds(tubercidin cyclonucleoside，thiamine hydrochloride and nicotine). 

In the PFG-HMBC spectra， useful cross-peaks were obtained and t1 noise were 

suppressed drastically. 

1.序文

最近、二次元NMRの分野で磁場勾配パルス (PulsedField Gradients 、以下本文ではP

FGと称す)によって特定のコヒーレンスを選択する測定法が実用化し、次々といろろな讃u

定法に応用されている。 PFGでコヒーレンスの選択を行うことは二次元NMRの初期から

提唱されてきたことであるがυ、アクテイブシールドされたプロープの開発によって初めて

実用化が可能となった。 PFGの基本的な特徴はコヒーレンスの選択性が著しく向上するこ

とである。

一方、 HMBC(lH-Detected Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy) 

法は天然有機化合物の構造解析の分野で多用されている重要なNMR測定法である。この測

定法のポイントは約99%を占める 12C核に結合した"H核のシグナルを消去しなければならな

いことである。この目的のため現在まではパルスと積算の位相まわしの組み合わせで、行って

きたが、 PFGによるコヒーレンスの選択により t1ノイズを減少させることができるはずで

ある。しかしながら、 PFGをHMBCと組み合わせた例は紹介程度で2)、具体的な応用例

はない。演者らはPFGをHMBCパルス系列の中に組み込み、いくつかの化合物を例に測

定条件等とその有効性を検討した。 PFGを組み入れた日C-lHのHMBC法は試料の量に

よっては積算回数を大幅に節約できること、その時間の分はカラムポイシトを増やしてはC

側の分解能を向上させることができること、 tlノイズを劇的に減少させること等の長所を持

っていることを確認した。

さらに、現在まで報告されていない15N-lH聞のHMBCスペクトルについて検討した。

キーワード:磁場勾配パルス、 HMBC、N-15NMR、シクロヌクオレシド、ニコチン

うざわじゅん、うつみひろあき、こしのひろゆき、ひのもとてつ、あんざいけんたろう
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通常の15N-lH聞のHMBC法・でははCの天然存在比が1.15Sであるのに比べ、 15Nでは

0.37%と約1/3であり、 tlノイズ等が大きく出る。さらに2-3ポンド隔てた窒素一水素聞の

スピン結合定数は炭素ー水素関のそれに比べ小さくなり測定がさらに困難になる。 そこで、

PFG-HMBCを使うことによって観測されることを予想し試みた。

本討論会では、日C-1H聞のPFG-HMBCによる応用例は省略し、 15N-1H聞のHM

BC法により容易に測定できる例を挙げ、併せて測定条件など応用上の留意点を述べる。

Gl Gl 

τ 

Jow-pass J-tiJter 

FG 

2.実験

NMR装置は特記しない図では日本電子製

α600を用い、 FGユニットとFGプロープ

(5mm管H{X})を付属して使用した。 PFG-

HMBCのパルス系列は第1図の通りである。

PFGの強度は、 Z軸に最高144G/cmかけた。

パルス長は0_6-1. 8msとし、 G1とG2の比はけC

では2:1、15Nでは4.94:1とした。

試料はシクロヌクレオシドは合成したもの3k

他は市販のものをそれぞれ溶媒に稽かして使用

した。 15Nの化学シフトはDMSOに溶解した

15NH4NO 3の値をOPPMとし、低磁場を+とした。 PFG-HMBCのパルス系列

3.15N-1H聞のHMBC法の応用

( 1 )シクロヌクレオシド 演者らは合成したいくつかのヌクレオシドの15Nスベクトルを

基本的なINEPT法やlHを選択的に励起したINEPT法によって構造と化学シフトおよびスピン結

合定数について報告したω。

第2図はその当時、同 t

じ試料を使いPFGを用

いないで測定した1.5N-H 

MBCスペクトルである。

窒素原子と全く関係の

無いメチル基等からのt1

ノイズが大きく出ており、

一次元スペクトル(Jンヂ

1J"')7。リンゲ、約10時間)が

あるので、クロスピーク

とノイズを判別できるも

のの、一般的には15N-

lH間のHMBCスベクト

ルは使えないと判断し発

表しなかったものである。

目
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第 1図

， ， 

L 
第2図 tubercidin cyclonucreosideの15N-HMBCスベ

クトル濃度は98mg/0.6ml、溶媒はDMSO、装置はGX-400

にTHプローブで使用、 測定時間約48時間
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今回測定したPFG-HMBCスベクトルを第3図に示す。

t1ノイズのほとんどない

クロスピークが得られるばか

りでなく、第2図やINEPTで
は観測されなかったH-1'から

のクロスピークも得られた。

2.2PPM付近のt1ノイズはメタ

ンスルフォン酸由来であり緩

和時聞が長く、パルス繰り返

し時間を長くすれば消える。

また、 .2を120msとし、

17時聞かけた結果ではH-2'か

らN-9、H-5'からN-3へのクロ

スピークの他、 H-2からN-9や

H-8からN3への4ポンド (W

字型)スピン結合によるクロ

スピークも得られた。

( 2 )乏Z主主乙 チアミン

のPFG15N-HMBCスベ

クトルを第4図に示す。 15N

スベクトルはプロジェクショ

ンにより得た。

このように窒棄を含む化合

物では15N-lH聞の2ポンド

"'3ポンド隔てた結合状態が

得られるので構造解析に役立

つであろうし、今まで測定が

困難であった窒素の化学シフ

トがプロジェクションにより

容易にわかることによって分

子間相互作用やプロトン化や

酸化などの情報を得ることも

できるだろう。

化学シフト値はあらかじめ

同じ条件で測定した値である。

[11 )4命叫IOM~.O F (，1州lf.l2048 '<.'8 16 rc;Hx5 <'h13・

8 7 1・

3 

第3図 tubercidincyclonucleosideのPFG15N-HM

BCスベクトル濃度は34mg!0.4.1、溶媒はDMSO、PFG

強度36Gで1.2ms、測定時間は2時間13分

Th>個"曹，.. 叩・回。".・‘ICTF曲目岨田a・mヨ，.. ， 

~ 1 I 
，。 g 自 ? s 5 a 3 2 ' 

。凶

畠

' 言

即位本剛叩言

宕m 

第4図 thiaminehydrochlorideのPFG15N-HMBC

スベクトル漕度は64mg!0.5ml、PFG強度72G!cmで0.8

ms、積算回数は2回で測定時間8分30秒!

( 3 ) 三互主主ι ニコチンには2個の窒素があり、性質が異なっているので興味をもっ
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た。特にピロリジン環の窒素は多くのプロトンともスピン結合をする可能性はあるが、ぞれ

はいずれも小さい値が予想される。低磁場部分に現れるピリジン環部分のクロスピークはシ

クロヌクレオシドやチアミンと

同様の結果を示したので、第5

図にPFG15N-HMBCスベ

クトルの高磁場部分を示す。

プロトンの帰属はlH-1HCOSY

とlH-loCCOSYにより行い、 NOE

差スペクトルにより立体構造を

確認した。同一番号のlHは高

磁場をa、低磁場をbとする。

開，~，H J""f"'U"'~" '"' ，-'"V "UT凋C"'円-， ーもU"-' .1U"汗四日uv叫.."....，咽'"

5' 2' 

A A 

" 30 '" 26 " g 

~ 

的、J

~ 

~、

~ 

H，A H H 
神H

@ 由一

3・4i
。、

~J、関tPてw 
史

5' 3' 4~ 4' 3' 
A 

叩肉

2.2 20 
" " 

H 第6図にドライデイングモデ

ルによる立体構造とクロスピー

クの大きさについて検討した結

果を示す。 4'bと3'aからはクロ

スピークが無く、 2'と5'aから

は小さい。 lHー弔問と同じくカ

ープラスの関係が窒素一プロト

ン聞にもありクロスピークの無

いプロトンは窒素と 90度の関

第5図 nicotineのPFG15N-HMBCスベクトル

濃度は約30%、溶媒はCDC13、PFG-パルス

係にある。小さいクロスピーク 144Gで1.3ms、測定時間11時間

のあるプロトンはいずれも窒素の隣の炭素に

結合したプロトンで窒素のローンペアの方向

とアンチの関係にあることがわかった。

4. 結論

今回の報告が示すように、 PFG-HMB

C法は窒素含有化合物の研究にも極めて有用

であり、この分野の研究に大いに貢献できる R 
ものと思われる。 また、企2を長くとれるよ

うになり、 Jの小さいX核-lH聞の相関でも

t 1ノイズの少ないクロスピークを観測できる
90. 

ようになった。 4ポンドのJ闘が観測された 第6図 nicotineの立体構造

ように、試料にもよるが2Hz以下でも可能である。

以上の通り本法は極めて有用であり、今後大いに利用されるものと思われる。

1) A.Bax，P.G.Dejong，A.F.Mehlkopf and J.Smidt， Chem.Phys.Letters，69，567(1980). 

2) R.E.Hurd and B.K.John，J.Magn.Reson.，91，648(1991). 

W.Willker and D.Leibfritz，Magn;Reson.Chem.，31，287(1993). 

3) K.Anzai and M.Matsui，Agr.Biol.Chem.Japan，37，301(1973). 

4) J.Uzawa and K.Anzai，Liebigs Ann.Chem.，1195(1988). 

鵜淳、 2安斎第26回NMR討論会講演要旨集41頁(1987).
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P3 1800tまで昇温可能なNMR装置と無機化合物への応用
0前川英己、中尾俊章、・加藤智史、横JII敏雄、一下川繁三

(北大・理・化学、・昭和電工(株)、 一北大・工.NMRセンター)

DeveloPlilent of high t emperat ure (1800"C) NMR apparat us 

and its applications to inorganic materials. 

OHideki Maekawa， Toshiaki Nakao， .Satoshi Kato 

Toshio Yokokawa. ..Shigezo Shi皿oka曹a

Department of Chemistry， Hokkaido University 

• Showa Denko Co. L td. 

..NMR Laboratory， Hokkaido University 

High temperature NMR probe attainable up to 1800"C which has an ability 

to measure less sensitive nuclei such as 29Si is developed. A molybdenum wire 

is used as an electric heater which is曹oundednon~magnetically: The heater 

current is supplied by a stabilized DC po曹ersource. The electric po曹er

required for heating up to 1700"C is 600曹. 23Na and 27Al NMR spectra of 

Albite melt have been recorded for the temperature up to 1700"C. The line width 

caused by the current flo曹曹asless than 40Hz for 23Na NMR spectrum. 

[序論] 最近、無機固体化合物の評価、構造解析にMAS、 DAS法などの発展もあり、

NMR法が用いられるようになってきた。それも、いろいろな温度、圧力条件下での測定

が可能になってきつつある。無機国体あるいは液体化合物について、材料科学、地球科学

などの側面から高温、高圧状態での挙動を調べることは重要である。

無機化合物に対する高温下での高分解能NMR測定は、溶融塩や酸化物融体などの高温

融体の構造と動的過程の研究、結晶の棺転移のメカニズムの問題などに適応され成功をお

さめている。現在、 700"Cまで昇温可能な高温MAS-NMRプロープは市販されてい

るが、 1000"C以上の高温下での無機化合物に適用できる高分解能NMRプロープは 3

グループによって独立に開発されている (1-3)。

Coteら(2)はレーザー加熱を用いて 2000.Cを越える撮度下での NMR測定に成功して

いる。 レーザー加熱方式を用いる利点は、電気的な雑音なしに高温が得られること等であ

るが、均熱が得られない、正確な温度を制御しにくい、検出コイルの形状が制限されるた

め低感度核種の測定が出来ないことなどの種々の問題がある。われわれは、無機化合物中

の 29Si， 25Mg， 170等の低感度核種の 1800"Cまでの温度範囲でのNMR測定が行えるこ

キーワード:高分解能多核NMR、高温 (-1800"C)、固体無機材料、マグマ

0まえかわひでき、なかおとしあき、かとうさとし、よこかわとしを、 しもかわしげぞう

4
g
A
 ，、J4i 



とを目標に、電気加熱方式によるプロープを試作した。これにより、これまでの観測可能

温度(1400"C)からさらに高温へ展開することが出来るようになり、対象とする物質

系が拡援されることが期待される。

一方、代表的な高温液体であるケイ酸塩融体はマグマのモデル化合物と考えられる。マ

グマからの火成岩の生成等を考える際に融体の構造を理解することは重要であるが、各構

成イオンの配位数など明らかになっていないことが多く、その構造は系統的に整理できて

いない。本研究では、ケイ酸塩融体の構造解析の他、ガラスー融体転移時の構造変化、高

温での動的挙動などの情報を得ることを目指している。

[装置] Brucker MSL200的(150園田) (北大工学部 NMR研究室設置)に、自作の高温プロ

ープを取り付けた。装置上の制限はNMRで用いる趨伝導磁石の内部に非磁性材料で誘導

磁場を持たない方法で電気炉を組み込む事である。発熱部分は、窒化ほう素製のヒーター

ホピンに発熱体線材を無誘導巻きした。線材としてはモリブデン、タングステン、タンタ

ルを試し、発熱体周囲をモリブデン製の穏射シールドで二重に囲んだ。雰囲気はアルゴン

あるいはアルゴン/水素混合ガスとした。同調回路部分、及びヒータ一周囲は、それぞれ

水冷されている。加熱は、直流安定化電源により行っており、試科部分が1700"Cの時に、

約600曹の電力が消費される。検出用コイルは、直径 lmmのモリブデン線でソレノイド塑で

ある。

電気加熱方式による一番の問題は、 ヒータ一重量流からくる磁場の揺動とそれにともなう

分解能の低下である。本プロープでの 1600"CでのAlbite(曹長石)融体の23Na核の

N腕スペクトルは単一のLorentz形で巾約 40H zであった。

[問題点] 何れの線材を用いても、窒化ほう素と発熱体の反応によるほう化物の生成、

及び高温>2000"Cによる発熱体の劣化により使用可能な時聞が1800"Cで6-7時間と非常に

短い。また、熱電対(曹-Re)からのノイズが大きく、今のところ29Si核の測定は難しい。今

後、発熱体の形状、材質、測温法の変更などにより溶融シリカの29SiNMR信号を制定し

たい。現在、捜j温法を熱電対から放射温度計に変更し、またヒータ一部分の形状を検討し

ている。
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P4 磁場勾配パルスを用いた多次元nmr

0内海博明、阿部敦、山崎千春、日元徹、今成司

(日本電子)

Multinuclear NMR using pulse field gradients 

OHiroaki Utumi， Atsusi Abe ，百haruYamazaki ， Tetsu Hinomoto 

Mamoru lmanari 

(JEOL) 

Recent advances in pulse field gradient technology have led to the incorporation of pulse 

field gradients in many NMR experiments. PFO make it possible to decrease in the limited 

number of scan and t1 noise . Recent reports proposed free method of pure absorption 

PFG heteronuclear correation spectra. We ，therefore， propose a PFO明NOESY・

HMQC，TOCSY-HMQC experiment in combination with the pure absorption methods. 

序論

近年，磁場勾配パルスを用いたnmr測定が，行われるように成ってきた.磁場勾配

パルスを使うことに依って，多くの測定で最低積算回数やt1ノイズを減少させること

ができる.我々は， 昨年主にlH観測異種核相聞における磁場勾配パルスの使用

について考察したが，今回、 NOESY -HMQC，TOCSY -HMQC に代表される 2核

3次元に関して考察，実験を行ったのでそれを報告する.

磁場勾配パルスの3次元への利用法

現在発表されている，磁場勾配パルス(pulse field gradient)の使用方法としては，大き

く次の2種類に分けられる.

a)コヒーレンス径路の選択を磁場勾配パルスを用いて行うことによって，主に不要信

号の消去する.

b)磁場勾配パルスを高性能ホモスポイルパルスとして利用し，適切なタイミングに

入れることによって，パルスの不完全性を補正し，主に最少積算回数の減少を計る.

現在の所，DQFCOSY等同種核相関測定及び天然存在比下のHMQC/HSQC等の異種

核相関測定にはa)のコヒーレンス径路選択を主に使用し，13C，15Nをenrich した蛋白

質等の3核3次元の実験においてはb)のパルスの不完全性の補正に主に使用してい

キーワード pulse field gradient， NMR，HSQC，pure absoption、3次元NMR

0ひろあき うつみ、あつしあべ、ちはるやまざき、てつひのもと

まもるいまなり
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る.

しかし同じ 3次元測定でもNOESY-HMQC，TOCS-YHMQCに代表される 2核3次元

測定における磁場勾配パルスは，a)のコヒーレンス径路の選択が主に用いられること

が予想される.そこで、我々はこの2核3次元の実験における磁場勾配パルスの使用

法について考察した.

また，NOESY-HMQC，TOCSY -HMQC等の2核3次元の重要性は，これらの3次元の

みが天然存在比下での測定の可能性がありそうなことである.今回これらの測定の有

用性も合わせて考察してみたい.

磁場勾配パルスを用いたlH観測異種核相関スベクトルにおけるphasesensitive手法の考

察.

まず， 2核3次元のHMQCもしくはHSQC部分のphasesensitvie手法に関して検討し

た.現在のところ，磁場勾配パルスを用いたコヒーレンス径路を選択しながらphase 

sensitiveにする方法は次の2種類が知られている.

1 )コヒーレンスフィルタ・法

2) p-type，n・typeを交互に測定しNagayamamethodもしくはStatesmethodの形式に

変換する方法

この両方に関して，種々の測定条件を検討した.

まず、コヒーレンスフィルタ一法に関してはDavisらの提案したパルスシーケンスを

試みてみた(fig.l)。この方法では、磁場勾配パルスを展開時間 (t1)にいれないで

13Cの磁化がlHに戻される段階でコヒーレンスフィルターとして加えている。この

方法を用いると通常のphasesensitiveの手法 (tppi，States)が、そのまま使用できるこ

とを確認した。

つぎに、 p-type，n-typeの絶対値2次元スベクトJレを交互に測定する方法がある.この

PFG-HSQC 

90  180 90  180 90  官80

t:1 

9 1 

G 

fig.1 PFG-HSQC pulse sequence Iコヒーレンスフィルタ法
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タイプのデータは，このままでは従来のphasesensitive処理ルーチンで処理すること

はできない.そこで， Nagayama methodで処理するか、もしくは、このデータを M

Statesのホーマットに変更する必要がある.

Nagayama methodは、時間反転法とも呼ばれp-type，n-typeのデータのf2軸のみを，

フーリエ変換しf1軸にappodization関数をかけた後， n -typeデータ のみを時間

反転させp-typeデータと足し合わせた後， f 1軸をフーリエ変換する方法で，昨年，我々

は， PPO・HMQCスベクトルで実験した.

次にこのタイプのデータを， St atesのホーマットに変換する方法について説明する.

一般的に絶対値2次元スベクトルは、ロ軸成分が(real，imaginary)の成分を持ってい

るため，

2D_data = [(real(O)，imaginary(O))…，(real( tl)，imaginary( tl))] 
と書き表せる。従って、 p-typeルtypeのデータは次のように表わすことができる。

p-type data = [(real_p(t1)，imaginary_p(t1))"，，] 
n-type data = [(real_n(t1)，imaginary_n(t1))"，，] 
ここで、これらのデータを下記の様に、計算することによって、 Statesmethodにお

けるt1_real成分、 tl_imaginary成分を作成することができる。

tl_real data = [(real_p(tl)+real_n(tl)，imagnary_p(t1)+imagnary_n(t1))"，，] 

tl_imagnary = [(imagnary_p(t1)・imagnary_n( t1)，-real_p( t1) +real_n( t1))山]

このように計算することによって、従来はNagayamamethodで処理していたデータ

をStatesの処理ルーチンに乗せることもできる。

我々は，取り合えずfig.2に示す PPO値HSQCパルスシーケンスで測定した2)の

p.匂peル typeを交互に測定する方法で測定したデータを両方の処理，すなわち

PFG-HSQC sequence 

90 180 90 180 90 180 90 180 90 180 

180 90 180 90 180 90 180 

tl MPF8 
τ 

gl τ=l/4J 

δ=lms 
g2 

G 。
fig.2 PFG-HSQC pulse sequnece / p-typeとn-typeを交互に測定する方法
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Nagayama methodおよび、 Statesホーマットへの変換法の2種類の処理を行い，ほぼ

同じ結果に成ることを確認した(fig3; Nagayama method .fig.4 ; converion States 

method ). 

今後，もう一つのコヒーレンスフィルタ一法のとの比較と 2核 3次元への組み込み

を行う予定である.

8.. ?。 ... ... ]FsO  7.. 

1~ つつ[自5.. 85.0 85.. 11 
-、

ぜ 山 ~I
• 0 ‘・

4 守・.45. o. .0 

••.• ~ I ..。 . . Q 

95.. ~ I 95.0 

11 
. 

‘o. .. 
a・

100.0 -11 ー咽・ .. 

"1 ‘・ー .0 

‘，." . . . 

... 

'.0 8.0 ヲ。 ‘。 ..。 8.0 7.. ‘.. 
F2 PPM F2 PPH 

fig.3(左)2mM 15N enrich ubiquitin(90%H20)， pure absorption lH-15N 

PFG-HSQC spectrum ( nagyama method)， fig.4(右)(converion States 

method). 
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P5 ステアリン酸の国体構造研究における固体高分解能NMR法

(東工大工)荒田晋・黒子弘道・安藤勲

Structural Study of Stearic Acid in the Crystalline State 

by 13C CP/MAS NMR Spectroscopy 

Susumu Arata， Hiromichi Kurosu and Isao Ando 
Department ofPolymer Chemistry，Tokyo Institute of 
Technology，Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152，JAPAN 

Thecross-回 larization(CP) method has been widely applied to enhance the peak intensity for rare spins in the 

solidstate. Magnetic dipolar interactions are由minantin soli必∞ntaining13C and 出nuclei. The CP metl凶

utilizes such interactions 10 enhance the peak i n1ensi ty. The interactions are well known to be proportional to Rて
where R is the distance between nuclear spins. For出is， it is possible to get information about the distance R 

through thc observation of出epeak intensi ty. A∞ording to this ∞ncept， in order to establish a methodology of 
determining R，出eCP experimen15 of stearic acid wereωrried out， of which all the hydr句 enatoms were 

substitutedby deuterium exceptforαrboxYl group. lJC CP/MAS NMR spectra ofthe deuteratedstearic acid in 

the crystalline state were measured in order to elucidate the relationship between the peak intensity and the 

averaged distance R. From these res凶15，it was found白紙出epeak intqI首ityof any specifiedαrbon in出e

vicinity of carboxYI proton are decreased， in approximately proportion ぬRてasR is increased. 

1)はじめに

固体高分解能13CNMRにおいて交差分極法 (Cp法)は天然存在比の

低い13Cの信号を強調する手段として広く用いられている。一般に用いられ

る固体状態のlH_13Cの系では、主要な相互作用は双極子一双極子相互作用

である。 CP法はこの相互作用を巧みに利用することにより13Cスピン系と

lHスピン系の閣でエネルギーの移動を起こし、この結果としてlHスピン

系から 13Cスピン

低い13Cの信号はHartmann-Hahnの条件が満たされている場合にはおよそ

4倍に強調される。エネルギー移動の速さの目安となる交差緩和時間 (Tc
H) はある程度双極子一双極子相互作用の強さを反映しており、理論的には

ステアリン酸/ 固体高分解能NMR!交差分極法 (Cp法)

あらたすすむ くろすひろみち あんどういさお
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次式に示すように1fTCHは双極子一双極子相互作用のこ次モーメントに比

例することが知られている。

T CH= (1/2)sin
2 e戸in2e sM2.S1Jx( ム ωe~ (1) 

従って、強調された13Cの信号の強度から得られる1fTCHと13Cと双極子

一双極子相互作用しているlHとの距離Rには l/R6に比例した関係がある

と考えられる。そこで、本研究では強調された13Cの信号強度からlHとの

距離についての知見を得ることを目的として、カルボキシル基のプロトン

以外の全てのプロトンを重水素で置換したステアリン酸を用い、 13CC P / 

MAS NMRスベクトル測定を行った。

2)実験

試料としてFig.1に示すようなカルボキシル基のlHを除いた全てのlH

を重水素で置換したステアリン酸試料および、protonatedしたステアリン酸

試を結晶して用いた。
Q. .0 Q. .D Q. .p Q. P Q .D D~ ，D Q. .D Q. .D 与P 二ノ 穴F 有ノ -:._; ちノ ;;.;._;---:;; τF 
どe:: ...C. C'， ...C， .C~ /C， ，C と OH
O¥C/¥c/¥C/¥c/¥C/¥c/¥C/、c/¥C/
DJbd、DEF-hdhD6bd、Dd「bd、DJ 

Fig.1 Structure of deuterated stearic acid. 

ステアリン酸は結品化条件によって多形を生ずることが知られている。

本研究ではX線回折法によりこの構造解析が行なわれている結晶C

ーform(Fig.2)を融解後徐冷して調製した。得られた結晶がC-formであるこ

とを硲認、した。 Fig.2からカルボキシルプロトンから各炭素までの平均距離

Rを求めた。

間体高分解能CP/MASスペクトルは、日本電子製GSX-270分光器(観測周

波数67.8MHz)を用い、コンタクトタイムを2-8msまで変化させて測定し

た。これらのスペクトルに基づいてピーク強度をスベクトルシミュレーシヨ

ンにより決定した。
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3) 結果および考察

1 ~.. ，. 1"" .C C.. ...C~ IC'"' ....C;._ "OH 
~ベ/c'c/C'c/'-'c/"'c/ 、c~-'c(γ

Fig.3日ccp，ルIASspectrum of protonated stearic acid C.form. Fig.4 "CC?ルIASspectrum of deuterated stearic acid C.form 

Fig.3にprotonatedステアリン酸の13ccpル1ASスベクトル，Fig.4に
deuteratedステアリン酸の13CCp爪IASスベクトルを示した。これらの図か

らわかるようにメチレンシグナル部分が両者で大きく異なっている。この

は、 protonatedステアリン酸のスベクトルでは全てのメチレンシグナルが

現われているが、 deuteratedステアリン酸のスベクトルではカルボキシル

プロトンによるCPを受けているメチレン炭素のみが強調されていることに

よる。 deuteratedステアリン酸のスペクトルにおいてどのメチレン炭素が

カルボキシルプロトンによりCPを受けているかを解析するためにスベクト

ルシミュレーションした結果をFig.5に示した。

!lliJ 
この解析からカルボキシル炭素から5番目のメチレン炭素までCPによる効

果が現われていることがわかる。 Fig.6にこれらの炭素の信号強度がコンタ

クトタイムを変化させることによってどのように変化するかを示した。
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これらのスベクトル解析から各炭素の

化学シフト、相対強度，TCHとR・6を求

めた結果をTable1に示した。なお各炭

素の帰属は化学シフト、強度変化およ

びRから行なった。

TCHとR-6の関係をFig.7にプロット

した。この図からわかるようにTCHと

R-6は直線関係にあることがわかった。

このことは、ステアリン酸結晶において

式(1 )が成り立つことが明かとなった。

したがって、各炭素のTCHを測定する

ことによって結晶構造解析を行なうこ

とが可能であることを示している。

戸}ーJヘvAにJ¥....、一~

~い叫_.~

一九人___4000 

___)へJ¥，___ ~ 

~~ 
o0，" 

AS .co 35 30 2' 20 15 

chemical 
carbon shift(ppm) fi;azd TCH(ms) 

Fig.6 "CCP，ル1ASspectra or detlterated stearic acid c.rorm 

as a runction or COntacl time. 

l(カルポキシル釜)181.7 2.84 1.23 

2 34.5 3.76 1.96 
3 23.6 4.70 3.31 
4 30.8 5.02 3.53 
5 31.9 6.03 5.29 
6 32.8 6.56 7.56 

Table 1 Determined chemical shifts. relative intensities. TCH' and R・6ror 

d… 
参考文献

1) J.H.Van Vleck，Phys.Rev .74，1168(1948). 

2) D.Demco，J.Tegenfeldt，and J.S.Waugh 

Phys.Rev.11B，4133(1975). 

3め) C.H.H印f引lei而nDo∞uwelし，W.E.J.R.Maa部s，a叩nd
W.S.Ve閃eman

4) C.P.Sli必chte町r，"Princにci巾凶p凶leof Magneti比cRes叩O 

nanceピ，"2nd ed. Springer与Verlag，Heidelberg，

1978. 

5) M.Mehring，"High-Resolution NMR 

Spectroscopy in Solids~' Springer-Verlag， 

Heidelberg，1976. 

12 

9 

7 

。

-160ー

Ta(ms) 

。

加刃 岨担陪 似別 制XlO 100000 四XlOR6(Aj 

Fig.7 Plot ClfTCH against R.6 



P6 多次元NMRデータの半自動解析システムの構築

(都臨床研) 0市川さおり、畠中秀樹、神田大輔、永田宏次、稲垣冬彦

Semi-automatic assignments of backbone NMR signals of proteins 

S.Ichikaw!o H. Hatanaka， D. Kohda， K. Nagata， and F. Inagaki. 
Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science，3-18・22，Honkomagome，
Bunkyo・ku，Tokyo113，Japan. 

τbe program system was constructed for efficient and rapid assignments of protein NMR 
resonan∞s using凶pleresonance 3D data.百lesystem∞mprises the home-made C programs 
searching for the connectivities of the main chain atoms， and Felix macros， which enable usω 
ins戸ctthe corresponding connectivities on the C町間関n.百lIssystem was successfully 
applied for the assignments of the main chain NMR reson釦回sofhuman ubiquitin with 76 
amino acid residues. 

序

異種核多次元NMRを用いた測定法を組み合わせることにより、シグナルの分離がよく唆味

さの少ないスペクトルを得ることができるが、その情報量は膨大で、すべての解析を人間の手

のみで行うには時間と労力を要する。また一方で、コンピューターのみを使ってスペクトルを

解析することは、不純物のピークやノイズの微妙な判断、シグナJレの重なりと消失、分解能の

問題などのため例外処理が必要となり困難である。このようなマニュアルによる帰属とコンピ

ューターによる帰属の利点と欠点を考慮し、両者を連携させることは、将来的な全自動スペク

トJレ解析への指針として重要である。そこで我々は、測定データを処理し、解析に至るまでの

ステップを有機的且つ効率的につなぐことを目的として、コンピューターを用いた半自動的な

システムの構築を進めている。本実験では、ヒトユピキチンというアミノ酸76残基からなる

蛋白質をサンプルデータとして用い、プログラムの検討を行った。

実験

主なプログラムは、 C言語によるものと市販のNMRデータ処理ソフトであるFelix(Biosym

社)のマクロ言語を使って作成した。測定データは、 3重共鳴3次元NMRによるHN(CO)CA.

HNCA. HCA(CO)N、および 2 重共鳴 3 次元NMR による Tα~SY-HMQCを用いた。まず、前記

の4つのスペクトJレに対してFelixでデータ処理を行い、自作のプログラムでピークピックをし、

各スペクトルのピークテープルを作成する。 次に、 Cプログラムを用いてHN(CO)CA →

HNCA → TOCSY-HMQC → HCA(CO)N → HN(CO)CA → … の順に各ピークテ
ープルから可能性のある相関ピークを検索してつないでいく(図 1)。

キーワード: 多次元NMR 半自動解析 Felix 

いちかわ さおり、はたなかひでき、こうだ だいすけ、ながた こうじ、

いながき ふゆひこ
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基本的な帰属の流れは伊倉らの

方法(Biochemistry29，4659・

466ス1990)に類似しているが、 C

プログラムと平行してFelixをペ

ースとして組んだマクロプログ

ラムも実行する。このプログラ

ムは、 4つのスペクトル関で相

関のあるピ}クを自動的に闘面

に表示し、それを人簡の目で見

てつないでいくものである。コ

ンピューターのみでは対処しづ

らいノイズや不純物のピークの

判断、シグナルの重なりなどの

問題を解決するために、画面上

視覚的に区別していく。図2に

を:iE:-;-i-
幽 NH.Nシ ~ONH.N 1∞…QC 
-:一品J--LIE-1-i-
o och4AJ 

-h-iE油田A{QQlli

-h-ihEHH幽♀企
は、この解析の例を示す。なお、 (図 1) HN(CO)CA， HNCA， TOCSY-HMQC. 

NMRの測定にはバリアン製

Unity5∞、および日本電子製

α6∞を用いた。

結果と考察

NMRシグナルの帰属を円滑

に進めるために、より一般性を

持ったプログラムシステムを構

築することが必要である。 Cプ

ログラムとFelixで組んだマクロ

プログラムを連携させることに

より、コンピューターによる判

断に人間の自による経験的なピ

ーク判断を同時に加えることが

できる。これにより、マニュア

ルによる帰属でかかった手間を

省き、非常に効率よく帰属をす

すめることができた。また、不

純物のピークやノイズもほとん

どの場合、画面上視覚的にピー

クと区別できた。

HCA(CO)Nの帰属の流れ。各スペクトJレ関で共通

した 2つのケミカルシフトを介して次のピークへ

関連づけていく。

(図2) ヒトユピキチンを使ったFelixのマクロプログラム

実行例。 画面左からHN(CO)CA.HNCA.TOCSY -HMQC 

HCA(CO)Nスペクトルのある領域を示す。 HN(CO)CAと

HNCAはNHとNが共通なので、 Cαに対してピークを探

す。以下同様にして共通した 2つのケミカルシフトから

ある許容範囲で、相関のあるピークを自動的に表示し、

残る一つの軸に対してピークを選んでいく。
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P7 トリプルレゾナンスNMR法を用いたフッ素化合物の

構造解析手法の開発

0加藤悦子1)，小椋賢治2)，安藤勲3)

1)セントラル硝子〔株〕東京研究所

2)日本電子〔株) NMi応用研究室

3)東京工業大学・工

A new development for structural analysis of fluorine-con凶ningorg初 iccompounds by lH，l 9F and 13C 

Triple Resonance NMR me出od

OEtsuko Katoh1)， Ke吋iOgura2) and IsωAndo3) 

l)Tokyo Research Center， Central Glass Co. 

2)NMR Application Laboratory， JEOL Lω. 

3)Depera回entof Polymer Chemis釘y，Tokyo Insti削除ofTechnology 

H，19F and 13C NMR spec回 offluorine-containingぽganiccompounds w鵬 success釦llyn闘 sured.The obtained 

lH broa枇>and必α岬1ω13C_lヤ COSYspec回刷、t剛 a加減dぽ湖lP1ed13C_lH COSY spec回 W間 analys吋.On

the basis of results，鈴quencialanalysis of these experimental Poly(vinylidene fluoride)(PVDF) was car泊edout. 

1.緒言 フッ素を含む有機化合物は、その特徴的な性質により医・農薬を始め電子材料等のいろ

いろな分野に応用されている。これらの構造を解析するためには、他の有機化合物と同様にNMRが有効

な手法となる。 19Fを含む有機化合物のNMRスベクトルは、 lHと唱との双極子相互作用のために複雑とな

り解析が困難となる場合がある。そのような化合物のNMRスペクトルを解析するための方法として、

Tonelli1)らは13CNMRを測定しy-効果の概念を用いて含フッ素ポリマ}の解析を行っている。また、

キ}ワード:トリプルレゾナンス(三重共鳴)、高分解能NMR、PVDF

0かとう えっこ、 おぐら けんじ、 あんどう いさお
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Hughes
2
)らは、フッ素を含むコレステロイドについてH-PCOSYをを用いて構造解析している。その他、

高磁場NMRを用い含フッ素共重合ポリマ}を解析することも報告されている3)。しかし、このような化

合物のほとんどは、スピン 1/2のlH、19pそして13C核が同時に存在するのでスピンカップリングにより

スペクトルカネ鯨住となり、解析を困難にすることが多い。そこで今回私どもは、 lH，19p13C核による三

重共鳴法のパルスシーケンスを新たに開発し、その有効性について検討した。その結果、 13CNMRにお

いて、スペクトルの単純化や感度の向上が認められ、フッ素を含む有機化合物に対して有効であることが

確認できた。また、応用例として強誘電性を示すポリマーとして知られるPVDFについて構造解析を行つ

た。

2.実験

2 -1 試料調整:HCPC・245ca(CP2HCP2CPH2)はCPC・225cbを還元することにより得た。

PVDP((CF2CHz)n)はピニリデンフルオライド(CP2=CH2)を50度で懸濁重合することにより得た。重合反応

における関始剤には、 di-n-J:町opylperoxydicarbonate (日本油脂製)を用いた。

2-2 高分解能NMR測定:実験はJEOLA4∞装置に lHJ19p/13C三重共鳴プロ}プを装着して行った。

lH及び13CNMRについてはTMSを、 19p_NMRについてはCPC13を基準とした。今回新たに開発したパ

ルスシークエンスは次のとおりである。 (l)
13
ClD(lH/9pゐ∞upled)，(2)13C_1H COSY(F必ωupl吋)， (3)I3C_19p 

COSy(lH必∞upl叫 pulse明醐ceをPig.1に示す。

凶 c) 

n FID 1::_j LJJ Iに m
ぉ |ト二 pD ! 1刈C~

9F J dec。:J;¥r lJl11n_FL  

180 90 

凶R
V
 

H
U
 

内
u

・c
 
・-
4
H
M
 

f
J
 

U
円ー

19F_j 曲留山岡回 L__ 1~ d民ou同副 し一

Pig.l Pulse叫 uencesfor a)13C(simultaneousゐcouplingofboth the lH andl9p nuclei) 

b)13C_1H(I9pゐ∞upled)<ごOSYand c)13C_19peHゐ∞upled)COSY
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3.結果と考察

3-1 三重共鳴パルスシーケンスのHCFC・245ca化合物への応用

Fig.3にHCFC-245ωの13C_IHCOSye9p必∞叩1100)スペクトルを示す。また、従来の方法である13C_1H

COSYスペクトルをFig.2に示す。

Fig.2とFig.3のスペクトJレを比較すると、 19pおよびlHとのカップリングにより分裂していた13C

NMRスペクトルが単一共鳴線となって、スペクトルが単純化され、同時に感度も向上することがわかっ

た。

¥lCOO ・a・- ... 。
• • CFJHCF1CFH1 
I 1 J 

3-2 三重共鳴法を用いた1D及び2DNMRを用いたPVDFの構造解析例

PVDFは、強誘電性を示すポリマー IH.r 

として、注目されている材料であり、

近年多くの研究が報告されている。

また、 PVDFにはいくつかの異種結合

が存在することが知られており、その

異種結合の有無及び割合が、その性能

を左右するため、一次構造を解析する

ことは重要である。そのような観点か

らNMRによる構造解析についてもモン

b
倒

3

" 
l
 

a置
V

1
 

Fig. 2 Contour plot 13C_1HCOSY of 245ca 

The positive counωur only is shown. 

zlll 
円Jl

IlOOO 

Fig. 3 Conωur plot 13C_lH作侃沿upl叫 COSY

of245caηle positive counto町 onlyis shown. 

.IO~ -110 -，，， 

Fig.4 1ヤ(lHゐ∞uplω)NMR SI児ctrurnfor PVDF 

-165 -



a 

テカルロシミユレ}ション 4)やy-効果1)による帰属が報告されている。今回私どもは、三重共鳴法

を用いてより詳細な構造を解析する試みを行った。 Fig.4に19FNMRCH伽コoupl，吋)スペクトjレを示す。こ

のスペクトルからいままで帰属がなされていない新たなピークa，bが確認できた。また、 19pCOSY(Fig.5) 

とlH_I9pCOSY(Figめの解析の結果、各ピ}クの帰属が明かとなった。

b 

」
ー由 -，曲 -， .. -uo -115 

ー盆循

-Jq 
~ 一， 

』

-‘ 

吋随 一当単一 司岡 三星組

~L-
、

' 

• o 

， 〉←• 
畠

• 吋苧

s 

司・ 0 
国

← 

+i ， • 
淳一一一

Fig. 5 Contour plot 19p COSy(lH decoupling) of Fig. 6 Contour plot 19p_IH COSYCH decoupling) of 

PVDF.百花positivecontoぽ onlyis shown PVDF.百lepositive ∞nω町 onlyis shown 

ピークa~fは

3 2 

CF2CH2Cf..zCHzCf..zCH2Cf..zCH2CHzCf..zCf..zCH2Cf..zCH2 . 
a C d f e 

と帰属した。

三重共鳴2D実験の詳細については、討論会において発表する。

参考文献

1)Tonelli， A. E.， et a1.， Macromolecules， 1981， 14，560 

2)Hughes， D. W. et a1.， Magn. Reson. Chem.， 1991， 29， 387 

3)Casis， R. E.， et a1.， Maαomolecules， 1984， 17， 1932 

4)Yagi， T.， et a1.， Polym. J.， 1979， 11， 353 

5)Tonelli， A. E. et a1.， Macromolecules， 1982， 15，84 
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P8 国体における13C_15N間ベークダブレツト観測のための!

CPMG系列のパルス不完封主効果の解析と改良型系列の提案

京大理 O石井佳誉、芦田溝k寺尾武彦

Pulse-imperfection effects on CPMG・likesequences for observing 

the Pake doublet 0 f the 1 3C _l~ heteronuclear dipolar coupling and 
the solution by a new sequence MLEV8/8

R 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University 
o Y oshitaka Ishii， J un Ashida加 dTakehiko Terao 

Approaches to determine the 13C_ 15N distance in solids by observing the Pake 

doublet are studied. Finite pulse-width， 0妊'setand flip-angle e口ore百ectsare 
disscussed in detail using the average Hamiltonian theory and the multistep 

numerical caliculation for "the dipolar CPMG sequence"， in which two 
CPMG-like sequences are simultaneously applied to 13C and 15N. Such 

applications of CPMG-like sequences are found to yield a double doublet 

spectrum. A new sequence is proposed to solve these problems， enabling us to 
correctly determie the C-N distance. 

[序論] 我々は静止した粉末固体試料に対して 13Cと 15N~C同時にCPMG型パルス
系列を照射する乙とによりベークダブレットを観測し、!3C_15N聞の距離を正確に求
めるアプローチ (dipolarCPMG法)を検討し、オフセット、フリップ角のエラーな
どの非理想性がどれほど大きくスベクトルに影響を与えるかをアベレージハミルトニ

アン (AH)を用いた計算とマルチステップ法 (multistepnumerical calculation) 
により詳細に示した。例えば、同じCPMG系列を 13Cと 15N~C適用した場合、パルス幅
聞に生じる交差緩和の効果のためダブレットが2重になることが明らかになった。ま

た、この効果の影響なしに両者の核問距離を求める改良型パルス系列を提案する。

[理論]異種核に同時に πパルスをかける場合について、簡単に述べる。
<1.有限幅効果> ここで、取り上げるdipolarCPMGのシークエンスを図uc示
す。異種核スピン I、s~C対する回転系で、のハミルトニアンは
HR = Hrf+ Hoff+ HD 

と表される。ただしラジオ波の強度 (ω)、オフセット

を用いてHrf，島ff，HDは次のように表せる。
Hrf(t )=ω/(t )Ix+ωs (t )Sx 

ゐ庁 =o./Iz+0.8 Sz 
HD=Dlz Sz 

( 1 ) 

(Q)、双極子結合定数 (D)

( 2 ) 

キーワード:固体13CNMR、CPMG、精密距離決定、異種核開双極子相互作用
Oいしいょしたか、あしだじゅん、てらおたけひ乙
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ここで、このハミルトニアンによるプロパゲーターを相互作用表示に移し、 AH理論
を適用する。 1サイクルLにと2つ0の〉π/パ〈ルスを逆位キ相目X7す7で

疋ずずG叫)+喝可甲甲+奇ぽザ扇Uずず(仰例O叫)切古制(吋h川吋(汚桝?苧苧料(仇叫ι弘川ι々川叫+吟哨今怜IySy)-川吟旬ν叶吋)ト寸咋但;十3主桝(ω叫Q吟叫+叫4釘ω仰叫叫叫T似叫叫叫DI叫叫叫Iι仏叫z必刈ι司)( 3幻) 
と計算できる。乙とでパルス幅を IとSで等しいものとして (Tw)、サイクルタイ

ムをTのde=4T +2Twとした。式 (3)からオフセットの効果が蓄積してしまうこと

が分かる。もし lサイクルにπパルスを同位相xxでかけるならば、 0次のAHは次
のように求められる。

百0)本(2寸附明)+針DlzSz)
交換関係:[ιSz，ちら]= 0より、
式 (4)に対してプロダクトオペレ
ーターフォーマリズムを用いて、簡

単にスベクトルの計算ができる。ス

ピンHc初期磁化lxを用意すると
D1 = D ( 1 -T w IT cycle ) ( 5 ) 

D2=D (6) 

の二つの幅をもっ2重のダプレット 1N
が観測されることになる。オフセッ

トのない場合、つまり低磁場下にお

π 

(4 ) 

D民 ouple

π π 

π π 

2T 

いてはこの予想が正しい事がマルチ h 

Fig. 1. Heteronuclear dipolar CPMG s叫uence.
ステップ法により示される(図2) : 

<2.フリップ角エラーによる影響>
同位相でパルスをかける dipolar

CPMG系列ではオフセットに起因する

0次のAHは0となるが、この系列では
同位相で全てのパルスをかけるためπ
パルス幅のエラーが蓄積しかねない。

乙の効果をAH理論を用いて計算をした
結果、 OHzの位置に大きなピークが現

われる事が分かつた(式は省略した)。

図3~C マルチステップ法(右)と O 次
のAHからの計算(左)により得られた I -500 0 

πフリップ角のエラーがある場合の 11400μ，D=ー1273Hz
500 

ω1/2π(Hz) 

dipolar CPMGスベクトルを挙げる。

両者はほぼ完全に一致しているととが

分かる。

Fig. 2. TW d句endenceof dipolar CPMG 
spectra by multistep calculations. 

<3.オフセットの影響> 高磁場中でオフセットが十分に大きいときにはい欠以
上の効果がスベクトルに無視できない影響を及ぼす(図4)0 0 Hz~ζ現われているピ
ークは l次のAHによるスピンロック効果であると尉つれる。 l次のAHが求めちれた
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結果(式は省略)、オフセッ

-500 0 500 -500 0 500 

ω1/2Jr(Hz) ω12π(Hz) I 

トが双極子結合に比べて同程

度か大きいときは ι ‘ sx~ζ比
例する項のみがAH~c残る乙と

が分かった。乙の場合、 < 
2>と同様に解析的に計算が
できて、 OHzf寸近のセンター

バンドを与えることが理解で

き、シミュレーションの結果

をほぼ説明できる。しかし面

白いととに、オフセットを大

きくしていくと、センターバ

ンドが小さくなり、オフセッ

トが小さいときに{以たスベク

トル(f )が得られるところ

Fig. 3. Flip-angle error dependence of calculated 

m光協.Tc=2'∞μs，τw=9.仰向，D = -1273Hz. 
があることが分かった。

<4.補償パルス系列MLEV8/8
R>

MLEV8等のパルス系列はフリップ角のエ

ラーやオフセットに高い補償効果を示す。

しかし、とれを両方の核にかけると(

MLEV8/8)、乙れまで述べたようにダブ

レットが2重になったスベクトルになる。

乙れは余分な項I九がAHの中に含ま竺三
ためである。我々は、 MLEV8(x x x x 

x x x x)をIスピンに、 MLEV8の左右

を反転したサイクル (xxxxxxxx)

を Sスピンにかけるパルス系列

offset( -kHz)1 i 。

13 

MLEV8/8
R
を提案し?と。乙のシークエン I

・100 ・500 0 500ω/2π(Hz) 
スを使うととにより、余分な項がキャン

セルされ2重になったダプレットの平均
Fig. 4. O[ dependence of calculated 

位置に lつのダブレットのみが得られる
Tc=2'∞IlS， Tw=14.29・lS

乙と、 MLEV8/8と同程度のオフセットに D=-1273Hz.・shJLstkIxtemムfthe
対する補償ができることがシミュレーシ effectiveAH with each 13C offset. 

ョンによって確かめちれた。コンポジッ

トパルスを用いた場合MLEV8/8
R
の有用性がさらに明らか忙なる。たとえば、補償

πパルス列x240y90xi-CPMG系列ζ使う験I;yの項のみならずは、 Ity、I;x
の項がO次のAHK含まれる。乙れらの項のため、 MLEV8/8系列は線形が歪む(図
5上)0 MLEV8/8

R
系列を用いることでこのような歪みを取り去る乙とができる

(図5下)。乙の場合、 10kHz 以内のオフセット忙対しスプリット問備をおよそ5
Hz ( 1 %)程度変化させるにすぎない。

[実験]Chemagnetics CMX3∞spectrome也r~c 自作の三重共鳴プロープを組
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み込み、 2- 13Cと I~ を6% ダブ、ルラベルしたグリシンの単結晶を用いて実験を行っ
た。 Crosspolarizationとエコーを用いて磁化を準備し、 13C核を観測した。サンプ
リングは lサイクル毎ではなく lパルス毎に行った。結晶中の2つの非等価な分子
のうち 1つに対する信号のみが得られている(図6)。これはπパルスとデカップリ
ングによりlH_

13
C聞の交差緩和が生じ、強いC-H聞の双極子相互作用を持つ片方の

信号が短時間に緩和してしまうととによる。対応するシミュレーションを図7に与
える。

[結論]以上のように 13Cと15Nの Ia 

両者にCPMG型のパルス系列を照射
し、 C-N間の距離を決定しようとす
るとき、有限パルス幅、フリップ角

エラー、オフセットの影響により吸

収線の分裂・シフト・新たな吸収線

の出現が起こる乙とを単結晶のスベ

クトルの計算と実t験から明らかにし I b 
た。このような乙とを無視して粉末

パターン(ベークダブレット)から

C-N問の核問距離を求めると大きな
誤差を生じることになる。ここで提

案したMLEV8/8
R
系列を用いるとか

-400 -200 

-400 -200 

恥1LEV8/8

。 200 仙匂π(Hz)

MLEV8/8
R 

。 200 山宮沢Hz)

なりの非理想性をキャンセルしTw
ITcycleのみに依存するスケーリングフ
ァクターを考慮するだけで正しい

C-N問のE鴎監を求めるととができる。

Fig. 5. M ultistep ca1culated spec位afor
MLEV8/8 and MLEV8/8R with a composite 

pulseof90x240y9Ox. T = 51.8μs， 

a b 

0.' .0 -o.~ 
0.' ー。 -0.' 

Fig.6. 13C dipolar CPMG spec佐aobtained 
by (a) MLEV8/8 and (b)MLEV8/8R. 

TW -10.5μs， T=43μS， TC =772μs. 

D = -907.35Hz， 900 pulse width: 4.81I1S. 

a b 

-500 0 500 11 ・500 0 500' 
ωπ(Hz)11ωπ(Hz)  

Fig. 7. Simulated spec位af01" those in Fig.6. 
The center peak was added to both spec回 m
ωrepresent a signa1 due to natural abundant 
13C. A ratio of the center-p回 kand dipolar 
CPMG開akintensities was setωbe2: 3. 
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P9 固体状態におけるポリピロールの

構造と電子状態

東工大・工菊池瑞代・ 0黒子弘道・安藤勲

Structure and electronic state of polypyrrole恒也.esolid sta旬 byhigh resolution 

NMR spectroscopy 

阻 zuyoKiku出，!五romichiKurosu and Isao Ando 
(Department ofPolymer Chemistry， Tokyo Institute ofTechnology，Ookayama， 

Meguro・ku，τbkyo)

τ'he 15N CPIMAS NMR spectra and 15N spin-lattice relaxation ti皿e(TIN)of 

doped and dedoped 15N-labeled polypyrroles(PPY) at various temperature in the solid 

state， prepared by electrochemical polymerization， were measures by means of 

high-resolution solid state NMR and related to electrical conductivity. From these 

results，比 wasfound that the 15N s蜘 alof PPY consists offive peaks which were 

decomposed by line shape analysis. In order to obtain systematic infor祖 ationonthe 

structure and electronic structure，午lantu血 chemicalcalculations were carried out 

to assist in assignments ofthe 15N NMR spectra. 

【緒言】

電気伝導性を示すポリアセチレンフィルムの発見以来、多くの導電性高

分子について研究が行われてきている。代表的な導電性高分子の 1つであ

る共役複素環ポリピロールは、 Fig.lに示すような 2つの化学構造があるこ

とが知られているが、ポリマーの非品性、溶媒に対する不溶性のため、そ

の構造は未だ十分に解明されていない。このため、その構造と電気伝導機

構の関係については明らかにされていない。本研究では、 ドーピングによ

るポリピロールの構造変化および電気的性質の変化を国体高分解能15NN 

MR化学シフト、電気伝導度を通して調べ、また、モデ、ルを用いた量子化

学計算により、 ドーピングによる電子状態の変化に関する詳細な知見を得

ることを目的とした。

ポリピロール/導電性高分子/固体高分解能15NNMR/量子化学計算

きくち みずよ、くろすひろみち、あんどう いさお

'
i
 

寸
，
4
a
A
 



3 4 3 4 

(a) aromaUc form (b) qulnold form 

Figure 1 Aromatic (a) and quinoid (b) structures for polypyrrole 

【実験】

ポリピロール試料は、 15Nラベルしたピロールをpートルエンスルホン

酸ナトリウムを支持電解質として、室温、アルゴン雰囲気下で電解重合に

より調製した。脱ドープ試料は電極を反転させることにより得た。

電気伝導度の異なるポリピロール試料についての国体高分解能15NNM  

R測定を行い、観測されたスベクトルの詳細な解析を行った。同体高分解

能15NNMR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・500NMRスベクトロメータ(金属材料研究所)を用い、 50.55MHzで、

また13CNMRスベクトルは、 C町MASアクセサリーを付属した日本電子製

GSX輔270NMRスベクトロメータを用い、 67.8MHzでいずれも室温で測定を

行った。 15NNMRスベクトルは積算回数約30.000回、化学シフトの基準と

しては外部基準として15Nグリシンを用い、その化学シフトを11.59ppmと

して15NI-4N03水溶液基準に換算し、 T1N緩和時間測定はTorchiaの方法
を用いた。電気伝導度測定は四端子法およびこ端子法により行った。

【量子化学計算】

NMR測定によって得られたデータに基づいて、より深い議論を行うため、

理論的アプローチとして、 15NNMR遮蔽定数の量子化学計算を行った。

低分子モデ、ル化合物に対してはFPT-INDO法を用い、また、無限鎖ポリピ

ロールに対してはtight -binding(τ13)法を用いた遮蔽定数、バンドギャップ

の計算を行った。

【結果・考察】

ポリピロールの15NCP/MASスベクトルは非対称な 1本の信号である。

これまで我々は少なくとも4つのピークから成っていることを明らかにして

きたが[1]、本研究においては、さらに運動性の良い成分を強調するゲート
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付きデカップリング法により得られたスベクトルや酸化試料のCP/MASス

ベクトルを詳細に検討することにより、この非対称な信号はFig.2に示した

ように5つの成分から成っていることを明らかにした。電気伝導性の異な

る試料における、それぞれのピークの相対強度変化は、電気伝導度の上昇

に伴いピーク εの相対強度が増加し、ピーク γの半値幅が増加した。ピー

クεの強度変化から、このピークは高い電気伝導性に関与するキノイド構

造に相当すると考えられる。この時、ピーク γの相対強度がかなり電気伝

導性の良い試料で減少していることがスペクトルからも明らかであり、変

化は、 ドープ濃度の増加によって電気伝導性が上昇し、ピーク γに対応す

る構造が、ピーク Eに対応する構造に変化した結果と解釈できる。

室温およびー1000Cでの15Nスピンー格子時間T1Nの測定結果をTable1に

示す。混度が下がる(運動性が悪くなる)とT1Nが長くなることから、ポ

リピロールの運動はslowmotion regionの運動であることがわかる。室温で

のT1Nの値は0.35sと13.8sで、 BPPの理論よりピーク γ(5.2s)、 δ 

(4.2s)に比べて前者はかなり運動性の良い成分、後者は運動性の悪い成

分ということができる。低温でのT1Nから、低温では全体的に運動性が悪

くなっているが、特にピーク8のT1Nは長くなり、室温の時に比べて非常
に運動性が悪くなっている。電子線回折測定から、ポリピロールには非品

部に固まれた結晶領域が存在することが報告されており、この解析の結果

より中性のポリピロールは単斜品をとっていることが提案されている。ピ

ーク βの運動性の悪い成分は、他の成分に比べかなりT1Nが長いことから、

このような結晶領域の信号であることが予想される。温度による電気伝導

性の変化は、室温で1.7XlO・2S/cmの電気伝導度を示す試料が-230Cで5.8X

10・3S/cmになったことから、低温で電気伝導度が低下する傾向が示された。

さらに、 NMR測定で観測されたポリピロールのスベクトルからドーピ

ングによる電子状態の変化に伴う構造変化の情報を得るための、 FPT・

INDO法による低分子モデ、ル化合物の15N遮蔽定数の計算および、 TB法

を用いた無限鎖ポリピロールの15N遮蔽定数の計算を行った。高分子の周

期性や長距離相互作用を考慮したTB近似を用いた計算により得られた遮蔽

定数、バンドギャップ、全エネルギーをTable2に示す。この結果から、電

荷がない場合のキノイド構造に比ベ、電荷がある場合のキノイド構造の遮

蔽定数は低磁場シフトすること、芳香族構造とキノイド構造ではキノイド

構造の方が低磁場側であることがわかる。電荷の影響により遮蔽定数が低

-173ー



磁場側にシフトすることは、ピーク γに対応する構造が、ピーク εに対応

する構造に変化すると、ピークの化学シフトは低磁場シフトすることを支

持している。また、ピーク βとγは、それぞれ芳香族構造、キノイド構造

に対応することが計算の結果からも示された。また、芳香族構造に比ベキ

ノイド構造(電荷0、1 )ではバンドギャップが小さくなっていることが

わかる。電荷Oのキノイド構造は高い電気伝導性を持つことが期待できる

が芳香族構造に比ベてエネルギー的に不安定である。これに対し、電荷を

持つキノイド構造は安定に存在すると考えられるが、芳香族構造に比べて

バンドギャップは4.93eVから3.45eVと大きくは減少していない。本来ノミン

ドギャップは鎖内での電気伝導のしやすさを示しており、これらのことか

らポリピロールの電気伝導は鎖内の電気伝導よりホッピングによる電気伝

導が優先されていると考えられる。
- OBSEAVED SPECTRl刷

ー-TI曜聞ETICALSPECT陀刷
-- OECO岬曲目 SPEC閉山

(H.， 

T able 1 T1N values of polypyrrole 

T1N(S) 
room temp. -100・c

β0.35  7.0 
13.8 

γ5.2  7.2 
δ4.2  7.7 

F邸 re2BNσA仏Sspec回lffiof polypyrrole: 
{α}血enitrogens in the叫 idizedform，(β)the 
aromatic form，( i' )the quinoid form(polaron)，(ε} 
血equinoid form.(bipolaron)，(δ)血enitrogens
which have the hydrogen atoms in the ne凶borh∞d.

Table 2 Calculated 15N shielding， band gap 
and total energy of polypyrrole 

σiso/ppm band gap/eV 
ー222.5 4.93 

ー225.1 1.76 
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(chrge 0) 

quinoid 
(chrge 1) 

ー228.3 3.45 -30.79 

【文献】

l.M.Kikuchi，H.Kurosu and I.Ando，J.Mol.Struct.，益2.，183(1992).
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Pl0 NMRケミカルシフトに及ぼす重原子効果

三菱製紙・筑波研究所

0遠藤一央、山本京之介、藤田郁夫、相田正之

Heavy Atorn Effect on the Nuclear Shielding Constant 

Mitsubishi Paper Mills LTD. Tsukuba Research Laboratory 

Kazunaka Endo. Kyonosuke Yarnarnoto. 1 kuo Fuj i ta. Masayuki Aida 

For nuclear shielding the relativistic correction due to a heavy neighboring 

atorn and a heavy diatornic rnolecule can be approxirnated by third-order and fifth-

order perturbation theory冒ithnonrelativistic functions. The contribution to 

shielding by third-order pertubation theory cornes frorn the cross terrn involving 

the spin-orbit coupling and I.S interaction. and the external field-orbit inter-

action. We calculated the Si and Ge chernical shiedings of SiX4 and GeX4(X=Cl.Br. 

1). respectively. due to the X heavy atorn. Furtherrnore. we explain the highfield 

shift of C 1 of chitosan for interaction bet曹eenchitosan and 13-. using the 

theory. We studied theoretical models of the interaction between a grucose unit 

and 12 (or 1-). using the serni-e阻piricalMO rnethod. In the fifth-order calcula-

tion. we discuss possibility of observable field-dependent chemical shift due to 

the heavy atorn effect for rnetal田oleculesin NMR experirnent. For Pb2 rnolecule. 

the shift is estimated as 19.4 ppm at 14.1 T. 

通常観測される反磁性物質 (S=O) の NMR'r~抑 :n トは、 Ramsey によって提唱された摂動論に

よる 1次の反磁性項と 2次の常磁性項によって説明される。この扱いの中では、電子の

;a0 i状態を変える漬算子を考慮する必要はなく、全波動関数の基底状態及び励起状態は

1重項状態を考えればよい。ところで、吋素や臭素等の重原子が隣接した化合物の13Cや

lHのれ帥:nトは、異常に高磁場に観測されることは、よく知られている。分子内において
注目する原子及び隣接原子が重原子(;a0 i軌道方7

0

IJï~' 定数が大きい: (例)1 eV Iこ近い)の

場合、この:nトを説明する為に、演算子としては、;a"i軌道L.S相互作用を考えねばなら
ない。(このL.S相互作用は、相対項(relativisticterm)の一つである.) 重原子効果

によるWトは、社γ演算子(L.S、I.S)を考える必要があるので、 3次摂動論を用いると共に、

全波動関数の励起状態としては、 3重項及び1重項を考慮しなければならない Iー幻(但し、

この中では、 1電子励起のみを考えている.)この重原子効果に関しては、相対項を含めた

波動関数(relativisticfunction)5】を用いて、 2次の摂動論でも説明できる.引

本稿では、まだ証明されていない重原子効果によるWトに関して(1)分子内重原子効果、

(2)分子問委原子効果、 (3)磁場依存性Wトに分類し、半経験 PM3 MO法刊を用いて報告

する。まず(1).(2)に関係した重原子効果による円トの一般論幻を簡単に述べる。

磁場中の分子に対するN個の電子系のHarni1 tonian(;aO i軌道相互作用を含む)は、

おす[山 、‘，，-aA
 
，，‘、

ここで、 A k( q) は、 k番目の電子に作用するぐ外帥・ jï !l t~であり、以下のように書ける.

Ak(q) =ま[Hx(rk由 q)]+fμAxrAk]/rlド
、‘，，。，“(
 但し、 Hは一定磁場、 μ白lま、原子Aにおける磁気壬-f."jトである。

トワード:重原子効果による磁場依存性:nト、第IV属元素1¥07i化物の:nト、分子間重原子効果、

0えんどうかずなか，やまもときょうのすけ，ふじたいくお.あいだまさゆき

畑、J
司

f-

唱

'A



基底状態及び励起状態に対する全波動関数を次の様にsing1e'determinantで表す。

1骨0=(ψ1α)(ψ113)・・・(伊"α)(ψ.13)，

1吾川=(ψ1α)(ψlB)・・・(ψ1_113)(1!f吉){(ψtα)(ψJB)ー(ψIB)(ψjα)}(ψ1+1α)・・・(ψ.B)，

( (約α)(ψjα) ) 

3~I_J = (ψ1α)(ψ113)・・・(れ113)¥(1/.f2){(日)(ψJB)+(引自)(い)}l(伽α)・・・(ψ，;13)，

{ (ψ113)(ψJ 13) } 

、‘，，n‘dv (
 

ここで、 1φ日は基底状態、 1φ ，-りは 1重項励起状態、 3φ1ー>jは3重項励起状態に関する

全波動関数である。このMO<fi (k)は、 Hartree-Fock演算子の国有関数である。
注目原子Aのト肘'ar定数に対して3次の摂動論を用い、 μ白と Hkに比例する項を(双一次
形式で)拾い出せば、:;-肘.4"Jr定数が求まるわけである。
I a2 (，_，__，_， ，，/(1Ol:reln) (nl:reIO)_¥ 
Uk=(a!J.k"a石1(01犯10)ー五( ErEo ) 
況判官51出どお|おaLJー(01犯10)ぷ[句史資;!おLQLJ})山

(4) 

ここで、 <01は基底状態.<nl、<11、<mlは励起状態の全波動関数を表す。

(1)、(2)、(3)式を (4)式に代入してAOまで展開すれば、 (4)式の右辺の第1項及び第2項が、

Ramseyの反磁性項と常磁性項に対応し、第3、4項が重原子効果による (L'S)Y7トである。

この第3、4項の支配的な項を詳しく書けば次の様になる.(nota t ionは文献2)を参考のこと)

σwト士山2IS(OW{手ぢ[qxcnμ向×札ん-Eo)+川-Eoん-Eo)] 
+251C?xcf]μCむ C~J， [Cj ， xqlμ {eEJI -EoWEJ'1 _EO)}-lーミ子 [qxCi)μ[CpCnμ

X削 i[{附

×刈内{引(泡3EJIμ1-イ4引Eι叫0)叫 -Eo引叫Eι叩叫oρ品)乃}_I+勺+2 2 下すe附 C匂?打ル川n~[Cμパ川[何C~xC山 ~C~付~lrEJI-Eo}-2. (ωω 5吋) 

(1)第 IV属元素'\D~' "J化物(SiX4、GeX4)のnunト
t1311} 杉本、金山、中辻ら引は、第 3属元素I\ D~' "J化物のNMR:;7トに

注目し、非経験MO法によってGaC14-nBrn-(n=0-4)のGa核抑ト

は、主に反磁性によって決定され、常磁性項は、内殻からの寄与

と価電子からの寄与とが消し合うようになる為小さいと述べ

ている.更にこの理論による反磁性項は、 F1ygare-Goodisman

(F-G)の反磁性項の近似式引に良く対応することを述べた。

我々は、先ず第1図に、 SiX4，GeX4(X=C1、Br、1)のSi核、 Ge核の

:;7トの実測値10-12)に対するF-G近似式の値を示した。 SiX4の

SD7ト実測値は、反磁性項の寄与の見積り過ぎに対し、GeX4の実

測値は、良く対応する様にみえる.ここでは、半経験MOPM3法引

を用いてSiX4及びGeX4の重原子効果によるy7トを式(5)によって

見積った.表lの (Tab1e 1) 

-a Si hに関する結果
F-G Eq〆ppm は、主なMOの寄与

を考えでの計算値であるが、実測値に対する傾

向は良く一致している。又隣接重原子Br及び I

による σL'Sの寄与が、かなり大きいことが証明

された.GeX4に関しては、常磁性項が大きく実験

傾向を説明することはできなかった。 表2の

ー1000

E
且
占
¥
・

3
A
O
-500 

。
。 SiC14 S iBr・4 SiI4 

σd i a -54.2 -66.0 -74.6 

σpara 593.0 584. 9 721. 0 

σL' S -7. 5 -27.0 -296.0 

σ(t 0 t a 1 ) 530.3 491. 9 35 0.4 

σ(calcd】 。 -38.4 -179.9 
σ(obsd) 。 -73.6 -326.2 
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σL.Sは、実験値の傾向をよく示していること (Table 2) 

が分かる。ここでは、 PM3法で第IV属元素のれ加 i I GeC14 IGeBr4 I Gel4 

'/7トの重原子効果の寄与を議論できたが、 GeX4 I σL.S I -21.0卜103.31-279.1 
の実験値に関しでは、厳密な議論は、この方法 |σ!obsdl I 0 I -62.01-1111. 9 
では無理なように思われる.(PM3での1¥'7J-9-が有機化合物に関してのものであるから). 
最近、中辻、中尾ら13】は、非経験MO法を用いて iGe化合物のGe核抑トは、主にσparaに
よって説明される」を述べている。

(3)キトザンとヨウ素との分子間相互作用による C1高磁場'/7ト

朴れとヨウ素との分子間相互作用に関しては、

ヨウ索がi3ーか15-(13-と12からなる.)かの二説

があるが、矢島、遠藤ら 14lとの研究で、固体

試料を作製し、 13C CPMAS測定(BrukerAC-250 

印刷出こけ装着)を行い、図2の様な結果を得た.

3ウ素量が増加すると共に寺川Y構成1ニけのC1が、

高磁場'/7ト(5ppm)することが観測された.

このヨウ素による高磁場'/7トは、上述の (5)式に

によって説明されるのでこの式をもっと大胆に

近似し、支配的な励起状態を考えて簡略化した。

この (6)式は、「重原子効果が、刊素と C1との

相互作用によって高磁場Wトを与える」を意味

している.ここでは、t1'同十算として""J-Aと12
文はIーの分子間相互作用をPM3法で行った。

相E作用の型は、 12(又は、 1-)が(イ)C 1の真上、
(ロ)C 1に結合しているOHのOの真上、 (1¥)r "J・1
リ'Jr中心の真上について考えた。各型の中で{イ)
での Iーとの原子間距離が3Aの時、 0.16ppmの

高磁場'J7トを与えた(但し、概算でグ "J-Abulk

基準の σdiaとσparaとの合計は、ー1.59ppmの低

磁場'/7卜になる〉が、原子間距離を近ずけると、

σL.Sがσdi aとσpar aの合計を逆転して高磁場'J7トを与えると思われる.

(3)重原子の磁場依存性Wト

NMR1~H:;-肘'or 定数の磁場依存性は、小さい為、 Ramseyl引の提唱以来、未だに観測

にかかる理論値及び実測値の報告もなされていない。しかし、最近の超伝導NMRの高磁場化

によって、重原子の化合物の場合は、磁場依存性'J7トが観測可能な数値になると考えてきた.

その理由は、重原子のAt''J軌道結合定数が大きく、励起工柿干ーは小さいからである.(両者共

にその値は、 1eVに近くなる). 既に演者らによって、当NMR討論会で誘導した式であるが、

我々が、Ramseyの提唱式をMO法で一般化したその結果を用い、文、重原子に関する新しい磁場

依存'/7ト・5次摂動論による誘導を簡単に述べる.

全ト肘'0'(について磁場依存を考えて1-7-展開すれば、

σL. S = (2/3) 11: A.α2!S(0)!2 (3Ejj-E目)2X 

x (P 2XBS!l+ P 2yBS肉+P 2ZBS白) (6) 

T σ σ+  (，"1+τ2) H目2 + 

(1理之}

目
‘
円

t
υ
I
・

a) 

150 100 50 ppm 0 

CP!MAS 13C-NMR spectra of the paruauy 

acetylated chlt叫組・lc姐Ineco.血plexslm
a)I.C.=O b)J.C.-O.84 C)J.C.-l.34 D)I.C.=1.S6 

、‘，，ns『，，‘、

ここで、 σは通常のト肘'or定数(4)式、 H日の奇数べきは、対称性の要請から消える.τ1
はRamsey、 τ2は重原子による磁場依存項である. この式を共鳴条件式iこ代入すれば、

ω (1一 σT)r H目 ( 1一 σ)r H目
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(τ1 +τ2) r H目3 、、，，anu (
 



(7)式では、 ωがH03に依存している.'/-肘， ~ i'(を求めるには、 μ.H 0に比例する項を拾い

出さねばならないから、磁場依存ト肘'ort" lH02、τ2H02も摂動論によって得られ、 4次
及び5次の摂動法となる。 ここで5次の摂動式を省くが、 Hami 1 toni anは(1)式、全波動関数
は、一般的には、 (3)式が考えられるので、これらを用いた結果で以下の議論を進める。但し

基底状態が3重項の場合は、 16)改めてMO展開して式を導出する必要がある。

5次摂動法による磁場依存'/7トの簡略化式を書けば、

(τ2H目2)zz={1/6)πα4λ1S (0) 12 ( H o 2 /E 4) ( P xνQ x y -P ~ y Q x x -P x x Q y y -P x y Q x y) 

x (P sx Q x リ Qs~+PsνQ x y Q s x -P s x Q y y Q s x-P s y Q x x Q s y) (9) 

ここで、 Pab+Qab=2δabである。 EIま支配的な励起IiH'ーである。
重原子化合物として Pb2及び

(Table 3) Sn2について、 PM3法でMO計算

P sx P sy P xx P yy P zz I した. (9)式による磁場依存ト

ー0.1654 0.000 1. 028 1. 000 1. 000 

-0.1738 0.000 1. 031 1. 000 1. 000 
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8. 16 

肘'0'(を求める為、Pb2とSn2の
populationを表3に示した。

表4には、最低励起叫Jv.r-の目
安ときれる D回目(解離エ H'~' -)、

3重項、 1重項の最低励起IiH'-

を原子単位で示した.

l重項への最低励起工柿平句で

も1eV前後であるから (Pb2の
3重項励起IiH'ーはO.6 eV)、

この計算での励起工iH'ーを
O. 0367a. u. (leV)として見
積った.

表5の結果では、

Pb2の場合、 IH相当600

MHzのNMRで約20ppmの

磁場依存'/7トが観測さ

れることになる.

今後磁場依存'/7トは

観測可能と思われる.

(Table 4) 
最低励起工iH'-(a. u.) 
D日目 3E i j-E目 1 E i j-Eo λ(a.u.) IS(O)12 

(Table 5) 

τ2H 02 τ1 H 02 

日目 =14.1 (T). 23.5 (T) H0 = 14.1(T). 23.5(T) 

Pb2 19. 4 54.0 -1. 5 -4.0 
Sn2 2. 6 7.3 -1. 0 -2.8 
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Pll 交差緩和時間測定による合成高分子ゲ、ル及び、マウス水晶体内の

水構造の研究

岐車大・医・第2生理，率藤田保衛大・総医研・分子生理

0悪良聖ー，中村浩二，曽我美勝ぺ高崎昭彦ぺ中上寧‘

Cross-re1axation studies on the state of water in synthetic copo1ymer ge1 

and mouse 1ens 

Seiichi Era， Koji Nakamura， Vasaru Sogami*， Akihiko Takasaki*， 

Yasushi Nakagami‘ 

Dept. of Physio1.， Gifu Univ. Sch. of Ved.，本Div.of Vo1. Physio1.. Inst. 

for Compreh. Ved. Sci.. Fujita Hea1th Univ. 

官estudied the physica1 state of water in mouse 1enses compared with 

those in various kinds of synthetic copo1ymer ge1s using 500 VHz lH-NMR. 

l/Tl values in synthetic copolymer gels and mouse lenses were gradually 

increased with increasing W (dry weight (先)). In contrast， l/TIs va1ues in 

copolymer ge1s were near1y zero at W of ~ 15覧. and increased gradually or 

steep1y with increasing W. indicating there might be changes in the state of 

water and/or polymer-water interaction in copo1ymer gels. l/TIs vs W for 

mouse 1enses was approximately straight line with the slope which is almost 

equal to that of copolymer gels synthetized with HEVA and GVA or HEMA and 

N-VP. These 1inear re1ation between l/TIs and W for copo1ymer ge1s and 

mouse 1enses might indicate that these kinds of copo1ymer gels have a1most 

the same physica1 states of water as the 1iving systems. observed by the 

cross-re1axation NMR techique. 

1.はじめに

1970年代の初めにlH-NVRを用いて.Damadian ( 1 ). Hazlewoodら(2)は種々の腫蕩

組織内の水のTj， T2が正常組織内の水のTj， T2よりも長いことを見いだしこのこと

は，単に生体組織内の含水量の差のみによるものではなく，水構造に差のあることを

示唆した。このような生体組織内の水構造の系統的研究として，我々は今までにタン

キーワード:交差緩和時間，合成高分子ゲル，水晶体，水構造

えらせいいち，なかむらこうじ，そがみまさる，たかさきあきひこ，なかがみやすし
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パク質のゾル・ゲル変換(3)，ラット正常・腫虜肝組織(4)，ラット正常・浮腫脳組

織(5)，ラビット正常・炎症関節軟骨組織(6)などの水構造変化を， 3601Hz 1 H-NIR 

により主としてT1，タンパク質より水分子への分子間交差緩和時間(T1S)を測定し

特にT1Sが生体組織内における水構造変化を鋭敏に反映し得ることを見いだした。今

回は， 500 阻z1H-NIRにより合成鎖状高分子ゲルとしてソフトコンタクトレンズ

(SCLs)を用い，その組成を種々に変化させることによって含水量の異なったSCLs内の

水構造について検討し生体組織のモデル系としてマウス水晶体内の水構造と比較研

究した。

2.材料と方法

今回作製したSCLsのモノマ一重量分率組成を表1に示す。 SCLsとして， N-vinyl-2-

pyrrolidone(NVP)と狙ethylmethacrylate(醐A)とのコポリマー(含水率， 18.4-79.2 

地;())， 2-hydroxyethyl methacrylate(HEIA)とglycerolmethacrylate(GIA)とのコ

ポリマー(含水率， 50，6-74.2出;⑩)， HElAとNVPとのコポリマー(含水率， 48.7-

83. 1先;⑥)， GIA， NVPとIMAとのコポリマー(含水率， 22.6-80.1 % ; ~)を合成し

た。これらのSCLsを円柱状に加工し，内径1.1 mmのNIR用ガラス細管に入れ，ロック

用溶媒としてDISO-d6を入れた5m時のNIR試料管に挿入した。また， 2， 4または8週

齢のddyマウス水晶体を内径3.2mmのNIR用ガラス細管に入れ(2週齢-20個， 4週齢~

15個， 8週齢-10個)， SCLsの場合と同様に，ロック用溶媒を入れた5m岬 NIR試料管

(表 1) に挿入して2時間以内に測定

した。

1H-NIRはBruker社製油

500 1H-N眠スベクトロメー

ターを用い，それぞれの試料

のT1(H20)，T1S(H20)を測定

した。 T1S (H20)は7.13または

...:. 4. 00 p. p. m.をrHzl2 J(-

69 Hzでf2照射し inversion

recovery法(Akasaka，

り測定した。

Weight Ratio of Monomers and Water Content ( % ) 
in Soft Con飽ctLenses 

Water c佃闘紙切

18.4 
28.5 
40.0 
53.3 
64.7 
73.2 
79.2 

MMA 

58.1 
49.1 
40.1 
31.1 
22.1 
13.1 
4.1 

N-VP 

∞lpolymAi四 ofN-VP11凶勘制A
・・ 33.9
・・ 42.9
・・ 51.9
・・ 60.9
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・・ 78.9
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民事。IlymenofG恥lA.N-VP aud勘刷A
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・ 37.0 46.3 16.3 
・ 32.3 40.4 26.9 
・ 27.7 34.6 37.3 
- 21.0 26.2 52.5 
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3.結果と考察

水晶体は水66弘タンパク質33%，その他の物質1幼、ら構成される親水性の液晶

的なゲル構築体であり，その透明性と屈折性は水ータンパク質その他の微量物質群の

三者閣の巧妙な相互作用のバランスにより保持されている。 Ozakiら(8)は水晶体の

老化と水晶体タンパク質の構造変化について，ラマン分光法によりSD系ラット水晶体

を測定し含水量及び水晶体タンパク質の構造変化は生後より生じ， 6ヵ月齢まで大

きく変化することを見いだした。我々が得たddyマウス水晶体の3601HzlH-NIR測定

結果においても，週齢の変化により同様の傾向が認められた(前回の本大会において

報告)02， 4及び8週齢のマウス水晶体内のT1 (H20)の逆数及び:TIs (H20) (7.13 p. p. m.， 

69Hz)の逆数を乾燥重量(fi(先))に対してプロットしたものがそれぞれ図1A，1Bである。

また， SCLsにおける誼Ij定結果をマウス水晶体の結果と重ね合わせたものを図2(図2A，

1/T 1 (H20) VS 則的;図2B，1fTI S (H20) (7.13 p. p. m.， 69 Hz) vs 則的)に示す。図

2Aに示すように， SCLsにおいて， NVP-IIA系コポリマー(0)，HEIA-GIA系コポリマー

(())， HEIA-NVP系コポリマー(⑥)， GIlA-NVP一醐A系コポリマー(ー)のいずれも1IT1
(H20) vs fi (施)プロットでは，マウス水晶体で得られた結果(.)と同様の傾向を示し

則的の増加とともに1fT1 (H20)値がゆるやかに増加する，上に凸の曲線を示した。一方，

図2Bに示すように，TI S (H20)の測定結果では，マウス水晶体の結果(.)と良く一致し

ているSCLsはHE.MA-G.MA系コポリマー(())とHEIA-NVP系コポリマー(⑥)であり， NVP-

Il.MA系コポリマー(0)及びGIA-NVP-IIA系コポリマー(ー)は違った挙動を示した。

これらのことから，合成鎖状高分子ゲル内の水分子の挙動に関する情報は， T1測定

からはもはや得ることができず，逆に，TI S測定は高分子ゲル内の水分子の挙動を鋭

敏に反映していることが判る。さらに，マウス水晶体の結果と良く一致した合成鎖状

高分子ゲル内の水の存在状態は， NIR的にみて生体組織内のそれに類似していること

が示唆された。(図 1B) 
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(図 2A) 
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P12 固体高分解能 29Si-附Rによるポリシランの構造研究 [ll]

神奈川大工 0高山俊夫 東工大工安藤島

A Structural Study of Substituted Polysilanes in the Solid State by 29Si NMR [ll] 

()Toshio Takayama. and Isao Ando 

(.Department of Applied Chemistry， Kanagawa University，Yokoha阻，

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology， Tokyo) 

The 29Si CP/MAS NMR experiments have successfully provided very useful infor温-

ation about conformation of polysilanes in the solid state. In this work， we 
study structural behavior of poly(diethylsilane) (PDES) and poly(dimeth叫silane-

co・diethlsilane)(PM-co・ES)，bymeans of 29Si CPI胤SNMR s抑 ctroscopyover a曹ide
range of temperatures. PDES takes trans conformation in the solid state. The 

copolymer is即 reflexible compared with dimethyl polyaer(PDMS). The 29Si T1 

data indicate that there is a large differences in molecular motion between 

PDES and PDMS. 

1) 緒論

新しい機能性を有するポリシラン1lの側績に各種アルキル鍍(R)会導入した場合，高分子

ポリシラン・(-R2Si-)n-の主鎖がどのような構造の挙動を取るのかを明らかにすることは非

常に興味があるo Rの炭素教によって主鎖構造が異なり，炭素数が1.....3の場合ポリシランの

主鎖構造はtransplanarであると言われている。しかし， R=2のポリ(ジエチルシラン)

(PDES)及びポリ(ジメチルシラン)(PDMS)とのコポリマー(PM-co・酪}の構造解明に関して

はいまだ十分に行われているとはいえない.本討論会では，いろいろな温度でのPDES及び

PM-co-ESの主鎖と側鎖の構造および分子連動研究に温度可変(VT)固体高分解能 NMR(29Si，

13C)法を用いることは有用であることを議論する。

2) 実験

2-1 PD酪及び PM-co・部の合成は Trujillo2'の方法にて行った。

2・2 VT-国体高分解能 NMR測定: J回LEX幻O装置を用いて CP/MAS及び GHD/MAS法

(29Si観翻周被数 53.54MHz，13C観翻周渡数 67.80削z)にて行ない，化学シフトは全て

TMS基準に換算した。スピンー格子緩和時間(T1)測定は Torchia法にて行った。

3) 結巣と考察

3・1 PDES: Fig.1にPDESの温度の関数にお砂る 29Si(a)及び13C(b)・印刷SNMRスペク

トルを示す。 29Siスペクトルに大きな変化はなかった。 13Cスペクトル(25"C)ではエチル基

国体高分解能 29SiNMR・アルキル置換ポリシラン・構造解析・コンホメーシヨン

0たかやまとしお・あんどういきお
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の2本のピークが2つに分裂していることより2種顕の結晶形が春在することを暗示している

が，湿度の上昇に伴って消失した.このことについては現在検討中であるo GHD/貼S法によ

るスペクトルもCPIMAS法のスペクトルと同じであった.これはこの温度範囲で異なった相

が存在してないことを示す.吹に， PDESのSi主錨及び鱒鎮の運動性を解明するために29Si

及び13Cの T1を劃定した(Table1)。剛直なPDMSの25"CでのT1値は29Si:494s，13C:11.6sで

あり，これと比較するといづれのT1値もはるかに小さく、 PDESはPDKSと比較してかなり柔

軟であることを示す.これはエチル基がメチル基より立体障害が大きく， Si主鎖が完全な

tr剖 s構造をとれないことによる。また，温度の上昇に伴って29Si及び13CのT1値はいづれ

も増大する傾向を示した。これはこの温度範囲でPDESがBPP理論(T1と分子運動の相関関係

を示す}における fastIIOtion 範囲にあることが分かった。

3・2 PK-co・ES:Fig.2fとPK-co・邸の29Si(a)

及び13C(b)・印刷SNKRスペクトルの温度変化

を示す.温度の上昇に伴って29Si及び13Cスペ

クトルに大きな変化はなかった.また， 25"Cに

おけるT1値(sH;129Si(開:30.6，ES:ll.2)及び

a) 

13C(開:CH3=3.87，ES:CH3=1.23，CH2=O.94)であった.

この値とTable1の値を比較すると，コポリマー

の邸部の分子運動はホモポリマーと比べて大きな

変化がないが， PK都の分子遭動はホモポリマーと

比べて大きく影響を受けていることを示す。更に

広い温度範囲での翻定結果を含めて詳しく議論する。

a) b) 

125・cl 125・c

b) 

125・c

Jl__ 
750C 750C 

25・c

__jk_ 
20 0 -20 -40 -60 40 20 0 -20 -40 

20 0 同20-40 -60 40 20 0 -20 -40 
29....， ~___ 13 
Sio/ppm "''''c o/ppm 

Pig.2 TelPerature dependence of 29Si(a) 

and 13C(b)-CP/MAS NMR spectra of PM-co・ES.

29~ ， ~ ，___ 13 Si o/ppm ~_.c o/ppm 

Pig.l TelPerature dependence of 29Si(a) 

組 d13C(b)-CP/MAS NMR spectra of PDES. 

Table 1 TelPerature Dependence of 

29Si and 13C Spin-Lattice Relaxation 

Ti・es(Tl/s)of叩IES

Nucleus Te・P・I"C
25 75 125 

29Si 10.1 16.8 34.9 

1SC 

CH3 

CH2 

1.31 1.74 3.15 

0.86 1.18 1.95 

l)T.Takaya・aand I.Ando，J.Kol.Struct.， 222， 275(1990); 243， 101(1991). 
2)R.E.Tr吋illo，J.Organo.at.Che..，C幻，198(1鎚0).
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P13 国体15NNM  Rによる芳香族ポリアミドならびにポリイミドの

構造解析

農工大工

三井東圧化学

0出村誠・呂奏洪・朝倉哲郎

浅沼正

Structural Analysis of Aromatic Polyamides and Polyimides by ISN Solid State NMR; MakoωDemura
1
， 

Joo Hong Yeo
1， Tetsuo Asakura1， and Tadas包Asanumi，1 Faculty ofTechnology， Tokyo University 

of Agriculture and Technology， 2 Central Research Lab.， Mitsui-Toatsu Chemical Inc. 

The託ructurein atomic level for aromatic polyamides and polyimid回，wasdetermined in the 

回lid期低byusing l-N CP Nfo..恨m拙吋onthe basis of the ani即位opyof '-N chemical shift 
tensors. The ISN chemical shift tensors were determined by the simulation of the observed 

powderpa恥 rnspectra The IsN CP NMR spectra of the orien包d鉛mpl回 wereobserved by 
setting up the block samples at parallel and pe中endicular with respectめ白emagnetic field. 
By the simulation of both spectra，血eangles between the NH bond direction and the fiber 
邸 isof orien凶 sampleswere deterr凶nedby using Euler angles defined for transformation of 

the principal axis system of the samples. Both the crystalline and non-αysta11ine structures of 

the polyamides and polyimides were discussed in detail. 

績言

固体15N化学シフト異方性と 15N_13C双極子相互作用に着目することにより、ポリアミド系
1-41 

配向試料の原子レベルでの詳細な構造解析が可能であることをこれまでに報告してきた。特

に、 N-C'またはN-H結合と繊維軸とのなす角度がこれらの解析から直接決定できるので、ス

ペクトルパターンから、結晶、非晶領域の分離とともに個々の領域ごとに上記の平均角度と

その角度分布が求められる。また、ポリペプチドでは、特定サイトの15Nまたは13Cラベリン

グによって、着目残基の内部回転角(や，ψ)の決定にも応用できることを示してきた。

本発表では、固体15NNMR解析法を芳香族ポリアミドおよびポリイミドの構造解析に適用

した結果について述べる。先ず、ポリアミド系配向試料の
15
N化学シフトがそのN・H結合と

配向軸とのなす角度に極めて敏感であることを実験と理論から証明する。さらに、ポリイミ

ドの構造解析と合わせて、 1~化学シフトと構造との関連について述べる。

実験

芳香族ポリアミド系繊維として、 polyparaphenyleneterephtalamide(PPTA)， polymeta phenylene 

isophtalamide(PMIA)， poly-4・methylmetaphenyleneterephtalamide(P4M-MPT A)を、ボリイミド繊

キーワード: 芳香族ポリアミド、ポリイミド、国体15NCP NMR、

配向、化学シフトテンソル

でむらまこと、ょうじゅほん、あさくらでつお、あさぬまただし
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維として、 poly3-3'(4，4にdioxybiphenyl)-diphenylene 

pyromellit imide(TPI)を用いた。 15N化学シフトテ

ンソル値は、粉末状に裁断した試料の15NCP

NMR測定を行ない、そのスベクト jレシミュレー

ションから決定した。また、繊維およびフィルム

の一軸配向プロック試料(4x4x12mm)を作製後、

静磁場と繊維軸とのなす角度を O度(平行)また

は、 90度(垂直)に設定し、 15NCPNMRを測定

した。配向試料のスペクトルのシミュレーション

主軸系と繊維軸系間の変換のオイラ一角

αF.sFを決定した九さらに、ポリイミドの主軸系

を分子軸系に変換するオイラー角αo.soを決定す

るために、 13CYNダブルラベルN-(フェニル) フ

により、

タルイミドを合成した。 13C_15N双極子相互作用に

よってモジュレートされたパウダーパターンのシ

ミュレーションからα。，soを決定した九計算の詳

細については、文献参照1-4)。

15NCPNMRの測定は、 ブロック試料の角度を任

意に変えられるプロープを備えたJEOLGX-400

NMRスベクトロメーターを用い、 40.5MHz~こて

行った。 CP時間は7ms、繰り返し時間は7sとし

た。 15N化学シフトはNH4N03を基準とした。

結果と考察

1.ポリアミド系配向試料の15N化学シフトのN-H結

合の角度依存性

ポリアミド系配向ブロック試料のI~CPNMR

スペクトルパターンは、ブロック試料の一軸配向

方向と静磁場方向とのなす角度によって大きく変

化する。 Fig.lに示した15NCPNMRスベクトル

(実線)は、絹フイブロイン(SilkII)， PPT A，ポリ

PBLG 

/一

C 

250 200 150 100 50 0 -50 
ppm C，'om 15~H4N03 

Fig.l ISN CP NMR spec佐aofpolyamides. 
silk fibroin(Silk II)， PPTA， PBLG and PMIA. 
Spectra of the uniaxially or tented and 
random state samples are shown as solid line 
and broken lineJ，respectively. 

-y・ベンジlレ・L・グルタメート(PBLG)，PMIAの配向軸をいずれも磁場に対して平行(0度)に

設置した場合の結果である。破線は試料をランダムに詰めた場合のパウダーパターンを示し

ており、試料開の大きな差異は認められない。しかしながら、分子軸を配向させたブロック

試料では、 15N化学シフトの主軸系が全15N核で配向するため、試料固有のN-H結合と分子軸
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とのなす角度によって著しく異なることを示している。 3磯田折または固体NMR解析から

明かにされているそれぞれの結晶部のN-H結合と配向軸とのなす角度，8NHは、絹フイプロイ

ン(SilkII)では90度，PMIAでは75または80度， PPTAでは66度，PBLGでは13度であり、。NHがノj、

さいほどピーク(σ戸r山 1)が大きく低磁場シフトした。

1~化学シフトテンソルの主軸系から繊維軸系または分子軸系の変換オイラー角αF ，ßF と
αD恥を用いて8NHは以下のように表すことができる。

COS8NH = COSsFCOSsO+ sin~cosαFCOSαosinßo + SinsFSinαFS加αosinso (1) 

あらかじめ、化学シフトテンソル(σ11<σ2z<σ33)とαo，soが決定されていれば、。NHはαF，sFの

関数として求められる。そこで、 σparallelを与える次式

~~ ~ ・山一 」山

σparallel =σ11 sm-PFcos-αF+σ'22sm-PFsmαF+σ3POS-PP 

を基にして、各試料のO"parallel実測値を満たすαF，sF

解の組から8NHの許容範囲を計算した(Fig.2)00.< 

8NHく 9dの範囲で示したこの図から、。NHが小さい

120 

80 

。
ほどσ
戸時1
が低磁場シフトすることが再現されて 6 40 

いる。言い換えると、配向プロック試料の配向軸 L

型 O
を静磁場に対して平行に設置したスベクトルの ゲ

σparaωが求められれば、。NHの許容範囲が推定でき

ることを示している。さらに、垂直に設置したス

ー40

(2) 

骨、

s 

c 
・昼

ベクトルパターンの解析と組み合わせてαF，sF値

を決定すれば、最終的に8NH値を絞ることが可能

-80 

0
0 

30
0 

60
0 90~ 

8NH 

であ抗る。 ①，②，③，③は峨他の棚視測1定創カか、ら峨決定討され枇た :2;2!ヰぷぷ?口;:立?ぷ反点:2:釘悦zばらぷtψ!?匂u噌3叩;ね32なiLじy;T2;均:b古混-££ふふ22&九;iUiu1
各試料の0丸N問川H~にこついてo"p叫をフ.ロツトしたもので 312$222i2212JZなごょにd

あり、いずれも実験誤差内で許容範囲内γある natural abundance silk fibroin and PPTA， respectively. 
』 O 

TPe UPU-0回 valuesof naturalabundance silk fib印刷①)， 

また、 Fig.lのPMIA，P4M-MPTAのように配向プ "NGly-labeled silk fibroin (②)， PBLG(③) and PPTA. 
(④) are pl噌 dusing the 8NHvlaues 

ロック試料の配向軸を静磁場に対して平行に設置

Table 1 Structural charactarization of various polyamides based on the 
15
N Chemical shift tensors. 

Aromatic AhphatJc 
PPTA PMIA P4M-MPTA PBLG Silk(Gly) NMXD6 Nylon66 

αoσ

合

σzn
」
atzddc(ppp

四
tpppuommmd
叫

) 
) 
) 

〈%)

48 51 52 33 22 31 19 
68 66 70 56 54 66 65 
195 196 198 195 186 200 206 
104 104 107 95 87 99 97 
100 44 17 39 21 18 61 100 80 80 100 。

e8BhWNNddCNpmmpMmmaxR}
))〈(d{ddeeeggg)
} 
〉

90 68 105 160 72 106 149 182 42 42 25 
53 65 48 25 64 48 31 7 48 54 58 
66 83 58 34 83 59 40 38 88 83 66 
58，65 75，8050，5527，32 79，8461，6642，47 13 89，91 54，84 49，79 

p (distribution /deg) 8 3 9 15 9 24 29 45 10 22 20 。
NHXray(degX)r 66 75，80 86，94 13 92.5 67 90 
crvstallinitv av(%175 25 25 20 40 30 50・60
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したスベクトルが分裂した場合、各成分A，B，CのOpar山 iから同様に8NHの許容範囲が求められ

る(Fig.2の矢印A，B，C)。結果をTable1にまとめた。

2ポリイミド配向試料の結晶および非晶部の構造解析 t~ヲ
Fig.3はアニールされた延伸TPIフィルムの配向

軸をそろえて作製したブロック試料の15NCPNMR

スベクトルである。天然存在比の試料のため、積算

回数は、配向軸を磁場と平行および垂直に設置した

場合、それぞれ倒仏 11000回であった。平行と垂直 t~ 
に設置したピークの線幅は約15ppmと130ppmで、

大きく異なる。 I~CPMASNMRスベクトルから得

られる等方的化学シフトおよびランダムに詰めた試

料のパウダーパターンから、 15N化学シフトを79， 目。V 畑 山

Fig.3 'JN CP NMR spec佐aofpolyimide， TPI. 

183，192 ppmと決定した。このテンソル値を基に、 25;??:JZ?;;iJ232おなじ12er)to
Fig.3の平行設置スベクトルの成分を配向分布pの異 spectralsIlnωlation. σ誌

なる 2成分A(60%)， B(40%)に分離した。配向分布

の狭い成分Aが結晶成分由来と帰属されるものの、

X線回折による結晶化度は約20%とされている。従

って、個々の分子鎖は結晶構造のコンホメーション

をとりながらもその分子聞の空間的連続性は必ずし

句3

Fi!!.4 Direction of l~ Chemical shift tensor of 
も高くないと推定される。 T品imideplane. 

平行、垂直設置の両スベクトルを再現するシミュレーションを15N化学シフトテンソルを

用いて行い、主軸系と繊維軸系のなす角度αF，sFを成分A，Bについて求めた。 sFについて依
存性は高くそれぞれ12:t2度、 0士2度と決定されるが、 αF~.:::ついてはその依存性はほとんど

なかった。また、 13C_15NダブルラベルN-(フェニル)フタルイミドのパウダーパターンのシ

ミュレーションからαDC払)Cを0，106度と決定した(Fig.4)。成分A，Bのイミド基のC'I-N-C'2に

ついて8NCl'8NC2をこれらのパラメータから計算すると、それぞれ112::1::7，170土4度と 106::1::7，

174::1::4度となる。これらの結果はアニールした延伸TPI分子鎖は、平均的にはそのほとんど

が結晶性のコンホメーションをとっているが、その配向分布が高い成分と低い成分が共存す

ることを示唆している。

参考文献

1. L.K.Nicholson， T.Asakura， M.Demura and T.A.Cross， Biopolymers，33， 847(1993). 

2. T.Asakura， J.H.Yeo， M.Demura， T.ltoh， T.Fujito， M.lmanari， L.K.Nicholson and T.A.Cross， 

Macromolecules， ..ilI rres~ 

3.日奏洪，朝倉哲郎、高分子論文集、印刷中

4.g奏洪，出村誠，小中沢岳仁，朝倉哲郎，伊藤卓郎，藤戸輝昭，今成司、高分子論文集、印刷中
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P14 p-tープチルカリクス[4]アレン包接化合物の国体高分解駒~MRによる研究

(群馬大工)0山延健、中村一成、即断和伸、甲本忠史
(東工大工) 黒子弘室、安藤勲

(金沢大工) 中本義章、石田真一郎

13 C CPMAS NMR. Study of p-t-bu酬明制4加eneCla由Iatein血e回出羽te

o Takeshi Yamanobe 1) ， Ichinari Nakamura 1) ， Kazunobu Hibino 1) ， Tadashi Komoto 1) ， 
Hiromichi Kurosu 2) ，1回 oAndo 2) ， Yoshiaki Nakamoto 3) and Shin-ichiro Ishida 3) 

1) Department of Materials Engineering，Gunma University 
2) Department of Polymer Chemistry， Tokyo lnstitute of Technology 
3) Department of lndustrial Chemistry， Kanazawa University 

13 C CPMAS NMR measurements were国汀iedout for p-butylcalix[4]arene/alkylbenzene 
clathrates in the solid s凶土e.13 C chemical shifts of the alkyl group in the clathrates appear at 
higher field com pared wi血 thosein Iiquid state. The upperfield shifts of 13 C chemical shift 
is understood as the rir噂currenteffect of host phenyl groups. Based on the ring current effect. 
it was found that出ealkyl groups of the guest molecules are located in the cavity of p-t-butyl-
国 lix-[4]arenedepending on the size of the alkyl group. Variable temperature measurements 
were aJso carried out and the structure胡 dmoblity of clathrates are discussed. 

[緒言]

フェノール樹脂を合成する過程で生成す

る環状オリゴマ一、 p-t-プチルカリクス

[4Jアレンは内部に空孔を持つ物質であ

る。カリクスアレン(図1)はその内部空

孔に低分子量の物質や金属を取り込んで包

接化合物を形成する。例えば、p-t-プチル

αCH~ 

b3JAH3 

カリクス [4Jアレンはクロロホルム、 Fig.l p-t--butylcalix[4]arene 

ベンゼン、トルエン、キシレン、アニソールと結晶性の包接化合物を形成する。これ

らの包接化合物の構造についてはこれまで主にX線結品解析によってなされてきた。

しかし、ゲスト分子は包接された状態でも運動しており、 X線解析によってその位置

は推定にとどまっている。

カリクスアレンの空孔部分は主にベンゼン環によって構成されており、ベンゼン環

の環電流効果は包接されているゲスト分子の位置に関して情報を与えてくれるものと

考えられる。本研究では13C C PMA S NMRを用いてp-t-プチルカリクス [4J

アレンとアルキルベンゼンの包接化合物の構造に関して議論する。

キーワード :p-t-プチルカリクス [4Jアレン、固体高分解能N眠、包接化合物

0やまのべたけし、なかむらいちなり、ひびのかずのぷ、こうもとただし、
くろすひろみち、あんどういさお、なかもとよしあき、いしだしんいちろう
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〔実験]

18C CPMAS NMR測定は日本電子製GX270NMRスベクトルメーターを

用いて行った。観測周波数は67. 8MHz、接触時間は5ms，MASは約2KH

zで行った。測定温度は-1 2 0 .c"，  1 2 0 .cである。化学シフトの基準はアダマン
タンのメチレンピークを29. 5ppmとしてfiった。
〔結果と考察]

表1にカリクスアレンとトルエン(TOL)、ヱチルベンゼン(EB)、n-プロピルベンゼ

ン(nPB)、 i-プロピルベンゼン(iPB)の包接化合物のNMR化学シフト、包接されて

いないアルキルベンゼンの化学シフトとその差をを示した。この表からわかるように、

iPBを除いてTOL、EB、nPBのメチル基の化学シフトは包接されているものに比べて包接

されていないものか約5ppm高磁場側に現れている。このことはTOLについて既に報告し

たように環電流効果によって解釈することが出来る1)。すなわち、カリクスアレンの

空孔部分は構成する4つのフェニル環によって閉まれており、包接されたアルキルベ

ンゼンのメチル基はそれらのフェニル環から環電流効果を受けている。その環電流効

果による化学シフト差を比べてみるとTOLが5.8ppmで最も大きし EBが'4.7、iPBが4.6p

pmである。このことから、 TOLが最も深くカリクスアレンに包接されており、 EB，iPBは

少し浅く包接されていることがわかる。 C2炭素についてみるとE弘nPBともに約lppm

であり、メチル基より浅い位置にあると考えられるので弱い環電流効果を受けている。

一方でiPBのメチル基の化学シフトは包接されていないものに比べて約lppmの高磁場シ

フトであり、他のものに比べて包接がかなり浅いものと考えれる。 EB、nPBのC2炭素

の環電流効果が約lppmであることから、 iPBの場合は他のものに比べて単結合lつ分位

浅い位置にある。

Table1 13 C NMR Chemical Shifts of alkyl carbons of aIkylbe回~nes induded in the p--t-butyl団 lix
[4]arene in出esolid state and and their upfield shIfts fj. O by the host-guest interョction

iPB 

1:3 C chemical shittJoom 
Cl C2 c3 

15.5 
(21.3) 
10.9 28.0 
(15.6) (28，9) 
9.2 232 
(13.8) (24.6) 
23.0 34.9 
(24.0) (34.9) 

IJ ofield shift( fj. o ppm) 
Cr c2 c3 

5.8 

Guest 

TOL 

EB 4.7 9

A

y

 

n
U

守

i

A

U

0.1 nPB 38.1 4.6 
(382) 

1.0 

The number in the parenthesis indicates thc chemical shi此forthe∞町田p∞ding仕田 alkylbenzene.
Table 2 13 C chemicaI shifts of α、戸、......... ~ "'"包/、

γ叩 bonsof p-t-caIix[4]arene CI仙m凶 I コ i コ ~J ¥LJ 
"C chemicaI shi仕100rn- '-グ ¥叫グ ¥ヂ'" ~ 

叩 L J13L30:l印32?H23?H2cFLq
EB お 6 3ω30.71  CH32?H21  J 13  
nPB お334930.516H3
iPB 33.4 34.9 30.7 

TOL EB nPB iPB 
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この包接の違いはカリクスアレン自体の化学シフトにも現れている。表2にTOL.EB.
nPB， iPBとの包接化合物のカリクスアレンのメチル基 (α)、メチレン基 (r )、4級
炭素(戸)の化学シフトを示した。メチレン炭素の化学シフトは4種類ともにほぼ同

じであるためホストとゲストの相互作用は空孔部分ではあまり大きな違いはないもの

と考えられる。これに対して、 4級炭素とメチル基を比べてみると4級炭素で約O.5pp

m、メチル蓮で約1.5pp臥 TOLの方が高磁場側に現れている。すなわち、ゲスト分子とt

-プチル基の相互作用に違いがあると考えられる。

包接化合物の構造をより詳しく議論するために環電流効果の計算を行った。 Johnson2)

らによると環電流効果は以下の式で与えられる。

n e 211  
d' X10吋 =6πmc2a す訂古訂τ予]l K 

1-ρ2-L2 _ 1 
(1一 ρ)2十L2-J

ここで、 Lはフェニル環の中心からの垂直距離であり、 pは環中心からの水平距離で

あるoX線解析から得られた座標を用い、トルエンのメチル基がカリクスアレンの中

心軸上にあると仮定し、メチル基の位置を変化させて環電流効果を計算したのが図2

である。ここで、 Z軸はカリクスアレンの中心軸に平行である。この図からわかるよ

うにZ=4.3において1個のフェニル環から最大の環電流効果l.04pp皿を与えることが
わかる。計算によって得られたフェニル環とトルエンのメチル基の位置関係を図3に

示す。トルエンのメチル炭素はカリクスアレンの酸素原子がなす平面の上方3.23A、フ

ェニル環の中心がなす平面の上方O.91Aであることがわかる。 Bott3)らはp-t-プチルメ
トキシカリクス[4Jアレン ナトリウムとトルエンの包接体のX線構造解析について報

告している。それによると、トルエンのメチル炭素はカリクスアレンの酸素原子のな

す平面の上方i3.91A、フェニル環から3.54Aの位置にあると報告している。本研究で行
った環電流効呆の計算がベンゼン環に基づくものであること、カリクスアレンの構造

が異なることを考慮すると、この値は我々の結果に非常に近いものであることがわか

るoすなわち、この環電波効果に基づくカリクスアレン包接体の構造解析が有用であ

ることが示唆される。

81・1
冨 1
3:i 
U .1 ， .6 
切 R

a:l 
z:2 
1-i 
s-.11 

• • _. -.・-
。

• 
• 

2 

.---• • 
• • • 

3 4 5 

Z/A 

• 
• 
• 

6 7 

Fig2 Calculated ring一ωrrenteffect. Fig.3 Structure of p-t-butylcalix[4]arene/ 

toluene clathrate 
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図4にp-t-プチルカリクス日]アレン
/トルエン包接体の13CCPJlASスベクトル

の温度変化を示した。 -120・Cではフ
ェニル環部分のピークがかなり複雑にな

っている。この部分はカリクスアレンと

トルエンのピークが重なっているが明ら

かに両方の炭素数より多いピークが存在

する。このことは低温側でホストである

カリクスアレンの4つのフェニルの構造
が非話事価になっていることを示している。

-90・Cはほとんどスベクトルは変化が

ないが、-6 O'ct.lJ:ではフェニル環部

分のピークが先鋭化している。これは温

度上昇にともないカリクスアレン分子の

運動が始まり、低温側では非等価であっ

たフェニル環が運動することにより平均

的に等価になったことを意味している。

O.cと室温のスベクトルを比較してみる

とカリクスアレンのフェニル基の部分.t

-プチル基の部分のスベクトルが急激に

変化している。 t-プチル基のメチル炭素

は約1.2ppm:高磁場シフトしている。また、

フェニル環の部分に関してもl3Oppm:f寸近

のピークが3本から2本になり線幅が広

がっている。このことはO'cと室温の間

でかなりの構造変化が起きていることを

意味している。

トルエンのメチル基の化学シフトは温

度上昇により徐々に低磁場シフトしてい

る。このことは温度上昇により、ゲスト

1田 100 国

であるトルエンの位置がカリクスアレン F"Jg.4. Vl's開制ofp-t一同icaJQ(4.:加盟

-_ .Lι 

の空孔より徐々に外側に移動しているこζ密意味している。メチル基の化学シフトは

特にO.cと室温の聞で大きな変化はない均f温度に対する化学シフトの変化率はO'c以
下では緩やかに変化し、 O'c以上では急激に変化している。これらのことから、この

温度付近で包接体の構造が変化していることが示唆される。

l)T.Komoto et al， J. Chem. Soc.， Chem. Commun.， 135(1988) 

2)C. E.John回 nJr.祖 dF.A. Bov句，J. Chem. Phys.，塑， 1012(1958) 

3)S. G. Bott et al， J. Am. Chem. Soc.， 1盤， 1709(1986) 
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P15 国体状態におけるポリ (r- nーアルキル Lーグルタメート)の構造
と分子運動 [IV] 

0内藤良之 1)、山延健 2)、植松淑子 1)、安藤勲 3) 

1)東京工芸大、 U 群馬大、 3)東京工業大

Structure and Molecular Motion of Poly( -n-alkyl L-glutamate)s 

in the Solid State [IV] 

OYoshiyuki Naito1)， Takeshi Yamanobe2) ， Yoshiko Uernatsu1に IsaoAndo3) 

I)Tokyo Institute of Polytechnics， 2) Gunrna University， 

3)Tokyo Institute of Technology 

!3c CP恥fASNMR measurements were caπied out in order to clarify the structure and the 
mobility of出emain and side chain of poly (y-n-alkyl L-glutamate)s. From VT spectra， it 
was found that the side chain peaks disappeared at -20 -OOC independent of side chain 
length. At this temperature range， the rate of the side chain motion is thought to be close to 
lH decoupling frequency. For the polymer with longer side chain length than PG-6， peaks of 
main chain also disapp巴aredat 20-40oC.百lemain chain of these polymers can attain high 
mobility by increase of the side chain mobility.τne mobility of the side chain carbon is 
discussed through T1・

1.序論

ポリグルタメート誘導体は主鎖が αヘリックス構造を形成し、適当な条件下で

液晶相を形成することが知られている。このポリグルタメートの側鎖に nーアル

キル基を導入したポリアルキルグルタメート (PALG)は、その側鎖長に依存して様

々な興味深い挙動を示す。例えば側鎖のアルキル炭素数が10以上ではサーモトロ

ピック液品を形成し、 14以上では室温で側鎖が結品相を形成する。このような性

質と、側鎖長との関係を明らかにすることは非常に重要である。我々はこれまで

国体高分解能 NMRがポリアルキルグルタメートの構造解析に有用であることを

報告してきた 1)。本研究では、一連のPALGについて広い温度範囲における主鎖及

び側鎖の機造と運動性について、固体高分解能 NMRを用いて議論する。

キーワード:卒。ザ(r-n-7叫ル L-rHJ.-ト)、 13C スピンー格子緩和時間、

13 C CPMAS NMR、 α ーへザ 7~^ コン本メーション

0ないとう よしゆき、やまのべ たけし、うえまつ よしこ、

あんどう いさお
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2.実験

一連のポリアルキルグルタメートは、対応する n アルコールとのエステル交

換反応によって合成した。便宜上サンプルはPG-nと省略し、 nはアルキル炭素数

を示す。各試料はクロロホルムに溶かし、室温でシャーレにキャストしてフィル

ムを作成した。 NMR測定は、 JEOL JNM-EX400iB NM買を用いて行った。測定温

度はー 100から 900Cである。

Cαamide 

4NH-fH-CO九

CβーCH2 

cr-c H 2 

OF-o-QHz一守 H2十QH2九CH2-CH2-CH3 
ester 0-CH， a'-CH， int -CH， s-CH， a-CH， 

P G -n 

3.結巣及び考察

国体状態における PALGの運動

性を調べるために、-100から

1100Cの温度範囲でCPMAS測定を

行った。 Fig.1は、 PG-6の-100 

から 800Cの温度範囲におけるCP

MASスペクトルの変化を示したも

のである。-100から-800Cでは

スペクトルはほとんど変化して

いない。線隠はブロードで、室

温では十分に分裂している αと

α'、intとβーCHzのピークは重

なっている。この温度では側鎖

の逮動は停止している。また、

PG-6では側鎖の結晶化はおきな

い。従って、側鎖は非晶状態に

あり、このため化学シフトに分

布が生じ線編が広くなったもの

と思われる。-600C付近から側

鎖のこの部分のスペクトルが分

裂し始める。これは、この温度

付近から徐々に側鎖が退勤し始

め、化学シフトの分布が若干平

CO(amide) CO(eSler) 

¥1 
800C 

600C 

400C 

250C 

ー400C

-600C 

-800C 

一1000C

呂田 1日 100 

DCE:リ};~:H
j ~~ρ 

P例崎

日

Figure.l 13C CPMAS spectra of 

PG-6 at various temperature 
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均化されたためであると思われる。-200C付近では側鎖炭素のピーク強度が急激

に減少している。これは、この温度付近で側鎖の運動がプロトンのデカップリン

グの尽波数と同程度の速さになったために、その運動にデカップリングのエネル

ギーが吸収されて、ピーク強度が減少したものと考えられる。他のサンプルにつ

いても同様に一 20から oOC付近でピーク強度の減少が観測された。 ooC以上では
側鎖の各炭素のピークは十分に分裂する。

主鎖に関しては、 PG-lでは-100から 900Cの範囲で主鎖ピークが消失することは

ないが、 PG-2から PG-5と側鎖長が長くなるに従って、側鎖ピークがシャープにな

った後に主鎖ピークが消失する。その消失温度は、側鎖長が長くなるに従って、

低混側へシフトする。このことから、側鎖長の短い試料では側鎖の運動が十分速

くなっても主鎖同志の相互作用によって、主鎖の運動が起こりにくいものと考え

られる。 PG-6以上では Fi g. 1から分かるように側鎖のピークの消失後すぐに主鎖ピ

ークが消失している。このことから、 PG-6以上では側鎖の運動が活発になると主

鎖自身も運動が可能になることが分かる。

次に、室温以上の温度における側鎖の運動を詳細に調べるために、 '3C スピ

ンー格子緩和時間 T，の測定を行った。 PG-lから PG-3ではTorchia2)のパルスを用

い、 PG-4以上の長いアルキル基を持つ試料ではパルスサチュレーションを利用し

5.0 I I I 丁一一T一一T・:CH3
ロ:OCH2・:Cr _ 
O:Cβ 

丁一一一下 了一一，-，-

・:CH3・:αCH2
o :QCH2-
口:Cr

言 4.0ト
リ3、、__，

ト 3.0
• 

。田口、

• -• • • • 
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Figure.2 Temperature dependence of T， for 
side chain of PG-2 (a) and PG-3 (b) 
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たパルスシーケンスを用いた。 Fig.2(a)は、 PG-2の側鎖炭素について室温から

900Cにおける T1を温度の逆数に対してプロットしたものである。

温度の上昇とともに T1の値は減少している。従って、側鎖炭素の運動性は増加し

ているが、 T 1の極小値よりも遅い運動領域にあることがわかる。また、末端のメ

チル基も運動性は増加しているが、 T1の極小値付近から増加しているので、他の

側鎖炭素よりも速い運動領域にあることがわかる。

Fig.2(b)は、 PG-3の側鎖炭素について、 PG-2と同様に T 1の温度変化をプロット

したものである。 Cβ では T 1は温度の上昇とともに減少しているが、 C rから末

端の炭素は T 1の極小値付近にあることが分かる。従って、 PG-2から PG-3へと側鎖

炭素が一つ増加したことによって、かなり側鎖全体の速動性が増加したことにな

る。また末端のメチル基に関しては、温度の上昇とともに T 1が減少している。こ

れは側鎖の運動性の増加にともなって末端に別の運動モードが生じたためである

と考えられる。

Fig.3は、 PG-11の側鎖炭素について、同様に T 1の温度変化をプロットしたもの

である。主鎖に近いCO(エ;1.111-)、 O-CH2炭素は、 T 1の極小値付近にある。側鎖アル

キル炭素数が 4以上の他の試料

についても同様に、 CO(エ日川、

O-CH2炭素の T 1は、極小値付近

にあり、側鎖長に依存した変化

は見られなかった。これに対し

て、 O-CH2炭素より外側の側鎖炭

素については、温度の上昇とと

もに T1の値は増加し、その増加

量が側鎖長とともに増加するこ

とから側鎖長が長い程側鎖の運

動が速いことが分かる。

以上の結果から、側鎖アルキ

ル基の短いPG-1からPG-3では、

T1の極小値付近からそれより遅

い運動状態であることが分かっ

た。 PG-4以上の長いアルキル基

を持つ試料では、側鎖末端ほど

速い運動状態にあるが、 CO(エス

テル)、 O-CH2炭素は側鎖長に依存

しないことが分かった。
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Figure.3 Ternperature dependence 

of T1 for side chain of PG-11 

1) (a) M.Tsukahara et al， J.Mol.Struct.. 159.345 (1981) 

(b) T. Yamanobe et al， Macr'omolecules. 21. 48 (1988) 

(c) T. Yamanobe et al， J. Mol. Struct.. 295. 25 (1993) 

2) D. A. Torchia. J. Magn. Res. .担. 613 (1918) 
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P16 重水素NMR法による液晶分子のコンホメーション解析[2 ] 

東大教養 O鳥海弥和

Analysis of Conformational and Orientational Properties of Liquid Crystalline 

Molecules by use of Deuterium LCNMR [2] 

Hirokazu Toriumi 

Department of Chemistry， College of Arts and Sciences， The University of Tokyo 

The conformational and orientational properties of liquid crystalline molecules in 

neat nematic phases have been analyzed by using deuterium LCNMR.百le2H-LCNMR 

quadrupolar splitt泊gpatterns obse円 edfor n-alkylcyanobiphenyls and 任 alkyloxycyano・

biphenyls can be quantitatively reproduced based on a newly developed formulation of 

白e potential of mean torque which inc1udes contributions from orientational 

correlations between neighboring bond segments as well as those from individual bond 

segments (chord model). The results obtained in this study clearly demonstrate the 

predictive power of由echord model and血eusefulness of the LCNMR technique for 

elucidating conformational and orientational properties of f1exible molecules in liquid 

crystalline phases. 

[序論] 磁場中で一軸配向させた液晶分子の NMRスペクト Jレは、双極子一双極子

相E作用、核四極子相互作用に由来する複雑な splitting patternの重ね合わせからなる。

この複雑さは波晶 NMR(LCNMR) スペクトルが含む情報量の多さに由来するもので

あり、その解析が可能となれば、分子のコン

ホメーション特性および配向特性に関する

詳細な知見を入手する新たな道が開けるこ

ととなる。例えば、磁場配向した液晶分子

について重水素核をプロープとする 2H-

LCNMR測定を行うと、図 1に示すような

核四極子相E作用による doubletが観察され

る。この分裂が核四極子分裂であり、その

分裂幅d.Viは C-Dポンドベクトルの配向秩

序度 Si
CDに直接比例する

的 izf向QIh)く?cdOi?

=f(内QIh)S七D 、.，
F

'
E
'
A
 
，，E
、

Isotropic Unlaxial 

Zeeman Zeeman + Quardupole 

Fig. 1 Energy level of spin = 1 
nudeus w_ith _quadrapole m6ment in 
magnetic field 

_ 
and deuterium NMR 

spectrum. 

重水素NMR/液晶/コンホメーション/配向ポテンシャル/セグメント配向相関

とりうみひろかず
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ここで 6iは C-Dベクト Jレが磁場に対してなす角であり、分子v中に配向様式のことなる

複数の C-Dセグメントが存在する場合には、そのすべてのセグメントに対してそれぞ

れ独立した企vi値、すなわち SiCD値を得ることができる。

しかし、液晶 NMRデータ解析のためには、液晶相における分子の配向ポテンシャル

に関する正確な知識が必要であり、 conformation-ori巴ntation間の相闘を任意に分離し

たりスケーリングしている限り正確な解析を行なうことはできない。筆者は、昨年の討

論会において、フレキシプル鎖としてもっとも簡単なかalkaneを例に取り、そのネマ

チック港媒中における配向ポテンシャルの厳密な表現について報告した1)。本報では、

この発展として、ネマチック液晶分子のニート相における 2H-LCNMRデータを解析し

た結果を報告し、 LCNMR法により液晶分子のコンホメーション特性と配向特性に関す

る詳細な情報が得られることを示す。

[セグメント配向相関理論] 液晶分子の分子配向秩序度 s= <s(ω，n)>を計算するた
めには selfconsistency equationを解く必要がある。例えば図 2に示すような構造をも

っn-alkylcyanobiphenyl(nCB)に対する配向関数 S(ω，n)は、前報1)で報告した取り扱

いに従い、以下のように書き表される

N-l N-2 

S(ωA)=YdehO)+pgcZYdei，ei)+pbcヱY33(ei，e刊 (2) 

i=l i=l 

S(ω，n)のアルキ Jレ末端鎖コンホメーション (n)および配向 (ω)に対する依存性は、各

C-Cセグメント・ペア (i，i+m)の配向相関関数Y33(e¥ ei+皿)中で表現されている。ただ

し、ぜはアルキル鎖中の i番目の C-Cセグメントに沿った単位ベクト Jレであり、 p国 C.C

はm次相互作用項からの寄与の大きさを表わす定数である。式 2の第 1項はコアの配

向秩序度、第 2項、第 3項はアルキル末端鎖中の C-Cセグメントに対する直接および

最近接の相関配向秩序度を示す。配向相関項(第3項)は配向ポテンシャ Jレの分子形

状に対する依存性を表現する。式 2を用いることにより、分子間ポテンシャルの異方

性成分は

VA(ω，n)z-f(doJS(仰)<S(ω'，n') > (3) 

と書き表され、式 2-3により分子配向秩序度くS>、または分子中の各 C-Dポンドのセ

グメント配向秩序度 SiCDに関する

self consistent equationをとくこと

が可能となる。

セグメント配向相関理論による

LCNMRデータの解析は、すでにア

ルカン、 Z，3) ジプロモアルカン、叫単

量体液晶、'，6) 二量体液晶7】などに

ついて報告済みである。セグメント

配向相関理論は、これらいずれの系

においても、 adhocなノTラメーター

ト宇よ

Fig. ~. The !nt.eracting unit of the n-alkyl-
cyanobiphenyl liquid cfystalline molecule. 
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を導入することなしに実験結果を定量的に再現することに成功している。以下では、そ

の中から、図 2に示した nCB液晶に対する解析結果を紹介して、 2H-LCNMR測定に

より液晶分子のコンホメーション特性についてついて明瞭な知見が得られることを示す。

[結果と考察] 図3にnCB(n = 5-8)の末端アルキル鎖に対する C-H(D)ポンド配向
秩序度の実測値(・)と計算値(実線)を比較する。また、 5CBの pentylchainについ

て各メチレン基のセグメント配向秩序度の温度依存性を解析した結果を図4に示す。い

ずれの場合においても実測値と計算値との聞に定量的な一致が得られていることがわか

る。これらの例に示すように、セグメント配向相関理論は液品分子そのもののニート相

におけるコンホメーション特性および配向特性を定量的に解析することができる。なお、

シアノピフェニル基のパラ軸方向の配向秩序度 S に関する実測値(計算値)は:5CB， 

0.49 (0.43) ; 6CB， 0.47 (0.40) ; 7CB， 0.48 (0.45) ; 8CB， 0.51 (0.51)であり、 8CBの

場合を除き計算値がいずれも小さな値を示しているが、これは計算においてコアの

biaxialityを無視したためである (5CBに対する biaxialityの実測値は S..-Syy = 0.07 
と報告されている)。

LCNMR法は液晶分子の配向特性に関する極めて豊かな情報を提供する手法であり、

また LCNMRスペクトルの解析自体は通常の Nl'v配分光学に属する研究対象である。

しかし、この情報をもとに、さらに分子のコンホメーション特性についても定量的な

知見を得ょうとすれば、非等方相における分子の配向ポテンシャルに関する正確な知

識がただちに必要となる。本報で紹介した「セグメント配向相関理論Jは、現在のと

ころ、内部回転の自由度 (flexibility)をもっ実在液晶分子のコンホメーション解析が可

0.25 

0.20 

5015 

的 0.10
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Fig. 3 Measured and calculated values of the C-H bond orientational 
order parameter for nCB (n = 5・8).
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能な唯一の理論であり、この理論と LC-

NMR法を併用することにより液晶の分

子設計支援システム開発への道が聞ける

ものと期待している。

0.3 

0.2 

(国

υ)め

0.1 

~ig~ 4 Temperaωre dependence of the 
C-H-bond order oarameters of the 5CB 
chain. The fi11ed circ1es are 血e
experimental va1ues and the solid lines 
represent the calculated v a1ues. 

0.0 
285 290 295 3∞ 305 
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[References] (1)第 31回NMR討論会講演要旨集， p.71;(2) J.Phys.Chem.，94，4688 

(1990); ibid. 94，4659 (1990); (3) Mo1. Phys.， 72<・，333(1991); (4) J. Phys. Chem.， 96， 

8186 (1992); (5) J. Chem. Phys.， 94，2758 (1991); (6) Mo1. Cryst. Liq. Cryst.， 

204，161 (1991); (7) J. Chem. Soc.， Faraday Trans.， 88，1875 (1992). 
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P17 団体高分解能NMRを用いたポリビニルアルコール/

ポリ(3ーヒドロキシブチラート)ブレンドの相溶性の検討

東京工業大学生命理工学部

0吉江尚子・東洋一郎・棲井実・井上義夫

High-Resolution Solid-state 13C NMR Study of Miscibility 

between Poly(3-hydroxybutyrate) and POly(viny1 alcohol) 

oNaoko Yoshie， Yoichiro Azuma， Minoru Sakurai and Yoshio Inoue 

Department of Biomolecular Engineering， Tokyo Institute of Technology， 

Nagatsuta， Midori-ku， Yokohama 227， Japan. 

Miscibility of a crystalline/crystalline polymer blend， pOly(vinyl 

alcol!ol) (PVA)/ Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) were studied by high-resolution solid-state 
13" mln "_~~-<-_""~"__ "'1.~ 1 C NMR spectroscopy. The l.H T 1四easure田entdemonstrated tl!e composition dependence of 

the miscibility between PVA and PHB and the domain sizes of the co田ponentpolymers in the 

blend. ln the PSTMAS NMR spectra， the carbonyl carbon resonance from PHB showed dowll-

field shift， which indicates tl!at the miscibility of the PVA/PHB blends is due to the 

hydrogen-bonding interaction in the amorphous phase. The miscibility of PVA/PHB is also 

affected by the tactisity of PVA. 

[はじめに]

今日、ポリマーブレンドは科学的にも工学的にも広く興味を集めているに

も関わらず、結晶性ポリマーどうしのブレンドについては、あまり研究され

ていな t¥o これは、この種のブレンドが非品性ポリマーのブレンドよりも更

に相溶化しにくい事に加えて、系が複雑になることも影響していると考えら

れる。結晶性ポリマーどうしのブレンドでは結晶相の存在により非品相に関

する情報が観測されにくくなるため、通常のポリマーブレンドの研究に利用

キーワード: 固体高分解能 13C NMR、結品性ポリマーブレンド、

ポリビニルアルコール、ポリ (3ーヒドロキシブチレート)

0よしえ なおこ、あずま よういちろう、さくらい みのる、

いのうえ よしお
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される様々な方法、例えば濁度やガラス転移点測定、などが役立たなくなる

事がある。その点、固体高分解能NMR法は、結晶相と非晶相を区別して観

測することもできるので強力な分析手段となりえる。

本研究では、結晶性ポリマーであるポリビニルアルコール (PVA)とポリ(3 

ーヒドロキシブチレート)(PHB)のブレンドの相溶性とドメイン構造を熱分析

と固体高分解能NMRによって解析した。この時、 PVAはアタクチックな

もの (a-PVA)とシンヂオタクチックなもの (s-PVA)の2種類を用い、立体芳，i~IJ 

性が相溶性の及ぼす影響についても検討した。

[実験]

PHB、a-PVAとs-PVAは重合度が、それぞれ、 4100、2000と1690のものを用い

たo a-PVAとs-PVAの立体規則性は、 13CNMRの結果より、 rr連鎖で 28%と

35%であった。 PVA/PHBブレンドはヘキサフルオロイソプロパノールを溶媒

としてキャストすることによって得た。

NMR測定は JeolGSX-270装置を用いて行った。結晶部分を強調したスベクト

jレを観測するためにはCPMAS法を、非晶部分を強調したスベクトルを得るため

にはパルスサチュレーショントランスファ一法(PSTMAS)を用いた。 IH T I測

定は(180
0

) x-τぺ900 ) xノfルスシーケンスを用いた。スベクトルの解析には

LAB ONE NMR 1プログラムを用いた。

熱分析にはSEIKODSC-20とSSC-570を用いた。

[結果]

図 1にa-PVA/PHBの融点と融解熱の組成依存刊‘を示す。 a-PVAの融点はほと

んど変化しないが、 PHBの融点はa-PVA成分の分率が増すにつれて低下してい

る。このとき、 PHBの融解熱はa-PVA分率が50先程度で低下し始め、 a-PVA分率

70%以上で観測されなくなった。 s-PVA/PHBでも同様の結果が得られた。 PVA~: 

PHBの間に相互作用が全く存在しなければ融点や融解熱は変化しないと考えら

れるので、ここで観測された融点と融解熱の変化はPVAとPHBの聞に何等かの

相互作用がある事を示唆している。

PVAとPHBの聞に働く相互作用としては水酸基ーカルボニル基聞の水素結合が

考えられる。このような水素結合は、 NMRスペクトル上ではカルポニル炭素の

低磁場シフトとなって現れる。 I)まず、結晶部分の水素結合の可能性につい
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てCPMASNMRスベクトルで検討した。 PHBのカルボニル炭素の化学シフトはブ

レンド組成に依存せず、 PHB結晶相がPVAと水素結合していないことが推測さ

れた。一方、非晶部分を強調するPSTMASNMRスベクトルでは、ブレンド中の

PVA分率の大きい領域で、 PHBカルボニル炭素に低磁場シフトが観測された。

このシフトのブレンド組成依存性を図 2に示す。このことはPHB非品部分がP

VAとの聞に水素結合を形成していることを示唆している。シフトの大きさは

a-PVA/PHBよりも s-PVA/PHBの方がやや大きく、 s-PVA/PHBの方が水素結合 tう密

度が大きいことを示唆している。

PVAとPHBのドメインの大きさに関する情報を得るために 1HT1を測定した(

図3) 0 a-PVA/PHB、s-PVA/PHB両方のプレンドにおいて、 PVA分率の大きい領

域でPVAとPHBのlHT1値に一致がみられる。これはPVAとPHBのドメインサイズ

が数十nm以下であることを示している。 a-PVA/PHBで‘は1H T]値の一致はa-PV

A分率80児以上で起こり、 s-PVA/PHBでは s-PVA分率55完以上に広がっている。す

なわち、相溶性の範囲はs-PVA/PHBの方がa-PVA/PHBよりも広い。このことは

PSTMAS NMRスベクトルのシフト変化の結果と一致する。すなわち、 PVAとPHB

の相溶性はPVAの立体規則性によって変化する。

以上の結果をまとめると以下のような事が考察される。 PVA/PHBでは非晶(

メルト)部分はPHBとPVA聞の水素結合が形成される程度に混ざりあっている。

ドメインサイズは数十nm以下である。一方、 PHB結品はブレンド中でもPVAと

水素結合を形成せず、モノマーレベルのスケールでは単体と同じ結晶構造を

していることが示唆された。しかし、オリゴマーレベルのスケールでは、例

えばラメラ厚等の結晶構造の変化が、融点 C)組成依存性よりは示唆された。

(PVA結晶も同様であると考えても良いであろう。〉結晶性ポリマーと非品性

ポリマーのブレンドでみられるように、メルト状態での相溶性はメルト状態

の自由エネルギー減少を意味し、融点の低下と結晶化速度の減少となって現

れる。しかし、熱力学的にはPVA、PHBともに結品状態は相溶した非晶状態よ

りも安定であり、本研究で観測されたPVA分率の大きいPVA/PHBの相溶相も動

力学的な準安定状態に過ぎないと考えられる。この状態はガラス転移点以上

の温度では相分離一結晶化を進行するであろう。今後、このような相分離一

結晶化の過程を検討して行きたいと考えている。

References 

1) (a) .Maciel，G.E. et al.， J.Am.Chem.Soc. 1964，86，3893. (b) .VanderHart，D.L. et al.， 

J.Magn.Reson. 1981，44，361. (c). Zhang， X. et al.， Polymer 1992，33，712. 
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P18 13c印刷Asm般による油脂(トリグリセリド)結晶の解析

0杉本恭子有島俊治佐藤清隆'木綿良介

不二製油(株)つくば研究開発センタ一 事広島大学生物生産学部

13CcpルiASNMR Study of the Crystal Polymorphism of Triglycerides 

K.Sugimoω， T.Arishima， K.Saω・，R.Kiwata

Tukuba R & D Center， F吋iOil Co. 'Faculty of Applied Biological Science， Hiroshima 

University 

13C CP.爪，fASNMR has been used in血estudy of the polymorphic forms of 1，3・distearoyl・2・oleoyl

glycerol (SOS)加 dtristearoly glycerol (SSS). Five different polymorphic forms of SOS and白ree

polymorphic forms of SSS show charョ.cteristic13C NMR spec回.Variations in出e13C chemical shift values 

and half-width for the different forms reveal information about the molecular s凶 cture.百lechemical shifts 

of glycerol carbons in SOS are∞mpared with those of SSS. The relationship between the chemical shits of 

glycerolωr加nsand血estructure of glycerol moiety of each form is inferr吋 fromgivenぬta.The effects of 

subcell s釘uct町.eson the 13C chemical shifts values of methylene chains are discussed. 

トリグリセリドσ'0)は食用国体脂の主成分であり、その結晶の分子構造特性がチョコレートな
どの外観、テクスチャー、口当たりを決める。それ故、トリグリセリド結晶を分子レベルから分

析することは学問的に興味あり食品の品質向上にも極めて重要である。

トリグリセリドである 1 ，3-dis~倒oyl-2-o1ωylglycerol(SOS)は結晶の多形現象により α，y， pseudo 

s'， s2， s1の5つ結晶形をとる。 s1が最も融点が高く安定であり s2' pseudo s' ，y，αのJI慣に不安

定となる。凶s~伺royl glycerolはα， β • .sの3つの結晶形をとる。それぞれの型については主に

DSC、X線回折パターン、ラマンで研究されているが今回、分子レベルでの更なる情報を得るた

めCP/MASNMRを用いて研究を行なった。

[実験1

13CNMRはBrukerAC・250NMRにCP/MASユニットをつけて測定した。

SOSは純度99.9%でありシグマより購入したSSSは純度99%であった。結晶の各型は融解後異なる

温度で保存することによって作った。 DSCでそれぞれの結晶形を確かめた後サンプルローターに

詰め、測定中に固相転移が起こるのを避けるため・10"Cで測定した。

[結果と考察]

SOSとSSSの分子構造をFig.lに、 5つの結晶形の13CNMRスペクトルはFig.2に示した。それぞれの

結晶形に対応して末端メチル基(14-16ppm)、メチレン、グリセロール骨格(57・7Oppm)、オレフィン

(128・13Oppm)、カ1レボヱル炭素ピーク(171・175ppm)の半値幅とケミカルシフト値は異なっていた。

キーワード:CP/MAS、 13CNMR、 トリグリセリド、結晶、多形現象

0すぎもと きょうこ、ありしま としはる、さとう きょたか、きわた りょうすけ
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SOSの5多形とSSSの3多形のスペクトルはいずれも安定性の順にピークがシャープであった。こ

れは安定形に進むに連れて結晶の規則性が増し分子の運動性が小さくなる為と考えられる。

。 。
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o I . ， 

。吋叫叫叫vvvvvv、判叫
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1¥0.。ー問、島町、旬、、《戸》、....叫 申ーから町叫山fい""^""時叫

(5αS) (SSS) 

Fig.l Mol悶 llarStructure of l，3-dist拙'Oyl・2・01閃 ylglycerol (SOS)加 dtristearoyl glycerol (SSS) 
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Fig.2 SOS結晶の 13CCp，ル1ASNMRスペクトル

溶液のSOSとSSSではグリセローJレのIム3の3つの炭素のケミカ Jレシフト値のうち1と3は等価で

ある為ピークは2本であるが、固体のp型はFig.2に示すように1，3がそれぞれ非等価となる。
SSSのp型単結晶構造解析の報告によるとグリセロールの1，3位に結合した脂肪酸のアルキル鎖と
メチル末端面(ペーサル面)が傾いている。この傾きによる1，3位の炭素の環境の違いがケミカJレ

シフト値として2ppm異なっていると思われる。 SOSのp型では1位と3位のケミカJレシフト値の差
がSSSよりも大きい。このことは2位が不飽和のオレイン酸になることによってアJレキル鎖とペー

サル面の角度が変わる為と思われる。 SOSとSSSのそれぞれの結晶形についてグリセロール、末端

メチル、カルポニル炭素のケミカルシフト値よりグリセローJレ骨格の構造を中心に解析した。

また、メチレン鎖のケミカルシフト値から副格子についての考察を行い、 TORCHIA法パルス系列

で同一の T値のスペクトルを比較することによりSOSの各結晶の分子の運動性を調べた。
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P19 
国体高分解能NMRによる距離測定(11)2D SLDF/CP-MAS NMRによる

N-H原子間距離測定と水素結合との関連

(姫路工大・理)内藤晶・福谷章・辻腕・ O斉藤義

Determination of Interatomic Distances by High-Resolution Solid-

State NMR (11). N-H Bond Lengths as Measured by 2D SLDF/CP-MAS NMR 

and Their Significance Related to Hydrogen Bonding 

Akira Naito. Akira Fukutani. Satoru Tuzi. and Hazime Saito 

Department of Life Science. Himeji Institute of Technology. 

The N-H bond lengths of simple peptides were determined under the condition 

of high-resolution spectroscopy by analyzing the dipolar side-band patterns 

obtained from samples of natural abundance. as recorded by 15N two-dimensional 

(2D) separated local dipolar .field (SLDF) NMR spectroscopy combined with cross-

polarization and magic angle spinning techniques. The N-H bond lengths thus 

determined were 1. 07. 1. 12 and 1. 09 A for Ala-Gly. Gly-Pro-Ala. and Ala-Pro-Gly. 

respectively. with an accuracy of 0.01~0.02A. The obvious difference in the 

bond lengths between the last t曹ocompounds suggests that the degree of inter 

chain packing significantly differs between them. consistent with the data 

regarding the presence or absence of ring-puckering motion at Pro residue. 

1 はじめに

一般に、水素結合X-H... Yがどのように形成されるかは、分子の三次元構造の決定、ダイ

ナミックス、分子認識などに重要な役割をはたしている。水素結合におけるプロトン供与

体X-H距離データは水素結合の性質を知る上で重要であるが、 X線回折から求めた値は中性

子回折からの値に比べ常にO.3A程度短く出る傾向がある。この場合、中性子線回折データ

がより信頼性が高いといっても、より大きい結晶が要求されるなど測定対象に限界が出て

くる。ところで、十日またはじH対などの原子間距離情報は、それぞれ対応する双極子相互

作用項にふくまれている。ここでは、 2次元分離局所磁場 (SLDF)法によってCP-MASNMR 

条件下で、それらを選択的に復活させ距離測定を行ったアただし、この方法による測定値

は中性子回折にくらべてN-H距離について0.035A程度大きめに出るが、 X線回折結果に比べ

てその差異はー桁小さい。本研究では、種々のペプチドについてそのN-H距離測定結果から、

ペプチド鎖の分子間のパッキング状態をN-H..O=C水素結合状態およびプロリン残基のパッ

カリングの有無から推定し、その聞の相関に関する知見を得ること目的とする c3 

N-H原子間距離、 2DSLDF NMR、ペプチド、水素結合

ないとう あきら、ふくたに あきら、つじ さとる、さいとう はtじめ

-207-



2 実験

NMR狽IJ定はChemagneticsCMX 

400スペクトロメータによって、

15N共鳴周波数40.6MHzで行った。

調IJ定に使用したパルスシーケンス

は図 1の通りである。プロトンデ

カップリングは展開期、検出期そ

れぞれBLEll'I2.cwによっておこな

'Hf[J 
900 CP BLEW12 

『砂ー--

CW DBCOUPL1NG 
ー噌『回目輔副.... 

b tl 

ISN 口。 180。 ほ〉
った。 180。パルス位置はローター

ntr ntr 
周期 t，のn倍に設定するために、

Fig. 1. Pulse sequence used to obtain the 15N 
回転を付属のコントローラーで+IH~ two-dimensional separated local dipolar fi.eld (2D・
のの精度で制御した。 2Dデータは SLDFjCP-MAS) NMR spectra. 

Silicon Graphics Personal IRISワークステーションにより、 HareResearch FELIXを用

いて処理した。スペクトルシミュレーションは、トランスビューターボード (INMOS)を付

加したNEC9801 を用い、プログラムSLFDIPによって行った。

3 結果と考察

2D NMRにおける双極子サイド、バンドパターンをもとに、以下に示すスペクトルシミュレ

ーションからN-H結合距離を求めた。回転速度w，のMAS条件では、 N-H双極子相互作用による

ダプレットは時間依存性を示し、キャリア一周波数をその中心に設定した場合の共鳴周波

数は
叩 (t)= 土~{討内ω(α+叫)
+ふin2s cos(α+ωrt)} ， 

D=γNiHh..c; 
211'r3 -

(1) 

(1)式で表される。ここで、 rはN-H距離、 α、βはrベクトルのMAS軸に対するオイラ一角で

ある。 SはBLE曹12の場合0.475である。 2DSLDF実験で、磁化は展開期にy軸から時間tにφだ

けずれる。

~(a， ß， υ)= l叩 (t')dt'. (2) 

FID信号はここで求めた角度から

g(t) = exp li~(α ， ß， r， t)J. (3) 

で表される。粉末試料を対象としているため、これらの角度についての平均を観測するこ

とになり、そのフーリエ変換から双極子サイドバンドパターンを計算することが出来る。

Gい)=乙 <g(t) > e-iwtdt. (4) 

実際、 N-H距離について角度α、βをそれぞれ100 ずつ変化させた後その平均を計算し、フ
ーリエ変換を行ったのが図 2である。明らかに、中心ピークとサイドバンドピークの強度

比をくらべることにより、 0.01-0.02Aの精度で原子間距離測定が可能であることがわかる。

図3に種々のペプチド試料について実験から求めた双極子サイドバンドパターンと、上
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rNH=1.15 A 

比どとλ

8 4 。 4 働8

kHz 

図2N-II双極子サイドバンドの計算スぺ

クトル。回転周波数2Kllz、線幅300

IIzとして計算。

で求めたシミュレーションの結果を比較

し、両者の最もよく一致した場合の結果

を表したものである。従来のこのような

研究は同位体置換試料を対象としていた

ものであるが、ここに示した結果は天然

GlyAla 
rNH=l.07 A 

ムdいJ
お 4

GlyProAla 

お 4 

AlaProGly 

8 4 

O 
kHz 

。
kHz 

。
k.Hz 

-4 -8 

rNH=I.12 A 

4 -8 

fNH=l.09 A 

4 -8 

存在比の試料についても同様に距離測Fig.3 Comparisoll ofthe experimelltal alld simulated 
ctra (in the box) of the dipolar side band pattcrns 

定が可能であることを示している。
for Gly-Ala. GJy-Pro-AJa宅 andAJa-Pro-GJy. The 

これらの結果から、 Gly-Ala. Gly- simuJatcd spcctra wcrc ob比illCdfor a 2 kHz spinnillg 

Pro-Ala. Ala-Pro-Glyそれぞれに対 frcqucncy and with a lincwidth of 300 Hz. 

して、1.07. 1.12. 1.09AのN-II距離を決定することが出来た。

中性子回折の実験に基づく数多くの実験データから、一般にX-II..Y水素結合系において

X-II距離はX..Y距離に反比例するようである。すなわち、プロトン供与体X-Hが受容体Yに接

近し、水素結合の生成が起こればX-II距離がいくらか伸びる可能性がでてくる。実際、黒木

らは、 Nメチルアセトアミドにおける水素結合で、 N-H距離とN-O距離の相関をabinitio 

MOで評価し、そのような相関を認めている九それゆえ、 Gly-Pro-Ala. Ala-Pro-GlYの間で

O. 03Aの距離の違いは、 N..0距離の有意な差異として反映されるはずである。われわれは、
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して反映されるはずである。

我々はこれまでに闘体におけるペプチド鎖間のパッキングの違いの評価のーっとして、

Pro残基におけるピロリジン環のパッカリング遂動の有無 5が使用できることを提唱して来

た。 ProまたはHyp残基におけるパッカリングは10-8sの時間尺度で起こるため、その有無は

13Cスピン格子緩和時間測定によって容易に評価できることを示した。すなわち、コラーゲ

ンフィプリルやコラーゲン類似構造をとるポリペプチド、 Ala-Pro-Glyで-は、国体状態にお

けるパッカリング運動の存在のために、運動に直接関与した炭素すなわちピロリジン環の

Cβ 、Cr炭素の13Cスピン格子緩和時間が2-3s程度までに短縮がおこる。一方、パッカリン

グのないGly-Pro-Ala、Pro-Leu-Gly-NIむなどのペプチドでは短縮が起こらず、その値は20

-30s程度の標準的な値を示す。

上で述べたPro残基のパッカリングのデータは、 Ala-Pro-GlyよりもGly-Pro-Alaの方がよ

りタイトな環境にあることを示す。ここで述べたやH距離に関するデータもその結果を支持

していることがわかる。それゆえ、ここで述べたような正確なやH距離は、ペプチド鎖聞の

分子間パッキングの新しい指標として有用である。現在、 αーヘリックス、 βーシート、 31

-ヘリックスなどの異なったコンホメーションをとるポリペプチドにおいて、水素結合様式

の違いを反映してN-H距離がどのように変化するかの評価を行っている。
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P20 マジックエコーシーケンスによるlH_13C交差分極

0三浦等、 松井茂

住友化学工業(株)筑披研、 筑披大 物理工学系

lH-13C Cross Polarization with a Modified Magic Echo Sequence 

H. Miura and S. Matsui 

Tsukuba Lab.， Sumitomo Che皿icalCompany and Inst. of Applied Physics， 

Univ. of Tsukuba 

We have found that cross polarization (CP) in the rotating frame can be 

achieved between proton and carbon spin systems with a皿odified皿agicecho (ME) 

sequence as applied for proton spin locking. Experiments on adamantane have 

disclosed certain unusual aspects of the ME CP. For example， when the flip angle 
of the sandwiching rf pulses deviates from the nominal 900 two distinct carbon 

rf fields maximize the CP carbon signals. The carbon signals thus obtained at 

different rf field strengthes are same in amplitude but opposite in phase. 

く序〉

最近、松井らは、変形したマジック(サンドイツチ)エコーシーケンスを用いた国体高

分解能NMRイメージング法を開発した[1，2]。この方法においては、サンドイツチング用の

900 pulse pairのうち、片方のpulseの位相が180。反転されている(図 1)。この変形は、

サンドイツチングpulseの位置に1800 pulseを挿入することと等価であり、マジックエコー

シーケンスのlinenarrowingの効率を向上させ、イメージングの高分解能化につながるも

のである。しかしながら、変形にともなってprotonの磁化のごく一部がマジックエコーシ

ーケンス中にspin-lockされ投影像の中心(zero-frequencyposition)にartifactを生じる

という弊害をもたらした(このartifactはその後のシーケンスの改良により除去された)

[3]。
本研究では、変形マジックエコーシーケンスによるspinlockingのメカニズムをより明

らかにすることを目的として、回転系lH-13C交差分極の実験を種々行ったのでその結

果を報告する。さらに、通常のlH-13C交差分極に比べ、どの様な点がマジックエコー

1 H_13C交差分極の特徴であるか、またその有用性がどこにあるかについても議論する。

<実験>

実験はChemagneticsCMX-300を用いて行った。 protonの共鳴周披数300MHzである。主と

してadamantane(T2=50μs)をtestsampleとして用い、図1に示すパルスシーケンスによ

り1H_13 C間交差分極実験を行った。 contacttimeは6ms、protonに対する rffieldはサン

ドイツチング用900 パルス以外は13.9Gに固定し、 carbonの信号を観測して交差分極の様

子を調べた。 rffieldの不均一性を小さくするため sampleの長さは rfcoilの長さの

1/3程度とした。 sampleのMagicAngle Spinningは行わなかった。

キーワード: 交差分極、 マジックエコーシーケンス、 スピンロッキング

みうら ひとし、 まつい しげる
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く結果と議論>

locking field は主として、サンドイツチングパルスflipangleの90。からのズレによ

り発生する [3]と考え、図 1の90。パルスの強度をー25完-25犯の範囲で5%ずつ13.9Gから

変化させ、 carbonの信号が最大になるcarbonのrf強度を調べた。その結果、 flipangleの

ズレ (δ)に対応して、通常とほぼ同じ効率で交差分極が起こり、且つ、 Hartmann-Hahn条

件に相当するcarbonの rf強度が1つのδに対して 2種類存在することが解った。各強度は、

flip angleのズレに比例しでほぼ直線的に変化する。さらに、各々の強度で得られる

carbonの信号は、 carbonのrffieldに対してin-phaseのものと1800 out-of-phaseのものに

なることが明らかとなった。

図2に、このような実験で得られた代表的なcarbonのスペクトルを示す。図2aは通常の

交差分極で得られたスペクトルである (carbonrf = 13.9G x 4)0 b， cがマジックエコー交
差分極で得られたもので、 flipangleのズレはいずれも10%，carbonのrf強度は各々 4.0，

5.9 Gである。マジックエコーシーケンスの時間τ(図1)は 15μsに設定した。同様の

実験を時間τを変化させて行った結果、 τが50μs以下ではほぼ同等のスペクトルが得られ

た。 τを50μs以上にすると交差分極は著しく制限された。以上のような実験結果の系統的

な説明は、現在検討中であり、他の実験結果と併せて発表する予定である。

日本電子(株)藤戸輝昭博士には実験上の応援をいただきました、この場を借りて感謝

します。

(90' + o)y (90' +o)y 

)
 

L
U
 

DD ロ日日
噌

E
A

1."'1""1""1" ー-let，sAIa，lJia，ea-Ytal与III '}/ I 1~5! 

Fig.2 Cross Polarization 13C Spectra of 

Adamantane. a) Usual CP， b)品c)ME CP 

Fig.1 Magic Echo Sequence for lH-13C 

Cross Polarization. 
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P21 国体 2次元NMR法の高分子混合体への応用

(北大・理)0竹腰 清乃理、手塚 亮典、引地邦男

Applications of 2D NMR Techniques to Polymer Blends 

OK. Takegoshi， Akinori Tezuka， Kunio Hikichi 

Department of Polymer Science， Facul ty of Science， 

Hokkaido University 

In this 曹ork， two two-dimensional techniques in solids are applied to 

study polymer blends. The two-dimensional lH-13C heteronuclear correlation 

technique in solids is adopted to reveal misciblity of poly(vinylphenol)! 

poly(methacrylate) (PVPh!PMA). Intermolecular cross-polarization bet曹een

protons of the main chain of PMA and the phenyl carbons of PVPh are observed 

to show microscopic mixing of PVPh and PMA. Further， the t曹o-dimensionalex-

change NMR of 2D is applied to polystyrene!poly(vinyl methyl ether)(PS! 

PVME) in order to investigate ho曹 theintimate blending does affect motion 

of component polymers. Selecvive lD observation of chemical-shift-anisotropy 

is also examined. 

異なる高分子聞に負の混合エネルギーを生じる何らかの相互作用が存在したり、エ

ントロビー的に有利な場合は、異なる高分子同士は均一に混ざり合う。我々は、高分

子混合体の構造を固体NMR法を用いて研究する手法を検討してきた。本研究では、

二つの 2次元固体NMR手法を高分子混合体の相溶性と分子運動の研究に適用した。

最初に 2次元lH-13Cシフト相関NMR (1) をポリピニルフェノール/ポリメタ

クリレート (PVPh/PMA)の相溶性の研究に適用した結果を報告する。次に、

重水素の 2次元交換NMR法(2 )により主鎖を重水素化したポリスチレンとポリピ

ニルメチルエーテルのプレンド (d-P S / P V M E )における pS主鎖の分子運動を

研究した結果について報告する。また、 Ty c h 0 らが発表したパルス法による MA

S下での13Cの化学シフト異方性観測法(3 )に選択励起法を取り入れる改良を検討

した。

[実験]

測定は日本電子社製 JMN-GX270を用いた。多重パルス測定や重水素測定に

必要な改良についてはすでに報告した(4 )。さらに、 MAS下での化学シフト観測

のために MAS回転速度制御器を自作して実験を行った。 d-P S以外は市販のもの

キーワード:固体NMR、2次元NMR、ポリマープレンド

0たけごし きょのり、てずか あきのり、 ひきち 〈にお
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を用いた。 d-P S;ま垂水素化したス

チレンよりアニオン重合して得た。

[lH-13Cシフト相関 NMR法]

図1に用いたパルス系列を示す。こ

のパルス系列においては、 1Hのmi

x i n g と1Hからは Cへの磁化移動

という 2つの st e pを通常の cr 0 

ss-polarization (C 

P)だけで行うという簡便化が行われ

ている。図 2aにPVPh/PMAの

スペクトル (CP時間=200μs) 

を示した。 CP時聞が 200μs以下

では1Hのmixingの効果は顕著

ではなく、分子内の近接した1Hと13

Cの聞のみにcPによる相関ピークが
現われている。図 2bにcP時間=1 
000μsの時のスペクトルを示した。

PMAの c=oとPVPhの芳香族1

Hとの聞に棺関ピークが観測された

(図 2bにb0 xで示した)。このピ

ークの原因としては(i) C Pの閣の

PVPhの芳香族lHとPMAのlH聞

のスピン拡散、および、 Cii)PV 

P hの芳香族1HとPMAのC=o炭

素聞の直接の CPが考えられる。この

実験により PVPhとPMAは1Hの

スピン拡散または CPがきく程度(-

1 0λ)に近接している i. e. よく

混合していることが示された。スピン

拡散と CPを分けたパルス系列も考え

られるが、両過程の距離的オーダーは

近似しているので、得られる混合度合

の情報は今回の簡便化したパルス法と

同じだと考えられる。

[ 2 D - 2次元交換 NMR法]

図3に用いたパルス系列を示す。溶

液の 2次元交換NMR法では t1、 t皿

、 t2という 3つの時間領域は 90度

パルスで区切られている。国体の 2D 

の交換NMR法においては、四重極オ

=-t 

ト一一一一 t1 一一一→モー"'c t2 

Fi g. 1 Pul se sequence for 1 H_13 C 

heteronuclear shift correlation 

PMA 
Jも4L-KH-
o=c-oC吋3 母:

C1. 2 

j ‘~l. 0日脚 ~8 1 
。!日』川トi 0 。

α) 
守、~~ |正J トー4

!酬1
ト4

MlWJJ"，¥ トD

b) . 唖 ト-1，
a 

' I ・』・ 513c帽。働問 4。
Chemical shift/ppm 

Fig.2 lH-13C heteronuclear 

shift correlation spectra of PVPh/PMA 

with (a)τ=200μs and (b) 1000μs 
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ーダーとゼーマンオーダーに磁化を貯える

都合上二番目と三番目のパルス長は 54. 

7度パルスになっている。また F 1 Dを四

重極エコー法で観測するために最後に 90 

度パルスが加えられている。測定では tm

に 10msを、またエコー時間 Aに 20μ 
tm t2 

sを用いた。 Fig.3 Pulse sequence for 2D-exchange 
d-P S単体の測定を行った結果、 10 フNMR for 2D 
O度以下では 2次元スペクトルには非対角

成分は見られなかった(図 4a)。図 4bにd-P Sの 120度におけるスペクトル

を示す。一次元のスベクトルにはPS主鎖の分子運動による影響が顕著ではなかった。

2次元に展開し 10msという時間スケールで観測することで、分子運動による非対

角成分が 2次元スペクトルに現われていることが分かる。このパターンから PS主鎖

の分子運動により重水素の四重極の主軸と磁場との角度が変化し、その変化は小さい

ことが分かった。すなわち PS主鎖の運動は特定のサイト聞の ju m pではなく、拡

散運動であることが分かった。

図4cにd-P S / P V M E = 5 0/5 0の 60度におけるスペクトルを示す。 d-

P S単体と異なり、柔らかい PVMEとミクロに混合しているために 60度ですでに

分子連動による非対角成分が観測された。また図 4bとの比較により混合はd-P S 

の主鎖の運動のモードには影響を与えないことが分かる。

?と~λ一 b~C~人一
-・ . . 

4T 

1""1""1"・，'，"，'，"，'，"，' ，""""""，"，""，""""， .I~:".I~~"l~'T'rrr' T"'"・"1
-15例 oo-SOKRz504004m-450400-sodz50400tso-恒例Oo-sodz  S0400450 

Fig.4 2D-exchange NMR spectra for d-PS at (a) 800C and (b) 1200C， 

and (c) that for d-PS in PS/PVME=50/50 blend at 600C曹ith tm=10ms. 

[M A S下での13C化学シフト異方性観測]

MASでの異方性は SA S S法(5 )で鱒便に観測できるが、 SASSのプローブ

を必要とする。 Ty c h 0 らはMAS回転と周期した四つの zパルスで化学シフト異

方性を復活できることを示した。彼らの方法は 2次元で行われたが、選択励起を用い

で特定の13Cの横磁化のみを励起し、一回のMAS同転(4つの zパルス)に同期し
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て F 1 Dデータを取り込むことで一次

元で特定の13Cのシフト奥方性のみを

短時間に測定できる。図 5にパルス系 13
C 

列を示した。回転速度は 5000土 3

f! z ，こ安定化した。 1Hと13Cの rf 

強度は 7I (1 8 0度)パルス照射聞の

C r 0 s s P 0 1 a r i z a t i 0 

1叩
one rotor cyc!e 

Decouple 

日ヤ
↑ 

50kHz 

↓ 

n (C P)を防ぐために、 13Cの rf 

強度 63kHz，lHの rf強度 50 

k H zで実験を行った。 CPはTAP

F法(6 )を用いた。図 6bにポリオ

キシメチレン (P0 M) の静止試料の

13 Cスペクトルを示す。関 5のパルス

法により MASした POMより得た一

次元スベクトルを図 6aに示す。現在

180度パルスの不完全さなどの影響

を検討している。

Fig.5 Pulse sequence for lD observation 

of anisotropic chemical shift under MAS. 

Fig.6 a) Spectrum of poly(oximethylene) 

(POM) obtained by the pulse sequence 

depicted in Fig. 5 under IAS. 

b) spectrum of static POM. 

[Ackno胃ledgements]

(a) Under、MAS

(b) Static sample 

80 40 。 -・40 -80 

Chemical shift/ppm 

この研究をおこなうにあたって徳山科学技術振興財団の助成を受けました。
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P22 
固体高分解能l70NMRによるグリシン残基

を含むペプチドの構造研究

(東工大工)0黒木重樹・高橋昭裕・安藤 勲

(群馬大工) 荘司 顕・尾崎拓男

A Structural Study of Peptid~~ Containing Glycine Residue in the Solid State by 
且'0NMR Spectroscopy 

Shigeki Kuroki.， Akihiro Takahashi.， lsao Ando.， Akira Shojib， and Takuo Ozakib 

a) Departmel1t of Polymer Chemistry， To句oInstitute ofTechnology， Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 
152 

b) Department of Biological Sciel1ce， Gunma University， Te吋in-cho，Kiηu-shi， Gunma 376 

Recently， high resolution solid state NMR techniques have been developed for studying structure 
of peptides and proteins in the solid state. We have already開 po凶.edthat '3C chemical shift of the 
carbonyl carbon and 15N chemical shift ofthe amide nitrogen剖喝closelyrelated to the nature of 

hydrogen bOlld. 

On the other hand， the universality of the oxygen atom in intra・.and intermolecular interactions 
and in certain physiologi回 Iproc錨ses，and in pa凶icularin hydrogen bonding in biological systems 
makes this nucleus especially suitable as a probe for investigating the structure and dynamics of 

solids and solutions. 口oNMR studies of amino acids， amides and peptides in the solid state are 
virtually non-existent. In this study， we attempt to observe the solid state打。 CPstatic NMR 
spectra of polyglycines 1 (j3-sheet structure) and s (3，・helixstructure) and oligopeptides containing 
glycine I潤 idue， to obtain the values of thl鴨 NMRparameters ( nuclear quadrupolar coupling 
constant (e1qQlh)， asymmetric parameter (η)， and chemical shift (o) )，釧dto reveal structural 
information through these parameters • 
The three kinds of NMR parameters we問 determinedto be e1qQ!h =8.3 MHz， η= 0.27 and o;，o = 

z 
280 ppm for form I， and eOqQ!h = 7.8 MHz，η= 0.3 and o;，o = 267 ppm for form 11， respectively. It 
was found large i回 tropicchemical shift difference between the forms 1 and 11 which四 mefrom 
hydrogen bond length. 

1.緒言

近年、固体状態でのタンパク質の構造研究に国体高分解能NMRが用いられるよう

になってきた1)。この手法により、 13C化学シフト及び15N化学シフトのコンホメーショ

ン依存性が見い出され、 13C化学シフトと15N化学シフトを用いたコンホメーシヨン

の決定がなされでいる九演者らは既にペプチド中のカルボニル炭素の13C化学シフ

トおよびアミド窒素の15N化学シフトから固体結晶中の水素結合に関する情報が得

られることを明らかにしてきた九

一方、 13C及び15Nのようなスピン量子数1=1/2以外の核の団体NMRがここ数年注

目されつつある。特に酸素原子は生体分子中に多く合まれる上に、生体分子の機能

および構造の発現に大いに寄与しているため、その同位体でNMR観測可能な唯一

国体170NMR/ポリグリシン/結晶構造/コンホメション

くろきしげき たかはしあきひろ あんどういさお しようじあきら おざきたくお
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の核170(1=5/2)はペプチドおよびタンパク質の構湖平析に今までの13C、ISNとは違っ

た面からアプローチできる可能性を秘めている。 170核は天然存在比0.037%である

が溶液ではT1が短いために繰り返し時間を短くして単位時間内の積算回数を稼ぐこ

とが可能である。一方、固体ではT，はそれほど、短くないために繰り返し時間を短く

することは不可能であり、天然存在比でのスベクトル測定は今のところ困難である

ので、 170エンリッチラベルをする必要がある。また、
17
0核は四極子核であるため、

核正電荷分布に偏りが生じ、核四極子モーメントが生じる。これが核周辺にある電

場勾配と核四極子相互作用をもっ。この相互作用は固体における他の相互作用(化

学シフト異方性、双極子一双極子相互作用)よりもはるかに大きい。この核四極子

相互作用をゼーマン相互作用の摂動として扱うと、中央選移(-1/2←→1/2)は 1次摂

動ではシフトされないが、 2次摂動によってシフトされる。これはMAS(マジッ

ク角田転)によっても回避することは不可能である。したがって、この2次の摂動

により高磁場側にピークの位置がシフトする。理論式にしたがってスベクトルシミュ

レーション仰を行うことにより、核四極子結合定数e2qQlh、電場勾配テンソルの非

対称パラメータη、および化学シフト6を決定することができる。

本研究では170ラベルしたポリグリシンI型 (sシート構造)、 II型 (31ヘリックス
構造)及びグリシン残基を合むオリゴペプチドを合成し、その固体高分解能

170

NMRスベクトルを観測した。得られたスベクトルから核四極子結合定数e
2
qQlh、

非対称パラメータη、化学シフトるを得て、その各々のパラメータが固体中での構造

に関するどのような情報を持っているかを明らかにし、今後ペプチドだけでなく他

の合成高分子にも固体170NMRによる解析が有用であることを述べる。

2.実験

1 )試料の合成

まず、グリシンメチルエステルをNa
I7
0H/メタノール溶液によって加水分解する

ことにより 170エンリッチグリシンを得た。溶液170NMRによりエンリッチ率は

5.7%であることがわかった。この試料を用い、 N・カルボキシアミノ酸無水物

(NCA)法によりポリグリシンI型を合成し、これをII型に転化した。グリシン残基を

含むオリゴペプチドは活性エステル法により合成した。

2)国体170NMR測定

同体高分解能170NMR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スベクトロメータ(観測周波数 36.6MHz)およびGSX-500 

NMRスベクトロメータ(観測周波数67.8MHz)を用い、室温で測定を行った。積

算回数は500........9000回である。化学シフトの基準としては外部基準としてHzOを用

い、その化学シフトをOppmとした。試料は静止状態で測定した。パルスシーケン

スは交差分極法を用いた。接触時間は9msで、繰り返し時聞は3または5sで測定し

た。

3)スペクトルシミュレーション
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理論式に基づきスベクトルシミュレーションプログラムを作成した。必要となる

パラメータは、ぷqQJh、 η、化学シフトテンソルの主値(低磁場側からδ11>Ozz， O33)、

そして電場勾配テンソルと化学シフトテンソルの方向の関係を表すa，b，gである。

Sunワークステーションで計算した理論曲線をNECPC-9801パーソナルコンビュー

タのCRT上で観測されたスベクトルと重ね合わせることにより、 e2qQJh、ηおよ

び化学シフトゐを決定した。

3.結果と考察

Figs.l a)， b)にそれぞれポリグリシンI

のCP法による36.6MHzおよび、67.8MHz

の固体170CPNMRスベクトルを示す。

36.6MHzでのスベクトルは主に四極子

相互作用により観測幅いっぱいに広がっ

ており、種々のNMRパラメータを求め

る上で大きな誤差が生じる。しかし、

低磁場のスベクトルから四極子相互作

用に関するパラメータを見積ることに

より、高磁場のスベクトルから化学シ

フト異方性に関するパラメータを得る

ことが容易になる。とのように、異なっ

た磁場における測定より 170核のような

四極子核では有用であることがわかる。

ポリグリシン IIの 36.6MHz及び

67.8MHz~こおける固体l70CPNMRスベ

クトルと重炉合わされた理論スベクト

ルをFigs.2 a)，b)にそれぞれ示す。スベ

クトルシミュレーションの結果得られ

たNMRパラメータを他のペプチドと一

緒にTable1に示す。

これらの結果から等方平均170NMR化

学シフト九及び核四極子結合定数

e2qαhを水素結合距離 CN--O)に対し

てプロットしたものをFig.3に示す。水

素結合距離が短くなると等方平均

l70NMR化学シフトδ即は高磁場側にシ

フトし、核四極子結合定数e2qαhは小

さくなることがわかった。理論計算を

含めた考察は講演で述べる。

E叫が

M 
~苧;J.，

Fi2.1 170 CP static spectra of polyglycine 
匂 form1 obtained at 67.8 MHz (a)， 
36.6 MHz (b)， respectively. 

(a) 

九州/i
什川
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~~ / ¥ .• .._ 
〆\'~-_ ¥ "OJ 
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ハ
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200 40。
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曲。
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Fig.2 
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Table 1 Determined 
17
0 NMR parameters of peptides 

containing Gly residue in the solid s旬te.

N・・olength 
(λ) 

deg. 

F 

chemical shift tensor (ppm) 

。22δ33oiso Y α 。11η h
z
-

特
阻
一
f
H

e
i
-
-

sample 

2.73 5 24 。550 ・300267 550 0.30 PGll 

2.94 s 26 4 550 -280 273 550 0.45 8.4 GlyGly 

PGI 2.97 4 20 。-280 280 560 570 0.27 8.3 

3.12 26 12 -7 -315 288 585 595 0.38 GlyGlyHN03 9.0 

四〈子ーe2qQ!h--+・ 170shift 

九
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Fig.3.Plots of the 170 chemical shift 

and the e2qQ!h against the N--O length. 
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P23 ハロゲ、ン化ウラシルのは C-CPMA S NMRスペクトルにおける
核四極子効果

0永阪文惣、武田定¥中村亘男

阪大教養、阪大理*

Quadrupole Effects in 13C-CPMAS NMR Spectra of Uracil Halides 

()Bunsow Nagasaka.Sadamu Takeda*.and Nobuo Nakamura 

College of General Education and *Faculty of Science 

Osaka University 

Asymmetric splittings in the 13C-CPMAS NMR line of the carbon atom bonded to 

halogen atom were clearly observed as triplet for Cl-and Br-uracil. These split-

tings arise mainly from the residual dipolar coupling under magic-angle spinning 

between 13C nuclear spin (1=1/2) and spin (S二3/2)of halogen quadrupolar nucleus. 

A calculation of 13C-NMR lineshape was performed to analyze the asymmetric trip 

lets under the adiabatic approximation. 1n the lineshape analysis for Br-uracil. 

scalar coupling as well as dipolar coupling was taken into account. The spectra 

calculated for both compounds agreed well with the observed lineshapes. from 

which the signs of the quadrupole coupling constants could be determined and the 

scalar coupling constant between Br and C was estimated. For 1-uracil. 13C-NMR 

signal of the carbon directly coupled to iodine was not detected due probably to 

quadrupolar relaxation. 

【序】 固体高分解能NMRにおいて、マジックアングル回転 (MAS)は化学シフトの

異方性やスピン聞の双極子相互作用を消す有用な手段の 1つである。ところが観測する核

スピン I二1/2の原子が核四極子をもっ原子(S孟 1)と結合している場合、各スピンの

量子化軸の方向が異なるためにこれらのスピン聞の双極子相互作用はMASによって完全

には打ち消されずに残る。この結果、例えば 14N(S=l)に結合したけ C (1ニ1/2)

のシグナルが非対称な二重線に分裂することはよく知られている[1 ]。

原理的には、この分裂線から核問距離、核四極相互作用の符号及びその異方性、電場勾

配の主軸と核間ベクトルのなす角を決めることができる。

同じ現象が S= 3/2の場合にも考えられるが、 13Cと 35Cl ('7Cl). 13Cと 79B r 

("'Br)の場合には著者等が知る限り明確な分裂線はこれまで報告されておらず[2 ]、

今回はじめでは Cのシグナルの明かな分裂を観測したのでこれらの結果を報告する。

キーワード:13C-CPMAS NMR、核四極子効果、ハロゲン化ウラシル

0ながさか ぶんそう、たけだ さだむ、なかむら のぷお
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【実験】 試料は市販の Cl ウラシル、 Br ウラシル、 I ウラシルをそれぞれ水から再

結晶して用いた。 13C-CPMAS NMRスペクトルには BRUKER社のMSL200

を用い、観測周波数は 50.32MHz、マジックアングル回転数は 3205Hzでいずれも室温で

測定を行った。

【結果・考察】 C 1 -ウラシルについて得られた 13C-CPMAS NMRスペクトルに

おける、 35Cl CS7Cl)に結合した 13Cのシグナルの分裂を図 aに(* )で示す。この
3本の分裂についての線形解析は以下のようにして行った。断熱近似のもとで核四極子を

もっ35Cl CS7Cl)の核スピンの固有状態を、数値的にハミルトニアンを対角化するこ

とによって求めた。この固有状態を使って 35Cl ("7Cl)と 13Cの聞の双極子相互作

用による 13Cの周波数シフトを一次摂動で計算し、粉末スペクトル(図 b)を得た。この

解析で、電場勾配の主軸は核問ベクトルに一致させ、非対称ノfラメータ η=0を仮定した。

核四極共鳴周波数 e2Qq/2h=37.577 MHz (35C 1).29.64 MHz (37C 1)および核間距

離RC-C1= 1. 715 A は実測値を使った[3. 4 ]。この結果、 35Cl ("7Cl)の核四極

相互作用の符号が負であることも分かった。

B r -ウラシルについても同様な 3本の分裂が観測された。この分裂を再現するためには

双極子相互作用以外にスカラー棺互作用および電場勾配の主軸と核問ベクトルのずれによ

る影響も考えに入れる必要があった。この解析から 79Br ("IBr)の核四極相互作用の

符号は正であると考えられる。 塩化物と臭化物とで核四極棺互作用の符号が異なるのは、

C 1とBrとで核四極子

モーメント Qの符号が異

なることによる。

また I ウラシルについ

ては 127I (S=5/2)に

結合したけ Cのシグナル

は消失し観測されなかっ

た。これは 127 Iの四極

子相互作用が大きいこと

と 12 7 I核の緩和のため

と考えられる。

Fig.b calculated lineshape 

150 100 
PPM 

Fig.a 13CーCPMASNMR spectrum of CI-uracil 
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P24 状態相関二次元NMR。
液晶分子の配向、構造、相互作用への応用。

木村雅晴、河原広典、今成司、藤原健一朗、奥田雄司、

内藤晶、 O赤坂一之

京都大学理学部、日本電子、姫工大理学部、神戸大学理学部

State-Correlated 2D NMR Spectroscopy. 

Application to Order， Conformation， and Interaction in Liquid Crystals. 

M. Kimura， H. Kawahara， M. Iman紅i，K. Fujiwara， Y. Okuda， A. Naito and K. Akasaka 

Faculty of Science， Kyoto University; JEOL Co. Ltd.; Faculty of Science， Himeji Institute 

of Technology; and Faculty of Science， Kobe University 

Using State-Correlated Two-Dimensional (SC・2D)NMRspec住os∞py，one回nsep紅atea
∞mplex multi-proton signals into a set of simplified subspectra (cross sections)， which arise 
企om仕ansitionsof each individual proton under dipolar couplings to the surrounding 

protons. Theoretical ∞nsideration allowed simulation and analysis ofthe subspectra based on 
density matrix calculation， and gave information on local order parameters as well as on 

∞nformation in some favorable cases. Differential spin diffusion rates found between 
di旺'erentchemical groups within a liquid crystal molecule or by mixing with another 

molecule are expected to give some insight into intra-and inter-molecular interactions in 

liquid crystal systems. In the present report， (1) priniple of analysis ofthe cross sectional 

spectra， (2) determination of local order parameters， (3) po凶bilityof using spin diffusion in 

molecular interactions， will be presented. 

われわれはこれまでの研究において、液晶用状態相関二次元NMR検出器を開発し、

これを用いていくつかの単独および混合液晶液晶系について研究した。この新しい二次

元化によりこれまでの極めて複雑でほとんど解析不能なプロトン一次元スペクトルが、

各個プロトンの遷移に帰属されるより単純なサブスペクトルに分解されることを示した。

しかし有限の転移時間内に起こる交差緩和またはスピン拡散のため、試料や測定条件

によってはこれらのサブスペクトル間で混合が起こり互いの分離が不十分となる場合が

キーワード:状態相関二次元NMR、液晶、配向、構造、スピン拡散

きむら まさはる、かわはら ひろのり、いまなり まもる、ふじわら けんいちろ

う、おくだゅうじ、ないとう あきら、 Oあかさかかずゆき

今
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ある。一方、分離が完全と仮定した場合、サプスペクトルの解析はパルス系列中のス

ピンダイナミックスを考慮しても比較的単純な密度演算式で記述され、計算によるシミ

ュレーションが可能であることが判明した。またスピン拡散を現象論的に取り入れた計

算も可能である。これらの結果を総合すると、状態相関プロトン二次元NMR法の液晶

への適用により得られる(又は可能性のある)情報は、次の3点にまとめることができ

る。

<状態相関プロトン二次元NMR法から得られる情報>

( 1 )最隣接プロトン双極子相互作用を用いた局所配向度の決定。

(2)クロスセクションのシミュレーションによる遠達プロトン双極子相互作用ノfラ

メーターの決定とその分子構造解析への利用。

(3)スピン拡散を利用した分子内分子問相互作用の解析。

ただしこれらの情報を完全に引き出すための実験的条件として、

( 1 )サブスペクトルの分離が完全であること。(これは液晶一等方相聞の転移時間

をさらに短縮することを要求する〉

(2)クロスセクションが遠達プロトン双極子相互作用の効果をあらわに示すほど、

高い分解能であること。(これは検出器のさらなる改良を要求する)

(3)分子関スピン拡散の観測

などが必要と考えられる。

以上の各点をこれま切子われたいくつかの系 (4・n-pentyloxy-4'-cyanobiphenyl(50CB)、

4'-me出oxyben勾lidene-4・acetoxyaniline(APAPA)、その他)の実例によって論じ、また将

来への展望を考察する。
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P25 2H_NMR及び分子動力学/自由エネルギー計算による局所麻酔剤ジプカインの族中での配

向及びコンホメーション

0黒田義弘、小)11 雅弘、 )11畑隆博¥木山泰範人藤原靖弘事、中川照昆
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Orientati'Ons and C'Onf'Ormati'Ons 'Of Local Anesthetic Dibucaine as studied by 2H-NMR組dM'Oleωlar 

Dynamics/Free Energy Calculati'On 

OY'Oshihir'O Kuroda， Masahiro Ogawa， Takahir'O Kawabata， Yasunori Kiyama， Yasuhir'O Fujiwara， 

and Terumichi Nakagawa 

Faculty 'OfPharmaceutical Sciuences， Ky'Oto University， Kyoto， 606・01and Ky'Oto Pharmaceutical 

University， Ky'Oto， 607 

白ientationsand∞nf'Ormati'Ons 'Of dibucaine which is int悶 ctingwith membranes have been studied by ~-NMR 
spectros∞py釦 dmol即日1紅 dynamics/ m'Ol即日larmech組 iα/伽 enぽ'gydifferenceω1ωlati'Ons.百le2H-NMR 
spectrum of dibuωine-<I. which is deuterated at the but'Oxy group ShOWiωclearly res'Olved qua伽 p'Ol釘 splittings，when 
it was all'Owed t'O interact with multilamellar disp田 i'Onsof mixed lipids∞mp'Osed 'Of PC，PS，組dPE; the magnitude 
'Of these splittings increasωwhen the membrane∞ntained ch'OlesteroI. In∞ntrast， n'O cl阻 1yres'Olved qua的 polar
splittings have been observed when the dibuωin叫 wasall'Owed t'O interact with the erythrocyte gh'Ost membrane. 

τnese observations and the resuJts 'Of m'Oment初 alysesindiαte that the butoxy gr'Oup 'Of dibuαine is penet凶 ing

between the acyl chains of lipids in the凶 eof the model membrane， while it is not penetrating舵 plyint'O the 

membrane in theωse of the erythrocyte ghost 'Owing to the high lateral p悶 surearising企umch'Olesterol and 

pr'Oteins.百lecalculati'Ons of企民energyof binding with a phosphatidylserine m'Onolayer indiωte that the interacti'On 

betw伐nthe p'Olar side chain 'Of dibuαine組 dthe polar moieties of phosph'Olipids is likely to 0αur at the beg加ning

'Of the interaction as exp倒叫 then，dibuωine binds with membr細lesmore strongly placing its quinoline ring and the 

butoxy gr'Oup more deeply in the membrane. 

局所麻酔剤は、中性型で神経膜を通過し細胞内で

カチオン型となり、 Na+チャンネルの孔の内部に作

用してNa+の流入を抑制するといわれている。また

中性型は、 Na+チャンネルが閉じた状態の時にカチ

オン型とは違った部位で作用を及ぼし、チャンネル

構造を変化させNぶの流入を阻止する、という報告

がある。この作用には、麻酔弗!と生体膜脂質との相

互作用が深くかかわっていると考えられる。

仁O悶 CH2CH2N(CH2CH3h・HCl

rin l!.. /.J..I .... 1 l' 2' 3' 4' 
~ 'N-'‘OCH2CH2CH2CH3 

Fig.1 Chemical Structure of Dibucaine HCl 

昨年のNMR討論会で我々は、キノリン環の3位を重水素化したジブカインσig.l)を合成し、プタ赤血

球膜及びリン脂質二重膜との相互作用を重水素NMRスペクトルにより検討した結果を報告した (1)。

本研究ではさらにブトキシ基を重水素化したジブカインを合成して重水素NMRスペクトルを測定し、

昨年のNMRスペクトルとともにモーメント解析を行い、ジプカインの膜中での配向とコンホメーショ

ンをより詳しく検討した。また、脂質膜とジブカインとの結合の自由エネルギー変化の計算を行い、エ

ネルギー的に膝中で安定な構造を検討した。これらの結果を報告する。

キーワード:2H-NMR，ジプカイン，リン脂質，赤血球膜，分子動力学，自由エネルギー

0くろだよしひろ、おがわまさひろ、かわばたたかひろ、きやまやすのり、ふじわらやすひろ、
なかがわてるみち

b現在、マリオン・メレル・ダウ株式会社枚方研究所 持現在、日本新薬株式会社薬剤研究所
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【実験方法】

モデル脂質を用いた実験では、脂質溶液から、メタノール/クロロホルム溶液を留去して薄膜をつくり、

そこに310mOsmリン酸加血zを加え、 vort偲 ingを5分間行った。これに、ブトキシ基を重水素化したジブ

カイン (Di加caine引3mMを添加し、この懸濁液を5回Freeze-thaw-vortexingした後、 NMR測定用サンプル

とした。ブタ赤血球膜を用いた実験では、赤血球膜を常法に従って調製し、 31伽Osmリン殻buffl留で洗浄

し、同じbufflぽ中に懸濁させた。そのゴースト懸濁液にDibuωine-d;.(3mM)を添加し、 5分間vortexingした後

3時間放置しNMR測定用サンプルとした。リン酸bu伽の調製は、Deuterium匂 lete制御を郎、た。

2H-NMRの測定は、溶液用のブロードバンドプロープ'を備えたBrukerAM・6∞により、四極子エコー法によ

り行った。 2H岨NMRスペクトルのモーメント計算はAM-600で得られたNMRスペクトルをX-32にて

JCAMP-DXの基準に従ったASCII形式にフォーマット変換した後、 IRIS町DIGOにより行った。また、分

子動力学および自由エネルギー計算は、 MolecularSimulations社のNMRgrafおよびPOIARISを用いて

IRIS剖DIGOにより行った。

【結果と考察】

(1)膜中でのDibuca加le-d。の2H・NMR測定

Fig.2 に Dibucaine-~の PC (Phosph紙idylcholine)、

PS (Phosphatidylserine) 、PE (Pho哩抑制idyletha-
nolamine)混合脂質中 (Fig.2a)および、それにコレ

ステロールを含む (Fig.2b)脂質中の2H-NMRスペク

トル (pH7.4，300K)を示す。 PC、PS、PE、のモル

比はヒト赤血球膜の内側におけるPC、PS、PEの組

成と一致させて1:1:2.5とした。会脂質とコレステロ

ールとのモル比は、ヒト赤血球膜の組成(

lipia:chol凶terol=7:6モル比〉に対しコレステロール

含量を1/2にした。 Fig.2のスペクトルについて、各ピ

ークに示した記号 (1'，2'，3'，4')はFig.1の構造式中の

記号に対応する。 2つのスペクトル相互の比較から、

Dibucaine-d;.はコレステロールを含む脂質膜中のほう

が、ブトキシ基のどの部位についても広い中拙upol釘

splittingを示すことがわかった。このことは、脂質E集
中にコレステロールを含むほうが、よりorarの高い

状態で結合していることを示す。

Fig.3に Dibuωine-~のゴースト懸濁液中 (pH7.4、

300K)における、 2H-NMRスペクトルを示す。ゴー

スト中では、ブトキシ基のどの重水素も明確な

qua帥 pol訂 splittingを示さなかった。

次に、これらのスペクトルの形状の変化を数値的に

とらえるため、各条件で測定されたをI-NMRスペクト

ルのモーメント計算を行った (Table.1)。混合脂質

中のDibuωine-~の場合、 pH7.4、 3∞KでScn=6.73 ・ 10-3

であるのに対し、コレステロールを含むと、同条件

でS∞=9.12*10-
3
と変化し剖留が高くなったことを示し

ている。また、カチオン型のジブカインが主に存在

するpH4.7の場合でも、コレステロールそ含むことで、

信世ぽが高くなったことが示された。

しかし、ゴースト中のDibuωine-~では、 pH7.4で

Sω=6.39*10-3、pH5.2でS∞=5.89・10-3というように、
s∞値が減少している。このように、ゴースト中では、

(a) 

3' 
2ι 

ー一一J一_f 1 ' 

一一--.-一一一一一一一一一10 5 0 -5 -10叶t

(b) 

/い

a九一ノ
ー./

〔吋J
Fig.2ω2H州 Rspectrum of dibu叩叫

(3mM)-mixed lipids (pC:PS:PE=1:1:2.5 molar ratio 

70mM) solution at pH 7.4釦 dat 300K; (b) as in (a)， 

but contains cholesterol (total lipids:cholesterol=7:3 

molar ratio). 
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ジブカインのブトキシ基はo成功〈低い状態で膜に結

合していると考えられる。，0.2値は、脂質族中にコレ

ステロールを含むことにより、逆に減少している。

この結果は、コレステロールにより、ジブカインの

ブトキシ基が定まった配向をとり、 OI歯 p鉱ametぽの

分散も小さくなった、と解釈される。しかし、ゴー

スト中では、，0.2=0.762と極めて郎、ムz値カ特られた。 一一----------- 九----ー」ーー

このことから、ジプカインのプトキシ基は定まった 10 5 0 -5 -101州之

配向をとらず、そのためにOI伽 par副 dぽの分散が大 Fig.32H-NMR spectrum of dibucaineーの(3mM)

きくなったと解釈される。 -ghostsuspention at pH 7.4 and at 300K. 

Table.1 Moment Data for the Dibucaine-d9-Mixed lipids (PC:PS:PE=1:1:2.5 molar ratio)， Dibucaine-d9・mixedlipids-Cholesterol(total 
lipids:cholesterol= 7:3 mol訂ratio)，and Dibucaine-d9-Ghost Systems. 

Membrane Temperature M1*10ベS-l)a M♂10-恥2)a S∞*103 b 6.2 c 

mixed lipids pH7.4 3∞ 2.04 9.38 6.73 0.670 
279 2.27 11.2 7.49 0.615 

pH4.8 3∞ 2.38 12.6 7.86 0.649 
279 2.44 12.0 8.05 0.497 

mixed lipids+cholesterol pH7.4 3∞ 2.76 13.7 9.12 0.337 
279 3.29 18.2 10.9 0.245 

pH4.6 3∞ 2.72 13.7 8.97 0.372 
279 3.23 17.8 10.7 0.265 

ghost 2p2 H7.4 3∞ 1.94 8.92 6.39 0.762 
5.2 3∞ 1.79 9.99 5.89 1.32 

a Mnイo/f(ω)dw/f;f(巾 bSCD = 2.J3MJ(，均的); e2qQ/h = 167.肋 C6.2 = M2/1.35M/ -1 

〈2)PSとジブカインとの結合の自由エネルギー変

生2主筆
ジブカインが脂質膜中でどのような配向とコンホメ

ーションをとるときに最も安定に存在するか、とい

うことを検討するため、モデル膜として、 PSの単分

子膜を用い、脂質に対するジブカインの結合の自由

エネルギ一変化の計算をFig.4に示した手JI買に従って

行った。先に我々は、 PC膜中において、ジブカイン

は何分子かが会合して存在していることを報告した

(2)。そこで、 Fig.5に示すようなジブカインの側

鎖に関して二種類のコンホメーションAおよびBがそ

れぞれダイマーとして会合したモデルを考え ( 

Dibu剖 neAA，B齢、また、 Dibucaineの脂質膜への結

合様式についてはFig.6に示すような二種類のモデル

を考えた (ModelI，II) 0 Mo剖 IはlH咽NMRが観測さ

れる程に弱い結合をしたジプカインを、またModel

II 1j:2H-NMRにおいて<pa血lpol紅 splittingを生じるほ

どに強く結合したジプカインを想定したものである。

さらに、ジブカインのダイマーはFig.7に示すように

16分子のPSの中央に結合させて、 PSとの結合の自由

エネルギー変化の計算を行った (Table.2)。カチオ

ン型に関しては、ジプカインのコンホメーションにか

巧ーウ白ゥ，u

長

9.( Canonocal (了VN)MO for Oibucajne AA.出品PS16or[);凶臼.n.
四 -HlO-PS16b)' 陶 s.'sM・出。d. Temperatur・300K; Time 5tep 
:O.OOlps: Simu!ation 1円me:1001 

Fig.4 Scheme ofcalculation of f民eenergies of 

binding of dibucaine AA and dibucaine BB withレα

-phosphatidyl serine monolayer. 



かわらず、 BindingMoal 1の結合様式をとるときの方

が、結合の自由エネルギ一変化がより大きい負の値

をとり、膜と安定に結合することがわかった。また、

B泊d泊:gM吋elII においては、 DibucaineBBのコンホメ

ーションの方がDibucaineAAよりも安定に結合する

ことを示しており、 Fig.2においてジプカインのブト

キシ基が明瞭な中袖upol紅 splittingを示したことと良

く対応する。中性裂に関しては、結合の自由エネル

ギーは正の値となった。このことは、今回用いた自

由エネルギー計算の方法ではジブカインの膜への結

合に伴うエントロピ一変化 (d.S)が正しく考慮され

ていないためと考えられるがBindingMoal IIにおい

て、カチオン型と同様にコンホメーションBの方がA

よりも低い自由エネルギーの変化値を示した。

1(¥¥ I1へ¥
M 0 d e 1 1 M 0 d e I 11 

Fig.6 Schematic drawings for the binding model of 

dibucaine dimer..: Quinoline rings of dibucaine; /: 

polar side chains. 
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Fig.5 Sch巴maticdrawings for the association of 

dibucaine A and dibucaine B. 
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Table.2 Free Energy of Binding of Dibucaine AA and Dibucaine BB with Phosphatidylserine 
(PS) Monolayer. 

• 

Binding Model I 

dibucaine AA dibucaine BB 

Binding Mod巴III

dibucaine AA dibucaine BB 

cationic form 

molecular form 

a Energy (刷/mol).

-78，8 

14.2 

同28.8

48.0 

-80.7 

20.2 

-64.7 

44.1 

【結論】

上に述べた結果から、ジブカインはモデル膜中ではFig.5Bのようなコンホメーションで、プトキシ基を

膜内部に深く結合させた構造をとっていると考えられる。 2H-NMRによる情報より混合脂質にコレステロ

ールを含むモデル膜の場合、ブトキシ基はコレステロールにより、 αderの高くなっている領域〈脂質の

脂肪酸鎖の2-10位のメチレン基の部分)に存在するため、コレステロールを含まないモデル膜中に結合

したDibucaineのブトキシ基よりかなりαdぽが高くなっていると考えられる。また、ゴーストでは、さら

にコレステロール含量が高く、また膜タンパクなどの影響により、コレステロール存在領域での側圧(

lateral pressure)が非常に高いため、プトキシ基がそこまで深く結合できず、極性基に近い領域に定まっ

た配向をとらずに存在すると考えられる。従って、この場合のジブカインの可能なコンホメーションと

してはF:ig.5Aを考えることができる。
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P26 アリールマロン酸脱炭酸酵素反応の反応中間体の

NMRによる構造研究

(新日本製鏡先端研、 慶応大学化学科勺

0手島志帆、 斎藤公児、 川崎平康¥ 太田博道'

NMR analysis of intermediates on decarboxylation 
by Arylmalonate decarboxylase (AMDase) 

OShiho Teshima， Koji Saito， Takayasu Kawasaki*， Hiromichi Ohta*， 
(Advanced material and technology resarch laboratories， 

Nippon Steel Corporation; 

Department 01 Chemistry， Keio Universityつ

Methylphenylmalonic acid is asymmetrically decarboxylated by Arylmalonate 

d配 arboxyla田仏MDa田). This reaction accompanies with the configurational 

inversion on a-carbon of substrate. To study the reaction pathway. 13C labeled 

carboxyl carbon of substrate was monitored by NMR. As the reaction proceeds. two 

peaks were newly observed on 13C NMR spectra. These two peaks had constant 

intensities. and they disappeard when the enzyme was disactivated. Therefore. it 

was confirmed that intermediates peaks of this reaction were observed by NMR . 

According to the 13C correlation with IH. we can Sl延gestthat these come from the 

substrate-and product-enzyme complexes. 

[はじめに]

7トルマロン酸脱炭酸酵素 (AMDase) は、次の不斉脱炭酸反応を触媒し1)、この反応

は(1)補酵素を必要としない、 (2)反応が立体反転を伴って進行する 2)という特徴を

持っている。

Me 

Ph/吋11/13C02H
-C02H 

AMDase Me 

Ph~I!H 
1;JC0
2
H 

これまでに活性中心にシステイン残基が関与すること、中間体が7ニオン性を帯びているこ

となどの知見が得られているが、その詳細な反応機構は明らかではない。

ここでは、一方の由j同・キシル基を 13Cでうヘ'ルした光学活性な基質を用い酵素反応を行

い、その進行をNMRを用いて観測した。その結果中間体に由来する 2本のヒ・サ

を観測し、そこから 2種類の酵素基質(あるいは生成物)複合体の存在が示唆され

たので、その反応機構について考察した。

13 C NMR、反応中間体、酵素基質複合体、脱炭酸酵素

0てしま しほ、 さいとう こうじ、 かわさき たかやす、おおた ひろみち、
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[実験]

NMRで反応中間体を観測するために、温度、 pH、酵素と基質のり比の他、基

質の溶解度、酵素の濃度を考慮し測定条件を設定した。基質となる 77ニ)v}.f)レマロン酸
の13C:71¥・ jレ体 (220mM)は、 2Nトロ塩酸緩衝液と、 lNのKOH(O.4ml) に溶解し、

氷浴中で冷却しながらAMDぉe(0. 17mM) を加え直ちに測定を開始した。測定に

は10ミリの試料管を用い、全液量3.5ml、基準にはキャヒ， :7リ日TMSを用い、重水で口77を

かけた。反応は全てNMR装置中で行い、 NMRによる観測を連続的に400時間ま

で実施した。装置は日本電子製核磁気共鳴装置α-400にてTI07'ト 7'を用い、温度

可変装置にて寸土0.1"cに制御して測定を行った。

[結果と考察]

反応の進行を基質および生成物の川本.キシjレ炭素ヒ.サの積分強度により追跡した

(積算1000回、測定時間35分)。約60時間まで生成物のヒ・サ強度は増加したが、そ

の後は変化しなかった。このとき 179.0ppm(ヒ・サA)、182.4ppm(ヒ・サB)に2種類の

ヒ.寸が新たに観測された。これらの強度は時間により変化しないため、この反応

の中間体に由来すると考えられた(Fig.l)。さらに、ヒ・サA、Bが基質や生成物の不

純物でないこと、反応後の酵素液の残存活性が約80%であることを確認した。ま

た・50Cでの解離定数(Km=7.6m問、最大反応速度(Vm鼠 =157.9μM)より、観測され

た酵素反応はMichaelis・Menten式に従う通常の酵素反応系といえた。ここでもしヒ.

→A、Bが中間体に由来するならば、反応の終了時には消失すると予想される。し
かし、これらは50日後にも変化せず(Fig.2)一定の強度で観測された。そこで塩酸

の添加、あるいは加熱により酵素を失活させると、ヒ・サA、Bは消失した。反応液

中の生成物を分離膜で取り除いた場合にもヒ.サは消失した。つまり今回の実験系

では生成物の濃度が高く反応、系の平衡が偏っていたために、中間体に由来するヒ-

7A、Bがこのように長時間観測されたものと考えている。

五
周

o
a

25 

50 100 150 
Time [hour] 

Fig.1 Time dependence of peak intensities 
( 1000 FIDs were a∞umulated .) 
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a) 
p!!S 

c) b) d) e) 

s 

180 1 80 180 180 180 1 80ppm 

Fig.2 13C NMR spectra 
af after 8 hours (1) heated to 75 degree ~: pr~d~ct 
b) 14 hours 'e) adding acid (HCI) ~: sub~~ate 
c) 50 days f) produc t wぉ removedA: peakA 

B: peakB 

次に反応進行中のヒ・→A、Bについて13CNMRによる lHJンデカ "J7・リンr、選択的lH
γカ77・リング、 および2Dロンク・レンγC-Hシ7ト相関法の測定を行った。lHJンテ'わ7・l}i?' 
の結果から、ヒ・サAは3.8Hzの4重線と、選択的lHヂカ"J7・1)17'からO.98ppmのlH

とのカ "J7・I}け・があることが明らかになった。また、 2Dロンク'レンγC-Hシ7ト相関法で

もヒ・ -'JAはlH=O.98ppmとの相関を示し、 lDAヘ・クトルの結果と一致した。ヒ・サAの分

裂ハ・トンおよびlHとの相関からこれらはメチル基とのロンク.v iγわ7・リングと判断でき

る。ヒ・ -'JBはスヘ・ HJvの分裂が明確でなかったが、2DAヘ・クトルの結果より1.23ppmと

2.98ppmの2つのlHとの相関があることがわかった。つまり Table1に示すように

中間体A，Bはそれぞれ基質、生成物とわずかに異なる化学シ7トの7・口仰を持つ化合

物と考えられる。

Fig.3 'H non-decoupling spectra 01 pea 

a) selective'H decoupling spectrum 

('H=O.98ppm was irradiated.) 

b) 'H non-decoupling spectru巾

Table，1 Chemical shifts of intermediates (ppm) 

Substrate Product 
3C COOH 181.6 183.9 
1H -CH3 1.00 0.70 
-CH 2.98 

PeakA Peak B 
13C COOH 179.0 182.4 
1H -CH3 0.98 0.80 
-CH 2.94 

唱
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Fig.4 2D long range C-H shift correlation spectrum 

これらの結果からAMDaseによる7エニルメチルマロン酸の脱炭酸反応には少なくとも 2

種類の中間体が存在することが明らかになり、 NMRの情報からヒ・ -'JAは基質、ピ

サBは生成物との酵素の複合体と推定された。 AMDaseの活d性にはシステイン残基が関

与することがわかっており、チトルエステルの複合体を推定すると、次のような機構が

考えられる。その他にセ1)ン残基との7シル複合体である可能性もあり、現在の段階で

は両者のいずれかであろうと考えている 310

CH同3 CH同a i加nt胞er附『町medi陥at恰eA C?H同3 i加ntぬermedia猷teB CH同3 

λぷC∞馴H 一→ λ♂ c ← 8-E加n陪Z.一-ノノ4相山伽11山t日i
Ph/戸、c∞酬H Ph ...... 戸ハ‘q、込c酬 P附h/ 、~.叫2ゐ。一-8胴En陥Z. P附h/司-~8ゐ∞H 

この他に、反応の進行に伴い、基質、生成物、 t'-'JA，Bの13CNMR化学シ7トは変

化しないことから、これらは化学シ7トのスケールよりも長い寿命を持っと考えられた。

一方、線幅は反応、が進行するにつれて狭くなり、 60時間後には一定の線幅になっ

た。これは反応が進むにつれて存在時聞が長くなることを示し、基質の減少によ

る反応速度の低下と一致する。この線幅の変化については今後検討していく予定

である。

[文献]

1) Miyamoto K.， Ohta H.， J.Am.Chem.Soc.， 1990， 112，4077. 

2) Miy訓 otoK.， Tsuchiya S.， Ohta H.， J.Am.Chem.S侃， 1992， 114， 6256. 

3) Neil E. Mackenzie， J. paul G. Maltjouse， A. 1. Scott， Scienc怠， 1984， 225， 4665， 883-889. 

ウ
B
4
3
 

q
L
 



P27 ディスタンスジオメトリー法およびlH-NMR化学シフト計算法による
タンパク質の立体構造解析

農工大工

国際基督教大理

。菊地淳・朝倉哲郎・成田光章

梅本公子

日本電子側 MLプロジェクト 藤田憲一

Structure Analysis of Proteins by A Cornbination of Distance Geornetry 

Calculation and lH-NMR Chernical Shift Calculation 

。JunKikuchi1， Tetsuo Asakura1， Mitsuaki Narita1， Kirniko Urnernoto2， 

and Kenichi Fujita3 

lFuculty of Technology， Tokyo University of Agriculture and Technology 

2Departrnent of Chernistry， International Christian University 

3ML Project， JEOL Co. Ltd. 

A new rnethod for protein structure deterrnination in solution has been 

proposed by a cornbination of distance geornetry calculation (DADAS90) and 

lH-NMR chernical shift calculation for proteins. When the ring current 

shielding effect frorn the arornatic ring in protein on anα ーCHproton is 

larger than O.3pprn， the distance constraints frorn the arornatic rings to the 

α-CH protons are incorporated into the process of DADAS calculation using 

the co-ordinates frorn the X-ray diffraction analysis. The better structure 

for BPTI (Basic Pancreatic Trypsin Inhibitor) with a good correlation 

between calculated and observed α-CH chernical shifts， and with srnall value 

of the target function is obtained by taking into account such a ring 

current shielding effect. 

緒言 " NMRによるタンパク質の立体構造解析法は、タンパク質が生理活性を発現す

る溶液中における構造を解明することができる"という表現をしばしば見かける。し

かしながら、 NMRが今後分解能の点からも、"溶液のX線回折"たる地位を確立していく

ためには、その方法論の創出にまだ多くの時聞を要するものと思われる。

我々はこれまで、立体構造情報をもちながらも、立体構造計算に際し直接用いられ

ることのなかった α-CHプロトンNMR化学シフトについて、環電流効果、磁気異方性効

果、電場効果の和として評価する方法を報告してきた 1-1 0)。このような化学シフト

キーワード: ディスタンスジオメトリー法 lH-NMR化学シフト計算 環電流効果

きくちじゅん あさくらてつお なりたみつあき うめもときみこ ふじたけんいち

4
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計算法を確立することにより、溶液構造と結局構造との局所的な構造の違いや活性発

現に伴う構造変化などの新たな知見が得られると期待できる。

ここでは、タンパク質立体構造解析に際しNMR化学シフト計算法を適用する

一つの試みとして、これまで用いられてきたNOEからの距離制限に加えて新た

に環電流効果を強く及ぼす芳香環に関する距離情報を加えて行う構造計算の

方法を提案した。

計算方法 本研究の手順の概略を、図1

に示した。

本研究の具体例として、最も詳細lこ

NMR構造研究のなされているタンパク質、

BPTI{Basic Pancreatic Trypsin lnhi-

bitor)を選んだ。 NMRから得られた距離、

および角度制限については既に報告され

ているので 11】、これらを用いて構造計

算を行った。しかしながら当時は化学

シフトの帰属が完全に終了していない

うえに、特に側鎖に関する距離制限の数

が少ないため、側鎖を含む全体構造を得

ることが困難であった。

ここではこのような距離制限を用いて

構造計算を追試した。つづいて、 NOE実測

データが不足する分を補う一つの試みと

して、 CαH化学シフトをO.3ppm以上シフ

トさせる芳香環とCαHとの距離を結品構

造(4PTl)より算出し、それを上述の距離

NO 

制限に加えて構造計算を行った。 図1 'H-附R化学シフト計算法を導入したタンパク質の立体構造開斤法

ディスタンスジオメトリー (DADAS.DistanceAnalysis in Dihedral Angle Space) 

計算にはプログラムDADAS90{MolSkop.JEOL)を用い、ランダムに与えた100個の初期構

造について構造計算を行った。これらの中から距離、角度制限の侵害値の低い20偲の

構造を選び出し、これらを再度構造計算することにより収束構造を得た。

上述の構造計算により得られた各100構造のうち最初の50構造について、 CαHの化

学シフト計算を行い構造を評価した。 CαHの化学シフトは環電流効果 (σri n Il')、磁気

異方性効果 (a'.')、電場効果(σE)の和として計算した。 σ.n ，の項の計算に用いる

原子磁化率の値は、 13C.'5Nについては固体NMR法で実測された化学シフトテンソルの

値から計算した値を、 "0については8つのタンパク質のCαH化学シフトの実測値を用

いた最適化によって求めた値を用いた 8)。このようにして得られた化学シフトの計算

値は、ランダムコイル化学シフト値 12】を補正した実測値と比較した。
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結果および考察 Wagnerらの距離制限を用いた場合(a)と環電流効果を加えた距離制

限を用いた場合 (b)について、各20個のNMR主鎖の収束構造(細線)と結晶構造(矢印

間)との比較を図2に示した。両者を比較すると後者の場合には新たに加えた距離制

限が芳香環のみならず主鎖原子 (CαH)を含んでいるため、主鎖骨格の収束が格段に良

くなっている。距離制限の少ないループ構造などは結晶構造と比較して両者の構造聞

のずれが大きいが、ヘリックスや βーシートの部位に関しては構造問のずれが小さく

(b) 
(a) 

なっている。

DADAS計算により得られたBPTl20構造(車醗泉)と結品情造(矢印間)との比較

(a) fagn町らにより報告された距離申E置を用いて得た情造

(bJ (a)lC芳香環に関するIl'灘ilfNRを加えて得た構造

iニニ“t 

図2

。
目d

100000 

Target function value 

DADAS計算により得られたBPT15C時書造のターゲ‘ノトファンクション
の値と化学シフト値の情調係数(計算値と実測健)
(・:{aJ Wagnerらによ旬報告された距離車IJlHを用いて得た構造 0: {bJ， {aJ 
tc芳香環に関する距離節目艮を加えて得たf書道)

戸、d
今
、
}
ヲ臼

:α:XJO 

争3みd:

Iぼ'IJ
0.0 
1田

0.8 

0.6 

0.4 

告a
sヨ2
8司君

iii 
iii O2 

図3にはランダムな初期構造から前述

の二種の距離制限、 (a)と(b)を用いて

DADAS計算することにより得られた各50

構造の中からそのターゲットファンク

ションの値と化学シフトの相関係数

(実測値と計算値)の値をプロットした。

(a)の場合は、化学シフトの相関係数日

身がきわめて低く、ターゲットファンク

ションとの聞に殆ど相関がない。一方、

(b)の場合、ターゲットファンクション

が低く距離、角度制限を良く満たす構造

ほど化学シフトの相関係数が高く実測の

化学シフトを良く再現する傾向にあるこ

とがわかる。これは芳香環の角度の違い図3

やCαHとの相対的な位置関係の正確さが

化学シフト lこ大きく影響を及ぼしている

ためである。



これらの中から最も良く距離、角度

制限を満たした構造について、実測値

および計算値を残基毎にプロットした

ものが図4である。これらの構造は、

(a) 
+3 

+2 

NOEおよび、vdW半援の距離制限を各々O.5. ~ ~内 J 汽 iL Jm.目 、け旭午八 fJ
0 ・r<¥.__'".!¥ !\"I!:i'I)~~... "'f.~2.'_O;.";- 'f:" ::，/.:.1" 'q，.._'~_-:，、 iι(.;:-~~..s喧 U V."，-~: '..~.{;'‘ ~:.l;_;"~ 川.~ ••• .!.'!..2--oo.- ~::，.f." 目、と

O. 3Ã以上侵害せず、角度制限を 10 0 以上 ~ ~ -1 ;G- ~.~， -i .'~.'-.-~.~.~~~~ 、hei--..!‘
侵害しない構造である。芳香環ならびに 32-2
環電流効果を受けるCαHとの閣の距離制空7
限が乏しい (a)の場合では、実測で観測 量 時一一一 一一一一一一一一一一一一 j__J'!) 

されていないよう大きな高磁場シフトを E

生じたり、反対に実測の著しい高磁場シ E

昭一一一一一一一 一一十一一

+1 . 一一一
11 ~ ----.--- --:- ------- .----. ..- -~;. - -'-，l\~-r- :j 

フトを再現していない。芳香環に関する言

距離制限を加えた (b)の場合では実測の さ

化学シフトを良く満足する構造が得られ f

o JII~'~:'~l司 j~)，;.r..' I!o.?，:!~ti.---ii: ， .íi~': -~山~ . ~_ i~ ~ /¥ rl_ ~:~ ~_~~9_ ，. ゾー空 ¥i:.;正耳、a?可知i(---/~!.l~_ij:_::: _r:~3~， :~. \/:_:~也:守、.iο:':':;::__E，J:-~Oもご
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たと言える。 自
@ 

且

L一一」一一一_l_____.l ーし し一一L____L_一一 L____L一一上 --L_.. _J 

<.> +3 •.. (c) 
これまで述べてきたように、 'H-NMR

化学シフトはタンパク質の立体構造の

違いを鋭敏に反映する。本研究で用い

たBPTIについての結果は、 1987年に報

告された距離制限、角度制限を用いて

いるにも関わらず良い結果を導いてお

り、この方法論は今後のNMRによるタン

+2 一一 ; 一一 一一一一 一 fI 
+1 --_.~一一一一一 一可一一 τ1¥ 
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←_. .L_ . _1 . ___!干

10 W a ~ 50 
パク質立体構造解析法の発展に大きな Res i due Number 

寄与をもたらし得ると期待できる。 図4 BPTIについて品川ヒ学シフトの実測値(・)と計算値 (0)の比較
(a) Wagnerらにより報告された距離措IJIl.&を用いて得た構造 (b)(a) R:芳香環花
関する距離措臓を加えて得た構造 (c)結晶f書造(5PT1)

参考文献

1)Asakura. T.. Ando. 1.. & Nishioka. A.. Makromol. Chem. (1977) 178. 1111 

2)Asakura. T.. Ando. 1.. & Nishioka. A.. Makromol. Chem. (1977) 178. 1521 

3)Asakura. T.. Makromol. Chem. (1981) 182. 1097 

4)Asakura. T.. Nakamura. E.. Asakawa. H.. & Demura. M.. J. Magn. Reson. (1991) !l1 

355 

5)Williamson.M.P.. & Asakura. T.. J.Magn.Reson. (1991) 94. 557 

6)Williamson.M.P.. Asakura.T.. Nakamura.E.. & Demura.M.. J.Biomol.NMR 

(1992) 2. 83 

7)Williamson. M. P.. & Asakura. T.， FEBS Lett. (1992) 302. 185 

8)Asakura.T.. Niizawa.Y.. & Williamson.M.P.. J.Magn.Reson. (1992) 98.646 

9)朝倉哲郎、出村誠、中村英二、 安藤動、高分子論文集(1992)土.¥!_. 281 

10)Williamson. M. P.. & Asakura. T.. J. Magn. Reson. (B) (1993) 101. 63 

l1)Wagner. G. et al.. J. Mol. Biol. (1987) ill. 611 

12)Wuthrich. K.. NMR of Proteins and Nucleic Acids. John Willey & Sons 

(1986) 

-236-



P28 EfBアンタゴニストRES701・1，RES701・2の溶液中の構造解析

片平律子、松田譲、山崎基生好田真由美

協和発酵工業株式会社東京研究所

Solution struc佃resof EfB selective antagonists RES701-1 and RES701・2

deten凶nedby lH_NMR 

Ritsuko Katahira， YuzuruMatsuda， Moto-o Yama回ki，Mayumi Yoshida 

Tokyo Research Laboratories， Kyowa Hakko Kogyo Co.， Ltd. 

百 estruc加resofendo担当inB (ET s> rec叩torsel悦 vean同o凶stsRES701-1 and RES701-2 
h町 eb田nde回凶n剖 bylH_NMR in IMSO solution.百1田e開ptid田∞nsistof16 amino acid 

r田idu田 withan internal loop betw田:ny-carboxyl carbon of the 9也 asparaticacid and amide 

prolon of the N-ten凶nalglycine.百les佐配制問calc叫ationswere伺町iedoutby白e∞mbineduse 
of dis伽 ceg田口蜘yand simulated ann回li時間蜘ds.官leresults show that the加出 peptid白

紙lopthighly ordered s凶 C加re;白eantip紅allels-sh田:tbetweenぜles唱mentsfrom A7 10 DJ and 
F12 10 Y14. The hydrophobic∞Ire ass∞ia凶 withthe ori印刷onof the side chains in the 
antiparalell s-sheet structure would be indispensable for隊 activity.

(序)エンドセリン但Dは、非常に強い血管収縮作用をもっ生理舌性ペプチドであり、
現在までにEf-1，Ef-2， Ef-3の三種類のiso抑制eが、報告されている。 また、これ

らのペプチドのレセプターには、主にEfA，Eらという二種類のサプタイプがあること

が知られている。EfAレセプターに対しては、 Ef-1，Ef-2がEf-3よりもaffinityが強く、

EfBレセプターに対しては、 Ef-1，Ef-2， Ef-3はほぼ同じaffi凶tyを示す。Efの構造と活

性の相関についてはNMRでも多くの研究がなされ、 C末のTrpやTrpを合むC末付近の

疎水コアの構造が、活性に必要ではないかと報告された九このような構造活性相関を

検討する場合、アンタゴニストの構造を調べる事がエンドセリンの活性を理解する上

で重要となってくる。 最近、EfAレセプター選択的アンタゴニストが幾っか報告され

ているが、 EfBレセプターに対しては、 IRL-1038([11-21] Ef-l)のみが報告されているだ

けで矢三次元構造の情報については未だ報告されていない。 そこで我々は、EfBレ

セプターに選択的なペプチドRES701・1およびRES701・2を得矢その立体構造を、

dis匂即eg旬開句法とsimula:凶ann伺li略法を用いることによって決定した。 RES701-1の

一次構造は、 GNWHGTAPDWFFNYYWで (701・2に対しては、 C末の Trpが

7・hydroxyl羽iyp伯phaneに変わっただけのものである)、 9番目のアスパラギン酸の y

-カルボニルとN末のアミドプロトンが結合した、ユニークなループ構造を有しており、

三次元構造に興味が持たれる。 今回明らかになったこれらの構造から、活性と構造

キーワード:lH-NMR， Ef， antagonist，伽eedimensional struc知町，disωn白 gωmetJ:y

かたひら りつこ、まつだゆずる、やまさき もとお、よしだまゆみ
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の相関について議論したい。

(実験) 5mgのサンプルを0.5mlの白幽O溶液にとかして、 30
0

CでNおR測定をした。

NαヨSY(混合時間300ms)，日-x::-α:l)Y，Hα悩fA測定には、 BRUKERAM-500を用い、
NOESY (混合時間1∞mS)，E.∞SY測定には即iLJNM・A仰を用いた。
Nαヨの強度は、 τITAN上のNMR2によってシグナルをvolumein同副onすることによ
って、得た。 lGly_9Aspの環状構造を作る為に、 MolSkop但DLL凶.)でアスパラギン酸の

側鎖に修正を加えた。 dis凶1Cegeo間町計算は、1ITAN上で地ISkopのDADAS90を
用いて行った。 また、 sim凶硝対ann伺li時計算は、 I悶S上でX-PLCRを用いて行った。

3JHNlは、 lDスベクトルより読み取り、てJajIはE:∞SYより得た。
(結果及び考察) 1) RES701-1及び・2の立体構造 NαヨSY，以-x::蝿α】SY，Hαw弘ス
ベクトノレを用い、定法に従ってlHシグナルの帰属を行った。 RES701司1のN但の

∞m副 vityを、図 1に示した。 A7から四の領域とF12からY14の領域の聞で
antiparalellのβ油田t構造で、あることが分かった。この構造は、 RES701岨2についても観測

された。 Nαヨカミら得られた129個 (RES701-2に対しては120個)の距離情報と11個
(RES701-2に対しても同数)のphiangle∞nstrain俗、 8個 (RES701引乙対しては7個)の
chi1 angle∞m同胞を用いて、 400個の初期構造から口組!AS計算を行った。次に、
D勾DASで得られた構造に対して、 1∞OKから100Kまで温度を下げながら 6psdyn加温四
計算を行った。 その結果、 RES701・1、701・2に対して最終的にはそれぞれ32個、 24個

のよく収束した構造が得られ、主鎖原子に対しての nmdが 0.42A(1・16残基間)、

0.55A (1-15残基間)となった。 RES701-2は、 RES701・1に比べて収束が悪くなったが、

これは前者のC末部分が後者に比ベて揺らいでいる為であると考えている。

2)加匂onist活性部位の推定 I~の値から、 RES701・1はリング部([1・1O]RES701・1)

のみの場合や、テール部分([10-21JRES701・1)のみでは、活性を殆ど失ってしまうこ

とがわかっている。従って、リング部分の一部とテール部分の一部からなっている

βsh悶構造のあたりが活性に深く関与しているものと考えられる。また、 RES701-2は、

701・1と比べて活性が三分のーにおちることからC末部分の構造も活性に寄与している

ものと考えられる。

(謝辞)今回のRES701のD剣DAS計算に当たって、 JH工の藤田憲一博士にご指導頂き

ました事を、深く感謝致します。

1 . 旬。唱B
QNWHQTAPDWFF 柑 y y W 

d .. ‘0・.~1) 一=竺旦三一===­
W 刷刊}ープコニζ一一一ー・』
d剛山叫 --- 一一 ・圃圃圃圃・・・・・・圃
d個師 ・・ーー園田園一一
d剛ω

daH(1J) .聞- -・・・・・・圃闘・・・

Fig.l.NOE∞nnectivitiesofRES701-1 inDMSO. 
REFERENCES 

1) Urade， Y.， et. a1.， FEBSS Lett. 311， 12-16 (1992). 

2) Robyn et a1.， Biochemis町 31，5併0・5645(1992). 

3) T創1akaet a1.， su加語tted.

Fig. 2. Solution s仕切tぽeofRES701-1inDMSO. 

-238-



P29 一点修飾シクロデキストリンの分子内相互作用により形成される疎水'性空
洞の解析

高橋圭子， 0島田利治，繁森禎夫，服部憲治郎
東京工芸大工

The Shape of Hydrophobic Cavity of Monosubstituted Cyclodextrin 

With Intramolecular Complex Formation. 

Keiko Takahashi， OToshiharu Shimata， Yoshio Shigemori and 

Kenjiro Hattori 

Department of Industrial Chemistry， Faculty of Engineering， 

Tokyo Institute of Polytechnics 

Several monosubstituted cyclodextrins(CD) which have aromatic moiety (carbobenzoxy 

group:Z) and fl削除 armwith some weak interaction points (hydroxy group， amide bonの
were prepared. From the 1D and 2D(COSY組 dROESY) IH and 13C NMR measurement， 

the structure of macrocycic ring and the position of phenyl moiety in macrocyclic ring has 

been represented. Z binding CDs displayed here include Z groups in their cavity forming 

"intramolecular complex". The distortion of macrocyclic ring， the position of Z group and 

flexibility of hydrophobic cavity depended on the length of arm. 

Dグルコースが6"'8個α 1，4結合した環状オリゴ糖シクロデキストリン (CDうは
その中央の疎水性空洞に様々な分子をゲストとして包接し、酵素モデルのみならず、分

子認識の基盤としておおくの研究がなされている。本研究室ではCDの分子認識力の向

上を目的として、 CD上の一つの水酸基にある程度の炭素鎖(アーム〉を介して芳香族

を導入してきた。1)2)3)この様な一点修飾CDは芳香族がいわば自己ゲスト分子として疎水

性空洞と相互作用し多彩なホスト空間を形成する。そして、この多彩なホスト空間がC

Dの機能を制御する端緒も得ている。 4)このホストーゲストのコンフォメーションを明ら

かにする上で、 NMRは最も有用な手段の一つである。今回はカルポベンゾキシ基 (Z

基〉を持つ各種アミノ酸をCDに導入し、アームの長さ、アームの構造(アミド結合と

メチレン鎖のバランス)を系統的に変化させ (Fig.1)形成するホスト空間をlD一、 2

D-NMRにて解析した結果を報告する。

キーワード:シクロデキストリン、疎水性相互作用、分子内包接錯体

たかはし けいこ， 0しまた としはる、しげもり よしお、はっとり けんじろう
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R ;ーCOO-CH2
→ C6H5:Z-A -CD 

CO}CH2-NH-COOCI12CBH5:Z Gly CD 

CO-CHCCH3)-NH← COO-CH2 -C6H5: Z-Ala -CD 

-CO-CH(CH20H〉-NH-COO-CH2-C6H5:Z-SerCD 

CO-CCH2)2NH-COO-CH2 -C6H5: Zβ-Ala-CD 

-CO(CH2〉3NH-coo-CH2-C6H5:Z-GABACD 

COCHfNECO-CH(CH3)NH COO-CH2CJi 

:Z-Ala-Gly-CD 

CO-CH2 -NHCO-CHCCHPH) -NH-COO-CH2 -C6H5 
:Z-Ser-Gly-CD 

-CO-(CH2)3 -NHCO-CH(CH3)…NH COOCZ2-C6H5 

:Z叩 Ala-GABA-CD

-CO(CH2)3-NHCO-CH(CH20H〉-NHCOO-CH2-C6H5 

:Z-Ser-GABA-CD 

Fig. 1 Various Modified Cyclodextrins. 

【実験と結果】

各CD誘導体(Fig，1)は6-deoxyamino-βCDにZーアミノ酸をDMF中DCC法によ

り反応させ合成した。 NMR測定は、 JEOL EX-400WBを用いて行った。

[intramolecular complexの形成]

修飾によるCD空洞の変化は、修飾基の位置と母体であるCD環の歪みとしてあらわ

れる。 lDの場合、前者は芳香族のシフト変化、 2)3)後者はアノメリック炭素のlHおよ

び13Cのシフトで検知できる。1)z基のベンゼン環上の5個のプロトンは通常は1グルー
プで観察されるが、これらのCD誘導体では、シフト値の差異があるもののすべて3:

2の割合で2グループとなって観察された。これはZ基がアミノ誘導体に変化しただけ

(a) 

inD20 )ごし
、EE
，
Lu 

r

，.‘、

Ar-

+ cyclohex組 ol

Ar-

NH 

7 

:~J (巴

(c己
6 5 ppm 

Fig.2 lH-NMR spectra of Z-Ser-GABA-CD 
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では説明できず、 CDの疎水性空

洞の影響であると考えられる。実

際、包接化合物を形成しないこと

が知られているDMSO中では、

5個のプロトンが1つのグループ

で観察されており、 (Fig.2(c))

さらにCDの良好なゲスト分子と

して知られているシクロヘキサ

ノールを添加した場合もこの化学

シフトは変化する。 (Fig.2(b))

したがって、 Z基のプロトンの化

学シフトの変化は、いわゆる

"intramoleωlar complex"を形成 IFig.3 Schematic diagram of the most possible 

していることに起因すると考えら laveragedconformation of f-L-Phe-β-CD in D
2
0 

れる。また、 CIHの分裂もCD lat 40~. Its f-L-Phe-residue is inserted into 

空洞の非対称性を意味し、上記の Ithe CD cavi ty from the primary-hydroxyl 

仮定を支持する。我々は先にN- Igroup side of own macrocyclic ring. 

formylphenylalanyl-および

glycylβCD (f-Phe-CD， f-Gly-CD)を合成し、その lD、および2DNMRより、 f-

Phe-CDはintramolecularcomplexを形成し、 f-Gly-CDは形成しないことを報告してい

る。 3)この場合も、 2: 1 : 2の比で観察される芳香族プロトンが3: 2の2グルー

プで観察される。ここで最小のアームの長さであるZ-A-CDもf-Phe-CDと同じ長さであ

り、この長さがintramolecularcomplexの形成に必要とした我々の仮定を支持してい

る。

Ar-

_L______ D一一__........J.A...τ上_jKJt~_ 
Ar-

Z-Gly-A-CD 

_)¥__一三β必 a-CD

Z-GABA-CD 

7 6 5 4 

Fig.4 lH-NMR spectra of Z-A-CD，Z心ly-CD，Z-β-Ala-CDand Z-GABA-CD in D
2
0 
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[アームの長さおよび相互作用の変化によるコンフォメーションの変化]

アームの長さを変化させると、芳香族の化学シフトの幅およびCIHの分裂幅共に減

少している。 (Fig.4)これは、メチレン鎖でアームを伸長させた場合も、アミド結合で

ジペプチド結合型にしても同様であった。このNMRの変化は、アームが長いほど芳香

族の自由度が大きくなり、しかもCD環に歪みをかけずにintramolecularcomplexを

形成していることを意味している。分子内包接の主な駆動力は疎水性相互作用であるが、

水素結合等も無視できず、水酸基やアミド基の存在が環の歪みやCD機能に影響を及ぼ

すことを我々は見いだしている。 1) 5)そこで、 Z-Gly-CD，Z-Ala-CD，Z-Ser-CDで比較し

てみたところ、顕著な差異はみられなかった。

[分子間包接作用]

Table 1 に各CD誘導体のZ基の2グループのδ値の差を示す。まず各CD誘導

体のホストのみのときは、アームの長さが短いものほど分裂幅は大きくなる。そしてアー

ムの長さが同じものは側鎖官能基の種類に関係なくほぼ同様な結果を示した。よってこ

れらのCD誘導体のコンフォメーションはアームの長さに依存していることが分かる。

また、シクロヘキサノールを加えるとすべてのCD誘導体でムδ値の減少が観察され、

アームの短いものほど大きかった。 Z-Ser-Gly-CD，Z-Ala-Gly-CDについてはほとんど変

化がなかった。これらの違いはコンブォメーションの違いによると考えられる。

Table 1 lH-NMRδvalue shift of CD derivatives 

Host ムδ + cyclohexanol 

Z-CD 0.235 0.128 

Z -Ser -CD 0.269 0.055 

Z-Ala -CD 0.271 0.059 

Z-Gly -CD 0.257 一一一a)
Z-β-Ala -CD 0.177 一一一 a)
Z-GABA-CD 0.181 0.087 

Z幽 Ser幽 Gly幽 CD 0.166 0.162 

Z -Ala -Gly -CD 0.149 0.144 

Z -Ser -GABA -CD 0.188 0.109 

Z -Ala -GABA -CD 0.199 0.132 

a) cannot measure for poor solubi1ity 

I)K. Takahashi，Bull.Chem.Soc. Jpn.， 66，550-554(1993) 

2)W.Saka，et.al. ，Bull. Chem. Soc. Jpn. ，63， 3175-3182(1990) 

3)K. Takahashi，Chem.Lett.， 1990， 2227-2230. 

ムム δ
(ppm) 

0.107 

0.214 

0.212 

一一ーの
一一一 a)
0.094 

0.004 

0.005 

0.079 

0.067 

4)H.Moon，M. Wadamori，K. Takahashi，K.Hattori，J. I.Phenomena submitted. 

5)K. Takahashi Supramolecular Chemistry in press. 
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P30 コリシン免疫蛋白質の高次構造と
コリシン活性ドメインとの相互作用の解析

0大野光宏九矢嶋俊介1、武藤裕2、守川壮一3、中村春木3、横山茂之ヘ
正木春彦1、魚住武司1

e東京大学農学部応用生命工学、哲学部生物化学、 3蛋白工学研究所)

Solution s加 C加reofthe ∞>licin E3 immunity protein and the interaction wi由自eRNase domain 

OMits叫lIroOhno' ， Shunsuke Yajima'， Yutaka Mut02， Soichi Morikawl， Haruki Nakamurl， 

Shigeyuki Y okoyama
2， Haruhiko M出北i'and Takeshi Uozumi' 

'Department of Biotechnology，日.cultyof Agriculture， and 2De阿加lentof Biophysics and 

Bi∞hemistry， Grad田 teSch∞1of Science， The University of Tokyo. ~otein Engineering 
Research Insutitite. 

Colicins E3 and E6 kill sensitive Bcherichia coli cells by白eRN描 eactivity located on恥

C品 rminaIdomain， T2A， of each ∞licin protein. Colicin producing cells aIso produ田 specific
inhibitor proteins， ImmE3 or Imm日，的pro鉛ctfrom白e∞licinaction by binding to E3-T2A or 
E6-T2A， respectively. Our genetic anaIysis sugg国民d白atone or two amino acids dominantly 

specify the re∞gnition in botll Imm and T2A. Here we陀portthe solution structure of ImmE3 and 

chemicaI shift pe此町t凶 onexperiment betw田nT2A and Imm. The results sugg回 ttllat a 

four-s剛 dedantip制 lelβsheet constitutes a part of the protein surface， and Imm interacts witll 

T2A on i包βsheet如 dap副 ofal∞p.

はじめに

大腸菌が生産する殺菌性蛋白のコリシンE3とE6は、リボソームの16SRNAのー箇所を

特異的に切断する特殊なRNase活性を持つ。このRNase活性は、分子量約6万のコリシ

ン蛋白のC末端領域、 τ'21¥領域に局在する。またコリシンの生産菌は、外来のあるいは

内在のコリシン活性を防ぐために、インヒピタータンパク、 Immを同時に生産している。

E3とE6聞のアミノ酸配列は非常に相向性が高く、T2Aとそれに対応するImmの領域に

のみ相違が見られる。しかもその違いは、 τ'2Aで97残基中10個、 Immで84残基中12個と

コリシン蛋白質、蛋白質問相互作用、ディスタンスジオメトリー

おおのみつひろ、やじましゅんすけ、むとうゆたか、もりかわそういち、なかむらはるき、よこやまし

げゆき、まさきはるひこ、うおずみたけし

今
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僅かである。しかしながら、 τ'2A-Imm聞の認識は非常に厳密で、 E3の活性はImmE3

のみにより抑えられ、 E6の活性はImmE6のみによって抑えられる。このことから、 E3

とE6で僅かに異なるアミノ酸残基が、 τ'2A・Imm閣の認識においてE3IImmE3と

E6IImmE6のタイプを見分けるのに重要な役割を果たしていると考えられる。事実、我

々が行なった分子遺伝学的手法を用いた実験から、 ImmE3でGlu・19とCys・47、ImmE6

でHis-5とTrp・47がE3またはE6の特異性を担う残基、即ち特異性決定基であることが分

かつており 1，2)、これに向かい合うE3-1'2Aでも2残基が決定基であることがわかってい

る。このように僅かな数の特異性決定基によって蛋白同士を見分けており、共に分子量

が約 1万のヘテロダイマーを形成するτ'2AとImmは、蛋白問相互作用を解明するための
理想的なモデ、ルであると考え、研究を行なっている。既にImmE3については2次構造

を明かにしているが3)、今回は、 ImmE3の溶液中での三次構造、及びImmとτ'2Aとの相
互作用面の同定について報告する。

材料と方法

NMRスベクトルの測定

スベクトルの測定は、 Bruker社、 AM・600またはAMX・500を用いた。測定条件は、 pH

6.0、300Cである。

3次構造の計算

NOEの強度を、 strong，medium， weakの3段階に分類し、それぞれをプロトン聞の距

離の上限として3A，4A，5Aに変換した。距離の下限には、 vander Waals半径を用いた。

立体特異的帰属が行なわれていないプロトンに関しては、 Wuthrichの方法に従い距離の

補正を行った。また、古耐の植から求められたや角の制限と水素結合からの距離制限も

用いた。まず、 EMBOSSプログラムによりディスタンスジオメトリーの計算を行ない、

得られた構造の中からviolationの低いものを選び、 PRESTOプログラムにより

refinementを行なった。

Immと1'2Aの混合実験

1~で均一標識したImmE6蛋白と非標識のE6-ηAを混合しE制QCスベクトルを測定し

た。 ImmE6のシグナルのケミカルシフトの差からImmにおけるτ'2Aの結合面を考察し
た。

結果と考察

ImmE3の3次構造

-244ー



172個の残基内NOE、595個の残基間NOEと水素結合に由来する22個の距離制限、 29

個のや角の制限に基づきEMBOSSによりディスタンスジオメトリー計算を行なった。得

られた70個の構造の中で、 totaldistance violationが4A以下の22個の構造を選びPRESTO

によりrefinmentを行った。得られた結果のうちでviolationの小さい10個の構造に関して、

その平均構造に対するRMSDは、 3・78番の残基の主鎖に関して1.76:t0.18A、s-シートを

構成する3・9，19-22，44・49，73・78番に関して0.94:t0.16Aであった。

ImmE3の構造は、 4本鎖からなる逆平行βシート構造を主要なモチーフとし、シート

の疎水面側に二つの長いループが存在し、シートとループの聞に疎水コアを形成する構

造であった。 2つのループのうちのN末端側のループの中央部に短いα・ヘリックスが存

在していた。シートの親水面側は蛋自分子の表面を構成していた。 βシートをモチーフ

とする蛋白は数多く知られている。抗体のようにβシートだけをモチーフとする分子も

あれば、 HLA-A2の抗原認識領域のようにβシートとその片面に位置する 2本のα司ヘリ

ックスによって構成されている分子もある。またこれらの分子は、他の蛋白質などと相

互作用をする。 ImmもT2Aと相互作用する蛋白であるがそのフォールディングは、

RNA結合蛋白のRNA結合領域と類似している。 RNA結合領域はその分子量がImmとほ

ぼ等しく、 4本鎖のs-シートとその片面に2本のαーヘリックスが存在する。また、 βシ

ートの両端付近の塩基性アミノ酸と、シート上の芳香族アミノ酸の存在がImm蛋白にも

認められる。リボソームRNAを特異的に切断するコリシンのインヒピターであるImm

は、このRNA結合蛋白と何らかの関係を持っているかも知れない。

Immの特異性決定領域

先に述ベたように、 Immでは、 E3とE6を見分けるための特異性決定基が明かとなっ

ている。興味深いことに、 ImmE3またはImmE6における特異性決定基ののベ3箇所の

アミノ酸残基は、ともにβシートの中央部に合まれその側鎖を揃って溶媒中に突き出し

ていた。このことから、 Imm蛋白におけるT2Aとの結合はこのβシートを合んでいると

推察された。

ImmとT2Aの相互作用

Imm蛋白のT2Aとの結合面をさらに検討するために次の実験を行った。

15Nで均一標識されたImmE6と非標識のE6-τ'2Aを混合し、 HMQCスベクトルを測定し

た。T2Aの有無でImmE6のシグナルのケミカノレシフトの差を調べた。その結果、 βシー

トを構成するアミノ酸残基に顕著なケミカルシフトの差が観測され、特にImmE3と

ImmE6で共に特異性決定基である47番を含むβ鎖に繋がるループ(40番付近)部分に大

きな変化が見られた。また、 2本のループのうちC末端側のループにはほとんど変化が
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見られなかった。このループ部分は、 ImmE3とImmE6でアミノ酸配列が同一である。

このようにτ'2Aの結合によりImmE6中の残基は、ケミカルシフトの変化が見られた残基

と見られなかった残基とに分かれたが、これらの残基がImmE6の3次構造上どの部分

にあたるかが問題となる。 ImmE6の3次構造はまだ決定されていないが、 NMRによる

解析の結果、 ImmE6の2次構造は、 ImmE3とほとんど同一であった。そこでこれらの

変化が見られたアミノ酸残基をImmE3の3次構造上にマップしてみると、蛋自分子の

表面の一部を覆うことが明かとなった。このことからImmはT2Aと¢糖合をs-シートと、

シートの横端に位置するループの一部で行なっていると言えるであろう。

restrained minirruzationを行ったImmE3蛋自の平均構造を臼原子を結んで示した。

ImmE3あるいはE6の特異性決定基である3箇所 (4、19、47)のアミノ酸の側鎖も示した。

参考文献

1) Akutsu， A et al (1989) J.Bac館rioJ.171， 6430-6436. 
2) Masaki， H. et al (1991) Gene 107， 133-138. 
3) Yajima， S. et al (1992) Biochemistzy31， 5578・5586.
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P31 多次元NMRによるリボヌクレアーゼ Hの低分解能構造解析

山崎俊夫1、O加藤敏代2、藤原正子2、永山国昭3
1トロント大(医)、 2日本電子(基礎研)、 3東大(教養)

Low-Resolution Solution Structure of RNase H 

by Multidimensional Heteronuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 

Toshio Yamaz紘i1，OToshiyo Kato2， Masako F吋iwara2and Kuniaki Nagayama3 

1Dept. of Medical Genetics， University of Tronto， ~asic Research Division， JEOL Co. Ltd.， 

3Dept. of Pure and Applied Sciences， The University of Tokyo 

The low-resolution three-dimensional solution s釘uctureof RN aseH， an en勾rmeof -17.6 kDa 

(155 amino acid residues) which plays a key rol，巴 incleaving RNA moiety of RNA-DNA hybrid 

duplex， has been deterτnined using three-dimensional heteronuclear NMR spectoroscopy. The 

S町uctreis based on a total of 1311 experimental NMR restraints. NMR compatible s官邸旬res

have been determined using distance analysis in批 dihedral佃 gleSp8!田 with血eDADAS90 

program. A best fit superpositon of the NMR s住民側reof RNase H with the X-ray s紅ucturehas 

revealed that g10bal fo1d of the enzyme is similar between them except a flexible C-terminal 

reglOn. 

くはじめに>

リボ、ヌクレアーゼ H侭NaseH)はDNA-RNAハイブリツド分子のRNA部分を特異的に

切断する酵素である。大腸菌由来のRNaseHについては多くの研究が進み、その生理機

能が明かにされつつある1)。この酵素は155アミノ酸残基から成り、分子量は17.6ゆ aであ

る2)0x-樹吉晶回折による立体構造解析から、 RNaseHは5本のα-helixと5本のβstrandから
構成されることが示された3，4)。一連の部位特異的突然変異生成実験からは、活性には

Asp10， Gln48， Asp70が重要な役割を果たしていることが分かっている。また、これらの

残基は結品構造中でlは立5本のPβ-s佐如dωカか、ら構成される9β-s由h白 t比とα砕，-helix問にできた裂け目に位

置していることなどが報告されている3，4人，4，5ぺ5

由来のRNas鴎eHのN!¥在偲Rで観測できる核eH，ISN，1口3C)のうち殆どの核の帰属(9釘'5%吻)が既に完了

している6ι叩6，7)コ，7)η九)。昨年は、溶液中の酵素反応のメカニズムを研究する上で重要な解離基を有

するアミノ酸側鎖を含む側鎖に関する帰属の結果について報告した。立体構造に関して

は、既に主鎖聞の近接残基間NOE情報から5本のα-helixと5本のβ館組dの存在、および5

本のs-s仕組dが1枚のs-sheetを形成していることが分かっている6)。しかしさらに詳細な2

次構造問の配置を明らかにするためにはより多くのNOE情報が必要である。 lH，ISN，13C核

の帰属結果を基に、 lSNまたは13Cでユニフォーム標識した試料で測定した3次元NOESYス

ベクトルを解析することにより、 NOE情報を収集した。今回は、これらのNOEから得ら

れる距離制約条件とJ・結合値から求まる二面角制約条件を用いて構造計算を行った結呆に

ついて報告する。

キーワード:多次元NMR、1)ボヌクレアーゼ H、安定同位体標識、タンパク質構造

やまざきとしお、 Oかとうとしょ、ふじわらまさこ、ながやまくにあき
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く3DNMR> 

以下の2核3次元m但スベクトルからNOEを収集し、水素核問距離を得た。また、 2D
IH_15N HMQCスペクトルから主鎖の3JH問 αによる角度情報を得た。 Nl¥偲測定はすべて

GSX-400(厄OL)を用いて行った。試料はH20溶液とし(pH5.5、 O.1M酢酸バッファー)、試

料濃度は約2mM、測定温度は270Cであった。

(1) 3D IH_15N_1H NOESY-HMQC: 15Nユニフオ}ム標識試料を用いて測定したスベクトル

で、主に主鎖アミドプロトンと脂肪鎖プロトン聞のNOE解析を行った。 2種の溶媒消去

法、 (i)DANTEによるpresaturationと、。i)1-1echoパルスによるフィルター観測を適用した

スベクトルをそれぞれ相補的に解析した。 (i)は水信号近傍のwの磁化の飽和、 (ii)は観測
周波数領域が狭いという欠点を持つからである。 (ii)を適用したパルスシークエンスを図

-1(a)に示す。

(2) 3D 13C_1H_1H HMQC-NOESY: 13Cユニフォーム標識=時科を用いて測定したスペクトル

で、主に脂肪鎖プロトンとアミドプロトン問、脂肪鎖プロトンと環状鎖プロトン聞の

NOEを解析した。分解能と感度を向上させるため、 13C軸方向はカルボニJレ炭素をデカッ

プリングした(HMQC部分にselectiveinversion 1・1パルスを導入。パルスシークエンスを

図-1(b)に示す)。この場合、信号強度が観測中心(C勺で最も強く、 13C軸に依存して徐々に

弱くなるため、特に脂肪鎖プロトン聞のNOEは3DlH_13C_1H HMQC-NOESYのスベクト

ルを相補的に用い解析した。溶媒信号の除去はpresaturationを用いたが水近傍のw信号は
大きなJ四結合で分裂しているため飽和の影響を受けない。環状鎖残基(phe，Tyr，回s，T中)を

除いて13C標識した試料を用いた同様の測定スペクトルもメチルプロトンと環状鎖プロト

ン問のNOE解析に有用であった。

(a) よt平Lf(i平:附捗:
15N 

トーh ~句協場ng

π/2.置耳E
(b) 〓田知『副伺X月中1
-11  A I 

1H~似W////hω11" I 日
， X72中2
l6.: h 11 tm 

1C/2y 中，中.X/26a-

阻伊:

13C H --t，/2 non td2 n' 'u協場ng

図-1 3D NOESY測定で用いたパルスシークエンス6)

Oecoupling 
V////////h 

(a) 3D lH_l5N_1H NOESY-HMQC. 九=1∞ms.τ皿後の900，1800パルスを900ふ(-900)と
900-2ふ(-900)に置き換えた。 (b)3D 13C_lH_lH HMQC-NOESY. 九=100ms. selective 

inversion 1・1パルスをHMQC部分(t1)に挿入した。
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<構造計算>

構造計算はMolSkop(JEOL)に組み込まれたDADAS90プログラムを用いた。 DADAS法

は立体構造を記述する際二面角を独立変数とする方法で8)、デカルト座標を変数とする方

法と比べて変数の数が約1/8に減る。このためRNaseHのような大きなタンパク質の計算

には、より速い計算が実現される。 DADAS法のもう一つの特徴は、 NMRから導かれる原

子間距離などの制約条件をもとにした擬似エネルギーを目的関数として設定し、これを

極小化することによってNMR距離条件を満たす構造を求めることである。大きな分子の

構造計算で問題となるのは、探索する構造空間が非常に広いため、単なる極小化だけで

はなかなか真の最小値に到達しないことである。しかしDADAS90プログラムは、高温で

のモンテカル口、法や二次微分法を用いた極小化法などのツールを備えており、 MolSkopシ

ステムのグラフイツクツールと組み合わせて用いることにより、上に述べた困難を回避

し効率のよい構造計算が可能となるめ。すでに分子量1万以上のタンパク質の構造解析に

適用され成果をあげている向。

く結果>

NOEの解析から水素原子間距離制約条件が1155個得られた。距離制約条件の内訳は、

残基内191個、隣接残基問262個、非隣接残基問702個であった。これらの距離とJ-.結合値

から求まる156個の二面角制約条件を組み込んだ目的関数を極小化することにより、出来

るだけ多くの制約条件を満たす構造を求めた。ランダムな二面角を持つ多数の初期構造

から得られた最終構造のうち制約条件をよく満たす5つの構造を重ね合わせたものを図

-2(a)に示す。最もN恥偲情報を良く満たす構造とx-線で得られた構造との重ね合わせを(b)
に示す。 C末端の揺らいでいるところを除いては、 x-線で得られたものとよく似た立体構
造であることがわかる。一般にNお依より解析される分子構造の信頼性は、どれだけ多く

の距離及び角度の制約条件を与えるかによって決まる。従ってNMRの実験からこれらの

データをどれだけ多く採集できるかに依存している。現在この計算は、アミノ酸残基あ

たり7個程度の距離制約条件を用いたものとなっているが、 x-線構造とのより詳細な構造
比較が可能となるためには残基当たり 13個程度の制約条件が必要とされている1九現在

さらに多くの制約条件を収集することを目標に解析を進めている。結晶構造と溶液構造

の精密な比較は、活性部位等において特に重要と思われ、構造と機能に関しでも知見が

得られることが期待される。

く参考文献>
1)堀内崇(1986)蛋白質核酸酵素、 31，2， 132・143.

2) . Kanaya， S.血dCrouch， R. J.(1983)よ Biol.Chem.， 258， 1276・1281.

3) Katayanagi， K.， Miyagawa， M.， Matushima， M.， Ishikawa， S.， Kanaya， S.， Ikeh紅a，M.，M鉱山はi，
T. and Mori同wa，K.(1990) Nature， 347， 306-309. 
4) Yang. W.， Hendrlckson， W. A.， Crouch， R， J， and Satow， Y.(1990) Science， 249， 1398・1405.
5) K叩 aya，S.， Kohara， A.， Miura， Y.， Seki.郡ti，A.， Iwai， S.， Inoue， H.， Ohtuka，E. and Ikeh紅a，
M.(1990) J.Biol.Chem.， 265， 4615・4621.
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6036・6047.
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(A) 

(B) 

図-2 NMRで決定されたRNaseHの立体構造
(A) 51固のNMR構造の主鎖(N，Cα，C')Iこ関する重ね合わせ. (B) N恥1R構造とx-線結晶構造
の重ね合わせ(由回NMR;一一x-線).
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P32 選択的緩和法によるヌクレオシドの溶液中でのコンホメーション

解析ーグリコシル結合回りの配向

(神戸女子薬大) 0察東玲、高尾楢雄、杉浦異喜子

Conformational Analyses of Nucleosides in Solution by Selective Relaxation Method-

Orientation around Glycosidic Bond 

OTorei Sai， Narao Takao， Makiko Sugiura (Kobe Women's College of Pharmacy) 

The "Selective Relaxation Method" (which is shown in flow chart) was applied to three 

nucleosides， thymidine(I)， guanosine(2) and adenosine(3). The conformational prope口iesin 

DMSO-d
6
， especially about the orientation of a base around the glycosidic bond were analyzed. 

τ'he conformations around the glycosidic bond were determined， (1): anti (χ= -1500- -1400)， 
(2): syn (χ= _100_ 00) and (3): syn (χ= 100_ 200)， respectively. 

[はじめに]

ヌクレオシドのコンホメーションで問題とされるのは、 (a)糖部分のパッカリング

様式、 (b)グリコシル結合回りの配向(糖分子に対する塩基の配向)、及び(c)C-4'-

C-5'結合回りの配向の三種である。この内、 (a)，(c)については、 lHスピンースピン

結合定数で決定する方法1)が確立されている。しかし、(似b肋)については、 1官HT九1p，f21功'

NOE，4ア4の)3J川(13C，1官Hi'“制，6均6匂)を用いる方法などが提案されているにもかかわらずず、、いづれの方

法にも一長一短があり、 (a)，(c)の場合程、確立された方法とはなり得ていない。

HO 

eイ:一:H:;ぜ昨治取)〕X!にに;L。 均叩m凶凶耐id凶d必i
h加恥恥s鉛e:ぺ式持治か〉2工!tHNHJJJffyg伊抑即山山u闘叩……a側叩ωm附叫s討i拍mれ叫n即削叩叩e叫叶ゆ(αω 2め) 

(σω 3め) い 〈認誇我;〉LLH 叫枕伽ωω…e叩側叩吋no蹴削O郎側s討i配叩川
key words: selective T1， bi-selective T1， cross圃relaxation，conformational anlysis， 

glycosidic bond 

さい とうれし¥ たかお ならお、 すぎうら まきこ
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ところで我々は、すでに selectiveTl' bi-selective T1を用いて交差緩和町を求め、そ

のσijと、いずれかの方法で得たτc (この場合は、 TINSの周波数依存性より得ること

とした)とから、 lH_1H間距離を得、コンホメーション解析を行なう方法(選択的緩

和法)を確立し、これまでにいくつかの化合物に応用している。そこで今回は、

RNA，DNAを構成する基本的なヌクレオシドである thymidine(1)， guanosine (2)， 

adenosine (3)を取り上げ、従来の NMR法では決定しにくいグリコシル結合回りの配

向の決定方法として、この選択的緩和法の適用を試みた。以下にそのフローチャート

を示す。
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Flow chart of selective relaxation method 
Discussion for 
Stereochemistry 

[実験]

Thymidine (1)， gu組 osine(2)， adenosine (3)は市販品を用い、 0.06mol dm-3の濃度で

DMSO-d6に溶解し、脱ガス、溶封して測定サンプルとした。

V双 -500(499.84 MHz)での TINS，TIs ，Tl 
BSの測定は、先に報告したパルス系列に待

ち時間、展開時間に水を飽和させるソフトパルスを組み入れ用いた。

分子モデルによって lH_1H間距離を求めるのに、パーソナルコンピューターで

GUMMOSη プログラムを用いた。
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[結果と考察]

TINSの測定を 200MHz及び500MHz、TIS，T1BSの測定を 500MHzでそれぞれ行ない、

フローチャートに従い、 τc及び交差緩和 σ1)を求め、得られた τcとσ1)から rftを得た

(Table 1)。これら得られたrftを満足するコンホメーションがそれぞれの化合物の優

位コンホメーションであるο以下にその優位コンホメーションを求める手順を述べる。

先ず、分子モデルを用い、糖のコンホメーションを C-2'-endo(S)及び C-3'-endo(N) 

に固定した時の IH_1H間距離(r;t"りを、グリコシル結合回りの角度χ(ピリミジンヌ

クレオシド:ど0・4'-C-l'-N-1-C-2、プリンヌクレオシド:LO-4'-C-1'-N-9-C-4) を変

化させて、求めたのUMMOS)。一方、 γH-Hを用いる方法1)により、糖部分の S/Nコン

ホーマーの割合を求めた ((1):65/35，(2):64/36， (3):62/38)。これら S/N比と上記の vale

の値より、それぞれの計算値rficを得(Table1)、町田tと比較検討した。その結果、 rij
闘

を満足するコンホメーションとして、 (1):χ=-1500- -1400， (2):χ= _100_ 00， (3):χ= 

100_ 200 を得ることができ、これらがそれぞれの優位コンホメーションであると結論

できた。即ち (1):anti，(2):syn， (3):synである。

Table 1 The rij
回

vaIuesand rij
品

lcvalues for severaI proton pairs of (1)， (2)組 d(3). 

Hi H rit/A rifle/A 

χ= -150
0 

_140
0 

_130
0 

-120
0 _1100 

(1) H-6 H-2'a 2.73 2.87 2.63 2.39 2.12 1.87 

H-3' 3.51 3.62 3.41 3.21 3.05 2.94 

χ= _20
0 _100 。。 10

。
20
0 

(2) H-8 H-1 ' 3.12 3.25 3.13 3.01 2.90 2.80 

H-2' 2.95 2.49 2.71 2.95 3.19 3.42 

(3) H-8 H-1 ' 2.83 3.25 3.13 3.01 2.90 2.80 

H-2' 3.24 2.48 2.70 2.94 3.17 3.40 

以上のように、これまでヌクレオシドのグリコシル結合回りのコンホメーションは、

簡便で的確な決定方法がなかったが、今回我々の開発した選択的緩和法を用いれば、

比較的簡単に精度のよい結果を得ることができる。

Table 2に従来の方法で得られた結果と、我々の開発した選択的緩和法で得られた結

果をまとめた。
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Table 2 Results about the orientation of a base around the glycosidic bond from several 

different methods. 

lHT
j 
NOESY 3J e3c， lH) Selective Relaxation Method 

(1) anti anti (χ=-170
0

0r・70
0

anti (χ= -150
0 

~ -140
0 

(2) antl syn anti (χ=ー160
0

or _80
0 

syn (χ=_10
0 

~Oo ) 

(3) syn syn ωui (χ=-150
0

0r岨90
0

) syn (χ= 10
0 

~ 20
0 

) 
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P33 

NMRによる CINC/GROの檎途解析

0半iR宏之、泰山英幸、波.辺一議、鶴藤丞

(三共 分析代謝研、サイトシグナル研)

Structural analysis of CINC/GRO by NMR 

Hiroyuki Hanzawa， Hideyuki Haruya皿a， Kazuyoshi Watanabe 

and Susumu Tsuruhuji. 

(SANKYO Co. ，Ltd. Analytical & Metabolic Research Laboratories 

and Cytosignal Research Laboratory.) 

The solution confor皿ationof rat cytokine induced ne叫trophi1 

che皿oattractant(CINC/GRO) which is a. s皿all protein consisting of 72 a皿ino

acid residues with proinflamantory activities was investigated by NMR 

spectroscopy. Under the low ionic condition， the NMR resonances assignable 

to the exchange between 皿onomerand di皿erstates were detected in HOHAHA and 

NOESY spectra. while those signals disappeared with increasing NaCl 

concentration. In this study. the three di皿entional structure of CINC/gro in 

di皿erstate with the coexistance of 200田MNaCl was determined. 

1、はじめに

C 1 N C / g r 0 (Cytokine induced neutrophi 1 che皿oattractant) はラットに

おいて好中球の誘走を活性化し、炎症の初期過程において重要な役割を担うサイトカ

インであり 1L -8 fami 1 y と呼ばれる 1群のタンパク質に属する。すでに構造の明

らかになっているヒト IL-8とは47%の相向性を有するが 1次構造上同じ fa皿i1 y 

に属するヒト MGSA(GRO)とは 67 %の相向性を有することからラットにおけ

2i量体、平衡、 IL-8

はんざわひろゆき、はるやまひでゆき、わたなべかずよし、つるふじすすむ
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るMGSA(GRO)であると考えられている。

現在まで CINC/groの構造解析を 200mM NaCl 、pH503 において行なって

きた。昨年の本討論会において同様核 3次元 NMRを閑い、連鎖帰属、 2(欠構造の同

定を行なったこと、さらにサブユニ、ソト聞の NOEにより この溶液粂件では C 1 N 

C/groは 2j量体を形成していることを報告した。今閉さらに解析を進め C 1 N C 

/groの3次元構造を得ることが出来たので報告する。

また低堀j幾度 (0mM N aC 1 )において、 CINC/groが 1量体-2 j量ー体の平衡

に存在していることがほぼ明らかになった。現在この低塩濃度(0血MN aC 1 )におけ

る解析を進めているのでこれに関しでも報告する。

2、方法

試料は同種核の実験には化学合成によって

得られたものを用い、 .5N標識体は大腸菌JM

109株を用いて調製した。 NMR測定は日本電

子GSX-500. ALPHA与 00を用い

ておこなった。 'H-NMUシグナルの帰胤お

よび NOEの収集は昨年の本討論会で報告し

た様に同種核 3次元NMRを用いて行なった。

J N H' は線隔が広いため、 HOHAHA. NOESYス

ペクトルの F2スライスに Jdoubling法を適

用することによって求めた。サプユニットあ

たり残基内 N0 E 132個残基間 N0 E 481 個，

水素結合 25側、 JNH. より φ45個、サプユ

ニット聞の N0 E 22 f周を用いて計算を行なっ

た。立体特異的帰属は 9残基に関して行なった。

2 f闘のS""'S結合もそれぞれ 3f闘の距離情報とし

て加えた( C9ーのち. CII-C51)。構造計算はプ

ログラム 01ANA. XPLORを用いて行なった。
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3、結果と考察

3 - 1 1蛍休-2 j法体の平衡

低温濃度 (0mM N aC 1 )の HOHAHAスペクト

ルおいて 1次構造より期待されるシグナルよ

り多くのシグナルが観測され、それらの中に

はアミドプロトンの化学シフトのみ異なり、

α、βプロトンの化学シフトの等しいべアが

数組観測された。さらにこれらのアミドプロ

トン聞に HOHAHA.NOESYにおいて交換のシグ

ナルが観測されたことから、 CINC/gr

oはこの条件において 2個の状態が存在し、

図 2 0皿MNaCl でのHOHAHA

上: 1量体一 2量体の 2組のシ

グナルが観測される

下:2組のアミドシグナルの間

に観測される交換のシグ

ナル

1." 

2.。

A42 

。~

4諮問
~ 

それらは平衡になっていることが明らかになっ ιs  

た。塩濃度を上げる(200、500皿M)ことにより

交換のシグナルは消失し 1状態になった。

同じ 1L -8 fa皿i1 y に属するヒト PF-4

において 1量体-2量体-4量体の平衡が報

告されていることから、 CINC/groに

おいて観測された 2種の状慾も 1量休ー 2量

体であると考えられる。

3-2、2量体の 3次元構造

計算ははじめ DIANAを用いて 1量体の計

算を行なった。 350個の初期構造を計算し

Target関数の低いものから 50 i闘を選

んだ。それらをサブユニット聞の NOEを考

".。

ー...

9.6 

9.8 

9.8 Sit.8 9.... 

-1'"2 PPM 

慮にいれて 2量休にして、 XPLORの初期檎造とした。この時点でサプユニット

聞の NOE のviolation は 10~1与 A 程度である.この構造より simulaed annealing 

を行ない、 NOEを良く満たしているものを、 20 i回選んだ. long range N 0 E 

のないN末、 C末を除いた Leu7 ~Va170 に関して、平均構造に対する R. M. S. D. は
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主鎖で 0.83 Aであった。 Pro31 ~Thr38 の長いループと、このループ

と s-s で結ばれた N 末、 Leu7~Cys9 の領域の収束が惑いものの、他の領域は良く収

束している。 CINC/groの3次元構造は逆平行 β シートの上にC末のαヘリッ

クスが 2本並んだ構造をしておりヒト IL-8と同じトポロジーをしている。

現在 1j量体-2量休の平衡が存在する低塩濃度における解析を進めている。図 2

に示した C1 1だけでなく C35.C51のアミドプロトンシグナルが 2個ずつ観測

されている。これらは β シートの 2量体形成部位の反対側に位置する、 s-s結合のあ

る領域であり、相手のサブユニットに按していないこの領域が 1量体一 2量体の構造

変化を受けていることがわかる。

謝辞 15 N標識休の培養に関して有用な助言を頂きました大阪大学蛋白研の京極好正

教授、白川昌宏博士に感謝いたします。

図3 200皿MNaCl における 2量休のCINC/gro

の 3次元構造
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P34 スピン拡散を利用したマスト細胞のヒスタミン分秘の解析

(徳島大学・医・生理、本京府医大・生理、林同・医動物)

O吉崎和男、早野尚志本、有菌直樹林

Eva1uation of Histamine Re1ease Mechanism from Rat Mast Ce11s Using Spin-

Diffusion Phenomenon. 

Kazuo Yoshizaki， Takashi Hayano*，and Naoki Arizono特 CDept.Physi01.， Sch. Med.， 

Univ. Tokushima， Tokushima 770，傘Dept.Physi01. and林Dept.Med. Zo01.， Kyoto Pref. 

Univ. Med.， Kyoto 602， Japan) 

Histamine in mast ce11s was detected by 'H-NMR using a selective spin-excitation 

technique. However， a selective presaturation technique of water resonance did 

not give us resonance 1ines， indi伺 tingthat spin-saturation was transferred to 

the histamine protons. Thus， the histamine m01ecule must be in a certain "bound" 

state in the ce11s. When exocytosis was induced in the ce11s suspended in a 

sucrose s01ution， free histamine resonances did not appear. In the presence of 

NaC1 free histamine was detected. Thus， histamine in mast ce11s is re1eased from 

the granu1e as an ionic exchange mechanism. 

〔はじめに〕

気管支晴息やアナフィラキシー・ショックなどのアレルギ一反応はマスト細胞(肥満細胞)

からのヒスタミンなどの分也、によって引き起こされる。ヒスタミンはマスト細胞の細胞質に

多数ある頼粒に高濃度に含まれる。以前に、マスト細胞のヒスタミンが'H-NMRスペクトルに

検出できること、さらにcompound48/80による頼粒分泌時にヒスタミンの細胞外への放出が

検出され、同時に乳酸の出現することを報告した10

今回、アレルゲンで感作されたラットのマスト細胞からのヒスタミン遊離の際にも乳酸が

出現すること2、さらにスピン拡散現象を利用し、マスト細胞内のヒスタミンが分泌頼粒に結

合したまま放出され、細胞外のイオンの存在下に頼粒基質から遊離することを報告する。

[方法]

マスト細胞はラット腹腔内の浮遊細胞からPercollで分離・収集し、 0.1%ウシ血清アルブミ

ンならびに5.6mM7'ドウ糖を含むHanks溶液に浮遊させた。 Hanks溶液の組成は137mM

NaC1、5.4mMKC1、1.3mM CaC12、0.8mM証gS04、O.34mM Na2HP04、O.44mM KHl04、4mM

NaHC03(pH 7.3~7.4)である。また、 5.6mMブドウ糖を含む等張のスクロース溶液C280mM

sucrose、5mMTris-Pi)も用いた。脱頼粒薬はマスト細胞の浮遊液に直接追加した。アレル

ゲン刺激には、線虫CNippostrongy1usbrasi1iensis)を経皮感染させたラットのマスト細胞

肥満細胞、マスト細胞、ヒスタミン、乳酸、 'H-N眠、スピン拡散、開口分秘、アレルゲン

よしざき かずお、はやのたかし、ありぞのなおき
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を用い、脱頼粒させるアレルゲンは線虫の

分泌/排世液から得た。

'H-NMRスペクトルの測定には日本電子製

GX-200SMR('Hの共鳴周波数:200MHz)を用い

た。 NMR試料管(直径5mm)にマスト細胞(2-

10x106cells/O.4ml)の浮遊液を入れ、室温

(24 OC)で測定した。測定には選択的スピン

励起法である1331パlレス系列をおもに用い、

基線のうねりを引算してスペクトルを表示

した。また、ゲーティド・デカップリング

法による選択的水飽和法も用いた。外部基

準にはO.1M TSP ((3-trimethylsilyl) 

tetradeuteropropionate sodium)を重水に

溶かしたものを同軸の挿入管にいれた。

[結果および考察]

1.アレルゲンによるマスト細胞のヒスタミ

ン分泌とその'H-NMRスペクトルの変化。

マスト細胞浮遊液の'H-NMRスペクトルに

は水の共鳴線(4.8ppm)の低磁場側に二つの

幅の広い共鳴線(8.6および7.3ppm)が選択

的スピン励起法で検出できる(図 1a)。こ

れらの共鳴線はマスト細胞に含まれるヒス

タミンのイミダゾール環のC2-HおよびC4-H

に由来する。脱頼粒を増強させるために

phosphatidylserine(25μg/ml)をあらかじ

め投与した後、アレルゲン(10μg/ml)を加

えると、遊離ヒスタミン(7.8および7.1ppm) 

ならびに乳酸(1.3ppm)の共鳴娘の強度が増

加した(図 1c)。残存したマスト細胞内の

ヒスタミンはアレルゲンを追加投与しても

遊離されなかった。

この細胞浮遊液の'H-NMRスペクトルを選

択的水飽和法で測定すると、マスト細胞内

ヒスタミンの共鳴娘強度が著明に減少した

(図 1d)olactate oxidase(5 U)を加えると

乳酸の共鳴線が消失し、その反応産物であ

るピルビン酸が検出できた(図 1e)。従っ

て、消失した共鳴線が乳酸に由来すること

が確認でき、しかも細胞外に出たことを示

している。なお、反応産物である過酸化水

added ~仁λー

dJ:Je3117tion-rム人一

) AII町 en adde二rJ_，札一

c -1) Allergen added 

一一八斗J¥Lー
b) Phosphatidylserine 

added 
一一人4 人一一

) 32min later ~ 

a-1) Mast cells 

一人__fL

pyruvate 

5l 
ーム」斗ー

一一---̂-ーームー

一一一-------A._

一一~ームー

守 γ丁明庁ry-rrrrrrrマ γ~~門下~

9873210  

Chemical shift (ppm) 

図 lアレルゲンによるマスト細胞の'H-NMR
スペクトルの変化。 (a，b， c:選択的励起法、

d，e:選択的水飽和法、本文参照)。

"固悼器"置場 "暗暗国"韻昌

~，掠スピン混度冊限大{ラジオ霞照射により
E援用せられる部分)

ルク ・・ 高い

o ..即、

崎へ八八八/

EE Lぺ f
mJM閣 E Iν  

盟問E 仙岬~可
図2スピン拡散現象の概念図(上iと負の
NOEが生じる条件(下)4
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A) 
B) 

b) CompOund 48/80 

b -2) 

a-2 ) 

a) 

Presaturat!on 

〈L
H司O
ι ¥、1どケ17fケ一川C叶山山を泊凶a副t
~~仏:1主j丸L 

b-1 )ー~λγー ~~一~よ九に~一一一LLし一
histamine 

a-1) r一一--， ( bound) 

Chemieal shilt (ppm) 

国 3スクロース法液中におけるマスト細胞の顕微鏡錬(A)とそのlH一時Rスペクトル(B)。

(穎粒分必前(a入およびCompound48/80の投与による頼粒分必時(b)の選択的励起法(1)、

ならびに選択的水飽和法(2)によるスペクトルを示す)。

素を除くためにカタラーゼ、050わを加えた。

以上のように、 compound48/80と同様に、

抗原刺激によるヒスタミン分必の際にも解

轄系の克進することが明らかになった。

2.マスト細胞からのヒスタミン遊離機序の

スピン拡散を利用した解析。

マスト娼臨のlH-N臨スベクトルを選択的

水飽和法で測定すると、細胞内ヒスタミン

の共鳴鰻の強度が著明に減少し、投出が層

難となる。しかし、遊離ヒスタミンは容易

に検出できる(図 ld，e)。このことは選択

的水飽和法で誌水分子のみならず、穎粒基

質のプロトンも磁気飽和され、この磁気飽

和が額粒基質近傍にあるヒスタミンのプロ

トンに伝わったと考えられる(図 2)。この

スピン拡散が生じたことは、ヒスタミンと

穎粒基質のプロトンの磁気的な双極子相互

作用の相関時間が共鳴周波数の逆数(10~8

秒〉よりも長く、交差緩和が緩和の主たる

histamine 

160 mM 一九」し

ζ) NaCI 

90 

b) lsotonic 

sucrosG' 

~へーへ戸

a) Mast (('lts 

一一、^~L

-9 e 
国4スクロース握、波中で穎粒分組、したマスト

細胞のlH-N融スペクトルのNaCl投与による変

化。
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exchange 

-一一一う窓渓波書長 一一一ータ :主将法+

my jL;ぞ
J histamine granule 

molecules matrix 
mast cell 

図5マスト細胞の開口分秘によるヒスタミン遊離機序。

原因になっていることを意味している。すなわち、マスト細胞内のヒスタミンは回転

ならびに並進拡散が制限された、いわゆる結合状態であると考えられる。

つぎに、以前に報告したように、マスト細胞浮遊液にcompound48/80を投与すると

脱頼粒が生じ、遊離ヒスタミンが選択的励起法で検出できる。ところが、マスト細胞

をスクロース溶液に浮遊させ、 compound48/80を投与した後、選択的励起法でlH-

NMRスペクトルを測定すると、遊離ヒスタミンの共鳴線は出現せず、結合型ヒスタミ

ンのままであった(図 3B)。しかも、この共鳴線は選択的水飽和法では消失した。し

かし、顕微鏡下ではマスト細臨の脱頼粒が確認できた(図3A)。この浮遊液にNaClを

追加すると、遊離ヒスタミンの共鳴線が出現した(図4)。すなわち、ヒスタミンは陽

イオンを含まないスクロース溶液では分泌された頼粒に結合しており、 Na+イオンの

存在下に頼粒から離れると考えられる。

以上から、マスト細胞のヒスタミンは分泌頼粒に結合していること、頼粒分泌には

エネルギーを必要とし、ヒスタミンは頼粒に結合したまま細胞外に放出された後、外

液のNa+イオンと交換して穎粒から遊離すると考えられる(図5)。
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P35 脂質モデル膜の配向に影響を及ぼす脂質ーナイスタチンコンプレックス

の構造と機能に関する研究

(阪大・薬)0木村敦臣鹿野哲司高木達也藤原英明

NMR studies on the structure and the function of the lipid-nystatin complex which has 

an effect on the order of the lipid model membrane 

Atsuomi Kimura， TetsushiKano， Tatsuya Takagi and Hideaki Fujiwara 

Faculty of Pharmaceutical Scienc田，OsakaUniversity 

Nystatin is a membrane-active polyene antibiotic which has been shown to increase ion 

and smaII molecule permeability in a variety of model and biological membrame systems. A 

possible mechanistic model states that nystatin forms stable complexes with the membrane 

phspholipid and that sterol moleωles help to organize these complexes into channels.τ'he 

interactions between nystatin and phospholipid were investigated in chloroform solution. In 

chloroform nystatin strongly interacts with phospholipid molecules to form a complex.τ'he 

results suggest that there are interactions between the cunjugated heptene stretch of 

nystatin and the methylene groups of Iipid acyl chains. 

1、序論

ポリエン系抗生物質は生体膜の構成成分であるコレステロールと複合体を形成し、チャ

ンネルとなって、イオンや小分子の膜に対する透過性変化を引き起こすことにより活性発

現に至ると考えられている。これに対し近年、ポリエン系抗生物質の作用機序として

membrane-defect modelが提唱された。しかし、このモデルにおいてチャンネルを安定イじ

するリン脂質の役割については、明らかにされていない。そこで我々は、ポリエン系抗生

物質であるナイスタチンとリン脂質の相互作用についてNMRを用いて研究することとし

た。

2、実験

卵黄レシチンのCDCL3溶液に、ナイスタチンのDMSO-d6溶?夜を加えたものをサンプルと
した。 NMR測定は、 VarianVXR-200により250Cにて行った。 NOESYスペクトルは

対角ピークを小さくするためスピニングおよびロックオフにて得た。

ナイスタチン、 リン日旨質、 2D-NOESY 

きむらあっおみ、かのてっし、たかぎたつや、ふじわらひであき
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3、結果と考察

Fig.lにリン日旨質ーナイスタチンの

200MHz lH一川四スベクトルを示す。

ナイスタチンのへプテンのピークは

5.8ppmから 6.4ppmの間に現れており、

これらのピークは脂質のピ クと重ならず

明瞭に確認できる。ナイスタチンを加える

ことによって、脂質のピーク幅の増大が

認められ、脂質とナイスタチンとの

コンプレックス形成を示唆するものと

考えられる。

脂質とナイスタチンを 1: 1の濃度比で

混合したサンプルの 2D-NOESY

スベクトルを Fig.2に示す。

Fig.2においてナイスタチンのへプテンと

脂質のメチレンピークおよびNメチルピーク

との聞にクロスピークが観測されている。

これらの分子間NOEを検証するため

lD-NOF実験を行った結果を Fig.3に示す。

NOESY実験の結果と一致して5.0%の正のNOEが観測された。

これらの結果からナイスタチンのへプテン領域と脂質のメチレン領域は空間的に近接し

ている事が分かる。今後、さらにナイスタチンとリン脂質およびナイスタチンとコレステ

ロ ルとの相互作用について詳細な知見を得るため、現在、重水素佑リン脂質の合成を検

討中である。
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P36 無細胞蛋白質合成システムによる蛋白質の安定同位体標識

0木川隆則，武藤裕，横山茂之
東大・理・生化

The Stable-Isotope Labeling of Protein Using the Cell-Free Protein 

Synth田isSystem 

OTakanori Kigawa， Yutaka Muto， Shigeyuki Yokoyama 

Department of Biophysics and Biochemistry， Graduate School of Science， 

University ofTokyo 

The stable-isotope labeling is a powerful tool for analysis of protein structure in 

combination with multi-dimensional N込1Rtech凶ques.Problems of this method are that some 

types of amino acid residues cannot be labeled efficiently and selectively by in vivo expression 

system generally used for preparation of labeled proteins. In the cell-free protein synthesis 

system， highly efficient and selective stable-isotope labeling of proteins c組 beachieved since 

the amino acid metabolism is not active. In this study， we have succeeded in preparation of a 

selectively (Ser or Asp residues) 15N-labeled human c-Ha-ras oncogene product (Ras) by 

optimization of the cell-free system. HSQC experiments confirmed that the Ras prepared by the 

cell.合'eesystem were efficiently labeled with a high selectivity.τ'hus， our cell-free system is 

useful for preparing stable-isotope labeled proteins. 

【序】

近年，蛋白質を安定同位体標識し，多次元NMRの手法を用いた解析をおこなうこと

により， NMRをもちいた蛋白質の高次構造決定の限界は飛躍的に上昇した.蛋白質の

安定同位体標識をおこなう場合には，生細胞を用いた発現系が用いられる.ところが

生細胞の系では，代謝により標識が他のアミノ酸にも及ぶため，特に選択的にアミノ

酸を標識したい場合には，標識効率が低く，しかも目的残基のみの標識が困難である

ことが問題であった.無細胞蛋白質合成系は，代謝系がほとんど機能しないので，効

率よく，しかも選択性高く蛋白質を標識できると考えられる.従来の無細胞蛋白質合

成系は合成量が少なく，蛋白質を調製する手段として用いることは困難であったが，

我々は反応液組成を最適化することなどにより， lmlの反応液当り 100同程度の蛋白質

を得ることを可能とした.そこで，この系を用いて，ヒトのがん遺伝子c-Ha-r仰の産物

(Ras)をアミノ酸(セリンないしはアスパラギン酸:生細胞の系では単独に標識する

ことが困難)選択的に安定同位体標識することを試みた.

キーワード:安定同位体標識，無細胞蛋白質合成系

0きがわ たかのり，むとう ゆたか，よこやま しげゆき
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【方法】

試料の調製:大腸菌S30抽出液とT7RNA ポリメラーゼを用いる転写翻訳共役系を反

応系として用いた.鋳型は， RasのC末端18残基を除いた171残基からなる短鎖型の遺伝

子を，T7プロモーターに接続したプラスミドpK7-Rasを用いた.反応液中の特定アミノ

酸を15N標識アミノ酸に置き換えて反応をおこなうことにより，アミノ酸選択的に15N

標識したRasを合成した.合成したRasは， FPLCのMonoQカラムおよびSuperdex75カラ

ムを用いて反応液から精製した.

試料の測定:lH_15N HSQCスペクトルの測定は， 20mM NaPhosphate (pH 5.5)， lOmM  

MgCI2， 150mM NaCI， 10% 2H20中， 32Tで， AMX600 (Bruker)を用いておこなった.

【結果と考察1
ユニフォームに15N標識したRasのHSQCスペクトル(図 1)を，本研究で調製した選

択的15N標識RasのHSQCスペクトル(図 1)と比較した結果，セリン残基ないしはアス

パラギン酸残基のみが標識されており，他のアミノ酸残基へは標識が及んでいないこ

とがわかった.このように本研究の結果，多次元NMRのための標識蛋白質調製法とし

て，無細胞蛋白質合成系を利用することが可能である.我々の系を人工的遺伝暗号系

と組み合せれば，位置特異的に安定同位体標識をした蛋白質を調製することが可能と

なり，蛋白質の局所的な動的微細構造を， NMR法を用いて調べることができると考え

られる.
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P37 3重共鳴30/40NMRによるヒトc・・Ha-Rasタンパク質の解析

0伊藤隆1.2，岩原淳ニ1.仲野徳1，山崎和彦1.3，武藤裕¥

河合剛太4. M. WälchU 5 • 西村運B，宮津辰雄汽横山茂之 1
( 1東京大学・理， 2理研・バイオデザイン， 3蛋白工学研，

4東京大学・工， 5日本ブルカー.6菖有製薬つくば研)

Triple-Resonance 30/40 NMR Studies of Human c・Ha-Ras Protein 

Yutaka Ito 1，2， Junji Iwahara 1， No凶 ruNakano1， Kazuhiko Yamasaki1ベYutakaM凶01，Gota Kawaf， 
Mar1<us Walchli5， Susumu Nishimura6， Tatsuo Miy泣 awa3，and Shigeyuki Yokoyama 1 

1 Faculty of Science， University of TOkyo， 2Biodesign Research Group， The Institute of Physical and 
Chemical Research (RIKEN)， 3Protein Engineering Research Institute， 4Faculty of Engineering， 
University of Tokyo， 5Bruker Japan， 6Banyu Tsukuba Research Institute in Collaboration with Merck 
Research Laboratories. 

In order to assign the side chain 1 H and 13C re回 nancesof the truncated human c・Ha-Rasprotein 

(residues 1・171)bound with GOP， 30/40 triple-resonance NMR experiments were peげomedfor an 
uniformly 13C/15N-labeled sample. By 3D CT-HCCH-COSY， 3D HCCH-TOCSYand 40 HCCH-TOCSY 

experiments， about 80% of the side chain lH and 13C resonances were assigned. The 3D CT-HNHB 

experiment technique was found to be usefull for assignment of Hs resonences. For the complete 

assignment， additional triple-resonance experiments (HCACO・TOCSY，HCC(CO)NNH etc.) are in 

progress. 

【目的】 Rasタンパク質は，アミノ酸189残基からなる分子量約21Kのタンパク質

であり，細胞の増殖・分化に関与するシグナル伝達系において重要な役割を果たして

いる.Rasは.GDPあるいはGTPを一分子結合している.GDP結合型はシグナル伝達

活性を持たないが，結合ヌクレオチドの交換によって生じるGTP結合型は，ターゲッ

ト分子との相互作用が可能になりシグナルを伝達する.最近の報告によると，ヌクレ

オチド交換因子としてmSos1が，ターゲット分子の候補として，従来から知られてい

たGAP. NF1に加えて. Raf1がRasと相互作用することが明らかになってきている.

われわれは.GDP結合型からGTP結合型への転換にともなう高次構造変化を同定し，

さらにRasと他のタンパク質との相互作用のメカニズムを明らかにするために. NMR 

を用いた解析を行なってきた.既に.1 H_15N 3D NMR. lH_13C_15N 3重共鳴 3DNMR

の手法を用いることで.GDP結合型.GTP結合型双方について主鎖lH. 13C. 15Nシグ

ナルの帰属を行なった.本研究では，水溶液中での高次構造決定のための足掛かりと

してGDP結合型Rasの側鎖lH. 13Cシグナルの帰属を試みた.

{手法} 従来，分子量10K程度までのタンパク質において用いられてきた.3JHHを

用いた手法では，分子量20K程度のタンパク質の側鎖シグナルの帰属は非常に困難で

ある. したがって本研究では. lJHC， lJccを利用した.HCCH幽COSY. HCCH-TOCSY 

の実験を行ない，側鎖lH. 13Cシグナルの帰属を行なった. HCCH-TOCSYについては

4Dの実験も行なった.また，主鎖15N核とHsとの3JHNを用いてHsの帰属を行なう

HNHBスペクトルの測定も行なった.さらに，最近いくつかのグループから提案され

ている，恨.IJ鎖lH. 13Cシグナルを主鎖15N核やカルボニル13C核の周波数で分離する測定

法も試みている.

キーワード:3重共鳴30/40NM凡 Rasタンパク質

Oいとうゆたか，いわはらじゅんじ，なかののぼるーやまさきかずひこ，むとうゆたか，
かわいごうた，まるくすう・えるひり，にしむらすすむ.みやざわたっお，ょこやましげゆき
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【結果・考察】 図し 2に3DCT-HCCH-COSY， 3D HCCH-TOCSYスペクトルの

F3CH)ーF1CH)断面を示した.図中に示したように， 13C_13C COSY transfer， TOCSY 

transfer に起因するクロスピークが観測されており，約半数弱の側鎖1H，13Cシグナル

についてはこの2つの3Dスペクトルを用いることで帰属することができた. しかし，

主としてF2(13C)軸の分解能の不足という問題から (foldingを用いて約29ppmのスペク
トル幅で測定しているが)帰属が困難なシグナルが多数残された.これら帰属が困難
なシグナルについては， 40 HCCH-TOCSYスペクトルを用いた解析が有効であった.

また図3には3DCT-HNHBスペクトルの F3CH)-F1 CH)断面を示したが，この測定に
よって， HCCHの実験とは独立に，約半数の残基についてHsシグナルを帰属すること
ができた.現在HCACO-TOCSY，HCC(CO)NNHなどのスペクトルの解析を行なって
おり，完全帰属を目指している.
【今後の展望】 今後は， GTP結合型についても同様の解析を行なっていく予定であ

る.また，本研究で得られたGOP結合型の側鎖シグナルの帰属を基にして， 1H_1H聞
のNOE情報の解析(有用な新たなパルス系列の開発も含めて)を行ない，水溶液中の
高次構造の決定を行なっていく.さらに，これまで野生型で行なってきたような異種
核多次元NMRによる解析を， Rasのいくつかの変異体についても行なう計画である.
このような， 30/40スペクトルのルーチンの解析のために， 30/40のピーク・テーブ
ルを入力ファイルとする簡便な半自動帰属プログラム (40・assist) を開発中である.
このプログラムを用いることで複数の30/40スペクトルにおけるピークの相間性の検
索と帰属(例.HNCAHAとHCA(CO)NNHのピーク・テーブルからの主鎖シグナルの
自動帰属)を行なうことが可能になる.
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P38 大腸菌イソロイシン武NAとイソロイシル恨NA合成酵素との相互作用

0新美達也l，武藤裕l，河合剛太2，3，高柳正明2，野口智明2，
林宣宏3，河野俊之l，4，春木満l，5，村松知成人渡辺公網3，

宮津辰雄2，6，横山茂之1

1東大・理， 2横浜国大・工， 3東大・工， 4現三菱化成生命研，

5現蛋白工学研究所， 6蛋白工学研究所

NMR studies on the interaction between isoleucine tRNA却 disoleucyl-tRNA 
synthetase from E. coli. 

uTatsuya凶 mi1，Yutak:a Muto1， Gota Kawai2.3，Masaaki Tak:ayanagi2， Tomoak:i 

Noguchi2， Nobuhiro Hayashi3， Toshiyuki Kohno1ぺMitsuruHaruki 1ベTomonari
Muramatsu 1 ， Kimitsuna Watanabe3， Tatsuo Miy位 awa1.5，Shigeyuki Yokoyama1 

lGraduate school of Science， the University of Tokyo， 2Paculty of Engineering， 

YokohamaNational Unversity， 3Paculty ofEngineering， the Unversity ofTokyo， 

6 Protein Engineering Research Institute. 

4Present adress， Mitsubishi Kasei Institute of Life Science， 

5Present adress， Protein Engineering Research Institute. 

Interaction of isoleucyl司tRNAsynthetase (IleRS)加 dtRNAIIle from E. coli was analyzed by lH 

釦 d15N_IH NMR experiments. tRNAl11e species was labeled with 15N in vivoand purified by an 

HPLC. Por free tRNAIIle， the NH reson加 cesof all the secondary base pa註sand five tertiary base 

pairs were assigned by NOESY加 d15N_1H HMQC experiments. In the HMQC spectrum ofthe 

complex of tRNAIIle and unlabeled IleRS， most ofthe 15N_IH cross peak:s of tRNA1lle were still 

observed at the same chemical shifts as those of the 15N_1 H cross peak:s of tRNA 1 Ile in the free state 

釦 dappreciably broadened. However， some resonances were shifted， more broadened than other 
observed ones， or even missing. These results suggest that the conformation change in出e

secondary and tertiary structure of tRNAl11ewas induced upon binding with IleRS. 

アミノアシル武NA合成酵素は遺伝暗号上で対応するアミノ酸に特異的なtRNAのみを厳
密に認識してアミノアシルする.この分子認識は蛋白質の生合成に重要な役割を果たす.
本研究では，大腸菌のイソロイシンの系における認識機構解析を試みた.イソロイシlレ
tRNA合成酵素(IleRS)およびイソロイシンtRNA1 (tRNAI1le)の分子量はそれぞれ約

113，000， 26，000と巨大なためlHNMRによる解析だけでは困難で、ある.そこで15Nユニフ

ォーム標識されたtRNAIIle分子を調製し，そのイミノプロトンシグナルを帰属する.そし

て酵素と複合体を形成することで生じたシグナルの変化を観測して，酵素の結合によって
誘導された構造変化を解析した.

[方法]
15Nユニフォーム標識されたtRNAII1eは，15NH4CIを含む最少培地で、培養した大腸菌A19

株の恨NA画分からHPLCによって精製した.非標識のtRNAII1eは大腸菌A19株から同様に

精製した.IleRSは発現系を用いて調製した.全てのNMR測定は， 100mM NaCl， lOmM  
MgCI2， pH 6.7， 310Kで行い，溶媒シグナル消去にはjumpand retum pulseを用いた.非標識

tRNA1IleのNOESYは鈴科濃度3.0mMで， 15N標識tRNA1IleのHMQCは試料濃度O.4mMで，

キーワード:tRNA，アミノアシル武NA合成酵素，15N-NMR
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15N標識tRNA1lle-lleRS複合体のHMQCは試料濃度0.4mM/O.6mMで，それぞれ測定した.
[結果と考察]

tRNAl11eのイミノプロトンシグナルの帰属はNOESYスペクトルから行なった.まず各ス
テムについて二次構造塩基対の全イミノプロトン (23個)を連鎖帰属し，ついで、三次構
造形成に関わる塩基対のイミノプロトン (7個)を帰属した.その結果，この武NA分子

は典型的なL字型三次構造を形成していることが確認された.次に仮NAIIle単独のHMQC

スペクトJレを測定し(図 1)，イミノプロトンシグナルの帰属に基づいて各クロスピーク
を帰属した.これによってほとんどのシグナルの重なりを解消することが出来た.そして
lleRSとほNAl11eとの複合体についてHMQCスペクトルを測定し(図2)， tRNAIIle単独の
スペクトルと比較した.多くのイミノプロトンシグナルは，分子量の増加にともなってブ
ロードニングしたが，化学シフトの変化は観測されなかった.しかし，いくつかのイミノ
プロトンシグナルにおいて，化学シフトの変化，強いプロードニング，更にはシグナルの
消失が観測された.これらの変化は，酵素のアミノ酸残基が接近した，あるいは水分子の
プロトンとの交換が促進された，などを反映していると考えられる. しかしlH-NMRで観

測されるイミノプロトンは基本的に，塩基対のスタッキングによって形成される疎水性領
域において水素結合に関与しており 溶媒や酵素に対して露出していない.このためイミ
ノプロトンシグナルの変化は，何らかの構造上の変化を反映している可能性が高い.シグ

ナルに変化が観測されたプロトンを含む塩基対をほNA1lle分子上に表してみた.まずステ

ム領域の3箇所に局在しており，この部位で二次構造上の変化が生じていることが示され
た.さらに， 2個の三次構造塩基対のイミノプロトンシグナルが消失しており， lleRSの
結合によってほNA1Il巴の三次構造に大きな影響が及んでいることが示唆された.これらの

結果を，すでに明らかにされている変異体解析およびフットプリンテイング解析の結果(文
献1)と併せることで， IleRSによるtRNA1lleの認識機構について考察を行なった.
文献1 Nureki， 0.， et aJ.， (1993)よMol.Biol. in press. 
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図2 15Nユニフォーム標識tRNAIIleとIleRS
との複合体の15N-1HHMQCスペクトル.ク

ロスピークの番号は図 1に対応する.下線で
示した残基はイミノプロトンシグナルの化学
シフトが変化した残基を，枠で囲んだ残基は
ブロードニングが大きかった残基を表す.
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P39 安定同位体標識を用いたRNAオリゴマーの構造解析

0渡部暁1、河合剛太2、福田裕章3、井上丹4、渡辺公綱2、横山茂之1
1東大・理、 2東大・工、 3日本酸素・つくば研究所、 4京大・理

Conformational analysis of an RNA oIigolmer by heteronuclear 
multidimensional NMR 

Satoru Watanabe1， Gota Kawai2， Hiroaki Fukuda3， Tan Inoue， Kimitsuna 

Watanabe2 and Shigeyuki Yokoyama1 

1 Department ofBiophysics and Biochemistry， Graduate school of Science， Univ. 

ofTokyo， 2 Faculty ~fEngineering， Univ. ofTokyo， 3 Tsukuba Laboratory， 
Nippon Sanso Co中oration，4 Faculty of Science， Univ. of Kyoto 

Uniformly labelled nucleotide 5' triphosphates (NTPs) were prepared from yeast or 
E.coli grown in 13C and/or 15N enriched media. Template DNAs were chemically synthesized 
and amplified by PCR. By in vitro transcription， we obtained designed RNAs that include 
sequences of a putative guanosine binding site and 3' splice site of Tetrahymena group 1 intron. 
First， we measured lD and 2D lH NMR spectra of unlab~lled RNAs. In H20， 10 resonances 
were observed in the imino proton region. In order to resolve and assign ribose proton 
resonances出 weIIas base proton resonances， heteronucIear experiments are in progress. 

[序]
触媒活性をも-つ悶Aが見つかって以来、様々な機能を持つ悶Aの研究が進められて
いる。 RNAがその機能を実現するためには精密に折りたたまれた高次構造をとること
が重要であるが、高次構造を直接的に調べる手段は限られている。なかでもNMRは最
も有効な手段である。 NMRはタンパク質の高次構造解析に広くつかわれているが、核
酸の場合にはタンパク質に比べてシグナルの重なりが激しい問題点がある。従って、

RNAの構造解析には安定同位体標識の導入によるシグナルの分離が不可欠である。今
まで、標識したRNAの高次構造解析は天然に存在するtRNA、rRNAなどに限られてい
た。今回は安定同位体標識をしたヌクレオシド5'三リン酸を大腸菌もしくは酵母から調

製し、 T7RNA polymeraseを用いたinvitro transcriptionの系を用いることで、任意の配列
の安定同位体標識問Aを得ることを試みた。
group 1 intron (図1) は自己触媒活
性をもっリボザイムで、 Tetrahymena
のrRNAintronなどいくつかはinvitroで
も活性を持つ。その3'splice siteでは、
グアノシンがtransesterificationする反
応 (G交換反応)とアルカリ条件で特
異的加水分解反応が起こることが知ら
れている。これらの反応では、 10個の
保存されたステム (PlからPI0)のう
ち、全てが活性に必要というわけでは
なく、いくつか2次構造の要素を欠い
たmutantでも活性を持つことが知られ 図1group 1 intronに保存されている2次構造

キーワード :RNA、安定同位体標識、リボザイム、高次構造、 group1 intron 
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ている。本研究では、そのなかでも最も重要な要素であるP7と3'spli印 siteをもっRNA
(P7-3'ss)Gを上に述べた方、法を用いて調製し、水溶液中での構造解析を試みた。

【材料と方法】

標識NTPの調製:安定同位体[13C，15N]または[15N]を含んだ培地で培養した大腸菌も

しくは酵母から超遠心または塩による沈殿よりrRNA画分を調製した。 rRNAをnuclease
P1で加水分解し、ヌクレオシドモノリン酸 (NMP)を得た。 NMPを酵素によりリン酸
化し標識ヌクレオシド三リン酸 (NTP) を調製した。
in vitro転写反応:T7 RNA promoterと目的の配列とを含む合成DNAをpUC119に組み込
み (pGIP7A)、PCRで鋳型DNAを調製した。 1ワRNApolymeraseを用いたinvitro 
transcription反応を行い、 20%urea PAGEにより目的のRNAを精製した。
NMR測定:測定は20

0

C、pH7.5の条件で行った。軽水中の測定はジャンプ・アンド・
リターンを用いた。装置はBrukerAMX600またはAMX500で行った。

{結果]

安定同位体[13C]酢酸 1gから、 ATP，CTP， UTP， GTP各26，18， 11， 18 OD単位を得るこ
とに成功した。また、同じ菌体からtRNAとrRNAの両方の画分をえて、後者からNTPを
得ることもできた。 invitro transcriptionで、比較的鎖長さの短い (30mer程度)のRNA
を、 10mL反応、でNMRスケー Jレ (~5 mg)調製することができた。

まず、未標識のサンプルで1Hの測定を行った。軽水中の測定ではイミノプロトン領

域に10個のシグナルが観測された(図2)。ピークの分離は比較的良好であり、 1D
NOEおよび温度依存性の測定により帰属を進めている。重水中TOCSY及びNOESYでは
塩基プロトンのピークはよく分離されて得られたが、リボースのプロトン領域ではシ
グナルの重なりが激しく解析は困難であることがわかった(図3-a，b)。この問題を解
決するためユニフォームに安定同位体標識されたNTPを用いてラベルサンプルを現在

調製し3DHCCH-TOCSYを測定する予定である。

[考察]
安定同位体標識したRNAサンプルがNMRスケールで得られることがわかり、修飾ヌ
クレオシドを除く任意の配列の解析が可能となった。RNAoligomerのシグナルの分離・
帰属に標識を用いたが、この手法は、 RNAのライゲーションと併用することでリボザ
イム、 rRNAといった巨大分子の特定の位置の高次構造情報を知ることを可能にする。
ただしこれらの材料は現時点で非常に高価であり、培地から得られる画分をできるだ
け利用することが望まれる。その意味で恨NAとrRNAの両方が回収できたことは意味が
あると思われる。

思12 イミノプトロンの百，，'dJr.依1ftl:

---・ E

(a) 再

一一o-f ャ一一ー一 、
旦5 G 

E 
"トγF ト一一 ・
t 

一 -θー

'P' 

@ 

一一ー一一一一一一ー! .1 __ 

二11iii同日二
l一一\~+7i:'+-"\-'¥¥.・

:;:-ーーτーー一..ーー..一一マヶ ムーーー・ご{ーーペヶー『・ー..ー・ー，ー..ー

|玄13 IfUKIIIの (a)TOCSY (rnixing tirnc = 50 rns) 
(b) NOESY (rnixing timc = 200 rns) 

司，
h守ーウ白



P40 国体NMRによる長鎖ボルフイリン液晶の相転移挙動の研究

コ赤井智子・清水洋・山本仁・山中裕・見矢勝・永田章

大阪工業技術試験所

Solid s飽.teNMRsωd眠on白eph酪 etransitions of tetraphenyl po申hyr泊
with long aliphatic chains. 

QT~_Akai， Y. Shimizu， H. Yamamoto， H. Yamanaka， M. Miya， and 
A. Nagata. 
Government Industrial Research Institute ofO回ka.

百ledynamic strucω戸sofmesophases of5， 10 ， 15 ，20幽t~tl'B:kis(~-n:-alkylphenyl)po中hyrin
have been studied by Solid S飽.teNMR. The ~te of motion in the alkyl chain w;槌 quali匂.tive1y
estimated by temperaωre dependance of13C CPMAS spectm.1H CRAMPsmd13C 
CPMAS spectm suggested that two inequivalent sites exist fbr the alkyl chin泊 crysta1組d
the lower mesophase (DL').百1ESeNMR data are discussed in comparison with the results of 
IR spectra and X -ray diffraction analysis. 

【はじめに】

液品や柔粘性結晶の総称であるメソフェーズ、(中間相)では一般に液体では見られないような分子の長

距離秩序と結品固体とは異なる分子のダイナミクスが存在し、それに起因する電子、ホール、励起子の移

動等の物性にはたいへん興味深いものがある。我々は、機能性分子として国体や液体で多くの物性が研究

されてきたポルフィリン系化合物、特に比較的合成の容易なテトラフェニルポルフィリン (TPP)につ

いて液晶性の検討を行っており、フェニル基のF位のアルキル局員誘導体が非常に知性の高いデ、イスコテ

イクラメラ (DL)相をもっメソーゲンであることを明かにしたouさらに、この液晶性長鎖TPPを2枚

のITO薄膜ではさんだ構造のセルにおいて、発生する光電流の電圧依存'性が液晶相転移に伴って大きく変化

するという興味深い結果を見いだしている。 2) 

本研究では、このような物性に深く関連すると考えられる分子配列及び分子ダイナミクスを固体NMR

(
'3C CPMAS，官 C臥MPS)を用いて定性的に検討した結果を報告する。

本研究においては、液晶性TPPとしてFig.1のような構造をもっボルフイリン液晶， 5，10，15，20 -

Tetrakis(4-n-dodecylphenyl)porphyrin (C 1 2 T P P)を取りあげた。この物質はTable.1に示すような

相転移挙動を示す。

CH3(C H2 )n_2CH2 

Table. 1 Phase仕組lsition鈴quence
'ofC12TPP. 

Cn TPP (n=12) 

1 5' 6' 
4ノヨ.:;8 9・1819 
ヒCH2(CH2)n_2CH3 

5 6 

31・C 52・C 155・c
C 一一一一~ n' 一一一ーム~ --_..~ . ー一一一-uL守一一一ー-u，守二二二二- 150 
(11・C) - (50・C) -L. (149・C)

印 2(0セln.zCH3

Fig.l S住uctureof C12TPP 

c DL DL fs。
.6.H(kJJmol) 46 14 23 
.o.S(JfK作。，) 152 43 54 

キーワード;液晶、長鎖ポルフィリン、 13CCPMAS、'HCRAMPS 
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【実験】 C12TPPは、以前に報告したか誌で合成した 0 1)NMR湖定にはすべて、 Ch巴magneticsC 

MX200を用いた。 13Cの共鳴周波数は50.3527削z、CPMAS測定時のプロトン90。パルスは、 4.

5μs、回転数は5kHzとした o1H CRAMPSは、 BR-24を用いて900 パルス1.3μsで混淀した。

【結果】 アルキル部分の13C CPMASスペクトルは、 310C""440C、580C""問。Cで、線幅に著しい変化

を示した。 DSCから決定された相転移温度から、それぞれ結晶相からDL-相、 DL-相からDLf目への転

移に対応していると考えられる。 Fig.2は結晶相、 DL-相、 DLf目のアルキル部分の13CCPMASスペ

クトルを示す。各ピークの帰属は癒夜の C-HCOSYスペクトルを用いて同定した13Cケミカルシフ

トf直を用いた。結晶相においては、アルキル鎖料請のC18、C19を除いて広い線幅を示す。これは回

転車度を変えても線幅が変化しないことより、運動によるデ、カップリング効率の低下のためであると考え

られ、 C8""C17においてはプロトンデ、カップリングの周期(数十凶z)に近い1速さの再配向運動が起

こっていることを示している。つまり結晶相においては、末端のC18とC19カ嘘く運動しているのに

対して、その他のCの運動は周囲からの束縛を受けて運動の速度が遅いと考えられる。 DL'相に転移する

と、 C8""C17の線幅が減少し、しだいにこのタイムスケールより運動が速くなりつつあることを示し

ている。 DL相に転移すると、 C8まですべて先鋭化し、アルキル基金体がこのタイムスケールに比べて速

い運動を示すことがわかる。

また、 DL'相において末端メチルの吸収線がヲ国境化すると、ピークは二つに分裂していることがわかる。

また1HCRAMPSスペクトル (Fig.3)において、結品相に存在する二つのピークがDLでは消失して

いる。これらの事実は、結晶相からDL'相においてアルキル末端部分において磁気的環境の異なる2つの

サイトが存在していることを示唆している。

また、芳香族部分の13CCPMASスペクトルをFig.4に示す。結晶→DL'→DLと変化するに従って

アルキル基の場合と同様な線形の変化がみられ、次第に運動性が高くなることがわかる。 C5，C6のピ

ークは二つに分裂をしている。これをC5，C6とC5'，C6'の磁気的環境の違いによるものとすると、

フェニル基の回転運動は、結晶相からDLにいたるまでこのシフト差のタイムスケール(百Hz程度)より

はるかに遅いと考えられる。芳香族部分のCPMASスペクトルの強度、シフト値などは、ポルフィリン

環どうしの相互作用についての情報を含むと考えられるが、ぞれについては、 1HCRAMPSスペクト

ルの温度変化の結果とあわせて現在検討中である。

31・c
(Crystal) 

C10. C17 

31・c
(Crystal) 

CI 

1) Y. S担imizuet al.， Uq. Cryst.， 14， 

795(1993); Cheo.tett.， 25(1991). 

2) Y. Shimizu et al.， J. Cheo. Soc. 

Cheo.ζOIlUO.， 656 (1993). 

100・c

20・c

ppm 

臣F1501001050

50 0 Fig.413C CPMAS S戸 C凶 ofFig. 3 lH CRA島IPS呼埠ctraof 
Fig.213CαMAS spec回 of ;;~~atic ~~p~i Ct2TPP. - Cl2TPP. 
a1iphatic group of C12TPP. 
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P41 PFG-NMRによる食品中の水の拡散係数測定

0福岡美香、張偉文、渡辺尚彦(東京水産大学)、島田信二(農業研究センター〉

Measurement of Moisture Di鉦usionin Food materia1s by Pulsed司Field-GradientNMR Method 

Mika F冶kuoka，Hisahiko WatanabふShi吋iShimada 

Although there is need for moisture di丘usivitydata in fo吋 materials，only a little diffusivity data is available in 

literature. One of the main cause of this gap may be the difficulty in methods for measuring dif釦sivity.

PFG-NMR may be aD altemative which enabJcs to measure effective diffusivity varying diffusion timc， sca1c of 

observation. In this study，diffusion coefficient of moisture in food materials， intact as well as proωssed ones， w笛

meおuredusing PFG・NMR.

【はじめに】 食品原料である生物素材は組成及び構造が多様で物成値の特定が難しい。しかしな

がら食品の貯蔵、加工といったプロセスの設計上、それら物成値を解明することは重要な課題である。

本研究の目的は、 PFG司NMRを用いて食品中の水の有効拡散係数を食品の組成と構造とに対応させて予

想できるようにすることにある。昨年度、本討論会で食品素材として大豆種子について報告したが、今

回は大豆種子とともに試料として魚肉筋肉を用いた結果も報告する。

【方法】 試料として大豆種子(Glycine m砿 cv.Enrei)および鮮魚〈市販生鱈肉)を用いた。魚肉に

ついては、切り身を破砕しゲル状にしたもの等調整した。水分含量は80
0

Cで通風乾燥させた乾物重量を

基準として求めた。

NMRの測定は、 BurukerAM200WB (4. 7Tesla)マイクロイメージング付きを用い、 RFコイル直径

15mm、測定温度250C、Stimulatedecho法で行なった。磁場勾配パルスを与えた場合と与えなかった場合

のシグナルの強度比 (R)は以下の式で表せる。
R=exp[・Dr2δ2g2(ム"δβ)] (1) 

この式の中で、 Dは拡散係数、 7は核磁気回転比、 δは磁場勾配パルスをかけた時間、 gは磁場勾配

パルスの強度、ムは拡散時間に相当する。

【結果及び考察】

1.Moisture Diffusion in Soyb儲nSeed 

拡散時間に対するエコーシグナルの減衰を

Fig.1.に示した。図には登熟状態が異なる 3

種類についての測定結果を載せてある。登熟

過程が進行するとともにエコーシグナルの減

衰が小さくなり拡散時閣の変化に対して一定

値に近づくようになる。この結果を説明する

ために最も単純なモデルとしてTanner(1979) 

により表されたパラレルモデルを用いシュミ

レーションを行った (Fig.2)。用いた解析
Fig.1 A semi-log plot of echo at1enuation vs. d回路iontime. 

解は次の通りである。

。
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I [附(付肘Y怜b駒仰t1

( 2 )式の中でaはパラレルに配列した壁の間隔に相当し、等間隔に並べられた壁の中を分子が拡散

し、壁から外へは自由な拡散ができずに制限されていると仮定したモデルである。シュミレーション

キーワード:パルス磁場勾配NMR法、拡散係数

Oふくおかみか、ちょう いぷん、わたなべひさひこ、しまだ しんじ
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では2種類の拡散係数について

それそ'れ間隔aを変えた場合を

示してある。この結果から、登

熟過程が進行するとともに水分

含量が減少し見かけの拡散係数

も小さくなり、それと同時に拡

散する場のサイズも小さくなる

ということを実測値が表してい

ると解釈できる。

2.MoistureDiffusion泊 fishf1esh 

Intactおよび破砕した魚肉

(1)式に従ってプロットした

結果をFig.3 (Intact)及びFig.4

(破砕した魚肉)に示す。Intact

な場合では、拡散時間を変化させ

ても、得られる直線の傾きが全て

同じであることがわかる。このこ

とは、本実験で用いた拡散時間

(ム=28ms-108ms)の範囲内で

は、魚肉筋肉中の水の自由な拡散

運動が観測されていると言える。

一方、破砕した魚肉では、拡散時

間ムを大きくしていくと直線の傾

きが小さくなっていくことがわか

る。このことは、破砕したことで

E 
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Fig.2 Caluculated ecbo atlenuation by tbe parallel model. 
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-S • 
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魚肉中の水の自由な拡散遥動が制

限され、その効果が観測されてい

ることを示している。

Fig.3 A semi-log plot of ecbo attenuation vs.y2O2g2(a・o/3)for moisture in 

intact fisb flesb. 

Intactな試料の中の水が自由拡

散で、破砕した場合に制限拡散を

示したことは、予想外の結果であ

った。なぜなら、大豆種子中の水

の拡散が制限拡散を示すことから、

筋肉組織の中での水分子の運動も

水分子が自由に移動できる空間が 量
増え、その結果自由拡散を示すと

予想された。 Fig.3の直線より算

出した拡散係数、 D= 1.88x 

10.
5
叩 %を用いて、分子運動の平

均移動距離Xをx2=2 Dムの関
係式より推算すると、拡散時間ム

=28ms-108msでは10μm-20μ

。

-1 

-2 

-3 。 5 10 IS 20 

104y2o2g2(l1-O/3) 

mとなる。今回観測した魚肉中の Fig.4A semi-log plot of ecbo atlenuation vs.y2o2g2(a・o/3)for moisture in 

水分子の運動は狭い空間=筋原繊
吋 fisbflesb. 

維(直径1μm-2μm)の中ではなく、もっと広い空間=筋繊維(直径50μm-100μm)の中(筋原繊

維の間隙を埋めている水溶液の中)での分子拡散と考えられる。拡散時間ムをもっと長くして測定する

と、制限拡散が観測されるものと考えられる。一方、魚肉を破砕することで筋肉組織の構造は壊される

が、同時に、筋繊維を構成するタンパク質に水分子が吸着することで自由に移動できる水分子が減ると

ともに移動できる空間も減少したため、制限拡散を示したと考えられる。
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P42 lH-NMRによるカルポキシメチル化RNaseT 1の熱安定化研究

0水越利巳1、宮野博1、鈴木条一郎¥小島正樹z、回之倉優z、高橋健治z
e味の素(株)・中研、 2東大・理)
lH-NMR Study of Th巴rmalStability of Carboxymethylated 
Ribonuclease T1 

OToshimi Mizukoshi1， Hiroshi Miyano1， Ei-ichiro Suzuki1， 
Masaki Kojima2， Masaru Tanokura2 and Kenji Takahashi2 

1Central Research Laboratories， Ajinomoto Co.，Ink.， 
2Paculty of Science， University of Tokyo 

Ribonuclease T1 (RNase T1) is inactivated by carboxymethylation at Glu・58，
while it retains the subs trate-binding_ ability. To s tudy the effects of carboxy 
methylation on the thermal stability， 'H-NMR spectra were measured at various 
temperatures for intact and Glu58 carboxymethylated ribonuclease T1 (CM司 RNase
T)).For both intact and CM-RNase T)' the results indicate that the thermal 
unfolding occures at the same time for the whole molecule. In addition， 
CM-RNase T) (thermal unfolding temperature : 334K， unfolding enthalpy 
900kJ/mol) is more stable than intact RNase T) (325K， 550kJ/mol) which is 
consistent with previous studies. The model structure of RNase T) using 
BIOGRAF suggests that the salt bridge between CM-Glu58 and Arg77 stabilizes 
the CM-RNase T)molecule. 

{要旨I
Ribonuclease T1(RNase T1)は、 Aspergillusoryzaeから単離されるRNA分解酵素であり、極め

て選択的にグアノシン-3'-リン酸部分のホスホジエステル結合を切断する1'0RNase T1は化学修

飾や、 X線結晶構造解析などの研究から、 His40、Glu58、Arg77、His92が活性発現に不可欠で

あることが明かになっている。特にGlu58は、温和な条件下で、ヨード酢酸にて処理すると、選

択的にカ Jレポキシメチル (CM)化され、基質結合能を保ったまま活性を完全に失う九これま

での1H核の2D-NMRを用いた構造解析により RNaseT1はCM化後も二次構造はほぼ保たれてい

ることがわかっている町。本研究では、温度による構造変化の様子を1H-NMRにて観測でき、い

くつかのシグナルの強度変化により変性状態を定量的に扱うことを試みた。その結果、

CM-RNase T1の方がRNaseT1よりも熱安定性が高いことが明らかになった。また、

BIOGRAP(Molecular S imulations)プログラムによって構築したCM-RNaseT1の三次元構造から、

得られた温度安定性の結果を考察した。

【実験1
CM-RNase T1は、既知の方法にて合成したものを用いた。試料は、 RNaseT1、CM・RNaseT1 
ともに、重水 (99.5%) に溶解した。濃度は 1-2mM、pHは4.4とした。 NMR測定は、 Bruker

社製AMX600スペクトロメーターを用いた。測定温度は、 303Kより徐々に昇温しながら行った。

変性の転移混度は、他のシグナルと比較的分離の良いAsn81の α プロトンと、Ile90のSメチル

プロトンシグナルの相対強度を、測定温度に対してプロットすることにより求めた。変性状態

へ転移するためのエンタルピー ムHは、熱平衡式 lnK=・ムHlRT+.6.S/Rより求めた。

CM-RNaseT1の三次元構造は、 ProteinData Bankに登録されているLys25RNase T1と、 2'-GMP

のコンプレックスの座標をもとに構築したのち、 BIOGRAP(Molecular Simulations)プログラ

ムによるモレキュラーダイナミクスシミュレーションとエネルギ一極小化で計算した。

(KEY WORD) カルポキシメチル化、 RibonucleaseT1、温度安定性

0みずこし としみ、 みやの ひろし、 すずき えいいちろう、 こじま まさき
たのくら まさる、 たかはし けんじ
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I結果と考察I
RNase T1とCM-RNaseT1のnativeな状態における lH-NMRスペクト Jレの中で、I1e90の Sメチ

ルプロトンとAsn81のαプロトンは、他のシグナルとよく分離しており、しかも、ランダムコ

イル中の化学シフトよりも大きく値が異なっているため、三次構造変化に敏感な部分であると

恩われた。また、前者は主鎖のプロトンであり、後者は側鎖の末端にあること、両者は異なる

βストランド中にあることから、分子の離れた部分の変化を比較観測するには良い指標になる

と考えられた。これらの変性状態への変化をより定量的に考察するために、図1に温度変化対ピ

ーク強度のグラフを示した。 RNaseT1. CM・RNaseT1とも、温度の上昇につれて、主鎖Asn81α

プロトン、及び側鎖Ile90のSメチルプロトンのシグナJレ強度が同じように減少しており、変性

がほぼ同時におきていることがわかった。 nativeから変性状態への転移カープの中点は、 RNas巴

T1で52'C、 CM-RNaseT1で61'cであり、この値を変性温度とした。こうして求めたRNaseT1の

変性温度は、 CDや蛍光分析より求められた値とほぼ同様であった 4)。また、ピークの相対強度
はnativeな状態な分子の存在率を示していると考えられるので、それぞれの測定温度での平衡定

数が求められる。図2にlogK対温度のグラフを示した。前述した熱平衡式 lnK=ームH/RT+ムS/R

より、変性状態へ転移するために必要なエネルギ-.d.Hは、 RNaseT1で550kJ/mol、CM-

RNase T1で900kJ/molであり、 RNaseT1のエンタ Jレピーの値は、他の分析手法により求められ

た値と近い値を示した。

以上のことからRNaseT1は、カルボキシメチル化により活性が完全に失われると共に、温度

安定性が増大することが(およそ350kJ/mol)明らかとなった。また、Ile90~メチルプロトン

と、 Asn81α プロトンを個別に観察することにより、 RNaseT1、CM-RNaseT1ともに変性が分

子の離れた残基でも同時におこっていることも示唆された。

BIOGRAFにより構築したCM-RNaseT1のモデリング構造では、 CM・Glu58のカルボキシアニ

オンとArg77のグアニジウムカチオンが塩結合を形成することが可能な距離(最短で2A) に接

近する結果が得られた。このため、カルポキシメチル化による熱安定性の増大は、一つには静

電相互作用によるものであると考えられる。しかし、塩結合 (21kJ/mol程度と考えられる)だ

けではおよそ350kJ/molのエンタルピーの増加を説明できないので、分子構造全体との関連や、

温度変化速度の適切性等の検討が必要である。

4 。
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P43 3次元NMRの天然有機化合物への応用一分子量3422の海洋天然
物マイトトキシンの3DPFG-NOESY HMQCスペクトルー

0佐竹真幸、石田周、村田道雄、安元健 (東北大農)
内海博明、日元徹 (日本電子)

Application of 3D PFG-NOESY HMQC to Maitotoxin， a Marine Natural Product 

wi血aMolecular Weight of 3422 Da 

uMasayuki Satake， Shu Ishida， Michio Murata， and Takeshi Yasumoto (Faculty of 

Agriculture， Tohoku University， Sendai 981， Jap佃);Hiroaki Utsumi組 dTetsu 

Hinomoto (厄OLLtd. Akishima， Tokyo， 196， Japan) 

3D Pulse Field Gradient (PFG)-NOESY HMQC was successfully measured as to 

maitotoxin仰π'X， 1)， a potent marine toxin with a molecular weight of 3422 Da 13C-enriched 
MT'X at a rate of 4-5 % was produced by culturing the unicellular alga (dinoflagellates)泊

Naz13C03 media. The 3D NMR was measured with an A-600 (JEOL， 600 MHz) equipped with 

a pulse field gradient system with use of 9 mg of the enriched sample to furnish a data set of Fl 

128(1H) x F2 32(13C) x F3 512(lH). Consequently， the 3D experiment was provenωbea 

practical method for structural elucidation of a large natural product 

1 .はじめに
3次元NMRは、主にタンパク質の構造解析法として開発され今日まで発展してきた1，2。従って、タ

ンパク質については既に膨大な3次元NMRの解析例があり、標準法の一種となっていると云っても過言

ではない。なかでも、インパース法を用いたヘテロ 3次元法(もしくは4次元法)は立体構造の解析に

威力を発揮している。この場合、天然存在比の低い13Cや15Nを高度にエンリッチしたタンパク質を調製

する必要があるが、これは遺伝子工学的方法が発達した今日では解決可能な問題である。

しかし、演者らの研究対象である天然有機化合物の場合は事情がかなり違っており、ヘテロ 3次元N

MRの応用例は皆無に等しい。その理由として、天然物はタンパク質や多糖と違って、一般に繰り返し

ユニットを持たないこと、一部の発酵産物を除いて13Cをエンリッチする方法が確立されていないこと、

3次元測定によって有効なデータが得られるケースがまれなこと等が考えられる。ヘテロ 3次元NMR

を天然有機化合物の構造決定に適用するためには、このような問題を解決する必要がある。

そこで、演者らは、 2次元NMRのみでは構造解明が不可能であった海洋天然物マイトトキシンを試

料としてと 3DPFG (Pulse Field Gradient)-NOESY HMQCを測定し2ぺ構造解析法としての評価を行った

ので報告する。

キーワード: 3次元NMR、3DNOESY-HMQC、PFG、フィールドグラジエント、マイトトキシン、

海洋天然物、超活性天然物、ポリエーテル化合物

0きたけ まさゆき、 いしだ しゅう、 むらたみちお、 やすもと たけし

うつみ ひろあき、 ひのもと てつ
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2 .実験方法
マイトトキシン (maitotoxin1 ， M1χ， Mw. 3422 Da)は、南方島興域で多発する食中毒・シガテラの原

因毒のーっとして発見命名された3。その後の研究で、天然物としては前例のない大型の分子であること、

非常に強い毒性とユニークな薬理活性を有すること等が明らかにされ、現在最も注目されている天然物

のひとつである。本研究では、M1叉が培養可能な単細胞藻類(渦鞭毛藻)によって生産されることに

着目し、i3C・炭酸塩 (Na2C03，50 mg/L)を添加して培養を行った。 2000Lの培養からJ3C同位体濃度は4

5%のMτχ を約 9mg (2.6μmol)得ることができた。

この試料金量を300μLの重メタノールー重ピリジン(1:1)溶液に溶かし、 3DPFG-NOESY HMQC測定に

供した。パルス系列は通常のものを用い4，Pulse Field Gradientを併用した。測定は日本電子社製A-6∞

(6∞阻Iz)を用いて約5日間 (64回積算/increment)行い、 F1(IH)128 point (4000Hz)， F2(13C) 32 point 

(12674Hz)， F3(IH) 512 point (4000Hz)のデータを得た。最終的にF2軸(i3C)に4倍のzerofillingを行い、 128x 

128 x 512の3次元スペクトルに変換した。

3.結果および考察
Fig 1.に、 3DNOESY-HMQCの128枚のNOESYプレーンの内， i3C化学シフトでの77.5ppm付近に対応す

る一枚を2DNOESYと比較して示した。2Dスペクトルでは約500個のcross-pe誌sの多くが重複しており解

析が非常に困難であるが、 3Dチャート上には約30個のcross官邸が現れているのみであり、重複はほと

んど認められない。 F2軸が32抑制と少なく、i3C軸上の分解能が低かったので、強度の強いcross-悶 ksは

3・5枚程度のプレーン(約 4ppmに相当)に広がって観測されているが、各プレーン聞のシグナル強度を

比較することによりある程度限定することができた。

13C軸に展開することによってcross-pe汰sの重複がなくなり、 NOEの解析が簡略化した事に加えて、

i3Cケミカルシフトの帰属が容易になった。すなわち、 2次元 C-HCOSYやTOCSY-HMQCなどの情報の

みではIHシグナルが完全に重なっている場合、シグナルの帰属は困難である。このような時でも， J3C 

化学シフトでは分離していることが多く、従って3DNOESY-HMQCにおいては化学シフトの近いIHシグ

ナルでも異なったプレーンに観測される。

今回のヘテロ 3次元NMR実験を詳しく検討した結果、今後の課題として次の3点が指摘された。

1 )大きなNOEを与えるIHシグナルに関して、直接結合した13C化学シフトと無関係なプレーンに

NOEによるcross骨喝ksが観測される (Singletmethylや交換性水素等で顕著に現れた、このF1，F2ノイズ

が、 Pu1se Field Gradientの適用によって大幅に改善された)。

1 Maitotoxin 
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Fig.l. One NOESY Plane at 77.5 ppm (part) of3D PFG-NOESY HMQC ofMaitotoxin 1 (top) in 

Comparison with 2D NOESY (bottom). 

百le3D spectrum of 1 was measured with組 A・6∞NMRspectrome町(JEOL，6∞MHz)
泊CDpD-Cp~(1: 1) equipped with a field gradient sy蹴 m.τ'he2D NOESY w部 recorded

under the same conditions. Chemical shifts of the carbons of which adje印ntprotons gave由e

α'Oss-peaks in出e3D spectrum are those of: C15= 74.8; C18= 76.0; C23= 76.3; C40= 78.7; 

C53= 79.0; C63= 77.0; C69= 76.3; C71= (75.2); C116= 76.4; C122= 79.8; C135= 77.3 ppm. 
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2)天然物の場合、 13c化学シフトと部分構造との関係がタンパク質ほど明瞭ではないので、 150ppmに
も及ぶ広範囲の13c化学シフトを観測する必要があるが、今回の3次元の13c軸のpoint数では充分な分解
能が得られない。

3) 3次元データの測定に数日から 1週間を要する。

これら問題点の解決法として、 a)13C濃度が天然、存在比に近い試料の3次元NMR用の測定条件(Field
白狐i巴ntを含む)を最適化する;b)部分励起を用いて13c軸の測定範囲を狭め、さらにLinearPrediction等の
適用により13c側の分解能を上げる;c)培養方法を改良して13cの存在比を高める(M1叉と同サイズの化
合物の場合は10%に13c存在比を上げることができれば測定時間およびpoint数の面でもヘテロ3次元法は
実用的な方法と思われる)などが考えられる。 MTXの場合は、培養により生産できたので13cのエンリ
ッチがある程度可能であったが、多くの天然物は培養できない生物から得られており、 a)の方法の確立

が3次元NMRを天然、物に適用する上での最重要課題と言える。

近年、M1ヌ以外にも海洋生物から分子量20∞Daを越す化合物が発見されてきている九 これら化合物
の多くは強力な生物活性を有しており、構造と活性の関係に興味がもたれている。しかし、これらは難

結晶性のものが多く、部分分解物について2次元NMR等の解析を行うという従来の方法が現在でも唯

一の構造解析法であり、構造決定には多大の労力と時聞を必要とする。従って、 3次元NMRが実用化さ

れれば、これら天然物の構造解析が大幅に進むことが期待される。

天然物の場合には、 2次元NMRのみで構造決定可能な分子サイズは約2∞ODa以下と考えられる。タ
ンパク質に比べて分子量の上限が低い理由として、天然物では可能性のあるすべての構造の内から真の

構造を選別しなければならず、従って、解析に必要な分子量あたりの情報量が格段に多くなることが考

えられる。また、全ての水素シグナルと炭素シグナルを帰属できなければ真の構造に到達できないこと

が多く、解析の対象となるシグナル数が向サイズのタンパク質に比べて多くなるのも理由の一つでる。

以上のように天然物とタンパク質を比べてみると、 3次元NMRの測定とデータ解析においてかなりの

相違点がある。しかし、本研究は、 13cを4・10%にエンリッチできる天然物に関しては、現在の実験方法
を若干改良することによって、ヘテロ 3次元NMRは実用にたえる構造解析手段となることを示した。

[謝辞]マイトトキシンの構造決定に関しては、サントリ一生物有機科学研究所・直木秀夫・岩下孝両博

士、東京大学農学部・松永茂樹博士、東北大学安元研究室卒業生・横山昭裕氏、佐々木雅浩氏の協力を

得た。
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P44 固体重水素NMR法のCa2+結合蛋白質への応用

0森安真彦・大木進野・竹腰清乃理・引地邦男

北大理生物科学高分子機能学教室

Application of Solid Deuterium NMR for Calcium-Binding Protein 

Masahiko Moriyasu. Shin-ya Ohki. Kiyonori Takegoshi， and Kunio Hikichi 

Division of Biological Sciences. Hokkaido University 

In order to study local motion of calcium-binding protein parvalbumin. we 

apply the solid deuterium NMR. We exchange the His26 C2 protonwith deuterium. 

The solid deuterium NMR spectra are observed in a 9.4T magnetic field. The 

powder spectra indicate no fast motion of theprotein without regard to calcium 

binding of the protein. 

パルプアルブミンは，分子量12000の酸性水溶性のカルシウム結合蛋白質である。 NMR

は分子の運動を測定するのに適しているが，水溶液中で緩和時間を測定する方法では，そ

のスベクトルが示す分子の運動は，分子全体の並進・回転運動に大きく左右される。そこ

でパルプアルブミンのカルシウム結合による分子の局所的な運動の変化を調べるために固

体重水素NMR法の適用を試みた。

コイをTCA法を用いて精製したコイパルプアルブミン 3をサンプルとして用いた。コ

イパルプアルブミン 3の26番目のヒスチジン残基の C2プロトンを特異的に重水素化し

た。アミドプロトンやその他の交換性プロトンとヒスチジン C2プロトンの重水素との交

換速度の違いを利用した。カルシウムフォームのパルプアルブミンをO.2M塩化カリウム，

10mMジチオスレイトール， p H 7， 600 Cの条件下で 1週間重水中放置し交換性のプロト

ンを全て重水素化し， 40 C，アンモニアによるアルカリ性の条件下で 2日間限外ろ過を

軽水を用いて行い脱塩し，同時に， ヒスチジン C2プロトン以外の交換性プロトンを元に

戻した。このパルプアルブミンの水溶液中の'H-NMRスベクトルを測定したところヒスチジ

ンの C2プロトンシグナルのみが半分に減少していた。このサンプル溶液に80mgのジチオ

スレイトールを加え，凍結乾燥し， 160mgのアポフォームコイパルプアルブミン 3のNMRサ

ンプルを得た。再びこのサンプルを軽水中に溶かし3mgの塩化カルシウム 4水和物を加え，

凍結乾燥し，カルシウムフォームのサンプルとした。

固体重水素NMRスベクトルを90x-τ-90y -t ，のクワドロポールエコーのパルスシーケン

スでパルス待ち時閣を10秒とし， 6.3T及び9.4Tの磁場中，室温でそれぞれほぼ30000回積算

キーワード: 固体重水素NMR，カルシウム結合タンパク質，分子運動

0もりやすまさひこ，おおきしんや，たけごしきょのり，ひきちくにお
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して観測した。 6.3Tの磁場中ではS/Nが悪く，良いスベクトルを観測することはできなかっ

た(図 1) 0 9. 3Tの磁場中で30000回積算する事で解析可能な固体重水素NMRスベクトルを

観測することができた(図 2)。そのスベクトルは，カルシウムの結合にかかわらず，と
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もに幅の広い，

いわゆるパウダ

ースベクトルで

あり，室温では

その運動がとも

に数10kHz以下

であることがわ
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パルプアルブミ

ンの26番目のヒ
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で，その運動が
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ためであると考
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P45 ガマ毒 bufadienolideの二次元NHRによる帰属とその応用(2)• 
主として α-pyrone環開裂化合物の構造について

(神奈川大理)

(北陸大薬)

釜野徳明 O張恵平
木海治久

小竹文乃

Structural Assignment and Application of The Toad Poison 
Bufadienolides by 20 NMR Spectra (2). About Structure of 

The α-Pyrone Ring upening Compounds 

Yoshiaki Kamano， ()Huiping Zhang， Ayano Kotake 
(Faculty of Science， Kanagawa University) 

Haruhisa Kizu 

(Faculty of Pharmacy， Hokuriku University) 

We wish to present the perfect structural determination of the base-

catalyzedα-pyrone ring opening compounds，生， Q， Q and ~， were obtained 
from natural bufadienolides， 1， Z， ~ and Z， respectively (Fig.1). For 
structural assignment， the 20 NMR spectral techniques as 1H-1H COSY， 
13C_1H COSY， COLOC， HMBC， NOESY， etc. were utilized， in addition to 10 NOE 

difference spectra. In Fig.2 and Fig.3， the COLOC and NOESY experimental 
results of isobufalin Me ester 1 were indicated. In Fig.4， the COLOC and 
HMBC analytical results of diepoxide ~ (C・K-Me-A)were shown. The detail 

NOE result of ~ including it's stereochemistry was illustrated in Fig.5. 

緒言 ガマ毒 bufadienolideは、強心・呼吸興奮・血圧上昇・抗癌・抗ウイルス

作用など多様な生理活性を有する重要なステロイドであるιその構造は、ステロイ

ド17s位にα-pyrone環を有し、 A/Bcis， C/O cisの特異な形をとり、 NMRスペク
トルもその特徴を示す。この bufadienolideの 20NMR研究については、従来詳細
な報告がなく、演者らは初めて一連の天然型 bufadienolideの構造解析を行い、そ
の結果を報告した.13その後、 bufalin(l)，bufotalin(Z)， gamabufotalin(~)および

cinobufagin (2)のアルカリによる側鎖 α・pyrone環開裂体主， Q，宣および宣の構
造を決定し、さらに興味ある知見を得たのでここに報告する(Fig.1)。

反応 14 s位に水酸基を有する bufadienolideをアルカリ処理、ついで酸性にす
ると iso体と称する化合物が得られることは、古くから知られていたが、その構造

は不確実であった。メタノール中 bufadienolides(1， Z， ~)の上述の反応から得ら
れる佑合物は、それぞれ 1，Q， ~の構造を有するものであった。エタノール申の反

キーワード:ガマ毒、 bufadienolide、αーピロン環アルカリ開裂、 20NMR， NOE 

かまのよしあき、 Oちょうけいへい、こたけあやの、きづはるひさ
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応では、 ethylesterを与えた。また、これらの生成物(iso体)は、同じ出発物質を

光照射(hャ， N2，アルコール中)して得られる化合物2)とまったく同一物であること

がわかった。一方、 14声， 15 s ・epoxy体のアルカリ処理により得られる化合物は、
従来、まったく不明であった。今回、 cinobufagin(7)をアルカリ処理、酸性にする

と、薄層クロマトグラフィー上数種の生成物を与えることがわかった。そのうち最

も強いスポットを示す主生成物を単離(C-LMet，E)し、構造を決定した(Fig.1)。

日0

H 

HO 

豆

R2 

l:Rl=R2=H 
2:Rl=H，R2=OAc 
3:Rl=OH，R2=H 

OAc 

7 

Fig.l 

HO 

日

HO 

H 

OOCH3 

〆

R2 

4:Rl=R2=H 
5:Rl=H，R2=OAc 
6:Rl=OH，R2=H 

COOα也

実験鎧盟主:10mg-50mgをO.5mlの重クロロホルムに溶解、内部標準にTMSを使用。

必要に応じて重ピリジンを用いた。盤整:JNM-EX400スペクトロメーター。盤盆益:
(a) 10 NHR-1H， 13C， OEPT， NOE差スペクトル測定を行った。 1Hは399.65HHzで、

13Cは100.40HHzで記録;NOE差スペクトル測定における照射パワーは250または300。
(b) 20 NHR-1H・1HCOSY，13C_1H COSY， COLOC， HHBC， NOESY測定を行った。 13C・

1 H COSYの結合定数はJcH=140Hz，long range結合定数はJccH=10.3Hz;NOESYに用い

たmixingtimeは PI3=700回であった。

結果

1. 1sobufalin He ester(4). Isobufotalin He ester(5). Isogamabufotalin Me 
ester (6)の構造決定

Isobufalin Me esterの構造は、物性とスペクトル(IR，UV， MS， 10 NHR)より、
14sから21位へのether結合と21位から24位への共役二重結合の存在がわかり、構造
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を 2と推定した。二重結合のJ健は、 15.5Hzであり、 transであることがわかった。
ついで、 1H-1HCOSY， 13C_IH COSY， COLOC， NOESYなど 2DNMRを詳細に検討し、構
造主を確認した。 COLOC測定により、 Fig.2に示すように、 21位とそれぞれ14位、
17位、20位との相関が得られ、さらにNOESY翻定(Fig.3)により、 21位とそれぞれ

8s-H， 18・CH3，22-Hとの聞にNOEが観察された。これらのことから、 Isobufalin
Me ester(主)のD環と側鎖の立体構造に新しい知見が得られた。

同じような方法により、 IsobufotalinMe ester(Q)とIsogamabufotalinMe 
ester (宣)の構造も明かになった。また、別途メタノール申光照射により得られた化

合物も、それぞれこれらの化合物(1，Q， Q)とまったく同じであった.2}
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2. Cino.bufaJdn (7)のアルカリ閲裂体 C-K-Me-A(8)の構造決定

cinobufaginのアルカリ開裂体 C-K-Me-A(C24H3605)は、物性・スペクトル(IR，
UV， MS，lD NMR)測定から、その構造を宣と推定した。宣は cinobufagin(7)より
carbonが一つ少ない。 16s位のアセチル基がなく、二重結合も存在しない。一方、
16 s位と22位にether結合が存在し、 22位の配置の決定が必要であった。重クロロホ
ルム申で測定した所、 C-14が溶媒のpeakと重なり、またひ10とC-20のche叫cal

shiftも重なった。しかし、重ピリジン中で測定すると、この重複はさけられた。
1H・1H COSY実験から、 Fig.4に示すようなじ15からC-25のつながりがわかった。さら

に、 COLOC実験により、 esterCH3とひ24との相関が得られ、また、 HMBC翻定によ
り、 C-23とC-24の相関、 16位と22位との相闘が観察され、 Fig.5に示す構造宣が確
認できた。構造 8の立体構造を検討するために、 NOE差スペクトルを劃定した。そ

の結果、 21-Hは α位と決定、 Fig.5~こ示すような立体構造が得られた。

1.879 

4.128m 
Fig.5 

51.6 

O_CH3 

C-K欄Me-A

、ノ'‘可、:NOE 

考察本研究の結果、 14s -OH基を有する bufadieno1ideのアルカリ開裂体が、
光照射によって得られる化合物と同じであったことは、反応機構の上からも興味あ

る事実である。また、 cinobufaginの開裂体は、今回の主生成物 C・K-Me-A以外に

も生成物があり、それらの構造および16位に acetoxy基のない化合物の開裂体の解
明が必要である。また、生成物の立体構造を検討するために、温度変化、濃度変化、

溶媒効果なども今後検討したい。

謝辞本研究のNMR測定に協力戴いた神奈川大学理学部NMR担当の山聞はるかさん
および協力戴いた吉田基幸君に深謝致します。
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P46 部位特異的アミノ酸置換P450camのNMRによる構造解析(2 ) 

0若杉桂輔 a，石森浩一郎 a，森島績 a，島田秀夫b，牧野龍c，石村巽b

(京都大学工学部a' 慶応大学医学部b，姫路工業大学理学部C)

NMR Study of Recombinant P450cam Mutants (2) 

Keisuke Wakasugi " Koichiro Ishimori " Isao Morishima " Hideo Shimada b， Ryu Makino C. 

Yuzuru Ishimura b 

( • Graduate School of Engineering， Kyoto University; b School of Medicine， Keio University; 

c Faculty of Science， Himeji Institute ofTechnology) 

Site-directed mutants， in which Thr・252had been changed to Ala or Val， were employed to 

study the role of the hydroxy amino acidl). The amount of 5・hydroxycamphordecreased泊 the

mut組 tenzymes with respect to the wild-type enzyme
1
). In order to investigate s佐uctural

difference between wild-type and mutant enzymes， we utilized paramagnetic
1S
N駒 andlH-NMR 

spectroscopy. Based on their NMR spectra， the Val-substituted enzyme exhibited the structural 

alteration in the presence加 dabsence of the substrate. On the other hand， the substitution of 

threonine for alanine caused somβstructural changes only in th巴absenceof d-camphor. 

1.緒緒言 P4特50仇C翻は、 d-帽.伺mp悼ho町rの水酸f北ヒを触媒する一原子酸素添加酵素であるム。酸素の
活性化に重要な働きをすると考えられる2お52'刀百1汀rをAla，Val以』にこ置換したP4何50仇c細を作製し、

酵素活性を調ベた結果、 ともに、 camphodにこ対する hemem叫叫ザ引I 一_1 .1ド'屯e

水酸化活性が、野生型に比ベ著しく低下している 廿T?~司3 ."1 V¥ 
野生型 1 I ¥ 

ことがわかった九しかし、 Ala変異体の酸素消費 二ご I !. ¥ 
速度は、野生型とほぼ同程度であるが、 Val変異 峨W九ル l¥ ~An ~. 

体の場合には、野生型の約1/3程度まで遅くなって一一~一一一」ー} 1 lJ』
いることが明らかになった九このような違いは、 一一 17j3 6.31 I 

Ala変異体 I I!  
アミノ酸置換を行うことで酵素の立体構造に変化 ム7… I ~ ，s 
が生じたために起こったと考えられる。そこで、 同州 J¥ ~ ^ jV ~\~ ^ 
野生型、 Ala変異体、 Val変異体の立体構造、特に一一~一一-J」-r- t l目、

ヘム近傍の構造を検討するために、常磁性lSN・お V凶変異体 1~.4 8.01 ・7.2
よぴlH-NMRスペクトルの測定を行った。.，!t8，! 11 ¥11 
2.結果および考察 図1に、基質として 阿 "1 .，.1 J¥ ノリJ '¥"_u.A 
d-camphorが結合した鉄3価シアン体のNMRスペ ・30・26. 22 . 18 . 14 . fo. 6ふiJL。
クトJレを示す。シアン体は、ヘム鉄に配位子(酸図 10 d-camphor結合時のシアン体
素)が結合した場合のモデルの一種と考えるこ P450camの'H-NMRスペクトル

keyword : P450cam、シアン体、 lSN_NMR、lH_NMR、鉄3価低スピン

氏名:わかすぎけいすけ いしもりこういちろう もりしまいさお しまだひでお

まきのりゅう いしむらゆずる
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とができる。温度依存性の測定などから、野生型 l川 い，11阜、5 l' ・~ 1.0•2 

の17.3ppmのシグナルは、ヘムのメチル基のシグ ! ~ I I 
ナルに帰属されている九このシグナルのシフト値 野生型 ト Ii irJ川
は、変異体でも野生型とほぼ同じ値になった。し J¥ ~ J¥ /¥.) 11¥内メ
かし、野生型の6.7，-6勾pmのシグナルは、 Ala変 --，…J 一一一¥ u vlk 

112.0 _ I 1.0.0 
異体では6.3，-6.4ppmとほとんど変化しないのに対 f9.3 ，_. i 1 
し、 Val変異体では8.0ppm，-7.2ppmとシフトする Ala変異体 I 11 ~ r，) 
のが認められた。このことから、基質結合体 川! J八μ

1'"_""""，，1 ljiいJ 'v;t山 vv IV¥;，，_怖
いcam)では、 Val変異体のヘム近傍構造により大き …' v w-l  白 し.....，

n 12.1 I I・-8.4
な変化が生じていると考えられる。次に、基質非 F・4 11 I! 
結合体(・cam)のシアン体のI削 MRを測定した(図 VaI変異体 1¥ . 1. 1¥ 

2 )。野生型において、 19.5ppm，11.5ppmに観測 ~~ ¥ . .s__) ¥__)¥，J札ハへ」
されたシグナルは、プロトン三個分のシグナルで 30 26 22 相 判 叩 ト 6PP4L"。。

あり、ともにメチル基に由来するものと考えられ図20d-camphor非結合時のシアン体

る。これらのシグナルは、 Ala変異体においても天 P450camの1H-NMRスベクトル

然、型とは異なる位置に観測され、基質非結合体で 455 

はAla変異体においても有意な構造変化が起こっ

たことを示している。さらにこのことを詳細に検

討するために、ヘム近傍の構造及び電子状態を直

接反映する常磁性15N_NMRを測定した。図3に示

すように、基質結合時のVal変異体のC15Nのシグ

ナルは約40ppmもシフトしたのに対し、 Ala変異

体のシフト値は野生型とほとんど同じであった。

しかし、基質非結合体では、野生型からAla変異

体でも27ppm，Val変異体では60ppmシフトして観

測され、基質非結合体では、 Ala変異体、 Val変異

体ともに252番目のアミノ酸残基の変異の影響が

大きく現れていることを示している。さらに、基

質(d・camphor)の解離定数を測定すると(表1)、

522 

485 

400 

422 

395 

野生型とAla変異体とはほぼ等しく、 Val変異体の 700 600 500 400 抑 制

み大きな値が得られ、基質が解離しやすいことを図30C
15N体の15N-NMRスペクトル ppm 

示している。このことはVal変異体の場合にはヘム近

傍の基質結合部位の揺らぎが大きいことを意味してい

る。以上の結果をまとめると、基質が結合していない

場合にはAla，Val変異体ともに百lr252の置換によりへ

ム近傍に構造変化が生じるが、基質(d-camphor)が結 表 10 d-camphorの解離定数

合することにより、 Ala変異体では野生型とほぼ同じ構造を回復すると考えられる。一方、

Val変異体では置換により基質結合部位付近まで構造変化が及んでおり、基質も野生型の

ようには安定に結合せず、ヘム近傍の構造変化も十分回復しないことを示している。

3.参考文献 1) Irrtai，M. et al. (1989) Proc.Nat1.Acad.Sci.USA 86， 7823. ; 2) Poulos et al.(1985) 

よBio1.Chem.260，16122. ; 3) Keller et al.(1972) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 69，2073. 
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P47 
13C一団体NMR法によるチタニルアタロシアニンの分子運動の研究

{三菱化成総研・東京水産大づ O原園としえ・横田悦造・渡部健子専

Study of the molecular motions of TiOpc 

by 13C-solid state NMR 

(Mitsubishi Kasei Research Center. Tokyo University of Marine 

Sciences) 0 Toshie Harazono. Etsuzo Yokota. Tokuko Watanabe 

13C spin-lattice relaxation times(Tl) Ior A-TiOpc with 

diIIerent lengths of crystal size along C axis(Lc) were 

measured in order to elucidate the relationship between the 

molecular motions and the sensitivities of TiOpc in laser beam 

printer use. Tl of Cl. which is carbon atom adjacent to 

nitrogen atom. was shorter as Lc decreased. Tl (C2-C4). however. 

showed the opposite tendency. These results mean that the 

relaxation mechanism oI Tl (Cl) is considered to be diIferent 

Irom that of Tl (C2-C4). Detailed investigation with respect to 

the molecular motions of TiOpc is in progress. 

序}近年、レーザープリンターのCGM(電荷発生物質}として、チタニルフタロシアニ

ン (TiOpc)が注目をあびている。 TiOpcはいくつかの結晶型を有するが、 A型

とB型のみが単結晶でX線解析がされている.1}アタロシアニン (Pc )からTiOpcに

なると、アェニル基からTi=Oの方に電子が涜れること、 TiOpcの分子運動の大き

さが、有棲溶媒への諮解度とレーザープリンターの感度と相聞があることについては、既

に報告Lた.2}著者らは、 TiOpcの感度を支配する因子を明らかにする目的で、 Lc

(C軸方向の結晶子の長さ}の異なったA型ーTiOpcのT1を種々の温度で制定L、分

子運動の研究を行った。

測定)"TiC12PcとNーメチルビロリドンから作られたA-TiOpc2)の13C-NM

RをBruker製MSL-300にて割定した。共鳴周波数は75.47MH  z、13C、及び、

lHの90.パルスはいずれも 4.9μsであり、回転数は4400rps，コンタクトタ

イムは3.5msであった。 T1湖定はTorchi a法にて行った。 X線回折はPhi1 ips PIoJ1700を

用いて行った。 C軸方向の結晶子の長さ (Lc )はLc=Kλ/βcosθより求めた。ここ

で、 λ=1.5418A、β(radian)は28が26.付近の(0 04)のピークの半価幅、

Kは定数で1である。

チタニルアタロシアニン、 13C一国体NMR、スピン一格子緩和時間、分子運動

0はらぞのとしえ、よこた えつぞう、わたなべとくこ
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、結果)A-TiOpcの分子構造を図1、結晶構造を図2に示した。更に、 A-TiOp

cの13C-CPMAS NMRスペクトルを図8に示した.シグナルは、低磁場側からC

1、C2、C3、C4に帰属された。図4は、 Torchia法で欄定Lたスぺクトルである{サ

ンプルNo.5、室温)。待ち時間、 τにたいする lnMz(Mz:磁化)のフ.口、yトを図

5に示した。 Lcの異なったA-TiOpcの各温度におけるT1を表1に示Lた。

考察)， T1のLc依存性をみると、 Lcが短くなるにつれてTdC1)は短くなっており、

一方、 T1(C2--....C4)は長くなる傾向がある。これより、 TdC1)とTI(C2--....C

4 )の緩和様構は異なっていると思われる。各サンプルのClの室温でのT1を比べると、

Lcが275Aよりも長くなるとT1が非常に長くなり、値を見積もることができなかった。

おそらく、 3000s以上の値ではないかと思われる。これに対してLcが270A以下

になるとT1はLcが短い方が短くなっている。図2から明らかなように、 TiOpcのC

1は上下のTiOpcのNと3.4 1 A しか瞳れておらず、分子間双極子相互作用が可能で

ある。また、 ClはTiに配位LているNと結合していること、および、 Tiの第一配位

屈を形成している環内に存在することから、分子内N核スピンとの双極子相互作用も受け

ている。 Lc依存性に直接関連するのは、主に、分子問N_13C双極子相互作用であると
思われるが、環z電子系との相互作用による影響もあるかもしれない。 C2のT1が、 C3

のTlに比べて長いのは、結合しているHがなく、かつ、上下の分子との相互作用でC3、

C4に比べて分子運動が抑えられるからであると考えられる.

No.4のサンプルの各揖度でのT1を比べると温度が上昇するにつれT1が減少Lている.

TiOpcの分子運動、及び、分子運動と物性との対応について、さらに詳しく研究中で

ある。

1) W. Hiller and J. Strahle， J. Zeit. Kristall.，主主 173(1982).

2) T. Harazono， 1. Takagishi， and T.門atsuzaki，Analy. Sci.， Suppl.， 1301(1991). 

図1.A-T i Op cの分子構造
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図2.A-TiOpco.:結晶構造

Cl 

200 150 100 50 
PPM 

図3.A-TiOpcの13C-CPMAS

NMRスペクトル

図4.Tor出ia法て官事宣した13CーCPMAS

NMRスベクトル
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Table 1. 13 C spin-lattice relaxation times (Tl) for 

A-TiOpc with different lengths of crystal 

size along C axis(Lc) 

sample No. Tl (C1)/s Tl (C2) /s Tl (C3) /s Tl (C4) /s temp./白C Lc/A 。

1 740 550 620 RT 400 

2 900 670 520 RT 320 

3 1300 650 700 RT 275 

4 700 310 300 280 140 270 

4 2800 960 450 500 75 270 

4 3000 1400 800 1200 RT 270 

5 2100 1400 750 1200 RT 235 

-means that Tl is too long to measure. Tl is probably longer than 

3000 s. 
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P48 国体重水素NMR法による PBLG側鎖の動的構造

0北海聡、平沖敏文、堤耀慶

北大工

Side Chain Dynamics of Poly(y-benzyl L-glutamate) by Solid State剤-NI¥底

。SoKitazawa， Toshifumi Hiraoki， Akihiro Tsutsumi 
Department of Applied Physics， Hokkaido University. Sapporo 060. 

1n order to study side chain motions of poly(y-benzyl L-glutamate)(PBLG)， we measured 2H-
NMR spectra of PBLGs deuterat~d .~n y， t， !lnd 1c positions， respectively. The line shapes below 
about _50oC for each田mpleare similar to the static powder patterns， showing the absence of large 
amplitude motions. The ~li~htly_smal~r quad!llpole~splitt~n~s ??ser:red ~ug~e~t rapid an~ small 
amplitude librations at each site. From T 1 correlation time of the librations is of the order of 
1O.11s. Remarkable intensity loss is observed at around 5OoC， corresponding to the glass-like 
transition temperature of the side chain. With increasing temperature， the spectra recover their 
intensities and become sharp， due to the multi-internal rotations. There exists at least two 
motional modes for the PBLG side chain motions. One is rapid， small司amplitudelibrational 
motions， and the other is large amplitude motions caused by the multi-internal rotations. 

polY(γ-benzyl L-glutamate) ( P B L G )は国体中では主鎖はco基とNH基との
間の水素結合のために非常に安定で剛直な αーhelix構造をとっている。これまで様

々な方法で PBLG側鎖の運動は研究され、室温付近で通常アモルファスボリマー

の主鎖運動に見られる様なガラス様転移が観測されているが、側鎖の運動の様子を

明確に捕らえるまでには至らなかった。側鎖運動は基本的には各 c-c結合まわり

の内部回転運動に起因しているので、側鎖全体の運動の様子を知るには各結合部に

おける局所的な運動の情報が必要となる。そこで本研究では局所的な分子運動を調

べるために非常に有力な手段である固体重水素NMRを用い、 PBLG側鎖の運動

を側鎖に沿って調べるため、ベンジル基のパラ位(K位)とベンジルメチレン基

( (;位)、及び γ位のメチレン基をそれぞれ重水素化し、スベクトルの線形とスピ

ン一括子緩和時間(T 1 )を測定した。(l.h山¥._C. /? 
Fig.lにPBLG側鎖の化学構造を示す。 yd 、cfeal p 

PBLGは側鎖の末端にフェニル環を有し J ・ .o;-......t'n__e ... ， 
丹、

ている。このフェニル環は Cε一Cη軸のま ~ i'‘ 
わりに高速のフリップーフロ、yプ運動をし ~K 

ており、この運動に加えて Cr-Cη軸自身 Fig.1 The side chain structure of PBLG. 

も運動していることが重水素 NMRを用い

た研究によって明らかになっている。 υ側鎖末端の K位はフリップーフロップ運動

の影響は受けないので、重水素NMRスベクトルは Cε一Cη軸自身の運動を反映す

る。もしcc-Cη軸自身の運動がと位よりも主鎖側の部分の運動に起因するもので

キーワード:固体重水素NMR、PBLG、側鎖、大振幅の運動、 libration

0きたざわ そう、 ひらおき としふみ、 つつみ あきひろ
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あれば、 C位のスベクトルにも K位の運動と同じ運動が反映するはずである。更に

γ位のスペクトルも調べることによって、側鎖全体の運動はどのあたりから起こっ

ているのかが明らかになる。

用いた試料は、ベンジル基のパラ位を重水素化した poly(γ-[IC-2HtlbenzylL-

glutamate) ( P B L G -IC d 1)、ベンジルメチレン基を重水素化したpoly (γ ー[~

-2H 2J benzyl L-glutama te) (P B L G - ~ d 2)、及び γーメチレン基を重水素化

したpoly(γ-benzylL-[γ-2H2Jglutamate) (P B L G -Y d 2)である。 NMRの
測定はBrukerMSL-200C30.7削 z)で行い、スベクトルは四重極エコー法により得た。

T 1はinversion-recovery四重極エコー法により得た。シミュレーションスベクト

ルはGreenfieldらのMXQE!2>を用いた。

各試料の重水素NMRスベクトルの温度依存性をFig.2に示す。 -500C以下ではい
ずれの試料のスベクトルも線形は静止状態の軸対称な粉末平均スベクトルに近く、

各部位の C-2H軸の運動は非常に遅く制限されていることを示している。しかし

完全に静止状態の線形とは異なっており、的成分が不明瞭で0".1.成分も鋭くない。特

にK 位のスペクトルに顕著である。また四重極分裂幅もそれぞれ静止状態の値より

も僅かに小さい。これは低温でも小振幅で高速のlibration様の運動が存在してい

ることを示唆している。温度を上昇させると exchangebroadeningが起こり始め、

いずれの部位のスベクトルも強度が徐 r々に減少して500C付近で最小になる。これは

この温度域で側鎖の各部位に100kHzオーダーの運動が起ごっていることを示してい

る。さらに温度を上昇させると運動によって平均化されたスベクトルが現れ、いず

れの部位のスベクトルも中央部の強度が増すと共に線形も大きく変化し、 K位とと

位のスペクトルはsinglet-likeになり、 γ位のスベクトルは分裂幅が12kHzのdou-

bletスベクトルになる。 K位や C位だけではなく γ位のスベクトルも大きく変化し

ているごとから、側鎖は C8-Cγ軸あるいは c，，-C 8軸まわりから全体が大振幅で運
動していることを示睡している。

(b) 11 T凹 pl・c (c)IjJ: 
129 

八
98 λ 100 一八二
80 

一一一̂-二二 一~
50 50 50 

21 

~ィべご二一 -11 

~ペ;二 一一トーへ二二
ート代工 一一トー~こ

-ー一一一100 。 -100 100 。 -100 100 。 -100 
kllz kH;t kllz 

Fig. 2 Temperature dependence of 2H-NMR spectra for (a)PBLG-Kd
1
， 

(b)PBLGζd2， (c)PBLG-yd2・
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これらの側鎖の各部位の運動をより定量的に検討するために線形のシミュレーショ

ンを行った。

(l)libration様の運動

libration様の運動を再現するため

に3-sitejumpモデルを用い K、と、

γ位の低温域の線形シミュレーショ

ンを行った。このとき回転軸と C-

2H軸とのなす角にはガウス分布を仮

定した。と位のー1050Cの実測スベク

トルと計算スベクトルをFig.3に示す。

3-site jumpモデルを用いたシミュレ

ーションスベクトルは完全に静止状態

のシミュレーションスベクトルと比

較すると、四重極分裂幅も小さく、

向、ぬ成分等の低温の実測スベクト

ルの特徴が非常に良く再現されてい

る。 ju田prateは後述する T1の解析

ユL
二JJl_ナ仁
100 0 -100 

泌"
100 0 .]00 

，，<.. 

Fig. 3 Simulatβd spectra of PBLG-とd2at・105
0C.

(a)rigid state， (b)3-site jump model， (c)observed. 

から求められた値の10GHzとした。ガウス分布の平均角は140 、標準偏差は5。と求

められた。また平均角は温度の上昇とともに徐々に増加していくことが分かった。

これはlibration様の運動の振幅が温度の上昇とともに増加していくことを示して

いる。他の部位の線形でもほぼ同様の結果が得られた。

(2)大振幅の運動

高温では側鎖に沿って各c-c結合まわりの内部回転が高速になり側鎖全体が運
動をしている。特に側鎖末端では多重の内部回転によってかなり複雑な運動をして

いると考えられる。しかし運動が速く観測されるスベクトルは平均化されているた

め、単純な3-sitejumpモデルを用いてこれらのスペクトルを再現することが可能

である。回転軸と c-2H軸とのなす角は多重内部回転運動によるc-2H軸の平均
振れ角を意味する。 K 、C位の1100Cと600Cのスベクトルに対する結果をFig.4に示
す。高温での線形が良く再現されている。ここでjumprate、回転軸と C-2H軸と

のなす角にはガウス分布を仮定し他た。角度に関するパラメータはTable1に示し

た。 γ位に関しては内部回転運動は CrCγ軸かCa-C 11軸まわりしか考えられない

ため、それぞれの軸まわりに T、G+， G の三つのサイトを仮定し、存在比を考慮

した3-sitejumpモデルを用いて計算を行った。その結果高温では Ca-C 11軸まわり

から高速の3-sitejump運動を行っていることが分かった。詳細はポスターに発表

する。

各試料の T1の温度依存性をFig.5に示す。低温ではいずれの T1も数百回のオー

ダーであり、温度上昇に伴い徐々に減少していく。室温近くから著しく減少し始め、

いずれも約1100Cで晶小値をとる。最小値から求めた運動の相関時間は1100Cで・5ns

である。スベクトルの温度依存性を考え合わせると、 T1には低温ではlibration様

の運動が、高温では側鎖全体を含む大振幅の運動がそれぞれ支配的であると考えら

れる。 libration様運動の速さを見積もるため、線形シミュレーションで得られた

パラメータを使い、 2-site jump、3-sitejump及びコーン内でのdiffusionの三つ
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o
b

一
e-
d
‘一
0
5
5
5

三
9
7
7
7

d
一4
3
3
3

PBLG-Kd1 

。(deg)
3.8 
13.0 
13.0 
13.。

<8>(deg) 

46.5 
37.5 
37.5 
37.5 

temp(OC) 

110 
60 
56 
54 

のモデルそれぞれに対して計算したところ、いずれのモデルでもほぼ同じ運動の相

関時間10-11Sが得られた。

以上の結果から PBLG側鎖には少なくとも二つのモードの運動が存在している

ことが分かった。小振幅で高速のlibrationと、 c-c結合軸まわりの内部回転に
起因する側鎖全体を含む大振幅の運動である。高温での大振幅の運動の影響はいず

れの部位のスペクトルやT1の温度依存性にも現れており、側鎖が γ位から運動し
ていることを示している。国体重水素NMRの綜形と T1の結果をこのような手法
を用いて解析することにより、ある程度鎖の長いものでも運動の速さやモードを詳

細に調べることが可能であることが分かった。ここで得られたパラメータの値は当

然側鎮の周囲の環境を反映しているものであり、今後さらに綾雑な系への応用が期

待される。

Polym. Phys. Jpn. 32， 495(1989) 

Reson.， 72， 89(1987) 
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P 49 1 H P GS  E N M R・13C P S T /M  A S N M R法を用いた

高分子ゲル中の網目高分子および溶媒の構造と分子運動の研究

(東工大工) 0安永秀計・黒子弘道・安藤勲

Structure and Dynamics of Network Polymer and Solvent in 

Crosslinked Polymer Gel as Studied by lH PGSE NMR and 

13 C PST/MAS NMR 

Hidekazu Yasunaga， Hiromichi Kurosu and Isao Ando 

(Department of Polymer Chemist叩，Tokyo Institute of Technology) 

lH NMR measurements on relaxation times CH T1 and lH T2) and self-diffusion 

coefficient (DH20) of water and 13C NMR measurements on T1 of network polymer 

in the poly(methacrylic acid) (PMAA) gel were carried out to understand the 

change in molecular motion as a function of the degree of swelling and the degree 

of crosslinking of the gel. From experimental results， it was found that the 
molecular motion of water molecules and the network polymer in the PMAA gel 

decrease with decreasing the degree of swelling， and that an increase in the degree 

of crosslinking in the gel leads to an increase of the restraint for the molecular 

motion of the water and the network polymer even when the water content in the 

gel is constant. 

1 )高分子ゲルの局所的な構造及び運動とゲルの物性との関係を明らかにする

ことは非常に重要である。そのような分子の構造や運動を調べるのにNMR法は

非常に有用な手法であり、ゲルの解析に用いることにより新たな知見が得られる

と考えられる。本研究では、様々なNMR法を用いて、橋かけ密度と高分子ゲル

の構造と運動との関係を明らかにすることを目的としている。今回は、橋かけ度

の異なるポリメタクリル酸(PMAA)ゲル中の水の自己拡散係数 (DH20)を磁場

勾配スピンエコー (PGSE)法により求め1)、またPMAAゲル中の水のスピン・格

子緩和時間 (T1)・スピン・スピン緩和時間 (TJを反転回復 (IR)法・
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)法で測定しり、橋かけ密度と水の分子運動の

関係を調べた。さらに、固体高分解能NMR法の一つである13Cパルス飽和移動/

マジック角回転 (PST/MAS)NMR法を用いて、橋かけ度の異なるPMAAゲルの

網目高分子の運動を調べた2)ので報告する。

高分子ゲル・磁場勾配スピンエコー法・パルス飽和移動/マジック角回転法・橋かけ

やすなが ひでかず・くろす ひろみち・あんどう いさお
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2)メタクリル酸 (MAA)をN，N'・メチレ Table1 Determined 1 H chemical shift 
シピスアクリルアミド (MBAA)を橋かけ剤、 value，1 H T 1， T 2 and DH20 value of water 

過硫酸カリウムを開始剤としてラジカル重合おzmal品お afunction of the 
させ、洗浄ののち純水で平衡膨潤させて q Chem凶 Shift T， 15 

PMAAゲルを合成した。このとき MBAAの仕 Ippm 

込み比 (F=(MBAAの物質の量)/ (MAAの物 3.4 4.48 0.09 0.006 1.37 
3.6 4.56 0.93 0.010 1.37 

質の量)x 100 / mol%)を調整して、橋かけ 4.7 4純 1.03 O.ω 1.53 

度を変化させた。 :;; ::; ;:: :;;; ;?; 
ゲル中の水のT1とT2はGSX500NMR分光器105.8 4.16 3.沌 1.095 2.19 

(500 MHz、日本電子製〉を用いて測定し、

拡散係数は試作した高磁場勾配発生装置を接

続したGSX270NMR分光器 (270MHz、日

本電子製)を用い、300Kで磁場勾配強度を

3.8・5.9Tm・1として測定した。固体高分解能ト"2.5 

NMRスペクトルは、 0・リング付ローターに 民

. -2.0 
詰めたPMAAゲルをGSX270NMR装置(日本 F

電子製、 67.8 MHz C3C))を用い、 13C~ 
PST/MAS NMR法で測定して得た。ゲル中の

高分子網目のスピン・格子緩和時間 C3CT) 
はPST/MAS法を併用したIR法で測定した。 。
3 )橋かけ度の違いによって膨潤度q 123  

(q =ゲルの膨潤質量/ゲルの乾燥質量) q川

が3.4-105.8となっているPMAAゲル中の水の Fig.1 Plots of 1 H T 1 and 1 H T 2 of water 
el against Q 1/3 at 300 K. 化学シフト値・ lHTl・lHT2・DH20をそれぞ "'，..，，:::;. Lj 

れTable1に示す。水の化学シフト値は橋か

け度が増加してqが減少すると低磁場側にシ

フトする。この結果とクラスターを形成した

水の化学シフト値は水素結合距離が減少する

につれて低磁場側にシフトするという計算結

果勾から、橋かけ度の増加にともなうqの減少

によってゲル中の水の水素結合距離が減少し

たことが示唆される。

また、水のlHTlとlHT2はqが減少するにつ

れて減少する。 lHTlとlHT2をql/3に対してプ

ロットした結果をFig.lに示す。 lHTlとlH

T2はともにql/3が低下するにつれて直線的に

減少する。この結果より、ゲル中の水はBPP

理論勺こおける極度先鋭化領域にあり、膨潤

度の減少とともにゲル中の水の運動が束縛さ

れることがわかった。さらに、 DH20をql/3，こ

D
H20 
1105cm2 5.1 

5 

T， 15 

ロT2 

4 

4.0 

3.5 

3.0 

1.5 

1.0 

0.5 

ω 
、、‘

2.4 

22 

1.6 

2.0 

1.8 

F
-
m
H
E
O回
'
O
F
~
o
£
白 。

2 4 3 
q川

1.4 

12 
5 

Fig. 2 Plots of self-diffusion coefficients 
of water (DH20) in PMAA gel against 
q 1/3 at 300 K. 
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対してプロットしたものをFig.2に示す。

DHZOもq闘が減少するにつれて直線的に減少

する。したがって、ゲルの膨潤度が減少する

につれてゲル中の水分子の拡散運動も束縛さ

れることがわかる。いま、 Fig.3に示すよう

な一定質量(M
dry
)の網目高分子を含む、 1辺

の長さがrの立方体形をしたPMAAゲ、ルを考え

ると、

r = Aq1/3 (1) 

A=  (Mdry /ρ5woncn)悶 (2)

M
dry
: ゲル中の網目高分子の質量

ρ 

Network polymer 

B
I
l
i
-
-
V
E
l
l
i
-
-

Fig. 3 Schematic iIIustration of a cubic 
volume of PMAA gel containing water 
and a constant amount of network 
polymer. 

なる関係がある1)0 Aは膨潤度の変化に対し 14 

でほぼ一定で、 rとqlsが比例関係にあること
13 

から、 lHTl・lHT2・DHzOとrに直線関係があて

ることがわかる。 rは網目高分子聞の距離と 212

相関をもつので、橋かけ度の増大にともなう o 11 
'" 網目高分子間距離の減少によってゲル中の水。

の運動が束縛されることが明らかになった。
~ 10 
、、、

一方、 PMAAゲルの膨潤度 (q=3.4)を一定
ロ
e‘' 9 エ

にして橋かけ度(F)のみを変化させた場合は、
ロ
8 

Fig.4に示すようにゲル中の水のDHZOはFの

増加とともに減少する。このとき、 0孟 F孟 7 o 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 
0.31の範囲ではDH 20が急激に減少するのに F / mol% 

対して、 0.31~ F豆2.0の範囲では勾配がな nf water in PMAA Fig. 4 Plots of DH20 of water m 
だらかになる。ゲル中に含まれた水の量は-gei against F value at 300 K. 

定で、高分子網目中のPMAA鎖の密度も一定

であることから、このような変化はゲル中に

存在する水(結合水・中間水・バルク水など) T_L.'_" 13 Table 2 ."c NMR chemical shift of 
の組成の変化では説明できない。そこで水の PMAA gel as a function of the degree of 

welling (q) at 
自己拡散係数の変化は網目高分子の運動に影
響を受けているのではないかと考えられる。 百Cchem叫 SA

C=O{mm) CH2 ・c-CH3(mm) CH3(mr) CH3(rr) 

そこで、 PMAAゲル中の網目高分子につLい、

て固体高分解能NMRを用いて調べた。膨潤度 2j5ji1;;芸? 8 52 
の異なる PMAAゲルの化学シフト値をTable~叩2.5 181.5 180.8 凪 4

2に示す。各qに対して化学シフト値は一定

で、 qの変化にともなう特定の構造変化は化

学シフト値からは観測されない。側鎖のカル
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ポキシル基 (C=O)とα・メチル基 (CH3)は

立体規則性に基づき3本のシグナルを与える。

その面積比からゲル中の高分子網目の立体規

則性は、トリアッドタクティシティーで

rr : mr : mm = 67.4 : 27.1 : 5.5 %と求めら牛
ω 

ト

2.5 

2.0 

./' 
1.5~~ I 
-C-れる。次に、得られたら0・4級炭素(や〉・ ¥ 

CH3の13CT1を10/qに対してプロットした結果 υ1.0 
をFig.5に示す。側鎖のC=OとCH3の13CT1は

qの増加とともに増大し、主鎖の-Q-のT1は減 | a 
.... 
_ 

-1'~ 1f""" 0.5ト‘
少する。 qの増加は分子運動を高めることに I ¥ CH. (rr) 
なり、これは相関時間が減少することに相当 ハ| 丘一戸一一守合一

する。そこでBPP理論にしたがえば、側鎖の o 1 2 3 
C=oとCH3は極度先鋭化条件をみたす領域に q-l X 10 

あり、主鎖のや-は運動の遅い領域にあると考陶
5附 5 of向 T1 for the tr凶

えられる。したがって、ゲル中の高分子網目 C五boxyl[C=O(rr)]!α刊占hyl[CH3 (r川
において側鎖は主鎖よりも運動性が高いこと andq叩ternary(-Q2carbonsd PMAA 

in the ael aaainst 10 la at 300 K 
が明らかとなった。ゲル中の網目高分子にお

ー ー . 

いて、主鎖は橋かけによってつなぎとめられ 2.5 

ることによってその運動が束縛されていると

2.0 いえる。また、側鎖のC=OとCH3では膨潤度

の変化に対する運動の変化の仕方が異なるこ

とがわかる。 ω1.5 
さらに、 PMAAゲルの膨潤度 (q=3.4)をー¥

定にして橋かけ度(F)のみを変化させた場合五

の網目高分子の13CT1を、 FIF対してプロッ ν
トした結果をFig.6に示す。 -q-はFの増加と
ともに増加し、 C=O(rr)とC=O(mr)は一旦減少

1.0 

したあとで増加する。これとFig.5の結果よ ー

-C -

C=O (mr) 

り、ゲルの含水量が一定でも橋かけ度の増加 v0 0.5101.52.02.5 

とともに主鎖の運動は束縛されるといえる。 F/ mol% 

これがゲル中の水の運動にも影響を及ぼして一 一 日

I"lg. 6 Plots of ，."c T 1 
いることが示唆される。また、 C=O(rr)と白rbOXylic=9(昨)aゐcJo(mr)landthe 
C=O(mr)のT1はFが0.31mol%で極小となり、 1r;ez:22212tonsofPMAAMe 
ここで緩和の効率が最大になることがわかる。 ー ー

1) H. Yasunaga and I. Ando， Polymer Gels and Networks， 1， 83 (1993). 
2) H. Yasunaga and I. Ando，よ Mol.Structure， (1993) in press. 

3) H. Yasunaga and I. Ando， J. Mol. Slruclure， (1993) in press. 
4) N. Bloembergen， E. M. Purcell and R. V. Pound， Pbys. Rev.， 73， 679 (1948). 
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P50 VOCN/VAc交互共重合体の1・nC核磁気交差緩和J.

強誘電的ド1イ刈イfの評価

〈北大エゾ石井文明・金井輝人・堤耀広、 〈三菱油化〉岸本 学・調尾巌

13C Nuclear Relaxation in the Alternative Copolymer of Vinyl idene Cyanide 

and Vinylacetate 1. Estimation of Ferroelectric Oomain 

Fumiaki Ishii， Teruto Kanai， Akihiro Tsutsu悶i， 

内anabuKishimoto* and Iwao Seo* 

Oepartment of Applied Physics， Faculty of Engineering， Hokkaido 
Univeristy and * Advanced門aterialLaboratry， Petrochemical 

Co.Ltd.， Amimachi， Inashikigun Ibaragi. 

13C・1Hcross polarization spectra of -CH3，>C<，>CH2，>CH-，>CO and -CN were 

measured as a function of contact time tc transferring 1H闘agnetizationto 

13C sp i n syste聞s. The intensity of 13C spectrum， 13C聞agnetizationagainst 

tc was analyzed fro. a cross relaxation theory which the relaxation of 1H 

spin syste聞 dependson a ferroelectric polarization flactuation in the re-

悶arkablestructure domain. The size of the domain was esti聞ated by f i t t i ng 

the theoretical results and the experimental data. The average size of the 

domain was 14.3A. This value agreed well with the value of do闘ainsize， 

13.2A， which 12編onomersobtained from the dielectric relaxation strength 
near Tg put in two-di卿ensionalorder 

S1.はじめに

ピニリ7-):)7tイド(VOCN)とピ二品目トト(VAc)の交互重合体[P(VOCN/VAc)]は大きな圧電性

を示し、強誘電的ゲ況であると報告された1) この強誘電性の発現は大きな電気双極

子を持つ側鎖CN基の秩序性と関係していると思われるが未解決である。我々は以前む、

P(VOCN/VAc)の一軸延伸熱処理フイ臥について1制限れ。外島の棚定を行い、その1HNMR2次

能率の延伸方向と磁場との交角に対する州R解析から、主鎖は延伸方向に僅かに配向し、

側鎮の7HI基やCN基は延伸軸に垂直に、 2次元的に良く配向した高次構造がフイ臥内に存

在する事を明らかにした。今回は、この無配向試料の1H ・ 13C交差分極による 13C~ヘ。外

島を測定し、その強度と 1H ・ 13C接触時間 tcの関係者E空間的分極ゆらぎに基づく ~tOJ拡

散理論から考察し、分子鎖の高次構造ドメインの知見を得る事が目的である.

VOCN/VAc共重合体， 13CN刊R交差分極，接触時間，強誘電的ドメイン，~tO)拡散，ド1イ刈何回

。イシイ フミ了宅 地すイ 子息ト 11ミ了奪回 相tト日ア をま イワオ

*石井文明，金井輝人，堤耀広，岸本学， 源尾 巌
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S2.実験方法
試料:用いた試料はP(印刷/VAc)のN，N-:tn.HIJi'Ui'ミド〈開A)溶液からO削を80.Cで24時間

かけて蒸発させフイ鮎を作成し、 .H)-Jで溶媒置換後、減圧乾燥した厚さ60μmのh川

7イuである.
NMR温室:用いた装置はBruker社製、内SL-200型国体高分解能FT附R分光計で、謝定周波

数は50MHzである.各官能基の州R~ヘ.~Hlは CP川崎法で割定され、回転系の~t勺・格子

緩和時間Tl ρ と交差緩和時間TCHはわ.~~J強度のCP接触時間変化から算出された。内AS

の回転教は3.5KHzで、構定温度域は20"C-110"Cである.

S 3.結果

F igure 1は20"Cに於けるP(VOCN/VAc)

の13CNHR~ヘ .~~Jである.横軸はゲリシンを

基準とした共鳴周波数のpp.表示である.

P(VOCN/VAc)の官能基のわ。外島はJoら幻

によって帰属されており、 21pp・， 32 

pp.，42 pp・， 66 pp.と171p聞での良

く分離したわ。外島はそれぞれ・CH3，

>C<， >CH2，>CH-と>C=oの基に、 116pp・

のアD-~‘なれ。外島は.，H-11-:;ドを伴った に1¥-1，

>CN基に依っている.

Figure 2は 20"Cにおける各基の13C

NMR~ヘ.~~J強度〈磁化〉と接触時間 tc

の関係である.各基の磁化は接触時聞

がt・でピサに遣し、その後減少してい

るo -CH3， >C<， >CH2と >CH-の各基の

t聞は2闇secで、 >C=o基や >CN基の t・

は1・secである.

呈上金塞
交差緩和と無定形強誘電的ドメイン:

核~t.:;間相互作用が強いtH~t勺系から

13nピン系への交差分極時、両系はそ

れぞれ格子系と相互作用し、TlρBと

Tlρcの緩和時間で熱平衡になり、ま

た13C系は1H系より冷たいので交差緩

和時間TCHで1H系と相互作用している.

一般に、 TcH<Tlρが<Tlρc 故、

13C核磁化と接触時間tcとの関係は

CH2 -c- CH3 

C=O C..N 

、'i.V、

CH 

'''---'r'l.人、
20~ 150 I~~ 

?PH 
so 

Figurc 1. CPIMAS !3C NMR spectrum of 

P(VDCNIV Ac) obtaincd at 20 oC 
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Figur巴2.Plots of pcak intensiticsぉ afunction of 

CP contact time for P(VDCNIV Ac) at 20 oC 

問(t)=阿(O){exp(-tlTlρ日)-exp(-tlTCH)} (1) 

で表されるo M(t)は主にllTcHの速さで増加し t・で最大となり、その後1ITlρHで減少
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ずる.これは阿(t)が核開相互作用の強い1H~tO J系の局所場揺らぎに強く依存している

ことを意味している.

いま、我々はP(VOCN/VAc)列島ム内で側鎖倒基電気ダ件。-1の2次元的高次構造が強誘電

的ドメインを形成し、更に1H磁化の非一様な空間分布が分極の空間揺らぎで生じ、その局

所的1H~tOJが緩和中心として作用しているド1インと ~t。ト拡散によって相互作用してい

ると仮定する.この1H核~tOJからの13C核の交差磁化は

d阿(r，t)/dt= 0~2阿(r ， t) ・円(r ，t)/T1ρ日(r)， (2) 

で緩和する.ここで、問(r，t)は時刻tに於ける判トrの局所磁化密度、 l/T1ρH(r)は

'イト r の lHlt OJ緩和速度、。は~tOJ拡散常数である.

刊(r，t=O)I r<L = 1と州(r，t)/dtI r=O・L=O= 0の初期条件や境界条件を用いると、

(2)の刊(r，t)は
問(r，t)=刊(t)+ M(r，t)s， 

で与えられる.

第一項は~t勺拡散がない時の磁化で、

門(t)=阿q=o(O)exp(-t/TlρH)， 
第二項は~tOJ拡散による局所磁化で、

(3) 

(4) 

問(r，t)s=(1/V)E{δA(-q)/Oq2}阿q(t=O){exp( -tlT1ρH ，q)-exp( -tlTlρH，q=O)} (5) 

で与えられる.ここで、

問(r，t=O)=E Mq( t=O)exp( i qr)， o A(q)= S o A(r )exp(・iqr)dr，
llTlρH，q = 1ハfS drA( r )+Oq2+l/V2 E q '=q{ o A(q' ，-q)/0(q2 -q' 2} (6) 

とした.

門(r，t)やoA(r)が大きさ"L"のド:HJ内で空間的に対称:

附(r，t)=問ドO+En=l何ncos2πrL，o A(r)=En=1δAncos21t rL 
とし、更に M(r)= exp[・{r/(L/2・s)}2]， L/2-s =量s，のf奴分布をし、 δA(r)が
-L/2からL12で連続的に変化しているとすると，(3)のM(r，t)は単純に

問(r，t)=刊(O)exp(-t/TlρH)[I+β {l・exp(・αt)+γ{1・exp(・4αt)}] (7) 

と表わされるが.ここで、 α= (2χIL)2( 0・T1ρH)， 
β=・(oA1L2/4π20 )(問11円。)，

γ=・〈δA2L2/16π20)(M21問。) (8) 

である。 ~tOJ拡散常数 B は最近接分子鎮間の距援を"a"とすると

o ~ 0.13a21T1ρ 日 (9)

で与えられる。それ故、 1H・13C交差分極における13C磁化問(t)の緩和は

問(t)=阿(O)[exp(-tlT1ρH)[I+β{1・exp(・αt)

+γ{1・exp(・4αt)}]・exp(-tc/TcH)] (10) 
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で与えられる.

強誘電的ド1イ刈イfの評価: F'igure 2に示されている接触時聞に対する各官能基の

わ。舛品強度の点線は(10)を実測値に最適化した理論曲線で、それらは各官能基の実測

値とそれぞれ非常に良く一致しているo (10)のβとγの最適値はそれぞれ各官能基に

よらずβ=2，γ= 0.5であり、 α、TlρHとTCHの値はTableIに示されている。
(8)と(9)とを用い、 a=5Aと官能基のα値から計算されたP(VOCN/VAc)ヨイ似の強誘電的ド

メイ刈イ~-Lの値がTablel に示されている。・CH3 ， >CH2と>CH-基は直接的に1Hと13Cとが結

合しているので、これらの交差緩和に~tOJ拡散挙動は正確に反映される.それ故、こ

れらのrサから見積もったLの平均値は14.3Aであった.
一方、古川らむはrラZ転移温度近傍で誘電緩和強度の異常増加が12Vト双極子の協
同運動によっていることを明らかにした.この12Vトの側鎖ダ件。-1が円簡的立2次元

配列し、強誘電的ド1インを形成していると仮定すると、そのドメイン，ィ~-Lは密度 1 1. 2

g/ccとUトの分子量 164g/・01から、 13.2Aと評価される.この値は州R実験からの
14.3Aと良く一致している。

Table 1. Oo.ain sizes and best-fitting values of α、TlρHand TCH' 

which were obtained fro. co・parisonbetween theory and experilental 
for >C=O，-CN， >CH-，>CH2， >C< and -CH3 groups. 

>C=O -CN >CH- >CH2 >C< -CH3・

α 0.1 0.3 0.4 0.8 0.7 0.9 

TlρH(・s) 44 14 25 20 20 33 
TCH(・s) 0.5 1.3 0.3 0.3 0.4 0.43 
L (A) 36 21 18 13 14 12 

References. 

1) T.T.Wang and V.Takase; J. Appl.Phys.，62，3466(1987). 
2) T.Kanai， T.F'uruse，F.lshii，内.Kisi・otoand I.Seo; Rep.Progr. Polym. Phys.， 
35，493(1992) • 

3) V.S.Jo，V.lnoue，R.Chujo，K.Sato and S.阿iyata;阿acro.olecules，18，1850(1990). 
4) T.T. Cheung; J.Chel.Phys.，76，1248(1982). 
5) T. Furukawa，州.Tada， K. Nakaji・a，1. Seo; J. AppJ. Phys.，27.200(1988). 
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P51 ポリマーブレンド中のスピン拡散の研究

0浅野敦志、竹腰清乃理、引地邦男

北大理生物科学高分子機能学教室

Spin Diffusion in Polymer Blends 

Atsushi Asano， K. Takegoshi， Kunio Hikichi 

Division of Biological Sciences， Hokkaido University 

Spin diffusion process via the lH dipole-dipole interaction homogenizes the 

heterogeneous magnetization. Therefore， homogeneous polymer blends can be 

described by a single spin temperature. 

The Tl~H decay curves of polystyrene (PS) and poly(vinyl methyl ether) 

(PVME) in the PS/PVME blend including 50wt% PS are a single-exponential 

at lower temperature. At 380C， however， the Tl~H decay curves are observed to be 

圃ulti-exponential. This is due to suppression of the inter-polymer spin 

diffusion which is caused by the田olecular皿otionof PVME. Futhermore， the decay 

curves obtained by the phase-separated blend are also multi-exponetial. This is 

ascribed to nonexistence of spin diffusion between the phase-separated do田ains.

ポリスチレン (PS )とボリピニルメチル

エーテル (PVME)のプレンドの回転系に

おける lHスピンー格子緩和(T 1 ~H) は、ガ

ラス転移点以下の低温では単一の指数関数曲

唱.0
0.; 
0.8 。.7
0.8 

線となる。ところが38.Cでは複数の指数関数 。.8

で減衰する曲線として観測される。この減表 3M 
曲線を図 1に自然対数プロットした。 0はPS、皇。.3

ムはPVMEのメトキシ基 (OCH3)、そし

て×はPVMEのメチン基 (CH )より得ら

れた実測の緩和曲線を示す。ここで注目した

いのは、 38"Cでは純粋なPVME内において

もOCH3とCHのT1州は一致していないと

いうことである。これはPVME内のスピン

誌散が効果的に働いていないことを示す。こ

れらのことからT.以上では分子運動によって

0.2 

τIms 

Figure 1. T 1ρH decay curves of 

PS/PVME blend (50wt%/50wt%) 

at 38"C. 

キーワード: スピン拡散、 PS/PVME、lHスピンー格子緩和時間

0あさの あっし、 たけごし きよのり、 ひきち くにお
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PSとPVME間のスピン拡散の速度が遅くなっているものと考えられる。

このことを定量的に議論するために、スピン系を3つに分けて考えてみる。 PSのlH、

PVMEの側鎖であるOCH3のlH、そして PVMEの主鎖の lHの3穣類である。 3勺

のスピン聞の交差緩和速度を見積もることで、スピン拡散が効果的に働いているかどうカ

を知ることができる。 3種類のlHは図2に示されるようにスピン菰散(交差緩和)を通し

て磁化を交換する。このスピン系における磁化の微分方程式は次式の様に書ける。

若(jj):(:iE
fAA:A8 

-~2 
、EEE
E

』，，，

A

B

C

 

M

M

M

 

fESSE-EI 

、BEE----ssa
，J

A

C

3

 

C

B

-

r

，
 

L
且

b
a
l
d

、

A

B

-

P
τ
'
F
'
a
 

fc量8C

ここで、 苦1= KA + faA:AB + fCA:CA、ξ2= 

Ka + fAA:AB + fckac 、 ~3 = Kc +fAA:CA + 

faA:acであり、 M，はそれぞれの磁化を表わし、

i=A、B、Cは願にPS、PVMEの側鎖

OCH3， PVMEの主鎖である。 f，はlHの

モIレ分率、 KIは真の緩和時聞を表わす。 kI J 

はi番目とj番目のスピン聞の交差緩和速度を

表わす。初期条件として平衡磁化をMAD:MaD 

: M cO = f A : f B : f cとおき、数値解析するこ
とにより上式から磁化の時間変化を得ること

ができる。図 1の実線はパラメータ-KA、

KB、Kc、A:AB、A:CA、A:8Cを変えて実測を一

番良〈再現した値を用いて描いている。それ

らの{直はKA=0.40x 103sec-1、K8=1.06X 103 

sec-1、Kc=1. 85 X 103sec-1、kAB=1.OX103sec-1、

kcA=1.1X 103sec-1、kBC~五 100sec- 1 で‘ある。

シミュレーシヨンから得られた真の緩和速度はプレンド中のPSとPVMEの初期緩和元

度と良い一致を示す。交差緩和速度A:ABとA:CAはA:BCよりも 1桁以上速いが、これはPV}，

E内のスピン拡散よりもPSとPVMEとのポリマー聞のスピン誌散の方がより効果的l

働いていることを示している。 PVME内ではOCH3の内部回転により lH双極子相互f

用が平均化されているものと考えられる。

緩和時間の違うポリマーA、Bを混合したとき、得られる緩和時間が平均化されてあ4

1つの健を持つためにはシミュレーションしてみるとポリマー聞の交差緩和速度がスピ:

系の中で一番速い緩和速度よりも10-100倍速くなければならないことがわかる。 PS/I

VMEブレンドのTI"Hの場合2x104sec-1よりも速く交差緩和が起こらないと緩和時間t

平均化されない。逆に交差緩和速度がスピン系の中で一番遅い緩和速度よりも4-10倍遅L

と、ブレンドから得られる緩和時聞はプレンドする前と変わらない値として観測されるe

相分離させたPS/PVMEブレンドの緩和曲線の解析についてもポスター発表時に自

lattice 

Figure 2. A田odelof three lH 

spin syste圃 forrelaxation 

process for PS/PVME blends. 

れる。
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P52 13CNMR化学シフトに対する重水素同位体効果の

炭素水素結合距離への依存性

名工大応化，メニコン R&D本 0中島康喜¥鈴木利弥，寺西車，高橋憲助

Dependencies of Deuterium Isotope Shifts in !3C NMR on C-H Bond Lengths 

Department of Applied Chemistry， Nagoya Institute of Technology， 

and 事MeniconCo.， Ltd. R&D Division 

'yasuki Nakashima， Toshiya Suzuki， Takashi Teranishi， and Kensuke Takahashi 

One-bond deuterium isotope effects on 13C NMR chemical shifts ( 1 L¥ ) for a 

number of organic compounds are investigated in terms of C-H bond lengths. All 

lL¥ investigated linearly correlate with the related C-H bond lengths. The 

correlated straight lines are obtained for each hybridization of the observed 

carbons. In general， I L¥ are expressed as a simple function of C-H bond lengths. 

〈序論〉

分子中の原子をその同位体で置換すると、その近傍の原子核の NMR化学シフトが小さく変

化する。 この現象を同位体シフトを呼び、古くから知られているが、過去のデータは精度

に問題のあることが少なくない。 我々 は、 13CNMRスベクトル上で観測される重71<.素同位

体シフト(ロ企)を系統的に調べている九 これまでに、多くの有機化合物で n企を精密に測

定した。多くの lL¥を、対応する C-H結合距離とプロットしたところ、観測炭素の混成状態

ごとに、それぞれ C-H結合距離(rCH)と lL¥は直線相関を示すことがわかった。 これらは、

炭素ー水素結合の非調和伸縮振動に基づくモデルによって全て説明できた。

キーワード 13CNMR、重水素同位体効果、 C-H結合距離

0なかしまやすき、すずきとしや、てらにしたかし、たかはしけんすけ
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〈実験〉

バリアン Gemini-200Ff-N恥但分光計(50.3 MHz) を用い、水素体と重水素体の混合物を試

料として、 13CNMRスベクトルを得て、 ld_を測定した。 測定精度は、 0.005ppm (5 ppb) 

よりも良い。 ld_は、 147.8・ 472.2ppbの高磁場シフトであった。 13CNMRスベクトル

の例を図 lに示す。 fCHは、気相IRスベクトルで孤立 C-H伸縮振動数を得て、 Mckeanらの

示した経験式2)を用いて見積った。 気相IRスベクトルは、ヒューレットパッカード GC-IR

システム (5890IIガスクロマトグラフ+5965B Ff -IR検出器)で得た。

C2，s 
C 3，4 04cj 

→I I←弘

→I I←lo. 

40Hz 

よ j
→I I← 2t'!. 

図1.チオフェンとチオフェンー3-dの混合物の 13CNMRスペクトル

(芳香族領域の拡大neat，室温)0 C-Dカップリングとともに、

ワンボンドシフト(ld， )とツーボンドシフト(弘)が観測される。

〈結果・考察〉

得られたもと、対応する f
CH のプロットを図 2に示す。 炭素の混成状態ごとに、傾き正

の直線相関が得られた。 混成ごとに直線が得られたことは、 C-H結合の伸縮振動の非調和

ポテンシャルカーブが、観測炭素の混成状態によって異なることを意味すると考えられる。
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500 

400 
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1.05 

sp 

1.06 1.07 1.08 1.09 

C-H Bond Length / A 

2 3 
sp sp 

1.10 1.11 

図2. rCH と 1，1の相関。 sp(i口)， Sp2 (ム)， Sp3 (0)混成炭素それぞれで直線が

得られる。 シクロアJレカン(・、数字は炭素数)は興味深い挙動を示す。

図2に・で示すように、シクロプロパンからシクロヘブタンのシクロアルカン類では、炭

素数の増大に伴って、データは、 Sp2混成炭素の相関直線から Sp3混成炭素の相関直娘へ近

づいて行く。 シクロプロパンのデータ(図2の3)は Sp2混成炭素の相関直線にのる。シ

クロプロパンの炭素は、 Sp3よりも、むしろ Sp2混成の性格をもっといわれている。 図2

のデータも、それを示していると考えられる。

また、エタン(S p3 )，エチレン(S p2 ) ，アセチレン(sp )とそのフェニル置換体の系

で、 1，1は 1J CD と直線関係を示すことが知られている3)。 つまり、 1，1は炭素の S性と関

係づけられる3)。 これは、 1，1と r
CH との関係に置き換えて説明できる。 また、メタンを
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出発として、その水素をメチル基あるいはフェニル基で置換するときに観測される 1企は、

置換基の数に比例して増大する。 つまり、 l企に対する置換基効果には単純加成則が成立す

る1.31。 これらも、置換に伴う rα の増大の結果として 1企が増大することで説明できる

(図3)。

H 島'Ie Me Me 
』 B 

D-C-H D-C-H D-C-H D-C-九1e

H H Me Me 

l
ll
3) 

187.0 284.0 375.9 472.2 

lllll3) 97.0 91. 9 96.3 

C.H結合距離(r CH ) 1. 0921 1. 0964 1. 0995 1. 1021 

II r CH 0.0043 0.0031 0.0026 

図3. 1.6.に対する置換基効果と、 C-H結合距離に対する置換基効果(メチル基)

すなわち、すべての 1.6.の変化は、 rα の変化と関係づけることができ、 1.6.の変化は次のよ

うに説明できる。 fCHの増大に伴って、 C-H伸縮振動に対する非調和性寄与が増大し、そ

の結果、 NMRタイムスケーjレにおける見かけの結合距離 r0 (C-H) とr0 (C-D)の差が大き

くなる針。その結果、 H体の化学シフトと D体の化学シフトの聞のより大きな差，すなわち

もが観測される。 1企は C-H結合距離の単純な関数として、統一的に理解できるといえる。
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4) C. J. Jameson， "Isotopes in the Physical and Biomedical Sciences "， Vo1.2， Isotopic Applications 

in NMR Studies， E. Buncell and J. R. Jones eds.， Elsevier， 1991， 1-55. 
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P53 NMRによるDiphenylacetyleneのアルカリ金属還元過程の追跡

0横山幸弘、菊池修

筑波大化学系

Direct NMR Spectroscopic Studies of the Dianions from Alkali 

Metal Reduction of Diphenylacetylene 

()Yukihiro Yokoyama and Osamu Kikuchi 

Department of Chemistry. University of Tsukuba 

Three diamagnetic anions are generated by lithium reduction of diphenylacet-

ylene and characterized by NMR spectroscopy and quenching experiments. Reduction 

with lithium for 3四 5hr yielded dimer dianion 1 produced from diphenylacetylene 

dimer anion radicals. Reduction for 10~15 hr yielded 1.2.3.4-tetraphenylbutadi-

ene 2 and diphenylacetylene 3 dianions. Reduction for 2 days with lithium yield-

ed diphenylacetylene dianion 3. Thus diphenylacetylene dianion can not be inter-

preted as the product of disproportionation reaction between the corresponding 

radical anions. 

アセチレンジアニオンは、電子状態および構造の観点から興味ある分子種である。しか

し、 ζの化学種は未だ溶液中で調製、観測されていない。一方、そのモデル分子であるジ

フェニルアセチレンは、電子スベクトルにより研究されている。り しかし、報告されて

いるジフェニルアセチレンジアニオンの構造や生成機構には、幾つかの疑問があり、それ

らは未だ明らかではない。とのごとは、構造に関する情報の欠如にある。 NMRは溶液中の

有機イオン種の構造を調べる上で有効であるが、ジフェニルアセチレンジアニオンのNMR

研究は、未だなされていない e そこで、我々は、このジアニオンの構造および生成機構を

NMRによる直接観測により明らかにすることを試みた。

[実験]

出発物質は、市販のものを脱水、精製して用いた。アニオン試料は高真空、低温下で乾

燥脱気したTHF-む溶媒中、ジフェニルアセチレンを金属リチウムと接触させ、得られる暗

赤色の溶液をろ過し、 NMR試料管に熔封した。反応時聞は、数点変化させた。またか6時間

の低温下でNMR連続測定も行った。アニオンのクエンチ実験は、脱水脱気したエタノール

を用いて行った。 NMR測定は、 JEOL-JNM-GXS400を用いておとなった.化学シフトは、アニ

オン試料では溶媒の高磁場ピーク (THF-ds:δ('H)怠1.750. δ('3C)=25.40)、クエンチ

生成物では、 CDC13中TMSを基準とした。

Keywords: NMR. Diphenylacetylene dianion. Alkali metal reduction 

Oよとやま ゆきひろ、きくち おさむ
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[結果と考察] al 

Fig.lに得られたアニオン種( 1m' 

1-3)のスベクトルを示した。ま
10' I lp・

たTablelにアニオン1-3およびス

チルベンジアニオン4、べンジル " ~ ~ A 11p 

アニオン5の111化学シフト、シフ

トの重心G、およびベンゼン (δ
b】

{リ1)=7.27)との差1:¥0、ベンゼン

環1つ当たりの高磁場シフトゐ1、

l電子収容するに必要なフェニル

基の数Nを示した.クエンチ実験
cl 

による結果は、アニオン1.3の主

生成物はそれぞれcis.cls-テトラ

フェニルプタジエン、ジベンジル

であった.アニオン2では、 cis-.

trans-1. 2.3.4-テトラフェニルー2 4 ppm 

ープテンがca.3:1で得られた.とれ Fig.l IH NMR spectra of anions 1-3. 

らの結果から、アニオン1は

all-cisの構造を持つ4量体 Table 1. IH NMR Data of Re1ated Carbanions in THF-d8 

ジアニオンであり、アニオ Compd Chemica1 Shifts / ppm 

ン2は2量体ジアニオンのcis. ortho meta para G 1:¥0 1:¥1 N 

cis-l，2.3.4-テトラフェニ 1 6，48 6.7 6.34 6.63 0.64 3.20 4 

ルブタジエンジアニオン、 6.8 6.7 6.56 

アニオン3はジフェニルアセ 2 5.66 6.18 5.17 6.17 1.11 5.53 2 

チレンジアニオンであると 6.66 6.61 6.27 

考えられる。ジフェニルア 3 4.96 5.99 4.02 5.21 2.06 10.3 

セチレンジアニオンにおけ 5.26 5.82 

るオルソ、メタ位は、非等 4 5.02 5.88 4.71 5.51 1. 76 8.80 

価でありフェニル基が屈曲 5.73 6.21 

した構造を取るととが分か 5 5.59 6.12 4.79 5.64 1. 63 8.16 

る。さらに、とれらのアニ

オン種はl→3の順に生成するととから、ジフェニルアセチレンジアニオンはジフェニルア

セチレンラジカルアニオンの不均化反応により生成するのではないととが明らかとなった.

本研究にあたり、 NMR分光装置の使用を許可して頂いた(株)ハリマ化成筑波研究所の

近藤寿博士と畑憲明樽士に深謝致します.

[参考文献]

[ 1 ) G. Levin et a1.. J. Am. Chem. Soc.. 92. 2268 (1970) 
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等価核のNMR的非新面性に着目した対称分子の構造解析法傍器輸

叫 heterohalf-filterの10化による等価な1Hへの2つの日JCHの区別

(北大農)川端潤、 O福士江里

P54 

Structure Elucidation of C2 Molecules from a Viewpoint of the Non-equivalency of 

Equivalent Nuclei in NMR (Paは111).Discrimination of two凶JCHto equivalent 

protons by 1 D <<¥ hetero half-filtered HH correlation. 

Jun Kawabata and Eri Fukushi 

(Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

In a C2 symmetric molecule containing a CaHa--CbHb--Cb'Hb'--Ca'Ha' sy説emasa 

structural fragment， discrimination of HalCb and Ha'/Cb correlations was achieved by 

a 1 D variant of the叫 heterohalf-filtered HH correlation methods. This resolution-

enhanced and time-saving 1 D version was constructed by using an unprecedented 

PASS (paired田 telliteselection) technique. In some case， discrimination of intra-and 

inter-unit NOEs would be made by the same concept. 

1.はじめに

C2対称分子は通常のNMRスペクトルにおいて等価なユニット2つ分のシグナルが重な

って現れるため、構造決定においていくつかの間題が生じる。各ユニットを右手にた

とえC
2対称分子を表すと(Fig.1)、それぞれの指(a，b)は、どちらの手のものか区別でき

ない。このため例えば、通常のNOESYあるいはNOEDSスペクトルでH-aとH-bの間に

観測されるNOEは

ユニット内のNOE(H-b'/H-a')(同じ手の人差指と親指)

ユニット聞のNOE(H-b'削-a)(一方の人差指と他方の親指)

の2つの可能性があり、通常の手法

では区別はできない。しかし、こ

れらの区別は私たちがこれまで行

ってきた対称分子の構造解析の考

え方1)により、一方の手に13Cを持

たせることにより次のように可能

となる。 13Cの天然存在比は1.09%

と低いことから、一組の等価なカ

ーボンに着目して対称分子を以下
Rg.1. Inter-unit NOE or intra-unit NOE ? 

Keywords: C2 symmetric molecule， isotopomeric asymmetry， equivalent nuclei， 

1D.ω1 hetero half-filtered TQCSY， PASS， Intra-unit NOE， Inter-uint NOE. 
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の3つのアイソトポマーに分類する(Fig.2)と(A)両方が12C...97.8%、(B)一方が12Cもう

一方が13C..2.18%、(Cο)両方が13C

れを除外すると残りの9ω9.4%カがf穴(B防)であり仏、 13Cを含む測定法では非対称称‘な(B町)のみを観

測していることになる。このとき13Cに直結したプロトン(H-b')だけが百数十Hzの大

きなlJCHで分裂し、，他と区別できる。さらにこの13Cは2-3結合以内のプロトン〈たと

えばH・a')と遠隔カップリングしており、 ω1hetero half-filtered相関法口}の相関ピーク

からd直を読むことが可能である九対称化合物の場合相関ピークには、 H-b'/H・6とH
-b'/H-aの2種類の相聞が重なる可能性があるが、その区別はJ(C-b'/H-a')とJ(C-b'/H-a)

の値の違いによって行えるはずである。しかし従来の2D法ではこれらを分離するに

は分解能が不十分であり、また実際の化合物でこの2Dスペクトルを十分な感度で得

るには時間がかかりすぎる。そこで、 2Dω1hetero half-filtered相関法でLRJCHを求め

る際に用いる2つのスライスに相当する2つのサブスペクトルを得る1D化を試みた。

この2つのスライスはH-b'がt1の聞に1J(13C-b'/H-b')により展開したものなので、通常

の1D化法で別々に得ることは不可能である。そこで、カーボンの選択パルスに加え

て、適当な遅延時間とプロトンパルスの周波数中心(02)の設定を組み合わせて、 2つ

のサテライトシグナルを別々に励起するPASS(pairedsatellite selection)を開発した。

この手法を応用して2つのPASS-TOCSYスペクトルのピークのずれからこれら2種類

のLRJcHの分離に成功した。

A 
(97.8%) 

B 
(2.18%) 

Ag.2.Three isotopomers of a C2 symmetric molecule 

2. PASSによる叫 heterohalf-filtered法の1D化

C 
(0.01%) 

1D化法の検討は、モデル化合物に1・butanol(1)を用い、感度のよいTOCSYで行った。

1のω，hetero half-filtered TOCSYスペクトルの円=H・1部分の拡大をFig.3fこ示す。この

範囲はC・1が13Cであるアイソトポマーだけが選ばれている。ピークはF，方向に大きな
'JCHで分裂し、相関ピークのシグナルはF2方向!こLRJCHだけずれて現れる。このピークを
通る2つのペスライス(Fig.3b，c)に対応する2つの1Dスペクトルが目標とする1Dスペク

トルである。通常、 2Dの1D化は選択パルスを使用し、 t，を固定して行なわれるが、今

の場合、この手順では2つのスライスの重ね合わせに相当する1D HMQC-TOCSY
S
)スペ

クトルが得られるのみである。 PASSでは、この1DHMQC午OCSYの開focusing

delayを1I(4.1r印)と設定しさらに02をH・1のサテライトの一方に置くことによりそのサテ
ライトを通るペスライスに相当するサブスペクトルを得ることができる (PASS-
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TOCSY， Fig.4)o 1の部分構造をSIj-(CH2)-CI3と表し、このシーケンスで測定したと

きの取り込み時間tにおけるιの直積演算子を観測に関係する項のみ示すと、

-4yCOSQIj (L¥..:τ)∞s[3tlHH(L¥+τ)]sirutlIj罰cosQI3t∞釘d班託∞S3t.lI3st

-4ysinQrj(L¥--r)∞S[3Ul田(L¥+τ)]co飢 hjst∞sQI3t∞s3tlHHtsimth3st.. . . . . [1 ] 

となる(企=lI(2hjS))。このとき待ち時間τをlI(4JIjs)と設定するとH・1のサテライトの2つ
のシグナルの位相は互いに90度ずれる。さらに02をH・1のサテライトの低磁場側のシ

これらを式[1]に代入すると

-1/2(4ycos[ 3tlHH(企+τ)]CosQI3tcOSJt}即t∞SJUI3St
-I3yCos[3UlIH(L¥+τ)]∞sQI3tco皿l目指泊3UI3St)......[2] 

グナル上に置くときQIj=叩hjsとなり、

e) 

d) 

c) 

4 1 3.  
13C2/¥4 

HO- .......，、

b) 

1 

1 OH 

れ-g-

68-0ー 3.5 

一…D-c 0 

…ー。-tー→。

円g.3.(a)Par1of 2Dω1 hetero half-fiHered TOCSY spectrum， (b.c) its sl悶esand (d，e) PASS-TOCSY 

r---1 J135 

JLJし一升+
即刻伽oムー

PPH 

悶4L
悶九三3$

術言語協m

spectra of 1 

1，，1，，1即日!こい叶伽
Rg.5 Schematic drawing of eqn.[21 and [31 
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円g.4.Pulse sequence of PASS-TOCSY 
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となる。 LRJCHについてみると第11頁は同位相、第21頁は反位相であり、これらの差とし

て得られる10スペクトル(Fig.3d)はスライスbに対応している。同様に02をサテライト

の高磁場のシグナル位置におくと

-1I2(I3yCos[ rr.lHH(A+';)]COSQI3tl∞凱I皿託∞飢九st

+~yCOS[ 3t.lHH(A+τ)]CosQI3tl∞凱l田孜simtlI3st).. . . .. [3] 

となり、 2項の和としてスライスclこ対応する10スペクトル(Fig.3e)が得られる(Fig.5)。

3. PASS-TOCSYによる対称分子の等価なプロトンへの2つのLRJ('.J.Iの区別

1，6・hexanediol(2)は等価なユニット

HO・CH2・CH2・CH2・が中心結合3-4で結ばれ

た対称化合物である。通常のTOCSYスペク

トルでは、すべてのプロトン聞に相関ピー

クが与えられる。しかし、たとえば、 H-3

からの磁化移動では、 H-1へ(ユニット内

1 3 5 

HO./'↓;3cふ~OH

2 

3.64 3.62 3.60 3.58 
pp門

TOCSY)およびH・6へ(ユニット間TOCSY)

の2種類の相闘が同じ位置に重なっている。

この2種類の相聞を区別するため、 2の3位

のPASS-TOCSYを測定し、 HイおよびH・6

への相関を観測した(Fig.6b(02はH-3サテラ

イトの低磁場シグナル)、 6c(高磁場))0LR JCH 
は通常3結合以内のC-Hに存在するので、ず

れているトリプレット(*印)から3J(C・3tH・1)

=+4.2Hzが読み取れた。 c・3tH・6は4結合離
れているのでずれは存在しない(0印)。

Rg.6. Pa同ofPASS-TOCSY sp田 traof 2 

4.おわりに

今回開発したPASSにより、通常の方法では不可能であったω1filtered法の10化に成

功した。 10化による分解能の向上によりLRJCHをピークのずれから読むことの利点がさ

らに生かされるようになった。また、この方法を用いた対称化合物のユニット内NOE

とユニット聞のNOEの区別について現在検討中である。
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P55 C 60結晶にとりこまれたベンゼンやトルエンなどの存在状態

(阪大理) 0武田 定， 山口 兆

(東工大工材研〉 田中俊明， 川路 均， 阿竹徹

Inclusion of Benzene and Toluene in Solid C6白

S. Takede! and K. Yamaguchi 
Department of Chemistry， Faculty of Science， Osaka University， 

Toyonaka， Osaka 560 
T. Tanaka， H. Kawaji and T. Atake 

Research Laboratory of Engineering Materials， Tokyo Institute of 

Technology， 4259 Nakatsuda-cho， Midori-ku， Yokohama 227 

The structural and dynamical properties of benzene and toluene 

included (5 mol~包) in solid C60 was studied by 1 H- and 13 C-NMR. The 

high resolution 1 H-NMR spectra under magic angle spinning evidenced a 

splitting of the proton signal of benzene in solid CS0. This 

indicates that there are at least three nonequivalent protons of 

benzene with different chemical shifts in the plastic phase of C6日 and

suggests a strong adsorption of benzene molecule to C6日.

フラーレンの代表である C60はその特異な分子構造や電子構造に由来し

て、様々な興味深い物性を発現し注目されている /1/。 例えば柔粘性結

晶、ガラス状態、超伝導、強磁性、非線形光学効果などである。 一方、 C

6 0結晶はベンゼンやトルエンなどの溶媒分子をとりこみやすく、これらの溶

媒分子を完全に取り除くことが困難なことは知られてはいるが/2/、この

溶媒分子がどのような状態で取り込まれているかについてはほとんど調べら

れていない。またこれら溶媒分子が C60の示す様々な物性にどの程度影響す

るかについても不明な点が多い。

本研究では 5m 0 1 % (約 O.5wt%) のベンゼンやトルエンをを含

む C60結晶についてプロトンの固体高分解能 NMRスペクトルや 13C-NM

Rスペクトルを測定することにより C60結品中でのベンゼンやトルエンの存

在状態について調べた。 ここではベンゼンの場合を中心に述べる。

C 60の試料は組製物からベンゼンを溶媒として液体クロマトグラフィー

で精製し、乾燥させて粉末試料を得た。 これをさらに 4 0 0 oCで数時間真

空乾燥した。 この試料の CS 2溶液と標準溶液の H-NMRの信号強度を比

較することによって、この C60の試料中には 5m 0 1 %のベンゼンが含まれ

ていることがわっかた。 H-NMR(200.1MHz) と13C-NMR

(5 O. 3MHz) の測定は BR U K E R M S L 2 0 0でおこなった。

図 1にベンゼンから得た C60のプロトンの NMRスペクトルの温度依存

C 60結晶，ベンゼン， トルエン lH-NMR， 13C-NMR

O たけだきだむ， やま(ち きざい たなか としあき， かわじひとし， あたけ とおる
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性を示す。 これらのスペクトルは、試料管やプロープからのバックグラウ

ンドシグナルを差し引いとものである。 相転移温度は 25 2 Kであるが、

低温相でも相転移点に近い温度では柔粘性結品相と同様に線幅はせまい(約

1 k H z )。 温度を下げると線幅は広くなる。 このベンゼンのプロトン

のスペクトル幅の温度依存性はホスト格子である C60分子のけ Cの NMRス

ペクトル幅の温度依存性/3/とよく似ており、ベンゼン分子の運動状態は

C 60分子の運動状態に強く影響されていることがわかる。

プロトンのスピン格子緩和時間は相転移点でとびを示す。

図 2に 29 8 K (柔粘性結晶相)でのプロトンの MASスペクトルを示

す (TM S基準〉。 スピン速度は 3.1kHzである。 1. 0 7 p p m 

の信号は水の信号であることをほかの測定から確認した。 7p p m あたり

に見えるのがベンゼンのプロトンの信号であるが、少なくとも 3本に分裂し

またベンゼンの

ていることがわかる。 最大の分裂幅は o. 2 6 p p mである。 29 8 K 

では C60分子は非常に速い等方的な回転運動を起こしている。 この相関時

間は 2x10-12sと非常に短い /4/。 ベンゼンにとってホスト格子であ

る C 60分子がこれほど速い回転運動をしているにもかかわらず、ベンゼンの

プロトンは等価ではなくなっている。

く吸着しているためと恩われる。

297K 

243K C回/benzene 

10000 -100回目 -2000111 
HERTZ 

図 1

これはベンゼン分子が C60分子に強

z
t
A協

p、|

図 2

/1/武田定，阿竹徹，国体物理 28(1993) 183. 
/2/ T. Atake et al.， Chem. Phys. Lett.， 196 (1992) 321. 

/3/ R. Tycko et al.， Phys. Rev. Lett.， 67 (1991) 1886. 

/4/ R. D. Johnson et al.， Science 255 (1992) 1235. 
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P56 13C NMRによる水溶液中での

アルカリ土類金属イオンーカルボン酸闘の相互作用に関する研究

(上智大・理工〉 0近藤晃子、大井隆夫、向田政男

Interactions between alkaline earth metal ions and carboxylic acids 

in aqueous medium studied by I.C NMR 

Akiko KONDOH. Takao 01 and Masao MUKAIDA 

CDepartment of Chemistry. Sophia University) 

Interactions between alkaline earth metal ions CMg2+.Ca2+.Sr2+.Ba2+) and se 

lected carboxylic acids Cformic. acetic. propionic. lactic. succinic. malic. 

tartaric. tricarballylic. and citric acids) in aqueous medium were investigated 

by 13C NMR spectroscopy. For every metal ion -acid combination. the carboxylic 

13C NMR signalCs) sho曹edmonotonous up-field or do曹n-fieldshift(s) as the de-

gree of the ion association between the metal ion and carboxyl group(s) in-

creased. Shifts of the alcoholic 13C N置Rsignals in the hydroxycarboxylic acid 

systems indicated that the metal ions interact with hydroxylic oxygens as well. 

In the citric acid systems ne曹 signalswere observed. irrespective of the kind 

of metal ions. which suggests the formations of relatively stable complexes. 

【緒言】

当研究室で既に行ったイオン交換に伴うアルカリ土類金属の同位体分別に関する研究に

おいて、これらイオンの同位体効果は対イオン(Cl-. CH3COO-. CH3CH(OH)COO-)によっ

てその大きさが異なることが報告されている。イオン交換体と水溶液との間で同位体が分

別する要因としては、主に水和の効果、錯形成(イオン会合を含む)の効果が挙げられる

が、上記の研究は、金属イオンと弱酸問にはそれらの組み合わせに応じて異なる相互作用

が存在することを示唆している。そこで、本研究では 13C NMRを用いて水溶液中での

アルカリ土類金属イオンと種々のカルボン酸との相互作用の性質や程度、更には構造につ

いて調べることを目的とした。

【実験方法】

アルカリ土類金属 (Mg. Ca. Sr. Ba)の酢酸塩、乳酸塩、又は塩化物とカルボン酸(モ

ノカルボン酸として蟻酸 ;HCOOH、酢酸 ;CH.COOH、プロピオン酸 ;CH.CH2COOH、乳酸;

CHsCH(OH)COOH、ジカルボン酸として琉泊酸;HOOCCH2CH2COOH、林檎酸;HOOCCH2CH(OH)COOH、

酒石酸 ;HOOCCH(OH)CH(OH)COOH、そしてトリカルボン酸としてトリカルパリル酸;

HOOCCH2CH(COOH)CH2COOH、クエン酸;HOOCCH2C(OH)(COOH)CH2COOH)を様々な割合で混合し、

イオン強度一定 (O.6mol・dm-3)で金属/カルボン酸濃度比の異なる水溶液を調製した。

キーワード:I.C NMR、アルカリ土類金属、カルボン酸、水溶液内相互作用

0こんどう あきこ、 おおい たかお、 むかいだ まさお
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この溶液を塩酸或いは水酸化カリウムを用いてpH調整した後、 JEOLJNM-GX270スペクト

ロメーターを用いて300KでノンデカップルではC NMR測定を行った。但し、軽水(H20)

溶液中での相互作用を観測するため、全ての測定において二重管を使用し、外部標準物質

としてし4-ジオキサン (δ=67.8)重水溶液を用いた。

【結果と考察】

1.水酸基を持たないカルボン酸とアルカリ土類金属との相互作用

図 1にpH7.0、即ち殆ど酸が解離している時の酢酸系における金属イオン濃度に対する

け C NMRシグナルの化学シフトの変化を示す。酢酸系では、全てのアルカリ土類金属

について金属イオンの添加によりカルボキシル基炭素のシグナルは低磁場側に単調にシフ

トした。この変化は、金属イオンとの相互作用により酢酸のーCOO-基上の電子が金属イオ

ンに吸引されているためであると考えられる。一般的に、カルボン酸に対するアルカリ土

類金属の安定度定数は Mg2 +::::: Ca 2 + > Sr 2 + > Ba 2+の順とされているが、本研究での化学シ

フト値の変化の大きさは Ca2 + > Sr2 + > Ba 2+ > Mg2 +のl償になっている。マグネシウムだけ

が一般的な順序から大きく外れているが、これはMg2+が水和の為に見かけ上Ba2+よりも大

きなイオンとして振る舞っていると考えると合理的に説明することができる。ここでBa2+

のイオン半径は10配位の場合166pmであるが、 Mg2+-H20の水和を想定した場合のイオン半

径は210-220pm程度と推定される。一方、メチル基炭素のシグナルの金属濃度依存性はカ

ルボキシル基炭素の場合に

2
0
 
M
 

目
去
、
翁
号
官

unse
Mg 

24.4 

。 0.1 0.2 
Me凶畑田町./mol恒子

。 0.1 0.2 
Metal i四∞nc.I mol也n-3

CHsCOO CHaCOO 

図 1:アルカリ土類金属一酢酸系の化学シフト

比べかなり小さく、カルボ

キシル基上の電子密度の変

化がメチル基までは余り伝

わっていないことが示唆さ

れる。

他の水酸基を持たないカ

ルボン酸(蟻酸、プロピオ

ン酸、琉泊酸、 トリカルパ

リル酸)の系についても酢

酸系と同様の傾向が見られ

た。

2.オキシカルボン酸とアルカリ土類金属との相互作用

乳酸、林檎酸、酒石酸、クエン酸等、水酸基を 1つ以上持つカルボン酸の系では前述の

単純なカルボン酸系とは少し異なる結果が得られた。一例として図 2にpH7.0における乳

酸系の化学シフトを示す。 pH7.0では乳酸は殆ど乳酸イオンとして存在している。カルシ

ウム、ストロンチウム、バリウムを含む系のシフトの傾向は非常によく似ており、カルボ

キシル基炭素よりもむしろ水酸基の直接結合している炭素の方が化学シフトの変化が大き

い。そこでこれらの系では金属イオンがカルボキシル基と水酸基の双方と相互作用し、図

3に示すような 5員環を形成していることが示唆される。水酸基の結合した炭素に比較し

カルボキシル基炭素の化学シフトの変化が鈍いのは、金属イオンに吸引された電子密度の
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減少分が二重結合している

酸素原子から幾らか補われ

ているためと考えられる。

ところがマグネシウムに

関しては、全てのシグナル

について高磁場シフトが観

測された(図 2)。この様

なMgーオキシカルボン酸系

での配位形式として図 4に

示す構造が考えられる。即

ち、1.の場合と同様にマグ

44 

今、w
絹紬
Y

凶
昆
晶
、
舗
号
司
Q
詞

E
詞
U

42 

pH4!∞(-ooq手i2CH(OH)COOH)

4市 0.1 
Mg∞配./皿.oldm-3

! ~盟主(-OOÇCH2CH(OH)C問
看

179 

pH4.∞f∞ ICCH2CH(OH)C∞'H) 

17市 0.1 

Mg∞配./皿.oldm-3

図5:マグネシウム 林檎酸系の化学シフト

司
、
〕
今，
h

巧

3

ネシウムイオンは水和水を

介してカルボン酸と相互作

用するが、カルボキシル基

と水酸基によってある程度

固定されるため、カルボキ

シル基にはプロトンが結合

しているような状態になり

高磁場シフトが観測される

と考えることができる。

(一般的な電子密度を用い

た考え方と矛盾する例とし

て、カルボン酸からカルボ

ン酸イオンになる際の低磁

場シフトが挙げられる。)

2種類の異なるカルボキ
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ン酸については、金属イオ

ンにMg2+を用いて更にpH依

存性を調べる実験を行った



ところ、 -OH基に対しα位にある (-OH基と同ーのCに結合している)カルボキシル基がプ

ロトンで塞がっていると考えられる低いpHでは1.と同様な低磁場シフトが克られたが、こ

のーCOOH基のプロトンが外れたと考えられる高いpHにおいては高滋場シフトが観測された。

例えば林檎酸 HaOOCCHzCH(OH)COOHb (pKt= 3.24、pKzヱ 4.11)ーマグネシウム系において

は、 pH4.00、即ちHaのみ外れていると考えられる水溶液では金属イオンの増加に伴いシグ

ナルは低磁場側にシフトするが、 pH5.50、即ち酸が完全に解離していると思われる水溶液

で初めて高磁場シフトが観測された。図 5にpH4.0とpH5.5における林檎酸ーマグネシウム

系の化学シフトを示す。同様の結果はクエン酸ーマグネシウム系でも見られ、このことか

らもMg2+を含むオキシカルボン酸の系では図 4に示した α位にある-OHと-COO-による構造

が支持される。尚、カルシウム以下のアルカリ土類金属と林檎酸、クエン酸系の場合は、

pHの値に関わらず、乳酸系と同様の単調な低磁場シフトが観測された。

3.アルカリ土類金属ークエン酸聞の相互作用

図6にpH1.0における配位していな

いクエン酸イオン、及びマグネシウム

ークエン酸水溶液のけ C NMRスペ

クトルを示す。 2.で述べたように、カ

ルボキシル基炭素のシグナルはMg系で

は高磁場シフト、それ以外の系では低

磁場シフトしているが、この他に165

-116ppmの聞に新たなシグナルが見ら

れる。このことから本系では図 3、 4

に示した構造以外に比較的安定な配位

構造が存在すると考えられる。 183ppm

付近に現れる-OH基に対して α位にあ

るカルボキシル基炭素のシグナルと

citrate ion + Mgz+ ion 

citrate ion 

P 

190 180 170 160 

180ppm付近の β位にある 2つのカルボ 図6:クエン酸イオンのはC NMRスペクトル

キシル基炭素のシグナルの面積比はア

ルカリ土類金属を加えても殆ど変化していないことから、比較的安定な配位構造に対して

図7の様な構造が考えられる。 115ppm付近のシグナルは、カップリングの様子が元のカル

ボキシル基のシグナルとよく似ていることから環を形成し
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ていないカルボキシル基に対応するものと推測されるが、

165-169ppmの2本のシグナルの帰属はできていない。尚、

余っているカルポキシル基が更に別の金属イオンと相互作

用している可能性もある。
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P57 塩化ブチルアンモニウムのRotatort目における日C1、2HNMRと分子運動

0服部賢和・大木寛・池田龍一・服部峰之・-小野田義人"
恵良田知樹“事. M. E. Smith**** 

筑波大化・電総研・.無機材研“-筑波大物理工H ・・ ドイツブルカー.

日 Cland 2H NMR and Molecular Motion in the Rotator Phase of Butylammonium Chloride 

()Masakazu Hattori. Hirosi Ohki. Ryuichi Ikeda. Mineyuki Hattori*. Yoshito Onoda*.. 
Tomoki Erata**てM.E. Smi th**“ 

Department of Chemistry. University of Tsukuba; Electrotechnical Laboratory*; 

National Institute for Research in Inorganic Materials**; Department of Applied 
Physics. University of Tsukuba***; Bruker Analytische Messtechnik**** 

Temperature dependences of '.Cl and 2H quadrupole coupling constants and '.Cl NMR spin-
lattice relaxation times in polycrystalline samples were measured in the rotator phase of 

butylammonium chlorides. C.H.NH.Cl and C.H.ND.Cl. obtainable a加vethe phase transition 
temperature of 241K. Rapid decrease of the quadrupole coupling constants of both nuclei upon 

heating was attributed to increasing dynamic disorder formed around the polar head. The presence 

of self-diffusion of Cl-ions was revealed from the spin-spin relaxation time and the resonance 

line-width obtained on single crystals. and confirmed by measuring dc electrical conductivity. 
塩化ブチルアンモニウムは室温付近でRotator相 (241-487K)を形成し、その構造は長軸まわりに回

転している棒状の陽イオンと球状の陰イオンが交互に積み重なった二重のラメラ型である。我々はこ

の2次元的な層内で、異方的な腸イオン拡散が起こることを'HN服スピン格子緩和時間T，とT，p、ま
たac電気伝導度を測定することで示した。この微視的な運動状態と熱的性質から、 Rotator相が“低次

元の柔粘性結晶"と呼びうる状態であることが明らかになった。本研究では、これまで不明だった陰

イオンの自己拡散について情報を得るために多結晶と単結晶のC.H.NH.Clの'.ClNMRの測定を行い、ま
たRotator相での極末端まわりの無秩序な分子運動を知るために粉末C.H.ND.Clの2HNMRスベクトルの観
測を行った。

【実験】

Rotator相における'.ClNMRの中央遷移 (m，=-1/2→+1/2)スベクトルと緩和時間T，*、 T2及び:T2*は、
MSL-300分光器を用いLarmor周波数29.4阻zで、 MSL-400分光器を用い39.2阻zで、それぞれ測定した。ス

ベクトルは、 quadropo1e-echoパルス系列の後に観測されたエコーのフーリエ変換によって得られた。
用いたパルス幅を非選択的照射の90.パルス幅の半分にして測定した。信号飽和後の磁化の回復が、ほ
とんど指数関数的であったので、飽和パルス系列後のエコー強度を測定することでみかけのスピンー

格子緩和時間TJを決定した。粉末結晶のスピンースピン緩和時間T2の値と単結品のスピンースピン
緩和時間T2*の値は、それぞ、れエコーの高さとスペクトルの線幅の減衰曲線から決定した。
2H NMRスベクトルは140K-370Kの温度範囲内でMSL-400(61. 4班Iz)及びMSL-3叩分光器 (46.1MHz)を用
いて四極子エコー法により粉末サンプルについて測定した。

キーワード:回体NMR、核四極子結合定数、スピンー格子緩和時間、自己拡散、 Rotator相

0はっとり まさかず、 おおき ひろし、 いけだ りゅういち、 はっとり みねゆきぺ
おのだ よしと"、 えらた ともき“・、 M. E.スミス*.*.
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【結果】

中央遷移に対する"ClNMRスベクトルから求めた核四極子結合定数 (e'Qq/h)の温度変化を図1に
示す。この際、非対称定数ηを0と仮定した。この仮定は、 Rotator相の結晶対称性からも予測でき

る。 300Kから480Kまで温度上昇した際、 e'Qq/hが約1.2M11zから0.85M11zへ減少したのは格子振動や結晶
の熱拡散の簡単なモデルでは説明できず、陽イオン極末端の大振幅運動の励起を意味している。

T，*、 T.とT.*の温度変化を図2，こ示す。 T，*は、既に報告されている'HNMRのれの温度上昇時の
ふるまいにかなり類似しているので、主に'HのT，に寄与している陽イオンの軸回転による電場勾配

の変動に起因していると推測される。またT.も温度上昇と共に増加するが、温度勾配がT，*と大き

く異なるためT，*のT.への寄与は小さいことを示す。 T2と線幅から見積もったT.*との一致は、
線幅が'.Cl-'H核双極子相互作用によるものであることを意味している。また高温のT2*が分子間双
極子相互作用の大きさから見積もった計算T2*より長くなることは、 Cl一イオンの自己拡散によって
説明できる。 T2と温度の逆数のフ。ロットの傾斜から求めた陰イオン自己拡散の活性化エネルギーは、

25:t5KJmol-'であった。この植は'HのT，pから求めたものと一致する。
非対称定数ηを0と仮定することで2HNMRスベクトルからe2Qq/h値を求め、その温度変化を図3に
示した。転移点T..以下で観測された2種類のe'Qq/h値(160KHzと45KHz)は、試料中にND.+の回転に
対して異なる障害を持つ二つの非等価な陽イオンの存在を示す。大きなe2Qq/h値は、 C.H.ND.Clで観
測された静止した陽イオンについて報告されている値(168-177KHz)に近いことから、静止した陽イ
オンによるものと推測される。また小さなe2Qq/h値は、 Ttrを経る温度下降時に形成された準安定状
態によるものと推測される。 Rotator相内ではη=0のPakedoubletが再び‘観測されたが、そのe2Qq/hfui
(240Kで26.1KHz)はTtr以下で観測されたものより小さい。この相内での温度上昇時 (-370K)にス
ベクトルは同じ形を保ったまま26.1KHzから20.5KHzへと連続的に減少した。これらの結果は-ND.+を持
つ陽イオンの新しい運動の励起と温度に伴うその振幅の増大を示す。この運動は'HN阻のデータを参

照し、長軸まわりの陽イオンの回転に帰属した。またTtr以上での温度上昇時のe2Qq/h値の減少は、

陽イオンの長軸に沿っている電場勾配の主軸の方向が徐々に乱雑さを増した結果として理解される。

この乱雑な回転は、 c軸まわりの歳差運動として図式的に表現される。
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P58 柔粘性結晶アルカリ金属亜硝酸塩における16NNMRスベクトルと分子運動

0本多尚・釦持基子・大木寛・池田龍一・恵良田知樹・.田崎明・.古川義宏叫

筑波大化・筑波大物理工事・広島大学校教育"

Ionic Dynamics in Plastic Crystal MN02 (M=alkali metals) Studied by 16N NMR 

()Hisashi Honda. Motoko Kenmotsu. Hiroshi Ohki and Ryuichi Ikeda 

Department of Chemistry. University of Tsukuba 

Tomoki Erata and Akira Tasaki 

Department of Applied Physics. University of Tsukuba 

Yoshihiro Furukawa 

Faculty of School Education. Hiroshima University 

The temperature dependence of 16N NMR spectra in solid K16N02 forming the plastic 

phase above room temperature. was mesured to reveal ionic dynamics in the three solid 

phases. In the low-temperature phase (PhasellI). the spectra exhibited three different 

principal components of chemical shift tensor. while in the intermediate phase (Phasell). 

spectra of an axially symmetric chemical shift tensor were observed. These results 

together with the data of 16N T1 were explainabl~ by the models of 180・ flips of the 

N02-about an axis perpendicular to C2-axis in PhasellI. and the C.-reorientation of 

N02 -in Phase ll. In the plast ic phase (Phase 1 ). a narrowed sharp spectrum was observed 

indicating the existence of N02-isotropic reorientation. 

団体の MN02(M=K.Rb.Cs.Tl)は、室温以上で柔粘性結晶を形成する1)。今回取り上げた KN02は

三つの固相をもち(高温側から I相、 E相、 E相)、 I相が柔粘性結晶相(314.7-710K)である。

熱容量の測定から、これらの固相聞の転移において、大きな転移のエントロビーが観測されており、

N02- イオンの運動の自由度が温度上昇とともに大きく変化することが期待される。本研究では

16Nを導入した K16N02について 16NNMRスベクトルの温度変化を測定し、化学シフトの異方性

の温度依存性から分子運動についての情報を得ることを試みた。

各温度でのスベクトルを Fig.lに載せる o 16Nの標準(0ppm)として 45%の H16NO.水溶液を

用い、 BRUKERMSL-300(7.05 T)で測定した。

キーワード:固体 15NNMRスベクトル、柔粘性結晶、化学シフトテンソル

0ほんだひさし、けんもつ もとこ、 おおき ひろし、 いけだ りゅういち、 えらTこ と

もき、 たさき あきら、 ふるかわ よしひろ
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KNO.の血相(<264.1 K)で、異なった三

つの主値の化学シフトテンソル成分を持つ

たスベクトルが得られた。一方、 '.KのT，、

T.及び 15NのT，はいずれもE相で極小を

与えた。 '.Kの深いT，、 T.極小は NO.-

イオンの運動による '.K核での電場勾配の
揺らぎによるものと考えられる orn相で 15N
のスベクトルの形が大きく変化していない

ことから NO.-イオンの運動は C.軸に垂

直な軸周りでの 180' フリップ運動で説明

できる。

E棺(264.1-314.7K)では軸対称な化学

シフトテンソルを持つスベクトルが得られ

たが、このスベクトルは NO.-がある軸周

りで分子回転をしていることを意味する。

結晶解析によると H棺の構造は空間群R3rn

iこ属し、 NO.分子面に垂直に C.軸がある引。

よってE相では、 E相での 180' フリップ

運動に加えて、分子平面に垂直な軸周りの C.

再配向運動が起こっていると考えられる。

さらに、温度上昇に伴うスベクトル幅の減

少がE相で見られた。この結果は、分子回

転軸の歳差運動がE相で起こっており、歳

差角が温度上昇に伴い大きくなり σ 、σ

が平均化されたと考えると説明できる。

I相(柔粘性結晶相)で、液体なみの鋭

い1本のスベクトル(線幅 6pprn)が観測

された。これは I相で N02ーイオンの等方

回転が存在していることを示している。 E

相で起こっている分子回転とその軸の歳差

運動が激しくなり相転移を起こし、等方田

転が起こると考えられる。まだ、 '.KのT，、

T.及び、電気伝導度の実験から自己拡散の存

在が明らかになった。

1) K. Moriya， T. Matsuo and H. Suga， 

Thermochim. licta.， 132， 133(1988) 

370 K 

303 K 

273 K 

230 K 

160K 

800 400 0 -400 -800 
Chem. Shlftσ!ppm 

Fig. 1. The ternperature dependence of 

'"N NMR spectra in solid K'"NO.. 

2) K. O. Strornrne， licta Chem. Scand.， 24， 1475(1970) 
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P59 lH 2次元交換マジック・アングル・スピニング(MAS)NMR法によ

るゼオライト Na-ZSM-5/p-キシレン包接化合物の研究。

0久保原1、AnilDubey2、C.A. McDowelJ2 

1.京大理、 2.プリティシュ・コロンピア大。

lH Two Dimensional (2D) Exchange Magic-Angle-Spinning NMR Ex-

periments on a Zeolite Na-ZSM・5/p-xyleneα勺α'-d6Inclusion Com-

pound. 

OAtsushi Kubo1， Anil Dubey2， and C.A. McDowelJ2 
1.Department of Chemistry， Kyoto Univ.， 
2.Department of Chemistry， The Univ. of British Columbia. 

The lH two dimensional(2D) exchange NMR experiments and the TlD meωurements 

were performed under the magic-angle-spinning (MAS) on a zeolite Na-ZSM・51p-xylene 
α・ゲ-d6inclusion compound. The value of TlD w舗 foundto be 3.2ms， which w舗 much
longer than the TlD values reported for the rigid solids when the sample is spun perpen-

dicular to the static magnetic field. This long TlD can be interpreted as arising from the 

weak intermolecular lH_1H dipolar interactions， because of the distal separation of the 
molecules in the cavities of the host. The theoretical treatment which describes the 2D 

spectra， were developed. The 2D spinning sideband intensities depended on the fiip-angles 
of the 2nd and the 3rd pulses， when the mixing times were short. When the mixing time 
W槌 increased，the 2D spinning sideband intensities became less dependent on the pulse 
fiip angles. This experimental feature w剖 interpretedto occur because of the decay of the 

dipolar order. This w舗 confirmedby computer calculations of the 2D spinning sideband 

intensities. 

[序]1Hは周波数が高く NMRを観測するには有利な核種である。しかしながら、国体

試料では磁気双極子相互作用のために鰻幅が広がり、特徴のない韓形となってしまう事が

知られている.マジ、yク・アングル・スピニング(MAS)を行うと、液晶や包接化合物など

ではシャープなスベクトルが得られる。我々はスピニング・サイドバンドの強度の解析か

ら、個々のlHについて磁気双極子相互作用の大きさが決定できることを示した。 [1]2次元:

交換 NMR法からは、分子運動やスピン拡散などの有用な情報が得られる。 本研究では

ゼオライトにメチル基を重水素化したキシレンを包接させた化合物において、 lHの2次元

交換MASNMRスベクトルを測定した.同じ試料において、 lHの九DをMAS条件下で

測定した。また、この2次元MASNMRスベクトルのスビニング・サイドバンドの強度を

解析する理論を考えた。

[実験]実験はBrukerMSL200 NMRスベクトロメーターと DotyCPMASプロープを

用いて行った。プロトンの共鳴周波数は200.13MHzであった。 TlDの測定には次のパルス・

シーケンスを用いた.

(π12)z -td2ー(π)z-tl/2ー(π/4)'1- tm -(π/4)ゅー (acq山sition)ゅ，

や=恥 =x，y，-x，-y 
、‘，，，
噌

i，，，‘、

キーワード: lHNMR、マジック・アングル・スピニング、 2次元交換NMR、ゼオライト

0くぼあつし、あにーる どうベぃ、ちゃーるず まくだうえる

-329 -



ただし科は受信機位相である。またlH2次元交換 MASNMRスベクトルの測定には次の

パルス・シーケンスを用いた。

(π/2)11: - tl -(β1 )<Tt - tmー(s2)<T2ーらー(αcquisition)ム

(仇，(1)2， <Pr) =( -X， x， x)， (-y， X， y)， (X， X， -X)， (y， X， -y) 

(-X， -X， -X)， (-y， -X， -y)， (X， -X， X)， (y， -X， y) 

(2) 

これにより得られる 2次元の信号はエコー・モードの信号となっている。混合時間 tmは

試料の回転周期の整数倍になるように選んだ。絶対檀モードの 2次元Fourier変換を行い、

2次元スペクトルを得た。ゼオライト包接化合物は市販の pーキシレンα・，α'-dsを用い、
Kustanovichらの報告している方法で合成した。[勾

{結果]図1にlHMASNMRスペクトルを示した。 Kustanovichらの報告しているスベクト

ルとほぼ一致した。スピニング・サイドバンドの幅より勾は 800Hzとなった。図2に(1 ) 

式のパルス・シーケンスにより得られた信号を示した。 tlを100μsに設定した。 tmを回転

周期の整数倍に保ち増加させた時、得られる信号の形は同じとなり、強度が指数関数的に滅

少した。図2の横線で示したふたつのサイドバンドの強度の差を tmの関数として測定し、

九Dを決定したところ、 3.2msとなった。図3に2次元スペクトルの等高線プロットを示し

た。 (a-c)は(2 )式でβ1= s2 = 450の、 (d・f)はsl= 135。、 s2= 45。のパルス・シー
ケンスを使って測定した。スビニング周波数は 2.3kHzに制御し、混合時間tmをスピニン

グ周期の整数倍に一致させながら変化させた。混合時間は (a，d)で1向、 (b，e)で1.74ms、

( c，f)で13.91msであった。

[理論]lH 2次元交換 MASNMRスペクトルのサイドバンド強度を計算するための理論を

考えた。まず混合時間がゼロの極限を考える。ゼロ量子フィルターを行うために、第1番目

と2番目のパルスをφだけ位相回しし、受信機位指は固定したまま信号を足し合わせる。 2
番目のパルスの位相を yとした時、初期磁化の位相が・xならばcosineの信号が、 -y

ならばsi n eの信号が得られる.エコー・モードの2次元FIDを得るにはcosine

の信号に si n eの信号を受信機位相をπ/2だけ進めて足せば良い。これは式で書けばsi 

neの信号に虚数iを掛けて cosineの信号に足す事になる。結局、 2次元FIDは次

式で与えられる。

ただし

S(tl，ω=乞Tr{P+U(九九+ωpω)(s2)Pい)(ゆ)P(叫(sl)U(t1)P+
ゆ (3)

X U(t1)-1 P(Y)(sl)ー1P(~)(ゆ)ー 1P(Y)(s2)ーlU(t1，t1 + t2)-1} 

p+ = 2:It (4) 

ここでp(II)(s)はフリップ角9のy軸方向のラジオ波パルスに対する時間推進漬算子である。
またU(ら，tt)は時刻t1から時刻t2の聞の時間推進演算子である。液晶や包接化合物のよう
に、分子間磁気双極子相互作用が小さく分子が回転運動を行っている場合、スピン・ハミル

トニアンの固有値はMASを行っていても時間依存しなくなる。この時Uは次のように書

ける。

U(t山)=乞Ip>叫 {-iω'p4'(ω1)}くpl (5) 
F 
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ここでωpは国有状態 Ip>に対する固有値である。また創立文献[1]のf(t)の時刻tlから t2
までの積分値である。この式を用いれば(3 )式は簡単化できる。特に孤立した2スピン系

について計算すれば、次式を得る。

~ _ ， 3ind _ ， 3imd 
S(t}， t2) = ) ~ Zn，m exp {一-Tφ(tl+t2，tl)一-Tφ(t1，0)}

n，m=土1
(6α) 

Z士山=一~sin sl sin s2 + ... 3... sin 2sl sin 2s2 (6b) 8 ，. ， - • 32 

Z士川12-lsinAsinh一三sin2sl sin 2s2 (6c) 
32 

(6b，c)式で第 1項はゼーマン秩序による項、第2項は双極子秩序の信号となっている。それ
ぞれパルスのフリップ角角およびゐに対する依存性が異なっている。

次に混合時闘を長くしていった時のスベクトルの変化を考える。通常、静止試料の平衡状態

を考える場合、スピン温度の考え方を導入する。 MAS下では磁気双極子相互作用は時間依

存する。したがってゼーマン秩序のみに関してスピン温度を考え、らの充分長い時の密度

行列、 ρmが次の形になると仮定する。

ρm = szHz = sZωoFz (7) 

ここでHzは宅一マン・ハミルトニアンである。比例定数szは2番目のパルスの直後の密度

行列、 ρ'm(0) = p(V)(βl)U(t}， O)P+U(tl， 0)一1P(V)(s2)-1から次式を使って計算する。
(0) 

sz = '!_r{向 Hz}
z = Tr{H~} (8) 

この様な計算を行うと、 2次元FIDは(6a)式と (6b，c)式のうちの第1項で与えられる事が
わかる。この2次元FIDは角および烏に関して単一の関数しか含まないので、これらのパ

ルス・フリップ角を変えてもスベクトルの形は変化しないことがわかる。

[議論]pーキシレン、 αー、 α'-dsは近程式的に2スピン系と見なせる。 2スピン系では、 (6a)
式で n，m=土1の4つの2次元スピニング・サイドバンドの成分が期待できる。これらの
うち n=mの項を対角成分、 nヲl:.mの項を非対角成分と呼ぶことにする。対角成分は対角

線上にのみサイドバンドを与え、非対角成分は2次元平面上に広がったサイドバンドを与え

る。 [3](6a，b)式から、ゼーマン秩序の信号では対角成分および非対角成分が問符号となり、
双極子秩序の信号では逆符号となることがわかる。 sl= (180・54.74)。、 s2= 54.740の時、
ゼーマン秩序と双極子秩序の非対角成分は打ち消しあってゼロとなる。 f3t= s2 = 54.740 
の時は、逆に対角成分の信号がゼロになる。我々の行った実験条件 (sl= 45， 1350， s2 = 
450)ではゼーマン秩序と双極子秩序の信号の大きさは2:3の比になっている。実験のスペ

クトルでは混合時間が1.74msの時、(e )では対角線上のサイドバンドの強く現れ、(b ) 

では逆に強度がほぼゼロになっている。これらのスベクトルは双極子秩序が減衰し、 tm= 
1. 74msではゼーマン秩序の信号と同じ大きさになっているとすれば説明できる。双極子秩

序がら =0に比べて 70%に減少したとして、 2次元サイドバンドの強度をシュミレーショ

ンしたところ実験のサイドバンド強度と良い一致を示した。さらに混合時聞を長くし、 tm

= 13.91msでは、 2次元スベクトルのフリップ角角依存性は小さくなっている。(c. f) 
これは双極子秩序が減衰しでかなり小さくなっていることに対応している。
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P60 ニオプ錯体の93NbNMR化学シフトの酸化数および配位子依存性

(埼玉大理・本阪大基礎工)永津 明・ 0笠谷尚史.) 11ロ博之'・翼 和行指

93Nb NMR chemical shift dependence on oxidation number and ligand in Niobium 

complexes 

Akira Nagasawa， Takashi Kasaya， Hiroyuki KawaguchiへKazuyukiTatsumi* 
(Faculty of Science， Saitama University 本Facultyof engeneering Science， Osaka 

University) 

Abstract: 93Nb NMR of a series of Niobium(V) mononuclear complexes with oxygen 

and sulfur ligating atoms， and a trinuclear complex with an oxidation number 

3.66 and Nb-Nb direct bonds have been studied under inert atmosphere in 

solution. The chemical shift increases with substitution of S for 0 in Nb(V) 

complexes. For the di-and tri-nuclear complexes with Nb-Nb bonds， the shielding 

increases in the seqence Nb(lll)くNb(+3.66)くNb(IV)

i緒言i金属核NMRは近年、測定装置の進歩により、広く研究が行われるようになって
きた。遷移金属核にはNMR感度の高いものもあ』人一般に化学シフトの範囲も広いので

小さな構造の変化に敏感である。緩和時間や結合定数も含めて、中心金属の電子状態や、

中心金属一配位子聞の結合に関する情報を直接得られる点でNMRは有力な手段である。

これまで遷移金属錯体に関しては51V，59CO，95Mo， 183W，195Ptなどの核種のNMRがよく

研究されてきた。 1)

93Nb核は3H，IH，19Fに次ぐ高感度の核であリ、

NMR法を用いる利点、は多い。しかしその測定

例は比較的少なく、それも5価及び1価，ー1

価の有機金属錯体の一部に限られていた。

5価の単核錯体で同じ構造の場合、 93Nb化学

シフトの大きさは配位原子がSe>S>Oの順
であること見いだされている。 2-3) 本研究で

はその化学シフトのカルコゲン依存J性を正確に

見積もるため酸素あるいは硫黄を配位原子とす

る一連の錯体を合成し、 93NbNMRを測定した。

また以前、鎌田らによリ 2価， 3価， 4価の金属間に直接結合を持つ複核クラスター錯

体の93NbNMRが測定され、中心金属の酸化数が4→3→2の順に、 Nb核は脱遮蔽され

ることが見いだされた。 41 本研究では化学シフトと金属間結合や酸化数の関係について

表1. 93 N b核の性質11

核スピン 9/2 

天然存在比 100覧

感度 (~1 3C) 2770 

核四極モーメツト

磁気回転比

共鳴周波数

-0. 32 x 10-28m2 

6.57 X 107 rad ~IT-1 

24. 55MHz 
(1 H TMS resonance at 100MHz) 

キーワード:金属核NMR 93NbNMR ニオプ錯体 多核錯体 クラスター錯体
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[Nb ( E) (SCH2 CH2 S) 
( SCH2 CH2 E' CH2 CH2 S) j-

E=E' =S 

E=S， E' =0 

E=O， E'=S 
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T
E
-
-
o
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[Nb (ECH2 CH2 E' ) 3 j-

1 E=E' =S 
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3 E=E' =0 
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。
0 

7kdy 
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A 

ニオプ(III，IV ，IV)三核およびニオプ(V)単核錯体の構造

[Nb302 (CH3 C02 ) s (OC4 He ) 3 j [NbOC 14 (OC4 He ) j 

図1

NMRを測定した。の理解を深めるために、新たに三核クラスター錯体の93Nb 

対象とした錯体を図1に示す。

[実験l試料の錯体1-6は文献5)の方法によリ合成した。これらの錯体はいずれも単結晶の
X線構造解析によリ同定されている。錯塩川7と8の塩)は既知の方法6)によリ合成し、 lH

NM R (CDCI3溶液)よリ錯体を同定した。NMR測定に用いた溶液はすべて不活性気体中で

調製し封管した。測定はBrukerAM400を用い1Omm rP管中、室温25"C、観測周波数 97，9MHz、

溶媒~(CH3 )2NCHO-CD3CN(4+1) ニオプ単核錯体の93NbNMR表2

配位環境

[Nb(SCH2CトhS)3j- (1) 1280 2500 NbSs 

[Nb (SCH2 CH2 0) 3 j・ (2) ー136 290 NbS303 

[Nb (OCH2 CH2 0) 3 j- (3) ー685 280 NbOe 

[Nb(S) (SCH2CH2S) (SCH2CH2SCH2CH2S)j- (4) 821 3393 NbSs 

[Nb (S) (SCH2 CH2 S) (SCH2 CH2 OCH2 CH2 S) j- (5) 72 2330 NbSs 0， 
[Nb (0) (SCH2 CH2 S) (SCH2 CH2 SCH2 CH2 S) j- (6) 79 4840 NbSs 0， 
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4 6 5 2 3 

1280 821 79 72 ー136 -685 

11 

1000 500 。 -500 
d v s [NbC 16 1-/CH3 CN 

図2 ニオブ(V)単核錯体の93NbNMR化学シフト

フリップアングル 900(13. 8μs)、パルス繰リ返し時間 O.1-0. 23sで10，000-320， 000回積算

した。化学シフトの外部標準に飽和 !NbClsl-/CH3CNを用いた。ロック用に重水素化溶媒を

20-50%程度加えた。

[結果] 表2で1-6のシグナルの化学シフト(d)、半憧幅(W1/2)、配位環境を示す。表3に

Aのシグナルの化学シフト (δ)、半値幅(W，/2)、中心金属の酸化数、金属間結合距離(Nb-

Nb)、及び結合次数を示す。錯塩Aについてはスペクトルを図4に示す。

[考察1 (1 )単核錯体の93Nb核の化学シフトのカルコゲン依存'性 1-6のいずれの錯体

も、速い緩和による幅の広いスペクトルを与えた。これらの化合物ではNbの電子配置は

dOである。 1-3においては硫黄が酸素に置換されるにつれ、 δ=+1280→ー136→-685と高磁

場シフトしている。これは金属空d軌道準位の上昇によリ、中心金属の遮蔽が大きくなった

ためと考えられる。4-6においては硫黄が酸素に置き換わると d=+821→+72または+79と大

きく高磁場シフトする。しかし、5，6において大きな差は見られない点が興味深い。

表3 ニオプ三核錯体の93NbNMR 溶媒/CH2C 12 -CDC 13 (1+1) 

錯体

[Nb3 02 (CH3 C02 ) 6 (OC. H8 ) 3 ]+ (7) 

[NbOC 1. (OC. H6 ) 1- ( 8 ) 

酸化数

3. 66 

s W1I21Hz Nb-Nb/ A 結合次数
回 87 3040 2.84 2/3 

-511 1100 

一._.....戸戸田F

-一回目_...--"

-87 I~W~ 
o -511 

¥ 
』‘』

一司、町~

200 -600 。 -200 四400
8 

図3 [Nb302 (CH3C02) e 1 [NbOC 1. (QC.Ho) 1の83Nbスペクトル
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酸化数金属間結合

+2 Nb二 Nb

+3 Nb=Nb 

Nb 
+3. 66 / ¥ 
Nb-Nb 

+4 Nb-Nb 

+5 なし

{53 C 13 } 。、 S

{50CI4 }協勿務務務務務務務務務グ~~ {52 CI4} 

I {07} 

S 

7 

2000 1000 o -1000 
3 

{Qs} 

0 

図4 93 Nb NMRの化学シフトの比較
{ }はニオブまわリの配位原子

12)N bニ核錯体における93Nb核の化学シフトの従来の知見 既報の二核錯体での化学

シフトは、 2価が+2117、3価が+1041-ー443、4価が-1010であ』人酸化数が低くなると非

遮蔽方向に移行する傾向がある。4) また3価の錯体で配位原子が1つS→Oに置換される

と、化学シフトが1484ppm低磁場シフトする。この傾向はNb(V)単核錯体の場合と逆であ

ることが興味深い。

(3) N b三核錯体の化学シフ卜 錯体7は幅の広いスペクトルを示し、 δ=-87でやや遮蔽さ

れている。図4に既知の二核錯体の化学シフトとの比較を示す。化学シフトは4価の二核

錯体のものよリ低磁場側であリ、既知の傾向に一致する。また、 7は3価のニ核錯体のS

配位のものよリ低磁場である。これは7の配位原子がすべてOであるために、非遮蔽側に

現れたのだと考えられる。金属聞に直接結合をもっニオプ錯体の場合、 S→Oの置換に対

してNb核が脱遮蔽されるという傾向は、ここでも現れているようである。

(4)まとめ Nb(V)単核錯体では、カルコゲン(硫黄または酸素)を配位原子とする錯体に

おいては化学シフトが系統的な依存性をもつことが明かとなった。

多核錯体における中心金属の酸化数が低くなるほど93Nb核化学シフ卜が大きくなる傾

向は、三核錯体にも同様である。また、多核錯体における配位子依存性については、さら

に研究例を増やす必要がある。

[文献1 1)J. Mason(Ed.)， 'Multinuclear NMR，' Plenum， New York (1987). 

2)Buslaev，Yu.A.， et al.， Sov.J.Coord.Chem.(EngI.Transl.)1979， 5，143. 

3)Tarasov.V.P.， 5ov.J.Coord.Chem. (Engl.Transl. )1980， 6，773. 

. 4)鎌田ら，第28回NMR討論会講演要旨集(1989)東京， L34. 

5)翼ら，第41回錯体化学討論会講演要旨集(1991)岡山， 1815.

6)F. A. Cotton， et al.， Inorg. Chem. (1988)， 27. 2347. 
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P61 固体高分解能100AgNMRスペクトルを用いた銀(I)錯体の研究(11)

前川雅彦・1 本田憲治勺北川進勺 川田知・2 近藤満勺

*1近畿大学理工総研 *2東京都立大学理学部

High Resolution Solid State 109 Ag NMR Spectra of Silver(1)ωmplexes 

Masahiko Maekawa，"2 Ke吋iHonda，"1 Susumu Kitagawa，"1 Satoshi Kawata，"1 

and Mitsuru Kondo"1 

(・lDepartmentof Chemistry， Tokyo m凶 opolitanUniversity:2Research Institute for Scienc怠

組 dtechnology， Ki出iUniversity，担d・3Departmentof Chemistry， Ki耐University)

High resolution solid state MAS l'ωAg NMR spectra of eleven inorganic silver salts were 

measured by using 11.7 T NMR spectrometer and the conditions for measurements were 

examined.百leCPMAS 109 Ag NMR spectra of various silver(I)∞mplexes have been 

observed. The chemical shifts range from ・314to 788 ppm， very sensitive to the structure 

around the silver atom.百lepyridine ∞mplexes show the downfield shift with increasing pKa 
value， indicating that theσーmechanismis principal for the 109 Ag chemical shift.. 

【序論】 近年、種々の多核錯体や金属クラスターの合成がなされており、それら

が特異的な反応や種々の優れた物性を有するため各種分野から注目を集めている。こ

のような化合物の構造や電子状態などを明らかにする手段として種々の分光法が用い

られているが、中でも金属核高分解能NMR法は錯体を構成している中心金属の状態

を、直接的かっ非破壊的に調べることができることから益々発展するものと考えられ

る。現在までに各種金属錯体について金属核NMRが観測されており、錯体の構造や

金属-配位子結合ついて研究がなされている。

ところで、銀(I)錯体は銀の光学的特性などの興味ある特性により各種分野から注目

されている錯体であり、これまで単核のみならず多核およびAg...Ag間距離が極めて

短い銀クラスター錯体の合成が行なわれている。

しかし、 Ag核のNMRは特殊な場合をのぞいて多くは観測されていない。これは

主に次の三つの理由によるものである。第一に、Ag核にはlO7Agと1ωAgがあるが、いず

れの核も極めてf邸、共鳴周波数を持つために感度が非常に悪い(表1)。第二に緩和
時間が極めて長いため積算に多大な時間がかかり

[銀(1)錯体、 109AgNMR、固体高分解能NMR、ピリジン誘導体， 銀ー配位子結合性]

まえかわまさひこ、ほんだけんじ、きたがわすすむ、かわたさとし、

こんどうみつる
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FT法のメリットが生かせない(例えば

T， C09 A g) 900~1000 s、AgN03 7]<
溶液)。第三にAg錯体は一般にlabilcで-

あるため、溶液中では常に配位子の置換が

起こっており、その結果、ケミカルシフト

は各化学種の平均化したものを与える。こ

のため、温度、濃度、溶媒などに対する依

存性が非常に大きく明確な化学シフト値を

求めることができないことが多L、。その他

にハードウェアの観点から、パワーアンプ

やプローブの特殊性により観測ユニットが

汎用機種として市販されていないことも上

げられる。

表 1. Ag核の定数

I07Ag I09Ag 

-1/2 -1/2 

天然存在比例) 51.82 48.18 

共鳴周波数 4.048 4.654 

相対感度(lJ3q 4.21 x 10・3 6.42 X 10.3 

総合相対感度 1.97 X 10.1 2.79 X 10・1

木研究では、このような特徴を有する銀(1)錯休のNMR測定手段として固体高分解能

I09Ag NMRを用L、た。この手法では、錯体を固体状態で測定するため、溶液状態での

ような化学交換が起こらず、温度や濃度に対する依存性がないため、明確なシフト値

を求めることができる。さらにCP法を用いることにより理論的には20倍以上の感度

向上が見込まれる上に、繰り返し時間を劇的に短くすることができる。このようにし

て、各種配位子を有する銀(1)錯休の固体状態におけるスペクトルを観測し、各種銀錯

休のケミカルシフトを決定した。さらに金属ー配位子聞の結合性についても考察した。

【実験】 (1)試料の調製 銀(1)頃としては市販の11種の銀(1)塩をAldrichから購

入しそのまま使用した。また各種銀(1)錯体に関してはピリジン誘導体溶液にAgPF6あ

るいはAgN03を法解し、得られた溶液を数日間冷暗所に静置することにより微結品と

して分離した。再結品を行った後、銀(1)錯休の組成を元素分析より確認し、国体I09Ag

NMR測定用試料として用いた。

(2)測定 国体高分解能I09AgNMRスペクトルの測定はJEOLGX500 NMRスペク

トルメータに、低周波核専用回休観測システムNM-GSH50TL6/Vfを接続し、，観測周波

数23.2801MHz、fi;QiJllJl~m30000Hz(約1300pþm)、 point数8192にて行った。 IHを有しない

無機塩についてはパルスdelaytimc 60s、パルス幅5μsにてMAS法のみで測定した。無

機錯体についてはパルスdelaytimc 10s、パルス幅7μs、contacttimeを10ms(マシンに

入力できる最大値)にてCPMAS法を用いて測定した。試料は約0.3gの銀(1)錯体を口

径6mmφの試料管に詰めて用いた。

【結果および考察】 ( 1 )銀(1)境の固体I09AgNMRスペクトル 測定した各種

銀(1)境の固体高分解能lO9AgNMRスペクトルのうち代表的なものをFig.1に示した。

極めてシャープな線帽をもっAgF(30Hz)は高々 10scansで充分S/N比の良い吸収線

を与えた。従ってこれは、固体高分解能AgNMRの外部基準試薬として使用できるこ
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とが判明した。以後これを用いてシフトの

外部基準とし、このシフト値で'AgCI04からの

シフトに換算した。このようなシャープなシ

グナルは全てではなく、むしろAgsのように

幅広い吸収線を持つものもあった。この場合

は約700scansも要した。固体AgNMRについ

ては低感度であるために報告数は極めて少な

いが1，2、木研究の結果では、化学シフトは右

表に示すように788~ 刷250ppmの範囲にあり、

線1隔に対する化学シフト111mは比較的大きく、

球対称4d10電子配置をもっ系としては、銀原

子の化学的環境の変化を充分検出可能な程

109AgNMRスペクトルは鋭敏であることがわ

かった。ここでAgIは3種のピークを与えた。

これはP刊'urtzitctypc， hcxagonal)、y(Zincblend 'V"t.;.沖ザ内イ
typc， cubic)型の異なる結品形が混在するため

に、それを分離して観測したものと考えられ 1"， 1，(. l 

る。日11' \\11刷II'M~W

銀(1)ハロゲン化物であるAgF，AgBr，AgI PII ， I 
を比較したところ、各々・92，380，731ppm 

に109AgNMRシグナルが観測され、 Fig. 1. SoJid 1()9 AgNMR Spectra of Silver(I) Salt 

AgF<AgBr< AgIの)1闘に低磁場‘ンフトをし、

)cctrochcmical scrics支配の逆ハロゲン依j

の傾向を示した。また対アニオンに酸素原

子を持つものは0~300ppmの範囲に、イオ

ウ原子を持つものはー100ppm付近に、また

直接イオン結合をしていないBF4やP九を対

アニオンに持つものは、 -250ppm付近に観

測されることが明らかとなった。

( 2)銀(1)錯休の固体109AgNMRスペクトル I [̂g(2.CNPY)2)PF6 

Fig.2にピリジン誘導体の回体高分解能 l 
l09Ag NMRスペクトルを示した。溶液試料、川仲州州和."Jv~"(/-州内村内仰帆州、川神的怖

の場合、濃度依存性があるため、明確な化

学シフト値の決定はおこなわれていないが、

間休状態で測定することにより、化学交換 H

の1n~し、 1i1 ・化学種の化学シフトを決定する明|
ことができた。 Agの化学シフトは配位子

11 AgI 

帥 ¥1¥'It .... 州向..Jy.，.，..約制州刊州制刊~

J州内~~
I AgF 

州h~~~~1州吻'h~~'lII1i仰I\W，仰附前榊蜘品別刷刷

600 。2凹町田 ppm 

"可同

の電子供与性 (σ機構)と電子受容性 (π 脚 す 申 開 6 開

Fig. 2. SoJid附 AgNMR Spectra of Si)ver(I) complex. 

。ノ局、U
4
3
 



機構)の双方の寄与が考えられている30 4∞ 
Fig.3を見ると第一次近似としては、配位 ト附Ine 1 
子-のpKaの上昇に従い化学シフトも低磁場

側にシフトしている。このことからσ機構

が支配的であるといえる。しかしながら、

例えばpicolineやIutidineの系ではpKaの増大

にたいし、高磁場シフトを示す逆転傾向がE
見られる。これには、二つの原因が考えら

れる。第ーには、 α位の置換基 (CH
3
) を

持つ系は金属-CH3聞の相互作用により、

2，4-Ltllidine 

3α1 

2.6-Lulidine 

bondが1rr~置換体に比べて弱まり、その結果

高磁場シフトを生じる、いわゆる立体効果

である。これはJl3CdNMRでは見い出され

ている七第二にはπ機構も若干寄与して

2-Fluoro pyridine 

2∞ 

2.Dromo pyridine 

1日3
.2 。 2 4 6 

pKR 

L、るためにMc導入による π*準位の変化に

ともなう π-backbondingが弱まることから

生じる高磁場シフトである。これらにいず

れの機構の寄与が支配的であるかは錯体の

X線構造と比較する必要があり、現在構造

解析を進めている。

Fig. 3. Rclalion of 109 Ag NMR chemical shifl wilh 

pKa of ligand in Ag(り complexes

文献

Tablc 2. Solid 109 Ag NMR Chcl11ical Shifts and Linc-widths of 

Silv引・(1)Complcxes with N-donor atom 

o(109Ag， 6v1!2 (Hz) pKa 
m)*I) 

[Ag(2・FpY)2]PF6 173 452 ・0.2

[Ag(2・srpY)2]PF6 161 271 1.0 

[Ag(2・CNpY)2]PF6 411 136 

[Ag(4・Me-PY)2]PF6 368 377 6.0 

[Ag(2，4Mc2-PY)2JPF6 311 316 6.8 

[Ag(2，6Me2・PY)2]PF6 287 241 6.6 

[Ag(bpY)2]N03 525 1130 4.4 

[Ag(phen)2]N03 506 753 5.5 

* 1) Obscrvcd solid 109 Ag NMR chemical shifts frol11 1.0M 
AgCI04 lIqueous solution lIS a reference. 

(l)H.Looscr and D.Brinkmann， J.Magn.Rcson.， 64，76(1985). 

(2)L.H.Mcrwin and A.Scabald， J.Magn.Reson.， 97，628(1992). 

(3)H.Nakatuji， K.Kanda， K.Endo， and T.Yonczawa， J.Am.Chem.Soc.， 106，4653(1984) 

(4)M.Munakata，S.Kitagawa，F.Yagi，Inorg.Chem.，25 ，964(198 6) 
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P62 ウシ血援アルブミン溶液，ゲル状態における分子間交差緩和現象の研究

一一一一MagnetizationTransfer白防総t(J¥.灯c)Imagingの基礎的研究

0曽我美勝1，恵良聖-2，桑田一夫2，高崎昭彦入恵良回知樹王国崎明王

江尻和隆1，梶原孝彦1，加藤一夫2，中村浩二2，亘弘4

1藤田保衛大・総医研・分子生理，2岐阜大・医・生理， 3筑波大・物工，4生理研

Intermolecular cross-relaxation from protein to water in solution and gel states --一一一 Basic

studies on the magnetization transfer contrast (MTC) imaging 

OM. Soganril， S. Era2， K Kuwata2， A Takas紘i1，T. Erata3， A Tas北i3，K時価1，T. Kajihara1， K Kat02， 

ζNakamura2， H. Watari4 

1 Div. of Mol. Physiol.， Inst. for白 mprehen.Med. Sci.，Fujita Health Univ.， 2Dept. of Physiol.， Sch. of 

Med.， Gi釦Univ.，3Inst. of Appl. Phys.， Univ. of Tsukuba， 4Dept. of Mol. Physiol.， Inst. for Physiol. Sci. 

Spin-latti田 relaxationσ1(HOO))叩dintermolecular cross-relaxation times (TIS(HOO)) from 

irradiated protein protons to observed water protons were reduced， with the s仕ongesteffect on T1S(HOO) 

加thesolution→gel仕組sitionof bovine plasma a1bumin. Large l!I1(HOO) in the gel state mi凶tindicate 

a large amount of hydration∞mp訂吋 withthat in the solution state. An extremely broad Lorentzian 
∞mponent at -1.70 ppm and two kinds of in凶 molecularαoss-relaxationpro田sses，that is， fast and 

slowpro田ss巴s，were observed in the gel state.白1白eother hand， a broad Lorentzian∞mponent and fast 
intramolecularαoss-rel砿 ationpro田sswere not observed in the solution state. Large 1!IIS(HI氾1)values 

in the gel state， obtain巴dby irradiation at extr巴meupfield portion企omwater， do not ∞Irrelate only with a 
I訂geamount of hydration but a1so 由onglywith an extremely broad Lorentzian∞mponent at -1.70 ppm 

and presen白 ofthe fast intramolecular cross-relaxation pro田ssin the gel state. 

市販ウシ血紫アルブミン(BPA)は微量のプロテアーゼを含み，・この酵素はpH3.8で'BPA

ペプチド鎖の特定の部位を1-2箇所，切断し.BPA→BPA*→BPA**と変化する。 DP中では

BPAぺBPA**の混合物は透明なゲjレ(BPA*ゲル)を形成する。非常に精製したBPA，即ちウシ・メ
ルカプトアルブミン(BMA)は，前述のプロテアーゼ、を含まずpH3訓こおいても安定な溶液状態で

ある。また，結晶BPAもpH5.0以上では，安定な溶液状態である。溶液→ゲ、ル変換における水性

状，水とタンパク質分子の相互作用について研究を進めて来た(1-3)0BPAの溶液→ゲル変換に

よりT1(HOO)， T2(HOO)が短縮した。Akasaka併-6)の方法より求めた分子間交差緩和時間

σIs{HI泊1))が， T1(HOO)などに比べて，特に大幅に短縮した(1-3)。筆者らは， TIS~O)測定を

ラット正常肝，腫嘉肝(2)，脳浮腫(ηなどに応用し，大きな差を見いだしたので，交差緩和時間

強調画像C交差緩和イメージングラの開発を試みた(8)。この方法はWo旺;Balab血 (9)により報告さ
れたMTCimagingと全く同等の方法であった。このMTC加agingの基礎的研究として，タンパク

質の溶液→ゲル変換における水性状変化を.T1S(HOO)を用いて研究した。

キーワード:交差緩和，水構造， magnet回 tion位ansfer∞n仕astimaging.溶液・ゲル変換

0そがみまさる，えらせいいち，くわたかずお，たかさき あきひこ，えらたともき，

たさき あきら，えじり かずたか.かじはらたかひこ，かとう かずお，なかむら こう

じ，わたり ひろし
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実験材料及び方法

BPA事ゲル(pD4.0， 0.10 M CIづ，BMA溶液(pD4.0，0.10 Mα寸及ひ(BPA溶液(PD7.1， 0.10 M Cl-) 

は，筆者らの方法に従って作製した(1-3)0BPAホゲル， BPA溶液中の粒系分布は大塚電子社，

日'A-3000/3100動的光散乱装置を用いて測定した。分子内交差緩和時間σIs)'分子間交差緩和時

盟σIsCI由0))は， Bruker社AM500を用い， Akasakaの飽和移動法，インパージョン・リカバリ一

衛4-6)を用い，特定のプロトンを7同/27C単位， 20~107 胞のも照射をした。Akas蜘によると，

仮に， S， 1 2種類のスピン系を考え， Sスピン系をラジオ波で選択的にも照射するとSスピン系の

磁北は速やかにゼロになり， Sスピン系より観測するIスピン系にスピン拡散し，時間τ=0，τ 

=∞におけるIスピン系の磁化を，それぞれ10'1=とすると Iは[1]，閉式で与えられる。

dl/ dt =一(I-Io)/Tl-I!T1S [1] 

1=1= +(10-1∞)回p(ーτ/Tl*) [2] 

1fTl* = l/Tl +1/有sのため， Tl本よりT1Sを求め得る。また，1∞/lO=Tl*/Tlとなる。最近，照

射されたタンパク質などのプロトンより，水への飽和移動において，プロトンのtwo-poolmodel 

(9，10)が提案され， [1]式と全く同等の式がMTCimagingの解析に利用されているので比較のため，

[1]， [2]式を示した。 Iスピン系の磁化がんの状態でインパージョン・リカバリ一法により， [3] 

式を用いてもT1*を求め得る。

1=1∞[l-2exp(ーτ/Tl*)] [3] 

[3]式のI∞，Tl*は[1]，[2] と同じである。 -19~24pp却を r Hz12 π単位.却~107 也で10秒間ち照射

し，水分子への飽和移動の作用スペクトルを求めた。作用スペクトルは[1-(I(τ=10 s) / 10)] vs 

も(ppm)を用いて表示した(の。

結果と考察

( 1 ) BPA*ゲル中における分子集合体:BPA溶液(pD7.20， 0.10 M CIづ及びBPA*ゲル(pD4.03，

0.10Mα-，13.8%)の動的光散乱測定(A= 632.7 nm)結果は半定量的であるが， PBA溶液， BPA*ゲ

ルの粒径は，それぞれ4.9土2，7108:t953 nmであった。これらの結果は透明なBPA*ゲル中には，

巨大なBPAヘBPA**の分子集合体が存在することを示唆するものであろう。ついで， Bruker社

MSL400を用い， BPA*ゲル(pD4.01，0.10 M Cl-， 12.98%)のlH-m偲スペクトルをLorentz型吸収

線に成分わけすると， ~1.70ppmにピークをもち，半値幅~1900 Hzの大変線幅の広い成分が観

測された。ほぼ，同濃度のBMA溶液(pD4.01，0.10 M CIづ中には，この成分は観測されなかった。

BPA*ゲルの上述の成分は，おそらく巨大な. しかも相対的に「固いJBPA事分子集合体によるの

だろう。Akasakaら(6)はタンパク質のT1Sは分子回転粗関時間が増加すると，T1S値が減少するこ

とを報告している。 BPA*ゲルのTぉ値を飽和移動法により測定すると，長短2種のT1S値が観測

され，短いTIS値は長いT1S値の~ν10であった。しかしながらインパージョン・リカバリ一法で
は長いT1S値に対応した成分のみ観測可能であった。その半定量的機序については，Eraらにより

報告されているがσ)，BPA*ゲル中の巨大BPA*集合体には大粒径でしかも固い集合体がありT1S
値の短い成分が観測されたのだろう。同一pD値のBMA溶被では.飽和移動法，インパージョ

ン・リカバリ一法でも， BPA*ゲjレの長いT1S値に対応した1成分のみが観測された。

( 11 )飽和移動作用スペクトル:飽和移動の作用スペクトル， [1 -(I(τ=10 s) / 10 )] vs 

f2(ppm)を，rJも/2 7C単位，却~107 胞にわたり測定した。 BPA(pD7.14，0.10 M Cl-， 12.0%)の飽

和移動作用スペクトルは溶液のNMRスペクトルを，スムージングしたものに似たスペクトルで
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あった。 BPA*ゲルの飽和移動作用スペクトルは7同/2iZ"-20HzではBPA事ゲルのスペクトルと

線幅の大きし江ρrentz型吸収線の和に似ているが，rJも/2πが39→69→107Hzと増加するにつれ

線幅の大きし江ρrentz型吸机線の寄与の非常に大きい作用スペクトルになった(図 1)。これは，例

えば，ー18.99ppmを7同/2π-69胞でも照射したとき，水への飽和移動において，巨大BPA*集

合体の寄与が大きいことを示唆する結果であろう。

(m) BPA期ゲlレ， BMA及びBPA溶液のT1S(HOO): 1/Tl(HOO) vsタンパク質濃度何T(%))を図

2に示しである。タンパク質の溶液，ゲ、ル状態における結合水量を，図2の濃度依存性より推

定すると，ゲル状態では4-5倍増加した(1，3)08.65， 7.13， 0.40， -2.45， -8.79， -13.00， -18.99 

ppmを71も/2π:39-107胞を用い， T1S(l江氾)を測定した。 8.65ppm (107也)により求めた

1庁IS(HOO)VSW(%)を図3に示しである。溶液とゲルの間に非常に大きな差があった。 BPA市ゲ

ルでは，前述のように結合水量が多いことと， (I)章で述べた短し守IS値が存在するため，タ

ンパク質の照射部位より速やかに分子全体にスピン拡散し，ついで、結合水さらに自由水へと化

学交換(拡散)により飽和移動するためであろう。

-8.79 ppm( 7 Hi2π-69 Hz)， -13.00 ppm (107 Hz)， -18.99 ppm (107 Hz)をも照射し， T1S' 
T1S(HOO)を測定し興味ある結果を得た。 -18.99ppm(107肱)のも照射により求めた各種側鎖のT1S

の平均値伐S)の濃度依存性を図4に示した。 BPA溶液⑪D川の叫sの濃度依存性は認められな

かった。 BMAはpD4.0でF型構造をとり，正荷電をもつが.分子表面に疎水性側鎖が露出し， 15 

-16%以上ではゲjレ化するほどの分子間相互作用がある。このBMA溶液(pD4.0)の1/FIsは図4の

ように濃度依存性が認められたo BPAホゲ、ノレの1/T1Svs W(%)は，図4に示すように変化した。

( 1 )章で述べたように，飽和移動法で、求めたBPA*ゲ、lレのT1Sf直には，長，短2種類のTIS値が
あり，インパージョン・リカバリ一法では，長いT1Sfjのみが観測された。図4(大)の九(SLOW)

は長いT1S値の平均に対応し，T1S(FAS可の約10倍で・あった。 BPA*ゲルは濃度増加につれ，動的

光散乱で求めた粒径も増加したが， 1庁IS(SωIW)値もAkasakaらの理論(6)のように増加した。図

5に1/TlS(l五氾1)vs W(%)を示しであるがBPAホゲルの1庁Is{HI氾)は約8%以上において

1庁IS(SLOW)より大になった。この現象は水への飽和移動において， T1S(FAST)の寄与を明確に示

唆している。一18.99ppm (107也)のも照射により求めた1庁IS(HOO)vs W(%)を図5に示しである。

BPA事ゲル(pD4.町とBPAホ溶液ωD7.1)の間には非常に大きな差があった。 pD7.1ではBPAは負電

荷をもち，分子間で反発し，動的にも分子集合体がなく，一13.00，-18.99 ppm迄広がるLorentz型

吸収線をもたないためであろう。
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P63 lHNMRイメージング法による高分子ゲルの

電気的刺激一応答についての研究

(東工大工)

(北大理)

0渋谷智弘・黒子弘道・安藤勲

安永秀計

Spatial Information on a Polymer Gel 

As Studied by lH NMR Imaging 

11 . Application of Electric Field to Polymer Gel 

OTomohiro Shibuya， Hidekazu Yasunaga， 

Hiromichi Kurosu and Isao Ando 

Depatment of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of 

Technology 

Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152 

A proton NMR imaging spectroscopy noninvasively offers spatial distributions of enhanced proton 

spin density and these relaxation times， Tl and T2， for a mobile component such as water in gel with a 

help of additional magnetic field gradients. We can determine these parameters from some imaging 

patterns by using appropriate pulse sequence. These relaxation times give us information about the 

mobility of molecules. Application of an electric field to poly(methacrylic acid) (PMAA) gelleads to 

shrinkage of the gel with exhausting water. For the purpose of studying the shrinkage process， we 

measured process for changes of spatial distributions of lH spin density and these T2. From these 

results， it was found that the spatial distribitions of the lH spin density and the behavior ofwat町

molecules in PMAA gel are changed by applying an elec位icstimulation to the gel. 

1 .目的

高分子ゲルの構造・運動性とその物性・機能の発現機構の関係を分子レベルから明らかにすること

は、ゲルを本質的に理解する上でも、また新たな機能性ゲルを構築する上でも非常に重要である。現在

臨床医学の分野で広く普及しているlHNMRイメージング法は、試料中の核の密度と運動性についての

時間的及び空間的変化の情報が非破壊でそのままの状態で得られる。そこで私共は、上記のような特徴

を持つlHNMRイメージング法を用いて高分子ゲルに印加した応力により生じる歪を画像化し、応力と

ゲル中の水の分布・分子運動の変化について研究してきた.そして、 lHNMRイメージング法が、外的

刺激に対する高分子ゲルの変化を研究する有力な手法であることを明らかにしてきた。

近年、電圧印加によって高分子電解質ゲルが、収縮、膨潤等の体積変化を起こす事が見い出され、

アクチュエーターへの応用研究がなされている。しかし、その収縮挙動について完全に解明されている

とは言えない。そこで、本研究の目的は、定電圧印加された高分子ゲルの収縮過程において、ゲル中の

水のlH密度分布の変化と運動性の目安となるスピン・スピン緩和時間lHT2の空間分布の変化をlHNMR

イメージング法により測定し、ゲル中の水の振る舞いからグルの収縮機構を解析することである。

キーワード:lHNMRイメージング、ゲル、電圧印加、収縮、スピン・スピン緩和時間

0しぶや ともひろ、 くろすひろみち、 やすながひでかず、 あんどう いさお
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2 .実験

試料として用いたポリメタクリル酸 (PMAA)ゲルは、 N，N ーメチレンピスアクリルアミド

(MBAA)を橋架け剤に、ベルオキソ二硫酸カリウム (K
2
SPs)を開始剤としてメタクリル酸 (M

AA)をラジカル重合させ、洗浄の後純水で平衡膨潤させて合成した。今回は橋架け度O.25m0 1 %で

合成し、膨潤度は40前後、また膨満時の形は全長2.5c m直径8.0mmの円柱であった。膨潤度 (q)

は、ゲルの膨潤時の質量Mswollenと乾燥時の質量Mdryとを用いて以下の式で定義した。

q = Mswollen/Mdry 
lHNMRイメージング測定はNM-GIM270イメージングシステム(日本電子製)を接続した

GSX270NMR分光器 (270MKHz，日本電子製)を用い、 2x 1 0・2Tm・1の磁場勾配を印加
してスピンエコー法によって行った。 本研究で使用したNMRイメージング法は、一般的には3次元

の立体的な部ヰを一枚の面に沿って切りだした2次元平面の情報の集合として捉える方式になっている。

空間的に分布した試料の位置は静磁場の他に線形磁場勾配をかけることで識別されている。

NMR信号からの画像化は、本研究で用いた2次元フーリエ変換法では、 n/2パルスとzパルス

の聞に磁場勾配Gyを印加すると共に生じたスピンエコー信号を磁場勾配Gxを印加しながら取り込み、

2次元フーリエ変換して行われる。 Gx，Gy， Gzはそれぞれ周波数標識，位相標識，切片選択のた

めの磁場勾配である。

電圧印加はFi g. 1に示す容器中で、行った。電圧印加されたゲルを電流の方向に対して水平な方向

に切断面を取り画像化した (Fi g. 2)。

3.結果と考察

PMAAゲルに極板である白金板を接触させて電圧 (3Vの直流電圧)を加えるとゲル中を電流が流

れ、水を吐き出しながら収縮していく。その挙動は、プラス極に近いほど収縮の度合いが激しい。印加

時聞に伴うlH密度分布変化とlHT
2分布変化をそれぞれにFi g. 3、4に示す。さらに、 lH密度分布変

化の3次元ヒストグラム表示をFi g.5に示す。実際にはイメージング画像はカラーで画像化されてい

る。この画像では、個々の試料のlH密度の強度を256段階に分けた相対的な強度比なので、各試料聞

における定量的な評価ではない。今回用いたゲルの場合、重量の約98%が水なので、 Fi g.6に示した

密度変化の挙動は観測にかかるゲル中の水のlH密度の挙動を示している。このグラフによって、相対的

な評価しかできないイメージング法の欠点が補われ、各試料聞におけるより定量的なlH密度の評価が可

能になる。以上より、 lH密度は電圧印加にともない全体的に減少し、かっその分布は一様化しつつも詳

細には4つの領域に分けられることが見いだされた。また、 T
2も同じ4領域に分けられて減少すること

が見いだされた。それぞれの変化モデルをFi g. 7、8に示す。

得られた知見ををもとに、電気的刺激一応答によってゲルに現れるイメージングパターンの発現機構

を検討した。ゲノレ中のlH密度分布は、全体的には電圧印加によってばらつきが少なくなり一様化され

つつも、細かく見ていくと分布の仕方は場所のよって4つの領域に分けられる。しかも、全体のlH密

度は印加時間に伴い徐々に減少している。一方T
2
の減少は、電圧印加につれて水が移動したり押し出さ

れながら縮むことによって高分子鎖が互いに近づき、 7]<の分子運動が側鎖によって束縛されたため引き

起こされたものと考えられる。したがって、 T2の減少の仕方はゲルの直径の長さと相闘がある。つまり、
直径の長さが短くなればなるなるほど、 T2は小さくなる。しかし、 Fi g.7、8の領域3のところは直径

の減少にもかかわらずT2はそれほど減少せず、他の領域ほど運動が束縛されてないと考察される。

このようにlHNMRイメージング法を用いると、ゲノレに電圧を印加することで引き起こされたプロト

ン密度分布やT2分布などの内部変化の空間分布が測定できるので、観測するのが困難なゲル内の微小環
境情報を得るのに非常に有力な手法となることが明らかになった。 lHNMRイメージング法のこのよう

な性質を利用することにより、ゲルに関する新たな知見が今後益々引き出されていくと期待される。

なお、 PMAAゲルに水酸化ナトリウム水溶液を吸収させ、 Naイオンの移動についての実験に関しては

講演で述べる予定である。
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P64 超高速 NMR映像法による Taylor渦流の速度場計測
.fft dit .;ぞf身f!l'Iダ反 eifjfH支

Measurement ofvelocity distribution in Taylor vortex flow 
using ultrafast N M R imaging 

Kαtsumi Kose， Institute of Applied Physics， University of Tsukubα 
The most power和1feature ofultrafast NMR imaging in flow measurements is白滋velocity
component distribution in a cross-sectional plane can be measured in a very short time (-
田 ms).This technique was appliedめ aTaylor-Couette flow between a rotating inner 
cylinder and a fixed outer cylinder. The radii of位lecylinders were 5.00 and 9.00 mm  (位協
ratio:0.556) and泣leaspect ratio was 35. W orking fluid was CUS04 dissolved water. NMR 
images designed 10 give radial velocity-component distributions in a cross-section 
containing位lerotational axis were measured successively at 2印 mstime-intervals when 
位leflow was in位lewavy Taylor-vortex region. The acquired image time-sequences were 
Fourie-transformed句 obtaintwo-dimensional spatial maps of velocity power spectra in仕le
plane. The obtained spectral maps clearly demonstrate tbe spatial distribution of wavy 
spectral components (in ・'jetmode') as calculated by C. A. Jones. 

1. はじめに

超高速 NMR映像法(エコー・プラナ一法:EPI)は，他の流体計測法に

はない様々な特長を備えているが，そのなかでも最大の特長は，任意の断層

面における流速分布が非常に短い時間(約50ms)で得られるということであ

ろう(1).この手法は，これまで，円管内の層流一乱流の遷移領域で発生す

る乱流塊(パフ)の研究に用いられ，従来の手法では不可能であった，管軸

に垂直な断層面における乱流渦分布の可視化や瞬間的速度場の計測などにそ

の威力を発揮してきた(1-4). 

一方. EPIが有効に適用できる対象は，いくつかの(特殊な)条件を満た

す必要がある.その一つに，対象が高い対称性を持つことが挙げられる.こ

れは，計測対象の核スピンが，不均一な共鳴磁場中にある場合には，緩緒な

画像歪が発生するためである.すなわち，対象に均一な静磁場を印加するだ

けでなく，対象も均一な反磁場を発生する必要がある.このため対象は，回

転楕円体， もしくはそれと同様の対称性を持つものでなければならない.円

管内の流れは，この条件を満たしていたが，今回の研究で行った，回転する

同軸二円筒聞を流れるTaylor-Couette流も，この条件を満たし. EPIが有効に適
用できるものと期待される.

よく知られているように. Taylor-Couette流は，層流から周期流を経て乱流
へと遷移する典型的な系として， これまで実験的，理論的にさまざまな研究

が行われてきた (5).そして，内外円筒の半径比が 1 に近く，しかも外円筒

が静止し，内円筒のみが回転する系においては，その遷移の実体はかなり明

かにされてきている. しかしながら，周期流や乱流の空間的構造に関しては，

実験的研究も少なく，まだ解明されていないことも多い.そこで本研究では，

回転精度の非常に高い NMR試料管を用いて，同軸回転円筒セルを作成し，

Taylor-Couette流の可視化と速度場計測を行った.

2. 実験装置と実験方法

図 1に示すTaylor-Couetteセルの外円筒と内円筒には，外径，内径，長さがそ

れぞれ20mm. 18mm. 200mm. そして 10mm.9mm. 190mmの NMR屑高精度試

験管を用いた.すなわち，内円筒と外円筒の半径はそれぞれ5.00mm. 9.00mm 

である.なお，内円筒にテフロン製の回転スベーサーを固定することにより

Key Words: NMR imaging， ultrafast， EPI， Taylor vortex， Taylor心ouetteflow 
こせかつみ
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流体の高さ(h )を 140mm.とした.よ

って，流れを特徴づけるパラメタであ

る内外半径比 ηは0.556. ギャッブ dは

4.0mm. アスペクト比 r (h/d) は35
であった.作業流体には，硫酸銅を少

量加えた水を用い，外円筒の下から空

気を吹き付けることにより，水温を 35

:t 0.20Cに制御した.テイラー渦が発生

する臨界レイノルズ数Rcは70であり，

この温度における水の動粘性係数は

0.72cStであるので. Rcにおける内円筒

の回転数は24rpmであった.

外円筒は. N M Rの送受信コイル

(直径23mm.)の中に鉛直に固定し，内

円筒は鉛直軸回りに自由に回転できる

アクリル棒(長さ約50cm) に接続した.

アクリル棒の上部にプーリーを取り付

け，超伝導磁石から約1.5m離れた場所

に設置した D Cコントロールモーター

と，合成ゴム製のベルトで接続した.

そして D Cモーターの回転数は，パー

ソナルコンピュータで制御した.

撮像は. Oxford社の 4.7T. 89mm.垂直ボア超伝導磁石と. Doty社の active

shield勾配コイルを用いた自作の映像化システムで行った.撮像領域は，回

転軸を含む，スライス厚2mm. 19.2mm. x 19.2mmの鉛直断層面とした.撮像方
法は，通常の2DFT法 (l28X128画素)と. EPI法 (64X64画素)を使用した.

よって，福内の画素の大きさは，それぞれ. 0.15mm. x 0.15mm.. 0.3mm x 
O.3mmである. 2DFT法では，繰り返し時間 600ms. エコー時間24msのスピン

エコー系列を用い. EPIでは，繰り返し時間250ms. エコー時間48ms. データ

収集時間40.96msのスピン・エコー系列を用いた.

。.0守
F

同軸回転二円筒セル

(単位はmm)

outer cylinder 

inner cylinder 

Image area 

19.2 x 19.2 ---

図 1. 

3. 結果と考察

図 2に. R=4Rcのときに. 2DFT法で可視化した定常なテイラー渦の画像を

示す.これらの画像は，最初に，流体に格子状の核磁化の飽和パターンを生

成し. r 4時間後に撮像することによって，その閣の流体の動きを可視化し

たものである.格子の間隔は2.0mmであるので，テイラー渦の回転軸方向の

波長 (λ) や，面内の流速を定量的に評価することができる .λ/dは. Rc 

においてはほぼ2.0であるが. RがRcより大きい場合には. Rとその状態まで

の系の履歴に大きく依存することが知られている. λは図 2においては約

6.0mmであり， λ/dは約1.5である.この値は，内円筒の回転数を Rc以下か

ら上昇させる実験の度に 10%程度のばらつきを示した.

この系 (η=0.556) では， λ/dが1.5のときに. Rが約4.5において wavyな

テイラー渦へと遷移することが知られている (6).図 3に; R=5.5Rcのときに，

250mBの時間間隔で連続的に測定した画像の佼相分布の例を示す.この位相

分布は，動径方向の速度成分の分布を示すものであり，画像面において右方

向の流れは白く，左方向の流れは黒く示されている.画像の上端と下端には
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静磁場の不均一性のため雨像歪がみられるが，

内円筒から外円筒に向かって噴出しているジェ

ットが上下に振動しているのが見られる.この

振動の潟波数を算出するために，連続的に取得

した 256枚の位相(速度成分)分布を，時間秘方一

，[，]に Fou丘町変換を行った. このようにして，動

符方向の速度成分のパワースペクトル分布を一

挙に得ることができた. R=5.5Rcのときに得られ

た速度ノ〈ワースベクトルの索開分布の一部を関

4 ，こ示し，速度のパワーの今断層的iにわたる総

和の周波数変化を関 5に示す. ニのように， E闘

を!甘いることにより，従来同時刻においては，

点(レーザードップラー) ( 7 )ないしは線上(超

日波) (8 )でのみ行われていた速度スベクトル計

測が，一挙に:次元 Ifliにおいて可能となった.

ところで，伏15 ，こみられるように、 Rニ5.5Rcに

おいては、 0周波数以外に1.5Hzあたりに大きな

どークが存在している. これは，テイラー渦の

wavyな運動の最も主要な周波数成分であり，関

3からわかるように，内円高から吹き /Hすジェ

ットの軸万戸!の振動に対応している この振動

では，吹き!Ilしの地点は一定で，先端が大きく

振動しているため，その速度スベクトル強度は，

関 4(c)に示されているように，吹き /llし地点、か

ら動係方"，]においては非常に小さな併となって

いる E すなわち，振動成分は， 予想されるよう

に， ジェットの辺縁部において大きな強度を持

っていることが，国 4，こ明般に/]'¥されている。

これは，かつて同様の条件において計算された

wavyな運動のスペクトル成分の空間分布によく

一致 Lている刊になお， 1Hz近傍に比較的ブロー

ドなどークがみられ，特徴的な君主間分布を示し

ているが，現庄のところ，とのような振動に対

応しているのかは検討中である.

4. むすび

速度スペクトルの計測は，流れの不安定性を

研究する i二で不可欠であり， これまで，熱線流

速計はもちろん， レーザードッブラ一流速計な

どを用いて計測が行われてきた. しかし，ほと

んどの計測が，一つの時期では一点のみであり，

また最近の超膏波を用いた計測でもいくつかの

線上で行われているにすぎなかった.超高速 N

M R理主像法は，速度スベクトルを一つの断層面

上で一挙に求めることができるため，流れの不

安定性を研究する上で，非常に強力な手法とな

1
5ム戸、J今、d

{場 τ 霊静告官官官事

図 2.定常テイラー渦流
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関 3. 250ms間賠で連続的に撮像した動径 JjI"Jの速度分布の時間変化

関 4. R=5.5Rcにおける速度スベクトルの空間分市
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P65 31p NMRによる筋エネルギ一代謝機能の解析

0三森文行人久野譜也1，2、鮮干摂1・3、浅野勝己4
(1国立環境研究所、 2東大教養、 3筑波大大学院、 4筑波大体育科学)

Aanlysis of energy metabolism in the skeletal muscle by 31p NMR 

Fumiyuki MYTSUMORy1， Shinya KUN01， 2， Sub SHUN001，3， Katsumi ASAN04 

31p NMR spectroscopy曹asused to follow the changes in high 

energy phosphorus metabolites and pH in rat hindlimb muscles at rest， 

during submaximal twitch contractions stimulated by electric pulses， 

and recovery in a noninvasive manner. Changes in the PCr/(PCr+Pi) 

ratio were described as two state transition between the rest and 

work states， while no change in ATP. The steady state level of 

PCr/(PCr+Pi) at work， or the transition rate of PCr between the two 

states changed in the endurance-trained rat where the oxidative 

metabolic capacity had been increased， or in the rat exercising 

under hypoxic conditions. We tried to analyze the results semi-

quantitatively based on two different regulation models of oxidative 

ATP formation reaction. 

【はじめに】 Yn vivo NMRにおいては新しい測定法の開発とともに、

得られた結果の定量的解析法の研究もきわめて重要である。現在までの研究

の多くは観測された代謝物の定常濃度、変化率の記述にとどまり、それをも

たらす生体の代謝機能、酵素活性まで解析する方法は確立されていない。本

研究では、筋の酸化的リン酸化機能を例として、 31p NMRスペクトルより

得られたパラメータを用いて筋の酸化的リン酸化機能を半定量的に解析する

試みを行った。合わせて、同一個体を 2年間にわたってinvivo N M R法に

より追跡した結果から、機能の個体評価の可能性についても紹介したい。

【方 法】 Wistar系ラットの後肢に表面コイルNMR信号検出器、張力

ゲージ、電気刺激用電極を装着し、筋に一定の運動負荷を与え、安静→運動

→回復の各過程で31p NMRスベクトルを測定した。測定はBrukerBiospe 

c 24/30分光計を用い、最も単純なpulse& collect法を用いた。一群のラッ

ト(実験群、コントロール群各8匹)では筋の酸化的代謝機能を増進させるた

め2年間にわたる持久トレーニング〈トレッドミル上での26.8m/minの走運動、

45分間、週3回〉を負荷し、 3か月ごとに上記の測定を繰り返した。他のラッ

トでは酸化的リン酸化反応を酸素リミットの状態で観測するために、吸気ガ

In vivo N M R、31p NMR、エネルギ一代謝、酸化的代謝機能、骨格筋

みつもり ふみゆき、くの しんや、せんう せつ、あさのかつみ
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ス中の酸素濃度を50，28，21.

11. 8%と変えて、同様の測定を

行った。

【結果】 後肢筋の安静

→運動→回復の各過程で図 1

に示すように連続的に31p N 

MRスベクトルが得られる。

パルス高20V、幅2ms、1Hz繰り

返しのDC電気パルスによる筋

の収縮はクレアチンリン酸

(PCr)の低下とそれに見合う無

機リン(Pi)の増加をもたらす

が筋ATPは全く変化しない。

スペクトルより各共鳴線強

度を読みとり、 PCr/{PCr+Pi)

を時間に対してプロッ.トする

と図2 (トレーニング6か月の

例)を得る。 PCrの挙動は安静、

運動の2状態モデルで記述で

きる 0・トレーニング群では運

動状態でのPCr/(PCr+Pi)が

0.83とコントロール群のO.67 

に比べて高く保たれており、

運動→安静への回復速度も速

くなっている。このプロット

より安静状態のPCr、運動時の

PCr、またPi化学シフト値より

得た筋pHをパラメータとして

トレーニング開始前から21か

月までの8回のデータを評価

した。ここでは、一例として

2年聞を通して測定できたト

レーニング群5匹、コントロー

ル群4匹の運動時PCrの個別プ

ロットを図3に示す。これよ

りトレーニング効果の個体ご

との評価が可能である。

一方吸気中の酸素濃度を変

化させた状態での運動からは

トレーニングの場合と同様の

PCr 

10 -10 

ppm 

Fig.1 A series of phosphorus-31 NMR spetra 
obtained from rat hindlimb muscles in vivo at 
rest(lower 4 traces)， during exercise (middle 6) 
and recovery (upper 4). The NMR spectra 
were measured by accumulating 32 FIDs with 
a pulse length of 25us， and a recycling time 
of 3s. 
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Fig.2 Changes in PCr/(PCr+Pi) at rest， during 
exercise， and recovery in the hindlimb muscle 
of rat trained for 6 month (・)and control(o). 
PCr and Pi at early stage of recovery were 
obtained from the spectra accumulated 8 
times (24s) in order to improve the time 
resolution. 
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プロットが得られる〈図4)。酸素濃度が50→8%と低下すると。運動時のPC

rレベルはこれに対応してに低下し〈図5) 、回復速度も遅くなる。

【筋の酸化的リン酸化機能の解析】 トレーニング、低酸素運動それぞれ

の群で運動強度が等しいにもかかわらず、運動状態におけるPCrの定常レ

ベル、安静、運動の 2状態間の遷移速度に系統的な変化が見られた。すなわ

ち、酸化的代謝機能を高めたトレーニング群では運動時の高いPCr定常値およ

ζ
J
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び速い遷移速度、酸化的代謝機能を制限した低酸素運動では、 PCr定常値及び

遷移速度の低下が見られた。この 2つの指標をより定量的に筋の酸化的リン

酸化機能と結び付けることを検討した。

上記の結果を解析的に解くことはできないので、 2つの酸化的リン酸化反

応の制御モデルを利用した。第1はChanceらの提唱するATP生成反応のMicha

elis-Mentenモデルで、 ATP生成速度Vについての制御式V/Vmax=[ADP]/([ADP]

+KM)にクレアチンキナーゼの平衡反応式を代入した V/Vmax=I/{I+a/([Cr]/

[PCr])}を用いる。 Chanceらは[ATP]=5mM.pH=7.1. KM=20 uMの条件下でa=

0.53を用いたが、我々はpH等を実測にあわせて再計算したa値を用いた。この

式をトレーニング6か月のPCr定常値に適用すると、トレーニング群及びコン

トロール群それぞれのV/Vmax値、 0.48土0.03、0.59士0.04よりトレーニング

群でのVmaxが23%増大していると算出された。

第2のモデルとしてMeyerらの提唱するATP生成速度が[PCr]に比例するとす

るリニアモデルを用いた。この電気的モデルの解析から[PCr]の安静、運動の

2状態の指数関数的遷移が解析でき、その時定数はミトコンドリアにおける

ATP生成反応の抵抗に比例することが導かれる。第1の場合と同様にトレーニ

ング6か月での運動→安静へのPCrの遷移の単一指数関数によるフィッテイン

グの時定数はトレーニング群、コントロール群でそれぞれ57.1:l:40.3s、132.

O:l: 10. 7sであった。これよりリニアモデルによればミトコンドリアの酸化的

リン酸化機能はトレーニング群では約2.3倍に増大していることになる。酸化

的代謝機能マーカーの一つであるコハク酸脱水素静素の活性をトレーニング

1年目にラットのgastrocnemius筋表層で求めた値はトレーニング群で27.7%増

加しており、第 lモデルでの推定値に近かった。
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P66 ラット脳内微量成分のNMRによる解析

0高橋征三 1に荻野孝史 2) 

1) 日本女子大・理・物生， 2)国立精神・神経センター，神経研究所

Spectral Analysis of Minor Components in Rat Brain Tissue by NMR. 

OSeizo Takahashi 1) and Takashi Qgino2) 

1) Dept. Chemical and Biological Sciences， Japan Women' s Univ. 

2) Institute of Neuro Science， NCNP 

Rat brain tissue was investigated by CH-COSY and HMQC spectra. By means of 2 

dimensional spectra， most of the NMR resonances in the brain was clearly isolat-

ed by taking the correlation between 1H and 13C. Resonances of serine was pre-

sently assigned which is physiologically important for the brain function. The 

2 dimensional HMQC method was found promising enough to in vivo studies consider 

ing the spectral resolution and its acquisition time. It is， however， necessary 

to improve the pulse train to obtain the spectra of higher molecular weight com-

ponents in the brain. 

生体組織は複雑な形状の国体成分と細胞液という液相からなる不均質系であり，種々の

分子量の物質が多種類混合した多成分系である.これをNMRで研究する場合、分解能は

上がらず， NMRスペクトルは複雑に重なり合うという， in vivo系特有の問題がある。

また生体系は時々刻々，代謝物質に量的変化があるため，できるだけ短時間に測定を終了

しなければならない.本研究の目的は，生体の組織や細胞レベルでの生理反応を研究する

ために，複雑に重なるスペクトルを分離し，それぞれの分子を同定すると同時に，定量的

に代謝物質の変化を評価するための方法を開発することである.

【実験}試料は7週令のWisterRatの脳を用いた.酸可溶性成分の試料は，過塩素酸で除

タンパクしたのち重炭酸カリウムで氷冷下中和した.中和過程で生じた塩は遠心と濯過で

除き，ーヒ清を凍結乾燥した.測定のための試料調製は，ミクロ NMR試料管の中で重水中

凍結乾燥し，再度重水に溶かした.新たに生じた過塩素酸カリウム塩は，遠心し管底に密

着させて測定した.ラット脳の測定のためには，脳の前頭葉を適当な大きさにスライスし

て試料管に入れ，ロックのために重水素化した生理食塩水を約50uL共容させた.生理食塩

水には，微量のナトリウムアジドを混ぜ，脳組織の呼吸酵素を止めた.

装置はBrukerAMX-400闘を用い， 298Kで測定した.1H-および13C-NMRの測定周波数

はそれぞれ400.13および100.6MHzである.

【結果および考察】 従来 invivo N M Rはほとんど 1次元の測定であり， NMR信号の

ごく一部しか利用していなかった.たとえば次ページの表に1Hおよび13Cで帰属された

ものをそれぞれOと*で示すが，ラット脳内のアミノ酸で帰属されたのは一部であること

N門Rノ 111ν;νO} HHQC〆スヘ07f、jレIJ払 f ぞ i)ン
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がわかる.しかも

信号が重なるため

帰属された信号の

中でも実際に利用

できるのはごく一

部でしかない.

最近，脳の発達過

程にともない、こ

れまでの常識に反

し、種々のDーア

ミノ酸が脳内に微

量蓄積することが

報告され、 Dーア

ミノ酸の脳内機能

との関係が非常に

興味を持たれてい

る。そこで脳内分

布が選択的で、 NM

DA受容体と類似し

た分布を示すセリ

アミノ酸 大脳 血雪量 NMRスベク

(μmoIlg脳組織重量) (mM) トルの帰属

グルタミン酸 11.6 0.16 o * 
タウリン 6.63 0.42 o * 
Nーアセチルアスバラギン酸 5.6 o * 
グルタミン 4.48 0.48 o * 
アスパラギン酸 2.63 0.02 o * 
y-アミノ酪酸 (GABA) 2.33 0.01 o * 
セリン 0.98 0.19 

グリシン 0.68 0.22 o * 
スレオニン 0.66 0.19 。
アラニン 0.65 0.31 o * 
リシン 0.21 0.30 

アルギニン 0.11 0.10 

プロリン 0.07 0.16 

チロシン 0.07 0.09 

パリン 0.07 0.14 。
ヒスチジン 0.05 0.05 。
フェニルアラニン 0.05 0.05 

トリプトファン 0.05 0.10 

ロイシン 0.05 0.10 。
システイン 0.04 0.11 

メチオニン 。.04 0.04 

イソロイシン 0.02 0.07 

オルニチン 0.02 

表 ラット大脳組揖および血襲のアミノ酸謹度と帰属の有無

ンに着目した.表 Oと*はそれぞれ1H，13Cスペクトルによる帰属を示す.

からセリンは謹度的に十分に検出範囲内であると考えられる.しかるにまだ帰属されてな

い理由は，セリンの共鳴位置に，高温度存在する俄の物質の共鳴信号が重なっているため

であると考えられる.このような信号を検出し定量化するためには2次元または3次元N

MRを利用するのがよいことは分かるが，問題はそれが invivo測定に使えるほど，じゅ

うぶん短時間に測定できるかである.

1HーCOSYや1H -NOESYを測定から， intact細臨の場合磁場の不均一のため，水の近傍に

ある共鳴線は水からの寄与を完全に取り除くことが極めて困難であることがわかった.そ

の結果，感度を多少犠牲にしてもスペクトルの分離が優先すると考えた.そこで13Cの分

離能を利用して1Hスペクトルを編集する方法を検討した.まず完全なスペクトル・パタ

ーンを得るためにCH-COSYを測定した.その結果 13Cの全領域をカバーするためには2K点

あれば十分であることが分かった.またセリンの信号が，他の信号から分離されて，明瞭

に観測できることが分かった(図 1). 

つぎに線形予測法の効果を調べるために， CH-COSYにおいてデータがどの程度再現され

るかをチェックした.その結果，データ点が128Kでそれを2K点に拡張しでも，ノイズ成分

は増えるものの， artifactの発生は注意すれば問題にならないことが分かった.図2の上

のスペクトルは通常の方法で測定した 1次元のNMRスペクトルで，下はCH-COSYのFl成

分を線形予測でデータ点を拡張して得たprojectionスベクトルである.図から明らかなよ

うに， CH-COSYスペクトルは緩和の速い高分子成分を落とし，低分子成分だけの，しかも

分解能をenhanceしたスペクトルに対応する.
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図1 ラット脂のCH-C05Yスペクトル
F1. F2方向にそれぞれ1Hおよび 13Cの通常スペクトルを示した.

HMQCスペクトルは2Kx 2K点で

測定し，約16時間で良好な結果

を得た.スベクトルはCH-CQSY

の結果と良い一致を示した(図

3) .セリンの信号も明瞭に分

離して観測できた.これは脳組

織の外からセリンを加え，信号

が強くなることで帰属した.

つぎに測定時聞を短縮するた

めの検討を進めた.まずれ側の

スペクトル幅を脂肪族領域だけ

をカバーする範囲，つまり75

ppm にし芳香族領域を折り返す

ことで，分解能をまったく犠牲

にすることなくデータ点数を

128にできた.これで測定時聞

は3ないし4時間まで短縮でき

た.繰り返し時間は 1秒以下に

短縮できた.HMQCの測定は 13C 

Ch。

Lac 
CR 

Ac 

Normal Spectrum I 

図2 通常スペクトルとCH-印5Yのprojectionスペクトル
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と1Hの閣の2量子遷移を利用する方が，単純なBirdパルス法より良好なスベクトルを得

これはintact細胞に固有な磁場の不均一性が大きく寄与しているものと思われる.

スペクトルの分布から判断して，脂肪族領域の信号をさらに折り返して線形予測法と組

た.

み合わせれば， F1のデータは16点前後で必要な分解能が得られるものと思われる.そうな

ると測定時聞は15分以内にすることができ， in vivo測定法として 2次元NMRは十分実

用可能と判断される.しかし現在の方法は，たとえば得られたピークがアミノ酸由来のも

のかペプチド由来のものか区別ができない.またprojectionスベクトルから判断して，高

分子由来の信号を大部分落としているものと思われる.in vivo測定では，低分子だけで

なく高分子の変動も生理的に重要である.したがってinvivo測定に適したパルス列を工

夫し，それらの区別をつけ，かつ短時間で測定できる方法を開発することが今後の課題と

して残されている.
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ラット踏のHMQCスペクトル
13 Cをスペクトル幅75ppmでとり， 2Kx128の測定で，測定時間は約3時間

である. 1次元のスペクトルは通常測定の結果である. 13 Cは約 16時間

積算した.この結果からスペクトル幅はさらに半分にしてもピークは重な

らないし， 1カラム当たり 3ないし4つ以上ピークは存在しないことが結

論できる.この結果は，線形予測を行えば， F1方向に16点以下のデータし

かなくてもピークが十分に分離されることを示唆する.
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P67 プロトン感度を利用したラット脳内はCー標識代謝産物の追跡

0犬伏俊郎 1、森川茂贋¥木村亮之 2、半回譲二人鬼頭幸_.、

荒井俊之 a

( 1滋賀医大 分子神経、 2脳外、 3京大医 麻酔)

Detection of I'C-Labeled metabolites in rat brain utilizing the sensitivity 

。f 1 H NMR 

OToshiro lnubushい， Sigehiro Morikawal， Ryoji Ki血ura2，Jyoji Handa2， 

Kouichi Kito' and Toshiyuki Arai3 

( 1 M 0 J e c . N e u r 0 b i 0 1. R e s . C e n t r.， a n d 2 N e u r 0 s u r g e ry、Shiga Univ. of Med. Sci.， 

and 'Anesthesiology， Sch. of Med.， Kyoto Univ.) 

ln the previous report， we presented the metaboJism of 1叩 I'C-glucose and 

the distribution of the 皿etobolic products in vivo by IH-detected approach， 

a gradient enhanced version of hetero nuclear 血ultiple quantu皿 coherence (GE 

-HMQC). Here， we applied this 血ethod to some brain deseased models prepared 

o n a n i皿als. One of the examples was the hypoxic condition of rat brain. A 

doublet IH signal attached to the methyl group of 3-I'C-lactate which wasd 

erived due to oxygen lack from the infused I-I'C-glucosewas was detected 

i m皿ediately after the death . Partial brain infarction was also investigated 

and the distribution of I'C-labeled metabolites was analyzed in the brain. 

[緒言J 1. C一核を利用した NMR標識法は広範な有機代謝産物を網羅し、またそ

の同位体の天然存在比が低いために、選択的に標識物質の時間的、並びに化学的消長

を追跡できることから、生体において様々な応用が展開されてきた。しかし、 1.C核

のNMR感度が低いことから、生体中の標識化合物を直接観測するには、試薬の大量

投与や、長時間の測定を余儀なくされる。そこで、演者等は磁場選択法による IH検

出ー多量子 (MQ)棺関スペクトロスコピー法を発展させ、 IH一核の感度を利用す

ることから、ラット脳内のグルコース代謝産物が低磁場NMRででも追跡でき、その

脳内分布を示す画像が得られることを昨年の本討論会で報告した (1)。 今回は、臨床

応用を目指して脳虚血モデルを作成し，この方法の適用を試みた。

[方法} 測定には S- 1 5 0自己遮蔽傾斜磁場コイルを附備した GE社製 2T 

C S 1装置を用い、 1.C核の RFは広域デカップラーを利用した。信号検出には自作

キーワード:1. Cー標識、磁場選択-HMQC、 IHー検出、 1.C一化学シフト画像

0いぬぶし としろう、もりかわ しげひろ、きむら りょうじ、はんだ じようじ、

きとう こういち、あらい としゆき
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のけc-'H二重向調の表面コイルを用いた。パルス系列には傾斜磁場パルスを利用し
た Heteronuclear Multiple Quant百mCoherence (GE-HMQC) 法用い、 13C RFパル

スには DANTEの周波数選択パルスを採用した。傾斜磁場パルスは 2m sの幅で、最大

7G/cmまで負荷した。 ラットはハロセン麻酔下、 19/KgBWのト13C-glu

C 0 s eを静脈より投与した。

[結果と考察] 前回の討論会でラットにト 13C-glucose を投与後脳内の同標識化合

物とその代謝化合物 3-/4-'3C-G1 x (3-/4-' 3C-G 1 u， 3-/4-' 3C-G 1 n) が低磁場 NMR装

置を用いても 'H NMRの感度で数分以内に検出でき、また、それらの脳内分布を示

す画像も得ることができることを示した。 今回はこの方法の病簸モデルへの応用とし

てラット脳梗塞を取り上げた。図 1にはこの最も極端な例としてト 13C-glucose を投

与後に屠殺し、その前後、 1 0分毎に観測される 'H NMRスペクトルを示す。この

図に示されるように死亡以前には観測されない 3-13C-lactate が死亡直後から急速に

増大し、その後数時間、一定の信号強度で検出された。ちなみに、この状態で 3-13 C 

-lactateの画像を得ると、 かなりの信号が脳以外の周辺部の筋肉組織から検出されて

いることが明らかになった。

また、ラットの半脳梗塞モデ

ルを作成し、同様の測定を行

った。梗塞の作成 2日後のラ

ット脳では、 ト 13C-glucose

と 3-/4-13C-Glx はともに梗

塞部位では観測されなかった。

これに対し、シャム手術を施

したラットでは両者の化合物

が脳全体にほぼ均一に観測さ

れ、梗塞部位でのブドウ糖代

謝の阻害がこの方法で確認で

きた。この方法により病態の

特徴を表す 13Cー標識化合物

の検出が 'H核の感度で行え、

低磁場画像用 NMRによって

も短時間にその局所化、或い

は、画像化も可能なものと考

えられる。これらの病態モデ

ルに実験に加え、より広範な

空間領域を確保するヴォリュ

ウム・コイルによる結果につ

いても併せて報告したい。

[文献1(1) 犬伏等、第 3 1 

回 NMR討論会講演要旨集

p17 (1992). 

1 H-detected 3_13C of Lactate in Rat Brain 

6 ~ 
hλ八 1

…一…wドい~-2f!?em

~ωぷ~~ぺ久v叫いいイ

5.00000 0.00000 
ppm 

守5.00000 -10.0000 

Fig. 1. A series of'H NMR spectra for the postmoバemrat brain (4 
-10). Reference spectra during the 1-13C-glucose infusion were 
presented in (1)ー(3).
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P68 The Application ofCI NMR Null Point Spectral 
Analysis to the Study of Chloride Ion Binding to 
Human Serum Albumin 

William S. Price，Nien-Hui Get， Luan-Ze Hongt and Lian-Pin Hw組 gt

N ational Insti旬teofMaterials and Chemical Research， Tsukuba， Ib訂北i-ken305. 

tDepar回 entof Chemis句r，National Taiwan Universi守，Taipei， Taiwan， ROC and 
Institute of Atomic and Molecu1ar Sciences， Academia Sinica， Taipei， T出wan，ROC. 

The binding and exchange of quadrupolar nuclei play important roles in 
biological systems. Normally quadrupolar nuclei are in exchange b，etween企eesolution 
and being bound to a macromolecu1e. Generally the仕eepopulation great1y exceeds 
the bound popu1ation.古田 lonsm 也e企eesolution紅eusually in也eextreme 
narrowing condition while the slowly reorienting bound ions訂ein the dispersion 
region. Previous NMR ion binding s旬dieshave generally been based on Tl and T2 
measurements. The data were也enanalyzed to ex回 ct也efluctuation correlation time 

at the bound site and the exchange rate. The bound population occurs in也erelaxation 
equations as a product of the squ訂eof the quadrupolar coupling constant of the bound 
site. This product forms a constant and can only be separated if one of the two terms 
can be independent1y determined. However， generally the fluctuation correlation time 
ofthe elec出cfield gradient and也equadrupolar coupling constant at血e企eesite can 
be determined independent1y. Generally the longitudinal relaxation appears to be 
exponential組 da single exponential approximation has been derived which is suitable 
for small deviations企om也enon-位協menarrowing condition. However， with NMR 
spectrome旬rshaving increasingly larger static magnetic fields， the assumption of the 
relaxation approximating a single exponential becomes less realistic. Recently we have 

been developing a new NMR method for studying quadrupolar relaxation based on也e
observation and subsequent analysis of the fine spec回1s仕切旬rene訂 thenull point in 
inversion-recovery experiments (i.e.，π4・π/2・Acq.;see Fig. 1).1・3The fine spectral 
structure also provides a convenient means to observe the dynamic企equencyshi武
百leshape of the n叫1point contains information complementary to normallongitudinal 
and仕組sverserelaxation measurements. The time evolution of the spin-density ma出x
is calcu1ated using the Redfield equation. The relaxation equation is simpli自edby 
expressing it in a basis of state multipoles in which the individual elements of也e

densi守ma出X仕組sformas components of the白11rotation group. 

Keywords: binding， human serum albumin， null point， state-multipole 
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(A) (B) (C) (D) (E) (F) 

35 0 -35 
Hz 

Figure 1. Experimental (top) and simu1ated (bottom) 7Li inversion-recove:ry spec仕aas 
a function of也eτdelaytime of a sample containing 0.2 M LiCl and 9M D20 in 
isopropanol-d8 at 225 K. Theτvalues and ordinate magni今ingfactors for the spec岡
町'erespectively (A) 250 ms， 16; (B) 260 ms， 16; (C) 265 ms， 16; (D) 270 ms， 16; (E) 
275 ms， 16;σ) 4 s， 1.百leasymme句rID也espectra resu1ts企om血edynamic 
企equencyshift. 

The resu1ts of previous NMR studies on chloride ion binding to human serum 
albumin但SA)suggest也剖 there訂etwo classes of chloride binding sites: a small 
number of s位ingbinding sites to which chloride binding can be inhibited by 
stoichiome出camounts of sodium dodecyl su1fate (SDS)， and weak (SDS・血sensitive)
binding sites (see Fig. 2). In血ep問sentstudy the binding of chloride ions to HSA w部
studied using Cl NMR null point spec住alanalysis (see Fig. 3). We found也at:(1)也e
res叫tswぽeconsistent with a weak and a strong class ofbinding sites; (2) relaxation at 
the weak sites cou1d be modeled using a single correlation time for the f1uctuation of 
也eelec出cfield gradient at the bound site whereas binding at也estrong site was 
modeled using a two-step model; (3) for the weak sites the enthalpy of dissociation 
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was 20.2 kJ mor1 and at 310 K出ecorrelation time was 3.4 ns; (4) for the s住ongsite 
出edissociation constant was determined to be 0.1 M and at 310 K the slow 
correlation time was 35 ns and也eupper limit for也efast correlation time wぉ 0.5ns. 
This study shows也atana1ysis of the :fine spec仕a1s仕切加reat the null point provides a 
more detai1ed source of motiona1 information也m 也enorma1 longitudina1組d
transverse relaxation meas町'ements. This method a1so allows more accurate 
determination of correlation times as wel1 as enabling the interpretation of quadrupolar 
ion binding data when the relaxation is too non-exponentia1 to a110w the use of usua1 
methods. 

@ 

HSA 

Figure 2. Schematic representation of ch10ride ion binding to HSA. The ch10ride ion 
exchange between the free (f) and weak (w) sites occurs independently of也e
exchange between the企eeand s仕ong(s) sites. There訂ens and nw strong and weak 
ch10ride binding sites per HSA molecu1e. The popu1ation of the ch10ride ions剖血e
企ee，strong and weak sites is denoted by p忘psand Pw， respectively. kxv is也e
microscopic rate constant for transfer from site x to site y (where x， y =えs，w). Direct 
exchange between sites s and w wou1d be slow as it is limited by surface diffusion. 

1. Price， W.S.， Ge， N.-H. and Hwang， L.・P.(1992) 
Effects ofhigher-rank multipoles on spectra1lineshapes ofI =3/2 quadrupolar nuc1ei 
near the null point in inversion recovery experi血ents.
よMagn.Reson. 98， 134-141. 

-365-



2. Ge， N.-H.， Price， W.S.， Hong， L.-Z.組 dHwang，L.・P.(1992) 
Application of null point spec住ain inversion recovery experiments for studying 1 = 3/2 
quadrupolar nuclei involved in exchange processes. 

J. Magn. Reson. 97， 656-660. 

3. Price， W. S.， Ge， N.-H.， Hong， L. -Z. and Hwang， L.・P.(1993) 
Characterization of Ch10ride Ion Binding to Human Serum Albumin Using Cl NMR 
N叫1Point Analysis. J. Am. Chem. Soc. 115， 1095・1105.

(A) (B) (C) (D) (E) 

200 0 -200 
Hz 

Figure 3. Experimental (top) and simulated (bottom) 35Cl inversion-recovery spectra 
as a function of theτdelay time of a sample containing 0.45 mM HSA， 7.2 mM SDS 1 
M NaCl and 50 mM Tris bu宜erin D20 at pH 7.5 and 310 K. The τvalues and 
ordinate magni身ingfactors for the spectra given respectively by (A) 10.4 ms， 32; (B) 
10.5 ms， 32; (C) 10.55 ms， 32; (D) 10.65 ms， 32; (E) 250 ms， 1. 
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P 6 9 Secondary Structure and Signal Assignments of HIV・1Protease 

Complexed to a Novel Structure-Based Inhibitor by 

Heteronuclear Multidimensional NMR Spectroscopy 

Toshimasa Yamazaki， Linda K. Nicholson， and Dennis A. Torchia 
Bone Research Branch， National Institute of Dental Research， National 
InstItutes of Health， Bethesda， MD 20892， USA， (FAX) 301-402-0824 

The aspartic protease encoded by HIV is essential for assembly and 

function of the virion. Because inhibition of the protease leads to the 

production of non-infectious viral particles， the protease is a leading candidate 
for target antiviral drug design. An impressive effort in rational drug design is 

underway， in which structural information obtained台omX-ray crystal structures 

of the protease and protease-inhibitor complexes， is being used to identi今the
interactions that are crucial in stabilizing the protease-inhibitor complex. 

In contrast with the extensive structural information now available about 

the protease and protease-inhibitor complexes in the crystalline state， virtually 
no information about the structure and dynamics of these systems in solution is 

available. Because the effects of crystal packing on local structure， dynamics， 
and solvent interactions are eliminated by working in solution， information 
provided by solution studies is a necessary complement to X-ray 

crystallographic data. Here， we report the first comprehensive NMR studies of 
the HIV -1 protease in solution. Essentially complete 1 H， 13C and 15N signal 
assignments of the protease complexed with a designed cyclic urea inhibitor 

DMP 323 which is a novel， structure based， highly specific inhibitor of the HIV 
protease were accomplished by using a variety of triple resonance experiments. 

We also determined the solution secondary structure and topology of the 

protease from NOE distance constraints， coupling constants， and hydrogen 
exchange data. The solution structure is compared with the canonical structure 

of the inhibited protease as derived from X-ray dif世actionstudies. 

A 1H_15N HSQC spectrum of uniformly 15N-labeled HIV-1 protease 

complexed with DMP 323 shows well dispersed intense signals， indicating that 

the protease assumes a wel1 defined structure. Nearly all backbone 15N， 13Cα， 

13Cs， and HN signals were assigned from the analysis of correlations observed 

in a 3D CBCA(CO)NH spectrum and a 3D CBCANH spectrum. The former 

experiment correlates each 15N， HN signal pair to the 13C'αand 13Cs signals of 
the preceding residue， while the latter provides these correlations in addition to 

the intraresidue15N，HN，13Cαand 15N，HN，13ωcorrelations. In spite of the 

23 kDa molecular weight of the protease-DMP 323 complex， 90% of the 
possible sequential correlations and all possible intraresidue correlations， except 
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for those involving the Cαand Cs of T4 and L5 and the Cs of T31， were 

observed in the CBCANH spectrum. In addition， excepting the Cαand Cs of 

T4 and T5， all possible correlations were observed in the CBCA(CO)NH 
spectrum. Using the nearly complete sets of correlations available世omthese 

two experiments， stretches of amide resonances were sequentially aligned and 
various residue types were identified by their Cαand Cs chemical shifts. This 

enabled each stretch of amino acids to be assigned to a unique section of the 

amino acid sequence. The assignments were checked and extended to backbone 

Hαand 13CO signals， and to 1 H and 13C side chain signals by correlations 

observed in the following 3D spectra; 15N-separated HOHAHA-HSQC， 
HB出 (CO)NH，H(CCO)NH， C(CO)NH， HNCO and HCCH-TOCSY. Side 

chain lH and 13C signals were assigned to the various types of aromatic amino 

acids from crosspeak patterns observed in lH-13C CT-HSQC and CT-HSQC-

RELAY spectra that are optimized for aromatic side chains. The aromatic Ho 

and 13co signals were then correlated to sequentially assigned backbone signals 

through crosspeaks observed in 3D 15N separated NOESY -HMQC and 13C/15N 

separated NOESY -HMQC spectra， respectively. 
With the availability of essentially complete signal assignments， 

interproton distance constraints were derived from NOE connectivities observed 

in 3D 15N separated NOESY -HMQC and 13C/15N separated NOESY -HMQC 
spectra. Dihedral constraints for ゆangleswere obtained from 3 JHNHαcoupling 

constants determined from Hα圧fNintensities measured in a 3D HNHA 

experiment. Slowly exchanging amide protons were assigned in a lH_15N 

HSQC hydrogen exchange experiments， and were identified as protons involved 
in interresidue hydrogen bonds. The s-strand and helical domains indicated by 

the NOE and J coupling data are enforced by the secondary structural elements 

predicted by the observed displacement of Cαand Cs. chemical shifts from their 
random coil values. 

Comparison of the structural results with the canonical structure of the 

inhibited protease derived X-ray diffraction studies shows that， in general， there 
is good agreement between the secondary structure found in solution with that 

seen in the crysta1line state. The nine s-strands， the helix， and reverse turns 
observed in the crystal structure correspond well with the secondary structures 

identified in the present studies. However at more detailed level， there appear 
to be several differences in local structure of the protease in the two states. 
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